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研究の目的 

分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe の糖鎖は、他の酵母（ガラクトースを含有しない）

やヒト（-ガラクトース残基を含有する）とは異なり多量の-ガラクトース残基を含有

している。糖鎖にガラクトースを含有しガラクトース生合成機構を有することは分裂酵

母の１つの特色である。しかし、分裂酵母を宿主として医療用糖タンパク質を生産させ

た場合には、この-ガラクトースを含む糖鎖が付加され抗原性を示してしまうことが考

えられるため、-ガラクトース完全欠損株の育種が必要である。そこで、我々は先行研

究において、糖転移の場であるゴルジ体にガラクトース転移酵素の基質（UDP-ガラク

トース）を輸送する UDP-ガラクトース輸送体遺伝子（gms1
+）を破壊し、ガラクトース

完全欠損株を作出した。一方、ヒト型糖鎖改変のためには-ガラクトース残基を除去し

た後に、1,4-ガラクトースを糖鎖に付加させる必要があるが、1,4-ガラクトース転移

酵素を酵母細胞内で働かせるためには gms1
+遺伝子が必須である。そこで、gms1

+遺伝

子破壊の代替法として、分裂酵母のゲノム配列情報から予測した 7 つの-ガラクトース

転移酵素遺伝子を全て破壊した 7 重破壊株（7GalT株）を作成し、糖鎖構造解析を行

ったところ、1,2-ガラクトースは完全に欠損していたものの、まだ1,3-ガラクトース

が糖鎖に付加していることが明らかとなった１）。そこで本研究では未同定の1,3-ガラク

トース転移酵素遺伝子の同定・機能解析と 7GalT株からの更なる破壊を行い、-ガラ

クトース転移酵素遺伝子の多重破壊による-ガラクトース完全欠損株の育種を目的と

した。 

 

方法 

 分裂酵母の培養は YES 培地を用いて行った。糖鎖解析用のサンプルは、YES 培地で

培養した菌体から熱クエン酸抽出により、糖タンパク質を調製後、ヒドラジン分解によ

り糖鎖を遊離し、ピリジルアミノ（PA）化法により蛍光標識し調製した２）。調製した蛍

光標識化糖鎖サンプルはサイズ分画 HPLC を用いて解析を行った。 

 

結果 

7GalT株で見出された1,3-ガラクトース含有糖鎖の生合成を担っている1,3-ガラク

トース転移酵素を同定するため、分裂酵母ゲノムデータベースより、機能未知糖転移酵

素遺伝子を探索したところ、3 つの遺伝子があり、それぞれ otg1
+
 – otg3

+（1 (one),3 

(three)-galactosyltransferase）と名付け、この遺伝子解析を行うことにした。これらの遺

伝子を 7GalT株より破壊し、10 重破壊株（10GalT）を作製した。作製した 10GalT

株より O-結合型糖鎖を調製し、サイズ分画 HPLC 分析を行ったところ、gms1株と同様



 

 

図２ Otg タンパク質のガラクトース転移

酵素活性測定 
 

 各 Otg タンパク質を過剰発現させた

10GalT株からミクロソーム画分を調製し、

酵素溶液として用いた。UDP-ガラクトース

および Man9GlcNAc2-PA（A）または Man3-PA

（B）を基質として用いた際の酵素反応生成

物のサイズ分画 HPLC を示した。 

の HPLC プロファイルが得られた。また otg1otg2otg3株では1,2-ガラクトース含有

糖鎖は検出されるものの、1,3-ガラクトース含有4糖ピークは検出されなかった（図1）。 

次に各 Otg タンパク質が1,3-ガラクトース転移酵素活性を有しているかどうかを調

べるために、各 Otg タンパク質を 10GalTに発現させ、ミクロソーム画分を調製し、酵

素活性測定を行った。N-結合型糖鎖である Man9GlcNAc2-PA を基質とした場合、Otg2

および Otg3 タンパク質は転移活性を示し、O-結合型糖鎖である Man3-PA を基質とした

場合、Otg2 タンパク質のみ転移活性を示した（図 2）。Man3-PA を基質とした場合の酵

素反応生成物については、HPLC にて精製後、1
H NMR および LC-MS を用いた構造解

析を行い、1,3-ガラクトースが転移されていることを明らかにした。 

以上の結果より、10GalT株の糖鎖には全く-ガラクトースが付加しておらず、また

尐なくとも otg2
+および otg3

+は1,3-ガラクトース転移酵素をコードしていることが明

らかとなった 3)。 

 

