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Rhodotorula属 に 関 す る 研 究 （第 9 報）

無胞子酵母類 に お け る Carotenogensisの 分布

長 谷 川 武 治 ・坂 野 勲　（財団 法 人 醸酵研 究所）

　　　　　　　　　　　　Studies　on 　the　Genus　Rhadotorula（IX ）

The 　Distribution　of 　the 　Carotenogenetic　Speeies　among 　the　Asporogenous 　Yeasts

Takezi　HASEGAWA 　and 　Isao　BANNO 　 （lnstitute　for　Fermentation ，
　Osaka ）

　　 For　investigating　the　distribution　of 　carotenogenesis 　among 　 the　asporogenous 　yeasts，
twenty −nine 　yellow　or 　pale・。010red 　straills 　were 　selected 　from 　among 　seven 　hundred　and
f｛〕rty ・three 　culturc3 　belonging　to　seventy −two 　spccies 　of　the　fbllowing　genera：

　　　　　CrLJ，Ptococcus（5　 spp ．），
7’eruloPsis （22　 spp ．），

　　　　　PitlrosPorum（I　sp ・），
　Bret彦anon り

lces （3　SPP ・），

　　　　　Candida （30　 SPP ．）， 」Kloe‘kera　（5　SPP ．），

　　　　　Trigon（）PSis（l　 sp ．），
コ
「
｝あんoψ070   （4　SPP ．），

　　　　　（Rhodotorula　was 　omitted ．）

　　The 　selected 　cu ユtures　were 　incubated　at　28℃ f（）r　4　days　or 　more 　on 　a　rotary 　shaker
，

and 　the　extraction 　of 　the　pigments　from 　them 　was 　perf｛）rmed 　 with 　acetone 　 and 　 petro−

1eum　 ether ．

　　Among 　the　above 　genera，　only 　Cryptoc（vons 　was 　f（）und 　to　be　a　producer　of　thc　caro ・

tenoid 　pigments．　 As　an 　exccptional 　specics
，
　Cr．　neoformans 　was 　demonstrated 　to　be　 inca−

pable　of 　f｛）rming 　the　pigments　through 　the 　investigat量on 　of 丘ve 　strains　of 　it．　 Moreover
，

it　was 　a 玉so　fbund　that　the 　pigmentation　in　these　strains 　of 　Cr．　neoformans 　 was 　not 　infiu−
enced 　at　all　by　diphenylamine 　even 　in　a　dose　su 伍 cient 　to 圭nhib 互t　 the　pigment　produc −

tion　in　other 　C御 ）tαcocci ．，　These　results 　led　to　the　conclusion 　that　 thc　intracellu｝ar 　 pig−
ment 　of 　C7・neoformans 　cannot 　 be　regarded 　as　a　carotenoid ．

　無胞子酵 母 類の な か で Rhodotoralaに つ い て は は や くか ら カ ロ チ ノ イ ドの 生産性 が 認 め られ， こ れ が こ の 属を

他 の 無胞子酵母類と区別す る唯一の特徴 で あ る と考 え られて 来た，とこ ろが 1954年 に な つ て PETERSON ら
エ）

，

NAKAYAMA ら
t）

は受れそれ 別個 に CrVPtacoceUS　paの 数菌株が Rhedetorala と同様 カ ロ チ ノ ／ ドを 形成す る こ と

を認めた．

　し た が つ て 1952年に 発 表 され た LoDDER
，　KREGER −vAN 　RIJ：）の 分類体系 に は大きな疑点が生 じた こ とに な る．

著者 らは こ の 問題 を検討す る 目的で ， 既知無胞 子酵母諸属間に お ける カ ロ チ ノ イ ド色 素生 産 性 の 分布を調査 し t ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　 有色 無 胞 子 酵 母 類 よ りの 菌体色素の 抽出

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 実　験　方　法

　無胞子酵母類72種 （743標本）を Potato−yeast−glucose　agar 上 に 培 養 ；thlO− 15℃ の 室内に 約 3 ヵ 月間 放置 した

の ち，そ れ らの な か か ら黄色 ま た は淡 色 に 着 色 した標本29株 に つ き前報記載の 方法で 振盪培養ならび に 菌体色 素

の 抽出を行な つ た ，使用 し た酵 母 類 を各 属別に 記載す れ ば次の とお りで あ る．

　Cr
）Ptaeoecus（5　SPP ．）　l　TorUIOPsis（22　SPP ．）

　P薩ツ70功07   　（I　sp ・）；BrertanOtnyces　（3　SPP ．）

　Candida　（30　SPP ・）　5　Kloech6ra　（5　 SPP ．）

　TrigenOPsis（1　sp ・）； TriehaSOOren　（4　SPP ，）
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　色素の 抽出困難な 菌株 に つ い て は抽出前 に あ らか じめ下 記 の とお り種 々 の処 理 を培養細胞 に ほ ど こ した の ち抽
出 した，

