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約-蛋

序論

酵母は ビ-ル製造工程において中心的な役割 を果 し､製品 ビーJL,の香味に応 も大 き

な影響 を与える (図 卜 l) l'｡設計 した品質の ヒ-ルを造るために､横道技術者は発

酵工程における発群管理 を綿密 な計罪 と長い経験に基づき慎重に行 っている｡ しか

し､最 も重要なことは用いる解 母の選択であ り､望 ましい性質 を持つ解付を選抜 して

い 〈こと及びそれ を常に応良の状感で維持 してい くことは､憾造技術Rにとって最大

関心事のひとつである (回 卜 2)｡ また､近年の ビーJL,の種Hiの多様化碓びに個性

化の トレン ドにおいても､用いる僻母 を変えることによりビールの香味 を微妙に調節

して消壮者の要求に対応 し/=もの も多 く見 られる.

では､ このような､酵母に対する安来に各 ビ-ル会社はどのように対処 しているの

であろうか (表 ト l)｡各社はそれぞれ独 自の酵母バン// (数多 くの実川 ヒール酵

母の コレクション) を有 してお り､迅常は醸造技術者の要求する性JrIを持 った ヒ-)L,

鮮母を検索 し供給することができる｡ しか し､今後の製品の種頬の多様化 (通常の ど

-ル以外の特殊な ど-ル)や雌造工程 (醸造設備や醸造条件)の改変への対応 を々え

た場合､既存の酵母パ ンクの利用だけでは必ず しもそれ らに答えられる僻 村の供給 は

難 しいと想像 される｡ ここに､より目的に合致 した ビ-JL,酵母を67掻的に造る､即 ち

育種によるヒ-)L,鮮母の造成が必要になって くる理由があるo

従来 より･ ビ-JL,酵 母の育種は突然変異法 を中心に試み られてき/二が2'､ ビー'L,節

母は通常二倍体以上の高次倍数体であ り変異株 を取得するのが困難で､ よ/こ仮にある

望む変異が起 きたとして も同時に他の望 ましくない別の変異を伴 うことが多 く､実用

上成功 した例はほとん どない｡ また､ ビーJL,酵母以外の産業m実用併 母 (ワイン節

母､ ウイスキ-節母､ 日本酒酵 母等)の場合は交配による育種 もある程度行えるが

315'､ ビール酵母､特に下面 ビール酵 母は､胞子形成率および胞子発芽利 土井･.1･FJ.･に

低 く接合子の取得は困難で､ポ実上性的交配による育種は不可椎であら- ,｡

このような背景の もとに､1970年代後半よ り急速に進展 してき/二分+生物･羊的手

法 と知識が､1980年代前半には ど-ル酵母を含む産業用酵母の作掛 こ応川され始め

て= '･現在では細胞融合や糾換え DNA技術等の手法が竹刀なfT一枚技術 とL C定点 し

ている (表 ト 2)｡ この よ うな新 しい作種技術は解母の性やtft-数作にl泊係な く行 う

ことがで き､ また同種の餌 付からだけではな く爽種兆民の怖r8､i/こ彬 TtJ以外のタを稚
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衷 l-1 ビール併母の選抜方法

方法 場所 内容

純粋培養 工場 保管種酵母からの優良畔-細胞の分離 (リン

トナーの小満培養法等)

酵母/くンクからの選抜 研究所 各種保存 ビール酵母か らの選抜 (′トスケ-JL,

発酵託敦結果に基づ く)

否倭 研究所 箭撞的に優良な解母を造成 してい く

従来法 :突然変異､交斤己

新 しい方法 =細胞融合､組換え t)N̂ 技術

表 1-2 ヒール鮮母育種における新 しい育種技術の利点

方法 利点

細胞融合

組換え DNA技術

･hT雑な遊伝的支配を受ける形質の前人がl汀憶である

(一度に挺数の退転子の導入が可能である)

･適当な遺伝的マ-カーがある株 どうLであれば手軽に

行える

･必ず しも結果の予測はできないが､思わぬ好結IRi

を得ることがある

･交配できない挟間での雄種取得が可能である

･目的 とする遺伝子のみ特異的に改変できるので､他の

遺伝子に影響を与えない

･目的の遺伝子の発現時期と発現丑を調節できる

･多種多様な (バ//テ リア､カビ､植物等由来の)イTfTl退
伝子の利用が可能である

･有用逝伝子の導入1='けでな く不要ま/二は石qc,I-な逝伝子

の特輿的な破壊ができる
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生物 (例えば/くクテ リア､かび､動植物等)の有用な遺伝子をE]的の鮮母内で発現 さ

せることがで きる画期的 な手法である｡ ここに､従来現実的に不可穂であった ビール

酵 母の育種の道が開けて きた｡

本序論においては､ まず具体的 など-ル酵母の育種 夕一ゲ ･y卜について解説 し､ さ

らに近年 t:I-ル酵母の育種に用い られている新 しい手法についの紹介 を行 う｡

1)育種 ターゲ ッ ト

育種 ターゲ ッ トは､ ビール頗造工程の工程改善 (工程の効率化)に寄与うるも

のと､ ヒールその ものの品質改善や特種製品生産 (一部の新製品)に寄与するも

のに大別 される (表 1-3)8'｡いずれの育種 ターゲ ッ トも､基本的には ビール製

造設備の改変 (例 えば､遠心分離装鑑を用いれば必ず しも溌躯性酵母をmいる必

要はない､工程全般 にわたる徴生物管理が十分であれば抗汚染歯性酵 母を用いる

必要 はない等)や醜造工程の改変 (例えば､麦汁の仕込み過程で酵素 P グル カ

ナーゼの投入によ り麦汁中の β-//ルカンを分解する､後発僻 を十分行い ど-ル を

十JJ}執成 させてジアセチル等の末熟成成分の除去 をはかる等)によってある程&=

回避可能ではある｡ しか し､工場の製造設備の改変には巨輔の設備投資が必要 で

あ り､工程の改変は製造 コス トの面から不利であ り､ま/こ肺葉剤の使用 もある程

度不純物の混入を念頭に置かなければならず､やは り辞母自身の改良がなされ る

なら製造 プロセス的 にも品質改事的にも最 も安価にかつ安定 して ビール を製造で

きると考えられ る｡

袈 1-3 ビール酵 母 の青磁 目標例

日的 育倭内容 El1票

工程の効率化

品質改昔

新製品 等

環央性酵 母 作業性向上,迎統発酵用

大麦由来 β-グルカン分･解性群 母 L/-ル ろ過性 向上, 混濁 防止

抗汚染歯性酵母 (キラー酵 母等) 野生伴 母 -紳歯汚奴防止

ジアセチル非生成酵母

硫化水素非生成群母

タンパク質分解性酵母

でんぷん柁伴性酵母

未熟炎のrVJJ止

硫化水ヌをJ:i-のlSjJI止
混濁Iy1-山二
ダイエ ッ トビ-ル魁五皇



2)行使手法

新 しい育種手法は､細胞融合法､組換え DNA技術の利用､および近年の分子生

物学的各種実験技術の利用等である｡細胞融合は､酵母 §-cerevisiacの実鼓室

株においては L976年に Sol'Lngen吐 a1-''によ り初めて報告 された｡ また､ ビ

ーJL,辞母を用いた細胞融合実奴はすでに L970年代末に報告 されている lq)｡ しか

し､実験室酵母の場合に比べて ビール節 母の場合は敵合体の取得額皮が倭端に低

く (筆者 らの経験では うま くいっても約 1/LOか ら l/100程度は低い)､pflJ稚上

の妨げになっていたC これは､ビール酵母の プロ トプラス トか ら正常 な柵胞への再

生効率が低いこと､ ビール酵母は倍数性が高 く融合体はさらに倍数性が とが り迎

伝的に不安定にな り､仮に融合 しても元の親株に近い退伝的組成に戻 って しまう､

等が主 な理由と思われ る｡ さらに､細胞融合法は望んだとお りの結果が必ず しも

717-られないとい う欠点があるo これは､特に ビ-ル解母を用いた勘合顕 行なもの

となる｡つ まり､得 られた融合体はその両親株の望ましい性質のみをを示すよう

になるわけではな く､む しろ両親株 よ りも劣る株が得 られることが しば しばであ

るO実際に ヒール醸造に用いられている実用 ビ-ル酵母株は､長い年月のJil'lにわた

って選抜 されて きた､ある忠味で一応完成 された株であ り､それを細胞融合竿で

染色体 レベルで大 き く操作することは､全体の退伝的組成のバランスを壊すこと

になるか らであると考 えられる｡ もし改変 したい性質が退伝学的にはっきり分か

っているなら､後述する鼠換え DNA技術 を利用する方が親株に与える想影哲は

遥かに少ないと考 えられ る｡ しか し､結果が予測できないが故にたま/こま優良株

を取得できる可能性 を秘めてお り､細胞融合法は魅力的な面 もある｡つ まり､ ビ

ールの香味改良等の ような､解母の遺伝学的知識か らはなかなか研究の糸tjがみ

つけに くいような問題の場合､数多 くの融合体を丹念に調べて行けば面白い香味

の特徴 をを示す珠が得 られ るか もしれない とい うことである｡

組換え DNA技術は実験室酵母 §･cerevisALaeにおいて L978年 Itinnene_i

aJ ･川 により初めて報告 された｡ ビール酵母の ような実用酵母は､実験電解母

(主に一倍体) とは異 な り通常の宿主 -ベクター系の構築に必要な栄養要求性株の

取得が困難で(倍数性が高い)､ またそのよ うな変異株 を取得する/こめに行 う変異

処理は親株の鰹良な性J;fiをもqlなうことにな りやすい｡ この ことか ら､薬剤耐性

避転子等 を利用する､形質転換体の直接選抜が実用株の形質転換法 として望 よれ

ていた｡1980年代半はになってようや くア ミノグリコシ ド系の抗生物質である

C418の耐性遺伝子 (Tn9旦3)12 日 'や嗣耐性退伝子 (CiRei)川 の利mが稚照 さ

∫



れ､最近ではその他に段兵の一種である sulfomcLurOnmeLhylに対する耐性遺

伝 f-(SiBBi ) 15'が用いられている｡紅換え DNA技術の最大の メリッ トは､前逮

のように狙 った遺伝子のみ操作することができ､他の遺伝+には影響 を与えない

ということである｡ しか し､逆に改変すべき性質についての過転学的な知識がな

ければ事実上組換え DNA技術を用いた改変を行 うことができない し､また改変す

べき性質に関与する遺伝子が数多 くあればこれもまた一挙に改変することは難 し

い｡ともか く､現在では実験室酵母でできるほとんどのkl換え DNA技術をと-ル

解母等実用鮮母に応用することが口r姥であ り､ プラスミドによる遺伝子の導入､

染色体 t)NA への遺伝子の組み込み (LnLegraLion)､染色体上の好ましくない退

転子の破壊 (genedisrupL10n) や改変優良遺伝子との交換 (gene replacement)

等の染色体工学的な手法も試み始められてきている… ｡ また､人工染色体の利

用 17)､巨大 DNA である染色体 DN̂ そのものを用いた形質転換法もElH発され 18㌧

通常の遺伝子操作ではなし得なかった､一皮に数多 くの追伝子を僻母細胞に前人

することも可能になった｡今後､ ヒール彬むの荷稲技術として､ますます進展する

であろう分子生物学的知識の恩恵 を受けながら､取扱え DN̂ 法が主流になってい

くことは疑 う余地のないことである｡その他､近年開発された分子生物学的技術

には､例えば､染色体 DN̂ の屯気泳動法 (Pulsed-fleldGelElecLrOPhoresIS)

19 20)による核型解析 (Karyotyping)､RFLP(ResLrlCLIOnFragmcnLLengLh

polymorphism) を利用 した DNA フィンガープリンティン//汰 (染色体 DNA ある

いは ミトコン ドリア DNA) 2L ZZ)による個々の株の識別等､ ビーJL,辞母の育種に

利用できる有用なものが多い｡

このような状況下で､筆者は 1980年初頭よりヒIJL,酵母の分子西棟をめざして実

奴を始めた｡まず､細胞融合法によるビーJL,辞母の育種を手掛けた｡dl1時は､まだ多

くの研究室で鮮母 墨･cerevISlae の実玖室操において､安定 して敵合体が取得できる

-/'ロ トブラス トの調製が確立 されていなかった｡筆者は､まずその点の検討を行 った｡

次に､実験室株で確立 した条件を用いて､実際に実用 ビール酵母を用いた細胞融合実

験 (抗汚染菌性 ヒ ール酵母の育種)を行 ったoその後､1986年に笥老 らは日本で初め

て各種醸造酵母の電気泳動法 (/く)L,スフイール ド電気泳動法)による染色体 DNA の分

離に成功 したことを報告 し/こ2日｡この技術を用いて､当時は解析できなかった敵合体

ヒー)L,解母の染色体 DNA 耶進の解析 を行ない､当時得られた融合体は間違いなく核融

令体であることを証明 した｡ 2日 次に､第着は解母､特に下而 ビール怖Ttlの塀父性の



分 r-レベルでの解明をめざ して旋光性退伝7-の研究を始めた｡ ビーJL,群母の溌災性は､

現象 と してはすでに/iスツールが 1876年にその著古で紹介 している2～'｡ しか し､堤

象としての定量性に欠ける､つ まり採光性の蘇 さを客観的に測定する良い方法がない

(凍JR一性の有無だけでな くその敬 さも考慮 しなければならない)､ また迫伝学的にも非

常に&.雄であること等か ら､現在に至 るまで､群 母の探gt一性についてほとん ど学問的

な解明はなされていないC ただ､酵母の溌娘性の もつ産業的重要性については古 くか

ら着 日されてお り､ ビーJL,醸造 (特に下面 ビール酵母)においての実用的研究 (先群

条件､麦汁組成､菌株の種煩等の溌矩性への影響)は膨大なものがある｡第着は､ ビ

ール併母の凝集性の分子 レベルでの解明をめざすにあた り､い くらか退伝学的な解析

の進んでいる旋集性退伝子 E迎 26 27 28' と非常に敬い溌架性 を示す E迎 10 2-'の

二つの退伝子に注 目した｡ まず､ これ らの退伝子の退伝学的 な研究 を行い､次にそれ

らの逝伝子 をクローン化 し､最終的にはこれ らの クロ- ン化 した逝伝子 を用いた優良

実用蘇張性 ビール酵母の育種 をt∃標 とした｡



新 二 琵

実験室酵母 §-cerevISiaeおよび実用 ビー,L,酵母の高塀度細胞融合体収得

のための諸条件の検討

序

細胞融合法によりと -JL,酵母を符節 してい くためには､効率よ く細胞融合体を得 る

技術の確立が必須である｡通常の実玖室酵母 §･cerevislaeを用いた場合細胞融合

体が得 られる顕度は､供与 プロ トプラス ト当た り 10-5-10~6(再生体当/こりではそ

の 1/LOから L/100)以下 と言われてお り非常に低い0 2日 節目抱融合体がfrfられるま

でには､ 1)正常細胞からのプロ トプラス トの形成､2)プロ トプラス トの融合､

3) プロ トプラス トから正常細胞への再生､の三つの ステップを経る必要がある｡木

茄においては､ プロ トプラス トの訓熟方法を綿密に検討 し､プロ トプラス ト化率が前

く､かつ正常細胞への再生率が高いブt]卜ブラス トを､常に安定 して'fi妻られる条件を

兄いだすことを目的 とした｡この条件は､高炉度に細l胞融合体を得る/こめの前捉条件

となる｡ まず､最初に実験室酵母 S･cerevISLaeについて種 々の条件検討をし､そ

の結果 をもとに､次章において実際の ビIJL,酵母についての細胞融合実簸結果を示すa

冒



窮- 節

プロ ト7'ラス ト調整時 における浸透圧安定剤の選択

結果

プロ トプラス ト化反応 は SoLlngCn竺LaJ -の方法''を参考に し､以下椛 ,Iの改良

を図 った｡ 融合に用いる菌体は一般に対数増殖期の細胞がよい とされている｡ 川 そ

れは､定常期の細胞の ように培森齢 を増すと細胞壁が厚 くな り､細胞噂溶解併 茄チモ

リアーゼ (zymolyase) に対する感受性が低 くなるため と考えられている.故 ,Zは､

当初 16時間培垂の菌体 を用いてい/二が､チモ リアーゼが うま く作用せず､ プロ トプ

ラス ト化が うま くいかなか っ/こ.そこで､チモ リアーゼに対する感受性 を｣二り一る試み

として､16時間培養の菌体 を災簡 し同丑の新たな培地に植え変え 3時Ft.1日汗苑を行 っ

たところ､再現性 よ くプロ トプラス ト化を行 うことがで きたので､以後歯の培苑は本

法に従 った｡新 しい培地に植え変えることによ り､菌の成育が リフレソユし/こ/こめか

(プロ トプラス トを用いて形質転換を行 う場合でも､リチウム法等 ブロ トブノス ト化

しない菌体 を用いる場合のいずれでも)､チモ リアーゼに対する感受性だけではな く､

リチウム処理 などの細胞表層の処理にも菌の培養条件は大 きな影管 を与える.Tr稔性が

あることが示唆 された｡

次に､実際の プロ トプラス ト化の諸条件について検討 した｡ まず､ プロ トプラス ト

化を行 う際の浸透圧安定剤について調べた｡ プロ トプラス トは浸透圧に対 して感受性

なので､チモ リア-ゼ反応液において必ず 0.6-LOMの ソル ビ ト-ルや塩化 カ リウ

ムなどの浸透圧安定剤 を加える必要がある｡ プロ トプラス ト化の程度 をモニターする

方法 として､反応液 (浸透圧安定剤を含んでいる)の一部 を水 または高張緩衝液 (皮

応液 と同 じ浸透圧安定剤 を含む)に希釈 し､経時的に濁度の変化 を調べ/こ. ブ I,卜-/'

ラス ト化の進行 と共に､浸透圧に感受性の ブロ トブラス トは水希釈により破裂 して濁

度は狭少する｡ まず､1Nの ソル ビ トールまたは INの塩化 カリウムを用い/こ似合

を比較 した (図 2-1) ｡60JJT程IiEの反応時間において､ ソル ビ トールをlnい/こ場合で

は､ プロ ト7-ラス ト形成率が慾 く (水希釈での濁度の減少率が低い)､ ま/こでき/こブ

ロ トブラス トも高張緩衝液中で破IEAtしてい 〈慣向があった｡ しか し､塩.･-L化 ノ)リウムを

Jllいた場合は､ プロ トー/.ラス トの形成準が高 く(水希釈での濁/iE-の減少が速やか)､ よ
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一倍体実駁室鮮母 室.cerevISlae0708-ll-16Aのプロ トプラス ト形成過程 を二概類の

没適正安定剤 を用いて比較 したO プロ トプラス ト化反応掛 ま lMKClまたは IM
sorbiLolを含む 5mM トリスマレイン酸 ,pH7.5.7.ymolyase15000200ILg/ml.50mM
P-NercapLoeLhanolである (初発菌濃度は 1 -2xlobceHs/mlで全体で 20ml
スケール)010分ごとに Olmlずつサ ンプリングし､3m)の水 または高張般祈液

