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序論

酵母は古来より人間生活に結びついている生物である。ピール、日本酒、ワイン

焼酎等の酒類製造やパン製造等の食品製造に用いられるSaccharomyccs属博母が最も

身近な存在であろう。これ以外にも、味噌、醤油製造でのZygosaccharomyccsrouxii 

が古くから利用されている。一方、食品工場等から初出される高濃度の有機物を含

む!JT7J<.の処理には、 Hallsellula属、特に[-[allscllulaallomalaに属する酵母を用いること

が有効であることがYoshizawa(1978)によ って示されており、さらに、飼料としての

SCP (Singl巴Ce11Protein)の開発として、石油系原料より Calldidalipolytica、C.maltosa、

C. utilisの利用が考えられており、幅広い分野で各種酵母がその特性に応じての利用

の可能性が示されている。これらの実用株の大部分は天然、から利用目的に応じて、

選択分離された株であり、これらの菌株に改良を加えるためには実用株に適した育

種法が必要である。

Saccharom yces属実用酵母の育種については、従来より選抜法、交配法、突然変異

法、プロトプラスト融合法などが試みられてきた。この例として、突然変異法と選

抜1去を組み合わせて、清酒酵母でi包なし酵母を造成したこと (uuchiand Akiyarna 

1971)、プロトプラストj去を用いて、ビール酵母に凝集性やキラー性を付与したこ

と (Russ巴11and St巴wart1979. Young 1981)等が報告されている。しかし、

Saccharomyces属実用醇母は通常二倍体あるいは高次倍数体、あるいは異数休である

ため、交配に必要な l倍体を取得する際、形質分離によって親株の優れた形質が欠

領する可能悦があり、また突然変異に際しでも目的の遺伝子座における変異に加え、

変異操作の過程で親株の優れた形質に損傷を与える危険料ーがある。プロ トプラスト
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融合法においても、優れた形氏以外に望ましくない形質も導入される可能引がある。

これらの方法に比べ、遺伝子高Il換え手法を用いた育種は望ましい形11のみを導入す

る、部位特異的なj宣伝的操作が可能なため、合目的な実用株の育種法としては優れ

ていると考えられる。

遺伝子組換え手法を用いた育種は、プラスミドDNAを宿主に導入する方法を用い

る。この際、導入された宿主がプラスミド上に存在する選択遺伝子により、元の株

の形'l'{が変化することで選択する、いわゆる形質転換を利用することが通常である。

形質転換には、菌体の処理とプラスミドDNA上に存在する選択遺伝子が重要となる。

Sacc!Jaromyces cerevisiaeの形質転換は、酵素処理することでプロトプラスト化した菌

体にポリエチレングリコール (PEG)、カルシュウムイオン存在下でDNAと筏触さ

せることで形質転換株を得るプロトプラスト法がHinnenet aJ. (1978)やBeggs

(1978)によって開発され、さらにltoet aJ. (1983)によって菌休をリチウムイオン

等で処理することで、プロトプラスト化せず簡便に形質転換株を得る、いわゆるリ

チウム法が開発されている。また、 Beckerand Guarente (1 991 )は酵母を電気パルス

処理することで、高効率に形質転換株を得ることができることを報告している。し

かし、これらの報告はすべて実験室酵母を用いたもので、実用酵母は実験室酵母と

異なる点がいくつかあり、実験室酵母の形質転換の方法をそのまま全ての

Sacc!Jarom yces属実用酵母に用いることはできないであろう。その理自の一つに、 S.

cerevisiaeに分類されている実験室酵母は、本来はパン酵母であったものより、分離

継代され、 あるいは変異処理、接合を繰り返したものである。したがって、実際に

酒類製造等食品製造に用いられるSacc!Jaromyces属実用酵母と異なる点も数多く存在

する。 また、これらの形質転換は、宿主の栄養要求性等の変異遺伝型に対し、それ



を相補する野生型遺伝子を用いることで、変異を相補する表現型を有する形1'{転換

株を選択することによ って行ってきたものである。しかし、この形質転換の方法を

そのまま実用酵母に用いることは前記の理由によ って適当ではない。すなわち、 宿

主に栄養要求性の変異を付与する必要があり、宿主の多数倍性、異数倍↑ノ|ゆえに、

変異を付与することが困難であり、さらに、変異操作の結果、他の形質、特に優良

形1'1に損傷を与える危険性があるからである。このため、実用酵母の形針転換には

宿主の遺伝型によらない選択マーカー遺伝子(優性マーカー遺伝子)の利用が必要

であり 、従来より各種薬剤に対する耐性遺伝子の利用が試みられてきた。笑例とし

ては、 銅耐性 (Forgelet aJ. 1982， Hinchliff et aJ. 1986)、メソトレキセート耐性

(Zhu el aJ. 1985)、0-418耐性 (JimenezetaJ. 1980， Sakai and Yamamoto 1986， 

Webster and Dickson 1983)、クロラムフェニコール耐性 (Hadfieldet aJ. 1986)、ハ

イグロマイシンB耐性 (Oritzet aJ. 1983) を利用したS.cerevisiaeの形質転換が報告

されている。ところが、実用酵母の中には各種薬剤に対する耐↑吐の強い株もあり、

前記した薬剤耐性遺伝子を用いた形質転換の方法をそのまま全てのSaccharomycω属

実用醇母の形質転換に用いること は不可能であると考えられる。

HansenuJa anomaJaを用いた排水処理は、高濃度の有機物や SS (suspended solids) 

を含む排水、例として清酒製造場からの洗米排水や蒸留酒製造場より蒸留排水に有

効であることが報告されている (Yoshizawa1978， Moriya etaJ. 1990)。この時、 凝

集性や熱安定住1:.等菌株の'tH'i:が排水処理に重要である。 排水処理に用いられている

酵母であるH.anomaJaは、このこと以外にも、一部にキラー酵母の存在 (Youngand 

Yagiu 1978、KagiyamaetaJ.. 1988)、あるいはへム非依存伯の呼吸系の存在 (Sakajo

et aJ. 1991)等、生化学的に興味深いことが見いだされている。しかし、遺伝学的研
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究や宿主・ベクタ一系の確立のための試みはみられていない。H.af10malaの宿主・

ベクタ一系の確立は排水処理に用いられている実用酵母の育穐改良のみならず、前

記した生化学的研究に対しでも寄与することが大きいものと期待される。また、こ

れらの特性を利用して、有用物抗生産の宿主とすることも有望である。 S.ceほvlstae

の形'f{転換に続いて、 SclJizosacclJaromycespombe (B巴achand Nurse 1981)、

KJuyveromyces Jactis (Oas and Hollenberg 1982)、c.mallosa (Takagi cl aJ. 1986)、

C. boidinii (Sakai et aJ. 1993)等の酵母における形質転換の報告がある。これらのな

かには、必ずしも遺伝学的研究が務積されていない種も存在する。これらの種の形

質転換系の確立に至る方法をH.af10maJaの宿主・ベクタ一系の確立に応用しうるの

ではないかと考えられた。

以上に記載した背景を基にし、本研究では実用酵母のうち、 SacclJarof1】yces属実用

酵母とH.af10maJaの形質転換系の開発を検討した。第一章においては、

SacclJarom yces属実用酵母の形質転換の際の選択マーカー遺伝子として、大腸菌のア

ミノグリコシドホスホトランスフエラーゼ II(apI2)遺伝子の利用について検討し

た。 apl2遺伝子に、 S.ce月刊SJaeのアルコール脱水素酸ー素 1 (ADHI)泣伝子のプロ

モーターを接続することでその発現を強化することを試み、形針転f臭事~の抗生物質

G-418に対する耐性皮が顕著に上昇することを期待した。第二章においては、s.

cerevisiaeのADHIプロモーターを接続することで発現が強化されたapl2遺伝子

(ADHJ-APT2遺伝子)を選択マーカーとして、 SacclJaromyccs属実用酔ro:のなかで

薬剤に対する耐性が強い株においても形質転換株を選択することが可能であるかど

うかを検討した。第三章においては、 SacclJaromyces属実用酵母の中で、形質転換能

が低く、リチウム法では形質転換株が得られなかった株について、実験室酵母では



高効第で形11転換株が得ることができると報告されている電気パルスj去を川いるこ

とを検討した。第四章においては、排水処理において用いられている実用酵母であ

るH.anomalaの形質転換系の確立のために、選択マーカー遺伝子として、オロチジ

ンー 5' ーリン酸脱炭酸酵素 (ODCas巴)をコードするURA3遺伝子のクローニング

を試みた。第五章においては、形針転換の際の宿主として用いるため、 H.anomala 

のura3変異株を分離したこと、及びこの変異株を用いて挿入型の形針転換を試みた。

第六章においては、H.anomalaの形質転換において、優性選択マーカー遺伝子とし

て、 S.cerevisiaeのADHI遺伝子のプロモーターが接続された大腸菌のapr2遺伝子を

用いることの可能性を検討した。併せて、 S.cerevisiaeのプロモーターのH.anomala 

においての機能的を検討した。



実験材料及び実験方法

l、使用菌株

実験室鯵母としては、 Saccl1aromycescerevisiacYNN27 (MAT a trp 1-289 ura 3・52

ga/2) を用いた。 Saccl1aromyces属実用酵母としては、以下に示すものを用いた。下

面発酵ピール酵母としては、 S.bayanus IFO 2031、S.pastoriallus 1FO 10010、S

pastorianus IFO 10011、上面発酵ピール酵母としては、 S.cerevisiae IFO 1951、S.

cerevisiae IFO 1952、清酒E孝母としては、 S.ce問 visiaeIFO 2347 (協会醇母 7号)、 S.

cerevisiae IFO 2377 (協会醇母 9号)、ワイン酵母としては、 OC-2株とGeisenh巴IIn

74株を用いた。

HallselluJa anomaJaは、洗米排水に対する処理能の高い凝集tl:の酵母として、自然

界より分離されたH.anomaJa J-224株を用いた(佐藤ら 1986) 0 H. anomaJaの l倍

体は、 J-224株をランダム胞子分離法を用いて分離したJ-224・HI株を川いた。 H

allomaJ且のura3変異株は、 B∞k巴etaJ. (1984)の方法を用いて、 5-nuorooroticacid 

(5-FOA)に対する耐性を利用して分離した。

プラスミドの分離および遺伝子ライブラリーの作製のため、大腸菌は、 Escl1ericl1ia

coJi HB 101 (F"， ara-14 gal K211sdS20 (rB -mB-) mtJ -1 pro A2 rec A 13 rsp L20 sup E44 

xyJ-5) 、E.coli JMI09 (recAI tiJiDρac-proAB) endA 1 gyrA96 I1sdR 17 supE44， 

F' [traD36 proAB+ JacJ' JacZDM  15] )、 E.coli P2392 (F'， gaJ K2 gaJ T22 

I1sdR5 J 4 Jac Y 1 met B J supE44 sup F58 trpR55， P2)、ラムダファージはEMBL3を用



a 

2、使用培地

酵母S.cere v /s1 aeあるいは、 H.anomalaの培養は、栄養培地としてYPD培地 (1%

yeast extract， 2% p巴pton巴， 2% glucose)あるいは、最少培地としてSD培地(2%glucos巴，

0.67% yeast ni汀ogenbasew/o amino acids) に要求性の物質を加えておこなった。大腸

菌の培養では、 LB培地 (1% tryptonc， 0.5% yeast ex凶 ct，1 % NaCI， pH7.5)、2XYT 

培地 (1.6%trypton巴，1 % yeast extract， 0.5% NaCI， pH7.6)を用いた。

3、酵母の形質転換

S. cerevisiaeあるいは、H.anomalaの形1'1転換は、リチウム法 (110el al. 1983)あ

るいは、電気パルス法 (Beckcrand Ouarente 1991)を用いた。それぞれの方法は、

目的に応じて一部に変更を加えた。例えば、リチウムj去を用いて、抗生物質0-418耐

性を選択マーカーとして形質転換株を選択する場合は、 Sakaiand Y加n創刊010(1986)の

方法を用いた。すなわち、形質転換に供した酵母菌体は、リチウム塩、ポリエチレ

ングリコール (PEO)処理した後、菌体を洗浄し、 YPD培地に懸濁し、 30"Cで40寺問

振盟主した後、選択培地に塗布した。電気パルス法を用いて、抗生物質0-418耐性を選

択マーカーとして、形質転換株を選択する場合は、蒸留水で洗浄した菌体を、 プラ

スミドDNA存在下でパルス処理後、 YPD培地に懸濁し、 30"Cで4時間振盤した後、選

択培地に塗布した。電気パルスの条件は本文中に記載した。

4、醇母の0-418耐制度の測定

酵母の抗生物質0-418耐性皮は、次のように測定した。0-418が各濃度で含まれる

YPD培地に、各酵母を、 2X10'以下の濃度で植菌し、生育を調べた。生育は600mn
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の吸光度の変化で碍認した。

5、酵母HansenuJaanomaJaの染色体ライブラリ ーの作製

E孝母H.anomaJaからの染色体DNAは、 Cryerel aJ. (1975)の万法に従って調製し

た。調製されたDNA100μg/mlを、制限醇素Sau3A-Iで部分分解した後、 5%から

20%のショ糖密度勾配遠心法を用いて、 9-25 kbpのDNAフラグメン卜を分離した。

分離したDNA断片 5μg/mlを、 λファージの誘導体であるEMBL3のBamHI分解物と

ライゲーシヨンした後、 invitro packagingした。ファージ混合物を、大腸菌のP2392株

にtransfectionし、 H.anomaJaの染色体ライプラリーとした。

6、DNAハイブリダイゼーション

アガロース電気泳動したサンプルを、 Hybond-N・(アマシャム社製)にアルカリプ

ロット法を用いて転写した。 lowstringencyの条件でのハイプリダイゼーシヨンは、

55"(で、6XSSC、5X Denhardt's solution 、0.1%SDS、20μg/ml変'tI1サケ精子DNAの

溶液でおこなった。プロープの標識は、 "pによる放射能標識、 E手素ペルオキシダー

ゼによる酵素原識のいずれかでおこなった。放射能標識は、 α-"P-dCTPを用い、宝

酒造社製のランダムプライム標識キットの方法に従った。酵素標識は、アマシャム

社のECLダイレクト DNA/RNA標識検出システムを用いた。

7、H.anomaJa ura3変異株の分離

H. anomaJaのura3変異株は、 Boekeet al. (1984)の方法を用いて、 5-0uoroorotic

acid (S・FOA)に対する耐性を利用 して分離した。 1倍体であるH.anomaJa J-224-H 1 



• 

を、 YPD培地で培養し、対数増殖期中期にて集菌し、 0.1M リン酸カリウム緩衝液に、

菌体濃度10'程度になるように階、濁した。 2mlの菌懸濁i夜に変異誘発斉IJである巴山yl

methanesulfonate (EMS) 150μl加え、 30
0

Cで1時間保温した。滅菌水にて洗浄後、

5%チオ硫酸ナトリウム水溶液 8ml加え、室温にて10分開放置した。滅菌水にて洗浄

後、菌懸濁i夜を20μg/mlのウラシル、 0.1% 5-FOAを含むSD培地に塗布し、 5-FOA

耐性変異株を分離した。得られたH.anomalaの5・FOA耐相変異株より、オロチジンー

5'-リン酸脱炭酸酵素 (ODCぉe)活性を測定し、 ura3変異株を分離した。

8、オロチジンーデーリン酸脱炭酸酵素 (ODCase)の測定

ODCaseの活性はYoshimotoel al. ( 1978 )の方法に従い、測定した。YPD培地で培

養した酵母菌体を、洗浄後、 O.IM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.5)-5mM  sーメル