　1） 石英細砂 とともに 磨砕 しながら，ア セ トン お よび 石油 工 一テ ル で 抽出 を繰 り返す．あ るい は あらか じめ60
℃ で 乾燥後抽出す る．

　2）　 ド ラ イ ア イ ス ，ア セ ト ン を用 い て 細胞の 凍結融解を繰 り返す．

　3）　 トル オ ール を用 い細胞 の 自己消化を行 な わせ る，

　
4）　

12％ NaOH を含む メ タ ノ ール 溶液 を菌 体の 2 倍量加え一夜25℃ に 放置し，
ベ ン ゼ ン を加えて 1時闇振盪

した の ち遠心分離 して ベ ン ゼ ン 部を採 り， さらに ベ ン ゼ ン を用 い て 抽出を繰り返 す．
5） 細胞を リン酸緩衝液 中で 20KC の 音波処理 に か け る，
6）　同量の 2N・NaOH 溶液中に 懸濁 して20分間沸騰させ ， 洗浄後菌体色素を抽出す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 結 　　　　　果

以上 の結果は第 1表 に 示すとお りで あ る．

　　　　　　　 Table　1．　 Extraction　test　 of 　the　carotcnoid 　pigments　from　colored 　torulas
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　 菅 　括 弧 内 の 数 字 は 吸光 曲線 の Shoulder の 位置 を示す

　無胞子酵母 の な か で ，
GarOtenogenesis を 行な う種類は Rhodeiorataを除 くと，や は り （「r）Ptoeocaus’

に 限 るよ う

で あ る．しか しな が ら， そ の （］ryPtecocaus の な か で も病原酵母，翫 neofonnans に 所属す る 5 菌株 で は Carotenoid
色 素 は 抽 出 され て 来 な い．した が つ て Cr．　neoformans の 菌体 色 素が 他の （rronbtecaCCUSの よ うに カ ロ チ ノ d ドで あ

る か どうか に は疑 問 が あ る．

　こ の 点 を さ らに 確 か め る 目的 で DSphenyla 血 ne に よ る色素形成阻害試験を行なつ た．
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　　　　　　　　　　　　　 Diphenyt　amine （DPA ）に よる の 色素 形 成 阻害試 験

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験 　方　法

　DPA が 菌体の 増殖過 程 で カ ロ チ ノ イ ド色素の生成を阻害す る事実 に つ い て は GooDwlN ，　 CoHENBAzlRE6）
，

STANJERT ）
，
　 ScHLECHTER 　 ct　aLs ），　 ZsoLT

，　FERENEzY9 ）
お よ び 中川，辰己

101
の 報告が あ る．

　Potato ・yeast−glucose　 agar に DPA をそ れ ぞ れ 0
，

20，40， 80　pP皿 の 瀁度 に 加 え て か ら固まらせ て 斜面と

した もの へ Rltedetorulaお よ び Cigvbtoeeceus　l　l株を選ん で接種 し，
3 週間に わたつ て 発育と Colony の 色調 を観

察比較 した．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　 　 　 　 　果

　その結果 は 第 2表 に示すとお りで あ る．

Table　 2．　 Inhibition　 of 　the　 carotenold 　production　by　DPA

Na 皿 e
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　 こ の 実験 の 結果 は さ き の 結果 と きわ め て よ く一致 した ．すな わ ち，
Cr・neoformans に 所属す る 諸菌株を除き，

い ずれ も明瞭な阻害を示 し， ある 場合発育に は 影響な く色素形成 だ けが阻害 され た．こ れ に対して Cr．　neofonnans

の 諸菌株 で は 上記の 阻害濃度 に DPN を用 い t場合で も Colony の 着色 に 変化を認 め なか つ た，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 考 　　　　 察

　CrVPtacoceusは 1833年 ，　
KUTZING に よ りその Capsule 形成性を 特徴 と して設 定 され た属 で あるが ， 明確 な 定義

