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2P−2041　　 乳酸 を資化
・
発酵で きる 実用酵母 の 構築 ：非解

　　　　　　　離型乳酸資化性酵 母 の 性質

　　　　　　○ 若松 菰
1，木 田 建 次

2
，田 口 久貴

1．赤松 隆
1

　　　　　　 （
i
崇 城人 ・生物 生 命 ・応微 工 3熊大 院 ・自然 科学：）

2P−2042　　 次世代シーケ ンサーによ る変 異部 位 特定 に 供 す

　　　　　　　る 実 用 酵 母 の 同質遺伝子 系統株の 構築
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【冖的】 エ タ ノ
ー

ル ・メ タ ン
．．
殺 発酵 に よ り都市型 バ イ オ マ ス で あ る生 ご

み か ら効率的に 燃料用エダ ノ
ー

ル を製造す る こ と を 目的に ，非解 離型乳酸

を 資化で きる実用酵 母を 構築す る。　 【方法 と結果】 耐熱性
・
耐酸 性で 掛 け

合わ せ がで き形 質転換能に も優れ た エ タ ノ
ー

ル 発酵 用実用酵母N 八 M34 −4C
およ び実験室酵母の D一乳 酸，L一乳酸，　 D ，L一乳酸 に 対する 資fピ性を 最少培地

で 調べ た。乳酸の pKa （3．78）近傍の pH 　3．5で は，　 NAM34 −
4C の 増 殖は 認め

られ た が ，s288C は増殖 しなか 一・た。また，　 D一乳酸 で の 増殖 が最 も 良く，
D，L一乳酸 とL一乳酸 で は，長い 増殖遅延 の後 に 増殖が 見 られ、　 L一乳酸 の 増

殖 速 度が 最 も遅か 一t た。解離型 乳酸が 多い pH 　 5．5で は，　 S288C も長 い 増殖

遅 延 と非 常 に遅 い 増殖速度で は あるが 増殖が 認め られ、か っ D一乳酸 の方が

L一乳 酸 よ り も増 殖 が 良 か 一，た cNAM34
−4C で の 増殖 速度は ，　 pH3 ，5 と極め

て 似 て お り，pH 　3．5で の L一乳酸培地 で 見 られ た 極端 な増 殖遅延は 見 られ な

か った 。以 上 の こ とか ら，非 解 離型 L一乳 酸が 細胞 内に 取 り込ま れる と顕著

な 増殖遅 延が 見 られ ，D一乳 酸 で は そ の よ う な 遅 延 は ほ と ん ど 見 られ ない こ

とが分 か ．⊃た 。また 「D一乳 酸 の 方 がL一乳 酸 よ り も明 らか に 資 化 性 に 優 れ て

お り，乳酸か らの エ ダ ノール 発酵 に はD一乳酸 が 優 れ て い る こと が 予 想 で き

た ．

【目的 】 耐 熱 性 ・耐 酸 性 ・掛 け 合 わ せ ・形 質 転喚 に 優れ た エ タ ノ
ー

ル 発

酵用 実用 酵 母NAM3 ，1−4Cか ら グ ル コ ース
・キ シ ロ ー一ス 同 時 発酵 性酵 母 を

構築 し．キ シロ・一ス 代謝 向 「：変異 を 取得 後 、変 異 部 位 を解 析 して い るが ，
「」質遺伝 子 系統 株で ない ため 塩某齔列の 違 い が 多い。そ こで ，1司質遺伝 了

．
系統 株 を分 離す る こ とを 凵的 とす る。　 【方法お よ び結果】 NAM34 −・ICの

ura3 ＝ kaπm，x　 DNA に よ る G418 耐性転換体NAM2Dl を分離 した。集団接 合を

行 った が ．G418 耐性 変異
一
倍 体の 出現が 多 く，「 倍体 を見い だせ なか っ

た。そ こで ，tert2＝kanm ＝遺伝子型 の NAM203 転換 体を 構築 し，　 N ，，XM2 〔｝1と

の間 で集 団接合させ ，最少培 地 で 二 倍体を選 択 し，数個 の 候補株 を 分離 し

た．こ の株 を種 々 の 胞 丁
一
形 IN培地 で 培養 した と こ ろ、ひ とっ の 培地 で わ

ずか で はあ るが胞 子形成を認め た。4胞子 揃った 子嚢胞チは なか った が ，
ミ ク ロ マ ニ プ レ

ー
タ
ー

で 解 剖 し ク ロ ーン を得 た e こ の 中か ら プ ロ ト ト ロ

フ で 接合能 の 良い 株 を選択 したとこ ろ 2株の α 株 を得 た。次 に，こ の 株の

PIIO87−kanmx −MATa −TAF 　DNA によ る転換体 を得た．　 G418 耐 性転換 体を

多数 分離 し．光学顕微鏡下で
一
t．倍体候補株を選び、4分子解析 し．2MATa

’ 2MAT α に分離す る株 を得 た ．こ の 中か ら，　 NAM ：｛4−4C の 同質 系統株「
SClO〔〕Ol （MATa 　PH （）87：：kanmx）とSCIOOO2 （MAT α ）を得た c
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2P−2043　　 キ シ ロ ー
ス を資化 ・発酵 で き る実 用酵母 の 構 築 ：