結論 

分裂酵母において新たに見出した otg2
+および otg3

+遺伝子は1,3-ガラクトース転移

酵素をコードする遺伝子であることが明らかとなった。これらの遺伝子を 7GalT株よ

り破壊し 10GalT株を作製し、gms1株に変わる-ガラクトース完全欠損株の育種に成

功した。10GalT株はゴルジ体への UDP-ガラクトース輸送活性を有しつつ、-ガラク

トースが完全に欠損しており、ヒト型複合型糖鎖生産の基盤となる非常に有用な株であ

ると言える。 

 

 

 
図１ 10GalT株より調製した O-結合型 

 糖鎖のサイズ分画 HPLC 
 

 各分裂酵母株より蛍光標識化糖鎖を調製

しサイズ分画 HPLC 分析を行った。図上の

黒線は野生株で同定された構造既知糖鎖の

溶出位置とその模式構造を示す（M：マン

ノース、G：ガラクトース、図中の縦線は

1,2 結合を斜め線は1,3 結合を示す）。 
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研究の目的 

 ポリヒドロキシアルカン酸（ ）は、微生物がエネルギー貯蔵物質として体内で合

成、蓄積するバイオポリエステルである。このバイオポリエステルは、バイオマスに由

来する糖や植物油を原料として生産可能であり、生分解性を有することから石油を原料

とした汎用プラスチックの代替として期待されている。一方、 生産の原料として

注目したメタノールは、主として貯蔵量が豊富な天然ガスから合成され、将来的にはバ

イオマスやメタンハイドレートからの合成が期待されている未来型資源であり、古くか

ら微生物の発酵原料としても利用されている。本研究では、このようなメタノールを単

一炭素源として、高物性を有することが知られている中鎖モノマー（ ）が共重合した

を効率よく生合成できる菌株を遺伝子工学的代謝改変によって育種することを目

的とした。遺伝子組換えの宿主菌株として、メタノールを唯一の炭素源として生育可能

なメタノール資化性微生物（メチロトローフ）と、メタノールを資化出来ないが

を高効率で生産可能な水素細菌を用いることで、１） を生産するメチロトローフ

における の共重合化と生産効率化、２） を生産出来ないメチロトローフへの

合成能付与、３） 高生産性非メチロトローフへのメタノール資化性付与を目

指した研究を行った。

方法

 遺伝子組換え用の大腸菌として、 αおよび を用いた。

メチロトローフには、異なる資化経路を有する以下の３種のメチロトローフ、

（セリン経路）、 （リブロースビ

スリン酸経路）、 （リブロースモノリン酸経路）を用いた。ま

た、非メチロトローフとして、水素細菌 を用いた。ターゲットの遺

伝子は 法により増幅し、プラスミドによる遺伝子発現の際には改変した

を、相同組換えには を用いた。蓄積した は、メタノールを終濃度

（ ）となるように加えた の窒素制限無機塩培地を用い、 ° 振とう培

養した菌体を凍結乾燥後、メタノリシス処理して、 または により解析した。

さらに、 をクロロホルムで抽出した後、 と に供して、分子量と組成の

解析を行った。

結果

１） の共重合化と生産効率化のための と の分子育種

 まず、 野生株が生合成する の再解析を行った。その結果、こ



 

