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麹菌・4s♪¢グ9〃〃5〔γ夕2αεCo吻の遺伝学的研究

瀬 嵐 哲 夫

VI　アミラーゼの生産に関する遺伝的研究

　　　緒　　　言

　澱粉分解酵素Amylaseは，生物体内の代

謝中主要な酵素系の1にあげられているが，特

にコウジカビ∠4功〃gゴ11μsoη2αθは酒類の

発酵工業やタカジヤスターゼの製産等応用方面

でも重要である。

　アミラーゼ研究の多くは，従来微生物とくに

コウジカビを材料として酵素学的に行われ，現

在も複合酵素系としてのアミラーゼを構成して

いる酵素の種類・その組成によるアミラーゼ活

性の差異等についての諸報告があるが，アミラ

ーゼ系の複雑さ多様さのため不明の点も又多

い。そこで，従来のアミラーゼ研究とその趣き

を異にし，近時他の2・3の酵素系で華々しい

成果をあげている遺伝生化学的手法を用いてア

ミラーゼの遺伝的支配を明らかにし，更にこの

酵素蛋白の生合成，代謝の微細機構解明の足が

かりをうる意図をもって着手された。

　アミラーゼの遺伝学的，遺伝生化学的研究と

しては，松村（1929，’34，’36，’48，），吉川

C50），黒田　C51，’54）　によってカイコ

βo物6ッェ勿o万で，又阿部（’58），吉川・阿

部（’60），吉川C60）によってショウジョウ

バェZ）グosψ万1α勿θ1αカ09αs’〃で，いつれ

も昆虫を材料として行われている。しかし微生

物を材料とするこの様な試みはない。

　A砂．oγy磁eは子のう菌類に属しているが，

アオカビPθ砺6‘11㍑勿類と同様にその生活史

に有性生殖が見当らず，もっぱら無性的な分生

胞子によって繁殖するので，遺伝的分析は不可

能であった。しかし，Pontecorvo　et　al（’54）

が子のう形成を行う・4功．漉4μ1σ〃Sで有性生

殖とは別個にparasexual　cycle（準有性生殖）

を実験的に生起せしめ，続いてPontecorvo．

Sermonti（’54）がPe〃‘6づ〃㌦〃26〃夕so宮θημ〃2

で，石谷，池田，坂口（’56）がノISρ．　soソαε

で，瀬嵐C57皿，　IV）がAs♪．　o夕芦斑でそ

れぞれ準有性生殖の存在を立証するに及んで，

ここに不完全菌の遺伝学研究の途が開かれた。

　この報告は，準有性生殖を通して，すなわち

多数のアミラーゼ突然変異株を2株つつ組合せ

て合成されたbalanced　heterocaryons（平

衡異核混合体），heterozygous　diploids（ヘ

テロ2倍体）を用いて，アミラーゼ突然変異遺

伝子のallele（対立性）の相互関係を調べ，ア

ミラーゼ生産に関する遺伝子の支配を知るのを

目的として行われたものである。

　　　　　　　材　料　と　方　法

　菌株3　野生株N6は，東大，応用微生物研究所の

飯塚氏の同定によってAs真oηz磁標準株とされた

菌株で，この研究に使用されたアミラーゼ，栄養要求，

胞子色についての突然変異株はすべてこの株から由来

された。

　培地：　詳細は瀬嵐（’571）に述べてある通りで，

最少培地（MM）はCzapek培地を修i正し，　NaNO3

2．4gm，　NH4NO30．6gm，　KH2PO41．Og叫MgSO4・

7H200．591n，　HCI　O．5gm，　gluoose　20．Ogm，痕跡要

素液1．Om1，水1㎜mlで，　PHは6．5にして用いた。

完全培地（CM）はMM　1000mlにイースト抽出物，

カゼイン加水分解物を夫々10g添加した。

　アミラーゼ活性の測定3　アミラーゼ活性は常に糊

精化力Dextrinizing　Power（D．R）と糖化力Sa㏄hari－

fying　Power（S・R）の両方の値が示された。糊精化力

（DPうの方はWohlgemuth（1908）の変法（萩原

，54）を採用し，　1％澱粉液5m1，　m／10酷酸緩衝液

（R且4．0）4m1，酵素液（ポーリング10°の麦芽汁で

30°C，　4日間の培養濾液）1m1一以上の混合液を

40°Cで作用させ，経時的に反応液の少量を採り，ヨ
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一 ド呈色が変色時間のもっとも短い赤色に到達するま

での時間を測定し，10分間に一定基準色赤に達せしめ

る酵素力を1単位とした。糖化力（S・P・）の測定は，

0．55％澱粉の緩衝液9m1と酵素液1mlの混合液を40°

C，30分間反応させ，反応前後の還元力の差を求め

た。還元糖の定量はSomogyi変法（Somogyi’52）を

用いて行ない，糖化力の値はm／10チオ硫酸ソーダの

滴定数から30分間で10mgのブドウ糖を生じせしめる

力を1単位とした。

　しかし上述の方法は，きわめて多数の株を取扱うこ

の様な遺伝的研究には適当ではないので次の簡便法を

考案した。そのD．P．測定法“Agar　iodine　method”

は，Fig　1に示す様に9cm直径のペトリ皿に2％寒天

　　　　　　“Agar　Iodine　Method”

　　　Agar　H．M．　containing
O●5ハ68七arch＋　0。01ヲ691ucose

／

2％agar
Fig．1．　The　scheme　for　determination　of　amylase

activity　（dextrinizing　power）　by　iodine　reaction

on　the　agar　surface　with　growing　colony．

液を注いで基底にし，その上に0．3％澱粉と0・01％ブ

ドウ糖を含むMM寒天（栄養要求株の場合は要求物質

を添加）10mlを注いで一定の厚さに固まらせた後，

胞子をその上に接種する。35°Cで20～30時間培養後，

稀薄ヨード液を寒天培地の表面に流して呈色させる

と，発育したコロニーのまわりは糖化されてヨードに

対して無反応なhalo（透明円）を生ずる（Photo．1）。

Photo．1．　Transparent　halos　correlating　with

growing　of　colony　by　mean　of‘‘Agar　iodine

method”．3days　after．　x1．

upper　　…wild　N．6　normal　amylase　production

lower　right…No．8（αθ8）slight　amylase　production

lower　left…No．4（αθ4）negative　amylase　production

The　growth　of　amylase　mutants　（α召8，σ¢4）do

not　decrease　within　two　days　against　that　of

wild　N6．

寒天培地中の澱粉量は，ハローの直径が大きくなる様

に稀薄で，しかも出来るだけ明瞭なヨード呈色をする

程度の濃度にし，ブドウ糖の方は，アミラーゼ突然変異

株の生育が少くとも2日以内では正常な生育を示す程

度に稀薄な濃度を採用した。Fig．2でみられる様に，
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Fig．2．　Radius　curves　of　the　halo　and　the　colony

correlating　with　the　growth　of　the　hyphae．

wild　N6．

No．4（αθ4）

No．8（α¢8）

radius　of　halo

radius　of　colony

radius　of　halo

radius　of　colony

radius　of　halo

radius　of　colony

●

○

■
□
▲
△一

Medium：M．M．　agar　consisted　of　O．3％starch十

0．01％　glucose．　Incubation：at　35°C・

Radii　of　the　colony　and　the　halo　increase　at　a

constant　rate　between　at　least　20　and　30　hours．

　コロニーとハローが直線的にしかも一定比率（N6

は2．00）で増大してゆく20～30時間の間で測定し，D・

P．を，生成したハローとコロニーの半径の比で表わし

た。この方法によると，1ペトリ皿に9～12株を同時

に接種してD・P．の測定が出来る。S・P・は澱粉を含む培
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地での生長度で表わした。この研究の全コースにわた

ってアミラーゼの測定は主として乙れらの簡便法で行

われた。

　　　実験結果

　アミラーゼその他の突然変異の誘発：　突然

変異誘発方法の詳細は以前の報告（’571）に

述べてある。胞子懸濁液は生存率が5％になる

様な紫外線量で照射された。

　1　アミラーゼ突然変異　　filtration－co－

ncentration　technique濾過濃縮法（Lein　et

al’48，　Woodward　et　al’52，’54）を採用

し，MM液には炭素源として澱粉又はAmyl－

opectinを入れ，選択的に多数のアミラーゼ

欠突然変異株をえた（Table　1）。

Table　l　Origin　and　frequency　of　amylase　mutants

No．　of

expt．

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4
5

　
　
　
　
　
　
　
　
　
鴫
－
噌
1
1
ー
ユ
ー
ユ
噌
⊥

’

