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　　Defective　spomulation 　of   dustrially　used 　sake 　yeasts（Sac‘haromワces　cerevisiae）8uch 　as 　KyQkai　no ，

7and 　no ．9is　one 　ofthe 　most 　troublesome 　proble田 s　inhibit血 g　the　breedillg− by　hybridization　and ！or

genetic　analysis
− of　yeast　strains 　with 　improved　characteristics 　fbr　sake 　making ．　 In　order 　to　clarify

the　cause 　of 　defective　sporu 三ation 　in　industrially　used 　sake 　yeasts，　and 　thercby 　facilitaIe　their

molecular 　breed血 g，
　the 　sporulation −defective　properties　of 　Kyokai　no ．7were 　analyzed 　in　nutrition ・

cQntroUed 　media 　and 　compared 　with 　a 　w 皿d・type　diploid　yeast（strain 　4011）as 　 a 　control ．　 An 　analysis

of 　the 　 sporuiation 　process　 of 　strain 　4011　in　 a　 nutrie ロt−starved 　 medlum 　indicated　that 　Ca2 ＋ ，

glutathione（GSH ）and 　some 　other 　biomolecules　were 　able 　to　enhance 　sporulatio ロ．　 Of　these ，　Ca2
＋

and 　GSH 　were 　prerequisites　f｛）r　sporulatlon ，　 The　basic　amino 　acid 　D −，　L−1ysine　was 　found　to　induce

sporulation 　in　ceUs 　growing　in　a　nutrient −
【ich　medium ．　 An 　analysis 　ofthe 　sporulation 　of 　strain 　401　1

and 　Kyokai　no ．7in　a　lysine−dependent　system 　showed 　no 　signi 丘cant 　increasc　inヱMEI 　transcript 　and

a　decrease　in　cAMP 　levels　througheut　the　sporulation ，　thus　suggesting 　that　at　least　a　decrcased　level

of 　cAMP 　is　not 　required 　for　entry 　into　meiosis ．　 Although　the　for皿 ation 　of 　4−spored 　asci　and 　spore

viability 　were 　low，　the 　addition 　of 　GSH ，　its　analogucs ，　and 　other 　biomolecules　to 　the 　nutrition
・

starved 　medium 　apparently 　improved　the 　sporulation 　of　Kyokal　no ．7．　 Thls　result 　indicated　that　the

def6ctive　sporu 工ation 　of 　Kyokai　no ．7was 　mainly 　due 　to　metabolic 　imbalaロ ce ，　and 　nQt 　to　any 　serious

genetic　disorder　upstream 　of 　the　sigrial　transduction 　pathway ．　 Thc　effects 　on 　sporulation 　of　meta
・

bolic　properties　such 　as　e血 on 士ne 甲resistance ，　inab皿ity　to　u 匡Uizeβ一alanine 　at　350C ，　and 　loss　of 　acid

phosphatase　activity ，　aU 　ofwhich 　are 　inherent　characteristics 　of　Kyokai　no ．7，were 　thus　investigated．

The　elim   ation 　of 　any 　one 　of　these　properties　was 　f｛〕und 　to 　Iestore 　the 　sperulation 　of　Kyokai　no ．7，

For　example ，　a　mutation 　with 　eth1o ロine−sensitivity 　s卜owed 　a　marked 　increase童n　the　fbrmation　of　4−

spored 　asci （80％）and 　in　the　viability 　of　the　spores （over 　25％）．　 These 且ndings 　were 　applicable 　to

other 　Kyokai　stralns 　apart 丘om 　no ．7，　and 　will 　be　ut 皿ized　as　a　general　method 　for　the　molecular

brceding　and 　genetic　ana ユysis　of　industrially　important　brewery　yeast8．

［Key 　words ：　sake 　yeast，　 sponllation
，

レ lysine，　 ca ユcium ，　glutathione，　 ethionine ，β
一alanine

，

5Ladenesylmethionine，　 acid 　phosphatase】

は　 じ　め　 に

　イ ン タ ーネ ッ
トの 情報 に よ る と，出芽酵 母 の 染色体

16本 の う ち 9 本 ま で は 塩基配列 の 調査 が 終 了 して お

り，全塩基配列が 決定され る 日 も近 い こ とが 予想 され

る．また ，そ の 過程 で 新た に 見 い だ さ れ た 新規遺伝子

に つ い て も機能調査 が 進め られ て お り，酵 母 の 設 計 図

は 着 々 と明らか に な りつ つ あ る ．こ の よ うな 研究成果

は ，筆者ら発酵 に 関わ る技術者に と っ て も喜ぽ しい こ

と で ， 酵母 とい う微生物の 清酒 醸造 に お け る役割 が よ
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り深 く理解で きる よ うに な る もの と期待 して い る．

