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序章序章序章序章    

 

序序序序-1    背景背景背景背景 

 

真核生物は、オルガネラ間での物質輸送の手段として細胞内小胞輸送系を発達さ

せている。ゴルジ体  (Golgi apparatus) 以降の分泌およびエンドサイトーシス 

(endocytosis) 経路は、ポストゴルジネットワークとして輸送網を形成している。細

胞膜タンパク質や細胞外の物質は、エンドサイトーシスにより、細胞膜の陥入によ

って生じる小胞中に取り込まれて細胞内へ送られ、初期エンドソーム (early 

endosome) へと至る。この後、分解されるべき物質は後期エンドソーム  (late 

endosome) からリソソーム (lysosome) /液胞 (vacuole) へと運ばれ、リサイクリング

されるべき物質は直接、またはゴルジ体を経て間接的に細胞膜へと再輸送される 

(Fig. 0-1)。エンドサイトーシスの機構は真核生物において広く保存されており、シグ

ナル伝達、細胞極性の再構築、外界からの栄養分取得、細胞膜や細胞膜タンパク質

の細胞内への取り込みにおいて重要な役割を有する (Polo and Di Fiore, 2006)。 

 

エンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシス 

 エンドサイトーシスはカーゴの種類とその取り込み機構によって、いくつかのモー

ドに分けられ、大きくはファゴサイトーシス (phagocytosis) とピノサイトーシス 

(pinocytosis) に分けられる (Conner and Schmid, 2003)。ピノサイトーシスはさらに、

マクロピノサイトーシス (macropinocytosis)、カベオラ依存性エンドサイトーシス 

(caveolae-mediated endocytosis) 、 ク ラ ス リ ン 依 存 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 

(clathrin-mediated endocytosis) に分けられ、さらにクラスリン・カベオラ非依存性エン

ドサイトーシス(clathrin- and caveolae-independent endocytosis) も存在する (Conner and 

Schmid, 2003; Kaksonen et al., 2006) (Fig. 0-2)。 

動物細胞においてファゴサイトーシスは、マクロファージや単核球、好中球などに

より主に行われ、バクテリアなどの病原体や死細胞の残骸といった比較的大きな物質

を細胞内に取り込む (Aderem and Underhill, 1999)。その機構は細胞表面の特異的なレ

セプターと Cdc42 や Rac といった Rho-family GTPase によって制御されている (Hall 

and Nobes, 2000)。一例を挙げると、マクロファージ上の Fc (fragment crystallizable 
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region) レセプターは、バクテリアの表面抗原に結合した抗体を認識し、またその抗

体と結合することによって活性化される。続いて Cdc42 や Racの活性化によってアセ

ンブリーされたアクチンによって細胞膜が細胞外に伸長し、抗体によって取り囲まれ

た抗原物質を包み込むようにして細胞内に取り込む。 

ピノサイトーシスは液相エンドサイトーシス (fluid-phase endocytosis) とも呼ばれ、

細胞外の液体成分を細胞内に取り込む。細胞外物質と細胞膜との特異的な結合を介さ

ない取り込み (adsorptive endocytosis) も存在するが、より効率的な取り込み機構とし

て特異的なレセプターを介したレセプター依存性エンドサイトーシス 

(receptor-mediated endocytosis) による取り込みが存在する。 

マクロピノサイトーシスは成長因子などの細胞外刺激によって細胞膜が波打つこ

とによって起こるが、その詳細な機構は未だによく分かっていない。ファゴサイトー

シスとマクロピノサイトーシスとの大きな相違点としては、取り込むカーゴの種類が

異なる点もあるが、取り込みにおいて細胞膜を細胞外に伸長させる際、ファゴサイト

ーシスでは包みこむように物質を取り込むのに対し、マクロピノサイトーシスでは細

胞膜から伸ばした膜の先端が細胞膜に再び融合することによってマクロピノソーム 

(macropinosome) と呼ばれる構造を形成して取り込むという点が挙げられる。 

カベオラ依存性エンドサイトーシスは、カベオラと呼ばれるフラスコ状の構造を細

胞膜内側に作り、それにより物質を細胞内に取り込む。カベオラにはカベオリン 

(caveolin) と呼ばれるホモ 2 量体の細胞膜タンパク質が存在し、カベオリンにコレス

テロールが結合することでコレステロールを細胞内に取り込む。コレステロールの他

にはスフィンゴ糖脂質がカーゴとなる。その取り込み機構には src キナーゼが関与し、

コレステロールやスフィンゴ糖脂質、カベオリンの存在するバランスが重要である 

(Cheng et al., 2006)。しかし、カベオラ依存性エンドサイトーシスに関する知見は近年

増加してきているものの、まだその詳細な機構はほとんどわかっていない。 

クラスリン依存性エンドサイトーシスは、エンドサイトーシスのモードの中でこれ

までに最も解析が進んでいる。以下にクラスリン依存性エンドサイトーシスについて

これまでに分かっている知見をまとめた。 
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クラスリンクラスリンクラスリンクラスリン依存性依存性依存性依存性エンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシス 

 クラスリン依存性エンドサイトーシスは、以前はレセプター依存性エンドサイトー

シスと同義と考えられていた。しかし、レセプター依存性エンドサイトーシスはピノ

サイトーシスにとって通常に見られる形態であることから、現在ではレセプター依存

性エンドサイトーシスはクラスリン依存性エンドサイトーシスの中の主要な一形態

であると考えられている。また、クラスリン依存性エンドサイトーシスはアクチン依

存性エンドサイトーシスとも呼ばれ、その名の通りクラスリンやアクチンが取り込み

の際に主に関係しているエンドサイトーシスである。コレステロールをカーゴとする

低密度リポプロテイン (LDL: low density lipoprotein) や LDLレセプター、鉄をカーゴ

とするトランスフェリン (Tfn: transferin) と Tfn レセプターなどがクラスリン依存性

エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれる (Schmid, 1997)。 

 クラスリンはトリスケリオン (triskelion) と呼ばれる 3 本足の構造をしている。そ

れらは 3 本のクラスリン重鎖 (clathrin heavy chain) からなり、クラスリン重鎖それぞ

れにクラスリン軽鎖 (clathrin light chain) が強固に結合している (Kirchhausen, 2000a)。

クラスリンは細胞膜にできた陥入に、クラスリン被覆ピット (clathrin-coated pit) と呼

ばれるサッカーボール状の構造を形成する。クラスリン被覆ピットはカーゴや取り込

みの機構に必要なタンパク質が集積し成熟すると、GTPase であるダイナミン 

(dynamin) によって細胞膜からくびりとられ、クラスリン被覆小胞 (clathrin-coated 

vesicle) となる。ダイナミンはすべてのエンドサイトーシスのモードに共通して存在

し、細胞膜においてエンドサイトーシスを統括する制御因子であると考えられている。 

 クラスリン依存性エンドサイトーシスの機構には多くのタンパク質が関与し、時間

的、空間的に制御され、またそれらの関与するタンパク質の機能重複性も相まって非

常に複雑な機構となっている。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeを用いた研究により、

最近になりその全貌の一端が明らかになってきた (Kaksonen et al., 2005)。まず、クラ

スリン (clc1p、chc1p) や End3p、Sla1p、Pan1p、End4p/Sla2p といったコート (coat) タ

ンパク質が細胞膜に集積し、クラスリン被覆ピットを形成する。次にミオシン 

(myosin) である Myo5p やアクチン重合の活性化因子である WASP (Wiskott-Aldrich 

syndrome protein) 様タンパク質の Las17p がクラスリン被覆ピットにリクルートされ

る。続いて細胞膜の湾曲に関わるとされる amphiphysin 様タンパク質の Rvs161p、

Rvs167p がクラスリン被覆ピットに集積する。最後に Sac6p、Abp1p、Arp2/3p がアク
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チン重合によってアクチンパッチ (actin patch) を形成し、クラスリン被覆ピットを

徐々に細胞内に陥入させていく。細胞内におけるこれら一連の流れは数十秒の時間ス

ケールで行われる。 

 クラスリン依存性エンドサイトーシスにおいて、アクチンは重要な役割を果たして

いる (Smythe and Ayscough, 2006)。アクチンのダイナミックな重合は細胞内において

細胞膜の再構成に関わるいくつかの主要な機構と深い関連がある。アクチンはラメリ

ポディア (lamellipodia; 葉状仮足)、フィロポディア (filopodia; 糸状仮足) といった細

胞遊走に関わる構造を構築し、そしてエンドサイトーシスにおいてはアクチンパッチ

という形で細胞膜の再構成を行う。エンドサイトーシスにおいてアクチンの果たす明

確な役割はまだわかっていない。現在までに考えられているモデルでは、大部分のア

クチンはクラスリン被覆ピットに存在するコートタンパク質と結合している一方で、

細胞膜のごく近傍においてモノマーのアクチンが次々と重合することによって細胞

膜から離れる方向に力を発生させる。これによりクラスリン被覆ピットが徐々に細胞

内へ陥入されていくと考えられている (Fig. 0-3)。 
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糸状菌糸状菌糸状菌糸状菌におけるにおけるにおけるにおけるエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスにににに関関関関するこれまでのするこれまでのするこれまでのするこれまでの研究研究研究研究 

 真核生物において広く保存されているエンドサイトーシスは、糸状菌においても当

然存在するものと考えられていた。糸状菌と近縁の生物である出芽酵母においてもエ

ンドサイトーシスは存在し、エンドサイトーシス経路を可視化する系として各種の蛍

光色素が用いられてきた (Munn, 2000; Shaw et al., 2001)。しかし、ある種の糸状菌に

おいて、出芽酵母で用いられてきたエンドサイトーシスのマーカーを同様に用いても

細胞内への取り込みが行われないことが報告され、これにより糸状菌におけるエンド

サイトーシスの存在に対して疑問が生じ始めた (Read and Kalkman, 2003)。 

糸状菌にエンドサイトーシスが存在しないと主張する理由として代表的なものは、

FM4-64 がある種の糸状菌において細胞内に取り込まれないというものであった 

(Cole et al., 1998)。FM4-64 は、出芽酵母においてエンドサイトーシスによって取り込

まれるマーカーとして最もよく用いられる両親媒性の蛍光色素である (Vida and Emr, 

1995)。Lucifer Yellow は、出芽酵母における液相エンドサイトーシスによって取り込

まれるマーカーであるが、一部の糸状菌で細胞内に取り込まれないことも報告されて

いた (Fischer-Parton et al., 2000; Torralba and Heath, 2002)。また、ランタン (La
3+
; 

Lanthanum) は超微細構造レベルで観察できる、エンドサイトーシスによって取り込

まれるマーカーとして動物および植物細胞において報告されていたが、糸状菌である

Neurospora crassa では細胞内に取り込まれなかった (Torralba and Heath, 2002)。さら

に、動物や植物細胞において電子顕微鏡でしばしば観察されるクラスリン被覆小胞が、

糸状菌では観察されないという報告もあった (Kirchhausen, 2000b)。 

しかし、以上のような糸状菌においてエンドサイトーシスが存在しないとするデー

タのほとんどがネガティブデータであり、また報告されている菌種も少なく、観察条

件等の再検討が必要なものが多かった。これに対し、糸状菌においてエンドサイトー

シスが存在すると主張する報告の方が大勢を占めていた。その理由としては、多くの

糸状菌において FM4-64が細胞内に取り込まれ (Fischer-Parton et al., 2000; Torralba and 

Heath, 2002; Wedlich-Söldner et al., 2000)、その取り込みの過程は ATP、低温、アクチン

依存性といった出芽酵母における FM4-64 のエンドサイトーシスの特徴を有していた 

(Fischer-Parton et al., 2000; Vida and Emr, 1995)。また、N. crassaにおいてはそのゲノム

上に、出芽酵母においてエンドサイトーシスで働くタンパク質をコードする 29 遺伝

子のホモログが、高い相同性を有して存在することが示されていた  (Read and 
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Kalkman, 2003)。さらに、植物の花粉管といった糸状菌と同様に先端生長をする細胞

においてもエンドサイトーシスが存在することや (Camacho and Malho, 2003)、真核生

物における細胞膜のリサイクリングやシグナル伝達物質の取り込みといったエンド

サイトーシスの生理学的機能を考慮すると、当然糸状菌にもエンドサイトーシスは存

在すると考えられていた。 

 

Aspergillus属属属属糸状菌糸状菌糸状菌糸状菌をををを用用用用いたいたいたいたエンエンエンエンドサイトーシスドサイトーシスドサイトーシスドサイトーシスのののの最近最近最近最近のののの研究研究研究研究 

 こうした研究の流れの中で近年になり、糸状菌にエンドサイトーシスが存在するか

否かに関して、Aspergillus属糸状菌を用いた研究によりほぼ決着が見られるようにな

った。Aspergillus nidulansにおいては、FM4-64 を用いて詳細なエンドサイトーシスに

関する細胞生物学的解析がなされ、これにより非選択的なエンドサイトーシスの解析

手法が構築された (Peñalva, 2005)。一方、私は Aspergillus oryzaeにおいて、染色試薬

を用いた手法に頼らない、細胞膜タンパク質であるプリントランスポーターAoUapC 

(uric acid-xanthine permease) の細胞膜からの取り込みに着目し、これと EGFP 

(enhanced green fluorescent protein) との融合タンパク質を用いることによって、培地の

置換によりエンドサイトーシス経路を可視化する系の構築を行った (Higuchi et al., 

2006)。これにより、選択的なエンドサイトーシスを解析する手法が構築された。

AoUapC-EGFP は、糸状菌のエンドサイトーシス研究の指標として有用であるが、エ

ンドサイトーシス誘導前から液胞に蛍光が観察されるため、細胞膜での取り込みの段

階の解析には利用できるが、細胞内に取り込まれた後の解析には不向きである。その

点 FM4-64 は取り込まれていく過程を可視化できるという利点があるものの、小胞体

やミトコンドリアといったエンドサイトーシス経路以外のオルガネラも染色してし

まうため (Peñalva, 2005)、純粋にエンドサイトーシス経路の解析を行うには欠点があ

る。そこで現状では、糸状菌でのエンドサイトーシスの解析には状況に応じて

AoUapC-EGFP と FM4-64 両方を用いる必要性がある (Fig. 0-4)。 

上記の A. nidulansおよび A. oryzaeの研究では、異なるエンドサイトーシスマーカ

ーを用いてその取り込み過程を詳細に解析した点も重要であるが、これまでの研究と

の決定的な違いは、エンドサイトーシス誘導後に見られるエンドソームに関する解析

であった。糸状菌は出芽酵母とは異なり、細長い細胞形態をとる。エンドソームは、

その細長い空間を数 µm/秒というスピードで動き回っていることが明らかになった。
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こうしたエンドソームの動態解析は、近年における生細胞顕微鏡観察技術の発達によ

り可能になった。 

 さらに A. nidulansでは、エンドサイトーシス関連因子である S. cerevisiae Abp1p、

End4p/Sla2p、Sac6p にそれぞれ対応するホモログ AbpA、SlaB、FimA の生細胞観察が

行われ、それにより糸状菌におけるエンドサイトーシスが菌糸先端部において最も活

発に行われていることが示唆された (Araujo-Bazán et al., 2008; Taheri-Talesh et al., 

2008; Upadhyay and Shaw, 2008)。このようにここ数年では、糸状菌のエンドサイトー

シスに関する新たな知見が次々に明らかになり、エンドサイトーシスの研究が活発と

なってきている。 
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麹菌麹菌麹菌麹菌 Aspergillus oryzae 

 本研究の解析対象である麹菌 A. oryzaeは、古くから日本において酒、味噌、醤油と

いった醸造産業に利用されてきた有用な微生物であり、そうした経緯から 2006 年 10

月、日本醸造学会大会において国菌に認定された。A. oryzaeは非常に高い分泌能力を

有し、アミラーゼ (amylase) などの有用酵素を菌体外に大量に分泌する。また、安全

性の高い菌として GRAS (Generally Regarded As Safe) に認められている。しかし、有

性世代が確認されておらず、古典的な遺伝学的研究手法を用いることができない、多

核の多細胞生物であるなどといった研究材料としては扱いにくい性質を有するため、

長い間その研究は応用研究にとどまり、本格的な基礎研究は 10 年程前まではなされ

てこなかった。近年、ゲノム解読が完了したことにより、その情報を利用した逆遺伝

学による研究が容易に行えるようになった (Machida et al., 2005)。さらに、Gateway

システムを用いた形質転換用プラスミドの迅速な構築法といった分子生物学的手法

が確立された (Mabashi et al., 2006)。こうしたことから、同様にゲノム解読がなされ

た N. crassaや A. nidulansといった他の糸状菌におけるモデル生物と比較しても、研

究を行う上での扱いやすさという点で全く遜色の無い研究対象となってきている。実

際に、A. oryzaeではこれまでに EGFP を用いた細胞内オルガネラの解析や (Maruyama 

et al., 2006; Ohneda et al., 2002; Shoji et al., 2006) オルガネラマーカータンパク質の確

立がなされている (Kuratsu et al., 2007)。 
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序序序序-2    目的目的目的目的 

 

エンドサイトーシスの機構は、動物細胞や出芽酵母 S. cerevisiaeにおいて解析が進

んでいたが、糸状菌においてはその機構はもとより、その存在すら近年まで明らか

とはなっていなかった (Mukherjee et al., 1997; Munn, 2000; Shaw et al., 2001)。A. 

oryzaeゲノムデータベース(http://www.bio.nite.go.jp/dogan/MicroTop?GENOME_ID=ao) 

を用いた解析から、S. cerevisiaeにおいてエンドサイトーシスで機能するタンパク質

をコードする遺伝子の A. oryzaeにおけるホモログは、高い相同性を持って保存され

ていることが明らかとなっている (Table 0)。しかし、そうした個々の遺伝子の解析

はこれまでほとんどなされておらず、A. oryzae を含めた糸状菌におけるエンドサイ

トーシスの機構や役割については現段階ではまだほとんど分かっていない。菌糸先

端においては、先端生長が進むに従って細胞極性を再構築する必要性があると考え

られるため、細胞壁合成酵素などをリサイクリングするために恒常的なエンドサイ

トーシスが起こっている可能性がある。細胞極性の再構築に関する研究において、

細胞極性が容易に観察できる糸状菌は研究対象として優れている。さらに、ダイナ

ミックな分泌を行う A. oryzaeにおけるエンドサイトーシスの解析は、その細胞内輸

送経路の一端を解明し理解することにもつながる。 

近年、糸状菌におけるエンドサイトーシスの研究は、A. nidulansによって主導され

ているものの、そうした解析では、エンドサイトーシス関連因子の局在解析にとどま

り、生理学的解析にまではまだ踏み込まれていない。そこで本研究では、産業上非常

に有用であり、また細胞内輸送経路の基礎研究の対象としても魅力的な麹菌 A. oryzae

を用いて、糸状菌におけるエンドサイトーシスの機構およびその生理学的意義の解析

を行った。さらには出芽酵母のホモログ解析から脱却し、糸状菌でよりオリジナルな

解析を行うためのスクリーニング系を構築し、エンドサイトーシスの分子メカニズム

に新たな知見をもたらすことを目的とした。 



Golgi apparatus

TGN

(trans-Golgi network)

late endosome

lysosome/vacuole

early endosome

recycling endosome

plasma membrane

: endocytic pathway

Fig.  0-1 ポストゴルジネットワークポストゴルジネットワークポストゴルジネットワークポストゴルジネットワーク

真核生物は、オルガネラ間での物質輸送の手段として細胞内小胞輸送系を発達させている。ゴルジ体以降の
分泌およびエンドサイトーシス経路は、ポストゴルジネットワークとして輸送網を形成している。細胞膜タンパク
質や細胞外の物質は、エンドサイトーシスにより、細胞膜の陥入によって生じる小胞中に取り込まれて細胞内
へ送られ、初期エンドソームへと至る。この後、分解されるべき物質は後期エンドソームからリソソーム/液胞へ
と運ばれ、リサイクリングされるべき物質は直接、またはゴルジ体を経て間接的に細胞膜へと再輸送される。
エンドサイトーシス経路を青矢印で示した。

1
2



Fig.  0-2 エンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスののののモードモードモードモード

Conner SD, Schmid SL (2003) Nature 422: 37-44. 

1
3



Fig. 0-3 エンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスにおけるにおけるにおけるにおけるアクチンアクチンアクチンアクチンのののの役割役割役割役割
にににに関関関関するするするするモデルモデルモデルモデル図図図図

Smythe E, Ayscough KR (2006) J Cell Sci 119: 4589-4598. 
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Fig. 0-4 Aspergillus属糸状菌属糸状菌属糸状菌属糸状菌におけるにおけるにおけるにおけるエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスのののの解析解析解析解析

Aspergillus nidulansにおける、FM4-64を用いた詳細なエンドサイトーシスに関する細胞生物学
的解析 (A) および、Aspergillus oryzaeにおける、細胞膜タンパク質であるプリントランスポー
ターAoUapC (uric acid-xanthine permease) とEGFP (enhanced green fluorescent protein) 
との融合タンパク質を用いたエンドサイトーシス経路の可視化 (B)。AoUapC-EGFPは、糸状菌
のエンドサイトーシス研究の指標として有用であるが、エンドサイトーシス誘導前から液胞に蛍
光が観察されるため、細胞膜での取り込みの段階の解析には有用であるが、細胞内に取り込
まれた後の解析には不向きである。その点FM4-64は取り込まれていく過程を可視化できるとい
う利点があるものの、小胞体やミトコンドリアといったエンドサイトーシス経路以外のオルガネラ
も染色してしまうため、純粋にエンドサイトーシス経路の解析を行うには欠点がある。そのため、
糸状菌でのエンドサイトーシスの解析には状況に応じてAoUapC-EGFPとFM4-64両方を用い
る必要性がある。

M.A. Peñalva, Fungal Genet. Biol., 42, 

963-75 (2005)

Y. Higuchi et al., Biochem. Biophys. Res.

Commun., 340, 784-91 (2006)

FM4-64 AoUapC-EGFP
A B
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e-43AO090003000619 Rab5-likeYpt53p

3e-43AO090023000765 Rab5-likeYpt52p

2e-52AO090003000619 Rab5-likeYpt51p/Vps21p

6e-24AO090011000512 component of eisosomesSur7p

e-78AO090020000087 Hip1/Hip1R-likeEnd4p/Sla2p

e-45AO090023000332 actin binding proteinSla1p

0AO090011000951 fimblinSac6p

4e-87AO090020000620 amphiphysin-likeRvs167p

2e-78AO090009000668 endophilin-likeRvs161/End6p

5e-92AO090120000083 protein kinasePrk1p

2e-35AO090003000094 

e-113AO090005001548 primary component of eisosomesPil1p

9e-77AO090026000829 Eps15-likePan1p

e-100AO090020000430 

e-118AO090009000707

0AO090005000576 Type I myosinMyo5p

e-102AO090020000430 

e-114AO090009000707

0AO090005000576 Type I myosinMyo3p

5e-30AO090003000094 

2e-92AO090005001548 primary component of eisosomesLsp1p

2e-39AO090120000140 WASP-likeLas17p

0AO090673000007 synaptojanin-likeInp53p

e-174AO090673000007 synaptojanin-likeInp52p

e-130AO090673000007 synaptojanin-likeInp51p

2e-34AO090003000369 epsin-likeEnt2p

5e-39AO090003000369 epsin-likeEnt1p

2e-37AO090012000592 Eps15-like End3p

0AO090010000776 dynamin-like Dnm1p

2e-18AO090003001230clathrin light chainClc1p

0AO090023000802 clathrin heavy chainChc1p

8e-90AO090120000083 actin-regulating kinaseArk1p

e-166AO090026000672 actin-related proteinArp3p

e-163AO090012000548 actin-related proteinArp2p

0AO090124000010actinAct1p/End7p

6e-12AO090010000777 actin-binding proteinAbp1p

Table 0 A. oryzaeにおけるにおけるにおけるにおけるエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシス関連遺伝子関連遺伝子関連遺伝子関連遺伝子

S. cerevisiae protein Function e-valueA. oryzae gene ID
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第第第第 1章章章章    麹菌麹菌麹菌麹菌 Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株をををを用用用用いたいたいたいたエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスにににに関関関関するするするする解析解析解析解析 

 

序序序序 

 

 糸状菌では、近年までエンドサイトーシスはその存在が明確にされていなかったた

め、エンドサイトーシスに関する解析はあまりなされておらず、糸状菌におけるエン

ドサイトーシスに関する知見はほとんど無かった (Read and Kalkman, 2003)。2005年、

Peñalva は、Aspergillus nidulans においてエンドサイトーシス経路の染色試薬として

FM4-64 を用いた生細胞観察の実験系を構築した (Peñalva, 2005)。それにより、糸状

菌におけるエンドサイトーシスの細胞生物学的な解析が本格的に始まった。ほぼ時を

同じくして、私は Aspergillus oryzaeにおいて、細胞膜のプリントランスポーターであ

る AoUapCと EGFPの融合タンパク質をレポーターにして、エンドサイトーシス経路

の可視化を行った (Higuchi et al., 2006)。これにより、A. oryzaeでは AoUapC-EGFP発

現株においてエンドサイトーシスの解析が行えるようになり、また、必要に応じて、

FM4-64 を用いた解析も行えるようになった。さらに最近になると、A. nidulans にお

いて、エンドサイトーシスに関連すると考えられる因子、AbpA、SlaB、FimAの生細

胞観察が行われ、それにより、糸状菌におけるエンドサイトーシスが菌糸先端部にお

いて最も活発に行われていることが示唆された  (Araujo-Bazán et al., 2008; 

Taheri-Talesh et al., 2008; Upadhyay and Shaw, 2008)。しかし、それらの解析では、エン

ドサイトーシス関連因子の局在解析にとどまり、糸状菌におけるエンドサイトーシス

の詳細な生理学的解析はこれまでのところほとんどなされていない。 

本研究では、糸状菌におけるエンドサイトーシスの機構およびその生理学的意義の

解析を目的とした。そこでまず、糸状菌に比べてエンドサイトーシスの解析が進んで

いる出芽酵母のエンドサイトーシス変異株の知見を利用して、麹菌 A. oryzaeにおいて

エンドサイトーシス欠損株を作製し、それを用いた表現型解析を行った。 
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結果結果結果結果 

 

1-1    Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株のののの作製作製作製作製 

出芽酵母 S. cerevisiaeの END4/SLA2 (synthetic lethal with ABP1) 遺伝子はエンドサイ

トーシス関連遺伝子の中で最も解析の進んでいるものの一つである (Baggett et al., 

2003; Gourlay et al., 2003; Newpher and Lemmon, 2006; Raths et al., 1993; Sun et al., 2005; 

Wesp et al., 1997; Yang et al., 1999)。END4 遺伝子は、α-ファクターレセプターである

Ste2pおよび液相エンドサイトーシスのマーカーである Lucifer Yellowのエンドサイト

ーシスによる取り込みに欠損を持つ変異株から同定された。このことから、

End4p/Sla2p は、レセプター依存性エンドサイトーシスと液相エンドサイトーシス両

者において必須なタンパク質であり、またアクチン細胞骨格の構築および極性化に必

要であることが報告されている (Raths et al., 1993)。 

そこで、A. oryzaeにおける END4/SLA2 遺伝子のホモログを DOGANの A. oryzaeゲ

ノムデータベース (http://www.bio.nite.go.jp/dogan/MicroTop?GENOME_ID=ao) から一

つ見出し、これを Aoend4 としてクローニングを行い、さらに 5’-RACEにより転写開

始点を決定し、その情報を基に翻訳開始点を推定した (Fig. 1-1)。その結果、AoEnd4

は 1,043アミノ酸残基からなり、CLUSTALW (http://align.genome.jp/) を用いた解析に

より、アミノ酸配列レベルで Sla2p/End4pとは 42%の相同性を示すことが明らかとな

った (Fig. 1-2)。また、Pfam (http://pfam.janelia.org/) によるモチーフ検索により、

AoEnd4は N末端に PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) との結合に関わるとさ

れる ENTH (Epsin N-terminus homology) ドメインと ANTH (AP180 N-terminus 

homology) ドメイン、C末端にアクチンとの結合に関わる I/LWEQドメインを有する

ことが分かった (Fig. 1-3)。また、コイルドコイル (coiled-coil) ドメインを 2箇所有し、

プロリンリッチドメイン、グルタミンリッチドメインも有していた。検索結果におい

て、AoEnd4で見られたプロリンリッチドメイン以外のモチーフは End4p/Sla2pにも保

存されており、AoEnd4が End4p/Sla2pと機能的に類似していることが示唆された。 

S. cerevisiae END4/SLA2 は生育に必須の遺伝子ではなく、その破壊株は FM4-64や

Lucifer Yellowなどのエンドサイトーシスのマーカーや Ste2pなどのフェロモンレセプ

ターの細胞内への取り込みに欠損を示すことが知られている。そこでまず、A. oryzae

におけるエンドサイトーシス欠損株として Aoend4 破壊株の作製を試みた。しかし
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PCR による解析の結果、Aoend4 のヘテロカリオン体が 3 株取得されたものの、ホモ

