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出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae; 以下酵母）は，
バイオサイエンスにおけるモデル生物として重要である
だけでなく，バイオテクノロジーにおいてももっとも重
要な生物の一つである．筆者は，大学院に進学して以来，
43年間，「酵母を用いた真核生物遺伝子機能の解明とバ
イオテクノロジーへの応用」を目標として研究に携わっ
てきた．本稿のタイトルの前半部，「酵母を用いた真核
生物遺伝子機能の解明」は「育種理論の確立」であり，
後半の「バイオテクノロジーへの応用」は，「育種技術
の開発と産業酵母の改良」を意味している．特に，後者
の研究においては，発酵や醸造などの伝統的発酵生産，
そして助手になった頃から始まった遺伝子工学的発酵生
産のことを常に意識して研究を行ってきたつもりであ
る．本稿は，そうした酵母育種理論の確立と酵母育種技
術の開発についての個人的な研究回想となるがお許しい
ただきたい．

1）酵母との出会い

「工学とは何か」がよく理解できていなかったことも
あったが，当時の感覚で工学とはほど遠いと感じた「遺
伝学」になんとなく魅力を感じ，卒業研究時（1972年）
に，恩師の大嶋泰治先生（現大阪大学名誉教授）が主宰
しておられた「工業微生物遺伝学研究室」に入れて頂い
た．我国の工学部で初めて創設された遺伝学の講座で
あったと思う．当時，正統的な遺伝学ができる工業微生
物と言えば，枯草菌と酵母くらいで，大腸菌も工業微生

物とは考えられていなかった時代である．研究室には，
関 達治助手（現大阪大学名誉教授）がリーダーの枯草
菌グループと東江昭夫助手（現東京大学名誉教授）が率
いる酵母のグループの二つがあった．配属後まもなく，
教授室に呼ばれて行くと，「君は酵母の接合型変換の研
究をやりなさい」と言われた．これが21才の時，酵母
との出会いである．

2）学位論文，―遺伝子が動く―

修士，博士課程へと進学し，1977年，「Saccharomyces
酵母の接合型変換に関する遺伝学的研究」というタイト
ルの学位論文で工学博士の学位を頂いた．この仕事は，i）
出芽酵母の接合型変換が，サイレントな接合型遺伝子座，
HMLとHMRにある接合型遺伝子の，発現遺伝子座で
あるMAT座への転移によって起こること，ii）HML，
HMR座が，第 III番染色体の，それぞれ左端と右端にあ
ることを明らかにした研究である（図1）．Genetics誌に
3報の論文として発表することができたが 1–3)，i）の結
論を導くために，少なくとも4000個の胞子を顕微解剖
した．また，遺伝子のマッピングは，通常，既知マーカー
との2因子間の連鎖解析によって行われるが，HMLと
HMR遺伝子座の場合には，接合型変換現象が，MATと
HMLまたはHMRにある接合型情報（aまたは ）の組
合せによって決められるので，ii）の結論を導くために
は，2因子交雑ではなく，MAT-HML（またはHMR）－マー
カー間の3因子交雑をせざるを得なかった．そのため，
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3因子交雑（XYZ/xyz）の2倍体から分離する12通りの
四分子型の分離頻度を計算する理論式を誘導し，計算機
シミュレーションによって，HMLとHMRの位置を色々
と変化させ，理論値と実際の観察値について，最少の
二乗値を与える位置としてHMLとHMR座をマッピン
グした．こうした複雑な方法によってHMLとHMR座
の位置を決めたので，果たしてこの結果が正しいのかど
うか，論文を発表した後も不安で仕方がなかった．当時
は酵母の形質転換もまだ報告されておらず，HML，
HMR遺伝子の実体もわかっていなかった頃のことで
あったので，その不安は想像していただけると思う．し
かし，この論文を発表した2年後の1978年には酵母の
形質転換が報告され，酵母を宿主とした遺伝子クローニ
ングが可能となった．そして，ついに，1979年になっ
て米国のHicksらにより，HMLとHMR遺伝子がクロー
ン化され，分子生物学的な解析によって，HML，HMR
が筆者らの予測した位置にあることが明らかにされた．
報告したことが間違っていなかったと，やっと不安から
解放されたことを昨日のように思い出す．
この学位論文の研究は，現在でも，欧米の大学で使わ

れている，Molecular Biology of the Gene，Molecular 
Biology of the Cell，Recombinant DNA，GENESなど，
いくつかの教科書に，「遺伝子が動く」という生物学の
新しい概念として掲載されている．望外の喜びである．
しかし，この仕事は，もともと，実用酵母の多くがホモ
タリックで，高次倍数体であることの意義を明らかにし
ようとした産業的応用を動機として始まった研究であ
り，基礎的な生物学の問題を解こうとしてはじまった研
究ではない．しかし筆者は，この研究を通じて，産業上
重要な問題の研究から，基礎生命科学においても新しい
原理を発見できるという認識を強く持つことができるよ
うになった．研究の方向性として，よく言われる「基礎
科学から産業応用へ」ということではなく，「産業応用

から基礎科学へ」という研究スタイルを取ろうと思うよ
うになったきっかけを与えてくれた研究であったと
思っている．

3）古典遺伝学から分子遺伝学へ

学位は取得できたものの職はなかった．しかし，幸い，
学術振興会の奨励研究員として採用され，初めてサラリー
らしきものをもらうことができるようになった．また，
留学をしたいとも思ってはいたが，できる事と言えば四
分子分析だけであり，受け入れてくれる留学先があるだ
ろうかと不安であった．しかし，前述のように，まもな
く（1978年），米国Massachusetts Institute of Technology
（MIT）のGerald   Fink教授の研究室から酵母で初めて
プロトプラストを用いた形質転換法が報告され，酵母の
分野でも，徐々に遺伝子を扱った研究が展開されてくる．
折しもその時，米国National Institutes of Health（NIH）
のReed   Wickner博士の研究室に留学をしておられた東
江先生が，酵母ベクターとプロトプラスト形質転換法の
詳しいプロトコールを送って下さった．こうしたことも
あり，我国で初めて，酵母（大腸菌ではなく）を宿主と
して，酵母遺伝子（HIS5など）をクローン化するなど 4)，
古典遺伝学から分子遺伝学へと徐々に研究手法を広げて
いくことができる幸運に恵まれた．1978年から1981年
頃にかけてのことであるが，この間，1979年には，幸
いにも助手のポストに空席ができ，大嶋研の助手にして
いただいた．

4）形質転換付随細融合現象と同質遺伝背景の 
高次倍数体育種への応用

4-1）プロトプラスト形質転換体は細胞融合体である　　 
プロトプラスト形質転換実験を行っているとき，形質転
換体の細胞が，もともとの細胞より大きいことに気がつ
いた（図2A）．ひょっとして形質転換体は同時に細胞融
合体であり，DNAは細胞融合を介して細胞に入るので
はないかと想像した．一つの理由は，プロトプラスト形
質転換法では，途中のプロセスで，細胞融合にも使われ
るポリエチレングリコールを使うということである．こ
の仮説を証明する為，形質転換時に起こる細胞融合や細
胞質融合の頻度を，プラスミド，あるいは細胞質性（ミ
トコンドリア性）呼吸欠損変異で細胞質をマークしたり，
倍数性が1倍体のときには胞子形成をしないが，2倍体
以上になると胞子形成能を示すようになる sir変異を持
つ株を宿主とするなど種々の方法論で推定した．その結
果，形質転換体が，ほぼ100％細胞融合体，あるいは細
胞質融合体であることを証明することができた 5)．

4-2）形質転換付随細胞融合法による同質遺伝背景を

図1．出芽酵母の接合型変換とHML，HMR遺伝子のマッピング
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持つ高次倍数体の育種　　長い年月にわたって選抜され
てきた実用酵母に，なぜ倍数体が多いのか，倍数性の生
理的な意義は何かなどの疑問に正確に答えるためには，
まったく同じ遺伝背景を持つが，倍数性のみ違う細胞を
作製し，その表現型を比較することが必要である．そこ
で，形質転換付随細胞融合法を利用して，いくつかの1
倍体から，世界で初めて同質遺伝背景を持つ1，2，3，
4倍数体シリーズを作製した（図2B）6)（3倍体は示して
いない）．特に，本法によって作成された4倍体酵母は，
a/a/a/a/あるいは / / / の接合型構成を持つものであ
り，自然界では報告のなかったものである．これらの株
を用いて，非増殖速度，発酵力，細胞の大きさ，培養容
積あたりの細胞数，ベクターの安定性やコピー数，プロ
モーターの発現の強さなどを調べたところ，倍数性が大
きくなるにつれて細胞サイズは2，3，4倍と大きくなる
が，培養容積あたりの細胞数は，逆に1/2，1/3，1/4に
低下した．期待に反し，それ以外の表現型は，倍数性に
よらず変化しなかった 7)．しかし，違った遺伝背景を持
つ株（A株，B株とする）から作製した2，4倍体株（AA，
AB，BB，AAAA，AABB，BBBB）の表現型を比較
したところ，同じ倍数性であるにもかかわらず，雑種の
方が有意に高い発酵力を示すことがわかった 7)．これら
の結果は，実用酵母，特にウィスキーやビール醸造で使
われている高次倍数体は，単に倍数性が高いために選抜
されてきたわけではなく，いわゆる雑種強勢により有意

