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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１に示される野生型Ｍｐｒ１アセチルトランスフェラーゼ、あるいは、配列番
号１に示される野生型Ｍｐｒ１アセチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の、Ｌｙｓ６
３がＡｒｇに置換された、または、Ｐｈｅ６５がＬｅｕに置換された、変異型アセチルト
ランスフェラーゼＭｐｒ１のいずれかをコードする遺伝子を含むパン酵母を含む、ドライ
イースト製造用組成物。
【請求項２】
　配列番号１に示される野生型Ｍｐｒ１アセチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の、
Ｌｙｓ６３がＡｒｇに置換された、または、Ｐｈｅ６５がＬｅｕに置換された、変異型ア
セチルトランスフェラーゼＭｐｒ１のいずれかをコードする遺伝子を含むパン酵母を含む
、ドライイースト製造用組成物。
【請求項３】
　パン酵母が二倍体である請求項１または２に記載のドライイースト製造用組成物。
【請求項４】
　パン酵母が、野生型γグルタミン酸リン酸化酵素遺伝子のＡｓｐ１５４位がＡｓｎで置
換されてなるプロリン多産性型酵母である、請求項１～３のいずれかに記載のドライイー
スト製造用組成物。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれかのドライイースト製造用組成物を用いることを含む、ドライイ
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ーストの製造方法。
【請求項６】
　請求項５の方法により製造されたドライイースト。
【請求項７】
　請求項６のドライイーストを用いることを含む、パン生地の製造方法。
【請求項８】
　パン生地が冷凍パン生地である。請求項７の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、乾燥ストレスに対する耐性の高いパン酵母を含む、ドライイースト製造用組
成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　パン酵母、サッカロミセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)は、パン製造の際
に、乾燥、高温、高浸透圧および凍結乾燥などの多くの環境ストレスに曝されている(非
特許文献１)。近年、ドライイーストが、生イーストよりも長い貯蔵期間および低い輸送
コストのために、パン製造に用いられるようになってきている。ドライイーストはその製
造の際に特に風乾ストレスに曝される。風乾ストレスは、例えば、誤って折りたたまれた
タンパク質の蓄積 (非特許文献２)、ミトコンドリアの機能不全および液胞の酸性化(非特
許文献３)などの多くの有害な影響を及ぼし、酵母の発酵能を低下させる。それゆえ、高
い風乾ストレス耐性を示す酵母株が求められている。
【０００３】
　ドライイースト製造に際して、熱風の流れが風乾ストレスをもたらす。酵母細胞の温度
はおよそ37℃となる。風乾ストレスは高温ストレスと乾燥ストレスとの組合せであると考
えられる。
【０００４】
　本発明者らは以前にN-アセチルトランスフェラーゼＭｐｒ１が、酵母を、熱ショック、
過酸化水素処理、エタノール、および低温などの酸化ストレスから防御していることを見
いだした（非特許文献４、５、６）。
【０００５】
　本発明者が先に酵母サッカロミセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）Σ1278
b系統株に見いだしたＭｐｒ１（非特許文献７）はアミノ酸プロリンの毒性アナログであ
るアゼチジン－２－カルボン酸（ＡＺＣ）をアセチル化して解毒する、Ｎ－アセチルトラ
ンスフェラーゼ（Ｍｐｒ１）をコードしている（図１）（非特許文献８）。
【０００６】
　ＡＺＣはプロリンのパーミアーゼによって細胞内に入り、タンパク質合成の際にプロリ
ンと競合して取り込まれる。その結果、構造が異常になり、機能を失ったタンパク質が蓄
積し、生育が阻害される。Ｍｐｒ１を発現する細胞ではＡＺＣは細胞質でＮアセチル化さ
れ、新生タンパク質に取り込まれないため、ＡＺＣ耐性を獲得すると考えられる（非特許
