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Summary  

For血provemenとOfぬmentationactivityof物ぶαぐC如和〃砂Cβざ和〟戒cell良ISionoftheyeastwith  

Saccharonwescmvisiaewasattemptedbyelectrictieldmethod．TheresuItsarefouowing：   

1Forthepreparationofprotoplast，2MKCland2Msoribito＝sthebesttoZ．ナ℃uXiiandlM  

sorbitolis the best to S．cerevisiae as osmotic stabilizer．This observation suggests thatねvorable  

OSmOticpressureisdifterenttoyeastspeciesandmutant．   
2 Forthegenerationofprotoplast，1MKClisthebestand2MKClisbettertoZ．rouxiias  

osmoticstabi王izer．  

3 TheconcentrationandreactiontimeofZymolyase－20TisprovedlOOOpg／miand60minas  

bestcondition．  

4 Precultureconditionofyeast良）rprOtOp王astpreparationwassurveyedandlO％NaCladditionto  

mediunlisねvorablebrZ．和昭∫‖ade血）andnoaddition主sbetterbrZ．和紙適（雨id）．  

5 A trialofgene transferofS．cerevisiae toZ．rouxiice11byelectroporation method gave six  

Strains】1aVlngeXCelIent短ment8tionactivity．  

Keywords：Cellfusion，Electric鮎idmethod，Electroporation，SOy－SauCe，  

ろ都税肌血椚朝野錯れ耽祓  

微生物や植物は眉脚抱衆層構造において主に多糖，タンパ  

ク質より構成されている細胞腰を有している。この細胞  

壁を酵紫処理で取り除くとプロトプラストを形成するが，  

この融合方儀として化学的処男ま法，物理的処理法があり，  

それらの処理によってプロトプラストの膜変化を生じ接  

着，膜融合が起こる。化学的処理儀としてPEG法の劫   

緒  R  

細胞融合技術は生物学の進歩にともない発展し開発さ  

れた新しい育種方法であり；多方面より注目されている。  

平成元年8月31日 受理  
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合は，PEGの添加後にプロトプラスト表面電位 ほ電  

