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第 1 章 緒論 

第 1 節 酒類 

酒類とは, アルコール分 1 度以上の飲料であると酒税法で定められている。酒類

は, その製造方法で醸造酒, 蒸留酒および混成酒の 3 つに分類される。 

醸造酒は, 原料をそのまま, もしくは糖化して酵母により発酵させ製造した酒類のこ

とである。また, 発酵方法には, 果実など原料中に含まれる糖をそのままアルコール

発酵に利用する単発酵と, 穀物などのデンプン質原料を糖化してからアルコール発

酵を行う単行複発酵, デンプン質原料の糖化とアルコール発酵が同時並行的に進行

する並行複発酵の 3 つが存在する。代表的な醸造酒として, 単発酵酒のワインやシ

ードル, 単行複発酵酒のビール, 並行複発酵酒の清酒や中国の黄酒がある。 

蒸留酒は, 醸造してできたアルコール含有物を蒸留することで製造した酒類である。

概括的に言えば, 蒸留酒は醸造酒を蒸留したものと捉えることができ, 例としてブラン

デーはワインを蒸留したもの, ウイスキーはビールを蒸留したものと考えることができる。

日本の代表的な蒸留酒である焼酎は, 麹, 酵母および穀物などの原料を混合したも

ろみを発酵させ蒸留することで製造される。酒税法に基づけば, 発芽した穀類, 果実

および含糖質物以外のものを原料とすることができ, その中でも主原料にサツマイモ

を用いた焼酎が芋焼酎となる。 

混成酒は, 醸造酒や蒸留酒に植物の花, 葉, 根, 果実や甘味料などを混ぜ合わせ

て製造した酒類のことで, みりんやリキュール類などがこれに当たる。 

 

第 2 節 酒類の香気 

酒類の香りは様々な香気成分によって形成される。その成分は, 原料や, 蒸留や

熟成といった製造過程, 酵母や麹菌などに由来する。鹿児島県の特産品である芋焼



2 

 

酎を例にすると, 原料のサツマイモに由来する香気成分として Linalool, Nerol, α-

terpineol, Citronellol および Geraniol といったモノテルペンアルコール (Ohta et al., 

1990) や濃厚な甘い香りを呈する β-damascenone (神渡ら, 2011) などが挙げられる。

また, 製造過程で生じる香気成分として, 蒸留過程でのアミノ酸のメイラード反応やス

トレッカー分解で生じるアルデヒド類 (奥村, 1991) や Furfural (白石ら, 2017) などが

挙げられる。これら原料由来の香気成分や製造過程で生じる香気成分は, 焼酎や清

酒, ビール, ワイン等, 酒類ごとに特徴的な香りの形成に寄与している。一方, 酵母が

生成する香気成分は, Isoamyl alcohol, n-propyl alcohol, Isobutyl alcohol, Active amyl 

alcohol および β-phenethyl alcohol といった高級アルコール類とこれらを基質として

生成する酢酸エステル類, さらに脂肪酸エステル類が挙げられ, これらはほとんどの

酒類に含まれる成分である。 

 

第 3 節 酒類における酵母が生成する香気成分 

酵母が生成する香気成分のうち, バナナ様の香りを呈する Isoamyl acetate や, リ

ンゴ様の香りを呈する Ethyl caproate などのエステル類は, その多くが果実香を示し, 

酒類のフルーティーな香りの形成に寄与する。これら酵母が生成するエステルに由来

するフルーティーな香りは, 清酒では吟醸香, ビールではファーメンテーションブーケ, 

ワインでは第二アロマと呼ばれ, 酒類の重要な香りとされている。同様に, 酵母が生成

する香気成分のうち, 油性インキ様の香りを示す Isoamyl alcohol, n-propyl alcohol お

よび Isobutyl alcohol や, バラ様の香りを示す β-phenethyl alcohol などの高級アルコ

ール類も酒類において重要な香気成分である。高級アルコールは, 3 個以上の炭素

原子を有し, エタノールと比べて高い分子量と沸点を示すアルコールであり, 酒類に

含まれる香気成分のなかで最も含有量が多い化合物群の一つである。高級アルコー
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ルが酒質に与える影響は様々であり, 低濃度であれば華やかな香気の形成に寄与す

るが, 高濃度に含まれると異臭となり, 特に Isoamyl alcohol は原料の香りをマスキン

グすることが知られている (Cameleyre et al., 2015)。さらに焼酎では, 蒸留によって高

級アルコールを主成分としたフーゼル油が生じる。フーゼル油に由来する油臭や香水

様のフーゼル臭は焼酎の不快臭となるが, 少量であれば焼酎に旨みや複雑な香りを

もたらし、味わい深さに寄与する。さらに, 高級アルコールはフルーティーな香りを示

す酢酸エステルの前駆体であり, 高級アルコールと Acethyl-CoA を基質として酵母

細胞膜上のアルコールアセチルトランスフェラーゼによって Isoamyl acetate などの酢

酸エステルが生成される (Yoshioka and Hashimoto, 1981)。このように, 高級アルコー

ルは, 低濃度であれば酒類に良い影響を与え, 高濃度では異臭や原料香のマスキン

グといった悪影響を与え, さらにフルーティーな香りを呈する酢酸エステルの前駆体に

もなるといった様々な特徴を有する。そのため, 酵母の高級アルコール生成量をコント

ロールすることは酒質の制御において重要である。 

 

第 4 節 酵母の高級アルコール生合成 

酵母が生成する高級アルコールの中で酒類の香味上重要とされる Isoamyl alcohol, 

Isobuthyl alcohol, Active amyl alcohol および n-propyl alcohol は, それぞれ分岐鎖

アミノ酸である Leucine, Valine, Isoleucine および Threonine の代謝によって生じ, バ

ラ様の香りを示す β-phenethyl alcohol は芳香族アミノ酸である Phenylalanine の代

謝によって生じる。酵母による高級アルコールの生合成は, 菌体に取り込んだアミノ酸

を脱アミノすることで生じる α-ケト酸をアルデヒドに脱炭酸し, それを還元する Ehrlich 

経路 (Ehrlich, 1907) と, アミノ酸生合成の中間代謝産物として生じた α-ケト酸につ

いて, 同様に脱炭酸と還元を行うアミノ酸生合成経路 (Chen, 1978) の 2 つの経路
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で主に行われる (Fig. 1-1)。 

高級アルコールが酒類の主要香気成分であることに加えて, バイオエタノール燃料

としても注目された (Liang et al., 2020) ことで, Ehrlich 経路への関心も高まり, 関連

遺伝子も数多く明らかとなった。Ehrlich 経路の最初の反応ステップであるアミノ酸から 

α-ケト酸への脱アミノには, ミトコンドリアに局在する分岐差アミノ酸アミノトランスフェラ

ーゼをコードする BAT1, Bat1p の細胞質局在性アイソザイムをコードする BAT2, さら

に芳香族アミノ酸アミノトランスフェラーゼをコードする ARO8 および ARO9 の 4 つ

の遺伝子が関与している (Eden et al., 1996; Kispal et al., 1996; Iraqui et al., 1998)。

BAT1 変異株のミトコンドリアでは, Leucine および Valine の脱アミノ活性が親株の約 

1/10 まで, Isoleucine の脱アミノ活性は約 1/2 まで低下した。 また, BAT2 変異株の

細胞質では, Leucine および Valine の脱アミノ活性が親株の約 1/2 まで低下するこ

とが報告された (Kispal et al., 1996)。しかし同報告内で, BAT1 および BAT2 の二重

破壊株は分岐鎖アミノ酸の脱アミノ活性を保持しており, 他の関連遺伝子の存在が示

唆された。Aro8p, Aro9p は芳香族アミノ酸アミノトランスフェラーゼであるとされていた

が , Aro8p は  Phenylpyruvate をアミノアクセプターとすれば , Methionine, α-

aminoadipic acid および Leucine を脱アミノすることができ, Aro9p はさらに広い基質

特異性を示すことが明らかとなり (Urrestarazu et al., 1998), ARO8 や ARO9 も高級ア

ルコール生合成に関与していることが示唆された。 

Ehrlich 経路およびアミノ酸生合成経路において, α-ケト酸は不可逆的に脱炭酸さ

れる。この α-ケト酸の脱炭酸には, ピルビン酸デカルボキシラーゼをコードしアルコー

ル発酵に関与する PDC1, PDC5 および PDC6 が関与すると考えられた (Watson 

and Hough, 1969)。また, これらピルビン酸デカルボキシラーゼをコードする遺伝子との

配列類似性から, α-ケト酸脱炭酸酵素をコードする遺伝子として ARO10 と THI3 が 
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新たな候補遺伝子とされた (Dickinson et al., 1997; Dickinson et al., 2003; Vuralhan et 

al., 2005)。しかし, Isoamyl alcohol 生成では α-ketoisocaproic acid, Isobuthyl alcohol 

生成では α-ketoisovaleric acid と, 生成される高級アルコールが変われば中間代謝

産物である α-ケト酸も変わる。そのため, PDC1, PDC5, PDC6, ARO10 および THI3 

にコードされる脱炭酸酵素がそれぞれ, いずれの α-ケト酸を主に基質とするのかにつ

いて研究されてきた。Dickinson らは PDC1, PDC5, PDC6, ARO10 および THI3 に

ついて, 様々な組み合わせで多重破壊株を構築し, Leucine のみをアミノ酸源とした

培地で取得した破壊株を培養した。その結果 , THI3 を破壊することで  Isoamyl 

alcohol 生成量が顕著に低下することを明らかにし， THI3 は α-ketoisocaproic acid 

の主要脱炭酸酵素をコードすると報告された (Dickinson et al., 1997)。同様の研究に

より, Isobuthyl alcohol 生成の中間代謝産物である α-ketoisovaleric acid の主要脱炭

酸酵素は PDC1, PDC5, PDC6 のいずれかがコードすると考えられ (Dickinson et al., 

1998), Acive amyl alcohol の中間代謝産物である α-keto-β-methylvaleric acid の脱

炭酸には PDC1, PDC5, PDC6, ARO10 および THI3 がコードする脱炭酸酵素のい

ずれかが存在すれば十分であると考えられた (Dickinson et al., 2000)。 

Ehrlich 経路およびアミノ酸生合成経路において, α-ケト酸の脱炭酸を経て生成さ

れたアルデヒドは還元され高級アルコールとなる。Dickinson らは, アリルアルコール

デヒドロゲナーゼをコードすると予想された  7 つの AAD 遺伝子 (AAD3, AAD4, 

AAD6, AAD10, AAD14, AAD15 および AAD16), アルコールデヒドロゲナーゼをコー

ドする 5 つの ADH 遺伝子 (ADH1, ADH2, ADH3, ADH4 および ADH5), そしてホ

ルムアルデヒドデヒドロゲナーゼをコードする SFA1 について, 様々な組み合わせの

変異株を作製し, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5 および SFA1 が高級アルコー

ル生成におけるアルデヒドの還元に関与することを示した (Dickinson et al., 2003)。ま
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た, これら以外にも, NADPH 依存性アルドケトレダクターゼをコードする YPR1 が α-

keto-β-methylvalerate から  Active amyl alcohol への還元に関与し , GRE2 が 

Isovaleraldehyde から Isoamyl alcohol への還元酵素をコードすることが報告されて

いる (Ford and Ellis, 2002; Hauser et al., 2007)。 

このように, 多くの高級アルコール生成関連遺伝子が明らかとなったが, 炭素の安

定同位体である 13C でラベルした Leucine を用いて代謝を追跡すると, Leucine を

出発点として Isoamyl alcohol が生合成されるまでに複数の代謝ルートが予想された 

(Fig. 1-2) (Dickinson et al., 1997)。そのため, 高級アルコール生成にはいまだに多くの

未知の関連遺伝子が存在すると予想される。 

さらに, 既知の生成関連遺伝子の中で α-ketoisocaproic acid の主要脱炭酸酵素を

コードするとされた THI3 に関しては, 様々な矛盾する報告が存在する。 Dickinson 

らによって THI3 破壊によって実験室株の Isoamyl alcohol 生成量が低下することが

報告されたが (Dickinson et al., 1997), Hao らは, 一倍体産業利用株における THI3 

の破壊は高級アルコール生成量に影響を与えなかったことを報告している (Hao et al., 

2010)。また, PDC1, PDC5, PDC6 および ARO10 を全て破壊した上で THI3 のみ過

剰発現させた株に脱炭酸酵素活性が確認されなかったことも報告されており 

(Romagnoli et al., 2012), THI3 の高級アルコール生合成における役割は不明瞭なま

まとなっている。  
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Fig. 1-1 Higher alcohol biosynthesis in yeast. 
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Fig. 1-2 Possible Isoamyl alcohol biosynthetic pathways (referenced from Dickinson 

et al., 1997). The asterisks indicate carbon atoms in intermediates that were labeled with 