カプトエタノールにて懸濁し、ガラスピーズにて破砕し、無細胞抽出液を作製した。

ODCas巴の活性は、 0.1M リン酸カ リウム緩衝液 (pH6.0)ー0.1Mメルカプトエタノ

ールー ImMオロチジンーグーリン酸ナトリウム中で、基質であるオロチジン グーリ ン

酸の減少を285nmの吸光度の減少で測定した。オロチジンーグーリン酸の分子l吸光

吉十数は、 ト65X103αn 1M1で、山は、 lμmol.のオロチジンーグーリン酸をウリジン

グー リン酸に変換するj舌引を示したものである。

9、H.anomala ura3変異株と H.anomalaの形質転換株の安定tl測定

H. anomala ura3変異株の形11の安定性は、次のように測定した。H.anomala ura3 

変異株をYPD培地で培養し、新しいYPD培地に1%のサイズで組閣した。10世代以上

培養した後、培養液をSD寒天培地に塗布し、コロニーの出現不を、 YPD培地に塗布



• 

して出現した生菌数に対する割合で示した。H.anomaJaの形針転換株の安定性は次

のように測定した。J-{.81l0maJaの形1'1転換株ををYPO培地で定常期まで培養し、新

しいYPO培地に1%のサイズで組菌した。 10世代以上培養した後、培発液のー音11を

YPO寒天培地に塗布し、コロニーを形成させた後、各コロニーをSO寒天培地とウラ

シルを添加したSO寒天培地に移し、ウラシル非要求性の形'l'iの維持の割合で示した。

1 0、部位特異的な塩基配列の改変

H. anomaJaのURA3遺伝子のプロモーターの機能性を検討するために、部位特異的

な塩基配列の変換を行った。 H.allomaJaの翻訳開始点にEcoRI部位を導入するため

に、AAAAGATATATCACTGAATTCAAAACTTAの配列のオリゴヌクレオチドを用い、

アマシャム社製のtnvl1rO mutagen巴siskitを用いた。
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第一章 酵母 Saccharomycesccrevisiaeのアルコーlレ脱水素酵素 I遺伝子

プロモーターに接続した大腸菌のアミノグリコシドホスホトラ

ンスフエラーゼ II遺伝子 (ADHI-APT2遺伝子)の構築

緒言

酵母Sacc/Jaromycescerevisiae は、単細胞生物であり、遺伝学的取扱いも容易であ

り、真核生物のモデル系として以前より用いられてきた。特に、 Hinnenel al. (1978) 

やBeggs(1978)によって、形1'(転換系が確立されて以来、分子生物学的手法が多々

利用されてきた。序論にも記載したように、この形質転換系は実験室酵母を用いた

もので、宿主の栄養要求性等の変異遺伝型に対し、それを相補する野生型遺伝子を

選択マーカーとして用いることで、変異を相補する表現型を有する形J'(il!王換株を選

択することで行ってきたものである。しかし、宿主の変異を相摘する形質転換株を

分離するこの形質転換の方法は実用酵母に用いることは序章に記載した理由にて適

当と考えられない。このため、実用酵母の形針転換には各種薬剤に対する耐性i宣伝

子の利用、銅耐性 (Forgeland Welch 1982， Hinchliff and Danbney 1986)、メソトレ

キセート耐性 (Zhuet al. 1985)、G-418耐性 (Jimenezel al. 1980， Sak副知d

Yamamoto 1986， Webst巴rand Dickson 1983)、クロラムブエニコール耐性 (Hadfield

et al. 1986)、ハイグロマイシンB耐性 (Gritzand Dav肥s1983)の利用が検討されて

きた。

このなかでは、 G-418耐性は最も優れた選択マーカーであると考えている。これは、

他の薬剤耐性、例えば銅耐性やクロラムフェニコール耐牲を選択マーカーとした際、
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耐tl遺伝子を有することでの上昇する形質転換体の耐制度が小さいので、それぞれ

の耐性遺伝子を有する形質転換体のコロニーと有しないコロニーを選択培地上で区

別することは難しいからである。これに対し、 G-418耐性は、耐tl遺伝子の導入によ

る耐性度の上昇が比較的大きいので、 G-418に対する耐性の弱い株を形針転換に用い

た場合は、耐性遺伝子を有する形1'l転換体のコロニーと有しないコロニーを選択培

地上で区別することは比較的容易であるからである。

G-418耐性を選択マーカーと した場合、形n転換体酵母内でG-418耐t!1を発現する

遺伝子は、大腸菌のトランスポソ守ンTn903内に存在するアミノグリコシドホスホ トラ

ンスフエラーゼH遺伝子 (apt2)遺伝子である。Jimenezet al. (1980)、Sakaiand 

Y抑制010(1986)、W巴bsterand Dickson (1983)の報告は、 全てこの遺伝子をそのま

ま酵母用のプラスミドに移したものである。大腸菌Rl来のapt2遺伝子が酵母内で機

能したものと考えられる。しかし、 apt2遺伝子は大腸菌同来であり、降一母の転写開

始領域が存在していないので、酵母内の発現は必ずしも強力であるとは考えられな

い。 G -41 8耐性は耐性遺伝子の導入によるその耐性度の上昇は、他の耐'I~I 遺伝子を導

入した場合と比較したところ大きいものではあるが、いくつかの実用酵母にみられ

るようにそれ自身の耐性度の大きいものに対しては、形町転換の際の選~1{マーカー

として用いることには難しい。すなわち、形11転換に供した株と薬剤耐N.遺伝子を

有する形質転換株との問の薬剤耐性の度合いの差が小さく、形11転換の際、選択培

地上の薬剤l濃度が低いと、選択培地上に薬剤耐空|遺伝子を有する形針転換株でない

にもかかわらず、コロニーを形成する、いわゆるパックグランドコロニーの出現が

みられることがしばしばであるからである。また、選択培地の薬剤濃度が高いと、

形質転換体酵母のapt2遺伝子の発現が弱いので、薬剤耐性遺伝子を有する形質転換
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体もコロニーを形成することができなくなるからである。

本研究では、この大腸菌由来のapt2遺伝子に酵母S.cerevisiacで強力に機能するこ

とが確認されているアルコール脱水素酵素 1(ADHI)澄伝子のプロモーターを接続

し、 apt2遺伝子の酵母内発現の強化を試みた。酵母内での発現が強化されたapt2 i宣

伝子を形針転換の際の選択マーカーとして用いることで、薬剤に対する耐tJの強い

実用酵母の形自転換の可能析を検討した。



a 

実験結果

Jimenz et a1. (1980)、Sakaiand Y担n加 1010(1986)、WebSlerand Dickson (1983)らは、

大腸菌由来のアミノグリコシドホスホトランスフエラーゼ H遺伝子 (apt2遺伝子)

が導入された形質転換体酵母で、抗生物質G-418に対する耐仰が上昇したことを報

告している。この際用いたapt2遺伝子は、大腸菌のトランスポソeンTn903向来のもの

をそのまま用いたもので、S.ccrevisiaeのプロモーターが存在しない。そこで、この

遺伝子の形11転換体内の発現は、必ずしも強力であるとは考えにくく、低コピープ

ラスミドによる形質転換体では、 G・418に対する耐tlはそれほど上昇しないことが

予想された。プラスミドYCpGl1はs.cerevisiaeのセントロメア、野生型のURA3遺伝

子と大腸菌のトランスポゾンTn903内に存在するapt2遺伝子を有するものである。こ

の型のプラスミドはセントロメアの機能により、 11音体のS.cerevisiae内では lコピ

ーで存在することが報告されている。このプラスミドをlrp1ura3変異を有する実験

室酵母であるS.cerevisiae YNN27に導入した。 トリプトファン非要求刊の表現型よ

り形質転換株を選択し、そのG-418耐性度を調べた。G-418耐制度は、栄養培地であ

るYPD培地に各濃度のG-418を加え、生育仰を調べることによ って行った。プラスミ

ドYCpGl1を有するS.cerevisiae YNN27は、親株に比べてG-418の耐性皮は上昇して

いたが、 G-418濃度が200μ g/ml以上になると生育を認めなかった (Tabl巴1)。これ

に対し、多コピー型のプラスミドであるYRpGIあるいは、 YEpG24の形針転換体で

は、 G-418濃度が200μg/ml以上であっても、生育が認められた。このこと は大腸菌

のapl2遺伝子には、 S.cerevisiaeで機能する転写活性化問c9"IJ、すなわち、プロモータ

ーを有していないことにより、形質転換された酵母内での発現が弱く、低コピープ

ラスミドであるYCpGl1ではG-418に対する耐性度の上昇は小さいものと考えられる。

15 



従って、大腸菌のapt2遺伝子をそのまま用いて、全てのおccharomyces属実用醇母を

G-4 1 8 耐'I~I を選択マーカーとして形質転換することは、特に低コピーの場合、困郊

であることが予想された。すなわち、 G-418に対する耐性度の上昇が小さく、特に、

元来のG-418耐性の強い株では、 G-418含有培地上で形針転換体を選択することが難

しくなるからである。

そこで、 apt2遺伝子にS.ccrevisiaeのプロモーターを接続し、その発現を強化する

ことを試みた。大腸菌のトランスポソキンTn903内に存在するapt2遺伝子を有するプラ

スミドYRpGIを、市11限酵素XholとPvu[fで処理することで分離し、 EcoRIリンカー

を付着させた後、 ADHIプロモーターを有するS.cerevisiacの発現ベクタ -pYcDE-1

のEcoRI部位に挿入し、 apt2遺伝子がADHIプロモーターに対し正方向に接続した

pYcDE-~GII と、 逆方向に接続したpYcDE-~GIOを作製した ( Fig. 2(a))。それぞれの

プラスミドをS.cerevisiae YNN27に導入した。 YNN27株はlrpl変異を有し、それぞれ

のプラスミドは野生型のTRPI遺伝子を有しているので、形針転換休はトリプトファ

ン非要求性の表現型をもって選択した。栄養培地であるYPD格地に各濃度のG-418を

加え、それぞれのプラスミドから得られた形質転換体の生育牧を調べた (Table1)。

その結果、プラスミドpYcDE-~G II を有する形質転換体では、 G-4 1 8耐制度が上昇し、

G-418濃度が1000μg/mlであっても生育可能であったたのに対し、プラスミド

pYcDE-~G IOを有する形質転換体では、そのG-4 18耐性度は親株とは変化がなかった。

これより、 apl2遺伝子はS.cerevisiaeのADHIプロモーターの転写活性化機構により、

S. cerevisiae内で、の発現が強化されたものと判断した。

S. cerevisiaeのADHJプロモーターとapt2遺伝子との接続部位は、 Fig.2(b)に示し
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た。プラスミドpYcDE-6GIIを作製する際、 101]限醇素XhoIの処理により、 apt2遺伝

子がコードする蛋白質のN末端10アミノ酸が削除され、本来の蛋白nでは19番目にあ

たるメチオニンのコドンが、プラスミドpYcDE-6GIIの形質転換醇母での開始コドン

になっているものと判断した。従って、アミノグリコシドホスホトランスフエラー

ゼ11の蛋白質は、 N末端18アミノ酸は酵素活相に必須ではないものと判断した。以後、

今回作製した5.cerevisiaeのADHIプロモーターによって形質転換酵母|λ!で発現が強

化されたapt2遺伝子は、 ADHI-APT2遺伝子と記載する。

さらに、このADHI-APT2遺伝子をBamHI-5al Iフラグメントとした後、 S

cerevlsmeの挿入用ベクターであるYlp5のBamHI、5alI部位に挿入し、プラスミド

pAGI-Iを作製した (Fig.3)。このプラスミドは、挿入用のベクターであるので、形

'n転換体酵母内で Iコピーで存在する。従って、単コピーベクターであるYCpGl1と

比較することは適当であろう。作製したプラスミドpAGI-1を、 5.cercvisiaeYNN27に

導入し、得た形11転換体のG-4t8耐tiI:J支を検討した。プラスミドpAGI-1の形針転換体

は、 G-418濃度が1000μg!mlにでも生育が可能であったのに対し、プラスミド

YCpGl1を有するS.ce陀 visiaeYNN27は、 G-418濃度が200μg/ml以上になると生育を

認めなかった (Tabl巴 1)。以上より、 ADHI-APT2遺伝子は5.cerevisiaeのADHIプロ

モーターが接続することにより、形針転換休での発現が強化され、この結果、形質

転換休ではG-418に対する耐性度が上昇したことが明確となった。
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Tn903 

Fig. 1. The struclures of the plasmids having E. coli apl 2 g巴ne.
Th巴openbox indicates Ihe sequ巴nceof E. coli transposon Tn903. 
Abbr，巴viationsare as follows: E， Eco RI; Hi， Hin d 111; Pv， Pvu 11. 

Tabl巴卜 G-418resistance of transformanls and山巴 parentSlram. 

Tn903 

Strain Plasmid 
G-418 concentration (!lg!ml) 

25 50 200 1000 
S. ccrevisiae YNN27 × × × × 

YCpGl1 。。 × × 

YRpGI 。。。 × 

YEpG24 。。。 × 

pYcDE-oGIO × × × × 

pYcDE-oGII 
。。。。

pAGI-1 。。。。
0， Yeastcould grow; X， Yeastcoulclnotgrow 

URA3 



(a) 

Pν' 、4ニ"". PV 

X℃:ニ;r;rrU叫11 ~ /tρEc 
…k;r t E / SAP 
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.JIlDNA" I~ 
_TRP/i I eYCIT 

E 

AOHf Promoter 

司lDNA

H 

E 
CYC1 Terminalor 

apl2 

E 

ADH1 Pramoler 

(b) 

l)YRpGl 1 I日附副叩1slart(YRpG 1 ) Xho 1 

ACAAGGGTGTI !IT古AGCCAT ATT CAA CGG CAA ACG TCTTGC TCG AGGCCG CGA TIAATITCC AAC ATG GAT GCT GAT TIA 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1‘15 16 17 18 19 20 21 22 23 
MET SER HIS ILE GLN ARG GlU TH円SERCYS SER ARG PRO ARG lEU ILE SEA ASN MET ASP Al.A ASP lEU 

2) pYcDE-dGl 1 

yeasl TATA box CT block 
ATCAAGi'買'iA冒ATAGACCTGCAATTATIAA TCTTITGTI CCfi:GTCAn GTTCrCGTTC i:CTTiCTtCC TrGr了TCTTI

translational sta円(pYcDE.dGll)

Eco印刷01 I . 

n'C'fGCACAA TATTTCAAGC TATACCAAGC肝 ACAATCAAGG京TTCCT古言AGGCCGATT AA竹 TCCAAC A古GATGCT GAT廿ATAT
123456  

yeast mRNA starls MET ASP Al.A ASP LEU TYR 

Fig. 2. (a) Construction of plasmids in which apt 2 gen巴wasexpr巴ss巴dunder th巴controlof
ADH I promoter. Abbreviations are as follows: B， Bam HI; E， Eco RI; H， Hin d lll; 

Pv， Pvu Il; Xh， Xho 1;穴Th巴rcstrictionsite was blunt巴d
BAP， bacterial alkaline phosphatas巴.
(b)Nucleotid巴sequencesaround the translational start codon in YRpG I and pYcDら

t.GII. 
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Fig. 3. Construction of th巴integratiol1type plasmid having ADH I-APT2 g巴nc.
Abbreviations are as follows: 8， 8am HI; E， Eco RI; H， Hin d 111; S， Sall. 