(IMKClまたはIMSorbltOlを含む 5mM トリスマ レイン臥 pH7.5)で希釈 し､

鞘度の変化 をモニタ- した｡



たできたプロ トプラス トは高張緩'Gl液r卜で破裂せず物埋的に安定であった｡次に､塩

化カリウムの濃度について調べたところ (0.と卜1.0M)､0.8M以 下では席･鍛接街液

での濁度の低下をまねいた｡ ソル ビ トールの場合でも､濃度を上げてやれば r':,i張緩衝

液中での濁度の減少 を防げるかもしれないが､反応液の粘性が tJ1-し扱いに くくな り

実用的でな く､またソル ビ トールではプロ トプラストの形成率が塩化カリウムの場合

に比べて悪いので､以後 プロ トプラス ト化反応液においては 0,8-1.0Mの塩化 カリ

ウムを浸透圧調節剤として用いた｡

細胞壁溶解酵素はい くつか市版 されているが､チモ リア-ゼ (生化学 工業社製)が

最も入手 しやすいのでそれを用いた｡ プロ トプラス ト化の際の反応液中のブモ リアー

ゼの濃度は､使 う菌の種軒や菌体濃度によって最適濃度が輿なるようであるが､

zymolyase-5000の場合では耽 々の条件では一般的に 100-300′上g/ml粘度がよいよう

である｡濃すぎるとプロ トプラス トの再/L率が極端に低下するからである｡尚､チモ リ

アーゼは併素の精製度により郁 々の比満性のものが発売されているが､必ず しも活性は

メーカーの示す数値 とパ ラレルでは/a.Lく､実験者は各 グレ- ドごとに自JJyの扱 う歯に

ついてif立通条件を検討すへ さである (現在 Zymolyase-5000は発)冒されていない)0

以上の条件をまとめると図 22のJ:うになる｡この方法で､ほぼ 100%の形成率の

プロ トプラス トが調製で き､またプロ トプラス トか ら正常細胞への71i'主宰は､rR験電

解母S･cerevISlaeの場合 20-30%程度､ ヒール酵母の場合 10%程度である｡尚､

プロ トプラス トの形成率および再生率は次の式によって計算 した｡

プロ トプラス ト形成率 (%) (N-a)/NXloo

プロ トプラス ト再生率 (%)-(Aa)/(NB)×loo

ここで､N(cells/ml)は､ -/'ロ トブラス ト化反応開始時にサ ンプリン//し希釈後

YEPD寒天培地 (2%寒天含有) プレー ト上に塗布 し出現 したコロニー数から計許 し

た薗濃度 (初発菌数)0 A(cells/mL)は､ プロ トプラス ト反応終 /時にサンプリ

ングし高張緩衝液で希釈後､高張 YEPD培地 (YEPDに 0.8-1.0Nの塩化カリウム

と 3%の寒天を振加)に菌液を笠lfI培養 して得 られたコロニー敷 く再生 したプロ ト

プラス ト数 とプロ トプラス ト化 しなかった菌数の和)､B(ceHs/mL)は､Aと同

様にサ ンプリングし水で希釈 した後 yEPD寒天培地上に塗布 してIL1.現 したコロニー

数 (プロ トプラス ト化 しなかった菌数)｡プロ トプラス ト化が うまく進行 し/こ場合

は､Bは N や Aに対 して 卜/Jl小 さいので､プロ トプラス ト形成率は 100%を′JiL､

またプロ トプラス ト~再生率は /̂N汰LOOで計算できる｡

//
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図 2-2 プロ トプラス トの調製方法



折 二 節

プロ トプラス トの保存

前節で得 られた条件 を用いて プロ トプラス トを調製 し細胞融合 を行 うことに した｡

但 し､ プロ トプラス ト調製には､3時間程度の リ7 レシュ岩垂 も含めて全体で 6-7時

間必要であ り､当日中に細胞融合突放 を行 うことが時間的に難 しか っ/こ｡そこで､調

製 した プロ トプラス トをやむを得ず保存せざるをえないことになった｡一般に､細胞

融合突放に用いるプロ トプラス トは､再生率や融合効率の点か ら､できるだけ調繋前

後の ものがよいとされている｡SoIJlngen旦とai･9'は､酵母 §･cerevisiaeの プロ ト

プラス トを調製後 24時間 41で促存 しても融合頻度に影響はなか っ/こと報告 してい

る. しか し､それ以外保存に関する報告は見当た らない.攻 ,Iは､実験の効率化 を考

えて､まずその点について検討 した｡

結果

まず､実鼓室群 母 §-cerevISlaeの プロ トプラス トを調製 し､それをプロ トプラ

ス ト化緩衝液中で保存 し佳 日的な再生数の変化 を調べた (図 2-3). この結果か ら､

プロ トプラス トは高張緩衝液中で 3-LI日促存 しても再生数は調製当 日の 50%以上

あ り､ また挟間による差はあるものの､ プロ トプラス トは保存に対 して比較的安定 な

ものであることがわか った｡

次に､保存条件について調べた｡ まず､保存緩衝液の pH を変えてプロ トプラス ト

の再生数の経 日的変化 を検討 し1こ(図 2-4)｡ この結果から､実玖室酵母

§･cerevisiaeでもど-JL,辞 母でも､弱酸性での保存が よいことがわか った｡ さら

に､保存において比較的 pHに敏感であった ど-ル解母の ブロ ト-/'ラス トを用いて保

存の至適 pH を検討 した (図 2-5).高張 トリス-マ レイン酸緩衝液およLFだ万般 //エ

ン穣一リン較緩衝液 を用いて､p113.6 か ら p118_6の範Bflで調べ1こところ plt5付近が

最適であることがわか っ/こ｡ ま1こ､保存温度については､図 2-6に示すように低温

ほど保存性が よ く､20℃以上の高温ではプロ トプラス トは急速にその再生数 を減少 さ

せた｡

以上のことから､ プロ トプラス トの快仔条件 として､E,0N鮎化 JJリウムでu透IE

を調節 した 5mN トリス マ レイン惚 (pH5,5)中で 51 とい うJJ左遜条件 を設定 し/こ.
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ここで､ この条件において､正常細胞 (LnLactceH) とプロ トプラス トについてその

操作性 を比較 した｡図 2-7に示すよ うに､実鼓室酵母 §-cerevISiae および ビール

酵 母の両方 において､ コロニー形成能の保存による減少 は正常細胞 とプロ トプラス ト

馴 こおいて並行 してお り､細胞壁 を持 たない プロ トプラス トが正常細胞に比べてその

保/f･性が悪 い とい うわけではない｡

今後､凍結等に よるプロ トプラス トの保存性 について も長期安定保存の面 か ら興味

かも/これ る｡
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約三節

プロ トプラス トの保存と細胞融合の効率上界

結果

促存 LIこプロ トプラス トを用いて細胞融合を行い､当 日調製の ブロ トノラス トをm

いた場合 との融合効率を比較 した｡融合操作を図 218に示 した｡親株 S-C_erevis唾

070811-16A(坦工a9991吐 )と §･cerevisiaeC706(坦工ah.S419112日-r4)は

いずれも一倍体で接合型は 型ユaであ り互いに按合せず､それぞれLii独では応少再生

培地 (2%グル コース､0.67%YeasLNILrOgenBasew/oamlnOaCids､3%寒天､

1M塩化 カリウム)で成育することはできないoこの再生培地に成l?-して くるものは､

親株 どうLが融合 して栄韮要求性が互いに相郁された核融合体のみであると考えられ

る.親株はいずれも二重の光束要求性をもち､同時に野生型へ仁l然役付.L変Ft-する抑圧

は掻めて低いと考えられ､実際に対照実験においてそのような復九tを変96･鎌は出現 しな

かった｡ また融合効率は､得られた融合体の数を再生 した全両親株の敬で'.9]ってR し

たC

融合効率(%)-F/AXloo

ここで､F(cells/plate)はプレー ト (最少再生培地)当た り出現 した細胞融合体

数を表 し､A(ceHs/plate)はプレー ト (完全再生培地､いずれの親株 も成行うる

ことのできる培地で YEPDに IM塩化カリウムと 3);の寒天を含む)当/こりに山

現 した全再生体の数 を示す｡

融合は､pH5,5で保存 した-/'ロ トブラス トどうLと pl17.5で保作 LIこ/ U トブラ

ストどうしの二 とお り行 った (図 2-9)｡保存 日数と共に再生コU二一枚は減少 して

いったが (中段)､荒い1=ことに､融合効率は､いずれの pHでの伏作の似合でも､

保存 日数とともに上昇 した (上段).pH5.5保存の場合､融合効率は 5r=lよでJil,11初

と変わらないが､7Fl目か ら上昇 し L2日目には81-初の的 Llff干上ケ1･し/こ｡ 王1こ､実

際に取得 した融合体数も 12n日では応初の約 3倍上昇 し/こ(ド投)0pH7_5の似合

では､融合効率は l日日に約 3依､12日日には約 7階上舛 し (上役)､'R際に収
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･TL7FL/こ融合体数も 1 日目以降約 3-4倍上昇 した (下段)｡pH7-5での促行の方が

pH5,5での保存の場合に比べて･融合効率も高 く取得融合体の敬 も多いが､ この理 由

は不明である｡保存によ り融合体収得の頻度が上昇する原因として､ I) プロ トプラ

ス トを昧存することによ り細胞掛 こおいて何 らかの成分的 な変化がおこり､結果的 に映

融合が促進 された､2)7･ロ ト7･ラス トを保存することによ り細胞が栄養飢餓状態 に

なり､一種の細胞周期の同調化がおこ り核融合がおこりゃす くなった･等が考えられ る

が､詳細は不明である｡CurraneLal･ll " ) は､酵母の性 7ェロモンである

.ractorで予め細胞 (gAIa一倍体hll胸)を処理 し同調化 させておき､その後 プロ ト

プラス ト化 し細胞融合 を行 ったところ､無処理の場合に比べて約 20倍融合体の取得

耕度が上界 したと報告 した｡ さらに､最近彼 らは川､4-raCLorを用いずに･細胞 を

Gl柑】とSlglの隻 日に､cijs39 変災珠 を用いるか (温度感受性である cdc36変界株 を

241か ら 37℃ にシフ トする) または通常の細胞 を同調培養法により CL柑=こ同調 さ

せておき､それ らの細胞 をプロ トプラス ト化 し細胞融合 させたところ､約 5倍程度

無処理の場合に比べて融合郷皮は上昇 したと報告 している｡性 フェロモンである

.-ra｡L｡,によっても細胞 は Cl/S境界に同調するので､ この付近での鮒胞周期の同

調が核融合の頻度上昇につながると考えられるC従 って､耽 々の発見 した プロ トプラ

ス トの保存による融合体取得頻度の上昇は､細胞 を栄養飢餓の状掛 こお くことによる

細胞周期の同調 (栄養飢餓により細胞は C1/S期の境 目に停止することが知 られてい

る) と関係があるか も しれない｡ また JohnsLoneLal･川 は､ プロ トプラス トを用

いた YRp系の プラス ミ ドの形質転換突放中に､ プロ トプラス トを 4℃で保存 した場合

直後の7･ロ トブラス トを用いるより形質転換頻度が上昇する珠があることを示 してい

る｡ ブロ ト7･ラス トの融合 とプロ トプラス トを用いた形質転換は､その メカニズムと し

て共通な点があることが指摘 されてお り､非常に興味深い｡川

いずれに しても､ この プロ トプラス トの促存による融合体取得節度の向上策 は､性

フ ェロモンで同調で きない倍数体酵母､すなわち 担工a/担工C二倍体酵母や接合他 を

示 さない ど-)t,酵 母の よ うな高次倍数体酵母等を用いる場合に有効であるか もしれ な

い ｡



耶三I.7二

細胞融合による抗汚染歯性 t:I-ル酵母のTTJ種

序

近年 日本の ど-ル業界において､一般消壮者の生 ビ-ル晴好 とあい まって､流通故

解の整備によ り料飲店における生 ビ-)L,使用の割合が増加 し､また酒販店で販売する

填詰め ビーJL,や缶 ヒールにおいても生 ビ-ルが主体 となってき/こ｡ ここで､′ヒビール

とは熱処理 (低温殺菌) を しない､いわゆる火入れをしない ビールのことである｡ こ

の生 ビールを製造するには､ ビーJL,製造工場全体における徹底的 な微生物呼理が重要

である｡つ まり､製造工程において麦汁製造および発酵からパ ッケージン'/'に至 るま

での トータルな微生物管理が､Jl最終製品での雑菌汚染防止に必要不 L,r欠な条件である｡

また､発怖工程における使用彬母の純粋性､すなわちこれ らの培益酵母rFrに ビール･肺

母以外の野生解 母やパ //テ リア等の汚染菌の混入がないことは ビールの古紙の純粋性

から最 も重要 なことである｡現在の 日本の工場の技術水準では､ 日常の きめ細かな対

応によってこれ らの微生物管理は一応完成の域に達 していると考えられる｡

しか し､ ビール製造の新 しい方向性 を考えた場合､徽生物管理はより厳 しさをtnす

ことになる｡例えば′くイオ リアクターを用いた固定化酵母によるビーJL,の速憾 (前党

酵期間の短編)や算集成工程 (後先鮮)期間の短縮化､疑集性酵母を用いた ビールの速

読発酵生産等では､一度雑菌汚染がおこると通常のバ ッチ式の場合 と界な り､その シ

ステム全体 を正常化するのに非常に大変なことになる｡ このような場合､ ビール僻 母

自体がその ような ヒ-ル汚染菌の増殖を許 さない性質 を有 していれば､ もし汚染があ

ってもその汚染は拡大 され ることな く防 ぐことができると考えられ る｡ ま/こ､現在行

われている通常の ど-ル康造工程においても､抗汚染歯性餅 母の快mは､教′生物巧守理

が楽にな り工程 ビ-ノレや製品 ビーJL,の微生物的安定性も非常に高いものになる｡

この ような観点か ら､我 々は ビール酵母育種の最初のテーマとして､ ビーJL,汚染:菌

に対 して抗菌作用を示 す ビ-ル群母の育種に取 り組んだ｡ まず､野生飾付対策 と し

て､キラ-因子 を細胞融合法によりビール酵母に導入 し1こキラー性 ビーJレ併付を造成

LIこ｡次に､バクテ リア対策 として､抗バクテ リア性を示す畔母を憾造併 付の中か ら

スクリーニ ングし､細胞融合法によりこの性IBをど-ル肺母に帝人 し/二o

さらに､近年じ討先 され/こ/くJL,ス7イール ド電気泳動法 を用い､紺地融合鎌の染色体

DNAの構造解析 を行なった｡



耶 一節

キラー性 ビール酵母の脊椎

酵母萱.cerevISiae の中には､線状二重鍵 RNA(dsRNA) プラスミドをもら､この

プラスミド (キラ-プラスミドと呼ぶ)をもたない同種の酵母を死滅さt!るL岸兵 (辛

ラー トキシンという)をJjl泌する歯珠がある (図 31)｡このE3壬茄′ヒ耗株 を rラー､

またこの毒劇 こよって死滅する株 を感受性株 と呼び､ 1963年に Bcvan と Hakover川

により初めて報告 された｡ また､この発見はアルコ-ル工場でLI三じ/=災常発彬の原因

を探求中のことといわれているo現在､萱.cerevislae におけるキラー現象は-･7';糸

生産性因子およひ毒素に対する抵抗性因子がともにプラスミド上にあるとして説明さ

れている37 38 39) (近年核性のキラーについても報告されている)Dキラー彬IiHこ/[一

在する 2椎の dsRNA の うち､分子lUiの小 さい方を M-dsRNA と呼びこれがキラープ

ラスミドであ り､分子畳が大きい方を LdsRN̂ と呼び､これはキラー抹･感受性株を

問わずほとんとの株に存在 している｡

我 々は､予備的な実験から､当社 ビール工場で分離 された野生解母の多 くは

saccharomyces属のものであ り､これ らはほとん どが耽 々が有 しているキラー備付

(K.タイプ)に対 して感受性を示 したという結果を得ている｡従 って､このよう

なキラ-因子 をビ-ル酵母に導入 し､その酵母をビール醸造に用いれば､野生酵母の

混入があってもそのほとんどは殺されて､汚染は拡大することな く醸造上程の徽生物

管理に大 きく寄与すると考えられる｡すでに､清酒酵母.o'､ ビール酵母… ､ヮイン

酵母=)等の醜造鮮母において､そのようなキラ-化の試みが報告 されている｡

結果

キラ-性 ヒール酵母の細胞融合法による造成法を図 3-2に示 した｡融合体収'fqの方

法は CUngeandNakaLOm)= ) の RDauxoLroph法を利用 した｡ ビール酵母には退伝

学的に扱いやすいマーカーがついていないので､アクリフラビン処理によりミトコン

ドリア DNA の変異株 (いわゆる細胞質性の呼吸欠損株､ lp]挟)を誘萌 した｡本変

異処理は核性の変異をほとん ど誘発せず ミトコン ドリアの変災を選択rf)に誘発すると

いわれてお り､ ヒ-ル酵母の核性の避転子に損傷を与えることが少ないとy)-えられる｡

また､融合和事のキラー僻村としては'j:玖童形母 §･旦旦こ旦竺_LISlaCG706(M̂Ta Lhr4

25-
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図 3-2 キラー性 ビール酵 母の細胞融合による造成法

細雌 矧 生呼吸欠損性 ビール群 母 (BSRIY81-1株 よ りア,/リフラビン処即 してJfiIられ/こ

抹)と-1t<,L休突放茎 キラ-性解 母 §-cercvis.aeC706株の 171〕aux｡Lr｡phiu三に.1る

鰍 抱叔合体収得法o親株 とうしの核融合の程IiEにより様 ,lfJ:融令休が7,:fられると々え

られる (国中の融合体で､応 も左DlrJにあるものは ビ-'L,怖 117へのサ イ ト〆,/ケン トで､

王/二右側に行 くにつれて染色体の糾成はよ り C706株に近づいてい く)o



his4 1e_U2 【KILk】) を用いた｡呼吸欠損株 (RD採､Rest,lraLOryder･cLCnL) は呼吸

基rIである//リセ リンや乳幣等 を炭岩原 として利用で きないため､応少 グリセ リン培

地で成否で きない｡ また､栄養要求性 を示す株は必要な栄東京が痴加 されていなけれ

ば最少培地に成育で きない. も し､呼吸欠航 ビーJL,酵母と G706株の細胞融合休が出

現すれば､呼吸畿能 (正'.F,'な ミトコン ドリア)は C706操か ら､栄養要求椎は ど-)L,

辞母から相補され､最少 グリセ リン培地に成育することができる｡ また､細胞融合体

でも､ ビール酵母と C706株の核融合体 とビ-ル僻母に G706株の細胞質困 F (ミト

コン ドリアやキラー因子)のみが導入 されたサイ トダ//タン トの二確煩が､ この融合

体選抜条件では成育 して くるO但 し､ ビール酵母の遺伝的組成 を変化 させた くない と

い う観点からはサイ トダクケン トの方が好 ましい｡

前菜で述へた方法に従い､各 々の株について プロ トプラス トを作成 し細胞融合実験 を

行 った｡呼吸正常で栄雀要求性 を示 さない融合体候補株が､跡度は低いが (2x 107)､

糾 られた｡その時点では (1981年 8月) これ以上遺伝学的に融合体を解析うること

はで きなか ったが､以下に述べる様に総合的に判断 して､得 られた株が核融令体であ

ると判断 した｡

1)退伝的マ-力- 二融合株 は呼吸正常でキラー性を示す.

