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Isoladon　 of 　 auxo 蜘 phic　 mu 田 nt9 価 m 　 industrial　 yeasts．　 Kozo 　 OucHI
，
　 MA   互Ko
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　　（Natianal　Researcゐlnstitute　of 　Brewing， 2−6　Tafinogawa，　Kita一融 ，　 TokLmp　114
，
　JaPan）

　　Hakkokogaku 　61：349−352．1983，

　　Auxotrophic　mutants 　from　a　sakif　yeast　hav量ng 【五P1・id　or ｝且ghe叩 1。idy　were 　is・1ated

by 止 e 　nystadn 　enrichnent 　me 出 od ．　 To 　faCilitate廿1e　iSeIation
，
　 canavanh 濫e 　 resistant

auxo 聯 hic　cdls 　were 　mh 【ed 　with 　the　stzk9　yeast　b逝forc　addition 　of 　nyStatin 　to　estimate

the　enrichment 　ratio 　in　the　nystat   trcatment ．　 Auxotrophic　mutants 　of　strain　Kyoi　ai
no ．7　were 　found　to　need 　much 　highcr　enrichment 　for　isolation　than　strain 　7H3 （a 　haploid

of 　Kyokai 　no ．7）a8　e呂timated 岱om 　the 　enrichment 　indexes．　 Auxotroph 量c　mutants 　were

also 　isoL恵ted 肋 m 　straEns 　KyokaE 　no 。9and 　Kyoka 三no ．10　at 　enrichment 　ind｛：xes 　of 　more

than 　20 ，
000．　Of 　the　mutants 量solated

，　an 　adenine 　auxotroph 　of 　strain 　Kyoka量IqO
whose 　cells 　were 　colond 　rcd 　in 口1e　1奄rmentat 三〇 n 　of 　sttkd　mash 　 was 　applied 　to　produce
of 　a　new 　type 　of 　Sttkif・

