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論　　文　　の　　要　　旨

　自然界から酵母を効率よく分離する集積培地を工夫して田淵らは，熱帯および亜熱帯地域から多

くの酵母を分離した。そして雪これらの分離酵母の1株が。グルコースを炭素源としてイタコン酸

を多量に生産することを見いだし，菌学的諸性質の検討の結果，本酵母がC舳〃α属に所属すること

を明らかにした。さらに優良変異株の造成および培養条件の検討を行い，最適条件下で対糖収率35％

のイタコン酸を生産させることができていた。しかし，この酵母Cα〃肋sp．S－！0株による液状

η一アルカンからのイタコン酸性産性が調べられたが。振藍培養条件下ではこの酵母による液状η一ア

ルカンの資化能は著しく弱いことが判明していた。

　本研究はヨこの液状〃一アルカン資化能の弱い酵母株から〃一アルカン資化能の向上した変異株を造

成することを目的として始められた。その結果，新たに考案した集積培養法によって液状η一アルカ

ン資化能の向上した多数の変異株をまず取得した。ついで，これらの変異株で〃一アルカンの資化能

が向上した原因を調べた結果ラ培地中にη一アルカンを強く乳化する界面活性物質が多量に生産され

ていることを明らかにした。さらにヨこの界面活性物質を単離精製しラその構造は4－0一（21ラ6㌧di

－0－acy1一β一D－mamopyranosy1）一D－erythritolであることを確定した。また，このマンノシルエリス

リトール脂質を，〃一アルカン類および各種の油脂類から多量に生産する条件についても調べた。

（1）液状〃一アルカンの資化能が強化された酵母変異株の誘導方法と得られた変異株の諸性質

　　グルコースからイタコン酸を生産しうる酵母C伽∂肋sp．S－10株は，液状〃一アルカン資化能
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　が振藍培養条件下ではラ著しく弱かった。そこでヨその資化能が強化された変異株の造成を試み、