0

7

ー
エ
ー
ふ

O
O
O
／
0
1

1
1
2
2
22

　　23

　　24

　　25

Total

Average

Amylase

mutants

侮　1

泌　2

αθ　3

αθ　4

αθ　5

α¢　6

昭　7

αθ　8

αθ　9

％10
αρ11

αθ12

昭13
α¢14

αθ15

扉16
αθ17

侮18

侮19

侮20
αθ21

昭22

泌23
αθ24

佛25

　25

Parent

strains

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

　りsl
wild　N6．

wild　N6．

　α偲3
wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild　N6．

wild

wild

wild

wild

ノ

0
6
1
0
／
O

N
N
N
N

wild　N6．

　α4

wild

wild

3

N6．

N6．

Frequency　of　amy．　mutants＊

　No．　of
amy．　InutantS

3
2
1
3
1
3
2
4
4
2
3
1
2
4
6

噌

⊥
q
U

8
6
4
凸
一
b

－
占
噌
⊥
　
　
－
占

12

　2

　7

　4

113

　4．5

No．　of　colonies

　　tested

％

18

21

23

13

6
2
0
1
0
4
5
6
1
1
8
1
0
6
3
2
1
5

7
・
4

　
2

2
’
b
O
7

5
2
3
6
58

　6

61

27

675

27

Further　markers＊＊

　　　added

　
　
　
1

罐
認

C

1
2

惚

㎎

α

α

ρグoησ㎎

　オη

鋤
　〃忽　1

3
21

砺
ゆ
』
必

　
　
　
2
　
　
　
　
q
U

2
1
2
　
3
1
3
　
2
4

z
㌫
㍑
z
儒q
V
5

S
S

M
砂

＊ The　figures　showed　the　tested　number　giving　rise　to　grow　by　plating　after　filtration．
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　　In　the　case　of　oθ1一αθ14，　starch　was　used　as　a　carbon　sour㏄　during　the　filtration

　　pr㏄edure．　In　the　case　of　oθ15－4θ25，　amylopectin　was　used．

＊＊　　Each　amylase　mutant　was　further　marked　by　conidial　oolor＠，　y　andδ）besides　its

　　requlrement・

先ず10m1の被照射胞子懸濁液（2×107／1〃2Z）

を，澱粉（表中の破線から上の実験）又は

Amylopectin（破線下の実験）を炭素源とし

たMM液90mlの入った300ml容三角瓶に注
入し，35°Cで培養する。適当な時間の間隔を

おいて櫨過し，発芽胞子を除去し続けて，もは

や発芽しなくなったらCM培地にプレイトし，

澱粉やAmylopectinでは発芽できなくて濾

液中に残った胞子を発育させる。発生してきた

コロニーは，それぞれ，ブドウ糖を含むMMと

澱粉を含むMMに接種してみて，後者にだけ生

育しない株をアミラーゼ突然変異株として分離

した。漉過後CMで発生するコロニー中，5．1

に1ケの高頻度で多数うることが出来た。同

一突然変異株を2回以上分離するのを防ぐため

に，各回毎に1ケだけ取って残りは捨てた。従

って，25回で25株を独立にえて以後の実験に用

いた。各アミラーゼ突然変異株は更に胞子色と

栄養要求性のマークを付けご重又は三重突然変

異株にした。

　2　栄養要求突然変異　紫外線照射・濾過法

を経てCMに発育してくるコロニー40ケに5ケ

の割合でえられた。

　3　胞子色突然変異　紫外線照射後の生存率

0．37％で，白色：黄色：褐色の発生率は2．30：1．

15：1の割合であった。

　アミラーゼ突然変異株・正常株のアミラーゼ

活性の測定：　Table　2に示す様に

Table　2　Characteristics　of　the　amylase　deficiency　mutants　and

　　　　　other　mutants　employed　in　this　research．

Amylse　mutant

Code
　　　　＊StrainNo．

symbo1

No．1

　　2

　　3

　　4

　　5

　　6

　　7

　　8

　　9

　10
　11
　12
　13
　14
　15

6
7
°

¶
⊥
－
占

　

　

　

　

6
　
　
b
　
　
　
b
　
　
　
b
み

夕
夕
タ
ツ
あ
ツ
　
カ

ツ
　
ψ
　
ツ
鈎
カ
ッ
タ

勘

靴

酩

勒

慨

ω

慨

ω

慨

ω

勒

乃

ω

慨

慨

勘

慨

砂sノ〃昭

砺　1

C夕s　1

ρ鋤　1

1ys　1

α㎎　1

α㎎　2

αη　3

ρ耐ノ助9

zη

ρ㎝

卿θ　1

砺　2

垣　3

ふ2
」％

城　1
〃昭　2

Ms　1

αθ　1

αθ　2

4θ　3

4¢　4

侮　5

4θ　6

α¢　7

4θ　8

0θ　9

αθ10

αθ11

0θ12

侮13
αθ14

4θ15

α216

召θ17

Amylse　activity

Dextrinizing　Power
　by　‘‘agar　iodine

method”．　radius（mm）

（halo／colony）

　
　
　
　
　
　
　
　
ピリ

±

±

±

±

7‥

士

±

4‥

土

十

±

土

±

±

±

ノ
／
／
／

4

3．5

4

3．5

／3．5（2．14）

／
／
ノ
／
／
／
／
／
／
／

3

3．8

4（1．12）

3．5

4

4
3．8’

3．5

3

3．2

±　　／　4

士　　／　3．2

Sa㏄harifying　Power

　　growth　on
　　　starch

一　　〇r　slender

－　　or　slender

－
　　or　　slellder

－　　or　slender

－　　or　slender

－　　or　slender

－　　or　　slender

　±
－　　or　slender

　±～

－　　or　slender

－　　or　slender

－　　or　slender

－　　or　slender

－　　or　slender

一　　〇r　slender

－　　or　slender
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只
U
O
／
0
1

1
凸
－
▲
9
臼
9
“

22

23

盟

25

ω　　　　　4∂　2

”，夕　　　ρπ㎡　2　　侮18

ω　　　ふ3　　侮19
”，ッ　　　W　1　　　侮20

ω　　　　　〃忽　3　　　αθ21

　ツ　　　カグ㎡　3

〃　　　　Ms　2　　　αθ22

　夕　　砂s4
ω，ッ，b　α4　3　　侮23

”，ツ　　　M3　3　　　αθ24

2〃　　　Iys　5　　侮25

　Amylase
normal　mutant

No．1　　”，ツ，　b

　　2　　卿

　　3　　ω，夕

　　4　　　夕

　　5　　ω，ωツ

　　6　　　ツb，b

　　7　　　　　b

　　8　　ω

　　9　　〃

　　10　　ω，夕

　　11　　Jg

　　12　　ω

　　13　　ω，ツ，b

　　14　　z〃

　　15　　ω

　　16　　”，ツ

　　17　　”，ツ

”2θ　4

〃忽　4　Ms　4

Ms　5

Ms　5　砿　2
Ms　5　ργol　4

α㎎　4

〃昭　5

砂s　2

cys　2　1ys　6

α㎎　3

幼θ　6

〃2θ　7

砂s1
りs1　％8
砂s1　万s　6
砺　2

αZ　3

±　　1　3．5

±　　／　4

土　　／　3．3

±　　1　4

±　　／　4

±　　1　3．5

±　　／　3．8

±　　／　4

8．2　／4 （2．05）

8．5　／4　（2．13）

7／3（2．33）
7　　／3　（2．33）

8．5　／4　（2．13）

7．5　　　／　3．5（2．14）

5．5　　／2．5（2．20）

8　　　　　／　2．5（2．28）

6．0　　／3　（2．0）

8　　／4　（2sO）

7．5　　／3．2（2．25）

一
　　〇r　slender

－　　or　slender

－　　or　slender

－　　or　slender

一
　　〇r　slender

＿
　　or　　slender

＿
　　or　slender

．．ニー一．竺ふ吐．

十

十

＋

十

十

十

十

十

十

十

十

＊　Strain　symbols　represent　as　follow　3釦＝white　oonidium　in　color；夕＝yellow　conidium

　in　color；b＝brown　conidium　in　color；の［s／〃2＝cystine　or　methionine　requirement；’M＝

　thiamine；ρ励＝proline；砂s＝lysine；4プg＝arginine；オη＝tryptophan；ρ4ヵ＝pantothenate；

　’θκ＝1eucine；α∂＝adenine；Ms＝histidine；輪＝nicotinic　acid；αθ＝absen㏄of　amylase

　production．

＊＊　±symbol　represent　that　radius　of　halo　is　shorter　than　that　of　colony．

アミラーゼ突然変異株の活性力は全くないか或

いは痕跡的であって，Agar　iodhle法では発

育したコロニーの接種点付近に僅かにハローを

生ずるだけであり，土で表わす。澱粉培地上の

生育も全然ないか又は細い菌系を僅かに生ずる

にすぎない。常法のD．P．，　S．P．の測定にもほ

とんどかかって来ない（Table　4）。

　これらアミラーゼ突然変異株のうち，特異な

アミラーゼカをもつ3株がある。No．5　（1夕s

侮5）では，S．P．は微弱で他のアミラーゼ突

然変異株と同様に澱粉培地上では痕跡的な生育

しかしないが，D．P．の方は野生型に近い株で

ある。No．8（αγ9α¢8）とNo．10（〃夕％10）

は減退したアミラーゼ活性力を有する。

　野生株から誘発された栄養要求，又は要求と

胞子色の突然変異株は，heterocaryons・

heterozygous　diploidsの構成株の一部とし

て用いられているが，勿論アミラーゼカについ
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ては正常である（Table　2，4）。

