
細胞融合法による多機能酵母の育種に関する研究

細胞融合法によって育種した凝集性酵母(KZ6f)はEDTAの添加により分散し,カルシウ
ムイオンの添加により再凝集することから,凝集に関与する遺伝子として凡01及び凡05が

考えられた。そこで,熱処理及び←キモトリプシン処理の凝集性に対する影響を検討した0
その結果,地6fは熱処理では凝集性に影響がみられなかったものの,0・キモトリプシン処
理では凝集性が消失するため,凝集性に関与する遺伝子は凡01であると考えられた。

そこで凡01の塩基配列をインターネット上で検索し,そのプライマーの設計'合成を行

い, PCR法によって各種酵母の凡01のスクリーニングを行った。その結果,親株として用
いた清酒酵母及び非凝集性株(KZ6n)にはNR増幅産物を認めなかったが,醤油主発酵酵
母及び凝集性株(KZ6f)にはNR増幅産物が明らかに認められた。また, PCR産物の制限
酵素による解析から,このNR産物がFι01であることが確認された。そのため,融合株の
凝集性は醤油主発酵酵母由来の遺伝子凡01の発現によるものであり,これは融合時の染色
体DNAの融合と分配等によりその制御遺伝子が影響を受けたために発現していることが示
唆された。

また, PCR産物から凡01をPUC18及びYEP13にサブクローニングを試みたが, Fι01の
欠損及び形質転換株の生育不良が認められた。そのため,凡01遺伝子を他の酵母種に導入
するためには,他の大腸菌宿主やベクターを用いて酵母ベクターを構築する必要があると考
えられた。
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1.はじめに

細胞融合法による発酵微生物の育種・改良は清酒

酸造,醤油醸造などの伝統的発酵食品産業において
も応用されはじめている。これら伝統的発酵食品産

業での発酵微生物の育チ重改良においては,その醸造

で使用する麹菌や酵母を対象としており,とりわけ

酵母の改良は製品の生産効率の向上,香気成分や呈

味成分の改良に大きく関与するため,その育種目標

は多枝にわたっている。

酵母等の発酵微生物の育種・改良は従来から行な

われてきた突然変異誘導法をはじめ,細胞融合法(プ

ロトプラスト融合法),遺伝子組換え技術等によって

様々な二ーズに対応可能となってきている。また,こ

れらバイオテクノロジーを応用した発酵微生物の育

種・改良技術では,発酵微生物が従来持っていなかっ

た形質を付与できるため,より広範囲な発酵微生物

の改良が可能である。

一方,酵母の凝集性はビール醸造において重要な

キーポイントとなっており,その凝集,沈降の度合い

がビールの品質に大きく影響している(下面発酵)こ

とから,これまで多くの研究がなされてきた。また,

酵母の凝集性はビール酸造のみならず,アルコール

生産などの発酵工業や廃水処理での利用が期待され

ておりD,その凝集機構の解明や発酵プロセスの設計

分野等の研究も盛んである。さらに,凝集性酵母の利

用は清酒醸造時などの醸のろ過性の向上やバイオリ

アクターでの固定化担体の吸着能の向上が見込まれ,

この酵母の利用は産業的に見て有益であると考えら

れる。

当センターでは,平成5年度に凝集性酵母の育種

を清酒酵母と醤油主発酵酵母とのプロトプラスト融

合法により行ない,強い凝集性を有する酵母隔N合

株)を得たお。また,この凝集性酵母はこれまでの研

究において多孔質セラミック担体ヘの吸着能の向上

力靖忍められ,バイオリアクターでの発酵速度を向上

させることが明らかとなった。しかしながら,この融

合株は香気成分生成能や呈味成分,生育速度,発酵速

度において親株の有用な形質を欠損している可能性

が示唆された。これは,融合株を得る際に遺伝子マー

カーとして栄養要求性を付与するために行った変異

処理により,有用な形質を与えている遺伝子を傷っ
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けたためだと考えられた。