文献９）。
【０００７】
　一方、本発明者らはアミノ酸の１つであるプロリンが、冷凍や乾燥・酸化等のストレス
から酵母を防御する性質を有することを見出している（特許文献１）。さらに本発明者ら
は遺伝子工学的手法によって、プロリン分解酵素をコードする遺伝子を破壊した酵母株が
細胞にプロリンを蓄積することでエタノール耐性となることを見出している（特許文献２
）。
【０００８】
　また、本発明者らは、酵素機能や熱安定性が野生型酵素よりも向上し、酸化ストレスに
対する耐性が上昇した２つの変異型Ｍｐｒ１(Ｋ６３ＲおよびＦ６５Ｌ)を単離している(
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特許文献３)。
【０００９】
　実験室用のサッカロミセス(Saccharomyces) 株である、Σ1278b 株はＭＰＲ遺伝子を２
コピー有しているが (ＭＰＲ１およびＭＰＲ２、ＭＰＲ１とＭＰＲ２の唯一の塩基の相違
により、Ｍｐｒ１およびＭｐｒ２タンパク質のアミノ酸８５位が相違している)、全ゲノ
ムが最初に配列決定された株であるS288C 株はＭＰＲ遺伝子を有していない。工業用株に
おいては、パン酵母はＭＰＲ１遺伝子に相同的な配列を有することがＰＣＲ分析によって
示されているが、正確なコピー数は決定されていない。
【００１０】
　ドライイーストの製造を行なうには優れた乾燥耐性を備えた実用パン酵母株が必要であ
る。しかし、従来の乾燥耐性パン酵母については、多種類のパン生地に対応でき、かつ優
れた発酵特性を有する菌株がなかった。また、特許文献３の酵母では、変異株の生存率が
10倍に増加しているが、実際の生存率は0.1%から1%への変化であり非常に低い。また、乾
燥ストレスが実験室レベルでの試験であり、実際のドライイースト製造条件とは乖離して
おり、現実的ではない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】特開平９－２３４０５８号公報
【特許文献２】特開２００６－６７８０６号公報
【特許文献３】国際公開２００８／００７４７５公報
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Nat. Biotechnol. 15:1351-1357 (1997)
【非特許文献２】J. Biosci. Bioeng. 106:405-408 (2008)
【非特許文献３】Yeast 25:179-190 (2008)
【非特許文献４】Appl. Microbiol. Biotechnol. 75:1343-1351 (2007)
【非特許文献５】J. Biochem. 138:391-397 (2005)
【非特許文献６】Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101:12616-12621 (2004)
【非特許文献７】J. Bacteriol. 182:4249-4256 (2000)
【非特許文献８】J. Biol. Chem. 276:1998-42002 (2001)
【非特許文献９】Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100:11505-11510 (2003)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　したがって、本発明はドライイーストの製造に適した、高温・乾燥ストレスに対してよ
り耐性の強いパン酵母を含む組成物、および該パン酵母を用いた耐久性の高いドライイー
ストの製造方法を提供することを目的とする。より具体的には、本発明は、遺伝子組換え
（セルフクローニング）により、変異型Ｍｐｒ１を効率良く発現させた形質転換パン酵母
、特に乾燥、高温に対する優れた耐性を有するパン酵母を含む組成物、および該組成物を
用いた耐久性の改善されたドライイーストの製造方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明者らは、このたび、実用パン酵母二倍体において変異型Ｍｐｒ１を発現させ、各
種ストレス処理後のCO2発生量を測定し、ストレス耐性能を評価した。ゲノム上の野生型
Ｍｐｒ１遺伝子を変異型遺伝子（Ｋ６３Ｒ、Ｆ６５Ｌ）に置換した二倍体株を作製した。
作製した変異型Ｍｐｒ１発現株は、乾燥ストレス処理後のCO2発生量が野生型と比較して
