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CHAPTER　l

General　Introduction　and　Literature　Review

1．1General　intセoduction

　　　　　　　　　Bioethanol　is魚㎜entation　alcohol．　It　re飴rs　to　ethyl　alcohol　produced　by

microbia1角㎜entation　processes，　as　opposed　to　synthetically　produced　ethanol食om

petrochemical　sources．　It　can　be　utilized　as　a　liquid　fhel　in　intemal　combustion

engines，　either　in　pure　fb㎜or　as　a　blend　in　petrol　in　dif飴rent　propo式ions（Walker

2011）．The　main　advantages　of　bioethanol　are　that　the　fhel　is　renewable　and　that　is

not　a　net　contributor　to　greenhouse　gas　emission（unlike　fbssil　fUels）（Farrell　et　al．

2006）．The　ethanol　industry　of　today　utilizes　raw　materials　rich　ill　saccharides，　such

as　sugar　cane　or　sugar　beets，　and　raw　materials　rich　in　starch，　such　as　com　and

wheat（Gong　et　al．1999；Gray　et　a1．2006）．　The　concem　about　supply　of　liquid

transportation　fhels　together　with　the　concem　about　global　wamling，　have　turned　the

interest　towards　large－scale　ethanol　production　ffom　lignocellulosic　materials，　such

as　agriculture　and　fbrestry　residues（耳a㎞一Hagerdal　et　al．2006）．　Emerging　fUel

alcohol　processes　the　expIoitation　of　lignocellulosic　fbedstocks，　scientific　and

technological　constraints　involved　in　depolymerising　these　materials，　and　efaciently

飴㎜enting　the　hydrolysate　sugars　by　ef巨cient　microorganisms　are　being　overcome

（Zaldivar　et　al．2001：Hahn－］EI置gerdal　et　al．2006）．
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1．2正iterature　Review

1．2．1　Feedstocks　fbr　bioethanol　production

　　　　　　　　　1．2．1．1　Fか8’－9θηθ70〃oη．ノ診θ必’oo瘤

　　　　　　　　　In　the且rst－generation　tec㎞ology，　bioethanol　is　produced　by　conve式ing

sugars　indirectly　through　starch　f士om　agricultural　cerea1，　which　require　pre－

hydrolysis　prior　to　sugar　or　directly　from　crops　like　sugar　cane　or　sugar　beets　crops，

which　contain　a　readily魚㎜entable　sugar　source，　namely　sucrose（Fig．1．1；Table

1．1）into　ethanol　via琵㎜entation鉛110wed　by　distill曲n（Fig．1．2）（Monceaux

2009；Pasha　and　Rao　2009）．　Presently　Brazil　together　with　the　United　States　is　the

world’s　largest　ethanol　producer．　In　Brazil，　the　raw　material　fbr　ethanol　production

is　sugar　cane（Moreira　2000），　whereas　in　the　United　States，　com　is　the　m勾or　raw

material．

Root　crops

［5ugarbeet｝ ［sweet　sorghum，

　sugarcane］

Cereal　grains

［maize，　wheat，

bar【eY，　rye，

triticale1

丁ubers

［cassava、　potatol

From：Walker，2011

Fig．　L1－B　ioethanol　ffom　first　generation　fbedstocks
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Fig．1．2－Raw　materials　and　their　processing　fbr　ethanol　production

　　　　　　　lS玉icing　and　extraction

　　　　　　　2Milling（Dry－mill　process），　steeping（Wet－mill　process）

　　　　　　　3ChipPing　or　milling

　　　　　　　4Gl・・…，m・・ng・e，・yl・・e，9・1・・t・・e，・・abi・…，cell・bi・・e　a・d・lig・・acch飢id・・



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一4－

T訊ble　1．l　Composition　ofsugar－based　fbedstock　fbr　bioethanol　production
o

cOHΨos韮t三Q蕪

su9鰍’ca醸e
j篭琵ce（きソ1」）

　Sugar　cane
mo韮asses（9／Kg｝

　　Sugar　beet

Ino韮餐sses（9〆Kg｝

Totai　solldS

T◎tal　suga工・3

　　　　　　）SUCrose

R《きd11c重119　Sugars

Raff沁ose
Nit［て）ge蓑．

PhQsphorus

Pot｛叢qsiu1購

Ca董clun｝

Magnes三um

140＿至90

105一至75

98＿至67

　6＿H

　O．08－0．3

　0。（｝2＿0，1

　0．7＿1．5

　G。1＿0．5

　0．1＿o．5

735－875

447＿587
157＿469

曾7－399

　　0．25＿L5

　　0．3＿0．7

　王9＿54
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　　4＿韮玉

759＿854

477－530
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　　L2＿10

　　4．7＿21

　　蓋．3－2．3

　　0．15＿0．52

｝5－52

　　0．75＿3．8

　・◎蓬＿2．7

From：Walker，2011

　　　　　　　　　　Yeasts　such　as　8αoc乃αアo脚ッoθ5　cθγθv肋θcan　directly飴㎜ent　sugar　cane

juice（～15％sucrose），　or　the　residual　molasses（～50％sucrose）fセom　sugar　refining

processes．　The　juice　can　be　processed　either　into　crystalline　sugar　or　directly

魚㎜ented　to　ethano1，　as　per　many　Brazilian　industrial　plants（Fig．1．3）（Walker

2011）．

sじgarcaRe

Pr｛≡sslng

Bagasse

｛⊂。細sted｝

Crysta漁ne

　sugar

juice｛工6－18％to重a；501id5｝

Moiasses
（50－60％tot∂l　soIids〕

Fermentatlon

subsセrate

｛18－zo％tota6501…d5｝

Bioetha酒d
｛aft2r　dIstillation）

From：Walker，2011

Fig．　L3－Sugar　cane　processing　for　sugar　and　bioethanol　production

　　　　　　　　　　Starch　is　a　storage　compound　consisting　of　glucose　linked　viaα一1，4　and

α一1，6glycosidic　linkages（amylose　and㎜yIopectin）（Gray　et　al．2006）．　Regarding
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starchy　crops　fbr　bioethanol　production，　maize－to－bioethanol　processes　are

diffbrentiated　into　2　main　types：dry　and　wet　milling（Fig．1．2）（Abbas　2007；

0’Brien　et　al．2009；Rudolf　et　al．2009）．　Rudolf　et　al．（2009）explained　the

diffbrence　between　wet　and　dry　mill　processes　as　in　the　fbllowing　sentences．　In　a

wet　mill　process　com　is　initially　steeped　with　water　at　49－53°C，　which　softens　the

hulls　and　causes　the　grains　to　swell．　Subsequently，　the　wet　grain　is　milled　and　ge㎜s，

fibers　and　gluten　are　separated，　after　which　the　starch　is　dried．　In　a　dry　mill　plant，

the　raw　material　is　initially　ground　to　increase　the　surface　area　without　separating

the　diffbrent　grain　component．　For　bioethanol　production，　more　complete　starch

hydrolysis　is　required．　This　is　accomplished　using　exogenous　amylolytic　enzymes，

including：α一andβ一amylases（fbr　liquefaction）；amyloglucosidase（or　glucoamylasの

required　to　debranch　amylopectin　fセactions（comprising　75－90％　of　starch，

depending　on　cereal　source）and　glucanases（fbr　viscosity　reduction）（Walker　2011）．

The　bioconversion　of　starch　to　ethanol　required　industrial　enzymes　produced　by

bacteria　such　as　Bαo∫11〃3　婁2ρ．　and　ftmgi　such　as　ノ望翔ワθγg∫11㍑8　spp．　（Natr　and

Ramachandran　2008）．

　　　　　　　　　1．2．1．2Sεooη話9εηε7α〃oηノ乙εみ’ocん∫

　　　　　　　　　Utilization　of　first－generation　fbedstocks　fbr　fhture　biofhel　production　is

ultimately　unsustainable　due　to　co卑pete　fbr　fbod　and　land－use．　To　satisfシthe

increasing　demand　fbr　fhel　ethanol　and　to　respond　to　the　demand　fbr　reduchlg　green

house　gas　emission（Farrell　et　al．2006），　ethanol　fbr　transportation　has　to　be

produced　f｝om　other　raw　materials　than　saccharides　and　starch．　In　the　second－

generatioll　technology，　ethanol　is　produced　through　cellulose　fセom　non－fbod

biomass　sources，　such　as　lignocellulose，　the　most　ab㎜dant　altemative　raw　material

（Claassen　et　al　1999）．　Besides，　inulin　is　considered　as　a　raw　material　fbr　fUel

ethanol　production（Claassen　et　al　1999）．

　　　　　　　　　　　　　　　　1．2．1．2．1Lignocellulose

　　　　　　　　　Lignocellulose　is　composed　of　cellulose，　hemicellulose　and　Iignin，　which

are　associated　to　each　other　in　a　complex　plant　cell　wall　matrix（Fig．1．4）．　Cellulose

is　a　polymer　ofβ一1，4－linked　gIucose　units，　where　the　repeating　unit　is　the

disaccharide　cellobiose．　Cellulose　chahls　associate　very　strongly　to　each　other　by
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hydrogen　bonds　and　give　cellulose　a　highly　crystalline　structure（Delmer　and　Amor

1995）．Hemicellulose，　in　tum，　is　a　complex　heteropolymer　consisting　of　diffbrent

saccharides，　both　hexose　and　pentose　sugars．　The　compositiop　of　hemicellulose

varies　widely　between　diffbrent　plant　species．　Hemicellulose　ffom　herbaceous　plants

and　hardwood　contains　large丘actions　of　xylan　and　arabhlan，　whereas　softwood

hemice11ulose　has　a　low　content　ofxylan　but　is　rich　in　mannan．　Lignocellulose　also

contains　lignin，　a　complex　hydrophobic　polymer　of　substituted　aromatic　rings，　that

is　very　resistant　to　chemical　or　biological　degradation（Lee　1997）．　Table　1．2

sumfnarizes　the　carbohydrate　composition　of　potential　lignocellulosic　raw　materials

fbr　ethanol　production．

　　　　　　　　　Cellulose　and　hemicellulose　must　be　hydrolyzed　to　mgnosaccharides　by

thermochemical　and　enzymatic　methods　to　enable　ethanolic　fb㎜．entation　by　yeast

（Fig．1。2）．　A　first　hydrolysis　step　in　which　hemicellulose　is　converted　to　oligo－，　di－

and　mono－saccharides　may　also　be　refbrred　to　as　a　pre－treatment　and丘actionation

step・
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Fig．　L4－Structnre　of　lignocellulose．　The　main　component　of　lignocellulose　is　ce11ulose，　a

β（1－4）－linked　chain　of　glucose　molecules．　Hydrogen　bonds　between　diffヒrent　layers　ofthe

polysaccharides　contribute　to　the　resistance　of　crystalline　cellulose　to　degradation．

Hemicellulose，　the　second　Inost　abundant　component　of　lignocellulose，　is　composed　of

various　5－and　6－carbon　sugars　such　as　arabinose，　galactose，　glucose，　mannose　and　xybse．

Lignin　is　composed　of　thfee　m勾or　phenolic　components，　namely　p－coumaryl　alcohol（H），

conifbryl　alcoho1（G）and　sinapyl　alcoho1（S）．　Lignin　is　synthesized　by　polymerization　of

these　components　and　their　ratio　within　the　polymer　varies　between　diffbrent　plants，　wood

tissues　and　cell　wall　layers．　Cellulose，　hemicellulose　and　lignin　fb㎜structures　called

microfibrils，　which　are　organized　into　macrofibrils　that　mediate　structural　stability　in　the

Plant　cell　walL
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Table　1．2　Carbohydrate　composition　oftypical　lignocellulosic　fbedstocks
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　　　　　　　　　Am句or　obstacle　to　the　effbctive　utilization　of　lignocellulose　is　the

chemically　unreactive　nature　of　cellulose．　The　lignin－hemicellulose　matrix，　cellulose

crystallinity　and　its　Iow　surface　area　make　the　lignoceUulose　very　resistant　to

enzymes（Berlin　et　al．2006）．　Making　cellulose　accessible　to　the　enzyme　is　an

essential　factor　in　order　to　increase　the　rate　of　hydrolysis（Philippidis　and　Smith

l995）．　Therefbre，　pretreatment　is　necessary　befbre　enzymatic　hydrolysis．　Enzymatic

hydrolysis　has　been　recognized　as　an　attractive　method　fbr　hydrolysis　of　cellulose

and　hemicelluloses　contained　in　pretreated　biomass　suspension（Himmel　et　al．1996）．

The　methods　of　Iignocellulose　pretreatment　can　be　classified　in　three　groups：

physical，　chemical　and　biological　pretreatrnents．
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　　　　　　　　　　　　　　　　1．2．1．2．2　1nulin

　　　　　　　　　In　addition　to　the　far　more　abundant　lignocellulosic　fbedstocks，　inulin－

rich　plants，　such　as　Jerusalem　artichoke　have　been　considered　fbr　fUel　ethanol

production（Ohta　et　al．1993；Szambelan　et　al．2004）．

　　　　　　　　　Inulin　is　a　polymer　ofβ一2，11inked　ffuctose　units，　terminated　by　a　glucose

residue　through　a　sucrose－type　Iihkage　at　the　reducing　end（Chi　et　a1．2009）and　its

conversion　to　ethanol　resembles　that　of　starch　CFig．1．2）．　Some　yeast　species　such　as

κ1卿θアo〃ηoθ8溜傭αηπ5and　sboo加アo脚oθ5γ08εl　can琵㎜ent　inulin　directly　to

ethanol（puv⑫k　et　al．1981；Margaritis　and　Merchant　1983）．　Inulin　can　also　be

hydrolysed　with　inulinases　and　simultaneously　or　subsequently　fb㎜ented　to　ethanol

（Ohta　et　a1．1993；Vandamme　and　Derycke　1983）．　The　hydrolysis　of　inulin　can　also

be　catalyzed，　albeit　very　slowly，　by　invertase（EC　3．2．1．26）（Rouwenhorst　et　al．

1990b）．　The　separation　classificatidn　of　these　two　enzymes　has　been　disputed

（Amold　1987）．　In　addition　to　substrate　specificity，　considerable　structural

diffヒrences　also　exist　with　the　invertase　of　5初oo乃αγo醒γoθ5　var．η2α厘αηπ50θ7θv∫3∫αθ

（Rouwenhorst　et　al，1990a），　This　inulinase　is　secreted　into　the　culture　fluid　and　also

retained　with　the　cell　wall．　Both　fb㎜s　of　inulinase　have　the　same　carbohydrate

colltent　of　34％of　its　mass　as　carbohydrate　but　a　molecular　mass　is　diffbrent。　The

fb㎜er　one　has　a　molecular　mass　about　165　kDa　and　consists　oftwo　protein　subunits．

The　Iater　one　has　an　average　size　of　350　kDa　with　a　tetramer　fb㎜．　In　8．　oεFεv肋θ，

invertase　is　secreted　in　the　culture　fluid　as　a　dimer　with　a　molecular　mass　of　270

kDa，　whereas　the　enzyme，　which　is　maillly　retaihed　in　the　cell　wall，　ls　an　ogtamer　of

about　800　kDa．　Both　inve丘ase　fb㎜s　contain　up　to　50％garbohydrate（Esmon　et　al．

1987）．The　amino　acid　sequences　of　the　amino－te㎜inal　ends　of　inve式ase　and

inulinase　revealed　a　little　homology（Rouwenhorst　et　al．1990a）．　Contrary　to

invertase，　inulinase　is　able　to　hydrolyze　fhユctans　like　inulin　and　Ievan（Snyder　and

Phaff　1960；Snyder　and　Phaff　1962）．　These　polysaccharides　do　not　enter　the　cell

wall　ofyeasts（Scherrer　et　al．1974）and　hydrolysis　must　occur　outside　the　cell　wall．
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1．2．2Microorganisms　fbr　Ethanol　production

　　　　　　　　　Ethano1色㎜entation　is　a　biological　process　in　which角㎜entable　sugars

are　converted　to　ethanol　and　CO2　by　microorganisms，　which　is　the　key　factor　in　the

conversion　of　sugars　to　ethanol．　Ideally，　the　microorgallism　should　give　a　high

ethanol　yield，　have　a　high　ethanol　tolerance，　be　resistant　to　inhibitors　of

hydrolyzates，　with　no　oxygen　requirement，　and　a　broad　substrate　utilization　range

（Pasha　and　Rao　2009）．　It　is　also　desh・able　to　have　a　strain　with　a　high　sugar

consumption　rate　and　productivity，　minimal　nutrient　requirement，　high　salt　tolerance，

high　shea「t°le「ance・the㎜゜t°le「㎝ce・sゆ飴「hu甲㎝s　and　n°βp°「e　b㎜ati°n

（Picataggio　and　Zhang　1996）．　Development　fbr　obtaining　microorganisms，　which

satisfies　all　those　characteristics，　is　now　in　progress，　however，　no　single

microorganism　has　been　obtained（Pasha　and　Rao　2009）．

　　　　　　　　　The　yeast，5t　oθrθv∫5∫αθ，　is　the　predominant　microorganism　responsible

fbr　ethanolic魚㎜entation　and　is　the　m勾or　cell魚ctory　in　indus廿ial　bioethanol

production　processes．3．　oθ7εv∫5∫oθhas　a　number　of　physiological　characteristics

advantageous　in　the　industrial　cgntext　over　bacteria，　other　yeast　and　filamentous

血ngi，（耳ahn－Hagerdal　et　al．2007）．8．　cθγθvご5∫oθgrows　both　under　aerobic　and

anaerobic　conditions，　and　per魚rms　well　in　indus往ial魚㎜entation　conditions．　It

tolerates　a　wide　range　of　pH，　with　an　optimum　at　acidic　pH，　which　makes　3．

68剛3∫oθ魚㎜entation　Iess　susceptible　to　in角ction　than　e．g．　bacterial飴㎜entation。

ε．oθrεvゴ5∫αθhas　an　optimal　temperature　around　30－35°C　and　tolerates　temperatures

up　to　around　40°C，　with．　This　yeast　is　also　tolerant　to　high　concentrations　of　sugar

and　ethanol，　and　it　tolerates　relatively　high　osmotic　pressures（Pasha　and　Rao　2009）．

　　　　　　　　　＆　　oθ7εvな∫αε　can　utilize　sucrose，　glucose，　fhユctose，　galactose　and

ma㎜ose（Lind6n　et　al．1992；Nilsson　et　al．2002）．　However，3．　oθFθvl5ゴoεlacks　the

ability　to琵㎜ent　a　number　of　mono－，　di－，　and　trisaccharides　derived丘om　starch，

cellulose　and　hemicellulose　such　as　cellobiose，　arabinose　and　xylosbiose（Lynd　et　al．

2002；Zhang　and　Lynd　2005）．　Also，　the　hexose　sugar　galactose　is　only　consumed

upon　glucose　depletion，　which　prolongs　the魚㎜entation　time　of　galactose－rich

substrates（Johnston　and　Carlson　1992）．　Moreover，3．　cθア8v∫8∫αεhas　some
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drawbacks　related　to　the　metabolism　that　is　accumulation　of　glygerol，　which　is

produced　fbr　reducing　co－factor　NADH　under　anaerobic　conditions（Oura　1977）．

　　　　　　　　　Yeasts　other　than　5boc乃αγo醒γcθ5ミρ．　are　misleadingly　refbrred　to　as

nonconventional　yeast（NCY）（Boe㎞out　and　Kurtzman　1996）．　In　fact　NCY

constitute　the　m勾ority　of　yeast　species，　whereas　51αoo乃oγoηoε88ρ．　has　very

unusual　qualities　due　to　its　adaptation　to　industrial　use（Rudolf　et　aL　2009）．　Among

