
三意大生物資源紀腰  

第23号：81～96  
平成11年12月1E】  

酵母のキラー因子研究と杭菓菌剤としての応用  

木村哲哉＊・苅田修一＝・栄冠和郎＝大宮邦雄＊  

三蔑大学塵物資源学部●，遺伝子実験地股＝   

StudiesonYea＄tKi11erIデaetorsandTheirUseforAnti－fung一見lAgenもS  

TetsuyaKIMURA’，ShuichiKARITA’．，KazuoSAKKA・andKunioOHMIYA・  

●yaeuityorBioresources，MまeUniversiもy，  
‥CenterrorMoleeularBiolog・yandGenetics，でsu，Mie514－8507，Japan  

Abstraet  

Thekillerphenomenoniswidespreadamong・Variousgcneraandsp8Ciesofyeasts－  
Killeryeastssec摘epolypeptides，knownaskillerraetorsthatkま11＄紺Sitivestrainsor  
y陀StS，in抽¢まrculturemedium・Among血esefactors，HM－lor肋托ぶe花㍑ヱαmrα妬IFO  

O895hasunlqu8f組tureS．Ithashighstabiliもy色galnStheaもtreatm¢ntandisstablein  
wideapHrange・‡talsokillsavarietyorotheryeaststrains・Thekilli咽meChanism   
andThecellwallreceptororHM－1havebeenextensivelystudied．Thesesもudiesst噂geSt  
thatHM－1canb8uSなdasanantトfungalag紺t，WhilemolecularmechanismofKlkiller   
faetorofSE7CehclrOmyCCSCereL，isioe．lくillerfacLororKZuyuero′町CeSIczcEisandSMIくTof   
Pic／lictJhrinos貢al・Calsodeseribc〔l．  

KeyWords：Antiイungalagent・Killerractor・ガα柁gg托比£αmrαた㍍●ぶαCCんαrOmツCe  

Cereび乙βlαe  

YeasとCultur¢の保存株を系統的に調姦し，28鳳148  

櫻964疎から7属，59殊にキラー株の存在を報告して  

いる㌔ Wicknerは，代表的なキラー株について，お  

互いのキラーにたいする免疫性（キラーに対する抵抗性）  

から，KlからKllのグループに分類した3〉。しかし，  

これらに当てはまらないキラー鋏も多く和暦され，また，  

キラー株の枚索において，どの株を感受性の検定に使う  

かによって膨大な組み合わせが生じ，どれだけのキラー  

株が存在するのかは見当もつかない。   

酵母といえば酒類の製造が遜悪される。ビール醸造や   

緒  嘗  

ある微生物が，同様の他の株を殺す現象は，大腸菌の  

コリシン生産棟やバクテリオシン生産細菌でよく知られ  

ている。酵母でも同様の現象が見られ，1963年にこの  

現象をはじめて見つけたBevanとMakowerによって，  

他の株を殺す側をキラー株（killer），殺される側を感  

受性株（8enSitive）と命名されている1）。1970年代に  

なって，多くの研究者がキラー酵母の検索を行った。特  

にPhillislこirkとYoungはNationalColleetion of  
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もとに新たな抗褒薗剤の開発に発り出した。もっとも注  