Xb， Xba 1. *， The r巴strictionsit巴wasblunt巴d



考察

実用酵母の形11転換には、宿主の遺伝型によることのない選択マーカ一、すなわ

ち、優伯マーカーの利用が適当である。これまでに、各種薬剤耐制遺伝子の利用が

検討されてきたが、宿主にア ミノグリコシド系の抗生物質に対し耐性を付与するア

ミノグリコシドホスホトランスフエラーゼ II (apI2)遺伝子を利用することが綾も

適切な方法の一つである。しかし、全てのおccharomyces属実用酵母をこの遺伝子を

選択マーカーとして用いることで形質転換することはできない。Saccharomyces属酵

母の形質転換に用いられているapt2遺伝子は、大腸菌のト ランスポゾンTn903巾来の

ものであり、酵母のプロモータ ーを有していない。このため、形質転換休酵母内で

の発現は、必ずしも強いものとは考えられない。そこで、薬剤に耐性の強い笑用酵

母の形針転換の選択マーカーとすることは難しい。本研究では、大腸菌付!来のapt2

遺伝子に、S.cerevisiaeの強発現遺伝子であるアルコール脱水素醇素 1(ADHI)遺伝

子のプロモーターを接続し、 apt2遺伝子のSaccharomyces属酵母内での強発現を目指

した。本研究で構築したS.cerevisiae ADH 1プロモーターに接続したapt2 J宣伝子

(ADHI-APT2 )は、形質転換体酵母内で強発現し、 lコピー存在するだけで抗生物

質G-418に対する耐性度は顕著に増加したことを認めた。

従来の報告にあっては、 apt2遺伝子は大腸菌陶来のものをそのままJHいてきた。

Sidhu et al. (1990)は、大腸菌のプラスミドにおいてS.cerev山犯の転写を誘導する

配列があることを見いだしている。従って、大腸菌FfI来のapt2遺伝子によって、 s

cerevisiaeが抗生物質G-418に耐性を有したことを見いだしたとの従来の報告はこの転

写誘導によるものと考えられる。

本研究にて構築したADHI-APT2遺伝子は、 ADHlプロモーターの作用によって、



形質転換体酵母内での発現も強〈、抗生物質0-418に対する耐性も明瞭に認められ

るので、 Saccharomyces属実用酵母の形PI転換において、選択マーカーとして有効に

用いることができるものと期待される。



要約

大腸菌のアミノグリコシドホスホトランスフエラーゼ IIの遺伝子 (apr2 i宣伝子)

を、 酵母Saccharomycescerev山犯のアルコール脱水素直孝素 1 (ADHI)の遺伝子のプ

ロモー ターに接続した。このADHI-AP口遺伝子を、実験室酵母S.ccrevisiacYNN27 

に導入 したところ、形質転換休酵母では抗生物1'[G-418に対する耐刊が著しく上昇

した。



第二章 改変したアミノグリコシドホスホトランスフエラーゼ JI遺伝子

(ADHI-APT2遺伝子)を利用 したおccharomyces属実用酵母の

形質転換系の構築

緒言

前章で記載したように、実用酵母の形'n転換には仮住iマーカーを選択マーカーと

して用いることが適当であろう。 Saccharomyces属実用酵母の形質転換はクロラムフ

ェニコール耐性を選択マーカーとして利用したものが、 Hadfieldel al. (1986)によ

って示されている。クロラムフェニコールは原核生物の70Sリボソームでのタンパ

ク合成は阻害するが、真核生物の80Sリボソームでのタンパク合成は阻害しない。

従って、酵母で認められるクロラムフェニコールによる生育阻害は、ミトコンドリ

アでのタンパク合成阻害によるものと考えられ、高濃度でないと作用しない。この

ため、耐性遺伝子導入による、クロラムフェニコール耐性皮の上昇の程度が明瞭で

はなく、形n転換の際の選択マーカーとしては適切ではないと考えられる。Sakai

and Yamamoto (1986)は、 G-418耐tl:を選択マーカーとし、実験室酵母と下面発酵ピ

ール酵母を用いて、リチウム塩で処理し、プラスミドDNAとポリエチレングリコー

ル (PEG)に接触させた酵母菌体を洗浄した後、栄養培地であるYPD培地でポス ト

インキユベーションすることで、G-418を含む選択培地上で形n転換株を分離できた

ことを報告した。この際のポストインキュベーションは、リチウム塩処理等で損傷

した処理菌体を回復させ、抗生物質を含む選択培地で形町転換体を選択するための

必要な手段であると報告している。ここで用いたG-418耐性遺伝子は大腸菌陶来のも



ので、 S.cercvisiaeのプロモーターを有さないものである。その結果、形針転換休酵

母内でのapt2遺伝子の発現が弱く、その株自身G-418耐引が強いものには、}杉'['i転換

の際の選択マーカーとして用いることはできないと考えられる。これは、選択構地

のG-418濃度が低い条件で、用いる菌株の元来のG-418耐仰が強いと}影町転換されて

いないにもかからわずに、選択培地上にコロニーを形成する、いわゆるパックグラ

ンドコロニーの出現がみられるからである。また、形'['i転換休酵母内でのapt2遺伝

子の発現が弱いので、選択培地のG-418i農度を高くし、パックグランドコロニーの

出現を抑制を試みると、形質転換体のコロニー形成も阻害してしまうことが予想さ

れる。 Kit剖notoet al. (1991)は、尿素非産生酵母の造成のため、清酒酵母協会9号の

CARl遺伝子の破壊をおこなった。この際、 CARl遺伝子内にapl2遺伝子を挿入し、

G-418耐刊を示す形質転換株を分離した。この時、G-418濃度を600f1 g/rnlとし、パ

ックグランドコロニーの出現を抑制するとともに、 apl2遺伝子の必ずしも強力では

ない発現においても、形'e:i転換株の分離が可能となる様に、選択培地のG-418濃度

に工夫を加えていた。本研究においては、前章で記載したS.cerevisiaeのADHlプロ

モーターに接続し、発現が強化されたapl2遺伝子 (ADH1-APT2遺伝子)を用いて、

G-418耐析を選択マーカーとして、選択培地のG-418濃度を一律に 1000μg/rnlとする

ことで、薬剤耐性の強いSaccharon】Jαs属実用酵母の形針転換においてもパックグラ

ンドコロニーの出現を抑制するとともに、 ADH1-APT2遺伝子の形針転換体障母内で

の強力な発現によって、 G・418濃度が高い選択培地においても形針転換体がコロニ

ーを形成することが可能ではないかと考え、検討した。



実験結果

前章では、実験室酵母であるおccharomycesccrcvisiae YNN27を宿主として、 S

cerevisiaeのADHJプロモーターを接続することで、その発現が強化されたapt2i宣伝

子 (ADHJ-APT2遺伝子)を用いて、抗生物質G-418耐牲を選択マーカーとして、 7移

1'1転換体を選択できたことを記載した。しかし、ここで用いたS.cerevisiae YNN27 

は、 G-418に対する耐性は弱い。各種Saccharomyces属実用酵母には、 G-418に対する

耐性の強い株の存在も予想された。このような株の形質転換にも、 AD/-IJ-APT2遺伝

子は選択マーカーとして十分機能することが期待できる。そこで、各種

Saccharom yces属実用酵母のG-418耐性を検討した。検討した各種Saccharomycω属実

用酵母は、下面発酵ピール酵母2種、清酒酵母2種、ワイン際母 l径のG-418耐事|

について検討した。 G-418耐tg，は、各種酵母を栄養培地であるYPD培地に定常期ま

で培養後、その培養液をG-418が各濃度で含まれるYPD培地に、各酵母を、 2X106以

下の濃度で植菌し、生育を調べた。生育は600mnの吸光度の変化で確認した。結果

はTabl巴2に示した。Saccharomyces属実用酵母聞においても、 G-418に対する耐性は

異なっていた。下面発酵ピール酵母は、調べた 2株ともG-418濃度 50μg/mlで生育

を阻害されたのに対し、清酒酵母は 2種ともG-418濃度 100μg/rnlで生育を阻害さ

れなかった。特に、協会7号酵母はG-418濃度200μg/mlで生育を認めた。 j青酒酵

母協会7号のように、 G-418耐tlの強いSaccharomyces属笑用酵母においても、

AD/-IJ-APT2i宣伝子が形質転換の際の選択マーカーとして機能することを期待し、各

種Saccharomyces属実用醇臼の形針転換を試みた。試みたSaccharomyces属実用直孝母は

Tabl巴3に示した。ピール酵母が5株、このうち下面発酵酵母が3株、上回発酵酵母

が2株、清酒酵母が2株、ワイン酵母2株である。このうち、消溺酵母は内在ttの2
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μm DNAを有していないことが知られている。前章で記載したプラスミドpYcDE-

dGIlは、酵母S.ccrevisiaeでの復製機構は211m DNAの複製開始起点 (ori)とSTB部

{立を含むものである。この型のプラスミドは、内在性の2μ m DNAと共存すること

で安定的に保持されることが見いだされている (Kikuchi 1983)。上面発隣ピール酵

母、下面発酵ピール酵母では内在↑;1ーの2μ m DNAが存在することが既に報告されて

いる (Tubb1980， Brown el al. 1981， Aiglc el al. 1984)。従って、プラスミドpYcDE-

llG 11の複製が可能であると考えられる。これに対し、清酒酵母は内在性の2111ll

DNAが存在しないので、ADHI-AP刀遺伝子を有する他のベクターの構築を行った。

ADHI-AP刀遺伝子を有するDNAフラグメン トを、複製開始点がARSIであるプラス

ミドYRp7に導入し、プラスミドpAGR・lを作製した (Fig.4)。このプラスミドを用

いて、表に記載されているSaccharomyces属実用酵母の形針転換を試みた。形針転換

はSakaiand Yamamoto (1986)の方法に従った。すなわち、リチウム処理等を行った

後、ポス トインキユベーションし、抗生物'l'lG-418が添加された選択権地に塗布し、

形質転換株を選択した。選択培地として、G-418を1000μg/ml含有するYPD寒天培

地を用いた。 G-418が1000μg/川 まで上昇させると、清酒醇母協会7号のように薬剤

耐性の強い株であっても生育せず、調べた全てのおccharon】yces属実用酵母で生育し

てこないことを確認している (Table2)。従って、選択培地のG-418濃度を上昇させ

ることによって、形1'1転換されていないにもかからわず生育してくる、いわゆるパ

ックグランドコロニーは形成されないものと考えられる。また、 ADHI-APT2i宣伝子

ではADHI遺伝子のプロモーターの作用により、 apt2遺伝子の発現が強化されるの

で、形針転換体はG-418濃度が1000μg/ml以上でも生育してくることを確認してい
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る (Tablel)。試みた9株のおccharomyces属実用酵母のうち、 l株の下部発商事酵母、 2

株の清酒酵母、 If朱のワイン酵母の計4株のおccharomyces属実用酵母では形針転換株

が得られた (Tabl巴4)。この条件での形針転換では、各酵母で選択培地上でバック

グランドコロニーの出現はみられなかった。



Table 2目 G-418r，巴sislanceofωch induslrial yeasl. 

G-418 concentration (flg/mり
slrain 

50 200 500 1000 

Laboratory yeast S. cerevisiae YNN27 × × × × 

Lager yeast Pilsen NO.l S. bayanus IFO 2031 × × × × 

Lager yeast S. pastorianus IFO 10010 × × × × 

Lager yeast S. pastorianus IFO 10011 × × × × 

Sake yeasl Kyoukai NO.7 (K-7) S. cerevisiae IFO 2347 。。× × 

Sake yeast Kyoukai NO.9 (K-9) S. cerevisiae IFO 2377 。× × × 

Wine yeast OC -2 
。× × × 

0， Yeasl could grow; X， Yeasl could nOl grow. 

Tabl巴3.Induslrial yeasl slrains used for lranSfOrmalion wilh ADH I-APT2 

strain 

S. bayanus IFO 2031 

S. pastorianus IFO 10010 

S. pastorianus IFO 10011 

S. cerevisiae IFO 1951 

S. cerevisiae I FO 1952 

S. cerevisiae I FO 2347 

S. cerevisiae I FO 2377 

Wine yeast OC苧 2

Geisemheim 74 

Application 

Lager yeast Pilsen NO.l 

Lager yeast 

Lager yeast 

Ale yeast 

Ale yeast 

Sake yeast Kyoukai NO.7 (K-7) 

Sake yeast Kyoukai NO.9 (K-9) 

Wine yeast 

Wine yeast 



S 

ADH1-APT2 

s 

Fig. 4. Construction of th巴plasmidwhich has ADH J-APT2 gene and ARS I 

Abbreviations are as follows: 8， 8am HI; E， Eco RI; 5， 5aJ 1. 



