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【背 景
・
目的】

酵母は 産業利用の 過程に おい て ，温度、浸透圧 ，乾燥 な ど の 様々 な ス トレ ス に

曝 される 。環境中お よび 産業利用 にお い て 酵母 が 負荷 され 得る ス トレ ス へ の応

答に 関する 解析に つ い て は 数多 く報告 され て い る。こ れ ら酵母 の ス ト レ ス 応答
に 関連す る遺伝子の 網羅的表現型解析の 多くは各遺伝子完全破壊株が 用 い られ

て お り、非必須遺伝子 の み が 解析対象と な っ て い た 。そ こ で 本研究で我 々 は 、
ス トレ ス 耐性 に関 与する 酵母の 必須遺伝子 を網羅的に把握す る こ とを目 的 と し

て 、二 倍体 出芽酵母Saccharomyces　cetC・visiae 　BY4743株 に 由来す る遺伝子 ヘ テ ロ

破 壊株 コ レ ク シ ョ ン を用 い て 、ス トレ ス 環境
．
「にお い て haptoinsuffLciencyを示

す ヘ テ ロ 遺伝子破壊株の 網羅的探索 を行っ た 。本大会で は主 に酸化ス トレ ス耐
性 に 関わ る必須遺伝子に つ い て 報告する、、
【方法 ・結果】
二 倍体の 遺伝子 ヘ テ ロ 破壊株 コ レ ク シ ョ ン を用い て ス トレス耐性 に 関

‘j’す る遺

伝子の 網羅的表現型解析 を行った 。3mMH202 存 在条件下 で、野生株 と比 較 し

て 著 しく増殖能が低 ドした 破壊株 を酸化 ス トレ ス感受性株 と した ．さ らに、本

研 究で 同定 した 酸化ス トレ ス耐性 に関与す ると 考えられた必須遺伝子 を対 象 と

して デ ータベ ース に基づ き機能 など に よ る分類 を行 っ た。本発表 で は 、得 られ

た 結果 を既報の 酸化ス トレ ス耐性 に関 守す る非必須遺伝子 の 解析結果 と比 較す

る こ とで 、必須遺伝子が 関わ る酸化 ス トレ ス耐性機構 に つ い て 考察した い 。

目 的 二7渝 肋 ∫尸o 厂onoides 　mega （
・hiliensisは適合溶質と して エ リ ス リ トール を生成s

蓄積す る。Saccharvmyces　serevisiae と同様に 本菌 も浸 透圧 の 感知お よ び シグ ナ ル

伝達 に は HOG 経路が 用 い ら れ て お り、そ の中心 的 な 機能を担 うMAPK 　Hogl の

存在が こ れ ま で の研究 で 明 らか に され て い る。今回 、新た に Hogl と相同性の 高
い 2 つ の 遺伝 r−（TmHog2、　 TmHog31 の存在を確認 した c そ こ で 、こ れ らの 遺伝

チの cDNA を 取得、機 能解 析を 行 うこ とに よ り、浸透圧 ス トレス応答に お け る

機能の 異同性を比 較解析 した。
方法 ： Tm”og2 ．　 TmHog3 の 全長 を増幅す る よ う設計 したプラ イマ ーを用 い た

PCR に よ り、両 遺伝子の 完全長 cDNA を取得した。各遺伝子をpDBO5 　vec 匸。 rヘ

トラ ン ス フ t 一ム し、TmHogl．　TmHog2 、　TmHvg3 及びpDBOs 　vector をそ れ ぞれ

S．eerevisiae 　BY4741hegi △esに遺伝子導入 し、導入各株と、S．　cerevisiae 　BY4741

株、BY474 　thogi△株を様々 なス トレス を含ん だ培地で相補性の検討を行っ た 。

結 果 ； 3 つ の 遺伝子の 推定 ア ミ ノ酸配列 は、ScHog 且の それ とそれ ぞれ 高い 相同

性 を示 した。また、主要 な ドメ イン ・モ チ
ー

フ は 3者で 良 く保存 され て い た 。プ

レ ー
ト試験 の 結果、ScHogJi　 TmHogi 、　 TmHog2 ．7幼 Hog3 導入株 にお い て は 生

育 に違 い は見 られなかった こ とか ら、TmHog1 、　 TmHog2 、　 TmHog3 は ScHog1に

匹敵す る機能 を有 して お り、また 、TmHog1 、　 TmHog2 、　 TmHog3 の 3 つ の 問で

浸 透圧 ス トレス 応答に おい て MAPK と して の 機能 に差 は ない と考 えら れ た。
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目的 ：演 者 は これ まで に微生 物 の 同質倍数 体 を構 築す る た め に低 温 倍数 化法 を