2)巨大 コロニーの形状 :融合体は ビール倍 母とも G706とも異なる｡

3)抗原構造 =ヤ トロン社製のキャンデ ィダ同定 キッ ト (スライ ド凍架反応試験)

の抗体 No.18では ビール酵母および敵合体は強 く舜集するが G706の塀躯は

非常に弱い｡ また､抗体 No.10では C706は蕪 く撰集するが ビール彬母および

融合体の溌集は弱い｡融合体の抗原構造は ビーJt,#母に近い｡

4)増殖曲線 =101 での成育は ど-JL,肺母>融合侠>C706であるが､37℃での成

育は ビ-JL,解母<融合株くくC706であった｡

5)発酵試験 :工場調製の加ホ ップ麦汁 (糖度 10.7,i)にIf搾併 母として 0.5X

v/V植菌 L L0℃で 10日間静圧発酵 させた (L リッ トル三角 フラスコを使

用)｡発餅終了後のエキス (糖度)は､ ビール酵母で 3.14､融合体で 5.44､

C706で 9_68であった｡G706はマル トー スを利用で きない株であ り､ またグ

ルコー スの発酵性は低弧で劣る｡

6) ビールの香味 :G706は論外 (発酵が進んでいず ヒールになっていない)｡融

合体は妓糖感があ ったが､香 りは と-ル解 母に近い｡
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次に､ この融合株のキラースペク トルについて調べた｡戎 31に示すように､ ビー

ルに混入するとど-ルを混濁 させる危険性の大 きい野生酵母 (工場Jjy離株)のほとん

どを殺すことができた｡また､発酵開始時に人為的に野't酵母を投入させる実奴を行

った｡麦汁に ビール酵母若 しくは融合株 を圧搾で 0.5Xw/V植歯し､そのとき同時に

代表的野生餅母である §･pastorianus を約 1x107 ceHs/ml混入させた｡先勝 は

101で行い､1週間にわたって経 目的にサンプリングし野生餅母の数の消長を見た0

尚､本野生酵母と融合株 とは TTC染色で明らかに区別されたので (本野′生鮮母は赤色

に､融合株はうすい ピンク色)､発酵試玖液を希釈 して TTC染色用培地に塗布 し､

コロニー形成後 (30℃で約 3日) TTC を含む トップァヵ-を亜AyiL野生酵母の数を

調べた｡図 313に示すように､ ビール鮮母に野生酵母を混入させても発併期間中そ

の数にはほとんど変化はなかったが､融合体に混入 させた場合は 2日l｣以降検出され

なくなった｡

次に､融合体の示すキラー性について､発解期間中におけるその析性の変化を調べ

た (図 34)｡活性の測定は抗生物質のカップ法による力価測定方法に畔 じた｡=)

lJiJ'発酵中は高いキラー活性 を示 したが､前発酵終了時以降キラー活性は激減 した｡ こ

れは酵母の桝殖に伴いキラー毒素が大Ffに生産 されてい1このが､増殖の終了と共にキ

ラーIPS索が生産されな くなった事を意味 している｡但 し､後発酵の進行と共にキラ

ー活性がなくならないのは､0℃でも酵母はゆっくりとではあるが増殖 しキラー磁束 を

生産 し続けているためと考えられる｡キラ-毒素 (K.タイプ)は熱に不安定なことが

知られてお り､30℃での活性の半裸期は 30分といわれている｡.～)我 々の調べたとこ

ろでは､ ビール中において 0℃では 18時間､10℃では 12時間､15℃では 10時間､

201では 10時間､251t･は 3時間以下の活性の半接期であった (図 35)0
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望f生三flY仕 tJGKのネノー効Llこ L=- ル 71L濁 JTi.検 度 IllLfI.IJlrJ

Se8 十十 ++++ D

YeⅠ5 +1- 十十 十 十 D
St +1- 十十十 十 D

Yes + 十 十十 十 D

S志 YeⅠ5 +1- 十一十+1- D

‡ぞ｣｣ M 8 --■ +++ D

Ye2 十十 十十 D

M lO - + B

Yel0 - 1- A

S S.E& S 十十 +++ D

苛二シ a.ellir)soicbus -ト+ +++ D

表 3-1 キ ラ-性 ビ-ル酵母 (MCK株)の野生辞 母に対する致死作用

工場分離の野生酵母はすべて Saccharomyccs属に尻する｡MCK株の キラー効架は

図 3-1で示 し1こ方法 で調べ/こ｡野生酵母の ど-JL,混濁危険度は､乳 tJ7'ヒ Jt,中に

約 300cells/nll接種 し 251で 4週間放正 して増殖 しうるか(,(かを目視にて判定

したol週間以内に濁れば 1H 十. 1 -2で濁れば H l,2-3避f;日で濁れば H ,

3-4週間で濁れは 十と評価する｡ また､血措型は市版の (ヤ トtjン杜の t-ヤンデ

ィダチ ェ ソク)餅母同定用の因子血描 (No_1,4.8.LO,L8)を川いて スライ ド溌

LJ!反応 を行い､No.)のみと反応するものを^型､N0.1と No･1にLk応 Jるもの を

B型､No｣ と No.18に反応するものを D型と し/こ (西川等､併 Tミ川 r究に)''けるノ1-
法論､学会出版 センター､L982年､ p 80-89参照)0DZiliに戊 4る形 相は ビ JL,イ†11:

性 (ビール中で混濁 をおこさせる)が戦いと言われている.
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(days)

図 3-5 キ ラー トキ シ ンの熱安定 性

キラー性 ビール酵 母の発酵 液 を ノンブラン泌過 し (0-45〝)､各温度で扶持後朗 36と

同様 に カ ッ7'法 に よ りキ ラー活性 をnTl足 し/こo

うう



節 二 節

抗バクテ リア性 ビール酵母の造成

ビール製造時における汚染菌の種板 としては野生酵母の他に優 々のパ//ア リア､特

に LacLobacillusspp-や Pediococcusspp-などの乳酸菌系の′く//テ リアが知 られ

ている..7)一般的に､実際の ど-ル製造工程lこおいては､野生飾付の汚染防It管理

よりバクテ リアの汚染防止管理の方が難 しい｡ また､ これ らのパ//テ リアの巾には製

品 ビール中への任かな菌数の混入でもヒールを混濁 させた り香味 を異質なものに した

りして､ ヒールの商品価値 を大 きく損な う場合があ り､微生物管理上深刻/A:問題であ

る.酵母の示す抗菌性については､キラー酵母の ように他の感受性併母を殺 して しま

うような性JjSは知 られているが､バクテ リアに対 してその ような効巣 を示すものにつ

いての報告はほとん どない｡L980年に DoLezil吐 ai･18)は､市販 ビーノL,30和好i
ほとについて ヒ-ル有害バクテ リア (beer-spollagebacLerLa.製品 ビールに椀歯う

るとヒール混濁 させるバクテ リア)を人為的に栖菌 したところ､ある椛の ビールはこ

のようなバクテ リアの汚染に対 して非常に安定であることを兄いだ し/こ｡彼 らは､そ

の原因は､ ビ-ルの pH､エキス､ア ミノ態窒素､妓糖､色度､炭酸 ガス､ホ y ブ等に

由来する物質ではない､つま り原料に由来するものではな くヒール怖母の生産-3る何

らかの物質に由来するのではないか と推定 し1こ｡その物質の同定はともか く､その よ

うな現象が弔実か どうか､我 々は追試 を行 ったところ､ ヒIJL'有書バクテ リアの成門

を阻害する性質をもつある酵母 (バ ン鮮母)の スクリ一二 ン//に成功 した.ノ仁王.TLにお

いては､ この抗 ビール有害バクテ リア性酵母の利用､すなわち細胞融合による抗 ビ

JL,有害バクテ リア性 と抗野生餅母性 (キラー性)の両方の性fiを瀬ね備え/こ抗 ヒール

汚染菌性 ビール酵母の造成について述べる｡=)

結果

攻 /Iは､研究室保存の各種醸造用酵母 (ビーJL･僻 母､ ワイン酵 母､ H.在所解 付､/(

ン併母､ ウイスキ-醇母等)の内代表的な 150珠について､その抗 L:'-JL'何Liiバク

テ リア性について調べた｡方法は､100mlの麦汁に酵母を植菌 し 201で LOIHill発

飾 させ､発酵終了後発鮮液 をメンブレンフィル ターで泌過 し (0.45IL)､5mlづつ

L2本の無菌試玖管に丹荘する｡Ll枚方iの ビール有苫-クテ リアを外,I的 )06

ccHsづつ植菌 し､25℃ で 10 日胤 インキュベー トし､パ//テ リアの11/I軒にJ:る判JiE



の増加Iを観察する｡尚､ ビーJL,有望/く//テ リアとしてくま当研究宅保有の

LacLObacILlussppl.PedLOCOCCUSSPP..CorynebacLcrlumSPPl.Entcrobt.cLcrspp..

革lebsiellaspp･･坦上里垂 spp･.垣inQLO旦些_堕rSPP･,Bacillusspp･等の 11株 を

用い1こ｡ またこれ らのバ クテ リアは､ ヒール[11での成育阻害の原因にな りうる低 pH

(4.0付近)､アJL,コーJL,(4.0-5.0Xv/V)､通常のホ ッ7'の 5倍の濃JB三才によっ

ては成育阻雪 を受けないことがわか っている｡以上の スク リ-二 ン//'の結Al-､ムi終的

にパ ン解 母由来の Yti2-2挟 (以下 2̂ と略称) を得た｡A2の発酵液では Il柿m Jベ

ての ビール有害菌の増殖が強 く阻止 された (衣 3-2参照)｡ この発酵液を,*処理

(1001 で 20分間) しても抗-クテ リア性は失われず､ また透析によ り抗- I/ /~リ

ア活性は外液に拡散 して しまうことか ら､比較的安定な低分子性の物riがこの抗バク

テ リア性に関与 していると考えられる｡

次に､ この抗/くクテ リア活性について､ ビール恨造工程の中で追 ってみ1こ (Lg]3

6)｡前発彬開始時 に ビーJL,有望/く//テ リアを約 50ccILs/ml細菌 し､党僻のift一行と

共にこのバ//テ リアの増殖 を追 ってい っ/ニところ､∧2 を用いて発節 を行 っ/こJi･,L合は

3日日にこのバ//テ リアは検出されな くなつ/二が､通常の ヒール備付をmい/こ以介で

は発酵の進行 と共にこのバ //テ リアは讃 しくql推 してい った.

この Å2 の示す抗- クテ リア性 を交配や細胞融合等で利用するために､接令 (-のJJ)

錐を試みた｡ A2 は幸いに胞子形成培地で胞子 を高輝度に作ることができ/こので､ ラ

ンダムスポア法によ り単胞子由来株 を分雑 し/こ｡分離 した 20株について､その接

合型 と抗バクテ リア性について調べたところ､抗/(クテ リア性の遺伝的分離比につい

てはあま り規則性はないように思われ､ また抗バクテ リア活性の載 さは親株 とFr･JLで

はな く分散 した｡分離株の中には抗パ'/テ リア性 を示 さない株が出現することか ら､

本活性の遺伝様式は細胞質性ではrJ:いであろう｡いずれに しても､退転的/J:HiJ肋につ

いては今後の追及が必要である｡ これ らのftきられた単胞子分離株の うち､接令ぺlJを′7J;

し抗バ//テ リア活性が疎 くかつ麦汁中での先肺性が良いもの (C型の接合41.1を′トJ)

L珠 を選抜 LIこ｡

以下､抗バクテ リア性 とキラー性の両方の性質 を示す ビ-JL,飾 付の造成につい ⊂述

へる (図 3-7)｡上記 2̂ 由来の単胞 仁/)ナ離株 をアク リ7ラヒン処理 し呼吸火別状 を

誘恭 し､キラーの一倍体実玖宝珠 等･ccrcvLSlaeC706(担ユaihdhlSl lcu2 lK=一

kj)と交配 した. 2̂ 由来の桝ru子/Jl縦株の呼吸欠損化の意味 は､C706との鮒柿の収

fl阜効率 を上げる為である (推称株 は)'l之少 '/リ七･ロール培地で選抜できる)｡その鮒抑

35



1 2 3 4 5 6 7 8 9 )0 日

SlerevE∫F'oeA2YB2-2

ScoTISberge/7JUYB511
ScerevTS/OeYB31l

Scol/sbergenJ一∫YB6112

+
+

+
+

+
⊥

+
･十

+
+

+

†
+
+
+

⊥･++

+
+
+

T
+十

十
十
十
十

+
+
+
･十

+

+

十
十
T
⊥

+
+

+ ++ 十+⊥ 一 一 一 一一一
.｢ T

++一 十
十+-

JBaclerlalgrowthlnbeerlnhLbLtedror十十+≡14days･†+=10dとIyS.a-1d+-sevenda)JSO｢lnCUbiltlOna125oCunderahrgeLnOCulum

表 3-2 A2株 (パン酵母由来株)の抗バクテリア性

各種醸造用酵母 150珠について､抗/＼クテ リア活性の一次 スクリーニングの結果 11

株の候補株が得 られたO二次 スクリーニングの結果その中で活性の菰いもの 4株を

選抜 し､最終的に/くン畔母由来株 A2を以後の実験に用いたO

-次 スクリーニングは､LacLobaclllus吐堅公 (BO412) と EnLerObacLerSP･(BO71

3)の 2種の-クテ リアを用いて行い､二次スクリーニングはこの 2枚 と

pedLOCOCCUSCereVISlae(BO4112),CorynebacLerlumSP･(BIT-2 と Bll-3).

EnLerobacLerSP･(BO7-4).Klebslellasp.(BO612と BO613)IHj血j SP

(BO7-2). ĉlneLObacLerSP･(SI…)･旦些上り 望 SP･(nonsporevarlanLc13
BO5-ll)の 9椛､計 Il櫛の-//テ リアを用いておこなったo臥 これ らの/くクテ リ

ァはいずれも工場より分離されたヒール有望/く'/テ 1)アであるO







を胞子形成 させ分割後､ キラーで抗/くクテ リア活性が破 くしかも発餅性の良い抹

AGK27 ('型の接合型 を示 し､ ヒスチジン要求性のマーカ-を有する)を'lllIこ｡ これ

ら ACK27珠 を得るための一連の操作は､抗バクテ リア活性 とキラー性を同時にもち､

しかも細胞融合 を行 うために必要な退伝的マーカーを導入する為である｡次に､前節

で述べたように､ RD-auxoLroph 法り)を用いて ビール酵 母の呼吸欠損株 と ĈK27の

細胞融合 を行い､融合体をIfrL一少 グリセロール培地で選抜 した｡一回の実穀でfi去られた

250//ローン (融合体取得頻度は 2xlO~6個/再生体数) よ りランyムに 55//ロー

ン取 り､栄養要求性､呼吸能､抗パ//テ リア性､ キラ-性､麦汁中での低温発伴性､

できた ビールの香味等について調べた｡55株はすべて栄養要求性 を示 さず呼吸椎 も正

常であ りまたキラーであっ/二が､抗バクテ リア活性はその中で 32探 しか示 さなか っ

た｡ これ らの 32株の内､低温発解性が元の ビール酵母に比べてあまり遜色ないもの

として L7株 を選抜 し､ ヒ-ルの香味の点か ら投終的に NAK61株 を選定 し/こ. この

N̂K61を用いてパ イロッ トスケ-JL,の発僻試鼓 (20L スケ-ル､エキス )0_7%の加

ホップ麦汁使用､植薗量 は圧搾酵母 0.LI実､前発酵 は 10℃-定､後発彬は 0℃) を行

い､その株の実用的性質について元の と-ル酵母 と詳細に比較 した｡Lg738に発彬

経過を示 した.M̂K61は､元の ヒ-ル解 短日こ比べて前発酵初期か ら発餅が巡れ/二が､

最終的にはほぼ同 じ発鮮度 まで到達 した｡キラー活性は前節での場合と同様に前党僻

終了後は急速に消失 したが､抗バクテ リア活性は発酵中後期にわたって比較的安定で

あった (図 3-9)｡但 し､ この抗バクテ リア活性は最大時でも A2のそれよりは弱 く､

A2では完全に増殖 をおさえることがで きるビール有害菌の うちい くつかの歯の柄解 を

許 した｡融合休すへてが抗/くクテ リア性 を示 さないこと､およびこの抗/(//テ リア性

の載 さにも差があること等､抗,(クテ リア性の発現には複雑 な退転的制御があるよ う

に思われる｡ NAK61は抗汚染歯性を控得 し/こものの発酵性において元の ビール飾 付に

劣 り､実用 ビーJL,辞 母としての使用には問題が妓 ったが､今後数多 くの戯合体を調べ

ていけば実用に足 る珠 も兄いだすことができると考えられる｡
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最後に､僻 母 2̂の生産する抗/くクテ リア性物質について コメン トする｡ Li;L述の よ

うに､現在の ところ､ この抗バクテ リア性物質は熱安定性の高い低分子化合物である

ことが示唆 されている｡ ヒ-JL,中には酵母の代謝産物 として各種有抜殻が含 まれてお

り､これ らが抗バクテ リア性の原因ではIJ:いかと推察 される｡例えば､酢蕨は非解紫

型の分子が多 く存在する低 pH域において抗菌性 を示 し各櫛バクテ リアの成f1-を阻止

し (pH の低下そのもの も抗菌性 を示すが､酢慨 自身の抗菌力は細胞険透過性 を有す

る非解錐型分子の濃度による)､食品工業における安全な殺菌剤のひとつとして注 目

されている｡78'そこで､A2の発酵液における酢酸の立 を調べたが (-500mg/L)､通

常の ど-JL/(-loomg/L) よ りは多いものの､通常の と-JL,に酢鞍 を疾加 して 2̂の

発酵液の レベルまで上昇 させてもそれだけで試鼓 したすべての ど-JL,汚染柵歯の脚柾

を押えることはできなか った｡ しか し､酢酸疾加により一部の汚染細菌の析雛阻止が

み られたことか ら､ 2̂の示す抗-クテ リア性には酢慨 も関与 しているがそれ以外の

何らかの物質の寄与があるのではないか と考えられる｡また､予備的にではあるが､

2̂の発彬液について他の有機酸や脂肪酸組成等について調べてみたが､jLh7;I;の ヒ-

)i,僻母の発僻掛 こ比べて顕著に韮的に多いものは見 られなか った｡現在のところ､ こ

の抗パ//テ リア性物質の枯製 ･同定についての見通 しはたっていないが､酵即の生産

するこのような抗バクテ リア性物rIについての報告はほとん どな く､今後究IiF]の価lu!互

があると思われる｡
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図 3-9 抗汚染歯性 ヒ-ル僻 母の発酵中における抗汚染歯活作の変化

キラー活性はカップ法によりZurJ正 した (JTkL大所性岬 を LO として榊対評価 し1こ)o抗

-クテ リア活性は､11位の と-JL,何'Ll亨パ'/テ リアを用いて& 32とFr,I枝に調べ lを

I点 として数lLll化 し､最大活性 を 10として棚対評榔 LIこ｡



約三節

パル スフィール ド電気泳動法による血合操の染色体 DN̂ の構造解析

1980 年代初めにコロンビア大学の SchwarL7.堅 a1-50'の開発 したパル ス7イーJL,

ド電気泳動法 (Pulsed一日eLd gelelecLrophoresIS‥PFC) は､それ までイロ可能であ

った数 100-kbか ら数 1,000-kb程度の長い DNA断片をゲル上で分触できる技術 と

して画期的 なものであ り､その後種 々の技術的改良が施 され､今では市販の装配を容

易に入手できるようになっ1こ｡本装紅はちJ:うど酵母 S,cerevISiaeの線状染色体

DN̂ の分離に適 してお り､ 1984年には SchvartZandCanLor51' や Carlcand

OIsonH' らによって一倍体酵母の染色体 (退伝学的 リンケージでは 17本の染色体の

存在が示咲 されている)を 15-16 のバ ン ドとしてゲル上で分離 したとい う報TJ=が され

た0枚 'Zは､ ヒ-ノレ酵母の染色体の数 とその長 さについて実験室鮮母とは光なる特徴

的なことがあるか どうか､ また前貢で得 られた柵胞融合体では両親株 と比べて染色体

レベルでの とのような変化が起 きているのか知る目的で､上記電気泳動法のひとつで

ある OFAGE(OrLhogonaH Leld-alLernaLJOngelelecLrophoresis､i(Lt交交掛 に切ゲ

ルL̀正気泳動法) L' 52'を利用 して解析を行 った｡

結果

耽 々が OFACE に取 り組み始めた当時 は､まだ市販の集配がな く､CarlcandOLson

52)の論文 を参考に して装置を自作 し/こ (図 3-LO)｡OFAGE では､ゲルが芯極に対 し

ておよそ 450に配鑑 してお り､一定の/くル スタイムごとに東西間 と南北間に･.琵晩が流

れる仕組みになっているo鮮母 S･cerevislae の染色体 DNA の場合､分放 したい

DNA の大 きさによって/くル スタイムを変える必要があ り､実際には 10数砂か ら L50

秒位 まで変化 させる｡

まず･図 3-H に OFAGE による各種解母の染色体 DN̂ ,くタ-ンを示 し/こ. この′TJL

氏か ら､染色体 DNA の長 さは同一染色体であ っても酵母間によって違いがあること､

う なわち染色体 DN̂ の長 さには一種の polymorphlSm (多様性)があることがわか

る｡ 5日 り この ことを利用すれば､細胞融合体 と両親株の識別が可低になると4-え

られる｡ 55 56'一例 と して､図 3-12 に突玖電解 母どうしの細胞融合休 (那二ITiで

I(lIられ/こ 0708-H-16̂ と C706 の敵合体)の 0FACEによる解析例について′斥し/こO
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図 3-10 0F̂CE を行 う1=d)の電気泳動槽の概略

文献 52'に従 って自作 し/二｡泳動槽内の緩衝液は//-JL-ポンプによって冷却 され (約

131付近に調節)循環 され る｡標準的な泳動条件は､

緩衝液 :TBE(90 mMTris-base.90mMbor.cac･d.2･5mMEDTA,pEI812) をf-/jy

に感付水で希釈 したもの

ゲル=1.5%agarose (BIO-PadCo.)