れまで炭素数４のモノマーのみから成る しか合成出来ないと考えられていた野

生株は、炭素数 のモノマーが共重合したポリ（ ヒドロキシ酪酸 ヒドロキシ吉

草酸） を合成しているという重要な事実を明らかにした。一方、申請

者が以前に構築した本菌の 重合酵素を基質特異性の広い酵素に置換した

株は、炭素数 の３つのモノマーが共重合した共重合 を蓄積していた 。

本菌はグリオキシル酸再生のためのエチルマロニル 経路（ ）を有する 。

上には、第二モノマーの前駆体となる 中間体が存在するため、これらの

中間体を第二モノマー成分に導くための酵素遺伝子を 株内で高発現した。その

結果、クロトニル カルボキシラーゼ レダクターゼ遺伝子を発現させたとき、

モノマーユニットの分率が 株の 倍程度増加したが、この発現株でも ユニ

ット分率は と低かった。また、本菌の モノマー供給酵素である ケトチ

オラーゼおよびアセトアセチル レダクターゼをコードする 、 を高発現

した結果、 蓄積率のみならず ユニット分率の増加も確認され、これらが広基質

特異性を有することが明らかとなった 。

 は、メタノールを原料にしてホモポリマー を合成することが知

られている 。まず、 の育種の際と同様に、染色体上の 重合酵素遺

伝子を基質特異性の広い 由来 重合酵素（ ）とその変異体

（ ）の遺伝子に相同組換えによって置換した株を構築した。しかし、これらの

組換え株は 蓄積率、第二モノマー分率ともに宿主株と同等の値を示した。

２） への 合成能付与

 は、偏性メチロトローフでありメタノール培地で速やかな生育速度を示

すが、 合成能を有さない。そこで、 由来 と を本菌

のメタノールデヒドロゲナーゼプロモーターを配したベクター上で発現した。組換え株

を培養した結果、宿主株と比較して生育速度は低下したものの、乾燥菌体重量あたり

の を蓄積した。

３） へのメタノール資化性付与

 は糖や植物油を炭素源として を超える を蓄積するが、メタノ

ール資化能を有さない。一方で、 のゲノム解析の結果、メタノール酸化に関

わる酵素遺伝子と相同性の高い遺伝子を見出した。そこで、これらの酵素遺伝子とメチ

ロトローフに由来するメタノール資化に関わる酵素遺伝子を発現させるためのベクタ

ーを構築した。現在、構築した菌株のメタノール生育能を調べている。



 

結論

本研究では各種メタノール資化性細菌や代表的な 生産菌を宿主として遺伝子工

学的代謝改変を実施した。その結果、メタノールを単一炭素源として中鎖モノマーが共

重合した の合成とその効率化に成功した。また、 を合成できないメタノール

資化性細菌に 合成能を付与することができた。しかし、中鎖モノマー分率や

生産効率はまだ不十分であり、今後更なる育種が必要である。
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高度好塩性アーキア由来 sugar kinase の機能解析 

 

佐藤 喬章 

（京都大学大学院 工学研究科） 

 

研究の目的 

生物は系統学的分類により真核生物・細菌・アーキアの 3 種に大別される。アーキア

はこれまでによく研究されている真核生物や細菌とは異なる代謝経路を多く有してい

る。申請者はこれまでにアーキアにおける新規 AMP 代謝経路を発見し、その経路にお

いて新規酵素 AMP phosphorylase と ribose-1,5-bisphosphate isomerase (R15Pi)に加え生体 

内機能が不明であった RuBisCOがセットで機能していることを明らかにした (Fig.1)  1)。 

興味深いことにゲノム解析が完了している 17種の高度好塩性アーキアのうち 4種は、

R15Pi の homolog (R15Pih) のみを単独で保有している。一方、sugar kinase と uridine 

phosphorylase というその予測機能が AMP 代謝経路の反応と類似している遺伝子と

R15Pih 遺伝子とがオペロンを形成しており、これらがセットでかつ新規な代謝経路で

機能している可能性も考えられる（Fig. 1）。この未知代謝経路同定に向け、本研究では

活性測定が行いやすい sugar kinase の機能解明を目指す。 

 

方法 

RbsK タンパク質の調製 

各遺伝子の使用コドンを大腸菌型に改変し、大腸菌における大量発現を行った。その

後、各タンパク質を発現させた大腸菌を超音波破砕し、遠心後上清について陰イオン交

換カラム Resource Q およびゲル濾過カラム Superdex200 による精製を行った。 

 

