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北海道大学農学郵演習林研究報告第46巻第2号 343.，.-391(1989) 

食用担子菌の電気的細胞融合に

関する基礎的研究

三浦 清・

Electrofusion of Protoplasts from Edible Mushrooms 

By 

Kiyoshi MIURA • 

要旨

M3 

食用担子菌の品種改良を目的として，種々の食用キノコのプロトプラスト調製法をはじめ

電気的細胞融合法に関する基本的要因を詳細に検討し，適正条件を提示した。

収量が高<，良好な融合頻度が得られるプロトプラストの調製条件は，ヒラタケの場合は

so液体培地に 3-5日培養した菌糸を用い，セルラーゼ，ザイモリアーゼ，キチナーゼの混合

酵素溶液で30・C，3時間加水分解することであった。これは 10-14日で再生し，再生コロニー

から子実体が発生した。電気融合は， 2MHzの交流電場でプロトプラストを電極に付着させ，

これに直流パノレスを加えることで行なうことが出来た。最大融合率は 10%であった。前述の条

件で，シイタケ，ヒラタケの融合体を作出した。融合処理プロトプラストから生じたコロニー

を分離し，培養，発茸させたところ，両親のいずれとも異なる形態を示す子実体を形成するハ

イブリドーマが得られた。この薗体の一部について，アイソザイム分析を行なった結果，融合

体には，シイタケとヒラタケのアイソザイムパターン(エステラーゼ)が確認できた。しかし

一部を培養，子実体を形成させたところ，ヒラタケの子実体との区別は出来なかった。今後は

より多くの融合体を調製，選抜し，数代の植え継ぎにより形態保持確認を行なう必要がある。

キーワード: 食用担子菌，プロトプラスト，電気的融合，融合体，アイソザイム分析
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近年自然食噌好の高まりの中で“キノコ"は山菜と共に，大いに注目きれるようになって

きているが，現在生産きれている栽培種は，野生の食用キノコと比較するとわずか数種に過ぎ

ない。いわゆる“香りマツタケ，味シメジ"と言われている美味のキノコは菌根菌に属するた

め栽培は不可能に近く，非常に高価なものとなっている。一方シイタケ，エノキタケ，ヒラタ

ケ，ナメコ，タモギタケ等日本で栽培されているキノコの全生産高円ま 1984年は 2，499億円，

1985年は 2，326億円， 1986年は 2，284億円になっているものの，消費者の噌好の多様化や，生

産面においても様々な問題が生じている。例えば原木，培地用のオガクズの不足，通年栽培に

伴う労働力やエネルギーの消費の過多，病虫害の発生などが挙げられる。

これらの問題を解決するためには，育種により耐病性で高収量，形，香，色等の良好な，

優れた性質を持った品種を育成することや，消費者の噌好にあわせて栽培種を増すこと，きら

には抗腫蕩成分，酵素，種々の生理活性物質等の有効成分の利用も検討していかなければなら

ない。しかしキノコの育種に関しては，その栽培の歴史も浅くまだ手法に関しでも未解決の点

が多い。しかも従来の手法により品種改良を行う場合には長期間を必要とするため，現在生じ

ている問題点の解決には限界がある。
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この様な状況のもとで，最近バイオテクノロジーの手法をキノコの育種へ導入しようとす

る動きが盛んになって来た。特に細胞融合法は現在の育種の手法では不可能な種間，属間での，

遺伝子の交換が可能となり，新しい品種の作出への期待が持たれる手法である。この手法が開

発きれると，例えば菌根性のマツタケに腐植性菌であるシイタケ，ヒラタケ等が融合きれ，マ

ツタケの栽培の可能性が生ずる。またシイタケ等病害を受け易い菌への耐病性の付与，エノキ

タケ，ヒラタケ等の低温で子実体を形成するものに対し，高温での子実体形成能を与えること

によるエネルギー消費の効率化，また有用な酵素を高収率で生産する菌を作出し，新しいバイ

オマスの利用(例えばバイオパルピング)等多{の可能性を秘めている。

細胞融合法によるキノコの育種については，最近研究が始められたばかりであり，その報

告も限られ，特に融合体に関しては， 2 -3種の菌で種内，種間で作られている状況にすぎず，

今後大いに発展するものと思われる。

実際に細胞融合法を用いてキノコの品種改良を行う場合には， 1)プロトプラストの調製，

2)プロトプラストの再生と培養， 3)プロトプラストの融合， 4)融合体の再生，培養，選抜，

5)選抜した融合体からの優良系統の作出，と一連の過程を経なければならず，各段階に多くの

要因が存在する。

プロトプラストの調製では，用いる試料に関して，例えば菌糸，子実体，担子胞子，分性

胞子等，またそれらの成長課程における採取時期，また同一種内に於ける系統の相違等の要因

があり，また細胞壁の加水分解に用いる酵素，緩衝液，処理時間，浸透庄調整剤， pH等によっ

ても，プロトプラストの収量もその活性も大きく変化する。

プロトプラストの再生では，ヒラタケ，タモギタケ，シイタケ等種の違いで再生率は変化

するが，他に再生培地の組成，種類(固体，あるいは液体)，また浸透圧調整剤の種類，濃度に

よってもその再生率が変化する。

融合方法では，大きく分けて化学的方法として高pH-高Ca法日}，ポリエチレングリコー

ル(PEG)法州のほかに，電気的方法として，微小電極法剖と平行電極法7ベZimmermannら"
とPOhP9)によって開発された dielectrophoresis法とがある。現在PEGで融合を行った報告が

多くあるが，最近は電気的刺激による報告もなきれて来た。融合体の選抜にはマイクロピペッ

トにより直接融合したプロトプラストを取り出す方法，栄養要求性等の突然変異株から調製し

たプロトプラストを用いる方法，再生子実体の形，色等により直接選抜する方法が考えられる。

本研究では PEGの様に細胞毒性を持たず，しかも高い融合効率が期待でき，また顕微鏡下

で融合状態を観察しながら条件をコントロールできる利点を持っと考えられる dielectro-

phoresis法を用い，この方法による細胞融合について，プロトプラストの調製から，融合体の

再生，培養，選抜に至る各過程における各種の基本的条件，因子に関して検討を行った。また

融合体の選抜は，本研究では食用担子菌の電気的細胞融合に関する基礎的知見を得ることを目

的としているため，突然変異株を用いた場合には，普通の菌とは異なった性質を有し，かつ栽
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培に対して悪い影響を与える可能性10)を考え，融合操作後，再生して来たコロニー全部を栽培

し，その中から子実体の形，色等の外見状の特徴で選抜を行い，その後アイソザム分析を用い

て融合体の判定を行った。

なお，研究に融合装置と融合チャンパーとを試作し，研究目的を満足する様に改良を加え，

一応実用にたえる条件を備えた装置を考案することができた。

今回の研究を進めて行くに際し種々ご指導を賜った香山彊教授，中村太郎教授，笹谷宜志

教授に対レ心から感謝申し上げる。また装置作成時には応用電気研究所の坂上岩太博士を始め

多くの人達の助力を得，実験に際しては教室員，大学院生の助力を得たことを心から感謝し謝

辞を述べる次第である。

なお，本論文は北海道大学審査学位論文である。

l プ口トプラストの調製と培養

プロトプラストの調製を行う場合，菌糸，担子胞子，分生子，子実体のいずれを用いても

プロトプラストの調製は可能であるが，一般には試料調製の容易きから 1次又は2次菌糸の

培養したものを分離源として用いる場合が多い。またその培養方法も振量培養，静置培養等考

えられるが，本研究では2次菌糸を用い静置培養を行った。しかし，完全な静置状態での培養

では気相菌糸を生じるため，緩やかな捜持を伴った培養を行った。

1-1 実験方法

1-1-1 供賦薗

次の5種類の菌を使用した。

ヒラタケ (Pleuro似sostrea似s) (73-12 系統株)

エノキタケ (Flammulinavelutipes) (83-3 系統株)

タモギタケ (Pleurotuscornucゆiae)(76-5 系統株)

ナメコ (Pholiotanameko) (70-2 E 系統株)

シイタケ (Lentinusedodes) (71-14 系統株)

供試菌は全て北海道立旭川林産試験場より譲り受けた。

1-1-2 培地組成

1-1ー2ー1 菌体培養の培地組成

菌体培養には次の2種の液体培地を用いた。

MYG培地(麦芽エキス 1%，酵母エキス 0.4%，グルコース 0.4%) 

so培地(醤油4.5%，砂糖2.5%，玉葱抽出液15%) 
なお，玉葱抽出液は，細かく刻んだ玉葱 150gに蒸留水150mlを加え， 60-70・Cで1時間

加温後ガーゼで滅過し調製した。

培地は 100ml容の三角フラスコに 20mlずつ分注し，オートクレープで1.2気圧， 120・C，
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20分間滅菌し，放冷後使用した。菌体を嫌持するために各フラスコ中に予め後持子と径8mm

のかラスビーズ10-15個を入れた。

1-1-2-2 プロトプラスト再生培地

プロトプラストの薗体への再生培養には，次の2種類の液体再生培地と 2%寒天が含まれ

ている 4種類の固体再生培地を用いた。

(a)MYG液体培地+0.5Mマニトール， (b) SO液体培地+0.5Mマニトール， (c)MYG団

体培地+0.5Mマニトール， (d)SO固体培地+0.5Mマニトール，(e)MYG固体培地十0.5Mサ

ッカロース， (f) SO固体培地+0.5Mサッカロース

液体培地は試験管に，固体培地はシャーレに各々分注し，前述の条件で滅菌，放冷後使用

した。

1-1-2-3 子実体栽培の木粉培地組成

木粉 (10メッシュ通過分)と栄養源として米ぬか (20メッシュ通過分)，フスマを用い，

容積比で木粉:栄養源=4:1に混合し，含水率を 65%として栽培瓶に 100ml当り 60g (湿

重量)詰め，オートクレープで1.2気圧， 120・C，90分間滅菌，放冷後使用した。

1-1-3 薗体の培養条件

SO培地を用いて，斜面培養，平面培養したもの及び1ー1ー2ー1において述べた組成の

液体培地を用いて 500ml容フラスコ中で振壷培養したものを種菌とした。斜面培養したものは

白金耳で適当量取り，平面培養したものはコロニーの周辺部をコルクポーラーで打ち抜き，振

量培養したものは 1-2mlの種菌をそれぞれ20mlの液体培地中に接種した。種菌接種後， 23。

Cで1-10日間培養したものを試料として使用した。培養中は 1日1回， 10分間按排を行った。

なお，一部の実験では接種後7-10日間予備培養を行った後に，本培養を行った。

1-1-4 プロ卜プラストの調製

実験には次の4種の市販酵素を使用した。

(a) セルラーゼ“オノズカ..R-I0 (Trichoderma viride由来)

(Yakult phamaceutical Industry Co.， Ltd) 

(b) ザイモリアーゼ20T (Arthrobacter lule附由来)(Seikagaku Kogyo Co.， Ltd) 

(c) キチナーゼ N o. C-6137 (Streptomyces g:泊eus由来)(Sigma Chemical Company) 

(d)βーグルクロニダーゼ No. G-351O (Escherichia coli由来)