NCY　are　yeast　that　consume　the　pentose　sugars　xylose（Skoog　and　Ha㎞一Hagerdal

1988），arabinoseσ）ien　et　al．1996；Fonseca　et　al．2007），　starch（Spencer－Martins

and　van　Uden　1977），　and　starch　and　lignocellulose　derived　di－and　trisaccharides

（Ryabova　et　al．2003）．　Among　NCY　are　also　those　that　endure　much　lower　pH　than

30ρo加γo〃ηcθ鎚ρ．，such　as　2翫go5αoc加アo彫アoε卵ρ．（Thomas　and　Davenport　1985）

as　well　as　those　that　perfb㎜ethanolic免㎜entation　at　lempera加res　above　40°C，

such盈zη5εηz41α1フoそソ溺oηglらα（Ryabova　et　al．2003）and　1く〃zαzκ∫αηz45　strain　is　able

to　grow　at　52°C　and　fbrment　ethanol　at　50°C（panat　et　al．1992）．

1．2．3　1∫ptake　of　sugars　in　yeast

　　　　　　　　　1．2．3．1　Coηz〃20η・乃のじ05ε5z49αア3

　　　　　　　　　Transport　of　the　common　hexose　sugars，　glucose，　fヒuctose　or　mannose　h1

3．oε7θv∫5∫αθis　only　through　facilitated　diffUsion（Boles　and］Elollenberg　1997）

mediated　by　several　transporters，　the　Hxt　proteins，　with　diffbrent　kinetic　properties

and　modes　of　regulation，　although　the臨value　is　higher　than　that　fbr　glucose

（Reifbnberger　et　a1．1997）．　In　P∫o痂α3’ψ痂5，　xylose　fbrmenting　yeast，　exhibits

glucose　transport　by　both　low－and　high－affinity　proton　symport　systems　that　operate

simultaneouslyσくilian　and　van　Uden　1988）．　Inκ1αo加，　glucose　transport　appears

to　process　by　facilitated　di血sion，　Hgt　and　Rag　proteins，　with　diffbrent　affinities

（Billard　et　al．1996；Goffhni　et　al．1990）．　Gasnier（1987）reported　that　glucose　can

enter　in　K溺α㍑ゴαη鋸ICG　2587　through　two　distinct　transporters：ahigh－af丘nity

glucose　transporter，　which　is　a　H←－sugar　symporter　and　a　low－af丘nity　transporter，

which　is　not　associated　with　H←movement．　Moreover，　the　regulation　of　sugar

transporters　in　K．吻α襯oη祝5　CBS　937　was　revealed（De　Bru茸ne　et　a1．1988）that
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cells　gro㎜in　glucose　medium　during　the　exponential　phase（high　glucose

concentration）only　express　a　constitutive　Iow－affinity　transporter，　while　cells　under

the　stationary　phase（low　glucose　leve1）express　three　proton　symporters．　These

symporters　appear　to　be　su切ect　to　catabolite　inactivation　in　the　presence　of　glucose，

食uctose　or　mannose（De　Bru加e　et　al．1988）．　By　the　fhnction　of　hexokinase

（㎜），glucose　and　mannose　are　converted　to　be　glucose－6－phosphate　and

mannose－6－phosphate，　respectively，　the　latter　is　then　isomerized　to　fセuctose－6－

phosphate　by　phosphomannose　isomerase（van　Maris　et　al．2006）．

　　　　　　　　　Galactose　is　taken　up　in　3．　oεγεv∫5ゴαεby　a　dedicated　member　of　the　Hπ

魚mily，　the　galactose　pe㎜ease　Gal2p，（van　Maris　et　a1．2006），　while，galactose

transport　inκ1αoπ5　is　through　Hgt，　a　constitutive　high－affinity　glucose　transporter

（Baruffini　et　al．2006）．　Both　organisms　tra皿sport　galactose　via　facilitated　diffhsion

transporters．　On　the　other　hand，1（η2αア冗ゴαηz45　transports　galactose　through　a　proton

symporter（De　Bn1加e　et　al．1988；Van　Leeuwen　et　a1．1991），　fbr　which　higher

energy　is　expended　compared　to　other　hexose　transportation．　An　ATP　level　is

involved　in　the　control　ofH＋－galactoside　symport（Van　den　Broek　et　al．1987）．　After

taken　up　into　cells，　galactose　is　subsequently　converted　into　gIucose－6－phosphate　via

the　Leloir　pathway，　which　consisting　of　fbur　catalytic　stepsαeloir　1951）．’The　main

regulators：atranscriptional　activator，　Gal4p（or　KILacgp）；arepressior，　Gal80p；and

aligand　senser，　ScGal3p（or　KIGallp）in　the　galactose　regulatory　mechanism　are

conserved　betweenε．　o召ア8v競oεand　K．1αc’∫3，　but　the　molecular　mechanisms　that

occur　as　a　result　of　the　molecular　interaction　between　these　regulators　are　diffbrent

such　that　KIGallp　has　the　dual　fUnction　as　galactokinase　as　well　as　a　galactose－

sensing　protein　or　bears　enzymatic　and　regulatory　fUnctions（Venkat　et　al．2010），

whereas　these　fhnctions　are　split　into　two　proteins，　Gallp　and　Gal3p　in

3αoo加oγo〃2アoθ8（Rubio－Texeira　2005）（Table　1．4）．　Moreover，　the　basal　expression

ofthe五∠延α（五4五genes　is　relatively　high血・K1後ソvθro〃ワoθ8，　probably　due　to　a　6し4五4

positive　autoregulatory　Ioop　and　the　extent　to　which　glucose　repression　controls

expression　also　seems　quite　strain　specific（Lane　and　Morrissey　2010）．　The　stain

with　diffbrent　degrees　of　glucose　repression　depends　on　diffbrences　in　KIGal4p

binding　sites，　which　diffbr　by　two　bases　in　theκ1G浸五4　promoter丘om　some

repressing　and　non－repressing　strain（Kuzhandaivelu　et　al．1992）．
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　　　　　　　　　1．2．321）ε刀∫05θ5z∫9αγ3

　　　　　　　　　Soεγθv∫5∫αθcan　neither琵㎜ent　nor　assimilate　xylose　and　arabinose

（Hahn－Hagerdal　et　a1．2007；Fonseca　et　al．2007）．　Several　yeasts　that　are　able　to

fbrment　xylose　to　ethanol　such　as　Coη4ゴ4α5乃θ乃α’αθ，　Pゴo雇α5’ψだ∫3　and　1）αc耽ソ301εη

伽ηqψノ1π3also　fbmlent　L－arabinose（Mishra　and　S　ingh　1993）．　However，　very　little

infb㎜ation　exists　about　L－arabinose　transpo而n　natural　arabinose－utilizing　yeasts．

Coη4∫ぬ5乃θ乃or’αθpossesses　an　L－arabinos⑳roton　symporter（Lucas　and　van　Uden

1986）．P∫c痂αgπ∫11∫εr配oη4ゴ∫and　Cαη4∫4ααrα翫縦施朋θη≠oη3　have　low－affinity

魚cilitated　diffhsion　and　high　affinity　but　less－specific　arabinose圧【＋symporters

（Fonseca　et　al．2007）．κ，吻α㍑ゴαηz∬possesses　a　sin91e，　high－affinity　active　transport

system　fbr　arabinose　transport（Eric　et　al．2009）．

　　　　　　　　　D－xylose　transport　has　been　characterized　血　various　yeast　species．

Xylose　is　imported　in　3．　oθγεvゴ3ゴαθby　using　high　affinity　transporters，　Hxt4p，　Hxt5p，

Hxt7p　and　Gal2p（Hamacher　et　al．2002；Lee　et　a1．2002；Sedlak　and　Ho　2004））．1）．

5ゆ∫∫ご3transports　xylose　through　a　low－afαnity　proton　symporter，　which　is　shared

between　glucose　and　xylose．　This　transporter　was　inhibited　by　glucose（Agbogbo

and　Coward－Kelly　2008）．1（〃zα㍑∫αηπ3　shows　facilitated　diffhsion　low－affinity

transport　activity　when　grown　on　kylose．under　microaerobic　conditions，　and　both　a

low－affinity　and　an　active　high－affinity　transport　activit夕when　grown　on　xylose

under　fhlly　aerobic　conditions（Stambuk　et　al．（2003）．　Xylose　metabolism　in　yeast

proceeds　mostly　via　an　oxidative－reductive　pathway．　Xylose　is　first　reduced　to

xylitol　by　an　NAD（P）H－linked　xylose　reductase（XアL1），　fbllowed　by　xylitol

oxidation　to　xy1ロlose　by　an　NAD－linked　xylitol　dehydrogenase（皿2）．　As　these

oxidoreductases　have　diffbrent　cofactor　speci丘cities，　the　conversion　process　of

xylose　into　xylulose　yields　one　NADP＋and　one　NADH．　NADPH　can　be　regenerated

by　the　pentose－phosphate　pathway，　whereas　NADH　can　be　reoxidized　via　the

respiratory　chain　under　aerobic　condition．　Under　anaerobic　conditions　without　an

electron　acceptor　such　as　acetoin　or　fUfhral，　cells　cannot　maintain　a　redox　balance

and魚㎜ent　xylose．　With　regard　to　theレarabinose　metabolization　by　yeast，　the

pathway　is　quite　similar　to　the　xylose　pathway．　Both　pathways　share　a　partial

overl年p．　This　pathway　consists　of　two　NAD＋－linked　oxidations　and　two　NADPH一
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linked　reductions，　resulting　in　a　redox　cofactor　imbalance　under　anaerobic

ponditions（Dien　et　aL　1996）・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　°

　　　　　　　　　1．2．3．3D∫3αoo乃oガ漉30ηね101／go3αoc乃α7ゴ漉3

　　　　　　　　　Disacchrarides　may　be　transported　either　with　or　without　hydrolization　to

the　component　monosaccharides　across　the　yeast　plasma　membrane（Table　1．5）

　　　　　　　　　Lactose　utilization　has　been　extensively　studied　inκ1αo∫∫5，　results　of

which　allow　to　assume　that　the　fhndamental　aspects　are　conserved　inκ〃ηzx∫αηπ3

（Rubio－Texeira　2006；Schafffath　and　Breunig　2000）．　As　mentioned　above，　one　of

common　fbatures　of、K　1αc’15　andκ〃7α翻αη鋸is　their　capacity　to　utilize　lactose　as

acarbon　source，　a　trait　that　is　absent　in　3．　oθrεv∫3∫αθ．　The　ability　to　utilize　lactose　is

con魚rred　by　two　genes，1認C12，　which　encodes　a　lactose　pe㎜ease　required飴r

lactose　uptake　into　cells，　and　L4C4，　whi6h　encodes　a　β一galactosidase　that

hydrolyses　lactose　to　the　m6nomers　glucose　and　galactose．　As　in＆oθ7θv菰3ゴα6，

galactose　is　fUrther　metabolised　to　glucose－6－P　via　the　Leloir　pathway．　The

evolutionary　history　oftheム4　C12－L4　C4　gene　pair　is　not　clear　but　their．　regulation　is

integrated　with　the　Gal4p／Ga180p　system　that　is　well－studied　inε．　oεrθv∫5αθσ．ane

and　Morrissey　2010）．

　　　　　　　　　Sucrose　is　readily　assimilated　and　fbrmented　by　yeasts　and　is　abundant　in

many　natural，　complex　growth　media　like　molasses　and　sugar　cane　juice．　Some

strains　of　8．　oεγεv∫3∫αθhave　been　reported　to　possess　a　sucrose　proton　symporter

（Santos　et　aL　1982），　but　predominantly　first　convert　sucrose　to　glucose　and丘uctose．

This　is　accomplished　at　the　yeast　cell　envelope　by　a　periplasmic　invertase．　The　sugar

is　hydrolyzed　in　most　cases　by　an　extranal　invertase，　which　is　generally　repressed　by

91ucose．　In・K　looπ3，　the　geneκZZN71　encoding　invertase　has　been　cloned　and

characterized．　It　shows　high　amino　acid　sequence　homology　with　that　f士om

8．oε7θv競αεand　with　the　inulinase，　a　fhlctofhranosidase　that　hydrolyzes　sucrose，

丘omκ．〃η㍑ゴoη祝5（Georis　et　al．1999）．

　　　　　　　　　Melibiose　is　a　disaccharide　that　is　fbrmed　by　galactose　and　glucose

linked　together　with　aβ一1，691ycosidic　bond．　It　can　be　fb㎜ed　by　inve丘ase－mediated

hydrolysis　of　raf覧nose，　which　produces　melibiose　and丘uctose．　Melibiose　can　be

broken　down　into　its　component　saccharides　by　the　enzymeα一galactosidase．
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　　　　　　　　　Raffinose　is　a　trisaccharide　composed　of　galactose，　fセuctose，　and　glucose，

and　is　fb㎜ed　by　a就achihg　a且uctosc　molecule’to　glucose　molecule　in　melibiose

with　anα一1，2　bond．　Invertase　enzyme　can　break　theα一1，2　bond　of　raffinose　and

creates　melibiose　and　fヒuctose　just　as　it　splits　the　same　link　in　sucrose　to　create

glucose　and　f士uctose．　The　ffuctose　molecule　can　be　transfbrred　into　cells　and

metabolized．
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T訊ble　L5　Location　ofhydrolysis　ofoligosaccharides　in　most　yeasts

Sugar 韮三xternal　to

plasma
P駐s鵬a

狛e巾brane

lntemal（cy戴osol｛cl

membrane

I　　　　　　　　　　　　　　Pr◎dUcts　of 　　　　　　　　　　　　　　　　　　I
Products　of　interna1

exte隣ai hydro｛ysis
hydroiys｛S　　　　　　　　　　　＼ ／

maltOse

ce群obiOse

泊cbse

mdezitose

methyl

α｛）－91ucoside

i

i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　f「uctose　　－一一一一一一一一一→一陶一一釦レ

→
｛。ξ1、b。鐙　｛

→｛：鑑｝→

ma睡ose

ce日obiose

薙指nose

laotOse

melezi吐ose

met嗣
α一D－91口coside

fruαose

→
→

me胴bio＄e

→
→
→

glucose＋galac藍Ose

291ucose

2gluoose

glucose＋galaσtose

91UCOse÷Sロcrose

glt」C◎se÷rnethanoi

From：Barnett，1981

　　　　　　　　　1．2．4　KZμアvεro〃零アcε∫”2ακ℃’αη”5

　　　　　　　　　1（．用α磁α捌8，aNCY，　is　described　as　a　homothallic（hemiascomycetous

yeast），　is　phylogenetically　related　to　5t　oerθvゴ5ぬθ，　and　is　a　sister　species　to　the

be航er一㎞ownκ1卿¢Fo㎎oε31αo∫∫8（Lachance　1998；Llorente　et　a1．2000）．1（1αo’∫3

and　2（醒α㍑∫α測3　have　a　major　common　fbature　that　is　the　capacity　to　assimilate

lactose　and　to　use　it　as　a　carbon　source　but　this　trait　is　absent　in　8．　oθ7εvゴ3彪ε。　In

contrast　to　1（1αo∫13，　which　is　a　model　fbr　non－conventional　yeasts（Fu㎞hara　2006；

Schaf廿ath　and　Breunig　2000），　the　sister　species　2（，η7α煎αηπ3　has　little　accumulated

㎞owledge，　no　complete　genome　sequence，　no　type　strain　adopted　as　a　re魚rence　fbr

basic　research　purposes．　While，1（刑α㍑ゴo襯3　has　been　more　widely　adopted　by

industry　because　of　some　of　its　qualities，　such　as　an　extremely　rapid　growth　rate，

the㎜otolerance　and　a　broad　substrate　spectnユm（Fonseca　et　al2008）．

　　　　　　　　　Since　there　are　fbw　reviews　of　K，陶α㍑ゴα朋5　and　recent　review　ffom

Lane　and　Morrissey（2010）has　been　published，　this　review　is　summarized　into　the

fbllowing　subsection．
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　　　　　　　　　　　　　　　1．2．4．1　110xoηo〃2アαη4。ρ左ソ109εηア（～プ丞二〃2α泥xゴαηz∫3

　　　　　　　　　Application　of　technique　ffom　Kurtzman　and　colleagues（Kurtzman　and

Robnett　1998）through　using　a　variation　in　the　D　1∠D2　region　of　the　large　subunit

（25S）rDNA　as　the　benchmark　fbr　categorizing　yeast　and　understanding　the

relatedness　between　strains，　resulted　in　major　re－organisation　and　reclassification

within　the　51αoo加ro贋yoθ∫complex／clade，　with　yeasts　previously　classified　as　part

ofthe　genusノ（1㍑野θアo〃リノoε5　strongly　affbcted．　The　highly　polyphyletic　nature　of　the

original幻zくンvθ70〃ワoε3　genus　required　the　renaming　of　most　of　its　species　and　the

genus　now　retains　just　six　species（Kurtzman　2003；Lachance　2007）（Fig．1．5）．

　L繍ctose
　　　　　　　　　Inul量nase
asslmll催ion Fm般

　GIucose
惚rmen軸tion

Maximum
temperature

ぶピ7CC17σroη71’C召∫ごζ7・召1ゴ∫1ご79

五伽↓・1，εro17ηでω‘｝召蜘πrだ

五7μ1ザヨ，α’0’π．rCθ8’70’ワ「砂〃τ｛％τ加’3∫

五マμγ、・8790’7η・C88｝｛「1々ε’乎7‘1ヱ177～ε

五ρゐ4γ1，どrO〃7i・Cε3～ρC寵’5・

κ1μ」’v8’°oη乳1で齪”1σ1’㎡0η冴∫

ノロμrV岬0’7η・ご25ゴ0う；たα’7ぶ鳶だ
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十 十
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n／a

nla

O．43

0．50
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n／a

十

十

十

十

十

十

35°C

350C

42°c

37°C

37°C

52°c

350C

From：Lane　and　Morrissey，2010

Fig．1．5－－Relationsbip　ofK配α駕∫α耀5　to　other　yeasts．　The　tree　shows　the　phylogenetic

relationships　betweell　the　species　in　the　genus　2（1μyvε701のノoε5　with　8αoo肋ア01のノcε8

0θrεv∫訂αεincluded　fbr　comparison．　Some　key　traits　are　also　presented，　highlighting　notable

fbatures　of　K溺ακxゴαη㍑5　that　diffヒrentiate　this　yeast　ffom　other幻ηvεro切アcε∫species．

Individual　strains　within　a　species　may　show　some　variation　but　the　general　traits　listed

apPly　to　the　species。

　　　　　　　　　Both　κ1z吃ソvεアo澱アoε3　and　Sαoo乃αγo履ソoε3　genera　are　part　of　the

‘‘

Saccharomyces”complex，　itself　a　subclade　within　the　Saccharomycotina　or

hemiascomycetes，　A　whole－genome　duplication（WGD）event　that　occurred　100

million　years　ago（Wolfb　and　Shields　1997）caused　the　3αoo伽o剛oθ3　complex　is

itself　divided．　Genera　and　species　in　the　51αoo乃α70海アoε5　complex　are　defined　by

whether　they　emerged　pre－or　post－WGD，　with　5㍑oo加ro脚cθ∬θη5〃3師o’o　species

post－WGD　and　K勿vθγo〃7アoθ∬pecies，　pre－WGD，　A丘er　WGD　event，　the　evolution
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that　is　impbrtant　fbr　8．　oεγθv競αθwas　presented　that　are　an　additional　copy　of　genes

and　genes　had　flexibility　to　evolve　new　fhnctiops．　From　these，　genes　that　are

homologous　between　51αcc乃αγoηηcθ3　and　κ1μアvθγoη2ッoθ3　have　fUnctionally

diverged　and，　in　some　cases，魚nctional　conservation　is　present　with‘‘less－related”

yeasts　outside　the　Sooo乃αγo履ソoθ5　comPlex・

　　　　　　　　　Genome　structure　and　ploidy　are　variable　within　yeasts．　The　ploidy　status

of、K彫α㍑ゴo測5　is　less　clear．　Although，　the　conventional　study　revealed　that　the

species　was　haploid（Johannsen　1980；Steensm鼠et　al．1998）．　Recently，　the　widely

used　strain　K海乙z㍑ゴαηz45　CBS　6566　is　a　diploid（Ribeiro　et　al．2007）．　On　the　other

halld，、K溺α㍑∫αηπ5，　which　are　prevalent　in　research　and　industrial　settings，　seems　to

be　both　haploid　and　diploid　fb㎜s（Hong　et　al．2007；Pecota　et　al．2007；Nonklang　et

al．2008）and　some　other　strains　are　indicated　to　be　haploid．

　　　　　　　　　1．2．4．2　3〃9αγη2ε‘αゐ01∫3〃2αη42ワ1リノ5わ10gy

　　　　　　　　　The　ability　to　utilize　particular　sugars，　and　the　pathways　used　to　generate

energy　ffom　sugars，　are　defining　fbatures　of　diffbrent　yeasts　and，　until　the　advent　of

molecular　tools，　was　a　m句or　classification　tool　fbr　yeasts（Lane　and　Morrissey

2010）．It　is　fascinating　that　although　components　of　the　core　pathways　of　glycolysis

and　the　TCA　cycle　are　largely　conserved，　regulation　diffbrs　dramatically　between

yeast　species（Flores　et　al．2000）．　These　diffbrences　tn　regulatory　mechanisms　give

rise　to　a　number　of　peculiarities　that　are　commonly　refbrred　to　as　the　Crabtree，

Kluyver，　Pasteur　and　Custer　effbcts，　reflecting　the　scientists　who　first　described

them（Table　1．6）．　These　effbcts　are　still　not　completely　understood．　The　post－WGD，

most　genes　in　the　lineage　leading　to　8αco加γo脚cε3　are　retumed　to　single　copy，　but

many　of　genes　involved　in　glycolysis　and　sugar　metabolism　were　retained　to

duplicate　copies．　The　capability　of　Sαoo乃070履ソoε8　to　rapidly　utilize　glucose　by

免㎜entation　to　ethanol，　was　assumed　that　due　to　an　increased　glycolytic　flux　arisen

