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産膜 は酵母が液体の 表面で 繁殖 し皮膜状 とな る現象で あ る。この 現象 の産業 と

の 関わ りに つ い て は ワ インの 産膜病の ように 香味 を劣化す る負の イメ
ー

ジが 強

い が、一方で ス ペ インに おけ る シ ェ リ
ー

製造の ように産膜 を利用 して 独特 の ワ

インを造る 例 も見 られる 。そ こで 、産膜の 防 止と有効利用の ため 、基礎的知 見

として の 機構解明を目指して きた。
1．野 生 産膜性酵母の 分離 ワ イ ン 製造 で は 原料の 加熱処理 を行わ ない た め 、原

料ブ ドウ に付着した 野生 酵母 はその ま ま発酵 1二程 に持込ま れ る。ワ イ ン の 産膜
は こ の よ うな原料ブ ドウ由来の 産膜性酵母が 発酵終了後ま で生 き残 り、貯蔵ワ

イ ン の 表面で 皮膜を形成する 現象で ある と考えら れ る，そ こ で貯蔵中に 産膜 が

お きた ワ イ ン を多数採取 し、そ れ らか ら産膜能を 示す酵母25 株を単離し た。そ

れ らの 産膜能に は違 い が 見ら れた が 、多 くが 子嚢胞子を形成 し、糖の 資化性等
も類似 して い た 。 そ の 中で特に 産膜能の 高い 3 株を選抜 し産膜機構解 明 の た め

の 供試株と した。なお 、これ ら供試株は rDNA を解析する とS．　cerevisiae の 近縁

種で あ っ た 。
2，炭素源の 産膜性へ の 影響 供試株は炭素源が 糖質で は産膜し な い が 、エ タノ ー
ル 、乳酸、酢酸 な どの 有機 酸を ．単一炭素源 と して 高い 産 膜 能を 示す。そ の 際、
グ リ オ キシ ル 酸 回路 の キ

ー
酵素で ある イ ソ ク エ ン 酸リア

ーゼ お よ び リ ン ゴ 酸シ

ン ターゼ 遺伝子 の 転写 レ ベ ル が 上 昇 する。し たが っ て グ リオ キ シ ル 酸回路の 活

性は 産膜 に と っ て きわめ て 重要で ある と 考え られ る。なお、グ ル コ
ー

ス が 共存

す る と カ タ ボラ イ トリプ レ ッ シ ョ ン に よ っ て 、両 遺伝子 の 発現は 抑え られ 産膜

もお きない 。
3，産膜 因子 の 特定 通常の S．　cerevisiae の 実験室株 は 産膜能 を示 さない 。そこ で 、
こ の 実験室株 に多 コ ピ ー

ペ ク タ ー
の 遺伝 子ラ イブ ラ リーを導入 し、産膜能を 示

す形質転換体 の 分離 を試 み た 。その 結果、形 質転 換体に は NRGI の C 末端相当

部位が欠落 しDNA 結合 能が 変化 した遺伝子 が導入 され て い た 。　NRGI は FLO 〃

の 発現抑制 因子 で あるこ とか らFLO 〃 が産膜 の 主要な因子で ある こ とが 示唆 さ

れた 。さらに 産膜能の 付与 に と もな っ て 細胞表層の 疎水性が 上 昇 し た こ とか ら、
疎水性が 産膜 の 主要 因で ある可能性 が示 された。
そ こ で 供試野生産膜性酵母 〔い ずれ も二 倍体） に つ い て ヘ テ ロ 破壊 株 〔riflo〃

／ 亙 0 〃）およびホモ 破壊株 （4flo〃 ／ 40〃） を作製 しその 産膜能 を調べ た 結

果、野生 型に 比較 しその 著 しい 低 下が認め られ た こ とか ら野生 産膜性酵母の 産

膜 に おい て FLOII が必須で ある こ とが 明 らか と な っ た。また シ ェ リー酵母 A9 株

（二 倍体） にお い て も同様に FLO 〃 に 関する ホ モ 破壊株で は 産膜 能が 全 く見 ら

れ ない こ とか ら、FLO 〃 が 必 須因子 で ある こ とが 明 らか とな っ た。
凡 0 〃 の 発現 に つ い て は供 試産膜性株に お い て は炭素源が エ タ ノ ール で 上 昇
しグ ル コ

