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生 物 コ ー ナ ー

はじめに

通常の微生物は，醤油・味噌など塩
分濃度の高い食品や樹液・落下果実の
ように糖濃度の高い物質など，いわゆ
る水分活性の低い環境下では生存が難
しい．これを利用して，食塩やショ糖
を食品に添加（塩蔵，糖蔵）し，腐敗
を防ぐことが行われてきた．一方で，
このような環境下で生育可能な微生物
も少なくない．Moniliella属はジャ
ム，マーマレード，ハチミツなどの食
品や昆虫の幼生体表に見いだされた担
子菌系の酵母（不完全菌）で，糖濃度
の高い環境を好んで生育する．なかで
も，Moniliella megachiliensis SN-
124A（1）は，筆者らが乾燥果実から発

見した極めて高い浸透圧耐性をもつ酵
母で，60%グルコース（3.3 M溶液）
中でも増殖が可能である．高浸透圧下
で著量のエリスリトールを生成するこ
とから，エリスリトールの工業的生産
菌として用いられてきた．以前は
Trichosporonoides属と称されたが，
2009年にMoniliella属への統合が提唱
され（2），その2年後にTrichosporonoi-
des属が廃止された（The Yeast 5th 
ed., 2011）．なお，種名のmegachilie
とは，アルファルファハキリバチ
（Megachilie rotunda）の学名で，最
初にこのハチの幼虫体表から発見され
たことに因む．工業的利用面で知られ
る反面，本菌に関する基礎的知見は極
めて少ない．そこで，これまでに得ら
れた結果を基に，高浸透圧環境下にお

ける本菌の適応戦略についてポリオー
ル生成と糖代謝の観点から概説してみ
たい．

Saccharomyces cerevisiaeとグリセ
ロール

真核生物の浸透圧調節に関しては，
出芽酵母 （S. cerevisiae） によるグリセ
ロールの生成が最もよく研究されてい
る．出芽酵母は高浸透圧下でグリセ
ロールを多量に生成し，一時的に細胞
内の浸透圧を高めて細胞内からの水や
無機イオンの漏出を抑える．次いで，
グリセロールを適当量生成または排出
して細胞内外の浸透圧を調節しながら，
高浸透圧環境への適応を図る（図1）．
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このように，浸透圧の調節が目的で細
胞内に蓄積される溶質は適合溶質
（compatible solute）と呼ばれ，細胞
機能や細胞内の生化学的な反応過程に
悪影響を与えない物質である．これま
でに知られている主な適合溶質とそれ
を生成する生物の例を表1に示した．
水溶性の糖または糖アルコール，アミ
ノ酸またはその類縁体がほとんどを占
めている（表1）．
高浸透圧環境への適応は細胞のスト
レス応答の一つであり，浸透圧ストレ
スのシグナル伝達系 （HOG系路） と制
御系（グリセロール生成系）の2つの
系からなる．浸透圧ストレスを感知
し，適応する情報伝達経路は HOG 経
路 （High Osmolarity Glyce rol Path-
way）と呼ばれ，細胞の増殖，分化，
修復などに関連するMAPキナーゼ
（MAPK : mitogen-activated protein 
kinase）カスケードの一つである（3）．
浸透圧ストレスが感受されると，細胞
表層近辺に存在する浸透圧センサー
（タンパク質）が，その情報をHOG系

路の最下流に位置するHog1に伝達す
る．Hog1はserine/threonine protein 
kinaseで，MAPKカスケードを通じ
てリン酸化され活性化されたHog1は
細胞質から核内に移動し複数の転写因
子と共同しながら，GPD（glycerol-
3-phophate dehydrogenase） および
GPP（glycerol-3-phosphate phos-
phatase）遺伝子の転写を促す．その
後核内で脱リン酸化酵素（PTP2, 
PTP3）によって脱リン酸され，再び
核外に戻る．HOG系路は浸透圧スト
レスのほかにも酸化および熱ストレ
ス，細胞周期など150以上の関連遺伝
子の制御を行うとされている（3）．
解糖系で生じたジヒドロキシアセト
ンリン酸（DHAP）は，浸透圧ストレ
スシグナルを受けて発現上昇した
GPDによってグリセロール-3-リン酸
に変換され，次にGPPによって脱リ
ン酸化されグリセロールになる．この
2つの酵素がグリセロール生成の主要
酵素である．GPDは補酵素として
NADを要求するNAD-依存性酵素で

