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酵母菌の 変異 に 関す る研究　（第 7報 ） 雑種 の 遺伝 的解棉 こ就い て

小 田 雅 夫 ・若林謙太郎 ・奥 野 敏 男 ・大 嶋 泰 治 （大 阪 大学 工 学部 醗 酵工 学教 室 ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　言

　前報
1） に 於 て 得 た 162株 の 雑種 に 就 い て Galactose （GA ）及び a ・Methylg ！uc 。 side （aMG ）の 醸酵性並 び に 皮

膜形 成能 の 如 き生理 的 性質 の 遺 伝 を 験べ た ．大多数 の 雑種 は 此 らの 諸性質 に 関 して 期待 され る が如き正 常の 表現

型を示すが ， 例外的に 極少数 の 雑種 は異常な表現型 を示 し た．次 に 単桐株 を約 8 ヵ 月間保存し た所呼吸能の 欠失

変異が高頻硬 で 生 じた，それ は 交配実験 の 結果 Cytoplasmic　factorの 欠失 に起因す る様で あ り， 保存中 に於け

る雑種 の 胞 子 形 成力の 衰退 と も関聯 の あ る事を 認 め た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 実　験 方　法

　  糖類の 醸酵性 ： 最初 LINDNER 小醸酵試験 法 （30℃
，
5 日閥 ） に よ り験 べ ，次 に此 の 方法 で Nagative の

結果を 示す もの は 更 に Sugar　2％ Peptone 　1彡S，
　Yeast　extract 　O・5％ な る Medium 　3ml をスれ た V 型 醸酵管（30．

°C
，

5 口間）を用 い て 決定 した．

　〔2〕 皮膚形成 ： MH に 接種 し30℃ ，1 ヵ 月間培養後験べ た．唯 し茲 に 皮膜 とは Han5enutaや PiChiaの それと

異り， 長期間培養後皮輪か ら発 達 して膜とな る如 き性質の もの で あ る．

　（3〕 呼吸 能 ； Alkali　production　test
王）の 方法に よ り験 べ た．24時間以内に Medium を 赤色 に変化 童る もの は

＋ ，2 〜 5 日後 に 赤変 する もの は Negat 三ve で あ るが その 程度を表わす た め一
Lny

−
S として 示 し，5 日以．．L振盪

し て も変化 し な い 株 は一とし て 示 し た．

　（4） Cytochrome 　bands ： 既報
s）

の 如 く Micro −spectroscope を用 い て 験べ た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 寞験結 梟並 び に 考察

　（】） Galactose の 醸酵性 の 遺伝

　 Table　 1 に 示す如 く GA の 醸酵性 に 関 し て 162株 の 雑種 の 中 160株 は期待 され る が 如 き正常の 表現型 を 示 しtq

が，2 株丈 が 異常を表現 型 で あ つ た．そ こ で Table　2に示 す 如 き遺伝的解析 を試み た．即ち正 常の 表現型 を示す

もの に 於 て gxg の 雑種 の Segregant は 全部 Negative で あ り， 9 × G の 雑種 は 29：2G の Segregation　 ratio を

示 し ，
GxG の Segregant は 全部 P 。 sitive で あ つ た，之 に 反 して異常の 表現型 を示 し た雑種No ．20は 9！9 な る

因子型 で ある に も拘 らず Positive で あり， そ の Segregation　ratie は 29：2G で あつ た．茲 に そ の Positive　segre ・

gant は 接種後 3 〜 4 日 目に や つ と醸 酵 を 開始す る Slow　fermenter で あ る．従 つ て 最近 DOUGLAS 響 ）が 証明

　　　　　　　　　 Table　1．　 Galactose　fermentation　of 　parent　haploids　and 　hybrlds．
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Table
　3・Gene’ic　analysis °f　hyb 「ids曲゜ wing 　n ° 「 mal 　and ・bn°・血 al　ph ・n °types

　　　　　for　galactose　fermentation．

Phenotype
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　 　 − ×
一竺一

　 　 曽一
× →・＝十

　 　 十 X 十 ＝十
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− x − ＝十
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a ！α 　 9！9
a1 α 　 g！G

a ！a 　 9！G
a1 α 　 g1G

a1 α 　 9！G

a ！α 　 G ！G

a1 α 　 919

a ！a 　 G19

C・・n ・typ ・ ・f・・eg ・egants 　i　 R ・ti・ ・f　glG

ag 　　 aG 　　α 9

5240502119

自

−

20

01

ー

ハ
04

▲
Qゾ

　

