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学位論文内容の要旨

  フイターゼは、穀物中のフィチンを分解し遊離リン酸にする酵素で、家畜飼料に添加すると

飼料効率を向上させるうえ、糞便中のりンを減少させ環境汚染を低減できるので農業上、重要

な酵素である。フイターゼは、飼料添加物として工業的に大量に生産され、品質と価格の競争

が行われており、低価格・高品質のフイターゼ酵素剤を作る技術が求められている。本論文で

は、フイターゼをより短時間でより高力価で生産するために、細胞融合を用いたフイターゼ生

産菌を得ることを目的としている。

  近年、変異、DNA組換えなどによる優れたフイターゼ生産菌株の育種が活発である。本研究

では、A. niger M3とA. niger AC134を実験株として両株の細胞融合を試みた。A. niger M3

は、親株A. niger AC134の複数変異株である。変異と選別の繰り返しによルフイターゼ生産量

は、親株の約200倍と高い。しかし、生育速度が遅く、胞子形成能と発芽率が低くなったので、

理想的な種培養を取得しにくく、フイターゼの生産性にも影響した。単胞子分離しても多くの

コロニーが胞子を形成せず、胞子形成能が次第に下がるので、菌株の維持も難しい。一方、親株

A. niger AC134は、生育と胞子形成能は良好であるが、フイターゼ活性は低く生産株となり得

ない。本論文では、工業生産での問題を解決するために、両株の優れた点を持つ株を造成し、

生育速度、胞子形成能力、フイターゼ生産量及び胞子発芽率を向上したA. niger F63-297を取

得することに成功した。

1． A. n‘響りAC134由来のp．nuoro．L‐phenylalanine耐性株と4．nなwM3由来のhygromycin

  耐性株の造成

  細胞融合には、選択マーカーが不可欠である。4叩り鹹ぬs属の遺伝子マーカーとしては、

ar函nine，nicotinamide，りsteine，nicotinicaCid，biotine，methionine及びM8tidine要求性変

異株を用いて融合株を選別することが報告されている。栄養要求株を用いた細胞融合では、最少

培地で融合株を選別しなければならない。しかし薬剤耐性株を用いた細胞融合では、最少培地以

外 の 培 地 で も 融 合 株 を 選 別 で き る 。 本 研 究 で は 、 A， 晒 9釘AC134由 来 の

ダnuoro．L．phenylalanine耐性4．晒ワ酊ACf株と4．口層ぱM3由来のhygromycin耐性4，晒ゲ酊

Mh13株を造成した。4．ロ髫ぱM3は、生育が遅く、胞子形成能と発芽率が低いので、紫外線照

射時間を減し、hygromycin耐性株を取得した。

2．細胞壁を溶解する適切な酵素の選択
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  A.nigerのプ口トプラスト調製には、細胞壁を溶解する適切な酵素を選択することが肝要であ

