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微 生 物 によるグ グ セ 1-g ン代 謝 機 構 に関 する研 究

(第 4報)酵母 に よるグ リセ.リン資化性 に裁 て

大 塚 謙 一 , 増 田 博

(昭 和 29年 1●月 20日 受 理)

StudiesontheMechanism ofG]yceroトmetabolism

L, bvMicrobest/

こ7 ,Par土4.▲On thi Assimilatol10f Glycerolby Yeasts

Ken-ichiOTSUKA ,HiroshiMASUDA

I
Theyeastsofabout300'sffainsG rom thecollectionofTokyoUnチV,erP ty)

areexermined comparatively with regal･d to the assimilation anId tゝhe

respiratoryquotientofglycerol.

SaccharomycesandShizosaccharomyceswithoutexceptionhavenotabilities

toassimilateandtooxidiをeI.glycerol.While,otheryeastswhichcangrow

in ad artificialgiycero1-medium belong to theso-called `̀film -formi ng

yeast",andthey壬laVethehighrateofglycero1-0Xidation.

Ab()veresultsindicatethatSaccharomycesmaybedistinguishablefrom

otheryeastsastotheactivitytoglycerol-assimilation.

AsSaccharomyceshavethesuchhighrateofsucrose-oralcohol-0xidation

asotheryeasts,theymayj〕elackingapart■ofthemechanism o享glycero1-

oxidation.

緒 日

糖類 よりのグl)セl)ン生成に裁て私 Embden,Meyerhof,Neuberg等による解糖機

構並びにグ1)セ1)ン醸酵機構の解明により明らかにされている.而るにグリセl)ンよりの

代謝は細菌(1)(2)(3)(4),微に(5)裁ては盲くより研究されているにも拘らず,未だ解､明きれない

点が少なくない.著者の一人(.6)も細菌による代謝機構に放て先に報告 したが,グl)セl)ン

が醸造酒に於ではェキス分中の大半を占めl.熟成にも関係ありと考えられるところから,

著者等は,ここに酵母によるグリセ1)ン代謝研究を計画 した.

実験の進め方として先ず繁殖試験により酵母のグ1)セ リン資化性を検討 し,次いで或る

基質に対する磯生物の繁殖能と酸化能とは必ずしも一致 しないことが考えられるので,東
r>ヽ

に酵母の休止細胞を用いグリセ.)ン酸化能を測定 し,繁殖能と比較検討 した.
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実 験 Ⅰ.繁 殖 試 験 ヽ
t 一l′

N6.1

供 託 酵 母

東大坂 口研究室 (FAT)保存の酵母約300棟 (Tab三e1)一に裁て試験 した.(うちPichia

抹財団法人醗酵研究所 (工FO)保存の ものである)これらの酵母は試験前改めて麹汁寒天

に依 り平面純粋櫓童を行い,麹寒天斜面に植え継いだ. i.

Table 1.OriginsandN,umbers:bftheStrainsofYeastsstudied.

cultnTeS Origins. ト StfainfNo･ st"ruaTn望esrtsuodi｡i

Sake yeast

Beer yeast

Wine yeast

Alcohol yeast

Cider yeast

FAT SfI 1-7

Btl l～2

JⅣH l～9

BrH l～7

AY l～2

Schiz o sacchal10m yCeS SP. FAT SHS 1-1

Sz.sanfawensis

Sz.sp. ,1

Sz.ociosPOruS

Sz.♪ombe

Zygosaccha1-0myCeS barkers FAT

Zg.map:dshuricus

Zg.bisporus

zg･salsus H

Zg.sp.

Zg.sumi･noe

Hansenula anomala

H.lSaL･urnui

H.miyaji B

Pichia farinosa

P.hya7･OSPora

P.maliゐhurica

P･memb)･anacfa;fens

P.miso Mogi

Shaoshingchiu yeast

SHS 1-2

S王iS I-う～7

SHS I-8

SHSト9,2-10-16

ZS 1

ZS 2

ZS 3
1/,.'

ZS 4

ZS 5,6

ZS 7

FAT Wi1 2～8

Wi19

Wil 10

IF0-0465 P 1

王FO-や180 P 2

IF0-0181;0185;0191 P 3- 5-

IF0-0182;0189 P 6,7

IF0-9193 P 8

SHK1
FAT

SHH2
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Torula sp.

