
(57)【要約】

　　【課題】　γ－グルタミルシステイン生産に適した

酵母及びそれを用いたγ－グルタミルシステインの製造

方法を提供する。

　　【解決手段】　γ－グルタミルシステイン生産能を

有し、パントテン酸要求性を有する酵母を、十分な量の

パントテン酸を含む培地で培養して同酵母を増殖させる

工程と、パントテン酸量が制限された培地で培養し、菌

体内のγ－グルタミルシステイン含有量を上昇させる工

程により、γ－グルタミルシステインを蓄積した酵母を

製造する。

　　【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 生 産 能 を 有 し 、 パ ン ト テ ン 酸 要 求 性 を 有 し 、 か つ 、 パ ン ト テ ン
酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 し た と き 、 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン
含 有 量 が 経 時 的 に 上 昇 す る 酵 母 。
【 請 求 項 ２ 】
細 胞 内 の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 又 は 消 失 す る よ う に 改 変 さ れ た 請 求 項 １ に 記 載
の 酵 母 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制 さ れ る よ う に 改 変 さ れ た 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 酵 母 。
【 請 求 項 ４ 】
コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の ５ ６ ９ 位 の セ リ ン が セ リ ン 以 外 の 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る 変 異 を 有
す る 変 異 型 Ｍ Ｅ Ｔ ３ ０ 遺 伝 子 を 保 持 す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制 さ
れ た 請 求 項 ３ に 記 載 の 酵 母 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 他 の ア ミ ノ 酸 が フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 酵 母 。
【 請 求 項 ６ 】
サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 に 属 す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 酵 母 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 酵 母 を 、 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で 培 養
し て 同 酵 母 を 増 殖 さ せ る 工 程 と 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 し 、 菌 体 内 の γ
－ グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 を 上 昇 さ せ る 工 程 を 含 む 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 蓄
積 し た 酵 母 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 酵 母 を 好 適 な 条 件 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 物 、 も し
く は γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 む 前 記 培 養 物 の 分 画 物 、 又 は 熱 処 理 に よ っ て シ ス テ イ
ン が 生 成 し た こ れ ら の 培 養 物 も し く は 分 画 物 を 含 む 飲 食 品 。
【 請 求 項 ９ 】
飲 食 品 が ア ル コ ー ル 飲 料 、 パ ン 食 品 、 又 は 発 酵 食 品 調 味 料 で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の 飲 食 品 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 酵 母 を 好 適 な 条 件 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 物 を 用 い
て 製 造 さ れ た 酵 母 エ キ ス 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 酵 母 を 好 適 な 条 件 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 物 も し く
は そ の 分 画 物 、 又 は 加 熱 処 理 し た 前 記 培 養 物 又 は 分 画 物 を 、 飲 食 品 原 料 に 混 合 し 、 飲 食 品
に 加 工 す る こ と を 特 徴 と す る 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 又 は シ ス テ イ ン 含 有 飲 食 品 の 製
造 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の ５ ６ ９ 位 の セ リ ン が フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 置 換 さ れ た 変 異 を 有 す る 変
異 型 Ｍ Ｅ Ｔ ３ ０ 遺 伝 子 を 保 持 す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制 さ れ た 酵
母 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 生 産 す る 酵 母 菌 株 と そ の 培 養 方 法 、 及 び 同 菌 株
の 菌 体 を 利 用 し た 飲 食 品 に 関 す る も の で あ る 。 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 む 素 材 及 び
そ れ か ら 製 造 さ れ る シ ス テ イ ン を 含 む 素 材 は 、 食 品 分 野 で 有 用 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 シ ス テ イ ン は 、 食 品 の 風 味 改 善 な ど を 目 的 に 用 い ら れ て い る 。 シ ス テ イ ン の 製 法 に つ い
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て は 蛋 白 分 解 法 や 半 合 成 法 な ど が 知 ら れ て い る が 、 現 在 主 に 用 い ら れ て い る 方 法 は 蛋 白 分
解 法 と 半 合 成 法 で あ る 。 シ ス テ イ ン を 食 品 の 風 味 改 善 に 用 い る こ と を 目 的 と し て 、 シ ス テ
イ ン 含 量 の 高 い 天 然 食 品 素 材 が 求 め ら れ て い る が 、 そ の よ う な 天 然 食 品 素 材 は 従 来 ほ と ん
ど 知 ら れ て い な か っ た 。 一 方 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 む 酵 母 エ キ ス を 加 熱 ま た は
酵 素 処 理 す れ ば 、 シ ス テ イ ン を 高 含 有 す る 食 品 素 材 を 得 る こ と が 可 能 で あ る と 報 告 さ れ て
い る （ 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 合 成 酵 素 の 働 き に よ り シ ス テ
イ ン と グ ル タ ミ ン 酸 を 基 質 に し て 合 成 さ れ る 。 ま た 、 グ ル タ チ オ ン は グ ル タ チ オ ン 合 成 酵
素 の 働 き に よ り γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン と グ リ シ ン を 基 質 に し て 合 成 さ れ る 。 グ ル タ チ
オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 を 破 壊 し た 酵 母 は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 蓄 積 す る こ と が 報 告
さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で に 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 高 含 有 す る 酵 母 は 、 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献
１ 、 非 特 許 文 献 ２ 及 び 非 特 許 文 献 ３ な ど で 報 告 さ れ て い る 。 し か し こ れ ら の 報 告 に は 、 グ
ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 を 破 壊 ま た は 弱 化 さ せ た 酵 母 を 用 い て γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ
ン を 高 蓄 積 さ せ る た め の 培 養 条 件 に 関 す る 記 載 は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 と こ ろ で 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン の 代 謝 産 物 で あ る グ ル タ チ オ ン を 酵 母 に 高 蓄 積 さ
せ る 培 養 方 法 に 関 す る 技 術 が 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 等 ） 。 こ の 報 告 に は 、 酵 母 の 培
養 途 中 に グ ル タ チ オ ン の 構 成 ア ミ ノ 酸 で あ る シ ス テ イ ン を 添 加 す る と グ ル タ チ オ ン 蓄 積 量
が 上 昇 す る と 記 載 さ れ て い る 。 そ の 為 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 を 破 壊 ま た は 弱 化 さ
せ た 酵 母 の 培 養 途 中 に シ ス テ イ ン を 添 加 し て 培 養 す れ ば γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 高 蓄
積 で き る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 む 素 材 は シ ス テ イ
ン を 含 む 素 材 を 製 造 す る 目 的 で 有 用 で あ る た め 、 シ ス テ イ ン 含 有 素 材 を 得 る 目 的 で γ － グ
ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 有 す る 酵 母 の 培 養 途 中 に シ ス テ イ ン を 添 加 す る こ と は 、 コ ス ト 的
見 地 か ら は 非 実 用 的 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 さ ら に 、 大 竹 ら は 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ た 酵 母 YL1株 の 培 養 途 中 に 3
mMの シ ス テ イ ン を 添 加 し た 時 の 酵 母 菌 体 中 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 を 報 告 し て
い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 こ の 報 告 で は 、 YL1株 に シ ス テ イ ン を 添 加 し て 培 養 し た 場 合 の γ
－ グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 蓄 積 量 は 0.533%で あ り 、 シ ス テ イ ン を 添 加 し な い で 培 養 し た 場 合
の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 0.518%で あ っ た と 記 載 さ れ て い る 。 こ の 結 果 か ら も 、
グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 を 破 壊 ま た は 弱 化 さ せ た 酵 母 の 培 養 途 中 に シ ス テ イ ン を 添 加
し て 培 養 す る こ と は 非 実 用 的 な 方 法 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 酵 母 に お け る MET25遺 伝 子 の 発 現 量 を 増 大 さ せ る と 菌 体 内 グ ル タ チ オ ン 含 有 量 が