　 しか しな が ら目を実用酵母 に 転じ る と ， す ぐれた 菌

株を 育種す るに は，酵母 の持つ 醸造特性に 関す る多 く

の 特微を遺伝 レ ベ ル で 明 らか に し，そ れ らを有効 に 組

み 合わ せ る こ とが 重要で あるに もか か わらず，清酒酵

母 の よ うな実用二 倍体菌株は ， 胞子形成率お よび胞子

の 生存率 が きわ め て 低 い た め ，

；｝一倍体を解析す る こ

と に よ り可能 とな る こ の よ うな 育種計画 の 遂行は 困難

な状況 に あ る．

　筆者らは，清酒酵母 の こ の よ うな胞子形成欠損性 は ，

清酒 酵母 に お い て 遺伝的 に 受け継がれ て い る代謝上 の

特徴 （代謝不 均衡）に 由来す る と考え，これ を明らか

に す る 目的 で
一

連の 研究を行 っ た結果，協会 7号 の 胞

子形成能 お よび 胞 子 の 生 存率 が 回復 した変異株の 選択

法 を 開発 した ，

　本稿 で は ，酵母 の 胞子形成 の 基礎研究面 の 成果と上

記清酒酵母の 変異株選択法 を ，以 下 の 項 目 で ま とめ た ，

　1．栄 養培地 に お け る胞子形成 ， 2．胞子形成に お け

る カ ル シ ウム の 重要性，3．胞子形成 と グル タ チ オ ン ，
4．エチ オ ニ ソ 感受性変異 と胞子 形 成

L 　栄養培地 に お ける 胞子形成
一

新規な胞子形成系の 開発
一

　本節 で は 表題の 清酒酵母の 話か ら少 し離れ て ，筆者
らが 開発 し た 栄養培地を用 い る胞子形成実験系 に つ い

て 紹介す る ．Saccharomlces　cerevisiae の 二 倍体栄養細胞

は ， 酢酸 カ リ ウ ム を含む 栄養飢餓培地 で培養す る と減

数分裂を開始 し胞子形成す る．こ の飢餓培地 は 酵母 の

減数分裂や胞子形成過程を解析す るの に よ く用 い られ

て い る が，細胞を栄養培地 か ら飢餓培 地 へ と移す操作
が必要 で あ り，こ の 過程 に お け る栄養条件の 急激な変

化 は ，減数分裂や胞子形成に 特異的な変化 の み な らず，
さま ざま な ス ト レ ス に よ る変化を も酵母 に 引き起こ す

と想鰾 され る．また ， 飢餓培地に お け る胞子形成 は移

植す る細胞 の 濃度 に 依存 し，105　cells／ml 以下 の 時 に は

胞子は 形成 されない こ とが報告2＞され て お り ，
こ の 実

験系が 栄養飢餓情報以外の フ
ァ ク タ

ー
に よっ て も調節

され る こ とが 示唆 されて い る．

　 こ れ に 対 して ，二 倍体細胞は 充分な栄養条件下 に お

い て も胞子形成す る こ とが 報告 さ れ て お り，

窪→ ）筆者

らも ， 栄養培地に リジ ン を添加す る こ とに よ り二 倍体

の a！α 細胞 が 胞子形成す る こ とを報告した ．S）栄養培

地 を 用 い る 実験系は ，同
一

の 培地 で 栄養増殖と減数分

裂 ・
胞子形成 が追跡で きる た め，酵母 の 分化 プ ロ セ ス

を連続的に 解析す る こ とが可 能 で あ り，ま た 前述の よ

うな 胞 子 形 成 頻度 が細胞濃度に 依存す る現象も認め ら

れ な い ，

　筆者 らの 実験系と従来の 栄養飢餓培地 を 用 い る方法

との 違 い で 重要な 点 は ，酢酸カ リ ウム を含む栄養飢餓

培地 で は胞子形成過程 に お い て ， 培地 の pH が初発の

7 か ら 9 へ と上 昇す る 現象 で あ る （Table　1）．こ の 理由

は 酢酸が 特異 的 に 代謝され炭酸イ オ ン や炭酸水素イ オ

ン に 置 き換わ るた め と解釈 され て い る 6）が ，酵母 は

pH 　8以上 で は 栄養増殖 で きない の で ，こ の 培地 で み

られ る G1 ア レ ス トが 栄養飢餓 の た め な の か あ る い は

pH が高い た め なの か を判別す る こ とは で きない ．他

方 ， リ ジ ン を 含む栄養培地 を 用い た 場合 （Fig．1（b））は
こ の よ うな極端な pH 変化 は観察 されず ， 酵母 は 生育

可能な生理的pH で 胞子 形成す る．

　pH 　7．0 に お い て 栄養培地中の リ ジ ン 濃度 を OmM

か ら 300mM ま で 変化 させ る と， リ ジ ン 濃度が 100

mM の 時に 胞子形成率 は 最 大 とな り，こ の培地 に お

ける胞子形成 は リジ ン 濃度 に 完全に 依存 した．また，
こ の 系を用 い て検討した と こ ろ，胞子形成過程 に 入 る

前 後 に お い て IMEI 　M 伝子 の 転写量7）や細胞内 cAMP

レ ベ ル 8）に は 顕著な変化 は 認 め られず，減数分裂 の 開

Table　l． Eff・・t 。f　p・ta・・i・ m 　acet ・te・and 　L −lysi・・ 。・ ind・・ti・ n ・f ・p・ rul ・・i。。 ．

