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1. はじめに

The Study of the Glycerol Production Mechanism in Candida versatilis SN-18, Glycerol 
Production Yeast* 

グリセロール生産菌 Candidaversati/is SN-18におけ

るグリセロール生成機構の解明＊
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要旨：微生物発酵によるグリセロール生産を目指し，グリセロール生産菌 Candidaversatilis SN-

18の高糖濃度条件下におけるグリセロール生成機構を解析した本酵母は，浸透圧ストレス条

件下のグリセロール生成に必須である glycerol3-phosphate dehydrogenase (GPD)をコードする

Cvgpdlおよび Cvgpd2を有しており，それらはゲノム DNA上に直列かつ近接して存在してい

た. Cvgpd2は溶質の種類にかかわらず常に一定の発現を示した．一方， CvgpdlはNaCl存在下

では直ちに転写が誘導されるのに対し， 20%グルコース存在下では培養 72時間までに徐々に誘

導されたいずれも Cvgpdlの誘導に伴ってグリセロール生産量が増加したことから， Cvgpdl

が本酵母のグリセロール生産に重要な役割を果たしていることが明らかになった．さらに，それ

らの結果は，溶質の種類や培養時間の増加によってもグリセロール生産が制御されていることも

示した本研究で明らかになった本酵母のグリセロール生成機構は，これまでの浸透圧ストレス

と関連付けたグリセロール生成機構とは異なる機構の存在を示唆した．

キーワード：グリセロール，浸透圧ストレス，グリセロール 3ーリン酸脱水素酵素，高糖濃度，

Candida versatilis * * * 

グリセロールは，医薬品や食品，化成品等の原料として

利用されている現在，その製造は高純度に精製できる化

学合成法や植物油からの精製により行われているが，過去

には微生物発酵による製造も行われていだ一3). 数多くの微

生物でグリセロールを生成することが報告されており，そ

れらの中でも特に研究されているのが，出芽酵母 Sac-

charomyces cerevisiaeである. S. cerevisiaeは，増殖培地の

ような富栄養な環境下でもグリセロールを生成するが，大

量の塩や糖類が培地中に存在するときにはその生成速度や

生成量が急激に上昇する．このグリセロール生成の促進

は，酵母の細胞内外の溶質濃度差によって生じる浸透圧ス

トレスが起因しており，その機構は分子生物学的に明らか

となっている．筆者らは， S.cerevisiaeよりグリセロール

生産性に優れた Candidaversatilis SN-18を用いた微生物発

酵によるグリセロール生産の実用化を目指している．その

ため， C. versatilis SN-18のグリセロール生産に適した培

養条件を検討するとともに代謝工学的制御のターゲットと

なるグリセロール生産に重要な因子を特定することも念頭

に， C. versatilis SN-18のグリセロール生成機構の解析も

行ってきた．本研究では，浸透圧耐性酵母 C. versatilis 

SN-18におけるグリセロールの高生産培養条件の確立の一

環として，高糖濃度条件下におけるグリセロール生成機構

につき，遺伝子・タンパク質の発現動態と浸透圧ストレス

応答との関連性を明らかにした．

2. C. versatilis SN-18のグリセロール生産

C. versatilis SN-18は， 60%(w/v)グルコース溶液のよ

＊本原稿は， 日本応用糖質科学会第 6回応用糖質フレッシュシンポジウム (2017)で一部発表された．

＊＊連絡先 (Tel.0155-49-5885, Fax. 0155-49-5229, E-mail: dmizushima@obihiro.ac.jp) 

•••Key words: glycerol, osmotic stress, glycerol 3-phosphate dehydrogenase, high glucose concentration, Candida ver-
satilis 
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図1. 高糖濃度条件下における Candidaversatilis SN-18のグリセロール生産

Candida versatilis SN-I 8 (A)を20%(w/v)グルコース， 1%(w/v)酵母エキス (B)およびそれに
0.5%硫酸アンモニウムを加えた培地 (C)を用いて培養したときのグリセロールとマンニトール生産
量およびグルコ ース残存量を示す．糖アルコールおよびグルコースの定量は，HPAEC-PADによ り定
量したエラーバーは標準偏差 (n= 3)を示す
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レスと関連付けられたグリセロール生成機構
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図 2.