　　　　　　　高濃度キ シ ロ
ー

ス 耐性突然変異体の 分離と そ の

　　　　　　　解析

　　　　　　○ 嶋作 和也
】，木 田 建 次

2，田 冂 久貴
L，赤 松 隆

1

　　　　　　 （
1
崇 城 大 ・生 物生 命 ・応微工 ，2 熊大 r  自然 科学 ）

2P・2044Peniophora 属担子菌に よ るエ タ ノ
ー

ル 生産
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【目的 】 グ ル コ ース と キ シ ロ ー
ス か ら エ タ ノ

ー
ル 生産す る た め に ，キ シ

ロ ース を構 成 的に 細胞 内に 輸送 で き （キ シ ロ ー
ス 輸送 ：XT ） ，キ ン ロ ー

ス をキ シ ル ロ
ー

ス
ー5一リン酸 に代謝 で き る （キ シ ロ ー一ス 代謝 ：XM ｝ 実用 酵

母を構築 して い るu また、キ シ ロ ース 代謝が向 E 〔HEX ） した株 も分 離し

てい る．しか しなが ら，高農度 の キ シ ロ
ー

ス に対 して は ．増 殖阻告が生 じ

る。そ こで、高濃度 キシ ロ
ー

ス耐性突然 変異体 を分離 し，遣伝学 的 に解析

す る 。　【方法 と結果】XM 　XT 　HEX 株 は，50　g〆L の キシ ロース 濃度培地で

増殖阻害が 生 じた c そ こで ，こ の 濃度で 増殖が 改善 ざれた 突然 変異体 を2
個 分 離した 。突 然 変異 を 解折する 广．め に ，XM 　XT 　HEX 株と 突然 変異体を

掛け 合わ せ ，「 倍体を分離 した。キ シ ロ ー
ス 培地 で 塔養 した と ころ ．二 倍

体は 増殖阻害を示 さなか った 。従って，突然変異 遺伝子は 野生型 対立 ア レ

ル に 姆 し．い ずれも優性で ある と結論 した n また，突然変 異 休に 関 して 4

胞子解析をす ると，増殖 の 良い 株 と増殖 の悪 い 親株 と同 程度の株 が い ずれ

も2÷ ：2一で 分離 した 。こ の こ とか ら．突 然変異遺伝f は1遺伝子 変異で あ

る こ と を認 め た 。こ の 突然 変異 をそれぞれSXM −1 とSXM −2 と名付 けた．
両者が 「司じ遺伝 子内の 変 退で あるか ど う か ア レ リズ ム 試験を行って い る。
また 、少 な くと もSXM −1変 異は ，セ ン ト ロ メ ア に 連関 して い た。

【冖的】 自然界で森 の 分 斛 音として 木質資源の リサ イ ク ル に 貢献 して い る

担 子菌 は 、多 様な物質変換 能 を持 っ こ とか らバ イオ リ フ ァイナ リ
ー一

へ の

応用 が 期待で きる と 考えて い る 。こ れ まで に 、我   は 自色腐朽菌伽 砂 加昭
鰰 抛 に 良好な エ タ ノール 生 産性 を 見出 して お り

1〕、本研究で は PtinioPhora，fi
担 子菌に おけ る 発酵能 にっ い て 知見 を得る こ と を 目的と した 。
【方法 と 結果】1コentoPJtura 属担 子 菌類 を グ ル コ ー一ス 、マ ノ ノ ー

ス 、セ rr ビ

オ
ー

ス お よび マ ル ト
ー一

ス を 令む各 培地て 培養 したとこ ろ 、Rcinel’ea と 系統
的に近縁 な種におい て、ほ ぼ共通 した発酵能 の存在 を

一
刃
めたtt ア ラ ビノ

ー
ス や キ シ ロ ース に 対す る性質 も1司様であった。現在、バ イオ マ ス に 対す る

発酵試験 を 行う と と もに、リノ ノセ ル ロ ース 分 解酵 素との関係 につ い ても

検討 を進 め て い る。
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