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　　 High 　transformation 　e備 ciency 　was 　obtained 　by　an 　improvement 　of 　transformation 　procedures
in　Aspergitlus　oryzae

・．　 When 　Yatalasc　was 　used 　as　the 　protoplasting　enzyme 　and 　the 　resultant 　pro
−

toplasts 　were 　stored 　at　5° C 　forユd，　the 　er温ciency 　oftransforrnation 　using 　integration　vectQrs 　showed

increases　of 　4，8一負）ld　in　A ．　 orvzae 　argB
−

and 　11−fold　in　11 ，0ワzα 8 痂 ヱ）
一
，compared 　to　the 　usual 　method

（Novozym 　234　and 　CELLULASE 　R −10were 　used 　as 　the　protoplasting　enzymes ，　and 　the 　resultant

competent 　cells 　were 　transformed 　immediately ）．　 The 　e 飾ciency 　of 　transforrnat めn 　using 　plasmid

（AMAI ）vectors 　showed 　increases　of 　5．6−fold　in ．4．　 orlzae 　argB
−

and 　4．2−fold　in∠L　 orJzae η如ヱ）
一
，

compared 　to 　the 　usuai 　method ．

［Key 　words ：　A ．　 oryzae ，　high　transformation 　e 册 ciency
，
　Yatalase】

　麹菌 （AsPergillus　or
コ

zae ）は 各種有用 酵素を 多種大量 に 生

産 し，発酵産業 に と っ て 非常 に 重要な微生物 で あ る．こ

の よ うな産業上 の 重要性 か ら，麹菌 の 遺伝子 工 学的な手

法 を 用 い た 育種方 法 が 開発 され た ．1・2）こ れ に よ り麹菌 の

生産す る有用酵素の 遺伝子が種 々 ク 卩 一＝ ン グ され，麹

菌に 多 コ ピ ー導入 す る こ とに よ っ て，目的 の 酵素 を 大量

に 生 産 す る こ と が 可 能 とな っ た．3一η ま た ，麹菌 は 菌体

外へ の タ ソ パ ク 質 の 分泌能 が 高 い こ とに よ り，異種生物

由来 の 有用 タ ソ パ ク 質 の 生産 の た め の 宿主 と して も期待

され て い る．8−11 ）

　麹菌 の 形質転換法 と し て は 通常 ，プ ロ ト プ ラ ス トー

PEG 法
12）が 用 い られ て い る が ，　 AsPergitlus　niger ，i3）AsPer−

gillus　nidulansi4 ）で は 最近，プ ロ ト プ ラ ス トを 経 由せ ず に

発芽胞子 に エ レ ク ト 卩 ボ レ ーシ
ョ

ソ で 直接 DNA を導入

する方法が報告され た．形質転換効率は従来法 と同程度

＊

連絡先．Correspondingauth 〔vr．

で あり，麹菌に お い て も適用可 能 で あ る と考え られ る ．

通常 の 形質転換法 で は ，麹菌 の 形質転換 に は 組込 み 型 の

ベ ク タ
ーが 用 い られ ，効 率は 良 くて も 1 μgDNA あた り

数 個 と形質転 換頻度 は か な り低 い ．しか しな が ら染色体

に 組込 まれ た DNA は体細胞分裂を繰 り返 し て も，脱落

す る こ となく形質転換株 の 性質 は きわ め て 安定 で ，実用

菌株 の 育種 に は 大 ぎな利点 で あ る ．

　最近 ，A ．　 nidulans か ら染色体外 で 自律複製す る DNA

断片が 単離され ， こ の AMAI （Autonomously　maintained

in　AsPergillus）配列を 持つ ベ ク タ
ー

は ，糸状菌の 細胞内 で

プ ラ ス ミ ド の 状態 で 存在 で きる こ と が 明 ら か とな っ

た ．15）前報で こ の ベ ク タ ーを 利用 して 麹菌 の 形質転換 を

行 うと，組込 み 型 の ベ ク タ
ー

に 比 べ て 形 質転換効 率 が

100倍以上上昇 し，細胞 内で もプ ラ ス ミ ドの 状態 で 存在

し得る の で ，形質転換株 か らプ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー

を容易

に 回 収 で き る こ とを報告 した ．15 ＞また ，こ の AMA1 配列

を 持 つ プ ラ ス ミ ドを利用 し て ，麹菌 内で 働 くA ．niger
，
・A ．
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oryzae 由来 の 強力な プ ロ モ ータ ーの 取得が ，
シ

