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内容梗概 

出芽酵母は、飲料、食品や S-アデノシル-L-メチオニン (SAM) 等の多数の有用物質

の工業生産に用いられている微生物である。出芽酵母を用いた物質生産における生産性

向上には、原料となる炭素源から目的物質への代謝物の流れが増加するように細胞内の

代謝状態を改変することが求められる。そのためには、代謝状態の評価と、それに基づ

いた代謝改変戦略の提案が重要と考えられる。本研究で目的物質とした SAM 生産に

ついては、清酒酵母の SAM 高生産能力、エタノール資化による SAM 含量増加、L-

メチオニン添加による SAM 生産性向上が報告されているが、代謝改変に向けての必

要な知見は得られていない。そこで、本研究では、SAM 生産出芽酵母の代謝解析によ

って、(i) SAM 高生産能力に関連する代謝経路、(ii) エタノール資化による SAM 含量

増加に関連する代謝経路、(iii) SAM 生産の律速段階 (ボトルネック) を探索し、解析結

果から SAM 生産性向上および出芽酵母を用いた物質生産に向けた知見を抽出するこ

とを目的とした。 

本学位論文は、第 1 章から第 5 章より構成される。 

第 1 章では、本研究の背景と目的を記述した。 

第 2 章では、SAM 生産能力と、SAM 前駆体、NADPH および ATP 供給量の関連

について調べた。13C 代謝フラックス解析 (13C-MFA) を用いて、グルコース資化にお

ける対照株・実験室酵母 S288C 株と SAM 高生産株・清酒酵母協会 6 号の中央代謝

の代謝フラックス分布を推定し、中央代謝からの SAM 前駆体、NADPH と ATP 供給

量を算出した。SAM 高生産株では、TCA 回路フラックスと酸化的リン酸化活性が高

く、ATP 再生能が向上していた。酸化的リン酸化では酸素を必要とすることから、SAM 

生産性向上には、高 TCA 回路フラックスと高呼吸活性による ATP 供給量増加が重要

と考えられた。 

第 3 章では、エタノール資化による SAM 含量増加と代謝状態の関連について調べ

た。13C-MFA を用いて、SAM 高生産株のエタノール資化における中央代謝の代謝フラ

ックス分布を推定した。第 2 章で示したグルコースと異なり、エタノール資化ではグ

リオキシル酸経路が活性化し、ペントースリン酸経路には、ほとんど炭素が流れていな

いことが分かった。さらに、エタノール資化ではグルコースより TCA 回路フラックス

と酸化的リン酸化活性が高く、多くの過剰な ATP を供給していた。SAM 生産性向上

には、エタノール資化による ATP 供給量増加が重要と考えられた。また、エタノール

資化は、グルコースと比較して CO2 の炭素収率が高く、その多くは TCA 回路で生成

していた。CO2 生成量抑制には、TCA 回路を迂回するグリオキシル酸経路のフラック

ス増加が重要と示唆された。 

第 4 章では、SAM 生産におけるボトルネックを探索し、ボトルネック解消による 

SAM 生産性向上を検証した。SAM 生産性が異なる培養条件の細胞内代謝物濃度の定



 
 

量と多変量解析によるデータ解析によって、細胞内で蓄積または欠乏している代謝物を

抽出した。SAM 高生産株は対照株より細胞内 ATP 濃度が高く、L-メチオニンを用い

た高生産条件では、ATP とその前駆体の細胞内濃度が低下していた。そこで、細胞増

殖に使用される ATP 量を削減するため酵母エキス未含有培地で培養したところ、初期

条件 (5.0 g L−1) 培地と比較して細胞濃度が減少する一方、細胞内 ATP 濃度が増加し、

SAM 生産量も 1.6 倍増加した。SAM 生産性向上には、L-メチオニン以外に ATP 供

給量増加も関与し、増殖活性低下等の細胞内 ATP 消費の効率化が有効と考えられた。

また、L-メチオニンを用いた条件ではメチオニンサルベージ経路中間体の細胞内濃度が

増加していたことから、SAM 分解抑制には当経路フラックスの低下が重要と示唆され

た。 

第 5 章では、本研究で得られた知見をまとめ、SAM 生産性向上に向けた戦略や出

芽酵母を用いた、その他の有用物質生産性向上に代謝解析を活用する方法論について議

論した。 
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第 1 章 緒論 

1. 1. 出芽酵母によるファインケミカルの物質生産 

医薬品、化粧品、サプリメント、香料あるいは食品添加物等の原料となるファインケ

ミカルの生産には微生物が用いられている。微生物による生産方法では、安価な炭素、

窒素、微量元素とエネルギーの各原料から、生産宿主の増殖および生産物の合成に必要

な化合物を供給することが可能である (Johnson and Schmidt-Dannert 2008)。微生物によ

って培養生産されるアミノ酸、ビタミン類、酵素や抗生物質等のファインケミカルの 

2013 年における世界市場規模は約 220 億米ドルと推定されており、重要な産業となっ

ている (Bio-Based Chemicals: Value Added Products from Biorefineries, IEA Bioenergy, 

2013)。また、全世界で 240 億米ドル規模の香水や食用香料の市場に (2013 年の推定

値、Carlquist et al. 2015)、培養生産製品が徐々に参入している (Fletcher et al. 2016)。 

出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) はファインケミカルの工業生産宿主として用い

られている。化粧品原料としても利用されるファルネセンは、出芽酵母を用いて年間 40

—50 百万リットル生産されている。抗酸化物質レスベラトロールはサプリメントとして

の米国市場規模が 4,400 万米ドル (2014 年、Nutrition Business Journal 2015 Supplement 

Business Report) であり、出芽酵母を用いて生産されている (Borodina and Nielsen 2014)。

サプリメントとして利用されるグルタチオン (Patzschke et al. 2015) や S-アデノシル-L-

メチオニン (Shiozaki et al. 1986)、マラリア治療薬アルテミシニン (Ro et al. 2006) も同

様である。香料バニリン (年間生産量 16,000 トン程度) や甘味料ステビアも出芽酵母

による工業生産が検討されている (Brochado et al. 2010; Fletcher et al. 2016)。また、医薬

品原料となるアルカロイドについては、出芽酵母における生産経路の構築が報告されて

いる (Brown et al. 2015; Galanie et al. 2015)。 

出芽酵母は、古くからビール、ワイン、日本酒などの醸造やパン製造などに利用され

てきた微生物である。また、バイオエタノール、ワクチン、医薬用タンパク質 (インス

リン)、機能性食品の生産においても広く用いられてきた。さらには、砂糖あるいはス

ターチ由来のグルコースやフルクトース、未利用バイオマス等を原料としたバイオ燃料 

(イソブタノール) や化学製品 (乳酸、コハク酸、イソプレノイド) など、多岐にわたる

有用物質の生産にも使用されており、cell factory (細胞工場) の宿主としての活用が期待

されている (Fletcher et al. 2016; Hasunuma and Kondo 2008; Nevoigt 2008; Nielsen and 

Jewett 2008)。出芽酵母は非病原性の真核単細胞生物で米国食品医薬品局 (FDA) から 

GRAS (generally regarder as safe) 生物として分類されている (Ostergaad et al. 2000)。高い

増殖速度を示し、高温条件に対する耐性を有する。また、低 pH や高糖濃度といった

培養ストレスに対する頑強性を持つことから、培養生産中での他の微生物の混入 (コン

タミネーション) リスクが少ないと考えられている。さらに、遺伝子操作が容易で、生
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理学、生化学、遺伝学あるいは大スケール培養技術についての豊富な知見が利用可能で

ある。これらの理由により、出芽酵母は工業的培養生産でよく用いられており、さらに、

新規生産プロセス開発においても、宿主として選ばれることが多い (Nielsen and Jewett 

2008)。出芽酵母を用いた物質生産は、再生可能原料を用いる持続可能な物質生産プロ

セスとして期待されており、さらなる効率化が求められている。 

コスト競争力のある培養生産プロセスを構築するためには、生産量、速度や収率の向

上が必要であり、出芽酵母細胞内における、原料となるグルコース等の炭素源から目的

物質への代謝物の流れを増加させることが課題となる。しかし、従来行われてきた、個々

の代謝反応に関わる遺伝子および酵素、あるいは細胞外 (培養液) の代謝物を対象とし

た解析では、この代謝物の流れを直接的に把握することは困難であった。そのため、細

胞内の代謝物の流れを評価する技術の適用と方法論の確立が重要と考えられる。 

 

 

  



第 1 章 緒論 

3 
 

1. 2. 出芽酵母による S-アデノシル-L-メチオニン生産と課題 

S-アデノシル-L-メチオニン (SAM) は、生体内でタンパク質、DNA あるいはリン脂

質へのメチル基供与体として作用する代謝物である (Chiang et al. 1996)。また、うつ病 

(Saletu et al. 2002)、アルツハイマー病 (Morrison et al. 1996)、アルコール性肝臓疾患 

(Lieber 2002)、AIDS (Shippy et al. 2004) や骨関節炎 (Bradley et al. 1994) に対する効果が知

られている。構造式を Fig 1-1 に示す。米国では 1999 年からサプリメントとして、欧

州では 1979 年から医薬品として利用されている (Shobayasi et al. 2006)。米国において

は、2014 年度の市場規模が 1.25 億米ドルで、今後も年 1—2% の成長が予測されてい

る (Fig. 1-2)。日本では、「専ら医薬品として使用される成分本質（原材料）リスト」

に掲載されており、医薬品原料として扱われている。一方で、2009 年に厚生労働省に

おいて、SAM が天然に含有する酵母等の食品につき、栄養成分表示等で SAM を記載

すること自体に問題がないという見解が示されたことにより、今後の市場拡大が期待さ

れている (P2011-177125A. 2011)。 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1 SAM 構造式 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-2 SAM 市場規模 (米国) 

Nutrition Business Journal 2015 Supplement Business Report をもとに作成した。2014 年ま

では実績値、2015 年以降は予測値を表している。 
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SAM 生産方法として、化学合成による方法 (Matos et al. 1987)、微生物から単離精製

した SAM 合成酵素を用いて、L-メチオニンと ATP を基質として合成する方法 

(Markham et al. 1980) および微生物を用いて培養生産する方法 (Shiozaki et al. 1986) が

知られている。化学合成法は、生産性が低く、厳密な反応条件が必要で分離精製が難し

いことが課題である (Chu et al. 2013)。酵素合成法は、SAM 合成酵素の単離精製が困難

で、高価な ATP を基質とする必要がある (Schlenk and Depalma 1957)。そのため、SAM 

工業生産は主に微生物培養によって行われている。出芽酵母は、その高い細胞内 SAM 

含量から工業生産の宿主として用いられている (Huang et al. 2012; Shiozaki et al. 1984)。

出芽酵母では、SAM は methionine adenosyltransferase により L-メチオニンと ATP か

ら合成される。生体内でメチル基供与体として作用したのち、メチオニンサルベージ経

路を通って S-アデノシルホモシステインから L-メチオニンへ再合成される (Fig. 1-3)。

また、SAM 生合成関連酵素は細胞質に局在することから、出芽酵母では SAM は細胞

質で生合成されると考えられている (Breker et al. 2013; Tkach et al. 2012)。 

これまでに SAM 生産性向上の取り組みとして、高生産酵母のスクリーニング、変

異原あるいは遺伝子組換え技術を用いた育種や培養生産条件の最適化が検討されてき

た。約 300 種類の微生物を対象としたスクリーニングでは、清酒酵母、特に協会 6 号

が最も高い SAM 生産量・細胞内含量を示したことが報告されている (Shiozaki et al. 

1984)。エルゴステロール合成欠損のナイスタチン耐性変異株では対照株の 3 倍以上の 

 

 Fig. 1-3 中央代謝系と SAM 生合成経路 
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生産量で、含量は 70 mg [g cell dry weight (CDW)]−1 に達した (Shobayashi et al. 2006)。

エチオニン耐性遺伝子増強株の SAM 含量は対照株の 20 倍以上となった (Shiomi et 

al. 1990)。メチオニンサルベージ経路の adenosine kinase (ADO1) 破壊株の含量は 18 mg 

g CDW−1 となり、対照株の 30 倍に向上した (Kanai et al. 2013)。Methionie synthase 

(MET6) と methionine adenosyltransferase (SAM2) の共発現株の SAM 生産量は対照株

の 2 倍以上となった (Chen et al. 2016)。培地への L-メチオニン添加も、SAM 生産性

向上に対して効果的な手法である (Shiozaki et al. 1984; Shiozaki et al. 1986; Shobayashi et 

al. 2007a)。一方で、過剰量の L-メチオニン添加は、methionine adenosyltransferase 遺伝

子の転写を抑制することから、SAM 生産収率を低下させると考えられている (He et al. 

2006)。培養中にエタノールを添加すると SAM 含量が向上し、5 日間の培養で生産量

が 10.8 g L−1 となった (Shiozaki et al. 1986; Shiozaki et al. 1989)。また、実用研究におい

ては、4 日間の培養の SAM 含量が 120 mg g CDW−1 (WO2010/027014 A1. 2010) や、6 

日間の培養で生産量が 7.2 g L−1 (培養液比重を 1 と仮定) で含量が 205 mg g CDW−1 

(P4479932. 2010) に達した結果が報告されている。これらの先行研究から実用化に向け

た知見を見出すことが必要となる。 

出芽酵母を用いた SAM 高生産条件として、清酒酵母を宿主とし、エタノールや L-

メチオニンを添加することが明らかとなっている。しかしながら、清酒酵母の SAM 高

生産能力やエタノール資化による SAM 含量増加に関連する代謝経路、あるいは SAM 

生産の律速段階 (ボトルネック) については不明である。SAM 高生産には生産株の細

胞内代謝を改変していく必要があり、これらの経路はそのための重要な知見となる。ま

た、Fig 1-3 に示した中央代謝系と SAM 生合成経路の中に存在すると予想できるため、

適切な方法によって見出すことが必要である。以下に詳細を示す。各解析技術について

は次節で述べる。 

 

SAM 生産性向上に求められる知見 

1. 清酒酵母の SAM 高生産能力に関連する代謝経路 

SAM 高生産株では SAM 前駆体、エネルギー分子 (ATP) や還元力 (NADPH) 供給

速度が高いことが予測される。そのため、清酒酵母と実験室酵母 (低生産株) における

各代謝反応の反応速度を比較する必要がある。清酒酵母のほうが反応速度の高い代謝反

応が SAM 高生産に関連すると推定される。複数の代謝反応速度 (代謝フラックス) を

同時に定量的に把握する必要があり、その手段として、13C 代謝フラックス解析技術が

最も適していると考えられる。 

2. エタノール資化による SAM 含量増加に関連する代謝経路 

エタノールを資化することによって、グルコース資化時と大きく代謝状態が変化する

と考えられる。そのため、代謝反応速度 (代謝フラックス) レベルでの解析が必要であ

る。エタノール資化条件で高い反応速度を示す代謝反応が SAM 高生産に関連すると
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推定される。複数の代謝反応速度 (代謝フラックス) を同時に定量的に把握する必要が

あり、その手段として、13C 代謝フラックス解析技術が最も適していると考えられる。 

3. SAM 生産の律速段階 (ボトルネック) 

律速段階 (ボトルネック) では基質となる代謝物が蓄積していると予測される。SAM 

生産性が異なる培養条件で各代謝物の細胞内濃度を比較し、SAM 高生産条件において

濃度が高い代謝物を基質とする代謝反応を探索する必要がある。Fig 1-3 で示した代謝

経路を構成する代謝物は極性を持つものが多く、これらを網羅的に定量するためには、

キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析計 (CE-TOFMS) によるメタボローム解析

技術が最も適していると考えられる。 

 

一方で、温度や培地 pH 等の培養条件も出芽酵母の細胞内代謝に関与する要因とし

て挙げられる。本研究では、出芽酵母の増殖および培養生産に適している温度 (25—

35 °C) と pH (5.0—6.0) (原島ら. 2013) 等の高細胞収率が期待できる培養条件における

代謝状態に着目する。代謝フラックスや細胞内代謝物濃度は、遺伝子発現量、酵素の細

胞内濃度および活性等を含む複雑な制御機構の結果として生じる表現型である 

(Nugroho et al. 2015; Toya et al. 2010)。実験室酵母と清酒酵母の代謝フラックスの比較解

析を行うことで、遺伝子やタンパク質の発現量の比較解析では得られない代謝の流れの

大きさを定量化し、異なる SAM 生産収率の細胞株に対して、直接、反応速度のレベ

ルで違いを観測することができる。従って、異なる株間で代謝フラックスを解析、比較

することで、どの代謝経路がどれだけ異なるかを理解することができ、収率の改良にと

って重要な戦略を立案できると考えられる。 

また、SAM 生産性を議論するためには、培養系の生産量も重要な指標となる。出芽

酵母を用いた物質生産では、バイオエタノールのように大スケールの培養生産系による

大量生産が可能である (Nielsen and Jewett 2008)。また、SAM 生産においても試験管レ

ベルから培養槽までのスケールアップや実用生産研究が報告されていることから 

(Shiozaki et al. 1986; WO2010/027014 A1. 2010; P4479932. 2010)、細胞あたりの生産速度お

よび収率を維持し、培養系内の細胞量を増加させることによる生産量向上を期待できる。

本研究では代謝フラックス (代謝反応速度) レベルでの解析を行うことで、SAM 生産

能力を生産速度として評価する。 
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1. 3. 代謝解析技術を用いた代謝の評価 

代謝とは、細胞が外部から取り込んだ有機物や無機物からエネルギーを取り出し、増

殖に必要な化合物を合成する過程である。また、微生物を用いた有用物質生産において

は生産過程とも考えることができるため、生産性向上には代謝の評価と、それに基づい

た改変が必要と考えられる。細胞内の代謝状態を定量的に評価するためには、代謝ネッ

トワーク情報を取り出すための分析技術と、大量のデータを高度に解析する情報科学技

術を駆使して、複雑な代謝ネットワーク構造を詳細に調べることが求められる。代謝は

ゲノム配列や細胞内酵素濃度によっても影響を受けるが、SAM 生産性向上に必要な情

報を得るためには、代謝状態を直接表している代謝反応速度 (代謝物の流れ) や細胞内

代謝物濃度を評価する方が効果的と考えられる (Fig 1-4)。そこで本研究では、(i) 各代

謝経路の反応速度を推定するために、炭素原子の安定同位体 (13C) で標識した化合物の

取り込み実験に基づく代謝フラックス解析 (13C-MFA) 技術と、(ii) 細胞内の代謝物濃

度を網羅的に定量するためにメタボローム解析技術の適用を試みた。以下でこれらの技

術概要を述べる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-4 細胞内の情報階層 

 

 

1. 3. 1. 13C 代謝フラックス解析 

代謝状態を定量的に把握する指標として、細胞乾燥重量あたりの代謝反応速度 (単

位 : mmol g CDW−1 h−1) で定義される代謝フラックスがある。代謝フラックスの測定に

より、細胞内の複雑な代謝反応ネットワークにおける代謝物の流れの理解と、微生物に
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よる有用物質生産性向上に対する明確な代謝改変戦略を与えるものと期待されている 

(Antoniewicz et al. 2007; Wittmann and Heinzle, 2002)。直接測定することができない細胞

内代謝フラックス分布を推定する方法として、13C-MFA が用いられる (Wiechert 2001)。
13C で標識した炭素源を微生物に取り込ませ、代謝物中の 13C 濃縮度を測定し、得られ

た 13C 濃縮度データを最もよく説明する代謝フラックスを計算機処理で推定する技術

である。13C-MFA によって、細胞内代謝経路の活性を把握することができ、そこから

細胞内の酸化還元バランスあるいはエネルギー状態についても議論が可能となる。それ

ゆえ、目的物質生産能力が異なる細胞株あるいは生産性・生産収率が異なる培養条件間

における、代謝フラックス分布や目的物質生合成に必要な還元力 (NADPH) とエネルギ

ー分子 (ATP) 供給量および消費量の比較をもとに、物質生産性に関与している代謝経

路を探索することで、高生産株育種や培養条件改良戦略に活用できると考えられる。 
13C-MFA は、細胞の比増殖速度が一定で、代謝の定常状態を作り出すことが可能な

連続培養系や回分培養の対数増殖期で行う。代謝が定常な状態で培養を続けると、細胞

内代謝物 の 13C 濃縮度も定常となり、その時の代謝状態を反映していると考えられる。

一方で、代謝状態が変化すると、13C 濃縮度は複数の代謝状態の結果を表したものとな

るため、当該データをもとにした代謝フラックス分布の推定ができなくなる。 

代謝フラックス分布の推定に使用する 13C 濃縮度の測定対象として、細胞内に大量

に存在するタンパク質由来アミノ酸がある。アミノ酸は中央代謝の様々な中間代謝物を

前駆体として合成されるため、その 13C 濃縮度から中央代謝の代謝フラックス分布に

関する情報の取得が可能である。13C 濃縮度の測定には、質量分析計 (MS) や核磁気共

鳴装置 (NMR) が使用できる。この情報を用いて物質収支式や各代謝物の 13C 濃縮度

の収支式を解くことで代謝フラックスを推定する。13C-MFA で推定した代謝フラック

ス分布は、代謝モデルを構成する代謝反応に大きく依存するため、遺伝子発現や酵素活

性などの生物学的な知見に基づいた代謝モデルの設定が必要である。また、13C 標識培

養実験で用いる炭素源の 13C 標識パターンも、代謝フラックス分布の推定結果に大き

く影響する (Leighty and Antoniewicz 2012)。そのため、計算機シミュレーションにより、

精度の高い代謝フラックス分布の推定に適した炭素源 13C 標識パターンを導出する手

法が提案されている (Maeda et al. 2016)。 

出芽酵母では、グルコースを炭素源として、13C-MFA を用いて推定した代謝フラッ

クス分布が数多く報告されている (Frick and Wittmann 2005; Gombert et al. 2001; Jouhten 

et al. 2008; Wang and Hatzimanikatis 2006)。C2 炭素源では、Escherichia coli (Zhao et al. 

2004) や Geobacter metallireducens (Tang et al. 2007) で酢酸を資化したときの代謝フラ

ックス分布を推定した報告が存在するが、13C-MFA を用いてエタノール資化における

代謝フラックス分布を推定した結果は報告されていない。それゆえ、推定したエタノー

ル資化における代謝フラックス分布に対しては、遺伝子あるいはタンパク質発現レベル
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の知見やグルコース資化での代謝フラックス解析結果をもとにした考察が必要と考え

られる。  

微生物による様々な有用物質生産に関する研究で 13C-MFA を用いて代謝機構を解

析している。出芽酵母を用いた 3-ヒドロキシプロピオン酸 (3HP) 生産では、高生産株

と低生産株の代謝フラックス分布を比較することで、高生産株では 3HP 合成経路に存

在するピルビン酸から酢酸への変換が制限されていると示した (Kildegaard et al. 2016)。

また、シキミ酸等の芳香族代謝物生産では、エリトロース-4-リン酸の利用効率が向上

する代謝改変が重要と示された (Suástegui et al. 2016)。Corynebacterium glutamicum では、

細胞増殖期とグルタミン酸生産期のそれぞれで 13C-MFA を行うことで、グルタミン酸

生産に最も重要な補充経路として pyruvate carboxylase によるオキサロ酢酸からピルビ

ン酸を生成する反応と示した (Shirai et al. 2007)。また、L-バリン生産では、バリン合成

に要求される NADPH はペントースリン酸経路から供給されることを示した。さらに、

CO2 発生を伴わずに NADPH を供給する反応 (transhydrogenase により NADH から 

NADPH を生成する反応) を導入することで、ペントースリン酸経路からの CO2 の排

出を抑制し、L-バリン収率を向上させた (Bartek et al. 2011)。このように、代謝フラック

ス分布の推定によって、代謝改変や培養条件改良の方針を得ることが期待できる。 

 

1. 3. 2. メタボローム解析 

メタボローム解析技術は、細胞内に存在する代謝物の網羅的な定量分析に有効な手段

である。多くの場合、代謝物は細胞内制御機構の最終産物であり、細胞内における代謝

物蓄積量は遺伝的あるいは周辺環境の変化に対する細胞システムの最終応答として考

えることができる。メタボローム解析結果を用いて、細胞内代謝ネットワーク制御に重

要な分岐点の特定や、遺伝子や転写産物、タンパク質の存在量といった細胞機能の評価

が可能である。また、有用物質生産微生物の細胞内代謝状態を把握することにより、代

謝ネットワークにおける律速部位の特定が期待されている (Toya and Shimizu 2013)。 

メタボローム解析は、1) 細胞内反応停止、抽出と濃縮の各過程を含む測定試料の調

製、2) 定性あるいは定量分析、3) データ解析、の 3 段階からなる (Reaves and 

Rabinowitz 2011)。酵素反応の停止、培養液と細胞の分離、細胞からの代謝物の抽出は

迅速に行う必要がある (Bolten et al. 2007)。抽出した代謝物は、MS や NMR 等で検出

する。MS については、より高感度の飛行時間型 MS (TOFMS) やタンデム MS 

(MS/MS) も用いられている。MS は、ガスクロマトグラフィー、液体クロマトグラフ

ィーやキャピラリー電気泳動 (CE) と組み合わせて使用することが多い (Bergdahl et al. 

2012; Mimura et al 2014; Soga et al. 2003)。分析対象とする代謝物の種類や個数、必要な

測定精度によって測定方法を選択する必要がある。CE-TOFMS は水溶性あるいはイオ

ン性の高い化合物の測定に適しており、糖リン酸、ヌクレオチド、アミノ酸、有機酸等

の代謝物を目的物質としたメタボローム解析に使用されている (Ohashi et al. 2008; Soga 
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et al. 2006)。CE-TOFMS を用いたメタボローム解析技術によって出芽酵母のストレス耐

性などの細胞内代謝状態や、制御機構に関連する代謝物と代謝反応が調べられている 

(Hasunuma et al. 2011; Matsushika et al. 2013; Nugroho et al. 2015; Shirai et al. 2013)。メタボ

ローム解析では膨大な量のデータが得られる。そのため、データの特性を調査し、デー

タが含んでいる情報を整理するために、主成分分析やクラスター分析等の多変量解析が

用いられる。 

メタボローム解析も、微生物による様々な有用物質生産に関する研究で用いられてい

る。出芽酵母のエタノール生産において重要な形質となるエタノール耐性に寄与する代

謝物として、トレハロース、プロリン、バリンやイノシトールを特定した (Ohta et al. 

