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4 ・ 3 笑!験結果

1- 3 - 1 高次術数休の造成

当研究室の保存関株である長合型標準株の交維によりウラシル要求性一倍体細胞を取

得した。 CG379 と IF010175 との交雑より得られた a 型株を S EGl、 CG378 と

1F010176 の交雑より得られた α 型株をSEG2とした。 この SEG1とSEG2との交雑

により取得した (1/α 型二倍体細胞を 550C、 10分間の熱処理を行った。 取得した細胞

の接合型及びDN^合量を測定し、 同質の二倍休株D-1 ( a/a )、 D-2 (α/α) を造

成した。 また、 D-1 と D-2 の交雑から a /a /α/α 型四倍体細胞を取得し、 問機の方法

により同質の四倍休株T-16 (α/α/α/α) を取得した。 Fi g. 4 -2にそれぞれの高次

倍数体の顕微鏡写真を示した。 SEG2、 D-2、 T-16 について、 細胞の長径と短径を測定し

た結果を Tble 4-1に示した。 体積は、 酵母細胞を楕円形と考え、 長径と短径より算山

した。

Ta b 1 e 4-1. CeIl size of polyploid strains 

Strain Le同t h (μm) Width (μm) Volumc 

SEG2 4.32 4. 17 39. 3 

D-2 6.65 4.90 83. 6 
T-16 11. 8 5.60 193.7 

4-3-2 SEG2、 D-2、 T - 16 の YEUp3Ilα-G ̂  1 導入株

(μm3) Ploidy 

2 
4 

グル コアミラーゼ発現ベクター YEUp3IIα- G^ 1 を各倍数性株SEG2、 D-2、 T 16にエ

レクトロポレーション法により導入した。 それぞ、れの形質転換体のよff養i二泊についてグ

ルコアミラーゼ活性を測定した。 その結果を Table 4-2に示した。 D-2及び丁目は
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SEG2 の約l.5併の活性を示した。 また、 単位菌数( 1 X 108 cc 11 s )あたりの活性

として計鉾した場合、 SEG2 と比1絞して、 D-2 で約3倍、 T -1 G で約5併の活性の仁

界が認められた。

Tablc '1-2. GA activities of transformanls in cullur e supernalant 

Plasmicl lIos t Ploicly Population GA activity 

straln ( m 1 -1 ) U 1m 1 ) ( U / 10
8cell 

YEU p31Iα守GAI SEG2 1 2.0 X 108 0.9 0.4 

D-2 2 l. 3 X 10
8 

1.4 l.1 

T-16 4 0 . 6 X 108 l.4 2.2 

GA; glucoam ylase 

1-3伊3 SEG2、 D-2、 T-16 の pSAK068-GAI 導入株

得られた各倍数性株 SEG2、 D-2、 T -16 に pSAK068-GAIを導入した。 pSAK068 GAI 

はその 6 配列内に存在する え770 1 部位で切断して形質転換に川し】た。 それぞれの形質

転換イ本について培養上消のグルコアミラーゼ活性を測定した。 その結果を Tllble 1 3 

に示したo 1jí.位菌数 ( 1 x 108 C c 1 1 s ) あたりの活性には上昇がみられたが、 情養液

あたりの活性には遠いがみられなかった。 YEUp31Iα-GA 1を用いた場合は併数性の附加と

ともに活性の上昇が確認されたのに対し、 pSAK068-GAIを用いた場合は、 大きな前'�tの

違いは認められなかった。
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Ta b 1 e 4 -3. GA activities of transformants in culture supernatant 

Plasmid lIost Ploidy Population GA activity 
straín ( m 1.l ) U 1m 1 ) ( U/1 08ccll 

pS A K 0 6 8 -G A 1 SEG2 1 2.0 X 1 08 l.0 0.5 
D-2 2 l .3 x 1 08 l.1 O. 8 

T-16 4 0.6 X 108 l.0 l.6 

GA; glucoamylase 

4-3-4 pSAK068-GAI導入形質転換体の染色体の解析

SEG2、 D-2、 T-16各倍数性菌株の pSAK068-GAIによる形質転換体の染色体について

解析した。 それぞれの 形質転換体の染色体をパルスフィールドゲル電気泳動により分離

した後、 GAI 遺伝子をプロープとしてサザンハイプリダイゼーションを行っ た。 その結

果、 いず れの菌株においても一本の染色体上にのみに GAI遺伝子の組込みが権認された

(F i g. 4 - 3)。

4-3-5 pSAK068-GAI導入形質転換体からの高次倍数休の造成

pSAK068-GAIをCG379株に導入し、 形質転換休50株 GIlM 1---GIIM.50を取れ}した。

ハローの形成により GAI 発現分泌株を伴.認し、 そのうちt1ï性の高かった株 GlIM 35か

ら 1-2-6の方法に準じて、 二倍休株GDM-3524 (α/α)、 四倍体株GTM-3507 (α/α 

/α/α) を取得した。 GlIM-35からの a/α型二併体細胞の取得は、 まず、 GIIM-35に、

LEU2を選択マーカーとしてもち、 正常な J/O 泣伝子を含んでいる YEp13 43A をエレ

クトロポレーションにより導入して取符した。 この自己二倍体化細胞をYPD 液体府地で

数回継代し、YEp13 43Aを脱落させた。 以上のようにして得た GIlM-35の a/α型二倍

体細胞の胞子から同質二併体化細胞 GDM-3524 を取符:した。 同質四倍体化細胞 GTM 

3507は、 GDM-3521取得の|緊に出現する η/a 型細胞との交維により a /a /α/α 型pq併

体細胞を取得し、)]包子形成後、 熱処理により得られた同質の四倍体系U1JJ包より選出した。

それぞれの併数性酵母のグルコアミラーゼ活-性を測定した。 その紡糸を Table 4-4 
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に示した。 倍数性の地加とともにグルコアミラーゼ活性の上昇が認められた 。 また、 単

位菌数あ たりのグルコアミラーゼ活'�I:は術数性にほぼ比例しており、 gene closage によ

るグルコアミラーゼ活性の上昇が確認された。

また、 以上の構築した GIIM-35、 GDM-3524、 GTM-3507 の 3 株を用いて 10も

so 1 u b 1 e s t a r c h を糖初、とした完全合成情地により、 300C、 20 日間の発酵試験を行っ

た。 その結果、 倍数性の地加とと もに良好な発酵経過を示した。しかしながら、 最終的

なCO2 発生量はグルコースを糖源、として用いた場合と比較して約50% であった(F i g. 

4-4)。

Table 4-4. GA activities of parental haploid GJIM-35，diploid 
and tetraploid mater cel1s in culture supernatant 

lIo s t Ploidy Population GA activity 
straln ( m 1.l ) u 1m I ) (U/108cell 

GIlM-35 1 l.6 X 108 0.8 0.5 
GDM-3524 2 l.1 X 1 08 l.4 l.3 
GTM-3507 4 0.9 X 108 2. 0 2.3 

GA; gluc oamylase 

t1- 3 - G 二本の染色体上に GAI 遺伝子を導入したー約体細胞の取得

染色体上への GAI 泣伝子導入形質転換休を親株とした高次イ計数体の造成により、

gene dosagc によるグルコアミラーゼ活性の上昇が認められたため、 GAI 泣伝子を後数

の染色体上に導入した一併体細胞の取得を試みた。 まず、 CG379 株 に pSAKOG8-CAIを

導入し、 GAI 活性の高かった 4株GIIM-49、 GIlM-68、 CIIM-72、 CJIM 79を取科した。

これら 4株を宿主としてさらに、 pSAK068(LEU2)-CAI を導入した。 それぞれの 4株

を宿主として取得した形質転換体のうち活性の高かった一株 ずつ、 CIlM-49 25、 Cl1M-
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6859、GJIM-7241、GIlM-7943 を選出した。 以上 4株について染色体をパルスフィール

ドゲル電気泳動により分離後、GAI迫a伝子をプロープとしたサザンハイプリダイゼーショ

ンによりGAI 泣伝子の染色体上への導入について検討した。 その結果、GIIM 4925 は

IV有?と VあるいはV1 1 1番染色体上に、GIIM-G859 は IV呑と X1 1 1 あるいはXVI

番染色体上に、GIlM-7244 は11 1番と VI I あるいはXV番染色体上に、GIIM 7943 は

!呑と X存染色体上にそれぞれ 6配列によるGAI 泣伝子の導入を硲認した。 これら

二本の染色体上にGAI 遺伝子を導入した 4株の α 型一倍体細胞についてグルコアミ

ラーゼ活性を測定した。 その結果、 一度の形質転換によりGAI 遺伝子を導入した株 ( 

SEG2 あるいはGJlM -35 ) と比較してグルコアミラーゼ活性が上昇したことから 、GAI

遺伝子を導入した染色体数の増IIJ日によりグルコアミラーゼ活性の上昇を確認した。

4 - 3 -7 交雑による一倍体細胞rlヨでの遺伝子地問

二度の形質転換により二本の染色体上に GAI 遺伝子が導入した GIlM-4925、GIIM

6859、GIIM-7244、GIlM-7943を用いて一倍体細胞におけるさらなるGAJ 遺伝 子の増幅

を試みた。 まず、GIIM-7244と GIIM-7943に YEUTp3-JIO を導入した。 両形質転換体を

YPD 液体培地で継代培養し、 YEUTp3-JJO を脱落させた。 胞子 形成後、 マイクロマニピュ

レーターを用い、 四分子を分離し、 それぞれの a 型細胞GIIM-7241(a)、GIlM 7913 ((1) 