(Sigma Chemical Company) 

培養した菌体を lGlグラスフィルター上に集め，脱イオン水で洗浄した後， 100-200 mg 

取り，セルラーゼ，ザイモリアーゼ，キチナーゼ，およびβーグルクロニダーゼをいろいろ組合

せてえられた混合物を， 0.05Mリンゴ酸+0.5Mマニトール溶液 (1N水酸化ナトリウムで

pH5.6に調整した)lmlに加え， 30・Cで1-4時間， 80回/分で振量しながら加水分解した。

加水分解後， 3G2-3G3のグラスフィルターで未加水分解の菌体をi慮別し，滅液を 700Xg，
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10分間遠心分離によってプロトプラストを集め， 0.5Mマニトールに懸濁した。この操作を 2

回繰り返し洗浄したプロトプラストは 1mlのマニトール溶液に懸濁し，その一部を血球計数盤

(THOMA G-6513)に取り，位相差型光学顕微鏡(オリンパス EHCr-Tr-II)下 (800倍)で

計測した。菌体の培養からプロトプラスト化のフローチャートを Fig.1-1に示す。計測終了後

のプロトプラストは再生実験と融合実験に使用した。なお，担子菌のプロトプラストの調製に

おける緩衝液の影響については，Wesselsらの報告12)があるが，本研究では電気融合法により融

合を行うため，イオンが多くなると交流及び直流電圧を高くしなければならず，プロトプラス

トに対し悪影響を与えるために， 0.5Mマニトール溶液を用いることにした。
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1-1-5 プロトプラストの再生

再生実験では，得られたプロトプラストを MYG又は SO液体再生培地5mlを入れた試験

管に接種した。固体再生培地の場合はプロトプラストを 50-100個Imlになる様に希釈した後

シャーレに接種した。プロトプラストは 23・Cで1-10日間培養，液体培地では，位相差顕微鏡

により再生菌糸の伸長状態を観察した。固体再生培地では，発生したコロニー数を計数し，接

種した全プロトプラスト数に対する再生したコロニー数の百分率で再生率を表示した。再生率

表示の中には一部に補正を行ったものがある。補正は一定量のプロトプラストを取り，その懸

濁液に 10倍量の滅菌水を加えプロトプラストを破壊した後，固体再生培地に接種し，形成した

コロニー数を滅菌水を加えていない試梓からのコロニー数から引いた値を真のプロトプラスト

の再生コロニー数とした。

1-1-6 プロトプラストの細胞壁の再生

カルコフルオール蛍光染色法を用いてプロトプラストの細胞壁の再生状況を経時的に観察

した。プロトプラストの固定は，グルタールアルデヒド溶液を用いて行った。処理操作として

は，プロトプラスト懸濁液1mlにグノレタールアルデヒド 2.5%，塩化カルシウム 50ppmを加

え，直ちにタッチミキサーで捷#を行い，冷蔵庫内(4.C)で24時間固定を行った後，脱イオン

水で遠心処理により洗浄を行った。その後，遠心管の底に沈澱しているプロトプラストに 1%

カルコフルオールを 0.3-0.5ml添加し撹持した後， 5分間静置した11)。処理後，脱イオン水で

3回洗浄を行った後，無蛍光スライドグラス上にプロトプラスト懸濁液を 1滴落しカバーグラ

スを載せた後，吸水紙で余分の溶液を取り除き周りを密閉した。ここで用いたカルコフルオー

ルは，キチンとセルロースに吸着する蛍光染色剤である11)。蛍光顕微鏡観察には Zeissの

UMSP-50を用いた。撮影は透過光と落射蛍光の2種を用いて行い，対物40倍で写真を撮影し

fこ。

1-1-7 プロトプラストからの子実体形成

ヒラタケおよびシイタケめプロトプラストから子実体形成の実験を行った。前述した固体

再生培地のコロニーを斜面培地に接種し， 7 -10日間23.Cで培養を行い，木粉培地に接種し，

その後暗黒下で23・C，湿度70%で菌回しを行った。菌回し完了は次の状態をもって判断した。

ヒラタヶ;菌糸が培地全体に回り，かつ培地上部が濃い菌層で覆われた状態(約1ヵ月)

シイタヶ;培地全体に菌糸が回った後，約1ヵ月で菌層上部に褐色の変色部分が出来，そ

の後原基が形成された時点(約2-3ヵ月)

菌回し完了後，蛍光灯下で発茸操作を行った。 16・C.湿度90%の条件でヒラタケは培地上

部の菌層を掻き取り，原基が発生するまで(約2週間)ウレタンシートをかけ水分を保持し，

その後シートを除いて空気の流通をよくする。シイタケは原基形成後次のようにして発茸操作

を行った。培地の高さより少し深めの容器に針葉樹(トドマツ)の木粉を水分を十分に含ませ

た状態で詰め，菌回しの完了した培地を埋め込み，この状態で約2ヵ月保持することにより子
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実体を発生させた。

lー2 結果と考察

植物プロトプラストを調製する試みは古くから行われている。今日まで数多くの植物プロ

トプラストの調製例が報告されており，殆ど全ての植物組織からプロトプラストが得られると

いっても過言ではない。近年，担子菌のプロトプラストの調製についても数多く報告きれてい

る12-16)。

本研究に於いては，融合実験を前提としてのプロトプラストの調製について検討，考察す

ることにした。細胞融合に適したプロトプラストの条件として以下の3つの条件が挙げられる。

1. ある程度(l06/mI)以上の収量が得られること。 2. 細胞壁の除去が完全であること。

3. 再生率が高いこと。

これらの条件をみたしたプロトプラストを調製するためには，次の様な要因について検討

することが必要と考えた。

1. 細胞壁加水分解の条件 2. 菌体の培養条件と培地組成 3. プロトプラストの再生

lー2-1 加水分解条件

プロトプラスト化するための最適条件を見つけるため，細胞壁加水分解について検討した。

この実験に使用する菌体の条件を次のように定めた。

・培 地 :MYG及びso液体培地
-培養回数 :2-4日間

加水分解の条件をここでは 2つに分けて検討した。

1-2-1-1 酵素組成

加水分解酵素の組合せについては多くの報告が出きれている 12-15)。その中で酵素溶液1ml

当り，菌体(湿重量)400ー130mg用いており，酵素はセルラーゼ，ザイモリアーゼ，キチナー

ゼ， βーグルクロニダーゼの組合せを用いていた。この組合せによると，ヒラタケでは 3.8X107/

ml，エノキタケでは 6.7x107/mlもの高収量のプロトプラストが調製されている報告があ

る15)。

使用濃度は，予備実験により 5種の供試菌すべての収量が1Q6/mlとなった条件は，セルラ

ーゼ1%，ザイモリアーゼ0.1%，キチナーゼ2units，βーグルクロニダーゼ0.05% (284 units) 

であり，加水分解時聞は 3.5時間とした場合(3.0X107/mlエノキタケ)，βーグルクロニダーゼ

を加えない時(1.1X 107/mlエノキタケ)よりも高いプロトプラスト収量であったが，しかし，

かなりの微細片が混入し，このものがプロトプラストの融合を妨げるので， βーグルクロニダー

ゼは使用しなかった。セルラーゼ，ザイモリアーゼ，キチナーゼについて(各々， 2%，0.5%， 

8 units)及び， (2%， 0.1%， 4 units) ， (1%， 0.1%， 2 units) ， (2%， 0.6%， 6 units) ， 

(5 %， 1.0 %， 6 units)の5つの条件について検討した。

その結果，一番高収量が得られた条件は，培養3日自の菌体を使用し，セルラーゼ，ザイ
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モリアーゼ，キチナーゼを各々.1 %. 0.1 %. 2 unitsを用いた時で，ヒラタケについて.1.29 x 

しかも微細片及び菌糸片を含

まない条件は. (1 %. 0.1 %. 2 units →1.1 X 107/mlエノキタケ)及び(2%. 0.6 %. 6 units 

→8 x 106/mlヒラタケ)の濃度の時であった。その他の濃度では，

107/mlのプロトプラストが得られた。また，高い収量が得られ，

ある程度の収量 (106/ml前

後)は得られるものの微細片及び菌糸片が混入した。

加水分解時間qu 

内

L
唱

i

加水分解時間を 1-4時間で変化きせた時の収量の変化を Fig.1-2に示す。菌体は 50培

キチナーゼが各々 2地で3日間培養したものを使用し，酵素はセルラーゼ，ザイモリアーゼ，
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%. 0.6%. 6unitsの濃度を用いた。通常の担子菌のプロトプラストの調製は 3-4時間の加

それ以後は減少する傾向水分解時間以内に最大収量のプロトプラストを得ることができるが，

にある山7)。しかし，別の報告同では.10時間まで増加し続け，それ以後は一定になっていた。

プロトプラストの収量の増加が認められた本実験では，加水分解は4時間まである程度，

が，後述の再生実験，及び融合実験の結果も考慮して，加水分解は 30'Cで3時間とした。

菌体の培養回数と培地組成

MYG. SO液体培地で培養した菌体からプロトプラストを調製し，培地組成の違いが収量

1-2-2 

に及ぽす影響を調べた。その結果の一部を Fig.I-3に示した。加水分解はセルラーゼ，ザイモ

3時間行った。が各々 1%. 0.1 %. 2 unitsの混合溶液中で. 30・C.キチナーゼ，リアーゼ，

MYG培地でヒラタケでは SO培地で培養した菌体から調製したプロトプラスト収量は，

培養したそれよりも約2倍となった。エノキタケについても SO培地の方が若干プロトプラス

シイタケ，ナメコに関しては，成育した培地によりプロトプタモギタケ，ト収量が高かった。

ラストの収量は影響きれなかった。従って，本実験で使用した SO培地で培養すると菌によって

は，プロトプラストの調製が容易になると考えられる。
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次に菌体の培養回数とプロトプラスト収量との関係を検討した。 (Fig.1-3)。ヒラタケ，エ

ノキタケは共に， so培地接種後3日目に各々平均1.3 X 107/ml， 1.1 X 107/mlの最高の収量を
ヒ得ることができ，以後，両菌からのプロトプラストの収量は共に減少していった。従って，

ラタケ及ぴエノキタケは培養期聞が長くなればプロトプラストの収量も低下する傾向にある。

また，タモギタケ，ナメコについても 3日固まで増加し，それ以後は減少する傾向にあったが，

シイタ

ヶ，ナメコの最大収量はso培地使用の時で各々5.0XIQ6/ml，2.5x106/ml， 3.3X106/mlで
この条件では，

シイタケは 7日固まで緩やかに増加しそれ以後は減少する傾向にあった。タモギタケ，

シイタケ以外は 3日目に最大収量が得られたので，詳細は後に述べる

が予備的にso培地に3日間培養した胃体から上述の条件で調製したプロトプラストを交流電
圧500V/cm，高周波2MHz，直流パルス電圧10KV/cm，パlレス幅6μ田c.で融合実験を行つ

プロトプラストの融合頻度はきわめて低かった。

あった。

たが，

次に，酵素濃度をセルラーゼ，ザイモリアーゼ，キチナーゼを各々 2%， 0.6 %， 6 unitsと

した時の収量に対する影響を調べた。その結果を Fig.1-4に示した。so培地で嬉養した菌体か
ヒラタケを除きほぽ同じ値を示した。4日目以後は，3日目迄は収量の増加を示したが，らは，

