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ワイン酵母の育種改良用標識株の造成
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BreedingofStrainswithCounterselectableMarkersfromWineYeast
saccharoTnyCeSCereUisiaeOC-2andSalt-TolerantYeast

Zygosaccharomycesrouxii･
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DepartTnentOfFermentationTechnology,Facultyo/EngineeT･乙ng,

YaTnanaSh乙Un£uersity,Kofu400

A ma]ordlfflCultylnthemanlPulatlOnOfcommerclalstrainsISthelr]ackof

goodcounterselectablemakers･PriortOPerformanceofprotoplastfuslOnbetween

wlneyeastSaccharoTnyCeSCereUisLaeOC-2andsalt-tolerantyeastZygosacchar0-

mycesrouxii,anattemptwasmadetobreedthestrainsWlthselectablemarkersfrom

thesecommerclalstralnSlnthefollowlngWay･

1･Multlpleauxotrophs･HaploldcellofauxotrophlClaboratorystraln工)K-13D(H)

(αhohLSStrplleu2)wasrepeatedlyback-crosedwlthsporeofstralnOC2-MCC4

(slnglcellculturefrom S.cereuisiaeOC-2,recurretparent)wlthaaidofml-

cromanlpulator･TrlPleauxotrophlCSporeClonesfromtheback-crossedhybrldswere

lSOlatQdandcomparedwlththestralnOC2-MCC4 1nfermentatlOnCaPaCltyand

growth･OnechoICeOfthem,stralnB2-1-3A rαhohisStrplleu2) wascompa-

rableto thestraln OC21MCC4 1n CO2 eVOlut10n Of800mg/どcell6h and

maxlmum growthor1577Klettunitsat660nm.

In Z.rouxiL, two auXOtrOphlCStralnSM-1 (ATCC26390,aArg-)and M1

7(ATCC26395,αLys~)WerecrossedbythemassmatlngmethodontheSKG agar

plate･DlploldauxotrophlCSporeClonesfrom azygotlCaSCIOftheobtalnedhybrlds

werelSOlatedandcomparedwlththeparentalstralnSlnNaC1-tolerance.OnechoICe

ofthem.stralnYRll-4A(a Arg~Lys~)wascomparabletothestraln M-7 1n

MICl21%(W/V)]ofNaCl.

2･ResplratOrydeflClent(RD-)mutants.BytreatingthevegetatlVeCellsofstraln

OC2-MCC4 wlthacryflavlne(long/1),636RD一mutantswerelSOlatedwlthhlgh

frequency(muta.tlOnrate99.7%).OnechoiceOfthem,strainRD-26failedlngrowth

onglycerolmediunl,even afterthelnCubatlOnfor3daysat300C wasrepeated6

tlmeSlnYEPD medlum.TheresultssuggestedthattheRD-mutantwasstable.
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著者らは先にワイン酵母の育種改良に必要な基礎研

究として,実用酵母株の倍数性やタリズムを明らかに

Ll), また完全ホモタリズム二倍体であった Saccha-

romycescereuistaeOC12と,醤油酵母Zygosac-

charoTnyCeSrOuXiiについて,栄養要求変異株を使用

して細胞融合実験をし,その融合の可能性を報告し

た2･3)

醸造用酵母の育種改良では 一般の遺伝学的研究と

異なり,これまでに選択によって得られ,保持されて

いる,発酵力が強いというような積極的な特性も.異臭

を生成しないというような消極的な特性もすべて損な

われない様に計画されなければならない.この様な観

点から,ここでは細胞融合に使用する新しい菌株とし

て,ワイン酵母OC 2となるべ く同様な性質で,し

かも多重栄養要求性をもつ haplold株及び安定な呼

吸能欠損 dlplold株の2種頬を造った.他方,接合

相手のZ.rouxiiGこは2重栄養要求株を造った.なお,

栄養要求性を多重にしたのは予想される復帰変異株が

融合株回収に混入する機会を減少させるためである.

