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研究成果の概要（和文）：高温条件下でのエタノール生産の改良を目指して、高エタノール生産性を示すが生育限界温
度が41°C であるSaccharomyces cerevisiae TJ14株とC3867株の高温耐性の改良を試みた。49°Cでも増殖可能な酵母H
ansenula polymorphaのゲノムDNAを用いた改良ゲノムシャフリングを行なったところ、両株から42°C耐性株が得られ
、同条件下でエタノール生産が7倍向上した株が得られた。2回目のゲノムシャフリングでは、42.5°C耐性株が得られ
、同条件下でエタノール生産が宿主株よりも2倍向上した。これらの株は効率的なバイオエタノール生産に貢献すると
期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to improve thermotolerance of S.cerevisiae by modified 
genome shuffling. In the first round of genome shuffling, S. cerevisiae TJ14 and C3867 strains showing 
thermotolerance up to 41°C with high ethanol productivity were used as recipient strains. 
Non-conventional yeast Hansenula polymorpha showing robust thermotolerance up to 49°C was chosen as 
donor strains. After transformation of recipient strains with genomic DNA from donor strain, 3 
transformants were isolated at 42°C and they showed pretty better growth and 7 times higher ethanol 
production than their recipient strains at 42°C. In the second round of genome shuffling, 2 
transformants were isolated at 42.5°C and they showed significantly better growth and 2 times higher 
ethanol production than their recipient strains at 42.5°C. These strains will contribute to providing 
better platforms for further development of thermotolerant yeast for bioethanol production.

研究分野：酵母分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年のさまざまな環境・エネルギー問
題から、バイオマスを原料にして環境にやさ
しい微生物の力で代替燃料であるエタノー
ルを製造する取り組みが注目されていた。 
 
（２）バイオエタノール生産の効率化・低コ
スト化へ向けて、発酵生産宿主の改良が必要
とされていた。特に、プロセス全体の冷却コ
ストの低減や抵コスト・高収率な発酵生産を
可能とする並行複発酵を行うために重要と
なる高温耐性の強化が求められていた。また、
6 炭糖のグルコースだけでなく、リグノセル
ロース系バイオマス糖溶液に多く含まれる 5
炭糖であるキシロースからもエタノールを
生産する能力に加えて、原料となるバイオマ
ス由来の糖溶液に含まれる発酵阻害物質（バ
ニリンや乳酸など）への耐性強化も求められ
ていた。 
 
（３）このため、多様な微生物宿主の開発が
進められていたが、出芽酵母は遺伝的改変や
培養が容易であり、高いエタノール生産能力
を示すことから、バイオエタノール生産の宿
主として期待されていた。我々は、これまで
に自然界から単離された高温耐性出芽酵母
とバイオエタノール生産用出芽酵母を交雑
することにより、一般的な出芽酵母株では生
育できない 41ºC の高温でも旺盛な増殖を示
し、かつ高いエタノール生産性を示す出芽酵
母株 TJ14 を開発してきた。また、41ºC まで
の優れた高温耐性に加えてエタノール高生
産性を示す C3867 株も取得した。しかし、生
産の効率化やコスト低減に寄与するために
は、さらなる高温耐性化などが必要であった。 
 
２．研究の目的 
 独自に開発した優れた特性を持つ出芽酵
母 TJ14 株および C3867 株を基盤にして、高
温耐性の改良を目指し、高温条件下でのエタ
ノール生産の改良を目指した。また、高温耐
性に加えてキシロース発酵性やバニリンな
どの発酵阻害物質耐性を備えた酵母株の開
発も目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）高温耐性の改良については、リグノセ
ルロース系バイオマスを効率よく酵素糖化
する際に必要な温度である43-45ºC程度の高
温耐性の獲得を目指した。そのため、改良ゲ
ノムシャフリング法を適用した（図 1）。ゲノ
ムシャフリングは、変異導入と細胞融合によ
り有用変異の組み合わせをゲノムレベルで
飛躍的に増やすことによって細胞機能を改
良する方法であり、原核生物、真核生物の別
を問わず多数の成功例がある。ごく最近報告
された改良法は、細胞融合ではなく異なる酵
母のゲノムDNAを直接取り込ませることによ
ってゲノムシャフリングを行う方法であり、
操作性や変異体作成効率が格段に向上して

いる。そこで、TJ14 株および C3867 株を親株
にして、49ºC でも生育可能な高温耐性酵母と
して知られる Hansenula polymorpha のゲノ
ム DNA を複数回導入し、高温耐性を改良する
ことを試みた。 
 

 
 
（２）出芽酵母は 5炭糖を資化できず、TJ14
株や C3867 株もキシロースを資化できない。
そこで、リグノセルロース系バイオマス糖溶
液に多く含まれるキシロースからのエタノ
ール生産能力を両株に付与するために、キシ
ロース発酵性を示す酵母 Pichia stipitis の
ゲノムDNAを用いて改良ゲノムシャフリング
を行い、高温条件下でキシロースからエタノ
ールを生産する能力を備えた酵母の開発を
試みた。この方法で、キシロース発酵性が付
与できない場合は、優れたキシロース発酵性
を示すが高温耐性レベルが低い酵母
Spathaspora passalidarumの高温耐性を改良
ゲノムシャフリングによって改良すること
を試みた。また、バイオマスの前処理過程で
生成する発酵阻害物質であるバニリンに対
しても耐性を強化するために、改良ゲノムシ
ャフリングを試みた。 
 
