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研究成果の概要（和文）：高濃度エタノールなどのシビアなストレスは酵母の翻訳活性を抑制し、大部分のmRNA
は翻訳されることなくストレス顆粒などに隔離される。一方で、シビアなストレスという緊急事態に対処する上
で必要とされるmRNAは例外的・優先的に翻訳され、ストレスへの適応や生き残りを図る上で重要な役割を果たし
ている。これまでに、高濃度エタノールストレス下で優先的に翻訳され発現する遺伝子を多数同定することに成
功し、その機能解析を進めた。その一部は、高濃度エタノールによって引き起こされるタンパク質変性に対処す
るタンパク質品質管理 (Protein Quality Control, PQC) 関連因子であった。

研究成果の概要（英文）：Severe stress, such as high ethanol concentration and glucose depletion, 
suppresses the translational activity of yeast cells, and most mRNAs are sequestered in stress 
granules and processing bodies without being translated. On the other hand, mRNAs that are crucial 
for coping with the emergency situation of severe stress are exceptionally and preferentially 
translated and play an important role in adaptation to severe stress and survival. We have succeeded
 in identifying a number of genes that are preferentially translated and expressed under high 
ethanol stress and have proceeded to analyze their functions. Some of them were Protein Quality 
Control (PQC)-related factors that cope with protein denaturation induced by severe ethanol stress.

研究分野： 微生物生理学
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ty control　醸造過程

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高濃度エタノールストレス下および醸造過程の変性タンパク質レベルについて検討を行い、不溶性タンパク質レ
ベルが上昇し蓄積すること、変性タンパク質の隔離場所deposition sitesが形成されること、ミトコンドリアで
は変性タンパク質の隔離・再生の場であるDUMPsが形成されることを明らかにした。また、DUMPsで機能する
Hsp78が高濃度エタノール下で優先的に発現することを確認した。さらに、醸造過程では、変性タンパク質の隔
離・再生のステップが高濃度エタノールへの対処に重要であることを明らかにした。また、発酵温度によるPQC
関連因子の発現レベルや活性の違いについても、新たな現象を見出した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae が産生するエタノールは、高濃度になると酵母自身にとっても

ストレスとなり生育や代謝にダメージを与える。発酵槽中のエタノール濃度が 10%以上になる

清酒やワインの醸造過程終盤では、酵母は数日に渡って高濃度のエタノールにさらされること

になるが、意外なことにこの期間の酵母の生態、とりわけストレスへの適応応答などの生存戦略

はほぼ未解明のままである。その理由のひとつとして、高濃度エタノールによって強力な翻訳抑

制が引き起こされ、mRNA レベルの上昇がタンパク質レベルに反映されず、最終的な遺伝子発

現の把握が難しいことが挙げられる。 

 これまで研究代表者は、醸造過程終盤や高濃度エタノールストレス下の酵母細胞で翻訳活性

が継続的に強く抑制され、大半の mRNA は新たに合成されても翻訳装置であるリボソームまで

運ばれず、核内および細胞質中の P-body や stress granule などに隔離されてしまうことを明らか

にしてきた。そのため、醸造過程終盤では転写量が増えても翻訳レベルが増加する訳ではなく、

従来のトランスクリプトーム解析などでは遺伝子の発現誘導を正しく把握できず、酵母の生存

戦略の実態を明らかにすることは困難だった。一方、2014 年に Harvard 大学の O’Shea 教授らに

よって、ストレスへの対処に不可欠な緊急性の高い遺伝子は翻訳抑制下でも例外的・優先的に翻

訳されることが明らかにされた (Zid and O’Shea, Nature, 514, 117-121, 2014)。研究代表者らも高

濃度エタノールによる翻訳抑制下で翻訳される遺伝子を探索し、BTN2 が優先的に翻訳され発現

することを明らかにした。Btn2 は変性タンパク質の毒性の拡散を防ぎ、細胞内の deposition site

に隔離・蓄積させる凝集化酵素として機能している。高濃度エタノールストレス下で生じる変性

タンパク質に対しても拡散を防ぎ、効率的な再生・分解を促す重要な役割があることを確認して

いる。この他にも、翻訳抑制ストレス下で優先的に翻訳される遺伝子の発現はそれぞれのストレ

ス下での生き残りに重要であり、酵母の生存戦略を如実に反映していることが報告されている。

そのため、酵母がどのようにストレスに対処し生き延びようとしているのかを知る上で、翻訳抑

制下で優先的に翻訳される遺伝子は信頼度の高い強力な情報源だと考えられた。そこで、これま

で有効な解析アプローチがなかった醸造過程終盤に関しても、優先的に翻訳される遺伝子の網

羅的な同定・解析を通じて酵母のストレス生存戦略を解明しようと考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、醸造技術の改良を図る上で重要視されていたが、未だに明らかにされていない醸造

過程終盤や長期高濃度エタノールストレス下の酵母の生態、とりわけストレスに対する生存戦

略の解明を目指した。これらの環境下では翻訳が強く抑制され続けるため、トランスクリプトー

ム解析のような従来のアプローチが有効ではない。そこで、翻訳抑制下で優先的に翻訳される遺

伝子について、経時的な変動も含めて網羅的に同定することを目指した。次に、同定した各遺伝

子がコードするタンパク質がストレス下で担う役割を明らかにすることで、酵母がストレスに

どのように対処し適応や生き残りを図ろうとしているのか、その実態の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、長期高濃度エタノールストレスおよび醸造過程終盤を生き延びるために、酵母がど