を取得した。GIlM-4925と GIIM-7214(a)、GIIM-6859と GIIM-7913(<l)をそれぞれ交縦

し、 その交雑株の胞子を四分子分離した。GIlM-4925 と GIIM-7241 (a) の交雑株、GIlM

6859と GIIM-7913 (a) の交純株 それぞれから α 型一倍体系IIIJJ包GIIT 127、GIlT-478を

取得した。 さらに、 上記と同械に方?とによりGJIT-127と GIlT-478の a 型車111胞の交雑

からGHP-251を取得した。GIIT-127の取得方j去を例として校式的に r i g. 4 5に示し

たO それぞれ 取得した α 型 一倍体細胞の染色体をパルスフィールドゲル屯 気 泳動によ

り分離後、GAI 遺伝子をプロープとしたサザンハイプリダイゼーションにより GA r ;遺

伝子の導入を検討した。 その結果、 GIlT-127 は1V番、 VあるいはV1 1 1寄、 V1 I あ

るいはXV若干染色体上に、GIlT-178 は I番 、 x番、 X 1 r 1あるいはXVI 番染色体上に

GA 1 遺伝子の導入を確認した。 また、 GIIP-251 は I 番、 IV番、 VあるいはVr 1 1 
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手作、 X番、 X1 1 1あるいはXVI寄染色体上にG^I 遺伝Iの導入を確認した。

以上の結果より、 3 本の染色体上に GAI 法伝子 が 導入した α 型一倍体細胞 CIIT

127及びCI!T-178を、 さらに、 5本の染色体上にC^I 遺伝子が導入し た αJ11-倍体

細胞GHP-251を取得した ( Fig. 4-G)。 それぞれのグルコアミラーゼ活性測定の結呆、

一倍体細胞中におけるGAI遺伝子の哨加により、 グルコアミラーゼ活性の上昇が確認さ

れた。 特に CJlP‘251 においては一度の形質転換により G^ 1 J宣伝了-を導入した株 ( 

SEC2 あるいは G IIM-35 ) と比較して約 6倍のグルコアミラーゼ活性の上昇を確認し

た(Fi g. 4 - 7)。

4-3-8 CJIM-;J925 からの高次倍数体の造成

二本の染色体上にGAI 遺伝子を導入した α 型一倍休細胞のうちグルコアミラーゼ活

性が最も高かったCIlM-4925から α/α 型同質二倍体化細胞CDM-91及び、 α/α/α/α 

型同質四倍体化細胞 GTM-240 を造成した。 それらのグルコアミラーゼ活性を測定した

ところ、GHM-35 の場合と同様に、 倍数性の増加とともにグルコアミラーゼ活性の上昇

が認められた。 その結果を Table 4-5 に示した 。 ま た、 CJI M-35 と比較した場合、 高

次倍数休取得の際に用いる一倍体細胞内の C^I 遺伝子量の増加により、 各供数体での

GA 1活性の上昇が確認された。

Table 4-5. GA activities of parcntal haploid CIIM-4925， diploicl 

and tetraploid mater cells in culture supernatant 
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1-3-9 G I1T - 1 27 からの高次イ台数体の造成

3本の染色体上に GAI 遺伝子が導入した形質転換体のうち活性の高かった GlIT127

から α/α 型同質二倍体化 細胞GDT 10�、 α/α /α/α 別同質四倍体化細胞GTT-270を

造成した。 それらの GAI活性を Table 4-6 に示した。 その結果、GAI 遺伝子が一本

あるいは二本の染色体に導入したGIIM-35、GIlM-4925から造成した各高次倍数体と比較

して、 GAI活性の上昇が確認された。

Tablc 4-G. GA activities of parental haploid GllT-127， diploid 

an d t e t r a p 10 i d m a t c r c e 1 1 s i n c u 1 t u r e s u p c r n a t a n t 

IIo s t Ploidy Population GA activity 

stralfl ( m 1 l ) u 1m 1 ) ( U/I08ccll 

GTIT-127 1 3.0 X 108 3. 3 1.2 

GDT-I04 2 1.7 X 108 4.5 2. 6 

GTT-270 4 1.0 X 108 5.3 5. 6 

GA; glucoamylas c 

<1 - 4. 考察

近年、 酵母を宿主として用い、 異種法伝子を発現させ、 両手素やワクチンといったイf川

タンパク11を分泌生産させる試みが峨んに 行 われている O .椴造防 ほやパン rif [:):咋のXJIJ

酵母は一般的に三倍体や四倍体といった高次倍数体であるが、 その意義は不明である。

本主主では、 この高次倍数体の異粒遺伝子発現の宿主と しての有効性を検討し たo ifi研究

宕において確立された}]包子発芽n寺の細胞の熱処理による高次倍数体造成法を利用し、 同

質の各高次イ台数体細胞を取符した。 また、 同様に当研究室でクローニングされ、 |併時で

の発現・ 分泌系が確立している工11麹閣のグルコアミラーゼ冶伝子を災施法伝子として)fj
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いた。

�I-:研究室の保存雨林である一併体の各桜合型標準株の交雑で取得した SEGl 及び、

SEG2は増殖がはやく、 また、 形質転換効率が高かったため、 高次情数イ本取得の親株とし

て川いた。 高次約数休取符の際、 二倍体細胞の出現頗皮は 5 -----10% 程度、 四倍体細胞は

1% 以下であった。 また、 倍数性の上昇に伴い、 単位培養液あたりの菌数の減少が見られ

た。 まず、 G^T 遺伝子を YEp 型プラスミドを用いて導入した。 YEUp311α-GA T は G^I

発現ベクターで、 酵母のMFα1遺伝子のプロモーターからシグナル配列、 ターミネーター

領域を有している。 一般に、 外来性のタンパク質を酵母で発現・ 分泌させる場合、 酵母

の前駆休タンパク質由来のリーダー配列が用い られる(72. 73)。 そのうち最も一般的に用い

られているものが、 この酵母のペプチドフェロモン α ファクターの前駆体に由来する

ものである。 形質転換休はその倍数性とともに GAI活性の上昇が確認され、 尚次倍数イ本

の異種遺伝 子発現の府主としての有用性が示唆された 。 しかしながら、 染色体組込み剖

ベクターを用いた異種遺伝子導入の場合、 高次倍数体には相同組換えによる遺伝子導入

の際の相同配列が複数存在するにも関わらず、 一本の染色体にしか遺伝子が導入されず、

期待できるほどの活性の上昇は確認されなかった。 用いたプラスミド pS^KOG8 は醇ほ

染色体上に 80 コピー以上存在する 6 配列を利用して、 異種遺伝子を多コピーで導入

することを目的に開発されたものである。 しかしなが ら、 本研究の結果は、 一度の)形質

転換で一本の染色体上にしか遺伝子導入ができないというこれまでの報竹と同じであり

(56. 74)、 高次倍数体利用による導入遺伝子の増11原は認められなかった。

酵母染色体上に多コピーで GAI 遺伝子を導入するため、 GAI 遺伝子導入形質転換休

からの高次倍数休造成による遺伝子地111日の有効性を検討した。 GlIM-3S から造成したlfij

次倍数休 ( GDM-3521、 GTM-3507 ) はその倍数性の地力nにイ、ドって、 G^l活性の上井を

示し、 また、 発両手試験においても良好な発酵経過を示した。 GTM-3057 の工タノール濃

度は、 GHM-35 のそれと比較して約l.5併であったが、 グルコースを炭素初、とした場合

の約50%までしかエタノールを生成することができなかった。 これらの菌株を)iJいた澱

粉からのエタノール生成は不十分であったが 、 さらに活性の強い菌株の取q!}により改善

できるものと考察した。
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以上のこ とから、 防母の倍数性 の地加にイ、ドう遺伝子増幅により1-'的遺伝子の発現の上

#が確 認さ れ、 その有用性が示 さ れた。 この紡 来をうけ、 選 択 マ ー カ ー の利川 と交 雑に

より、 高次イ計数体造成の親株におけるi宣伝子の地|陥を行った。 最大で5本の染色体上に

G^ 1 遺伝子を導入した一併休細胞GIlP 2 51を取得した。GIIP - 2 51 のGAI 活 性は一本

の染色体にしかGAI 泣伝子が導入されていない細胞のそ れと 比較して、 約6倍 もの前

性の上昇 を 確認した。 ま た 、 二 木及び三 本 の染 色 体 上に G AI 遺伝 子 を 導入 した 株 G I l M -

4925、GIIT-127 の解析から、イ台数性の上昇及び親株の追伝子量に伴って、 その活性は上

昇することが明らかと なった。 以上の結果から、 高次f台数体造成法の利用は、 異種遺伝

子発現の宿主としての酵 母 の育種 法と して有用 である ことが示された 。

4 ・ 5 小括

高次倍数性酵母における異程j宣伝子発現の宿主としての有効性を示した。 高次倍数体

では多 コピ ー 型 プラスミドでの遺伝子導入にお いて活 性の上昇が 見ら れる だ けでな く 、

染色体への遺伝子導入株を用いて高次倍数休を造成することによる遺伝子J首相において

も活性上昇が硲認された。 また、 用いる親株の導入遺伝子を増11目することにより 、 fzU次

倍数体の造成はさらに有効であることが示された。

RF 母 にお いて 異程泣 伝子を 刊効率で発現さ せる ため には、 導入 泣伝子が 多 コピ ー で、

か つ 、 安定 に保持される 必 要がある。本草で 示した 高 次倍数体を 応 ) T Jする こ とにより 、

酵 母染色体上に安定に 保持さ れ た 導入遺伝子を哨 阿する ことができ 、 日的 遺 伝子 の 安定

高発現に有効であることが示された。
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Fig.4・1. Construction of pSAK068・GAI and pSAK068(LEU2)圃GAI

pSAK068-GAI and pSAK068(LEU2)-GAI arc ô-intcgratiyc plasmiùs for GAI sccrction. 
PMFα，SMFα， and TMFαindicatc promotcr， signal， and tcrminatcr scqucncc of mating 
factor α(MFα)， rcs pccti ycl y. 
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守主 調園酔