2016)。E. coli を用いた L-チロシン生産では、律速段階の 1 つとして quinate/shikimate 

dehydrogenase による反応を特定した (Juminaga et al. 2012)。また、C. glutamicum を用い

たシキミ酸生産では、解糖系の律速段階を glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase に

よる反応と特定し、当酵素を過剰発現することで、グルコース消費量とシキミ酸生産量

が増加した (Kogure et al. 2016)。これらの結果が示すように、メタボローム解析によっ

て、物質生産の律速段階や生産性に関与する代謝物を探索することが可能と考えられる。 
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1. 4. 本論文の目的と構成 

出芽酵母は、飲料、食品や SAM 等の多数の有用物質の工業生産に用いられている

微生物である。出芽酵母を用いた物質生産における生産性向上には、原料となる炭素源

から目的物質への代謝物の流れが増加するように細胞内の代謝状態を改変することが

求められる。そのためには、代謝状態の評価と、それに基づいた代謝改変戦略の提案が

重要と考えられる。SAM 生産については、清酒酵母の SAM 高生産能力、エタノール

資化による SAM 含量増加、L-メチオニン添加による SAM 生産性向上が報告されて

いるが、代謝改変に向けての必要な知見は得られていない。そこで、本研究では、SAM 

生産出芽酵母の代謝解析によって、(i) SAM 高生産能力に関連する代謝経路、(ii) エタ

ノール資化による SAM 含量増加に関連する代謝経路、(iii) SAM 生産の律速段階 (ボ

トルネック) を探索し、解析結果から SAM 生産性向上および出芽酵母を用いた物質生

産に向けた知見を抽出することを目的とする。 

本学位論文は、第 1 章から第 5 章より構成される。概要を Fig. 1-5 に示す。 

第 1 章では、本研究の背景と目的を記述した。 

第 2 章では、SAM 生産能力と、SAM 前駆体、NADPH および ATP 供給量の関連

について調べた。13C-MFA を用いて、グルコース資化における対照株・実験室酵母 

S288C 株と SAM 高生産株・清酒酵母協会 6 号の中央代謝の代謝フラックス分布を推

定し、中央代謝からの SAM 前駆体、NADPH と ATP 供給量を算出した。SAM 高生

産株では、TCA 回路フラックスと酸化的リン酸化活性が高く、ATP 再生能が向上して

いた。酸化的リン酸化では酸素を必要とすることから、SAM 生産性向上には、高 TCA 

回路フラックスと高呼吸活性による ATP 供給量増加が重要と考えられた。 

第 3 章では、エタノール資化による SAM 含量増加と代謝状態の関連について調べ

た。13C-MFA を用いて、SAM 高生産株のエタノール資化における中央代謝の代謝フラ

ックス分布を推定した。第 2 章で示したグルコースと異なり、エタノール資化ではグ

リオキシル酸経路が活性化し、ペントースリン酸経路には、ほとんど炭素が流れていな

いことが分かった。さらに、エタノール資化ではグルコースより TCA 回路フラックス

と酸化的リン酸化活性が高く、多くの過剰な ATP を供給していた。SAM 生産性向上

には、エタノール資化による ATP 供給量増加が重要と考えられた。また、エタノール

資化は、グルコースと比較して CO2 の炭素収率が高く、その多くは TCA 回路で生成

していた。CO2 生成量抑制には、TCA 回路を迂回するグリオキシル酸経路のフラック

ス増加が重要と示唆された。 

第 4 章では、SAM 生産におけるボトルネックを探索し、ボトルネック解消による 

SAM 生産性向上を検証した。SAM 生産性が異なる培養条件の細胞内代謝物濃度の定

量と多変量解析によるデータ解析によって、細胞内で蓄積または欠乏している代謝物を

抽出した。SAM 高生産株は対照株より細胞内 ATP 濃度が高く、L-メチオニンを用い
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た高生産条件では、ATP とその前駆体の細胞内濃度が低下していた。そこで、細胞増

殖に使用される ATP 量を削減するため酵母エキス未含有培地で培養したところ、初期

条件 (5.0 g L−1) 培地と比較して細胞濃度が減少する一方、細胞内 ATP 濃度が増加し、

SAM 生産量も 1.6 倍増加した。SAM 生産性向上には、L-メチオニン以外に ATP 供

給量増加も関与し、増殖活性低下等の細胞内 ATP 消費の効率化が有効と考えられた。

また、L-メチオニンを用いた条件ではメチオニンサルベージ経路中間体の細胞内濃度が

増加していたことから、SAM 分解抑制には当経路フラックスの低下が重要と示唆され

た。 

第 5 章では、本研究で得られた知見をまとめ、SAM 生産性向上に向けた戦略や出

芽酵母を用いた、その他の有用物質生産性向上に代謝解析を活用する方法論について議

論した。 

 

 

 

 

 

Fig. 1-5 本論文の構成 
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第 2 章  S-アデノシル-L-メチオニン生産能力の異なる出

芽酵母の 13C 代謝フラックス解析 
 
2. 1. Highlights 
 
 SAM 高生産株・清酒酵母協会 6 号の高生産能力に関連する代謝経路を明らかにす

る。 

 

 高生産株と実験室株における、SAM 生産に必要な因子を供給する中央代謝系の代

謝反応速度を比較し、高生産株で活性化している代謝反応を特定するため、13C-MFA 

を用いた。 

 

 高生産株では TCA 回路フラックスと酸化的リン酸化活性が高く、ATP 再生能が向

上していた。 

 

 酸化的リン酸化では酸素が必要なため、SAM 生産性向上には、高 TCA 回路フラ

ックスと高呼吸活性による ATP 供給量増加が重要と考えられた。 

 

 推定した代謝フラックス分布によって、高生産株の特徴である高呼吸活性を説明で

きたことから、実用酵母においても 13C-MFA を適用できると考えられた。 

 

 13C-MFA は高呼吸活性を指標とした新たな宿主のスクリーニング系としての活用

が期待できる。 
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2. 2. 緒言 

第 2 章では、実験室酵母と S-アデノシル-L-メチオニン (SAM) 高生産株・清酒酵母

協会 6 号の細胞内代謝フラックス分布を比較し、清酒酵母の高生産能力に関与する代

謝経路の探索を行った。清酒酵母の SAM 含量は 20 mg g CDW−1 に達し、実験室酵母

の 4 倍程度になることが知られている (Shobayashi et al. 2006)。また、清酒酵母による 

SAM 高生産には、ATP から L-メチオニンへアデノシル基転移を触媒する methionine 

adenosyltransferase の高活性が関与していることが報告されている (Shiozaki et al. 1986)。

一方で、細胞内代謝の改変によって SAM 生産性を向上させるために必要である SAM 

高生産能力に関連する代謝経路は明らかとなっていない。 

SAM は ATP と L-メチオニンが前駆体であり、これらは、中央代謝系のペントース

リン酸経路と TCA 回路の中間代謝物であるリボース-5-リン酸とオキサロ酢酸から、

それぞれ生合成される。また、SAM 生合成は、中央代謝系の反応過程から供給される

エネルギー分子 (ATP) や還元力 (NADPH) を必要とする (Fig. 1-3)。目的の代謝経路は

中央代謝系と SAM 生合成経路の中に存在すると予想できるため、適切な方法によっ

て探索することが求められる。そこで、13C 代謝フラックス解析 (13C-MFA) を用いて

細胞内の中央代謝フラックス分布を推定し、中央代謝系から供給される SAM 前駆体、

NADPH と ATP 量を見積もり、SAM 生産能力との関連を調査することにした。 

SAM 高生産株では SAM 前駆体、ATP や NADPH 供給速度が高いことが予測され

る。そのため、清酒酵母と実験室酵母 (低生産株) における各代謝反応の反応速度を比

較する必要がある。清酒酵母のほうが反応速度の高い代謝反応が SAM 高生産能力に

関与すると推定される。複数の代謝反応速度を同時に定量的に把握する必要があり、そ

の手段として 13C-MFA が有効と考えられる。 

細胞内の代謝反応速度は、個々の反応にかかわる基質、酵素、反応阻害剤や活性剤の

細胞内濃度などから影響を受けるが、これらをすべて正確に定量することは非常に困難

である。13C-MFA を用いると、細胞乾燥重量あたりの代謝反応速度 (単位 : mmol g 

CDW−1 h−1) で定義される代謝フラックスを数値として評価できることから、活性化あ

るいは活性低下している代謝反応の探索への活用が期待できる。代謝フラックスは直接

測定できないため、13C-MFA は 13C で標識された炭素源を用いて培養した細胞内の代

謝物の 13C 標識状態を質量分析計で測定し、非線形の最適化計算方法を用いて標識状

態を最もよく説明できる代謝フラックスを推定する (Toya and Shimizu 2013)。 

本章では、出芽酵母の代謝モデルを構築し、グルコースを単一炭素源、制限基質とす

る連続培養条件における、実験室酵母 S288C と清酒酵母協会 6 号の中央代謝系の代

謝フラックス分布を 13C-MFA を用いて推定した。続いて、中央代謝系から供給される 

NADPH、ATP と SAM 前駆体量を見積もり、SAM 生産能力が異なる両株の結果を比

較することで、生産能力に関与する代謝経路を探索した。  
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2. 3. 実験材料と実験方法 

2. 3. 1. 使用菌株 
本章では、出芽酵母である実験室酵母 S288C (NBRC1136)、清酒酵母協会 5 号 

(NBRC2345)、同 6 号 (NBRC2346)、同 7 号 (NBRC2347)、同 8 号 (NBRC2376)、同 9 

号 (NBRC2377) を用いた。全ての株は、独立行政法人製品評価技術基盤機構バイオテ

クノロジーセンター (NBRC) から購入した。 

 

2. 3. 2. SAM 生産能力の確認 

SAM 生産能力を比較するため、各出芽酵母株を 4 mL の半合成培地 [50.0 g L−1 D-

グルコース、10.0 g L−1 ペプトン (Polypepton、Nihon pharmaceutical)、5.0 g L−1 酵母エ

キス (Bacto Yeast Extract、Difco Laboratories)、4.0 g L−1 KH2PO4、2.0 g L−1 K2HPO4、0.50 

g L−1 MgSO4·7 H2O、1.5 g L−1 L-メチオニン、pH 6.0] (Shiozaki et al. 1984) に植菌し、30 °C、

24 時間、200 rpm で振とう培養した。細胞内に蓄積した SAM を抽出するため、培養

液に最終濃度と液量がそれぞれ 10% と 5 mL となるように 60% 過塩素酸を添加し、

30 °C で 1 時間振とうした。遠心分離で上清を分取し、高速液体クロマトグラフィー 

(HPLC) に供した。HPLC は、LC2010A-HT (Shimadzu) を用いた。カラムは、TSKgel 

SP-2SW (4.6 mm  25 cm、Tosoh)、ガードカラム用フィルターは SUMIPAX Filter 

PG-ODS (Sumika Chemical Analysis Service) を用い、波長 254 nm の吸収を測定するこ

とにより検出した。移動相には 0.5 M ギ酸アンモニウムを用い、流速は 0.5 mL min−1 

とした。濃度標準液には SAM (A7007, Sigma-Aldrich) を純度 80%(w w−1) として用いた。 

 

2. 3. 3. 13C-MFA 培養条件 
13C-MFA に必要な細胞試料を取得するため、250 mL 容培養槽 (ABLE) を用いて液

量 100 mL、好気的条件で、炭素源を制限基質としたケモスタット連続培養を行った。

1.0 N NaOH の添加により、培養液の pH を 5.5 となるように制御した。また、培養温

度 30 °C、撹拌速度 1,000 rpm、通気流量 200 mL min−1 に設定した。培養には合成培地 

[5.0 g L−1 D-グルコース、5.0 g L−1 (NH4)2SO4、0.50 g L−1 K2HPO4、3.4 g L−1 yeast nitrogen 

base without amino acids and ammonium sulfate (Difco Laboratories)、2.0 g L−1 KH2PO4、1.5 g 

L−1 MgSO4、2.5 mg L−1 ZnSO4、2.4 mg L−1 MnSO4、0.27 mg L−1 CuSO4、0.20 g L−1 CaCl2、

4.0 mg L−1 FeCl3、0.40 mg L−1 NaMoO4 2H2O、1.0 mg L−1 H3BO3、0.20 mg L−1 KI、0.20 g L−1 

NaCl、34 µg L−1 biotin、1.6 mg L−1 Ca-pantothenate、13 mg L−1 inositol、7.8 mg L−1 

thiamine-HCl、2.3 mg L−1 pyridoxine-HCl、0.40 mg L−1 para-aminobenzoic acid、0.40 mg L−1 

riboflavin、0.80 mg L−1 niacin、4.0 µg L−1 folic acid] を用いた。13C-MFA のため、炭素源

として用いたグルコースの一部を 13C 標識グルコース (1-13C グルコースと U-13C グ

ルコース) に置き換えた。グルコース分子の骨格を形成する炭素原子のうち 1 位の炭
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素原子が 13C で標識されているグルコースが 1-13C グルコース、1 位から 6 位の炭素

原子すべてが 13C で標識されているグルコースが U-13C グルコースである。 

各培養実験 (清酒酵母協会 6 号：希釈率 0.1 h−1 と 0.06 h−1、実験室酵母 S288C：希

釈率 0.1 h−1 と 0.06 h−1) における各グルコース割合 (天然/1-13C/U-13C) は、それぞれ、

60.3/20.2/19.5、60.4/20.2/19.5、60.2/20.2/19.6、60.3/20.2/19.6 とした。培養槽から取得し

た培養液は、遠心分離 (18,800  g、4 °C、5 分) で上清と細胞を分離した。上清は細胞

外に排出された代謝物の定量分析に用いた。細胞はガスクロマトグラフィー-質量分析

計 (GC-MS) による 13C 濃縮度分析に用いた。 

 

2. 3. 4. オフライン測定 

細胞濃度は波長 600 nm の吸光度 (OD600) を測定することにより求めた。OD600 から

細胞乾燥重量 (CDW) への換算係数は、1 OD600 あたり 0.21 g CDW L−1 (清酒酵母協会 

6 号) と 0.22 g CDW L−1 (実験室酵母 S288C) とした。グルコースとエタノール濃度は

バイオセンサ (BF-7、Oji Scientific Instruments) を用いて酵素電極法によって測定した。

グリセロール濃度は F-kit Glycerol (R-Biopharm) によって測定した。有機酸 (ピルビン

酸、コハク酸、フマル酸、リンゴ酸、クエン酸、乳酸) 濃度は HPLC を用いて測定し

た。HPLC は LC2010A-HT を用いた。カラムは TSKgel OA-pakA (7.8 mm  30 cm、

Tosoh)、ガードカラムは TSKgel OA-pakP (6.0 mm  4.0 cm、Tosoh) を用い、波長 210 nm 

の吸収を測定することにより検出した。移動相には 0.75 mM H2SO4 を用い、流速は 0.8 

mL min−1 とした。 

 

2. 3. 5. タンパク質由来アミノ酸 GC-MS 分析 

回収した細胞は 105 °C で 18 時間、 6 N HCl で加水分解した。フィルターろ過によ

り浮遊物を除去した後、加水分解物を乾燥させ、アセトニトリルに溶解した。GC-MS に

供するため、加水分解物と等量の N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyl-trifluoroacetamide 

(MTBSTFA) を混合し、105 °C で 1 時間反応させた。アミノ酸は MTBSTFA による 

TBDMS (tert-butyldimethylsililyl) 化反応により、Fig. 2-1 で示したように修飾される。続

いて、試料 1 μL を GC-MS システム (7890A GC、5975C GC/MSD、Agilent Technologies) 

に注入し、各アミノ酸の 13C 濃縮度を測定した。GC-MS 分析は、カラムには Capillary 

column (DB-5MS + DG、30m × 0.25 mm ID × 0.25 µm、Agilent Technologies) を用いた。

キャリアーガスはヘリウムを用い、流速は 1.0 mL min−1 とした。オーブン温度は、始

めに 150 °C で 2 min 保ち、その後 270 °C になるまで 3 °C min−1 で上昇させた。イン

ターフェース温度は 150 °C、イオン源温度は 230 °C、スプリット比は 1:10、電子イオ

ン化は 70 eV と設定し、Selected ion monitoring モードで分析した (Mori et al. 2011; 

Toya et al. 2014)。また TBDMS 化されたアミノ酸はイオン化時に電子衝撃により Fig. 

2-2 のようにフラグメント化が起きる (Mawhinney et al. 1986)。GC-MS 測定結果は、C、
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H、N、O、Si 各原子の天然存在同位体の影響を考慮して補正し、13C-MFA に用いた (van 

Winden et al. 2002)。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1 TBDMS 化反応 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-2 測定されるアミノ酸フラグメントイオンのパターン 

一部の炭素原子の左肩にある数字は、アミノ酸における炭素の位置番号を表す。M−57 

フラグメント : 全ての炭素骨格の情報を持つ、M−85 フラグメント : 1 位の炭素の情

報が失われている、M−159 フラグメント : 1 位の炭素の情報が失われている、M302 フ

ラグメント : 1 と 2 位の炭素の情報を持ち、全アミノ酸で共通である。 

 

 

2. 3. 6. 代謝ネットワークモデル 

出芽酵母の代謝ネットワークは先行文献を適宜修整したものを用いた (Table 2-1、

Table S1) (Frick and Wittmann 2005; Gombert et al. 2001)。本章の代謝モデルでは、オキサ

ロ酢酸、ピルビン酸、アセチル-CoA は細胞質とミトコンドリアに区分した。補充経路

であるピルビン酸のカルボキシル化反応は細胞質で進行するとした (Walker et al. 1991)。

malic enzyme 反応はミトコンドリアで進行するとした (Boles et al. 1998)。ピルビン酸と

アセチル-CoA の膜輸送は細胞質からミトコンドリアへの不可逆反応、オキサロ酢酸の

膜輸送は可逆反応とした (Frick and Wittmann 2005; Gombert et al. 2001)。さらに、各アミ
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ノ酸の生合成経路を加えた (Table S1) (Monschau et al. 1997)。出芽酵母細胞を構成する

タンパク質、脂質、DNA、RNA、炭水化物の含量と組成は文献値を用いた (Table S2–5) 

(Förster et al. 2003; Stückrath et al. 2002)。これらのデータと同化代謝の反応式を用いて、

細胞増殖に必要な前駆体量を推算し (Table 2-2)、13C-MFA の束縛条件とした (Table 2-5)。 

 

 

Table 2-1 13C-MFA で使用した出芽酵母の代謝モデル 

Flux_number Reaction Carbon atom transitions 
r1 Glc --> G6P ABCDEF --> ABCDEF 
r2 G6P --> 6PG ABCDEF --> ABCDEF 
r3 6PG --> Ru5P + CO2_in ABCDEF --> BCDEF + A 
r4 G6P --> F6P ABCDEF --> ABCDEF 
r5 F6P --> G6P ABCDEF --> ABCDEF 
r6 F6P --> DHAP + GAP ABCDEF --> CBA + DEF 
r7 DHAP + GAP --> F6P CBA + DEF --> ABCDEF 
r8 DHAP --> GAP ABC --> ABC 
r9 GAP --> DHAP ABC --> ABC 
r10 GAP --> PGA ABC --> ABC 
r11 PGA --> GAP ABC --> ABC 
r12 PGA --> PEP ABC --> ABC 
r13 PEP --> PGA ABC --> ABC 
r14 PEP --> Pyr_cyt ABC --> ABC 
r15 Pyr_cyt --> Pyr_mit ABC --> ABC 
r16 Pyr_mit --> AcCOA_mit + CO2_in ABC --> BC + A 
r17 Oxa_mit + AcCOA_mit --> IsoCit ABCD + EF --> DCBFEA 
r18 IsoCit --> aKG + CO2_in ABCDEF --> ABCDE + F 
r19 aKG --> Suc + CO2_in ABCDE --> BCDE + A 
r20 Suc --> Mal ABCD --> ABCD 
r21 Mal --> Suc ABCD --> ABCD 
r22 Mal --> Oxa_mit ABCD --> ABCD 
r23 Oxa_mit --> Mal ABCD --> ABCD 
r24 Mal --> Pyr_mit + CO2_in ABCD --> ABC + D 
r25 Pyr_cyt --> AcAl + CO2_in ABC --> BC + A 
r26 AcAl --> Ac AB --> AB 
r27 Ac --> AcCOA_cyt AB --> AB 
r28 AcCOA_cyt --> AcCOA_mit AB --> AB 
r29 Oxa_mit --> Oxa_cyt ABCD --> ABCD 
r30 Oxa_cyt --> Oxa_mit ABCD --> ABCD 
r31 Pyr_cyt + CO2_in --> Oxa_cyt ABC + D --> ABCD 
r32 Oxa_cyt --> Thr ABCD --> ABCD 
r33 Thr --> Gly + AcAl ABCD --> AB + CD 
r34 Ru5P --> R5P ABCDE --> ABCDE 
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Table 2-1 13C-MFA で使用した出芽酵母の代謝モデル (続き) 

Flux_number Reaction Carbon atom transitions 
r35 R5P --> Ru5P ABCDE --> ABCDE 
r36 Ru5P --> Xu5P ABCDE --> ABCDE 
r37 Xu5P --> Ru5P ABCDE --> ABCDE 
r38 R5P + Xu5P --> S7P + GAP ABCDE + FGHIJ --> FGABCDE + HIJ
r39 GAP + S7P --> R5P + Xu5P HIJ + FGABCDE --> FGHIJ + ABCDE
r40 GAP + S7P --> F6P + E4P ABC + DEFGHIJ --> DEFABC + GHIJ
r41 E4P + F6P --> S7P + GAP GHIJ + DEFABC --> DEFGHIJ + ABC
r42 E4P + Xu5P --> F6P + GAP ABCD + EFGHI --> EFABCD + GHI 
r43 GAP + F6P --> Xu5P + E4P GHI + EFABCD --> EFGHI + ABCD 
r44 PGA --> Ser ABC --> ABC 
r45 Ser --> Gly + CO2_in ABC --> AB + C 
r46 IsoCit --> Suc + Glxy ABCDEF --> EDCF + AB 
r47 Glxy + AcCOA_cyt --> Oxa_cyt AB + CD --> ABDC 
r48 Pyr_cyt --> pre_Ala ABC --> ABC 
r49 Pyr_mit --> pre_Ala ABC --> ABC 
r50 AcAl --> EtOH_ex  
r51 G6P --> [Biomass]  
r52 AcCOA_cyt --> [Biomass]  
r53 Gly --> [Biomass]  
r54 Ser --> [Biomass]  
r55 Oxa_cyt --> [Biomass]  
r56 R5P --> [Biomass]  
r57 E4P --> [Biomass]  
r58 GAP --> [Biomass]  
r59 PGA --> [Biomass]  
r60 PEP --> [Biomass]  
r61 pre_Ala --> [Biomass]  
r62 Pyr_mit --> [Biomass]  
r63 AcCOA_mit --> [Biomass]  
r64 aKG --> [Biomass]  
r65 Thr --> [Biomass]  
r66 Oxa_cyt --> SAM  
r67 Mal --> Mal_ex  
r68 Ac --> Ac_ex  
r69 Pyr_cyt --> Lac_ex  
r70 Pyr_cyt --> Pyr_cyt  
r71 IsoCit --> Cit_ex  
r72 Suc --> Suc_ex  
r73 DHAP --> Glyc_ex  
r74 CO2 --> CO2_in A --> A 
r75 CO2_in --> CO2_ex A --> A 

CO2_ex, 細胞外 CO2; CO2_in, 細胞内 CO2; pre_Ala, Ala 前駆体; [Biomass], 細胞構成成

分 
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Table 2-2 細胞合成に必要な前駆体量 (μmol g CDW−1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. 3. 7. 13C 代謝フラックス解析 

代謝フラックスを導出するフィッティング計算は、ソフトウェア MATLAB 

(MathWorks) を用いた専用プログラム OpenMebius (Kajihata et al. 2014) により行った。

タンパク質由来アミノ酸 13C 濃縮度の実験データとランダムに与えた代謝フラックス

分布から計算的に予測されたデータを比較し、残差二乗和が最小となるまで、20 個の

独立フラックスの数値を変えて繰り返し計算を行った。さらに、CO2 の 13C 標識パタ

ーンはフラックス導出計算過程で独立的に最適値を求めた。非線形最適化計算には 

MATLAB optimization toolbox の “fmincon” function (MathWorks) を用いた。フラックス

導出計算には以下のアミノ酸フラグメントを用いた。M−57 フラグメント : Ala、Asp、

Glu、Gly、Phe、Thr、M−85 フラグメント : Ala、Asp、Glu、Gly、Ile、Leu、Pro、Thr、

Val、M−159 フラグメント : Glu、Ile、Leu、Pro、Val、M302 フラグメント : Asp。異な

るグルコース比消費速度の代謝フラックス分布を比較するために、グルコース比消費速

度を 100 として、算出した全てのフラックスを規格化した。 

各代謝フラックスの 90% 信頼区間は F 分布を用いたグリッドサーチ法によって求

めた (Antoniewicz et al. 2006; van Winden et al. 2005)。1 反応ずつ代謝フラックスをある

値に固定し、残りの代謝フラックスについてフィッティング計算を行うことで残差二乗

和を算出した。残差二乗和が (1) 式で示した F 分布から算出される閾値よりも小さく

使用炭素源 グルコース 

Glucose 6-phosphate 2306 

Ribose 5-phosphate 297 

Erythrose 4-phosphate 206 

Glyceraldehyde 3-phosphate 80 

Phosphoglycerate/Glyoxylate (for glycine) 0 

Phosphoglycerate/Oxaloacetate (for glycine) 288 

Phosphoglycerate (for others) 277 

Phosphoenolpyruvate 391 

Oxaloacetate (for threonine) 180 

Oxaloacetate (for others) 641 

Pyruvate (for alanine) 316 

Pyruvate (mitochondrial, for others) 867 

Acetyl-CoA (cytosolic) 2242 

Acetyl-CoA (mitochondrial) 259 

α-ketoglutarate 975 
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なる範囲をその代謝フラックス値の 90% 信頼区間とした (Fig. 2-3)。 

