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Saccharomycodes　ludwigiiの 単胞子培養株に つ い て

（第 1 報）胞子形 成能 な らび に 相互 凝集性

小原 巌
・
野 々 村　英夫 ・山崎　豊彦

（山梨大学工 学部発酵生産学教室）

　　　　　Studies　on 　the　Single・spore 　Cultures　of 、

　　　　　5αc6肋 アom ツcodes 　ludwigii　Hansen

（1）　The　 Homozygous　 Sporu孟ation 　 and 　 the 　Heterothallic

　　　　Agglutination

Yuwao 　 Ohara
，
　 Hideo　Nonernura　 and 　 Toyohiko　 Yamazaki

　　（Department　of　Food　Technology
，
　Faculty　of 　Engineering

，

　　Yamanashi　University，　Kofu）

　　　Ascospore　tetradS 　were 　isolated　from　the 　yeast，
＆ zcch α romycodes 　lttdwigii　Hansen　by

micromanipulation ．　 It　was 　found　that　each 　of　 the　4　single ．spores 　isolate（ユ from　 an 　ascus

was 　viable
，
　except 　 some 　 ascHn 　 one 　parental　 strain （1），

　 of 　 which 　 20ut 　 of　 the　4　 single ・

spore 　isolates　l（蔵 their　viability ．　 A1皿 Qst　 all　clones 　obtained 　 fro皿 the　4　parental　strains

（卜 IV ）spor ロ1ated　 singly 　du血 g　the　period　 of 　FI　to　F3，　but　the　amount 　of　 spores 　producecl

was 　generally　 small 　except 　heterozygous　clones ，

　　　An 　intensive　mutual 　agglutination 　was 　observed 　in　certain 　combinations 　of 　the　crossing

of 　 the　 clones （F1）derived　 from　 the　 parental　 strain 　I　 and ／or 　II．　 Some 　clones 　of 　 the　strain

Idid　not 　agglut 量nate 　with 　 any 　 Qther 　clones 　 at 　the　stage 　of 　F1，　but　they　segregated 　to　have

their　 opposite 　types　of 　 agglutination 　 by　 further　 slngle −spore 　isolation，　 i．e．　 F2．　The 　 cr 〔｝ssing
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り
between　 vegetative 　 celk ｝ with 　agglutination 　types　opposing 　 each 　 other 　resulted 　in　prQduction

of 　 a　 few　 heterozygous　 hybrids，（not 　 agglutlnative ）but　 highly　 spDriferous ．　 The 　 results

suggested 　that　these　mutually 　agglutinative 　 reactions 　in　S．　ludwigii　might 　be　a　heterothallic

character 　of 　the　clones ．　 These 　reaction 　may 　possibly　be　comparable 　with 　the　mating 　types，

concealed 　 mating 　 types　 of 【unbalanced 　 homothallic　strains 　 and 　sexual 　 agglutination 　 in

Saccharomorce5。

　　　In　the　meanwhile ，
　a　self．agglutination 　was 　observed 　in　the　clones 　of　the　 other 　parents

（III　and 　IV ）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　・言

　Sacchgromycedes　ludwigiiは 子嚢胞子 （以下単 に 胞子とす る）が 2個 ずつ 対立 して お り，そ の対立胞子が接

合 （conjugat6 ） した の

1
ち 発 芽 増殖 し再 び子 嚢を形成す る よ う に なる1）．　Winge ら

1
・
2） は，こ の 対立 胞子を単胞子

培養 した 結果 ， それ らは 2 組の 対立遺伝子を 持つ 半数体で あ り対立 胞子の接合に よ っ て の み二 倍体化す る異犁接
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合型 （heterozygous）である と した．また Hjort3） は胞子 の 発芽形式や 単胞子培養株の 胞子形成能などにつ い て

検討 した結果，そ の 単胞子培養株に は単胞子 の 発 芽増殖 の 際，自己 二 倍体化 （intra−cellular 　 self ・diploidization）

して 胞子 を形成す る 同型 接合型 ク ロ ン （homozygous 　clones ） の 存在 を 報告 して い る．

　著者 らは Sd・ indwigi
’
i に同定 された2菌株

4）の超音波また は 熱処理法に よ り得 た単胞子培養株 の 未接合 ク ロ

ン が胞子を造 る こ とを発見 したが，こ れ らの 方法 で は既に接合した胞子 が混入 す る恐 れ が あ る た め 顕微解剖器を

使用 し， 単胞子培養を行ない Winge 　
1
ら

エ） お よ び HjortS） の 説を追試す る と と も に
，
　 Hjort3） は Sd ．　 ludwigii

と Sd．　ludwi8ii　var ，　bisporeqsとの 間 に は交雑 （hybridization） が認め られなか っ た と して い るが ， 著者らの

供試 クロ ン に は親株を異 に す る特定 の クロ ン 間 で も相互 に凝集 し，接合像 （copulatien 　figure） とみ られ る細胞

を造 り
一

種の 交雑に 類す る 異型接合的性質 の ある こ とが わ か っ た．さ らに ク ロ ン に よ っ て は F 、 で 相互に 凝集し

ない もの もあり，
こ の よ うな ク ロ ン 間 で の 相互凝集性は Saccharemorces属 の接合型 （heterothallic　 mating

types ）ある い は 不平衡 ホ モ タ リッ ク系統 の 潜在接合型 s），　 Wickerha皿 6）
の 凝 集反応 （sexual 　agglutination ） な

