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第1章序論

1。1既往の研究

耐熱性真核微生物と好熱性細菌

　温泉、温排水または海中火山の噴気孔周辺などの高温水圏には、好熱性および耐熱

性細菌が生息しており、それらに関する研究例は数多い。一方、高温水圏由来の真核微

生物に関する報告例は極めて少なく（Sorokin　and　Myers，1953；Enami　and　Fukuda，

197710hta　et　al．，1997）、特に酵母および酵母様微生物に限れば過去にほとんど研究さ

れていない。最近になって、温泉環境における細菌と酵母（Deわa’γoπ7γces》aη吻の関

係が生態学的に調べられ、好熱細菌8ac〃〃s　sp．の生産するチアミンは、酵母の生育限

界温度を引き上げる可能性のあることが報告された（Rikhvanovet　al．，柑99）。しかし、

0．ya碗〃という種自体は既知の中温性酵母（以下に定義）に過ぎず、その後の応用研究

の展開も認められない。さらに、この1研究例を除けば高温水圏に生息する酵母および

酵母様微生物に関する報告例は存在しない。温度の高い水圏には（もし存在すれば）ど

のような酵母様微生物が生息しているのであろうか。

　酵母は一般的に中温性であり、その生育可能な上限温度は280Cから38。Cの間である

（HaglerandAheam，1987）。他方、A曲urとWatson（1976）は生育可能上限温度に

ついて42。Cまで増殖する酵母を耐熱性酵母、45。Cまで増殖する酵母を好熱性酵母と定

義した。しかし細菌の場合、好熱性細菌は55。C以上で増殖可能な種（または株）であると

定義されており（村松，1997）、従って450Cが生育上限である酵母について「好熱性」と

呼ぶことは一般的には違和感があると考えられた。そこで、1980年代以降の応用酵母

学分野では40。C以上で生育する種（株）をまとめて耐熱性酵母と呼ぶようになった

（Hacking　et　al．，19841Banatetal．，1992）。以上の背景から本研究では、後者を以って

耐熱性酵母を定義することにした。耐熱性をもつ酵母および酵母様真核微生物種（株）

は数が少なく、真正菌類についてみると、酵母κ如yyeのmγoes　ma双泊ησsvar
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ma刀daηαs（生育可能上限温度52。C，Banatet　al．，組92）、数種のCaηd‘da属酵母（生

育上限温度40－480C，後藤，1975）などが知られている程度である。すなわち、耐熱性

酵母は通常の酵母株の生育温度、または人類の生活圏における環境温度と比較してや

や高温域まで増殖可能であるに過ぎず、一部の細菌のように、100。C以上の超高温環境

下で生存できる酵母の報告例は無い（Lachance　and　Starmer，1998）。

耐熱性酵母に期待される利用価値

　好熱性細菌（特に超好熱性細菌〉は、生命起源の探求および好熱性酵素の探索という

目的から見て、魅力ある研究対象である。一方、真核生物である耐熱性酵母に期待でき

る特有の魅力とは何であろうか。産業酵母は多くの酵母と同様に中温性であるが、近年

では酒造のみならず、石油の代替燃料としてエタノールの生産にも利用されている（鈴木ら，

1983）。また、一部の酵母は炭化水素を分解資化することから、その分解産物である長

鎖アルコールや長鎖カルボン酸の生産に利用されており、また環境中に流出した炭化水

素類の除去を目的として微生物製剤への応用も試みられている（Mauersberger　et

al．，1996）。

微生物による燃料用エタノール生産の現状をみると、廃糖蜜などのバィオマスを用いる

エタノール生産が世界各地で広く行われるようになった。バイオエタノールの生産は、中

温性酵母による発酵法で行われ、年間生産量は全世界で2500万トン、そのうちブラジル

ではサトウキビを原料として1200万トンから1300万トンが生産されている（横山，2001）。

燃料用以外にも医薬品用、化粧品用、一般工業用原料等としても生産されており、その製

造量は年々増加している。廃糖蜜等の有機廃棄物を発酵分解してエタノールを生産させ

る場合には発熱を伴う。その上、温帯域の夏季および熱帯地方では気温の高さが加わり、

発酵槽の温度が400C以上に達する（Shingh　etaL，1998）。一方、酵母によるエタノール

生産温度は30－35。Cが最適で、40。C以上では、エタノールはほとんど生産されない（鈴

木ら，1983；Banatetal．，1992）。従って、夏季や熱帯域においては微生物に適した発酵

条件を形成するために、発酵槽の冷却コストが必要となり、エタノール生産は採算性に乏

しい。そこで耐熱性酵母を用いることによって夏季または熱帯域においても、より速く安
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価に大量のエタノールを生産する研究が行われて来た。さらに、エタノールが高温でより

高濃度に生産できれば、蒸留のコストも下げることができる。これらの研究は全て陸上由

来の、または既往の保存株から選抜、育種された酵母を用いて行われ（D’Amore　et　al．，

19891Hacking　et　aL，1984；Banat　et　aL，1992；Kida　et　al．，Ward　et　al．，19951Brady　et

al．，｛995；Gera　etal．，1997；Hackand　Marchant，1998）、高温水圏由来の耐熱性酵母を

利用したエタノール生産に関する知見はない。温度の高い水圏には、高温環境下におけ

るバイオエタノール生産という使用目的に耐えうる未知の酵母または酵母様微生物が存

在している可能性がある。さらに、もし存在すれば、その高温環境におけるエタノール生

産能は既往の陸上耐熱性酵母と比較して勝っているのか、またそれはどのような分類学

的、生理学的、および化学的性状をもつ種類であろうか。

　次に、酵母による炭化水素の分解除去に関する研究例をみるとCaηdlda’ηa”osaのη一

アルカンおよび芳香族炭化水素の代謝が研究されており、環境中に流出して水圏を汚染

する炭化水素の分解除去に利用も可能であると考えられる（Cook　etal．，1973；Aheam

et　al．，1976）。1990年度アメリカの例では、水圏を汚染している炭化水素のほとんど

（95％）は、工場、油田、船舶からの慢性的な流出に起因しており（大石，1999）、養殖業

や水産生物稚魚の生育場として極めて重要な役割を持つ内湾海水面および内水面の環

境を悪化させている。これらの汚染水域において酵母を微生物製剤として使用するため

には、内湾および内水面が外洋に比べてはるかにpH，温度，および栄養塩濃度の環境

要因の変化を受け易いことを考慮する必要がある。・C　ma肋saは高い炭化水素分解能

をもつが、典型的な中温性酵母であり高温に弱い。その上、高pH環境にも弱く、pH＞

6、5の環境では生育不能であることも報告されている（Mauersberger　etal．，｛996）。従

って、α’ηa侮saの限定された生育特性は水圏におけるバイオレメディエーションヘの利

用に際し、不利に働くと考えられる。温度の高い水圏には、高温高活性な炭化水素分解

特性を有する未知の酵母または酵母様微生物が存在しているであろうか。大変興味が持

たれる。

これまで述べてきたように、酵母は、既に燃料用エタノール生産および炭化水素の資化

による有用物質生産に利用されており、流出炭化水素の分解除去への応用も可能と考え

られている。しかし一方で、これらの酵母は我々の生活圏で日常的に発生しうる程度の
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高温環境下での利用に問題があることも事実である。従って、耐熱性酵母に期待される

能力とは、「中温性酵母の生育温度よりやや高い温度域（35－50。C程度）1で、我々が既に

酵母を産業利用している場合と同じ仕事を効率的に行えること」であると考えられる。

1．2本研究の目的

本研究では、高温水圏（温泉排水）から高温におけるエタノール生産能または炭化水素

資化能を有する真核性微生物株の分離を試み、分類学的、生理学的、生化学的および分

子系統に関する諸性状を明らかにし、従来から産業用に用いられて来た株または頻繁に

試験研究されて来た株と比較することを目的とした。

なお、本研究で扱う真核微生物は酵母および従属栄養微細緑藻類に限定した。
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第2章水圏の耐熱性酵母およびプロトテカの基礎的性状

　この20年間、数は限られているものの、400C以上の高温環境下に増殖してエタノール

生産能を示す酵母株の分離および探索に関する研究が行われてきた。まず、耐熱性酵

母の育種に関する研究例をみると、プロトプラスト融合による方法（Seki　etal．，1983；

Kida　etal．，1992）、半数体同士の交雑による方法（Kawamura1999）などがある。さら

に野生酵母から耐熱性を持つ株を分離する方法（Banatet　al．，て992）、および多数の保

存酵母株から耐熱性の高い株を選抜する方法（Hacking　et　al．，1984；D’Amore　et　al、，

1989）も見られる。しかしながら、高温環境下におけるエタノール生産という目的に沿っ

て、高温水圏から耐熱性酵母が分離された例はない。さらに、高温で原油や炭化水素類

を高効率に分解しうる酵母および酵母様真核微生物に関する知見も全く知られていない。

　以上のように、高温水圏に由来し、高温で高効率にエタノール生産または炭化水素類の

分解を行うことが可能な真核微生物の探索は全く未知の領域であり、このような応用微生

物学的な観点のみならず、分類学および生化学的にも意義があると考えられる。本章で

は、温泉排水から耐熱性を有する酵母様微生物の分離を行い、その基礎的性状を明らか

にすることを目的とした。

2．1　温泉排水から酵母様真核微生物の分離

西谷（1997）は焼酎の醸造に適した酵母の探索を目的として、様々な環境から多数の

野生酵母の分離を試みたところ、得られた株の温度特性について予想外の事実を見出し

た。東南アジアの諸地域から分離された主な酵母のほとんどは低温ないし中温域

（300C）以下に増殖適性を有し、現在使用されている焼酎酵母に比べて低温型の酵母で

あった。一方、中国東北地域（旧満州）の高梁酒　および熊本県天草沖の海底から分

離した酵母のなかには、40。C以上の温度にも耐えうる高温型の酵母も存在したという。

これらの結果は、酵母の生存する環境温度と酵母の温度特性が必ずしも一致しないことを

示している。しかしながら本研究では、環境温度が高く保たれているような水圏であれば、
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．そこに生育する真核微生物には耐熱性が必要であり、高温に適応可能な微生物のみを選

択的に取得できる可能性があると考えた。しかし第1章で述べたように、既知の耐熱性酵

母の生育限界温度は50。C程度に過ぎず、温泉の源泉および海中火山の噴気孔に代表さ

れる極めて水温の高い場所から酵母様微生物が得られる可能性は低い。本研究ではこ

れらの事実を考慮し、水温が40。C程度まで低下した温泉排水から酵母様微生物の取得を

試みた。

実験方法

1温泉排水の採水1

温泉排水試料は、1999年4月30日、静岡県下田市蓮台寺温泉の温泉排水溝から採取

した。この排水溝では、少なくとも試料採取日には、常に温泉水の流入が認められた。採

水場所は2地点であり、それぞれの地点の水温は40℃および35．5。Cであった。あらかじ

めオートクレーブで高温高圧滅菌（121。C一、20min）したポリエチレン製の採水ビンを用

いて、1採水地点につき5Lずつ（合計10L）の温泉排水を採取した。水温．40。Cの地点

は温泉水が排水溝へ流入している場所である。水温35．5。Cの地点は、同じ排水溝の約

50m下流に位置し、その場所を境にして下流側には熱帯性魚類（グッピーおよびモザン

ビークティラピア）の生息が認められた。これら2種の魚類は、稚魚から成魚まで様々な

成育段階の個体が多数観察されたことから、排水溝中で繁殖していると考えられた。こ

の事実は、採水を行った排水溝が一年中、高温に保たれた水圏環境を提供していることを

示し、もし酵母様真核微生物が排水中に存在するならば、それらは高温の水圏環境に適

応したものである可能性が高いといえよう。

1酵母様真核微生物の分離1

上記の2地点から得た各5Lの排水は各々別に、0．45μmOmnipore　Membrane　Fiiter

（MiIlipore　Corporation，Bedford，MA）を用いて5mLまで排水中の微生物を含む微粒子

を濃縮した。この5mLの試料水を100匪ずつに分けて，0，01％chloramphenicolを

含む酵母用の増殖培地であるYPD寒天培地（2％glucose，2％peptone，1％yeast
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extract，and2％agar）に塗布し、400Cで3日間インキュベートした。

　培地上に出現した酵母様コロニーから釣菌し、細胞の形態を光学顕微鏡下で観察した。

それぞれの単一コロニーに由来する酵母様真核微生物株は、40◎Cでコロニーの採取と画

線培養をYPD寒天培地上で5回繰り返すことにより得られた。全ての株は25。Cにおい

てYPD寒天培地上で継代培養を行った。

結果および考察

水温40。Cの排水から得られた酵母様微生物は18株であった。一方、水温35．5。Cの

排水から得られた数は40。Cの排水由来の株数に比較して増加し、30株であった。顕微

鏡観察の結果、合計48株は採水場所に関わらず、Fig．1に示すとおり、形態的特徴から

明らかに4タイプ（グループA，B，CおよびD）に分類された。40。Cの排水試料より得た

酵母株をRND1一侶、35．5。Cの試料から得られた酵母株をRNDA1－D7と命名した。各

グループに属する株数と採水地点の温度の関係を飴ble1に示す。各グループのうち、

株数が最も多いのは採水場所の水温の違いに関わらず、グループAに属するものであっ

た。その他の3グループについては、それぞれほぽ同数株ずつが存在した。A，Bおよび

Cに属する株の全ては、YPD寒天培地上で出芽による良好な増殖を示したが、Dについ

ては常に内生胞子の放出によってのみ増殖し、酵母の特徴である出芽は認められなかっ

た。

2．2高温域においてグルコースの発酵能またはη一ヘキサデカン資化能をもつ株のスクリ

　ーニング

前述の結果から、温泉排水には多数の酵母様微生物が存在することが明らかになった。

ここでは得られた48株の中から、高温においてグルコースの発酵能およびルヘキサデカ

ン資化能を有する株の選抜を行った。
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Fig.1 A,B,C,D Cell morphology of the thermotolerant 

yeast-like isolates after growth on YPD agar plates for 5 d 

at 25'C. Bar 10 pm. (A) RND13 of group A, <B) RND14 of 

group B, <C) RND17 of group C, <D) RND16 of group D. 
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Table I Number of yeast-like isolates obtained from water 
samples at the Rendaiji hot spring. 

