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研究成果の概要（和文）：我々は、分裂酵母のDNA複製関連因子MCM-BPの機能を出芽酵母細胞を用いて解析を行
ってきた。その過程において、偶然、低温で高い増殖能を示す出芽酵母株を見出していた。本研究成果により、
この偶然得られた低温で高い増殖能を示す出芽酵母株の低温増殖性獲得の原因となる変異の特定に成功した。そ
の変異は、トリプトファン輸送タンパク質Tat2のE27F変異（tat2-E27F）であった。さらに、この変異体の低温
での発酵能力の検証を行った。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the function of DNA replication-related factor MCM-BP of 
fission yeast using budding yeast cells. In the process, a budding yeast strain was found to have 
high growth ability at low temperature. Based on the results of this study, we succeeded in 
identifying the mutation that causes the cold-proliferation of this budding yeast strain. The 
mutation was the E27F mutation (tat2-E27F) of the tryptophan transport protein Tat2. Furthermore, 
the low temperature fermentation ability of this mutant was verified.

研究分野：分子細胞遺伝学

キーワード： 出芽酵母　低温増殖能　発酵　清酒醸造　DNA複製

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　　温度はさまざまな生理機能に影響を与え、生体の恒常性維持において最も重要な因子の一つである。しか
し、細胞が温度を感知して機能発現にいたるメカニズムや、感知された温度情報が統合されて多様な生理現象に
いたるメカニズムには未解明な課題が多い。
　　本研究成果による、出芽酵母の低温増殖性の獲得のしくみの解明やその応用は、清酒醸造において低温での
増殖力の高い酵母の利用による製造期間の短縮や品質向上や、細胞が低温を感知して増殖を制御する普遍的メカ
ニズムの解明、などにつながる事が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

温度はさまざまな生理機能に影響を与え、生体の恒常性維持において最も重要な因子の一つ
である。しかし、細胞が温度を感知して機能発現にいたるメカニズムや、感知された温度情報が
統合されて多様な生理現象にいたるメカニズムには未解明な課題が多い。 
我々はこれまでに、分裂酵母をモデル生物に用いて、真核生物の染色体の動態に関する研究を
遂行してきた。その一環として、近年、染色体 DNA 複製ヘリカーゼ（MCM 複合体）の結合因子で
ある MCM-BP タンパク質の機能解明に取り組んでいる。MCM-BP は真核生物間で広く種を超えて保
存されている。分裂酵母にもそのオルソログが存在し、DNA 複製に関与する生存に必須な因子で
ある１）。しかし不思議なことに、出芽酵母には MCM-BP オルソログは存在しない。 
 我々は、この両酵母間の MCM-BP の必要性の違いに着目し、MCM-BP の機能の本質に迫ろうと考
えた。まず、分裂酵母 MCM-BP を出芽酵母内で発現させ（MCM-BP 導入株）、出芽酵母の DNA 合成
期を中心とした細胞周期進行に及ぼす影響を調べた。その結果、分裂酵母 MCM-BP の高発現は、
複製ヘリカーゼである MCM 複合体を崩壊させ、DNA 複製開始を阻害することを見出した。その際
に、MCM-BP 導入株において、「コロニー形成後のプレートを冷蔵庫内で保管している間に、コロ
ニーが徐々に成長する」というなんとも奇妙な現象に遭遇した。申請者はこの奇妙な現象に純粋
に興味を抱き、事態の把握に努めた。その後の解析により、MCM-BP 導入株は確かに驚くべき低
温増殖性を有する（4℃での世代時間は約 3日）こと、さらにその低温増殖性は分裂酵母 MCM-BP
遺伝子の出芽酵母への導入と密接な相関があること、が確認された。 
 本研究計画は、この「低温増殖性を獲得した酵母の発見」に立案したものである。 
 