な形質が付与されたものが選抜されてきたことを示して
いる．この仕事によって，長年にわたる課題であった実
用酵母の倍数性と有用形質との関係について，初めて実
験的に正確な答えを出すことができた．
接合型が違うa/a/a/a/あるいは / / /  4倍体を作製す
ることができたので，この二つの4倍体株を通常の接合
法によって交雑し，世界で初めて酵母の8倍体を造成す
ることを試みた．不思議な事に，交雑体を培養して観察
すると，細胞の大きさは4倍体のものと同じか，あるい
はそれより小さいサイズの細胞ばかりであった．この結
果から，8倍体は，一過的には形成されているものの非
常に不安定で，体細胞分裂の間に，ゲノム構成が容易に
4倍体，あるいはそれ以下になってしまうことが想像さ
れた．大学院に入学後，留学（次項）までの約10年間（1972
～1983年頃），実用酵母の魅力と，それを扱うことの難
しさを経験できたことは，その後長くバイオテクノロ
ジーにかかわる研究生活を送ることになったことを考え
ると，大変有り難かったと思っている．

5）NIHへの留学 
―遺伝子の翻訳レベルでの発現制御の研究―

酵母のヒスチジン合成系遺伝子HIS5のクローニング
がきっかけで 4)，1984年10月から2年間，当時，「酵母
におけるアミノ酸生合成の翻訳制御」の研究でその才
能が認められつつあったNIHの若手研究者，Alan   G. 

図2．形質転換細胞融合法と同質遺伝背景の倍数体育種への応用．D13-1A，KM2C-43B，DK-13Dは菌株名．
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Hinnebusch博士の研究室に留学する機会を得た．NIH
があるメリーランド州ベセスダは公園のようにきれいな
街で，助手としての雑用から離れて，朝から晩まで研究
のためだけに自分の時間を使う事ができるという，今で
は考えられないような有り難い時間を過ごすことができ
た．留学中の仕事は，一言で言えば，遺伝子発現の翻訳
制御であったが 8,9)，研究のこともさることながら，留
学によって，多くの知己（NIH留学中の日本人も含め）
ができたことや，Hinnebusch博士の研究室運営，また，
大学とは違う政府の研究所における研究スタイルなどに
ついて多くのことを学ぶことができた．

1986年の9月30日，2年間の留学を終えて帰国した．
帰国後はNIHで携わった研究はしないことに決めてい
た．それは，やはり自身のモーティベーションから始め
た研究ではないからである．NIHでは基礎生物学の研
究を行ったが，帰国してからは，工学部の研究室に所属
するということもあり，「バイオテクノロジーのための
酵母研究」が，私に課せられた使命と強く考えるように
なった．
そうした頃，東江先生が助教授として広島大学に転任

されることになった．ある日，大嶋先生に呼ばれて教授
室に行くと，東江先生がリーダーとして進めていたリン
酸シグナル伝達系（PHO）系の仕事を引き継いで欲し
いとのことであった．PHO系は，無機リン酸（Pi）と
いうシグナルによって，一群の遺伝子の発現が制御され
るシステムであり，大嶋先生，東江先生の努力によって，
真核生物における遺伝子発現制御のモデルとして，長き
にわたりその分野をリードしてきたシグナル伝達系であ
る．これから先は，自分自身のしっかりした考えをもっ
て，実用酵母の「育種理論の確立」と「育種技術の開発・
応用」についての研究を発展させていかなければと思っ
ていた矢先ではあったが，考えてみれば，PHO系の研
究は，まさに育種理論の確立に資する研究であり，良い
機会と思ってPHO系の研究に参画させていただくこと
にした．ただ，それとともに，実用酵母の育種の問題や
伝統的な発酵生産における酵母のストレス耐性の問題，
また，当時，酵母宿主による遺伝子工学的物質生産が行
われるようになってきたことも考え，酵母の宿主・ベク
ター系の問題にも挑戦したいという思いも持った（後
述）．これ以降の本稿では「育種理論の確立」のために行っ
た基盤的な研究のいくつかと，そうした研究から得られ
た知見を応用して行った「育種技術の開発」についての
研究を，研究系列ごとに紹介したい．

6）リン酸シグナルによる酵素生産制御機構（PHO系）
と酵母バイオテクノロジーへの応用

出芽酵母のPHO系は，外界のPi濃度が高いと酸性ホ
スファターゼ（APase）をコードするPHO5やリン酸ト
ランスポーターをコードするPHO84など，いくつかの
遺伝子群の転写が抑制されるシグナル伝達系である 10)．
PHO系が実験系として優れていることの一つは，PHO5
遺伝子から産生されるAPaseが，非常に簡単なコロニー
の染色法によって視覚的に検出できることである．現在
わかっているPHO系の概略を図3に示すが，当時，大
嶋研では，こうしたPHO系の全貌を明らかにするため，
PHO系を構成するすべての遺伝子をクローン化し，そ
の機能を明らかにする研究が進められていた．その中で，
難航を極めていたPHO84遺伝子のクローニングに挑戦
することとした．

6-1）PHO84遺伝子のクローニングと機能，―Piト
ランスポーターか，センサーか―　　pho84変異株は，
外界のPi濃度が高くても，PHO5の構成的な発現を示
す変異株として分離された．しかし，かなりの高頻度で
抑圧変異が出現するという，表現型が不安定な変異株で
あり，クローン化できたと思われる候補の形質転換体を
分離しても，それは単なる抑圧変異株であるという事情
のためクローニングに困難を極めていた．しかし，いく
つかの工夫をした事もあり，2年がかりでやっとクロー
ニングに成功した．そのときの嬉しさは忘れられない．
クローン化によって，Pho84タンパクが12回膜貫通型
の典型的なトランスポーター様構造を持つタンパクであ
り，実際に高親和性のPiトランスポーターであること
を実験的に明らかにすることができた 11)．

PHO84遺伝子のクローン化によって，Pho84タンパ
クがPiを取り込む能力があることはわかったものの，
Pho84がセンサーとして同時にPiの濃度も感知してい
るかどうかについては依然として不明であった．当時，
Pho84トランスポーターの機能として二つの考え方が
あった．一つは取り込み能を持つだけで，センサーは別
にあるとする考え方であり，もう一つは，Piを一分子取
り込むごとに，Pho84タンパクがなんらかのメカニズム
でその数をカウントし，それが濃度のシグナルとなると
する考え方である．この問題にどのようにして答えるべ
きか悩んだが，当時方法論が確立しつつあったNMRを
利用した細胞内リン酸濃度の測定を行うことにした．紙
面の都合上，詳細は記載できないが，結論としては，細
胞内のオルトリン酸，ポリリン酸の濃度がともに低下す
れば構成的な転写が起こること，pho84破壊株でも，何
らかの方法で細胞内オルトリン酸の濃度を上昇させれ
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ば，PHO5の構成性が抑圧されることを明らかにするこ
とができた 12)．この結果は，Pho84タンパクにはPiシ
グナルを感知する機能はなく，トランスポーターとして
のみPHO系のシグナル伝達に関与していることを示し
ている．

6-2）PHO系の真のシグナル分子は何か　　上記のよ
うなことが明らかになっても，PHO系の真のシグナル
については何もわからないままであった．ただ，Pi濃度
が高い時には，未同定のシグナルによって，タンパク質
リン酸化酵素（PKase）阻害因子（CDKインヒビター）
Pho81が阻害され，その結果，サイクリン依存性PKase
複合体（Pho80-Pho85）が活性化されること，そして，
最終的に，下流の転写因子Pho4がリン酸化されて核外
に排除されることにより，PHO系遺伝子群の転写が抑
制されることが徐々に明らかになりつつあった（図3）．
しかし，酵母細胞が，どのようにしてリン酸の濃度を，
Pho81分子に伝達しているかについては皆目わかってい
なかった．そこで，そうした因子を同定するため，約
5000株からなる出芽酵母破壊株のコレクションを利用
し，リン酸濃度が高いにもかかわらず，そのことを感知
できない（PHO5が構成的な発現を示す）破壊株のスク
リーニングを行った．その結果，それまでの突然変異株
の分離では見つかっていなかったPLC1，ARG82，
KCS1，ADK1の破壊株でPHO5が構成的に発現してい
ることを見いだした．興味深い事に，これらの遺伝子の
うちPLC1，ARG82，KCS1がイノシトールポリリン酸
生合成系の遺伝子であること，しかし，同経路上の

IPK1遺伝子の破壊株ではPHO5が構成性にならないこ
とから，IP7が真のシグナル分子である可能性を初めて
提示することができた（図4）13)．この結果は後に，ハー
バード大学のO’Sheaらによる in vitroの実験などにより
証明される．こうした研究の結果，Piの濃度が，IP7に
変換され，そのシグナルをPho81がセンサーとして検
知することが明らかになった．