-闘静 帽覇院 喧園事
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麹除草
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e噸噌
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-VII 01' XV 

-X 
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Fig.4-3. Localizations of Ö・integrated GAI gene on transformants 

Pulscd-field gel elcctrophorcsis gcl was stained with ethidium bromidc. 
Thc separated chron1osomal DNAs of the transformants wilh pSAK068-GAI 
wcrc hybridized with GAl gcnc as a probe. 
Lanel; SEG2 (αhaploid ccll) transformed with pSAK068-GAI， 

lanc2; D-2 (α/αdiploid ccll) transformcd with pSAI(068-GAI， 

lanc3; T-16 (α/α/α/αtctraploid cell) transf ormcd wi th pSAK068-GAI. 
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Fig.4-4. Ethanol fermentation by parental haploid GHM・35， diploid GDM・3524

and tetraploid GTM3507 

5.7 GT�ι3507 

GHM-35 was CG379 transformed with pSAK068-GAI. GDM-3524 and GTM-3057 are diploid 
and tetraploid lnater ccl1s constructed from GHM-35 by heat treatment， respectively. 
Symbols:・and口， GHM-35�企andム， GDM-3524� • and 0， GTM-3507. Open and closed 
symbols reprcscnt the fcrmentation from glucose and starch as carbon sourcc， respectively. 
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Fig.4-6. Localization ofふintegrated GAI genes on the ChrOnl0S0me 

in various haploid cells constructed by crossing 

Pulscd-field gel electrophorcsis gcl was stained with clhidium bromide. Thc scparatcd 
chromosomal DNAs of thc Lransformants wcre hybridizcd \Vith GAI gcnc as a probc. 
GHM-4925， GHM-7244， GHM-6859， GHM-7943 arc CG379 transformcd with 
pSAK068-GAI and pSAK068(LEU2)-GAI. GHT-127 was gcncratcd from thc diploid 
crosscd bctwccn GHM-4925 and GHM-7244. GHT-478 was gcncratcd 1'r0111 Lhc diploiJ 
crossed bctwecn GHM-6859 and GHM-7943. GHP-251 \Vas gcneratcd from Lhc diploiJ 
crossed bctwecn GHT-127 and GHT-478. Lancl， GHM-4925; lanc2， GHM-7244: lanc3 
GHM-7943; lane4， GHM-6859; lanc5， GHT-127; lane6， GHT-478; lanc7， GHP-25J. 
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Fig.4-7. Glucoamylase activities of Haploid Cells containing 
GAI genes on several chromosomes 

Glucoamylasc ( GA ) activitics (U/ml) of various haploid ccIIs arc shown. 

GHM-4925， GHM-7244， GHM-7943， and GHM-6859 contain GAl gcncs 

on two chromosomcs. GHT-127 and GHT-478 contain GAJ gcncs on 

threc chromosomcs. GHP-251 cont山ns GAl gcnes on fi vc chromosomcs. 
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努� 5草 キラー酵母の紋状プラスミドを利用した細胞質での遺伝子発現と

キラー形質を利用したプラスミドの安定化

5 - 1 緒言

キラー酵母Kluyveromyces lactisが保有する2種の線状DNA プラスミドpGKLl

( 8.9 kb )及びpGKL2( 13.5 kb ) は、 核内ではなく細胞質中に存在し、 細胞質で

複製、 !I伝写されると いう独自の遺伝子発現機摘を有する (f i g. 5 -1)。 これらのプラス

ミドは、 細胞融合や形質転換により Saccharomyces cerevisiae、 KJuyveromyccs 

fragiJis あるいは、 Candida pseudopropicalis などの異種酵母に導入でき、 これら

の細胞質中でも自律的に複製することができる(3L 33) 0 pGKL1及びpGKL2を共に有した

酵母は、 瓦lactis と同様に、 多種属の感受性酵母を殺すキラー毒素を分泌する。 また、

両プラスミドはそれぞれ 細胞当たり 50----100 コピー含まれ、 既に全塩基配列が決定さ

れている(75・78)。 以上のことから酵母 の広宿主域ベクターとしての利用が期待されている。

Kamper らは、 核遺伝子であるロイシン合成系遺伝子をpGKLlに導入し、 細胞質で発

現させるこ とに成功している(79. 80)。 細胞質で異種泣伝子を発現させるには、 pGKL の転

写系を 利用する必要がある。 彼ら はまず、 S. c e r e v i s i a e の LEU2構造泣伝子(ター

ミネーターの一部を合む )の前後を pGKL1-0RF2 の UCS ( upstrcam conservcd 

seq uen cc ) を合む 5' 上流配列 と 3' 下流配列ではさんだ DNA断ハーを榊築した。 これ

をS. c c r e v i s i a e のpGKL 保有キラー株( lcu2 - )に導入し、 onc step 泣伝子依

段の方式( in vivo組換え)に従って、 pGKLlのORf2領域を LEU2構造遺伝子で

入れ換え、 細胞質で発現させた。 さらに同検の手法で、 Gt118 耐性の構造法伝子(

C418 R )を pGKLI-ORF2の UCS下流に挿入し、 Gt118耐性で選択できる線状プラスミ

ドも作成している(8 L. 82)。 また、 Meinhardt らは、 pGKL2 の ORF5 の UCS を合む約

200 bp の配列をプロモーターとして連結した大腸菌の ηph 泣伝チ

aminoglycoside phosphotransferaseをコードするj宣伝子)を、 pGKLl のORF2叙
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j或に LEU2構造泣伝子と共に導入し、 外来逃伝子である aph j立伝子を、 両手母の細胞質

で発現させることに成功している削)o

本軍ではまず、 この 細胞質性総状キラープ ラスミドの新たなベ クターをしての可能性

を検討した。 i n v i \'0の追伝子組換えにより、 キラープラスミドに外来遺伝子を導入し、

S. c e r e v i s i a e を宿主として、 細胞質で異種タンパク質を発現、 分泌、させることを試み

た。 外来遺伝子として、 強力な生澱粉分解活性を有する黒麹菌のグルコアミラーゼ1 ( 

GA 1 )の cDNAを用いた。

一方、 多コピーで、 かつ安定な発現ベクタ一系の構築を目的として、 上記のキラー形

質の利用を試みた。 キラープラスミドである pGKLlは毒素タンパク質を生産、 分泌し、

様々な酵母の生育を阻害するが、 宿主自身は毒素耐性であるというキラー形質を宿主細

胞に付与する。 毒素タンパク質は α、十 yの3つのサブユニットから構成されている。

このうち pGKLI-0RF4にコードされている y サプユニットが毒素本体であり、 pGKLl­

ORF2 にコードされている α、ドサブユニットはその菌体外分泌に関与しており、 ORfo'2

が欠損すると y サブユニットは分泌されず、 菌体内に蓄積する(84， 85)。 また、 毒素に対

する耐性因子は pGKLI-0RF3 にコードされている(86)。 以上のキラー形質に関与する

pGKLI-0RF3、 ORF4を利用して、 高コピー安定型発現ベクタ一系の借築を試みた。 まず、

pGKLI-ORFtl をキラー感受性酵母の染色体上に安定に導入し、 さらに、 pG K L 1 Ol?ド3 を

保持するプラスミドを導入した。 このようにしてプラスミドを保持した細胞のみをlrl �(I 

させる自己選択圧をかけることにより、 プラスミドの安定化を試みた(fo'ig. 5-2)。
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5 司 2 笑験方法

5 - 2 - 1 使用菌株

キラー酵母 K. 1 a c t i s 01来の 2 f1lの細胞質性線状プラスミド pGKL1 及び pGKL2

保有株である s. c c r c v i s i a e F 1 0 2 - 2 ( MA T a、 lc u2、 his1、 canl )、 及び、 キラー感

受性酵母である s. c c r e v i s i a c B 511 -4 C ( MA Tα/MATα、 adc 1 / ade 1、 }Jis4/his4、

leu2/1eu2、 thr4/thr4)。

5-2-2 酵母線状プラスミドの抽出

pGKL プラスミドの抽出は、 郡家らの方法(87)に準じ、 スフエロプラスト法により行っ

た。 迅速かつ簡便に調製するためにフェノール処理と RNase^ 処理は省略した。 キラー

酵母 s. cθrevisiae F102-2を 5 ml の YPD液体培地で一晩振とう培養し、 さらに

100 m 1の YPD培地で8�10時間培養した。 集菌( 3000 rpm、 5 min )し、 菌体を

冷滅菌水で、 2 回洗浄した。 菌体を 10 ml の Zymolyase 前処理溶液 ( 1 M 

so r b i t 0 1、 50 mM potassium phosphale [pIl 7.5J、 14 mM ß-Mcrcaploelhanol 

に懸、濁し、 30 分間ゆるやかに振とうし、 集菌した。 Zymolyase 溶液( Zymolyase 前

処理溶液に 100�400 !lg/ml Zymolyaseを加えたもの)に懸濁し、 300C で30�90

分間緩やかに振とうし、 反応させた。 迷心分離してスフエロプラストを集め 、 1ys i s 前

液( 50 mM EDTA、 10% SDS ) を加え、 緩やかに懸濁した。 650C で 15分間放置し

た後、 5 M rJ1:�カリウム溶液を加え、 氷中に 30分以上放置した。 速心分離後、 上消の

2. 5倍量の冷100% エタノールを加え、 綿状になった DN^をピペットチップでから め

て取り、 マイクロチューブに移した。 高速遠心後、 上清を捨て、 集めた DN^ を 70% 

エタノールでリンスした。 DN^を乾燥させ、 適量の TE 溶液に的解した。 打1111\した DNA

を完全に溶解した後、 アガロースゲル電気泳動を行い、 pGKL プラスミドの存庄を作認し

た。
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5 - 2 - 3 �I三体内組換えベクター pKTF951 の椛築