Morphological group Water temperature at the site of sampling 

40~c 35.5~c 

A 

B 

C 

D 

6 

5 

3 

4 

11 

4 

7 

8 

9 



実験方法

【ダラム管を用いた高温域における発酵能の確認1

2，1で分離された48株から、400Cおよび450Cで強いグルコースの発酵能を有するもの

をBame盤ら（1990）の方法に従って選抜した。

（1）培地

ダラム管を入れた10mLサイズの試験管に、酵母用の増殖培地である5mLのYPD

液体培地（2％glucose，2％peptone，and1％yeastextract）を加え、アルミ製キャップ

を被せた後、オートクレーブで高温高圧滅菌（121。C－20min）した。

（2）植菌と発酵条件

各株はYPD寒天培地上で5日間培養した後、一白金耳量の細胞を無菌的に上記の液

体培地を含む試験管に植菌し、14日間、40。Cおよび45。Cでインキュベートした。両方の

温度条件において、試験開始後の24h以内にダラム管内に目視できる量のガスが蓄積し

た株を、特に高温でグルコースの発酵能が優れている（強い）と判定し、スクリーニング通

過株とした。

1高温域におけるη一ヘキサデカン資化能1

（1）培地

10mLサイズの試験管に、酵母用の最少培地で炭素源を含まない0．67％YNB培地

（Difcoyeast　nitrogen　basewithoutamino　acids）4．95mしを入れ、その上に0．45μm

Omnipore　Membrane　Filterを通して滅菌した50μLのη一ヘキサデカンを重層した（終濃

度1％（v！v））。試験管内を好気的かつ無菌条件に保つために、試験管口を発泡シリコン

栓で塞いだ。胎ble2に示すように、YNBは微量成分であるビタミン以外に炭素源を含ま

ないので、η一ヘキサデカンがほぼ唯一の炭素源となる。

（2）植菌と培養条件

各株はYPD寒天培地上で5日間培養した後、0．85％NaCl中で洗浄した細胞を無菌的

に、初濃度2x105ce”s1mLになるように上記液体培地を含む試験管に植菌し、14日間、

35。Cおよび40。Cでインキュベートした。35。Cまたは400Cのいずれかの温度条件で、試

　　　　　　　　　　　　10



Table 2 A formula of yeast nitrogen base wlo amino acids (Difco), 

Chemicals Conc. 

Nitrogen source (g/L) 

(NH4)2S04 

Growth factors ( H9/L) 

Para -Aminobenzonic acid 

Biotin 

Folic acid 

myo -Inositol 

Nicotinic acid 

Pantothenate (Ca) 

Pyridoxine hydroch loride 

Riboflavin 

Thiamine hydrochloride 

Trace element sources ( pg/L) 

H3B04 

CuS04'5H20 

KI 

FeC13 ' 6H20 

MnS04'4H20 

Na2M004･2H20 
ZnS04'7H20 

Salts (glL) 

KH2P04 

K2HP04 

MgS04 ' 7 H20 

NaCl 

CaC12 ' 6 H20 

5 

200 

20 

2 

10000 

400 

2000 

400 

200 

400 

500 

40 

100 

200 

400 

200 

400 

0.85 

0.1 5 

0.5 

0.1 

0.1 

11 



験開始後の1週間以内に、目視観察で明瞭な増殖が認められたものをスクリーニング通

過株とした。

結果および考察

1高温域において発酵能をもつ株1

40。Cまたは450CでYPD液体培地の2％グルコースを発酵可能な株数および株名を

殆ble3に示す。40。Cにおける発酵試験結果をみると、全ての株は2週間以内に目視可

能な量のガスを発生した。しかしながら、スクリーニングの条件である24h以内に発酵し

た株数は少なく、9株であった。これら9株のうちの7株は、水温が400Cの排水試料に由

来する株であり、35．5。Cの排水由来の株はわずか2株であった。また発酵温度45。Cで

は、40◎Cにおけるスクリーニングを通過した9株中の8株が24h以内に発酵を示した。こ

の8株を最終スクリー二．ング通過株とし、それらの名称は殆ble3にアステリスクを付けて

示す。なお、45。Cでは、24h以降に発酵能を示す株は認められなかった。

　次に40。Cと450Cの両方の温度条件において24h以内に発酵が確認された株、すなわ

ち最終的にスクリーニングを通過した8株の内訳を細胞形態に基づくグループ別に示すと、

グループAに属するものが6株、Bが1株、Cが1株であり、グループDに属するものは

存在しなかった。

　Hackingら（1984）は、14％（w／w）グルコースを含む酵母用発酵培地を用いて、糖発

酵能を有する酵母7属55株の37。Cおよび40。Cにおけるエタノール生産量を調べた。そ

の結果、エタノールの発酵収率が50％を超えた株数は、37。Cでは28であったのに対し、

40。Cではわずか12であった。この研究結果は、3。Cの温度上昇が急激な発酵能低下を

招くことを示している。つまり発酵性酵母にとって、40。C前後の温度条件はより低温域で

本来有している発酵能を同レベルに維持できるか否かという点で、非常に重要な温度帯で

あることがわかる。本研究のスクリーニングで得られた8株の酵母様微生物のもつ、高温

域におけるエタノール発酵能は、本章2．3および第4章4．1で詳細に検討する。

12
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【高温域におけるルヘキサデカン資化能】

35。Cで1％（v／v）η一ヘキサデカンを資化して生育した株は、水温400Cの排水由来の株

が4株、水温35．5℃の排水由来のものが8株であった。全ての株の細胞形態はグルー

プDに属するものであった。しかし、40QCにおいて資化能を示す株は認められなかった。

　過去に炭化水素資化酵母の資化・分解特性について、高温域におけるその性能を具体

的に述べた研究例はない。しかし常温でルアルカン類の資化能が高く、その分解代謝が

詳細に研究されているCaηdlda　ma’fosaは、中温性酵母であることを考慮すると、恐らく

40。C付近の温度条件ではη一アルカン類の資化・分解が困難であろうと予想される。本研

究の第4章4．3では、上記のη一ヘキサデカンを資化して生育した12株の中から1株を選

び、その高温域における〃一アルカン類の分解能を詳細に検討した。この1株は、350Cで

η一ヘキサデカンを資化するばかりでなく、前述の高温域におけるグルコースの発酵能試験

において、40QCで24h以内に発酵能を示した株である（45。Cでは発酵不可）。なお、ここ

で選抜した1株の名称は後述するごとく酵母ではなく、ρmfo’舶oa　zoρ荊の亜種であり、

胎ble3にアステリスクを2つ付けて示してある。

2．3　高温域におけるグルコースの発酵特性

2．2で目視観察の結果、高温域における活発な発酵が確認された8株は、実際にどの程

度のエタノール生産能を有しているであろうか。ここではグルコースを発酵できる上限温

度および40。C－50。Cにおけるエタノール発酵収率を明らかにした。また、35。Cでη一ヘ

キサデカン資化能をもつ株についても、グルコースを発酵できる上限温度を調べた。

実験方法

【グルコースを発酵できる上限温度1

（1）供試株

2．2において、高温域における発酵能またはη一ヘキサデカン資化能から選抜した9株

（拍ble3でアステリスクをつけた株）について、グルコースを発酵できる上限温度を調べ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14



た。

（2）培地

　ダラム管を入れた10mLサイズの試験管に、5mLのYPD液体培地（2％glucose，

2％peptone，and1％yeastextract）を加え、アルミ製キャップを被せた後、オートクレー

ブで高温高圧滅菌（121。C－20min）した。

（3）植菌と発酵条件

　各株はYPD寒天培地上で5日間培養した後、一白金耳量の細胞を無菌的に上記の液

体培地を含む試験管に植菌して24hインキュベートした。発酵は、2葡以内にダラム管

内に蓄積するガスによって確認した。初めに30，35，37，40，42および450Cの各温度で

実験を行い、45。Cで発酵が確認された場合は、さらに45。Cから葉。C間隔で培養温度を上

昇させ、ガスの発生が認められなくなる温度を決定した。

［40。C以上の高温域におけるエタノール発酵収率】

　これまでの実験では、発酵能の有無を「目視しうる量のガスをグルコースから発生す

る」という指標を用いて判定してきた。しかし、ガスの発生を伴うグルコース嫌気代謝では、

酵母では主にエタノール発酵によりCO2を発生するのが普通であるが、H2のみを発生す

る発酵を行う可能性は否定できない。また、本研究では高温における高効率なエタノール

生産も目的としているため、エタノール発酵能の強弱について定量的に調べる必要がある。

ここでは40。C以上の高温条件で完全嫌気条件の下、温泉排水由来の真核微生物が持つ

エタノール発酵収率について検討した。

（1）供試株

　前述した【グルコースを発酵できる上限温度1で使用した温泉排水由来の9株の内、η一

ヘキサデカン資化能によって選抜されたRND16株を除く8株を用いた。

（2）植菌と発酵条件

全ての株はYPD寒天培地上で36－48h（温度条件：250C）培養した後、1白金耳量の

細胞をYPD液体培地10mLを含むL字型試験管に植菌した。各々の酵母株は37◎C－

120rpmの条件下で1日間振とう培養を行った。さらに、この培養液から200μLを採取し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15



．て、500mLサイズの枝付羽付三角ツラスコ中に用慧した｛00mLのYPD液体培地に植菌

し、37。C・120rpmの条件下で定常期初期まで振とう培養を行った。この培養液を遠沈

管に45mLずつ採取し、1600Xgで5分間の遠心分離を行い、沈殿した菌体から湿菌体

0．1gを採取した。この湿菌体を5％グルコース10mLによく懸濁し、BBしGasPak

Anaerobic　System　Enveropes（Becton　Dickinson　and　Company）を備えた嫌気ジャー

の中で、40，45および50。Cの完全嫌気条件下で24h発酵を行った。この実験では対照

株として中温性の産業酵母（ビール酵母BSRl　YB23－3株）を用い、温泉排水由来の株

と同一の嫌気ジャーで発酵を行った。ビール酵母は高温で増殖および発酵が不可能で

あったため、培養と発酵は全て25。Cで行った。この場合、発酵は120h行った。

（3）エタノール濃度および発酵収率

発酵液から遠心分離によって菌体を除去した後、上層液をねじ口試験管に移した。こ

れを80。Cで15分間水浴して菌体外酵素を失活させた後、脱イオン水で希釈してエタノー

ル濃度の測定用サンプルとした。エタノール濃度はBeulter（1984a）の方法に従い、

F－kit　Ethanol（Boehringer　Man蘭eim　Co．，Ltd．）を用いて行った。エタノール発酵収率

はゲイ・ルサックの式に従い、唾モルのグルコースを基質として、2モルのエタノールが生

成された場合を100％として、実際にエタノールが生成された割合（％）で示した。

結果および考察

［グルコースを発酵できる上限温度1

温泉排水由来の酵母様微生物がグルコースを発酵できる上限温度をFig．2に示す。供

試9株の内、グループAに属する6株は全て48。Cまで発酵が認められた。グループCに

属するRND17株の上限温度も470Cと高かったが、グループDに属するRND16株は上

限温度がやや低く、42。Cまで発酵可能であった。しかし、RND16株は元々高温における

η一ヘキサデカンの資化能によってスクリーニングされた株であり（本章2．2）、YPD培地中

のグルコースを400Cでは発酵するが、450Cで発酵できないことが既に明らかにされている

ので、この結果は妥当なものである。一方、特筆すべき結果が得られたのはグループB

に属するRND14株であり、発酵が55◎Cまで確認された。なお、この株は56。C培養でガス

　　　　　　　　　　　16
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を発生しないが、実験終了後に培養温度を55。Cに下げると4h後にはガスを発生した。

なお、この特性には再現性が認められた。すなわち、RND14株の細胞の少なくとも1部

は、56。Cの高温下で24h生存していたことになる。既往の知見では、子嚢菌酵母

矧〃yMθπ》mγoθs’ηa所泊η〃sには500Cまでエタノール発酵可能な耐熱性株も知られている

が（Banatet　al．，1992）、55。Cで発酵を行う酵母は報告例をみない。

【エタノール発酵収率l

　Figure3に、温泉排水由来の8株のエタノール発酵収率を示す。本試験では栄養塩

を添加しない条件で発酵させたにもかかわらず、40。Cでは、グループAに属する株が高い

収率を示した。

とりわけ、RND13株は72．1％と最も高い値を示し、ビール酵母が25。Cで120hの発酵後

に示した57．0％の値をはるかに上回った。発酵温度を45。（）まで上昇させると、6株は発

酵収率の低下が認められたが、グループAに属するRND8株およびグループBの

RND14株は、その値が40。Cで発酵させた場合に比較して上昇した。なお、発酵温度を

50。Cまで上昇させると、全ての株のエタノール生産量は極度に低下し、株間で有意な差は

認められなかった。全体を通してみると、RND13株は40。Cで最も高い発酵収率を示す

ばかりでなく、45。Cにおいても比較的高い値を保っていることから、本研究において温泉排

水から得られた酵母様微生物の中では、400C以上の高温におけるエタノール生産に最も

適した株であると考えられた。RND13株を用いた産業レベルの高濃度グルコースの発

酵については、第4章4．1で詳細に述べる。

2．4　増殖の温度依存性

温泉排水由来の株の中には、高温域におけるエタノール生産能またはη一ヘキサデカン

資化能をもつものが存在し、少なくとも400Cで生育可能であった。しかし、これらの増殖

最適温度と増殖可能上限温度が中温性酵母に比較してどの程度に高いのかについては

不明であるため、次に増殖の温度依存性を検討した。
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実験方法

1増殖に及ぽす温度依存性1

（1）供試株

高温域におけるエタノール生産能またはη一ヘキサデカン資化能から選抜した9株

（伯ble3のアステリスクを付けた株）について、増殖の温度依存性を調べた。対照株とし

て中温性酵母2株を使用し、温泉排水由来株の高温域における増殖能の優位性について

検討した。この試験に用いた中温性酵母株は、ビール酵母の一種である

Saoo始π　’ηycesoe’e》’s泊e　BSRl　YB23－3株およびDeba’γomyoes力aηseη〃BP19株で

ある。BSRl　YB23－3株はサッポロビール（株）醸造技術研究所より分譲されたものである。

BP19株は、東京水産大学食品生産学科生化学研究室が東京都大田区に位置する東京

都立野鳥の森公園内の汽水池から分離し、継代培養されてきたものである。

（2）培地

10mLサイズのL字型試験管に、10mLのYPD液体培地（2％glucose，2％pgptone，

and1％yeast　extract）を加え、試験管内を好気的かつ無菌条件に保つために、試験管

を発泡シリコン栓で塞いだ後、オートクレーブで高温高圧滅菌（1210C－20min）した。

（3）植菌と培養

　全ての株はYPD寒天培地上で36－48h培養（温度条件＝25。C）した後、初濃度

OD660＝0．1となるように上記培地を含むL字型試験管に植菌した。各々の株は20－

45℃の温度条件の下、120rpmで振とう培養を行った。培養中の試験管は2h毎に取り出

し、濁度計MINl　PHOTO518（殆itecCo．，Ltd）により、細胞の増殖に由来する濁度変化

を調べた。予め濁度と各株の細胞濃度の関係はトーマ血球計を用いて調べておき、各計『

測時における細胞濃度は実験終了後に算出した。最大増殖速度は、次の式により求め

た。

μmax＝（bgNt2－bgNt1）11092（t2－t1）

Nt1はある時点における細胞濃度（Oel［S／mし）、Nt2はその2h後の細胞濃度（oeIIS／mL）を示す。
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結果および考察