6-3）PHO系構成因子の温度制御可能な宿主・ベクター
系構築への応用　　遺伝子工学的物質生産では，使いや
すい宿主・ベクター系の開発がキーポイントである．そ
の一つが，温度によって制御可能な宿主・ベクター系で
ある．しかし，当時，（そして今でも）出芽酵母におい
ては，意外にそうした宿主・ベクター系は開発されてい
なかった．PHO系の研究から色々なリソースが蓄積し

図3．出芽酵母のリン酸シグナル伝達系．high Pi，low Piは，培地中の無機リン酸の濃度を示す．

図4．出芽酵母のイノシトールリン酸生合成系とその酵素．赤
字の酵素をコードする遺伝子の破壊株は構成性を示す．緑地
の酵素をコードする遺伝子の破壊株では構成性とならない．
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たこともあり，それを利用して温度制御可能な酵母の宿
主・ベクター系を構築し，日本新薬（株）との共同研究
により，酵母によるヒトリゾチーム（h-lysozyme）の
生産を行った（図5）14)．発現プロモーターとしては，低
濃度のPi条件下において高効率で脱抑制される，
PHO84遺伝子のプロモーターを使用した．h-lysozyme
をコードするcDNAをPHO84のプロモーター下流につ
なぎ，低いPi濃度条件下，多コピーベクターで発現させ
ると，4.5 mg/Lのh-lysozymeが分泌生産された．この
発現系を，温度制御可能なものにするため，PHO84プ
ロモーターの作用に必要なPHO81遺伝子の高温感受性
変異株（pho81ts）を宿主に使った．その結果，h-lyso-
zymeは37°Cでは生産されないが，25°Cでは生産する
ことができる，低温で作動する宿主・ベクター系を構築
することができた 14)．

PHO84プロモーターの抑制に必要なPHO80遺伝子
の温度感受性変異株（pho80ts）を宿主とする宿主・ベ
クター系も構築し，それを利用してイネ -アミラーゼ
生産の最適化も試みた 15)．pho81ts株を宿主とした場合
には，低温で生産が可能であるが，pho80tsを宿主とし
た場合には，逆に，高温でアミラーゼを産生させること
ができる．こうした温度制御可能な宿主・ベクター系は，
言うまでもなく，宿主に負荷を与える生産物や，細胞増
殖の最適温度と生産物の安定な最適温度が違っている場
合などの遺伝子工学的物質生産に適している．

6-4）融合遺伝子テクノロジーへのPHO5の応用　　 
PHO系の研究から，PHO5がレポーターとして非常に

有用であることを認識し 16)，いくつかの応用研究を行っ
た（図6）．プロモーター検出ベクターとして 17)，DNA
結合能の検出，解析用レポーターとして（図6A）18)，環
境中のPi濃度のセンサーとして（図6B）19)，変異株分離
のレポーターとして（図6C），実用酵母から接合能を持
つクローンの簡便なスクリーニング用レポーターとして
の利用（図6D）20)などである．それらのうち，PHO5を
実用酵母の接合能検出ツールとして応用した例をとりあ
げ，以下に述べる．
産業酵母は実験室酵母と違って接合能を示さない．実
用酵母から，接合能を持つクローンを分離することがで
きれば，実用酵母間の交雑が可能となり，育種が格段に
進展する．a型細胞で特異的に発現する遺伝子群（asg；
たとえば STE6）， 型細胞で特異的に発現する遺伝子群
（ sg；たとえばMF 1）が知られていたので（後述），
それらの遺伝子のプロモーター下流にPHO5遺伝子を
融合して，a型で特異的に発現するSTE6p-PHO5，ある
いは 型で特異的に発現するMF 1-PHO5融合遺伝子
を構築した 19)．その発現は，コロニーの活性染色により
簡便に検出できるので，aまたは の接合能を持つクロー
ンが出現すれば，簡単に見分けることができる（図6D）．
こうしたレポーターを開発して，次項で述べるような，
実用酵母に接合能を付与する技術を開発するための基盤
的な研究を行った．

7）出芽酵母接合型制御機構の研究 
―実用酵母の育種と新規な宿主・ 
ベクター系開発への応用

7-1）出芽酵母の接合型制御機構　　既述のように，
産業酵母は実験室酵母と違って，i）接合能を示さないが，
それ以外にも，ii）形質転換や細胞融合のための選択符
号を持たない，iii）高次倍数体である，またそのため，
iv）突然変異の誘起が困難である，v）胞子形成能を持
たない，など育種にとって障害となるさまざまな特性を
持つ．こうした特性を持つ産業酵母を育種するための一
つのアプローチとして，接合型の制御機構を明らかにす
る必要があると考えた．しかし，筆者らが研究を始めた
1980年代の後半には，このような実用酵母の非接合性
を明確に意識した研究は，内外ともにまったくなかった
と言っても過言ではない．しかし，当時，いくつかの研
究室の努力で以下のような基盤的な知見は得られつつ
あった（図7）．
酵母のa， の接合型はMATaとMAT の接合型遺伝

子によって規定されており，それぞれの遺伝子は，a1，
a2，1，2の4つのタンパクを産生する． 1タンパクは，
型を示すのに必要な遺伝子群（ sg）の転写を活性化

図5．pho81ts温度感受性宿主とPHO84遺伝子プロモーターを
利用したヒトリゾチームの生産．○，●はそれぞれ25°C，
37°Cでの増殖を示す．□，■は，それぞれ，25°C，37°Cで
のヒトリゾチームの細胞内生産量．△，▲は細胞外への分泌量．
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図7．出芽酵母における接合型制御機構．asg：a型特異的遺伝子， sg： 型特異的遺伝子，hsg：一倍体特異的遺伝子， 2抑制：
2タンパクによる発現抑制，a1- 2抑制：a1- 2複合体による発現抑制．

図6．レポーターとしてのPHO5遺伝子の種々の応用
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する． 2タンパクは，単独でa型特異的遺伝子群（asg）
の転写を抑制する（ 2抑制）．一方， 2タンパクは，a1
タンパクと複合体を形成し，1倍体特異的遺伝子群（hsg）
（あるいはa/ 特異的遺伝子群とも言う）の転写を抑制
する（a1- 2抑制）．a型細胞と 型細胞が接合してa/  2
倍体になると， 2抑制，a1- 2抑制によってasgも sg
も発現できず非接合となる．
実用酵母の非接合性の原因は色々と考えられるが，清

酒酵母協会7号などでは，正常なa， 接合型情報の共
存によって非接合性となっていることがわかった．そう
であれば，以下のような方法で接合能を回復させること
が可能であろう．たとえば，非接合性から 型にするた
めには， 2抑制は正常であるが，a1- 2抑制のみ欠損
とするような変異遺伝子を創り出せばよい．その変異遺
伝子を実用酵母に導入すれば， 接合能を回復させるこ
とができる．しかし，実用酵母は多くの場合高次倍数体
であるので優性の変異を取得する必要がある．

7-2）a1- 2抑制のみが欠損となる3種の変異株の分離　　 
優性の変異が分離できるかどうかはやってみないとわか
らないが，まずは，優性，劣性にかかわらず，上記で想
定したような変異株が分離できるか否か研究を行った．
MATa HMLa HMRa sir3遺伝子型一倍体株（sir3変異の
ため，MATa HML  HMRaのすべての遺伝子座で接合
型情報が発現し， 2抑制，a1- 2抑制が発揮される）
を親株として分離を試みたところ，幸いにも，3種の遺
伝子座に起こった変異株が分離できた 21–23)．一つは，
HML 遺伝子座の 2タンパクにミスセンス変異が起
こったもの（hml 2-102）であり 21)，あとの二つは
MAT，HML，HMR以外の遺伝子座に起こった変異であっ
た．これらの変異を，aar1（a1- 2 repression），aar2変
異と命名した．クローニングの結果，AAR1遺伝子は
TUP1として知られていたグローバルリプレッサーで
あったが 22)，AAR2遺伝子は，355アミノ酸からなる機
能未知のタンパクをコードする遺伝子であった 23)．後の
研究によって，AAR1（=   TUP1）は， 2抑制において

2ホモ2量体と，また，a1- 2抑制においては，a1- 2
へテロ二量体と複合体を形成していることが明らかにさ
れる．TUP1はDNA結合能をもっておらず，当時，
DNA結合能を持っていないグローバルリプレッサーと
して，さまざまなDNA結合タンパクと複合体を形成し
多様な遺伝子の転写を抑制するとのモデルを提示したの
が目に止まったのか，文科省科学研究費「転写特定」に
入れていただいた．

AAR2はどのような遺伝子なのか．出芽酵母には，イ
ントロンを持つ遺伝子はほとんどないが，珍しい例の一
つが，a1 pre-mRNAである．a1 pre-mRNAは短いイン