　酵母の 突然変異株は，通常
一倍体株を用 い て 分離ざ

れる が，本報で は醸造酵母 か ら直接，栄養要求牲株を

分離する こ とを 検討 した ，

　清酒酵母，ビ ール 酵母 ， ワ イ ン 酵母等の醸造酵母は

二倍体以上 の 倍数体で あり，

1−S）こ れ らの 酵母から栄

養要求性株を 分離するた め に は ，

一倍体から分離する

場合に 比べ て 低頻度で 生 じる栄養要求性株を
一

段と効

率よ く濃縮する 必要が あ る．そ こで ，その 濃縮効率が

わ か る よ うに ，内部標識株法を 検討 した．す な わち，

Snow4｝の nystatin 濃縮法に おい て ，変異誘発処理を

施した供試菌細胞と共に，既知栄養要求性とカ ナバ ニ

ン 耐性を 持つ 標識株を 低比 率で 混 合 して お き，そ の比

率が nystatin 処理 に よ っ て 上昇す る度合を測定し，濃

縮指数とするもの で ある．

　Table 　1 に は 供試菌株を 示 した．栄養要求性株 を分

離 す る た め の 親株 と して は，協会 7 号 （K7 ），協会 7 号

の一
倍体株 （7H3 ），

s｝協会 9号 （K9 ）お よ び 協会 10号

現在
ホ
菊 正 宗酒造  ，

＊＊
太洋酒造   ，

＊＊＊
  小嶋総本店

（KIO ）の 4種の 清酒酵母を用 い た．ま た ，
　 nystatin 処

理の 際 に混合す る標識株として は ，
ヒ ス チ ジ ン 要求性

（hts　5》とカ ナバ ニ ン 耐性 （can 　1）を持つ 5050株お よび

アデ ニ ン （acle　1），
ヒ ス チ ジ ン 要求性とカ ナバ ニ ン 耐性

を持 っ 5087株を用 い た．清酒酵母 の うち，
K7

，　K9 ，

KIO は胞子形成能を持 っ て い る．した が っ て ， 二 倍体

以上の 倍数体と考え られ るが，協会 7 号が二 倍体 と推

定 され る以外，倍数性 に つ い て は不明で あ る．

増殖用完全培地として YPAD
，

e） 呼吸欠損株 の 増殖を

抑える た め の 培地 として グ リセ ロ
ール を炭素源 とす る

YPGS 〕を 用い た．栄養要求株の 検出に は，ア ン モ ニ ア

を窒素源 とする 合成最少培地 SD ，

6） 要求性 の 識別 に

は SD 培地 に 必要 な ア ミ ノ 酸，核酸塩基 を補添 した

CMM6 ）（eomplete 　minimal 　meclium ），（】MM 培地から

ア ミノ 酸 ， 核酸塩基を
一

種類ずっ 除い た OM6 ）（omls −

sion　medium ）を用い た ．カ ナ バ ニ ン 耐性の 識別 に は

CAN （ア ル ギ ニ ン欠 OM 培地 に レ カ ナ バ ニ ン 6eμ9／
ml 添加）を用 い た．また，窒素飢餓培養 に は YCB （グ
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Table　1．　Strains　of 　yeast　SaccゐaromLpaes ‘erdW ．

Strain　　Genotypea 　Sporcforrnation0
  gin

7H3K7KgKIO50505078a 　pala1
α fiat’β4’