あり，GPDとGPPにはそれぞれ別々
の遺伝子によってコードされるアイソ
ザイムGPD1, GPD2およびGPP1, GPP2
が存在する．これらのうち，急激な浸
透圧変化に対応して発現が上昇するの
はGPD1とGPP2であり，GPD2とGPP
は浸透圧対応でなく，嫌気的条件下で
蓄積するNADHをNADへと再酸化す
る働きをもつと考えられている（4）．

Moniliella megachiliensisとエリス
リトール

S. cerevisiaeと異なり， M. megachi-
liensisは高浸透圧下で多量のエリスリ
トールと少量のグリセロールを生成す
る．エリスリトールは，真核微生物で
はペントースリン酸系路の中間産物で
あるエリスロース-4-リン酸がEPP 
（erythrose-4-phosphate phosphatase，
erythrose-4-phosphate kinaseと の 説
もある）の作用で脱リン酸化されてエ
リスロースに変換，さらにER （ery-
throse reductase）で還元されて生成
する（図2）．ペントースリン酸系路
は解糖系と共役していることから，一
部は解糖系を通って生成されると考え
られる．したがって，エリスリトール
生成には解糖系およびペントースリン
酸系路の多くの酵素系がかかわるが，
上記に加え解糖系とペントースリン酸
系路の分岐点に存在し，炭素代謝のフ
ラックスを制御するG6PDH （glucose-
6-phosphate dehydrogenase）， ペ ン

表1 ■ 浸透圧調節のために生成される主な適合溶質

生物 適合溶質

細菌 グリシンベタイン，プロリン，グルタミン酸
エクトイン，トレハロース

古細菌，好塩菌 KCl，グリシンベタイン，エクトイン，プロリン
らん藻 スクロース，トレハロース

グルコシルグリセロール，グリシンベタイン
海藻 マンニトール，グルコシルグリセロール，プロリン
酵母 グリセロール，マンニトール
糸状菌 グリセロール，マンニトール，アラビトール
植物 スクロースなど糖類，アミノ酸
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トース代謝系の主要酵素であるTKL 
（transketolase）およびTAL （transal-
dolase）などが鍵酵素と考えられる．
なお，乳酸菌Oenococcus oeni（ワイ
ン醸造でmalo-lactic発酵を起こす）で
は，解糖系で生成したフルクトー
ス-6-リン酸がPK （phosphoketolase）
によってアセチルリン酸とエリスロー
ス-4-リン酸に解裂し，後者がエリス
リトール-4-リン酸を経てエリスリ
トールに変換されるという系が知られ
ている．いずれにしても，自然界にエ
リスリトールを多量に生成する微生物
は極めて希である．

シグナル伝達とMmHog1

Hog1は生命機能の根幹部分にかか
わるタンパク質で，保存性が高いとさ
れる．M. megachiliensis由来のHog1
遺伝子（MmHog1）は366個のアミノ
酸からなり，その大部分を占めるser-
ine/threonine protein kinase catalytic 
domain中にリン酸化部位であるTGY
モチーフを有している．出芽酵母のそ
れ（ScHog1）とは79%の相同性をも
つが，C末端領域のアミノ酸が55残
基欠落している（5）．M. megachiliensis
と同様にUstilago maydis, Cryptococ-
cus neoformans, Aspergillus fumiga-
tusなど，グリセロールに加えてマン
ニトール，アラビトール，エリスリ

トールなどの複数の適合溶質を生成す
る微生物のHog1は，S. cerevisiaeを
はじめとする子囊菌系酵母のそれより
もC末端が45 ～55アミノ酸残基短い
という共通点が見られる．分類学的な
差を示唆しているとも考えられ，興味
深い．
MmHog1を出芽酵母のhog1欠損株

（低浸透圧耐性）に導入したところ，
浸透圧耐性の回復機能は出芽酵母本来
のHog1 （ScHog1）導入株を上回っ
た．N末端側の大部分を占めるcata-
lytic domainの相同性は両者間で極め
て高い．したがって，それより下流の
common docking domain以下にその
原因があるのではないかと想定し，
common docking domainを含むC末
端側約100アミノ酸残基を両Hog1の