位）低下による凝継が起こり，その後にCa2十を加える  

と細胞膜の流動性が高まり膜融合が起こる。又，電気パ  

ルス法の場合には，細抱融合セルの非対称電極間にプロ  

トプラストを加え高層披をかけるとプロトプラストの衆  

面電位が中和される。山方，不均一な電場では双極子が  

誘導され，この誘導きれた静篭引力でプロトプラストは  

相互に凝躯する誘電電気泳噂が起こる。その後に高電圧  

パルスを与えると脱の山時的破壊が起こり，剛射二修筏  

による細胞融合が生じるとされている1）。当研究室でほ，  

碑油緒嘩凍に生息する耐塩性酵母ろ卿紙頭椚明晩  

柑∽戒の香気の改謡及びアルコール生成能の向上を目的  

として酒酒酵母ふm血糊叩∽の循ぬ加（協会9号）と  

の細胞融合法による育種改良を行ってきた。新報2）にお  

いてg∴仰∽戒と鼠c併紺融通の変災処瀾ぶよる来春要  

求株の造成，PEG法による細胞融合，融合株の分維，  

及びプロトプラスト再生に対する細胞壁構成物魔の影静  

について検討した。このPEG法によるプロトプラスト  

融合法は，残存PEGの轟他により遺伝的影響を与える  

可能性があるが．電気パルス放であれば完全な物理的方  

法であるためそのような彩管はないと考えられた。この  

電気パルス法による細胞融合を行う場合，プロトプラス  

ト調製に用いる後退圧安定剤として，PEG法でほ塩化  

カリウムを用いたが，電気パルス法の場合，塩化カリウ  

ムを授透住家定則として使用すると塩化カリウムは電解  

質であるため高周波電界を与えた場合にプロトプラスト  

の盤面電位は中和されず，プロトプラスト相互の薇潜は  

起こらない。そこで，前報2）より得られた栄容姿求他称  

母g〃猟戒（wiまd），（ade‾），と5．ごど柁〃由ぬg（lys∴clが）  

を用い，塩化カリウムに変わる浸透圧妾嚢剤の選択と同  

時に他のプロトプラスト化条件の選汎 及び電気パルス  

故による嵩アルコール生成能を有する酵母の育種につい  

て検討した。  

2．増発   

40cで保存してあるスラント培塞の菌株から，蘭を山  

白金耳とり，5mトのGYP液体培地に相磯し300c，24  

時間静子艶培養した。そ・して，この前増資液から1mlと  

り50mlのGYP堵他の人っている100ml容マイヤーフ  

ラスコに接種し300c，20時間振とう培滋した。  

3．酵母のプロトプラストの調製方法   

プロトプラストは都祁と同様に開製した。即ち培寒細  

胞懸濁液5mlを遠心東園（3000rpm，5min）し，0．iM  

リン酸縫漸夜（pH7．5）で3回沈静乳0．2％2－メル  

カプトエタノールと牧透圧安定剤を含む0．1Mリン酸  

緩衝液（pH7，5）に懸濁した。これをL字覿試験管に移  

し，金魚5miとなるように抑砲壁溶解酵素（Zymo－  

1yase－20T）を所定漉皮加え，300cで所走時間反応させ  

てプロトプラストを鋼製した。  

4．酵母のプロトプラストの再生方法   

得られたプロトプラストの再生方法は前報と称様に浸  

透圧安磯風を含む0．1Mリン健磯衡液（pH7．5）で運航  

希釈後，その0，1mlずつを浸透圧安定剤を含庖GYP  

寒天培地上に消し，これに500cに保った同級成の料地  

を蕊層した。300c．4日間堵癒して生じたコロニーをプ  

ロトプラストからの汚染株と非プロトプラスト株の倉酎  

の総菌数とした。両方，秘蔵水で迎統希釈後，その0．1  

mlを授透庄安定剤を含まないGYP寒天培地上に流し，  

同様に同組成の培地を鹿層した。これを300c，4日間  

増発して生じたコロニーを非プロトプラスト数とした。  

この両者の培地に生育したコロニーの差を持ってプロト  

プラスト放とした。  

5．酵母の細胞質の調製   

細胞破砕機エクスプレス（BIOX製）を便灘し，破砕  

処理した酵母（5．甜柑祓壷河上蘭体ほ遮心分離（12000  

叩m，10min）により細胞壁区分，男晰泡質区分とに分離し  

た。  

6．遺伝子尊入法3〉   

細胞融合及び遺伝子導入蓑熟ま島津製作所製細胞融合  

装澄SSH－2を使用し，融合チャンバーはm’C－03を使  

用した。融合モードほAUTOモードとした。プロトプ   

実 験 方 法   

1．使用菌棟及び培地   

当研究室保存餞株勾都肌肌血椚刑揮おγ助裏（w㍊d），  

（ade一），及びぶαぐCゐα和才りでβざぐβ柁び由ぬβ（lys【，Cyhr）の3  

桟類の酵母を供統蘭株として使用し，培地は，前報の  

GYP培地を使用した。  
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ラスト懸‡鐸液0．6ml，紺地破砕処理後遠心操作で得た  

