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3P・1142 麹菌 pal 経 路 の 解析
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真核生 物 の 細 胞質 に お け る翻訳 と mRNA の 分解 は 密接 に連 携 して お り、
そ の制 御 は ス ト レス 条件 下 に お い て 特 に 重 要 で あ る。ス トレ ス 条 件 下 で

非翻 訳 状 態 の mRNA はポ リ ソ
ーム か ら隔 離 され 、翻 訳 制 御囚 子や RNA 分

解装 置 な どと と も に ス ト レス 顆粒（stress 　grunute ．　SG ）や プ ロ セ シ ン グボ

デ ィ （P
−body ）と い った 構造 体を細胞質 に形 成 す る。一．』

方、エ タ ノール ス

トレ ス に 対す る酵 母の応答機構 は まだ小 明 な 点が 多い 。そ こ で 今 回、エ タ

ノ
ー

ル ス トレ ス 条件下 に おけ るSG とP−b。dy の 形成 に っ い て 検 討を行 い 、
そ の 生 理的意義を 考察 した 。解析 の 結果、SG は P−body よ り も 厳 し い エ タ

ノ ー
ル ス トレ ス 条件下 で形成 され、さ らに その 形成 は P−body形成後 に 誘導

され た 。加 え て、シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドに よ って SG の 形 成 は 阻害 さ れ る こ と

や 、eIF2 α の リン 酸 化 に非 依 存 的 で あ るこ と が 明 らか と な った 。ま た 、熱

シ ョ ッ ク（46℃）に よ って もSG の 形 成 は誘 導さ れ るが 、エ タノ ール に よ っ
て 誘導 ざれ る SG と 熱シ ョ ックに よ るSG とで は 構成 因 子 に 違い が存在す る

こ と を見 出した。さ らに 、SG の形 成が抑制 される 遺伝子 破壊 株を用 い て

生理 的意義 を検討 したと ころ 、野生株 に比 べ て 遺伝子破壊株は エ タ ノ ール

ス トレ ス 処理 後の 生 育同 復 が不十分で あった。その ため、SG は エ タ ノ
ー

ル ス トレ ス か らの 回復 時に 重要な役割を担って い る と考え られ る。実際の

醸 造過程 に お け る SG 形戒に つ い て は 、清酒小 仕込試験 お よ び 白ワ でン の

醸造試験 を行 って検討 して い る．

【背景 ・目的 】 麹 菌AsPnygtitus　oワζae の生産 す る ア ル カ リプ ロ テ ア ーゼ （ALP ）

は 、醤 油 醸造 に お い て 重要 な 酵素の 1っ で あ る。我 々 は 、ALP の 制御 機構

の 解 明 を行 う た め 、ALP の 発現制御 に 関わ る palシ グナ ル 経路 と、　 paL経路

に よ り活性化 され る転写 因 子 pacC に 注 目 し研究を進め て きた．しか しなが

ら、pal 経路 に関与 する全て の 因子の 特定 に 至って い ない 。そ こ で 、今 ま

で に 作製 したPatl
’
　
i／，　Palt　

”〕．　Pai”　
3）
破壊株の 影響 を詳細 に 解 析 した 結呆、今

まで 知 ら れて い なか った pai経路に 関与す る 遺伝子 の 特定 に成功 し、解析

を 行った の で 報告する 。
【実験方法

・結 果 】 pal経 路 に関 与す る候 補遺 伝子 を 、　PalF，PaU，Pall7破 壊

株の DNA マ イク ロ ア レ イ解 析 結 果 な ど よ り抽 出を 行 い 、候 補 に あ が った

遺 伝 子 にっ い て A、oo’taeAtigDAIv ／r （誅 を宿主 に用 いて 遺伝子 破壊株 を作製 し

た 。作製 した破壊 株に っ いて 、定量 P¢ R に よ りPaoC遺伝子 の 発現量 の 解析

を 行った と こ ろ、pacC 遺伝子 の発現量が減少す る破壊株 があるこ とが確認

で き、今同 見 出 した 候補遺伝 子の うちpul シ グ ナル 経 路に 関与す る遺伝子

があ ると判断 した 。現在、その候 補遺 伝子 に っ い て 詳細 な解析 「「・で あ る。
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【目的】核酸系調味料 を添加 した調味 味噌 は、味噌中の 麹菌ボ ス フ ァタ
ー

ゼ （Aph ）に よ る 旨味成分 の 分解防止 の た め、高温 の 加 熱失活 処理が 不可

欠で ある n しか し、高温加 熱 に よ り味噌 の品 質が 低下 す るた め 、Aph 低生

産麹繭を 利用 した 新規 な 省エ ネ ル ギ ー
型味 噌製造技術の 開発が 求 め られ て

い る 。本研究で は、味噌用麹菌 に お ける 高頻度柑 同紐 換え 系 の開 発と 卿
遺伝 子破 壊株 の 作出を 行 い、味噌製 造 に お け る aPfima 伝 子 群 の 機 能 解 明 と

Aph 低 生産 麹菌 の育 種 を 目 指す 。
【方 法 ・結 剰 味 噌 用 麹 菌漣．・ozae　KBN630 を舮 G遺伝子 破壊用 ベ ク タ ー一で

形 質 転換 し、渺
lrσ遺伝子 破 壊株4，0ワzae 　KBN630 −17を取 得 した。さらに A．

op ，cae 　KBN63 〔｝
−17を舳 70遺伝 子削 除用 ベ ク タ

ー
pDelku70

−2で形 質転換 し、
ha70 ・如，rG 遺伝子 二 重 破壊株A．　oワζae　KBN630 −17K3 を 取得 した 。　 A．　OV ’cae
KBN630 −17K3 に お ける 遺伝子 タ

ーゲ ッ テ ィ ン グ効率 を ampl ｛遺伝子破壊ベ

ク タ
ーで 測 定 した 結果、90％ 以 上 の 高頻 度相同 組 換 え 系 で あ る こ とが 確 認

され た。次 に fl．呶 8r ρ伽4遺伝子 と最 も相 同性 が 高 い妙 屈 遺 伝 子 の 破 壊 用 ベ

ク ダ ー
pDisaphA を 構 築 した 。　 pDisaphA でA．　op ’i．ae　KBN630 −17K3 を形 質転

換 し、ψ衄 遺 伝 子破 壊 株 を取 得 した 。現 在 、塑姐 遺伝 チ 破 壊株の ホ ス フ ァ

タ ーゼ活 性 の 測定 お よ び 味 噌 用 麹 菌 と して の 実用 性の 評価 を行って い る．
な お 本研 究 は 「新 た な 農林水 産政策を推進す る実用 技術 開発事業」 の

一
環

と して実施 した。

清 酒醸造 にお い て 、」辧卿 跏 ∫ 叨 ζ館 の 製麹培 養に お ける 3っ の 遺伝 f の 発現

が 大 きく、実用株に お ける各遺伝子 の 発現 に起 閃す る活 性を 遣伝 子破 壊法

の よ り、寄与率を 調 べ る こ と に した 。3種 の 遺 伝 子 破 壊 カセ ッ トはク，nd （約

2kb） を マ
ーカ ーと し て 約 2kbの 相 同領 域 〔5

’、31 〕 を プラ イ マ ーレ ス

PCR を 基 に して 作成 した 。こ の3種 の 遺伝 子 岐 壌株の う ち 、／種 は 全 体 の6
−・7割 の 活 性 を もち 、所 定 分 析法 で 測 定す る優勢 な 活性 をもっ こ と が明 ら

か と な った 。
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