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紅麹菌の栄養要求性変異株の単離

長島浩二 ・池田隆幸 ・八十川大輔 ・中川良二

Isolation of auxotrophic mutants of Monascws species(beni koji fungi)

Koji Nncesnnvt.q., Takayuki Inpoe, Daisuke Yesorcewe,

and Rvoii Nerecewe

Protoplast fusion and recombinant DNA technologies have become important tools for the

breeding of fungi. In order to apply protoplast fusion to the breeding of Monascus species(beni &o/

fungi), we attempted to isolate auxotrophic mutants of this fungi. We prepared rice koji using each of

the 8 strains of the Monascazs species, and measured amounts of N-acetylglucosamine, protease activity

and two kinds of amylase activity in each koji sample. From this result, three strains, M. anka IFO4478,

M. pilosus IFO4480 and M. purpureus AHU9451, were selected as the parent strain for protoplast fusion.

The conidia from these strains were treated with UV and screened for mutants. Consequently, auxotro-

phic mutants were obtained in an efficiency of about 1,ft; 7 mutants were obtained from M. anka, I

from M. pilosus and 4 from M. purpureus. Five of the 7 mutants of. M. anka were adenine-requiring. The

mutant of M. pilosus was biotin-requiring. Three of the mutants of M. purpureaa required nicotinic acid,

leucine or 1-aminobenzoic acid, respectively, for growth.

紅麹菌 (″銘ゐθ郷 属)は半子のう菌科の
一属で,古 来

より中国,台 湾において発酵食品の醸造に用いられてき

たものである。現在 18種程が分離同定されている。日本

においては,戦 後,も っぱら本菌の色素が天然着色料と

して利用されてきたが,色 調,香 り,ア ルコ
ール産生能

などの面で他の麹菌にない特徴を持っていること
1め
,ま

た,最 近,あ る種の紅麹菌が生理活性物質を生産するこ

と3Dが 知られるに至 り,本菌の特徴を生かした食品の開

発が活発化している。しかし,こ の菌は黄麹菌“ψθ箸グ′

燃 θηzαι)に比べてアミラ
ーゼ活性が弱 く,増 殖 も遅い

という問題点があり,育 種改良が望まれている。

紅麹菌を含む麹菌の育種は,従 来,突 然変異の導入や

吻合によるものが主であったが,近 年の細胞生物学の進

展に伴い,本 菌の育種に細胞融合技術さらには遺伝子組

換え技術が利用されるようになってきた。 こ れらの技術

を使った育種を行なうには,対 象とする微生物や細胞に

遺伝マーカーを付与しておくことが必要であるが,紅 麹

菌に関しては二三の菌株について報告されているに過ぎ

ない。00つ。今回我々は,紅 麹菌の細胞融合による育種を

目的として, 3種 類の紅麹菌から栄養要求性変異株を単

離したので報告する。

実 験 方 法

1.供 試菌と菌の培養

実験に使用した紅麹菌は,″ l απtt IF04478, 〃

タグあSttS IF04480, ノ14 クzbな 'Zκ IF04521, ノ′.υグ′た多κ

IF04532, ノ14 υグι″多61F07537,ノ 'イ.夕ὰグIF08201, ソ′.

物ιι/1F09203(以 上は発酵研究所より入手した。)お よ

び ″ 夕%っ%″郷 AHU9451(北 海道大学農学部応用菌学

講座より分与いただいた。)である。変異株を含めた菌株

培養は,完 全培地 としてポテ ト・デキス トロ
ース (PD)

培地を,最 小培地 としては3%グ ルコ
ースのツアペック

(Cz)培地を使用し,30°Cで 行なった。固形培地の場合に

は,寒 天 1.5%(w/v)を 添加 した。栄養要求性の同定に

は,Table 2の 説明文に示されている量のアミノ酸,ビタ

ミン,核 酸塩基をCz培 地に加えて用いた。

2.胞 子の分離

PD寒 天培地に生育させた菌を寒天ごと掻 き取 り,滅

菌水中で激しく撹拌した後,グ ラスフィルタ
ー (G3)で

ろ過し,ろ 液を回収した。ろ液を3000 rpmで 10分 間遠
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心して胞子を沈殿させ,適当量の滅菌水に再懸濁し,トー