　新しく考案した集積培養法によって目的の変異株を得ることができた。変異株の造成の概略は以

　下の通りであった。イタコン酸生産性酵母Cα〃肋spI　S－10株を常法に準じてニトロソグアニ

　ジンで処理しヨその洗浄菌体やや多量を里炭素源に約10％の液状〃一アルカンを使用した培地を含

　む多数のL字型試験管に移植し、26℃のもとヨ3～7日問モノ型振藍機上で培養した。L字型試験

　管を静置して、油一水界面に生育した菌体が多量に認められた場合にヨこの菌体をキャピラリー

　で取り，新鮮な同培地に移して同様な培養を続けた。同じ操作を3～5回繰返した後ラエマルジョ

　ン化が著しく認められるL字型試験管の菌体を平板培養してラ目的の変異株を亙6菌株得ることが

　できた。これらの変異株はヨいずれも中和剤存在下でグルコースからイタコン酸を生産すること

　ができたがヨ勿一アルカンからはヨイタコン酸の代りに。リンゴ酸とコハク酸とを生産した。

　　得られた変異株が振藍培養条件下でη一アルカンを効率良く資化できるようになった理由につい

　て、液状〃一アルカンでの生育が最も良好なB－7株を主として用いて検討した。変異株（B－7）

　のみでなくヨ親株（S－10）も静置培養で〃一アルカン（Cu－C。。）が気体として供給された場合には

　良好な生育が認められた。したがって雪親株も〃一アルカンの酸化能のあることが推定された。し

　かしラ振藍培養条件下，〃一アルカンが液状で与えられた場合にはヨ変異株のみが良好な生育を示

　した。変異株の細胞表層が変異していることが予測されたが里調べた結果雪変異株の細胞表層の

　液状ルアルカンに対する親和性は，親株の性質と差異が認められぬことが判明した。

　　しかしラこの変異株はルアノレカンを炭素源として振豊培養した場合う界面活性作用を持つ代謝

　産物を培地中に多量に生産，分泌していることが判明した。しかもラ単離した代謝生産物を微量

　に培地中に添加すると親株も振藍培養で良好に生育してきた。このことからラ変異株で振藍培養

　条件下に〃一アルカン資化能が高まっていたのはヨ〃一アルカンから界面活性物質が生産されヨ水不

　溶性の〃一アルカンが十分乳化されて菌体との接触機会が増大したことによるものであると推定さ

　れた。

（2）Cα〃肋属酵母の一変異株による％一アルカンおよび油脂類からのマンノシルエリスリトール脂質

　　の多量生産

　　イタコン酸生産性酵母としてさきに分離し，振藍培養条件下で〃一アルカン資化能が強化された

　変異株（B－7）が培地中に多量に生産していた界面活性作用を示す代謝生産物を単離ラ精製しヨ

　その化学構造を調べてみた。本物質はヨ糖脂質であることが容易に推定された。糖脂質の構成糖

　は常法に従って調べられた。すなわちう糖脂質のケン化ラ酸加水分解ヨスミス分解あるいはα一お

　よびβ一マンノシダーゼによる加水分解後に得られたそれぞれの生産物を事ぺ一パークロマトグラ

　フィーラガスクロマトグラフィーで調べた。その結果ヨ糖脂質は，D一マンノース、舳∫o一エリスリ

　トールおよび直鎖脂肪酸からなり、それらのモル比は1j　L2であることヲさらにその糖部分の構

　造は雪4－0一β一D－ma双nopyr独osyトD－erythrito1であることが判明した。

　　また、脂肪酸の結合部位を推定するためにヨ糖脂質を混合有機溶媒中でスミス分解して得た酸1

　化生成物をケン化後にガスクロマトグラフィーで調べた結果害生成物はヨ1：1：1のモル比のエチ
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レングリコールヲグリセロールおよびグリセロアルデヒドからなることが判明した。これらの結

果から雪本糖脂質の構造はラ4－0一（2’ラ6Ldト0－acy玉一β一D一狐anなopyr独osy1）一D－erythr量to玉と同

定された。

　糖脂質の構成脂肪酸の鎖長はC。からCユ。であったがうそれらの含有比率は、振藍培養に用いた炭

素源に依存して変化することも判明した。

　ついでヨ糖脂質の多量生産のための培養条件について検討した。炭素源に糖を便用した場合に

は。ほとんどこの糖脂質は生産されずヨ水不溶性の〃一アルカン類ラ各種油脂類を便用した場合に

のみ生産された。炭素源としては大豆油が最も良好であった。窒素源。リン酸塩ラ酵母エキスお

よび培地液量などの影響についてもややくわしく調べた結果ヨ最適培養条件も一応選定された。

最適培地組成はO．2％NaN○。ヨO，0亙％KH．P○。、0．02％MgS○。17H．O，0．05％酵母エキスであっ

た。培地液量は少ない方が良くヨ好気的な条件が良好であった。以上の結果からヨ炭素源に〃一ア

ノレカン類を用いた場合に培地1リットル当り25gヨ大豆油を用いた場合に培地1リットル当り36

gの収量で生産され，添加基質重量当りの収率はそれぞれ55および66％に相当した。

審　　査　　の　　要　　旨

　本研究はラ水不溶性の〃一アノレカンラ油脂類を原料とした酵母変異株による新規界面活性物質を発

酵法で生産する方法の開発に関するものである。

　すなわちヨ水不溶性基質を同化する能カが不良であった酵母株から、新たに考案した技法でうそ

の同化能カの高まった変異株を造成することにまず成功し，その変異株の〃一アルカン資化能力が高

まった理由を明らかにした。さらに害造成された変異株が，不水溶性基質を強カに乳化する界面活

性物質を培地中に多量に生産していることを明らかにした。ついで里代謝産物である界面活性剤の

化学構造を調べてラ4－0一（21サ61－dト0－acy1一β一D－m鋤nopyranosy1）一D－erythrito1と固定した。ま

たう界面活性物質生産条件についても詳しく検討した結果う培養物質1リットル当り36gにも及ぶ

収量が得られることを明らかにした。

　これらの研究成果はヨ〃一アノレカンヨ油脂類を原料として新規界面活性物質の多量発酵生産法を新

たに開発したものであり守応用微生物学に新分野を付加したものとして高く評価できる。

　これまでう水不溶の油脂を発酵の原料として使用した研究例は皆無に等しかった。東南アジアで

は雪ゴム栽培に代ってパーム油などの栽培が急速に伸びてきておりヨ洗剤などの工業用原料として

輸出されているが、将来、供給過剰になるとも予想きれる。本研究は雪油脂が発酵原料としてすぐ

れたものであることを明らかにしたばかりでなく。今後も新規の油脂発酵が開発される可能性をも

示唆しており雪応用微生物学発展のために意義は大きい。

　よってヨ著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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