細胞儲区分溶液0．2mlの計0．8mlを融合チャンバーに  

注入し以下に示す電気条件にて塞温で操作を行った。即  

ち，商周波魔界の周波数FREG：＝1MHz，膏鑑j二王VAC  

（PRi）＝40Vl，－”印加時間20Sにてパールチェーンを形  

成させた後に高電圧パルスとして，褐圧VDC＝350V  

（1．75KV／cm），パルス帽PⅥ7ニ60／JSを1秒間で5回印  

加し，敢終パルス印加後に高周波電界VAC（SEC）ニdO  

V－）i）さらに2秒阻敵統計せた。尚，敵合装攫は倒立蘭髄  

故によって観察し新緻銀ビデオカメラ装徽に収録した。  

7．適任子番人株の分離   

Z．mぬ＝涌d）に5．路那加適の逝伝子を導入した株  

の分離方法は，血次スクリーニングとして食塩液度13％  

の漆油合成培地に植蘭し生育した機嫌を食塩耐性株とし  

た。次に二次スクリーニングとして食塩浪度20％，笹油  

漉度20％，グルコース5％の歯油合成培地をダーラム管  

入りの試験管に各々5ml分注，穀蘭後上述の食塩浪度  

13％の歯油合成培地に妓麿した蔵株を植濁した。300c，  

叫一週問培養し親株のZ．和∽誼よりダーラム管内のガス  

発生盛が多い蘭株を発酵能の良好な蘭株として釣常した。  

2掴．S l河．S   2M．X l河．X IM．パ  

0＄m（〉tiく：Stablli之er．  

！詔OC田pNP図NP  

Fig．1E鮎ctofconcentrationandspeciesofosmo血sta・  

bilizeronprotop】astpreparationofZ．Tt）lL血L．  

S：Sorbitol．K：KCl．M：Mann5tol．OC：CoIony  

number（Cc）L／ml）of oL■顧naJceL］（non Zymo））・aSC  

treatment．）PNP：Colony number of protoplast  

and non・PrOtOPlas（（Zymo）yase trcatmcnt with  

SOrbitoL）NP：Colony number of non－prOtOphst  

（Zymolyasetreatmentwithoutsorbitol．）  
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結  果   

1．プロトプラスト化に及ぼす浸透圧安定剤の影響   

プロトプラストの調製方法ほ，Z．相似詣でほ，lM，  

2Mソルビトール，1M，2M塩化カリウム，1Mマン  

ニトールを各々含む0．1Mリン酸緩衝液（pH7．5）を用  

い．細胞壁溶解酵素（Zymoly85e－20′r）の浪皮は1  

mg／ml，30やcで60分間反応させた∴‰5∴椚ぬぬで  

は後透庄安磯剤として0．6M，0．8M，1Mソルビトー  

ル，1M塩化カリウムを各々含む0．1Mリン酸横筋液  

（pH7．5）を用い同球に細胞壁溶解酵素（Zymolyase鵬20  

T）の濃度は1mg／nll，300cで60分間反応させた。g．  

和∽戒，5．ぐg柁びなぬβのプロトプラストの再生方法は，1  

Mソルビトールを含む再生培地で再生きせ再生率を求  

めた。Z．和猥f～の再生率ほ，Fig．1に示すように2M  

塩化カリウムと2Mソルビトールを使用した場合に約  

3．0％と良好な結束が得ちれ，これら以外は渾生準が  

1％に瀾たなかった。又，ぶ．cβ柁びねぬeの再生率はFig．  

2に示した。1．OMソルビトール，1．OM塩化カリウム  

0．6日．S  0．8日．S  l．OM．S  

O＄mOtie ＄tabil王Zer．  

臨oc因PNP隠NP  

1．OH．K  

Fig．2 E鮎ctofconcentrationandspeciesofosmoticsta－  
b昆izeronprotoplastpreparationofぶ．〝柁涙蕗㍑  

Symbo王saresameasFig．1．  

において，共に約0．6％の汚染率を得，0．6M，0．8M  

ソルビトールでは0．1％前後と低い蒋さ∴1ま率であった。  

2．プロトプラスト再生に及ぼす浸透圧安定剤の影響   

Z省弼頭株のプロトプラスト調製の浸透圧安定剤は，  

2Mソルビトールを使用した。プロトプラスト再生培地  

の浸透圧安定剤は，1Mソルビトール，2Mソルビトー  

ル，1Mマンニトール，1M塩化カリウム，2M塩化カ  

リウムを使用し，各々の浸透庄安磯剤を含む再生培地に  

プロトプラストを培餐後，生育したコロニーの汚染率を  

求めた。結果をFig．3に示した。1M塩化カリウムで  

6．3％，2M塩化カリウムで3．3％と高い渾生準が得られ   
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の反応時l馴こついて調べた。細胞壁略解酵素泌皮ほ500  

