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2Bp12 　酵母 ミ トコ ン ドリア の 機能は発酵 か ら呼吸へ の転

　換を制 御する
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酵 母 の 発酵 か ら呼 吸 へ の 転換 （diauxic　shift ）は ゲ ノ ム ワ イ ドな 遺伝子発現

の制御 を伴 う、広 範な代謝 の変換 に依存 し て い る。我 々 は当初、ミ トコ ン

ド リア に局在 す る糖結合型 ス フ ィ ン ゴ 脂質の 分解酵素 lscl の 遺伝子破壌株

の 酸素呼吸能 に つ い て解析 し て い た 。tScl 破壊株 は ミ トコ ン ドリア の 機能

は 少 し しか 落 ちて い ない の に 、酸素呼吸環境 ドで の 増殖能が著 し く低 い ．
こ の表現型 の 差 の 原 因は、遺伝 子発現に ある の で はない か との仮説 を立 て 、
diauxic　shift 前後 で マ イ クロ ア レ イを行ったとこ ろ 、確か に is〔／1破壊株で は

酸素呼吸 に 関わ る遺伝子の 発現上昇が抑制 されて い た。従 っ て 、i．scl 破壊
株 の 酸素呼吸能が低 い の は、酸素呼吸 に 関わ る遺伝子 発現 を L昇 させ られ

な い ため と考 えられた．
こ の 結果 か ら、ミ トコ ン ドリアの 機能が 落ちて い れ ば、diauxic　shift は 起

きに くくな るの で はな い か とい う仮説を立て た ．この 仮説 を検証する た め 、
ミ トコ ン ド リア DNA を欠落 させ ミ ト コ ン ドリ アの 機能 を低下 させ た 株 を

作 り、そのdiauxic　．shift 前後の 遺伝子発現を マ イ ク ロ ア レイで解析 した。そ

の 結果、確か に こ の株では 親株に比べ て 酸素呼吸に 関わ る遺伝子の 発現 ヒ

昇が 抑制さ れ て い た。以 上 の 結果か ら、ミ ｝ コ ン ド リア の 機能 が diauxic
shift を制御 する こ とが 明 ら か と な っ た o。
1）Kitagaki　et 　aL．ノ．　Biot．　ChL’・ni．，2S4，10818 ．10830 （2009 ）．

2Bp13 　出芽酵 母 に お け る染色 体 か らの セ ン トロ メ ア 配 列

　の切 り出しに よ る細胞死 の誘導
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遺 伝子組換え生物が野外 で 拡散す る と、環境 へ 及 ぼす影響が 危惧さ れ る。
遺伝子組換 え生物の 野外で の 拡散 を防 ぐた め に 遺伝子 組換え 生物に 条件致

死性質 や不稔性質 を付与す る こ とが 重要で あ る。条件致死 性質や 不稔性質
の 付与 に 部位特異的組換 えを利用 して 特定の 条件下や時期に 染色体か らセ

ン トロ メ ア配列 を切 り 出 し、細胞死 を誘導す る こ とが 有効 で あ る と考え ら

れ る。そ こ で、酵母 ∫．cel
’
evisin．e を モ デル 生物 と して pSRI プ ラス ミ ドの 部

位特異的組換え を利用 した セ ン ト ロ メ ア配列の 切 り出 しに よ り細胞死 を誘

導 する こ と を検討した 。セ ン ト ロ メ ア配列の 切 り出 しは 、標的セ ン トロ メ

ア 配列 の両側に組換え 部位配列 （RS〕を同 じ方向に 挿入 し、　 R 発現プラス

ミ ドを導入 した 細胞 を作製 した 後、この 細胞 をガ ラ ク トース 培地で 培養 し

て レ コ ン ビナ ーゼ の 発現 を誘導 して 行 っ た。一倍体細胞 で第IV 番染色体の

セ ン ト ロ メ ア配列 を切 り出す こ とで 細胞 死 を誘導で きた 〔プレート培養で

の 生存率 ：約4xlO
．s
）。さ らに、二 倍体細胞 で第IV 番相同染色体の 両方か

ら セ ン トロ メ ア配列を切 り出す こ とで 細胞死を誘導で きたc しか し、こ の

生存率 は
一

倍体細胞 よ りも約10倍 高か っ た．そこで、第IV 番と第 V 番の相

同染色体の 全て か らセ ン トロ メア配列 を切 り出 した結果、生 存率は
一
倍 体

細胞 と同程度 に低下 した。二 倍体細胞で多数の 染色体か らセ ン トロ メア配

列 を切 り出す こ とで細胞死の効率 を向．．ヒで きた。
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2Bp14 　Molecular　breeding　 of　Saccharomりces　cerevdSiae