目されたのが，ガα花ぶe花比Zαmrαゐ£まが生産するHM－1  

である。このキラー園子は，耐熱性や分子j汲の大きさ，  

紬泡壁の合成を阻止する性質などから，新規抗襲蘭剤の  

モデルとして最適とされ，近年の分子生物学，構造生物  

学の進歩によって，その立体構造や作用機構がもっとも  

解明されたキラー園子となった。本論文ではHM・1を  

中心にして，キラー因子の研究の歴史と政近の研究成果  

について記述する。  

1．ガα花ぶe花王iねmrαた£～lFOO895株の分泌するHM」   

キラー因子   

助托ぶe托㍑払偶には多くのキラー酵母の存在がわかっ  

ていたが，ガα花ぶe花昆～α属が洒歎などの製造に利用でき  

ない点や，形質転換系も確立していないことなどからあ  

まり注目されていなかった。しかし，これらの申から極  

めて安定で，作用範囲も広いHM－1キラー園子が見つ  

かったことから，製薬金光を中心にして近年ではもっと  

も注目され，研究も進展したキラー園子となった。  

1．1ガα乃ぶe花αね屑酵母のキラー株検索のHM－1の発   

見   

助柁βe花比まα属静母についてほ，その生理的性質などに  

より，原始的な1薗株から派生したとされる5つの系統  

発生グループに分けられていた。肋花ぶeれ㍑£α属にはキラー  

株の多いことが知られていたが，野本らは，系統グルー  

プに従って代表的な株のキラー活性を調べ，同じグルー  

プに属する且m和ゐii，及ぶα£㍑r花昆勇ガ．わeむerま柁C最よ  

など土屋型の胞子を形成する株は，大部分がキラー株で  

あり，かつ，他の多くのキラー株をも殺すことがで轟る  

強力なキラー株であることを見いだした¢）。また，これら  

は他のキラー株にほとんど殺されないことを報告している。  

この後，リボソームRNAの塩基配列から，これらの属  

する株をⅣは歳卯壷として，従来阻払肌鍾削融から分け  

る提案がなされているT）。山方残りのガα托βe托比払を  

ダicんiα偶に含めるという提案も同時にされているが，多  

くの研究者は肋几ぶだ乃㍑ヱαという名称を使用しており，  

本箱文でも肋托ぶe花㍑まαで統一する。その後，且mrαた££  

IyOO895株の分泌するキラー因子が，熱処理や広範な  

pHに対して極めて安定であり，他のキラー因子とは異なっ  

た特徴を有していることをが報告された8）。   

清酒醸造などの現場で，ある時期に野塵瀾凋の混入で醸  

造株が完全に駆逐され，製品の品質が低下する現象が，  

実は野生のキラー酵母の混入によって醸造株が速やかに  

殺され，微生物相が変化するためであった。国税庁醸造  

試験所の大内らほ清酒酵母の広範な検索を行い，比較的  

高頻度でキラー株の存在することを報告したj）。また，  

清酒醸造に利用される協会酵▲母のいくつかほ，野生のキ  

ラー殊に対して感受性が高く，汚染の原因であることが  

考えられたので，キラーに対して耐性の変異を独得した  

醸造辣の育種も行われた＄〉。この他 ワイン酵母や，漬  

け物，味噌などからもさまざまなキラー酵母の検索が行  

われた。   

キラー酵母の検索が進む一方で，1980年代に入り，  

キラー園子の精製がすすめられ，それぞれ，全く異なる  

分子蒐の蛋白質であることがわかってさた。また，分子  

生物学の進展により，キラー園子をコードする遺伝子の  

解明が進められた結果，プラスミドにコードされるもの  

や，染色体にコードされるものなど，キラー園子は実に  

バラエティーに富んでいることがわかってきた。また，  

SαCCゐαrO汀乙ツCeぶCgreU£ぶよαだから見つかったKlキラー  

因子の分泌が，褒核細胞の蛋白質分泌モデルとして利用  

され，先駆的で優れた研究がなされた。1980年代後半  

からは，蕊cだ㍗紺iβ£αeが衷核細胞のモデル細胞として  

脚光をあびはじめ，これにつれて，キラー園子自体の研  

究から，次節にキラー因子を利用した酵母細胞の研究，  

すなわち，細胞壁の合成や，細胞膜とイオン輸送，細胞  

周期とシグナル伝遵系といった炎核紬掛こ普遍的に存在  

する現象解明へと研究がシフトしていった。このころか  

ち，醸造現場などに清潔で汚染の少ないシステムが導入  

され，野生株混入の危険が減少するに伴い，キラー因子  

の産業への応用の潮待が薄れ，多くの研究者がキラー園  

子の研究から撤退属していった。ところが，1990年代  

に入り，医療分野で抗生物質やステロイド別の発達で減  

少した紬蘭の感染症にかわり，酵母や糸状薗のE絹l〕鬼感  

染による患者が増大し始めた。さらに，エイズ患者の増  

大に伴い，カリニ肺炎などカビによる感染で死亡する患  

者が増加がみられ始めた。これらの蟄蘭ほ，細菌と異な  

り，寮剛泡の機構が動物と近いため，抗菌剤を開発しても  

人間の細胞にも恕性が出てしまうことから，有効な抗褒  

菌剤の開発が急務となった。そ・こで，製薬企業の多くが，  

キラー因子に目を付け，キラー園子の構造や作月］機作を  
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表9株のキラー園子を調べだ2）。しかし，ガ．mrαた£i  

