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文献

は　じ　め　に

　人類は出現以来，大自然の動植物を主な食料としつつ生活し，それは現在も基本的には何ら

変わっていない。食料の確保には限られた土地で収獲迄には労力，月日を要し，しかも時には

異常気象による不作，食料分配の不備，人口増等々の諸因子により常に安定した食料供給がな

されるとは限らず飢餓への恐怖，苦しみは地球上から消え去っていない。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1’v5）
　近年，炭化水素資化性微生物に関する研究が報告されているが筆者等は通常の動物性食品，

植物性食品以外に微生物菌体の食料，微生物からの食品生成こそ飢餓を防ぎ，蛋白質資源不足

の現況を解決し，人類における未来象をえがく重要な基盤であると考え，安価なものより得ら

れることを期待して，変岬町を唯一の炭素源として生育し得る酵母に着眼し，探し求めていた

ところ，これを土から分離することができた。そしてその菌を同定し，その培地として海水も

利用できるよう期待して，耐塩性をも検討し，．これに対する若千の知見も得た。又，二炭素源
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培養にみられる拮抗現象についても検討して培養への条件を探索することにした。更に得られ

た菌体から蛋白質を抽出分離し，蛋白性食品開発への基礎とすべく計画し，蛋白質も分離し

た。このように土から分離同定したCandida　troρicatis　OT－65酵母の諸性状を明きらかに

し，変敗油から蛋白質の分離までの一連の研究を進めることができた。今後こそ検討しなけれ

ばならない要素も多いが，本報では総説として菌の分離から脂質を炭素源として利用し，菌体

蛋白を得るまでの経緯をまとめることにした。新しい食品が変敗油からの酵母蛋白として無限

に生産され，世の蛋白不足を解消し，更に高度の蛋白性食品づくりに役立つことを念願してや

まない。

　　　　　　　　　　　　　6，　7）
1　炭化水素資化性菌の分離

　大阪周辺の炭化水素（石油）が常に浸透している車庫内や道路上の土を数種採取し，表1の

如き組成をもつ培養基を調製し，図1に示した方法で分離を行なった。つまり500ml肩つき

フラスコに培地を50ml分注し，常法の如く120。C　15分間の高圧蒸気殺菌を行なった中に，

　　　　　　　　　　　表1　炭化水素資化性微生物分離用培地の組成

for　yeasts　＆　molds　for　bacteria

Kerosene

Liquid　paraffin

NH，NOs

KH2PO，

K，HPO，

Mgso，．7　H，o

Tween－20

Tap　water

pH

35．Og
35．　0　g

5．　Og

2．59

1．　Og

O．5g

LOI
5．　0

35．Og

35．Og

5．　Og

2．　5g

LOg
O．　5g

LOI
7．　0

　　　　　　　　　Isolation　sources
　　　　　　　　　　　s　　　　　　　　　　　　lg　per　50　ml　of
　　　　　　　　　　　　isolation　medium
　　　　　Shaking　culture　（5　days）
　　　　　　　　　　　　1　platinum　loop　per　10　ml　　　　　　　　　　　t
　　　　　　　　　　　　of　isolatiom　medium
　　　　　Shaking　culture　（2　days）

　　　　　　　　　　　t

　　　　　　　　lst．　plate　culture
　　　　　　　　　／　×
　　　　　　　　／　　　×
．Shaking　culture　（2　days）　Shaking　culture

　　　　　　　，
　　　2nd　plate　culture
　　　　　　　；
　　　　　purity　test
　　　　　i　　　X
failed　in　purity　test　stock　culture

　　　　　　　　図1　分離の方法
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土19を投入し，30。Cで振とう培養を5日間行い，次に30　m1試験管に10　mlつつ分注した

表1の無菌培地中に1白全町を移植し，前同様の条件で2日間，振とうの後，表1の培地に2

％寒天を添加し30ml試験管に15ml分注し殺菌した培地を45。Cに溶融した中に，一白全

耳移し入れ，2本3本めの試験管に一白金山つつ希釈し，各々シャーレーに移し入れ，30。Cで

固体培養にかけ，数日後，出現した各種コロニーから一白全州つつ液体培地10mlにそれぞ

れ移植，2日間振とう培養の後，再び固体培養にかけて，出現したコロニーについて，先と同

様の操作を繰り返し，purity　testを経て，表2の如き酵母菌とバクテリア数種分離し，最も

生育の旺盛なKY－11株について次にその同定を行なった。

　　　　　　　　　　　　　表2　土から分離した酵母菌及び細菌

酵　母　菌 細 菌

KY－9（生育すぐれず）

KY－10（生育旺盛ならず）

KY－11（生育旺盛）

KB－1（黄色菌体）

KB－2（微赤色菌体）

KB－3（色素なし）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）
2　炭化水素資化性酵母KY－1　1の同定

　前述の如く分離した酵母菌KY－11株についてvegetative　cellの形態，　vegetative　pro・

ductionの形式，　true　myceliun・pseudomycelium形成の有無，糖類のfermentation　test
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9，　10）
及びassimilation　test，硝酸塩のassimilation　test等について成書を参考に各々次のよ

うにして同定を行なった。

（1）vegetative　ce11の形態及びvegetative　productionの形式

　表3のYM培地に本菌を25。C　3日間培養の後，　vegetative　cellを検鏡した結果，図2の
（10）

2のような卵形，楕円形がみられた。更にLinder氏小滴培養法に準じ，単一の細胞体を得，

これから出発してvegetative　produtionを顕微鏡観察した結果，　buddingによる形式であ

ると判明した。

　　　　　　　表3　YM培地（peptone・yeast　extract・malt　extract　medium）

peptone　・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

yeast　extract　・・・・・・・・・…

malt　extract　・・・・・・・・・…

glucose・・・・・・・・・・・・…　一・・・…

dist．　water・・・・・・・・・…一…

・一・・・・…一・一一・・一・一・一・・・・…一・一 Tg
・一・…一・…一…一・・一・……一・一一・ Rg
一・・…一・一・…一・一・一・一・・・・…一・一 Rg
一一一一・一一・一一一一・一一一・一一・一・ P0g

一・…一・一・・・…一・一・・・・・…一
P，　ooO　ml

（2）pseudomycelium，　true　mycelium形成の有無

　シャー一　v一　PrcU￥ガフス俸を入れ，これにスライドグラスを1～2枚のせ乾熱殺菌してお
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誤ρ
　　　　　1

　　　　2

3

0く×）
　　　　　4
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図2　栄養細胞の主な形態

4
3
ゲ7

1．球（円）形，矩卵形globose（round），　spherical，　short－oval：Saccharomyces，

　ToruloPsisなど多くの属
2．卵形，楕円形，長楕円形ova1，0void，　elliptical，　Iong－oval：Pichia，　Candidaな

　ど多くの属
3．伸長形，円筒形，ソーセージ形elongate，　cylindrical，　sausage－shaped：Schizosa・

　ccharomyces，　Pichia，　SaccharomycoPsis，　Candidaなどいろいろの属

4．レモン形1e皿on－shaped，　apiculata：Saccharomycodes，　Hanseniaspora，　Nadso．

　nia，　Kleeckeraなどの属

5．尖頭楕円形ogive－shaped：Dekkera属，　Brettanomyces属

6．三角形triangular：TrigonoPsis属　　　　　　　　・
7．ビン形bottle一・shaped，　flask－shaped：Pityrosporum属

き，別に剥皮，磨細した馬れい薯1009を水道水300ml中1＝　5～7時間浸漬し，ろ過したろ

液230m1にGlucose　209，　Agar　209を加え，更に水を加えて11とし，高圧蒸気数菌釜

で120。C　15分間殺菌して得た馬れい薯：，グルコース寒天培地の溶解したものをシャレーにとり，

先のスライドグラスを溶解培地中に浸し，直ちに引き上げ，元のU字ガラス棒上におき，培地

の固化をまって，これに本菌を軽く押しつけ，シャレ一中には乾燥防止の為に殺菌水を入れ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10）
20～25。Cで7日間培養後，裏面の寒天を除き，顕微鏡観察した結果図3の3の如きpseudo一

mycelliumの形成が認められた。
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（3）spore形成の有無