ョ ッ トガ

ン ク ロ
ー

ニ ン グ に よ り可能である こ と を報告 した．圦 且8）

　そ こ で 今回，通常 の プ ロ ト プ ラ ス トーPEG 法に よ る形

質転換 に お い て ，組込 み 型，プ ラ ス ミ ド型の 両 ベ ク タ ー

で，麹菌の 形質転換頻度 の 向上を試 み た．頻度の 改良を

行 うこ と に よ り，宿主 と して の有用性が高い 麹菌 に お け

る実用株 の 造成 が 効率良 く行 い 得る と考え られ る．

実　験　方　法

　 使用菌株お よび培地　　A ．・r“zae の argB 変異株 （ATCC

96995）は ，前報 且6）の もの を使用 した ．

　 A．orPtzae の niaD 変 異 株 に つ い て は ，　 RJB40 由来で
，

国税庁醸造研究所 との 共 同研究 で 用 い て い る宿主を使用

した．19）

　 両変異株 の プ ロ ト ブ ラ ス ト調製用 の 培養 に は ，Dex −

trin−Peptone （DP ）（2 ％ デ キ ス ト リ ン ， 1％ ポ リペ ブ ト

ン ，0．5％ リ ソ 酸 1 カ リ ウ ム
， 0．1％硝酸 ナ ト リ ウ ム ，

0，05％硫酸 マ グ ネ シ ウ ム ）を使用 した．

　 形質転換株を ス ク リ
ー

ニ ソ グ す る 培 地 は ，Czapek−

Dox （CD ）（2 ％ デ キ ス ト リ ソ
，
　 O．3％硝酸 ナ ト リ ウ ム

，

0，2％塩化 カ リ ウ ム ，O．1％ リン 酸 1 カ リ ウ ム ，0．05％硫

酸 マ グ ネ シ ウ ム ，0．002％硫酸第 1 鉄）に L5 ％寒天 とス

タ ビ ラ イ ザ
ー

と して O．8Mig 化 ナ ト リ ウ ム を 加え た も

の を 使用 し た ．

　 プ ロ トブ ラ ス トの 再生率を測定す る培地 に は ，0．2％
酵母 エ キ ス

， 0．8M 塩化 ナ ト リ ウ ム と 1、5％寒天 を 含 む

CD プ レ ー トを 用 い ，プ ロ ト プ ラ ス トを接種後 ， 同組成

の 0．6％寒天培地 で 重層 した．

　プ ラ ス ミ ド　 染 色体 へ の 組込 み型 の ベ ク タ
ー

と し

て ，pBluescript　lI　SK
一

由来 で A ．　niduians 　argB 　
“
？ 　
一

　tl一

を 持 つ 8ANGA （8．7kb ）
le） と，　 pUC 工18 由来で A ，　erlxae

nibD マ ー
カ
ー

を持つ 8ANGN （10．3　kb）を 用 い た ．た だ

し 8ANGN に つ い て は EcoRIサ イ トで カ
ッ ト して 用 い

た （Fig．1＞．

　AA4Al 配列 を持 つ プ ラ ス ミ ド型 ベ ク タ
ー

と し て ，

pUC8 由来 で argB マ
ー

カ
ー

を持 つ ARp1 （11．5kb ）
15） と

pUC118 由来 で niaD マ
ー

カ ーを持つ ANP （13，3kb ）をそ

れ ぞれ同様に 用 い た （Fig．1），

　プ ロ トプラ ス ト調製法　　上 記 DP 培地 に 麹菌 の 分生

子を接種 し，30 °C で 40時間振 と う培養 した ．菌体を G1
の ガ ラ ス フ ィ ル タ

ー
で 集菌 し ， 滅菌水 で 洗浄後 ， 菌体中

の培地成分を除去す る ため に ， 滅菌済み の シ リ ン ジ を 利

用 して ペ レ
ッ ト状 に し，50ml 容 フ

ァ
ル コ ン チ ューブ に

入 れ た ，こ れ に 0．45 μm の フ
ィ

ル タ ーを 通 し て 滅菌 した

（A｝

8AN

（C｝

ερ゚

嚇

戛
　　　糴

yB

　　　　　（B）

〆ニ
へ

髪＼
　　 1黼

”
L

）
1No

，　SANPro

　 　 　 ∠ 戸
一

＼

ヅ 覦 丶

＼ン
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Fig、1、　Plasmids　used 　for　A．　or）xae 　transfermation ，　 Plasmid
　　8ANGA （A ）was 　constmcted 　by　insertion　of 　a　3−kb　A ，
　　nidulans 　argB ，　a 　O、6−kb　A ．　 niger 　No ．8AN 　promoter ，且8） a

　　1．8−kb　E、‘oli　uidi ，　and 　a 　O．3−kb ∠4，0ワtae 　ampB 　terl 皿 inator

　　into　pBluescript 　II　SK
』
．　 Plasmid　8ANGN （B ）was 　con −

　　stnlcted 　by　insertion　of 　a　4．4−kb ∠d．　orptxae 　nial ），　a　O．6−kb
　 A ．niger　No 、8AN 　promoter，　a　1．8・kb　E．　eeli　ui ‘L4，　and 　a