6日目以後は菌糸片の混入が認められたので，菌糸片の混入がみられなかった 6日目しかし，
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融合が観察された。以上の実験結果より 3つの酵素の最適の組合せは，セルラーゼ，ザイモ

リアーゼ，キチナーゼを各々 2%， 0.6 %， 6 unitsとし，菌体は， so液体培地で2-5日間培
養したものを使用することにした。

1-2-3 プロトプラストの再生

担子菌のプロトプラストの再生については，再生培地や浸透圧調整剤の影響について報告

されている15h本研究に於いてもこの条件等について検討した。

ヒラタケのプロトプラストの再生は， SO， MYG共に，液体再生培地では 2-5日目に，

固体再生培地では 10-14日目に各々再生を確認した。液体培地での再生には 3種の特徴的パタ

ーンが報告されている18)。今回の実験に於いても Photo1， 2， 4に示すプロトプラストから直接

菌糸が生成するものと， Photo 3に示す酵母型と， Photo 5に示すいわゆる“bud-likecells"と言

う形のものが認められた。固体再生培地ではコロニー形成を再生の目安とした (Photo6)0 1 

個のコロニーから栽培瓶で子実体が発生した (Photo7)。この結果より，用いた担子菌のプロ

トプラストは植物プロトプラストと違い 1個のプロトプラストから容易に子実体まで再生で

きることが明らかになった。

1-2-3-1 培地組成と浸透圧調整剤

再生培地の組成と浸透圧調整剤の種類の違いの再生率に対する影響を検討した結果を

Fig.1-5に示す。

a)では，酵素組成，浸透圧調整剤 (0.5Mマニトール)が同じで培地 (MYG，SO)の違

いによる再生率を比較したところ SO培地の方が再生率が高い結果となった。しかし後述する
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ように，この酵素組成では融合が困難な結果が得られているので， b)に示す酵素組成で80培

地による浸透圧調整剤の遭いによる再生率を比較したところ 0.5Mサッカロースの方が再生

率が高い結果となった。

1-2-3ー2 加水分解

次に，再生率に対する加水分解時聞の影響を検討した結果を Fig.1-6に示す。
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1-2-1で述べたように，加水分解時間が増加するに従いプロトプラストの収量も増加

したが，再生率は2時間加水分解した場合最も高い再生率を示し，収量の多い4時間処理では

再生率は2時聞の再生率の約43%に低下した。そこで，この2時間又は3時間加水分解したプ

ロトプラストを用い融合試験を行った結果，加水分解時聞が2時間のプロトプラストより 3時

聞のプロトプラストの方が融合に適していることが認められた。これらの結果より，加水分解

は3時間行うことにした。

1-2-3-3 プロトプラストの細胞壁再生

プロトプラストの再生に関して，蛍光染色によってプロトプラストの細胞壁の再生を観察

した。培養時間0時聞のヒラタケのプロトプラストでは 7.9%がカルコフルオール染色による

と思われる蛍光を発しており，培養時間4時間のプロトプラストでは 12.1%が蛍光を発してい

た (Photo8， 9)。同じく 24時間のものは 23.1%が蛍光を発していた (Photo10， 11)。ここ

で他のプロトプラストも蛍光を発しているが，菌糸の状態では，更に強い蛍光を発する (Photo
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12， 13)。

この結果から o時間に於ける蛍光は，プロトプラストに残存している未分解の細胞壁の
蛍光と考え，プロトプラストの細胞壁再生率は 0時間で0%，4時間で4.2%， 24時間で 15.2

%と計算された (Table1-1)。

Table 1.1 Cell wall regeneration of protoplast estimated from 

the observation by fluorescent optics 

Incubation period 

Protoplasts showing f1uorescence 

Regeneration of cell wall 

1-3 結論

〈プロトプラストの調製〉

o hr 

7.9% 

。%

4 hrs. 

12.1 % 

4.2 % 

24 hrs. 

23.1 % 

15.2 % 

プロトプラストの調製については，プロトプラストの収量が 1X 106/ml (湿重量 100-200

mg当り)以上あり，しかもプロトプラストが融合に適する性質を持つという条件を再生及び融

合実験を考慮して検討した結果，菌株によって著しい特性があるが菌体はso液体培地で3
-5日間培養したものを用い，加水分解はセルラーゼ，ザイモリアーゼ，キチナーゼが各々 2

%， 0.6%， 6unitsの酵素溶液で 30・C，3時間行う条件が，本研究で使用したプロトプラスト

の最適調製条件となった。添加効果が認められている βーグルクロニダーゼは収量の増加を導い

たが，融合実験には不利となる微細片の混入を招いた。従って本研究ではプロトプラストが比

較的均一でしかも微細片が混入しない調製条件として上述の条件を最適条件とした。同条件に

於て調製したプロトプラストは 10-14日目にコロニーを形成し，それぞれのコロニーから子実

体を形成した(ヒラタケ)。再生率はso固体再生培地で，浸透圧調整剤が0.5Mサッカロース
のものが良しまた加水分解時間は， 2 -3時聞のものが好結果を与え，再生率は平均 20%と

なった。

くプロトプラストの細胞壁再生〉

プロトプラストの細胞壁再生過程の観察の結果，ヒラタケのプロトプラストについて 24時

間後には 15.2%のプロトプラストが細胞壁を再生していることが認められた。これは，ヒラタ

ケのプロトプラストの平均再生率が 10-20%であるという結果とよく一致している。さらに自

家蛍光との区別を明瞭にするため，蛍光波長の測定を行うべきであろう。また実際には固体再

生培地での再生を行うが，もし液体再生培地での結果がそのままコロニーの再生として現れる

としたら，液体再生培地での予備培養をすることにより再生率が向上する可能性もある。

従来行われていた再生実験では主に固体培地上のコロニーの数のみで再生を判定していた

が，液体培地での細胞壁再生結果より短時間で再生の判定が可能となり，かつ再生率の向上の

可能性もかんがえられる。しかし細胞壁の再生機構について，種々の再生条件下で経時的に追
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跡する必要がある。同時に液体，国体培地での再生の相違点にかんしては考慮する必要がある。

2 プロトプラストの融合条件の検討

2-1 実験方法

2-1-1 融合システム

本研究で使用した融合システムは，原理的には POhP9)のdielectrophoresis法と Zimmer-

mannら9.20)の電気的融合法を組み合わせた方法を基本としたものであり，シグナルジェネレー

ター，フュージョンコントローラー，融合チャンパー，高周波及びパルスをモニターするため

のオシロスコープ，融合状態を観察するためのビデオカメラ(IKEGAMI，TSUUSHINKI， CO.， 

囚
-出~ -0 

Sl~nal senerator 

Fuslon controller 

E 一口L二二?一一一

。:左官「

回
Oscllloscope 

Fig.2-1. Diagrammatic representation of the experimental set-up used 
for electrically induced fusion. 
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L TD.: CTC-2100 type)とモニタ一周テレビを取り付けてある倒立顕微鏡(オリンパス， IMT 

-2型)から成っており，各部分を組み合わせて，手作りでPhoto14， Fig. 2-1に示すようにシ

ステム化して研究に供した。

2-1-1-1 シグナルジェネレーター

シグナルジェネレータ一 (MEGURO，DENPA， SOKKI， K.K.)は，チャンパー内の電極

聞にかける交流電場の発生源である。周波数可変域は， 50 KHz-30 MHzで最大電圧15V(オ

シロスコープでピークからピークまで)の正弦波をアンプを通した状態で得ることができる。

出力インピーダンスは500である。

2-1-1-2 フュージョンコントローラー

フュージョンコントローラーは，パルス発生部，高周波直線増幅部，出力混合及びコント

ロール部からなり，負荷インピーダンスが純低抗で20KO以上の時使用可能である。出力に関

する仕様は，以下の通りである。

高周波電圧:0 -15 V，パルス波形:直流方形波，パルス電圧:0 -200V，パルス幅:6 

μ関c.-I00μsec.，ラグタイム:100μsec.-l m艶 c.(20μsec.改良前)

2-1-1-3 融合チャンパー

融合チャンパーは， Fig.2-2に示すようにスライドグラス上にアクリル板をエポキシ樹脂

，ーーー・ーーーー』ーーー『. 

Acryl plate 

ロ

Fig.2・2. Fusion chamber. 
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接着剤で接着してチャンパーを作り，その中に 2本のニクロム円柱電極を平行に張って，その

上部にカバーグラスを接着することによって密閉したものである。プロトプラストは2本のポ

リエチレン製のキャピラリー管を通じて出し入れする。円柱電極の直径は 100μm，電極聞は 40

μm， 50μmの2種類を用いた。

2-1-2 融合操作

so又は MYG液体培地中で培養した菌糸を 1G1グラスフィルターで集め，脱イオン水で
洗浄後， 50-200mgを取り，それに前章でプロトプラスト調製のため検討した加水分解酵素の

混合液(セルラーゼ2%，ザイモリアーゼ0.6%，キチナーゼ6unitsを含む 0.5Mマニトー

ル+0.05Mリンゴ酸溶液pH5.6)を加え， 30・Cで3時間 1分間当り 80回の振漫をしながら

加水分解を行った。 3G2次いで3G3のグラスフィルターで未加水分解の菌糸を減別し，i慮液

を700Xg，10分間違心分離を行った。遠心分離後，上澄みを捨て，沈澱しているプロトプラス

トを 0.5Mマニトール溶液に再懸濁した。この操作を 2回繰り返し洗浄を行った。洗浄後，プ

Static culture 3-7 days 

A 
2% Cellulase J 

Enzyme mixture 0.62 ZymwoselJsh Buffer l:FFl叩im;iNG
6units Chitinase pH 5.6 

~ t .. 

30・C 3 hr. 
Incubation 80/min. ー一一 I I 

shaking j υ H出版胸刷附G促閃側酬e町町em…1
Counting of 
protoplasts 

u-
n 

図 [
Di lution 
一--+
1 ml 

Fig. 2-3. Preparation of protoplasts for electrofusion. 
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ロトプラストを lmlの0.5Mマニトール溶液に懸濁し，その一部をトーマ血球計数盤に取り，

位相差顕微鏡(オリンパス EHCrTr-II)下 (800倍)で収量を計測した。 2菌株からのプロト

プラスト数は各々が等しくなるように調製し，融合実験に使用した。以上の操作のフローチャ

ートを Fig.2-3に示す。融合実験は，倒立型顕微鏡(オリンパス IMT-2型)下 (1500倍)で

行った。この顕微鏡にはテレビカメラが接続しであり，融合の様子をテレビモニターすると同

時にビデオテープに収録することができる。プロトプラスト懸濁液をペリスタティックポンプ

(EYELA PM -6 type)で吸引することによって融合チャンパーに入れ，そこで数珠つなぎ状

のいわゆるパールチェーンを形成させた。融合完了後ポンプによってプロトプラストを回収し

た。

2-1-3 融合条件

まず始めに高周波の電圧を変えてプロトプラストのdielectrophoresisの状態を観察し，ま

たパルス電圧，及びパルス幅を変えてプロトプラストの融合状態を観察した。次にパルス電圧

及びパルス幅を変化させて，各パルス幅に於ける臨界融合電圧を測定した。またプロトプラス

ト懸濁液に 0.5mM塩化マグネシウム及ぴO.lmM塩化カルシウムを添加して，臨界融合電圧

の変化及び融合の様子の変化を調べた。実験は以下の条件下て。行った。

高周波周波数:500 KHz-5 MHz (臨界融合実験は 2MHz)

高周波電圧:50 V -2 KV / cm (臨界融合実験は 400V/cm) 

パルス電圧 1-8KV/cm，

パルス幅:6 -80μsec. 