トロンを二つ持っているが，aar2変異株ではa1転写産
物が長くなっていることに気がついた．しかし，不思議
なことにイントロンを持つことが知られていたACT1 
pre mRNAでは，イントロンは正常にスプライシングさ
れていた．aar2変異株は増殖阻害を示すが，aar2変異
株に，イントロンを持たないMATa1遺伝子を作製して
導入すると， 接合型は相補され非接合型となったが，
興味深いことに，増殖遅延の表現型は抑圧されなかった．
この結果より，AAR2は，MATa1   pre-mRNA，および
イントロンを持つその他の増殖に重要な遺伝子のpre-
mRNAスプライシングに関わっていると結論した 23)．
AAR2遺伝子については，その後，スプライシングの専
門家による研究が行われており，最近，リン酸化を受け
るU5 snRNPアセンブリー因子をコードすることが報告
された．筆者らが命名したAAR2という遺伝子名が25
年以上にわたって使われているのは感無量である．これ
らの結果より，a/ 型のため非接合性となっている実用
酵母，あるいは醸造酵母に 型を付与するには，i） 2
タンパクあるいはAar1タンパクの中で，a1タンパクと
相互作用する機能ドメインの優性変異か，あるいは，
ii）Aar2タンパクの優性変異を創り出せばよいことがわ
かった．

7-3）a1- 2抑制欠損変異の高次倍数体育種への応用　　 
興味深いことに，上記の研究で分離した 2-102変異は，
簡単に高次倍数体を育種するために応用できることがわ
かった．a型細胞に，mat 2-102変異を導入すると， 2
抑制は正常で，a1- 2抑制のみ欠損となるので，細胞は
型を示す．したがって，この株は，再び，もとのa型
細胞と交雑できる．造成した2倍体交雑体（MATa/
mat 2-102）は，上記の理由によって 型を示す．したがっ
て，この2倍体交雑体は，再びa型細胞と交雑可能であり，
3倍体交雑体（MATa/MATa/mat 2-102）を育種できる．
こうして，理論的には無限に交雑を繰り返すことが可能
で，同質遺伝背景の高次倍数体を簡単に育種できる．も
ちろん，この方法では，a型細胞であればどのような遺
伝背景の株でも交雑できるので，色々な雑種も育種でき
る（未発表）．酵母は，精密な遺伝解析が可能であると
の有利性によってモデル生物の一つとして位置づけられ
ているが，一方では，動物細胞と比べて細胞のサイズが
小さいため，細胞生物学的解析には不向きであると言わ
れている．しかしこうした研究で作製した高次倍数体は，
細胞が大きいことから，細胞生物学的解析のための有用
な材料として，また，バイオテクノロジーの観点からは，
物質生産における有用な菌株として応用可能であると
思っている．

7-4）Dual modeで温度制御可能な宿主・ベクター系
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の開発　　遺伝子工学的物質生産では，使いやすい宿主・
ベクター系が一つのキーポイントであり，その一つが，
温度によって制御可能な宿主・ベクター系であること
はPHO系の研究のところで述べた．そこで，接合型制
御研究から構築したリソースであるMATa   hml 2-102 
HMRa   sir3-8ts遺伝子型株を宿主として，dual   modeで
温度制御可能な宿主・ベクター系を構築した（図8）24)．
プロモーターとしては，分泌生産を想定し，細胞外に分
泌されることが知られている -ファクターをコードす
るMF 1のプロモーターと，pre-，pro-配列を用いた．
MATa hml 2-102 HMRa sir3-8ts遺伝子型を持つ宿主は，
制限温度（37°C）で培養すると，sir3-8ts変異によって
Sir3タンパクが不活化され，MAT座だけでなく，HML，

HMR座の接合型情報も発現する．しかし，a1- 2抑制が
欠損しているので 型を示す．一方，許容温度（25°C）
では，Sir3タンパクは，HML，HMR遺伝子の発現を抑
制するので，宿主はa型を示す． 型細胞でのみ発現す
る遺伝子，あるいはa型細胞でのみ発現する遺伝子のプ
ロモーターに生産物をコードする遺伝子を連結すれば，
同一生産物であっても，あるいは違う生産物であっても，
高温，低温での自在な生産が可能となる（図9）．

8）実用酵母非胞子形成性の遺伝学的解析と 
実用酵母育種システムの構築

8-1）清酒酵母協会7号はなぜ胞子を形成しないか　　 
7-1）項で述べたように，実用酵母は一般に胞子形成能
を示さず育種を妨げる要因の一つとなっている．たとえ
ば，清酒酵母協会7号と9号はほとんど胞子形成能がな
い．実用酵母を自由に胞子形成させることができれば，
子孫を用いた交雑によって多様な性質を持つ酵母を育種
することができる．当時，胞子形成制御についての基礎
的な研究はいくつかなされていたものの，非胞子形成性
の回復という観点からの研究はなかったように思う．こ
うした状況下，1988年に，イスラエルのSimchenによっ
て，胞子形成の開始に重要な IME1遺伝子のクローン化
が，Cell誌に報告された．IME1 mRNAは，グルコース
や窒素源の非存在下，a/ 細胞で誘導されるがa/aある
いは / 細胞では誘導されない．その結果，a/ 細胞で
のみ胞子形成が起こる．そのメカニズムは，IME1の抑
制に作用するRME1が，a/ 細胞で働くa1- 2抑制シス

図8． 2-102変異を利用したdual modeで温度制御可能な宿主・
ベクター系．sir3-8ts温度感受性変異から生産されるSir3タン
パクは，25°Cでは正常な機能を持つが，37°Cでは欠損となる．

図9．Dual modeで制御可能な宿主・ベクター系による酵素の
生産．モデルとして酸性ホスファターゼ（APase）を生産した．
25°CではSTE6遺伝子のプロモーターが，36°CではMF 1遺
伝子のプロモーターが作動する．ここでは，MF 1遺伝子のプ
ロモーターの下流に酸性ホスファターゼ遺伝子の構造遺伝子
部を連結した．●印，○印は，それぞれ25°C，37°Cでの増殖
と生産量．

図10．出芽酵母の胞子形成制御機構．IME1遺伝子の発現は，
栄養飢餓とa1- 2抑制の2つの条件が満足されたとき誘導さ
れる．
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テムにより抑制されるからである（図10）．
清酒酵母について，非胞子形成性の原因を明らかにす

るため，IME1，RME1遺伝子の転写を解析した．その
結果，協会7号の IME1の発現レベルは低く，胞子形成
培地でも誘導が起こらなかった 25)．しかし，RME1の転
写がないことから，a1- 2抑制は働いていると推察され
た．これらの結果より，協会7号は，IME1遺伝子自身
の機能欠損か，その発現制御に欠陥を持っており，その
ために胞子形成しないことが示唆された．この結果より，
協会7号酵母に多コピーで IME1を導入すると胞子形成
能が回復するのではないかと考え，実験行ったところ，
予想通り胞子形成能が回復した 26)．そこで，協会7号酵
母から，さまざまな性質を持つ子孫が取得できるのでは
との期待のもとに多くの胞子を分離したが，まったく発
芽しなかった．

8-2）清酒酵母協会7号の4倍体化による胞子発芽の
改良　　大変がっかりしたが，協会7号（2倍体）を4
倍体にして胞子形成をさせれば発芽が起こるかもしれな
いと考えた．そこで，6-4）項で述べたa型細胞， 型細
胞でそれぞれ特異的に発現するSTE6p-PHO5，MF 1-
PHO5   融合遺伝子を，栄養要求性を持たない実用酵母
用に，新しく開発したセルレニン耐性選択マーカー
PDR427)を利用して協会7号に導入し，接合能を持つク
ローンをスクリーニングした．接合能を持つクローンを
得たあと，それらのクローンを交雑して4倍体を造成し，
それに IME1遺伝子を導入した．予想通り胞子を形成し
たので，胞子を分離して発芽を行わせたところ，2倍体
協会7号の場合と違って，4倍体協会7号酵母の胞子（2
倍体）は効率よく発芽した．
そこで，九州の酒造会社で実際に使われている2種の

異なる吟醸酵母（K，Sとする）から，それぞれa， の
接合能を示すクローン（K-a，S- ）を分離後（図11）
交雑し，IME1導入によって胞子を形成させた後，四分
子分析を行ったところ，予想通り発芽し，かなりの数の
減数分裂分離株を得た．K株は低温に強いが，醪過程で
高泡を形成する欠点を持ち，S株は，吟醸香が高く高泡
を生じないが低温では発酵が遅延する欠点を持ってい
る．減数分裂分離株のうち発酵試験で，吟醸香の主成分
であるカプロン酸エチルの量が親株の1.5倍であった1
株を使用して，総米1 kgの小仕込試験を行った結果，
端麗で吟醸香の高い清酒が得られた．また，仕込中の醪
経過から，この酵母は高泡を形成しないことがわかっ
た．このように，i）優性のセルレニン耐性遺伝子によ
る形質転換系 27)，ii）接合能検出カセットの利用 19)，iii）
IME1の過剰発現 26)，iv）倍数性の増加による発芽の回
復などの技術を組み合わせた一連の育種システムが，実
際に吟醸酵母の育種に有効であることを実証することが
できた（図12）．今後，本研究で開発した分子育種シス
テムが，清酒酵母だけでなく，パン酵母，ウイスキー酵
母，ビール酵母，アルコール製造酵母などに応用され，
多彩な有用形質を持つ産業酵母が育種されることを願っ
ている．