【増殖速度および定常期における細胞濃度の温度依存性1

温泉排水由来の9株の内、グループAに属する全て（6株）は各温度条件でほとんど同

一の増殖曲線を示した。従って、ここではその中の1株であるRND13株のデータのみを

記載した。増殖速度に及ぼす温度の影響をFig．4Aに示す。温泉由来の各グループから

1株づつを合計4株の増殖速度をみると、その最大値（0．09－0、81h齢1）は全ての株に

ついて35または37。Cで得られた。一方、2株の中温性酵母はより低温側の30。Cで最大

増殖速度を示した。温泉排水由来の株は、20－30。Cの比較的低い温度条件下では、高

温域に比較して増殖速度は低くなるが、定常期における細胞濃度は高温域に比較して遜

色なく、20－42。cの幅広い温度域でほぼ同じ細胞濃度まで到達することが示された（Fig．

4B）。一方、中温性酵母は30◎Cを越えると、定常期に得られる細胞濃度は温度の上昇と

ともに低下した。以上の結果をまとめると、温泉排水由来の酵母様微生物は常温で中温性

酵母と同様に生育するが、より高温まで適応して増殖可能であるという特徴をもっていた。

なおFig．4に示すように、温泉排水由来の4株の全ては40。cで良好な増殖を示すことから、

耐熱性真核微生物と呼んで差し支えないと考えた（第1章参照）。さらにこれら4株は、

既に高温域におけるグルコースの発酵能あるいはη一ヘキサデカンの資化能に関するスク

リーニングを通過しており、応用研究への可能性を有しているという点で価値があると考え

られる（本章2．2および2．3）。本研究では、この4株（RND13，RND14，RND16および

RND17株）の内、40◎Cで高エタノール発酵収率をもつRND13株および、350Cでη一ヘキ

サデカンの資化能を示したRND16株に的を絞って行った。ただし、分類学上の位置に関

してはRND14およびRND17株についても検討した。

2．5　生理学的性状に基づく酵母の同定

第1章で述べたように、高温水圏由来の真核微生物に関する研究例は非常に少なく、温泉

排水中にはどんな種類の酵母様微生物が含まれているのかは分類学的にも興味深い。ここ

では代表的な4株について生理学的性状を中心とした方法に従って、種の同定を行った。
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実験方法

　本章2．1で細胞形態に従って分類したグループA，B，CおよびDから、それぞれ1株ず

つを2．4で示した理由によって選び（グループA：RND13株，グループB：RND14株，

グループC：RND17株，グループD＝RND16株）、生理学的性状を中心とした方法で

種の同定を行った。同定試験はBame仕etal，（1990）およびK蝋zman　and　Fe“（1998）

の方法に従って68項目の試験を行い、その結果と検索ソフト（J．A、Bame廿：Yeast

ldenti罰cation　Program，Version4．Cambridge　University　Press，New　Ybrk，1996）によ

る検索結果によって該当種を推定した。

［糖の発酵能1

糖類の微好気環境下における分解・発酵能に関する試験は7項目である。各50mMの

糖を1種類とダラム管を含む5mLのYNB培地に、107cellslmLの細胞濃度になるよう

に各株を植菌して、25◎Cで4週間培養した。発酵能は、ダラム管内に目視できる量のガ

スが蓄積した場合を陽性と判定した。

【各種炭素源および窒素源の資化能1

　単一種の有機化合物を唯一の炭素源として与えた場合の資化能（増殖）に関する試験

は43項目である。酵母細胞は0．85％NaCIで2回洗浄した後、各50mMの炭素源を1

種類のみ含む5mLのYNB培地に2x1050elis凶mLの細胞濃度になるように植菌し、25。C

で4週間培養した。炭素源の資化能は目視観察により増殖の有無で判定した。

単一種の窒素化合物を唯一の窒素源として与えた場合の資化能（増殖）に関する試験

は9項目である。試験開始前に、酵母細胞は0．85％NaClで2回洗浄した後、窒素源を

含まない5mLの1．17％YCB培地（Difco　yeast　carbon　base，以下YCB培地）中で、

10日間窒素源を絶った。細胞は遠心分離（1600xg）で回収し、各5mMの窒素源を1

種類含む5mLのYCB培地（Difcoyeastcarbon　base）に2x105ce”s／mLの細胞濃度

になるように植菌し、250Cで4週間培養した。窒素源の資化能は目視観察により増殖の有

無で判定した。
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Piazonlum　blue　Bテスト1

Dlazonlum　blue　Bテストは、子嚢菌酵母と担子菌酵母を区別するために行った。各株

を250Cで16日間、YM寒天培地（0．3％maltextract，0．3％yeastextract，0、5％peptone，

1％glucose，and2％agar）で培養した後に、55。Cで16h放置した。その後、培地上の

コロニーをDBB試薬に浸し、室温で2分以内に暗赤色に染まった場合をDiazonium　blue

B　reaction陽性（担子菌酵母）とした。対照株として、Sao酌aのmycesoerevls泊e

（ne9ative　control）および7”bわosρoのηo》o’des（positive　control）を用いた。なお、

DBB試薬はDiazonium　blue　B　salt（SIGMA，St．Louis，MO）を1mg／mLの濃度になる

ように、4。Cの0．1M　Tris－HCl　bu舵r（pH7．0）中に試験直前に溶解して調製した。

［菌体外デンプン様多糖類の有無l

C航ρfocoooσs属を含む一部の酵母は、デンプンに酷似する多糖類を菌体外に生産する。

この多糖類の有無は炭素源の資化能試験を終了した時に、2～3滴のヨウ素液を培養液

に入れ、培養液がヨウ素デンプン反応によって青から緑色を呈した場合を、陽性と判定し

た。

1シクロヘキシミド耐性の有無】

シクロヘキシミドは真核細胞のリボゾームにおけるペプチド鎖延長における転移反応を

阻害することにより、タンパク質合成を阻害する。しかし、一部の酵母はシクロヘキシミド

に対して耐性があり、その耐性の程度は分類の指標となりうるため、本研究では0．01％お

よび0．1％のシクロヘキシミドに対する各株の耐性を試験した。各株は0．01％および

0．1％のシクロヘキシミドを含むYNB液体培地中で、25。C－120rpmの条件下で28日間

振とう培養を行い、増殖の有無を確認した。

1グルコースを基質とする酢酸の好気的生産l

Deκke‘aおよび8戸effaηo’ηyoes属の酵母はグルコースから好気的に多量の酢酸を生

産するため、この性質はこれらの属の酵母を他属と区別するのに有効である。酢酸生産

性試験用寒天培地（5％glucose，0．5％yeastextract，0．5％CaCO3，and2％agar）上
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で各株を培養し、培地中に溶解せず均一に分散しているCaCO3粉末が10日以内に株の

生産する酢酸によって中和されることによって、コロニーの周囲に透明なハロを形成した場

合を、陽性と判定した。

1細胞およびコロニーの形態1

　偽菌糸、菌糸、内生胞子および外生胞子（分生胞子または担子胞子）の形成能は、ア

セテート培地（0．25％yeastextract，0．1％gluoose，0・98％potassium　aoetate，0．12％

NaCI，0．07％MgSO4・7H20，and2％agar）、ゴロドコア培地（0．1％glucose，1％

peptone，0．5％NaCl，and2％agar）、コーンミール寒天培地およびV8寒天培地を用い

て確認した。コーンミール寒天培地は、42gのトウモロコシを札のイオン交換水に漬けて

600Cで1h放置し、ろ紙（Whatman　No．1僚erpaper，Whatman　lntemational　Ltd．，

Maidstone，England）を用いてろ過した後、ろ液に12gの寒天を加えて、高温高圧滅菌

（121。C－20min）したものを用いた。V8寒天培地（V8vegetablejuce（Campbe”

Soup　Company　Ltd．，Camden，NJ）350mL，0．5％baker’s　yeast，1．4％agar）は、80。C

－90。Cで10分間加熱処理を行った後、寒天が固化する前に1M　HClを適量添加してpH

6．8に調整した。これらの培地の特徴は、酵母にとって通常の増殖用培地よりも（高濃

度のカリウム塩およびナトリウム塩の存在等の）過酷な生育環境を提供し、菌糸および胞

子の形成を促進する点にある。各株をこれらの培地に植菌して18。Cおよび25。Cで培養

した。1ヶ月、3ヶ月およぴ6ヶ月後にそれぞれの培地上に生育した細胞の形態を、光学

顕微鏡で観察した。

各株の有する色素（力ロテノイド）の生産能は、YPD寒天培地で培養した際のコロニー

の色がピンク、榿または赤色である場合を陽性と判定した。なお、酵母の中にはグルコ

ースからカロテノイド以外に黄色系の色素としてリボフラビン（水溶性物質）を産生するも

のがある。この可能性を否定するために、上記の判定が陽性の株は50mMのグルコー

スを含むYNB液体培地中で再試験を行うことにした。
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結果および考察

［生理学的手法による同定結果1

同定を行った4株の生理学的性状試験結果をTable4に示す。68項目の全試験結果

を酵母同定ソフトに入力すると、RND13株（グループA）、RND14株（グループB）およ

びRND17（グループC）株はそれぞれ、7b‘u’asρo‘a　delbπ，eo㎞、DekκeAa　sρ．および

Caηd’da　a’b’oaηsと同定された。

　次に、上記の種の同定結果と各々の属の特徴を確認のため照合すると、RND13株は

出芽により増殖し、偽菌糸および菌糸を形成しなかった。糖の発酵能をもつが、硝酸塩を

資化せず、Diazonium　blue　Bテストには陰性であった。これらの性質は7b凹’asρoAa属

の特徴と一致した。RND14株はグルコースから酢酸を多産し、これはDe歓θAa属の特徴

に一致した。RND17株は多極出芽によって増殖し、栄養細胞は球状に近い楕円形であ

り、偽菌糸の形成能をもっていた。また、糖の発酵能を有し、液体培養の水面付近に薄

い菌膜（pe”icles）を形成した。デンプン様多糖類が菌体外へ生産されることはなかった。

以上の性質はCaηd’da属の性質と合致した。なお、RND17株による炭素源の資化能の

結果（狛ble4）を他の3株と比較すると、非常に多種類の炭素源を活発に資化するにも

かかわらず、B一グリコシド結合をもつ2糖および3糖類を資化しないことが明らかである。

この性質はCaηd’da　a’わめaηsに特徴的なものである。実験方法では述べなかったが、

さらに牛血清アルブミン存在下（濃度について規定なし）の37。Cで液体培養を行うと、2－3

h後にσa’b’caηsに特徴的なgermtubeが出現することを確認した。このような具体的

証拠から、RND17株がC　a’bめaηsである可能性は非常に高いと考えられた。

　RND16株（グループD）は、本章2．1で述べたように、酵母の増殖用培地であるYPD

寒天培地上では常に内生胞子の放出により増殖したが、同定試験で用いた全ての偽菌糸、

菌糸、内生胞子および外生胞子の形成能検査用培地上でも、それ以外の増殖形態を示す

ことはなかった。ところが現在知られる酵母には、内生胞子の放出によってのみ増殖する

種類は知られていない。つまり、RND16株は他の3株と異なり、「コロニーおよび細胞の

形態は酵母に酷似するが、酵母でない微生物』である可能性が高いと考えられた。
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Table 4 Specific characteristics of the four yeast-Iike strains isolated from hot spring drainage. 

Growth was assessed by the method of Barnett et al. (1990]. Fermentation and growth were 

examined at 25~C. Symbols: + = positive, I = Iatent (rapidly devetoping a positive reaction after a lag), 

s = positive but slow, w = weak, ws = weak and stow, tw = tatent but weak, v = varfable response, - = 

neaative 

Fermentation : 

Carbon source Strains 

RND13 RND14 RND17 RND16 
1 

2 

3 
4 
5 
6 

7 

D-Glucose 
D-Galactose 
Sucrose 
Maltose 
La ctos e 

Raff inose 

Inositol 

~ 

ws 

W + 
s 

ws 
* 

~ 

Assimilation of carbon compounds : 

Carbon source Strains 

RND13 RND14 RND17 RND16 
1 

2 
3 

4 
5 

6 
7 

8 
9 

10 
11 

12 
13 
14 
15 
16 

17 
18 
19 
20 
21 

22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

D-GI ucose 

D-Galactose 
Mal tose 

Methyl a-D~llucopyranoside 
Sucrose 
a,a-Trehalose 
Mel ibiose 

Lactose 

Cellobiose , 
Melezitose 
Raffinose 
Inutin 

Starch 

D-Xylose 
L-Sorbose 
D-Glucosamine 
D-Ribose 
L-Arabinose 
D-Arabinose 
L-Rhamnose 
Salicin 

Arbutin 
Glycero, 
Erythritot 

Rib itot 

Xylitol 

L-Arabinitol 

D-Glucitol 

D-Mannitol 
Galactitot 

+ 

+ 

* 
* 

Ws 
! 
t 

t 

s 

~ 

~: 

t 
:~ 

t 
s 

+ 

s 

s 

t 
+ 
+ 
t 
t 
+ 
t 

i 

s 
+ 
l 

S 

t 

+ 
+ 

t 

+ 

ws 
WS 

s 

W 
ws 
W 
W 
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Table 4. (Continued) 

Assimilation of carbon compounds : 

Carbon source Strains 

RND13 RND14 RND17 RND16 
31 

32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 

42 
43 

I nositol 

D-Glucon0-1 ,5-lactone 

2-Keto-D~]luconate 
D-Gluconate 
D-Glucuronate 
D-Galacturonate 
DL-Lactate 
Succinate 
Citrate 

Methanol 
Ethanol 
Pro pane-1 ,2~iol 

Butane-2,3~,iol 

+ 
+ 
+ 

s 
s 

t 

+ 

+ 
* 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
l 

+ 

+ 

* 

+ 
+ 
I 

t 

W 
+ 

Assimilation of nitrogen compounds : 

Nitrogen source Strains 

RND13 RND14 RND17 RND16 
1 

2 
3 

4 
5 
6 

7 

8 
9 

Nitrate 

Nitrite 

Ethylamine 
L-Lysine 

Cadaverine 
Creat ine 

Creatinine 

Glucosamine 
Imidazole 

l 

t 

+ 
+ 
+ 

l 

I 

t 

* 

s 
+ 

ws 
* 

Other Characteristics : 

Characterist ics Strains 

RND13 RND14 RND17 RNDI 6 

1 

2 

3 

4 
5 
6 

7 
8 

9 

0.0196 Cyclohexymide growth 

0.1% Cyctohexymide growth 
Starch formation 
Acetic acid production 

DBB coler test 

Carotenoid production 
Budding celts 
Filamentous grouth 
Bipotar budding 

+ 

+ 

f 
t 

+ 
+ 

+ 
+ 

ws 
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2。6　生理学的性状に基づくRND16株の同定

前述のごとく、RND16株は酵母ではない可能性が示された。そこで、本章2．5の同定

試験で使用した同定書（K雌man　CR　Fell　JW。肋θ梅θs縞θ’aκoηo〃瘤s’〃4γ，

Elsevier　Sci。Pub．，Amsterdam，1998）を用いて、「酵母ではないが、酵母と間違えられ

ることの多い微生物』に限って再検索を行うと、「内生胞子の放出によってのみ増殖する酵

母様微生物」として、従属栄養微細緑藻であるP戸ofo酌eoa属の可能性が考えられた。そ

こで、RND16株の諸性状がPハofofe舵a属のそれと一致しているか、またP履of肋ca属

であれば、属内のどの種類に相当するのかを検討した。

Pκ）fof力eoaはかつて酵母やfungiを含む真正菌類である（曽根田，1975）とされていた

が、現在では光合成を行う独立栄養の微細藻であるCわ’oハe〃aが葉緑体形成能を失い、従

属栄養微生物として独自に変異を遂げた属であると考えられている。特に緑藻植物門ト

レボウクシア藻綱に属する緑藻であるAuxeηocわ’oハe〃aρπ）foオわeoo’desと同じ祖先を共

有する微生物であるという見方が一般的である（Pore，1972；Huss　and　Sogin，1990；

Huss　et　al．，1999）。生態学的には、その主な生息環境は多くのC〃’o姶〃aと同様に水圏

であり、栄養塩濃度の高い排水からの分離例も多いが、他方では酵母と同様に樹木が生

産する樹液上に形成されるSllmeflaxにも生育することが知られている。

実験方法

嘱の判定l

Pore（1998）の方法に従い、RND16株がρハDfo酌eca属であるか否か検討した。全て

の試験はPmfo酌eoa　lsolation　Medium（PIM，Pore1998）を用いて行った。PIM培地

はρmfo加eoa属微細藻を選択的に生育させる特別な培地であり、細菌および酵母の混入

と生育を防ぐ目的で、フタル酸水素カリウムおよび5一フルオロシトシンを含んでいる（殆ble

5）。
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Table 5 Prototheca Isolation Medium (PIM). 