上 昇 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 、 MET25遺 伝 子 の 発 現 量 を 増 大 さ せ る 方 法 に つ い
て は 変 異 型 MET4遺 伝 子 （ 非 特 許 文 献 ４ 、 特 許 文 献 ３ ） 、 変 異 型 MET30遺 伝 子 （ 非 特 許 文 献
５ ） を 利 用 す る 方 法 等 が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 MET25遺 伝 子 の 発 現 に つ い て は 、 次 の よ う に 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ６ 、 非 特 許 文
献 ７ ） 。 MET4産 物 は 、 MET25遺 伝 子 に 発 現 に 正 の 因 子 と し て 働 く 。 通 常 は 、 MET4産 物 は 、 M
ET30産 物 及 び 他 の 数 種 の タ ン パ ク 質 と と も に SCFMET30複 合 体 を 形 成 し 、 ユ ビ キ チ ン 化 を 受
け 、 26Sプ ロ テ ア ソ ー ム に よ る タ ン パ ク 分 解 系 に よ り MET30産 物 と と も に 分 解 さ れ る た め 、
MET25遺 伝 子 の 発 現 は 抑 制 さ れ て い る 。 一 方 、 SCFMET30複 合 体 の 機 能 が 低 下 す る と 、 MET4
産 物 及 び MET30産 物 は 分 解 を 受 け ず 、 MET25遺 伝 子 が 発 現 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 記 の 知 見 か ら 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 高 含 有 す る 酵 母 に お い て も 、 MET25遺 伝
子 の 発 現 量 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 が 増 大 す る こ と が
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予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 清 酒 酵 母 に お け る 研 究 か ら 、 清 酒 酵 母 を パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム 欠 乏 状 態 で 培 養
す る と 、 そ の 対 数 増 殖 期 に 硫 化 水 素 を 蓄 積 す る と の 報 告 が あ る 。 こ の 報 告 で は 、 シ ス テ イ
ン か ら の 硫 化 水 素 の 発 生 に 着 目 し て お り 、 こ の 現 象 は パ ン ト テ ン 酸 欠 乏 状 態 で よ り 促 進 さ
れ る と 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 00/30474号 パ ン フ レ ッ ト （ WO 00/30474）
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 昭 48-92579号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 10-33161号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Otake et al., Agri. Biol. Chem., 54 (12), 3145-3150, 1990
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ク リ ス ら 、 Molecular Biology of the Cell., 8, 1699-1707, 1997
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Inoue et al., Biochimica et Biophysica Acta, 1395 (1998) 315-320
）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 大 村 ら 　 FEBS Letters 387(1996) 179-183
【 非 特 許 文 献 ５ 】 DOMINIQUEら 、 MOLECULAR AND CELLUAR BIOLOGY, Dec 1995 p6526-6534
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Patton et al.,Genes Dev.12: 692-705, 1998
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Rouillon et al., EMBO Journal 19: 282-294, 2000
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 技 術 背 景 の 下 に 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 生 産 に 適 し た 酵 母 及 び そ
れ を 用 い た γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン の 製 造 方 法 、 並 び に 、 同 酵 母 菌 株 を 利 用 し た γ － グ
ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 飲 食 品 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 を 行 い 、 酵 母 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス
テ イ ン の 蓄 積 量 が 培 養 中 に 一 定 で あ る 必 要 は な く 、 集 菌 直 前 に 必 要 量 の γ － グ ル タ ミ ル シ
ス テ イ ン を 含 有 し て い れ ば よ い と 考 え た 。 そ し て 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 産 生 能 を 有
し 、 か つ パ ン ト テ ン 酸 を 要 求 す る 酵 母 を 、 そ の 酵 母 が 必 要 と す る パ ン ト テ ン 酸 を 必 要 最 小
限 度 添 加 し て 培 養 し 、 十 分 量 の 菌 体 含 量 を 得 た 後 、 パ ン ト テ ン 酸 を 欠 乏 し た 状 態 で 培 養 す
る こ と に よ り 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン の 蓄 積 量 が 上 昇 す る こ と を 見 い だ し 、 本 発 明 を
完 成 す る に 至 っ た 。
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ １ ） γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 生 産 能 を 有 し 、 パ ン ト テ ン 酸 要 求 性 を 有 し 、 か つ 、 パ ン
ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 し た と き 、 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス
テ イ ン 含 有 量 が 経 時 的 に 上 昇 す る 酵 母 。
（ ２ ） 細 胞 内 の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 又 は 消 失 す る よ う に 改 変 さ れ た （ １ ） に
記 載 の 酵 母 。
（ ３ ） Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制 さ れ る よ う に 改 変 さ れ た （ １ ） 又 は （ ２ ） に 記 載
の 酵 母 。
（ ４ ） コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の ５ ６ ９ 位 の セ リ ン が セ リ ン 以 外 の 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る 変
異 を 有 す る 変 異 型 Ｍ Ｅ Ｔ ３ ０ 遺 伝 子 を 保 持 す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が 脱
抑 制 さ れ た （ ３ ） に 記 載 の 酵 母 。
（ ５ ） 前 記 他 の ア ミ ノ 酸 が フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る （ ４ ） に 記 載 の 酵 母 。
（ ６ ） サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 に 属 す る （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 酵 母 。
（ ７ ） （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 酵 母 を 、 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で
培 養 し て 同 酵 母 を 増 殖 さ せ る 工 程 と 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 し 、 菌 体 内
の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 を 上 昇 さ せ る 工 程 を 含 む 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン
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を 蓄 積 し た 酵 母 の 製 造 方 法 。
（ ８ ） （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 酵 母 を 好 適 な 条 件 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 物 、
も し く は γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 む 前 記 培 養 物 の 分 画 物 、 又 は 熱 処 理 に よ っ て シ ス
テ イ ン が 生 成 し た こ れ ら の 培 養 物 も し く は 分 画 物 を 含 む 飲 食 品 。
（ ９ ） 飲 食 品 が ア ル コ ー ル 飲 料 、 パ ン 食 品 、 又 は 発 酵 食 品 調 味 料 で あ る （ ８ ） 記 載 の 飲 食
品 。
（ １ ０ ） （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 酵 母 を 好 適 な 条 件 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 物
を 用 い て 製 造 さ れ た 酵 母 エ キ ス 。
（ １ １ ） （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 酵 母 を 好 適 な 条 件 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 物
も し く は そ の 分 画 物 、 又 は 加 熱 処 理 し た 前 記 培 養 物 又 は 分 画 物 を 、 飲 食 品 原 料 に 混 合 し 、
飲 食 品 に 加 工 す る こ と を 特 徴 と す る 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 又 は シ ス テ イ ン 含 有 飲 食
品 の 製 造 法 。
（ １ ２ ） コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の ５ ６ ９ 位 の セ リ ン が フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 置 換 さ れ た 変 異 を
有 す る 変 異 型 Ｍ Ｅ Ｔ ３ ０ 遺 伝 子 を 保 持 す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｅ Ｔ ２ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制
さ れ た 酵 母 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
＜ １ ＞ 本 発 明 の 酵 母
　 本 発 明 の 酵 母 は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 生 産 能 を 有 し 、 か つ 、 パ ン ト テ ン 酸 要 求 性
を 有 す る 酵 母 で あ る 。 本 発 明 の 酵 母 は 、 好 ま し く は 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で