Tabl巴4. Transformation efficiency of巴achindustrial yeast 

strall1 

Pils巴nNO.I 
IFO 10010 

IFO 10011 
IFO 1951 
IFO 1952 

K-7 
K-9 
OC-2 
Geisemheim 74 

Transfonnation efficiency a) 

22 
0 

0 
0 
0 

84 
106 
0 
55 

a) Transfonnation efficiency was expressed as transfonnants per 10μgDNA 

Each strain was Iisted in Table 3 
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考察

Sakaiand Y抑制oto (1986)は、下宿発酵ビール酵母であるおcclJaromyces

carsbergenslsの2種の酵母をリチウム処理、プラスミドDNAとポリエチレングリコー

ル (PEG)に接触させ、洗浄した後、栄養培地であるYPD培地でポストインキュベ

ーションした後、抗生物質G-418を含む選択崎地に塗布することで、形針転換体を得

ることが可能となったことを報告した。この際、用いた酵母はG-418両jt!1の弱いも

のであった。 G-418耐性の強い菌株には、この方法を用いることは困難であること

が予想された。これは、形質転換体酵母内のapt2遺伝子の発現が弱く、高いG-418

濃度の選択培地では形質転換体のコロニーが出現することができず、また、低いG-

418濃度の選択培地では、菌株自体の高いG-418耐性によって、形n転換されていな

いにもかかわらずコロニーを形成する、いわゆるパックランドコロニーが出現して

しまうことが予想されるからである。そこで、各種Sacc!Jaromyces属実用酵母のG-

418耐性について検討してみた。 Table2に示してあるように、各酵母によってそのG-

418耐仰は様々であった。調べた下面発酵ビール酵母の全てはその0・418耐性は、 笑

験室酵母のものと変わらないものであった。清酒酵母は調べた2株ともG-4J8稲作|

が強いものであった。特に、清酒酵母協会7号は、 G-418濃度200μg/mlであっても

生育が認められ、強い耐空|ーがみられた。 Y副naz必<iand Nonomura (1994)は、清酒酵

母8株のG-418耐性を100μg/mlのYPD培地での生育↑ノ|で調べたところ、全てG-4J8

耐性であったこと、これに対し、ワイン酵母15株を調べたところ、 1株を除いて全

てG-4J8に感受官|であったことを報告している。 以上のよう に、各種SacclJaromyces

属実用酵母において、 G-4J8に対する耐性皮が異なることは、他の研究者によって

も確認されている。形針転換体酵母内でapt2遺伝子が強力に発現することが確認さ
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れているADHJ-APT2遺伝子が、 1行j百四手!ま協会7号のように0-418に耐t'lの強い株に

対しでも、選択マーカーとして布効に機能することを期待した。各種Saccllaromyces 

属実用酵母の形11転換において、選択培地は、 0-418を1000μg/mlまで高濃度とし

たため、清酒酵母協会7号のような薬剤l耐性の強い株であってもパックグランドコロ

ニーの出現は抑制され、ADHJ-APT2遺伝子の強力な発現により、 0-418耐t'lは強力

になり 、形n転換株の選択が可能となり、 ADHJ-APT2j宣伝子がおccllaromyccs属実

用酵母の形質転換の際の選択マーカーとして有効であることが示された。この|際用

いたプラスミドは、選択マーカーとしてADHトAPT2遺伝子を有し、 Saccllaromyces

属実用酵母での複製起点としては、 2f1m DNAの複製開始起点 (ori.) とSTs部位を

持つものと、 ARSIを持つものを作製した。これは、内在似の2/1m DNAを持たない

Saccllaromyces属実用酵母においても複製可能にするためである。

形1'(転換の結果、試みた9株のSaccllaromyces属実用酵母のうち4株は形1'(転換株を

得ることができた。このうち、形質転換株の得られなかった5株は、形針転換能が低

いことによるものと考えられる。



_._ 

要約

i、Saccharomyces属実用酵母の抗生物質0-418に対する耐仰を検討したところ、清

酒酵母協会7号は2001"g/mlの波度でも生育可能な耐性の強い株であった。

2、0-418耐官|の強い清酒酵母協会7号に対して、 ADHJ-APT2遺伝子を有するプラ

スミドを用いて、 0-418耐性を選択マーカーとして形質転換を試みた。選択構地の

G・418濃度を上昇させ、パックグランドコロニーの出現を抑制することで、 i背酒酵

母協会7号の形質転換株を得ることができた。



--
第三章 電気パルス法を用いたおccharomyces属実用酵母の形質転換の

試み

緒言

前章で記載したように、 S.cerevisiaeのADHIプロモーターに接続し、発現が強化

されたapt2遺伝子 (ADHI-APT2遺伝子)を転換マーカーとして、 Sacc!Jaromyces属

実用酵母の形'['[転換を試みたところ、試みた9株のうち、 4株は形'l't転換株が得られ

たのに対し、残りの5株は形'l't転換株が得られなかった。これは、形'l'I転換能が低い

ことによるものと考えられる。 B巴ckerand Guarent巴 (1991)は酵母を電気パルス処理

することで、高知9'存に形'l't転換株を得ることができることを報告している。そこで、

この方法をSacc!Jaromyces属実用酵母の形'l't転換に応用することで、形'l't転換能が低

〈、リチウム法では形質転換株の得られなかった5株について、電気パルス法による

形質転換を試みることとした。電気パルス法を用いた酵母の形質転換はいくつか報

告されている (Hoodand Stachow 1990， M巴ilhocet al. 1990)。これらの報告の中で

は、形'l'I転換に供する菌株の処理が異なるので、結果として印加する電圧が異なっ

てくる。本研究では、供する菌株の処理は、 Beckerand Guar巴nte (1991)の方法に従

った。すなわち、対数増殖期の酵母を滅菌水で洗浄し、 1Mソルピトール溶液に懸濁

し、パルスを印加する方法である。彼らの報告では、 1.5kVのパルス電圧が最適であ

るとしているが、電圧を変化させた場合の結巣は記載していない。他の報告 (Hood

and Stachow 1990， Meilhoc et al. 1990)とあわせて考慮すると、このケースの電圧は

やや高すぎると考えられるので、印加電圧の条件から検討することとした。



実験結果

電気パルス法による形針転換の条件について検討した。実験室酵母S.ccrevisiae 

YNN27を用いて、印加電圧について検討した。電気パルス法の方法は、概ねB巴CI叩r

とGuarente(1991)の方法に従ったが、パルス印加後、 1Mソルピト ール添加に変え、

1Mソルピトールー YPD液体培地に懸濁し、 30'Cで4時間保iffitの操作を加えた。パル

ス発生装置は、バイオラッド社製のジーンパルサーを用いた。生存ヰfは、 1Mソルピ

トールー YPD液体培地に懸濁した後、一部をYPD 寒天培地に塗布し現れた~ï数を、

パルス印力目前の菌数に除し、表した。形質転換効キはプラスミドDNAμg当たりの

形質転換株数で示した。印加電圧 0.75kVの時、最も高い形質転換効水を得、電圧を

上昇させると生存率が急速に低下し、これに伴い形質転換効ヰfも低下した(Table5)。

以上の条件検討の結果、 0.75kV， 25μF，200nが最適であると判断し、

Sacch且romyces属実用酵母の形針転換に際し、この条件にて行うこととした。結果は

Table 6に示した。リチウム法では形質転換株の得られなかった5株のSlIccharomyccs

属実用自孝母全てで形質転換株を得ることが可能であった (Table6)。
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TabJe 5. EJeclroporalion condilions for transfonnation of S. cerev山田 a)

kV Transformation efficiency b) Viability(%) 

0.5 9.5 X 102 83.0 

0.75 9.0 X 103 20.6 

4.9 X 103 3.5 

1.5 1.0 X 10
2 1.5 

.) Th巴Jaboraloryyeast S. cerevisiae YNN27 was used in lhis expcrim巴nl

b) Transfonnalion巴fficiencywas expressed as tranSfonnanlS p巴rμgDNA

TabJ巴6目 Transfonnationeffici巴ncyof巴achindustrial yeast. 

Strain 

IFO 10010 
IFO 10011 
IFO 1951 
IFO 1952 
OC-2 

Transformation巴fficiency

Lithium acetat巴method

0 

0 
0 
0 

0 

E1ectroporation a) 

42 
63 
2 
10 
94 

a) Transfonnation巴ffici巴ncywas巴xpress巴das transfonnanls perμgDNA 

Each strain was Iisted in TabJe 3. 
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考察

前章で記載したS.cerevisiacのADHJプロモーターに媛続し、発現が強化されたapl

2遺伝子 (ADHJ-APT2遺伝子)を転換マーカーとして、 9株のSaccharomyccs属実用

降母の形町転換を試みたところ、 5{朱は形自転換株が得られなかった。これは形1'1転

換能が低いことによるものと考えられるので、実験室酵母では高効ネに形針転換株

を得ることができること方法として報告されている電気パルス法を試みた。この結

果、 リチウム法では形1'1転換株の得られなかった5株のSaccharomyces属実用酵母全

てで形11転換株を得ることが可能となり、電気パルス法では極めて高効不に形針転

換株を得ることができることを確認した (Tabl巴6) 0 B巴ckerand Guarenle (1991)は、

1.5 kV， 25μF，200Wの条件が適当であると報告しているが、 Gyslercl aJ. (1990)は

1.25 kV以上になると、生存不が劇的に低下することを報告している。孜々の結果も

むしろ後者に近いものであろうと考察している。

パルス印加後、浸透圧負荷のためソルピトールを添加したYPO液体培地で保温振

滋後、選択培地であるG-418含有YPO寒天培地に塗布することで形質転換株を得た。

これは、 G-418耐性を選択マーカーとして、リチウム法で形1'i転換をおこなった

Sakai and Yamamoto (1986)の方法を参考にしたもので、電気パルス処理で損傷した

処理菌体を回復させ、形'l'i転換体内でのapl2遺伝子の発現を得、 G-418を含む選択

培地で形1'1転換株にコロニーを形成させ得るものである。

S. cerevisiaeのADHJプロモーターに接続し、発現が強化されたapc2遺伝子

(ADHJ-APT2遺伝子)と電気パルス法を用いることで、薬剤に耐性の強い株や形針

転換能の低い株を含む試みた全てのおccharomyces属実用酵母を形質転換することが

可能となった。電気パルス法はSaccharomyces属実用酵母を形質転換する有効な手段



となりうることが示された。

Kilrunolo et al. (1990)は、 SM(Sulfomeluron mClhyl)耐tlと、 5-FOA耐刊を車"み

合わせることにより、清酒酵母協会701号、 901号において、 trpl/ttpl、ura3/ura3の二

重遺伝子破壊株を造成し、清酒酵母の分子育種の宿主として有用であることを報告

している。さらに、これを宿主として、 Aspergillusoryzaeのαーアミラーゼ遺伝子を

導入した形針転換体を作製したことを報告している(木村他 1993)。また、

Nakazawa et al. (1994)は、遺伝子増幅により抗生物質セルレニンに耐刊を示す

PDR4遺伝子を形質転換の際の選択マーカー遺伝子として、清酒酵母協会7号を形針

転換し、これを利用し接合併を示す株を分離したことを報告している。

本研究で作製したADHI-APT2遺伝子を選択マーカー遺伝子として、電気パルス法

を用いて、下面発酵ビール酵母にCYS4遺伝子を導入し、遺伝子増幅させることで硫

化水素低生産相ピール酵母を育種したこと (Tezuka，H. et al. 1992)、ADH-APT2遺

伝子をマーカー遺伝子として用いることで酢酸イソアミル高生産相二倍体消酒醇母

を造成したこと(渡辺 他 1995)が報告されている。以上のように、 ADHI-APT2

遺伝子を用いることによっても、広く Saccharomyces属実用酵母の育種に用いる可能

セtが示されている。



要約

1、醇母の形針転換として、電気パルスj去を検討した。印加電圧の条件を検討した

ところ、 O.75kVの際、最も高い形針転J失効ホを得た。

2、リチウム塩処理では形n転換株が得られなかったSaccharomyces属実用商事母につ

いて、電気パルス法を用いることで全て形質転換株を得ることができた。
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第四章 酵母Hansenulaanomalaの形質転換のための選択マーカー遺伝子

としてのURA3遺伝子のクローニング

緒言

序論にて記載したように、 Yoshizawa(1978)によって、食品工場等から初出され

る高濃度の有機物を含む排水の処理には，Hansenu!a属、特にHansenu!aanoma!aに属

する酵母を用いることが有効であることが見いだされている。この場合、凝集官1:や

熱安定住1:等酵母菌株の判官Iが排水処理に重要となっている。これは、酵母によるm

水処理において、酵母槽から流出する酵母数を抑えるために凝集性酵母を利用する

こと(佐藤他 1986)、上昇する酵母槽の温度に対応するため、耐熱仰の直孝母を利

用すること(鈴木他 1991)が試みられている。このように、酵母をJllいた排水処

理において、凝集性や熱安定性を強化するといった菌株改良は有力な改善方法であ

ると思われる。有用な形'ftのみを菌株に導入できることでは、遺伝子剣|換え手法を

用いた菌株改良が最も適した手段であろう。しかし、このためには街主・ベクタ一

系の確立を必要とする。これまで、 H.anoma!aの宿主・ベクタ一系の確立について

の報告は全くない。この理耐のーっとして、形針転換の際の適当な選択マーカーが

ないことが挙げられる。通常、酵母の形町転換は栄養婆求tl:の変異株に対して、こ

れを相補する野生型の遺伝子を選択マーカー遺伝子としておこなわれる。しかし、H

anoma!aを含めたnon-Sacc[Jaromyces属酵母においては、その多くの種はj宣伝学的研究

が帯積されていないので、変異位置を特定しうる変異株を取得することは図難であ

った。
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Boekc cl al. (1984)は、ピリミジン境基生合成の中間体であるオロチン酸のアナ

ログである5-nuorooroticacid (5-FOA)耐性を利用して、実験室酵母S.cerevisiaeのura3

変異株(オロチジン-5'-リン酸脱炭酸酵素欠煩変異株)を{廷判的に分離したことを報

告した。 5-FOAは核酸合成阻害剤として作用するが (Fig.5)、Saccharomyces 

cerevlslaeでURA5遺伝子がコードするオロチン駿ホスホ リボシル トランスフエラー

ゼあるいは、 URA3遺伝子がコードするオロチジンー 5'ーリン酸Jl見炭殿博.素のい

ずれかが欠損していると、 5-FOAの核酸合成阻害活性が消失する。変異処理により、

5-FOA含有培地で生育する変異株を選択することでura5あるいはura3変異株を取得

することができる。この方法は、変異位置の特定できる栄養要求性の変異株を俊官|

的に分離できるので、遺伝学的研究が整っていない対象にも応用が可能であると考

えられる。

ピリミジン填基生合成系の酵素であるオロチン酸-5'-リン酸脱炭酸酵素 (ODCぉε)

は、オロチジンー5'-モノリン酸よりウリジンー5'-モノリン酸を合成する酵素で(Fig.5)、

S. cerevisiaeではURA3遺伝子にコードされている (Rosecl al. 1984) 0 ODCas巴をコ

}ドする遺伝子は、各種E孝母においてもいくつかの種よりクローニングされている

(Turnbough el al. 1987， Rosc el al. 1984，ルlizukamiand Hishinuma 1988， Losberger 

and Ernst 1989， Grimm el al. 1988)。これらのoDCaseをコードする遺伝子を比較す

ることより、 E孝素蛋白質をコードする領域 (ORF領域)には高い相向性が見いださ

れている。例えば、 S.cerevisiaeとKlyveromyceslaclisのURA3遺伝子は、 mRNAの転

写開始あるいは終了に関与することが予想される5'あるいは3'非翻訳領域には、相向

性が見出されなかったが、 ORF領域では、 DNA配列で72%、推定ア ミノ酸配列で

81%の同一性を有していた (MizlIkamiand Hishinllma 1988)。これらの報告より 、H.