約1.5-1.8倍増加していた。さらに、細胞保護作用を示すプロリンを蓄積するパン酵母に
おいても、変異型Ｍｐｒ１の発現により乾燥ストレス耐性の向上を確認した。さらに、本
発明者らは、パン酵母においてＭｐｒ１破壊株を作成することにより、Ｍｐｒ１が発酵能
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に寄与していることも明らかにした。
【００１５】
　即ち、本発明は、配列番号１に示される野生型Ｍｐｒ１アセチルトランスフェラーゼ、
あるいは、配列番号１に示される野生型Ｍｐｒ１アセチルトランスフェラーゼのアミノ酸
配列の、Ｌｙｓ６３がＡｒｇに置換された、または、Ｐｈｅ６５がＬｅｕに置換された、
変異型アセチルトランスフェラーゼＭｐｒ１のいずれかをコードする遺伝子を含むパン酵
母を含む、ドライイースト製造用組成物を提供する。
【００１６】
　好ましくは、本発明のドライイースト製造用組成物は、配列番号１に示される野生型Ｍ
ｐｒ１アセチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の、Ｌｙｓ６３がＡｒｇに置換された
、または、Ｐｈｅ６５がＬｅｕに置換された、変異型アセチルトランスフェラーゼＭｐｒ
１のいずれかをコードする遺伝子を含むパン酵母を含む。
【００１７】
　本発明のドライイースト製造用組成物において、好ましくはパン酵母は二倍体のもので
ある。二倍体の酵母は一倍体と比較して発酵速度が速い。
【００１８】
　本発明はまた、パン酵母が、野生型γグルタミン酸リン酸化酵素遺伝子のＡｓｐ１５４
位がＡｓｎで置換されてなるプロリン多産性型酵母である、上記のドライイースト製造用
組成物を提供する。
【００１９】
　本発明はさらに、上記のドライイースト製造用組成物を用いることを含む、ドライイー
ストの製造方法、該方法により製造されたドライイースト、ならびに該ドライイーストを
用いることを含む、パン生地の製造方法を提供する。好ましくは、パン生地は冷凍パン生
地である。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明によるドライイースト製造用組成物は、優れた乾燥耐性を備えた実用パン酵母株
を含むため、高温・乾燥条件に曝されるドライイーストの製造に好適である。さらに、本
発明によるドライイースト製造用組成物に含まれるパン酵母は、低温耐性も示すため、本
発明のドライイースト製造用組成物は、長期保存可能な冷凍パン生地などの各種パン生地
の製造に好適である。
【００２１】
　また、本発明によるドライイースト製造用組成物に含まれるパン酵母は、すべて酵母の
遺伝子からなり、外来遺伝子を一切含まないセルフクローニング技術で作成されたもので
あるため、通常の食品微生物と同様に扱うことが出来るものである。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】Ｍｐｒ１によるアゼチジン－２－カルボン酸（ＡＺＣ）のアセチル化機構を示す
。
【図２】パン酵母におけるＭＰＲ１遺伝子の染色体位置。(A) S. cerevisiae 一倍体株か
らのゲノムDNAのパルスフィールドゲル電気泳動。(B) サザンハイブリダイゼーション。
電気泳動後、各ゲノムDNAをナイロンメンブレンにブロットし、ＭＰＲ１遺伝子について
のおよそ 1.6 kb DNA断片をプローブとして用いてハイブリダイズさせた。レーン1、S288
C; レーン2、Σ1278b; レーン3、MB329-17C; レーン4、LD1014; レーン5、3346; レーン6
、3347。
【図３】パン酵母におけるＭＰＲ１遺伝子の乾燥ストレス下での効果。(A) 酵母細胞を24
時間30℃で廃密糖培地で培養した。回収した細胞を洗浄し、膜フィルターに回収した。フ
ィルター上の細胞を4 時間乾燥ストレスに供した。各株およそ 2.5×108 細胞の10-1 か
ら10-4 の段階希釈(左から右)をYPD寒天プレートに播き、プレートを30℃で2日間インキ
ュベートした。(B)乾燥ストレス処理後、細胞内ＲＯＳレベルを測定した。乾燥ストレス
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前のＷＴ株の蛍光強度 (ストレス無し)を100%とした。値は３回の独立した実験からの平
均±標準偏差である。
【図４】生地における二倍体パン酵母株の乾燥ストレス耐性。等量の圧搾イーストを乾燥