　酵母に於ける胞子の形成は，分類に於いて最も重要な指標の一

つである。ascospore形成をみる為に石膏培地による培養を試み
　　　　　　　10）
た。つまり，図4の如き石膏ブロックを準備し，煮沸殺菌したも

のを予め殺菌した大型シャーレーに入れ，殺菌水を石膏ブロック

が半ば露出する程度に加えて表4のMillerらの胞子形成用前培

地で2～3回前培養し，液体培養の上澄液を流出した残りの菌体

を白金耳で石膏上におき20～25。Cで培養した結果，　ascospore

の形成は認められず，又ballistosporeの形成もみられないこと
　　　10）

グ
じ

。（
ミ
畿

図4　石膏培養法

2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10）
から表5より本菌は無胞子酵母類に属することが判明したが更に表6のCryptococcacaeの

分類体系のいずれに属するかについて，実験を行ないgenusを決定し，続いてspeciesを

決定した。

　　　　　　　　　　　　表4　Millerらの胞子形成用前培養培地

glucose…　一．・・・・・・・・・・・・・・…

yeast　extract・・・・・・・・・・…

Kcl・一・一・一・…一・…一一…一・

（NH‘）2SO4　・・・・・・・・・・・・・…

KH2PO，　・一・…一・一・…一一

MgSO，　・一・一・・・・・・・…一・一

dist．　water・・・・・・・・・・・・・…

…一・一・一・一・・・・…一・一・…一・一… Q0g

H．”””””””．“．”．”．・一一一一一・ P0g

”．””一一・一・一・一・一一・一…一一一・ @2g

一・一一・一・・一・一・一・一・一・一一一一一・@2g
・一・一一・一・一一一・一・一・一一・一一一一・@2g
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・… n．5g

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・… P，　OOO　m1
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表5　酵母の検索表

A．子嚢および子嚢胞子を形成する…………有胞子酵母類Saccharomycetaceae

B．小柄上に射出胞子を形成する……………射出胞子酵母類Sporobolomycetaceae

C．子嚢胞子も射出胞子も形成しない………無胞子酵母類Cryptococcaceae

表6　無胞子酵母類（asporogenous　yeasts）の分類体系

　Cryptococcaceae

　　I　Cryptococcoideae

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　CryPtococcus

　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　ToruloPsis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　PityrosPorum

　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　Brettanomyces

　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　Candida

　　　　　　　　　　　　　　　　　　6　Kloeckera

　　　　　　　　　　　　　　　　　　7　TrigonoPsis

　　皿　Trichosporoideae

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　TrichosPoron

　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　Geotrichum＊

　　M　Rhodotoruloideae

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　Rhodotorula

　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　Dioszegia
＊酵母として取り扱わず不完全菌類として扱うことが多い。

（4）糖類の発酵性試験（sugar　fermentation）

　11の水道水に2009の圧搾パン酵母と少量の卵アルブミンを入れて120。Cで15分殺菌し

た液を温いうちにろ過して得られた清澄な酵母抽出液にglucoce，　saccharose，　maltose，

1actose，　galactoseを各々2％濃度に，　raffnoseを4％濃度になるように加えて調製した培

地をEinhorn管に入れ120。Cで15分間殺菌した液体培地中に本菌を移植し，25。Cで培養，

毎日観察した結果，1週間以内にglucose，　galactose，　saccharose，　maltoseに於いてはガ

ス発生が見られたが，lactoseに於いては2週間たってもガスの発生は認められなかった。又

raffinoseに於いては，ガス発生の有無は断定し得なかった。

（5）糖類の資化性試験（Sugar　assimilation）

　表7のa液の10倍液0．5ml殺菌水4．5mlとb液の100倍液0．05　mlを試験管に採り，本

菌懸濁液の一滴を加え，同時に無炭素源対照培地にも同様に接種し，これらを25。Cで2週間

培養し，遠心分離機で菌体を沈デソさせ沈デン物の多少により対照区との間の生育の差を比較

した結果，glucose，　galactose，　saccharose，　maltoseは資化されたが，　raffinoseは資化

されなかった。

（6）硝酸塩の資化性試験（potassium　nitrate　assimilation）
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表7　糖類の敵意試験用培地組成

　　a液
（NH，），SO，・・・・…一一・・一一・・O．　5％

KH，PO，　・一・・・・・・・・・・・…一・O．　1

Mgso，　・　7　H20・・・・・・…o．　os

CaCl，　・　2　H20　・・・…一・一〇．　Ol

NaCl　・・・・…一・一・・一一・・一・・O．　01

carbon　source・・・…　一・・O．5

　b液（ビタミン溶液）
biotin・一一・・一・一・・一・・一・…一・一…　一・一2　ptg

Ca－pantothenate　・・・・・・…一一・400

inositol　・一一…　ny・・・・・・・・・・・・・・…　2，　OOO

thiamine　HCI・・…一・一・・一・・・・…400

pyridoxine　HCI　・；・・・・・・・・・・…400

nicotinic　acid　ny・・・・・・・・・・・・・・…　400

P－aminobenzoic　acid　・・・…200

riboflavin・・・・・・…　一一一・・・・・・・・・…　200

dist．　water　・…一・・・・・・・・・・・・・…10　ml

　表8のa液の10倍液0．5ml，殺菌水4．5mlと表7のb液の100倍液0．05　mlを試験管に

とり，本試験とし，一方，対照用として表8のa液のKNo，の代わりに（NH4）2So40．1％含

有の対照培地及び無チッ素培地を準備し，糖類の資化に於けると全く同様に，本菌懸濁液をL

滴加え，25。Cで2～3週間迄培養し，生育の差異をみた結果，硝酸塩培地には生育がみられ

表8　硝酸塩二化試験用培地

a液
glucose　・一・一・…　一・・…　一…一一・

KH2PO4・一・・一．．．．．．．．．．．．．．．．．．

MgSO，　・7H，O　・・…一・一一・…一

CaC12　・　2　H20　t一・・…一・・・・・・…

NaCl一一・・・・…一・一・・一・・一一・一・・・…

KNO3（JIS特級）…………

”．．．．．””．．”””“”．”…””．一
P60

…一一一…一・・・・・・・・・・…一・・・… n．1

．．．，．…．．．．．．”．．．．．．．．．・・・… @O．　05

・一一一一一一・一一・一一…一一・
n．　Ol

…一・・・・・・…一・…一・・…一・一 Z．Ol

・一一・・・・・…
@一・・・・…　一一・・・…　O．　078

表9　無胞子酵母類の検索表

1a．カロチノイド性色素を生成する………………………………・…・・……・………’…・…………2

　⑤カロチノイド性色素を生成しない…・・…………・・………・………・…・…・…………・…………3

2a，細胞は直接出芽により増殖………………………………・…・・……………………Rhodotorula

　b，細胞の出芽は小柄でおこなわれる………・……・…・…・……・………・…・…・……・…Dioszegia

3a．分裂子を形成する…・…………・…・…・……・………・…・…・…………・一………・……………・4

　⑤分裂子を形成しない…・………・…・…………………………………・……………・……・………5

4a．出芽細胞を有する　・…………・……・………………………・…………・・…………TrichosPoron

　b，出芽細胞を作らない………………・………………・…・……・…………・’…………Gθo’o万σκ〃2

5a．細胞はビン形，極出芽と分裂により増殖・………………・・…………・・……・…PityrosPorum

　b．細胞は三角形または楕円形，極出芽と多極出芽により増殖…………・……・…・　TrigonoPsis

　c．細胞はレモン形，両極出芽により増殖・…………・……・…………・……・・…………Kloecleera

　d．細胞は楕円形，伸長形，特に特徴ある尖頭楕円形をなす。強い生憎能がある。
　　　　“．．．．．．．．”．．．．．．．．．．”．．．．．．．．．．”．H．一．”．”．．．．”・…一・一一・・一・・・・・…t一一・・…・・・…一・一Brettanomyces

