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ウ レ ア 非 生 産 性 醸 遣 用 酵 母 の 分 子 育 種

CAR1 遺 無 子 破 壌 株 の 取 得
一一一

北 本 勝 ひ ご、　0 小 田 佳緒 子
噛
、　五 味 勝 也．

　 　　 　　 　　 　　 微 生 物 　 7

　 　
− 一一

異 種 遺 転 子 を 持 た な い

　（醸 試、
曜
現 所 罵関 東 信越 国 税局 ）

熊谷 知 栄 子

　 1）　目 的 　多 く の 酒 類 中 に 見 い だ さ れ て い る微 量 有 害 成 分 エ チ ル カ ーバ メ イ ト （ECA｝の

前 駆 物 質 ウ レ ア は、 酵 母 の ア ル ギ ナ
ーゼ 遺 怯 子 （鯉 ｝ の 破 壊 に よ り生 産 さ れ な く な る こ

と は 既 に 報 告 し た
1 ， ・2 レ。

　 し か し、 近 い 将来 酒 類 に つ い て の 組 換 え 体利用 ガ イ ド ラ イ ン が 制定 さ れ 酒造 場 で の 実 用

化 が
．
可 能 と な っ た 縛、 食 品 の 製 造 に 大 腸 菌 配 列 を 含 む 酵 母 を 使用 す る こ と は 望 ま し く な い。

そ こ で 今 巒 酵 母 以 外 の 異 種 遺 伝 子 を 含 ま な い 鯉 遺 俵 子破 壌 株 の 分 子 育 種 を 試 み た。

　 2）　方該 　∠1CARI を 持 っ プ ラ．ス ミ ド pCAT ・3 及 び pCAT −4 を 作 製 し、 そ の い ず れ か に よ

り清酒 酵 母 協 会 9 号 及 び ワ イ ン 酵 母 を 形 質 転 換 し、 CARI 遺 伝 子 破 壊 株 の み が 生 育可 能 な

CAO 培 地
3 ，

（ヵナバ ：ン 10　 p叩 、 ア）1ギ ニン 0．21＄、 恥 ニ チン 0．8螂、 ← スけ 仆 ロジ ： ンベ ー
ス（窒 素 源 プリ曽）

1．7X． グ ル3 一ス 鄒． 寒 天 2X） を 利 用 し て 螂 ユ 遺 俵 子 破 壊株 を取 得 し た 。

　 3）　結 果 　清 酒酵 母 協 会 9 号 及 び ワ イ ン 酵 愚 か ら そ れ ぞ れ 0 ．9／ μ gDNA 及 び O ．5 −・2 ．O

／ μ gDNA の 頻 度 で ア ル ギ ナ ーゼ 遣伝 子 破 壊株 を 取 得 し た。 こ れ らの 株 は ア ル ギ ニ ン 単
一

N 源 培 地 で は 生 育 で きずオ ル ニ チ ン 単
一 N 源 培 地 で は 生 育可 能 で か つ 細胞 内ア ル ギナ

ーゼ

活 性 も 検 出 さ れ な か っ た。 さ ら に こ れ らの 遺 俵 子 破 壊 株 の う ち 清 酒 酵 母 を 用 い て 総 米 200

g の 小 仕込 試 験 を 行 っ た と こ ろ、 得 られ た 清 酒 の ウ レ ア 含 量 は Oppm で あ っ た。

　 1）　 北 本、　 小 田、　 五 味．　 高 橋、　 平成 元 年 度 醸造 学 会要 旨粲、　 Nol2

　 2）　 小 田、　北 本、　五 味．　高 橋．　寧 成 元 年 度発 酵 工 学 大 会 要 旨 集、　P172

　 3）　北 本． 小 田、 五 味、 熊 谷、 平 成 2 年 度 醸 造 学 会 要 旨 集、 No6

Molecular　breeding　of 　sake 　and 　wine 　yeas電5　prOducing　no 　urea ．
一一一一lsolatien　of　CAR1 　gene　disruptantS　witholit 　heterozygous　gene−一一一
Katsuhiko　Kltarnolo，　Kaoko 　Oda ，　Katsuya　Goml 　and 　Chleko　Kumagai
（National　Research　InstitUtc　of 　Brewing

，
　Takinogawa

，
　K 飼a−ku

，
　Tokyo　i　14）

113．　染 色 休依存キ ラ ー− KHRva 伝子 の 分泌ベ ク ター と して の 利用

　　　　（醸試 ）○ 福田　央 ・後藤 邦旗 ・安 河内窺人 ・小 幅孝 之 ・酉 谷 尚道

（1＞目的 　酵 母 Sacehrom 丿
tces

　cere 　risiae の 染色体依存キ ラ ー遺 伝子 κ 〃 κの産 物 で あ る

トキ シ ン は 培地 中に分泌 され ギラー性 を示す 。 その 性質及 び遺伝子 の 構造 に つ い て は既 に

報 告 を行 っ て い る ，

t）2）こ の 遺伝子 の 構造解析の 結果 、　 N−一末 部分 に特徴 的 な シ グナ ル 配列

を持 ち 、その プ ロ　ni　一一タ を含 め た分 泌ベ ク ター と して の 利用 に つ い て 、 レ ポー タ・− ma伝子

と して 渋谷 ら3 ｝

に よ り分離 され た Aspergiノノtts　shlrot ’Sa’W 〃 の グル クア ミラーゼ 遺 伝子 の

相補的 DNA （以下 cGA ）を用い 検討を行 っ た 、

（2）方 法　 pUC ベ ク タ ー一上 e：存在す る K 　ll　R 遣 伝子 を 含 む Sa ／1一β砌 石 断片 （4．7kbp＞を fcaB

V 分解 し、 1 　H 　．9　ma伝 子の プ ロ モ ー タ及 び シグ ナ ル 配列を含 む 1．7kbpを残 し、　 cGA の Ava 　I

分解に よ りシ グナル 部 分を除い た 構造遺伝子 と A．　shirotrscrmi 　」

’
の ター ミネ ーター を含 む約

2．3kbp断片 を フ レ イム 枠 が合 うよ うに klenOw酵素で 修復 し、連結 し 、 多コ ピーベ ク タ ・一　YE

p24 ．の EcoRIIZZm位た挿入 し、ベ ク タ ー上 の 〃脇 標 識 を利用 し、酵 母 乱 ‘θ18 〃 5 ∫甜 CG378（a

edth 　 cenl ノθ認
一31eu2 − ll2　 trp1 −−289　 t’ra3

−52　 ga ノ） を形 質転換 し、その 発現 を見た 。、さ

らに 、こ め分泌 二L ニ ッ トを YCpまた は YRpベ クターに つ な ぎ変 え、それ らの 発現垂 の 差 に つ

い て 検討 を加 えた 、 GA活性 は 国税庁所定分 析方 に基づ き測定 した ．

　（3）結 果 　．GAめ発現量は YEpベ ク ター に挿入 した場合 、
』
0．54U／ml と渋谷 らの 報告す る A

DHプ ロ モ 「 タとGA本来の 分泌 シグナ ル を利屠 した場合 と同等の 発現旦 を示 し、分泌 され る

蛋 白質 に はSDS−PAGEの 結果か ら糖鎖 が付藤 して い る こ と が予測 され た 。また 、コ ピ ー数 の

低下する と言 わ れ る YRp・YCpベ ク タ ーの 順 に 活性 は 低下 した 。
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