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
コ
　　　　　　 Y　’

ど と関連す る 酵母の 性的反 応 と考えられ，なお未解決 の 問題を残 して い るが，と りあえず今 まで の 実験結果を報

告す る．

供試菌株お よび使用培地

　1． 供試菌株　　親株と して 使 用 した Sd．　lttdwigiiの 4 株 （Table ユ） の うち，2 株 （1．　II） は ブ ドゥ酒醪

よ り分 離 同 定 さ れ た もの 4）
の う ち典型 的 IC　4 胞 子子嚢 を 多 数形 成 す る．も の で あ り，他 の 2 株 （III，　IV）は菌株保

存機関 （OUT ，
　IFO ）よ り分譲され た もの で ある．　　　　　　　　　　　 弓

Tahle　1．　 Parent　strains 　of 　5 α ‘charomyco 【ies 跏 4 τ砿 8ガ Hansen　used ．

　　　　　（Medium ： Malt　extract ．　 Storage　temp ．4℃．　 Tra亘 sfer 　interval： 3months ）

S・洫 N州 RemarkS ＊

IH

皿

W

認 蹴騾 ：：il：1｝諜認、黠
1

離濃 蠶 、

OUT −6282← AHU − 3175 （F．　Hemlni　453），　wds 　rece 玉ved 　in　1967．

IFO − 1043← OUT − 6274 ← YCC （H ．　J．　Phaff）C − 114，　was 　received 　in　1967．

＊ OUT ： Faculty　of 　Engineer三ng
，
　Osaka　Univ．，　IFO ： Institute　for　FermentatiQn

，
　Osaka ．　AHU ：

　 Faculty　of 　Agri．，　Hokkaido　Univ．，　YCC ： Yeast　cultures 　collection ，　Dept ．　of　Food 　Tech ．　Univ．
　 of 　Califernia．　 The 　 arrow 　shows 　how 　 a　culture 　had　derived　from．
林 Modified　Wickerham ’

s 　synthetic 　agar 　medium 　containing 　lg／I　L−lysine−HC1 　as 　the　sole 　soui ℃ e

　 of 　nitrogen
‘）．

　2．　 使用培地　　麦芽汁お よ び麦芽寒天 は菌株の

保存 と増殖を 目 的 とす る場合に 使 用 し，胞子形成用

と して は McClary ら
7） の 培地 を 改変 した もの

（Tabje　2），　Fowell培地
8）お よ び Lodder ら

9）
の 培

地 8 種 （Table　5）合計10種類を使用 し た．

実 　験 方 　法

　1． 胞子形成率の 測定　　麦芽寒天斜面培地 に30

℃ 3 日 間 ， 前培養 した 供試菌 を で き るだ け過 不足の

な い よ う 1 白金耳量とり， 各種胞子形成用培地 に接

亂 濁 ℃ 7 瑚 鱶
些 ．適当暈の 水 （蒸恥 ま

た は
．葬∠1興

OH ） 拳 2f速体 を 洗 卿 した もの ．

暫 塾 ビ刎 r燃 騨 篤（… 倍）、の 覗

Table　2．　Preparation　 of 　potassiu 皿 acetate 　 agar

　　　　 （KAA ）　and 　sodium 　 acetate 　agar

　　　　 （NAA ）皿 ed ぬ＊．

P t l
Na・aceta  e ．（anhydrous ）

K ・acetate

Gluco6e 、
Yeast　extrac 壬（D ぜco ）

MgSO4 ・7H20

KClD

三St．　water （m1 ）
　 tAgar

　 　
一9

　 　 9．8

　 10．0

　 　 2．5

　 　0．7

　 　 1．91

， 000
　 20

8．　29

　 10．0

　 　 2．5

　 　 0．7

　 　 1．91

，000

　 20

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Jし ちム ドゆ　，コヨこコロ　　ジ　
ロ
　　
セ　，

＊

欝遷鸛鵡 鬣 1鰹 興
盛
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野 に 約100〜150個 の 細胞が 見 え る程度に稀釈し， 細胞1000個中の 子嚢数を 2回計測 し， そ の平均を求め ， 小数点

以下は 四捨五 入 し胞子形成率 魄 ）を算出した が 1 ％以下 の 場合は 評珸を もっ て 表わ した．

　2． 単胞子の 分離法　　De 　Fonbrune 型 の顕微解剖器を使用 した．（洫 ら
1の

は Scrccharomyces属 の 単胞

子分離に徴小環とセ ロ フ ァ ン 片を使用 し， 子嚢を破壊する前に前培養 して い る．しか し著者らは子嚢破壊eeic前
培養す れ ば 胞子 壁 の 軟 化 お よ び粘着性の増加な らびに 単胞子分離以前に二 倍体化す る危険があるの で ， 供試菌を