Constituents　in　　　Finaユ　　Sporulatien
ND 　medium　　　　　　　　　 pH 　　　　（％）

Type 　of 　ascus （％）

1−spored2 −spored 　　　　3−spored4 −spored
None 　　　　　　　 6．55
AcK 　 　　　　　 　　　9．14

L −Lysine　 　 　 7．27
AcK 十 L・Lysine　　 8．0工

082

．6018

．6

0

0

0

0

5．4

10，4

94、5

89．6
Ce
牲

s
　
we 「e

　
i・ ・ub ・‘・d ・・ 3°

DC

　f・・ 5din 　n ・・ri・n ・・d・p・i・・d　ND 　m ・di・ m （pH 　7．0）・upPl ， m ，。，，d　wi ，h

9黜 嬲 臘 澁』1％！、翻 ；黜 膿 ，‘謙 認 ぼ3瀦 藍：：．
・ ・瞭 ・・d ・・
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Fig．1．　 Ch ・・g・・ in・cellul ・・ gl・t・thi・n ・，レ ly・i・・ a ・d ・AMP 　lev・l　d・ ri・g ・p。ni ・・i・・ in　nut ・i・・t ・i・h　m ・di・ m

　　with 　O．1ML −lysine，　 Cens　of 　S．‘erevisiae　4011 （a／α ，　wild 　type 　diploid）wcre 血 cubated 　in　nutrient 　
rich

　　m ・di・皿 （LO ％ gl・… e
，
0．3％ y・a・t ・it・ ・9・n 　b ・・e　w ！。 ・ mi ・。 ・・id・ （Dif・・）・0・001％ y ・a・t ・xt ・a・t ・nd

　　100mM 　PIPES ．　 pH 　7．0）with （b）and 　without （a ）0，1ML ・lysinc．　 Growth （ODs ，。）（▲），　glucose（△〉，

　　pH （十 ），
　sporulation （● ）and 　intra⊂ ellular 　concentration 　of　glutathione（ロ ），　lysine（O ）and 　cAMP （■ ）were

　　detemined 　periodically・

始 ｝こ cAMP レ ベ ル の 低下あ る い は cAMP 依存 の プ ロ

テ イ ソ キ ナ
ーゼ が 不活化され る こ とが 必須で ある とい

う従来の 仮説を支持 しなか っ た （Fig，1，2）．　 Olempska−

Beer と Freeseは 栄養条件下 で は 細胞 内 cAMP レ ベ ル

は減数分裂や 胞子形成セこ は 関係 な く，グ ア ニ ソ ヌ ク レ

オ チ ドが 分化 シ グナ ル と して 重要な役割を果た して い

　 　 A 　 　 　 　 　 B

el 　a2 　 a3 　 bl 　b2　b3

IMEI レ 　 ● ● ● 　● ● ●

ACTI レ 　 ● ● o　● ● ●

SporUlation（％ ）　　0　　0　　0　　4　　22　27

F訌9，2．　Transcr五pt　analysis 　of 　IMEI ・　Ce 且s　of 　51

　　cerevisiae 　4011were 　grown　hl　liquid　medi ロ m 　as　those

　　described　in　Fig、1in 山 e　absence （A ）and 　presence

　　（B）of 　O．1MD ・1ysine．　 The　ceUs 　were 　collected 　at

　　the 　mid −logarithnic（a1 ，　b1），　early 　stationary （a2 ，

　　b2）and 　Iate　statlonary （a3 ，　b3）phases．　 RNA 　was

　　 extracted 　from　the　coUected 　 cells，　 fractionated　by

　　electr て）phoresis，　and 　transferred　to　nitrocellulose

　　 membrane ．　 The 　membr 三mes 　were 　hybridized　with

　　 32P −labeUed　DNA 　probes　prepared　from　IMEI　and

　　ACTI 　DNA 　fragmCIlts．

る と提唱 して お り，　9）　Carneron らもま た ，
　 cAMP 依存

の プ P テ イ ン キ ナ
ーゼ の 触媒 ドメ イ ン を コ

ードす る

TPKI 〜TPK3 遺伝子 の 破 壊 株 の 胞 子 形成 が 栄養条件

に よ っ て ＝ ン ト ロ ール され る こ とか ら，cAMP 非依存

型 の 機構が胞子 形成過程 に 存在す る こ とを報告し て い

る．10）

　した が っ て 筆者 らが 得た デ ータ は，胞子 形成 に 関連

す る 情報伝達機構が栄養飢餓培地 と栄養培地 で は異な

る とい う可能性を 示唆す る もの と考えられ る．こ の 伝

達機構を明らか に す る こ とが 今後 の 検討課題 で あ る

が，筆者 らは すで に こ の 系 に お い て ，
リジ ン 以外に も

胞子形成を誘導 で きる 化合物と して 2一ア ミ ノ ア ジ ピ

ソ 酸 ）や あ る 種 の ヌ ク レ オ チ ド，li〕イ ノ シ ト
ー

ル ー3一リ

ン 酸を見 い だ して い る し，ま た ，エ5Kd の タ ソ パ ク 分

子が胞子形成時 に特異的に 誘導される こ とも明らか に

して お り，こ れ らの 現象に つ い て 解析す る こ とがそ の

近道で は な い か と考え て い る ．

2． 胞子形成に お け る カ ル シ ウ ムの 重要性

　酵母 の 胞 子 形 成 は
一

般 に は，aノα 二 倍体株が 栄養飢

餓状態に陥る と誘導され る と言われ て い るが ， 前節で

述べ た酢酸 カ リ ウ ム を 含む凱餓培地 に つ い て 若干の 検

討 を 行 っ た と こ ろ，こ の 培地 の 支持体で ある 寒天 に 非
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Table　2．　 Yeast　spo 耻 1ation　on　nutrient ・deprived　medium 　with 　various 　geU三ng