Chemicals Concentration (g/L) 

Potassium hydrogen phthalate 

NaOH 
MgS04 
KH2P04 
N H4Cl 

Thiamine hydrochloride 

Glucose 

5-Fluorocyiosine 

10 

0.9 

0.1 

0.2 

0.3 

0.001 

10 

0.25 
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・【種の同定1

　上記の属の判定試験でRND16株の諸性状がρめ’o酌θoa属のそれと一致した場合、

Pore（1998）の方法に従って、種の同定を行った。

結果および考察

1同定結果】

RND16株はρm’ofわeoa属の特徴である諸性状を有しており（伯ble6）、また種の検索

を行うとPmfofゐeca　zoρ所であった（胎ble7）。さらに、η一ヘキサデカンを資化して増殖

することから、ρzoρ所の亜種であるP　zoρ所vaLわγdのoaめoηeaに分類された。しか

し、RND16株は本章2．2および2．3で示したとおり、高温でグルコースを発酵してガスを発

生するが、Pmfo‘わeoa属の嫌気代謝には、ガスの発生を伴うグルコース代謝は（常温に

おいても）存在しないとされている（Pore，1998）。RND16株の性状はこの点において、

既往の知見におけるPハo’o酌θoa属微細藻に関する記載と明らかに異なっていた。

2．7　18S　rDNAの塩基配列に基づく分子系統上の位置

かつて微生物種の同定は専ら生理学的な手法に基づいて行われてきたが、過去10年

間におけるPCR（Polymerase　Chain　Reaction）の急速な普及をはじめとする分子生物

学的な手法の発展に伴い、生理学的同定結果と遺伝学的同定結果に矛盾が生ずる事例

が報告されるようになった。特に細菌の分類学的解析においては、1987年の国際細菌類

分類命名委員会特別委員会において遺伝学的同定結果の重要性が強く認識され、現在

では、リボゾーム小サブユニットのRNAを：コードする16S　rDNAの塩基配列決定が必須項

目となっている。真核微生物である酵母の分類に関しても1990年代に入り、核由来（ホ

スト）のリボゾーム小サブユニットのRNAをコードする18S　rDNAの塩基配列決定がなさ

れるようになったが、各種酵母由来のrDNA塩基配列情報の蓄積は細菌のそれに比較す

ると著しく遅れを取っていた。しかし、この2－3年における急速な解析により、酵母にお

いてもrDNA塩基配列情報の蓄積が、菌種同定の目的に使用可能なレベルに達しつつあ

　　　　　　　　　　　　31



Tabie 6 Characteristics of RND16for diagnosis ofthe genus. 

Characteristics Isolate RND 16 

Growth on Prototheca isolation medium (PIM)* 

Formation of autospores 

Resistance to rose bengal staining 

Oxygen requirement for growth 

Thiamine requirement for grouth 

Assimilation of ammonium chloride 

Budding cells 

Development of basidium 

Development of hyphae 
Production of chlorophylls or carotenoids 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

' Pore 1998 

Table 7 Characteristics of RND16 for identification in 

the genus Prototheca . For abbreviations see Table 4. 

Characteristics Isolate RND 16 

Assimilation 

Fructose 

Galactose 
1 -Pro panol 

Trehalose 

Hexadecane 

Morphology 

Dauer cell < 8.5 p m 

Dauer cell > 8.5 p m 

S pheroidal 

Elli psoidal 

+ 

- r ws 
+ 

- r w 
+ 

+ (16.0, 9.6)a 

v 
v 

* Values expressed as means of the major and minor axis 

of 100 cells grown on a YPD agar plate ( p m) 

32 



る。特に1999年から2000年にかけて、非常に多くの種を含むCaηd’da属に分類される

全酵母種のrDNA配列情報が明らかにされたことの意義は大きい

（DD8J1EMBLIGenBankにおける各種酵母のrDNA配列情報の登録年を参照）。

以上の背景を踏まえ、ここでは本章2．5および2．6で生理学的に種の同定を行った酵母

2株（RND13株とRND17株）とPπ）綴力eca1株（RND16株）が有する核由来（ホスト〉

の18S　rDNA塩基配列のほぽ全長を解析し、各株について分子系統上の位置を推定し

た。

実験方法

【18S　rDNA塩基配列の決定1

　各微生物株のゲノムDNAはXing　andAharon（1988）およぴK㎞ら（1997）の方法

によって抽出、分離および精製を行った。このゲノムDNAを鋳型として、以下に示す

PCR条件でRND13株およびRND17株の18S　rDNAを増幅した。

（1）．プライマー：Universal　fungal　primer（White　et　a』1990）

　　　　　　　　NS歪（5’一GTAGTCAτATGCTTGTCTC－3’）

　　　　　　　　NS8（5’一TCCGCAGGTTCACCTACGGA－3’）

（2）反応液：狛kara　Ex伯q　B面er（宝酒造）を用いた。

（3）プログラム：（95。C，5min）×1cycles

　　　　　　　　（94。C，1mln→55℃，1min→72。C，1．5mln）×30cycles

　　　　　　　　（72。C，8min）×1cycles
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RND16株の18S　rDNAは、以下に示すPCR条件で増幅した。

（1）プライマー一l　Eukaryote・speci莉c　prlmers（Medlln　et　al．1988）

　　　　　Forward（5’一AACCTGGTTGA’「CCTGCCAGT－3’）

　　　　　Reverse（5’一TTGArCCTTCTGCAGGTTCACCTAC・3’）

　　　　　（各プライマーに対する固有の名称はない）

（2）反応液＝殆kara　Ex狛q　Bu拝er（宝酒造）を用いた。

（3）プログラムニ　（95。C，5min）×1cycle

　　　　　　（94。C，1mln→55。C，1min→72。C，2min）x30cycles

　　　　　　（72。C，8min）×1cycle

得られたPCR産物の塩基配列はABl－373DNAシーケンサーで決定し、BLAST

similarity　program（Hschul　etal．，1990，http＝〃www。ncbi、n量m．nih．gov1BLAST）によって、

データベース中の登録配列との相同性を比較した。各配列間の進化距離の計算は

Kimura（1980）の方法で行い、近隣結合法（Saitou　and　Nei，1987）によって系統樹を

構築した。これらの計算はCしUSTALWsof㎞are（Thompsonetal．，1994）を用いて行

った。なお、本実験で決定したRND13株とRND16株の18SrDNAの配列はDNAData

BankofJapanに、ABO71282およびABO66502として登録した。

結果および考察

118S　rDNAの塩基配列に基づく分子系統上の位置1

　温泉排水由来の酵母2株およびP博fof力eoa1株が有する核由来の18S　rDNA塩基

配列のほぼ全長を解析し、系統解析を行った。構築した系統樹をFig．5に示す。

RND13株は、子嚢菌酵母、Caηd’dag’aわ‘afa（CBS138株）およびκ，σy》eκ》myces

de加わeηs嬉（NCYC768株）に近縁であることが判明し（Fig．5A）、生理学的方法による

同定結果とは異なる結果であった。しかし系統樹から明らかなように、RND13株は生理

学的方法により決定された種である7b川’asρo‘a　de，brueck〃に対してもかなり遺伝的に
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、近いことが明らかにされた（RND13株とτde’b川ec鮒CBS1146株の18SrDNA

identityは97％）。RND13株の分類学的位置（新種か否かの判断を含む）に関しては

さらなる研究が必要である。RND17株の塩基配列データはCaηd’daa’bめaηsのrDNAs

に極めて高い相同性（〉99％）を示し、この結果は生理学的同定結果と一致していた

（Fig．5B）。RND16株の結果をみると、Pハofo酌eoazoρ所（SAG263－1株）との間の

18S　rDNAidentityは99．7％であり、生理学的同定結果とも一致したため、RND16株は

P　zoρ耐に分類された。従って、本章2．2および2．3で示されたRND16株のもつグルコ

ースからガスを発生する嫌気代謝は、Pmfofわeoa属に知られていない代謝である。

RND16株のグルコース嫌気代謝については、第3章で詳細に述べる。なお、P　zoρ所と

類縁関係にあると考えられているTrebouxiophyceae（トレボウクシア藻綱）および

Chbrophyceae（緑藻綱）に属する藻種との系統関係をみると、R　zoρ所が他の緑藻類の

rDNA配列と比較して例外的に高いmutation　rateを示すにもかかわらず（変異がかかり

易い系統であれば、系統樹上のトポロジーが、よりdlvergentになると予想される）、2株の

ρzoρ酬株（SAG263－1とRND16）がほとんど同一の配列を有していたことは予想外

の結果であった（Fig．5C）。ここで考えられる可能性は、P　zoρ〃’という種類が実は緑藻

とは無関係な微生物であるために、Fig．5Cに見られる様に、他の緑藻種との間に著しい

遺伝的距離を示すのではないかということである。しかし、RND16株のrDNA配列に対

して高い相同性を示す配列の検索結果（殆ble8）をみると、それらは全てCわ10偲〃a属を

含む真核微細緑藻類のrDNAsであり、この事実はRND16株の塩基配列における

mutation　rateが高くとも、なお真核微細緑藻類に特有なrDNA配列部分を残していること

を示している。
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0.01 substitutions!position 

53 

53 

94 

65 

100 

60 

72 

10o 

6s 

100 

100 

Torulaspora delbrueckii (CBS 1146) 

Torulaspora delbrueckii 

(MUCL 27816) 

Torulaspora globosa (NCYC 820) 

Zygosaccharomyces florentinus 
(CBS e47) 

Saccharomyc es paradoxus 
(CBS 432) 

Saccharomyces cerevisiae 
(NCYC 505) 

Saccharomyces dairensis (NCYC 777) 

Saccharomyces castellii (CBS 4309) 

Kluyveromyces africanus 
(lFO I0897) 

Kluyveromyces vitico/a (CBS 6463) 

Kluyveromyces delphensis 
(NCYC 768) 

Candida glabrata (CBS 138) 

94 
ISOlate RNDI 3 (This work) 

Candida maltosa 
(lAM 12247) 

Debaryomyces hansenii (MUCL 29826) 

Schizosaccharomyces pombe 

Fig. 5A A neighbor-joining tree resulting from analysis of 18S 

rDNA sequences of RND13 and related taxa. The numerals 

represent the bootstrap values (1000 replicates) when greater 

than 50"/･ . 
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0.01 substitutionslposition 

71 

97 

59 

100 

9G 

79 

77 

100 

Candida dubliniensis 

Candida albicans' (MUCL 29800) 
100 

Candida albicans~ (JCM 1 542) 

Candida albicans' (CBS 562) 

Candida albicans" (ATCC 1 8804) 

Isolate RNDI 7 
(This work) 

Candida albicans* (origin uknown) 

Candjda lodderae 

Candida viswanathii 

Candida tropicalis 

Candida sojae 

Candida parapsilosis 

L od d erom yces 

Iongis p orus 

Debafyomyces hansenii 

Saccharomyces cerevisiae 

Sch jzosaccl]aromyc es pombe 

Fig. 5B A neighbor-joining tree resulting from analysis of 18S 

rDNA sequences of RND17 and related taxa. The numerals 

represent the bootstrap values (1000 replicates) when greater 

than 50'/･ . 
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99

95

71

96

100

93

　　　Naη・Cわ’・川，ηeαcaα・加函　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〇，02substi象u象i◎nslposition

　　　Cね’ore〃a　kess’e／11

　C力’ore”a，oわoρわora

　Cわ’ore”a　soroκ’η’aηa

　C力’ore〃a四’gar’s

　　　　　　ρrOfofわeca　w’Cκerわaπ1”

　　100

　　　　　　ρroオ0ガ7ecaレγ’ckerわam1’

　　　　　　　　　　　　　ハμxeηoc，7’ore”aρf¶ofo伯eco’des

94　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρfofoが7eca　zOρ”’

Cわ’01e〃a　e〃’ρso’dea

C力’ore〃aπ7’rab〃’s

100

100

lsolate　RND16
（Thlswork）

C17’ore〃a’μfeov〃ゴd「’s

　78
　　　　　　　　　　C17’o〆e〃a　saccわa／70ρわ〃a

　　　　　C17’ore〃a　zo〃η9’eηs’s

　　　　　　　　　Cわ’amydomoηasre’肋a〆df”

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Fig．5C　A　nelghborjolnlng　tree　resulting　from　analysis　of18S

rDNAsequencesofRND16and　relatedtaxa，Thenumerals
represent　the　bootstrap　values（1000replicates）when　greater

than50％．
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Table 8 Results of BLAST similarity search. The 20 

sequences that showed highest homology to the rDNA of the 

strain RND16 are shown. 

S pecies Strain ldentity <'/.) 

1 . Prototheca zopfii SAG 263-1 99.7 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

Myrmecia astigmatica 

Friedmannia israeliensis 

Nannochloris sp. 

Nanochforum eucaryotum 
Pseudochlorella sp. 

