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 論文提出者による研究は、酵母を用いたグルタチオン（ＧＳＨ）及びγ‐グ

ルタミルシステイン（γ‐ＧＣ）の製法において、その生産性を菌体内含有量

と菌体生育の観点から解析し、これら化合物の工業的生産に関する理解を大き

く前進させた研究である。 

ＧＳＨは、グルタミン酸、システイン、グリシンからなるトリペプチドであ

り、抗酸化作用や解毒作用を中心とした様々な生理活性を有している。γ‐Ｇ

Ｃは、グルタミン酸、システインからなるジペプチドであり、ＧＳＨの前駆体

である。ＧＳＨは、その効用から医薬品として用いられており、主に、酵素反

応法、或いは、酵母菌体からの抽出法により工業的に生産されている。また、

ＧＳＨは加工食品の原料として加工食品にコク味を付与する目的で用いられて

いる。一方、論文提出者はγ‐ＧＣを調理条件下で加熱するとシステインが遊

離することを報告しており、γ‐ＧＣを加工食品に用いることにより、加工食

品にシステインの効能を付与可能なことを提案している。このように、ＧＳＨ

及びγ‐ＧＣは加工食品の品質向上に有益な化合物である。ところで、一般に、

加工食品の品質向上に有益な化合物は、食品添加物として加工食品の製造工程

で使用する場合もあるが、ある一定の割合で、これら有益な化合物を含む食品

素材を加工食品の製造工程に使用したいとのニーズがある。酵母は、このよう

なニーズに合致する食品素材である。このような背景を踏まえ、論文提出者は、

変異育種及び分子育種の手法を活用することで、ＧＳＨ及びγ‐ＧＣの生産に

適した酵母菌株を創出することを目的とした。 

論文提出者は、研究目的を達成するためにまず第１章にてＧＳＨ及びγ‐Ｇ

Ｃのシステイン残基を蛍光色素で誘導体化し、高速液体クロマトグラフィーを

用いて分離・定量する迅速分析手法を構築した。 

次に、論文提出者は、第２～第４章にて、分子育種及び変異育種によりＧＳ

Ｈの生産に適した酵母菌株を創出した。第２章では、フローサイトメトリーを

用いて独自のＧＳＨ高含有酵母のスクリーニング方法を考案した。親株をＤＮ

Ａ変異剤により変異処理し、更に、変異株集団の中でＧＳＨ含量の高い菌株の



存在確率を高める為に、変異株集団を特定の薬剤を用いて馴致培養し、フロー

サイトメトリーを用いてＧＳＨ含量が向上した変異株を特異的に分取した。こ

のようにして取得した変異株を用いて、第３章にて、菌体内ＧＳＨ含量と菌体

生育の関係を調べたところ、両者に負の相関があることを見出し、ＧＳＨの細

胞質への蓄積は生育阻害を引き起こすことを明らかにした。工業的視点から、

ＧＳＨの蓄積に伴う生育阻害を回避する必要がある。第３章では、さらに、細

胞質に高濃度で存在するＧＳＨを液胞へと輸送し、蓄積させる菌株を分子育種

することにより、両者を両立させることに成功した。具体的には、グルタミン

酸とシステインからγ‐ＧＣを生成する酵素をコードするＧＳＨ１遺伝子を過

剰発現させ、カドミウムをキレートしたＧＳＨを液胞に輸送するトランスポー

ターをコードするＹＣＦ１遺伝子を過剰発現させた。さらに、液胞でのＧＳＨ

分解酵素を破壊した菌株を創出した。本菌株は、親株の約６倍ものＧＳＨを菌

体内に含有し、また、親株以上の生育を示した。本研究により、ＧＳＨの生産

に適した酵母菌株が創出されたと考えられる。更に、第４章では、ＧＳＨによ

るアデニン前駆体の液胞への輸送機構を利用するスクリーニング系を確立し、

菌体内ＧＳＨ含量と菌体生育を両立する変異酵母の取得に成功した。 

次に、論文提出者は、γ‐ＧＣの生産に適した酵母菌株を創出する為にγ‐

ＧＣを代謝するＧｓｈ２ｐをコードする遺伝子を破壊した。その結果、同遺伝

子を完全欠損させると菌体内のγ‐ＧＣ含量は向上するが、生育が過度に悪化

することを見出した。一方、Ｇｓｈ２ｐを微弱な活性が残存するように改変す

ると菌体内のγ‐ＧＣ含量は完全欠損株程に向上しないが、生育が比較的良好

となることを見出した。更に、後者の菌株のシステイン生成経路を強化するこ

とにより菌体内のγ‐ＧＣ含量が増加することを見出した。具体的には、ＭＥ 

Ｔ３０遺伝子の改変、及び、パントテン酸要求性の付与、により菌体内のγ‐

ＧＣ含量が完全欠損株以上に増加することを明らかとした。また、本菌株をパ

ントテン酸が欠乏した培地で培養することによりγ‐ＧＣ含量が培養経時的に

増加するとの知見も導いている。本研究により、γ‐ＧＣの生産に適した酵母

菌株が創出されたと考えられる。 

以上の知見により、論文提出者は、酵母を用いたＧＳＨ及びγ‐ＧＣの工業

的な生産に関して、特に、目的物質と菌体生育の観点から新たな知見を導いた

と考えられる。よって本論文は博士（工学）の学位請求論文として合格と認め

られる。 

 