キナーゼ活性測定 

キナーゼ活性測定は分光学的手法である pyruvate kinase (PK)/lactate dehydro- genase 

(LDH)法により行った。本法ではキナーゼ、PK および LDH 反応を共役させることによ

り、ATP(NTP)からキナーゼ反応により産生した ADP (NDP)を検出する。LDH が反応の

際に消費する NADH は 340 nm に吸光を持つことからこの吸光度の減尐から NADH の

消費量＝ADP の産生量を算出できる。本法では NDP を検出することから、様々な糖を 
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AMP 
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RuBP: ribulose 1,5-bisphosphate
3PGA: 3-phosphoglycerate

AMP

Halopiger xanaduensis

Fig. 1. アーキアの AMP 代謝経路と高度好塩菌において予想される未知代謝経路 



 

リン酸基受容体として調べることができる。 

 

結果 

RbsK タンパク質の調製 

R15Pih と sugar kinase をセットで保有する高度好塩性アーキアである Halobacterium 

salinarum, Halorubrum lacusprofundi, Haloterrigena turkmenica, お よ び Halopiger 

xanaduensis における RbsK（各々を Hs-RbsK, Hl-RbsK, Ht-RbsK, Hx-RbsK とする）の調

製を行った。Hl-RbsKおよびHt-RbsKは大腸菌で安定に発現させることができなかった。

また Hs-RbsK については大腸菌内での発現には成功したが、破砕後不溶性画分に含ま

れ、封入体を形成することが分かった。一方、Halopiger xanaduensis 由来の RbsK は可

溶性であり、本酵素の精製を行った（Fig. 2）。 

  

キナーゼ活性測定 

Hx-RbsK がどのような糖基質に対して活性を示すかを検討した。単糖、二糖、リン酸

化糖、アミノ糖、ヌクレオシドなど様々な糖について網羅的に検討を行った。またリン

酸基供与体に何を利用するか不明であったため ATP, CTP, UTP, GTP の混合物をリン酸

基供与体として用いた。活性測定の結果、ribulose 5-phosphate (Ru5P)を基質としたとき

のみ、低いながらも有意なキナーゼ活性が観察された（Fig. 3A）。また、本酵素はリン

酸基供与体として ATP ではなく CTP を用いる可能性が示唆された(Fig. 3B)。 

Fig. 2. 精製 Hx-RbsK 

Fig. 3. 様々な糖に対する Hx-RbsK のキナーゼ活性(A) リン酸基供与体の検討(B) 
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結論 

本研究によって好塩性アーキアにおける機能不明の sugar kinase、RbsK が Ru5P に対

してキナーゼ活性を示す可能性が示唆された。Ru5P がリン酸化されると Rubisco の基

質である ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP)が生成する可能性があるが、今回調べている好

塩菌は Rubisco を持っていないことから本酵素の活性は非常に興味深い。今後 RbsK が

本当に RuBP を生成しているのか？生成しているなら RuBP はどのように代謝されてい

るのか？を検討していく予定である。 
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古細菌に特異的な tRNA 修飾ヌクレオシドの生合成機構解明 

 

沼田 倫征 

（産業技術総合研究所 バイオメディカル研究部門） 

 

研究の目的 

原核生物には、イソロイシンコドン（AUU, AUC, AUA）に対応する二種類の tRNA

（tRNA
Ile1と tRNA

Ile2）が存在する。この内、AUA コドンを解読する tRNA
Ile2のアンチ

コドン配列（CAU）は、メチオニンコドン（AUG）を解読する tRNA
Met のアンチコドン

配列と同じであり、AUG コドンと配列相補的な関係にある。このため、未修飾の tRNA
Ile2

は、メチオニンコドンを誤って解読する。この誤翻訳を防止し、tRNA
Ile2 のアンチコド

ンと AUA コドンが正しく塩基対合できるよう、アンチコドン 1 文字目のシチジン（C34）

は転写後修飾される。古細菌では、C34 がアグマチンで修飾され 2-アグマチニルシチジ

ン（agm
2
C）として存在する 1)（図 1a）。agm

2
C は酵素 TiaS によって ATP 依存的に形成

される 1)。しかしながら、TiaS には一次構造上、既知の ATP 結合モチーフが存在せず、

修飾反応を触媒する仕組みは不明であった。本研究では、agm
2
C 形成機構の解明を目的

に、TiaS の構造機能解析を行った 2,3)。 

 

