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凝集性酵母の 育種 と育種株 の 発酵特性
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　　To　achieve 　high　ethanol 　production　using 　mQlasses 　as 　a　raw 　material
，
　we 　tricd　to

cQnstruct 　Hocculating　yeasts　from　nQn −flocculating　yeasts・

　　An 　 auxotrophic 　 mutaat ，　 HM 　 1
，
　 with 　 Hocculatlng　 ability 　derlvcd　 rrQm　 a　 no11 −

Hocculating　ycast ，　Sac‘naromJces　cerevisiae 　IFO 　O224
，
　was 　hybridized　by　protopiast　fusion

with 　an 　auxetrophic 　mutant
，
　HM 　2

，
　Qf 　another 　non −Hocculatingyeast

，
　S．　ceret／isiae　EP　1．

The 　fusant　HF ！showed 　not 　only 　good　Hocculatioll　but　also 　good　 ethanol 　production冫

as　much 　as 　the　parental　strains ．

　　About 　40％ of 　fusants　which 　showed 　good　Hocculation　dispcrsed　the 日occulation

during　subcultures ．　 But　the　Hocculation　of 　strains 重solated 　from　spores 　of 　goσd　fioccu−

！ating 　fusants　remained 　stable ，　and 　good 　flocculating　strains 　were 　isolated肋 皿 spores

of 　flocculating　fusants　with 　a 　hlgh　frequency　of 　60　to　8036．

　　To 　enhance 　thc 　flocculation　of 　HS 　l　which 　was 　isolated　from　spores 　of 　HF 　1
，
an

auxotrophic 　mutant ，
　HM 　4，　Qf 　HS 　l　was 　hybridized　by　protoplast釦 sion 　with 　an 　auxo −

troph ｛c　mutant
，
　HM 　3，0f ，S．‘erevisiae 　IFO 　1953　whlch 　showed 　excellent 　Hocculation，

　　To 　construct 　good　ethanol −tolerant 　straitユs，　the 　fusant　HF 　2　betwecn 　HM 　3　and 　HM
4was 　acclimated 　by　r ¢ peating　batch　fermentation　with 　rnolasses 　medium 　containing

22w ！v ％ total　sugar 　at 　33°C　 anCl 　pH 　5．0．　 The 　acc1 三matant 　HA 　2　produced　95　gμ
ethanol 　from　molasses 　medium 　containing 　25　w ！v ％ total 　sugar 　at 　35°C　and 　pH 　5．0．

　　HA 　2　was 　tested　in　batch　fermentation　fbr　the　eHlects　of （NH4 ）2SO4 　concentration ，
pH ，　 temperature ，　and 　inltial　sugar 　concentration 　oll　ethanQl 　production　ill　molasses

medium ．

　燃料用 ア ル コ
ー

ル の よ うに 大量 生 産を必要 とす る プ

ロ セ ス を実用化 して い くた め に は，生産性およ び 発酵

収率 の 向上 は勿論で ある が ， プ ロ セ ス の 単純化も重要

な 要素 で あ る．凝集性酵母 法は ，菌体循環法 や 固定化

酵母 法 な どの よ う に 固液分離や 固定化 プ ロ セ ス を設 け

る必要 が な く，最も単純 な プ ロ セ ス で 発 酵槽内に 酵母

を 高濃度 に 保持す る こ と が で きる．そ こ で 前 eq1） で 既

に 報告 した よ うに ， 燃料用 ア ル コ
ー

ル 生産プ ロ セ ス と

して 凝集性酵母 に よる連続発酵法を 採用 し検討した 結

凝集性酵母 に よ る エ タ ノ ー
ル 生産 （第 2 報）

Ethanol　 production 　by　fiocculating　yeast

果 ， ラ ボ ス ケ
ー

ル の 連 続 発 酵試 験で 高 い エ タ ノ
ー

ル 生

産性 が容易に 得 られ た が ，
ベ ン チ ス ケー

ル の 連続発酵

試験で は 凝集性が 低下す る 現 象がみ られた．ま た ， 廃

糖蜜 を迅速 に 発酵す る 非凝集性酵母 に 比べ
， 凝集性を

有す る ビ
’一

ル 酵母 IFO 　2018株は 耐塩性が な く， 発酵

速度 も遅 い な どの 問題点も明 らか に な っ た ．

　廃糖蜜を用 い た 凝集性酵母 に よ る連続発酵法を確立

するために は，廃糖蜜を迅速に 発 酵 し，しかも凝集性

が 優れ た酵母の 取得が 不可欠 で あ る．凝集性酵母 の取

得方法として は ， 自然界 か らの ス ク リ
ー

ニ ン グや 非凝

集性酵母 から変異 処理 ， 接 合 お よ び プ ロ トプ ラ ス ト融
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合 な ど を用 い た凝集性酵母 の 育種な どが考えられ る．