　　O．3kb 　A．　or）zae 　amlB 　terminator 　into　pUC118 ．　 Plasmid

　 ARp1 （C ）was 　reported 　previously、且5） Plasmid　ANP （D）

　 was 　constructed 　by　insertion　ofa4 、4−kb　A．　orJtae 　n　iaヱ）and

　 a5 、7−kb　A ，　niduians 　AMAI 　intG　pUC118 、

プ ロ ト プ ラ ス ト化酵素溶液 ［0、5％ Yatalase （宝酒造 ） ま

た は 0・5％ N ・ v ・ zym 　234 （和光条屯薬）また は O．2％e　N 。 v。
−

zym 十 〇．5％ CELLULASE 　R −10 （ヤ ク ル ト薬品），0．8M
NaCl

，
10mM リ ン 酸緩衝液，　 p且 6］を 菌体 に 比 べ 10倍量

加え て ，30 °C で 3 時間ゆ っ く り振 とう した ．反応液 を

30 μm の ナ イ ロ ン メ
ッ

シ ュ で ろ過 して ，700g で 5 分間

遠心 して プ ロ トプ ラ ス トを集め た ．

　形 質転換方法　　報告され て い る
一

般的な形質転換方

法 は ，

12・20・21＞プ ロ トプ ラ ス トーPEG 法 で 以下 に 説明す る．

　上記 プ ロ トプ ラ ス ト を 0，8MNaCl で 2 回 洗浄 し ， さ

らに 溶液 1 （0．8MNaGl ，
10mM 　CaCl2 ，　50　mM ト リス 塩

酸緩衝液，pH 　7、5）で 1 回洗浄 し ， 700g で 5分間遠心 し

て プ 卩 ト プ ラ ス トを集め た ．プ ロ トプ ラ ス トを O．625〜

2．5× 109／ml に な る よ うに 溶液 1で 懸濁 し ， 1／4 量 の 溶液

2 （40％ PEG4000
，
50mM ト リ ス 塩酸緩衝液，　pH ・7、5）を

加えた ．151n1容量 の フ ァ ル コ ン チ ュ
ーブ に ，こ の プ ロ

ト プ ラ ス ト溶液 0．2ml を 分注 し ， 20 μg（20 μ1）まで の

DNA を 加 え ，氷 中で 30分間静置 した ．1ml の 溶液 2を

加え，室温 で 20分間静置 した後，10m1 の 溶液 1 を 加 え ，
700g で 5 分間遠心 して プ ロ ト プ ラ ス トを 集 め た ．上記
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形質転換 用 プ レ
ー