のような遺伝子を優先的に翻訳・発現しているのか、経時的な変動も考慮して同定に取り組んだ。

さらに、同定した遺伝子の翻訳産物が担う役割を解析し、ストレス下での酵母の生存戦略の実態



を検証した。①高濃度エタノールストレス下で優先的に翻訳される遺伝子の同定 醸造過程よ

りもシンプルな実験室条件下で、高濃度エタノールストレス処理をした実験室酵母を用いて解

析を行った。高濃度エタノールストレスによる翻訳抑制下でも翻訳装置へと運ばれ、優先的に翻

訳される遺伝子の候補をリストアップした。候補となった各遺伝子については、ウェスタンブロ

ット解析でタンパク質レベルが増加するか確認を行い、高濃度エタノールによる翻訳抑制下で

も優先的に翻訳される遺伝子として最終的な同定を完了した。②実験室酵母と実用酵母におけ

る同定遺伝子の多様性の検証 清酒酵母やワイン酵母などの醸造用実用酵母のゲノム情報を利

用して、①で同定した遺伝子のプロモーター領域を含む塩基配列に実験室酵母と各種実用酵母

株の間で違いがないか比較解析を行った。配列に違いがあった遺伝子を中心に、高濃度エタノー

ルストレス下の各株で発現誘導パターンや翻訳産物の活性・機能に違いがないか検証し、菌株間

の同一性や多様性を検討した。また、実用酵母と実験室酵母の間で遺伝子を入れ換えた遺伝子交

換株を構築し、塩基配列の違いがストレス応答や耐性におよぼす影響を検討した。③同定した遺

伝子がコードするタンパク質の機能解明 同定した遺伝子の翻訳産物が、高濃度エタノールス

トレス下でどのような役割を担っているのか検討した。ゲノムデータベースやパスウェイデー

タベース、遺伝子オントロジー解析(GO 解析)などの既知の情報を参考にしながら、当該タンパ

ク質がストレス下で担う機能などを解析した。また、各遺伝子の破壊株や過剰発現株を構築し、

高濃度エタノールストレスに対する耐性や適応能を解析した。④醸造過程での検証 実験室条

件に比べ複雑な系であるアルコール発酵過程での解析を行った。合成果汁培地を用いてワイン

醸造を模した発酵試験を実施して、同定した遺伝子の発現誘導パターンや翻訳産物の機能に関

して、実験室条件での高濃度エタノールストレス下との違いを検証した。 

 

４．研究成果 

新たに、ミトコンドリアのタンパク質品質管理 (PQC) 関連因子の一つである Hsp78 が高濃度エ

タノールストレス下で優先的に翻訳され発現することを見出した。変性タンパク質の脱凝集酵

素である Hsp78 は、熱ショックストレス下などでミトコンドリア内の変性タンパク質とともに

DUMPs (deposits of unfolded mitochondria proteins)を形成するが、高濃度エタノールストレス下で

も DUMPs の形成が誘導されることや、Hsp78 を欠損するとエタノールストレスからの回復時に

ミトコンドリア機能の損傷が増え、呼吸欠損株の発生頻度が上昇することなどを明らかにした 

(Ishikawa et al., 2022)。また、PQC 関連について解析を進め、高濃度エタノールストレス下では

タンパク質分解系であるユビキチンプロテアソーム系 (UPS) の活性が強く抑制され、プロテア

ソーム標的タンパク質の分解が阻害されることを見出した。また、弱いストレスで前処理した後

であれば、高濃度エタノールストレス下でも UPS 活性が維持され、PQC 機能に関してもエタノ

ールに対する耐性獲得・適応応答の誘導を確認した (Nguyet et al., 2022)。また、核・細胞質側の

PQC に関連するエタノール耐性の獲得や適応応答機構について検討し、不溶性タンパク質の蓄

積や INQ・CytoQ などの deposition sites の形成が低濃度エタノールでの前処理によって抑制され

ることを明らかにした(Yoshida et al., 2021)。さらに、ワイン酵母と合成果汁培地を使って白ワイ

ン醸造を模したアルコール発酵試験を実施し、発酵温度によって変性タンパク質の生成・蓄積が

大きく異なることを見出した(Yoshida et al., 2022；Furutani and Izawa, 2022)。以上の結果は、高濃

度エタノールストレス下で優先的に発現誘導される因子として PQC 関連因子が多く含まれてお

り、エタノールストレス下での生存戦略において重要な役割を担っていることを強く示唆して

いた。また、高濃度エタノールストレス下で優先的に翻訳され発現する因子が時間経過とともに

移り変わることを見出した。例えば、高濃度エタノール下でタンパク質レベルが速やかに上昇す



る隔離酵素 Btn2 に続き、約 10 時間後には脱凝集酵素 Hsp104 や Fes1 が、さらに遅れて分子シ

ャペロン Ssa4 やプロテアソーム構成因子の発現レベルが翻訳抑制下でも顕著に増加する。Btn2, 

Hsp104, Ssa4, プロテアソームはそれぞれ変性タンパク質の隔離、脱凝集、再生、分解に関与す

る PQC 関連因子であり、酵母は高濃度エタノールによって生じる変性タンパク質に対して隔離

→脱凝集→再生→分解の順で時間差をつけて重点的に対処していることを示唆している。また、

抗変性効果を持つ Hsp26 やトレハロース合成系 (Tps1 など) の発現誘導は、タンパク質変性を

防ぐ防御系の強化を示唆していた。このような結果から、酵母がエタノールに対する多段階・重

層的な対処機構を備えていることや、対処手段の重点が時間とともに移り変わり、決して同じタ

イミングで一斉に応答が誘導されるわけではないことを明らかにした。また、この点は従来の研

究で見落されてきた視点であることを実感し、「酵母のエタノール耐性・対処能を解明するには

長期的な時間軸でエタノール応答を解析することが必要」だという結論に至った。 
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