KAA 培地 より麦芽汁｝こ懸濁したの ちで きるだ け早 く単胞子を分離する よ うに した．す なわ ちカ バ ーグラス （24

x32   ）1峻 芽寒天 （4％）の 膜を齣 ，その 上 icセ ロ フ ァ ン 片 （複写用 ユ ニ kV フ ァ ン
，

5x12   を 4等

分 に 鋏を 入れ た） を 貼りつ け ，
こ の カ バ ーグラ ス を Lindegrenii） の 湿室上 に 逆置 し麦芽汁に懸濁した供試菌の

子嚢を30〜60分間以内に 微小針 を使用 して破壌 （倍率400）した の ち対立胞子 （Si− S2，　Ss− S・） を 1個ずつ 分離

し，その ままセ ロ フ ァ ン 上で 発芽壇殖させ た．ク ロ ン に は子嚢および胞子番号をつ け （例 IAtS・）、　 Bllg．5°

の

麦芽汁 に と り25℃ に 2 日間培養 し ，
4℃ に 保存 して 3 ヵ 月 ご とに 植え代 え た ，

　 3，　凝集性 の 判定方法　　あ らか じめ麦芽寒天斜面培地 に30℃， 3〜 4 日間培養 した供試菌 2 株を，それ ぞ れ

生理 食塩水 （0．85％）に 懸濁した （約1× 1ei°／ml 細胞）の ち，そ の 1滴ずつ を ス ライ ドグラス 上 で 混合し， 直ち

に 懸濁液が 凝集す るか 否か を 肉眼的に観察して 凝集性 の有無を判定 した （Fig．1）．な お，相互凝集性を示す代表

的 2 クロ ン IIAiiSiと IIAuSt の 凝集型を そ れぞれ X お よ び Y 型 とし，
　 IIAnSi と相互凝集性を示すもの をY 型 ，

IIA，1S ・ と凝集す る もの をX 型，その い ずれとも凝集 しな い もの を Z型 と した．

Alone

IIA ，，＆

S3

S2

Si

II （Pamt ）　AllS， S2 Ss S‘

Fig．1．0   uμep   （躍 intraisolate　agglutination 　o隠 a 前ide　glass．　Agglutina・

　　ticms（  皿   in　mixed 　cel1 　suspensions （  e 士 叩     ed 　l　x 　101°。 ells

　　per 　m1 ）Of　eaCh 　cl（mes 　of 　llAuSi十 S‘，　Si十 S2，　Sa十 S8，　and 　 Si十S弓．

　4． クロ ン の接合鼠験　　相互凝集性を示す （X ，Y 型）代表菌株 と して 選択 した IMnst と IIA・・St を 麦

芽汁に 30℃， 2 日間振とう培養 した の ち，蒸留水で 2 回洗浄し， 生理 食塩水を加え菌数を初めの 濃度 （約1× 10，

／rn1 ）と し Brocki：） の 方法ic従 っ て 両菌株を接合させ た．そ の 際0．1％ MgSO ，
・− O の 代 りに 0．85％ NaCl

を ． また Linaegrenii） の接合培地 に 0．85％ NaCl を加え た もの を使用 した．接合後 （相互 凝集を 起す ）蒸留水

で 3 回洗浄し （蒸留水中で は凝集 しな い ）接合像 （Fig．2）を確認 した．つ ぎに 顕徴解剖器を使用 して 接含子と

患われ る もの を単胞子分離 の 場合と同様 に して 分離培養 し，前紀と同様ICして そ れらの 胞子形成率を計測 し相互

凝集性を判定 した．
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実験結果および考寮

　1． 績秣の 胞 子形成試験　　細胞 が
， 大 きく健全

な 4胞子子嚢を多数，より早 く形成 し， しか も常時

簡単に調製で きる 胞子形成培地を選択す るた め，供

試 親株 1〜IVの 各種培地に お ける胞子形成率を比較

した結果，Table　3 に示 した よ うに 親株 1 ， ∬ の

4 胞子 子嚢 の 形成 率は VA 培地 に お い て とく｝C 高

い 値を示し，還元分裂異常に よ る 不完全子嚢の 形成

は最 も少ない が ， 全体と して の 胞子形成率は KAA

培地の方が はるか に良 い の で ，
KAA 培地を最適培

地と して 選択 した．た だ し McCky ら
7）

の 培地は

ブ ドウ 糖の 濃度を 1　g／l と して い る が 10　g／t と し

た ときも胞子形成率お よ び 4 胞子子嚢形成率共に ほ

とん ど差が な か っ た．しかし Tab 且e 　4 に示 した よ

うに 菌体t は低糖濃度の 場合の 5 〜6倍に達するの

Fig．2．　 C（mjugati   a馳d　zyg 〔rtelike　ce ！ls　fOrma・

　　tian　by　a 。αuple 。f　the　single −sp 〔鵬 cu1 鵬

　　（IIA1 翼Sエ 十IIAl1S3） hl　L   deg爬 n
’
s　mediu 皿

　　oontaining 　O．85％ of 　NaCI　after 　6　hmm 　at

　　30℃。

　 　 　 　 　 　 　 　 ｝

で KAA 培地 の 糖濃度は 109／1 と して使用 した．な お，酵母の 胞子形成 に及 ぼ す外的条件として ， 前培養 ， 温

度および培地 の pH な どの 影響 が 考え られ る が ， そ れ らに つ い て は 別 に考慮 しなか っ た．

Table　3．　 Spcmilation　of　4　parenUl　strains　on 　d遜 erent 　media ＊
used ．（Nter　7　days　at　25℃）