そこで本研究では,親株の有する有用な遺伝子を

傷つけることなく,新たな形質を付与できる遺伝子

組換え技術を応用し,凝集性を有する酵母の育種法

について検討を行うことを目的として,その凝集遺

伝子のクローニングを行った。

2.実験方法

2-1.使用菌株,培地及びベクター

融合株は平成5年度に育種した凝集性を有する

KZ6fと凝集性を有さないKZ6n を用いた。また,親

株のK、9-27及びZygosacch紅omycesrouxhss,さらに,

Saccharomyces c erevi釘'aeA, S. erevisiaeB, S. erevisiae

AH22,ビール酵母のEDME,清酒酵母の協会7号,

9号酵母を用いた。これら菌株の培養にはYPD培地

(1%酵母エキス,2 %ペプトン,2 %グルコース)

を用い,30でで振温培養を行った。

また,大腸菌株(EscheガChi2ColiN1仭)はFι01

のクローニングの際に用い,これを50μ創m1のアン
ピシリンを含むLB培地(0.8%トリプトン,0.5%酵

母エキス,0.5% NacD で生育させた。

凝集遺伝子のクローニングにはPUC18(宝酒造)及

びYEPB (東京大学幸野先生より分与)を用いた。

モトリプシン処理は洗浄した菌体を50mMEDTAを

含む 50mM りン酸ナトリウム緩衝液, PH7.5 に懸濁

し,これに 0、キモトリプシンを 100μ g'd となるよ
う添加し,37でで2時間処理を行った。その後,再び

菌体を洗浄し,これをテスト緩衝液に懸濁して凝集

活性を測定した。

2-4.凝集遺伝子凡01のクローニング

酵母の全DNAの抽出はカレントプロトコール')に

従って行い,得られたDNAを鋳型としてⅨ浪反応を

行った。 PCR反応は宝酒造(株)のPCRAmplification

Kit を用い, perkin、Elmer 480 thennalcycler で DNA の

二本鎖解離を舛で,1分間,アニールを55で,2分

間,相補鎖合成を62で,5分問とし,30サイクルで

行った。また,プライマーは ABI DNA synthesizer

modB92によって合成し,未精製のまま反応に用い

た。プライマーの配列はそれぞれ5'、GGTACTACCG、

TGACGGAGAATACGTAGGCT3'(凡0ILOFOR)と

5'、TCAAGTACTGCGTGTGGCATGTGCAGCAGA・3'