方法 

大腸菌 C41(DE3)株を宿主として、古細菌 Archaeoglobus fulgidus 由来 TiaS の組換えタ

ンパク質を調製した。また、T7 RNA ポリメラーゼを用いた in vitro 転写によって A. 

fulgidus 由来 tRNA
Ile2 を合成した。得られたサンプルを用いて、TiaS, tRNA

Ile2
, ATP から

なる 3 者複合体の結晶および TiaS, tRNA
Ile2

, AMPcPP（非加水分解性 ATP アナログ）, ア

グマチンからなる 4 者複合体の結晶を調製した。Photon Factory の BL17A にて回折実験

を行い、まず、セレノメチオニン標識タンパク質を用いた単波長異常分散法によって

TiaS-tRNA
Ile2

-ATP 複合体（3 者複合体）の結晶構造を 2.9Å 分解能で決定した。次に、

TiaS-tRNA
Ile2

-AMPcPP-アグマチン複合体（4 者複合体）の結晶構造を分解能 3.1Å で決

定した。 

 

図 1：2-アグマチニルシチジン(agm
2
C)の化学構造と生合成反応スキーム 



 

結果 

3 者複合体の結晶構造から、TiaS は TCK ドメイン、FL ドメイン、OB ドメイン、ZR

ドメインから構成されており、ATP は TCK ドメインに結合していることが明らかとな

った（図 2）。また、生化学的な実験から、TiaS は ATP を AMP とピロリン酸に加水分

解し、生じたピロリン酸の ATPリン酸に由来するリン酸基を使って C34 の 2 位カルボ

ニル基をリン酸化し活性化することが明らかとなった 4)（図 1b）。ATP の三リン酸周辺

には、保存された三つのアスパラギン酸残基が存在し、これらを Ala に置換した変異体

では、ATP の加水分解活性および agm
2
C 合成活性がともに消失していた。以上の結果

より、TCK ドメインは TiaS の触媒ドメインであり、C34 のリン酸化に関わることが明

らかとなった。 

本研究では、3 者複合体構造に加え、TiaS、tRNA
Ile2、AMPcPP およびアグマチンから

なる 4 者複合体の結晶構造も決定した。興味深いことに、3 者複合体と 4 者複合体の構

造では、C34 の結合位置がアグマチンの有無で異なっていた（図 3）。3 者複合体の構造

では、C34 は FL ドメインに形成されたポケットに配置され、ATP のリン酸から距離に

して 10Å 程度離れた場所に結合していた。一方、4 者複合体の構造では、FL ドメイン

に形成されたポケットにアグマチンが結合し、C34 は AMPcPP のリン酸近傍に配置さ

れていた。したがって、リン酸基のすぐ近くに C34 が配置された 4 者複合体の構造は、

まさに C34 をリン酸化する直前の状態と考えることができる。これに対して、ATPリ

ン酸から C34 が隔離されている 3 者複合体の構造は、C34 のリン酸化が起こりえない

non-productive な状態といえる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：3 者複合体(a)と 4 者複合体 (b)における活性部位

の構造の比較 

 

図 2：TiaS-tRNA
Ile2

-ATP 複合体

（3 者複合体）の結晶構造 

 



 

結論 

(i) 3 者複合体と 4 者複合体構造の比較、(ii) アグマチンと tRNA
Ile2 の推定される細胞

内濃度、そして、(iii) TiaS のアグマチンや tRNA
Ile2に対する親和性を考慮すると、TiaS

は tRNA
Ile2 と相互作用する前に既にアグマチンと結合しており、tRNA

Ile2 が結合すると

同時に C34 は ATPリン酸の近傍に配置され、4 者複合体にみられる“リン酸化前状態”

の構造をとると考えられる。一方、アグマチンの供給が追いつかない場合に限り、TiaS

は C34 を FL ドメインに形成されたポケットに一時的に捕らえ、C34 を ATP から隔離す

ることでリン酸化中間体の形成を抑制していると思われる。TiaS はアグマチンが存在し

ない場合でも ATP を加水分解することから、常に C34 をリン酸化しうる能力を持つ 4)。

したがって、アグマチンが不足する条件下で、3 者複合体構造にみられる“C34 捕捉状態”