泳動条件 =370Vハ90m八一300V/240mA(約 40W 一定)

/ミル スタイム:70 sec

時間 :24 hr

である｡ ま/こ､泳動後J7-'ルは 0.5鵬/mlの染色液で LOJ71fi-1悦 巴 し､ ヒ記 TBEにて

半 日間脱色する｡ (輔)ウLtT'Dミ｢)
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図 3-日 OFAGEに よる各種餅 母の染色体 DNAバ ク- ン

泳動条件は図 310に示 し/こ一般的 な条件である｡

レー ン 1,4‥§･CE C_VJiiBBG706
2:下面 ヒール餅 母 (BSRIYBLI-I)

3:描画酵母協会 7号

5:ウイスキー僻 母 (AHU3200)

年+



染色体番号

PI FI P2 Pl r2 P)

図 312 0FACEによる融合体鮮 母の解析例

PlニS･CereVisiaeG706(MATahlSdleu2Lhr4)

p2:§-cerevisiae0708-1L-8人(坦I･adel吐 )
p3:§･cerevislae0708-1H 6A(M̂TaadQl吐 )
Fl=PIxP2(mating)

F2‥PIxP3(cellrus■on)

メ,'ル スタイムは 20秒である｡他の泳動条作は図 3-10と同 じ｡

接合 および細胞融合のいずれの場合で も､LgZ中の矢印の部分は明

らかに両親の染色体 DNAがそのまま交 じりあっ/二ように観察 され
る,,



次に､酢一節で述べた､ キラ-性 ビール酵 母の染色体 DN̂ の隅道について解析 し

た｡図 3)3に両親株､すなわち ビール鮮 母 (写真中の レー ン Pl) と1 ラ-彬lTij(実

験室一倍体酵 母 §-cerevisiaeG706､写正中の レー ン P2) とそれ らの融合仏 2扶

(写兵中の レー ン FLと F2)について OFAGEの結果 を示 し/こ｡融合休 Flと F2 に

存在する Bの位髭の/くン ドは P2の恐 ら く節 目 染色体由来の ものであろ うと川定 さ

れ (Plの仰 当の位置には染色体 DN̂ はない)､ また Flと F2の Aのltl.配のパ ン ド

は Pl由来の染色体 (P2の相当の位鑑には染色体 DNAはない)であろ うと州'jJ;され

る｡ ま/こ､FLと F2 はほ とん ど同 じ染色体 DNA′くター ンを示 しているが､Cの位征

のバ ン ドの有無で両者 を区別 できる｡ これ らの融合体は第一節で述べ/こよ うに､その

生理的 な性質 (増殖性､発酵性､形態)は両親株の中間的 な性lfjiを示 し､ ヒール併 任

に実験室鮮 位の鮒胸質 (キラー因子 と ミ トコン ドリア)が導入 され /こl)イ トタ'/タン

トではな く､ ヒール酵 母と実玖室酵 母の核融合体であろ うと推定 してい/二が､JJJ-_の

oFACE解析の結果か ら Flと F2 は ビー)L,併 母 と実験室併母の染色体 Ⅰ)M が氾合 した

核融合体であることが明 らかにされた｡今後数多 くの融合体 を取得 して 0ド八CEによる

解析 を していけは､同 じ融合体で も両親株の融合の程度が異 なった株､う/a:わ らど-

ル鮮母によ り近い侠 または実験室僻 母に よ り近 い株等､各種融合休が円 られ､OF∧CE

解析 と生理的性G{Iとの関係がわかれば､ どの染色体上に と-ル畔 111としての性竹かあ

るのか想像がつ く/iろ う｡

さて､次に節二節で述べた細胞融合で造成 LI=抗汚染歯性 ヒIJL,併 付について､

その OFACE解析 を融合の親株 と共に調べた｡図 3-L4に結果の写謀 を示 した｡ この

結果か ら､上記の キラ-性 ビール酵 母の場合 と同様 に､抗汚染歯性 ヒール僻付 NAK

株は ど-JL'解 母 M2 と ACK27 (抗バ クテ リア性 とキラ-性 を示す酵 母)の故紙合体

であることがわか った｡

以上､/ミル スフイ-ル ド電気泳動法が開発 され るまで､細胞融合休であるとい う判

断は､得 られ/こ融合体候補珠の遺伝的 マーカーや生理的性質 ･形態等 をだ合 して々え

ていたが､今や染色体 DN̂ の椛道 を調 べることに よ りよ り確実にその判断か 亡きるよ

うになった｡今後は､染色体パ ター ンだけでな く､それに DNA 7 インノ1- ノ●リン ′

イン'/的技術 を組み合わせた手法 を開発 していけば､OF̂CE的 に非常に似/こ敗色仏バ

ター ンを示す株 どうLで も正確に識別で きるよ うになるだろ うo

4b



pI FI F2 P2

図 3-13 0FAGEによる細胞融合休併 母 (キラ-性 ビール解 恕)の解析

pL:ヒール酵 母 (呼吸欠配性下面 ビール併 母 BSRIYB4-1)

p2=§.cerevISlaeC706(M̂TahlS4leu2Lhr4 lKIL-k])
Fl&F2:Plと P2の細胞融合体 (独立 な 2 クロー ン)



1 2 3 4 5 6

図 3-14 0FACEに よる細胞融 合体解 任 (抗汚染菌性 ヒ-ル酵 母)の解析

レー ン 1:下面 ビ-JL,辞母 BSRlyB4-1

2:融合体酵 母 MAK

3良4:ACK27(killerandanLibacLerlal)

5:融合体酵母 MAK

6:下面 ビ-ル酵 母 BSRtYB4)

レー ン 1-3はバノレスタイム 20秒､ レ- ン 4-6は/くJL,スタイL 50秒で

泳動を行った｡ACK27 と N̂Kについては図 3-7 を参照のことo
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耶四 Itさ二

酵 母 §･cerevisiaeの蘇生性 を支配する遺伝子 Eと91.EL95 の退伝乍的俳究

仔

微生物の溌袋現象 (cellaggregation)は 100年以上 も前か ら知 られてお り､僻母

においては 1876年バ スツ-ルによって ビール酵 母について最初に報告 されIこ｡ 2日

現在通常の ビー)L,醸造 (下面発酵) プラン トにおいて､発僻槽 での主発僻終 (岬の適

度な酵母の疑LJ!沈降性 は､若 ビー)i,か らの酵母の効率良い分離回収のためにTri安 /JIL性

質であ り､ ビールの品質や工程の合理化に多大の影響 を与 える｡ 57 5" 尚､ ここで

言う酵母の溌雄性 (rLocculaLLOn)とは､個 々の細胞が非性的 (non-sexuaL)に榊Lg_

作用 し溌銀塊 (rlocsまたは cLurnps)を作 り液底に沈降 (SedimenLaL10n)すること

を意味 し (図 LH )､性的 な環躯反応 (sexualaggluLLnation)や分裂 した水神目地が

親細胞か ら分離で きないために観察 され る見かけ上の疑集性 (clumpygrowLh または

chal°former)は除外 するo徽生物の凍塊現象は酵母以外 にもバ クテ リア､yi関､糸

状菌､原生動物等でも知 られてお り､ また併母においても ど-ル併 母の成 する

Saccharomycescerevislae以外に､Ilansenula也 や Schizosaccharomyces

匹旦垣 について も多 く研究 されている｡ しか し､ これ らは性的接合に伴 う溌袋現 役に

関与 した ものが多 く､本論文で扱 う非性的 な細胞の涙集現象 とは本質的にy(･なるもの

である｡

酵母の凝袋性の研究の多 くは､ ビール餅母の群集性の解明や ビール感造 1-符にJ,･け

る擬坐性の制御､ さらに匪良凍集性 ビール酵 母の育種 をめ ざ した実用的 な研究が中心

である｡57 58) また､酵母に よる燃料用 アル コール生産の よ うな大玉生産工Gl:を考え

た場合､佼雄性解 母を用いる発酵法は発酵槽で高濃度に菌体 を維持できる､培養液 と

菌体の分離に遠心分離操作 を必要 とせず コス トが低減で きる､固定化歯休 と同様祉杭

先辞が可能で しかも リアクター等の裟花が不要 である等 な どの理 由か ら､近叶発併 L

X-における溌袋性餅 母の有用性が認識 され ている.5' 60 6' 62'

この ように､鮮 母の凝集性は産業上有用な性質であるに もかかわ らず､BL/Lに乍 る

までその生化学的 メカニ ズム､逝伝的支配､環境要因による宣旨惣等について人/i允/JT

に秤n)1されていない (図 4-2)｡62'実際 の産箕上での頻災性飾 付の利川にあ/こ 'て も

現実的には経奴によるところが大 きい｡ これは､一 口に狭袋性 とは言って L)様 ,(/J.･ク

¢9



QuontitQtlveDhenotypesofflocculqtlongenes

deg｢eeofflocculotlon

O 1 2 5 Ll

nOn一

日occulent
rredlLm Strong

fIqi5 FLO1 FLa呈

fI96 FLQB
flo7

nOn- 三越 _ udj
flocculent

図 4-1 凍集性の強 さの比較

試玖管で菌体 を培養後 VorLex ミキサーで激 しく撹拝 し約 30秒後に観察 し/こ｡

擬集力の範 さの評価 は主観的 な スケーJL,による｡以前は擬装性の載 さは､それ を

支配す る退転子によるものであると考えられてい/二が､現在はそ うでないことか

分か っている｡28'写真の 岨 株は §･cerevLSLaeABXL-)D(N̂TaFLOL)で

姓95 操 は §･cerevisLaeABXR-llB(坦エaEi95)である (いずれ も Cal.ror一一La

大字の auLhenLLCSLraln).



細胞壁-÷ 枚JA性

酵母の迫伝的.生理的要因
(核性および細胞質性の避伝子
発現､細胞の生理的年齢)
/ ＼ "._.代謝

某 ∠/
米穀(帖源､窒素源)

環境要因(培養条件:温度､好気または於気､振とうまたは静臥その他､培鐘液のpH､含まれる金属イオンの種煩と浪皮 ･

ェ タ ノール 渋 皮 ､細胞の密 度､ 発群 容 器 の形 状 )

61)

図 4-2 倍母 S.cerevisiae の溌袋性 に血接的 あるいは間接的 に彩管 を及ぼ-3謂安閑

T/



イブが存在 し､ また凍集現象には多 くの要因が敏雄に関与 していて統一的な解析が岡

津なためである｡例えば､ ビーJL,鮮 母の塀gtt一原因については遡伝的研究､上面併1,LJと

下面酵母の比較対照､培地条件や培地成Jjl等､細胞表面の酵素処理や化学修飾による

彩管の検討､荷電説､ カル シウムイオン説､ゼータ電位説等､種 々の見地か ら研究 さ

れてきたが､いずれの仮説 も決め手 となる実験 を欠 き推測の域に止 まっている｡ …

本章においては､ この ような現状 を踏まえ､産業上最 も重要 な併 母 SIC_CreVisiae

の舜袋性に関する避転学的研究 と､その知見を基に して行 ったhfI胸融合による溌iJ!性

実用酵 母の育種について述べる｡

52.



窮一節

蘇生性 を支配する遺伝子 Eigi と ELgS の研究

現在､酵母 §･cerevISlaeの漠幾性に関与する退伝子 として知 られているものに

ついて表 4-1にまとめた｡ しか し､ これ らの退転子は中間的 な表現型 を示 ㌻場合が

多 く (敬い涙躯性 を示すものから弱い凝雄性を示すものまで表現型がばらつ く)､培

地の組成や菌の成育状暦 によって表現型の変化が しば しば生 じ､正 しい泊伝T型の判

定が困難である｡ これは､採集性に彩管 を与える逝転子には表に挙げ/こ以外にも数多

くの逓伝子が関与 しているためであると推定 される｡従 って､4分子解析による遺伝

解析や退伝子の クロ- ン化による分子迫伝学的研究が進んでいるものはほとん とな

く､また溌躯性についての生化学的データもほとん どないため､ これ らの塀災作に関

与する迫伝子の磯能についても想像の域 を出ない｡ この ような状況の もと､耽 'Jは､

優性の凝塊性退伝子の発現 を利用すれば交配や細胞融合により冊畔に凝ji!作形 相を作

健できるかもしれないと考えて､まず溌雄性迫伝子 ELgl と FLO与 にT7川 してOr-究 を

開始 した｡

結果

優性溌柴性遺伝子 Eigi と E坦量遺伝子の利用にあた り､ カ リフメJL,二ア人 Ǹj:YCSC

(yeastCeneLicSLockCenter) 6日 所有の authenLic な採集性解 母を入手 し､ まず

手もとにあるい くつかの酵母と交雄 を行 った (表 4-2) .65'その結果､Eと9liH伝 7-の

示す旋柴性は 型工a または 担工･一倍体での場合に比べて 坦Ⅰa/NAT･二倍体では大

幅に抑制 された｡Ei91 遺伝子座のある窮 l染色体についてのみ disom.c lJ:臥 (但

し､ Eigi 遇伝子座についてはヘテロサイガス)を造成 したところ敬い疑LR･牡 を示 し

たので､ELgl 遺伝子は優性であるがその発現は接合型退転子に支配 されることを1･

想 し/こ｡尚､ この disomic株は karl株(核融合変災遺伝株)を用いる slnglc

chromosome Lransrer法りを利用 して造成 した (図 4-3､衷 Ll-3)｡細胞融合により

接合型逝伝子がホモサ イガスである 坦工a/姓工a および gAI./N̂T4二倍体をRi成 しIこ

ところ､fLgi 滋伝子がホモサ イガスでもヘテロサイガスで も凝jJi性の発現jq】抑 ま見 ら

れなかった｡ さらに､Eigl 遺伝子 をヘテロザ イガスにもつ maLal/Ml'4--(.LIL休

(M̂Tql退伝千や-(.'jL-休特典的退伝子の発現を抑制する a1-42 レ7'レソ→)-タンパ

∫う



表 4-1 併 付の坂矩性に関与する遺伝子

退 伝子 優 性/ 劣性 存在 位 定､ そ の 他

ELBi (ELgl,里と旦皇)

E上迫墨

旦辺呈

出旦呈

上_主_旦旦

iiBl

£旦旦土

fB旦呈

也 (辿吐,旦ヱ旦旦,旦些工ヱ)

岨 遥 (g旦吐)

旦呈上主

旦吐鎚

mlLochondriaDNA

dominant

dominant

domlnanL

reCeSSIVe

reCeSSIVe

reCeSSIVe

reCeSSIVe

reCeSSIVe

recessive

reCeSSIVe

recessive

(dominant)

第 Ⅰ 染 色休 上 ､ aJid と リ ン ク

?

節 VHI染 色 体 上 ､ aLgA と リ ン ク

?

?

?

里と旦主のサプ レッサ ー

Eigi のサプ レッサー

軒 ⅠⅠⅠ 染 色 体 上 ､pleioLropIC

旦王迎墨,迎 辻 の発現 に必要

採奨性 抑制迫 伝子

第 VII また は XV敗 色体 上 ､

マルチ コピー で疑共生性 を発現

rho~ で疑奨性 に影響 を与える



表 412 接合型遺伝子 の溌tR一性逆伝子 FLOI発現への彩管

Genotype Strain FlocculaLionGrade

ELQi 坦竺a B̂XL~iD

ABXL-1DR[rho~]

YFL2

匹91 と姓王α BX24-2B

BX24-2BR[rho~]

YFL23

YFL43

旦L91/fLgi と迫王a/鎚ユα B̂XL-1DxBX24-2B

ABXL-1DxYFL43

HATa/MATα ABXL-1Dx0708-ll-8̂ELgi/ii90 - -

ABXL-1DxYJW6

BX24-2BxAl122

BX24-2Bx0708-ll-16A

YFL2x0708-ll-8A

YFL23 x0708-ll-16A

fL91/ii90 旦AZ α YJW6 (disom.c Forchr･I)

互もgi/辿 o gAla/坦王a ABXL-1DR[rho~]x0708-1ト16A

YFL2 x0708-ll-16人

里igi/ii9o 坦竺α/坦 α BX24-2BR〔rho-]x0708-1l-8A

YFL23 x0708-1卜8∧

3

3

3

3

3

3

4

.1

2

1

0

0

0

0

0

3

3

3

3

3

FlocculatlOngradewasexpressed by tl-e ratingorJohnsLon cLal･18)

omeans non-fLocculentand 4meansextremely HocculenL



SINGLECHROMOSOMETRANSFER

s.cerevisIC)eYJW6 α｡delflolhisqu｢05cc]nlkorH
X

S.cerevISIOeABXLllD a FLOl

l
Selec亡ionMedium

(門in+Urocll十His【idine+Conovon川 Plq〔e)

l
odelFloI

YJW6F G応汀五 前 hij3BuA c廻 kjar1-I

(disonlicforchromosome i)

図 43 シングル //ロモソーム トランス77-のプJJ法

垣吐-1抹 (核融合変異退伝子) を用いて通常の性的交配 を行 っ/二切fT､両親珠の核
融合が うま くいかず､低額度ではあるが特定の染色体のみか榊 T-一仇に被 される現象が

おこることが知 られてお り､ これ をシングル グロ tソ-ム ト/ンス / ′-と呼ぶ｡り

ここで､適当な選抜系 を用いてある特定の染色体のみが トランスノ7-された株 を選

ぶことができるO

∫占



表 4-3 I/ング)L, //ロモ ソ- ム トラ ンス7 71の結 果

S【｢ol∩ ++ qenOtyPe+ FlocculoLIOnqrOde

ABXL-lD a_Figl
yJM6 cLC]delFlo上hlSLIUrqlcc]nlko｢トl

aADEIFLOIHISqURAICANIKARl-1
ABXL-1DXYJW6

clqdelFlolhlSLIurOIconlkc]rl-1
ADEIFLOI

YJW6F 竺云 寺云 hii39 ulgl cb 虹 ~l

5

0

0-1

5

cF.FlocculcltiongrcldeMosexpressedonosubJeC〔ivescole｢onglng
From0(non-FLocculent)toLl(extremelyFlocculent).