培 養 し た と き 、 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 が 経 時 的 に 上 昇 す
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 生 産 能 を 有 す る 」 と は 、 酵 母 野 生 株 よ り
も 多 量 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 菌 体 内 に 蓄 積 す る こ と を い い 、 好 ま し く は 、 酵 母 を
十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で 培 養 し た 後 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培
養 し た と き 、 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り １ ％ 以 上 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 蓄 積 す る こ と を
い う 。 よ り 好 ま し く は 、 さ ら に 、 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り の グ ル タ チ オ ン 蓄 積 量 が ０ ． １ ％ 以
下 で あ る こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 又 は グ ル タ チ オ ン の 蓄 積 量 は 、 例 え ば
、 105℃ で ４ 時 間 加 熱 し た 後 の 菌 体 重 量 に 対 す る γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 又 は グ ル タ チ
オ ン の 含 有 量 （ ％ ） を い う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 生 産 能 を 有 す る 酵 母 と し て は 、 例 え ば 、 細 胞 内 の グ ル タ チ オ
ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 又 は 消 失 し た 酵 母 、 も し く は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 合 成 酵 素
活 性 が 増 強 さ れ る よ う に 改 変 さ れ た 酵 母 、 又 は 、 細 胞 内 の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低
下 又 は 消 失 し 、 か つ 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 合 成 酵 素 活 性 が 増 強 さ れ る よ う に 改 変 さ
れ た 酵 母 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 細 胞 内 の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 又 は 消 失 し た 酵 母 は 、 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン
合 成 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ GSH2） の 部 分 配 列 を 欠 失 し 、 正 常 に 機 能 す る 酵 素 を 産 生 し
な い よ う に 改 変 し た 遺 伝 子 、 又 は 酵 素 活 性 が 低 下 す る よ う な 変 異 を 有 す る 遺 伝 子 （ 以 下 、
単 に 「 変 異 型 GSH2遺 伝 子 」 と い う ） を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た 遺 伝 子 置 換 に よ り 創 製 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 細 胞 内 の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 又 は 消 失 し た 酵 母 は 、 実 施 例
に 記 載 し た の と 同 様 に 、 野 生 型 酵 母 を 、 通 常 の 変 異 処 理 、 例 え ば UV照 射 、 あ る い は N－ メ
チ ル － N－ ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン （ NTG） 、 エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ネ ー ト （ EMS） 、 亜 硝 酸 、 ア
ク リ ジ ン 等 の 変 異 剤 に よ る 処 理 に よ っ て 、 取 得 す る こ と も で き る 。 得 ら れ た 変 異 株 が 目 的
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の 変 異 を 有 し て い る こ と は 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 の よ う な グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 す る よ う な 変 異 と し て は 、 例 え ば 、 370
位 の ア ル ギ ニ ン 残 基 を 終 止 コ ド ン に 変 更 す る 変 異 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 す る 他 の 変 異 と し て は 以 下 の 変 異 が 挙 げ ら れ る
（ 国 際 公 開 ０ ３ ／ ０ ４ ６ １ ５ ５ 号 パ ン フ レ ッ ト 参 照 ） 。
（ １ ） ４ ７ 位 の ス レ オ ニ ン 残 基 を イ ソ ロ イ シ ン 残 基 に 置 換 す る 変 異 。
（ ２ ） ３ ８ ７ 位 の グ リ シ ン 残 基 を ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 に 置 換 す る 変 異 。
（ ３ ） ５ ４ 位 の プ ロ リ ン 残 基 が ロ イ シ ン 残 基 に 置 換 す る 変 異 。
　 上 記 変 異 は 、 単 独 で も 、 任 意 の 組 合 せ で も よ い が 、 （ １ ） と （ ３ ） の 組 合 せ 、 及 び （ ２
） と （ ３ ） の 組 合 せ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 へ の 目 的 の 変 異 の 導 入 は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
た 部 位 特 異 的 変 異 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 遺 伝 子 置 換 は 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 変 異 型 GSH2遺 伝 子 を 含 む 組 換
え Ｄ Ｎ Ａ で 酵 母 を 形 質 転 換 し 、 変 異 型 GSH2遺 伝 子 と 染 色 体 上 の GSH2遺 伝 子 と の 間 で 組 換 え
を 起 こ さ せ る 。 そ の 際 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ に は 、 宿 主 の 栄 養 要 求 性 等 の 形 質 に し た が っ て 、 マ
ー カ ー 遺 伝 子 を 含 ま せ て お く と 操 作 が し や す い 。 ま た 、 前 記 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ は 、 制 限 酵 素 で
切 断 す る 等 に よ り 直 鎖 状 に し 、 さ ら に 、 酵 母 で 機 能 す る 複 製 制 御 領 域 を 除 い て お く と 、 染
色 体 に 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ が 組 み 込 ま れ た 株 を 効 率 よ く 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 酵 母 の 形 質 転 換 は 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 法 、 Ｋ Ｕ 法 、 Ｋ Ｕ Ｒ 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法
等 、 通 常 酵 母 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 方 法 を 採 用 す る こ と が で き る 。
　 上 記 の よ う に し て 染 色 体 に 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ が 組 み 込 ま れ た 株 は 、 変 異 型 GSH2遺 伝 子 と 染 色
体 上 に も と も と 存 在 す る GSH2遺 伝 子 と の 組 換 え を 起 こ し 、 野 生 型 GSH2遺 伝 子 と 変 異 型 GSH2
遺 伝 子 と の 融 合 遺 伝 子 ２ 個 が 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 他 の 部 分 （ ベ ク タ ー 部 分 及 び マ ー カ ー 遺 伝 子
） を 挟 ん だ 状 態 で 染 色 体 に 挿 入 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 融 合 遺 伝 子 ２ 個 の う ち 、 変 異 型 GSH2遺 伝 子 の み を 残 す た め に 、 ２ 個 の GSH2遺 伝 子 の 組 換
え に よ り １ コ ピ ー の GSH2遺 伝 子 を 、 ベ ク タ ー 部 分 （ マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む ） と と も に 染 色
体 Ｄ Ｎ Ａ か ら 脱 落 さ せ る 。 そ の 際 、 野 生 型 GSH2遺 伝 子 が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 残 さ れ 、 変 異 型
GSH2遺 伝 子 が 切 り 出 さ れ る 場 合 と 、 反 対 に 変 異 型 GSH2遺 伝 子 が 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 残 さ れ 、
野 生 型 GSH2遺 伝 子 が 切 り 出 さ れ る 場 合 が あ る 。 い ず れ の 場 合 も マ ー カ ー 遺 伝 子 が 脱 落 す る
の で 、 ２ 回 目 の 組 換 え が 生 じ た こ と は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 対 応 す る 表 現 形 質 に よ っ て 確 認
す る こ と が で き る 。 ま た 、 目 的 と す る 遺 伝 子 置 換 株 は 、 PCRに よ り GSH2遺 伝 子 を 増 幅 し 、
そ の 構 造 を 調 べ る こ と に よ っ て 、 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 尚 、 遺 伝 子 置 換 に 用 い る 変 異 型 GSH2遺 伝 子 は 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 タ ン パ ク 質 全 長 を
コ ー ド す る も の で あ っ て も よ い が 、 欠 失 部 位 を 含 む 限 り 、 タ ン パ ク 質 の 一 部 を コ ー ド す る
遺 伝 子 断 片 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 （ GSH2） は 塩 基 配 列 が 報
告 さ れ て お り （ Inoue et al., Biochim. Biophys. Acta, 1395 (1998) 315-320、 GenBank
 accession Y13804、 配 列 番 号 １ ） 、 同 塩 基 配 列 に 基 づ い て 作 製 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を プ ラ イ マ ー と す る PCRに よ り 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ か ら 取 得 す
る こ と が で き る 。 ま た 、 導 入 す る 遺 伝 子 は 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 以 外 の 微 生 物 に 由 来 す る
遺 伝 子 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 本 発 明 に 用 い る 変 異 型 GSH2遺 伝 子 は 、 前 記 ４ ７ 位 、 ３ ８ ７ 位 、 ５ ４ 位 の 変 異 以 外 に 、 配