42 
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mJOmalaの URA3遺伝子を相同'VIーを利mしてクローニングすることは可能であると推

察された。そこで、 H.anomalaの形pl転換の際の選択マーカー遺伝子としての利用

を目的として、 H.anomalaのODCascをコードする URA3遺伝子のクローニングをお

こなった。

また、産業上に用いられている酵母の形質転換は、前記した理由にて、俊性選択

マーカー遺伝子を用いることが望ましい。第一章、第二章に作製したことを記載し

たADHI-APT2遺伝子が、 H.anomalaの形質転換にて、選択マーカー遺伝子として機

能するかについての検討は、第六章に記載した。
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実験結果

H. anomalaのURA3遺伝子をクローニングするにあたり、 S.ce印 vlSlaeのURA3i宣伝

子をプロープとして用いることの可能't'1を検討した。 H.anomalaの染色体DNAを、

制限酵素BamHI、EcoRI、Sallで処理した後、 S.ccrcvisiaeのURA3遺伝子をプロー

プとしてサザンハイブリダイゼーションをおこなった。lowstringencyの条f!:にてお

こなったところ、いずれの制限酵素処理においても、ハイプリダイズするバンドは

単一であることより、 H.anomalaのURA3i宣伝子は一つのみ存在するものと判断し

た (Fig.6) 0 S. cerevisiaeのURA3遺伝子をプロープとして H.anomalaのURA3遺伝

子をク ローニングすることは可能であると判断した。

H. anomalaのゲノミックライブラリーは、ハプロイド株であるH.anomalaJ-224-H 1 

より調製したDNAを制限酵素Sau3A-1で部分分解し、ラムダファージの誘導体であ

るEMBL3のB訓nHIアームとライゲーションし、 invitro packagingすることにより作

製した。 S.ccrevisiaeのURA3遺伝子をプロープとしたプラークハイプリダイゼーシ

ヨンで得たcandidal巴c10neより、 DNAを抽出し、サプクローニングを進めた結果、

Xba 1、Nru1 1.7 kbpのフラグメン トを得 (Fig.7)、このXba1、Nru1 1.7 kbpのフ

ラグメントのDNA塩基配列を決定した (Fig.8) 0804 nucleotid巴からなる予想ORF(オ

ープンリーデイングフレーム)と、既にクローニングされている他の酵母のODCase

とDNA及び蛋白質のレベルで比較をおこなった (Table7) 0 H. anomalaの URA3遺

伝子のODCascの酵素蛋白質をコードする領域では他の酵母のODC蹴 をコードする遺

伝子と、高い相同仰がみられた。しかし、 H.aIJomalaのURA3i宣伝子は

Schizosaccharomyces pombeの0配蹴をコードする遺伝子 (Grinullelal. 1988)とは、

他の酵母の遺伝子と比べて比較的低い相向性であった。蛋白11をコードする領域の
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高い相同↑11に比べて、了、 3'非翻訳領域では他の遺伝子との相同tlは全く見いださ

れなかった。転写開始点は、プライマー伸長法によって決定した。その結果、 Fig.9

に示すように、 H.anomaJaの URA3遺伝子の転写開始点は、ー128、ー119、ー110、-67、

-62、-51、-39であった。 S.cercvisiaeのURA3i宣伝子 (Roye( aJ. 1990) 、Candida

aJbicansのURA3遺伝子(Losberg巴rand Ernsl 1989) ともに転写が多数の位置で開始

されていることが報告されている。 さらに、 H.anomaJaのURA3遺伝子のS.

αrevJS/ae内における機能性を検討した。 H.anomaJaの URA3遺伝子をS.ccrcvisiae-

EsciJericiJ ia coJ iのシャトルベクタ-Y1ミp7に挿入した。プラスミドYRp7は、 5

cerevJslaeのTRPJ遺伝子とS.cerevisiaeの複製開始点としてARSIを有している。作製

されたプラスミドpURA-SR21を、 S.cerevisiae YNN27 (MAT αtrpJ ura3) に導入し

た。プラスミドpURA-SR21内に存在するS.cerevisiaeのTRPJ遺伝子を選択マーカー

として、 トリプトファン非要求官|ーより形質転換株を分離した。その形針転換株のウ

ラシル非添加培地での生育牲を検討し、その結果をFig.IIに示した。元のプラスミ

ドであるYRp7を導入された形質転換株はウラシル要求'闘であったのに対し、プラス

ミドpURA-SR21が導入された形質転換株が、ウラシル非要求性となったことより、

H. anomaJaの URA3遺伝子は、 S.cercvisiacのlIra3変異を相補することがJf:された。

したがって、今回クローニングをおこなったH.anomaJaのURA3遺伝子は機能のあ

るoDCaseをコードしていることが判明した。
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CPas巴

ATCase 

DHOase 

DHOdehase 

OPRTase 

ODCase 

GllItamine + C02 + ATP 

URA2 

Carbamoylphosphatc 

URA2 

Urcidosuccinic acid 

URA4 

Dihydroorolic acid 

URAI 

Orolic acid .一一づ FOA(analog) 

↓‘一+PRPP (5-phosphoribosyl-pyrophosphatc) 

URA5 

Orolidin巴-5'-phosphat巴

URA3 

Uracil→ Uridine-5'-phosphal巴

UMPkase URA6 

Uridine・5'-diphosphav巴

UDPkas巴

Uridine-5'ーlriphosphal巴

CTPsase URA7 

Cytidine-5'-lriphosphate 

Fig. 5 The palhway of pyrimidin巴biosynthesis.

The cnzyme are abbr巴vialedas follow巴d:CPSase， carbamylphosphal巴synlhclasc;A TCase， 
aSpar1ale transcarbamylase; DHOas巴，dihydroorotas巴;DHOdehas巴，dihydroorotalc 

dehydrog巴nas巴 OPRTase，orOlale phosphoribosyl lransferase; ODCase，orolidine-5'-
phosphale decarboxylas巴 UMPkase，lIridinc-5'-phosphal巴kinas巴;UDPkase， uridine-5'-
diphosphale kinase; CTPsase， cytidin巴-5'-lriphosphalesynlhelase. 

Gen巴licnumbers of S. cerevisiae wer巴described
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15 kbp みF

6.5 kbp -)ー

2 3 

..-4眠ー 11kbp 

Fig. 6. Southcrn analysis of H. anomala g巴nomicDNA. H. anomalagenomic DNA was 

digested with Bam HI (Iane 1)， &0 RI (Iane 2) and 5a/l (Iane 3)， and thc resulting 
仕agmentsw巴reel巴ctropho陀sedand transferrcd to a nylon membranc. A 1.1 kbp 
Hitl d 111 fragm巴ntof the 5. ccrcvisiac URA3 g巴neisolated from YEp24 was uscd 

as a probe 
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Fig. 7 Construction of the plasmids containing H. anomala URA3 gcne. 

Abbreviations are as follows: E， Eco RI; Nr， Nru 1; S， Sa/l; 
Xb， Xba 1; BAP， 8acterial Alkalin巴Phosphatase.
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-728 柁TAGAG品

ー720 AACTATCAATCCTCAAC村氏ATCTC"πAACGTτTCA了円CπCAG'円AATAAAG品γnτστ了陀;CAATC竹TGACCAAC冗引円"CAGTATGlT冗AAGAA甘甘冗ACTACA'廿TC

-6叩 ATAACACACGTTTmτπTTCAAG甘AAT門官;crGAAG冗AAATCA廿'AACACAATCGGTCAAACAACGlTCAA氏AAA甘寸'GMTAAAGACGCATM̂AGπコ寸TCA甘明汁汁廿C

-4田村'CAA印ATTC円寸α;AAAT汀ππE甘口CTTrr.cTJTAA TTGATCCA廿廿町陀TTGATAAmAAγπGAATAGTA廿'AAATCAAA花CGπτ;f，TAAGrmてAπATCIXMACA

-360 AGTTπA灯AmmCAACAT引ππ廿TTG廿印TCAA廿f.GAAAAAAGAπ田 AAACATCαAATCAGιAAAITATGT田ATATAGTGA日陀CATA印AAAATf~l判官AAGAC口E

-2~0 GAAAA花甘TGATATTACCAAAGAGCA叩ωATAAATAAGGATAAAGTCπTGAAATGl'灯π℃川氏印刷門AATTCCATT円ACTATACAAπAAACcr.TAπAπTAAACATTACGT

-120 JAGCATGTCC品 開印刷口ACrmmrrrcA

I A叩町陀 CAAACC TTA ACC TAC CCオCAAAGA GCG GAA GCT CAC庇AπAぽTπ1:GCT AAA CGT口TT甘 G江田寸A1'GGAG下CA品ACAA TCA A~も 96 
1 Ilcl VaJ Gln Thr I且』刊rTyr PrO Gln Arg AJa Glu Ala lIis Pro Scr Pro 1且 JAla Lys Arg Leu Phc Gly Val恥 lGlu $(>r Lys Gln :x-r A5n 32 

'11 T陀官;TCCTπ:A AGT GAT GlT AGA ACT A氏 AAAGAA m TTG GAAπAG'πGAT ACAπA岱CCCA TAC A冗 TGTGTA GTA AAA ACA CAT A廿 GAT 192 
13 Leu Cys Ala 5<-r Scr Asp Val Arg Thr Thr Lys Glu rhc L('IJ Glu Lcu Val Asp Thr I，cu GJy Pro Tyr Ilr Cys L{'u Vat Lys TIlr IlLs 1比M量制

193 AπATT GAT GAC T甘 TCAA'πGAA GGC A氏 ATTGAA CCA GTG AAA AAA甘1:GCT TCA AAA CAT AAT下同 T干GATCπT GAA GATαTAAAmGCT 2田
65 Ile Ile Asp Asp Phe Scr Jle Glu Gly Thr Ile Clu PrO Yal I.YS Lys I.l'U Ala Scr Lys 11同 A50phe I訓 IleI'lX' Clu A5D Arg Lvs Phe Al. 96 

2119 GAT ATT印AAAC ACA GπACAぽTCAA TAT TCA AGT G(汀日オ T陀 ACAATC f.Gl ACA初心 TGTιATATA ACT AAC GCA CAT f.汀m AGT GGT GAA 38< 
併位lU比五lヱA5nThr Yal TIu Ala Gln Tyr Scr Scr Gly Ala Phe TIlr Ile A)a Thr T叩 SerAsp 11c Thr A5n Ala 11;5 Gly Val刊 rGly Glu 1団

385町TATC r;門 AGAGGT T下GAAA GAA G口氏:rTCA GAA r;rr TCA CAA GAAαA AGA∞T TTG廿GA叩 E甘 GCAGAG TTA AGTπ̂  CAA回TπTITA 4聞
i目 C[yIle VaJ Arg Gly Leu I.ys Glu Ala Ala Scr Glu Val Ser Gln Clu Pro Afll Glv Leu l.pu I.Icl Leu ，0\ 1~ Glu ]RU Scr Scr Gln Gly Scr Lcu 1回

181町TAAA印TGAA TAC ACT AAA CAA ACC G廿 GATA廿 GCTAAA ACT GAT AAA GAT T廿町陀 ATTGGA TTG ATT f~(; CAA AAC GAT Aπα;T GGT AGA 576 
161 Ala Lys Gly Glu Tyr TIlr Lys Gln Thr Val Asp 11c Ala Lys刊 rAsp Lys Asp Phc Val 11c Gly Phc llc Ala Gln Asn ASI> M('t Gly Gly Arfl 192 

577 GAT GAA日汀 TπGATTGT甘AAπATGACT CCA印TGTT GGT C'円 GATGAT AAA GGT GAT GGT TTA GロCAACAA TAG AGA ~灯灯C AGT GAA G甘 672

l目 AspGlu Gly Phc Asp Cys Lcu Jle Met Thr Pro Gly Val Gly Lcu A5P Asp Lys Cly Asp ι1， Lcu五J.y_五!n.五!n...IY.r.Arlit Su Yal Srr Glu Yal 221 
573 (;甘 GCTωTGGT AGT GAT ATC ATA A廿 G初出TAGA GGT CTT m TGG AAA GGT AGA GAT CC' AAA GπGAAα-;C CAG C(汀 TAT'GA TCT GGT f~ 768 
225 Val Ala Gly Cly Ser Asp Ilc Ile 11豆~ぇ_Arg_五lY凶J Phc Gly Lys Cly Arg Asp Pro Lys Val Clu Cly Clu Arg Tyr Arfl $('r Ala Cly 2話

169 TCG AAC CCA TAT TTA AAG AGA AGT AGC CAA ATA TGA 
251 T巾 AsnAla Tyr Lcu Lys Arll Thr Scr Gln Ilc •• • 

曲5 ∞r;rrAATT円'CGAGTAAACATGCAATAACAAATGιAC口寸TA'α汀AGCAATCCAGCACCTTCTCACTATGTCAπ正A廿TG汁TCCAATGAA官;CC'円AAAr;π'TTπ1:AAAAr;TCT

925 ATTGTGATTACCTGAATATTACCオ"T叫口寸U民ιA 966 

Fig. 8 Complete nucleotide and derivcd amino acid sequences of出巴Xbaト Nru1 ffagment of 

出eH. anomaJa URA3 g巴ne.Arrows show th巴transcnptlo日initiationpoints. Thc five 
conservative regions of ODCas巴ar巴llnderlined， Nucl巴otid巴5ar巴nlll11beredfrol11 A TG 

staft codon， The predict巴dal11ino acid5 are al50 numbered. 
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Tabl巴7.Homology bctw巴巴neach ycast ODCase and thcir cncoding gen巴

DNA homology 

Protein 
homology HA SC KL CA SP 

H. anomala 69 71 69 62 
S. cerevisiae 73 72 68 58 
K. lactis 81 81 67 59 
C. albicans 72 70 71 60 
S. pombe 54 52 54 55 

Th巴codingregions of ODCas巴gen巴shav巴beencompar巴dfor the calculation 

of DNA homologies. Abbreviations are as follows: HA， H. anomla : Sc， S 
cerevisiae : KL、Klyveromyceslactis: CA， Candida albicans : SP、

Sc!Jizosaccharomyces pombe. 
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Fig. 9 Primer extension mapping of出巴 lranscriplioninitialion siles of 111e H. anomala URA3 

gene. Arrows indicate 111巴ext巴nsionprodllcts detected. Size markers (Jane ACGT) are DNA 
seqll巴nClllgreaclJons cam巴dout using as t巴mplateURA3 DNA strand corresponding to the 

RNA transcript. The same end-Iabeled primer was used in 111e extensoin reaction 
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Fig. 10 Constmclion of lhe plasmid which has H. anoma!a URA3 gen巴andARSI( S 

cerevlslae aulonomous n巴plicalions巴quence)