〃g／ml，1000〟g／mlの2棟とし、酵素反応時問ほ，30分，  

60分，120分で行った。結果をFig．4に示した。酵紫波  

度1000／噌／ml，酵繋作周時瀾は60分のときがプロトプラ  

スト再生率が10．9％と高くなることが認められた。  

4．プロトプラスト化に及ぼす前培養時の食塩濃度の影  

響   

山般にZ．和∽戒は食塩浪皮5％前後で敢も生育が早  

くなると嵩われている。食塩浪度が高波度になるほど生  

野が遅くなりぶ．踏切壷加より培巻目数を凝くする必繋  

がある。繭培養が低食塩浪度で可能ならば実験期間が短  

縮され結果の人手が容易となる。Z，和〃ユ滋（wi】d），  

（adel株の繭培滋時の食塩浪度を0％と10％にして24  

時問培養した時のプロトプラストの再生率をFig．5に  

示した。Zれは戒（ade…）株では食塩10％添加の方が再  

生率は良好であり，又，g．和〟ズざf（wiid）株でほ食塩を添  

加しない方が再生率ほ良好であった。  
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2トl．S IM．S     ヱM．K lトl．H lトt．ト1  

0smotic ＄tabi】izer．  

ロOC質PNP田NP  

Fig．3 E鮎ctofconcentrationandspeciesofosmoticsta・  

bilizeron protoplast re脚－eration medium ofZ・  

作捉ズZZ．  

Symbo王saresameasFig・1・  

た。これら以外は1％以下であった。  

3．プロトプラスト化に及ぼす細胞壁酒解酵素漉鹿とそ  

の作用時間の影響   

前述の結果より，Z．川棚摘のプロトプラスト御製の浸  

透圧安定剤は2Mソルビトール，プロトプラスト渾生  

の浸透圧安定剤は1M塩化カリウムとした。このとき  

の細胞壁溶灘儲（Zymolyase－20T）の敢過酷楽浪度とそ  
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Vild OX    も‖1d lO％  ade‾0％  ade‾10さ；  

NaCl eone¢ntration（％），  

辺OC田PNP田NP  

Fig．5 EffectofNaCIconcentrationinpreculturemedium  

onregenerationofg．和∽戒・  

SymboIsaresameasFig．1・  30（0．S〉 60く0．5）120（0．5）30（1） 60（1）120（1）  

王ミeaetion ヒIme and enzyme eon（：entration【min（mg）】．  

闇OC囚PNP田NP  

Fig．4 E珪ectofenzymeconcerltra血nandreactiontime  

払r protop王ast preparation on regeneration ofZ．  

和〟ズま‡．  

SymboIsaresalⅥeaS王rig．1．  

5．遺伝子導入法の予備的検討   

g．和紙繭に鼠c経路混血の遺伝子導入を行ない，再生  

状態の結果をTable．1に示した。どちらも9．∂2％，  

Table．1RegeneratingratioofZ．YOuXiiprotoplastinducedofS・Cereuisiaegenebyelectoroporation・  

・ ＿ 
＿ ニ∴－1∴」二∴二三 ∴一 十．・－、‾二‾‥二∴‾‥・．11・・  

Z．粕棚倶頑Id）   0％  7，77  6．90  6．78  3・00  9・82  

Z．和びズf＝ade酬） 109ら  7，17  6．70  6・25  4・48  9・32   
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ト化の後遺庄安定剤を検討したところZ．和紙班では2  