　◎　細胞は多極出芽により増殖する．球形，楕円形～伸長形……………・…・…・……・………・・6

6④常に駄駄紐形成し齢を形成する・とがある……一一・…・……一一・一ICandid・1

　b．菌糸，偽菌糸を形成しない…・……・………・・……………・…・………・…・……・………………7

7　a．細胞は英膜に覆われ，コロニーは粘稠。澱粉類似物質を生成する。一…・…・　CryPtococcus

　b．細胞は黄膜を作らない。澱粉類似物質を生成しない…………・・…・………………ToruloPsis
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なかった。

以上（1）～（・）迄の実験，観察結果をもと…表’g），1。、。照らし励せた結果C，yp，。。。ccace－

aeに属するCandida　tropicalisであると判明したので，発見年代と著者らめ頭文字をとって

KY－11株をCandida　tropicalis　OT－65と名づけた。

表IO　Candida属の種の検索表

Sugar　fermentation NQ　sugar　fermentation

Glucose Gluose

CGalac－
狽盾唐

Glucose

raccha－
窒盾唐

Glucose

laltose

GIUCQse

falacto－

唐?

raccha－
窒盾唐

Glucose

falact－

盾唐?

laltose

Glucose

ra㏄ha－
窒盾唐?

laltose

Glucose
fatacto－
唐?

raccha－
窒盾唐?

laltose

Glucose
falacto－
唐?

raccha－
窒盾唐?

kactose

Glucose

falactQse

raccharose

laltose

≠唐唐奄高奄撃≠狽?

Glucose

faIactose

raccharose

laltose

kactQse
≠唐唐奄高奄撃≠狽?

Nitrate

≠唐唐奄高奄撃≠狽?

Nitrate

獅盾煤@assimilated

Saccharose
??窒高?獅狽?р

bells　large

i5～9）x（6～12）μ

獅潤@chlamydo

唐垂n「es

Saccharose

veakly
??窒高?獅狽?р

bells　smaller

bhlamydo
唐垂盾窒?

Maltose

uerys　hght
??窒高?獅狽≠狽奄盾獅

raccharose
唐撃盾翌撃凵@but

翌?撃撃

ermented�

lightf

?高?ﾅtationo

?@Saccharosea

獅п@Maltose�

seudomycelium“

ｨco」・溺αM

№bO諺・溜0‘desC

ｿη配α”Type�

seudQmyceliump
唐撃高奄狽奄魔?撃凾р

velopedbr
≠獅モ??рモ?≠奄獅唐盾?

@blastspores��

　tropicalis

置γOP‘c（漉sりαγ．

lamうica
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脂質資化性酵母Candida　tropicalis　OT－65の性状と利用について

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11’v13）
3　Candida　tropicαlis　OT－65の油脂に対する二化

（1）各種油脂炭素源に於ける生育状況

　Candidaに属する本菌は炭素源として糖類よりもむしろ脂質を資化する傾向が強いことか

ら新鮮なサラダ油，自動酸化させたサラダ油，大豆油，醤油製造時に得られるしょうゆ油，米

ヌカよりエーテル抽出して得た米ヌカ油，煮取り法により得たいわし油，いかなご油等の植物

性あるいは動物性の油等を炭素源として加えた表11の培地に本菌を移植，29。Cで72時間振と

う培養した本菌の生育状況は表12に示される如く，植物性油をよく資化し，しかも新鮮な油よ

り以上にやや変高した油の方が利用しやすい傾向にある。しかし又，イカナゴ油やイワシ高等

の魚油を炭素源として用いた培地では，園圃しゃすい不安定な油にも拘らず植物性の変敗油に

等しい生育がみられなかった。このように本菌は脂質資化性菌でありながらも全ての油脂を利

用するのではなく油の特質によって利用上の差がみられる。本菌が油脂を乳化するにあたって，

　　　　　　　　　　　　　　表11　油脂培地の組成

炭素源（各種油脂）………・…………………一…・0．25Mol

NH，NOs・・一・・・…’”””””””

KH2PO，　・…．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

MgSO，　・　7　H，O・・・・・・・・・・・・…

Tween－20　・…一一・・・・・・・・・・…一一

Distilled　water・・・・・・・・・・・…

pH　一・・一・．．．．．．…．．．“．．．．．．．”

一一一一一・一…一一一一一一・…一 U．6g

一一一一一一一・一一一・一一一一・一 Q．5g

”””．”””””H”．“””．．・一 P．Og

一一一・一一・一一一一・一一一・一一一 Z．5g

－t一一J一一一一一一一一一一一一一－一一t一一一一一一一一一一一一一一一
P1

’”・・’・…
@一・一一・・・…　一一一・・一・一…　5．0

表12　各種油脂炭素源に於ける生育状況

炭 素　　源
0．1

菌 体 　量（P．C．V．　ml／50cc）

O．2　　　　　0．3
愚 I　　　　　　　l

しょうゆ油 」0．65

植
米 糠 油 0．35

物 変敗サラダ油 0．20

油 新鮮大豆油
0．18

新鮮サラダ油 0．15

魚 イ ワ　シ 油 ■■qo5

油 イカナゴ油 置qo1
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　　　　　　　脂質資化性酵母Candida　tropiCalis　OT－65の性状と利用について

どのように利用するものであるかを追究することは興昧深い問題である。即ち，油脂そのもの

を主として利用するものであるのか，あるいは脂肪酸部を利用するものであるのか，もし脂肪

酸部を利用するものだとすればどのような脂肪酸をよく利用し，どのような脂肪酸を余り利用

しないかなどについて明きらかにする必要がある。そこで先ず各種油脂類のなかで最も生育の

盛んであったしょうゆ油についてその源である大豆油と，どのように異なるかを対比しながら，

しょうゆ油の性状を探り，本菌生育の条件を探る資料とする為，検討した結果を次項に記する。

尚，しょうゆ油に次いで生育のよかった米ヌカ油と，最も生育の悪かったイカナゴ油の特性に

ついて詳しく検討した結果は本研究論集第16巻に記した。

　　　　　　　　　14）
（2）しょうゆ油の性状

　①しょうゆ油と大豆油の一般的性状の比較

　炭素源として用いるしょうゆ油は，兵庫県竜野市，丸天醤油株式会社にて，淡口醤油製造時，

得られるしょうゆ油を採取直後，受領し，持ち帰って直ちに水洗，脱塩し，常法の如く，エー

テル抽出し，エーテル溜去後，供試品となし，大豆油は島久製薬株式会社の精製大豆油を購入

し，供試品とし，各々，酸価（A．V．）過酸化物価（P．0．　V．）ヨーソ価（1．　V．）ケン化価

（S．V．）及び不ケン化物含有率を求め，それぞれの一般的性状を比較した結果，表13に示され

る如くである。しょうゆ油は，淡口醤油の原料である丸大豆に由来するものと見倣され，大豆

油に較べてその酸価が特に大きく醤油製造工程中に如何に大きく酸敗しているかが伺われ，加

熱処理，微生物の作用，圧搾空気でモロミを圧搾する場合の空気による自動酸化等と，幾多の

要素がからんで大きく変平していることがわかる。

表13　しょうゆあぶら及び大豆油の各種測定値

「＼　　　　油の種類
　　　　xx
項目　　＼

しょうゆあぶら 大　豆　油

酸 価A．V． 52．　3 O．6

過酸化物価P．0．V． 20．　1 8．　5

ヨーソ価1．V． 138．　2 129．　7

ケン化価S．V． 172．　6 191．　0

不　ケ　ン　化　物　量
1．81aOo　1

O．　6％

　②しょうゆ油及び大豆油のカラムクロマトグラフィーによる比較

　しょうゆ油及び大豆油はそのまま及び常法の如くケン化して，混合脂肪酸を得，供試品とし

た。内径2cm，長さ50　cmのカラムクロマトグラフィー用ガラス管にカラムクロマトグラフ

ィー用シリカゲル209を充填し，固定相には20％メタノール，ベンゼン溶液40　mlを使用し，

試料をそれぞれベンゼン10m1石油ベンゼン10　mlの混合溶液に溶解して注ぎ，石油ベンゼ
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　　　　　　　　脂質資化性酵母Candida　tropicalis　OT－65の性状と利用について

