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論文内容の要旨

申請 者 氏 名AriunzayaTsolmonbaatar

パ ン酵 母 （多 くはSaccharo〃IYcescerevisiaeの 二倍 体株 ）は製 パ ン過程 にお いて、乾

燥 、冷凍 、高 シ ョ糖 な どの製 パ ン関連ス トレスに曝 され てお り、 これ らのス トレスが

長 時間また は複 合的 に負荷 され る と、パ ン酵 母 の生育 は阻害 され死 に至 る。そ のた め、

パ ン酵 母 の有 用機 能 （炭酸ガス、 味 ・風 味成分 の生成） が制限 され 、発酵 力 にも限界

・があ る
。 したが って、パ ン酵母 に優 れた ス トレス耐性 を付 与す るこ とが重要で ある。

当研 究室 で は、ア ミノ 酸のプ ロ リンが多 くの植 物や細菌 と同様 に、ス トレスか ら酵

母S．cerevisiαeの細 胞 を保護す る ことを見 出 し、プ ロ リンの代謝調節機構 と生理的役割

の解析 を進 めて きた。酵母 におい て、プ ロ リンは細胞質 でお もにグル タ ミン酸か ら合

成 され るが、初発酵 素であるY一グル タミル キナーゼ （GK） の活性 がプ ロ リンによるフ

ィー ドバ ック阻 害 を受 けるこ とで、細胞 内 のプ ロ リン合成 が厳密 に制御 され てい る。

本 研 究で は、ス トレス耐 性の 向上 したパ ン酵母 の育種 を 目的 に、プ ロ リンを細胞内に

蓄積す るパ ン酵 母 か らGKの 変異体 を取得 し、パ ン酵母 にお ける機 能解析 を行 つた。

エチル メ タンスル ホン酸処理 に よってパ ン酵母 の二倍 体株 に突然変 異 を導入 し、プ

ロ リンの毒性 アナ ログであるアゼ チジンー2一カル ボン酸 に耐性 を示 す変異株 を単離 した。

得 られ た変異株 の中か ら、親株 よ り細胞 内プ ロ リン含 量が最 大で約9倍 に増加 した株

を多数選 抜 し、さ らにそれ らの中か ら製 パ ン関連ス トレス （冷凍 ，高 シ ョ糖）に対 し、

親株 よ り高い細胞 生存率 を示す株 を複数 取得 した。次 に、各株 の製パ ン特性 を評価 し

た ところ、冷凍 生地お よび高 シ ョ糖生地で の発酵力 が親株 に比べ て向上 した株 を複数

取得 した （最 高で約30％ お よび約60％ それ ぞれ 向上）。発酵力 が向上 した株 のGK遺 伝

子 を解析 した結 果、2株 のGK遺 伝子 に新規 なア ミノ酸置換 （Pro247Ser，Glu415Lys）
ら

を伴 う変異 を見 出 した。各’GK変 異体 をパ ン酵母 で発 現 させ る と、細胞 内プ ロリン含

量 が親株 の約2倍 に増加 し、冷凍後 の細胞生存率 も親株 の約2－3倍 ｝こ増加 した。また、

各GK変 異 体 は野生型酵素 に比べて反応速度 定数 が上昇 し、プ ロ リンに よるフ ィー ド

バ ック阻害感 受性 が低下す るこ とで、プ ロ リン含量 の増加 に寄与す る と結論づ けた。

次 に、 さ らなるプ ロリン含 量 の増加 とス トレス耐性 の向上 を 目的に、 当研究室で過

去 に得 られ たGK変 異体 （Ile150Thr，Asp154Asn） と今回得 られ た変異 体 （Pro247Ser，

Glu415Lys） を組 み合 わせた多重変異体 を作製 し、パ ン酵母 の細胞 内で発現 させ た。そ

．の結果 、多 くのGK二 重変異体 ではプ ロ リン含 量や フィー ドバ ック阻害へ の相加効果

が観察 され たが、ス トレス耐 性は向上 しなか った。また、GKの 三重 ・四重変異 体では、

酵素特性 、細胞 内プ ロ リン含量、ス トレス耐性へ の効果 はいずれ も見 られ なかった。

本研 究 を通 して 、パ ン酵母 のプ ロ リン合成 におけ るGKの 分子機能 、及 びス トレス

耐性 には適切 なプ ロ リン含量がそれぞれ重要 であ ることが示 された。これ らの知見 は、

パ ン酵母 の育種 へ の応用やプ ロ リンの生理機能 の理解 に繋 が るこ とが期待 され る。
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論文審査結果の要旨