また実用株における倍数性は重要であるので,融合研

究用にも倍数性の異なるものが有用であろうと考えら

れる.

実験経過の遺伝解析及び結果について報告する.

実 験 材 料

供託菌株 使用菌株の由来と遺伝子型をTable1

に示 したO ワイン酵母 S.cereu乙S乙aeOC-2であ

るRIFY7187株は,胞子形成率の高い (2%酢酸カ

リウム培地で糾%)ホモクリック二倍体であるl). 今

回は,まず,供試株の遺伝的背景を均一にするため,

顛微解剖器を用いて単細胞培養を行ない,発酵力,増殖

力が実用株RIFY7187株と同等でしか も四胞子形成

率の高い (17%),OC2-MCC4株を分離 し,戻

し交雑の反復親(recurrentparent)として,また,

呼吸能欠損変異株の誘導に供試した.栄養要求性の供

与親 (donorparent)としては,阪大,大嶋研の研究

用菌株DK-13D (H)(α hohis3 tT･Pl leu2)

を用いた.一方,耐塩性酵母 Z.rouxiiとしては,

野田産業科学研究所の森氏より分譲されたM-1 (a

Arg~)(ATCC26390) とM-7 (α Lys-)(A
TCC26395)を親株として供試した.

使用培地 菌体増殖用YEPD培地,胞子形成用

酢酸カリウム培地及び最少培地の組成は既報1)に示し

た.Z.roLLXiiの接合用には,森の方法4)で調製した,

10倍稀釈醤油コウジ汁にグルコースと食塩を5%宛加

えたSKG培地を用い,この培地よりグルコースを除

いたSK培地で胞子を形成させた.なお,Z.rouxi乙
は酢酸カリウム培地では全く胞子を形成しない.OC-

2の呼吸能欠損変異株の誘導には,永井らの培地5)を

用いてアクリフラビン (long/1)処理し,グリセロ

ール培地で欠損株を検出した.発酵力測定には,マ

イセルの培地6)に酵母エキス (2g/1)を加え,特

級の憐敬二アンモニウムでpHの変動を防止 した7).

また,耐塩性試験には,撫機塩頬の影響を除くため,

vandarWaltの基本培地8)に所定の食塩を加え,pH

を5.0に調整 して用いた.

実 験 方 法

接合方法 (1) Sporetocell接合法 (ホモタリ

ズム株×ヘテロタリズム株) 大嶋の方法9)に準じ,

ホモタリズム株の胞子と-テロタリズム株の栄養細胞

を,顕微解剖器を用いて1:1に隣接させ,約 3時間

級.胞子と栄養細胞の接合像 (検境)だけに由来する

架蕗を雑種として分離した.(2)Z.T･OLLXtiの交配法

森の方法4)に準じた.接合型と栄養要求性を相補す

る両親株をSKG平坂上で集団接合 (好気的条件が

必須)させた.Z.rou∬ii用最少培地 (NaCl,0.5%)

平板で選択分離 した雑種は,早期に保存培地 (18%
NaClを含むYEPD液体培地)に移した.