　本研究 で は，廃糖蜜を 迅速 に 発酵す る非凝 集性酵母

Saccharom），ces　cerevisiae 　IFO 　O224 株 と 3．　cerevisiae

EPn　l 株
2＞
を用 い

、
　 Ethyl　methane 　sulfonate 　lこよ る変

異処理お よ び プ ロ トプ ラ ス ト融合に よ る凝集性酵母の

育種を試みた．また ， 凝集性を強める ために 凝集性酵

母 S．‘6プ8跏 蛎 81FO 　1953株と再度プ ロ トプ ラ ス ト融

合を行 い
，

さ らに 得 られ た 融合株 に ア ル コ ール 耐性を

付与す る た め に ，糖蜜培地 を 用 い た 回分発酵を繰 り返

すこ とに よ り馴養を行 っ た．そ の 結果，糖蜜培地 に よ

る 回分発酵 試 験 に お い て 非凝集性酵母 に 比べ 発酵速度

は少 し劣る が ， 生成 エ タ ノ
ー

ル 濃度が よ り高 い 凝集性

酵母 を育種す る こ とが で きた の で 報告す る．

　　　　　　　 実験材料お よび方法

　使 用 菌株　　野 生型株 の 非凝集性酵母として IFO

O224株お よ び EP1 株，凝集性酵母 として IFO 　1953株

を そ れぞ れ用い た ，こ れ らの 親株か ら変異 処理 に よ り

得 た栄養要求性変異株 HM 　1 株，　HM 　2 株，　HM 　3 株

お よ び HM 　 4 株をプ ロ トプ ラス ト融合に使用 した．

また，融合株 HF 　 1株 お よ び HF 　 2株 を そ れ ぞ れ

胞子形成 させ て 得た 胞子由来株 HS 　 1株お よ び　HS

2 株を用 い て 繰 り返 し回分発 酵 に よ る 馴 養 を行 っ た

（Table　1　参照）．

　使用培地　　前培養培地と して 酵母エ キス （和光純

薬）10　g／l， ポ リペ プ トン （和光純薬）209 ／1，グル コ

ース 2Gg ／1 か らな る YPD 培地を用 い た．回分 発 酵

試験 に は 全 糖濃度 （total　sugar ，以 後 T ．　S，とす る）と し

て 15， 22お よ び 25w ／v％ に 調製した 無蒸煮 の糖蜜培

地 （以後，そ れぞ れを T，S．15
，
　T．　S．22 および T ．

S．25％ 糖蜜培地 とす る） を 用 い
， 窒素源 と し て

（NHa ）2SO4 を 廃糖蜜重量 に 対 し 1w ／w ％，防腐剤 と

して K2S205を 0．2g／1そ れ ぞ れ添加 した．使用 した

廃糖蜜 は フ ィ リ ピ ン 産で T ．S．15，　 T ．　 S．22 お よ び

Table　L 　Strains　of 　S・cere
’
visiae 　used 　in　this　study ．

Strain Phenotype 　　Spore　　　　 Degree　 of

fQr皿 ation （％ 丿　 flocculationa Remarks

IFO 　 O224
EP 　 1

IFO 　 1953
HM 　 1

HM 　 2

HM 　 3

HF 　1

HS 　 1

HM 　 4

HF 　2

HS 　2

HA ユ

HA 　 2

Wild　type

IVild　type

NVild　type
Ade   His“’

Ilビ ，　 Val
一

Leu ’

VVild　type

、Vild　しype

Ade ’

Wild 　type

IVild　 t｝
・pe

Wild　type

W 三ld　type

25．　627

．7

4．17NTb

NT

NT

NT

14．3

NT

NT

13．4

NT

43．1

OD

54

0

5

5

5

5

5

5

5

5

strain 　 used 　 in　 alcoho 玉

pIants　in　PhilipPines

mutant 　 derived±rom
IFO　 O224
mutant 　der藍ved 　from
EPlmutant

　 derived　 from
IFO 　 1953

fusant　 between　 HM 　 l
and 　HM 　2

5train 　iSQIated　frQm
spores 　of 　HF 　l

mutant 　 derived　 irom
HSlfusant

　 between　HM 　3
and 　 HM 　 4

strain 　 is  lated　fronユ
sp ・res 。f　HF 　2

s【rain 　 acclimated 　from
HSlstrain

　 acclimated 　from
HS 　 2

aDegree
　of 丑occulation （DF ）

6）
： DF 　5

，
　 extremei ア flocculent； DF 　4，　 very 　flocculent；DF 　3，

　moderately 月occulent ； DF 　2，　 weak1 ア 月occulent ； DF 　1，　 very 　 weakI ア flocculent； DF 　O
，

　 non ・Hocculent．
bNot 　tested．
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T．S．25％ 糖蜜培地 で は ， そ れ ぞ れ 280， 410 お よ び