 

SSRሺܚሻ|୶ୀ୶଴ ൑ SSRሺܚොሻ ∙ ቆ1 ൅
,ሺ1ܨ ݊ െ ሻ݌

݊ െ ݌
ቇ																		ሺ1ሻ 

 

 が与える残差二乗和、x ܚ	 は代謝フラックス分布 (ܚ)は代謝フラックス分布、SSR ܚ

は着目している代謝反応のフラックス値、x0 は 	x を固定する値、ܚො は SSR が最小値

となる代謝フラックス分布、n は測定データ数、p はフィッティングするパラメータ数

を表す。本章では、実験データ数 n = 82 (13C 濃縮度データの自由度) からパラメータ

数 p = 21 (推定する代謝フラックス数) を引いた、自由度 61 の F 分布に基づいて信頼

区間を求めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-3 90% 信頼区間の算出方法 

90% 信頼区間は x0′ から x0′′ までの範囲となる。 

 

2. 3. 8. 細胞増殖と SAM 生合成に必要な NADPH と ATP 量の算出 

細胞増殖に必要な NADPH と ATP 量は文献値を用いた (NADPH: 10.01 mmol g 

CDW−1、ATP: 39.78 mmol g CDW−1) (Frick and Wittmann 2005; Verduyn 1991)。増殖非連動

性 ATP 要求量は 1.0 mmol g CDW−1 h−1 とした (Verduyn et al. 1990)。SAM 生合成に必

要な NADPH と ATP 量は、KEGG データベース (http://www.genome.jp/kegg/) の 

SAM 生合成経路から算出した (Table 2-3、2-4)。SAM 1 mol あたり NADPH は 11 mol 

(オキサロ酢酸を前駆体とした L-メチオニン合成に 7.5 mol、リボース-5 リン酸を前駆

体とした ATP 合成に 3.5 mol 必要である)、ATP は 13 mol (オキサロ酢酸を前駆体と

した L-メチオニン合成に 3 mol、リボース-5 リン酸を前駆体とした ATP 合成に 10 



第 2 章 S-アデノシル-L-メチオニン生産能力の異なる出芽酵母の 13C 代謝フラックス解析 

22 
 

mol 必要である) 必要となる結果を得た。なお、0.5 mol のグリシンの分解により、1 mol 

のメチル基を転移できると仮定した。 

 

 

Table 2-3 SAM 生合成における NADPH 消費反応 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

代謝物名: 4pasp, 4-Phospho-L-aspartate; 5mthf,5-Methyltetrahydrofolate; aspsa, L-Aspartate 

4-semialdehyde; akg, 2-Oxoglutarate; glu-L, L-Glutamate; mlthf, 

5,10-Methylenetetrahydrofolate; pi, Phosphate; trdox, Oxidized thioredoxin; trdrd, Reduced 

thioredoxin 

 

  

反応式 

L-メチオニン合成 

4pasp + H + NADPH --> aspsa +NADP + pi 

akg + H + NADPH + NH4 --> glu-L + H2O + NADP 

(2) H + mlthf + NADPH --> 5mthf + NADP 

(5) H + (3) NADPH + SO3 <==> (3) H2O + H2S + (3) NADP 

H + NADPH + trdox --> NADP + trdrd 

ATP 合成 

akg + H + NADPH + NH4 --> glu-L + H2O + NADP 
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Table 2-4 SAM 生合成における ATP 消費反応 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

代謝物名: 25aics, S-2-[5-Amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxamido]succinate;  

5aizc, 5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxylate;  

air, 5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole; aps, Adenosine 5'-phosphosulfate; 

asp-L, L-Aspartate; dcamp, N6-(1,2-Dicarboxyethyl)-AMP;  

fgam, N2-Formyl-N1-(5-phospho-D-ribosyl)glycinamide;  

fpram, 2-(Formamido)-N1-(5-phospho-D-ribosyl)acetamidine; 

gar, N1-(5-Phospho-D-ribosyl)glycinamide; gln-L, L-Glutamine;  

pap, Adenosine 3',5'-bisphosphate; paps, 3'-Phosphoadenylyl sulfate;  

pram, 5-Phospho-beta-D-ribosylamine; prpp, 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-diphosphate

反応式 

L-メチオニン合成 

aps + ATP --> ADP + H + paps 

asp-L + ATP --> 4pasp + ADP 

H2O + pap --> AMP + pi 

ATP 合成 

ATP + glu-L + NH4 --> ADP + gln-L + H + pi 

ATP + Gly + pram <==> ADP + gar + H + pi 

ATP + fpram --> ADP + air + (2) H + pi 

5aizc + asp-L + ATP <==> 25aics + ADP + H + pi 

ATP + fgam + gln-L + H2O --> ADP + fpram + glu-L + H + pi 

ATP + R5P <==> AMP + H + prpp 

asp-L + GTP + IMP --> dcamp + GDP + (2) H + pi 

AMP + GTP <==> ADP + GDP 
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2. 4. 実験結果 

2. 4. 1. 各出芽酵母株の SAM 生産能力の確認 

SAM 生産能力を比較するため、実験室酵母 S288C と 5 種類の清酒酵母 (協会 5 

号、6 号、7 号、8 号、9 号) を、SAM 前駆体である L-メチオニンを添加した半合成

培地で培養した。清酒酵母の SAM 生産能力は実験室酵母 S288C (56 mg L−1) の 3–4 

倍に達していた (Fig. 2-4)。本章で用いた株の中では、清酒酵母協会 6 号の SAM 生産

能力が最も高く、202 mg L−1 に達した。そこで本章では、SAM 生産能力にかかわる中

央代謝の変化を調査するため、SAM 高生産株 (清酒酵母協会 6 号) と対照株 (実験室

酵母 S288C) の代謝状態を比較することにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-4 各出芽酵母株の SAM 生産能力 

棒グラフは 3 回の培養実験の平均値を、エラーバーは平均値に対する標準偏差を、そ

れぞれ表している。 

 

 

2. 4. 2. 13C-代謝フラックス解析 (13C-MFA) 
13C-MFA に必要な細胞試料を取得するため、好気条件でグルコースを制限基質とし

て、2 通りの希釈率 (0.1 h−1、0.06 h−1) のケモスタット連続培養を行った。全ての培養

実験結果を Table 2-4 に示した。どちらの希釈率においても、清酒酵母協会 6 号の 

SAM 生産性 (1.5–2.5 mg L−1) は、実験室酵母 S288C 株 (0.60–0.87 mg L−1) の 2.5–2.9 
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倍大きい値となった。また、細胞濃度は清酒酵母協会 6 号のほうが低い結果となった。 

希釈率 0.1 h−1 条件では、両株ともほぼ同程度のグルコース比消費速度を示した (1.1 

mmol g CDW−1 h−1)。一方で、清酒酵母協会 6 号は、酢酸とグリセロール収率が低く、

エタノール生産収率が高くなる結果となった。前者は、清酒酵母の好気的条件における 

Acetyl-CoA synthetase (ACS1) の発現と細胞質  NADH 酸化活性の向上と関連し 

(Shobayashi et al. 2007b; Agrimi et al. 2014)、後者は、清酒酵母は実験室酵母より高いエタ

ノール生産性を示す特性 (Kotaka et al. 2008) と関連していると考えられた。希釈率 

0.06 h−1 条件では、実験室酵母 S288C がエタノールを 13 mol / 100 mol glucose−1  の収

率で生産したが、清酒酵母協会 6 号はエタノールを生産しなかった。この結果から、

清酒酵母協会 6 号を含む二倍体酵母は、低希釈率・好気条件では、Crabtree 効果が抑

制される可能性が考えられた (Akada 2002)。希釈率 (比増殖速度) と細胞の炭素含量、

グルコース比消費速度、SAM 等の生産物比生産速度から CO2 収率を見積もると、ど

ちらの希釈率条件においても清酒酵母協会 6 号の方が高い値となった。また、培養実

験で取得した各生産物の比生産速度データを用いて生産物合成フラックスを計算し、
13C-MFA の束縛条件とした (Table 2-6)。 

細胞増殖の定常を確認した後、13C 標識グルコースを含む培地の流加を開始し、連続

培養を行った。清酒酵母協会 6 号を用いた希釈率 0.1 h−1 条件では、培養開始 49 時

間後に培地を変更した。細胞試料は、13C 標識グルコース流加後、0、2.5、3.3、5 レジ

デンスタイム経過後に回収した。なお、1 レジデンスタイムとは、培養槽の培地が、培

地の流入により 1 回置き換わるまでに要する時間である。回収した細胞を酸加水分解

し、フィルターろ過により浮遊物を除去後、タンパク質由来アミノ酸を構成する炭素の 
13C 濃縮度を GC-MS 分析によって測定した (Fig. 2-5、Fig. S1)。Fig. 2-5 に、Glx (Glu と 

Gln) と Phe の M−57 フラグメントの 13C 標識パターンについて、各質量同位体の存

在比の経時変化を示した。13C を含まない質量同位体の存在比 (m0) は時間依存で減少

しているのに対し、13C を含む質量同位体の存在比 (m1–m9) は増加していた。なお、
13C を n 個含む質量同位体の存在比を mn とした。3.3 レジデンスタイム以降は、13C 

標識パターンに変化が見られなかったため、細胞内代謝は、13C 標識レベルで定常に達

していると考えられた。本章では、5 レジデンスタイム経過後の 13C 濃縮度データを

用いて、代謝フラックス分布を導出した。 

本章の代謝ネットワークは先行文献で用いられた代謝モデルを適宜修整したものを

用いた (Table 2-1、Table S1) (Frick and Wittmann 2005; Gombert et al. 2001)。本章のモデ

ルでは、ピルビン酸、オキサロ酢酸、アセチル-CoA を細胞質とミトコンドリアに分画

した。細胞内代謝フラックス分布は、GC-MS 測定を用いて実験的に得られたタンパク

質由来アミノ酸の 13C 濃縮度と計算機上で代謝モデルを用いて求めた 13C 濃縮度 の

差を最小化することによって推定した。実験的 13C 濃縮度と推定した代謝フラックス

分布から求めた 13C 濃縮度の差はとても小さく、推定した代謝フラックス分布は、実 
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Table 2-4 好気的グルコース制限ケモスタット連続培養実験結果 

1 回の培養実験で全データを得た。 
a 希釈率 (比増殖速度) と細胞の炭素含量 (0.455 g g CDW−1) (Stückrath et al. 

2002)、グルコース比消費速度、SAM 等生産物の比生産速度から算出した炭素

収率から見積もった。炭素収率の合計は 1 とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

株 
実験室酵母

S288C 

清酒酵母 

協会 6 号 

希釈率 (h−1) 0.06 0.1 0.06 0.1 

SAM 生産量 (mg L−1)  0.60 0.87 1.5 2.5 

細胞乾燥重量濃度 (g CDW L−1)  2.8 2.7 2.5 2.5 

グルコース比消費速度 (mmol g CDW−1 h−1) 0.55 1.1 0.65 1.1 

対グルコース収率 (mol 100 mol−1)      

SAM 0.0055 0.0081 0.014 0.024

リンゴ酸 0.48 0.57 0.55 0.39 

酢酸  2.3 2.1 0.76 0 

乳酸  0.31 0 0.91 0 

クエン酸  0.095 0 0.21 0 

コハク酸 0.25 0 0.65 0 

グリセロール 0.23 0.26 0.053 0.17 

エタノール 13 13 0 14 

CO2 (mol C mol C−1)a  0.24 0.33 0.41 0.36 
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験的 13C 濃縮度データをよく説明できていると考えられた。なお、残差の二乗和は 

0.0018 以下であった (Table S7–10)。最小の残差となる代謝フラックス分布をもとに、

グリッドサーチ法を用いて、各代謝フラックスの 90% 信頼区間を求めた。 

異なる連続培養条件 (希釈率 0.06 h−1 と 0.1 h−1) における実験室酵母 S288C と清

酒酵母協会 6 号の代謝フラックスの 90% 信頼区間を Fig 2-6 に示した。当結果は、

グルコースを制限基質とした希釈率 0.1–0.15 h−1 のケモスタット培養で代謝フラック

ス解析を行った先行文献と合致していた (Frick and Wittmann 2005; Gombert et al. 2001; 

Wang and Hatzimanikatis 2006)。TCA 回路フラックスは循環しており、malic enzyme に

より触媒される反応 (Mal --> Pyr_mit + CO2) のフラックスと pyruvate carboxylase によ

り触媒される反応 (Pyr_cyt + CO2 --> Oxa_cyt) のフラックスは、それぞれ 2–12、18–28 

であった。さらに、ペントースリン酸経路フラックス (G6P --> Ru5P + CO2) は、

glucose-6-phosphate isomerase により触媒される反応 (G6P --> F6P) のフラックスより

高い値となった。この結果は、ペントースリン酸経路へ向かうフラックス (44–58、希

釈率 0.06 h−1、実験室酵母 S288C) は、解糖系に向かうフラックスより高いことを示し

ている。希釈率 0.1 h−1 では、ペントースリン酸経路フラックスが 56–71 まで増加し

ていたことから、実験室酵母 S288C において、細胞構成成分の合成に要する NADPH 

を供給するため、ペントースリン酸経路フラックスと比増殖速度 (希釈率) の関連が示

唆された。一方で、清酒酵母協会 6 号では、希釈率 0.06 h−1 (56–89) を 0.1 h−1 (45–62) 

と比較すると、ペントースリン酸経路のフラックスが減少していた。 

また、両株の TCA 回路の代謝フラックスは大きく異なっていた。例えば、希釈率 0.1 

h−1 では、malate dehydrogenase フラックス (Mal <-> Oxa_mit) の 90% 信頼区間は、実

験室酵母 S288C では 22–32、清酒酵母協会 6 号では 35–44 となった。希釈率 0.06 h−1 

では、同反応の 90% 信頼区間は、実験室酵母 S288C が 20–30、清酒酵母協会 6 号が 

35–48 であった。フラックスの信頼区間が重なっていない場合、フラックスレベルが著

しく異なることを示している。TCA 回路中の他の代謝反応のフラックスにおいても同

様に両株の 90% 信頼区間は重ならない結果が得られた。 

C2 同化代謝であるグリオキシル酸経路フラックスは 0.4–6% であったことから、
13C-MFA によって同経路が不活性であることが示された。この結果は、グルコース存

在下での isocitrate lyase と malate synthase 発現量抑制によるものと考えられた (de 

Jong-Gubbels et al. 1995)。 
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Fig. 2-5 希釈率 0.1 h−1 における清酒酵母協会 6 号のタンパク質構成アミノ酸 13C 濃

縮度 (13C-enrichment) 経時変化 

(a) Glx と (b) Phe の M−57 フラグメントを示した。Residence time (レジデンスタイム) 

は、13C 標識グルコースの流加を開始した時点を 0 とした。mn は、n 個の 13C 原子

を含む質量同位体を表す。その他のアミノ酸は Fig. S1 に示した。 

  



第 2 章 S-アデノシル-L-メチオニン生産能力の異なる出芽酵母の 13C 代謝フラックス解析 

29 
 

Fig. 2-6 実験室酵母 S288C と清酒酵母協会 6 号の代謝フラックス分布 

すべての代謝フラックス値は 90% 信頼区間で示した。グルコース消費速度を 100 と

して規格化した値とした。可逆反応は矢印でフラックスの向きを示した。代謝中間体か

ら細胞構成成分へ向かう同化代謝反応はブロック矢印で表し、フラックス値は Table 

2-5 で示した。  
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Table 2-5 グルコース資化培養の細胞構成成分合成フラックス 

各前駆体から細胞構成成分へのフラックス値は Table 2-2 で示した値と下記式か

ら求めた。 

細胞構成成分合成フラックス 100
1000




 D
W


 

ν はグルコース比消費速度 (mmol g CDW−1 h−1)、D は希釈率 (h−1)、W は Table 2-2 

で示した細胞構成成分の合成に必要な前駆体量 (μmol metabolite g CDW−1) を表し

ている。すべてのフラックスは、グルコース比消費速度を 100 として規格化した。  

  

株 
 実験室酵母  

S288C 
清酒酵母 
協会 6 号 

希釈率 (h−1)  0.06 0.1 0.06 0.1 

反応式      

G6P --> [Biomass]  23.9 22.7 21.4 21.4 

AcCOA_cyt --> [Biomass]  23.2 22.1 20.8 20.8 

Gly --> [Biomass]  4.0 3.8 3.6 3.6 

Ser --> [Biomass]  1.8 1.7 1.6 1.6 

Oxa_cyt --> [Biomass]  6.7 6.4 6.0 6.0 

R5P --> [Biomass]  3.1 2.9 2.7 2.7 

E4P --> [Biomass]  2.1 2.0 1.9 1.9 

GAP --> [Biomass]  0.8 0.8 0.7 0.7 

PGA --> [Biomass]  0.05 0.04 0.04 0.04 

PEP --> [Biomass]  4.0 3.9 3.6 3.6 

pre_Ala --> [Biomass]  3.3 3.1 2.9 2.9 

Pyr_mit --> [Biomass]  12.2 11.7 11.0 11.0 

AcCOA_mit --> [Biomass]  2.7 2.6 2.4 2.4 

aKG --> [Biomass]  10.1 9.6 9.0 9.0 

Thr --> [Biomass]  1.9 1.8 1.7 1.7 
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Table 2-6 グルコース資化培養の生産物合成フラックス 

各前駆体から生産物 (SAM、エタノール、グリセロール、乳酸、酢酸、クエン酸、

リンゴ酸、ピルビン酸、コハク酸) へのフラックス値は培養実験結果と下記式から

求めた。 

生産物合成フラックス 100
1000








 

ρ は各生産物の比生産速度 (μmol g CDW−1 h−1) を表す。すべてのフラックスは、グ

ルコース比消費速度を 100 として規格化した。 

  

株 
 実験室酵母  

S288C 
清酒酵母 
協会 6 号 

希釈率 (h−1)  0.06 0.1 0.06 0.1 

反応式      

AcAl --> EtOH_ex  12.9 12.8 0.0 14.4 

Oxa_cyt --> SAM  0.006 0.008 0.01 0.02 

Mal --> Mal_ex  0.5 0.6 0.5 0.4 

Ac --> Ac_ex  2.3 2.1 0.8 0.0 

Pyr_cyt --> Lac_ex  0.3 0.0 0.9 0.0 

Pyr_cyt --> Pyr_cyt  0.0 0.0 0.0 0.0 

IsoCit --> Cit_ex  0.1 0.0 0.2 0.0 

Suc --> Suc_ex  0.3 0.0 0.6 0.0 

DHAP --> Glyc_ex  0.2 0.3 0.05 0.2 



第 2 章 S-アデノシル-L-メチオニン生産能力の異なる出芽酵母の 13C 代謝フラックス解析 

32 
 

2. 4. 3. 酸化還元バランス 
13C-MFA によって、細胞質オキサロ酢酸から SAM 生合成へ流れるフラックスは、

グルコース消費フラックスの 0.006–0.02% であることを示した (Fig. 2-6)。細胞質オキ

サロ酢酸が関与する代謝フラックスレベルは、どちらの株においてもほぼ同様な値を示

していたことから、オキサロ酢酸の消費は代謝フラックス分布に影響していないと考え

られた。そこで、補因子 (NADPH、ATP) 収支と SAM 生合成の関連を調査することに

した。 

NADPH バランスを調べるために、代謝フラックス分布から NADPH 供給フラック

スを導出し、細胞増殖で使用する消費フラックスと比較した。出芽酵母では、SAM 生

合成に必要な NADPH は、ペントースリン酸経路 (glucose-6-phosphate dehydrogenase 

と phosphogluconate dehydrogenase が触媒する反応)、malic enzyme と isocitrate 

dehydrogenase で触媒される反応から供給される (Table 2-7)。細胞増殖に必要な 

NADPH 消費フラックスは、先行文献データを用いて求めた。Fig. 2-7a で示したように、

全ての培養条件で、NADPH 供給フラックスは消費フラックスより大きい値となった。

出芽酵母において、NAD(P)H は、Lot6 (flavin mononucleotide reductase、呼吸鎖の複合体 

I の補欠分子族) によって酸化され、発生した電子はキノンに伝達されることが知られ

ていることから (Sollner et al. 2009)、過剰な NADPH を、NADPH の酸化による ATP 生

産に使用すると考えられた。 

 

Table 2-7 NADPH 供給反応 

反応式 酵素 

G6P --> 6PG glucose-6-phosphate dehydrogenase  

6PG --> Ru5P + CO2 phosphogluconate dehydrogenase 

Mal --> Pyr_mit + CO2 malic enzyme 

IsoCit --> aKG + CO2 isocitrate dehydrogenase 

 

2. 4. 4. ATP バランス 

両希釈率条件において、清酒酵母協会 6 号の TCA 回路フラックスレベルは、実験

室酵母 S288C と比較して増加していた (Fig. 2-6)。SAM 生合成には 1 mol あたり 13 

mol の ATP が必要であるため、ATP 再生能の増加につながる TCA 回路フラックス向

上は、SAM 生産と関連することが考えられた。この仮説を検証するため、ATP の供給

フラックスと消費フラックスを比較した (Fig. 2-7b)。ATP 供給フラックスは、基質レベ

ルのリン酸化と呼吸にかかわる代謝フラックスから算出した (Table 2-8)。細胞増殖に要

する ATP 量は、先行文献値を用いて見積もった。希釈率 0.06 h−1 と 0.1 h−1 の条件で、

ATP 供給フラックスと消費フラックスの差は、実験室酵母 S288C では、それぞれ 1.9 

と 4.8 mmol g CDW−1 h−1 であるのに対して、清酒酵母協会 6 号では、4.0 と 6.4 mmol 
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g CDW−1 h−1 であった。これらの結果から、清酒酵母協会 6 号の ATP 供給フラックス

と消費フラックスの差は、実験室酵母 S288C の 1.3 倍以上大きいことが分かった (Fig. 

2-7b)。 

 

Table 2-8 ATP 供給反応 

反応式 酵素 

ATP 生成反応  

GAP <--> PGA phosphoglycerate kinase 

PEP --> Pyr_cyt pyruvate kinase 

aKG --> Suc + CO2 succinyl-CoA synthetase 

NADH・FADH2 生成反応  

GAP <--> PGA glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

Pyr_mit --> AcCOA_mit + CO2 pyruvate dehydrogenase complex 

aKG --> Suc + CO2 oxoglutarate dehydrogenase complex 

Suc <--> Mal succinate dehydrogenase 

Mal <--> Oxa_mit malate dehydrogenase 

AcAl --> Acetate aldehyde dehydrogenase 

AcCOA_cyt + Glyx --> Oxa_cyt malate dehydrogenase 
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Fig. 2-7 酸化還元バランスとエネルギーバランス 

希釈率 0.06 h−1 と 0.1 h−1 における実験室酵母 S288C と清酒酵母協会 6 号の (a) 

NADPH と (b) ATP バランス。(a) 白色と斜線バーはそれぞれ、G6P dehydrogenase と 

6PG dehydrogenase による生産フラックスと、isocitrate dehydrogenase と malic enzyme 

による生産フラックスを表している。エラーバーは代謝フラックスの 90% 信頼区間を

示す。薄灰色バーは細胞増殖必要量から導出した消費フラックスを示す。(b) 点付、白

色、網目バーはそれぞれ、基質レベルのリン酸化、電子伝達系 (NADH、FADH2)、電子

伝達系 (NADPH) による生産フラックスを表している。エラーバーは代謝フラックスの 

90% 信頼区間を示す。黒色バーは細胞増殖必要量から導出した消費フラックスを示す。
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2. 5. 考察 

本章では、清酒酵母の高 SAM 生産性に関与する代謝制御機構を調査するために、
13C-MFA により、清酒酵母協会 6 号 (SAM 高生産株) と実験室酵母 S288C (対照株) 

の中央代謝の代謝フラックス分布を比較した (Fig. 2-6) (Shiozaki et al. 1984)。SAM 生産

に必要な前駆体や補因子の中では、オキサロ酢酸と NADPH の供給にかかわる代謝フ

ラックスレベルは、両株でほぼ同様な値を示す一方、清酒酵母協会 6 号の TCA 回路

フラックスは、実験室酵母 S288C よりも高い値を示すことが分かった (Fig. 2-6)。清酒

酵母協会 6 号と 実験室酵母 S288C 株の炭素収支から見積もった CO2 発生量の差に

よって、この結果を間接的に確認した (Table 2-4)。ATP バランス解析からも、清酒協

会 6 号では、酸化的リン酸化活性の向上によって、より多くの過剰な ATP が再生さ

れていることを示した (Fig. 2-7b)。一般的に清酒酵母は、実験室酵母と比較して、好気

条件では TCA 回路、呼吸、酸化的リン酸化にかかわる遺伝子の発現量の多いことが知

られている (Shobayashi et al. 2007b)。また、清酒酵母協会 6 号は他の清酒酵母の中で

も呼吸活性が高い特徴を有している (Kasahara 1963)。これらの知見により、清酒酵母協

会 6 号の SAM 高生産性には、高 TCA 回路フラックスと高呼吸活性による ATP 再

生能の向上の関与が示唆された (Fig. 2-8)。それゆえ、SAM 生産性向上には、培養中の

高呼吸活性維持が重要と考えられた。今後の課題として、炭素源の種類や培地組成、溶

存酸素濃度などの培養条件検討、あるいは遺伝子改変による高呼吸活性株の育種が挙げ

られる。 

推定した代謝フラックス分布によって、清酒酵母協会 6 号の呼吸活性が高い特徴を

説明できたことから、実用酵母においても 13C-MFA を適用できると考えられる (Fig. 