を形成することは、リン酸化中間体の蓄積を防止するという観点から重要な意味を持つ。

また、この場合、アグマチンの供給に伴ってアンチコドン領域の構造が変化し、C34 が

ATP のリン酸近傍に配置されると考えられる。いずれの場合においても、アグマチン

が結合することによって C34 が活性部位に配置され、リン酸化に適した構造を形成す

る。C34 はリン酸化された後、アグマチンの近傍に移動してくることが予想され、その

場において、アグマチンがリン酸化 C34 を求核攻撃して agm
2
C が形成すると考えられ

る。 

 

文献 

1) Ikeuchi, Y. et al. (2010) Agmatine-conjugated cytidine in a tRNA anticodon is essential for 

AUA decoding in archaea. Nat. Chem. Biol. 6: 277-282. 

2) Osawa, T., Inanaga, H., Kimura, S., Terasaka, N., Suzuki, T., and Numata, T. (2011) 

Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of an archaeal tRNA-modification 

enzyme, TiaS, complexed with tRNA
Ile2

 and ATP. Acta Crystallogr. Sect. F 67: 1414-1416. 

3) Osawa, T., Kimura, S., Terasaka, N., Inanaga, H., Suzuki, T., and Numata, T. (2011) 

Structural basis of tRNA agmatinylation essential for AUA codon decoding. Nat. Struct. 

Mol. Biol. 18: 1275-1280. 

4) Terasaka, N., Kimura, S., Osawa, T., Numata, T., and Suzuki, T. (2011) Biogenesis of 

2-agmatinylcytidine catalyzed by the dual protein and RNA kinase TiaS. Nat. Struct. Mol. 

Biol. 18: 1268-1274. 

 

 

 

 

 

 



 

網羅的細胞形態解析による清酒酵母の高エタノール生産性に関する研究 

 

渡辺 大輔 

（酒類総合研究所） 

 

研究の目的 

清酒酵母は、分類学上は出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae に属する菌株群であるが、

他の出芽酵母菌株と比べて清酒もろみにおいて高いエタノール生産性を示す。この現象

に関わる新規メカニズムを明らかにするために、本研究では、出芽酵母の細胞形態情報

をハイスループットに解析するための CalMorph システム 1)を用いて、清酒酵母細胞に

固有の形態学的特徴を発見する。さらに、そのような細胞形態をもたらす遺伝子・変異

を手掛かりとして、出芽酵母の発酵力の調節に重要な役割を果たす原因を明らかにする。 

 

方法 

 YPD 培地において対数増殖期まで生育させた清酒酵母きょうかい 6 号、7 号、9 号、

10 号及び実験室酵母 X2180 をホルマリン固定し、細胞壁・アクチン・核の三重染色後、

CalMorph 解析に供した。 

発酵試験については、50 ml の 20％グルコース含有 YPD 培地において初期植菌量

OD660 = 0.1 となるように各菌株を加え、30℃で静置培養した。清酒小仕込試験について

は、40 g のα化米、10 g の乾燥麹、20 l の 90％乳酸、80 ml の仕込水を混合し、初期

植菌量 OD660 = 1.0 となるように各菌株を加え、15℃で静置培養した。発酵に伴い発生

する二酸化炭素発生量を、ファーモグラフを用いて測定した 2)。 

 細胞あたりの DNA 含量測定については、細胞をエタノール固定後ヨウ化プロピジウ

ムにより染色し、フローサイトメーターにより蛍光強度を測定した。CLN3 mRNA 量の

分析は、アクチンをコードする ACT1 遺伝子を内部標準とした定量リアルタイム PCR

法（qRT-PCR 法）により行った。 

 

結果 

 CalMorph システムを用いたハイスループット細胞形態解析の結果、対数増殖期の清

酒酵母は実験室酵母とは異なる固有の形態学的特徴を有することが明らかになった。具

体的には、未出芽の細胞の割合（パラメータ C119）が尐ない点や、出芽細胞における

母細胞の長軸（パラメータ C103_A1B）が短い点が見出された（図 1）。 

これらの特徴はいずれも、細胞周期の G1 期が短い変異株と共通であることから、清酒

酵母では G1 期の進行が亢進されていることが示唆された。 

 次に、発酵環境においても清酒酵母は細胞周期制御に何らかの異常を示すかどうか確

認するため、20％グルコース含有 YPD 培地において発酵試験を実施し、発酵途中の酵

母細胞の DNA 含量を測定した。その結果、実験室酵母と比べて清酒酵母は、対数増殖

期においてだけでなく、発酵期においても G1 期の細胞の割合が低いことがわかった（図

2A）。また、G1 期サイクリンとして知られる CLN3 遺伝子の発現量についても、発酵期



 

