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海洋酵母の利用に関する研究－１＊

海洋酵母の甲殻類及び斧足類による分解

島谷周。金沢昭夫・柏田研一*＊

StudiesontheUtilizationofMarinｅＹｅａｓｔ－ＩＩ
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MakotoSIIIMAYA，ＡｋｉｏＫＡＮＡｚＡｗＡａｎｄＫｅｎ－ｉｃｈｉＫＡｓＨＩｗＡI)入

ＡｂＨｔｒ“t

lnthepreviouspaper，ｗｅｈａｖｅｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔｓｏｍｅｍａｒｉｎｅｙｅａｓｔｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓ
ｕｓｅｆｕｌｆｅｅｄｆｏｒＢγα”c恥ｏｐｏｄａ、

Inthepresentinvestigation，ｗｅｓｔｕｄｉｅｄｏｎｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨｂｅｉｎｇｉｎdispensable
ontheautolysisofmarineyeast，thelysisofyeastbyanimaltissue，ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉ－

ｔｙｏｆｂｏｔｈｙｅａｓｔｇｌｕcanaseandyeastmannaseinanimaltissue、

１．ＴｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨｆｏｒｔｈｅａｕｔｏｌｙｓｉｓｏｆｙｅａｓｔｓｅｅｍｅｄｔｏｂｅ４､２ｔｏ５．０，beingsimi‐
ｌａｒｔｏｔｈａｔｏｆｔｅｒｒｅｓｔｉａｌｙｅａｓｔ、

２．mheexistenceofbothyeastglucanaseandmannasewasascertainedinthe
tissueoftestanimals，ａｎｄｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨｏｆｔｈｅｍｒａｎｇｅｄｆｒｏ、４．５ｔｏ６．０ｉｎｔｈｅ

ｆｏｒｍer，ａｎｄｆｒｏｍ４．５ｔｏ５．５inthelatter，respectively・

ろ．Whentheyeastwaspre-heatedat75ｏＣｆｏｒ５ｍｉｎ.，theresidualwallwas

producedbythｅａｃｔｉｏｎｏｆＣγz↓stacga?ztissue-juice，however，noProductionofresi-
dualwallwasobservedinthecaseofPeZec”０．α,tissue-juice、

４．Thelysisofautolyzedyeastwaspromotedbysupplementofthejuicethaｔ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＯ７“staceα７１，ｔissue、

５．Theresidualwallcouldnotbedissolvedbythejuiceofanimaltissue．

前報'）で，海洋酵母がアルテミアATtc7〃jasqZ伽αとミジンコＤａｐﾉZ'ﾙｊａｓｐ､の有用な餌
料となることを示した．各種下等動物が細菌や酵母を餌料とすることは広く知られているが
表面にかたい細胞壁を持つ微生物やクロレラのような単細胞藻類を動物が摂餌して栄養源に
するためには，桟脚類2）やオキアミ類3）あるいは二枚貝などにみられるような餌類の口器あ
るいは胃内壁の刺などによる細胞壁の物理的な破壊および酵素や食胞による細胞壁の化学的
分解が必要と考えられる．細菌のみならずカビや酵母の細胞壁4~11）とその分解酵素系7,12,13）
及び自己消化'4~16'についての報告は数多くみられる．また海洋に酵母が存在することは古く
から知られているが，細菌の場合には陸棲型と海洋型の'性質上の相違点が明らかにされてい
るのに反し，酵母の場合には両者の相違点は不・明である．

＊1968年６月日本水産学会九州支部例会（於宮I崎市）にて発表した
*ｵ鹿児島大学水産学部水産化学教室（LaboratoryofFisheriesChemistry・Facultyof
Fisheries，KagoshimaUniversity）
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本研究は，海洋から分離した酵母と陸上酵母の自己消化における最適ｐＨを比較すると共

