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【背景 ・目的】Sacchromyces　cerevisi α e の 細 胞壁 成分 β
一グル カ ン は免疫担当細胞

で ある マ ク ロ フ ァ
ージを活性化す る こ とが知 られ て い る。また、マ ク ロ フ ァ

ー
ジは細 胞表面の 受容体 〔Dectin−1）を介 して β

一グ ル カ ン を認 識する こ とが報告 さ

れ て い る 。こ れ まで に、パ ン 酵母の 1倍体株の 変 異処理 に よ り．発酵能 を保持

し、高い マ ク ロ フ ァ
ージ活性 化能 を有す る AQ −37株 を取得 した。本研 究で は 、

マ ク ロ フ ァ
ージ活性化能 を有す る 二 倍体酵母の 構築 とその 解析 を進め た。また、

AQ −37株の 形態 を指標 に変 異部位 の 同定 を試 み た。
【方法 ・結 果】 AQ −37株 を もと に して、95株 の 二 倍体 を得、　AQ −37株 と1司様 に

SDS 感受性が ある 70株選抜 した 。さらに 、染 色に よ り細 胞壁 マ ン ナ ン量の 減少

が予想 された 3株 を選 び、細胞壁糖量 を測定 した。3株 と も親株 と同等 の 増殖 を

示 し、2 株で はマ ン ノ
ー

ス 量が約 70％ に減少 して い たc 次に、マ ク ロ フ ァ
ージ

活 性化能 を、酵母 とマ ク ロ フ ァ
ージの 接触 に よ り分泌 された TNF・α量 で 評価 し

た ．その 結 果、3株 とも親株 よ り高い 活性化 能 を示 し、BQ−55株 で最 も高い 活

性 化能 を示 した。また、変異遺伝 子を同定する ために 、S．　ce 」
’
evisi αe ゲノ ム ラ イ

ブ ラ リ
ー

をAQ −37株に 形質転換 した 。　 AQ −37株 は浸透圧 感受性 と偽菌 糸形 態を

示す t．取得 した 302株 の うち親株 と同様に 浸透圧感受性がない 88株 を得た 。そ

の うちの 1株 は親株 と同じ形態 に戻 っ て い た。プラ ス ミ ドを回収 し、解析 を進

めた結果、M ）Dlが形 態を相 補 した。また、　AQ −37株 の NDDI は、遺伝 子前 半で

終止 コ ドン をコ
ー

ドし、タ ン パ ク 質構 造に大 きな変化 が予想された。

グル タチ オン は酸化ス トレ ス に 対 して 保護作用 を持つ ペ プ チ ドで ある 。酵 母に

お い て 、細胞 内グル タ チ オ ン 含量 に 影響 を 与える 遺伝子 を同定す る た め に 、
Saccharomyces　cerevisiae の 遺伝子破壊株 ラ イブ ラ リ

ー
を用い て ス ク リーニ ン グ

を行った結果、対照 に比べ て 1．2倍以 ヒの 含量を示す破壊株 を8種 同定 した （chcl ，
cst6 ，　ddc1，defl，pepl2，　rtsl，ubp6 ，　yihl ）t．また、　 DEF 且と CYS4 遺伝子の 過剰発現

が、GSHl と1司様 に グル タ チオ ン 含量 を．Eげ る こ と を見い だ した 。さら に、今

回得 られ たグ ル タ チオ ン 高含有破壊株 に おい て 、GSHI を過剰発現 させ る と、グ

ル タチ オン 含量の 増加 に 関して 相乗効果が見 られ た。また 、defl，pep12，　ubp6 破

壊株 とDEF1 過剰発現株の メ タ ボ ロ
ーム解析の 結果 か ら、グ ル タチ オ ン 高含有

株 に おい て は、共通 して 細胞 内メ チ オ ニ ン 、酸化型 グ ル タチ オ ン が 対照 に比 べ

て 高 くな っ て い た こ とか ら、高含有株で は メ チ オ ニ ン 合成が 活性化 され 、また

酸 化 ス トレ ス 状 態で ある こ と が 示 唆 され た。さ ら に、Candida 　utilis に お い て

GSH1 ，CYS4，　DEFI をそ れぞ れ過剰発現 させ た と こ ろ、グル タチ オ ン 含量 の 増加

が見 られた。こ れ らの 知 見は 、今後、酵母 に お い て 工 業的 なグ ル タチ オ ン 高生

産技術 の 開発に 貢献す る もの と考 え られ る。
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有用 な 生 理 活性 を有 す る グ ル タチ オ ン （GSH ＞は グ リシ ン、グル タ ミ ン酸 、お よ