Z.rouxi乙の四分子分析法 S.ceret)is乙aeの胞

子形成法,子のう解剖法,接合型判定法等は既報l)に

示した.Z.rouxiiもこの方法に準じて行うことがで

きるが,Z.rozLXLi特有の処理条件は次の通りであ

る.Z.rozLXiiの子のうには,接合子型子のう(zygo-

tlCaSCl)と,二倍体栄養細胞が造る非接合子型子の

う (azygohCaSCl)がある.前者は,その形態から,

子のう壁溶解酵素による子のう解剖法では,四分子を

.%ろえて回収することが困難であり,また胞子の発芽

率もわるい.したがって,四分子分析には,azygotlC

asciを供試した.この子のうは,前記接合法で形成

した二倍体栄養細胞を,SK平板で前培養し,再び

SK平板に薄く塗布(好気的条件が必要)し,25℃,3

-4日間培養して形成させた･zymOlyase60,000,0･4

mg/ml(カタツムリ消化酵素液では効果が弱い)で,

約30分間夏期室温 (約27℃)で処理すると,屈折率

の強い胞子が,4個かたまっているので,これをS.
ceT･eUisiaeの方法 (ただし,寒天フイルムは,0.5%

食塩と4%寒天を含むYEPD培地)に従って分離し

た.なお,森4)は,子のう壁溶解酵素は胞子の発芽率

を低下させるとして,直接子のうを破壊しているが,

ここでは上記の方法で胞子発芽率82%,四分子回収率
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Tab一e 1.Strajns used.

Strain Genotype Remarks

Saccharomyces cerevISiae
OC2-MCC4 (RIFY★7187)

DK-13D(H)
(osakaUniv.,Oshima)

Zygosaccharomgcesrouxii
M-1 tATCC★★26390)

N-7 (ATCC**26395)

a/αHO/HOMild Single cellculture from

wjneyeast OC-2.HO-homo-

thallic diploid strain.

αhohlS3trplleu2 日eterothallic haploid
strain.

a Arg

α Lys

Arginine-requi ring

haploidstrain .

Lysine-re qu iri ng haploid

strain.

* RIFY : Re search Inst itute of Fermentation , Ya mana shiUni versity.

** ATCC: Am erican Type Cultu re Col lection, Rockvill,Mary la nd, U.S.A.

Table2.Medlaused.

Forz.rouxll ForRO-mutant Forfermentation Forsalt
Components Conjugation Sporulation Inductiona Detection abilitytest tolerance

(SKG-Med･) (SK-Med･) (GlyceroIMed･) (CO2-evolution) test
G一ucose
GlyceroI
Peptone
YeastextylaCt

(Dlfco)
(N H 4 )2SO4
(NH 4)2HPO4
KH2PO4
MgSO4･7日20
NaCI
Agar
DIStilled

water
pH

50.09

50.0g 50.0g
20.0g 20,0g

KE★1000,0mlKE★1000.0m1
5,0 5.0

50.09
20.09

1.8g 1.89
2.0g 2.0g

15g 1.59

10g LOg
O5g 05g

80.09 20.0g

10,0g
5.0g

optiona1
20.0g

1000.0m1 1000.0m1 1000.0ml 1000.0rn1

5.7 5.7 6.5 5.0

a)Addedl0mgacryflavine(C.1.46000)StemllZedseparatelyfromtheothercomponents
* KE:Tentimesdiluted"soysauce-KoJl"extract.

50%を得た.四分子株の接合型は,M-1 (α型) と

M-7(α型)を標準株として前記接合法で接合像の

有無をしらべて判定した.また,栄養要求性は0.5%

食塩を含む Z.T･OLLXii用最少培地 (前記)を基本

培地として S.cereuisLaeの方法に準 じて決めた.

呼吸能欠規変異株誘導法 (アクリフラビン処理法)

永井らの方法5)に準じた.前培養菌体 (約103

cells/hll)を誘発培地 (アクリフラビン10mg/1

含有)10mlに接種し,30℃,3日間静置培養後,その

培養液を完全培地YEPD平板に塗布した.30℃ , 3

日後,出現 した集落を楊枝で,完全培地 とグ リ

セロール培地平板にレプリカし,後者に生育しない集

落を呼吸能欠損株として完全培地より分離した.

増殖曲線作製法 本培養と同じ培地 (7ml)で,

前培養 (30℃,2E]間 240rec/mln,振rT]2cm)し

た菌体を1×105cells/mlになるよう,培地100ml

(500ml容坂口フラスコ)に接種し,振とう培養 (30

℃,150rec/mュn,振巾5cm) した.また,静置培

養では,300ml容三角フラスコを用いた.培地の比濁

皮 (KlettunltSat660nm)を所定の時間毎に Klett

型光電比色計 (伊藤超短波製)で測定し,菌体濃度の

経時変化をしらべた.供試株の増殖力は,増殖曲線の

ピーク,すなわち,最高増殖菌体濃度をもって示した.