に，更にこれら酵母を餌料として利用する観点から動物の消化酵素系に，酵母の細胞壁分解

酵素（Lyticenzymeofyeastcellwall）系が分布するか否かを明らかにするため，細

胞壁の構成々分として知られている酵母グルカンおよび酵母マンナンなどの多糖類分解酵素

の存在を追究した．その結果，甲殻類や斧足類などの供試動物には酵母細胞壁分解酵素系が

一部存在することが明らかとなり，更にResidualwall（後出）を消化し得ないことも明ら

かとなったので報告する．

実験方法

供試酵母：ＺＷ２ﾙZ叩S1；Ｓｄａｔｔ伽,皿.ﾉftUm伽仏肋OdOtOγ肌Zα畑肌C伽9伽OSα，Ｃγ卯t‐

ococc別ｓα伽血s，Spoγ060γ0畑γｃｅｓｓａ伽0"icoJoγ及びbaker，ｓｙｅａｓｔの６種を用い，

自己消化はこれ等を生理食塩水で２回洗牒し，表面に附着した培地成分を除去したものにつ

いてまた供試動物の酵素による分解試験も同様に処理した酵母を用いて行なった・

供試動物および動物組織ジュース調製法18~20）：アサリＴ叩ｅＳＳｐ.，ハマグリＭ〃･吻伽

ｓｐ.，マガキＣγαssost7･eagjgas，アルテミアＡγｔｅｍｊａＳｑＪ伽α，ミジンコＤａｐ加伽ｓｐ．，

およびアミZVBo伽ﾉｓｊｓｊ叩0"伽を用いた．アミ，ミジンコ,アルテミアはそのまま，ア

サリヮハマグリ，マガキ，シジミは生剥身に等量の氷冷した水を加え氷冷しつつ１分間ホモ

ジナイズし，3,000rpmで10分間遠心分離し得られた上澄液を-20.Ｃに保存し，使用前に解

凍し生じた沈澱をさらに除去して上澄液をとり酢酸でｐＨ4.4に調整したものを動物組織ジュ

ース一Ａ，上澄液１部に水５部を加えたものを動物組織ジュースーＢとして用いた．

基質調製法：酵母グルカンはHAssID氏等6)の方法，酵母マンナンはHAwoRTH氏21)の方
法により調製した．

酵母染色法：酵母の染色法はL6fflerのアルカリ性メチレンブルー染色法及び細胞壁染
色法17ﾉによった．

測定法：粗蛋白の定量はmicroKjeldahl法，およびKjeldahl-ninhydrin法，アミノ

酸はｖａｎＳｌｙｋｅ氏法，糖は可溶性の多糖類を測定出来るphenol-H2SO4法をそれぞれ用
いた．

結果と考察

自己消化による酵母細胞壁の変化

細菌を自己消化させると菌懸濁液の濁度が低下し，最後にghostcellが残るが，酵母お

よびカビは自己消化後でも細胞壁が残り，このために濁度低下が少ないことが知られてい
る．

Fig.１は酵母を自己消化させた場合，メチレンブルー染色法でその経過を示したもので，

酵母は自己消化前には（１）のように全体が濃青色に染色されるが，自己消化が進行するに

つれて次第に薄く染色されるようになり，最後には（Ⅱ）のように残された細胞壁はメチレ

ンブルーでは全く染色されず周囲の状態からその存在が認められるようになる．一方細胞壁

染色法によると，自己消化前の酵母では，（Ⅲ）のように細胞壁が濃青紫色に染色されて酵
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Fig.1.Ｍｉｃ１､oscopic1-iewsofaut()lvze〔ぃ･eastcell

（１）ｃｅｌｌｗａｌｌ（２）residualwall
Autolysiswascarrie〔ｌｏｕｔｕｎｄｅｒｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｃ()､〔litions
pH：４．３Ｔｅｍｐ．：３７。Ｃ
５９１〕ress(Xlbaker′ｓｖｅａｓｔ＋500mlsucci11atebuffer