マ血球計測盤を用いて胞子数を測定した。

3.米 麹の作製

精自米を洗浄し,水 に一晩浸漬した後,300 mlの 三角

フラスコに40gず つ分け取 り,120°Cで 15分 間オー トク

レーブした。これに一定数の胞子を添加し,70%以 上の

高湿度下,30°Cで 10日 間培養した。

4.酵 素活性の測定と分析の方法

酵素液の調製および α―アミラーゼ活性,グ ルコアミ

ラーゼ活性の測定は 『国税庁所定分析法注解』に従って

行なった。酸性プロテアーゼ活性は,50 mMグ リシンー

塩酸緩衝液 (pH 3.0)を 用い Folin法 8)で測定した。40°C

で 1分 間に lμgの チロシン相当量の呈色を示す活性を

1単 位 (U)と した。米麹中の N― アセチルグルコサミン

(以後 GlcNAcと 略す)量 は,Yatalase(宝 酒造)を 用い

五味らの方法0に 従って測定した。

5。 紫外線処理

分離した胞子を 2× 104個/m2の 濃度になるように滅

菌水に懸濁する。この胞子懸濁液 5制 を 10 cmガ ラス

シャーンに移し,40 cmの 距離から15Wの 紫外線ラン

プを一定時間照射した。

6.栄 養要求性変異株の選別

紫外線照射胞子懸濁液を3000 rpmで lo分 間遠心分

離して胞子を濃縮した後,プレー ト当り200～300個 のコ

ロニーが出現するように PD寒 天培地 に塗布 し,コ ロ

ニーが十分な大きさになるまで 30℃で培養した。この寒

天プレー トに滅菌水 15m2を 加え,コ ンラージ棒でコロ

ニーを掻採り,数百クローン分の胞子懸濁液を調製した。

変異株を濃縮するために,こ の胞子を最小液体培地で

30°C, 8～ 16時 間回転 (150 rpm)培養した後,培 養液を

グラスフィルター (G3)で ろ過し,ろ 液を回収 した。こ

の操作を 2回 繰 り返 した。最終的にろ液に残った胞子を

遠心分離で濃縮し,PD寒 天培地に塗布 してコロニーを

形成させた。 こ れらのコロニー(約 250個 )を PD寒 天培

地 とCz寒 天培地に移し,後 者の培地で生育できないも

のを栄養要求性変異株 として単離した。

結果 および考察

1.各 種紅麹菌の特性の比較

細胞融合に使用する菌株を選択する目的で,前 記の 8

種類の紅麹菌についてその特性を比較した。PD寒 天培

地に生育させた各紅麹菌より胞子を単離し,一 定数を蒸

米に植菌して
｀
実験方法

″
の項で記したように米麹を作

製した。これらより酵素液を調製し,α ―アミラーゼ活

Table I Enzyme activity in each rice koji pre-
pared using eight strains of Monascus
species.

Strains Exp No   GicNAc  α‐Amyla∞ GlucoamylaT Acid proteaw

けg/g力″の (U/g力all)(U/gわり (U/g々″)

ルムα″滋

IF04478

8 3 7    1 6 2   > 6 4 4

1334    162   >824

■4夕′わS″S

IF04480

７７

８６

一
４６

７４

ND    19 4    1339

ND    19 4    544

ノИψ″ら4″″S

IF04521

1 3       7 4       669

ND    10 4    491

n_υ′′″。πs

IF04532

90

177

ND   28 6    897

ND    24 8    612

14υ″″″s

IF07537

27

17

0 7

1 1

43

21

ND

ND

Zψ″グ

IF08201

15

23

ND   ND    124

ND    14     40

″ ″ら″

IF09203

16

18

ND    o2

ND    02

″ク″″″″^

AHU9451

ND    89   1182

ND    72    684

A b b r e v i a t i o n s : G l c N A c ,  N‐a c e t y l g l u c O s a r n i n e ; U ,
units; N.D,not detected

