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清酒やビールの醸造あるいはアルコールの製造などに用いられている 、\'arrh arol!J} '( 凶

作j 'p ,- "' S j !.J θ 株、いわゆる実用酵母は、経験的選抜により 工業的に優れた特性を持ち、それ

自身が貴重な遺伝子資源、である。それらの有用形質を支配する遺伝子を知り、育穐ヘ応用

するためには、変異誘起、性的交雑、細胞融合および形質転換法などの操作が必要であろ

う。しかし、これらの技術を直接実用酵母に適用するには、以下の問題点がある。すなわ

ち、これらの株では胞子形成能がほとんど失われており、接合能を示す減数分裂分離体を

取得し難い。栄養要求性などの効果的選択符号がないため、細胞融合による無性的交雑体

あるいは形質転換体の選択分離が困難であるなとの不利な特性がある。さらに、 二倍体あ

るいはそれ以上の倍数体であるため変異株を取得し難く、変異処理により有用形質を損傷

する可能性がある。

こうした育種に困難な特性を持つにもかかわらず、実用酵母に対する分子育種は現在ま

でに種々試みられている。宿主および選択符号の開発においては、実用酵母に形質転換体

の選択符号を付与するために、リジン生合成系の中間代謝産物である α-aminoadipate-δ

-semialdehydeが蓄積すると S. CθreVj S l ae は生育できなくなる性質を利用して、 α ーアジ

ピン酸耐性株を分離することにより、清酒酵母から JySJ. 変異株(小田ら、 1988 ;北本、

1989) が分離され、ウラシル生合成経路のオロチック酸のアナログである 5-fluoroorotic

acid (5-FOA) が存在すると生育できない性質を利用して、 5-FOA耐性株を分離することに

より清酒酵母から lIra] 変異株(北本、 1989 ;小田ら、 1990) が取得されている。また清

酒酵母の IIRA] および lRPl 遺伝子を破壊した栄養要求性株が造成された (Kitamoto et 

a 1., 1990) 。これらの変異株では実験室株から得られた LYSぷ IIRA] および TRFJ 遺伝子を

選択符号として利用することができる。一方ベクターの選択符号としては G418 (Jimenez 

and Oavies, 1980) 、 sulfometuron methyl (Casey et a 1., 1988) 等の薬剤に対する耐性

遺伝子、銅耐性を付与する CIIFJ 遺伝子 (Foge1 and We1ch , 1982) が利用されている。こ

うして開発された宿主 ・ベクタ一系を用いて、異種遺伝子を実用酵母で発現させたり、既

に性格付けされている遺伝子の発現を制御することにより育種が行われた。 Saccna.rolD)'cθs

r/i astat i cllS の夕、ルコアミラーゼをコードする STA 1 遺伝子がG418耐性遺伝子を選択符号

としてビール酵母に導入され、得られたグルコアミラーゼ生産株を用いて糖化と醗酵を同

時に進めることが試みられた(坂井、 1987) 。またビール酵母の凝集に関する f101 遺伝
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子をビール酵母、清酒酵母およびワイン酵母の非凝集性株に導入し、それぞれの株に凝集

性を付与することができた (Watari et a1., 1991) 。ビール酵母のジアセチル生産を抑制

する目的で、 EntflfOD!1(、 ter !1 θfog ωflS からクローン化した α ーアセト乳酸脱炭酸酵素をコ

ードする AL/)f 遺伝子をビール酵母に導入し、産生されるジアセチル量を低減させた (Sone

et a1., 1987 , 1988) 。既に性格付けされている遺伝子の発現を制御した例としては、ロ

イシンのアナログである 5 ， 5 ， 5-trifluoro-DL-1eucineに対して耐性を付与する LEli4 遺伝

子が分離され、この遺伝子を S. CflfflVJ S J !1 θ 細胞内で高発現させれば、清酒の香気成分の

一つである酢酸イソアミルが多量に生成することが報告されている (Hirata and Hiroi , 

1991) 。またフェニルアラニンのアナログである ρ-fluoro-DL-phenylalanine の耐性株が

実験室株から分離された。解析の結果、得られた変異は 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate

-7-phosphateをコードするほN 遺伝子の優性変異で、この変異遺伝子をク ローン化して

清酒酵母に導入したところ、 。ーフェネチルアルコール高生産株が得られた (Fukuda et 

a1., 1992) 。実験室株からクローン化した硫化水素生成抑制遺伝子 /vHS5 をビール酵母に

導入し、硫化水素生成量を低減させ(手塚、 1990) 、遺伝子破壊により尿素を生産しない

清酒酵母が造成されている (Suizu et a1., 1990) 。以上のように、遺伝子の導入あるい

は遺伝子の改変によって香味成分の生産調節が可能である。組換え体を使った物質生産に

関して、厚生省は酵母自身の遺伝子のみの組換え体であれば、実際の生産に用いることを

認めている。そのため酵母以外の遺伝子を用いた場合には、被操作株からそれらを除去す

る必要がある。これに加え、特に食品の場合、遺伝子操作を加えた株から生産された物質

の安全性が消費者にとって問題となり、生産者自身で安全性を証明することが必要である。

現在、組換え DNA方式で製造された食品の商品化については、各企業が自主規制している e

それでは遺伝子の導入あるいは染色体遺伝子の改変を用いた育種ではなく、性的交雑に

よる育種ができないであろうか。実用酵母に接合能あるいは胞子形成能を付与することが

できれば、接合能を有する株あるいは減数分裂分離株が取得でき、性的交雑による雑種体

の造成が可能であり、上記の問題にも抵触しない。遺伝子組換えによる育種では特定の目

的物質のみを高生産する菌株を造成するのに対し、性的交雑による育種では交雑の組み合

わせにより多種多様な菌株が造成できるので幅広い育種が可能となろう。

工作fflVJ S J ，1fl の一倍体ヘテロタリズム株には、 a および α の 2 種の接合型がある

(Herskowitz , 1988) G a 細胞は α 細胞と接合して、 a/α 二倍体細胞を形成する。 二倍体

細胞は接合能を示さないが、栄養飢餓条件下で胞子を形成する。胞子嚢には a または α の

①二①

/
 

Germination 

Fig. 0-1. The life cycle of S. cereVlS1ae. a and αcells are specialized for 

mating. These cells secrete peptide mating factors that are recognized by the 

opposite type of cell. Response to mating factor involves arrest of the cell 

division cycle at Gl; subsequent biochemical and morphological change culminate 

in the fuslon of one a cell with oneαcell. The mating product is a diploid 

a/ αce 11. a/αcells do not express nor respond to mating factors but are able 

to sporulate in response to star、vation and produce an ascus , which contains four 

haploid tetrad products (spore). The spores begin to grow on nutrient condition. 

接合能を有する 4個の胞子が含まれ、適当な栄養条件下で発芽し、 一倍体細胞として増殖

する(凶 0-1 )。ごの有性生活環を利用して、異なる菌線開の交雑による育種を行うこと

ができる。 a および α の接合型は第 IJI 番染色体上のHATa および似Tα 遺伝子によって決

定される。接合型遺伝情報は、同じ染色体上の f!l1L およびH/1R 遺伝子にもコードされてい

るが、 SIR 遺伝子によりそれらの発現は抑制されている(図 0-2) 0 HATα 遺伝子は、 αl

および α2 の 三つのシストロンから成る。 α1タンパク質は α 型特異的遺伝子群(α-spe­

cific gene;α Sg)の転写を誘導し 、 α2 タンパク質は Aarlタンパク質 (Mllkai et a l., 

1991 )と協調し、 a 型特異的遺伝子群 (a-specjfic gene; asg) の転写を抑制する (α2

抑制)。従って、 /1ATα 細胞は α 型を示す。 HATa 遺伝 子もal およびa2 の二つのシストロ

ンから成り、 al シストロンは二つの短いイントロンを持つ(M i 11 er , ] 984) 0 a 1 タン

パク質は単独では機能を示さず、 a2タンパク質の機能は不明である。従って、 HATa 細胞

では asg，のみが発現し、 a 主!を示す。 a細胞と α 細胞との接合により形成される a/α 二倍

体細胞では、 α2抑制により asg の転写が抑制される。また、 aI タンパク質は α2タンパク

質およびへarl タンパク質と協調して αl シストロンや 一倍体特異的遺伝子群(hap 1 oid-

n
h
U
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Fig. 0-2. The mating cassettes on chromosome IJI of S. cerθ visiae . The ~' ， X, l l , 

and 22 boxes represent regions of homology shared by the mating-type loci HNム

/ザ'..4 T， and H/1R. The /1AT 10CllS contains ei ther a orαjnformation; each allele 

encodes two divergently transcribed mRNA indicated by the arrows. The porducts 

of fOllr S1R genes , Sir , repress transcription of H!1L and H!1R. 

MA~α 
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specific gene; hsg) の発現を抑制( a1-α2抑制)する。従って、 asg も α sgも発現せず

一二倍体a! α 細胞は接合能を示さない(図 0-3 )。

S. cereVlSlae の胞子形成には、 二つの条件が必要である。 一つはa! α 細胞であること

(接合型遺伝情報)、もう 一つは栄養源が乏しい(発酵性炭素源および窒素源の欠乏)状

態、にあるとと(栄養源情報)である(円alone. 1990) 0 a! α 細胞においては、胞子形成を

負に制御する R/1E1 ( 門 itchell and Her‘ skowitz , 1986) 遺伝子の転写がal-α2抑制により

抑制される。その結果、胞子形成を正に制御する I庁'E1 遺伝子 (Kassir et al.. 1B88) が

発現し、 111E1 遺伝子は 1/1E2 遺伝子 (Smith and Mitche Jl, 1989) およびその下流で働く

胞子形成に必要な遺伝子群の転写を誘導する(門itchell et al., 1990) 0 1/1E2 遺伝子は、

これらの胞子形成特異的遺伝子群の転写誘導に加わると共に(門itchell et a l., 1990) 

1/1E1 遺伝子の転写を負にフィードバック制御している (Sm i th and Mitchel l, 1989) 。

子嚢の成熟に関与しプロテインキナーゼと相同性のあるタンパク質をコードする加7K1 遺

Fig. 0-3. Control of expression of cell-type-specific gene sets by regulatory 

proteins coded by the mating-type 10CllS. The three panels show how the 

regulatory proteins rncoded by the mating-type locus govern transcription of 

three different gene sets (αsg ， α-specifj c genes; asg , a-specific genes; and 

hsg , haploid-specifjc genes). Aarl protein is involved in both α2 and a1-α2 

repressions. Arrow lines described llpper side of genrs indicate transcription. 

Arrow heads indicate stimulation of gene expression; ljnes with blunt end 

indicate repression of gene expression. 

伝子 (Neigeborn and Hitchell , 1991) も 111E1 遺伝子の転写を誘導している。 a!α 細胞

でのみ転写が見られる 111E4 遺伝子も 1/1E1 遺伝子の転写に必要である (Shah and Clancy , 

1992 )。栄養源の情報がどのようなメカニズムで胞子形成に必要な遺伝子群に伝達されて

いるかは詳細には明らかにされていない。しかしRAS!cAMP系を介して 1/1E1 遺伝子に伝達

され、その発現を転写レベルで制御していると考えられている (Kassir et al. , 1988 ・

no 
-9 -
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Nitrogen 
Glucose 

Fig. 0-4. Regulation of meiosis in 工 c♂FI?VJ S J (i θ 111[1 product is required for 

J IIEJ expression. /IIEj product is necessary for the expression of sporulation 

specific genes and a negative regu1ator of IIIE1 expression. JIIEJ product a1so 

activates the expression of sporulation specific genes in the absence of the 

I/lE2 function. RIIE 1 product is a negati ve regu1ator of I IIE 1 expression. The 

/IAT products , a1 and α2 ， b10ck RII[1 expression and then stimu1ate //lE1 

expression through the IIrfE 4 gene. #(1"1 product is required for full expression 

of the / IJE J gene. N i trogen compounds and gl ucose b10ck the expressi on of IIrfE J, 

I lr/E2, IIrIE4 and sporulation specific genes. "X" refers to a postulated repressor 

of the /IIE4 gene (Shah and Clancy , 1992). 

Granot et a 1., 1989; Matsuura et a 1., 1990; Kawaguchi et a1., 1992) 。また、栄養

源情報は直接 j/IEZ， / JIE.f 遺伝子および胞子形成特異的遺伝子群にも伝達されている (Yo-

shida el a1. I 1990; Smi th et a 1. , 1990; Kihara et a1., 1991; Kawaguchi et a 1., 

1992; Shah and C1ancy , 1992) (図 0-4) 。

本研究では、実用酵母に対する新しい分子育種技術の開発を目的として、実験室株およ

び清酒酵母協会 7 号を用いて、接合型制御および胞子形成制御のメカニズムについて解析

を行った。第 1 章では実験室株を用いて接合型制御に関わる新しい遺伝子の検索を試み、

α2抑制は正常であるが a 1-α2抑制を欠損した aarZ 変異を分離した。そして AARZ 遺伝子

10 -

が /('4 ，'a / シストロンよりのイントロンを含む転写産物のスプライシングに関与することを

明らかにした。第 2 章では、 • .¥. Ce.r V1 S J ae に多剤耐性を付与する P/)R4 遺伝子が、真核生

物の脂肪酸合成を阻害するセルレニンと組み合わせることにより、実用酵母を含む原栄養

体の交雑および形質転換体取得のための優性選択符号として有用であることを述べる。ま

た、この知見を応用して、原栄養体に対するクロスストリーク法による接合型判定系を構

築した。第 3 章では、 P/)R4 遺伝子を優性選択符号とした形質転換系や第 2 章で開発した接

合型判定系を利用して、協会 7 号の接合型制御機構が、構造的・機能的に正常なa/α 二倍

体株と同様であることを明らかにした。また、この解析システムを応用して、協会 7 号お

よび吟醸酒醸造酵母から実際に接合能を有する株を分離し、交雑体を造成した。第 4 章で

は、胞子形成開始を誘導する IIIE1 遺伝子を多コピーで協会 7 号に導入し、若干の胞子形

成能の回復を観察した。また、協会 7 号の胞子非形成性は IIIE1 遺伝子の発現異常および

IIIE1 遺伝子への栄養源情報の伝達経路の異常によることを明らかにした。総合考察では、

本研究で開発した実用酵母の分子育種技術を総括し、その応用について考察した。

-11 -



Table 1-1 工 c['rρ v:SJae strains used 第三 1 重量 a. 1 車云宝享産主主牢勿のスフ。ライシング、クにこ芋員に

よるa. 1 ー α2 拡ロ爺リ弓=二台邑翠歪穿毛杉長
Strain 

第 1 節緒言

Mating Genotypea 

type 

SH682 a ifATa i)'sl trpJ lI1・ a 1 lIra2 phoJ pho5 

SH683 
醸造に用いられている実用酵母は接合能を示さず、また胞子形成能が弱いため、接合能

を有する減数分裂分離株を得るごとが困難である。従って、実用酵母においては菌株間の

性的交雑による育種は難しい。ぷ Cθfθ VJS Ja(> の接合型制御機構においてa/α 細胞は α2

抑制および a1-α2 抑制により非接合型を示す (Herskowitz ， 1988) 。実用酵母の非接合

型が α2抑制およびa1-α2抑制j によるならば、これらの抑制系を改変することにより、実

用酵母に接合能を付与する可能性が考えられる。例えば、 a/α 細胞について、 α2抑制は

機能しているがa1-α2抑制を失った状態にすれば細胞は α 型を示し、 α / および αJ シス

トロンの発現あるいはタンパク質の機能を臨書すれば、細胞は a型を示すと期待される。

しかし、このためには α2抑制あるいはa1-α2抑制を阻害する、すなわち優性な欠損変異

アレルをクローン化し、実用酵母に導入する必要がある。 α2 抑制およひ~a 1-α2抑制に関

与する遺伝子としては、似 Ta 、紛 7α および AAR1 (Mukai et a 1., 1991) がすでに同定さ

れており、これらの遺伝子の優性な欠損変異アレルをクローン化し、実用酵母に導入すれ

ば接合能を付与することができるであろう。

本章では接合能を付与する技術を開発するための基礎的知見を得ょうとした。 α2 抑制

は正常であるが、 a1-α2 抑制j能を失った変異株の分離を試み aaf2 変異株を分離した。こ

の変異の解析により AARZ 遺伝子はa1 よりの転写産物に対するスプライシングに関与する

ことを明らかにした。

SH1263 

SH1264 

SH2645 

SH2626 

SH2780 

SH2780-m1 

SH2780-m2 

SH2925 

SH2926 

SH2926-t Non An AARZ/aarZ:: URAJheterozygouS diploid clone 

derived from SH2926 

α Ir!A ，:"α j }'S 1 t rp] (/J"(J! 1I1・ :12 phoJ pho/i 

α /lf4 Tα /lra]-5Z J(>(lJ-J.!lJ t1・p j bis!-29 pho]-j pho5-j 

a ，4f4 ゐ (/raJ-52:: [Offi3-52 8,',\4 JacZ] b J ♂ ，，2-，7， /! 2 

Non !lA ゐ H/Jl α J!/JRa sJr3: :LE(f (I[�JJ adE'2-/0/c>chre 

](>(/2-J./12:: [t[[!j' /lf(t _1ρ-fHJ:T1 J t rp 1 h J sJ.j pho3-j pho5-j 

Non 仰ゐ H!JL α H，ifRa S J f J: : 1 [[iJ 111・a，} t rp ,' ij v / ρhoJ- j ρho5- j 

/自I2-J. j ! 2:: [L [fl2 /1 fα :'p-fH.1:.rJ 

Non !JA ゐ H!JL α H/JRa sJrJ::LFfi2 j(>u2-].1/2:: [L[(12 ，iffα 1 p-flfO.幻

trp!:: [TRfJ IJATα] d b J sJ_j ρhaJ-] pbo5 -! 

αThe aar2-j mutant of SH2 780 

αThe aar2-2 mutant of SH2780 

Non IJATa HUL α 81r!Ra S J r J: : 1 [f/2 1I 1・lìJ l] V/ ρboJ-J pho5-J 

} e02-J. 1 j 2:: [L[f!! Ir!Fα /p-fH05] trpj:: [TRfi II.4 Tα] 

Non A SH2780 + SH2925 fusant 

話ATa 8.措i 包 括揺在a sJrJ:: L[112 uraJ trpJ:: [TRf1 語A Tα1

] e1l2-J. JJ Z ・ぺ [L[112 /Jfa 1 p-fH05] h isJ.j 1 J V 1 phoJ-j pho5-j 

aar 2: : flRAJ 

SH2926-t-1Cα 

第 2 節 実験材料および実験方法
SPJ 5. 41 

YP149 

a 話ATa pfp5-;ts ofa]-S2 Jelll-J. Ji2 hisJ bi.s7 

話ATα lIraJ-5Z trp j.j j ysJ-80J ade J ade2-J 010C 、 reα 

供試菌株とプラスミド DNA

実験に用いた工 cθfeVjSJ ae 菌株を表 1-1 に示した。プラスミドの構築とその DNA

調製のための大腸菌株はJA221 およびMV 1l 84 (Sambrook et a 1., 1989) を用いた。酵母低

コピーベクターとして YCp50、多コピーベクターとして YRp7 と YEp24 、染色体組み込みベク

a Genetic symbols are as described by Mortimer et a1. (1992) . 

b lIraJ-52:: [IIraJ-52 HJS4-Jact] indicates a Ylp plasmid bearing the lIra]-52 and 

8 J S4-} acZ fusion DNA constructed and integrated at the llJ・a]-5Z mutant locus 

by Lucchini et a1. (1984) 

C A SJ r] locus disrupted by insertion of a ゚ g _III -l'boI L[llt fragmrnt of S: 
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cerθ V1 S J ，1 θ (I vy et a l., 1986) 

d Acti ve P゚lﾎ5 gene connected wi th the promoter of anα-specific gene , /Ifα f 

(Kobayashi et a l. , 1990) 

e t r p 1:: [1 R P 1 .JJA Tα] represents integration of plasmid p443 with homology to 

the TRP 1 DNA into a t rp / mutant 10cus. Plasmid p443 was constructed by 

ligation of a 4.3-kbp PVlJI -゚amHI fragment containing the IIA 1αgene ， prepared 

from plasmid 2. 5 wi th a 4. 6-kbp PlI vll -゚g j II fragment conta匤 ing the TRP 1 gene 

of YRp7. 