ン40ml，2％メタノール・ベンゼン40　m1，エーテル40～70　m1の順に展開後，溶出液5ml

ずつを分取して0．01N－NaoH・アルコール溶液にて滴定し，比較検討した結果は図5，6，

7に示される如く，しょうゆ油は大豆油に較べてモノマーの部分が大部分を占めるほど多くな

・ており・ダイマーその他の紛噸る少くな・ている・・れ繭表13にみる如く　u，ようゆ油

と大豆油の一般性状が大きく異なっている内容とよく一致している。
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　　　　図6　大豆油から得た脂肪酸のカラムクPマトグラム

　尚，移植培養後のしょうゆ油について無移植振とうした対照用のしょうゆ油とを本法によっ

て対比した結果は図8に示される如く，移植し，本菌の生育したものはモノマーの部分が少量
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　　図7　ショウコ・あぶらから得た脂肪酸のカラムクロマトグラム
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　　図8　培養後のショウユあぶらのカラムクロマトグラム

×一×　しんとう培養後のあぶら　　x……×　対照用のあぶら

化されていることから本菌は炭素源として主に，しょうゆ油のモノマーの部分を利用している

ものと思われる。しかし培養後も，相当量のモノマーが残存しているが，これらモノマーが質

的に変化を受けているものかどうかについては脂肪酸の分析が必要となる。

　③しょうゆ油及び大豆油のガスクnマトグラフィーによる比較

　しょうゆ油及び大豆油からそれぞれ混合脂肪酸を調製後，これを常法の如く，エチルエステ

ル化して供試品とした。ガスクロのカラムはポリエチレンサクシネートを用い，温度は190。C

に設定し，Heガスを使用，流速は30　ml／min．の条件下で分析，試料は6μ1を注入して得

られた結果は図9，10に示される如く，しょうゆ油から得た混合脂肪酸エステルではCs，　C・・，
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。

　　　　　　　図9　醤油あぶらから得た混合脂肪酸エステルのガスクロマトグラム

C、2，C、4の低級脂肪酸の存在が明きらかであり，　palmitic　acid，　palmitoleic　acidなどの

含有率が大きい。これはLinoleic　acidが主要部を占め，　C8，　C、。，　C、2等の低級脂肪酸があま

りみられない大豆油と較べて脂肪酸組成が大きく異なっており，大豆を主な原料として製造す

る長い熟成期間中に大豆の油が質的に大きく変化していることがうかがえる。

4　Glycerin及び各種脂肪酸の資化

　本菌は炭素源としての各種油脂培地に於ける生育のパターンがそれぞれに異なる理由の一つ

に，構成脂肪酸が異なることを挙げることが出きるかもしれないと前に記したが，Glycerin

及び脂肪酸資化の状況を検討することにした。
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図10大豆油から得た混合脂肪酸エステルのガスクロマトグラム

（1）Glycerinの資化

　前記表11の培地に炭素源としてglycerinを用いて，本菌を移植し，300Cで培養した結果

は図11に示す如くで，91ycerinに於ける増殖は微々たるものである。従って各種glyceride

の資化に当っては主としてその構成脂肪酸を用いているものと推測され，構成脂肪酸の質と量

によってそのglycerideの資化が左右されている面もあると考えられる。

（2）各種脂肪酸の資化

　各種の飽和脂肪酸，不飽和脂肪酸，高級脂肪酸，低級脂肪酸などをそれぞれ炭素源にglyc・

erinに於ける培養と全く同様に本菌を移植，培養し，72時間後に得られた生育状況の結果は図

12に示される如く，脂肪酸によってそれぞれ異なった傾向を示している。但しこれは72時間の

培養結果であるから成育曲線の異なる各脂肪酸についてこの図から一律に論ずるわけにはいか
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図11　グリセリン培地に於ける菌体収量

72

　　　　　　　Oleic　acid

　　　　　　Palmitic　acid

　　　　　Myristic　acid

　　　　　　Stearic　acid

　　　　　　Linoleic　acid

　　　　　　Caproic　acid

　　　　　Caprylic　acid

　　　　　　　　　　　　o　’　o．1　o．2　’…”…”Ri：．’！13

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cell　yield（ml）

　　　　　　　　　図12　各種脂肪酸培地におけるKY－11の菌体収量（72時間後）

ないが72時間の時点に於いてはOleic　acidが最もよく資化され，　Palmitic　acid，　Stearlic

acid，　Myristic　acidもよく資化されている。これに対してLinoleic　acid，　Caproic　acid，

Caprylic　acidに於ては全く増殖がみられない。．

　高級飽和脂肪酸を資化し，二重結合1つある01eic　acidを資化するが，それ以上に不飽和な
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図14　リノール酸培地における培地

　　　性状の変化
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図13　リノール酸及びリノール酸メチルエステル

　　　培地に於ける菌体収量（96時間後）

　　　A……リノール酸培地
　　　B……リノール酸メチルエステル培地
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　　図15　オレイン酸培地における菌体収量

Linoleic　acidは資化されないこと，又，　飽和であっても，炭素数の少ないCaproic　acid

やCaprylic　acid等が資化されないことなどは興味深い問題であり，更に資化されないとい

うよりも発育阻害物質として作用すると思われる。

　Linoleic　acid培地で全く増殖がみられないにも拘わらず，図13に示されるが如く，　Lino・

lic　acid　metylesterを炭素源にした場合は増殖がみられることからLinoleic　acidそのも

のが資化されにくいのではなく，非常に不安定で培地中で性状が変化しやすく生育阻害をな：す

ものと思われる。事実，図14にみられる如く，過酸化物価の激増と水層部pHの低下が大き

く生育にわざわいしているのではないかと思われるが今迄の研究から本菌はpH低下に強い

耐性をもっていると見倣せるので主原因は過酸化物価の激増にあると推定される。

　72時間培養で資化性のみられた脂肪酸三種について24時間毎に菌体収量をみたところ図15に
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図16　ステアリン酸培地における菌体収量と水層部pHの推移

示される如くOleic　acidに於ては頗るよく資化され，その増殖率も最も旺盛でLag　Phase

は短かく，Logarythmic　phaseに入ってからの増殖状況は他にその例をみない。

　Stearic　acidに於ける二化状況は図16の如くである。　Stearic　acidは常温で固体であるた

め，そのままでは資化し得なかったが，殺菌直後の高温液状の間に充分振とうしてEmulsion

にしたものはよく資化した。即ち与え方によって資化状況が変わるわけであるが図16では，

Emulsionとして資化させた場合の菌体収量である。　growth　curbはOleic　acidの場合と

違ってLag　phaseが長びき，その後，緩慢な増殖をおし進めて6日めに最高値がきている

ことは本菌とStearic　acidの特異性を示している。　Palmitic　acidに於ける資化状況は図17

に示す如くである。Palmitic　acidもStearic　acidと同様に常温で固体であることから与

え方によって本菌の資化状況が異なるので，Emulsionにしたものについての生育曲線である

が，菌体量の最高値を比較してもOleic　acidは勿論のことStearic　acidよりは資化の状況

が悪い。

　以上，要約すると，炭素源としての脂肪酸の資化については頗るよく資化されるものと資化

されにくいもの，全く資化されず，むしろ阻害剤として作用するもの等があることが明きらか

になった。即ち，飽和脂肪酸ではPalmitic　acid，　Stearic　acid，　Myristic　acid等はよく利

用されるが，Caproic　acid，　Caprylic　acidは資化されず，不飽和脂肪酸ではOleic　acidが

非常によく資化され，その利用度は最高であると見倣せる。しかし不飽和度の高いLinoleic
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　図17　パルミチン酸培地における魚体収量