性,グ ルコアミラーゼ活性,酸 性プロテアーゼ活性を測

定 した。また,麹 をキチナーゼを含む酵素で分解 して

GlcNAc量 を測定し,菌 の増殖量の指標 とした。これら

の結果をTable lに 示した。麹中の GlcNAc量 をもって

異なる菌種間の増殖量の比較を行なう場合,キ チンの細

胞壁構成成分中での割合が各菌種間で同一であるという

前提が必要であるが,こ のようなデータは今のところ知

られていない。しかし,(1)同種間の比較であること (2)

ここで得られた数値 と我々の観察結果は良 く相関するよ

うに思われたことから,上 記の前提は妥当なものであろ

うと考えた。

ノИ υグ′″雰 (IF07537),ノイ タ″′およびノИ ttbθγは

増殖量,酵 素活性 ともに低いので,細 胞融合の親株から

除外した。〃 απ滋 は増殖が最も速 く,ア ミラーゼ活性

およびプロテアーゼ活性 も高いことから,親 株の一つに

選んだ。Z ρtts箔 とz夕 %ゅαπ箔 は(1)増殖量,酵 素活

性およびデータは示していないがエタノール生産能が比

較的高いこと (2)現在日本において,す でに食品に利用

されていることから,こ れらも親株に選んだ。

2.栄 養要求性変異株の単離

細胞融合に使用する親株に遺伝マーカーを付与するた

めに,紫 外線処理によって変異を導入し,栄 養要求性変

異株の単離を行なった。まず,紫 外線処理の条件を検討

するために,処 理時間と胞子の生存率の関係を調べた。

Fig lに示されているように,三 つの菌種 とも同じよう

な生存率曲線を示した。一般に,変 異株を得るための紫

外線処理時間は0.1%の 生存率を与える時間が良いとさ
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Table 2 Determination of nutrient require-
men ts  o f  pu ta t i ve  auxo t roph i c
mutants.

PD   Cz  Cz+AB CzttA Cztt B  Phenotype

UV‐irradiation time(seC)

Fig.l  Re!ationship between UVlrradiation time

and survival rate of conidia.

Conidia frOm ノ Иαπ々α IF04478([]), ノ′. グ́ノοSZS

IF04480(◇ ),″1ク%″ク″%S AHU9451(○ )were treat―
ed with UV for indicated tilne,and cultured on PD

agar plate.

れているが,有 用遺伝子に変異が導入される可能性を最

小限に抑えるために生存率が数%と なる時間,す なわち

90秒 を採用した。その結果,Z α π力αで 7株 ,″ .夕わS郷

で 1株 ,1/f.夕笏ψα″πSで 4株 の変異株を得た。これら変

異株は単胞子分離を行なった後,栄 養要求性を同定する

ために,20種 のアミノ酸,7種 のビタミンおよび 1種 の

核酸塩基を含む Cz寒 天培地に移され,そ の生育が調べ

られた。これらの結果をTable 2に まとめた。″.απ力α

の 7株 のうち 5株 はアデニン要求性であった。 こ れらが

同
一のクローンに由来するものなのか,異 なった遺伝子

に変異を持っているものなのか興味の持たれるところで

ある。その他の 2株 については栄養要求性は不明である。

″.απ滋 8e-2は CzttAB培 地では生育するが,Cz+

Aお よび Cztt B培地では生育しない (Table 2参 照)こ

とから,複 数の栄養素を要求する変異株 と考えられた。

〃 夕乃s2sの
一
株はビオチン要求性であつた。〃 少%絆

ρ%″術 では,ニ コチン酸,ロ イシンおよびρ
―アミノ安

息香酸要求性の変異株がそれぞれ
一株ずつ得らた。残 り

の一株については不明である。現在までに″θπ“`郷 属

の栄養要求性変異株取得に関して幾つかの報告はある

が,M夕 物S郷 や ″ ク%ゆ%π術 に関しての報告はない.