　　agent 　and 　calCium 　e。 nt 己nts 　of 　agar
−
　or 　agaT 。se

・
erctracts ．

Ge − ng 　agent

Sporulation（％）
＆

4011 Kyokai　no ．7Calcium

　content

　 of　eXtractb

Agar

　First　grade

　B巳cto 　a巳
ar

　Agar 　noble

Agaroso

　ScaKcm　GTG 　agaroso

　Type　II　agarose

　 SeaPlaque　agar て｝8e

49．753

．828
．4

く0．1

く O．1
＜ O．1

8．314

．810

．5

＜ 0．1

＜0．1

〈 0．1

2．416

．60

．32

dddnnn

　
墨CeUs　were 　incubated　fbr　3　d　on 　a 　nutrient

−deprived　medium （2％ pota3siu 皿 acetate

and 　2％ a6ar 　or 　agaro8 ¢ ）and 　pc爬 ¢ ntage 　of 　sporulatcd 　oells　in　thc　total　cen 　populatio皿 wa8

caiculated ．

　
bFor

　the 　pr¢ paration　of　aga τ
・or 　agarose ・extracts ，2gof 　5ample 　was 　8uspended 加

1eO　rnt　ofd 三sti皿ed 呂nd 　dcienLに d　watcr 　and 　stirrcd 　for　15　min 　at 　roDm 　te ：nperature ．　 The
mimre 　was 　centrifUgcd 　at　15

，
000 τpm 　fbr　IO　min 　and 　the　rcsulting 　solutien 　was 　passed

止mugh 　a　membr 聞 e 砠t副 山 旦 pore　siZe 　of 　e．45 陣 ．　 CalClurn。ontcnt 　w 麗 detc洫 ed

by　HPLC 　u8 洫 g　S菫m ・pack　IC・C2 ◎ohmn 　aロd　oonductiv 訌ty　detector（CDD −6A
，
　Shimadzu

Corporation）．　nd
，
　Not 　deteCted．

常に重要な 成分が含ま れ て い る こ とを見 い だ した ．す

な わ ち，Table　2 に 示すよ うに 栄養飢餓培地 の 支持体

の 遠 い に よ っ て 胞子形成率が異なる こ とと，そ の理由

が培地中の カ ル シ ウム 濃度の 違い に よ る もの で ある こ

とを つ きとめ た の で ある．12）

　培地中の遊離カ ル シ ウ ム を EGTA に よ っ て キ レ ー

Fす る と胞子形成は 抑制され る が，遊離 の カ ル シ ウ ム

が 65nM 以上存在す る と胞子 形成が誘導 され る．ま

た ， 培地中の カ ル シ ウム は 胞子形成時に 特異的に酵母

Tab1¢ 3．　】eSfect　 of 　f怠 e　calcium 　concentratien 　o 匝

　　 sporulation 。f　yeast．

Sporuladon（％）

に取 り込まれ る こ とも明らか に な っ た ls）
（Tablc　3，

　Fig．

3）・

　カ ル シ ウ ム は酵母綱胞 に お い て 多 くの 生体反応 に 関

1．2

Frce　calciu 皿 concentration

　　ef 　medium 畠

（nM ） 4011　　Kyokai　no ．7

璽 1．o

塁
§

α8

詈。、

羃
。4

1。2

2．5xIos2

．7XlO 唖

2．0 × 10s

　 65
　 　 4

　 〈 1

　 6，1

　 6．7

　3．2

　 4．5

〈 0．1

＜ 0．1

1
　

1
　

1
　

ー
　

ユ

　

ー

000000＜

＜

＜

＜

＜

＜

　
・ F 祀 ccalcium 　ion　conce ロtradon5 油 nutri 咽 ロt−dcp  ved

liquid　modium （2％ potassium　acctat6 ）wero 　controUed

by　add   g　CaC12　0r 　¢ thylene 　glycol　bis（β・amino −

dhyle 山 α ）
−N ，ハろハ乙ハ广，・tetraacetic 　acid 　a轟 d　were 　doter・

m 血 ed 　fluorescentrspee亡rophotometrically 　us洫 g　fbra。2．

　 　 　 　 o
　 　 　 　 　 　 O　 　 　 　 2　 　 　 　 4　 　 　　 6

　　　　　　　　　　　 ↑ime ｛d）

Fig．3．　 Cha 轟gcs　 in　 intemal　 calcium 　 conce 瞭 ation

　　du血 g　sporulation ，　 CeUs　of　stra 血 4011a 虱d　Kyokai

　　no ．7grown 　 oロ YPD 　 plate3　 werc 血 cubated 　 in

　　nutrient ・dcp【ived　 medium 　 fbr　 6　d．　Pe【iodicaHy

　　c・liected　 cells　were 　washed
，
1y・ ph皿 zed ，孤 d 血 cn

a8hcd ．　Thc 　 ashed 　 materials 　 we 跨 dissolved　in　 IN
HCI 　 and 　 calcium 　 content 　in　the　HC1801ution 　was