2-7b)。13C-MFA は高呼吸活性を指標とした新たな SAM 生産宿主のスクリーニング系

としての活用が期待できる。 

実験室酵母 S288C は 1 倍体 (MATα) であるが、協会 6 号を含む清酒酵母の多くは 

2 倍体である (Mortimer et al. 1986)。Takagi らは、呼吸能欠損 (RD) 変異株の自然発生

頻度への出芽酵母の倍数性の違いによる影響を報告している。1 倍体は 2 倍体よりも

細胞内のミトコンドリア数が少ないため、1 倍体細胞では 2 倍体細胞よりも多くの 

RD 細胞が出現した (Takagi et al. 1985)。そのため、本章の 13C-MFA で示したように、

清酒酵母協会 6 号の倍数性 (2 倍体) は TCA 回路フラックスと ATP 供給フラック

スの増加に寄与していると推定した。 

最近では、アルコール発酵中のミトコンドリア活性に着目した研究が行われている 

(Shiroma et al. 2014)。例えば、清酒酵母のミトコンドリア活性はアルコール発酵中のリ

ンゴ酸やコハク酸生産に影響する (Motomura et al. 2012; Oba et al. 2014)。さらに、
13C-MFA とミトコンドリア形態解析によって清酒酵母協会 7 号の酸化的 TCA 回路活
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性やミトコンドリア活性は実験室酵母より高いことが報告されている (Agrimi et al. 

2014)。これらの結果は、本章の低比増殖速度 (希釈率) 条件においても清酒酵母の TCA 

回路フラックスレベルが実験室酵母よりも高い結果と合致している。 

ATP 再生能の向上は SAM 生合成活性化の駆動力となるが、清酒酵母協会 6 号にお

ける過剰な ATP 供給フラックスの全量が SAM 生産で消費されているわけではない。

細胞質オキサロ酢酸から SAM への代謝フラックスは、グルコース消費フラックスの 

0.02% 以下であることから (Fig. 2-6)、清酒酵母協会 6 号で過剰に供給されている 

ATP を、H+ P-ATPase や H+ V-ATPase などの ATP 依存トランスポーターによる増殖阻

害物質の排出で消費していると考えられた (Piper 1985; Yoshikawa et al. 2009)。 

ATP 再生能の向上に加えて、清酒酵母による SAM 高生産には、ATP から L-メチオ

ニンへアデノシル基転移を触媒する methionine adenosyltransferase の高活性が関与して

いることが報告されており (Shiozaki et al. 1986)、それゆえ、ATP と L-メチオニンの供

給が SAM 生産に影響する (Shiozaki et al. 1989)。清酒酵母の SAM 生産に関しては、

その生合成に SAM を介したメチル基転移を必要とするエルゴステロールの生合成を

阻害した変異株や、メチオニン合成能が向上した adenosine kinase (ADO1) 欠損変異株

による SAM 生産性向上の取り組みが報告されている (Shobayashi et al. 2006; Kanai et 

al. 2013)。さらに、Pichia pastoris や Candida utilis においては、methionine 

adenosyltransferase 活性の向上や炭素源流加の最適化による細胞内 ATP レベルの向上

による SAM 生産性向上が報告されている (Hu et al. 2007; Hu et al. 2008; Wang et al. 

2013)。これらの取り組みや高呼吸活性維持のための培養条件の最適化検討を、本章の

知見と組み合わせることで、出芽酵母を宿主とした、L-メチオニン無添加等の、より効

率的な SAM 生産方法開発に活用できると考えている。 
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Fig. 2-8 SAM 高生産機構の仮説 

(a) 高生産株・清酒酵母、(b) 実験室株。灰色点線は呼吸鎖を表す。13C-MFA を用い

て、高 TCA 回路フラックスと高呼吸活性に伴う ATP 供給量の向上によって、清酒

酵母の SAM 高生産能力を説明できた。 
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第 3 章  S-アデノシル-L-メチオニン生産出芽酵母のエタ

ノール資化における 13C 代謝フラックス解析 
 
3.1. Highlights 
 
 エタノール資化による SAM 含量増加に関連する代謝経路を明らかにすることを

目的とする。 

 

 グルコースおよびエタノール資化における、SAM 高生産株の中央代謝系の代謝反

応速度を比較し、エタノール資化によって活性化する代謝反応を探索するため、
13C-MFA を用いた。 

 

 エタノール資化では、グルコースと比較して TCA 回路フラックスと酸化的リン酸

化活性が高く、ATP 供給量と細胞増殖必要量の差も高い値を示した。 

 

 SAM 生産性向上には、エタノール資化による ATP 供給量増加が重要と考えられ

た。 

 

 エタノール資化では、SAM 高生産株が消費した炭素の約 40% が TCA 回路から 

CO2 として排出されていた。 

 

 CO2 生成量抑制には、TCA 回路を迂回するグリオキシル酸経路のフラックス増加

が重要と示唆された。 
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3. 2. 緒言 

第 2 章では、実験室酵母と S-アデノシル-L-メチオニン (SAM) 高生産株・清酒酵母

協会 6 号の中央代謝系の代謝フラックス分布を比較することによって、清酒酵母協会 

6 号 の SAM 高生産能力は ATP 再生能の向上が関連する知見を見出すことができた。

それゆえ、13C-MFA を用いた代謝フラックス分布の推定は SAM 高生産に関連する代

謝反応の探索に有効な手段と考えられた。第 3 章では、13C-MFA を用いて、清酒酵母

協会 6 号がエタノールを資化したときの代謝フラックス分布を推定し、グルコース資

化の結果と比較することで、エタノール資化による SAM 含量増加に関連する代謝経

路を探索した。 

SAM 培養生産中にエタノールを添加すると SAM 含量が向上することが知られて

いる (Shiozaki et al. 1986; Shiozaki et al. 1989)。しかしながら、生産宿主の細胞内代謝の

改変によって SAM 生産性を向上させるために必要な、エタノール資化による SAM 

含量増加に関連する代謝経路は明らかとなっていない。また、エタノールを炭素源とす

る場合の代謝フラックス解析自体に前例がなく、エタノールを資化している状態におけ

る出芽酵母の代謝状態は、代謝フラックスレベルでは不明である。一方で、この代謝経

路は中央代謝系と SAM 生合成経路 (Fig 1-3) の中に存在すると予想できるため、グル

コースおよびエタノールを資化したときの中央代謝フラックス分布を推定し、中央代謝

系から供給される SAM 前駆体、NADPH と ATP 量を見積もることによって、エタノ

ールとグルコース資化における代謝状態の差異を明らかにし、エタノール資化における

代謝状態と SAM 含量増加の関連を調査することにした。 

エタノールを資化することによって、グルコース資化時と比較して、活性化する代謝

経路や、細胞内の酸化還元バランスとエネルギー状態が大きく変化すると考えられる。

エタノール資化条件では SAM 前駆体、ATP や NADPH 供給速度が向上すると予測さ

れる。そのため、エタノールおよびグルコース資化における各代謝反応の反応速度を比

較する必要がある。高い反応速度を示す代謝反応が SAM 含量増加に関連すると推定

される。複数の代謝反応速度 (代謝フラックス) を同時に定量的に把握する必要があり、

その手段として、第 2 章で述べたように 13C-MFA が最も適していると考えられる。 

また、エタノールは出芽酵母による物質生産の目的物質だけではなく、原料としても

着目されていることから (de Jong et al. 2014)、エタノール資化における代謝フラックス

分布を明らかにすることは、SAM 以外の有用物質の生産性向上に対しても重要な知見

となると考えられる。 

本章では、エタノールを単一炭素源および制限基質とする連続培養条件における、清

酒酵母協会 6 号の中央代謝系の代謝フラックス分布を 13C-MFA を用いて推定した。

これまでにエタノールを炭素源とした 13C-MFA の報告例がないことから、遺伝子およ

びタンパク質発現レベルの知見や第 2 章で得たグルコース資化の結果をもとに、推定
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した代謝フラックス分布の妥当性を考察した。中央代謝系から供給される NADPH、

ATP と SAM 前駆体量を見積もり、グルコース資化の結果と比較することで、SAM 含

量増加に関連する代謝反応を探索した。また、原料 (炭素源) の利用効率向上に向けた

代謝改変について考察した。
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3. 3. 実験材料と実験方法 

3. 3. 1. 使用菌株 

本章では、NBRC から購入した清酒酵母協会 6 号 (NBRC2346) を用いた。 

 

3. 3. 2. 13C-MFA 培養条件 
13C-MFA に必要な細胞試料を取得するため、250 mL 容培養槽 (ABLE) を用いて液

量 100 mL、好気的条件で、エタノールを制限基質としたケモスタット連続培養を行っ

た。1.0 N NaOH の添加により、培養液の pH を 5.5 となるように制御した。また、培

養温度 30 °C、撹拌速度 1,000 rpm、通気流量 200 mL min−1、希釈率 0.06 h−1 に設定し

た。培養には合成培地 [3.83 g L−1 エタノール、5.0 g L−1 (NH4)2SO4、0.50 g L−1 K2HPO4、

3.4 g L−1 yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate (Difco Laboratories)、

2.0 g L−1 KH2PO4、1.5 g L−1 MgSO4、2.5 mg L−1 ZnSO4、2.4 mg L−1 MnSO4、0.27 mg L−1 CuSO4、

0.20 g L−1 CaCl2、4.0 mg L−1 FeCl3、0.40 mg L−1 NaMoO4 2H2O、1.0 mg L−1 H3BO3、0.20 mg 

L−1 KI、0.20 g L−1 NaCl、34 µg L−1 biotin、1.6 mg L−1 Ca-pantothenate、13 mg L−1 inositol、

7.8 mg L−1 thiamine-HCl、2.3 mg L−1 pyridoxine-HCl、0.40 mg L−1 para-aminobenzoic acid、

0.40 mg L−1 riboflavin、0.80 mg L−1 niacin、4.0 µg L−1 folic acid] を用いた。13C-MFA のた

め、炭素源としたエタノールを全て 13C 標識エタノール (2-13C エタノール) に置き換

えた。エタノール分子骨格を形成する炭素原子のうち 2 位の炭素原子が 13C で標識さ

れているエタノールが 2-13C エタノールである。培養槽から取得した培養液は、遠心分

離 (18,800  g、4 °C、5 分) で上清と細胞を分離した。上清は細胞外に排出された代謝

物の定量分析に用いた。細胞は GC-MS による 13C 濃縮度分析に用いた。 

 

3. 3. 3. オフライン測定 

細胞乾燥重量、SAM、各種有機酸、グルコースとエタノール濃度測定は、第 2 章の

方法で行った。 

 

3. 3. 4. タンパク質由来アミノ酸 GC-MS 分析 

タンパク質由来アミノ酸 GC-MS 分析と天然存在同位体の影響補正は、前章の方法

で行った。無限時間経過後のアミノ酸 13C 濃縮度は (2) 式を用いて導出した (van 

Winden et al. 2001)。 

 

߯ሺ∞ሻ ൌ
߯ሺݐሻ െ ݁ିఓ௧ ∙ ߯ሺ0ሻ

1 െ ݁ିఓ௧
																											ሺ2ሻ 

 

χሺ∞ሻ は無限時間経過後のアミノ酸 13C 濃縮度、t は 13C 標識炭素源を含む培地の流



第 3 章 S-アデノシル-L-メチオニン生産出芽酵母のエタノール資化における 13C 代謝フラックス解析 

42 
 

加を開始してからの経過時間 (h)、χሺtሻ と χሺ0ሻ	はそれぞれ t	と	 13C 標識炭素源を含

む培地の流加を開始した時点におけるアミノ酸	 13C	濃縮度、µ は希釈率 (h−1) である。 

 

3. 3. 5. 代謝ネットワークモデル 

本章で使用した代謝モデルは、前章で構築したモデルに、糖新生経路としてオキサロ

酢酸からホスホエノールピルビン酸を合成する経路を加えた。オキサロ酢酸とアセチル

-CoA からクエン酸を合成する反応を可逆反応とした。また、グリシン生合成経路は、

先行知見により、前駆体をグリオキシル酸とセリンとした (Table 3-1) (Monschau et al. 

1997)。エタノールを資化したときの出芽酵母細胞を構成するタンパク質、脂質、DNA、

RNA、炭水化物の含量と組成は文献値を用いた (Table S2–5) (Förster et al. 2003; Stückrath 

et al. 2002)。これらのデータと同化代謝の反応式を用いて、細胞増殖に必要な前駆体量

を推算し (Table 3-2)、13C-MFA の束縛条件とした (Table 3-4)。 

 

3. 3. 6. 13C 代謝フラックス解析 

代謝フラックスを導出するフィッティング計算は、専用プログラム OpenMebius の

ソフトウェア Python バージョンを用いて行った (Kajihata et al. 2014; Maeda et al. 2016)。

タンパク質由来アミノ酸 13C 濃縮度の実験データとランダムに与えた代謝フラックス

分布から計算的に予測されたデータを比較し、残差の二乗和が最小となるまで、24 個

の独立フラックスの数値を変えて繰り返し計算を行った。さらに、CO2 の 13C 標識パ

ターンはフラックス導出計算過程で独立的に最適値を求めた。非線形最適化計算には 

PyOpt 1.2 の SLSQP (sequential least squares programming) function を用いた (Perez et al. 

2012)。フラックス導出計算には以下のアミノ酸フラグメントを用いた。M−57 フラグ

メント : Ala、Asp、Glu、Gly、Phe、Thr、M−85 フラグメント : Ala、Asp、Glu、Gly、

Ile、Leu、Pro、Thr、Val、M−159 フラグメント : Glu、Ile、Leu、Pro、Val、M302 フラ

グメント : Asp。各フラックスの 90% 信頼区間の算出は第 2 章と同様の手法により行

った。 

 

3. 3. 7. 細胞増殖と SAM 生合成に必要な NADPH と ATP 量の算出 

細胞増殖に必要な NADPH は、Table S2–5 で示した細胞構成成分データと KEGG 

データベースを用いて算出した (グルコース資化 9.42 mmol g CDW−1、エタノール資化 

11.95 mmol g CDW−1)。細胞増殖と SAM 生合成に必要な ATP 量は第 2 章の方法で算

出した。  
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Table 3-1 13C-MFA で使用した出芽酵母の代謝モデル 

Flux_number Reaction Carbon atom transitions 
r1 EtOH --> AcAl AB --> AB 
r2 AcAl --> Ac AB --> AB 
r3 Ac --> AcCOA_cyt AB --> AB 
r4 AcCOA_cyt --> AcCOA_mit AB --> AB 
r5 Oxa_mit + AcCOA_mit --> IsoCit ABCD + EF --> DCBFEA 
r6 IsoCit --> aKG + CO2_in ABCDEF --> ABCDE + F 
r7 IsoCit --> Suc + Glxy ABCDEF --> EDCF + AB 
r8 Glxy + AcCOA_cyt --> Oxa_cyt AB + CD --> ABDC 
r9 aKG --> Suc + CO2_in ABCDE --> BCDE + A 
r10 Suc --> Mal ABCD --> ABCD 
r11 Mal --> Suc ABCD --> ABCD 
r12 Mal --> Oxa_mit ABCD --> ABCD 
r13 Oxa_mit --> Mal ABCD --> ABCD 
r14 Oxa_mit --> Oxa_cyt ABCD --> ABCD 
r15 Oxa_cyt --> Oxa_mit ABCD --> ABCD 
r16 Oxa_cyt --> PEP + CO2_in ABCD --> ABC + D 
r17 PEP --> Pyr_cyt ABC --> ABC 
r18 Pyr_cyt --> Pyr_mit ABC --> ABC 
r19 Pyr_cyt --> AcAl + CO2_in ABC --> BC + A 
r20 Pyr_mit --> AcCOA_mit + CO2_in ABC --> BC + A 
r21 Pyr_cyt + CO2_in --> Oxa_cyt ABC + D --> ABCD 
r22 Mal --> Pyr_mit + CO2_in ABCD --> ABC + D 
r23 PGA --> PEP ABC --> ABC 
r24 PEP --> PGA ABC --> ABC 
r25 GAP --> PGA ABC --> ABC 
r26 PGA --> GAP ABC --> ABC 
r27 DHAP --> GAP ABC --> ABC 
r28 GAP --> DHAP ABC --> ABC 
r29 F6P --> DHAP + GAP ABCDEF --> CBA + DEF 
r30 DHAP + GAP --> F6P CBA + DEF --> ABCDEF 
r31 G6P --> F6P ABCDEF --> ABCDEF 
r32 F6P --> G6P ABCDEF --> ABCDEF 
r33 Glc --> G6P ABCDEF --> ABCDEF 
r34 G6P --> 6PG ABCDEF --> ABCDEF 
r35 6PG --> Ru5P + CO2_in ABCDEF --> BCDEF + A 
r36 Ru5P --> R5P ABCDE --> ABCDE 
r37 R5P --> Ru5P ABCDE --> ABCDE 
r38 Ru5P --> Xu5P ABCDE --> ABCDE 
r39 Xu5P --> Ru5P ABCDE --> ABCDE 
r40 R5P + Xu5P --> S7P + GAP ABCDE + FGHIJ --> FGABCDE + HIJ
r41 GAP + S7P --> R5P + Xu5P HIJ + FGABCDE --> FGHIJ + ABCDE
r42 GAP + S7P --> F6P + E4P ABC + DEFGHIJ --> DEFABC + GHIJ
r43 E4P + F6P --> S7P + GAP GHIJ + DEFABC --> DEFGHIJ + ABC
r44 E4P + Xu5P --> F6P + GAP ABCD + EFGHI --> EFABCD + GHI 
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Table 3-1 13C-MFA で使用した出芽酵母の代謝モデル (続き) 

Flux_number Reaction Carbon atom transitions 
r45 GAP + F6P --> Xu5P + E4P GHI + EFABCD --> EFGHI + ABCD 
r46 Oxa_cyt --> Thr ABCD --> ABCD 
r47 PGA --> Ser ABC --> ABC 
r48 Ser --> Gly + CO2_in ABC --> AB + C 
r49 Glxy --> Gly  AB --> AB 
r50 Pyr_cyt --> pre_Ala ABC --> ABC 
r51 Pyr_mit --> pre_Ala ABC --> ABC 
r52 AcAl --> EtOH_ex  
r53 G6P --> [Biomass]  
r54 AcCOA_cyt --> [Biomass]  
r55 Gly --> [Biomass]  
r56 Ser --> [Biomass]  
r57 Oxa_cyt --> [Biomass]  
r58 R5P --> [Biomass]  
r59 E4P --> [Biomass]  
r60 GAP --> [Biomass]  
r61 PGA --> [Biomass]  
r62 PEP --> [Biomass]  
r63 pre_Ala --> [Biomass]  
r64 Pyr_mit --> [Biomass]  
r65 AcCOA_mit --> [Biomass]  
r66 aKG --> [Biomass]  
r67 Thr --> [Biomass]  
r68 Oxa_cyt --> SAM  
r69 Mal --> Mal_ex  
r70 Ac --> Ac_ex  
r71 Pyr_cyt --> Lac_ex  
r72 Pyr_cyt --> Pyr_cyt  
r73 IsoCit --> Cit_ex  
r74 Suc --> Suc_ex  
r75 DHAP --> Glyc_ex  
r76 CO2 --> CO2_in A --> A 
r77 CO2_in --> CO2_ex A --> A 
r78 IsoCit --> Oxa_mit + AcCOA_mit DCBFEA --> ABCD + EF 

CO2_ex, 細胞外 CO2; CO2_in, 細胞内 CO2; pre_Ala, Ala 前駆体;  

[Biomass], 細胞構成成分  
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Table 3-2 細胞合成に必要な前駆体量 (μmol g CDW−1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 3. 8. フラックスバランス解析 (FBA) 

フラックスバランス解析 (FBA) は、代謝反応における量論係数と目的関数からなる

代謝モデルを用いて線形計画法によって代謝フラックスを推定する手法である。本章で

は、代謝モデルとして出芽酵母のゲノムスケール代謝モデル iMM904 (Mo et al. 2009) 

を用いた。この代謝モデルは、904 遺伝子、1412 反応、1228 代謝物質より構成される。

代謝モデル中の細胞増殖を表現する反応 (‘’Biomass’’) を FBA における目的関数とし

た。‘’Biomass’’ のフラックスが最大となるように各反応の代謝フラックスを決定した。

FBA は先行文献 (Ohno et al. 2013) と同様の手法で行い、線形計画法を含むすべての数

値計算にソフトウェア MATLAB と glpk (GNU Linear Programming Kit) を用いた。炭素

源はグルコースとエタノールの混合基質とし、混合比率は炭素原子ベースで設定した。

炭素原子比消費速度は 60 mmol g CDW−1 h−1 とした。酸素は、必要な分だけ消費できる

とした (好気条件)。その他の細胞増殖に必要な栄養源 (CO2、H2O、H+、NH4
+、SO4

2−、

HPO4
2−) は、細胞が自由に消費できるとした。  

使用炭素源 エタノール 

Glucose 6-phosphate 1950 

Ribose 5-phosphate 293 

Erythrose 4-phosphate 221 

Glyceraldehyde 3-phosphate 126 

Phosphoglycerate/Glyoxylate (for glycine) 308 

Phosphoglycerate/Oxaloacetate (for glycine) 0 

Phosphoglycerate (for others) 286 

Phosphoenolpyruvate 419 

Oxaloacetate (for threonine) 193 

Oxaloacetate (for others) 674 

Pyruvate (for alanine) 339 

Pyruvate (mitochondrial, for others) 1269 

Acetyl-CoA (cytosolic) 3433 

Acetyl-CoA (mitochondrial) 278 

α-ketoglutarate 1045 
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3. 4. 実験結果 

3. 4. 1. 13C 代謝フラックス解析 (13C-MFA) 
13C-MFA に必要な炭素源比消費速度や生産物比生産速度データを取得するため、は

じめに、好気条件で天然エタノールを制限基質として希釈率 0.06 h−1 のケモスタット

連続培養を行った。培養実験結果を Table 3-3 に示した。エタノール資化における SAM 

比生産速度と細胞内 SAM 含量は 0.27 µmol g CDW−1 h−1 と 1.8 mg g CDW−1 で、希釈

率と単位液量あたりの炭素原子供給速度 (100 mmol L−1 h−1) が同じ条件のグルコース

資化連続培養 (0.089 µmol g CDW−1 h−1、0.58 mg g CDW−1) と比較して大きい値となった。

エタノール資化の細胞収率はグルコース資化よりも低く、先行文献と合致していた 

(Daran-Lapujade et al. 2004; de Jong-Gubbels et al. 1995; Verduyn et al. 1991)。一方で、エタ

ノール資化では酢酸収率が高く、acetaldehyde dehydrogenase をコードする ALD4 と 

ALD6 の転写量増加との関連が考えられた (Daran-Lapujade et al. 2004)。 

次に、13C-MFA で使用する細胞代謝物の 13C 濃縮度測定試料を取得するため、同様

の条件で 13C 標識エタノールを制限基質としてケモスタット連続培養を行った。細胞

増殖の定常を確認した 98 時間目に 13C 標識エタノールを含む培地の流加を開始し、

183 時間目まで培養を行った。細胞試料は、13C 標識エタノール流加後、1.3、2.3、2.7、

3.7、4.1、5.1 レジデンスタイム経過後に回収した。第 2 章と同様の手法で、タンパク

質由来アミノ酸を構成する炭素の 13C 濃縮度を測定した (Fig. 3-1、Fig. S2)。Fig. 3-1 に、

Glx (Glu と Gln) と Phe の M−57 フラグメントの 13C 標識パターンについて、各質

量同位体の存在比の経時変化を示した。5.1 レジデンスタイムのデータを用いて、13C 標

識レベルで定常に達していると考えられる無限時間経過後の 13C 濃縮度を求めた。本

章では、無限時間経過補正した 13C 濃縮度データを用いて、代謝フラックス分布を導

出した。 

本章の代謝ネットワークは第 2 章で使用した代謝モデルを修整したものを用いた 

(Table 3-1、Table S1)。代謝フラックス分布の推定は第 2 章と同様の手法で行った。実

験的に得た 13C 濃縮度と推定した代謝フラックス分布から求めた 13C 濃縮度の差はと

ても小さく、推定した代謝フラックス分布は、実験的 13C 濃縮度データをよく説明で

きていると考えられた (Table S10)。最小の残差となる代謝フラックス分布をもとに、

グリッドサーチ法を用いて、各代謝フラックスの 90% 信頼区間を求めた。 

グルコースおよびエタノールを炭素源とした連続培養 (希釈率 0.06 h−1) における清

酒酵母協会 6 号の代謝フラックスの 90% 信頼区間を Fig. 3-2a (グルコース資化)と 

Fig. 3-2b (エタノール資化) に示した。また、細胞構成成分の合成フラックスは、どちら

の条件も Table 3-4 に示した。グルコース資化 (グルコース比消費速度 0.65 mmol g 

CDW−1 h−1) において、ペントースリン酸経路フラックス (G6P --> Ru5P + CO2) は 
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Table 3-3 好気的炭素源制限ケモスタット連続培養実験結果 (希釈率 0.06 h−1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 回の培養実験で全データを得た。 
a 第 2 章のデータを記載した。 
b 比増殖速度と細胞中の炭素含量 (グルコース : 0.455 g g CDW−1、エタノール : 

0.467 g g CDW−1) (Stückrath et al. 2002)、炭素源比消費速度、SAM 等生産物の比

生産速度から算出した炭素収率から見積もった。炭素収率の合計は 1 とした。 

 

 

  

株  清酒協会酵母 6 号 

使用炭素源 グルコース
a

エタノール 

炭素源比消費速度 (mmol g CDW−1 h−1)  0.65 2.5 

SAM 比生産速度 (µmol g CDW−1 h−1)  0.089 0.27 

SAM 含量 (mg g CDW−1)  0.58 1.8 

細胞収率 (g CDW mol C−1)  15 12 

対炭素源収率 (mol 100 mol−1)    