うな浸透圧ストレス条件下でも生育可能な酵母である（図

l(A))りさらに， 20%グルコースおよび 1%(w/v)酵母

エキスという単純な培地組成で約 40g/Lのグリセロール

を生産することから，微生物発酵によるグリセロール生産

の実用化が期待されている菌株である（図 l(B)).しかし，

本酵母のグリセロール生産は培養後期になると上昇せず，

40g/L以上の生産量が望めない．この原因は，培養後期

に消費されるグルコースが多量のマンニトール生産へ代謝

変換されることにあると推察されたため，マンニトール生

産を抑制することがグリセロール生産量の増加に繋がると

期待されたそこで，種々の培養条件および培地組成を検

討し，それらの中で硫酸アンモニウムの添加がマンニトー

ル生産を抑制することを見出したそして，その生産を完

全に抑制する培養条件を確立したが，グリセロール生産量

は増加しなかった（図 l(C)).これは，本菌のマ ンニトー

ル生成系に供給されていたグルコースが必ずしもグリセ

ロール生成系に供給されるわけではないということを示唆

するものとなったこの結果を受け，本菌のグリセロール

生産性を向上させるためには，グリセロール生成系の酵素

の改変や代謝工学的な制御が有効であると考え，高糖濃度

条件下における本菌のグリセロール生成の甚本的メカニズ

ムを理解することが必要となった．

グリセロール生成機構は, S. cerevisiaeをモデル生物と

して解析されており ．浸透圧ストレス耐性と密接に関係し

ていることが明らかとなっている（図 2). S. cerevisiaeは．

高溶質濃度環境下に曝されると，細胞内外の溶質濃度差に

よって生じる浸透圧を解消するために細胞内にグリセロー

ルを多量に生成するグリセロールは．解糖系の中間代謝産

物であるジヒドロキシアセトンリン酸 (DHAIりがNADH

依存型 glycerol3-phosphate dehydrogenase (GPD)によって

還元されてグリセロール 3—リン酸 (G3P) へ変換された

後，それが glycerol3-phosphate phosphatase (GPP)によっ

て脱リン酸化されることで生成される•-12> . GPDおよび

GPPをコードする遺伝子は mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)カスケードの 1つである旦igh.2_smolarity glycerol 

(HOG)経路によって制御されており，転写因子と複合体

を形成した MAI》 KinaseHoglがそれらの転写制御領域に

存在する stressresponse element (STRE)配列に結合し．転
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写が誘導されることでグリセロール生成が促進される 13-17).