ー

1

艮

2i

4凸

0

8857501
　

1
　
1
　

　
　

1

78147

α G

086964　

1
　
1
　

　
　
　
　　
1

302

（％）

100 ：　 051
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　0 ： 100

42 ； 58

100 ：　 0

し て い る 様 に GA の 醗酵 に 2 ケ の Gene が 関与 し て い る とすれ ば 説明出 来 る が，今後 の 研究に 俟 つ 所 で あ る．

次 に もう
一

つ の 例外 た る雑種 No．57は G ！g な る因子型 で あ る と考 え られ るに も拘らず Nagative で あ つ た．然 し

そ の Segregantは 全部 α gか ら成 つ て い
．
る 所か ら此 2）もの は雑腫で ｝まな く， 恐 ら く平板培養の 際 間違 つ て α Mating

type の HQmQzygous 　diploid　 colony を取 り上 ぐた もの と思 わ れ る．

　 （2〕 α
・Methyl 　glucoside の 醸酵性 の 遺伝

　α MG の 醸酵性 に 関 して は Table 　3 に 示す如 く158株 は期待され る が 如 き正常の 表現型 を示 し た が ，
4株 が異

常 な 表現 型 で あ つ た．Table　4 の 如 き遺伝 的解 析 の 結果 は GA の 醸 酵 性 の 場 合 の 様 に 単純 で は なか つ た，即 ち正

常 の 表現型を示す雑種 に 於 て ，mg × m9 の 雑種 の Segregant は 殆 ど Negative で あ り，
　 mg 　x　MG の 雑種で は 1

n19 ：3MG の Segregation　 ratio を 示 し，　 MG × MG の 雑種 の Segregant は 殆 ど Positive で あ る が Negative の

もの も若干認 め られ た，次 に 異常 の 表現型 を示す 4株 の 雑種 No ．89
，
　 No ．92

，
　 No ．93

，
　 No ．94は 何れ も Mg ！mg

な る因子型 で あ る と考え られ るに も拘 らず Negative で あ つ たが，そ の Segregantは 3mg ：IMG な る R．atio を

示 し た．此 の Positive 　Segregant は 前 の 場 合 と同 様 に 接 種後 3 〜4 日 日に や つ と醗 酵 を 開 始 す る Slow 　fermenter

で あ つ た．之 らの 説明 は未 だ 不明で あ る．

　　　　　　　 Table 　3．　 a ・Methyl 　glucoside　fermentation　of 　parent　haploids　and 　hybrids．
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Genetic　analysis 　 of 　hybrids　showing 　normal 　and 　abnormal 　phenotypes
f（）r α

一methyl 　glucoside　fermentation，

Phenotypc Hybrid 　No ．
Genotype 　 of 　 segregants

1
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（3） 皮膜形成能の 遣伝

皮膜形成能 に 関 して は Tablc　5 に 示す如 く161株 は 期待 され るが如 きIEmsの 表現 型 を示 し た が 1株 の み が異常

　　　　　　　　　　 Table　5．　Film　formatiofi　of 　parent　haploids　and 　hybrids．
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Table　6．　 Gcnetic　analysis 　 of 　hybrids　 showing 　 normal 　 and 　 abnermal 　phenotypes
　 　 　 　 　for　film　ft）rmation ．

Phenotype

Normal ：

　 　 一 × 一＝一

　 　 十 x − ＝＝十

　 　 →
一

× 十 訌十

Abnormal ：

　 　 一一x − ＝→．
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の 表現型で あつ た．此 の 雑種 No ．124は Table　6 に 示す如 くその 因子型 は f！f で ある と考 え られ るに も拘 らず