SAM 0.014 0.011 

リンゴ酸 0.55 0.17 

酢酸  0.76 1.2 

乳酸  0.91 0.061 

ピルビン酸  0.0 0.011 

クエン酸  0.21 0.018 

コハク酸 0.65 0.21 

グリセロール 0.053 0.017 

エタノール  0.0 — 

CO2 (mol C mol C−1)b  0.41 0.54 
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(a)                                     
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Fig. 3-1 清酒酵母協会 6 号のタンパク質構成アミノ酸 13C 濃縮度 (13C-enrichment) 経

時変化 

(a) Glx と (b) Phe の M−57 (質量数が 57 減少したフラグメントイオン) を示した。

Residence time (レジデンスタイム) は、13C 標識エタノールの流加を開始した時点を 0 

とした。mn は、n 個の 13C 原子を含む質量同位体を表す。その他のアミノ酸は Fig. S2 

に示した。  
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0.36–0.58 mmol g CDW−1 h−1 で、エタノール資化 (エタノール比消費速度 2.5 mmol g 

CDW−1 h−1) では、0–0.25 mmol g CDW−1 h−1 となり、主に細胞構成成分の前駆体の供給

に働くと考えられた。対照的に、グリオキシル酸経路フラックス (IsoCit --> Glxy + Suc 

と AcCOA_cyt + Glxy --> Oxa_cyt) は、グルコース資化では 0.007–0.03 mmol g CDW−1 

h−1 で、ほとんど炭素が流れていないことを示したが、エタノール資化では 0.58–0.68 

mmol g CDW−1 h−1 で大きく向上していた。エタノール資化ではグリオキシル酸とアセ

チル-CoA からリンゴ酸を生成する malate synthase の発現が必要であることから 

(Chen et al. 2012)、推定したフラックス値は同経路の活性化を示していると考えられた。

Pyruvate carboxylase によるオキサロ酢酸を補充する代謝反応 (Pyr_cyt + CO2 --> 

Oxa_cyt) フラックスの 90% 信頼区間は、どちらの炭素源においても炭素が流れている

結果を示していた (グルコース資化 0.14–0.18 mmol g CDW−1 h−1、エタノール資化 0.42–

1.5 mmol g CDW−1 h−1)。エタノール資化におけるオキサロ酢酸の補充経路としてグリオ

キシル酸経路があり、pyruvate carboxylase 活性には ATP を必要とするが、エタノール

資化において同酵素は活性を示すことから、当反応は活性化していると考えられた (de 

Jong-Gubbels et al. 1995)。また、TCA 回路の代謝フラックスは、資化する炭素源によっ

て傾向が大きく異なっていた。イソクエン酸から 2-オキソグルタル酸を生成する反応 

(IsoCit --> aKG + CO2) とリンゴ酸からオキサロ酢酸を生成する反応 (Mal --> Oxa_mit) 

のフラックスレベルを比較すると、グルコース資化では 0.33–0.42 mmol g CDW−1 h−1 と 

0.28–0.36 mmol g CDW−1 h−1 で、エタノール資化においては 0.91–1.1 mmol g CDW−1 h−1 

と 0.85–1.0 mmol g CDW−1 h−1 であった。この結果は、エタノール資化ではグリオキシ

ル酸経路で生成したコハク酸をオキサロ酢酸とするために、TCA 回路後半の反応 (Suc 

--> Mal と Mal --> Oxa_mit) のフラックスレベルが増加すると考えられた。 
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Fig. 3-2 清酒酵母協会 6 号の代謝フラックス分布 (希釈率 0.06 h−1) 

(a) グルコース資化。中央代謝系の代謝フラックス値は 90% 信頼区間で示した。代謝

中間体から細胞構成成分へ向かう同化代謝反応はブロック矢印で表し、各フラックス値

を Table 3-4 で示した。  
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(b)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2 清酒酵母協会 6 号の代謝フラックス分布 (希釈率 0.06 h−1) (続き) 

(b) エタノール資化。中央代謝系の代謝フラックス値は 90% 信頼区間で示した。代謝

中間体から細胞構成成分へ向かう同化代謝反応はブロック矢印で表し、各フラックス値

を Table 3-4 で示した。  



第 3 章 S-アデノシル-L-メチオニン生産出芽酵母のエタノール資化における 13C 代謝フラックス解析 

52 
 

Table 3-4 細胞構成成分の合成フラックス 

 

各前駆体から細胞構成成分へのフラックス値は Table 2-2 と Table 3-2 で示した値と

下記式から求めた。	

細胞構成成分合成フラックス D
W


1000

 

W は Table 2-2 および Table 3-2 で示した細胞構成成分の合成に必要な前駆体量 

(μmol-metabolite g CDW−1)、D は希釈率 (h−1) を表している。 
a グルコース資化は清酒酵母協会 6 号の希釈率 0.06 h−1 の結果を示している。 

 代謝フラックス (mmol g CDW−1 h−1) 

使用炭素源 グルコース
a
 エタノール 

反応式   

G6P --> [Biomass] 0.14 0.12 

AcCOA_cyt --> [Biomass] 0.13 0.21 

Gly --> [Biomass]  0.023  0.024 

Ser --> [Biomass]  0.010  0.011 

Oxa_cyt --> [Biomass]  0.039  0.040 

R5P --> [Biomass]  0.018  0.018 

E4P --> [Biomass]  0.012  0.013 

GAP --> [Biomass]   0.0048   0.0075 

PGA --> [Biomass]    0.00027    0.00029 

PEP --> [Biomass]  0.023  0.025 

pre_Ala --> [Biomass]  0.019  0.020 

Pyr_mit --> [Biomass]  0.071  0.076 

AcCOA_mit --> [Biomass]  0.016  0.017 

aKG --> [Biomass]  0.058  0.063 

Thr --> [Biomass]  0.011  0.012 
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3. 4. 2. 酸化還元バランス 
13C-MFA によって、細胞質オキサロ酢酸から SAM 生合成経路へ流れるフラックス 

(0.0003 mmol g CDW−1 h−1) は、エタノール消費フラックスの 0.01% であることを示し

た (Fig. 3-2b)。エタノール資化では、グリオキシル酸経路が活性化するため、グルコー

ス資化と比較して細胞質オキサロ酢酸の流入フラックスは増加していた。しかし、流出

フラックスである糖新生経路 (Oxa_cyt --> PEP + CO2) の活性も増加することから、オ

キサロ酢酸が関連する代謝反応は中央代謝全体の代謝フラックス分布に影響しないと

考えられた。そこで、補因子 (NADPH) およびエネルギー (ATP) 収支と SAM 生産性

の関連を調査した。 

代謝フラックス分布から導出した NADPH 供給フラックスと細胞増殖で使用する消

費フラックスの比較により、NADPH バランスを調査した。グルコースと同様にエタノ

ール資化では、SAM 生合成に必要な NADPH はペントースリン酸経路 

(glucose-6-phosphate dehydrogenase と phosphogluconate dehydrogenase による反応)、

malic enzyme と isocitrate dehydrogenase による反応から供給される (Table2-7)。エタノ

ール資化では主に isocitrate dehydrogenase による反応から供給される結果となった。出

芽酵母では資化する炭素源によって細胞構成成分の組成が異なることから、細胞増殖に

必要な NADPH 量も変化した。エタノール資化のほうが細胞増殖に多くの NADPH を

必要とするため、NADPH 消費フラックスもグルコースより増加していた。どちらの炭

素源においても、NADPH は消費フラックスよりも過剰に供給されていた。その差はエ

タノール資化では 0.43 mmol g CDW−1 h−1、グルコース資化が 0.75 mmol g CDW−1 h−1 と

なり、グルコースのほうが大きい値となった (Fig. 3-3a)。過剰な NADPH は、NADPH 

の酸化による ATP 生産に使用すると考えられた。 

 

3. 4. 3. ATP バランス 

第 2 章で示したように、清酒酵母協会 6 号の SAM 高生産には ATP 再生能の増加

が関与していたことから (Fig. 2-7b)、エタノール資化とグルコース資化における、それ

ぞれの ATP 供給フラックスと消費フラックスを比較した (Fig. 3-3b)。ATP 供給フラッ

クスは、基質レベルのリン酸化と呼吸にかかわる代謝反応 [Table2-8 で示した反応と 

alcohol dehydrogenase による反応 (EtOH --> AcAl)] の代謝フラックスから算出した。

ATP 消費フラックスは先行文献の細胞増殖に要する ATP 量 (グルコース資化 39.78 

mmol g CDW−1、エタノール資化 105.56 mmol g CDW−1) を用いて求めた (Verduyn 1991)。

ATP 供給および消費フラックスはエタノール資化のほうが大きい値を示した。また、

ATP 供給フラックスと消費フラックスの差は 10.1 mmol g CDW−1 h−1 であり、グルコー

ス資化 (3.2 mmol g CDW−1 h−1) の 3 倍以上大きい値になると分かった (Fig. 3-3b)。
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Fig. 3-3 酸化還元バランスとエネルギーバランス 

エタノールおよびグルコースを炭素源とした希釈率 0.06 h−1 の連続培養における清酒

酵母協会 6 号の (a) NADPH と (b) ATP バランス。(a) 白色と斜線バーはそれぞれ、

G6P dehydrogenase と 6PG dehydrogenase による生産フラックスと、isocitrate 

dehydrogenase、malic enzyme による生産フラックスを表している。エラーバーは代謝フ

ラックスの 90% 信頼区間を示す。薄灰色バーは細胞増殖必要量から導出した消費フラ

ックスを示す。(b) 点付、白色と網目バーはそれぞれ、基質レベルのリン酸化、電子伝

達系 (NADH、FADH2) と電子伝達系 (NADPH) による生産フラックスを表している。

エラーバーは代謝フラックスの 90% 信頼区間を示す。黒色バーは細胞増殖必要量から

導出した消費フラックスを示す。  
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3. 4. 4. フラックスバランス解析 (FBA) 

FBA は、代謝反応における量論係数と目的関数からなる代謝モデルを用いて線形計

画法によって代謝フラックスを推定する手法である。本章では、様々な比率で混合した

グルコースとエタノールを炭素源とし、炭素原子比消費速度 60 mmol g CDW−1 h−1 の条

件で、細胞増殖が最大となるときの ATP および CO2 比生産速度、比増殖速度と酸素

比消費速度を予測した。これらの比速度の炭素原子比消費速度に対する割合 (生産およ

び細胞増殖では収率を表す) を Fig. 3-4 に示した。炭素源中のエタノール比率が大きく

なると、ATP 収率および酸素消費割合が上昇する結果となったことから、エタノール

比率の増加によって ATP 再生能が向上すると示唆された。また、13C-MFA を用いてグ

ルコース資化 (エタノール比率 0 mol C mol C−1) およびエタノール資化 (同 1 mol C 

mol C−1) 条件の ATP 供給フラックスを比較した結果 (Fig. 3-3b) と一致していた。それ

ゆえ、その間の比率においては、FBA によって実験結果の傾向が予測できており、FBA 

を用いて、エタノール比率に対する ATP 収率等の代謝フラックスの変化を議論するこ

とが可能と考えられる。 

エタノール資化 (エタノール比率 1 mol C mol C−1) 条件における FBA による推定

値について、ATP 収率は 13C-MFA から算出した値よりも低く、CO2 収率は培養実験結

果よりも低く、細胞収率は逆に高くなっていた。また、FBA 結果は、炭素源条件によ

らず、細胞の維持に必要な ATP 量は一定で、生産した全ての ATP が細胞増殖のため

に消費されると推定していた。従って FBA では、実際には CO2 として生産されるは

ずの炭素が細胞増殖に使用され、CO2 生成反応の代謝フラックスはその分低くなるよ

うに推定されたと考えられる。ATP 再生に関与する代謝反応は CO2 生成を伴うものが

多い (Table 2-7、2-8)。そのため、エタノール資化条件の FBA では、ATP 収率が 13C-MFA 

から算出した値より低く見積もられたと考えられる。物質生産性に対して ATP 収率が

大きく寄与する場合は、13C-MFA で示した細胞内代謝フラックス分布の方が適してお

り、細胞増殖が必要な場合には、代謝フラックス分布を FBA 結果に近付ける育種が重

要と示唆された。  
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Fig. 3-4 グルコースとエタノール混合比率に対する ATP 収率、CO2 収率、細胞収率と

酸素消費割合の予測値と実験値 

横軸は炭素源中の炭素原子のうち、エタノール由来のものの割合を表している。左縦軸

は炭素原子比消費速度に対する ATP および CO2 比生産速度の割合 (収率) および酸

素比消費速度の割合を表している。右縦軸は炭素原子比消費速度に対する比増殖速度の

割合 (細胞収率) を表している。クローズシンボルは FBA を用いた ATP 収率 (●)、

CO2 収率 (▲)、細胞収率 (■) と酸素消費割合 (◆) の予測結果である。オープンシン

ボルは、13C-MFA を用いて算出した ATP 収率 (○)、連続培養実験から得た CO2 収率 

(△) と細胞収率 (□) を表している (Fig. 3-3b、Table 3-2)。エラーバーは 90% 信頼区

間を示している。  
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3. 5. 考察 

本章では、13C-MFA により、グルコースおよびエタノール資化における清酒酵母協

会 6 号 (SAM 高生産株) の中央代謝の代謝フラックス分布を比較し、エタノール資化

の SAM 高含量に関与する代謝経路を探索した (Fig. 3-2) (Shiozaki et al. 1986; Shiozaki 

et al. 1989)。炭素源消費フラックスに対するペントースリン酸経路の代謝フラックスレ

ベルはグルコース資化の方が高く、NADPH 供給フラックスもグルコース資化の方が大

きい値を示した (Fig. 3-2、3-3a)。一方で、ATP バランス解析により、エタノール資化

では、酸化的リン酸化活性の向上によって、より多くの過剰な ATP が再生されている

ことを示した (Fig. 3-3b)。エタノールを炭素源として増殖する場合、酢酸からアセチル

-CoA への生成 (Ac --> AcCOA_cyt) や糖新生反応 (Oxa_cyt --> PEP + CO2) で ATP を

必要とするため、ATP 再生能が活性化すると考えられた (Verduyn et al. 1991)。 

グルコースおよびエタノールを単一炭素源として培養した出芽酵母のトランスクリ

プトーム解析では、エタノールの方が、糖新生、グリオキシル酸経路やアセチル-CoA の

膜輸送にかかわる遺伝子発現量は高く、ペントースリン酸経路にかかわる遺伝子発現量

は低いことが報告されている (Daran-Lapujade et al. 2004)。グルコースおよびエタノール

資化における炭素源消費フラックスに対する代謝フラックスレベルを比較すると、エタ

ノール資化ではグリオキシル酸経路が高く、ペントースリン酸経路は低いことから、推

定した代謝フラックス分布は転写レベルでの代謝制御によって説明できると考えられ

たことから、13C-MFA で推定した代謝フラックス分布は出芽酵母の代謝状態の定量的

な評価と示唆された。また、エタノール資化では、酸素比消費速度がグルコース資化と

比較して高いことから (Daran-Lapujade et al. 2004; Stückrath et al. 2002)、エタノール資化

による SAM 含量の増加は、酸化的リン酸化活性の向上による ATP 再生能の増加が関

与すると考えられた。そのため、SAM 生産量向上には呼吸活性向上が重要と示唆され

た。その手段として、呼吸系酵素発現量向上やミトコンドリア活性向上 (分裂促進・呼

吸阻害耐性向上) 等の生産株の代謝改変と、炭素源の最適化や溶存酸素濃度制御等の培

養条件改良が考えられる。細胞質オキサロ酢酸から SAM へのフラックスはエタノー

ル消費フラックスの 0.01% (0.27 µmol g CDW−1 h−1) であり (Fig. 3-2b)、過剰な ATP 供

給フラックス (10.1 mmol g CDW−1 h−1) は SAM 生産での消費フラックス (3.5 µmol g 

CDW−1 h−1) よりもかなり大きい。アセトアルデヒドや酢酸からのストレス応答等で、

過剰に供給されている ATP を消費していると考えられた (Caspeta et al. 2015; Tuma 

and Casey 2003)。一方で、細胞収率と各生産物収率から推定した CO2 収率はエタノー

ル資化のほうが高いことから (Table 3-2)、CO2 を生成する代謝反応のフラックスを減

少させることで、さらなる SAM 生産の効率化を期待できる。13C-MFA によって、エ

タノール資化では TCA 回路において 1.8–2.1 mmol g CDW−1 h−1 で CO2 を生成して
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いると示された (Table 3-5)。すなわち、細胞が消費した炭素の 35–43% を TCA 回路

で排出していることから、TCA 回路の CO2 生成反応 (IsoCit --> akG + CO2 と aKG --> 

Suc + CO2) を迂回し、CO2 の生成を伴わないグリオキシル酸経路 (IsoCit --> Glxy + Suc 

と Glxy + AcCOA_cyt --> Oxa_cyt) の活性を向上させることにより、CO2 収率の減少と、

それに伴う SAM 収率の向上の可能性が考えられる。E. coli では、グリオキシル酸経

路に関与する遺伝子の発現を抑制する isocitrate lyase レギュレーター (IclR) をコード

する iclR 遺伝子破壊株は、野生株と比較して CO2 収率が減少し、グリオキシル酸経

路の代謝フラックスが増加した報告がある (Waegeman et al. 2011)。 

出芽酵母を宿主とした、脂肪酸エチルエステル (バイオディーゼル) や 

amorpha-4,11-diene (マラリア治療薬アルテミシニン前駆体) 等のアセチル-CoA を前駆

体とする有用物質の培養生産において、エタノール代謝経路が細胞質アセチル-CoA 供

給反応として着目されている (de Jong et al. 2014; Westfall et al. 2012)。また、エタノール

は非発酵性炭素源であることから、糖類を炭素源として培養したときと比較して副生産

物生成量が少ないと考えられている (Nielsen et al. 2013)。一方で、エタノールからアセ

チル-CoA の生成反応では 3 種類の酵素 (alcohol dehydrogenase、acetaldehyde 

dehydrogenase、acetyl-CoA synthase) 活性が関与し、acetyl-CoA synthase による酢酸から

アセチル-CoA への反応では 1 分子の生成で 2 分子の ATP を消費するため、細胞収

率の最大化への制限や、生合成に ATP を必要とする生産物の収率低下が課題とされて

いる (de Kok et al. 2012)。ATP 非依存酵素を用いてアセトアルデヒドからアセチル-CoA 

を生成する代謝反応を導入することで、細胞収率が上昇する結果が報告されている 

(Kozak et al. 2016)。13C-MFA によってエタノール資化では ATP 再生能が活性化してい

ると示唆されたことから、このような ATP 消費効率化の手段による、物質生産性の向

上効果も期待できる。それゆえ、SAM 以外の物質生産に対しても、高生産に関連する

代謝経路の探索手段として、本章で用いた 13C-MFA 技術が寄与すると考えている。 

 

 

Table 3-5 二酸化炭素生成反応の代謝フラックス  

反応式 
代謝フラックス 

(mmol g CDW−1 h−1)
炭素原子比消費速度に 
対する比率 

IsoCit --> aKG + CO2 0.91—1.1 18—22% 

aKG --> Suc + CO2 0.85—1.0 17—21% 

Oxa_cyt --> PEP + CO2 0.93—1.9 19—37% 

Pyr_cyt --> AcAl + CO2   0.0—0.10 0—2% 

Pyr_mit --> AcCOA_mit + CO2    0.0—0.055 0—1% 

Mal --> Pyr_mit + CO2   0.0—0.12 0—2% 

6PG --> Ru5P + CO2   0.0—0.25 0—5% 
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第 4 章  出芽酵母のメタボローム解析と S-アデノシル-L-

メチオニン生産培地組成の最適化 
 
4. 1. Highlights 
 
 SAM 生産の律速段階 (ボトルネック) を明らかにすることを目的とする。 

 

 細胞内代謝物濃度を網羅的に定量することによって蓄積や欠乏している代謝物を

探索するために、メタボローム解析を用いた。 

 

 SAM 高生産株は、対照株より細胞内 ATP 濃度が高く、L-メチオニンを用いた高生

産条件では、ATP とその生合成経路中間体の細胞内濃度が低下していた。酵母エキ

ス制限によって細胞増殖を抑制すると、細胞内 ATP 濃度と SAM 生産量が増加し

た。 

 

 SAM 高生産には、L-メチオニン以外に ATP 供給量向上も関与し、増殖活性低下等

の細胞内 ATP 消費の効率化が有効と考えられた。 

 

 L-メチオニンを用いた条件では、メチオニンサルベージ経路中間体の細胞内濃度が

増加していた。 

 

 SAM 分解抑制には当経路フラックスの低下が重要と示唆された。 
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4. 2. 緒言 

第 2、3 章では、清酒酵母の SAM 高生産能力およびエタノール資化による SAM 含

量増加に ATP 再生能の向上が関連すると示唆された。また、宿主スクリーニング系と

しての 13C-MFA の活用や SAM 収率向上に向けた代謝改変戦略を見出した。それゆえ、

代謝フラックス分布の推定は SAM 高生産に関連する代謝経路の探索あるいは評価に

効果的な手段と考えられた。SAM 生産の律速段階 (ボトルネック) の解消も高生産に

対して有効な戦略と考えられる。しかし、SAM 生産におけるボトルネックは明らかと

なっていない。そこで第 4 章では、CE-TOFMS によるメタボローム解析を用いて、様々

な SAM 生産条件おける出芽酵母の細胞内の代謝物濃度を網羅的に測定することによ

って、SAM 生産におけるボトルネックを探索した。 

ボトルネックとなる反応は Fig 1-3 で示した代謝経路に存在し、基質となる代謝物が

蓄積していると予測できる。SAM 生産性が異なる培養条件で各代謝物の細胞内濃度を

比較し、SAM 高生産条件において濃度が高い代謝物を基質とする代謝反応を探索する

必要がある。上記代謝経路 (Fig. 1-3) を構成する中間代謝物は極性を持つものが多く、

これらを網羅的に定量する技術として、CE-TOFMS によるメタボローム解析が最も適

していると考えられる。 

これまで SAM 含量向上の取り組みとして、遺伝子変異原あるいは組換え技術を用

いた育種が行われてきた。エチオニン耐性遺伝子増強株の SAM 含量は対照株の 20 

倍以上となった (Shiomi et al. 1990)。エルゴステロール合成欠損のナイスタチン耐性変

異株では対照株の 3 倍以上の生産量で、含量は 70 mg g CDW−1 に達した (Shobayashi 

et al. 2006)。メチオニンサルベージ経路の adenosine kinase (ADO1) 破壊株の含量は 18 

mg g CDW−1 で親株の 26 倍となった (Kanai et al. 2013)。一方で、遺伝子組換え技術の

適用による SAM 生産株の代謝改変は食品工業生産においては好ましい手法ではない

と考えられる。他の代謝改変方法として培養条件の最適化が挙げられる。培地への L-

メチオニン添加は SAM 高生産に対して効果的な手法である (Shiozaki et al, 1984; 

Shobayashi et al, 2007a)。第 2、3 章で示したように、ATP 再生能の向上は SAM 高生

産能力あるいは含量増加に関与することから、通気撹拌条件も重要な因子と考えられる。

また、培地組成の改良も、SAM 高生産に関与する代謝経路の代謝フラックス変化への

効果を期待できる。 

本章では、様々な SAM 生産条件下における出芽酵母の細胞内の代謝物濃度を比較

し、その結果を用いて培地組成の最適化を行った。まず、CE-TOFMS を用いたメタボ

ローム解析によってアミノ酸、糖リン酸、有機酸、ヌクレオチドを含む 75 種類の代謝

物の細胞内濃度を測定し、主成分分析によってデータを解析した。この結果に基づいて 

SAM 生産のボトルネックを推定し、ボトルネックを解消するように培地組成を改良し

た。  
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4. 3. 実験材料と実験方法 

4. 3. 1. 使用菌株 

本章では、NBRC から購入した、実験室酵母 S288C (NBRC1136)、清酒酵母協会 6 号 

(NBRC2346) を用いた。  

 

4. 3. 2. 培養方法 

前培養として、4 mL の半合成培地 [50.0 g L−1 D-グルコース、10.0 g L−1 ペプトン 

(Polypepton、Nihon pharmaceutical)、5.0 g L−1 酵母エキス (Bacto Yeast Extract、Difco 

Laboratories)、4.0 g L−1 KH2PO4、2.0 g L−1 K2HPO4、0.50 g L−1 MgSO4•7H2O、pH 6.2] に凍

結ストックから植菌し、30 °C、24 時間、200 rpm で振とう培養した。 

本培養は、1% の前培養液を 4 mL の上記組成培地と、1.5 g L−1 となるように L-メ

チオニンを添加した同培地に植菌し、それぞれ 30 °C、24 時間、200 rpm で振とう培

養した。培養は 3 回行った。 

 

4. 3. 3. オフライン測定 

細胞乾燥重量、SAM、グルコースとエタノール濃度測定は、第 2 章の方法で行った。

細胞内 ATP 濃度測定は、以下のように行った。孔径 0.45 μm のメンブレンフィルタ

ー (JHWP02500、Merck) を用いた吸引ろ過によって培養した細胞を回収し、超純水で 2 

回洗浄した。フィルターを液体窒素で凍結した後、18 時間真空乾燥した。乾燥細胞を 1 

mL 超純水中に懸濁し、95 °C で 10 分間加熱し、ATP を抽出した (Ando et al. 2006)。

遠心分離 (18800 × g、4 °C) で回収した上清中の ATP 濃度を Fluorometric & 

Colorimetric ATP Quantitation Kit (PromoCell) と分光光度計で測定した。 

 

4. 3. 4. メタボローム解析 

細胞内代謝物濃度は参考文献 (Nugroho et al. 2015; Yoshikawa et al. 2013) に従って 

CE-TOFMS によって測定した。孔径 0.4 μm のメンブレンフィルター (HTTP04700、

Merck) を用いた吸引ろ過によって培養した細胞を回収し、10 mL の超純水で 2 回洗浄

した。1 μL の内部標準液 (H3304-1002、Human Metabolome Technologies) を含む 2 mL 

メタノールにフィルターを浸すことで代謝反応のクエンチングと細胞内代謝物質の抽

出を行い、超音波洗浄装置で 30 秒間処理した。フィルターを除去後、リン脂質を除く

ため、1.6 mL のクロロホルムと 0.4 mL の超純水を加えた。ボルテックスで 30 秒間

混合した後、遠心分離 (4600 × g、5 分、4 °C) に供し、水層を除タンパクのため、限外

ろ過フィルター UltrafreeMC-PLHCC 250 (Human Metabolome Technologies) でろ過した 

(9100 × g、4 °C)。ろ液を減圧乾燥した後、CE-TOFMS 分析のため、0.625 μL の移動時

間補正用の内部標準液 second internal standard solution (H3304-1004、Human Metabolome 
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Technologies) を含む 25 μL の超純水でペレットを懸濁し、CE-TOFMS 分析に供した。

