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1. 研究の目的と背景
　小麦の制限アミノ酸であるリジンの強化においてはリジ
ン添加小麦粉を用いた製パンが試みられている．しかしリ
ジン添加法では，製パン工程における損失率が問題とな 
る．一方，パン酵母（出芽酵母）の液胞には，リジン等の
塩基性アミノ酸が細胞全体量の 90％程度蓄積されること
から，リジン高含有パン酵母株の育種開発により，リジン
強化パンの新たな製造工程が開発できると考えた．本研究
では，酵母液胞へのリジン蓄積に関する基礎的知見を得る
ことを目的とし，液胞リジントランスポーターの同定と機
能解析，およびその機能強化変異株のスクリーニングを
行った．

2. 研究の方法
　酵母の生育阻害剤であるチアリジン（リジンアナログ）
を用い，チアリジン耐性を指標として，液胞へのリジン取
込みが亢進した酵母株をスクリーニングした．チアリジン
耐性株について，さらにアミノ酸分析装置を用いて液胞内
チアリジン蓄積量を定量し，高度リジン蓄積株の単離を試
みた．並行して，新規液胞トランスポーター同定のために，
GFP 融合型推定トランスポーターの網羅的局在解析およ
びアミノ酸分析を行った．

3. 研究内容
　リジントランスポーター欠損株および野生株について，
チアリジン感受性となる薬剤濃度を設定し，高度チアリジ
ン耐性を示す活性化型トランスポーター発現株の取得を試
みた．しかし，同条件で細胞内・液胞内アミノ酸／チアリ
ジン含量を定量した結果，当初対象としていたトランス
ポーターは，単離液胞膜小胞によるin vitro での活性測
定結果と異なり，in vivo ではリジン取込み活性が非常に
低い可能性が示された．目的の変異体獲得が困難であると
判断されたため，リジン取込みに関与する新規液胞トラン
スポーターの同定を集中的に行った．筆者らのグループで 
は，酵母に約 250 個存在する推定トランスポーター遺伝
子の GFP 融合型発現ライブラリーを構築中である．各々
の細胞内局在を調べ，これまでに液胞膜局在性トランス
ポーターを複数同定した．さらに，これらのうち破壊によ
り液胞内リジン含量が著しく減少する遺伝子 X の同定に

成功し，現在輸送活性評価，活性部位の特定など，リジン
トランスポーターとしての機能解析を進めている．

4. 研究の実施経過
　3 に記したように研究遂行中に目的変異体取得が困難で
あると判断されたため，手法を変更し，リジン輸送に関わ
る液胞トランスポーターの網羅的探索を行った．GFP 融
合型タンパク質の局在解析とアミノ酸定量の結果，液胞へ
のリジン蓄積に関与する新規遺伝子の同定に成功した．こ
の点について解析を進め，2018 年度中に 4 件の学会発表
を行った．さらに，当初の対象トランスポーターとそのホ
モログについて輸送活性の生化学的解析を行い，アミノ酸
トランスポーターとしての性質を明らかにしつつある．こ
れについては 4 件の学会発表を行い，現在論文投稿中で
ある．また同時に，液胞への蓄積量増加に加え，細胞外か
らのリジン取込み活性を増強した変異体を作製する目的
で，細胞膜局在性アミノ酸トランスポーターの栄養条件に
応答した局在変化・分解メカニズムの解明に向けた研究を
進めている．

5. 研究から得た結論・考察
　本研究により，推定液胞トランスポーターをコードする
新規遺伝子が取得された．現在，アミノ酸定量および単離
液胞膜小胞を用いた輸送活性測定の両方において，本遺伝
子が液胞へのリジン蓄積に関わるという結果を得ている．
今後は本遺伝子を軸として，液胞への高度リジン蓄積株創
成へむけた研究が進捗すると期待される．

6. 残された問題，今後の課題
　液胞リジン排出トランスポーター遺伝子の破壊と，本研
究で同定したリジン取込みトランスポーター，さらには細
胞膜リジン取込みトランスポーターの高発現株を組み合わ
せることにより，液胞内にリジンを高度に蓄積したリジン
強化酵母の育種開発が可能である．これはセルフクローニ
ングにより作製可能であるが，消費者心理を考慮すると，
遺伝子操作を伴わない変異体取得が望ましい．今後，様々
な培養条件におけるリジン高度蓄積株の表現型を明らかに
することにより，リジン強化酵母の新たなスクリーニング
系構築が必要であると考える．
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リジントランスポーター発現変異株の創成
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