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Summary  

ForimprovementofSoy－SauCe fermentationprocess，Z．TDuXii，aSoy・SauCeyeaSt，WaS triedto  

havemorea】coholfementationactivitybyce王王fusionwithS．cenvikiae．Theresultarefollowhg：   

lTocheckttlCSuCCeSSOfcellfusion，auXOtrOphicrnutantsofthebothyeastwercobtainedfronl  
bothori感nalstrainsbyNTGtreatmentandtheywerefourstrainsofZ．rouxii（ade鵬），OneStrainofS．  

α，rCL心［ae（Lys）andfourstrainsofS．（CTt・L血血（his‾）．  

2 A＄the result of production of doub王e marker mutant，Cycloheximide resistance strain was  

SelectedfronlS．〔けどl心血（lys【）．   

3 Protoplastofyeastwas preparedbyZymOlyasetreatment，andceufusionofprotoplastwas  
attemptedin30％PEGsolutioncontairled50mMCaCl2，and魚ISedce11wasregeneratedonthesynthe－  

tiじ111ediur】1agar．  

4 Eightcolonieswereobtahedbytheabovemethod．劫lofthemhaveactivityofg扇actosef豆r・  

mentation，butnoneoftherr）hasabilityofsucroseass如血tion．TheyhavethesameexterltaCtivityof  

alcohol良mentationandNaC＝oleranceactivityasS．cereuisiae．SDSelectrophoreticpattemsofthem  

areresembktoざ．甜倒血抜．  

5 Additionofce11wa11componentssuchasβ－1，3glucan，mannan，Cellwau＆omS．cerevisiae，tO  

theregenerationmediumagarwasobservednoねvourablecontributiontoregenerationyieldofproto・  

plast．  

Ⅸeywords：Soy－SauCeyeaSt，auXOtrOPhicmutant，Cellfusion，PrOtOplast  
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生成能の向上，及び，香気の改謡を目的として実用漠油  