T･rubra

T.rubescens

T.utilis

TorulasPora delbruccki

TorulaZacidsαvar′japonicaHongo

Torulopsis laciica Hongo

T.laciiSVar.japonicaHongo

T.mandshuricaHongo ,

Ha･nse･niaspora valbyensis_､

PseudosacchalrOmyCeS mdlLeri

Debaryomyces kloeckeri

Endomyces li･ndneri
｣ I 1.

Mycoderma sp.

1i4LyeoiorulajaponicaYamaguchi

Endomycesfibuliger

FAT

FAT

!

7

8

9

1｡

朋

7
1
叫

9

1
･
2

3

4

6

8-9

1

川

畑

叩

TH

TH
.
S

LH

1｡

LH

聯

M-S

鵬

弊

M-S

蜘

M

LI
J

培 養 基
r

次の申き4種類の人工培地を用いた (Table2)･いづれ も乾熱殺菌試験管に約 7ccの

培養液を分注 し,15ポンド10分で殺菌 し,寒天の入った培地 Ⅰは斜面 とした.

Table2.TheSynthetic･Mediaforthetestcontains:

GlyceroトPeptonGlycerol-Pepton Sucrose:-Pepton G】yceroトNH4Cl

agar(I) water(ⅠⅠ) water(ⅠⅠⅠ) water(ⅠⅤ)

GlyceroI

Sucrose

Pepton

NH 4CI

KlⅠ2PO4

K2HPo4

MgSO4.7aq

2.5% 2.5 %

0.1 0.1

0.う 0.ら

0.05 00.5

0.05 0.05

0.0う 0.03

一 % 2.5%

2.5

0.1

03 03

0.05 0,05

0.05 0.05.

0.0う 0.O ら ′

TbepH isadjusteユtoabout6.0. 1tissterilizedinthetest-tubefor10m inutes

at151bs.

培 地 工 ;この培養基には無機窒素及湊有機窒素を含み,且つ斜面と云ふ好気状態のグ 1)

セ リン培地である.故に当培地亘繁殖不能の ものは茨素源 としてグ .)セ 1)ンを資化出来な

い ものと層､はれる.

培 地 DI;寒天中に含まれる不純物の影響を除く為に,寒天を除いたグ 1)セl)ン培地であ

る′･ ､(_

替 地 m ;酵母 自身の繁殖力の､弱化を考え;培地Ilと併行 して薦糖培地を用い,これに繋
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埴不能のものは除外 し洛 -三 卜長 を-

培 地 Ⅳ ;培地廿よりペプ､トン笈除いた培地である.故に此の培地に繁殖可能ゐ酵痩私

家素源としてグリセ1)ン考資疋'C,たLものと考えられる. 乞い ､,{'

試 駐 方 法 1 ' '･

麹寒天斜面埼養¢酵母kl-<｣白金耳づ ｣増地 王に植苗 し,培養湿度 30度にi摘 蘭繁殖状

況を観察し嵐これ転乗埴 した ものを次の増地に植え継溶東二'蛸 椎王rl<よ.り儲 菌 じ元)埼養

'∴ ･/ l.･ .1 ∴
■-

㌔
培 地l工

繁殖試験結果 ;

繁殖まじ義満 の (除外)
;7T

のー臥U
.為す堰繋

ィ 丁 子

埼

埼

ノー
ノ＼し

地 Ⅱ
Fr;LJi

1 ■ ､■

繋殖しないも<oD ､ . ､､ 長

繁 殖 す る もの ユ/ふ

地 Ⅱ (繁殖じなvqiへものは除外<)lゝ 亡

1.L:L, i1 ㌔.日 ..

tTable3-1. The-GlyceroIAssimilationrby Yeasts.＼ちか
■

FormationofaSedimeムー(S),Turbidity(T)andaFilm (F)ふよsob'serv･ed

ineachMedia(init払11…pti海:4)after2-.10daysat,き309ごを を 心

､ ､､主 監L,i Medium l †>. ～
Ⅰ_. _ ⅠⅠ 捌..__ . ､ ..14し ‥ _. ... _.lV_.

days days days days
Yeast 5 10 2 4 6 10 pH 2 4 6 10 pll 2 4 6瑠 10 pH

S,Tl圭 か 三 濯 三 一ss T… …嘉 … ss … ss- ;≡ : ≡ 二 二 ;.≡

3 十 ､- + ■ 1 - .