列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 箇 所 の 位 置 に お け る １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ
酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 付 加 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る GSH2産 物 を コ ー ド す る も の で
あ っ て も よ い 。 こ こ で 、 「 数 個 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 に お け る 位
置 や 種 類 に よ っ て も 異 な る が 、 具 体 的 に は 例 え ば 、 前 記 「 数 個 」 は 、 ２ ～ 10個 、 好 ま し く
は 、 ２ ～ ６ 個 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ３ 個 で あ る 。 あ る い は 、 変 異 型 GSH2遺 伝 子 は 、 GSH2産
物 の ア ミ ノ 酸 配 列 全 体 に 対 し 、 ３ ０ ～ ４ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ５ ５ ～ ６ ５ ％ 以 上 の 相 同 性
を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 上 記 の よ う な 塩 基 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 付 加 、 又 は 逆 位 等 に は 、 GSH2遺 伝 子 を 保
持 す る 微 生 物 の 個 体 差 、 種 や 属 の 違 い に 基 づ く 場 合 な ど の 天 然 に 生 じ る 変 異 （ mutant又 は
variant） も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 尚 、 GSH2遺 伝 子 を 破 壊 す る 場 合 は 、 遺 伝 子 置 換 に 用 い る 変 異 型 GSH2遺 伝 子 は 必 ず し も 全
長 を 含 む 必 要 は な く 、 遺 伝 子 破 壊 を 起 こ す の に 必 要 な 長 さ を 有 し て い れ ば よ い 。 ま た 、 GS
H2遺 伝 子 の 取 得 に 用 い る 微 生 物 は 、 同 遺 伝 子 が 、 遺 伝 子 破 壊 株 の 創 製 に 用 い る 微 生 物 の 相
同 遺 伝 子 と 相 同 組 換 え を 起 こ す 程 度 の 相 同 性 を 有 し て い れ ば 特 に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 前 記 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ の GSH2遺 伝 子 と 相 同 組 換 え を 起 こ し 得 る Ｄ Ｎ Ａ と し
て は 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と 、 例 え ば ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま
し く は ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 よ
り 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て は 、 ６ ０ ℃ 、
１ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 好 ま し く は 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に 相 当 す る
塩 濃 度 で 洗 浄 が 行 わ れ る 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 又 は 消 失 し た 酵 母 は 、 実 施 例 に 記 載 し た の と 同
様 に 、 野 生 型 酵 母 を 、 通 常 の 変 異 処 理 、 例 え ば UV照 射 、 あ る い は N－ メ チ ル － N－ ニ ト ロ ソ
グ ア ニ ジ ン （ NTG） 、 エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ネ ー ト （ EMS） 、 亜 硝 酸 、 ア ク リ ジ ン 等 の 変 異 剤
に よ る 処 理 に よ っ て 、 取 得 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 酵 母 細 胞 内 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 合 成 酵 素 活 性 を 増 強 す る 方 法 と し て は 、
同 酵 素 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Saccharomyces cerevisiaeの γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 合 成 酵 素
遺 伝 子 ：  GenBank Accession No. D90220） を 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド で 酵 母 を 形 質 転 換 し 、
同 遺 伝 子 の 細 胞 内 の コ ピ ー 数 を 高 め る か 、 染 色 体 上 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 合 成 酵 素
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 強 転 写 プ ロ モ ー タ ー で 置 換 す る 方 法 （ 大 竹 康 之 ら 、 バ イ オ サ イ エ
ン ス と イ ン ダ ス ト リ ー 、 第 50巻 第 10号 、 第 989～ 994頁 、 1992年 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 細 胞 内 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 合 成 酵 素 活 性 及 び グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 性 は 、 そ れ
ぞ れ 、 Jacksonの 方 法 （ Jackson, R.C., Biochem. J., 111, 309 (1969)） 、 及 び Gushima
ら の 方 法 （ Gushima, T. et al., J. Appl. Biochem., 5, 210 (1983)） に よ っ て 測 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 酵 母 は 、 上 記 の よ う な γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 生 産 能 を 有 し 、 か つ 、 パ ン ト
テ ン 酸 要 求 性 を 有 す る 。 本 発 明 に お い て 「 パ ン ト テ ン 酸 要 求 性 」 と は 、 酵 母 の 非 改 変 株 、
例 え ば 野 生 株 が 増 殖 で き る の に 必 要 な パ ン ト テ ン 酸 の 濃 度 よ り も 高 い 濃 度 の パ ン ト テ ン 酸
を 増 殖 に 必 要 と す る こ と を い う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 パ ン ト テ ン 酸 要 求 性 を 有 す る 酵 母 変 異 株 は 、 変 異 処 理 を 行 っ た 酵 母 を 、 パ ン ト テ ン 酸 を
含 む 培 地 及 び 含 ま な い 培 地 に レ プ リ カ し 、 パ ン ト テ ン 酸 を 含 ま な い 培 地 で コ ロ ニ ー を 形 成
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せ ず 、 パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る 株 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 取 得 す
る こ と が で き る 。 ま た 、 変 異 処 理 を 行 っ た 酵 母 を パ ン ト テ ン 酸 を 含 ま ず 、 か つ 、 増 殖 す る
細 胞 に 選 択 的 に 作 用 す る 抗 生 物 質 、 例 え ば ナ イ ス タ チ ン を 添 加 し た 培 地 で 培 養 す る こ と に
よ っ て 、 パ ン ト テ ン 酸 要 求 性 株 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 パ ン ト テ ン 酸 を 含 ま な い 培 地 と し て は 、 具 体 的 に は 下 記 の 組 成 を 有 す る 培 地 が 挙 げ
ら れ る 。 ま た 、 パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 と し て は 、 前 記 培 地 に パ ン ト テ ン 酸 塩 を 、 0.1～ 1
0mg/L、 例 え ば 0.4mg/L添 加 し た 培 地 が 挙 げ ら れ る 。 パ ン ト テ ン 酸 塩 と し て は 、 パ ン ト テ ン
酸 カ ル シ ウ ム が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 固 体 培 地 の 場 合 は 、 適 当 量 の 寒 天 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 上 記 の よ う な 性 質 を 有 す る 本 発 明 の 酵 母 は 、 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で 増 殖
す る こ と が で き 、 か つ 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 し た と き 、 乾 燥 酵 母 菌 体
当 た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 が 経 時 的 に 上 昇 す る 。 「 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン
酸 」 と は 、 対 数 増 殖 期 に あ る 酵 母 が 増 殖 す る こ と が で き る よ う な 量 を 意 味 す る 。 こ の 量 は
、 通 常 は 、 0.1mg/L以 上 、 好 ま し く は 0.4mg/L以 上 で あ る 。 ま た 、 パ ン ト テ ン 酸 量 の 上 限 は
特 に 制 限 さ れ な い が 、 通 常 は 、 10mg/L以 上 で あ る と 過 剰 で あ る 。 従 っ て 、 パ ン ト テ ン 酸 量
は 通 常 、 0.1～ 10mg/Lで あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 一 方 、 「 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 」 と は 、 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む と き に 対
数 増 殖 期 に あ る 酵 母 で あ っ て も 、 増 殖 で き な い か 、 増 殖 速 度 が 低 下 す る よ う な 量 に 培 地 中
の パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 こ の 量 は 、 通 常 は 、 0.1mg/L以 下 、 好 ま
し く は 0.01mg/L以 下 で あ る 。 尚 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が ０ mg/Lで も か ま わ な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 が 経 時 的 に 上 昇 す る 」 と は 、 本 発
明 の 酵 母 を 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で 増 殖 さ せ た 後 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ
れ た 培 地 に 移 し て 培 養 し た と き 、 培 地 交 換 時 で の 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り の γ － グ ル タ ミ ル シ
ス テ イ ン 含 有 量 に 対 し 、 培 地 交 換 後 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 の 最 大 値 が 好 ま し
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く は １ ． ５ 倍 以 上 、 よ り 好 ま し く は １ ． ８ 倍 以 上 、 特 に 好 ま し く は ２ 倍 以 上 に な る こ と を