る。溶菌酵素としてnovozym 234、cellulase CP、chitinase、カタツムりの腸管内液から調製

した酵素液、Trichoぬ門ロa而づぬや励捌湘cむ．cuZ伽sの培養液に出た混合酵素を用いた例が報

告されている。本研究では、Lysingenzymes，ceuulaseとロ→glucuromda8eの混合液を用いな

いと4．ロ脅釘Mh13と4．捌聶ピACfのプロトプラストを作ることはできなかった。

3．プ口トプラストの再生のために浸透圧調整剤の選択

  プロトプラストの再生においては、浸透圧調整剤の選択はきわめて重要である。浸透圧調整

剤としては、NH4Cl、KClなどの無機塩類やソルピット、マンニトッルなどの糖類を用いると

報告されている。本研究では、ソルピットやショ糖を検討したところ、ショ糖が4．晒ゲ釘Mh13

と4，晒ゴ釘ACfのプロトプラストの再生に適していた。再生は、ショ糖（O．6M）含有のPDA培

地で可能となったが、その率は低く1．9％であった。

4．4，ぬ層釘ACfと4．n卵rMh13と間のプ口トプラスト融合

  細胞融合では、融合率を向上するために適切な融合剤が必要である。融合剤としてPEG6000

（30～20％）．CaC12（50～10mM）の例やさらにグリシン（50mM）を混合した例が報告さ

れている。本研究では、種々検討を重ねた結果40％PEG4000，50mMtri8‐HCl（pH7．5）およ

び50mMCaC12が、最適顔融合剤であった。A．皿タrACfと4．晒ワwMh13のプロトプラス

ト融合を行い、YNB培地を用いた重層方法で66融合株を取得した。融合率は、2．2X10．4％であ

った。4．捌卿USDB0827と4．刷めrUSDB0828のプロトプラスト融合の報告では、融合率

が最も高く6．2～9．lX10・2％であった。それと比べて約300分の1であり、融合率としては低

かった。

5．生育と胞子形成能カを向上した融合株の選別

  融合株は、heterokaryonであることも原因して不安定である。薬剤の処理により安定な

diploidsとhaploidsの取得を目指した。処理の例としては、融合株を紫外線処理とD‐camphor

処理により安定なheterodiploidsを得られたことが知られており、他にもbenlate，

ダnuorophenylalanine，6‐N‐hydroXylaminopurine及びbleomycinなどの処理でdiploidsを

haploid8にした例が報告されている。本研究では、融合株の胞子形成が少なかったので、菌糸

にD‐camphorとbenlateの処理を用い優良株を選別した。生育、胞子形成能が良く、かつ十分な

フイターゼ生産量を示した株は、非常に少なかったが、安定的に胞子形成できる株を分離するこ

とができた。Dip10id8とhap10idsを判定するために、DAPIで核を染色したが、融合株は、な

ぜか染色性が悪く、倍数性の確認は出来なかった。

  核の数を減らした多数の株から、フイターゼ活性が、より高しゝ株を選ぶことはとても繁雑で

ある。そこで中間的スクリーニング法を導入した。即ちモリブデン酸アンモニウム及びフィチ

ン酸12ナトリウム含有選別培地を用い、選別率を向上させた。この様な長い行程を経て生育速

度、胞子形成能力、フイターゼ生産量及び胞子発芽率の向上した融合株4，ロ脅酊F63・297を取

得した。4．匝ゲぱF63・297は、hygromycm耐性で、胞子形成能カは4，晒ダぱM3の3．6倍、

胞子発芽率は13倍、生育速度もA．晒ゲ釘M3よりも速かった。4．口お釘F63‐297の液体培地で

のフイターゼ活性は4．晒げM3の2．2倍であり、固体培養では4，晒ゴ酊M3より38U／gwheat

bran増加した。以上のようにプロトプラスト融合によって生育、胞子形成能力及びフイターゼ

生産を改善した4．口語釘F63・297を取得することができた。
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  以上のように本論文では、フイターゼ生産株であるA. niger M3の生育、胞子形成能力及びフ

イターゼ生産量を向上することができ、農業に貢献できる技術開発を達成することが出来た。
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学 位 論 文 題 名