ストレスで４時間３７℃で処理した。ストレス処理したイーストを含む生地を３時間発酵
させ、残りのCO2 ガス生産を測定した。(A)野生型パン酵母およびΔｍｐｒ１の乾燥スト
レス処理前後の相対発酵能。乾燥ストレス処理前のＷＴ株のCO2生産量を100%とした。 (B
)Ｍｐｒ１および変異型Ｍｐｒ１を発現するパン酵母の乾燥ストレス処理の後の相対発酵
能。乾燥ストレス処理前のＷＴ株のCO2生産量を100%とした。値は３回の独立した実験か
らの平均±標準偏差である。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本明細書および請求の範囲において「ドライイースト」とは、生イーストを乾燥させ顆
粒状にしたもの、およびかかる顆粒状のドライイーストをさらに特殊処理して得られる細
粒状のインスタントドライイーストの両方を含む。
【００２４】
　本発明の組成物に含まれるパン酵母は、配列番号１に示される野生型Ｍｐｒ１アセチル
トランスフェラーゼあるいは、配列番号１に示される野生型Ｍｐｒ１アセチルトランスフ
ェラーゼのアミノ酸配列の、Ｌｙｓ６３がＡｒｇに置換された、または、Ｐｈｅ６５がＬ
ｅｕに置換された、変異型アセチルトランスフェラーゼＭｐｒ１のいずれかをコードする
遺伝子が含まれる実用パン酵母であれば特に限定されない。本発明により、野生型Ｍｐｒ
１アセチルトランスフェラーゼは、パン酵母の発酵力に重要であることが示された。
【００２５】
　好ましくは、本発明の組成物に含まれるパン酵母は、配列番号１に示される野生型Ｍｐ
ｒ１アセチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の、Ｌｙｓ６３がＡｒｇに置換された（
本明細書中、単にＫ６３Ｒとも称する）、または、Ｐｈｅ６５がＬｅｕに置換された（本
明細書中単にＦ６５Ｌとも称する）、変異型アセチルトランスフェラーゼＭｐｒ１のいず
れかをコードする遺伝子が導入されてなるものである。本発明により、かかる変異型Ｍｐ
ｒ１アセチルトランスフェラーゼは、野生型Ｍｐｒ１と比較して乾燥耐性が上昇している
ことが見いだされた。
【００２６】
　本発明の組成物は、上記の野生型または変異型Ｍｐｒ１の他に、酸化剤、還元剤、酵素
、乳化剤および脂肪物質を含むパン改良材などの成分を含んでいてもよい。
【００２７】
　本発明の組成物に含まれるパン酵母が、野生型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子を含むもの
である場合、内在性の野生型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子を有するパン酵母をそのまま用
いてもよいし、内在性の野生型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子を有さないパン酵母に、野生
型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子を導入したものを用いてもよい。
【００２８】
　以下、特に、変異型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子を含むパン酵母について詳細に説明す
る。
【００２９】
　変異型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子が導入される酵母としては、実用パン酵母であれば
、特に限定的ではなく、例えば、一般用、冷凍用、冷蔵用、高糖生地用、低糖生地用パン
酵母などが挙げられる。また、変異型変異型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子を導入する場合
、宿主となるパン酵母は内在性のＭｐｒ１もしくは同等の機能を有するそのホモログ遺伝
子を有していているものであっても有していないものであってもよい。
【００３０】
　変異型Ｍｐｒ１遺伝子が導入される酵母としては、他の有益な性質を有するよう、別途
遺伝子操作やその他の方法によって改変された酵母も挙げられる。有益な性質を有するよ
うに改変された酵母としては、例えば本願発明者による特開２００６－６７８０６に記載
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のプロリン分解酵素遺伝子が破壊された酵母が例示される。この酵母は細胞内にプロリン