図2 ■M. megachiliensisのポリオー
ル生成と関連する主な酵素・補酵素
系
G6PDH : glucose-6-phosphate dehy-
drogenase, GPD : glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase, GPP : glycerol-3-phos-
phate phosphatase ,  TKL : trans-
ketolase, TAL : transaldolase, EPP :  
erythrose-4-phosphate phosphatase, 
ER : erythrose reductase, TPS : treha-
lose synthase, TRE : trehalase.
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間で互いに交換したキメラHog1を作
製し，再度，浸透圧耐性の復帰を検討
したところ，C末端側にMmHog1由
来の配列をもつキメラHog1が，その
逆のものより有意に高い復帰能を示し
た（5）．また，GFPを用いた核内移行
後の滞留時間を検討した結果，
ScHog1に比べてMmHogのほうが明
らかに核内滞留時間が長く，結果的に
高い浸透圧耐性回復能を示したものと
推定した（投稿準備中）．さらに，滞
留時間の長さは核内での脱リン酸化の
遅れがその要因ではないかと考えてい
るが，詳細は不明である．

ストレス応答に伴うエリスリトール生
成系酵素の発現動態

ERはNADPH依 存 性 のoxido-re-
ductaseで，グリセルアルデヒドとエ
リスロースに対して高い特異性を示す
ことから，C4およびC3アルデヒドを
還元するaldo-keto reductase family
に属する酵素であると推定されてい
る（6）．ERに は3種 のisogene（er1, 
er2, er3）があるが，浸透圧負荷に応
答して高発現するのはer3であり，
er1, er2は浸透圧に関係なく常時一定
レベルで発現する（7）．er3の5′上流プ
ロモーター領域近傍の2カ所に，
AGGG（CCCT）配列が存在してい
た． こ の 配 列 はSTRE（Stress Re-
sponse Element）と呼ばれ，ストレ
スシグナル伝達にかかわる転写因子の

結合領域と考えられている．一方，
er1およびer2にはプロモーターから
やや離れた領域（1,000 bp以上上流）
に，それぞれ1個ずつSTREが存在し
ていた．ストレス応答性はSTREの数
が多いほど，数が同じであればプロ
モーターからの位置が近いほど高いこ
とが出芽酵母などで知られており，本
菌でも同様の結果となった．また，
G6PDH, TKL, TALおよびGPDなど
の酵素においても2 ～3個のisogene
が存在し，ストレス応答性の有無は同
様に，STREの数と存在位置にほぼ一
致することが判明している（投稿中）．
ERのデータベース上の相同タンパ
ク質はGPDではなく，GCY1 （galac-
tose inducible crystalline-like pro-
tein）である．このGCY1はGPD同
様，NAD-dependent aldo-keto reduc-
taseでグリセロール代謝に関連する酵
素だと考えられているが，その常態で
の役割は必ずしも明らかではない．耐
熱性に関連する報告がなされているこ
とから，おそらくは特殊な環境下で機
能を発揮する酵素であろう．それでは
ERを出芽酵母に導入すればエリスリ
トール生産を行うのだろうか．S. cere-
visiaeBY4741Δgcy1にer1, er2, er3を
遺伝子導入したところ，形質転換体は
菌体内にER1, ER2, ER3を発現し，そ
れらはいずれもin vitro assayでER活
性をもつにもかかわらず，エリスリ
トールのin vivo生成は見られなかっ
た（7）．このことから，出芽酵母にエリ
スリトール生成能がないのはERをも

たないことに加え，基質であるエリス
ロースが存在しないこと，すなわちエ
リスロース-4-リン酸の脱リン酸化酵
素EPPの欠落によると推定された．
た だ し，EPPの 存 在 の 確 証 はM. 
megachiliensisにおいてもいまだ得ら
れていない．

ポリオールとトレハロースの代謝相関
および適応戦略

M. megachiliensisは適合溶質とし
て多量のエリスリトールと少量のグリ
セロールを生成するが，生成量の経時
変化にはかなりのずれがある．1 ～4
時間程度の短時間ストレス負荷では
gpd1の発現量がer1, er2, er3のそれを
大幅に上回り，グリセロールが優先的
に生成される．しかし，対数増殖期で
ある12時間後位から定常期（24時間，
高浸透圧下では24 ～36時間）にかけ
てer3の発現が急激に増大し，それに
伴って菌体内のエリスリトール蓄積量
も増加する．一方，この間gpd1およ
びer2, er3の発現量には大きな変化が
見られない．このことより，本菌は浸
透圧ストレスに対して，初期にはグリ
セロールを生成して緊急的に環境の急
変に対応し，時間経過とともにエリス
リトールに転換していくという，2段
階の適応戦略をとっていると考えられ
た（7）．切り替えの要因は明らかではな
い．しかし，H2O2やメナジオンによ
る酸化ストレス負荷時には，初期でも
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エリスリトールを高生産することか
ら，ストレス負荷の時間継続に伴って
生 じ るROS （Reactive Oxygen Spe-
cies） がトリガーである可能性が高
い．よく知られていることだが，ペン
トースリン酸系を経て生成する2モル
のNADPHは，glutathione reductase
やSOD （superoxide dismutase） の補
酵素としてROSの消去にかかわって
おり，また，エリスリトール生成には
NADPHが必要である．このように，
生育ステージによって適合溶質を変化
させる例は近年，Candida属酵母でも
報告されている（8）．
また，M. megachiliensisはトレハ
ロースやグリコーゲンのような貯蔵糖
も少なからず生成する．出芽酵母のト
レハロース含量は定常期で20%（菌体
乾物当り）前後とされるが，本菌では
これを上回り30 ～35%にも達する．