CEN4 

N1 

ターとして Ylp5 (Parent et a l., 1985) を用いた o E. coJ j 宿主を用いての DNA断片の

増幅のためのベクターにはpBR322 を、一本鎖DNA調製のためにはpUC118 と pUCl19 (Sam-

brook et a l. , 1989) を用いた。工作fθ vis i a? D N A のパンクとしては、低コピーベク

ターである YCp50の ßamH I 部位に、酵母GRF88株の染色体 DNA を .Sall3AIで部分分解して生

じた断片を連結して作成されたバンク (Rose et a l., 1987) を American Type Culture 

Co11ection (Rockville , Md. , USA) より購入した。 .JJA 1α 遺伝子を含むプラスミド 2. 5 

(J.B. Hicks より分与)および仰Ta 遺伝子を含むプラスミド DX (J. B. Hicks より分

与)からの 3. 3-kbp EcoRI-゚indill D N A断片を YCp50の針。HI-Hirx:I田部位に挿入し、それ

ぞれプラスミド pYMC2 およひ。pYMC3 とした。ノーザン解析のプロープとして ACTJ 遺伝子を

含む1. O-kbp 91 ndill -J百oID N A をプラスミド pYA301 (Gallwitz and Sures , 1980) から

調製した。 IrfA Tα / 遺伝子を含む1. 1-kbp fcoRV D N A断片はプラスミド 2. 5から調製した o

I!A Tα2 遺伝子を含むO.8-kbp a゚mHI-Hirx:Iill DNA断片を調製したp530は、以下のように

構築した。合成オリゴヌクレオチド 5' ー CCCAAGCTTAGGAAGATAAGCAAGAAAAAATG-3' と 5' -CCCGG 

ATCCATCTATCAGTTACAAACATCTTA-3 ' をプライマーとして、 IIA 1α 遺伝子を含むプラスミド

pKK24 (Harashima et al., 1989) を鋳型に用いた PCR 法により 753から 1522 までの領域

[ Astell ら(1 981 )の番号付けに従った]を増幅した。得られたPCR産物を BaloH I と 9iJX1 III

二重消化後、 pBluescriptII KS+ (Stratagene , La Jolla, Calif. , USA) の Ba tIfdトßl rxl llI

AAR2 H3 
YEp24 

部位に挿入した o IIATa "， 遺伝子を含むO.6-kbp BamHI-HJrx:IllI D N A断片を調製したプラス

ミド p531 も同様に構築した。合成オリゴヌクレオチド 5' -CCCAAGCTTAGAAAATCAAGAAGGACAAC 

ATG-3' と 5' -CCCGGATCCCATAATTATTCGTCAACCACTCTA-3' をプライマーとして、 M. Smithから

分与されたイントロンのない似ゐ j を持つプラスミド YCpSN1-SN2 (Ner and Smi th , 1989) 

を鋳型に用いたPCR法により 1506から 2132 までの領域 [Aste 11 ら(1 981) の番号付けに従

った]を増幅した。 その他のプラスミドについては図ト l に示した。

Fig. 1-1. Structures and strategy for construction of plasmids bearing the AARZ 

DNA. The procedures for construction or deri vation of plasmids p508 , p509 , and 

p526 are described in the text. p510 was constructed by inserting a 4.0-kbp 

.4a tII (2) -81 何回 (2) fragment from p508 int.o the Aat lI -Hind皿 gap of YCp50. p527 

was constructed via two intermediate plasmids , pNNl and pNN2. pNNl was obtained 

by eliminating a O. 58-kbp SphI (1) -SphI (を) reagion from p526 and recircularized 

after the 、fρ !J I ends were changed to ßi rx:I 田 sites by digesting the overhanging 3' 

end to a blunt end with T4 DNA polymerase and connecting an 8-bp 8iJXiill linker 

(Takara Shuzo). Then a 1. 5-kbp Aatll -NrllI fragment. of pNNl was ligated with a 

3.3-kbp AatII -NrllI fragment of pBR322 to give plasmid pNN2. p527 was obtained 

by inserting a 1. 1-kbp H1 nd回 (2) -Hi rx:I 田 (3) fragment bearing the URA]gene from 

YEp24 into the 8indill site of pNN2. Restriction sites: A, AatII; H, J゚ndill; N, 

VrllI; Sm ， 、fmaI; Sp , SphI; Xb , JbaI. B/S is the junction site of a゚mHI and J[j1l3AI. 

Two or more identical restriction sites are distinguished by suffixe& Closed 

boxes indicate the AAR2 DNA; open boxes represent various DNA fragmrnts of ~ 

cerp V j S j [/θchromosome other than the AAR2 DNA. The thin lines indicate DNA 

fragment originating from pBR322. 
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使用培地と培養方法

酵母の完全培地には、 YPD 培地 [1 literあたり Yeast Extract (Difco Laboratories , 

Detroi t , Mich. , USA) 10 g、ポリぺプトン(日本製薬) 20 g、グルコース 20 g] を用い

た。必要に応じて YPD 培地にアデニン(和光純薬) 0.4 g を加えた YPAD培地を用いた。酵

母最少培地は 1 1 i ter あたりグルコース 20 g と Yeast Nitrogen Base w/o amino acids 

(Difco) 6.7 g を含み、必要に応じてアミノ酸および核酸塩基[トリプトファン、ヒスチ

ジン、アルギニン、メチオニン、ウラシル(最終濃度 各 20 mg/ j ) 、チロシン、ロイシ

ン、イソロイシン、リジン、(各 30 mg/ j) 、パリン(1 50 mg/ j ) 、フェニルアラニン (60

mg/ j ) 、スレオニン (200 mg/ j ) およびアデニン (400 mg/ j) ]を加えた。高リン酸最少

培地は 1 li ter あたりグルコース 20 g、アスパラギン 2 g、ビタミン混合液[ピリドキ

シン、ニコチン酸、チアミン、パントテン酸(各 200 mg/ j ) 、イノシトール 10 g/ 人 ビ

オチン 20mg/j] 1 ml 、高リン酸混合液 [KH 2 P0 4 (6 g/ j ) 、 MgS04 ・ 7H 2 0 (2 g/ j ) 、 CaCl :?

・ 2H 2 0 (1. 32 g/ J ) 、 KI (0.4 mg/ j ) 、 B 、 Cu 、 Mn 、 Mo (各 O. 04 mg 相当量/ J) 、 Fe (0. 2 

mg 相当量/ J ) 、 Zn (0. 28mg 相当量/j) ] 250 ml を含み、必要に応じて上記濃度のアミノ

酸および核酸塩基を加えた。細胞融合体選択上層培地は同下層培地 1 1 i ter に BiTek-Agar

(Difco) 30 gを加えて調製した。前胞子形成培地は 1 li terあたりグルコース 50 g 、 Nu­

trient Broth (Difco) 30 g 、 Yeast Extract 10 gを加えて調製した。胞子形成培地は 1

literあたりグルコース 1 g 、 Yeast Extract 1.25 g、酢酸カリウム(和光純薬) 10 gを加

えて調製した。子嚢解剖用フィルム培地は、上記のYPAD培地 1 li ter に寒天(和光純薬)

23 gを加えて調製した。

大腸菌の完全培地としては改変Luria-Bertani 培地 [L B 培地; 1 li terあたり Bacto

tryptone (Difco) 10 g 、 Yeast Extract 5 g 、 NaCl 5 g (pH 7. 0) ]を、 一本鎖 DNA

調整のためのMVl184株の培養には 2x YT培地 [1 li terあたり Bacto tryptone 16 g 、 Yeast

Extract 10 g 、 NaCl 5 g (pH 7. 6) ]を用いた。大腸菌の最少培地としては 1 1 i ter あた

り Na 2 HP0 4 6 g 、 KH 2P04 3 g 、 NaCl O. 5 g 、 NH 4 Cl 1 g を含む溶液をオートクレープ滅菌

後、別に滅菌した 10 mlの 20% (W/V) グルコース、 2 ml の 1 M MgS04 および 0.1 mlの 1 M 

CaCbを加えた M9培地を用いた。ビタミンB1は最終濃度 1 mg/ 人カザミノ酸は5 g/ iおよび

トリプトファン40 mg/ Jを必要に応じて加えた。アンピシリン(明治製菓)75"-'150μg/ml 、

テトラサイクリン (Sigma Chemical Company, St. Louise, Mo. , USA) 15μg/ml 、カナマ

イシン(明治製菓) 70μg/ml 、クロラムフェニコール(和光純薬) 100μg/ml 、 5-bromo

一 16

-4 -chloro-3-j ndoyl-゚  -D-galact.opyranoside ( X -ga l : 和光純薬) 40μg/m1 およびiso­

propy 1-゚  -D-thiogalactopyranoside (IPTG ; ナカライテスク) O. 3 酬を必要に応じて加

えた。平板培地を調製するときは、断らない限り 1 1 i ter あたり酵母用には 20 g 、大腸

菌用には 15 gの寒天を加えた。滅菌は 1 kg/cm 士 、 15 分間の条件でオー トクレーブを用い

て行った。酵母は 30 " ' Cで、大腸菌は37 ü Cで静置培養または振とう培養を行った。

遺伝学的および分子遺伝学的方法

大腸菌の形質転換 Morrison の方法 (Sambrook et a1. , 1989) に従った。 LB培地で

37 0C 、 一晩培養した培養液 10 ml を 1 literの LB 培地に植菌し、 600 nm における吸光度

(OD 600 11m ) が O. 5,...., 0. 6 になるまで振とう培養を行った。氷中で冷却した培養液を O OCで

集菌 (8 , 000 r問、 5 分)し、菌体を 250 ml の 0.1 M MgC1 2 水溶液で洗浄後、 250 ml の

O. 1 M CaCh水溶液に懸濁し氷中に 20分間放置した。 O ù C で集菌した後、菌体を 42. 5 ml の

0.1 M CaCh と 7. 5 ml のグリセロール混合液に懸濁し、コンビテント細胞とした.このコン

ビテント細胞は -80 0 Cで数カ月間保存可能である。菌体懸濁液O. 2 ml に DNA溶液 (0. 1 '"'"' 

1μg) を加え、 3rc で 60 分間静置培養した後、適当量を選択培地に塗布した。

酵母細胞の変異処理 変異剤にはethyl methanesul fonate (EMS , Sigma) を用いた (Rose

et a1., 1990) 0 YPD 培地で一晩振とう培養を行った 3 mlの培養液から、酵母細胞を集菌

(2 , 000 rpm, 5 分)し、 3 ml の O. 2 M リン酸緩衝液 (pH 8.0) に懸濁した。 100 ml三角フ

ラスコに 7.5 mlの同緩衝液、 O. 5 mlの 40出グルコース溶液、 2 ml の酵母懸濁液、 O. 3 ml 

の EMS を加え、 30 0Cで 45分間ゆっくり振とうする。菌体懸濁液 1 ml を、約 2 mlの無菌水

で 5 回洗浄した。適当に希釈後、平板培地に塗布した。

接合による酵母雑種二倍体の造成 工作fθ V1 S l ap の雑種二倍体は、 α 型細胞と a 型細

胞の接合によって作成した (Rose et a1., 1987) 。交雑する α 型細胞と a 型細胞をそれ

ぞれ平板培地上に画線し一晩30 0Cに放置し、新しいYPAD培地に画線が互いに 90度で交差す

るように一枚のYPAD平板にレプリカした。 30 0 Cで約 12時間保温後、アミノ酸要求性などの

選択培地にレプリカして、 30 0 Cに一晩保温した。この選択培地上の交点で盛んな細胞増殖

が見られれば、その細胞は雑種二倍体である。交点以外の部分が生育しないことを対照と

して確かめた。

子嚢解剖 前胞子形成培地で一晩生育させた二倍体細胞を胞子形成培地に移し、 30 0Cに

2-----4 日間保温した。エタノールに浸したホールオブジェクトグラスをガスバーナーの炎
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で滅菌した後、くぼみの中にZymolyase 100T (生化学工業)溶液 (0.1 mg/ml) を一白金耳

加え、そこに少量の子嚢形成培地から細胞をとり懸濁した。もう一枚の滅菌ホールオブジ

ェクトグラスで覆い5......20分間室温に放置後、滅菌した大型カバーグラスに載せたフィルム

培地 (12 x 25 mm) の端へ塗布し、これを湿室ヘ装着した。顕微鏡下で解剖機 (Cailloux 

micromanipu1ator Stae1ting Co・Ill.， USA) により子嚢を分離し子嚢胞子を分けて 2 mm 

間隔に並べた。フィルム培地をYPAD培地上に移し、 30 0C で 2--3 日間保温した。

酵母の形質転換 Itoらによる酢酸リチュウム法 (Rose et al., 1987) を用いた。酵母

細胞を10 m1YPAD培地で・対数増殖期まで振とう培養を行い、集菌 (2 ， 000 rpm 、 5 分)した。

TE緩衝液 [10 mM トリスヒドロキシメチルアミノメタン一塩酸緩衝液 (Tris-HCl ， pH 8.0) 、

1 mM エチレンジアミン四酢酸 (EDTA ， pH 8.0) J で洗浄後、 5 ml の LA溶液 [0. 1 M 酢酸

リチウム(和光純薬)を含む TE 緩衝液]に懸濁し、さらに 30 0C で 1 時間振とう培養を

行った。集菌した菌体を 5 ml のLAG溶液[ 15 出 (v/v) グリセロールを含むLA溶液]に懸濁

して形質転換実験の受容菌とした。 0.3 ml の受容菌懸濁液に l ，...._，1 0μgの DNA と O. 7 ml 

の 50 覧 (w/v) ポリエチレングリコール4， 000 (和光純薬)水溶液とを加え、よく混合して

30 0Cで 1 時間放置後、適当量を選択培地に塗布した。

酵母の細胞融合 van Solingen と van der Plaat (1977) の方法を一部改変して用いた。

細胞融合を行う 2 菌株をそれぞれ 5 ml の YPD培地で一晩振とう培養し、遠心分離により集

菌後、 4 mlの溶液 A [0.01 M EDTA 、1. 2 Mソルピトール、 O. 1 M クエン酸三ナトリウム(和

光純薬)(pH 5.8)J に懸濁した。集菌後、 3.6 mlの溶液A に懸濁し、 Zymolyase 100T を 1

mg/ml含んだ溶液 A を 0.4 ml 加え、 30 0C で 1 時間保温した。集菌後、 4 ml の溶液 B

[ 1. 2 M ソルビトール、 10 mM CaChJ で 2 回洗浄した。集菌後、 O. 2 ml の溶液 B に懸濁

し、密やかに 1分間振とうした。 2 種の菌株をそれぞれO. 1 mlずつ混ぜ、これに:2 m1の溶

液 C [20% PEG 4 ， 000 、 10 mM CaCh 、 10 mM Tris-HC1 (pH 7.0) J を加えた。対照として、

それぞれ単独の菌株にも同様に 2 mlの溶液 C を加えた。 25 0 C で 30分間保温後、集菌し、

O. 2 mlの溶液 D (1. 2 M ソルビトールを含む YPAD 培地)に懸濁し、 30 0Cで 20分間保温し

た。細胞融合体選択下層培地にそれぞれをまき、融解後46 0 Cに保っておいた 8 rn1 の上層

培地を上から一面に注ぎ、 30 0 C で 2--4 日間保温した。

酵母の接合型判定 工付reV1 S 1 ßθ の接合型は以下のようにして判定した。供試菌株が

5 株までのときは雑種二倍体の造成と同様に a 型試験株 (SH682) と α 型試験株 (SH683)

を YPAD培地上で平行線上に一晩生育させておき、供試菌株と新しいYPAD培地上で交差する
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ようにレプリカし接合させた。供試繭株が 6 株以上の場合は、 a型試験株、 α 型試験株を

それぞれYPAD培地 一面に生育させておき、供試菌株とレプリカにより新しい YPAD培地上で

それぞれを倍触させた。 30 C で約 12 時間保温後、アミノ酸要求性などの選択培地にレプ

リカし、 30 - Cで 一 晩保温した。選択培地上でa型試験抹との組み合わせで増殖した菌椋を

α 型、 α 型試験株との組み合わせで増殖した菌株を a型、どちらの試験株との組み合わせ

でも増殖しなかった関麻を非接合型と判定した。

生化学的方法

フェノールまたはフェノール・クロロホルム処理によるタンパク質の除去(フェノール

抽出) 核駿を含む溶液に、 TE緩衝液 (pH 8.0) で飽和させたフェノールを等容量加えて

混合後、遠心分離 (12 ， 000 rpm , 1 分; Tomy 円 C15A 阿 icrofuge) した。界面のタンパク質

を残して水相(上層)を回収した。場合に応じて、フェノールの代わりにフェノール・ク

ロロホルム・イソアミルアルコール (25:24:1 ， v/v) 混合液を用いた。

エタノールによる核駿の沈澱(エタノール沈澱) 核酸を含む溶液に最終濃度0.3 M 酢

酸ナトリウム (pH 5.2) を加え、さらに 2 倍容量の冷却しておいた 99% エタノールを加え

て混合し、 -80 0 C 10 分間の冷却によって沈澱を形成させた。遠心分離 (12 ， 000 rpm , 10 

分; Tomy 門C15A Microfuge または 12 ， 000 r問、 15分;久保田 Model KR-200A RA-3 ロー

ター)により核般の沈澱を回収した。沈澱を 70% エタノールで洗浄した後、減圧下で乾固

させた。

大腸菌からのプラスミド DNAの大量調製 大腸関からのプラスミド DNA の大量調

製は、 Clewll と Helinski の方法(塩化セシウムー臭化エチジウム平衡密度勾配遠心分離

法; Sambrook et al. , 1989) に従った。抗生物質を含む LB平板培地で一晩培養を行っ

た菌体を 一白金耳程度かきとり、同液体培地5 ml に植菌した。 3-4 時間の振とう培養後、

培養液をカザミノ酸 5 gll、トリプトファン 20 mg/l を含む附培地 150 ml に値菌して

振とう培養を行い、培養液の OD 600 n m が 0.8 に達したときに、最終濃度が 100 mgll と

なるようにクロラムブェニコールを添加し、さらに 16 時間培養を続けた。 4 0 C で集荷

( 8, 000 rpm 5 分;久保田 Model KR-200A , RA-6 ローター)し、 25% (w/v) スクロース

を含む 50 州 Trls-HCl 緩衝液 (pH 8.0) 2.1 ml に懸濁した。同緩衝液に 10 mg/mlの濃

度で溶かしたリゾチーム (Sigma) 溶液 0.2 ml を加えて混合した後、氷上で 10 分間放置
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した。 0.5 M EDTA (pH 8.0) 溶液 O. 2 ml を加え、さらに氷上で 5 分間放置した。この

溶液に 62.5 mM EDTA 、 2% (v/v) Triton X-IOO (和光純薬)を含む 50 mM Tris-HCl 緩衝

液 (pH 8. 0) 1. 6 ml を加えて溶菌させた後、 O ùC で遠心分離 (27 ， 000 rpm , 2 時間;目立

Model 55P 司 7 ， R丁目 -T ローター)し、上澄液を得た。上澄液 2. 88 ml に対し‘塩化セシウム

2.88 g 、 O. 32 ml の 5 mg/ml臭化エチジウム水溶液を加え、分離用遠心管(3. ~ PA シール

チュープ;目立計測器サービス)に塩化セシウム溶液を移して熱シールした後、 18 む C で遠

心分離 (99 ， 000 rpm 、 4. 5 時間;目立 Model 55P-7 、 RPV65T ローター)した。遠心分離後、

紫外線照射によりみられるプラスミド DNA層を注射器(テルモシリンジ;テルモ)によ

り抜き取り、シリコン処理した Corex 遠心管に移した。得られた DNA試料に対して 2

倍容量の水を加えてエタノール沈澱した後、フェノール抽出、エタノール沈澱を繰り返し

た。 RNase 処理(最終濃度10μg/ml ， 30 分)の後、再度フェノール抽出、エタノール沈

澱を行った。 DNAの沈澱を約 400μiの TE緩衝液に溶解し、 00260nm 値を測定した後、

DNA試料として種々の操作に用いた。

大腸菌からのプラスミド DNAの迅速調製 少量のプラスミド DNA を簡便に調製する

には、 Birnboim と Dolyによるアルカリ変性法 (Sambook et a1., 1989) を行った。抗生物

質を含む LB 培地で一晩培養を行った大腸菌体をエッぺンドルフチューブに取り、 O. 1 ml 

の第 I 液 [50 mM グルコース、 10 mM EOTA 、 25 mM Tris-HCl (pH 8.0) ]に懸濁した。氷

上 5 分間放置後、 O. 2 mlの第 E 液 [0.2 N NaOH、同 (w/v) ドデシル硫酸ナトリウム (SOS

;和光純薬) J を加え、氷上で 5 分間放置して溶菌させた。 O. 15 m 1 の第皿液 [100 ml あた

り 5 M 酢酸ナトリウム 60 ml ，酢酸 1 1. 5 ml] を加えて撹梓し、 15 分間氷中に放置した

後、遠心分離 (12 ， 000 rpm , 10 分; Micofuge MC15A) を行い、核酸を含む上澄液を新しい

エッぺンドルフチューブに移した。フェノール抽出とエタノール沈澱を行い、沈澱を 10

μg/rnl RNase A (Sigma) を含むTE 緩衝液50μl に溶解し、 DNA として種々の操作に使

用した。

一本鎖 DNAの調製 Vieira と Messingの方法 (Sambook et a1., 1989) を一部改変し

て行った。調製したい一本鎖 DNA に対応するこ本鎖 DNA断片を、プラスミドベクタ­

pUC1l 8 または pUC 1l 9のマルチクローニング部位に挿入したプラスミドを、大腸菌MV1184

に導入した。この導入株を 150μg/mlのアンピシリンを含む 2 X YT培地で飽和するまで培

養した。 30μiの培養液に30μlのヘルパーファージ M13K07懸濁液(約10 1 () pfu/ml)を

加え、 37 0 C で 30分間静置感染させた。この感染液を 150μg/mlのアンピシリンと 70μg/j 
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のカナマイシンを含む 3 ml の 2 X YT 培地に加え、 37 : C で 14----18 時間通気の良い条件