(凡0ILOREV)で,これらをそれぞれ50pm01反応に
用いた。

得られたPCR産物は0.フ%アガロースゲル電気泳動

法により確認した。また,増幅が認められたものにつ

いてはEωNにより消化し, T4リガーゼ反応によっ

てFι01断片をPUC18 に連結した。このプラスミド
をCaC12法によってE.coliN1仭に形質転換し,構築

したプラスミドを増幅した。さらに,得られたプラス

ミドをB抑田で消化し,その消化断片をYEPBに連

結し,とれをE.ωliNI09 に形質転換した。

2-2.酵母凝集活性の測定

酵母を定常期までYPD培地にて一晩前培養を行い,

とれを新たなYPD培地にV50量添加し,30゜Cで18時

間振とう培養を行った。得られた培養液をボルテッ

クスミキサーで 10秒間授枠し,ただちにそのOD6釦

を測定した。さらに,この培養液を5分問静置した後

に測定して得られた測定値で先の測定値を除したも

のを凝集活性とした。

2-3.凝集性酵母の熱処理及びα・キモドノプシン処理

熱処理及び0、キモトリプシン処理は, Hodgsonら

の方法刃に従った。すなわち,酵母を定常期までYPD

培地にて一晩前培養を行い,これを新たなYPD培地

にV50量添加し,30でで18時間振とう培養を行った。

得られた培養液を殺菌した脱イオン水で2回洗浄し,

これに3 mM硫酸カルシウムを含む50mM酢酸ナト

リウム緩衝液,PH4.5(テスト緩衝液)に懸濁した。こ
の懸濁液を70でのウォーターバス中で2時間熱処理

を行い,そのまま凝集活性を測定した。また,0、キ

3.結果及び考察

3-1.KZ6fの凝集遺伝子

KZ6fの凝集遺伝子を同定するために, Tween80,

SDS,2、メルカプトエタノール及びEDTAに対する,

凝集活性の変化について検討を行った。その結果,

Tween80, SDS及び2、メルカプトエタノールでは全く

凝集活性に変化がなかったのに対し,10mMのEDTA

処理では凝集性が消失し菌体が完全に分散すること

がわかった(表、1)。また,この凝集性はCが、イオン

の再添加により回復したことから,地6fの凝集に関

与する遺伝子として凡01及び凡05の関与が考えら

れたD。凡01と凡05による凝集性の相違はH(心部on

らが報告してお炉),両者遺伝子での凝集性には熱安
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表・1 薬剤処理による凝集活性の変化

無処理

1.0% SDS

1.0% Tween 80

1.0% 2・Mercaptoet11an01

10lnM EDTA

処 理

定性と0、キモトリプシン安定性に差が認められる。

そこで, KZ6fの凝集遺伝子を決定するために,熱

処理及び。、キモトリプシン処理した後の凝集活性を

測定した(図、1)。 KZ6fの凝集性は熱処理によっては

ほとんど消失しないものの,0、キモトリプシン処理

では消失することがわかった。このような性質は

凡01由来の性質であり, KZ6fの凝集性は凡01の発

現によるものだと考えられた。

凝集活性

3.24

3.16

333

3.08

1.00

インターネットを矛U用し SGD (saccharomyces Ge・

nomeDa捻base)より凡01の塩基配列を検索し,この

結果を基にプライマーの合成を行った。

当研究室保存の酵母菌株を含め, PCR法により

ングを行った結果が写真、1であFι01のスクリ ^

る。

S.cereⅥ'si2eB, AH22, KZ6f及びKZ6fの片方の親株

であるZ.rouX力SSにはおよそ 5kbの増幅産物が認め

られ,これら菌株がFι01を有することが確認され

た。また,非凝集性となったKZ6nには増幅産物は認

められず,この遺伝子の有無が凝集性と非凝集性と

の違いに寄与していること力靖忍められた。したがっ

て,融合株KZ6fの凝集性の発現は融合によるFι01

の獲得と核融合・再分配によるFι01制御遺伝子の獲

得(Fι01の発現を行う遺伝子の場合)または欠損

(Fι01の発現を抑制する遺伝子の場合)によるもの

であると考えられた。

また,ビール酵母のEDMEではFι01よりも若干小

さいところに増幅産物のバンドが認められ,凡01と

相同性のある遺伝子の存在が示唆された。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 B 14 151.0

05

33

α・キモトリプシン処理

0.1

0 120 18060

時問( sec.)

処理細胞と無処理細胞の凝集活性の変化

3-2.Fι01のPCR法によるスクリーニング

KZ6fに凝集性を付与している遺伝子はFι01であ

ると考えられたが,融合に用いた両親株はどちらも

非凝集性株である。このととは,両親株では凡01の

発現がないことを示しており,遺伝子の解析を行う

以外に凝集性の獲得要因は解明できない。しかしな

がら,当研究室の遺伝子解析ソフトのデータベース

には凡01の塩基配列は掲載されていなかったため,

図・1

70 OC

無処理

卜

写真、1 凡01遺伝子のPCR法によるスクリーニング

レーン 1,15 ;分子量マーカー,レーン 2 ; saccharomycescet己VisiaeA,

レ】ン 3 ; S. cereviS始e B,レーン 4 ; S' cereV太iae AH22,レーン 5 ;

EDME,レーン 6 ; K、フ,レーンフ; K、9,レーン 8 ; K、9-27,レーン 9 ;

KZ6n,レーン 10 ; KZ6f,レーン 11 ; zygosaccharomyces rouxh

SS,レーン 12 ; Z. rouxiisTI,レーン 13 ; Z、 rouxiiKS,レーン 14 ;