Chlorella angustoellipsojdea 

Chlorella saccharophila 

Chlorella saccharophila 

1 O. Planophila terrestris 

1 1 . Hormotilopsjs gelatjnosa 

1 2. Planophjla terrestris 

1 3. Micractinium pusillum 

1 4 . Muriella terres tris 

1 5. Prototheca wickerhamii 

16. Prototheca wickerhamii 

1 7. Djcloster acuatus 

1 8. Chlorella minutissima 

1 9. Chlorococcopsis minuta 

20. Chlorella vulgaris 

¥ 

IB T76 

Mainz 1 

CCAP 264-2 

MES A74 

SAG 21 1 -9a 

SAG 21 1 -9b 

UTEX 1709 

Hegewald 1983-3 

ASIB V38 

Pore 1283 

SAG 263-1 1 

SAG 41 .98 

SAG I .80 

92.7 

92.3 

91 .4 

91 .4 

91 .O 

91 .o 

9o.8 

90.8 

90.6 

90.6 

90.3 

90.0 

90.0 

89.5 

89 . 5 

89.2 

89.0 

89.0 

88.8 
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第3章プロトテカRND16株のグルコース嫌気代謝の解析

3．1　嫌気条件下における発酵特性

　一般に、ρmホo酌eoa属微細藻によるグルコースの発酵産物は乳酸を含む有機酸であり

（Pore，1998）、その中でもPmfof舶oa　zoρ所は1モルのグルコースを2モルの乳酸に変

換し、ガス発生を伴わない典型的なホモ乳酸発酵を行うことが知られている（Begumand

Syre鍵e，1970）。ところが温泉排水由来のρmfoオわeoazoρ所RND16株は、既往の知見

とは異なり、グルコースからガスを発生する嫌気代謝を有していた。本章ではRND16株

の持つグルコース嫌気代謝を詳細に調べ、その生化学的意義を考察した。

実験方法

［N2！H21CO2下における発酵1

第2章2．3　［40。C以上の高温域におけるエタノール発酵収率1と同様の方法で、

RND16株を25。Cまたは40。Cで培養した。藻体は遠心分離（1600×g・5mln）によって

回収し、0．85％NaCIで2回洗浄した後、再び遠心分離（1600×g・5min）でペレットとした。

次に炭素源を含まないYNB培地を藻体のペレットに添加し、良く撹絆して藻細胞を同液中

に懸濁した。懸濁液は細胞内に残っている炭素源を消費させる目的で250Cまたは40。C

で24h放置した。藻細胞は、発酵試験の直前に遠心分離を行って回収した。

上記の操作と平行して、9本の10mLサイズの試験管にアルミキャップを被せ、180。C

－2hの条件で乾熱滅菌した。滅菌終了後の各試験管に、5％のグルコースを含むYNB培

地10mLを無菌的に注ぎ、これを発酵試験用の培地とした。次に炭素源を24h絶った

状態で放置しておいた前述の藻体の中から0．2g（湿重量）を滅菌スパーテルで取り、発

酵試験用の培地の入った試験管に入れて懸濁した。

嫌気発酵は、3つの嫌気ジャーの中で別々に行った。それぞれのジャーは3通りの異な

る発酵時間条件（48h，96hおよび144h）を設定するために準備した。藻細胞を接種
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した9本の試験管の中から3本づつを組にして、各々のジャーの中に入れた。藻細胞中に

炭素源が残っていないことを確認する目的で、グルコースを含まないYNB培地に藻細胞

を接種した試験管を対照区として用意した。さらに別の対照区として、気相部から液相部

に溶解するCO2量を測定するために、グルコースを含むが藻細胞を含まないYNB培地の

入った試験管を用意した。これらの対照実験に使用する試験管は、発酵試験と同様に嫌

気ジャー卯中に置いた。全ての試験管は、BBL　GasPakAnaerobicSystem　Envelopes

（Becton　Dicklnson　and　Company，Cockeysville，MD）を備える嫌気ジャーの中で25。C

または400Cでインキュベートした。嫌気ジャー内部の気相部の組成（v！v）は、

AnaerobicSystem　Envebpesの働きにより、ジャーを蓋で密栓してから1h以内にN2：

50－71％，H2＝25－40％，CO2＝4－10％（02＜0．2％）となる（メー。カー一による公表値）。な

お、藻の前培養、炭素源の消化および嫌気培養の一連の操作は、一貫して同じ温度条

件下（25。Cまたは40。C）で行った。それぞれの嫌気ジャーは、培養時間が終了すると

蓋を開け、3本の試験管中の発酵液は別々に発酵産物の測定に供した。

次のステップとして、同じ嫌気ジャーを用いてRND16株のエタノール発酵能に対する栄

養塩添加の影響を検討した。この実験ではρzoρ茄であるRND16株に加え、C∂ηdlda

a’bめaηsと同定された酵母RND17株を用いた。嫌気培養は栄養塩を含まない5％グル

コース液、または栄養塩に富む改変YPD液体培地（5％glucose，2％peptone，憧％

yeastextract）中で行った。PmホofわecaRND16株は25。Cまたは40。Cで144hまで、

Caηd冠aRND17株は40。Cで48hまでインキュベートした。

【N2下における発酵l

RND16株はN2／H2／CO2下における嫌気発酵の場合と同様に前培養を行い、細胞内に

残存する炭素源を消費させた。遠心分離によって回収した藻細胞の0．1g（湿重量）を無

菌的に、5％グルコースを含む5mLのYNB培地が入った10mLサイズのバイアルビン中

に接種した。次にバイアルビン中の空気を窒素ガスで置換し、ブチルゴム製の中蓋を有

するねじロキャップで密栓した後、250Cまたは40。Cで144hインキュベートした。嫌気培

養に用いたバイアルビンは各温度条件につき3本ずつ用意した。対照区としては5％グ

ルコースのみを含むYNB入りバイアルビンを用意し、同様にインキュベートした。

　　　　　　　　　　　　　　41



1発酵産物の同定および定量1

バイアルビンを用いたN2下の発酵実験の場合のみ、気相部のCO2およぴH2の濃度を

測定した。嫌気培養時間が終了したサンプルは、250Cで1分間転倒撹絆し、容器内を気液

平衡状態とした。CO2およびH2は、気相部ガスの一部を採取してガスクロマトグラフィーに

よって測定した。分析条件は以下のとおりである。

CO2測定

　　使用機種：GC－14BPT（Shimadzu　Co．，Ltd．）

　　使用カラムl　PorapakQ（3mm　x2m，60／80mesh）

　　カラム恒温槽温度160。C

　　試料注入量：100μL

　　キヤリアーガスと流量：He（40mL／min）

　　DET／INJ温度1100。C

　　データ処理形式：C－R7A

H2測定

　　使用機種：GC－14BPT（Shimadzu　Co．，Ltd．）

　　使用カラム＝MS－5A（3mm　x3m，60／80mesh）

　　カラム恒温槽温度：80。C

　　試料注入量：100μL

　　キャリアーガスと流量：Ar（28mし1min）

　　DETlINJ温度＝100。C

　　データ処理形式：C－R7A

　次に発酵液から遠心分離（1600×g－10min）によって細胞を除き、即座に液相部中に

残存する無機炭素濃度（ICすなわち溶存炭酸濃度）をTOCアナライザーを用いる赤外

線分析法で測定した。残りの発酵液は80。C宅15分間水浴させ、細胞外酵素を失活させ

た。発酵液中の有機体炭素濃度（TOC）は、サンプルの一部を採取して希釈した後、再

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　42



びTOCアナライザーを使用して測定した。分析条件は以下のとおりである。

lC1TOC測定

　使用機種＝TOC－5000A（Shimadzu　Co．，Ltd。）

　燃焼管温度：6800C（TOC測定時のみ使用）

　試料注入量：4－8μL

　キャリアーガスと流量：CO2を含まない高純度空気N2／02（80％＝20％）（150

　mL／min）

　グルコース、エタノールおよび各種有機酸濃度は酵素法により、F－kit（Boehringer

Mannheim　Co．，Ltd、）を用いて測定した。エタノールはアルコールデヒドロゲナーゼとア

ルデヒドデヒドロゲナーゼを用いて、Beulter（4984a）の方法により測定した。グルコース

はKunstら（1984）の方法により、ヘキソキナーゼとグルコースー6一リン酸デヒドロゲナー

ゼを用いて定量した。乳酸はNoll（1984）の方法に従い、D一およびL一乳酸デヒドロゲナ

ーゼを用いて測定した。酢酸の定量はBeul重er（1984b）の方法により、アセチルCoAシ

ンテアーゼ、クエン酸シンターゼおよびリンゴ酸デヒドロゲナーゼを用いて行った。ギ酸

はScha”erとTriebig（1985）の方法により、ギ酸デヒドロゲナーゼを用いて測定した。こ

れらの定量はメスフラスコを用いて、各方法が定める検量線の範囲内に測定対象物の濃

度が収まるようにイオン交換水で希釈した後に行った。

結果および考察

lN2／H2／CO2下における発酵産物1

　ρnDfof舶oa　RND16株が250Cで5％のグルコースを発酵した時の発酵産物を伯ble9

に示す。液相部のCO2濃度は、嫌気培養時間が長くなるに従って上昇した。一方、2種

類の対照区におけるサンプルからは、ごく微量のCO2（発酵サンプルの1／10程度）が検

出されたに過ぎなかった。RND16株はD一乳酸、エタノールおよび酢酸を生産した。D一乳

酸とエタノールはほぼ等モルずつ生産されたが、酢酸の生産量は少なく、モル濃度でD一乳
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酸またはエタノールの1／10程度であった。一方、グルコースを含まずに藻細胞のみを接

種した対照区からは、有機酸およびエタノールがほとんど検出されなかった。

次にRND16株が40。Cで5％グルコースを発酵した時の発酵産物を拍ble10に示す。

2種類の対照区からはともに、CO2がほとんど検出されなかった。また、グルコースを含

まずに藻細胞のみを接種した対照区では、25。Cの場合と同様に有機酸およびエタノール

のいずれもほとんど認められなかった。RND循株による40。Cの発酵パターンをみると、

D一乳酸の生産は発酵初期に停止した。発酵液のpHについても25。Cの発酵の場合ほど低

下が認められず、これは乳酸発酵の停止を裏付ける結果と考えられた。対照的に、エタ

ノール生産は25◎Cの場合に比較して著しく促進された。また、エタノール発酵と同時に発

生すると考えられる発酵液中のCO2濃度は、250Cで検出された濃度と比較しうる値を示し

た。400Cにおける液相への炭酸ガス溶解度は、非常に低下するという事実を考慮すれば、

藻細胞が実際に生産したCO2量は、250Cにおける生産量を凌ぐであろうと推察された。

N21H2／CO2下における発酵について全体をまとめると、液相部に残存したCO2量とエタノ

ール生産量の間には温度条件に関わらず相関性が認められた。例えば発酵初期にエタ

ノール濃度が著しく上昇している場合、液相部の残存CO2濃度も上昇した。一方、発酵

開始から144hが経過すると、エタノール生産速度は低下してくるが、CO2濃度の値も、上

昇が鈍るか（250C）または低下した（40。C）。発酵液中の丁OCの減少は、藻細胞による

グル：コースの消費に由来すると考えられる。RND16株は40◎Cの高温において、発酵パ

ターンを変化させるばかりでなく、より迅速にグルコースを消費することが明らかになった。

なお、RND16株は温度条件に関わらず、グルコースから嫌気的にL一乳酸およびギ酸を生

産しなかった。

［N2下における発酵】

RND16株をN2下で発酵させた場合、温度条件に関係なく（25。Cまたは40。C）、エタノ

ールのみが主要な発酵産物として同定され、乳酸の生産は低レベルに抑えられた（狛ble

11）。40。Cで発酵させた後にバイァルビンから回収した気相部サンプルは、25。Cにおける

気相部の約2倍量のCO2を含んでいた（1abl612）。本実験における気相部CO2のクロ

マトグラムをRg．6に示す。興味深いことに、同様の傾向は液相部のエタノール濃度に関
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しても認められた。40。Cにおける発酵液は、25℃に比較して約2倍のエタノールを含んで

いた（佑ble11）。RND16株はレ乳酸、ギ酸およびH2を生産しなかったr（狛bleS　ll　and

12）。

正エタノール発酵能に及ぼす栄養塩の影響l

RND16株（Pπ》観力ecazoρ砺およびRND17株（Caηd’daa’bめaηs）が5％グルコー

スを発酵した場合、エタノール生産量に及ぼす栄養塩の影響を飴ble13に示す。YNB

培地中におけるエタノール生産のデータは柏ble9およびねble10から引用した。

RND16株のエタノール生産量は栄養塩を添加することにより増加し、その影響が特に

40。Cで顕著であった。一方、栄養塩を添加していない5％グルコース液中で発酵を行わ

せると、エタノール生産量は温度条件に関係なく非常に低くなった。次に40。Cにおける耐

熱性酵母RND17株のエタノール生産についても、ρの如酌θoa　RND16株と同様に、栄養

塩の添加に伴うエタノール生産量の増加が認められた。しかし、栄養塩がエタノールの増

産に及ぼす影響はRND16株ほど顕著ではなかった。

【RND16株が有する発酵の生化学的意義1

　耐熱性を有する従属栄養微細藻Pπ）ホo酌eca　zoρ所　RND16株のN2／H21CO2下におけ

るグルコース嫌気代謝についてまとめると、25。Cの常温ではヘテロ乳酸発酵細菌に類似

する発酵を、40。Cの高温では耐熱性酵母に類似するエタノール発酵を行った（飴bles8

and9）。一方、N2下では温度条件に無関係にエタノール発酵のみが優占した。以上の結

果は、ρzoρ茄がホモ乳酸発酵を行うという報告（Begumand　Syre鍵，1970）とは大きく

異なるものであった。

Cわ’oハe〃a属の微細藻類は、その核由来DNAの有するG＋C含量（mol％G＋C）の値

が44－75％と種類により大きく異なることが知られ（Huss　etal．，1999）、著しい遺伝的多

様性を示唆している。この多様性に富むCわ’ore〃a属の微細藻類を、グルコースの嫌気

代謝産物のパターンを用いて分類しようとした過去の試みは、「異なるCゐ’o∫e〃aの株は

様々な発酵パターンを持つが、そのパターンの相違に従い導き出されるグループは、別の

生理生化学的性状によって分類されていた種類（グループ）と一致すること」を明らかに

　　　　　　　　　　　　　　50
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した（Begum　and　Syre廿，1970；Vinayakumarand　Kessler，1975）。一方、遺伝学的な

手法によるCわ’o戸e〃aおよびPのfo加eoa属の分類に関する知見をみると、’Hussら（4988）

はρ囮ホo煮船oa属内の異なる種類について、各種間のDNAIDNAハイブリダイゼーション

交雑度が極めて低いこと、また各種のG＋C含量（mol％G＋C）が広範囲な値を示すこと

から、Cカ’oハe〃a属に類似する属内の各種間における遺伝的多様性を示した。このような遺

伝的多様性は、普通Cわ’ore〃a属の各種内（1種類内）には認められないが、例外的に

Cわ’o給〃a　soのκ加冶ηaの異なる株間においては認められ（Huss　etal．，1986，1999）、さ

らにPハDfofわeca属については師ofofわecazoρπrの株間にも認められる（Ke面n　and

Kessler，1978）。Cカ’o眉e〃asomk’η泊ηaは、その種に属する株間のrDNA塩基配列の相

同性が99．5％一99。8％と非常に高い（Huss，’1999）にもかかわらず、グルコース発酵産

物のパターンは他のCカ’o紛〃aの種と異なり、株間の相違が顕著に認められた

（Vinayakumarand　Kessler，1975）。従って、Cわ’o’e〃a　soπ痴η泊ηaの株間に認められた

ような高いrDNA塩基配列相同性と発酵パターン多様性との間の矛盾が、遺伝的多様性

を有する種類P　zoρ所の株間にも存在している可能性が（本章の発酵実験の結果およ

び第2章2，7のrDNA解析の結果から）示唆された。ρハDfo酌θoaにおける、rDNA塩基

配列相同性とグルコース嫌気代謝多様性の関連については、さらに実験を行う必要があ

る。

次にRND16株のエタノール生産における栄養塩依存性に関連する報告を探すと、耐熱

性酵母では栄養塩の添加が、高温におけるエタノール発酵能を高めることが知られている

（DyAmore　etal，，1989）。特に高温における解糖系酵素の生産にマグネシウムを要求す

る可能性が強く示唆されてきた（Dombekand　lngram，19861D’Amore　etal．，1988；

D’Amoreetal．，1989）。耐熱性酵母であるRND17株の40。Cにおけるエタノール発酵実

験で再確認された栄養塩依存性が、」P㍑》’o’力eoazoρ所RND16株の発酵にも認められる

（殆ble13）ことは非常に興味深い。

3．2　高濃度グルコースを基質とするエタノール生産能

本章3』1の実験から、ρhDめ酌eoazoρ所RND16株はこれまでρ博一〇ホe〃oa属から報告例
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のないエタノール発酵を行い、その能力は栄養塩の存在によって高温で促進されることが