detFrmined　by　atom 置c　absorption 　（atomic 　ab80 τP−
ti・ nlfia 皿 ¢ em 三s5io 範 5pectmph ・t。mct ¢ r　 AA470

，

Shimadzu 　Co ．）．　 Symbo15 ：囮 ，4011； 翻 ，K ・7，
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与 し て い る．働 た とえ ば カ ル シ ウ ム は ，カ ル モ ジ ュ リ

ン と結合 し染色体の 分配に 機能して い る し ， 核膜上 に

存在す る Spindle　pole　b。dyの 複製や ，出芽 もカ ル シ ウ

ム が関与 して お り，また
一

倍体 a 型酵母を α フ ァ ク

タ ーで 処理 した時に も
一
過性 の カ ル シ ウ ム の 取 り込 み

がある こ とが示され て い る よ うに，こ の 二 価 カ チ オ ソ

が関与す る生体反応 は酵母に お い て きわ め て 多 い ，し

た が っ て ，胞子形成時に も当然重要な役割を 果 た す こ

とは容易に推測 で き るが，こ れ ま で カ ル シ ウ ム が胞子

形成に 関与す る とい う報告は な い ．さらに酵母内に あ

る程度 の カ ル シ ウ ム プール が あ る に も関わ らず，培地

か ら取 り込む こ とが必須 で あ る とい う筆者 らの デ
ー

タ

は ，こ の カ チ オ ン の 流入 が 酵母 の 胞子形成 に きわ め て

重 要 な 役割 を 果 た す こ と を 示 唆 す る も の と考 え られ

る．

　胞子 形成培地 よ り特異的 に 細胞内に 取 り込 まれ る カ

ル シ ウ ム が，どの よ うな生体反応に 寄与 し て ，減数分

裂 ・胞子形成 の 過程を正常 に 進行させ て い るの か に つ

い て は 不明で あ り，今後 の 検討を待たなければ ならな

い が ，少な くとも培地中の カ ル シ ウ ム 濃度を 厳密 に 調

整す る こ とは ，再現性 の 高い 実験 を行 うた め に 不 可欠

で あ る こ とが 示され た と同時に ， 清酒酵母の 協会 7号

は カ ル シ ウ ム の 取 り込み系が正常に 働い て い な い こ と

が 示 唆 さ れた ．

S． 胞子形成 とグ ル タチ オ ン

　生体内に お い て 多くの 機能を 果た す グル タ チ オ ゾ 5）

は，解糖系バ イ パ ス で 生成す る メ チ ル グ リ オ キ サ ール

を無毒化す る こ とが知られ て い る，解糖系中間体の ジ

ヒ ドロ キ シ ア セ トン リ ン 酸 は メ チ ル グ リオ キ サ
ール シ

ン タ ーゼ に よ っ て，酵母 の 生育を 抑制す る メ チ ル グ リ

オ キ サ ール を 生成するが ，こ の ア ル デ ヒ ドは グ ル タ チ

オ ン 存在下 で グ リオ キ サ ラ
ーゼ 1に よ っ て S一ラ ク ト

イ ル グル タ チ オ ソ とい うア ダ ク トと な り，さらに グ リ

オ キ サ ラ
ーゼ 1 に よ っ て 乳酸 へ と代謝 され る．

　Shigematsu らは 酵母 の 栄養増殖時 と胞子形成時 の

細胞 に 含 まれるさまざまな酵素 の 活性を測定 した ．そ

の 結果，解糖系バ イ パ ス の 酵素群 ・ボ ス フ
ァ タ

ーゼ ・

ア ミ ノ酸 オ キ シ ダーゼ などの 酵素群 が胞子形成時 に 特

異的に 誘導され る こ とを明らか に した．こ れ らの 酵素

群 の うち 解糖系バ イ パ ス を構成す る酵素 で あ る メ チ ル

グ リオ キ サ
ール シ ソ タ

ーゼ とグ リオ キ サ ラ
ーゼ 1 の 誘

導は 特に 著し く， こ れ らの 酵素が胞子形成 に 何 らか の

役 割 を は た す こ とが 示 唆 され た．16＞

　そ こ で
，
こ れ ら解糖系バ イ パ ス の 酵素誘導に つ い て

，

4011株 と協会 7 号 を 比較した 結果，40rl 株 で は メ チ ル

グ リ オ キ サ
ー

ル シ ン タ
ーゼ と グ リ オ キ サ ラ

ーゼ 1 が そ

れぞれ 17倍， 5倍 と強 く誘導 され る の に 対 し，協会 7

号で は それぞれ 3 倍，1倍程度 とあま り誘導 され て い

ない こ とが 明らか に な っ た
エ7）（Table　4）．他方，　 S一ラ ク

トイ ル グル タ チ オ ソ の 代謝 を 担 うグ リオ キ サ ラ
ーゼ 五

活性 に つ い て は ， 協会 7 号 ， 401t株と もほ と ん ど誘導

され なか っ た．こ れ らの 結果か ら解糖系 バ イ パ ス の 流

れ を考 え る と，胞 子 形成 の 良好 な4011 株 で は 胞子 を 形

成す る時 に は S一ラ ク トイ ル グ ル タ チ オ ン の 蓄積 に 有

利な酵素バ ラ ン ス に な っ て い る こ とが 想艨され る．

　そ こ で ，
こ の 過程 に 関与す る グ ル タ チ オ ソ （GSH ＋

GSSG ）の 胞子 形成時 の 挙動 に つ い て 調べ た と こ ろ，

酵母の 細胞内 グル タ チ オ ソ 含量 は 胞子形成 の 開始に 伴

い 減少 し，子嚢中に は グル タ チ オ ン は ほ とん ど含 まれ

Table　 4．　Enzyme 　activities 　in　glycolytic　bypass　of 　vegetative 　 cells　 and 　 spores 　of 　the　 strain
　　4011and 　Kyokai　no ．7，

Activity（nmol ！min ！mg −prOtein）邑

Enz｝rrne Kyokai 皿 o ．7 4011

Vegetative　cellsSpores Vegetative　cells 　　　Spores

MethylglyQX詛 synthase

Glyoxalase　I

GIyoxalase　II

Methylglyexal　reductase

Mcthylglyox田 dehydrogenase

48036518343

，5trace

1，700

　 421

　225
　 66．2trace

98472064

．514

．5trace

16，7003

，
640

　 83．5

　 　20．7trace

　
aSpores

　and 　vegetative 　cells　were 　hQmoge 皿i乙ed 　by　treatingDn 　a　Braun 　HQmogenizer 　at　40C 郵or

lmin 、　 Homogenates　were 　ccntrifUged 　at　25，000　g　for　30　min 　 and 　resulting 　supematants 　were

used £or 　enzynle 　assay ．
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A B

Fig．4．　SporUlation　of 　Kyeltaiロ o．7．　 YPD ・gmw 且 ce 皿50f 　Kyoka 三no ．7were 洫 cubatod 　for　4　d　en 　agar 　p！atcs

　　of ロ utricnt ・deprived　mediu ：ロ supplemented 　with（B）and 　without （A ）10mM 　GSH ．