い う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 酵 母 は 、 MET25遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制 さ れ る よ う に 改 変 さ れ て い て も よ い 。 MET
25遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制 さ れ た と は 、 DOMINIQUEら の 報 告 （ MOLLECULAR AND CELLUAR BIOL
OGY Dec, 1995, p6526-6534） に 記 載 さ れ た 条 件 に お い て 、 MET25遺 伝 子 の 発 現 量 が メ チ オ
ニ ン に よ り 抑 制 さ れ な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 MET25遺 伝 子 の 発 現 を 脱 抑 制 さ せ る 方 法 と し て 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 コ ー ド さ れ る 蛋 白
質 の ５ ６ ９ 位 の セ リ ン が セ リ ン 以 外 の 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る 変 異 を 有 す る 変 異 型 MET30
遺 伝 子 を 酵 母 に 保 持 さ せ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 前 記 他 の ア ミ ノ 酸 と し て は フ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 性 質 を 有 す る 酵 母 は 、 後 記 実 施 例 に 示 す よ う に 酵 母 を 変 異 処
理 す る こ と に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る が 、 必 要 な 変 異 が 特 定 さ れ た の で 、 同 変 異 を 有
す る 酵 母 は 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 容 易 、 か つ 、 確 実 に 取 得 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 MET25遺 伝 子 の 発 現 が 脱 抑 制 さ れ た 酵 母 は 、 上 記 変 異 を 有 す る 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 用 い
た 遺 伝 子 置 換 に よ り 創 製 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 置 換 は 、 上 記 の GSH2遺 伝 子 と 同 様 に し
て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 保 持 す る 酵 母 は 、 同 遺 伝 子 を 挿 入 し た
プ ラ ス ミ ド で 酵 母 を 形 質 転 換 し 、 同 遺 伝 子 の 細 胞 内 の コ ピ ー 数 を 高 め る こ と に よ っ て も 創
製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 保 持 す る 酵 母 は 、 実 施 例 に 記 載 し た
の と 同 様 に 、 野 生 型 酵 母 を 、 通 常 の 変 異 処 理 、 例 え ば UV照 射 、 あ る い は N－ メ チ ル － N－ ニ
ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン （ NTG） 、 エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ネ ー ト （ EMS） 、 亜 硝 酸 、 ア ク リ ジ ン 等 の
変 異 剤 に よ る 処 理 に よ っ て 、 取 得 す る こ と も で き る 。 得 ら れ た 変 異 株 が 目 的 の 変 異 を 有 し
て い る こ と は 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 な お 、 上 記 の 、 コ ー ド さ
れ る 蛋 白 質 の ５ ６ ９ 位 の セ リ ン が フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 置 換 す る 変 異 を 有 す る 変 異 型 MET30
遺 伝 子 を 保 持 す る 酵 母 は 、 グ ル タ チ オ ン の 生 産 に も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 MET30遺 伝 子 と は 、 MET4産 物 及 び 他 の 数 種 の タ ン パ ク 質 と と も に SCFME
T30複 合 体 を 形 成 し 、 MET25遺 伝 子 の 発 現 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り
、 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 由 来 の MET3
0遺 伝 子 、 及 び そ の ホ モ ロ グ が 挙 げ ら れ る 。 前 記 ホ モ ロ グ と し て は 、 例 え ば 配 列 番 号 ３ に
記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ
が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で い う 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 い わ ゆ る 特 異 的 な ハ イ ブ リ
ッ ド が 形 成 さ れ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ な い 条 件 を い う 。 こ の 条 件 を 明 確 に
数 値 化 す る こ と は 困 難 で あ る が 、 一 例 を 示 せ ば 、 相 同 性 が 高 い Ｄ Ｎ Ａ 同 士 、 例 え ば ５ ０ ％
以 上 の 相 同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 同 士 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ よ り 相 同 性 が 低 い Ｄ Ｎ Ａ 同 士
が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 条 件 、 あ る い は 通 常 の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 洗 い の 条
件 で あ る ６ ０ ℃ 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 好 ま し く は 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％
Ｓ Ｄ Ｓ に 相 当 す る 塩 濃 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 ５ ６ ９ 位 の セ リ ン 」 と は 、 配 列 番 号 ４ に 示 す MET30産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ５
６ ９ 位 に 位 置 す る セ リ ン 残 基 を 意 味 す る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る あ る ア ミ ノ 酸 残 基
の 位 置 は 、 そ の 位 置 よ り も 上 流 側 に お け る 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 挿 入 、 欠 失 等 に よ っ て
変 化 し 得 る 。 本 発 明 に お い て 、 「 ５ ６ ９ 位 の セ リ ン 」 と は 、 こ の よ う に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 中
の 絶 対 的 位 置 が 変 わ っ た 場 合 で あ っ て も 、 配 列 番 号 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ５ ６ ９
位 の セ リ ン 残 基 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に 用 い る 変 異 型 MET30遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ５ ６
９ 位 の セ リ ン が セ リ ン 以 外 の 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 と
同 等 の 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 保 存 的 バ リ ア ン ト （ conservative variant）
、 す な わ ち ５ ６ ９ 位 以 外 の １ 又 は 数 箇 所 の 位 置 に お け る １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠
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失 、 挿 入 又 は 付 加 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る MET30産 物 を コ ー ド す る も の で あ っ て も よ
い 。 こ こ で 、 「 数 個 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 に お け る 位 置 や 種 類 に
よ っ て も 異 な る が 、 具 体 的 に は 例 え ば 、 前 記 「 数 個 」 は 、 ２ ～ 10個 、 好 ま し く は 、 ２ ～ ６
個 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ３ 個 で あ る 。 あ る い は 、 変 異 型 MET30遺 伝 子 は 、 MET30産 物 の ア ミ
ノ 酸 配 列 全 体 に 対 し 、 ３ ０ か ら ４ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ５ ５ ～ ６ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す
る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 上 記 の よ う な 塩 基 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 付 加 、 又 は 逆 位 等 に は 、 MET30遺 伝 子 を
保 持 す る 微 生 物 の 個 体 差 、 種 や 属 の 違 い に 基 づ く 場 合 な ど の 天 然 に 生 じ る 変 異 （ mutant又
は variant） も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 酵 母 と し て は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 生 産 す る こ と が で き る も の で あ れ
ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 具 体 的 に は サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 等 の サ ッ カ ロ マ イ セ ス
属 、 キ ャ ン デ ィ ダ ・ ユ テ ィ リ ス 等 の キ ャ ン デ ィ ダ 属 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ポ ン ベ 等 の
シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 等 に 属 す る 酵 母 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 酵 母 菌 株 は 、 １ 倍
体 で も よ い が 、 ２ 倍 性 ま た は そ れ 以 上 の 倍 数 性 を 有 す る こ と が 、 生 育 が 良 好 で あ る 点 で 好
ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ２ 倍 性 ま た は そ れ 以 上 の 倍 数 性 を 有 す る 酵 母 は 、 そ れ ら を 変 異 処 理 し γ － グ ル タ ミ ル シ
ス テ イ ン を 産 生 す る 株 を 選 択 す る こ と 、 或 い は γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 産 生 株 の 育 種 に
用 い た １ 倍 体 酵 母 と 、 野 生 型 酵 母 の １ 倍 体 を 接 合 さ せ 、 得 ら れ た ２ 倍 体 酵 母 を 胞 子 形 成 さ