クが作られない)を造成 したところ Eigi 退伝子の発現は抑制 されなかった (データ

未掲載)｡以上のことか ら､Eヒgi 退伝 子の発現は接合型退伝子のf'-'l織､おそらく

al12タン/くクによって抑瀞ほ れる一倍体特典的逓伝子であることが示唆 された0

yamashlLa 吐 aL･川 は採集性遺伝子 Eと98 において同様 な接合型退伝子による発現

抑制を報告 しているが､EigS遺伝子は､旦坦a/坦Ⅰ･二倍体において､ヘテロサ イガス

な場合のみ抑制 され るとい う点で Eigi 遇伝千 とは異 なる｡

次に､ELgB遺伝子について種 々の交配 を行 ったところ､Eigi 逝伝子の場合とは災

なり､Eと95 遺伝子は二倍体細胞においてその接合型にかかわ らず強い穀災性 を示 した

(表 4-4).従 って､一般に高次倍数体である実用酵母において､接合や細胞融合に

よる溌集性彬母の育種では EigS遺伝子 を利用することが有効 と考 えられ る｡



表 4-4 接合型逝伝子の咲父性退伝子 吐gS 発現への彩管

Genotype Strain FlocculaLionGrade

Eも旦巨 些A王a ABXR~11B

ABXR-llBR[rho~]

B2

巳姐巨 些A王α B̂XR~11̂

ABXlト11AR[rho~]

旦姐亘/ELgB nAla/弘‡α B̂XR-llBxABXR~11A

B2xABXR-11人

里と堕/ii98 些A王a/坦王α ABXR-libxO70811ト8A

B2x0708-ll-8A

B2xYJW6

ABXR-llA汰AIl22

ABXR-llAx0708-ll-16A

iEQB/iiB' 坦工a/RAla ABXR-llBR[rho~] x0708-日-16̂

B2xAH22

旦辺亘/iiBo 坦王α/gATα ABXR-1lAR[rho-] xO708~lト8人

4

4

4

<

4

4

4

3

3

3

3

3

3

4

4

書 目 occu lationgradewasexpressed by theraLlng O rJol-nsLon eLal･18)

o meansnon -floccuLenLand 4meansex trem ely floccu lcnL･



新二節

細胞融合による擬災性実用併 母の育種

結果

実験室酵母 を用いて得 られ た結果 を利m して､ ビール酵 母や ワイン酵母等の実用酵

母の溌坐性の改良 を試みた｡ まず､一倍体取得が容易である実用 ワイン餅母協会 1号

(heLerOLhaHlCdiploLd) よ り接合型 を示す一倍体 (非擬尖性珠) を取得 し､実鼓室

一倍体操塊性群母 (EとQi または EL95 退転子 をもつ) と交配 したところ､弘旦き氾伝

子を有する株 との二倍体のみ溌媒性 を示 し､実用 ワイン酵 母の場合でも実験室解 母の

場合 と同様の結果が得 られた (表 4-5) 0 67)次に､代表的 ワイン酵 母 OC-2 ([̂N

4L75.非殻-ik性酵 母) と 吐95 遺伝子 をもつ実験室一倍体解母溌集性酵 母との掛目抱融

合を行 った｡ ワイン酵 母はア クリ7ラ ビン処理 に よって誘導 した細胞質性の呼吸火n

株を､ また凍矩性一倍体酵母 は巣亜要求性 をもつ株 を用い､GungeandNakaLomiの

RD-auxoLroph法 .3) を利用 して融合体 を選抜 し/ニ(選抜原理 は第三章での呼吸欠以

ヒール酵 母とキラー性一倍体酵母の細胞融合体収得の場合 と同 じ)｡牧子).ljした融合休

(呼吸正常 で柴盤要求性 を示 さない株)の うち､猿LJf一性 を示す株 はすべて両親鎌の艶

色体を有 している核融 合体であ り､非を災性株 はサ イ トダクタン ト (ワイン群 野への

ミトコン ドリア導入株) と思 われた (/く)L,ス7 イ-JL,ド電気泳動法によ り確認､ デー

タ末掲載)｡日) また､同様の方法で､当研究所所有の実用下面 ビ-ル鮮 母 (溌災性

は弱い珠) と E越 遺伝子 をもつ一倍体を袋性酵 母 との細胞融合 を試みたところ､上

記ワイン酵 母の場合 と同様 に環集性が向上 した ど-ノレ酵 母 を造成することがで きた｡u )

以上､交配や細胞融合 を利用 した育種において EE95 遺伝子 を利用することによ り､

容易に溌始性酵 母を造成 することがで きることを示 した. しか し､交配や細胞融合の

場合､その原理上､溌集性以外の好 ま しくない性質が持 ち込 まれ ることになる｡リ三際

に細胞融合で百種 した凝集性 ワイン酵 母や ビール解 母を用いて先併託奴 を行 ってみ る

と､いずれ も発酵性やで きた酒質においてもとの ワイン酵母や ビール鮮 母よ り劣る L)の

がほとん どであ っ1こ｡今後､吐堕 泣伝子 をもつ一倍体疑矩性僻母 を適当な横道Jll彬

母とかけあわせて戻 し交配 を操 り返 し､改:[･Yjされ/二 ELgB 株 とワイン併 母や ビーJL,併

Elと付目抱融合 を行 うなどすれば､ もっと良い融合休が得 られ るか も しれ ないo

占0



表 4-5 蘇生性実用酵母の細胞融合による行跡

Kl-39(acell-type･spore x BX24-28(u α ELgB)

segregantorwine

yeastKyokalNo.i)

Kト8 (α cell-type･spore x B2(gAIa姐 吐 EL95)
segregantorwine

yeastKyokalNo_1)

wineyeastOC-2[rho~] x B2(型ユa旦吐出 虻Ai旦以担)

wlneyeastW-3[rho-] x B2(岨王a旦旦由 RLai旦とgB)

BottomFermentingbrewing x BZ(RAla姐 吐出 fLgB)

yeast8SRIYB4-1[rho~]

b/



第五苛:

溌矩性 を支配する遺伝子の //ロ- ン化 と組換え DN̂ 技術 を用いた

実用疑雄性解 母の背種

序

群母 §･cerevISlaeにおいては､前軍の表 4-1に示 したようにい くつかの嬢矩作

に関与する遺伝子の存在が知 られているo しか し､現在 これ らの うち避伝解析がある

程度進んでいてマ ッビン'/されているものは Etgi (窮 [染色体) と 也 (節 目1

染色体)の二つであ り､後の遺伝子については以後の研究がなされずその存在す らう

やむやになっているものも多い (Li93,Li98.ii9Z,Li虹,辿 Z等)｡我 々は､前

章で述へて きたように岸集性辞母の育種において優性の凍集性退伝子 ELgi と FL05

の利用を図 って きたことか ら､当然これ らの追転子の クローン化 を考 えた｡ また､狭

張性の分子 レベルでの理解 を深めるためにも､溌災性に関与する遺伝子のクローン化

は必須である｡

本章においては､疑奨性逝伝千 匹旦)のクローン化の試み と､得 られた FLOl逆主伝 (-

を利用 した実用溌奨性解母の育種について述へる｡



第一節

操集性を支配する退転子 FMC_1のクロ-ン化

結果

まず､我 々は ELgi および FL05のクローン化を行 うに当た り､それぞれの退伝 7-

について確認の意味で若干の遺伝解析を行った (表 5 ))0 FLql一倍体株 と非狭父

性実鼓室一倍体株 との雑種の遺伝解析の結果から､ELqi株の示す擬袋性は 1 退伝

子関与であることがわか り､ しかも figi退伝子は知 られているように解母節 [染

色体上 皇旦吐 と約 38cM リンクしていることが確認できた (& 5-2)｡ところが

Ei95 一倍体株 と非擬集性実牧童一倍体株の雑種の迎伝解析結果からは､FLO5株の示

す塀塊性は 1退伝子関与ではな く､む しろ元の E越 株には瞬袋性を支配する改数

の同義退伝子 (potymericgenes)の存在が示唆された.また､この FL05株の分離

者である JohnsLonからも同様に退伝解析が うまくいかず 1遺伝子 として分離 しな

いという肺報を得た (私信)｡そこで､我 々は避伝学的に多少rHl題のある FLO5退転

子のクローン化をこの時点であきらめ､ELqLのクローン化の -̂にJJi中することに し

た ｡ 6日

図 5-1に FLOl遺伝子のクローン化のス トラテジーを示 した｡酵母

§･cerevISlaeABXL-1D(坦工aEとgi)の YEp13 (2JLoriをもつ マルチコピーベクタ

I)によるジーンライブラリーを用いて非毅典性酵母 §-cerevISiaeA1122(NATa

吐垂 _担旦≧吐 )を形質転換 し､ ロイシン欠失殺少培地で形質転換体をプレー ト上で

選択後､出現 したコロニーを l個づつ マイクロプレー トに植え､3日間培養 した

(ロイシン欠失最少液体培地)｡培養後マイクロプレー トをそのままマイクロプレー

トミキサーで振とうし､疑雄性クローンのスクリーニングを行 った (Lg)52)｡約 1

万個のクローンを調べたところ､ 8個の凝姓性珠が得 られその内 )個が プラスミド

依存性の溌矩性を示 したOこの株 よりプラスミドを単離 しサブクローン化行い､較雄

性の発現に必要な DNA領域は 1･71kbの 辿 JI-giBd= 断片上に存在することがわ

かった (図 5-3)Oこの道転子の物理的マッビン//.を行ったところ酢 vIIあるいは XV

染色体上にマップされ､少な くともELgi遺伝子 (節 Ⅰ染色体上に存在する)とは兇

なるものであることが判明 した(図 5-4)｡但 し､本避伝子 (FMClと名付けた)の示す

溌雄性のタイプは､撰集性の熱処理に対する耐性やプロテアーゼ処理に対する耐作の



表 511 迎 及び 里主匹 の遺伝解析

Straln 4F/Of 3F/lf 2F/2f lF/3f OF/4f

(弘且と/fho)

ABXL-1Dx0708-ll-8A O 3 40 4 1

YFL43xAH22 0 1 44 2 0

(旦王迫巨/呈上占)

ABXR-llAxN349-38 6 15 8 1 0

B2xYNN27 0 17 32 0 0

1)各菌株 の遺伝子型 は次の とお り :

ABXL-1D(姓坦aELgi);0708-ll-8A(些坦α辿旦主旦三並 iia);

YFL43(gAlαaiBi旦王出 互と吐);AH22(些坦ahiBi上旦盛 fjB);

ABXR-1lA(些坦αELg5);N43913B(些坦a辿 述 hi31 吐 些旦辺 g旦ii

旦班 fia).flooは非凝集性 の形質 を示す｡

2)各菌株 を胞子形成後 ミクロマニ ピュ レー ターで分割 しテ トラ ッ ドアナ リ

シス を行 った｡ Fは擬集性 を､fは非凝集性 を示 す｡



表 512 旦辺土遺伝子 のマ ッピング

Interval parental Nonparental Tetratype

dltype (PD) dltype (NPD) (T)

FLOl-ADEl 1 4 1 25

FLO1 - URAl lO 3 26

ADEl - URA1 8 6 27

1)ABXL-1D(BAIaELQi)x0708-ll-8A (RAZαadBi 吐 fia)株 を胞子

形成後テ トラ ッ ドアナ リシス を行 った｡

2)FLOl と ADEl に リンケー ジが見 られ､ その匝雛 は

100x (T'6xNPD)/2x (PD.NPD.T)-38.8cm と計算 され､

Stewart旦主旦呈.27'のデ ータと一致す る｡



ccnornlc DNA olS cぐr(･ULSInぐ

ABXL111) arLO1

1
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二
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tragnlentS

L璽
Llgat10n

Yにf113

(2Jj-or唱 tnI,[ごU2)

Baml= d-gcstion

｣
TranslormatLOnOfEco/IMC1061

]
IsolaLionolplasnlldDN∧

(ccncIJbrary)

二
TransrormaL10nOrnOn一日occulcllt

S_cereL'LSLaeAH22ahl-S4lcu2

J
SelecLionofLEUナlransfornlanLs

-

Scrccn川gOH loccuEentcLoncs

b､MECr･OPlatcassa)

l

C】O｡川g

図 5-L 畷張性遺伝+ クロー ン化の ス トラテジー



図 5-2 マイクロプレ- 卜による溌袋性株の スク リーニ ング (モデル実較)

矢印の列には溌集性酵母 を､他の列には非疑iE一性餅 母を予め植菌 しておき､培養後

マイ//ロブレー トミキサー (タイテッ//製)を用いて nax で約 30秒 しんとう後

観祭 し/こ.
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図 5-4 クロー ン化 し/こ頻5展性退伝子の物理的 マ ッビン,/

OFAGEによる染色体 DNAの分館 (左側) とその DN̂-bloL を用 い /こサザ ン

ハ イ7-リダイゼー シ ョン (右側)o ブロー7■は図 513の 2-7kbの iuPd=

断片 (616-kbの 処 Il顎域中の正中の ui旦dlT断片)を NickLransLaLion

Kit(NIPPOnGene,Toyama.Japan) を用 い て ['-32p]dATPで ラベル した｡

レー ン 1,4=下面 ビIJL,鮮 母 BS剛 Yt14-I

2,5=§･99rByISla里ABXL-1D(型江aELgi)

3,6=§･cercvIS.aeAH22(N̂TahLS4 1eu2can),I/I,- : /グrE.･F_株)



′(ダ: / 70'か ら Eigi 遺伝子の示す凝集性 と同 じタイプであ っ1二が (滋 53)､A-yl-

･y培地中でのみ擬躯性 を示 し YEPD中では旋柴性 を示 さない点が 臼些1による疑躯性

と異なった｡ さらに､本逝転子は一倍体の宿主株に YEpや YRp(データ末掲載)等の

多コピー数のべ//クーで導入 した時のみ宿主を萩生性にすることがわか り (図 5-5､

回5-6)､何 らかの遺伝子産物の過剰生産が細胞表層の構造変化 をもたらしI=もの と

尉ま､ベクターが導入 され1こ対照株に比べて､8-mercapLoeLhanol処理により柚化 さ

れる細胞表層のポ リペ プチ ドの中で､分子丑が約 L3kDa のものの立が数倍JYtZlTTしてい

ることを SDS-PAGEの結果か ら示唆 した (図 5-7)｡希アルカ リによって同様に抽化

される分子孟約 13kDa のポ リペ プチ ドが ELgi の漠央性に関与 しているとい う報告

があり川 ､我 'tが指摘 しているものと同一 タン/くクなのか とうか興味が も/これる｡今

険､E型 と本ポ リペ プチ ドの関係についての究明が必要である｡
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衣 53 環-u!性の熱処理耐性および プロテアーゼ耐性/てタ-ンによるR現型の
タイピング

EFFECTOFHEATTREATMENTANDPROTEASETREATMENTONFLOCCULATION

川1T川L FLOCC〕LAT[ONGRADEAFTERTRE〈TMENT

(ssTcR2JSvIS1.｡' F25gcRuEEENOcFE｢ 煎 ｢ O-cH72ohTPYps川 PROT2EtEPラEK

ABXL-1D(FLOl) 3 5 0 0

ABXR-1lB(Ei95.) LI 0 LI

AH22/YED(FLO)15-1 2 2 0

YAHgB/YED(FLO)15-1 5 5 0

0

nU

0

cf.Fl∝CulotlOngr∝k w]sexp｢essedonosubjectivesc(〕lerorqlngfrcm

O(ryjn-flocculent)toLI(extrerTelyflocculent).

HeaLand proLeaSe LreaLmenLswere performedaccording Lo llodgsoneial.70)

ForheatLreaLmenL.ceHsWeresuspended ln50mMsodiumaceLaLe.3mNCas°..
pH4.5.and then immersed lna70℃vaLer-bath Tor2hr. ProLease LreaLmenL

Wasperformed ln50 mNsodlurnPhosphaLc.50mMEDTA,pH7_5,viい1100鵬/mlor

･chymoLrypsin(Sigma,Lype 卜S)or200vg/mlorproLetnaSC K(Boerlnger) for

2hr_ r̂tereach LreaLmenL.cells9ereCOllecLcdand re-suspended in Lhc

HocculaLion LesLbuffer(50mMsodlumaCeLaLe.3mMCas°..pH4.5)and the

HocculaいongradewasassessedvlLh Lhc nakedeye.



PvIId19eSヒ⊥onpvsel一Iigaヒ1011

71'm Dyr ･-い･T∵:-:.:工.:::I.'.".:∴:./

･6･Gkb,/vligaヒ10nOfBan-Sat
716kbfragl1tenヒULヒh ⊥i9aヒ10nOrB in:SQ1

7-6kbErdg'T.enLuHh
1 111㌦ニー∴∴::

dj
YCp19-LCU2

図 5-5 シン'/ル コピープラスミド ycp(FLO)C11の誘車

YEl)(FLO)1511は元 ブラスミドO殻袋性 を支配うる t)NA噺片は別中一●｣一節 域 の

Pvul卜HJndlH の 1.7-kb内にある.
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図 516 プラス ミドの コピー数の崇集性への影響

(写真)l=S_･cerevLSlaeAH22(cloninghosLsLrain)

2=§-cerevislae仙22LransrormedwiulYCp(FLO)Cl1

3二 萱 .ceervISLaeAL122LransrormedvILhYEp(ドLO)EIJI

4:萱 .cj reVislaeABXL LD(auLhenLicFLOLsLraJn)

5:§-cercvlji33 B̂XR-1lB(auLhenいCFI.05sLraln)



D E ド

-ーIdt

■■=~ :二==三一 :- →■-

図 5-7SDS-polyacry lamldegeleiecLrophores LS OrCel一 surface proLe 川 S

exLracLed viLhp-mercapLo e Lhano l.