470g ／1 の 廃 糖蜜を添加 した．胞子形 成培地 と して 酢

酸 ナ ト リゥ ム 5g／1， 寒天 20　g〃 か らな る培地 を用 い ，

YPD 寒天培地 と して YPD 培地 に 寒天 209 ／1 を 添加

した もの を用 い た ．最少培地 と して は グル コ ース 20

g／ノ Yeast　 nitrogen 　base　 w ／o　 amino 　acids （Difco）10

g／ノ
， 寒天 20g ／〜 か らな る 培地を 用 い た．プ ロ トプ ラ

ス ト融合実験で は ， 再生培地 と して 酵母 エ キ ス 5　g／l，

ポ リペ プ トン 109 ／／，グル コ
ー

ス 209 ／1， KCI 　 459 ／1，

寒天 20g ／1か らな る培地を用 い，選択培地として 最少

培地 に KC145g ／1 を添加 した もの を 用 い た ．また，

重層培地 と して 選択培地 の 寒天 20g ／1 を Bacto−agar

（Difco ）30　g／1 に変え た ものを 用 い た ．

　Ethyl 　methane 　sulfonate に よる変異処理

供試菌株を胞子形成培地 に 1 白金耳塗 抹 し，
30℃ で 7

日 間培養 して 胞子 を形成させ た．得 られた子 の うを大

島，高野
3》

の 方法 に 準 じ Ethyl　methane 　sulfonate （以

後，EMS とす る） で 処理 した．子の う懸濁液 （10T

asci ／m1 ） を 　5　mg ／ml ザ イ モ リア
ーゼ （Zymolyase

20T，生化学工業）溶液で 処理 後，3v／v ％ EMS （関東

化学 ） で 30℃
， 2時間処 理 した，氷水中で 3分 間 超音

波処理 （超音波 ホ モ ジ ナ イザー
，
　US −150，7φチ ッ プ ，

日本精機）後 ， 胞子懸 濁液 を 10”2，10，3 に 希 釈 し

YPD 寒天培地 に 塗抹 して 30℃ で 48時間培養した．

同寒天培地上 に生 じた コ ロ ニ
ー

を最少培地 に レ プ リカ

し，30℃ で 4 日 間培養後，非増殖 コ ロ ニ
ーを 選 択 し，

そ の 栄 養要求性を 調 べ た，

　 プ ロ トプ ラ ス ト融合　　 2 種類 の 栄養要求性変異株

を用い，有馬，高野
4） の 方法 に 準 じプ ロ トプ ラ ス ト融

合 を 行 っ た． 2種類 の 栄養要求性変異株を そ れぞ れ

VPD 培地で 30℃
， 16時間振とう培養後，両菌懸濁液

（108cells／ml ＞を O．　25　mg ／rn1 ザ イ モ リア
ー

ゼ 溶液で

30℃ ，60分間 処理 して プ ロ トプ ラ ス トを調製 した．両

プ ロ ト プ ラ ス ト懸濁液 を 等量 ず っ 混 合 後，30w ／▽％

Polyethylene　glyc・16000 （キ シ ダ化学）溶液で 30℃
，

15分間処理 した．処理液をユO
−4，ユO

”5お よ び 10°，10
−1

に 希釈 し，そ れ ぞ れ再生培地 お よ び選択培地 に 塗抹後，

重 層培地で 重層 した．30℃ で 2 〜4 日 間培養 し，選

択培地 に生 じた コ ロ ニ ーを融合株 と して 分離 した．

　胞子由来株の 分離　　取得した融合株を前述 の 方法
・

で胞子形成させ
， 得 られ た 子 の うを坂井

E》
の 方法 に準

じ熱処理 した．子 の う懸濁液 （107asci／ml ＞を 60℃ で

20分間処理 後 ， 超音波処理 し胞 子懸濁液を IO
−s

， 10
−4

に 希釈 して YPD 寒 天 培地 に塗抹 した．30℃ で 48時

間培養後，同寒天培地上 に 生 じた コ ロ ニ
ーを 胞子由来

株 と して 分離 した．

　凝集性の 評価　　供 試 菌株 を YPD 　培 地 ユOm 】

に 1 白金耳植菌し，30℃ で 16時間 振 と う培養後，

Gilliland6》 の 方法に 準 じ目視 に よ り凝 集 性 の 度 合 を 調

べ
， 最 も凝集性 の良い もの を Degree　 of 　flocculation

（以後，DF とする ）5 ，非凝集性の もの を DFO と して

6 段 階 で 評価 した．ま た ，
DF5 の 菌株間 に お け る凝 集

性 の 強さを比較す る た め に 菌懸濁液を プ ロ テ ア
ーゼ で

処理 し，処理 後 の DF 値を測定 した．すなわ ち DF5

の 菌株を YPD 培地 10・ml で 同様に培養後 ， ユ0分間静

置 して 上澄液 9m1 を除去し，
　pH 　5．5 の 1／30　M リン

酸緩衝液 9m1 と 1mg ／ml プ ロ テ ア
』

ゼ （P「onase

E ，Sigma冫溶液 1ml を添加 して
，
3D℃ で処 理 し経時的

に DF 値を測定 した．

　回分発 酵試験 に よ る 発酵能の 評 価　　供 試菌株を

YPD 培 地 で 上 述 の 方法 に 従 い 前培養 し，培養液 10ml

を T ・S・15鬼 糖蜜培地 90m1 に 植菌後，30℃ で 前報
「］

に 記載 した間欠か く拝 に よ る回分発酵試験を行い ，24，

48時間培養後の エ タ ノ ール 濃度 を 測 定 し発酵能 を 評価

した．

　馴 養 に よる ア ル コ
ール耐性 の 付与　　上述 の 回 分 発

酵試 験 に お い て 優 れ た 発酵能 を有す る 菌株 を 用 い て ，
ジ ャ

ー
フ ァ

ー
メ ンタ

ー
に よ る繰 り返 し回分発酵を 行 う

こ と に よ り， ア ル コ
ー

ル 耐性 の 付与 を試みた．繰り返

し回分発酵は，空殺菌 した 21 容 ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ

ー
に 前培養液 100　ml と T ．S．22％ 糖蜜培地 900　ml を

加え ，
33℃

，
150rpm の 条件 で 24時間培養後，5 分閼

静置 し， 上部発酵液 700ml を 引き抜 い て 新 た に T．S．

22％ 糖蜜培地 700m1 を 加 え，同条件 で 再度回分発酵

を 行 っ た．ユ0回 同操作を繰 り返 し た 後 ， 菌懸濁液を

YPD 寒天培地 に塗抹 し，
30℃ で 2 日間培養した．同

寒天 培地上 に 生 じた大 きい コ ロ ニ
ー

を数株分 離 し ，
ジ

ャ
ー

フ r
一

メ ン タ
ーを用 い て 回分 発 酵試験を 行 い

， 発

酵速度お よ び生成 エ タ ノ
ー

ル 濃度を調 べ た．回 分発酵

試験は ， 前培養液 1DOml を T ．S．25％ 糖蜜培地 900

m1 に 加え ，
35℃ ，150rpm の 条件で 96時間培養 した．

　馴 養株の 発酵特性　　繰り返 し回分発 酵に よ り選択

した 馴養株 の発酵特性を ， 前述の方法 に従 い ジ ャ
ー

フ

ァ
ーメ ン タ

ーを用 いて 主 に 35℃ で 60〜96時間回分発

酵試験を行 い 調 べ た．

　 1 ）窒素源として の 硫安濃度 の 影響　　窒素源とし

て （NH4 ）2SO40 ，1．0，2．5 お よ び 5．　0　9〆1 含む T ．S，

25彩 糖 蜜 培地 を用 い ， 経 時的に エ タ ノ
ー

ル 濃度 を 測定
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し硫安濃度 の 影響を 諷 べ た．