カリオン体は取得できず、Aoend4は生育に必須の遺伝子であると考えられた (data not 

shown)。そこで、内在性の Aoend4 を thiA プロモーター (PthiA) 下で条件発現させる

TE4株の作製を行った。Aoend4 の上流 1.5 kb、adeA マーカー、PthiA、Aoend4 ORFの

開始コドンから 1.7 kbを有する DNA発現カセットを NSR13株に形質転換し、サザン

解析によって 2株のAoend4条件発現株 (TE4-1、TE4-2) の取得を確認した (Fig. 1-4)。

PthiA はチアミン非存在下において下流の遺伝子を発現させ、チアミン存在下では下

流の遺伝子の発現を抑制する。また PthiA はチアミンの濃度によって下流の遺伝子の

発現量を変化させ、10 µMの濃度で下流の遺伝子をほぼ完全に抑制すると報告されて

いる (Shoji et al., 2005)。本研究では以降の実験において、内在性の Aoend4 の発現を

ほぼ完全に抑制させることを目的に、培養の際には最初からチアミンを添加し、その

終濃度を 10 µMで統一した。 

 

1-2    Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株におけるにおけるにおけるにおける生育比較生育比較生育比較生育比較 

TE4 株ではチアミン存在下のプレート培地において著しい生育阻害が見られた 

(Fig. 1-4A)。さらに、MM±チアミン培地 (pH 5.5) を基準に、+1 M NaCl (塩ストレス)、

+1.2 M sorbitol (浸透圧ストレス) 培地で培養を行った結果、 コントロール株に比べ一

層生育が阻害された (Fig. 1-5A)。以上から、Aoend4 の発現抑制条件下ではストレス

感受性となることが示された。液体培養においてもプレート培養同様の生育阻害が観

察された (Fig. 1-5B)。さらに、顕微鏡下で菌糸形態を観察したところ、Aoend4 の発

現抑制条件下では特に菌糸先端部において異常な形態が観察された (Fig. 1-6A)。それ

らはコントロール株と比べて菌糸の幅が太くなっており、Aoend4 の発現抑制によっ

て菌糸の形態に異常をきたしていることが示唆された (Fig. 1-6B)。 

以上の結果から、チアミン非存在下において TE4-1 株、TE4-2 株の両 Aoend4 条件

発現株はコントロール株同様の表現型を示すことが明らかとなった。さらに、TE4-1

株、TE4-2 株の両 Aoend4 条件発現株間で表現型に違いが見られなかったため、以降

の実験において親株として使用する際は TE4-1株を使用し、チアミン非存在下の条件

をコントロール株同様の表現型として解析した。 

 

 



 20 

1-3    Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株におけるにおけるにおけるにおけるエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスのののの解析解析解析解析 

TE4-1 株を親株として、細胞膜タンパク質であるプリントランスポーターと EGFP

との融合タンパク質である AoUapC-EGFPを発現するコンストラクトのプラスミドを

形質転換することで TEUE3株を作製した。その株を用いて、Aoend4 の発現抑制がエ

ンドサイトーシスに与える効果を検討するため、AoUapC-EGFP のエンドサイトーシ

スの誘導と同時に FM4-64による共染色を行った (Fig. 1-7)。AoUapC-EGFPのエンド

サイトーシスは、最初 AoUapCの基質となるウラシルを含む培地 (M-mem) で培養し

た状態から、アンモニウム塩を含んだ培地 (M-int) にシフトすることで誘導される 

(Higuchi et al., 2006)。これは、N源として資化されやすいアンモニウム塩を培地に添

加することで、AoUapCが細胞膜から必要無くなりエンドサイトーシスによって取り

込まれるからであると説明できる。Aoend4 の発現条件下では、FM4-64は添加 5分後

には既に細胞内に取り込まれている様子が観察された (Fig. 1-7)。また、AoUapC-EGFP

は時間を追うごとに細胞膜から取り込まれ、エンドサイトーシスの誘導 90 分後には

細胞膜からほぼ完全に細胞内に取り込まれている様子が観察された (Fig. 1-7)。それ

に対し、Aoend4 の発現抑制条件下では、AoUapC-EGFPと FM4-64は共に細胞内に取

り込まれず、細胞膜上の AoUapC-EGFPでラベルされた異常陥入構造に FM4-64が蓄

積している様子が観察された (Fig. 1-7)。このことから Aoend4の発現抑制条件下では、

エンドサイトーシスによる AoUapC-EGFPおよび FM4-64の細胞膜からの取り込みに

欠損を持つことが示された。 

 

 S. cerevisiae Abp1p (actin binding protein) は細胞膜上でエンドサイトーシスの起こっ

ている部位とされる表層アクチンパッチ (cortical actin patch) に局在する (Newpher et 

al., 2005; Newpher and Lemmon, 2006; Stefan et al., 2005)。そこで、エンドサイトーシス

の取り込み部位に関する解析を行うために、S. cerevisiae ABP1 の A. oryzaeにおけるホ

モログである Aoabp1 をクローニングした (Fig. 1-8)。AoAbp1は 788アミノ酸残基か

ら構成され、アミノ酸配列レベルで Abp1pと 23%の相同性を示した (Fig. 1-9)。また、

AoAbp1は N末端に F-アクチンの分解や F-アクチンとの結合に関与する Cofilin/ADF 

(actin depolymerizing factor) ドメイン、C末端に他のエンドサイトーシス関連因子との

結合に関与すると考えられる SH3 (Src homology-3) ドメインを 2 つ有し、また SH3

ドメインと結合するプロリンリッチドメインも有していることが明らかとなった 
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(Fig. 1-10A)。Abp1pは Cofilin/ADFドメインを有するものの、SH3ドメインは 1つし

か持たず、プロリンリッチドメインも存在しないことから、AoAbp1 と機能的に差が

ある可能性が考えられた。 

AoAbp1の細胞内局在を解析するため、niaD300株を親株に Aoabp1-mdsred 融合遺伝

子を amyB プロモーター (PamyB) 下で発現するプラスミドを形質転換した AAD1 株

を作製した。コントロール株として、niaD300 株に niaD マーカーを導入した

niaD300N-1株を用いた。AoAbp1は Abp1p同様にアクチンパッチに局在すると予想さ

れるため、AoAbp1-mDsRed とアクチンが共局在するかを間接蛍光抗体法により確認

した (Fig. 1-10B)。間接蛍光抗体法には、1次抗体に抗アクチン抗体を、2次抗体には

FITC (fluorescein isothiocyanate) ラベルした抗 IgG抗体を用いた。その結果、アクチン

は特に菌糸先端の細胞膜上でパッチ状に集積して観察され、アクチンと

AoAbp1-mDsRed の局在はほぼ一致して観察された。このことから AoAbp1-mDsRed

はアクチンパッチに局在していることが示された。コントロール株においてもアクチ

ンの局在は同様に観察されたことから、PamyB 下で Aoabp1-mdsred を niaD 遺伝子座

で発現させたことによるアクチンの局在への影響はほとんど無いと考えられた。 

 次に、Aoend4 発現抑制条件下でのアクチンパッチの局在を解析するため、Aoend4

条件発現株に niaD マーカーを持つ Aoabp1-mdsred 発現用プラスミドを導入した

TEUA1 株を作製した。Aoend4 発現条件下では AoAbp1-mDsRed は菌糸最先端部にパ

ッチ状に局在していた。一方、Aoend4 発現抑制条件下では、AoAbp1-mDsRedは細胞

膜近傍にパッチ状に数多く存在するものの、その局在は菌糸最先端部に限らず、また

AoUapC-EGFP でラベルされた異常陥入構造には観察されなかった (Fig. 1-11)。以上

から、AoAbp1-mDsRed で見られるアクチンパッチの局在は AoEnd4 依存的であるも

ののアクチンパッチの形成過程には AoEnd4 が必要ではないことが明らかになった。

また、S. cerevisiaeの END4/SLA2 破壊株では、アクチンコメットテール (comet tail) が

見られ、アクチンの量が増加していることから、End4p/Sla2p はアクチン重合を負に

制御していることが示唆されており (Holzman et al., 1993; Kaksonen et al., 2003)、

Aoend4 発現抑制条件下でも同様の観察結果が得られた。さらに、AoAbp1は異常陥入

構造には観察されなかったことから、その部位には AoAbp1をリクルートするための

因子が存在していないことが示唆された。 
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細胞壁合成酵素などの先端生長に必要な因子は、エンドサイトーシスによって先端

にリサイクリングされていると考えられてきたが、その直接的な証拠はほとんど示さ

れていない。エンドソームに局在し、分泌に関与する v-SNARE (vesicle-soluble NSF 

attachment protein receptor) である AoSnc1は、菌糸先端部においてエンドサイトーシ

スによってリサイクリングされていると予想される (Kuratsu et al., 2007)。そこで、

Aoend4 条件発現株を親株に、PamyB 下で egfp-Aosnc1 を発現し、niaD マーカーを持つ

プラスミドを形質転換した TESn1株を作製した。TESn1株において Aoend4 発現条件

下では、EGFP-AoSnc1は FM4-64によって共染色され、主に菌糸先端部の細胞膜およ

び小胞の集合体である Spitzenkörper に局在していた (Fig. 1-12A)。この局在は、

EGFP-AoSnc1 が菌糸先端部においてエンドサイトーシスによってリサイクリングさ

れているからであると示唆された。一方、Aoend4 発現抑制条件下では、 EGFP-AoSnc1

は菌糸先端部に限らず細胞膜全体に拡散して見られた。これは、エンドサイトーシス

欠損により、菌糸先端部へ EGFP-AoSnc1 がリサイクリングされないためと考えられ

た (Fig. 1-12A)。以上のことから、EGFP-AoSnc1は菌糸先端部においてエンドサイト

ーシスによってリサイクリングされていることが示唆された。 

さらに、FRAP (fluorescent recovery after photobleaching) を用いて、Aoend4 発現抑制

条件下での EGFP-AoSnc1 の分泌に関する解析を行った (Fig. 1-12B)。Aoend4 発現条

件下では、菌糸先端部において FRAP を行うと、約 1 分後には EGFP-AoSnc1 の蛍光

の回復が見られた。これは、EGFP-AoSnc1がエンドサイトーシスによってリサイクリ

ングされて菌糸先端部に蛍光が回復したことと、新規に分泌された両方の可能性が考

えられた。これに対し、Aoend4 発現抑制条件下ではエンドサイトーシスが起こらな

いため、菌糸先端部での FRAP によって EGFP-AoSnc1 の新規の分泌のみを解析でき

る。FRAP解析の結果、菌糸先端部への EGFP-AoSnc1の蛍光の回復は 60分後でもほ

とんど見られず、新規の分泌に異常をきたしていることが示唆された。以上から、菌

糸先端への正常な分泌にはエンドサイトーシスが必要であることが示唆された。 

 

1-4  Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株におけるにおけるにおけるにおける細胞壁細胞壁細胞壁細胞壁にににに関関関関するするするする解析解析解析解析 

出芽酵母 S. cerevisiae および分裂酵母 Schizosacchromyces pombe において、

∆END4/SLA2株では細胞壁が厚くなることが電子顕微鏡観察によって報告されている 
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(Ge et al., 2005; Gourlay et al., 2003)。そこで、Aoend4 発現抑制条件下で Calcofluor White

によるキチン染色により細胞壁を蛍光顕微鏡で観察した (Fig. 1-13A)。Aoend4 発現抑

制条件下では、AoUapC-EGFPにより観察される異常陥入構造と Calcofluor White染色

により観察される細胞壁の蓄積部位が共局在して観察され、Aoend4 発現条件下では

それら異常陥入構造および細胞壁の蓄積は観察されなかった (Fig. 1-13A)。 

さらに詳細に異常陥入構造を解析するために、電子顕微鏡観察を行った (Fig. 

1-13B)。Aoend4 発現条件下では、細胞壁はほぼ均一な厚さで観察された。一方、Aoend4

発現抑制条件下では、蛍光顕微鏡で観察された異常陥入構造が見られ、その部位に細

胞壁が蓄積している様子が観察された。また、異常陥入構造には細胞壁以外の成分も

観察された。以上から Aoend4 発現抑制条件下では、細胞壁の制御機構に異常をきた

していることが示唆された。 

そこで、細胞壁合成酵素遺伝子群のリアルタイム RT-PCRにより発現解析を行った。

通常の培養条件において比較的発現量の高い 5種類のキチン合成酵素 (chsA、chsB、

chsC、chsY、chsZ) および 1,3-β-グルカン合成酵素 Aofks1 を解析対象に選んだ (Kimura 

et al., 2008)。これら 6種の細胞壁合成酵素遺伝子群は全て、Aoend4 発現条件に比べて

Aoend4発現抑制条件下において高い発現レベルを示した (Fig. 1-13C)。このことから、

エンドサイトーシス欠損により細胞壁合成酵素群が菌糸先端部へリサイクリングさ

れず、発現が上昇している可能性が考えられた。 

 

1-5  Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株におけるにおけるにおけるにおけるステロールリッチステロールリッチステロールリッチステロールリッチ領域領域領域領域のののの解析解析解析解析 

糸状菌および酵母における菌糸様生長の際に、菌糸先端にはステロールリッチな領

域が観察される (Fischer et al., 2008)。ステロールリッチな領域はエンドサイトーシス

との関わりも報告されていることから、Aoend4 発現抑制条件下において、Filipin III 染

色によりステロールリッチ領域の解析を行った (Fig. 1-14)。Aoend4 発現条件下では、

ステロールリッチ領域が主に菌糸先端部に見られた。一方、Aoend4 発現抑制条件下

では、ステロールリッチ領域は AoUapC-EGFPで観察される異常陥入構造に蓄積して

いる様子が観察された。ステロールリッチ領域は、スフィンゴ脂質といった特殊な脂

質が含まれる膜構造になっており、その領域に特徴的な膜タンパク質の存在が示唆さ

れることから、異常陥入構造には本来エンドサイトーシスによって取り込まれるべき

タンパク質がステロールリッチな膜ドメインにトラップされているのかもしれない。 
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1-6  Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株のののの Aoend4-egfpによるによるによるによる相補実験相補実験相補実験相補実験 

 Aoend4 発現抑制条件下でこれまで観察された表現型が、実際に Aoend4 の発現抑制

によって引き起こされたものであるかを解析するため、Aoend4の相補実験を行った。

S. cerevisiae では End4p/Sla2p-GFP が機能的であることが報告されている (Newpher 

and Lemmon, 2006; Sun et al., 2005)。そこで、Aoend4 条件発現株を親株として、PamyB

下でAoend4-egfpを発現する niaDマーカーを持ったプラスミドを形質転換した株であ

る TEAEN1 株を作製した。また、コントロールとして niaD マーカーを Aoend4 条件

発現株に導入した TEN1 株を作製した。それらの株を CDm±チアミンプレート上で

生育比較を行った (Fig. 1-15A)。チアミンを添加した、内在性の Aoend4 の発現抑制条

件下では、TEN1株は親株の TE4-1株同様の生育阻害を示したのに対し、Aoend4-egfp

を導入した TEAEN1株では生育が回復した。このことから AoEnd4-EGFPが機能的で

あることが示された。 

続いて、TEAEN1株を用いて、AoEnd4-EGFPの局在観察を行った。内在性の Aoend4

が発現する条件下では AoEnd4-EGFP の特定の部位での局在は観察されなかった。一

方、内在性の Aoend4 の発現を抑制すると、AoEnd4-EGFPは AoAbp1-mDsRedと同様

に、菌糸先端部の最先端以外の細胞膜近傍に主にパッチ状の構造として局在している

様子が観察された (Fig. 1-15B)。内在性の Aoend4 が発現する条件下で AoEnd4-EGFP

の局在が正確な部位で観察されなかったのは、AoEnd4-EGFPと内在性の AoEnd4とが

局在部位や相互作用する因子を競合したためと考えられた。また、±チアミン培地に

おいてともに、AoEnd4-EGFPの発現が抗 GFP抗体を用いたウェスタン解析により確

認された (Fig. 1-15C)。さらに、内在性の Aoend4 の発現抑制条件下では、Aoend4-egfp

発現株において FM4-64 のエンドサイトーシス能が回復していた (Fig. 1-15D)。以上

から、Aoend4 条件発現株において、Aoend4 発現抑制条件下で見られた表現型は、

Aoend4 の発現抑制それ自体によって引き起こされたものであると考えられた。 

 

 次に、 TEAEN1 株に AoAbp1-mDsRed 発現プラスミドを導入することで

AoEnd4-EGFPおよび AoAbp1-mDsRed共発現株を作製し、内在性の Aoend4 の発現抑

制条件下で、それらの局在を観察することで細胞内全体でのエンドサイトーシスの起

こっている部位に関して解析した。これまでに観察されていたように AoEnd4-EGFP

と AoAbp1-mDsRedは菌糸先端部に多く局在し、それらのタンパク質が良く共局在す
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ることが確認された (Fig. 1-16)。また、AoEnd4-EGFPと AoAbp1-mDsRedは細胞膜全

体の所々でパッチ状に見られ、隔壁にも多く局在する様子が見られた。このことから、

エンドサイトーシスは菌糸先端部以外でも少なからず起こっており、外部環境に応じ

た細胞膜タンパク質の取り込みなどの生理的な役割を果たしていることが示唆され

た。 

 

1-7  エイソソームエイソソームエイソソームエイソソーム様構成因子様構成因子様構成因子様構成因子 Aopil1のののの解析解析解析解析 

近年 S. cerevisiae において、エンドサイトーシスによる取り込み部位としてエイソ

ソーム (eisosome) の存在が報告された (Walther et al., 2006)。エイソソームの主要な

構成因子として Pil1pが存在する。PIL1 破壊株では、Aoend4 発現抑制条件下で見られ

たような異常な陥入構造が観察されている。そこでまず A. oryzae において、Pil1pと

高い相同性を示す (e value = e
-113
) タンパク質をコードする唯一の遺伝子である

Aopil1 をクローニングした (Fig. 1-17)。AoPil1は 347アミノ酸残基から構成され、ア

ミノ酸配列レベルで Pil1pと 58%の相同性を示し、さらに他のエイソソームの構成因

子である Lsp1pとも 58%の相同性を示した (Fig. 1-18)。Pil1pと Lsp1pはアミノ酸配列

レベルで 69%の相同性を示す。モチーフ検索の結果、AoPil1、Pil1p、Lsp1pには既知

の機能ドメインが見出されなかった。Aopil1 は、PIL1 のみならず LSP1 のホモログと

しても最も高い相同性を示した。以上から AoPil1は、Pil1pと Lsp1p両方の機能を有

している可能性が考えられた。 

次に、Aopil1 の上流 1.5 kb、adeA マーカー、Aopil1 下流 1.5 kbを有する DNA発現

カセットを調製し、これを NSRku70-1-1 株に形質転換し、Aopil1 破壊株を作製した 

(Fig. 1-19A)。しかし、Aopil1 破壊株では生育阻害は見られなかった (Fig. 1-19B)。さ

らに、FM4-64の取り込みに異常は見られず、Aoend4 発現抑制条件下で観察された異

常な陥入構造も見られなかったことから、エイソソーム様の構成因子は糸状菌のエン

ドサイトーシスには主要な働きをしていないことが示唆された (Fig. 1-19C)。 
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考察考察考察考察 

 

本章では、A. oryzaeにおいてエンドサイトーシス欠損株の取得を目的として、まず

Aoend4 破壊株の作製を試みた。しかし、ヘテロカリオン体が取得されたのみでホモ

カリオン体の取得には至らなかったことから、Aoend4 は生育に必須の遺伝子である

と推測された。AoEnd4はアミノ酸配列情報から S. cerevisiaeの End4p/Sla2pと同様の

モチーフを有し、機能的に類似していると考えられる。End4p/Sla2p に関しては S. 

cerevisiaeのみならず S. pombeや二形性の酵母である Candida albicansにおいても解析

が行われている (Asleson et al., 2001; Castagnetti et al., 2005; Ge et al., 2005)。S. pombe

では、エンドサイトーシスの解析の一端として END4/SLA2 のホモログがクローニン

グされ (Iwaki et al., 2004)、C. albicans における END4/SLA2 のホモログは、C. albicans

が菌糸状に生育する際に重要な INT1 の下流で機能する因子として同定された 

(Asleson et al., 2001)。S. cerevisiae、C. albicans においては、∆END4/SLA2 株は菌糸状の

生育に欠損を示す (Asleson et al., 2001; Yang et al., 1997)。S. cerevisiaeや C. albicans で

は∆END4/SLA2 株は酵母状では生育可能であるが、菌糸状に生長できないことを考え

ると、菌糸状に生長する A. oryzaeを含む糸状菌においては END4/SLA2 のホモログで

ある Aoend4 が生育に必須な遺伝子であることは上記の報告と矛盾しない結果である。

実際に、A. nidulans における END4/SLA2 ホモログ slaB は、生育に必須な遺伝子であ

ることがヘテロカリオンレスキュー法 (heterokaryon rescue technique) により示され

ている (Araujo-Bazán et al., 2008; Osmani et al., 2006)。Aoend4 発現抑制条件下では、プ

レート生育比較において菌糸の生育に阻害が見られたが、生育が可能であったことを

考えると、PthiA によって発現が完全には抑制されなかった AoEnd4 がわずかにでも

存在することによって生育が可能であったと考えられる。 

S. cerevisiae、S. pombe において∆END4/SLA2 株では温度感受性になり、FM4-64や

Lucifer yellow といったエンドサイトーシスによって取り込まれるマーカーが細胞内

に取り込まれず、細胞壁が厚くなるといった表現型を示す (Ge et al., 2005; Gourlay et 

al., 2003; Walther et al., 2006)。S. cerevisiae、S. pombeにおける∆END4/SLA2 株で観察さ

れるように、TE4 株において Aoend4 の発現を抑制した条件でも FM4-64 のエンドサ

イトーシスに欠損を示した。さらに、プレート生育比較において、Aoend4 発現抑制

条件下ではストレス感受性となることが示された。C. albicansにおいても∆END4/SLA2
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株では菌糸状の生育に異常を示し、各種ストレス条件下で生育が阻害されることが報

告されており (Asleson et al., 2001)、本研究ではそれらの知見と一致する結果が得られ

た。A. nidulans においては、pHシグナルは 7回膜貫通タンパク質である PalHがエン

ドサイトーシスによって取り込まれることにより制御されていると示唆されている 

(Herranz et al., 2005; Peñalva et al., 2008)。エンドサイトーシス欠損によって pHや浸透

圧ストレス感受性となるのは、細胞膜のチャネルやレセプター本来の制御機構に異常

をきたすことが原因であると考えられる  

Aoend4 発現抑制条件下において、AoUapC-EGFPによって可視化された異常陥入構

造と FM4-64染色によって細胞膜に蓄積した部位が一致して観察された。このことか

ら、細胞外から取り込まれる FM4-64は、ある特定の部位から取り込まれることが示

唆された。そうした部位は最近、出芽酵母において提唱されたエイソソームである可

能性が考えられた (Walther et al., 2006)。エイソソームはエンドサイトーシスによる取

り込み部位で、主として Pil1pを含む静的な構造体として考えられている。Pil1pの他

に Lsp1p、Sur7p がエイソソームには介在し、これまでに分かっているエンドサイト

ーシスに関わる因子との相互作用が示唆されている。本研究では、PIL1 の A. oryzae

における唯一のオルソログである Aopil1 の破壊株を作製したが、期待した表現型は観

察されなかった。現段階では、A. oryzaeにおいて出芽酵母様のエイソソームの存在に

関しては否定的であり、今後さらなる解析が必要である。 

Abp1pは出芽酵母において遺伝学的、生化学的手法を用いて数多くのエンドサイト

ーシス関連因子と相互作用することが報告されており、エンドサイトーシスの取り込

み部位において中心的な役割を果たしていると考えられている。Abp1pの機能として

は具体的に、アクチンパッチの形成に中心的な働きをする Arp2/3p複合体をエンドサ

イトーシスの起こる部位にリクルートし活性化することが分かっている (Drubin et 

al., 1990; Mulholland et al., 1994; Olazabal and Machesky, 2001)。A. oryzaeにおいてエン

ドサイトーシスによる取り込み部位の解析を進めるためにクローニングした AoAbp1

は、アミノ酸配列の相同性が S. cerevisiaeの Abp1pとは 23%とそれほど高い相同性を

示さなかったが、Abp1pと同じドメインを有することによりそれらの機能の類似性が

示唆された。しかし、AoAbp1は C末端に他のエンドサイトーシス関連因子との相互

作用に関わるとされる SH3ドメインを 2つ有し、Abp1pよりさらに SH3ドメインを 1

つ多く有することから AoAbp1と Abp1pの機能に差があることも考えられ、A. oryzae
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と出芽酵母とはエンドサイトーシスの取り込み部位を中心としたエンドサイトーシ

スの機構に違いがある可能性も考えられる。AoAbp1 と同様に、A. nidulans の AbpA

もSH3ドメインをC末端に 2つ有することが報告されているため (Araujo-Bazán et al., 

2008)、糸状菌における Abp1p ホモログは糸状菌に特異的な機能を有している可能性

が考えられた。そこで Abp1p による BLAST サーチを行ったところ、糸状菌の

Aspergillus fumigatusのAbp1p ホモログは 2つの SH3ドメインを有していた。しかし、

出芽酵母と近縁の糸状菌である Ashbya gossypii のAbp1p ホモログは SH3ドメインが

1つであった。逆に、分裂酵母 S. pombeや菌糸状に生育する酵母の C. albicansの Abp1p 

ホモログは 2 つの SH3 ドメインを有していた。こうしたことから、Abp1p ホモログ

が SH3ドメインを 2つ有することは糸状菌特異的とは言い切れないようである。 

糸状菌において、菌糸先端が連続的に生長していくためには、先端生長に必要な因

子、例えば細胞壁合成酵素などを菌糸先端に常に供給する必要がある。これらは全て

新規に合成されたものが菌糸先端に送られて使用されていることも考えられるが、ど

の程度かはわからないものの、リサイクリングして使用されていると考えるのが自然

で理に適っている。Aoend4 発現抑制条件下では、Calcofluor White染色により、主要

な細胞壁構成因子であるキチンが異常陥入構造に蓄積していることが明らかになっ

た。さらに、電子顕微鏡観察においても異常陥入構造に細胞壁成分の蓄積が確認され

た。これらは、キチン合成酵素といった細胞壁合成酵素が菌糸先端にリサイクリング

されず、異常陥入構造に蓄積した結果と考えられる。さらに、Aoend4 発現抑制条件

下では、細胞壁合成酵素遺伝子群の発現量が増加していた。この結果は、エンドサイ

トーシスによるリサイクリングの異常により、細胞壁合成酵素群が菌糸先端で不足し

たことに対する応答と考えられる。今回解析した、ChsY、ChsZはそれぞれ A. nidulans 

CsmA、CsmBのホモログである (Chigira et al., 2002; Takeshita et al., 2005; Takeshita et 

al., 2006; Tsuizaki et al., 2009)。それらは、アクチンと直接相互作用するミオシン様モ

ータードメイン (myosin motor-like domain; MMD) を有する特徴的なキチン合成酵素

である。アクチンがエンドサイトーシスにおいて重要な役割を果たしていることを考

えると、MMD を有するキチン合成酵素は、MMD を介してエンドサイトーシスによ

るリサイクリングによって局在を制御されている可能性も考えられる。 

ごく最近になり A. nidulans において、菌糸先端部でのエンドサイトーシスによるリ

サイクリングがダイニン集積領域 (dynein loading zone)、もしくはエンドサイトーシス
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リサイクリングコンパートメント (endocytic recycling compartment; ERC) と呼ばれる

領域を通じて行われているというモデルが提唱された (Abenza et al., 2009 )。これらの

知見と今回得られた A. oryzaeを用いた研究結果をもとに作成したモデルを示す (Fig. 