4 十 十 一

5 ･+ ` ､+ .･ 一 一

∴ 6 '十 .十 三- ' T
1-

･ 7･.･ 十 十 ∵ T

8 十 十 一

9 J十 十 -

10~` 十 十

SEI2-1仙 十 十

2 ､十 十

Bへ(･< + +

4√≠十 十

T

一

一ヽノtr.I
SS

くノ
.4

t̂

.4

くノ
ユノ

くノ
一ヽノ

ーヽノ･
tr1

ミノ
一ヽノ

s

s

声
S

読

-U'

(

s

s

s
s

TS
s

s
t
S

″S

S
S

S

-S

s
I
s

TS

〟S

S

S

S

s

S

S
S

S
h"
S

s

S

S
ち

S

S
S S

SSSlヽノくノSTS｣

l

一

一

一

.5

4

.5

4

一ヽノ
くノ
一ヽノ
L/T

TS

TS

･S

s

s

TS

S

s

TS

TS

TS

s

一

一
で

一

5J,十 十 -

1･6rI.十 . 十 I

8 十 十 T

SH3-1 + 十 十 一

2.,十 +十 .三T

3 + J 十 tT1ヽ

S

S

S

S

T

T

S

S
.

S

一
T

T
4 十 r + - - S

s

s

s

s

碍

管

S

一

t
I

S

S

一

/b

tヽノ
tヽ
ノ

L/T
へ)
へフ

L/T
一ヽノ
一ヽノ
tIT
Vノ
tr1

l

t

一

一

一

l

1

2

2

8
8
㍉

7
一ヽ
ノ

2

う

っつ
スノ
ス
ノ

ヘラ
.4

っ)
S 5.6.-

SこS ･S L3.6 I-

一
一

t
二

一

一

一

⊥

一

一

1

1
L

L

L

L

L

r

T

E

I

I

1

I

｣

ラ.4

5.4

5.4

5.4

5.4

5.4

5.6

ラ.4

5.4

S S ･S 37 1 - T - - 54

S }S やS 3.6 - p - - 49

Sm S IS 36 - T - - 54

- IS S う7 - - - - 54

S

S

S

S
▲
S

S
ミ

s

s

S -3･9 - T T TK 5･4

S 3.8 - T I-.,- .5.4

S 3.8 -- - - - 5.4

S S う21- て 一一 一 54

S S 56 - ムー - - 54

5.4 - - ーs s'ぅ.7v 一 一 - I - - 5.4

5 十 十 十 T - T TS 49 S S S S 52 - t- 一 一一 54

8 + 十 写買上 黙 T TS 5･3 S S S S 2･8 - ′一一 一 - - 54■ ■
9 十 十 一 - S S 54 S S S S 3.9 -･ 一 一 一 5.4

SH4-1 十 十 T TS TS TS 5.5 S S S S う7 - - - - 53

と ,-2 十 イ iIt+言{/汀 TS,;人TS工手TS-55JS S圭 S､ ーS 38 - - ノT-T - tl54
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*13日後に於ける観察

各培地に於ける繁殖状況をTable3-1に示 した.観察は毎 日行い,明らかに菌体沈澱の

増 した ものをS,潤濁せるものをT.産院せるものをFとし,10日後液のpHを試験紙にて測

定 した.原堵養液の pHは5.4である.

