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　　Induction　 of 　a 　 respiration ・deficient　mutant 　 of 　Sac‘haromJces　 sakg 　 strain 　Kyokai

no ．7by 　fbur　kinds　of 　phenyl　propanols　and 　six 　rdated 　compounds 　was 　studied ．　Benzyl
alcohol 　showed 　higher　minimum 　i面 bitory　 concentration （MIG ）than 　phenQ1，　 and

the　more 　h三gher 山 e　carbon 　number 　of 　side 　chain ，　the　lower　the　MIC 　was ．　 Induction

of 　petite　colonie 　 mutants 　was 　detected　by　 overlaying 　 triphenyltetrazolium 　chlorSde

on 　 thc 　agar 　plate，　 When 　a 　compound 　 was 　added 　directly　to　the 　mcdium ，　frequency
of 　pe 撫 e　colonies 　was 　higher　than 　when 　an 　e 出anolic 　solution 　of 　the　same 　compound

was 　 added ，　 Maximum 　 induction　 frequencies，79．7％ and 　 20．9％ ，
　 were 　 obtained

by　direct　addition 　and 　as　alcoholic 　solution 　of α
一phenethyl　alcoho1 ，　respectivdy ．　The

other 　 oompounds 　also　 showed 　induction　 effectS 　 to　 some 　 degree．

　　Petite　colonie 皿 utants 　thus　 obtained 　 were 　 confimLcd 　to　be　respiration −de丘cient

mutants 　as　they 　showed 　 no 　growth　on 　sodium 　Iactate　agar
，
　no 　oxygen 　uptake ，　and

did　not 　have　cytochrome 　a 　and 　b．

緒’ 言

　酵母 の 呼 吸欠 損変異 株 は Ephrussi らの 報 告
1）以 来，

と くに，SaccharomJces属酵母 につ い て 多くの 遺伝学的

解析 や生化学的研究が な され て い る．2
−’4）呼吸欠損酵

母は 遺伝学的 に，2 群 に 分類 され て い る　 そ の 1つ は，

染色体上 の 遺伝子 に 変異 を もつ 核性の 呼吸 欠損変異 株

で あ り，他は細胞質 の 遺伝 因子 （p一ま た は rho 、の 欠

損 に よ る細胞質性 の もの で ある．こ れ ら の 変異株 は，

寒天培地上で ， 正常株 に 比 べ て 小 さい 集落を 形 成 す る

こ とか ら，
‘‘
petite　colonie

”

（小集落）変異株とよ ばれ

て い る．1・5）

　細胞質性 の 呼吸欠損 変異株は ， 種 々 の 変異誘起物

質2）に よ っ て誘発 され るが ， とくに ，
エ ピ ゾーム を除去

す るア ク リジ ン 系色素 （acriflavine お よ び eufiavine ＞

に よ り高率に 誘発 され る ．6・7） 福井 らは，a一フ ヱ ネ チ ル

ア ル コ
ー

ル の 清酒酵母に 対す る効果 に つ い て 検討 し，

a 一フ ェ ネチ ル ア ル コ
ー

ル 添加，好気培養酵母は呼吸能

を全 く欠き， そ の チ トク ロ ーム 吸収パ ターン が 呼吸欠

損菌 （ρ
一
）の それ と類似 して い る こ と

B） な ど よ り， α一

フ ェ ネ チ ル ア ル コ
ー

ル に 呼吸欠損菌誘発作用 があ り，

こ れが 呼 吸欠損変異誘発物質
9冫で あ る こ とを示 した ．

Lesterlo） は フ ェネチ ル ア ル コ
ール お よ び 関連 化合物

（フ ェノ
ー

ル ，ベ ン ジ ル ア ル コ
ー

ル ，3一フ ェニ ル ー1一プ

ロ パ ノ
ール な ど） の NeuresPeTa　 cra ∬ a に 対す る増殖 阻

害効果を 検討し ， 芳香環 と水酸基 との 間 の 鎖 の 長 さ に
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よ り，こ の 効果が 異なる こ とを 示唆 した．そ こ で ， 著