　 2）培地 pH の 影響　　（NH4 ）2SO42 ．5　gf／ 含む

T．S．25％糖蜜培地の pH を濃硫酸で 4，0，4．5お よ び

5．0 （無添加）に 調整 し， 各培地 を 用い て 発酵試験を

行い 経時的に エ タ ノ
ー

ル 濃度を測定 し，培地 pH の 影

響を 調べ た．

　 3）発 酵 温度 の 影 響　 〔NH4 ）2SO42 ．5g ／1 含む

pH 無調整 （pH 　5．　0）の T ．S，25％糖蜜培地を用 い て ，

30，33，35お よ び 37℃ で 各 々 発酵試験 を 行い 経時的

に エ タ ノ ール 濃度 を 測定 し， ま た
， 培養24，96時間後

の 総菌数および生菌数を測定 し発酵温度の 影響を調べ

た．

　 4 ） 初発糖濃度の 影 響　　pH 無調 整 T ．　S．20，22

およ び 25％糖蜜培地 に そ れぞ れ 〔NH4 ）2SO4 を廃糖蜜

重量 に対 し 0．5w ／w ％ に な るよ うに 加 え，各培地を

用 い て 発酵 試 験を 行 い 経 時的に エ タ ノ
ール 濃 度 を 測 定

し， ま た ， 培養24
， 48時間後の 総菌数 お よ び 生菌数 を

測定 し，初発 糖濃度 の 影響を調べ た，

　 分 析方法　　エ タ ノ
ー

ル お よ び全糖濃度の 分析 は前

eq1） に 記載 した方法 で 行 っ た．総 菌数 は，菌懸濁 液

1m1 に 等量の 1N 　HCI 溶液を 添加 して 凝 集菌体を分

散させ た後，無菌水で 10
疊1，1r2 に 希釈 し，ヘ マ チ ト

メ ーターを用 い て 計数 し求 め た．ま た，生菌数は菌懸

濁液を無菌水で 10
−4〜10

−7
に 希釈 し，

YPD 寒天培地

に塗抹 して 30°C ， 2 日 間培養後， 同寒天培地上 に 生

じた コ ロ ニ ーを 計数 し求め た ．

実験結果および 考察

　非凝集性酵母 か らの 凝集性酵母 の 育種　　廃糖蜜を

迅 速 に発酵する 非凝集性酵母か ら凝集性酵母を造成す

るた め に ，
Fig・1 に 示す手順 で 変異処理 お よ び プ ロ ト

プ ラ ス ト融合に よ る 育種法 を 検討 した，

　 1）変異処理 に よ る凝集性 の 発現　　非凝集性酵母

IFO 　 O224株 を 胞子 形成後 EMS で 変異処理 し，25株

の 栄養要求性変異株 を 得た と こ ろ ， そ の 1 株 HM1 株

が ア デ ニ ンお よ び ヒ ス チ ジ ン 要求性を示すとともに 凝

集性 （DF 　4）を示 した ．しかし，回分発 酵試験を行 っ

た と こ ろ，HM1 株 は Tab 】e2 に 示す よ うに 親株で あ

る 五FOO224 株 （発酵速 度 2．219 ／1・h，生成 エ タ ノ
ー

ル

濃度 55．4g ／1） に比べ て 発酵速度で 17％ ， 生成 エ タノ

ー
ル 濃度で 約 7g ／1 低下 した．な お ，発酵速度 は培養

24時間後の エ タ ノ
ー

ル 濃度か ら 1 時間当た りの 平均生

成 エ タ ノ
ール 量 を算出 した 値で ある ．

　 2） プ ロ Fプ ラス ト融合 に よ る 育種 　 HM1 株 の

IFO　O224 　〔DFO ，　　　 EP1 　｛DFO ）

SporvlationMutation聊 凵latienMuSatien

［FO 　1955 ‘DF　5｝

SpenユlefienM

凵tetien

HM 、｛Ade曹，His−，DF　4｝　HM 　2（lle−，Vql−，　DF　O）　HM 　3 〔Leu’，DF　5 ｝

　　

HA　1 〔DF　5｝

usion

HS　2 ｛DF　5｝

1… 1・r…  

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 HA　2 【DF　5）

Fig。1，　Pedigree　 of 　the 　 strains 　 used ．

　　DF 　means 　degree　of 　flocculation（see 　Table　1）．

発酵能を高める ため に，Fig．1 に示 した よ うに HMI

株 と EP1 株 由来 の 栄養要求性変異株 HM2 株 （ller，

Val−，　DFO ＞ との プ ロ トプ ラ ス ト融 合を 行 い ，取 得 し

た22株 の 融合株を用 い て 回分発酵試験を 行 っ た と こ ろ ，

Table　2 に 示 した よ うに ，融合株 HFI 株 は 両 親株で

ある IFOO224 株 や EPI 株 と比 べ て も発酵速度お よ び

生成 エ タ ノ
ー

ル 濃度 に お い て 遜色 の な い 値 （そ れ ぞ れ

2．29g／1・h，55．2g／1）を示 し， しか も凝集性 が DF5

と HM1 株よ り優れて い た．

　凝集性 の 消失現象 と凝集性の 安定化　　しか し， 融

合株 HFI 株 を 継 代培養 した と こ ろ，凝集性 が 低下ま

た は消失する 現象 が み られ たの で 凝集性を安定化 させ

る方法 を検討 した．

　 1）凝集性の 消失　　22株 の 融合株 の 中で DF5 の

凝集性を示 した 18株 に つ い て YPD 寒天 培地 を用 い 継

代培養 した とこ ろ，7 株で 凝集性 の低下 ま た は消失が

み られ た．そ の
一

例を Fig・2 に 示 した が，　 HF1 株 は　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
6 回 の 植 え 継 ぎで 凝 集 性 が 消失 した ．凝集性遣伝子

FLO は染色体上 にあ り，T
−19）

また，プ ロ トプ ラス ト融

合体の 中に は両親核 が ヘ テ ロ カ リオ ン の状態で 存在す

る た め 遺伝的 に 不安定 で ，両親核 の どちらか
一

方 が 脱

落 しや すい
1A ，

こ とが報告 され て い る．従 っ て ，凝集性

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1987年 第 3号 凝集性酵母 の 育種 173

Table　2．　 CQmparison　 of 　ethanol 　 production　 among 　parental 　 stra 洫 s，
　　auxotrophic 　mutants

，
　 and 　fusant．

Strain Degree　 Qf

fiocculation2

Ethanol　 concn ・（9／1）

24h 48h

Fermentation
　 　rateb

　 （9／1・h丿

IFO 　 O224

EPlHMlHM

　 2HF

　 lc

0040

「
D

53，152

，844

．249

．154

，9

42

ら

D12

尸
DrDOD15

匚

」

54

匚
」

匚

」

2．212

．201

，842

，052
，29

Ethanol　production　was 　tested 　in　a　batch　cultu π ewitll 　molass 巳s　permedium 　containing

