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研究成果の概要（和文）：倍数性がいかに決まっているかは現代生命科学の重要な研究課題のひとつである。ま
た小麦や酵母などの産業生物は高次倍数体であり、その有用形質が倍数性に深く関係していることが明らかにな
りつつあることから倍数性は応用分野においても興味深い課題と考えられている。しかし高次倍数体の育種技術
が開発されていないことから研究は進んでいなかった。本研究では、酵母を対象として自在に超高次倍数体を育
種できる技術を開発し、どこまでの倍数体が育種可能かの課題に挑戦した。その結果、少なくとも32倍体までの
高次倍数体を育種できることを明らかにした。しかし倍数性が高くなると、高頻度で低次倍数体化が起こること
も明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：How ploidy in organisms is genetically controlled is one of the important 
issues in modern basic biology.  Industrial organisms such as wheat and  budding yeast are  well 
known to be polyploid and  useful traits that those polyploid strains express is likely relevant to 
polyploidy attracts many  biotechnologists.  However, research regarding physiological significance 
of ploidy is not advanced because breeding technology to construct polyploid strain at will is not 
developed. 
     In this study, we have developed a novel breeding technology to construct a series of  isogenic
 　or heterogenic ploid strains by using a specific mutation of mating type in budding yeast and 
challenged up to how higher polyploid strains could be constructed.  Results revealed that the 
developed method was effective to breed at least super polyploid strain up to 32n chromosome set.   
However, we have also noted that ploidy reduction ooccurs at high frequency in such a super 
polyploid.

研究分野： 応用微生物学、微生物遺伝学

キーワード： 出芽酵母　高次倍数体　倍数性の維持安定性　同質遺伝背景
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究対象は出芽酵母ではあるが、本研究によって、自在に高次倍数体が育種できる技術、特に同質遺伝背景を持
つ倍数体シリーズを育種できる技術が開発された。従って、この技術によって、倍数性はどのように遺伝的に支
配されているのかなどの基礎生命科学における課題、あるいは、なぜ産業生物に高次倍数体が多いのか、また産
業生物の高次倍数性が有用形質の発現とどのように関係するのか、倍数性の維持安定性はどうかなどバイオテテ
クノロジーにおける興味深い課題も明らかにできる準備が整ったと考えている。今まで答えることができなかっ
た課題にアプローチが可能になったという意味で、その学術的、社会的意義は小さくないと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

  倍数性が遺伝的にどのように決まっているかは現代生命科学の重要な研究テーマのひとつ

である。ヒトは２倍体であるが、どうして３倍体のヒトが存在しないのか。細菌は１倍体である

が、なぜ２倍体の細菌が存在しないのかなど、基礎生命科学的な観点からも答えられるべき課題

は多い。一方、我々の日常生活に密接に関係する産業植物や産業微生物においても、小麦はなぜ

６倍体なのか、また産業酵母に高次倍数体が多いのはなぜなのかなど、バイオテクノロジーの観

点からも興味ある課題は目白押しである。しかしそうした疑問に答えることは、これまでいずれ

の生物においても可能ではなかった。その理由は、高次倍数体を自在に育種する技術が開発され

ていなかったためである。 
 
２．研究の⽬的 

  酵母(Saccharomyces cerevisiae)の 1 倍体実験室株は、MATa、MATα遺伝子によって決

められる a またはαと呼ばれる接合型を持っている。a 型とα型を交雑すると a/α型細胞とな

るが、この a/α型細胞は接合能を示さない。従って、a/α型 細胞は、それ以上 a 型あるいはα

型のいずれの細胞とも掛け合わせることができず、交雑による育種は不可能である。申請者らは、

こうした産業酵母の間で自由な交雑を可能にする育種技術の開発を行ってきた。その研究途上、

接合型遺伝子 MATα2 の特異な変異 (matα2-102 と命名) 株を分離した。 
この matα2-102 変異株は、野生型のα型細胞と同様、a 型細胞と正常に接合し、a/α2-102 

型 2 倍体細胞を生成する。しかし、野生型 a/α型細胞が接合能を示さないのと違い、不思議な

ことにα接合能を示すという特異な性質を持つ。従って、この matα2-102 型変異遺伝子を利

用すれば、理論的には a 型細胞と無限回の交雑が可能なのではとのアイデアを考えるに至った。 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
もし、このアイデアが有効であれば、酵母遺伝学が始まって以来半世紀もの歴史において全

く育種されたことのない 5 倍体以上、あるいはそれ以上の倍数性を持つ高次倍数体（本申請で

は”超”高次倍数体と称した）を造成できると考えた。本研究では、このアイデアを基に、i) 酵母

で”超”高次倍数体を自在に育種できる技術を開発すること、ii) 開発した技術を用いて、いった

いどこまで超高次倍数体が育種できるのかを明らかにすること、さらに、iii) それによって、産
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図１ matα2-102 変異を利用した”超”高次倍数体酵母育種技術 
 



業酵母はなぜ４倍体なのか、なぜ 5 倍体以上の”超”高次倍数体が存在しないのかなど、基礎、応

用両面における答えを見出すことに挑戦した。 
 
３．研究の⽅法 
   matα2-102 変異遺伝子を利用して”超”高次倍数体育種技術を開発するため、matα2-
102 変異遺伝子を多コピープラスミドにクローン化した。そして、このプラスミドを形質転