6

acidは全く利用されず，むしろ，発育阻害因子とさえ思われる点がある。そしてその理由の

一つに高い過酸化物価が関与していると推定している。これらの現象は本菌の脂質代謝究明の

上に大きな示唆を与えるものと思われる。

　尚，参考までに各種脂肪酸以外の炭素源としてGlucose，　Ethylene　glyco1，　Acetic　acid，

Butyric　acid等について，上記と同様の培地で炭素源のみを各0．25　Molつつ各々加えて48

時間培養した結果，いずれも，充分に資化し得なかったことから本菌は，Glucoseよ1りも

01eic　acidをよく資化する脂質資化性菌であるといえる。

5　本菌の二炭素源共存下にみられる拮抗現象

（1）01eic　acidとLinoleic　acid又はStearic　acidの共存下にみられる拮抗現象

　①Oleic　acid及びLinoleic　acid共存下の本菌生育状況

　前記表11の培地に炭素源としてOleic　acid及びLinoleic　acid　O．25　Mol，混在させた培

　　　　　　　　表1401eic　acid，　Linoleic　acid共存下に於ける本菌生育の状況

炭素源 菌体量P，C．　V．（ml／50　ml）

Oleic　acid

Linoleic　acid

Oleic　acid十Linoleic　acid

O．　155

0．　040

0．　040
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養基に，前記同様に72時間振とう培養後の菌体量を測定した結果，表14に示される如く，01eic

acid嗜好性といわれる本菌であるが，あまり資化しないLinoleic　acidとの混在時には大

きな生育阻害を受けている。

　②01eic　acid及びStearic　acid共存下の本菌生育の状況

　炭素源をOleic　acid　O．25　Mol及びLinoleic　acid　O．25　Molを混在させ，前記同様に培

養し，48時間後，菌体量を測定した結果，表15に示される如く，両者ともにそれぞれ単独によ

く資化される炭素源であるが，その混在時，むしろ資化劣性のStearic　acid側に近づく生育

を示しておりその相乗効果はみられなかった。

　　　　　　　　　表1501eicacid，　Steari　acid共存下に於ける本菌生育状況

炭素源 菌体量P．C．　V．（ml／50皿1）

Oleic　acid

Stearic　acid

Oleic　acid十Stearic　acid

O．　390

0．　253

0．　320

　③前記以外の二炭素源共存下にみられる拮抗現象

　炭素源をOleic　acid　O．25　Mo1にAcetic　acidその他各種の低級脂肪酸を混在させた培地

で48時間培養した場合の菌体生育量は表16に示される如く，いずれも生育の悪い炭素源側並の

生育しか示さなかった。即ち，二炭素源共存下には炭素源の利用が拮抗的に行なわれ，相乗効

果は全くみられなかった。

　　　　　　　　表16　01eic　acid，各種低級脂肪酸共存下は於ける本菌の生育状況

炭素源 菌体量P．C・V．（ml／50　m1）

Oleic　acid十Acetic　acid

Oleic　acid十Butyric　acid

Oleic　acid十Caproic　acid

Oleic　acid十Caprylic　acid

Oleic　acid十Capric　acid

Oleic　acid十Lauric　acid

Oleic　acid十Linoleic　acid

O．　020

0．　OIO

o

o

O．　015

0．　093

0．　040

（2）Oleic　acid，　Glucoseの二炭素源共存下にみられる拮抗現象

　01eic　acid　O．25　Mo1，　Glucose　O．025　Molの混在培地に既述の方法で72時間，本州で培養

した後，本菌の生育状況をみ，又，Oleic　acid（Ole．）0．2500　Mol＋Glucose（Glu．）OMo1，

Ole．0．1250　Mol＋Glu．0．1250　Mol，　Ole．　OMo1＋Glu．0．2500　Mol．をそれぞれ混在させて

本丁の生育状況を調べ，生育の割合を比較した結果，表17に示される如く，0．25MolのOl－

eic　acidの資化は，僅か0．025　MolのGlucoseの混在により，大きく生育阻害を受けて，

Oleic　acidのみの場合に較べ約60％の生育を示すのみである。これは本旨が，　Oleic　acidと
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Glucoseの共存によって炭素源の取り込みに大きな変化を生じたことを予想させる。尚，　Ol－

eic　acidの量を漸次減少させ，　Glucose濃度を順次上げていった場合も，　Glucoseの濃度増

大につれて，本菌の生育は減少していることからも炭素源混在時には，その取り込みに大きな

拮抗現象がみられ，資化の悪い炭素源の生育パターンへと傾斜していくことが明きらかであ

る。

表1701eic　acid，　Glucose共存下に於ける本菌の生育率

炭素源 生育率

Oleic　acid　（O．25　Mol）十Glucose　（O　Mol）

Oleic　acid　（O．　25　Mol）十Glucose　（O．　025　Mol）

Oleic　acid　（O．　125　Mol）十Glucose　（O．　125　Mol）

Oleic　acid　（O　Mol）十Glucose　（O．　25　Mol）

100％
60905

50905

15％

　　　　　　　　　　　　　　15）
6　塩高張が本町に及ぼす影響

　本菌は非耐塩性の菌であり，塩高張下にも生存，生育し得るならぽ，現代，未だ解明されて

いない耐塩機構の解明に至適の存在ともなり，又，海洋酵母づくりへの諸条件解明への手がか

りを得る材料ともなし得るなど期待される領域は頗る大きい。一価アルカリイオンへの各種特

性，塩の濃度の与える影響などを探索した結果，次のようである。

（1）NaC1など塩類の本章生育に及ぼす影響

　①同濃度に於けるNa＋，　K＋，　Li＋各イオンの影響

　NaCl，　KC1，　LiClをそれぞれ0．5モル濃度つつ表18の基本の培地に加えた三種類の塩高張培

地を調製し，既述の如く，移植，振とう培養を行ない，基本培地に於ける生育状況と比較した

結果，図18に示される如く，96時間培養でみた場合，KCl，　NaC1は大きく生育を阻害してい

るが，増殖は続けられている。しかし，同濃度のLiCl環境下では強烈な生育阻害を受け，そ

の増殖は認められない。K＋，　Na＋，　Li＋は同じく一価金属イオンであるが，本菌の生育にLi＋

が最も強い阻害を与えている。

表1801eic　acid基本培地

Oleic　acid　・・…　一・一・・・・・・・・…

NH‘NOs　・・・・・…一・・一・’‘’”’”’

KH2PO，　一一・・……一…一一一…

MgSO，　．7H20　・・・・・・・・・・…

Tween－20　・・・・…一一・一・・・・・…

Distilled　water　・・・・・・・・・…

pH・・・…一・・一一…一・一・一・・・・…

一・…一・一一・・・・・…一・一一・・… n．　25　Mol

…一ny一・一一・一……一・一一一… U．6g

一・…一・一・一一・一・…一・一・・・… Q．5g

””“一．．“”””一・一一・t・一一 kOg
一一一一一・一一一・一一一一一・一一・ n．5g
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一4一　ll

・・・・・・・・・…
@一・・・・・・・…　一・…　一5．0
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　　　図18　0，5　Mol．のNaCl，　LiC1，　KClが本菌の生育に及ぼす影響

｛6

　②NaCl，　LiCl各濃度が本菌生育に及ぼす影響

　炭素源として0．2Mo1．のOleic　acid又はStearic　acidを用い，　NaClは0・2　Mol・0・3

Mo1．0．4Mol，0．5Mol，濃度に，　LiC1は0．04　Mo1，0．08　Mol，0．12　Mol・0．16　Mol・0・20

Mo1濃度に調整した培地に移植し，72時間後の本菌生育の状況をみた結果・図19・20に示さ

れる如くである。本菌は非耐塩性の菌であって，Oleic　acid培地ではNaCl濃度を高めると

顕著な発育阻害を受け，0．2Molで約45％の生育を示すのみでそれ以上でも規則的に・より大

きな発育阻害を受けており，Lic1存在下ではNaC1の場合より強烈な阻害を受けている。

一方，Stearic　acid培地では01eic　acidの場合と全く異なり塩阻害を受けていない。しか

し01eic　acidを炭素源として最もよく資化するが，その場合，塩高張の阻害は受けてもよく

生存し，増殖も続けていることは，耐塩機構解明の為にも頗る重宝な存在であるとも考えられ
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る。塩環境下に於てはOleic　acid培地で塩阻害を受け，　Stearic　acid培地では塩阻害をうけ