酵母の改良に着手した。酵母の育種改良の手段として，  

PEG法による細胞融合を行った。使用する酵母には，  

アミノ酸，核酸啓の栄泰繋求性，＊剤耐性又呼吸欠損尊  

のマーカーを付与することを試み－ 衝油用群母ろ卿ぶα仁一  

娩肌明彫＝働威と助血肋w研那α閥ぬ加の異属間紺  

胞融合を行い，g，和沸戒の耐塩性を有しぶ．撒Ⅵぬ加の  

アルコール商壬i三成能を有する牌納酵母の育級，改良の研  

究を行こなった。また，プロトプラストの通常栄養剤職  

への再生率が非′馴こ低いことが，プロトプラスト融合棟  

の分離再生率の低下を更に助成している。よって．プロ  

トプラストの栄発射り抱への渾生，筏帰を向上させるため  

にほプロトプラストの射り泡度合成が蕊安な放となること  

から，その射椚抱壁合成の前駆物質と考えられる細胞壁合  

成成分，マンナン，β－グルカン，などの多糖を汚染培  

地に加え，その渾生率への彫轡についても検討した。  

緒  

近乳 微生物の育種改良がぢ邑酵工業において鮭按生産  

性の向上や，工程の簡素化をもたらし，工楽的利益を挙  

げている。これまでの微生物育種の方法ほ，微生物に突  

然変異を級起させるか，また，交配を蕊ねその中から優  

良な性質を有する微生物を選択していた。   

十孔 近年において，分子生物学，分子遺伝学の進歩  

にともない，従来にない育種法が開発されてきた。その  

一つが，遺伝子操作であり，そして他の…・つはプロトプ  

ラスト融合法である。このプロトプラスト融合法は，  

1973年より報告が次々と出された。再現性のある散初の  

融合法は，Ke11erとMelchersの嵩pH一高Ca法であり，  

続いて，見いだされたのはKaoとMichaylukとWalling  

らのポIjエチレングコール（PEG）法である。他には，  

Nagataらのポリビニルアルコール（PVA）法，そして亀  

谷らのデキストラン法と四つの化学的方法が知られ，こ  

れについての総説1）がある。又，物理的な方法ほZim・  

memannらの誘電電気泳尊法による細胞融合法l）であ  

り，各々川威儀㈲胞のプロトプラスト化，（2）プロトプラ  

スト融合，（3）融合したプロトプラストの細胞壁合成によ  

る通常栄餐繊胞への再生，とからなる三つの過程を経て  

行われる。又，ここで囲うプロトプラストの蕎語意は，植  

物や微生物の原形質は，細胞膜と，その外側にある多種  

の多糖斬などとからなる細り泡壁に囲まれており，この細  

胞壁を取り除いた生命活動を維持するうえでの敢小の単  

位である原形質を，プロトプラストと習う。尚，細胞壁  

の山部が残っているものをスフェロプラストと雷うが，  

ここでは両者を総称してプロトプラストと呼ぶこととし  

た。   

現在はプロトプラスト融合法が活発化し伺払 輿種族  

間でも多く舐みられるようになってきた。酵母では索然  

変輿，低速交雑，プロトプラスト融合，異様遮イ云子尊ん  

発現も呵経となっているが，…般に轍適用酵母ではプロ  

トプラストによる柳生通交雑を行うにしても適切な適訳  

マーカーを使用し難い。と貰うのほ選択マーカーを突然  

変輿により付与しようとしても多くの株が2倍体，高次  

倍数体のため突然変興株の分離が困難であり，得たとし  

ても強い変異処理を行うと醸適用酵母の持つ有用形質を  

損傷させる可能性があることから適f馴ま山般約には困難  

である。今回，替油滴確中に生息する酪母のアルコール  

実 験 方 法   

1．一使用蘭樵   

当研究室保存蘭練物ぶαCdα和叩Cβざ和鵬～もぎα∝如γ・  

0〝ぴビゼざCβ柁〃由fαβ（協会9号），の2種類の酵母せ供紙歯  

株として用いた。  

2．使用培地   

前増発培地としてGYP培地，選択培地として敢小堺  

地，アミノ酸添加敢′ト培地を使用した。各々の培地成分  

はTable．1，2に示した。  

Table．1GYPMedium．  

Glucose  

Polypepton  

Yeast ext 

Tap water 

3．NTG（N－nlCthyt－N－nitro－N－nitrosogu11nidhlC）処  

理2）   

酵母敵将滋液0．5m主をGYP培地4．5mlに加え300c，  

6時問培養した。この堵寒波を生理愈濾水で遮心強閥  

（3000rpm，5min）を繰り返した。これにN’rG溶液を5   
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でable．2 SyntheticMedium．   

Giucose  

（N軋u【Ⅰ）0．1   

KIi2PO4   

MgSOd・7Ii20  

Stockedsaitssolution（A）   
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Stocked vitamin SOlution（C）  