1-20)。先端生長に必要な因子は、菌糸最先端部から少し基部側の細胞膜からエンドサ

イトーシスされた後、小胞によって ERC へと送られ、そこから小胞の集合体である

Spitzenkörperを経て、再び菌糸最先端部へと輸送される。しかし、これまでに糸状菌

で解析されている菌糸先端部でのエンドサイトーシスのカーゴは v-SNARE のみであ

るため、今後細胞壁合成酵素等を解析することで、例えばエンドサイトーシス小胞か

ら ERCを経由しないなどの他のリサイクリング経路が見つかる可能性もある。 

A. oryzaeを含む糸状菌においては、菌糸先端部で活発にエンドサイトーシスが行わ

れていることが強く示唆された。これを可能にする、出芽酵母などには見られない、

糸状菌に特別な分子機構が存在する可能性が考えられる。また、A. oryzaeは菌糸先端

から大量のタンパク質を分泌する能力を持つが、これを可能にするには、分泌小胞で

機能する v-SNARE 等のリサイクリングが必要であり、こうした点から菌糸先端部で

の活発なエンドサイトーシスが重要であると考えられる。 
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総括総括総括総括およびおよびおよびおよび展望展望展望展望    

 

 本研究は、麹菌 A. oryzaeにおけるエンドサイトーシスの機構および生理学的意義に

関して、遺伝学、分子生物学、生化学、そして細胞生物学的手法を用いて解析を行っ

たものである。 

第 1 章では、麹菌 A. oryzaeにおいてエンドサイトーシスの変異株を取得し、それ

を用いた解析を行った。その結果、麹菌 A. oryzaeを含む糸状菌において、エンドサ

イトーシスは菌糸先端部で活発に行われ、菌糸の先端生長に必要な因子である

v-SNAREや細胞壁合成酵素等をリサイクリングすることにおいて重要な機能を果た

していることが強く示唆された。麹菌 A. oryzaeは、産業上非常に有用な菌種であり、

アミラーゼなどの酵素を大量に菌体外に分泌する能力を持つ。このことを可能にす

るのが、菌糸先端部のエンドサイトーシスによるリサイクリングの機構であると推

測された。これらのことから、麹菌 A. oryzaeが糸状菌における先端生長およびエン

ドサイトーシスのメカニズムの研究において今後一層魅力的な生物になると考えら

れる。 

糸状菌においてエンドサイトーシスは、エキソサイトーシスおよび先端生長と相互

に密接な関係を有することを考えると、先端生長の機構と同様に、エンドサイトーシ

スにおいても糸状菌に特徴的な機構が存在する可能性が考えられた。そこで第 2 章で

は、エンドサイトーシス関連因子である AoAbp1 を bait にした YTH スクリーニング

によりエンドサイトーシス関連因子の探索を行った。その結果、4 つの遺伝子を見出

し、これらを aipA～D (AoAbp1 interacting protein) と命名した。また、本研究により

初めて A. oryzaeにおいて YTH スクリーニング系が構築され、研究対象としての bait

をうまく選定することで、新規因子を同定することが可能であることを示した。本研

究で作製した cDNA ライブラリー以外のライブラリーを作製し使用することやスク

リーニング方法を変更することで、新たな因子の発見も可能と思われる。 

第 3 章では、AoAbp1 を bait にした YTH スクリーニングによって見出された AAA 

ATPase様タンパク質であるAipAの解析を行った。その結果、AipAはAoAbp1と in vitro

において相互作用することが示された。また、in vivoにおいても、菌糸先端部におい

て AipA と AoAbp1 は共局在することが確認された。以上の結果から、AoAbp1 がエ

ンドサイトーシス関連因子であることを考えると、AipA もまたエンドサイトーシス
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において機能することが強く示唆された。エンドサイトーシスにおいて機能するAAA 

ATPase は、全生物種を通じてもこれまでに報告はされておらず、エンドサイトーシ

スの活発に行われていると予想される A. oryzaeにおいて、エンドサイトーシス関連因

子をエンドサイトーシス小胞から細胞質へとリサイクリングするのに機能している

のかもしれない。今後、この仮説を実証するための解析が急務である。 

 

細胞生物学の研究対象としての糸状菌は、その形態・分化に関する研究を筆頭に非

常に興味深いものの、詳細な分子メカニズムまではわかっていないことが多い。糸状

菌の研究は、近年やっとホモログ解析を脱却しつつあると見受けられる。未だに、き

っかけはホモログから始まるといった研究が多いのは否めないが、ゲノムから抽出可

能な情報はできる限り利用した上で、細胞生物学的解析を中心に、新規の普遍的ある

いは糸状菌特異的な解析を行えるまでに研究材料・方法は整ってきている。Aspergillus

属糸状菌の基礎研究のモデルである A. nidulansでは特にそれが顕著である。本研究で

用いた麹菌 A. oryzaeは、産業上非常に有用なことから国菌としても知られ、応用研究

が重要なのは言うまでもないが、より一層活用していくためには基礎研究も同様に重

要である。麹菌 A. oryzaeはアミラーゼといった有用酵素を菌糸の先端から細胞外に大

量に分泌することから、近年特にその分泌メカニズムの解析がさかんに行われている。

本研究で明らかになった菌糸先端部におけるエンドサイトーシスは、エキソサイトー

シスとうまくバランスが調節された相互に密接に関わり合う機構であると考えられ

る。このことから、エキソサイトーシスとエンドサイトーシスは、どちらをメインに

解析するにしても、常に両者を意識して今後は研究を進めていくことが必要であろう。

本研究で見出された、おそらくエンドサイトーシスにおいて機能すると考えられる

AipA のような新規因子が、エキソサイトーシスの機構においても見つかる可能性は

十二分にあり、A. oryzaeの大量分泌能力を裏付ける分子メカニズムの解明につながる

かもしれない。さらに、菌糸先端だけでなく、隔壁においてもエキソサイトーシスが

起こっていることが示唆されていることから (早川、2010)、本研究では詳細な解析を

行うことができなかったが、隔壁におけるエンドサイトーシスも今後の研究対象の一

つであろう。エンドサイトーシスは菌糸先端に限らず、菌糸全体の細胞膜上で起こっ

ており、シグナル伝達や、外界からの栄養分取得、細胞膜や細胞膜タンパク質の取り

込みやリサイクリングにおいて重要な役割を果たしていることが示唆されることか
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ら、こうした点からの解析も今後必要である (Fig. 4)。 

糸状菌の菌糸先端には、未解明の複雑な分子メカニズムが存在すると考えられる。

しかし、糸状菌の形態および多細胞という性質上、エンドサイトーシス一つをとって

も菌糸先端部だけに限った話ではないため、より研究の複雑性は増してくる。出芽酵

母で推し進められているエンドサイトーシス小胞が形成される際の分子メカニズム

に限らず、細胞膜が外界と細胞内との境界であることを考えると、外界の環境に応答

してその境界面を物理的に変化させるというエンドサイトーシスは生理学的に意義

深いものである。また、細胞膜からの取り込み過程以外にも、エンドサイトーシス経

路で考えると、エンドソームでのカーゴの選別機構や細胞内でのシグナル伝達経路と

のつながりに関しては、糸状菌だけでなく動物細胞や他のモデル生物においてもあま

り解明されておらず、今後非常に興味深い研究テーマである。挑戦的な研究テーマに

立ち向かい、積極的に新たな実験系を導入し、新しい切り口によるオリジナリティの

高い研究を行うことで、糸状菌におけるこうした未解明のエンドサイトーシスの分子

メカニズムが徐々に明らかになっていくことを期待したい。 



Endocytosis

Exocytosis

Vacuole

Endosome

Microtubule

Fig. 4 糸状菌糸状菌糸状菌糸状菌におけるにおけるにおけるにおけるエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスののののモデルモデルモデルモデル図図図図

菌糸先端部においてはエンドサイトーシスが活発に起こっており、先端生長に必要な因子、
例えば細胞壁合成酵素やv-SNAREをリサイクリングすることにおいてエンドサイトーシスは
重要な役割を担っていると考えられる。さらに、本研究では詳細な解析を行うことができなか
ったが、隔壁においてもエキソサイトーシスおよびエンドサイトーシスが起こっていることが
示唆されており、エンドサイトーシスは菌糸先端に限らず、菌糸全体の細胞膜上で起こって
おり、シグナル伝達や、外界からの栄養分取得、細胞膜や細胞膜タンパク質の取り込みや
リサイクリングにおいて重要な役割を有していると考えられる。
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実験材料実験材料実験材料実験材料とととと方法方法方法方法 

 

使用菌株使用菌株使用菌株使用菌株 

 大腸菌組換えプラスミドの取得には、E. coli DH5α (supE44 ∆lacU169 (Φ80 lacZ 

∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1) を用いた。組換えタンパク質生産には、

E. coli BL21 (DE3) pLysS (F－ ompT hsdS (rB
－, mB

－) gal dcm (DE3) pLysS (cam
R
)) を用い

た。 

A. oryzae の使用株は Table A に示した。 

 

使用培地使用培地使用培地使用培地 

プレート用寒天培地には 2% Agar を加えた。 

・大腸菌用 

LB 培地：1% Bacto tryptone、0.5% Yeast Extract、0.5% NaCl 

SOC 培地：2% Tryptone、0.5% Yeast Extract、10 mM NaCl、2.5 mM KCl、10 mM MgCl2、

10 mM MgSO4、20 mM Glucose を混合後 20 µm フィルターを用いて滅菌し

た。 

また、必要に応じて選択薬剤として、アンピシリンナトリウム (和光純薬) を終濃度

100 µg/mL で、カナマイシン硫酸塩 (和光純薬) を 10 µg/mL で用いた。 

 

・S. cerevisiae 用 

YPDA 培地：1% Yeast Extract、2% Difco peptone、2% Glucose、0.003% Adenine、pH 6.5 

SD 培地：0.67% Yeast nitrogen base without amino acids、2% Glucose、10% 10×DO solution 

pH 5.8 

10×DO solution：要求性に合わせてアミノ酸を除き作製した。必要量は以下の通り。 

 200 mg/L L-Adenine hemisulfate salt 

  200 mg/L L-Arginine HCl 

  200 mg/L L-Histidine HCl monohydrate 

  300 mg/L L-Isoleucine 

1,000 mg/L L-Leucine 

  300 mg/L L-Lysine HCl 
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  200 mg/L L-Methionine 

  500 mg/L L-Phenylalanine 

 2,000 mg/L L-Threonine 

  200 mg/L L-Tryptophan 

  300 mg/L L-Tyrosine 

  200 mg/L L-Uracil 

 1,500 mg/L L-Valine 

 

・A. oryzae 用 

DPY 培地：2% Dextrin、1% Polypeptone、0.5% Yeast Extract、0.5% KH2PO4、0.05% 

MgSO4・7H2O 

CD 培地：0.3% NaNO3、0.2% KCl、0.1% KH2PO4、0.05% MgSO4・7H2O、0.002% FeSO4・

7H2O、2% Glucose、pH 5.5 

CDm 培地：CD 培地成分に 0.0015% Methionine を加えた。 

M 培地：0.2% NH4Cl、0.1% (NH4)2SO4、0.05% KCl、0.05% NaCl、0.1% KH2PO4、0.05% 

MgSO4・7H2O、0.002% FeSO4・7H2O、2% Glucose、pH 5.5 

M-mem 培地：M 培地成分から 0.2% NH4Cl、0.1% (NH4)2SO4 を除き、5 mM urea、0.05 

mg/mL uracil を加えた。 

M-int 培地：M 培地成分から 0.2% NH4Cl、0.1% (NH4)2SO4 を除き、10 mM (NH4)2SO4 

を加えた。 

MM 培地：M 培地成分に 0.15% Methionine を加えた。 

PD 培地：ポテトデキストロース寒天培地 (日水製薬) を使用法に従い作製した (39.0 

g にポテト浸出液末 4.0 g、Glucose 20.0 g、Agar 15.0 g を含む)。 

PD+ade 培地：PD 培地成分に 0.01% adenyl sulfate を加えた。 

 

必要に応じて Glucose の代わりに Maltose、Glycerol を用いた。 

また、顕微鏡観察用液体培地は 45 µm フィルターを用いて滅菌したものを用いた。

特に明記が無い場合はオートクレーブ滅菌を行った。 

顕微鏡観察用の thiamine添加液体培地には 45 µmフィルターを用いてあらかじめ滅

菌した 10 mM の thiamine ストック溶液を用いた。 
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thiamine 添加のプレート (終濃度 10 µM) 作製の際は、45 µm フィルターを用いてあ

らかじめ滅菌した 2 mM の thiamine ストック溶液をプレートに 100 µL プレーティン

グして用いた。 

 

遺伝子工学的手法遺伝子工学的手法遺伝子工学的手法遺伝子工学的手法 

大腸菌プラスミドDNAの調製は、アルカリSDS法もしくはPromega社のキット(Cat. 

No. A1222) を用い、形質転換は Hanahan の方法を改変して行った。 

 組換えタンパク質生産のための BL21 株のコンピテントセルの作製は以下のように

して行った。 

1. シングルコロニーを LB 液体培地 10 mL に植菌し、37℃、振盪速度 250 rpm で OD600 

= 0.4～0.5 になるまで 3～6 時間培養。 

2. 細胞を 4℃、2,500 × gで 15 分遠心して集め、1/10 量 (1 mL) の冷 TSS バッファー

に再溶解。調製したコンピテントセルは 2～3 時間以内に形質転換に用いた。 

TSS (Transformation and storage solution) バッファー： 

1 % Tryptone、0.5 % Yeast Extract、0.5 % NaCl、10 % Polyethylene Glycol (MW 3350)、5 % 

DMSO、50 mM MgCl2、pH 6.5、0.45 µm フィルター滅菌。 

 

DNA シークエンスには、ABI PRISM
TM

 310NT Genetic Analyzer (Applied Biosystems)、

もしくはファスマック社による受託シークエンスを行った。 

  本研究で用いたプラスミド DNA は Table B に示した。 

 

A. oryzae染色体染色体染色体染色体 DNA抽出抽出抽出抽出 

1. 10
6 個の分生子を 20 mL の液体培地に植菌し、30℃で 1 日振盪培養。 

2. 菌体をミラクロース (CALBIOCHEM) を用いて回収し、蒸留水で洗う。 

3. 0.5 g の菌体を乳鉢に入れ、液体窒素で凍結させ、乳棒で破砕する。 

4. 破砕した菌体を 600 µL の Sol I (50 mM EDTA (pH 8.0)、0.5% SDS、0.1 mg/mL 

proteinase K (Roche)) に懸濁後 60℃で 30 分インキュベートした。 

5. 等量の PCI (フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール (25:24:1) ) を加えよ

く混合した後、4℃、15,000 rpm で 5 分遠心。上層を回収後再び PCI 処理を行う。 

6. 上層を回収後、等量の CI (クロロホルム/イソアミルアルコール (24:1) ) を加えよ
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く混合した後、4℃、15,000 rpm で 5 分遠心。 

7. 上層を回収後、エタノール沈殿 Sol (100%エタノール/3 M 酢酸ナトリウム (25:1) 

(pH 5.2) ) を 1 mL 加えて 4℃、15,000 rpm で 10 分遠心。 

8. アスピレーターでペレットを残し、5 分風乾後、400 µL の TE+RNase (20 mg/mL 

RNase A (Sigma))を加え、37℃で 30 分インキュベート。 

9. PCI、CI 処理、エタノール沈殿を行い、100 µL TE に溶解後、4℃で保存した。 

TE：10 mM Tris-HCl pH 7.5、1 mM EDTA pH 8 をオートクレーブ滅菌した後使用。 

 

A. oryzaeトータルトータルトータルトータル RNA抽出抽出抽出抽出 

A. oryzae の cDNA ライブラリー作製用のトータル RNA 回収には、QIAGEN 社のキ

ットを用い、添付の説明書に従って行った。 

また、RT-PCR のテンプレートに使用するための cDNA 調製用トータル RNA 抽出

は以下のようにして行った。 

1. 10
6 個の分生子を 20 mL の液体培地に植菌し、30℃で一晩振盪培養。 

(以下の操作では RNase free の試薬および器具を用い、サニメント手袋 (AS ONE) を

着用した) 

2. 菌体をミラクロースを用いて回収し、蒸留水で洗う。 

3. 0.5 g の菌体を乳鉢に入れ、液体窒素で凍結させ、乳棒で破砕する。 

4. 菌体を 600 µL TRI reagent (Sigma) に入れ、30秒間ボルテックスし 5分間室温放置。 

5. 200 µL のクロロホルムを加え 15 秒間混合し、2 分間室温で放置した後 4℃、15,000 

rpm で 15 分遠心。 

6. 上層を 500 µLのイソプロパノールに加え、軽く反転し 5分間室温で放置した後、4℃、

15,000 rpm で 15 分遠心。 

7. アスピレーターでペレットを残し、1 mL の 70%エタノールを加え軽くボルテック

スした後、4℃、15,000 rpm で 15 分遠心。 

8. 5 分間風乾の後、40 µL の DEPC 処理水に溶解。 

9. 適宜希釈し、OD260を測定することで RNA の濃度を測定する(OD260=1 のとき RNA 

40 µg/mL)。 

10. 5 µg/µL の RNA 溶液に 5 µL の DNase (Promega; 1 U/µL、1 U/µg RNA) を加え、37℃

で 1 時間インキュベート。 
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11. 90 µL の DEPC 処理水と 100 µL のフェノール/クロロホルムを加え混合し、室温で

10,000 rpm、5 分間遠心。 

12. 上層に 100 µL のクロロホルムを加え、室温で 10,000 rpm、5 分間遠心。 

13. 上層に 260 µLのエタノール沈殿 Sol を加え、－80℃で 20 分置いた後、12,000 rpm、

4℃で 10 分遠心。 

14. アスピレーターでペレットを残し、800 µL の 70%エタノールを加え 12,000 rpm、

4℃で 5 分遠心。 

15. 5 分間風乾の後、20 µL DEPC 処理水に溶解し OD260 を測定。サンプルは－80℃で

保存した。 

 

RT (Reverse Transcription) 反応反応反応反応 

Clontech 社のキットを用い、また添付の説明書に従ってトータル RNA から cDNA

を合成した。 

1. 2 µg/8 µL の total RNA、1 µL Oligo (dT)12-18、2 µL DEPC 処理水を混合し 70℃で 10

分インキュベートした。 

2. サンプルに、4 µL の 5×First-Strand Buffer、8 µL の dNTPs (2.5 mM)、2 µL の DTT (100 

mM)、0.5 µL Power Script RT を順に加え、ピペッティングで混合し、42℃で 60 分

インキュベート。 

3. 続いて 70℃、15 分インキュベートし、－20℃で保存した。 

 

PCR反応反応反応反応 

本研究で用いたクローニング用のプライマーは Table C に示した。反応液の組成は

polymerase に添付の説明書に従った。 

Pyrobest (TaKaRa) を用いた PCR (クローニング用)： 

98℃ 10 秒、{98℃ 10 秒、(アニーリング温度) 30 秒、72℃ 1 kb /分; 30 サイクル} 

Prime STAR (TaKaRa) を用いた PCR (クローニング用)： 

98℃ 10 秒、{98℃ 10 秒、(アニーリング温度) 5 秒、72℃ 1 kb /分; 30 サイクル} 

r-Taq (TaKaRa) を用いた PCR (E. coli コロニーPCR 用)： 

94℃ 5 分、{94℃ 30 秒、(アニーリング温度) 30 秒、72℃ 1 kb /分; 30 サイクル}、72℃  

5 分 
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KOD FX (TOYOBO) を用いた PCR (S. cerevisiae、A. oryzae コロニーPCR 用)： 

94℃ 5 秒、{98℃ 10 秒、(アニーリング温度) 30 秒、68℃ 1 kb /分; 35 サイクル} 

テンプレートには、50 µL TE に菌体を１白金耳懸濁した溶液 2 µL (20 µL スケール) 

を用いた。 

 

リアルタイムリアルタイムリアルタイムリアルタイム RT-PCR 

 Kimura らの方法 (Kimura., et al., 2008) に従って行った。使用したプライマーは以下

の通り (forward、reverse の順)。 

chsA (AO090012000084)   5’-CGATCAACATCCTGATGGTG-3’ 

5’-CCCACAGAATGACTCGGAAA-3’ 

chsB (AO090701000589)  5’-TACCTGGACCCTTGGCATAT-3’ 

5’-ACTTGTCCATACCGTCACTG-3’ 

chsC (AO090011000449)    5’-TCACGGATCTGTTCACCAAC-3’ 

5’-CTTGTAGTAATCGGCCTGTC-3’ 

chsY (AO090026000323)    5’-CGAAAAAGAGATGGGAGGAG-3’ 

5’-CTTCGGTGGCTGAGTTGATA-3’ 

chsZ (AO090026000321)    5’-CTGTCCAGCTTTAGTCGGTA-3’ 

5’-GCCAATTCCTGGTCAATCTG-3’ 

Aofks1 (AO090009000174)   5’-TGGACTGGAAAGTGGTACAG-3’ 

5’-TTGTGTTTCTCGTCAAGGGG-3’ 

gpdA (AO090003001322)    5’-TCAGAACATCATCCCCAGCT-3’ 

5’-ATCGACCTTGGAGATGTAGG-3’ 

 

RACE解析解析解析解析 

Gene Racer
TM キット (Invitrogen) を用い、添付の説明書に沿って行った。RACE-PCR

のテンプレートには、RIB40 株を DPY 液体培地で 24 時間培養した菌体から抽出した

トータル RNA より作製したものを用いた。RACE-PCR の後、Nested-PCR を行った産

物を pT7Blue T-vector (Novagen) へクローニングし、シークエンス解析を行った。 

 

A. oryzaeのののの分生子回収分生子回収分生子回収分生子回収 
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1. 分生子を形成したプレートに、10 mL の 0.01% Tween 80 を添加し滅菌スポイト 

(Transfer-pipette 3.5 mL, SARSTEDT) の先で分生子を懸濁し 15 mL チューブ 

(Greiner) に回収した。 

2. 30 秒間ボルテックスし分生子を分散させた後、ミラクロースで菌体残渣を濾過した。 

3. 3,500 rpm で 5 分間遠心し上清を捨て、5 mL の 0.01% Tween 80 を加えボルテックス

し分生子を懸濁させた後 3,500 rpm で 5 分間遠心した。 

4. 上清を捨て、1 mL の滅菌水を加え懸濁させ、それを 2 mL チューブ (アシスト) に

移し 4℃にて保存した。 

 

A. oryzaeのののの形質転換法形質転換法形質転換法形質転換法 

プロトプラストに負荷を与えないよう、全遠心操作をブレーキオフの設定で行った。 

1. 100 mL 液体培地に親株の分生子を適量植菌し、30℃で 1 日振盪培養する。 

2. ミラクロースを用いて菌体を回収し、滅菌水で菌体を洗浄後、あらかじめ 45 µm

フィルターで滅菌した 10 mL TF Sol 1 に菌体を加え、30℃で 3 時間、50 rpm で振

盪培養。 

3. ミラクロースを用いて菌体残渣を除いたプロトプラスト溶液に 10 mL の TF Sol 2

を加え、室温で 2,000 rpm、8 分間遠心した。 

4. 上清を除き、5 mL の TF Sol 2 に再懸濁し、室温で 2,000 rpm、8 分間遠心した。 

5. 上清を除き、5 mL の TF Sol 2 に再懸濁した後、トーマの血球計数版を用いてプロ

トプラストの数をカウントし、室温で 2,000 rpm、8 分間遠心した。 

6. 上清を除き、プロトプラスト数が 1.0-5.0×10
7 になるように TF Sol 2 に再懸濁した

溶液 200 µL に形質転換用 DNA を 10 µL (1-5 µg/10 µL となるようにあらかじめ準

備しておく) 加え、氷上で 30 分静置。 

7. この間に 5 mL Top Agar を 15 mL チューブに分注し 45℃で溶解させておく。 

8. 250、250、850 µL と 3 回に分けて TF Sol 3 を加える。加えるたびに滅菌スポイトを 

用いてよくピペッティングする。20 分静置。 

9. 5 mL の TF Sol 2 を加え転倒混和し、室温で 2,000 rpm、8 分間遠心。 

10. 上清を除き、500 µL の TF Sol 2 に懸濁したものをあらかじめ準備しておいた Top 

Agar に加え穏やかに混合後、下層培地に重層した。 

11. 30℃で培養し、生えてきたコロニーを選択培地に 1～3 回植え継ぎ、形質転換体を
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取得した。 

TF Sol 1：0.1% Yatalase、0.6 M (NH4)2SO4、50 mM Maleate buffer (pH 5.5) 

TF Sol 2：1.2 M sorbitol、50 mM CaCl2、35 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

TF Sol 3：60 % PEG (polyethylene glycol) 4000、50 mM CaCl2、10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

Top Agar：1.2 M sorbitol、0.8% Agar を含む各種選択培地 

下層培地：1.2 M sorbitol、2% Agar を含む各種選択培地 

 

サザンサザンサザンサザン解析解析解析解析 (基本的に GE Healthcare 社の試薬を用いた) 

1. ゲノムを一晩制限酵素処理。 

2. 制限酵素処理液をエタノール沈殿後、20 µL の TE に溶解し電気泳動。 

3. 泳動後のゲルを変性溶液 (1.5 M NaCl、0.5 M NaOH) 中で 25 分間振盪。 

4. 変性溶液を捨て、ゲルを蒸留水ですすいだ後、中和溶液 (1.5 M NaCl、0.5 M Tris-HCl 

(pH 7.5) ) 中で 30 分間振盪。 

5. ゲルを Hybond-N
+メンブレンに転写。転写用器具中でスポンジを 20×SSC (NaCl 

175.3 g、クエン酸ナトリウム 88.2 g/L) に浸し、その上に以下のものを順に下から

重ねた。ろ紙、裏返しにしたゲル、メンブレン、ろ紙 3 枚、ペーパータオル、ア

クリル板、重し。この状態で 4 時間静置。 

6. 2×SSC でメンブレンを wash 後、80℃で 1 時間メンブレンを乾燥。 

7. ハイブリバッグにメンブレンとハイブリバッファー (Blocking reagent 0.75 g、NaCl 

0.43 g、Gold hybridization buffer 15 mL) を入れて封じ、42℃で 1 時間振盪。 

8. DNA プローブの作製。100 ng/10 µL の DNA 溶液を 100℃で 5 分間処理後、氷上で 

5 分放置。10 µL の labeling reagent を加えてピペッティング後、glutaraldehyde solution  

10 µL を加えピペッティングし、37℃で 10 分間インキュベート。 

9. DNA プローブをハイブリバッグに注入し 42℃で 6 時間以上インキュベート。 

10. ハイブリバッグからメンブレンを取り出し、新しいハイブリバッグにメンブレン

を入れ、primary wash buffer (urea 18 g、SDS 0.2 g、20×SSC 1.25 mL/50 mL) を注ぎ

42℃で 20 分インキュベート。この操作をもう 1 回行った。 

11. 2×SSC でメンブレンを 5 分間 wash。この操作をもう 1 回行った。 

12. Detection reagent 1 と 2 を 1 mL ずつ混合したものをメンブレンにかけ、ルミノイメ

ージアナライザーLAS-4000miniEPUV (Fujifilm) で検出した。 
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顕微鏡使用機器顕微鏡使用機器顕微鏡使用機器顕微鏡使用機器 

蛍光顕微鏡観察には、正立型顕微鏡 BX52 (Olympus) 、励起フィルター

BFP/GFP/DsRed filter set (Chroma Technology)、および対物レンズ UplanApo 100× 

(Olympus)を用いた。解析ソフトウェアとして MetaMorph (Molecular Devices Co.) を使

用した。 

共焦点レーザー顕微鏡観察には、倒立型顕微鏡 IX71 (Olympus)、対物レンズ

UplanApo 100× (Olympus) を用い、488 nm 半導体レーザー (FURUKAWA ELECTRIC)、

561 nm 半 導 体 レ ー ザ ー  (MELLES GRIOT) 、 CSU22 (confocal scanner 

unit)(YOKOGAWA) 、Dual view (ROPER)、冷却型デジタル CCD カメラ (Andor) を接

続した。解析ソフトウェアには Andor IQ (Andor) を用いた。 

FRAP 解析には、MicroPoint レーザーシステム (Photonic Instruments Inc.) を用い、

解析ソフトウェアとして MetaMorph (Molecular Devices Co.) を使用した。 

 

顕微鏡観察顕微鏡観察顕微鏡観察顕微鏡観察法法法法 

蛍光顕微鏡観察用カバーガラスカルチャー： 

カバーガラス (MATSUNAMI) に 100 µL の液体培地をのせ、そこに分生子 10
5 個/10 

µL を植菌し、30℃で 20 時間前後培養した後、スライドガラス (MATSUNAMI) 上に

カバーガラスを載せ、四隅をマニキュアにより封じプレパラートにして観察した。 

共焦点レーザー顕微鏡観察： 

ガラスベースディッシュ (IWAKI) に 100 µL の液体培地をのせ、そこに分生子を

10
5 個/10 µL 植菌し、30℃でインキュベートした後観察した。 

 

細胞染色試薬細胞染色試薬細胞染色試薬細胞染色試薬 

FM4-64 (N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(p-diethyl-aminophenyl-hexatrienyl)pyridinium 

dibromide) (Molecular Probes; T3166)： 

1.6 mM ストック (DMSO に溶解) を作製し、終濃度 8 µM で使用した。FM4-64 に

よる共染色は FM4-64 を加えた培地に置換して 2 分室温で静置し、FM4-64 を含まな

い培地に置換した後観察した。 

また、FM4-64 を用いた Spitzenkörper の染色を指標としたエンドサイトーシスの解
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析の際には、18 時間培養したカルチャーを上記の方法で染色した後、菌体がガラスベ

ースディッシュ底面で多く観察できるように、培地を 50 µL 除いて観察した。 

 

Calcofluor White (Fluorescent Brightener 28; Sigma; F3545)： 

カルチャーを固定液で 10 分固定後、PBS で 2 度洗浄し、終濃度 0.1 mg/mL の

Calcofluor White を含む培地で 3 分間室温で静置した。その後 PBS で 2 度洗浄し観察

した。 

PBS：NaCl 8 g、KCl 2 g、Na2HPO4・12H2O 2.9 g、KH2PO4 0.2 g 以上を 1 L の蒸留水に

溶解後、オートクレーブ滅菌した。 

固定液 (Calcofluor White 染色用)：0.5%グルタルアルデヒド、3.7%ホルムアルデヒド、 

in PBS 

Filipin III (Sigma; F4767)： 

2.5 mg/mL ストック (DMSO に溶解) を作製し、終濃度 25 µg/mL で使用した。12

時間カバースライドカルチャーを行った後、Filipin III を加えた培地に置換して 5 分室

温で静置し、Filipin III を含まない培地に置換した後観察した。 

 

使用薬剤使用薬剤使用薬剤使用薬剤 

latrunculin B (Calbiochem)： 

アクチン重合阻害剤。10 mg/mL のストック (DMSO に溶解) を作製し、終濃度 

100 µg/mL で用いた。 

 

間接蛍光抗体法間接蛍光抗体法間接蛍光抗体法間接蛍光抗体法 

カバーガラスカルチャーにて行った。wash は PBST で 2 回ずつ。またインキュベー

トは原則室温で行った。 

1. カルチャーを wash 後、固定液で 15 分間インキュベート。 

2. wash 後、消化酵素液で 15 分間インキュベート。 

3. wash 後、メタノールで 10 分間－20℃でインキュベート。 

4. wash 後、抗アクチン抗体 (Sigma; A-2066) を BSA/PBS で 500 倍希釈した溶液で 1

時間インキュベート。 

5. wash 後、FITC 結合抗ウサギ IgG 抗体 (Sigma; F-1262) を BSA/PBS で 200 倍希釈し
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た溶液で 1 時間インキュベート。 