(Ｔ()1u()ｌｗａｓａｄｄｅｄ）

1３

Ⅱ

母の周辺にリング状にみられ，内部は薄赤紫色に染まりそのなかに濃青紫色の数個の点が認

められる．自己消化が起きると（Ⅳ）のように点が拡がり始め，やがて（Ｖ）のように細胞

壁と内部の区別がつけ難くなる。この時の窒素の溶出率は20～40％である．更に自己消化が

進行すると（Ⅵ）のように全体が濃紫色に染まり，窒素の溶出は50％を越すようになる。次

の段階では（Ⅶ）のように周辺部より薄桃赤色に染色される部分がリング状に出来て，これ

が次第に内部に向って拡大する。この状態はカビを嫌気的に自己消化させた場合'5)と同様で

ある．最後の段階では（Ⅶ）のように紫色の小さな点を残すのみとなり（この紫色の点が細

胞壁より外に出ている例もみられる），薄桃赤色の周辺は薄紫色にリング状に染色されて自

己消化後に残る細胞壁がこれである。生活細胞のもつ細胞壁Naturalcenwall（以下ＣＷ

と略記）と区別するためにResidualwall（以下ＲＷと略記）と呼ぶことにする．本報にお

いてはこのＲＷの生成をメチレンブルー染色法および細胞壁染色法により検査し，自己消化

の度合および動物組織ジュースによる酵母分解の有無を表示することとした。

海洋酵母の自己消化最適ＰＨ

海洋酵母の自己消化の最適ｐＨを調べた結果はＴａｂｌｅｌの通りである．VosTI等14)は三種

Table１．OptimumpHforproductionofresidualwallbyautolysisofyeast

Ｎａｍｅｏｆｙｅａｓｔ

ｒｏγ“ＺｏｐｓＺｓ〔Zａｔ流Zα，

2~'o伊拠ZopsZsか”αｔａ

ＣＴツptococcz(,saZ6”ｚＬｓ

Ｒｈ,o〔Zoto‘γ･ｚ６Ｚａ??z‘z0c〃α“7zosa

ＯｐｔｉｍｕｍｐＨｆｏｒａｕｔｏｌｙｓｉｓｏｆｙｅａｓｔ

4．４－４．８

４．４－５．０

４．６－４．８

４．４－４．８
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ＳｐｏγＣ６０γo”z/ｃｅ８ｓａＺ”o7z“oZoγ