丘om　metabolic　adaptation　a丘er　WGD（van　Hoek　and　Hogeweg　2009）．

　　　　　　　　　K，彫α漁η㍑5，like　5．　oθ7θv∫3αθ，　is　a　resp廿o一飴㎜entative　yeast，　and　it　can

generate　energy　either　via　the　TCA　cycle　by　oxidative　phosphorylation　or　by

魚rmentation　to　ethanol（Lane　and　Morrissey　2010）．　Crabtree　effbct　mechanism　is
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still　not　fhlly　understood　but　probably　arises　ffom　a　combination　of　enzyme

saturation　under　high　glycolytic　flux，　glucose　repression　of　TCA　enzymes　and

expression　of　specific　redox　balancing　metabolic　reactions（Merico　et　al．2007）．κ

栩αzx1αη〃8　was　classified　as　Crabtree－negative　yeast（as　opposed　to　Crabtree－

positive　yeast），　which　do　not　produce　ethanol　under　aerobic　conditions　and　are

respiratory　unlimited　evell　at　high　glucose　concentrations（van　D茸ken　et　al．1993）．

Table　1．6　Regulatory　phenomena　in　sugar　metabolism　ofyeasts

Phenomenon Description Comments Examples

Pasteur　effbct Activation　6f　sugar Only　observable　in 3．oθrεv∫∫∫oε

consumption　rate　by resting　or　nutrient－starved

anaerobiosis cellS。

Crabtree　ef飴ct SupPression　of 80εアεv∫∫fα¢

respiration　by　high Cells　continue　to琵㎜ent 30乃．Po溺ゐθ

91ucose irrespective　of　oxygen

availability　due　to　glucose

repressing／inactivating

・

　　　6resplratory　enzymes　or

due　to　the　ir血erent

limited　respiratory

capacity　of　cells．

Custers　effbct Dθんん8rααη4

Transient　illhibition　of Oxygen　stimulates Bγθがαη0溺ア0ε5「躍四．

fb㎜entation　by ethanol　production　due　to

anaerobiosis alack　ofintracellular

NAp＋fbl1・wing・ec・eti・n

ofacetate

Kluyver　effbct C．纏1∫3

Anaerobic色㎜entation This　phenomenon　may　be

ofglucose，　but　not　of 1inked　to　sugar　transport

other　sugars，　although limitations　or　altered

they　may　be　aerobically activity　ofpyruvate

assimilated decarboxylase

From：Walker，1998
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　　　　　　　　　1．2．4．3　1カぬ3か∫α1θηワ10〃αがoη

　　　　　　　　　The　development　of　biotec㎞ological　applications　withκ溺α㍑∫α膨5　has

been　motivated　by　a　number　of　it　advantages　including　a　broader　variety　of

substrates　and　at　higher　temperatures，　its　higher　specific　growth　rates（Fonseca　et　al．

2008）．　The　underlying　interest　in　」K．〃7αzx∫αη㍑5　is　undoubtedly　driven　by

applications　in　the　biotec㎞ology　illdustry．　Commercially，　the　most　important

current　application　is　production　of　native　enzymes，　such　as　inulinase，β一

galactosidases　and　pectinases（Lane　and　Morrissey　2010）．　Inulinase，　which

hydrolyses　a　plant　fhlctan　called　inulin，　is　ofparticular　interest，　as　this　enzyme　is　not

commonly　fbund　in　other　yeasts　or　fヒngi．　Its　expression　is　induced　by　inulin　or

sucrose，　and　the　enzyme　call　be　excreted　to　the　culture　medium　or　remain　associated

to　the　cell　wall（Rouwenhorst　et　aL　l988）．　Theβ一galactosidase　activity　of　1（

吻αzx∫orη㍑5　has　been　exploited　fbr　some　time，　where　the　yeast　was　used　to　treat

lactose－containing　waste　ffom　the　cheese　industry（Lane　and　Morrissey　2010）．　The

biomass　is　used　as　animal　fbed　or　collverted　to　extract　and　used　in　the　fbod

processing　industry．　Recently　K．駕傭αηπ3，　a　the㎜otolerant　yeast，　has　been

received　much　attention　fbr　ethanol　production　at　high　temperatures（Follseca　et　al。

2008）．Besides，　the　treatment　of　dairy　waste　streams，　th6　biosorption　and

bioaccumulative　properties　of　Kη20㍑ゴo測3　are　utilized　in　bioremediation　of　textile

dyes　and　copper　ffom　wastewaters，　and　the　yeast　is　used　to　treat　waste　and　paper

sludge．

　　　　　　　　　1．2．4．4　、M∂1εα〃αγαη4　gεηε’∫c‘oo13

　　　　　　　　　1n　spite　of　traditional　biotechnology　gain　a　lot　of㎞owledge　to　improve

processes　and　to　identifンand　select　more　efficient　strains，　molecular　and　genetic

approaches　are　required　fbr　understanding　of　microorganism　and　achieving　of

industrial　process．　Although　molecular　research　withκ．〃20zx∫αη〃81ags　behind．

K．1αo’∫3，tools　are　now　becoming　available　that　will　facilitate　strain　engineering．

The　current　status　of　these　tools　is　illustrated　in　Fig　1．6（fbr　more　detail，　see　in　Lane

and　Morrissey　2010）．　One　major　limitation　is　the　lack　of　comprehensive　genome

sequence　infbmユation．　There　is　only　availability　of　partial　genome　sequence　ffom
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strain　CBS　712（Llorente　et　aL　2000）and　comparison　to　the　completedノ（1αo’な

g6nome　sequence（D両on　et　al．2004）．

Molecular　Genetlcs　wi楠κ毎yve計0η7yce∫摺σrx’αηα5

　　　　　Classical　Genetics

　　Mat1ng　possible，　buUimitat；ons

～窪o～t（not　a恥straln5　haploid　but　homothallic

　　　　　Diplolds　appearunstable

Native

PCP乙

僻レヱ

S．cereviSlae　NOh－yeast
　　τoθ3　　　　　　　　　 tεt曜ofず

　　ρ6κ1

　　G為乙ユ

Ye5，　but　stabi巨ty　issue5

pkDl　va「iants

Hybrid　piasm臨

　　　　しimitedgenomic　resources

　Partlal　genome　seque∩ce　of　one　stra；n

　　　HQmology宅Oκ」σC。15ぐsequenced｝

　　　　5electabie　Markers

Dominaot　　Auxotroph…c　　Reuseable

κα’τIV！X　　　　　〔ノRメ夏3　　　　　　⊂「e－∫oxρ

AσRI　　　　　　　Lεσ2　　　　　　こノ尺メ亀3　b｝aster

ηαε　　　　　τRP1

　　　　　　＆Straih　Co自struction

lntegration　of　heterobgous　DNA

　Linear　DNA　integration　efficlent

Construction　of　de手ined　nr｝utant5

　　　　し。ngflankln嘗re轡ons

　　　　　　　KU曹straiド置S

From：Lane　and　Morrissey，2010

Fig．1．6－－Molecular　tools　and　resources　fbr　K吻α㍑∫αη〃5．　A　summary　is　presented　of

the　status　of　the　key　molecular　reagents　that　are　available，　or　rさquired，　to　facilitate

rrlolecular　genetics　and　strain　ilnprovement　in　1（．配α㍑ゴαηz∫∫．

　　　　　　　　　Transfb㎜ation　of鉛reign　DNA　intoκ．海α測x加㍑5　can　be　achieved　by

electroporation　or　by　LiAc　procedures　using　protocols　adapted　fヒom　5t　oθアθv∫5ゴoε

and　2（1αoが3（lborra　l　993；Zhang　et　al．2003）．　To　obtain　a　stable　strain　fbr　makjhg

mutants　lacking　a　specific　gene　or　introducing　a　new　trait　into　aミtrain，　integration　of

DNA　f士agments　into　the　chromosome　is　required．　Integration　of　a　DNA　ffagment

into　the　genome　exploits　the　DNA　repair　processes　in　the　cell　and　can　be　random　or

targeted（Aylon　and　Kupiec　2004；Daley　et　a1．2005）．　The　fbIIowing　of　introduction

of　linear　DNA　fセagment　flanked　by　homology　sequences　to，　a　region　of　genomic

DNA，　the　process　of　homologous　recombination　can　direct　allele．　replacelnent　and

introduction　of　the　new　DNA　ffagment　into　that　specific　genomic　locus．　Another

mechanism㎞o㎜as　non－homologous　end　joining（NHEJ），　which　mediated　by　the

Ku70／Ku80　heterodimer，　responses　fbr　random　integration　of　DNA　into　the　genome．

The　f｝equency　at　which　any　species　or　strain　integrates　DNA　into　a　specific　target
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site　is　largely　dete㎜ined　by　the　relative　ef臼ciency　of　the　HR　and　NHEJ　systems，

which　compete　fbr　binding　to丘ee　DNA　ends（Lane　and　Morrissey　2010）．

　　　　　　　　　正ncontrast　to　3．　oθアθv∫5ガαε，　which　HR　is　highly　effbctive　and　efficiencies

of　close　to　100％（Baudin　et　al．1993），　the　efficiency　in　K　1∠z¢∫3　and、K〃70アっじ∫αηz∠3

can　be　extremely　low．　To　overcome　this，　screening　of　large　number　of　candidate

transfb㎜ants　or　improvements　in　gene－targeting　ef5ciency　are　requires．　There　are　a

number　of　strategies　that　can　be　taken　to　improve　gene－targeting　efficiencies

（Kooistra　et　al．2004）such　as　increasing　the　length　of　homologous　flanking

sequence，　manipulating　the　concentration　of　DNA，　or　adding　of　sa㎞on　spe㎜

carrier　DNA．　The　most　striking　results，　however，　were　obtained　when　NHEJ　was

inactivated　by　deletion　of　the、KO80　gene（Lane　and　Morrissey　2010）．　While，

autonomously　replicating　plasmids　fbr　KZπγレεγo〃ワoθ3　are　generally　quite　limited．

　　　　　　　　　The　dominant　markers　such　asんoηMX，．4乙／RI　orηα≠，　fbr　resistance　to

G418，　aureobasidin　A　and　nurseothricin，　respectively，　can　be　used　a　selectable

marker（耳ashida－Okado　et　al．1998；Ribeiro　et　al．2007）．　Additionally，　auxotrophic

stfains　of　diffbrentκ．吻αzx∫αηz43　can　be　created　e．g．　auxotrophs　strains　fbr　uracil，

leucine，　tryptophan，　lysine　and　adenine．　Multiple　selectable　markers　or　reusable

marker，　such　as　URA3　blaster　and　Cre－10κP，　is　required　fbr　constru．cting　a　sequential

gene㎞ockouts　or　complement　mutant．

　　　　　　　　　Using　a　variety　of　promoters　fbr　heterologous　gene　expression　has

perfbrrned　in　K吻α㍑∫αη〃5．　These　are　the　promoters丘om　5〔．　oθ7εv∫5ゴαθsuch　as

、PGK1（Ball　et　a1．1999；Pecota　et　al．2007），刀）1ヲ3（Nonklang　et　a12008）orα4五1

（Almeida　et　al．2003），　native、K．η2αzx∫αηπ5　such　as　inulinase　promoter刀〉σ1

（Bergkamp　et　al．1993），　and　non－yeast　promoter　system　that　is　of　interest　is　the

tetracycline　promoter，　which　was　shown　to　give　very　good　on／off　regulation（no

expression　occur　in　the　presence　of　tetracycline）in　3．　oεγεvゴ5∫αε（Gari　et　al．1997）

and　K．溺αzx∫oη鋸（Pecota　and　Da　Silva　2005）．

　　　　　　　　　1．2．5Glucose　repression

　　　　　　　　　Glucose　is　considered　theμefbrred　carbon　source　of　yeast，　because　the

presence　of　this　hexose　inhibits　the　utilization　of　other　carbon　sources．　Yeast
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exercises　this　prefbrence　in　part　by　repressing　the　transcription　of　genes　required　fbr

the　utilization　of　the　altemative　carbon　sources．　Target　genes　of　this　glucose

repression　pathway　include　the　8㏄genes　encoding　invertase，　G浸L　and、M∠L　genes

involved　in　utilization　of　galactose　and　maltose，　and　the　non免㎜entable　carbon

sources（encoding　proteins　involved　in　mitocholldrial　biogenesis，　respiration，　the

ci廿ic　acid　cycle，　etc．）are　also　repressed　by　glucose．　Other魚㎜entable　carbon

sources（e．g．　ffuctose，　galactose，　and　maltose）can　exert　repressive　effbcts　on

members　of　this　set　of　target　genes　as　well，　though　they　are　generally　less　potent

than　glucose．

　　　　　　　　　The　canonical　glucose　repression　pathway　in　3．　oθγεv∫5∫αθinvolves

binding　of　transcriptional　repressors　to　the　promoters　of　affbcted　genes；these

repressors，　the　Mig　1（Nehlin　and　Ro㎜e　1990）and　Mig2（Lu負iyya　and　Jo㎞ston

1996）zinc－finger　prote血s，　require　the　Ssn6　a血d　Tup　l　corepressors　fbr　activity

σくeleher　et　al．1992；Vallier　and　Carlson　l　994）．　As　illustrated　in　Fig．1．7a，　its　central

components　are　the　Mig　l　transcriptional　repressor　complex，　the　Snf1－protein　kinase

complex　and．protein　phosphatase　1．　Migl　is　Iocalized　in　the　nucleus　in　glucose－

grown　cells，　and　upon　removal　of　glucose　it　is　rapidly　phosphorylated　and

translocated丘om　the　nucleus　to　the　cytoplasmσ⊃e　Vit　et　al．1997）．　Derepression

requires　the　Snfl　protein　kinase　complex（Carlson　et　aL　1981，1999）．　This

heterotrimeric　complex　includes　the　Snfユcatalytic　subunit，　which　has　a　catalytic

domain　and　an　autoregulatory　domain．　Activation　of　the　kinase　in　response　to

glucose　limitation　is　apparently　accompanied　by　a　confbrmational　change　of　the

khlase　complex（Jiang　and　Carlson　1996）（Fig．1．7b）．　The　other　components　of　the

complex　are　a　regulatory　subunit（Snf4）involved　in　responding　to　glucose，　and　an

oligomerization　factor（Sip　1，　Sip2，0r　Ga183）that　influen6es　the　target　specificity　of

the　complex（Sc㎞idt　and　McCartney　2000）．　The　Snfl　kinase　phosphorylates　Mig1

（Treitel　et　al．1998；Smith　et　al．1999），　resulting　in　its　dissociation　fセom　promoter

DNA　and　thus　pe㎜itting　transcription　of　target　genes．　The　activity　of　the　Snfl

kinase　is　regulated　by　glucose；in　the　presence　of　the　hexose　the　catalytic　domain　is

inactive　due　to　intramolecular　interaction　with　the　autoregulatory　domain．　As

glucose　concentrations　decline，　the　Snf4　protein　liberates　the　Snfl　catalytic　domain，

which　is　then　able　to　phosphorylate　Mig1．The　process　is　reversed　by　the　Glc7－Reg1
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protein　phosphatase，　which　restores　the　inactive　confb㎜ation　of　the　Snfl　catab花ic

and　autoregulatory　domains　at　high　glucose　concentrations．

1『Gluc。se，　F・㈱s醐・珊se　i

a
一：一

b Low　glucose

S垣2
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　　　　　RO

From：Rolland　et　a1．，2002

Fig．1．7－The　main　glucose－repression　pathway．　a　Simplified　schematic　representation

ofmediators　and　targets　ofthe　main　catabolite－repression　pathway．　Repression　is　exerted　by

the　complex　Migl／Ssn6／Tupl　on　diffヒrent　gene∬amilies　including魚mily－specific

transcriptional　activators　such　as　Ga14（galactose　utilization），　Ma1R（maltose　utilization），

Hap4（respiratory　genes）arld　Cat8（gluconeogenic　genes）．　The　Snfl　kinase　associated　with

one　of　the　regulatory　subunits　Sip　l，　Sip20r　Gal83　and　the　activating　suburlit　Snf4　has　a

negative　effbct　on　the　activity　of　the　repression　complex．　During　growth　on　glucose，　Snfl

activity　is　inhibited　by　diffbrent　upstream　regulators　which　include　the　hexose　kinases　and

the　Glc7　phosphatase．　The　Snfl　kinase　complex　is　a工so　required　fbr　activation　of　Sip4

which　is　required　in　concert　with　Cat8　fbr　the　derepression　of　the　gluconeogenic　genes．　b

Glucose－induced　confb㎜ational　change　ofthe　Snfl－protein　kinase　complex．
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　　　　　　　　　In　this　study，　I　fbcused　on　the　capability　of、K〃2αz珈η〃3　DMKU3－1042

in　utilization　and　fbmlentation　ofvarious　sugars　including　mono－，　di－，　tri－，　and　poly－

saccharides　presented　in　various　fbedstocks　such　as　sugar　cane，　molasses，

lignocellulose　and　inulin－rich　plants，　which　are　valuable　sources　fbr　bioethanol

under　a　high　temperature．　Feedstrocks　consist　of　mixed　sugars　together　with　glucose，

which　causes　the　glucose　effbct（gエucose　repression）that　obstructs　the　utilization　of

other　carbon　sources．　Thus，　glucose　effbct　on　assimilation　of　other　sugars　in　K．

沸α㍑∫o測8was　examined　not　only　by　the　addition　of　glucose　but　also　by　the

addition　of　2－deoxygIucose．　For　fUrther　consideration　of　the　glucose　effbct，　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る
expression　of　genes　responsible　fbr　utiltzation　of　other　sugars　such　as㎜，　Gし4五1，

肥1and　12＞び1　was　analyzed．　Glucose　effbct　on　the　production　and　secretion　of

inulinase　was　also　examined．
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CHAPTER　2