トの 中心 に．懸濁液 を 接種 し，周 りか ら

0．6％ の 同組成 の 軟寒天 （45
°C ）を 穏 や か に 入 れ て 重層 し

た ．プ レ
ー

トを逆 さに し，30° C で 形質転換体の 生育を

待 っ た （〜2 週 間）．

　再生率の 測定　　上 記培 地 で プ ロ ト プ ラ ス ト 500 個 に

対す る，30 °C で 1週 間後 に 生育 し て く る麹菌 の 個数 の

百分率 を 測定した ．

　各種酵素活性　　市販 酵素剤中に 含 まれ る 各種酵素活

性を以下 の よ うに 測定した ．

　 キ チ ナ
ーゼ 活性 は ，Tominaga らの 方法

22）に 従 い 測定

し，1 分 間 に 1 μmol の N 一ア セ チ ル グル コ サ ミ ソ を遊離

す る 酵素活性 を 1unit と し た ．キ ト ビ ア ーゼ 活性 は ，

Ohtakara らの方法
23）に 従 い 測定 し， 1 分間 に 1μmol の

p−　
J ト 卩 フ ェ ノ ール を 遊 離す る 酵素活性 を 1　unit と し

た．β一1，3一グ ル カ ナ ービ活性 は ，五 味 らの 方法
24）に 従 い

測定 し， 1 分間 に 1μm ・1の グ ル ＝ 一ス に 相当す る糖を

生成す る 活性 を 1unit と し た ．細胞壁 溶解活性 は ，前

法
25）に 従い 測 定 し，反応後の 660　nm に お け る 濁度 を 1

時間 に つ き 1 ％減少させ る酵素活性 を 1　unit と し た ．中

性 プ ロ テ ア ーゼ 活性 は ，中台 らの 方法
26）に 従 い 測定 し ，

1 分間 に 1 μm 。1の チ 卩 シ ン を 生 成 す る 酵素活性 を 1unit

と した ．

実験結果および考察

Table　2．　 Comparison　 of 　A ．　 orleae 　protoplast　formation

　 　frequenciCS ．

A．oryeae 　argB
−
　　A ．　or

コ
ー ac 　niaD

一

Yatalase　5　mg ／ml 　　　　　　 2．6 × ユ08

N 。v ・・ym 　5　mg ！m1 　 　 　 1・2　 x 　108

N ，2mg 〆ml 十 R 一王0；5mg 〆ml
＊ 0，フ6 × 10B

1．4　xlos

1．3　× 10s

O．66x108

　各種 プ ロ トプ ラ ス ト化酵素剤の酵素活性　　
一

般的 に

麹菌 の プ ロ ト プ ラ ス ト 化 に は ，Novozym と CELLU −

LASE 　R −10 が 組 み 合わ せ て 使用 され て い る ．12・20・21）

　麹菌 の プ 卩 トプ ラ ス ト化 に 用 い る市販の 酵素剤中 の 主

な酵素活性 を 測定 し た 結果 を Tablc 　1 に 示 す ．

　麹菌 の 細胞壁 は ，主 と し て キ チ ソ とβ
一1，3一グル カ ソ か

ら構成 さ れ て お り，細胞壁成分を効率 よ く溶解す る に は ，

キ チ ナ
ーゼ ，li−1，3一グ ル カ ナ

ーゼ な ど の 細胞壁溶解酵素

の バ ラ ン ス が 重要 で あ る．Yatalaseの 主 要 な 酵素は キ チ

ナ
ーゼ ，Novozym の 主 要な酵素 は β

一1，3一グ ル カ ナ
ーゼ

と，そ れ ぞ れ の 酵素剤 に よ り特徴が 見られた ．

　プ ロ トプ ラ ス ト形成効率 の 比較　　市販酵素剤で の

A．or）zae 　argB 変異株 と A ．　oりz α6 痂 D 変異株に対す る プ ロ

　
＊ N ，2rng！ml 十 R．−1015mg ！ml ：Novozym ，2mg 〆ml 十 CEL −

LULASE 　R −10，5mg ！ml ．
　Condition ： protoplast／1　g　wet 　A ．　orlaae ／10　ml 　pretoplasting
solution ，

トプ ラ ス ト形成効率を Table　2 に 示す．

　麹菌 は ，0．5％ Yatalase単独 で プ ロ トプ ラ ス ト化 で き

た ．一
般的 に 用 い られ て い る Novozym と セ ル ラ

ーゼ の

組 み 合 わ せ に 比 べ ，キ チ ナ ーゼ 活性 が 12．5倍高 くな っ て

い る こ と，ある い は 細胞壁溶解関連 の 酵素バ ラ ソ ス が良

い こ とな どが原因 と して 推測 され る ．Yataiase単独に 比

べ ，通常用 い られ て い る Novozym と セ ル ラ ーゼ の 組 み

合わ せ で は ，
プ ロ ト プ ラ ス ト形成率が2，1か ら3．4倍低 く

な っ た ．ま た Novozym 単独 で も，　 argB 変異株 で 2 倍以

上 プ 卩 ト プ ラ ス ト形成率が 低下 し た ．

　酵素剤 の 各 種酵 素 活 性 の 中 で ，T ．R ．R ．（Turbidity

reduction 　rate ）は 麹菌 の 細胞 壁 溶解活性 で あ る が，活性

は Novozym 単独，　Novozym とセ ル ラ
ーゼ の 組 み 合わ せ ，

Yatalase の 順 で あ り，活性 の 強 さ と得 られ る プ ロ トプ ラ

ス ト数 とは 比例 し なか っ た ．今回測定し て い な い 酵素 が

起因 して い る可能性 もある が，む しろ各種 溶解酵素 の バ

ラ ン ス が 重 要 と推 測 で き る （未発表 デ ー
タ も含 め て ）．

　ま た培養温度，培養時間，振 と う培養 か 静 置 培 養 か な

どの 違 い に よ り，麹菌の 細胞壁組成 も多少異な る こ とが

予想 され，麹菌 の 種類に よ っ て 最適 の プ ロ ト プ ラ ス ト化

の 条件 を 決 定 す る べ ぎで あ る と思わ れ る ．

　A．・那 αθ α咢
8 変異株 に おける 形質転換効率 と再生率

1）組込 み 型 ベ ク タ
ーで の 形質転換　　麹菌 を Yatalase

で プ ロ トプ ラ ス ト化 し，冷蔵庫 （5
°G ）で 貯蔵 して 形質転

換す る と ， 当 日形質転換す る よ りも効率が 高 くな る 現 象

が認め られ た ．

　 そ こ で こ の 現象 が Yatalascだ け の 効果 な の か ，あ る

い は
一

般的 に 用 い ら れ る N 。 vozym と セ ル ラ
ーゼ の 組 み

TabJe　 1．　 Main 　enzyme 　activitics 　in　protoplasting　enzymes ・

Chitinase　　 Chitobiase β
一1，3−Glucanase　T ．R ．R ．＊　Neutral　protease

Yataiase　　　　　　　　　 50

Novozym 　234 　　　　　　 8

CELLUI ．ASE 　R −10　 　 　 0．5

500541182 3002551124 100003505010701300 × 10s

3400x103130
× le3

＊ T ．R ．，R ，，Turbidity 　redu ⊂ t弖on 　rate ．
Enzyme 　activities ： units19 −enzyme ・

N 工工
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Table　3．　 Transformation　frequencies　using 　integration　vector 　and 　rcgeneration 　 ratcs 　on