が与え られ な か つ た た め，こ の 名称 は一
時炭用され な くなつ た こ とがあ る．しか し ，

1901年 に な っ て VUILLEM エN

は こ の 属名を病原性無胞子酵母に 限定 して 用い ， 以険医学の 領域 で は こ の 名称 が一般化 した が ， それ と同時 に 病

原性を有 しない 酵母類に もこ の 名称が炭用されるように なつ た た め ，
TorUloPsis　 BERLESE お よ び RhodntortLCa

HARR 玉sON との 分類学上 の 区 別 に 問題 が 生 じた，

　1952年 LoDDER ，　KREGER 。vAN 　R．！J は カ ロ チ ノ イ ドを生産 しな い 無胞 子 酵 母 群 （Cryptococcoideae）の な か で

非醗酵性 の 白色また は淡色か つ 細胞が Capsule に よつ て包 まれ ， 同峙に 細胞外 に 澱粉様物質を形成す る 種 類 を

こ の 属 に 集 め ・ そ の 下 に 5種 2 変種をお い た．こ れに よつ て 〔7r　yPtaeoceusは TorulOPsisと｝よお もに 醗 酵 性 の有無

に よ つ て ，また RhOdet　rttla と は 力 卩 チ ノ イ ド生 産 性 の 有無 に よ つ て それ ぞれ 区 別 され る こ とに なつ た が， こ の

分類区分 が 上 記 の 諸結果 か ら修 正 を要 す る こ とは 事実 で あ る．LODDER らに よ つ て 定義 さ れ た Cr））btococrZLSの う

ち ， 病 原酵母 Cr．　neeformans を除 く諸 菌株は い ずれ もカ ロ チ ．7 ・．1 ド生産性を有す るか らこ れ ら を カ ロ チ ノ イ ド生

産 性酵 母 群 （RhodotorulQideae）に 所 属 させ る の が 当 然 で あ る．こ れ に 対 して Cr．　 neoformans の 菌体色素は カ ロ
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チ ノ イ ドと は異 な る と推定され るか ら， こ の 種類 は分類位置の 変更 を必要としない ．元来，Cr．　 neofermant は無

胞子酵母 として 扱われ て来 t が，一方に お い て は こ の種類の 子嚢胞子形成が TODD
，
　 HERRMAr ・：

i3 ）．　 REDAELLI
et　 aLii ），　 GloRDANoIs ）お よ び BENHAMlc ）に よ つ て 報告 され て い る，　 WIGKERHAM は Cr・neoformans が LiPomyees

と近 縁 の 種類で あ る こ と を示唆し， さ らに BENHAM は こ れ が LipmPtees　Sta，hei と同
一

種で あ る と結論 した．著

者 らは LiPompaes数株に つ い て 上 記 の 方法で菌体色素の 抽出を 試み tこが ， や は りカ ロ チ ノ イ ドを 証 明 す る こ とが

で きな か つ た．また BENHAM エs）は Cr．　neofennans とその 他の Cr“Ptoceccusとの 相違点として 37℃ に お け る生育 お

よび病原性 の有無 を挙げ，こ れ が分類学上 ま た は診断学上 重要な性質で あ る こ とを指摘 して お り， こ れは 上記 の

結論 とは 矛盾 しない ，すなわち，以上の分類法の 変更 は TbntLopab，　c’mPtococ・zcs お よ び Rhadotorulaの 分類学上の

定義を従来 よ り， さ らに 明確化す るもの と考え られ る，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　旨

　無胞 子 酵 母類 の 力 卩 チ ノ イ ド生産性に 検討を加 え ， その 性質が RhedOto，ala を除 け ば CrコPtecoeczasに の み 存在す

るこ とを確認 した．ま た CryPtOcαccus の な か で は 病原酵母 CryPtococcus　neoformans 群1こ こ の 性質 を認 め なか つ た ，

　終 りに ，御 援 助 御鞭 錘 を い t： だ い た 武 田 研 究所長 桑田 智博士 ， 終始御 懇篤 な 御 指 導 を 仰 い だ 醸 酵 研 究 所 長 佐 藤

喜吉博 士，恩 師坂 口 謹
一・ss博士 な らび に 東京大学教授有馬啓 噂士に 深 甚 の 謝 意 を表 す る．ま た 実施 に 当 り御熱心

に 御協力 を い た だ い た 山 内栄 ， 見 方洪 三 郎 ， 上 野 艶 子 の 諸氏 に 厚 く御礼 を 申 し述 べ る ．

　本研究 の
一

部 は 文 部 省 科 学研 究費に よ つ t：．な お ， 本報 の
一

部は 昭和34年 日 本 農芸 化 学 会大 会 に 発 表 し た ，
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