Abbrevialions are as follows: 8， 8am HI; E， Eco RI; Nr， Nru 1; S， Sa!l. 
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Fig. 11 Comp1巴m巴ntaiontest of the S. cerevisiaeura3 mutation by the H. anol11i1la URA3 
gen巴.(A) Upper strain S. cerevisiae YNN27(YRp7)， 10w巴rstrain YNN27(pURA-SR21) on 
medium SD agar; (B) Upper strain S. cerevisiae YNN27(YRp7)， low巴rstrain 
YNN27(pURA-SR21) on m巴diumSD+uraci1 agar. The plasmid pURA-SR21 was constructed 
to msert山eH. anomala URA3 genc into YRp7 
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考察

H. anomalaの形質転換の際の選択マーカー遺伝子としての利用を考え、 H.anomala 

のURA3遺伝子のクローニングをおこなった。 non-Saccharomyces属の酵母のうち、K

lactisやC.albicaT1SのURA3遺伝子は、 S.ccrcvisiaeのura3変異のh巴tcrog巴nCOllS

complementaionによりクローニングされてきている (MizlIkamiand Hishinlll11a 1988、

Losberg巴rand Ernst 1989)。一方、糸状菌であるPhycomycesblakcslecanusのpyrG遺

伝子 (ODCaseをコードする遺伝子)をク ローニングする際、 AspergillusT1igcrのpyr

G遺伝子全体を用いたプロープではハイプリダイズされず、 Pstト ClaI 170 bpのフ

ラグメン トをプロープとして用いたことが報告されている (Diaz-Mingnez，J. M.， et al 

1990) 0 H. a T10mala の URA3 遺伝子のクローニングでは、 ORF のDNA 塩基配~ÎJ にお

いても比較的低い同一性 (69%)にもかかわらず、 S.cerevisiaeのURA3遺伝子全体

をプロープとすることが可能であった。

境基配列の決定より、 H.aT10malaの URA3遺伝子は他の真菌類のoOCascをコード

する遺伝子と蛋白質をコードする領域では高いレベルの相岡管|ーを有することが示さ

れた。真菌類のO配 蹴は、触媒音11位あるいは基質結合部伎と想定される5つの領域が

提唱されている(Losberger and Ernst 1989、Oi位一Mingnezet al. 1990) 0 H. aT10mala 

の URA3遺伝子においてもこの領域は保存されていた。また、 H.aT10malaの URA3

遺伝子をS.cerevisiae ura3変異株に導入したところ、 S.cerevisiaeのura3変異を相

補した。このこ とより、 H.anomalilの URA3遺伝子は機能のあるODCascをコードし

ていることが示された。プロモーターが存在すると考えられる5'非翻訳領域におい

て、 相同領域が存在しないにもかかわらず、 S.cerevisiaeにおいてH.aT10malaの

URA3遺伝子が機能することは大変興味深いことである。類似した現象は、 S.pombe 
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のURA4遺伝子 (Bach1987)、CandidaboidiniiのURA3遺伝子 (Sakaic( al. 1992) 

などでも見いだされており、これらODCぉcをコードする遺伝子はS.cerevisiaeのur，ρ

変異を相補したと報告されている。non-Saccharomyces属の酵母よりクローニングさ

れた遺伝子はいくつか報告されているが、各種酵母聞での転写機構の差異について

の報告は少ない。 URA3遺伝子は各種酵母よりクローニングされているので転写機

構の解明の手段として興味ある対象であると考えられる。



要約

I、排水処理に用いられている酵母であるH.anomalaの形針転換の際の選択マーカ

ー遺伝子として利用するために、オロチジンー 5'ーリン酸脱炭酸階亥 (ODCase)

をコードするURA3遺伝子をクローニングした。この際、 S.cerevisiaeのURA3i宣伝

子をプロープとして、 lowstringcncyの条件にて、ハイブリダイゼーションすること

によって、 H.anomalaのURA3遺伝子をクローニングすることができた。

2、クローニングしたH.al10malaのURA3遺伝子のDNA塩基配列を決定した。804ヌ

クレオチドからなるORFは、既にクローニングされている他の隣母のODCas巴と相向

性が見いだされたが、転写開始あるいは終了に関与することが予想されるシ、 3'非

翻訳領域には相向性が見いだされなかった。

3、H.a加11附0印仰malaのURA3遺伝子はS.cαer，陀EνVIS日laeur，悶局'83変異を相補したことより、クロー

ニングしたH.anomalaのURA3遺伝子は機能のあるODCas巴をコードしていることが

判明した。
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第五章 酵母Hansenulaanomalaのura3変異株の分離およびこれを用いた

形質転換

緒言

前章にて、形11転換の際の選択マーカーとしてH.anomalaの URA3遺伝子をクロ

ーニングしたことを報告した。次に、本章では宿主としてH.anomalaを用いるため

にura3変異株の分離を試みた。 Boekeet al. (1984)は、ピリミジン坂基生合成の中

間体であるオロチン酸のアナログである5-flllorooroticacid (5-FOA)耐性を利用して、

S. cerevisiaeのura3変異株を容易に分離できたことを報告した。この現象を利用し

て遺伝学的研究が整っていない対象でも、 5-FOA耐性変異株を分離することで容易に

オロチン酸ホスホリボシルトランスフエラーゼあるいはODCase欠損変異株を分離す

ることが可能であると考えられた。メチロトローフ(m巴出ylotroph)であるCandida

tropicalisあるいは、 C.boidi口iiは、 SCP産生を目的として、産業上の興味が持たれて

いる酵母である。これらの種の宿主 ベクター系の開発のための宿主として、 ura3

変異株 (ODCase欠損変異株)が分離されたことが報告されている (Sakaiel al. 1991， 

Haas et al. 1990)。これらの酵母は無胞子酵母(asporogenollsycast)であるので、遺伝

学的研究はほとんどおこなわれていなかったにもかかわらず、 ura3変異株を分離す

ることができたのは、5-FOA耐相変異を利用したからである。そこで、 5-FOA耐性変

異を利用することで、同様に遺伝学的研究がほどんどおこなわれていないH.anomala 

においてもura3変異株の分離が可能ではないかと考えられた。さらに、分離されたH.

加 omalaのura3変異株に既にクローニングしたH.anomalaの URA3遺伝子を用いるこ
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とによる形針転換を試みた。

S. cerevisiaeでは、挿入型の形針転換の場合、形pl転換に用いたプラスミドが.ffl同

領域で車Ilみ換わり lコピーが染色体に挿入されることが主要であるとが報告されて

いる (0πW巴averel aJ. 1981)。これに対し、分裂醇母Shizosaccharomycespombcで

は、形pl転換に用いたプラス ミドが非相同領域に挿入されることも稀ではないこと

が報告されている (Wrightel aJ. 1986)。糸状菌AspergiJJusoryzae (Gomi el aJ. 1986， 

Tsuchiya el aJ. 1992) やAspergiJJusniger (Buxton el aJ. 1985) などでは、相同領域に

挿入される方がむしろ稀であることが報告されている。H.anomaJaのURA3遺伝子

を用いた形質転換では、どのようなに染色体への挿入がおこなわれているかは極め

て興味深い。



実験結果

ハプロイド株であるJ-I.anoma!a J-224-H 1を、変異斉IJであるメタンスルフォン駿エ

チルで処理し、0.1%5-FOA、20μg!mlウラシルを含む最少培地SD寒天培地に塗布

した。約200伺の5・FOA耐性のコロニーのウラシル要求引を調べたところ、ほほ90%

がウラシル要求tlであった。 19株のウ ラシル要求仰の変異株のODCasc1!iflを調べた

ところ、 14株がODC描ei舌1ゾ|ーが欠損しているura3変異株であった (Table8) 0 7株の

ura3変異株の復帰変異掠について調べた。全てのura3変異株は10'程度の低い復帰変

異中であり (Tabl巴8)、形質転換株の|療の宿主として過しているものと判断した。

H. anoma!a ura3変異株の形't'i転換に用いたプラスミドは、 pHURA-XIである。こ

れは大腸菌のプラスミドpUCI3に、 H.anoma!aの URA3遺伝子を含むDNAフラグメ

ント EcoRI -Xba 1 3.5kbpを含むものである (Fig.6) 0 H. anoma!aの URA3遺伝子は、

唯一のEcoRV部位を有しているので、 EcoRV処理により、 プラスミドpHURA-XIは

線状化される。/-1.anoma!aの形1'(転換は、酢酸リチウム法 (110et al. 1983)あるい

は、電気パルス法 (Beckerand Guarent巴 1991)にて行った。試みたH.al1oma!a ura3 

変異株会てにおいて、線状化されたプラスミドでのみ形質転換株が得られた。その

形質転換効的を、 Tabl巴9に示す。 H.anoma!aura3変異株の問で、形針転換効中には大

きな差がなかった。大腸菌のプラスミドpBR322にS.cerevisiaeのURA3遺伝子が挿入

されているプラスミドYlp5、あるいは、大腸菌のプラス ミドpBR322にS.cerevisiaeの

2/1 m DNAとURA3遺伝子が挿入されているプラスミドYEp24を用いて、 H.anoma!a 

ura3変異株を形針転換することはできなかった。しかし、同様の条件下で、実験室

酵母S.cerevisiae YNN27を高効持rで形'i'1転換することができた (Table9)。

11伺の形自転換株より 、染色体DNAを抽出し、サザンハイプリダイゼーションを

59 
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おこなった。それぞれの形質転換株より得られたサザンハイプリダイゼーションの

結果は、会て同じであった。 Fig.13A)は、 プロープとしてH.anoll1alaの URA3遺伝

子を用いたものである。形'el転換に用いたプラスミドpHURA-XIを切断しないfl，l]限
酵素Ball1HIで処理すると、形針転換株ではハイブリダイズするバンドは親株のもの

に比べて、その移動度は小さくなっていた (Fig.13(A) レーン 3、4 15 kbp vs. 

2lkbp)。プラスミドpHURA-XIをーカ所、切断する制限酵素EcoRIで形質転換株の

DNAを処理すると、親株にはみられなかったハイブリダイズするバンドが新たに現

れた (Fig.13 (A) レーン6 6.1 kbp)。大腸菌のプラスミドpUCI3をプロープとし

たサザンハイブリダイゼーションの結果はFig.13 B)に示した。このプロープは、親

株のDNAとはハイブリダイズせず (Fig.13(B) レーンl、3、5)、形質転換株の染

色体DNAを制限酵素BamHIで処理すると、 H.anomalaの URA3遺伝子をプロープと

した場合と同じところにハイプリダイズするバンドが現れた (Fig目 13(B) レーン4)。

制限酵素E∞RIで処理すると、 6.1kbpにハイプリダイズするバンドが現れ、これはH.

anoll1alaの URA3遺伝子をプロープとした場合に新たに現れたハイブリダイズする

バンドと同ーのものであった (Fig.13 (A) レーン66.lkbp)。両方のプロープとも

(H. anomalaの URA3遺伝子、大腸菌のプラスミドpUCI3)未処理の高分子領域の

染色体DNAとハイプリダイズした (Fig.13 (A) レーン2、Fig.13 (B) レーン2)。

さらに、プラスミドpHURA-XIをーカ所切断する制限酵素Sca1で処理すると、 H.

8nomalaのURA3遺伝子をプロープとしてハイプリダイズすると、形針転換株では

9.5kbpと8.5kbpの二つのハイブリダイズするバンドがあらわれ、親株では12kbpの

バンドがあらわれた (datanot shown)。もし、 muItipleint巴gratlonが生じているなら

ば、形質転換株では現れた9.5kbpと8.5kbpの二つのバンドに加えて、プラスミド
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pHURA-XIの長さに相当する6.lkbpのハイプリバンドがあらわれるはずであるが、

これはみられなかった。また、EcoRI処理した形質転換株の染色体DNAは、 H

anomalaのURA3遺伝子とハイプリダイズするこつバンドの強度はほぼ同じであった

(Fig. 13 A)， lane 6 )。以上より、 H.anomalaの形針転換はFig13 (c)に示されている

ように、染色体DNAの相同領域と刻lみ換わり、プラスミドDNAが帰入されたものと

判断した。

得られた形'l1転換体を非選択培養条件である栄養培地YPD培地で、20世代以上培

養し、形質転換株のウラシル非要求tlの形't'lの安定性を検討した。調べた全ての形

針転換株において、その形nは安定に維持されていた。
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TabJ巴8.ODCase aClivilies and r，巴V巴rsionfrequ巴ncyof uraciJ auxolrophic mutant strains of 

H. a/Jomal品

Slrain ODCase D̂ ，mr̂;̂.. rr̂̂ "̂̂'. a) 
(U/mg prot巴in) R巴versionfr巴qency

HU-I ND b) 3.7X 10-9 

HU-2 ND 5.1 X 10-9 

HU-3 ND 2.7X 10-9 
HU-4 ND 3.8X 10・9

HU-5 ND ト4X10・9

HU-6 ND 2.6X 10-9 

HU-II ND 1.5 X 10-9 

H-I 0.3 

a) Reversion什巴quenciesof H. a/Jomala ura3 mutanls were delemlined as follows: H. a/Jomala 

ura3 mutanls w巴『巴growingon lhe YPD mediul11 for 10 generations and screening uracil 

auxotrophy. 
b) ND， NOl detect巴d.Th巴d巴cr巴as巴oforotidine-5'-phosphat巴wasund巴tectabl巴 Th巴de包ctlon
limil of orotidinc-5'-phosphate was 0.1μM 



Tabl巴9.Transformalion of H. anomalaura3 lTIulants and S. cerevisiaclIra3 lTIulanl.. 

Host strain Plasmid 

HU-1 Ylp5 
YEp24 
pHURA-X1 
pHURA-X1 

HU-2 pHURA-X1 
HU-3 pHURA-X1 
HU-4 pHURA-X1 
HU-5 pHURA-X1 
HU-6 pHURA-X1 
HU-11 pHURA-X1 

YNN27 Ylp5 
YEp24 

NT， Not lesled. 
CFU， Colony-fonning units 

Transformalion efficiency(CFU/1' 9 DNA) 

Plasmid form Electroporation Lithium Acetate 

Linearized by Nco I 。 NT 
Circular 。 NT 
Circular 。 NT 
Linearized by Eco RV 80 23 
Linearized by Eco RV 150 119 
Linearized by Eco RV 180 30 
Linearized by Eco RV 350 500 
Linearized by Eco RV 400 NT 
Linearized by Eco RV 180 NT 
Linearized by Eco RV 380 NT 

Linearized by Nco I 860 NT 
Circular 8800 NT 

63 
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Fig. 13. (A) SOlllhern blot hybridization of H. anomalacelllllar DNAs wilh H 則的nwlaURA3
gene ( Eco R 1 -Xba 1 fragm巴ntof plasmid pHURA-X 1) as a probe. The probe was labeled by 

ECLreag巴nt(Amersham， UK). Fiv巴microgramsof lIndigest巴dDNA(I加 e1 and 2)， Bam Hト

digestcd DNA (Iane 3 and 4)， Eco RI-digested DNA (1加c5 and 6) were loaded. Lane 1， 3 and 
5 are DNA from the parent strain H. anomala HU-I. Lane 2，4， and 6 are DNA from H 
anomalatransfonnants. (8) SOllthern blot hybridization of H. anomalacelllllar DNAs with E. 

coli plasmid pUC 13 as a prob巴 Thcprobe was lab巴l巴dby ECL reagcnt (Amersham， UK). 
Lancs are as those川 Fig.13 (A). (C) Dedllced int巴grationpattern of the plasmid pH URA-X 1 
by homologolls r巴combinationwith H. anomalachromosom巴 Thesolid box indicates H 

anomala URA3 g巴n巴d巴rivedfrom H. anomalachromosom巴 Thepatched box indicates H. 

aJJomala URA3 gen巴d巴nv巴dfrom H. anomala URA3 gene from出巴plasmidpHURA-X 1. 