　次に，アミラーゼ突然変異株No．4　（σθ4）

が澱粉又はブドウ糖を含むMM液体培地中で野

生株N6に較べて，どの様な生育度を示すかは，

Fig　3にあげてある。すなわち，ブドウ糖では

LOO

90

80

⌒70
曽60
）

葛5°

…4。

h30
昌

　20

10

〆o

＿．●一一1：レー－t壬

　　　0　1　2　3　4　5　6
　　　　　　　　　day8

Fig・aComparison　of　growth　（dry　weight）in

starch　medium　and　in　glucose　medium　by　wild

strain（N．6）and　amylase　mutant（侮4）．　The

culture　were　done，　at　35°c，　in　200　ml　Erlenm－

eyer　flasks　of　50　ml　of　M．M．　supplemented

with　2％starch　or　2％gluoose　as　a　C　source．

　wild　N石　in　glucose　medium　　－●－

　　　　　　in　starch　medium　…・…○－

　4θ4　　　　in　glucose　medium　　＿■＿

　　　　　　in　starch　medium　－一ロ……
Values　a▼erages　of　triplicate　flasks．

両株ともに同じ生育であるが，澱粉ではNo．4

（αθ4）は培養6日後でも明瞭な生育はない。

なおN6の澱粉での生育は3日まではおとるが，

以後急激に発育し5日でピークに達する。

　Balanced　heterocaryons・heterozygous

diploidsの合成：　heterocaryon．　hetero－

zygous　diploidの作り方については瀬嵐（’57

皿，IV）の報告がある。

　変異した遺伝子間の優劣関係，Allelism（対

立性）を知るために，Table　2にあげたアミラ

ーゼ突然変異株とアミラーゼ正常株の間，又は

アミラーゼ変異株間で種々組合せてbalanced

heterocaryons，さらにheterozygous　dip－

Ioidsを合成した。　balanced　heterocaryon

を容易にしかも確実に分離し，又この異核が同

一細胞内に混在する状態を維持し同じ核ばかり

になった細胞は自動的に消滅してゆく様にする

ために，組合せる2っの菌株はそれぞれアミラ

ーゼ形質のほかに劣性形質の胞子色と栄養要求

が互いは異なりnon－allelic（非対立性）な間

で合成された。ノ1功．oη2αθではbalanced

heterocaryonの胞子色は胞子内の核によらず

分生子柄等の細胞の影響をうけて，　non－

autonomous（pontecorvo’47）であるから，

それらの細胞内の異核の比率によって野性色の

緑色から両構成株の色まで種々の中間色であ

り，栄養要求は同一一細胞内の要求性異核が互い

に補い合ってprototroph（非要求性）になり

MMに生育出来る。　heterocaryonであること

の確認は，その菌糸片を経続的にMM上に移植

しても上述の性状をもち続けて生育すること

と，heterocaryon上に生じた胞子をCM上に

プレイトすると異核混在状態が解体して両構成

株の色・要求をもつコロニーが出現することで

判定された。

　更に，これらの　balanced　heterocaryon

から選択的にheterozygous　diploidをえた。

heterocaryonの菌糸細胞内に混在している異

核は，10－7～10－8のごく低率で無性的に融合し

て倍数体核を形成（瀬嵐’571V）するので，

heterocaryon胞子懸濁液をMMにプレイトし

て発生する多数のコロニーの中から緑色のコロ

ニーを探し出す。時にはheterocaryonのコ

ロニー中に緑色のsector（扇形）として分離

することがある。heterozygous　diploidは

胞子色が一様に緑色で栄養要求はprototroph

であるから構成株やheterocaryonと区別で

き，又，野生株とはきわめて低率であるが色，

要求についてのvegetative　segregants（無



Table　3 Amylase　activity　of　heterocaryons　and　heterozygous　diploids．

No．　tested

hetero－

ca町ons

7
・
7
・
7
．
7
・

－
ふ
ー
ふ
噌
上
－
占

68

0
／
8
7
6
4
’

　
　
　
　
2

5
4
0
Q
り
2
1
Q
V

　
　
1
　
　
　
　
2102

No．　tested

heterozygOUS

　　diploids

Tested combinations

Combinations　betw㏄nαθ／norma1（Genotype）

Q
V
O
5
7
°

「
⊥
－
ふ
－
凸

＊　Amylase　mutant十Amylase　normal　mutant

45

侮
侮
磁
侮

5
8
3
5

　
　
一
」
－
凸

十

十

十

十

No．1　－　No．17
No．1　－　No．17
No．1　－　No．17
Nρ．1　－　No．17

Amylase activity

Dextrinizing　Power
　　by　‘‘agar　iodine

method”radius（mm）

（halo　／colony）

（1．96　－　　2．34）

Sa㏄harifying　Power
growth　on　starch

Heterocaryons

±　　一　　十

Diploids

Com1）inations　between　ae／ae（Genotype）

6
2
4
1
4

　
　
　
　
2

≒

⊥
－
只
）
1
0
1
0

　
　
　
　
　
　
2
69

Amylase　mutant＋Amylase　mutant

αθ　1　十

α召　2　十

αθ　3　十

α¢　4　十

侮　5　十

αθ‘ 6
θ2　7

αξ8
αθ　9

αθ10

αe11
ασ13

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

ae　2，3，4，6，7，9，10，11，12

ae　3，4，6，7，9，10，11，12

ae　4，6，7，9，10，11，12

ae　6，7，9，10，11，12

ae　1，2，3，4，6，7，8，9，10，11，12，1314，

ae　15，16，17，18，19，20，21，22，23，24，

ae　25
ae　7，9，10，11，12

ae　9，10，11，12

ae　1，2，3，4，6，7，9，10，11，12

ae　10，11，12

ae　11，12

ae　12
ae　1，2，3，4，6，7，8，9，10，11，12

ae　13，14，15，16，17

ae　18

ae　19
ae　20，21，22，23，24，25

｜

almost　the　same　as　wild　type

　
　
　
　
）

　
　
　
　
0

　
　
　
　
9

4
4
4
’
4
・

＝
＝
σ

nδ

Q
∨
Q
∨
合
0
3

ノ
／
／
／
／

士
±
±
士

7

　
　
　
　
5

±
±
±
±
±
±
±
±

3
3
±

／
ノ
／
／
ノ
／
／
ノ
ノ
！
／

　
　
　
　
　
　
　
）
）

　
　
　
　
　
　
　
（
U
O

　
　
　
　
　
　
　
2
2

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
　
－
↓
寸
⊥

4
4
4
4
4
　
4
4
（
（
4

一

＝
＝
　
＝
5
三

3
3
3
3
3
3
3
3
2
2
3

一　〇rslender

－　or　slender

－　or　slender

－　or　slender

±　　一　　十

or　slender
or　slellder

or　slender
or　slender
or　slender
or　slender
or　slender
or　slender
士？
士？
or　slender

十

一　〇rslender

－　or　slender

－　or　slender

－　or　slender

　　　　十

一

or　slender
or　slender
or　slender
or　slender

or　slender
or　slender
or　slender
：ヒ？

士？
or　slender

＊　Balanced　heterocaryons　and　heterozygous　diploids　were　synthesized　between　two　multiple　mutants　which　differ　from　each

　other　in　both　color　and　in　nutritional　requirement．　In　this　table，　however，　component　strains　were　represented　by　only　symbols

　concerning　the　amylase　genes（ae）．

「

薔
酬
θ
嵐
命
聴
田
頸
醤
」

戸
ω
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性的分離株）を生ずることで区別出来る。

　allelismのテスト：

　各突然変異株と正常株間，又は突然変異株間

で作られたheterocaryons・heterozygous

diploidsのアミラーゼ活性の有無によって判

定された。

　1　ae／十のアミラーゼ活性

　Table　2のリストにあげてあるアミラーゼ欠

突然変異株25株と，アミラーゼ活性は正常であ

るが色・要求についての突然変異株17株との間

で，Table　3で示す様に組合せて合成された

balanced　heterocaryons　68株と，　heteroz－

ygous　diploids　45株のアミラーゼ活性はすべ

て正常株と同じ程度である。

　従って，アミラーゼ突然変異遺伝子は正常に

対して劣性である。

　正常株間で作られたdiploidsはhaploidの

野生株とほぼ等しい活性を示す（Table4のD44

）。

Table　4 Amylase　activities　in　submerged　culture　by　heterozygous

diploids　compared　with　those　of　components　and　wild　strain．

Ploidy
Strain

Haploid

Diploid

wild　N6．

”〃昭

y禰侮13
4∂磁ユ5

ツ’η侮10

ωα㎎侮8

りs侮5

（｝enotype　for

amylase

　十　1　＋　D44＠砺16αγ9）

　4θ　！　十　D582（444θ15！％〃の

α25　／　十　D217（砂8侮5／ω〃2）

　侮　！　αθ　D328（∂〃α夕g4θ8／ッ’M侮13）

　侮　／　4θ　D577（ε〃α『扉151ッ媚oθ13）

侮5　／　oθ　D562（δ砂sαθ5μ44侮15）

Sa㏄harifying

power（S）
　（unit）

Dextrinizing

Power（D）
　（unit）

　　　i＊Dextrinizing　Power　by

S／DiA監惜。欝t婦
　　　i　（radius　mm）

3．52

4．08

0、0…

0．0…

0．24

1．26

0．13

3．85

3．26

4．56

0．0…

0．0…

3．24

2．60

2．71

0、0…

0．0…

0．0…

0．83

2．45

2．78

2．50

3．84

0．0…

0．0…

2．55

1．35

1．49

1．52

0．05

1．38

1．30

1．19

1．27

　8 ／4（2．00）

8．2 ／4（2．05）

±　／4

士　！4

＋　14
4．514（1．12）

7．5／4（1．89）

8、5　1

　7！
8．5／

±　／

±　／

　6　／

4（2．15）

3．5（2．00）

3．5（2．43）

4

4

3（2．00）

＊　Direct　estimation　by　the　agar　iodine　method　for　dextrinizing　power，　gave　results　in　good

　agreement　with　those　obtained　by　submerged　culture．　Figures　represent　averages　of　triplicate

　va1皿es．

　2　αθ／αρのアミラーゼ活性

　同じくTable　3に示す様にNo5（％5）を

のぞくアミラーゼ欠突然変異株同土を組合せて

合成されたbalanced　heterocaryons　78株，

heterozygous　diploids　45株のアミラーゼ活

性は全く無いか痕跡的である。常法によっても

測定にかかって来ない（Table　4のD328・D

577）。

　したがって，これら24の突然変異遺伝子（α¢1

～α〆，砺6～αe25）はa11elicで，同一遺伝

子座（αのにあると考えられる。

　侮13とαθ18，佛13とαθ19の組合せのheter・
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ocaryOnsは僅かに回復する。これについては