9）ゲノム機能工学研究室を主宰して

1996年に大嶋先生が退官された後，研究室を主宰す
る幸運に恵まれた．教授として，楽々と研究室を運営し
ておられる方も多いが，私自身は，研究テーマにしても，
研究費の問題にしても，学生指導にしても，正直大変な
重荷であると感じた．その頃，広島大学から母校の東京
大学に教授として戻られた東江先生から，「文科省がゲ

図11．吟醸酵母間の雑種形成と IME1遺伝子の導入による胞子形成．倍数性をあげると良好な発芽をしめした．
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ノムの特定研究を計画しており，いくつかのモデル生物
を，ゲノム研究の対象にすることを考えているらしい，
特に，当初の目的としては網羅的な遺伝子破壊による機
能解析を進めたいとのことだが，東大の私の研究室は学
生が少なくて，とても大規模な解析はできないと思う，
もし，よければ推薦したい」という電話をいただいた．
エレガントな？トリックによって突然変異株を分離する
ことを生業とする遺伝学者として，網羅的な遺伝子破壊
は，そのアイデンティティーを投げ捨てたようなアプ
ローチであり，こうした“言わばなりふりかまわないア
プローチ”をすることに正直ためらいはあった．しかし，
大嶋先生が退官をされ，教授として研究室を主宰するよ
うになった時でもあったので，正直なところ研究費にも
大いに不安があった．色々なことを考えた結果，推薦を
していただくことにした．これが，新しいテーマとして
（後述），出芽酵母「プロテインホスファターゼのゲノム
サイエンス」を始めた経緯である．その後，10余年に
わたり科研費「ゲノム特定」に御世話になることになり，
研究費の面では大いに助けられた．また．この時学んだ
大規模，網羅的というゲノムサイエンスの研究スタイル
は，後年，いくつかのテーマを進める上で大いに活用す
ることになる．
研究室を主宰するにあたって，研究室名を改称したい

と思い，大嶋先生にご相談を申し上げた．その当時の研
究室名は，「生物情報工学」であったので（当初の「微生
物遺伝学研究室」から，学科改組の時に，大嶋先生は「生
物情報工学」と研究室名を変えられた），名称を変える
ことについてお叱りを受けるかもしれないと思ったが，
長く続いた研究室名を踏襲するのは良い考えではない，

君自身の色彩を反映する名前とすべきであるというお言
葉をいただいた．それに意を得て，研究室名を「ゲノム
機能工学研究室」と改称した．しかし，白状すれば，研
究室名を変えても，研究テーマは，相変わらず，「育種
理論の確立」と「育種技術の開発」であり，名前が変わっ
ただけと言われても，返す言葉はない．しかし，その時，
「育種理論」と「育種技術」の両分野にまたがって研究
を推進するエンジンとして，「ゲノム工学技術の開発と
応用」を研究室のテーマの一つの柱にしたいと思った．
その理由は，ゲノム工学技術が，ゲノム機能を明らかに
するための基礎生命科学への応用だけでなく，酵母のバ
イオテクノロジー，特に育種への応用に新しい展開をも
たらすのではと思ったからである．もちろん，それまで
続けてきたシグナル伝達系の研究も進める一方，産業酵
母の育種に重要な，多様なストレスへの応答メカニズム
の解明，そして実際に使えるストレス耐性酵母の育種な
ど，より応用的なテーマも行うことにした（図13）．次
項からは，ゲノム機能工学研究室を主宰することになっ
て新たに開始した研究の一端を紹介したい．

9-1）プロテインホスファターゼのゲノムサイエンス　　 
出芽酵母は真核生物で初めてゲノムの全塩基配列が決定
された生物である．1996年の5月のことであるが，
1990年代の初めに配列決定プロジェクトが計画され，
我が国においても主要な酵母研究グループに参加を要請
する動きもあった．しかし，ほとんどの研究室は積極的
ではなかったように思う．それは，配列決定がいわば“作
業”と考えられていた時代であり，多くの教授の先生方
は，研究室員にそうした“作業”をさせることを躊躇さ
れたためと思う．しかし，配列決定以降，時代はあっと
言う間に進み，「ゲノムサイエンス」と呼ばれる学問が
台頭した．ゲノムサイエンスがどのような学問であるか
を正確に定義することは簡単ではないが，語弊を恐れず
に言えば，個々の生命現象の理解の積み重ねから生命を
理解するという従来の考え方ではなく，生命の全体像を
丸ごと理解しようとする考え方である．また，その研究
スタイルの特徴は，「大規模」で「網羅的」ということ
であり，あるステージではマンパワーが必要な研究であ
るとも言える．
さて，ゲノムの全塩基配列が明らかにされた時，それ
まで遺伝学や生化学によって同定されていた遺伝子が，
全遺伝子の半数にも満たなかった事実は，筆者にはかな
りの驚きであった．酵母遺伝学の始まりをLindegren夫
妻によってヘテロタリック株が発見された1943年とす
れば，それ以来，半世紀もの間にわたって，酵母遺伝学
者は永々と多くの突然変異株を分離してきた．その結果，
ゲノムの配列が決定される頃には，色々なトリックを弄

図12．多様な性質を持つ実用酵母を交雑によって育種するシス
テムの構築．接合能，胞子形成能を示さない2株の実用酵母か
ら出発し，最終的にはそれらの実用酵母間の雑種，およびそれ
から種々の性質を示す減数分裂分離株を取得するシステム．
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しても，なかなか新しい変異株が分離できないと実感し
ていた酵母遺伝学者も少なくなかったように思う．なぜ
だろうか？理由はいくつか考えられるが，その一つとし
て，同様な機能を持つ遺伝子が複数あり，その一つが変
異しても表現型として現れない，いわゆる「機能重複の
問題」が考えられる．機能重複を示す遺伝子は，突然変
異株の分離によって，その存在を認識するという従来の

アプローチでは発見が困難である．
細胞生理は，色々なメカニズムによって調節されてい
る．その代表的なものはタンパク質のリン酸化，脱リン
酸化であろう．出芽酵母ゲノムの配列決定がなされた時，
さまざまな細胞生理に関係すると考えられる機能重複遺
伝子はいくつも予想されたが，タンパク質のリン酸化に
かかわるタンパク質リン酸化酵素（PKase）が117種，

図13．ゲノム機能工学研究室の現在の研究テーマ
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またタンパク質の脱リン酸化にかかわるプロテインホス
ファターゼ（PPase）が32種存在するとされた（現在では，
PKaseは129種，PPaseは40種同定されている）．筆者
らは，当時，PKaseに比べて圧倒的に知見が乏しかった
PPaseを取り上げることとした．そして，すべてのPPase
の細胞生理における役割を明らかにするため，当初から，
32種のPPaseの単独破壊株だけでなく，すべての組合
せ（破壊が致死となる二つのPPaseを除く30種について
435通り）の二重破壊株を作成することを目的とし，実
際に世界に先駆けて作製した 28,29)．さらに，その後，破
壊しても致死とならない110のPKaseといくつかの
PPaseとの二重破壊株や 30)，PP2CクラスのPPase（PTC1
～PTC7）については，すべての組合せである127種の
多重破壊株 31)など，合計1000株に及ぶ破壊株を網羅的
に作製し，種々の表現型や機能重複を見いだした 32–34)．
今後は，これらの破壊株リソースを活用し，さらに多く
の表現型解析や，トランスクリプトーム，プロテオーム
解析などの多面的なアプローチによって，出芽酵母，ひ
いては真核生物におけるタンパク質の脱リン酸化による
細胞機能制御の全体像を明らかにしたいと考えている．

9-2）不飽和脂肪酸，低温，酸素シグナルの伝達機構　　 
清酒やビールの醸造において酵母の低温での増殖能，発
酵能，吟醸香生成能は重要な形質であり，こうした形質
には不飽和脂肪酸（UFA）の生合成が関係している．
UFAは，飽和脂肪酸から脂肪酸不飽和化酵素によって
生成するが，出芽酵母の場合，その遺伝子OLE1は 9-
脂肪酸不飽和化酵素をコードしており，低温誘導性であ
る．吟醸酒の醸造では原材料の米を70％以上削るが，
その理由は，米粒の外側に多く含まれているUFAによっ
て，吟醸香の生成に関与する遺伝子群の発現抑制が起こ
るからであると考えられている．さらに，OLE1による
脂肪酸の不飽和化には酸素が必要である．したがって，
OLE1の発現制御には，低温，不飽和脂肪酸，そして酸
素の3つのシグナルが関係する．一般に複数のシグナル
の支配下にある高等真核生物遺伝子のモデルとして，低
温，酸素，不飽和脂肪酸による3種のシグナルへの応答
機構への基礎生物学的興味とともに，不飽和脂肪酸が存
在しても，それらの遺伝子群が発現すれば，吟醸香が生
成するのではという非常に単純な考えの応用的興味も
あって，OLE1の発現制御の研究を始めることにした．
当時，OLE1遺伝子の発現は，小胞体膜結合性の二つの
転写因子Spt23とMga2が報告されてはいたが詳細は不
明であった．しかし，不飽和脂肪酸，酸素，低温シグナ
ルによるOLE1の発現制御の研究から，Mga2が，真核
生物における初めての低温および酸素のセンサーである
ことを明らかにすることができた 35–37)．