Abbreviations ar巴asfollows: Ba， Bam HI; Ec， Eco RI; Ev， Eco RV: Xb， Xba 1; 

HA-URA3， H. anomala URA3 gen巴.
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考察

栄養婆求官|の変異の相補を手IJmして、宿主 ・ベクタ一系を構築するためには、形

町転換の際の宿主とするための栄養要求'JtI:の変異株の分離と、宿主の変異を相補す

る選択マーカー遺伝子をクローニングする必要がある。前章にて、形1'[転換の|祭の

選択マーカー遺伝子として、 H.anoll1a1aのオロチジン 5' リン酸JI見炭円変形素をコー

ドする URA3遺伝子をクローニングしたことを記載した。本主主ではH.3noma1a ura3 

変異株を分離し、 H.anoll1a1aの URA3遺伝子を持つプラスミドベクターを用いての

形質転換の可能性を検討した。

Bockc et a1. (1984)は、ピリ ミジン生合成の中間体であるオロチン酸のアナログで

ある5-nuorooroticacid (5-FOA)耐官|を利用して、 S.cerevisiaeのura3 変異株を容易

に分離できることを報告している。 H.anoma1aの場合、5-FOA耐官|変異株の90%が

ウラシル要求官|であった。これに対し、 Candidaboidiniiの場合、 5-FOA耐性変異株の

1%だけがウラシル要求型|ーであり (Sakaict a1. 1991)、Candiぬ tropicafisの場合、 5-

FOA耐性変異株の11%だけがウラシル要求官|であった (Haasel a1. J 990)。

McCusker and Davis ( J 99 J)は、 S.cerevisiaeで5-FOAの透過仰が5-FOA感受性に影響

を与えることを報告している。これら酵母菌種間での5-FOA耐tll変異株の違いは、 5-

FOAの透過tII等が影響を与えているとも考えられる。

分離されたH.anoma1a ura3変異株と H.anoll1a1aの URA3遺伝子を有するプラスミド

pHURA-XJを用いて形質転換を試みた。 H.anoma1a ura3変異株は、線状化されたプラ

スミドpHURA-XJでは形自転換することが可能であったが、環状のプラスミドでは

形自転換株を得ることができなかった。 O灯 -Weaver et a1. (J 98 J )は、 S.cerevisiaeで

プラスミドを線状化する ことで、染色体への挿入が格段に増加することを報告して
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いる。S.cerevisiacとH.anomaJaは類似した機構で、プラスミドDNAが染色体に挿入

されていると考えられる。環状のプラスミドではH.anomaJaの形ft転換株を得るこ

とができなかった。その理I有のーっとして、H.anomaJaの低い形11-転換能によるこ

とが考えられる。

また、調べたH.anomaJa の形針転換株は全て、用いたプラスミドが ì~i -な形で相

同領域に帰入されていた。このような染色体挿入の形態は、 S.cerevisiacのものと類

似 している。緒言にも記載したように、分裂酵母Schizosaccharomycespombeでは、

プラスミドが非相同領域へ挿入されることも比較的稀ではない現象である (Wright

el aJ. 1986)。糸状菌であるAspergiJJusoryzae (Gol11i elaJ. 1987.)やAspergiJJusniger 

(Buxton el aJ. 1985)の形質転換は、非相同領域への挿入の方がむしろ主流である。

無胞子酵母であるCandidalropicaJisや (HaaselaJ. 1990)、Candidaboidiniiの場合

(Sakai el al. 1991)は形質転換に用いたプラスミドは相同的に挿入されるが、 S.

cerevlslaeやH.anomalaでみられるsingleintegration以外にも、多数のプラスミドがJ中

入されるl11ultipleintegrationや、相同領域のみが挿入されるgeneconverSlOnがみられる

ことなどが報告されている。酵母菌種間での染色体挿入の形態の迷いは興味深い問

題である。

S. cerevisiaeで、は、染色体DNAに挿入されたプラスミドは非選択的条件で権益しで

も安定に保持されることが報告されている (Hinnenel aJ. 1978) 0 S. cerevisiaeと同

じ形態で染色体への挿入型の形質転換が生じるH 叩 omaJaにおいても、挿入された

形'['lは安定に保持されることを確認した。このことは、産業上での応用を考える際、

非常に有利に働くと考えられる。また、排水処理に用いることをめざして、各種酵

素を分泌する酵母を分離したことが報告されている (Iefuji，et al. 1994)。これらの
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酵素遺伝子が、H.anomalaにて発現することが期待される。

S. cerevisiaeのURA3遺伝子を有するプラスミドであるYEp24あるいは、 Ylp5を用

いてH.anomaJa ura3変異株の形自転換を試みたところ、形針転換株を得ることはで

きなかった。このことは、S.cerevisiaeのURA3遺伝子がH.anonlilJaでは機能しない

と考えられるが、2μmDNAを複製開始起点とするプラスミドYEp24て、は、2μ m

DNAがH.anomalaで複製しないか、あるいは、帰入型のプラスミドであるYlp5を用

いた場合は、H.anomalaの形質転換では染色体への挿入には厳密な相同↑ノ|が要求さ

れるためとも考えられる。

各種酵母のURA3 遺伝子は転写開始配列が存在することが予想される5非翻訳領

域は、 全く相同官|を有していないにもかかわらず、他穫のURA3i宣伝子が異なる酵

母種で機能する例が報告されている。例えば、KlyveromycesJactis (Mizuk泊lliand 

Hishinuma 1988) 、C.boidinii (Sakai et al. 1992)のそれぞれURA3遺伝子は、 S

cerevisiaeのura3変異を相補することが報告されている。また、S.cerevisiaeのURA3

遺伝子はC.boidiniiのura3変異を相補することが報告されている (Sakaiet al. 1993)。

本研究では、 H.anomaJaのURA3遺伝子がS.cerevisiaeのura3変異を相補することを

見いだした(第4章)。 以上のように、各酵母薗種間では、プロモーター領j或の塩

基配列が異なるにもかかわらず、各種酵母のURA3遺伝子が転写されうることが見

いだされており 、各酵母菌種間での転写機構については興味あることである。s.

cerevJsJaeのURA3遺伝子がH.anomalaで機能するかは次章で検討を加えた。
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要約

l、ピリミジン塩基生合成阻害斉IJである5-nuorooroticacid (5-FOA)耐刊を利用して、

H. anomaJaのura3変異株を分離した。

2、H.anomaJaのura3変異株に、 1-1.anomaJaのURA3遺伝子を有するプラスミドを導

入したところ、形針転換株が得られた。サザンハイブリダイゼーションの結果、}影

針転換株では用いたプラスミドが染色体の相同領域で、主Il換わり、挿入されたもので

あることカ沖IJ明した。

3、1-1.allomaJaの形1'1転換体は、非選択条件である栄養培地YPD培地で増殖させても、

その形質は安定に保持されていた。



第六章 Saccharomyces ccrcvisiaeの遺伝子のHanscnulaanomalaにおける

機能性の検討

緒言

本研究(第四章、第五章)において、再手母/-Ianscnulaanomalaの形針転換をおこな

うことが可能となったことを記載した。本章においては、/-1.anomalaの栄養要求til

の変異株を分離し、形n転換における宿主とした。実用酵母における形針転換では、

宿主のi宣伝型によらない形質転換、すなわち、優性形11を選択マーカーとすること

が望ましいことは、本研究において第一章に記載した。これは、変異株の分離等の

操作により、実用株の優良な形伎を損傷させる恐れがあるからである。そこで、本

研究の第一章、第二章において記載した、 Saccharomyces cerev;s;aeのAD/-IIプロモー

ターを接続し、作製したapl2遺伝子 (AD/-II-AP口 遺伝子)が、 /-1.anomalaにおい

ても形質転換の際の選択マーカーとなりうるかどうかを検討した。この際、作製し

たプラスミ ドは、 S.cerev;s;aeの2f1 m DNAやARSIがS.ccrcv;s;aeで、は復製rm始起点

として作用 しているが、これらは、 /-1.anomalaでは機能し得ないことも考えられる。

一方、/-1.anomalaはS.ccrev;s;aeの遺伝子のプロモーターを認識することができず、

AD/-II-APT2遺伝子が/-1.anomalaでは機能しないことも考えられた。しかし、先に

記載したように、転写開始配列が存在することが予想される5非籾訳領域は、全く

相向性を有していないにもかかわらず、外来のURA3遺伝子が異なる酵母種で機能

する例が報告されている。 例えば、 Klyveromyceslacl;s (Mizukami and Hishinuma 

1988)、Cand;dabo;d;n;; (Sakai el a1. 1992)のそれぞれURA3遺伝子は、 S



cerevlslaeのura3変異を相補することが報告されている。本研究においても H

an01l1alaのURA3遺伝子がS.cerevisiaeのura3変異を相補することを見いだしてい

る(第四章) 0 S. cerevisiaeのURA3遺伝子はC.boidiniiのura3変異を相補すること

が報告されており (Sakaiet a1. 1993)、S.cercvisiaeのPGK (3-ホスホグリセレート

キナーゼ)遺伝子のプロモーターは、 K.lactisで機能しうること (Russellet al. 1993)、

S. cerevisiaeのADH1 (アルコール脱水素酵素 1)遺伝子のプロモーターは、

Schizosaccharomyces pombeで機能しうること等が報告されている (Russ巴11983)。

このように、各酵母菌種間では、 DNA塩基配列が異なるにもかかわらず、ある程度

広く他種のプロモーター領域を認識している例をみることができる。酵母菌極限]で

の転写機構、特に転写活性化配列の認識については興味あることである。本研究の

第五章において、 S.cerevisiacのURA3i宣伝子を有する挿人型のプラスミドである

Ylp5を用いて、 H.a1l01l1a1aのura3変異株を形'l'I転換できなかったことを記載した。

このことは、 H.anomalaの挿入型の形質転換では、宿主の染色体DNAと組換え領域

において厳密な相同仰が要求されることが考えられるが、これとは別にS.cerevisiae 

のURA3遺伝子のプロモーターが、 H.anomalaでは転写活相化問cYIJとして機能しな

いことも考えられた。

以上の点より、 S.cere¥刊 Iaeの遺伝子のH.anomalaでの機能性を検討することとし、

S. cerevisiaeのADHI遺伝子のプロモーターと URA3遺伝子のH.anomalaにおける機能

住|について検:討した。



実験結果

本研究の第一章及び第二章で記紋したしたプラスミドpYcDE-t.G11、pAGR-1を用

いて、抗生物]1(G-418耐伯を選択マーカーとして、 H.anomalaの形針転換株を得る

ことはできなかった。これは、 S.cerevisiaeの2μmDNAやARSIが、 H.anomalaでは

複製開始起点として機能し得ないことが理I~~ のーっとして考えられる。一方、 S

cerevisiaeのADHJプロモーターを接続させたapt2遺伝子 (ADHI-AP刀遺伝子)がH.

anomalaでは発現機能しないことも考えられる。後者の可能nを検討するため、

ADHI-APT2遺伝子を有するDNAフラグメン卜を、 H.anomalaのURA3遺伝子を有す

るプラスミドpHURA-XIに移し、プラスミドpHAPAG-1を作製した (Fig.14)。こ

のプラスミドを用いて、 H.anomala ura3変異株の形針転換をおこなった。H.anomala 

の形質転換株はウラシル非要求性の形質を利用して分離し、サザンハイプリダイゼ

ーションにて確認した。得られたH.ano/)]a laの形質転換体のG-418 耐'~I を篠認した。

プラスミ ドpHAPAG-1によって形質転換されたH.anomalaのG-418耐1"1ーは、親株と変

わらなかった。これに対し、 S.cercvisiaeYNN27では、 ADlイI-APT2i宣伝子を有する

挿入型のプラスミドpAGI-1の形自転換休は、 G-418耐性皮が著しく上昇していた

(Table 10)。このことより、 H.anomalaでは、 S.cerevisiaeのADHI遺伝子のプロモ

ーターが機能しえないと考えられる。S.cerevisiaeの解糖系遺伝子のプロモーターは、

Schizosaccharomyces pombeとKlyveromyccslactisでは機能することが報告されている

が (Rllssel1983， RllSS巴11et al. 1993) 、H.8nomalaは、これらとは異なるものと判断

される。

また、前章で記載したように、 S.cerevisiaeのURA3遺伝子を有するプラスミドで



あり、婦人型のプラスミドであるYlp5を用いてH.a/lomala ur，13変異株の形針転換を

試みたところ、形'I'i:転換株を得ることはできなかった。この原因としては、 H.

a/lomalaの形針転換では染色体への何人には厳密な相同引が必要である可能官|と、 s.

cerevlslaeのURA3遺伝子がH.a /lomala で機能していない可能↑~I が考えられる 。 そこ

で、 H.a/lomalaのURA3遺伝子を有するプラスミド (pHAURA-X1)を改変し、 H.

a/lomalaのURA3遺伝子全体をs.cerevisiaeのプロモーター領減を含めたURA3遺伝

子に置換したプラスミド (pSUHA-2) 、H.a/lomalaのURA3遺伝子の隣素蛋白nを

コードする領域 (ORF領域)のみをS.cerevisiaeのURA3遺伝子のORF領域と置換し

たプラスミド (pHAPU-SCU3) 、それぞれを作製した (Fig.15，16) 0 I-f. a/lomalaの

URA3遺伝子のものと置換したプラスミドpHAPU-SCU3の作製は、次の様におこな

った。 H.a/lomala URA3遺伝子の観訳開始点周辺に、 i/lvilro mutagenesisによって、

EcoRI部位を造成したプラスミドpI-lURA-MEIを作製した。 一方、 S.cerevisiaeURA3 

遺伝子の翻訳開始点上流に存在するPSI1部位をEco阿部位に変換し、 ORF領域のみ

をEcoRIフラグメントとして得ることが可能となるプラスミドYDp-UPEIを作製した。

このプラスミドYDp-UPEIより S.cercvisiaeURA3遺伝子のORF領域を有するEcoRI

フラグメントを、プラスミドpHURA-MEIのEcoRI処理したものとligationし、プラス

ミドpHAPU-SCU3を得た。このプラスミドは、 H.a/lomala URA3遺伝子のプロモータ

ー下流に、 S.cerevisiaeのURA3遺伝子のORF領域を接続したものである。 S.