ないことが図19と20から明きらかであるが，塩阻害を受けるOleic　acid　Typeから，塩阻

害を受けないStearic　acid　Typeを誘導できるならばそれ自身が耐塩のメカニズムの解明

に役立つことになる。
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図19NaCl濃度が本菌の生育に及ぼす影響
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図20　Lic1濃度が本菌の生育に及ぼす影響
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（2）各種脂肪酸培地での本派生育に及ぼすNaCl阻害

　炭素源としてCaproic　acid，　Caprylic　acid，　Nonanoic　acid，　Capric　acid，　Lauric　acid，

　Myristic　acid，　Palmitic　acid，　Stearic　acidをそれぞれ0．25　Mo1に調整し，0．5Mo1－

NaC1の塩高張培地とNacl－freeの基本培地について前記の如く29。Cで48時間振とう培養

した結果は表19に示される如く，飽和脂肪酸であるMyristic　acid，　Palmitic　acid，　Stearic

acid培地では塩高張による生育阻害は受けないが，不飽和脂肪酸であるOleic　acid培地では

大きく塩阻害を受けている。特にPalmitic　acid培地では塩高張は本菌の脂質資化をOlei－

acid　TypeとStearic　acid　Typeに読みわけておりOleic　acidの資化についてながめた

場合，塩高張下と通常の状態では脂質資化のメカニズムが異なるかも知れないことを示してい

る。

　　　　　　　　　表19　各種脂肪酸培地に於ける食塩高張下の本菌の生育状況

Growth　（P．　C．　V．　ml／50　ml）

Fatty　acid Carbon　atoms
Salt－free O．　5　M－NaCl

Caproic　acid

Caprylic　acid

Nonanoic　acid

Capric　acid

Lauric　acid

Myristic　acid

Palmitic　acid

Stearic　acid

Oleic　acid

Linoleic　acid

Linolenic　acid

6
8
9
0
2
4
6
8
8
8
8

　
　
　
1
1
1
1
1
1
1
1

o

o

O．　03

0

0

0．　04

0．　08

0．　51

0．　78

0

0

o

o

o

o

o

O．　04

0．　17

0．　58

0．　40

0

0

　　　　　　　　　　　　　　　　　14）
（3）塩高張が本菌脂質成分に及ぼす影響

　塩高張下に生育した本選の脂質組成についてBligh－Dyer法の改良法により脂質を抽出

し，クロマトスキャナー及びガスクロマトグラフで，通常培地の菌体脂質組成と比較した結

果，表20，21，22にみられる如く大きく通常培地のものと異なり，塩高張の及ぼす影響が，極

性脂質の増大と脂肪酸の不飽和化を促進することが明きらかとなった。

　　　　　　　　　　　　　　　16－18）
7　Co・factorによる塩阻害の除去

（1）塩阻害除去に有効なCo－factor

　炭素源をOleic　acidとし0．5Mol　NaCl高張下に受ける塩阻害を除去するCo・factorと

して培地にV．B1。tを3×10－6　Mo1濃度に，あるいはBetain，　Tri－metyl・amin，を10｝4　Mol

濃度にそれぞれ塩高張培地に加え，対照にCo・factorを加えないものと対比しながら培養の
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結果を生育レベルで比較した結果は表23に示される如く，塩高張下には，Betainを除いて，

Co・factorの効果が現われている。更にchlorella乾燥二二を熱湯写出し，凍結乾燥した粉

　　　　　　　　表20　塩高張培地及び通常培地に於ける本菌の菌体内脂質成分の比較

Spot 一Na％o ＋Na％

Polar　lipid 6．　2 7．7

Monoglyceride 3．　3 4．　4

Sterin 4．　4 3．　6

1．2　Diglyceride 3．6 3．　5

1．3　Diglyceride 9．　2 6．　9

Fattyacid 55．　0 53．　8

Triglyceride 12．　5 13．　0

Sterinester 5．　7 7．　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　errors　of　all　data　are　between　±O．　Ol一一±O．　03

表21　クロマトスキャナーによる塩高張培地及び通常培地に於ける本菌の菌体内リン脂質の比較

Spot 一Na％ ＋NaeO60

Phosphatidylinosito1 21．　6 29．　1

Phosphatidylseline 13．　7 8．　1

Phosphatidylcholine 19．　6 20．　9

Phosphatidylethanolamine 33．　2 34．　9

Cardiolipin IL3 7．　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　errors　of　all　data　are　between　±O．　02－v±O．　03

表22　ガスクロマト茗ラフィーによる塩高張培地及び通常培地に於ける本菌の菌体内脂肪酸組成の比較

Fatty　Acid C 一Na906 ＋Na％ ＋Na／一Na

Palmitic　Acid cl，．：　o 12．　9 11．　0 O．　9

Palmitoleic　Acid Cls：　1 4．　2 9．8 2．3

Unidentified　peak O．　8 O．　9 Ll

Stearic　Acid Clt．：　o 1．6 L2 O．　8

Oleic　Acid Cl，：　1 41．5 5L2 L2

Linoleic　Acid Cls：　2 33．　7 24．　0 O．　7

Linolenic　Acid C，s：　3 5．　3 1．9 O．　4

errors　of　all　data　are　between　±O．　02N±O．　04
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沫（Chlorella　Extract）についても300　mg／1濃度に添加し，0．5Mol－NaCl又は0．04　Mo1－

LiC1の塩環境下，　Glucose培地に於て，本菌の生育に及ぼすChlorella　Extract（C．E．）の

効果を濃度シリーズでみた結果は，図24に示される如く，25mg添加では顕著な塩阻害除去が

みられ，50mg添加ではLiClに対しては最高の効果を示している。

　　　　　　　表23　01eic　acid培地に於けるCo・factor添加による塩阻害除去効果

Add．
一Na

P．　C．　V．　1　十CoF．／一CoE

B12

Be．

十 1．　444

O．　390

十 O．　513

O．　390

3．　70

1．　31

十Na

P．　C．　V．　1　十CoF．／一CoF．

Tri．

十 O．　538

O．　390

O．　250

O．　202

O．　210

O．　202

1．　38

O．　394

O．　202

1．　24

1．　04

1．　95

　　　　　　　　　　　　　　　　15）
（2）V．B12の塩阻害除去に及ぼす効果

　①　0．5Mo1－NaCl塩高張下Oleic　acid資化に及ぼすVB12の影響

　通常のMineral培地に炭素源としてOlecacid　O．25　Molを用いた培地にVB12を3×10－6

Mol濃度に添加したものを対照用としてNaC1或いはVB12を省略したものとの対比に於て

用い，前記同様に50　ml注入した培地で48時間培養を行ない本菌の培養状況をみた結果は表

24に示される如く，通常培地，塩高張培地ともにそれぞれ生育の促進がみられ，特に通常培地

に於てその効果が顕著である。

　　　　　　　　　表24NaC1塩高張下Oleic　acid資化に及ぼすVB、2の影響

Growth
Addition　of　vitamin　Bi2

Salt－free O．　5　M　NaCl

　十

Ratio

O．　78

2．　89

3．　70

O．　40

0．　50

1．24

　乳酸菌は，生育の為にVB、2を必要とするが酵母菌に対するVitaminの作用は未だ解明さ

れ尽くしていない。Endomycopsis　fibuligera｝まVB12を培地に添加するとYeastlike　cell

とfilamentous　cellの総計で示される総生育は阻害され，その内訳はYeast　cellでは，阻

害の影響は小さいが，丘lamentous　cellは強烈な生育阻害を受けている。ところが塩高張下に

VB，2を加えた場合は，この現象が逆転している。

　これは通常培地と塩高張培地に於てはEndomycopsisの細胞の二つのTypeの間にこの

66



脂質資化性酵母Candida　tropicalis　OT－65の性状と利用について

O．　9

O．　8

O．7

O．6

宕。・5

と
2
9
pt　O．4

O．3

O．　2

O．　1

O．　660

　　メ診
Cl）．戚

O．　820

O．　04M－LiCl

O．　96

O．116

O．　066

O．Ol

O．　320 O．　310

0　510

図24
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塩環境に於けるCE添加濃度とその生育効果

100

Vitamin利用面で異なったものがあることが示されている。　VB、2の面からみるとEndomy－

copsisの通常培地に於けるYeastlike　ce11は塩高張培地でのfilamentous　cellとが一致し
　　　　　　19一一20）
ていることになる。このような結果1■　Candida　albicansに於ても得られている。　Kerwer等