で培養した。培養液をエッベンドルフチューブに移し 、 12 ， 000 rpm 、 10分間の遠心分離後、

上澄液を新しいエッぺンドルフチューブに移した。再度遠心分離後、上澄 1 ml だけを新

しいエッペンドルフチューブに移し、 200μl のPEG溶液 (20% PEG 6000 、 2.5 M NaCl) を

加え、ヴォルテックスミキサーで撹梓後、氷中に 30分間放置した。 12 ， 000 rpm 、 10分間の

遠心分離により上澄液を取り除き、再度遠心分離により残った上澄液をできる限り取り除

いた。白色沈澱を200μlのTE緩衝液に懸濁し、 150μlのTE緩衝液飽和フェノールを加え、

30秒間撹梓後、 50μlのクロロホルムを加え、さらに 30秒間のヴォルテックスミキサーに

よる撹祥を行った。 12 ， 000 rpm 、 5 分間の遠心分離後、上澄液を新しいエッペンドルフチ

ューブに移し、再度フェノールとクロロホルムによるタンパク除去を行った。 600μl の

ジエチルエーテル(和光純薬)を加え、 30秒間援梓後、 10秒間の遠心分離により上澄液を

取り除いた。エタノール沈澱後、 20μlのTE緩衝液に懸濁して一本鎖DNA試料とした。

酵母染色体 DNAの調製 Herford らの方法 (Rose et a1., 1987) を一部改変して用

いた。 1 0 ml の YPAO培地に酵母菌体を植菌し、定常期に達するまで一晩振とう培養を行

った。 2 ， 000 rpm 、 5 分間の遠心分離で集菌後、 O. 5 ml の溶液A [0. 2 M Tris (pH 非調整)] 

に懸濁し、エッペンドルフチューブに移した。原液の ß -mercaptoethanol (和光純薬) 25 

μlを加え、 25 0C で 30分間放置した。 12 ， 000 rpm 、 10 秒間の遠心分離で集菌後、 O. 5 ml 

の溶液 B [0.8 Mソルビトール， O. 04 M K 2 HP0 4 緩衝液 (pH 6. 8 ;和光純薬) , 1. 25 mg/ml 

Zymolyase 100T] に懸濁し、 30 0 Cで 1 時間保温した。集菌後、 O. 5 ml の溶液 C [50mM Tris 

-HCl (pH 8.0) , 0.2 M NaC l, 0.1 M EDTA , 5 部 SDS] を加えてすぐに 1 mg/mlのプロナー

ゼ E (アクチナーゼ E; 科研工業)水溶液 5μlを加え、白金耳で菌体をゆっくり撹持し、

60 0Cで細胞破片が消えるまで保温した。 2 回のフェノール抽出、エタノール沈澱を行った

後、約 300μlの TE緩衝液に溶解させて DNA試料とした。

酵母の全 RNAの調製 Jenesen らの方法 (Rose et a1.. 1987) を一部改変して用い

た。 10 ml の適当な培地に酵母培養液を 2 出植菌して 30 0 C で、 OD 600nmが 0.9 になるまで振とう

培養を行った。集菌後、 5 ml の無菌水で洗浄し、 O. 3 ml の破砕用緩衝液 [0.5 M NaCl , 1 部

(w/v) SDS, 0.2 M Tris-HCl (pH 7.5) , 0.01 M EDTAJ に懸濁し、新しいエッぺンドルフ

チューブに移した。 O. 6 gのガラスビーズ(フジストン No. 006 ;φ0.25-0.3 mm，富士理

科工業)、および O. 3 ml のフェノール・クロロホルム・イソアミルアルコール (25:24:1 ，

v/v) 混合液を加え、ヴォルテックスミキサーで 2 分30秒間破砕した。 12 ， 000 rpm‘ 5 分間
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の遠心分離後、再度上澄液についてのブェノールで除タンパク質を行った。 O.05:~ (vjv) 

diethyl pyrocarbonate (DEPC: Sigma) を含む 99%エタノールを加え、 -20 南 Cで一晩核駿を

沈澱させた。 0.05%DEPCを含む 70%エタノールでの洗浄、減圧乾同後、得られた核餓沈澱を

1 % DEPC を含む無関水150μi に懸濁し、酵母全RKA試料とした。

酵素反応 制限酵素は宝酒造またはニッポンジーンから購入した。その酵素反応は、添

付された緩衝液中で、いずれも 37 0 C で 1 時間以上行った。 D~A連結反応は、約 1 μg 

の DNAを含むライゲーション緩衝液 [66 mM Tris-HCl (pH 7.6) , 1 mM ATP , 1 州

spermidine (Slgma) , 0.01 可トIgC] ~ ， 15 mM djthjothreitol (DTT; Sigma) , 0.:2 mg/ml 

bovine serum albumin (BSA; Sigma) ]中で10 単位のT4 DNA リガーゼ(宝酒造)を加え、

16 0 Cで 3 時間以上行った。制限酵素切断による 5 ・突出末端の平滑化は、約 1 μgDNA 

を含む反応液 [50 mM Tris-HCl (pH 7.6) , 10 mM トfgC1 2 ， 0.1 mM dNTP (dATP , dGTP , 

dCTP , dTTP) ]中で、 1 単位のK1 enow fragmen t (宝酒造)を加え、 25 0 C で 1 時間の反応、

により進めた。 3 '突出の平滑化には、 Klenow fragmentの代わりに 14 DNA polymerase 

(宝酒造)を用いた。 DNAの 5 ・末端リン駿基の切断反応は、約 l μgDNAを含む付

属緩衝液中で、 1 単位のcalf intf's tine由来alkaline phosphatase (CIP; 宝酒造)を jJ日え、

37 0 Cで 1 時間行った。反応停止にはフェノール抽出を用いた。

アガロースゲル電気泳動 Tanaka らの方法 (Sambrook et al. , 1989) に従った。 3

mm 厚の o. 6"-' 2% ( \<J八.' )アガロース (Agarose L03; 宝酒造)サブマリン型スラプゲルを

使用し、 10x TAE緩衝液 [0.4 1'1 Tr15-酢酸緩衝液 (pH 7.4) , 0.2 円酢酸ナトリウム，印

刷 EDTA] を使用前に希釈して用いた。試料は通常、 DNA溶液に 1 /日容量の泳動用染色

液 [40% (w/v) スクロース， 0.25% ( w/v ) プロモフェノールブルー (BPB) , 0.25% (w/v) 

キシレンシアノール]を加えて調製した。定電圧 100 Vで泳動後、ゲルを臭化エチジウム

溶液( 5μg/ml) で染色し、 トランスイルミネーター (Ultra Vio]et C62) で DNAバン

ドを観察した。写真はω フィルター (K en ko Sl-39)および赤色フィルター(Kenko R-60) を

用い、ポラロイドカメラ(MP-4 )でフォトラマ PB3000 フィルム(富士フィルム)によっ

て撮影した。 DNA断片の分子量の推定にはcT857S7 ファージ DN A(宝酒造)の f1ind rrr 切

断断片 (23. 1， 9.4 ， 6.6 ， 4.4 ， 2.3 ， 2.0 および 0.6 kbp) を標準にした。

ホルマリン変性アガロースゲル電気泳動 RN^試料の電気泳動には通常1. 5% アガロ

ース濃度のゲルを用いた CSambrook et a l., 1889) 0100 ml の1. 5% ホルマリン変性ア

ガロースゲルを調製する場合、 1. 5 g のアガロース粉末を 74 mlの 0.1% DEPC 水に加え
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て融解後、固まる前に 10 mlの 10X MOPS 緩衝液 [0.2 M MOPS (3N-Morpholino) propane 

sulfonic acid，和光純薬) , 50 mM 酢酸ナトリウム (pH 7.0) , 10 mM EDTA , O. 02 部 (v/v)

DEPC] と 16 m1のホルムアルデヒド(和光純薬)を加えてゲル型に涜し込んだ。電気泳動

は、ホルマリン変性アガロースゲル電気泳動用緩衝液 [1X MOPS , 16 出 (v/v) ホルムアルデ

ヒド， DEPC 水で調製した]を用い、定電圧 50 V で、行った。電気泳動用試料は、 RNA溶

液 2μi に対して、 1μ1 10 x MOPS 、 2μl ホルムアルデヒド、 5μl ホルムアミド

(カラムクロマトグラフ用、ナカライテスク)、 l μl 臭化エチジウム水溶液 (0 . 4 mg/ 

ml)を加えて調製し、 65 0 C 、 15 分間の加熱後、すぐに1μI の泳動用染色液を加えて電気

泳動に用いた。

ポリアクリルアミド電気泳動 Maniatisらの方法 (Sambrook et a l., 1989) に従った。適

当量の 30 完 (w/v) アクリルアミド混合液(l00 ml に対してアクリルアミド 29 g, N, N­

メチレンービス 1 g) 、 20 ml の 5X TBE緩衝液 [1 1 i terあたり Tris 54 g，ホウ酸27. 5 g, 

0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 mlJ および 20 mg/ml の過硫酸アンモニウム水溶液 5 m1 に脱

イオン水を加え、全量を 100 ml とした。この混合液を減圧下で脱気し、 100μlのN-N-N'

-N' -tetramethylethy1enediarnine (TEMEDj ナカライテスク)を加え、ゲルを重合させた。

試料は、 DNA溶液に 1/6 容量の泳動用染色液を加えて調製した。 15 分程度の予備泳動

後、核酸試料を定電圧 (5 V /cm 以下)で泳動した。泳動後の操作はアガロースゲル電気

泳動の場合と同様に進めた。 DNA断片の分子量の推定にはプラスミドベクターpBR322の

Hp<1 II 切断断片を標準にした。

尿素変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動 6 出ポリアクリルアミド溶液は、アクリル

アミド 3.42 g 、 N ， N' ーメチレンービス O. 18 g 、尿素 25.2 g 、 5x TBE 緩衝液 12 ml をそ

れぞれ混合し、それに脱イオン水を加え全量が 60 ml となるように調製した。この溶液を

ろ過後、 30分間脱気し、 60 mg/ml過硫酸アンモニウム溶液を O. {) mlおよび 25μl の TEMED

を加えて重合させた。なお泳動には、 200x400xO.35 mm のガラス板(宝酒造)を用い、

泳動は 1 X TBE 緩衝液で 30 分程度の予備泳動後、約 65 0Cに保つように定電圧(1， 500"-' 

2, 500 V) または定電力(約46 W) で行った。泳動後、ゲルを減紙 (type 3MM; Whatman) 

に移し、ゲルの反面をサランラップで被い、ゲルドライヤー(ア卜ー)を用いて 75"-'80 0 C

で 30分間以上乾燥させた。 X線フィルム (Kodak XOmatRP; Estman Kodak Company , N. Y. , 

USAまたは RXO-H; 富士フィルム)を用いて室温またはー80 0 Cでオートラジオグラフィーを

行い、現像と定着は X線フィルムプロセッサー (Model FPM60; 富士写真フィルム)を使用
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した。定着を終えたフィルムは、涜水で30分間洗浄後、乾燥して結果を観察した。

電気泳動ゲルからの DNA断片の抽出 プレップAジーン DNA精製キット (Bio-Rad)

を用い、その使用説明書に従った。アガロースゲル電気泳動後、臭化エチジウム水溶液に

より染色し、 トランスイルミネーター上で目的の DNA断片をカミソリの刃で切り出して

エッペンドルフチューブに移した。切りだしたゲル O. 1 ml容量に対して O. 3 ml の binding

bufferを加え、 50 0Cの水浴中でゲル片が溶解するまで保温した。 1 μgの試料DNA に対

して 5μlのmatrixを加えよく混合し、室温で 5 分間以上放置して試料 DNA を matrix に

吸着させた。 12 ， 000 rpm 、 5 秒間の遠心分離後、上澄液を捨て、 300μlのbinding buffer 

に懸濁し遠心分離後上澄み液を取り除いた。同じ操作を wash buffer で 3 回繰り返し、最

後の洗浄の時できるだけwash bufferを取り除いた。沈澱を10μiの elution buffer に懸

濁して、 50 0 Cの水浴中 5 分間の保温により DNAを溶出した。 12 ， 000 rpm 、 30秒間の遠心

分離により上澄を新しいエぺンドルフチューブに移した。 DNA回収率を上げるために、

沈澱に 10μlのelution buffer を加え、再度 DNA を溶出し先の DNA溶液と合わせて

DNA試料とした。

DNA の 32p 標識(マルチプライム法) ハイプリダイゼーション実験におけるプロー

プDNA の 32 pによる標識は、 Random Primer DNA Labeling Kit (宝酒造)を用い、その使

用説明書に従った。標識する DNA試料 (25 ng) 12μ1に対してrandom pr imer 2: μl を

加え、 95 0 Cで 3 分間加熱後、氷中で 5 分間急冷した。 x 10 buffer 2.5μl 、 dNTP 混合液

2. 5μ1 、 [α_ 32 P] dCTP (> 3000 Ci/ mmol; ICN) 5 μl 、 Klenow fragment 1 μl を混

合し、 37 0 Cで 3 時間標識反応を行った。 DNA として取り込まれなかった [α_ 32P] dr:TP 

を取り除くために NICK Column (Pharmacia) を用いて標識した DNAプロープを精製した。

カラム中の緩衝液を捨てて、 3 ml のTE緩衝液で平衡化したカラムに標識した DNA溶液を

加え、 400μlずつTE緩衝液を加えるごとにより分画した。放射能活性のピーク( 2 本自の

画分)をガイガーカウンターで確認して、 95 0 C 、 5 分間の煮沸後、氷中で急冷した溶液を

ハイプリダイゼーション反応の標識プロープとして用いた。

32p D N A の 5' 末端標識 プライマー伸長実験におけるプライマー DNA の 32pによる

標識は、 DN A5' 末端標識キット(宝酒造)を用い、その使用説明書に従った。標識す

る DNA試料 (5 pmol 以下) 14μI に対して 5X exchange buffer 5μl 、 [γ_ 32P] 

A T P (10 mCi/m1) 5μlおよびT4 PNK (10 U/μ1) 1 μl を加え、 37 0Cで 30分間保温し

た。 70 0 Cで 5--10分間加熱して酵素を失活させた。 10μlの 7 M 酢酸アンモニウムを加え、
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さらに87. 5μ1 (2. 5 倍量)の冷エタノールを加え • -20 c Cで 30"'-'60分間保冷した。 12 ， 000

rpm で 10分間遠心して沈澱を回収し、 70%の冷エタノールで 2 回洗浄した。脱気乾燥した

後、 50μlの無菌水に溶解しプライマ-伸長実験のプライマ ー として用いた。

ゲルからのメンプレンフィルターへの DNA および RNA の転移 Southern の方法

(Sombrook et a 1., 1989) に従った。 DNA を泳動したアガロースゲルを 10 分間室温で

O. 25 N HCI溶液に浸した後、アルカリ変性液( 1. 5 M NaC1 , O. S M NaOH) に 30分間浸して

DNAを変性させ、さらに中和液 [3 M 酢酸ナトリウム (pH 5.5) ]に 30分間ゲルを浸し

した。 20x SSC溶液 (1x SSCは 0.15 M NaCl , 0.015 M クエン酸ナトリウム)を入れたトレ

イに 2 枚のシャーレを台として置き、その上にガラス板を載せた。両端が20x SSC 溶液に

浸るように渡紙 (type 3MM) を 2 枚置き、その上にゲルを載せた。ゲルと同じ大きさに切

ったメンプレンフィルター (Biodyne; Pall , N.Y. , USA) をゲル上に気泡がはいらないよ

うに載せ、さらにメンブレンフィルターより 2 "-' 3 mmず、つ小さく裁断した漉紙を 3 枚載せ

た。その上にペーパータオルをゲルと接しないように約 15 cm高に積み、約 1 kgの重しを

載せた。一晩のプロッティングの後、メンブレンフィルターをゲルから剥し、 2 x SSC溶液

で軽く洗浄後、 80 0Cで 2 時間焼き付けた。ホルマリン変性アガロースゲル中の RNA の転

移は、アルカリ変性および中和処理を省いた。

ハイプリダイゼーション サザンハイブリダイゼーションは、 DNA を固定したフィル

ターを、 100 O C で 5 分間煮沸後、氷上で急冷したハイブリダイゼーション溶液 1 [5 x 

Denhardt の緩衝液(100 x Denhardt の緩衝液; 2 出 (w/v) Ficoll , 2% (w/v) polyvinyl 

prolidone, 2% (w/v) BSA , 5 x SSPE (20 x SSPE; 3.6 M NaCl. 0.2 M リン酸緩衝液(pH 

8.3) , 20 mM EDTA , 0.296 SDS , 500μg/ml calf thymus DNA; フィルタ ー 100 cm 2 あた

り 4 ml] に浸し、プラスチック袋に入れて熱シールした。水で濡らしたペーパータオルで

プラスチック袋を包み、 65 0Cで 1 時間以上予備ハイプリダイゼーションを行った。その後、

プラスチック袋の溶液を半分捨てて、標識したプローブを加えて熱シールを行った。濡ら

したペーパータオルで包んだプラスチック袋をさらにプラスチク袋で包み、 65 0 Cで一晩ハ

イブリダイゼーション反応を行った。フィルターをプラスチック袋から取り出し、洗浄緩

衝液A (2 x SSC, O. 1 出 SDS) で軽く洗浄後、 250 mlの洗浄緩衝液Aで振とうしながら室温

で 15分間の洗浄を 4 回繰り返した。さらに、 250 ml の洗浄緩衝液 B (0. 1 x SSC , O. 1 出 SDS)

で 50 0 Cに保温しながら 30分間の洗浄を 2 回繰り返した。フィルターを濡らした状態のまま

サランラップで包み、紙に固定した。ごの紙をカセットに入れ、その上に X線フィルムを、
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さらに必要ならば増感紙を装着し、 -80 _' Cで感光した。現像と定着は、 X線フィルムプロセ

ツサーを用いた。定着を終えたフィルムは、流水で 30分間洗浄後、乾燥して結果を観察し

た。ノーザンハイブリダイゼーションではハイブリダイゼーション溶液 I の代わりにハイ

プリダイゼーション溶液 n [5 X Oenhardtの緩衝液， 5 x SSC , O. 1 出 SOS ， 50 mM リン酸緩衝

液 (pH 6.5) 、 250μg/ml ca1f thymus DNA 、 50出ホルムアミド]を用い、ハイブリダイ

ゼーション温度は 42 0 Cで行った。洗浄、感光、現像および定着はサザンハイブリダイゼー

ションと同様に行った。

DNA趨基配列の決定 Sanger らの方法 (Sambrook et a1. ， 1989) を改変したSequenase

シーケンシングキット (United States Biochemical; Ohio ・， USA) を用いた。 7μiの一

本鎖DNA溶液体力 1 pmolを含む)、 1 μl のプライマ- 0 N A (0. 5 pmol/μ1 )およ

び 2μlの 5X シーケンシング緩衝液 [200 mM Tris-HCl (pH 7.5) , 250 mM NaCl , 100mM 

MgC1 2 ] とを混合し、 65 0 Cで 15分間加温後、室温に放置して徐々に冷却し対合させた。こ

の一本鎖 DNAプライマー DNA混合液に、 iμI の O. 1 M DTT, 2μiの適当に希釈し

たラベリング混合液[各7. 5μM の dGTP ， dATP , dTTPJ 、 0.5μlの [α_ 32 P] dCTP (> 

3000 Ci/mmol) および 2μiのSequenase 溶液を加え混合し、 37 0 Cで 5 分間反応させた。

この反応液3. 5μlずつを、 2. 5μlの 4種塩基に対応する停止液[各80μlの dGTP ， dATP , 

dTTP , dCTP, 50 mM NaC1 および8μMのddNTP (ddGTP, ddATP , ddTTP または ddCTP) ]と混

合し、さらに同温度で 5 分間伸長反応後、 4μlの反応停止液 [95% (v/v) ホルムアミド.