発酵力測定法 マイセルの重量法6)により,対数

増殖期の洗浄湿潤菌体 1gが,30℃,6時間の静置培

養で,発酵試験用培地 (8%グルコース含有,50ml)

より発生する炭酸ガス量を測定した.
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Tab一e4.Severalcharacterjsticsofparentalstrainsand

productswithgeneticmarkers.

ev｡昔 ｡n a) sa lt~完冒押 n c e

Strainno. Phenotype (mg/ g cell6h) % (W/V)

S. cerevisiae

Parent

OC2-MCC4
DK-13D(H)

Progenies

YS2-1B
YS2-4B
Bl-814A

B2- 1 -3A
B3- 2-1D

く

7

1

1

′/
】
′TJ
■ハー

RD-mutants
R[ト 26

RD-30

sp ore c一o nes)
st cross

SS0ドCtS

Znd cross
3rd cross
4th cross

Non HO w ild

α ho His-Trp I Leu-

sTrpLeu

α
a
α
a

●l
●l
■ー
●1
.1

H
H
H
H
H

0

0
0
0
0

H
h
h
h
h

isTrpLeu
isTrpLeu
jsTrpLeu
jsTrpLeu

ResplratOry defic iency
Respi ratory defic iency

Z.rouxii

Parents
M-1
M-7

Progenies(sporeclones)
YR11-3B
YRll-4A

aArg
cILys

cLArgLys
aArgLys

800
400

800
500
600
800
300

400
500

100
150

100
150

12
1■

12

12

12

12

12

23
21

20
21

a)MeasuredbyMeissel●smethod. b)MIC:LowestconcentrationofNaCl
atwhichnovisiblegrowthhasoccurredinthemediumafter2weeksat30
Conareciprocalshaker(240rec./min,2cmdisplacement).

耐塩性 (M IC)測定法 vanderWaltの方

法8) に準じた.耐塩性基本培地で前培養した菌体を

所定濃度の食塩含有 (1%間隔)培地に接種 (1

×104cells/ml)した.30cc,14日間培養 した (240

rec/mュn,振幅2cm)級,肉眼で菌体の生育が認

められない最低濃度培地の含有食塩汲度 (MIC)

をもって,耐塩性の限界とした.なお,呼吸能欠損株

は静置培養し,菌株OC-2を同様に処理し対照とし

た .

細胞形態 YEPD培地 7mlで30℃,2日間振と

う培養 (240rec/mュn,振巾2cm)した菌体の走査

型電子顕微境 (SEM)像を観察した.試料作製は,

定法10)によったが,親水化処理した両面テープを支持

体として,グルタールアルデヒド･オスミウム酸二重

固定した菌体を臨界点乾燥し,金 (Au)をイオンコ

ートして検鎖した.

実 験 結 果

S.ceT･euisiaeOC-2の性質を持つ遺伝標識株の育成

1)三重栄養要求株 栄養要求性供与株DK-13

D (H)(ahohiss lrplleu2)を一回親とし,

oc2-MCC4 (a/a HO/HO wlld)を反復

親として sporetocell接合法により戻 し交雑を繰

り返した.この育種過程と,得られた雑種 (罪 l代 :

Ys-2,第2代 ニB1-8,第 3代 :B2-1,第

4代 :B3-2)の四分子分析結果を Table3 に

示した.試験した逓伝形質 (接合型a/α,タリズム

HO/ho.栄養要求性 :HIS-Trp-Leu-)はいず

れも2:2の規則分離を示し,雑種が,aHO+十十

/a hohisStrpllezL2または,ahohis3tT･Pl

lelL2/aHO+++のいずれかの遺伝子型を持つヘテ

ロ二倍体であることが示唆された.雑種からは.接合
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Fig･1･GrowthofSaccharoTnyCeSCeT･eUisiae･
Forthetest,1×105 cells/mlwere