て い な い こ とが明 らか と な っ た．また ， 栄養飢餓培地

だ けで な く， 前節で 示 した リ ジ ン を含む栄養培地に お

い て も胞子形成開始に 伴 い 細胞内グル タ チ オ ン 含量 の

低下が認 め られ て い る （Fig．1），こ の グ ル タ チ オ ソ 減

少の 意味に つ い て は 不明であるが ， グル タ チ オ ン 生合

成系酵素の 阻害剤 で 前処理 した グ ル タ チ オ ン 含量 の 低

い 栄養細胞や グ ル タ チ オ ン 合成酵素が 欠損 した 二 倍体

株18shllgshl）が胞子形成 せ ず，1S｝培地 に グル タ チ オ ソ

を添加す るこ とに より，これ らの株の胞子形成能が 回

復す る こ とか ら，この ト リペ プチ ドが 酵母の 胞子形成

に 必須 で あ り，何 らか の 役割 を果 た して い る こ とは闖

違 い な い と思わ れ る．

　そ こ で ，協会 7号酵母の 胞子形成欠損 に 対 して グ ル

タ チ オ ソ の 効果を調べ た結果，Fi＆ 4 に 示すよ うに 有

意な胞子形成率 の 上昇が 認め られ た ．形成 した 子嚢の

ほ とん どが 2〜3胞子 で 胞子の 生存率 も 3 ％程度 と低

か っ た が ， グル タ チ オ ン の 添加で 胞子形成 が 改普 され

た こ とに よ り，協会 7号酵母 の 胞子 形成 欠損性 の 理 由

が ，胞子形成の誘導に 関わ る重大な遺徴的欠陥に よ る

の で は な く， 代謝上 の 不均衡 に 由来す る こ とが 示 唆さ

れた．

4． ヱ チ オニ ン 感受性変異 と胞子形成

　協会 7 号酵母 と40il株 を比較す る こ とに よ り，胞子

形成時の カ ル シ ウ ム の 取 り込 み能の 違い やあ る種 の 酵

素群 の 誘導 レ ベ ル が違 うこ とが 示 され ， また グル タ チ

オ ン 添加試験 の 結果，協会 ア号の 胞子欠損性は 代謝 レ

ベ ル の 問題 で ある こ とが明らか に な っ て きた．そ こ で ，

協会清酒酵母 に 特有 で しか も代認 に 関わ る よ うな形質

に つ い て 調査 した ，その 結果，協会酵母 の うち 7号 ・

9号 ・IO号は 高い S一ア デ ノ シ ル メ チ オ ＝ ン （S−Ado −

M ¢ t）蓄積能 を 有 し，19）メ チ オ ニ ソ の ア ナ n グ で あ る エ

チ オ ニ ン に 耐性を示 し，構 成 型 の 酸 性 ホ ス フ
ァ タ

ーゼ

活性を示 さない こ とが明らか に な っ た，2°〕また，協会

7号固有 の 衷現型と して ，35 °C に お い て β
一ア ラ ニ ン

を 利用 で きな い 21）こ と が 報告 さ れ て い る．他方 ， 胞

子形成の良好なro11株に つ い て調査 した結果 ， こ の 株

が上記 の 表現型 を い ずれ も示 さ ない こ とも判明 した ．

清酒酵母が こ の よ うな特徴的 な表現型を持つ 理由に つ

い て は 明らか に されて い ない が ， 最近焼謝酵母 の構成

型酸性 ホ ス フ
ァ タ ーゼ が醪に お い て不 安定 で あ る との

報告がな さ れ て お り，2η 清酒酵母 に み られ る 上記の 表

現型 も，清 酒 醪 と い う限 られた 環境に適応するた め 自

然変異 に よ り獲得した 形質か もしれない ．

　清酒酵母 の表現型が獲得形質である こ とを検証す る

た め に，胞 子 形成 の 良好な4011株 か ら エ チ ル メ タ ン ス

ル ホ ン 酸 （EMS ）を 用 い る 定法 で 1mM エ チ オ ニ ン に

耐性 を 示 す変異株 （1thionine　9esistant；　E　rR）を 取得

し ，

2S ）胞子形成 な らび に 表現型を調 ぺ た ．そ の 結果，
ro11 株 か ら取得 し た エ チ t ‘ ン 耐 性 変異 株の 中か ら，