者らは フ ＝ ネチ ル ア ル コ
ー

ル よ り炭素数が 1 個多い フ

ェ ニ ル プロ パ ノ
ー

ル 4 種および関連化合物 6 種，計 10

種を用 い て，清酒酵母に対す る増殖阻害効果を比較検

討 し た．きらに ，こ れ らの 化合物 に よ る呼 吸欠 損変異

株の 誘発 お よ び 誘発率 と構造 との 関係に つ い て 検討を

加え，芳香環 の 側鎖の α 位 に水酸基 の ある 化合物 が 誘

発率の 高い こ とを見出し たの で 報告する．

　　　　　　　　 実　験　方　法

　菌株　　Sacchar・mコces　sak9 　Kyokai 　no ．7 （協会7 号），

日本醸造協会よ り譲渡を うけ使用 した．

　 フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ
ー

ル お よび 関連化合物　　供試化

合物 10種を Table 　1 に ま とめ て 示 した。　No ．1〜No ．8

（い ずれ も東京化成），No ．9 お よ びエ0 （ICN ・K 　and 　K

Lab ．
♪
Inc．

，
　USA ）を 用 い た．

　前培養　　2％ブ ド ウ糖含有の Ogur 液体培地
11）を

滅菌T 字管（径 1・5cm
， 長 さ 15　cm ）に 10ml と り，常

法に よ り高圧蒸気滅菌後，保存斜面 よ り 1 白金耳接種

し，呼吸 欠損変異株 の 自然 発 生頻 度 の 最 低
12）の 30℃

で ，
18〜24時聞，

モ ノー式振盪培養機で 振盪培養 した．

　本培養お よび 最小発育阻 止濃度 （Mlc ）の 測 定　 予

め 滅菌 した T 字管中の
，
2 ％ブ ドウ 糖含有の Ogur 液

体培地に供試化合物を マ イ クロ シ リン ジ で 直接，また

は，供試 化合物 の 70％ エ タ ノ
ー

ル 溶 液 を 無菌 的 に 添

加 し，前培養液より， 105　cellslm ！ になるように接種

し，30℃ で 振盪培養した．

　MIC は 24お よ び 48時間以上 振盈培養後の 菌発育の

有無を肉眼的 に 観察 し， 容量 ％で あらわ し ， 石炭 酸係

数も求め た．

　平板培養 および TTC （塩化 トリフ ェ ニ ル テ トラゾ

リ ウム ）染色　　24時間培養 の 本培養菌液を 2％ ブ ド

ウ糖含有の Ogur 寒天平板培地上 に ，約 200 個の 集落

が 生え るよ う に稀釈塗抹し，30QC で 48時間静置培養

した ．培養後，永井の TTG 寒天 重 層法
7）を 応用 し，

集落上に Trc 上 層培地
7）を 重 層 し ，

30℃ ，3 時間放

Table　1．　Phenyl　prepanofS　and 　related 　compounds ．

Sample 　No ． Name Formula

1　　　　　　　1吶Phenyl−1−propanol

2

3

4

5

戸
0

7

8

9

10

1−Phenyl・2−propano1

2−Pehnyl・2−propanol

3−Phenyl−1曽propanol

PhenolBenzyl

　alcohol

α
一Phene出yl　alcohoi

β・Phenethyl　alc ・h・1

1−Phenyl嘘2卩butanoi

Phenyl　tert−butanel

C6HrCH −CH2 −CH3
　 　 　 　

　 　 　OH

C6H5−CH2 −（】H −CH3
　 　 　 　 　 L

　 　 　 　 　 OH

　　　CH3
　 　 　 　

C6H6 −（】−CH3
　 　 　 1
　 　 　0H

C6Hs −CH2 −CH2 −CH2

　　　　　　　　6H
C6Hs−−OH

CeH5 −CH2
　 　 　 　

　 　 　OH

C6H5−CH −CH3
　 　 　 1
　 　 　 0H

CeH5−GH2 −CH2
　 　 　 　 　 　

　 　 　 　 　 OH

C6H5 −CH2 −CH −CH2 −CH3
　 　 　 　 　 1

　 　 　 　 　 0H

　 　 　 　 　 CH3
　 　 　 　 　 　

C6H5 −CH2 −C−CH3
　 　 　 　 　 ‡

　 　 　 　 　 OH
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置後，T 「c 還元性の ない
， 白くて 小 さい 集落 （小 集