13C. BCAAT is a branched-chain amino acid aminotransferase. Pathway A (indicated by 

red arrow): decarboxylation of α-ketoisocaproic acid to Isovaleraldehyde and subsequent 

reduction to synthesize Isoamyl alcohol. Pathway A is a well-established biosynthetic 

route for isopentyl alcohol. Pathway B (indicated by blue arrows): a pathway in which α-

hydroxy-Isocaproic acid is produced by α-ketoisocaproic acid reductase, followed by 

decarboxylation to synthesize Isoamyl alcohol. Pathway C (indicated by green arrows): 

the pathway where Isovaleryl CoA is produced by α-keto acid dehydrogenase and then 

converted to Isovaleric acid by acyl-CoA hydrolase, which is reduced to synthesize 

Isoamyl alcohol. 
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第 5 節 酵母の高級アルコール生成に注目した育種開発 

酵母が生成する高級アルコールは, フルーティーな香りを付与する酢酸エステル類

の前駆体になるため, エステル高生産を目指して高級アルコール生成能の高い酵母

の育種が行われている。Ehrlich 経路やアミノ酸生合成経路は, アミノ酸代謝経路を

経るため, アミノ酸代謝におけるフィードバック阻害や抑制の影響を受ける。そのため, 

これら阻害や抑制の引き金となる成分のアナログ耐性株から, 高級アルコール高生産

株が分離され , Leucine のアナログである  5,5,5-Trifluoro-DL-leucine 耐性株は 

Isoamyl alcohol 生成量が 約 3–4 倍増加し (Ashida et al., 1987), Valine や Leucine 

の代謝拮抗物質である β-(2-thiazoryl)-DL-alanine 耐性株は Isoamyl alcohol およ

び Isobuthyl alcohol 生成量が約 10 倍増加している (Fukuda et al., 1990)。 

また, 高級アルコール生成関連遺伝子をターゲットとした育種や研究も行われてい

る。その中で , 実験室株において  PDC1, PDC5, PDC6 の三重破壊によって 

Isobuthyl alcohol 生成量が低下することや (Dickinson et al., 1998), 一倍体産業利用

株で, BAT2 を破壊することで Isoamyl alcohol および Active amyl alcohol 生成量が

減少することが報告されている (Zhang et al., 2015)。また,一倍体産業利用酵母での 

THI3 と ADH2 の二重破壊や, THI3 と BAT2 の二重破壊による Isoamyl alcohol 

生成量の低下も報告されている (Wu et al., 2021; Chen et al., 2022). 前述の報告は全

て  Saccharomyces cerevisiae におけ る ものであったが , 醤油酵母であ る 

Zygosaccharomyces rouxii においても同様の研究が行われ, BAT1 および ARO8 の

二重破壊によって Isoamyl alcohol 生成量が大きく低下することが報告されている 

(渡部, 2018)。 
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第 6 節 酵母の育種や研究に用いられる遺伝子工学技術 

第 5 節で述べた酵母の育種や研究は, 突然変異を利用した変異株の取得や, 

遺伝子組換え技術による変異株の取得によって行われた。 

突然変異を利用した変異株の取得は, UV や EMS (Ethyl methanesulfonate) とい

った変異原を用いて人為的に突然変異を起こさせ, 目的の形質を示す株を選抜する

という手法である。この手法は比較的操作が簡便であり, 取得した株は自然発生的な

突然変異株とみなせるため産業株として利用されている。 清酒醸造用のきょうかい酵

母である 1701 号や 1901 号はこの手法によって取得された株である (稲橋, 2001; 

蓮田, 2014)。しかし, この手法で誘発される突然変異はランダムなものであるため, 目

的の形質を持つ株の取得効率が悪いうえ, 予期せぬ変異が導入されてしまう可能性

がある。 

遺伝子組換え技術では, 遺伝子をピンポイントにターゲティングして変異株を取得

できる。一般に遺伝子組換えでは, 「カセット」 と呼ばれる, 標的遺伝子に対して相同

な配列を付与したマーカー遺伝子を用いて, 標的遺伝子を破壊する。酢酸リチウム法 

(Ito et al., 1983) やエレクトロポレーション法 (Delorme, 1989) といった遺伝子導入手

法でカセットを酵母菌体内に導入し, 標的遺伝子をマーカー遺伝子で置換する形質

転換によって標的遺伝子の破壊株を取得する。この手法では標的遺伝子をピンポイ

ントに破壊できるため, 効率よく目的の破壊株を取得することができる。 

しかし, 遺伝子組換え技術にはいくつかの問題点が存在する。一つは二倍体生物

では, 一回の形質転換によって標的遺伝子を完全に破壊するのは困難という点であ

る。一般に産業利用されている酵母は二倍体であり, 一度の形質転換で両対立遺伝

子上の標的遺伝子を破壊することができず, ヘテロな形で標的遺伝子が残る。そのた

め, 標的遺伝子を完全に破壊するためには, 別のマーカー遺伝子を用いて残った標
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的遺伝子に対して再度形質転換を行う必要があり (Fig. 1-3A), 手間と時間が要求さ

れる。また, ヘテロに遺伝子が破壊された株に胞子を形成させ, 減数分裂時の染色体

の分配を利用して標的遺伝子が完全破壊された一倍体酵母を取得する手法もある 

(Fig. 1-3B)。しかし , 清酒酵母のように胞子形成能が低い酵母 (Nakazawa et al., 

1992) には本手法を適応できない。二つ目の問題点として, マーカー遺伝子の種類

に限りがあるため破壊できる遺伝子数が限られてしまう点が挙げられる。そのため, マ

ーカー遺伝子数を超えて遺伝子を破壊するためにはマーカーリサイクルが必要となる。

バクテリオファージ P1 の loxP 配列に挟まれたマーカー遺伝子を形質転換に用い

た上で, Cre リコンビナーゼを発現させ, loxP 配列間での組換えによってマーカー遺

伝子を除去する手法が報告された (Güldener et al., 1996) が, 除去後に loxP の反

復配列が染色体上に残ってしまうというデメリットがある。三つ目の問題点として, マー

カー遺伝子に外来の遺伝子を用いた場合, 遺伝子組換え株となり産業利用が困難と

なる点がある。そのため, 産業利用を前提とする場合, 外来遺伝子を使わずに標的遺

伝子を破壊するか, 導入した外来遺伝子を除去する必要がある。このように, 遺伝子

組換え技術はピンポイントに遺伝子をターゲットにできるため, 効率の良い育種や遺

伝子解析に有用であるが, 未だに課題も多い。  
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Fig. 1-3 Gene disruption strategies in diploid yeasts. (A) Method of transforming the 

remaining target genes with a different type of marker gene in order to completely destroy 

the target gene. (B) Method to obtain haploid yeasts with complete disruption of target 

genes by inducing spore formation in heterogeneously disrupted strains and utilising 

chromosome partitioning during meiosis. 
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第 7 節 本論文の研究目的とその内容 

これまでの研究で, 高級アルコール生成関連遺伝子が数多く報告されているが, 

THI3 はその機能が不明瞭である。実験室株や産業利用株を用いた THI3 の破壊に

よる高級アルコール生成量への影響が多数報告されているが, (Dickinson et al., 1997; 

Hao et al., 2010; Wu et al., 2021; Chen et al., 2022), それが THI3 のいかなる機能に

よってもたらされたものであるのかは曖昧なままとなっており, 高級アルコールをターゲ

ットとした酵母育種や研究で誤った解釈を引き起こす可能性がある。また, 酵母の高

級アルコール生合成には, 未知の関連遺伝子の存在が示唆される。これらについて, 

産業利用株を用いた機能解析や育種を行い, 実際に酒類製造に与える影響を直接

的に確認することは有用であり, そのためには二倍体産業利用酵母にも適用できる遺

伝子破壊技術が求められる。さらに産業利用を考える上では, 外来の遺伝子を用い

ない遺伝子破壊技術が必要である。 

そこで本研究では , THI3 が生合成の主要関連遺伝子と報告された  Isoamyl 

alcohol をモデルとして, THI3 の生合成における役割を明らかにすることと, 二倍体

焼酎酵母を親株としてこれまでの遺伝子組換え技術の問題点を克服し, 産業利用株

に適用できる遺伝子破壊技術を構築することを目的とした。 

具体的には, 本論文は 4 章で構成されており, 第 1 章では酒類香気成分の中で

も酵母が生成する高級アルコールに注目して, 酵母の高級アルコール生成機構や生

成関連遺伝子についてこれまでの研究と不明点, さらに高級アルコール生成に関連

した酵母育種や用いられた遺伝子工学技術の概略と問題点を示した。 

第 2 章では, 焼酎酵母を親株として  THI3 破壊株を用いた培養試験を行い, 

Isoamyl alcohol 生成量を測定することで, 焼酎酵母における THI3 破壊による影響

を確認するとともに, THI3 破壊による Isoamyl alcohol 生成量に影響を与える因子を
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明らかにし, 酵母の Isoamyl alcohol 生合成における THI3 の役割を明らかにした。 

第 3 章では, ループアウト組換えによってマーカー遺伝子が除去される破壊カセ

ットを外来の遺伝子を用いずにデザインし, このカセットとヘテロ接合性の消失を利用

することで, 二倍体酵母の両対立遺伝子上の標的遺伝子を破壊できる, 新たな遺伝

子破壊手法について検討した。 

第 4 章では, 上記各論の結果を総括し, 本研究の内容をまとめた。  
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第 2 章 Isoamyl alcohol 生合成における THI3 の役割 

第 1 節 緒言 

Isoamyl alcohol は, 酵母の Leucine 代謝により生成され, バナナ様の香りを呈す

る酢酸イソアミルの前駆体でもある。Isoamyl acetate は, 酒類の製造における発酵中

に, Isoamyl alcohol と Acethyl-CoA を基質とし, 酵母菌体表面に存在するアルコー

ルアセチルトランスフェラーゼによって生成され (Fujii et al., 1994; Fujiwara et al., 

1999), その生成量は  Isoamyl alcohol 濃度に強く依存することが報告されている 

(Ashida et al., 1987)。一方で, Isoamyl alcohol 自体は油性インク様の香りを示し, ワイ

ンのフルーティーな香りをマスキングすることが報告されていることから (Cameleyre et 

al., 2015), Isoamyl alcohol 生成量を適切に制御することは酒質の制御を行う上で重

要である。 

酵母による Isoamyl alcohol の生成は, 菌体内に取り込んだ Leucine の脱アミノに

よって生じた α-ketoisocaproic acid を脱炭酸によって Isovaleraldehyde に変換した

後, それを還元する Ehrlich 経路 (Ehrlich, 1907) と, Leucine 生合成の中間代謝産

物として生じた α-ketoisocaproic acidについて, 同様に脱炭酸と還元を行うアミノ酸生

合成経路 (Chen, 1978) の 2 つの経路で主に行われる。 

Ehrlich 経路とアミノ酸生合成経路に共通する α-ケト酸からアルデヒドへの脱炭酸

反応には, ピルビン酸脱炭酸酵素をコードする PDC1, PDC5, PDC6 (Kellermann et 

al., 1986; Seeboth et al., 1990; Hohmann, 1991) と, α-ケト酸脱炭酸酵素として ARO10, 

THI3 の関与が報告されている (Schure et al., 1998; Dickinson et al., 2003; Vuralhan 

et al., 2003)。これらの遺伝子の中で, THI3 は Isoamyl alcohol 生成に関与する主要

脱炭酸酵素をコードすると報告されており (Dickinson et al., 1997), THI3 を破壊した

実験室株は Isoamyl alcohol の生成量が低下することが報告された (Styger et al., 
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2012; Wu et al., 2021)。しかし, 一倍体産業利用株では THI3 を破壊しても Isoamyl 