Positiveの 表現型を示 し た．そ の 遺伝的解析 の 結果は 2f：2F の Segregation　ratio を示し ， 此 の 説明も亦現在 の

所不明 で あ る．

　  　呼吸能欠失の 遺伝

　単相株 は分離直後に於て は 呼吸能に 関 し すべ て Positiveで あつ たが ，
8 ヵ 月閭 MH 寒天斜面 で 保存す る と122

株 の 単椙株 の 中17株は 呼吸 能 を欠失 し て し まつ た．既 報
15） に 於 て 述 べ た如 く複相 株 を 同 様 に 保存 し た場合に は 或

る特定 の Cultureの み に於て そ の Cell　population の 約 1〜 2％が欠失細胞 で あ つ たの に 較べ る と， 単椙株 は そ の

Cultureの 約 14％が呼吸能を欠失した．（】ell　population に 成 つ て し ま う所か ら如 何 に 単 相株 は不 安定で あ るか

が 分か る．Table 　7 に 示す 如 く呼 吸 能 に 関 し て 且62株 の 雑 種の 中 158株 は Positive で あ り，
4 株が Negative で あ

　　　 Table　7．　 Respiration　ab 三1ity　of 　parcnt　haploids　and 　hybrids　after 　8　menths
’
prescrvatio直．
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つ た．そ し て 興味の あ る事 は此 の 4 株 の 雑種 の Parent　haploid の 両 方 又 は 何 れ か一
方 も亦全 く呼吸能を 欠失 し

て お り， 雑種の 呼吸能の 欠失は 殆 ど遺伝 的 に 運命づ け

られ て い る様 に 思われ る．

　呼 吸 能を欠失 した 単 相株 は 次第 に接合能 力 も欠失し

て 来 る場合もあ るが，全 く呼吸能を 欠失し た もの で も

相当大な る接合能力 を示す もの も存在す る．兎角呼吸

能欠失変異 は 漸進的な 性格 の もの の 様 で あり， Alkali

prOduction　tcstに 於 て 2 〜 3 日 目に 赤色 に 変化す る変

異株で は最早や Cytochrome　a　band は 認 め られな い

が ，
bband は痕 跡 程 度認 め られ る．然 し 4 〜 5 日 目

に 変色す る変異株 で は a
，
bband 共 に 認 め られ ず ，

　 c

band 丈 は 正常株 よ り著明 で あ る．

　 種 々 の 段 階的 に 呼吸能 を欠失 し た Negative の 単相

株 同 志及 び そ れ らと Positiveの 単相株 とを 交配 し て 呼

吸 能 欠失の 遺伝を 験べ た．先づ一 x 一
の D 三ploid　 zy −

gote は 殆 ど Negativc で あ るが 胞 子 形 成 は 僅か に 認 め

られ た．然 し一x −
4、− x 一

2 ，

一
4x

一
2 ・

−
2 ×

−
2 ・

『x ＋ ・

−
L・x ＋ の 如 き交配 で得 た Diploid　zygote は

全部 Positiveで あ り良 好 な胞 子 形 成 を示 した，此 らの一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　層　　　 1　　　　　　　　　　　　 」　　　　　．　　 幽　　 ．　 It
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Diploid　 zygote か ら Haploid 　 scgregant を 取出 しそ の 呼吸能 を 検べ た 結果 は Fig．1 の 如 くな る．即 ち
一x −−

4

の 如 き Diploid　 zygote か らで も約 10％ の Positive　 segregant を 生 じ ，

− x −
2 又 は 一x ＋ の 如 きもの か らは約

50％前後 の Positive　 segregant を 得 ，

・−
3x ＋ の もの か ら は約90％ の P。 sitive 　segregant が得 られ た． 而 して

Positive： Negative　 segregant の 比 は Alkali　production　test の 振 蠱 培養 の 時 間 に 比 例 し て 増 大 す る．換 言 す れ

ば 今
一

× ＋ の Diploid　zygote を 見 る と 2 −
： 2 ＋ に segregate し て お り，呼吸 能欠 失変異は Gene の 変化とし