考察で論及する。

　次に，アミラーゼ突然変異株同士でも，No．

5（α¢5）が他のアミラーゼ突然変異株24株と

組合された場合，いずれも糊精化力のみならず

糖化力も正常になり正常型のアミラーゼ活性に

まで回復する　（Table　3とTable　4のD217・

D562）。

　従って，アミラーゼ突然変異遺伝子αθ5は，

他の24の突然変異遺伝子とは非対立性で異なる

遺伝子座（αe’）にある。

　なお，Table　4では，アミラーゼ突然変異

株，heterozygous　diploidsの数株について常

法によるアミラーゼ活性の測定を行い，その値

を示してある。D．P．については“agar　iodine

method”による値を対比してあるが，両者は

始んど一致しており，この簡易な直接糊精化力

測定法の実用価値も又確認された。

　多糖類培地での生長度：

　アミラーゼの減退した突然変異株は，澱粉を

炭素源とした櫨過法によって選択的にえられた

ので，澱粉上では当然生育し難いが，他の澱粉

系多糖類での生長度も測定し，乾燥量で表わし

たのがTable　5である。それからの突然変異株

Table　5　Growth（dry　weight）of　wild　strain，　amylase　mutants，　heterocaryons

　　　　　and　heterozygous　diploids　in　various　polysaccharides．

Ploidy
Strains

Haploid

　　wild　N．6

　　αθ4

　　ツ砺侮13
　　α4侮15
　　夕〃ツαθ10

　　”θ㎎αθ8

　　砂s昭5

Diploid，　Heter㏄aryon　，

Genotype

for侮
十　／　十　D44（ω砺ノb醐9）

召θ　／　＋　D189（ッZMα¢13／z〃〃昭）

　　　　　H189
％5／　十　D217（砂s　4θ5／ω〃昭）

　　　　　H217
αθ　／　侮　D328＠助g％8〃砺αθ13）

　　　　　H328
αθ5／　αe　D562（b砂s侮5μα4α¢15）

　　　　　H562

Glucose

48．9mg

53．2

35．6

35．2

39．9

42．8

34．2

65．8

48．6

39．4

40．9

36．2

45．2

38．5

42．6

39．3．

Polysaccharides

Starch　　Amylose　Amylopectin　Dextrin　Glycogen

91．Omg

4．2

1．0

1．5

6．7

12．4

5．1

66．5

59．2

40．5

46．2

39．3

5．3

3．2

55．8

40．5

125．2mg

8．9

2．5

3．2

8．0

17．2

5．4

89．2

71．8

67．3

4．1

69．2

112．5mg　　100．2mg　45．Omg
　6．8　　　　　　5．8　　　　　2．4

　1．3　　　　　　1．6　　　　　1．0

　2．7　　　　　　2．1　　　　　1．1

　8．3　　　　　　7．5　　　　　5．4

10．9　　　　　　　14．4　　　　　　9．3

　4、8　　　　　　5．3　　　　　2．2

87．4

67．3

58．8

4．5

68．4

69．4

61．1

50．6

4．3

70．1

33．6

34．2

21．7

2．0

21．1

Recorded　growth　as　mg　dry　weight　after　5　days　at　35°C　in　liquid　M．M．　or　added　growth

factors（50ml　in　200　ml　Erlenmeyeτflask）supplemented　each　2％　saccharoid．　Values

averages　of　duplicate　flasks．
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で構成されたheterocaryons，　diploidsにつ

いても表示してある。amylose，　amylopectin，

dextrineでは澱粉よりも生育は梢々よいが，

91ycogenでは劣り，この傾向は野生株にもみ

られる。

　　　考　　　察

　アミラーゼの酵素学的研究によれば（岡崎’49，

’56），同じ・4Sρεγ露11〃s属でも種類によって

アミラーゼ酵素系を構成する酵素の種類も量も

異なる。A功．　oγy2αθでは糊精化型酵素α一ア

ミラーゼが主体になり，ほかに微弱な糖化型酵

素amyloglucosidaseが存在するとされてい

る。

　この実験の結果ではそれぞれ独立にえたアミ

ラーゼ突然変異株25株のうち，24株は糊精化力

・ 糖化力共に減退しており，それらのアミラー

ゼ突然変異遺伝子はallelicで同一遺伝子座に

あると考えられる。

　従って，α一アミラーゼを主とするアミラー

ゼの生産は，単一遺伝子（αθ）の支配を受けて

いることが推定された。

　そこで，アカパンカビ　」Vθ％70Sρo夕σcγσssα

のad一遺伝子座（Giles　et　al’59；Wood－

ward’58　Woodward’59．），td一遺伝子座

（Woodward　et　al’58，Lacy’61）pan－2遺

伝子座（Case　et　a1’60）等の突然変異遺伝子

間でみられる補償作用　（Complementatio11）

がαθ遺伝子にも存在するかどうかについて検

討しσθ遺伝子座内の細分化を試みた。α召遺伝

子座の突然変異株24株を夫々組合せたhetero－

caryonsにおけるComplementationの有無

に着目した予備的実験をしたが，現在のところ

明瞭な結果が出ていない。ただαθ13とαe18，

σ¢13とαθ19の組合せでは胞子の混合接種か

ら発生するhetcrocaryonsは正常型の半分に

近い活性の回復をみた。Complementation

については目下研究中である。

　カイコ（松村’34）の場合も，体液と消化液

のアミラーゼは別の遺伝子に支配されているが，

アミラーゼそのものについては単一遺伝子であ

り，又ショウジョウバエ（吉川’60）でも，同

様で，品種によってアミラーゼカに著しい差は

あるが，不完全優性の単一遺伝子に支配されて

いる。

　アミラーゼ突然変異株25株中の1株No　5（

αθ5）は，糊精化力が正常で糖化力が減退した

株でα一アミラーゼを有するがamylo91ucos－

idaseが欠けた変異株であると考えられ，又他

の24株とは非対立性であるから糖化型酵素を支

配する遺伝子σθ’は別の遺伝子座にあることに

なる。

　純粋なα一アミラーゼでも還元糖も生ずるか

ら，アミラーゼ活性の測定だけでなく，実際に

アミラーゼ突然変異株についてα一アミラーゼ

・amyloglocosidaseを抽出し，両酵素の有無

を調べておく必要がある。アミラーゼ突然変異

株の酵素的性状の詳細も後の報告にゆつる。

　　　摘　　　要

　Aερ．oηzα¢野生株から紫外線照射後，炭素

源として澱粉を用いた濃過法によって，選択的

に多数のアミラーゼ突然変異株をえた。

　これらの変異株は，澱粉培地では生育しない

か，ごく僅か生育するが，ブドウ糖培地では正

常に生育する。

　アミラーゼに関する遺伝学的研究は，独立に

分離した25株の変異株を用いて　parasexual

cycleを通して行われた。

　アミラーゼ突然変異遺伝子は正常に対して劣

性であり，アミラーゼ生産は2つの遺伝子に支

配されている。1つは24のallelesを含む遺伝

子座で，主としてα一アミラーゼに関係があり，

他の1つはamylo91ucosidaseに関する遺伝

子を含む遺伝子座である。
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GENETICAL　STUDIES　ON∠4SPERGILLσS　O」RγZ∠4E　COHN

VI　Genetical　Studies　on　Amylase　production　in∠4Sρ．　oη2αθ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　Fifty　amylase　deficient　mutants　have　been　independently　obtainCd　in　wild

strain　of∠45ρ．　oη2αθby　U．V．　irradiation，　using　filtration－concentration　technique

in　which　minimal　solution　was　suppremented　by　starch　or　amylopectine　as

Csource．　These　mutants　do　not　grow　or　stund　in　growth　on　the　medium

containning　starch，　but　grow　on　glucose　as　well　as　wild　strain．

　Genetic　study　for　amylase　production　was　carried　out　through“parasexual

cycle”　by　using　twenty－five　mutants．　All　twenty－five　mutant　genes　are

recesslve　to　normal　one．　Amylase　production　is　controled　by　genes　at　two　loci；

one　locus（αθ）contains　twenty－four　alleles　（of　which　mutant　genes　show

negative　or　a　diminution　both　in　D．P．　and　in　S．P．）and　another　locus（σe’）includes

one　allele（of　mutant　gene　shows　normal　in　D．P．　but　not　in　D．P．）．
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VII　Mitotic　recombinationによる遺伝子分析

（有性生殖によらない遺伝子分析）．

　　　緒　　　言

　前の報告で，アミラーゼに関して2つの遺伝

子の10ci（座）を明かにしたが，次にそれら

の座の連関の決定が問題になる。しかしコウジ

カビ∠4功．oγyZα¢では有性生殖が見当らない

ので遺伝子分析は不可能であった。

　Pontecorvo　等　（Pontecorvo　1952，　’53，

Pontecorvo，　Tarr　Gloor　and　Forbes’54）

は，有性生殖をもつ・4sρ．擁∂μ1伽Sで子のう

胞子形成とは別個に“Parasexual　cycle”（準

有性生殖）を生起せしめ，　heterozygous

diploid（ヘテロ2倍体）からのvegetative

segregant（無性的分離株）を詳細に研究した

結果，無性的分離核は，mitotic　division

（有糸分裂）の際2倍体核における2つの別個

で独立的な過程によって生起するとの結論をえ

た。　1つは　haploid（単数体）を分離する

haploidisation（単数体化現象）であり，ほ

かの1つは　diploid　（2倍体）を分離する

mitotic　crossing－over（有糸分裂交叉）であ

る。

　さらに　PontecorvoとEtta　Kafer（’56）

は同じくA功．幼4％1α％Sで，単数体化現象と

有糸分裂交叉が染色体地図作製にどの程度の確

実さで用いうるかについて検定し，ほぼ減数分

裂による普通の染色体地図作製と同意義で用い

うることを確めた。次いでSermonti　C57）

はPe厄cゴ〃㌦勿6加ッs《逗εヵμ勿の無性的分離

株を分析し，・4Sカ．磁4μ1ακSでえられた原理

を用いて連関群と遺伝子座の配列順序を決定し

た。

　これらの研究は，もちろん同じく有性生殖を

もたないで，無性的に分生胞子によって繁殖す

るノ1s♪．　oγッzσeの遺伝子分析に重要な手がか

りを与える。しかしノlsヵ・oγ芦αθでは分離株

のploidy（倍数体）の判別に，・4Sρ．涜4〃ακs

やP．＞oカ7ysogθκ％勿　の様に胞子の大きさが

用いられないので，desoxyribonucleic　acid

（DNA）量による独自の方法を採用した。

　そこでこの報告では，Aψ．0γッ2σeのヘテ

ロ2倍体からの無性的分離株によるアミラーゼ，

胞子色，栄養要求に関する遺伝子の分析がなさ

れた。

　　　材料と方法

　使用株t　　　　野生株N6から紫外線照射によっ

てえた胞子色，栄養要求性，アミラーゼに関する種々

の突然変異株を用いて合成された8株のヘテロ2倍体

が用いられた。それらのヘテロ2倍体株では，同じマ

ー クの胞子色，要求性はそれぞれヘテロカリオンーテ

ストを行い，同一対立性　（allele）であることが判明

した突然変異株を構成株として使用している。

　アミラーゼ活性の測定3　　　　使用した培地の組

成，アミラーゼ活性の測定法については，前の報告に

のべてある。アミラーゼ活性のうち糊精化力の方は

Agar　iodine　method（瀬嵐’61VI）を，糖化力の方は

澱粉培地上の生長度によった。

　first－order　vegetative　segregant（第一次無性的分

離株）の採り方t　　　胞子色と要求性についての

劣性遺伝子が異型接合している2倍体は緑色・無要求

で野生の表現型をもつ。そのコロニー中にきわめて低

い率で構成株の胞子色又は要求についての分離株が，

両親型又は組換型をもつhead，　spot又はsectorとな

って生起する。この分離株は，もちろん減数分裂から

由来したものではない。この無性的分離株を，容易に

しかも多数うる為に，次の様な選択法を採用した。

　1．分離株の胞子色による選択法　　　　ヘテロ2

倍体を完全培地で1～2週間培養後，その胞子を完全

培地に平板培養する。発生するコロニーは，ほとんど

が緑色であるが，少数ながら構成株のマーク色をもつ

colony，　sector，　spot又は単一のheadを生じ，肉眼で

識別できる。単一headの場合でも，一様に緑色の中
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なので隔離しやすかった。注意深く隔離して斜面培養