Parent
　 ost

 

N α of 　a   i　found　per　1，
000　cel』 o ロ

零＊ 鑒 鑞 8留s圃 鱈 i  臘 1

臨 NAAGA 　 IFA VAl 鮎 ANAAGA ｝・A　 lVA
1

矼

皿

W

100　　　 37

575　 　　 232

147　　　 R
llO　　　 S

15420Sl1 33　 　 　 31

113　　　221

　0　　　 13
S　 　 　 　11

7902ハ
0888

ハ
0777 6571

50

87ハ

08
004n

δ

OV

99

（
07

噛 KAA ； NAA ： S  Table　2．　 GA ： Gorodltowa　agar ，　FA ： FoweM 　ag 町 ．　VA ： VL8　agar ．
躰 0； No　a瓢 ．　R ： Ra 【e （one   憾 peτ several 丘elds ）．　S ： S蹴 1y   e 蹴 us 　peτ 1．000　ce且IS．

　2．単胞子 の 発募墹殖 （致死因子 の 存

在）　　 親株 1〜W の 各 10個 の 子 嚢か ら

Table　6 に 示 した合計 133株の単胞子培養

株 （F・）を得た．親株 1の子嚢IO個の うち

5 個 よ り分離 した各 4個 の 胞子 （20個） は

Winge ら
1） の報告 して い る よ うに 発芽 し

た の ち対象的 に 半数 は増殖 の途中で 死滅 し

て しま っ た．しか し別 の 5個 の子嚢よ り分

離した20個の 胞子の うち 2 個の 子 嚢 か ら得

られ た 2 個の 胞子 （IA ・S，，　rA・・Ss）は発 芽

増殖 しなか っ たが ， そ の他の 18個 は すべ て

発芽増殖 した （Table　6a）．また親株 ll，
皿，

’
rvの 子嚢より分離した各4 胞子 の うち

1個 だ けが発芽し允 の ち増殖しな い もの が

Table　4．　 Sp［コrulatien 　of　 perental 　 strain 　 i　 on 　 KAA

　　　　 medium 　of　d冠正erent 　coneentration 　of　91UCOse．

　　　　　（Nter　7　days・at・25℃）

Glus）ose

　gfl11050

Nu．　of　asci　fUund
per　1，000　cel1♂

114120
　 　　

“

S

嬲
゜

ぎ認留

9FO77

％

Gmwth ＊＊

24172290

＊ See　Tab 夏e 　3．
躰 Abe［nbance 　at 　480mp 　Of　the　suspensk 皿 （Matu ：e　cells

　 on 　the　rnedim 　were 　suspended 血 101コl　of　d語丗 1ed
　 wate τ）

あ っ たが ，4 個の うち対象的に 2個が増殖で きなか っ た もの は な い （Table　6b，　c）の で
， そ れ らは致死 因子 （n ）

N 工工
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に よ り死滅 した もの とは考え られない ．すなわち親株 1で は n 因子 の 存在す る と思われ る もの が約半数あり， あ

と の 半数 は 下 記 の ご と く親株が培数体丁．あ る と考え られ る の で F ・ で の 4分子解析ρ結果 だ けで n 因子の 存否を

判定す る こ とは で きなか っ た．また 皿，皿，IVの 場合 に は n 因子 は存在 して い な か っ た と考え られ る．　 n 因子欠

損の 原因は 主 と して Winge ら
1）

の い うよ うに突然変異 （n → N ）に よ る もの と考え られ る が，そ の 頻度が 高 い

こ と か ら致死因子を 含 ま な い 胞子が 単独 に発芽 し自己二倍体化 した もの や親株が倍数体で あり，二 倍体 の 胞子を

形成 し，そ れ が 単 独 に 発芽した もの な どが 含まれて い る こ とも考え られ る．

Table　5．　 Sporulation　 of 　the　 representative 　14　 single 　 spore 　cultures 　 on 　different　 media 　 used ．

　　　　　（After　7　days　at　25
°
C）

Ne．　 of 　cells 　 with 　 asci 　per 　1，000　 cells 　 of
＊＊ 1N・   1… e ・ Persen・・g・

Medium ＊ IA4 IIA1。 1工IA14 IVA 呂 produc−　　　， with 　10％
of 　 cellswith

　 asci

SI　 S3S1S2 　 S3S ‘ S1S2 　 S3S4S エ S2　 S3S4
　　1ng
　　，
aSClor

　more
　aSC1 （rauge ）

「 1 11l 　 　　 　 　 I 1 1

KAANAA

　 GA

　 FA
　 VA

　 PP
　 CP

　 GB

27R39025190R28S42322808123RO60SR65201201036213

313

135SO500R11725110

　 822448

nOlQU

310007SOO21ROOS20002600

’