落）を呼吸欠 損変異株とみ な し，全集落 に 対す る誘発

率を求め た ．

　乳酸 ナ トリウ ム培地上 で の 発育 の 有無　　TTC 寒

天 重 層法で 検 出 され た 変異株が，呼吸欠損変異株で あ

る こ とを確認す る た め に，こ の 変異株 が利用 し得な い ，

非発酵性炭素源，乳酸ナ トリウ ム
， 1％をブ ドウ糖の

か わ りに添 加 した Ogur 寒天平板 に 塗布し，生育の 有

無を し らべ た，

　呼吸能 （Qoz）の 測定　　Yanaco の Oxygen　meter ，

PO −100　A 型 を 用 い ，次 の 条件 で 行な っ た ．集菌 し た

菌体を t 生理 的食塩水 で ，
10％ に県 濁 し，こ の 0・1ml

を 2 ％ ブ ドウ糖含 有 Mi10 リ ン 酸緩衝 液，2m1 中に 加

え ，
　30eC で 測定 し，  mol   021min110mg 　wet 　wt ．

of 　cell ヨ と して 求め た，

　 チ トク ロ
ー

ム 吸収 パ タ
ー

ン の 測 定　　20％ 菌 県濁液

に少量の ハ イ ドロ サ ル フ ァ イ トナ トリ ウム を加 え て 還

元型 llした の ち，　 Shibata の オ パ ー
ル ガ ラ ス 法13）に よ

り， 日立124型自記分光光度計 を 用 い て 測定 した．

実験結果 お よび考察

　最小発育阻止濃度 （M 夏C）お よび 石 炭酸係数　　供

試化合物，10種の 協会7 号 に 対す る MIG およ び石炭

酸係数を Tab】e　2 に まとめ た．数回の 実験に お い て ，

MIG は安定 して お り，測定誤差 は ほ とん ど 認め られ

な か っ た．供試化合物を直接添加およ びエ タ ノ
ー

ル 溶

液として 添 加 の 場合，48時間以 上 振盪培養後の MIG

は，化合物 No。10 で 0．10％ の 差が認め られた に す ぎ

ず，他は 同 じ値 か，0．05％の 差で あ っ た．

　MIC お よ び 石炭酸係数 よ り判定す れ ば， フ ェ ノ
ー

ル に よ る発育阻止は，CH2 基 （ベ ン ジ ル ア ル コ ール ）

の 妨害に よ り減 じた こ とに な る．しか し，側鎖の 炭素

数が 増す に したが っ て 阻止能は増し，直接添加 の 場合，

石炭酸係数は No ・1 が 1・0
，
　No ．4 お よ び 9 は1．3を示

し た．また，エ タ ノ
ー

ル 溶液添加 の 場合，No ．4 が 1．0，

No．10 は 1．3を示した．

　 これ らの 結果 は Lester の 実験
10）を裏づ けた こ とに

なる ，フ ェニ ル プ ロ パ ノ
ール 異性体 （化合物 No ・1〜

4）の MIG は野総体的に No．2＝・No ．3＞ No ．1＞ No．4

とな り，MIC と構造 との 相関関係が うか が われ る．

　TTG 染色　　呼吸欠損変異株の 誘発率は，供試化

合物の MIC に 比 較的近い 値で 最高
9）に なる ため，前

実験の MIC 測 定 結果 よ り，　 Table 　3 に 示 す よ うな 濃

度段階 と し，供試化合物を 直接添加した場合お よ び70

％ エ タ ノ
ー

ル 溶液 と して ，エ タノ
ール の 最終濃度が

o．7％ に な る よ うに 添加 した 場合 の 小集 落生成 の 誘発

率を 数回 の 実験の 平均値 として Tablc　3 に ま とめて

示 した．直接添 加 の 場合，最高誘発率は ，化合物 No．

1 が 48．8％ ，
No ．2，15．0％，　No．3，

20．O％ ，　No ．4
，
　11．4

％ ，
No ．5

，
4．3％ ，

　No ．6
，
20．9％，　No．7，79．7％，　No．8，

3．4％ ，
No ．9，8．4％ お よ び No ．10，2，8％を 示 し た．福

井 ら
9）は 本実験 と誘発条件 は異なるが ， 培地 にO．15％

Table　2．　 Minimurn 　inhibitery　conccntration 　and 　pheno1　coeMcient 　of

　　experimental 　cempounds ．

MIC MIC

C °

鷲
und

　 S… es
Culture　period Phenol

　 　 　 　 　 　 Serics
cocMcient

Culture　period

24hr 　　　 48　hr 24hr48hr

Phcnol
coeMcient

1234567890　

　

　

　

　

　

　

　

　

1

A

0．100

．250

．250

．150

．150

．400

．300

．300

，100

．20

0．200

．250

．250

．150

．200

，500

．350

．350

．150

．25

］．00

．80

，81

．31

．00

．40

．60

．61

．30

．8

B

0．200

．300

，300

．150

．150

．500

．300

．300

．200

．15

0．200

．3QO

．300

，150

．150

．500

．350

．350

．200

．15

85500544830001100001

　　Minimum 　inh三bitory　concentration （MIC ）was 　expressed 　as　volume ％．　 Compounds 　 of 　series 　A
were 　added 　directly　into　culturc 　medium 　by　rnicr （唱yringe　and 　those　of　series 　B　were 　added 　as　ethanoUc

