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rpm，10分間）さらに数回洗浄して単細胞のみ採取した。  

単細胞を遠心分離（3500rpm，ユ5分間）により糸髄し，  

上澄みを捨て，2mlのSEA培地（0．8Mソルビトール，  

0・1nlMEDl、A，0．1M酢酸後衛液i）H5．6）に懸濁し，  

0．1mlの2－メルカプトエタノールおよび0．1mM  

EI）TA溶液を添加後，300c30分間往複振とうしながら  

前処理を行なった。   

次に速心分離（3500rpm，15分間）により宛磯後Zml  

のSEA培地に再懸濁し，土壌から分離した矧泡幾溶解  

酵発生濃蘭（Actinomaduraspandix），から得られた粗溶  

菌酵素横品5mg／mlとなるように加え，300c3時間反  

応させてプロトプラストを調製した。   

2〉 プロトプラスト融合方法7）および再生方法8〉   

得られたプロトプラストは炎蘭後3mlのSEA培地に  

懸濁し、遠心分離（1000～2000rpm，5分間）後遠心管  

上部から2．3mlを採取した。この操作をくり適すこと  

により，上部にほプロトプラストが，下部には正常細胞  

が分推された。次に、プロトプラストを遠心分離  

（3500rpm，ユ5分粧 により爽蘭j乳 2mlの融合培地  

（40ヲ忘ポリエチレングリコール6000，0．8Mソルビトー  

ル，50mMCaCl2．50mMTris・‡－ICl綬衡液pH7．4）に  

懸濁後，300cl時間往復擬とうしながら融合させた。  

融合後，融合用培地（40％ポリエチレングリコール6000  

を除いたもの）2mlを加え，遠心分離（3500rplⅥ，15分  

間）により敵合株を炎め，ポリエチレングリコールを除  

いた融合磯地で洗浄した。   

緒  閂  

微生物による蛋白質生産は商邸動植物のそれと異なり  

工業的手段で行なえることから横棒的に研究が進められ  

ている。機体外蛋白肇はその分離，柵蟄が容易であり，  

蘭体内蛋白質よりも利点が多いと考えられることから，  

既にト醸造食慮などに利用され，親近感のある酵母によ  

る菌体外衣自賛生産に関する検討を進め，酵母  

（罰・最明如馴叩．X－19株）による機体外軌ヨ質生産に  

関する報告を行なったト6）。土壌から了ナ∫cゐ呼び和7JSp．  

X－19株の細り泡壁溶解酵素生産蘭を分離して得られた酵  

紫を用い，今回は7ナ∫cゐ坤0和〃＄p．X－ユ9株のプロトプ  

ラストの形吸 および本蘭の蘭体外蛋白質生産を嵩める  

ことを目的としてプロトプラスト融合法により高次倍数  

体の造成を就みた。  

実 験 方 法   

1）プロトプラストの調整法   

プロトプラストの開腹法は蓬に山本ら7）の方法に  

従って行なった。すなわちYPG培地（0．4％酵増：エキ  

ス，0．5ヲgポリペプトン，3％グルコース，0．5％  

K王i2PO車0．2％MgSO。・7H20）50mlに供駅髄の山白  

金耳盤を接種し，300c3E＝耶軌敵機寒を行ない，対数  

初期～中期まで増殖させた菌体を遠心分離（500…1000  
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3）再生株の菌体外蛋白質生産性の検討   