05SOO

27RROSSOO225　192R

、．S

　 7　
．
，4s

　 菖

　 8　 1679

　 53R

　 R30
　 　8

67RSO10

ゴ
250

．．
R

62　　 14

R 　 　 12

S　　 UO

　　 　 5
’

13
」’曜

14

35　　 12

、
り．，，，轟
s　 16

3　　　　　1，2−22．5

0　　 　 R − 2．5

2　 　 　 R −”12．0

0　　　　 0− 1．0

0
’
　 　 　 S − 3．6

10
　　　　 0− 7．9

0　 　　 　 0− 1．4

0　 　　 　 0− 3．8

＊ PP ； Potato　plugs ，　CP ： Carrot　plugs，　GB ； Gypsum 　bl  1
隅

For　other 　abbreviations ．se．　 e　Table　3．
＊＊ See　Table 　 3．

　3． 単胞子培養株 （ク ロ ン ）の 性質

　A 。胞子形成率　　親株と同様に 任意 の 14ク ロ ン （F ・） に つ い て 胞子形成率を比較 した結果，Table　5 の よ

うに ク ロ ン およ び培地別 に 胞子形成率に大差の あ る こ とを 知 っ たが ， 平均 して ．KAA 培地 が胞子形成能を早期に

適確 に判定 し得 る 培地 で ある こ とが 分 か っ た．した が っ て KAA 培地を使用 し全 ク ロ ン （F・）につ い て 胞子形成

率 を 求 め た 結果 Table 　6 に 示 した よ う に IVA24S3 お よ び IVA ・・S ・ の 2 株を 除 くほ か い ずれの ク ロ ン も 1 週 間

以 内に胞子を 形成 したが ， 大部分の もの は 稀 に子嚢 が 発見 さ れる （細胞1000個中 1 個ない し数個）程度で あ り，

多 くて も 5 ％以下 の 形成率 で あ っ た．すな わ ち 1 ， IVの 数 ク ロ ン を 除 き親株の 胞子形成率 よ りか な り低 い 値を示

す こ と を 確 認 した．ま た 1，1 で は 対立 胞 子の ク ロ ン に つ い て 胞子形成率を比較す る と， ある程度 S量 と S3 が

高い と きは S2 と S4 は低い とい うよ うな 差異が 認 め られ るが，皿，　 W で は ほ とんどそ の ような差異 は 認め られ

なか っ た．な お 1 およ びIVの 単胞子培養を第 3代 目 （F3）ま で 繰 り返 し行な い，胞子形成能を調 べ た が Table　7

の よ うに 大部分 の ク ロ ン は 単独で 胞子 を 形成す る の で ，供 試 ク ロ ン の 胞 子 形 成 は 親 株 1で は 倍数 性 と 自己 二 倍体

化 に よ り，ま た H ，皿 ，IVで は 自己二 倍体化 に よ る もの と考 え られ る （Table　7
，
9），

　 B ．相互凝集性 　　親株 1の ク ロ ン （F1）に は 胞子形成率が低く相互 凝集性を示す X ，　 Y 型および凝集性を示

さ ず胞子 形成率 の 高 い （低 い もの もあ る．例 IA5S ・） Z型 が あ り，供試 ク ロ ン の X ：Y ：Z は ，
　 n 因子に よ り凝

集型 が 不明の もの も あり供試 ク ロ ン 数 が 少な い の で 真 の 分離比 は 不 明で あ るが，Table 　8 の よ うに なる．こ の 胞

子形成率の 高い Z型 ク ロ ン （F1） 2 株 を さ らに 単胞子培養 して 得 た ク ロ ン （F，） に つ いて 胞 子 形 成率 お よ び凝集

性 に つ い て 試験 した 結果 は Table　9 の よ うに ，
い ず れ も胞子形成率 の 低 い X お よ び Y 型 に 分離 され，　 Z 型 は 出

現 しな か っ た （X ：Y ：Z ＝2 ：2 ：0）．した が っ て 親株 1は少 な くと も三 倍 体 以 上 の 倍数体で ある と考 え られ る．

た だ しす べ て の Z型 （
』
と
．
ぐに胞子形成率 の 低い もの ）・が この ように 分離毒るか ど うか は な お 検討しなければ なら

ない ．　　　　　　　
『

L
’，∴；　　　　 ．　　 ：・　　

層
∵ 　 ．．

’
1 ・．．’ ∴ ．∵ ご

目
．．t．一　 ・’； ・’　　避 ：t／tt

ゐ i親株 llめe
’
クロ ”な相互 に 必ず凝集性を承し （Z 型 が ない ）； 4di子解柝 の繕蘗嚔 ゴ』Y 逓 2：嬉 邑なり

．
群 で 形

質め芬離 が萌らか に 現われそい る あ斌 並ほ二 倍体と考 え ちれ る、
活 凝 胆 款 gJ 露 ∴ t寸

；
丁
帰 ：・∵ ：

　　 L 二
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Table 　6a．　SpOluration　 and 　 agglutination 　types 　of　the　 single ・spore 　cultures 　of 　strain 　L

