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　　　　　　　　酵母の電界融合一培養連続装置 と培養時における電気的効果
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【目的1電界融合法の 利点の 1 つ は融合 した細胞を電界パ ル ス 印加と同時に 顕微鏡下で同定

できるζとで ある。 また v 近年微生物細胞の 噌殖に対する電気磁気的効果に つ いて 研究 されて

きて い る。 本研究でぱ電界融合 一培養の 基礎的な知見を得、かつ 培養時の 電気的効果に っ い て

検討したの で報告する。

【方法及び結果 】従来 、 酵母の 融合時の溶液に浸透圧 を調整す るた めに ソル ビ ト
ー

ル溶 液を

用い てい たが 、 これ を1CUグル コ
ーa ス 溶液に置き換え 、

　YM 寒天培地上に電極対 （炭素電極）

を置い て電界融合を行 っ た 。 從 っ で、 融合後に電極プー ル 内の溶液を入れ替 える必要がなくな

る。
この とき交流電界 1MHz、10kVんでパー

ル チ ェ
ーン を形成 し、直流高電界パ ル ス を印加 し

た 。 最も細胞融合が起こ
．
り易か っ たの は 、 電界強度700kVlm、時定数40μ sの パ ル ス を 、 約 1s

間隔で 2回印加 した ときであり、 融合割含は 、
ソル ビ トー ル の 場合と同様に 、 約蝶 で あっ た。

従 っ て、グル コ
ー

ス溶液で も酵母 の細胞融合が可能であり、 また寒天培地を組み込む ことで融

合 と培養が連続 して行うこ とがで きた』次に 、 炭素電極潤の YM 寒天培地に直流電界を100V／m

印加 して 、 培 地上の酵母の増殖を コ ロ と 一 の形成に よっ て観察した。 その 結果、 電極間の 中央

部で 増殖が窺察され 、 両電極周辺 では コ ロ ニ
ーが形成されなか っ た。 この 場合、電界印加に

よ っ て培地の pHが変化 して pH2 （陽極側） 〜 醐 （陰極側 の勾配分布が生 じた 。 その ため中央
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ，

部の微酸性ゆ領域 、（幽 〜 6）の みで酵母が増殖 して この よ うな現象が 生じた。 こ の ことか ら酵

母の増殖を電界鬢用 い 間接的に制御するこ とが可能で あるこ とが爭か っ た
。　　　　　　　
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酵母 PHO5発 現ベ ク タ 縞 に よ る 組換 え タンパ ク質生産 シ ステ ム の 改 良
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［目的1 酵母の 抑制性 酸性ホス ス ァ ターゼをコ ー ドす る麺 遺伝子の プ ロ モー ター

（PHO5P）は 、　B型肝炎ウイル ス 表面抗原な ど、酵母宿主を用 い た組換えタ ンパ ク質

の 生産に しば しば用 い られ てい る強力なプ ロ モ マ タ
ー で ある 。 我々 は 以前 に 、転

写の 活性化に必要な 調節 領域（UAS）が無 い 条件下 で もPHOsp の 強 い 発現を示 す

里 変異株を分離 した。 本研究は 、 酵母孅 発現ベ クター に よ る組換えタ．ン
パ ク

質生産 シ ステ ム 改良へ の皿 変異の 応用を 目的 と して行 っ た。

【方法及び結果】PHO5pは培地中の 燐酸濃度が 低い とき 、 転写活性化因子Pho4の 作

用によ っ て活性化され る 。 従 っ て 、PHOspの廃現が抑制 され る濃度の 燐酸を含有

する天然培地で は高 い 生産性が 得 られな い
。 璽 変異株を宿主 とすれば 、 増殖 に

適した天然培地を用い て もPHO5pの 高い 発現が得られる こ とを見い だ した。 ．壁
発現ベ クター を利用 した組換えタンパ ク質の 生産 における叫 変異株の宿主 と し

ての有効性を、 i．》安価な天然培地で の生産性 、ii）墨 変異 と脱抑制条件や堕

が構成的に脱抑制されるpho80、
　pho85変異孝の加算効果の 観点か ら報告す る 。
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