20 mM EOTA , 0.05 覧 (w/v) キシレンシアノール， 0.05 部 (w/v) ブロモフェノールブルー]

を加えて反応を停止させ、 95 0 C 、 2 分間加熱後、直ちに得られた 4 種の反応液 2μl ず

つを尿素変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により解析した。

プライマー伸長法 Domdey らの方法 (Sambrook et a1., 1989) に従った。サンプル

R N A10μg と 10 4 ""-'10 =- cpmの DNA プライマーを混合し、1/10量の 3 M酢酸ナトリウム

(pH 5. 2) と 2. 5倍量の冷エタノールを加え、 -20 0Cで 30分間放置した。 12 ， 000 rpm で 10

分間遠心し、上澄液を除いて 70% 冷エタノールを加え、 12 ， 000 rpmで 2 分間遠心し、上澄

液を除き乾固させ、 40""50μl の無菌水に溶解し再度乾固させた。 30μl のhybridyzati

onbuffer [40 mM PIPES (pH 6. 4) , 1 mM EDTA (pH 8. 0) , O. 4 M NaC l, 80% formamide] 

に完全に溶解し、 85 0 Cで 30分間保温した後、 42 0Cで 8""12時間保温し対合させた。 170μi

の無菌水と 400μlの冷エタノールを加え、 O O Cで 1 時間放置した後、 12 ， 000 rpmで-'15分間

遠心した。 70百の冷エタノールを加え遠心分離後、上澄液を捨てて乾回した。 20μl の
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revers transcriptase buffer [ 50 mM Tris-HC1 (pH 7.6) , 60 mM I< C1 , 10 mM MgCb , 

1 mM dNTP , 1 mM di thiothrei tol , 1 uni t/μ1 p1acenta1 RNase inhibitor , 50μg/ml 

actinomycin D ]に溶解し、 10 単位の revers transcriptase (宝酒造)を加え、穏やかに

充分混合し遠心して気泡を除き 37 ù C で 2 時間保温した。 1 μl の 0.5 M EDTA (pH8.0) 

と 1 μl のDNase-free pancreatic RNase (5μl/ml) を加え、 37 0 C で 30分間保温した。

150μlの O. 1 M NaC1 を含むTE緩衝液 (pH 7. 6) と 200μlのフェノール:クロロホルム:

イソアミルアルコール混合液を加えヴォルテックスミキサーで 30秒間損枠した後、 12 ， 000

rpmで、 5 分間遠心した。上層を新しいエッペンドルフチューブに移し、 500μiの冷エタノ

ールを加え充分に混合し、 12 ， 000 rpm で、 5 分間遠心した。上澄液を捨てて、 70自の冷エタノ

ールを加え、再度遠心し上澄液を捨て乾固させた o 10μlの 10ading buffer[80出 forrnamide ，

10 mM EDTA (pH 8.0) , 1 rng/ml xylene cyano1 FF, 1 mg/rn1 brornophenol b1ue] と 2. 5 

μlの 50 mM NaOH を加え、 42 0 Cで 15分間保温した。 95 0 Cで 5 分間保温し直ちに氷上に移し

急冷し、全量を尿素変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により解析した。

合成オリゴヌクレオチド プライマー伸長実験のプライマーとして仰厄 / 転写産物に対

しては 5' ーTAGATCTCATACGTTT-3' (Aste11 ら [1981J による塩基番号 2007から 1992 まで

の抑厄 / 遺伝子の塩基配列)を ACTl 転写産物に対しては 5' -AACCGTTATCAATAACCAAA-3' 

(Gallwi tz と Seidel [1980] による塩基番号+346から +327 までの ACTJ 遺伝子の塩基配列)

を合成機 (Gene Assembl er P 1 us; Pharmacia LKB, Uppsa1a , Sweden) で合成した。

寒天平板上における酸性ホスファターゼ活性の検出 Toh-e と Oshirna (1 974) の方法に

従った。 α ーナフチルリン酸 (Sigma) 5 rng , Fast B1ue Sa1t B (Merck , Darmstadt Germa 

-ny) 50 mg を含む 5 ml の O. 1 M 酢酸緩衝液 (pH 4.0) に、 50 mgの寒天を 5 m1の脱イオ

ン水に加熱融解した溶液を加えて混合した後、平板培地のコロニー上に重層した。酸性ホ

スファターゼを産生しているコロニーは、ジアゾカップリング反応によって赤色を呈する。

第 3節結果

第 1 項 a1 一 α2 抑制欠損変異株の分離

α2抑制は正常であるが a1-α2抑制が欠損した変異株の分離を試みた。目的の変異株を

効率よく分離するために、 SH2780株 (MAla ßlIl α ß/IJぬ sir.J:: LE/12 Jeu2- J, 112:: [1[[12 
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IrfFα Jp-P9ρ幻 trpJ:: [1RPJ IrfILアα] b J sJ~ ρboJ-/ pbo5-/ lIJ・aJ ) を造成した。この菌

株では IIATa および trp ! 遺伝子座に組み込まれた仰アα の発現に加え、 S/RJ 遺伝子が破壊

されているため Hlrfl α と 9lrfR aが発現する。その結果 a および α 遺伝子が 2 コピーずつ存在

し、接合能を示さない。また染色体上の酸性ホスファターゼ遺伝子 (P90]， P9(5) が欠損

し、 /θ1I2 遺伝子座には α 型特異的遺伝子群の一つで α ーファクターをコードする IIFα /

遺伝子のプロモータ一部に抑制性酸性ホスファターゼをコードする P905 遺伝子の構造部

を連結した IrfFα !p- PH05 融合遺伝子 (Kobayashi et a l., 1990) が組み込まれている。

SH2780株はa1-α2抑制により α / シストロンの発現が抑制され、 α 型特異的遺伝子群およ

び IIFα !p- P905 融合遺伝子は発現しない。そのためコロニーは酸性ホスファターゼ(以下

APase) 活性染色により染色されない(白色)。もしこれらの細胞で α2抑制は王常で a1-

α2 抑制にだけ欠損が起れば、 α / シストロンの転写抑制が解除され α 型特異的遺伝子群

だけが発現するため接合型は α型となり、その細胞のコロニーは APase活性染色により赤

色 (APase + ) を示すと期待した。

SH2780株をEMSによって変異処理後、 YPAD 培地に塗布し、 30 0 Cで 2'"'-'3 日間保温した。

約20 ， 000 コロニーのうち、 APase 活性染色でピンク色または赤色を呈したコロニーを選択

し、接合型試験を行って、 α型を示す 11株を分離した。 NA 1α ， NATa , AAR! あるいは他遺

伝子における変異の可能性を調べるために、 /1.4 1α ， N.4 Ta および AAR! 遺伝子を持つプラ

スミド pYMC2 ， pYMC3およびpYMC5 (Mukai et a l., 1991) をそれぞれ変異株に導入し、得

られた形質転換体について APase活性染色を行った。 9 株は 3 つの遺伝子のうちのいずれ

かで表現型が抑圧されたが、 11株のうち 2 株はなお赤色を示した。これら 2 株をそれぞれ

SH2780-m1および-m2 とした。どちらの株も α接合能は野生型株よりも弱く、 YPAD培地上で

の生育は遅かった。

SH2780-m1 および-m2 と SH2646 (MATa 9lrfl α 9N!æ. s ir J: : lEll2 /11α !p- P905) とを細胞融

合させた。得られた二倍体は、接合能を示さずAPase 活性染色で白色を示したので、ごれ

らの変異は劣性と判断した。 SH2870-m1 と SH2646 との融合体を胞子形成させ、 9 個の子嚢の

四分子分析を行ったとごろ、非接合型と α 型およびAPase活性染色がそれぞれ 2 : 2 に分

離し、 α 型を示す減数分裂分離株のコロニーは、全て APase 活性染色で赤色を示した。生

育遅延の表現型は、 α 型およびAPase 活性染色によるコロニーの赤色表現型と共に分離し

た。これらの結果より、 SH2780-m1 と -m2株に生じた変異は核性の単一遺伝子に起こった変

異であると結論した。
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SH2780-ml と -m2 問で相補性試験を行うために、 SH2780-m1 と SH2646 との融合体の四分子

分離株の中から、 α 型でAPase活性染色で赤色を示し、 His +， j j 1 '/ 要求性を示す減数分裂

分離体を選択し、 SH2780-m2 (b i s], Ilv + ) と細胞融合した。得られた融合体は α 型で、

APase 活性染色でそのコロニーが赤色を示したので、これら 2 株の変異は相補しないと判

断し、 SH2780-m1およびtSH2780 -m2株が持つ変異アレルは同一遺伝子に属し、それぞれ aélr2-j 

および élarZ-Z ( 亘1-旦 2 repression) とした。

第 2 項 AAK2 遺伝子のクローニング

AARJ 遺伝子のクローンニングを行うために、工 cerf? VJ S j tJf? 遺伝子ライブラリー YCp50

• CEN BANK" Aの DNA を aar2- j 変異株に導入し、正常な生育を示すUra +形質転換体 4 株を

得た。これらの形質転換体は非接合型で、 APase活性染色で-白色を示したので、 él élJ..z 変異

が示す 3 つの表現型が全て抑圧されたと判断した。これらの形質転換体の一つから調製し

た DNA試料を用いて、大腸菌をアンピシリン耐性に形質転換し、この形質転換体からプ

ラスミドを回収した。回収したプラスミドを a ，1r2 - / 変異株に再び導入したところ、形質転

換体はすべて非接合型で'APase 活性染色で染まらなかった。以上の結果より、この酵母形

質転換体が示すAar2 + 表現型は、プラスミド上の情報により与えられていると判断した。

すなわち、回収されたプラスミドは (j駘 J・2 変異を相補する DNA断片を含むと結論し p508

(図 J-1) と名付け以下の解析に用いた。

プラスミド p508上の élfJrZ 変異を相補する DNA断片が éltUZ 変異の抑圧変異を含む断片

ではなく、真の .4ARJ 遺伝子を含むことを確認するために組み込みマッピングを行った。

p508 上のね tll (2) -Sf!l駘I 8.0 ・ kbp断片を組み込みベクタ -YIp5に連結したプラスミド p509

(図ト 1) を作成した。 p509の酵母DNA挿入断片内に 1 箇所だけ存在するわρd田で切断

後、 SH2780-ml株に導入した。 Ura+ 形質転換体をSH2646 と細胞融合し、細胞融合体を四分

子分析にかけた。 14個の子嚢を解剖した結果すべての四分子が正常に生育し、非接合型、

APase活性染色で白色を示したので、プラスミド p509は AAR2 を含むと結論した。酵母菌株

YP149の染色体 DNA をorthogonal-field-alternation gel electrophoresis (OFAGE) に

より分離し、プラスミド p508 より調製した2.0-kbp AatII (引 -NraI (1) D N A断片をプロー

ブとしてサザン解析を行った。その結果、 AAR2 遺伝子は第 E 番染色体上に存在すると結論

した。
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p508 
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4ト

p510 

p526 

Restriction map of the AAR2 DNA and delimitation of the functional 1-2 , Fig , 

and p526 are described in p510, Construction and derivations of p508 , reglon. 

881・2 mutation was detected by testing the Complementation of the 1-1. Fig , 

and APase+ phenotype of mating type , α ability to complement the slow growth , 

Nucleotide sequence of the AAR2 gene and deduced amino acid sequencc. 1-3. Fig. transformants with the respective plasmids in cells of strain SH2780-m1 (8ar~ J 

tha t and the ORF start 5ite at 1342 i5 i5 that of AAR2, The ORF 5tart 5ite at +1 The open and closed boxes at the top represent the cloned IIraJ [IIFα !p-fHlﾎ!)j) , 

Nucleotide sequences were determined for the closed region as up5tream region of the AAR20RF indicates an The lInderline in the 5' of SSAJ. yeast DNA , 

elements Putative TATA and pheromone-responsive (5'-TGAACA-3') A-rich region. the open arrow wi th AAR2 indicates indicated by the open arrow and open box; 

the AAR2 ORF The four encircled amino acid re5idues in are enclosed in boxes. the approximate posi tion and direction of the ORF of AAR2, 

SSAJ indicates the N-terminal coding region of the SSAJ gene encoding heat shock 

protein HSP70 (Boorestein and Craig , 1990) . 

and the open box with 

to the leucine zipper represent the leucine (or isoleucine) residues analogous 

A peptide segment rich in acidic amino acid residues i5 doubly 5tructure. + and -represent ability and 

under 1 ined. Mn to complement the a8r2 mutant phenotype& respecti vely , i nabi li ty , 

MnJ1; other abbrevations for restriction represents the restriction site of 

1-1. sites are as in Fig. 
E円BLク質は355 アミノ駿残基からなる分子量41 kDaのタンパク質であると計算される。

(European Molecular Biology Laboratory) およびNBRF (National Biomedical Re5earch 
A .481 遺伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配列第 3 項

GENETYX program (Software Development Co. , Foundation) のデータベースを利用してp508上の 6， O-kbp挿入断片から種々8arL 変異を相補できる最少領域を限定するために、

Tokyo) により相同性検索を行ったところ、既報のタンパク質あるいは遺伝子との有意な相
それぞれのプラスミドを a8r2 変異株SH2780-m1 に導入し、(図 1-2) 。の欠失を作製した

断片の塩基配列に対して相同しかし、 2.0-kbp Aa tII -NruI ¥ 1 / 同性は認められなかった。
8ar2 変異を相補できる断片をその結果より、APase 活性染色表現型と接合型を調べた。

性検索を行ったところ、 AAR2 遺伝子の 276-bp下流に熱ショックタンパク質をコードするlln lI から Aat rr までの領域の塩基配列を(p526) までに限定した。2, 0 -k bp A a t rr -N r 111 ( 1 ヲ

SSAJ 遺伝子が見いだされた。 SSAJ 遺伝子は既にクローニングされており、そのDNA断タン)\Aar2 この断片内には1， 065-bpからなるORFが認められ(図ト3)決定した結果、

J~ 中に少なくとも 308 アミノ酸から成る未知のORFが存在すると報告されている(Boors-
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tein and Craig , 1990) 。この未知のORF塩基配列の一部は AAR2 遺伝 fの塩基配列と‘致

した。

AAR2 遺伝子の特徴的な塩基配列として、 Aに富んだ領域が-349から -321 位に存イ正する。

真核生物遺伝子の転写開始位置の決定と基本転写量の決定に関わる TATAボ、ソクス( Breaｭ

thnach and Chambon , 1981) に類似の配列が一 167 と一 163および-232 と -228位に存花した D

性フェロモンにより転写が誘導される遺伝子(例えばFUSl) の上流には、転写活性化閃子

Ste12 タンパク質が結合することが知られている 5'-TGAAACA-3' 配列 (Pheromone re-

sponsive element; PRE) (Dolan et al. , 1989; Errede and Ammerer. 1989)が存在する

が、 AAR2 遺伝子の-398 と -392 位にもごの配列が見られ、 -98 と -92 ， -294 と -288 ，および

-416 と -410には、逆向きで不完全な配列( 7 つの塩基のうち 6 つが合っている)が見られ

た。推定される Aar2タンパク質の特徴としては、 26]~282番目のアミノ酸位にロイシンジ

ッパ一様の配列(Landschu lz et a 1.. 1988) が存在し、 332----341 番日のアミノ酸位には

酸性領域が見いだされた。
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F ig. 1-4. Growth properties of tetrad spores hav ing the ()ar 2-i mutati on or the 

aar2: : [!RAJ disruptant a11e1e , Dip10ids constructed by protoplast fusions of 

SH2780 plus SH2645 (AARzt A/)[+ / AARzt ()de2) and SH2780-m1 p1us SH2645 (aar2-j 

イ /)[2+/ AAR2 adθ2) were sporulated , dissected on a YPAD p1ate , and incubated at 

300C for 3 or 5 days , Simi1ar dissection plates of diploid strain SH2926 (AARZ+ 

/AARz+) and its AARZ+/a[JJ"2:: !IRAJ derivative (SH2926-t) were incubated at 300C 

for 3 or 5 days , Four spores (rows A to D) from individua1 tetrads (lanes 1 to 

8 or 7) were arrayed in co1umns , 

第 4 項 AAR2 遺伝子破壊の接合型および生育への影響

AAR2 遺伝子の機能を明らかにするため、 AAR2 遺伝子破壊株を造成した。 URAJD :--J ./\の

挿入により破壊したAAR2 遺伝子を含むル'uI-XbaTD N A 断片をプラスミドp527 (図ト 1 ) 

より調製し、 二倍体株SH2926 (NATa HNL α H!1R a sir3: :LEU2 ura3 trpl:: [JRPl I1AJα] 

leu2-3 , 112 :: [LEU2 I1Fαlp-PH05J AAR2 + )に導入し、 One step gene disruption 法

(Rothstein , ]983) で Ura f 形質転換休を得た。無作為に選んだ 1 株の形質転換体からの

19個の子嚢について四分子分析を行った。生育は 2+:2 ーに分離し、生育したクローンは

すべて Ura であった(阿ト4 )。しかし 30 0 C 、 10 日間培養を続けるとコロニーが見られな

かったスポットで、 2 つのコロニーが形成された。この 2 つのクローンはUra+ で、このう

ちの l 株( SH292ô-t-lC) についてサザン解析を行ったとごろ、 4AR2 遺伝子座がぽA3遺伝

fで破壊されていることが解った。遺伝子破壊株はaar2 変異株と同様に α 聖を，示し、そ

のコロニーはAPase活性染色で、赤色を呈した。生育はaar2 変異株より遅かった。また aar2

変異株とは異なり、この 2 株は 25 0 Cでは竺育が非常に遅く、 37 - Cでは全く生育しなかった。

四分子分析より A.4R2 遺伝子破壊株は( Ura +綜)殆どが't育しなかったので、得られた 2 つ

の遺伝子破壊株は二次的な変異により生育可能となったと考えられる。

第 5 項 aarl 変異株における接合型情報信号の変化

aar2 変異株が α型を示すメカニズムを明らかにするため、 SH2780-m1 (aar2- j 変異株)

および SH2926-t-1C (aar2:: URAJ 破壊株)から調製した RNA を用いて a J, α / および

α2 遺伝子の転写産物をノーザン解析により調べた。 α / 転写産物は両株で検出されたが、

野生型株 SH2780では検出されなかった(図 1-5A) 。 αf 転写産物は、野生型株と同様に

両変異株で検出された。これらの結果は、 α 型で Irffα !p- P805 融合遺伝子の発現により

APase活性染色で赤色となる aJr2 変異株の表現型はa1-α2抑制の欠損によることを示して

いる。

a 1 の転写産物は野生型株と同様に両変異株においても検出されたが、その電気泳動速

度は野生型株の場合より遅かった(図 1-5B) 0 a / 遺伝子は 54-bp と 52-bpからなる 2 個の

33 
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123456 
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and a1 transcription levels in the α2， α1 ， Northern analysis of 1-5. Fig. 

Poly (A) + RNAs were prepared from 

lanes 2) , cells of strains SI-I1264 (I1ATa AARc; lanes 1) , SI-I1263 (I1ATα AAR2+ ; 

HI1Ra sir3:: LEU2 AAR2f; lanes 3) , SH2780 (I1ATa HI1Lα 

lanes 4) , S1-I2780-m1 (I1ATa H!1L α 

the aar2::URA3 disruptant. aar2 mutant and 

HI1Ra 

H!1Ra sirゴ: :LEU2 

H!1Ra sir3:: LEU2 

SH2645 (!1ATa H!1L α 

sjr3: : LEU2 [TRPl I1ATα] AAR2+; 

[TPRl I1ATα ] aar2-1; lanes 5) , and SH2926-t-1C (J1ATa H!1Lα 

[ TRPl J1ATα ] aar2: :URA3; lanes 6) . 

put into slots of formaldehyde-agarose gel (1.5%) . 

Poly(A)+ Primer extension analysis of al pre-mRNA in the aal・2 mutant. 1-6. Fig. μg of poly (A) + RNA were 

(A) A 32P-labeled 1.1-kbp 

Samples of 1 

RNAs were prepared from cells of strain SH2? 80 (AARZ; lane 1) 

(aarZ-1; lane 2) , and SH2926-t-lC (aaft:: !/RAJ; lane 3) 

32P-labeled oligonucleotide described in Materials and Methods by the procedure 

, SH2780-ml 

and hybridized with the EcoRV fragment bearing the I1ATα1 gene prepared from plasmid 2.5 was used to 

A O. 8-kbp BamHI -HjJKiIII fragment prepared from p530 α1 trans cr i pt. detect the 

Primer extension products were purified (1989) . 

and electrophoresed on a polyacrylamide sequencing gel containing ? M urea. 

described by Sombrook et al. (8) A 0.6-kbp α2 transcript. bearing the NATα2 gene was used to detect the 

fragment encoding BamHI -HjndIII 
Open boxes Suggested structures of the al transcripts are shown on the right. fragment encoding the ACTl gene A 1.1-kbp XhoI-HindIII detect the al transcript. 

The numbers are the lengths of and lines are exons and introns , 

the exons and introns in bases (Ner and Smith , 

respecti vely. 1980) was used as the cerevisjae prepared from pYA301 (Gallwitz and Sures , of S. 
1989) . The specific activity of each probe was adjusted internal marker. probe for an 

to 108 cpm/μg of DNA. 