　　A 　orJlae　argB
−
，

50C　Storage Od 1d 3d

Yatalase （5　mg ！ml ）

＿ 　　
”

Transformation　frequency ＊

R ・9・nerati ・ n ・at・ （％）

64

’

05 1、95
．8

1，01
．7

Novozym 十 R−10　　　 Transformation　frequency＊

（2mg ！ml ）＋ （5　mg ！ml ） R ・g・n ・・ati・ n ・at ・ （％）

0．生

5．3

∩フ
9
」

06 Q」
501

×
TransformantsfygDNA （10μgDNA 　was 　used ）．

合わ せ に よ っ て も見られ るか ど うか ，またどの 程度 まで

貯蔵 の 可 能 性 が あ るか を 検討す る た め に ，A ．　onyzae 　argB

変異株を細胞壁溶解酵素 で プ ロ トプ ラ ス ト化 し ， 当 日 と

5°C で 1 日， 3 日貯蔵して形質転換効率と再生率を 測定

した （Table　3），

　 Yata ｝ase で プ ロ ト プ ラ ス トを 調製す る こ とに よ り，当

日形質転換す る よ りも，5 °C で 1 日貯蔵 して 形質転換す

る方 が ，効率が 3 倍以 上 上昇 し た ．一
般的な N ・ vozym

とセ ル ラ
ーゼ の 組 み 合 わ せ の プ ロ トプ ラ ス ト化酵素 で ，

当 日形質転換す る 方法 （従来法） よ りも 4 倍 以 上 効率が

高 くな っ た．Yatalaseで は プ 卩 ト プ ラ ス トを 5°C で 3 日

貯蔵 し て も従来法 以 上 の 効率が得ら れ る こ とが分 か っ

た ．ま た ，Novozym と セ ル ラ ーゼ の 組 み 合 わ せ に お い

て も，プ ロ ト プ ラ ス トの 5° G で 1 日 貯蔵 に よ り2 倍以

上 形質転換効率が高 くな っ た．

　 こ の 原 因 は，プ ロ ト プ ラ ス トの 低温貯蔵 に よ り DNA

を取 り込み や す くし て い る の か あ る い は 取 り込 ん だ 後 の

安定性 が 上 が る こ とが 推測 で きる．ま た 再生率 は両酵素

共 に ほ と ん ど 同 じ傾向を 示 して お り，効率の違 い は 再生

率 の 違 い で は な い こ とも明 らか とな っ た ．

2） プ ラ ス ミ ド型 ベ ク タ
ー

で の 形質転換 　 　著者 ら
16 ｝

は ，A ．　orlzae 　argB 変異株の 形質転換 で ，プ ラ ス ミ ド型 ベ

ク タ
ー

　（AMAI ）で は ，染色体へ の 組 込 み 型の ベ ク タ
ー

に

比 べ て ，形質転換効率が 100倍 以 上 高 い こ とを 報告 した ．

　 そ こ で プ ラ ス ミ ド型 ベ ク タ
ー

に お い て も Yatalaseと

Nov 。 zym で 差が認め られ る の か ，ま た プ ロ ト プ ラ ス ト

を 5°G で 貯蔵す る こ とに よ り，形質転換効率 の 上 昇 が

見られ る の か を 調 べ た ．今回 Yatalaseと 同濃度 の Novo −

zym 単独に つ い て も検討を加 えた （Table　4），

　A ．orJzae 　argB 変異株 の プ ラ ス ミ ド型ベ ク タ ーで の 形質

転換 に お い て も，プ 卩 ト ブ ラ ス ト の 調 製に Yatalase を

用 い る 方が 明 らか に 形質転換効率 が 良 か っ た ．こ れ は ，

従来法 で あ る N ・ vozym とセ ル ラ
ー

ゼ の 組 み 合わせ で 当

日形質転換す る 方法 に 比べ ， 5 倍以上 の 形質転換効率で

あ っ た ．ま た Novozym 単 独 に 対 し て 1．5倍 程 度 の 効率 の

上昇が認め られ た．

　 プ ラ ス ミ ド型 ベ ク タ
ー

の 場 合 は ，プ ロ ト プ ラ ス ト の

5°C ，1 日貯蔵 の 効果 は ，Yatalase で わ ず か に 認 め られ

る 程度 で あ ip　t 組込 み 型 ベ ク タ
ー

の よ うな大幅 な上 昇 は

起 こ ら な か っ た ．こ れ は ， 低温貯蔵に よ る効率 の 上 昇が

限界 に 近 い た め とも考え られ，さ ら に 効率を 上げ るた め

に は ，た とえば プ ロ トプ ラ ス トの 形成効率 の 良 い 酵素 バ

ラ ソ ス の 検討 で あ る とか ，再生率 が 上 が る よ うな酵素 の

組み 合わ せ の 検討が 必要で あ る と考えられ る．

　従来法 で AMAI プ ラ ス ミ ド を簡単 に 回 収 で き る こ と

を 報 告 18） して い る が ，麹菌を宿主 と して の AMA1 プ ラ

ス ミ ドを用 い た 有用遺伝子 の シ ョ ッ
トガ ン ク ロ ーニ ン グ

を 効率 良く行 うた め に は ，Yatalaseで プ ロ ト プ ラ ス ト化

し， コ ソ ピ テ ン ト セ ル の 状 態 で ， 1 日 低温貯蔵 を 行 う方

法が よ り効果的 で は な い か と思わ れ る，

Table　4．　 Transformation　e伍ciencies 　using 　plasm童d　vector 　and 　regeneration 　rates 　on 　A ，
　　eryxae 　argB