を蓄積し、その結果高いエタノール耐性を有するものである。
【００３１】
　酵母への遺伝子の導入は、対象となる酵母に応じて従来公知の方法のいずれを用いても
よく、特に限定されない。酵母へ遺伝子を導入する方法は例えば「バイオマニュアルシリ
ーズ１０　酵母による遺伝子実験法」（羊土社）、及び「生物化学実験法３９　酵母分子
遺伝子実験法」（学会出版センター）等の教科書の記載に順じて行えばよい。
【００３２】
　具体的には、変異型Ｍｐｒ１遺伝子のオープンリーディングフレーム(ＯＲＦ)をＰＣＲ
法等の公知の方法によって調製し、これを酵母で発現可能なプロモーターの下流に接続し
て遺伝子カセットを作成し、酵母発現のためのベクターとすればよい。
【００３３】
　かかるベクターは、例えばＰＣＲにより調製された遺伝子の両端に適切な制限酵素サイ
トを付加し、当該制限酵素で切断し、これを別途適切な制限酵素で切断したプラスミドベ
クターへＤＮＡライゲースを用いて導入することによって構築することができる。プラス
ミドに導入されたＤＮＡは大腸菌を用いることによって容易に増幅、単離、精製が可能で
ある。
【００３４】
　酵母プロモーターとしては、酵母における発現に用いることが知られているものであれ
ば、いずれのプロモーターを用いてもよく、例えばＧＡＬ１、ＧＡＬ１０、ＰＨＯ５、Ｐ
ＧＫ１、ＡＤＨ１、ＡＯＸ１等のプロモーターが例示される。特に好適には、ＧＡＬ１お
よびＡＤＨ１が例示される。
【００３５】
　かかるベクターは、複製開始点、例えば２μｍＤＮＡ由来のもの、選択マーカー、例え
ばＬＥＵ２、ＵＲＡ３，ＴＲＰ１等を含んでいることが好適であり、さらに必要に応じて
エンハンサー、ターミネーター、リボソーム結合部位、ポリアデニル化シグナル配列等を
含んでいてもよい。酵母用ベクターとして、種々の市販品があり、宿主となる酵母に応じ
て適宜選択すれすればよい。
【００３６】
　酵母が内在性のＭＰＲ１遺伝子あるいはそのホモログを有している場合には、内在性の
ＭＰＲ１あるいはそのホモログ遺伝子と変異型Ｍｐｒ１遺伝子を置き換えても、あるいは
内在性遺伝子と変異型Ｍｐｒ１遺伝子とを共存させてもよい。
【００３７】
　内在性のＭＰＲ１あるいはそのホモログと本発明の変異型Ｍｐｒ１遺伝子を共存させる
場合、もしくは酵母がＭＰＲ１あるいはそのホモログを有していない場合には、自律複製
するプラスミドベクターを用いて形質転換を行えばよい。自律複製するプラスミドベクタ
ーとしては、例えば実施例で用いたｐＡＤ４（ＬＥＵ２マーカー）やｐＹＥＳ２（ＵＲＡ
３マーカー）等の２μｍプラスミド由来の複製開始点を有しているベクターが例示される
。
【００３８】
　酵母染色体の内在性ＭＰＲ１を、変異型Ｍｐｒ１をコードする遺伝子で置き換える場合
には、酵母における選択マーカー遺伝子を含むが、自律複製配列を持たないプラスミドベ
クターを用いればよい。かかるベクターを用いると、染色体上のＭＰＲ１もしくはそのホ
モログ配列とプラスミドの配列が相同組み換えを起こし、プラスミドが染色体ＤＮＡに挿
入されたものが形質転換体として得られる。かかるプラスミドベクターとしては市販のも
のが知られており、Ｓｔｒａｔａｇｅｎe社のｐＲＳ４０５（ＬＥＵ２マーカー）、pＲＳ
４０６（ＵＲＡ３マーカー）などが例示される。かかるプラスミドベクターを用いる場合
には、予めＭＰＲ１の内部をユニークな制限酵素で１個所切断し、直鎖状にしたプラスミ
ドを用いて形質転換すればよい。
【実施例】
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【００３９】
　実施例において、本発明者らは、パン酵母が１つのＭＰＲ遺伝子(ＭＰＲ１)を有するこ
と、および該遺伝子がパン酵母に乾燥ストレス耐性を与え、最適の発酵能に必須であるこ
とを示す。本発明者らはまた、変異型Ｍｐｒ１の発現により、乾燥ストレス耐性および生
地における発酵能が上昇することを示す。
【００４０】
パン酵母の染色体におけるＭＰＲ遺伝子のコピー数の判定
　一倍体パン酵母である3346 株および3347 株におけるＭＰＲ遺伝子のコピー数を判定す
るために、パルスフィールドゲル電気泳動を行い、次いでＭＰＲ１遺伝子をプローブとし
て用いてサザン分析を行った(図２)。パルスフィールドゲル電気泳動は以前に記載された
ようにして、いくらか改変を加えて行った(J. Bacteriol. 182:4249-4256)。最初の切り
替え時間間隔を50秒とし、最後の切り替え時間間隔を75秒とした。総泳動時間は30時間で