試料は、Agilent 7100 CE system と Agilent 6224 TOF-MS (Agilent Technologies) で分析し

た。抽出用メタノール中の各代謝物濃度の算出には、試料分析結果から求められる各代

謝物の内部標準物質に対する相対ピーク面積値と、同時に分析した標準物質混合液 

(H3304-3032、Human Metabolome Technologies) の測定で得られた相対ピーク面積を用い

た。ピーク面積は MassHunter software for qualitative analysis (Agilent Technologies) を用

いて取得した。抽出用メタノールの代謝物濃度と乾燥細胞重量濃度から、細胞重量あた

りの代謝物量を算出した。メタボローム解析データは、多変量解析ソフトウェア Mass 

Profiler Professional (Agilent Technologies) で主成分分析を行った。  
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4. 4. 実験結果 

4. 4. 1. SAM 生産における培養条件の影響 

Fig 1-3 で示したように、メチオニンと ATP は、出芽酵母における SAM 生合成の

前駆体である。1.5 g L−1 L-メチオニン添加による出芽酵母の SAM 含量向上が知られて

おり (Shiozaki et al. 1984; Shobayashi et al. 2007a)、メチオニン供給が SAM 生合成にお

けるボトルネックと示唆されている。SAM 生産へのメチオニン添加の影響を確認する

ため、対照株 (実験室酵母 S288C) と SAM 高生産株 (清酒酵母協会 6 号) を L-メチ

オニン無添加培地と添加培地で培養した。グルコースを完全に消費した 24 時間後に細

胞を回収し、培養液の乾燥細胞重量、SAM、エタノール濃度をそれぞれ測定した。培

養実験結果は Table 4-1 に示した。 

培養実験結果を比較すると、清酒酵母協会 6 号の細胞内 SAM 含量は、L-メチオニ

ン無添加培地では 1.1 mg g CDW−1 で、添加培地では 31.8 mg g CDW−1 となり、約 28 

倍向上した。また、L-メチオニン添加によりエタノール生産量も増加する一方、細胞増

殖と培養液 pH は低下していた。また、L-メチオニン添加培地における清酒酵母協会 6 

号の SAM 含量は、実験室酵母 S288C 株 (12.5 mg g CDW−1) の約 2.5 倍であった。以

上の結果から、メチオニン添加により、エタノールと SAM 生産量が向上するように

細胞内代謝が変化していると示唆された。 

 

 

Table 4-1 L-メチオニン無添加・添加条件における培養実験結果 

数値は 3 回の培養実験の平均値と標準偏差を表している。 

 

 

4. 4. 2. 細胞内代謝物濃度に及ぼす L-メチオニンの効果 

メタボローム解析により、SAM 生産量が異なる条件で培養した出芽酵母の代謝状態

を比較した。培養開始後 24 時間経過した出芽酵母細胞から代謝物を抽出した。アミノ

酸、糖リン酸、有機酸、ヌクレオチドを含む 75 種類の代謝物の細胞内濃度を 

細胞株  清酒酵母協会 6 号 実験室酵母 S288C 

L-メチオニン  − + − + 

SAM 生産量 (mg L−1)  7.5 ± 0.4 177.6 ± 4.0  6.3 ± 0.1 62.6 ± 0.9 

乾燥細胞重量濃度  
(g CDW L−1) 

   6.7 ± 0.04   5.6 ± 0.06   5.5 ± 0.05   5.0 ± 0.05

SAM 含量 (mg g CDW−1)   1.1 ± 0.01  31.8 ± 1.0  1.1 ± 0.01 12.5 ± 0.2 

エタノール生産量 (g L−1)  17.8 ± 0.5  20.0 ± 0.1 19.5 ± 0.2 20.7 ± 0.1 

pH  5.7 ± 0.02   5.3 ± 0.05   6.0 ± 0.03   5.4 ± 0.03
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CE-TOFMS で測定した (Table S11)。メチオニンサルベージ回路と、解糖系、ペントー

スリン酸経路、TCA 回路の各中間体、補酵素、アミノ酸データは、Fig. 4-1 と Fig. 4-2 

にそれぞれ示した。 

Fig. 4-1 と Fig. 4-2 データの白色グラフ (清酒酵母協会 6 号・メチオニン無添加) と

黒色グラフ (清酒酵母協会 6 号・メチオニン添加) の比較により、SAM 高生産株 (清

酒酵母協会 6 号) における L-メチオニン添加の影響を調べた。メチオニン無添加条件

での清酒酵母協会 6 号のメタボローム解析では、細胞内で微量なメチオニンを検出し

た (0.06 μmol g CDW−1、Fig. 4-1)。相対的に ATP を多く蓄積していた (13.6 μmol g 

CDW−1、Fig. 4-1) ことから、SAM 生合成のボトルネックは ATP ではなく、L-メチオ

ニン供給と考えられた。 

1.5 g L−1 L-メチオニンの添加により、細胞内メチオニン濃度は 400 倍向上したことか

ら (28.2 μmol g CDW−1、Fig. 4-1)、L-メチオニン枯渇によるボトルネックを解消できた

と考えられた。メタボローム解析結果から、SAM 生産量の増加に加えて (Table 4-1)、 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-1 メチオニンサルベージ回路とメタボローム解析結果 

白色グラフは L-メチオニン無添加の清酒酵母協会 6 号、黒色と灰色グラフは L-メチ

オニン添加の清酒酵母協会 6 号と実験室酵母 S288C を表している。エネルギーチャ

ージ以外の縦軸は細胞内代謝物濃度を示し (μmol g CDW−1)、数値は 3 回の培養実験の

平均値を、エラーバーは標準偏差を表している。  
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Fig. 4-2 中央代謝経路のメタボローム解析結果 

白色グラフは L-メチオニン無添加の清酒酵母協会 6 号、黒色と灰色グラフは L-メチ

オニン添加の清酒酵母協会 6 号と実験室酵母 S288C を表している。数値は 3 回の培

養実験の平均値を、エラーバーは標準偏差を表している。  
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L-メチオニン添加による清酒酵母協会 6 号の代謝状態の大きな変化を見出した。例え

ば、L-メチオニン添加によって、細胞内のコハク酸レベルが著しく向上する一方で、解

糖系、ペントースリン酸経路、TCA 回路のほぼすべての中間体の蓄積量が明らかに減

少していた。この結果と、エタノール生産量増加を伴う基質レベルのリン酸化の活性化 

(Table 4-1) と合わせて、何らかの要因で L-メチオニン添加による解糖系と酸化的リン

酸化への阻害が示唆された。このことは、ATP や GTP などのヌクレオシド三リン酸の

細胞内濃度によっても確認できた (Fig. 4-1、Fig. 4-2)。また、メタボローム解析により L-

メチオニン添加条件では細胞内 ATP の枯渇が明らかとなった (0.02 μmol g CDW−1、Fig 

4-1、黒色グラフ)。清酒酵母協会 6 号の L-メチオニン添加条件では、細胞内 AMP レ

ベルの増加によってアデノシレートエネルギーチャージ (EC = ([ATP] + 0.5 × [ADP]) / 

([ATP] + [ADP] + [AMP])) が減少していたことから、L-メチオニンが細胞内の同化代謝

や生命維持反応活性を阻害することが示唆された (Guimaraes and Londesborough 2008)。

これらの結果から、ATP 供給が L-メチオニン添加条件における SAM 生産の律速段階

と考えられた (Fig. 4-1)。 

 
4. 4. 3. SAM 高生産株と実験室株の細胞内代謝物濃度の比較 

L-メチオニン添加の有無にかかわらず、清酒酵母協会 6 号の SAM 生産量は、実験

室酵母 S288C よりも高い値を示していた (Table 4-1)。前章で述べたように、13C-MFA 

によって、高 TCA 回路フラックスに伴う ATP 再生能の向上が清酒酵母協会 6 号に

おける SAM 生合成の活性化の要因となることを示した。清酒酵母は高呼吸活性を示

し、一般的に好気条件では、実験室酵母と比較して TCA 回路、呼吸、酸化的リン酸化

に関連する遺伝子の発現量が多いことも知られている (Kasahara 1963; Shobayashi et al. 

2007b)。SAM 生産性に対する細胞内 ATP レベルの効果をさらに調査するため、比色

分析により L-メチオニン無添加条件での清酒酵母協会 6 号と実験室酵母 S288C の細

胞内 ATP 濃度を測定した。清酒酵母協会 6 号の結果は 4.5 ± 0.4 μmol g CDW−1 で、実

験室酵母 S288C (1.5 ± 0.06 μmol g CDW−1) の約 3 倍であったことから、清酒酵母協会 

6 号の高 SAM 生産性は、高い細胞内 ATP 濃度によるものと確認できた。 

しかしながら、前述したように L-メチオニン添加条件では清酒酵母協会 6 号の細胞

内 ATP は枯渇していたため (Fig. 4-1)、清酒酵母協会 6 号の高 SAM 生産性に、高 

ATP 含量は関与していないと考えられた。この課題に取り組むため、L-メチオニン添加

条件における実験室酵母 S288C のメタボローム解析を行い、清酒酵母協会 6 号の結

果と比較したが、大きな違いは見られなかった。そこで、SAM 生産性と関連して細胞

内蓄積量が変化する代謝物を特定するため、ここまでに取得した 3 条件の全データに

対して主成分分析 (PCA) を行った。PCA により、それぞれの条件で 3 回実施した培

養実験から取得したメタボローム解析結果は、明確に区別できるクラスターを形成する

ことを示した。第 1 主成分 (PC1) は L-メチオニン添加の有無を表し、第 2 主成分 
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(PC2) は細胞株の違いを表していると考えられた (Fig. 4-3a)。PC1 と PC2 に対する因

子負荷量が両方とも 0.5 以上 である AMP、アデニン、アデノシン、コリン、γ-アミ

ノ酪酸は、PC1 と PC2 スコアに正に寄与していた (Fig. 4-3b、Table S12)。この結果は、

L-メチオニン添加条件における清酒酵母協会 6 号の AMP、アデニン、アデノシンの細

胞内蓄積レベルは、実験室酵母 S288C よりも高い傾向にあることを示していた。これ

らの代謝物は、メチオニンサルベージ経路から供給される SAM 分解物のアデノシン

ヌクレオチドであることから、清酒酵母協会 6 号では L-メチオニン添加による SAM 

供給量増加により当経路が活発に機能すると示唆された。  
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Fig. 4-3 主成分分析の主成分得点と負荷量 

(a) PC1 と PC2 の主成分得点。白色四角は L-メチオニン無添加の清酒酵母協会 6 号、

黒色四角と灰色丸は L-メチオニン添加の清酒酵母協会 6 号と実験室酵母 S288C を表

している。(b) 各代謝物の PC1 と PC2 の主成分負荷量。数値データは Table S12 に示

した。  
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4. 4. 4. SAM 生産に及ぼす細胞内 ATP 濃度の効果 

メタボローム解析により、L-メチオニン添加条件では細胞内 ATP が枯渇することを

示した。また、ATP 供給量を増加すると、SAM 生産量が向上する可能性を示唆してい

た。SAM 生産性向上には、ATP 生合成経路にかかわる遺伝子発現の増強や生産培地へ

の ATP 添加によって達成できると考えられた。しかし、遺伝子組換え技術の適用や高

価な原料の添加は、食品工業生産においては好ましくないため、培地成分組成の最適化

による培養工学手法によって SAM 生産性向上を検討することにした。 

酵母エキスは、自己消化した酵母の水溶性画分で、アミノ酸、ペプチド、炭水化物、

ビタミン類、金属を含むため、出芽酵母の細胞増殖に重要な役割を果たす (Jiang et al. 

2010; Mosser et al. 2015; Thomas et al. 2002)。細胞増殖を阻害し、細胞増殖に対する ATP 

要求量を減少することで細胞内 ATP 蓄積量を増加させるため、様々な濃度 (0.0–5.0 g 

L−1) の酵母エキスを含む培地で清酒酵母協会 6 号を培養した。その結果、酵母エキス

濃度の減少に応じて、細胞増殖、エタノール生産量、pH が低下し、対照的に SAM 生

産量と含量は、メタボローム解析データから示唆されたように増加した (Table 4-2)。酵

母エキスを添加しない培地で SAM 生産量と含量の最大値 (315.6 mg L−1、86.1 mg 

CDW−1) が得られ、初期条件である 5.0 g L−1 (189.8 mg L−1、33.6 mg CDW−1) と比較して、

それぞれ 1.6 倍と 2.5 倍増加した (Fig. 4-4a)。 

酵母エキス無添加培地における細胞内 ATP 濃度は 0.8 μmol g CDW−1 で、5.0 g L−1 

条件 (0.02 μmol g CDW−1) の 40 倍に達していたことから、SAM 生産量は細胞内 ATP 

濃度向上によって増加することも確認できた (Fig. 4-4b)。 

 

Table 4-2 各酵母エキス濃度における培養実験結果 

数値は 3 回の培養実験の平均値と標準偏差を表している。 

  酵母エキス (g L−1) 

  0.0 1.25 2.5 5.0 

SAM 生産量 (mg L−1)  315.6 ± 21.4 243.0 ± 2.7 218.7 ± 2.1 189.8 ± 6.4 

乾燥細胞重量濃度  
(g CDW L−1) 

 3.7 ± 0.1 4.8 ± 0.03 5.1 ± 0.02 5.7 ± 0.03 

SAM 含量 (mg g CDW−1) 86.1 ± 3.2 50.4 ± 0.7 43.2 ± 0.6 33.6 ± 0.9 

エタノール生産量 (g L−1)  18.6 ± 0.1 19.0 ± 0.2 19.2 ± 0.4 19.3 ± 0.04 

pH 4.6 ± 0.04 5.1 ± 0.1 5.2 ± 0.02 5.4 ± 0.01 
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Fig. 4-4 SAM 生産量・含量、細胞内 ATP 濃度への酵母エキスの影響 

(a) SAM 生産量・含量への酵母エキスの効果。網目と点付バーはそれぞれ、SAM 生産

量と含量を表している。(b) 細胞内 ATP 濃度。エラーバーは標準偏差を表している。
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4. 5. 考察 

本章では、CE-TOFMS を使用したメタボローム解析により、さまざまな SAM 生産

条件における出芽酵母の細胞内代謝物濃度を比較した。メタボローム解析によって、出

芽酵母による SAM 生産のボトルネックは L-メチオニン供給 (Fig. 4-5a) であり、L-メ

チオニン存在下では ATP 供給が重要である (Fig. 4-5b) と示した。出芽酵母や E. coli、

Candida utilis を宿主として、酸素供給量向上、遺伝子破壊や炭素源流加の最適化によ

る細胞内 ATP レベルの向上により、SAM 生産量向上を達成した先行知見結果から、

本章のメタボローム解析結果の妥当性を確認できた (Chen et al. 2015; Li et al. 2012; 

Wang et al. 2013)。MET6 と SAM2 の共発現とクエン酸ナトリウム流加を組み合わせた、

L-メチオニンと ATP 利用効率向上による出芽酵母の SAM 含量増加も報告されてい

る (Chen et al. 2016)。また、メタボローム解析結果から、L-メチオニン添加条件では、

AMP などの SAM 分解物の細胞内蓄積レベルが増加することが分かった (Fig. 4-1、Fig. 

4-3b)。これらの代謝物はメチオニンサルベージ回路で合成されるため、当代謝経路の

活性低下によって、SAM 分解の抑制および SAM 生産量の向上が期待できる。 

食品工業生産において遺伝子組換え技術の適用は好ましくないことから、本章では、

培地組成の最適化による細胞内 ATP 濃度増加を検討した。培地に添加する酵母エキス

を制限することで、細胞増殖阻害と、細胞内 ATP 濃度および SAM 生産量の向上を達

成した (Fig. 4-5c)。SAM 含量 (86.1 mg g CDW−1) は先行知見 (70 mg g CDW−1) より高

い値となった (Shobayashi et al. 2006)。一方で、SAM 生産量については、10 L 培養槽

を使用した 5 日間の培養で 10.8 g L−1 に達した結果が報告されている (Shiozaki et al. 

1986) ことから、細胞内 SAM 濃度と細胞量の向上により、培養液量あたりの SAM 生

産性が増加すると示唆された。そのため、さらなる生産量向上には、富栄養培地での細

胞増殖期と酵母エキスを制限した細胞増殖抑制期から成る 2 段階プロセスを取り入れ

たような培養プロセスの構築が必要と考えられる。本章で報告した取り組みにより、メ

タボローム解析は、培養工学的手法による有用物質の培養生産量増加検討に有益な情報

を提供できることを示した。さらに、酵母エキス使用量の削減は、SAM 生産コストに

対して効果的な方法であり、他のファインケミカル生産性向上検討においても役立つと

考えられた。 
出芽酵母の SAM 含量増加に対して、低撹拌速度やエタノール流加に起因する細胞

増殖阻害が効果を有することは既に報告されているが (Shiozaki et al. 1989)、本章では、

細胞増殖阻害に伴う細胞内 ATP レベルの向上による SAM 含量増加を明らかにした。

また、酸ストレス条件下では出芽酵母の物質生産が阻害されることや、細胞内 ATP 蓄

積は出芽酵母の酸ストレス耐性に関連していることが報告されている (Nugroho et al. 

2015; Sakihama et al. 2015; Zhou et al. 2011)。また、ATP 供給が関与するグルタチオンや

コハク酸などの有用物質のバイオ生産性の向上にも本章で検討した手法を活用できる
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と考えられる (Hara and Kondo 2015)。これらの結果により、ATP 供給の向上は、出芽

酵母の低 pH 条件への耐性を向上させ、間接的に SAM 生合成の活性化に寄与すると

示唆された。このような出芽酵母の代謝と生理機能との関連のさらなる研究によって、

より効率的な SAM 生産に向けた新たな方法論の確立が期待できる。 
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Fig. 4-5 SAM 高生産株の SAM 高生産機構 

(a) L-メチオニン無添加、(b) L-メチオニン添加、(c) L-メチオニン添加・酵母エキス無添

加。灰色点線矢印は呼吸鎖を表す。本章では、SAM 生産の律速段階として、L-メチオ

ニン無添加条件は L-メチオニン供給、L-メチオニン添加条件は ATP 供給と示した (灰

色字)。酵母エキス無添加条件における高生産は細胞増殖阻害に伴う ATP 供給の増加に

よって説明できた。 
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第 5 章 結論と展望 

5. 1. 結果のまとめ 

SAM は、生体内で様々なメチル化反応のメチル基供与体として機能する生理活性物

質である。うつ病や関節炎などの治療薬やサプリメントとして利用されており、工業製

品としても重要な物質である。今後の市場規模の拡大が予測されていることから (Fig. 

1-2; P2011-177125A. 2011)、それに応えられる生産プロセスを構築する必要がある。そ

の手段として、工業発酵生産の宿主として用いられている出芽酵母の細胞内代謝を改変

し、生産性を向上することが期待されている。本研究では、代謝解析技術を用いて出芽

酵母の SAM 高生産に関わる代謝経路を探索し、SAM 生産性向上および出芽酵母を用

いた物質生産に向けた知見を抽出することを目的とした。そのため、13C-MFA を用い

て細胞内の代謝フラックス分布を推定することによって、(i) SAM 高生産株の高生産能

力に関連する代謝経路、(ii) エタノール資化による SAM 含量増加に関連する代謝経路

を探索し、メタボローム解析を用いて細胞内の代謝物濃度を測定することによって、(iii) 

SAM 生産の律速段階 (ボトルネック) を探索した。様々な培養条件における出芽酵母

の代謝状態を 13C-MFA とメタボローム解析を組み合わせて立体的に解析することに

よって、SAM 高生産に関わる代謝経路を明らかにした。さらに、解析結果を用いて、

SAM 生産性向上に向けた戦略を提案した。 

第 2 章では、13C-MFA を用いて、実験室酵母 S288C 株と SAM 高生産株・清酒酵

母協会 6 号の中央代謝系の代謝フラックス分布を推定し、中央代謝からの SAM 前駆

体、NADPH と ATP 供給量を算出した。清酒酵母協会 6 号では、TCA 回路フラック

スと酸化的リン酸化活性が高く、ATP 再生能が向上していた。酸化的リン酸化には酸

素を必要とするため、清酒酵母協会 6 号の SAM 高生産能力は、高 TCA 回路フラッ

クスと高呼吸活性による ATP 再生能向上が関連すると示唆された。SAM 生産性向上

には、高 TCA 回路フラックスと高呼吸活性による ATP 供給量増加が重要であり、高

呼吸活性を維持できる培養条件の設定あるいは呼吸活性が向上する遺伝子改変株の育

種も有効な手段と考えられる。また、推定した代謝フラックス分布によって清酒酵母の

特徴である高呼吸活性を説明できたことから、実用酵母においても 13C-MFA を適用で

きると考えられる。それゆえ、13C-MFA は高呼吸活性を指標とした新たな生産宿主の

スクリーニング系としての活用が期待できる。 

第 3 章では、13C-MFA を用いて、清酒酵母協会 6 号のエタノール資化における中

央代謝系の代謝フラックス分布を推定した。第 2 章で示したグルコースと異なり、エ

タノール資化では、グリオキシル酸経路が活性化し、ペントースリン酸経路には、ほと

んど炭素が流れていないことが分かった。さらに、中央代謝からの NADPH と ATP 供

給量を推算すると、エタノール資化ではグルコースより TCA 回路フラックスと酸化的
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リン酸化活性が高く、多くの過剰な ATP を供給していた。それゆえ、エタノール資化

による SAM 含量増加は、ATP 再生能向上が関連すると示唆された。SAM 生産性向

上には、エタノール資化による ATP 供給量増加が重要と考えられた。また、エタノー

ル資化は、グルコースと比較して CO2 の炭素収率が高く、細胞が消費した炭素の 36–

42% が TCA 回路から CO2 として排出されていた。CO2 生成量抑制には、TCA 回路

を迂回するグリオキシル酸経路のフラックス増加が重要と示唆された。CO2 生成の抑

制によって、CO2 収率低下と、それに伴う SAM 収率向上の可能性が考えられる。 

第 4 章では、SAM 生産性が異なる培養条件の細胞内代謝物濃度の定量と多変量解

析によるデータ解析を行い、細胞内で蓄積または欠乏している代謝物を抽出した。SAM 

高生産株は対照株より細胞内 ATP 濃度が高く、L-メチオニンを用いた高生産条件では、

ATP とその前駆体の細胞内濃度が低下していた。そこで、細胞増殖に使用される ATP 

量を削減するため酵母エキス未含有培地で培養したところ、初期条件 (5.0 g L−1) 培地

と比較して細胞濃度が減少する一方、細胞内 ATP 濃度が増加し、SAM 生産量も 1.6 

倍増加した。SAM 生産性向上には、L-メチオニン以外に ATP 供給量向上も関与し、

増殖活性低下等の細胞内 ATP 消費の効率化が有効と考えられた。また、L-メチオニン

を用いた条件ではメチオニンサルベージ経路中間体の細胞内濃度が増加していたこと

から、SAM 分解抑制には、当経路の代謝フラックスの低下が重要と示唆された。 

 

 

Fig. 5-1 本論文のまとめ 
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各章で見出した知見と SAM 生産性向上に向けた戦略を Fig. 5-1 に示した。第 4 章

ではメタボローム解析結果から見出した知見をもとに培地組成の改良を行い、実際に 

SAM 生産量を増加させた。細胞内の代謝フラックスや代謝物濃度を把握する方法論の

適用によって SAM 高生産に関連する代謝経路を探索することが SAM 生産量向上に

つながると示した。 

本研究では、代謝状態を表す 2 つの指標 (代謝フラックスと細胞内代謝物濃度) か

ら、SAM 高生産に関連する代謝経路を探索することで、ATP 再生能あるいは細胞内 

ATP 濃度の向上によって ATP 供給量を高めることが SAM 生産に対して重要である

と示した。SAM 生産では、ATP は反応進行のためのエネルギー供給と、前駆体という 

2 つの役割を持っている (Fig. 5-2)。第 2、3 章では、13C-MFA を用いて清酒酵母協会 6 

号の高生産能力とエタノール資化による含量増加は ATP 再生能の向上が関与してい

ると明らかにした。これは、ADP から ATP を再生する反応速度が向上することで、

エネルギーとしての ATP 供給速度が向上していることを表している。1 分子の SAM 

の合成には、エネルギーとして 13 分子の ATP を必要とする。そのため、ATP 再生速

度が向上すると L-メチオニンおよび ATP 合成反応速度も向上し、SAM 生産性向上に

寄与すると考えられた。第 4 章のメタボローム解析では、L-メチオニンを用いた高生

産条件において、細胞内で ATP が枯渇していることを明らかにし、細胞増殖抑制によ

る ATP 供給量増加によって SAM 生産性を向上させた。これらの結果から、当条件で

は前駆体としての ATP 供給がボトルネックであったと推定できる。このように、2 つ

の指標を定量的に評価できる解析技術を組み合わせると、SAM 高生産には、SAM 生

産に対する ATP の両方の役割における供給量の増加が重要と示すことができる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-2 SAM 生産における ATP の役割 

灰色丸点線矢印は、エネルギー供給としての消費と再生を表している。黒矢印は細胞構

成成分 (RNA) あるいは SAM 前駆体としての変換を表している。 
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第 3 章では、清酒酵母協会 6 号におけるエタノール資化の代謝フラックス分布を推

定した。これまでに、13C-MFA を用いてエタノール資化の代謝フラックス分布を推定

した報告は無く、また、清酒酵母の代謝フラックス解析結果も少ないため、細胞生理学

的な解析にもよく用いられている実験室酵母を比較対照とする必要がある (Agrimi et 

al. 2014)。そこで、まず第 2 章で、実験室酵母 S288C と清酒酵母協会 6 号におけるグ

ルコース資化の代謝フラックス分布を推定した。実験室酵母 S288C の結果は先行知見

と合致しており (Frick and Wittmann 2005; Gombert et al. 2001; Wang and Hatzimanikatis 

2006)、清酒酵母協会 6 号では、その高呼吸活性の特徴を説明できる結果となった。そ

れゆえ、本研究で用いた 13C-MFA の手法は清酒酵母に適用が可能であると判断した。

次に、グルコース資化の結果や遺伝子あるいはタンパク質レベルで解析した先行知見と

比較することで、推定したエタノール資化における代謝フラックス分布結果の妥当性を

示すことができた。 

本研究の第 2、3 章における 13C-MFA で設定した酵母の代謝モデルを構成する中央

代謝系や SAM 生合成路は、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae という生物の分類レベ

ルで種のレベルまで完全に同じものであり、実験室酵母も含めて各株で共通だと考えら

れる (Akao et al. 2011; Shobayashi et al 2007b)。本研究では、SAM は人間が経口摂取す

るための用途であることも考え、安全性も高く大規模生産も可能である出芽酵母を研究

材料とした。その中でも清酒酵母は SAM 生産量が高い知見もあり、研究対象として、

より生産量の高いものを初期の段階で選抜した。一方で、生産性向上のしやすさという

観点からの生産株の選択は非常に重要で、その点からも細胞株の解析を行った。各章を

通じて、SAM 生産に対する ATP 再生能の高さと供給の重要性が示されており、清酒

協会酵母 6 号は高い ATP 供給能力を備えた株であったことが明らかになっている。

そのため、清酒酵母協会 6 号は、元来の改良のポテンシャルも高かったと考えられる。

さらに、出芽酵母が本来生産しない有用物質の物質生産において、ATP 供給能力の高

い出芽酵母株を宿主として選択することによって、生産性向上に対する改良の効果が大

きくなる可能性を期待できる。また、Fig. 2-4、4-1 と Table 4-1 の結果から、実験室酵

母 S288C と清酒酵母協会 6 号と同様に、他の清酒酵母においても、L-メチオニン添加

によって L-メチオニン枯渇によるボトルネックが解消され、ATP 供給がボトルネック

となると予測された。それゆえ、第 4 章で見出した、培地成分制限によって細胞内 ATP 

濃度を増加させ、SAM 生産性を向上する手段は、他の SAM 高生産能力を有する清酒

酵母においても適用できると考えられる。 

本研究結果から得られた、他の有用物質生産への活用に向けた知見について述べる。

出芽酵母を用いたアミノ酸やタンパク質生産では、アンモニウムイオンの取り込みに必

要な ATP を減らすことによって生産性が向上した結果が報告されている (Milne et al. 