ahiss 　canl

aadbl ゐ禽5 ‘an1

十

十

十

Haploid 　of 　straE瓢 K75，

Sdkd　yeast　Kyokai　no ・7

Sizkif　yeast　Kyokai　no ．9
＆躍 yeast　Kyokai　no ．10
This　work

This　work

a
呂1α ： mating 　type ，β認：temperature　sensitive 　9rowth 　on 止 e β國

aranine 　mediu 皿
8）in　whic 丘 pantoth  飢 e　was 　rep   ced 　with β一

a 且anine
，
挑 5 ： requirement 　fbr　h三stidine

，
　 adis1 ： requirement 　for

adenine ，‘anl ：canavan 三ne 　resi8tance ．

ル コ
ー

ス 209 ，Difco・Yeast　Carbon 　Base　11．79 μ，
　pH

6・0）を用い た．固型培地 に は 2 ％寒天を添加 した．

　栄養要求性株 の 濃縮，分離は次の よ うに 行 っ た．栄

養要求性株を分離すべ き供試菌を YPAI ） 培地 5ml に

2 日間培養 して から集菌 し，蒸留水で 2 回洗浄した．

そ の 洗浄菌体を蒸留水 12ml に懸濁 し，直径 9cm の

ガ ラス ペ トリ皿 に移して
，
30   の 距離から 1 〜2 分

間，15W 殺菌灯の紫外線を照射 した．こ の 菌体を回

収し，
YPAD 培地 に

一
晩培養した．こ の 培養液に，別

に培養した標識株細胞を 10　7〜10−5
の 比率で 混合 し，

洗浄後全体を YCB 培地 5ml に接種 して
一

晩， 窒素飢

餓培養を行 っ た．こ の 菌体を SD 培地 10　ml に 移植

し，L字管中で 4 時間振とうした後，
　 nystatin （Serva

社）100 μglml 溶液を 0・5ml 加え ， さらに 30〜60分間

振 と うした．こ れを適宜希釈 し，YPAD プレ
ー

トまた

は YPG プ レ ート上に コ ロ ニ ーをつ くらせ て マ ス ター

プ レ ートとした．こ の マ ス タープ レ
ート上の コ ロ ニ

ー

を
』YPG プ レ

ート （YPG 培地で マ ス タープ レ
ートを

つ く っ た時は省略），SD プ レ
ートお よ び GAN プ レ

ー

トに．レ プ リカし，SD 培地 と GAN 培地の 両者で 増殖

で きな い もの を栄養要求性株として マ ス タ ープ レ
ー

ト

か ら
一

次選択を行っ た．こ の 一次選択株に つ い て は ，

CMM プ レ
ー

トおよ び OM プ レ
ー

トに レ プ リカ して ，

そ の要求性 の 種類を確認 した．培養はすべ て 30°C で

行 っ た．また
， 紫外線照射前後，

nystatin 処理前後に

生菌数を測定 し，各生存率を求め た．また ，
nystatin

処理前後に CAN プ レ ートに 塗布 し，生 じた カ ナバ ニ

ン耐性 コ ロ ニ
ー

（さらに OM プ レ
ー

トに レ プ リカ し

て要求性を確認）の数か ら標識株の 混合比率と生存率

を求 め た．そ して ，
nystatin 処理前の 混合比率と処理

後 の 混合比率との 比を以 っ て栄養要求性株の 濃縮指数

と した．こ の濃縮指数が低い 時に は，
1 回目の nysta ・

dn 処理後 YPAD 培地 に 培養して お い た菌体 に 対して ，

窒素飢餓培養か ら前述の濃縮操作 を繰 りか え した．こ

の 場合の 濃縮指数と して は ， 最初の 混合比率と 2 回処

理後の 混合比率との 比を当て た ．

　F；9・　1 に は，協会 7号と標識株5087に対する nysta ・

tinの 作用を示した．対照 ， すなわち，
　 nystatin 　ne添

加 の 条件で は，野生型株で ある協会 7 号は最少培地中

o

→

　

　
乏

（
oZ

丶

Z》
Oo

」

。3

一4

　　 飼ysfαin　concen 奮ration 　lmg／！［

0 　　　　 25 　　　　50 　　　　7：5　　　 1QO

Fig．1．　Effect　of 　nys     conceTltration 　 on 　 the　sur −

　　viva 且 rate 　 of 輔 ld　tアpe　celis 　and 　 aux ・tmphic

　 　 cells 　of 　a　marker 　strain ．

　　Yeast　cells 　grown 洫 YPAD 　 c・ mplete 　medium

　　wcre 　inGculated　into　Y（B （yeast　 carbon 　base）
　　medium 　 and 　ilcubated　ovcmight 　at 　30°C 　fbr　n 三・

　　trogen　 starvation ．　 These　 cells 　 were 　then 　 trans一

　 　蝕 red 　to　SD 　m 血 ima韮m θdium 　and 　h塞cubated 　fbr
　　4hat 　30°G ．　Thc 皿

，
皿 ystati夏 wa8 　added 　to　the

　　medium 　at　the　indicated　concentration ，
　and 　the

　 　incubation　was 　co 蹴 血 ued 　fbr　another 　one 　hour．
　 　The 甜 rvival 　 rate 　B 　 tho　 ratio 　 of　the　numbers 　of

　　viable 　cd 』　after 　（N ）　to　bdfore　（1Vb）　nyStati 血

　 　 口℃ a並 nent ．

　　（●＞wi 孟d　type 　strain 　K7
， （O ）  ker　strain 　5087．
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Table　2．　 Isolation　of　auxotroph 　mutant50f 磁 ♂yea5ts．

・嘸 ・

UV

謬
  ’ E

欝
t

Number 　 of 　colonies 　isolated

Wild 　type 　 Markerb　 Mutant 　 TotaI

Nutr 量ents 　required

by　the　mu 彪mtsc

7H37H3 0．770

．77

2，　600

虫 100

47254 269 45442 94　 Adenine （20）
　　　Me 廿夢onine （461）
　　　1、eucme （1），　HiStidine（5）765

K7K7 2．32

．6

1，　OOO30

，000

942750 6155 014 948　　Hbtidine （12）
　　　Adenine （2）
919

K9 0．058 28，000 6
，477 113 326 6，916Mcthionine （137）

　　　 Adenine（184）
　　　 Not　identified（3）

KIO O．063 22
，
　OOO 824 5 7 836　　Arginine （5）

　　　Adenine （1）
　　　Lysine（1）

aThe
　value 　AIB 量n 　which 　A 　and 　B 　represent 　thc　ratios 　of 　numbers 　of 　marker 　cells　to　test　cells　after 　and

bcf・re　nyStatin 　treatment
，
　respectively ．

b　A 　stra 量n 　having　lmown　auxotrophic 　and 　ca 皿 avanine 　re曲 tant　markers ．　 It　was 　added 　as 　a 　marker

strain 　to　the　wild 　type　in　the　proportion　of 　10−s−10−7　in　order 　te　estimate 　the 　enrichmcnt 　index．
。 Figures　in　parenthoses　are　the 皿 umbers 　of 　colonies 　which 　required 　the　indicated　nuUient ．　　　　　 ，