定常期に到達しトレハロースを十分に
蓄積した菌体を回収し，40%グルコー
ス，1 MNaClを含む2%グルコースに
さらしたところ，2時間以内にトレハ
ロースの急減とともにグリセロールと
エリスリトールが急増し，対象区
（2%グルコース）のそれぞれ6 ～7
倍，3 ～4倍に達した．一方，0.1 mM
メナジオン処理区ではエリスリトール
生成量が対象区の約10倍に達したの
に対し，グリセロール生成量は対象区
と大きな差は見られなかった．この
間，ストレス負荷菌体ではグルコース
の取り込みはほとんどなく，菌体自身
の増殖も観察されなかったこと，エリ
スリトールの生成量とトレハロースの
分解量はほぼ当量に当たることから，
ポリオール含量の急激な増加はトレハ
ロースやグリコーゲンのような貯蔵糖
に由来するものと推定された（投稿

中）．トレハロースはタンパク質の変
性防止および変性タンパク質の凝固防
止能があり，熱，乾燥，凍結などから
微生物を保護する働きがあることが知
られている．しかし，浸透圧や酸化ス
トレスに対しても直接的な保護機能を
有するとの報告はS. cerevisiaeでは見
られない．一方，浸透圧，酸化ストレ
スへの保護物質として，あるいはそれ
らの結果として生成するポリオール
が，貯蔵糖の一つであるトレハロース
の代謝と密接な関連性を示唆する興味
深い結果がM. megachiliensisで得ら
れた．
ここまでの結果を基に，M. mega-
chiliensisのストレスシグナル伝達と
適合溶質生成過程の概略を図3に示し
た．

図3 ■Moniliella megachiliensisの
浸透圧シグナル伝達と適合溶質（推
定）
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おわりに

浸透圧ストレス応答と適応戦略につ
いて，高度浸透圧耐性菌であるM. 
megachiliensisを例にポリオール生成
と糖代謝の観点から紹介した．糖代謝
機構の解明と制御によるポリオールの
収率向上を主目的としたものである
が，このような研究は以下のような分
野への応用，発展が期待されるであろ
う．
1つ目は，酵母における浸透圧スト
レス応答機構は，あらゆる生物のスト
レス修復機構のモデルとなりうること
である．MAPキナーゼカスケードは
哺乳類細胞にも何種類か存在するが，
増殖因子などによって活性化される
ERK経路と，ストレスやサイトカイ
ンによって活性化されるストレス応答
MAPキナーゼ（SAPK）とに大別さ
れる．酵母のHOG1経路は哺乳類の
SAPKと相同性が高く，高等動物のス
トレス刺激応答解明の手掛かりになる
ことが期待される（9）．
2つ目に，適合溶質としての糖，ポ
リオール，アミノ酸（その誘導体）な
どの中から，食品，医薬品，細胞・組

織の保護物質などに利用可能な有用物
質が見いだされる可能性がある．適合
溶質はストレス応答・制御のみでな
く，傷害の治癒的な機能をもつ場合も
多い．スクロース，トレハロース，グ
リシンベタインなどは適合溶質として
の認識の有無にかかわらず，その有用
性から広く利用されている．
3つ目は，ストレス修復機構の阻害
や破壊による有害微生物の防除の可能
性である．植物病原菌のいもち病菌
は，グリセロールなどの適合溶質生成
に伴って生じる細胞内の物理的圧力を
用いて，細胞壁合成の制御を行いなが
らイネに侵入・増殖するとされてい
る．このような圧力発生は浸透圧応答
と密接に関連すると考えられ，植物病
原菌や寄生菌で共通性があり，そのシ
グナル伝達機構の解明およびシグナル
伝達を阻害する薬剤の開発などの研究
が行われている（10）．
謝辞：本稿をまとめるに当たり，研究推進にご
尽力いただいた大学院生，吉田潤次郎君，小林
洋介君に感謝申し上げる．
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