2015)。また、アンモニウムイオンの取り込みや生合成反応で ATP を消費するグルタチ

オンも ATP 供給が重要と考えられている (Hara et al. 2012)。このような代謝物生産で
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は、本研究で示した ATP 供給量を高める手段である、ATP 供給能力の高い生産出芽酵

母の選択、エタノールを原料とする生産、培地成分制限による細胞増殖阻害が有効と期

待できる。第 2 章の清酒酵母協会 6 号と実験室酵母 S288C 株の代謝フラックス分布

を比較した結果から、清酒酵母協会 6 号の方が TCA 回路のフラックスレベルが高い

ことが明らかとなった (Fig. 2-6)。この代謝経路の中間体としてアミノ酸ロイシン前駆

体のミトコンドリア・アセチル-CoA やコハク酸、リンゴ酸があり、清酒酵母協会 6 号

のように TCA 回路の代謝フラックスレベルが高い株がこれらの代謝物生産の宿主と

して適していると考えられる。また、物質生産能力に関与する前駆体、ATP と NADPH 

供給速度やそれぞれの細胞内でのバランスを比較することで (Fig. 2-6、2-7a、2-7b)、目

的物質生産に最も寄与する因子に着目した高生産能力株の取得手段の提案が可能とな

る。ATP が最も寄与する場合は、第 2 章で示したように、TCA 回路代謝フラックス

や呼吸活性の向上が重要であり、NADPH の場合では、ペントースリン酸経路あるいは

リンゴ酸経路の代謝フラックスを向上させる戦略が有効と考えられる。第 3 章では、

エタノール資化における代謝フラックス分布を推定した。エタノール資化によって細胞

質アセチル-CoA を供給できることから、細胞質アセチル-CoA を前駆体とするファル

ネセン、脂肪酸エステル、カロテノイド (Verwaal et al. 2007) 生産では、エタノールを

原料とすることが生産性向上に寄与すると考えられる。一方で、CO2 収率も上昇し 

(Table 3-3)、CO2 の多くは TCA 回路から生成する (Table 3-5) と予測できるため、上記

で述べたように TCA 回路を迂回する代謝経路のフラックス増加が CO2 生成量抑制に

役立つと期待できる。第 4 章では、高生産条件において細胞内濃度が高い代謝物を基

質とする代謝反応を探索することでボトルネックを抽出し、その解消に向けた手段を提

案できた。また、目的物質の分解経路中間体の濃度を解析することによって、その経路

の反応活性を抑制することが有効かの判断が可能となると考えられた。 

 

以上の研究結果から、13C-MFA やメタボローム解析を用いた細胞内の代謝フラック

スや代謝物濃度の定量は、物質生産に関連する代謝経路の探索と高生産に向けた戦略の

提案に有効な方法と考えられた。続いて、SAM 生産性向上に向けた戦略や出芽酵母を

用いた、その他の有用物質生産性向上に代謝解析を活用する方法論に対する、本研究が

もたらす寄与と今後の展望を述べる。  
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5. 2. 本研究の寄与 

微生物を用いた物質生産において、コスト競争力のある生産プロセスを構築するため

には、生産株の改良あるいは培養条件の最適化により、生産性向上に取り組むことが必

要となる。一方で、目的の生産性に効率よく達するためには、生産株細胞内の物質生産

過程 (代謝) を解析し、新たな戦略を立案していくことも重要と考えられる。本研究で

は、13C-MFA やメタボローム解析技術を用いて、出芽酵母の SAM 高生産に関連する

代謝経路を探索した。 

第 2 章では、13C-MFA を用いて、SAM 生産能力が異なる 2 種類の出芽酵母 (清酒

酵母協会 6 号と実験室酵母 S288C) の代謝フラックス分布と細胞内の酸化還元バラン

スやエネルギー状態を比較し、SAM 生産能力に ATP 再生能が関連すると推定した。

また、清酒酵母協会 6 号は日本酒醸造で使われる実用酵母であり、13C-MFA によって、

実用酵母と実験室酵母の代謝フラックスレベルでの違いを明らかにした。清酒酵母協会 

6 号は高い呼吸活性を有することが知られており (Kasahara 1963; Shobayashi et al. 

2007b)、推定した代謝フラックス分布からもこの特徴を確認できた。13C-MFA を用いる

ことで、パン製造等の様々な用途で使用されている実用酵母の特徴を把握あるいは比較

できる可能性が考えられる。 

第 3 章では、SAM 含量向上効果を有する炭素源であるエタノール資化における代

謝フラックス分布を推定した。本研究が初めて、13C-MFA を用いてエタノール資化で

の代謝フラックス分布を推定し、グルコース資化における代謝フラックス分布との差異

の把握が可能であると示した。また、エタノールを資化することによって、グルコース

よりも ATP 再生能が高くなることから、エタノールによる SAM 含量増加にも ATP 

供給量向上が関連すると推定した。一方で、エタノール資化はグルコースと比較して 

CO2 収率が高く、代謝フラックス分布結果より、特に TCA 回路から生成する比率が

大きいことが分かった。この結果から、TCA 回路を迂回する代謝経路のフラックス増

加による CO2 生成の抑制によって炭素利用効率を向上する戦略を見出した。さらに、

この知見は CO2 生成が生産収率低下の原因となっている SAM 以外の有用物質生産

においても活用が期待できる。 

ここまでの研究結果で、SAM 生産性の異なる条件における細胞内の代謝フラックス

分布の推定および比較は、SAM 生産に関連する代謝経路の探索に有効と示した。しか

し、13C-MFA は細胞内に取り込まれる全ての炭素原子の代謝を考慮する必要があるた

め、培地に含まれる炭素源の種類が増えると、細胞内代謝物の 13C 濃縮度からの代謝

フラックス推定は困難となる課題がある。そのため、天然物由来のエキス等を用いる天

然培地や半合成培地のような成分組成の複雑な培地で 13C-MFA を適用することは難

しくなる。そこで第 4 章では、実用生産でも用いられる半合成培地で SAM 生産のボ

トルネックを特定するため、メタボローム解析を用いて代謝物の細胞内濃度を測定した。
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培養容器から取得した試料には培養液上清由来の成分が含まれているが、本研究では細

胞と培養液上清の分離と細胞の洗浄を迅速に行い、様々な SAM 生産条件の細胞内の

代謝物濃度の差を正確に把握することで、L-メチオニンを用いた SAM 高生産条件にお

ける細胞内 ATP の枯渇を見出すことができた。当手法を用いて培地成分の影響を除外

することにより、多数の炭素源を含む培地を用いた培養生産においても細胞内代謝物濃

度を評価できると考えられる。さらに、培地への酵母エキス添加量を制限することで、

細胞増殖阻害による ATP 消費量の減少とそれに伴う細胞内 ATP 濃度の向上によっ

て SAM 生産量を増加させた。また、リン酸塩等の他の培地成分は ATP 生合成反応の

促進に寄与すると考えられることから、これらの成分の制限効果の検証は不要と判断で

きたため、検討のスピードアップにも寄与した。酵母エキス使用量の減少は培地コスト

を引き下げるため、生産コスト削減に対しても効果的である。また、食品工業生産にお

いても有効な手法であり、実用生産で貢献可能な知見と考えられる。生産性に ATP 消

費の効率化が関与する有用物質生産での活用も期待できる (Hara and Kondo 2015; de 

Kok et al. 2012)。 

本研究で提案した戦略は、実用研究で用いられている高生産条件 (P4479932. 2010; 

WO2010/027014 A1. 2010) の解析によって SAM 生産への関連が明らかとなった代謝

経路の活性を変化させるものである。そのため、これらの戦略を実用研究での生産系に

適用することで、相乗効果によって生産性が向上すると期待できる。 

このように、本研究では、13C-MFA やメタボローム解析は、SAM 高生産に関連する

代謝経路を明らかにするとともに、生産性向上を目指した今後の展開に役立つことを示

した。また、実用生産で利用している細胞株、炭素源と培地組成を解析対象としたこと

から、実用生産プロセスの改善にも活用できると考えられる。代謝は細胞内の物質生産

過程そのものであり、第 1 章 (1.1 節) で述べた、その他の有用物質生産系においても、

ターゲットとする代謝経路は異なるが、本研究の手法や知見を活用できる可能性が高い。

本研究で用いた代謝解析の方法論は実用生産を含めた他の有用物質生産でも有効と期

待できる。 
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5. 3. 今後の展望 

本研究では、13C-MFA やメタボローム解析を用いて見出した SAM 高生産に関連す

る代謝経路に基づいた SAM 生産性向上への戦略を提案した。次の展開として、遺伝

子改変あるいは培養工学的手法を用いた代謝改変による実証研究が必要となる。SAM 

高生産には ATP 供給量向上の関連が示唆されたことから、培養中の高呼吸活性維持が

重要となる。生産株の遺伝子改変による呼吸系酵素発現量向上やミトコンドリア活性向

上 (分裂促進・呼吸阻害耐性向上)、あるいは炭素源の種類・供給方法、培地組成 (呼吸

活性関連因子の添加) や溶存酸素濃度などの培養条件検討が有効と考えられる。富栄養

培地での細胞増殖期と酵母エキスを制限した細胞増殖抑制期から成る 2 段階の培養プ

ロセスの構築も生産性向上に寄与するだろう。また、メチオニンサルベージ経路のフラ

ックス低下やグリオキシル酸経路のフラックス増加によっても、SAM 生産の効率化を

期待できる。さらに、第 1 章 (1. 2 節) 等で述べた SAM 生産性向上についての先行

研究結果と本研究の代謝解析から得られた知見を組み合わせることも実証研究に活用

できると考えている。 

高度化した代謝解析技術の適用も、新たな戦略の提案に重要である。13C-MFA を用

いて細胞内代謝フラックス分布を推定すると、異なる細胞株や培養条件における代謝状

態の変化を定量的に評価できる。本研究では、解析対象株の細胞構成成分組成を一定と

して細胞合成フラックスを導出したが、Long らが提案した GC-MS による細胞構成成

分の測定法を用いることで、より正確な炭素収支を表す細胞合成フラックスを決定でき

る (Long and Antoniewicz, 2014)。複数の 13C 標識炭素源条件の培養実験から得られる 
13C 濃縮度や GC-MS/MS 分析による 13C 標識の位置情報を含む 13C 濃縮度を使用す

ることで、導出した代謝フラックスの信頼区間を狭くできる可能性がある (Crown et al. 

2016; Okahashi et al. 2016)。これらの手法を用いることで、さらに精度の高い代謝フラッ

クス分布を推定できるだろう。本研究では連続培養系における代謝フラックス分布を推

定したが、実用生産で用いられる流加培養系の解析も必要となる。代謝状態が定常では

ない流加培養における代謝フラックス分布を算出できる最適化計算技術の開発が望ま

れる。 

本研究のメタボローム解析では、有機酸等の極性代謝物の分離と精密質量の検出のた

め、CE-TOFMS を分析装置として用いた。遺伝子改変した出芽酵母の評価を目的とし

たメタボローム解析に GC-MS や LC-MS/MS が用いられており (Nishino et al. 2015; 

Teoh et al. 2015)、これらの装置も用いて本研究で測定対象としなかった代謝物を定量す

ることで新規の知見を見出せると考えられる。例えば、L-メチオニン生合成経路中間体

の細胞内濃度の定量とボトルネックの特定から L-メチオニン合成フラックスを向上で

きれば、L-メチオニンを使用しない培養生産方法によって SAM 生産コストの大幅な削

減が期待できる。同様に、ATP 合成フラックス向上による ATP 供給量向上も SAM 高
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生産への効果的な手段となるだろう。 

また、in silico シミュレーションによる SAM 生産性向上に向けた代謝改変戦略の導

出も期待できる。FBA、13C-MFA やメタボロームあるいはプロテオーム等の ‘omics’ 解

析の結果を組み合わせたダイナミックシミュレーションの活用が考えられる。一連の代

謝シミュレーションを用いた、SAM 高生産が可能な代謝状態の推定と代謝改変ターゲ

ットの効率的な探索によって、育種戦略の革新に貢献できると考えている (Asadollahi et 

al. 2009; Brunk et al. 2016; Khodayari et al. 2014; Matsuda et al. 2015)。 

最近では、特異的なゲノムの破壊や置換が可能な遺伝子改変技術である「ゲノム編集 

(Genome Editing)」が、出芽酵母においても機能すると報告されており (DiCarlo et al. 

2013; Nishida et al 2016)、高生産株の育種を加速させる強力なツールとなると期待され

ている。物質生産性を高める代謝改変ターゲットの提案はさらに重要となるだろう。 

本論文で示した知見によって、生産株細胞内の代謝フラックスや代謝物濃度を定量で

きる代謝解析技術は、出芽酵母を用いた有用物質生産プロセス開発における基盤技術と

して貢献できると期待している。 
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Appendix 
Table S1 13C-MFA に使用するアミノ酸の生合成経路 

Amino 
acids 

Reactions Carbon atom transitions 

Ala57 pre_Ala --> Ala57 ABC --> ABC 

Ala85 pre_Ala --> Ala85 ABC --> BC 

Asp57 Oxa_cyt --> Asp57 ABCD --> ABCD 

Asp85 Oxa_cyt --> Asp85 ABCD --> BCD 

Asp302 Oxa_cyt --> Asp302 ABCD --> AB 

Glu57 aKG --> Glu57 ABCDE --> ABCDE 

Glu85 aKG --> Glu85 ABCDE --> BCDE 

Glu159 aKG --> Glu159 ABCDE --> BCDE 

Gly57 Gly --> Gly57 AB --> AB 

Gly85 Gly --> Gly85 AB --> B 

Ile85 Oxa_cyt + Pyr_mit --> Ile85 ABCD + EFG --> BFGCD 

Ile159 Oxa_cyt + Pyr_mit --> Ile159 ABCD + EFG --> BFGCD 

Leu85 
Pyr_mit + Pyr_mit + AcCOA_mit --> 
Leu85 

ABC + DEF + GH --> HBCEF 

Leu159 
Pyr_mit + Pyr_mit + AcCOA_mit --> 
Leu159 

ABC + DEF + GH --> HBCEF 

Phe57 E4P + PEP + PEP --> Phe57 ABCD + EFG + HIJ --> EFGIJABCD

Pro85 aKG --> Pro85 ABCDE --> BCDE 

Pro159 aKG --> Pro159 ABCDE --> BCDE 

Thr57 Thr --> Thr57 ABCD --> ABCD 

Thr85 Thr --> Thr85 ABCD --> BCD 

Val85 Pyr_mit + Pyr_mit --> Val85 ABC + DEF --> EBFC 

Val159 Pyr_mit + Pyr_mit --> Val159 ABC + DEF --> EBFC 
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Table S2 出芽酵母の高分子組成 [%(w w−1)] (Stückrath et al. 2002) 

 Component 

Carbon source Protein Lipid Carbohydrate RNA + DNA 

グルコース 40.9 6.5 41.5 7.2 

エタノール 44.0 10.2 35.1 6.9 

脂質はすべてトリアシルグリセロールと仮定した。 

炭水化物は、G6P の重合体と仮定した。 

 

Table S3 出芽酵母のアミノ酸組成 (Stückrath et al. 2002) 

Amino acid content %(mol mol−1) Amino acid content %(mol mol−1) 

Ala 9.8 Lys 6.6 

Arg 3.9 Met 1.1 

Asp/Asn 9.3 Phe 3.8 

Cys 0.1 Pro 4.2 

Glu/Gln 15.5 Ser 5.3 

Gly 8.9 Thr 5.6 

His 1.9 Trp 0.7 

Ile 5.9 Tyr 2.0 

Leu 8.0 Val 7.3 

 

Table S4 出芽酵母の脂肪酸組成 (Förster et al. 2003) 

Fatty acid content %(w w−1) Fatty acid content %(w w−1) 

10:0 1.1 16:1 16.6 

12:0 4.8 18:0 6.1 

14:0 8.8 18:1 25.7 

16:0 26.8 18:2 10.1 

 

Table S5 出芽酵母の RNA、DNA 組成 (Förster et al. 2003) 

RNA content %(mol mol−1) DNA content %(mol mol−1) 

AMP 23.3 dAMP 29.8 

GMP 23.3 dGMP 20.2 

CMP 30.6 dCMP 20.2 

UMP 22.8 dTMP 29.8 
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Table S6 タンパク質由来アミノ酸 13C 濃縮度の実験値と推定値 (実験室酵母 S288C、

希釈率 0.06 h−1)  
Amino 

acid 
Fragment Origina 13C-enrichment 

m0 m1 m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9 

Ala M-57 Exp 0.688 0.122 0.032 0.158       
  Sim 0.684 0.125 0.039 0.153       
Ala M-85 Exp 0.713 0.11 0.177       
  Sim 0.722 0.102 0.176       
Asxb M-57 Exp 0.528 0.242 0.104 0.104 0.022      
  Sim 0.523 0.234 0.109 0.106 0.028      
Asx M-85 Exp 0.567 0.245 0.148 0.041       
  Sim 0.568 0.236 0.154 0.043       
Asx M302 Exp 0.72 0.133 0.146      
  Sim 0.721 0.131 0.149      
Glxc M-57 Exp 0.397 0.25 0.222 0.093 0.029 0.008     
  Sim 0.396 0.247 0.223 0.097 0.029 0.009     
Glx M-85 Exp 0.451 0.268 0.207 0.057 0.017     
  Sim 0.448 0.266 0.210 0.059 0.017     
Glx M-159 Exp 0.452 0.266 0.207 0.058 0.017     
  Sim 0.448 0.266 0.210 0.059 0.017     
Gly M-57 Exp 0.765 0.073 0.162        
  Sim 0.757 0.079 0.164        
Gly M-85 Exp 0.801 0.199        
  Sim 0.798 0.202        
Ile M-85 Exp 0.413 0.234 0.229 0.087 0.03 0.007     
  Sim 0.407 0.231 0.234 0.088 0.031 0.007     
Ile M-159 Exp 0.41 0.233 0.229 0.088 0.031 0.009     
  Sim 0.407 0.231 0.234 0.088 0.031 0.007     
Leu M-85 Exp 0.392 0.245 0.231 0.093 0.032 0.008     
  Sim 0.387 0.246 0.235 0.093 0.032 0.007     
Leu M-159 Exp 0.384 0.243 0.236 0.095 0.034 0.008     
  Sim 0.387 0.246 0.235 0.093 0.032 0.007     
Phe M-57 Exp 0.361 0.16 0.131 0.153 0.095 0.049 0.029 0.016 0.004 0.003
  Sim 0.344 0.158 0.136 0.147 0.105 0.053 0.032 0.019 0.004 0.004
Pro M-85 Exp 0.445 0.271 0.206 0.06 0.018      
  Sim 0.448 0.266 0.210 0.059 0.017      
Pro M-159 Exp 0.447 0.267 0.208 0.06 0.018      
  Sim 0.448 0.266 0.210 0.059 0.017      
Thr M-57 Exp 0.53 0.237 0.107 0.103 0.023     
  Sim 0.523 0.234 0.109 0.106 0.028     
Thr M-85 Exp 0.573 0.242 0.149 0.037       
  Sim 0.568 0.236 0.154 0.043       
Val M-85 Exp 0.513 0.159 0.259 0.038 0.031      
  Sim 0.515 0.157 0.260 0.038 0.030      
Val M-159 Exp 0.512 0.153 0.257 0.047 0.031      
  Sim 0.515 0.157 0.260 0.038 0.030      
a Exp, GC-MS 分析による測定値; Sim, 計算機処理による推定値 
b ASX, Asp と Asn 
c Glx, Glu と Gln 
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Table S7 タンパク質由来アミノ酸 13C 濃縮度の実験値と推定値 (実験室酵母 S288C、

希釈率 0.1 h−1)  
Amino 

acid 
Fragment Origina 13C-enrichment 

m0 m1 m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9 

Ala M-57 Exp 0.689 0.121 0.034 0.157       
  Sim 0.686 0.122 0.039 0.153       
Ala M-85 Exp 0.716 0.107 0.177       
  Sim 0.722 0.102 0.175       
Asxb M-57 Exp 0.535 0.240 0.087 0.111 0.026      
  Sim 0.533 0.234 0.089 0.115 0.030      
Asx M-85 Exp 0.571 0.239 0.148 0.041       
  Sim 0.571 0.231 0.156 0.042       
Asx M302 Exp 0.735 0.113 0.152      
  Sim 0.734 0.111 0.155      
Glxc M-57 Exp 0.398 0.248 0.223 0.094 0.029 0.008     
  Sim 0.398 0.244 0.223 0.097 0.029 0.009     
Glx M-85 Exp 0.454 0.264 0.207 0.058 0.017     
  Sim 0.452 0.263 0.209 0.058 0.017     
Glx M-159 Exp 0.454 0.264 0.207 0.058 0.017     
  Sim 0.452 0.263 0.209 0.058 0.017     
Gly M-57 Exp 0.764 0.073 0.163        
  Sim 0.760 0.074 0.166        
Gly M-85 Exp 0.802 0.198        
  Sim 0.798 0.202        
Ile M-85 Exp 0.415 0.228 0.232 0.087 0.031 0.008     
  Sim 0.411 0.228 0.236 0.087 0.032 0.007     
Ile M-159 Exp 0.413 0.229 0.232 0.087 0.031 0.009     
  Sim 0.411 0.228 0.236 0.087 0.032 0.007     
Leu M-85 Exp 0.393 0.244 0.232 0.093 0.032 0.008     
  Sim 0.389 0.245 0.234 0.093 0.032 0.007     
Leu M-159 Exp 0.385 0.243 0.236 0.095 0.034 0.008     
  Sim 0.389 0.245 0.234 0.093 0.032 0.007     
Phe M-57 Exp 0.364 0.159 0.132 0.151 0.098 0.049 0.030 0.017 -0.002 0.003
  Sim 0.350 0.152 0.134 0.147 0.105 0.052 0.032 0.019 0.004 0.004
Pro M-85 Exp 0.449 0.267 0.209 0.058 0.018      
  Sim 0.452 0.263 0.209 0.058 0.017      
Pro M-159 Exp 0.451 0.262 0.210 0.059 0.018      
  Sim 0.452 0.263 0.209 0.058 0.017      
Thr M-57 Exp 0.538 0.235 0.085 0.113 0.028     
  Sim 0.533 0.234 0.089 0.115 0.030     
Thr M-85 Exp 0.575 0.234 0.153 0.038       
  Sim 0.571 0.231 0.156 0.042       
Val M-85 Exp 0.515 0.157 0.260 0.038 0.030      
  Sim 0.517 0.155 0.260 0.037 0.030      
Val M-159 Exp 0.514 0.151 0.257 0.046 0.031      
  Sim 0.517 0.155 0.260 0.037 0.030      
a Exp, GC-MS 分析による測定値; Sim, 計算機処理による推定値 
b ASX, Asp と Asn 
c Glx, Glu と Gln   
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Table S8 タンパク質由来アミノ酸 13C 濃縮度の実験値と計算値 (清酒酵母協会 6 号、

