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Rhodotorula属 に 関 す る 研 究 （第 4 報）

Rhodotorula属菌の ビ タ ミ ソ 要求性　 （1）

長 谷 川 武 治 ・坂 野 勲　　（財 団 法 人　醸 醗研究所）

　酵母類が ビ タ ミ ン を要求す る事実 に つ い て は，W エLDI駅 S 以来すで に 数多 くの 報告が発表 され た．ま た，そ の

分類学上 の 意義に つ い て はSCHULTZ
，
　ATKINt ）あ るい は WICKERHAM3 ）な ど に よつ て論ぜ られて い る．RllOdotorula

属薹株の ビタ ミ ン 要求性に つ い て も SCHOPRERD
，
　ROBBINS

，
　MA ，

5） MILLER
，
　 ASCHNER6 ）

わよび SKINNER
，

HUXLEY7 ）の 研 究が あ るが ， さ きに著者らの 1人 が 発表 した Rliodoterula 属 の 修正 分類法
8） に お い て設定 され te

Spccies間， ま た は Speciesの 内部 で ． 各菌株 の ビ タ ミ ン 要求性 が が どの よ うな 関係を示す か を明か に す る 目

的で 本実験 を行 なつ た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 実　験　方　法

　 1 ．使 用 菌株

　第 2報で使用 し た各菌株お よ び そ の Culture
， こ の Culturc とは，醗 酵研究所保存菌株 （第 1表で IFO 番号

の つ い た もの）と同
一

の 原株か ら分株 され ， 本邦 の 他の 研究機関 で 保存 され て 来 た標本を指す．こ の もの は 菌番

号の 前に Cul．の 記号をつ けた （第 2 報
e〕

参照）．

　 2．ビ タ ミ ン 要求試験

Basal　 medium ； （NH 、），
SO40 ・25％， あ るい は Vitamin 　free　casein 　hydrolyzate（カ ザ ミノ 酸） O．3％

KH ，PO ， 0．1
，
　 MgSO べ 7aq　O．05

GaCls・2aq　O．Ol
，
　 NaG1 α01

Glucose　3，0
，
　 Distilled　 water 　7皿 1

　 Concentration　 of 　 vitamins ；

　　　　　　　　　　Biotin　O．2γ％，　Ca−pantothenate　　40．Or％ ，

　　　　　　　　　　Thiamine　HCI 　40．0，　 Inositol　20D．O，

　　　　　　　　　　Nicotinic　acid 　40．O，　 p−Aminobenzoic 　ac 三d　200．0，

　　　　　　　　　　Pyrimid三ne 　HC 且40．0，　 RibOfiavin　20．0，

　Ycast・glucose−agar （Yeast　ex ・1％ ，　Glucose　3％，　Potato　lO％ ，　Agar 　 1・5％）上 に 4 日間 ，
24〜25℃ で 培養 し

た 菌体 を集 め ， 殺 菌 した 塩 類溶 液 を用 い 4 回 以 上 洗 浄 し た の ち ， 全体を適 当な濃度の 細胞懸濁液とし， その 三滴

を そ れ ぞれ硫安お よ び カ ザ ミ ノ 酸を窒素源 とす る ， 試験管内 の 2種の 培養基 へ 接種 し28℃ で 培養す る．接種量は

細胞数で 約 10s！ml と した．これ と 同時に 全 く同 じ条件で ビ タ ミ ン の み を除 い た 2 種 類 の 培養 基 へ 細胞 を 接種 し ，

同様に 培 養 を行 う。各 培養基 に お け る発育の 程度 は GORLMAN 比色計で 測 定 した Optical　density を比較 して

こ れ を知 り， そ の 測 定値を比較 して ビ タ ミ ン の 影響を検討した．表中の 各数値は次式に 従 つ て得られ t 、

　　　R ＝竺 xloo
　 　 　 　 　 VA

　　　 R ＝growth 　 ratio

　　　VFaOptical 　density　in　vitamin ・frce　medium

　　　VA ・＝Optical　density　in　 vitamin −added 　 medium

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　 　 　 　 　 果

　各菌株 の 培養 は 2 週間に わた つ て 行われ た，ビ タ ミ ン 添加培地 の 中で は，培養 が 長 くな る と ，
Pellicleまた は

Ring を 形 成す る場 合が 少 な くな く，測 定 が 困難 に な る．そ こ で
，
　Optical　density の 測定は 接種後 7 日目に行
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Table　 1