また， GPDおよび GPPにはそれぞれ 2つの相同遺伝子

(GPDJ, GPD2および GPPJ, GPP2)が存在し，それぞれ

がグリセロール生成において同じ機能を有する． しかし，

それらの転写誘導の条件が異なっている. GPD2とGPPJ

は，嫌気的条件下における細胞内のレドックスバランスを

維持するために誘導されるs.10.11i_ 一方で， GPDlとGPP2

は，浸透圧ストレスによって誘導されるが，その際，

GPDの発現に依存してグリセロールが生成されることか

ら， GPDが鍵酵素とされている五

3. C. versatilis SN-18における GPDの取

得と機能解析

S. cerevisiaeにおいて，グリセロール生成は， GPDを

コードする遣伝子が浸透圧ストレスによって転写誘導され

ることで促進されるという機構が明らかとなっている．こ

の知見は， C.versatilis SN-18においても同様に，高糖濃

度によって生じる浸透圧ストレスが C.versatilis SN-18由

来 GPDを転写誘導することでグリセロール生成が促進さ

れるという機構を有していることを予測させたこの予測

に基づき，先ず C.versatilis SN-18由来 GPDの単離を試

みた．

縮重プライマーを用いた PCR, 染色体歩行法， 3°RACE

法を用いて，本酵母における 2つの相同遺伝子 Cvgpdl,

Cvgpd2を取得した．染色体歩行法により，両遺伝子が同

一染色体上で直列に存在するとともに，それぞれの 5'上

流にストレス応答に関わる STRE配列の存在も明らかにし

た（図 3)18>. S. cerevisiaeは， STREが転写制御領域に存在

し浸透圧ストレスによって誘導される GPDJと， STREが

転写制御領域に存在せず嫌気条件下で転写誘導される

GPD2を有しているが6,10), 本酵母のように相同遺伝子が直

列には位置せず，それぞれ異なる染色休上に存在している

ことが報告されている19,20). また，工業スケールのグリセ

ロールを生産する Candida glycerinogenes2'・22>, Candida 

magnoliae"・24>はGPDが 1つだけであるのに対し， S. cere-

visiaeのように GPDを2つ有している耐塩性酵母 Zygo-

saccharomyces ro訟 iiにおいても，そのような報告はな

ぃ25,26), 本研究で明らかとなった同一染色体上に 2つの

GPDが直列に位置していることは新たな知見である一

方で， S.cerevisiaeだけでな<C. glycerinogenesの GPDの

転写制御領域にも STRE配列が存在することや22>, C. glyc-

5' 
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erinogenes, C. albicans, C. versatilis NBRC 10650や D.

hanseniiの GPDも浸透圧ストレスによってその発現量が

上昇することが報告されている22.27-29)_ これらのことから，

Cvgpdl, Cvgpd2が， 20%グルコースのような浸透圧スト

レス条件下における C. versatilis SN-18のグリセロール生

産に関与していることは明らかであり，直列に位置するこ

とがそれに強く寄与していることが考えられた

ドメイン構造解析により， Cvgpdlおよび Cvgpd2の推

定アミノ酸配列が多くの菌種の GPDに共通の N-terminal

NAD+ binding domainとC-terminalsubstrate binding domain 

を有することや，補酵素である NADの結合部位である

NAD+ binding motifを完全に保存していることが明らかに

なっだりさらに，両遺伝子が GPDとして機能するタン

パク質をコードし，それらがグリセロール生成に関与して

いるかどうかを解析するため， S.cerevisiae GPD破壊株を

用いた異種発現系により解析した. Cvgpdl導入株は， 0.5

M KC!, 0.5 M NaCl, 1.0 M ソルビトール， I.OMグルコー

スを含む YPD平板培地上でコントロール株を上回る生育

を示した（図 4(A)). 一方， Cvgpd2導入株は，いずれの平

板培地上においてもコントロール株および Cvgpdl導入株

を遥かに上回る生育を示した（図 4(A)). さらにそれら

の細胞内グリセロール蓄積量は，生育試験の結果と同様

に， Cvgpd2導入株が最も高い値を示した（図 4(B)). 加え

て， CvGPD2が CvGPDlより有意に高い GPD活性を有す

ることも明らかになった（図 4(C))">. これらの結果は，他

の Candida属酵母の GPD遺伝子を導入した S.cerevisiae 

が，浸透圧ストレス条件下で生育が復帰するとともに細胞

内に大量のグリセロールを生成・蓄積するという既存の報

告とも一致するため22·2•>, Cvgpdl, Cvgpd2がコードするタ

ンパク質がグリセロール生成に関与していることが明らか

になった．

4. 浸透圧ストレス条件下における Cvgpd
とグリセロール生成の関係性

S. cerevisiaeでは，溶質の種類に関わらず高濃度の塩類

や糖類による浸透圧ストレスによって Scgpdlが転写誘導

されることで，グリセロール生成が促進されるという報告

がなされている砂そのため， Cvgpdの存在が明らかと

なった C.versatilis SN-18においても同様の機構が予測さ

れたそこで，本菌の浸透圧ストレス条件下における 2つ

の Cvgpdの発現動態を半定量 RT-PCR, そのときのグリセ

3' 

王＼ 
ー1395 -262 / ¥ 1 1134 

(bp) 

-2102 ~ -2098 -93 ~ -89 
図3. 直列に位置する Cvgpd

ゲノム DNA上に直列に存在する CvgpdlおよびCvgpd2のそれぞれの上
流に， STRE配列（■)が存在した．
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ベクターを形質転換した．浸透圧ストレス条件における各導入株の耐性試験 (A),細胞内グリ
セロール蓄積量 (B)およびGPO活性 (C).エラーバーは標準偏差 (n= 3)を示す. •p < O.QI 
(Bonferroni method), • • P < 0.05 (Student's /-test). 
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図5.短時間 (3時間）の浸透圧ストレスによる Cvgpds発現動態とグリセロール生成量の比較解析