alcohol 生成量が変化しなかったことも報告されており (Hao et al., 2010), THI3 破壊

による Isoamyl alcohol 生成量の低下は普遍的なものではないと考えられる。さらに, 

PDC1, PDC5, PDC6, ARO10 および THI3 を単独で発現させ, それ以外の 4つの遺

伝子を破壊した酵母の無細胞抽出液について脱炭酸酵素活性を評価すると, THI3 

の単独発現時においてのみ脱炭酸酵素活性が認められなかったという報告もある 

(Vuralhan et al., 2003; Romagnoli et al., 2012)。このことから, THI3 が脱炭酸酵素遺伝

子として Isoamyl alcohol 生成に関与していると断定することはできない。 

一方, THI3 について脱炭酸酵素遺伝子としての機能が提唱される以前は, チアミ

ン生合成を促進する機能が報告されている (Nishimura et al., 1992)。このように THI3 

の機能には複数の報告があるなか, 現在においても THI3 を脱炭酸酵素をコードす

る遺伝子として扱っている報告 (Wu et al., 2021) も存在しており, THI3 の破壊によっ

て Isoamyl alcohol 生成量が低下する理由や, THI3 の Isoamyl alcohol 生成におけ

る役割は不明なままとなっている。 

そこで, 産業利用株の一種である焼酎酵母を親株に THI3 破壊株を構築し, 焼酎

酵母における THI3 破壊による Isoamyl alcohol 生合成への影響を確認し, 酵母の 

Isoamyl alcohol 生合成における THI3 の役割を解明した。 
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第 2 節 実験方法 

2-2-1. 使用菌株と THI3 破壊株の作成 

鹿児島工業技術センターから分与された焼酎酵母である鹿児島 4 号 (C4) を親

株に使用した。 

THI3 破壊株 (Δthi3) の取得は, KanMX を選択マーカーとした破壊カセットを酢

酸リチウム法 (Ito et al., 1983) にて C4 に導入し, 一方の THI3 が破壊カセットに

置き換わった株に胞子形成させた後, 単離した胞子由来のコロニーを調べることで取

得した。破壊カセットは, pUG6 (Güldener et al., 1996) をテンプレートとして, 5´側 

50 塩基に THI3 の上流と下流の遺伝子配列と相補的な配列を付加したプライマー 

(F ： 5´-GGTTTGAAAGAACATAAGTACTACAACGCACCGTCGTCATTCTGAAA

ATGCAGCTGAAGCTTCGTACGC-3´ , R ： 5´-CGAGCGGTAATCATGAGGGTCC

CTGGTAGTAGGGCGGAGAGATCAGATCAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG-3´)

 を用いて PCR により増幅して調製した (プライマー配列の二重下線部は, THI3 と

の相同領域を示す)。 

破壊カセットを導入した C4 を G418入り YPD プレート (Glucose 2% [w/v], HY

POLYPEPTONE 2% [w/v], Yeast Extract 2% [w/v], Agar 2% [w/v], G418 200 

µg/mL) にて, 30℃ で 3 日間インキュベートした。生育したコロニーについて PCR 

を行い, THI3 のヘテロな破壊が確認されたものを THI3 ヘテロ破壊株として選抜し

た。遺伝子破壊の確認用プライマーは, THI3 の組換え領域より上流と下流に (F ： 

5´-CTGCTTTTCTAGGCAGCGGT-3´ , R ： 5´-CAGACATAGATGAGGCTACAGG

G-3´) 設置した。 

THI3 ヘテロ破壊株を胞子形成培地 (Glucose 2% [w/v], Yeast Extract 0.1 % [w/v], 

Potassium acetate 1% [w/v], Agar 2% [w/v]) に塗布し, 30℃ で 5 日間インキュベート
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した。形成した胞子についてマイクロマニピュレーターを用いて四分子解析を行い , 

G418 入り YPD プレート上で 30℃ で 3 日間インキュベート後に形成されたコロニ

ーについてコロニー PCR によって THI3 のホモ破壊を確認できるものを Δthi3 とし

た。 

 

2-2-2. 培地の調製 

Leucine のみをアミノ酸源とした ロイシン培地は, Glucose 20 g と Leucine 20 g に

約 800 mL の脱塩水を加え, Leucine が完全に溶解するまで 25% HCl を添加し, 溶

解後は 10% NaOH 水溶液 で pH 4 に調整して, Yeast Nitrogen Base w/o Amino 

Acids (YNB) を終濃度 0.67% (メーカー推奨の使用濃度), 0.167% (メーカー推奨濃

度の約 1/4 濃度) or 0.0334% (メーカー推奨の約 1/20 濃度) になるよう加え, 脱塩

水で 1 L にメスアップしたものを用いた。 

栄養制限培地は, Glucose, Leucine および pH はロイシン培地と同様に調製した。

YNB の構成成分は, メーカーより Ammonium Sulfate, Vitamins, Trace Elements お

よび Salts の 4 つにカテゴリー分けされている。これら 4 つのカテゴリーについて 3

つは 0.167% の YNB 相当とし, 残り 1 つのカテゴリーについてはその 1/5 量の 

0.0334% YNB 相当になるよう個別添加したものを栄養制限培地として用いた。 

ビタミン制限培地は, 栄養制限培地と同様にして, YNB に含まれるビタミンのいず

れか 1 つ以外の構成成分を 0.167% YNB と同濃度になるよう添加し, 残る 1 つの

ビタミン成分はその 1/5 量の 0.0334% YNB と同濃度になるよう添加したものを用い

た。 

チアミン培地は, ロイシン培地調製時と同様の操作で Glucose 2% (w/v), Leucine 

2% (w/v), pH 4の水溶液を調製した後, Thiamine Hydrochloride 以外のビタミンやミネ
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ラルについては 0.167% YNB と同濃度になるよう調製し, Thiamine Hydrochloride を

0, 20, 40, 60, 80, 100 µg/L のいずれかの濃度になるよう添加して調製した。 

全ての培地は 50 mL を, 乾熱滅菌した 100 mL 容三角フラスコに, 孔径 0.45 

µm のシリンジフィルター (ADVANTECⓇ) でろ過滅菌しながら分注した。 

 

2-2-3. 培養方法 

培地に C4 および Δthi3 を 1.0 × 105 cells/mL になるよう懸濁し, 30℃, 120 rpm 

で振とう培養し, 培養液 100 µL を脱塩水で 10 倍に希釈した液の濁度 (600 nm) 

を経時的に測定することで培養経過を観察した。 

 

2-2-4. 酵母数の測定 

酵母数は, 培養液 を脱塩水で 10 倍に希釈してよく混合した後, ヘマトメーターを

用いて顕微鏡観察下で計測した。 

 

2-2-5. GC/MS分析 

培養終了後の培養液を遠心分離 (9900×g, 10 min, 4℃) して得られた上清 1 mL, 

25% エタノール溶液 4 mL および Polydimethylsiloxane (PDMS) をコーティングし

た撹拌子 (Twister, GERSTEL K.K. Japan) をサンプルバイアルに入れ, 1200 rpm, 1 

時間撹拌し揮発成分を PDMS に吸着させた。撹拌子を取り出して脱塩水で軽く洗浄

した後, キムワイプで水分を除去し, ガラスインサート内に挿入した。PDMS に吸着し

た揮発成分は, 熱脱離装置 (Gerstel TDS3, Gerstel K.K.) を用いて脱離させた (温度

条件: 20℃ 1 min 保持, 60℃/min で 260℃ まで昇温, 260℃ 1 min 保持)。脱離した

揮発成分は クライオトラップ (Gerstel CIS4 thermal desorption system, Gerstel K.K.) 
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を −100℃ に設定しクライオフォーカスを行った。加熱脱着操作の後, クライオトラッ

プを加熱し, 揮発成分をガスクロマトグラフ (GC) に注入した (温度条件 : −100℃ 

1min 保持, 12℃/sec で 270℃  まで昇温, 270℃ 2 min 保持)。 

注入された揮発成分の分析は, GC 6890N (Agilent Technologies) および 5977B 

(Agilent Technologies) で構成されるガスクロマトグラフ質量分析システムで行った。カ

ラムは, 0.25 nm I.D. × 60 m, Film 厚 0.25 μm の Pure-Wax column (GL Sciences Inc., 

Tokyo, Japan) を使用した。分析は, Helium をキャリアガスとし, 流速 2 mL/min で行

った (温度条件: 50℃ 5 min 保持, 5℃/min で 240℃ まで昇温)。 

GC/MS 揮発成分の同定は , マススペクトルのライブラリー検索  (NIST 05) と 

Aroma Office を用いたリテンションインデックス検索から行った  (Takamine et al., 

2011)。 

 

2-2-6. 細胞内 Thiamine 量および Thiamine diphosphate (TPP) 量の測定 

集菌した酵母を冷水および氷冷した PBS で洗浄し, 洗浄した菌体に直径 0.5 mm 

のガラスビーズと PBS を加え, FastPrep FP120 (Bio 101, Savant Instruments Inc., 

Holbrook, NY, USA) を用いて細胞をビーズ破砕し細胞破砕液を得た。 

細胞破砕液 150 µL に 450 µL の Methanol を加えてミキサーで混合後, 室温遮

光条件下で 5 min 静置した。静置後の溶液を 2000×g, 5 min, 15℃ で遠心分離して

得られた上清 150 µL と  MilliQ 水  150 µL を混合し , 7.5% NaOH・0.3 mM 

K3[Fe(CN)6] 600 µL を加え, 孔径 0.45 µm のメンブレンフィルターでろ過したものを

サンプルとした (Li et al., 2010)。 

Thiamine または TPP が, それぞれ 10 µg/L, 100 µg/L, 500 µg/L および 1000 

µg/Lになるように調製した水溶液を細胞破砕液と同様に処理したものを標品とした。 
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Thiamine 量および  TPP 量の測定は , Prominence HPLC システム  (Shimadzu 

Corp.) と蛍光検出器 (RF-10AXL, Shimadzu Corp.) を用いて行った。4.6 I.D. × 150 

mm の COSMOSIL Packed Column 5C18-MS-Ⅱ (nakalai tesque) を使用し, オーブン

温 度  40℃ で カ ラ ム 分 離 を 行 っ た 。 移 動 相  A は , 25 mM Disodium 

hydrogenphosphate : Methanol (90 : 10 v/v) とし, 移動相 B は 25 mM Disodium 

hydrogenphosphate : Methanol (30 : 70 v/v) とした。グラジエントステップは移動相 B 

の割合として, 1 min 10% 保持, 8 min で 75% まで上昇, 0.1 min で 100%, まで上

昇, 4.9 min 100% 保持, 0.1 min で 10% まで低下, 6.9 min 10% 保持とした。分析は, 

流速 1.2 mL/min で行い, 注入量は 20 µL とした。化合物は, 励起波長 375 nm, 発

光波長 435 nm で検出した (Lu and Frank, 2008)。  
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2-2-7. α-ketoisocaproic acid 脱炭酸酵素活性の測定 

Vuralhan らの手法に従って, 細胞抽出液の調製と, 5 mM の α-ketoisocaproic acid 

を基質とした脱炭酸酵素活性の測定を行った (Vuralhan et al., 2003)。反応液の組成

は, 15 mM Pyrazole, 2 mM MgCl2, 2 mM NAD+, 100 mM Potassium phosphate buffer 

(pH 7.0), 1.75 U Aldehyde dehydrogenase (Sigma Aldrich), 5 mM α-ketoisocaproic acid, 

無細胞抽出液および 0, 1 or 5 mM TPP とした。α-ketoisocaproic acid の添加を反応

開始時点として  30℃ で 15 min 反応させ , 340 nm の吸光度を測ることで生成 

NADH 量を測定した。 

細胞抽出液のタンパク質の濃度は Bradford 法によって測定した (Bradford, 1976)。 

 