6. wash 後、PBST を 100 µL 添加し観察した。 

PBST：PBS に 0.05% Tween 20 を加えた。 

固定液 (間接蛍光抗体法用)：PBS に 3.7%ホルムアルデヒド、5 mM MgSO4、2.5 mM 

EGTA を加えた。 

消化酵素液：PBST に 3 mg/mL Yatalase (TaKaRa)、1 mg/mL Lysing enzyme (Sigma)、10 

mg/mL Egg white (Sigma)を加えた。 

BSA (100×ストック、final 0.1 mg/mL)：0.01 g BSA/mL 

 

透過型電子顕微鏡観察透過型電子顕微鏡観察透過型電子顕微鏡観察透過型電子顕微鏡観察 

 一晩液体培養した菌体を、まず、4%グルタルアルデヒドを含んだ 0.1 M リン酸バッ

ファーで 4 時間、次に 1%四酸化オスミウム酸で 3 時間、4℃にて固定した。超薄切片

を作製し、酢酸ウランで 30 分、クエン酸鉛で 5 分染色した後、JEOL 透過型電子顕微

鏡で観察した (JEM-1010)。 

 

A. oryzaeからのからのからのからのタンパクタンパクタンパクタンパク質抽出法質抽出法質抽出法質抽出法    

1. 0.25 g の湿菌体重量の菌体を液体窒素で破砕し、500 µL の抽出バッファーに懸濁。 

2. 800 × g、5 分、4℃で遠心し、上清を－80 度で保存した。 

抽出バッファー： 

buffer N (10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl、1 mM MgCl2)、1% TritonX-100、

1% PIC (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma) 

 

ウェスタンウェスタンウェスタンウェスタン解析解析解析解析 

1. タンパク質抽出液を SDS-PAGE 用 4×サンプルバッファーと混合し、3 分間煮沸。 

2. 目的のタンパク質サイズに合わせたアクリルアミド濃度のゲルを使用して

SDS-PAGE 後、セミドライ式でニトロセルロースメンブレン (Whatman) にブロッ

ティング。 

3. 5%スキムミルク in TTBS で 30 分ブロッキング。 

4. 一次抗体で 1～2 時間メンブレンを反応させる。 

5. 30 分間にわたり 4～5 回 TTBS でメンブレンを洗う。 
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6. 二次抗体で 30 分～1 時間メンブレンを反応させる。 

7. 10 分間にわたり 2～3 回 TTBS でメンブレンを洗う。 

8. ECL 検出溶液 (Pierce) を用い、LAS-400miniEPUV (Fujifilm) で検出した。 

TTBS：2.42 g Tris、29.22 g NaCl、1 g Tween 20 in 1 L、pH 7.5 

使用抗体 全て TTBS で希釈した。 

 抗 GFP 抗体 (Clontech; 632380)：マウスモノクローナル抗体。1,000 倍希釈で使用。 

 抗DsRed抗体 (Clontech; 632496)：ウサギポリクローナル抗体。1,000倍希釈で使用。 

 HRP 結合抗マウス IgG 抗体 (Vector)：500 倍希釈で使用。 

 HRP 結合抗ウサギ IgG 抗体 (Vector)：500 倍希釈で使用。 

 

Yeast two-hybrid解析解析解析解析 

Matchmaker
TM

 Library Construction and Screening Kit (Clontech) を用い、添付の説明書

に従って行った。 

cDNA ライブラリーの作製は以下のように行った。 

1. A. oryzae RIB40 株を CD 液体培地で 24 時間培養した菌体からトータル RNA を抽出

キット (QIAGEN) を使用して調製。 

2. Random Primer (CDS III/6 Primer) を用いた First-Strand cDNA の合成。 

2-1. PCR チューブに以下を混合。 

   2 µL  トータル RNA (0.574 µg/µL) 

   1 µL  CDS III/6 Primer 

      1 µL  dH20                     

      4 µL 

混ぜてスピンダウンした後、72℃で 2 分インキュベートし氷上で 2 分。 

2-2. スピンダウンし、室温で以下を添加。 

   2 µL 5×First-Strand Buffer 

      1 µL DTT (20 mM) 

      1 µL dNTP Mix (10 mM) 

      1 µL MMLV Reverse Transcriptase 

      9 µL 

      タップして穏やかに混和しスピンダウン。 
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2-3. 室温で 10 分インキュベート。次に 42℃で 10 分インキュベート。 

 2-4. 1 µL の SMART III Oligonucleotide を添加して 42℃で 1 時間サーマルサイクラー

でインキュベート。 

 2-5. 75℃で 10 分インキュベートした後、室温でチューブを冷ます。1 µL の RNase H

を加えて 37℃で 20 分インキュベート。－20℃で保存可能。 

3. Long Distance PCR による ds cDNA の増幅。 

3-1.  以下を 2 連で PCR チューブに作製する。 

2 µL   First-Strand cDNA 

    70 µL  dH2O 

    10 µL  10×Advantage 2 PCR Buffer 

    2 µL   50×dNTP Mix 

    2 µL   5’ PCR Primer 

    2 µL   3’ PCR Primer 

    10 µL  10×GC-Melt Solution 

    2 µL   50×Advantage 2 Polymerase Mix 

    100 µL 

タップして穏やかに混和。スピンダウン。 

3-2. 以下のプログラムでサーマルサイクラーにセット。 

95℃ 30 秒、{95℃ 10 秒、68℃ 6 分 (1 サイクル毎に 5 秒ずつ延長); 20 サイクル}、

68℃ 5 分 

3-3. 1.2%アガロース/EtBr ゲルに 7 µL を泳導して濃度を確認。－20℃で保存可能。 

4. ds cDNA の精製。 

4-1. CHROMA スピンカラム内のゲルマトリックスを何度か反転することで完全に

再懸濁する。1 つのカラムに対して 95 µL までの cDNA を使用。 

4-2. CHROMA スピンカラムを垂直に持ち、break-away end を親指と人差し指で持

って折る。2 mL の collection チューブにスピンカラムの末端を置き、top cap を

はずす。top cap と white-end cap はとっておく。 

4-3. 700×gで 5 分遠心。遠心後、カラムマトリックスはセミドライになる。この操

作はカラムから平衡化バッファーを除き、マトリックスベッドを再構築する。 

4-4. collection チューブとカラム平衡化バッファーを捨てる。 
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4-5. スピンカラムを新しい 2 mL の collection チューブにセットする。ゆっくりと

cDNA サンプルをゲルベッドの中央からアプライする。決してカラムの壁につ

いてはいけない。 

4-6. 700×g で 5 分遠心。精製されたサンプルは collection チューブの底にある。(あ

れば) 同一サンプルをひとつにまとめる。 

4-7. 1/10量のSodium Acetate (3 M; pH 4.8) と 2.5倍量の 95%エタノール (－20℃) を

加える。ゆっくり前後に動かして混ぜる。 

4-8. －20℃に 1 時間置く(オーバーナイトの方が回収率は良い)。 

4-9. 室温で 20 分 14,000 rpm で遠心。ピペットで上清を注意深く除く。ペレットを

捨てない。 

4-10. 軽く遠心し、残った液体を底にためる。すべての液体を丁寧に除き、～10 分

間ペレットを風乾。 

4-11. ペレットを 20 µL の dH2O にゆっくり溶解。－20℃で保存。 

5. ds cDNA と pGADT7-Rec を AH109 株に形質転換する。 

5-1. AH109 株のコンピテントセルを調製する。 

 5-1-1. 10 mL YPDA/Kanamycin (10 µg/mL) L 字管に、ストリークしてから 3 日以内

の 3 コロニーを植菌し、30℃で 8 時間、250 rpm で振とう培養。 

 5-1-2. 培養液の一部を 50 mL の YPDA/Kanamycin (10 µg/mL) に、16 時間後の

OD600が 0.1 になるように植菌。植菌量 X µL は以下の計算式を参考にする。 

     OD600×X：0.1×50×1000 = 1：2
10

  

  5-1-3. 30℃で 16～20 時間、250 rpm で振とう培養。フラスコの蓋は緩めておく。 

5-1-4. OD600 が 0.15～0.3 であることを確認し、室温で 700×g、5 分遠心し、上清

を捨てる。30 mL YPDA 培地に再懸濁し、これを 50 mL YPDA 培地に OD600

が 0.1 になるようにする。2 本作製する。 

  5-1-5. 30℃、3～5 時間、250 rpm で振とう培養。フラスコの蓋は緩めておく。OD600

が 0.4～0.5 で終了。 

  5-1-6. 室温で 700×g、5 分遠心し、上清を捨てる。30 mL 滅菌水に再懸濁し、再

び室温で 700×g、5 分遠心し、上清を捨てる。 

  5-1-7. 沈殿に 1.1×TE/LiAc (要時調製; 1.1 mL 10×TE、1.1 mL 10×LiAc/10 mL 

dH2O) 3 mL を加える。ピペッティングで丁寧に混ぜ、スピンダウン、上清
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を除く。 

  5-1-8. それぞれに 1.1×TE/LiAc 600 µL を加え、ピペッティングで丁寧に混ぜ、1

時間以内に使用する。 

5-2. あらかじめ冷却した滅菌 15 ml チューブに、 

・20 µL の ds cDNA 

・6 µL の pGADT7-Rec (0.5 µg/µL) 

・～50 µL の Herring DNA を 100℃で 5 分処理し、氷上で冷やす操作を 2 度行っ

た 20 µL の Herring Testes Carrier DNA (denatured) 

を混ぜる。 

5-3. 600 µL のコンピテントセルを加える。ボルテックスで穏やかに混ぜる。 

5-4. 2.5 mL の PEG/LiAc 溶液を加える。ボルテックスで穏やかに混ぜる。 

5-5. 30℃で 45 分インキュベート、15 分おきに細胞を混ぜる。 

 5-6. 160 µL DMSO を加えて混ぜ、20 分 42℃の湯浴に静置。10 分おきに細胞を攪拌。

5-7. 700×gで 5 分遠心。上清を捨て、3 mL の YPD Plus Liquid Medium に再懸濁する。 

 5-8. 30℃で 90 分振とう培養。 

 5-9. 700×gで 5 分遠心。上清を捨て、30 mL の 0.9% NaCl 溶液に再懸濁する。 

6. SD/-Leu プレートによる形質転換体の選択。 

6-1. 150 mm の SD/-Leu プレートに 150 µL ずつプレーティング(～200 枚)。10 倍、

100 倍、1,000 倍、10,000 倍希釈した 100 µL 溶液を 100 mm の SD/-Leu プレー

トに撒く。 

6-2. 30℃で 3-6 日培養。形質転換効率 (ライブラリーのタイター) を計算する。1×10
6

以上が望ましい。 

6-3. 形質転換体の回収。 

6-3-1. プレートを 4℃で 3-4 時間冷却。 

6-3-2. 5 mL の Freezing Medium(YPD に 25% glycerol を加えたもの) を添加。 

6-3-3. 滅菌済ガラスビーズ (フジストン；No. 5 直径 4.7～5.3 mm) を使って穏や

かに混和して菌体を溶出する。滅菌済フラスコに液体を回収しよく混ぜる。

血球計数板で細胞数を測定する。2×10
7
 cells/ml 以下の場合は遠心して液量

を減らす。 

6-3-4. 1 mL ずつに分注し、－80℃で保存 (1 年もつ)。 
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Bait 株と cDNA ライブラリーとのメイティングは以下のように行った。 

1. Bait 株カルチャーの準備 

1-1. SD/－Trp プレート上の 2-3 mm のコロニーを SD/－Trp/Kanamycin (Kan; 20 

µg/mL) 50 mL に植菌。 

1-2. 30℃で 16～24 時間、250～270 rpm で振とう培養。 

1-3. 600×g、室温で 5 分遠心後、上清を除く。 

1-4. ～5 mL SD/－Trp 液体培地に再溶解。血球計数板で細胞数を数える。細胞密度

は 1×10
9
/mL 以上が望ましい。 

2. Bait 株と cDNA ライブラリー株のメイティング 

2-1. cDNA ライブラリー株 1 mL (≧2×10
7
 cells) をディープフリーザーから出し、室

温で溶解。 

2-2. 5 mL の bait 株 (≧1×10
9
 cells/mL) と cDNA ライブラリー株 1 mL (≧2×10

7
 cells) 

を滅菌済 2 L フラスコに混ぜる。 

2-3. 50 mL の 2×YPDA/Kan (50 µg/mL) を加え、穏やかに混和。 

2-4. 30℃で 24 時間、30 rpm で旋回。 

2-5. メイティングミクスチャーを 1,000×g、室温で 10 分遠心。メイティングフラス

コを 50 mL の 0.5×YPDA/Kan (50 µg/mL) で 2 度洗う。それらの菌体を混ぜ、ペ

レットを再懸濁する。 

2-6. 1,000×g、室温で 10 分遠心。10 mL の 0.5×YPDA/Kan (50 µg/mL) でペレットを

再懸濁する。細胞と培地の合計量を測る。この懸濁液を 3-1、3-2 に使用する。 

3. 相互作用タンパク質を発現している酵母 2 倍体の選別 

3-1. メイティング効率を測定するために、10 倍、100 倍、1,000 倍、10,000 倍希釈

した 100 µL の菌体懸濁液を 100 mm の SD/－Leu、SD/－Trp、SD/－Leu/－Trp

プレートに撒く。 

3-2. 200 µLの菌体懸濁液を150 mmのSD/－Leu/－Trp/－His/－Adeプレートに撒く。 

3-3. 30℃でコロニーが現れるまで 5～7 日間インキュベート。当たりのコロニーは 2 

mm 以上で白もしくはピンク。 

3-4. SD/－Leu、SD/－Trp、SD/－Leu/－Trp プレートの結果からメイティング効率と

スクリーンコロニー数を計算する。 
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使用菌株： 

Y187 (MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4∆, met
-
, gal80∆, 

URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-LacZ, MEL1)；bait 株作製用 

AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4∆, gal80∆, 

LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, 

URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-LacZ, MEL1)；prey 株作製用 

使用プラスミド： 

pGBKT7： bait 株作製用。選択マーカーは TRP1。マルチクローニングサイトの上

流に、Gal4p-DNA-BD、c-Myc の配列を有する。 

pGADT7-Rec2： ライブラリー作製時にのみ使用。Sma I サイトで切断された両端

に相同組換え用の配列を持つ線状 DNA。また、Sma I サイトの上

流に Gal4p-AD、HA の配列を有する。選択マーカーは LEU2。 

pGADT7-Lig： prey 株作製用。pGADT7-Rec2 の Sma I サイトでライゲーションし

て環状にしたもの。 

 

酵母酵母酵母酵母からのからのからのからの DNA抽出抽出抽出抽出 

1. 選択液体培地 10 mL で一晩振盪培養。 

2. 3,000 rpm、4℃、1 分間遠心し、上清を除く。 

3. 1 mL の滅菌水で洗浄し、12,000 rpm、4℃、1 分間遠心し、上清を除く。 

4. 0.2 mL の破砕バッファーに懸濁後、3/4 量のガラスビーズ (フジストン；直径 0.25

～0.425 mm) を入れ、ガラスビーズが沈殿しないように、2.5 分間ボルテックスし

細胞を破砕。 

5. PCI 抽出、CI 抽出、エタノール沈殿後、20 µL の TE に溶解し、E. coli に形質転換後、

プラスミド DNA を抽出した。 

破砕バッファー：100 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM EDTA(pH 8.0)、 

2% TritonX-100 

 

酵母形質転換法酵母形質転換法酵母形質転換法酵母形質転換法 

1. L 字管を用い、10 mL スケールで 1 晩 30℃で前培養した培養液 1 mL に 9 mL の培地
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を添加し、2～3 時間培養。（対数増殖期（OD600=～1.0）になるまで） 

2. 15 mL チューブで 3,000 rpm、室温、2 分遠心し菌体を回収。 

3. 上清を除き、5 mL の滅菌水で洗う。3,000 rpm、室温、2 分遠心。 

4.菌体を 500 µL の 0.1 M LiAc TE で懸濁し、1.5 mL チューブに移す。 

5. 100 µL の菌体懸濁液と 300～400 ng/10 µL の DNA を混ぜる。 

6. 800 µL の TLP を添加し、40 分室温。 

7. 42℃で 10 分。 

8. 室温で 12,000 rpm、10 秒遠心。 

9. 滅菌水 1 mL で vortex し、室温で 12,000 rpm、10 秒遠心。 

10. 滅菌水 200 µL に懸濁し、選択培地に塗布。 

0.1 M LiAc TE：1.02 g LiAc・2H20 in 100 mL TE 

TLP：40% PEG4000、0.1 M LiAc in TE 

 

酵母菌体酵母菌体酵母菌体酵母菌体タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質抽出抽出抽出抽出 (TCA法法法法) 

1. L 字管を用い、10 mL の選択培地で一晩培養したカルチャーを 50 mL の YPDA 液体

培地と混ぜ、30℃、150 rpm で OD600 が 0.4-0.6 になるまで 4～8 時間培養。 

2. total OD600 units を計算する (例；OD600 0.6×60 mL=36 total OD600 units)。 

3. 氷上で冷却した 50 mL チューブに移し、即座に 4℃、1,000 × gで 5 分遠心。 

4. 上清を捨て 50 mL の冷却滅菌水で再懸濁し、4℃、1,000 × gで 5 分遠心、上清除去。 

5. 7.5 OD600 units につき 100 µL の ice-cold TCA buffer で細胞を懸濁し、氷上。 

6. 7.5 OD600 units につき 100 µL ずつのグラスビーズと ice-cold 20% TCA を入れた 1.5 

mL チューブに細胞懸濁液を移す。 

7. 1 分 vortex、30 秒氷上を 4 回繰り返す。 

8. 上清を新しい 1.5 mL チューブに移して氷上に静置、これを第一抽出とした。 

9. 以下のようにグラスビーズを洗う。 

 a. 250 µL ずつの 20% TCA と TCA buffer、計 500 µL を加える。 

  b. 1 分 vortex、30 秒氷上、1 分 vortex。 

 c. 上清を第一抽出と合わせる。 

10. 混合したサンプルを 1 分静置し、上清を新しい冷却した 1.5 mL チューブに移す。 

11. 14,000 rpm、4℃で 10 分間遠心後、上清を丁寧に除き捨てる。さらに、数秒遠心し
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て、残った上清を除く。 

12. 1 OD600 units につき 10 µL の TCA-Laemmli loading buffer に溶解。 

13. 100℃の湯浴で 10 分。 

14. 室温で 14,000 rpm、10 分間遠心後、上清を新しい 1.5 mL チューブに移す。－20℃

保存。 

TCA buffer (使用前に冷却し、1% PIC と 1% PMSF を添加)： 

20 mM Tris-HCl (pH 8)、50 mM 酢酸アンモニウム、2 mM EDTA 

SDS/glycerol stock solution： 

7.3% SDS、29.1% glycerol、83.3 mM Tris、ブロモフェノールブルー適量 

Tris/EDTA solution：200 mM Tris、20 mM EDTA 

TCA-Laemmli loading buffer (要時調製)： 

  48% SDS/glycerol stock solution、40% Tris/EDTA solution、5% β-メルカプトエタノー

ル、1 % PIC、1 % PMSF 

 

GST融合融合融合融合タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの調製調製調製調製 

    GST 融合タンパク質の発現プラスミドは、pGEX-5X-3 を用いた。AoAbp1 の 2 つの

SH3 ドメインをコードする cDNA を pGEX-5X-3 の Sal I サイトに導入し、形質転換し

た。また、pGEX-5X-3 を形質転換した株をコントロール株とした。 

GST 融合タンパク質溶液の調製は以下のように行った。 

1. 10 mL LB/Ampicillin (100 µg/mL) L字管にGST融合タンパク質発現株を植菌し、37℃

で一晩振とう培養。 

2. 培養液 10 µL を新しい 10 mL LB/Ampicillin (100 µg/mL) L 字管に植え、37℃で 2 時

間振とう培養後、0.1 mM IPTG (isopropyl thiogalactoside) を添加して 37℃で 1 時間

振とう培養。 

3. 7,500 rpm、4℃、10 分遠心後、ソニケーションバッファー2 mL に懸濁。 

4. 懸濁液を 50 W で 30 秒間のソニケーション 4 回により菌体を破砕した。 

5. 15,000 rpm、4℃、15 分遠心後、上清を回収した。 

ソニケーションバッファー：PBS-KCl(－) (PBS から KCl を除いたもの)、1 mM DTT 
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GSTプルダウンアッセイプルダウンアッセイプルダウンアッセイプルダウンアッセイ 

Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare; 17-0756-01) を用いた。洗浄では、チューブ

を穏やかに 3 回反転した後、500×g、4℃、1 分遠心して上清を除く操作を行った。 

1. 500 µL の氷冷 PBS で 20 µL の glutathione sepharose beads (1:1 スラリー; 吸着能は、5 

µg GST protein/µL) を 5 回洗浄。 

2. GST、GST-bait を含む溶液 500 µL を加え、4℃で 2 時間ローテーターで混和する。 

3. 500×g、4℃、30 秒遠心後、上清を除き、beads を 500 µL の氷冷 PBS+1% Triton X-100

で 5 回洗浄。 

4. Prey を発現する A. oryzae 株の菌体抽出液 400 µL を加え、4℃で 2 時間ローテータ

ーで混和する。ネガティブコントロールとして、prey を添加しない beads も準備し

ておく。 

5. ±prey の beads に対し、500×g、4℃、1 分遠心後、上清を除き、500 µL の氷冷 PBS+1% 

Triton X-100 で 5 回洗浄。 

6. 50 µL の SDS-PAGE 用 1×sample buffer を加え、1 分煮沸。 

7. 16,000×g、4℃、1 分遠心して 40 µL をサンプリングした。 

 

大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌におけるにおけるにおけるにおける組換組換組換組換ええええタンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの生産生産生産生産とととと精製精製精製精製 

1. Prepacked Glutathione Sepharose 2 mLカラム (GE Healthcare) を 10 mLの PBSで洗浄。 

2. 6 mL PBS + 1% TritonX-100 でゲルベッドを平衡化する。 

3. 0.45 µmフィルターで濾過したGST融合タンパク質を含むサンプル溶液をカラムに 

 アプライし、溶出液を捨てる。 

4. カラムを 10 mL PBS、10 mL PreScission buffer の順に洗浄。 

5. GST 融合タンパク質 100 µg に対し、2 U の PreScission protease (GE Healthcare) を 1.8 

  mL の PreScission buffer に溶解後、カラムに添加して上下を閉じ、4℃で 4 時間静置。 

6. 目的タンパク質を溶出する。その後、確認のため、等量すなわち 1.8 mL の elution  

 buffer でカラム内に残った GST および GST 融合タンパク質を溶出する。 

7. カラムの再生には、10 mL ずつの PBS + 3 M NaCl、PBS、20%エタノールの順で洗 

 い、4℃で保存した。 

PreScission buffer：50 mM Tris-HCl、10 mM NaCl、1 mM EDTA、1 mM DTT、pH 8.0 

elution buffer：5 mM glutathione in 50 mM Tris-HCl pH 8.0 



Table A 本研究本研究本研究本研究でででで使用使用使用使用したしたしたしたA. oryzae 株株株株

Strain Genotype

RIB40

niaD300

NSR13

NSRku70-1-1

niaD300N-1

NS13

NSRku70-1-1A

NSRku70-1-1ASO

NSRku70-1-1AN

TE4-1, TE4-2

AAD1

TEUE3

TEUA1

TESn1

TEN1

TEAEN1

TEAEA1

DP1, DP2, DP3

AADPEA1

DAIPA1, DAIPA2, DAIPA3

PaaA1

PaHaA1

PaMaA1

PaaA5421

PaaA5961

abH1

abHDAIPA1

abHPaMaA1

abE1

abEDAIPA1

abEPaMaA1

Wild type

niaD－

niaD－ sC－ adeA－

niaD－ sC－ adeA－ ∆argB ∆ku70::argB

niaD－ niaD

niaD－ sC－ adeA－ adeA

niaD－ sC－ adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－ sC－::AosC adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－::niaD sC－ adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－ sC－ adeA－ ∆Aoend4::(PthiA-Aoend4 adeA)

niaD－ (PamyB-Aoabp1-mdsred niaD)

niaD－ sC－ (PamyB-AouapC-egfp AnsC) adeA－ ∆Aoend4::(PthiA-Aoend4 adeA)

niaD－ (PamyB-Aoabp1-mdsred niaD) sC－ (PamyB-AouapC-egfp AnsC) adeA－

∆Aoend4::(PthiA-Aoend4 adeA)

niaD－ (PamyB-egfp-Aosnc1 niaD) sC－ adeA－ ∆Aoend4::(PthiA-Aoend4 adeA)

niaD－ niaD sC－ adeA－ ∆Aoend4::(PthiA-Aoend4 adeA)

niaD－ (PamyB-Aoend4-egfp niaD) sC－ adeA－ ∆Aoend4::(PthiA-Aoend4 adeA)

niaD－ (PamyB-Aoend4-egfp niaD) sC－ (PamyB-Aoabp1-mdsred AnsC) adeA－

∆Aoend4::(PthiA-Aoend4 adeA)

niaD－ sC－ adeA－ ∆Aopil1::adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－ (PamyB-Aoabp1-mdsred niaD) sC－ (PpgkA-egfp-aipA AnsC) adeA－ adeA 

∆argB ∆ku70::argB

niaD－ sC－ adeA－ ∆aipA::adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－::(PamyB-aipA niaD) sC－ adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－::(PamyB-3×HA-aipA niaD) sC－ adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－::(PamyB-6×myc-aipA niaD) sC－ adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－::(PamyB-aipAK542A niaD) sC－ adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－::(PamyB-aipAE596Q niaD) sC－ adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD － sC － ∆Aoabp1::(Aoabp1-3×HA-TamyB AosC) adeA － adeA ∆argB

∆ku70::argB

niaD－ sC－ ∆Aoabp1::(Aoabp1-3×HA-TamyB AosC) adeA－ ∆aipA::adeA ∆argB

∆ku70::argB

niaD－::(PamyB-6×myc-aipA niaD) sC－ ∆Aoabp1::(Aoabp1-3×HA-TamyB AosC) 
adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－ sC－ ∆Aoabp1::(Aoabp1-egfp-TamyB AosC) adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB

niaD－ sC－ ∆Aoabp1::(Aoabp1-egfp-TamyB AosC) adeA－ ∆aipA::adeA ∆argB

∆ku70::argB

niaD－::(PamyB-6×myc-aipA niaD) sC－ ∆Aoabp1::(Aoabp1-egfp-TamyB AosC) 

adeA－ adeA ∆argB ∆ku70::argB
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Table B-1 本研究本研究本研究本研究でででで使用使用使用使用したしたしたしたプラスミドプラスミドプラスミドプラスミド

Plasmid Construction Source

pDONRTMP4-P1R

pDONRTM221

pDONRTMP2R-P3

pDESTTMR4-R3

pgDN

pgDSN

pgDADE

pgDSO

pg5’PaB

pgEaA

pg5’Pt

pg5’Pp

pgEE

pgEHH

pg3’E

pg3’HH

pg3’DRM-CF

pg3’non

pg5’e4up

pgEPt

pgEaAPt

pg3’e4

pgTE4

pg5’DP

pg3’DP

pgDP1

pgEabp1

pgAAD1

pgAADS1

pgEuapC

pgAUE

pg3’Snc1

pgaESnc1

pgEend4

pgAE4

pg3’aipA

pgPEAA

pg5’DAA

pg3’DAA

pgDAIPA

pgEaipA

pgPaaA

pgE3HA

pgPaHaA

pgE6myc

pgPaMaA

pgEaA542

pgPaaA542

pgEaA596

pgPaaA596

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
研究室
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究