IM NaCl (A)および20%グルコース条件下 (B)における培整 3時間までの CvgpdsとCvgapdhの発現動態を半定最
的RT-PCRにより解析した細胞内 (C)および細胞外 (D)のグリセロール量はHPAEC-PADにより定最 した．エラー
バーは標準偏差 (n= 3)を示す．

-0-Extracellular glycerol 
(IM NaCl) .. Extracellular glycerol 
(20% glucose) 

ロール生成量をイオン交換クロマトグラフィーにより定量

し，その関係性を明らかにすることとした.IM  NaCl存

在下のような浸透圧ストレス条件下において， Cvgpdlは

ストレス負荷後 10分までに転写誘禅され（固 5(A)), それ

に伴って細胞内グリセロール蓄積量 も上昇 した（図 5(C)).

一方で， Cvgpd2が培養 3時間まで常に一定の発現を示し

たことから（図 S(A)), 直列に並ぶ両遺伝子はそれぞれが

独立 して制御されることでグリセロール生成に関与してい

ることを示した特に，IM NaCl存在下における本菌の

グリセロール生成には， Cvgpdlが関与することが明らか
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となったしかし，20%グルコース存在下においては，

両遺伝子の発現量はともに，培養 3時間まで大きな変動は

なく ，細胞内グリセロール蓄積量と細胞外グリセロール生

成量の顕著な増加も見られなかった（図 5(8), (C), (D)). 

以上の結果に加え， 20%(1.1 M)グルコースの浸透圧と

等しくなるように糖類（グルコース，ソルビトール），塩

類 (NaCl,KC!)をそれぞれ加えた培地で培養したとき，

本酵回の細胞内グリセロール蓄積量は，塩類を加えた培地

のみで明らかに増加した（図 6). このことか ら，グ リセ

ロール生成の制御は糖類と塩類で異なることを示し，糖類

による浸透圧ストレスでは， 3時間程度の短時間の培養に

おいては， Cvgpdlが転写誘導されないためグリセロール
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生成も促進されないことが推測された実際に 20%グル

コース存在下では，グリセロール生成量は培養 48時間目

から増加していることを考慮すると， グリセロール生成が

浸透圧ストレス以外の要因によっても誘導されていること

が考えられることや， S. cerevisiaeの代謝が高糖濃度存在

下ではクラブッリ ー効果によって劇的に変化することが知

られていることから呵本菌のグリセロール生成の誘導が

培養時間もしくはグルコ ース濃度によっても制御されてい

ることが推測されたそこで，本酵母を 2%グルコースお

よび 20%グルコース存在下で 72時間培養し， Cvgpdl,

Cvgpd2の発現量 とグリセロール生成量の動態を比較解析

した（図 7). 2%グルコース存在下においては， Cvgpdl,

Cvgpd2の発現量は，リファレンス遺伝子の Cvgapdhと類

似した動態を示した（図 7(A)). 一方で， 20%グルコース
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両遺伝子の発現動態には負の相関性が見られた（図 7(8),

(C)). これらの結果から，本酵母のグリセロール生成は，
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になったすなわち，高糖濃度存在下における本酵母のグ

リセロール生成は，浸透圧ストレスだけでなく培養時間の

経過や，生育に過剰量のグルコ ースの影響によっても誘導

されることが示唆された
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5. おわりに

本研究では，高糖濃度条件下における C. versatilis SN-

18のグリセロール生成機構を解析し，グリセロール生成の

鍵酵素である GPDをコードする Cvgpdlが重要な役割を

果たしていることを明らかにした．これまで，グリセロー

ル生成機構は，溶質の種類に関わらず細胞内外の溶質湊度

差によって生じる浸透圧ストレスによって誘導されると考

えられてきた しかし，本結呆は，高糖濃度条件下におけ

るグリセロール生成機構が浸透圧ストレスに関連付けた従

来の機構だけでなく，グルコース代謝の過程で生じる別の

要因によっても制御されていることを示すものとなった
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