　　　　 （10asci　 with 　4　 spQres 　 were 　diss  ted，28　cultures 　 resulted ）

c1・ ne
＊ 1滯 ・ITyp・

＊・＊1…cl・ n ・ 1号黜 ・ ・p・ Hc，… 1飜 1・・p ・ ［！！i・・ e　l濡濫 1・・P ・

　　1 ％

1（Pareコt）10

A ，S ，
　 1　 ＋

　 S2 ．
＜ 1

　 　 L
　 S3 ：

　 十

　
s
刊

く 1

ユ
　

ユ

　

コ

　

る

　

ユ

　

ユ

SSSSSSる
　
　　
　
　
　　
　
　　
　
ヨ

A

　

　

A

3

十

3

＋

十

S

Z

？

Y

？

YX

？

X
？

？

Z5

A5S ，

　 　 ］

　 S4　lA
，S ，

　i
　 S2

　 S3

　 S4ATSr

　 S2

　 Ss

　 S‘

十

S4S

S13

＋

32

＋

矧

？

ZXlZ

　 ，

（X ） 1z

［
・ i
？

Z

？

AsSt

　 S2

　 S3

　 S ‘

AgSi

　 S2

　 S3

　 S4Al4Sl

　 S2

〈 1

　 S
　 4

　 S
　 4

　 S

　 4

　 S
　 2

　 S

％
　 　 1ii
　　 I…
　　IIX
　　lAuS，

I

z 　 l　 s，

xl …A 、8S 、

旨

z 　 I　 s 、

葦lil：
・ 1鹹

Z 　 19　 s2

xl ［ s3

zls ・

S26

＋

33

＋

28S26S

％

　＝

XZ

？

Z

？

ZXZX

（

　
＊ Clones　representing 　from　4　single 　spores 　of 　each 　as   s　are 　 pre丘xed 　 by　A 岬且，　 S2，　 Ss，　 a皿 d　S4．　 Every

　　twQ 　paires　of　the　spores （Sl ：S2　and 　Ss ； S4）in　the 　ascus 　are 　adherenL

＊＊ 十 ： Germination　 was 　observed ，　but　failing　to　grow ．　 一
： No 　germination （not 　viable ）．＜ 1： Very 　few

　 　 asci ，　 FQr　other 　 abbrevlations 　 see 　Table　3．
＊＊＊ X ，Y ： Agglutinate　with 　IIAl1S2，　Y ，　and 　IIAnSi，　X ，　respectively ．　 Z ： No 　agglutination ．？： Unable 　to

　　assume ．　 Assu 皿 ed 　apprepriate 　types 　are 　given　in　parenthesis．

Table　6b，　 Sporulation　and 　agglutination 　types　of 　the 　single ・spore 　cultures 　of 　strain 　II．

　　　　 （10asci　with 　4　spores 　were 　dissected，35　cultures 　resulted ）

C！・・ e冒 Sp ・rul ・t・・n ＊・ Typ ・
＊・・ C！・ n ・

II （Parent）
A 、S 、　 i

：：igl
　lA

，S，　 ［

58％

232

　

　

　

　

　
　

　

　

　

　

　　
ラ
　

　

　

　

　
ラ

ZXYXYXYXYXYXYX　

　

　

　

（
　

　

　

　

　

　

　
（
　

　

　

　　
（

　 　 iA

，S2

　 S31
　 　 ：

　 S41A

，S， ．

　 S2 ．

Sporulation

9

％

Typ ・ II　Ci・ne 　i … 皿 1・… nTyp ・

　 S2

　 S3

　 S4A

，S，

　 S2

　 Ss

　 S4A7Sl

SRS

SS

s
ぐ

　 S3

　 S4AgSi

　 St

　 S3

　 S ‘

AlcSl

　 S2

＜ 1S12S

SSS417

　

ラ
　

　

　

　

　

　
　

　

　

　
@

YXYXYXYXYXY
　

（

　

　

　

　

　

　

　

（
ー1」
1
卩

層ー
IIII111

ー°ーー　　　　　

．「
illA
。S

IF、
An ：

　

　

　S4Al

，

  　

　

　S‘

Als

　

　

　

S
，

−

甥

3RR

ぐ

S

4
3S

％

XYXYXYX

YXYXY ＊ ，＊＊，＊＊＊See　Ta

e 　6a ． 　 親 株 凪IV のクロンは自己凝 集性が あ り相 互凝 集 性を 示 すも の か 否 か の 判 定が

きなかった． 　C ． 接 合 試 験 　 　X 型およびY 型の 代表株と した2 株 （ IIAriS・と IIAl1S2 ） を混合 し2 細

の 接合子とみら れる単 細胞培養株 33 株 の胞子形 成 率と相 互 凝集 性 をみた．その結果 は Table 　 10 のように凝

性を示 さ ず ．親株 ll に近 い胞 子 形成率 を示 したも の が4 株得ら れた 。ただし大 部分 は X型（20 株）とY 型 （

煤 j で
あ
り， そ れ ら N 工工 一Eleotronio 　
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Tflble 6c,Sporulation  and

(20 asci with  4agglutinatien

 types  of

spores  were  dissected,the70
 single-spofe  cultures  of

cultures  resulted,)

stralnIII  and  IV.