　strain 　with 　higll　amou 皿t　of 　RNA
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Transcrip［ion　 Df 　rDNA 　b）
・RNA 　polymcrasc　 I　in　Saccharom｝，ces　6舵 定1癖 齠

requires 最）ur 　factors，　i．じ．，　 core 　hctor，　RIln3P，　TンYIA 　binding　protein，　and
upstream 　 ac 口vation 　factor（UAF ）comp ［ex 　in　additi 〔m 匸o　 P 〔｝l　 I．1｛R，NIO
gene．　one 　of 匸he　UAF 　complex 　subunits ，　is廴ndispensabLe 　to　pronlo【e　high
level　of しranscription 　of 　rRNA 　gcnc、想 though 　the 　ZtTvl．10　disruptanL　is．
viable ，　this　mutant 　shows 　scvcre 　s且o  v　growth　due　t｛｝ 亡he　decrea8ed　level　of
rRNA 　synthesis ．　 Tb　breed　strain 　with 　increased　amount 〔｝f　RNA 　content ，
we 　previously　isolaしed 　seveu 　 supprcssors 　which 　restored 　 nonna 且growth
phenotypc 亡o 匸he　SirrnlOdisrupしan し　RNA 　coJltcllt 　Df

’
suppressors （Mt γ nヱ0

∫VP ｝was 　20−50％ higher　Level［han　that 　of 　thc 　rirtnlOd ・isvaPtant．　In 　this

study 、　 we 　 examined 　the 　possibiiity　whe しher　 thcse 　 suppressor 　 mutatiDns

icad　t〔｝further　increased　rRNA 　con 〔en ［xvhen 　RRNfO “
・as　introduccd．　Wc

fbund 　 that　 supprcssors 　 wi ［h　RR ，VIO＋s畳lowed 　1．3−2．0 且bld　higheコ
．
　RNA

content 　corupared 亡〔，　wild −type 　s匸rain ，　suggesting しhaし this 　approach 　with

supprcssor 　 of 　the 　 rRNA 　 trans ⊂riptkm 　defectk’e　 mut …mt 　 is　 cffcctive 　for
brccding　strain 　with 　increasedユ mounl 　 ofRNA ．

2Bp15 　過剰 発現で 乳酸 ス トレス 耐性 を付与 する 出芽酵母

HAAI 遺伝子の 機能解析
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近年 の 様
tt

な環境問題 か ら バ イオ エ タ ノ
ー

ル や ポ リ乳酸な どの 植物 由来プ

ラス チ ッ クの 普及が切望 されて い るが 、出芽酵 母の 酸耐性化 は、それ らの

コ ス トダウン に 寄与 で きる 重要 な形質の ひ とつ であ る。そ こで 、酵母の 酸

ス 1・レ ス 耐性機溝 を理解 しさらなる耐性化戦略 を確立す るた め 、過剰発現

で乳酸 ス トレ ス 1耐性 を付 テする酵母遣伝子 の単離 と機能解析 を行 っ た 。そ

の 結果、ス トレ ス 応答性膜 タン パ ク質な どの転写活性化因 丁
一
を コ

ー
ドす る

H4Af を同定 した 。　 HAAI の 過剰発現 は酢酸 ス トレ ス に 対 して も耐 性 を付 与．
した。酸ス トレ ス の 細胞内pH へ の 影響 を調べ た結果、蘭 f過剰発現株で

は乳酸 ス トレ ス 条件 Nで も細胞 内pH が高 く保 たれ てお り、これ に よ り乳酸

耐性が 付
．
与 され てい る こ とが示 唆 された。次 にHaalp −GFP の 細胞 内局在 を

解析 したとこ ろ、Haalp −GFP は乳酸 ス トレ ス 添加後迅速に 核に 蓄積する こ

とを見 出した。また、Haalp が リン 酸化タ ン パ ク質で あ る こ とも初め て 明

ら か に し た が 、興味 深 い こ と に 、乳酸 ス トレ ス に 応 じ て 脱 リン 酸化 型

Haalp も増加 して くる こ とか ら、酸ス トレ ス に 応 じたHaalp の リン 酸化1脱
リ ン 酸化に よ る制御機構が 示唆 された 。また、Hualp の 既知の 下流遺伝子

を破壊して も過剰発現株の 乳酸耐性に 顕著な影響は見 られなか っ た こ とか

ら、乳酸耐性は 下流の 機能重複 した 遺伝子あ る い は未知の 遺伝子の 発現強

化 に よ っ て 付与 され て い る こ とが 示 唆 された 。
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