(i ) プ ラス ミド pKTF1 の構築

まず、酵母の GAI 分泌ベクター YEUp31Iα-GA 1 を鋳型としてこ のベクターに合まれ

るi醇母 α 因子ー遺伝子の開始コドン ( ATG ) から GAI J立伝子の終止コドン ( TAG ) 

まで の配列を PCR により増'1目した。 酵母の α 因子の分泌シグナルは醇母の性に関わら

ず正常に機能することが以前の研究により明らかとなっているo forwarcl primer とし

て 5， -AGAドAATTCg阻CAIAGATTTCC丁目AATTTTT-3' を、Revcrsc primer として 5' -

ATApAATTCP.�.0.!..�.�回目CCGCCAGGTGTCGGTC-3' を用いた (枠囲みは EcoRI 部位、下線

は NsiI 部位、点線の下級は ßam JII 部位を表す。 ま た、反転文字はスタートコドン

[ATG]、ストップコドン[TAG]をそれぞれ表す)。 得られた PCR 産物を EcoRI で

消化し、pJISG39GのEcoRI部位に導入した。 次に、それをNsi 1と Bam 1I1で消化し、

Sc h í1 f f r a t hにより構築された生体内組換えベクタ- pAR1 (88) の Ns i 1、 Bam III部位に

導入し、そ の LEU2 遺伝子断片と組換えたプラスミド pKTf1を構築したo pKTfl では

キラープラスミド pGKL1の ORF2の開始コドン( ATG ) の下流に α 因子遺伝子のプ

レプロ配列が、 アミノ酸のフレームが一致するように連結されている (fig. 5-3)。

(i i ) 生体内組換え ベクター pAR2 の構築

ベクターの長さを短くし、 組換え効率を上げる目的で pARJ の pUC19 の部分を

pHSG299 につなぎ換え、次にこれを !1c c 1で消化した後、セルフライゲーションを行っ

た。 これにより LEU2 選択マーカーの下流にある約 400 bp の /Ic c 1 断片を除去した

pARIAc c を構築した。 さらにこれを Ps l 1 と おc 1 で消化し、pllSG299 の部分を

pI31ucscriptI I SK十 につなぎ換え、ORFl の上流に Xho 1 サイトが付加された pAI�2

を構築した (Fig. 5-4)。

(i i i ) 生体内組換えベクター pKTF951 の構築

pKTFlを鈎型として、pKTFl JこにあるキラープラスミドpGKLlの ORF2の開始コド

ン ( ATG )の約100bp 上流の位置から、GAI の終止コドン( TAG )までの領域を
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PCR によりよ首相した。pGKLl 上の ORF2 の 5' 非籾訳領域には、 キラープラスミドの

細胞質性プロモーターとして機能していると考えられている llpstream conserved 

sequcnce of ORF2 ( UCS2 ) が 含まれている 。Forwarcl primer として 5' 

NN GAATTC GGATCC AGGTGCAGACAAAGAA- 3' を、Reversc prlmer として 5'← 

ATAGAATTCçg_�_!..�.�..CCGCCAGG TGTCGGTC -3' を用いた (下級は EcoRI 部位、点線の

下線は BamHI部位を表す。また、反転文字はストップコドン[TAG]を表す)。得られ

たPCR産物を BamHI で消化し、pHSG396の BamHI部位 に導入し、pJlSG-MFαGA rを

構築した(Fig. 5 -5)。また、同時に Bam JI 1で消化した断片をpAR2のLEU2選択マー

カーの下流にある BamIIr部位に 、LEU2 選択マーカーと同じ向きに何人し、生休内組換

えベクターの pKTF951を榊築した。BamIII部位の下流には ORF2のターミネーターが

存在する (F i g. 5 -3)。

5 - 2 - 4 生体内組換えベクタ� pKTF952の構築

Meinhardt らは、pGKL2の ORF5のUCSを用いて aph 遺伝子を比較的高発現させ

ること に成功している仰)。このUCS5を利用すれば、外来遺伝子を細胞質でより高発現

させることができるものと考察し、pGKL2 のUCS5を含む約200 bp の DNA断片をプ

ロモーターとして用いた。5-2 - 2 の方法に準じ、 キラープラスミドを調製し、アガロー

スゲル電気泳動後、G ene c 1 ean ki t によりpGKL2を精製した。 精製した pGKL2を銑

加としてPCR法により、UCS5 (TAATGTGA )を含む約200 bpの DNA 断Jì-をよ竹町

した。Forward primcr として、5' -GCGAATTC ATGCAT CTTG TATAGATAAAA 3' を、

Re v c r s c p r i m e rとして 5'GCGAATTC円 闇IATTCAATTTGTTTG-3'を用いた (下線は

EcoRI 部位、点線の下線は Ns i 1 部位を表す。また、反転文字はスタートコドン

[A TG ]を表す)00 Rf5 の開始コドン(ATG )とその下流につなぐ外来泣伝子である

GA 1 遺伝子とのコドンのフレームが一致するようにプライマーをデザインした。伴られ

たPCR産物を Ns i 1で消化し、5 - 2-3 (iii)で構築したpIlSG-MFαGA1 の Ns i 1部位

に導入した。 これにより、pGKLl の ORf2のプロモーター領域と α 凶子治伝子の プレ

プロ配列の坊の Ns i r部位に pGKL2の ORf5 のプロモータ- �J1域を新たに附人したプ
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ラスミド pIISC -P2P5 を構築した。 1 2-1 0 の方法に准じてそのよ孟基配列を決定し、

UCS5 を合む約200bp の Ns i J 断片の導入方rfJ]を確認した。 次に、 この pIlSC P2P5 

をぬm flI で消化し、 pAR2の ßam JI 1部位に LEU2 選択マーカーと同じ戸JJきに何人し、

生体内組換えベクターpKTf95.2を構築した(fi g. 5 -5)。

5-2-5 プラスミドYEp51-R3 の構築

5 -2 -4 の方法に準じて精製した pCKLlを鋳型としてキラー毒素耐性因子をコードす

るO RF3 遺伝子を PCR 法により増帽した。 forward primer として 5' -

NNNCTCGA �AAA �CTTTAGAATTAGAT-3' を、 Reverse pri町 として 5 ' 

NNN GGAT 叩圃GGGAAACTTAAGATCT-3' を用いた (下線は お11 部位、 点線の下線は

ßamJII 部位を表す。 また、 反転文字はそれぞれスタートコドン[ATCJ及びストップコ

ドン[TAAJを表す)0 PCRにより増幅した l.3 kb断片をねパ 及び Bam1II で消化

し、 酵母多コピー型プラスミドYEp51が保持するガラクトース誘導性GALIOプロモター

の下流に存在する Sa 1 1 - ßam1I1部位に導入し、 YEp51 -R3を構築した(fig. 5-6)。

5 -2 - 6 プラスミドYlpllT1 の構築

5 -2-5 で調製した pCKLl を用い、 キラー毒素の y サプユニットをコードする

ORF4 遺伝子を PCR 法により増幅した。 Forward primcr として 5' 

NNN CTCCAC l1D1AAGATATATCATATATTTA-3' を、 Rcvcrse primer として 5' -

NNN .�9.�.�.Ç.Ç.IIIJrACACA TTTTCCA TTCT -3' を用いた (下級は S a 1 1部位、 点線の下線は

J3amIII 部位を表す。 また、 反転文字はそれぞれスタートコドン[ATCJ及びストップコ

ドン[TAAJを表す)0 PCR により増幅した 0.7 kb断片をね11及び ßam111で消化

し、 酵母多コピー型プラスミドYEp51が保持するガラクトース誘導性GALIOプロモター

の下流に存在する SalI-ßamIII 部位に導入し、 YEp51-Ttl を構築した (fig. 5-6)0 

YEp51-T4をEcoRI で消化し、 G!lLIO プロモーターとO I<F4泣伝子を含む2.5 kbの

断片をpßlucscriplII SK十の Eco RI部位に導入し、 pßleu-PCL1を術築した。

YCpIlIS4 の IIIS4遺伝子を合む2.3kb の BamIII勾Sa 1 1断片と 1.7 kbの お1 1 
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断片を染色体組込み型ベク ター Ylp5 の BamIlI - 5a] 1 部位に導入した。 さらに、

pB I eu -PG4 をORF4 泣伝子の下流と pBlucscripllI SKI のマルチクローニング部位

に存在する Bam II 1で消化し、 CAL10プロモーターとORF4泣伝子を合む2.2 kb の断

片を導入してYlpIlT/lを構築した (F i g. 5 - 7)。

5-2-7 形質転換休のキラー検定例)