2-2-8. 統計解析 

全ての統計解析は EZR (Kanda, 2013) を使用した. EZRは R (The R Foundation 

for Statistical Computing, Vienna, Austria) および R コマンダーの機能を拡張した統

計ソフトウェアである。本ソフトウェアを用いて Student’s t-test で有意差検定を行った。 
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第 3 節 結果および考察 

2-3-1. 培地中の YNB 濃度が Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成へ与える影響 

Isoamyl alcohol 生合成系において , 推定  α-ケト酸脱炭酸酵素遺伝子として , 

PDC1, PDC5, PDC6, ARO10, THI3 が報告された。THI3 を破壊した株では, ロイシン

培地において Isoamyl alcohol 生成量が顕著に減少することから, 強い関与が示唆さ

れた (Dickinson et al., 1997)。本研究においても, 焼酎酵母 C4 株 (WT) において 

THI3 破壊株 (Δthi3) を構築し, 再現実験を行った結果, 当初は Dickinson et al. の

報告と同様に Isoamyl alcohol 生成量の減少が認められた。しかし, 培地に用いる 

YNB を新しいロットに変えることで, 再現性が認められなかった。このことから, YNB 

の古いロットに含まれる成分の劣化により, Isoamyl alcohol 生成量の減少が生じた可

能性が考えられた。 

そこで, 異なる YNB 濃度 (0.67%, 0.167%, or 0.0334%) のロイシン培地で WT 

と  Δthi3 を培養し , Isoamyl alcohol 生成量を測定した。なお , 酵母の  Isoamyl 

alcohol 生成は, 増殖と共に行われることが報告されている (Vidal et al., 2015) ため 

Isoamyl alcohol 生成量測定は定常期で行った。また, YNB 濃度の違いによって酵母

の増殖量が異なることから, Isoamyl alcohol 生成量は酵母濃度で除することで, 単位

酵母当たりの Isoamyl alcohol 生成量として求めた (Fig. 2-1)。新しいロットの YNB 

を用いた場合, 一般的な使用濃度である YNB 0.67% のロイシン培地での培養では, 

WT と Δthi3 の Isoamyl alcohol生成量に有意差はなかった。また, Dickinson らが用

いた濃度である YNB 0.167% のロイシン培地での培養においても同様であり, THI3 

の破壊による Isoamyl alcohol 生成量の低下は確認できなかった。しかし, YNB 濃度

が 0.0334% に低下したロイシン培地で培養した結果, Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成

量は WT と比べて約 42% 有意に低下し, THI3 の破壊による Isoamyl alcohol生成
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量の低下を確認できた。YNB は酵母の生育に必要なビタミンやミネラルの混合物で

あるため, ビタミンやミネラルの不足が Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量を低下させた

と考えられる。 
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Fig. 2-1. Effect of Yeast Nitrogen Base without amino acids (YNB) concentration in the medium 

on isoamyl alcohol production by WT and Δthi3 strains. WT and Δthi3 strains were cultured in a 

medium with varying YNB concentrations till the stationary phase. The amount of isoamyl alcohol 

produced was determined by dividing the isoamyl alcohol concentration in the culture supernatant by 

the number of cells in the stationary phase. Error bars represent the standard deviation (n = 3). 

Statistical significance of the data was evaluated by Student’s t-test (**; p < 0.01). 
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2-3-2. Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成に影響を与える YNB 構成成分の探索 

ロイシン培地の YNB 濃度を 0.0334% とすることで, Δthi3 の Isoamyl alcohol 生

成量が低下したことから, YNB に含まれるビタミンやミネラルは Δthi3 の Isoamyl 

alcohol 生成に影響を与えることが示唆された。 

YNB 構成成分は, Ammonium Sulfate, Vitamins, Trace Elements および Salts の 

4 つのカテゴリーに分類されている。そこで, 栄養制限培地を用いて WT と Δthi3 

を培養し, Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量を低下させる成分の特定を試みた。定常

期における WT および Δthi3 の単位菌体当たりの Isoamyl alcohol生成量を Fig. 2-

2A に示す。Ammmonium Sulfate, Trace Elements および Salts の濃度を 0.0334% 

YNB 相当の濃度まで低下させた栄養制限培地では , WT と比べて  Δthi3 の

Isoamyl alcohol生成量は低下しなかった。しかし, Vitamins の濃度を低下させた栄養

制限培地では, YNB 0.0334% のロイシン培地と同様に Δthi3 の Isoamyl alcohol 生

成量が WT の生成量より低下した。このことから, YNB に含まれるビタミンの不足が 

Δthi3 の Isoamyl alcohol生成量低下を引き起こすと考えられた。 

YNB に含まれるビタミンのなかで, Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成に影響を与える

成分を特定するため, ビタミン制限培地で WT と Δthi3 を培養した。その結果につ

いて, 定常期における WT および Δthi3 の単位菌体当たりの Isoamyl alcohol 生成

量を Fig. 2-2B に示す。Biotin, Calcium Pantothenate, Folic acid, Inositol, Niacin, p-

aminobenzoic acid, Pyridoxine hydrochlorid および Riboflavin は, 添加量を 0.167% 

YNB のロイシン培地に含まれる濃度の 1/5 まで減らしても WT と Δthi3 の Isoamyl 

alcohol生成量に顕著な差は生じなかった。しかし, Thiamine hydrochlorid の添加量を 

1/5 相当まで減らすと, Δthi3 Isoamyl alcohol 生成量が WT の生成量と比べて有意

に低下した。 
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以上の結果より, チアミンの不足が Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量低下を引き起

こす因子であることが確認された。  
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Fig. 2-2. Impact of Yeast Nitrogen Base without amino acids (YNB) components on isoamyl 

alcohol production. The amount of isoamyl alcohol produced was determined by dividing its 

concentration in the culture supernatant by the number of cells in the stationary phase. Error bars 

represent the standard deviation (n = 3). Statistical significance of the data was evaluated by Student’s 

t-test (**; p < 0.01). (A) The effect of reduction in ammonium sulfate, vitamins, trace elements, and 

salts on isoamyl alcohol production. WT and Δthi3 strains were cultured to a stationary state in a 

medium containing one of the four categories mentioned above equivalent to 0.0334% YNB, while 

0.167% YNB was used for the other categories. (B) Effect of reduction in vitamin levels on isoamyl 

alcohol production. WT and Δthi3 strains were cultured in a medium where one of the vitamins 

constituting YNB was adjusted to 0.0334% YNB while the other components remained at 0.167% 

YNB.  
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2-3-3. 培地 Thiamine 濃度が Δthi3 に与える影響 

Thiamine の不足が Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量低下を引き起こす因子であ

ることが確認されたことから, 培地中の Thiamine 濃度の影響について検討した。 

Thiamine 濃度の異なる培地で培養した WT および Δthi3 の増殖経過を Fig. 2-

3 に示す。WT の増殖は Thiamine 濃度の影響をほとんど受けなかったが, Δthi3 は

培地中に Thiamine が含まれないときは生育できなかった。酵母の THI3 破壊株は, 

Glucose を炭素源とした Thiamine 非添加培地において生育できないことが報告され

ており (Mojzita and Hohmann, 2006), 本研究においても同様の結果が得られた。培

地中の Thiamine 濃度が 40 µg/L 以上の場合, Δthi3 の増殖速度は WT と同程度

まで増加し, 定常期における濁度は Thiamine 濃度に比例して増加する傾向にあっ

た。 

各 Thiamine 濃度の培地で培養した WT および Δthi3 の定常期における酵母

数を Fig. 2-4A に示す。WT では培地中の Thiamine 濃度に関わらず定常期にお

ける酵母数は同程度となったが, Δthi3 では培地中の Thiamine 濃度が 60 µg/L ま

では Thiamine 濃度依存的に酵母数が増加し, 60 µg/L 以上で WT と有意差が認

められなかった。 

各チアミン濃度で培養した WT および Δthi3 の定常期における単位菌体当たり

の Isoamyl alcohol生成量を Fig. 2-4B に示す。WT の Isoamyl alcohol生成量は, チ

アミン濃度の影響を受けずほぼ一定であったが, Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量は, 

培地中のチアミン濃度 40 µg/L まではチアミン濃度依存的に増加したが, 60 µg/L以

降でほぼ一定となった。 

酵母の Isoamyl alcohol 生成経路である Ehrlich 経路およびアミノ酸生合成経路

は, どちらも α-ketoisocaproic acid から Isovaleraldehyde への脱炭酸を必要とする. 
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さらに, この脱炭酸に関与する脱炭酸酵素は, Thiamine diphosphate (TPP) 依存性で

あることが報告されている  (Hohmann and Meacock, 1998)。TPP は細胞内の 

Thiamine を基質として生合成されるため, 培地に含まれる Thiamine 濃度に対する

細胞内 Thiamine および TPP の蓄積量と Isoamyl alcohol 生成の関連について調

べた。 

各 Thiamine 濃度の培地で定常期まで培養した WT および Δthi3 の細胞内 

Thiamine および  TPP 量を  Fig. 2-4C および  2-4D に示す。WT の細胞内 

Thiamine 量は, 培地中の Thiamine 濃度が 40 µg/L の場合低下が見られたものの, 

培地中の Thiamine 濃度の影響を受けずほぼ一定であった。一方, Δthi3 の細胞内 

Thiamine 量は, 培地中の Thiamine 濃度依存的に増加し, 培地中の Thiamine 濃

度が 60 µg/L 以上の場合にはほぼ一定の値となった。このことから, Δthi3 の細胞内 

Thiamine は細胞外からの取り込みに依存していることが示唆された。また, WT と 

Δthi3 の細胞内 Thiamine 量を比較すると, 培地中の Thiamine 濃度が 40 µg/L 以

上の場合有意差が認められなかった。また, Δthi3 の細胞内 Thiamine 量の推移は, 

酵母数の推移と類似したことから, Δthi3 の増殖は細胞外から取り込んだ Thiamine 

量に影響されることが示唆された (Fig. 2-4A and 2-4C)。 

WT の細胞内 TPP 量の変化は, 培地中の Thiamine 濃度が 40 µg/L 時のみ低

下するものの, 培地 Thiamine 濃度の影響を受けずほぼ一定であり, この変化は細

胞内 Thiamine 量の変化と同様であった (Fig. 2-4C and 2-4D)。一方, Δthi3 の細胞

内 TPP 量は, 培地中の Thiamine 濃度が 40 µg/L までは細胞内 Thiamine 量と

同様に培地中の Thiamine 濃度依存的な増加が見られた (Fig. 2-4C and 2-4D)。し

かし , 培地中の  Thiamine 濃度  60 µg/L 以上の場合には , Δthi3 の細胞内 

Thiamine 量は WT と同程度で有意差は無かったが, TPP 量 は WT と比べて半分
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未満まで有意に低下した (Fig. 2-4C and 2-4D)。以前に, Thiamine から TPP へのリ

ン酸化を触媒するチアミンピロホスホキナーゼ (TPK) 活性が, THI3 の破壊によって

低下することが報告されていることから (Nosaka et al., 1993), Δthi3 は TPP 生成能が

低下すると考えられる。よって, 培地中の Thiamine 濃度 60 µg/L 以上においては 

Δthi3 の TPK 活性の低下が, 細胞内 TPP 量の有意な低下を引き起こしたと考えら

れた。 

TPP は Isoamyl alcohol 生 成 に 不 可 欠 な  α-ketoisocaproic acid か ら 

Isovaleraldehyde への脱炭酸を担う脱炭酸酵素の補酵素である  (Hohmann and 

Meacock, 1998) ことから, 細胞内 TPP 量と Isoamyl alcohol生成量には関連があると

考えられる。Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量が有意に減少もしくは減少傾向にある

のは, 培地 Thiamine 濃度が 0–20 µg/L もしくは 60–100 µg/L のときであり, このと

き, Δthi3 の細胞内 TPP 量も WT より有意に低下した (Fig. 2-4B and 2-4D)。このこ

とから, 細胞内 TPP の不足による α-ketoisocaproic acid 脱炭酸酵素活性の低下が 

Δthi3 での Isoamyl alcohol生成量の低下を引き起こしている可能性が考えられる。 
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Fig. 2-3. Growth progress of WT and Δthi3 cultured in medium with varying thiamine 

concentrations. WT and Δthi3 strains were cultured in media containing different thiamine 

concentrations. The absorbance of the culture medium at 600 nm was measured every 12 hours, 

starting from 24 hours after the incubation was initiated. Error bars represent standard deviations (n = 