４．研究成果 
（１）H. polymorpha から全ゲノム DNA を抽
出した後、エレクトロポレーション法を用い
て TJ14 と C3867 株に導入した。導入後、親
株が生育できない 42ºC の条件下でスクリー
ニングを行ったところ、3株が 42ºC の高温耐
性を示した。次に、42ºC の高温条件下におけ
るこれら 3 株のエタノール生産性を調べた。
その結果、これら 3株は、増殖速度およびグ
ルコース消費速度ともに親株よりはるかに
早く、親株はこの高温条件下ではエタノール
をほとんど生産できないが、これら 3株はほ
ぼ理論収率通りのエタノール生産量を示し
た。そこで、次に、これら 3株を親株にして、
H. polymorpha のゲノム DNA をエレクトロポ
レーション法で導入することにより、2 回目
の改良ゲノムシャフリングを行った。そして、
親株が生育できない 42.5ºC の条件下でスク
リーニングを行ったところ、2株が 42.5ºC の
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有用形質保持酵母のゲノムDNA
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形質が向上した変異株の同定
それらへのゲノムDNAの導入とスクリーニングの繰り返し

図1. 改良ゲノムシャフリング



高温耐性を示した。42.5ºC の高温条件下にお
けるこれら2株のエタノール生産性を調べた
ところ、増殖およびグルコース消費速度が親
株より早く、最終エタノール生産量も親株よ
り約 2 倍向上し、90%以上の収率でエタノー
ルを生産できることが分かった。ゲノムシャ
フリングが起こったかどうかの分子的証拠
を得るため、ランダムプライマーを用いて、
親株、H. polymorpha 株および高温耐性ゲノ
ムシャフリング株のゲノムDNAを鋳型にして
Random Amplified Polymorphic DNA 解析を行
った。その結果、親株、H. polymorpha 株お
よび高温耐性ゲノムシャフリング株におい
て、それぞれ異なる増幅パターンが見られた。
このことから、高温耐性ゲノムシャフリング
株は親株や H. polymorpha 株と異なるゲノム
構成を示すことが分かり、ゲノムシャフリン
グによって高温耐性を獲得したことが強く
示唆された。次に、これら2株を親株にして、
H. polymorpha のゲノム DNA をエレクトロポ
レーション法で導入し、親株が生育できない
43ºC の条件下でスクリーニングを行った。し
かし、43ºC の高温耐性株を得ることはできな
かった。従って、本研究では、従来の出芽酵
母ではほとんど発酵が出来ない 42.5ºC 高温
条件下において、収率 90%以上でエタノール
を生産できる優秀な酵母株を育種すること
に成功した。今後、これらの株は、高温条件
下での効率的なエタノール生産に貢献する
と期待される。 
 
（２）高温耐性出芽酵母 TJ14 および C3867
株にキシロース発酵性酵母 Pichia stipitis
のゲノムDNAを導入する改良ゲノムシャフリ
ングおよび細胞融合による従来型ゲノムシ
ャフリングを行い、キシロース資化性を付与
することを試みた。スクリーニングの結果、
キシロース培地で候補株は得られたものの、
TJ14およびC3867株に十分なキシロース発酵
性を付与することはできなかった。そこで、
優れたキシロース発酵性を示すが高温耐性
レベルの低い酵母Spathaspora passalidarum
の高温耐性を改良ゲノムシャフリングによ
って改良することを試みた。S. passalidarum
に TJ14 株由来の高温耐性出芽酵母のゲノム
DNA を導入したところ、S. passalidarum が
全く生育できない 41ºC 条件下でもキシロー
ス資化性を示す候補株を複数取得した。S. 
passalidarum が生育・発酵できない 40ºC 条
件下で発酵試験を行ったところ、グルコース
およびキシロースから収率 50%以上でエタノ
ールを生産できる酵母株を育種することに
成功した。また、他生物由来のコドン最適化
を行ったキシロースイソメラーゼ遺伝子と
キシルロキナーゼ遺伝子を高温耐性出芽酵
母遺伝子に導入し、高温条件下でのキシロー
ス発酵性の改良も進めた。今後、これらの株
は、さらなるキシロース発酵性の改良を目指
した研究において、優れたプラットフォーム
を提供すると期待される。 

 
（３）リグノセルロースバイオマスの前処理
工程において、副産物として生じるバニリン
は、酵母の生育・発酵阻害物質であることか
ら、バニリンへの耐性向上も求められている。
H. polymorpha は、41ºC 条件下において、出
芽酵母 TJ14 や C3867 株よりも高いバニリン
耐性を示す。そこで、得られた高温耐性ゲノ
ムシャフリング株のバニリン耐性について
評価を行った。その結果、2 つの高温耐性ゲ
ノムシャフリング株が親株より強いバニリ
ン耐性を示すことがわかった。従って、改良
ゲノムシャフリングによってバニリン耐性
が強化された株を育種することができた。ま
た、遺伝子の過剰発現によって、発酵阻害物
質であるバニリンや乳酸および高温に対す
る耐性を強化することも試みた。PKC1 遺伝子
の過剰発現によって、C3867 株の高温耐性を
42ºC まで向上させ、同条件下でエタノール生
産性を 70%以上向上させることに成功した。
乳酸耐性を向上させるESBP6遺伝子の過剰発
現により、乳酸ストレス存在化でのエタノー
ル生産性を向上させることができた。加えて、
プラスチックの原料となる乳酸の生産性も
向上させることができた。バニリン耐性を過
剰発現で強化する遺伝子として2種を取得し、
バニリンストレス条件下でエタノール生産
性を 2倍以上向上させることに成功した。今
後、高温耐性ゲノムシャフリング株とこれら
の遺伝子の過剰発現を組み合わせることに
よって、さらに効率的なバイオエタノール生
産のための酵母育種が可能になると期待さ
れる。 
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