Ｂａｋｅr'ｓｙｅａｓｔ

４．２－４．６

４．２－４．４

Autolysiswascarriedoutunderthefollowingconditions（Iroluolwasadded）

Stain：L6ffler，smethyleneblueandcellwallstain

Ｔｅｍｐ．：ろ7oＣ

１mlyeastsuspension＋５mlsuccinatebuffer

の酵母について核酸，窒素および燐酸の自己消化酵母よりの溶出量を測定し最適ｐＨが４～

５であることを示しているが，本実験ではＲＷの生成を観察して最適ｐＨを決定した．その

結果５種の海洋酵母はいずれも自己消化の最適ｐＨが4.2～5.0にあって，陸俵と海洋酵母と

の差は認められず，信濃?2)が生育に対する最適塩濃度，ｐＨ及び温度において陸隣と海洋酵

母の間に大きな差のないことを認めているのと同じ結果で，海洋細菌の生育塩濃度における

ような特異性は酵母の自己消化最適ｐＨの場合には観察されなかった．

動物組織ジュースによる海洋酵母の分解

加熱により自己消化酵素を失活させた海洋酵母に対する動物組織ジュースの分解作用を調

べた結果はＴａｂｌｅ２の通りである．培養条,件は酵母の懸濁液１ｍlにSuccinatebuffur

Table2、Productionoftheresidualwall（ＲＷ）byanimal-juice-Afrom

heatedyeａｓｔ

Animaljuice

ｒａｐｇｓｓｐ・

ＣＯγ“c'zﾙＺａＺｅα”α

Ｃ７ａｓｓｏ８ｔγｇａ９ｚｇａ,ｓ

ｎｆｅγet9-”ｓ”．

Ａγ”恥?,ａｓα,ﾙZ?,z,α，

、αｐﾉｾ,?f,Ｚａｓｐ・

jVeo”〃sｉｓ,ｸα”０１２，?Ｃａ

ｙｅａｓｔｈｅａｔｅｄａｔ７５ｏＣ
ｆｏｒ５ｍｉｎ．

ＲＷ wasnotProduced

ＲＷ wasproduced

yeastheatedatlOOoC
for5min．

ＲＷｗａｓＰｒｏｄｕｃｅｄ

ＲＷｗａｓｐｒｏｄｕｃｅｄ

Ｓｉｘｋｉｎｄｓｏｆｙｅａｓｔｗｅｒｅｕｓｅｄ（seeTablel）

Incubatingconditions；（Toluolwasadded）

Ｔｅｍｐ．：３７°ＣｐＨ：４．４

１mlyeastsuspension＋５mlsuccinatebuffer＋１mlanimal-juice-A

(ｐＨ4.4)５ｍ１，動物組織ジュース-Ａを１，１，防腐剤としてトルオールを加える7.Ｃで静置及

び振溌培養を行った。酵母を加熱する場合，75.Ｃ'５分間では外観上の変化はみられなかっ

たが，100°Ｃ,５分間では外観上変化を来たし,パン酵母も含めて海洋酵母に共通した変化は，

生酵母や７５°Ｃ加熱酵母に比べて若干丸くなることで，酵母の外形を形成するＣＷに何ら

かの変化があったものとみなされる．よって75°Ｃ及び100°Ｃ加熱の両酵母を実験に用い，

前回と同様ＲＷの生成によって酵母の分解の有無を試験した。軟体動物のうち斧足類に属

するアサリ，ハマグリ，カキ及びシジミのジュースでは75｡Ｃ加熱酵母においてＲＷを生成し

ないが，100｡Ｃ加熱酵母ではＲＷ生成が認められた．このことから斧足類はその摂餌機構か

ら５〆程度の酵母を捕食出来る能力を持つが，摂餌しても生酵母を消化酵素のみで分解出来
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ず，イガイ等に餌料として有効である例から生酵母を栄養源とするためには，細胞内消化が

行われるものとみなされ，細胞外消化が行われるとすれば消化酵素が作用する前にＣＷの何

らかの破壊が必要であると考えられる．これに反し甲殻類はミジンコ，アルテミァ及びアミ

ジュースいずれも７５°Ｃ加熱酵母に作用してＲＷを生成し，100°Ｃ加熱酵母ではこれが更に

促進された.このことはこれらの動物が生酵母を摂取した場合,ＣＷの物理的破壊なしに酵素

が直接作用して栄養源を吸収し得る可能性を示し，これに物理的な破壊2,3）が加われば一層

分解は早いものとみなされる．また動物組織ジュースを作用させて出来たＲＷは更に長時間

（10日間）同じ動物組織ジュースを作用させても分解されなかった．７５°Ｃと100.Ｃ加熱の

間における斧足類ジュースの分解性の違いは75.Ｃ以上の加熱によってＣＷに何らかの変化
を起したものと解されるが，ＲＷが依然として残る点から，変化を受けたＣＷの部分がＲＷ

に関係がなかったか，あるいはＲＷが変化を受けても大きな熱破壊でなかった何れかであろ

うと考えられる．

動物組織ジュースによる酵母細胞壁多糖類の分解

動物ジュースによる酵母ＣＷを構成する多糖類すなわち酵母グルカン及び酵母マンナンの

分解及びその最適ｐＨを調べた結果はFig.２の通りである（賠養条件はFig.２に記した)．海
産軟体動物及び節足動物の持つ多糖類分解酵素，すなわちα一セルローズ，ＣＭＣ，グルコ

マンナン，白根マンナン，キシラン，寒天，アルギン酸およびリヘナン等の分解酵素活性に

ついては橋本等19)，大槻23)，大島24)，Okada20)等多くの研究があり，イセエビ中にグルコマ

ンナン分解酵素の存在することが知られているが，酵母グルカン及び酵母マンナンヘの作用
についての報告はみられない．

本実験において甲殻類ミジンコ及びアルテミア，斧足類カキ及びシジミはいずれも強力な
酵母グルカン分解活性を有し，最適ｐＨは4.5～6.0にあることが明らかとなった．ＭＹＥＲ
等'8)は酵母を分解するカタツムリの中腸腺ジュースの酵母グルカン分解活'性は低いとしてい
るが，これは酵素活性力試験を遊離還元糖の測定によって行ったためで，ラミナラン分解能
が大であったことから酵母グルカンを梢成するグルコースの結合様式であるβ１－３及びβ
１－６の両glucosidiclinkage5）の内のβ１－６結合のために遊離還元糖の生成が少なか
ったのではないかと考えられる．最適ｐＨはカタツムリでは5.5で本実験における四種の供試