15w ／v ％ total　sugar 　at 　30°C　and 　pH 　5，0．
aDegree

　 of 　flocculation　is　the　 same 　 as 　in　TabIe　 1．
bFermentat

三〇 n 　rate 　is　defined　as 　the 　average 　value 　of 　ethanol 　produced 　per　hour

　during　24．h　fermentation．
cHF

　l　was 　one 　of 　the　fusants　between　HM 　l　and 　HM 　2 （See　Fig．1）．

卜
［
Q
　

　

4−
　

　

3
　

　
　

2

　

（
1）

8
零
o

ヨ

80
；

　

ち

8」
90

OO

一 を 一一一一ムー一一「△一一一一 △
一 △

1　　 2　　 3　　4　　 5　　 6

　 Frequency　of　subculture （times）

Fig ．2．　Comparison 　 Qf 　 the 　 stability 　 of 　flocculatien

　　between　HF 　l　and 　HS 　l　during　subcultures ．

　　HF 　l　is　one 　of 　the　fusants　constructed 　by　proto−

　　plast　fusion　 between　 HM 　 l　 and 　 HM 　 2 （see

　　Fig・ユ），

　　HS 　l　is　one 　of 　the　strains 　isolated　from　spores 　of

　　HF 　1 （see 　 Fig．1）．

　　O ，HF1 ； △ ，HSL

の 消失 した株は ， 両親 （HMI 株 お よ び HM2 株）核

が シ ン カ リオ ン で は なくヘ テ ロ カ リオ ン の状態 で存在

した た め，継代培養を繰 り返 す間 に HMl 株 （DF4 ）由

来 の 核 が脱落 した と推察さ れ る．

　 2）凝 集性 の 安定 化 　 凝集 性が 消失 す る 前の

HF ユ株を胞子形成させ て 得た DF5 の 凝集性を 示す胞

子 由来株14株を用 い て 同様 に 継 代培養 し た と こ ろ ，

Fig．2 に 示 した よ うに，6 回以上植え 継 ぎを繰 り返 し

て も， すべ て の株 の 凝集性は安定 に保持されて い た．

また， そ れ ぞ れ DF3 ，　DF4 の 凝集性を示 す融合株

HF3 株 お よ び HF4 株を胞子形 成 さ せ た と こ ろ ，

Table　3 に 示すよ うに ，そ れ ぞれ60お よび80％ の 高 い

頻度で DF5 の 株を分離 した．こ れ は 胞子形成 に 伴 う

減数分 裂 に よ り FLO 遺 伝 子群
7−13）

の 組 み 換 え が 起 こ

っ た 結果，DF 値 （表現型 ） に 分離 （segregation ）が生

じた た め と推察 され る．

　融合株 HF1 株，HF3 株お よ び HF4 株 を，そ れ ぞ れ

胞子形成 させ て 得 た DF5 の 胞子由来株 14株， 12株お

Table　3．　Degree 　 of 　floccUlation　 of 　 strains 　isolated　from　 spores 　 of 　fusants．

Strain
Degree 　 of 　flecculationa

o 1 2 3 4

一＿一一．＿ Frequencyb

　5　　　 〔％）

HF 　3c 6 1 0 0 工 12 60

　 HF 　4c　　　　 O　　　　 4　　　　 1　　　　 0　　　　 ユ　　　　 24　　　　 80

aDegree
　 of 　flocculation　is　the　 same 　 as 　in　Table ユ．

bFrequency
　is　defined　 as 　the 　 ratie 　 of 　DF 　5　 strains 　 to　 all　 strains 　isolated　 from　 spo 【es　 of

　 fusants．
。 HF 　3 （DF 　3）and 　HF 　4 （DF 　4）were 　fusants　between　 HM 　 l　 and 　 HM 　 2．
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Table　4．　 Comparison　of 　ethanol 　production　between　fusants　and

　　strains 　isolated　fronユ　spores 　of 　fusants・

Strain
Degree　 of

flocculationa

Ethanol　 c。 ncn ・（9〃）

24h 48h

Fermelltation
　 　 rateb

　 （9／1・h）

HFlHF

　 3HF
　4HS

　 lcHS

　3cHS

　 4c

rO34

幽
尸
D55

55．247

．743
．853

．ユ

52．852

．5

56．048

，351

．557

．554

．　555

．3

2．30

ユ．991

．　832

．212
．202

．19

Ethanol　pioduction 　was 　tested 　as　described　in　Table　2．
aDegree

　of 　flocculatiQn　is　defined　in　Table　1．
bFermentation 　 rate 　is　defined　in　 Table　2．
cHS 　1

，
　HS 　3，　and 　HS 　4　were 　strains 　isolated　from　 spores 　 of 　fusants　HF 　1．　HF