Contor01

三角で示したバンドが凡01の増幅産物

3-3.Fι.01のクローニング

凝集遺伝子Fι01の分子育種ヘの応用から,との遺

伝子のクローニングについての検討を行った。図.2

にその過程を示した。PCR増幅産物には凡01領域の

両端にECON切断位置があり,との切断位置を利用す
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ることにより容易に凡01をクローニングできると考

えられた。そこで, PUC18 のマルチクローニングサ
イト(MCS)に凡01を挿入し, E.coliNI09 に形質

転換を行った。

得られた形質転換株を任意に36株選択し,凡0吋市

入断片を有するプラスミドを検索したところ 1株に

目的のプラスミドが導入されていることがわかった

(写真、2)。しかしながら,このプラスミドは凡01に

デリーションが起きているものが約半数存在してお
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図、2 凡01遺伝子のクローニング
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リ,サッポロビールのワタリカ蓮&告.)しているように

凡01の安定性が悪いことがわかった。また,とのデ

リーシヨンは培養時間を長くすると,ほとんどのす

べてのプラスミドで起きることがわかった(データ

示さず)。

そこで,得られたプラスミド(約半数がデリーシ,

ンを起こしている)でE、C01汀MI09 を再び形質転換

し,安定性の増したコロニーの検出を行った。形質転

換したE.coliNI09 は大きいコロニーと小さいコロ
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2 3 4 5

沙

6 7 8 9 10 11 12 B 14 15 16 17

写真、2 構築プラスミドのスクリーニング

レーン1;分子量マーか,レーン2~17 ; E.coh'JMI09 形質転換

株,三角で示したレーン6のバンドが凡01力井市入され

たPUC18 (PUC凡0IR) DNAのバンド。その下方にあ
るのがデリーションを起こしたプラスミドDNAのバン

ド。

^

が阻害されるためであると考えられた。そのため,

PYE凡0IF及びPYEFLOIRの構築には,他の大腸菌
宿主を用いるか, Fι01遺伝子の挿入部位を変更する

必要があると考えられた。

ニーが出現し,小さいコロニーにデリーシヨンを起

としていないプラスミドが存在することがわかった。

この得られたプラスミドの制限地図を作成したとこ

ろ凡01遺伝子の向きが逆向き(PUC凡0IR)であっ

たため,このプラスミドを再び&虚1で切断し,その

ままT4リガーゼ反応を行いE.cohNI09に形質転換

した。得られた形質転換株よりプラスミドを抽出し,

Fι01遺伝子の向きが正向きになったプラスミドを

得,これをPUC凡0IFと命名した。
得られたプラスミドは大腸菌ベクターを使用して

おりこのままでは酵母に形質転換できないため,

凡01遺伝子を酵母ベクターのYEPBへサブクローニ

ングすることとした。構築したPUC凡0IFをB卸田

消化し,そのFι01断片を回収した。これをYEPBに

連結しE.coh'JMI09 に形質転換したが,出現した形

質転換株は少なく,凡01断片が挿入されたプラスミ

ドを得ることは出来なかった。これはFι01遺伝子が

挿入されたプラスミドと宿主との相性が悪く,凡01

遺伝子が挿入されることによって,宿主細胞の生育

4.おわりに

平成5年度に細胞融合法によって育種した凝集性

酵母KZ矼は片方の親株である醤油主発酵酵母

Zygosac・chal'omycesrouxiisS 由来の凡,01 の発現によ
り凝集性を示していることが,遺伝子の解析から明

らかとなった。また,非凝集性融合株地6nにこの遺

伝子が存在しないことや両親株に凝集性がないこと

から, KZ6fでは融合による Fι01の獲得とその制御

遺伝子の獲得または欠損がおこり凡01遺伝子の発現

が引き起こされたものだと考えられた。とのFι01は

大腸菌E.C0五N1仭での安定性が悪く,酵母ベクター

への導入には遺伝子の導入位置や宿主大腸菌の選択

が重要になるものと考えられた。

最後に,本研究でご助言を賜りました工業技術院

生命工学工業技術研究所の小山芳典主任研究官及び

藤田篤主任研究官に深く感謝いたします。
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