明らかになった。ここではさらに、酵母によるエタノール生産に用いられる産業レベルの

高濃度グルコース（15％）を基質として与え、高温で嫌気発酵させた場合に栄養塩の存

在下で、RND16株がどの程度のエタノール生産能を有しているか調べた。

実験方法

1嫌気培養】

第2章2，3　【400C以上の高温域におけるエタノール発酵収率1と同様の方法によって、

40。Cで前培養を行った。藻体は遠心分離（1600×g・5min）によって回収し、0．85％

NaClで2回洗浄した後、再び遠心分離（1600xg・5min）でペレットとした。次に藻体の

ペレットに炭素源を含まないYNB液を添加し、良く撹拝して藻細胞を同液中に懸濁した。

懸濁液は、細胞内に残っている炭素源を消費させるために40。Cで24h放置した。藻細

胞は発酵試験の直前に遠心分離を行って回収した。

嫌気培養は100mLのPYN培地（15％glucose，0．35％peptone，0．3％yeastextract，

0．2％KH2PO4，0、1％（NH4）2SO4，and　O．1％MgSO4・7H20）を含む500mLサイズの枝

付羽付三角フラスコ中で行った。温度条件は40。Cとした。炭素源を24h絶った状態に

放置した藻体の中から3g（湿重量）を滅菌スパーテルで取り、発酵試験用の培地の入っ

たフラスコに入れ懸濁した。フラスコロに7．5mLの濃硫酸を含むウオータートラップ

（Vaugham－Martini　and　Martini，1998）を取り付け、フラス：コ内を嫌気かつ無菌状態に保

ったまま、発酵によって生産されたCO2ガスを外部へ放出させた。振とう培養は40。C－

120rpmの条件下で行った。

【グルコースとエタノールの測定およびデータ解析1

発酵液を一定時間ごとに採取し、ウォータートラップを通してCO2の排出が確認されなく

なった時点（504h）で培養を終了した。発酵液から遠心分離（1600×g－10min）によ

って細胞を除いた後、800Cで15分間水浴させて細胞外酵素を失活させた。残存グルコ
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一スおよびエタノールは、本章3．麓発酵産物の同定およぴ定量1に示した方法で測定した。

本実験では、基質として与えた15％グルコースの全てがエタノールに変換された場合を

100％とするエタノール発酵収率（本実験では発酵収率Aと呼ぶ）のみならず、消費され

たグルコースのみを対象とするエタノール発酵収率（本実験では発酵収率Bと呼ぶ）の経

時変化についても検討した。

結果および考察

lRND16株がもつ高濃度グルコースの発酵能l

Flgure7Aに嫌気条件下の40。CにおけるRND16株のグルコース消費およびエタノール

生産を、さらにFig．7Bには本実験の結果から計算した2種類のエタノール発酵収率の経

時変化を示す。504hの培養後、RND16株はPYN培地中で1．8％のエタノールを生産し

た。これは発酵収率Aの値に換算した場合22．9％に相当する。産業酵母を用いた燃料

用アルコール生産では、最低でも5％以上のエタノール濃度を得るケースが普通であるこ

とから（D3Amore　etal．，得89）、この株を高温におけるエタノール生産という目的に使用

することは無理があると判断した。しかし既往の知見では嫌気条件下で全くエタノール生

産能をもたないと考えられてきたρハD観わeoa属の株が、酵母でさえ一部の耐熱性株のみ

が可能である40。Cの高温におけるエタノール発酵を、高浸透圧条件の下で21日間もの長

期に渡って行ったことは予想外の結果であった。また本実験から計算した培養終了時の

発酵収率Bは57．5％であり、RND16株は高濃度グルコースを基質とした場合でも、本章

3．1に示した5％グルコースを含むYNB培地中における発酵と同様に、二【タノール以外の

物質（有機酸等）を生産している可能性が示唆された。
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第4章耐熱性酵母およびプロトテカの応用の可能性

　第2章で示されたエタノール発酵収率から、RND13株は40。C以上の高温域におけるエ

タノール生産に最も適した酵母と考えられた。また、酵母様微細緑藻であるρ約fo酌eoa

zoρ所var妙dπ）σaめoηea　RND16株は35。Cでη一ヘキサデカンの資化能をもつことから、

温度の高い水圏における炭化水素類の除去に使用できる可能性がある。

　本章では、酵母RND13株を用いて40。C以上の温度環境の下、実際にバイオエタノー

ル生産に使用する高濃度（15－25％程度）の糖類を基質とした時のエタノール生産能を、

またρzoρ所　RND16株については、その常温および高温域（25－40。C）における1％

（v／v）η一アルカン類の分解除去能を、それぞれ評価した。

4．饗　酵母RND13株によるエタノール生産

酵母RND13株は、温泉排水由来の酵母の中では、高温で高いエタノール発酵収率を示

した。ここでは高温で産業レベルの高濃度グルコース（15％）および希釈廃糖蜜（全糖

濃度23％）を発酵させ、そのエタノール生産能を既存の産業用酵母の中では耐熱性に

優れると報告されている株と比較した。

実験方法

1供試株の選定1

　RND13株の比較対照株としてSaooわaκ）myoesce陪v‘s伯e日本酒酵母協会7号（以

下に協会7号と呼ぶ）を使用した。本来は、耐熱性をもち400C以上の高温で増殖および

エタノール生産能が可能であると報告されてきた株を用いるべきであるが、それらは個人

または企業の所有株であり入手が困難であった。他方、協会7号は清酒酵母の中で比

較的高温で発酵能が高いことが知られ（高橋、吉沢，1988）、また耐熱性酵母を用いた高

温におけるエタノール生産実験に対照株として実際に使用されている（高橋、吉沢，1988）。

本研究では、先ず協会7号酵母のもつ耐熱性の程度を一般の中温性酵母と比較する目的
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で、その40。Cにおける増殖能を検討した。10mLのYPD液体培地を含む試験管に1白

金耳量を接種し、40。C－120rpmの振とう培養を行った。インキュベート開始から20hは

増殖が認められて0．7×108cells1mしの細胞濃度に達したが、それ以降は細胞濃度が急激

に減少し、30－35。Cで得られた定常期における細胞濃度（3．0×108cells！mL）に達するこ

とはなかった。この時に、細胞の死滅に起因するオルガネラの溶出が顕著に認められた。

つまり協会7号は、第2章2．4において400Cでほとんど増殖不能であった2株の中温性

酵母株（ビール酵母Saoo始π）myoθsoe紛諏ε1ae　BSRl　YB23－3および

Oeわa’γo’ηyoes胎ηseη〃BP19株）に比較して（Fig。4）やや耐熱性に優れるが、

400C以上で常に増殖が可能な耐熱性酵母ほどには、高温に適応できない株であると考え

られる。

第1章で述べたように、一般の産業酵母は中温性であり、30－35。Cで活発にエタノール

を生産するが、40・Cではほとんど増殖および発酵を行わないという事実を考慮すると、

RND13株の高温域における発酵能を検討する場合の比較対照として用いるには無理が

ある。他方、前述のように400C以上でエタノール生産が可能であると報告されている酵

母株は入手が困難であった。従って、本研究では協会7号を対照株として用いることにし

た。

【菌体の調整】

2．3の140℃以上の高温域におけるエタノール発酵収率】と同様の方法により、37。C

（RND13株）または30◎C（協会7号）で前培養を行った。藻体は遠心分離（1600xg・5

min）によって回収し、0．85％NaClで2回洗浄した後、再び遠心分離（1600×g・5min）

でペレットとした。

115％グルコースの発醐

嫌気培養は100mLのPYN培地（15％glucose，0．35％peptone，0．3％yeastextract，

0．2％KH2PO4，0．1％（NH4）2SO4，and　O、1％MgSO4・7H20）を含む500mLサイズの枝

付羽付三角フラスコ中で行った。前述の菌体ペレットの中から1，3および5g（湿重量）を

滅菌スパーテルで取り、PYN培地の入ったフラスコに入れ懸濁した。これによって、培養
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液中の初期菌体濃度は1，3および5％（w／v）となる。フラスコロに7。5mLの濃硫酸を含

むウオータートラップ（Vaugham－Martini　and　Martini，1998）を取り付け、30，40および

430Cの温度条件で120rpmの振とう培養を行った。

【希釈廃糖蜜の発酵1

　廃糖蜜はフードサイクルシステムズ株式会社（埼玉〉から供与された外国産の製品を4

倍希釈して用いた。希釈廃糖蜜の全糖濃度とグルコース濃度をそれぞれオルシノールー

硫酸法（Marsha”and　Neuberger，1972）と酵素法（Kunstet　al．，1984）によって測定

したところ、23．0％（w／v）および8．9％（w／v）であった。嫌気培養は100mLの希釈廃糖

蜜を含む500mLサイズの枝付羽付三角フラスコ中で行った。前述の菌体ペレットの中

から3g（湿重量）を滅菌スパーテルで取り、希釈廃糖蜜の入ったフラスコに入れ懸濁した。

これによって、培養液中の初期菌体濃度は3％（w／v）となる。フラスコロに7．5mLの濃

硫酸を含むウオータートラップ（Vaugham－Martini　and　Martini，1998）を取り付け、40。C

の温度条件下で120rpmの振とう培養を行った。

1グルコース、エタノールおよび生細胞率の測定】

15％グルコースの発酵実験では嫌気培養開始から6，12，24および48h後、希釈

廃糖蜜の発酵実験では2，4，6，12，24，36および48h後に、発酵液を各5mLずつ採取

した。発酵液から遠心分離（1600×g－5min）によって細胞を除いた後、80。Cで15分間

水浴させて細胞外酵素を失活させた。残存グルコースおよびエタノールは、本章3．1【発

酵産物の同定および定量1に示した方法で測定した。生細胞率は細胞を1％（wlv）のメ

チレンブルーを含む0．2Mリン酸緩衝液（pH7．6）で染色し、メチレンブルー還元能を有

する細胞の割合（％）として求めた。

結果および考察

【15％グルコースを基質とするRND13株の発酵に及ぼす細胞接種濃度の影響1

Figure8にグルコース消費、Fig．9にエタノール生産の経時変化を示す。RND13株は
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30。Cで15％グルコースを完全に消費し（Fig，8A）、7．0－7．2％のエタノールを生産した

（Fig．9A）。温度を40。cに上げて発酵を行うと、細胞接種量が高い場合、RND13株は

30。Cの場合と同様にほとんど全てのグルコースを消費した（初期細胞濃度3％および

5％の場合，Fig．8B）が、初期細胞濃度が1％の条件のみは2．2％のグルコースが残存

した。エタノール濃度は細胞接種量の増大に伴って6．6％まで上昇したが、この値は

30。Cの発酵時より若干低いものである（Fig．9B）。さらに高温の43。Cで発酵を行っても、

40。Cの発酵実験と同様に、細胞接種量の増加がグルコースの消費およびエタノールの生

産を促進した。しかし、RND13株はグルコースを完全に消費することができず、エタノー

ル濃度の値にも若干の低下が認められた（5。0－6．0％，Figs．8Cand9C）。次にFlgs．8

と9の結果に基づき、発酵初期（嫌気培養開始後0－6h）のエタノール生産速度およ

びグルコース消費速度に及ぼす初期細胞濃度の影響をまとめた（Figs．10Aand10B）。

これによると、30。Cおよび40。Cのいずれの温度においても、エタノール生産およびグル

コース消費の速度は細胞接種量の増大に伴い促進された。また、40。Cにおける値は、

30。Cの培養に比較して高かった。しかしながら、温度条件をさらに43。Cまで上昇させても、

エタノール生産速度およびグルコース消費速度の値が40。Cの発酵時より目立って高くな

ることはなかった。

115％グルコースを発酵中のRND13株の生細胞率に及ぼす温度および細胞接種濃度の

影響1

細胞初期濃度が、RND13株の生細胞率の経時変化に及ぼす影響をFlg．11に示す。

300Cでは初期細胞濃度の値に関係なく、発酵終了時に90％以上の細胞が生存したことか

ら、RND侶株は常温において高いエタノール耐性を有していることがわかる（Fig．11A）。

しかしながら40。Cおよび43。Cの高温では、培養時聞の経過とともに細胞は死滅した

（Figs．11Band　l1C）。他方、RND13株は好気条件の下では40－42。Cの温度域で良好

な増殖を示すことが明らかとなっている（Fig．4）から、本実験で観察された細胞の死滅は、

高温条件とエタノール毒性の2つの条件が重なって引き起こされた可能性が高い。本実

験を400Cで行った場合の総細胞濃度（生細胞と死細胞の合計）の経時変化をFlg．12A

に、生細胞濃度の経時変化をFlg．12Bにそれぞれ示す。Figure12Aは培養開始後少な
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くとも12hまでは総細胞濃度の値が上昇していることを示し、この事実はRND13株の嫌

気的増殖を裏付けている。従って、40。Cにおけるエタノール生産はほとんどが、生菌の

生産する酵素によって行われたと考えられる。しかし初期細胞濃度が3および5％と高

い場合、発酵開始から12hの時点における生細胞濃度は既に初期細胞濃度の値を大き

く下回っており、細胞の接種量が高過ぎると、細胞の死滅が促進されると考えられた（Fig、

12B）。

【15％グルコースを基質とする協会7号の発酵に及ぼす細胞接種濃度の影響l

Figure13にグルコース消費、Fig．14にエタノール生産およびFig。15に生細胞率の経

時変化を示す。協会7号は測定したこれら全てのパラメーターについて、耐熱性酵母

RND13株と同様の変化傾向を示し、特筆すべき違いは認められない。しかし、発酵初期

（o－6h》のエタノール生産速度に着目すると、有意な差が認められた（Figs．16A，16B

and16C）。30。Cおよび40。Cにおける協会7号のエタノール生産速度は、初期細胞濃度

が1％の場合、30。Cで4、9g／L・h、40。Cで4．7g／L・hを示し、初期細胞濃度が5％の場合、

300Cで9．6g／L・h、40。Cで10．5g1L・hを示したことから、初期細胞濃度の違いにかかわら

ず、温度条件が生産速度に及ぽす影響は少ないと考えられた。他方RN団3株のエタノ

ール生産速度は、初期細胞濃度が1％の場合、30。Cで2．8g1L・h、40。Cで4．991L・hを示

し、初期細胞濃度が5％の場合、30。Cで7．6g！L・h、40。Cで9．Og1L・hを示したため、等し

い初期細胞濃度条件の下では、40。Cにおける生産速度は300Cに比較して有意に高いと

考えられた。さらに43。Cにおける結果を見ると、協会7号のエタノール生産速度は、初期

細胞濃度が1％の場合、2．9g／L・h、5％の場合は9．Og1L・hであるが、RND43株は初期細

胞濃度が1％の場合4．391L、5％の場合は8．4g／L・hを示した。つまり430Cにおける

RND13株の生産速度は、初期細胞濃度が低い場合に限って協会7号より有意に高かっ

た。全体を通してみると、RND13株のエタノール生産速度は、30。Cでは協会7号より低

かったが、43。Cの高温では菌体量が少ない場合（1％）に限り、協会7号酵母よりも高い

値を示した。なお、嫌気培養終了時（48h）におけるエタノール濃度を比較すると、温度

条件にかかわらず2株の間に大きな差は存在しない（Figs．9and14）。
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【廃糖蜜を基質とするエタノール発酵】