動物の最適ＰＨと大溌がない．酵母マンナン分解酵素活'性は，斧足類では強力であったが甲
殻類ではその髭程度であった．いずれも最適ｐＨは4.5～5.5でカタツムリ５．０と一致した．斧
足類の酵母マンナーゼ活性が甲殻類のそれより強力であったことから，前の実験の斧足類ジ
ュースが甲殻類ジュースより酵母を分解し難いという原因は酵母マンナンによるものではな

く，また酵母グルカナーゼ活性が両者ともに高いので酵母グルカンによるものでなく，前記
の分解され難い原因は酵母ＣＷ多糖類以外に起因するものであると考えられる．前報でアル
テミア‘劉料として有用な酵母がＴＯγ伽0”SCI耐伽及びT､､fcUm,ａｔαで，Ｃγ･卯tOcOcc肌ｓ

α航血s,Bh0dOtOγ肌Zα畑呪c伽g伽0sα及びSpOγ06γ0伽/ｃｅｓｓａ伽0畑cOJOγなどはそれ程
有用ではないことを報告した．ＲＯＣＫ等4)によればＴｏγ肌Ｚａｓｐ.はそのＣＷ中にマンノーズが
少なくてグルコーズが多く，RhOcjOtOγ肌Ｚａｓｐ.及びSpOγ０６０γ0,,"cessp・はマンノーズが
多くてグルコーズが少ないとされ，更に著者等はWl1に間断なく給餌すると約３時間で餌料に
指標として混合したカロチノイド系色素の色が糞に認められるようになること，及びクルマ
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エビでは摂餌後12時間以内に色素を含んだ糞の排池が認められるようになることを観察して