再生株の菌体外蛋白質生産性の検討は，主に中世古2）  

が蛋白質生産菌を分離した方法に従って行なった。すな  

わち，Table2に示したCzapek－Dox改良培地に2％の  

寒天を加え，1000cで30分間加熱し，あらかじめ滅菌し  

たシャーレに分注し，冷却して平面培地を作成した。こ  

の培地に親株と再生株を各々一白金耳ずつ接種し，  

300c3日間培養後，コロニーを水洗し除去後，0．5％ト  

リクロロ酢酸を加えて白濁度を比較した。   

4）DNAの抽出方法   

菌体からのDNAの抽出はOgur，Rosen法9】10）およ  

び，Schneider法1ト13）により行なった。   

Ogur，Rosen法では，実験方法1）と同条件で培養し，  

単細胞のみを集め純水で3回洗浄し，1×108個の菌体  

を用いDNA画分を抽出した。   

一方，Schneider法では，上記と同株に培養後，洗浄  

した菌体5×107佃を用いて核酸部分を抽出した。   

5）DNAの定量法   

Ogur，Rosen法で抽出したDNA画分，および，  

Schneider法で抽出した核酸部分を，DNA中のプ1）ン  

と結合しているデオキシリボースに対するジフェニルア  

ミンの呈色反応の感度，特異性をアセトアルデヒドを加  

えることにより改良したBurton法14）により定量した。  

酵母の再生は再生培地としてTablelに示したMMA  

培地8）で行なった。重層法に従って行なった。すなわ  

ち，融合株0．1mlをシャーレ中に既に層状にしてある  

MMA培地に表面塗抹し，同じ培地をうすく重層し，  

300cl－2週間培養を行なった。  

Tablel．CompositionofRegenerationMedium  
MinimalMedium Agar（MMA）  

Glucose  2O、Og  

（NH。）2SO．．  0．5g  

Yeast nitrogen base＊  1．5g  

Agar粕  30．Og  

Sorbito】  145．7g  

Water（distilled）  1000 ml  

＊ Difco Laboratories．  

＊＊Kanto ChemicalCo．，Inc．  

Table2．Czapeck－Dox ModiRed Medium  

Glycine  3．00g  

K2HPO4  1．00g  

MgSO47H20  0．50g  

KCl  O．50g  

FeSO4  0．01g  

Glucose  30．O g  

Water（distilled）  1000  ml  

Adjusted to pH3．0withlN HCl  

Photo．1．Protoplastof TナichoゆOrOnSp．X－19StrainbeforeFusionProcess．   
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実 験 結 果   

1）プロトプラストの調整およびプロトプラスト融合。  

プロトプラストの調整には対数初期一中期の細胞を用い  

た結果，Photo．1のようなプロトプラストが得られた。   

CaC12存在下，ポリエチレングリコール処理により融  

合させた際の写真をPhoto．2に示した。この過程で細  

胞が2ヶ又はそれ以上のプロトプラスト融合（再生を含  

まない）が観察された。   

2）融合株の分離および菌体外蛋白質生産。   

重層法で融合株の再生を行ない，300c，1～2週間で  

生育してきた株を再生してきた株を再生株として114株  

分離した。再生株について平面培養法で蛋白質生産性を  

検討した結果，18株が一次選択され，Czapek－Dox改良  

培地の液体培養法6）で検討した結果，菌体外蛋白質高  

生産株が1株得られた。この融合株と思われるものと親  

株とを比較した結果をFig．1に示した。その結果，約  

1．3倍の菌体外蛋白質生産の向上がみられた。   

3）融合株のDNA含量。   

菌体外賓自質高生産株と親株の1細胞当たりのDNA  

含量をOgur，Rosen法および，Sclmeider法により比較  

した結果をTable3に示した。その結果，親株に対し融  
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Fig・1・ComparisonofProtein Production（7｝icho5Po－  

TmSp・X－19andFused）．  

Table3．Content Ratio of DNA（in a cell）  

Ogur，Rosen Schneider   
Method  Method  

Trichosporonsp．X－19   1．0  1．O  

Fused Strain  2．0  2．2  

合株と思われる株はOgur，Rosen法で2．0倍，Schneider  

法で2．2倍であったため，融合株と思われるものは2倍  

体であることが明らかになった。菌体の大きさは原株と  

比較して顕著な差は見られなかったが，理論的に云えば   
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体積が2倍となるとした場合麗径ではユ．26倍にしかなら  

