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論文内容の要旨

申請 者 氏 名WatcharawipasAkaraphol

酵母Saccharo〃IYcescerevisiaeは 発酵産業 におい て広 く利用 され てい る有用微 生物 で

あるが、木 質セル ロースか らのバイオエ タ ノール 生産 にお いては、原料 処理 に よって

生 じる酢 酸ナ トリウムが酵母 の生育 ・発酵 を阻害す る ことが課題 となってい る。 当研

究 室で以前 に単離 された酵母 の酢酸ナ トリウム耐性変異株 は、生 育 に必須 なユ ビキチ

ン リガーゼ で あるRsp5の 基質認識 を担 うWWド メイ ン上 にア ミノ酸置換 （Thr255Ala）

を有 してい るが、 この変異が酢酸ナ トリウム耐性 を上昇 させ る機 構 は不 明であ った。

そ こで本研 究で は、酢酸 ナ トリウム耐性 の獲 得 にお けるRsp5の 関与 を解析 す る ととも

に、得 られた知見 をバイオエ タノール生産 に応用す ることを 目的 と した。

まず、T255A変 異 と既存 の機 能欠失変異 （A401E，L733S） の比較 に よ り、Rsp5の 機

能が酢酸ナ トリウム耐性 の付与 に必要 であ り、T255Aが 機 能獲 得変異で ある ことを示

した。T255Aは 塩化 ナ トリウムや酢 酸カ リウム、酢酸 な どに対す る耐性 を付与 しない

こ とか ら、酢 酸ナ トリウム耐性 のみ を選択 的に高め るこ とも判 明 した。 これまで に、

高浸透圧 ス トレス応答 で中心的な役割 を示 すhigh－osmolarity－glycerol（HOG） シグナル

経路 が塩化ナ トリウム耐性 に関与す るこ とは報告 されていたが、この経路 のMAPキ ナ

ーゼ であ るHog1やMAPキ ナーゼ キナーゼ であるPbs2の 欠損がT255A変 異 に よる酢

酸 ナ トリウム耐性 の上昇 を抑圧 す るこ とが 明 らか にな った。 しか し、T255A変 異 は

Ho91の リン酸化 レベル には影響 を及 ぼ さなか った こ とか ら、T255A変 異 がHOGシ グ

ナル経 路 の下流 に作用す るこ とが示唆 され た。 次 に、下流 因子 と して細胞膜上 の酢酸

またはナ トリウムの トランスポー ター に着 目した ところ、ナ トリウム の排 出ポ ンプ と

して知 られ るEna1／2／5の 機 能 が酢酸ナ トリウム耐性 の獲得 に必須 であ るこ とを見 出 し

た。ICP－MSを 用いた解 析の結果、酢酸 ナ トリウム処理 に伴 う細胞 内ナ トリウム レベル

の増 大がT255A変 異 に よって顕著 に抑制 され 、HOG1遺 伝子 の破壊 に よってその効果

は打 ち消 された。以上 の結果か ら、T255A変 異 は、HOGシ グナル経 路の下流 に作用 し、

Ena1／2／5に よるナ トリウムの排 出を促進す るこ とで酢酸ナ トリウム耐性 を高 める とい

うモデルが考 え られた。 さらに、Rsp5に よる基質認識 に重要 なア ダプ ター タンパ ク質

に関す る解析 も行い、Ena1の 細胞膜へ の輸送 に関与す る ことが報告 され てい るRim8

も酢酸ナ トリウム耐性 の上昇 に寄与す ることを示 した。

T255A変 異 に よって誘導 され る酢酸 ナ トリウム耐性 をバイオエ タノール生産 に応用

す るた め、実用バイオエ タノール酵母 の二倍 体株 （EthanolRed株 ） に同変異 を導入 し

た。そ の結果 、 この株 におい て も酢酸 ナ トリウム耐性 の上昇 が認 め られ 、酢酸ナ トリ

ウム存在 下でのエ タノール発酵速度 が有意 に向上す るこ とが実証 され た。 以上 の結果

か ら、Rsp5を 介 した酢酸 ナ トリウム耐 性機 構へ の理解 を深 め るとともに、 これ を応用

したバイ オエ タ ノール生産効率 の向上 に資す る有用性 の高い知見 を得 るこ とがで きた。
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論文審査結果の要旨