はVB、2がCandida　albicansの細胞内でのS－adenosylmet孟onineの合成と機能について
　　　　　21’“24）
報告しているが，このような諸現象のなかで未だ試みられたことのない肪脂酸を炭素源とする

NaC1高張培地でのVB、2の示す挙動は更に興味深いことを示すものと期待される。

　②　0．5Mo1－NaCl塩高張下Stearic　acid資化に及ぼすVB、2の影響
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　前記表11の炭素源にStearic　acid　O．25　Molを用いて全く同様にして本菌の増殖状況をみ

た結果表25に示される如く通常培地，塩高張培地ともにそれぞれ成長の促進がみられ，特に塩

高張培地にその生育促進が顕著である。

　　　　　　　　表25NaC1塩高張下Stearic　acid資化に及ぼすVB，2の影響

Growth
Adition　of　vitamin　Bi2

Salt－free O．　5　M　NaCl

　十

Ratio

O．　51

1．　04

2．　06

O．　58

1．　35

2．　31

　炭素源としてStearic　acidを用いた場合はOleic　acidを用いた場合に比して塩高張及び通

常の培地でそれぞれVB、2添加の影響を異にしている。塩高張下ではVB、2はStearic　acid

培地での生育を大きく促進し，通常培地ではVB、2はOleic　acidの資化を大きく促進してい

る。01eic　acid培地に於ては塩高張はVB12による生育促進を大きく消去している。これは

VB12が塩高張培地で異なった作用サイトをもつものであり，異なって要求されることを示す

ものである。

　③0．5Mol－NaCl塩高張下Glucose露虫に及ぼすVB12の影響

　前記表11の炭素源にGlucose　O．25　Molを用いて全く同様にして本菌の増殖状況をみた結

果，表26に示される如く，通常培地，塩高張培地ともにそれぞれ生育促進がみられ，特に塩高

張培地に於て，その生育促進が顕著である。しかし，Glucoseを炭素源にした培地で，酵母菌

であるRh．　glutinis　var．　salinariaはVB12添加時，通常培地では強烈な生育阻害を受ける

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19）
が，NaCl添加時ではその生育阻害が完全に除去されることを河原等は報告している。このよ

うなことから好塩性酵母であるRh．　glutinis　var．　salinariaセこ対するVB12の作用はEnd・

mycopsisや心急のように非耐塩性の酵母に対する作用と同じくGlucose培地に於て全く異

なっている。

　　　　　　　　　表26NaCl塩高張下Glucose資化に及ぼすVB、2の影響

Growth
Addition　of　vitamin　Bi2

Salt－free O．　5　M　NaCl

　十

Ratio

O．　08

0．　12

1．　53

O．　06

0．　12

2．　00

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25一一28）
8　炭素源資化に及ぼすGA3（gibberellic　acid）の影響

（1）本菌のOleic　acid資化に及ぼすGA，の影響
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　①01eic　acid町内に及ぼすGA3各種濃度の影響

　植物ホルモンであるGA3が脂質資化性酵母の脂質資化にあたって，生育促進に影響をもつか

どうかをみるためOleic　acidの0．25　Molを炭素源とした通常培地trt　GAsが0．6×10－3　Mol

から8×10－3　Molまで1×10－s　Molつつ濃度勾配になるよう添加調整し，常法の如く29。C

で振とう培養，72時間後の菌体量を測定し，GA3効果をみた結果は図22に示される如く，菌体

量はGA3濃度に比例して増加し，2×IO－s　Molで最高値を示している。従ってその後の実験

ではGA3は全て2×10－8　Molで行なった。この濃度は植物ホルモンとして作用させるべく使

用する濃度に較べて大きく異なるが，Oleic　acid資化という全く異なる条件でありGA8の作

用citeも異なるため当然の結果ではないかと思われる。　GA3の作用機構は未だ解明されず，

特に脂質資化とGAsの作用については今後更に研究されなければならない領域である。

　GA3の作用機構について，胚乳物質の分解時にLecichinの合成促進があり，その存在が
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29一一35）
膜構造の形成促進をともなって行なわれることが認められている。

　②Oleic　acid培地に経時的にGA3を加えた場合の効果

　0．25Mo1のoleic　acidを加えた通常培地に72時間培養期間中，12時間毎にGA3を2×10－3

Mol濃度に加えてその効果を本菌の生長レベルでみた結果，図23に示される如く，　GA3の添

加により顕著な増殖を示した。例えば出発でGA3を加えた時，12時間めでGrowth　levelは
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図2401eic　acid等化におけるC・C．C．阻害除去に対するGAsの効果
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2倍となり，36時間めに加えると48時間めでは2倍量に増殖している。このようにGA3添加

の影響は全テスト期間を通じて著明である。

　③Oleic　acic資化に於けるC．C．C．（2－Chloromethyl－trimethyl－ammonium　chloride）

阻害除去に対するGAs効果

　前記の如き01eic　acid培地に2×10－3　MolのGA3を加えた培地及び対照用としてGA3－

freeの培地を準備し，それぞれにC．C．C．を5×10－8　Mol，5×10－7　Mol及び5×10－6　Molの

各濃度に加えたものについて，Oleic　acidで前培養した後，24時間スターブした本菌を移植し，

常法の如く29。Cで振とう培養を行ない72時間後にその生育量を比較した結果，図24に示され

る如く本菌はC．C．C。が5×10－8　Mol濃度以上で大きな生育阻害を受けるが5×10－s　Molの場

合にも見られる如くGA3存在下では本四へのC．C．C．阻害はそれほど顕著ではない。　Stowe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36）
等はCCCがGA3効果の阻害剤であると報告している。

　④Oleic　acid資化に於けるL．P。C（Laury1・pyridinium　chloride）阻害除去に対するGA3

の効果

前記の如き01eic　acidの培地に2×10－3　MolのGA3を加えたもの及びGA3－freeのもの

を準備し，それぞれにL．P．　C．を3×10－8　Mol，3×10－T　Mol，3×10－6　Molの各濃度に加えた

ものについて前記C．C．C．の場合と同様に72時間振とう培養した結果は図25に示される如く，
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LP．C．は3×10『6　MolでC．C．C．の5×10－7　Molの場合と同様にGA3効果に対する阻害作用

を示しているが，GA，は明らかに本菌の生育に対するLP．C．の阻害を軽減している。　GA3は

しP．Cと結合することによってLP．Cの阻害を軽減しているのではないかと思われる。これ

はC．C．C．阻害軽減の場合と同様である。　Saccharomycesに対するR．D．（Respiratory

de丘cient　mutant）の誘導に関してLP．C，は有力な因子であるが，　C．C．C．にはR．D．誘導の

　　　　　　　　　37，38）
効果がないとされており，SacchromycesのR．　D．誘導という点からC．C．C．とし．P．C．は

異なった作用サイトを持っているが本菌ではC．C．C．としP．C．が同じ作用を示すことは注目

に値する。GA3作用はOleic　acid培地中での生育を促進するがこれは選択的に細胞の代謝を

増進するそれぞれのサイトでの有用性によるものであろうと推定する。GA3のしP．C．に対す

る特異的な効果はC．C．C．と同じ傾向を示し両者の差異は認められなかった。

（2）本菌の二炭素源二化に於けるGA3の効果

　①01eic　acidにGlucoseを各種濃度に加えた培地にみられるGA，の本菌生育への効果

　本菌は前述の如く，Oleic　aid嗜好性の菌であるが，炭素源としてGlucoseをも資化するこ

とができ，両者混在培地に於ける本菌の挙動についても前記したが，この系にGA3を混在さ
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せた場合の状況をみるために次のように準備した。即ち0．25Mol－01eic　acid培地に，　Glucose