て説明出来 る様 に 見掛けられ る．然し振凱培養 5 日 目に は大部分は P 。 sitive とな る 所か ら見れば ， 此 の 変異は

Mutated　g。 ne と して 説明 され る よ りも EPHRUSSIs ）『『6 ’

等が 述べ て い る 如 く寧 ろ Cytoplasmic 　 mutation の 様 で あ

る．即 ち呼吸能欠失変異 は 呼吸酵素系 の 合成 に 関与す る 〔】ytoplasmic　particleの 減少或 は 消失 に よ る もの と考え

られ る．而 して 呼吸能欠失 の 種 々 の 段階 は此 の Cytoplasmic 　particle の 減少度 に 対応す る もの の 如く承唆 され る．

　次 に Table　8に は 162株 の 雑種 を MH 寒天斜面で 8 ヵ 月間保存後 の 胞 子形成力 を示 す．分離 直後 の 胞 子 形 成 力

（前報
1） 參照 ） の Y2以 下に 衰退 し た 雑種 は 41株 あつ た ． 而 し て それ らの 雑 種の 両万 又 は何 れ か一

方 の Parent

Table 　8．　 SpOrulating　ability 　of 　hybrids　 after 　8　 months
’
preservatlon　and 　its　 relation 　 to

　　　　　respiration 　 ability 　 of 　parent　haploids．
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静 This　indicates　 that 　sporulating 　ability 　is　decreased　over 　one 　half　of 　the 　init三aL

haploidも呼吸 能 を 欠失し て い た．即 ち保存中 の雑種の 胞 子 形 成力 の 衰 退 は 呼吸能 の 欠失と密接 な 関係 が あ る様

で あり，
Cytoplasmic な 意味 で 遣伝 的に 略 々 決定 され て い る 様 で あ る．既 報7）に 於 て 保存中の 複相株 の 胞子形 成

力の 衰退 は 要するに 培地 の 栄養的欠陥 に よ る細胞の エ ネル ギー
準位 の 低下に 帰因す る で あ ろ うと推定し， 細胞 の

エ ネル ギ ー
準位 とは 本質的 に 呼吸系 の 活性 度 で あ ろ うと意識 して い た．此 の 仮説 は ．ヒ述 の 如 く胞 子 形成力の 衰退

は 呼吸酵素系 に 関与す る Cytoplasmic 　particleの 滅少 夊 は欠失 と現象的 に 略 々 平 行関係 に あ る と云 う事に ょ り，
一

層確か らし く思われ る，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　　　　約

　（1｝ 162株の 雑種 に 就 きGalactose
，

α
一Methyl 　glucosideの 醗酵性並びに 皮膜形成能 に関し て 験べ た．大多数の

雑 鍾は 期待され るが 如 き正 常の 表 現 型 を 示すが ， 数 株の もの は 異常 の 表現型 を示 し た．後者の 遣伝的解析 の 結果

は未だ 十分説明出来 な い ．

　（2） 保存中 に 於ける 単相株の 呼吸能欠失変異は高頻度 （14％） で 生 じ た．雑 種 の 中 に は 呼吸能を欠失 し た もの

は 4 株認 め られ ， それ らの 両方夊は 何れか
一

方 の Parent　hapleid も亦呼吸 能 を 欠失 して い た ．

　（9） 呼 吸 能欠失変異は 交 配 実験 と遣伝 的解析 の 結果 Cytoplasmic 　mutation 即 ち呼 吸 酵素系 に 関 与す る Cytop ・

1asmic　particleの 減 少 夊 は 欠失と考 え られ る．

　Cf） f“
’

　fir巾 に 於け る雑樋 の 胞 子形成刀の 靆 は興の CYtoplasmic
　particleの 瀬少 5（．は外失と密憐な関係の あ ti．
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：事を認 め た，

　終 i，1ζ Yeast 　extract 製 品 を 恵 与 下 き つ た オ リ ェ ン タ ル 酵母工 業 KK の 桜 倒親明氏 ， 並 び に Micro・spectroscope