ExLracLionolcellsurface proLe･LnOlyeasLsby8-mercapLoeLhanolWas

according LoNiki鎚 ai･(B･L･A･Nlki･N･(1-Poon.andV.L.Seli馴㌦
J･BacLerlOl･.150,890,1982)_

M:molecularvelghLmarkers･A:S-cercvlSlae YAlt9B Lransrormed vlu1YEpJ3

(non-flocculenL)IB二§-CCreVLSiae ŶligB Lransro,nedm LhYEp(FLO)p42

(rLocculenL)IC:three-loldconcentraL10nOrA.D:three-FoldconcenLraLion

oru.E=S･cerevISLae ABXL-1D(authenLLCELgi sLraLn.rlocculenL).ド:

萱-cerevISiae B̂XR-lib(auLhenLIC F坦 5sLraln.rlocculenL).
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第二節

旋染性 を支配する遺伝子 Eigi の クローン化

昼果

我 々は､当初 E竣上道伝子のクロー ン化 をめざ したが､前節で述べたように､たま

たま EL91 とは輿なる E些上 をクロー ン化 したO再度 ELgi のクロ-ン化を行 うべ く

若干の ス トラテジーの変更を行 った.72)今回は､ ジ- ンライブラリ-としてシング

ルコピーのベクター YCp 系 (YCpH4) を用いた｡これは､genedose の影響で絞染性

を示す E型 のような迫転子のクロー ン化を防 ぐためであるo また､ クローン化のた

めの宿主には先の §･cerevESLae AH22 ではな く､萱-cerevLSiae YJW6(担ユーaJi91

頭 虹建 生型止 垣d) を用いた｡ これは､slngle chromosome Lransler法.'を用い

て YJW6に §-cerevLSiae ABXL ID(gAIa Eと91)の第 Ⅰ染色体のみを移 した珠が敬

い疑集性 を示 した (第四菜 園 4-3､表 4-3) ことか ら､YJW6 に YCp タイプの

ベクタ-で Eigi 避転子が導入 されれば確実に採集性 を示すと予想できるか らであ

る｡この系で､前節 と同様 なスク リーニングを行い､約 6.000 個の形質転換体か ら

疑集性 を示す クロ-ン l個を得た｡解析の結果､ この株の示す旋_ik性はプラスミド

由来の ものであ り (図5-8) ､ またサブクローニ ング実験か ら溌塊性に必要な DN̂ 断

片は国中の矢印内 4･1-kb 中に存在することがわかったo また､物理的 マ ッピングお

よび .nLegraL10nmaPPlng の結果か ら､本 DNA 断片は第 Ⅰ染色体上に存在するこ

とがわか ったC図 5-9に物理的マ ッピングの結果 を示 しIこ (プローブとしては

2･6-kb の 巨望 RV 断片 を用いた)｡第 I染色体上だけでな く窮 vand/orVH 染色

休上へ も弱い-イブリダイゼーションシグナルが得 られ､ これ らの染色体上にクロー

ン化 した本 DN̂ 断片のホモロッ'/ (析似配列)が存在することを示唆 している｡ま

/こ､ inLegraL10nmaPPLng の結果を表 514 に示 した｡ クロ- /化 した DN̂ 断片を有

する yEp系の組み込み型 ブラスミ ド (YrpHF26､第三節の図 5-10 を参照)を作成 し､

形質転換後得 られ1こクロ-ン (inLegranL) を適当な株 と交配 し遺伝解析を行 ったとこ

ろ､ この ylp系の プラスミドは窮 l染色体上に LnLegrat.e していることがわか っ

た0第 l染色体上には今のJlrELgi 以外の疑奨性遺伝子の存在は知 られていないこと

から､得 られ/二頂災性を支配する DN̂ 断片は ELgi泊伝 7-であることが確実である｡
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図 5-8 ycp-Lypeの ブラス ミ ドで疑雄性 を示 す遺伝 7-の ,/ロ- ン化

SLruCLurcorPlasm.dYCpHFJ9.

DcLaltSOh hcconsLrucLiono｢vccoLrplasmld YCpl→4

(122kbい V.‖bcglVCnCJse､vhere TheclosedcけCIc"._

dlCaLCSthebacLerlatrCPllCat.OnOngm-RcsLrlCL'OnSLLCS

Ln 78kb lnserLarc dcnotcd as roLlo､vs /ね′‖川 (u),

S{'I,3̂ [(S辻U).〝g/ⅠⅠ(ugl). E'oRV(RV), LIc''RJ(L)and

/'L■〟=(Pv) B/Sau‖1dlCalestheJOLnLbchvec日 日.cvccLOr

DN∧andycasLDNAlnSerLTheHvcrLedarrows.ndtcaLC

lhe[)N∧ Sequcncco｢lhcFlo◆dcICrm‖1anL
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図 5-9 新 たに クロー ン化 し/二枚娘性逝伝子の物理的マ ッピング

方法 は図 5-4の場合 と同様｡ ブロー 7'は図 518中の佼災性を示す宵i域

(回申の矢印内)の EcoRV2.6-kb斬JlL｡

§-cerevISlaeYJW6(LaboratoryhapLoidstrain,cLonJInghost)

§･cerevISJlaeABXL-1D(auLhenLicEtgi sLrain)
下面 ビ-ル酵母 BSRIYu4-1

下面 ビ-ル併母 BSRIYB3-8

下面 ビール酵母 BSRIYB26

下面 ビ-ル僻 丹 BSRIYB109



表 514 日applngDataon )nLegraLedPlasmld

Parental Nonparental
dltyPe dltYPe

YlpHF26-1NTa ADE1 22

YlpHF26-lNTa URA- 3

ADEI URA1 6

a.YIpHF26plaSmid wasintegrated into thegenomeofYJW2A(aFLOlhiS叫)
ThelntegrantWasCrossed toYJW6(cLadelhisqural)and the hybrld
wasdlSSeCted.



第四章において､擬躯佐治転子 ELgi の発現は接合型避伝子の支配 を受けることを

接合型の輿なる各種一倍体および二倍体細胞を造成 し示 した｡表 5-5に,/ロー ン化 し

た Eigl iR伝子 と考えられる DNA断片 を接合型の異なる各稚二倍一体に導入 してその発

現を調べたところ･本逝伝子発現は接合型退伝子の支配 を受け一倍体特異的退伝子の

ように制御 されることが示 された073'今後､接合型逝伝子による発現抑制､すなわち

ah2リブレッサ-タンパ クの作用部位 (オペ レータ一休位)が この 世吐 遺伝子の

7'ロモーター領域に存在するかとうか姉妹が もたれる｡



衷 515 接合型遺伝子の//ローン化 し/こEigi遺伝子発現への影野

strains tr･ansformeda Matlng-type F-occulat-on gradeb

YJW6

AH22

YJW6 X AH22

23820X YJW6

2055-19C

M1-7C

MATcL

R Ta

MATa/MAT仕

mataHMATα

MATa/…ATα

MATq/MAToL

3

3

-

3

0

3

a･Each straln Wastransformed wlth YCpHF26contalning FLO-.b･FfoccuJation grade wasexpressed on a subJeCtive scaJe rang(ng
from o toq′0meansnon-fJoccu-entand qmeansextreme一yrlocc山ent.



第三節

Eigi氾伝子の各種産業用実用餅 母への導入による疑雄性実用酵母の再検

結架

//ロー ン化 した額袋性迫伝子が実用僻母中で発現するか どうか､凝染性解母の百楼

上最も興味あるところである｡先に//ロ: /化 した嬢架性冶伝子の うち fLgi を各種

実用酵母に導入 しその発現 を調へた (E型 は最少培地でのみ しか凍集性 を示 さない

ので実用上の意味がない)0 73'ELgi 避伝子 を野生型の実用鮮母に導入するた小 二

直接選抜可能なベ クタI YRpCLF14 (図 5110)および yEpCF27 (図 5-ll) m 成

したo これ らの プラス ミ ドは Eigi退伝千と Tn993 由来の C418耐性遺伝子 をもつ

YRpタイプまたは YEp タイプの プラスミドである｡表 5-6 に各種実用酵母への

YRpCLF14の導入結果 を示 したO先に､Eigi 遺伝子 は実験室酵母において接合型避伝

子些工a/型ユqEこよる発現抑制を受けることを示 しI=｡実用酵母は一般に高次倍数体

であ り接合能 を示 さないことか ら､ これ らの実用怖母においては実験室酵母 と同様に

Eigl遺伝子の発現は接合型遺伝子によ り抑御Jを受けると予想 されたC しか し､驚 く

べきことに､本 プラス ミ ドの導入によ り､擬袋性の程度に差 はあるが､非溌塊性の下

面ヒール酵母 ･上面 ビール酵母 ･ウイスキー酵母 ･ワイン酵母 ･日本酒酵母 ･焼酎解

母のすべてを凝袋性に した (図 5→L2)Q これ ら実用酵母の形質転換体においては

ELgi 逝伝子の コビ-数でこの抑制を乗 り越えたのかもしれない｡あるいは､これ ら

の実用酵 母においては実験室酵母に比べて､接合型遺伝子による発現抑制が厳密では

ないのか もしれないo例 えは､酵母 §･cerevISiaeの菌体外分泌性 グルコア ミラー

ゼ滋伝千 里Aiは実験室酵 母において､一倍体細胞での場合に比べて gAIa/gA工･二倍

体細胞においてはその発現が大幅に抑制 を受けることが知 られているが 66)､ ビ-ル

解母に YCp タイプの シングル コピーのぺ//タ-で導入 した場合でも発現がみ られる

とい う例 も知 られている｡7日

また､塀集性 をその熱処理や 7.ロテア-ゼ処掛 こ対する耐性バ ターンによ り ELgi

タイプと Eと堕 タイプに分けられていることを本章窮一節で述べた｡ この ことを､

Eigl 迎転子 を導入 した実用解 母について調べてみたところ (表 5-7)､ELgi タイプの

頃災性 (熱処理に対 して安定であるが､ キモ トリプシン処理で溌#一性を失 う)杏,T<さ

T'､また ELgi 迫転子 を導入 した実験室解 母の中でも FLO5 タイ7･の牧塊性 を示 すも

q)もあ り (YNN27の形質転換体の場合)､塀雄性の Phenotypeによって LLO】と





cLl18r

(ADH-promotor,Tn903′
trpトterminator)

図 5～ll 実用惜母の直接選抜可能な ELgi 7｡ラスミ卜の作成 (YEpCI:27)

The prasmid contains thebacteria-orlgJn OfreplICatrOn (ori)

and amplC川 ln res-stancegene rampr)From pBR322,partofthe

yeast2叩 DNA (2pm orり･theCqT8 resIStanCe gene Tn903 〔Cq18r)

sandwiched in between the yeast- promotorand the土工吐

termJnatOr forsefecU on oFtransFormants′and the frocculation

gene FLOl. FLOIcontalnS theputatfVe 21586-bp open readJng

frame･ Restrrction slteSaredenoted as Fo=ows:地 目 (Bg日,

BamHJ(Bm)∫EcoRH RI),ELORV (RV)′Sau3Al(Sau) Bm/Sou

lndlCates the lOJntbetween BamHland Sau3AE_



& 516 F一〇cculenceof(ndustna-YeaststrainstransForrned
withYRpCLF川

Stra】nstransformed

Bottom Fermentingyeast

Top Fermentingyeast

WhlSkyyeast

Wlneyeast

Sakeyeast

SllOChuyeast

W20q
W16上I
BSR】YB上卜1

obg.160

AHU3200

JAMq175

KyokaiNo.6

lFO 0282

FLoccuTationgradea

∫
q
3

2

叫
-
叫
2

FlocculationgradewasexpressedonasubiechveSCaJeranglng
From 0toq･0meansnon-flocculentandqmeansextremely f一〇ccufent





表 5-7 YRpCLF14 で形質転換後の疑袋性菌株の溌災性の熱処理耐性および 7-ロテア

ーゼ処理耐性

strains Froccufation heatb chymotrypsinC
gradea t一･eatment treatment

ABXL-1D(a FL01)

ABXR-1lA(a FLO5)

YJW6/YCpHF26

YNN27/YCpHF26

W20叫/YRpCLFILl

(bottom yeast)
W16Ll/YRpCLF川

(bottom yeast)

AHU3200/YRpCLFILL

(whisky yeast)
KyokaiNo･6/YRpCLFl
(sake yeast)

て｣

･叫

山
.

てJ

u
･

山
･

.q

u
･

山
｢.

ド

ち

ド

s

ド

ド

ド

ド

a･FlocculatlOn grade wasexpressed ln a subJeCtlVe Scale rangmg
from 0 to q′0 means non-flocculentand q meansextremely
flocculent.

b.in 50mM sodlum acetate,3mM CaSOq･PH q･Sat70oC for2hr･

C･ln 50mM sodium phosphate′50mM EDTA′pH 7･5 wlth -00ug
/mloFcr Chymotrypsin for2 hr.

gi



Ei95 の退伝子発現 を区別す ることは必 ず しもあてはまらない と思われ る｡

いずれに しても､退転的 に近縁関係にない と思われ るこれ らの実用酵母のすへて を

EiQi 遺伝子 を用いて凍袋性酵母 にす ることがで き､実用塀雄性酵母の育種における

FLOl迫伝子の有用性が示 され た｡



窮凹 節

実用溌集性下面酵 母の溌Rt性 と ELgi 退伝子発現の隣保

結果

現在､ 日本において ど-ル醸造に用いられている酵母のほとん とは下面 ヒ-ル解 母

であり､前発酵中後期か ら終了時にかけて酵 母が溌集性 を示 し､液層 (若 ヒール)か

ら沈降分離することで特徴ずけちれる性質 をもつo この疑集性 と EEgi遺伝子発現に

関係があるか どうか ノーザ ン解析によ り調べた (図 5-13)｡ 7日 FLOl逓伝子の プロー

ブとしては 2･61kb吐9RVDN̂ 断片を用いた｡非溌集性実験室酵母 YJW6および非疑

柴性下面酵母 W164 と W204か らはこの 71ロ-7･に対応するメッセンジャーは検出 さ

れなか ったが､ これ らの EiQi プラスミドによる形質転換休 (いずれ も凝集性 を示

す)には約 3-5-kbに相当するメ yセン･ノヤ-が検出された (図 5-L3 )̂｡次に､実

用溌巣性下面酵母の 2珠について ノーザ ン解析 を行 っf=ところ､いずれも 2本ずつ

でしかも EL91 プラスミ ドの示す メ y センソャーより大 きい メッセンジャーが検出さ

れた (図 5-138)o今の ところ､この ことが何 を意味 しているのか不明であるが､少

なくとも非凝集性辞母か らは E坦1遺伝子に対応するメッセ ンジャーが検出されず､

疑集性辞母のみか らメッセンジャーが検出されたことか ら､実用凝集性下面酵 母の疑

架性には Eigi遺伝子あるいは EL91 類似逝伝子の発現が関係 していると考えられ

るo メ y センジャ-の大 きさが EL91 プラスミドのそれ と異なるのは､-種の塩拡配

列の多様性 (RFLP･RISLrlCL10nFragmenLLengthPolymorphism)によるのかも しれ

ないO また､ メッセンジャ-が 2本出現するのは､実用酵母の倍数性のためかも し

れない し (FLOl道転子について RFLP を示す第 1染色体が校数存在する可能性があ

ら)､あるいは小 さい方の メ ソセンジャーは大 きい方の メ /セ ンソャ-が スプライ./

ン'/された結果かも しれないo今後･ これ らの実用株の第 1染色体の ELgi座の塩

基配列が決定 されれは､以上の疑臥 烏は解明 されるだろうと考え られる｡

9g



A 1 23456 8 123

｣∵ 二二二 L

図 5113
Northern Hybndtzation AnalysJS･

poly(A)+RNA (1ug)prepared From yeastCe=s was separated by elcctrophoresis

'n agarOSe gel(1%)containing formamide.transferred to nylon nlembrane

(Hybond-N10btaJned fronlAmersham),and probed with the (0-32p)dCTP-

1abeHed 2･6-kb EcoRV FragmentofFLOl･ The m.gration posJLIOn50rr.bosoma(

25S and 18S RNA markers (315-kb and l･8-kb, respective一y)are indicated in

the margln-

(A) Lane 1:S･cerevisiaeYJW6 (laboratory hapLo'd strain,non-(loccuJent),

lane Z‥YJW6 transformed with the FLOI plasmid YCpHF19 (fLocculent).lane 3.･

W16Ll(bottom strain, nonイlocculent), lane LI:W16Lltransformed with the FLOI

plasmid YEpCF27 【noccurent),(ane S二W20｡ (bottom straJn,nOn Flocculent).

and lane 6･W20q transformed with YEpCF27 (FloccuJent).

(B) Lane 1-W20q transformed with YEpCF27 (FloccuEent),lane 2:BSRJYB 3-8

(bottom strain, rlocculent)′and lane 3:BSRIYB q一一 (bottom strain, rlocculent)_

(A)A 3･5-kb transcrlPtWasObserved in the genetically-engtneered noccutents上ra-ns,

whlTe no hybrldizatl0n Slgnalwasobserved in the parentnon-TlocculentstralnS･

【B日 n the case orthe rlocculentbottom strains in pr∂CいcalL)rewcry use,two

hybr･dlzation slqnals wereobSerVed (centerand right).･they va一･lCd 'n sIZe between

stralns,and allwel-e Targer than the FLOl transcrFPt.
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第五節

EL91 退伝子の導入により育種 した溌架性酵母を用いた発酵試験

結果

Eとgi遺伝子を導入 して育種 した疑幾性酵母を用いて発酵試験 を行 った｡ まず､廃糖

密か らのエタノール生産の発辞試験 を試みたD73)酵母は非擬集性 ウイスト 郎母

萱･cerevISlaeVar.elllPSOldeus t̂tU3200を YRpCLF14(図 5-10)で形質転換 した

株を用い､培地は 24%(W/W)の廃糖密液 を使用 したo発酵 24時間後のエタノール生

成速度 も､最終エタノール濃度 も対照の元株 と差はなかった (表 5-8). また､発酵

終了後発酵液の振 とうを止めると形質転換 ウイスキー軒母は速やかに液庇に疑集沈降

し (本辞母は廃糖密培地でも凝雄性 を示 した)､液層 と菌体の分離が効率良 く行われ

た (図 5-14)o次に､麦汁 を用いた ト ル醸造試験 を行 った075)酵 母は非溌集性 ヒ

ール酵母 W204を YEpCF27(図 5-ll)で形質転換 した珠 を用いた｡発酵試験は､繰

り返 し二度行 った (一度めの発酵終了後回収 した辞母を用いて二度めを行 った)｡ 発

酵速度は､一度めも二度 目も対照の元株 (非溌集性株)の方が形質転換株 (溌集性株)

より速やかであった (図 5115)o これは､元株の方が形質転換株 よ り､発酵中におけ

る液中での浮遊酵母数が多いことに起因すると考えられるo しか し､若 ト ルの分析

値は対照株 と形質転換株の間で差はな く､元珠 を溌集性株にすることによると-ルの

一般分析値 (原麦汁濃度､生成アル コ-ル濃度､エキス､発酵度､pl1)や香気成分 (育

級アル コール､エステル)への影響は見 られなかった (表 5-9)｡ また､酵母の回収

率は擬集性になることによって上昇 し､回収率が悪いために現場での使用が不可であ

った本酵 母は､その頻集性が改善 されることにより実用化が可掛 こなったと考えられ
る｡

従 って､今後､上記の方法により､香味については良い ヒ-ル を造 るが凝集性が弱

いため回収率が悪 く実用性に欠けていた酵母の溌集性の向上を図 り､実用株に改良 し

てい くことが可能になったo実際に ヒール会社の酵母/ミン//には､そのような欠点 を

もった株は多数存在 しているので､Eigi遺伝子 を用いてこのような ヒ-ル酵母 を救

済 していけば､ますます工場での使用辞母の枠は広が ってい くと思われる｡
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表 5-8 形質転換体蘇生性ウイスキ-餅母を用いた廃糖蜜からのアルコーJL,/土産

エ タ ノール渡波 (g/I) 発酵速度 2'

24時 間後 48時間後 (g/Ill)

菌株 発酵終 7後 の碇染性 日

ウイスキー酵 母 0

(元珠 AHU3200)

形 質転換休 ウイスキー 4

酵 母 (AH3200/YRpGLF14)

65.9 67.4 2.75

64_9 67.2 2.70

エ タノール生産 は 24W/W3;の廃飴密培地 を用 い､30oC で振 とう培菜 した｡

1)輯央性 の評価方法は衷 2と同 じ

2)発酵速度 は最初の 24時間 におけるエ タ ノールの生成速度 で示 した



図 5-L4 廃糖蜜での発鮮終了後の凝集性

廃糖蜜での発酵終了後全液をメスンリンダーに投入 し､3分後に写江撮影 した｡

(左)ウイスキー畔母 (AHU3200)

(右)形質転換体溌雄性 ウイスキ-酵母 (̂HU3200LranSformedwlい-YRpCLF14)



Fermenl∂llOntlrne.days
FermentatlOntIJTle,days

図 5-15 YEpCF27 で形質転換 した ヒ-JL,酵 母を用い/こヒール発解試験

Fe｢menlation Curvesorthe Cen帥 caⅠ】y-Englneered FlocculentYeastStrain

(wzo叫 Transformed with YEpCF27,-and 一一 )and Its ParentNon-FlocculentStraln

(W20q′-- and-- ) ln ZlL scale EBC-tube.