あった。サザンブロッティング分析のために用いたプローブは、以前に記載されているＭ
ＰＲ１遺伝子のコード領域を含む1.6 kb Bgl II-Mlu I 断片とした(J. Bacteriol. 182:4
249-4256)。結果は明らかに、両方の株 3346 および3347がＸ染色体に１つのＭＰＲ遺伝
子を有していることを示した。一方、Σ1278b 株およびMB329-17C 株は２コピーのＭＰＲ
遺伝子を有し(XIV染色体上にＭＰＲ１およびＸ染色体上にＭＰＲ２)、S288C 株はＭＰＲ
遺伝子を有さない。LD1014 株はＭＰＲ１およびＭＰＲ２遺伝子の両方の遺伝子破壊株で
あり、これをネガティブコントロールとして用いた。パン酵母におけるＭＰＲ遺伝子をＭ
ＰＲ１と命名した。パン酵母におけるＭＰＲ遺伝子のヌクレオチド配列を配列決定したと
ころ、推定アミノ酸配列（配列番号１）は、Σ1278b 株のＭｐｒ２と全く同一であった(
データ示さず)。
【００４１】
変異型Ｍｐｒ１を発現する二倍体パン酵母またはＭｐｒ１を欠損する二倍体パン酵母の構
築
　本実施例で用いたすべての酵母株はS. cerevisiae 一倍体株、３３４６－ｕｒａ３およ
び３３４７－ｕｒａ３由来のものであった。本実施例にて用いたすべての株の関連する遺
伝子型を表1に列挙する。変異型Ｍｐｒ１を発現するパン酵母株を構築するために、変異
型Ｍｐｒ１の発現のためのプラスミド、ｐＲＳ４０６－Ｋ６３ＲおよびｐＲＳ４０６－Ｆ
６５Ｌを構築した。pRS406-K63Rは、URA3マーカーをもつYIp型のプラスミドpRS406のマル
チクローニングサイト内に含まれるKpnIサイトに、変異型MPR1遺伝子の上流、コーディン
グ領域、下流領域を含む約5.5 kbのKpnI断片を挿入して作製した。pRS406-F65Lは変異型M
PR1遺伝子のORFを開始コドン側にHindIIIサイト、終止コドン側にSac Iサイトを付加した
下記プライマーでPCRにて増幅し、pRS406のマルチクローニングサイト内のhindIIIとSac 
Iに挿入した。
開始コドン側　5'-GGCCAAGCTTAGATGGATGCGGAATC-3'（配列番号２）
終止コドン側　5'-CCCCGAGCTCTGTCTATGATTATTCCATGG-3'（配列番号３）
【００４２】
表１：本発明に用いたS. cereviseae株
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【表１】

【００４３】
　線状化したプラスミドを相同組換えにより３３４６－ｕｒａ３および３３４７－ｕｒａ
３株の両方のＭＰＲ１遺伝子座に組み込んだ。SD 培地 (0.67% アミノ酸を含まない酵母
窒素塩基 [Difco Laboratories、Detroit、MI]、2% グルコース)で培養したUra+ 形質転
換体をYPD 培地 (2% グルコース、2% バクトペプトン、1% バクトイーストエクストラク
ト)で30℃で24時間撹拌しながら培養し、同じ培地で希釈し、数日間インキュベートして
、プラスミドが切り出され相同乗換えにより重複領域の２コピーの１つが失われた株、３
３４６－Ｋ６３Ｒ－ｕｒａ３、３３４６－Ｆ６５Ｌ－ｕｒａ３、３３４７－Ｋ６３Ｒ－ｕ
ｒａ３、および３３４７－Ｆ６５Ｌ－ｕｒａ３を、5-フルオロオロト酸を含有するプレー
トから得た。染色体中に残っているＭＰＲ１ 遺伝子が変異型ｍｐｒ１であることを確認
するために、ＭＰＲ１ 遺伝子領域をPCRで増幅し、直接配列決定した。
【００４４】
　３３４６－ｕｒａ３、３３４７－ｕｒａ３、３３４６-Ｋ６３Ｒ-ｕｒａ３、３３４６-
Ｆ６５Ｌ-ｕｒａ３、３３４７-Ｋ６３Ｒ-ｕｒａ３、および３３４７-Ｆ６５Ｌ-ｕｒａ３
株のウラシル栄養要求性を補完するために、線状化したpRS406をこれら株のＵＲＡ３座に
組み込み、その結果得られたウラシル原栄養株をそれぞれ、３３４６、３３４７、３３４
６-Ｋ６３Ｒ、３３４６-Ｆ６５Ｌ、３３４７-Ｋ６３Ｒ、および３３４７-Ｆ６５Ｌと命名
した。生地の発酵に用いるために、３つの二倍体株、ＷＴ、Ｋ６３Ｒ、およびＦ６５Ｌを
、３３４６と３３４７、３３４６-Ｋ６３Ｒと３３４７-Ｋ６３Ｒ、および３３４６-Ｆ６
５Ｌと３３４７-Ｆ６５Ｌとをそれぞれ接合させることにより作成した。
【００４５】
　接合体形成が顕微鏡下で観察されると、培養物をYPD プレートに播いた。より大きいコ