パルス回数:1 -10 (0.5秒間隔)

ラグタイム:20μsec. (臨界融合実験では 1m田c.)

2-2 結果と考察

2-2ー l 電場内に於けるプロトプラストの挙動

2-2-1-1 電気的融合法の概要

電気融合に関する最初の報告は Sendaら剖によってなされた。彼らは微小電極を直接一対

の細胞に接触きせ，電気パルスを与え融合を起こさせる方法で，インド蛇木培養細胞のプロトー

プラストを 5mM塩化カルシウムを含んだ0.6Mソルビトール溶液でpH5.5の条件下でパ

ルスは 12μamp.を5msec.与え融合させた。次に一対の平行電極を並べて，その聞にプロトプ

ラスト懸濁液を入れ，電気パルスを与える融合方法がNeumann21)，山田22)，Senda制らによっ

て報告された。この方法は，多量のプロトプラストに対し一度にパルスをかけることができ，

また装置も，操作も簡単である特性を持っている。

本研究に使用した方法は， Pohlのdielectrophoresis法則と融合操作は， zおim即n町lme町r-
mann2剖4ムω，2品2

1υ) 不均一な交流電場を細胞懸濁液に加えることにより，細胞間に密接な接触面を形成す
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る。

2) 次にこれらの細胞に対し高い電圧 (KV/cm)の直流パノレスを非常に短い時間(μsec.の

範囲)加えることにより融合を引き起こす。

この方法の特徴は操作を物理的な条件下で行うために，融合が非常に穏やかに進行し，し

かも同調的に起こること，また融合過程を顕微鏡で観察しながら操作を進めることができるた

めに，プロトプラストの種，培養期間，調製条件，などの要因と融合との関係を明らかにする

ことができ，高い頻度で活性のある融合体を得ることができることである。

2-2-1-2 プロトプラストのdielectrophoresis

供試プロトプラストは交流電場内に於て dielectrophoresisにより，電極に付着しパールチ

ェーンを形成した。しかしその状況は高周波の電圧，プロトプラスト粒形(例えばヒラタケで

2 -7.5μm，タモギタケで3-8.5μmで一定の分布パターンを示す)の相違によって変化し

た。加える電圧が低い場合(50-500V /cm)では，先ず大きなプロトプラストが電極に付着し，

小きなプロトプラストは最後に付着した(Photo15， 16)。かっその付着の速度はゆっくりとし

ていた。付着は 50V/cm以上から見られたが，電圧を上げることにより，より短時間で付着さ

せることが出来た。

また電圧が750V/cm以上ではプロトプラストが数珠つなぎになり完全なパールチェーン

を形成した (Photo17， 18) 0 1. 5 KV / crn以上になると隣接するパールチェーンが互いに付着

する現象も起きた(Photo19， 20)。またこの場合プロトプラストの大きさに関係なし電極に

近いプロトプラストより順次付着した。交流電場の周波数を 2MHz， 3 MHzと変えてもパー

ルチェーンの形成に変化は生じなかった。

交流電場の強度が2.5KV/crnとなると多数のバールチェーンが電極聞に急速に形成き

れ，かつ相互のパールチェーンが多数付着する現象が観察された(Photo20)。なお，交流電場

の電圧が1.25KV/cm以上になるとプロトプラストが電極表面に付着しではなれなくなるこ

とが認められた(焼き付き)。これは融合操作上大きな障害となるが，適用電圧を 1.25KV/crn 

以下に抑えることにより電極に付着したプロトプラストは，電源を切ることにより直ちに電極

から離れ，ポンプにより融合チャンパー外に取り出すことができた。

異種聞のプロトプラストの融合を行うためには 2種のプロトプラストを融合チャンパー内

で互いに接触させる必要があるが，それは次の様にして行った。操作は先ず始めに 1種類のプ

ロトプラストを融合チャンパー内にポンプで送り込み，高流電場2MHz， 125 V / crnでプロト

プラストを電極に付着きせ，一定時間後0.5Mマニトール溶液で電極に付着していないプロト

プラストをポンプで流し去る。次に別種のプロトプラストをポンプで送入し， 250 V /crnの電圧

を加える。

この操作によって異種のプロトプラストを電極に付着きせることが出来，かつプロトプラ

ストの大きさもある程度そろえることが可能となる。
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2-2-1-3 直流パルスによる融合

交流電場は周波数2MHzを用い，所定の電圧を加えてプロトプラストを電極に付着させ

た後に，パルス電圧をかけて融合を誘発させた。パルス電圧7.5-25KV /cm，パルスを加える

時間を 6-15μ田c.の聞で融合実験を行い，最適のパルスを加える時間を明らかにした。

理想的なハイブリッド融合は異種のプロトプラストが2個付着した状態で融合を起こすこ

とであり，そのためには，電場条件として前述した様に交流電場の電圧を 125-250V /cm程度

にし，プロトプラスト濃度はそれぞれ 104/ml程度にすることが望ましい。エノキタケとヒラタ

ケの融合を Photo21-24に示す。これは初めヒラタケのプロトプラストを融合チャンパーにポ

ンプで導入し，交流電場に 125V/cmの電圧を加え，大型のヒラタケのプロトプラストが電極に

ある程度付着した時点で0.5Mマニトール溶液を送入して浮遊プロトプラストを洗い出し，次

いで，エノキタケのプロトプラストをチャンパー内に導入しヒラタケのプロトプラストの上に

付着きせ，パルス電圧12.5KV/cm，パルス時間6μsec.で融合を行った。

融合開始時点では，両方のプロトプラストは内部に液胞を持っていることが確認できた

(Photo 21) 0 5分後には，両者の液胞は融合して楕円形を呈しており，融合体の外形は瓢箪型

となった(Photo22) 0 10分後には内部の液胞の長径と短径の差が小きくなり，融合体の外形も

より一体化が進んでいる (Photo23) 0 30分後では融合体内部の液泡は完全に円形となり，外形

もほぼ円形となり僅かにくびれた点が辛うじて認められる状態となった (Photo24)。

次に交流電場2MHz，電圧750V/cmの条

件で出来た比較的プロトプラストの粒径がそろ

ったパールチェーンの融合では，パルス電圧 10

KV/cm，パルス時間6μsec.でPhoto25に示

すパールチェーンに於て， Fig.2-4の矢印で示

すプロトプラストが互いに融合した。融合開始

30秒後 (Photo26)にはパールチェーンが破壊

し，上方の融合体は楕円形となり下方の融合体

も楕円形となっているが内部の液泡はまだ一つ

になっていない。 10分後 (Photo27)には両方

の融合体は完全な円形を呈した。

前述したように(1-2-1-1)，菌体培

養回数は 2日固まで酵素濃度はセルラーゼ1

%，ザイモリアーゼ0.1%，キチナーゼ2units 

の混合酵素液で，加水分解時聞が2時間までの

条件で調製したプロトプラストは融合が起こり

にくかった。これらは完全なプロトプラストに

び

Figz 2-4. Fusion of protoplasts. 
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なっていないか，または，プロトプラストの膜が酵素液の処理により変質した方が融合し易い

のかも知れないが明確な理由は不明である。またパルス電圧が10KV/cm以上になると一部が

電極に付着してはがれにくくなる現象が確認された。

融合率の測定は，栄養要求性などのマーカーを持ったプロトプラストを作成してからでな

ければ正確な数値は測定できないが，ビデオの画面，写真を用いて融合前のプロトプラスト数

と融合後のプロトプラスト数を比較することにより融合率を概算した。交流電場高周波2

MHz， 1 KV/cm，パルス電圧 10KV/cm，ノ"l}レス幅6μsec.で最高 10%の融合率を得た。

2-2-1-4 プロトプラストの破壊

一般的な傾向としてパルス電圧が高くなり，かつパルスをかけている時聞が長くなるに連

れて，破壊するプロトプラストが多くなることが認められている。実際に本研究においてもこ

の傾向は認められ，まず初めに大きいプロトプラストが破壊きれた。細胞膜に加わる電位差は

プロトプラストの径に比例する19)ので当然大きなプロトプラストが破壊され易いことになる。

また閉じ径のプロトプラストでも破壊の程度に大きな差があった。これはプロトプラストの調

製のところで説明したように，遠心力が加わっただけで簡単に破壊するものがあるように，物

理的強度も大きく異なったプロトプラストが生成するからであろう。このことはヒラタケのプ

ロトプラストの電子顕微鏡による観察でも明らかである2剖。この現象については，パルス帽を

12μ田c.以上かけると膜の透過性が不可逆的に増大したことが考えられる。膜の透過性の増大

の理由としては Tsongら29.30)は膜が多孔性になっていると解釈しており，また Zimmermann

ら31)は膜に電圧の加えたことにより膜に歪が生じているためと考えているが，融合にはこの様

な膜の損傷が可逆的であることが前提であるが，不可逆的にまで損傷が拡大進行した場合にプ

ロトプラストは破壊してしまうのであろう。

2-2-1-5 プロトプラストの回転

プロトプラストの回転現象は， Zimmermann t:> 3川こより赤血球，植物プロトプラスト，酵

母細胞，脂質膜小泡等において観察されている。回転現象のためにプロトプラストの融合開始

点が常に変動し，隣接したプロトプラスト聞の融合が阻害きれることになる。この現象の理由

としては，プロトプラストが電荷分離して双極子になるため，または膜中永久双極子の配列に

よって生じるとしているが，未だ完全な理由付けはなされていない。本研究においてもパール

チェーンを形成するプロトプラストの一部が回転を起こすことが確認された。

回転は交流電圧250V / -2.5 KV /cmの範囲，周波数500KHz -5 MHzの範囲内で観察き

れ，電圧が高い方が激しく回転した。この回転は電圧を 250V /cm以下に下げることで完全に停

止した。

回転はランダムに起きるのではなし特定のプロトプラストにのみ起きる現象である。そ

れは電圧を下げることにより回転を完全に停止させた後に再び電圧を上げて行くと，先に回転

を起こしたプロトプラストのみが再び回転することが認められることにより確認きれた。また
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電圧を下げて 250V /cm付近になると回転が非常に緩やかになるが，その時回転がスムーズに

