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石油代替資源として植物資源の活用が求められてい
る．これまでに植物由来の原料からプラスチックが開発
され，さまざまな分野に展開されてきた．ポリ乳酸を原
料とするプラスチックが代表例であり，市場規模の拡大
が見込まれている．しかし，従来の石油プラスチックと
置き換えるためには物性の改変（耐熱性や耐衝撃性の向
上，軟質化）や原料である乳酸の生産コストの低下が課
題とされている．近年，高光学純度の乳酸を低コストで
生産するためにさまざまな微生物を用いた試みが行われ
ている．中でも，培養コストが安価で高密度培養が比較
的容易な出芽酵母（Saccharomyces   cerevisiae）にL-乳
酸脱水素酵素遺伝子（L-LDH）を導入することでグル
コースから高純度のL-乳酸を生産できることが注目さ
れている 1)．しかし，産生された乳酸よって培地pHが
低下し，増殖が阻害されて乳酸生産収率が低下する．そ
こで，中和剤（CaCO3やNaOH）の添加が行われるが，
乳酸塩が生じるために脱塩工程が必要となる．中和およ
び脱塩工程が不要な乳酸生産は生産コストの削減が見込
まれる．本研究では，出芽酵母の乳酸耐性を向上させる
ことで，中和剤の添加を必要としない高効率乳酸生産株
の育種を試みた．
まず，乳酸耐性株を取得するために非必須遺伝子破壊

株ライブラリー4828株から1遺伝子破壊により乳酸耐
性を示す遺伝子破壊株のスクリーニングを行った．野生
型株が生育しない6％乳酸培地で生育する遺伝子破壊株
94種を同定した．次に，乳酸耐性を示す遺伝子破壊を
組み合わせて多重破壊にすることで耐性が向上すること
を期待して，もっとも強い乳酸耐性を示した4種（ dse2，

scw11， eaf3， sed1）の破壊を組み合わせた多重破
壊株を作製した．1重から4重破壊の15通りの多重破壊
株の6％乳酸培地での増殖曲線を調べた結果，4重破壊
株が最短の誘導期を持ち，かつ最終到達ODが最大値を

示したため，もっとも強い乳酸耐性を示すと評価した．
これらの乳酸耐性株にウシ由来のL-LDHを染色体上の
ピルビン酸脱炭酸酵素遺伝子（PDC1）のプロモーター
の下流に導入することでL-LDHを導入するとともに
PDC1を破壊した 1)．これにより，ピルビン酸からエタ
ノール合成への流れが抑えられ，ピルビン酸から効率良
く乳酸が合成された．これらのL-LDH導入乳酸耐性株
を用いて非中和条件下でグルコース濃度100 g/LのYPD
培地における乳酸生産試験を行った．その結果，もっと
も強い乳酸耐性を示す4重破壊株にL-LDHを導入した
株の乳酸生産性（0.67 g/L/h）が野生型株の生産性
（0.52 g/L/h）と比較して顕著に向上した（約27％）．
本研究により，非中和条件下での生産量を増加させる
ためには，強い乳酸耐性を示す乳酸生産酵母を構築する
ことが有効な戦略の一つであることが示された．今後は，
乳酸耐性株のさらなる耐性の向上とともに乳酸生産性の
向上を行い，中和条件下での最大生産性（1.55 g/L/h）2)

を目指す必要がある．乳酸条件下での増殖には細胞内ア
ミノ酸量が重要であることを筆者らは報告しており 3)，
この知見が乳酸耐性のさらなる向上に寄与するか今後の
検討が必要である．また，LDH遺伝子のコピー数を増
加させたり 4)，2倍体細胞を用いたりする 5)などの方法
と組み合わせることで非中和条件下でのさらなる乳酸生
産量の向上が見込まれると考えている．
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