3).  
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Fig. 2-4. The effect of thiamine concentration in the medium on WT and Δthi3. (A) The cell counts 

of WT and Δthi3 strains were determined during the stationary state using a hemocytometer. (B) The 

amount of isoamyl alcohol produced by WT and Δthi3 was determined by dividing the amount of 

isoamyl alcohol in the supernatant by the cell counts at the stationary state. (C) The intracellular 

thiamine content in the cell extracts of WT and Δthi3 cultured to the stationary state was determined 

by measuring the amount of thiamine and normalizing it to the number of yeast cells. (D) Intracellular 

thiamine diphosphate (TPP) content in the cell extract of WT and Δthi3 cultured to the stationary state 

was determined by measuring the amount of TPP and normalizing it to the number of bacteria used 

for cell extraction. Error bars represent the standard deviation (n = 3). Statistical significance of the 

data was evaluated by Student’s t-test (*; p < 0.05, **; p < 0.01).  
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2-3-4. α-ketoisocaproic acid 脱炭酸酵素活性の測定 

細胞内 TPP の不足が α-ketoisocaproic acid 脱炭酸酵素活性の低下を引き起こし

た可能性が考えられたことから, WT および Δthi3 の α-ketoisocaproic acid 脱炭酸

活性を比較した。培地中のチアミン濃度 20 µg/L で培養した WT と Δthi3 より細胞

抽出液を調製し酵素活性を測定した。反応系に TPP を添加せず活性を評価したとき, 

Δthi3 の α-ketoisocaproic acid 脱炭酸活性は WT の活性に比べて有意に低下した 

(Fig. 2-5A)。しかしながら, 反応系に終濃度 1 mM の TPP を添加すると, WT では

活性はほとんど変化しなかったが, Δthi3 の活性は 5 倍以上に上昇し WT の活性と

同程度となった。終濃度 5 mM の TPP 添加時の WT および Δthi3 の活性は 1 

mM 添加時の活性とほとんど変化しなかった。培地中の Thiamine 濃度 20 µg/L で

培養した Δthi3 の α-ketoisocaproic acid 脱炭酸活性について, 反応系への TPP 

の添加によって活性が WT と同程度まで上昇したことから, THI3 の破壊によって活

性自体が低下したのではなく, 補酵素 TPP の不足が反応の律速になっていたものと

考えられた。また, 培地中の Thiamine 濃度を  100 µg/L として培養した  WT と 

Δthi3 の細胞抽出液の α-ketoisocaproic acid 脱炭酸活性について比較したところ, 

TPP 無添加条件では Δthi3 の活性は WT の活性と比べて減少傾向は見られたも

のの両者に有意差は認められず (Fig. 2-5B), 両者における Isoamyl alcohol 生成量

での傾向と一致 (Fig. 2-4B) する結果であった。 

Thiamine 生合成遺伝子の発現は, Thiamine 欠乏時に Thi3p と転写因子である 

Thi2p および Pdc2p が結合し複合体を形成することで誘導され, 逆に Thiamine が

過剰に存在するときは, Thi3p が Thiamine 代謝の最終代謝産物である TPP と結合

し複合体形成が阻害されることで抑制される。すなわち, Thi3p は細胞内で TPP セン

サーとして, Thiamine 生合成遺伝子の発現調節に関与することが報告されている 
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(Nosaka et al., 2005; Nosaka et al., 2011)。THI3 を破壊しても WT と同程度の α-

ketoisocaproic acid 脱炭酸酵素活性を示したことと, α-ケト酸脱炭酸酵素をコードする

遺伝子をすべて破壊し THI3 のみ単独過剰発現した株に α-ケト酸脱炭酸酵素活性

が認められなかったという報告 (Vuralhan et al., 2003; Romagnoli et al., 2012) を合わ

せると THI3 が脱炭酸酵素をコードする遺伝子として Isoamyl alcohol 生成に関与す

るとは考えにくい。以上より THI3 の破壊による Isoamyl alcohol 生成量の低下は, 

生育環境の  Thiamine 量が少ないために細胞内  TPP が不足することによる  α-

ketoisocaproic acid 酸脱炭酸活性の低下が原因であり, Isoamyl alcohol 生合成にお

ける THI3 の役割は, 補酵素 TPP の供給を通じた脱炭酸活性の維持という間接的

なものであると考えられた。  
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Fig. 2-5. Evaluation of the α-ketoisocaproic acid decarboxylase activity in WT and Δthi3 at (A) 

20 µg/L and (B) 100 µg/L thiamine concentrations. The α-ketoisocaproic acid decarboxylase 

activity of WT and Δthi3 was evaluated when cultured to a stationary state in a medium containing 20 

µg/L to 100 µg/L of thiamine. The activity was determined using the cell-free extracts and normalizing 

it to the amount of protein used in the reaction. Error bars represent the standard deviation (n = 3). 

Statistical significance of the data was evaluated by Student’s t-test (**; p < 0.01).  
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第 4 節 小括 

焼酎酵母 C4 株 (WT) とその THI3 破壊株 (Δthi3) を用いて, THI3 の Isoamyl 

alcohol 生合成に対する役割を検討した。 

ロイシン培地における Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量低下は, 培地 YNB 濃度

の低下によって引き起こされることが確認され, YNB 構成成分の影響を個別に調査し

た結果, Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量に影響を与えていた因子は Thiamine であ

ったことが明らかとなった。すなわち, THI3 破壊株の Isoamyl alcohol 生成量低下は

生育環境のチアミン濃度が低いことで生じる現象であり, 過去に報告された THI3 破

壊による Isoamyl alcohol 生成量への影響が一定でなかったのは, 生育環境のチアミ

ン量が異なっていたからと考えられた。 

低チアミン濃度の培地を用いて培養すると, Δthi3 の Isoamyl alcohol 生成量, 細

胞内 Thiamine 量および細胞内 TPP 量が C4 と比べて低下した。また, このときの 

Δthi3 の細胞抽出液の α-ketoisocaproic acid 脱炭酸酵素活性も C4 の活性と比べ

て低下したが, 反応系に TPP を添加することで C4 と同程度まで回復することを確

認した。 

以上の結果より THI3 は, Thiamine 生合成の調節や Thiamine から TPP を生成

する TPK 活性の維持を通じて, 細胞内 Thiamine 量や TPP 量の恒常性を保ち, 

Isoamyl alcohol 生成に必要な脱炭酸反応の補酵素を安定供給するという間接的な

関与によって, 生成量の維持に寄与すると考えられた。 
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第 3 章 二倍体焼酎酵母の対立遺伝子破壊法 

第 1 節 緒言 

焼酎や清酒製造において, 酵母はアルコールや香気成分の生産を担う重要な存

在である。そのため, より高いアルコール度数や吟醸香などの特徴的な風味を生み出

すために, 酵母の育種が試みられてきた (Hashimoto et al., 2005; Ohdate et al., 2018)。

清酒酵母の育種では, UV 照射や変異原処理によって得られた変異株から目的の性

質を持つ酵母を選抜している。しかし, これらの変異株を得る方法は膨大なスクリーニ

ングを必要とし, 好ましくない変異が生じる可能性もある。一方, 特定の遺伝子をター

ゲティングした遺伝子組換え法は, より確実な変異株取得法であるが, 清酒酵母や焼

酎酵母を含む多くの産業利用酵母は 2 倍体であり, 両対立遺伝子に破壊を導入する

には手間と時間がかかる。第 2 章で実践した通り, 2 倍体焼酎酵母の遺伝子破壊で

は, 形質転換に加えて, 得られたヘテロ破壊株からの胞子形成, 胞子の単離, さらに

単離した胞子由来の自己二倍体化破壊株の選抜と複数のプロセスを経る必要があっ

た。しかし, これは焼酎酵母がホモタリック株であり胞子形成能を有しているから行え

た手法であり, 全ての産業利用株に適用できる手法ではない。実際に, 清酒酵母は

胞子形成能が低いため (Nakazawa et al., 1992) 本手法を適用できない。 

橋本らは, 2 倍体の清酒酵母から UV 照射により栄養要求性株を単離したことを

報告した (Hashimoto et al., 2005)。彼らは, 約 3000 のコロニーをスクリーニングする

ことにより, 5 つの清酒酵母株から His, Met, Lys, Trp, Leu, Arg および Ura の栄養

要求性株を単離した。この二倍体清酒酵母で観察された高い変異株取得率は, DNA 

の組換えと修復の過程でヘテロ接合性の変異座位がホモ接合性になるヘテロ接合性

の消失 (LOH: loss of heterozygosity) に起因すると考えられた。また, 小高らは, 二倍

体清酒酵母において, 二段階の形質転換と LOH を用いた遺伝子破壊手法を報告
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した (Kotaka et al., 2009)。 

酵母では, PCR を利用した遺伝子ターゲティングが確立されており, PCR で増幅し

たマーカー遺伝子を 30–45 bp の標的遺伝子配列で挟んで形質転換に用いることが

できる (Baudin et al., 1993)。しかし, マーカー遺伝子の数が限られているため, 遺伝

子ターゲティングを繰り返すためには, 用いたマーカーを除去するマーカーリサイクル

が必要である。その試みの一つとして, 細菌の hisG 配列に挟まれた URA3 のような

逆選択性マーカーが, マーカーリサイクルに用いられた例がある (Alani et al., 1987)。

この方法では, URA3 は 2 つの hisG 部位間の組換えによって除去することができ, 

結果として生じた株を 5-Fluoroorotic acid (5-FOA) プレートで選抜することができる。

また, loxP 配列に挟まれたマーカー遺伝子をマーカーリサイクルに用い, Cre リコンビ

ナーゼの存在下, 2 つの loxP 部位で組換えを行うことでマーカー遺伝子を除去する

こともできる (Güldener et al., 1996)。hisG や loxP のような 2 つの反復配列に挟ま

れたマーカー遺伝子を含むカセットをマーカーリサイクルに用いると, マーカー遺伝子

を除去した後も反復配列が染色体上に残る。このため, リピート配列のゲノムコピーが

増加し, マーカー遺伝子のミスターゲットや予期せぬ染色体再配列を引き起こす可能

性がある。この問題を解決するために, 赤田らは PCR を介したシームレスな遺伝子破

壊とマーカーリサイクル法を開発している (Akada et al., 2006)。しかし, これら遺伝子

操作法は主に実験室株で開発, 使用されているが, 産業利用株ではあまり使用され

ていない (Takahashi et al., 2017a; Takahashi et al., 2017b; Fukuda and Takeuchi, 2022)。 

第 1 章 第 3 節で示した高級アルコールの例のように, 酵母の香気成分生成に

は, 未だ明らかにされていない関連遺伝子の存在や, 正しく機能を理解されていない

遺伝子が存在する。これらについて, 実際に利用される産業利用株を用いて機能を

解明し, 酒類を代表とする製品へ与える効果を直接的に確認することは非常に有用



49 

 

である。そのためには, 上述した, マーカーリサイクルといった遺伝子工学的手法を産

業利用株にも適応可能にすることが求められる。 

本章では, 一回の形質転換で 2 つの対立遺伝子を破壊する方法を用いて, 形質

転換後に選択培地で培養することにより, 2 つの対立遺伝子が破壊された株を得た。

本方法で使用した遺伝子破壊カセットは, 焼酎酵母の遺伝子から PCR によって構

築したものであるため, 得られた菌株はセルフクローニング株であり, 工業的焼酎生産

に使用可能である。 
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第 2 節 実験方法 

3-2-1. 使用菌株および培地 

鹿児島工業技術センターから分与された焼酎酵母である鹿児島 2 号 (K2) を培

養および破壊株の構築に使用した。本研究で使用および構築した株を Table 3-1 に

示す。 

YPD 培地は , Glucose 2% (w/v), HYPOLYPEPTONE 2% (w/v) および  Yeast 

Extract 1% (w/v) を含む水溶液をオートクレーブ滅菌したものとした。SD プレートは, 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 0.67% (w/v) を含む水溶液および Glucose 2% 