1時間 の 培養 に よ っ て若干増殖し， 見掛けの 生存率は

1，0を超え た が，栄養要求性を持つ 標識株は 増殖 が で

きず ， む しろ生菌数 はわずか に 減少 した，しか し，

nystatin を 5 μglml 添加した 場合 に は，協会 7号の生

存率が 1／3，000に激減した の に対して ，標識株の 生存

率は 1／3 に 減少した に過ぎな か っ た ．nystatin 濃度を

さ らに 増加 した場含に は ， 協会 7 号 の減少 よ りも標識

株 の 減少の 方が上回 っ た の で ，両菌株 の 生存率の 比 t

す な わ ち 濃縮指数は 5
μglml添加の 時 よ りも低下 した．

そ こ で ，以下の 実験で は ，
nystatin 　5　pg／ml の 濃度で

栄養要求性株 の 濃縮を行っ た．

　Table 　2 に は，各種清酒酵母からの 栄養要求株の 分

離成綾を示 した．協会 7号一
倍体株 7H3 を供試菌と

した場合に は， 濃縮指数2
，
　600の 時に分離した コ ロ ニ

ー

94個の中に栄養要求性を示す もの が47個あり，そ の 中

の 2個 は標識株 で あ っ た ．また
， 濃縮指数4

，
100 の 時

に分離 した765個 の コ ロ ニ
ー

中に は442個の 栄養要求性

株 と69個 の 標識株が含まれて い た ．一
方，協会 7号を

供試菌とした場合 に は ， 濃縮指数 1
，
　OOO の 時に分離し

た 948個の コ ロ ニ ーに は，6個 の 標識株 が含まれ るの

み で ， 栄養要求性株はなか っ たが，nystatin 処理を 2

回くりか え し，濃縮指数 30，000の 状態で 分離 した 919

個 の コ ロ ニ
ー

に は 155個の 標識株の 外 に 14株の 栄養要

求性株 が 含まれて い た．協会 9号 お よ び協会10号を供

試菌と した 場合 に も， 濃縮指数20
，
000以上 1ζおい て ，

そ れぞれ326／6916お よび 7／836の 頻度で 栄養要求性株

が 分離さ れ た．そ れら栄養要求性株の 種類は，アデ ニ

ン ， メ チ オ ニ ン ，ロ イ シ ン
，

ヒス チ ジ ン，ア ル ギ ニ ン ，

リジ ン 各要求性 の 6種 で あ っ た が ， そ の 中で メ チ オ ニ

ン，次 い で ア デ ニ ン 要求性株の 占め る 割合が高か っ た．

　以上 の よ うに ，協会 7号，協会 9 号および協会10号
の 倍数体酵母から一倍体化す る こ とな しに 栄養要求性

株を分離す る こ と がで き た．た だ し，協会 7 号と協会

7 号一倍体株とを比較すれば明らかなように，前者か

らの 分離の 効率は低か っ た．した が っ て ，栄養要求性

株の 濃縮効率を十分に 高め る必要が あ っ た が
， そ の た

めに ， 標識株の濃縮指数を目安とする方法は有効で あ

っ た．

　今回分離された栄養要求性株の 各代表株を用い て 研

究室規模の 清酒醸造試験を行っ た．そ れらの 中で 協会

10号の ア デ ニ ン 要求性株は菌体内に 赤色色素を蓄積し，

そ の た め に桃色 の もろ み と な っ た η こ とは，清酒の 多

様化の観点か ら興味深い ．
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