Thiamine  

Pyddoxill  

NicotinicAcid   

Pantot圭一enicAcid  lOO′唱  

Bio血  100／噌  

Inositol  lO111g  NaCI   

CaC12   

M11SO．－・軋O   

FeC13・6H20  

Stockedsaltssolution（B）  

10 mg 
lOI－－g  

lOnlg  
lOnlg  

700〃g  

500〝g  

200／堵  

100メ堵  

100．／ノg  

Agar  30g  
DeionizedWa【er  lOOOml  

pH  （き．0  

ZnSOd・7Ii20  

CuSOィ・5Ii20  

Na2Mo4t2王i20  

H3BO4  

K王  

C D  mi（100〃g／ml）加え，300c，60分間培養後，生華絶食塩水  

で3国連心洗浄（3000rpm，5min）し，NTGを除去し  

た。  

4．ナイスタチン濃縮2〉（変異株の濃縮）   

Nl℃処灘彼の蘭体懸濁液から仙窟厳とりGYP培地  

に加え変異株を安定化（308c，24時間）させた。この培  

養液を遠心洗浄（3000rpm，5min）し，上澄みの大部分  

を檎て0．5miとした。次に，95％エチルアルコールで  

1111g／m】となるよう調製したナイスタチン溶液を穀瀾水  

で100／増血】に希釈調製し，上記機体き懸濁液に加え，漉  

皮が10鵬血lとなるように会螢を5mlとした後，300c，  

ヤ授培妾した。この培薬液を適当に希釈し予め調製して  

あったGYP寒天培地上に0．1nllずつ加え，コンテー  

ジ棒で広げ30①c，3日間噂磯した。  

5．変異株の分離   

GYP寒天培地に生野したナイスタナン浪縮コロニー  

を選択培地にレプリカした。各々の選択培地は，最小培  

地（SF），アミノ酸添加敢ノト培地（SA），GYf〉培地  

（GYP）を使用しSF，SÅ，GYPの順番に掩え継ぎ．三日  

Z軋 300cで培悲した。SF（－）SA（＋）GYP（十）をア  

ミノ酸姿求株，SFト）SAト）GYP（＋）を核酸婆求  

株と考えた。この二つの翠求株について，アミノ酸16楓  

Aしa  Gly  Lys  Ser   

Asp  His  Met  Thr   

Cys  ‡so  Phe  Try   

Glu  Leu  Pro  Val   

E  

F  

G  

H  

椚料1Combinationtestoraminoacid．  

1－16：Codenumberofaminoacid（Cf：Table3）．  

でable．3 AminoAcidalldNucleicAcid．   

AmhoAcid  Nucleic Acid 

1．Aia血ne  

2．AsparticAcid  

3．Cysteine  

4．GlutamicAcid  

5．Giycine  

6．Histidille  

7．Isoleucine  

8．Leucine  

9．Lysine  l．Adenine  

lO．Methionine  2，Cytosine  

ll，PheIlylalanine 3．Guanine  

12．Proline  4．Thymine  

13．Sedne  5．Uracii  

14・．Threon玩e  

15．Tr搾tOphan  

16．Vaiine   
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核酸5樵を月恥－てそれら変輿株の栄餐紫求性を調べた。  