−
．

50C　Storage Od 1d 3d

YataLase （5　mg ！m1 ）

　 　 〃

T ・ansf ・・ m ・ ti・ n　f・ equency
＊

　 453

R ・9・nerati ・ n ・at・ （％）　 　 2．6
467

　 1．3
297

　 0．6

Novozym （5　mg ／ml ）　　 Trans βormation 　frequency ＊

　　283

　　〃 　 　 　 　 R．eg ・ ne ・ ati・ n ・at ・ （％）　 　 3，0
207
　 1．4

210

　 0，9

N ⊂レvozym 十 R．−10　　　　Transformation　frequency＊

（2mg ！ml ）十 （5　mg ！ml ）　 Regeneration　rate （％） 1338

531

．4
113

　 0，7
＊ Transformants1 μgDNA （3 μgDNA 　was 　used ）．
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Table　 5．　 Transforrnation　e鑷ciencies 　using 　integration　vector 　and 　regeneration 　rates 　on 　A ．

　　orJzae 　nial ）
一
．

50C　Storage Od ld 3d

Yatalase （5　mg ！ml ）
　 　 〃

Transformation　frequency＊　　 0．3

R ・gene・ati・ n　rate （％ ）　 　 4．6
1．11
．6

O，20
．2

Novozym 十 R −10　　　 Transformation 　frequency
＊

　　 0．1

（2mg 〆ml ）十 （5　mg ！ml ）　 Regeneration 　rate （％）　　　　 4 、6
02

．7

00

．1

＊ Transformants1μgDNA （10　pg 　EcoR．I　digested　DNA 　was 　used ）．

　 こ の 低温貯蔵の 温度と して ，5°C か あ る い は 氷温 の 方

が効率が良い か に つ い て は 今後検討を加えた い ．

　A ．・ryiae　niaD 変異株 に お け る 形質転換効率 と再 生率

1）組込 み 型 ベ ク タ
ー

で の 形質転換　　 こ れ ま で は ，
A ．

・rlzae 　argB 変異株で の 結果 で ある．同 じ麹菌 の niaD 変異

株 に お い て も，Yatalase の 使 用 と プ ロ ト プ ラ ス トの 低温

貯蔵 が ，組込 み 型 の ベ ク タ
ー一を 用 い た 場合 の 形 質転 換 効

率を向上 させ る か どうか に つ い て検討 した （Table　5），

　麹菌 の argB 変異株 の 場合 と 同様 に ，　 Yatalaseを 用 い

る 方 が 明 らか に 形質転換 効率 が 高 く，N ・ vozym とセ ル

ラ ーゼ の 組 み 合わせ で は ，低温貯蔵 の 効果 は ま っ た く認

め られ な か っ た ．Yatalaseの 場合 ，
プ ロ トプ ラ ス トを

5°C ，1 日貯蔵す る こ とに よ り効 率が 3 倍以上 に 上昇 し

た ．従来法 の 当日形質転換に 比 べ る と ， 効率で 11倍高 く

な る こ とが 分 か っ た ，

　 niaD 変異 株 の 場合 ，従来法 で は プ 卩 トプ ラ ス トの 低

温 貯 蔵 の 効 果 は ま っ た く見 られ ず，Yatalasc だ け に お け

る 効果で ある こ とが 分 か っ た ．a ・gB 変異株 の 場合 よ り

も，niaD 変異株 の 方 が プ ロ ト プ ラ ス トを 5°C ，1 日貯蔵

す る こ とに よ り再 生 率が低下 して い る が，形質転換効率

は ，共 に 3 倍以 上 の 上 昇 が 認 め られ，再生率 の あ る 程度

の 低下 は 低温貯蔵 に よ る 効率 の 上昇 に は あま り影響 して

な い こ とが分か っ た ，

　染色体 へ の 組込 み 型 の ベ ク タ
ーを 用 い た 場合 ， argB

株 で は 非相 同的組換え に よ り多 コ ピ ー組込ま れ る と報

告
2）され て い る が ，

niaD 株の 場合は 半分程度 の 確率 で 相