（完全培地）に移す。同じcloneを2度以上採る誤り

を防ぐ為に，1つのコロニーに幾つかの同色の分離を

生じている場合は1つだけ採った。純粋培養された分

離株は，次に，生起する可能性のあるあらゆる組合せの

要求物質添加培地のシーリスに接種され，その栄養要

求性についてテストされた。このテストで要求の決定

があいまいな分離株と，遺伝子分析に重要な意味をも

つ分離株，たとえば組換株は，さらにauxanographic

test（pont㏄orvo’49）で再確認された。

　2・分離株の栄養要求性による選択法　　　　栄養

要求性について，分離株を選び出すのは労力的なので，

主として胞子色について選択的に分離したが，1部

については濾過法を用いて予め，prototroph（原栄養

型）を出来だけ除き，完全培地に平板培養後発生する

コロニーについて，胞子色による選択法の場合と同じ

方法で，要求性をテストした。

　s㏄ond－order　vegatative　segregant（第二次無性的

分離株）の採り方3　　　　第一次分離株の胞子をさ

らに平板培養して生ずるコロニー中に分離してくる株，

すなわち第二次分離株は，残っていたヘテロ型遺伝子

座についての遺伝子の分離をしたものであって，第一

次分離株の場合と同じ方法で採り出し，胞子色と要求

性について検定された。

　1核当りのDNAの定量3　　　先ず一定数（5×

108）の胞子のDNA量を測定して1胞子のDAN量を

算出し・次に胞子内の核数を調べ1核当りのDNA量

を決定した。

　1・DNAの定量　　　　37°C，7日培養後の胞子

懸濁液を作り，充分振盈しNα2ガラスフイルターで

濾過する。次いでトーマ血球計算器でmε当りの胞子

数を算定し，正確に5×108ケの胞子を含む様に胞子懸

濁液を遠心管にとり水洗い後，氷水中で冷却しながら

0・5N過塩素酸5mεを加えゼ10分間置き遠心し，更

にもう一度繰返す。氷室で1～数日間保存する。0．5N

過塩素酸3m2を添加して温浴中15分間90°Cにおき

時折撹拝してDNAを抽出し，遠心後の上清をとって試

料とする。DNAの定量はBurton（’56）の方法によっ

た。これはDische（’30）の方法より3．5倍の鋭敏さ

がある。すなわちDNAの0．5N過塩素酸抽出液1mε

をとりこれにacetoaldehydeを含むdiphenylamine

試薬2mεを加えよく振って混合した後，密栓して

37°Cで一夜おいて発色させ，ベックマン分光光度計

の600mμで比色し，beef　spleen　DNA標準液（14．6μ9

一p／mの　の吸光度にもとついて，試料の吸光度から

DNA量を定量した。

　2．核数の算定　　　　DNA量測定に用いる胞子

試料の一部をあらかじめアルブーミンでスライドに貼

付し乾燥させておき，Delamater染色C48）とフオ

ルゲン染色法を併用して胞子内の核を染色し，顕微

鏡下で100ケの胞子の核数の平均値を求めた。

　蛋白質の定量8　　DNAを抽出した後の胞子（5

×108）にIN　NaOH　5叫2を加え，湯浴中100°Cで5

～10分間加熱して蛋白質を抽出し，遠心して上清を蛋

白質試料とする。蛋白質の定量はFolin法（Dowry　et

al’51）によった。すなわち，蛋白質のIN　NaOH抽

出液0．1mεにIN　NaOH　O．9mεを加えて1mεとし，

これに0・01％硫酸銅を溶かしたアルカリ液を5叫吻加

える。10分後にFolin試薬0．5mεを加えよく混合して

室温で30分間おいて発色させ，ベックマン分光光度計

の750mμで比色測定し，卵アルブーミン結晶からえた

標準液（250μg！m2）の吸光度にもとついて各試料の吸

光度から蛋白質量を算出した。

　この研究に用いられたmitotic　recombinationの原

理3　　　／ls♪ぼ4ぱ砺sと㎞ば苗鋤c乃7ツso9梛励

の無性的分離株の研究からえられた結論と，それから

導き出される知見は次の通りである。

　11aploidisation（単数体化現象）　3　　　・＼テロ2

倍体核の有糸分裂で，全染色体が不規則に配置し，単

数体核を生起するが，同一連関群の遺伝子は必ず完全

な連関，すなわち一連なりになって分離する。又，有糸

分裂交叉は同じ連関群のcoupling（相引）の遺伝子の

間で生ずるから，第一次分離株では有糸分裂交叉によ

る組換えの表現型が生ずるうれいがない。したがって，

もしrepulsion（相反）の関係にある劣性遺伝子が組換

えすれば，その組換えした表現型を持つ分離株は単数

体であると断定できる。しかも，組換した遺伝子は，

ほかの染色体上（連関群）にあると考えられる。なぜ

なら，互いに異なる染色体上にある相反の遺伝子のみ

が単数体で組換えできるからである。同様に，相引の

関係にある劣性遺伝子の一方のみ分離する場合は，分

離しない遺伝子は異なる染色体上にあると考えられ

る。なぜなら，もし同じ染色体上にあれば単数体に必

ず一連なりとなって分離してくるはずだからである。

　mitotic　crossing－over（有糸分裂交叉）2

有糸分裂交叉はStern（’36）がショウジョウバエの体

細胞で初めて発見した現象（somatic　crossing－over）
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である。2倍体核における有糸分裂の4細糸期（four