と且££㍑r花uβ以外には，相同憮が高いと思われるキラー  

因子の存在は示唆されなかった。政近になり，蛋lヨ質構  

造の解析技術の進執こよって，HM－1の立体構造が明ら  

かにされ，βシートが平行してつながった構造をしてい  

ることがわかった1㌔今後，構造と作用機桝との閑適が  

明らかにされるであろう。  

1．3 HM－1作用檎構   

糖製されたHM－1を用いて，感受性株であるぶ．  

cereuiぶまαeに対する影轡が調べられ，アルカリ不溶性グ  

ルカン（β－1，3－グルカン）の合成がHM－1添加後，15  

分で停止することが見いだされた】4）。グルカン合成が，  

短時間で停止するのに対して，DNAやRNAの合成，  

タンパク質，脂質の合成は大きな影響は受けないことが  

示された。さらに，感受性砕から単離した細胞膜画分を  

使い，HM－1によってグルカン合成酵系晴性が阻寒さ  

れることが示された。この結果から，山本らは，HM－1  

の作用機械は，感受性株のグルカン合成を阻沓すること  

にあると報督した。当晩 酵▲母細胞壁主成分のグルカン  

合成をする酵素に関しては，10年以上も研究が進展し  

ておらず，HM－1の作用機構の解明が，酵母の細胞壁合  

成の解明と抗戴薗剤開発につながるものと期待された。  

その後，日本ロシュのグループほ，HM－1と締各種細胞  

壁成分を混ぜて感受性酵母に加え，HM－1の作用を抑制  

する成分を探すという方法をj羽し、て，細胞腰のどの成分  

がHM－1と結合すのるかを調べだ5〉。その結果，グル  

カンや，マンナンだけが，HM・1の作用を抑制したこと  

から，HM－1の受容体はこれらの成分ではないかと推窪  

1．2 HM－1の埼造   

山本らは且mnαたiiiFOO895株の生産するキラー因  

子の特徴的な性質に潜冒し，医療分野への応用をl∃的と  

して，まずキラー因子の化学的な分析が必須と考え，キ  

ラー因子の精製を行った9）。培餐上澄みを濃縮して，粗  

酵衆を得た。これをマウスに免疫し，モノクローナル抗  

体を作成した。これらの抗体の車で，キラー活性巷申㈲  

する抗体を選抜し，抗体カラムを作成して，粗酵紫蘭分  

よりキラー因子を漉縮した。精製したキラー園子を  

HM－1と命名した。分子数は約1万で，精製タンパクか  

らアミノ淑配列を決定したところ88偶のアミノ酸から  

構成されていた。100℃で10分怒沸しても安定で，pH2  

からpHllまで安産であった。88アミノ放と分子駿が  

小さいうえに10偶のシステイン残基をもち，S・S結合  

でコンパクトな柄遺をしていることが安定性と関係する  

のではないかと推定された。著者らは，このアミノ酸配  

列をもとに合成ブロープを作成し，染色体ライブラリー  

からH髄トトをニードする遺伝子を単離した10）。推定ア  

ミノ酸配列は，山本らの決定したものと100％山致した。  

N末端側に37アミノ酸からなる分泌シグナルが存在し  

た。また，同じプロープを用いて，及ぶα£はrJl㍑5IyO  

Ol17の染色体ライブラリーをスクリーニングし，86％  

の相同性をもつ遺伝子を得た（Fig．1）。ガ．ぶα£㍑r花㍑ぶ  

も且mrαゐfほ極めて類縁であり，性質の似たキラー  

因子HYトを分泌することが報告されている1i）。これら  

のことから，同じグループに属するガα乃βe乃㍑払には，  

よく似たキラー因子を分泌する可能性が考えれられた。  

そこで，HM－1遺伝子とHYI抗体を使って，サザンプ  

ロッティングとウエスタンプロッティングでこの属の代  

………；二芸巨蓋三…  

莞≡ミ 

Fig，1．Ali卯mentOraminoacidsequencesorHM－1and‡iYI．Arrowheadindicatestheproc¢SSed  

Sitesrecc唱nizedbyKEX2－1ikeproもeinase．   
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を添加することで，HM－1の作用を抑制できることも示  

した。このような形態的変化の特徴は，パブラカンジン  

やエキノカンジンといったグルカン合成酵爽阻寒剤でも  

観察されている。政近になって，HM－1がぶ．  

cereリisiαeより精製されたグルカン合成酵素を阻害する  

ことも示された重さ一】甘〉。づしかし，この実験では，用いられ  

たHM＿1の浪度は，細胞に対する致死濃度よりもはる  

かに高濃度のHM－1を添加しないとグルカン合成酵素  

の阻智がおこらないことや，完全に酵紫活性を阻察する  

ことができないなど不明な点も残されている。また，ソ  

ルビトール存在下でHM－1処理した細胞を，もう血庶  

した。その後，著者らはHM・1で処理した細胞の形磯  

的な観察を行ったところ，出芽した細胞や，出芽後に細  

胞が分離する部位（Budneck）で細胞壁に穴があ凱  

細胞内の物質が漏出しているところを観察した（Fig・．  

2）沌）。これらの部位ほ，グルカン合成酵素が局在化し  

ている部位と血致する。これはHM－1がグルカン合成  

群衆を阻薯するため，正常な細胞壁合成が阻害され，浸  

透圧ショックで細胞が破裂して死んいでいることを示唆  

している。小宮山らも同様の観察を行い，HM・1処理後  

にRNAや蛋白質が漏漉してくることを報哲してい  

る17）。また，培地ヘソルビトールのような浸透圧保液剤  

yeastcellswithout  

I－Ⅰ入1－1Ll・ealIlleIlt  

y組StCelltreatedwi軌HM－1  

Fig．2．MorphologienlchaIlgeSincellstreatcd、、，ithllM－1・  
S．ce71eL壷～nc ecils＼＼rere treated witllIIM－1and  
obsel・ved＼＼・iLh a scanni岬 CIcctron mieroscopeL  
RNAandothercomponenもSWeredischarged from  

thebudneclくandbuddingsite一   
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形儲形成や増殖を制御していることが知られていること  

から（Fig・．4）弘紺，グルカン合成は細胞にとって極め  

て窓費な役割を演じていると考えられる。さらに，細胞  

の形態をモニターし，異常が生じると細胞周期を停止さ  

せる機構（形態チェックポイント）の存在も報告されて  

いることから犯），HM－1による作用は細胞の活動を根斉  

的に乱して細胞を殺しているのかもしれない。  

HM＿1のない培地へ植えてやると，再度増殖を開始でき  

ることから，HM・1とその受容体との結合はそれほど強  

くないことが示唆された。   

近年£cereびisiαeより精製されたグルカン合成酵紫  

はRholタンパクと呼ばれる低分子盟GTPaseによっ  

て活性が制御されていることが示された（Fig．3）2¢）。  

RholはプロテインキナーゼC〈Pkcl）とMapキナー  

ゼ系の支配下で，外界の刺激や細胞周期に応じて細胞の  

Fig．3．Schematic modelof glucan s〉・nthase andits regulation by  
RhoIGTPase．Rh01GTPaseEiCti＼▼aLeglucansynthaseandregulaLethc  
Synthesisofcellwallgllユean．HM－1inhibitstheg・1ucansynthase．  