アミノ酸要求性を調べる方法として各々のアミノ酸を含  

んだ敢′卜培地をFig．1のA鵬Hの組合せになるように  

調製した。これに磯を接種し教習してきたシャーレの組  

合わせにより栄髄質求性を決廃した。軋 アミノ酸は  

各々10mg血】の浪度の溶液を敢小培地1L当りに1ml  

加えた。核酸も同様に行った。又，使用したアミノ酸，  

核酸はTable．3に記した。これにより得られた変輿株  

は，各々の殺菌済み液体繚小培地（SF，SA）5mlに植え  

継ぎ300c，4日間般とう培嚢しSA培地のみ生育した  

ものを栄餐賓求性変異株とした。  

6．各種生理試験3）  

1）糖発酵性紙俄はGlucose，Galactoseの2種につい  

て行いダーラム管を入れた敢小培地申のガス発生の有無  

を調べた。   

2）糖資化武版はGlucose，Gぬctose，Sucrose，Raf一  

触oseの4様について行いそれらの糖を含む敢小培地中  

での生育の有錬を開ペた。   

3）食塩耐性統験はGYP培地中に食塩を0～30％と  

なるように加え山週間培養したときの生育度合を検討し  

た。   

4）Anilhblue染色性4）はGlucose3．0％，Yeastext  

O．5％，A血IimblueO．005％，Agar2，0％，pH7．2の寒天培  

地に接穂し300c，4日間培食後のコロニー染色性を観  

察した。  

7．酵母の核観察5）  

1）DNA結合蛍光洗壷DAPI（4，6－diamidino－2－  

phenylindole）による方法。   

2）Giemsa染色法。CARNOY固定液（Akoho16ml，  

chlorofolm3ml，Aceticacidlml）で処葦里後Giemsa染色  

液で染色する方法。  

臥 Cyeloheximid（〉耐性株の造成2）   

Cyclohexi血doを含むGYP培地に前堵餐しておき，騰  

が生育したら次に駒よりも漉いCycioheximido漉度の  

GYP培地に接種する。これを繰り返すことによりCyc－  

loheximido耐性株を造成した。  

9．菌体内蛋白質の比較6）  

1）紙料の酵母機体を塊蘭乱トリス塩酸緩衝液に懸  

濁し超骨披細胞破砕機で菌体を破壊した。末破砕酪桝ま  

避心除去（4000rpm，15min）後，上澄み液に20％TCA  

を加えて沈澱物を遠心回収（12000rpm，5min）し，5％  

TCAで洗浄した後，沈澱物を0．01NNaOHで溶解し紙  

料とした。   

2）SDS－PAGEは，スラブ泳動基壁を使い分離ゲル  

に12％ゲル波度を用いた。紙料黄白蟹は1mg／m＝程度に  

なるように希釈し2分間衆沸し60／dをゲルに注入した。  

泳動条件ほ1mm摩のゲルで10mA起電流で泳動させ  

た。泳動後は新山化学の銀染色キットを用いて鍋放色を  

行った。  

10．酵母のプロトプラストの調製方法7）   

40cで保存してある薗株のスラント培地から，蘭を〟  

白金耳とり，5mlのGYP液体培地に相磯し300c，24  

時問静俊培饗した。この節培容披から1mjとり5針血  

のGYP培地の入っている100ml容マイヤーフラスコ  

に接穂し300c，20時間振とう概容した。この噂巷細胞  

懸濁液から5m】を取り遠心東園（3000rpm，5min）し，  

殺菌水で2回洗浄し0▲1Mリン酸緩衝液（pH7．5）で1  

1弘達心洗浄した。0．2％ 2－メルカプトエタノール，細  

胞壁溶解酵素として0．45〃mのメンプランフィルター  

で濾過したZyInOlyase－20T（lmg加1）（キリンビール㈱  

製）そして，俊透圧安窟割として1M塩化カリウムを  

含んだ0．1Mリン酸磯簡液（pH7．5），5mlに懸濁させ，  

L字彗廷能駿管に移し，ゆっくりと振とうさせながら，1  

時間反応させてプロトプラスト化させた。  

11．酵母のプロトプラストの融合再生方法   

得られた2種のプロトプラストに1M塩化カリウム  

3ml加え混合後，遠心洗浄（1500rpm，10min）を繰り  

返し，これに駅圧劇CaC】2を含む30％（w／v）PEG6000  

溶液5mlを加え200c，20分間でゆっくり擬とうさせた。  

これを1M塩化カリウムで遠心洗浄を2固練り返し，  

室温で1時間放密後1M塩化カリウムを含む0．1Mリ  

ン軟嫁衝液（pH7．5）で希釈し，その0．1n」ずつを1  

M塩化カリウムを含んだGYP寒天培地上に漁布し同級  

成の培地を幾層した。300c，4鉦阻噂薬して生じたコロ  

ニーをプロトプラストからの再生煉と非プロトプラスト   
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株の合計の総歯数とした。一九 生理食塩水で連続希釈  