キラー感受性酵母5. cerevisiae B511-4Cを 4ml のYPD液体培地で一晩培養後、

滅菌水で希釈し、 キラー検定培地 ( 1も yeast extract、 2% peptone 、 2私

自xtrose、 50 mMクエン酸緩衝液[pII 5.0J、 0.003% methylcne blue、 2% agar ) 

に塗布し、 乾燥させたo pKTF951及びpKTF952 の導入により得られたそれぞれの形質

転換体をキラー感受性酵母を塗布したキラー検定培地にストリークし、 300C で 2�3 

日培養し、 キラー酵母の周囲に感受性酵母の生育阻止祈の形成により、 キラー活性を検

討した。

5-2-8 組換えプラスミド導入形質転換体の GA 1 分泌の確認、

野生型キラープラスミド pGKL1 を欠失し、 組換え線状プラスミド pNS951 及び

pNS952 だけを保持するようになった形質転換体の GAI の分泌をハローの形成、 抗

GA r 抗体によるウエスタン解析及び、 DNS による活性測定を行い、 昨認した。ï，Iij形質転

換体と もに O.日soluble starchを含むLEU-[ree SD plale で300C、 1迎!日I J:ff-去を

した。

さらに、 それぞれの形質転換休を Iml LEU-free SD 培地で、 300C において一晩培

養し、 さらに、 50ml の同培地で、 300C、 2 口問培養した。 集菌し、 菌体を除去した府

養上清を脱イオン水に対して、 40C で2日間透析した後、 凍結乾燥した。 コントロール

として、 親株である 5. ce同visiae F102-2株も同校に培養し、 培養上消"，の粗陣表を

調製した。 ただしこの場令、 jイf地として SD 培地にロイシンを適盈添加したものを汀jい

た。 凍結乾燥後、 0.2 mlの脱イオン水に溶解し、 これを粗酵33液とし以下の実l験にmい

た。 それぞれの粗酵素を用い、 3-2-2 の方法に準じ、 SDS-PAGE、 プロッテイング及び、
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抗GAI抗体を用いた検出を行った。 また、 それぞれの粗酵素の GAI活性を測定したo

GA r nÍJ-性の測定は、 3 2-2の)J l去に準じ、 DNS ll:により測定した。 府主主上治を凍結乾燥

したものをO. 5 m 1 の脱イオン水に溶解し、 これを粗両手素液として月jいた。

5 - 2 -9 継代培養による pGKLl のキュアリング(83)

生体内組換えベクター ( pKTF951 及び pKTF952 )導入により取得した形質転換体

に存在する野生型のキラープラスミド pGKL1 のキュアリングを行った。 4 ml LEU­

free SD液体培地で、 300C において継代培養を繰り返すことにより pGKL1をキュア

リングした。 培養液を適当に滅菌水で希釈し、 同様の SD plate にスプレッドし、 コロ

ニーアイソレーションを行った。 50 コロニーについてキラー検;定を行い、 その中からキ

ラー活性を失っているコロニーを選択した。

5-2-10 プラスミド安定性の検討

pKTF952導入により生じた生体内組換えプラスミドpNS952の非選択圧条件下におけ

る安定性については、 4 m 1 YPD 液体培地を用いて継代培養した。 継代精養毎にその培

養細胞の一部を YPD plate 上にスプレッドし、 コロニーアイソレーションした。 プラ

スミドYEp51-R3の安定性については、YPD培地の炭素初、としてグルコースの代わりに

ガラクトースを含む 4 ml のYPGal 液体明地を用いて継代常差した。 継代府養仰にそ

の培養細胞の一部を YPGal plate でコロニーアイソレーションした。 プラスミドの安

定性は、 それぞれの 50 コロニーについて LEU-free SD培地での増殖能により、 プラ

スミドの保持さ率を算出することで検討した。
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5 - 3 実験結果

5-3 -1 5. ccrcyisiac rl02-2 の形質転換

組換えプラスミド pKTF951及び pKTF952を 5. cereyisiae FI02-2に導入した。

それぞれのプラスミドは、 形質転換での組換え効率を上げるため、 5ac 1及び、 Xho 1 で

消化し、 線状化した後、 エレクトロポレーシ ョンにより導入した。 これら のプラスミド

は、 pGKLl のORrl及びORF3領域と野生型pGKLlとの相同領域で生体内組換えを起

こし、 細胞質中に組換え線状プラ スミドを生成する と予想される。 予想される相同組換

えのモデルをri g. 5 -8に示した。

5 -3 - 2 生体内組換え線状プラスミドの検出

組換えプラスミド pKTF951 及び pKTF952 が、 それぞれ相同組換えによりキラープ

ラスミド pGKLl のキラー毒素コード領域である ORF2に組み込まれ、 新たな線状プラ

スミドが形 成されたかを碓認した。 得られた それぞれ の形質転換休から忠良状プラスミド

を抽出し、 アガロースゲル電気泳動及びサザン解析を行った。

pKTr951 の場合、 予想される組換え線状プラスミドのサイズは、 8874 bp の pGKLl

とほとんど変わらず、 バンドが重なりあうた め、 組換 え線状プラ スミドが形成されたか

どうか電気泳動では保認できなかった。 GA J プローブと LEU2 プロープを) I Jいたサザン

解析の結果より、 pGKLl とほぼ同じ位置にバンドが検出され、 新たな線状プラスミドの

形成を確認した。 こ の組換え線状プラスミドを pNS951 とした (Fig. 5-9)0 pKTf952 

を用いた場合、 電気泳動により pGKLl のバンドの他に、 pGKLl より 200 bp 大きな

目的のバンドが検山され、 新たな総状DN^ プラスミドの形成を確認した。 この組換え線

状プラスミドをpNS952とした(Fi g. 5 - 10)。 さらに GI1 J プロープと LEU2 プロー

プを用いたサザン解析によってもそ の形成を硲認した。

以上の結果より、 pKTF951 及び pKTF952 の導入により得られた形質転換体は、 野生

町の pGKLlと組換えプラスミド ( pNS951あるいは pNS952 )の両方を保持している

もの と考察した。
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また、 pKTr951 及びpKTr952両形質転換体において LEU2 プロープを用いた場合、

組株及び形質転換体と も染色体の位前にもバンドが検出された。 これは宿主の染色体上

に存在する lc 112泣伝子に起閃するものとィラ祭した。 また、 形質転換体のうち、 G^I プ

ローブ、 LEU2 プローブともに組換え総状プラスミドのバンドは検出されず、 染色体の位

置にバンドが検出される株の出現がf確認された。 ただし、 LEU2 プロープでは親株の

FI02-2 より濃いバンドが検山された ( Fig. 5-9， lane4 and fig. 5-10， lane4 

)。 このことから、 pKTr951 及びpKTr952 による形質転換により、 染色体上に GAI 

の cDN^と LEU2 遺伝子が組込まれた形質転換休が出現するものと考察した。 これは

制限酵素で切断されなかった環状のままの pKTF951 と pKTf952 が、 そのl十lに存在す

る LEU2 遺伝子マーカーで染色体上の leu2 遺伝子座と組換えを起こしたものと考察し

た。

5 - 3 - 3 形質転換休の pGKLl のキユアリング

pKTr951 及びpKTf952導入により取得した形質転換体はともに、 GAIの分泌が少な

く、 培養3日問ではハローの検出は出来なかった。 そのため、 一週間培養を行い、 ハロー

検定を行ったが、 ごく小さなハローしか形成されなかった。 また、 GAl の分泌が確認さ

れた両形質転換体においてキラー検定を行った結果、 元事長であるf.102-2と同校にキラー

毒素を分泌し、 キラー感受性酵母-の生育阻止帯を形成した。 このことと 532 の結-*

から、 阿形質転換体はキラー毒素 と G^I の 2程郊のタンパク質を分泌し、 生体内来rl換

えプラスミドである pNS951あるいは pNS952の他にPF生lliのキラープラスミドである

pGKL1 が存在していることを硲認、した。 そこで、 形質転換体に存在する野生型のキラー

プラスミド pGKLl を除くことにより、 組換え線状プラスミドのコピー数を地力11できる

ものと考察した。 G^I の分泌量を増加させることを目的に、 キラープラスミド pGKLl 

のキュアリングを行:った。

栄養要求tl:選択マーカーであるロイシンの欠乏状態で継代土庁養することによりキラー

毒素を分泌せず G^l のみを分泌する株 ( pGKLJ を欠失し、 組換え線状プラスミド

pNS951 及び pNS952 のみを保持する株) の取得を行った。 継代培養後、 キラー検定
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及びハローアッセイを行った結果、 pKTF951 及び pKTr952同形質転換体ともその周り