ロニーを選択し、細胞を、胞子形成培地 (1.0% 酢酸カリウム、0.1% バクトイーストエク
ストラクト、0.05% グルコース および2.0% 寒天)で25℃で１週間培養して胞子形成能を
確認した。
【００４６】
　プロリン蓄積型酵母での変異型Ｍｐｒ１の発現のために、ＰＲＯ-３３４６－ｕｒａ３
およびＰＲＯ-３３４７－ｕｒａ３ (Appl. Environ. Microbiol. 74:5845-5849)を、5-フ
ルオロオロト酸選択から自然突然変異によって得た。プロリン蓄積型二倍体パン酵母株を
３３４６－ｕｒａ３および３３４７－ｕｒａ３と同じ手順によってこれら２つの株から構
築した。
【００４７】
　パン酵母におけるＭＰＲ１遺伝子の破壊のために 、ｐＭＰＲ１Ｕ(J. Bacteriol. 182:
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4249-4256)の3.3 kb SacI-SacI 断片を３３４６－ｕｒａ３ 株および３３４７－ｕｒａ３
 株のＭＰＲ座に組み込んだ。ＭＰＲ１遺伝子の欠損はPCRにより確認した(データ示さず)
。これら２つの一倍体株を接合させることにより、二倍体株△ｍｐｒ１を構築した。
　pMPR1Uは以下のとおり作製したプラスミドである。MPR1遺伝子の上流、下流域を含む約
5.4 kbのSau3AI断片をpYES2（インビトロジェン）ベクターのBamHIサイトに挿入したプラ
スミドpMH1を作製した。pMH1の1.6 kbのBglII-MluI断片を取り除き、そこにURA3遺伝子、
プロモーター、ターミネーターを含む1.2 kbのHindIII断片をベクター、インサートとも
平滑化したのちライゲーションして作製した。
【００４８】
Ｍｐｒ１を欠損するパン酵母の乾燥ストレス感受性
　ストレス条件下でのパン酵母におけるＭＰＲ１遺伝子の寄与を評価するために、乾燥ス
トレス下でのｍｐｒ１-破壊二倍体パン酵母の細胞生存率および細胞内ＲＯＳレベルを試
験した。
【００４９】
　まず、酵母細胞を撹拌しながら対数増殖期まで5 mlのYPD 培地中30℃で培養し、すべて
の培養細胞を廃密糖(cane molasses)培地 (30 g/リットルの糖 (スクロース換算)、1.93 
g/リットルの尿素、および0.46 g/リットルの KH2PO4)に接種し、30℃で24時間培養した
。回収した細胞を0.9% NaClで洗浄し、およそ 2.5×108 細胞を滅菌膜フィルターに回収
した。フィルターを4℃で１時間放置し、次いで、ハイブリダイゼーションインキュベー
ター (HB80、TAITEC、Saitama、Japan)を用いて37℃で4時間の乾燥ストレスに供した。ス
トレス処理の後、フィルター上の細胞を水に再懸濁し、乾燥ストレス有りまたは無しにて
処理した細胞アリコートをYPD プレートに播き、プレートを30℃で２日間インキュベート
した。図３Aに示すように、△ｍｐｒ１株はＷＴ株よりも乾燥ストレスに対して感受性で
あった。
【００５０】
　次いで、細胞内ＲＯＳレベルを乾燥ストレス処理の前後に、酸化体感受性プローブであ
る2’,7’-ジクロロフルオレセインジアセテート(DCFDA) (Molecular Probes、Eugene、O
R)を用いて測定した。このプローブは細胞内エステラーゼによりジアセテートの切断の後
に細胞内にトラップされる(Arch. Biochem. Biophys. 302:348-355)。それは次いでラジ
カル種により酸化され、より蛍光の化合物が生じる(Methods Enzymol. 233:128-140)。
【００５１】
　乾燥ストレス処理の後、酵母細胞を10 μM DCFDA を含む100 mM リン酸カリウムバッフ
ァー (pH 7.4)に再懸濁し、30℃で30分間インキュベートした。次いで細胞を洗浄し、200
 μlの蒸留水に再懸濁し、Multi-Beads Shocker (MB601U、Yasui Kikai、Osaka、Japan)
中で５分間ガラスビーズにより破砕した。
【００５２】
　細胞抽出液(50 μl)を450 μlの蒸留水と混合し、蛍光をλEX = 490 nm およびλEM = 
524 nmにて蛍光分光光度計(F-7000; Hitachi、Tokyo、Japan)を用いて測定した。λEM = 
524 nmの値を混合物中のタンパク質により標準化した。図３Bに示すように、乾燥ストレ
ス処理後の細胞内ＲＯＳレベルはＷＴ 株と比較して△ｍｐｒ１ 株において上昇していた