し，その0．1mlを1M塩化カリウムを含まないGYP  

寒天培地上に塗布した後，同組成の培地を薮層した。こ  

れを300c，4日間培餐して生じたコロニーを非プロト  

プラスト株数とした。この両者の培地に生育したコロ  

ニーの差をプロトプラスト数とした。  

12．プロトプラスト再生促進物質  

1）酵母の細胞壁と細胞質の調製   

酵母（ぶ．cg柁ま壷ぬβ）射り抱紫蘭体を殺濁水で十倍に希釈  

した溶液15－20miを－300cに冷却した細胞破砕機エ  

クスプレス（B‡0Ⅹ製）に挿入し凍結させた。このエク  

スプレスを圧縮機を用いて交互に10回ほど圧縮溶融操作  

を繰り返した。破砕処理した酵母菌体は遠心分離  

（10000rpm，10min）し，沈澱部を細胞壁区分，上澄液  

と細胞質区分として用いた。   

2）添加物繋   

エクスプレスにより破砕し分別した細胞壁区分0．1  

血，細胞質区分0．1ml，細川転盤柵成多糖としてマンナ  

ン0．1％，針1，3グルカン0．1％，カードラン0・1乳 塩  

化カルシウム10mM，イノシトール10mMを寒天培地  

20ml当り添加紙料とした。  

Table・5 Phy＄ioIo騨CalCharacteristicsofMutants．  

g．和既成  ぶ．ぐβ柁びぬぬβ   

1．Genotype   ade…   lys‾   

2．AssimiiationofSucrose  十   

G山cose   十   ＋   

Gaiactose  十   

Ra鮎ose  ＋   

3．FementationofGlucose   ＋   ＋   

Galactose  十   

4．Salttolera】1Ce   18％   6％   

5．ColororColoI厄es   
OnA涙伽Blueplate   Blue   White  

6．Cyciobeximideresistance  ＋   

食塩耐性を示した。5．ごβ柁ぬおβはリジン黎求性を示し，  

ガラクトース発酵性を有し，食塩耐性6％，シクロヘキ  

シミド耐性を示した。又，ヒスチジン安求株よりもリジ  

ン要求株の方がシクロヘキシミド耐性が強化された。  

2．プロトプラストの再生率と復帰の有無   

Z・和㍍ガ（adel株と鼠c師紺如加（1ys∴cyhr）株のプ  

ロトプラストの再生率と復帰の有撫について嗣べたとこ  

ろTable．6に示すようにg．和緑ガ～∫（ade…）株では再生率  

6．7乳筏帰頻度は4，5×10】6であることより殆ど鯉視  

できる。且cg醐怨由g（1ys∴cyhり辣では再生率1，0％，  

復帰ほ確認されなかった。  

3．g．r¢批fg（ade‾）樵とぷ．eゼreひねぬe（1ys∴cyhr）  

棟との細胞融合   

プロトプラスト融合の結果，敢小培地に生育が良好な  

ものについてシクロヘキシミド耐性を調べたところS株  

に耐性があった。これらの簡殊について生理的性質を舗  

べたところ6株とも全てガラクトース発酵性を有し，ま  

たシュタロース資化性がなかった。そして耐塩性はぶ．  

Cg柁びねねβ（1ys仙．cyi】r）株と変わりなく発酵能も変わらな  

かった。酵母菌体の大きさに差は無く，核染色による核  

結  果   

1．栄発雷凍性棟の分離   

Table．4に取得した栄餐要求性変凝株の分離経過及び  

賓求型を示した。g．和〝∬青からはアデニン栄餐繋東棟を  

4楓5．α邦崩嘉朗からはヒスチジン栄港業求株を4晩  

リジン栄養要求株を1株取得した。更に栄避要求性マー  

カー以外に酵・粒のプロトプラスト融合株の選択マーカー  

として糖の資化性，発酵性，耐塩性，核染色，抗生物質  

耐性武儀を行った。Table．5に栄養寮求マーカーを付与  

した変輿株の生理的性質を示した。Zれ批蕗はアデニン  

黎求性を示し．グルコースを資化，発酵し，18％までの  

Table．4 SelectivityofAuxotrophicMtltant．  

Strairl   Wildtype  Auxotrophicmutant  Total  Auxotrophy   

g．和〟滋∫   10ヰ5   ヰ   1049  ade‾（4）   

£α撒血加   315   5   320  はs－（4），iys00（1）  
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Table．6 TheratioofProtoplastFomationanditsRegenerationofZ．rouxii（ade榊）andS．cenv  

（1ys…，Cyhり．  

Ceはnumber（Cells／ml）  

Strain  
Nolト  

protoplast  Protoplast  
Regaぬg   

Z．γロ〃∬ff  
（ade…）  

£甜撒壷加  
（1ys叩，Cyhり  

7．5×106  5．0×105  4．5×10W6   

7．6×106  8．0×104  

7．5×108  0   

7．6×106  9．0×102   

S A B C 1 2  3  4  5  6  7  8  

Fig．2 SDS－Electrophoreticpatternofcellprotein畠‘omfusioncell・  

Ce11proteinwass咄ectedtoSDSPAGE（SDSPÅGEwasachievedonaslabof12％polyacryla－  
midegelunderlOmAcurrentatroomtemperature）．60FZgOfce11proteinwasusedandtheprotein  
wasstainedwithAg＋stainingreagent（DA王ICHICOLTD）．  
S：Standard，A：S．cerevisiae．B：S．cereyisiae（lys‾，Cyhr）．C：Z．rouxii（adel，  

1～S：Fusioncell．  

数も1倒であることがわかった。更に，得られた融合株  

の8株の髄体内蛋白質のパターンを比較した。Fig．2に  

示されるように全てぶ．ぐg榊衰ぬe（1ys仙．cyhr）株のパ  

ターンに類似していることが明らかであった。  

4．プロトプラスト再生促進への影響   

完全培地であるGYP培地と細胞壁構成成分である  

β－1，3グルカン，マンナンのほか酵母の細胞壁区分，細  

胞質区分穆を単独に添加した敢小培地に於ける再生率へ  

の影響をFig，3に示した。7種類の物質とも単独添加  

した場合，各々再生率の向上は捌こ見られなかった。  

考  察  

今回，取得した栄養贅求性変災株S．cβ柁ひねgαどの親株  

の耐塩性が12％であったがNTG処理後得られた粟螢賽  

求性株の耐塩性は6％まで低下し，NTG処理により耐  

塩性に関与する遷操子の何等かの部分に損傷を受けたと  

考えられ酵母本来の性質が損なわれないマーか－付き蘭  

株のスクリーニングを検討する必要がある。   

造成した変異株Z．和棚班（ade…）株と鼠cβ柁ぬねβ  

（1ys∴cyhr）株から得られた融合殊について糖資化粗  

糖発酵性，耐塩性，機体内薫白繋のパターンから推測す  

ると今回分離した髄株は，鼠8帥狛巌郎に近い融合株か，   
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地中では極めて困靴なことが知られている。これは，測  