二つのイントロンの両方がスプ検出されたバンドの強さから、を行った。野生型株では、

a l 転写産物と片方のイントロンだけがスプライシングされているライシングされている
イン卜ロンを含んでいる。それらがスプライシングされることにより、活性を持つal タン

全くスプライシングされていないa l 転写産物量は他の 2al 転写産物がほぼ等量存在し、aar2 ごれらのごとから1989) 。パク質が産生されると考えられている (Ner and Smith , 

全くこれに対して aafZ 変異株および aarZ 遺伝子破壊株では、(図ト6) 。つに比べ少い
変異株では、 a1 転写産物がスプライシングされないために正常な al タンパク質が生成さ

スプライシングされていない転写産物と片方のイントロンだけがスプライシングされていれず、 a]-α2抑制が欠損したと考えた。

両方のイントロンが完全にスプライシングされた aJ 転写a ! 転写産物が等量存在し、る

aafZ 変異株では a l転写産物のスこれらの結果より、産物はほとんど検出されなかった。aar2 変異椋における al 転写産物のスプライシング第 6 項

ノーザン解析での内部標準として用いプライシングが正常に行われていないと結論した。aar2 変異椋におけるal 転写産物のスプライシングを解析するために、 al 転写産物の

+ 11 位から約 300塩基のイントロンを含んでいることが知られているAC刀 遺伝子も、た
aar2-1 変異株および3'末端部と相補する合成オリゴヌクレオチドをプライマーとして、

aar2 遺伝子破壊株から調製したpoly (~) + R ::J ^に対して、プライマー伸長法により解析
ー 35
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aarZ 遺伝子の抑圧試験第 7 項イントロンを除去した仰ゐ/遺伝子による
A
-
N』句
句

h
l
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-
h

句
句

(J,1F Z 変異株ではa! 転写産物のスプライシングがE常に行われないことを確かめるため、

/1.4 ゐ J 遺伝子を持つプラスミド YCpSNl-SN2 (Ner and Smith 1989) イントロンを除去した

α 接合型で APase - ) に導入した。 Ura+形質転を SH2780-m1 ((HF2-/ lIra} [ . .ffFα jp - FH.ρ月;

全てが非接合型で APase-表現型換体 4株を選び、接合型試験と APase活性を調べたところ、

APase-表現型を示した形質転しかし、a1-α2抑制が回復したと結論した。を示したので、

また形質転換体からプラスミドを脱落させ

ac1r2 変異株の表現型 (α 接合型で、APase+) に戻った。

aar2 変異は prp5 およびprp6 の対立遺伝子ではない第 8 項

1986) およびスプライシングに関与している遺伝子のうち PRF5 (Lustig and Abelson , 

PRP6 (Vijayaghavan and Abelson. 1989) 遺伝子が A .1RZ と同じ第 E 番染色体上にあること

PRP6 遺伝子の塩基配列は既に決定されており (Legrain and Choulika , が知られている。

.1ARJ. 遺伝子との埠基配列との比較により両者が異なることは明らかであった。 AARJ

aal・Z disruptant; SH2926-t-lC ( ，l1，，1 Tα 遺伝子と PRP5 遺伝子との同一性を調べるために、
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.. 527 

.. 404 

.. 307 
[tar2-!宿主株と同様生育が遅かった。換体は

ると、
242 
238 

217 

201 

190 

180 

160 

147 

37 0 C で生育しない)を交雑した。得られたρrρ5; と SPJ 5, 41 (.41.1 ゐ37 0 Cで生育しない)
4 3 

.4.1R2 遺伝子は PRP.5 遺伝子ではないと結論した。二倍体株は37 0 Cで生育を示したので、Total RNAs were prepared Spl.icing of Acn pre-mRNA in ac1[2 mutants. 1-7. Fig. 

lane 3) and SH2780-m1 (tI�F2-1; lane 2) , from cells of strain SH2780 (.1ARz+; 
hybridized with a 32P-labeled oligonucleotide (from +346 to +327 of ACTJ) 

考察第 4 節
described in Materials and Methods under the conditions used for detection of a1 

HapII -digested fragments (in bases) of pBR322 DNA were 1-6) . transcripts (Fig. 

aar2 変異を持つAAR2 遺伝子を同定した。本章ではa1-α2抑制および生育に関与するrun in parallel (lane 1) as size markers. 

aaF2 生育が遅くなった。a1-α2抑制が欠損するため接合型は α 型を示し、a/α 細胞は、
そこで、この遺伝子の転写産物1980) 。Ng and Abelson, 1980; (Gall w i tz and Seide 1, 

a1 転写産物のスプライシングの異常によることが解った。

.1 AR2 遺伝子は a J および生育に関与する遺伝子の転写産物に対するス

変異株でのa1-α2抑制欠損は、

これらの結果より、

aar2 変異株および aaJ・2野生型株、伸長法で検討した。その結果、についてもプライマー

プライシングに関係する遺伝子であると結論した。
遺伝子破壊株共にスプライシングが正常に行われる場合に期待される 160 塩基の長さのパ

CθreVJSJílP においてスプライシングに関与するいくつかの PRP 遺伝子 (Wool ford , 工

この結果より ílílr2 変異株および aar2 遺伝子破壊株の ACT!(図 1-7) 。ンドが検出された

IJATa J 転写産物のスプライシングに関わっていることが報PRP2 遺伝子がのうち、1989) 
野生型株と同様に正常にスプライシングされていると考えられ、少なくとも

AAR2 遺伝子は ACTl 転写産物のスプライシングには関与していないことが解った。

転写産物は、

制限温度下で ACTJ 転写産1984) 。温度感受性prp2 変異株では、(Miller , 告されている

しかし、 aaFZ 変異株で1987) 。物のスプライシングも行われない (Vieira and Messing , 

AAR2 遺伝子は少なくともは ACT1 転写産物の正常なスプライシングが見られた。従って、
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ACTl 転写産物のスプライシングには関与していない。

転写産物のスプライシングはスプライシオソームと呼ばれる大きな袴合体により行われ

る (Green ， 1986; Padgett et al., 1986) 。もし Aar2 タンパク質がスプライシオソーム

の一部であるならスプライシングは核内で実行されるので、 Aar2タンパク質は骸内に移行

しなければならない。推定されたAar2タンパク質のアミノ酸配列からは核への移行シグナ

ルは認められなかったが、タンパク質の多量体化に関与すると考えられているロイシンジ

ッパー (Struhl ， 1989) が存在した。従って Aar2タンパク質はこのロイシンジッパーによ

り、スプライシオソームの構成タンパク質と結合して核に移行する可能性があろう。スプ

ライシングに関わるタンパク質Prp6およびPrp9 (Legrain and Choulika , 1990) もロイシ

ンジッパーを持つことが知られていおり、これらはAar2 タンパク質と結合する候補となろ

つ。

FARl (Chang and Herskowitz , 1990) , FUSl (McCaffrey et al. , 1987; Trueheart et 

a1., 1987; Van Arsdell et a l., 1987) および FU S3 (E 1 i 0 n e t a 1., 19 9 0 )遺伝子のよ

うに、性フェロモンにより発現が誘導される遺伝子のと流には 5'-TGAAACA-3' の配列が存

在する。 AAR2 遺伝子の上流にも、同じ配列で 1 コピーと逆向きで一塩基異なる配列が 3 コ

ピー存在し、性フェロモンにより発現が誘導される可能性がある。 .4AR2 遺伝子の転写産物

は検出できなかったが、性フェロモン非存在下では AAR2 遺伝子の発現が低いのかもしれ

ない。

第 5節要約

非接合型を示す S. cf'revisÍae のa/α 細胞から、 α2抑制は正常でal-α2抑制が欠損し、

α 接合能を示すaar2 変異株を分離した。 aar2 変異株および遺伝子破壊株は増殖遅延を示

した。クローニングしたAAR2 遺伝子から 355アミノ酸をコードするタンパク質コード域が

見いだされた。ノーザン解析により、 aar2 変異株および遺伝子破壊株では αl およびα2

転写産物が検出されたが、 al 転写産物は野生型株に比べ電気泳動での移動速度が遅かった。

プライマー伸長法による解析で、 aar2 変異株および遺伝子破壊係ではal 転写産物に存在

する 2 つの短いイントロンはスプライシングされていないことが解った。しかし、生育に

必須でイントロンを持つことが知られている .4 CTl 転写産物は正常なスプライシングを受

けていた。イントロンを削除した似Tal 遺伝 fを aar2 変異株に導入したとごろ、生育遅

延表現型は変化しなかったが、 aar2 変異株の α 持合型は非待合型となった。これらの結果
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より、 .44R2 遺伝子はal シストロンおよび細胞増殖に重要な遺伝子のスプライシングに働

いていると考えられた。 A.4R2 遺伝子は、第 H 番染色体上の S5.43 遺伝子に近接して存在し、

.1CT 1 転写産物のスプライシングに関与する同じ染色体上の PRP5 あるいは PRP6 遺伝子と

は異なる遺伝子であった。
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重信 2 葺童 画喪主宣酉孝長まの苦手軽量に挙事用なイ蛋↑生支護主尺

字守主主手 α〉樗司多芸き

第 1 節緒言

一般に実用酵母は遺伝学的操作に有効な選択符号を持たないため、細胞融合や形質転換

による育種や解析が困難である。実用酵母の形質転換体を選択するための選択符号として、

いくつかの薬剤耐性および重金属耐性遺伝子が提案されている。薬剤耐性選択符号として

は、 G418 (Jimnez and Davies , 1980) 、 methotrexate (Zhu et a 1., 1985) 、 chloram­

phenicol (Hadfield et a 1., 1986) 、 hygromycin B (Gritz and Daives , 1983) 、 g1ypho­

sate (Kunze et a 1., 1989) 、 cycloheximide (Takagi et a 1., 1986) 、 metbyl glyoxal 

(Murata et a 1., 1985) 、およびsu1fometuron methy1 (Casey et a 1., 1988) に対する

それぞれの耐性遺伝子が見いだされている。重金属耐性選択符号としては、銅耐性 ((IP/ 遺

伝子 (Fogel and Weich, 1982) が知られている。しかし、実用酵母間で耐性の度合いに差

があり、巌適の形質転換条件が設定し難く、あるいは薬剤jが容易に入手できないなどによ

り、いずれの薬剤も十分とは言い難い。そこで実用酵母を含む原栄養体に対して優性選択

符号となる有用な遺伝子を新たに見いだすことを目的として、工 cθrθ V JS J aθ の細胞にセ

ルレニン耐性を付与する遺伝子の検索を行った。その結果、 ，\~ cθreVJSJae の細胞に多薬

剤耐性を付与する遺伝子として既に報告されていた Pf)R4 遺伝子を見いだした。また、 Pf)R4

遺伝子を利用して原栄養体に対する簡単で効率の良い接合型判定系を構築した。

第 2 節 実験材料および実験方法

本章で用いた実験材料および実験方法のうち、第 1 章において記述した以外について記

述する。

供試菌株とプラスミド DNA

実験に用いた s. cθrfl V 1 S.. afl 菌株を表 2-1 に示した。またプラスミドの構造を図 2-1

に示した。
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Table 2-} S. ('prPI' } S: ♂ fl st rains used 

Straill Mating type Genotype or characteristicsa 

SC288Cα 

OP-3Cα 

KA31 a/α 

SH682-Cerr a 

SH683-Cer I α 

Kyokai no , 7 Non 

K-9H-ll a 

.flA Tα SI'C2 f.J(j j g a:2 (/IP/ 

I!A Tα //[，1]-52 .'flll!-.}， λ? 

NA厄/仰 7α adfl.2/ade! I!_: s3! !Jj 53 /θu2/ iθ 1I.2 

fl"p!/ trpj uraJ/ lIraJ 

Transformant of SH682 with pCRl 

Transformant of SH683 with pCRl 

A wild type dip10id strain (Kitamoto et a1. , 

1990: Oda et a 1., 1990) 

A wi1d type haploid strain from Kyokai no. 9 

(Hara et a 1., 1983) 

a Genetic symbols are as described by Mortimer et a1. (1992) 

第 3節結果

第 1 項 セルレニン耐性遺伝子の分離

セルレニンは真菌類の生育を強く間害する抗生物質として報告され(秦ら、 1960) 、そ

の後の解析により脂肪酸合成を阻害することが明らかになっている。酵母もセルレニンに

よりその増殖が阻害される (Kawaguchi et a 1., 1982) 。そこでセルレニン耐性を付与す

る遺伝子とセルレニンを組み合わせることにより工 作1・円rJ S j ae における効果的な優性選

択系が構築できるのではないかと考えた o ,\, cθTflV J S l ae にセルレニン耐性を付与する遺

伝子を分離するため、 S288C株から調製した染色体 DNA を Sau3AIで部分消化後、多コピ

ー型ベクター YEp24 (!/RAJ+) の ß，11，à-l I部位に挿入して作製した遺伝子ライブラリーを、酵

母OP-3C株 (1I J‘a;-) に導入した。得られた約1 ， 000株の Ura+形質転換体から、 10μg/ml濃

度でセルレニンを含むYPAD培地で増殖する 125株を選択した。 125株のそれぞれから調製し

た DNA試料を用い大腸菌をアンピシリン耐性に形質転換し、ごれらから回収した 125の

プラスミドを用いて酵母OP3-C株を Ura.j.に再び形質転換を行った。いずれのプラスミドに
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(E )/(H) 

(E )/(5 ) 

(P )/(5 ) 

(H )/(E) 

pUl 
5.8 kbp 

S 

B 

S 
(R )/(E) 

MCS 

6.8 kbp 

S 

Fig. 2-1. Structure of plasmid pU1 , and the p1asmids bearing the PDR4 gene , 

pCR1 and pYCCR1. pU1 was constructed by inserting the 1. 1-kbp Hindill //RAJ 

fragment of YEp24 at the Eco 01091 site of pOC19 (Yanish-Perron et a1. , 1985) 

after b1unt-ending the HJnd 皿 and Eco 01091 ends and a 2.0-kbp Eco 01091 

fragment bearing the replication origin of 2 μm DNA prepared from YEp24 at the 

Ssp1 si te of the pUC19 rnoiety after blunt-ending the Eco 01091 ends. The single 

copy plasmid pYCCR1 bearing POR4 was constructed by assembling a 0.84-kbp 

Eco R1 -Hit財田 fragrnent bearing ARSJ from YRp7 (Parent et a1., 1985) , O.85-kbp 

Pvu1 -H.ρa1 fragment bearing the CEN4 sequence from YCp19 (Parent et a1. , 1985) 

and a 2. 1-kbp [cd{1 -Sma1 fragment carrying PDR4 from a plasmid which was 

constructed by inserting a 2.1 四 kbp lpn1r lpn1 3 fragment bearing the PDR4 DNA 

into the lpn1 si te of pUC19. The mu1ticopy p1asmid pCR1 was constructed by 

assemb1ing the same 2.0-kbp Eco 01091 fragment bearing the replication origin of 

2 μm DNA used in construction of pU1 , and the same 2. 1-kbp Eco R1 -Sma1 fragment 

of PDR4 used in construction of p YCCR1. The c10sed boxes indicate DNA fragments 

of J. ce.reVJSJae. The open boxes represent DNA fragment of E. col i. The thin 

lines indicate the DNA fragments originating from pBR322. MCS represents mu1ti-

c10ning sites and !acl indicates a portion of the lacl gene encoding the α 

fragment of 。 -ga1actosidase. Abbreviations of restriction sites are S、

Bau.H1; E、

S筒、

ECI泊 1091; H, 

([) / (H) Sma1 1. 

ﾟ 1 nd III; 9p, 9p<11; !V, N.rll1; 

([) / (R) , (E) / (S) 

P, pvu1; 点

(E) / (Sm) 

Eco R1 ;工 Ssp1; 

(11.ρ) / (S) 

(刈/ (R) , ( Iり/ (Sm) , (p) / (s) junction site of these restriction ends 

after b1unt-ending w�h 14 DNA polymerase. 
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ついても得られた形質転換休はすべてセルレニン耐性を/示した。セルレニン耐性を付与す

る 125 t同のブ。ラスミドについてその制限酵素地図を作製したところ、全てのプラスミドは

同一の断片を含んでいた。

第 2 項 セルレニン耐性遺伝子はPDR4 遺伝子である

セルレニン耐性を付与する最少領域を限定するために、 3.8-kbp の婦人断片の種々の領

城を欠失させた(図 2-2 )。作製したプラスミドを OP-3C株に導入し、 Ura + 形質転換体を

分離した。次いでそれぞれのUra十 形質転換体のセルレニン耐性を調べ(図2-2 )、セルレ

ニン耐性を付与できる最少の領域を 2.1-kbp Kp刀T :c - KpnI 3断片にまで限定した。 Kpnんから

SspI4 までの DNA 断片の塩基配列を決定したところ、 Hussain と Lenard (1991) によって

報告されている PDR4 遺伝子の塩基配列( GenBank , acceSSlon no. X53830 )と同ーであっ

た。彼らは 3.8-kbp SalI -EcoR I領域の塩基配列を決定し、 1 ， 950 bpからなる ORFを見いだ

した。従って Pdr4 タンパク質は650アミノ酸からなる分子量 72.5 kDaのタンパク質である

と推察された。 しかし、 PDR4 遺伝子の C末端領域を含まない2.1-kbp Kpn1 2 -KpnI 3断片を
多コピーベクタ -pU1 (図 2-1 )のKpn1認識部位に挿入して、 S. cereVlSlae 細胞に導入す

るとセルレニン耐性を付与することができた。 2. トkbp Kpn1 T Kpn1 3 断片全領域の塩基配

列を決定していないが、本研究で決定した 1192から 3289 までの塩基配列はHussain と Lenard

(1991) の結果と 一致している。 ごの結果はクローン化し塩基配列を決定したDNAの多

型性か、 Pdr4 タンパク質の C末端がセルレニン耐性に不要であるか、あるいは本ベクター

より作られる Pdr4タンパク質の C 末端が、 ベクター DNA部から作られたタンパク質で構

成されてもセルレニン耐性を付与するごとができたと考えられる。

第 3 項 PDR4 遺伝子の優性選択符号としての有用性

第 1 項では、セルレニン耐性を付与する断片を多コピーベクターを用いて選択した。本

来宿主に 1 コピー存在する PDR4 遺伝子によってセルニン耐性が付与されたのは、 この遺

伝子が多コピーで導入されたためと考えられる。 このごとを確認するため、 PDR4 遺伝子の

2.1-kbp Kpn1 ~ -Kpn1 3 DNA断片を持つ多コピー型プラスミド pCR1 (図 2-1 )と単コピー

型プラスミドのpYCCR1 (図 2-1 )を OP-3C株に導入し、耐性度を比較した。 pYCCR1 を持つ

細胞は 1 μg/日1] の濃度のセルレニンを含むYPAD培地上では増殖したが、 2 μg/m] の濃度

ではpCRl を持つ細胞に比べ増殖は遅かった(表 2-2) 。 ごの結果より、 PDR4 遺伝子が 2
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Tahle 2-2 Dosage effect of the P/JRl gene 
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t and -represent growth and no growth of strain 

OP-3C transformed with pYCCRl (single copy plasmid) , 

pCRl (mu1 ticopy plasmid) , or pUl (wi thout the P/)R4 

gene) on YPAD plates with the indicated amounts of 

cerul enin per ml. 
Fig. 2-2. Restriction map of PlJR4 and delimination of the functional region for 

cerulenin resistance. The top 1ine shows the 3. 8-kbp common region of the 

cloned DNA fragments conferring ceru1enin resistance. Yeast strain OP-3C (IIraJ) 

was transformed to the Ura+ phenotype with sub-fragments (indicated by thin 

1ines) ligated into the multi-c1oning site of pUl (Fig. 2-1) and the Ura+ 

transformants were tested for cerulenin resistance on YPAD plates containing 10 

μg of ceru1enin per ml. The open arrow tagged wi th P/)R4 indicated the 

approximates posi tion and direction of the P/)R4 ORF deduced from the nucleotide 

sequence determined by Hussain and Lenard (1991). + and -represent ability 

and inability , respectively , to confer the cerulenin-resistance phenotype. 

Abbrevations of the restriction sites are: l lρ01; Sa, SaJ1; Sp, SphI, and 

others are as in Fig. 2-1. Three or more lpoI or Ssp1 restriction sites are 

distinguished by suffixes. 

コピーになれば酵母細胞は l μg/ml の濃度のセルレニンに対して耐性を獲得するが、多コ

ピーで導入すれば、より高い耐性を付与することができることが解った。

生育すると期待される。すなわち、この接合型テスターを用いれば、原栄養体に対するク

ロスストリーク法による接合型判定系を構築できると考えた。

このような接合型テスター株を造成するために‘ P/JR.f 遺伝子を持つ多コピー型プラスミ

ド pCRl を、 SH682 (仰 1a J}'s 1 I fPJ liJrl j t1raZ p/103 p/w!J) およびSH683 (仰 7α Jys! t rρ3 

lIra/ IIfa2 phoJ ρh(5) 株に導入した。ここでは選択培地の炭素源としてグルコースの代わ

りにガラクトースを用いた。理由はわからないが、その方がグルコースを用いた場合より

セルレニンに対する感受性がより高くなるからである。得られたセルレニン耐性形質転換

体をそれぞれSH682-Cer r (a) および SH683-Cer r (α) と名付けた。

SH682-Cer r およびSH683-Cer r株を接合型テスターとして栄養要求性選択符号を持たない

工 cθrp V 1 Sl ae 株の接合型を判定できるかをモデル実験によって調べた。まず、 二倍体株

KA31 (似 1a/仰 fα adeZ/ade2 h isJ/ h 1 sJ ;'PII2/ jθuJ trρ // t rpl IIra.J/ 1I/・éiJ) を胞子形成さ

せて子嚢の解剖を行った。 8個の子嚢から得られた四分子を YPAD培地上に並べ、 30 0 Cで 1

日培養した.これをガラクトースを炭素源とした 2 μg/ml の濃度でセルレニンを含むlys ­

培地 (SGal+ Cer) とセルレニンを含まない lys-培地 (SGal) にレプリカした。 SGa1培地

では全ての四分子が増殖したが、 SGal+ Cer 培地では増殖せず、これらはセルレニン感受

性であった。次に YPAD培地上の四分子を、あらかじめSH682-Cer r (a) あるいはSH683-Cer r

(α) 株を一面に生育させておいたYPAD培地にレプリカし接合させた。これらのプレート

第 4 項 原栄養体に対する接合型テスターの造成

栄養要求性を持つ a あるいは α 型一倍体株に P/)R4 遺伝子を導入すれば、原栄養体に対

する接合型テスターとして利用できると考えた。セルレニンを含む最少培地を選択培地と

した場合、 P/)R4 遺伝子を導入された形質転換体は栄養要求性であるため生育しない。 一方

原栄養体もセルレニン感受性であるためにこの培地では生育できず、両株の交雑体のみが
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x SH682-Cer r (a) x SH683-Cer r (α) 

議窓枠|

SGal + Cer SGal + Cer 

Fig. 2-3. Mating type test wi th the cerul enin resistant mating-type testers 

SH682-CerT (a) and SH683-CerT (α). The plates where the tester strains and 

meiotic segregants of KA31 were mated were replicated onto SGal+Cer plates and 

incubated at 300C for 2 days. Details of the procedures are described in the 

text. 

を 30 0 Cで 1 日保温後、 SGal+Cer 培地にレプリカし、 30 0Cでさらに 2 日間培養した。その

結果、四分子の接合型を明確に判定することができた(図2-3) 。

さらにこれらのセルレニン耐性接合型テスターが、清酒醸造に用いられている原栄養体

である協会 7 号酵母 (Kitamoto et a1., 1990; 小田ら、 1990) や協会 9 号酵母から分離さ

れている一倍体株K-9H-l1 (原ら、 1983) の接合型判定に実際に利用できるかを試験した。

混合液体培養試験法により協会 7 号およびK-9H -11 株は既にそれぞれ非接合型および a型

と判定されている。協会 7 号と K-9H寸 1株をYPAD 培地で垂直線上に増殖させ、 SH682-Cer T

( a) およびSH683-Cer T (α) 株を YPAD培地で水平線上に増殖させ、新しい YPAD培地上で

交差するようにレプリカした。 30 0 C で 1 日培養後、 SGal+ Cer培地にレプリカし 3() 0 Cで 2

日培養した。その結果、協会 7 号は非接合型、 K9 -H-ll 株は a型と判定され、混合液体培

養試験法による結果と一致した(図 2 -4) 。これらのことより、セルレニン耐性接合型テス

ターはクロスストリーク法による原栄養体の接合型判定に有用であると結論した。
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fig. 2-4. Tests of mating ability of brewing yeasts with the cerulenin 

reslstant mating-type testers SH682-CerT (a) and SH683-CerT (α). The plate 

on whlch the cells of tester strains and Kyokai no. 7 (K7) and K-9H-ll had been 

mated was replicated onto SGal+Cer plates and incubated at 300C for 2 days. 