9-3）グローバル転写制御因子の研究と発現ベクター
増強への応用　　遺伝子工学的物質生産で生産収率に関
係する重要な要素の一つは発現ベクターである．発現ベ
クターには当然ながら強いプロモーターが使われる．
1980年代の後半，遺伝子工学的物質生産がさかんに行
われるようになったとき，色々な企業の研究者の方々か
ら，酵母で遺伝子工学によって有用物質を生産すること
を考えているが，どのような宿主，どのような発現ベク
ターがベストなのか教えて欲しいという相談を頻繁にう
けた．当時もそして今も，構成的に発現する強いプロモー
ターであれば，解糖系遺伝子（TDH3，ENO1）のプロモー
ター，誘導可能な発現プロモーターとしては，ガラクトー
スで誘導できるGAL1プロモーター，あるいはリン酸の
飢餓により誘導されるPHO84のプロモーターくらいが
使われており，それほど新規なものが開発されていると
は思わない．こうした既存の強いプロモーターに変異を
かけ，さらに強いものを取ろうとする試みもあったよう
には思うが，いくら変異をかけても，天然のものより強
いプロモーターを分離することはできないということが
結論であったように記憶している．私たちも，PHO5レ
ポーターを利用したプロモーター検索ベクターを使っ
て，酵母で既存のプロモーターよりさらに強い，最強の
プロモーター活性を示すDNA断片をクローニングしよ
うとしたときもあった．しかし，そうしたDNA断片を
クローン化することはできなかった．
真核生物遺伝子の転写制御のことを研究しなければと
思うようになったのは，上記のように生産収率の向上に
発現ベクターが重要であると思ったこともあったが，そ
れより少し前に，グローバル転写因子TUP1の課題で，
科研費の「転写特定」に入れていただいたとき，ヌクレ
オソームやクロマチンレベルでの転写制御研究が世界的
には相当な勢いで進んでいる事を痛感し，基礎的な観点
からもきちんと勉強をしなければ，バイオテクノロジー
への応用もできないのではと思う気持ちが強かったから
のように思う．そうした状況のもとで考えたことは，プ
ロモーターの発現を増強するような宿主の変異であり，
アプローチとしては，転写活性化因子（あるいは転写活
性化因子が働くのに必要な因子）の不在下でも強い転写
が起こる変異株を取得し，その後，もともとの転写活性
化因子を導入すれば，天然のものを凌駕した強いプロ
モーター活性を発揮できる宿主を構築できないだろうか
ということであった．こうした考えのもと，PHO5レポー
ターを利用して，多くの変異株（rbt1～rbt6，bel2～
bel7）を分離した 38–41)．それらの変異には，既存の変異
株   sin4（=   bel2），rgr1，tup1，ssn6も含まれていたが，
新しい変異株もあった．これらの変異のいくつかは染色



2015年　第1号 15

体における位置依存効果を示すこと，ヌクレオソーム構
造に影響する変異とは異なる表現型を示すことなどか
ら，高次のクロマチン構造に影響する変異であろうと考
えた．そこで，そうした変異株を利用して，実際に上記
の考えが正しいことを，PHO5プロモーターを例として
調べたところ，期待通り，野生型株における発現よりも
高い発現が得られることがわかった（図14）39)．また，
アミノ酸が十分あるときにはGCN4による転写活性化
が起こらないHIS5プロモーターにおいても，bel3変異
とGCN4の共存下では野生型株の10倍の転写が得られ
ることを示すことができた 39)．
転写活性化因子は，一般にRNAポリメラーゼII（RPase 

II）をリクルートすることによって転写を活性化すると
考えられている．しかし，その前に，RNAポリメラー
ゼ自身が転写開始点近傍にアクセスする必要がある．そ
の効率は，ヌクレオソームや高次のクロマチン構造に
よって支配されていると考えられている．筆者らの研究
によって，ヌクレオソームと高次のクロマチン構造に影
響する変異は，その効果が加算的であり，そうした2種
の変異を宿主に持たせることによって，転写の活性化が，
高次のクロマチン構造のレベル，ヌクレオソームのレベ
ル，そして転写活性化因子がRPase IIをリクルートする
レベルの三層のレベルで加算的となり，発現プロモー
ターを最大限に働かせることができることが明らかに
なったと考えている 38–42)．残念ながら，こうした知見を
取り入れて，モデル生産物ではなく，実際に有用な生産
物の遺伝子工学的物質生産を行うまでには至っていな
い．しかし，こうした研究からの知見は，後に，うま味
調味料として有用なRNA高生産酵母の育種をするとき
の育種戦略にも応用した 43)．

9-4）バイオエタノール生産酵母の育種　　再生可能
なエネルギー源としてバイオエタノールの生産には，
多くの場合S.   cerevisiaeが使われるが，その生産菌株に
は，生産コスト削減のためにさまざまな性質が要求さ
れる．生産コストの面から有利な糖化と発酵を同時に
進める並行復発酵（Simultaneous   Saccharification   and 
Fermentation: SSF）を想定する場合には，特に，高温耐
性が重要である．その理由は，セルロース系基質の糖化
に必要なセルラーゼの至適温度が50°C付近であるのに
対し，一般的なS.   cerevisiae酵母の生育至適温度は30°C
であるので，できるだけ高い温度での旺盛な増殖とエタ
ノール発酵能を示す高温耐性株が必要であるからであ
る．また発酵熱のために温度が上昇する発酵タンクの冷
却コストを低減するためにも，高温耐性は重要である．

S.   cerevisiaeの遺伝学研究が始まって以来半世紀を超
えるが，それにもかかわらず，生育限界温度のチャンピ
オンデーターは41°Cであり，これ以上の温度で，“旺盛”
に増殖するS. cerevisiae菌株が自然界から分離されたり，
育種されたりしたとの報告はない（図15A）．高温耐性
株の論文を読む場合，当該の高温でかろうじて生存して
いるだけなのか，それとも，その温度で“旺盛”とまで
は言えなくとも，かなりの程度の良好な増殖を示すのか
ということとを，きちんと区別して議論する必要がある
ことを指摘しておきたい．さて，それぞれの生物には，
高温側にも低温側にも生育の限界温度があるが，それが，
どのようなメカニズムで規定されているかについては，
いまだによくわかっていない．筆者らも，実用酵母育種
研究の一環として，基礎生物学の観点からは，高温耐性
メカニズムについて，また，バイオテクノロジーの観点
からは，高温耐性を持つバイオエタノール生産酵母の育
種を目指して，研究を開始した．マヒドン大学（タイ，
バンコク）Boonchird博士との共同研究によって，41°C
でも旺盛に増殖するS.cerevisiae株（Htg+株）を分離し
た（図15B）．この株と高温感受性株（Htg-）との交雑
をはじめとする種々の遺伝学的な解析によって，41°C
での旺盛な増殖には6つの優性に働く遺伝子アレル
（HTG1～HTG6と命名）が関与していることを明らか
にした 44–47)．また，そのうちのHTG2とHTG6をクロー
ン化し，HTG2がピルビン酸キナーゼをコードする
CDC19であり，HTG6がE3ユビキチンリガーゼをコー
ドするRSP5であることを明らかにした 44,46)．高温耐性
株からクローンしたRSP5遺伝子アレル（RSP5-C）は，
転写上昇を引き起こす塩基置換をプロモーター部に持っ
ていたが，RSP5-Cアレルを高温耐性株で過剰発現する
と旺盛な増殖の上限温度が42°Cに上昇することも見い
だした（図16）．ピルビン酸キナーゼはATPを生成する

図14．グローバル転写抑制因子の変異を利用した発現プロモー
ター増強法．クロマチン構造の欠損を引き起こすグローバル
転写抑制因子BEL2の変異株を宿主として，RNAポリメラー
ゼをリクルートする遺伝子特異的転写活性化因子PHO4を働
かせると，野生型株を宿主とした場合より転写活性化レベル
が上昇する．
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反応を触媒する．一方，E3ユビキチンリガーゼは，タ
ンパク分解に広く関与する酵素であり，どちらも細胞生
理に広く関与していることが想定される．たった1°Cの
上限温度の上昇と思われるかもしれないが，高温耐性の
ような性質は多くの遺伝子によって支配されていること
を考えると，この研究は，高温感受性株に高温耐性を付
与するには，広範な細胞生理に影響を与える遺伝子を操
作することが有効であるとの一つの重要なヒントを与え