協会7 号と非常 に よ く似 た胞子を形成する株が分離 さ

れ．さらに そ の 変異株は 前述 した よ うな 清酒酵母 の 衷
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S」¢ θハ飢tls丿冷θ　4011

Kyo  l　no ．7 ｛K暉7｝

4011幽E了R

K7・ETS

Fig．5．　SporUlation　of 　main 　4011，　Kyokai　no ，7and 　th¢ ir阻 u 重a ロ t8．

　　f（）r4don 　agar 　plates　of 　nUtrient −deprived　medium ，
YPD −grown 　yeast　cells　were 　incubated

現 型 （S−Ad ・Met 　srt能 ， 構成型酸性 ホ ス フ ァ ターゼ

活性欠損お よび β一ア ラ ニ ン 非利用 性）を すべ て 獲得

し て い た （Fig．5，　Table　5）．多 くの 形質が協会 7 号 に

酷似 した 株が 比較的高 い 頻度 で 取得 され た こ とに よ

り， 清酒酵母 の表現型は獲得されたもの である とい う

仮説は支持され，同時 に ，こ れ らの 形質が 胞子形成 に

密羨 に 関連して い る こ とが示 唆さ れ tt．

　そ こ で
， 清酒酵母が獲得 した 形質を復帰させ るこ と

が で きれば，失わ れ た協会 7 号 の 胞子形成能も復活す

るは ず である と考え，EMS で変異処理 し t：協会 7 号

酵母 か ら， O．1　mM エ チ オ ニ ン 存在下 で生育 で きない

エ チ オ ニ ン 感受性変異株（璽hionine疂en5itive ；ETS）を

取得 した ．そ の 結果，きわ め て 低頻度 で は ある が期待

ど お り胞子形成率 ・四 胞子形成率 とも顕薯に 上昇した

株が 見 い だ され た （Fi8，5）．こ の 株 （K7 。ETS 変異株）

の他の衷現型に つ い て 調べ た と こ ろ，4011株の エ チ オ

ニ ン 耐性変異の 時とは 逆に ，細胞内の S−AdoMCt 含量

は 一〇ll株 と同程度ま で 低下 し， 筋会 7号の 表現型 で あ

る構成型 の 酸性 ボ ス フ
ァ タ

ー
ゼ 活性欠 損 と 35 °O に お

け る β一ア ラ ニ ン 非利用 性 を t い ずれ も失 っ て い る こ

とが 明らか に な っ た（Table　5）．

　 こ の よ うに，エ チ オ ニ ン に 対す る 感受性を指標に す

る こ とに より， 実用清酒酵母か ら胞子形成が 回復した

変異株を選択するこ とが可能となっ た が，こ の 変異は

同時 に 細胞内の S−Ad 。Met含 t やその 他 の 表現型な ど

多面的に 影響を及ぼす とい う非常に 興味深い 特徴 を 持

っ て い る．Andreev らは エ ン テ 卩 パ ク タ ー
の 走化性阻

害剤 で あ る エ チ オ “ ソ が llaciUus　sPhat ，itusの胞子形成
．

と走化性を い ずれ も阻害する こ とを報告し，2つ こ れ ら

の 行動の 背景 に あ る栄養飢餓認識 に は メ チ ル 基の 転移
ボ 関遠す る こ とを推測 して い る．した が っ て ， 酵母 に

お い て見い だ された こ の よ うな エ チ 」b　＝ ン 耐性 に 関連

す る衷現型の 変化 も，S−AdoMet の よ うな生 体内の 低

分子が メ チ ル 転移を介して胞子形成やその 他の 表現型

を ＝ ン ト 卩 一
ル す るの か もしれない し，あ る い は こ れ

ら の 表現型を 支配す る よ うな あ る種 の 遺伝子 の 変異が
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Table 　5．　 Properties　of 　each 　type 　of 　mutants 　derived　from　strain 　40110r 　Kyokai
　 　 no ，7．