の 便 用 に 便宜 を与 え られ た 岡 田弘輔氏に 深 謝致 し ま す．

　尚 本研究結 果 の概要 は 昭 和 30年 10月 15日 開催 の 大阪醸造学 会講 演 会 に 於て 発 表 し た．
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麦 芽 ア ミ ラ ー ゼ に 関す る研究 （第 2 報） 主 と して 吸光濃度 に 就て

今 井 富 雄 　　（合 同 酒精 株式 会 社 ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　言

　前報 ｝ζ於 て は Malt　amylase の 作用の 内主 と して 其 の 糖化力即 ち基質 に 作用 させ た 場 合 に 於 け る還 元 力の 変化

に 就 て 測 定 す る と共 に 其 々 の 場合 に 於 け る反 応速度恒数 に 就 て 検討 し た結果 を報 告 し た．

　本報 で は其 の 糊情化作用即 ち沃 度呈 色反 応 の 変 化 の 測 定 に 対 し て Photoelectric 　spectrophotometer に ょ る測定

法が適用出来 るか 否 か に 就 て検討 し た の で 其の 結果 に 就 て報 告す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 実　験 　の 　部

　 1　実験条件 並 び に 方法

　（1） 作用混液 並 び に 実験条件

　本実験 に 用 い た 作用 混 液 並 び に 実験条件 は 前報 と同様 で あ る．

　〔2〕 実　験　方　法

　吸光度 （E ）の 測 定 一一 作 用混液 よ り繰時的に 採取 し た試 料 に 就 て前報 の 如 く処理 し た 後其 の 一
定量 を採 り

（透 過 率 う∫大Ut20〜80％ の 範囲 に な る程度），　N！1001ゴ
KJ 　solution 　5ml ・を添加 し て沃 度呈 色 反応 を行わせ た後

全量 を100ml ，と し て Photoelectric 　spectrophotometer を用 い て 其 の 透 過 率 を 測 定 し此 よ り吸光度 を算出 した．

　　　　　T −÷ ・ …・透 蘚 ・一 照 ・・t光 線 1・一 透 過 光線

　　　　　E − 1・9 亭 ・…・t・吸糠

　 1　 実　験　結　果

　（1｝ Soluble　 starch の 濃度 と吸 光度 との 関 係

　先づ 基質 と し て 使用した Soluble　starch （和光純薬）の 濃度 と吸光度 との 関係に就 て BEER ’
s　law が成立す るか

否か を見 る た め に 各種 の 濃度 の Soluble　starch 　solution を 用 い て 其 の 吸 光度を測定 し た．実験条件並 び に 測 定方

法 は 次 の 通 りで あ る、

　即 ちo．1％ soluble 　starch 　solution （1mg ．　soluble 　starch ！m1 ・） の 1
，
2

，
3…lomL を用い て 此 に N！loo　1．

・−KJ

solution 　sml ．を添 加 し沃 度 呈 色 反 応 を行 わ し め た 後 全量 を100m1 ・と して Photoelectric　spectropbotometer を 用

い て 波長570m μ に 於け る 透 過 率 （T ） を測 定 し た．此 の 場合同時 に N ！loo　It−KJ 趣olutbn 　5mL を用 い て 其 の 透

過 率 も測 定 した。此 の 様 に し て 得 られ た透 過 率 （T ） よ り常法 に よ り其の 吸光度 （E ） を 算出しだ．実験結果 は

Table 　 1 並 び に Fig ．1 の 通 りで あ る．

　以上 の 実験 よ り次の 事が分つ た，即 ち HAt “ES 　et・al ・3） の 報告 と同 じ くSoluble　starch の 濃度の 変化 と吸光凌の

変化 との 関係 は Fig・1 の 如 く直線関係 に あ る事，即 ち BEER ’
s　law に 従 う事 が 認 め られ た．

　但 し 上 記 の 実 験 に 供 試 し t　 Soluble　starch は相 当量 の 水分 を含有して 居 るた め に Table　l 並 び に Fig．苴に 表

示 し た数宇は此 D 場 合1トilれ も見掛 ｝ナの Soluble　starch の 重 量 を示 して 居 る．従つ て 供試 Soluble　starch の 水分含
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