希釈率 0.06 h−1) 
Amino 

acid 
Fragment Origina 13C-enrichment 

m0 m1 m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9 

Ala M-57 Exp 0.685 0.127 0.038 0.150       
  Sim 0.682 0.129 0.042 0.147       
Ala M-85 Exp 0.714 0.114 0.172       
  Sim 0.720 0.110 0.170       
Asxb M-57 Exp 0.533 0.242 0.099 0.105 0.021      
  Sim 0.529 0.236 0.102 0.108 0.026      
Asx M-85 Exp 0.571 0.244 0.147 0.039       
  Sim 0.573 0.236 0.152 0.040       
Asx M302 Exp 0.726 0.130 0.144      
  Sim 0.722 0.131 0.147      
Glxc M-57 Exp 0.397 0.254 0.221 0.092 0.028 0.007     
  Sim 0.395 0.254 0.221 0.094 0.028 0.008     
Glx M-85 Exp 0.450 0.273 0.206 0.056 0.015     
  Sim 0.449 0.273 0.204 0.058 0.016     
Glx M-159 Exp 0.450 0.272 0.204 0.058 0.016     
  Sim 0.449 0.273 0.204 0.058 0.016     
Gly M-57 Exp 0.760 0.082 0.158        
  Sim 0.757 0.080 0.163        
Gly M-85 Exp 0.801 0.199        
  Sim 0.798 0.202        
Ile M-85 Exp 0.415 0.235 0.228 0.086 0.030 0.007     
  Sim 0.412 0.235 0.232 0.085 0.030 0.007     
Ile M-159 Exp 0.413 0.235 0.228 0.085 0.030 0.009     
  Sim 0.412 0.235 0.232 0.085 0.030 0.007     
Leu M-85 Exp 0.394 0.249 0.229 0.091 0.030 0.007     
  Sim 0.390 0.250 0.232 0.091 0.031 0.007     
Leu M-159 Exp 0.386 0.247 0.234 0.093 0.032 0.007     
  Sim 0.390 0.250 0.232 0.091 0.031 0.007     
Phe M-57 Exp 0.356 0.169 0.135 0.154 0.094 0.049 0.030 0.015 -0.003 0.002
  Sim 0.342 0.160 0.136 0.151 0.102 0.052 0.031 0.018 0.004 0.003
Pro M-85 Exp 0.444 0.277 0.204 0.059 0.016      
  Sim 0.449 0.273 0.204 0.058 0.016      
Pro M-159 Exp 0.446 0.273 0.205 0.059 0.017      
  Sim 0.449 0.273 0.204 0.058 0.016      
Thr M-57 Exp 0.534 0.237 0.103 0.104 0.023     
  Sim 0.529 0.236 0.102 0.108 0.026     
Thr M-85 Exp 0.577 0.238 0.150 0.034       
  Sim 0.573 0.236 0.152 0.040       
Val M-85 Exp 0.514 0.165 0.253 0.040 0.028      
  Sim 0.516 0.164 0.254 0.038 0.028      
Val M-159 Exp 0.512 0.160 0.252 0.048 0.029      
  Sim 0.516 0.164 0.254 0.038 0.028      
a Exp, GC-MS 分析による測定値; Sim, 計算機処理による推定値 
b ASX, Asp と Asn 
c Glx, Glu と Gln   



 

98 
 

Table S9 タンパク質由来アミノ酸 13C 濃縮度の実験値と計算値 (清酒酵母協会 6 号、

希釈率 0.1 h−1) 
Amino 

acid 
Fragment Origina 13C-enrichment 

m0 m1 m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9 

Ala M-57 Exp 0.679 0.132 0.039 0.151       
  Sim 0.677 0.133 0.041 0.149       
Ala M-85 Exp 0.711 0.114 0.175       
  Sim 0.717 0.112 0.171       
Asxb M-57 Exp 0.510 0.253 0.117 0.098 0.023      
  Sim 0.507 0.249 0.118 0.101 0.025      
Asx M-85 Exp 0.555 0.258 0.145 0.042       
  Sim 0.557 0.252 0.149 0.042       
Asx M302 Exp 0.710 0.148 0.142      
  Sim 0.708 0.150 0.143      
Glxc M-57 Exp 0.386 0.258 0.222 0.096 0.029 0.008     
  Sim 0.386 0.259 0.222 0.096 0.029 0.008     
Glx M-85 Exp 0.440 0.279 0.205 0.060 0.016     
  Sim 0.440 0.280 0.204 0.061 0.016     
Glx M-159 Exp 0.441 0.277 0.204 0.061 0.016     
  Sim 0.440 0.280 0.204 0.061 0.016     
Gly M-57 Exp 0.752 0.094 0.154        
  Sim 0.748 0.091 0.160        
Gly M-85 Exp 0.799 0.201        
  Sim 0.795 0.205        
Ile M-85 Exp 0.402 0.242 0.228 0.091 0.030 0.007     
  Sim 0.399 0.244 0.230 0.090 0.030 0.007     
Ile M-159 Exp 0.400 0.243 0.228 0.090 0.030 0.009     
  Sim 0.399 0.244 0.230 0.090 0.030 0.007     
Leu M-85 Exp 0.388 0.248 0.230 0.094 0.032 0.008     
  Sim 0.385 0.250 0.234 0.093 0.032 0.007     
Leu M-159 Exp 0.382 0.246 0.235 0.096 0.034 0.008     
  Sim 0.385 0.250 0.234 0.093 0.032 0.007     
Phe M-57 Exp 0.336 0.175 0.139 0.158 0.094 0.050 0.029 0.014 0.003 0.003
  Sim 0.327 0.170 0.138 0.153 0.102 0.053 0.031 0.017 0.004 0.003
Pro M-85 Exp 0.434 0.284 0.204 0.062 0.016      
  Sim 0.440 0.280 0.204 0.061 0.016      
Pro M-159 Exp 0.437 0.278 0.205 0.062 0.017      
  Sim 0.440 0.280 0.204 0.061 0.016      
Thr M-57 Exp 0.510 0.250 0.119 0.098 0.024     
  Sim 0.507 0.249 0.118 0.101 0.025     
Thr M-85 Exp 0.559 0.254 0.149 0.039       
  Sim 0.557 0.252 0.149 0.042       
Val M-85 Exp 0.510 0.164 0.256 0.040 0.030      
  Sim 0.512 0.163 0.257 0.039 0.029      
Val M-159 Exp 0.509 0.159 0.253 0.048 0.030      
  Sim 0.512 0.163 0.257 0.039 0.029      
a Exp, GC-MS 分析による測定値; Sim, 計算機処理による推定値 
b ASX, Asp と Asn 
c Glx, Glu と Gln   
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Table S10 タンパク質由来アミノ酸 13C 濃縮度の実験値と計算値 (清酒酵母協会 6 号、

希釈率 0.06 h−1) (エタノール資化) 
Amino 

acid 
Fragment Origina 13C-enrichment 

m0 m1 m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9 

Ala M-57 Exp 0.012 0.024 0.687 0.276       
  Sim 0.002 0.024 0.681 0.284       
Ala M-85 Exp 0.010 0.032 0.958        
  Sim 0.005 0.032 0.954        
Asxb M-57 Exp 0.010 0.017 0.452 0.503 0.018      
  Sim 0.001 0.014 0.470 0.488 0.017      
Asx M-85 Exp 0.013 0.021 0.710 0.256       
  Sim 0.001 0.022 0.726 0.242       
Asx M302 Exp 0.021 0.687 0.292        
  Sim 0.010 0.699 0.285        
Glxc M-57 Exp 0.000 0.002 0.027 0.696 0.263 0.012     
  Sim 0.000 0.002 0.028 0.693 0.258 0.008     
Glx M-85 Exp 0.001 0.004 0.036 0.926 0.033      
  Sim 0.000 0.002 0.036 0.920 0.031      
Glx M-159 Exp 0.000 0.006 0.036 0.918 0.039      
  Sim 0.000 0.002 0.036 0.920 0.031      
Gly M-57 Exp 0.023 0.713 0.265        
  Sim 0.011 0.714 0.268        
Gly M-85 Exp 0.028 0.972         
  Sim 0.019 0.976         
Ile M-85 Exp 0.017 0.004 0.011 0.040 0.699 0.229     
  Sim 0.000 0.000 0.006 0.045 0.701 0.231     
Ile M-159 Exp 0.016 0.002 0.013 0.043 0.697 0.229     
  Sim 0.000 0.000 0.006 0.045 0.701 0.231     
Leu M-85 Exp 0.020 0.007 0.001 0.011 0.062 0.899     
  Sim 0.000 0.000 0.000 0.012 0.070 0.899     
Leu M-159 Exp 0.018 0.006 0.002 0.014 0.073 0.887     
  Sim 0.000 0.000 0.000 0.012 0.070 0.899     
Phe M-57 Exp 0.016 0.001 0.000 0.001 0.005 0.027 0.283 0.425 0.209 0.032
  Sim 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.032 0.278 0.411 0.208 0.035
Pro M-85 Exp 0.014 0.012 0.036 0.916 0.022      
  Sim 0.000 0.002 0.036 0.920 0.031      
Pro M-159 Exp 0.015 0.010 0.036 0.914 0.026      
  Sim 0.000 0.002 0.036 0.920 0.031      
Thr M-57 Exp 0.015 0.014 0.485 0.474 0.012     
  Sim 0.001 0.014 0.470 0.488 0.017     
Thr M-85 Exp 0.014 0.019 0.742 0.225       
  Sim 0.001 0.022 0.726 0.242       
Val M-85 Exp 0.012 0.003 0.009 0.055 0.921      
  Sim 0.000 0.000 0.011 0.061 0.910      
Val M-159 Exp 0.012 0.003 0.014 0.066 0.906      
  Sim 0.000 0.000 0.011 0.061 0.910      
a Exp, GC-MS 分析による測定値; Sim, 計算機処理による推定値 
b ASX, Asp と Asn 
c Glx, Glu と Gln   
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Table S11 細胞内代謝物濃度 (μmol g CDW−1) 

株 
清酒酵母 
協会 6 号 

清酒酵母 
協会 6 号 

実験室酵母 
S288C 

清酒酵母 
協会 6 号 

L-メチオニン − + + + 

酵母エキス  
(g L−1) 

5.0 5.0 5.0 0.0 

Average SD Average SD Average SD Average SD 

Gly 6.8 3.2 23.2 0.5 14.1 0.3 10.4 0.6 

Ala 5.3 1.4 35.6 0.5 42.3 0.3 81.3 8.8 

Ser 2.5 0.6 2.1 0.1 2.5 0.03 3.3 0.5 

Pro 1.8 0.2 13.3 0.6 7.7 0.1 7.2 1.2 

Val 28.9 6.3 9.0 0.1 12.8 0.2 4.1 0.8 

Thr 3.6 1.4 6.4 0.2 6.4 0.1 7.6 1.0 

Cys 0.6 0.1 0.3 0.04 0.6 0.02 0.1 0.04 

Ile 1.3 0.8 3.0 0.1 4.3 0.1 2.1 0.5 

Leu 2.3 0.7 3.8 0.2 6.6 0.2 1.3 0.4 

Asn 6.6 1.2 5.7 0.1 5.1 0.1 5.6 0.9 

Asp 5.2 0.5 5.0 0.2 2.4 0.04 2.8 0.6 

Gln 28.8 4.5 3.0 0.04 10.8 0.6 6.7 0.9 

Lys 30.8 5.4 23.6 0.6 43.9 0.8 18.9 2.3 

Glu 80.9 0.9 49.8 3.3 61.7 3.5 46.0 7.0 

Met 0.06 0.02 28.2 0.2 38.7 2.5 10.4 0.7 

His 18.4 3.6 13.0 0.1 22.3 0.6 11.0 2.2 

Phe 0.4 0.2 4.3 0.2 3.4 0.1 1.4 0.4 

Arg 18.1 2.9 23.1 0.6 34.8 1.7 18.3 2.7 

Tyr 3.9 1.8 3.9 0.1 4.6 0.2 3.1 0.7 

Trp 0.4 0.1 0.9 0.1 0.8 0.1 0.5 0.1 

Ornithine 1.8 0.4 2.8 0.3 3.7 0.4 3.6 0.3 

Citrulline 0.3 0.1 0.03 0.001 0.1 0.01 0.2 0.02 

γ-Aminobutyric 
acid 

3.6 1.5 11.6 0.4 5.0 0.1 0.4 0.007

Anthranilic acid 0.003 0.004 0.01 0.0002 0.08 0.01 0.06 0.02 

Homoserine 0.8 0.2 0.9 0.1 0.1 0.004 0.5 0.05 

ND, not detected. 
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Table S11 細胞内代謝物濃度 (μmol g CDW−1) (続き) 

株 
清酒酵母 
協会 6 号 

清酒酵母 
協会 6 号 

実験室酵母 
S288C 

清酒酵母 
協会 6 号 

L-メチオニン − + + + 

酵母エキス  
(g L−1) 

5.0 5.0 5.0 0.0 

Average SD Average SD Average SD Average SD 

G6P 4.0 0.8 0.01 0.003 0.02 0.006 0.2 0.1 

F6P 0.6 0.2 0.003 0.001 0.01 0.001 0.06 0.02 

G1P 0.1 0.01 0.02 0.001 0.004 0.0005 0.04 0.006

FBP 0.5 0.1 ND ‐ 0.001 0.002 0.1 0.04 

DHAP 0.1 0.0 0.007 0.01 0.003 0.003 0.10 0.03 

Glycerol 
3-phosphate 

0.6 0.2 0.1 0.01 0.07 0.004 0.10 0.02 

PGA 2.7 0.7 0.1 0.02 0.2 0.03 0.2 0.03 

2PG 0.5 0.1 0.06 0.02 0.1 0.003 0.08 0.03 

PEP 1.0 0.3 0.09 0.02 0.2 0.04 0.08 0.04 

Acetyl CoA 0.09 0.03 ND ‐ 0.005 0.0002 0.009 0.002

Citric acid 26.1 6.3 4.4 0.4 1.7 0.215 10.3 3.2 

cis-Aconitic acid 0.1 0.02 0.02 0.002 0.01 0.002 0.4 0.09 

IsoCit 0.3 0.1 0.05 0.002 0.008 0.001 0.4 0.09 

aKG 1.7 0.3 0.2 0.1 0.2 0.02 0.5 0.3 

Suc 7.7 1.6 35.6 2.7 32.2 1.1 23.0 4.0 

Fum 3.7 0.5 0.2 0.007 0.8 0.09 0.7 0.2 

Mal 14.1 2.1 1.1 0.05 5.1 0.3 5.5 1.8 

6PG 0.06 0.03 ND ‐ ND ‐ 0.02 0.004

Ru5P 0.1 0.01 0.01 0.0007 0.01 0.002 0.09 0.03 

S7P 0.4 0.1 0.0004 0.0007 0.004 0.002 0.02 0.004

Choline 0.04 0.01 0.4 0.1 0.06 0.01 0.5 0.05 

Betaine 4.0 0.6 0.5 0.05 0.8 0.02 0.1 0.01 

Carnosine 0.03 0.01 0.02 0.004 0.05 0.003 0.09 0.03 

Glutathione 
(GSSG) 

0.8 0.2 0.7 0.1 1.1 0.1 2.2 0.4 

Glutathionme 
(GSH) 

19.2 3.3 14.1 1.0 23.7 1.1 11.8 3.5 

ND, not detected.  
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Table S11 細胞内代謝物濃度 (μmol g CDW−1) (続き) 

株 
清酒酵母 
協会 6 号 

清酒酵母 
協会 6 号 

実験室酵母 
S288C 

清酒酵母 
協会 6 号 

L-メチオニン − + + + 

酵母エキス  
(g L−1) 

5.0 5.0 5.0 0.0 

Average SD Average SD Average SD Average SD 

Adenine 0.007 0.002 0.1 0.01 0.02 0.004 0.2 0.05 

Uracil 0.5 0.04 0.3 0.03 0.3 0.02 0.4 0.04 

Inosine 0.1 0.05 ND � 0.01 0.001 0.1 0.03 

Adenosine 0.07 0.01 0.3 0.004 0.09 0.008 0.04 0.01 

Guanosine 0.1 0.04 0.01 0.01 0.004 0.0004 0.1 0.03 

Cytidine 0.1 0.03 0.01 0.00 0.003 0.0002 0.007 0.003

Uridine 1.3 0.2 0.3 0.01 0.2 0.004 1.0 0.2 

Hypoxanthine 0.04 0.02 0.1 0.01 0.06 0.002 0.1 0.009

IMP 0.004 0.001 0.1 0.01 0.06 0.004 0.4 0.1 

AMP 0.1 0.03 2.3 0.2 0.5 0.04 0.4 0.2 

GMP 0.01 0.002 1.6 0.1 0.4 0.04 0.2 0.1 

CMP 0.02 0.02 1.1 0.1 0.5 0.04 0.06 0.04 

UMP 0.02 0.02 3.1 0.2 0.8 0.07 0.2 0.1 

ADP 2.3 0.6 0.4 0.1 0.3 0.05 0.7 0.4 

GDP 0.2 0.1 0.3 0.03 0.3 0.04 0.5 0.3 

CDP 0.1 0.02 0.1 0.01 0.08 0.01 0.1 0.05 

UDP 0.2 0.04 0.2 0.05 0.4 0.08 0.4 0.2 

ATP 13.6 1.8 0.02 0.01 0.2 0.04 0.8 0.3 

GTP 1.2 0.3 0.01 0.003 0.2 0.03 0.5 0.2 

CTP 1.2 0.3 0.002 0.003 0.08 0.01 0.1 0.04 

UTP 2.1 0.6 0.009 0.003 0.3 0.04 0.6 0.2 

Glycolic acid 0.3 0.1 0.3 0.1 0.4 0.1 0.02 0.04 

3-hydroxybutiric 
acid 

0.7 0.03 0.04 0.009 0.04 0.001 0.2 0.02 

2-Oxoisovaleric  
acid 

0.1 0.03 ND � ND � 0.04 0.006

Gluconic acid 0.1 0.01 0.1 0.008 0.03 0.001 0.2 0.05 

ND, not detected.   
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Table S12 PC1 と PC2 の因子負荷量 

  

 因子負荷量  因子負荷量  因子負荷量

代謝物 PC1 PC2 代謝物 PC1 PC2 代謝物 PC1 PC2

Gly 2.71 0.49 G6P −2.97 0.20 Adenine 2.55 1.45

Ala 2.94 −0.60 F6P −2.97 −0.26 Uracil −2.74 0.57

Ser −0.50 −1.84 G1P −2.59 1.44 Inosine −2.66 −1.35

Pro 2.97 0.44 FBP −2.96 0.14 Adenosine 2.22 1.91

Val −2.82 −0.67 DHAP −2.65 0.21 Guanosine −2.63 1.17

Thr 2.56 −0.56 Glycerol 3-phosphate −2.71 0.66 Cytidine −2.56 1.38

Cys −1.67 −2.41 PGA −2.99 0.00 Uridine −2.76 0.96

Ile 2.48 −1.23 2PG −2.96 −0.16 Hypoxanthine 2.47 −0.07

Leu 2.29 −1.86 PEP −2.95 −0.24 IMP 2.97 0.35

Asn −1.69 0.75 Acetyl CoA −2.86 −0.81 AMP 2.77 1.08

Asp −1.23 2.58 Citric acid −2.61 1.25 GMP 2.97 0.40

Gln −2.63 −1.43 cis-Aconitic acid −2.86 0.70 CMP 2.81 −0.11

Lys −0.10 −2.71 IsoCit −2.34 1.84 UMP 2.88 0.09

Glu −2.78 −0.97 aKG −2.97 0.07 ADP −2.83 0.55

Met 2.96 −0.47 Suc 2.98 −0.24 GDP 2.47 −0.74

His −0.62 −2.84 Fum −2.77 −1.15 CDP −0.72 −1.20

Phe 2.97 −0.18 Mal −2.59 −1.51 UDP 2.02 −1.97

Arg 2.10 −2.08 6PG −2.97 0.37 ATP −2.91 −0.70

Tyr 0.96 −1.22 Ru5P −2.97 0.30 GTP −2.58 −1.51

Trp 2.74 −0.07 S7P −2.97 −0.17 CTP −2.58 −1.45

Ornithine 2.48 −1.49 Choline 2.14 2.02 UTP −2.54 −1.58

Citrulline −2.67 −1.31 Betaine −2.95 −0.27 Glycolic acid −0.16 −1.37

γ-Aminobutyric 
acid 

2.35 1.30 Carnosine −0.16 −2.81
3-hydroxybutiric 
acid 

−2.94 0.43

Anthranilic acid 1.63 −2.02 Glutathione 0.08 −2.55
2-Oxoisovaleric 
acid 

−2.93 0.26

Homoserine −0.96 2.79 Glutathionme −0.49 −2.86 Gluconic acid −0.92 2.60
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Fig. S1 タンパク質由来アミノ酸の 13C 濃縮度経時変化 (清酒酵母協会 6 号、グルコー

ス資化、希釈率 0.1 h−1) 

レジデンスタイム (Residence time) は 13C 標識グルコースの流加を開始した時点を 0 

とした。各アミノ酸の M−57、M−85、M−159、M302 はフラグメントイオンを表わして

いる。  
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Fig. S1 タンパク質由来アミノ酸の 13C 濃縮度経時変化 (清酒酵母協会 6 号、グルコー

ス資化、希釈率 0.1 h−1) (続き) 

レジデンスタイム (Residence time) は 13C 標識グルコースの流加を開始した時点を 0 

とした。各アミノ酸の M−57、M−85、M−159、M302 はフラグメントイオンを表わして

いる。  
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Fig. S2 タンパク質由来アミノ酸の 13C 濃縮度経時変化 (清酒酵母協会 6 号、エタノー

ル資化、希釈率 0.06 h−1) 

レジデンスタイム (Residence time) は 13C 標識エタノールの流加を開始した時点を 0 

とした。各アミノ酸の M−57、M−85、M−159、M302 はフラグメントイオンを表わして

いる。  
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Fig. S2 タンパク質由来アミノ酸の 13C 濃縮度経時変化 (清酒酵母協会 6 号、エタノー

ル資化、希釈率 0.06 h−1) (続き) 

レジデンスタイム (Residence time) は 13C 標識エタノールの流加を開始した時点を 0 

とした。各アミノ酸の M−57、M−85、M−159、M302 はフラグメントイオンを表わして

いる。 
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本論文で用いた略語 

中間代謝物 

2PG:  2-ホスホグリセリン酸 (2-phosphoglycerate) 

6PG:  6-ホスホグルコン酸 (6-phosphogluconate) 

aKG:  α-ケトグルタル酸 (α-ketoglutarate) 

Ac:  酢酸 (acetate) 

Ac_ex:  酢酸 (細胞外) (extracellular acetate) 

AcAl:  アセトアルデヒド (acetaldehyde) 

AcCOA_cyt: アセチル-CoA (細胞質) (acetyl-CoA in cytosol) 

AcCOA_mit: アセチル-CoA (ミトコンドリア) (acetyl-CoA in mitochondria) 

Cit_ex:  クエン酸 (細胞外) (extracellular citrate) 

DHAP:  ジヒドロキシアセトンリン酸 (dihydroxyacetone phosphate) 

E4P:  エリトロース-4-リン酸 (erythrose-4-phosphate) 

EtOH:  エタノール (ethanol) 

EtOH_ex:  エタノール (細胞外) (extracellular ethanol) 

F6P:  フルクトース-6-リン酸 (fructose-6-phosphate) 

FBP:  フルクトース-1,6-ビスリン酸 (Fructose 1,6-bisphosphate) 

G1P:  グルコース-1-リン酸 (Glucose-1-phosphate) 

G6P:  グルコース-6-リン酸 (glucose-6-phosphate) 

GAP:  グリセルアルデヒド-3-リン酸 (Glyceraldehyde 3-phosphate) 

Glc:  グルコース (glucose) 

Glxy:  グリオキシル酸 (glyoxylate) 

Glyc_ex:  グリセロール (細胞外) (extracellular glycerol) 

IsoCit:  イソクエン酸 (isocitrate) 

Lac_ex:  乳酸 (細胞外) (extracellular lactate) 

PGA:  3-ホスホグリセリン酸 (3-phosphoglycerate) 

Mal:  リンゴ酸 (malate) 

Mal_ex:  リンゴ酸 (細胞外) (extracellular malate) 

PEP:  ホスホエノールピルビン酸 (phosphoenolpyruvate) 

Pyr_cyt:  ピルビン酸 (細胞質) (pyruvate in cytosol) 

Pyr_mit:  ピルビン酸 (ミトコンドリア) (pyruvate in mitochondria) 

Pyr_ex:  ピルビン酸 (細胞外) (extracellular pyruvate) 

Oxa_cyt:  オキサロ酢酸 (細胞質) (oxaloacetate in cytosol) 

Oxa_mit:  オキサロ酢酸 (ミトコンドリア) (oxaloacetate in mitochondria) 

Ru5P:  リブロース-5-リン酸 (ribulose-5-phosphate) 
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R5P:  リボース-5-リン酸 (ribose-5-phosphate) 

S7P:  セドヘプツロース-7-リン酸 (sedoheptulose-7-phosphate) 

Suc:  コハク酸 (succinate) 

Suc_ex:  コハク酸 (細胞外) (extracellular succinate) 

THF:  テトラヒドロ葉酸 (tetrahydrofolate) 

Xu5P:  キシルロース-5-リン酸 (xylulose-5-phosphate) 

 

アミノ酸 

Ala:  アラニン (alanine) 

Asn:  アスパラギン (asparagine) 

Asp:  アスパラギン酸 (aspartic acid) 

Gln:  グルタミン (glutamine) 

Glu:  グルタミン酸 (glutamate) 

Gly:  グリシン (glycine) 

His:  ヒスチジン (histidine) 

Ile:  イソロイシン (isoleucine) 

Leu:  ロイシン (leucine) 

Lys:  リシン (lysine) 

Met:  メチオニン (methionine) 

Phe:  フェニルアラニン (phenylalanine) 

Pro:  プロリン(proline) 

Ser:  セリン (serine) 

Thr:  トレオニン (threonine) 

Trp:  トリプトファン (tryptophan) 

Tyr:  チロシン (tyrosine) 

Val:  バリン (valine) 
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