堵地Ⅱ,Ⅲに於ける沈澱畳の増加は判 り難いが,培地Ⅳを対照として観察すると肉眼的

にも判定出来る.薦糖培地の繁殖は良く,pH･も3.0以下に迄下がる.グ1)セl)ン増地 (Ⅱ

及びⅣ)はpHの変化は一般に少ないが産膜性のものは3.0以下になる.これらのpHの低

下は塩素残基 及び 生酸によるものである.内主なるものを綜 括 した ものが Table3-2

表である.これをみると Sacchayomyces性増 地 Ⅱ に於て沈澱増殖を示し,増 地 Ⅱ に
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対比ては表酒酵母(BH)は繁殖不能
,
糖蜜用酒粕酪駄(BrH),:ブドウ酒酵母(WH)は

IIL増殖の不明瞭(むしろ負の結果)を示し
,
後者の2群は培地Ⅰに繁殖してV
蓬ので,
海気

条件の有無が繁殖に関係あるとも考えられる
.
前者のBHは蓬った傾向が静められるが,
主′--･.L～l･tこの傾向はBHが弱化して従ってヴィタミン等を要求し,

人工培地で拝察確出来ないこと
Ir

も考えられる
.･
1)ンゴ酒酵母(AY),
清酒酵母(SH)は増地･Ⅱに対し,
沈澱増殖を示

.LL
<
1,Y,
これら旦ペプトン等の有機態窒素を資正しぅる結果と恩はれる(ゴブトンを除いた増

地Vlに繁殖不能の理由)以上のSacc71arOmyCeSは培地Ⅳにはいずれも繁殖を示さず.

他の酵母とは区別される(但LShiZOSaCCharomycesもAY,
SHと同一行動を表す).

Zygosaccharomycesは培地Ⅲに於て産膜と非産院とに区別さkt,,
前者は増地Il及び

1yにも産映して架埴す
土
るが
..
後者は堵地皿及びⅣに繁殖出来ずサッカロミセス型に似て

いる.
同様な傾向は紹興酒酵母(SH拡)にも認められ′る.
Pichiα凋一般に産膜して架碑

出来るが
,
増地Ⅳ匡於て,撃碕不能を示すものがある･これはPich,
iaの分類学上の考琴の

進拳を保って改めて再検討する予坤があ考.
Willi
J
a:昧すべての培地に繁殖旺盛でいずれも

虜映性であり
,,t.
Piqhiaと較づて繁殖が速IV,.Torula｡
は一般▲
に人手埼地に於ける菓韓は湧

くない
.
結局酵母はグ1)セ1)ン堵地繁殖試験K
.
より;ダブ乍リ:V,を
唯一の茨素顔に出来な

_
い群
J
Cサツ動7FZ
ふ
ミ
J
セス型)とグt)セ1)Yを資他して産膜する群(産院酵母型)とに区別さ
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れるITabl9a-2の型は殆ど例外が卑く,かな9厳密に区別されると考えてよい･＼､ .日 一

T jl

､実 験 <甘∴ グ リ セ リ ン 酸 化 能 Y

{= / T

基質に対する酸化能と資化能との関係は,必ずしも一致 しないものであるが,酵母のグ■･

lI)セl)ンに対する酸化能と,実験 工の資化能 とを此較検討 した.～

酵母菌体の調製

麹汁寒天斜面増輩 より準汁試験管 (約 7cc分注)に-白金耳植菌 30⊂で約20時間前増養

す る･次に之を麹汁100ccを分注 した500cc容三角フラス,コに加え,300で40時間振盈増養

し,菌体を遠心分離器で集めた.これを生別 勺食塩水 で 2回洗 源 1し,約 50ccの食塩水

(dH5.9ゼiゝl､レンゼシ燐酸彦衛液5cc;'6:50/描 酸マグネシウム0.5Cとを含有する)に懸濁

せ しめて,絢 2時間振塗 した (飢歓操作)級,遠心分離 して菌体を集め,一回洗催 し再び

食塩水に多野濁 して 1cc中約20mgになる様にする.菌体茸は1ccとり遠心分離器を用ポて

菌体を集め･∴与れを琴準水で2回洗催 し,80Cで乾燥秤量した･

酸素吸収量測定法. j3

ワ-ルブルク検圧計を用いて測定した･.容器内の組成は次の如 し.J･ か

主 皇

添 加 物 基質添加区 基質無添加区

燐酸援簡液 (pH) 5.0cc 0.5cc

酵母.iB7-濁液 1.0 1.0

蒸 溜 J水

副 重 200//OKOH
(

側 室
/lyoグpl)セ 1)ン

＼又は庶精液

02

∫0.2 0.2

0.2

操作 :反軍温度300,ガス腔は空気 濁度平簡迄 10分間予備振塗をした後,基質を添加

した.反応は基質添加より70分間測定し, Q02の罪出に当っては基質添加後10分から70分

蓬の60分を使用した.