せ る こ と に よ り 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 弱 化 し 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 産 生
す る 株 を 選 択 し 、 相 異 な る 接 合 型 を 有 す る γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 産 生 １ 倍 体 酵 母 ２ 株
を 接 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 取 得 す る こ と が で き る 。 同 様 に し て 、 ３ 倍 性 又 は そ れ 以 上 の
倍 数 性 を 有 す る 酵 母 を 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 上 記 の よ う な 酵 母 の 育 種 、 改 変 に 関 す る 操 作 は 、 「 化 学 と 生 物 　 実 験 ラ イ ン 31　 酵 母 の
実 験 技 術 」 初 版 　 廣 川 書 店 ； 「 バ イ オ マ ニ ュ ア ル シ リ ー ズ 10　 酵 母 に よ る 遺 伝 子 実 験 法 」
初 版 、 羊 土 社 、 「 METHODS in YEAST GENETICS 2000 Edition」 Cold Spring Harbor Labor
atory Press等 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
＜ ２ ＞ 本 発 明 の 酵 母 の 利 用
　 本 発 明 の 酵 母 を 、 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で 培 養 し て 同 酵 母 を 増 殖 さ せ た 後
、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 し 、 菌 体 内 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量
を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン が 蓄 積 し た 酵 母 を 製 造 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 パ ン ト テ ン 酸 の 「 十 分 な 量 」 は 、 予 め 一 定 量 の 酵 母 菌 体 を 得 る の に 必
要 な パ ン ト テ ン 酸 要 求 量 を 実 験 的 に 測 定 し 、 目 的 の 量 の 菌 体 を 得 る た め に 必 要 な パ ン ト テ
ン 酸 量 を 算 出 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 酵 母 を 増 殖 さ せ る 工 程 で は 、 パ ン ト テ ン 酸 は 初 発 培 地 に 全 量 添 加 し て も よ い し 、 分 割 添
加 し て も よ い 。 使 用 す る 培 地 及 び 培 養 条 件 は 、 パ ン ト テ ン 酸 量 を 制 御 で き る も の で あ れ ば
特 に 制 限 さ れ ず 、 通 常 の 酵 母 エ キ ス の 製 造 等 に 用 い ら れ る 培 地 及 び 条 件 を 採 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 酵 母 の 好 ま し い 態 様 と し て 、 低 下 し た グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 を 有 す る 酵 母
は 、 グ ル タ チ オ ン を 含 ま な い 培 地 で も 良 好 に 生 育 す る こ と が で き る の で 、 通 常 、 工 業 的 に
用 い ら れ る 培 地 を 用 い る こ と が で き る 。 尚 、 必 要 に 応 じ て 、 用 い る 酵 母 の 形 質 に し た が っ
て 必 要 な 栄 養 素 を 培 地 に 添 加 す る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 十 分 な 量 の 酵 母 菌 体 が 得 ら れ た ら 、 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 す る 。 パ ン
ト テ ン 酸 の 量 を 制 限 す る 方 法 と し て は 、 十 分 な 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む 培 地 で 酵 母 を 培 養
し た 培 養 液 又 は 酵 母 菌 体 を 、 制 限 さ れ た 量 の パ ン ト テ ン 酸 を 含 む か 、 又 は パ ン ト テ ン 酸 を
含 ま な い 培 地 に 移 す 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 培 地 交 換 に よ ら ず に 、 パ ン ト テ ン 酸 の 分 割
添 加 を 停 止 す る こ と に よ っ て も 、 パ ン ト テ ン 酸 量 を 制 限 す る こ と が で き る 。 パ ン ト テ ン 酸
量 を 制 限 す る 時 期 は 、 対 数 増 殖 期 に 行 う こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 パ ン 酵 母 で は 、 対 数 増
殖 期 又 は 定 常 期 ま で 培 養 し た 培 養 液 を 、 ２ ％ と な る よ う に 栄 養 培 地 に 接 種 し 、 ３ ０ ℃ で ８
～ 16時 間 、 振 と う 培 養 す れ ば 、 対 数 増 殖 期 の 菌 体 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 パ ン ト テ ン 酸 量 が 制 限 さ れ た 培 地 で 培 養 す る 間 に 、 酵 母 菌 体 内 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ
イ ン の 蓄 積 量 は 経 時 的 に 上 昇 す る 。 目 的 と す る 蓄 積 量 に 達 し た ら 、 培 養 を 終 了 す る 。 通 常
は 、 好 適 な 条 件 下 で は 、 培 養 時 間 は 10～ 30時 間 、 好 ま し く は 15～ 27時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る 培 養 物 又 は そ の 分 画 物 は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 有
す る 。 培 養 物 は 、 酵 母 菌 体 を 含 む 培 養 液 で あ っ て も よ い し 、 そ れ か ら 採 取 さ れ た 酵 母 菌 体
、 菌 体 破 砕 物 、 又 は 菌 体 抽 出 物 （ 酵 母 エ キ ス ） で あ っ て も よ い 。 菌 体 破 砕 物 又 は 酵 母 エ キ
ス か ら 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 む 画 分 を 得 て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 記 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 含 む 培 養 物 又 は そ の 分 画 物 を 加 熱 す る こ と に よ り 、 γ
－ グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン か ら シ ス テ イ ン を 遊 離 さ せ る こ と が で き る 。
　 酵 母 エ キ ス 等 の 調 製 は 、 通 常 の 酵 母 エ キ ス の 調 製 と 同 様 に し て 行 え ば よ い 。 酵 母 エ キ ス
は 、 酵 母 菌 体 を 熱 水 抽 出 し た も の を 処 理 し た も の で も よ い し 、 酵 母 菌 体 を 消 化 し た も の を
処 理 し た も の で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 記 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 又 は シ ス テ イ ン を 含 む 培 養 物 又 は そ の 分 画 物 は 、 飲 食 品
の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。 飲 食 品 と し て は 、 ア ル コ ー ル 飲 料 、 パ ン 食 品 、 又 は 発 酵 食
品 調 味 料 が 挙 げ ら れ る 。 熱 処 理 に よ る γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン か ら シ ス テ イ ン の 生 成 は
、 飲 食 品 の 製 造 中 、 又 は 製 造 の 後 に 行 わ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 記 飲 食 品 は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 又 は シ ス テ イ ン を 含 む 培 養 物 又 は そ の 分 画 物
を 、 飲 食 品 原 料 に 混 合 し 、 飲 食 品 に 加 工 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 。 本 発 明 の 飲 食 品 は
、 前 記 培 養 物 又 は 分 画 物 を 使 用 す る こ と 以 外 は 、 通 常 の 飲 食 品 と 同 様 の 原 料 を 用 い 、 同 様
の 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 原 料 と し て は 、 例 え ば ア ル コ ー ル 飲 料
で は 、 米 、 大 麦 、 コ ー ン ス タ ー チ 等 、 パ ン 食 品 で は 小 麦 粉 、 砂 糖 、 食 塩 、 バ タ ー 、 発 酵 用
酵 母 菌 等 が 、 発 酵 食 品 調 味 料 で は 大 豆 、 小 麦 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ［ 実 施 例 １ ］
＜ １ ＞ グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 し た 酵 母 の 取 得
　 食 品 用 途 に 用 い ら れ る 市 販 の ２ 倍 体 の サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ を 常 法 に し た が い
胞 子 形 成 さ せ た 。 形 成 し た 胞 子 か ら ラ ン ダ ム ス ポ ア 法 に よ り １ 倍 体 酵 母 YN0001株 （ MATα
） を 取 得 し た 。 YN0001株 を EMSに よ り 変 異 処 理 し 、 グ ル タ チ オ ン 含 有 量 が 低 下 し た 変 異 株 Y
N0002株 （ MATα ） を 取 得 し た 。 ４ 分 子 解 析 に よ り 、 YN0002株 の GSH2遺 伝 子 が 変 異 し て い る
こ と を 確 認 し た 。 具 体 的 に は 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 387番 目 の グ リ シ ン 残 基 が ア ス
パ ラ ギ ン 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い た 。 ま た 、 グ ル タ チ オ ン 含 有 量 が 低 下 し た 変 異 株 YN0003株
(MATa)も 取 得 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 尚 、 前 記 変 異 処 理 は 、 死 滅 率 が 90%に な る よ う な 条 件 で 行 な っ た 。 YN0001株 を 50mlの YPD
培 地 で 30℃ で 1日 間 振 と う 培 養 し 、 酵 母 菌 体 を 集 菌 し た 。 酵 母 菌 体 を 0.2Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.5） で 3回 洗 浄 し た 。 酵 母 菌 体 を 0.2Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH7
.5)9.2ml、 40% D-グ ル コ ー ス 0.5ml、 EMS 0.3ml(ナ カ ラ イ テ ス ク 社 Code155-19)を 含 む 溶 液
に 懸 濁 し 、 30℃ で 90分 間 振 と う 培 養 し た 。 こ の 懸 濁 液 に 、 10%チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ フ ィ
ル タ ー 滅 菌 ） を 10ml加 え 、 10分 間 室 温 に 放 置 し て 変 異 剤 を 中 和 し た 。 酵 母 菌 体 を 集 菌 し 、
0.2Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH7.5)で 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 前 記 YN0001株 と YN0002株 を 各 々 YPD培 地 に 植 菌 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 培 養 産 物 を S