cerevisiaeURA3 j宣伝子のPstl部位の利用については、 Sugiyama (1995)の報告をも

とにおこなったものである。

それぞれのプラスミドを、 H.a/lomala同来のDNA配列の部分で制限酵素により切

断線状化し、 H.a/lomala ura3変異株に形自転換を試みた。また、 S.cerevisi指南来の



DNA配列部分を切断線状化し、 s.cercvisiae ura3変異株に]杉針転換を試みた。その結

果をFig.17に示した。H.，lTlomalaのURA3遺伝子を有するプラスミド(pHAURA-X1) 

と、 H.anomalaのURA3遺伝子の酵素蛋白質をコードする領域 (ORF領域)のみをs

cerevisiaeのURA3遺伝子のORF領域に置換したプラスミド (pHAPU-SCU3)は、 H

anomalaを形質転換することが可能であったが、 H.al10malaのURA3遺伝子全体をS

ce児 νISlaeのプロモーター領域を含めたURA3遺伝子に置換したプラスミド

(pSUHA・2)は、 H.a110mala ura3変異株を形'.l'l:転換することができなかった。また、

H. a110malaの URA3遺伝子は、 s.cercvisiaeura3変異を相補し (第四章、Fig.ll)、

H. anomalaのURA3遺伝子プロモーターに、s.cerevisiaeのURA3遺伝子のORF領域を

接続したプラスミドpHAPU-SCU3も、 s.cerevisiaeのura3変異を相補していた (Fig・

17)。以上のこ とより、 s.cerevisiaeではH.anomalaのURA3遺伝子のプロモーター

を転写活七|化配列として認識しているものと考えられた。一方、H.anomalaは、S

cerevls18eのADHI遺伝子のプロモーターあるいは、 s.cerevisiaeのURA3遺伝子のプ

ロモーターともに認識し得ないものと考えられた。
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考察

実用酵母の形1'(転換を考える際、宿主の遺伝型によらない選択マーカー遺伝子の

利用が望ましいことは、木研究の第一章において記載している。そこで、第一章か

ら第三章に記載したS.cerevisiaeのADHJj宣伝子のプロモーターに接続することで、

S. cerevisiaeで発現が強化されたap(2遺伝子 (ADHJ-APT2遺伝子)を有するプラス

ミドを用いて、 H.anomaJaの形針転換の可能引について検討した。S.ccrevisiacの複

製開始起点、として、 S.cerevisiaeの2μ mDNAやARSIを有するプラスミドである

pYcDE-t.G 11、pAGRーlを用いた場合は、 H.anomaJaの形針転換は出来なかった。こ

れは、 S.cerevisiaeの2μDNAやARSIが、 H.anomaJaでは複製開始起点として機能し

得ないことによると考えられる。 一方、 H.anomaJaでは選択マーカーとして用いて

いるS.cerevisiaeのADHJ遺伝子の転写活性化領域であるプロモーター領域を認識し

得ないことも考えられる。そこで、 ADHJ-APT2遺伝子と、 H.anomaJaのURA3遺伝

子を有するプラスミドpHAPAG四lを作製し、 H.anomaJaのURA3i宣伝子を作製し、 H.

anomaJaのura3変異株を形針転換し、その形11転換株のG-418耐制度を調べたが、親

キ朱とは変わらなかった (Table10)。このことより、 S.cerevisiaeのADHJプロモータ

ーは、 H.anomaJaでは機能し得ないと考えられた。一方では、 S.cercvisiaeの解糖系

の直孝素であるPGK (3-ホスホグリセレートキナーゼ)遺伝子のプロモーターやADHJ

(アルコール脱水素酵素1)遺伝子のプロモーターが、 KJyveromyccsJac(isや

Schizosaccharomycespombeにおいても機能しうることが報告されている (Russele( aJ 

1993， Russel 1983)。このADHJ-APT2遺伝子は、 K.Jac(isにおいても発現し、形針

転換体ではG-418に対する耐性皮が上昇したことが認められている(北本宏子 私



信)。以上のように、それぞれの穐の遺伝子の5'非翻訳領域は、 S.ccrevisiaeのもの

と相同引が見いだされていないにもかかわらずに、{也種酵母ではS.ccrcvisiaei!'J:伝子

の転写がおこなわれ発現する機構は不明である。

オロチジンー 5'-リン酸脱炭酸酵素 (ODCas巴)をコードする遺伝子、いわゆる

URA3遺伝子は各種酵母でクローニングされていることが報告されている。これら

のURA3遺伝子は、プロモーター領域が存在することが予想されている5非糊訳領成

でDNA塩基配列に相向性がみられないにもかかわらず、他獲の酵母においても機能

している例がいくつか報告されている。ところが、 S.cerevisiaeのURA3遺伝子を有

する挿人型のプラスミドであるYlp5を用いて、 H.anomalaのura3変異株を形質転換

を得ることはできなかった(第 5章 Table 9) 0 S. cerevisiaeのURA3i宣伝子プロモ

ーターのH.anomalaでの機能を調べるため、H.anomalaのURA3i宣伝子をS.cercvisiae 

のURA3i宣伝子に置換したプラスミドpSUHA-2を用いて、 H.anomalaのura3変異株の

形質転換を試みたが、形n転換株は得られなかった。これに対し、プロモーター領

域をH.anomalaのURA3遺伝子のそれに置換し、 ORF領域はS.cercvisiaeのURA3i宣

伝子であるプラスミドpHAPU-SCU3は、 H.anomalaのura3変異株を形針転換させる

ことは可能であった。以上の結果より 、H.anomalaでは、 S.cerevisiaeのURA3遺伝

子のプロモーター領域を認識することができず、H.anomalaのURA3遺伝子のプロ

モーターに置換することで、 S.cerevisiaeのURA3遺伝子のORFよりODCaseを産生す

ることができ、形11転換株を得ることが可能になったものと考察した。これに対し、

S. cerevisiaeでは、H.1InomalaのURA3遺伝子が発現し、S.cerevisiae ura3変異を相補

することを見いだしている(第四章 Fig.ll)。この発現は、 H.anomalaのURA3遺

伝子のプロモーターを、S.cerevisiaeでは転写活↑ノ1:化配列として認識しうることによ
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るものであることが明らかになった (Fig.17)。以上のように、各再手母菌種間にお

いてもプロモーター内の転写活ド|化配列の認識が異なることが判明した。

80 



要約

1、S.cerevisiacのADHIプロモーターに接続させたapt2遺伝子 (ADHI-APT2i宣伝

子)は、 H.anomalaでは発現が認められなかった。これより、 H.anomalaでは、 S.

ccrevisiaeのADHIプロモーターは、転写活性化配列として機能しないことが考えら

れた。

2、S.ccrevisiaeのURA3遺伝子は、 H.anomalaのura3変異を相補することができな

かったが、プロモーター領域をH.anomalaのURA31宣伝子のものとキIlみ換えるこ とに

よって、 H.anomalaのura3変異を相補することが可能となった。これより、 H.

anomalaでは、 S.ccrevisiaeのURA3遺伝子のプロモーターは転写活判化配列として作

用しないことが考えられた。これに対し、 プロモーター領域をH.anomalaのURA3遺

伝子のものと置換したS.cerevisiaeのURA3遺伝子がS.cerevisiaeのura3変異を相補し

たことより、 S.cerevisiaeでは、 H.anomalaのURA3遺伝子のプロモーター領域を転

写活性化配列として認識しうることがわかった。



総括

本研究は産業上に用いられている酵母であるSaccharo1l1yccs属酵母とHansellu/a

al101l1a/aの形針転換系の確立を試みたものである。

酵母の形11転換は、栄養要求等の変異のある宿主に、その変異を相補する野生型

のj宣伝子を選択マーカーとして導入し、その変異を相補する形'i1を示す形1't転換株

を選択する方法が通常である。この方法は、 Saccharo1l1ycesccrevisi却に含まれる実験

室酵母で試みられてきたものであるが、この方法を実用酵母、なかでも酒類製造等

に用いられているおccharomyces属酵母においてもそのままの処理、方法を用いるこ

とはできない。これは、一つにS.cerevisiaeに含まれる実験室酵母は、元来パン酵母

であったものであるが、嬢合、分離、変異、継代を繰り返したので、実際に産業上

に用いられているおccharomyces属実用酵母と異なる点が数多くあることである。こ

のため、プロトプラスト化、リチウム塩処理等、実験室酵母の形質転換に用いた方

法をそのまま応用することができるか疑問がある。さ らに、実用株は通常、 二倍体

あるいは高次倍数体、異数体であるので、栄養要求tt等の変異遺伝マーカーの付与

が困難である。あるいは、変異操作の結果、実用株の優良な形'I'tに損傷を与える危

険性がある。後者の問題に対応するため、実用株の形'I't転換には宿主のj宣伝型によ

らない選択マーカー遺伝子(優性マーカー遺伝子)の利用が望ましい。

本研究の第一章では、この優性マーカー遺伝子として、大腸菌のアミノグリコシ

ドホスホトランスフエラーゼ 11 (apt 2 i宣伝子)を選び、 S.cerevisiaeのADJ-I/遺伝子

のプロモーターを接続することで、形針転換酵母内のapt2遺伝子の発現の強化を試

みたものである。このADH/-APT2遺伝子を有する実験室酵母は、抗生物質G-418に



対する耐制度が著しく上昇した。

本研究の第二章では、構築したADH1-APT2遺伝子が、 G-418に対する元来の耐性

の強いSacclJaromyces属実用酵母に対して、形針転換において選択マーカー遺伝子と

しての可能性を検討したものである。SacclJaron】yces属実用酵母の元来のG-418耐j'il

について検討すると、下面及び上面発酵ビール酵母は、実験室酵母と同程度の耐制

度であったのに対し、清酒醇母はかなり強い耐引を示した。特に、協会7号酵母は、

G-4182ooμg/mlの濃度であっても生育を示した。この清酒酵母協会7号に対して、

選択培地のG-418濃度を上昇させることで、バックグランドコロニーの出現を抑制

し、 ADHI-APT2遺伝子の形質転換酵母内の強力な発現で高いG-418濃度の選択培地

上での形質転換株の分離をおこなうことが可能であった。

本研究の第三章では、リチウム塩処理では形針転換株が得られなかった

SacclJarom yces属実用酵母について、高効5がに形針転換株が得られることが報告され

ている電気パルス法を検討したものである。電気パルス法の条件について検討した

ところ、従来の報告よりも低い印加電圧において最大の形質転換効中が得られたこ

とが判明した。この条件で、 ADHI-APη遺伝子を選択マーカー遺伝子としてリチウ

ム塩処理では形質転換株が得られなかったSacclJaromyces属笑用酵母の形針転換を試

みたところ、全て形質転換株が得られた。

Z 本研究の第四章では、排水処E辺Eに用いられている醇母H陥alls】Jse町n山】lUlaa加Il削0αmηJJal灼aの]形杉f質可村申転

換系の確立のため、選択マーカー遺伝子として、オロチン酸脱炭酸酵素 (OOCas巴)

をコードするURA3遺伝子のクローニングを試みたものである。H.allomalaのURA3

遺伝子は、 S.ccrcvisiaeのURA3遺伝子をプロープとしてハイブリダイズすることに

よってクローニングすることが可能であった。 DNA塩基配列を決定したところ、



可.，.-

ORFをコードする領域では、各種目孝母のODCお巴 をコードする遺伝子と相同仰がみら

れたが、 5'，3'非翻訳領域では相向性が見いだされなかった。 H 叩 omaJaのURA3i宣

伝子は、 S.cercvisiaeの山耳3変異を相補した。

本研究の第五章では、 H.anomaJaのura3変異株をピリ ミジン塩基生合成阻害斉IJで

ある5-nuoroorolicacid (5-FOA)両1tl変異株を分離することで得た。得られたH.

a/JomaJaのS-FOA耐↑t変異株のODCas巴活tl:を測定し、欠損している株を分離し、 U肌r;_悶(.1

変異t株朱とした。得られたH.a/JomaJaのura3変異株と、 H.a/JomaJaのURA3遺伝子を有

するプラスミドを用いて形質転換を試みたところ、形f1転換株が得られた。得られ

た形p{転換株では染色体の相同領域でまIl換えを生じ、プラス ミドが染色体に挿入さ

れていることがサザンハイプリダイゼーションより確認された。染色体に挿入され

たプラスミドは、非選択的条件においても安定的に保持された。

本研究の第六章では、 H.anoll1aJaで、のS.cerevisia巴の遺伝子のプロモーターの機能

性について検討した。 H.anomaJaでの優tt選択マーカー遺伝子として、 ADHJ-APT2

遺伝子が機能するか検討したが、形p{転換株のG-418耐性度は変化がなかった。ま

た、 H.a/Joll1alaのura3変異は、 S.cerevisiaeの URA3遺伝子では相補されなかった。

しかし、 S.cerevisiaeのURA3遺伝子のプロモータ ー領域を、 H.a/JomaJaのURA3i宣伝

子のプロモーター領域に置換することで、 H.anoll1aJaのura3変異は相補された。こ

れより、 H.anomaJaではS.cerevisiaeのADHJ遺伝子、 URA3遺伝子のプロモーターは

転写開始領域としては機能しないと判断された。

実用酵母の育種において、主Il換えDNA手法を用いるこ とは有望な手法であるが、

この際には形質転換系の擁立が一つの重要なステップである。本研究ではこの点を

検討し、酒類製造等食品製造に用いられるおccharomyces属実用酵母と排水処理に用
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いられる酵母であるH.anomaJaの形質転換系を確立したものである。Sacc/Jaromyccs

属実用酵母の形質転換では、 S.cerevisiaeのADHJ遺伝子のプロモーターに接続し、

発現を強化した apt2遺伝子を選択マーカー遺伝子とすることで、抗生物質0-418に

対する耐性の強い株においても形質転換株を選択することが可能となった。また、

電気パルス法を用いることで、形'i'l転換能の低い株においても形質転換株を選択す

ることを可能とした。 H.anomaJaの形質転換では、選択マーカー遺伝子としては、

オロチジンー 5.ーリン酸脱炭酸酵素をコードする URA3遺伝子、宿主としては、

これを欠損するura3変異株を造成し用いることとした。 H.anomaJaのura3変異株は、

5・日uorooroticacid耐性変異株より分離した。分離したH.anomaJaのura3変異株と、ク

ローニングしたH.anomaJaのURA3遺f云子を用いることでH.anomaJaの形質転換をお

こなうことが可能となった。今後の研究によって、有用な形伎の導入により、実用

酵母の育種が図られることを期待したい。
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