lnOCulated lntO Sakaguchiflask con-

talnlng lOOmlorYEPD medium,and

lnCubatedat30ConareclprOCalshaker

(150rec/mln,5cmdlSplacement)･Standlng
culture(brockenllne)wascarrledoutln

Erlenmeyerflask,300ml･Sampleswere

theparentalstralnOC2-MCC4 (○ ),

ltSreSPlratOry deflClentmutant RD-

26(㊨),andsporeclonesfrom theback-

crossbreedlngSystem 〔YS2-1B (□)

andYS2-4B(I)from lstcrossbreed-

1nghybrid,andB1-8-4A (×),B2-1-3A

B3-2-1D (▲)rrom 1st.2nd,and3rd

backcrossbreedlnghybrlds,respectlVely〕.

FIE-2･ ElectronmlCrOgraphs(SEM)show-

ingcellofparental Strains and their

progenleS Obtalned by the back-Cross

breedlngSystem

Cellsontheadhesivetape(Ryomen-

tape)WereflXed wlth glutaraldehyde

andosmlCaCld,drledlnCrltlCalstate,

coated wlth Au-partlCles ln a JEC-

110010nSputterlng devICe(JEOL)and
examlnedlnaJSM TIOOelectronmlCrO-

scope (JEOL).A:Recurrent paren-

talstraln OC2-MCC4 (a/ a HO

/HOwlld)IB.Donorparentalstrain

DK-13D(H)( ahohisStrplleu2 )

C:AuxotrophlChaploldstralnB2-1-

3A (ahohisstrplleu2),sporeclone

from 2ndback-crossbreedlng hybrld,

showlngClustersofthecells.D:3rd

back-crossbreedlngdiploldhybrldB3-

1(
OC2-MCC4spore α 〃o

B2-ト3A cell a ho hLS3 ErpJ Leu2

showingnoclusterofthecells-Micr0-

graphsaremagnified2,400times.Scale
denoteslOLLm_
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Table5.DetectionofRD-mutantsafteracryflavinetreatment.

strain "TO諾 colonie昌霊 吉edonglyceNr:lgTeo:iEm "ur:;:l;冒7
(A) (B) (B/A)

S･呂冒;三㍍最 ae 638 2 636' 99･7

*SupposedtobeRD-mutants.Therespiratorydeficiency
hasbeenconsistentlymaintainedfor10months.
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Flg･3･GrowthofZygosaccharoTn)′CeSrOuXLi,
1ndlfferentculturemedla.

Forthetest,1×105cells/mlwere

lnOCulatad into Sakaguchlflask con-

talnlnglOOmlYEPDmedlum (solldllne)

ormaltextract(brokenllne),andlnCu-

batedat30ConareclprOCalshaker(150

rec/mln,5cm dlSplacement)･Samples

weretheparentalstrainsMl1(0),M-

7(●)andthelrprOgenleSYRl1-3B(×),

YRl14A (▲).

型を示さないホモタリズム株 (NonHO)と接合型

を示す-テロタリズム株 (a又は aho)の三重栄養

要求怪 (HIS~Trp~Leu-)株が分離されたので,

各代表株の性質をしらべ,親株と比較した.