D培 地 に 2%植 菌 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 対 数 増 殖 期 に お け る 菌 体 内 グ ル タ チ オ ン 含 有
量 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 YN0001株 の グ ル タ チ オ ン 含 有 量 は 0.52%で あ っ た 。 一 方 、 YN000
2株 の グ ル タ チ オ ン 含 有 量 は 0.006%以 下 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
＜ ２ ＞ MET30遺 伝 子 変 異 株 の 取 得
　 前 記 １ 倍 体 酵 母 YN0001株 （ MATα ） を 、 前 記 と 同 様 に し て EMSに て 変 異 処 理 し 、 MET25遺
伝 子 の 発 現 が メ チ オ ニ ン に よ っ て 抑 制 さ れ な い 変 異 株 AJ14819株 （ MATα ） を 取 得 し た 。 本
菌 株 は 、 プ ラ イ ベ ー ト ナ ン バ ー AJ14819が 付 与 さ れ 、 2002年 ９ 月  １ １  日 付 け で 独 立 行 政
法 人  産 業 技 術 総 合 研 究 所  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 〒 305-8566 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東
１ 丁 目 １ 番 地 １ 中 央 第 ６ ） に 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 FERM P-19007が 付 与 さ れ て い る 。 さ ら に
、 同 菌 株 は 平 成 １ ５ 年 １ ０ 月 １ 日 に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 く 国 際 寄 託 に 移 管 さ れ 、 受 託 番 号
FERM BP-08502が 付 与 さ れ て い る 。 な お 、 MET25遺 伝 子 の 発 現 が メ チ オ ニ ン に よ っ て 抑 制 さ
れ る か 否 か は 、 セ レ ン を 含 む 培 地 で の 生 育 の 有 無 に よ っ て 判 別 す る こ と も で き る （ DOMINI
QUEら 、 MOLLECULAR AND CELLUAR BIOLOGY Dec, 1995, p6526-6534） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 具 体 的 に は 、 以 下 の よ う に し て 変 異 株 の 選 択 を 行 っ た 。 変 異 処 理 を 行 な っ た 酵 母 を YPD
寒 天 培 地 に ス プ レ ッ ド し た 。 ス プ レ ッ ド は 寒 天 培 地 に 生 育 し て く る 酵 母 が 100株 前 後 に な
る よ う に 行 な っ た 。 YPD培 地 に 生 育 し て き た 酵 母 を セ レ ン を 含 む 培 地 と セ レ ン を 含 ま な い
培 地 （ 前 記 DOMINIQUEら に 記 載 の 寒 天 培 地 ） に レ プ リ カ し た 。 セ レ ン を 含 む 培 地 で は 生 育
し な い が 、 セ レ ン を 含 ま な い 培 地 で 生 育 す る 酵 母 菌 株 を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 選 択 し た 酵 母 の MET25遺 伝 子 発 現 量 が 上 昇 し て い る 事 を 以 下 の よ う に し て 確 認 し た 。 選
択 し た 酵 母 菌 株 及 び YN0001株 を SD培 地 で 培 養 し 、 そ の 対 数 増 殖 期 に 集 菌 し た 。 菌 体 内 に 含
ま れ る RNAを 回 収 し 、 RNA中 に 含 ま れ る MET25遺 伝 子 の 転 写 産 物 の 量 を 内 部 標 準 と し て ACT1
遺 伝 子 を 用 い て 定 量 し た 。 定 量 は 、 定 量 PCRで あ る PCR5700（ Applied Biosystems社 ） を 用
い 、 TaqMan One-Step RT-PCRキ ッ ト （ Applied Biosystems社 ） を 用 い て 行 な っ た 。 TaqMan
 Probe（ Applied Biosystems社 ） に 、 ACT1-986T（ 配 列 番 号 ５ ） 及 び MET25-1077T（ 配 列 番
号 ６ ） を 用 い 、 ACT1及 び MET25遺 伝 子 の 増 幅 用 に ACT1-963F（ 配 列 番 号 ７ ） と ACT1-1039R（
配 列 番 号 ８ ） 、 及 び MET251056F（ 配 列 番 号 ９ ） と MET25-1134R（ 配 列 番 号 １ ０ ） を 用 い た
（ 以 上 、 Applied Biosystems社 ） 。 こ の よ う に し て 、 MET25遺 伝 子 の 発 現 量 が YN0001株 よ
り も 2倍 以 上 に 上 昇 し た 酵 母 AJ14819株 を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の よ う に し て 取 得 し た AJ14819株 の 変 異 遺 伝 子 を ４ 分 子 解 析 に よ り 特 定 し 、 そ の 遺 伝
子 の 配 列 を 調 べ た と こ ろ 、 MET30遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 569位 の セ リ ン 残 基 が フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 に 変 異 し て い た 。 こ の よ う に し て MET25遺 伝 子 の 発 現 が メ チ オ ニ ン に
よ っ て 抑 制 さ れ な い 酵 母 AJ14819株 を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
＜ ３ ＞ パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム 要 求 性 を 有 す る 酵 母 の 取 得
　 前 記 １ 倍 体 酵 母 YN0001株 （ MATα ） を 、 前 記 と 同 様 に し て EMSに て 変 異 処 理 し た 。 変 異 処
理 し た 酵 母 か ら パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム 要 求 性 酵 母 を 取 得 す る た め に 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル
シ ウ ム を 含 ま ず 、 か つ 、 ナ イ ス タ チ ン （ 10μ g/ml） を 添 加 し た 培 地 で 前 記 酵 母 を 30℃ で ２
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時 間 培 養 し 、 培 養 液 を YPD寒 天 培 地 に ス プ レ ッ ド し た 。 生 育 し て き た 変 異 酵 母 を パ ン ト テ
ン 酸 カ ル シ ウ ム を 含 ま な い 寒 天 培 地 と パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 含 む 寒 天 培 地 （ 各 々 前 記
表 １ に 示 す 組 成 を 有 す る ） に レ プ リ カ し 、 前 者 の 寒 天 培 地 で は 生 育 で き な い が 、 後 者 の 寒
天 培 地 で は 生 育 で き る 酵 母 を 選 択 し た 。 こ の よ う に し て 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 要 求
す る 酵 母 Pa0001株 （ MATa） を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
＜ ４ ＞ 変 異 型 GSH2遺 伝 子 及 び 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 有 し 、 か つ 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム
要 求 性 を 有 す る 酵 母 （ GMP株 ； Diploid gsh2 met30 pa-） の 取 得
　 常 法 に 従 い 、 AJ14819株 と Pa0001株 を 接 合 さ せ 、 ２ 倍 体 を 取 得 し た 。 取 得 し た ２ 倍 体 を
胞 子 形 成 さ せ 、 ラ ン ダ ム ス ポ ア 法 に よ り 、 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 有 し 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル
シ ウ ム 要 求 性 を 示 す １ 倍 体 酵 母 MP株 （ MATa） を 取 得 し た 。 次 に 、 YN0002株 と MP株 を 接 合 さ
せ ２ 倍 体 を 取 得 し た 。 取 得 し た ２ 倍 体 を 胞 子 形 成 さ せ 、 ラ ン ダ ム ス ポ ア 法 に よ り 、 変 異 型
GSH2遺 伝 子 、 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 有 し 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム 要 求 性 を 示 す １ 倍 体 酵
母 GMP-1（ MATα ） 、 GMP-2（ MATa） 株 を 取 得 し た 。 GMP-1株 と GMP-2株 を 接 合 さ せ 、 ２ 倍 体
酵 母 GMP株 を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
＜ ５ ＞ GMP株 を 用 い た γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン の 製 造
　 GMP株 を YPD培 地 （ 試 験 管 4ml） に 植 菌 し 、 30℃ で 1日 振 と う 培 養 し た 。 培 養 液 を パ ン ト テ
ン 酸 カ ル シ ウ ム 0.4mg/dlを 含 む 培 地 に 植 菌 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 対 数 増 殖 期 に 培 地
を 採 取 し 、 菌 体 濃 度 （ 乾 燥 酵 母 重 量 ） が 60mg/dlに な る よ う に 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム
を 含 ま な い 培 地 、 及 び 0.4mg/Lの パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 含 む 培 地 （ 前 記 表 １ ） に 、 そ
れ ぞ れ 添 加 し 、 培 養 を 行 っ た 。 乾 燥 酵 母 菌 体 あ た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 を
経 時 的 に 測 定 し た 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 低 い 培 地 で 培 養 し
た 場 合 は 、 高 濃 度 で 含 む 培 地 で 培 養 し た 場 合 に 比 べ て 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量
が 経 時 的 に 増 加 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 以 上 の 結 果 よ り 、 GMP株 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 が 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ
ム の 不 足 に よ り 上 昇 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ［ 比 較 例 １ ］ 　 変 異 型 GSH2遺 伝 子 及 び 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 有 す る 酵 母 の 取 得
　 常 法 に 従 い 、 前 記 MET30遺 伝 子 変 異 株 AJ14819株 と 、 市 販 の 酵 母 か ら 得 た １ 倍 体 酵 母 Pa00
01株 を 接 合 さ せ 、 ２ 倍 体 を 取 得 し た 。 こ の ２ 倍 体 を 胞 子 形 成 さ せ 、 ラ ン ダ ム ス ポ ア 法 に よ
り 、 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 有 す る 、 １ 倍 体 酵 母 M株 （ MATa） を 取 得 し た 。 次 に 、 こ の M株 と
、 前 記 GSH2遺 伝 子 変 異 株 YN0002株 を 接 合 さ せ ２ 倍 体 を 取 得 し た 。 こ の ２ 倍 体 を 胞 子 形 成 さ