(w/v), 2% (w/v) Agar を含む水溶液をそれぞれオートクレーブ滅菌し, 約 60℃ で混

合したものを用いた。また, SD 培地には必要に応じて, 3 g/L Lysine 1mL, 2 g/L Uracil 

1 mL, 10 g/L Leucine 0.6 mL および 10 g/L Histidine 0.2 mLを培地 100 mL に対し

て加えた。kanMX を含む遺伝子破壊カセットで形質転換した株の選抜は, 200 µg/mL 

G418 を含む YPD プレート上で行った。ura3 または lys5 株のカウンターセレクショ

ンには, 5-FOA プレート (Glucose 2% [w/v], Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 

0.67% [w/v], −Ura Do supplement (Clontech) 0.077% [w/v], 5-Fluoroorotic acid (5-

FOA) 0.1% [w/v], Uridine 0.01% [w/v], Agar 2% [w/v]), または  α-AA プレート 

(Glucose 2% [w/v], Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate 

0.17% [w/v], lysine 1 mM, inositol 0.4 mM, dl-α-amino adipic acid (α-AA) 0.2% [w/v]) 

を用いた。5-FOA プレートは, Agar 以外の試薬を半量の脱塩水に溶解し濾過滅菌し

た後, 同量のオートクレーブした Agar 溶液と約 80℃ で混合し調製した。α-AA プ

レートは, 4% α-AA溶液 (1 M KOHで pH 6.0に調整) をフィルター滅菌し, Agar お

よびその他の試薬を含むオートクレーブ処理した溶液と約 60℃ で混合し調製した。  
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Table 3-1. Yeast strains. 

Strain Genotype Reference 

K2 URA3/URA3 LYS5/LYS5 LEU2/LEU2 HIS3/HIS3 Mori et al., 2017 

ura3sΔkanMX URA3/ura3::kanMX  This study 

ura3dΔ ura3/ura3  This study 

ura3lys5dΔ ura3/ura3 lys5/lys5  This study 

leu2sΔ ura3/ura3 lys5/lys5 LEU2/leu2::ura35’-LYS5-ura33’ This study 

leu2dΔ ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::rURA3r/leu2::ura35’-LYS5-ura33’  This study 

leu2sL1 ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::ura35’-LYS5-ura33’  This study 

leu2sL2 ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::rURA3r HIS3/HIS3 This study 

leu2dL ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::ura3r  This study 

his3sΔleu2dL ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::ura3r  

HIS3/his3::ura35’-LYS5-ura33’ 

This study 

his3dΔleu2dL ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::ura3r 

his3::rURA3r/his3::ura35’-LYS5-ura33’ 

This study 

his3sL1leu2dL ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::ura3r 

his3::ura3r/his3::ura35’-LYS5-ura33’ 

This study 

his3sL2leu2dL ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::ura3r 

his3::ura3r/his3::rURA3r 

This study 

his3dLleu2dL ura3/ura3 lys5/lys5 leu2::ura3r/leu2::ura3r 

his3::ura3r/his3::ura3r 

This study 
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3-2-2. ura3::kanMX/URA3 ヘテロ破壊株の構築 

K2 で ura3::kanMX/ura3 ヘテロ接合対立遺伝子を構築するために, URA3 対立

遺伝子の一方をカナマイシン耐性遺伝子を含む kanMX カセットで置換した。45 bp 

の K2URA3 配列で挟まれた kanMX カセットは, pUG6 (Güldener et al., 1996) をテ

ンプレートとして, プライマー K2URA3-D3+ および K2URA3-D3- を用いた PCR で

増幅した。増幅された kanMX カセットを, 酢酸リチウム法 (Ito et al., 1983) にて K2 

に導入し, 形質転換体を G418 を含む YPD プレート上で選抜し, ura3::kanMX/ura3 

ヘテロ接合対立遺伝子を持つ株をプライマー K2URA3-5′2+ および K2URA3-3′- 

を用いた PCRで確認した (Fig. 3-2B)。用いたプライマーは Table 3-2 に示す。  
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Table 3-2. Primers used in this study. 

Primer Sequence 

K2URA3-D3+ GATATTTCATAAATAATGTAATTCTATATATGTTAATTACCTTTTC

AGCTGAAGCTTCGTACGC 

K2URA3-D3− CTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTT

GCATAGGCCACTAGTGGATCTG 

K2URA3-5′2+ TTTCATTGACCGAATCAGAG 

K2URA3-3′− GTTGAGTGCAATCGTAGGAC 

K2URA3-5′-3+ CAATGCATCAATCCGTGTAA 

K2URA3-5′-3− TATTTATGAAATATCATCATTATCTCTTAGCATCTTTAATCCTTT

TCTACATCAG 

K2URA3-3′-3+ CTAAGAGATAATGATGATATTTCATAAATATGCATGTATACTAA

ACTCAC 

K2URA3-3′-3− AAACATCTTTCTACCAGATT 

K2URA3-O+ AGTAATATTGCCGCCTCTGT 

K2URA3-O− CAGAAGGATCCCCACCTATG 

K2LYS5-5′-4+ CTTCGATCTTTTCCCTGCTT 

K2LYS5-5′-4(3) − GTCTATCGATTACATAAATGTGAGCAAGCGGCGGTTTTAATAA

GCGCCCG 

K2LYS5-3′-4+ CGCTTGCTCACATTTATGTAATCGATAGACTCTTATTACTGTTT

GAACTT 

K2LYS5-3′-4− TGTTTCTAAGTGCCAACGAC 

K2LYS5-O+ TATTAGCATCGCTGCCGTTT 

K2LYS5-O− GCTTCCCTCTTCACATCAGG 

c-ura3-5′+ GTAATTCTATATATGTTAATTACC 

c-ura3-5′− GCAATGTCAACAGTACCCTT 

c-LYS5+ AGAATATACTAAGGGTACTGTTGACATTGCACTAAAATGAGA

ATGAGGAG 

c-LYS5− CAGTTGGGTTAAGAATACTGGGCAATTTCACATTATAAACCAT

CATTTTCG 

c-ura3-r+ ATGCGGCCAGCAAAACTAAAGCGAGGCATATTTATGGTGAAG 

c-ura3-3′− CCAATCTAAGTCTGTGCTCC 

c-ura3-3′+ CCCAGTATTCTTAACCCAACTG 

c-ura3-3′− TTTAGTTTTGCTGGCCGCATCTTCTCAAATATGCTTCCCAGCC 

K2LEU2D+ CAAGGATATACCATTCTAATGTCTGCCCCTAAGAAGATCGTCG

TTGTAATTCTATATATGTTAATTACC 

K2LEU2D− CCCTATGAACATATTCCATTTTGTAATTTCGTGTCGTTTCTATTA

CAGTTTTTTAGTTTTGCTGGCCG 

K2LEU2-1+ GGAATACTCAGGTATCGTAAG 

K2LEU2-1− GAACTTTCACCATTATGGGA 

K2ADE2D+ CAAGTATGGATTCTAGAACAGTTGGTATATTAGGAGGGGGAC

AATGTAATTCTATATATGTTAATTACC 

K2ADE2D− TTCGTAACCGACAGTTTCTAACTTTTGTGCTTTGACAAGAACT

TCCAGTTTTTTAGTTTTGCTGGCCG 

K2ADE2+ AACAAGAAAATCGGACAAAA 
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K2ADE2− GGACACCTGTAAGCGTTGAT 

K2HIS3D+ GCAGGCAAGATAAACGAAGGCAAAGATGACAGAGCAAAAA

GCCGTAATTCTATATATGTTAATTACC 

K2HIS3D− CGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCATTACATAAGAAC

ACCAGTTTTTTAGTTTTGCTGGCCG 

K2HIS3+ GCGATTGGCATTATCACATA 

K2HIS3− CGCCTCGTTCAGAATGACAC 
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3-2-3. LOH 頻度の測定 

LOH頻度は, ura3::kanMX/URA3 ヘテロ対立遺伝子を持つ株を用いて調べた。こ

の株を 10 mL の YPD 培地で 30℃, 24 時間振とう培養した後, 21000×g, 5 s, 室

温で遠心分離して上清を除き, 細胞を滅菌水に懸濁して 1.0×103–1.0×107 cells/mL 

の細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁液より, 1.0×102 cellsおよび 1.0×106 cells をそれ

ぞれ YPD プレートおよび 5-FOA プレートにプレーティングし, 30℃で 2 日間培養

した。プレーティング後の細胞にクリーンベンチ中で UV を 0 s, 45 s, もしくは 3 min 

照射し, LOH に対する UV の影響も調べた。30℃ で 2 日間培養後, YPD プレー

ト上のコロニー数から細胞生存率を算出し, 細胞生存率と 5-FOA プレート上のコロニ

ー数から LOH 頻度を算出した。 

 

3-2-4. 破壊カセットの構築 

遺伝子破壊カセット構築の概要を Fig. 3-1 に示し, 使用したプライマーを Table 3-

2 に示す。URA3 の 5′-領域 (ura3-5′；−328–515 bp) および 3′-領域 (ura3-3′；−58–

782 bp) を, それぞれプライマー c-ura3-5′+/c-ura3-5′− および c-ura3-3′+/c-ura3-3′− 

を用いて, K2 のゲノム DNA を鋳型として増幅した。さらに, プライマー c-ura3-r+ 

および c-ura3-r− を用いて増幅した URA3 の 5′-領域 (ura3r；−298–−99 bp) 断片

を , プライマー  c-ura3-3′+ および  c-ura3-r− を用いたフュージョン  PCR により 

ura3-3′ 断片の 3′ 末端に連結し, ura3-3′(r) とした。LYS5 は、プライマー c-LYS5+ 

および c-LYS5− を用い, K2 のゲノム DNA を鋳型として増幅した。ura3-5′ 断片と 

LYS5 断片, さらに LYS5 断片と ura3-3′(r) 断片を, プライマー c-ura3-5′+/c-LYS5− 

および c-LYS5+/c-ura3r− をそれぞれ用いて PCR により連結し, それぞれ ura3-5′-

LYS5 断片および LYS5-ura3-3′(r) 断片を形成した。最後に, ura3-5′-LYS5 および 
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LYS5-ura3-3′(r) を鋳型としてフュージョン PCR を行い, 破壊カセットのベースとなる 

disruption base fragment を構築した。この disruption base fragment を鋳型として, c-

ura3-5′+ および c-ura3-r− の 5′領域に標的遺伝子配列に相同な 45 塩基の配列を

付加したプライマーで増幅し破壊カセットを構築した。 

 

3-2-5. 統計解析 

統計解析は, 第 2 章 第 2 節の 2-2-8 に記載したものと同様の方法で行った。 
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第 3 節 結果および考察 

