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微生物のバイオサイエンス微生物のバイオサイエンス

ニューバイオインダストリーの創製ニューバイオインダストリーの創製

スクリーニング
（自然分離、変異処理）

ゲノム情報

微生物機能の解析と改変微生物機能の解析と改変
タンパク質工学

代謝工学

遺伝子工学

細胞工学

食糧

生命 エネルギー

環境

有用な微生物育種、物質生産、技術開発有用な微生物育種、物質生産、技術開発

１）有用微生物の機能解析と分子育種

① 酵母のストレス耐性機構の解明と産業酵母の分子育種（高木）

② システインの代謝調節機構の解明と生産菌の分子育種（高木）

２）微生物有用酵素の機能改変

① プロテアーゼのフォールディング機構の解明と機能改変（高木）

② アマドリ化合物分解酵素の糖尿病臨床診断への利用（吉田）

３）微生物機能の活用（微生物による化合物変換、環境保全・浄化）

① 光学活性物質の生産（小野寺）、パーム油の有効利用（桂樹）

② 備蓄原油に存在する微生物の分子遺伝学的解析と利用（吉田）

４）微生物スクリーニングシステムの構築と応用
セルソーターによるアスタキサンチン生産株の改良・育種（桂樹）
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＜実験室酵母＞
高等生物のモデルなど基礎研究に使用

＜産業酵母＞
酒類、パン類、発酵食品などの製造に使用 → ８兆円産業 の主役

酵 母 Saccharomyces cerevisiae酵 母 Saccharomyces cerevisiae

酵母の発酵環境は過酷なストレス

ストレスによって、細胞内タンパク質が変性、異常タンパク質として蓄積

酵母の有用機能が制限、発酵生産力に限界酵母の有用機能が制限、発酵生産力に限界

正常タンパク質 異常タンパク質

ストレス

変 性

生育阻害
細胞死

清酒

製パン 醸 造

冷凍 乾燥 偏栄養 エタノールpH 低温

Saccharomyces cerevisiae  

冷凍 乾燥 栄養 pH エタノール低温

製パン 醸 造
清 酒

産 業 酵 母 の 問 題 点産 業 酵 母 の 問 題 点
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酵母の新しいストレス耐性機構 !!

生成回避メカニズム 検知処理メカニズム

回 避 変 性

修 復 認 識 輸 送

正 常
タンパク質

異 常
タンパク質

プロリン・Mpr1酵素
による保護

ス ト レ ス
(冷凍・エタノール etc.)

プロテアソーム

液胞プロテアーゼ

分 解

ユビキチンシステム
による分解・修復

私 た ちが 取 り組 む 研 究私 た ちが 取 り組 む 研 究

① プ ロ リ ン① プ ロ リ ン

＜植物、細菌＞ 乾燥や塩ストレスに応答し、浸透圧調節物質として機能
＜酵母＞ 生理機能や代謝調節機構は不明な点が多い

プロリンの生理機能

グルタミン酸

γ-グルタミルキナーゼ（GK）
P5C

デヒドロ
ゲナーゼ

γ-グルタミルリン酸 (γ-GP)

グルタミン酸-γ-セミアルデヒド

Δ1-ピロリン-5-カルボン酸 (P5C)

プロリン

γ-GP レダクターゼ

P5C レダクターゼプロリン
オキシダーゼ

合 成分 解

プロリンの代謝調節機構

L-Proline

N
H

H

C

O

OH

浸透圧調節

核酸のTm値低下
(複製、転写の保護)

＜酸化＞
活性酸素
の消去

＜エタノール＞
蛋白質・細胞膜

の保護

蛋白質の構成アミノ酸
（甘い味）

＜冷凍、乾燥＞
氷結晶生成・
脱水の抑制
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冷 凍 (-20℃, 7日) 乾 燥 (20℃, 4日)

エタノール (18%, 2日)過酸化水素 (3mM, 2時間)

プロリンの細胞保護効果プロリンの細胞保護効果

(FEMS, 184, 103, 2000)

35%

6.3%

45%

(AMB, 47, 405, 1997)

(AEM, 69, 6527, 2003) (AEM, 71, 8656, 2005)
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酵母のγ-グルタミルキナーゼ（GK）
・GPR存在下で活性が発現

・プロリンによるフィードバック阻害

酵母のγ-グルタミルキナーゼ（GK）
・GPR存在下で活性が発現

・プロリンによるフィードバック阻害

プロリンの過剰合成 !!

