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近年、出芽酵母のエタノール環境が、そのエタノール耐性[1]や細胞壁の合成[2]に影響すること

が分かってきた。また、エタノール耐性に係る遺伝子を欠損させると、その弾性率も変化するこ

とが原子間力顕微鏡法(atomic force microscopy: AFM)により見出された[3]。そこで、AFMを用い

ることでビール酵母のエタノール環境依存性の評価やその力学的な選別が可能になると期待され

る。本研究では、2 種類のビール酵母（エールビールなどに用いられている上面ビール酵母とピ

ルスナービールなどに用いられている下面ビール酵母）を用いて（１）エタノール環境中のビー

ル酵母の生死判別法と（２）ビール酵母の AFM計測法を確立することを目的とした。 

一般に生死判別法としては細胞内の還元能に基づく Methylene Blue(MB) 染色法が簡便な方法

として利用されているが、MB 染色度合いの連続的な変化により生死を厳密に判別することは難

しい。そこで、酵素活性を示す Fluorescein diacetate(FDA)と細胞膜の損傷を示す Propidium Iodide(PI)

の２つの試薬を複合的に利用した生死判別法を検討した。その結果、FDA/PIの２次元マップ図を

用いて、高精度に生死を判別できることが分かった。 

AFMによるビール酵母測定において、探針を押し付ける過程で酵母細胞が動かないように基板

との接着を制御することが必要である。酵母の接着法として、静電相互作用による接着を行う

Poly-L-Lysine をコートしたガラス基板と、酵母表面に存在する糖鎖に特異的に結合する

Concanavalin A [4]をコートしたガラス基板を用いて、AFMによる出芽酵母の測定可能性を評価し

た。その結果、Concanavalin Aを用いると、AFM測定中に出芽酵母の剥離は有意に軽減し、安定

した AFM測定が可能であることが分かった。当日は、ビール酵母の弾性率とエタノール耐性の関

係について報告する予定である。 
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