Mソルビトール，2M塩化カリウムの場合に敢過とな  

り，又且で飾紺混血でほ1Mソルビトール，1M塩化カ  

リウムの場合が敢適であった。即ちZ省批摘と5．cg柁－  

ぬ磁2穣の酵母のプロトプラスト問に大きな授透庄差  

があることより，前報においてZ．相似滋を1M塩化カ  

リウムでプロトプラスト化した際，凝集し易いことが  

雛祭されてている事威から，低浸透圧によるバーストの  

終果と思われる。従って，どちらかの酵母のプロトプラ  

ストに敢遽な浸透圧下での融合を行った場合に鼠cg柁・  

ぬ壷ゼに有利な条件ではZれ期成の浸透圧の低下による  

バースト，又逆の条件ではざ．ぐβ和むゐ7αgの浸透圧の上昇  

による圧偏等の影響ク）ためプロトプラスト再生率の低下  

が生じると考えられる。前職においてプロトプラスト融  

合の際，浸透圧安定剤として1M塩化カリウムを使用  

し，得られた融合株の糖変化性，糖発酵性，耐偲灘1機  

体内タンパク質パターンより5．路肌ぬぬに近い融合株，  

又は5．細別血涙のbackmutantが生育したと考察して  

いるが，上述のg．和∽戒と5．cβ仰ねねβの後透圧の関  

係から，Z．和∽戒プロトプラストの浸透圧の低下による  

バーストが大桶に生じ，本菌が大きく減少した純束，渾  

盤，分離された蘭株は殆どがぶ．脚gめ衰βに帰属された  

と考えられる。そこで，プロトプラスト渾鋸二影響する  

浸透圧安定剤の影響，さらに細胞鍍溶解酵素漉度とその  

作月紳審問，及び繭檜寒時の影響桑酎こついて検討し，敢過  

と思われるプロトプラスト鋼製，渾生糸件をTable．3  

に示した。また，Fig．6にプロトプラスト調製法を示し  

た。g．和〟戒の（ade叩）株と（雨Id）株間で前橋泰時の  

食塩漉度の影響が輿なることがわかる。即ち同じ様f軋  

9，32％と霧い再生率を示した。この事入処理後の再生コ  

ロニーより400株の再生酵母を得たので，これを食塩浪  

度20％の漆油合成培地に生育きせ発酵能を調べた結果を  

′rable．2に示した。即ち，山次スクリーニングにおいて  

ダーラム管内に発酵後のガスが親株のそれより多く，全  

体機の50％以上占めた31蘭株が得られ，さらに二次スク  

リーニングから叫次スクリーニングと同様の判定方法に  

より発酵能の良好な簡株6株を得た。  

Tilble．21（esult offerTllentation acti＼・ity ofZ．1IOILJii  

treatedbyelectroporation．  

Femlentation   
activity  ＋  1十  

1st  166  223  

2nd  14  11  

1st：1stscreening．Soy－SauCeSyntheticmedium（NaCl  

13％，Soy－SauCelO乳Glucose5％）．2nd：2ndscreen－  

ing．Soy・SauCe S叩tbetic medium（NaC120％，Soy・   

SauCe20乳Glucose5％）．   

十：inねdor．（CO2VOlumein darham tubeisless  
than30％．）   

＋ト：Standard，（CO2VOlほmein da血amtubeis be－  

tween30％and50乳）   

十什：Superior．（CO2VOlumeindarhamtube主smore  
than50乳）  

考  察  

投適任安定剤として塩化カリウムを用いで電気パルス  

法によるプロトプラスト融合を行うと～ 霧周波を与えて  

も竃発電電気泳動こよるプロトプラストの接潜によるパー  

ルチェーンほ形成されない。これに代わるプロトプラス  

でable．3 Preparationandregenerationconditionofprotopiast・  

Z．和〝∬f才（ade仙）   5．ぐg柁びゐぬg  g．和∽戒（而1d）  

GYP＋10％NaCI GYP  
20hr  20 hr 

need  need  

2MKCl  lMKCl  
or ZMSorbit or IMSorbit 

lMKC1  1MKCl  
or2MKCI  or lMSorbit 

lmg／ml  lmg／ml  

lllr  l】1r   

1．Preculture  GYP  

2，Cultl】retjme  20 hr 

3．2ME＊treatment  need  

4，Osmotic stabuizer of  2MKCl   
preparation  or PMSorbit 

5，Osmotic stabi重izer of lMKCl   
preparation  or2MKC】  

6．Enzymeconcen亡ration lmg／m1  

7．Reactiontime  lhr  

＊2ME：2－merCaptOethanol．  
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Yeast  