せ 、 ラ ン ダ ム ス ポ ア 法 に よ り 、 変 異 型 GSH2遺 伝 子 及 び 変 異 型 MET30遺 伝 子 を 有 す る １ 倍 体
酵 母 GM-1株 （ MATα ） 、 GM-2株 （ MATa） を 取 得 し た 。 GM-1株 と GM-2株 を 接 合 さ せ 、 ２ 倍 体
酵 母 GM株 を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ［ 実 施 例 ２ ］ 　 GMP株 及 び GM株 に よ る γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン の 製 造
　 GM株 及 び GMP株 を 各 々 YPD培 地 に 植 菌 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 培 養 液 を パ ン ト テ ン 酸
カ ル シ ウ ム 0.4mg/dlを 含 む 培 地 に 植 菌 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 対 数 増 殖 期 に 集 菌 し 、
菌 体 濃 度 （ 乾 燥 酵 母 重 量 ） が 60mg/dlに な る よ う に 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 含 ま な い
培 地 に 植 菌 し た 。 30℃ で 振 と う 培 養 し 、 乾 燥 酵 母 菌 体 当 た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン
含 有 量 を 経 時 的 に 測 定 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 そ の 結 果 、 GMP株 で は 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル ウ シ ウ ム を 欠 乏 さ せ た 状 態 で 培 養 を 継 続 す る
に 従 い 、 乾 燥 酵 母 菌 体 あ た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス イ テ ン 含 有 量 が 上 昇 す る こ と が 示 さ れ
た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ［ 実 施 例 ３ ］
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　 次 に 、 GMP株 の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 を 更 に 低 下 さ せ た 場 合 の 影 響 を 検 討 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
＜ ６ ＞ グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト の 作 成
　 ま ず 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト を 以 下 の よ う に し て 作 成 し た 。
Kpn Iで 切 断 し た pAUR123ベ ク タ ー (宝 酒 造  code3602)を 鋳 型 と し て 、 GSH2-AUR1-C-F(配 列
番 号 11)と GSH2-AUR1-C-R(配 列 番 号 12)を プ ラ イ マ ー に 用 い て PCRを 行 っ た 。 PCR産 物 は AUR1
-C遺 伝 子 の 両 端 に GSH2遺 伝 子 の ORFの N末 端 側 配 列 及 び GSH2遺 伝 子 の ORFの C末 端 側 配 列 を 含
む た め 、 同 産 物 を 用 い て 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 を 破 壊 す る こ と が 可 能 で あ る 。 PC
Rの 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Kpn Iで 切 断 し た pAUR123  1μ l
  10× PCR Buffer          5μ l
  dNTP                    4μ l
  10pmol/μ l GSH2-AUR1-C-Fプ ラ イ マ ー 　  1μ l
  10pmol/μ l GSH2-AUR1-C-Rプ ラ イ マ ー    1μ l
  KOD Dash DNA polymerase  0.5μ l
  MilliQ                  37.5μ l
  Total                     50μ l

94℃ 2min　 × 1cycle→ 94℃ 40sec、 54℃ 40sec、 74℃ 1min × 30cycles → 4℃ 　 ∞
 (KOD Dash　 は TOYOBO 製  codeLDP-101)
【 ０ ０ ８ ０ 】
＜ ７ ＞ AJ14861株 の 取 得
　 上 記 の よ う に し て 作 製 し た グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト を 用 い て 、 以 下 の
よ う に し て GMP株 の グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 の 破 壊 を 試 み た 。 即 ち 、 GMP株 を YPD培 地
で 培 養 し 、 そ の 対 数 増 殖 期 に 集 菌 し た 。 1Mソ ル ビ ト ー ル 溶 液 で 2回 洗 浄 し た 菌 体 を 、 以 下
の 組 成 の 溶 液 に 懸 濁 し 、 5℃ で 1時 間 放 置 し た 。
　 組 成 ：  0.1 M LiCl
         10 mM DTT
         10 mM Tris-HCl(pH7.5)
          1 mM EDTA
【 ０ ０ ８ １ 】
　 そ の 後 、 1Mソ ル ビ ト ー ル 溶 液 で 2回 洗 浄 し た 。 こ の よ う に し て 調 整 し た 菌 体 に 上 述 の よ
う に し て 作 製 し た PCR産 物 を 混 合 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 (「 バ イ オ マ ニ ュ
ア ル シ リ ー ズ 10　 酵 母 に よ る 遺 伝 子 実 験 法 」 初 版 、 羊 土 社 )そ の 後 、 混 合 物 を YPD培 地 に 植
菌 し 、 30℃ で 16時 間 振 と う 培 養 し た 。 培 養 産 物 を 、 選 択 マ ー カ ー で あ る オ ー レ オ バ シ ジ ン
A（ 宝 酒 造  code9000） を 0.2μ g/ml含 有 す る YPD寒 天 培 地 に ス プ レ ッ ド し 3日 間 30℃ で 培 養
し た 。 （ GMP株 の オ ー レ オ バ シ ジ ン Aに 対 す る 最 小 生 育 阻 止 濃 度 は 0.05μ g/ml） 生 育 し て き
た コ ロ ニ ー を 0.2μ g/mlの オ ー レ オ バ シ ジ ン Aを 含 有 す る YPD寒 天 培 地 に 塗 布 し 、 オ ー レ オ
バ シ ジ ン Aに 対 す る 耐 性 能 が 獲 得 さ れ て い る コ ロ ニ ー を 選 抜 し た 。 こ の よ う に し て 、 AJ148
61株 を 取 得 し た 。 な お 、 本 株 は 、 プ ラ イ ベ ー ト ナ ン バ ー AJ14861が 付 与 さ れ 、 2003年 １ １
月 １ ９ 日 付 け で 、 独 立 行 政 法 人  産 業 技 術 総 合 研 究 所  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 〒 305-8566
 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 中 央 第 ６ ） に 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 い て 国 際 寄
託 さ れ て お り 、 受 託 番 号 FERM BP-08553が 付 与 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
＜ ８ ＞ AJ14861株 を 用 い た γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン の 製 造
　 AJ14861株 を YPD培 地 （ 試 験 管 4ml） に 植 菌 し 、 30℃ で 1日 振 と う 培 養 し た 。 培 養 液 を パ ン
ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム 0.4mg/dlを 含 む 培 地 に 植 菌 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 対 数 増 殖 期 に
培 地 を 採 取 し 、 菌 体 濃 度 （ 乾 燥 酵 母 重 量 ） が 60mg/dlに な る よ う に 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ
ウ ム を 含 ま な い 培 地 、 及 び 0.4mg/Lの パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 含 む 培 地 （ 前 記 表 １ ） に
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、 そ れ ぞ れ 添 加 し 、 培 養 を 行 っ た 。 乾 燥 酵 母 菌 体 あ た り の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有
量 を 経 時 的 に 測 定 し た 。 結 果 を 図 3に 示 す 。 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 低 い 培 地 で 培
養 し た 場 合 は 、 高 濃 度 で 含 む 培 地 で 培 養 し た 場 合 に 比 べ て 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含
有 量 が 経 時 的 に 増 加 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 以 上 の 結 果 よ り 、 AJ14861株 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 が 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル
シ ウ ム の 不 足 に よ り 上 昇 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 、 グ ル タ チ オ ン 合 成 酵 素 活 性 が 低 下 又 は 消 失 し 、 MET25遺 伝 子 の 発 現 が 脱
抑 制 さ れ 、 パ ン ト テ ン 酸 要 求 性 を 示 す 酵 母 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 酵 母 を 、 好 適 な 条 件 で
培 養 す る こ と に よ り 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン を 高 含 有 す る 酵 母 培 養 液 が 提 供 さ れ る 。
本 発 明 の 酵 母 及 び 酵 母 培 養 液 は 、 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 飲 食 品 又 は シ ス テ イ ン 含
有 飲 食 品 の 製 造 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 酵 母 （ GMP株 ） を 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム （ PaCa） を 添 加 又 は 添 加 し
な い 培 地 で 培 養 し た と き の 、 菌 体 内 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 の 経 時 的 変 化 を 示 す
図 。
【 図 ２ 】 GM株 及 び GMP株 の γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 の 比 較 を 示 す 図 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 酵 母 （ AJ14861株 ） を 、 パ ン ト テ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 添 加 又 は 添 加 し な い
培 地 で 培 養 し た と き の 、 菌 体 内 γ － グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ン 含 有 量 の 経 時 的 変 化 を 示 す 図 。
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

(15) JP 2004-201677 A 2004.7.22



【 配 列 表 】
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