　3
，

and 　HF 　4，　respectively ．

よ び 24株を用 い て 回分発 酵試験 を行 い ，そ れ ぞ れ発酵

能が優れた HSI 株，　HS3 株 お よ び HS4 株 の 結果を

Tab ］e　4 に 示 した．　Table 　4 に は HFl 株，
　HF3 株お よ

び HF4 株 の 回分発酵試験 の 結果も示 した が，　HS3 株

お よ び HS4 株 はそ れ ぞ れ HF3 株お よび HF4 株IC比

べ
， 凝集性 だ けで な く発酵能も向 上 した．な お，HSl

株 ，
HS3 株お よ び HS4 株は，い ずれ も野生 型 株で あ

っ た．

　高凝集性酵母の育種　　前報
1）

で 報告 した 連続発酵

期間中 における凝集性の 低下を防 ぐた め に，HS1 株 の

凝集性 の 強化 を試 み た，DF5 の 凝集性を示す保有株を

用 い て プロ テ ア
ー

ゼ 処理を 行 い 凝集性の 強 さ を評価 し

た と こ ろ，　IFO1953 株だ け は Fig・3 に示すよ うに ，
9

時間プロ テ ァ
ー

ゼ で 処理 して も DF 値が 低下せ ず ，

最 も凝集性 が 強い 株 と推察 さ れ る．ま た ， 前報
P

で 使

用 した IFO2018 株 （DF5 ）は 9時 間 の プ ロ テ ァ
ーゼ 処

理で DF 値 が 2に 低下 し， 同条件で DF 値が 3に低

下 した HS1 株 よ りも凝集性が弱 い と推定され る．上

記 の 結果よ り，HS1 株 の 凝集性を強化 させ る た め に ，

HS1 株と IFO1953 株 の そ れぞ れ の 栄養要求性変異株

HM4 株 （Ade
−
，　DF5 ）お よ び HM3 株 （Leu

−
，
　DF5 ）を

用い て プ ロ トプ ラ ス ト融合を行 っ た．DF5 の 凝集性 を

示す 8 株 の 融合株を用 い て プ ロ テ ア
ー

ゼ 処理を 行 っ た

と こ ろ ，
Fig，3 に 示すよ う に 8 株 と も同

一
の 経時変化

を 示 し，9 時間の 処理 で DF 値 が 4 に 低下 した．こ

の 結果 よ り，
8 株の 融 合株 の 凝集性 は IFOI953 株 （9

時間処理 で DF5 ） と HSI 株 （同条件 で DF3 ） の 中

間の 強 さで あ る と推察され る．こ の 8株 の融 合株 を 用

10987h　

ヨ

6m5t　

 

4

 

　

eo

ろ

幵
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Fig．3．　 Reduction　of 　fiocculation　by　treatment 　with

　　protease・　Protease　treatment 　was 　 as　follows：

　　9ml　of 　1／30　M 　phosphate　buffer （pH 　5．5） and

　　lml 　of 　l　mg ／ml 　protease　solution 　were 　added 　to

　　lml 　 of 　 cell 　 suspensions 　 and 　 shaken 　 at　 30°C

　　HF 　2　is　 one 　of 　the 　fusants　constructed 　by　prog

　　toplast　fusion　between　HM 　3　 and 　HM 　4 （see

　　Fig・1）・

　　○
，
IFO 　2018 ； △ ，　IFO 　1953 ； 囗，　 HS 　 1； ▽，

　 　 HF 　2．

い て 回分発酵試験を行 い ，発 酵能 が 優れた HF2 株

〔DF5＞を選択 した ．さ らに ，HF2 株を胞子形成 させ て

得 た 31株の 胞子 由来株 の 中で 発酵能が優 れ，強 い 凝集

性を示 した HS2 株 （DF5 ）を 選択 した （Table　5 参照 ），

　馴養に よ る ア ル コ
ール 耐性の 付与　　酵母 に ア ル コ

ー
ル 耐性 を付 与 す る た め に，原 ら 15）は 緩衝液 に エ タ ノ

ー
ル を添 加 して 培 養 を 繰 り返 す 回 分 発 酵 法 を 検 討 し，

ま た ，
Brown ，　Olivert6｝ は供給培地 に エ タ ノ ール を添加

し， 培地 中の エ タ ノ
ー

ル 濃度を漸次増加させ て い く連
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Table　5．　Comparison 　of 　ethanQI 　production　among 　parental　strains ，　 strains

　　isolated　from　spores
，
　and 　acclimated 　strains ．

Strain
Degree 　of

flocculationa
　 　 　 　 　 　 　 24h

Ethanol　 concn ．（g／l）

48h 72h

　 　 　 　FermentatiOn
　 　 　 　 　 rateb

96h 　　　　　　（g／1・h）

IFO 　 O224

EPlIFO

　 1953

HS 　 leHS

　 2cHA

　 ldHA

　 2d

00FD555

【
D

87．583

．033
．448

，251

，755

，265
、6

87．984

．ユ

60．376

．580

．　283

．987
．6

92．890
．578

．483

．385

．387

．893
．5

9工．688

．　979

．182

．986

．187

．994

．2

3．653

．461
．　392

．　012

．152

．302

．73

Ethanol　production　was 　tested　in　a　batch　cu ］ture 　with 　molasses 　medium 　contain ｛ng 　25w ／v％
total　 sugar 　 at 　35囗C　 and 　 pH 　 5．0．
aDegree

　 of 　Hocculation　i8　defined　in　Table　 1．
bFermentation

　 rate 　is　defined　in　Table　2．
cHS 工 and 　HS 　2　were 　strains 　isolated　from　spores 　of 　HF 　l　and 　HF 　2

，
　respectively （see

　Fig・1）・
dHA

　l　and 　HA 　2　were 　 acclimated 　derivatives　of 　HS 　l　and 　HS 　2
，
　respectively （see 　Fig。1）．

