
1959月20日ポスター会場

Key words transporter, growth inhibition, metabolic analysis

Growth inhibition of Saccharomyces cerevisiae caused by expression of 
alpha-glucoside transporters (AGTR) tolerant to glucose-induced 
degradation
○Haruyo Hatanaka1,2, Hitoshi Mitsunaga2, Fumihiko Omura1, Shoji Ishiguro3, 
Takeshi Bamba2, Eichiro Fukusaki2

(1Suntory SIC., 2Dept. Biotechnol., Div. Adv. Sci. Biotechnol., Grad. Sch. Eng., 
Osaka Univ., 3Fac. Appl. Life Sci., Niigata Univ. Pharm. Appl. Life Sci.)

酵母は、glucoseなどの単糖は、hexose transporterによって、maltoseなどの
オリゴ糖は、alpha-glucoside transporter(AGTR)によって取り込む。AGTR
遺伝子の発現は glucoseによって抑制され、maltoseによって誘導される。ま
た、AGTRは glucose存在下では速やかに分解されることが知られている。
すなわち、酵母は複数の糖がある場合、glucoseなどの単糖から資化するよ
うなシステムを持っている。我々はこれまでに、複数存在する AGTRの中
でも、Mal21pが特別に、glucose存在下でも分解されにくいことを見出し
ている。また、そのMal21pの情報から、もう 1つの分解されにくい変異型
transporter、Agt1-55Ppを取得している。これらの分解されにくい AGTRを
酵母で高発現した時、glucoseや maltoseを単一の C源とする場合には、通
常に生育するのに対し、混合糖では、非常に長い lag timeが生じた。この lag 
timeは不活性型Mal21pを発現させた株では観察されないため、maltoseの取
り込み自体が増殖阻害を引き起こすものと考えられる。我々は、この現象につ
いて、メタボローム、トランスクリプトームを含めた解析を行ったので報告す
る。
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メタボロミクスは代謝物を網羅的に解析する手法である。その代謝物の化学的
性質は多岐に及んでおり、代謝物に応じて様々な分析手法が選択される。GC/
MSは誘導体化することにより親水性から疎水性まで幅広い化合物を分析でき
る網羅性のほか、ライブラリーによるピーク同定が可能な点や高い再現性を有
することからメタボロミクスにおいて頻用される。GC/MSでは一般的なキャ
リヤーガスとしてヘリウムが用いられているが、米国の備蓄充実政策、シェー
ルガスの増加による減産、中国を中心としたアジア地域での需要の伸びなどの
理由 [1]により、ヘリウムの供給量減少、価格高騰が続いている。そこで、こ
の問題に対応するために、400以上の分析種についてヘリウムと水素をキャリ
ヤーガスに用い、それぞれにおいて保持時間、保持指標とマススペクトルのラ
イブラリーを構築し、比較検討した。その結果、ピークキャパシティはヘリウ
ムをキャリヤーガスとした場合が若干優れていたが、水素でも当該目的に利用
できることが判明した。また、GC/MSのデータ解析に用いられている自動ピー
ク同定ソフト AIoutput [2]で利用可能なライブラリーも作成し、同定の精度に
ついても確認を行った。
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抱合反応は薬物などの外因性物質や一部の内因性代謝物にグルクロン酸や硫酸
などの親水性物質が付加する反応であり、化合物の極性を高めて尿などへの排
出を促すことが知られている。特に薬物代謝では第 II相反応と呼ばれる重要
な代謝反応である。このように抱合体は生体内で活性を持つ化合物に関する情
報を含む代謝物であると考えられる。ここで、メタボロミクスは代謝物を網羅
的に解析する学術分野であり、これらの抱合体を解析する重要性も高い。対象
化合物を特定せずに分析を行うノンターゲットメタボロミクスは、幅広い代謝
物を対象とした解析が可能である。その一方、食品など複雑な成分の代謝によ
り生じる抱合体を同定することは難しい。その理由のひとつに化合物データ
ベースに収載されている抱合体の不足が挙げられる。抱合体の情報から直接的
に化合物同定を行うことは困難であることから、我々は精密質量MSn分析と
一般的な化合物データベースおよびプロダクトイオンスペクトルの帰属の組み
合わせを用いて、グルクロン酸および硫酸抱合体の同定方法について検討を
行った。質量分析計のMS2分析において脱抱合体を生成させ、MS 3分析にお
いて脱抱合体の部分構造情報を生成させ、これらの情報を組み合わせることで
抱合反応の種類および脱抱合体の同定方法の構築を試みた。
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メタボロミクスは種々のオミクス解析の中で最も表現型に近接しており，高解
像度な表現型とみなせる．本研究では，メタボロームを比較することで目的性
能の向上に有効な遺伝子標的を選抜できるのではないか，という仮説の元，メ
タボロミクスを用いた工業用微生物宿主の半合理的な改良戦略の有用性につい
て検証を行った．研究対象には出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeの 1-ブタ
ノール耐性を用いた．まず，それぞれ異なる耐性を示す転写因子破壊株 20種
を培養し，細胞内代謝物分析を行った．次に，それぞれの耐性能を応答変数，
代謝物情報を説明変数として直交潜在構造投影法 (OPLS)回帰モデルを構築
し，モデルより耐性に強く寄与する代謝物を特定した．特定された代謝物を標
的として遺伝子改変戦略を立案し，細胞内蓄積量を変化させたところ，得られ
た変異株は親株よりも耐性が有意に向上した．また，この変異株のメタボロー
ム情報は前述のモデルと高い適合度を示したことから，本モデルの妥当性が示
された．以上より，本研究によってメタボローム情報を用いた半合理的な宿主
改良戦略が有用であることが実証された．
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