clone*l9aee/ortUi*IType***ClonePoru-}ationTypeCloneSporu-lationTypeClones Sporu-lationType

III(Parent)

  Afis, i

    S2

    S3

    s,

 A,DSI

    S2

    Se

    s,

 AllSl

    Sz

    Si

    S4

 Al,Sl

    S2

    S3

    s,

 A,6S,
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    Ss

    S4

 15

 s

 s

 s

 s
 s

 s

 s
 s<1

 s

  3

  2

  3

  3<1

 s<1

 s

%

SaSaSaSa

 ?SathththbeSaSa'

 ?beSaSathboSaSa･Sa[[]

 AI7S,

   s,

   Ss

   S4

 AieSi

   Sz

   Ss

   s,

 A2sS,

   S2t'
   S3

   S4

 AuS,

   S2

   Ss

   s,A,,S,

   Sz

   S3

   S4

 s

 s
 R

 s

 s<1

<1
 s<1
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  3<1

  7-<1

  2

  4<1R
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SathSaSaSaSa?SaSathththSathbe?SaMSaSa

ilt!Ill

l

i

111･1

]I
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   A,S,

     S2

    Ss

     s,

  A,S,

    Sz

    S3

    S4

  A,S,

    S2

    S3

    s,

  Al,Sl

   
･
 S2

    S3

    S4'

  A,,S,

    S2

    S3

    S4

%

11545

24510323197664

3454-I

SaSaSabe?SaboSaSaSathbeSabeth?SaSaSabe?

4

'

A13Sl

   S2

   Ss

   S4At,St

   S2

   Ss

   s,A,sSl

   s,

   Ss

   S4AeiSi

   S2

   Ss

   S4A24Sl
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   Sa

  S4
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4ssss644

444

32oo

  1%･

'

1i

SaSa

 ?beSaSabethbeth.Sa

 ?Sathth

 ?SaSaSabe

*  ** ;***

Table

SeeSa:

7.

Table 6a.

Self agglutination.

Sporulatlon of  theclones  (Fi-JF3) ofstramI  and  IV  on  KAAmediumafter  14days  at25 ℃.

Parental No.ofclones** Sporulation(%)***

CultureSporulation**GenerationofcloneNo.ofasci* dissectedobtained(A)withasci(B)BfARange

IIA,S,IA,S,A,,S3

IV
'

IVA,,S,

IVA,,S,A,Ss

1037114s

%

L

F,F,F,F,F,F, 106510511 281116341219 2B11163211l9leo100100

 94

 92100

S-33R-7R-6O-24O-

 3R-17

  *

 **

***

With  4 spores.

Fi, F2 and  F3 clones

For Fi, see  Table  6a,

See Table 3.

werec.established  byisolatingsingle spores  from aseiof  eachparentalculture.
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Table 　8．．Analysis　of　agglutination 　 on 　types 　from　 random 　 spore 三solation ．

Parentstrain

1

豆

皿

W

Number 　of　single ・spore 　cultures ＊

Obtained

No．　 ofascidissected

00001111

agglutinating

　 w 玉th

Y

−

nQ11

X

り臼

7

　

1

Neither

尸
001

Sa

【
04003

　 Not 　 viable

agglUtinatiOn 　typeS

（X）

19

θ

（Y ）103（Z）

10

P噛

004

ハ
0

1

Tota1

X2012 Yl ・

20　

2

601Sa

（
D

』エ

00qO

ンpOO46

1．

＊ Types 　of　the 　bultures　agglutinating 　with 　Y ，　X，　and 　Ileither 　are　X ，　Y ，　and 　Z　respect 三vely ．　 Assumed　types

　 ale 　given 三n 　parenthesis．　（．＄ee 　Table　6）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ．

Table　9．　 Segr6gation　Gf 　type 　Z　into　type　X 　and 　Y 　on 　the　seoond 　generation （F2）of　 strai 且 1．

Parenta1．．　　　 、 No ．　of　obtained 　clones 　with

　each 　 agglutination 　typeSp
・ rulati ・n （％）

　　　　　　　　　　＊
　　　　　皿 nge

GultureSporu
。

1ationAg91utin
を一　，．輩10n 　types

　　　　　　丶

Generation

of ．cloneNo

．　 of 　asci

dissectedX Y Z XYz

％

IIA

，，S，

IAlgS1

0381
∩
099

ZZZ 　

　　
ヨ

　
　

FFF 044

」
4

1 11　 　 　 2

6　 　 　 6

7　 　 　 7

FOOO1S −4　 ＜1 　 S −33

R −S　O−R 　 　 −

　 0　 0−2　 　 一

＊ See　 Table 　 3．

Table　10．　 Sperulation　and 　agglutination 　types 　of　the 　zygote ・like　cells 　obtained 　by　conjugating 　a　couple 　of