プロリンの過剰合成機構プロリンの過剰合成機構 γ-GP GSA/P5C Pro
GK GPR P5CR

Glu

Asp154Asn変異型GK
・フィードバック阻害感受性の低下 !!
・触媒活性、熱安定性の向上 !!

Asp154Asn変異型GK
・フィードバック阻害感受性の低下 !!
・触媒活性、熱安定性の向上 !!

プロリン合成量を制御

プロリン蓄積変異株の解析 GK 遺伝子に変異（Asp154Asn）
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GK遺伝子へのランダム変異導入
D154N-GK 導入株よりも

プロリンを蓄積する菌株を取得
酵母に導入

（特許出願 2005-246916）

500
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冷凍日数 (day）

生
存

率
（
％

）

野生型 (0.1%)

N142D/I166V (2.2%)

I150T (1.9%)

D154N (0.7%)

＜変異型 GK発現酵母＞

プロリン増加に伴い、冷凍ストレス耐性が向上

＜変異型GK＞ Ile150Thr, Asn142Asp/Ile166Val など

→ プロリン合成能（冷凍ストレス耐性）が向上

＜変異型GK＞ Ile150Thr, Asn142Asp/Ile166Val など

→ プロリン合成能（冷凍ストレス耐性）が向上

GKの高機能化GKの高機能化

＜変異型 GK＞
フィードバック阻害非感受性 → プロリンの過剰合成

プロリン合成能の向上

プロリン
・エタノールストレスから酵母を保護
・呈味的に「甘い」アミノ酸

プロリン
・エタノールストレスから酵母を保護
・呈味的に「甘い」アミノ酸

清酒の味
アミノ酸、有機酸の組成に
大きな影響を受ける

清酒の製造環境
酵母は、エタノール、低温、浸透圧、
偏栄養などのストレスを受ける

有用機能が制限

味の多様化
アミノ酸の組成や生成量に
特徴をもつ酵母の育種が重要

Ｎ

H

COOH

H

(特許出願 2004-251466; AEM, 71, 8656, 2005)
グルコース

Alaピルビン酸

Asp

Asn

Ser

Cys

Gly

Leu
Val

His

Pro

Glu

Arg

Gln

オキサロ酢酸 α‐ケトグルタル酸

コハク酸

クエン酸

リンゴ酸

TCA
サイクル

フマル酸

Lys
Met
ThrIle

ＨＭＰ経路

Trp
Phe
Tyr

清酒酵母の育種への応用清酒酵母の育種への応用
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プロリン蓄積株を作製、清酒小仕込試験を実施

プロリン蓄積
清酒酵母

分解系抑制

従来の清酒酵母

合成系強化

高機能型遺伝子
への置換

不用遺伝子
の破壊X X

Y Y

X X
Y Y

★ ★

マーカー マーカー

セルフクローニングで作製

実用化可能な清酒酵母の開発実用化可能な清酒酵母の開発
プ

ロ
リ

ン
（
m

g/
L）

清酒中 プロリン

0

200

400

600

800

約2-3倍↑

I150TD154N
対照株 プロリン蓄積株

エ
タ

ノ
ー

ル
（
％

）
対照株0

１9

19.5

20
19日目のエタノール生産量

I150TD154N
プロリン蓄積株

0.5%↑

・醸造期間の短縮 ？
・高濃度アルコールの生産 ?

・醸造期間の短縮 ？
・高濃度アルコールの生産 ?

★ プロリンにストレスからの細胞保護機能を発見
異常タンパク質の生成を回避？

★ プロリンの蓄積とストレス耐性（冷凍、エタノール、酸化）の向上に成功
合成系の強化 (プロリン蓄積変異株) ＋ 分解系の遮断

・プロリンの生理機能の解明

・プロリンの代謝調節機構の解明

・γ-グルタミルキナーゼの高機能化

Appl. Microbiol. Biotechnol., 47, 405, 1997; FEMS Microbiol. Lett., 184, 103, 2000;
Appl. Environ. Microbiol., 69, 212, 2003; 69, 6527, 2003; 71, 8656, 2005
J. Biosci. Bioeng., 94, 2002; 100, 538, 2005 etc.

＜今後の方針＞

＜これまでの成果＞

プロリン蓄積酵母の作製

ストレス耐性能力の評価

① プ ロ リ ン① プ ロ リ ン

Vacuole

Pro
Arg

Lys

?
?

