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〈 背景及 びN的 〉

清酒醸造 に用い られて い る清酒酵母 は胞子形成能が非常 に低 く、1倍体の 取得

に多大な手間 を要す る。本研 究で は、代 表的な清 酒酵母で ある き ょ うか い 7号

〔以下K7） を用い 、その 原因 を検討 した 。
〈 方法及 び結果 〉

ノ
ー

ザ ン 解析の 結果、K7 で は減数分裂初期遺伝子 LVE ノお よび ／、Vfi／2 が 発現 し

て い ない 事が分か っ たが、こ れ らの 遺伝 f の 発現 に 関与す る と考 え られ て い る

RtM15 は K7 で も発現 して い た c しか し、ゲ ノム 解析 の 結垠か ら K7 型 の Ri、14／5
はフ レ

ー
ム シ フ トに よ りC 末端が 欠失 して い る こ とが 明 らか に さ れて お り、機

能不全が疑われた。そ こ で 、K7 に おい て 実験 室酵母 に 由来する正 常 な R砺 ／5を

発現 させ、Rl，lf15とK7 の 低胞 r一形成能 と の 関係 に つ い て解析を行 っ た．その

結果、正常 なRJ，lfi5を発現 させ た K7で はわ ずか なが ら胞子形成能が 回 復し た。
また、K7 の 1倍体 と実験室酵 母BY4742 の 交 配株が 高い 胞子 形成率を有する こ

とか ら、K7の 低胞 丁
一
形成能 は実験室酵 母の 遺伝 子で相補 口」

．
能な劣性変異 に起因

す る こ とが示唆 された。そこ で 、251個の 胞子形成関連遺伝子の 破壊株 と K71

倍体 とを交配 させて 胞子形成 能を調べ るこ とで、原閃遺伝子 の ス ク リ ーニ ン グ

を行 なっ た、，その 結果、K7 におい て、　RTI・V の 機 能不 全が疑 わ れ た。そ こ で、止

常 なM 、1415及 び正常 なRTF ノをK7 に導人 し胞 f形成率 を測定 した と こ ろ、胞
’
r一

形成率が 7．6％ まで 回復 した。しか し．形 成された胞子 を分離 して もほ と ん ど コ

ロ ニ
ー

を形成 しなか っ たこ とか ら．K7 では導人 した 2 遺伝子 の他 に も正 常 な胞

子形成 に必要 な遺伝子が 欠損 して い るこ とが示唆 された．

【目的】近年、バ イ オマ ス を利用 したバ イ オ エ タ ノ ール 生 産 が 、化 石 燃料 にか わ

る 次 幽代型エ ネル ギ ーと して 注 目 され て い る 。バ イオ エ タ ノール の 発 酵生産過

程 にお い て 、酵母 は 様々 な環境 ス ト レ ス に よ り増 殖 や有 用 機 能 が 制 限 さ れ る t．
従って 、ス トレ ス への 適応が 、効率良い バ イt エ タ ノール 生 産 に重 要 で あ る と

考 えられ る、，本研究で は 、ス トレ ス 応 答に 関与す る遺伝 子 を改 変 した 実 用 酵母

を作製 し、廃糖蜜で バ イオ エ タ ノール を高生 産 す る株 の 同 定 とそ の メ カ ニ ズム

の 解析 を行った。

【方法 と結果】バ イオ エ タノ
ー

ル 実用酵母（NCYC3233 ＞か ら取 得 した 一倍体株 を

用い て 、ス トレ ス応答 に 関
’j’する 遺伝

一f．を セ ル フ ク ロ
ーニ ング法 に よ り破壊 し、

廃糖蜜 中で の 発酵が良 くな る株の 探索 を行った ．そ の 結 果 、破 壊に よ り発 酵速

度が上昇す る遺伝于の
一

つ と して 、定常期 へ 0）移行 に必 要 なプ ロ テ イ ン キ ナー
ゼ をコ ードす るIUM15 を取得 した 。この 発酵迷度の 上 昇．は 、高温 お よ び高 濃度

廃糖蜜条件 ドで は検出で きなかった。廃糖蜜培地 にお ける発酵時の 増殖 を調 べ

た とこ ろ 、rim15ut 壊株で は増殖停止時の 細胞赦が 親株 よ り多 く、定常期 へ の移

行が 遅延 して い る と考 えられ た。また 、廃糖蜜内 の 糖の 消費速 度 を調 べ た と こ

ろ、Glucoseの 消 費は、親株 と ’・imi5 破壊株 で ほ ぼ 同様 に生 じて い たが 、　 Sucrose

の 消費速 度が rim15nt 壊株で 早まった．以 上 よ り、rim ／5破壊株で は 定 常 期 へ の

移行の 欠損 に起 因す る細胞増殖停止時期の 遅れ に よ り、発酵が 良 くな る と 摎 え

られ た 。
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【目的】我 々 は酒 質の 多様化 を 目指 し、清酒 もろ み か ら爽 や か な 酸 味 を 示 す リ ン

