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論文内容の要旨

近年エネノレギー源としてセノレローズ資源の有効利用に関心が持たれているo セルローズ分解能を有す

る微生物， T'richoderma はその遺伝的研究が殆んど行われておらず，育種法が全く制限されている。

本研究は分生子から調製したプロトプラストを用いて融合を行い，融合物の形質分離させる方法を確立

したものである。

第 1 章においてはセルラーゼ高生産性のT 0 reesei Q M 9414 株の分生子からプロトプラスト作成

条件を決定している。未成熟分生子にT Q viride BIA 株の生産する細胞壁溶解酵素を作用させ，再生

可能なプロトプラストの作成に成功している。

第 2 章においては. T. reesei Q M 9414 株とセルラーゼ非生産性の T. reesei Q M 9136 株より二

重栄養要求株を作成し，その分生子由来のプロトプラストを用いて融合を行った結果，すべての組合せ

で融合物を得ている。融合物の着生する分生子の表現型は，単核化によると考えられる両親型と， 2 倍

体形成の結果と思われる非両親型が存在する。非両親型分生子から生じるコロニーは局所的に菌糸の密

な部分 Cknob )を生じる。 knob の菌系の表現型は 両親型 非両親型と野生型が存在した。分生子中

のDNA含量の測定から，両親株とknob は分生子当り同量のDNA を含んでいたが，非両親型融合物の

生じる分生子は1. 2--2 倍のDNA を含んでいる。 QM 9414 と QM 9136 株の融合物から作成したknob

のうちからQM 9414 株の約 2 倍のセノレラーゼ生産性菌が分離されており，この方法が育種に利用でき

ることを示している。

第 3 章においてはTrichoderma の異種間でのプロトプラスト融合を行っている。 T. reesei と， T. 

viride またはT. komngli それぞれの二重栄養要求株間でプロトプラスト融合を行い，同種間融合の場
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合と同様に融合物やknob を得ることに成功している o Knob の中には両親の生産するセノレラーゼおよ

びß- グルコシダーゼ、の電気泳動度と異る新しいセノレラーゼや戸 クツレコシダーゼ成分を保持するもの

が存在した。

論文の審査結果の要旨

本論文は Trichoderma 属糸状菌の同種間および異種聞の人工的交雑法として細胞融合法を開発した

もので， この方法により親株の 2 倍のセノレラーゼ生産性を有する株を得ることに成功し，その有用性を

証明している。この研究はTrichoderma のプロトプラスト融合の最初の成功例であり次のような重要な

結論を含んでいる

1) Trichoderma 旦笠旦 QM 9414 株の未成熟分生子から T. 豆豆昼旦 BIA株の生産する細胞壁分解酵

素を用いて再生可能なプロトプラストを作成する方法を開発した乙と。

2) T. reesei Q M 9414 株(セルラーゼ高生産性株)と QM 9136 株 (セノレラーゼ非生産性株)から

導いた二重栄養要求変異株間の細胞融合を行いその子孫株の表現型解析より倍数性の変化を推定して

いること。すなわち，プロトプラストを融合・再生して得られる菌糸はヘテロカリオンと考えられ，

この菌糸から生じる分生子は 1 倍体の両親型の核を有するものが大部分であるが 一部両親の核が融

合した二倍体の核を有するものも存在する。二倍体の核を有する分生子から生じたコロニー中の菌糸

は二倍体と考えられるがコロニー中にknob と命名した一倍体の菌糸部分が生じる。二倍体と推定さ

れ菌糸から生じる新しいコロニーは knob を形成するが knob菌糸から生じるコロニーは均一である。

3) 分生子当りの DNA 含有量測定結果は上の倍数性の変化と一致する。

4) 細胞融合株およびその子孫株における表現型の変化は knob 株以外では上の倍数性の変化でよく説

明されたが， knob 株では期待値より遥lζ高頻度で野性型が出現し問題を提供した口

5) Knob 株の中には両親株より 2 倍も高いセルラーゼ生産性を示す株が現われ 3 世代以上も安定に

遺伝した。

6) ここで開発したプロトプラスト融合は， T. reesei と T. viride または T. koningii 間でも適用が

可能である。

7) 異種間融合 lとより得られた knob 株 lこは両親とは異なるセノレラーゼ，およびß- クツレコシダーゼを

生産する株が存在し異種間で酵素蛋白質のプロセシングの差を推定させた。

以上のように本論文は工業酵素の生産のみでなく 微生物育種および真菌類の遺伝学にも貢献すると

ころが大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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