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　　　 セル レ ニ ン 耐 性 変 異 酵 母 S．　cerevisiee か らの 脂肪酸含 成酵棄遺伝子 （FA ＄ 2 ）の ク ロ ーニ ン グ
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　 1 、目 的 　 漏 酒 酵 母 協 会 7 号 の ハ プ ロ イ ド株 よ り、セ ル レ ニ ン 耐 性 変 異 と し て 分 離 され た C − 8 株 は 、吟醸

香 の 主 成 分 で あ る カ プ ロン 酸 工 チル を高生 産 す る 。 こ の 変異株は、脂肪 酸 組 成 が 低 級 側 に シ フ トして お り、脂肪

酸 合 成 酵棄 に 変 異 を 有 す こ と をす で に 報 告 した
1〕

。 本 研 究で は s カ ブ ロ ン 酸エ チ ル 生 成系 汲 び 変異脂肪 酸合成酵

素 の 遺 伝 苧 レベ ル で の 解 析 を 自 的 と し て s 遺 伝 子 の ク ロ ー ：ン グを 賦 みた。

　 2 ．方 法 　　C − 8 ゲ ノ ム DNA 　 Sau3Al 部分 分 解 断 片 を 、　 ADASHII　 BamHl ア
ー

ム に 挿 入 し、　ゲ ノ ム ラ イ プ

ラ リーを 構 築 した 。 プ ローブ DNA に は、　Mohamedらの 報 告 に よ る、酵母 X218e−IBの FAS2 逃 伝 畢 の 塩 基 配 列
x

に 基づ き化学合成 した プ ラ イ マ
ーオ リゴヌ ク レ オ チ ドと C − 8 ゲ ノ ム を テ ン プ レー、トと す る 、 　PCR 法に よ り

得 られ た 約 C．5kbp の 増 幅 産 勃を 用 い た 。

　 3 ．結果 　　脂 肪 酸 禽 成 酵 素 は 、 FAS1 及 び FAS2 の 2 種 の 独 立 した 遺 伝孑 産 物 か らな る。本 変 異 は、F

AS2 選 伝 子 上 の 変 異 で あ る こ と が、四 分 子 解 析 に よ り明 か に な っ た。ラ イ ブ ラ リーか らの FAS2 遣 伝 子 Φ ス

ク リ
ーニ ン グ で は 、約 20009株中 2 株 の 陽性 ク ロ

ー
ン が得 られ た e 挿 入 DNA 断 片 の 大 き さ は 約 15kbpで 、 制 限酵

素 地 図 作 成 徹 、酵 母 ベ ウ タ ーへ の サ プ ク ロ
ー

ニ ン グ を 行 っ た 。fas　2変 異 酵 母 へ の 形 質 転 換 で s 本 遺 伝 子 が fss　2

変 異 を櫓 補 す る こ と を確 嬲 し た 。 さ ら に 形 質 転 換体 ぱ 、セ ル レ ニ ン 耐 柱 能 篭 獲 得 し、カ プ ロ ン 酸 工 チ ル 生 産 量 の

上 昇が認 め られ た 。
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（目的 〉我々 は 、香 味豊か な清 酒 の醸 造を目的 と し て 、 既 に 、 清酒酵母墨 cerevisiae の オ 、

ル ト フ ル オ ロ フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン （OFP）耐性変異株中か ら、バ ラ の 花に 類似 の 香気物 質 β

一
フ

ェ ネ チ ル ア ル コ ール （β
一PheEtOH）、 酢 酸β

一
フ ェ ネ チ ル 高 生産株 を取得 した 。 こ の 変異株の

芳香族 ア ミ ノ 酸生合 成酵素 DAHP シ ン ターゼ （DS）は 、 チ ロ シ ン （Tyr）に よ る フ ィ
ー ドバ

ッ ク阻

害 が 解 除 され て い た
t ）

。 ま た 、 実験蜜酵母X2ユ80−1B由来 の OFP耐性変異株 か ら13　− PheEtOH高

隼産株を分離 し 、 変 異型 DSを コ ー ドす る遺伝 子 （ARO4℃ FP）の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、本遺伝

子が OFP耐性 とβ
一PheEtOH高生 産 の 両方 の 形 質 を現 す こ とを報告した

2♪

。 今 回 、 ARO4−OFP

の 清酒酵母 へ の 導入 とそ の 利用 を検討 した の で 報告 す る 。

（方法 お よび結 果） 酵母 ベ ク タ ーYCp50（URA3 孅 ）に ARO4−CFPを連結 し（pKFIOI ）、 清酒酵

母 協会 9 号由来 の K−9H14−U7（MAT α 塑 ）に形質導入 した と こ ち、ウ ラ シ ル （Ura）要求性相

補株は す べ て OFP耐 性を示 し 、 ↑yr に よ る フ ィ
ー ドバ

ッ ク阻害が 解除 された DS活性 が発現 し

て い た 。 こ の 形質転 換株 を用 い て 総米 60egの 清 酒を 製造 した結果 、 対照 に比 べ 約 3倍の β
一

PheEtOH とそ の 酢酸 エ ス テ ル を 含有す る清酒 が 得 られ 、 官能的に も豊 か な香味が あ っ た 。 さ

ら に 、 pKF101 で K−9H14−U？お よび量cerevis1ae 　SK−・16−U5 （鑞 孅 ｝を形質転換 し 、 Ura含

有 OFPプ レ ー ト上 に 生育 した株 に つ い て Ura要求 性 を調 べ た と こ ろ 、 す べ て Ura要求 性 を相補

した こ とよ り、ポ ジ テ ィ ブ マ ーカ ーとして の 利用が 示 唆 された 。 X2180 − 1Bの 野生 型 と変異

型 の 両 ARO4の 塩基配列を 決定 した と こ ろ 、 構造遺伝子上 の 1 塩基 に 変異が生 じて い た 。
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