ゴ酸 の 生 産性が増大 した 酵母 の 取得 を行って きた 1｝。さ らに 、取 得 した リ ン ゴ

酸高 生産酵母 に つ い て その 特 性解明 や リ ン ゴ 酸高生 産 性 の 原 因 を探 る ため に、
DNA マ イク ロ ア レ イ を 用い た 遺伝千発現解析を 行 っ て い る

2｝。今同 、リ ン ゴ 酸

及び ピ ル ビ ン 酸代 謝に 関わ る 酵素活性 に つ い て 比 較検 討 した の で 報告 する 。
【方法

・
結果】我 々 が 保 有する 清酒 も ろみ か ら分 離 した リ ン ゴ 酸高生産酵母 1U

株 の うち、16BY7 −6株 と親株 で あ る K901 を使 用 した t／供試 菌株 に つ い て YM −10
液体培地 で静 置培養 を行 い 、菌 体 の酵 素 活性 の 測 定 を行 っ た 。リ ン ゴ 酸高生産

酵母 16BY7 −6株 と親株で あ る K90 且に つ い て リ ンゴ 酸 または ビル ビ ン 酸代 謝に 関

わ る酵素 活性 の比 較 を行 っ た と ころ 、16BY7−6株 にお い て pyruvatc　carboxytd ’se 及

び malate 　dehydrogenase活性 が 上 昇．して い た 。また 、　 pyruvate　decarbexlr
’tase活性

が低 下 して い た 。pyruvate　carboxylase は ビル ビ ン 酸か らオギザ ロ 酢酸 へ の 変換

に ，rnaiate 　dehydregcnaseは オ ギ ザ ロ 酢酸か ら リ ン コ 酸 へ の 変換に 関わ る 。以 L

の こ と か ら、L6BY7 ・6株 で は ビ ル ビ ン酸 か ら オ ギザ ロ 酢酸を経て リ ン ゴ酸 が作

られ る経 路 が 活性 化 され る こ とで よ り多 くリ ン ゴ 酸が 生成 され る の で はない か

と推 察し た。
1）大場 ら ；醸造協会誌、103．949−953〔2008）
2）田 巾 ら ： 1・「本農芸化学会2009年度大会要旨集 PlO4

旧 的】DMTS は清酒の 貯蔵劣化臭で ある 老香に 大 きく寄与 して い る、DMTS の

生 成を抑制する こ とが出来れ ば、清酒の 品質安定性 の lfrj上 が 期待で き る。こ れ

まで に 清酒の DM
．
Vs の 主 な前駆物質 と して 1，2−dihydr。xy −5−〔methylsultinyl ）pen−

tan−3．one （DMfS −Pl）が 同定 された 。DMTS −P 且は発 酵中に iM 加す る こ と や 、メチ

オニ ン 時生経路の 代 謝中間体 と搆 造が 類似 して い る こ とか ら、酵 母 メ チ オ ニ ン

冉 生経 路が DMTS −Pl 生 成に 関与する 可能性が 推察 され た。そ こ で 本 研 究 で は、
出芽酵 母非必須遺伝 ：F破壊 株セ ッ トを用 い て DMTS −P1 の 生 成 に 関 与 す る 遺伝

子 につ い て 検討 した。
【ノ∫法

・
結呆】実験室酵母 BY4743 株 に お ける メチ オ ニ ン再生 経 路 遺 伝

．
r一の懴 壊

株 13株 を用い て 総米83g の 清酒 小 仕込 試 験 を行 っ た。且9 日後 に 上槽 し、　 LCIMS

解析 に よ り製成酒 中の DM
．
1
．
S−Pl 濃度 を測 定 した 。ま た、製 成 酒 を ア0℃ L週 問 貯

蔵 した 後に 生 じる DMI
’
S　tt （DMTS 生 成 ポ テ ン シ ャ ル ）を GCtMS 解 析 に よ り測 定

した。その 糸果rintrii，iJnidel ，MtnL．u1 遺 伝予破 壊 株 で DMTS −Pl の顕 著 な 減少 が み

られ た 。この うち、tdmrii ，Amde ／pttza株 で は DMTS 生 成 ポ テ ン シ ャ ル も親 株に

比 べ て 大 きく減少 した こ とか ら、老香低減 の た め の 酵 母育 種 の タ ーゲ ッ トと し

て 有効 で ある と考え られ た 。現 在、清 酒 酵母 で も 同様 の 現 象が み られ る か 確認

す る た め 、き ょ うか い 7号 酵母 を 用 い て 、rimri／，Simde ／遺 伝 子 破 壊 株 の構 築 を

行って い る 、、
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