換により a 型細胞に導入することで、a 型細胞にα型接合能を付与した。接合能の検定は、

本研究で使用した菌株が持っていない ura1 ura2 要求性を持つ a あるいはα接合型テスタ

ーを利用して行った。細胞サイズの測定は、通常の光学顕微鏡観察を用いて行った。個々の

細胞の DNA 含量は Fluorescence Assisted Cell sorting (FACS) 解析によって測定した。 
 
４．研究成果 
   本研究を開始した年度までに、２年間の科学研究費(挑戦的萌芽研究)の支援を得、mat

α2-102 変異遺伝子が、４倍体までの倍数体にα接合能を付与できることを明らかにしてい

た。また得られた倍数体を組み合わせて交雑し、６倍体（ = 2 倍体 x ４倍体）、８倍体 (= 
4 倍体 x ４倍体)、10 倍体 (= 4 倍体 x ６倍体)を造成できるとの結果を得ていた。 
しかし、一方では、matα2-102 変異遺伝子が a 型株にα型を付与する能力は、倍数性が

高くなれば徐々に弱くなること、また高次倍数体間の交雑体を取得するために用いていた

薬剤であるセルレニン耐性の選択が効かなくなることも明らかになっていた。そこで、本研

究では、まず高次倍数体の選択法として、セルレニン耐性表現型の替わりに呼吸欠損表現型 
(Rho-) を使うシステムが効率よく機能するかどうかを検討した。 
 
(1)  ⾼次倍数体選択のための呼吸⽋損表現型の利⽤ 

“超”⾼次倍数体を効率よく分離するための選択システムとして、matα2-102 変異遺伝
⼦と LEU2 マーカーを持たせたプラスミド(pSJ67 と命名)を持つ α 型株(Leu+ Rho+)
を、ミトコンドリア DNA を除去するエチジウムブロミドで処理し、呼吸⽋損にした 

 

図2呼吸欠損(Rho-)と栄養要求性(Leu-)を利用した交雑体の選択 
 



(Leu+ Rho-)。この株と、プラスミドを導⼊していない親株の a 型株（Leu-Rho+）を交雑
後、呼吸⽋損株は増殖できないグリセロールを炭素源とし、ロイシンを含まない選択培
地(-Leu Gly 培地)にレプリカしたところ、交雑体が選択できることがわかった（図１）。
この結果より、以後の実験では、呼吸⽋損表現型とロイシン要求性を利⽤した交雑体選
択システムを使うことにした。 

  
(2) 種々の倍数性を持つ⾼次倍数体の造成 
 そこで交雑体から、プラスミドを脱落させたクローン(Leu-Rho+)と、呼吸欠損にしたク

ローン(Leu+Rho-)を、それぞれ分離した後、両者を掛け合わせ、-Leu Gly 培地で交雑体を

選択する操作を繰り返し、同質の遺伝背景を持つ倍数体シリーズを造成することを試みた。

その結果、期待通り、２倍体、４倍体、８倍体、16 倍体、32 倍体までの倍数体シリーズを

作成することができた（図２）。図 2 には 32 倍体の育種例を示した。32 倍体以上の超高次

倍数体が作成できるかどうかは今後の課題である。 
 
(3) ⾼次倍数体の育種はどこまで可能か  

上記では、単一の a 型 1 倍体から出発し、図１の交雑法を繰り返すことにより全く遺伝

背景が同じ倍数体シリーズを作成できることを示した。しかし、本法は、どのような遺伝背

景を持つ株であっても、a 型株であれば自在に倍数体を育種できる。従って、色々な遺伝背

景を持つ株で、呼吸欠損表現型とロイシン要求性表現型を利用した交雑体選択法で各種倍

数体を造成した。その結果、倍数性が上昇すると、matα2-102 変異が a 型株にα接合能を

付与する能力が徐々に低下することがわかったが、α型については 2、4、8、12 倍体を、

また、a 型については、6、8、20 倍体を作成することができた。 
そこで、さらに、これらの高次倍数体を同士を交雑し、どこまでの高次倍数体が育種でき

るかを検討した。また、これらの高次倍数体のなかで、もっとも倍数性が高い 12 倍体と 20
倍体を掛け合わせる方法でも 32 倍体（= 12 倍体 x 20 倍体）が育種できるかどうかを検 
 

 
討した。その結果、倍数性が上昇すると、やはり接合の強さは徐々に低下してくることは観

察されたものの、どのような株を用いても、少なくとも 32 倍体までは交雑体を取得するこ

 

図3 出芽酵母32倍体の造成 



とが可能であることがわかった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)⾼次倍数性の安定性 

次に、作成した高次倍数体の倍数性が安定に維持されるかどうかを見るため、顕微鏡観

察により交雑体の細胞の大きさを解析した（図 4）。その結果、予想通り、倍数性が高くな

ると細胞は大きくなるが、細胞集団の中には小さい細胞も散見することがわかった。そこで、

FACS 解析により個々の細胞の DNA 含量を測定したところ、低次倍数体が存在しているこ

とが明らかになった(図 5)。これらの結果より、酵母において“超”高次倍数体の育種は少な

くとも 32 倍体まで、あるいはそれ以上も可能と考えられるが、”超”高次倍数体、特に４倍

体以上になると高頻度で低次倍数体化が起こることが示唆された。 
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