strand　stage）で，2strandの間で生じ，これによっ

て依然として娘2倍体核（daughter　diploid　muclei）

が生起するが，この分離した娘2倍体核は，1つ又は

幾つかの座については相同接合型（homozygous）と

なり見出しやすくなったが，ほかの座では依然として

異型接合型（heterozygous）のままである。有糸分裂

によって生ずる相同接合遺伝子（homozygous　gene）

の頻度は，当然centromereからの距離の函数であ

る。又，その発生頻度は少いから，重複交叉は考慮し

なくてよい。したがって，相引の関係にある遺伝子が

同一染色体のうでにあって，その一部が分離すれば，

その分離株は2倍体である。・しかも分離しない遺伝子

の座は，分離した遺伝子の座よりもcentromereに近

い。

　以上の原理に基づいて遺伝子の分析を行うに際し

て，先づ最も重要なごとはヘテロ2倍体からの分離株

の倍数性の判定である。分離株の倍数性がわかって単

数体と2倍体とに識別出来れば，それら分離株の表現

型と，もとのヘテロ2倍体の予想される遺伝子型すな

わち，劣性遺伝子の組合せとの関係を考察すれば，単

数体分離株からは連関群が，2倍体分離株からは連関

する遺伝子間の配列順序が決定される。

　　　実験結果

　Ploidyの判定：　　　分離株の倍数性を判

定するには，核の大きさや核分裂における染色

体数を調べればよいが，きわめて小さいのと，

多数の菌株を取扱わねばならないので技術上い

ろいろの困難がある。

　1　胞子の大きさ　　　　∠4ψ．痂4％1αηs

（Pontecorvo　et　al　’52，　’54），　P¢％‘cゴ〃ゴμ〃2

c〃夕so9¢ημ〃2（Sermonti’56）では，2倍

体の胞子の容積は単数体の約2倍なので，これ

を単数体と2倍体の識別に用いている。　・4Sρ．

oηz碗の野生株，突然変異株，ヘテロ2倍体

の胞子の直径，容積を測定した（Table　1）。

Table　l　Average　diameters　and　volumes　of　collidia　from　some　of　the

　　　　　haploids　and　diploids　of／1翌）．　oγ夕2σθ．

Strain

Haploid

Diploid

wild　N　6

No．1　〃昭

No．3　ツ万s

No．6　bα㎎

No．2　ツ砺αθ

No．5　tys侮，

D44（ッ砺／bα㎎P）

D189（夕彦万％／ω”④

D326＠cys／ツ彪％侮）

D551（γZ～屡！ωα4αθ）

Diameter　of
conidia（μ）

4．49

4．46

4．69

4．39

4．57

4．29

4．36

4．52

4．67

4．46

Volume　of
conidia（μ3）

47．43

46．48

54．02

44．33

50．01

41．34

43．51

48．38

52．97

46．48

Chains　of　five　conidia　were　measured　respectively　and　the　average　diameter　was

calculated　from　total　100　conidia　for　each　strain．

Strains　symbols　represented　as　follows：〃＝white　conidium，ッ＝yellow　conidium，

b＝brown　conidium　in　color；〃2θ＝methionine，　万3＝histidine，　α㎎’＝arginine，オ乃』

thiamine，り∫＝1ysine，’θμ＝・1eucine，α4＝adenine　requirement；αθ＝amylaseless　in　both

D．P．　and　S．　P．，αθ』amylaseless　in　D．　P．



22 金沢大学教育学部紀要　12（自然篇）

　しかし単数体と2倍体の間には全然差が認め

られない。したがって・4ψ．o夕夕犯θでは胞子

の大きさによる倍数性の判定は出来ない。

　2　1核当りのDNA量　　　　体細胞（2

倍体）の核のDNA量が生殖細胞（単数体）の

核の2倍であることはBoivin℃48）以来多数

の生物で知られており，Ogur　et　al（’52）は酵

母の細胞当りのDNA量から倍数性を区別出来

ると報告している。

　A功．o夕夕zσθのDNA量を測定する（Table　2）

Table　2　DNA　contents　per　nucleus，　conidia　and　protein　of　conidium　from

　　　　　　the　wild　type，　components　and　heterozygous　diploids　of　ASρ．　oη2αe．

Strain

　　Haploid

wild　N　6

1140－126ω21　（2〃履sαの

229－218b161　（b　lys侮，）

229－2182〃41　（τ〃tys　αθ，）

1634－740　zo21　（ωα4αθ）

146－48ッ12（ッ％佛）

Average

　　Diploid

D189（夕’Mαθ／ω〃昭）

D217（砂s侮，1ω〃2）

D237但’M／〃2θ万sαの

D242（砺oθ／b砂s〃2θ）

D326＠cッs！夕Zθ％α2）

D327＠りs履sαθ／夕％）

D362（ωcys／bりs硬，）

D551（〃α4αθ／ツオ働

D568（b　tys％，／〃Ms磁）

D591（ωθ4αθ！夕”2e）

DNA　per
conidium
×10－8r

Average

16．58

16．79

16．65

17．12

16．53

13．84

16．10

16．54

15．76

19．98

16．33

17．66

22．18

16．93

19．17

15．92

17．29

16．71

Num．　of
nucleus　per
conidium

DNA　per　i　Protein　per

nucleu8　　conidium
×10－8r　　　　　　×10－8γ

DNA　per
proteln
　r／γ

3．26

3．31

3．53

3．58

3．12

2．81

3．27

1．65

1．71

2．17

1．64

1．92

2．38

1．56

1．74

1．53

1．62

1．79

5．09

5．04

4．70

4．81

5．29

4．93

4．92

10．02

9．21

9．21

9．96

9．12

9．32

10．85

11．02

9．75

10．67

9．91

91．44

98．77

81．86

84．60

76．01

65．18

82．93

80．70

69．56

97．94

83．78

81．91

89．24

99．52

105．24

71．03

97．67

85．55

0．18

0．17

0．20

0．20

0．22

0．21

0．20

0．20

0．22

0．20

0．19

0．21

0．22

0．17

0．18

0．21

0．18

0．20

と，胞子当りの量は単数体，2倍体でほとんど差

がみられない。しかし，1胞子内の核数は，単

数体では3．27であるのに対して2倍体では1．79

で明瞭に差がある。したがって核当りのDNA

量を計算すると，単数体核は4．92×10－8γであ

るのに対して2倍体核は9．91×10－8rで丁度単

数体の核の2倍量となる。同じくTable　2の

右欄に示す様に，細胞全体としては単数体も2

倍体もDNA量と蛋白質量の比は0．20γ〃で一

定である。すなわち，∠4功．oη醐eでは，単

数体から2倍体になり核のDNA量が倍加する

と，胞子の容積の増大をともなわないで核数の

方が半減し，核と細胞質の比は一定になり細胞

の安定性が保持されている。

　そこでTable　3では3株の人工的に合成し

たヘテロ2倍体D591（ωα4αぴ〃2e），　D551

（ωσ4αθ／夕　z乃ゴ），D189（夕Z万σe∠夕”2e）に

ついて，それぞれ第1次分離株と1部の第2次

分離株を取出し，1株当りのDNA量で倍数性

を判定し，分離株の表現型と倍数性を比較検討

した。∠4Sρ．　oη2σθではノ4Sρ．斑4〃1σ〃sと

同様にヘテロ2倍体から単数体株と2倍体株を
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Table　3 DNA　content　per　nucleus　of　conidia　of　vegetative　segregants

from　some　heterozygous　diploids．

Strain Phenotype

D591（”αばαθ1ツ”昭）

　First　order　segregants

ω3－34

w2－22
ω7－81

ッ3－24

ッ4－36

夕1－2

夕1－12

91－1

㍗謡
㍑
多
L

　Second　order　Segregants

　　from　gL1
　　92－4　　　　〃2θθθ

　ω2－26　　　ω〃昭侮
　　from夕4－36
　ッ2－16　　　ッoθ

D551ψ440θ／ツ鋤）

　First　order　segregants

　％2－7　　　ω04砺σθ
　砂6　　　　　ωα4％
　　〃33　　　　〃4¢
　ッ2－16　　　　　y彦海‘

　夕4－12　　　ツ

D189（ツ’履αθ／ω”％）

　First　order　segregants

ω1－29

％34－1

ω3－1

ツ4－7

夕1－6

ッ3－25

ツ2－3

　
　
　

侮

姥
護
侮

ω

ω

ω

ツ
ツ
ッ
ツ

Second　order　segregants

　from％3－1
　ω9－1　　　　ω〃昭
　脚6－2　　　　ω4θ
　fromツ3－25
　ツ4－18　　　ツ〃昭αθ

DNA　per
conidium
×10－8γ

16．51

14．22
15．52
17．95

13．97

18．81
14．64

19．68

16．51

19．96

14．51

16．83

14．03

19．21

13．28

15．05

20．66

15．15
16．68
13．41

14．42

18．35
22．10

18．06

14．64

15．78

Num．　of
nUCleUS

3．18

3．00

1．63

3．61

1．46

2．05

3．12

1．85

1．72

1．84

1．42

3．14

2．98

1．82

2．72
1．61

3．62

2．98

1．73

3．01

1．52

1．74

2．43

1．64

1．52

3．42

DNA　pe言
nucleus
×10－8γ

5．19

4．74

9．52
4．97

9．57

9．17

4．69

10、63

9．60

10．74

10．21

5．36

4．70

10．55
4．88

9．34

5．71

5．08

9．64
4．33

9．48

10．54
9．09

11．07
9．63

4．61

Ploidy

Haploid
Haploid
Diploid
Haploid
Diploid
Diploid
Haploid
Diploid

Diploid
Diploid

Diploid

Haploid
Haploid
Diploid
Haploid
Diploid

Haploid
Haploid
Diploid
Haploid
Diploid
Diploid
Diploid

Diploid
Diploid

Haploid

分離するから，同じ過程が分離に際して行われ

ていると考えられる。

　単数体化現象による連関群の決定：

　1　DNA量によって決定された単数体分離

株の場合

　Table　3　で倍数性が判定した各分離株の表

現型とその発生数をTable　4にあげてある。

　D591からの分離株ωα4微α¢とD189か

らの第二次分離株ッ勿¢αθは単数体であるか

ら，有糸分裂における全染色体の不規則配列す

なわち単数体化現象から導かれたに違いない。

そして相反の関係にある劣性形質が組換えして

いるから，〃2¢／MEは，相反の関係にあるω／w，

α4／AD，αρ／AE，夕／Yを乗せている染色体とは

異なる染色体上にある。

　同様に，D551からの組換型分離株ωα4　Z万
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Table　4　Vegetative　segregants　from　the　some　heterozygous　diploids

　　　　　of　／45ψ．　oタコノ2αθ．

　　　　　DiStinction　of　the　segregants　into　haploid　and　diploid　is

　　　　　based　on　the　DNA　content　per　nucleus　of　conidium．

First　order　segregants　analysed

Phenotype

D591（”σ4侮／ツ”昭）

　　ω磁〃％4θ

　　ω04佛
　　z〃αθ

　　ツ〃％

　　ツ

　　％
D551（ω偏αθ〃’”）

　　　〃α4z履oθ

　　　〃αzαθ

　　　2〃侮

　　夕砺

D189（夕’Mθθ／ω〃2）

〃砺
〃〃紹

〃

ツ砺αθ

夕9M

ツ侮

夕

％

N・m泌一 Ploidy

3
1
8
4
2
6
臼
8

6
1
5
3
4
1
4
田

15

37

72

　3

　1

137

77

　2

Haploid

H，Diploid

D
H
D，H

D

　

D

　
　
H

H
H
D
H
D

H
H
D
H
D
D
D
D

Second　order　segregants

Phenotype

ツ4θ，ωαθ

〃昭σθ，z”〃紹4昭

”％，ω∫M

ω侮
τ〃〃2

夕〃2θ侮

Ploidy

D
D

D

D
D
H

αθも，D189からの組換株∂〃オ万も単数体であ

るから仇ε／THIはω／W，α4／AD，〆AE

とは異なる染色体上にある。

　これら3株のヘテロ2倍体からの第一次分離

株中には以上の4株のほかに組換株を分離して

いないから，〃2e／ME，’WTHI以外の遺伝子

は同一染色体にあるに違いない。

　そこで各ヘテロ2倍体の遺伝子型を図表化し

て示すことが出来る。染色体は直線で表わし，

（　）内は配列順序が未決定である。

　　　　　　　　　　　　塑D591（ω城αθ／ツ”∂θ）　は

D551（ωα4剛y砺）

　　　　（城〃侮）

は竺　夕
　　　　（04〃4θ）

　D・89（ツ砺斑／ω〃忽）は塑！竺

　　　　　　　　　　　　　〃昭　　　　ω

になる。この遺伝子型の図表に拠つて，有糸分

裂で全染色体が不規則配列後分離するとすれ

ば，生ずる可能性のある単数体を容易に考え出

すことが出来る。また実際にこの図表から期待

されるすべての単数体がえられた。上述した4

株の組換以外に単数体分離株がある。相引の遺

伝子が異なる染色体上にあって単数体になった

時にのみ一緒に分離できる組換しない単数体株

で，D591からのωα4αθ，　y〃2θ，　D551から

のωσ4σθ，夕仇ちD551からのω〃2θ，夕’万

αθである。更に，表現型だけでは倍数性不確

定の分離株がある。それはヘテロ2倍体の構成
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染色体の一方にmarkerがない場合で，もし