・三「   

／ れ寧。＼  
Bnl      （Protelnklnase C）  

Glucan synthase  

／  

Regulat10n Of  

actlon and 

CytOSkelton  

Regulatton of 

the cellwaLIsynthes王s  

Fig．‘l．Target or the PhoIGTPasein S・CereUisiae andits  
runcもion．   
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1．4 出芽酵母を用いたHM－1受容体の解析   

出芽酵母蝕ccたαrOmプCeぶCereUiぶiαだは，遺伝学的な  

解析のしやすさから，褒核細胞のモデルとして盛んに利  

用されてきた。キラー因子の作用機構の解明にも，耐性  

変災妹の単離と，その変災を相劇する遺伝子の解析をす  

ることで，キラー作用に関わる遺伝子が解析されてきた。  

HM－1についても同様の手法がとられ，いくつかの蒐伝  

子が発見された。米国のシェリング・プラウ社のグルー  

プは，且cだreU£giαeキラー耐性株を多数分離し，いく  

つかの変異相舶洋に分類しだ′－｝。これらのうち，細胞壁  

可溶化酵衆ザイモリアーゼに対する感受性が変化する変  

異株を選び，この変異を相緋する遺伝子∬Ⅳ月々を単離  

した。彼らはこの遺伝子を破壊するとザイモリアーゼ感  

受性が変化するのみでなく，細胞のグルカンが減少する  

ことから，Å仇〔罠夏カゞグルカン合成に一娼与するタンパク  

をコードしているのではないかと推察している。殺鼠  

∬Ⅳ月〃カi，細胞壁成分のキチンを合成する酵素の発現  

を制御しているという織哲がされている25）。lヨ木口シュ  

と東北大のグループは，過剰発現で細胞がキラー耐性に  

なる遺伝子〃∬月プを単離した糊。さらに，この遺伝子  

は細胞の増殖に必須で，C末梢側を欠失させると，細胞  

の増殖や形態に異常を生じることを見いだした27）。筆者  

らも，HM－1耐性変親株を多数分離し，相補群に分けた。  

これらほ，主に3つの相補碍に分類され，これらのうち  

2つについて変異を相補する遺伝子を単離した。刷▲つは  

新田腹壁マンノプロテインのアスパラギン結合彗望糖鎖のコ  

ア部分を合成する酵素をコードする遭伝子A以謂と同じ  

でありl＄〉，もう晶つば，コア済雪組をポリペプチド鎖＊の  

アスパラギンに転移する酵素（01igosaccharosyl  

transrerase）のサプユニットぶr73をコードすること  

がわかった（yig．5）28）。これらの結果から，キラー耐  

性化は細胞壁構造の変化によることが示唆された  

（Fig．6）。また，HM・ユ．の最終ターゲットはグルカン合  

成酵素であるが，HM－1は教祖に細胞壁のマンノブロテ  

ィンか，あるいは糖鎖や糖構造を認撤して結合している  

可能性が示唆された。しかし，現在まで，細胞表層に  

HM－1の受容体が存在する砥接的な証拠は得られていない。  

1．5 病原性酵母に対するHM－1の作用と臨床への応用   

医療分野での褒菌症の増大については緒言でも述べた。  

そこで，精製HM－1を使って，臨床由来の砂軋 糸状  

漸類に対する慮小発暫阻止漉皮（MiC）が調べられ  

転outerm乳nnOSee血色iヨ  

g9 clucose 

01l：…．．。Sぐ  Ås・・〔彗≡ヨ  

TransfertoAsnofmannaTlOPrOtein  

EヨN－Aeety極‡u瑚Samin  

Fig・5・Sci－ematic dI・aWlrlg Oぎ an core－Oiig・OSaCCharide or  
manllOprOtein．Shadedmannoseresidueisaddedbythe  
AエG∂gene product．ThQ black mannose residu¢and  
three gltlCOSe】・eSidues a王・e not preSent On the oligo－  

SaCCharide or mannoprotein since these residues are  
n軍nPVedberく）rebei】1g・もram5rerヱ、edtoprotein．〉rrlleMNN9  

genel）rOducも adds 血e outer mannose chairlarter  
COreOlig・OSaCChaI、ideist】■anSrerredtoaproteiT】．   
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Fig．6．Sch¢maもic drawir将Or killer actiollby HM－1．HM－1  
bindsthepuもativerecepteri11thecellwallofscbsiもive  
Celi，theJlisint肝nalまzedi】1tOtlleeellwallbyun主くnOWn  
mechanism．Fina】1y，IIM－1inhibit the glucan  
Sy王1thaseorthetarg・eもCell，  