本研究
本研究
本研究

本研究
本研究
本研究
Higuchi et al., 2006

Higuchi et al., 2006

Kuratsu et al., 2007

Kuratsu et al., 2007

本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究

本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究

MultiSite Gateway 5’エントリークローンベクター
MultiSite Gateway センターエントリークローンベクター
MultiSite Gateway 3’エントリークローンベクター
MultiSite Gateway デスティネーションベクター
pDESTTMR4-R3にniaDマーカーを導入
pDESTTMR4-R3にAnsCマーカーを導入
pDESTTMR4-R3にadeAマーカーを導入
pDESTTMR4-R3にAosCマーカーを導入
pDONRTMP4-P1RにPamyBを導入
pDONRTM221にadeAマーカーを導入
pDONRTMP4-P1RにPthiAを導入
pDONRTMP4-P1RにPpgkAを導入
pDONRTM221にegfpを導入
pDONRTM221にha-his6を導入
pDONRTMP2R-P3にegfpを導入
pDONRTMP2R-P3にha-his6を導入
pDONRTMP2R-P3にmdsredを導入
pDONRTMP2R-P3にSma Iサイトを導入
pg5’PpからPpgkAを除き、Aoend4上流1.5 kbを導入
pgEHHからha-his6を除き、 PthiAを導入
pgEPtにadeAマーカーを導入
pg3’HHからha-his6を除き、Aoend4 ORFの開始コドンから1.7 kbを導入
pg5’e4up、pgEaAPt、pg3’e4、 pDESTTMR4-R3をLR反応
インサート両端にEcoR Vサイトを付加
pg5’PpからPpgkAを除き、Aopil1上流 1.5 kbを導入
pg3’HHからha-his6を除き、 Aopil1下流 1.5 kbを導入
pg5’DP、pgEaA、pg3’DP、 pDESTTMR4-R3をLR反応
インサート両端にPst Iサイトを付加
pgEHHからha-his6を除き、 終止コドンを除いたAoabp1を導入
pg5’PaB、pgEabp1、pg3’DRM-CF、 pgDNをLR反応
pg5’PaB、pgEabp1、pg3’DRM-CF、 pgDSNをLR反応
pgEHHからha-his6を除き、終止コドンを除いたAouapCを導入
pg5’PaB、pgEuapC、pg3’E、pgDSNをLR反応
pg3’HHからha-his6を除き、 Aosnc1を導入
pg5’PaB、pgEE、pg3’Snc1、pgDNをLR反応
pgEHHからha-his6を除き、終止コドンを除いたAoend4を導入
pg5’PaB、pgEend4、pg3’E、pgDNをLR反応
pg3’HHからha-his6を除き、 aipAを導入
pg5’Pp、pgEE、pg3’aipA、pgDSNをLR反応
pg5’PpからPpgkAを除き、aipA上流1.5 kbを導入
pg3’HHからha-his6を除き、 aipA下流1.5 kbを導入
pg5’DAA、pgEaA、pg3’DAA、 pDESTTMR4-R3をLR反応
インサート両端にPst Iサイトを付加
pgEHHからha-his6を除き、aipAを導入
pg5’PaB、pgEaipA、pg3’non、pgDNをLR反応
pgEHHからha-his6を除き、3×HAを導入
pg5’PaB、pgE3HA、pg3’aipA、pgDNをLR反応
pgEHHからha-his6を除き、6×mycを導入
pg5’PaB、pgE6myc、pg3’aipA、pgDNをLR反応
pgEHHからha-his6を除き、aipAK542Aを導入
pg5’PaB、pgEaA542、pg3’non、pgDNをLR反応
pgEHHからha-his6を除き、aipAE596Qを導入
pg5’PaB、pgEaA596、pg3’non、pgDNをLR反応
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Table B-2 本研究本研究本研究本研究でででで使用使用使用使用したしたしたしたプラスミドプラスミドプラスミドプラスミド

Plasmid Construction Source

pg5’abp1

pgE3HATaASO

pg3’abp1

pgabH

pgGaA

pgabE

pGBKT7

pGADT7-Rec2

pGADT7-Lig

pGB-AoAbp1

pGB-AoAbp1-ls

pGB-AoAbp1-lps

pGB-AoAbp1-PR

pGB-AoAbp1-SH3-1

pGB-AoAbp1-SH3-2

pGB-AoAbp1-SH3

pGA-prey2

pGA-prey10

pGA-prey11

pGA-prey12

pGA-prey13

pGA-prey14

pGA-prey15

pGA-AipA

pGA-AipA1-97

pGA-AIpA48-530

pGA-AipA531-784

pGA-AIpA98-314

pGA-AipA315-530

pGA-AIpA315-422

pGA-AipA423-530

pGA-AipA315-345

pGA-AipA346-370

pGA-AipA371-422

pGEX-5X-3

pGEX-AoAbp1-SH3

本研究
本研究
本研究
本研究

木村、2010

本研究

Clontech

Clontech

本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
本研究
野田博士より
本研究

pg5’PpからPpgkAを除き、終止コドンを除いたAoabp1ORFの1 kbを導入
pgEHHからha-his6を除き、 3×HA、TamyB、AosCマーカーを導入
pg3’HHからha-his6を除き、 Aoabp1下流1 kbを導入
pg5’abp1、pgE3HATaASO、pg3’abp1、 pDESTTMR4-R3をLR反応
インサート両端にSpe Ｉサイトを付加
pDONRTM221にegfp、TamyB、adeAマーカーを導入
pg5’abp1、pgGaA、pg3’abp1、 pDESTTMR4-R3をLR反応
インサート両端にSpe Ｉサイトを付加
YTH bait株作製用ベクター
YTH cDNAライブラリー作製用ベクター
YTH prey株作製用ベクター
pGBKT7をSma Iで切断し、Aoabp1全長のcDNAを導入
pGBKT7をSma Iで切断し、AoAbp1 lsのコード領域を導入
pGBKT7をSma Iで切断し、AoAbp1 lpsのコード領域を導入
pGBKT7をEcoR IサイトとBamH Iで切断し、AoAbp1 PRのコード領域を導入
pGBKT7をNde IサイトとPst Iで切断し、AoAbp1 SH3-1のコード領域を導入
pGBKT7をNde IサイトとPst Iで切断し、AoAbp1 SH3-2のコード領域を導入
pGBKT7をSma Iで切断し、AoAbp1 SH3のコード領域を導入
pGADT-Rec2のcDNAインサートにprey2を含む
pGADT-Rec2のcDNAインサートにprey10を含む
pGADT-Rec2のcDNAインサートにprey11を含む
pGADT-Rec2のcDNAインサートにprey12を含む
pGADT-Rec2のcDNAインサートにprey13を含む
pGADT-Rec2のcDNAインサートにprey14を含む
pGADT-Rec2のcDNAインサートにprey15を含む
pGADT7-LigのSma IサイトにaipA全長のcDNAを導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの1-97アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの48-530アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの531-784アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの98-314アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの315-530アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの315-422アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの423-530アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの315-345アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの346-370アミノ酸残基のコード領域を導入
pGADT7-LigのSma IサイトにAipAの371-422アミノ酸残基のコード領域を導入
GST融合タンパク質発現用ベクター
pGEX-5X-3のSal IサイトにAoAbp1 SH3のコード領域を導入
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Table C-1 本研究本研究本研究本研究でででで使用使用使用使用したしたしたしたプライマープライマープライマープライマー

Primer SequenceTarget

Aoend4up-F

Aoend4up-R

Aoend4 g-F

Aoend4 g-R

Aoabp1 cDNAn-F

Aoabp1 cDNAn-R

Aoend4 cDNA-F 

Aoend4 cDNA-R

Aopil1 cDNA-F 

Aopil1 cDNA-R

Aopil1up-F

Aopil1up-R

Aopil1dw-F

Aopil1dw-R

attB1-Sma-aipAo-F

attB2-Sma-aipAo-R

aipAup-F

aipAup-R

aipAdw-F

aipAdw-R

aipA-F

aipA-K542A-R

aipA-K542A-F

aipA-R

(aipA-F)

aipA-E596Q-R

aipA-E596Q-F

(aipA-R)

Aoabp1-nsc-att-Spe-F

Aoabp1-nsc-att-R

Aoabp1-dw-att-F

Aoabp1-dw-att-Spe-R

Aoend4上流1.5 kb 

Aoend4 ORFの開始
コドンから1.7 kb

終止コドンを除いた
Aoabp1 cDNA

終止コドンを除いた
Aoend4 cDNA

終止コドンを除いた
Aopil1 cDNA

Aopil1上流1.5 kb

Aopil1下流1.5 kb

aipA ORF

aipA上流1 kb

aipA下流1 kb

aipAK542A前半

aipAK542A後半

aipAE596Q前半

aipAE596Q後半

終止コドンを除いた
Aoabp1 ORFの1 kb

Aoabp1下流1 kb

tccGATATCAGGTCGACATACCAGACGAG

tccCCCGGGGCTTCGTCACCTCCTGAGTT

ATGAGTCGGTAAGTGTTTTTGGGAC

tccCTCGAGGATATCGCTCTTCCAGGTCTTTCACAC

ATGGCATCCCTTAACCTTTC

CTTTCGAAGTTCTACATAATTTGC

ATGAGTCGCACGGAG

GTCCTCCTGGTACGAGATCTT

ATGCATCGCACCTATTCCATGCGC

GACGCTGACAGGCTCGCGTT

CTGCAGCATGGCCTGCGCAATTTTCT

GCTACGGTTTGTATGGGAAG

GCCAATTGCAGCCACAAACA

CTGCAGATCACACACAGGATCCAGGA

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTACCCGGGATGATGCGTCCCAAACCGGCGTC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCCCGGGCTATCCACCTCTCTCGCCGAATTG

CTGCAGGCGTCCATTATCAAGCGGCAG

TGATCAATTAATCCCAAGGATCTTCGGC

ACCTTTCCCCTTTTCCTCCTCTC

CTGCAGTGAAACCAATGCAGACCGGATCC

ATGATGCGTCCCAAACCGGCGTC

CAAGCATCGTCGCACCCGTCC

GGACGGGTGCGACGATGCTTG

CTATCCACCTCTCTCGCCGAATTGTC

GACAATAGTGAGTCGATTTGGTCCACAAAGATG

CATCTTTGTGGACCAAATCGACTCACTATTGTC

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGACTAGTAAACGATGCCACGGCAACAG

GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGCCTTTCGAAGTTCTACATAATTTGCTGGG

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCAAGGTGGTGTCTTCCAC

GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGACTAGTGAAGCCACGGCTATTGATCTTG

下線を付した配列はGateway systemの組換えに必要な配列。開始コドンおよび終止コドンを
橙色で示した。小文字は制限酵素の切断助長配列、斜体の配列は制限酵素サイトを示す。
重複するプライマーは括弧で示した。
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Table C-2 本研究本研究本研究本研究でででで使用使用使用使用したしたしたしたプライマープライマープライマープライマー

Primer SequenceTarget

Aoabp1 cDNA-F

Aoabp1 cDNA-R

Aoabp1-l-F

Aoabp1-ls-R

(Aoabp1-l-F)

Aoabp1-lps-R

Aoabp1-PR-EI-1585-F

Aoabp1-PR-BH-1701-R

Aoabp1SH3-1-Nde-F

Aoabp1SH3-1-Pst-R

Aoabp1SH3-2-Nde-F

Aoabp1SH3-2-Pst-R

Aoabp1-SH3-F

Aoabp1-SH3-R

(aipA-F)

AipA1-97-R

AipA48-530-F

AipA48-530-R

AipA531-784-F

(aipA-R)

AipA98-314-F

AipA98-314-R

AipA315-530-F

(AipA48-530-R)

(AipA315-530-F)

AipA315-422-R

AipA423-530-F

(AIpA48-530-R)

(AipA315-530-F)

AipA345-R

AipA346-F

AipA370-R

AipA371-F

(AipA315-422-R)

GST-Aoabp1SH3-SI-F

GST-Aoabp1SH3-SI-R

Aoabp1 cDNA 

AoAbp1 ls

のコード領域

AoAbp1 lps

のコード領域

AoAbp1 PR

のコード領域

AoAbp1 SH3-1

のコード領域

AoAbp1 SH3-2

のコード領域

AoAbp1 SH3

のコード領域

AipAの1-97アミノ酸

残基のコード領域

AipAの48-530アミノ酸

残基のコード領域

AipAの531-784アミノ酸

残基のコード領域

AipAの98-314アミノ酸

残基のコード領域

AipAの315-530アミノ酸

残基のコード領域

AipAの315-422アミノ酸

残基のコード領域

AipAの423-530アミノ酸

残基のコード領域

AipAの315-345アミノ酸

残基のコード領域

AipAの346-370アミノ酸

残基のコード領域

AipAの371-422アミノ酸

残基のコード領域

AoAbp1 SH3のコード
領域 (Sal Iサイト付加)

AATGGCATCCCTTAACCTTTC

TCACTTTCGAAGTTCTACATAATTTGC

CATGGCATCCCTTAACCTTTCATCCAATGG

GCCGTTGGTCTGGAGGTTGC

TACAGAACGTCCTGTATCCCACGG

gGAATTCCCTCTGCCCGGCTTACCAAC

cgGGATCCTGGAGGGGTTGGAGTAGGGG

ggaattcCATATGATTCAAGCCGTGGTGCAGTAC

aaCTGCAGCAGTAGCTCAACATAGTTACTCGG

ggaattcCATATGCCCACTGCTACAGCGTTGTAT

aaCTGCAGTCGAAGTTCTACATAATTTGCTGGGAAG

CATTCAAGCCGTGGTGCAGTA

TCGAAGTTCTACATAATTTGCTGGGAAG

CGTATCCTTTCTGCTCTCACGGAG

TACTATCATAACGCCTATCGGGTTCCC

CCGGGCTGGTTCTCGCAAACCAG

GGTATGCTCCTCTTTGGACC

TCTGGTAAATCCCCTCCATTC

TGTAGGTGTTGAAGTTGGTGC

TCCACCCCTCAGGCTCCGGC

CCGTCGTTCGGGACTCGTTCGG

GCTACTCCGCGCATCAGGCGC

CTGAACAGTATCCTTGGAGCCTGTCGAC

CCACGTGCCTCCCCGAAGCC

GGGTGTAGGCGGTTGGTAAGACGAC

TCCGGAGGATCTGCGGGTGCTG

ACGCGTCGACATTCAAGCCGTGGTGCAGTA

ACGCGTCGACTCGAAGTTCTACATAATTTGCTGGG

開始コドンおよび終止コドンを橙色で示した。小文字は制限酵素の切断助長配列、
斜体の配列は制限酵素サイトを示す。重複するプライマーは括弧で示した。
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略語一覧略語一覧略語一覧略語一覧 

 

AAA  ATPases associated with diverse cellular activities 

AipA  AoAbp1 interacting protein 

AoUapC Aspergillus oryzae uric acid-xanthine permease 

DIC  differential interference contrast 

DOGAN database of the genomes analyzed at NITE 

EGFP  enhanced green fluorescent protein 

ESCRT  endosomal sorting complexes required for transport 

FM4-64  N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(p-diethyl-aminophenyl-hexatrienyl) 

pyridinium dibromide 

FRAP  fluorescent recovery after photobleaching 

mDsRed monomeric Discosoma sp. red fluorescent protein 

MVB  multivesicular body 

Pgene  promoter 

RACE  rapid amplification of cDNA ends 

RT-PCR  reverse transcription-polymerase chain reaction 

SGD  Saccharomyces genome database 

SNARE  soluble NSF attachment protein receptor 

Tgene  terminator 

uORF  upstream open reading frame 

YTH  yeast two-hybrid 
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要旨要旨要旨要旨 

 

真核生物は、オルガネラ間での物質輸送の手段として細胞内小胞輸送系を発達さ

せている。ゴルジ体以降の分泌およびエンドサイトーシス経路は、ポストゴルジネ

ットワークとして輸送網を形成している。細胞膜タンパク質や細胞外の物質は、エ

ンドサイトーシスにより、細胞膜の陥入によって生じる小胞中に取り込まれて細胞

内へ送られ、初期エンドソームへと至る。この後、分解されるべき物質は後期エン

ドソームからリソソーム/液胞へと運ばれ、リサイクリングされるべき物質は直接、

またはゴルジ体を経て間接的に細胞膜へと再輸送される。エンドサイトーシスの機

構は真核生物において広く保存されており、シグナル伝達、細胞極性の再構築、外

界からの栄養分取得、細胞膜や細胞膜タンパク質の細胞内への取り込みにおいて重

要な役割を有する。 

エンドサイトーシスに関する研究は、動物細胞や出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae

において進んでいる。一方、麹菌 Aspergillus oryzae を含む糸状菌においては、エン

ドサイトーシスを可視化する目的で、FM4-64 などの染色試薬や、内在性の細胞膜タ

ンパク質であるプリントランスポーターAoUapC と EGFP との融合タンパク質を用

いた実験系が近年構築されたばかりであり 1)、エンドサイトーシスの詳細な機構や生

理学的解析は未だほとんど行われていない。そこで本研究では、糸状菌におけるエ

ンドサイトーシスの機構とその生理学的意義を明らかにすることを目的とし、まず

エンドサイトーシス欠損株を用いた表現型解析を行った。 

 

1. Aoend4 条件発現株を用いたエンドサイトーシスに関する解析 2), 3)
 

糸状菌におけるエンドサイトーシスの生理学的機能解析を行うため、S. cerevisiae

において解析の進んでいるエンドサイトーシス関連遺伝子の END4/SLA2 の A. oryzae

におけるホモログ Aoend4 の条件発現株を作製した。Aoend4 の発現抑制条件下におい

ては、菌糸の生育が著しく阻害され、先端生長に異常をきたしていることが示唆され

た。また、高塩濃度および高浸透圧ストレス条件下において、生育はより強く阻害さ

れ、ストレス感受性であることが示された。さらに、AoUapC-EGFP およびエンドサ

イトーシス経路の染色試薬である FM4-64 を用いた解析により、エンドサイトーシス

が起こっていないことを確認した。 

細胞壁合成酵素などの先端生長に必要な因子は、エンドサイトーシスによって先端

にリサイクリングされていると考えられてきたが、その直接的な証拠はほとんど示さ

れていない。そこで、エンドサイトーシスと先端生長との関わりについてより詳細な
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解析を行った。エンドソームに局在し、分泌に関与する SNARE である AoSnc1 を用

いて、菌糸先端部におけるエンドサイトーシスによるリサイクリングを可視化した。

FRAP (fluorescent recovery after photobleaching) を用いた解析により、EGFP-AoSnc1 は

主に菌糸先端部に局在し、先端部をリサイクリングしていることが示唆された。一方、

Aoend4 発現抑制条件下では、EGFP-AoSnc1 は細胞膜全体に局在する様子が観察され、

エンドサイトーシスによるリサイクリングに異常をきたしていると考えられた。 

Aoend4 の発現抑制条件下では、細胞膜上にエンドサイトーシスによる取り込み不

全が原因と考えられる陥入様構造が観察された。この陥入様構造は細胞壁の染色試薬

である Calcofluor White により染色されたことから、エンドサイトーシスが欠損した

ことにより、取り込み部位に細胞壁成分が蓄積したものと示唆された。また、電子顕

微鏡観察によっても陥入様構造に細胞壁が蓄積していることが確認された。さらに、

先端生長に関連する細胞壁合成酵素群の発現量を解析したところ、Aoend4 発現抑制

条件下では Aoend4 発現時より発現の上昇が確認された。このことから、エンドサイ

トーシス欠損により細胞壁合成酵素群がリサイクリングされず、発現が上昇している

可能性が考えられた。 

 

2. エンドサイトーシス関連因子の探索 

エンドサイトーシスにおいて機能すると考えられる AoAbp1、AoEnd4 の局在解析

から、糸状菌におけるエンドサイトーシスは、菌糸先端部において最も活発に行わ

れていると示唆された。また、エンドサイトーシスを欠損した菌糸では、先端生長

が著しく阻害されたことから、エンドサイトーシスは先端生長と密接に関連してい

ると考えられた。以上の結果と、先端生長が糸状菌において特徴的な機構であるこ

とを考え合わせると、菌糸先端部におけるエンドサイトーシスにおいても糸状菌に

特徴的な機構が存在する可能性が考えられた。そこで、エンドサイトーシスにおけ

るタンパク質間相互作用において機能する SH3 (Src-homology 3) ドメインを C 末端

に 2 つ有するという特徴的なタンパク質である AoAbp1 を bait とし、yeast two-hybrid 

(YTH) スクリーニングによって A. oryzaeにおけるエンドサイトーシス関連因子の探

索を行った。 

AoAbp1 を bait とし、A. oryzaeの cDNA ライブラリーを preyとした YTH スクリー

ニングを行った。レポーターには HIS3、ADE2 の 2 種類の栄養要求性遺伝子を用い、

2 回のスクリーニングによって、2.2×10
6 のコロニーをスクリーニングした。スクリ

ーニング用のプレートにおいて、bait と prey の相互作用が強いと考えられる、コロニ

ーサイズの大きなものから順に、42 のクローンから cDNA インサートのシークエン

スを行ったところ、16 の独立した ORF が見出された。その内、A. oryzaeデータベー
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スのアノテーション情報を基に、細胞内輸送に関連があるかもしくは機能未知遺伝子

の一部である prey に関して、YTH による再現性確認を行ったところ、5 つのポジテ

ィブクローンを得た。この内の 2 つは、同一遺伝子の一部であったことから、YTH

スクリーニングの結果、AoAbp1 と相互作用するタンパク質をコードする 4 遺伝子を

見出した。 

YTH スクリーニングにより得られた prey の cDNA クローンの 1 つから、AAA 

(ATPases associated with diverse cellular activities) ATPase をコードすると予想される遺

伝子の一部を見出した。AAA ATPase はその名の通り、細胞内のさまざまな部位にお

いて機能する ATPase であり、これまでにタンパク質複合体の解離やタンパク質の分

解において機能するものが報告されている。YTH 解析により、この prey は AoAbp1

の 2 つの SH3 ドメインと相互作用することが示された。そこで、この prey をコード

する遺伝子を aipA (AoAbp1 interacting protein) と名付けた。 

 

3. AAA ATPase 様タンパク質 AipA の機能解析 

RACE 解析により aipA 全長をクローニングした結果、AipA は 784 アミノ酸から構

成されると予想された。また、モチーフ検索の結果、AipA は N 末端付近に coiled-coil

領域を持ち、C 末端付近に AAA ATPase ドメインを持つと推定された。S. cerevisiaeに

おいては、AipA のオルソログは Sap1p と Yta6p の 2 つが存在し、共に AAA ATPase

と推定されているものの、それらの生理的機能はわかっていない。AipA と AoAbp1

の相互作用部位を特定するため、YTH による AipA の欠失解析を行った。その結果、

AipA の coiled-coil ドメインおよび AAA ATPase ドメインは AoAbp1 の SH3 ドメイン

と相互作用せず、両ドメインの間にあたる 315～422 アミノ酸残基の領域が AoAbp1

の SH3ドメインと相互作用することが明らかとなった。さらに、AoAbp1の 2つの SH3

ドメインの組換えタンパク質と GST との融合タンパク質を調製し、A. oryzae におい

て6×Myc-AipAを発現する株の細胞抽出液を用いてGSTプルダウンアッセイを行い、

これらが in vitro において結合することを確認した。次に、AipA の細胞内局在を解析

するため、EGFP-AipA および AoAbp1-mDsRed 発現株を作製したところ、それらは菌

糸先端部においてよく共局在したことから、AipA がエンドサイトーシスにおいて機

能している可能性が考えられた。 

AipA の機能解析を行うため、aipA 破壊株の作製を行った。aipA 破壊株ではさまざ

まな培地条件においても顕著な生育阻害が見られず、AipA と機能の重複したタンパ

ク質の存在が示唆された。一方、aipA 高発現株では生育の低下が見られた。しかし、

AAA ATPaseドメインに点変異を導入した aipAの高発現株では生育の低下が見られな

かったことから、AipA が機能的であるためには、AipA の AAA ATPase ドメインが正
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常に機能する必要があることが示唆された。 

 

まとめ 

糸状菌において、エンドサイトーシスは菌糸先端部で最も活発に行われ、菌糸の

先端生長に必要な因子をリサイクリングすることにおいて機能していることが強く

示唆された。麹菌 A. oryzaeは、産業上非常に有用な菌種であり、アミラーゼなどの

酵素を大量に菌体外に分泌する能力を持つ。このことを可能にするのが、菌糸先端

部のエンドサイトーシスによるリサイクリングの機構であると推測され、麹菌 A. 

oryzae が糸状菌における先端生長およびエンドサイトーシスのメカニズムの研究に

おいて、今後一層魅力的な生物であると考えられた。 

エンドサイトーシスとエキソサイトーシスおよび先端生長が、糸状菌において相

互に密接な関係を有することを考えると、先端生長の機構と同様に、エンドサイト

ーシスにおいても糸状菌に特徴的な機構が存在すると予想された。AoAbp1 を bait

にした YTH スクリーニングによって見出された AAA ATPase 様の AipA は、AoAbp1

と in vitro において相互作用することが示された。また、in vivo においても、菌糸先

端部において AipA と AoAbp1 は共局在することが確認された。以上の結果から、

AoAbp1 がエンドサイトーシス関連因子であることを考えると、AipA もまたエンド

サイトーシスにおいて機能することが強く示唆された。エンドサイトーシスにおい

て機能する AAA ATPase は、全生物種を通じてもこれまでに報告はされておらず、

エンドサイトーシスの活発に行われていると予想される A. oryzaeにおいて、エンド

サイトーシス関連因子をエンドサイトーシス小胞から細胞質へとリサイクリングす

るのに機能しているのかもしれない。 

 

1) Higuchi, Y., Nakahama, T., Shoji, J.Y., Arioka, M., Kitamoto, K. (2006) Visualization of 

the endocytic pathway in the filamentous fungus Aspergillus oryzae using an EGFP-fused 

plasma membrane protein. Biochem. Biophys. Res. Commun., 340, 784-791. 

2) Higuchi, Y., Shoji, J.Y., Arioka, M., Kitamoto, K. (2009) Endocytosis is crucial for cell 

polarity and apical membrane recycling in the filamentous fungus Aspergillus oryzae. 

Eukaryot. Cell, 8, 37-46. 

3) Higuchi, Y., Arioka, M., Kitamoto, K. (2009) Endocytic recycling at the tip region in the 

filamentous fungus Aspergillus oryzae. Commun. Integr. Biol., 2, 327-328. 
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 稿を終えるに際し、これまで 6 年間ご指導を賜りました東京大学大学院 農学生命

科学研究科 応用生命工学専攻 微生物学研究室 教授、北本勝ひこ博士に篤く御礼申

し上げます。卒論生で配属の際に、先生の話された「日本の香りのするサイエンス」

の進展に自分は少しでも貢献できたことと思います。博士課程進学を決めてご相談し

た際に、先生は「今後は、自分の研究を通じて世の中に還元するという意識をより強

く持つように」とおっしゃられました。今後もその言葉を胸に刻みつけて研究してい

きたいと思います。修士 2年時から 4年間、毎年 1回海外の学会に参加させていただ

き、多くの貴重な経験を積ませていただきました。そして、先生と海外の学会でご一

緒させていただいた際に、研究はもちろんのこと、現地で何事にもアクティブに行動

され、全ての物事に深い洞察力をもって接するその態度を学びました。微生物学研究

室で学んだこの 6 年間は、自分にとって大きく成長できた大変有意義な時間でした。

しかし、まだまだ未熟な点が多いのも自覚しております。今後とも何卒御指導・御鞭

撻の程宜しくお願い致します。 

研究室配属以来、3号館においてご指導いただきました、東京大学大学院 農学生命

科学研究科 応用生命工学専攻 微生物学研究室 准教授、有岡学博士に深く御礼申し

上げます。卒論生時に、自分の研究テーマに対して理論武装し、研究を進めていくこ

との重要性を教わりました。6年間を通じて、週一回の研究進捗報告においては、常

に厳しい視点で研究の手法から方向性に関して多くのご指摘をいただきました。それ

により、迷いなく研究を進めることができたことに感謝致します。先生の研究に対す

る厳しい姿勢は、常にこの 6年間、怠惰な自分のお手本でした。今後少しでも近付い

ていけるよう努力していく所存です。 

度々有意義なディスカッションをして下さいました東京大学大学院 農学生命科学

研究科 応用生命工学専攻 微生物学研究室 助教、丸山潤一博士に御礼申し上げます。

居室が離れていたため、普段はあまりお話できませんでしたが、お会いした際は研究

の進捗状況を気にかけて下さったことに感謝しております。幅広い知識と実際に研究

の現場に近いところからの先生から頂いた数々の実験に関するご提言は、幾度と無く

研究の手助けになりました。 
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学生実験の時からお世話になり、1年弱と短い間ではありましたがご指導いただき

ました、明治大学 教授 中島春紫博士に御礼申し上げます。学会等でお会いし、自分

の研究の進展状況を聞いて下さり、その際に自分の将来に対して、「お前なら大丈夫

だよ」といつも激励して下さったことが大変自信になりました。 

 博士論文審査をしていただきました、東京大学大学院 農学生命科学研究科 応用生

命工学専攻 分子生命工学研究室 教授、依田幸司博士、同 細胞遺伝学研究室 准教授 

堀内裕之博士、同 醗酵学研究室 准教授 大西康夫博士に御礼申し上げます。審査会

では、非常に有意義な示唆を多く与えていただき、それを基に博士論文をより良い物

へとすることができました。 

電子顕微鏡のサンプル調製法およびその使用法を教えて下さいました、東京大学大

学院 農学生命科学研究科 生産・環境生物学専攻 植物病理学研究室 准教授、山下修

一博士に御礼申し上げます。先生の丁寧な実演による指導により、電子顕微鏡観察法

を習得することができました。残念ながら、電子顕微鏡解析は 1度のみでしたが、今

後機会があれば積極的に利用していきたいと思います。 

生化学実験に関する材料と方法を教えて下さいました、東京大学大学院 農学生命

科学研究科 応用生命工学専攻 分子生命工学研究室 助教、野田陽一博士、マンチェ

スター大学 研究員 佐藤啓介博士に御礼申し上げます。お忙しい中、突然の来訪にも

関わらず迅速に対応して下さり、またその後の質問にも丁寧に応対して下さいました。

それにより、実験をスムーズに成功させることができました。 

実験操作に限らず、研究に関するさまざまなことを教えていただき学ばせていただ

きました、琉球大学 助教 渡邉泰祐博士に御礼申し上げます。自分の卒論配属と渡邉

先生が当時ポスドクとして微生物学研究室に入室されたのが同期ということもあり、

事ある毎に自分のことを気にかけて下さいました。研究者としての将来像に関して相

談した際に、「樋口なら大丈夫」と言って下さったことで自信を深めることができ、

迷い無く研究に打ち込むことができました。 

卒論生の時分より大変お世話になり、常に的確かつ有意義なディスカッションをし

ていただきました正路淳也博士に御礼申し上げます。自分のささいな疑問や考えに対

して親身に対応して下さいました。また、自分の研究を最も把握してくださっていた

からこそ、常に厳しい目で意見を言っていただいたことに感謝致します。普段からそ

うしたディスカッションを行えていたからこそ、投稿論文作成の際にはあまり苦労す
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ること無く行えたのだと思います。 