行われなくなり，隣接するプロトプラストの接触面を無理に擦りながら回転している様に見え

る。これは回転体の表面が不均一で凹凸があるために起こると判断きれる。すなわち細胞壁の

部分的な残存等により完全なプロトプラストになっていないことを意味している。

2-2-1-6 作成した融合装置の性能評価

最近融合装置に関するかなりの数の報告がなされており 20.27.32L また高価な優れた市販品

も出てきている。本研究でも種々の報告を参考に設計を行った。しかし未だ改良すべき点が多

く存在する。

先ず，交流電場とパルスの電圧をもう少し高出力にすることである。本装置は高周波で最

大15V，パルスは 200Vまでであり，高電圧の実験をするためには電極間隔の非常に小きなも

のを作らなければならず，その作成も非常に困難であり，また作ったチャンパーを用いて実験

を行う場合プロトプラスト懸濁液の出し入れが困難となる。

融合チャンパーについては，第一に電極に関する検討要因として，その素材，形状，電極

聞の距離がある。素材には一般に白金が使用されているがニクロムも用いられている。今回の

実験にはニクロム線を用いたが，十分に融合実験に用いることができた。形状に関しては，電

極の形状が異なると融合率が異なるという報告もある27)。つまり円柱電極よりも平板電極の方

が融合効率がよいと報告している。平板電極は電極間全域に電場が均一に加わるために，全て

のプロトプラストに同じ電圧を加えることができるが，円柱電極では不均ーの電場となるため

電極聞の最短部に一番強い電圧が加えられることになり融合が不均一になることを意味する。

今回の実験では，交流，直流パルスのいずれの電圧も出力が低かったが，円柱電極を用いるこ

とで所定の電場強度が得られ，一応実験目的が達成できた。また円柱電極に於いては冷却装置

が必要で、あるとの報告23)もあったが，実験結果より，その必要は認められなかった。

融合チャンパーの形状に関しでも様々のものが報告されている。 Wattsら33)は真鎗板を5

mm間隔で5枚並べた電極で処理量は 1mlであるチャンパーを用いて多量のプロトプラスト

の融合を目的とした実験を行っている。 Vienkenら刊は，先ずA種のプロトプラストをシリン

ジでチャンパー内に送り込み電極に付着きせ，次に B種のプロトプラストを同様にチャンパー

内に送り込み，先に送り込まれ電極に単層で付着しているプロトプラストや細胞にうまく付着

させ，雑種融合体を効率よく作り出すような方法を報告している。日比ら35)は，金蒸着したカーラ

ス板2枚で厚さを調節するスペーサーを挟んだチャンパーを作り，フロー方式で連続的に融合

を行わせる方法を提案している。これらは各々一長一短があり，また使用する細胞またはプロ

トプラストの種類によっても異なる条件が要求され，完全なチャンパーは未だ完成きれていな

い。今回用いたチャンパーは Fig.2-2に示したもので， 0.5Mマニトール溶液を満たし，プロ

トプラストを電極に付着させるためにチャンパー内に導入し，約 10分間放置してプロトプラス

トを静置した状態にしてから電場を加えることが必要であった。チャンパー内は 70%エタノー
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ルで完全に殺菌が可能であった。しかし接着剤にエポキシ樹脂を用いているため耐久性に問題

があり，接着層より破壊することがしばしば生じた。今後，使用する接着剤について検討する

必要がある。

本研究に於ける実験装置システム全体を考えると，プロトプラストを機械的な操作で電極

内に注入することが可能である故に，大気下で完全無菌状態での操作が可能となり，また異種

のプロトプラストを別々に注入し，高周波を調節することで雑種融合体を効率よく作り出すこ

とができた。かつ電極に注入するところから融合終了後に取り出すところまで全てテレビモニ

ターにより観察しながら行うことができて，プロトプラストの状態，融合の状況などを各段階

で調節することが可能になった。

但し， 1サイクルが45分とかなり時聞を必要とすること，高周波出力，電圧調整，パルス

の条件設定の操作がかなり煩雑である。

2-2-2 臨界融合パルス電圧

プロトプラストに直流パルス電圧を加えると，ある電圧以上になって始めて融合が開始さ

れ，電圧を徐々に上げて行くと，ある電圧で全てのプロトプラストが破壊してしまう点がある。

これらの範囲を明らかにすることにより，最適融合条件の検討が容易になる。なお，これらの

条件の内で当然パルスをかける時間も重要な要因となる。

0.5Mマニトール溶液にヒラタケのプロトプラストを懸濁し融合を行ったところ交流電場

400V/cmで，各パルス幅 (10-80μsec.)における臨界融合パルス電圧は， Fig.2-5に示すよう

になった。上下2本の折れ線の聞の条件で融合が起こった。即ちそれぞれのパルス幅で下部の

線以下の電圧では融合はまったく起こらず，上部の線以上の電圧では全てのプロトプラストが
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Fig.2-5. Fields possible to evoke fusion of protoplasts (the area between 

lower curve and upper curve) (O.5M mannitol). 
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破壊してしまった。一般にパルス幅が長いほど，融合に必要なパルス電圧は低くなるが，パル

ス幅50μ田c.以上では破壊の頻度が高くなった。プロトプラストの大きさは，およそ 3-10μm 

で，仮に 3-4μmのものを小型， 5-7μmのものを中型， 8-10μmのものを大型のプロト

プラストと呼ぶことにすると 2線聞に於ける各パルス幅でのパルス電圧の低い部分では，大

型のプロトプラストは融合したが，中ないし小型のものは融合しなかった。中聞の電圧部分で

は，大ないし中型のものは融合したが小型のものは融合せず，大型のものの一部には破壊が起

こった。高い電圧の部分では，小型のものは融合したが大ないし中型のもののほとんどは破壊

してしまった。これら結果は， Pohlら叫が報告している様にパルス電圧の影響はプロトプラス

トの大きさに比例することによるものである。

2-2-2-1 0.5mM塩化マグネシウム十O.lmM塩化カルシウム添加

前節に述べたように異なる大きさのプロトプラストの混合している標品は予め分画遠心に

よって大きさを揃えることも融合率の改善に有効な手段と考えるが，ここでは少量の電解質の

添加が融合率を高めるという報告4討をもとに， 0.5Mマニトール溶液に 0.5mM塩化マグネシ

ウム+O.lmM塩化カルシウムを各々添加して，臨界融合電圧の変化を調べた。臨界融合電圧

は， Fig.2-6に示すようになった。電解質それぞれを単独で使用した場合に比較して融合に必要

な電圧は若干高くなったが，破壊はかなり少なくなり，プロトプラストの大きさに関係な〈高

頻度で融合が起こった。しかし，やはりパルス幅50μ詑 c.以上では，やや破壊の頻度が高<.

またパルス電圧5KV/cm以上では，プロトプラストが電極に付着して，交流電場を切った後も

離れづらくなる現象(焼き付き)がみられた。

以上の結果から最適融合条件は 0.5mM塩化マグネシウム+O.lmM塩化カルシウムを
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Fig.2-6. Fields possible to evoke fusion of protoplasts (the area between 
lower curve and upper curve) (O.5M mannitol +O.lmM CaCI.+ 

O. 5mM MgCI，). 
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含む0.5Mマニトール溶液中でパルス幅40μsec.，パルス電圧4KV/cmという条件下での融

合率が最高となりおよそ 60%であった。この条件下での融合の模様を Photo28-32に示す。

2-3結論

融合はプロトプラストを交流電場により電極に付着させ直流ノマノレスを与えることにより誘

発できた。交流電場電圧が50V/cm以上でプロトプラストは電極に付着し， 750V/cm以上で

パールチェーンを形成した。プロトプラストの回転は， 250 V/cm以下で停止し，焼き付きは融

合の妨げにならない程度に電圧を落とすことにより防ぐことが出来た。融合はパルス幅6-15 

μsec.，パルス電圧 7.5-25KV /cmで観察できた。融合は 5-30分で完了した。パルス幅を長

<.あるいはパルス電圧を高くするに連れてプロトプラストの破壊及び焼き付きが増加した。

融合率はパルス幅6μsec.，パルス電圧 10KV/cmの条件で最大10%であった。プロトプラス

トの融合率は調製条件に大きく左右された。すなわち培養日数が2日固まで，またはセルラー

ゼ1%，ザイモリアーゼ0.1%，キチナーゼ2unitsの酵素混液で2時間以内の加水分解で調製

したプロトプラストは融合が起こりにくかった。本研究では検討しなかったがプロトプラスト

の大ききと形態を均一に揃える試みは残きれた問題と考える。作成した装置に関する問題点と

して，交流電場とパルスの出力電圧が低いことがある。そのため電極の間隔を非常に狭〈

(10-50μm)しなければならず，融合操作も困難になった。融合チャンパーは大気下に於て，

無菌状態で操作ができ，かつ殆ど機械的な操作のため調整を微妙に行うことができた。ただし

接着剤の耐久性は今後検討の必要がある。

臨界融合パルス実験で最適融合条件は， 0.5Mマニトール溶液に 0.5mM塩化マグネシウ

ム+O.lmM塩化カルシウム添加した溶液中でパルス幅40μsec.，パルス電圧4KV/cmの電

気刺激により約60%の融合率がえられ，再現性もかなり高いと思われる。しかしながら，これ

は融合後のプロトプラストの再生ということを考慮していない値である。

細胞融合による体細胞雑種の育成という一連の仕事における各操作段階で生じる様々な要

因(菌糸の培養条件，プロトプラストの調製条件，融合条件等)の検討は今後，融合後の再生

というところまでを考慮して行わなければならないで‘あろう。なぜならば，ある段階に於て最

適と思われた条件が他の段階において必ずしも最適であるとは限らないからである。例えば，

収量の高い調製条件でのプロトプラストは再生率が低かったり，再生率の高いプロトプラスト

は融合率が低かったり等ということも起こり得ることである。従って今回最適で、あると結論づ

けた条件により融合を行い再生させた場合に再生率が非常に低いなどということもあり得る。

また菌株によってそれらの最適な条件は異なることが予想される。また添加した電解質の再生

率への影響も考慮する必要がある。さらに，電解質を添加すると交流電場による誘引効果が弱

まる傾向があるため，パールチェーン形成のために交流電場電圧を高くしなければならず，長

時聞の操作では懸濁液の電気分解及び温度上昇を招〈恐れがあり，今後更に検討の必要がある

と思われる。
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3 融合の判別法の検討(アイソザイム分析)