いるが，更にPRovAsoLI等26)がアルテミアをvoraciousparticl-feederとしている点な

どから判断して５種の海洋酵母の有用度の相違は，アルテミアが酵母を摂取しても排池まで

の時間が短いために，ＣＷにマンノーズを多く含む酵母が有用度の高い酵母より分解され難

く，酵母の持つ栄養が未利用のまま排池されることに起因したとも考えられる。酵母の電子

顕微鏡写真によればＣＷとみられる外限界膜は三層よりなり25)，その中間層が蛋白層である

と考えられている．ＣＷの構成々分はグルカン，マンナン,蛋白質及びキチンよりなり，その

結合様式は，ioglucan単独かglucan-protein，iiophospho-glucomannan-protein

か或いはglUCOmaIman-PrOtein-IとgluComannan-prOtein-Ⅱ（このprOtein-Ⅱ

はkeratinとされる）iii・chitinは単独かあるいは上記の化合物の何れかに結合しているか

不明確である．しかし酵母のＣＷ分解酵素系はβ１－３グルカナーゼとプロテアーゼ12)或は

これに更に別の酵素が必要である27)と考えられている。この別の酵素にマンナーゼが含まれ

るのであろう．

このことはカビのＣＷの生成分がβ１－３グルカンとキチンより構成されその分解にはβ

１－３グルカナーゼとキチナーゼが必要7)であるのと一致する．斧足類消化酵素系に酵母多

糖類分解酵素の存在が明らかとなったが，一般に斧足類の消化酵素は蛋白分解酵素活性が弱

いとされ，更に斧足類の生剥身を細かく切り４０～45°Ｃで自己消化せしめても容易に液化せ

ずこれに蛋白分解酵素を加えることにより容易に液化する点などから，本実験に用いた斧足

類組織ジュース中の蛋白分解酵素活性は弱いものと考えられる。よってアサリ及びシジミジ

ュースに細菌性中性蛋白分解酵素（この酵素単独では75.Ｃ加熱酵母に作用しない）を加え

て75°Ｃ加熱酵母に作用せしめるとＲＷを生成する．同様に甲殻類組織ジュースに蛋白分解

酵素を加えて100°Ｃ加熱酵母に作用させるとＲＷの生成が促進される。よって７５。Ｃ加熱酵

母に斧足類ジュースを作用させてもＲＷを生成しない原因が蛋白分解酵素によることが明ら

かとなった。

またＲＷは酵母ＣＷの椛成々 分，wholecellの熱に対する性質10)および動物組織ジュース

中の酵素活性などからケラチン様のものと考えられるが，120°Ｃ，１０分間加熱ＲＷにアミ組

織ジュースを作用させた結果，ＲＷに変化は認められるがＲＷは消失せず，また２－メルカ

プトエタノールを加えて作用させても同様であった。このことはＲＷにケラチン以外の第三

の膜とされるchitinousnatureが含まれるか，酵母ＣＷの完全な溶解には特定の蛋白分解

酵素が必要9,12,13)であるかのいずれかであろう．

動物組織ジュースによる自己消化酵母の消化

酵母を水産動物の餌料とする場合，自己消化を起こさせた酵母を使用すると一層効果があ

るのではないかと考え，自己消化を起こさせた酵母に動物ジュースを作用させて，その消化

促進効果を調べた。その結果はFig.５の通りである。圧搾パン酵母にアセトンを３０％になる

ように加えて１時間放置して，自己消化を起こさせた酵母は24時間でＲＷを生じるが，アミ

ジュースを作用させると更に早く，１２時間でＲＷに変化するとともに窒素も約90％が溶出し

た。パン酵母にトルオールを加えて，全窒素とアミノ態窒素の溶出量に比較的差のないとさ

れるｐＨ6.0で自己消化させ，これにアルテミアジュースを作用させると，６及び12時間目で

は自己消化区の窒素の溶出が７及び11％であるのにアルテミアジュース区は45及び66％で､酵
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Fig.3．Stimulativeeffbctofanimal-juiceBonyeastautolysis
yeastpretreatedwithacetone▲－▲

yeastPretreatedwithacetone＋ﾉVeo耐sis-iuice-B●－●

△－△ yeastonly
○一○ ｙeast＋Ａγiemia-juice-B

Incubatingconditions；（Toluolwasadded）

Ｔｅｍｐ．：３７℃

１gPressedbaker'syeast＋100mlsuccinatebuffer＋l0mlanimal-juice-B

１２

(hrs）
０１２２４ ４８

(l,rsi

母の消化を大きく促進しているが，遊離アミノ態窒素の溶出には６及び12時間目では特に促
進効果はなく，初期６及び12時間目の全窒素と遊離アミノ態窒素の溶出率の差が大きいこと

から初期の消化促進効果による溶出窒素はペプタイド態の窒素が多いものと考えられる。生

成したＲＷは更に消化時間を長くしても分解されなかった．すなわち海洋酵母をアルテミア

等の餌料として用いる場合，生酵母に自己消化作用を失活せしめないような前処理をなし死

酵母にすることにより，不消化物であるＲＷが存在しても自己消化作用と動物の持つ消化酵
素の相乗作用により酵母の消化吸収は一層早くなり，栄養面から欠陥のある酵母は別にして

(％）

△
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全ての酵母を餌料として価値の高いものになし得ると考えられる．自己消化酵母への消化促

進効果は精製酵素を用い実験した結果i・蛋白分解酵素（トリプシン，パパイン，細菌性中性

酵素）には認められず，ｉｉｏβ１－３グルカナーゼを含むセルラーゼに認められた。このこ

とは強力な酵母細胞壁多糖類分解酵素を有し，蛋白分解酵素活性の低い斧足類が摂取した酵

母を栄養源として消化吸収する方法に興味ある問題を提起するものである。

要約

数種の甲殻類及び斧足類の組織ジュースによる海洋酵母の細胞壁消化実験を行い次の結果

を得た。

1.海洋酵母の自己消化最適ｐＨは4.2～4.5にあり陸上酵母のそれと一致した。

2．供試動物組織ジュースには酵母グルカン及び酵母マンナンを分解する酵素が存在し，そ

の最適ｐＨはそれぞれ4.5～6.0,4.5～5.5であった。

3.斧足類組織ジュースは75.Ｃ'５分加熱酵母からResidualwallを生成しないが，甲殻

類ジュースはResidualwallを生成した．この相違は動物組織ジュースに含まれる蛋白分解

酵素の活性兼によるものである．

4．自己消化酵母に甲殻類組織ジュースを作用させると酵母の消化が一層促進された．

5．Residualwallは供試動物組織ジュースによって分解されない。

本実験に当り御助言を戴いた本学柿本大壱教授に謝意を表します．
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