単数体化現象から単数体が導かれても，もう一

方の染色体上の全markersのみを示す表現型

になる。しかしこの表現型は1つの染色体の同じ

うでの全markersが有糸分裂交叉した場合で

も生起しうるから，表現型から単数体であるか

2倍体であるかを断定できない。それらはD591

とD551からのz〃α4αθと夕である。　D591

からの夕分離株の多くは，DNA量でも更にωの

第二次分離株を生ずることからも2倍体である

が，中には再分離をしない株でDNA量からも

単数体であると判定される株がある（Table　3

でD591の分離株y1－12）。

　1inkage（連関）は，以上の単数体分離株の

結果から，ω／W，ツ／Y，αθ／AE，城／ADの1

群と，勿¢／ME，‘万／THIの別の一・群とに分け

られる。

　アミラーゼ突然変異遺伝子αθはD551では

y，仇‘とは相反の関係にあり，Dl89では相引

の関係にあり，又，ッと同じ染色体上にあり，

砺とは異なる染色体上にある。そして砺
は彦万に対してはD551（相反），　Dl89（相引）

Table　5　Vegetative　segregants　from　the　other　heterozygous　diploids

　　　　　of　／4躍）．　07つノ2αε．

　　　　　Distinction　of　the　segregants　into　haploid　and　diploid　is

　　　　　based　on　the　phenotypes　of　them．

First　order　segregants　analysed

Phenotype Number Ploidy

　酩
s
佛

帷
傭

砺

M
万

　
オ
オ

但
b
b
b

7田D

D566Φ」ッsoθ，／ω’¢％侮）

ω’醐りs侮，
”’θκαθ

ぼぼヨ
b砂s6¢，
bαθ，

b

D362（b　lysαθ，μcys）

　　ψりsoツs％，

　　ωcツs
　　ぼ
　　b砂s佛’
　　bαθ，

　　b
D325＠cッs／ツ」％砺）

　　％cツs
　　ぼ
　　ツ1θμoe

　　夕oθ
　　ツ

R
∨
ノ
0
7

　
1
6

3
0
2
2
4
3

　
　
　
　
’
1
5

　
1
占
3

9
一
3
7
4
1
5

　
1
凸
　
　
　
寸
⊥
O
O

5
1
0
2
8
1

　
4
　
　
3

D702（ω〔旬Zθμ砂∫〔侮〕α¢，／ツ％）

ωZe％砂s侮，
〃’θμ％αθ
ω」θ％αθ

ぴぴヨ

yりsαe，

γ〃昭

y
bαθ，

b

2
4
0
5
1
1
3
4
8

　
　
1
3
　
　
1
4
’
－

Second　order　segregants

Phenotype Ploidy

∂〃6ツs侮
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いずれでも，一緒に分離したり，しなかったり

するが，夕に対してはD551（相反）からは決し

て一緒に分離しないし，D189（相引）からは

αeとッとの間で有糸分裂交叉が生ずる場合を

のぞいて普通一緒になって分離する。この様に

αθがτ万，夕と相反・相引いつれの場合でも，

αθ分離株は期待された通りであり充分満足さ

れた。

　2　表現型によって推定された単数体分離株

の場合

　以上DNA量による倍数性の判定にもとつい

て連関群の決定を行なったが，他のヘテロ2倍

体からの分離株については，上述したノ13ρ．

痂4〃1αηSの原理を用いて，表現型による倍数

性の判定にもとついて遺伝子分析が行われた。

Table　5には，他の5株のヘテロ2倍体からえ

られた無性的分離株の表現型と，その発生数を

不してある。

　D237（6砺／〃2θ砺sαε）からの分離株乙仇‘

万Sσθは，相反の劣性遺伝子が組換えしてい

るから上述の原理にもとついて単数体である。

そして組換した碗s／HIS，σε／AEは，6／Bや

τM／THIのほかに相引の関係にあるが共に分

離しない〃2e／MEとは異なる染色体上にある。

　D566（61夕sα彦／ω吻αθ），　D362（61夕s

σθ’／ωCγs），D325（ω⑲s／ッ吻αθ）の3株に

ついては，組換によって単数体であることが判

定出来る分離株として次の2株がある。D566

からえられたω1ε％」ッSσθ’の表現型を示す

分離株では，4θ’のアミラーゼ表現型であるが，

ωと同一連関群でしかも相引のαεが単数体に

は必らずωと一一緒に分離してきているはずで，
αθ’

によってmaskされている。又，胞子色に

ついてはωは6のepistasis（上位）である

から，両遺伝子Z〃，bが共に単数体核に位置す

るとωの表現型を示す。同様にωは夕に対

し，夕は6に対していつれも上位である。そこ

でこの分離株ω1θ％1夕s〃に更にうがmask

されて存在するかどうかを推定する目的で，こ

の分離株を一方の構成株としてD702（¢〃〔δP〕

1θμ1夕S〔σe2〕α∠〃〃2θ）が合成され，その無性

的分離株が分析された。分離株の表現型に

maskされていた6とαθがそれぞれ出現し
た。したがってこの分離株はω（δ）1θμ1夕Sσ¢’

（αe）の遺伝子構成であるから，相反のω／W，

1θ％／LEU，αθ／AEは，6／B，砂s／LYS，σθ’／AE’

とは異なる染色体上にある。

　D362の分離株¢〃1夕s砂s〃から相反の
％／W，砂s／CγSはノッs／Lγ8，αθ’／AE’とも

異なる染色体上にある。これら3株のヘテロ2

倍体からの第一次分離株には，ほかに組換株が

みられないから，D237，　D702とはじめの3株

の分離株の分析結果も合せると，次の様にヘテ

ロ2倍体の遺伝子型を図表化して表わすことが

出来る。

　　　　　　　　　　　　　　砺b
　　D237（ゐ砺／”2万3θの　は　＝一
　　　　　　　　　　　　　　〃2　（体αの

　　D鰯（助，醐ω』）は（蜘’b）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（㎞呪ノθθ）

　　D362（b砂sα6’μcツs）は⊆夕s〆b）

　　　　　　　　　　　　　　　　　（6ツs〃）

　　　　　　　　　　　　　　　　　（6ッsω）
　　D325＠6ッs／ツ’％oθ）は
　　　　　　　　　　　　　　　　　（’％召θ夕）

　このヘテロ2倍の遺伝子型から期待される分

離株中には，上述の単数体2株のほかに，倍数

性不確定株がある。それはD237からのδ’万，

D566からのδ1夕sα¢’，ω1θ〃αe，　D362から

の61夕sα〆，z〃〔汐s，　D325からのω〔汐s，ツ

16〃46である。これらを除く他の分離株はす

べて2倍体であると判定される。

　以上のヘテロ2倍体8株から単数体化現象を

経て分離した単数体の遺伝子分析結果から連関

群が次の様に推定された。

linkage（連関群）1に属するallelesは
侮／AE，ω／W，　y／Y，　MsHIS，6ッs／CYS，〆AD，

z〆LEU

linkage皿に属するallelesは
砂s／LYS，〃2／ME，α修，ノAE㌧’〆THI，　b／B

　Centromereからの相対的遺伝子座配列の

決定：
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　2倍体分離株は有糸分裂交叉によって生ずる

から，上述の原理にもとついて，同一連関群の

間の相対的な配列順序を決定することができ

る。

　1　第一次分離株による場合

　同じ染色体のうでにある相引の遺伝子は，

centromere　からの相対的な距離に応じて，

有糸分裂交叉をして分離してくる。Table　5

で，たとえばD591から明かに有糸分裂交叉で

生じた2倍体ωαθと倍数性不確定株ωσ4

σθの2株を分離するので，α4はz〃σeより

もcentromereに近い。

　同様に，centromereからの相対的順序を

推定できるのは

　D551から2〃o■，ωαd　6θを分離するから

　　　　　　　　　　　　　　　　α∂ψ幼
　　　　　　　　　　　　　　　　o

上位であるからω（白色胞子色）が第2次分離

株で現れない。したがって，下図から判定でき

る様に，centromere一砂s一ω一α¢－yの順序で配

列している。

　　　　CYS　　　W　　　　　　　召θ　　　　ツ
6－一一一←一一→一一噺一一一←一一一→

　　　　　　first－order　segregant

　　　　　　　第一次分離株

　　　　砂s　　　ω　　　　　　　　％　　　　夕

　　　　cツs　　　ω　　　　　　　　ω　　　2
　　　　　Second－order　segregant

　　　　　　　第二次分離株

のほかに

D189 夕，夕α1

D237からb，　b’M

D566からω磯ω勧侮

b，bα■㌧bJγs侮’

D362から2〃，　z”cツs

である。

　αθ　　ツ
o

o
砺　　　b

　勧（ω4昭）
o

　砂s⑳’b
o

　c夕8　　ωo

　2　第2次分離株による場合

　有糸分裂交叉によってさらに第2次分離株が

出れば，第1次で分離した遺伝子とcentro－

mereとの間に位置する遺伝子と対になってい

る別の相同染体上のすべての遺伝子が，ヘテロ

（異型，接合型）であったことを示している。

したがって第2次分離株は，相同染色体上にあ

って相反の関係にある遺伝子の間の相対的位置

の順序を明かにする。

　D326では，第1次分離株夕σ6（黄色胞子）

から，第2次分離株ωε夕sαe（白色胞子）が

えられた。第1次分離株のデータからγ／Yは

α¢／AEより未端，ω／Wはoツs／CYSより未

端にある。もしω／Wがαρ／AEと〆Yの間

に，又はッ／γより未端にあれば，ωは夕の

　現在までに，このほかに同一一関連群で相反の

関係にある遺伝子の第2次分離株をえていない

ので，以上の第1次，第2次分離株の分析結果

から1部の遺伝子座の位置を未決定のまま残し

て，次の13の遺伝子座を図表化すると，

　　　　　　　　　　（44』c夕s万s）z〃αθツ
　linkage　group　I　　o

linkage　group皿。　りs　6’b　（〃2，砺）※

（）内は順序未決定。

※thiはbよりも㏄ntromρreに近い。

　　　考　　　察

　∠43ρ．磁伽1σ殊sの胞子は，単核で，2倍体の

胞子当りのDNA量は単数体の2倍になり，胞

子容積も2倍になる（Heagy，　Roper’52）。

多核胞子である・4功．soソ磁（石谷et　al’56）

でも，2倍体と単数体の胞子当りのDNA量も

胞子容積も差はないが，1胞子内の核数が半減

するので1核当りに換算すると2倍体はやはり

2倍のDNA量になっている。・4ψ．勿4〃1ακs

の様な1胞子内に1核を含む種類では，核の容

積増大は細胞質の増大をともない胞子が大きく

なる。しかしノ無ρ．SO元αθやノ1理）．0ηZαθの

様に多核胞子を有する種類では，細胞質の量が

増大しないので核数を減少させることによって，
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核の容積が増大しても核と細胞質の比率は一定