同組換 え が起 こ り， 1 コ ピ ー
組込 まれ る と報告

19）さ れ

て い る．組込み 型 の ベ ク タ
ー

の 種類に よ っ て も形質転換

効率 に 差 が 出て きて お り，さ らに ベ ク タ
ー

の 大 き さ も

niaD 　
’
？　
一

カ
ーが 1．7kb （

ベ ク タ
ーと して は 1．6kb）大 きい

こ と も関係 し て ，argB 系 よ りも全体的 に 効率 が 低 下 し

て い る，今 回 は ，niaD 系 は マ ーカ
ー

遺伝子を 1 ヵ 所切

断して プ ラ ス ミ ドを直鎖状 に して 形質転換 して い るが ，

環状 の ベ ク タ
ー

の 場合 は さらに 形質転換効率が低下 し

た ．ま た 環状 の ベ ク タ
ー

で も Yatalase の プ ロ ト プ ラ ス

ト化 に よ る 低温貯蔵 の 効果は 認 め ら れ た （未発表 デ ー

タ ）．

2） プ ラ ス ミ ド型 ベ ク タ
ーで の 形質転換　　AMAI ベ ク

タ
ー

は こ れ まで argB マ
ー

カ
ーだ け で しか 試験さ れ て い

な い ．nial ） マ ーカ ー
に お い て も形質転換効率 が 上 昇す

るか を検討 した （Table　6），た だ し今 回 の ベ ク タ
ー

は 環状

の もの を 使 用 し た ．

　Yatalase は Novozym と セ ル ラ ーゼ の 組 み 合わ せ ，

Nov ・ zym 単独に 比 べ て ，当 日形 質転換 で それぞれ 2 倍

以上形質転換効率を上昇 させ た ．さ らに 5° C，1 日貯蔵

す る と，Yatalaseを 用 い た 場 合で は ，従来法 に 比 べ 効率

が 4 倍 以 上 に 上 昇し，今回使用 し た 両麹菌株共 に Yata−

laseで プ ロ トプ ラス ト化 し，5°C で 1 日貯蔵する こ とに

よ り，染色体 へ の 組込み 型 の ベ ク タ
ー

で もプ ラ ス ミ ド型

の ベ ク タ
ー

で も，プ ロ ト ブ ラ ス トの 再 生 率は や や 減少す

Table　6．　 Transfbrmation 　e 缶 ciencies 　using 　plasmid 　vector 　and 　regcneration 　rates 　on 　A ．

　 　 oワ zae 　niaD
−．

50C 　Storage Od 1d 3d

Yatalase （5　mg ！ml ）
　 　 〃

Transformation　frequency＊　　 6．5
Regeneration 　rate （％）　　　　　　 4．9

11．72
．4

1．70
．2

Novozym （5　mg ！ml ）　　 Transformation 　frequency
＊

　　 23

　　〃 　 　 　 　 Regenerati・ n ・ at ・ （％）　 　 6．8
2213 　

ー

00

N ・ v ・ ・ym ＋ R ・10 　 　 T ・ an ・f・・ m ・ ti・ n 　f・equ ・ n ・y
＊

　 2・8

（2mg ！ml ）十 （5　mg ／ml ）　 Regencration　rate （％）　　　　 6，8
0．73
．1

　

300

＊ Transformants1μgDNA （5 μgDNA 　was 　used ），
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Table　 7．　Comparison　 of　Yatalase−protoplasting　 trans −

　　formation　frequencies．

Host VectQr Od1d3d

A ．orlzae 　argB
−
　 IntegratiGn　 1，5

　 　 〃 　 　 　 　 　 Plasmid　 　 　 5．54
．3　　 2．5

5，6　 　 3．6

！｛・orlzae 　niaD
−
　　　Integratien　　　　3．0　　　　1　i　　　　　2．0

　 　 〃 　　　 　　 Plasmid　　 　 2，3　　　 4．2　　 0．6

　Transforrnation　frequcncy＝：lr（Novozym 　234　and 　CELLU −
LASE 　R −10　were 　used 　as　the 　pretoplasting 　enzymes ，　and 　the