に感受性菌の生育阻止帯は形成されず、 ハローの形成のみが検山された。 このことから、

キラー活性は失なわれ、GAI のみが分泌されていることを確認した。 また、 それぞれの

株より紋状プラスミドを.]:IJI出し、GAI プロープ及び LEU2 プロー プを用いてサザン解析

を行い、 組換えプラスミド が保持されていることを確認した。 これらの株は約 10 同の

継代培養で容易に取得できた。

5-3-4 pGKL1 キュアリング株の解析

継代培養により取得したキラー毒素を分泌せず、GAI のみを分泌するようになった

pKTF951 及び pKTF952の形質転換体について、 ハローアッセイによりグルコアミラー

ゼ活性を検討した。 両形質転換体とも一週間培養を行い、 ハローの検定を行った。 その

結果をFig. 5-11 に示した。 対照として用いた親株のF102-2には、 ハローは形成さ

れなかったが、 pKTF951 の形質転換体では、 菌体周辺に微弱なハローが形成された。 こ

れに対し、 pKTF952 の形質転換体では、 より明確なハローの形成 が確認された。 これ は

pKTF952の方がpKTF951 よりそのプロモーター活性が強いためであると考察した。

両形質転換体から調製した粗酵素についてGAI のポリクローナル抗体によるウエスタ

ン解析を行った。 バンド濃度の比較から、 pKTF952の形質転換株 の方が pKTr951 の形

質転換株よりGAI分泌量が多く、 pGKL2のORF5 のプロモーターが、 pGKLl のORF2

のプロモーターと比較してプロモーター活性が強く、 異種遺伝子の発現にはイf効である

と考察した (F i g. 5 - 12)。

また、 それぞれの形質転換体の培養上清巾のGAI活性を測定したo pNS952のみを保

持する株の方が、 pNS951 のみを保持する株より、 約2. 6倍高いGAI活性を示し、 ウ

エスタン解析の結果と一致するものであった。 しかしな がら、 pGKLl のキュアリングに

よるグルコアミラーゼ活性の上昇はみられず、 その活性はハローアッセイで示されたがj

来と対応していた。

さら に、 pNS952 のみを保持した株の非選択圧条件下における組換えプラスミドの安

定性について検討した。 その結果、 対照として用いたYEp 型プラスミドは非選択圧条件
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下の継代培養において急速に脱渋するのに対し、 pNS952 は栄主主要求性による選択をか

けることなく安定に宿主細胞rj]に保持されることが示された (Pig. 5-13)。

5-3-5 pGKL1-0 RF4 及び pGKL1-0RF3導入形質転換休

まず、 キラー感受性酵母 ß511-4C に YlpJITt1 を導入した。 導入の際、 YlpIlT4 の

UR!l3 遺伝子内に存在する Apa 1 部位で切断して用いた。 この線状化したプラスミドを

エレクトロポレーション法により導入し、 histidine-free SD 培地で形質転換体を選

出した。 得られた形質転換休を炭素源がガラクトースである培地にレプリカし、 増殖で

きない株を選出した。 この株を宿主として、 さらに YEp51-R3 を同機に導入し、 ORP4

及び ORF3 遺伝子を導入した形質転換体を取得した。 これらの形質転 換体のうち炭素源

がガラクト ースである培地において増殖能を回復した 株を取得した。 しかし 、 その形質

転換休取得の確率は非常に低かった。

5 -3 - 6 プラスミドYEp51-R3 の安定性

pGKL1-0RF4及び pGKL1-0RF3遺伝子をともに導入した形質転換休を、 ガラクトース

を炭素源とする非選択圧 条件下 で継代培養した。 プラスミド保持の確認、は形 質転換体の

栄養要 求性相補の表現型により行った。 その結果、 5 回の継代培養においてもロイシン

要求性を相補したことから、 プラスミド YEp51-R3を安定に保持しているものと考察し

た(Fig. 5-14)。
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5 - 4 考察

木研究では、 i刀 vivo の追伝子組換えにより、 キラープラスミドpGKLl のキラー毒

素コード領域である ORF2 に外来遺伝子を導入し、 s. cθrevisiae を宿主として細胞

質で異種タンパク質を発現、 分泌させることに成功し、 線状 キラープラスミドの異種遺

伝子発現ベクターとしての可能性を示した。 また、 毒素発現 ・ 耐性という酵母のキラー

形質を利用して、 非選択圧条件下においても多コピーで安定に保持されるベクタ一系の

構築を行った。

酵母細胞質中で黒麹菌のグルコアミラーゼ遺伝子を発現するための組換えプラスミド

pKT!7951及びpKTF952の i n v i vo 遺伝子組換えにより、 それぞれ目的とする生体内

組換え線状プラスミドpNS951及びpNS952を有する形質転換体を得ることができた。

それらの予想されるベクターとpGKL1との相同組換えの様式をFig. 5-8に模式的に

示した。 組み換えプラスミドを切断、 線状化した断片上の LEU2 遺伝子の上流領域と

GA 1 の cDNA の下流領域は、 それぞれ pGKL1 の ORF2の上流領域と下流領域及び、

ORF3 :i宣伝子の一部を合んでいる。 この相同領域において相同組換えが起こり、 pGKLl

の 0](F2キラー毒素コード領域に、 LEU2 遺伝子と GAI の cDNAが共に導入される。

しかし、 これらの形質転換体に対する、 GAI プロープ、 LEU2 プロープをmいたサザン

解析の結果、 染色体の位置にバンドが検出される形質転換体が符られた。 これは制限両手

素で切断されなかった環状のままの pKTF951 あるいは pKTF952 がその巾に存在する

LEU2 迫伝子マーカーで、 宿主染色体上の 1e u2 遺伝子座と相同組換えを起こし、 正常

に機能しなかった染色体上の leu2 遺伝子が修復され、LEU-I 形質転換体がIU 現したの

ではないかと考察した。 染色体に導入された LEU-ト 形質転換休の，'11現頻度は、来Jl換え線

状プラスミドを有したL EU+ 形質転換体のおよそ1/10----1/20であった。 導入するベク

ターのflilj限酵素 による切断の効 率 により、 その頻度は左右される の ではない かとィ号えら

れる。 また、 このような組込みの可能性を完全になくすためには、 染色体上の LEU2 遺

伝子の配列が完全に欠失した株(I1LEU2 )を宿主として用いる必要がある。

得られた形質転換体は好生型のキラープラスミド pGKL1 とおl換え線状プラスミドを
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保持していることが、 形質転換体の総状プラスミドのアガロースゲル電気泳動及び、 キ

ラー検定により明らかとなった。 これらの形質転換体はロイシン欠乏状態で継代府益を

繰り返すことにより、 pGKLl をキユアリングし、 容易に組換え線状プラスミドのみを保

持させることができた。 しかしながら、 pGKLl キュアリングによる GAI 情性の違いは

認められなかった。

また、 pKTF952 を用いた方が pKTF951 より活性が高かったことから、 プロモーター

の検討により改良の余地があると思われる。pGKL プラスミド上のプロモーターについて

はSchickelらによって解析されている(90)o

現在まで pGKL プラスミドを 利用して異種遺伝子を発現させる試みがいくつかなされ

ているが、 発現量とその AT の割合が関係している可能性 も 示唆されているo pGKLl・

ORF2、 pGKL2-0RF5 の AT の含量がそれぞれ 70.1%、 72.別 であり、 効率よく発現し

た BciJJus megatherium の g 1 u s c 0 s e d e h y d r 0 g e n a s e ( gd h A ) (90)、 E. co 1 i の

aminoglycoside phosphotranaferase ( aph ) (83) はそれぞれAT 61. 2%、 56.3も で

あ るのに対 して、 Streptomyces rubiginosus の x y 1 0 s e i s 0 m e r a s e ( xy 1 J1 ) (9 1 ) 

はその発現量が低くAT の含量が28. 8% であった。 本研究で用いたGAI遺伝子もその

AT の含量が42.3% と低く、 その発現量に影響する可能性が示唆された。

一方、 酵母のキラー形質を利用して、 プラスミドを安定保持するシステムの術築を行つ

た。 本研究では、 まず、 毒素本体である yサブユニットをコードする pGKLl Ol� F 4 を

相同組換えにより宿主染色体上に安定に組込み、 次にその毒素耐性囚子をコードする

pGKLl- ORF3 を多コピー型プラスミドで導入した。 これは桁主白身のキラー形質を利) 11 

して、 自己選択圧をかけ、 プラスミドを安定に保持させる も のである (Fig. 5-2)。 し

かしながら、 形質転換体の取得率が低く、 キラー感受性隣母のみ にしか利川できないと

いった不利な点 も 残さ れている。 また、 異種法伝子導入による発現の硲認、 プラスミド

のコピー数等の 検討 も 必要である。 このシステムでは pGKLI-0RF3 も ORF4 も同じ

GJ1 L 10 プロモーターを用いているが、 これらの二つのプロモーターの弧さを変えること

で、 YEp型プラスミドのコピー数を増加させることは可能であると考えられる。
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本研究では、 キラ�M{手が保持する細胞質性線状キラープラスミド及びそのキラー形

質を利用することにより、 酵母 Saccharomyccs ccrcvisiac を宿主とした異種法伝子

発現のベクタ一系の構築を試みた。

まず、 キラー酵母 KJuyvcromyces Jactis の細胞質性線状キラープラスミドを利用

することにより、 S. c e r c v i s i a e を宿主として、 細胞質で外来異種タンパク質を発現、

分泌させることに成功した。 本研究では外来タンパク質として黒麹菌 !lspergiJlus 

awamori var. kawachi のグルコアミラーゼを斤jいた。 in v i vo の遺伝子組換えによ

り構築したpNS951及びpNS952は細胞質中に安定に存在したが、 その外来遺伝子発現

効率は低いものであった。

一方、 キラー形質を利用することにより、 YEp 型ベクターを安定に保持できる可能性

を示したが、 コピー数の検討'及び、 形質転換体取得の効率化等の問題が残っている。

本章では、 線状キラープラスミ ド及び、 その性質を利用して新たなベクタ一系の構築

を行った。
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(A) Agarose gel electrophoresis gel was stained with ethidium bromide. 
The hybridizations were performed with GAl gene (B) and LEU2 gene (C) as probes. 
Lanel，入/HindIII; lane2， parental strain FI02-2; lane3， FI02-2 transformed with 
pKTF951 secreting GAI; lane3， FI02-2 transfo口ned with pKTF951 unsecreting GAI. 
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Fig.5・11. Secretion of glucoamylase 1 from a transformant 
harboring recombinant linear plasmid pNS951 or pNS952 
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終 章

