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研究の目的

紀元前より醸造に利用されてきた出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae は、モデル生

物として生命現象の基本的機構の研究材料として使われてきた。液体培養中の出芽

酵母の細胞が定常期以降に生存率を失う過程は「経時老化」と呼ばれ、非増殖細胞の

老化のモデルとして解析されている。これまでの国内外のグループから、活性酸素

種産生、定常期における貯蔵炭水化物などの内的要因と、培地の炭素源量、アミノ酸

量、pH 変動などの外的要因が、経時老化プロセスに関与することが示されている。 
出芽酵母の経時老化研究の多くは、硫酸アンモニウムを単一の窒素源として含む

最小合成培地である SD 培地が用いられてきた。出芽酵母をこの培地で培養すると、

調製直後はおよそ 4.5 である培地の pH が急激に低下していき、翌日には 2.2 付近ま

で下がる。この培地に 14 種類のアミノ酸を加えた SC 培地 1)を用いると、培地 pH の

低下が抑制され、pH は SD 培地よりも高い 2.8 付近で維持される。このような培地

pH の低下の抑制が起こると、酵母の寿命が延長することをこれまでに見出している
2)。本研究では、アミノ酸の添加による経時老化の遅延機構を酵母細胞内の代謝変化

に注目して解析することにより、生理的ストレス環境への新規適応経路を明らかに

し、それを利用した産業酵母の長寿命化戦略を考案することを目的とする。

方法

材料：出芽酵母 S. cerevisiae YOM36 株（MATa wild-type）2) 
培地：SD 培地（2% glucose、0.17% Bacto-yeast nitrogen base without amino acid and 
ammonium sulfate, 0.5% ammonium sulfate）および AYD 培地（特許 6429627、興人ラ

イフサイエンス(株)）。
培地組成変化の計測：培養液を 3,000 rpm 2 分で遠心し、上清を使用して各種計測を

行った。pH は pH 電極（Mettler Toledo）、アンモニア濃度はアンモニウム電極（Toko
Chemical Laboratories）、セリン濃度は DL-Serine assay kit（Sigma Aldrich）を用いて計

測した。

結果

（１）培地酸性化を抑制するアミノ酸の探索

SC 培地に含まれるアミノ酸のうちの一種類のみを同モル濃度で含む培地を作成

し、定常期（培養開始後 9 日目）の培地 pH を測定した。その結果、L-グルタミン酸



 

と L-セリンに培地酸性化抑制作用があり、特に L-セリンが顕著な作用を示した。 
アミノ酸を高濃度で含む AYD 培地で培養した場合には、培地の pH が定常期中に

上昇していくことを見出しているが、AYD から L-セリンを除去した培地では、AYD
培地での培養に比べて pH が低下した。このことから、培地に添加されるアミノ酸の

うち、L-セリンが培地環境の酸性化抑制効果を最も有することが確認された。この効

果は D-セリン添加時には観察されないことから、酵母細胞によるセリンの取り込み

もしくはその後の代謝が関与していると考えられる。 
 

（２）培地セリンの消費時期 
 L-セリン添加培地では、定常期で１週間以上経過した後に pH が上昇に転じる。培

地中のセリン量を定量したところ、培養初期から一定速度でセリン含有量の減少が

みられた。また、L-セリン添加培地での培養では、培地に含まれるアンモニウムイオ

ンの消費が抑制されていた。 
 
（３）セリン添加で誘導される代謝系の関与 
 L-セリン添加条件で誘導される遺伝子のうち、CHA1 はセリンスレオニンデヒドラ

ターゼをコードする 3)。この酵素にはセリンをアンモニウムとピルビン酸に分解す

る活性がある。実際、通常の培養条件ではほとんど発現が見られない Cha1 タンパク

質が、L-セリン添加培養時には対数増殖期から高発現されていた。 
 CHA1 の欠損株では、セリン添加によるアンモニウムイオン消費抑制がみられなく

なり、また培地 pH は野生型株をセリン不含培地で培養した際と同様に大きく低下し

た。この結果は、セリンは Cha1 タンパク質によるセリン分解により生じるアンモニ

ウムが対数増殖期とそれ以降の窒素源として利用されていることを意味する。 
 
（４）炭素源としてのセリンの機能 
 S. cerevisiae は単一アミノ酸を窒素源として利用可能である一方、炭素源としてア

ミノ酸のみを含む培地では生育できないことが知られている 4)。このことは、本来こ

の微生物が窒素源が制限された環境で生育していることを意味している。 
 本研究で定常期以降の酵母集団の生育における重要な機能が明らかになった Cha1
は、セリンに加えてスレオニンを分解する活性があるが、スレオニンにはセリンと

同様の効果が観察されなかった。このことは、Cha1 によって産生される産物のうち、

この現象に関与するのはアンモニウムイオンではなくピルビン酸であることを示唆

する。セリン添加培養において細胞の最大収量が増加することから、セリンが特定

の条件ではエネルギー源としても利用されていると考えられる。また、培養前期の

酵母をセリン添加培養後期の培地で培養すると培地 pH 上昇の時期が早まることか

ら、この培地で酵母を培養した際に、pH 上昇を刺激する培地組成の変化が生じてい

ることが示唆された。 



 

結論 
経時老化を遅延させる培地条件の解析の過程で、培地に特定のアミノ酸が一定量

存在する場合に生存率が上昇すること、その際のアミノ酸利用は増殖が停止した定

常期の期間中にも続いていることを見出した。出芽酵母は、遊離アミノ酸を単独の

炭素源として増殖できないことが知られているが、我々の結果は炭素源が制限され

ている定常期細胞において特定のアミノ酸をソースとした代謝反応が進行し、これ

が生存の維持に寄与していることを示している。 
本研究で見出された、S. cerevisiae が極限状態で行うアミノ酸代謝の解析は、通常

環境で隠されていた本酵母のアミノ酸利用能力の解明に繋がると考えられる。本研

究の成果をもとにアミノ酸異化過程を恒常的に活性化した酵母を利用することで、

炭素源を利用した発酵における培地酸性化の問題を回避し、培地 pH が原因の一つで

ある経時老化や細胞死の抑制が可能となる。今後は遺伝的操作により微生物の長寿

命化をもたらす代謝改変を行い、S. cerevisiae を始めとした微生物を利用する発酵産

業における物質生産能の向上に寄与したい。 
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