第 4節考察

本章では、実用酵母を含む原栄養体に対する新しい慢性選択符号を見いだすととを目的

として、 S. cerevisiae の脂肪酸合成を阻害するセルレニンに対して耐性を付与する遺伝

子を検索分離した。その遺伝子の優性選択符号としての有用性とそれを利用した原栄養体

に対する接合型判定系の構築について述べた。セルレニン耐性を付与する遺伝子のクロー

ンニングを行ったところ、既に S. cerevisiae に cycloheximide と sulfometuron methyl 

に対して耐性を付与するごとが報告されている PDR4 遺伝子 (Leppert et a l., 1990) と

同 一 D~^ 断片が得られた白また、この遺伝子は PARl (Schne]l et a l., 1992) , SNQJ 

(Hertle et a l., 1991) ，および YAPl ( ト10ye-Rowley et al. , 1989) 遺伝子としても同

定されている。 PARl および SNQJ 遺伝子は、 4-nitroquinoline-l-oxide ， Trenimon と

N-methyl-N'-nitro-N-njtrosoguanidine (Schnell et al., 1992) および鉄キレート剤

(Hertle et a l., 1991) に対して耐性を付与する遺伝子としてそれぞれ分離されている。

ほ乳動物の癌遺伝子タンパク質でjun fami lyに属する転写因子AP-l と相向性のあるタンパ
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ク質をコードする遺伝子として、川Pl 遺伝子は同定された l :f oye-Ro恥 l 円 (.t a ]. , 1989 ) 。

セルレニン耐性を付与する遺伝子の最少領域は2.1-kbp KpnI -KpIì I 断片に限定された。

しかし、 Hllssain と Lenard (1991) によって決定された塩基配列から推定される Pdr~ タン

パク質の C末端コード部を含んでいない。決定されたどちらかの塩基配列に間違いがある

か、あるいはPdr4 タンパク質の C末端領域はセルレニン耐性付与に対して不要であると考

えることができるが、これは今後の問題である。

PDR4 遺伝子を染色体に婦人した形質転換体は、 cycloheximide および sll lIometuron 

methy 1 に対してわずかに耐性を与えると報告されている (Leppert et a J. , 1990) 。しか

し、セルレニン耐性については、 PDR4 遺伝子を単コピー型プラスミドで導入した場合でも

顕著にセルレニン耐性を与えることが本研究で示された。従って 、 PDR1 遺伝子を形質転換

体の優性選択符号として利用する場合には、 cycloheximjdeや slllfometuron methyl よりも

セルレニンの方が選択性に優れている。

従来、原栄養体に対する接合型判定には、標準株との混合液体培養法が用いられていた。

ごの方法では、顕微鏡下で接合子形成の有無を観察することにより接合型を判定するため、

経験が必要である。しかし、本研究で開発した原栄養体に対するプレートとでのクロスス

トリーク法による接合型判定系は、経験も不必要で簡便である。実用酵母の接合型判定に

も布用で、次章で示すように実用酵母から接合能を得する株を分離する場合にも憎めて有
効であった。

第 5節要約

S. cθreVlSlae 仁多薬剤耐性を付与する PDR4 ( YAPl/ PARl/ SNQJ) 遺伝子の 2.1-kpb KpnI 

断片がセルレニンに対して優性な耐性形質を付与することを見いだした。この 2.1 '-kpb

KpnI断片は既に発表されている塩基配列 (Hussain and Lenard , 1991) から推定されるタ

ンパク質の C 末端を含んでいない。 2.1-kpb KpnI断片を多コピー型プラスミドに乗せて a

および α 型一倍体株に導入することにより、原栄養休に対する接合型テスターを造成した。
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第三 3 重量

第 1 節緒言

在お三三ご 7 主主子酉孝王寺 co 安妾壬当r 芸主主監イ云 -r育幸反

co 角卒キ斤と弓壬 coJ"r: .... 、 F司

実用酵母は一般に二倍体以上の倍数体であり (Emeis ， 1961; 郡家. 1 9 64; Em E' i s, 1 96 5 ; 

高野ら、 1966; Gunge 、 1966; Kitamoto et al. , 1990; 小田ら、 1990) 、媛合能を持たな

いため、交雑による育種が困難である。実用酵母ーから接合能を有する株を分離するには、

ランダム胞子分離および熱処理法が用いられてきた(大内と秋山、 1976; 原ら、 1983 ; 浅

野ら、 1987) が、これらの方法は経験を必要とする。そこで実用酵母から接合能を有する

株を簡便に取得する技術の開発を目的として、実用酵母の接合型制御機構を明らかにする

ことを試みた。融合遺伝子の応用とサザンおよびノーザン解析により、清酒酵母協会 7 号

の接合型制御機構について研究を行い、その接合型遺伝情報は構造的および機能的に正常

なa/α 株と同様と考えられた。そこでこの結果を基に、協会 7 号酵母から a 型あるいは α

型を示す株が分離できないかと考えた。解析に用いた融合遺伝子と、第 2 章で開発したセ

ルレニン耐性接合型テスターを組み合わせて、接合能を示さない株から接合能を示す株を

効率よく分離する方法を考案し、協会 7 号酵母から a 型あるいは α 型を示す株を分離した。

さらにこの方法を実際の醸造現場で用いられている酵母株にも応用し、分離した株間での

交雑により雑種を造成した。

第 2 節 実験材料および実験方法

本章で用いた実験材料および実験方法のうち、第 1 章と第 2 章において記述した以外の

方法について記述する。

供試菌株とプラスミド DNA

実験に用いた工 Fθ1・θ V j S } (i θ 菌株を表3-1に示した。ノーザン解析のプロープとしての、

IJfα 1 O. 5 -k b p ゚  a liI 1 -J'b 01 D N A はプラスミド pNN65から調製した。 ..'\lE6 D N A プロープ

はプラスミド pNN71 から1. 0 -kbpの ßamH l-9;' ooill D N A断片として調製した。 HATα jp-?905 

融合遺伝子を含むプラスミド pNN62 (図 3-1) は以下のように構築した。 P905 遺伝子の構
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(‘)1/1 )1 (E ) 

S S I I Sml N 
CIB 

Table 3-1 仁 cerev ! s aρstrains used 

Strain Mating type Genotype or characteristicsa 

SH1089 a 活:4 7à / ell!-3:、 -//2 t1pj lJFa3-52 

luaJ-52J p!JoJ-} p!Jo5-} 

pNN62 
B 

SH1091 α 

pllO.J-/ p!Jo5-j 

語'rL~a 11 1 s } - 291ell2-]'、 -j I Z trp j lI1,1.1-52 

11 

SH2424 non SH1089 with J/R.J allele disrupted by insertion of a 1. 5- (E )/ (S ) 

kbp g゚!1 1 -J!JoI Lfl�2 fragment of エ ceFθ 1' 1S j aθprepared 

from plasmid pJH107 (Ivy et a1., 1986) 

KC non Sake yeast for ginjo-shu making (our stock culture) 

Sake yeast for ginjo-shu making (our stock culture) SC non 

a Genetic symbols are as described by Motimer et a1. (1992) . 

b luaJ-52:: [8/5'4:: l acZ, uFaJ-52J indicates a DNA construct bearing a fusion 

gene consisting of the lacZ gene connected wi th the ﾟ IS4 promoter and 

insert ed at the uFaJ-52 locus (Lucchini et a1., 1984) . 

c Each of these strai ns has the 11.4 Ja/仰 Tα ， ßIIL α /811L α ， and ßAぬ/81偽 genotype.

(E )/ (S ) (E )/ (5 ) 11 

造部については、合成オリゴヌクレオチド 5' ー CTCGGATCCGCAAATTCGAGATTACCAATG-3' と 5' ー

CTCAGATCTAAATCTATTTCAGCAATATAG-3' をプライマーとして、 Pß05 遺伝子を含むプラスミド

pPH05 (Arima et a1., 1983) を鋳型に用いた PCR法によりー 18から +1574 までの領域(翻訳

開始コドンATGのA を +1 として)を増幅した。得られたPCR産物を ßamH I と ßg J II 二重消化後、

YIp5 の ßa刷I部位に Je t 遺伝子と同じ向きになるように挿入したプラスミドをpSH39(Mukai

eta l.， 1993) と名付けた o lJATα J ORF を含もÎAlA Jα / シストロンのプロモータ一部につ

いては、合成オリゴヌクレオチド 5' -CTCAAGCTTATATGTATTTTGTTAACTCT-3' と 5' -CTCGGATCCT 

ATTAAGTTATTATATATGG-3' をプライマーとして、プラスミド pYMC2 (第 1 章)を鋳型に用い

た PCR 法により 654から 1750 までの領域 (lJATα2 と仰7α / のプロモータ-領域を含む)

[Astell ら (1981) の番号付けに従った]を増幅した。得られたPCR産物を ßamH I とめ txl Ill

で二重消化後、プラスミド pSH39 の ßa uJrlト ßj ρdlII部位に挿入した。ライゲーション産物を

E. coJ j にアンピシリン耐性で形質転換し、 二種のプラスミドを得た。そのうちの一つの

プラスミドを SH1089 (a) 株に導入して得られた形質転換体は、非接合型で酸性ホスファ

F ig. J -1. S truc ture of p lasm ids pNN62 , pNN6J , and pNN64 bear i ng var j ous gene 

fusions with the PH05 gene as the reporter. The boxes indicate DNA fragments of 

S. cereVJSlae. The thin lines are the DNA fragments originating from pBRJ22. 

I1ATαlp ， STE6p , and I1Fαlp represent the promoter of the I1ATα ， STF6, and I1Fαl 

genes , respecti vely. The I1ATα1 DNA contains a defective I1ATα2 cistron (see 

text). Abbreviations of the restriction sltes are: B, BamHI; E, Eco0109I; G, 

BgllI; H, HiIxlIII; N, NruI; R, EcoRT; 5, SspI; and 5m , Sma!. The (E ) / (5) , 

(R )/(E) , (S )/(E) , and (Sm)/(E) are the junction sites of these restriction 

ends after blunt-ending with T4 DNA polymerase. (cenJ) in pNN64 represents a 

partial [ragment of the αNJ DNA derived from pHK104 (Kobめrashi et a l., 1990). 

ターゼ活性をぷさなかった。すなわち、このプラスミドの似Tαlp- PH05 上流に存在する

削Tα2 遺伝子から生産される α2タンパク質は、 a1タンパク質と協調して似Tαlp-PH05 

の転写を抑制することができる。 一万、もう 一つのプラスミドを SHI089綜に導入して得ら

れた形質転換体は a 型で酪性ホスファターゼ活性を示した。従って、ごのプラスミドの

'1.4 Tα Jp- PH05 上流の JlfATα2 から生産される α2タンパク質は、 a1 タンパク質が存在して
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も j旬~Tα lp-PH05 の転写を抑制できないと考えられる。 PCR f'去により DXAを増幅する過存

で /1.4 Tα2 に変異が生じたと推察される。 11.4 1α2 遺伝子に変異を持つザ~Tαlp- PH05 融合

遺伝子を含む.3 .1-kbp HindIII- んfrllI断片とセルレニン耐性を付号する PDR4 遺伝 fを、多コ

ピープラスミド、pCRl の HJnd IJI -SmaI 部位に連結したプラスミドを pNN62 と名付けた。 SJE6p­

PH05 融合遺伝 fを含むプラスミド pNN63 (図 3-1 )は以下のようにして構築した。 5T[6

遺伝子のプロモータ一部については、合成オリゴヌクレオチドシーCTCAAGCTTGGATCGTGGGT

TCAATTCCC-3' と 5 'ー CTCGGATCCGACGTAGCTTGTTCTTTGTT-.3'をプライマーとして、プラスミド

pBR322-s te6: : lacZ (Wi 1 son and Herskow i tz , 1986) を鋳型に用いたPCR法により、ー 1から

-469 までの領械(McGra th and Versha vsky , 1989) を増幅した。得られたPCR産物を BamHT

と /Jjnd III で一二重消化後、プラスミドpSH39の同部位に連結してプラスミドを p~N27を構築し

た。プラスミド pNN27から STE6p-PH05 融合遺伝子を含む2.8-kbp HJndff[-^ケuI 断片を調製

し、プラスミド'pCRlの HindIII -SmaI部位に連結して構築したプラスミドを pNN63 と名付けた o

wα lp- PH05 融合遺伝子を含むプラスミド pNN64 (図3-1) は以下のように構築した。プラ

スミド pHKI04 (Kobayashi et al., 1990) から I1Fα lp-PH05 融合遺伝子を含む 3.4-kbp

Hjrxj IJT -NrllI 断片を調製し、プラスミド pCRl のHiJ討 III-SmaI部位に連結してプラスミド pNN64

を構築した。

重量から 5.5-----6.5 g 減少した時点で培養液を遠心分離し、得られた上澄液の香気成分を

~1egabore column (j & w Scientific , Folsom , C'ali f., USA) を用いて 85 è C 、ヘリウム流

量5.6 m /minの条件でガスクロマトグラフィ (HP58900; Hewlett Packard Co. , Avondale , 

Pa. ，じSA) により分析した。小仕込試験は蒸米840 g 、麹 160 gおよび水 1 ， 480 ml で行った。

第 3節結果

生化学的方法

駿性ホスファターゼ活性の測定 Toh-e ら( 1973 )の方法に従った。適当量の酵母培養液

を集荷 (2 , 000 r pm , 5 分)し、無菌水で一度洗浄後、関体を適当量の無菌水に懸濁して酵

素液とした。 1 M 酢酸緩衝液 (pH 4.0) O. 印刷、無菌水0.55 ml 、 pニトロフェニルリ

ン駿液 (3.2 mg/ml) 0.2 ml 、酵素液0.2 ml を混合し、 35 0 Cで 10分間反応させた。 ]0% ト

リクロロ酢駿( TCA; 和光純薬)を 1 ml加えて反応を停止させた後、飽和炭酸ナトリウム

(20g/70m])2ml加えてよく混合した後、 2 ， 000 rpm , 10分間遠心し、上澄液の.4.4 _ 0ω:η1

値を測定した。 1 分間に 1 μmol σの)p-ニトロフヱノ一ルを遊離させる酵素量を l 単イ位也とし、
p-トニ卜ロフエノ一ルのモル q吸及光係数を 1ト.6 x lO <~ として計算した o

第 1 項 協会 7 号酵母の接合型遺伝情報の解析

協会 7 号の I1AT， !間L およびHI1R 遺伝子座の接合型遺伝情報の構造を解析するために、

協会 7 号、 a 型株 (SH1089) 、 α 型株 (SH1091)および a/ α 型二倍体株 (KA31)から DNAを

調製した。調製したそれぞれの D :t\ A を /fir,d III 単独あるいは HiIxHII と Bgl IJ で 三重消化し

た後電気泳動し、サザン解析を行った o I1A1, HザL およびHI1R 遺伝子座内には Hirrl 川市j限

酵素部位が存在せず(Stra thern e t a 1., 1980) 、一般にWム IfI1R および別T 遺伝子座

を含む HillIII 断片の大きさは、それぞれ6.1 ， 5.0および4.2-kbpとされている(図 3-2)

(Hicks et a1., 1979; Nasmyth and Tatchel l, 1980) ので、泳動速度の違いにより互い

に分離することが可能である。またYa領城内にはBglII 部位があるが、 Yα を含む f/indJTI 断

片のその他の領域には存花しないので、 /1AT， f/I1L およびH/1R 遺伝子座にYα あるいはYaの

いずれの塩基配列が存花するかは、 BgllI により切断されるか否かで決定することができ

る。電気泳動終了後、ナイロンフィルターに DNA断片を写し取り、プラスミド pYMC2 (第

1 章)から調製し、 ::2 pでラベルした /1ATα を含む3.3-kbp HirrlIIト [rd{[ をプロープとして、

ハイブリダイゼーションを行った 。 プロープは I1AT， HI1L およびHI1R 遺伝子座のいずれにも

相同性のある塩基配列部を用いているので(関 3-2) 、似 T， Hl11， および HI1R 遺伝子座の全

てにハイプリダイズする。予想された通り HindIIト Bgl II 二重消化の場合、 a型株では HI1R

および似T 遺伝子座に相当するバンドが下ヘシフトしており、これより H!1R および似T 遺

伝子座には a カセットが、 HftL 遺伝子座には α カセットが存在するごとが解る。 α 型株で

は、 IIffR 遺伝子座に相当するバンドが下ヘシフトしており、 Hl1R 遺伝子座に a カセットが、

HI1L と加T 遺伝子座には α カセットが存在することを示している。 a/ α 型二倍体株では、

予想されるように H!1R および片方の別T 遺伝 f座に相当するバンドが下へシフトしてお

り、これより ，'1.4 1 ， H/1L および HI1R 遺伝子座の接合型遺伝情報はそれぞれa/α ， α/α お

発酵試験 試験問株を 5 mlの YPAD培地で30 ':' Cで一晩培養し、 2 , 000 rpm , 1 0分間遠心して

集菌した。菌体と α 米 16 g 、麹 4 g 、水40 ml および 0 ・ 25 ml の加工水( ] .3% KII _PO .:j, 

0.25% NaCl , 6% lactic acid) を 100 mlのゴ角フラスコに加え、 15 ' Cで静置培養した。全
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Fig. 3-2. Arrangement of the HI~fL ， /1.4T, and HNR loci on chromosome III. The 

regions , X, W, Zl , Z2 , Ya , and Yα have ， respectively , 704 , 723 , 239 , 88 , 642 , 

and 747 bp (Astell et a1., 1981). Restriction sites for Hjndill (H) and BglII 

(G) , and transcripLs corresponding to al , a2， α1 ， α2 (dotted arrows) were 

compiled from Strather、 n e t a 1. (1980) an d A s t e 11 e t a 1. (1981). M 0 1 e c u 1 a r s i z e 

of the HjillIlI fragment or the /liηd 日[-BgJII fragments carrying the I1AT, Hf.江， and 

HHR loci were according to Hicks et a1. (1979) , and Nasmyth and Tatchell (1980). 

A 3.3-kbp HjndHI-EcoRI (め fragment bering the l1ATαgene was lIsed as the probe 

for Southren hybridization. 

よび a / a であることが解る(図 3-3 )。協会 7 号の電気泳動パターンは a / α 二倍体株と

同様であり、 !1A 7' 遺伝子座の構造はa/α と考えられる。また協会 7 号の HI1R 遺伝子座を含

む !fjnd凹断片は標準実験室椋のそれより約500"-'800 bp大きいと考えられた。

第 2 項 協会 7 号酵母におげる接合型信号

もし協会 7 号の aおよび α カセットが正常に機能しているなら、 !1ATα1 ， a および α 型

特異的遺伝子群の転写は、それぞれ α2および aト α2抑制により抑制されていると考えら

れる。協会 7 号の例Ta1 ， I1ATα 1 ， /1ATα2， a および α 型特異的遺伝子群の転写を ノーザ

ン解析により調べた。その結果、 a / α 二倍体株と同様に似Tα 1 ， STE6 (a 型特異的遺伝

子群に含まれる)およびl1Fα 1 ( α 型特異的遺伝子群に含まれる)遺伝子の転写産物は検

出されなかった(図 3-4 )。おそらく実験技術的な問題と考えられるが、協会 7 号および

a/α 二倍体株のffATa 1 遺伝子の転写産物は検出できなかった。しかし、制Tαl 遺伝子の

転写が見られないことより a 1-α2抑制は機能していると考えられる。これらの結果より、

協会 7 号では標準 a / α 二倍体椋と同線、 α2およびa1-α2抑制が正常に機能していると考

えられた。
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Fig. 3-3. Southern hybridization of the !1AT, HI1L, and HI1R loci in Kyokai nO.7 

(K7). Chromosomal DNAs were prepared from cells of strains , SH1089 (NATa; lanes 

1 and 2) , SH1091 (HATα; lanes 3 and 4) , KA31 (l1A Ta/NATαdiploid; lanes 5 and 6) , 

and K7 (lanes 7 and 8). Odd and even lanes were loaded with DNAs digested with 

HirrlIII , and wlth HjηdIII and BglII , respectively. A 32P-labeled 3.3-kbp HjndlII-

EcoRI fragment bear、 ing the common X and Zl sequence of !1ATα(Fig. 3-2) prepared 

from plasmid pYMC2 (Chapter 1) was llsed as a probe. 8ands correspond to HNLα ， 

H!1Ra, and NATa fragments are indicated on the left margin. H and HG indicate 

chrornosomal DNA digested with HjndIII , and with HjndIII and BglII , respectlvely. 