たZ9〉。その結巣，HM－1は子嚢俄酵乳 子鹿繭糸鮒泡子  

酵母にはよく効いたが，坦子菌糸の鰊胞子酵母や糸状菌  

には効果がなかった。この結果は，紳胸壁にグルカンを  

多く含む酵母には，HM－1は作用する山方で，キチンを  

主成分とする殊にほ作用しないことを示しており，先に  

述べた，HM－1の作月ヨ機構とも閑適している。エキノカ  

ンジンやパブラカンジンといった，グルカン合成阻寒剤も  

よく似た抗菌活性を示すことから，HM－1の作用機構と  

紬胞壁構成成分の関連が強く示唆される。臨床的に成層  

なCαJtdi血αヱわ～cα乃ぶに対して，HM－1の効巣が弱いこ  

とが応用へのネックと考えられる。しかし，HM－1の構  

造と作用機械との関連が明らかになれば，蛋白質工学的  

手法を用いて，C．α蹴cα乃ぶにも有効なキラー因子をつ  

くることも可能となるであろう。また，HM－1の南棟に  

対する選択敵性を利用して，膣褒菌症の主要病原菌であ  

るCα7tdよ血属を簡便に分類するプレート培寒法が開発さ  

れ 早期の病原菌分類に利月号できることが報告されてい  

る3ひ）。これは，同町山｛薗棟内での，キラー因子の選択的作  

用機禰宜利用した，biotyping・の方法として注lヨできる。  

1．6 日M－1の醸造食品への応用   

酵母を利用する発酵工薬や醸造業では，その‡卦的に応  

じて適した酵母が利用される。しかし，味噌や醤油といっ  

た伝統的な醸造業では，発群を開放系で行ったり，ある  

いは製造コストとの関係で，十分な殺菌幾蔽を導入でき  

なかったりする。発静過程で野生静母の侵入を受けても，  

食中鴻の様な農大な汚染はおこらないが，収率の低下や  

品質の劣化を招くことが多い。しかし，野生酵母も同じ  

稀属であることが多く，汚染の排除には薬剤が利用でき  

ない。この様な目的に対して，自分以外を殺すキラー園  

子の性質は有用であり，これまでむ清酒やビール，ワイ  

ン醸造では多くの研究がなされ，いくつかば実用化され  

ている。従来知られていたキラー‡封子はいずれも耐熱性  

が30℃くらいまでと低く，pH安定性も狭い範囲のもの  

しかなかった。また，作用する属も狭く，実用性が低かっ  

た。HM－1は従来のキラー園子と異なり，安定性が高く，  

作用する酵母類も広い。そこで，HM・1を餞造食品の野  

生酵母汚染防止に利用しようとする研究がいくつかなさ  

れた。鍵山らは，槻精製したH朋－1をつかって，味噌  

や醤油などに野≦‡三静母が混入することを防止できること  

を報告した（相関 昭62－40272ヒゲタ醤油）。著者らも，  

味噌，醤凝愕どの醸造現域から分離した野生酵母を用い  

て，HM－1が作用するか調べた。その結果，大部分の野  

生絡勧こ対して，HM－1は効果のあることがわかった   
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HM－1を生産させることができれば都合がよい。そこで，  

樽酒酵母をモデルにして，HM－1を安定に生産させる方  

法を開発した。宿主となる酵母自体がHM・1に感受性  

を示したので，変異処理を行い，HM－1耐性辣を得た。  

これに，酵母で強力に働くアルコールデヒドロゲナーゼ  

プロモーター下でHM－1遵伝子を発現させた31）。当初，  

プラスミド塾のベクターにのせて発現をさせたが，宿主  

（でablel）。また，醸造現場で生息するいくつかの蘭株  

についてキラーの感受性を調べた結果，∬．ヱαCよ£βやぶ．  

cereuis£αe OO7といったキラー株に対して，HM－1は  

作用範開が広いことがわかった（Table2）。HM・1を  

精製し，添加することば，HM－1の生産コストや，数カ  

月にも及ぶ発酵期間を考慮すると難しい。そこで，醸造  

酵母自体にHM－1遵伝子を導入し，発酵期間中に  

でablelIsolaもionorwildyeastsfrommiso，Shoyuandoth¢r  
fcrmentatedfoodandtheirsensitivitytoHM－1  

source GroupI Group2 Group3 Group‘l Group5 Group6 0Lhers Total   

0  0  11  0  0  4  15   

0  0  10  0  3  7  20   

0  0  9  0  0  4  13  

Miso  O  

Shoyu  O   

Urlknown  O  

Total  O  O  O  30  0  3  15  48  

Seも0 0   0  
0  29  0  0  9  38  

8．Cα乃d£血gro乙岬V  

C．即妙morpたα  

C．～rop乙Cα鮎  

4．タicゐα－かeわαアワOJ乃ツeeぶ  

且．極ri花0βα  

エ〉．九α乃βe花ii  

5．月■α托ぶe花㍑ヱα  

月二α花Omα払  

忍∴蝕旦那購読ねk鋸  

6．Cα几d£血gro乙岬Ⅳ  

C．．ねmα£α  

Gl、Oupl．Z．ro山高  

Z．むα言ヱ£i  

2．Cα乃di血gro岬Ⅲ  

C．e£c九eヱヱβii  

C．んα～0′iかα£qp最ぬ  

C．ぬ～op最～α  

C．〃l即IJlrlq巾c亡ビnざ  

C．花Odαe718iβ  

C▲Uerぶα££g£ぷ  

Tablc2Ⅰくilleractivityorse＼・eralkillerstrains  

jこ gαC£fg  艮cereびiβ£αe   且mJ・α如i  月．8α£昆㍗汀uβ   

1267  007  0895  0117   
killer strain 

testedstrain  

C．e£c九e～～β£ilOO37  

C．ugrさα£王Zヱ£glOO56  

C．ぴerぶα££gヱiぶ10038  

か．九α花ぶe托よ；0855  

か．£αmαri£0854  

且α花Omα払0144  
∬α花Omαヱα0569  

Z．rouズ£i£0494  

Z．／・OHごir O510  

Z．J・OM諭0517  

＋   ＋＋  ＋＋  

一
日
H
一
一
一
一
 
 