Figure17に希釈廃糖蜜を発酵中のエタノール濃度の経時変化を示す5RND13株は、

嫌気培養開始直後から活発にエタノール生産を行い、発酵初期の生産速度は協会7号を

上回った。しかし、6時間を超えるとエタノール生産量は逆転し、RND13株の発酵が次第

に衰えたのに対し、協会7号はその後24hまで発酵を行った。廃糖蜜は、その成分とし

てグルコース以外に、スクロースおよびラフィノースを多量に含んでいる。RND13株は、

高温で高効率にグルコースの発酵を行うが、第2章2．5の生理学的性質に示されたよう

に、ラフィノースを発酵しない。また、スクロースを発酵するが、その能力は弱い。一方、

Saco始mmyoesoe／e■e冶θ（協会7号）はラフィノースおよびスクロースに対し、強い発酵

能を示すことが知られる（K戚man　and　Fell，1998）。それ故、嫌気培養後期に認められ

たエタZ一ル濃度の逆転は、協会7号がこれらの2糖および3糖類を分解したことに起因

すると考えられる。

［RND13株を用いたエタノール生産の可能性】

本実験では、高温環境においてRND13株がもつ15％グルコースの発酵能を検討した。

既往の知見からは、Saoo舶κ）’ηycesd’asfa∬oσsの耐熱性株が15％グルコースから24

hの嫌気培養によって6．4％のエタノールを、また土壌由来のκ’σy》eπ）〃7yoes〃7arx泊ησs

野生株は14％グルコースから42hの嫌気培養によって6．4－6．8％のエタノールを生

産した（いずれも温度条件は40。C）ことが報告されている（D’Amore　et　al、，1989；

Banatet　al．，1992）。これに対して本実験ではRND13株により、400Cで15％グルコー

スから6．6％のエタノールを得ており、この値は前述の2例に近い値と考えられる（Fig．

8B）。特に前者のS．d’as’a猷oσsの発酵では、本研究と同一の培地、初期細胞濃度およ

び振とう条件の下で行われたことを注記したい。さらにRND13株は、30。Cよりも40およ

び43。Cの高温で、より迅速にエタノール生産を行という長所を有していた（Flgs．10A）。

RND13株を用いた高温におけるエタノール生産の最適条件は（回分発酵に関する限り）

生産速度と生産量の値を高い水準で両立可能な40。C、初期細胞濃度5％の条件であると

考えられる。しかし40。Cの発酵では、エタノール生産量が30。Cの場合に比較して0．6－

1。4％低下していることも事実である（Figs．9Aand9B）。このエタノール生産の低下は、
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高温環境下で高濃度エタノールがもつ毒性に起因している可能性が高い（D’Amore　e老al．，

1989）。この予想を裏付けるように、40。Cおよび43。Cでは嫌気培養時間が長くなるに従

い、著しい細胞の死滅が観察された（Figs．11Band　llC）。一般的にCand‘d∂属およ

びκノσy》eのmyoes属の酵母は、Saooゐaのmyoes属と比較して耐熱性に優れるが、エタノ

ール耐性に関しては劣るとされる（Hacking　et　al．，1984；Banatetal．，1992；Kadam　and

Schmidt，1997）。実際、第2章2．7で明らかにされたように、RND13株は

Saco胎mmγces属酵母よりもC　g，ab‘aホaおよびκdelρわeηsなの方に近縁であった

（Fig．5A）。しかしながら、Nolanら（1994）およびRiordanら（4996）は、著しい耐熱性

をもつが高温でエタノール耐性に乏しいκma所泊ηαs（D’Amore　etal．，1989；Hacking

etal．，1984）をアルギン酸ビーズに固定し、45。Cで連続的に2％グルコースを6日間およ

び、4％スクロースを20日間の繰返し回分発酵を行った。これらの研究例では、細胞の
　　　〆

固定化の効果ばかりでなく、基質となる糖の濃度を低く抑えたことによっても高温における

酵母のエタノール阻害が軽減され、長期間の発酵が可能になったものと考えられる。もし

RND13株について、このような条件で繰返し回分発酵が可能であれば、この株がもつ発

酵初期の高いエタノール生産速度が有利に働くであろう。

　RND13株は廃糖蜜の発酵能に問題がある。しかし、高温におけるグルコースの発酵

能は高く、もし長期間に渡って繰り返し回分培養が可能であれば、コー一ンマッシュ（トウモ

ロコシデンプンを糖化したもの：アメリカ合衆国では安価に市販されている）から高効率で

エタノール生産を行うことは可能であると考えられる。

4．2　プロトテカRND16株による石油（炭化水素）の分解

PハDfo酌eoa　zoρ所の中にはη一アルカンを資化、または原油中で様々な炭化水素類

（芳香族炭化水素，シクロアルカン，アルキルベンゼン，η一アルケン等）を分解する株が複

数存在し（Walkerand　Pore，1978）、これらはP　zoρが1vaL妙d眉ooaめoηeaという亜種

に分類されている。特にこの亜種のType　strainであるArCC30253株は、高い炭化水

素類分解能をもつことから、その分解特性が集中的に研究されてきた（Walkeretal．，

1975；Wa匪keretaI．，19751Koenlg　andWard，1984；Suzuki　etaL，壌998；Yamaguchi　et
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al．，1999）。ArCC30253株はグルコースを炭素源として与えると37。Cで生育可能であ

るが、η一アルカンおよび原油を炭素源とした場合は25。Cを超える温度域で生育できないこ

とが知られる（Koenig　andWard，1984）。一方、ρπ）’o‘わθca属の微細藻全体について

みると、グルコースを炭素源として38。Cで増殖可能な株数は極めて少ないことが知られて

おり（Kessler，1977）、AτCC30253株はP如ホo煮舶oa属の藻類の中では耐熱性が高い

部類に入ると考えられる。従って、耐熱性をもつ飢CC30253株でさえ、そのη一アルカン

分解または資化に関わる酵素が高温で失活するのであれば、他の師ofof力ecaについても、

25。C以上の温度域で炭化水素を資化する株は存在しないであろうと考えられた（Koenig

and　Ward，1984）。ところが温泉排水由来のPκ》fo酌eoa　RND16株は、35。Cでη一ヘキサ

デカン資化能を有していた（第2章2．2）。

　ここでは、η一ヘキサデカンを炭素源とした場合の増殖能およびη一アルカンを炭素源と

して生育させた場合の炭化水素分解能の温度依存性について、RND16株とAτCC

30253株を比較した。なお、ATCC30253株は10。Cの低温環境下で炭化水素類を資化

することが既に報告されているため（Koenig　and　Ward，4984）、本実験では25。Cを超え

る高温側の炭化水素分解特性の解明に的を絞った。

実験方法

1供試株l

　RND16株の比較対照として使用したρ旨Dホo酌θoa　zoρ所var〃γdκ）oaめoηθa（AτCC

30253株）は、AmericanTypeCuItureCollectionから購入した。以下の実験はRND16

株およびArCC30253株を用いて同様に行った。

【増殖に及ぼす温度の影響1

（1）培地

10mLサイズの試験管に、酵母用の最少培地で、炭素源を含まない0．67％YNB培地

4，8mLを入れ、その上に0．45μm　Omnipore1 embrane　Filterを通して滅菌したη一ヘキ

サデカンを200μL重層した（終濃度4％（v／v））。試験管内を好気的かつ無菌条件に保つ
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ために、試験管ロを発泡シリコン栓で塞いだ。

（2）藻細胞の接種と培養条件

　各株はYPD寒天培地上で5日間培養した後、0．85％NaCl中で洗浄した細胞を無菌的

に、初濃度2．4刈05celislmLになるように上記のYNB培地を含む試験管に接種し、25，

30，35，38。Cおよび40。Cで20日間の静置培養を行った（予備実験で藻を接種せずに振

とうを行うと、高温で炭化水素の揮発が著しかったため）。光照射は行わなかった。一定

時間おき（培養開始から8日目までは1日毎、それ以降は2日毎）にトーマ血球計を用

いて細胞濃度を決定し、増殖曲線を得た。

【η一アルカン分解におよぼす温度の影響】

（唾）培地

実験は、炭素源を含まない0．67％YNB培地19．8mLを含む50mLサイズのフラス

コ中で行った。炭素源として、ルテトラデカン、η一ペンタデカン、η一ヘキサデカンおよびη一

ヘプタデカンを等重量づつ含むη一アルカン標準品（Crude　Oi目ntemal　Standard，

SUPELCO　Co．，Bellafonte，PA）を用いた。このη一アルカン混合物を0．45μm

Omnlpore　Membrane　FIlterを通して滅菌した後、その0、2mLを各フラスコ中のYNB培

地に重層した。この操作により、培地中に含まれる炭化水素の終濃度は1％（v／v〉となり、

また4種類のη一アルカンは各々0．19％（w／v）となる。なお、本来は微生物分解を受けに

くい多環芳香族化合物について分解能を調べる必要があるが、本研究では時間上の制約

から、芳香族は実験に含めなかった。

（2）培養条件

　藻細胞の接種は【増殖に及ぼす温度の影響1で示した方法と同様に行った。上記の

YNB培地およびη一アルカン標準品を含むフラスコを12個用意し、細胞を接種した後、各温

度条件（25，30，35および38。C）で静置培養を5－20日間行った。光照射は行わなか

った。培養中に発生する炭化水素の揮発を修正する目的で、藻細胞を含まないがη一アル

カン標準品を含むフラスコを4個用意し、培養と同様にインキュベートした。

（3）残存炭化水素の測定

培地中のη一アルカン量の測定は、Walkerand　Colwell（1974）およびKoenig　and
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Ward（1983）の方法に従った。培養開始から5日毎に、藻細胞を接種した12個のフラ

スコから．3個づつを、藻細胞を接種していない4個の対照区フラスコから1個をそれぞれ

取り出し、測定に供した。それぞれのフラスコ中のη一アルカンは、培養液と等量のヘキサ

ンで抽出した。内部標準物質として38，5mgのドデカノールを用いた。培地中の水層

部の大半をパスツールピペットを付けたアスピレーターを用いて除去した後、各8gの

Na2SO4を加え、25。Cで24h放置して抽出液の脱水を行った。次に、ろ紙（Whatman

No．6盤erpaper）を通して抽出液からNa2SO4および藻細胞を除き、ロータリーエバポレ

ーターによって25。Cでヘキサンを揮散させた。残った炭化水素を20mLのCS2に溶解

後、ガスクロマトグラフによって測定した。分析条件は以下のとおりである。

η一アルカン（C14－q7）測定

　使用機種＝GC－14BPSF（Shimadzu　Co．，Ltd．）

　使用カラム：Hewl磁一Packard　HP－5capi”ary　column（0．32mm　x30m）

　カラム恒温槽温度：2．5。Clminの昇温率で140。Cから210。Cまで上昇

　試料注入量：1－L

　キャリアーガスと流量：He（1mL／min）

　DET／INJ温度：260／250◎C

　データ処理形式：C－R6A

4種類のη一アルカンの残存量は、それぞれ3検体の培養の平均値として示した。なお、

藻細胞の分解および資化によって減少したルアルカン量（正味の分解量）は、炭化水素

の全減少値から、藻を接種していない対照区に認められた揮散量を差し引くことによって

推定した。

結果および考察

［増殖の温度依存性1

4％（v！v）ヘキサデカンを炭素源として与えた場合の増殖曲線をFig．18に示す。
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RND16株は25。Cから38。Cの広範囲な温度条件の下で増殖したが、400Cでは増殖が認

められなかった（Flg．18A）。増殖速度および培養終了時に得られた細胞濃度の値から、

300Cおよび35。Cが増殖の至適温度と考えられた。38QCでは、対数増殖期に入る前に2

臼間の誘導期が認められたが、その後は良好に増殖した。他方、ArCC30253株の増

殖可能な上限温度は300Cに過ぎなかった（Fig．18B）。しかしながら、ATCC30253株

は前述の通り25。Cを超える温度条件下では増殖できないと報告されており、30。Cにおけ

る増殖は既往の知見と異なる結果であった。本実験では最少培地としてYNBを用いて

いるが、R　zoρ所のもつ炭化水素または原油の分解能に関する過去の研究例では、例外

なくBristol培地（微細緑藻類の生育に適した培地として知られる、Bold，1949）が使

用されている。従って培地中に含まれる微量成分の違いが、ATCC30253株の生育上

限温度を引き上げた可能性が考えられた。しかしながら、その影響を差し引いても、

RND16株のもつ耐熱性はATCC30253に比較して、高いといえよう。

［ルアルカン分解の温度依存性l

RND46株の増殖に伴うη一アルカンの減少を、Figs．19（250c），20（30◎c），21（35。c）お

よび22（38。C）に示す。それぞれの図はA二残存炭化水素合計量、B＝各種η一アル

　　　　　　　　　　　　　　　ナカンの残存量およびCl揮散量を考慮した後の各種η一アルカンの残存量の3枚のグラ

フから成り立っている。なお、測定の一例として35。Cで培養10日目に残存したη一アルカ

ンのクロマトグラムをFigs．23に示す。次に、ArCC30253株の増殖に伴うη一アルカン

の減少を、Figs、24（251C）および．ネ5（30。C）に示す。RND16株は38。Cまで、ArCC

30253株は30。Cまでη一アルカンを分解して生育し、この結果は増殖試験の結果と同じで

あった。ルアルカンの分解能の温度依存性に関しては、最大分解（減少〉速度をFig．

26Aに、さらに20日間の培養後に分解された（減少した）量をFig．26Bに示す。

RND16株の分解速度は30－350Cで最も高い値を示し、AτCC30253株に比較して、低

温度域（25－300C）においても約2倍の分解速度をもつことが明らかである（Fig．26A）。

同様の傾向は、20日間の培養後に分解された伊アルカン量の温度依存性にも認められ

た（Fig．26B）。次に、各η一アルカンの種類（014－c17）ごとの分解パターンをみると、揮

発の影響を無視すれば、炭素鎖のより短いη一アルカンから順に減少している（Figs．19B，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　81
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20B，21B，22B，24B　and25B）。しかし、（藻による分解と考えられる）揮発の影響を取り