resultant 　competent 　cells　were 　transformed 　on 　the 　day ）．

る 傾向 で あ る が ，逆 に 形質転換効率 の 上 昇 が 認 め られ た ．

　 た だ し niaD マ ・一
カ
ー

を持 つ AMAI プ ラ ス ミ ドに お い

て は，形質転換効率が非常に 低 く，AMAI 　b：ど の 程度機

能 し て い る の か ，プ ラ ス ミ ド と して ど の 程 度存在 して い

る の か ，あ る い は 染色体 に 組込まれ る の か な どの プ ラ ス

ミ ドと して の 安定性 に つ い て の 検討 は 行っ て お らず，今

後の 検討課題 で ある と思 わ れ る ，

　従来法 と の 形質転換効率 の 比較　　A ，orlzae 　argB 変異

株 と niaD 変異株 の 組込 み型，プ ラ ス ミ ド型ベ ク タ
ーを

用 い た 形質転換 で ，従来法 と Yatalaseを用 い ，低温貯

蔵す る 方法 と の 比較を 行 っ た ．NOVQzym と セ ル ラ ーゼ

の 組み合わ せ で ， 当日形質転換す る方法 の 形質転換効率

を 1 と した （Table　7）．

　両麹菌株 に お い て ，従来法 に 比 べ て Yatalaseを用 い

た 方法 で は ，当 日 の 形質転換 で 効率 が 1、5−・3 倍，プ P ト

プ ラ ス トの 5 °C ，1 日貯蔵 で 効率 が 4．2−11倍，5QC ，3 日

貯蔵 で は 0、6−3．6倍 の 効率 で あ っ た ．した が っ て，nidD

系 の プ ラ ス ミ ドで の 形質転換 に お け る 5 ° C ，3 日貯 蔵 を

除 い た す べ て の 区分 で ，従来法 よ り も効率 が 良 くな る こ

とが分か り， 特に 5°C ，1 日 貯蔵す る こ とに よ り効率 の

上昇が大 きくな っ た ．

　プ ロ ト プ ラ ス ト を 貯蔵 す る 場 合 ，dimethyl　suifoxide

（DMSO ）を入れ て ，− 80 °C ，1 ヶ 月保存可能で あ る と い

う報告
2q21 ）が あ る が ，　 Yatalase単独 ，　 N ・ v ・ zym とセ ル

ラ
ーゼ の 組 み 合 わ ぜ ，Novozym 単独 の す べ て に お い て，

DMSO を入れ た プ ロ ト プ ラ ス トを
一80 °C ，1 ヶ 月貯蔵

した 結果 ， 再生率 が 大幅 に 低下 し，組込 み 型 の ベ ク タ
ー

の 場合，両麹菌共 に 形質転撰株が得られなか っ た ．した

が っ て
， 今回 は 一一80°C 貯蔵 との 直接 の 比較 は 行 っ て い

な い ．

　Yatalase単独 ，　 Novozym とセ ル ラ
ーゼ の 組み合わ せ ，

N 。 vozym 単独で ，プ ロ トプ ラ ス トの 再生率に は 大 ぎな

違 い は ない が ， Tablc　2 の 結果 で Yatalaseを用 い る こ と

に よ り，両麹菌株共 に プ ロ ト プ ラ ス トを数多 く調製 で き

る．麹菌の プ ロ ト プ ラ ス ト化に は ，ス タ ビ ラ イ ザ ー
も含

め て最適の 条件 を決定 し なけれ ばな ら な い が，Yatalase

は ある程度幅広 く麹菌 の プ 卩 トプ ラ ス ト化 に 利用 で き る

こ とが分か っ た ．実際に 実用麹菌十数種 に お い て もプ 卩

トプ ラ ス 1・が大量 に 得られ た （未発表 デ
ー

タ ）．

　 こ れ らの こ と に よ り，今 回 開発 した Yatalascを 用 い

て プ ロ ト プ ラ ス ト化 し，5°C で 1 日貯蔵す る こ とに よ り，

よ りDNA を取 り込 み やす い 状態 に な る もの と予 想さ

れ ，形質転換効率の 改 良が で きる こ とが 明らか とな っ た ．

有用 遺伝子 の 多 コ ピ ー導入 ，シ
ョ ッ ト ガ ソ ク ロ ー二 γ グ ，

あ る い は 不 要な遺伝子 の 遺伝予破壊 に は ，よ り効率良 く

目的株を ス ク リーニ ン グ で き有効 で あ る と思われ る．

　今後は ，電子顕微鏡 で 低温貯蔵前後で の プ 卩 トプ ラ ス

トの 表面 に 差違 が見 られ る か ど うか ， ある い は コ ピ ー数

が 上 げられ る よ うな形質転換法 の 改良などに 発展 させ て

行きた い と考えて い る．

要 約

　麹菌 （AsPergillas・rllae ）の 形質転換効率を高め られ る方

法を 検討 し た ．そ の 結果 ，プ 卩 ト プ ラ ス ト化酵素 に

Yatalaseを 用 い ，プ ロ ト プ ラ ス トを そ の ま ま 5° C で 1 日

貯蔵す る こ とに よ り，従来法 （Nov ・ zym 　234＋ CELLU −

LASE 　R −IO の 酵素 で ，当 日形質転換す る 方法）に 比 べ ，

組込 み型 ベ ク タ
ー

を用 い A ．oワzae 　argB 変異株，　 nial ）変

異株 の 形質転換 で ， 効率 が それぞれ 4．8倍，11倍 に 上昇

で き る こ とが分 か っ た ．一方 ， プ ラ ス ミ ド型 ベ ク タ
ー

（AMAI ）で は，両変異株 で 5°q 　1 日貯蔵で ，従来法に 比

較 す る と 同様 に それ ぞれ 5，6倍 ，4．2倍 に 効率の 上昇が 認

め られ ， 麹菌で の 形質転換効率 が 改良 で きた．
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