　　　　　the　single −spore　cultures （1工A1 ユS1＋ IIAiiS2） of　strain 　II．

　　　　　（33copulation　figu正es　 were 　isolated）

Culture＊
Sporu −
1ation＊＊

Type ＊＊＊ CultureSporu
・

1ationTypeCultureSporu
・

lationTypeCultureSporu
−

lationType

11
（Parent）
IIA ，iSi

　　 S2

　 C −1

　 　 2

　 　 3

　 　 4

　 　 5

　 　 6

％
583R5022140SZXYZXXXZYC −7

　 8

　 9

　 10

　 11

　 12
　 13

　 14
　 王5

249SS12S1
％

XXXXXXXYYC −16

　 17
　 18

　 19

　 20

　 21

　 22

　 23

　 24

　％
13SlSS19S15YYXXXYYXXC −25

　 26
　 27

　 28

　 29
　 30

　 31

　 32
　 33

SSlS40SSS50
96YXXXZXYXZ

　　
＊ C ： Copulation　figure．　For　other 　abbreviatiens 　see　Table 　6a．

＊＊，＊＊＊ See　Table　6a．

は胞子形成率 も概 して 低 く， 接合子 とみ て 単細胞培養 し た もの の 多 くは 対立遺伝子 を持つ ク ロ ン の 接合子 で は な

く，同型接合 した もの で は なか っ た かと考え られ る．

　 しか し子 嚢の 外 で 胞子 の 接合す る現 象 に つ い て は Krassilnikow ユ3） お よ び Winge ら
1
・
3） に よ っ て 早 くか ら報
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告され て お り，ま た 供試 ク ロ ン は 相互 凝 集性 を持 つ の で X とY 型 ク ロ ン 間 の 接 合 の 可 能性 も十分考 え られ る．し

た が っ て 前記 4株 に つ い て はX 型とY 型 の 細胞接合で 生 じた もの と推察 され る．

　親株 （Z 型，胞子形成率は高 い ）は数回の 単胞子培養 に よ り．胞子形成率が低 く相互凝集性を持つ X お よび Y

型 の ク ロ ン に 分 離 され ， さ らに ．こ の X とY 型 ク ロ ン は 相互 に 凝集 して 接合 （conjugation ） し胞子 形成率の 高 い

Z 型株 （親株 と類似）に な る とい う こ とが 供試親株 1， ∬ につ い て 考 え られる．す な わ ち親株 1 ， Irの ク ロ ン が

示す 凝集性 は ビール 酵母な どの 凝集 （flocculation） とは区別 され るべ き性質 の もの で あり，
　 Han5enula　nvingei

な どの 性 的 凝 集反 応
6） と類似 の 現 象 と考 え られ る が，こ の 点 に つ い て は 今後なお検討 しな けれ ば な らない ．

要 旨

　1． SaccharomOrcodes　ludwigii　Hansen ，0 −17 （1），〇−81 （II），　OUT −6282 （III），
　IFO −1043 （IV） の 4菌

株を 親株 と し各 10個 の 子嚢 か ら顕微解剖器 に よ り Fi ：133
，
　F ，：49

，
　F ・ ：35 合計217個 の 単胞子培養株 （ク ロ ン ）を

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 J　］

得，これ らにつ い て 胞子形成能な らび に相互 凝集性を検討 しつ ぎの 結果を得た．

　2． 親株1 の 子嚢5 個 よ り分離した胞子 は 4 個 （2対）の う ち 2個 （各対 1 個 ずつ ）は 増殖の 途中で 死滅 した

の で 致死因子 （n ） の 存在が 考え られ る が
， 親株矼， 皿 ， IV｝ζは 致死因子 の 存在が認 め られ な か っ た．

　3。 供試 ク ロ ン は 各々単独に 子嚢を形成 した．な お親株 工とIVにつ いて 第 3 代目 （F・）ま で単胞子培養を繰返

し行 な い 同様の 結果を得 た の で
， そ れ らの ク ロ ン は主として 親株の 単胞子が 発芽増殖 の 際自己二 倍体化 し，同型

接合型 の 子嚢を 造 った もの で は な い か と考え た．

　4． 親株 1の 供試 ク ロ ン は， F ， で は胞子形成率 が低 くて 相互凝集性を示す X およ びY 型 と， 胞 子形成率が高

くて （低 い もの もある）相互凝集性を示 さな い Z 型 とに 分離され た．さらに，胞子形成率 の 高 い Z 型 は R で 胞

子形成率が 低 くて 相互凝集性を 示す X とY 型 に 分離 され た．

　 親株 皿 の 全供試 ク ロ ン は い ずれ も相互 凝集性 を 示 し，
F ・ の 4 分子解析の 結果 X ：YL2 ：

」2 に 分離 され，胞子

形成率 は い ずれ も親株よ り低 い 値を示 した．

　親株 皿，IVの 供試 ク ロ ン は 自己凝 集性 を 示 し ， 胞子形 成率 は 高低 ま ち ま ち で あ っ た．

　 5． 栄養細胞 の 接合試験 に よ り接合像 を 示 す33個の 単細胞培養 よ り親株と同様の 胞 子形成率 と凝集性を示す 4

菌株が 得 られ た．

　終 りに実 験 の
一

部 を 担 当 し た 白上 安 佐，菊 田勝 比 古の 諸君 な らび に 供 試菌株 を分 譲 して い た だ い た 大 阪大学 工 学 部箕 浦久

兵衛氏，財団法 人 醗 酵研究 所長畏 谷 川 武治 氏 に 感謝 の 意 を表 します．
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