申請 者 氏 名WatcharawipasAkaraphol

酵母Saccharomycescerevisideは 、発酵産業 におい て広 く利用 され てい る有用微 生物

で あ るが1実 際の発酵 生産 環境で は、様 々なス トレス に よって酵 母の生育 と発酵 が阻

害 され る。 したがって、酵 母 のス トレス応答機 構 の解 明はス トレス耐性 が向上 した酵

母 の育種 技術 の開発 に も繋が り、基礎研究 のみな らず産 業利 用の観 点で も重要で ある。

申請者 は、酵母 の生育 に必須 なユ ビキチ ン リガーゼRsp5の 変異株 （T255A株 ）が示す

新 規 な表現型 を端緒 として 、未 だ詳 細な知見 の乏 しい酢 酸ナ トリウムス トレス応 答 の

解 明 に挑戦 し、以 下に示す新 たな知 見や重要 な結果 を得 た。

1） 表現型解析 を行 った結果 、T255A変 異 は酢酸ナ トリウム耐性 を特異的 に上昇 させ

る機 能獲得変 異 である こ とを示 した。酵 母 にお いて 、酢酸 耐性 や塩化 ナ トリウム

耐性 に関す る研 究 は進 んでい るが、酢酸 とナ トリウムの組合 せ に よって生 じるユ

ニー クなス トレス に対す る細胞応 答 にRsp5が 関与す るこ とが初 めて示 唆 された。

2） 酢酸 ナ トリウムス トレス下での生育、Hog1の リン酸 化、Rim8の ユ ビキチ ン化 の

結果 を遺伝学 的に解析 した ところ、T255A変 異 を介 した酢酸ナ トリウム耐性 の獲

得が 、HOGシ グナル伝達経 路お よびアダプ ター タンパ ク質Rim8の 下流因子 の機

能強化 に依存 した ものであ ることが示 され た。

3） 酵母 が酢酸 ナ トリウム耐性 を獲 得す るた めには 、細胞膜 上 のナ トリウム ポ ンプ

Ena1／2／5の機 能が必須 で あるこ とを明 らか に した。

4） 細胞 内のナ トリウム含量 を測定 した結果 、T255A変 異 は細胞外 か らのナ トリウム

の流入 に対抗 し、ナ トリウムの排 出を促 進す るこ とを見 出 した。

5） 酢酸 には細胞外 か らのナ トリウムの流入 を促進す る作用 があ り、酢酸 とナ トリウ

ムの組 合せ に より、細胞 に負 荷 され るス トレス の程度 が高まる ことが示唆 され た。

6）T255A変 異 をバイオエ タノール生産 に用 い られ てい る酵母 二倍 体株 に導入 した と

ころ、酢酸ナ トリウム存在下で の生育 とエ タ ノール発酵 速度の 向上が認 め られた。

これ らの結果 か ら、Rsp5に よる酢酸ナ トリウム耐 性獲得 の分子機構 の解 明 に繋が る

重要 な知見 が得 られ 、 これまで体系 的な解析 が不十分 であ った酵母 の酢酸 ナ トリウム

ス トレス応答 に関す る一つ のモデル を提案 す るに至 った。 酢酸ナ トリウムは、バイオ

エ タノール の原料 として期待 され る木質 バイオマ スの酸 処理 な どに よって容 易 に生成

す る発酵 阻害物 質で あ り、酵母へ の酢 酸ナ トリウム耐性 の付与 は発酵 ・エネル ギー産

業上 の課題 で あった。本研究 に よ り、酢酸ナ トリウムス トレスを回避す る具体的 な方

策 を示 した こ とは高 く評価 され るべ き点であ る と考 える。以上 の よ うに、本論文 はRsp5

の新規機能 の解 明 とそ の活用 の両者 を達成 した内容 となってお り、学術 上、応用上貢

献す る ところが少 な くない。 よって審査委員一 同 は、本論文 が博 士 （バイオサイエ ン

ス） の学位論文 と して価値 あ るもの と認 めた。