Sp   ies

曇
§
罵

ミ
鼕
ミ

§
も

罠

Strains　 and 　 cultures

Rht．　geutinis　NCYC ，59
R 肱 gracilis　NRRL ，　Y・1091
Toruta　 suganii ．　NI

，
7208

T．m ‘niata
，
　NI

，
7197

Rht．伽蹴 α癖 ‘ a
，

　　 CBS ，　L−324
T ．keishi斥awen5is
　　 IFO ，0386 ；Cul，30
T ．rubescenS

　　IFO
，
0413 ；Cu1，0388

　　 Cul
，
2 ；354

T ．rufuta
，
　IFO ，0416

T ．saito ξ
，

　　 IFO
，
0395 ；Cu1 ，

0414
　　Cul，5 ；6i8 ；10

Rht．　gluti廊 var 沼 脚 ntlaea

　　　　 CBS ，
　L．320

R肱 glutinis　var ．　dairenenSis
　　　　 IFO ， 0415；Cul， 14

Cりiptococcus　ru うer

　　 NGYq 　68
CりrPtoc ・rubrorugosus

　　NRRL
，
　Y 名43

　　NCYq 　64
　　 1FO

，
0004

Cり，Pte‘・Parareseus
　　NRRL

，
　Y ・844

　　 1FO
，
0003

Blastodendrion　carbene 三

　　 IFO
，
0001

Btastod．　Simptex
　　IFO ，

　OOO2 ；Cul ，
0714

T ．mucilaginosa

　　 NCY （】
，
63

　　 RIFY ，
7729

　　 NRRL ，　Y −168
T ．oo 觚 ‘髭πσ

R 三nthe （NH 戞）sSO ，
・皿 edium

　 89
　 73
　 100
　 80

　 89100

；8388

〜Loo

　 7370

〜90

§
嶋

ミ
　

“嚇
ミ
も
覧

Q
噂
O

議

　 2930

；33

　 38＞

　 O
　 l8
　 10

　 17
　 20

　 2217

；20

　 10
　 14
　 2610

；30

　 12
　 0
　 220

；020

；25

R．in　the 　casein −medium

　 100
　 　 70
　 　 83
　　 70

　　 80100

；7580

〔400

　 757

〔ン｝90

　 2931i43

　　IFO
，
0406 ；Gul，

0382
T ．sanguinea

　　NCYC ，
65

　　NCYC ，
66

　　NRRL ，
　Y −174

T．Sanguinea の
　　IFO ，

0712 ；Cul ，气18
T ．decolans
　　IF（）， 0383；Gul ，

0696

1

Rhodetoruta 剏 伽召如

　　　　IFO
，
0367 ；Gul，

20
Rhodoterula　Pa〃ida
　　　　 CBS

，
　L−320

530

　33＞

　 8
　 10
　 10

　 0
　 20

　 2414

；8

　 8
　 0
　 308

；22

　 33
　25
　 270iO25

；25

5■，00

い
，

そ れ以 後 は 肉眼 に よ る観 察で 数値 に 矛盾の な い こ とを 確 か め t ．ビ タ ミ ン 無添加培養基 の 方で わずか で も発

育に よる混濁が認 め られた 場合に は ， か な らずその 培養 か ら2 滴を各培養基 へ 新らし く移値 して 実験 を繰返 した．

し か し著者らの 実験方法 で は 2 回の R 値 の 差 は きわ め て 小さく， 結果としては実験誤差以上の 擱違は 認められな

か つ た．以 上 の 結果 を第 1 表に 掲げ る．実験に 使用した 菌株 の なかで ，
CrVPtococcus　ruber

，
　NCYG ・68 株 は ，

ビ タ

ミ ン 添加培養基中で Ring の 形成が 早 く， その た め に 正確 な 数値 を うる こ とがで きなかつ た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　 　　　 察

　 こ の 実験の 基本培養基 と して 硫安 な らび に カ ザ ミ ノ 酸 を それ ぞ れ 窒 素源 とする 2 種類 の 培養基 を選 ん だ の は，

最近酵母の増殖に お け る ア ミ ノ 酸と ビ タ ミ ン の 相互作用に つ い て 種 々 の 知見が得られ て い る からで あ る．
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　嵩橋
9）−11 ）は数株の Scrccfiarem）ces　cerevisiae （醸造用醸母）が ビ タ ミ ン を除去した 混合ア ミ ノ 酸培養基 に は生育

せ ず， 硫安 の み を窒素源 とし ， 同 じ く ビ タ ミ ン を 除い た 培養基 に は 生育 し tcこ と，ア ミノ 酸培養基 に お け る こ れ