実験手法から研究のディスカッションに至るまで多くの有意義なご助言をいただ

きました Praveen Rao Juvvadi博士、金鋒傑博士、菊間隆志博士、正井久美子博士、竹

下典男博士、尹載宇博士に御礼申し上げます。 

卒論生の時に、研究・実験・遊び全てに打ち込むその姿勢を教わりました、現 サ

ントリー株式会社、中濱智之氏に感謝致します。実験で忙しい最中、昼はソフトボー

ルに、そして夜は毎週末麻雀をしていたあの頃が懐かしいです。卒業後も現在に至る

まで、研究室に度々顔を出して下さり、自分の現状に気をかけて下さりました。今思

えば、自分が卒論生時代に厳しく指導していただいたことが今にまで生きているのだ

と実感しています。中濱さんがいなければ、学位取得に至る自分はいませんでした。

本当に心から感謝致します。そして、今後とも宜しくお願い致します。 

微生物学研究室の皆様には大変お世話になりました。同期の木村信弥博士は、これ

からもお互いの道を頑張って進んでいきましょう。同じ 3号館に在籍した皆様には大

変お世話になりました。特に、自分が博士 3年時に一緒だった皆さんには色々と自分

の気づかないところでも気を配ってもらったと思い、本当に感謝しています。自分が

日々気持ち良く研究室で研究・実験に打ち込めたのは皆様のおかげです。ありがとう

ございました。 

 最後に、自分の博士課程進学を快諾し、これまでの学生生活を全ての面で支えてく

れた両親、家族、親族に心から感謝致します。 
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Fig. 1-10 AoAbp1ののののモチーフモチーフモチーフモチーフ解析解析解析解析とととと細胞内局在観察細胞内局在観察細胞内局在観察細胞内局在観察

(A) A. oryzae AoAbp1とS. cerevisiae Abp1pのモチーフ解析。アミノ酸残基数と対応するドメイン
との相同性を示した。
(B) 各株の分生子をCD液体培地に植菌し、30℃で17時間培養した後、抗アクチン抗体を用いた
間接蛍光抗体法により、アクチンの細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。AAD1株に
おいて、AoAbp1-mDsRedとアクチンは菌糸先端部において特に共局在していた。コントロール株
においてもアクチンは同様の局在を示したことから、AAD1株においてAoAbp1-mDsRedを発現
させたことによるアクチンの局在への影響はほぼ無いと考えられる。スケールバーは5 µm。
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TEUA1株の分生子をMM±チアミン液体培地に植菌し、30℃で18時間培養した後、
菌糸を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 Aoend4の発現条件下では、 AoAbp1-
mDsRedは菌糸先端部に主に局在していた。一方、Aoend4の発現抑制条件下では、
AoAbp1-mDsRedの局在は菌糸先端部に限らない細胞膜上に見られた。また、
AoAbp1-mDsRedは異常陥入構造には見られなかった (矢印)。
スケールバーは、5 µm。

Fig. 1-11 Aoend4 のののの発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下におけるにおけるにおけるにおける
アクチンパッチアクチンパッチアクチンパッチアクチンパッチのののの異常異常異常異常
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Fig. 1-12 Aoend4のののの発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下におけるにおけるにおけるにおける菌糸先端部菌糸先端部菌糸先端部菌糸先端部
でのでのでのでのエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスによるによるによるによるリサイクリングリサイクリングリサイクリングリサイクリングおよびおよびおよびおよび
分泌分泌分泌分泌のののの異常異常異常異常

(A) TESn1株の分生子をCDm±チアミン液体培地に植菌して30℃で18時間培養し、FM4-64染色を
行った後、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 Aoend4発現条件下では、EGFP-AoSnc1は、FM4-64
によって共染色された細胞膜およびエンドソームに局在し、主に菌糸先端部に局在していた。この局在
は、菌糸先端部においてエンドサイトーシスによってリサイクリングされているからであると示唆された。
一方、Aoend4発現抑制条件下では、 EGFP-AoSnc1は菌糸先端部に限らず細胞膜全体に拡散して
見られた。これは、エンドサイトーシス欠損により、菌糸先端部へEGFP-AoSnc1がリサイクリングされ
ないためと考えられた。矢頭は異常陥入構造を示す。
(B) TESn1株の分生子をCDm±チアミン液体培地に植菌して30℃で17時間培養し、共焦点レーザー
顕微鏡にて菌糸先端部におけるFRAP解析を行った。表示時間は消光からの経過時間を示し、黄色
枠内において消光を行った。エンドサイトーシス欠損条件下では、EGFP-AoSnc1の分泌の異常が
見られた。スケールバーは、(A)、(B)ともに5 µm。
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Fig. 1-13 Aoend4のののの発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下におけるにおけるにおけるにおける細胞壁細胞壁細胞壁細胞壁のののの異常異常異常異常

(A) TEUE3株の分生子をM±チアミン液体培地に植菌し、30℃で20時間培養した後、 Calcofluor 

Whiteにより細胞壁の主要構成成分であるキチンを染色し、蛍光顕微鏡で観察した。 Aoend4発現
抑制条件下では、キチンが異常陥入構造に蓄積している様子が観察された (矢頭)。
スケールバーは、5 µm。
(B) 約108個のTEUE3株の分生子を200 mL M±チアミン液体培地に植菌し、30℃で27時間振とう
培養した後、菌体サンプルを回収し、透過型電子顕微鏡観察を行った。細胞壁は通常、黒矢印で
はさまれた領域のように観察される。一方、Aoend4 発現抑制条件下では、異常陥入構造に細胞壁
が蓄積している様子が観察された。また、異常陥入構造には細胞壁以外の成分も観察された (白矢
印)。スケールバーは、1 µm。
(C) 約107個のTEUE3株の分生子を20 mL M±チアミン液体培地に植菌し、30℃で24時間振とう
培養した菌体からcDNAサンプルを調製し、細胞壁合成酵素群のリアルタイムRT-PCR解析を行った。
各遺伝子の発現量は、GAPDHをコードするgpdAの発現量で標準化し、－チアミンの培養条件の
発現量を1とした。5回の独立した実験の平均値と標準偏差を示した。

－thiamine

＋thiamine
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Fig. 1-14 Aoend4のののの発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下におけるにおけるにおけるにおける
ステロールステロールステロールステロール局在局在局在局在のののの異常異常異常異常

TEUE3株の分生子をM±チアミン液体培地に植菌し、30℃で12時間培養した後、
Filipin IIIによりステロールを染色し、蛍光顕微鏡で観察した。ステロールは通常、
菌糸先端部に主に局在する。一方、エンドサイトーシス欠損条件下では、ステロール
はAoUapC-EGFPで観察される異常陥入構造に蓄積されている様子が観察された
(矢印)。スケールバーは、5 µm。
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Fig. 1-15 Aoend4条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株ののののAoend4-egfpによるによるによるによる相補実験相補実験相補実験相補実験

(A) 約102個/10 µLの分生子をCDm±チアミンプレートに植菌し、6日間、30℃にて培養した。
Aoend4条件発現株の背景でPamyB下、AoEnd4-EGFPをniaD遺伝子座において発現する
TEAEN1株では、チアミンを添加し内在性のAoend4の発現を抑制した条件下においても生育が
相補された。一方、コントロール株では著しい生育阻害が見られた。以上から、AoEnd4-EGFPが
機能的であることが示された。
(B) TEAEN1株の分生子をCDm±チアミン液体培地に植菌して30℃で18時間培養し、 AoEnd4-
EGFPの局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 内在性のAoend4が発現する条件下では
AoEnd4-EGFPの特定の部位での局在は観察されなかった。一方、内在性のAoend4の発現を
抑制すると、AoEnd4-EGFPはAoAbp1-mDsRedと同様に、菌糸先端部の最先端以外の細胞膜
近傍に主に局在している様子が見られた (白円内)。
(C) 約2×107個のTEAEN1株の分生子を200 mL CDm±チアミン液体培地に植菌して、 30℃で
38時間振とう培養した後、菌体からタンパク質を抽出した。抗GFP抗体を用いたウェスタン解析に
より、AoEnd4-EGFPの発現を確認した。
(D) 分生子をCDm±チアミン液体培地に植菌して30℃で18時間培養し、FM4-64染色を行った
30分後、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。内在性のAoend4の発現抑制条件下では、
AoEnd4-EGFP発現株のFM4-64のエンドサイトーシス能が回復していた。
(B)、(D)ともにスケールバーは、5 µm。
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Fig. 1-16 AoEnd4およびおよびおよびおよびAoAbp1のののの細胞内局在細胞内局在細胞内局在細胞内局在

TEAEA1株の分生子をCD＋チアミン液体培地に植菌し、30℃で20時間培養した後、 共焦点
レーザー顕微鏡で観察した。 AoEnd4-EGFPとAoAbp1-mDsRedは菌糸先端部においてよく
共局在することが確認された。また、AoEnd4-EGFPとAoAbp1-mDsRedは細胞膜全体に
パッチ状に見られ、隔壁にも先端部同様に多く局在する様子が見られた。このことから、
エンドサイトーシスは菌糸先端部以外でも少なからず起こっており、生理的な役割を果たして
いることが示唆された。スケールバーは、5 µm。
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ATGCATCGCACCTATTCCATGCGCCAATCGCGCATGCCCACCGCATCGCAGATTGAGAAT

M  H  R  T  Y  S  M  R  Q  S  R  M  P  T  A  S  Q  I  E  N

CCGCCTCCGCCGTTGTCCACGACCAAGACAAACCGATGGATTGGGAAAGGCGGCTTCGgt

P  P  P  P  L  S  T  T  K  T  N  R  W  I  G  K  G  G  F  G

gagtgtgtccgagctcctccggctgtctcgcggcagatggaagtttctccttgcgagcag

gcccccctgcagcgttggaagctgctgcgcaaatggtgctgacaatacctactggcccag

GCCATGCCTTCCGTAAGAATGCCGCCGGCGCATTCGGACCCGATCTTGCAAGGAAGCTCT

H  A  F  R  K  N  A  A  G  A  F  G  P  D  L  A  R  K  L  S

CCCAGCTCGTTAAGATGGAGAAGAATGTCATGCGCAGCATGGAAATGGTAGCCAAGGAGC

Q  L  V  K  M  E  K  N  V  M  R  S  M  E  M  V  A  K  E  R

GTATGGAGACCGCTgtacgtggaagagatttgcacatgaatcatgggaatgccaactaac

M  E  T  A

atgctcacagCAACAACTGTCCATCTGGGGTGAGAACTGTGACGAAGATGTGTCCGACAT

Q  Q  L  S  I  W  G  E  N  C  D  E  D  V  S  D  I

CACGGACAAGATCGGCGTGTTGCTCTATGAAATCGGAGAGTTGGAAGACCTCTATGTCGA

T  D  K  I  G  V  L  L  Y  E  I  G  E  L  E  D  L  Y  V  D

CCGTTATGATCAGTACCGTGTCACCATCAAGAGCATTCGCAACATTGAAGCTTCCGTTCA

R  Y  D  Q  Y  R  V  T  I  K  S  I  R  N  I  E  A  S  V  Q

GCCCAGCCGAGACCgtaagttgatcttcgttgttcgagtaccctagcttagagagattct

P  S  R  D  R

cacgaagaactatatagGCAAACAGAAGATCACCGATGAGATCGCCAAGCTCAAGTACAA

K  Q  K  I  T  D  E  I  A  K  L  K  Y  K

GGACCCAAACTCTCCTCGGATCGTGGTTCTCGAGCAAGAGCTGGTTCGCGCAGAAGCCGA

D  P  N  S  P  R  I  V  V  L  E  Q  E  L  V  R  A  E  A  E

GTCCCTCGTAGCCGAGGCTCAGCTTTCCAACATCACTCGCGAGAAGCTCAAGGCAGCTTT

S  L  V  A  E  A  Q  L  S  N  I  T  R  E  K  L  K  A  A  F

CCAGTACCAGTTCGATGCACTCCGTGAGCACTGCGAGAAGGTGGCCATCATCGCTGGCTA

Q  Y  Q  F  D  A  L  R  E  H  C  E  K  V  A  I  I  A  G  Y

CGGCAAGCACCTTCTGGATCTCATCGACGATACTCCAGTCACCCCTGGTGAAACTCGCGC

G  K  H  L  L  D  L  I  D  D  T  P  V  T  P  G  E  T  R  A

CTCGTACGACGGATACGATGCTAGCAAGGCTATCATTCAGGACTGCGAAGAGGCACTTGC

S  Y  D  G  Y  D  A  S  K  A  I  I  Q  D  C  E  E  A  L  A

CAACTGGGTTACCTCTAAGGCCGCCGTCAAGTCCGACGTGTCACAGCGCACGCGCACCCT

N  W  V  T  S  K  A  A  V  K  S  D  V  S  Q  R  T  R  T  L

ATCTCAGCGTCGCCGGGAGGCTATCGGCAAGAACCGCGATGGTGTCGACCTCTCTACTCA

S  Q  R  R  R  E  A  I  G  K  N  R  D  G  V  D  L  S  T  Q

GGACCAGCCCATGAGGGGCGATCGGGATTCGTGGGTCCCTGCTGACCAGCACCCAACCTA

D  Q  P  M  R  G  D  R  D  S  W  V  P  A  D  Q  H  P  T  Y

CGTTGAAGATGGTGAGGAAGTCGCTAGCACCGTGGACGGAGAGGCTCGGGGTCGAGAAGA

V  E  D  G  E  E  V  A  S  T  V  D  G  E  A  R  G  R  E  E

AGAACGCGAGCCTGTCAGCGTCTAA
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Fig. 1-17 Aopil1遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの塩基配列塩基配列塩基配列塩基配列ととととAoPil1ののののアミノアミノアミノアミノ酸配列酸配列酸配列酸配列

Aopil1遺伝子は1,285塩基から、AoPil1は351アミノ酸残基から構成される。
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AoPil1  MHRTYSMRQSRMPTASQIENPPPPLSTTKTNRWIGKGGFGHAFRKNAAGAFGPDLARKLS   60

Pil1p   MHRTYSLRNSRAPTASQLQNPPPPPSTTKG-RFFGKGGLAYSFRRSAAGAFGPELSRKLS   59

Lsp1p   MHRTYSLRNQRAPTAAELQAPPPPPSSTKS-KFFGKASIASSFRKNAAGNFGPELARKLS   59

******:*:.* ***:::: **** *:**  :::**..:. :**:.*** ***:*:**** 

QLVKMEKNVMRSMEMVAKERMETAQQLSIWGENCDEDVSDITDKIGVLLYEIGELEDLYV  120

QLVKIEKNVLRSMELTANERRDAAKQLSIWGLENDDDVSDITDKLGVLIYEVSELDDQFI  119

QLVKTEKGVLRAMEVVASERREAAKQLSLWGADNDDDVSDVTDKLGVLIYELGELQDQFI  119

**** **.*:*:**:.*.** ::*:***:** : *:****:***:***:**:.**:* :: 

DRYDQYRVTIKSIRNIEASVQPSRDRKQKITDEIAKLKYKDPNSPRIVVLEQELVRAEAE  180

DRYDQYRLTLKSIRDIEGSVQPSRDRKDKITDKIAYLKYKDPQSPKIEVLEQELVRAEAE  179

DKYDQYRVTLKSIRNIEASVQPSRDRKEKITDEIAHLKYKDPQSTKIPVLEQELVRAEAE  179

*:*****:*:****:**.*********:****:** ******:*.:* ************ 

SLVAEAQLSNITREKLKAAFQYQFDALREHCEKVAIIAGYGKHLLDLIDDTPVTPGETRA  240

SLVAEAQLSNITRSKLRAAFNYQFDSIIEHSEKIALIAGYGKALLELLDDSPVTPGETRP  239

SLVAEAQLSNITREKLKAAYSYMFDSLRELSEKFALIAGYGKALLELLDDSPVTPGEARP  239

*************.**:**:.* **:: * .**.*:****** **:*:**:******:*. 

SYDGYDASKAIIQDCEEALANWVTSKAAVKSDVSQRTRTLSQRRREAIGKNRDGVDLSTQ  300

AYDGYEASKQIIIDAESALNEWTLDSAQVKPTLSFKQDYEDFEP-EEGEEEEEEDGQGRW  298

AYDGYEASRQIIMDAESALESWTLDMAAVKPTLSFHQTVDDVYE-DEDGEEEEEPEIQNG  298

:****:**: ** *.*.** .*. . * **. :* :    .    :   ::.: 

DQPMRGDRDSWVPADQHPTYVEDGEEVASTVDGEARGREEEREPVSV         347

SEDEQEDGQIEEPEQEEEGAVEEHEQVGHQQSESLPQQTTA------ 339

DIPGQVVEEEEVEWTTEVPVDDEAHEADHHVSQNGHTSGSENI---- 341

.   :   :       .    :: .:.    . .

Fig. 1-18 麹菌麹菌麹菌麹菌AoPil1とととと出芽酵母出芽酵母出芽酵母出芽酵母Pil1p、、、、Lsp1pのののの

アミノアミノアミノアミノ酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較

麹菌AoPil1は、出芽酵母Pil1pおよびLsp1p双方とアミノ酸配列レベルで58%の
相同性を示した。Pil1pとLsp1pは69%の相同性を示した。
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Fig. 1-19 Aopil1破壊株破壊株破壊株破壊株のののの作製作製作製作製とそのとそのとそのとその表現型解析表現型解析表現型解析表現型解析

(A) Aopil1 破壊のストラテジーとサザン解析の結果。3株のAopil1 破壊株を取得した。
(B) 約102個/10 µLの分生子をMMプレートに植菌し、6日間、30℃にて培養した。コントロール
株と比べて、Aopil1破壊株の生育の低下は確認できなかった。
(C) Aopil1破壊株におけるFM4-64染色によるエンドサイトーシスの解析。分生子をMM液体
培地に植菌して30℃で20時間培養し、FM4-64染色を行った60分後、共焦点レーザー顕微鏡
で観察した。 Aopil1破壊株においては、FM4-64のエンドサイトーシスに異常は見られなかった。
スケールバーは、5 µm。
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Vesicular trafficking flow Microtubule Actin cable

Endocytic vesicle Early endosome

ERC; Endocytic recycling compartment Spitzenkörper

Secretory vesicle

Fig. 1-20 A. oryzaeにおけるにおけるにおけるにおける菌糸先端菌糸先端菌糸先端菌糸先端でのでのでのでのエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシス

ののののモデルモデルモデルモデル図図図図

先端生長に必要な因子、例えば細胞壁合成酵素やv-SNAREは、菌糸最先端部から少し基部
側の細胞膜からエンドサイトーシスされた後、小胞によってERCへと送られ、Spitzenkörperを
経て、再び菌糸最先端部へと輸送される。エンドサイトーシスにおいて機能するAoEnd4やそれ
と共局在するAoAbp1が菌糸先端部以外の細胞膜上にも観察されることから、そうした部位でも
エンドサイトーシスが起こっており、細胞膜成分や細胞膜タンパク質のリサイクリングに機能して
いると考えられる。
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gcttttaacttctctacactcagtgttcttatcatccaccacccc

tttttttgtaattccattgacttttcaatcgctcttcattgtcggtcggcgcaggttttg

cccgtcagagcacaatcgaattgcgctgtttggactcgggcccaccggctcccgccgcac

atagttgtctgctcccctgatcccaccccccgacaatttacaggtctgcagcccgtcaca

ATGAGTCGgtaagtgtttttgggacgtttggcaacggggattgcagctataagataacta

M  S  R  

atcaatctgaaccactagCACGGAGGCAGATTTGGCGATTAACATTCGCAAAGCTACCAG

T  E  A  D  L  A  I  N  I  R  K  A  T  S 

CATCGgtaagttcatgcccgaagtatctctctcactctggtacctggttcttgtggctga

I  E  

cgcactgtaatagAGGAAAGCGCTCCGAAACgtatggatttccctcccctattgtcctat

E  S  A  P  K  R  

ctctatccagttctattcgcaccctgatgccgtcatcgtacctccattgatccgttacac

cagGGAAACATGTTCGGAGCTGCATTGTGTATACATGGGACCACAAATCATCTGCCGCTT

K  H  V  R  S  C  I  V  Y  T  W  D  H  K  S  S  A  A  F

TCTGGGCTGGCATGAAAGTgtatgttgctcagatactacctggtcctttatattgcaact

W  A  G  M  K  V

gaccgccttcgatgcagTCAACCGGTCCTTGCCGACGAGGTACAGACGTTCAAAGCCCTG

Q  P  V  L  A  D  E  V  Q  T  F  K  A  L

ATAACGATACATAAGGTTCTGCAAGAGGGACATCCCATCGTGGTTCGGGAGGCGCAGCAG

I  T  I  H  K  V  L  Q  E  G  H  P  I  V  V  R  E  A  Q  Q 

CACGCCAATTGGATAGACAGTCTGATGCGCGGTGTAGGAGGCGATGGCATCCGCGgtacg

H  A  N  W  I  D  S  L  M  R  G  V  G  G  D  G  I  R  G

caaagcttacaggctgaacgacgcactcgaatcggtttatgctgacaggcggcatagGCT

Y

ATGGTCCTCTTATCCGAGAATATGTTTTCTTCCTGGAGTCCAAGTTGGCGTTTCACCGGA

G  P  L  I  R  E  Y  V  F  F  L  E  S  K  L  A  F  H  R  N

ATCATCCCGAATTTAACGgtatttggcggaacgaagtttgaattacccgatccagggcta

H  P  E  F  N  G 

agtgtttggcagGTCTGTTTGAATATGAGGAGTACATCAGTCTGAAGACGATCAATGATC

L  F  E  Y  E  E  Y  I  S  L  K  T  I  N  D  P

CGAATGAAGGgtaagcacgcccagtgtctcttaatcatatgcttgcttacaggaatctag

N  E  G  

TTACGAGACTATCTCGGACCTCATGACTTTGCAAGACCAGATAGATGCGTTCCAGAAATT

Y  E  T  I  S  D  L  M  T  L  Q  D  Q  I  D  A  F  Q  K  L

GATCTTTTCGCATTTCCAATCAGGGACAAATAACGAGTGTCGGATTTCTGCACTAGTACC

I  F  S  H  F  Q  S  G  T  N  N  E  C  R  I  S  A  L  V  P

GTTGGTGCAGGAGAGCTACGGCATTTATAAATTTATCACTAGCATGCTGAGAGCCATGCA

L  V  Q  E  S  Y  G  I  Y  K  F  I  T  S  M  L  R  A  M  H

TACGAgtaggtcttaccttccatcttgctgtttaggtaagctgaccttgtcatagCCACG

T  T                                                    T

GGTGACGCCGAGGCCCTGGAACCACTCCGTGGTCGTTATGATGCTCAACACTATCGACTT

G  D  A  E  A  L  E  P  L  R  G  R  Y  D  A  Q  H  Y  R  L

GTTCGGTTCTACTACGAGTGCTCGAACTTGCGCTATCTGACCAGCCTTATCACTATTCCT

V  R  F  Y  Y  E  C  S  N  L  R  Y  L  T  S  L  I  T  I  P

AAGCTTCCTCAAAACCCACCCAACCTGCTTTCCGACGATGATGAACGTCCCGCTTTACCC

K  L  P  Q  N  P  P  N  L  L  S  D  D  D  E  R  P  A  L  P

AGACGACCGACGAAAGAAATCGAGCAGGAGCCCACTCCGCCGCCAAAGGCCCCACCCGCT

R  R  P  T  K  E  I  E  Q  E  P  T  P  P  P  K  A  P  P  A

GATCCCGAACCCATTAACGACTTTTGGACCACAGAAGCCAAGCGCCAGCAAGAGGAATTT

D  P  E  P  I  N  D  F  W  T  T  E  A  K  R  Q  Q  E  E  F

GAAGCGGAACAGCGCCGCCTGCAGCAGCAATGGGAGGAGCAGCAGCGGCAACAGATCCTC

E  A  E  Q  R  R  L  Q  Q  Q  W  E  E  Q  Q  R  Q  Q  I  L

GCGCAACAGCAAGCCCAACACGATTTTGAGGAACAGCAACGTCTTCAGGCGGAGCAACAG

A  Q  Q  Q  A  Q  H  D  F  E  E  Q  Q  R  L  Q  A  E  Q  Q

CGGCTTGCACAGGAGCAACTTCTGCGCGACCAGTACCAGACACAGACTCAGGGTCGGCTG

R  L  A  Q  E  Q  L  L  R  D  Q  Y  Q  T  Q  T  Q  G  R  L

GCCGAGCTCGAACAAGAGAACTTGAACGCGCGAGCCCAGTATGAGCGGGACCAGCTTATG

A  E  L  E  Q  E  N  L  N  A  R  A  Q  Y  E  R  D  Q  L  M

CTGCAGCAATACGATCGTCGTGTGAAAGACCTGGAAGAGCAGATGAACCAACTGACCTCG

L  Q  Q  Y  D  R  R  V  K  D  L  E  E  Q  M  N  Q  L  T  S

AACTTGAATATGCAAAGTGCCTCAAAAGATGAGCAGATCCGATCTCTCCAGGAGCAAGTC

N  L  N  M  Q  S  A  S  K  D  E  Q  I  R  S  L  Q  E  Q  V

AACACATGGCGGTCCAAGTATGAGGCGCTGGCGAAGCTCTACTCCCAGCTCCGACAGGAG

N  T  W  R  S  K  Y  E  A  L  A  K  L  Y  S  Q  L  R  Q  E

CACCTAGACCTCTTGCAGACAACCAAGAGCCTCAAGTTAAAGGCGGCGTCGGCACAGGAG

H  L  D  L  L  Q  T  T  K  S  L  K  L  K  A  A  S  A  Q  E

GCGATCGAACGGCGCGAGAAGCTTGAAAGAGAGCTCAAAACGAAGAACCTAGAGCTAGCC

A  I  E  R  R  E  K  L  E  R  E  L  K  T  K  N  L  E  L  A

GATATGATCCGGGAAAGGGACCGTGCCCTACACGACCGGGATCGTTTGACTGGAAATAAC

D  M  I  R  E  R  D  R  A  L  H  D  R  D  R  L  T  G  N  N

AAGGAAGAGCTGGAGAAGGTCAAGAGAGAGCTGCGCCTTGCAATCGAGCGGGCCGAGAAT

K  E  E  L  E  K  V  K  R  E  L  R  L  A  I  E  R  A  E  N

GCCGAGCGTCAGAAAGGTACCGAGATCTCTACCCTGTTGTCCAAATACAACCGGGAGATG

A  E  R  Q  K  G  T  E  I  S  T  L  L  S  K  Y  N  R  E  M

GCCGATTTGGAAGAAGCTCTCAGAgtaagtcttctcgcaggaaagaaataggaatgccag

A  D  L  E  E  A  L  R

gcattgaccagggacagAACAAAAACCGTGCTCTCGAAGATATTTCTTCTCGAAATGCAG

N  K  N  R  A  L  E  D  I  S  S  R  N  A  D

ACCGCCAAGGTGACCATGATGCCGTGCTCCGCGAGAAGGATGAAGAGATCGAGGTCTACA

R  Q  G  D  H  D  A  V  L  R  E  K  D  E  E  I  E  V  Y  K

AGTCCGGAATGGAACAGGCTCTTATGGAACTGGAGGAACTCAAAATGgtatgcacttgag

S  G  M  E  Q  A  L  M  E  L  E  E  L  K  M

tcggtaaatgacggggaggatgcgagctaactgctaccagAACCAAGGCGATGTCGACAA

N  Q  G  D  V  D  N

TGCGCTGGATTCGCAGATTGACACCGTTTTGCATAGCACCGTTGCCAAGATCAACGATAT

A  L  D  S  Q  I  D  T  V  L  H  S  T  V  A  K  I  N  D  I

CATCGACTCTGTGCTCCAAACAGGTGTGCAACGAGTCGATGACGCCCTGTATGAGCTCGA

I  D  S  V  L  Q  T  G  V  Q  R  V  D  D  A  L  Y  E  L  D  

CTCCAGTATGCAGGCTGGTAACCAGAATGCGTCCCCACCATACGTGCTGTCTCAAATAGA

S  S  M  Q  A  G  N  Q  N  A  S  P  P  Y  V  L  S  Q  I  E  

GAAGGCCTCTGCATCCGCCACTGAGTTCTCTACAGCGTTCAACAACTTCATCGCCGACGG

K  A  S  A  S  A  T  E  F  S  T  A  F  N  N  F  I  A  D  G  

CCCGAATAGTACCCATGCTGAGATTATTCGGACGGTTTCTATCTTCTCCGGCTCGGTTGC

P  N  S  T  H  A  E  I  I  R  T  V  S  I  F  S  G  S  V  A  

CGATGTCCTCAGTAACACAAAGGGATTGACACGGTTCGCTAACGACGACAAGAGCGCAGA

D  V  L  S  N  T  K  G  L  T  R  F  A  N  D  D  K  S  A  D 

CCAATTGATCAATGCTGCCCGCAAGTCCGCACAGGCCACGGTGCGGTTCTTCCGTGGACT

Q  L  I  N  A  A  R  K  S  A  Q  A  T  V  R  F  F  R  G  L

CCAGTCTTTCCGGCTGGAGGGTTTGGAGGCTGATCACAAGACCGATGTGGTTATTAACAA

Q  S  F  R  L  E  G  L  E  A  D  H  K  T  D  V  V  I  N  N  

CAACCTAGAGGTACAGAGGGACCTGCAGTCACTATCGAAACTTGTCGAGACCTTTGCGCC

N  L  E  V  Q  R  D  L  Q  S  L  S  K  L  V  E  T  F  A  P  
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CAAGAGTACCAAGATCAGTACTAATGGCGATCTGGGCGACCTTGTGGATCAGGAACTGAC