に保たれている。

　この傾向は一般にカビ類の胞子の大きさと核

数の関係にもうかがわれて興味深い。単核の

メ4sカ．砺4〃α〃sでは胞子の直径は2．5～3．2μ

（倍数体は3．4～4．2μ），同じく1）θκ‘c‘”‘％〃2

0〃夕sogεκ〃勿（Sermonti’54）では3．95μ（倍

数体は5．15μ）であり，1胞子内に4．5核を含

む∠4Sρ．　soプα¢では6．0～6．8μ（倍数体も同じ

大きさ）である。・4sρ．oη2碗はその中間に

あって，3．27核を含み4．4～4．7μの大きさであ

る。

　∠4s♪．　o夕夕2α¢の分生胞子はmultiple　nuc－

1eate（多核）であるがhomonucleate（ホモ）

であることについては，　すでにPontecorvo

ぐ46）が指摘している。しかしA砂．oηzαθは

品種によってはかなり変異があるので，野生株

N6について実際に確認した（瀬嵐’5711）。し

たがって，uninucleate（単数）の種類に準じ

て取扱った。

　A砂．oη2αθでは，有性生殖がみあたらな

いが，人工的に合成したヘテロ2倍体から2倍

体のほかに単数体も分離することから，有性生

殖の必要要素が変則的ではあるが一応全部そろ

い，完全なparasexual　cycle（準有性生殖）

の存在が実証された。　すなわち，balanced

heterocaryon（平衝異核混合体）を作り同一

細胞内に異核を混合せしめると108に1の低い

頻度であるがこの菌系細胞内でも異核の融合が

起りヘテロ2倍体を生ずる。構成株が互いに異

なる胞子色と栄養要求性をもつ様に組合せると

見出しやすくなる。このヘテロ2倍体はmitosis

（有糸分裂）において有糸分裂交叉によって同

じく2倍体を分離するが，時折全染色体の不規

則配列から単数体を分裂し染色体数を還元しそ

の際組換えが起る。したがって，栄養細胞内の

核融合は有性生殖の受精に，有糸分裂中に生じ

る単数体化現象は有性生殖の減数分裂に匹敵す

る。

　この準有性生殖を通して遺伝子の分析をした

が，この様なmitoticな分析の結果を，標準

的なmeiosis（減数分裂）による分析と比較

検討することは∠4sρ．　oηzσθではできない。

しかしPontecorvo（’56）は子のう形成も行の

う∠4Sρ．砺4μ1α額で，その染色体地図作製に

関して，このmitOtiCな方法とmeiOtiCな方

法とでは根本的な差異がなく，ただ両交叉の相

対的な発生頻度が異なるだけで，連関群の決

定，centromereからの遺伝子座の配列順序の

決定には，mitotic　な方法の方がむしろ簡単

であることを実証している。

　この分析法では遺伝子間の正確な距離を決定

するのが難しい。その根本的な原因は，ヘテロ

2倍体からの分離核の遺伝子型とその発生頻度

を正確に把握できないからであるb現在行なっ

ているのは取出しやすい一部の分離株について

であって，確実にすべての分離株を取出すのに

よい方法を持ち合せていないし，又，できるだ

け数量の正確さを期するには，非常に労力がか

かる。したがってこの方法の有効さをmeiosis

のレベルまで引上げるには，分離株選択の自動

的方法を考察し充分活用するほかに，単数体化

現象と有糸分裂交叉の発生機構を，もっと詳細

に知る必要がある。

　なお，連関群決定に関係した事柄として，以

前の研究（瀬嵐’5711）で，∠4Sρ，　oη2αθN6

の梗子における核分裂の観察を行い，その染色

体数n－2であることを明かにしている。

　連関についての以上の研究からえられた知見

は，従来，遺伝的背景をもちえなかった・4ψ．

oη2泌におけるこの方面の今後の新しい研究

を一歩容易にすると思われる。

　　　摘　　　要

　A沙．oγ夕2侮の遺伝子分析は，　parasexual

cycleを通して行われた。すなわち，連関群の

決定は，ヘテロ2倍体から有糸分裂中単数体化

現象を経て生起する単数性分離株を，DNA量，

組換えの表現型で判別した後，∠4ミρ．擁4〃1α％S

でえられた知見にもとずいて行われた。同一連
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関遺伝子座のcentromereからの配列順序は，

同じくヘテロ2倍体から有糸分裂における交叉

を経て生起する2倍体分離株（第一次，第二次）

の相同接合型遺伝子による表現型によって推定

された。

　その結果，胞子色・栄養要求性・アミラーゼ

生産に関する12の遺伝子は，それぞれ2つの連

関群に分けられた。アミラーゼ生産に関する2

つの遺子σθとαε’は異なる連関群に属する。

各遺伝子座の配列順序も実験成績の末尾にあげ

た図表の様に推定された。

　本研究を行うに当って，Prof・J．　A　Roper（The

University　of　Sheffield，　England）から懇篤な御教示

・御批判を給ったととを付記する。

　　　引用文献
　Boivi叫A．，　Vendrelyr，　R．　and　Ve劃drely，　C．，

（1948）．Compt．　Rend．22621061．

　Buτton，　K．，（1956）．　Bi㏄hem．　J．623315．

　Ca8e，　ME．　and　Giles，　N．】El．，（1960）．　Pr㏄．．　NaL

Acad．　Sci．，46‡659．

　Delamater，　E．D．，（1948）．　Micrologia　402423．

　Di8che，　Z．，（1930）．　Micr㏄hemie　8　c　4．

　Heagy，　F．C．　and　Roper，　J．A．，（1952）．　Nature

170：　713．

　18hitani，　G．，　IJchida，　K　a皿d　Ikeda，　Y．，（1956）．

Experimental　Cell　Research　103737．

　玩cy，　A．M．　and　Bo“ner，　D．M．，　Proc．　Nat．　Acad．

Sci．，47；　72．

　LowTy，0．　H．，　Rosebrough，　N．J．，　Farτ，　A．L

and　Randall，　R．」．，　Jour．　Bio1．　Chem．，193　t　265．

　Ogur，　M．，　Minkler，　S．，　Lindegre叫　G．　and

LindegTen，　CC．，　（1952）．　Arch．　Bi㏄hem・and

Biophys．，40　t　175．

　Pontecorvo，　G．，（1946）．　Cold　Spr．　Harb．　Symp．

Quant．　BioL，113193．

　一（1949）．J．　Gen．　Microbio1．，32122．

　一，（1952）．Nature　1703204．

　一，（1953）．Advances　in　Genet．，52141．

　一（1954）．Caryogia　6（Supp．）VI3192．

　－and　Semonti，　G．，（1954）．　J．　Ge江Micro－

bio1．，11；　94．

　＿，Tarr　Gloor，　E．　and　Forbes，E．，（1954）．　J．

Genet．，52t　226．

　一，and　K遠feちE．，（1956）．Pr㏄．　Roy．　Physical

Soc．，253　part　1，16

　瀬　嵐（1957）皿金沢大学教育学部紀要5：87

　　　　　　　VI　　　　〃　　　　　　：101

　Seara8hi，　T．，（1961）．　Aspergillus　News　Letter

204

　一　（1962）．Jap．J．Genet．，37：　10

　Sermonti，α，（1956）．J．　Gen．　Microbiol・，15；599．

　一，（1957）．Genetics　42：433．

　Stem，　C．，（1936）．　Genetics　213625．

　Wo《，dward，　D．0．，　Partridge，　C．W．1｛．，　and　Gnes，

N．H．，（1958）．　Pr㏄．　Nat．　Acad，　Sci．，44‡1237．

　Woodward，　D．0．，（1959）．　Proc．　Nat．　Acad．　Sci．，

453846



30 金沢大学教育学部紀要　12（自然篇）

GENETICAL　STUDIES　ON／1＆PERGILLσS　O1～γZAE．

VII　Mitotic　Gene　Analyses　in　an　asexual　Fungus，．A功．　oγ夕2αθ．

Summary

　　Gene　analyses　of　asexual　fungi，1短ρ．　oη斑修　were　achieved　without　standard

sexual　cycle　as　a　result　of　being　carried　out　according　to　the　scheme　of

vegetative　segregation　in／1句θ・％づ4％Zσ％s（Pontecorvo　et　al）・

　　Vegetative　segregants　derived　from　heterozygous　diploids　were，　first　of　al1，

divided　into　haploid　and　diploid　based　on　the　DNA　content　per　nucleus　or　the

phenotypes　of　the　segregants．　Concerning　12　mutant　genes，　the　two　linkage

groups　were　determined　by　analyzing　haploid　segregants　originated　from

heterozygous　diploids　through　haploidization，　and　the　following　relative　order　of

loci　of　the　two　linkages　was噛also　determined　respectively　by　informations　of

diploid　ones　segregated　in　consequence　of　mitotic　crossing－over．

　　　　　Link。g。1．（α41θμ砂s伽）≡り＿

Linkage　II　。
1yS　αθ’　6

（〃2θ，thi）