マイセルの重量法により測定 した発酵力 (CO2発

生量,mg/gcell6h,Table4)は,親株のOC

2-MCC4が800mgであった.これに対し,YS2-

1B(NonHO)は 800mgで同等の発酵力を示 した

が,YS2-4B (α ho)は500mgであった.しか

し,OC2-MCC4との戻 し交雑により ho株の発

酵力は順次回復し,3代目雑種の単胞子株B2-1-

3Aでは,OC2-MCC4と同じ800mgにまで上昇

した.このような戻し交雑に伴なう生理活性の回復は,

YEPD培地における菌体増殖力 (Flg.1)におい

ても認められ,YS2-4B(1079KU)-B1-8

-4A (1457KU)-B2-1-3A(1577KU)となっ

てOC2-MCC4 (1637KU)と同等の増殖力を示

した.ただし,第4代目雑種の単胞子株B3-2-1

Dは発酵力 (CO2 :300mg),増殖力 (1364KU)共

に再び低下した.また,YEPD培地における定常期

の細胞形態を検鏡した結果,菌体の凝集性が戻し交雑

を繰り返すことに強くなることがわかった.しかし,

この凝集性は,二倍体雑種にすると消失した.また,

この凝集性は,走査型電顕像 (Flg.2)から,出芽

痩 (budscar)のほとんどない芽細胞より構成されて

いることがわかり,一倍体の S.cereuisiae で知

られている芽細胞の分離不能11)現像と考えられた.va

nderWaltの方法8)で試験 した耐塩性のMICの測

定値 (Table4)紘,親株と育成 した単胞子株では

大差なくいずれも12% (W/V)前後であった.

2)呼吸能欠損変異株 OC2-MCC4の栄養

細胞を永井の方法5)でアクリフラビン処理 (long/1,

30℃ 3日間培養)し,その細胞集落を638株分離 し

た.分離株の内636株がグリセロール培地に生育せず

(Table 5).高頻度 (変異率99.7%)で呼吸能
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Table 6. Tet rads e g re gation in ascifromhJ′brid YR-1l o f zygosacchraomycesrouxユユ

Characteristics
ofhybrids

Ploidy Genotyp与

2nA ;-

a ,:; 器 皇;eocftedb'

Ascus Phenotyped)ofsporec一one

誉 て ㌃ 匹 迄 ヨ ∴ 1.d a:,9

B C D

4 laArg-Lys~l - Hd αLys aArg

M-1
(aArg-)

YR-11 x
M-7

(ctLysー)

a)MixedcultureonSKGagarplate(seeTable2)at25Cfor3days.
b)Sporulation‥Fourdaysofincリbationat25ConSKmedium(seeTable2)･
C)Represenモativeascl･ d)Lys:LysiTerequired･ Arg:Arglnlnerequlred
Doubley.equlredsporeclonesareshownlnSquare.

欠損変異株が誘導分離できた.得られた欠損株は,

YEPD液体培地で30℃,3日間,6回の植継ぎ培養

をしても呼吸能は回復せず,無作意に選んだ32株をそ

の後,冷蔵庫 (4℃)に10ケ月間保存しても,呼吸能

欠損性は安定に保持されていた.

得られた呼吸能欠損変異株RD-26のYEPD培地

における増殖パターンを,振とう(150rec /mュn,振

巾5cm)と静置(300ml容三角フラスコ)条件でしら

べ,同条件で処理 したOC2-MCC4 (呼吸能正常

樵)と比較した.その結果 (Flg.1),振とう培養

条件が,正常株と欠損株の菌体増殖に及ぼす影響の違

いが歴然と現われた.なお,グルコース濃度8%の条

件では静置培養菌体の発酵力 (CO2 :400mg)は同

条件下における親株OC2-MCC4 (750mg)より

低かった .

Z.rozLXiLの性質を持つ二重栄葦要求株の育成

接合型と栄養要求性を相補するM-1(aArg~)と

M -7 (α Lys~ )をSKG接合培地上で交配

し.交雑株YR-11を分離した.この雑種に胞子を形成

(SK培地)させ,4個の子のうを四分子分析 した結

果 (Table 6),接合型 (a/ α) と栄養要求 性

(Arg~Lys~ )はいずれも2:2の規則分離を示

し,交雑株YR-11は a Arg~ +/α十Lys~の遺伝

子型を持つ-テロ二倍体であると判定した.また,こ

の四分子分析で,二重栄養要求株が2株 〔YRll-

3B (α Arg~Lys~ ),YRll-4A (a Arg~

Lys~)〕分離できた.