間を通して清酒酵母は高い値を示した（図 2B）。通常、出芽酵母細胞は、増殖を終える

と G1 期で細胞周期を停止することが知られているが、発酵途中の清酒酵母は G1 期停

止に欠損を示すことが明らかになった 3)。 

 このような清酒酵母における細胞周期調節の異常の原因を明らかにするために、近年

報告された清酒酵母のゲノム情報 4)を活用して、G1 期制御に関連していることが知ら

れている遺伝子上の変異を検索した。その結果、細胞増殖後の G1 期停止に必須な役割

を果たす Rim15p プロテインキナーゼの機能欠失を引き起こす新規のフレームシフト変

異（rim15
5055insA変異）が同定された 5)。ワイン酵母やビール酵母などを含む様々な実用

酵母菌株についてこの変異の有無を調べたところ、興味深いことにきょうかい 6 号、7

図 1 清酒酵母の形態学的特徴。 (A) CalMorph データの主成分分析結果の 3 次元マッピ

ング。各点は、1 回の実験に由来するデータ（200 以上の細胞の平均値）に対応する。

清酒酵母きょうかい 6 号、7 号、9 号、10 号（K6、K7、K9、K10）及び実験室酵母 X2180

を実験に用いた。 (B) 清酒酵母と実験室酵母の代表的な細胞形態。バーの長さは 3 mm

に対応する。 (C) 清酒酵母と実験室酵母間で有意な差を示した形態パラメータ。 

 

図 2 発酵条件における細胞周期関連解析。Phase I が対数増殖期、Phase II～IV が発酵期、

Phase V が発酵終了時点に対応する。 (A) DNA 含量。(B) qRT-PCR 法による CLN3 

mRNA の解析。相対発現量については、ACT1 を参照遺伝子として、X2180 の Phase I

における発現量に対する比を示す。 



 

号、9 号、10 号を含む清酒酵母菌株群にのみ特異的に分布することがわかった。さらに、

清酒酵母において正常なRIM15遺伝子を発現させるとG1期停止欠損の表現型が抑圧さ

れたことから（データ省略）、この rim15
5055insA変異が清酒酵母の G1 期停止欠損の原因

であることが突き止められた。 

 最後に、清酒酵母の G1 期停止欠損が発酵力に及ぼす影響を明らかにするために、正

常なRIM15遺伝子を有する実験室酵母BY4743と、そのrim15遺伝子破壊株・rim15
5055insA

変異株を用いて発酵試験を行った。その結果、Rim15p の欠損により発酵速度が有意に

向上することが明らかになった（図 3）5)。さらに、清酒小仕込試験でも同様に発酵力

の大幅な改善が見られ、発酵終了時のエタノール濃度は親株では 11.19 ± 0.17％であ

ったのに対し、rim15 遺伝子破壊株では 17.03 ± 0.44％、rim15
5055insA変異株では 16.76 

± 0.18％にまで達した。これらの結果から、清酒酵母に特異的なこの rim15
5055insA 機能

欠失変異が高エタノール生産性をもたらす主要な原因であると結論づけられた。 

 

結論 

 以上をまとめると、細胞形態学的解析手法を清酒酵母研究に新たに適用することによ

り、清酒酵母の新規表現型として G1 期調節の異常を見出し、その原因である rim15
5055insA

変異が、清酒酵母の高エタノール生産性を生み出した中心的な要因であることを解明し

た。今回の成果を含む清酒酵母の高発酵性原因変異の同定 5-7)は、酵母の代謝プロファ

イルの人為的改変のために重要な知見を与えてくれるだろう。今後は、この Rim15p を

介した細胞周期調節機構が発酵・エタノール生産を制御する分子メカニズムに関する研

究の進展が期待される。 
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