続発酵法を検討 し て い る．著者 らは HS1 株 お よび

HS2 株 を 用い て ，　T・S・22％ 糖蜜培地 に よる回分発酵

を 繰 り返 して 馴養を行 い ，そ れ ぞ れ21株 ， 17株の 馴養

株 を 分離 した．こ れ らの 馴養株を用 い て 回分発酵試験

を行 い
，
HS1 株 お よ び HS2 株 そ れぞ れの 馴養株の 中

で 発酵能 お よ び 凝集性が優 れた HA1 株およ び HA2

株を 選択 した （Table　5 参照）．

　HS1 株お よ び HS2 株 と，そ れ ぞれ の 馴養株 HA1

株お よ び HA2 株 を 用い た T ．S．25％ 糖蜜培地 に よ る

回分 発 酵試験 の 結果を Table　5 に 示 した．こ れ らの 4

株の 中で は HA2 株 の 発酵能 が 最も優れ，発酵速度

2．739 ／〜・11，培養 96時間後の 生成エ タ ノ
ー

ル 濃度 94．2

9／1 で あ っ た ．非凝集性酵母 IFOO224 株 お よ び EP1

株 に 比 べ
，
HA2 株 は発酵速度 で 約20％低い 値 を示 した

が，96時間後 の 生成 エ タ ノ
ール 濃度で は 2〜5g ／1 高

い 値を示 した ．こ れ は 回分馴養に よ り HA2 株 に ア ル

コ
ー

ル 耐性だ け で な く糖蜜培地 中の 塩濃度 に 対す る 耐

性 が付与された た め と推察 さ れ る．

　馴 養株 HA2 株の 発 酵特性　　HA2 株 の発酵速 度

お よ び生成 エ タ ノ
ー

ル 濃度 に 及 ぽ す 硫安濃度 ， 培地

pH ， 発 酵温度お よ び初発糖濃度 の 影響を 調べ る た め ，

ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー
を用 い て 回分発酵試験を行 っ た

　　 1）窒素源 と して の 硫安濃度 の 影響　　HA2 株

の 発 酵能 に及 ぼ す 硫 安濃 度 の 影響を 調べ た とこ ろ ， 発

酵速 度 は （NH4 ）2SO40 ，1．0，2．5お よ び 5．Og／1 で ， そ

れぞ れ2．50， 2．90， 3．56お よ び 3．53g／1・h で あ っ た

が ， 培養58時間後の 生成 エ タノ
ー

ル 濃度 はすべ て 86
〜89g ／1 で ，以 後生 成 エ タ ノ

ール 濃 度 に 大 き な差異 は

み られな か っ た．従 っ て
， 硫安濃度 は生 成 エ タ ノ

ール

濃度 よ りも発酵速度 に影響を及 ぽす と判断され る．

　 2）培地 pH の 影響　　HA2 株 の 発 酵能 に及 ぼ す

培地 pH の 影 響を 調 ぺ た と こ ろ ， 発酵速 度 は pH 　4．　0，
4，5 お よ び 5．0 で ，そ れぞ れ 2．07

，
2．51 およ び 3．44

g／Z。h で あ っ た が，培養48時間後の 生成 エ タ ノ
ール 濃

度 はす べ て 91〜 95g／1 で ，以後生 成 エ タ ノ ール 濃度

に大きな差異 はみ られ な か っ た．従 っ て ，培地 pH も

硫安濃度と同様， 発酵速度 に 影響を 及 ぼす と判断され

る．

　 3 ）発 酵温度の 影響　 HA2 株の 発酵能 に及 ぼす

発酵温度の 影響を調べ た と こ ろ ， 発酵速度は 30，33，
35 お よ び 37℃ で ，そ れぞ れ 3．45

，
3．44，3．39 お よ び

3．34g ／〜・h と な り，ま た 培養96時間後 の 生 成 エ タ ノ
ー

ル 濃 度 もす べ て 95〜98g 〃 と大 きな 差異 は み られ な

か っ た．従 っ て ， 発酵温度は 30〜37℃ の 範囲で は ，

発酵速 度 お よ び 生 成 エ タ ノ
ー

ル 濃度 に 大 きく影 響を与

えな い と判断 され る．しか し，Table　6 に 示す よ うに，

培養24時間後に お け る生菌数は 発酵温度 が ，
　30

，
33

，
　35

お よ び 37℃ と高 くな る に従 い
， そ れぞ れ 2．5× 10s，

1．　9× 108，　L　4× 108お よ び 1．1× 108　ce ］ls／ml と減少 し，

また培養96時間後で は J すべ て の 発酵温度 にお い て 生

菌数 が 1．0〜3．0× 106　cells ／ml と培養24時間後 の 値 の

1％以下に 減少 した．従 っ て ， 回分発酵と違 い 長期間
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Table　6．　 Effects　 of 　temperature 　 on 　 viability 　 of 　HA 　2　during　batch　 fermentation

　　with 　molasses 　medium 　 containing 　25　w ／v％ total　sugar 　at　pH 　5．0．

Temp ・
（℃ ）

Total　 cell

numbe ：
2

（cellS ／ml ）

Re 】ative 　ratio

　　 （％〕

Viable　 ce 】l
numberb

（cel 艮s／m1 ）

Relative　ratio
　　（％）

03rO73333 2．2× 108

1．7× 10a

L6 × Ioe

1．5× 10B

100777368 2．5＞＜los　　　　　　　 100

1．9）＜10s　　　　　　　 76

1．4＞くlos　　　　　　　 56

ユ．ユXlos 　　　　　　　　　　44

aTotal 　 cell　 number 　 after 　24−h　fermentation，
bViable 　 cell　 number 　 after 　24・h　 fermentation．