除いた後のデータによれば、RND16株は特にη一ペンタデカンに代表されるような短い炭

素鎖をもつアルカンを好んで資化する傾向が認められた（Figs．19C，20C，21C　and

22C）。他方、ATCC30253株は、長い炭素鎖をもつアルカン（特にη一ヘプタデカン〉を

優先的に資化した（Figs、24C　and25C）。30。C以上の温度域では培養日数が10日を超

えると、揮発の影響を取り除いた後のデータについて、計算上からは残存炭化水素量の

上昇がみられる（Flgs．20C，21C，22C　and25C）。この計算上の上昇は、もし藻細胞が

存在しなければ、ある時点までに揮発するはずであった炭化水素が、それ以前に藻によっ

て分解されたことに起因するものと考えられ㊧。

［RND16株を用いた水圏からη一アルカン類除去の可能性1

前述のように、ArCC30253株は高い炭化水素分解能をもつことから、多くの研究者に

よってその分解特性が研究されて来た。実際にこの藻は250Cで、他の石油分解微生物

と比較しても同等のη一アルカン分解速度を示すことが知られている（Suzuki　et　al．，1998）。

しかし、KoenigとWard（1984）が指摘したように、この株は日常的に発生しうる程度の

高温におけるη一アルカン類の分解能に問題があり、これは本実験でも再確認された。一

方、温泉排水のRND16株は静置培養において38。Cでもρ一アルカン類を分解でき、しか

もその分解能は250Cを超える温度域で高活性となることが明らかであった。また、低温

における分解速度も速くArCC30253株に比較して1．94倍の値が得られた。これらの結

果からRND16株は、温帯域の夏季および熱帯地方においても、効率的に水圏のη一アル

カン類を除去できるであろうと考えられた。また、好気的増殖を加速させるためのエアレ

ーションがなくとも高分解活性を示すことから、淀んだ工場排水池および炭化水素で汚染

された土壌におけるバイオレメディエーションにも応用できる可能性がある。
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第5章総合考察

本研究では、高温水圏（温泉排水）から高温でエタノール生産能または炭化水素資化

能を有する真核性微生物の分離を試み、得られた株の基礎的性状を明らかにするととも

に応用の可能性を検討した。以下に成果の要点および今後の展開について述べる。

［酵母1

　酵母として40。C以上の高温環境下で迅速な発酵を示すRND13株を得た。この株は、

嫌気条件下で15％グルコースから40◎Cで6．6％、43。Cで6．0％のエタノールを生産した。

これらの結果から、RND13株は陸上由来の耐熱性酵母や保存酵母の中から耐熱性を以

って選抜された株と同レベルのエタノール生産能をもっていると考えられた。この株は生

理学的性状から7b川’asρo熔de’b川eo解と同定された。一方、18S　rDNAに基づく分

子系統上の位置からはCaηd’da　g’a加ヨfaおよびκノσyveの’ηyoes　de加力eηs’Sに最も

近縁であることが示唆され、生理学的性状から推定した種と矛盾する結果であったが、い

ずれにせよSaooわammyoes　oe囎vls泊eに近縁な、強い発酵能を有する子嚢菌酵母で

あることは明らかであった。RND13株は希釈廃糖蜜からもエタノールを生産したが、その

40。Cにおける生産量は低く、実用化には問題がある。しかし、高温におけるグルコース

の発酵速度が高いことから、低い基質濃度の下で長期間の繰り返し回分培養ができれば、

コーンマッシュから高効率でエタノール生産を行うことは可能であると考えられる。また、

本研究では55。Cの高温下でグルコースの発酵能を示すOekke‘asρ．RND14株も得たが、

そのエタノール生産量は低かった。

従って、温泉排水から得られた耐熱性酵母の有効利用を図るためには、これらの株間、

または産業酵母との間でプロトプラスト融合を行い、前述のRND13株およびRND14株の

弱点を改善させる必要があると考えられる。例えば、耐熱性は劣るが廃糖蜜中のラフィノ

ースおよびスクロースに対して強力な発酵能を示すSaccわammγoesce〆ev’s泊eと40。C

以上の温度域に耐性がありエタノール生産速度に優れるRND13株の間、またはエタノー

ル生産能は低いが前例がないほど高い耐熱性をもつRND14株とRND13株の間でプロト
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プラスト融合を行い、より高温環境下におけるエタノール生産に適した融合体を得る方向

で研究を行う予定である。

【プロトテカ1

　温泉排水由来の真核微生物の中には、酵母様のコロニーおよび細胞形態を示す従属栄

養微細緑藻であるPmfof力ecaと考えられる株が複数含まれており、これらは350Cでη一

ヘキサデカンに対して資化能を示した。その中からRND16株を選び生理学的性質によ

って同定したところ、Pmfo酌eoa　zoρ所であった。また18S　rDNAに基づく分子系統上

の位置を推定したところ、他の緑藻種から著しい遺伝的距離を示したが、P　zoρ所SAG

263－1株とは極めて近縁であった。RND16株のもつグルコース嫌気代謝をみると、

N2！H2／CO2下においては25◎Cでヘテロ乳酸発酵を、40。Cではエタノール発酵能を示した。

また、N2下では温度に関係なくエタノール発酵が優占した。他方、Pハo’o酌eoa属微細藻

のグルコース嫌気代謝産物は乳酸を含む有機酸であることが知られ、ガス（CO2または

H2）を産生する代謝は存在しないと考えられていた。従って、RND16株のもつアルコー

ル発酵は、属内において知られていない代謝であることが示された。次に、RND16株の

η一アルカン資化能の温度依存性を調べると、250Cの常温に比較して30および35。Cの高

温側で資化速度および資化量の値が高くなり、また380Cまでη一アルカンを資化すること

ができた。既往の知見によると、ρzoρ所は250Cを超える温度域でη一アルカン類およ

び原油中の炭化水素を炭素源として生育できなくなることが知られている。従って、

RND16株は高温で高いη一アルカン分解および資化特性を備えているという点で新しく、

温帯域の夏季および熱帯地方においても、η一アルカンで汚染された水圏のバイオレメディ

エーションに役立つであろうと考えられたが、今後は高温域における芳香族炭化水素の分

解能について試験を行う必要がある。現在、筆者の所属する生化学研究室では、炭化水

素で汚染された工場排水池等で高温条件の下、迅速なルアルカンおよび原油の分解を行

うことを目標として、RND16株に適した固定化担体の検索を行っている。
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和文要旨

　酵母は、糖蜜から燃料エタノールの生産または炭化水素から長鎖脂肪酸と長鎖カルボ

ン酸の生産に利用されている。また、炭化水素資化能をもつ酵母は、原油等の炭化水素

で汚染された水圏のバイオレメディエーションにも利用可能と考えられている。しかし、酵

母は一般的に高温に弱く、これらの目的に酵母を使用する場合に、利用できる地域や季

節が限定されることが問題であった。そこで本研究では、日常的に発生しうる程度の高温

環境下（35－45。C）で前述の使用目的に耐えうる様な酵母または酵母様真核微生物の

株を、温度の高い水圏である温泉排水に求め、それらの分類学的、生理学的、生化学的、

および分子系統に関する基礎的性状を明らかにするとともに、高温条件下におけるエタノ

ール生産能または炭化水素資化能を調べることを目的とした。

　静岡県下田市蓮台寺の温泉排水（35．5。Cと40．00C）から、酵母様の形態を示す真核

微生物48株を分離し、それらのうち酵母RND13，14および17株とプロトテカと

考えられたRND16株の4株の性状を解析した。　この4株は液体培地中で42～45。C

の高温まで生育し、最大増殖速度は37。Cまたは35。Cで得られた。　グルコースを発

酵できる上限温度はさらに高く、42～55。Cであった。　生理学的な特徴により、

RND13，14および17とRND16株はそれぞれ、酵母7b‘μ’asρo‘ade’b‘ueck〃，

Dekκe‘a　sρ．，Caηd’da　a’bめaηsおよび従属栄養微細緑藻Pのfo酌eoa　zoρ所と分類

された。　また18S　rDNAの塩基配列に基づく系統解析の結果、RND13株は子嚢菌酵

母Caηd’dag’abra‘aおよび紹αweπ）’ηγoesde励eηsなに非常に近縁であり、生理

学的同定結果と異なった。他方、RND17およびRND16株の系統解析結果は、生理学

的手法による結果を支持した。

　高温におけるエタノール生産能について検討したところ、特にRND13株は400C

の高温において5％グルコースからエタノールヘの変換効率が24時間で72．1％と高

い値を示し、この値は250C－120時間におけるビール酵母による変換効率の57．0％

より高かった。

RND13株について、産業レベルに近い高濃度グルコース（循％）を基質とした場合の
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高温域におけるエタノール生産能を調べたところ、RND13株は40。C、細胞接種濃度5％

（wlv）の条件でグルコースをほぼ完全に利用し、6．6％（w／v）のエタノールを生産した。こ

れは本株の30。C発酵時に得られたエタノール濃度7．0－7．2％に匹敵する値であった。し

かし430Cではグルコースを完全に利用することができず、エタノール生産量も6．0％と若

干の減少が見られた。なお、ここで得られた40。Cおよび43。Cにおけるエタノール生産量

は、既往の研究で陸上由来の耐熱性酵母を用いて得られた値と同レベルであった。

　次に耐熱性プロトテカであるRND16株のグルコース嫌気代謝について調べると、

この株はN21H2／CO2下において25。Cでヘテロ乳酸発酵を、40。Cではエタノール発酵能を

示した。

　また、N2下では温度に関係なくエタノール発酵が優占した。このようなエタノール生産

を伴う発酵は、P眉ofo加eoa属微細藻に報告例のない新たな知見であった。なお、

Pハofo加eoazoρ所の藻株には、原油を含む炭化水素類を分解または資化するものが存

在し、水圏を汚染する炭化水素除去という観点からも注目される微細藻であるが、温度条

件について25。Cを超えるとこの能力を失うことが報告され、微生物製剤としての利

用範囲が限られることが示唆されて来た。　しかし、RND16株は、これまでρzoρ所

では不可能と考えられてきた250Cを超える温度域におけるη一アルカン分解資化能

をもっていた。　1％（v！v）のη一アルカン（C14－C17）を唯一の炭素源として与え、こ

の株を生育させると38。Cまで増殖が可能であり、さらに30－35。Cで得られたη一ア

ルカン分解速度および20日培養後の分解量は、より低温の250Cにおける培養に比較

して高かった。　さらに、RND16株は常温域（25。C）においても、これまで試験研

究されてきた炭化水素分解性Pmfofわeoa　zoρ所株であるArCC30253株と比較し

て、約2倍のη一アルカン分解速度を示した。　このように広範囲な温度域において

η一アルカン分解資化能を示したRND16株は、温帯域の夏季および熱帯地方において、

炭化水素汚染水域におけるバイオレメディエーションに利用できる可能性があると

考えられた。

　本論文は、高温水圏における耐熱性酵母の分離、510C以上で発酵性を示す酵母な

らびにグルコースから嫌気的にエタノール生産を行いかつ30－38。Cでη一アルカンの

分解資化能をもつプロトテカに関する初めての報告例である。
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Summary 

Forty-eight thermotolerant eukaryotic strains, with yeast-like morphology, were 

isolated from hot spring drainage at Rendaiji, Shimoda city, Shizuoka prefecture, 

Japan. The taxonomic, physiological and biochemical properties of four selected 

strains (RND13, 14, 17 and 16) were investigated. All ofthe four grew well on a liquid 

culture at temperatures up to 42-45'C, with maximum growih rates at 37'C or 35'C, 

whereas the maximum fermentation temperatures were higher, ranged 42-55'C. On 

the basis of physiological taxonomy, RNDI 3, 14, 17 and 16 were found to be 

Torulaspora delbrueckii, Dekkera sp., Candida albicans and yeast-like green 

micro-alga Prototheca zopfii var. hydrocarbonea, respectively. In the phylogenetic 

analyses based on the small-subunit rDNA (18S rDNA) sequences, RNDI 3 was 

closely related to Candida glabrata and Kluyveromyces delphensis, but was not 

directly grouped together with Torulaspora delbrueckii. The observed discrepancy 

between physiological･taxonomy and molecular phylogeny warrants further studies to 

clarify the taxonomic position of RNDI 3. In contrast, the phylogenetic positions of 

RNDI 7 and RNDI 6 supported the results of physiological taxonomy. 

In the next step, we have investigated the abilities of the thermotolerant strains to 

ferment 50/0 glucose to ethanol at elevated temperatures. Above all. RNDI 3 had 

higher ethanol productivity of 72.1 o/o at 40'C for 24 h than that of 57.00/0 obtained by 

brewers' yeast at 25'C for 120 h. Then, RND13 was evaluated for its ethanol 

producing ability at elevated temperatures at a high substrate concentration (1 5010 

(wlv) glucose) close to the level reWecting industrial practioe. RNDi 3 was capable of 

utilizing glucose almost completely at 40'C with increasing inoculum size, producing 

ethanol up to 6.60/･ (w/v) which was comparable to the levels (7.0 - 7.20/0) at 30 'C. 

The maximum rate of ethanol production by RND13 was found to be 9.0 (g/1 ･ h) at 

40'C in an inoculum sized 5"/o (w/v). At 43'C, however, RND13 could not utilize 

glucose to completion and showed a slight drop in the extent of produced ethanol 
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(6.00/0 (w/v)). Thus, the culture at 40'C with a 50/0 cell inoculum was considered to be 

the optimal condition for ethanol production at higher temperatures as far as the 

batch fermentation is concerned. 

Regarding the fermentative patfern of RND16 (P zopfil), it was found to produce an 

appreciable amount of ethanol and C02 from glucose under anoxic conditions at both 

25'C and 40'C; this type of alcohol fermentation has not yet been reported in the 

genus Prototheca. According to the results of fermentation in the presence of YNB 

(Difco, Yeast Nitrogen Base w/o amino acids), o-lactic acid, ethanol, C02 and a trace 

of acetic acid were produced from glucose, but L-lactic acid, formic acid and H2 Were 

not. At 25'C. D-Iactic acid and ethanol were produced in approximately equimolar 

proportions under N2/H21C02, whereas ethanol production was predominant under N2. 

At 40'C, an increase in ethanol production was observed when compared to 

production at 25'C, irrespective of the gas composition in the atmosphere. 

Furthermore, we have investigated the temperature prohle of RND16 during growth 

on n-alkanes (25-40'C). RND16 was able to degrade lo/o n-alkanes (C14-C17) at the 

temperatures up to 38'C and de~raded oils more rapidly at 30-35'C than at 25'C. 

This result differed from the previous finding that the temperature conditions above 

25'C did not allow P zopfiito grow on hydrooarbons. 

This is the first report on the isolation of thermotolerant yeasts from hot spring 

environment, capable of fermentation over 51'C, and on the Prototheca zoptti strain 

capable of ethanol fermentation and of growth on n-alkanes at elevated temperatures 

(30-38'C). 
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