H +

H +

H +

ATP

A D P

Arg

P5C DH (PUT2 )

PO (PUT1 )

Pro

P5CR (PRO3 )

α-ketoglutarate

GK (PRO1)

γ-Glutamyl p hosphate

GPR (PRO2)

Glutamate-γ-semialdehyde

Spontaneous

Δ
1
-Pyrroline-5-carboxylate (P5C)

Glu

Ornithine

ARG (CAR1)OAT (CAR2)
H 2 O

GDH1、GDH2、GDH3

P5C

GSA

α-KG
TCA

Citrulline

Urea cycle

Mitochondria 

Cytoplasm

?

H +
Arg

Lys

Glu

Pro
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② 新規アセチル化酵素 Mpr1② 新規アセチル化酵素 Mpr1 (sigma 1278b genes for proline-analogue resistance)

10        20        30        40        50        60   
MPR1 MDAESIEWKLTANLRNGPTFFQPLADSIEPLQFKLIGSDTVATAFPVFDTKYIPDSLINY
ppr1     -----------------------MKDPNTIPPWRCTDFNAWCIAVDKSTNVKNKEELLST
Spa MPR1 MDAECIEWKSTANLHNGPAFFQPLTDSIEPLQFKLIGSNTLATAFPVFDTKYIPDSLINY

70        80        90       100             110
MPR1 LFKLFNLEIESGKTYPQLHSLTKQGFLNYWFHSFAVVVLQTDEK------FIQDNQDWNS
ppr1     LTYFINYEIEMGQTYPIDIKMTRNEAEDFFFKFCTVICVPVESETSPAPDLATASIDWKT
Spa MPR1 VFSLFNMEIESGKTYPQLDVLTKQEFLKYWFHSFAVIVLQTDKK------YIEDNQDWHS

*                *
120       130       140      150       160       170

MPR1 VLLGTFYIKPNYAPRCSHNCNAGFLVNGAHRGQKVGYRLAQVYLNWAPLLGYKYSIFNLV
ppr1     SLLGAFYIKPNYPGRCSHICNGGFLVSPSHRSKGIGRNLANAYLYFAPRIGFKSSVFNLV
Spa MPR1 VLLGTFYIKPNYAPRCSHNCNAGFLVNSTHRGQKIGYRLAQVYLNWAPLLGYKYSIFNLV

***   *               * *   **** **  *       *   *    *
180       190       200       210       220   

MPR1 FVTNQASWKIWDKLNFQRIGLVPHAGILNGFSEPVDAIIYGKDLTKIEPEFLSME*   
ppr1     FATNIKSIRLWERKNFTRAGIIKDAGRLKGHEGYVDAYIYQYHFPSLEDALK*
Spa MPR1 FVTNKASWKIWDRLNFQRIGLVPCAGILNDFSEPVDAIIYGKDLTKIEPEFLSMEYP*

*  *    **  *   *

*N-acetyltransferase スーパーファミリーのモチーフに保存されている残基

なぜ、酵母には Mpr1 が存在するのか ？なぜ、酵母には Mpr1 が存在するのか ？

J. Bacteriol., 182, 4249, 2000; J. Biol. Chem., 276, 41998, 2001; 
Yeast, 19, 1437, 2002; J. Biochem., 133, 67, 2003 etc.

N

COOH

H

CH3

C

O
H

CoA-SHAcetyl-CoA

N

COOH

H Mpr1p

N-Acetyl
AZCAZC

N-アセチル
AZC

アゼチジン-2-カルボン酸

(AZC)

プロリンアナログAZC の解毒酵素
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Mpr1は酸化ストレスから酵母を防御するMpr1は酸化ストレスから酵母を防御する

野生株

MPR 破壊株

野生株

MPR1 導入株

(M. Nomura and H. Takagi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 12616, 2004)

熱ショック処理後の細胞生存率熱ショック処理後の細胞生存率

MPR1

MPR2

S. cerevisiae
Σ1278b株

（形態形成に特徴）

S. cerevisiae
S288C株

（ゲノムプロジェクト）
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Mpr1は細胞内ROS レベルを減少させるMpr1は細胞内ROS レベルを減少させる

野生株 MPR
破壊株
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%
)

野生株 MPR1
導入株

Σ 株 S 株

MPR1

MPR2

ROS (主に H2O2)

洗浄
菌体破砕

504 nm 524 nm

遠心上清

励起光 蛍光

＜酸化プローブ＞
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate

(DCFDA)

熱ショック処理後の細胞内の活性酸素種（ROS）レベル熱ショック処理後の細胞内の活性酸素種（ROS）レベル

冷凍ストレスにおける Mpr1
・ROSを減少させる
・細胞保護作用あり
・プロリンとの相乗効果もあり !!

