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研究成果の概要（和文）：核酸系うま味調味料の供給源であるRNAを高生産する酵母の育種を行った。このため，i)リ
ボソームRNA（rRNA）転写の上昇と，ii)rDNAのコピー数増加の戦略を取った。i) では，rRNAの転写に重要な遺伝子(RR
N5及びRRN10)の破壊株から抑圧変異株を分離し，feedback制御を解除後，野生型RRN5あるいはRRN10遺伝子を導入した
。ii) では，ゲノム工学を利用して，約150コピーあるrDNA遺伝子を約300コピーとした。その結果、rrn5あるいはrrn1
0破壊株のいずれを出発株とした場合にも，野生型株の約2倍のRNAを生産する酵母を育種できた。

研究成果の概要（英文）：Breeding of yeast strains with higher RNA content is important because yeast RNA i
s a source of 5'-ribonucleotides used in food industries. To construct an S. cerevisiae strain with higher
 RNA content, we have employed a four-step breeding procedure. In the first step, an S. cerevisiae disrupt
ant of the RRN5 or RRN10 gene, important components of rRNA transcription, was constructed.  In the second
 step, suppressors were isolated that restored the slow growth of the 
rrn10 disruptant. Since RRN5 is an essential gene, plasmid rescue method wasapplied in case of rrn5 disrup
tant. In the third step, wild-type RRN5 or RRN10 gene was introduced into each of the suppressors.  In the
 final step, copy number of rDNA gene was increased from ca. 150 to 300 by genome engineering.  By these s
trategies, we have successfully constructed S. cerevisiae strains producing 2-fold higher content of RNA c
ompared with strains currently used in industry.
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. 研究開始当初の背景 

  うま味調味料は様々な食品に使用され

ており、今日の食生活において欠かすことは

できない。また、2013 年には和食がユネスコ

の無形文化遺産に登録され、和食の繊細な味

わいを醸し出す ”うま味” について世界

中が注目している。核酸系うま味調味料であ

るグアニル酸やイノシン酸は微生物由来，特

に酵母由来のRNAを原料として酵素分解法に

より生産されるため、RNA 高含有酵母の育種

は産業上有用である。RNA の約 80%はリボソ

ーム RNA（rRNA）であるので，rRNA 含量を増

やすことが有効である。このため，以前より

自然界から分離した rRNA 高含量酵母が使わ

れているが，積極的な育種は行われていない。

その理由は、約 150 コピーある rRNA 遺伝子

のコピー数を増加させる方法論や、rRNA 遺伝

子 転 写 の 恒 常 性 維 持 機 構 （ feedback 

inhibition）の複雑さにより転写を上昇させ

る方法論が無いことによる。こうした問題を

解決することによって，RNA 含量を 2倍にで

も増加させることができれば産業的な意義

には大きなものがある。 

 

2. 研究の目的 

 上記の背景のもと，本研究の目的は，抑圧

変異株の分離とゲノム工学技術を駆使して，

RNA 高含有酵母を育種することである。 

 

３. 研究の方法 

 本研究では，具体的には，以下の方法論（育

種戦略）を取った。すなわち，(1) rRNA 転写

の feedback inhibition が解除された変異株

を単離する。(2) この変異株において、我々

が開発した革新的ゲノム工学技術を利用し

て、rRNA 遺伝子のコピー数を一挙に 300 コピ

ーにまで増幅し，本研究の目的を達成する。 

 

４．研究成果 

(1) rRNA 転写の feedback inhibition が解除

された抑圧変異株の分離 

 

① rrn10破壊株を親株とした場合 

rRNA の効率の良い生合成には，RRN と命名

されたいくつかの遺伝子が知られている。こ

のうち初年度は，RRN10 遺伝子に着目した。

RRN10 遺伝子は，必須遺伝子ではないが，そ

の破壊によってrRNA合成能が極度に低下し、

極小のコロニーしか形成しない。そこで，ま

ず，rrn10 破壊株を構築し，次に，この破壊

株から、通常の大きさのコロニーを形成する

７つの抑圧変異株（SupA〜SupG）を分離した。

これらの抑圧変異株に RRN10野生型遺伝子を

導入し,RNA 含量を測定したところ,RNA 含量

は野生型株の 1.4〜2.3 倍上昇した。 

RNA 含量上昇のメカニズムを明らかにする

ため，最も RNA 含量の増加率が大きかった

SupE 抑圧変異株（遺伝解析から 2つ以上の抑

圧変異を持つことが示唆されている）のゲノ

ム DNA から構築したライブラリーを用いて

rrn10 破壊株が示す極小コロニー表現型を野

生型の大きさに戻す遺伝子のクローン化を

試みたところ，リボソームタンパクをコード

する RPL40A 遺伝子がクローン化された。し

かし、SupE 抑圧変異株からクローン化された

RPL40A遺伝子の塩基配列は，rrn10破壊株の

RRPL40A 遺伝子と全く同じであった。しかし，

SupE 抑圧変異株では，RPS31 や RPL5 の，そ

の他のリボソームタンパクをコードする遺

伝子の転写も上昇していること， SupE 抑圧

変異株に RPL40A 遺伝子を多コピーで導入す

ると，RNA 含量が約２倍に増加すること、

RPL40A のホモログである RPL40B 遺伝子も同

様な効果を持つ事がわかった。従って、

RPL40A あるいは RPL40B 遺伝子は抑圧変異遺

伝子ではないが，多コピーで SupE 抑圧変異

と組み合わせると，RNA 含量を顕著に増加さ

せるのに有効な遺伝子であることがわかっ

た。 

 同様な手法により，SupD 抑圧変異株のゲ
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ノムDNAから構築したライブラリーを用いて，