第 3 項 協会 7 号酵母における接合型特異的遺伝子群の発現

前項で得られた結果を確かめるために、協会 7 号のNATα1 ， a および α 型特異的遺伝子

群の発現を、それぞれプラスミド pNN62 (似Tα 1p-PHD5) 、 pNN63 (STE6p-PHD5) および

pNN64 (I1Fα 1p-PHD5) を用いて調べた。これらの融合遺伝子は刷Tα 1 ， STE6 およびffFαl

遺伝子のプロモータ一部に PHD5 遺伝子の構造部を連結して構築した(図3-1) 。これらの

プラスミドを協会 7 号、 SH1089株 (a) 、 SH1091株 (α) およびSH2424抹( a/α) に PDR4

遺伝子を選択符号として導入し、得られた形質転換体について酸性ホスファターゼ(APase)

活性を測定した。協会 7 号はPHD3 遺伝子が欠損していると考えられる(溝口と藤田、 1982)

ので、もし形質転換休が APase活性を示せば融合遺伝子が発現していると判断できる。協

会 7 号では、正常a/ α て倍体株と同様に、制Tαlp- PHD5、 STE6p-PHD5 およびWαlp-PHD5 

融合遺伝子の発現は観察されなかった(表3-2 )。転写解析の結果から考えられたように、

この事実は、協会 7 号において α2および a 1-α2抑制が機能していることを示している o

NFα1p- PHD5 融作遺伝子の発現がa型株においても観察されたが、これは a細胞でも融合
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Expression of the gene fusions in K7. Tabl e 3-2. 

a/a K7 α a 

~ MAT，α1 
from (milli-units/OD66o) APase activity 

strain 

(~1a ti ng type) 

~・MA7(α2 
#fα jp-P805 STE5p-PU(J5 /rld iαjp-PH/)5 

)iIIIII゙-STE6 
6. 7 21. 1 20.4 (a) SHI089 

MFcα1 
8. 8 O. 1 33. 5 (α) SHI091 

)iIIIII゙-

ACT1 
O. 3 O. 2 O. 5 (a/α) a SH2424 

,..... 

1. 4 O. 6 O. 8 (nol1) K7 4 3 2 
α-specific genes in and a-specific , AfA Tα2， Transcription of IJA Tα 1 ， 3-4. Fig. 

S11'] a A haploid strain showing non-mating type due to the disrupted 

a11e1e. 
lane 1), (UAJa; Poly(A)+ RNAs were prepared from cells of strains SH1089 K7. 

SH1091 (仰7α; lane 2) , KA31 (似Ta/仰アα; lane 3) , and K7 (lane 4). Sampl es of 

μ1 of poly (A) + RNA were put into slots of a formaldehyde agarose gel (1. 5%). 

A 32P-labeled 0.7-kbp NdeI fragment bearing NA Tα j gene prepared from plasmid 

(Chapter 
と考えられる。

fragment prepared from p530 a O. 8-kbp ßatirlト Hi txi 町1 ), (Chapter pYMC2 
pNN63およひ(pNN64を導入した協会 7 号を EMSで変異処理後、適当に希釈してプラスミド

め刀d Ill -ßamH I fragment prepared from pNN71 bearing a part of the 1 ), 

S1E6 coding region , 

a 1. O-kbp 

30 0 Cに保温してコロニーを生育させた。約 50 ， 000 コロニーの中からYPAD 培地に塗布し、PstI-SaJI fragment prepared from pNN65 bear、 ingand a O. 5-kbp 

5'J[6. 鍾:41α2、IJfα j coding region were used to detect the Áμ7α/， a part of the 
IJfαjp- PUρ5 S1E5p-PHa5 株からは 22株、APaseの活性染色で、赤あるいは桃色を呈する株を

fragment encoding 1'1101 -81βd皿A 1.1-kbp respecti vely. and Nfα I transcripts, 
これらの株についてYPAD培地に画線して融合遺伝子を持つプラス株からは 73株分離した。

1980) (Gallwitz and Sures , CPfθ V1 S 1aθprepared from pYA301 s: the Ar:T! gene of 

および SH683-Cer rSH682-Cer1 (a) セルレニン耐性接合型テスターミドを脱落させた後、was used as the probe for the internal marker. 

a 型または α 型を示す株がそれぞれ 5 株

(詳しくは第 4 章で述

、得られた形質転換体について胞子形成能を調べたところ、若干の胞子が観察され
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いずれの胞子

全ての交雑体

胞子形成を正に

そこでマイクロマニピュレークーで子嚢解剖を行い胞子を分離したが、

これらα 型を示す 5 株のうち 1 株は同時に弱い a 型も示した(図 3-5) 。

しかし、

そこで無作為に選んだ 5 株の交雑体に、

G418耐性遺伝子を選択符号として導入し

の a型株と α 型株との間で交雑体を造成し、胞子形成能を調べた。

/#E1 遺伝子を、

も発芽せず減数分裂分離体は取得できなかった。

その結果、(α) を用いて接合型試験を行った。

で胞子形成は観察されなかった。

ずつ得られた。

制御する

べる)

た。

それが多コピー型プラスミドにより増幅されたためと考えられ

これは融合遺伝子

協会 7号

それぞれS1E6p-PH05 およびNfα jp- PH()5 融合遺伝子を持つプラスミド pNN63および

APase の活性染色を行った場合コロニーは染色され

接合能を示す株の分離が可能と考えた。分離を迅速かつ簡便に進めるた

pNN64を導入した協会 7 号を用いた。協会 7 号では α2およひ'a1-α2抑制が機能しているの

コロニーは赤色を示す

前項までの結果から、協会 7 号には正常な機能を持つ a および α カセットが存在するご

α2および a 1-α2抑制が正常に機能していると結論した。

これらの融合遺伝子は発現せず、

の NA 1α / プロモーターが a 1-α2抑制を受けないためである。以上の結果から、

第 4項

型株で観察されたが、

a または α の接合能を持つようになれば、

協会 7号酵母から接合能を示す株の分離

IJA Tα jp- P805 融合遺伝子の発現も a

-56 

では正常a/α 二倍体株と同様、

遺伝子の基礎発現があり、

しかし、

とが解ったので、

ない(白色)。

また、

めに、

る。

で、
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株にそれぞれ 、rTEb゙-P9175 および: 111α jp- P9175 融合遺伝子を PJJRJ 遺伝子を選択符号として

導入した。得られた形質転換体についてサザン解析により融合遺伝子が導入されたことを

確認した。それぞれの形質転換体を 2μg/mlの濃度でセルレニンを含むYPAD 液体培地を

用いて 3 0 0 Cで 1 日培養後、適当に希釈して 2μg/mlの濃度で、セルレニンを含むYPAD 培地

に塗布し、 30 0 Cに保温してコロニーを形成させた。醸造特性を損なわないために、 EMS に

よる変異処理は行わなかった。もし接合能を持つクローンが存在するなら、そのコロニー

は APaseの活性染色により赤く染まると考えられる。

K株においては、約 50 ， 000 コロニーの中からAPase の活性染色で赤色を呈する 17 クロー

ンを見いだした。プラスミドを脱落させた後、セルレニン耐性接合型テスターにより接合

型を試験した結果、 5 クローンが a 型を示した。 S 株においては、約30 ， 000 コロニーの中

からAPaseの活性染色で赤色を呈する 28 クローンを分離し、同様に接合型試験を行った結

果、 1 クローンが α 型を示した。 K株から分離した a型を示す 5 クローンと S株から分離

した α 型を示す 1 クローンとを交雑し、 5 株の交雑体を造成した。これらのうち発酵試験

で、吟醸香主成分の一つであるカプロン酸エチルが親株の1. 5倍の生産能を示した 1 株に

ついて、総米 1 kgの小仕込試験を行った。その結果、淡麗で吟醸香の高い酒が得られた。

また、仕込中の穆経過からこの酵母は高泡を形成しないことが解った。このように融合遺

伝子を用いて接合能を持つ株を見いだすシステムは、実用酵母の育種に有用であった。

K7 

K7-a 

K7-α 

K7-bi 

Fig. 3-5. Mating-type test on some of the derivatives from K7. Cells of K7 

derivatives were cross-streaked with cerulenin resistant mating-type testers , 

SH682-Cer r (a) , and SH683-Cer r (α) on a YPAD plate. The plate was at 300C 

overnight then the cells were replicated onto a SD plate (2 先 galactose was 

replaced for glucose in standard SD medium for this experiment) added with 2μg 

of cerulenin per ml. The replicated plate was incubated at 300C for 2 days. 

第 5 項 吟醸酒醸造用酵母からの接合能を示す株の分離

協会 7 号から接合能を示す株が分離できたことから、他の清酒酵母でも同様な方法で接

合能を示す株が分離できると考えた。用いた菌株は小西酒造株式会社で、吟醸酒醸造用酵母

として用いられている K株および S株である。両株とも吟醸酒っくりに適した酵母である

が、 K株は低温に強いが育委過程で高泡があり、 S 株は吟醸香が高く高泡を生じないが低温

では発酵が遅延する欠点を持っている。両株を交雑することによって、低温に強く、高泡

を形成せず吟醸香の高い酵母を造成しようとした。セルレニン耐性接合型テスターにより

接合型試験を行ったところ、両株とも当然のことながら接合能を持っていなかった。サザ

ン解析により、仰 1， 9，.舵およびßIJR 座の接合型遺伝情報の構造を調べた結果、データは示

していないが協会 7 号と同じ電気泳動パターンを示し‘それぞれ a/α ， α/α および a/a

の遺伝子型であることが解った。また両株とも、そのコロニーはAPase の活性染色で、染色

されないので、前項で示した方法を用いて接合能を示す株の分離を試みた。 K株および S

第 4節考察

実用酵母に接合能を付与する技術を開発することを目的として、協会 7号の接合型遺伝

情報を解析した。 一般に工 cθrθ VJ S J éJθ の天然株は接合能を示さず、協会 7 号もその例外

ではない (Kitamoto et a 1., 1990; 小田ら、 1990) 。 一倍体細胞では接合能が見られるの

に対し、二倍体細胞が接合能を示さないのは α2抑制と a1-α2抑制によるとされている。

実際にこの機能が協会 7 号にも働いているかについては解析が行われていなかった。解析

の結果、協会 7号には構造的および機能的に a/α 標準二倍体株と同様な a および α カセ

ットが存在することが明らかとなった。従って協会 7号の非接合性のメカニズムは、正常

株と同様に α2および a 1-α2抑制によると結論できる。

協会 7 号に正常な a および α カセットが存在するので、接合能を有する株が分離できる

と考えた。従来、清酒酵母からの接合能を有する株の分離には、ランダム胞子分離および
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熱処理法が用いられてきた。実際これらの方法で接合能を有する株が取得されている(大

内と秋山、 1976; 原ら、 1983 ; 浅野ら、 1987) 。しかし、これらの研究では分離した株の

接合型検定は標準株との接合子形成を顕微鏡下で観察して決定しており、経験が必要であ

るうえに、接合型判定を行うことに多大な労力を要する。一方本研究では、セルレニン耐

性符号を持つ接合型テスターを用いており、クロスストリーク法により短時間で多くの分

離株について接合型を判定することができる。今後、この方法により実用酵母の育種がさ

らに進展するものと期待される。

第 5節要約

サザン、ノーザンおよび融合遺伝子による発現解析の結果、協会 7 号の非接合性は、正

常 a/α 二倍体株と同様に、 α2および a 1-α2抑制が働いているためと考えられた。そこ

で Wα/p- PH05 および STf(jJ- PH05 融合遺伝子を結合したプラスミドを導入して、酸性ホ

スファターゼの活性染色により、赤色に染色されるコロニーを見いだす方法により、接合

能を示さない細胞集団中から突然変異により生ずる接合型細胞を効率良く分離する方法を

考えた。この方法の有効性を協会 7号について確かめた後、醸造現場で用いられている 2

株の吟醸酒醸造用酵母に応用し、約30 ， 000"-'50 ， 000 コロニーから 5 株の a 型と 1 株の α 型

を示す株を分離した。分離した株間で性的交雑により 5 株の交雑体を造成した。この交雑

体の一株を用いて試験醸造を行ったところ、淡麗で吟醸香の高い酒を得た。
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第考 4 重量

第 1 節緒言

ま青ま酉酉孝壬aco 居包二子ミヨ t三汗"-g.p_支 'f笠 co

メカニ二ヌごム

一般に実用酵母は胞子形成能をほとんど示さず、接合能を持つ成熟分裂分離体が得られ

ないため、性的交雑による育種が困難である。極めて低頻度で形成される子嚢に着目し、

ランダム胞子および栄養細胞と胞子との温度感受性の差を利用した熱処理法により接合能

を持つ成熟分裂分離体の分離が試みられてきた。さらに得られた株を用いて交雑による雑

種体が造成されている(大内と秋山、 1976; 原ら、 1983; 浅野ら、 1987) 。 一方、胞子形

成率そのものを上昇させる培地条件も工夫されている。例えば、胞子形成培地にグルタチ

オンを添加することにより、協会 7号酵母の胞子形成率が上昇することが報告されている

た (Kawado et a1., 1992) 。しかし、実用酵母の胞子形成率が低い原因は明らかにされて

いない。 Kassir ら(1 988 )によってクローニングされた JIJEl 遺伝子は、多コピー型プラ

スミドに乗せて二倍体株に導入すると、接合型遺伝情報や栄養源情報に関係なく胞子形成

能を示すことが報告されている。そこで、実用酵母に JIJE/ 遺伝子を導入することにより

胞子形成能が回復する可能性を考えた。協会 7 号酵母の細胞に JlJf/ 遺伝子の導入を行っ

た結果、低頻度の胞子形成が見られた。また胞子形成関連の遺伝子群の転写解析から、協

会 7 号の胞子非形成性のメカニズムは胞子形成条件下で J/rfE/ 遺伝子の転写が圧常に誘導

されないためであることが明らかとなった。

第 2 節 実験材料および実験方法

本章で用いた実験材料および実験方法のうち、第 1 輩、第 2 章および第 3 章において記

述した以外の方法について記述する。

供試菌株とプラスミド DNA

実験に用いた工 作Ff' II J S 1 Jθ 菌株を表4-1 に示した。ノーザン解析のプロープとして、

AC1! 1. Q-kbp g_,' ndill -JhoI D N A はpYA301プラスミド (Gallwitz and Sures , 1980) から

調製した。 Rlrff/ O. 8 -kbp fcoRI D N A は PAm246 プラスミド (Neigeborn and Mitchell , 

1991) から調製した。 dlE! O. 6-kbp HJndIII-fcoRI D N A は YEp26-7プラスミド (Kassir
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Table 4-1 J: ('(>J'e f' l S } a ♂ strains used 

Strain Mating 

type 

Kyokai no , 9 Non 

K7-U Non 

SH575 

SH576 

SH962 

SH2461 

SH2675 

SH2676 

SH2719 

SH2720 

a 

α 

Non 

Non 

α 

a 

a/a 

α/α 

Genotype or characteristicsa 

A wild type diploid strain 

An lIJ"aJ mutan t of Kyokai no. 7 

uFa]-.52 .' )'s2-80}ambe 2" ade2-/ 0/日Ìl Er tFP J・ ß lu s.] iJ 

uFa]-.52 J.vs2-80/amber adp2-/0rChel' tFP/iJ bis]tJ 

IIA1a/IIA jα lJ1・a]-52/ 111・!.]]-5Z adθ2 -; 0 J':J C h e r / a d P 2 -J 010 C h e r 

J)'s2-80;a.mber/1)'s2-゚01amber tFP! ~/ tFp/ J 

約 1a/ AlA 厄 911L α /9//1α9/J.ゐ/HIJRa SJF]: :L[![Zb/SJF]: :L/IE2 

tFP //tFρJ IIFa}-52:: [lI Fa}-52, J゚S4-jacZ]c/IIFaJ-5Z:: 

[(JJ"aJ-52, 9JS4- Jac刀 J e IlZ-]， !ZZ/ JeIl2- ], 1J2 plJ oJ- J/plJ ρJ-1 

pIJ05-J/ρlJ o5-J 

IIJ・a]-5J j θ IIJ-]， J12 tFpJ plJ o]- j ρ1J 05 -} 

lJJ"aJ-5J 1 PII2-]'、 1/2 tFP} pbo]-} pb05-} 

A fusant between SH575 and SH2676 

A fusant between SH576 and SH2675 

a Genetic symbo1s are as described by Mortimer et a1. (1992) 

b A sjJ'} disrupted allele by insertion of a 1. 5-kbp .8g/II -XlJo1 LflE2 fragment of 

工 CPJ"Pv i S 1 aθ(Ivy et a1.. 1986) . 

C [IIFa]-52, HJS4-j acX] indicates a DNA contruct bearing a fusion gene 

consisting of the L acZ gene connected wi th the H I 、r4 promoter and inserted at 

the lIFa] locus (Lucchini et a 1., 1984) . 

and Simchen , 1988) から切りだした。 J/IEZ 1. l-kbp HJlxlill-゚a!iiHI D N A は pSPlプラス

ミド (Yoshida et a1.. 1990) から調製した。他のプラスミドについては、図4-1 に示し

た。
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Fig. 4-1. Structures of plasmids. The closed boxes indicate DNA fragments of 

S. CPFθ vi c i aιThe open boxes represent DNA fragments of E. C011. The thin 

1 ines indicate the DNA fragment originating from pBR322. CAPP and CAft 

represent , respectively , the promoter and terminator of the CAP gene of i 

Fθf‘θ vis i a θ'. C4}8 r represents the kanamycin-resistance gene. Abbreviations of 

the restr iction si tes are: .4, Aa t II; .8, ßao.H I; 広 Hindill; R. 針。RI; and .Ç, SajI. 

(S ) / (.1 ) and (R) / (イ) are the junction si tes of Ja JI and Aa t II , and EcoRI and 

AatII , respectively. after b1unt-ending by treating with T4 DNA polymerase. 

使用培地および培養方法

前胞子形成培地には、 YPGly培地[1 liter あたり Yeast Extract 10 g 、 Bacto-peptone

(Difco) 20 g、グリセロール 20 g] および GNA 培地 [1 li ter あたり Yeast Extract 

10 g 、グルコース 50 g 、 Nutrient broth (Difco) 30 g] を用いた。胞子形成培地には、

NaAc培地(1 li Lerあたり酢酸ナトリウム 10 g) およひ。DNaAc (NaAc 培地に Yeast Extract 

1. 25 g 、グルコース1. 0 gを加えた)を用いた。胞子形成能の解析には、 2 つの方法を用

いた。協会 7 号の場合(方法I)、 G418 (Life Technology , 1nc.; 1 ml あたり 500μg)

を添加あるいは無添加のYPG1y培地で30 0C 、 2 日間培養し、 8 ， 000 rpmで;5 分間遠心して集
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菌し無菌水で洗浄後、 NaAc培地に懸濁し 30 úCで 3 日間振とうした。協会 9 号の場合(方法

II) 、 GNA培地で30句、 2 日間培養し、菌体を白金耳で・集めDNaAc培地に懸濁し 25 :' Cで 1 日

静置し、 30 0 Cで 2 日間振とうした。胞子形成率を求める場合は、少なくとも 300 の細胞を

調べた。 R!lE1, !!lE 1 および !HE2 遺伝子の転写産物の解析は、 Smith と Mitchell (1 989) の

方法に従った。 YPAD培地で 30 0 C 、 2 日間培養した菌体 1 白金耳を 3 ml のYEPAc 培地( 1 

liter あたり Bacto-peptone 20 g, Yeast Extract 10g，酢酸カリウム 20 g) に植菌し、

30 0C で 2 日間振とう培養した。 2 ， 000 rpmで 5 分間遠心により集菌した後、この菌体から

調製した全 RNA を YEPAc培地で、生育させた細胞からの全 RNA とした。1. 2 ml の YEPAd音

地から集菌した細胞を1. 2 ml の KAc培地 (1 literあたり酢酸カリウム 20 g) に懸濁し、

30 0C で 4 時間激しく振とうした。 2 ， 000 rpmで、 5 分間遠心して集菌し、この菌体から調製

した全RNA をKAc培地で生育させた細胞からの全 RNA とした。 G418 耐性を選択符号と

するプラスミドを持つ形質転換体に対しては、上記の培地』こ G418を 1 mlあたり 500μg加

えた。

生化学的方法

0 ・ガラクトシダーゼ活性測定 酵母細胞抽出液の調製は、 Rose ら(1990 )の方法に従

った。酵母培養液 (OD 660 キ 1. 0) 1 ml を採取して集菌し、菌体を SM 緩衝液 [85 mM 

NaC l, 1 mM MgS0 4, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4) ] 1 mlで‘洗浄し、エッぺンドルフチュープ

に移した。この菌体を酵母破砕用緩衝液 [0.1 M Tris-HCl (pH 8.0) , 20% (v/v) グリセ

ロール， 1 mM DTT , 1 mM PMSF] O. 5 ml に懸濁し、 0.4 gのガラスビーズ(フジストン no ・

006) を加えて、低温室中 (4 0 C) でエッペンドルフミキサー (model: 5432 , Eppendolf) 

によって 30分間慣拝した。酵母破砕用緩衝液O. 5 ml を加えて遠心分離 (3 ， 000 rpm , 5 分)

し、上澄液を別の遠心管に移してさらに遠心分離(12 ， 0 00 r pm , 5 分)し、この上澄液を

酵母細胞抽出液とした。

細胞抽出液中の O ーガラクトシダーゼ活性は、 Jensen の方法(1983) に従い以下のよう

に測定した02 緩衝液 [0. 1 M リン酸緩衝液 (pH 7. 0) , 10 mM KC l, 1 mM MgS0 4, O. 05 M 

。 -mercaptoethanol] O. 9 ml に、 4 mg/mlの o -nitrophenyl-゚  -D-galactoside (Sigma) を

含む0.1 M リン酸緩衝液 (pH 7.0) を O. 2 ml 加えて 28 0 Cで予備加熱後、細胞抽出液 O. 1 ml 

を加えて 28 0 Cで反応を開始させた。反応液が薄く黄色になったところで、 1 M Na2CO 3溶液

O. 5 mlを加えて反応を停止させた。反応時間と反応液の 420 nmにおける吸光度 (A4 2ρ ) を
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測定して活性値を算出した。なお、 l 単位は28 Cで 1 分間に 1μ molO) 0 -n i tropheny 1 を産
成する酵素量とし、 lμmolの Q -[1 j tropheny 1 の人 ー は1. 5 とした。

タンパク質濃度の測定 Bradford の方法 (1976) に従った。タンパク質定量用の染色

液 (Protein Assay Kit; Bjo-Rad) を脱イオン水で 5 倍に希釈した後、議過した溶液 1 m 1 

に細胞抽出液 20μlを加えて混合し、室温で 30分間反応させた。反応液のAS95 を測定し、

BSA により作製した検量線 (0.1-----0.5 mg/m1) からタンパク質濃度を決定した。

第 3節結果

第 1 項 協会 7 号酵母における胞子形成制御遺伝子の転写産物

協会 7 号および協会 9 号は 二倍体と考えられている (Ki tamoto et a 1. , 1990)が、両株

ともほとんど胞子を形成しない。特に協会 7 号は前章での解析の結果、標準 て倍体 a / α

昧と情造的にも機能的にも同様の筏合型遺伝情報を持つにもかかわらず胞子をほとんど形

成しない。この原因をさらに追究するため、協会 7 号、 二倍体実験室株 S 1[ 246] (a / α) 

およびSH2719 (a/a) からそれぞれRNAを調製し、 111E1 ， 111E2 およびRl1Fl 遺伝子の転写

産物をノーザン解析により調べた。接合型遺伝子構成から考えられるようにa/ α 二倍体株

においては 111E1 および111E2 転写産物が検出され、それらの転写量はYEPAct台地より KAc培

地で高く、 RffEJ 転写産物量は両培地で低かった(悶 4-2) 。 一 方a/a て倍体株において、

KAct古地で、の JJザ'[1 および111E2 転写産物の量はa/ α 株より低く、 YEPAc培地ではほとんど検

出されなかった。 R/1El 転写産物の量は両培地で高かった。これに対し協会 7 号の 11ザ'E1 お

よび1/1E2 転写産物の量は、 KAc培地における a/ α 株のそれより低かったが、 YEPAc t青地で

はa/ α 株と同じであった。 Rl1E1 遺伝子の転写は a/ α 株と同様に抑制されており、協会 7

号においてaト α2抑制は正常であるとの前章での結果と 一致する。これらの結果から、協

会 7 号が胞子形成能を示さない原因は、胞子形成条件下においても 1/1E1 遺伝子の発現が

誘導されないためと推察される。 1JザE1 遺伝子の発現が誘導されないメカニスソヘとしては、

1/1E1 遺伝子の転写制御領域に異常があるか、あるいは栄養源情報の J/1EJ 遺伝子への伝達

経路に異常があることが考えられる。
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Fig. 4-2. Northern analysis of i誕'E1, JllfZ, and RIJEl transcripts in Kyokai no.7. 