２．研究の目的 

細胞（生物）が効率良く増殖する上で、重要な環境因子の一つが温度である。酵母の至適温度
は 30℃付近の温度であり、15℃以下という低温では酵母の増殖能は著しく低下する。これは、
酵母の生育に対し「低温」がストレスとなり増殖を抑制しているためと考えられる。しかし、我々
の身の周りでは低温環境下でも酵母が利用されている。例えば清酒醸造においては、清酒酵母を
用いて 10℃以下の低温で長い日数をかけ発酵させて製造する。研究成果を展開させ、清酒醸造
において低温での増殖力の高い酵母の利用による製造期間の短縮や品質向上などへの貢献や、
細胞が低温を感知して増殖を制御（停止や遅延）する普遍的メカニズムの解明、などにつなげる。 
本研究では、（１）基礎分子メカニズム解明への戦略として、酵母の低温増殖性獲得の仕組み
を解明すること、および（２）応用展開のための戦略として、「低温増殖性を獲得した酵母」の
産業応用に向けた基盤構築、を目的とした。 
 
３．研究の方法 

「低温増殖性を獲得した出芽酵母」の発見を手掛かりに、基礎研究の観点から酵母の低温増殖
性獲得の仕組みを探求し、さらに産業応用に向けた基盤構築をおこなうため、以下の方法により
研究を遂行した。 
（１） 【基礎分子メカニズム解明への戦略】低温増殖を可能とする分子メカニズムの解明：低
温増殖性の実現に必要な因子の特定をおこない、分子メカニズムの解明を試みた。 
① 低温増殖性の表現型に、発現した MCM-BP タンパク質が関与するのか、それとも導入し
た MCM-BP 遺伝子の DNA 断片（配列）そのものが関与するのか、それ自体まだ不明であ
る。まず、この点を明らかにすることを試みた。 
② ①の結果に基づいて、特定した変異が低温増殖性を付与する分子メカニズムの解明を試
みた。 

（２） 【応用展開のための戦略】産業応用に向けた基盤構築：産業応用に向けた基盤構築の目
指し、低温増殖性が向上した酵母の発酵能に関する評価、および新たな低温増殖変異株
の単離、をおこなった。 
① 出芽酵母の低温増殖性は、清酒やビールの醸造において重要な低温発酵性に直結するこ
とが期待される。そこで、アルコール発酵により生じる二酸化炭素（CO2）を定量的に解
析し、培地中における低温増殖性株の発酵能を評価した。 
② 野生型の出芽酵母株に紫外線照射による突然変異を誘発し、低温増殖性を示す新たな変
異体の取得を試みた。 

 
４． 研究成果 

（１） 低温増殖を可能とする分子メカニズムの解明 
① 我々の先行研究において、分裂酵母のMCM-BPの機能解明を目的に、ガラクトース存在下
でmcb1⁺遺伝子を発現誘導するGAL-mcb1⁺出芽酵母株を作製した。その際、作製したGAL-
mcb1⁺出芽酵母株が低温で高い増殖性を示すことを見出した。このことから、mcb1⁺遺伝
子の導入が低温増殖能の獲得に関わる可能性が高いと考え、再度新しくGAL-mcb1⁺株を
作製した。しかし、新たに作製したGAL-mcb1⁺株は、低温増殖性を示さなかった。その
後、当初の低温増殖性を示すGAL-mcb1⁺出芽酵母株を用い、更なる遺伝学的解析をおこ