アイソザイムとは 1つの個体内にあって電気泳動特性は異なるが，基質特異性を同じく

する酵素群のことで，数種の酵素が，担子菌の種に特異的なアイソザイムとして確認されてい

る。Toyomasuら刊は，トキイロヒラタケとヒラタケの PEGによる細胞融合の融合体の判別に

アイソザイム分析を利用している。本実験では，エステラーゼ，酸性フォスファターゼ，マレ

ートデヒドロゲナーゼ，ロイシンアミノペプチターゼ，の4つの酵素について，融合体の 1つ

の指標としてアイソザイム分析の検討を行った。

3-1 実験方法

3-1-1 鼠料の調製

供試菌として，シイタケ，ナメコ，エノキタケ，タモギタケ，ヒラタケを各々MYG液体培

地中で7-10日間静置培養したものを使用した。菌体を桐山ロート上に集め，脱イオン水で数

回洗浄した後，湿重量で0.1-0.5g程度を乳鉢に取り，小量の脱イオン水と石英砂を加え，十

分に磨砕した。この細胞抽出液を漉紙片 (5mmX5mm)に浸透させ，過剰の細胞抽出液を除

去した。

3-1ー2 デンプンゲルの調製

水解デンプン 30gを，ゲル用緩衝液250mlと共に 11容丸底フラスコに入れ，激しく振遺

して，懸濁液とした後，沸騰湯浴中で回転撹枠しながら 3-4分間でゲル化させた。フラスコ

の口を水流ポンプにつなぎ，減圧下で，脱気を行った。その後，予め脚部の底をビニールテー

プでふさぎ，容器の内面及びカバーに流動パラフィンを塗布しておいた泳動用ゲル容器に分注

し，気泡が入らぬように静かにカバーを載せ，重石を載せて約30分放置し，固化させた。固化

後，重石をはずし，容器からはみ出したゲルを除き，室温で一晩放置したものを泳動に使用し

た。

3-1-3 緩衝液と染色液の組成

4酵素のアイソザイムの分析に使用した，緩衝液と活性染色液の組成は，以下に示す通り

である。

・エステラーゼ (EC3. 1. 1. -)38) 

a)ゲル用緩衝液

0.02Mホウ酸 (pH8.62) 

b)電極用緩衝液

0.3Mホウ酸， 0.03M塩化ナトリウム (pH8.0) 

c)染色液

O.lM燐酸緩衝液 (pH7.0)， 1 mMαーナフチルアセテート， 0.1 %ファーストブル

ー・RR塩
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脱イオン水100mlにファーストブルー.RR塩 150mgを加え完全に溶解し，次に燐酸緩

衝液15ml，基質溶液1.5ml，更に全体で150mlとなるように脱イオン水を加えた後，グラス

ウールで減過して使用した。

なお，基質溶液は αーナフチルアセテート1.241 gをアセトン 80mlに溶かし，脱イオン水

を加えて 100mlとして調整した。

-酵性フォスターゼ (EC3.1.3.2)蹄}

a)ゲル用緩衝液

0.03Mホウ酸， 5.25mM水酸化ナトリウム (pH8.5) 

b)電極用緩衝液

0.3Mホウ酸， 0.085 M水酸化ナトリウム (pH8.5) 

c)染色液

0.05M酢酸緩衝液(pH5.0)， 1.4 mMa-ナフチル燐酸2ナトリウム， 0.1 %ファース

ト・ガーネット・GRC塩

脱イオン水100mlにファースト・ガーネット・GBC塩 150mgを15分以内に完全に溶か

し，140mMa-ナフチルリン酸2ナトリウム溶液1.5ml，酢酸緩衝液15ml，更に脱イオン水を

全体で150mlとなるように加えた。

・マレートデヒドロゲナーゼ (EC1.1.1. 37)38) 

a)ゲル用緩衝液

5mMヒスチジン (pH8.0) 

b)電極用緩衝液

0.41Mクエン酸ナトリウム (pH8.0) 

c)染色液

0.05Mトリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン， 0.2MDL-リンゴ酸， 1mMNADヘ
0.163mM PMS， 0.43mMニトロ・ブルー・テトラゾリウム

脱イオン水100mlにトリスとリンゴ酸を溶かし， 4N水酸化ナトリウムでpH7.0に調整

した後，グラスウールで漉過して使用した。

・ロイシンアミノペプチダーゼ (EC3.4 .1.1)制

a)ゲル用緩衝液

5mMヒスチジン (pH7.0) 

b)電極用緩衝液

0.41Mクエン酸ナトリウム (pH7.0) 

c)染色液

0.02Mトリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン， 0.02MDL弔リンゴ酸， O.68mM 

L-ロイシルーβ骨ナフチルアミド塩酸， 0.005 %ファースト・ブラック・ K塩
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脱イオン水100mlにトリスとリンゴ酸を溶かし， 1N水酸化ナトリウムでpH5.2に調聾

した後， L-ロイシルーβーナフチルアミド塩酸とファースト・ブラック K塩を溶かし染色液とし

た。泳動終了後，ゲルを 0.5Mホウ酸+0.05M塩化マグネシウム溶液中で5・C，1時間前処理

し，水洗した後，染色を行つた。

尚，アイソザイム分析の実験手法に関して上記以外に参考とした文献はSh恥ow柑州)Ma討li泡ga4叫l

である。

3-1-4 電気泳動

ゲルは，端から 10mm，70mmの所にコムで各々垂直に切断点を作り， 70mmの所に前述

の減紙片を， 10mmの所には泳動終了の目安とするブロムフェノールブルー (BPB)を染み込

ませた漉紙片を挟んだ。試料の挿入を終えたゲル容器を，脚部のビニールテープを剥し， BPB 

のある側を陰極側となるように，電極用緩衝液を満たした泳動槽にセットした。電気泳動は，

ゲルの発熱及ぴ乾燥を防ぐため，泳動槽の上部をラップで覆い，その上から氷嚢を置き， 4・Cの

冷蔵庫内で泳動を行った。始めの 10分間は，定電圧100Vで，次いで定電圧 200Vで， BPBが

ゲルの陽極側の端から 10mmの所に移動するまで通電した。泳動所要時間は，約6時間であっ

た。

3-1-5 活性染色

泳動終了後，直ちにゲルを泳動槽から出して，水平方向にスライスしたゲルを，染色用容

器に移した。それぞれの酵素活性を検出するための染色液にゲルを漫潰した。染色中は，容器

には董をし，室温で1分間あたり 20回の銀漫を行った。ゲルが十分呈色した後，脱イオン水で

3-4回洗浄してからアイソザイムパターンの判定を行った。

3-2 結果と考察

3ー2-1 エステラーゼ

エステラーゼについてPhoto33， Fig. 3-1に示すように， αーナフチルアセテートを基質と

ItI圃 ' 量 1 
I .‘・ • a J 1'. 

ー • Eド. ' ' ， 2 J 1. ' " I I 3 E I .・
， ' 百 11' 

b 1・ E 111 4 ‘. E 

I
' ' 111 5 I 1 ・

Fig.3-1 Isozyme pattern of esterase. Fig.3-2. Isozyme pattern of esterase. 

a) Pleurotus ostreatus 1) Pleuro飢Sostrea似s
b) Pleurot:ωωrnucopiae 2) Pleurotus cornucopiae 

3) Flammulina velutipes 

4) Pho/iota n岡zmeko
5) Lentinus edodes 
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した場合，エステラーゼ活性を示す酵素がヒラタケについて 6，タモギタケについて 5のアイ

ソザイムとして検出された。ヒラタケとタモギタケの2種聞に各々特異的なアイソザイムパタ

ーンが存在した。また実験に使用した全ての菌についても同様に，アイソザイムパターンが得

られた (Photo34， Fig.3-2)。ゲル用及び電極用緩衝液に連続系の燐酸緩衝液を使用した実験

では，明瞭なパターンは得られなかった。

3-2ー2 酸性フォスターゼ

酸性フォスターゼについてはアイソザイムの存在は明かではなかった。ゲル用緩衝液にほ

う酸緩衝液を用いた場合，ヒラタケ，タモギ菌株の酵素は電気泳動的に区別できなかったが，

ゲル用緩衝液に 5mMヒスチジン (tH6.0)を，電極用緩衝液に 0.41Mクエン酸ナトリウム

(pH 6.0)を使用した場合，両菌株の耐性フォスターゼは異なる易動度を示した。従って，ヒ

スチジン緩衝液の系を用いることにより，酸性フォスファターゼの起源の推定は可能である。

3-2-3 マレートデヒドロゲナーゼ

ヒラタケには用いた実験条件下で2つのア

イソザイムが検出され，タモギタケにはヒラタ

ケと挙動の異なる 1つのデヒドロゲナーゼが検

出された (Photo35， Fig.3-3， 3-4)。ナメコと

ヒラタケ，タモギタケの比較では明瞭に分離し

たパターンは得られなかった。

3-2-4 ロイシンアミノベプチダーゼ .. . -• 
a 

••• 
・・・・・
F

E 
b • 

E 

1 2 3 

Fig.3-3. Isozyme pattem of malate 

dehydrogenase. 

a) P. ostreatus 

b) P. cornuco抑 e

Fig.3-4. Isozyme pattem of malate 

dehydrogenase. 
1) P.ostrea加

2) P. nameko 

3) P. cornucopiae 

ロイシンアミノペプチダーゼについては明瞭なパターンは得られなかった。ヒラタケ，タ

モギタケ，シイタケとも単一の酵素しか確認できず，その易動度も同じであった。

3-3結論

本研究において検討Lた4つの酵素の内，エステラーゼについて，ヒラタケ，タモギタケ，

エノキタケ，ナメコ，シイタケの聞に各々特異的な明瞭なアイソザイムパターンが得られた。

マレートデヒドロゲナーゼ，酸性フォスファターゼ及びロイシンアミノペプチダーゼについて
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得られたパターンはいずれも不明瞭で，また，スポットの位置も互いに重なり合っていた。

融合体の特異性の 1つの指標として，数種の酵素について電気泳動の易動度を比較するこ

とは貴重な情報が得られる。 Toyomasuら37)やAnneとPeberdy42)が指摘しているように両親

の何れにも一致しない泳動像が現れる場合がある。本研究でも，理由はわからないが同様な結

果が得られ，細胞融合により得られた新しい形質を獲得した個体であることの 1つの証拠とな

るものと考えられる。この様な生化学的解析は，融合体をつくる両親の酵素の電気泳動の挙動

の詳細な予備実験を行い，酵素の種類と実験条件とを選ぶことにより，融合体の特性を知る指

標のーっとなる。しかしこの方法も融合株の判別方法として決定的なものではなし他に栄養

要求性，薬物耐性など遺伝的に安定したマーカーを利用した判別，菌体(子実体を含む)の形

態，色調などを指標にした判別や，また染色体数の測定，蛋自分析，遺伝子解析などの様々な

結果を総合して検討していく必要があると思われる。

4 シイタケとヒラタケの融合体の作出

4-1 実験方法

4ーlー1 プロトプラストの調製

融合実験に用いたプロトプラストの調製は，先ずso液体培地に，スラント培養した菌糸を
接種し，菌が馴致した後，新たな液体培地に接種し，ヒラタケは 3日間，シイタケは 5日間培

養し， 1-1-4の手法に従って菌子の加水分解はセルラーゼ2%，ザイモリアーゼ0.6%，

キチナーゼ6unitsの混合した酵素溶液で 3時間 30・Cで処理し，プロトプラストを得た。

4-1-2 プロトプラストの融合

初めにヒラタケのプロトプラストをポンプで融合チャンパー内に導入し， 10分開放置し，

プロトプラストを沈降し安定させた後， 2 MHz， 250 V /cmの交流電場を加え，プロトプラスト

を1-2個電極に付着させた。溶液中に浮遊しているプロトプラストを 0.5Mマニトール溶液

で流し出し，次にシイタケのプロトプラストを融合チャンパー内に導入し， 500V/cmの交流電

場を加え，電極に付着しているヒラタケのプロトプラスト上に付着きせた。再び浮遊している

プロトプラストを流し出し，次の条件で、融合を行った。

直流パルス電圧 10KV/cm，パルス幅6μsec.，パルス回数は 1-5回で最高 10回加えた。

なお 1サイクルは 0.5秒であった。融合操作終了後，交流電場を切って融合処理を受けたプ

ロトプラストを 0.5Mマニトール溶液で1ml容のパイアル管に流し出した。

4-1-3 融合体の再生と子実体の形成

融合処理したプロトプラストはso寒天再生培地に接種した。 2-3週間でコロニーが確
認され，それをsoスラント培地に移し， 23"Cの培養器中で2-3週間培養した後， 1-1-
2-3で記述した木粉培地に接種し， 23"C，湿度65-70% (相対)暗黒下で約1ヵ月間培養後，