この 2種 類の紅麹菌の変異株は今後の処菌育種の多様化

に役立つと思われる。

″"“ θ郷 属は細胞当り複数の核をもつので
5、
劣性変

異株を得ることは困難であると考えられたが,実 際には

1%程 度の効率で変異株を得ることができた。これは紫

M、α″たα prototroph

8a-3

8b‐5

8e-2

9a‐2

9a-4

9e‐2

M.Pilosus prototroph

la‐2

M.tur|ureus prototroph

2e-1

7a-5

12e-3

Each strain 、vas cultured on an agar plate of potato―

dextrose medium(PD), Czapek medium(Cz), Cz Sup―

plemented with twenty aminO acids(A)‐ Ala,Arg,Asn,

Asp,Cys,Glu,GIn,Gly,His,Ile,Leu,Lys,1/1et,Phe,Pro,

Ser,Thr,Trp,Tyr,Val(all at 20μ g/m2);and/or seven
vitanlins plus a nucleic acid base(13)―biotin(at O.lμg/m
2),ρ ‐aminObenzoic acid(at 0 25μ g/Π認), folic acid,
nicotinic acid, piridoxine‐ HCl(an at lμ g/m2),

pantothenate‐Ca(at 2μg/m2),thiamine‐ HCl(at 10μg/m
2), adenine (at 67 5μ g/祀 ).  To identify nutrient
requirementS,these mutants、vere cultured on a Cz agar

plate、vith each supplement(date not shown).
Abbreviations: αグι,  adenine‐requiring; らグο,  biotin‐
requiring; πグα, nicotinic acid‐requiring; ′ι%, leucine―

requlring; 夕αらα,ρ―aminObenzolc acld‐requlring

外線照射によリ
ーつの核 を残 して他の核が破壊 されたこ

と,ま た紫外線照射胞子を
一旦完全培地で繁殖 させたこ

とにより変異のホモ化が進んだことなどが寄与 している

のではないか と考えられる。

3.変 異株 と親株の特性の比較

得られた変異株の中で,寒 天培地上での生育や色調が

親株に近いものを各菌種から
一
株ずつ選んで米麹を作製

し,麹中の酵素活性とGlcNAc量 を測定した(Table 3)。

ノ14ρあsπS l a-2と ノι4夕%ゆππ第 2e-5は 生育速度及

び酵素活性 とも親株とあまり差はないものと思われる。

一方,″.απ滋 8b-5は 親株に比べて菌体量当りのグル

コアミラーゼ活性で親株の約 5分 の 1に減少しており,

有意な差 と考えられた。生育速度やその他の酵素活性で

見られた差については, 1回 の実験なので特に有意性に

ついては言及できない。″.αη滋 8b-5の グルコアミ

ラーゼ活性の低下は細胞融合によって相補されると考え

られるので, この変異株を細胞融合の親株 として使用す

（ヽ

じ
”
】０
一●
ｏ
ｏ
〕
ｏ

ｏ
一
”
、
【“
＞
】＞
』
ぅ
の
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Table 3 Enzyme activity in rice koji prepared
using mutant or parent strain.

酸,ロ イシンおよびρ
―アミノ安息香酸要求性の変異株

がそれぞれ一株ずつ得られた。

GlcNAc  α ‐Amylase

(μg/g力ρガ) (U/g力 9ブグ)

Glucoamylase Acid‐protease

(U/g力″′) (U/g力 ″プ)

■4α″力α

n_´ブ′。s″s

la‐2

M-turbureus 1278

ND

Abbreviations: see Table l

るのに不都合はないと思われる。

要   約

8種 類の紅麹菌を使って米麹を作製し, これら麹中の

菌体量,プ ロテアーゼ活性, 2種 類のアミラーゼ活性を

測定した。この結果から,細 胞融合の親株 として三種類

の紅麹菌,す なわち ″  απtt IF04478,″ 1 タグあS箔

IF04480お よび ″.ρzゅ%″郷 AHU9451を 選んだ。これ

らの菌から胞子を分離し,紫 外線処理した後,変 異株の

選別を行なった。″.αη物 で 7株 ,Zグ わs郷 で 1株 ,

″ 夕Zゆ雄 箔 で 4株 の変異株を得た。Z αη物 の 7株 の

うち 5株 はアデニン要求性であり,Z夕 わsパ の一株は

ビオチン要求性であった。〃 ρ%ゅ%″塔 では,ニ コチン
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