分離株の発酵力 (CO2 :100-150mg)や耐塩性

(MIC:20-21%)紘,親株のそれらと同等であっ

た (Table 4).また,YEPD培地における増殖

曲線 (Fig.3の実線)は培養36-60時間で定常期に

入り,増殖力は500KU以下であったが,麦芽汁培地

では (Fig.3の点線),その後も増殖を続けた.この

ような培地別増殖バ ク-ンは,Z.T･OuXiiに特有の

ものであった.

考 察

実用酵母における育種改良の一例として一ワイン酵

母OC-2と味噌醤油酵母 Z.rouxiiの細胞融合を

行うにあたり,まず,これら実用酵母の特性を持つ標

識株の育成を試みた.選択標識には栄養要求性と呼吸

能欠損形質を用いた.

栄養要求株の育成について :酵母遺伝学では,栄養

要求性を利用した選択技術 (プロトトロフ回収法)が

広く利用されている.したがって,標識を持つ研究用

菌株は入手可能であり,交配法によれば,標識導入に

変異原処理は不要である.また,その遺伝子支配が比

較的簡単であることから,戻し交雑法が利用でき,莱

用酵母の持つ有用な性質をある程度損なうことなく標

識の導入ができると考えられる.

ここでは,発酵力,増殖力に優れ,独特の風味を醸

し出す実用ワイン酵母CO-2に遺伝標識を導入する

ため,まず,遺伝研究用菌株DK-13D (H)(α

hohiss trplleu2)にOC12の単胞子培養株

OC2-MCC4を sporetocell接合させ ,得 ら

れた雑種を四分子分析して三重栄養要求性の単胞子株

を2株分離した.その内の 1株,YS2-1Bは増殖

力の弱いホモタリズム株であり,他の 1株 Ys2-4

Bは発酵力,増殖力共に弱い-テロタリズム株であっ

た.一般にホモタリズムは,交配育種の障害となる12).

細胞融合法でも,融合体の形成率は低くなり13),相手

が一倍体の場合は奇数体が出来やすく,遺伝解析が困

難となる.したがって今回は YS2-4B (α ho

hiss tT･Pl leu2)にOC2-MCC4と同等の発

酵力と増殖力を戻し交雑で回復させた-テロタリズム

一倍体株,B2-1-3A (a ho hLSS trpl le乙↓

2)を育成したわけである.戻し交雑をこれ以上繰り

返しても,OC-2の形質は強くならず,逆に低下 し

たが,これは回を追うととに強化された細胞の凝集性

によると考えられた.しかし.この凝集性は.二倍体
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雑種にすると消失 したので,この性質は育種プログラ

ムに大きく影響することはないと考えられた.また,

劣性の栄養要求性は,高次倍数体の多い実用酵母への

付加が困難14)とされているが,供試株OC-2は二倍

体であり,また戻し交雑法で問題となる雑種の胞子形

成率や発芽率の極端な低下15)もみられなかった.

一方,Z.T･OuXLiについては,接合型と栄養要求性

相補の菌株〔M-1(aArg~),M-7(α Lys-))

を入手 し,これらを親株として10倍稀釈醤油コウジ汁

寒天 (SKG)平板交雑法で,二倍体雑種を造 り,そ

の非接合子型子のうを Zymolyase60,000で処理 して,

二重栄養要求性の単胞子株 〔YR11-4A (αArg~

Lys- ),YRll-3B (α Arg-Lys~ )〕を育

成した.育成株YRl1-4Aは親株のM-7と同等の

耐塩性と増殖力を持っていた.

以上のように,ワイン酵母OC-2の強い発酵力,

増殖力を持った栄養要求株,B2-1-3A (aho

hiss trpl leu2)と Z.rouxiiの特性 (耐塩

性)を持った栄養要求株YR11-4A (aArgJLysー)

を育成することができた.これらの菌株を細胞融合さ

せ,栄養要求性を相補した融合体を最少培地で,選択

分離することにより,予想される復帰変異を防止 しな

がら,低頻度でしか出現 しない属問雑種株の回収を可

能にすることができると思われる.