らの 酸母 の 生育に は ビ タ ミ ン の 添加が必 要 で あ る こ とお よび硫安培養基に 添加 した 10種類 の ア ミ ノ 酸が い ずれ も

酵 母の発育 を 阻 害 し たが，こ の 阻害 は Pantothenate の 添 加に よつ て除かれる こ とな どを報告 して い る．以 上 の

結果は ， そ の 後福井ら
M ）

に よ つ て 追試 され ， 同様の 事実 が 確 認 され た． こ れ らの 報 告 で は ，
ビ タ ミ ン を含まな

・い 場合に は ，
ア ミ ノ 酸培養基 よりも硫安培養基の 万がす ぐれ て い た こ とが述べ られて い るが ， こ の実験の 結果で

は ，
2 種の 培養基 上 の 菌株 の 生育に は

一
般 に ほ とん ど差異が認 め られず， ま た R 値 も ビ タ ミ ン 要求度 の 高 い 菌株

の 場合に 多少の相違 が あ る と して も， か な りよ く一致 して い る．ビ タ ミ ン 要求性 の 検討 に つ い て 掻種菌量 の 影響
11）lt）

が知 られ て い るの で ， 著者らもあ らか じ め こ の 点に つ い て 検討 したが ，
7 日目の 観察時に は ほ とんどそ の 差

異を認 め る こ とが で きな か つ た．これ ら 2種の 培養基上 の R 値か ら次の 事実が指摘 さ れ る．Rhodotorula　 glutinis

群の 各菌株 で は ，
R 値が い ずれ も70以上 で，こ の Species は ビ タ ミ ン の 生成 に つ い て autotrophic で あると認 め

られる．こ れ に 対して その 2 つ の 変種を含むその 他 の 種類で は，Rht．9iutinisに比較 して 明瞭な相違が 認め られ

た．すなわちこ れらの 菌株はい ずれ も40以下 の R 値 を示す の で ， 明らか に ビ タ ミ ン 要求性が 存在す る．同一株か

ら出た 数個の Culture の 間で は ，
　 Culture に よつ て ビ タ ミ ン 要求度に多少の 相 違 が 認 め られ た が ，

これ が 多年 の

継代培養 の 過 程に お け る変化に よ る もの か どうかは，現在 の とこ ろ明らか で ない ．

　 以上 の 結果から今後の 実験 に は組成 の簡単な硫安培養基 を 選 ぶ の が適当 と考え られるの で
，

こ の 実験の 結果 に

っ い て も
一

応硫安培養基上の 数値 ｝こ基づ い て ま とめ ， 各 Gultureの ビ タ ミン 要求度を Species 毎に 区分 し て 第

2表 に 掲げた．た だ し基本的要求性 （Essential　requ 量rement ）の 判定ICつ い て だけ は カ ザ ミ ノ 酸培養基 上の 数値

を参照し ， 両培養基上 で R 値 5 以下の もの の み をとり， 硫安培養基上で だ け 5 以下 を 示 し た 場含は括弧 で 囲ん で

付 け加 え t ．

　　　　　　　　　　　　　　 Table 　 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 2表を見 る と， 各 Speciesの

　　　 VFIVA 　 x 　lOO

勘 ‘．9iutinis
Rゐず．glutinis　var ．側 砌 n ‘加

Rht．9iut｛痂 var ．　dairenensis

Rht．　 rubra

Rん‘．minttta

磁 ’。Patlida

100〜7019strains・・一・・1・・一一1・

11Q

げ 8

5〜σ

）2（29

向

1

・… ee … it・ mi ・・req ・i・e… ・ N ・ 　 … m ・ 1・ ti・ ・ 1… ent …

CKERHAMS ）は そ の llansenula属に関す る研究 の な か で ， 多 くの 場合あ る Species が特定 の ビ タ ミン また は その

2 つ 以上 に 対 して 欠落性を持 つ こ とが明らかなときは ，
こ の 性質は分類の た め の 指標に な りう るだろ う と論 じて

い る．た だ し多数の 同種の 株 を比較す る こ とは 必要で あ る．た と え ば環境要因に よ リピ タ ミン の 要求性 に 変化を

生ずる場含が 知られて い るが ， そ の 多 くは異常な あ るい は 人 工 的な 誘発要因
t3）15 ）16 ）に よ る もの で ，

こ れ らを区別

す るこ とが 可能な 場合に は分類学上 に も何らか の 寄与を期待 し うる と考 え られ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　　　　旨

　 Rhodotontla属 29株 （42標本）に つ い て ビ タ ミ ン の 要求性を検討 した．その 結果修正分類法 に おける Rht．　glu。

tinis （Fres．）HARRISON 　em ．　HASEGAWA は 非要求種で ある こ と， その 2 つ の 変種わよび 硝酸塩非利用群 の 各菌

は い ずれ も要求性 を 現わ す こ とな どが知られた．

間 に は か な り明瞭 な差異 が 認 め ら

れ る．ビ タ ミ ン 要求性 を 用い て酵

母を分類 した 報告 に は，t とえ ば ，

BVRKHOLDERi ）
らが UO 種類の 既

知酵母163株 を 20の Typc に 分 け た

例 が あ るが ， 特 定の Genus に お け

る各 Speciesの相互 関係を こ の方

面か ら検討した もの は ， 現在ま で

の とこ ろ見当 らな い．しか しWI ・
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Rhodotomla属 に 関 す る 研 究 （第 5報）