∴
＝
－
 
 

orus1730  

Killeractivity＋ki11ing－nOn歳illing  
A＝stl・ainscxceptS．ccreL・isiae OO7、、！ereObtainedfromInstituleorFcrmentation．Osaka．  
蕊cereぴfぶ£αe OO7isKyokaiyesat．   
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に強い醸造株を育種することが可能になるであろう。  

2．各種キラー酵母について   

これまでに数多くのキラー酵母の報告がされているが，  

キラー園子の精製や，作用機構まで追求された研究は少  

ない。以下に，キラー因子が精製され，作用機械や受容  

体などが研究されているキラー静j澄について述べる。  

内でのベクター保持が不安定であった。そこで，染色体  

へ多コピー組み込むタイプのベクターを開発し，鰍母に  

導入したところ，安定にHM－1を生産するようになっ  

た（Fig・．7）。このHM・1生産型酵母を用いて，  

肋氾ぶe花㍑gαα花Omα払と共存培養モデル実験を行った  

ところ，‡邪心1生産棟は，もとの宿主に比べて  

ガ．α花Omαヱαの生育を抑制することができた（yig．銑  

この手法射也の実用株に応用することで．野生株の汚染  

Cbrom¢苫Om¢Ofざ．¢ergγ止血e  1nt一旦r8tionorth叩l且Smid   

Translbrmaml  

Nonlransrbrmant  

Fig．7．Tl・とlIISrOt・llnfltionorS．ccrL壷iaeb〉▼theintegralionplasmidhELrboI・ingl－IM－1cneodinggane．1丑ト1  
rcsislanLmutantScer血sicle＼＼・ELSLransformcd＼＼▼iththcplasmid．IntCgration＼＼・aSCnrried out Elt  
拍edQltかSS8que‡1Ce50n班e蕊ごereぴねgαgChoromo占Ome．Hig・bfrequenもtrans∫orma貢on e汎ciency  
wasacheivedsincetherearemanydelta－SequenCeSinthehostcell．Transformantswereselected  
onLheCcru1cllinplatC．ThetraIISformantsweretesLedforlくi11cr acti＼・it）▼agai】一St HM－1scnsitivc  
statin．A［ter strealくing ofthe trELnSrOrmant and110n－tra】1Sformant．thc eulture orいIe SenSiti＼，C  
sとrain∬α乃OmαヱαWaさSprayedontわ8plate，Clearzone（growthinhibitoryzoneorthesensitive  
strain）wasobservedaroundthetransどormanも．   
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2．1Klキラー酵母   