び シ ス テ イ ンか らな る トリペ プチ ドで あ る。酵 母 で 生 産す る場 合 、培地 に構成

ア ミ ノ酸 あ るい は無 機塩 を添 加 す る こ と に よ り菌体 内の グ ル タチ オ ン 蓄積 量 を

L昇 させ る こ とが で きる 。た だ 、そ の た め に は 高濃 度の添 加 が必 要 で あ り、し

ば しば 増殖阻 害 も引 き起 こ すこ とが 問題 と さ れ て い る。
そ こ で 本研 究 で は 、増殖能 に は悪 影響 を与 えず に グ ル タ チ オ ンを 高含 有 す る酵

母を 生 産 す る方法 を 開発 す る こ と を 目指 した。まず 、芳香族 ア ミノ酸 を前 駆 体

とす る 芳香 族 ア ル コ ール 3 種 （フ ェ ニ ル エ タ ノ
ー

ル、チ ロ ソ
ー

ル、トリ プ ト

フ ォ
ール ）を そ れ ぞ れ 単独 で 添 加 した 培 地 で 食用 酵 母 Cα η4漁 皰 傭 を培 養 し、そ

の GSH 生 産 能 を調 べ た 。そ の 結 果 、且mM フ ェニ ル エ タ ノ
ー

ル を 含む培 地 で は

菌体量 の増 加 に伴 うGSH 総 生 産 量 の 向上 が 認 め ら れた 。ま た、トリブ トフ ォ
ー

ル を D．5mM の 濃 度 で 含 む 培 地 にお い て は GSH 含 有率 の 上 昇 が 起こ っ た 。なお 、
培 地 に添 加 す る こ とで GSH 含量 を高 め る効果 を もた らすシ ス テ イ ン をO．5　mM
の 濃度 で添 加 し た条件 に お い て 、さ らに は トリプ トフ ォ

ー
ル の 前駆体で ある ト

リブ トフ ァ ン を そ の 10倍 量 添 加 し た場 合 に は、菌体 内の GSH 含量の 有意な上昇

は起 こ らな か っ た。本 技 術 は 芳 香 族 ア ル コ
ー

ル を添 加 す る こ とで 、酵母 培養物

にお ける GSH 含量 を増 加 させ る こ と を可 能 とす る た め、今後の 食品製造 に大 き

く貢献 する こ と が期待 で き る。

（randida　utitis は増 殖 力 ・発 酵 力 に優 れ る トル ラ酵 母 で あ る。本 酵 母 は キ シ ロ
ー

ス を含 む培 地 で 旺 盛 に生 育す る もの の、キ シ ロ
ー

ス か ら エ タ ノ
ー

ル や 乳 酸 を発

酵 生 産す る こ と はで き な い 。本 研 究 で は トル ラ酵母 を用 い て キ シ ロ
ー

ス か ら乳

酸 な ど の 有用 物 質を発酵生産 で きる酵母 株の 構築 を行 っ た。
キ シ ロ

ー
ス は NADPH 消 費型 キ シ ロ

ー
ス 還 元 酵素 （XR ） とNAD ＋ 消費型 キ シ リ

ト
ー

ル脱 水素 酵 素 （XDH ）に よ っ て キ シ ル ロ
ー

ス に変換 さ れ る。C．　 zatiiisは キ シ

ル ロ
ー

ス を 高 効率で 発 酵す る こ とが で きる こ とか ら、XR 、　XDH に よ っ て 生 じ

る補 酵素 の イ ン バ ラ ン ス が キ シ ロ
ー

ス を発酵 で きない 原 因だと考 え られた。そ

こ で 、Candida　shehatae 由来の XR 、　XDH を改変 し、補酵素要求性 を変換 した酵

素遺伝子 を作 製 した 。こ れ ら遺伝子 群をPichia　stipitis 由来 キシ ル ロ
ー

ス リン 酸

化酵 素 とともに C．　utilis　tこ導人 した とこ ろ 、補酵素要求性 をNADH 消費型 に 変換

した XR と野 生型 XDH （NAD ＋ 消 費型） を導 入 した株が キシ ロ ー
ス か ら最 も高

い エ タ ノ
ー

ル 生産能を示 した 。また 、代 謝工 学操作 に よ り乳 酸生 産能を付与 し

たC．utitis株 1）に こ れ らの キシ ロ
ー

ス 代 謝酵素遺伝子群を導入 した とこ ろ、本菌

株は 100酬 の キシ ロ
ー

ス か ら42 時 間で 高光学純度の L．乳酸を93．8g ！1生産 した 。

本菌株 は 26911グル コ ー
ス と 21副 キ シ ロ ー

ス を含む ビール仕込粕糖化液か ら も

78％ の 収率で レ 乳酸 を生産 した。本研究の 結果 よ り、C．　utitis 育種株は 複数の 糖

が 混在する 実バ イt マ ス 由来原料 を用い た 場合で もL一乳酸を効率的 に生産で き

る こ とが 示 され た。1）Biosci、　BiotechneL　Biochent．，73，1818−24 （200g ）
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