地壁再生が全く行われないわけでなくプロトプラスト衣  

面に微繊維が合成されこれらが張合して繊維状の網状構  

造迄は造ちれるが完全な細胞壁を造るに至れない。又，  

この完全な細胞腰としてはインベルダーゼ，酸性フォス  

フォターゼなど酵栗作用のあるいくつかのマンナンタン  

パク禦や脂質等が土龍の網状欄魔の申に苗穂されたもの  

でなければならない。細胞腰の基層成分ほβ－1，3結合  

とβ－1．6結合を持つ分岐グルカンであることが知られ  

ている。現在，酪母のプロトプラスト汚染に高波皮の塩  

化カルシウムが傑われ効果のあったことが報皆8）されて  

いる。おそらく細胞壁汚染活性を保持する機構に関与し  

ていると考えられている。しかしながら，今回細胞壁の  

鰍釦衣分をなすマンナン，グルカン巨細地質成分，塩化  

カルシウム等を単独で加え酵母プロトプラストの再生率  

を調べたが期待に反して塵添加の再生率と比べほとんど  

変わりはなかった。しかし紺胞既の再生に必要な資材で  

ある糖類を多糖の形でなくオリゴ糖の形で供給すること  

により利用が高まることば十分に期待されるので多糖分  

解物について検討する必繋がある。今後復帰頻度が低く，  

汚生率の高い栄餐黎求性株の取得とプロトプラスト再生  

融合条件の検討，更には融合方法の検討により融合頻度  

を嵩めると共に実用的な見地からは，欠損により生ずる  

マーカーでないマーカーを見いだす必寮がある。  
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Åddiじまon  

盗OC田川p臨仰  

Glu亡an Cardr8n Con亡Or。ユ  舶nnan  

AddiFion  
辺OC田川P欝柁P  

Fig・3 Additioneffectofcellwallcomponentsonproto－  
plastregenerationofざ．ごg柁〃由由g．  

EachofMannan5mg，β－Glucan5mg，Cardran5  
nlg Ce）1＼＼・aL10．1m）．Organe11a O．1mL CこIClご10  

mM，‡nositollOmM was added to20汀】lofthe  
mediumagarたばpmtOplastregeneration．  

OC：Colonynumberofori如alcell（nonZymolyase  
treatment．）  

PNP：Co）onynunlberofprotophstalldnonproto－  
plast（Z叩10】yaset托atmentWithsorbitol．）  

Np：Cokmynumberofnonprotoplast（Zymolyase  
treatmentwithoutsorbitoい  

ざ．cβ柁び怨由gのbackmutantではないかと思われた。又，  

襲用新山酵母の育種と言うことで耐塩性があるものでな  

くてはならず，その点分離した蘭株は耐塩僅が殆ど無く  

実肝捜に乏しい。しかし，異種酵母閏の細胞融合では仮  

に融合したとしてもー般に不安愛で両親の何れか一方の  

形繋に偏って行くと考えられている。又…止般に酵母のプ  

ロトプラストの融合頻磯は汚染プロトプラスト当り，同  

様問の融合でおよそ10鵬3～10山5，輿碓酵1澄閤の融合で  

は10－5～10山7程度である。今回行った融合操作では更  

に低頻度であったと考えられる。   

プロトプラストの渾生には細胞壁の合成と栄養細胞へ  

の再生筏帰という意味がある。又，細胞壁再生は液体培  

要  約   

1．変輿処理の結果，Z．和〝∬ダブ（ade】）4株とぶ．ce柁－  

〝ぬざαg（Iys‾）1株，g．C♂柁〃由由g（his14株が得られた。   

2．Z．和宣揖滋（ade仙）株と鼠cg柁ぬざαg（lys∴cyhr）株  

との細胞融愈から得られた融合殊8辣にシクロヘキシミ  

ド耐性があり，全てガラクトース発酵憫逐有し，シュク  

ロース資化性がなく，耐塩性，アルコール発酵能共に  

S．細別函如と同程度であり，菌体の大きさに差は無く，  

核染色による桟敷も1個であり，菌体内蛋蟹の篭気泳動  

的パターンを比較したが親株のパターンに類似していた。  

従って5．踏倒愈加に近い融合株か，5．矧Ⅵぬ加の  

backmutantと考えられた。   

3．細胞壁構成成分であるβ－1，3グルカン，マンナ  

ンのほか酵母の細胞壁区分，細胞質区分尊を単灘ぷ添加  

したが再生率の向上に対する寄与は見られなかった。   
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