の 運 転を行う連続発 酵 で は 発 酵温度の 影響 が現 れ る と

推察され る．

　4 ）初発糖濃度 の 影響　　HA2 株 の 発酵能 に 及ぼ

す 初発糖濃度 の 影響 を 調べ た と こ ろ，発 酵速 度 は

T．S．20，　22 お よ び 25％ で ，そ れぞ れ 3．09
，
3．37 お よ

び 3．08g ／1・h で あ っ た．ま た ，
　T．　S．　20

，
　22％ で は 培養

後24時間で 発酵 が終 了 し，生成 エ タ ノ
ー

ル 濃度 はそ れ

ぞ れ 74．　1
，
80．9　9／1 とな り，T ・S・25％ で は培養後48時

間で 発酵 が 終了 し， 生成 エ タノ
ー

ル 濃度は 92．8g／〜

とな っ た ，初発糖濃度に 対す る エ タ ノ
ー

ル 転換率は ，

発 酵終 了時 で T．　S．　20
，
22 お よ び 25彩 に お い て い ずれ

もO．　37で あ っ た．従 っ て ， 初発糖濃度 は T ・S・　20−−25

％の 範囲で は生成エ タ ノ
ー

ル 濃度 に 影響を 与え な い と

判断 され る ．しか し，Table　7 に 示すよ うに ， 培養24

時間後 に お ける生菌数 は初発糖濃度が T ，S．20
，
22 お

よ び 25％ と高 くなる に従 い
， そ れぞ れ 2・2× los，2・0

× 10sおよ び 1．3× 10s　cells ／m1 と減少 し，　T ・S ・25％ で

は T ．S．20％ の 値 の 59％で あ っ た．こ れは Jonesと

Greenfieldii， が報告 して い る よ うに ， 初発糖濃度が 高

くな る と培地 の 水分活性 が低下 し ，
HAZ 株の 増殖が

阻害され た た め と推 論 され る．

　以上 ， 廃糖蜜を迅速 に発酵す る 非凝集性酵母か ら育

種した凝集性酵母 HA2 株は，親株で あ る IFOO224

株 に 比 べ 発 酵速度 は少 し劣 る が，96時 間 後の 生成 エ タ

ノ ール 濃度は 94．2g ／1 と約3g ／1高 く，優れた 発酵能

を有 して い た．しか し，
HA2 株 は， 発酵温度お よ び初

発糖濃度 が 高 くな る に 従 い 生存率 が低下する こ と か ら，

本菌株に よ る高 エ タ ノ
ール 濃度 （80　g／1 以 上 ）下 で の

高温 （35℃ 以 上 冫連 続発酵 は難 しい と考え られ る．

要 勺糸

　1． 非凝集性酵母 IFOO224 株を 胞子形成後 EMS

処理 して 得た 25株 の 栄養要求性変異株の 中で ，唯
一

凝

集性 を示す HM1 株 （Ade
謄

，
　His−，　DF4 ）を選択 した．

しか し，HM1 株 は IFOO224 株 に比 べ て 発酵速度 で

17％，生成 エ タ ノ
ー

ル 濃度 で 約 9g／1 低下 した ．

　2． HM1 株と非凝集性酵母 EP1 株由来の 栄養要

求性変異it　HM2 株 （Ilゼ ，　Val
−
，　DFO ）をプ ロ トプ ラス

ト融合させ
， 両親株で ある IFOO224 株や EP1 株 と比

べ て も発 酵速度お よ び生成 エ タ ノ ール 濃度で 遜 色 の な

い 値 （そ れ ぞ れ 2．29　g／1・h ，
　55．　2　g／l）を示 し， しかも

DF5 の 凝集牲を有する融合株 HF ユ 株 を取得 した．

　3． HFI 株 は 6 回 の 植 え 継ぎで 凝集性 が 消失 した

が
，
HF1 株の 胞子由来株 HS1 株 （DF5 ）は 6 回以上

植え継ぎを繰 り返 して も凝集性は 安定に保持 さ れ て い

た．ま た，融合株 HF3 株 （DF3 ） と HF4 株（DF4 ♪

Table　7．　 Effects　 of 　initial　 sugar 　 concentration 　 in　 molasses 　 media 　 on 　 viability

　　 of 　HA 　2　during　batch　fermentation　 at　35℃ and 　pH 　5．0．

In三tial　 concn ．　 of

　 total 　sugar

　　（w ／v％丿

Total　 cell

numbera

（cells ／m1 〕

Relative　【 atio

　　 （％ 冫

Viable　 cell

numbera

（cells ／ml ）

Relative　 ratio
　　（％ ）

025ワ臼

22

2．8X ユos　　　　　　 100

2．4× 10B　　　　　　　 86

1．5× 10s　　　　　　　 54

2．2 × 10s
2．0×10e

1．3 × loa

1009159

aTotal 　 cell　 number 　 and 　 viable 　 cell　 number 　 are 　 defined　in　Table　 6．
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を 胞子形成 させ た と こ ろ，そ れ ぞ れ 60，80％ の 高 い 頻

度 で DF5 の 株を分離 した．

　4， HS1 株の 凝集性 を 強化させ る ため に，　HS1 株

と IFO 　1953 株 （DF5 ）の そ れ ぞ れの 栄養要求性変異株

HM4 株 （Ade
−

，
　DF5 ）お よ び HM3 株 （Leu

−
，
　DF5 ）

を用 い て プ ロ トプ ラ ス ト融合を行 い
，
HF2 株 （DF5 ）

を 選 択 した．融 合株 HF2 株 を さ らに 胞 子 形 成 させ て

凝集性およ び 発酵能が優れ た HS2 株（DF5 ）を取得し

た．

　5・ HS2 株 を用 い て T ．S，22％ 糖蜜 培 地 に よ る 回

分発 酵を10回繰 り返 して 馴 養を行い
，
35℃ ，T ・S・25％

糖蜜培地 に よ る 回分発酵試験 で 培as　96時間後 に 94．2

g／1 の エ タ ノ
ー

ル を生成 した 馴養株 HA2 株 （DF5 ）

を選択 した ，

　6． HA2 株 の 発酵特性 を調べ る ために 主 と して

T ．S．25％ 糖蜜培地 を 用 い ，2ノ 容 ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン

タ
ー

に よ る 回分発酵試 験 を行 い
， 次 の よ うな 結 果 を 得

た．1）窒素源として 廃糖蜜重量 に対 し 0．5w ／v％ の

（NH4 ）2SO4 の 添加が 最適 で あ っ た．2）培地 pH は発

酵速度に 影 響を与 え ，発 酵速度 は pH 　 5．0 （3．　44　g／1・

h＞に 比べ pH 　4．5 で 27％，　pH 　4・0 で 40％ そ れぞ れ低

下 した．3）発酵温度 は 30〜37℃ の範囲で は 発酵速度

およ び生成 エ タ ノ
ー

ル 濃度に 影響を与え な か っ た が，

培養 24時間後の 生菌数は発 酵温度 が 高 くな る に 従 い 減

少 し，
37℃ で は生菌数 が 1．1× 108cells／ml と 30℃ で

の 生菌数の 44％ に 低下した．4）初発糖濃度が T ．S．20

〜25％ の 範囲 で は 発酵 終 了時 の エ タ ノ
ー

ル 転換率 は

い ずれも0．37で あ っ た が，培養24時間後の 生菌数 は初

発糖濃度 が高 くな る に 従い減少 し，T ・S・25％ で は生

菌 数 が 1．3× 108eel】s／m1 と T ．　S ，20％ で の 生菌数 の

59％ に低下 した．
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