Fermentahon cond-tl0nS･PltChlng, 10 g centrtFuged yeast/2-L EBC-tube, temperature′

ニeoro.:J aet三二｢･brewery wort･ (LeFt' 1stcyc一e ferrncnLation. (叫 1t, 2nd Cyc.e

FermentatIOn was sllghtly sJowe- n the genetiCaHy-cnglneered rEocculentstraEn than

Jnthe parentnonイーocculentstr∂ln durlng the prlmary rermentat10n ,
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表 5-9 若 ビールの一般分析値

W20Ll/YEpCF27 wZ0LJ

(1stcycle/2nd cycle) (1stcycle/2nd cycle)

OriglnaJextract

Alcoholcontent

Apparentexlrac【

Apparent∂【tenuation

pH

FJavorconlPOunds=

Ethylacetate

lsoamyJacetate

n-Propanol

i-ButahoE

Amylalcohols

Yeast:

Cropplng rate

Plasrnid stabilltY

%(W/W) 1115 /日 ･q ll.～ /ll.Ll

a (W/W) 5･07/q-99 5.10/5.08

a (W/W) 1.93/2.00 1.77/ 1.87

a (W/W) 83.2 /82.5 8叫.5/8q_1

Lll1 / L4.3 Ll.0 / Zl.2

mg/m1 16･9 日Slq 15.1日5.0

mg/mt l･3 / 一･1 1.1 /0.9q

mg/ml 川 13 /13･8 13.q /74.I

mg/ml 719 /7･叫 10.6 /10.2

mg/n11 56･0 /56･0 58.0 /56.0

230 /210 130 /flo

50 /37 -/-

4チ



さて､撮後に Eと91 および E些1退転子産物の故能について考えるQいずれの退伝

子についても､現在ほぼ DNAの シークエンシンダは完了 しつつあ り､ この結A-か らこ

れらの退伝子の歳能について､タンパ クレベルでのホモロジー リサーチ等によ りある

歴度明 らかになるもの と思われ る｡現在､溌袋性に関与する遺伝子の中でクロー ン化

されてソークエンシングが完了 しているものとして FujiLa eLal.の SFL1日) と

SFL280)逝伝子がある｡ これ らはいずれ も旋光性の抑LhJ退伝子 として分離 されたもの

である｡ I/-クエ ンスのホモロジー リサーチの結果､堅吐 遺伝子産物は餅母の細胞

表層のアッセン7'リーに関与する逝伝子の転写因子であると予想 されている｡ また､

墜廷 退伝Tは辞母第 日 染色体上の 工吐巴 退転子 (FLKl,CYCg.UNR7とも呼ばれ る

pJelOLropIC な退伝子) と同一であ り､転写調節因子 (転写因子ではない)であると

予想 されている｡いずれ も細胞表層の溌災性に直接関与する逓伝子ではな く､その避

伝子の発現の転写 レベルでの制御に関係 しているタン/くクと考えられている｡現在､

疑塊性彬母に特有な細胞表層の構造についての有益な知見はあまりないが､今の とこ

ろ MLk.9i aJ ･81'が提唱 した Etgi 退伝子の関与する頻集性のモデル (図 5-16)が

有名である｡それは､Eigi遺伝子は奨袋性櫛母において細胞表層の レ,/テン様の タン

′くクfiの生産を支配 し､その タンパ ク質が溌塊性酵母にも非瞬媒性酵母にも存在する

細胞表屑の 4-マンナ ン鋲 を認識 し (これはコンカナ- リン Aによっても認識 され

ら)､培地中の力'L,シウムイオンを介在 して隣接 し/こ細胞 どうLが接着 L殻-9!一塊 を形

成するとい うモデルである｡残念なが ら､NikL亘と91-は実際に旋災性酵母の細胞表

層の レクチン様のタンパ ク質の存在を証明 した訳ではな く､彼らのモデルは実体 を欠

い/こ)iiなる仮説に止まっている｡孜 々が クローン化 した ELgi遺伝子の シークエ ンス

の予備的な検討では､Ei91 遺伝子産物 は､上述の 堅吐 や 萱型 2 遺伝子 と失な り転

写関係に関与するものではな く､Niki生 む ･の主張する細胞表層に存在する撮幾性

に直接関与するタン/くク質である可能性が示酸 されている (データ未発表)oFNC_L遺

伝子についてはま/ご不明である｡今後､ELgi や 担弘 道転子産物の抗体 を何 らかの

方法で作成 し､それ らの産物の泉u胸での局在性について調べることができれば､ これ

らの奨JJ!性に関与する遺伝子の機能について明 らかに/A:ることと考えられ る｡





第六葺

ビ-ル併母の育種の今後の展望

我 々は､細胞融合や組換え DNA技法 とい う新 しい手法 を用いて数 々の ど-ル酵母の

育種改良突奴 を行 って きた｡序章で述べたように､ これ らの新 しい技法を利用するこ

とにより､従来の育種法 (突然変異法や交配法)では不可能であ った､非常に効率が

高 くまI二目的 とした性質のみ を改良できるような育種が可能になった｡退伝学的 な知

識が充分でなければ細胞融合 を利用 し､避伝学的 な知識がある程度明らかであれば組

換え DNA技法 を用いれば､実際の育種は行えることを示 した｡いずれに しても､帝都

すべき逝伝的なターゲ ッ トさえ明確にされておれば､現在 ヒ-ノレ酵母の背掛 まあ らゆ

る意味で可能であると言 って過言ではない｡

ただ､実際 に工場で使用 されている ビール併母は歴史的に長年にわたる選抜に耐え

てきた一応の'r完成品''であ り､今後の と-ル酵母の育種の方向性 としては､なる/=･け

ビール酵母の持つ このような優良な性質は変化 させないように注意 を払いなが ら､ ま

だ充分ではない特定の性質 を改良 してい くことをめざ してい くことになると思われる｡

従って､手段 としては細胞融合 よりは組換え DNA技法が中心になろう｡ ま/こ､従来の

頗造工程の充分な管理の延長上で解決で きるもの (工程の徽生物管理の徹底によ りビ

ール解母の抗汚染菌性 は必ず しも必要ではない)や麦汁の酵素処理により対応で きる

もの (ビール混濁防止のための p-グル カナーゼ処理､ダイエ ッ トビール製造の/こめ

のグルコア ミラーゼ処理等)については､現実的 な育種 目標にはならないであろう

(往､ 日本においてもど-ルにおいて現在では仕込み時における辞素剤の快jf=ま許 吋さ

れている)｡それは､ ビール とい うものは典型的 な伝統的噂好品であるがゆえに､化学

工業製品 とは異な り生産効率や産物の純度だけを追及するわけにいかず､なるだけ昔

のままに､ より自然に造 るべ きだとい うメーカーおよび消賢者の心理が働いているか

らである｡従 って､ ビ-ル酵母の育種 日原 も実際 はこの辺の徴妙なパランス感覚に則

って決定 されることにな り､現状の製造 システムではなかなか効率的 な)I-法の見1た

らないものに対 しての解決の一手段 として解 母の育種 を考 えて行 くとい う)jlJulの よう

に思われるo現在では未熟臭 (ジアセチル)を速やかに除去できる と-JL,解 母あるい

は未熟臭非生成 ビーJt,鮮 母の造成が世界的に現実的な肯種 日掛 こなってお り､ よ/二校

災性の改良も長frlの懸案の-つであるO

叩



ビール解母の育種はオーソ ドックスに考えてい くなら上述のように組換え DNA技法

が中心になってい くであろうが･特殊な煉進法に対応するものや一部の新矧 ,rjnに対 し

ては細胞融合の利用も現実的であると思われるo現実に､ 日本において数年前､細胞

融合により造成 した酵母を用いて製造 したと銘打 って発売 されているワイン･日本酒

などが知 られている082 83' これ らはいずれも香や味に特徴を持ち､従来の通常操に

はない性質を有 しているとしている (例えば日本酒の良好な吟醸香を持つ ワイン辞

母)｡

最後に､酒類産業分野における組換え体の実際の利用についての展望を述べる｡各

種産業分野における組換え体の利用に当たっては､現在関係官庁のkl換え DNA産業

化指針が策定 されてお り､医薬品製造や試薬･解素生産等が実際に厚生省や通産省の

指針に従 って行われている0滴煩産業分野においては､最終製品が食品であ り､食品

の安全性評価を確立する必要性があるという観点から､厚生省の食品分野における組

換え DN̂ 技術応用のための指針策定を待っていたが､ようや く平成 3年 5月に応

終的に完了の運びとな り､今後組換え DNA技術の酒類産業分野への実際の応用もそ

の指針に沿 って進められることになるo今後･最 も大 きな問題はこれ らの組換え体を

用いて造 られた醸造製品が一般消狂者に抵抗な く受け入れ られるかと,うかである｡世

界的にもこの間題は今のところ徽妙な面があ り､今す ぐ実用化ということにはならな

いだろうo しか し､遺伝学的によく理解 されている DNA断片を用いて､初めから狙 っ

た箇所を改良するという鼠換え DNA技術は､科学的にみて､む しろ従来から認め られ

ているランダムな突然変異法 (この技術は結果 として辞母自身に何が起 こっているか

全 く予期できない)に比べて危険性が高いとは言えないと思われる｡む しろ､最近で

は､種 々の酒類で検出されて問題になったカルバ ミン酸エチル (発がん性物質 と言わ

れている)の前駆体である尿素を生成 しない緒酒鮮母を､アルギナーゼ遺伝子 (CABi)

の遺伝子破壊故により造成 した例 も知 られ､食品の安全性の面から撞めて意題深い育

種例である083)今後の穣造酵母の育種において､鼠換え DNA技術は鯉造工程の効率

化･#造産物の品質の規格化･新製品開発関係等への寄与だけでな く､このような品質

安全保証の面への寄与 も充分考えられ､より安全で効率的な酸造 を行 うための重要な

手法の一つとして位置付けられることになるだろう｡



材料 と方法

本論文で用いた使用菌株､実簸材料･方法について まとめて記す｡本論文の理解の

ために必要 と思われ ることについては､すでに本文中に述べてある｡尚､実奴-),一法に

ついては･特 に記載が ない限 り下記の一般的実験IL!(以下実奴苔 と略称)に よった｡

(1)微生物遺伝実験法

編者 石川 辰夫

共立出版株式会社 L982年

(2)分子遺伝学実玖法

編著 ′ト関 治男 1983年

(3)Advanced BacLerLalCenetlCS.

ed ･ byR-W･ DavIS.D･Bo LsLeln.and J. R_ RoLh,

ColdSpringHarborLaboratory.ColdSpringtlarbor.NewYork.1980.

(4)MolecularCJonLng.

ed･byT･ManlaLIS-E-F･FrltSCh,and J.Sambrook.

ColdSpringHarborLaboraLory･ColdSprlng-tarbor.NcvYo,k,1982.

(5)LaboratoryCourseManualforMethods m YeastCeneLics.

byF･ShermanrC-R･Flnk･and J･B･Eticks,ColdSprlngHarbor

LaboraLory, ColdSpring Ha rbor. NewYork, 19 8 6 _

(6)Yeast,aPracLicalApproach,

ed-by T･CampbeLland J,H.Durrus.

ERLPress.Oxrord,1988.

( 7) Me thods inCellBiology, Vol. XIand XH
ed･D･N-PrescotL, ĉadenLC Press,New York.L975.

(8)APracいcalCulde LoMolecularCton.ng.

bya- Perbal, JohnWlley良 Sons. New York,1984_



大腸菌の菌株 を示すO

菌名 迫転子型

菌株

由来

Ĵ221 recAILacyleuB6trpAE5LhrLl-ihsdRhsdM M.Takagl

MCIO6l araD139 ム(ara-leu)7697 AlacX74galUgalKhsrrpsL M_1､akagi

プラス ミ ドの調製のための宿主 には JA22L珠 を用いた. ジー ンライブラ リーの作成

のためには､形質転換頻度の非常 に高 い MCIO61株 を用いたO

酵母 (saccharomycescerevISlae) の菌株 を示 す｡

菌名

(実験室再挙母)

0708-ll-Ⅰ6A

O708-1卜8A

C
U

6

2

0
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2
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日日
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VI

A

YNN27

23a20

2055-19C

M17C

B̂XL LD

Bx2(I-2B

AllXR-HB

ABXIト11人

(実用酵母)

N2 (BSRIYB4-I)

BSRrYB3-8

遺伝子型

MATaadelural

MATEadelural

旦坦a吐iA虹互生_担逓 〔KIL-k了 N_Gunge

MATEade且uralhlS4cantkarl-1 BSm

NATa leu2 hlS4 canl

MATdLrplura3 Ea12

M̂ TalLrpILeu2ura3hlSLI

NATa/M̂ T'adel/adelhlS4/hlS4

leu2/leu2thr4/thr4

MATC/NATqadel/̂DEILrpl/LrPI
MATa FLOI

M̂T4FLOL

M̂Ta FLO5

旦吐工qEと9宣

M.TakagI

～.TakagL

I_Yamashha

N.Gunge

N_Cunge

YCSCYCSC

yCSC

YCSC

boLLom brev=一g yeasL(HocculenL) BSRI

boLLo-nbrevlng yeaSL(HoccuLcnL) T3SRl
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obg.160

AHU3200

KyokalNo.6

IFO 0280

baker's yeast(anLl-bacterial)

vine yeast

Vlne yeast

VLne yeast

aCCH-type,SporesegreganLof

wine yeastKyokaiNo_1

ccell-Lype.SporesegreganLor

wine yeastKyokaiNo.1

Vlne yeast

LIStPI

BSRl

lAN

Nihon JazO Kyokai

BSRI

BSRI

NlhonJ67_(うKyokaI

boLLon brewlng yeast(nonl loccuLenL)TUNunchen

boLLom brewingyeasL(non-rlocculenL)TUNunchen

Lopbrewlngyeast(non一日occulenL) VLB

vhlSkyyeasL

Japanesesake yeasL

Japaneseshochuyeast

.,1日U

NlhoIIJくさzb Kyokal

lrO

尚､由来の略称は以下の とお り｡

BSRr=BrewingScienceResearch lnsLILuLe,旧(財)醸造科学研究所､現サ ッポロ

ビール株式会社醸造技術研究所

YCSC二YeasLCeneLicSLockCenter.UnLVerSiLyofCaLirornLa.U.S.A_

lAN二EnsいtuLeorAppILedNICrObLOlogy･UniversiLyorTokyo.Tokyo,Japan

TUNunchen:TechnlSChe UniverslはLNunchen,FrelSing,Germany

VLB:Versuchs-und LehrsansLalLru√Brauerei.Berlin,Germany

l̂tU:FaculLyorAgrLCulLure･flokka'ldo University,Sapporo.Japan

lFO=lnst.Lute forFerrnenLaLion,Osaka,Japan

ま/二､本論文において特に由来 を示 していない実鼓室酵母は､上記に,示してある実玖

電解 母間の交配 ･胞子分割によって造成 し/こ株である｡

Lo /



培地

L培地 (大腸菌の培養用)

BacLo-Lrypt,one(Difco祉)

BacLo-yeasLexLract(DLrCO祉)

NaCI

YEPD培地 (酵母の培茸用)

Bacto-pepLone(Dirco社)

BacLO-yeaSLexLracL(DlrCO杜)

glucose

Lb

hb

pb

O

⊂
J

5
pli7.5 perliLcr

perllLer

I/JL,コース歳少培地 (酵母の培養用)

YeasLNJLrogenBasewlthouLamlnOacids(I)lfco祉)6_7g

glucose 20g

グリセロール最少培地 (酵母の培衣川)

YeasLNILrogenBasev･LhouLamLnOaClds(Dirco社)6,7g

glyce｢01 40g

培地の固形化には通常 1･5%(大腸歯)または 2-0%(餅母)の寒天 (BacLoagar,

DLrCO社)を加えてプレ- トを作成 し/こ｡ プロ トプラス トの再生培地では､iNKCL

または LMSorbiLolを浸透圧安定剤 と加え､ま/ここの時の寒天法度は 3%である｡

上記培地にア ミノ酸･核酸塩基､抗生物Aiiを加える場合は適当な猿度(100倍から

1000倍の濃度)の原液(無菌)を作成 しておきから､上記培地をオー トクレーブ後 60

70℃に冷えたところでその原液を必要別 口える｡最終濃度は､ア ミノ蕨･核頗塩基で

20vg/ml､抗生物質 (AmpICillin.Kanamycln)で 40鵬/mlである｡



方法

大腸菌の形質転換法

ManLatis呈上al･(実験か 4)の CaC12/RbCl法によっ/こ｡

大腸菌か らの プラス ミ ドの調製法

NaniaLIS呈上al･の l̂kalilysIS(実鞍告 4)法によ りプラス ミ ドの調製 を行 っ

たo但 し､大量調製の場合は､CsC卜EtBr密度 勾配平衡遠心にかけて精製 した｡

酵 母の形質転換法

lLoh 呈上 a1 -76'の し1-aCeLaLe 法 を用いた.但 し､実用産業用酵 母の C418 耐性

による形質転換体の直接選抜法については､SakaieL旦i･L3'の方法 に畔 した

が､菌体の ヒー トシ ョック後の液体 yEPD中でのポ ス トインキュベーション時 間

を 3時間か ら約 18時間 に変更 した｡73'