Strains
Properties

4011 4011・ETR K −7 K7 −ETS

Susceptibility　to 　ethionine

ε一AdoMet　 contenta

Acid　phosphataseb
Gr 。wth 。n β

一alanf「・e （35
°C）

SporuIation（％＞
c

Type 　of 　ascus 〔％）
d

　 　 　 2−spored

　　　3層spored

　　　4−SPQred

sensitive

　 O．45

　 十

　 Yes75

650

 

−

り

4

ご
」

resistant

　 2．7

No29

5654

＜ O．1

reSlstant

　 2．0

恥

8

5842

〈 0．1

8ensitive

　 O，51

　 ÷

　 Yes35

857　

17

　
aS −AdoMet 　content （mg ！g−wet 　cells ）was 　determinedjust　before　the　incubation　in　SPO

medium ．

　
b − ，　Negative；＋，P。sit三vc ．

　
cCells

　were 　incubated　for　3　d　and 　pcrcentage　of 　spQrulated 　cells （2−，
3・and 　4・spored

asci ）in　thc 　tota 工 cell 　pepulation 　was 　calculated ．
dR

・ti。 ・f　typ ・ ・f・・cu ・ i・ t。tal・P・pul・ ti・ n ・f ・p・ ml ・t・d ・・ll・．0 ・ ・
−sp 。 r・d・a・ci　were

免win 　 Ilumber 　and 　were 　not 　scored ，

存在す る こ とを 示 唆す る の か も し れな い ．い ずれ に し

て も，清酒酵母 の 胞 于 形成 機構 に つ い て は ，こ れ ら表

現型 の リソ ケ
ー

ジ の 現象を今後詳細に 解析す る必要 が

あ る．

　協会 7 号酵母 の エ チ オ ニ ン 感受性変異株の 胞子 の 生

存率 を 調べ る と ， 四 分子分離 した 胞子 の25％が生育可

能 で あ る こ とが明らか に な っ た．また興味深い こ とtc，

生育 した
一

倍体株 の 表現型は 親株の K7 −ETS と完全

に
一
致 し，エ チ オ ＝ ン 感受性 で 酸性ボ ス フ ァ タ

ーゼ を

発現 し，S−AdoMet 含量が高く， そ して β
一ア ラ ニ ン 培

地 に 35°C で 生育 した．エ チ オ ニ ン 感受性変異株 の 表

現型 を もつ 一
倍体株 の み が 出現す る理 由に つ い て は 不

明 で あ るが ，
こ の よ うな表現型 を示す変異を獲得す る

こ とが胞子 の 出芽や 生育に 必須 で ある 可能性が示 唆 さ

れ た ，

お　 わ　 り　 に

　協会 7号酵母 は ，昭 和 21年 大 蔵省主 税局醸造試験所

（現 ；国税庁醸造研究所）の 山田らに よ り真澄 の 新酒

よ り分離 され ，50年経 っ た今 で も実用菌株 と して 多 く

の 酒造 メ ーカ ー
で 使用 され て い る し，ま た こ の 間に 実

施 され た 酵 母 の 育種研 究 の 多 くが こ の 酵母 を親株と し

て い る こ とか らも， こ の 酵母 の すば ら しさ は 実証済み

で あ る と考 え られ る．

　筆者 らが こ の 酵母を実験材料 と した理 由も，きわ め

て 優良な こ の 酵母 の 遺伝背景を 明らか に し ， 現在ある

い は将来の 実用菌株 の 育種 に 役立 て る た め で あ り，変

異株を用 い る と い う手法で は あ るが，充分実用可能な

レ ベ ル ま で 胞子形成を改善で きた こ とに よ り今後の 醸

造業界 に 寄与 し うる もの と考えて い る，しか しながら

同時に ，胞子形成 に 関連 して さ らに 解明すべ き謀題 も

多 く得られ，今後 も胞子形成 の 謎解きを 続け て い ぎた

い と考え て い る．本文 で は 触れ な か っ た が ，
エ チ オ ＝

ン感受性 の 付与に よ る胞子形成能 の 回復は協会 7号 に

限らな い とい うデ ー
タ も得て お り，他の 実用株へ の 応

用 も検討 して い る，

　本研究の 遂行に ，終始適 切 な る指導 を頂 きま し た 京都大学食 糧

科学研 究所 の 村 田幸 作教授，研究 の機会 と御協力を 頂 きま した 月
桂冠  代表取締役社長大倉敬一氏を始め，共 同研究 者 の方 々 に 深
謝 い た します．
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