酵母 Saccharomyces ccrevisiac は発静隙迭における主要な微生物であり、 泣伝的

育種による 新規機能酵母の開発や異種遺伝子 発現のため の宿主として の開発は、 基礎微

生物学の進展に寄与するだけでなく、 産業上においても重要な課題である。 また、 遺伝

的解=析により得られる分化や代謝制御機構の知見は広く高等生物にも普遍化 できるもの

である。 本研究は有用菌株交配育成に必須な 性的分化機構の新規なメカニズムの解明及

び、 安定な異種遺伝子発現に有効な新手法の:tì1J Wを行ったものである。

まず、 新 規な生活環である遅延性ホモタリズムの起因解明を行った。 当研究室の保存

菌株 の生活環を検討した際、 S. c c r e v i s i a e wy 2 株がホモタリズムとヘテロタリズムの

中間の性質を示すことが明らかとなったo wy2株はその四分子において mater non­

ma l e r が2: 2 に正規分離し、 mater 細胞は継代培養の繰り返しによってはじめて向

己二倍体化を起こし、 胞子を形成することから “遅延性ホモタリズム" と名づけられた。

この wy2 mater 細胞に見られる遅延性ホモタリズム現象は、 その後の四分子にも見ら

れること及び、 wy2 mater 株と ho 株との交雑株の四分子解析においても正常なホモタ

リズムの表現型を示す細胞が出現しなかったことから、 JIO 遺伝子の発現を Trans に制

御する遺伝子群は正 常に存在しているものと考察された。

この結果を受け、 第1 章において、 まず、 wy2 mater 細胞に正常'な JIO Jil伝子を導

入した。 その結果、 正常なホモタリズムの表現型を示し、 再子� [手の接令型及び 、 その変換

に関与している MI1 T、 IIML、 I/MR 遺伝子座は正常に存在していることをゆjらかにした。

次に、 酵母接合型変換の開始点となる 1/0 遺伝子をクローニングし、 その庖基配列を決

定した。 また、 接合型の変換を起こさないヘテロタリズム株CG379 の )Jo 遺伝子につ

いても同様に、 その塩基配列を決定した。 1986年に Russe 11 らが報竹した 110 遺伝

子の塩基配列(41)との比較の結果、 アミノ酸レベルで wy21IO において三つ、 ho におい

て四つの変異が存在し、 どちらにおいても共通に 475番日の lIis がLeu へと変異し

ていることを明らかにした。 また、 wy2IlO においては Tr p29 2 がTAG amber codon へ
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と変異していること、ho においては、 酵母に存在するエンドヌクレアーゼに存在する保

存領域内のアミノ酸 ( G 1 y223 ) が変異していることを明らかにした。 さらに、 wy2//0 

及び、 ho 遺伝子において硲認された変異アミノ酸を正常な 110 遺伝子で相同組換えに

より相補 した。 その結果 、 どち らも正 常 なホモタリズム の表現 型 を示 し、 1 /0 泣伝子の上

流に存在する発現制御領域は正常に存在することを明らかにした。 以上の結果か ら、 wy2

matcr 株が示す遅延性ホモタリズム現象及びCG379 株が示すヘテロタリズム現象は、

それぞのIIOのアミノ変異に起因していることを明らかにした。

第2章において、 第1章で明らかにした wy21I0及びho のアミノ酸変異のうち、

それぞれの生活環を規定しているアミノ酸を特定した。 IIO、 wy2 JIO、 ho それぞれの遺伝

子内に共通に存在する制限酵素部位を利用して、 様々なIIO遺伝子の組換え体を構築し、

ヘテロタリズム株に導入することでその表現型を検討した。 その結果、 wy2 mater 株に

おいては wy2 HO内の TAGamber mutation でサプレッションが起こり、 正常に翻訳さ

れるよ うになるものと考察した。 また、 その際発現するエンドヌクレアーゼはDNA結合

に関与するアミノ限 lIis475 の変異のため、 その活性が低下しているものと考察した。

大腸菌 E. C 01 j での HO エンドヌクレアーゼの発現及び、 その切断活性が

Ko s t r i k e n らによって報告されている(92， 93) 0 w y 2 lIO及び様々な 110 遺伝子の発現によ

りそれらの切断活性の比較を行うことで 、 それぞれの変異アミノ般の 110 の機能への彩

響が明らかになると考えら れる。 しかしながら、 MAT 座の切断には 110 以外の

cofactol・ の関与も報告されており(94)、 in �/i tro での布十円は低いものと考えられる。

また、 110 追伝子 については、 技々と同じ!時期に Mciron らによってその庖基配列が

決定された。 彼らの報告によ るとlIis川 のH住ーの変異によ り、 ho は不活性化している

とされている(45)。 しかしながら、 遅延はするが性転換現象を示す(つまり、110前性は

保持している ) wy2 mater 株の no にも共通の変異が存在することから、 彼らの報

告と矛 盾 することとなる。 以上のことからsite - dierct cdmutagenesis i去を川い、 部

位特異的変異導入により、110 活性にcritical なアミノ酸を決定した。 その結果、 第

1牢で明らかとなったエンドヌクレアーゼの保存領域内のアミノ限C 1 Y 22 3 が110 の前
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性に必須であることを明らかにした。

酵母に存在するエンドヌクレアーゼは、 いずれもグループ1 イントロンがコードする

DNA エンドヌクレアーゼと高い相向性をもっ保存配列 ( 12アミノ酸残基のクラスター

からな り、 LAGLIDADG モチーフとよばれる)を二個所に組み込んで いる。 この構造/機

能モチーフはDNA二重鎖切断の触媒部位として働き、 inlron homingに直媛関与する。

また、 1990 年に発見され、 現在まで 36 の例が報告されているタンパク質のスプライ

シングにおいて(95， 96， 97)、 切り出される i n l e i n のうちエンドヌクレアーゼ活性をもっ

タンパク質においても、 これらの配列が存在 し、 その活性に必須であることが明らかと

なっている。 これらの配列を保持している DNA エンドヌクレアーゼは gene homing 

endonuclease (遺伝子導入エンドヌクレアーゼ ) ファミリーと総称されている。 プ

ロテイン スプラ イシングが最初に報告 さ れた の は 、 酵母の液胞膜プロト ン輸送性

ATPase (vacuolar membrane ATPase; V-ATPase ) の分子量70 kDa の触媒サプユ

ニットの遺伝子 VMAlで、 その in t e i n はVDE ( VMA 1 - d e r ì v e d e n do n u c 1 e s e )と

よばれる。 酵母の lIO 遺伝子はこの VDE 因子を起源、にしていると Keeling らは報告

しており側、 また、 同様な推定は、VDE と no エンドヌクレアーゼの基質切断認識塩

基の特異性の比較からも支持されている(99)。 このことからも、 IIO 内に存在する保存領

域はその活性に必須であると考えられる。

第3章において wy2mater 細胞で起こると考えられるナンセンスサプレ ッションに

ついて解析した。 当研究室において酵母での発現・ 分泌系が確立している:，V，麹閣グルコ

アミラーゼ 1 ( GAI ) の遺伝子内に変異プライマーを用いて TAG ambcr mulaliol1 

を導入し、 その発現について検討した。 この変異型GAI の wy2maler 細胞における発

現から、 弱いながらもナンセンスサプレッシヨンが起こっていることを実験的に証明し

た。 また、 wy2IIO 遺伝子の TAG amber codon を、 ナンセンスサプレッションで TAG

の代わりに挿入される可能性のあるアミノ酸へ部位特異的変異導入により変換し、 その

特定を試みたが、 特定まで は至らな かった。 しかし、 その結果、 正常型のTrp以外に、

Tyr 、 Gln、 Leu、 Ser が挿入する可能性を示した。 また、 TAG amber codon に何人さ
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れるアミノ酸によってその活性が影響をうけることか ら、 このサフレッションの形式も

遅延性ホモタリズム現象の表現在1に関与していること を示唆した 。 酵母のナンセンスサ

プレッションには tRNA の変異が 関与する c odon-spccific なサプレッションと、

codon-nonspccific なオムニポテントサプレツションカf考えられ、 また、 Psi I凶f、

allosuppressor 等の関与も考えられる(l 0 0 . l 03) 0 w y 2 m a t e r 細胞においては、 労J半の

低いナンセンスサプレッションとその際 TAG に怖入されるアミノ酸の種類によって HO

のエンドヌクレアーゼとしての機能発現の 効率とその活性に影響を及ぼし、 性転換が遅

れる可能性が示唆された。 サプレッサーの特定により wy2 mater 株において起こるサ

プレッションのメカニズムを明らかにする必要がある。

以上の結果から、 ( 1 )遅延性ホモタリズム現象は wy2 mater 細胞の110遺伝子内

の変異に起因していること、 ( 2 ) その アミノ酸変異のうち、 292 番Hの Trp が

TAG amber codon へナンセンス変異が生じていること、 そして、 その TAG amber 

codon において効率の低いサプレッションが生じること、 ( 3 ) ナンセンスサプレツ

ションが生じた結果、 翻訳された HOはDNA結合に関与するlIis47S の変異によりその

活性の低下が生じていることが明らかになった。 つまり、 wy21I0 遺伝子においてナンセ

ンスサプレッションが生じること、 その際翻訳される IIO の活性を低下させるアミノ般

変異 ( DNA結合に関与するIlis47S の変異、 さらにサプレッションによってHi入される

アミノ酸の種類によってもIlOとしての機能低下を生じる可能性が考えられる)によっ

て wy2IlO は 110 として十分に機能していないことが明らかになった。 以上の安凶によ

り、 遅延性ホモタリズム現象においては継代府主を繰り返すことで遅れてILI己1伶体化

細胞が出現するものと考察した。

一方、 性転換をと!三起しないヘテロタリズム酵母においては、 ho に存在する似存飢域内

のアミノ酸 G 1 Y 
223 が変異することにより、 エンドヌクレアーゼ前性が失われているこ

とを明らかにした。

第4 ít1において日現く倍数性酵母の異積遺伝子発現の桁主としてのイf効性を検討した。

当研究室において降立された)J包子発芽11寺の熱処浬法により、 同1'1の二倍体、 P4 似体といっ
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た高次倍数性醇母を容易に取得で きる。 本法は栄養要求性などの選択のための泣伝マー