Growth　and　Ethanol　Ferme血tation　Ability　on　Hexose　and　Pentose

　　　　　Sug劉rs　and　Glucose　Ef艦ect　nnder　Various　Conditions　in

　　　　　　　　Thermotolerant　Yeast　jK1堰yγ670配ッ6θ5吻α］厩α朋∫

2．1Abstract

　　　　　　　　　Ethanol色㎜entation　ability　of　the　the㎜otolerant　yeast　1伽vθ70彫θ8

zηαzxぬ鰍3，　which　is　able　to　utilize　various　sugars　including　glucose，　mann6se，

galactose，　xylose，　and　arabinose，　was　examined　under　shaking　and　static　conditions

at　high　temperatures．　The　yeast　was　fbund　to　produce　ethanol丘om　all　of　these

sugars　except　fbr　arabinose　under　a　shaking　condition　but　only丘om　hexose　sugars

ullder　a　static　con，dition．　Growth　and　sugar　utilization　rate　under　a　static　condition

were　slower　than　those　under　a　shaking　condition，　but　maximum　ethanol　yield　was

slightly　higher．　Even　at　40°C，　a　level　of　ethanol　production　similar　to　that　at　30°C

was　observed　except　fbr　galactose　under　a　static　condition．　Glucose　repression　on

utilization　of　other　sugars　was　observed，　and　it　was　more　evident　at　elevated

temperatures．　Consistent　results　were　obtained　by　the　addition　of　2－deoxyglucose．

The　glucose　effbct　was　f廿rther　examined　at　a　transcription　level，　and　it　was　fbund

thatκ〃2（i駁・乙1　fbr　galactokinase　andκ湘乙1　fbr　xylose　reductase　fbr　galactose　and

xylose／arabinose　utilization，　respectively，　were　repressed　by　glucose　at　low年nd　high

temperatures，　butκ〃2㎜fbr　hexokinase　was　not　repressed．　We　discuss　the

possible　mechanism　of　glucose　repression　and　the　potential　fbr　utilization　of

κ刑伽ση㍑3in　high－temperature魚㎜entation　with　mixed　sugars　containing

91ucose．
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2．21ntroduction

　　　　　　　　　1（1z4ソvθ70〃リノoθ3〃7αzx∫αηz45　is　a　close　relζtive　of　1（7zくソvε70用）ノcθ31αo’∫5，　a

model　Crabtree－negative　yeast　that　has　been　extensively　investigated（Gonzalez－

Siso　et　al．2000，2009；Schaffヒath　and　Breunig　2000；van　Ooyen　et　al．2006）．　The

m句or　common　fbature　of　K．1αo’∫5　and　1（海α㍑∫α胤5　is　the　capacity　to　assimilate

lactose　as　a　carbon　source，　a　fbature　that　is　absent　in　3αco乃αγo彫アoε3　cθFθv∫3∫αθ．　In

contrast　to丞二1αc∫ゴ3，　there　is　no　complete　genome　sequence，　no　type　strain　adopted

as　a　re角rence魚r　basic　research　puΦoses，　and　li賃le　acc㎜ulation　of　in鉤mlation魚r

K魑〃7α㍑ゴαη㍑3，though　some　heterologous　protein　production　systems　in　the　yeast

become　available（Lane　and　Morrissey　2010）．　Nevertheless，1（脚z珈η祝5　has　a

n㎜ber　of　advantages　overκ1嬬or　3．　oθ剛5ゴαθ，　including　a　broad　substrate

spectrum，　the㎜otolerance，　and　high　gro舳rate（Fonseca　et　al．2008），　and　is　thus

an　altemative　to　8．　oε7εv∫5∫αεas　an　ethanol　producer．

　　　　　　　　　Because　of　the　increasing　concem　regarding　petroleum　costs　and　global

wa㎜ing，　worldwide　has　been　shown　the　production　of　bioethanol　as　a　renewable

energy　source，　especially　fセom　renewable　resources（耳ahn－Hagerdal　et　al．2006）．

Nowadays，　the　most　commonly　utilized　renewablo　fhel　is　ethanol　mainly丘om　sugar

cane　and　starch，　and　thus，　the　consumption　of　these　biomasses　has　dramatically

increased．　The　utilization　of　comstarch　fbr　bioethanol　production　may　cause　a

serious　problem　in　competition　with　comstarch　as　fbod．　In　the　near　fhture，　it　is

expected　that　a　source　fbr　low－cost　ethanol　production　will　be　lignocellulosic

biomass　such　as　agricultural　and　fbrestry　residues．　Lignocellulosic　materials　are

composed　of　three　main　polymers：cellulose（－47％of　dry　weight），　hemicelluloses

（－30％of　dry　weight），　and　lignin（－25％of　dry　weight；（Wiselogel　et　al．1996；

Aristidou　and　Penttila　2000）．　Cellulose　is　a　homopolymer　of　glucose（Glu），　while

hemicellulose　is　composed　of　hexose　sugars－－glucose，　mannose　CMan），　and

galactose（Gal），　and　pentose　sugar臼xyloseσ（yl）and　arabinose（Ara；Saha　2003）．

Hemicellulose　is　easily　hydrolyzed　to　its　constituent　monosaccharides　compared　to

cellulose（Aristidou　and　Penttila　2000；Zaldivar　et　a1．2001；Perez　et　al．2002）．
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　　　　　　　　　Considering　sugar　constituents　in　hemicellulose，　the　development　of

microbes　that　can　utilize　and　convert　a　variety　of　sugars　into　ethanol　is　required．

Besides，　the㎜otolerant　microbes　applicable　fbr　high－temperature魚㎜entation　that

efficiently　produce　ethanol　at　elevated　temperatures　are　expected　to　have　a　potential

fbr　reducing　cooling　costs（Banat　et　al．1998）．　High－temperature魚㎜entation　also

has　advantages　of　ef且cient　simultaneous　sacchariHcation　and飴㎜entation，　a

continuous　shift丘om　fbrmentation　to　distillation，　reducing　risk　of　contamination，

and　suitability　fbr　application　in　tropical　countries（Anderson　et　aI．1986；Banat・et　al．

1998；Limtong　et　al．2007）Additionally，　glucose　effbct　that　reduces　synthesis　of

enzymes　fbr　catabolism　of　altemative　carbon　sources　should　be　considered．　A

significant　reduction　of　a　large　number　of　cellular　fhnctions　as　the　glucose　effbct　has

been　reported　in　3．　cθγθvゴ5∫αθ（Gancedo　1998）．　The　regulatory　mechanism　fbr　D－

galactose　utilization　is　at　least　partially　conserved　between　K．　1αc’菰3　and　3．

oε7θvご3ゴαθ，though　the　molecular　interactions　between　regulators　are　dif琵rent

（Rubio－Texeira　2005；Venkat　et　al．2010）．　Several　glucose－repressed　genes　are

㎞own　to　be　controlled　by　Miglp，　a　transcription　factor　involved　in　glucose

repression，　directly　or　indirectly　via　repression　of　a　transcription　activator（Gancedo

1998）．On　the　other　hand，　the　regulation　ofgenes　fbr　a　D－xylose－inducible　pathway，

including　an　NAD（P）H－linked　xylose　rサductase（Xyl　lp）and　an　NAD－linked　xylitol

dehydrogenase　（Xyl2p），　and　fbr　an　L－arabinose－inducible　pathway　partially

overlapping　with　the　D－xylose－inducible　pathway（Fig．2．1）has　not　been　elucidated

ln　yeast．

　　　　　　　　　、K溺α㍑∫αη㍑3　DMKU3－1042　is　a　microorganism　that　possesses　the

capability　fbr　assimilation　of　many　diffbrent　kinds　of　sugars　at　high　temperatures

（Nonklang　et　aL　2008）．．Nevertheless，　there　are　no　reports　on　glucose　repression　at　a

high　temperature　in　Kη7αzκ∫oηπ5．

　　　　　　　　　In　this　s加dy，　the　potential　ofK配αz漁η麗8　DMKU3－1042　fbr　utilization

of　and　ethanol　production丘om　sugars　present　in　hemicellulose　hydrolysate　was　fbr

the　first　t㎞e　examined　ullder　shaking　and　static　conditions　at　high　temperatures．

This　strain　can　grow　and　produce　ethanol　at　a　high　temperature（Limtong　et　al．

2007）and　is　the　most　themlotolerant　am6ng　strains　avaiIable（Nonklang　et　al．2008；

Abdel－Banat　et　al．2010）．　We　therefbre　consider　this　strain　to　be　a　suitable　candidate
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fbr　high－temperature　ethanol　fbrmelltation．　Glucose　repression　on　assimilation　of

other　sugars　was　also　tested　not　bnly　by　the　addition　of　glucose　but　also　by　the

addition　of　2－deoxyglucose（2－DOG）．　To　fUrther　consider　the　repression，　the

expression　of　genes　responsible　fbr　utilization　of　mannose，　galactose，　xylose，　or

arabinose　was　analyzed．　This　is　the　first　study　to　reveal　that　the　extent　of　glucose

repression　is　diffbrent　at　diffbrent　temperatures　and　on　diffbrent　sugars　in

κ．粥α㍑吻祝3．This’ study　also　provides　valuable　infb㎜ation　fbr　application　of

1（溜α㍑∫αη㍑3and　indicates　its　us　efhlness　fbr　high－temperature　ethanol　fbmlentation．
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2．3Materials　and　methods

2．3．1Strain　and　media

　　　　　　　　　The　yeast　strain　used　in　this　study　was　1（．η7α翻α朋5　DMKU3－1042

strain，　one　of　the　isolates　ffom　soil　and　water　samples　obtained　around　sugar　cane

pIantations　and　sugar　factories　in　Thailand（Limtong　et　al．2007）．　Culture　was

caπied　out　in　YPD　medi㎜（10g／l　yeast　extract，20　g／1　peptone，　and　20　g／l　glucose）

as　used　fbr　preparation　of　the　inoculum．　Diffbrent　carbon　sources　were　used，　singly

or　in　combination　with　20　g／10f　glucose．　For　investigating　the　utilizatioll　of　an

individual　sugar，　YP　medium（10g／1　yeast　extract　and　20　g／l　peptolle）supplemented

with　20　g／l　of　Glc，　Man，　Gal，　Xyl，　or　Ara　was　used．　These　media　were　designated　as

YPD，　YPMan，　YPGal，　YPXyl，　and　YPAra，　respectively．　The　YP　medium　with　20

g／lglucose　in　combination　with　20　g／l　of　Man，　Gal，　Xyl，　or　Ara　was　used　fbr

experiments　with　mixed　sugars　that　were　named　YPDMan，　YPDGal，　YPDXyl，　and

YPDAra，　respectively．　To　examine　the　effbct　of　antimycin　A，5μM　antimycin　A

was　added．

2．3．2　Cultivation　conditions

　　　　　　　　　For　the　inoculum　preparation，　the　yeast　strain　was　cultivated　in　20　ml　of

YPD　medium　in　a　100－ml　Erle㎜eyer　nask　at　30°C　with　orbital　shaking　at　160Φm

魚r18　h．　The　precul加re　was　inoculated　into　a　300－ml　Erle㎜eyer且ask　containing

100ml　ffesh　medium　ofYP　containing　Glc，　Man，　Gal，　Xyl，　or　Ara　or　containing　Glc

combined　with　others　sugars　at　hlitial　OD660　values　of　O．1　and　l　fbr　shakillg　and

static　conditions，　respectively．　Incubation　conditions　fbr　the　shaking　condition　were

standardized　on　the　rotary　shaker　with　160　rpm　at　30°C，40°C，　and　45°C，　whereas

fbr　the　static　colldition，　flasks　were　constantly　stood　at　30°C　and　45°C．
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2．3．3Analytical　methods

　　　　　　　　　Cell　density　was　measured　turbidimetrically　at　660　nm，　To　dete㎜ine

sugar　and　ethanol　concentrations　in　culture　media，　cultures　were　sampled　and

sulガected　to　a　low－speed　centrifUgation．　The　supematant　was丘ozen　and　kept　at－

20°cuntil　analyzed．　Quantitative　analysis　of　sugar　and　ethanol　was　perfb㎜ed　by

high－perfbrmance　liquid　chromatography（Hitachi，　Japan）．　A　Gel　pack　column　GL－

C610－S（Hitachi，　Japan）was　used　together　with　a　re丘active　index　detector（Model

L－2490，Hitachi）at　60°C　with　O．3　ml／min　eluent　of　deionized　water．

2．3．4Analysis　of　glucose　repression　by　using　glucose　analog　2－1）OG

　　　　　　　　　Cells　grown　in　YPD　medium　fbr　18hwere　collected．　After　washing　the

cells　with　deionized　water，　the　suspended　cells（1×107cells／ml）were　10－fbld

sequentially　diluted　and　then　spotted　onto　agar　plates　of　YPMan，　YPGal，　YPXyl，

and　YPAra　with　or　without　O．01％2－DOG．　YPD　plates　were　used　as　a　control．

These　plates　were　incubated　at　30°C，40°C，　and　45°C　fbr　48　h．

2．3．5RT－PCR　analysis

　　　　　　　　　Total　RNA　ffom　cells，　which　had　been　grown　in　various　media　as

described　below，　was　isolated　by　the　hot　phenol　method（Aiba　et　al．1981）．　Isolated

RNA　was　treated　with　RNase－ffee　DNase　I（Qiagen，∫apan）fbr　l　5　min，　and　then

DNase　I　was　inactivated　at　75°C　fbr　10min．’For　each　experimental　condition，　the

three　genesκ初㎜2，1ζ〃2　G辺五1，　and　K〃2X｝つLl　fbr　hexokinase，　galactokinase，　and

xylose　reductase，　respectively，　were　used　to　dete㎜ine　the　effbct　of　glucose

repression．　K配オC刀fbr　actin　was　used　as　an　intemal　control．　Cells　were　first

grown　in　YPD　medium　until　the　exponential　phase　at　30°C，　washed　two　times　and

resuspended　with　YP　medium，　and　subsequently　inoculated　at　5％into　YPD，

YPMan，　YPGal，　YPXyl，　or　YPAra　fbr　a　single　sugar　condition　or　into　YPDMan，
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YPDGal，　YPDXyl，　or　YPDAra　fbr　a　mixed　sugars　condition　and　fUrther　incubated

fbr　6　h（mid－exponential　phase）at　30°C　or　45°C．　The　concentration　of　RNA　was

estimated　spectrophotometrically　at　260　nm．　RT－PCR　analysis　was　perfbrmed　using

an　mRNA　Selective　RT－PCR　kit（Takara，　Japan）with　O．1μg　of　total　RNA　as　a

template　and　the　primer　sets　fbr　RT－PCR（Table　2．1）．　For　detection　of　an　intemal

control，0．01μg　oftotal　RNA　was　used　as　a　template．　RT－PCR　was　per鉛㎜ed　on　a

Takara　PCR　thermal　cycler　MP（Takara　Biomedicals，　Japan）．　After　RT　reactioh　had

been　perfb㎜ed　at　40°C　fbr　15min，　PCR　consisting　ofdenaturing　at　82°C　fbr　l　min，

annealing　fbr　l　min　at　a　fixed　temperature，5degrees　Iower　than　7短，　which　was

calculated　by　the　rule　ofthumb　method，’and　extension　at　72°C　fbr　l　min　was　carried

out　using　two　primers　fbr　each　gene．　The　PCR　products　after　20，25，30，　and　35

cycles　or　20，23，26，29，　and　32　cycles　fbr　each　gene　were　analyzed　by　O．9％agarose

gel　electrophoresis．　Intensity　of　bands　of　RT－PCR　products　was　quantitatively

dete㎜ined　using　the　UN－SCAN－IT　gelTM　auto燃ed　digitizing　system（Silk

Scientific，　USA）．　Under　our　conditions，　the　RNA－selective　RT－PCR　was　able　to

specifically　detect　mRNA　because　no　band　was　observed　when　reverse　transcriptase

was　omitted．

Table　2．1　Primers　used　fbr　RT－PCR　in　this　study

Name Gelle Sequence　57→3’ Le【1gth（bp）

R㍗．KmHXK2鴨’F

RTしKmHXK2－R

RT－KmGAL．1－F

RT・KmGAL　1－R

RTLKmXYL　1－F
R丁LKn訳U　1－R

RT㌦KmACT1－F
RT－KmACT1－R

κ172〃瀞（2

κ1ηGオ〃

1（η認｝Z1

K｝η．4C刀

AAGAAGC．CACCAGCCAGA
ACArCGTGGCCTTCGACA
AGGTCGCCAGGTAGAGTG
CGTCCTTACCGCAGATAG

CTCGCACCAAC．AGTTACC
AGGCGACT’GGCTTGATAC．
ACGTTGTTCCAATCTACGCC
AGAAGArGGAGCCAAAGCAG

542

529

571

491
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2．4Results

　　　　2．4．1Cell　growth　and　etllanol　production　in　YP　medinm　containing　a

single　sugar　under　a　shaking　condition　at　dif霊erent　temperatures

　　　　　　　　　To　examine　the　potential　fbr　utilization　of　sugars　fbund　in　hemicellulose

hydrolysate　in、【〃2αzx∫o朋5　DMKU3－1042，　cells　were　grown　in　a　medium

containing　Glc，　Man，　Gal，　Xyl，　or　Ara　under　a　shakhlg　condition　at　diffbrent

temperatures，　and　cell　growth　and　concentrations　of　sugar　and　ethanol　in　the

medium　were　monitored（Fig．2．2；Table　2，2）．　Cell　growth　was　observed　as　sugar

reduced　on　all　sugars　tested　at　30°C，40◎C，　and　45°C，　indicating　that　the　strain　can

use　these　sugars　fbr　growth　at　high　temperatures．　In　YPD，　YPMIm，　and　YPGal，

ethanol　was　increased　roughly　in　anti－parallel　with　decrease　in　sugar　at　the

beginning　of　cultivation．　The　growth　was　gradually　decreased　with　increase　in

temperature，　but　ethanol　accumulation　was　nearly　the　same　except　fbr　a　delay　at

45°C．In　YPXyl，　ethanol　and　xylitol　were　accumulated．　No　ethanol　accumulation，

however，　was　4etected　in　YPAra．　YPXyl　and　YPAra　showed　a　longer　lag　phase　and

alower　maximum　growth　rates．

　　　　　　　　　At　30°C，　Glc，　Man，　and　Gal　were　completely　consumed　at　12　h，　while

Xyl　and　Ara　utilization　was　completed　at　72　and　96　h，　respectively．　The　maximum

ethanol　yield　was　the　highest　in　YPD　and　YPGal　fbllowed　by　that　in　YPMan．　In

YPXyl，　the　largest　amount　of　ethanol　production　was　2．5　g／1　at　72　h，　and　xylitol

production　was　4．3　g／l　at　48　h．　The　maximum　ethanol　yield　in　YPXyl　was　3．6　t㎞es

lower　than　those　in　YPD　and　YPGal．　The　maximum　sugar　utilization　rate　and　the

maximum　growth　rate　were　the　highest　in　YPGal，　and　the　specific　growth　rate　and

the　specific　sugar　utilization　rate　at　6　h　were　the　highest　in　YPD．

　　　　　　　　　At　40°C，　Glc，　Man，　and　Gal　utilization　was　nearly　completed　at　12　h，

whereas　Xyl　was　completely　consumed　within　72　h．　Ara　was　not　completely

utilized　within　96　h．　The　amount　ofethanol　production　was　the　largest　at　12　h　in

YPD，　YPMan，　and　YPGaL　In　YPXyl，　xylitol　accumulation　was　7．O　g／1，　which　was

higher　than　the　amounts　at　30°C　and　45°C．　The　max㎞um　ethanol　yield　was　highest
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in　YPGal，　which　was　higher　than　tho5e　at　30°C　and　45°C．　The　specific　growth　and

sugar　utilization　rates　at　6　h　were　slightly　lower　than　those　at　30°C　in　YPMan　and

YPGal．

　　　　　　　　　At　45°C，　Glc　and　Man　were　completely　utilized　at　24　h，　whereas　Gal　was

completely　utilized　at　48　h．　Xyl　and　Ara　were　not　completely　utilized　within　96　h．