細胞融合を用いたフイターゼ生産菌

Aspergillus niger IVI3の生育と胞子形成能カの向上

  本論文は8章からなり、図24、表7、弓1用文献124を含む総頁数104の和文論文である。

別に参考論文2編が付されている。

  フイターゼは、穀物中のフィチンを分解し遊離リン酸にする酵素である。家畜飼料に添

加すると飼料効率を向上させ、糞便中のりンを減少させ環境汚染を低減できるので農業上、

重要な酵素である。本研究では、フイターゼ生産菌A. niger M3の生育と胞子形成を向上さ

せ、酵素生産時間を短縮して生産性の向上を目的としている。本株は、その親株で野生株

A. niger AC134からの変異と選別の繰り返しによルフイターゼ生産量は、親株の約200倍

と高い。しかし、生育速度が遅く、胞子形成能カと発芽率も低くなり、種培養を取得しにく

く、フイターゼの生産性にも影響し、菌株の維持も難しい。本株は、多数の変異を抱えてお

り、しかもその位置と機能が不明なため、遺伝子組み換えでの改良は困難であった。

  本研究では、生育と胞子形成が良好な野生株であるA. niger AC134と本株を細胞融合す

ることによって、両株の優れた点を持つ株を造成し、生育速度、胞子形成能力、フィター

ゼ生産量及び胞子発芽率を向上したA. niger F63-297を取得することに成功した。

1．選択マーカーの付与

  細胞融合には、選択マーカーが不可欠である。野生株A. niger AC134には、

1r fluoro-L-phenylalanine耐性（以降、pFP耐性と称する）を付与し、生産株A. niger M3

には、hygromycin耐性（以降、Hy耐性と称する）を付与し、それぞれ選択マーカーとし

た。A. niger AC134由来pFP耐性4．ロ髫ぱACf株とA. niger M3由来Hy耐性A. niger

Mh13株を造成した。

2．細胞壁溶解酵素の選択

  A.nigerのプロトプラスト調製には、細胞壁を溶解する適切な酵素および反応条件を選択

することが肝要である。溶菌酵素としてnovozym 234、cellulase CP、chitinase、カタツ

ムりの腸管内液から調製した酵素液、Trichoderma virideやBacえロ珊cむ・凹ムロsの培養液に
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出た混合酵素を用いた例が報告されているが、文献通りには溶解できなかった。種々検討

の結果、Lysing enzymes，cellulaseとロ－glucuronidaseの混合液を用いないとA. niger

Mh13とA. niger ACfの細胞壁の溶解は達成できなかった。

3．プロトプラスト再生用浸透圧調整剤の選択

  プロトプラストの再生においては、浸透圧調整剤は重要である。そのためにソルピット

がしばしば用いられているが、本株には適応できなかった。種々検討したところ、ショ糖

でプロトプラスト再生が可能となった。具体的には、ショ糖くo．6M）含有のPDA培地でおこ

なったが、それでも、その率は低く1.9％であった。

4． A. niger ACfとA. nger Mh13のプロトプラスト融合

  細胞融合では、融合率を向上するために適切な融合剤が必要である。本研究では、種々検

討を重ねた結果40％PEG 4000，50 mM tris-HCl (pH 7.5)および50 mM CaCl2が、最適

な融合剤であった。両株を融合し、ショ糖く0.6M)含有のYNB培地で再生させ、さらに

1r fluoro-L-phenylalanine(2 mgimDとhygromycin(0.3 mgimD含有のYNB培地を重層して

66融合株を取得した。融合率は、2．2 x10'4％であった。

5．生育と胞子形成能が向上した融合株の選別

  融合株は、heterokaryonであることも原因して不安定である。核の数を少なくし、不安

定な多倍数性を減少して安定化するためにdiploidsそしてhaploidsの取得を目指した。融

合によって取得できた株は、いずれも胞子形成が少なかった。菌糸にD-camphorとbenlate

の処理を用い優良株を選別した。

  核の数を減らした多数の株から、フイターゼ活性が、より高い株を選ぶことはとても繁雑

である。そこでフイターゼ活性によって培地に黄色を生成する仕掛け、すなわちモリブデ

ン酸アンモニウム及びフィチン酸12ナトリウム含有選別培地を用い選択を進めた。この様

な長い行程を経て生育速度、胞子形成能力、フイターゼ生産量及び胞子発芽率の向上した

融合株A. niger F63-297を取得した。

  A. nを釘F63・297を基株のフイターゼ生産株4．晒ワ酊M3と比較すると、胞子形成能力

3．6倍、胞子発芽率13倍、生育速度も速かった。フイターゼ活性は、液体培地で2．2倍で

あり、固体培養で38U／gwheatbran増加した。

  以上のように本論文では、フイターゼ生産株である4．皿ヴM3の生育、胞子形成能力及

びフイターゼ生産量を向上することができ、畜産業に貢献できる技術開発を達成すること

が出来た。

  よって審査員一同は、王埼が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認

めた。
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