3-3-1. 焼酎酵母 K2 における LOH 頻度 

K2 における  LOH 頻度を調べるために , URA3 のヘテロ接合対立遺伝子 

(ura3::kanMX/URA3) を保有する K2 を構築した。この株を YPD 培地で 24 時間

振とう培養した後, ホモ接合対立遺伝子 (ura3::kanMX/ura3::kanMX) を持つ株を 5-

FOA プレート上で選択し , LOH 頻度を算出した  (Fig. 3-2A, 3-2B)。URA3 は 

orotidine-5′-phosphate (OMP) 脱炭酸酵素をコードし, Ura3pは 5-FOA を毒性化合物

である 5-fluorouracil に変換するため, 5-FOA による URA3 対立遺伝子欠損の選択

が可能である (Boeke et al., 1987)。以前, UV 照射が Candida albicans の LOH 頻

度を増加させることが報告された (Takagi et al., 2008)。そこで, UV 照射による K2 の

生存率および LOH 頻度に対する影響を調べた。その結果, UV 照射の有無にかか

わらず, 5-FOA プレート上で多数のコロニーが得られた。45 秒間の UV 照射では生

存率に有意差は認められなかったが, 3 分間照射すると, 生存率は照射しない場合の 

30% まで低下した (Fig. 3-2C)。Candida albicans で観測された結果と異なり, K2 の 

LOH 頻度は UV 照射によって増加しなかった (Fig. 3-2D)。さらに, UV 非照射条件

下での K2 の LOH 頻度 (約 4.5×10−5) は, 清酒酵母における UV 非照射条件

下の  LOH 頻度  (1.1×10−5–1.1×10−4) (Kotaka et al., 2009) の範囲内であり , 

Saccharomyces cerevisiae では UV 照射無しでも一定頻度で LOH が起きると考え

られた。 

また, 5-FOA プレート上に形成されたコロニーの標的遺伝子についてホモ型に破

壊されているかをコロニー PCR で調べた。アガロースゲル電気泳動の結果, UV 

照射あるいは非照射のプレートから得られた 10 コロニーすべてが約 2 kb の単一バ

ンドを示し, これは kanMX カセットのサイズと一致した (Fig. 3-3)。このことは, 5-FOA 



59 

 

耐性の表現型が LOH による URA3 の欠損によって獲得されたことを示している。ま

た, UV 照射したプレート上では非常に小さなコロニーが多数見られ, これは UV 照

射が不要な変異を導入することを示唆している。従って, K2 においては, LOH 頻度

を高めるための UV 照射は行わないこととした。  
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Fig. 3-2. LOH frequencies after UV irradiation in shochu yeast. (A) Detection of LOH 

frequencies using shochu yeast with the ura3::kanMX/URA3. (B) Confirmation of URA3 

loci by colony PCR. The URA3 locus of WT (URA3/URA3), heterozygous 

(ura3::kanMX/URA3), and URA3 null (ura3::kanMX/ ura3::kanMX) strains was 

amplified by PCR and confirmed by agarose gel electrophoresis. (C) The number of living 

cells with/without UV irradiation. Shochu yeast was cultured in YPD liquid medium at 

30°C for 24 h and plated on YPD plates, followed by UV irradiation or non-irradiation. 

The number of living cells was obtained from the number of colonies formed after 

incubation at 30°C. Error bars indicate standard deviations. Significant differences by 

one-way ANOVA and Bonferroni's multiple comparisons are indicated by different letters 

(p < 0.05). (D) LOH frequency in shochu yeast with/without UV irradiation. Shochu yeast 

was cultured in YPD liquid medium at 30°C for 24 h and plated on a 5-FOA plate, 

followed by UV irradiation or non-irradiation. LOH frequency was calculated from the 

number of colonies formed on a 5-FOA plate per living cells. Error bars indicate standard 

deviations. Statistical analysis by one-way ANOVA at a significance level of 0.05 showed 

no significant differences among the groups.  
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3-3-2. セルフクローニングによる K2 の URA3 および LYS5 二重破壊株の構築 

K2 のゲノム DNA を鋳型として URA3 の 5′-および 3′-フランキング領域を PCR 

で増幅した。URA3 破壊カセットを構築するために, これらの増幅断片をプライマー 

K2URA3-5′-3+ および K2URA3-3′-3− を用いたフュージョン PCR によって連結した。

K2 を URA3 破壊カセットで形質転換し, YPD プレート上で 30℃, 3日間培養後, 5-

FOA プレート上でレプリカプレーティングを行い, 形質転換体を得た (Fig. 3-4A)。

URA3 破壊株（ura3Δ：ura3/ura3）は, プライマー K2URA3-O+および K2URA3-O− 

を用いたコロニー PCR と, Uracil 要求性の両方によって確認された (Fig. 3-4B, 3-

4C)。同様に, LYS5 の 5′-および 3′-フランキング領域は, プライマー K2LYS5-5′-

4+/K2LYS5-5′-4(3)− および K2LYS5-3′-4+/K2LYS5-3′-4− を用いた PCR によって

それぞれ増幅され, 増幅された断片をプライマー K2LYS5-5′-4+ および K2LYS5-3′-

4− を用いたフュージョン PCR によって連結することで LYS5 破壊カセットを構築し

た。ura3Δ を LYS5 破壊カセットで形質転換し, YPD プレート上で 30℃, 3 日間イン

キュベートした後, α-AA プレート上にレプリカプレーティングして形質転換体を得た 

(Fig. 3-4)。5-FOA プレートを用いた URA3 のカウンターセレクションと同様に, LYS5 

欠損株は α-AA プレートでカウンターセレクションできることが報告されている (Ito-

Harashima and McCusker, 2004)。URA3-LYS5 二重破壊株（ura3Δlys5Δ：ura3/ura3 

lys5/lys5）は、プライマー K2LYS5-O+ および K2LYS5-O− を用いたコロニーPCRお

よび Uracil-Lysine 要求性により確認された (Fig. 3-4B, 3-4C)。用いたプライマーを 

Table 3-2 に示し, 各ステップの選択プレート上でのコロニー形成頻度と求めるコロニ

ーの割合を Table 3-3 に示した。107 cells 当たりに求める株がほぼ確実に取得できる

ため, 実用的な頻度で破壊株を取得できると考える。  
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3-3-3. 一度の形質転換による二倍体焼酎酵母の対立遺伝子破壊手法 

清酒酵母では, UV 照射を伴わない LOH を用いた遺伝子破壊法 (Kotaka et al., 

2009) が報告されており, まず片方の標的対立遺伝子を URA3 で置換し, ループア

ウトにより URA3 を除去することでヘテロなヌル対立遺伝子を持つ株を得る。次に, も

う一方の標的対立遺伝子を URA3 で置換し 5-FOA 培地上で LOH により二重の

ヌル対立遺伝子を持つ株を選抜する。しかし, この方法は, 二重の形質転換手順と, 

5-FOA プレート上に形成されたコロニーがループアウトによるものか LOH によるもの

かの判別が必要であるため, 手間と時間を要する。 

本研究で構築した破壊カセットは, 機能性 LYS5 が, 3′- または 5′-領域で切断した

非機能性 URA3 断片で挟まれた構造をしている (Fig. 3-5A)。各非機能性 URA3 

断片は 573bp (−58–515 bp) の重複配列を含み, カセット内に繰り返し配列 (inner 

tandem repeat) を形成していた。さらに, カセット内の LYS5 は, この inner tandem 

repeat のループアウト組換えによって失われるように設計され , これにより機能性 

URA3 が復元される。この原理によって, 一度の形質転換で両方の標的対立遺伝子

を破壊することが可能となった。 

片方の標的対立遺伝子が形質転換によって破壊カセット (ura35′-LYS5-ura33′) で

置換されることで single-disrupted strain (target gene/ura35′-LYS5-ura33’) が形成され, 

そこから LOH によりホモ接合性の破壊株 (ura35′-LYS5-ura33′/ura35′-LYS5-ura33′) を

得ることができる。しかし, このホモ接合性の破壊株は, 栄養要求性の違いによって 

single-disrupted strain と区別することはできない。本手法で用いた破壊カセットは , 

inner tandem repeat でのループアウト組換えによって LYS5 が除去と同時に URA3 

が復帰するよう設計されているため, 片方の対立遺伝子上の破壊カセットでループア

ウト組換えが起こり, 標的遺伝子が URA3 および LYS5 の遺伝子セットに置き換わっ
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た  double-disrupted strain (URA3/ura35′-LYS5-ura33′) を栄養要求性から選抜した 

(Fig. 3-5A)。また, 破壊カセットには内側の inner tandem repeat だけでなく, 外側にも

繰り返し配列 (outer tandem repeat) が付与されているため, LYS5 の除去と共に復帰

した URA3 も outer tandem repeat でのループアウト組換えによって除去することがで

きた。LYS5 または URA3 のいずれかを失った株は, それぞれ α-AA または 5-FOA 

プレートで選抜され (Fig. 3-5B), LYS5 と URA3の両方を失った double loop-out strain 

は, 第二の遺伝子破壊に用いることができる。  
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3-3-4. 第一の遺伝子破壊 

LEU2 を最初の遺伝子破壊の標的遺伝子として選択した。LEU2 をターゲットとし

た破壊カセットを, disruption base fragment を鋳型としてプライマー K2LEU2D+ およ

び K2LEU2D− を用いた PCR で増幅し, 増幅して得られたカセットで ura3Δlys5Δ 

を形質転換した。LEU2 の一方を破壊カセットで置換した LEU2 single-disrupted strain 

(leu2sΔ：LEU2/leu2::ura35′-LYS5-ura33′) を Lysine ドロップアウトプレートで選抜し, プ

ライマー K2LEU2-1+ および K2LEU2-1− を用いたコロニー PCR で確認した。次

に, LEU2 single-disrupted strain を YPD 培地で 30℃, 24 時間振とう培養し, LEU2 

double-disrupted strain (leu2dΔ：leu2::ura3/leu2::ura35′-LYS5-ura33′) を Uracil および

Lysine ドロップアウトプレート上で選抜した。Uracil および Lysine ドロップアウプレー

ト上で増殖したコロニーを, プライマー K2LEU2-1+ および K2LEU2-1− を用いたコ

ロニー PCR に供し、LEU2 の二重破壊を確認した (Fig. 3-6A)。 

第二の遺伝子破壊の前に, 破壊カセットを染色体から除去する必要があるため, 

leu2dΔ を YPD 培地中で培養し, ループアウト組換えによって破壊カセットの全部ま

たは一部が除去された株を 5-FOA プレート, α-AA プレート, そして 5-FOA プレー

トの順で順次選抜した。この方法により, leu2dΔ (leu2::ura3/leu2::ura35′-LYS5-ura33′) 

から , LEU2 single loop-out strain 1 (leu2sL1：leu2::ura3r/leu2:: ura35′-LYS5-ura33′), 

LEU2 single loop-out strain 2 (leu2sL2：leu2::ura3r/leu2::URA3), LEU2 double loop-out 

strain (leu2dL：leu2::ura3r/leu2::ura3r) を取得した。理論的には, leu2dΔ から α-AA 

プレート, そして 5-FOA プレートと選抜することで LEU2 double loop-out strain を選

抜することが可能であるが, leu2dΔ を YPD 培地で培養した後に α-AA プレート上

で長時間培養しても正常なサイズのコロニーを得ることはできなかった。各段階の株は, 

プライマー K2LEU2-1+ および K2LEU2-1− を用いたコロニー PCR と,その栄養要
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求性に基づいて確認した (Fig. 3-6A, 3-6B)。また, 各ステップの選択プレート上での

コロニー形成頻度と求めるコロニーの割合を Table 3-4 に示した。 
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3-3-5. 第二の遺伝子破壊 

第二の遺伝子破壊の標的遺伝子として HIS3 を選択した。HIS3 破壊カセットはプ

ライマーK2HIS3D+/K2HIS3D− を用いて PCR で増幅した。 leu2dL を HIS3 破壊

カセットで形質転換し, HIS3 single-disrupted strain (his3sΔleu2dL：HIS3/his3:: ura35′-

LYS5-ura33′) を Uracil および Lysine ドロップアウトプレートで選択し、プライマー 

K2HIS3+/K2HIS3− を用いたコロニー PCR で確認した。HIS3 double-disrupted strain 

(his3dΔleu2dL) および HIS3 ループアウト株 (his3sL1leu2dL, his3sL2leu2dL および 

his3dLleu2dL) は, 第一の遺伝子破壊において記載したように取得した。また, LEU2 

破壊時と同様に, his3dΔleu2dL から α-AA プレート, そして 5-FOA プレートと選抜

した際, 長時間の培養を行っても正常なサイズのコロニーは取得できなかった。各菌

株は, プライマー K2HIS3+/K2HIS3− を用いたコロニー PCR, および栄養要求性に

基づいて確認した (Fig. 3-7A, 3-7B)。また, 各ステップの選択プレート上のコロニー形

成頻度と求めるコロニーの割合を測定した (Table 3-5)。 

double-disrupted strain (dΔ) から最初の 5-FOA 選抜を行う際, 目的とする single 

loop-out strain 1 (sL1) 以外に, LOH により二重破壊カセットを持つ株 (dC) を得る可

能性がある。そこで, コロニー PCR を用いて各株の割合を調べた。その結果, LEU2 

破壊においては, 30 株中 16 株の sL1 , 13 株の dC, 1 株の double loop-out strain 

(dL) が得られ, HIS3 破壊においては, 30 株中 6 株の sL1, 17 株の dC が得られ

た。これらの結果から, 最初の 5-FOA プレートでの選択時に, sL1 は容易に得られ, 

dL も低い頻度で得られることが示された。 

LEU2 に次いで HIS3 も同じ手法で破壊, さらにカセットの除去ができたことから, 

本遺伝子破壊手法は, 一度の形質転換で 2 倍体酵母の両対立遺伝子上の標的遺

伝子を破壊できるとともに, カセットの除去によって繰り返し遺伝子破壊が可能である
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ことが実証された。過去に, 2 倍体 Candida albicans において, 一回の形質転換で