Interestingly，　the　ethanol　level　in　YPGal　was　stable　until　the　end　of魚㎜entation，

whereas　the　level　in　other　media　at　all　temperatures　was　gradually　reduced　with

incubation．　The　specific　growth　rate　and　sugar　utilization　speed　were　greatly

reduced　in　YPD，　YPMan，　and　YPGal　compared　to　those　at　30°C　or　40°C．
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　　　　2．4．2Cell　growth　and　ethanol　production　in　YP　medium　containing　mixed

sugars　with　Glc　under　a　shaking℃ondition　at　dif6erent　temperatures

　　　　　　　　　There　have　been　a　number　of　extensive　studies　on　glucose　repression　in

3．087θv∫3云αθandκ10c∫ゴ5，　which　were　mainIy　fbcused　on　sucrose，　lactose，　or

galactose　utilization（Dong　and　Dickson．1997；Gancedo　1998；Venkat　et　al。2010）．

However，　little　is㎞own　about　the　glucose　effbct　on　Xyl　or　Ara　utilization．　We　thus

perfb㎜ed　experiments　to　dete㎜ine　the　ef飴ct　of　glucose　on　utilization　of　other

sugars　at　diff6rent　temperatures（Fig．2．3；Table　2．3），

　　　　　　　　　Utilization　pattems　of　Glc　in　mixed　sugars　were　similar　to　those　in　a

single　sugar　of　Glc　at　30°C　and　40°C，　but　utilization　was　delayed　at　45°C．　In

YPDGal，　YPDXyl，　and　YPDAra，　Glc　was　firstly　consumed　at　30°C　and　40°C　within

12hand　within　24　h　at　45°C，　whereas　in　YPDMan，　Glc　was　simultaneously　utilized

with　Man　and　both　sugars　were　used　up　until　12　h　at　30°C　and　40°C　and　until　24　h

at　45°C．

　　　　　　　　　At　30°C，　Xyl　and　Ara　utilization　in　YPDXyl　and　YPDAra　started　after

24and　12　h，　respectively，　when　Glc　utilization　was　finished，　but　their　consumption

was　not　completed　within　96　h，　although　both　sugars　were　completely　used　within

96hin　experiments　with　a　single　sugar（Fig．2．2a）．　Gal　in　YPDGal　was　utilized　in

parallel　with　Glc，　but　a　slight　delay　of　Gal　utilization　was　observed　compared　to　that

in　a　single　sugar．　In　YPDXyl，　xylitol　was　accumulated　as　Xyl　was　utilized．

Interestingly，　the　ethanol　level　in　YPDXyl　was　maintained　during　the　cultivation，

whereas　in　combinations　with　other　sugars，　the　ethanol　level　was　gradually　reduced

after　reaching　the　maximum　level．　This　indicates　that　Xyl　is　prefbrable　as　a　second

sugar　fbr　ethanol　production．　The　maximum　growth　rate　was　the　highest　in

YPDMan．

　　　　　　　　　At　40°C，　Glc　was　utilized　in　a　pattem　similar　to　that　at　30°C　in　all　cases．

Growth　and　maximum　growth　rate　were　reduced　in　YPDMan　and　YPDGaI

compared　to　those　at　30°C．　Xyl　and　Ara　utilization　speeds丘om　12　to　96．hwere

slower　than　those　at　30°C，　and　both　sugars　largely　remailled　even　after　96　h．　The

ethanol　production　level　in　all　cases　was　the　highest　at　12　h　except　fbr　that　in
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YPDGal（24　h）．　Interestillgly，　the　reduction　rate　of　ethanol　at　40°C　was　slightly

lower　than　that　at　30°C．　The　maximum　ethanol　yields　in　YPDMan　and　YPDGal

were　O50and　O．49，　respectively．

　　　　　　　　　At　45°C，　cells　hardly　utilized　Xyl　or　Ara　in　the　presence　ofGlc　but　could

utilize　Xyl　or　Ara　when　they　were　added　as　a　single　sugar（Fig．2．2c）．　It　thus　seems

that　ethanol　in　YPDXyl　or　YPDAra　comes　only　fyom　Glc．　Gal　utilization　in

YPDGal　started　at　12　h　and　stopped　at　48　h．　After　48　h，　Gal　concentration　was

constant　until　the　end　ofthe色㎜entation　process，　and　some　amount　of　ethanol　was、

consumed　after　72　h．　The　utilization　of　Gal　may　somehow　be　limited　at　this

temperature　when　Glc　coexists．
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　　　2．4．3Cell　growth　and　ethanol　production　in　YP　medium　containing　a

single　sugar　under　a　static　condition　at　dif6erent　temperatures

　　　　　　　　　K．吻傭α鷹is　classi且ed　as　a魚cultatively角㎜entative　and　Crabtree－

negative　yeast（van　D麺ken　et　al．1993）and　is　thus　unable　to　grow　under　strictly

anaerobic　conditions．　occurrence　of　ethanol　fb㎜ation　in　the　organism　is　almost

exclusively　linked　to　oxygen　limitation（Visser　et　al．1990；van　D茸ken　et　al．1993；

Bellaver　et　aL’2004）．　Therefbre，　in　order　to　investigate　the　effbct　of　oxygen

limitation　on　the　utilization　and　metabolic　profiles　of　individual　sugars　in　DMKU3－

1042，cells　were　cultured　in　YP　medium　containing　one　of　the　five　sugars　under　a

static　condition　at　30°C　and　45°C（Fig．2．4；Table　2．4）．　Growth，　sugar　consumption

speed　and　ethanol　production　speed　under　a　static　condition　were　fbund　to　be　lower

than　those　under　a　shaking　condition．　However，　the　maximum　ethanol　yields　tended

to　be　higher，　especially　in　YPD，　YPMan，　and　YPGal，　than　those　under　a　shaking

condition　and　remained　constant　throughout　the　process．

　　　　　　　　　At　30°C，　cells　completely　consumed　Glc　and　Man　within　24　h　Imd

completely　consumed　Gal　within　48　h．　The　maximum　ethanol　yields　in　YPD，

YPMan，　and　YPGal　were　O．50，0．47，　and　O．54，　respectively．　The　time　required　to

reach　maximum　ethanol　level　under　a　static　condition　and　the　maximum　growth　rate

were　longer　and　lower，　respectively，　than　those㎜der　a　shaking　conditibn　in　all

cases．

　　　　　　　　　At　45°C，　growth，　sugar　utilization　speed　and　ethanol　yield　in　YPD，

YPGal，　and　YPMan　were　reduced　ffom　those　at　30°C．　The　maximum　ethanol　yields

in　YPD，　YPGal，　and　YPMan　were　also　slightly　higher　than　those　under　a　shakhlg

condition．
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　　　　　　　　　This　organism　hardly　consumed　Xyl　and　Ara　under　this　condition　at

either　temperature　despite　the　fact　that　they　were　utilized　under　a　shaking　condition．

We　assume　that　their　utilization　requires　respiratory　activity　in　mitochondria．　To

examine　the　assumption，　we　used　antimycin　A　as　a　respiratory　chain　inhibitor　at

cytochromeわ01　complex　as　shown　in　Fig．25．　Cells　could　not　grow　on　YPXyl　and

YPAra　plates　in　the　presence　of　antimycin　A　at　30°C　and　45°C　but　grow　on　YPD

plates．　This　result　suggests　that　utilization　of　pentose　sugars　requires　respiratory

activity　to　sustain　cofactor　balance　and　ATP　leveL

YPD

YPXyI

YPAra

a 　＋5μM
antimycin　A

30°C

YPD

YPX｝電

YPAr綾

b
　＋5μM
｛mHmycin　A

45°C

Fig．25－rAntimycin　A　effヒct　on　xylose（YPXyl）and　arabinose（YPAra）utilization　at　30°C

and　45°C．　Cells　growll　on　YPD　plate　fbr　2　days　at　30°C　was　streaked　on　YPXyl，　YPAra，

and　YPD　plates　with　or　without　5μM　antimycin　A　and　then　incubated　at　30°C（a）and　45°C

（b）fbr　2　days．　Data　were　reproduced　by　two　independent　experiments．

　　　2．4．4Cell　growth　and　ethanol　production　in　YP　medium　containing　mixed

sugars　with　Glc　under　a　static　condition　at　diffbrent　temperatures

　　　　　　　　　Glucose　effbct　on　other　sugars　utilization　was　examined　under　a　st耳tic

condition　at　30°C　and　45°C（Fig．2．6；Table　2．5）．　Results　of　experiments　in　YPDXyl

and　YPDAra　are　not　shown　because　cells　were　not　able　to　consume　Ara　or　Xyl

under　a　static　condition（data　not　shown，　see　Fig．2．4）．
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　　　　　　　　　At　30°C，　Glc　ill　the　presence　of　other．　sugars　was　completely　consumed

within　24　h．　The　maximum　sugar　utilization　rate　of　Glc　in　YPDMan　was　slightly

lower　than　that　in　YPD．　In　YPDMan，　Glc　and　Man　were　simultaneously　utilized

and　completely　consumed　at　nearly　the　same　time．　The　Man　and　Gal　utilization　rates

in　YPDMan　and　YPDGal　were　lower　than　those　under　a　shaking　condition（Figs．

2．2a，2．3a）and　those　in　YPMan　and　YPGal，　respectively，　under　a　static　condition

（Fig．2．4a）．　Gal　utilization　slarted　after　nearly　complete　consumption　of　Glc，

indicating　to　glucose　repression　on　Gal　utilization．　The　maximum　ethanol　yields　in

YPDMan　and　YPDGal　were　O．54　and　O．53，　respectively．

　　　　　　　　　At　45°C，　the　maximum　sugar　utilization　rate　of　Glc　in　media　of　both

mixed　sugars　was　reduced．　Man　in　YPDMan　was　simultaneously　utilized　with　Glc

but　could　not　be　used　up　within　96　h．　Gal　utilization　in　YPDGal　started　f｝om　24　h

after　complete　consumption　of　GIc，　but　its　utilization　was　largely　reduced　compared

to　that　at　30°C．　The　ma琴imum　ethanol　yields　in　YPDMan　and　YPDGal　were　O．47

and　O．40，　respectively，　which　were　slightly　reduced食om　those　at　30°C．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　YPDMaI｝　　　　　　　　　　　　　　　YPDGa置

　　　　　　　　　　　　　　a　ロOD660nm－←EtOH－←Man－●－Glc　　　　〔コOD660nm＋EtOH＋Gai→－Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40

　　　　　　　　　　　　　　　倉　　　　　　　　　　　　　　　　　　35　　　ミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　35
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　92°　　　　　　　　　30

　　　　　　　　　　　　　　　窒15　　　　　25塁815　　　　　25暮
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　南　　　　　　　　・　　　　208　　　　　　　　　　　　　　　噂　　　　　　　　　　　　　208
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　奉10　　　　　　　　15呂

　　　　　　　　　　　　　　　ぎ　　、　　　　　　　　　　　　　100　　f　　　　　　　　　　　　　　　　loO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　6　12　24　48　72　96　　　　　　　　　　　　　0　　6　12　24　48　72　96

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（h）　　　　　　　　　　Time㈹

　　　　　　　　　　　　　　b口oD6δonm「k一日oH＋Man＋Glc　　□』QD660nm『かετoH＋Gal＋Gb
　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　σ　て5・　　　　　　　　　　　　　　　25⊆　　　　　　　　　　　　　　　Σ　15　　　　　　　　　　　　　　　　25仁
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　面　　　　　　　　　　　　　　208　　　　　　　　　　　　　　　面　　　　　　　　　　　　　2Q　8

　　　　　　　　　　　　　　　81・　　　　　15呂ぎ1。．　　　　15旨

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　6　12　24　48　72　96　　　　　　　　　　　　　　D　　6　12　24　48　ア2　96

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（h）　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（h）

Fig．2．6－Growth　and　metabolite　profiles　of　K．珈α煎αη㍑5　DMKU3－1042　grown　in　YP

medium　containing　20　g／l　glucose　with　20　g／10f　lnannose（YPDMan）or　galactose

（YPDGa1）at　30°C（a）and　45°C（b）under　a　static　condition（O　rpm）．　Initial　OD660　was

a（募usted　to　1．Bαア∫represent　the±SD　fbr　three　independent　experi血ents．
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Table　2．5　Parameters　in　YP　medium　containing　mixed　sugars　with　Glc　under　a　static

conditiol1（O　rpm）at　two　diffbrent　temperatures

Mbdi・m馳・1・P・・at…（°C）M鋸．1弘（9！9）Time・f免…c・姶ti。・（h）aμ、，、（h－：）・t　6　h　M・瓦陶、　Gゴlh、（弩’l　h）・t　6　h　M…7、（酬1）

YPDMan　30

45

YPDGa1　30

45

054士α02

0．47士0．03

0．53土0．02

0。40圭O．03

72

96

48

96

0．47：土0．06

0．1、3±0．05

O．48土0．03

0，12．土0．06

0．47（6）士0．06

0．1．3（6）士0，05

0．48（6）土0．03

0．12（6）士0、06

Glc　O．80土0．09　G】c

卜～∫an　　O．24圭0亀03　　h｛an

Glc　　　O．51士0し05　　（｝1c

Mal10．20±0．05　Man

Glc　　　L1土0．13　（｝lc

Ga1　0，03土0．01　Gal

Glc　　O．72土0。06　　Glc

Gal　O，05土0．06　Ga皇

L3（12）士0．02

0．98（24）士0．02

0，60（12）ま二〇．07

058（48、土0．06

2．0（12）止0．15

　L2（48）±0。09

0．90（12）士0．04

0．26（48）土0．05

V白」ues　in　parenthesls　represent　cultivat｛oηtilnes

撫．耳廊m砥i㎜m曲鋤ol　yield，μ爵speci且c　growてh　rate，圭SD且Dm出ree㎞dependent　exp㎝’men給，漁．陥m田dm㎜grow亡h　rate，篇

specif量c　su8aτuti1｛zadon　rate，～レ舩．’｝魯maxh皿u皿sugar　u毬1｛zation　rate

aTime　requ　ifed　fbr　the　max㎞um　ethanol　concen亡ratiom（、　be　reached

2．4．5Analysis　of　glucose　repression　witl12－DOG

　　　　　　　　　To　fhrther　understand　the　glucose　repression　in　2（〃2α㍑∫orηz4、∫，　the　effbct

of　2－DOG　as　an　allalog　of　glucose　on　the　utilization　of　other　sugars　at　diffbrent

temperatures　was　examined．　Cells　were　spotted　onto　agar　plates　of　YPMan，　YPGal，

YPXyl，　and　YPAra　with　and　without　O．01％．2－DOG　and　incubated　at　three　diffbrent

temperatures（Fig．2．7）．　In　the　absence　of　2－DOG，　cells　on　YPMan・and　YPGal　grew

better　than　did　YPXyl　and　YPAra　at　all　temperatures　tested　except　fbr　YPMan　at

45°C．When　2－DOG　was　added　to　the　medium，　cell　growth　in　YPGal，　YPXyl，　and

YPAra，　but　not　that　in　YPMan，　tended　to　decrease．　Notably，　the　effbct　of　2－DOG

was　enhanced　as　temperature　increased．　These　results　are　consistent　with　those

presented　in　Figs．2．3　and　2．6　and　thus　confirm　the　existence　of　glucose　repression

on　Ga1，　Xyl，　and　Ara　utilization　in　the　organism．

●
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a

30°C

40“C

45℃

YPD【1．48　h）

b
　■■■■■■一顧繭隔＿．1■一■＿＿．、

をΨP｝i包n

YPGa董

Ypx｝：l

YPAm

＋0．Q1α2・DOG

30℃（48h）

　　C

YPM3n

YPG言【

YPXyI

YPAra

■■■』■一■＿＿＿■■■■■■■■幽■＿＿

40，C（48　h）

＋0．01％2馬DOG

d■■■■■■＿．■■■■■■■■■繭幽＿＿

YPMan

玉TG凪監

YpxアI

YPAra

45，c（48士L）

÷0．〔殴％2・DOG

Fig．2．7－2－Deoxyglucose　（2－DOG）effbct　on　other　sugars　utilization　at　diffbrent

tempera加res．　Cells　grown　in　YPD　medi㎜鉛r　18　h　at　30°C　were　h㎜ested　and　washed
with　deionized　water，　alld　the　cell　suspension（1　x　107cells／ml）was　10－fbid　sequentially

diluted　and　then　spotted　onto　YPMan，　YPGal，　YPXy1，　and　YPAra　plates　with　or　without

O．01％2－DOG．　YPD　plates　were　used　as　a　control（a）．　All　plates　were　incubated　at　30°C

（b），40°C（c），and　45°C（d）fbr　48　h．　Dat盆were　reproduced　by　two　independent　experiments．

　　　2。4．6　］Expression　ofκ〃2㎜2，κ〃zG4L1，　and」【濾（毘1　and　glucose　effbct

on　expression　ofκ〃1（訪4LI　and　1【槻1

　　　　　　　　　The　catabolism　pathways　of　the　five　sugars　tested　are　shown　in　Fig．2．1．

H．exokinase’2，　galactokinase，　and　xylose　reductase　ftmction　in　phosphorylation　of

D－mannose　and　D－glucose，　phosphorylation　of　D－galactose，　and　xylitol　production，

respectively．

　　　　　　　　　To　examine　the　expression　of　1動㎜2　fbr　hexokinase　2，κ溜Gし4五1　fbr

galactokinase，　and　1（珊瀧1飴r　xylose　reductase，　we　perfb㎜ed　RT－PCR　with　total

RNAs丘om　ce正ls　grown　until　the　mid－exponential　phase　in　YP　medium　containing

diffbrent　sugars　or　diffbrent　sugars　with　Glc　at　two　diffbrent　temperatures　under

shaking　conditions（Fig．2．8）．　The　band　intensity　was　converted　to　relative　values　by

、
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comparison’with　that　ofκ紘4C71　as　an　intemal　control．　The　values　thus　reflect　the

expression　level　ofeach　gene　tested．

　　　　　　　　　The　expression　profiles　indicated　that　in　YPD，　YPMan，　and　YPDMan，

κ〃2㎜2was　similarly　expressed　at　both　30°C　and　45°C，　but　its　expression　was

slightly　lower　at　45°C　in　YPD．　Expressional　regulation　of　the　gene　as　the　glucose

repression　was　not　observed．　1伽α4五1　was　downregulated　in　YPD　at　both

tempera加，res　alld　induced　about　2－fbld　in　the　presence　of　Gal．　Glucose　repression　on

κ〃2α4五1was　observed　in　YPDGal　at　309C（Fig．2．8a，　c）and　was　more　evide耳t　at’

45°C（Fig．2．8b，　c）．κ〃z∬LI　expression　in　YPD　at　30°C　and　45°C　could　not　be

detected，　but　it　was　cIearly　indubed　in　the　presence　of　Xyl　or　Ara　at　both

temperatures．　Its　induction　levels　in　YPXyl　and　YPAra　at　30°C　were　about　2．8　and

3．8times　higher，　respectively，　than　those　at　45°C．　The　ratios　ofκ溺天アLI　expression

in　YPXyl　versus　that　in　YPDXyl　and　in　YPAra　versus　that　in　YPDAra　at　30°C　were

reduced　by　5．7－and　6．8－fbld，　respectively，　and　those　at　45°C　were　reduced　by　2．4－

and　5．1－fbld，　respectively．　Therefbre，　these　resuIts　suggest　that　K〃2（五4五1　and

κ溜乙1are　suhl　ected　to　glucose　repression．
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Fig．2．8　Expression　ofκ陶H釈2，κη2G塩，　and．κη2∬ZI　genes　in　YP　medium　containing　a

single　sugar　or　a　sugar　in　combination　with　Glc．　Cells　grown　in　YPD　medium　fbr　18hat

30°Cwere　inoculated　into　batch　cul加re，　which　was　conducted　in　100－ml　Erle㎜eyer且asks

in　30－ml　YP　medium　containing　20　g／10f　glucose（YPD），　Ina皿ose（YPMan），　galactose

（YPGa1），　arabinose（YPAra），　or　xylose（YPXyl）or　20　g／l　ofglucose　with　20　g／l　ofmannose

（YPDMan），　galactose（YPDGal），　xylose（YPDXyl），　or　arabinose（YPDAra）．　Cells　were

釦rther　cultivated　at　30°C（a）or　45°C（b）fbr　6　h　under　a　shaking　condition（160　rpm）．　Total