申 請 者 氏 名AriunzayaTsolmonbaatar

パ ン酵母 （多 くはSaccharo〃IYcescerevisiaeの 二倍体株） は製 パ ン過 程 において、乾

燥 、冷凍 、高 シ ョ糖 な どの製パ ン関連ス トレス に曝 され なが ら有用機 能 （炭 酸ガス、

味 ・風 味成 分 の生成） を発揮 してい るが、過酷 なス トレス下では生育 阻害 や細胞 死が

引 き起 こ され る。 したがって、パ ン酵母 のス トレス耐性 を向上 させ る ことで高い発酵

力 と多様 な製 パ ン法 に対応可能 なパ ン酵母 の開発 が可能 にな る。 申請者 が所属す る研

究 室 で は ア ミノ酸 のプ ロ リンが 多 くの植 物 や 細菌 と同様 に 、ス トレス か ら酵 母 ＆

cerevisiαeの細胞 を保護す るこ とを見出 し、プ ロ リンの代謝制御機構 と生理機能 の解析

を進 めてい る。 申請者 は、ス トレス耐性の向上 したパ ン酵母 の育種 を 目的 に、プ ロ リ

ン含量 が増加 したパ ン酵母 の変異株 か ら、プ ロ リン合成 系の初発酵素 で、細胞 内のプ

ロ リン含 量 を制御 してい るY一グル タ ミル キナーゼ （GK） の変異 体 を取得 し、パ ン酵母

にお け る機 能解析 を行 うことで、以 下に示す新 たな知 見や重要 な結 果 を得 た。

1） プ ロ リンの毒性 アナ ログで あるアゼ チ ジンー2一カル ボン酸 （AZC） に耐 性を示すパ

ン酵母 二倍 体株 の変異株 の 中か ら、親株 よ り細胞 内プ ロ リン含 量 が著 しく増加 し

た株 を多数選 抜 した。 それ らの中か ら、製 パ ン関連 ス トレス （冷凍 ，高 シ ョ糖）

に高 い耐性 を示す と ともに、冷凍生地や 高 シ ョ糖生 地で の発酵 力 が親株 に比べて

向上 した株 を複数取得 した。 以上の結果 か ら、AZC耐 性 変異株 の取得 がプ ロ リン

含 量 とス トレス耐性 の向上 したパン酵母 の育種 に有効 で あるこ とが実証 できた。

2）発酵力 が 向上 した2株 のGK遺 伝子 に新規 なア ミノ酸置換 （Pro247Ser，Glu415Lys）

を伴 う変異 を見 出 した。各GK変 異体 を発現す るパ ン酵母 では、細胞 内プ ロ リン含

量、冷凍 後 の細胞 生存率 が親株 よ り有意 に増加 した。また、各GK変 異体 は野生型

酵 素 に比べ て反応速度 定数が上昇す る と ともに、プ ロ リンに よるフ ィー ドバ ック

阻害感受性 が低下す る ことで、プ ロ リン含 量の増加 に寄与す る と結論 づ けた。

3） さらな るプ ロ リン含 量の増加 とス トレス耐性 の向上 を 目的に、 当研 究室 で過去 に

得 られ たGK変 異体 （Ile150Thr，Asp154Asn） と今 回得5れ た変 異体 （Pro247Ser，

Glu415Lys） を組み合 わせ た多重変異 体 を作製 し、パ ン酵母 の細胞 内で発 現 させ た。

そ の結果 、多 くの二重変異体 ではプ ロ リン含量や フィー ドバ ック阻害感受性へ の

相加 効果 が観 察 され た が、ス トレス耐性 は向上 しなか った。 また、三重 ・四重変

異体 では、酵素特性 、プ ロリン含量、ス トレス耐性へ の効果 は見 られなかった。

以上 の結果 か ら、パ ン酵母 のプ ロ リン合成 にお けるGKの 分子機能 、及 びス トレス

耐性 にお け るプ ロ リン含量 の重要性 をそれぞれ 明ち か にす るに至 った。 これ らの知 見

は、パ ン酵母 な どの産業酵母 の育種や酵 母 にお けるプ ロ リンの生理機 能 の理解 に繋 が

る有用 な もの であ 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。