てくれた研究であったと思っている．
9-5）乳酸ストレスシグナル応答機構と酸耐性酵母の
分子育種　　酸耐性は，乳酸などの酸性物質の生産にお
いて重要な性質であるだけでなく，基質を殺菌せずとも，
酸性に弱い細菌の汚染を防止できることから，種々の発
酵生産のコスト削減のためにも重要である．酵母による
乳酸生産に有用な菌株の育種を目的として，5000株か
らなる破壊株シリーズから，その破壊が乳酸感受性，あ
るいは乳酸耐性を引き起こす遺伝子群を同定した．また，
乳酸耐性破壊変異を重ねることによって乳酸耐性だけで
なく，乳酸の生産性も向上することを明らかにした 48)．
さらに，過剰発現が乳酸耐性を付与する遺伝子をスク
リーニングし，転写因子HAA1を同定した．HAA1につ
いては，分子メカニズムを解析し，脱リン酸化により核
移行が重要な働きをしていることを明らかにすることが
できた 49)．

9-6）RNA高生産酵母の分子育種　　うま味調味料は
さまざまな食品に使用されており，今日の食生活におい
て欠かすことはできない．また，2013年には和食がユ
ネスコの無形文化遺産に登録され，和食の繊細な味わい
を醸し出す“うま味”について世界が注目しているとこ
ろである．核酸系うま味調味料であるグアニル酸やイノ
シン酸は微生物由来，特に酵母由来のRNAを原料とし
て酵素分解法により生産されるため，RNA高含有酵母
の育種は産業上有用である．RNAの約80％はリボソー
ムRNA（rRNA）であるので，RNA含量を増やすため

図15．S.   cerevisiae高温耐性バイオエタノール生産株の分子育種．C3723，C3751はバンコクで分離した高温耐性株．W301，
TISTR5606は高温感受性株．

図16．RSP5-Cアレルの過剰発現による増殖上限温度の上昇．
バンコクで分離した高温耐性株は41°Cで旺盛な増殖を示す．
高温耐性株から単離したRSP5-Cアレルを過剰発現させると，
増殖の上限温度が41°Cから43°Cに上昇する．
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には rRNA量を増やすことが有効である．RNA高含量
酵母としては，以前より自然界から分離した酵母が使わ
れているが，積極的な育種は行われていない．その理
由は，約150コピーある rRNA遺伝子のコピー数を増
加させる方法論や，rRNA遺伝子転写の恒常性維持機構
（feedback inhibition）の複雑さにより転写を上昇させる
方法論がないことによる．こうした問題を解決すること
によって，RNA含量を2倍にでも増加させることがで
きれば産業的な意義には大きなものがある．そこで核酸
系うま味調味料の供給源であるRNAを高生産する酵母
を育種するため，i）リボソームRNA（rRNA）転写の
上昇と，ii）rDNAのコピー数増加の戦略を取ることに
した．i）では，rRNAの転写活性化に必須の遺伝子（RRN5
およびRRN10）の破壊株から抑圧変異株を分離し，
feedback制御を解除後，野生型RRN5あるいはRRN10
遺伝子を導入した．ii）では，ゲノム工学を利用して，
約150コピーある rDNA遺伝子を一挙に約300コピーと
した．その結果，rrn5あるいはrrn10破壊株のいずれを
出発株とした場合にも，野生型株の約2倍のRNAを生
産する酵母を育種することできた 50–52)．

9-7）メタノール酵母Hansenula   polymorphaの脂質
分子生物学　　飽和脂肪酸，不飽和脂肪酸は生体膜の主
要な構成成分であり，生物が生きていくために必須の生
体物質である．しかし，ヒトをはじめとする高等動物は
限られた不飽和脂肪酸しか合成できず，植物などから摂
取しなければならない．一方，微生物は多彩な不飽和脂
肪酸を生産するが，遺伝子学的な取扱いが容易な酵母で
は，そうした不飽和脂肪酸を，自在な比率で，効率良く
生産するバイオテクノロジーは，まだまだ確立されてい
るとは言い難い．それは，いつに，不飽和脂肪酸，特に
多価不飽和脂肪酸の生合成系とその遺伝的制御メカニズ
ムについての知見が充分でないことによる．
真核生物のモデルとして基礎生命科学の材料となって

いるS.   cerevisiaeは，不飽和脂肪酸としてオレイン酸
（18:1）しか生産せず，多価不飽和脂肪酸の生合成系を
持っていない．筆者らは，リノール酸（18:2）やリノ
レン酸（18:3）も生産し，S.   cerevisiaeと同様，精密な
遺伝解析が可能で，宿主・ベクター系も利用できるメタ
ノール資化酵母，Hansenula polymorpha，をモデルに，
「真核生物における不飽和脂肪酸の生合成系とその制御
機構」の全貌を明らかにしたいと考えた．これまでに，H. 
polymorphaの脂肪酸，あるいは不飽和脂肪酸の生合成
にかかわる，ほぼすべての遺伝子をクローン化し，脂肪
酸の鎖長制御のメカニズムなどについての知見を得るこ
とができた 53–57)．この研究は，筆者らの研究テーマの中
では，「真核生物遺伝子の発現制御機構」を明らかにす

る基礎生物学的研究の色彩が強いが，その他の研究テー
マと同様，最終的には，そうした基礎生物学の研究成果
を基盤にして，安全で培養工学的にも扱いやすい酵母に
より，付加価値の高い多様な不飽和脂肪酸を自在に創り
出すバイオテクノロジーにも貢献したいという意識も
持って進めてきた研究である．

10）酵母におけるゲノム工学技術の開発と 
ゲノム機能の解明，育種への応用

10-1）多様なゲノム工学技術の開発　　組換えDNA
技術の発展によって，遺伝子を自在に改変し，これを細
胞に導入して野生型遺伝子と差し換えることが多くの生
物で可能になった．20世紀の後半は，こうした革新的
な生命工学基盤技術の発展によって，遺伝子の改変を通
して細胞や生物個体の改造が可能になり，生命科学が大
きく発展・変貌した時代と言える．多様な生物種でのバ
イオテクノロジーの発展も，多分にこうした技術に負っ
ている．しかし，こうした技術によって，確かに遺伝子
の改変は自在にできるようにはなったが，遺伝子が存在
する場である染色体を自在に改変する技術，たとえば，
染色体の任意の領域を取り除いたり（削減），入れ替え
たり（置換），倍加したり（重複），あるいは特定の染色
体領域を取り出して（単離），他細胞に移したり（移植），
さらには二つの染色体を一つにしたり（融合）する「染
色体レベルでのゲノム操作技術」はいまだ，どのような
生物においても確立されていないと言っても過言ではな
い．ゲノム機能工学研究室を主宰するにあたって，「育
種理論」と「育種技術」の両分野にまたがって研究を推
進する“研究推進エンジン”はどのようなものであろう
かと考えた時，それは，「ゲノム工学技術」であると思
うに至った．筆者自身，方法論を開発することが好きな
せいもあって，それ以来，「ゲノム機能の解明と育種へ

図17．ゲノム工学技術のキーテクノロジーとしての染色体分
断技術とその多様な応用
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の応用」を目的に，ゲノム工学技術の開発に注力してき
た（図17）58)．本稿の最後に，それらについて紹介したい．
ゲノム工学技術のキーテクノロジーとして，最初に開

発した技術は，染色体を任意の部位で分断する技術であ
り，PCR-mediated chromosome splitting（PCS）技術
と命名した 59)．以下に述べるゲノム工学技術は，すべて
PCS技術が基盤となっている．たとえば，染色体任意
領域の欠失技術は，ワンステップで染色体の任意領域を
削除できる技術であり，PCR-mediated   chromosome 
deletion（PCD）法と命名したが 60)，目的の削除領域を
挟むように染色体を分断する．PCD法も，当該の染色
体領域の機能解析と育種に非常に有用な技術である（後
述）．ゲノムシャフリング技術は，二つの異なる菌株の
染色体の任意領域を置換する技術である 61)．この技術で
は，まず，置換したい領域を，染色体分断技術によって，
それぞれ異なるマーカーを持つミニ染色体とした2株を
交雑し，2倍体を造成する．その後，マーカーの脱落を
指標にして，どちらかの親株由来のミニ染色体の脱落と，
その後の他方の親株の相当する領域からなるミニ染色体
の複製により，染色体の任意領域をいずれか一方の株
由来のものになるよう置換する．さらにPCR-mediated 
chromosome segmental duplication（PCDup）と命名
した技術は，ワンステップで，染色体の任意領域を重
複する技術である（論文準備中）．PCSをキーテクノロ

ジーとして開発したこれらの技術に加え，醤油酵母
Zygosaccharomyces rouxiiで見つかったプラスミドpSR
由来の部位特異的な組換えを利用して任意の染色体を融
合する技術（ChrFus）も開発した 62)．これらの技術は，
染色体数や 63)，染色体構造の細胞生理における意義 64)，
酵母人工染色体（YAC）にクローンされた高等動・植
物染色体の操作など，ゲノム機能の解析や育種に応用で
きる 65,66)，以下に，最近の研究例を紹介する．