RNA　was　then　isolated　alld　su切ected　to　RT。PCR．　RT－PCR　was　perfbmled　with　primers

specific　toκη2　G浸五1，κη望、旺K2，　andκ溺∬Z1．　Af走er　reverse　transcriptase　reaction，　PCR

products　of　20，25，30，　a皿d　35　cycles　or　20，23，26，29，　and　32　cycles　were　subjected　to

agarose　gel　electrophoresis　and　stained　with　ethidium　bromide．　c　B　and　intensity　was

analyzed　by　using　UN－SCAN－IT　ge1TM　automated　digitizing　system（Silk　Scientific）．

Relative　values　of　intensity　of　bands　in　a　and　b　were　detemlined　as　a　ratio　of　intensity　of

each　band　fbr　each　gene　to　that　fbrκ溺14　C刀．　Bor∫represent　the±SD　fbr　three　independent

experlments．

2．5　1）iscussion

In　this　study，　we　evaluated　the　capability　ofκ〃1αrx畑㍑3　DMKU3－1042

fbr　utilization　of　various　sugars　as　constituents　of　hemicellulose　or　ethano1

飴㎜entation　at　high　temperatures　and　under　diffbrent　aeration　conditions，

Additionally，　its　glucose　effbct　on　utilization　of　other　sugars　was　examined　because

glucose　coexists　with　other　sugars　in　various　biomasses．　It　was　fbund　that　the　yeast
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was　efficiently　capable　of　assimilating　qlc，　Man，　and　Gal　up　to　45°C豆nder　shaking

and　static　conditions　except　fbr　Gal　at　high　temperatures　under　a　static　condition．

Xyl　and　Ara　were　also　utilized　under　a　shaking　condition，　though・the　utilization

speed　was　slower　than　those　fbr　the　three　hexoses　and　gradually　decreased　as

temperature　increased．　These　pentoses，　however，　could　not　be　utilized　under　a　static

condition．　These　findings　indicate　high　capabilities　ofthe　organism　fbr　utilization　of

various　sugars　at　relatively　high　temperatures　and　of　hexoses　under　a　static

condition．

　　　　　　　　　The　inability　of　the　organism　to　utilize　the　two　pentoses　under　a　static

condition　is　possibly　due　to　incapability　ofNADH　oxidation　by　respiratory　chain　in

mitochondria．　Consistent　with　this，　antimycin　A　hampered　cell　growth（Fig．2．5），

and　disruption　of　components　or　synthesis　of　components　of　the　respiratory　chain

caused　defbctive　growth　in　YPXyl　or　YPAra（unpublished　data）．　The　utilization　of

Gal　at　45°C　un．der　a　static　condition　was　greatly　reduced　compared　to　that　at　30°C．

We　have　no　clear　explanation　fbr　this　phenomenon，　but　the　initia1・steps　including

the　import　of　Gal　and　its　conver串ion　to　glucose　6－phosphate　may　require　more

energy　than　those　fbr　Glc　or　Man（De　Br呵ne　et　a1．1988；Van　Leeuwen　et　aL　1991）

or　the　ATP　level　may　influellce　the　activity　of　the　H＋－galactoside　symporter（Van

den　Broek　et　aL　1987）．

　　　　　　　　　Ethanol　yield　ffom　Gal　was　higher　than　those　ffom　Glc　and　Man（Fig．

2．2；Table　2．2），　and　slight　glucose幽repression　was　observed　in　Gal　utilization　even　at

40°C（Figs．2．3　and　2．6；Tables　2．3　and　2．5）．　Although　Xyl　and　Ara　utilization　was

retarded　in　the　presence　of　Glc，　especially　at　45°C，　alIeviation　ofthe　retardation　was

observed　at　40ρC（Figs．2．3，2、6）．　Unlike　3．　oθアεv云3∫orθ，　this　strain　shows　no　glucose

repression　in　sucrose　utilization（unpublished　data）．　In　addition，　reduction　of　ethanol

level　at　elevated　temperatures　under　a　shaking　condition界as　lower　than　that　at　30°C

（Figs．2．2，2．3）．　This　phenomenon　is　possibly　due　to　the　reduction　of　expression　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　覧

κ砿4DH4　fbr　alcohol　dehydrogenase　4，　which　is　induced　by　ethanol　and　thought　to

be　involved　in　ethanol　degradation（Lertwa賃anasa㎞l　et　al．2007）．κ雇DH4　is

expressed　in　the　stationary　phase，　in　which　glucose　is　completely　consumed　and

ethanol　concentration　becomes　the　highest．　The　transcription　level　of　1（砿4D114，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　乞
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however，　is　low　at　45°C　compared　to　that　at　30°C。　Ethanol　evaporation　is　allother

魚ctor　to　be　considβred，　though　it　had　a　minor　effbct　under　this　condition　because

efacient　evaporation　occurs　under　the　conditions　of　a　higher　concentration　of

ethanol　and　higher　temperature（Abdel－Banat　et　al．2010）．

　　　　　　　　　　It　is　likely　that　Man　and　Glc　uptake　in・K〃2αzx加〃5　is　perfb㎜ed　by　the

same　low－affinity　glucose　transporter（Gasnier　1987）．　When　the　two　sugars　were

present　together，　only　slight　delay　of　Man　utilization　was　observed（Figs．2．3，2．6）．

This　may　be　due　not　to　glucose　repression　but　to　the　1輪value　fbr　Man　being　higher

than　that　fbr　Glc　as　in　the　case　of　3．　oεγεv∫5’αθ（Reifbnberger　et　al．1997）．

Consistent　with　this，　no　growth　retardation　was　observed　in　YPMan　in　the　presence

of　2－DOG（Fig．2．7）．

　　　　　　　　　　Glucose　repression　was　observed　as　a　delay　of　utilization　of　Gal，　Xyl，

and　Ara　when　Glc　was　present．　One　of　the　possible　targets　responsible　fbr　the

repression　is　the　process　fbr　sugar　uptake．　Three　symporters　in　1（吻α翻oη〃3　appear

to　be　sensitive　to　carbon　catabolite　inactivation（De　Bru加e　et　al．1988），　but　no

detailed　report　on　Xyl　and　Ara　transport　systems　in　1（彫α襯α朋5　is　available．

Hexose　transporters　sepsitive　to　glucose　repressioI｛as血ε．　oεγεvゴ5∫αθand　P∫c玩0

5勿∫≠∫5（Kilian　and　van　Uden　1988；Hamacher　et　al．2002；Lee　et　aL　2002；Sedlak

and　Ho　2004；Agbogbo　and　Coward－Kelly　2008）would　fUnction　in　the　transport　of

these　pentoses．　These　sugars　were　utilized　under　a　shaking　condition　but　not　under　a

static　condition（Fig．2．4），　which　is㎞own　as　the　Kluyver　ef色ct（Fu㎞hara　2003）．

Because　of　a　cofactor　imbalance　in　Xyl　and　Ara　metabolic　pathways（Diell　et　al．

1996；van　Maris　et　al．2006）and　low　ATP　productivity　compared　to　that　of　hexose，

ethanol　production　was　not　observed　in　YPAra　and　was　retarded　in　YPXyl　with

accumulation　ofxylitol（Fig．2．2）．

　　　　　　　　　　κ吻α4Ll　as　a　representative　gene　in　Gal　utilization　was　examined　as　a

target　fbr　the　glucose　repression．　K〃3G凱1　had　no　canonical　sequence　fbr　Miglp

but　had　five　putative　binding　sequences　fbr　GAL4p　within　a　1－kb　upstream　region

丘om　its　translation　initiation　site（data　pot　shown）．　On　the　other　hand，8cG∠、乙1　in

3．oθ7θv∫5∫αθandκZ（3し4五1　in　1（．1αo’∫8　possess　one　and　fbur　canonical　sequences　fbr

Miglp　and　Gal4p，　respectively（Rubio－Texeira　2005）．　K〃2G凱1　was　repressed　in

YPDGal，　the　repression　being　significant　at　a　high　temperature（Fig．2．8），　indicating
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the　possibility　thatκ溺（ヨ観五1　has　a　Miglp－binding　site（s）that　is　a　sequence　diffbrent

倉om　those　fbr　Miglp　in　3．　oθアθvゴ3ゴαε．　The　significant　effbct　at　a　high　temperature

might　be　due　to　strong　binding　of　Miglp　compared　to　that　at　a　low　terpperathre　or

an　un㎞own血ctor（s）might　be　involved．

　　　　　　　　　When　cells　were　harvested　fbr　expression　analysis　at　6　h，　when　Xyl　and

Ara　had　hardly　been　utilized　in　any　ofthe　media　tested（Figs．2．2　and　2．3），κ溺XrLl

was　strongly　induced　and　glucose　repression　upon　its　induction　was　observed（Fig．

2．8）．κ〃2皿1，however，　has　no　Miglp－binding　sequence　at　its　upstream　region，

suggesting　the　involvement　of　another　glucose　repression　factor　in　its　repression．

Jefffies　and　Van　Vleet（2009）reported　that　P8皿1，　P8皿2，　and　P8∬L3　involved

in　P．8吻ゴが5　Xyl　metabolism，　which　are　upregulated　by　Xyl　under　aerobic　or

okygen－limited　conditions，　are　downregulated　by　Glc．　However，　there　are　no　data

fbr　their　expression　regulation　under　the　condition　with　mixed　sugars．　Bicho　et　al．

（1988）reported　that　Glc　represses　activities　of　xylose　reductase　and　xylitol

，dehydrogenase　in　P．5ゆ漉3　and．Pαo勿∫01θη∫α測卿乃∫1粥in　a　medium　containing

Glu　and　Xyl．　However，　it　is　not　clear．whether　glucose　repression　occurs　at　the

transcription　level　or　at　the　post－transcription　level．　Therefbre，　the　mechanism　of

glucose　repression　of　genes　responsible　fbr　Xyl　or　Ara　metabolism　in　yeast　is　still

not　clear．　It　is　possible　that　there　are　other　regulatory　pathways　instead　ofMiglp　fbr

the　glucose　repression　of2ζ〃zL皿1．

　　　　　　　　　Our　findings　allow　us　to　conclude　thatκη2απx∫αη㍑3　DMKU3－1042　has

high　potential　fbr　utilization　of　hexoses　and　pentoses　derived　f｝om　hemicellulose．

This　study　has　revealed　fbr　the　first　time　the　extent　of　glucose　repression　on

diffbrent　sugars　at　diffbrent　temperatures　and　has　provided　valuable　infbmlation　fbr

application　ofκ．溺α漁η〃3　and　fbr　high－temperature　ethanol琵㎜entation，　which

will　help　to　improve　the　efficiency　of　its　utilization．fbr　biotechnological　purposes．

Its　relatively　weak　glucose　repression　also　encourages　us　to　apply　it　fbr　conversion

ofbiomass　containillg　various　sugars．
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C皿APTER　3

Utilization　Capability　of　Sucrose，　Raf∬nose　and　Inulin　and　Its　Less－

　　　　　　Sensitiveness　to　Glucose　Repression　in　Thermotolerant

　　　　　　　　　　　　　即剛vε70配ッc85脚㍑伽〃51）MKU3－1042

3．1Abstract

　　　　　　　　　κ1ηvθアo〃のノoε3溺α襯αηπ5possesses　a　usefUl　potential　to　assimilate　a

wide　variety　of　substrates　at　a　high　temperature，　but　the　negative　effbct　by

coexisting　glucose　is　critical　fbr　utilization　of　biomass　containing　various　sugars．

Such　a　negative　effbct　on　the　activity　of　inulinase，　which　is　the　sole　enzyme　to

hydrolyze　sucrose，　raffinose　and　inulin，　has　been　demonstrated　in　1（η2α煎αηπ3

without　a耳alysis　at　the　gene　Ievel。　To　clarifシthe　utilization　capability　of　sucrose，

raffinose　and　inulin　and　the　glucose　effbct　oll　inulinase　in、K粥α㍑ゴαη粥DMKU3－

1042，its　growth　and　metabolite　profiles　on　these　sugars　were　examined　with　or

without　glucose　under　a　static　condition，　in　which　glucose　repression　evidently

occurs．　Consumption　of　sucrose　was　not　influenced　by　glucose　or　2－deoxyglucose．

On　the　other　hand，　raffinose　and　inulin　consumpti6n　was　hampered　by　glucose　at

30°Cbut　hardly　hampered　at　45°C．　Unlike　8．　oθ7εv∫3∫αε，　increase　in　glucose

concentration　had　no　effbct　on　sucrose　utilization．　These　sugar－speci丘c　glucose

effbcts　were　consistent　with　the　level　of　inulinase　activity　but　not　with　that　of　the

κ溜Vσ1transcript，　which　was　repressed　in　the　presence　of　glucose　via　KmMiglp．

This　inconsistency　may　be　due　to　suf且cient　activity　of　inulinase　even　when　glucose

is　present．　Our　results　encourage　us　to　applyκ溺α泥珈鷹DMKU3－1042　to　high－

temperature　eth｛mol魚㎜entation　with　biomass　containing　these　sugars　with

glucose．
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3．2　1ntroduction

　　　　　　　　　Glucose－mediated　negative　control　in　the　budding　yeast　30co加roη尾yoω

oεγεv’3ゴoεis　a　model　system　fbr　transcriptional　repression（Ronne　1995；Entian　and

Schtiller　1997；　Gancedo　1998）．　This　control，　called　glucose　repression，

physiologically　occurs　when　glucose　coexists　as　one　of　carbon　sources，　by　which

cells　shut　down　the　transcription　of　a　specific　set　of　genes　fbr　respiration，

gluconeogenesis　and　the　metabolism　of　alternative　carbon　sources，　which　may　allow

cells　to　perfb㎜rational　energy　consumption．

　　　　　　　　　5ヒ3㏄2in　3．　oεアθv3∫αεis　exclusively　and　strongly　regulated　by　glucose．

Results　of　extensive　genetic　analyses　with　mutants　defbctive　in　glucose　repression

and　derepression　and　with　extragenic　suppressors　as　well　as　results　of　protein－

protein　interaction　studies　have　led　to　an　understanding　ofthe　regulation　mechanism

of　308ひC2（∫ohnston　and　Carlson　1992；Entian　and　Sch廿ller　1997），　in　which　two

glucose　specific　effbctors，　ScMiglp　and　ScMig2p，　are　vitally　involved（Nehlin　and

Ronne　1990；Luftiyya　and　Johnston　1996）．即刀V71　fbr　invertase　inκZηvθ70襯ッoθ3

1ασπ5is　also　under　the　control　of　glucose　repression，　but　in　contrast　to　that　of

303㏄2，its　repression　is　independent　ofKIMiglp（Georis　et　a1．1999）．

　　　　　　　　　　Invertase　secreted　fセom　5i．　oεγθv∫5∫αεcells　resides　mainly　in　the　cell　walI

、to　perfbml　its　physiological　fhnction，　cleavage　of　sucrose　molecules　diffhsible　into

the　cell　wall（Nam　et　al．1993）．　Such　specific　localization　of　invertase　may　be

ecologically　beneficial　fbr　efficient　scavehging　of　hydrolyzed　products．　Similarly，

the　cell－wall　retention　of　inulinase　may　be　advantageous　fbr　sucrose’utilization　in

κ配α㍑ぬη〃8．However，　this　may　not　be　the　case　fbr　raffinose　or　inulin　utilization

because　both　sugar　molecules　hardly　penetrate　into　the　cell　wall（Phelps　1965；

Scherrer　et　al．1974）and　must　therefbre　be　hydrolyzed　outside　the　cell　wall．

　　　　　　　　　　Production　of　inultnase　has　been　extensively　investigated　in　1（．

海αzxゴαηπ5（Cruz・Guerrero　et　al．1995；Kalil　et　al．2001；Singh　et　al．2007）．　The

investigation　was　mainly　fbcused　on　optimization　of　its　production　under　various

conditions　including　operating　parameters　such　as　pH，　teτnperature，　agitation　and

aeration　in　addition　to　the　culture　medium，　but　the　results　were　not　suf丘cient　to

provide　a　clear　picture　of　its　regulation　mechanism．　As　a　consequence，　conflicting
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opinions　regarding　expression　ofthe　enzyme　have　accumulated．　It　was　demonstrated

that　inulinase　synthesis　is　under　the　control　of　induction　by　its　substrate　with

catabolic　repression　inノ（．ブナαg∫1∫3　andκゐ以gαγ∫c〃5（Grootwassink　and　Fleming

1980；Grootwassink　and　Hewitt　1983），　of　induction　without　catabolic　repression　in

κ．〃7α漉o捌3UCD（FST）55－82（Parekh　and　Margaritis　1985）or　of　induction　with

catabolic　repression　in　1（η2αzxぬ欄3　CB　S　6556（艮ouwenhorst　et　al．1988）．　On　the

other　hand，　other　strains　in　the　same　species　exhibit　no　induction　by　a　substrate

（Cruz－Guerrero　et　al．1995；Schwan　et　al．1997）．　Fu曲e㎜ore，　Gupta　et　al．（1994）

reported　that　glucose　is　responsible　fbr　catabolic　repression，　whereas　sucrose　and

丘uctose　act　as　weaker　illducers　than　inulin　inκプ7αg∫1∫5．　However，　all　of　these

reports　fbcused　on　the　enzymatic　activity　of　inulinase　in　the　culture　medium　or　cell

wall　f士action　but　not　on　qxpression　at　the　transcriptional　leveLκ吻皿GI　has　been

cloned　and　characterized　in　K溺o㍑∫α捌3ミGE11（Cassart　et　al．1997），　revealing

that　its　physiological　role　is　s㎞iIar　to　that　of　So］昭G1　血5〔．　oθ7εv∫8∫αε；that　is，

KmMiglp　represses　the　expression　ofκ駕1M刀as　a　co㎜terpart　of　808㏄2　in　8．

oθアθv’5ゴαθand　was　shown　to　be　fhlly　fhnctional　when　expressed　in　3．　oθ7θv該3∫oε．

　　　　　　　　　Aiming　at　the　realization　of　high－temperature魚㎜entation　as　a

beneficial　and　economical　technology，　utilization　capability　of　various　sugars

derived　f士om　hemicellulose　and　ethanol　productivity　have　been　shown　in

the㎜otolerantノ（吻姻αη鰐DMKU3－1042　at　a　relatively　high　temperature

（Rodrussamee　et　al．2011），　The　effbct　of　glucose　repression　on　sugar　utilization　in

the　organism，　which　becomes　a　critical　point　fbr　application　of　biomass　containing

various　sugars，　has　been　sho㎜to　be　more　evident　under　a　static　condition．　In　this

study，　to　dete㎜ine　the　regulation　mechanism　of　ihulinase　via　glucose　in　K

脚吻ηπ3DMKU3－1042，　we　compared　the魚㎜entation　capabilities　of　its

substrates，　sucrose，　raffinose　and　inulin，　in　the　presence．and　absence　of　glucose　at

diffbrent　temperatures　under　a　static　condition，　and　we　examined　the　effbcts　of

91ucose　on　the　transcripts　of　K〃2刀〉乙乙～andκ〃22四GI　and　on　the　production　and

secretion　of　inulinase．　Detailed　analyses　reveal　that　K〃1α㍑加粥DMKU3－1042　is

use血I　fbr　high　temperature飴㎜entation　with　biomass　constituted　of　thbse　sugars

and　glucose．
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3．3M紐terials　and　methods

3．3．1Materials

　　　　　　　　　Oligonucleotide　primers　were　synthesized　by　Proligo　Japan（Tokyo）．

Other　chemicals　were　all　ofanalytical　grade．

3．3．2Strains，　media　and　culture　conditions

　　　　　　　　　Yeast　strains　used　in　this　work　were　1（脚zx伽π5　DMKU3－1042　strain，

which　has　been　deposited　in　the　NITE　Biological　Resource　Center（NBRC）under

the　deposit　number　NITE　BP－283（Limtong　et　a1．2007），　and　510θrθv∫5ゴαθBY4743

（MATa／α　　乃∫53△1／玩33△1　　1θz42△0／1εz∠2△〇　　五｝E2／か52△0　　配ε’15△0∠ル伍175

祝7α3△0んアα3△0）．Media　used　were　YP（1％w／v　yeast　extract　and　2％w／v　peptone）

supplemented　with　diffbrent　carbon　sources：YPD，　with　2％w／v　glucose；YPSuc，

with　2％w／v　sucrose；YPRa£with　2％w／v　raffinose；YPInu，　with　2％w／v　inulin；

YPGal，　with’2％w／v　galacto　se；YPFrt，　with　2％fセuctose；YPDSuc，　with　2％w／v

glucose　and　2％w／v　sucrose；YPDRa£with　2％w／v　glucose　and　2％w／v　raffinose；

YPDInu，　with．2％w／v　gIucose　and　2％w／v　inuliI1；and　YPDGal，　with　2％w／v

glucose　and　2％w／v　galactose．　If　required，0．01％w／v　2－deoxyglucose（2－DOG）was

added　to　the　medium．　Cells　grown　in　YPD　medium　at　30°C　fbr　18hwere　inoculated

into　a　100－ml　batch　culture　medium　in　a　300－ml　Erlenmeyer　flask　and　incubated

under　a　static　condition　at　30°C　or　45°C．　The　culture　flasks　were　shaken　to　make

cell　density　homogeneous　befbre　samples　were　taken　fbr　measurement　as　times

indicated．
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3．3．3Analytical　methods