Klキラー因子はMakowerとBevanによってキラー  

酵母（助cご九αJ・OmツCeぶCereU£βiαe）から政初に発見さ  

れたキラー園子である。細胞質申にある二本鎖RNA  

（ds民NA）にコードされており，さらに，宿主がキラー  

に耐性を示すのは，このプラスミド上にある免疫性タン  

パクをコードする遺伝子のためであることも示されてい  

る32’3㌔ この免疫性蛋白質は，キラー園子の疑似受容体  

となって，細胞にキラー免疫性を与えると推定されてい  

るが，麗按的な駁拠は得られていない。精製されたKl  

キラー因子は，αとβのサブユニットからなる二親体で  

あった35・38）。キラー因子をコードする遺伝子の解析から，  

Klキラー因子は，分子数の大きな一本の前駆体として  

合成され，分泌の過程で修飾，プロセッシングを受ける  

ことが示された（Fig・．9）汎㈲。キラー園子のプロセッ  

シングに関与するペプチダーゼとエンドプロテアーゼと  

してKexlとKex2が報哲されたが，これらは炎核細胞  

の蛋‡ヨ質プロセッシンダに普遍的に存在するメカニズム  

であることが後に示され，キラー園子研究が普遍的生命  

現象の解明にも役立つことの一例といえる。Klキラー  

1泰l子の作用機構については，数多く報哲されているが，  

現在受け入れられているのは，Ⅹ1キラー園子が細胞膜  

にイオンチャンネルを形成し，細胞のイオン勾配を破壊  

するという説である3…） また．キラー園子の変異マッ  

ピンダによって，どの部分が活性に竃要であるかも明ら  

かにされている那一刷。Ⅸ1キラー園子研究によるもっと  

も大壷な成果は，カナダマックギル大学のBusseyらの  

グループによるキラー耐性変異株の解析であろう。被ら  

は，Klキラー園子が，感受性株の細胞壁β－1，6－グル  

カンを認識結合することで，細胞への致死作用が始まる  

ことを発見し，この現象を利用して細胞壁グルカンの合  

成機構を解明できるのではないかと考えた4j）。戌年にわ  

たり，耐性変異株kreとこれを相補する遺伝子群  

（KRE）の解析を行い，酵▲母細胞壁のβ－1，6－グルカン  

の合成に関与する遺伝子群の単離に成功している48）。こ  

の研究は，丘cereuiぶiαeの遺伝学と分子生物学を強力  

な武掛こして推し進められた。酵母細胞壁は複雑で，そ  

の合成機鱗を解明することば容易ではない。その糸口と  

して，Klキラー陸l子を選び，これを指機にして細胞壁  

合成の機構に迫った戦略は正解だったといえる。  

2．2 ∬～α〝びerO汀l〟CeβJαC鮎の生産するキラー因子   

jこgαC£；ぶのキラー因子は線状DNAプラスミド上に  

コードされ，αβγからなるサブユニット構造をしてい  

る。α（99kDa）とβ 〈301【Da）はひとつの前駆体と  

して生産され，分泌過程でプロセッシングを受ける射㌔  

γは28kI）aで，これが感受性殊に致死作用をもたらす。  

感受性の蕊cereu£ぶまαeにγサブユニットを発現させる  

ことで，致死性を渾現することができたづ8〉。また，鼠  

cereu£ぶまαeの耐性変興株の解析から，細胞外からのキラー  

園子添加では耐性を示すが，γを内部で発現させると感  

受性となる変異（細胞内へ7が侵入できない）と，内部  

Wild trans鮎rmant  
ーⅠ抽ト1   ＋HM－1  

〃．〝JIO川〟血  

（aHM・1  

SenSitiYeStrain）  

∫．ぐer（・l心J〟ぐ  

HM－1addition  MixedCtllture   

ぎまg．8．GrowLhin】1ibitionof■ガα7tβe花㍑払α花0打とα～αbyIまM－1・Lert：Growthinhまbition o仁ガ．α托Omαヱαby  

additiono重、puririedHM－1．About10aceusofH．anomalawasinculated with（1〟g／ml）or  
without HM－1も0Ⅹin．Rまght：ガ．α乃Omαヱα WaS Cultivated with wild ぶ．cereufg£αe Ol†the  

transrol，ma】1teXpreSSingIHM－1．   
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dsRNA  Nucleus  