Qo2 -
酸素吸収亜 (グ l)-壷リン又抹庶糖)- 酸素吸収量 (自己呼吸)

酸素吸牧能の比較

乾燥菌体の重畳 (mg)×1(時間)

い l h

Tabユe4及び Tab･fe5にグ 1)セl)ン薦糖に対する冬酵母のQogの値を示 した･Table4

の酵母はグ1)セ1)ンを酸枕出来ないと同時に,グリセ1)ンを資化する事 も出来ない酵母で

ある･与れに属する酵母は,Sacchayomyces,Shizosaccharomycesであるが,殆んど例

外なくこれに含まれる.Table5には主としてグ1)セl)ンを酸牝出来る酵母を掲げ九 此の■

値を見ると,酸化能と資化能が必ず しも一致するものでない事がわかる･グリセ')ン孝酸

化出来るにも拘らず繁殖出来ない酵母が可成存在する.これは他の栄養源の欠乏であると
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憩像される.またグl)セ1)ンを酸化する酵母は総てこれを資化出来 るようである. (こ ｣

に示された Q02の値は絶対的73:ものでなぐ,こ｣に用いられた条件に於ける相対的な値で

ある)ま尭薦糖区は対喪の意味で行ったのであ声が,清酒酵母1(sH)､は グ頼 .)ンを酸

化する事は出来ないが,庶糖に対する酸化能は一般に強い.また 麦酒辞母 (BH)を見る

と,グ リセ.)ン,薦糖兵に比硬的由い.これは酵昏自転が弱っているものと考えられる.

Table5でグ.)セ,)シ区の方が薦糖区よりもQ02が高い酵母が見られることは興味深いこ

とである.
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実験Ⅱ
.ア
}Vコー/V酸化能

上の実験で見る如く
,
Sacch･ayomyces
はグl)セl)ンは酸化出来たbが.
庶糖は湧く酸

化する.この事はこの両者の酸化機構に差がある等を示す.
グリセ1)ンは多価アルコール

であるので
,エ
タノールの酸化能と比密して見た(Tabユe5参照)エタノールに対しては,

いづれの酵母も大きな酸化能を示した.この事もグリセリン酸化が,
ブルコ-ルの酸化と

異る事を示している.
Table5には同時に.
休止細胞の乾燥菌体に依るグ1)セ1)ン酸化能

の値を掲げた
.一
般に乾燥に依り著しい酸化能の低下を見た.

考察

グリセl)ン資化能並びに酸化能を各笹酵母に裁て検討すると,
Saccharomyces.
Shi2-

0saccharomycesは他の酵母から区別出来る.
このことは分類上の一間題となりうる.

他面
,
アルコール醸辞を強力に営む酵母(Sacchayomyces)がグ1)セ1)ンに対して非

活性であるにも拘らず
,
庶糖及びアルコールに対しては強い酸化能を持っていることは,

グ1)セ1)ン酸化が後者のそれと異ると考えられる.
著者等はSaccharomycesがグl)セ1)

ン酸化唐橋の一部を失っているものと想定し,
ErF追及中である
.

結語

東大坂口研究室保存の韓母約300種について,
グリセ1)ンに対する資化能並びに酸化能

を比較検討した
.
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1･Saccharomyces･Shizoseccharol･nyCeS頃唯｢の茨素源と心てグリセリンを貿化

ち,酸化 も出来ない (サツカで､ミた-ス型J. ..Lノ. -

2.他の一般の啓母はグリセt)一ンを酸化出来ても,唯一の炭素源としてダリk_.)ン培地

紅.繁殖出来恵V･,._
･･j fYく1 5J.rlIrミ

3･グ.)セ.)ンLを資化 し.酸搬 出来るの埠産院酵母で奉る (産院酵母軌 il･,

終 りに臨み,終始御暦筏なる御指導を戴きました,.,凍 京大学坂口教授,朝井教授に感謝致します･

(本報昔の要旨は昭和28年4月農学大会にて講演轟表した) 仁
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