　　　　　　　　　Cell　gro舳was　dete㎜ined　by　means　of　periodical　optical　density（660

nm）measurement．　Concentrations　of　glucose，　ethanol，　sucrose，　raffinose，　illulin，

且uctose，　melibiose　and　galactose　during飴㎜entation　were　dete㎜ined　at　35°C　by

an　HPLC　system　collsisting　of　an　L－2130　Pump，　L－2490　Refセactive　Index　Detector，

L－2200AutosampIer，　L－2350　Colunm　oven，　and　Hitachi　ModeI　D－2000　Elite　HPLC

System　Manager，　equipped　with　a　GL－C610－S　Gelpack⑧column（Hitachi　Chemica1，

Tokyo，　Japan）using　distilled　water　ffom　an　RFD240NA　Water　Distillation

Apparatus（Aquarius，　ADVENTEC⑭，　Japan）as　a　mobile　phase　at　a　flow　rate　of　O．3

ml／min．

　　　　　　　　　To　examine　production　and　distribution　of　inulinase，　inulinase　activity

was　measured　at　50°C　as　described　previously（Rouwenhorst　et　al．1988）except　that

the　initial　rate　of　reducing　sugar　released　was　dete㎜ined　by　the　colorime廿ic　3，5－

dinitrosalicylic　acid　method（Miller　1959）．　Cells　were　grown　at　30°C　or　45°C　as

described　above　and　the　culture　at　6　h　was　subjected　to　a　low－speed　centrifhgation　to

separate　supematant　and　precipitate　fヒactions．　The　latter　was　suspended　in　O．1　M

acetate　buffbr（pH　4．5）．　B　oth　f｝actions，　called　supematant　and　cell　ffactions，　were

then　used　fbr　inulinase　assay　and　measurement　of　ceIl　dry　weight．　One　unit　of

inulinase　activity　was　defined　as　the　amount　of　enzyme　catalyzing　the　liberation　of　1

μmol　of　ffuctose　min－1　at　pH　45　and　50°C．　Specific　enzyme　activities　are　expressed

per　milligram　ofcell　dry　weight

3．3．4RT－PCR　analysis

　　　　　　　　　Cells　growll　in　YPD　medium　fbr　18　h　were　subsequently　inoculated　at

5％into　YPD，　YP　Suc，　YPRa£YPInu，　YPDSuc，　YPDRaf　or　YPDInu，　and　after　4　h

of　incubation　at　30°C　or　45°C，　total　RNAs　were　isolated　by　the　hot　phenol　method．

RT－PCR　analysis　was　per飴㎜ed　as　described　previously（Ler伽a伽asa㎞1　et　al．

2007；Sootsuwan　et　al．2007）．　Primers　used　fbr　KmlNU1，　KmMIGl　and　KmACTl

were　　5蜜一GTACAACCCAGCAGCCA－31　fbr　　KmrNU　1－213　　and　　5L
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GCTTGGAGTCGGAGGAG－3’fbr　KmNU　1－784，5LCGGACGCATACTGGGGA－

3じfbr　KlnMIG1－160　and　5’－ACCGAGTGGAGGGTTGT－31　fbr　KmMIG1－707，　and

5LACGTTGTTCCAATCTACGCC－3「　fbr　KmACT1－5　and　5LAGAAGATG－

GAGCCAAAGCAG－31　fbr　KmACT　1－3．　Relative　band　intensities　were　dete㎜ined

using　scanned　images　and　UN－SCAN－IT　software（Silk　Scientific，　Orem，　UT，

U．S．A．）．　Under　our　conditions，　the　RNA－selective　RT－PCR　was　able　to　specifically

detect　mRNA　because　no　band　was　observed　when　reverse　transcriptase　was

omitted．

3．3．5　Database　search

　　　　　　　　　Homology　searching　was　perfb㎜．ed　by　FASTA　and　BLAST　in　GenBank，

NCBI，　DDBJ，　EMBL，　and　SWISS－PROT　databases．　Comparisons　ofnucleotide　and

amino　acid　sequences　were　conducted　by　Genetyx（Sofしware　Development，　Tokyo）．

The　K加Wひ1　sequence　obtained　ffom　K．配or㍑∫αη祝3　DMKU3－1042　has　been

submitted　to　the　DDBJ　database　under　the　accession　number　AB621573．

3．4Results

3．4．1Glucose　effbct　on　utihzation　of　Suc，　Raf　or　Inu

　　　　　　　　To　dete㎜ine　whether　there　is　a　glucose　ef驚ct　on　utilization　of　Suc，　Raf

or　Inu　in　K．陶α翻αη粥DMKU3－1042，　its　growth　was　compared　on　YPSuc，　YPRaf

and　YPInu　with　or　without　Glc　at　30°C　or　45°C　under　a　static　condition（Figs．3。1

and　3．2；Tables　3．1　and　3．2）．　Growth　on　YPGal　was　also　tested　as　a　positive　control

fbr　glucose　repression．

　　　　　　　　In　the　absence　of　Glc，　Suc　and　Raf　were　rapidly　consumed　and　were

completely　consumed　within　the　first　12　h　at　30°C，　whereas　Inu　was　consumed　at　a

relatively　slow　rate（0．66　g／l　h　at　6　h）（Fig．3．1a；Table　3．1）．　The　maximum　growth
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level　on　Raf　was　low　compared　to　that　on　the　other　two　sugars　because　of　the

production　of　unmetabolizable　melibiose．　The　rate　of　ethanol　production　on　Suc　was

low　at　45°C　due　to　the　slow　uptake　of　Glc　and　Frt　fbllowing　hydrolysis　of　Suc（Fig．

3．1b）．　The　utilization　of　Gal　was　very　slow　with　a　delay　of　about　6　h　compared　to

that　ullder　a　shaking　condition　at　30°C（Rodrussamee　et　al。2011）and　hardly

occurred　at　45°C．　The　consumption　of　Suc　and　Inu　at　45°C　was　slightly　faster　than

that　at　30°C　and　the　consumption　of　Raf　at　45°C　was　slower　than　that　at　30°C（Fig．

3．1b；Table　3．1）．
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　　　　　　　　　The　rate　of　Suc　utilization　in　the　presence　bf　Glc　was　almost　the　same　as

that　in　the　absence　of　Glc　at　both　temperatures（Fig．3．2a，　b；Table　3．2）．　The

maximum　ethanol　yield　ffom　a　mixture　of　Suc　and　Glc　at　30°C　was　higher　than　that

at　45°C，　and　the　ethanol　level　was　maintained　until　the　end　of　the魚㎜entation

period　examined．　However，　growth　at　45°C　was　reduced　to　about　30％of　that　at

30°C．At　30°C，　the　rates　of　Raf　an．d　Inu　utilization　were　reduced　by　3　fbld　and　6　fbId，

respectively，　in　the　presence　of　Glc（Table　3．2）．　Raf　was　consumed　simultaneously

with　Glc，　but　the　consumption　of　Inu　was　delayed　after　depletion　of　Glc．　Both

sugars　were　consumed　much　faster　at　45°C　than　at　30°C．　Almost　no　glucose

repression　was　fbund　ill　the　utilization　ofRaf　and　Inu．　This　is　presumably　due　to　the

availability　of　inulinase　enzyme　fbr　hydrolytic　reaction　at　a　high　temperature（see

below）．　The　effbcts　ofglucose　repression　on　Gal　and　Raf　utilization　inκ〃2α煎α朋3

DMKU3－1042　were　fbund　to　be　significant　but　weaker　thall　that　and　similar　to　that，

respectiveIy，　in　5t　cθγθv∫3∫α召at　30°C（data　not　shown）．
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3．4．2Effbct　of　2－deoxyglucose（2－1）OG）on　utilization　of　Snc，　Raf　or　Inu

　　　　　　　　　To　fUrther　examine　the　glucose　effbct　on　utilization　of　Suc，　Raf　and　Inu，

cell　growt皐was　compared　on　YPSuc，　YPRaf　and　YPInu　agar　plates　supplemented

with　2－DOG　as　a　glucose　analogue　at　30°C　and　45°C（Fig．3．3a，　b）．　At　30°C，　growth

was　repressed　by　the　addition　of　2－DOG　on　Raf　and　Inu　as　on　Gal，　but　almost　no

repression　was　observed　on　Suc．　Interestingly，　the　extent　of　the　repression　was　much

weaker　than　that　in　S　oθ7εv∫3ゴoθat　30°C（Fig．3．3c）．　The　repressive　effbct　w嬢s　more

evident　at　45°C．　No　growth　was　observed　on　Raf　or　Inu　in　the　presence　of　2－DOG　at

45°C．This　phenomenon　is　presumably　due　to　the　initial　uptake　of　2－DOG　over　Frt

derived　f士om　Raf　or　Inu　to　the　cells　at　the　beginning　of　growth，　hampering　the

uptake　ofFrt．　On　the　other　hand，κ吻α㍑ゴαη〃3　could　grow　well　even　in　the　presence

of　2－DOG　when　a　high　concentration　of　Frt　was　present　at　the　early　growth　phase　as

in　the　case　ofYPFrt（Fig．3．3a，　b）．
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a κ．η1ση【’αημ5－30°　C b κ．mαη【’αη己」5－45°　C

YPSuc

YPRaf

YPlnu

YPGal

2・DOG〔「） 2－DOG（÷1 2－DOG（一）

簸　醸≦

2－DOG〔＋）

紬敵論　’

C 5．cerev’5’αe－30°C

YPSuc

YPRaf

YPlnu

YPGal

2－DOG（一） 2幽DOG（＋）

Fig．3．3－Ef驚ct　of　2－DOG　on　utilization　of　sucrose，　raf行nose　or　inulin．　Cells　were

grown　in　YPD　medium　to　about　107　cells／m1，　aliquots　of　10－fbld　culture　dilutions　of　cells

were　spotted　onto　agar　plates　containing　YP　medi㎜supplelnented　with　2％ffuctose

（YPFrt），2％sucrose（YPSuc），2％raffinose（YPRaf）or　2％inulin（YPInu）in　the　presellce

（＋）or　absence（一）of　O．01％2－DOG，　and　the　plates　were　incubated　at　30°C（a）or　45°C（b）

fbr　3　days．　Galactose（Gal）was　included　as　a　positive　contro1．5‘．　oεrεvゴ5∫αθwas　used　as　a

refbrence　strain　fbr　glucose　repression（c）．
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　　　　　　　　　To　dete㎜ine　the　mechanism　behind　the　phenomenon　described　above，

we　perfbrmed　experiments　in　a　liquid　medium　of　YPFrt，　YPSuc，　YPRaf　or　YPInu

supplemented　with　2－DOG　at　30°C　and　45°C，　The　speed　of　Frt　uptake　in　YPFrt　at

45°Cwas　fbund　to　be　slower　than　that　at　30°C’ （Fig．3．4），　During　the　hydrolysis　of

Suc，　Raf　or　Inu，　Frt　was　accumulated　at　both　temperatures　and　could　be　fhrther

utiIized　by　the　orgallism　only　at　30°C　except　fbr　the　case　of　YPSuc，　where　2－DOG

only　sIowed　down　the　speed　of　Frt　uptake　at　45°C．　However，　the　uptake　of　Frt　was

completely　inhibited　when　cells　were　grown　in　YPRaf　or　YPhu　at　45°C，　and　no　cell

growth　was　observed（Fig．3．4b）．　Considering　the　fact　that　Raf　and　Inu　collsumption

was　enhanced　at　45°C　when　Glc　was　added　toget耳er（Fig．3．2b），　it　is　likely　that

2－DOG　was　accumulated　as　2－DOG－6－phosphate　befbre　hydrolysis　of　the　sugars　to

prevent　metabolic　activities　and　cell　growth．　Taken　together，　the　results　obtained

with　2－DOG　fbr　the　consumption　ofthe　three　sugars　at　30°C　were　almost　consistent

with　those　obtained　with　Glc．

　　　　　　　　　The　eff6ct　of　extracellular　Glc　concentration　on　glucose　repression　in　8．

oθアθv∫3∫oθhas　been　investigated，　and　it　has　been　shown　that　the　level　ofrepression　is

correlated　with　increase　in　Glc　concentration（Me茸er　et　al．1998）．　To　fUrther

examine　the　effbct　of　Glc　concentration　on　utilization　of　Suc　inκ〃2α㍑∫oη㍑3

DMKU3－1042，　we　examined　cell　growth　in　2％Suc　supplemented　with　various

concentrations　of　Glc　under　a　static　condition　at　30°C（Fig．3．5）．　Unlike　5i．

6εアθv∫5∫oθ，increase　in　Glc　concentration　ffom　2－8％had　almost　no　effbct　on　the　rate

of　Suc　consumption　in　the　yeast．
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3．4．3　Glucose　ef色ct　on　production　and　distribution　of　inulinase

　　　　　　　　　In　order　to　exarnine　the　glucose　effbct　on　production　or　distribution　of

inulinase，　with　6－h　cultures　in　the　liquid　medium　ofYPSuc　or　YPInu　in　the　presence

or　absence　of　Glc　at　30°C　and　45°C　as　described　above，　we　measured　inulinase

activity　in　the　supematant　and　cell丘actions　and　compared　total　activities　ullder

diffbrent　conditions　or　activities　of　the　two　ffactions（Table　3．3）．　In　YPD，　YPSuc

and　YPInu　media，　total　inulinase　activities　were　6．0，6．5　and　19。2　U　mg　of　cell　dry

weighfl　at　30°C，　respectively，　and　l　1．4，12。9　and　13．9　U　mg　of　cell　dry　weighfl　at

45°C，respectively．　The　tendency　in　diffbrence　of　these　values　was　consistent　with

results　of　RT－PCR　experiments（see　Fig．3．6b）except　fbr　the　case　of　YPInu，

indicating　that　inul元nase　is　induced　by　Inu　but　not　by　Suc　at　30°C　and　by　heat．　In

supernat艮nt　ffactions，　approximately　3－times　higher　inulinase　activity　was　recovered

at　45°C　thall　that　at　30°C　in　all　media　except　fbr　YPInu．　The　increase　in　total

activity　along　with　the　temperature　up－shifしseems　to　reflect　the　increase　in

supematant　ffaction　activity，　indicating　facilitated　secretion　of　inulinase　at　a　high

temperature．

　　　　　　　　　Total　inulinase　activity　in　YPDInu　was　3．3－times　lower　than　that　in

YPInu　at　30°C，　but　almost　no　such　diffbrence　was　observed　between　YPDSuc　and

YPSuc　at　both　temperatures　or　between　YPDInu　and　YPInu　at　45°C．　On　the　other

hand，　distribution　of　inulinase　activity　in　supematant丘actions　was　hardly　influenced

by　the　addition　of　Glc．
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　　　　3．4．4Alignments　of　conserved　domains　and　upstream　sequences　of

、K配αzx’α朋5　inulinase　with　those　of　glycoside　hydrolase　family　32　fmm　other

yeast　species

　　　　　　　　　κ溺α測α撒3DMKU3－1042　possesses　only　one　copy　ofκ配刀〉σ1

encoding　fbr　inulinase　as　a　counterpart　of　303σC2　encoding　fbr　invertase　in

3．oθ7εv競αθ（The　genome　sequence　will　be　published　elsewhere．）．　The　two

enzymes　belong　to　the　glycoside　hydrolase　family　32　（GH32）　group　in

carbohydrate－degrading　enzymes．　Comparison　of　primary　sequences　deduced　f｝om

nucleotide　sequences　revealed　that㎞Inul　bears　several　moti摺of－G

（block　A），　wHLY（F／Y）Q（block　B），　wGHA（T／v）s（block　B1），　FsGsMv（vπ）

（block　C），　FRDPKVF（block　D），　QYECPGL（block　E）and　I（1∠L）ELY（block　G），

which　are　conserved　among　invertases　and　inulinases　in　yeast　GH32　enzymes

（Appendix　A）．　The　conserved　domains　of　K〃21加1　in　DMKU3－1042　showed

sequence　identity　of　100％to　those　of　the　correspondillg　enzyme丘om　the　other

strains　ofκ．溺αzx∫α槻3．　The　enzyme　is　classified　into　exoinulinase　on　the　basis　of

the　presence　ofAsp　in　block　A，　whereas　endoinulinase　has　Glu　at　the　Asp　position．

The　carboxyl　groups　ofAsp　in　block　A　and　Glu　in　block　E　are　involved　in　the

catalytic　activity　of　B－ffucto血ranosidases（Reddy　and　Maley　1996）．　The　Glu　residue

in　block　E　may　act　as　a　proton　donor　in　the　catalytic　reaction，　as　reported　fbr

invertase　f士om　8．　oεγεv競αθ（Reddy　and　Maley　1996）．　The　Asp　residue　in　block　D，

which　is　conserved　in　all　inulinases，　is　related　to　substrate　recognition（Nagem　et　al．

2004）．

　　　　　　　　　However，　there　are　conflicting　data　on　the　regulation　of　inulinase

production　among　dif〔brent　strains　ofκ溺α㍑吻π5．　We　thus　compared　the　upstream

non－coding　sequence　ofK初刀〉ひ1　in　DMKU3－1042　with　those　of　the　corresponding

genes　in　fbur　other　K溺α㍑∫αη〃∫straills，　CBS　6556，　ATCC　12424，　Yl　and　CBS　834

（Nucleotide　sequences　ofκ〃2刀〉ひ10f　CBS　4857　and　IW　9801　are　not　available．）．

The　inulinase　gene　in　CBS　6556　has　been　reported　to　be　repressed　by　Glc

（Rouwenhorst　et　al．1988），　but　there　is　no　available　infb㎜ation　on　the　regulation　of

κ〃2刀Vσ1genes　in　other　strains．　Approximately　700－bp　upstream　sequences　of

κ〃1刀〉σ1丘om　the　five　strains　were　aligned，　and　two　putative　Miglp　elements
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（consensus　sequence，　WWWWTSYGGGG）were　fbund　in　all　strains（Appendix　2）．

These　findings　and　evidence　based　on　disruption　oftheκ吻、協Gl　gene（Cassart　et　al．

1997）suggest　that　the　negative　regulation　ofκ〃2刀〉σ1　is　dependent　on　KmMig　l　p，　a

key　effbctor　fbr　glucose　repression　as　in　strain　CBS　6556．　However，　we　could　not

compare　such　upstream　sequences　with　other　strains　due　to　the　lack　of　nucleotide

sequences　ofκ吻刀〉σ1　in　databases，　of　which　UCD（FST）55－82　has　been　claimed

to　be丘ee丘om　glucose　repression（Pare㎞and　Margaritis　1985）．

3．4．5Glucose　ef艶ct　on　expression　ofκ加刀V乙α

　　　　　　　　　To　dete㎜ine　whether　the　regulation　of　inulinase　by　Glc　occurs　at　the

transcriptional　level，　RT－PCR　was　carried　out　with　total　RNA　f｝om　cells　grown　fbr