†  
mRNA  

†  
SignalseqⅥenee α Y 声  

Endopl且Smicreticulum  
prepro・Kltoxiれ   

▼  

Kexl，Kexヱ   

▼  

α  

≡亘 S－Sl州lく1  

β   

Golgi  

Outsideor亡ell  

Fig．g．SynもhesisandsecretionofKllくillertoxin．  

ラー活性を有するというユニークな性質をもつ郁）。キラー  

因子（SM王くT）は精製され，ジスルフィド結合を介さ  

ないαとβの二本のサブユニットから構成されることが  

報暫されている軋瑚。遺伝子のクロwユング結果より，  

222アミノ酸からなる前駆体として合成され．分泌の過  

程で鼠cereぴまs£αeのⅩexl，Kex2に似たプロテアーゼ  

によってプロセッシングを受けることが示された。さら  

に，培地申の食塩存凝下においてのみ前駆体が正常にプ  

ロセッシングを受け，活性のあるSMKTが生威される  

ことがわかった63）。精製キラー園子からその立体構造も  

解明された¢－）。さらに，中性pH付近でSM‡くTが失活  

するのは．αサブユニットが不溶化し凝集するためであ  

ることが示されたる5〉。SMKTの致死作用について詳細  

ほ未解明であるが，鈴木らは，S．cereu£ぶiαだの耐性変  

異株の解析から，機能不明のPタイプÅTPase  

（SPIγ1）を破壊すると，SMKでに耐性になり，この株  

は細胞壁のマンナンたんばく質糖鎖が低分子化している  

ことを見つけた礪〉。さらに，破壊株と野生株をSMKで  

で処理した後に，ホルムアルデヒドで固定化し，  

SMXTのβサブユニットに対する抗体で検出すると，  

破壊株の方はSMKでが紺泡表層により多く何番してい  

ることを報督している。この結果は山兇矛盾するが，細  

胞壁のマンナンたんばく質の変化によって表面の構造が  

変化し，本来のSMKTの受容体への吸潜が阻零されて，  

SMKでに耐性化したのではないかと推察される。この  

結果は，細胞壁上に何らかのSMKT認識機構がある可   

で発現しても耐性を示す株（政終的な作用点に耐性をも  

つ）が得られることが報告された頼。このことは，この  

キラー因子は，細胞外の受容体と，戯終ターゲットの両  

方がキラーの作用に必要であることを示している。キラー  

因子の作用機構については，当机 アデエレートシタラー  

ゼを阻害することで細胞周期を停止させるためとされた  

が¢），その徽 このデータを否定する報告も出されてい  

るS－）。段近になって，αサブユニットの山部が，細菌の  

キチナーゼと相同性を示すことが報彗され，キテナーゼ  

の阻寒剤であるアミロサジンによりそのキラー活性が阻  

害されることからも，キラー園子が作用する最初のステッ  

プでキチンが関与していることが示唆された52〉。また，  

細胞壁キチンの合成変異株がキラー因子に耐性になるこ  

とも示された緋。キチン合成酵賽の活性化因子の変興が  

キラー耐性の表現型を示すことも報告され軋55） ，∬，  

£αC££ぶキラー園子の受容体がキチンであることが縦明さ  

れつつある。現在までにいくつかの耐性変異株が複数の  

グループから報告されておりS摘），これらの解析からさ  

らに詳細な作用機械が解明されるものと患われる。また，  

このキラー園子は，サイレージの変敗防止に効果のある  

ことが覇哲されている59）。  

2．3 耐塩性酵母ダ£ぐん～α血rf花0ぶαの生産するキラー因   

子   

鈴木らにより味噌麹から分離されたキラー酵母  

（ダよcんiαルri花0ぶα）は耐塩性静増こで，食塩存在下でキ  
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では，抗生物質の利月引こよって紬蘭による感染症は減少  

する一方で，表菌類による日手口兇感染は増大する傾向に  

ある。時にエイズ患者では．嘉歯による感染は致命的で  

ある。これに射し，製薬会社を中心に抗炎蘭剤の開発が  

急がれているが，姦蘭が炎核細胞で，動物細胞と近い細  

胞内構造をしているため副作用がネックとなる。抗麹菌  

剤の政も有効なターゲットは，動物細胞にはない細胞腰  

合成である。この点において，キラー園子の多くが細胞  

壁を受容体，あるいほ盈終ターゲットにしており，キラー  

園子の構造と作用機構を調べることは，新たな抗露薗剤  

の開発につながるものと期待される。すでにいくつかの  

キラー園子の立体格遺が解明されており，その構造をも  

とにあらたな統裁薗剤を合成しようとする試みが始まっ  

ている。これは，ま自質械造をもとにしたドラッグデザ  

インとして注目されている。   

出芽酵母£eereu；ぶ£αeのゲノム塩基配列が完全に解  

疏されたが，約6000個ある遵伝子のうち，何らかのデー  

タから機能が推定できるものは全体の3分の2であり，  

残りは機能不明である。これらの機能を解析するのに，  

さまざまな薬剤に対する感受性を調べて，その作用から  

遺伝子の機機に迫ろうという遮伝学（Chemical  

Geneもics）が欧米を中心に注目を集めている。多様な  

キラー園子の作用機構研究も機能未知な遮伝子の鮮明に  

票献できるに違いない。  

能性を示唆している。  

2．4 それ以外のキラー酵母   

蕊cereuiβiαeからはKlキラー因子以外に多くのキ  

ラー因子が見つかっている。K2キラー園子はⅨ1とよ  

く似ており，αβサブユニットから構成され，適伝子は  

dsRNAプラスミド上にある鞘。細胞磯雄1，6グルカ  

ンが受容体であることが知られているが¢8），作用機鰍こ  

ついては不明である。Kで28キラー園子も同様に低分子  

のαβサブユニットから構成され，dsRNAにコードさ  

れている69・m。細胞壁マンナンが受容体とされてい  

る7川〉 。作用機構はDNA合成の阻寒とGl期での細胞  

分裂停止を引き起こすためと考えられている75）。これ以  

外に，染色体上にコードされるKHS，KHRキラー因  

子が報告されているが，作用機構など群蘭は不明であ  

る。耐塩性静▲母みgoざαCCわαrOmツCeぶ わα‡げ＄）や  

助柁gg花㍑£αα花Omα払？7〉からもキラー因子が見つかっ  

ているが，詳細はわかっていない。   

植物病原菌（糸状菌）ぴ8£i～αgO汀1αツd£∂からほキラー  

因子とよく似たタンパク性抗菌物質KPl，KP4，KP6  

が見つかっている7膵）。このうちKP4については結晶  

解析から高次構造が解明されており82），また，カルシウ  

ムチャンネルを阻薯することも示されている。これらは，  

酵母には作用しないが，糸状菌頓に作用する。   

これ以外にも数多くのキラー酵母の存在が報告されて  

いるが，キラー因子の精製や作相磯構が調べられていな  

いものが大半で，十分研究が進展しているとはいいがた  

い。キラー酵母のについては，総説がいくつか出てい  

る83・拇。また，戯水省食研の鈴木がキラー酵■母に関する  

ホームページを開設している（h比p：／／ss．nrri．afrrc．  

go．jp／～eSuZuki／ⅩTHP．hもml）。  

要  約  

キラー現象は多くの酵▲母が示す現象である。キラー酵  

母はキラー因子とよばれるタンパク質他の抗菌因子を培  

地申に分泌する。これらキラー因子のなかで，  

ガα花βe乃㍑£αmrαゐi£のHM－1は，熱安定性，pH安定性  

においてきわめて優れている。また，作用する薗疎も広  

範囲に及ぶ。HM－1の作用機構は，感受性株の細胞壁グ  

ルカン合成酵索の阻審にあり，受容体も細胞袈層にある  

ことが示されている。これらの特徴を考えると，HM－1  

が新たな抗真歯科開発のモデルとして期待される。ここ  

でほ，その他の主なキラー因子である，S．eereu王ぶiαe  

のKlキラー因子，g．gαぐ£i£のキラー因子，耐墟性のキ  

ラー酵母タ．み㍗；花0ぷαのSM‡；Tについても解説をした0  
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