R鰯 o‘or幽 属菌の ビ タ ミ ソ 要求性 （2 ）

長 谷 川 武 治 ・坂 野 勲　（財団法人　醗 醸研究所）

　前eq1） にお い て ， 著者らは RhOdotorula属 菌株の ビ タ ミ ン 要求 を検討 しt が ， その 結果を分類学上か ら見れば ，

IZhodotonita　glutinis（FRES ．）HARRISON 　emend ．　 HASEGAWA が非要求種で あるの に 対 し， その 他 の種 ま た は

変種に はい ずれ も明瞭 な要求が認め られた．本報で は ． これ らの ビ タ ミ ン 要求群の各菌株に つ きそ の要求する ビ

タ ミン の種類 を検討した結果に つ い て報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 実　験　方 　法

　前報 1）
記載の基本培養基 と 8種の ビ タ ミ ン 類を使用 し ， まず ， 全部 の ビ タ ミン を含む培養基 （C 一

培地） と各

ビ タ ミ ン を それぞれ 1つ ずつ それ か ら除去 した 8 種の培養基 （D 一培地）を つ くり， 前報と同様に 処 理 した各菌株

を細胞数で 約109！ml の 濃度 に 接種 した．要求 の 度合 を測 るの に，接種後 7 日 目に各種D 一培地 とG 一培地 とに生じ

t 濁度の 比を 用い ， その loO椿数が 5 以 下の 場合 を 基本的要求牲 （Essentta「requirement ），
40以 下の 場合を促進

的効果 （Stimulative　rcquire 皿 ent ）と判定 し た．なお ， これ に 続 き， 基本培養基 へ それぞれ の 菌株が 要求 した ビ

タ ミ ン を添加 し ， 各菌株ご とに 接種試験を行つ て結果を確認 した （表中 ， 基本的要求性を E
， 促進的効果を Sの

記号 を用 い て 表 わ し， これ らが 疑 わ しい 場合 は 括弧で 囲ん だ ）．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　 　 　 　 　 果

　以上 の結果を
一括して 表示す る，Rhodotoruta 属の ビ タ ミ ン 要求性 は C れ を 2 つ の type の 群 に 分 ける こ とが

で きた，第 1群 は Thiamine に よ つ て 促進的効果 を 与え られる もの で 翩 ・rubra お よ び REt・glutinis　 var ・

dairenensisが これ に 入る．　 Rht．　 rubra に 属する C腰 ∫o ‘oo 鮒 rubre 　rZtgo 　SZtS
，
　NRRL

，
　Y ・843

，
　To　rata 　sanguinea

，
　NGYa ，

66の 2 菌株は硫安培養基上で きわめ て 強い 要求 を Thiamine に対して 現わ し ナこが ， 前報
1） に お け る Casein

hydrolyzate培養基上 の 結果か ら見て 基 本的要求と決定し難 い もの があ るの で ， これ ら は表中で は （E ）の 記号

で表わ しte．ま た 同 じ Speciesの なか で Torula　sanguinea 　？（SAITO
’

s　strain ）が Thianine を要求せず，
　Nicotinic

acid に対す る基本的要求性を持 つ こ とは きわめ て 特異的で あ る．　 Rht・glutinis　var ．　aurantiaca は い ずれの 培養基

で も生育が不良 で ， は つ きりした結果 を得る こ とが で きな か つ た の で省略した，

　第 2 群 は p−Aminobenzoic 　acid （PABA ）に 対 して 基本的要求性を現 わすもの で ， そ の ほか に Thiamine に

よつ ても促進的効果 を示す．

　 劭 t．minuta お よび Rht．　Pallidaが これ に 入 る，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 者　　　　　察

　SCHOPFERf）は Rht．　rubra ｝こつ い て また MILL 　ER 　and 　ASCM “ER は Rht．　mttcilaginosa に つ い て ピ ミ タ ン の要

求性を検討 し ， これ らが Thiamine
， と くに そ の Pyrimidine 部分 ICよつ て 生育を促進 され る と報告 し たが ， 著者

らの 結果もこ れ とよ く
一

致 した．Thiamine に対する要求性は Rhedotuntta 属に お い て は ，
　 Rht．9iutinisを除 き

普通な性質と認 め られ る．植村 ら
11）

は 醤油 の 諸味か ら分離 した 多数 の酵母 が い ずれも Thiamine に よつ て 促進

的効果を現わ した 点に つ い て ， こ の 種の 酵母が Thiamine 合成能力 を 有 して い て もその 生育の 誘導期 に は さら
　 　 　 ら

に 多量の Thiamine を要求す るの で あろ うと説明 した．　 Rhodotontla属の 場合 Rht・gtutinisは ビ タ ミ ン に対 して
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