なった。その結果、低温増殖能の獲得の原因は、出芽酵母株をmcb1⁺遺伝子で形質転換
した際に、宿主の出芽酵母の染色体上に偶然生じた変異に起因する可能性が極めて高い
ことが分かった。この結果は、本研究を開始した時点での想定とは全く異なるものであ
った。そこで、低温増殖能の獲得の原因となる変異の特定と、その変異が持つ性質につ
いて解明することに目的を再設定した。 
② ①の結果を踏まえて、低温増殖能の獲得の原因となる変異の特定を試みた。その後の解
析により、トリプトファン非要求性（TRP+）出芽酵母株はトリプトファン要求性（trp-）
出芽酵母株に比べて、高い低温増殖能を有することが分かった。さらに、先行研究にお
いて、トリプトファン輸送タンパク質Tat2/Lgt3が出芽酵母の低温増殖性に関与するこ
とが報告されていた2)。そこで、低温増殖能の獲得の原因となる変異は、TAT2遺伝子そ
のもの、もしくはTAT2遺伝子の発現制御に関与する領域、に存在する可能性を考えた。
その可能性を検証するために、TAT2遺伝子破壊株と低温増殖性株を交配させ、四分子解
析をおこなった。その結果、TAT2遺伝子破壊と低温増殖性の原因変異との二重変異体を
取得することができなかった。よって、低温増殖性の原因変異はTAT2遺伝子上か、また
はその近傍にあることが強く示唆された。そこで、野生株および低温増殖性株のTAT2遺
伝子近傍領域のシーケンス解析を行った結果、TAT2遺伝子の27番目のアミノ酸がグルタ
ミン酸からフェニルアラニンに（E27F）変異していることを見出だした。さらに、tat2-
E27F遺伝子を有するプラスミドでトリプトファン要求性の野生株を形質転換すると、低
温において顕著な生育の向上を確認することができた（図）。以上の結果より、低温増
殖性獲得の原因は、トリプトファン輸送タンパク質Tat2のE27F変異であるという結論に
至った。このtat2-E27F変異は、偶然にも高圧耐性変異体(HPG2-1)の原因変異2)と全く同
一であった。HPG2-1変異体は、高圧のみならず低温度にも耐性を示すことが報告されて
おり、我々の今回の知見と合致する。 

図 tat2-E27F プラスミドの導入による trp⁻株の低温増殖性回復の確認 
野生型の TAT2 遺伝子を含む YCp50-TAT2、低温増殖性株由来の tat2-E27F 遺伝子
を含む YCp50-tat2-E27F でトリプトファン要求（trp-）野生株を形質転換した
株をスポットアッセイ法を用いて SC-Uracil 寒天培地に塗布し、（A）30℃で 3日
間、（B）10℃で 7日間培養した。 

 
次に、このtat2-E27F変異が出芽酵母の低温での増殖能を向上させる分子メカニズム
を明らかにするために、tat2-E27F変異がTat2タンパク質のタンパク質量に与える影響
を解析した。その結果、tat2-E27F変異によりTat2タンパク質量は減少する傾向が見ら
れた。一方、先行研究において、tat2-E27F変異はTat2タンパク質の分解抑制に働いて
いる可能性が報告されている。今後、より詳細に解析を継続し、tat2-E27F変異がTat2
タンパク質の機能にどのような影響を与えているのかを明らかにする必要がある。 
 

（２） 産業応用に向けた基盤構築 
① tat2-E27F 変異が低温での発酵能力に与える影響の検証を行った。トリプトファン非要
求性の野生株、トリプトファン非要求性の tat2-E27F 変異株、トリプトファン要求性の
野生株、およびトリプトファン要求性の tat2-E27F 変異株を用いて、15℃と 30℃で発
酵試験を行い CO2発生量と CO2発生速度を計測した。その結果、トリプトファン非要求
性株では野生株に比べ tat2-E27F 変異株で低温（15℃）での発酵能の上昇が見られた。
しかし、そのレベルはトリプトファン要求性株の野生株や tat2-E27F 変異株と同程度で
あるという、矛盾を含んだものであった。今後、より慎重に tat2-E27F 変異が低温での
発酵能力に与える影響を検証する必要がある。 
② 我々が取得した低温増殖性を示す変異体が既存の変異体と同一であったことから、低温
増殖性を示す新規の変異体を取得することを試みた。トリプトファン要求性の野生型の
出芽酵母株に紫外線照射による突然変異を誘発し、低温増殖性を示す新たな変異体を15
株取得する事に成功した。今後、これらの低温増殖性変異株の低温での発酵能力を評価
することで、産業利用価値の高い低温での発酵能力の高い新規酵母変異株の選抜を行う
予定である。 
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