Total R ト~As ~ere prepared from cell s of strain SH2461 (IIATa/ IIA Tα) (lanes 1 and 2) , 

SH2719 (仰ゐ/ ;似ゐ) (lanes 3 and 4) , 

harboring pIGZ2 (Fig. 4-1) bearing 

harboring pYME22 (Fig. 4-1) bearing 

Kyokai no. 7 (lanes 5 and 6) , Kyokai no. 7 

JIJEJ (lanes 7 and 8) , and Kyokai no. 7 

JIlよZ (lanes 9 and 10). N (nutrient YEPAc 

medium) and S (KAc sporulation medium) represent RNA samples prepared from cells 

cultivated in the respective media as described in the text. Samples of 5 μg 

of RNA were charged in slots of 1. 5% formaldehyde-agarose gel. A 32P-labeled 

O. 6-kbp Hil1dID -E('oRI fragment bearing the /!tfEl gene prepared from plasmid 

YEp26-7 (Kassir et a1. , was used as a probe to detect the J!tfEJ transcript 

and a 1. 1-kbp H lf..dID -゚amHI fragment prepared from pSP 1 carry ing the /!JE2 gene 

was used as an J 1HZ probe. A 0.8-kbp f('oRI fragment encoding RIJEl prepared from 

PAm246 was used to detect the RJlf! transcript. The ACT! transcript was read as 

an internal maker w i th a 1. l-kbp ,1'1101 - め ρd 皿 fragment encoding the ACTj gene 

prepared from pYA301 as a probe. 
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Table -1-2. Effects of increased dosage of 'IJ["' on the sporulation 

frequency of Kyokai yeasts 

Sporulation frequency ona 

Strain Protocol I Protocol H 

GNA + G418 GNA GYPGly + G418 GYPGly 

Kyokai no. 7 + 1 IIE 1 O. 1 O. 1 l O. 1 

-1 IIE j く 0.01 く O. 01 く O. 01 く O. 01 

Kyokai no.9+IIIE1 5 O. 1 O. 1 

- 1語'Ei く 0.01 く O. 01 く 0.01 く O. 01 

a Cell were sporulated by the indicated protocol (details , see text) 

after cultivation on the indicated pre-sporulation medium. 

第 2 項 協会 7 号酵母における胞子非形成性のメカニズム

協会 7 号の細胞内で JIJE1 遺伝子を多量に発現させれば、 胞子形成が回復すると考えた。

G418耐性を選択符号として J/rfE1 遺伝子を乗せた多コピー型プラスミド pIGZ2 (図 4-1) を

協会 7 号、 協会 9 号、 実験室a/a株および α/α 株に導入した。形質転換体の選択培地とし

ては、 それぞれ 1 ml あたり 1 mg (協会 7 号に対して)、 O. 5 mg (協会 9 号)あるいは

O. 25 mg (実験室株) のG418を含むYPAD 培地を用いた。 それぞれの場合について 4 つの形

質転換体を選び、 胞子を形成させたところ、 協会 7 号および協会 9 号はそれぞれ約 1 出お

よび 5%の胞子形成頻度を示した(表 4-2 および図 4-3) 。 一方a/a株および α/α 株の胞

子形成頻度はそれぞれ 10先程度であった。 いくつかの子嚢からマイクロマニピュレーター

によって子嚢胞子を単離したが、 胞子は全く発芽しなかった。 このように J!JE1 遺伝子を

導入したことにより、 わずかではあるが胞子形成能の回復が見られたことから、 協会 7 号

および協会 9 号の ilJE J 遺伝子に異常があることが解った。 さらに、 I#E1 遺伝子を導入し

ても協会 7 号および協会 9 号の胞子形成能が実験室株ほどには回復しなかったことから、

JIrfEJ 遺伝子以外にも異常があると推察される。

J/JfJ 遺伝子を導入した協会 7 号の胞子形成率が、 a/a および α/α 株のそれより低い原

因を明らかにするため、 /IJEj 遺伝子を導入した協会 7 号の I!JEl、 J !JEZ および RIIEj 遺伝

子の転写産物を解析した。 その結果YEPAcおよびKAc培地で /lIf 1 転写産物の増加が見られ、
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発現が標準.二倍休aj α 株に見られるほどの量まで誘導されないこによると考えられる。IME1 

ime1/ imt' l 株に多コピーの DfE2 遺伝子を導入すると、低頻度ではあるが胞子形成al α 
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つ pYME231acZプラスミドを協会 7 号 (K7-U) 、 a/a (SH2719) およびa/ α 株 ( SI1962 )に導
月
}

『
URL
 

〆守、
、 . 二

a / α 株入し、胞子形成条件下( KAc 培地)での β ーガラクトシダーゼの活性を測定した。
1rf4 Tα / /14 Tα (SH2719) , Sporulati on abi 1 i ties of strains of 114Ta/ MATa 4-3 , Fig , 

は培養が進むにつれ活性の誘導が見 ら れたが、 a/a 抹および協会 7 号では誘導が見られな
9 induced by increased dosage of the !IrfE! 

(/IIE!) and pIGZ (vector) 

9) and n (for olhers). 

7 and Kyokai no. Kyokai no. (SH2720) , 
これらの形質転換体に、さらに 111El 遺伝子を持つpIGZ270ラスミドをかった(図 4-4) 。

Cells of these strains harboring plasmid pIGZ2 

were sporulated according to protocol 1 (for Kyokai no. 

gene. 

株は導入し、得られた形質転換休について βーガラクトシダーゼの活性を測定した。 a/ α
Laboratory strains (SH2719 and SH2720) were grown at 300C for 1 day on GNA 

a/a株および協会 7 号では、緩やかに活性が上昇した。培養開始から高い活性を示したが、
and then smeared onto DNaAc plates and incubated at 300C for 3 days plates. 

111E1 遺伝子によって産坐される Imelタンパク質が正常に機能これらの結果は、導入したafter standing at 250C for 1 day. 

111E1 遺伝子が正常に機能せず、仮に Imelタンパク質が微量なしているととと協会 7 号の

1/1E2 遺伝子の発現を誘導していないごとを示している。がら存ィをするにしても!IJE2 遺伝子その転写量はほ'E1 遺伝子を導入していない協会 7 号より多かった(図 4 -2) 。

の転写産物はKAc培地で、増加が見られ、栄養源情報により JAfE2 遺伝子の発現が誘導されて

a/α /IIE/ および !Ir!E2 遺伝子の転写量は、KAc培地で-のしかし、いることが観察された。

! Ir!E j 遺伝子を導入しでも実験室株

/11[; 遺伝子の転写量が低いために !/IEZ 遺伝子の

この結果より協会 7 号に

ほどに胞子形成能を回復しない原因は、

株のそれよりなお低かった。
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遺伝子に伝達されるごとによって胞子形成が開始される。

協会 7 号の i ÆIE ! 遺伝子は胞子形成条件下で発現の誘導が見られなかった。しかし、協

会 7 号に正常な /紅/ 遺伝子を導入すると若干の胞子形成能の回復が見られた。この形質

転換体の胞子形成条件下における I/JE I 遺伝子の転写量を調べたところ、原株よりは高い

が標準a/α 株の転写量よりは低かった。以上の結果より、協会 7 号の胞子非形成性は IIIE1

遺伝子の転写制御機構の異常によると結論した。前章で述べたように、協会 7 号には機能

的に正常な a および α 接合型遺伝情報が存在するので、 IIIE1 遺伝子の転写の異常は、 i)

111[1 遺伝子自身の転写制御部位の異常、 ii) 栄養源から IIIE1 遺伝子への情報伝達経路の

異常が考えられる。

ビール酵母の多くも胞子形成能を示さないことが知られているが、種々の spo 変異(胞

子形成不能変異)との相補性試験の結果から、それらの株での胞子形成特異的遺伝子群の
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機能は正常であることが示唆されている (Tsuboi and Takahashi , 1988) 。協会 7号に正

Fig. 4-4. Time courses of Il,fEl expression during sporulation. Cells of SH962 

(仰厄/11.4 Tα) (ﾂ and ム)， SH2719 (1J.4Ta/IIATa) ( ・ and 0) , and K7 -U C.and 口)

harboring pYME231acZ , bearing the !IIEZ-jacl fusion gene, with (closed symbols) 

or without Copen symbols) pIGZ2 plasmid bearing the 111[1 gene were grown in 10 

ml of minimal liqid medium without uracil for selection of transformants with 

pYME231acZ plasmids. and addition of G418 (1 mg per ml for Kyokai no. 7 and 0.25 

mg per ml for the a/αand a/a strains) for selection of transformants with 

pIGZ2 plasmids at 300C for 16 hr. The cells were harvested , resuspended in 100 

ml of YEPAc liquid medium, incubated at 300C for 24 h, resuspended in 100 1111 of 

KAc medium after washiI屯 with the same KAc medium and shaken at 300C. Sampl es 

of 10 ml were taken from the KAc culture at appropriate intervals for 

ﾟ -galactosidase assay. 

常な IIIEJ 遺伝子を導入すると、若干の胞子形成能の回復が見られたことから、胞子形成

そのものに必要な遺伝子群の機能はほぼ正常であると考えられるが、今後解析が必要であ

ろう。協会 7 号の胞子形成率をさらに上昇させるためには• 1 I!E J 遺伝子の導入に加え栄養

源情報の IIIE1 遺伝子への伝達を回復させる必要がある。しかし、栄養源情報と胞子形成

開始に関与する遺伝子の報告は少なく、実験室株を材料として栄養源情報のほ'[1 遺伝子

への伝達に関与する遺伝子の検索が重要である。

第 5節要約

第 4節考察

協会 7 号の胞子非形成性のメカニズムを明らかにするために、 IIIE1， IIIE2 および RIIE 1

遺伝子の転写を解析した。協会 7 号では胞子形成条件下で IIIE1 および IIIE2 遺伝子の転写

は誘導されていなかった。多コピー型プラスミドに乗せた正常な IlJEJ 遺伝子を協会 7 号

に導入したところ、若干の胞子形成が観察された。子嚢解剖を試みたが、胞子は発芽しな

かった。 /HEJ および IJfE2 遺伝子の両者を導入しても、 IIIE1 遺伝子単独の場合と同じ程

度の胞子形成率であった。正常な JIIE! 遺伝子を導入しても協会 7 号の IIIE1 遺伝子の転

写量は、標準a/α 株のそれより低く、 IIIE2 遺伝子の転写量は a/α 株より著しく低かった。

これらの事実より協会 7号の胞子非形成性は、少なくとも胞子形成条件下でも IIIE1遺伝子

の転写が正常に誘導されないためと考えられた。

一般に実用酵母は胞子形成頻度が低く、接合能を持つ減数分裂分離株を得ることは困難

であり、育種上の障害となっている。実用酵母に胞子形成能を付与する分子育種技術を開

発することを震終目的として、協会 7 号の胞子非形成性のメカニズムを解析した。胞子形

成には接合型遺伝情報がa/α であること( 二倍体株で‘a1-α2抑制が機能している)とグル

コースおよび窒素源が共に欠乏することが必要である。これら二つの情報が正常に /IJ[; 
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子形成を誘導する /tf[ ，' 遺伝子を交雑体に導入し胞子を形成させる。 v iii) マイクロマニ

ピュレークーで胞子を分離する。 上記に示した一連の操作により、協会 7 号および吟醸酒

醸造用酵母から実際に交雑体を造成した。得られた交雑体に / /1[ : 遺伝子を導入し、胞子

を形成させマイクロマニピュレ ー タ ーで胞子の分離を試みたが、成熟分裂分離体は取得で

きなかった。 1 ，IJE; 遺伝子を導入した吟醸用酵母の交雑体に対して、より多くの胞子を処

理するためにランダム胞子分離を試みた。胞子を形成させ、 ZY lIJ olyaseで、胞子嚢を処理後、

60 0Cで 20分保温した。適当に希釈して YPAD培地に塗布して培養し、生育したコロニーにつ

いてセルレニン耐性接合型テスターを用いて接合能を調べたところ、接合能を示す株を取

得することができた。しかし、胞子の発芽率が低い原因は不明であり、実用酵母育種にお

ける今後の大きな問題である。

ここで示した新しい分子育種法が、組換え DNA技術を用いた他の分子育種法と異なる

点、は、外来の遺伝子を対象とした菌株の染色体上に組み込んでいないことである。現在、

組換え体による食品や飲料の製造に対して規制がかなり緩和されており、厚生省では酵母

工 Cf3 [(' Ij S _,' â f3 自身の DNAだけが組み込まれた組換え体については、実際の製造に用い

ることを許可している。本研究で示した方法では、異種遺伝子による染色体上の遺伝子の

改変を行っていないので、遺伝子組換えに対する規制に全く抵触しない。従 っ て 、 導入し

たプラスミドが完全に除去されていることを実証できるなら育種した菌株による実際の製

造には問題がないと考えられる。

本研究で得られた知見から考えられる育種技術としては、先に述べた方法以外に P/)R.f

遺伝子を選択符号とした仰f 遺伝子の破壊が挙げられる。 P/)R.f 遺伝子が l コピー増えれ

ばセルレニン耐性を獲得するとの結果から、 P/)R.f 遺伝子による仰 ア 遺伝子破壊株はセル

レニン耐性により選択できると思われる。仰厄/11.4 rα 遺伝子型の二倍体実用酵母に対して、

もし Ir!A !a 遺伝子が破壊されれば細胞は α 型を示し、 U;L-α 遺伝子が破壊されれば細胞は

a 型を示すであろう。別の育種法として、薬剤耐性を選択符号とする細胞融合が考えられ

る。 G418耐性を付与する大腸菌 DNA である Tn6/J/( 9/J.刀遺伝子と、セルレニン耐性を付与

する P/)R4 遺伝子を細胞融合させたい菌株にそれぞれ導入し、得られた形質転換体問で細

胞融合操作を行い両薬剤に対する耐性で細胞融合体を選択する。細胞融合させたい株間で

それぞれの薬剤に対する耐性に差があれば、耐性を付与する遺伝子を導入する必要はない

であろう。この方法では細胞融合の後の再生過程で選択培地に二種類の薬剤が含まれるこ

とになり 、 プロトプラスト化した細胞は正常細胞より薬剤に対する感受性が高いため、死

実用酵母工 作j'f3 I'lSl ，1θ の育種技術の開発を目的として、実験室株と協会 7 号の接合型

制御機構および協会 7 号の胞子非形成性に関して解析を行った o S. Cf3rf3 I ' J'Sl [j f3 の接合型

制御機構に関与する新しい遺伝子 AAR2 を分離・同定し、分子生物学的な解析を行った。

さらに .S: Cf3 J"f3 VC' S j � f3に多薬剤耐性を付与する j>/)R4 遺伝子が原栄養体に対して形質転換

や交雑における有用な優性選択符号であることを見いだした。協会 7 号の接合型制御機構

を解析した結果、 標準二倍体株a/α と同様に、 α2 抑制およびal-α2抑制により接合能を

示さないとが明らかになった。ここで用いた解析方法を応用して、協会 7 号および吟醸用

酵母から接合能を有する株を分離し交雑体を造成した。胞子形成を誘導する !U[) 遺伝子

を協会 7 号に導入し、若干の胞子形成能の回復を観察した。協会 7 号の胞子非形成性は、

IME} 遺伝子の発現異常および栄養源から l/rlE1 遺伝子への情報伝達経路の異常によること

を明らかにした。

実験室株の育種技術を実用酵母に直接用いるには、以下のような問題点がある。実用酵

母は、 í)胞子形成能が弱く、減数分裂分離体が取得しにくい; � i) 従って接合能が得られ

ず、自由に交雑できない; i i i) 有用な選択符号がないので、細胞融合や形質転換ができ

ない; i v) 突然変異処理を行えば有用形質に対応する遺伝子を損傷する可能性がある;な

どが挙げられる。以ヒの問題点の一つの解決策となる育種技術は、第 3 章で示した融合遺

伝子による接合能を有する株の効率的な分離法と、第 4 章で述べた IIJE/ 遺伝子導入によ

る胞子形成能の付与を組み合わせることにより以下のように考えられる。すなわち í) a 

あるいは α 接合能を有する株を迅速に判定するため、 P/)R4 遺伝子を優性選択符号として

融合遺伝子S!Eゐ-P805 および Irffα Jp- P805 を結合したプラスミドを親株に導入する。次

に ii)酸性ホスファターゼの活性染色により赤色を呈するコロニーを選択する。この時醸

造特性を損なわないように考慮して変異処理を行わない。 ii i) 非選択培地上での培養によ

り選択した株から融合遺伝子プラスミドを脱落させる。 iv) それらの中からセルレニン耐

性接合型テスターを利用して、接合型を示すクローンをクロスストリーク法によりプレー

ト上で判定する。 v)分離した接合能を有する株間で交雑を行い、マイクロマニピュレータ

ーで親株より大きい雑種細胞と思われる細胞を分離する。 vi) その細胞に対してセルレニ

ン耐性接合型テスターにより、非接合型、すなわち交雑体であることを確認する。 vi i) 交

雑体が胞子形成能を有する場合は良いが、持たない場合はG418耐性を選択符号として、胞
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滅する可能性が高くなるであろうから、薬剤の濃度を充分に検討する必要があろう。さら

に、接合型制御に関する MA ;:'a , if. 4 アα ， 4AR _' および AARJ. 遺伝子の優性欠煩変異を利用す

る育種方法も考えられる。例えば、 al-α2 抑制は正常であるが α2抑制が欠損した約アαf

優性変異遺伝子をa/α 株に導入すれば、接合型を非接合型から α 型に変換させることが可

能であろう。しかし、この方法の適用には、これらの遺伝子の優性欠損変異の取得が先決

である。

清酒やビール醸造、アルコール製造に用いられている実用酵母は優れた特性を持つ貴重

な遺伝子資源である。一方、実用酵母は実験室株とは異なる興味深い変異株と見なすこと

もできる。従ってそれらの有用形質あるいは欠損した性質がどのような遺伝的支配をうけ

ているかを明らかにすることを通じて、基礎生物学的にも重要な知見が得られることが期

待される。例えば、本研究により協会 7 号の胞子非形成性は IM!l 遺伝子および栄養源か

ら 111[1 遺伝子への'情報伝達の異常により引き起こされていることが明らかとなった。協

会 7 号と実験室株との IME1 遺伝子の塩基配列を比較することにより、胞子非形成性の問

題を解決する方策が得られる可能性があるだけでなく、 IME j 遺伝子上流の転写制御領域に

ついての知見も得られる可能性があろう。また、協会 7 号を栄養源から J!rIEJ遺伝子への情

報伝達に関与する遺伝子を検索するための研究材料とすることもできる。あるいは協会 7

号など、実用酵母の多くは実験室株と比較して増殖速度が著しく早いことから、細胞増殖

や細胞周期の制御についての研究材料として有用であるかもしれない。これらの点は、今

後の興味深い研究課題と思われる。このように、実用酵母の特性を解析することは、応用

生物学的観点からだけでなく基礎生物学的にも有意義であると考えられる。本研究での知

見が実用酵母の育種および基礎生物学に少しでも役立つことを期待する。
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