酵母形質転換体か らの プラス ミ トの回収法

実験吉 5の全 DN̂ 抽出法(小 スケ-ル)によ って的出 した DN̂ を用いて､大腸菌

NC1061を形質転換 し､プラス ミ ドを回収 した｡

酪 母か らの全 DNAの抽出法

ジー ンライフ~f lJ-作成用の高分子 DN̂ の調製は Cryercl aJ -(実験=L!7)の

方法に従 った｡

メ- ンライブラリー作成法

上記の方法によって調製 した染色体 DNA を制限酵素 Sau3Alで適当に切断後､

シ ョ糖密度勾配 (lox-40%) にかけて遠心 後 プラクショネ- トし､各画分の一部 を

電気泳動 して 10-kb程度の DNA断片 を含む もの をライゲ- ションに用いた (実

玖fB 8)｡ また､ベ クター プラスミ ドは､御順 僻束で切断後必 ずアル カ リフォス7

7ター t;(CIP,Boerlnger社)処理 を した もの を用い ることo
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DNAの切断､連結､お よび修飾

制限酵素､DNA リガ-ゼ､KLenov rragmenL､アル カ リフォスフ 7 ターゼ (clp)

等の使用は､すべてそれ らの鮮兼の製造元の指示 に従 った｡

サザ ンプロッテ ィング

ブロッテ ィング操作は ManiaLis旦主吐･(実験ILT4)の方法に従 った.但 し､プロ

ッテ ィングメンプランはアマー シャム社製の Hybond-N を用 いた｡

辞母か らの mRNA の調製

酵母形質転換体 を最少培地､YEPD､C4L8 含有 YEPD等で培養する｡ 歯休漁皮が

2x l07か ら 4 x10'ceLIs/mlにな った時点 で培養 を終 了 し､躯歯後 ûsbel隻と

al･77'の方法に従 って全 RNA を調製 した｡poly(A)←RNA の桁製は OllgOLex-dT30

(ラテ ックスビーズに 011gO-dLが結合 しているもの､発売元 は宝酒造祉) を用い

たo尚､mRNA調製関係の試薬にはすべて 0.2%の dleLhylpyrocarbonaLc を含 ま

せてお き､また器具の煩 いは乾熱殺菌 またはオー トクレ- ブ殺歯を充分行 ってお く｡

酵 母 mRNAの電気泳動 とノ-ザ ンブロッテ ィング

RNA の電気泳動はホ,L,Lアルデ ヒ ドを含む lXagarose (SeaKemCTC Agar｡S｡､発

売元 は宝造社)を用いて行 っ1こ｡各 レー ンには mRNA を約 1vg チ ､.-ジした｡

また､プロッテ ィングメンプランはアマー シャム社の ⅠIybond-N を月1い/こ｡電気

泳動および 7'ロッテ ィン'/'操作はすべてアマ - シャム社の プロ トコ-ルに従 った｡

- イブ リダイゼー ション

サザ ンハ イプリダイゼ- ション､ノーザ ン- イ7'リダイゼー シ ョンともにアマー

シャム社の プロ トコ-,i,に従 った｡サザ ン- イ7'リダイゼー シ ョンは 68℃｡V｡r

nighLで､ノ-サ ンハ イプ リダイゼ- ションは 4210vernightで行 った｡

プロー ブ DNA は NLCkLranslaLion-kiL(宝酒造社)を用 いて [.,Zp】dCTP

(3.000Cl/moL,Amersham)で ラベル した｡



アガロー スゲルか らの DNAの回収

通常の電気泳動後､ゲノレをエチジウムブロ ミ ドで染色 して/くン ドの位配 を確認 し､

適 当な大 きさにゲル を切 り出 した後 DNACELL(発売元 は宝酒造祉)を用いてエ レ

ク トロエ リュー シ ョン法にて回収 した｡詳細 は､添付 マニ ュアルに従 った｡

パル ス7 イ-ル ド電気泳動法

OFAGE(OrLhogona1-Field-alLernaLiongelelccLrophorersIS)は､班月順 紅

サ ンプル調製 ともほぼ CarleandOIsonl= 2'の方法 に従 っ/こ｡泳動槽1ま原報

に従 って自作 した｡サ ンプル調製法において異 なるのは､原法 はゲルしいで細胞 の

-/'ロ トブラス ト化 を行 ういその後溶菌するが､我 々は酵母の プロ トプラス トの作

成 と同 じように液屑 で プロ トプラス ト化 を行い､それ をゲルに埋め込み溶 歯 したO

その方が プロ トプラス ト化に要する時rLilを短縮 で き(原報 よ り 】 円短縦)､ま/こプ

ロ トプラス ト化 も安定 して行 うことがで きる｡20 2､)
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..Al柿

木研究をまとめることをお蔭めい/こ1='き､かつ長年にわたる懇切T字なご指導をい

た1こきまLIこ東京大学農学部教授高木正道博士､並びに長岡技術科学大学教授 (東京

大学名誉教授)矢野圭司博士に厚 く感謝致 します｡

さらに､本研究に絶えざるご指導ご鞭蛙を頃き､常に暖かい励 ましのことばを噴き

ましたサ ッポロビーJL,株式会社取締役頗造技術研究所長越野昌平氏､同理1拝前所長上

村稔氏､同理事元所長鎌田併進博士､同研究所部長村上浮氏に心より感謝の意 を表 し

ます｡ま/こ､特に故西川紀男博士 (元サ ンボロビール株式会社醸造技術研究所部長)

には､入社以来直接ご指導を受け常にそばで叱咤放励 していただき､ くじけることな

く長年にわたって研究を遂行できたのもまさに放西川博士のおかげと感謝 しておりま

す｡佐々木隆博士 (現明治乳業)には彬母の扱い方の最初の手ほどきをしていただき､

この道に入るきっかけをつ くっていただきました｡

また､サッポロヒ-ル株式会社頗造技術研究所微生物研究部の皆様には全面的に本

研究を支援 していただき厚 く御礼申し上げます｡特に､向後正明氏､高田善治氏､小

川雅裕氏には直接実験上お世話になり感謝 してお ります｡さらに､サ ッポロビール憾

造技術研究所におきましては､微生物研究部以外の数多 くの方 々にも他方面にわ/こり

ご指卓を仰ぎ､まさに ｢我.以外皆我が師｣といった感 じであ り､この磯をか りまして､

ひとこと御礼申し上げさせていた1='きますD



論文要旨

細胞融合及び範換え DN̂ 技法を用いた ビ-ル酵母の育櫛

BreedlngOl brewer 'syeast byuseorproLoplasLfusion andrecomblnanL D N ^

Lechnology

サ ッポロヒ-ル株式会社 醸造技術研究所

渡 淳二

第一章 序論

酵母はトール製造=程において中心的な役割を果 し､製品 ヒ-ルの香味に最 も大 き

な影響を与えるo望 ましい性質を持つ酵母を選抜 してい くことと､それを常に最良の

状態で維持 してい くことは､ ビール醸造技術者にとって最大の関心事のひとつであ

るo また近年､ ト ルの種類の多様化や生産の合理化に伴 う設鮪の改変が急速に進み､

それ らに対応 した優良辞母菌株の生産現場への供給が､各 - ル会社にとって重要な

問題になってきたo通常は各社それぞれ独 自の解母-ンク (数多 くの実用 トール辞母

のコレクション)の中から要求する性質を持つ菌株を求めることができるが､近年の

急速な流れか ら見ると､もはや既存の酵母バンクの利用だけでは必ず しも要求に合致

した菌株の供給は難 しいと想像 されるDここに･望ましい性質 を持つ菌株 を箭倭的に

造る､即ち育種によるヒール酵母の造成が必要になって くる理由がある｡

従来より､細 々とでは切 るが古典的な遺伝学の方法を駆使 して ビール餅母の育種は

試み られて来たo しか し､ ビール酵母は通常胞子形成を行わず､また仮に低頻度で胞

子 を形成 してもその発芽率は低 く､事実上接合子を得ることが不可能であ り交配によ

る育種はできなかったoまた､突然変異法も､ ト ル酵母は通常高次倍数体であるの

で効率 よ く変異株を取得することができず､仮に望む変異が得 られても他の優良な形

質が損なわれて しまっていることが多 く､これもまた有効な育種法ではなかった｡

しか し､1970年代後半 より急速に進展 してきた分子生物学的手法 と知識が､1980

年代前半にはど-ル酵母の育種に応用され始めて､現在では細胞融合や組換え DNA技

法等の手法が有力な育種技術として定着 しているoこれ らの新 しい方法は､酵母の性

や倍数性に関係なく行 うことができ･また同種の酵母からだけではな く異種輿属の群

母や･さらに酵母以外の異種生物の有用な退伝子をも利用できる醐 的なものである｡



ここに､従来現実的に不可椎であった ビーJL,併母の帝種の道が捌けて き/こ｡

本革においては､ まず具体的な ど-ル併母の背唖 クーゲ .,卜について解説 し､ さら

に近年の ど-ル酵母の育種に用いられている新 しい手法の紹介 を行い､ ビール僻 母の

荷健の現状について レビュ- LIこ｡

第二革 酵母 §･cerevLSiae実験室株及び実用 ビール酵母の高郷度細胞融合体収fF,Fの

/こめの諸条件の検討

細胞融合法によりビ-ノレ酵母を育種 してい 〈1こめには､効率 よ く細胞融合体を/f･:lる

技術の確立が必要である｡そのためには細胞融合に適 した状態の ブtコトブラス トの調

製が必須である｡筆者等は､まず遺伝的に取 り扱いやすい実験室株 を用いて､ プロ ト

プラス ト化率が高 くかつ正常細胞への再生率が高い プロ トプラス トを 常に安定 して

得 られる条件の検討 を行 った｡その結架､ プロ トプラス ト化する菌の培衣u:-(リフレ

シュ培養) とプロ トプラス ト化反応時にJRいる浸透圧安定剤 (塩化 カリウム)の選択

がキーポイン トであることを示 した. ま/こ､ この条件は実用 ヒール備付の プU トブラ

ス ト化の際 にもあてはまったo

次に･ プロ トブラス トの保存について検討 したO これは､細胞融合実駿は リ7レッ

I/ユ培益･7'ロ トブラス トの調製･融合操作･再生培地への重層 と実験上の ステッ-/･が

多 く､- ETで実験 を終わらせるのが時rGr】的に難 しいか らである.実鼓室株及ひ,i:川 ビ

ール辞母のいずれ も適当な高張緩衝液中で保存することによ り 2-3日は再生数 を大

幅に減少 させることな く捉存可能であった○保存条件は､pH5-5付近･5℃付近が最適

であ っ/こ｡

この保存 し/こプロ トプラス トを用いて細胞融合を行 った｡実玖室併母の場合､驚 く

べ きことに､保存 し/ニプロ トプラス トを用いた場合､当 日調製の プロ トプラス トを用

いるよりも細胞融合頻度 (再生数当た りの融合体出現頻度)だけではな く実際 に収iri

され る融合体の数も上昇 した｡2週間程度の探存期間で調べたところ､細胞融合都度

は最大で7倍上昇 した｡ この プロ トプラス トの保存による細胞融合郷度の LJlの伽関

は不明であるが､栄養飢餓状態に細胞 をお くことによる一種の細胞刷gJの同湖化が関

係 しているのではないかと推察され/こ.

那≡ lTl 細目抱融合による抗汚染歯性 ヒ ール解けの市棚

実用 ビーJL,僻母の荷純の手y)めとして､ まず ビ-ル僻母と実験宅 キラー僻 村のhLIJ勉

融合 を行い､キラ-惟 ヒール形相の造成 を試み/こoLM f･tL/こ融合肘 J､矧祭に ヒール



工場で分粧 された数 ,Zの野生酵母 (培益飾 付以外の汚染酵母)に対 して効公的に致死

作用 を発現 し､ また本酵母を用いた小 スケール試敏感道において外米からきよ入 し/こ野

生解母の増錐 を防 ぎ抗野生酵母性 を示 した｡ しか し､本融合掛 ま発餅性や香味におい

て元株の ビ-ル鮮 母に劣 り､改良の余地が残 ったb

次に､実際の ビIJL-製造時において野生解母の汚染 よ り間掛 こなる､ ビール有望バ

クテ リア (ビールの香味 を悪 くし/こりビールの混濁の原因 となる)の汚染に対 して抵

抗性 をもつ僻 母の再任を考えた｡ まず､ これ らの/くクテ リアに対 して成行を阻譜=4-る

性質 を示す餅母を各種保存の醸造用餅母の中か らスク リーニングし､i-rfられ/二臥 (バ

ン酵 母山来株) とど-ル酵 母の細胞融合を行 うことにより抗-クテ リア活性 をJl1-4る

ビール酵母の造成に成功 した｡本融合体 を用いて造 った と-'t,に代表的なヒールHL,7;

バクテ リア 11健を植菌 してもそれ らは相継せず､ ヒ-Jt,の混濁 を引 き起 こさなか っ

たO現在のところ､この抗/くクテ リア性物質の実体については不明であるが､比較的

熱安定性の,淡い低分子の化合物であることが示攻 されている｡

撮後に､近年開発 されたパル スフィール ド花気泳動法によ り染色体 DN̂ の･.EJj(TL泳動

を行い､上記で得 られた融合体の染色体 DN̂ の椛道 を調へた｡ その結梨､キラー性 ビ

ール酵 母も抗/くクテ リア性 ヒール継 母もいずれ も､両親珠の染色体 ON̂ がi ･En交 ざ り

あった核融合体であることが証明された｡

窮tzg諒 解母 S･cerevisiaeの瞬-31:一性 を支配する遺伝子 Fl_Ol,FL05の退伝甥的研究

現在通常の ビール醸造 (下面発節) 7'ラン トにおいて､発酵槽での三先解終 丁時の

適度な酵 母の砕米沈降性は､若 ビールか らの僻 母の効率の良い分離回収の/こめに.Tt安

な性fiであ り､ ビールの品質や工程の合理化に多大の影響 を与える｡ ここで言う併 13

の環集性 (rlocculaLion)とは､個々のhll胸が非性的に相互作用 し塀災塊を作 り液庇

に沈降することであるo この酵母の碇姓現象には解 母の退転的 ･生理的及び培養条件等

の環境要因がな錐に関与 してお り､現在に至 るまでその メカニズムについて統 一的 'J:

説明がなされていない｡

現在 までに､解母 S･cerevislaeにおいて旋光性 を支配する退伝 TとLCい くつか

のものが知 られているo筆者 らは､優性の溌雄性芯伝子の発現 を利mうれは女郎や鮒

胞融合により†紬 に猿集性僻母を育種できるかも しれない と考えて､ まず溌JJ!-M:逝伝

TIFL_OLと EL95 に注 目して研究 を始めた.

彬llLJ§･ccrevISlaeの実験室株 を川い1二郎 ,,の交配や柵lru融合･R畝のklL,,Jiから､

rigiiu伝 1-の発射 ま接合型itt伝子のナFl'･鳩 によってff･Jl糾される｣ .<1-柳 川 的脳tLfr-であ

ラ



ることが示唆 されたが､Eと些 遺伝子の発現は二倍体細胞においてその様分秒 こかかわ

らず旋光性を示 した｡ この ことか ら､一般に接合型 を示 さない高次倍数体である実TTl

酵母において､交配や細胞融合による蘇生性餅 母の汚種では E些 遺伝子を利用㌻る

ことが有効 と考えられた｡ ま1こ､実際に ワイン肺母や ビール酵母 を用いてその-i:例 を

示 し/こ｡

窮五苛 溌躯性を支配する遺伝子のクロー ン化と組吸え DNA技術 をmい1こ実川礎1J!_性

節 付の育種

酵母の塀-1Ji性の メカニズムを分子 レベルで理解する/こめに､ ま/こ効率の よい'R川碇

躯性酵母の酉種のために､溌集性iH伝子のクロー ン化は不可欠である｡7E若 で,u叫初

E避 退転子の '/ローン化 をめざしたが､吐堕 株の退伝解析の結果 FLO5株の′J-'J蘇

張性は必ず しも l退伝子関与ではない結束 を得て E些 遺伝子に多少退伝学的なfLt順

が生 じたので､逝伝学的に問題のない E主旦Lについてのクロー ン化 を行 うことに し/こ｡

まず､僻 母 §･cerevISlaeABXLID(吐坦aEiRi)の ジーンライ7'ラリーを､僻LiJ

内でマルチコt='-で存在するベクター YEp13をmいて作成 し､ ス//リーニン,/'の統IR

溌Jjさ性 を示すプラスミド yEp(FLO)15-Lを得たO物郡 内 マ yビングを行 っ/こところ､

この プラスミド中に含 まれる毅架性を示す DNA断片は那 l染色体上にある FLgⅠで

はな く､窮 Vllまたは XV染色体上にある別の逝伝子であることがわか っ/こ｡ この

逝伝子 (EBSi と命名)は､細胞内に多 コビ-数で存在する場合にのみその猶予.を碇

架性に し､ しかも ト メJL･))ブ トエタノール処断 こより抽出され る細胞表hy;のポ リペプ

チ ドの中で分子是が 13kDa のものの丑が対照の非疑K:性株に比べて数倍糊加 し ⊂い

るとい う･興味ある事実がわかった｡ しか し､坦弘 逓伝子は最少培地しいでたけ しか

溌袋性 を示 さrJ:いので (YEPD中では示 さない)､実用上問題がある｡

次に､同様の ジーンライブラリーを YCp系の シングル コビ-のべ ,/クーで作成 し郎

びチャレンジしたところ､節 l染色体上にある FLOlと考えられ る退伝 (-杏,/L'- ン

化することに成功 したoA逝伝7-を YRp系ま1=は YEp系のマルチコピーのべ,/クー

につないで各種非役袋一性実用妨母 (ビール併母､ ウイスキ-併 母､ r/イン併 TiI､ tl,6

酒解 tiLJ､焼酎僻母等)に導入 し/ニところ､挟間の探雄一力に差はあるものの､いうれの

株 も塀JJき性 を示すようにfJ:つTこ｡EL9i 滋伝千は接合型退転子の発現抑;糾合受りること

をFLJ行Eこ示 し1こが･これ らの実用併任=こおいてはこのような抑/A-1Lが･j;玖･Jii恥 エビ赦･#で

はないのか､あるいはコビ-数でこのJq)制 を乗 り越え/このかも しれない｡いうれに し

ても､'ji川碗災性怖ffjの育椛における 吐旦L巡伝+のすTm性が示 され/こO



さらに､碇災性 を示 す下面 ビール群 符の旋災作 と FL91遺伝7-の先攻のrX3係 を知 る

たd)Eこノ-iJ-'ン解析 を行 っ/こところ､ELgi プロー ブに- イブ リダイズするメ.,センジ

ャー RN̂ を検tt!.することがで きr=｡溌災性 を示 さ/A:い下面 ヒール餅 付か らは メッセ ン

I -}ヤーRNA を検出で さなか っ/二ことか ら､下而 ビール肺 母の溌簸性 には FL_9_L退転 11

発gLが関 ')Lしていることが示唆 された｡

最後Iこ､FLgl遺伝子 を導入 して育種 し/二役柴性 ウイスキー僻 母や擬JR性 ビーJL,僻 母

を用いて､それぞれ廃糖密か らのアル コール生産実験や と-ル発解試験 をtj;際 に行い､

発併終 [後解 母歯休が､対照の非溌iR一件株に比べて､非常 に効率的 に回収 され/ここと

を確認 し/こ｡

節六環 ヒール群 母の育種の今後の展Oi

組換え DN̂ 技術 を利用 して市種 した ど-ル飾 付の実用化についての今後の])-G盟 を述

へ/こ｡
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