16"C，湿度90%蛍光灯下で、発茸操作を行った。主にヒラタケが発茸した。尚，菌糸伸長が非常
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に遅<2 -3ヵ月聞かかった培養瓶は 1-1-2-3のシイタケの培養方法の手法に準拠し，

菌回り完了後，針葉樹(トドマツ)の木粉中に埋め込み，水分を十分に補給し，約2ヵ月後シ

イタケが発茸した。

4-1-4 融合体からの薗糸の分離

融合体と推定された子実体より菌糸を分離した。クリーンベンチ内で先ず子実体を 70%エ

タノールで表面をよく拭き， 2つに裂いて，内部より殺菌したナイフで組織片を取り出し， so 
スラント培地に接種し， 23・Cの培養器で約1ヵ月間培養した。この菌を用いて第2回，第3回

の子実体形成栽繕試験を行い，一部はアイソザイム分析用の試料とした。

4-1-5 分離した菌糸のアイソザイム分析

分離した菌糸を用いてアイソザイム分析を行った。 MYG液体培地中で3-7日間培養し

た菌糸を試料とし， 3-1-1の試料の調製手法に準拠して試料を調製した。分析項目は 3-

1-3の手法に準拠し，エステラーゼに対してホウ酸緩衝液系を使用して分析を行った。染色

は3-1-5，電気泳動は 3-1-4の手法に準拠した。

4-2 結果と考察

4ー2-1 プロトプラストのdielectrophoresisと融合

ヒラタケのプロトプラストに対して 2MHz， 250 V /cmの交流電場を加えたときの電極へ

のプロトプラストの付着状況を Photo36に示す。

交流電場の電圧が低いために，プロトプラストは電極上に 1個か2個疎らに付着している。

次にこの状態の所にシイタケのプロトプラストをポンプで導入し 500V/cmの交流電場を加え

ると Photo37に示す状態となった。電圧が2倍になったためにプロトプラストは 2-4個付着

し，かつ最上部のプロトプラストの径は小きいものが付着した。この状況から少なくとも 1組

以上の異種聞のプロトプラストの付着が生じたものと判断される。ここでパルス電圧 10KV/

cm，パルス幅6μ田c.で数回パルスを加えることで融合が生じた。交流電場を切ると融合処理

を受けたプロトプラストは電極から離れポンプでチャンパー外に取り出された。-E!.パイアル

管に貯めた後に，so寒天再生培地上に接種した。23・C，2 -3週間の培養でコロニーを生じた。
この状態を Photo38に示す。このコロニー 250個をそれぞれ試験管に移し， 230Cで培養し，栽

培用種菌とした。

4-2ー2 融合体の子実体の性質(形と色)とその安定性

融合体の選抜には様々な方法があるが，今回は先ず形態(傘，茎)と色を観察し融合体の

選定を行った。 250本の栽培瓶の内 238本からヒラタケの栽培条件で発茸が認められた。 12本

の栽培瓶は菌回りが遅<，シイタケの栽培法により 4本の栽培瓶よりシイタケが発茸した。シ

イタケの発茸が少ないのは，菌回りに時間がかかった上，栽培瓶に 180m!容の小型のものを用

いたために，培地が乾燥気味になった事が考えられる。またシイタケの数が極端に少ないのは，

ヒラタケに比較してコロニーの形成が遅いためであろう。
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1本の子実体を除き，他はヒラタケ，シイタケ各々の子実体が発生し，形，色に特に変化

は認められなかった。変わった形をした子実体を Photo39に示す。傘は上向きでラッパ状であ

り，ひだが外側に向いている。色はヒラタケとほぼ閉じであった。比較のために普通のヒラタ

ケの写真を Photo40に示す。両者を比較すると融合体と思われるものの形態的特異性が明らか

であろう。この様に変わった形のものはこれまで当研究室でヒラタケを数万本栽培した中でも

発現したことはなかった。

次にこの子実体より植え継いだ薗体を用いて栽培実験を行った。 850ml容の栽培瓶を用い

て前述のヒラタケの条件で栽培を行ったところ，ヒラタケと形，色において全〈閉じものが発

生した。同様の実験を再度繰り返し，合計2回の発茸操作を行ったが，全てヒラタケと閉じも

のが発生した(Photo41， 42)。上記の栽培試験の結果，結局変形した融合体と推定されたもの

は再び発生することはなかった。従って，得られたヒラタケとシイタケの融合体と推定きれる

ものの形における特異性は不安定なものであったと結論される。

4-2-3 融合体のアイソザイム分析

前節で記述した様に，変形した子実体が得られたが，形が不安定で次の代には発現形質は

伝わらなかった。そこで融合体確認の一手段として，遺伝子との高い関連性を示すと言われて

いるアイソザイム分析を変形子実体より分離した菌糸について行った。

前述の実験 (3-2-1)でエステラーゼのアイソザイムが多くの種で特異的なパターン

を示したため，先ずエステラーゼについて分析を行った。なお，マレートデヒドロゲナーゼに

ついても分析し，融合体判定の確かさについて検討を行った。エステラーゼについての分析結

p • • -
• • • a a 
ー ーL

p - • • p -
同

-a b b c 

Fig.4-1. Esterase iωzymes of P. osl:γωtus (a)， 
hybridoma (b)， P. ostrea似s，
L. edodes mix (b')， L.edodes' (c). 

P-------田・--L -

-P守 画巴. .. 
a b c 

町.g.4-2. Esterase isozymes of P. ostrea加 (a)，

hybridoma (b)， L. edodes 
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果を Photo43， 44に，その模式図を Fig.4-1， 4-2に示す。模式図の最上段のスポットと原点

を挟む2つのスポットはヒラタケ特有のもの (P)で，融合体中にも見いだされ，またシイタケ

で泳動速度が3番目に速いスポットはシイタケに特有のスポット (L)であり融合体中にも存在

した。他のスポットについては種特異性が明確ではなかった。マレートデヒドロゲナーゼにつ

いては明確な判定結果を得ることは出来なかった。

4-3結論

今回，融合システムを用いて次の操作によりシイタケとヒラタケの融合体を得ることが出

来た。

先ずヒラタケのプロトプラストをポンプで融合チャンパー内へ導入し， 2 MHz， 250 V /cm 

の交流電場を加え電極にプロトプラストを付着きせ，次にシイタケのプロトプラストをチャン

パー内に入れ500V/cmの交流電場を加えて，ヒラタケ，シイタケのプロトプラストが接着した

状態をつくり，次に 10KV/cmの直流パルスを加え融合させた。融合処理を施したプロトプラ

ストを再生培地上に再生きせ，それから栽培試験を行って 250個のコロニーより 1個の融合体

を選抜した。

融合体は子実体の形態的特性により選抜し，エステラーゼについてのアイソザイム分析に

より融合体であることが確認された。しかし形態的特性は次の世代では発現しなかった。

今後は融合の確認試験を含め，食用菌の種間細胞融合法確立のために，より詳細に，また

総合的な研究を進める必要がある。

総 括

食用担子菌の電気刺激による細胞融合の手法に関する基礎的知見を得る事を目的とした本

研究は，菌の培養，プロトプラストの作成，電気刺激，及びプロトプラストの正常細胞への再

生，融合体(ハイプリドーマ)の選択，と 5つの段階に大別される。従って，各々の個々の段

階での実験条件の検討と各段階の操作及び結果の総合した評価が要求きれ，かつ用いる菌株に

ついてそれらの条件を検討しなければならない。しかし，これらの過程を総合的に研究した報

告は少ない。

プロトプラスト化に最適の条件と最良の融合頻度が得られる条件とは必ずしも一致せず，

使用したヒラタケではso液体培地に 3-5日間培養した菌糸を用い，セルラーゼ2%，ザイモ
リアーゼ0.6%，キチナーゼ6unitsの混合酵素溶液で30・C，3時間加水分解しプロトプラスト

化する条件を選んだ。この条件で得られたプロトプラストは， 10-14日間で再生し，再生コロ

ニーから子実体(ヒラタケ)を形成した。プロトプラストの再生条件はso固体再生培地で，浸
透圧調整剤が0.5Mサッカロースが最適であり再生率は平均20%であった。

プロトプラストの再生過程はカルコフルオールを用いて，液体培地中での細胞壁の再生過

程を観察し， 24時間で15.2%の再生が確認できた。なお，この数値は国体再生培地での再生率
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とよく一致した。

次にプロトプラストの融合に関しては，先ず電極への付着は 2MHz， 50 V /cm以上の交流

電場において付着ができ，交流電圧750V/cmでパールチェーンが出来た。1.25KV/cm以上に

なると電極からプロトプラストが離れにくくなる現象が生じた。異種聞のプロトプラストの接

着は，先ず 1種類のプロトプラストを融合チャンパー内に入れ2MHz， 125 V /cmの交流電場

により電極に付着させ，次に別種のプロトプラストをチャンパーに送入し，交流電圧250V /cm 

を加えることにより可能となった。この状態の所へ直流パルス電圧 10KV/cm，パルス幅6

μsec.で融合を起こすことが出来た。融合率は最大10%であった。融合を阻害するプロトプラ

ストの回転は交流電圧250V /cm以下で停止した。

本研究に供した装置は手作りであり，操作性には検討を要する点がある。また融合に必要

な交流電圧，パルス電圧を得るためには，融合チャンパーの電極を極端に狭くしなければなら

ず (40-50μm)，チャンパ一作成上及び融合操作において困難を生じた。融合チャンパーは完

全密閉型であり非無菌的雰囲気下においても無菌状態を保つことが可能であること，また異種

のプロトプラストの接着が交流電圧を変えることにより簡単に作り出せること等が非常に優れ

た点と考えられる。

臨界融合パルス電圧の領域を求め，その範囲内で融合を行わせる必要があるが，0.5mM塩

化マグネシウム+O.lmM塩化カルシウムを添加することによりパルス電圧を下げかつ融合可

能範囲を広げることができ，融合率は 60%前後になり，融合条件を検討するのに有利な条件と

なった。なお，塩類使用のため，交流電圧は無添加の場合と比較して，高くしなければならな

い点，このため発熱の可能性も高くなり，より一層，詳細な検討を要する。

融合体の特性の指標の lっとしてアイソザイム分析が用いられる。本研究では，エステラ

ーゼ，酸性フォスフォターゼ，マレートデヒドロゲナーゼ，ロイシンアミノペプチターゼを用

いたが，特にエステラーゼが全ての菌に於いて分離もよく，特徴があるパターンが確認された。

前述の融合条件を用いて，シイタケ，ヒラタケの融合体を作出した。ただしこの場合は濃

度が低いため， ACをはじめ250V /cmとし，次に 500V /cmを加えた。融合処理プロトプラス

トから生じた 250個のコロニーを分離し培養，発茸させたところ，両親の何れとも異なる形態

を示す l個の子実体を形成するハイプリドーマが得られた。これの色はヒラタケと同様であり，

傘が上向きでヒダが側向に出ていた。この子実体より菌体を分離し，培養後，再度子実体を形

成させたところ，ヒラタケと区別できない子実体を作るようになった。この菌体を液体培養し

そのアイソザイム分析を行った結果，融合体にはヒラタケとシイタケのアイソザイムパターン

(エステラーゼ)が確認できた。即ち，新しい形質を持つ子実体を作出する目的であれば，各々

のコロニーから子実体を作らせて選択する必要があり且つ数代の植え継ぎに安定して形態が保

持されることを確認しなければならないことを示している。本研究は，電気刺激による細胞融

合による，有用担子菌の育種のための基礎的諸条件を検討したものであり，今後の研究の進展
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に対し重要な知見を加えることができたものと考えられる。
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Summary 

The aim of present study is to obtain basic information with regard to the process of cell 

fusion， through the experimental process of applying electrical stimulation to edible basidio. 

mycetes. The study can be roughly divided into five鈴 ctions:the culturing of mycelia， the 

preparation of protoplasts， electrical stimulation， the regeneration of protoplasts to yield normal 

cells， and the selection of hybridoma. The development of test procedures for each of the above 

processes， and a general evaluation of these procedures for and the results of each process was 

required. AIso， the experimental conditions as they relate to the organisms used must be 

investigated. However， in only a few repo此scan be found comprehensive research on these 

processes. 