SolutiQn．
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Table　3．　 Frequency 　of 　petite　colonie 　mutants 　appearing 　on 　an 　agar 　plate．

　 　 　 　 Series　A

　 Final　　　　　 Inductien
concentration 　　frequcncy
（volume ％）　 　 （％）

Series　B

Compound 　 　Final
concentration

（vOlume ％）

Inducti6n
貨e

嬲
cy

NoneEthanolNo

．1

No ，2

No．3

No．4

No．5

No ．6

No ．7

No 　 8

No ．9

No ，10

0
　

1
「
00

7
　

001

∩》
　

000rOO5011000505011000150001000150001000ODO

写
1
り臼
30000505

112200000

尸
DO112000101

「
0000000

ユ

50001000

8
　
1
　戸
0
只）
2

0
　

1
　

9一
83

　

　

　

　

4
ワ臼

000000，　
，
　

，
　　
．　
．　
，

654005　

1
　

　

1210

σ
4
尸
D
　
つり
門
」

0

11n

づ

　

342

　

1

尸
089

【
O10　

12287

°
2

4Q
り
Gゾ
0σ

4574417894082

320128221

0
　

1尸
DO

7
　

001

0000

−
厂
DOOOlOOO150001000

−
FOOOO1000

−
尸
000010000001230000

「
001120000

匚
」

0119』

000

0．0010
．010
．100

．010
．100
．20

8135524979857480101232000001000544438084

凸

1

9Q
》
8

ハ
00RV　

21Q

》
8
ユ

ー

11

840

　

8
ー
ハ
0

3nj3

　

332

の a・フ ェ ネチ ル ァ ル コ
ール の 添加で，60．9％の 誘発率

を得て お り，本実験で は同濃度で ，59．8％ とな り，非

常に 近 似 し た 値で あ っ た．しか し，O．20％の 添加で は，

彼らは 49．2％と減 じた値を 示 したが ，本 実 験 で は，

供試化合物中，最高値の 79．7％を示 し，0．25％の 添加

で49．2％ と減 じた ．これ は培地，培養条件な どの 違い

に よ る 差で あ ろ う．7 号酵母の呼吸欠損変異株の 自然

誘発率は 大で ，約 1％ 9） とい われ，本実験 で は 0．8％
で あ っ た ．10種 の 供試化合物は い ずれ も自然発生率よ

り高 い 誘発率を示 して い る こ とよ り， 呼吸欠損変異株

誘発 剤 と して 作用して い る もの と思わ れ る．エ タ ノ
ー

ル 溶液添加 の 場合，No ・1 よ りそ れぞ れ，3．5％，0、9

％，　1．8％，　G67％，　5冒8％，　10．4％，　20．9％，　1．9％，
3．8％およ び 3．　8％ の 最高誘発率 となり，い ずれ も直接

添加の 場合 よ り低 い 値を示 した．と くに ，フ ェニ ル プ

ロ バ ノ
ー

ル 類 の 場合，誘発率は 低下 し た．0．7％ エ タ

ノ
ー

ル 添加 の 場合，誘発 率の 平均値 は 1．1％ とな り，

無添加 の 自然誘発率より常 に わず か に 高い 値を示した

か ら，
エ タノ

ー
ル も弱い 誘発剤 とみ な され る．しか し ，

エ タ ノ
ール と供試化合物 とが 共存す る場合，相殺 効果

が 示 され た こ とに な る．この 点 に つ い て は，現在検討

中で あ る．

　誘発率 と供 試 化合物 の 構造 と の 関係に つ い て は ，直

接添加の 場合，芳香環の 側 鎖 の α 位 に 水酸基 が つ い て

い る化合物 （No ・1
，　No ．　3．　No．6 およ び No．7 の 4種）

は い ずれ も，誘発率が 高 く，20％ 以上 で あ っ た．β位

に 水酸基 が つ い て い る化合物 （No ．2，　No ．8
，
　No ．9 お

よ び No ・10 の 4 種） お よ び γ 位の No ．4 は低 か っ た．

した が っ て，誘発率と MIC との 間に は，規則性 は な

い よ う に 思 わ れ る．な お，フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ール 類 の

N 工工
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Fig．1．　Vis孟b艮e　region 　absorption 　spectra 　of 　the

　　redllced 　form　of 　 cytechromes 　 of 　 parent
　　and 　resplration −def…cient 　mutant 　of 　Saccha厂o．

　　 n り
，ces　sakg 　Kyokai 　no ．7，

　　　The 　 respiration −deficient　mutant 　 induccd

　　by　1−pheny レ1−propanol 　and 　the 　parent　strain

　　 were 　5uspended 　in　Sφrensen
，
s　phosphate　buf」

　　fer（pH 　7．0）to　a　final　concentration 　of 　20％，
　　Absorbance 　was 　measured 　by　Shibata