10-2）ゲノムの再編成技術とエタノール耐性酵母育種
への応用　　従来の育種技術の問題点は，i）多大な時
間と労力がかかる，ii）単一または少数の遺伝子の操作
しかできないということにまとめられよう．近年，この
問題を解決するため，短時間で，一挙に多数の遺伝子，
あるいは遺伝子発現を操作して，目的の細胞を創成する
新しい育種技術が求められるようになった．こうした考
え方に呼応して，筆者らは，特定の物質生産にもっとも
適したゲノムを「ベストゲノム」と呼ぶことを提唱して
いる．そして，ベストゲノムに到達する技術の一つが，
「ゲノムの再編成工学」（GreO:   Genome   ReOrganization 
Technology）であり 67)，そのコンセプトは以下のよう
なものである．出芽酵母の1倍体は約6000の遺伝子を
16本の染色体上に持つ（図18）．PCS技術によって，染
色体を約50 kb以下の染色体に分断すると，そうした短
い染色体では，体細胞分裂時に10-3～10-5の頻度で不

図18．ゲノムの再編成工学の概念と方法論．i）染色体を分断後，非選択条件下で培養する．ii）分断染色体は多様な組合せで脱落し，
莫大な種類のゲノム組成を持つ細胞集団（ライブラリー）が生成する．iii）この細胞集団を特定の条件下で培養すると，その培養
条件下で不要な分断染色体はさらに脱落し，必要な分断染色体は保持される．こうして，特定の培養条件下での生存（特定の物質
生産）にベストなゲノム組成を持つ細胞がスクリーニングされる．
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分離が起こり，娘細胞に正常に伝達されない（脱落する）
ことが知られている．このことを利用すれば，染色体の
分断と脱落によって天文学的な数のゲノムの多様性を創
りだすことができる．たとえば，20個のミニ染色体を
想定しただけでも約100万通り，30個のミニ染色体を
想定すると約10億通りの多様性（組合せ）が作出可能
である（図19）．
実際にこうした方法論が有効であるかどうかを，エタ

ノール耐性酵母が分離できるかどうかで検証した 68)．
PCS法を用いて1倍体酵母のゲノム（染色体）を分断し，
必須遺伝子を含まず脱落可能と予想される12個のミニ
染色体を持つ親株を作成後，8％のエタノールを含む培
地で培養し，ゲノムの再編成を誘導した．その結果，親
株よりも著しく増殖能が良いエタノール耐性株（ETY1
～ETY8）を分離することができた（図20）．それら8株
におけるミニ染色体の組成を調べたところ，いずれの株
も，8番染色体の左端25 kbの領域，および14番染色体
の右端35 kbの領域からなるミニ染色体が脱落している
ことがわかった．二つの領域には，それぞれ15個，10
個の遺伝子があり，それらの遺伝子のなんらかの組合せ
の脱落が，顕著なエタノール耐性をもたらしていると想
像された．これらの結果は，ゲノムの再編成工学が，新
しい育種技術として有用であることを示した結果である
と考えている．

10-3）ゲノムの新しい風景を求めて　　ゲノムの再編
成工学技術の開発途上，非必須遺伝子のみからなる領域
であるのに脱落しない領域があることを見いだした．こ
のことから，その領域には，同時に欠失させると細胞が

致死となる，いわゆる合成致死遺伝子のペアがあるので
はないかと想像した．酵母ゲノムに，そうした合成致死
遺伝子がはたしてどれくらいあるかについては，1250万
通り（= 5000 × 5000 ÷ 2）の組合せについてSynthetic 
Genetic   Arrayと呼ばれる方法論によって，系統的に調
べられている．しかしこの方法では，減数分裂における
組換えを利用して二重破壊株を作製するため，近接した
遺伝子については，十分な研究が行われていない．ゲノ
ムの再編成工学の問題とも関連すること，また，ゲノム
の新しい風景が見えるのではと期待して以下の研究を
行った．
まず，酵母ゲノムに，12 kb以上の長さで，非必須遺
伝子が9個以上含まれている領域を110か所マップした

図20．ゲノムの再編成工学によるエタノール耐性株の分離．YPDE（5）などの括弧の中の数字はエタノールの濃度（％）．

図19．n個の分断染色体とその脱落が生み出す膨大な種類のゲ
ノムの多様性
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（図21）69)．これらの領域が削除可能かどうかを，筆者
らが開発したゲノム工学技術を利用して解析したとこ
ろ，驚くべきことに，約半数の，少なくとも56領域が
削除できないことがわかった（図21）．これらのうち49
領域は，これまでの研究で合成致死の遺伝子ペアが知ら
れていない領域であった．この結果は，出芽酵母のゲノ
ムには，合成致死を引き起こしたり，相互作用をする遺
伝子ペアが数多く見いだされないまま存在していること
を示している．我々はまだまだ見た事のないゲノムの風
景（ランドスケープ）を見る事ができることを期待させ
るものである．
また，一方で，削除可能であった44領域のそれぞれ
の欠失株について表現型解析を行うと，高温，エタノー
ルや硫酸などのストレスに対して耐性を示す株も見いだ
された 69)．こうした結果は，ゲノムの大きな領域の欠失
が，細胞にとって不利な表現型をもたらすだけでなく，
バイオテクノロジーにとって有用な表現型を引き起こす
事を示している．今後，「ゲノムの再編成工学」を応用
するにあたって必須の知見であるだけでなく，ゲノム機
能の解明と育種への応用の観点からも有用な知見である
と思っている．

11）日暮れて道遠し

今回の受賞のお陰で，研究生活を振り返る機会をいた
だいた．研究テーマは，あるいは種々雑多に見えるかも
しれないが，筆者自身の中では，「酵母を用いた真核生
物遺伝子機能の解明とバイオテクノロジーへの応用」と
いう課題を，「育種理論の確立」と「育種技術の開発」
という二つの軸のもとで行ってきたつもりである．大学
院に進学してから43年，産業酵母の高次倍数体育種か
ら始まった研究生活は，酵母バイオテクノロジーの発展

とともに，結局は，「ベストゲノム」を持つ産業酵母の
育種という目的に向かって進んできたようにも思える．
43年という年月は，若い人には気の遠くなるような年
月かもしれないし，43年も経つのに何もできていない
ことを白日の下に晒すようで忸怩たる思いであるが，こ
の間，酵母バイオテクノロジーの発展とともに過ごして
こられた幸運には感謝したい．
近年，微生物育種技術の進展が著しい．目的とする有
用物質の生産に素質のある微生物を自然界からスクリー
ニングし，突然変異を重ねていくこれまでの方法論が，
いくつかのエポックメーキングな技術によって取って代
わろうとされている．そうした技術の代表的なものは，
「グローバル転写装置工学」，「ゲノムシャフリング技術」
「人工転写因子工学」，「リボソーム結合部位改変工学」，
そして筆者らが提唱している「ゲノム再編成工学」など
である．さらに，それらに加え，最近では，「CRISPR/
Cas」と呼ばれる画期的なゲノム編集技術も登場した．
筆者は，こうした一連の技術を「多様性創出ゲノム工学」
という概念でまとめることができると思っている．「多
様性創出ゲノム工学」とは，素材微生物（ゲノム）から
出発し，ゲノムレベル，転写レベル，翻訳レベルの違い
はあるにせよ，多数の遺伝子によって支配される有用形
質を改変することを目的として，ゲノムを大規模に改変
したり，転写や翻訳装置を操作して，一挙に多数の遺伝
子の発現を変化させる工学のことである．そして，その
結果，創り出された何億通りという多様なゲノム，多様
な転写や翻訳プロファイルを持つ細胞集団の中から，目
的の物質について，最高の生産収率を示す細胞，すなわ
ち，「ベストゲノム」をスクリーニングするとのアイデ
アである．一端，ベストゲノム（目的によって多数ある）
を持つ細胞が取得できれば，そのゲノム組成や発現プロ

図21．出芽酵母染色体の必須領域，非必須領域のゲノムワイドマッピング
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ファイル，プロテオーム，メタボロームなどを解析する
ことによって，なぜベストゲノムなのかを明らかにする
ための基盤的な知見を得ることができるであろう．DNA
合成のコストが下がれば，将来，ベストゲノムを合理的
にデザインし，化学合成によって創成することが育種戦
略として一般的になるかもしれない．残された課題は多
いが，ゲノム機能の解析と微生物育種分野に，「ゲノム
工学」の有用性，重要性を多少は示すことができたので
はないかと思っている．残された課題については，これ
まで研究を支えてくださった共同研究者の方々や，これ
から研究生活に入ろうとする若い方々が解決し，さらに
新しい展開を図ってくださるものと期待している．また，
筆者自身もあと少しの間，取り組んでいきたいと思って
いる．
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