Optimum conditions for the preparation of protoplasts are not always those in which fusion 

occurs at the highest frequency. Therefore， in the present study of the Hiratake mushroom， the 

following conditions were chosen for protoplast preparation : 

(1) mycelia cultured for 3-5 days in a SO liquid medium were used， 

(2) digestion was carried out for 3 hours at 30・C，in a mixed enzyme solution containing 
cellulase Onozuka R-10 (2%)， zymolyase 20T (0.6%)， and chitinase (6 units)， 

(3) Protoplasts obtained using the above procedure were regenerated into complete cells in 

10-14 days， and fruit bodies were produced by the regenerated colony， 

(4) Optimum conditions for the regeneration from protoplasts were obtained with a SO solid 

medium culture with 0.5 M saccharose used as an osmosis pressure r，句ulationagent; under these 

conditions the average regenerations ratio was 20%. 

The cell wall regeneration of protoplasts was observed to be 15.2% after 24 hours in a liquid 

medium of calcofluor white. This ratio was similar to that obtained in a solid medium. 

With regard to protoplast fusion， the following observations were made. Adhesion to the 

electrode occurred at a frequency of 2 MHz in an AC-field with a field strength of 50 V /cm or 

more; pearl chains were generated at a field strength of 750 V /cm. At AC field strengths over 

1.25 KV / cm， became more difficult for the protoplasts to separate from the electrode. Adhesion 

between different species of protoplasts was accomplished by first placing one species of proto. 

plast into a fusion chamber， adhering them to the electrode with an AC-field strength of 125 V / 

cm， and then adding a different species of protoplast to the chamber and applying an AC-field of 

250 V /cm. Under these conditions， it was possible to cause fusion with a DC pulse voltage of 10 

KV /cm and a duration of 6総c. The maximum fusion ratio was 10% with this procedure. The 

rotation of protoplasts， which prevents fusion， halted at voltages less than or equal to 250 V /cm. 
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The equipment used for the present study was of仕leauthor's own design， leaving room for 

improvement in its operability. In order to obtain the AC and pulse vo1tages required for fusion， 

the electrode in the fusion chamber must be extremely narrow (40-50μm)， and this resu1ted in 

some difficulties with regard to the manufacture of the chamber as we11 as the fusion of 

protoplasts. The greatest advantages of the completely closed fusion chamber are: (1) it 

a110ws the maintenance of sterile conditions in a non.sterile atmosphere， and (2) adhesion 

between different species of protoplasts can easily be accomplished by varying the AC voltage. 

It was necessary to determine the critical pulse voltages， and carry out the fusion within this 

range; the addition of 0.5 mM magnesium chlorde and 0.1 mM ca1cium chloride lowered the 

minimum pulse voltage， making it possible to widen the range of voltages where fusion could take 

place. Under these conditions， the fusion ratio reached approximately 60%， thus， resulting in 

better conditions for studying fusion. However， since the use of bases necessitated the use of 

higher AC voltages， exothermic reactions increased. Further investigation of this matter is 

required. 

One of the parameters of hybridoma， isozyme， was analyzed. Esterase， acid phosphatase， 

malate dehydrogenase， and leucine aminopeptidase were used in the present study; and among 

these， esterase consistently showed the greatest ease of separation in a11 mycelia. 

Hybridomas of Shiitake and Hiratake mushrooms were generated with the aforementioned 

fusion conditions. However， because of lower concentrations， the AC field strength initia11y 

applied was 250 V /cm and was subsequently raised to 500 V /cm. As a result of the separation， 

culturing， and germination of the 250 colonies generated from the fusion.pro白紙dprotoplasts， a 

hybridoma， consisting of one fruit body， morphologica11y different from both parents， was formed. 

The color of the fruit body was similar to that of the hiratake mushroom， with the edge of its cap 

facing upward and its gills extending towards the outside. The mycelia were separated from this 

fruit body and cultured to regenerate another fruit body， which was almost equivalent to the 

Hiratake mushroom. These mycelia were cu1tured in a liquid medium and then isozyme analysis 

was conducted;出.eisozyme pattems of hiratake and shiitake mushrooms for esterase were 

observed i 

Explanation of photographs 

Photo 1. Direct production of germ tubes from Hiratake (Pleurotus ostrea似s)，spherical proto-

plasts. 

Photo 2. Direct production of germ tubes from Enokitake (F.加旬mulinavelutipes) protoplasts. 

Photo 3. Development of hyphae from a “yeast-like ce11 chain" of Hiratake protoplasts. 

Photo 4. Direct production of germ tubes from enokitake protoplasts. 

Photo 5. Growth of germ tubes from modified “bud-like ce11s" Hiratake protoplasts. 

Photo 6. Regeneration and colony formation of the protoplasts of P. ostreatus. 

Photo 7. Fruit body originated from single protoplast of P. ostreatus. 
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Photo 8. Protoplasts after 4hrs. of incubation (Observation by light optics). 

Photo 9. Protoplasts after 4hrs. of incubation (Observation by fluorescence of Ca1cofluor 

White). 

Photo 10. Protoplasts after 24 hrs. of incubation (Observation by light optics). 

Photo 11. Protoplasts after 24hrs. of incubation (Observation by fluorescence of Ca1cofluor 

White). 

Photo 12. Mycelium observed by light optics. 

Photo 13. Mycelium observed by fluorescence of Ca1cofluor White. 

Photo 14. System of the apparatus for electrically induced fusion. 

a: Signal generater d: Osilloscope 

b: Inverted light microscope e: Fusion chamber 

c: Fusion controller f: Pump 

Photo 15. Dielectrophoresis of protoplasts A.C. field (250 V /cm field strength and 2MHz 

frequency) Hiratake (P. ostrea似s)(a-O protoplasts (a). 

Photo 16. A.C. field (500 V /cm， 2MHz) (b) 

Photo 17. A.c. field (1 KV /cm， 2MHz) (c) 
Photo 18. A.C. field (1.5 KV / cm， 2MHz) (d) 

Photo 19. A.C. field (1.5 KV / cm， 3MHz) (e) 

Photo却. A.C. field (2.5 KV / cm， 2MHz) (。
Photo 21. Electrofusion of protoplasts (1) 0 sec， Condition: A.C. field (125 V / cm field strength 

and 2MHz frequency)， D.C. pulse (12.5 KV /cm) pulse length 6μs， upper protoplast-P. 

nameko lower protoplast-P. ostreatus. 

Photo 22. Electrofusion of protoplasts (1) at 5min. Condition: same as photo. 21. 

Photo 23. Electrofusion of protoplasts (1) at 10min. Condition: same as photo. 21. 

Photo 24. Electrofusion of protoplasts (1) at 30min. Condition: same as photo. 21. 

Photo 25. Electrofusion of protoplasts (2) at Osec. Condition: A.C. field (750 V / cm field 

strength and 2MHz frequency)， D.C. pulse (10 KV / cm) pulse length 6.μs Hiratake (P. 

ostreatus) protoplasts (Osec.) 

Photo却. Electrofusion of protoplasts (2) at 30sec. Condition same as photo 25. 

Photo 27. Electrofusion of protoplasts (2) at 10min. Condition same as photo 25. 

Photo 28. Fusion sequence of protoplasts at Osec. Condition: A.C. field (400 V /cm field 

Strength and 2MHz freque即 y)D.C. pulse (2-8 KV /cm) pulse length 10-80μs (0.5 

M mannitol + 0.1 mM CaCb + 0.5 mM MgCb) 
Photo 29. Fusion sequence of protoplasts at 1sec. (3) at 1sec. Condition same as photo 28. 

Photo 30. Fusion sequence of protoplasts at 2sec. (3) at 2sec. Condition same as photo 28. 

Photo 31. Fusion sequence of protoplasts at 30民c.(3) at 30sec. Condition same as photo 28. 

Photo 32. Fusion sequence of protoplasts at 5min. (3) at 5min. Condition same as photo 28. 

Photo 33. Isozyme pattem of esterase. 

a) Pleuro似sostreatus 

b) Pleuro似scornucopiae 

Photo 34. Isozyme pattem of esterase. 

1) Pleurotus ostreatus 

2) Pleurotus cornucopiae 

3) Flammulina velutipes 

4) Pholiota nameko 
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5) Lentinus edodes 

Photo 35. Isozyme pattern of malate dehydrogenase. 

a) P.ostrea似s

b) P. cornucopiae 

Photo 36. Dielectrophoresis of Hiratake (P. ostreatus) protoplasts (1). Condition: A.C. field 

(250 V /cm field strength and 2MHz frequency). 

Photo 37. Dielectrophoresis of Hiratake and Shiitake (L. edodes) protoplasts A.c. field (500 V / 
cm field strength and 2MHz frequency). 

Photo 38. Colonies from protoplasts (Hiratake-Shiitake hybridoma). 

Photo 39. Fruit body of hybrid strain obtained by the fusion of protoplasts of Hiratake (P. 

ostrea似s)and Shiitake (L. edodω). 

Photo 40. Fruit bodies of P. ostriω似s.

Photo 41. Fruit bodi白 ofhybrid obtained by the fusion of protoplasts of Hir司ake(P. ostrea加)

and Shiitake (L. edodes) (second cultivation). 

Photo 42. Fruit bodies of hybrid obtained by protoplasts fusion of Hiratake (P. ostreatus) and 

Shiitake (L. edodes) (third cultivation). 

Photo 43. Esterase isozymes of P. ostreatus (a)， hybridoma (b)， P. ostreatus， L. edodes mix (b')， L. 

edodes (c). 

Photo 44. Esterase isozymes of P. ostreatus (a)， hybridoma (b)， L. edodes (c). 
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