考 案 し、これ を用 い て椎 茸 株 の増 殖性 を 向 上 させ る こ と と微結 晶 セ ル ロ ース 分

解力 を向上 させ る こ とに 成功 した 。しか しな が ら微結 晶セ ル ロ ース 分 解力の 向

Eは 並行 して研 究 を進 め て い る セ ル ラーゼ 生 産性 糸状 菌 トリ コ デ ル マ に は 及 ば

なか っ た。そ こ で 、今 回 は さ らに 椎茸株の セ ル ロ ース 分解 力の 向上を図る た め

に、菌体 内の 倍数核 の比 率とセ ル ロ ース 分解 力の 向上 との 関 連を探る こ とを目

的 と した。
方法 ；椎茸 IFO株 の 菌体を複 数の 条件で低 温倍数化処理 を行い 、倍数核の 比率

を核染色 に よ っ て算 出 した。セ ル ロ ース 分解力は すで に 微結晶セ ル ロ ース 含有

寒天 培地 を用 い て行 な う方法を考案 して い た の で 、そ れ を用 い て 行 っ た 。
結果 ：倍 数核 に つ い て は 、ど の くら い の 高次性の もの が セ ル ロ ース分 解力の 向

上 に必 要 か、ま た 菌体 中 に倍 数核 が どれ く ら い あ れ ば よ い の か な どに つ い て 知

見 を収集 し、こ の 中 で倍 数核 の 菌 体中 の比 率が セ ル ロ ース 分 解力の 変動に 影響

を及 ぼす と思 わ れ る 知見が 得 られ た の で 報 告す る 。

出 芽 酵母 の 細 胞壁 成 分で あ る グル カ ンに は 免 疫 賦 活 活 性 が 知 られ て い る。以 前

に 、酵 母細 胞 と マ ウ ス 由 来 の マ ク ロ フ ァ
ージ〔RAW264 ．7）を直接接触 させ 、そ の

活性化能 をTNF −u の分 泌 量 で評 価 した 。その 結果、細胞 自身に 高い マ ク ロ フ ァ
ー

ジ 活性 化能を持 つ 変異 株 として MCD4 遺伝子破 壊株 を取得 した。こ の 変異株で

は 、GPT ア ン カ ー型蛋 白質の 細胞壁 固定 に必 要なMCD4 遺伝
．rの 破壊 に よ り、細

胞壁の マ ン ナ ン 量が極端に 減少 しグル カ ン 量が増加 して い た。△med4 の 他 にマ

ク ロ フ ァ
ー

ジ活性化能の 高 い 変異株 を得る ため 、GPI ア ン カ ー
の 脂 質 リモ デ リ

ン グに 関与する PERT とGUPI 遺伝 f’、　GPI ア ン カ
ー

型蛋白質の 細胞壁固定 へ の

関与が示唆 された ANPI と ECM3 遺伝 チに 注 目した。こ れ らの 単独 の 遺伝子破

壊株 と二 重遺伝子 破壊株 を用い 、マ ク ロ フ ァ
ージ活性化能の 評価 し、結果 と し

て △mcd4 の 他 に 3株の マ ク ロ フ ァ
ージ活性化能 の 高い 変異株 を取得 した （2011

年度 日本 生物工 学 会大会 にて 発表）。
本研 究で は、活性化能 と細胞表層構造の 関 係 を明 らか にす るため 、細胞壁成分

で あ る マ ン ナ ン ・グ ル カ ン ・キチ ン の 定量や グ ル カ ン 構造 など細胞表層構造の

解析 を行 っ た 。現 在 まで の 結果 を考察 する と、得 られた変異株 の 高い マ ク ロ

フ ァ
ージ活性化能 を

一
つ の フ ァ ク タ

ー
だけで 説明す る こ と は難 しく、こ れ は複

数の フ ァ ク タ
ー

が関与 して い る と示唆 され る 。現段階で は 「細胞壁最外層の マ

ン ナ ン の 減少」 と 「表面電荷の 変化」が大 きなフ ァ クターと考え られ るが 、さ

らに詳細 な解析 を継続 して い る．
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