K  S  T  K  I  S  T  N  G  D  L  G  D  L  V  D  Q  E  L  T  

CAAGGCGGCTGACGCTATCGACGCCGCGGCCGCGCGATTGGCCAAGCTCAAGAAAAAGCC

K  A  A  D  A  I  D  A  A  A  A  R  L  A  K  L  K  K  K  P

TCGTGATGGCTTCTCGACATACGAGTTACGTATCAACGATGTGATTGTGGAGGCGGCCAT

R  D  G  F  S  T  Y  E  L  R  I  N  D  V  I  V  E  A  A  I 

TGCAGTTACTAATGCAATTGCGGAACTGATTAAGGCCGCCACTGAGTCCCAGCAGGAGAT

A  V  T  N  A  I  A  E  L  I  K  A  A  T  E  S  Q  Q  E  I 

TGTTCGCGAAGGCCGGGGTAGCTCATCGAGAACGGCGTTCTACAAGAAGAATAATCGTTG

V  R  E  G  R  G  S  S  S  R  T  A  F  Y  K  K  N  N  R  W  

GACAGAGGGACTAATCTCGGCCGCCAAGGCTGTTGCTACTTCCACCAACACTCTTATCGA

T  E  G  L  I  S  A  A  K  A  V  A  T  S  T  N  T  L  I  E 

GACGGCCGACGGGGTCATTTCTGGTCGTAACTCTCCGGAACAACTGATCGTGGCCAGTAA

T  A  D  G  V  I  S  G  R  N  S  P  E  Q  L  I  V  A  S  N 

CGACGTGGCCGCTAGTACGGCACAGTTGGTGGCGGCCAGTCGCGTCAAAGCATCGTTCAT

D  V  A  A  S  T  A  Q  L  V  A  A  S  R  V  K  A  S  F  M 

GAGCAAGACCCAAGATCGCTTAGAGGCAGCTAGTAAAGCAGTCGGTGCGGCATGTCGGGC

S  K  T  Q  D  R  L  E  A  A  S  K  A  V  G  A  A  C  R  A 

TCTGGTCCGTCAGGTACAGGAAATCATTGCCGAGCGGAACCAGGATGGCTCGGAGAAGGT

L  V  R  Q  V  Q  E  I  I  A  E  R  N  Q  D  G  S  E  K  V  

TGACTACGCCAAGCTTAGCTCGCACGAGTTCAAAGTGCGCGAAATGGAGCAACAGgtacg

D  Y  A  K  L  S  S  H  E  F  K  V  R  E  M  E  Q  Q

tctcgctttccccccctccctctctaccatctacggatcggtgtggatgctgacaggggt

tagttacagGTTGAGATTCTTCAACTGGAGAATAGCCTTGCTCAGGCGCGGCAGCGTTTG

V  E  I  L  Q  L  E  N  S  L  A  Q  A  R  Q  R  L

GGAGAGATGCGCAAGATCTCGTACCAGGAGGACTGA

G  E  M  R  K  I  S  Y  Q  E  D  * 
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Fig. 1-1 Aoend4遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの塩基配列塩基配列塩基配列塩基配列ととととAoEnd4ののののアミノアミノアミノアミノ酸配列酸配列酸配列酸配列

Aoend4遺伝子は3,816塩基から、AoEnd4は1,043アミノ酸残基から構成される。
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AoEnd4        MSRTEADLAINIRKATSIEESAPKRKHVRSCIVYTWDHKSSAAFWAGMKVQPVLADEVQTFKALITIHKVLQEGHPIVVR     80

End4p/Sla2p   MSRIDSDLQKALKKACSVEETAPKRKHVRACIVYTWDHQSSKAVFTTLKTLPLANDEVQLFKMLIVLHKIIQEGHPSALA     80

*** ::**   ::** *:**:********:********:** *.:: :*. *:  **** ** **.:**::***** .: 

EAQQHANWIDSLMRGVGGDGIRGYGPLIREYVFFLESKLAFHRNHPEFN-GLFEYEEYISLKTINDPNEGYETISDLMTL    159

EAIRDRDWIRSLGRVHSGG--SSYSKLIREYVRYLVLKLDFHAHHRGFNNGTFEYEEYVSLVSVSDPDEGYETILDLMSL    158

** :. :** ** * .*.    .*. ****** :*  ** ** :*  ** * ******:** ::.**:****** ***:*

QDQIDAFQKLIFSHFQSG-TNNECRISALVPLVQESYGIYKFITSMLRAMHTTTGDAE---ALEPLRGRYDAQHYRLVRF    235

QDSLDEFSQIIFASIQSERRNTECKISALIPLIAESYGIYKFITSMLRAMHRQLNDAEGDAALQPLKERYELQHARLFEF    238

**.:* *.::**: :**   *.**:****:**: *****************   .***   **:**: **: ** **..* 

YYECSNLRYLTSLITIPKLPQNPPNLLSDDDE-----------RPALPRRPTKEIEQEPTPPPKAPPAD-PEPINDFWTT    303

YADCSSVKYLTTLVTIPKLPVDAPDVFLINDVDESKEIKFKKREPSVTPARTPARTPTPTPPVVAEPAISPRPVSQRTTS    318

* :**.::***:*:****** :.*:::  :*            .*::.  *      ****  * **  *.*:.:  *: 

EAKRQQEEFEAEQRR-------------LQQQWEEQQRQQILAQQQAQHDFE----EQQRLQAEQQRLAQEQLLRDQYQT    366 

TPTGYLQTMPTGATTGMMIPTATGARNAIFPQATAQMQPDFWANQQAQFANEQNRLEQERVQQLQQQQAQQELFQQQLQK    398

..   : : :                 :  *   * : :: *:****. *    **:*:*  **: **::*:::* *. 

QTQGRLAELEQEN-------LNARAQYERDQLMLQQYDRRVKDLEEQMNQLTSNLNMQSASKDEQIRSLQEQVNTWRSKY    439

AQQDMMNMQLQQQNQHQNDLIALTNQYEKDQALLQQYDQRVQQLESEITTMDSTASKQLANKDEQLTALQDQLDVWERKY    478

*. :    *::       :    ***:** :*****:**::**.::. : *. . * *.****: :**:*::.*. ** 

EALAKLYSQLRQEHLDLLQTTKSLKLKAASAQEAIERREKLERELKTKNLELADMIRERDRALHDRDRLTGNNKEELEKV    519

ESLAKLYSQLRQEHLNLLPRFKKLQLKVNSAQESIQKKEQLEHKLKQKDLQMAELVKDRDRARLELERSINN-------- 550

*:*************:**   *.*:**. ****:*:::*:**::** *:*::*:::::****  : :*  .* 

KRELRLAIERAENAERQKGTEISTLLSKYNREMADLEEALRNKNRALEDISSRNADRQGDHDAVLREKDEEIEVYKSGME    599

-----------------------------------------------------------------------AEADSAAAT    559

*. .:.

QALMELEELKMNQGDVDNALDSQIDTVLHSTVAKINDIIDSVLQTGVQRVDDALYELDSSMQAGNQNASPPYVLSQIEKA    679

AAAETMTQDKMN------------------------PILDAILESGINTIQESVYNLDSPLSWSGPLTPPTFLLSLLEST    615

*   : : ***                         *:*::*::*:: :::::*:***.:. ..  :.*.::** :*.: 

SASATEFSTAFNNFIADGPNS-THAEIIRTVSIFSGSVADVLSNTKGLTRFANDDKSADQLINAARKSAQATVRFFRGLQ    758

SENATEFATSFNNLIVDGLAHGDQTEVIHCVSDFSTSMATLVTNSKAYAVTTLPQEQSDQILTLVKRCAREAQYFFEDLM    695

* .****:*:***:*.**     ::*:*: ** ** *:* :::*:*. : :  ::.:**::. .::.*: :  **..* 

SFRLEGLEADHKTDVVINNNLEVQRDLQSLSKLVETFAPKSTKISTNGDLGDLVDQELTKAADAIDAAAARLAKLKKKPR    838

SENLNQVGDEEKTDIVINANVDMQEKLQELSLAIEPLLNIQSVKSNKETN---PHSELVATADKIVKSSEHLRVDVPKP- 771

* .*: :  :.***:*** *:::*..**.**  :*.:   .:  *.:   ..**. :** *  :: :*     ** 

DGFSTYELRINDVIVEAAIAVTNAIAELIKAATESQQEIVREGRGSSSRTAFYKKNNRWTEGLISAAKAVATSTNTLIET    918

-------------LLSLALMIIDAVVALVKAAIQCQNEIATT--TSIPLNQFYLKNSRWTEGLISAAKAVAGATNVLITT    836

::. *: : :*:. *:*** :.*:**.     * . . ** **.************** :**.** * 

ADGVISGRN----SPEQLIVASNDVAASTAQLVAASRVKASFMSKTQDRLEAASKAVGAACRALVRQVQEIIAERNQDGS    994

ASKLITSEDNENTSPEQFIVASKEVAASTIQLVAASRVKTSIHSKAQDKLEHCSKDVTDACRSLGNHVMGMIEDDHSTSQ    916

*. :*:..:    ****:****::***** *********:*: **:**:** .** *  ***:* .:*  :* : :. .. 

EKVDYAKLSSHEFKVREMEQQVEILQLENSLAQARQRLGEMRKISYQED--- 1043

QQQPLDFTSEHTLKTAEMEQQVEILKLEQSLSNARKRLGEIRRHAYYNQDDD                                968

*.* :*. *********:**:**::**:****:*: :* :: 

Fig. 1-2  麹菌麹菌麹菌麹菌AoEnd4とととと出芽酵母出芽酵母出芽酵母出芽酵母End4p/Sla2p

ののののアミノアミノアミノアミノ酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較

麹菌AoEnd4は出芽酵母End4p/Sla2pとアミノ酸配列レベルで42%の相同性を示した。
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Fig. 1-3 麹菌麹菌麹菌麹菌AoEnd4とととと出芽酵母出芽酵母出芽酵母出芽酵母End4p/Sla2p

ののののモチーフモチーフモチーフモチーフ解析解析解析解析

A. oryzae AoEnd4とS. cerevisiae End4p/Sla2pのモチーフ解析。
アミノ酸残基数と対応するドメインとの相同性を示した。
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Fig. 1-4 Aoend4 条件発現株条件発現株条件発現株条件発現株のののの作製作製作製作製

(A) Aoend4条件発現株作製のストラテジー。Aoend4 条件発現株 (TE4株) は、
Aoend4遺伝子座において、Aoend4をPthiAの制御下で発現する。
(B) サザン解析により、TE4株を2株取得したことを確認した。

34



NS13

(Control)

NS13

(Control)

TE4-1

(PthiA

-Aoend4)

th
ia
m
in
e －－ －－

＋＋＋＋

MM 

+ 1.2 M sorbitol+ 1 M NaCl

A

B

0

0.5

1

1.5

2

2.5

NS13

(Control)

TE4-1

(PthiA-

Aoend4)

W
e
t 
w
e
ig
h
t 
(g
)

*

*

TE4-1

(PthiA

-Aoend4)

TE4-2

(PthiA

-Aoend4)

TE4-2

(PthiA

-Aoend4)

TE4-2

(PthiA-

Aoend4)

Fig. 1-5 Aoend4 のののの発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下におけるにおけるにおけるにおける生育阻害生育阻害生育阻害生育阻害

(A) 約102個/10 µLの分生子を各プレートに植菌し、15日間、30℃にて培養した。チアミンを添加し、
Aoend4の発現を抑制した条件下では、著しい生育阻害が見られた。さらに、1 M NaCl 添加による
塩ストレス、1.2 M sorbitol 添加による浸透圧ストレス条件下では一層の生育阻害が見られた。
(B) 約107個の分生子を100 mL MM液体培地に植菌し、30℃で4日間培養した後、湿菌体重量を
測定した。5回の独立した測定を行い、t検定による有意差を*で示した (p<0.05)。

－thiamine

＋thiamine
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Fig. 1-6 Aoend4 のののの発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下におけるにおけるにおけるにおける菌糸菌糸菌糸菌糸のののの形態異常形態異常形態異常形態異常

(A) 分生子をガラスベースディッシュ上のMM±チアミン液体培地に植菌し、30℃で18時間培養した
後、菌糸を倒立型顕微鏡の明視野で観察した。スケールバーは10 µm。
(B) 分生子をガラスベースディッシュ上のMM±チアミン液体培地に植菌し、 30℃で20時間培養後、
菌糸先端から10 µm以内で最大の幅を測定した。各条件下で、20本の菌糸において測定した結果を
示す。4回の独立した実験を行い、t検定結果を**で示した (p<0.01)。

－thiamine

＋thiamine
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Fig. 1-7 Aoend4 のののの発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下発現抑制条件下におけるにおけるにおけるにおける
エンドサイエンドサイエンドサイエンドサイ トーシストーシストーシストーシスのののの異常異常異常異常

TEUE3株の分生子をM-men±チアミン液体培地に植菌し、30℃で22時間培養した後、
菌糸を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 FM4-64染色とM-int培地にシフトすることに
よるAoUapC-EGFPのエンドサイトーシスの誘導を同時に行った。表示した時間はエンド
サイトーシス誘導からの経過時間。AoUapC-EGFPでラベルされた異常陥入構造に
FM4-64が蓄積していた (矢印)。スケールバーは、5 µm。
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ATGGCATCCCTTAACCTTTCATCCAATGGGCCTTCAATAGTAAAGAGCTATCAAGCTGTT

M  A  S  L  N  L  S  S  N  G  P  S  I  V  K  S  Y  Q  A  V 

GTCAACTCTTCCCCACCCACAAACTCTTCTTCGCCTACATATGGACAATGGGCAGTGTTT

V  N  S  S  P  P  T  N  S  S  S  P  T  Y  G  Q  W  A  V  F 

TCAGTTTCAGCACCGCTTGTTAGTGCTTTTCAGCAAGACACGGGCAGCAAGGAGAGCGTT

S  V  S  A  P  L  V  S  A  F  Q  Q  D  T  G  S  K  E  S  V 

CTAAAGGTCCAGAGCACCGGAGgtcagtcaaacgctcaataacgaggaacactcgggctg

L  K  V  Q  S  T  G  D

actgaatatgtttaagATGGTGAACTTGCCGATCTTATTGACGAATTCTCCGAAGGAAAG

G  E  L  A  D  L  I  D  E  F  S  E  G  K

ATGCAATTCGCCTTTGTTAAGGTCACCGACCCAAATACTGGACTTCCCAAGAGTGTGCTT

M  Q  F  A  F  V  K  V  T  D  P  N  T  G  L  P  K  S  V  L

ATTGCATGGTGTGGGGAGGGCGTTCCCGAACGGACGAAGGGTTATTTTACTAGTCACCTA

I  A  W  C  G  E  G  V  P  E  R  T  K  G  Y  F  T  S  H  L

TCTGCGGTCTCAAAATTGTTACATgttagtgacctttagtcgcacacgtctcctagagca

S  A  V  S  K  L  L  H

cttatcccatcatagactatgctgctgaccttacgctgctagGGTTACCATGTTCAAATC

G  Y  H  V  Q  I  

ACTGCACGTGCGGACGGGGACTTGACTGCAGAAGGAATTATACGGAAAGTTGGGGACGCA

T  A  R  A  D  G  D  L  T  A  E  G  I  I  R  K  V  G  D  A  

TCCGGTGCTAAATACTCTGCAGGAGCTGGACAGCCGGCCGCCGCTCCTACAAAGCCGCCA

S  G  A  K  Y  S  A  G  A  G  Q  P  A  A  A  P  T  K  P  P 

ATCTCATCCAAGCCAGTTTTCACACCATCGCGGACCGATGGTATCAGCTCGAATGCCACA

I  S  S  K  P  V  F  T  P  S  R  T  D  G  I  S  S  N  A  T 

CCAGCTGCTCCCCAGAAACCTCTCCAGAAAGATACGGACAATGATGGCTGGGGCCCAGAT

P  A  A  P  Q  K  P  L  Q  K  D  T  D  N  D  G  W  G  P  D 

GCCCCTCCAGTCACCAGGACAGAACTTGAAAAGGTGCAGCCGGCCTACCAACCAACCAGG

A  P  P  V  T  R  T  E  L  E  K  V  Q  P  A  Y  Q  P  T  R  

GTTAACATACAGGCCCTTAGATCAGGAAAGCCACATGTAGCAAACATGCAGGTTCAACAT

V  N  I  Q  A  L  R  S  G  K  P  H  V  A  N  M  Q  V  Q  H  

ACCACCGAAGATCATAGCGACGTTGTCAAGGGCGGCTATCAACCAGTGGGCAAAGTAGAC

T  T  E  D  H  S  D  V  V  K  G  G  Y  Q  P  V  G  K  V  D  

ATTGCTGCCATAAGGAGGCAGGCACGTGAGGCAGGCGAAATGAAGGATGACCGGCCGGAA

I  A  A  I  R  R  Q  A  R  E  A  G  E  M  K  D  D  R  P  E  

CCAGTGAAGGGAGCATACGAACCAGTTGGCAAGATTGATATTGCTGCTATTCGAGCCAGG

P  V  K  G  A  Y  E  P  V  G  K  I  D  I  A  A  I  R  A  R  

GCTCAAAAACCCAGCGAGTTGATGGCAGACGATAGCAAATTAGCTGCACCAAATAACGCC

A  Q  K  P  S  E  L  M  A  D  D  S  K  L  A  A  P  N  N  A  

GAGAGGCAAGCGGAATCCGGAAACTACACAAATCCAGGACACTCCGAGCGTTTAACAAGT

E  R  Q  A  E  S  G  N  Y  T  N  P  G  H  S  E  R  L  T  S  

CTACCGAAGCCAAAGGTCGCGAATAAGTTCGGAGCGAACCAGTCGTTCGTTGGGACCAAA

L  P  K  P  K  V  A  N  K  F  G  A  N  Q  S  F  V  G  T  K  

CCTCCTCTGCCTAGTGGATCCATGCCAAAACCAACTTCAGCAGTTGCGCCCGTCGGTAGC

P  P  L  P  S  G  S  M  P  K  P  T  S  A  V  A  P  V  G  S  

GCAAGCAGAACTTTTGCAGATGAGGGAGGAAAGACTCCCGCACAACTTTGGGCAGAGAGA

A  S  R  T  F  A  D  E  G  G  K  T  P  A  Q  L  W  A  E  R  

AAAGCGAAGGAACGGGGACAAGCTACTGCATCTGATGTACCACCATTGGGGCACGAGGAG

K  A  K  E  R  G  Q  A  T  A  S  D  V  P  P  L  G  H  E  E  

CCCTCGCTTCAAACACAGCACAGCGGCAGAGCCGAGTGGAAGAGCTCATACAGCGGTAGA

P  S  L  Q  T  Q  H  S  G  R  A  E  W  K  S  S  Y  S  G  R  

ACGTGGACCCCTGTTCAGACCACACACACTGGAAAGTCTCTCGGCAGCAATACATCTCAC

T  W  T  P  V  Q  T  T  H  T  G  K  S  L  G  S  N  T  S  H  

CAGGCTACGGACCCTACTGCAAACGATGCCACGGCAACAGAGCCTCAAGTCCCCCAAAGT

Q  A  T  D  P  T  A  N  D  A  T  A  T  E  P  Q  V  P  Q  S  

GTCAGTGCTCTTCGAGACCAATTTGCGGACAAGTCACTTGATGACTCGGCTCCCGAGGCT

V  S  A  L  R  D  Q  F  A  D  K  S  L  D  D  S  A  P  E  A  

AGGTCCGATGAGCCGTGGGATACAGGACGTTCTGTACCTCTGCCCGGCTTACCAACGGGA

R  S  D  E  P  W  D  T  G  R  S  V  P  L  P  G  L  P  T  G  

CCTGTGCAACCAGAAGCTAGCCAGGAGCCCGAAGCTCACCAAGTGGCTCCGAGCCCTCCT

P  V  Q  P  E  A  S  Q  E  P  E  A  H  Q  V  A  P  S  P  P  

GAGCAGCCTCGGTCCCCTACTCCAACCCCTCCAGTACGGGAAGCATCGCCTATCCGTGTT

E  Q  P  R  S  P  T  P  T  P  P  V  R  E  A  S  P  I  R  V 

GCCATGCCTGTTGGACGTGGTGCCACAGATATTCATGATGACCAGCGCTCGCCACCCGCT

A  M  P  V  G  R  G  A  T  D  I  H  D  D  Q  R  S  P  P  A  

GTTTTGCCCACGGAAAGTCTTCGTCAGACGGTGCCGAAAGATGCAGACCTTGCAGATGAC

V  L  P  T  E  S  L  R  Q  T  V  P  K  D  A  D  L  A  D  D  

ACGCAAGATGTCGCCCGGGCAACGGCAGAGGCTACAGTTGGGAGCAACCTCCAGACCAAC

T  Q  D  V  A  R  A  T  A  E  A  T  V  G  S  N  L  Q  T  N  

GGCATTCAAGCCGTGGTGCAGTACGATTATGAAAGAGCGGAAGACAATGAGATTGAGCTC

G  I  Q  A  V  V  Q  Y  D  Y  E  R  A  E  D  N  E  I  E  L  

AGGGAAGGTGAATATGTGACGGAGATTGAAATGGTTGACAAGGACTGGTGGTTGGGTTCA

R  E  G  E  Y  V  T  E  I  E  M  V  D  K  D  W  W  L  G  S  

AACGCTCGTGGTGAGAGGGGTCTCTTCCCGAGTAACTATGTTGAGCTACTGGAAGACAAG

N  A  R  G  E  R  G  L  F  P  S  N  Y  V  E  L  L  E  D  K  

CCGCAGAATTCTACCTCGCCGGACTTGCATGAGCACAATTTGGACACAAACATTCAAGAG

P  Q  N  S  T  S  P  D  L  H  E  H  N  L  D  T  N  I  Q  E  

CCTCATGCGGAAATAGTGGCGCCTTTAGCCTCGAGCTCAGCTAATGGACCCACTGCTACA

P  H  A  E  I  V  A  P  L  A  S  S  S  A  N  G  P  T  A  T  

GCGTTGTATGATTATGAAGCCGCGGAAGACAACGAGCTTAGTTTTCCGGAGGGAGCTGAG

A  L  Y  D  Y  E  A  A  E  D  N  E  L  S  F  P  E  G  A  E  

ATCACTCATATCgtaagtttttccctccccgcaccctttcgattttctgtctttcccacg

I  T  H  I

ttcatatcgacgtatgaagtgttcggaaaacttctatggctaactgctaatggcatgtag

GAATTCCCCGACGATGACTGGTGGTTTGGTAAATATCACAATAAAGAAGGCCTCTTCCCA

E  F  P  D  D  D  W  W  F  G  K  Y  H  N  K  E  G  L  F  P  

GCAAATTATGTAGAACTTCGAAAGTGA
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Fig. 1-8  Aoabp1遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの塩基配列塩基配列塩基配列塩基配列
ととととAoAbp1ののののアミノアミノアミノアミノ酸配列酸配列酸配列酸配列

Aoabp1遺伝子は2,604塩基から、AoAbp1は788アミノ酸
残基から構成される。
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AoAbp1   --MASLNLSSNGPSIVKSYQAVVNSSPPTNSSSPTYGQWAVFSVSAPLVSAFQQDTGSKE   58

Abp1p    MALEPIDYTTHSREIDAEYLKIVRGSDPDTT-------WLIISP-------------NAK   40

: .:: :::. .*  .*  :*..* * .:       * ::*            . : 

SVLKVQSTGDGELADLIDEFSEGKMQFAFVKVTDPNTGLPKSVLIAWCGEGVPERTKGYF  118

KEYEPESTG-SSFHDFLQLFDETKVQYGLARVSPPGSDVEKIIIIGWCPDSAPLKTRASF   99

. : :*** ..: *::: *.* *:*:.:.:*: *.:.: * ::*.** :..* :*:. * 

TSHLSAVS-KLLHGYHVQITARADGDLTAEGIIRKVGDASGAKYSAGAGQPAAAPTKPPI  177

AANFAAVANNLFKGYHVQVTARDEDDLDENELLMKISNAAGARYSIQTSSKQQGKASTPP  159

:::::**: :*::*****:*** :.**  : :: *:.:*:**:**  :..   . :..* 

SSKPVFTPSRTDGISSNATPAAPQKPLQKDTDNDGWGPDAPPVTRTELEKVQPAYQPTRV  237

-VKKSFTPSKSPAPVSKKEPVKTPSPAP-------------------------------- 186

*  ****:: .  *:  *. . .* 

NIQALRSGKPHVANMQVQHTTEDHSDVVKGGYQPVGKVDIAAIRRQAREAGEMKDDRPEP  297

-------------AAKISSRVNDNNDDDDWNEPELKERDFDQAP-------------LKP  220

::.  .:*:.*  . .   : : *:               :* 

VKGAYEPVGKIDIAAIRARAQKPSELMADDSKLAAPNNAERQAESGNYTNPGHSERLTSL  357

NQSSYKPIGKIDLQKVIAEEKAKEDPRLVQKPTAAGSKIDPSSDIANLKNESKLKRDSEF  280

:.:*:*:****: : *. : .: :. ** .: : .:: .* .* .: :* :.: 

PKPKVANKFGANQSFVGTKPPLPSGSMPKPTSAVAPVGSASRTFADEGGKTPAQLWAERK  417

N------------SFLGTTKP------PSMTESSLKNDDDKVIKGFRNEKSPAQLWAERK  322

**:**. *      *. *.:    .. .   . .. *:********* 

AKERGQATASDVPPLGHEEPSLQTQHSGRAEWKSSYSGRTWTPVQTTHTGKSLGSNTSHQ  477

AK---------------------------------------------------------Q  325

**                                                     * 

ATDPTANDATATEPQVPQSVSALRDQFADKSLDDSAPEARSDEPWDTGRSVPLPGLPTGP  537

NSGNAETKAEAPKPEVPE-----------------------DEPEGEPDVKDLKSKFEGL  362

:. : ..* *.:*:**:                       *** .      * . * 

VQPEASQEPEAHQVAPSPPE-QPRSPTPTPPVREASPIRVAMPVGRGATDIHDDQRSPPA  596

AASEKEEEEMENKFAPPPKKSEPTIISPKPFSKPQEPVKAEEAEQPKTDYKKIGNPLPGM  422

. .* .:*   ::.**.* : :*   :*.*  :  .*::.  .    :   : .: * 

VLPTESLRQTVPKDADLADDTQDVARATAEATVGSNLQTNGIQAVVQYDYERAEDNEIEL  656

HIEADNEEEPEENDDDWDDDEDEAAQPPLPS------RNVASGAPVQKEEPEQEEIAPSL  476

: ::. .:.  :* * **  ::.*:..  :      :. .  * ** : .  *: .* 

REGEYVTEIEMVDKDWWLGSNARGERGLFPSNYVELLEDKPQNSTSPDLHEHNLDTNIQE  716

PSR---------------NSIPAPKQEEAPEQAPEEEIEEEAEEAAPQLPSR---SSAAP  518

.                .* .  ::   *.:  *   ::  :.::*:* .:   :. 

PHAEIVAPLASSSANGPTATALYDYEAAEDNELSFPEGAEITHIEFPDDDWWFGKYHNK- 775

PPPPRRATPEKKPKENPWATAEYDYDAAEDNELTFVENDKIINIEFVDDDWWLGELEKDG  578

* .   *. ...  :.* *** ***:*******:* *. :* :*** *****:*: .:. 

-EGLFPANYVELRK                                                788

SKGLFPSNYVSLGN                                         592

:****:***.* : 

Fig. 1-9  麹菌麹菌麹菌麹菌AoAbp1とととと出芽酵母出芽酵母出芽酵母出芽酵母Abp1pののののアミノアミノアミノアミノ酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較

麹菌AoAbp1は出芽酵母Abp1pとアミノ酸配列レベルで23%の相同性を示した。
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第第第第 2章章章章    麹菌麹菌麹菌麹菌におけるにおけるにおけるにおけるエエエエンドサイトーシスンドサイトーシスンドサイトーシスンドサイトーシス関連因子関連因子関連因子関連因子のののの探索探索探索探索 

 

序序序序 

 

エンドサイトーシスにおいて機能すると考えられる AoAbp1、AoEnd4の局在解析

から、糸状菌におけるエンドサイトーシスは、菌糸先端部において活発に行われて

いると示唆された。また、Aoend4 の発現抑制によってエンドサイトーシスを欠損し

た菌糸では、先端生長が著しく阻害されたことから、エンドサイトーシスは先端生

長と密接に関連していると考えられた。以上の結果と、先端生長が糸状菌において

特徴的な機構であることを考え合わせると、菌糸先端部におけるエンドサイトーシ

スにおいて、糸状菌に特徴的な機構が存在する可能性が考えられた。 

動物細胞や出芽酵母の研究によって、エンドサイトーシスには多くのタンパク質

が関与することがわかってきている。糸状菌の菌糸先端で活発に起こっていると考

えられるエンドサイトーシスに特徴的な機構が存在するならば、他の生物種でこれ

までに報告されていないエンドサイトーシスに関する新規因子が見つかる可能性が

ある。そこで、エンドサイトーシスにおけるタンパク質間相互作用において機能す

る SH3 (Src-homology 3) ドメインを C末端に 2つ有するという特徴的なタンパク質

である AoAbp1に着目した。AoAbp1は、S. cerevisiae Abp1pに比べて C末端領域が

200 アミノ酸残基程長く、タンパク質間の相互作用に関わる SH3 ドメインを 1 つ多

く持つ (Fig. 2-1A)。こうした特徴から、AoAbp1において、Abp1pでは見られないタ

ンパク質間相互作用が見つかる可能性が考えられた。そのため、AoAbp1を餌 (bait) 

とし、A. oryzaeの cDNAライブラリーを餌食 (prey) とした yeast two-hybrid (YTH) ス

クリーニングによって、A. oryzae におけるエンドサイトーシス関連因子の探索を行

った。YTH は、DNA レベルの実験でタンパク質レベルでの解析を行えることから、

個々のタンパク質の性質に応じた実験手法をとる必要が無いため、スクリーニング

には適した実験系である。ただ、一般的に偽陽性が多いという問題が存在していた。

しかし近年、レポーターを複数用いることによって、偽陽性をなるべく減らすため

の実験系が構築されている。さらに本研究では、A. oryzae においてこれまで報告例

が無い YTHスクリーニングの実験系構築の意味も含めて研究を行った。 
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結果結果結果結果 

 

2-1  AoAbp1をををを baitにしたにしたにしたにした yeast two-hybridスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニング 

本研究で使用した YTH スクリーニングの実験系および解析の流れをそれぞれ Fig. 