’
s　opal

　　glass　 transrnission　 method ．13） Sodium 　 hy−

　　drosulphite　 was 　 uscd 　as　the　reducing 　 agent

　　of 　cytochromes 　in　cells．　 Curvc 　A 　is　fl〕r　pa−

　　 rent 　 strain
，
　 and 　 curve 　 B　 fbr　 respiration −

　 　 deficient　 mutant ．

誘発率は No ・1＞ No ・3＞ No ・2冫　No ・4 の 順 に な っ た．

　乳酸 ナ トリウム 培地上で の 発育 の 有無，QOe およ

び チ トク ロ
ー

ム 吸収パ タ
ー

ン　　平板培養に よ り生 成

した ， 大小 の 集落を それ ぞ れ 白金耳で か き と り，2 ％

ブ ドウ糖含有 の Ogur 寒天斜面 に 接種，30°C で 培養

し た 菌を保存 し，次の 実験を 行な っ た．

　 こ れらの 菌を非発酵性 の 乳酸ナ トリ ウム 培地上 に 画

線すれ ば，大集落よ りの もの は生育 したが ，小集落よ

りの もの は い ず れ も 生育 しな か っ た ．ま た，大 集 落

（馳 株）の QOz は 平均 61・O　nm 　moles 　Oz ！mint10mg

wet 　wt ．　of 　cel ！s を示 した が，小集落 よ りの 菌 は い ずれ

も 0 に近 い 値を 示 し，呼吸欠損変異株の 特徴を示 した ．

チ トク ロ
ーム 吸収 パ ターン 例 は Fig．1 の ご と く，大

集落 （野生 株）よ りの 菌は典型的な チ トク 1コ ーム a （600

nm ），　b （563　nm ）お よ び c （550　nm ）を有して い た が ，

10種 の 供試化合物添加 に よ り得 られ た小集落は い ずれ

も，チ トク m
一

ム a お よ び b を欠き，c の み を有して

い た．以 上 の 実験結果よ り，TTC 寒天重層法 に よ り

生成 し た小 集落は呼吸欠損変異株 と同定 した ．

要 約

　フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ
ー

ル 4 種お よ び 関連化合物6 種 に

よ る，清酒酵母 （協会7 号） の 呼吸欠損変異株の 誘発

実験を 行 な っ た．

　まず，供試化合物 の 最小発育阻止濃度 （MIC ）を求

め た．置換基 に CH2 を有す る ベ ン ジル ァ ル コ
ール は

フ ェ ノール の MIG よ り高い 値で あ っ た が，置換基 の

炭数素が増す に した が い ，MIC は低 くなり，3一フ ェ

ニ ル
ー1一プロ パ ノ

ー
ル ，1一フ ェ ニ ル

ー2一ブ タ ノ
ー

ル お よ

び フ ェ ニ ル
ーtert一ブ タ ノ

ー
ル は フ ェ ノ

ー
ル とほ ぼ 同じ

MIC を 示 した．次 に，　 TTC 寒天 重 層 法 に よ り，小集

落生 成 を た しか め た．供試化 合物を直接培地 に添加 し

た 場合， a・フ ェ ネ チ ル ア ル コ
ー

ル 添加酵母 が 最高 の

79．7％，っ い で，1一フ ェ ニ ル ーユープ ロ パ ノ
ール が 48．8

％ の 小 集落生成率を 示す な ど，供試 化 合物 す べ て に 小

集落生成が 認め られた。供試化合物を エ タ ノ
ール 溶液

と して 添加 した場合，生 成 率は 低 くな っ た．得 られ た

小集落に つ い て ，乳酸 ナ ト リ ウ ム 培地上で の 発育の 有

無，呼吸能 （qo2）お よ び チ トク ロ
ーム 吸 収パ ターン を

し らべ
， これ らは 呼吸欠損変異株 と同定され た．

　　本研究の
一・

部は 日本薬学会九州支部，第87回例会 （昭49．5　於福

　 岡人学） に おい て 発表 した ．本研究を進め る に あた りJ 終始有益な

　 ご 討論 をい た だ い た ．静岡薬科大学講師 ， 森 田 全博士 に深謝する ．
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