両方の対立遺伝子を破壊する方法が報告された (Enloe et al., 2000)。その方法では, 

機能性 ARG4 と非機能性 ura3 を破壊カセットとして用い, 本手法と同様の議論で 

Arginine と Uracil のドロップアウトプレートで両対立遺伝子上の標的遺伝子が破壊

された株を選抜することができた。この方法は有用であったが, ARG4 と URA3 が残

ってしまうため遺伝子破壊は一度しかできなかった。本方法では, カセットの両端に 

outer tandem repeat を導入し, URA3 と LYS5 をカウンターセレクションすることで, 導

入したマーカー遺伝子を完全に除去し, 繰り返し遺伝子破壊を行うことを可能とした。 

近年, ゲノム編集ツールである CRISPR/Cas9 システムが相同組換えを用いた遺

伝子破壊が困難であった生物にも容易に適応できることが証明された (Zhang et al., 

2018)。このシステムは酵母研究にも導入された (Giersch and Finnigan, 2017)。例とし

て, 清酒酵母の高泡形成に関与する AWA1 の破壊株が CRISPR/Cas9 システムを用

いて得られた (Ohnuki et al., 2019)。さらに, このシステムを用いて, 酒造りに有用な 8

つの遺伝子が単一株で改変された (Chadani et al., 2021)。しかし, CRISPR/Cas9 シス

テムは、外来生物由来の Cas9 遺伝子を一過性に導入する必要がある。そのため、

産業応用の前に、外来 DNA が染色体に組み込まれていないことを確認する必要が

ある。 

本手法において, 破壊カセットは焼酎酵母由来の DNA 配列のみからなり, その

両端に標的遺伝子の配列を有する。本法で使用する破壊カセットは, 焼酎酵母 K2 

のゲノム DNA を鋳型とした PCR のみで構築した。この方法は, 外来 DNA を含む

プラスミドを使用しないため, プラスミドの構築や増幅に大腸菌の形質転換を必要とし

ない。すなわち, これらのプラスミドや大腸菌由来の DNA の一部が酵母を汚染する

機会がないため, セルフクローニング株を構築することが可能である。本手法は, 二倍
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体酵母の遺伝子破壊の新たなアプローチとなると考える。 
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第 4 節 小括 

遺伝子破壊は遺伝子機能の研究を行う上で重要な技術であり , 出芽酵母 

Saccharomyces cerevisiae では相同組換えを利用したマーカー遺伝子破壊手法が開

発され (Längle-Rouault and Jacobs, 1995; Goldstein and McCusker, 1999; Takahashi et 

al., 2017a; Takahashi et al., 2017b; Fukuda and Takeuchi, 2022) 一般的に利用されて

いる。しかし, これら手法は主に １ 倍体として生育できる異種性の実験室株に用いら

れている。しかし, 産業利用酵母は一般に 2 倍体であることが多く, 2 倍体酵母の対

立遺伝子の両方に変異を持つ株を得ることは困難と考えられていた。そこで, 一回の

形質転換で両対立遺伝子上の標的遺伝子を破壊する方法を検討した。 

焼酎酵母 K2 のゲノム DNA を鋳型として, 機能性 LYS5 を, 5′-領域と 3′-領域に

分かれた非機能性 ura3 断片で挟むように破壊カセットのベースとなるフラグメントを

設計した。このベースフラグメントは内部に繰り返し配列を持ち, ループアウト組換えに

よる LYS5 の除去と URA3 の機能復帰を可能になるものとして設計した。さらに, フラ

グメントの外側にも, ループアウト組換えによるカセットの除去を可能にする追加の繰り

返し配列が付加されており, これによって機能復帰した URA3 もループアウト組換え

によって最終的に除去され, カセット由来のマーカー遺伝子は染色体上から完全に

取り除かれる。このベースフラグメントの両端に PCR を用いて標的遺伝子配列の 5′- 

および 3′-領域に対して相同な 45 塩基をプライマーに付加することで PCR により

破壊カセットを構築した。得られた破壊カセットを焼酎酵母 K2 (ura3/ura3 lys5/lys5) 

に導入した後, 片方の対立遺伝子が破壊カセットに置換された single-disrupted strain 

を Lysine ドロップアウトプレート上で選択した。single-disrupted strain を YPD培地で

培養後, Uracil および Lysine ドロップアウトプレートで選抜することにより, LOHにより

破壊カセットでもう片方の対立遺伝子を置換し, ループアウト組換えにより一方のカセ
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ットが URA3 となった double-disrupted strain を得た。破壊カセットは, カセット内の

繰り返し配列間のループアウト組換えによって double-disrupted strain から除去され

た。URA3 または LYS5 のいずれかを失った株は, それぞれ 5-FOA プレートまたは 

α-AA プレートで逆選抜した。この方法により, 焼酎酵母において leu2/leu2 株およ

び leu2/leu2 his3/his3 株が得られ, 二倍体酵母 Saccharomyces cerevisiae における

この遺伝子破壊技術の有効性と再現性が示された。また, その取得頻度も 106 cells 

当たりに 10 コロニー程度が選択培地上に生じ, そのうちの少なくとも 10% 以上が

求める株であったことからも, 実用的にも十分な破壊株の取得効率である。 
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第 4 章 総括 

酵母の生成する香気成分は, 酒類の重要な香気成分である。この中でも, 高級ア

ルコールは, 酒類香気成分の中で最も含量が多く, フルーティーな香りを呈する酢酸

エステルの前駆体でもあるため, 酒類の香りに与える影響が高い。高級アルコール自

体は, 低濃度であれば酒類に華やかさ, 旨みおよび複雑さといった良い影響を与える

が, 高濃度に含まれることで異臭や原料由来の香りのマスキングの原因となるため , 

その生成量を適切に制御することが求められる。 

酵母の高級アルコール生合成メカニズムに注目した育種や研究が多く行われ, 関

連遺伝子も数多く明らかとされてきた。しかし, 既知の関連遺伝子の中でも THI3 は, 

当初の脱炭酸酵素遺伝子という機能に疑問が呈されてから, 高級アルコール生合成

における役割が曖昧なままとなっている。 

これらの育種や研究には, 変異原を用いた突然変異の誘発やピンポイントに遺伝

子をターゲティングした遺伝子組換えといった, 遺伝子工学的手法が用いられている。

特に, 標的遺伝子をピンポイントにターゲットにすることが出来る遺伝子組換え技術は, 

今後の遺伝子機能の解析や効率的な育種には有用であると考えられる。しかし, この

遺伝子組換え技術は, 二倍体酵母への適用に手間や時間を要求するという点や, 破

壊できる遺伝子数がマーカー遺伝子の数によって制限されてしまう点, さらにマーカ

ー遺伝子に薬剤耐性遺伝子といった外来の遺伝子を用いると遺伝子組換え株となっ

てしまうという点といった, 様々なハードルが存在する。 

そこで, 本研究では既知の高級アルコール関連遺伝子の中でも機能が不明な 

THI3 の高級アルコール生成への役割を解明し, 今後の育種開発や産業利用株を用

いた遺伝子機能解析に有用な新規対立遺伝子破壊手法を開発することを目的とした。 

第 1 章では, 酒類の香気を形成する成分の中でも, 酵母が生成する高級アルコ
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ールに注目し, 既知の生合成メカニズムや高級アルコール生成能に関わる育種, さら

にこれら育種や研究に用いられた遺伝子工学的手法について概略し, 高級アルコー

ル生合成メカニズムにおける不明点や遺伝子組換え技術の問題点を明確化した。 

第 2 章では, THI3 の高級アルコール生成における役割を解明するため, 高級ア

ルコール高生産株である焼酎酵母 C4 を親株として THI3 破壊株 (Δthi3) を構築し

て培養試験を行い, 高級アルコールの中でも THI3 が主に生成に関与するとされて

いた Isoamyl alcohol 生成量を測定した。培養試験の結果, Δthi3 の Isoamyl alcohol 

生成量は生育環境の Thiamine 濃度に左右されることが明らかとなった。これは, 

Δthi3 が 細胞内で Thiamine を作れず, 細胞外からの取り込みに依存していること

が原因であった。これによって, Isoamyl alcohol 生合成における α-ketoisocaproic acid 

の脱炭酸に必要な補酵素である Thiamine diphosphate (TPP) の細胞内濃度が低下

し, Isoamyl alcohol 生成量が低下したことが明らかとなった。すなわち, THI3 は細胞

内の Thiamine 生合成を維持し, Isoamyl alcohol 生合成に必要な補酵素 TPP の恒

常性を維持することで, 間接的に Isoamyl alcohol 生合成に関与していたことが明ら

かとなった。 

第 3 章では, 遺伝子組換え技術の問題点を解決し, 遺伝子組換えを二倍体の産

業利用株にも適応することを目的に, 鹿児島県の焼酎製造に最も多く使われている焼

酎酵母 K2 を親株に二倍体酵母の対立遺伝子破壊法の開発を行った。機能性 

LYS5 を, 非機能性 ura3 で挟み, カセットの内側と外側に繰り返し配列を付与した

破壊カセットを構築した。この破壊カセットは, ループアウト組換えによって, 機能性 

LYS5 の除去と機能性 URA3 の復帰, そして URA3 の完全除去と段階的にカセット

を染色体から除去することが可能であった。本カセットで形質転換し, 自身での相同

組み換えによってヘテロ型の遺伝子がホモ型へ変換されるヘテロ接合性の消失 
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(LOH) という現象を利用することで, 一回の形質転換で標的遺伝子を完全に破壊で

きる。さらに, ループアウト組換えとカウンターセレクションによって, 標的遺伝子の破

壊後にカセットを完全に除去することができる。実際に本手法で , K2 (ura3/ura3 

lys5/lys5) の LEU2 および HIS3 を連続的に破壊することで, 本手法が二倍体焼酎

酵母に適応可能で, さらに繰り返し利用可能であることを実証した。また, 本手法で用

いた導入した遺伝子は全て K2 のゲノム DNA 由来のものであるため, 得られた変

異株は産業利用可能なセルフクローニング株とみなせる。 

第 4 章では, 上記各章の結果を総括し, 内容をまとめた。 

 

本論文では, 酵母が生成する重要な香気成分である高級アルコールの生合成関

連遺伝子の中で, その機能が不明瞭なままであった THI3 と, これまで酵母の遺伝

子研究や育種に用いられていた遺伝子工学技術の問題点に着目し, 大きく 2 つの

テーマで研究を行った。高級アルコール生成における THI3 の役割は, Thiamine 生

合成の維持を通じた補酵素 TPP の安定供給であることが明らかとなった。また, 外来

の遺伝子を用いず, 一回の形質転換で二倍体焼酎酵母の標的遺伝子を完全に破壊

し, カウンターセレクションによってマーカーリサイクルまで完了する, 繰り返し利用可

能な対立遺伝子破壊手法を開発し, その有用性を実証した。以上の結果は, 酵母の

高級アルコール生合成メカニズムへの正確な理解と, 今後の産業株を用いた酵母の

育種や遺伝子解析に貢献するものと考える。 
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