rrn10 破壊変異の抑圧活性を持つ遺伝子のク

ローン化を試みたところ，リボソームの生合

成に関わる NOP15遺伝子がクローン化された。

クローン化された NOP15遺伝子では，開始コ

ドン上流（プロモーター領域）の-279 番目の

Tが Cに置換されており(T-279C と命名)，こ

のアレルを rrn10破壊株および野生型株に導

入すると，NOP15 遺伝子の転写と RNA の含量

が，そのコピー数に応じて上昇することがわ

かった。従って、NOP15 遺伝子の転写を増加

させることもRNA含量の増加に有効であるこ

とが明らかとなった。 

 

② rrn5破壊株を親株とした場合 

次年度は，さらに高い RNA 含量を示す株の

育種を目指して、RRN5 遺伝子に着目した。

RRN5は，RRN10遺伝子と違って必須遺伝子で

あるため、URA3マーカーを持つプラスミドに

野生型 RRN5 遺伝子をクローン化して，予め

野生型株に導入した後、ゲノム上の RRN5 を

破壊した株（以下rrn5 [RRN5-URA3] 株）を

作成した。その後、この株をウラシル要求株

のみが生育可能な5-FOA培地で培養すること

で RRN5-URA3プラスミドが脱落しても生育で

きる抑圧変異株の分離を試み，9 株の抑圧変

異株（Sup13〜Sup19、Sup23、Sup24 と命名）

を得た。そのうち 4株の変異は優性で、その

他の変異は劣性であること，また，Sup15 抑

圧変異株が持つ劣性変異(sup15)と、Sup16 抑

圧変異株が持つ優性変異（SUP16）は核性の

単一変異であることがわかった。これらの抑

圧変異株に野生型 RRN5 遺伝子を導入したと

ころ，Sup16〜Sup19、および Sup23 抑圧変異

株においては，野生型株よりも 1.5倍〜1.85

倍高い RNA 含量を示すことがわかった。 

 RNA 含量増加の機構を明らかにするため，

SUP16 優性変異を持つ株から抽出したゲノム

DNA でゲノムライブラリーを作成した。今後

は，このライブラリーを利用して，SUP16 抑

圧変異遺伝子のクローン化を試みる予定で

ある 

 

(2)ゲノム工学によるrRNA遺伝子のコピー数

の増加 

 

  SupE 株を出発株として，我々が開発し

た染色体分断技術を利用し，TRP1遺伝子でマ

ークされた rDNA クラスター（約 150 コピー）

のみから成る染色体（rDNA 染色体と命名）を

構築した。次に、染色体分断技術を利用して

抑圧変異株の rDNA クラスターの左端と右端

を分断し、rDNA 遺伝子だけからなる染色体 

(rDNA 染色体と命名)を構築した。その後、こ

の rDNA 染色体（TRP1 でマークされている）

を持つ株と、接合型を変換した同じ SupE 抑

圧変異を持つ株とを交雑し、雑種二倍体を得

た。この雑種二倍体の減数分裂分離株から、

rRNA 遺伝子クラスターを 2 セット（rRNA 遺

伝子は 300 コピー）持つ株を取得した。これ

らの株の RNA 含量を測定したところ、rDNA ク

ラスターを１コピー持つ supE 株に比べて約

61%，また，野生型株に比べても 40%増加して

いた。一方，rDNA クラスターを１コピー持つ

supE 株に RPL40A 遺伝子を多コピーで導入す

ると，RNA 含量は RNA 含量は野生型株の約２

倍となった。最後に，rDNA クラスターを２コ

ピー持つ supE 株に RPL40A遺伝子を多コピー

で導入すると，RNA 含量には，さらに 50%の

上昇が見られた。これらの結果より，本研究

の育種戦略は，RNA 高含量酵母の育種に有用

であること結論した。 

 

(3) 今後の研究の推進方策  

 rrn5 破壊株から分離した抑圧変異株で単

一変異を持つ事が明らかとなった Sup15 と

Sup16 抑圧変異株の責任遺伝子のクローン化

を行う。この遺伝子の機能強化や機能喪失に

よって、更に RNA 含量を高くすることが可能

どうかを検証する。また，本研究で分離した
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抑圧変異株に，本研究で，その有用性を明ら

かにした RPL40A、RPL40B、NOP15(T-279C)遺

伝子を同時に多コピーで導入することによ

って，さらに RNA 含量の高い酵母菌株が育種

できるかどうかを検証する。 
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