カーを必要とせず、 接合能を有する供数性酵母を造成できる。 こ のことから、 この高次

倍数休造成による有用酵母の育種法は、 応用価値が高く、 産業上の有効な下段の Jつで

ある。 本研究において造成した高次f者数体はGAI 遺伝子導入による発現品・の検討から異

程遺伝子発現の宿主 と しての有効性を 示 した。 造成した 高 次倍数体を 宿主として YE p 剖

プラスミドにより GAI 遺伝子 を 導入した場合 、 倍数性の 増加! とと も に GA I前性 が上昇

した。 しかしながら、 6 配列を利用した染色体組込み型プラスミド pSAK068 による導

入においては有為な活性の上昇は確認されなかったo pSAKOG8 は酵ほ染色体上に 80 コ

ピー以上存在するというる配列において、 相同組換えにより多コピーで目的遺伝子を導

入する こ と を 目的 に構築されたものであ る。 し かし 、 実際 は一度 の 形質転換 におい て は

一 個所 にし か導入されず、 その有効性は認 め られていない。 ま た 、 その理由 につ いては、

現在 のとこ ろ 明 らか にされていな い。 染色体 に 目的遺 伝 子を 相同組換 えで導 入する場合

1 コピ ーで導入される こ と はむ し ろま れで、 一度 に数 コピ ー タンデム に導入さ れるこ と

が報告されているが、 pSAK068 が構築された 目 的 は果たせていなし E。 高次倍数体にお い

ては 、 遺伝子導入のた めの相同配 列が増加すること から、 染色体導入プ ラス ミ ドの宿土

としての 有効性が期待 された。 しかし、 以 前 の結果同検 、 一本の 染色体上 にし か法伝子

導入が確認されず、 その効果は改善されなかった。 そこで、 ?Jii次倍数休造成の刻株に

GA 1 遺伝子を導入し、 宿主の倍数体化 に伴 い 、 日 的 遺伝 子を 地Ilf@させることを 試みた。

その 結果 、 倍数性の土台加 に伴 い GAI 活性 を 上 昇させるこ と に成功 した。 こ の こ とから 、

高次倍数体造成に用いる親株のG AI 遺 伝子量 を 増加させることにより 、 その 親株か らjfi

成した高次倍数体の活性を増加できるものと考察したo pSAK068 を異種泣伝子発刻のベ

クタ ーとし て 用 いた 場合 、 交雑と 四分子分離 に より 抜 数の染色体 に 日的泣伝子 を導入 し

た 一 倍体細胞を 取得できる。 この方法 を組み合わ せて 最大で5 本の 染色 体仁に G A 1 )宣

伝子を導入した一倍体細胞を造成した。 その結果、 一本の染色体にのみにGAI遺伝子が

導入した株 と 比較 し、 約 G 倍 の 活性上昇 を確認 し た。 ま た、 一本 より も二本 、 二本 より

も三本の染色体にGAI遺伝子が導入した親株から造成した向次情数体は、 倍数性のl二昇
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に伴 う 遺伝子量の哨加に伴って GAI 活性の上昇 を 示した。

pSAK06 8 に存在する 6 配列は酵母のレトロトランスポゾン Ty の一部である。 Ty

の転写は細胞型によって制御され(104) 、 篠令能をもっ a あるいは α の一倍体細胞では

接合能をもたない二倍体細胞に比べてTyのRNAレベルは約20倍高い。 また、 Tyは、

ゲノム中を動き回る こ とによって宿主の遺伝子発現に多大な影響を及ぼし得る。 ある遺

伝子の 5' 隣接領域に Ty が転移した場合などでは、 転写の活性化が起こり得ることが

ある(l05)。 しかし、 その場合も接合能をもっ一倍体でしか維持されない。 この Ty の性

質に由来して外来遺伝子を 6配列を利用して染色体に導入した場令、 その発現レベルは

二倍体細胞において極めて低い(57)。 これは る 配列の haploid-specific な転写に起

因すると 考え られている (106 . 107)。

以上の結果 か ら 、 pSAK06 8 を発現 ベクターとして用 い る こ とにより、 目的遺伝子 を 異

なる 染色体上に保持 し た様 々 な 形質転換体が 取得できる 。 さ らに 、 これ ら形 質転換休の

交雑 を 繰り 返すことで 目的遺伝子 を 複数の染色体上に 保持 した一 倍体 細胞を 取得す る こ

とができた。 また、 以上のようにして構築した一倍休株を親株として接合能を有する高

次倍数体化を行うことで、 Ty の性質に由来する hetcrozygous な約数体に及ぼす発現

レベルの影響とは関係なく、 倍数性噌加に伴う導入遺伝子の増幅により日的タンパク質

の高発現を可能にした。

第5章において、 キラー酵母に存在する線状プラスミド及び、 そのキラー形質を利則

した異種遺伝子発現のための新たなベクタ一系の構築を行っ た。 Klllyvcromyccs

lactis IF01267 より発見 された 2 つの線状 DNA プラスミド 、 pG KL1 及びpGKL2

は、 染色体や環状 DNA プラスミドと異なり絞内ではなく細胞質'-11に存在し、 細胞質で

複製 、 11伝写 されるという 独自 の泣伝子発現機構 を 布 している。 こ れら は 、 細 胞融令 や 形

質転換によりSaccharomyccs 属などの異種目手ほに導入でき、 それらの細胞質'i 1でもf� îlt 

的に複製することができる。 線状DNA は、 環状DNAと比較して調棋が耐難であり、 大

腸菌で増殖する こ ともできないので、 ベクターとしての利用を考えたi場合不利である。

しかし、 pGKL プラスミドは、 細胞あたり 100 コピー程度存在しており、 しかも選択圧
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のない条件で安定に保持されること及び、 桁主域が広いことなどから、 異種遺伝T発現

のベクターとしての利用が検討されてきた。

1989年に、 Kampcr らが絞泣伝子マーカー LEU2をpGKL 1に導入し、II�写系の異な

る細胞質での発現に成功した。 この結果を受けて、pGKLプラスミドを発現ベクターとし

て利)-11する道が示された。 本研究では、 i n v j vo の遺伝子組換えにより、pGKL1 のキ

ラー毒素コード領域である ORF2に GAI 遺伝子を導入し、 S. c e r e v i s j a e を布主とし

て、 細胞質でグルコアミラーゼを発現、 分泌させるこ とに成功し た。 本研究において構

築した組換えプラスミド pKTF951 及び pKTF952 による形質転換体は、 生体内組換え

プラスミドの他に野生型の pGKLプラスミドを保持していることが明らかになった。 そ

こで、 形質転換体をロイシンを含まない選択培地で継代培養するとで、 GAl活性を有し、

キラー活性だけを失った株、 つまり、 野生型の pGKL1 を脱落させ、 組換えプラスミド

のみを保持する株を取得した。 しかしながら、 活性の増加は認め られなかった。 また、

pGKLプラスミドのうちプロモーター 活性が高いうちの一つである pGKL2 の UCS5を

プロモータ ーとして用いた場合においても、 大きな効果は認められなかった 。 異種遺伝

子の発現効率に、 用いる遺伝子の AT の含量が関与することも示唆されており、 総状プ

ラスミドをベクターをして用いるには解決しなければならない問題が残されている。

一 方 、 キラー毒素 発現分泌 ・ 毒素耐性といったキラー形質は、pGKL プラスミドによっ

て宿主細胞 に付与され、 その全塩基配列は既に決定されている。 毒素タンパ ク質本体を

コードしている pGKL1-0RF4 のみを発現させることにより、 yタンパク質は的体内に蓄

積し、 宿主細胞の増殖を阻害するopGKL1-0RF3 がコードする存素耐性閃子を同時に発

現させることで増殖を回復できるものと推察し、 こ れらのキラー形質を利用して YEp出

ベクターの安定保持のシステムを構築した。 栄養要求性相ネIIìの表現出から、 YEp 別ベク

ターを安定に保持しているものと考察したが、 形質転換イ本の取得効率の低さや、 プラス

、ドのコピー数、 異種遺伝子の発現効率等、 検討しなければならない問題が残されたG

今日の酵母研究は、 基礎生物としての興味に加えて、 実用酵母育種等のバイオテクノ

ロジーへの応用であり、 生物としての基礎的知見の苔杭と、 その蓄積をもと に応用研究
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が発展している。

本研究では、 従来その存在が知られていなかった新規な生活環である遅延性ホモタリ

ズム現象を分子レベルで解明し、 また、 笑用酵母育種の観点から、 異花jS伝子発。lのた

めの有用酵母の育種を行った。
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