ないため，統計的処理を行わない，計測では前述の緒論  

は当然と烹える。  

考  察  

今回の山速の実験棟作に単細胞を6×108を用いてプ  

ロトプラスト形成率60％，融合頻度3×10…8で融合株  

が得られた。融合頻度については，一般的に，酵母はカ  

ビや放線菌に比ペ低く10‾3～10鵬7程度と言われている  

が，今回の場合ほ特に低かった。効率よく融合株を得る  

にほ，用いる蘭殊に応じて，プロトプラスト化 融合，  

再生の敢適の条件を検倒する必要があると思われた。   

プロトプラスト化の段階では，2－メルカプトエタ  

ノールによる前処理は多くの報告で，有効であり，2－  

メルカプトユタノ“ルのかわりにジチオスライトールや  

チオグリコレート，システインなど針開いる報告もある  

が，2－メルカプトエタノールで前処理すると生菌体数  

が著しく減少する滋どど／－β和〝‡ツ‘・ぴr別㍑崩は前処芳托を行な  

わなくても細胞壁溶解酵素によく溶瀦されるという報告  

もある。郡家頼は，滋だ力〟用椚ツ∽Sp．のプロトプラス  

ト形成準と再生率の関係を検討し，形成率40％で再生率  

60％，形成率80％で再生率10％となり，形成率を嵩める  

ほど汚染率が低下することを報督している。今回，前処  

勤王を行なっても生菌体数の減少はみられなかったが，プ  

ロトプラスト形成率を低くおさえれば再生率ほ向上する  

ものと思われた。馳合の段階ではポリエチレングリコー  

ルに代わる融合促進剤として植物の場合は，ポリビニル  

アルコールが良いとされ，これはポリビニルアルコール  

は細胞轟性が少ないという点でポリエチレングリコール  

より優れているためで，酵母の細胞融合への応用も十分  

考えられた。さらに，電気パルスを与えると融合がおき  

る方法との併用も考えられた。再生の段‡噂では寒天の浪  

度や温度が大きく影響する。今回再生培地の寒天浪皮を  

3ヲ右としたが，これは，滋どどカ戊州別ツr錯SP．について検  

討した結束，股も渾生挙が良いとされる灸件であるので，  

供武儀殊によりその簸適条件が異なる可能性は存在する。   

融合株の選択のためにM般的には栄滋嬰求性ヤプロト  

プラスト生成時にプラスミドを取り込ませた遺伝子マー  

カーなどによる再生選択培地を検討することで融合株の  

判別が容易になるが，今回ほ単なる倍数体の蘭辣を得る  

目的なのでこの操作ほ省略した。   

得られた2倍体は，常体蛋白質生産が1．3倍に増加し  

たが，この融合辣の核状態については核融合して単核に  

なったか，ヘテロカリオンの状態かが間蔑であるが，  

DAPI（4′6・diamino・2・Ⅰ）henyl・in〔lole）染色による蛍光顕  

微銃観察の必賽があるので，現在検討中である。  
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Summary  

Atrialo‖ormationofmultiploid7ナfビ九呵）0′℃JiSP．X】19，yeaSt，byce11fusionmethodwascondt】Cte（＝or‡汀OmOtion  

ofextra cellularprotein（ECP）production．   

The protoplastofyeastforce11fusion was prepare（lby trcatmcntwith a cellw証＝ytic cnzyme whieh had bcen  
I）reparedfromaculturebrothofA由一冊皿払m卸側kmwlyseparate（l■fromsoil・  
ItwascstimatedbyDNAana】ysisthatthcfusedycastcel＝1adtwicctheDNAcontentoftheorigirlalcell．   
W主ththeECPproductiorlteSt，anincreseinproductionofaboutthirtypcrcentovcrtheorigina主wasobservedinthe  
ruse（王ye壬IStCulture．   