。
【００５３】
　この結果から、パン酵母においてＭＰＲ１遺伝子は、乾燥ストレス中の細胞内ＲＯＳ蓄
積の阻害に寄与し、高い細胞生存率を導くことが示された。 
【００５４】
Ｍｐｒ１を欠損するパン酵母の発酵能
　パン製造中の発酵プロセスにおけるＭＰＲ１遺伝子の関与を調べるために、生地中の△
ｍｐｒ１株の乾燥ストレス耐性をアッセイした。
【００５５】
　まず、市販のパン酵母製造プロセスを模倣する廃密糖培地において培養した定常期細胞
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を蒸留水で２回洗浄し、過剰の水を濾紙を用いて除いた。濾紙を4℃で１時間放置し、細
胞を空気循環乾燥機 (PV-210、Tabai、Osaka、Japan)を用いて37℃で４時間風乾し、生地
と混合した。生地の処方は以下の通りであった： 50 gのパン製造粉、2.5 gのスクロース
、1 gのNaCl、2 gのイースト、および32.5 mlの水。
【００５６】
　成分を3分間スワンソン型ミキサー (National Mfg. Co.、Ltd.、Sterling、IL)により
混合した。混合した生地をそれぞれ４０ｇの片に分け、ねじ口びんに維持し、発酵能を F
ermograph II (Atto、Tokyo、Japan)を用いてCO2ガス生産量を測定することによりアッセ
イした。発酵能は、Nishida et al. (Biosci. Biotechnol. Biochem. 68:1442-1448)の方
法にしたがって生地中の酵母細胞によって生産されるCO2量により評価した。
【００５７】
　図４Aに示すように、乾燥ストレス処理された△ｍｐｒ１細胞は、ＷＴ 細胞と比較して
発酵能が低下していた。一方、乾燥ストレス処理前にはＷＴおよび△ｍｐｒ１株の間に差
はなかった。これらの結果は、パン酵母中のＭＰＲ１遺伝子が、パン製造における最適の
発酵のために不可欠であることを示す。
【００５８】
酵素機能が増強したＭｐｒ１を発現するパン酵母の発酵能
　以前の研究により、本発明者らは酵素機能が改良された変異型Ｍｐｒ１を単離し、Ｋ６
３ＲまたはＦ６５Ｌ突然変異がそれぞれＭｐｒ１の抗酸化活性または熱安定性の上昇を示
すことを見いだしている(国際公開２００８／００７４７５公報)。それゆえ、パン酵母に
おける元のＭｐｒ１の代わりに変異型Ｍｐｒ１を発現させることを試み、ＷＴ、Ｋ６３Ｒ
、Ｆ６５Ｌ 株の発酵能を評価した。
【００５９】
　図４Bは、Ｋ６３ＲおよびＦ６５Ｌ株が、ＷＴ株と比較して発酵能が上昇していること
を示す。特に、Ｆ６５Ｌはほぼ1.8-倍の上昇を示した。すなわち、変異型Ｍｐｒ１のパン
酵母における発現は、細胞を乾燥ストレスに耐性のものとし、発酵能を上昇させた。
【００６０】
　また、本発明者らは、プロリン蓄積型パン酵母における変異型Ｍｐｒ１の効果を評価し
た。プロリンは凍結保護活性を有することが知られている。 実験室用S. cerevisiae 株
において、細胞内プロリン蓄積は、乾燥および凍結ストレスに対する耐性を向上させる(F
EMS Microbiol. Lett. 184:103-108)。最近の研究ではまた、プロリンを蓄積するパン酵
母細胞は生地において増強した凍結耐性を示すことが示されている(Appl. Environ. Micr
obiol. 74:5845-5849)。
【００６１】
　それゆえ、本発明者らは、パン酵母における乾燥ストレス耐性に対するプロリン蓄積の
効果を調べ、変異型Ｍｐｒ１の発現が、プロリン蓄積型パン酵母の場合に相加効果を示す
かを調べた。
【００６２】
　結果として、ＰＲＯ-ＷＴはＷＴと比較して高い発酵能を示し(図４B)、プロリン蓄積は
パン酵母における発酵能を向上させることが示唆された。さらに、変異型Ｍｐｒ１の発現
はプロリン蓄積型パン酵母において相加効果を示した。
【００６３】
　本実施例において、本発明者らは、変異型Ｍｐｒ１を発現するパン酵母株は、野生型株
よりも高い発酵能を示すことを見いだした。変異型Ｍｐｒ１のプロリン蓄積型株での発現
はまた、発酵能を増強した。パン酵母におけるＭＰＲ１ 遺伝子の破壊はＲＯＳの蓄積お
よび低い発酵能をもたらした。この結果から、パン酵母においてＭｐｒ１はパン製造の最
適の発酵に不可欠であることが示された。
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