冷凍ストレスにおける Mpr1
・ROSを減少させる
・細胞保護作用あり
・プロリンとの相乗効果もあり !!
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冷凍ストレスにおける Mpr1 の機能解析冷凍ストレスにおける Mpr1 の機能解析
(X. Du and H. Takagi, J. Biochem., 138, 391-397, 2005)
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エタノールストレスにおける Mpr1
・ROSを減少させる
・細胞保護作用あり

エタノールストレスにおける Mpr1
・ROSを減少させる
・細胞保護作用あり

エタノールストレスにおける Mpr1 の機能解析エタノールストレスにおける Mpr1 の機能解析
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＜変異型Mpr1＞
・Lys63Arg
・Phe65Leu/Leu117Val

→ 抗酸化能が向上

＜変異型Mpr1＞
・Lys63Arg
・Phe65Leu/Leu117Val

→ 抗酸化能が向上

（特許出願 2006-194365）

Mpr1遺伝子へのランダム変異導入
(変異ライブラリーの構築)

野生型Mpr1発現株よりも
H2O2 耐性を示す菌株を取得

酵母(Mpr1非存在株)に導入
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 12616, 2004; J. Biochem., 138, 391, 2005

② 新規アセチル化酵素 Mpr1② 新規アセチル化酵素 Mpr1

・生理機能の解明（細胞内基質の同定）

・立体構造の解明

・高機能化（触媒活性・安定性の向上）

＜今後の方針＞

高機能 Mpr1 発現酵母の作製

酸化ストレス耐性能力の評価

グルタミン酸

P5C/GSA

プロリン

P5C/GSA

ROS

Mpr1

酸化ストレス
(冷凍、エタノール)

X
N-アセチル化

P5C

??

ミトコンドリア 細胞質

＜これまでの成果＞

★ 細胞内の活性酸素種（ROS）を制御し、酸化 (冷凍、エタノール) ストレスから保護

J. Bacteriol., 182, 4249, 2000; J. Biol. Chem., 276, 41998, 2001 etc.

N

COOH

H

CH3

C

O
H

CoA-SHAcetyl-CoA

N

COOH

H Mpr1p

N-Acetyl
AZCAZC

★ プロリンアナログAZC を解毒する新規のN-アセチルトランスフェラーゼ

GSA
ＮH2

H

O

OHC
CHO

Ｎ H

O

OHC

P5C

① 発酵生産性の改善と向上
酒類、冷凍パン生地などの効率的生産

→ 省エネ、省コスト、低環境負荷

＜酵母利用産業の発展＞

① バイオエタノールの生産
エタノール生産能の強化

＜酵母機能を活用した新産業の創出＞

② グリーンケミストリー
食品廃棄物などの効率的処理

バイオマス

糖 エタノール

酵母

肥料・飼料

酵母

食品廃棄物

② 高付加価値食品の開発
代謝産物プロファイルの改変

→ 味・香り・栄養価などの向上

バイオインダストリーへの貢献バイオインダストリーへの貢献

新規発酵生産系ストレス耐性産業酵母
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酵母のストレス耐性機構の解明

ストレス

遺伝子発現ネットワーク

情報伝達系

発現制御機構

回 避 変 性

修 復 検 知 処 理

正常
タンパク質

異常
タンパク質

プロリン・Mpr1
による保護

ユビキチンシステム
による分解・修復

ストレス

異常タンパク質の生成回避・検知処理

プロリンの細胞内蓄積、Mpr1の導入
ユビキチンシステムの強化 etc.

酵母利用産業の発展
・酒類、パン類などの効率的生産
・高付加価値食品の開発

新産業の創出
・バイオマスの高度利用
・グリーンケミストリーへの貢献

新規な発酵生産系

高機能化 高度利用

(独) 農業・食品産業技術総合研究機構 生物系特定産業技術研究支援センター (生研センター)
「新技術・新分野創出のための基礎研究推進事業」（H16 - 20度）

○ 高木 博史（奈良先端大）
島 純（食総研）
下飯 仁（酒類総研）

○ 高木 博史（奈良先端大）
島 純（食総研）
下飯 仁（酒類総研）

酵母の発酵環境ストレス適応機構の解明と
新規な発酵生産系開発への基盤研究

酵母の発酵環境ストレス適応機構の解明と
新規な発酵生産系開発への基盤研究

冷 凍

乾 燥

低 温

高 浸 透 圧

低 pH

酸 化

化 学 物 質エタノール

ストレス耐性
産業酵母

アセチル化酵素Mpr1
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