ー
ス で 低 ドする 。ま た、対照 の 非産膜性株に お い て発 現 は極め て低い 。

4．産膜の 利用 供 試産膜性株は 高い 産膜能と と もに 高い ア ル コ ール 発酵能を有

する 。すなわ ち産膜は 嫌気か ら好気的増殖へ と切 り替わ る diauxic　shifi の 現象で

ある と考 えられ る。こ こ で 産膜性株 を利用 した 気一液 界面で の エ タ ノール発酵

を考え る と、グル コ
ー

ス 存在下で の 産膜が 必要で あ る。それ には 炭素源 の 種類
に よ ら ない FLO 〃 の 構成的 な高 い 発現が 必 須条件で ある。こ こで は そ の 方法に

つ い て も考察す る。

Yarrowia　lipolyticaはn一ア ル カ ン を資化す る酵母で あ り、今か ら40年前 の 、石油

が安価 で あ っ た時代 に はSCI （single 　ceil　pr。tein）、い わゆる石油 タ ン パ ク質を製

造す るための 酵母 として 注 目された。しか しなが ら、多 くの 企業 が関わった石

油 タ ン パ ク質製造 の研 究は、石油 由来の 発がん性 物質の 混 入が ない こ とを証明

で きず、また、原料 とす る n一ア ル カ ン に 由来する炭素数が奇数 である脂肪 酸の

人 体に 対する 影響 の懸 念を払拭で きなか っ たために 、実際の生 産技術 として結

実する こ とは なか っ た。こ の 酵母は また、多種の 炭素源を利用 して 著量の ク エ

ン酸 を生産する の で 、か っ て ヨ
ーロ ッ パ で は生 産菌と して 利用 され、米国 FDA

よ りGRAS として 認定され たが 、ク エ ン酸生産生物 として はAspergiilus　niger を

凌 ぐこ とは で きな か っ た 。結局、n一ア ル カ ン資化や ク エ ン 酸生 産の 機構に つ い

て 十分に 理 解 され る こ とは な く、脂質代謝の 基礎的研 究の ために 細々 と利用 さ

れ る の み で 、本酵 母の 存在は い わば歴史に埋 没 しつ つ あ っ た と言える。ところ

が 、幸い に して ヨ ーロ ッパ の酵 母グ ル
ー

プに よ っ て ゲノ ム 塩基配列が 2003年に

明らか に され 、当研究室に よる 遺伝子操作技 術の 向上や、近年の 分子解析技術

と細胞技術の 著 しい 発達 もあ っ て 、本酵母の 特異 な性質 に つ い て 解明 し、改め

て 生産酵母 として 育種する 条件が生れて い る 。
これ ま で に 講演者 らは MltPolytieaに おける n一アル カ ン と脂肪酸の 末端水酸化 を

行うチ トクロ
ーム P450 を コ ードする ALK 遺伝 子群の 発現 を解析 した。　n一ア ル カ

ン 存在下 に最も強く誘導され る ALKi の 転写 は Yasl、　Yas2に よ っ て活性 化され、
Yas3 に よ っ て 抑制さ れ る。n一アル カ ン存在時 に Yas3 は核か ら小胞体に 局在 を変

え、これ は Yas3 が 膜脂質ホ ス フ ァ チ ジン酸 を介 して 膜 に結合する ためで あ るこ

とを 示唆 した 。最近Yas3 が 様々 なボ スホ イ ノ シチ ドに結合す るデ
ー

タが得 られ

て い るの で 、n一ア ル カ ン 存在時にお ける これ ら シ グナ ル リ ン脂質の 細胞内 にお

け る 挙動が Yas3 の 局 在とAL κ 1の 誘導発 現に重要 な役割を果たす可能性 がある。
M 　lipolytica野 生型株お よ び上 記転写因子遺伝 子の 破壊 株に つ い て 、　 n一デ カン の

有無 に よ る トラ ン ス ク リ プ トーム 解析を行 っ たとこ ろ、n一ア ル カ ン代謝 に直接

的 に 関わ る遺 伝子 だ けで な く、機能未知の 遺伝子 を含む多彩 な遺伝 子が n一デ カ

ン に よ り誘導され る こ と、また、遺伝 子発現に Yas2とYas3が関わ る遺伝子群 に

つ い て推定す る こ とが で きた。
以 上 に加えて 、CYP52 に含まれ る全て の AL κ 遺伝 子 12種 を破壊 した株の 作成

とそ れ か ら得られ た 各ALK 遺伝子 の 機能の解析、およ び脂肪酸代謝 を制御す る

制御因子P（｝Rl の 性 質に つ い て も報告する 。
本講演で は 以 上の 結果 と、本酵母 に 関す る こ れまでの 他研究者の 研究成果 を総

合 し、X 妙 o 妙加 α の アル カ ンあ る い は油脂 を原料 とす る物質生産 につ い て の 可

能性 を考察す る。
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