4hat　30°C　or　45°C　under　the　same　condition　as　that　fbr　other　experiments　by　liquid

culture（Fig．3．6）．　The　band　intensities　of　1（zη1回GI　andκ〃2刀〉乙17　were　converted　to

relative　values　by　comparison　with　that　of　K〃2オC71　as　an　intemal　control．　The

values　thus　reflect　the　expression　level　of　each　gene　tested．　The　expression　profiles

indicated　that働1Nσ1　was　s㎞ilarly　expressed　in　Glc　and　Suc　and　its　expression

level　was　increased　about　2－3　times　in　Raf　and　Inu　at　30°C．　Notably，　the　expression

level　ofκ〃2刀V乙17　at　45°C　was　more　than　2－times　higher　than　that　at　30°C　in　all

media　tested．　h　the　presence　ofGlc，　the　expression　level　was　greatly　reduced　in　Suc，

Raf　and　Inu　at　both　temperatures　except　fbr　a　slight　reduction　in　Suc　at　45°C．　On　the

other　hand，　the　expression　level　of　1（η7、MZGI　was　increased　by　the　addition　of

glucose　and　w乞s　reduced　at　45°C　compared　to　that　at　30°C．　These　expression

alterations　were　oppositely　consistent　with　those　of　K吻」0＞ひ1．　Therefbre，　these

resuIts　suggest　that　1ζ〃21フ▽σ1　is　inducible　by　Raf　or　Inu　and　negatively　controlled　by

Glc　via　KmMiglp　in　strain　DMKU3－1042，
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3．5Discussion

　　　　　　　　　Results　presented　in　this　paper　showed　the　utilization　capability　of　Suc，

Raf　and　Inu　at　a　high　temperature　in　1（．吻α襯αη鋸DMKU3－1042，　which　is　the　most

the㎜．otolerant　among　strains　avaiIable　CNonklang　et　al．2008）and　efficiently

utilizes　hexose　and　pentose　sugars（Rodrussamee　et　al．2011），　as　well　as　the　glucose

effbcts　on　consumption　of　these　sugars　and　on　the　expression　ofκ履Nひ1　fbr

inulinase　responsible　fbr　their　hydrolysis．　This　work　thus　also　provides　an　insight

into　the　fhndamental　mechanism　of　glucose　repression　in　K〃zα煎α朋＆The　strain

can　assimilate　the　three　sugars　at　a　high　temperature　even　under　a　static　condition，

though　the　respiratory　yeast　exhibits　a’sugar　assimilation　activity　much　higher　under

ashaking　condition　than　that　ullder　a　static　condition（Rodrussamee　et　al．．2011）．　The

hydrolysis　and　cons㎜ption　of　Suc，　Raf　or　Inu　in　the　presence　of　Glc　were魚und　to

be　prefbrable　at　a　high　temperature，　and　no　detectable　effbct　of　glucose　repression

on　Suc　consumption　was　observed．　Therefbre，　this　strain　is　applicable　fbr　high－

temperature　ethano1魚㎜entation　with　a　biomass　such　as　sugar　cane　juice　containing

maillly　Suc，　Glc　and　Frt．

　　　　　　　　　Although　the　same　inulinase　is　involved　in　the　hydrolysis　of　Suc，　Raf　and

Inu　inκ碑α漉α朋3　DMKU3－1042，　an　effbct　of　glucose　repression　was　observed　on

the　cons㎜ption　of　Raf　and　Inu　but　not　on　that　of　Suc　at　the　low　temperatufe（Figs．

3．1and　3．2）．　The　effbct　of　sugar－specific　glucose　repression　on　consumption　of

sugars　was　consistent　with　that　on　production　and　secretion　of　inulinase，　which　was

evaluated　on　the　basis　ofinulinase　actiVity（Table　3．3）．　Inconsistent　results，　however，

were　obtained　by　transcript　analysis，　revealing　thatκ〃2刀〉ひ1　was　down－regulated　in．

the　presence　of　Glc　in　all　media　tested．　Coincidentally，　the　repression　of　K溺刀〉乙η

was　oppositely　proportional　to　the　expressional　alteration　ofκ肱Mπ｝1　by　Glc．　At　the

high　temperature，　however，　no　fUrther　effbct　of　glucose　repression　on　the

consumption　of　Raf　and　Inu　and　on　the　production　and　secretion　of　inulinase　was

observed．　Rather，　the　rise　of　temperature　positively　affbcted　both　production　and

distribution　of　inulinase　to　efi且ciently　degrade　these　sugars　in　the　strain．　These

results　allow　us　to　speculate　that　the　increased　inulinase　production　apparently



一 80一

overcomes　the　reduction　in　transcript　by　the　glucose　effbct．　Similarly，　fbr　the

phenomenon　that　glucose　repression　ofthe　expre＄sion　ofκ〃7刀〉ひ1　in　YPSuc　has　no

effbct　on　Suc　consumption，　it　is　possibIe　that　the　amount　of　inulinase　produced

under　the　condition　of　glucose　repression　is　sufficient　fbr　cells　to　consume　Suc　as

effici⇔ntly　as　that　under　the　Glc－ffee　conditio11．

　　　　　　　　　An　e脆ct　of　glucose　repression　was　observed　on　the　utilization　capability

of　Suc　in　3．　cθγεvゴ5ゴαεbut　not　in　K．刑α㍑ゴαη〃5．　The　localization　of　Suc－hydrolyzing

enzymes，　invertase　and　inuIinase　in　5．　oε7θv∫5∫αεandκ配α㍑ゴαηπ8，　respectively，

may　be　diffbrent　or　altered　by　cultivatio耳collditions．　In　5〔．　oθ7θv∫5∫αθ，　a㎞ost　all

invertase　molecules　produced　are　retained　inside　the　cell　walL　On　the　other　hand，　a

large　proportion　of　inulinase　molecules　inκ配α溜α例5　are　secreted　into　the　culture

medium（Nam　et　al．1993）．　In　contrast　to　invertase，　inulinase　is　able　to　hydrolyze

fhエctans　such　as　inulin　and　levan　（Kushi　et　al．2000）．　These　polysaccharides，

however，　are　too　large　to　enter　the　cell　wall，　an，d　thus　their　hydrolysis　occurs　outside

the　cell　wall（艮ouwenhorst　et　al．1990）．　We　noticed　that　inulinase　activity　in　the

supematant丘action　at　45°C　was　approximately　3－times　higher　than　that　at　30°C

under　conditions　with　or　without　Glc　except　fbr　YPInu，　but　the　activity　in　the　celI

丘action　was　not　altered（Tab　le　3．3）．　The　rise　of　activity　in　the　supematant　ffaction

reflects　the　increase　in　κη7刀〉乙η　expression　and　also　㎞．dicates　an　increase　in

secretion　of　inulinase　into　the　culture　medium．　Therefbre，　a　high　temperature

condition　facilitates　inulinase　release　into　the　culture　medium　presumably　by　change

in　cell　wall　stmcture　as　previously　proposed（Rouwenhorst　et　al．，1988；Kushi　et　al．

2000）．

　　　　　　　　　This　study　has　fUrther　clarified　usefUl　characteristics　of　1（．脚αzx’αηz45

DMKU3－1042　fbr　fb㎝entation．　First，　the　elevation　of　tempera加re　stimulates

production　of　inulinase．　This　may　amplifンthe　reactivity　of　inulinase　since　the

enzyme　is　relatively　heat－resistant　with　optimum　temperature　around　50°C　and　70°C

fbr　Inu　and　Suc　as　substrates，　respectively（艮ouwenhorst　et　al．1988）．　Second，　the

elevation　oftemperature　enhances　the　secretion　of　inulinase．　Third，　the　consumption

of　these　sugars　is　less　sensitive　to　glucose　repression．　These　characteristics

encourage　us　to　apply　the　the㎜otolerant　yeast　fbr　high－temperature　ethanol

魚rmentation　with　biomass　containing　these　sugars　with　Glc．
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　　　　　　　　　Although　there　are　conflicting　reports　on　the　regulation　of　utilization　of

Inu　amongκ〃2α漉αη〃5　strains（Gro　otwassink　and　Fleming　1980；Gro　otwassink

and　Hewitt　1983；Pare㎞and　Margaritis　1985；Rouwenhorst　et　al．1988；Cruz－

Guerrero　et　a1．1995；Schwan　et　a1．1997），　our　analyses　revealed　that　the　primary

structure　of　inulinase　including　fhnctional　domains　in　diffbrent　straills　is　highly

conserved　and　that　their　inulinase　genes　share　conserved　upstream　sequences

including　two　possible　Migl　elements．　Therefbre，　we　thir〔k　that　the　conflicting

results　regarding　the　regulation　of　Inu　utilization　are　mainly　due　to　diffbrences　in

experimental　conditions，　including　temperature，　which　alter　the　localization　or

activity　ofinulinase．
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APPENI）IX　B

Alignment　of　upstream　sequences　of　inulinase　genes　fセom

various　strains　of1ζ〃2αzx’αη〃5

Km＝1ζ7πγvθro〃7ッoθ3脚㍑伽鋸．　Strains　names　are　indicated　after　Km－．　Asterisks

indicate　conserved　nucleotides．　The　putative　binding　sites　of　KmMiglp　are　shaded．
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SUMMARY

Ethanol　Fermentation　Ability　on　Various　Sugars　and　Glucose　Repression　in

　　　　　　　　　　　　Thermoto夏erant　YeastκZ砂vεアo〃ηcε5吻α㍑’α朋5

（耐熱性酵母即妙v8ro〃ηcε5脚㍑伽〃5における多様な糖に対するエタノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ール発酵能とグルコース抑制）　一

　　　　　　　　　Altematives　to　petroleum－derived　fhels　are　being　aspired　in　order　to

reduce　the　utilization　of　non－renewable　resources．　Ethanol　derived　fforn　com　grain

（starch）and　sugar　cane（sucrose）is　the　most　common　and　currently　renewable　fUel

but　is　expected　to　become　insufficient　in　the　near　fhture．　Therefbre，　the

establishment　of　a　new　technology　fbr　economical　utilization　of　lignocellulosic

biomass　as　an　attractive　fbedstock　is　crucial　fbr　enough　ethanol　supply．　Since

lignocellulose　consists　of　glucose，　galactose，　mamose，　xylose　and　arabinose，

microorganisms　ef＆ciently魚㎜enting　these　sugars　are　desired．　One　of　such

microbes　isκ⑳vθFo彫yoθ3加α厩oη〃3，　which　has　a　usefUl　potential　to　assimilate　a

wide　variety　of　substrates，’ the㎜otolerance　and　high　gro舳rate　and　is　thus．an

altemative　to　80ε7εv∫5ゴoεas　an　ethanol　producer．

　　　　　　　　　The　potential　ofκ溺α㍑∫αヵ〃5　DMKU3－1042　fbr　utilization　of　and

ethanol　production丘om　sugars　present　in　hemicellulose　hydrolysate　was　examined

under　shakillg　and　static　conditions　at　high　temperatures．　The　yeast　was　fbund　to

produce　ethanol　ffom　all　of　these　sugars　except　fbr　arabinose　under　a　shaking

condition　but　ollly丘om　hexose　sugars　under　a　static　condition．　Growth　and　sugar

utilization　rate　under　a　static　condition　were　slower　than　those　under　a　shaking

condition，　but　maximum　ethanol　yield　was　slightly　higher　and　maintain　in　constant

level．　Even　at　40°C，　a　level　of　ethanol　production　similar　to　that　at　30°C　was

observed　except　fbr　galactose　ullder　a　static　condition．　Glucose　repression　on

assimilation　of　other　sugars　was　also　tested　not　only戸y　the　addition　of　glucose　but

also　by　the　addition　of　2－deoxyglucose（2－DOG）．　Consistent　results　were　obtained

that　glucose　repression　was　fbund　on　galactose，　xylose，　and　arabinose　utilization　and

more　evident　at　elevated　temperatures．　In　addition，　the　expression　of　genes
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responsible　fbr　utilizatioll　of　other　sugars　was　analyzed．　It　was　fbund　that　Kη2α4五1

fbr　galactokinase　and　κ配皿1　fbr　xylose．　reductase　fbr　galactose　and

xylose／arabinose　utilization，　respectively，　were　repressed　by　glucose　at　low　and　high

temperatures，　butκη2㎜2　fbr　hexokinase　was　not　repressed．　The　possible

regulations　of　glucose　repression　ofκ溺α4五1　and　K〃2皿1　were　1（粥G4五1　might

contain　a　putative　Mig　lp－binding　site（s）with　a　diffbrent　sequence　ffom　those　inε．

oθrεv競αθandκ〃2×7LI　might　have　other　regulatory　pathways　instead　of　Miglp，

respectively．

　　　　　　　　　In　addition　to　the　far　more　abundant　lignocellulosic　fbedstocks，　inulin－

rich　plants　have　been　considered　fbr　ftlel　ethanol　production．　Besides，1（〃80r㍑∫αηα5

has　been　used　as　a　source　of　inulinase，　which　hydrolyses　sucrose，　raffinose　and

inulin．　This　enzyme　has　a　particular　interest，　because　this　enzyme　is　not　commonly

fbund　in　other　yeasts　or　fUngi．　Glucose　effbct　on　the　activity　of　inulinase　has　been

demonstrated　inκ〃20zx∫αη鋸without　analysis　at　the　gene　leve1．　To　clarifシthe

utilization　capability　of　sucrose，　raffinose　and　inulin　and　the　glucose　effbct　on

inulinase　inκη2α漉αη〃3　DMKU3－1042，　its　growth　and　metabolite　profiles　on　these

sugars　were　examined　with　or　without　glucose　under　a　static　colldition，　in　which

gIucose　repression　evidently　occurs．　Consumption　of　sucrose　was　not　influenced　by

glucose　or　2－DOG．　On　the　other　hand，　raffinose　and　inulin　consumption　was

hampered　by　glucose　at　30°C　but　hardly　hampered　at　45°C．　Unlike　3．　oεγθv∫5ゴαε，

increase　in　glucose　concentration　had　no　effbct　on　sucrose　utilization．　These　sugar－

specific　glucose　effbcts　were　consistent　with　the　level　of　inulinase　activity　but　not

with　that　of　theκ〃717＞σ1　transcript，　which　was　repressed　in　the　presence　of　glucose

via　KまnMiglp．　This　inconsistence　may　be　due　to　sufficient　activity　of　inulinase　even

when　glucose　is　present．

　　　　　　　　　This　study　provides　valuδble　infbrmation　fbr　application　ofK．濯αzxゴαηz45

DMKU3－1042　and　indicates　its　usefhlness　fbr　high－temp　erature　ethano1

飴㎜entation　with　biomass　containing　various　sugars　with　glucose．
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学位論文要旨

耐熱性酵母1ロ砂yεro脚cεM2αzx伽配5における多様な糖に対するエタノ

　　　　　　　　　　ール発酵能とグルコース抑制

（Ethano盈Fermentation　Ability　on　Various　Sugars　and　Glucose　Repression　in

　　　　　　Thermotolerant　Yeast」口砂ッe70〃ηcε5配α㍑’α朋5）

　非再生可能資源の使用量を減少させるために、化石燃料の代替物の開発が望ま

れている。穀物（でんぷん）やサトウキビ（庶糖）から生産されるエタノールは、

最も一般的な再生可能資源であるが、近い将来不足すると予想される。従って、食

物残査に含まれるリグノセルロース系バイオマスを経済的に利用する新たな技術の

樹立が十分なエタノール供給のために不可欠である。リグノセルロースはグルコー

ス、ガラクトース、マンノース、キシロースやアラビノースなど含んでいることか

らそれらの糖を効率的に発酵する微生物の開発が望まれる。そのような微生物の1

つであるκ1嗣εγo〃2脚ε5〃¢α厘αη㍑3は、広い糖資化性、耐熱性、早い増殖速度な

どの特性をもち、＆αoo加m初脚θ50θγθv競α8に替わるエタノール生産酵母となる

と期待されている。

2（刑αzx加㍑3　DMKU3－1042についてヘミセルロース加水分解物に含まれる

種々の糖の資化性やエタノール生産性を高温振とう培養条件および高温静置培養

条件で検討した。この酵母はアラビノースを除く検討した全ての糖からエタノ

ールを生産した。静置培養条件での生育と糖資化性は、振とう培養条件のものよ

り遅いが、最大エタノール収率は若干高く一定に保たれた。40°C静置培養条件

において、ガラクトース以外の糖で30°Cと同様なレベルのエタノール生産

が観察された。他の糖の資化に対するグルコース抑制についてグルコース添

加だけでなく2一デオキシグルコースを用いて調べた。グルコース抑制がガ

ラクトース、キシロース、アラビノースにおいて観察され、高温でより顕

著であった。加えて、ガラクトースやキシロース／アラビノース資化に関与

するガラクトースキナーゼ遺伝子K“2G凱1の発現やキシロース還元酵素遺

伝子κ溺皿1の発現が低温並びに高温でグルコースによって抑制された。
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しかし、ヘキソキナーゼ遺伝子1軌HX7（2の発現は抑制されなかった。1ζ吻G温1は

Miglp結合配列と見なされる（但し、＆oεγθv∫∫∫oθのMiglp結合配列とは異なる）

配列をもち、肋L皿1はMiglp以外の制御系をもつかもしれない。

　豊富なリグノセルロース系バイオマスに加えて、イヌリンを多く含むバイオマス

もエタノール燃料生産に良い原料であると考えられている。一方、κ襯㍑珈α5は

薦糖、ラフィノース、イヌリンを加水分解するイヌリナーゼの供給源である。この

酵素は他の酵母やカビに存在しないことから興味がもたれている。　これまでイヌ

リナーゼ活性に対するグルコース効果が調べられているが、遺伝子レベルのものは

ない。そこで、1（〃2αzx∫αηπ3　DMKU3－1042について、庶糖、ラフィノース、イヌリ

ンの資化能やイヌリナーゼに対するグルコース効果を明らかにするために、それ

らの糖について増殖や代謝プロファイルを静置培養条件（グルコース抑制が顕著に

観察される条件）でグルコース添加あるいは無添加で検討した。庶糖の消費はグル

コースや2一デオキシグルコースによって影響を受けなかった。一方、ラフィノー

スやイヌリンは30℃でグルコースによって抑制されたが、45°Cでは抑制されなか

った。＆cεア顔8∫αεとは異なり、グルコースの濃度を増加しても薦糖消費に影響は

見られなかった。このような糖特異的なグルコースの影響はイヌリナーゼ酵素活性

のレベルと一致したが、イヌリナーゼ酵素遺伝子転写レベルとは一致しなかった

（イヌリナーゼ酵素遺伝子転写はKmMig　l　pを介して抑制された）。この食い違い

はグルコースが存在しても十分なイヌリナーゼ酵素活性があるためと推測された。

　本研究は、1（濯αzx加〃5　DMKU3－1042の利用における貴重な情報を与えると同時

に、グルコースを含む多数の糖からなるバイオマスを用いた高温エタノール発酵へ

の同酵母の有用性を示唆する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HST　OF　PUBI．ICATION

　　　　　　　　　This　thesis　is　based　on　the　fbllowing　two　studies，　which　are　refbrred　to　in

chapter　2　and　3．

1．Growth　and　ethanol　fbrmentation　ability　on　hexose　and　pentose　sugars　and

glucose　effbct　under　various　conditions　in　thermotolerant　yeastκ勿1ッε70〃ηc85

〃2α7wzαπ〃5

Nadchanok　Rodrussamee，　Noppon　Lertwattanasaku1，　Katsushi　Hirata，　Suprayogi，

Savitree　Limtohg，　Tomoyuki　Kosaka　and　Mamoru　Yamada

Appl　Microbiol　Biotechnol（2011），90（4）：1573－1586

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（CHAPTER　2）

2．Uti1勉ation　capabihty　of　sucrose，　raf6nose　and　inulin　and　its　less－

sensitiveness　to　glucose　repression　in　thermotolerant　yeast・K1の1ツεro〃ηc83

脚㍑珈〃5DMKU3－1042

Noppon　Lertwattanasa㎞1，　Nadchanok　Rodrussamee　Suprayogi，　Savitree　Limtong，

Pomthap　Thanonkeo，　Tomoyuki　Kosaka，　Mamoru　Yamada

AMB　Express（2011），　In　press

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（CHAPTER　3）
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