呼吸能欠損変異株の育成について :細胞質性の呼吸

能欠損形質 (Rho~)は,倍数性に関係なく比較的簡

単に誘導 (アク リフラビンやエチジウムブロミド処

哩),検出(グリセロール培地法)され,しかも,正常株

との細胞融合があれば,核融合を伴わなくても呼吸能

は回復する.したがって,この Rho~ は高次倍数体

｢ 告 ∴ .::-一昔 ∴ 工 ＼∴ -.L.::i:十

こ､では,ワイン酵母OC-2をアクリフラビン処

理することにより,高頻度 (変異率99.7%)で,安定

な呼吸能欠損変異株を誘導分離した.欠損株における

遺伝子型 (Rho~, Pet-, Cyc~, Pop~)の判定

は,最終的には遺伝解析19)によらなければならないが,

永井20)はアクリフラビン処理で,死菌の増加もなく高

頻度で得られた欠損株はミトコンドリアDNAにおけ

る欠損とみなしており,ここで得られた欠扱株も細胞

質性 (Rho~)であろうと推察される.

得 られた欠損株RD-26の菌体増殖力を正常株,

OC2-MCC4と比較 したが,振とう培養はその差

を明確に示す方法であった.この結果は,Johansson

らの報告21)にも一部みられるものであり,グリセロー

ル培地法と共に,育種プログラムにおける欠損株の判

定に役立つ.

ワイン酵母OC-2の呼吸能欠損,ZT･OuXii の

栄養要求性及び最少培地を組み合わせても,融合体の

選択システムとすることが出来る.

細胞融合雑種については安定性のはか,両親の特性

が弱まる問題があり,融合用株についてもhaplold,

dlploid等の株を検討する必要があり,造成株はその

材料になると考えられる.

要 旨

ワイン酵母 ShccharoTnyCeSCereUisiaeOC12

と耐塩性酵eZygosaccharom)′cesT･OLLXiiとの雑種形

成にあたり,これら酵母の特性を保持した標識株の育

成を試み,次の結果を得た.

1.多重栄養要求株 :遺伝研究用株,S.ceT･eUisiae

DK-13D(H) (α hohis3 trpl leu2)にワ

イン酵母OC-2の単細胞培養株OC2-MCC4

(α/α月~0/月~O wュld)を繰 り返 し戻 し交雑

(sporetocell接合)させ,得られた雑種の四分子株

の中から,OC2-MCC4と同等の発酵力 (CO2

800mg/gcell6h)と増殖力 (最高増殖菌体濃度,

1577KlettunltSat660nm)を持つ三重栄養要求株

B2-1-3A (αhohiss lrpl leu2)を選択

分離した.また,Z.roux乙tでは,M-1(ATCC

26390,a Arg~ ) とM- 7 (ATCC26395 α

Lys~)の二倍体交雑株を育成(sKG平板上で混合培養)

し,その非接合子型子の う (SK平板上に形成)を

Zymolyase60,000で処理して四分子を回収し,その中

からM-7と同等の耐塩性 〔MIC:21% (W/V)〕

を示す二重栄養要求株,YRll-4A (αArgーLysー

を選択 した.

2.呼吸能欠損変異株 :OC2-MCC4をアクリ

フラビン (C.Ⅰ.46000)処理 (long/ 1, 30℃ ,

3日間静置培養)し,高頻度 (変異率99.7%)で得 ら

れた欠損株636株の中か ら無作意にRD-26株を選択

した.なお,この欠損株の呼吸能はYEPD培地で,

30℃,3日間,6回の植継ぎ培養を繰り返ししても回

復しなかった.

終りに,故重な菌株を分相していただいた大阪大学大嶋泰

治教授.野田産英科学研究所森治彦博士,電顕写真根影に協

力して頂いた飯野茂光技官,並びに実験の一部を担当された

萩原浩君に感謝いたします.
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