をそれぞれ0。025Mol，0．05　Mol，0．075　Molになるよう加え，尚，対照用としてGlucose－

freeのものも準備し，それらの全てをGA3を2×10－3　Mol濃度に加えたものと，　GA3－free

のものとに分けて29。Cで72時間振とう培養の後，生育状況を調べた結果，図26に見られる如く

0．025MolのGlucose添加で既にOleic　acidの資化を強烈に阻害しており，その傾向はGA3

の存在とは無関係である。又，図27にみられる如く，Oleic　acidを0．25　Molから順次減少さ

せ逆にGlucoseを順次増加させ二炭素源の濃度の合計が0．25　Mol濃度になるように調製し

た培地では明らかにGlucoseは本菌の01eic　acid資化を阻害しているがGA3はGlucose

共存による阻害を除去する側に作用している。
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図27ご炭素源資化に於けるGA3の効果（皿）

　Oleic　acid，　Glucose共にそれぞれ0．125　Mol濃度に加えて調製した二炭素源培地で，そ

の炭素源がどのように消費されたかを生長と比較しながらGA3有無の両条件下に比較検討

した結果，表27に示される如く，本島はGlucoseを優先的に利用しており　GA3の添加は

Glucoseの資化を大きくおし進める。これはとりもなおさず複数炭素源培地にみられる競争

現象における炭素源筆答のメカニズムを変化させていると考えられる。
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表27二炭素源培地に於けるGAs添加による本菌の増殖率と炭素源の利用状況

Growth　and　utilized　substrates 一GA， 十GA， 十GA3／一GAs

Relative　growth ．　100 215 2．　19

Oleic　acid

Glucose

O．　008

0．　063

O．　013

0．　118

1．　63

1．　87

Ratio　Glucose／Oleic　acid 7．　88 9．　08 1．15

　②Oleic　acid，　Linoleic　acid混合培地にみられるGA3の本菌生育阻害除去効果

　前記した常法の培地の炭素源を二炭素源として，Oleic　acid　O．25　Mol，　Linoleic　acid　O．25

Molを混在させ，更にGA3を2mMol濃度に添加したものに本菌を移植し，12時間毎に菌体

量：を測定し，一方，対照用として炭素源を01eic　acidのみとしたもの，01eic　acidにGA3

を加えたもの，及び01eic　acid，　Linole亘。　acidの混在したものでGA3を加えないものにつ

いても同様に菌体量を測定し，経時的推移の状況をみた結果図28に示される如く，Oleic　acid，
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図28ご炭素源培地に於けるGA3添加の影響
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Linoleic　acid混在による本菌の生育阻害はGA3存在下には完全に除去され，更に生育が促

進されている。

　③01eic　acidにLinoleic　acidを各種濃度に加えた場合，　C．C．C．添加による生育阻害と

GA3の及ぼす影響

　炭素源としてOleic　acid　O．25　Mo1濃度の上にLinoleic　acidをO．　125　Mol，・0．250　Mol，

0．375Mo1，0．500　Mo1，加えたものを準備し，これにGA3を2×10－3　Mol，及びC．C．C．を

5x10－6　Mo1加えたもの及び加えない各培地を調製し，常法の如く培養した結果，図29に示さ

れる如く，0．25Molの01eic　acidを含んだ培地にLinoleic　acid量を増大させていくと，

それにつられて，Linoleic　acidの生育に及ぼす阻害効果は増大している。0．5Molにもなれ

ば生育はほとんどみられない。ところがこの系にGA3を加えると本菌はよく生育している。

Oleic　acid，　Linoleic　acid両炭素源が同じく0．25　Mol濃度に与えられた時，　GA3の効果は

顕著である。二炭素源培地にC．C．C．を加えた場合，本菌の生育は大きく阻害されているが，

この培地にGA3を加えても同様に大きな阻害がみられる。
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　　　　　　　　　　Linoleic　acid　conc．　（MoL）

図290．25Mo1－01eic　acid濃度にLinoleic　acidを各種濃度に加えた培

　　地にC．C．C．を交互に組み合わせた場合の本菌生育の状況

④Oleic　acid，　Linoleic　acid混在培地に経時的にGA3を加えた場合の生育効果

Oleic　acid，　Linoleic　acidを各々0．25　Molつつ加えた二炭素源混在培地に72時間の培養
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期間中，GA3をそれぞれ2×10－3　Mol濃度に12時間毎に加えて，その結果を本菌の生長レベ

ルで調べた結果は図30に示される如く，Linoleic　acidの存在は本体のOleic　acid資化を阻

害するがGA3の添加はOleic　acid資化に対するLinoleic　acid阻害を除去している。

O．3

　
　
2
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
住

（o

x
コ
ご
コ
〇
　
一
E
O
一
＼
〉
ハ
∪
山
）
ε
≧
。
6

，

一GA，

・

　　　　　　　　　　　　　　　　　翼
　　　　．／・＼E会／

翼／
　　　＋GA，

　　　　x

x／，
彦・

＋GA，

x

，

寺

図30

o

　　ptt2　24　36　48　60　72
　　　　　　　　　　　　　　Time　（hrs）

　Oleic　acid，　Linoleic　acid各0．25　Mo1培地にGA3を12時間毎に

　加え，72時間培養した場合の本菌の生育曲線

9　酵母菌体から蛋白質の抽出・分離

　酵母菌体より蛋白質を分離するに当ってはこれを機械的に破砕の後，抽出する方法，尿素に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　39，40）
よる抽出，酵素処理による抽出法，アルカリ処理による分離丸山があるが，これらのうち尿素

法によって抽出分離を行なった。つまり，0．25Mol－Oleic　acidを炭素源とする表11の基本培

地で本菌を72時間しんとう培養し，分離した酵母菌体を5％の食塩水で洗浄し，水洗の後，遠

心分離をくり返し，細胞に付着残留のOleic　acidを除去し供試品となし10　Molの尿素液で

Wet　cellをビーカーに移し，スターラーで2昼夜撹絆抽出後，遠心分離し，細胞片の上澄み

を採取の後，セPハンに包み，流水中に浸して3日間透析した。その後，セロハン内の透析済

みの液をとり出し，10％トリクロルサクサソを用いてpH　4～5に調整し，一晩，冷蔵庫に放

置，これを1分間3200回転の速度で2分間遠心分離して，沈殿物を採取した後更に，減圧乾燥

して黄褐色の粉沫を得た。本法は研究室内での方法であり，大量生産の為には破砕抽出法を行
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うべきであると考える。土から分離した酵母菌を変敗脂質を炭素源として培養し，その菌体蛋

白質を粉沫として得ることができたことは，今後，この蛋白質を利用しての各種食品開発への

出発点に到達することができたことを物語り，無限の期待がかけられることになった。

お　わ　り　に

　筆者等は土から脂質資化性酵母を分離し，これをCandida　tropicalis　OT－65と同定した。

本四は変敗油をよく資化し，特にOleic　acid嗜好性の菌であることが明らかになった。本菌

は非耐塩性の菌であるが，0．5Mol－NaC1存在下にもよく生育し得ることから水資源の点から

海水を利用し，変項油の存在下に酵母菌体を収獲し得る可能性を見出し，耐塩機構の解明への

手がかりを得ることも出きた。又，本菌に対するGiberellic　acidの効果を検討し，高等植

物に対する作用と異なる作用サイトを持つことも明らかになった。Giberellic　acidは二炭素

源混在時，特異的に炭素源の取り込みを促進することも明きらかとなった。このように培養諸

条件を解明しつつ酵母菌体から蛋白質の分離も行ない，いよいよ変敗油と海水から蛋白質の採

集可能であることを示すことができると共に，未来の食料として各種の食品づくりへの期待が

持ち得るようになった。尚，本四が過酸化脂質生成を抑制し，過酸化物価を下げるという現象

を認める研究も行なったがこれは学会に発表の予定である。

　本研究を進めるにあたってよく努力し，協力された本学食品学研究室，堀野成代・飯塚都子

助手に対し感謝の意を表わす次第である。
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