Cultivation  

Centrihgedat30OOrpnlfor5Illin  

wa＄hedwitbwater（2times）  

Washed cells 

suspendedin5mlO．1MPBcontainedZymolyase20T（1mg／ml）andO・2％2MEand  
lMSorbi【Ol（S．cEreL・isiae）or2．OMSorbito】（Z．rotLXiO  

Incubationat300cfor60min   

Erectric魚eldmethod   

l  

Protoplastsm反ture  

PEGmethod   

l  

Protoplasts mixture 

CellfusionbytheelectIうc6eld  

Standingat300cfor30min  
Centd如gedat1500rpmforlOmin  

30％PEG－4000  

icontaininglOmMCaCl2  
Fused protoplasts 

iembeddedintoregenerationmedium  
Incubationat300c forl＼＼∫eek  

Fusedprotop）asts  

lembeddedintoregenerationmedium  
Incubationat300cforlweek  

Fig．6 CelJfusionofschemeofS．celleL・istqeandZ．T・Ot血i．  

入していないので，これら蘭殊に，ぶ．rβγβがね衰βの遭伝  

子部分が嫁入され発現した形鰐転換体か，Z．和∽めの2  

倍体株か，電気パルス処理中の商周波，高電圧パルスに  

よる影響か不明である。今後さらに発酵速度時に付き検  

討する予定である。  

属間でプロトプラストの形成率，及び再生率が輿なると  

考えられる。従って効率よく融合株を得るには細胞融合  

に用いる酵母及び変異処理酵馴こ応じて，予めプロトプ  

ラスト化 敵合，再生の各段階での敢過条件を設発する  

必賓がある。今軌 アルコール発酵舵の強い清酒酵瀾  

S．cg柁び由ぬgと耐塩性酵母Zパ勒頭から融合株を得，ア  

ルコール発酵蘭の強い酎塩性酵瀾を取棒するのが目的で  

あったが，上述の検討結果より通常の細胞融合法でほ融  

合株を得るのは困難と経論された。そこでざ．cβ柁ぬ由β  

の細胞破砕処理を行い得られた細胞質区分にプラスミド  

DNA，れレガネラ等適任を司る部分が存在することが  

考えられるので，これをg．和紙繭のプロトプラストへ  

導入による形質転換を紙みた。これまで大腸菌で行われ  

ていた組換えDNAの研究が酵母でも同様に形質転換体  

が得られるようになり，それらについて報告4－7）され  

ている。この操作に比べれば，ほるかに簡便な方法であ  

るが近縁横間でのプラスミドの発現は起こり得ると考え  

られる。本研究では電気パルス処理後，得られた薗株  

400株につきアルコール発酵能，耐塩他の点で親株より  

良好に発酵する髄株として6株を得たが，マーカーを導  

要  約   

1プロトプラスト化に影響する浸透圧安定剤の濃度  

は，g．和紀ガ～≠では2M塩化カリウム，2Mソルビトー  

ルが良好であり5．路Ⅵぬ加では1Mソルビトールが  

良好となり2穏間の浸透圧の遠いが明らかとなった。   

2 プロトプラスト再生に影響する泣透圧安億剤の浪  

度ほ，1M塩化カリウムでは臥3％と2M塩化カリウム  

では3．3％と良好な再生率を得た。   

3 プロトプラスト化に及ぼす細胞壁溶解酵磯波度と  

その作用時瀾の関係は，酵素浪皮1000′噌／血，酵素作用  

時間は60分のときに殴も商いプロトプラスト再生率が得  

られた。   

4 プロトプラスト化に影響する繭喀賽噛の食塩漉度   
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は，Z．和びズ∫f（ade－）株でほ食塩10％添加の方がプロト  

プラストの形成は良好であり，Z．和∽繭（wild）株では食  

塩を添加しない方が良好であった。同じ様間，属間にお  

いてプロトプラストの形成率，及び再生率が輿なる事よ  

り効率よく融合煉を得るためのプロトプラスト化，融合，  

再生の各段階での散適灸件を設定した。   

5 遺伝子導入法の予備的分灘として400株の再生機  

体から親株より号告辞能の良好な歯株6株をスクリーニン  

グした。  
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