2-1、2-2に示した。Gal4pの DNA-binding domain (DNA-BD) に融合した baitと Gal4p

の activation domain (AD) に融合した preyに相互作用があるときは、Gal4pの DNA-BD

と AD が転写因子として機能し、レポーター遺伝子を活性化する (Fig. 2-1B)。Gal4p

に応答するレポーター遺伝子として、本研究では栄養要求性の HIS3 と ADE2 を使用

した。 

まず、YTHスクリーニングを行うため、A. oryzae の cDNAライブラリーを発現す

る S. cerevisiae株を作製した。A. oryzaeの cDNAライブラリーは、野生株である RIB40

株を最少培地の CD液体培地で 24時間培養した菌体から抽出したトータル RNAを使

用して作製した。培養には、完全培地である DPY 培地と最少培地である CD 培地の

選択肢が考えられた。CD培地を選択した理由には 2点挙げられる。1点目は、CD培

地は DPY培地に比べて、24時間液体培養した際に、ある程度の量まで発現する遺伝

子の種類が多い点である。もう 1点は、DPY培地ではアミラーゼなどのある特定の遺

伝子の発現量が極めて多くなるのに対し、CD培地では DPY培地に比べて遺伝子間の

発現量にばらつきが少ない点である (Kimura et al., 2008)。作製した cDNAライブラリ

ーには、両端に相同組換え用の配列が付加されている。同様の配列を持ち LEU2 マー

カーを有するベクターの pGADT7-Recと cDNAライブラリーを S. cerevisiae AH109株

に形質転換した。こうして作製した YTHスクリーニング用の S. cerevisiae cDNAライ

ブラリー株の独立コロニー数は、約 1×105 であった (以下、タイターと呼ぶ)。この

値は、A. oryzaeの持つ遺伝子数約 1.2×104のおよそ 10倍弱であった。 

次に、YTH スクリーニングの bait 用の株を作製した。TRP1 マーカーを有する

pGBKT7ベクターに全長のAoabp1の cDNAを導入したプラスミドを S. cerevisiae Y187

株に形質転換した。その後、SD/－Trp (tryptophan) プレートで選択し、YTHスクリー

ニング bait用の株を取得した。ネガティブコントロール用の株として、pGBKT7ベク

ターを形質転換した株を取得した。Bait用株が SD/－Trp/－His (histidine) および SD/

－Trp/－Ade (adenine) プレートで生育しないことを確認し、bait のみで HIS3、ADE2

レポーターが活性化しないことを確認した (data not shown)。 
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YTH スクリーニングとして、AoAbp1 を発現する bait 株 (MATα) と A. oryzae の

cDNA ライブラリーを発現する prey 株 (MATa) のメイティングを行い、bait および

preyを共に発現する 2 倍体をスクリーニング用の SD/－Leu (leucine) /－Trp/－His/－

Adeプレートで選択した。レポーターの ADE2 の発現量が低いとコロニーは赤色を呈

する。そのため、白くて大きなコロニーのクローンは、レポーターの発現量が高く bait

と prey の相互作用が強いと考えられる。2 回のスクリーニングによって、合計 2.2×

10
6のコロニーをスクリーニングし、その内コロニーの大きなものから 42のコロニー

を植え継いだ。それらのクローンから、コロニーPCRによって cDNAインサートのダ

イレクトシークエンスを行い、DOGAN (http://www.bio.nite.go.jp/dogan/Top) および酒

類総合研究所 (http://nribf2.nrib.go.jp/) のA. oryzaeゲノムデータベースを用いて cDNA

インサートの配列解析を行った。その結果、16の独立した ORFを見出した (Table 2-1, 

2-2)。 

 

2-2  AoAbp1とととと相互作用相互作用相互作用相互作用するするするするタンパクタンパクタンパクタンパク質質質質ををををコードコードコードコードするするするする遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの同定同定同定同定 

YTHスクリーニングにより見出された16の独立したORFの一部を含むpreyの内、

DOGANおよび酒類総合研究所のA. oryzaeゲノムデータベースのアノテーション情報

を基に、細胞内輸送に関連があるかもしくは機能未知遺伝子の一部である 7つの prey

について、YTHによる再現性確認を行った (Table 2-3, Fig. 2-3)。その結果、Prey2、

Prey10、Prey11、Prey12、Prey13 はポジティブクローンとして再現性が確認された 

(Prey2の結果は Fig. 2-5を参照) 。一方、Prey14は再現性が得られず、Prey15は偽陽

性のクローンであると判断した。以上から、再現性の確認された 5つのクローンが得

られた。この内の 2 つ、Prey10 と Prey11 は、同一遺伝子の一部であったことから、

YTHスクリーニングの結果、AoAbp1と相互作用するタンパク質をコードする遺伝子

を最終的に 4つ見出した。それら 4つの遺伝子は全て A. oryzaeにおいてこれまでに機

能解析の報告が無く、遺伝子名が付けられていなかった。そこで、本研究においてそ

れ ら の 遺 伝 子 を aipA    (AO090003000368) 、 aipB (AO090005000576) 、 aipC 

(AO090023000527)、aipD (AO090005001020) (AoAbp1 interacting protein) と名付けた。

aipA に関しては、次項 2-3にて記述する。 

aipB は、1,261アミノ酸残基から構成される myosin class I heavy chainをコードする

と推測される。AipB の S. cerevisiaeにおけるホモログはMyo3p/Myo5pであり、それ
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ぞれ AipBと 52%、55%の相同性を示す (Myo3pと Myo5p同士は 75%)。また、AipB

はA. nidulansにおけるホモログであるMyoAとは 86%の相同性を示す。Myo3p/Myo5p、

MyoA はエンドサイトーシスにおいて機能することが示唆されている (Geli and 

Riezman 1996; Yamashita and May 1998)。モチーフ検索によると、AipBは、myosin head 

(motor) ドメイン、myosin tailドメイン、SH3ドメインを有する。このことから、AipB

は SH3ドメインを介して、AoAbp1のプロリンリッチドメインと相互作用するのかも

しれない。S. cerevisiae においては、Abp1pと Myo3p/Myo5pとの相互作用は YTH解

析で報告されていない。 

aipCは、S. cerevisiaeの APP1 (actin patch protein) の翻訳産物と 20%の相同性を示し、

586アミノ酸残基から構成されるタンパク質をコードすると予想される。AipC、App1p

はともに既知のドメインを持たない。App1p の機能はわかっていないが、Abp1p、

Rvs161p、Rvs167pと相互作用することが YTH解析により報告されており、アクチン

フィラメントの形成に関与していると推測されている。 

aipD は、339アミノ酸残基から構成されるタンパク質をコードすると予想される機

能未知遺伝子である。BLAST検索の結果、他の Aspergillus 属糸状菌では、A. niger と

e
-81、A. nidulans と 2e

-71、A. fumigatus と 5e
-44と比較的高い相同性を示す遺伝子が一つ

ずつ存在していた。一方、同じ糸状菌でも N. crassa とは 2e
-6、M. grisea とは 0.005と、

高い相同性を示す遺伝子は存在しなかった。また、S. cerevisiaeでは LAS17 と e
-12とい

う低い相同性を示した。Las17p は、枝分かれしたアクチンフィラメントを核化する

Arp2/3タンパク質複合体を活性化するヒトWASPのホモログであり、633アミノ酸残

基から構成される。Las17pで BLAST検索を行うと、aipD とは異なる、WASPをコー

ドするとアノテーションされたAO090120000140の翻訳産物が4e
-43の相同性で見出さ

れた。他の Aspergillus 属糸状菌においても同様の相同性を有したホモログが一つずつ

存在することが分かった。以上から、aipD は LAS17 のホモログとしてではなく、

Aspergillus 属糸状菌に特徴的なタンパク質をコードすると考えられる。モチーフ検索

の結果、AipD は、SH3 ドメインと相互作用するプロリンリッチ領域を持つ (121-338

アミノ酸残基) ことから、この領域と AoAbp1の SH3ドメインとが相互作用する可能

性が考えられる。 
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2-3    エンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシス関連因子関連因子関連因子関連因子としてのとしてのとしてのとしての AAA ATPase様様様様タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質ををををコードコードコードコードするするするする

遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの同定同定同定同定 

Prey2のアミノ酸配列をモチーフ検索すると、AAA (ATPases associated with diverse 

cellular activities) ATPaseドメインが見つかった (Fig. 2-4)。この AAA ATPaseドメイン

と推定された領域の一部はイントロンから翻訳されたものであったが、prey2は AAA 

ATPase をコードすると予想される遺伝子 aipA の翻訳産物 AipA の一部であることが

分かった (Fig. 2-4)。AAA ATPaseはその名の通り、細胞内のさまざまな部位において

機能する ATPase であり、これまでにタンパク質複合体の解離やタンパク質の分解に

おいて機能するものが報告されている (White and Lauring, 2007)。Prey2 を用いて、

AoAbp1の全長および各断片を baitとした YTH解析を行った (Fig. 2-5)。その結果、

prey2は AoAbp1の全長と相互作用することが確認された。さらに、prey2が AoAbp1

の 2つの SH3ドメインそれぞれと相互作用することが示された。このことから、AipA

がエンドサイトーシス関連因子であることが示唆された。以降の aipA に関する詳細

な解析は第 3章にて記述する。 
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考察考察考察考察 

 

 本章の研究により、A. oryzaeでは初めてとなる YTHスクリーニングの実験系が構

築された。今後、YTHの実験系は A. oryzaeでのタンパク質の相互作用を切り口とし

た有用な解析ツールの一つになると思われる。本研究では、糸状菌におけるエンドサ

イトーシスの新規因子を探索する目的で、エンドサイトーシス関連因子の AoAbp1全

長を baitとし、A. oryzaeの cDNAライブラリーを preyにした YTHスクリーニングを

行った。その結果 4つの遺伝子を見出し、aipA～D (AoAbp1 interacting protein) と命名

した。 

YTHスクリーニングにおいて重要な点として、baitの選定、ライブラリーの質、ス

クリーニング方法が挙げられる。まず 1点目の baitの選定に関してであるが、本研究

では AoAbp1の全長を baitに使用した。YTHスクリーニングの際には、タンパク質の

全長が大きい際は全長を使用せず、相互作用に関連する特定のドメインや領域がわか

っている場合には、それらを baitに使用することで効率的に目的とするタンパク質を

探索する手法がある。AoAbp1 の場合、一般的にタンパク質間相互作用に関わるプロ

リンリッチ領域や 2つの SH3ドメインを baitに使用することが考えられた。しかし、

2つの SH3ドメインを baitに使用した場合は、prey非依存的にそれ自体でレポーター

を活性化してしまったため、スクリーニングには使用できなかった (Fig. 2-5)。また、

ある程度相互作用する因子が存在すると考えられるタンパク質を bait に用いないと、

偽陽性ばかり釣れてしまう可能性がある。こうした問題は、後で述べるスクリーニン

グ方法との兼ね合いで解決できる場合もある。2点目の、今回作製し使用したライブ

ラリーの質に関して、A. oryzaeの cDNAはトータル RNAを用いて調製し、その際に

はキット (QIAGEN) を使用した。添付のマニュアルによると、抽出したトータルRNA

にゲノム DNAが 5%程度コンタミする可能性があると書かれている。そのため、トー

タル RNA を DNase 処理することも考えられたが、処理中に RNA が失われる可能性

があるため、今回は DNase処理を行わなかった。以上から、今回使用したライブラリ

ーは、純粋な cDNA ライブラリーとは言えず、実際に、AipA の一部であった Prey2

タンパク質はイントロンを含む領域からの翻訳産物であった。しかし、再現性確認を

行うことで偽陽性であるかそうでないかは判断でき、Prey2 はポジティブクローンで

あることが確認された。結論として、今回使用した cDNAライブラリーは、スクリー
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ニングを行うのに充分な品質であったと言えるだろう。最後に、スクリーニング方法

に関してであるが、今回は HIS3 と ADE2 の 2 種類の栄養要求性のレポーターを用い

た。HIS3 レポーターは発現量が低くても生育可能であることから、HIS3 レポーター

のみを用いた場合、baitと preyの相互作用が比較的弱い場合でも検出できる。しかし、

偽陽性も多くなるので、通常 HIS3 レポーターのみによる YTH解析には、His3pの競

合阻害剤である 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole) を添加してバックグラウンドを抑えて使

用する。一方、ADE2 レポーターは、発現量が低いとコロニーは成育できず、また赤

色を呈することから、比較的 baitと preyの相互作用が強い場合に用いられる。今回は

スクリーニングおよびその後の解析において、HIS3 と ADE2 レポーターを併用するこ

とで偽陽性をなるべく減らし、また、baitである AoAbp1と比較的相互作用が強いと

考えられる preyに関して解析を行った。 

 Saccharomyces genome database (SGD) では YTH解析により、Abp1pと 20のタンパ

ク質が相互作用すると報告されている (Table 2-4)。それらのタンパク質の多くは、ア

クチン細胞骨格の組織化やエンドサイトーシスに関連した機能を有する。今回 A. 

oryzaeでは、AoAbp1と相互作用する 4つのタンパク質を見出した。その内、AipCは

App1pのホモログであり、App1pは Abp1pと YTHで相互作用することが報告されて

いる。一方、AipC以外の Aipタンパク質の S. cerevisiaeにおけるホモログは、Abp1p

と相互作用するとは報告されていない。AoAbp1は Abp1pより SH3ドメインを 1つ多

く有し、さらに全長でも大きいことから、単純に Abp1pよりも多くの因子と相互作用

することも考えられる。逆に、S. cerevisiae で Abp1pと相互作用すると報告されてい

るタンパク質の A. oryzaeにおけるホモログのほとんどは、今回のスクリーニングでは

見出されなかった。当然、Abp1pと AoAbp1で対応するホモログ全てと相互作用する

とは限らないが、AipC のように相互作用するものも中にはあるだろう。この点に関

しては、スクリーニング方法の違いが一因であると考えられえる。今回は HIS3 と

ADE2 レポーターの両方を使用し、AoAbp1 と相互作用が強いと予想されるもののみ

を解析したために、多くの因子が見つからなかったと考えられる。ADE2 レポーター

を使用せず、HIS3 レポーターのみを使用する等、スクリーニング方法を変更するこ

とで、AoAbp1 と比較的弱い相互作用相手を見つけられる可能性がある。しかし、繰

り返しになるが、弱い相互作用を検出できる代わりに、偽陽性の数も当然増えるので

作業としては大変なものになるだろう。さらに、ライブラリーの質と検定数もスクリ
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ーニング結果の主要な要因であることは言うまでもない。今回のスクリーニングでは、

A. oryzae の遺伝子数約 1.2×104に対し、cDNAライブラリーのタイター数は 1×105、

検定数は 2.2×106であった。今回の cDNAの調製に用いたトータル RNA内で発現量

の低い遺伝子はライブラリーに反映されないため、cDNAライブラリーのタイター自

体が充分ではなかった可能性も考えられる。しかし、この cDNAライブラリーを用い

てのスクリーニング検定数は、タイターの 22倍と充分であった。以上から、AoAbp1

と相互作用する因子をさらにスクリーニングする場合は、より高いタイターの cDNA

ライブラリーを用いることが良策である。S. cerevisiaeの YTHデータは、複数のスク

リーニングや研究結果をまとめたものなので、AoAbp1との相互作用相手に関しては、

今回明らかになったもの以外に他にも存在する可能性が高いだろう。 

今回の YTHスクリーニングで、AoAbp1は少なくとも 4つのタンパク質と相互作用

することが示唆された。S. cerevisiaeの Abp1pが、YTH解析以外の方法で報告されて

いるものを含めて、40 ものタンパク質と物理的に相互作用することを考慮すると、

AoAbp1 もそれと同等かそれ以上のタンパク質と相互作用する可能性がある。エンド

サイトーシス関連因子の中で、S. cerevisiae において特に解析の行われているタンパ

ク質間での相互作用およびそれらのタンパク質と機能的に対応すると考えられる A. 

oryzaeのタンパク質間相互作用を Fig. 2-6にまとめた。今回の結果から、A. oryzae と

S. cerevisiae ではエンドサイトーシス関連因子において AoAbp1を中心にして異なる

タンパク質間相互作用が存在する可能性が考えられた。AoAbp1 が菌糸先端部に主に

局在し、エンドサイトーシスにおけるアクチンパッチ形成に関与しているとするなら

ば、AoAbp1と相互作用し今回同定された 4つの Aipタンパク質もそれと近いところ

で機能すると予想される。 
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SH3 SH3
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Fig. 2-1 YTHスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングのののの実験系実験系実験系実験系

A

B

(A) YTHスクリーニングに用いたAoAbp1とS. cerevisiae Abp1pの一次構造の比較。 AoAbp1は、
Abp1pに比べC末端領域が200アミノ酸残基程長く、タンパク質間の相互作用に関わるSH3ドメイン
を1つ多く持つ。こうした特徴から、AoAbp1において、Abp1pでは見られないタンパク質間相互作用
が見つかる可能性が考えられた。
(B) 本研究で用いたYTHスクリーニングの実験系。Baitには、全長のAoAbp1を、preyにはA. oryzae
のcDNAライブラリーを用いた。レポーターには、HIS3、ADE2の2種類の栄養要求性遺伝子を用いた。
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BaitおよびおよびおよびおよびcDNAライブラリーライブラリーライブラリーライブラリー発現株発現株発現株発現株ののののメイティングメイティングメイティングメイティング

－－－－His/－－－－Adeプレートプレートプレートプレートからからからからクローンクローンクローンクローンをををを選択選択選択選択

コロニーコロニーコロニーコロニーPCRによりによりによりにより、、、、cDNAインサートインサートインサートインサートののののダイレクトシークエンスダイレクトシークエンスダイレクトシークエンスダイレクトシークエンス

cDNAクローンクローンクローンクローンのののの選択選択選択選択とととと再形質転換再形質転換再形質転換再形質転換

Fig. 2-2 YTHスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングのののの流流流流れれれれ

Baitのののの有無有無有無有無でのでのでのでのYTH解析解析解析解析

・・・・in vitroおよびおよびおよびおよびin vivoでのでのでのでのbaitととととpreyのののの相互作用解析相互作用解析相互作用解析相互作用解析
・・・・Prey遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの機能解析機能解析機能解析機能解析

Bait発現株発現株発現株発現株のののの作製作製作製作製 cDNAライブラリーライブラリーライブラリーライブラリー発現株発現株発現株発現株のののの作製作製作製作製
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Table 2-1  YTHスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングのののの結果結果結果結果－－－－1

A. oryzae cDNAライブラリーライブラリーライブラリーライブラリーののののタイタータイタータイタータイター

スクリーニングコロニースクリーニングコロニースクリーニングコロニースクリーニングコロニー数数数数

cDNAインサートインサートインサートインサートののののシークエンスシークエンスシークエンスシークエンス数数数数

独立独立独立独立したしたしたしたORFのののの数数数数

再現性再現性再現性再現性がががが確認確認確認確認されたされたされたされたクローンクローンクローンクローン数数数数

1××××105

2.2××××106

42

16

5
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1 7 011 864110-862886 AO090011000338 60S ribosomal protein L7

2 7 011 864110-862886 AO090011000338 60S ribosomal protein L7

3 8 010 929275-930205

4 1 005 2724179-2726361 AO090005001020 predicted protein

5 7 206 339052-339401 AO090206r00003 28S rRNA

6 2 003 28621-28511

7 (Prey2) 2 003 985814-987955 AO090003000368 AAA+-type ATPase

8 2 003 28621-28511

9 2 003 985814-986104* AO090003000368 AAA+-type ATPase

10 (Prey2) 2 003 985814-987955 AO090003000368 AAA+-type ATPase

11 6 038 880038-881928 AO090038000337 putative α-1,2-mannosidase

12 2 001 876095-877166

13 2 001 1421532-1419149 AO090001000544 -glucosidase- related glycosidases

AO090001000543 permeases of the major facilitator superfamily

14 47Q_0173 13093-13366

15 2 003 437164-437856

16 2 003 1020407-1021918

17 47Q_0173 13093-14042

18 2 003 808949-807907 AO090003000299 DNA helicase

19 2 003 437563-437856*

20 3 023 90753-90112

21 7 011 1644988-1645368

22 2 003 3458352-3458111

23 7 011 1644988-1645368

24 7 011 679135-679447

25 1 009 593878-594125 AO090009000219 isocitrate lyase

26 8 010 590976-590074 AO090010000223 40S ribosomal protein S2/30S ribosomal protein S5

27 1 005 3598253-3598188

28 2 003 3458352-3458111

29 2 001 1548289-1547903 AO090001000590 dehydrogenase

30 7 rDNA-te13

31 (Prey10) 3 023 1384347-1385151 AO090023000527 predicted protein

32 2 001 214326-213024 AO090001000097 nucleoside phosphorylase

33 (Prey11) 3 023 1384758-1385158 AO090023000527 predicted protein

34 (Prey12) 1 005 1502520-1503475 AO090005000576 myosin class I heavy chain

35 (Prey12) 1 005 1502520-1503475 AO090005000576 myosin class I heavy chain

36 (Prey13) 1 005 2724431-2726701 AO090005001020 predicted protein

37 (Prey10) 3 023 1384347-1385151 AO090023000527 predicted protein

38 7 011 864110-862884 AO090011000338 60S ribosomal protein L7

39 2 003 3608069-3608864

40 3 026 52583-53060 AO090026000016 predicted protein (dehydrogenase)

41 (Prey14) 7 011 1646054-1647031 AO090011000638 chaperone mortalin HSP70 superfamily localized in mitochondria

42 (Prey15) 8 103 644116-642272 AO090103000244 predicted protein

Table 2-2 YTHスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングのののの結果結果結果結果－－－－2

Clone
Chromo

-some

Super

Contig
Locus

β

Gene ID Annotation

*cDNAインサートを片側からのみ確認。42のクローンから16の独立したORFが見出された。

6
2



Super 

Contig
Prey 

Chromo

-some
Locus Description

2

10

11

12

13

14

15

003

023

023

005

005

011

103

2

3

3

1

3

7

8

985814-987955

1384347-1385151

1384758-1385158

1502520-1503475

2724431-2726701

1646052-1647035

644116-642272

AO090005001020

predicted protein

(AipD)

AO090003000368

AAA+-type ATPase

(AipA)

AO090023000527

predicted protein

(AipC)

AO090103000244

predicted protein

AO090005000576

myosin class I 

heavy chain (AipB)

AO090023000527

predicted protein

(AipC)

AO090011000638

chaperone mortalin

HSP70 superfamily

Table 2-3  YTHスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングのののの結果結果結果結果－－－－3

AoAbp1をbaitにしたYTHスクリーニングによって見出された16の独立するORFから、細胞内輸送
に関連すると考えられるものや機能未知のタンパク質をコードすると予想される遺伝子の一部である
上記の7つのpreyの再現性確認を行った (Fig. 2-3、2-5を参照)。Locusは、preyのcDNAインサート
をシークエンスして読まれた領域。遺伝子領域およびアノテーションは、DOGANデータベース
(http://www.bio.nite.go.jp/dogan/Top)および酒類総合研究所データベース
(http://nribf2.nrib.go.jp/) に基づく。
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Fig. 2-3  YTHスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングのののの再現性確認再現性確認再現性確認再現性確認

-His/-Ade

+His/+Ade

－－－－AoAbp1

/Prey10

+ AoAbp1

/Prey10
－－－－AoAbp1

/Prey11

+ AoAbp1

/Prey11

-His/-Ade

+His/+Ade

－－－－AoAbp1

/Prey12

+ AoAbp1

/Prey12
－－－－AoAbp1

/Prey13

+ AoAbp1

/Prey13

－－－－AoAbp1

/Prey15

+ AoAbp1

/Prey15

－－－－AoAbp1

/Prey14

+ AoAbp1

/Prey14

Prey2, Prey10, Prey11, Prey12, Prey13がポジティブクローンとして再現性が確認された
(Prey2の結果はFig. 2-5を参照) 。Prey14は再現性が得られず、Prey15は偽陽性のクローン
であると判断した。

-His/-Ade

+His/+Ade
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CC AAA
Vps4

C

AipA

(784 aa)

Prey2

(717 aa)
AAACC

Fig. 2-4  AipA (AoAbp1 interacting protein) のののの一次構造一次構造一次構造一次構造

Prey2においてAAA ATPaseドメインと推定された領域の一部である22アミノ酸残基は、
イントロンから翻訳されたものであり、それによるフレームのずれは無かったことが分かった。
そこで、prey2と相同性を示すタンパク質をコードする遺伝子を1つ見出し、これをaipA
(AoAbp1 interacting protein) と名付けた。
CC, Coiled-Coil; AAA, ATPase family associated with various cellular activities;

Vps4 C, Vps4 C-terminal oligomerization domain

63-97

63-97

531 731
751-780

531 753

Intron

713-734

47 763

1 784
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Bait protein

PR

Cofilin

/ADF
SH3

-1

SH3

-2

SH3

-1

SH3

-2

PR

SH3

-1

SH3

-2

Cofilin

/ADF
PR

Cofilin

/ADF

AoAbp1

(788 aa)

AoAbp1 PR

(39 aa)

AoAbp1 SH3

(150 aa)

AoAbp1 SH3-1

(56 aa)

AoAbp1 SH3-2

(55 aa)

AoAbp1 ls

(567 aa)

AoAbp1 lps

(528 aa)

Control

Control Prey2 Control Prey2

+His/+Ade -His/-Ade

Fig. 2-5  AoAbp1ととととPrey2とのとのとのとのYTH解析解析解析解析

Prey2はAoAbp1全長と相互作用した。さらに、prey2は、AoAbp1のそれぞれのSH3ドメインと
相互作用し、proline-rich領域を含むその他の領域とは相互作用しないことが明らかとなった。
AoAbp1の2つのSH3ドメインをbaitに用いると、prey2非依存的にレポーターが活性化されたため、
今後の実験には使用しなかった。
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Table 2-4  YTH解析解析解析解析によりによりによりによりAbp1pとととと相互作用相互作用相互作用相互作用することがすることがすることがすることが報告報告報告報告されているされているされているされている20ののののタンパクタンパクタンパクタンパク質質質質

Cla4p

Rvs167p

Hua2p

Ark1p

Inp52p

App1p

Prk1p

Srv2p

Cdc42p activated signal transducing kinase of the PAK (p21-activated kinase) family, involved in septin ring assembly and cytokinesis; directly phosphorylates septins Cdc3p and 

Cdc10p; other yeast PAK family members are Ste20p and Skm1p.

Actin-associated protein, subunit of a complex (Rvs161p-Rvs167p) involved in regulation of actin cytoskeleton, endocytosis, and viability following starvation or osmotic stress; 

homolog of mammalian amphiphysin.

Cytoplasmic protein of unknown function; computational analysis of large-scale protein-protein interaction data suggests a possible role in actin patch assembly.

Serine/threonine protein kinase involved in regulation of the cortical actin cytoskeleton; involved in control of endocytosis.

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 5-phosphatase, synaptojanin-like protein with an N-terminal Sac1 domain, plays a role in endocytosis; hyperosmotic stress causes translocation 

to actin patches.

Protein of unknown function, interacts with Rvs161p and Rvs167p; computational analysis of protein-protein interactions in large-scale studies suggests a possible role in actin

filament organization.

Protein serine/threonine kinase; regulates the organization and function of the actin cytoskeleton through the phosphorylation of the Pan1p-Sla1p-End3p protein complex.

CAP (cyclase-associated protein) subunit of adenylyl cyclase complex; N-terminus binds adenylyl cyclase and facilitates activation by RAS; C-terminus binds ADP-actin monomers, 

facilitating regulation of actin dynamics and cell morphogenesis.

Protein Description

SGD (Saccharomyces genome database) のデータを基に作成した。

Ysc84p Protein involved in the organization of the actin cytoskeleton; contains SH3 domain similar to Rvs167p.

Pdr3p Transcriptional activator of the pleiotropic drug resistance network, regulates expression of ATP-binding cassette (ABC) transporters through binding to cis-acting sites known as 

PDREs (PDR responsive elements).

Mth1p Negative regulator of the glucose-sensing signal transduction pathway, required for repression of transcription by Rgt1p; interacts with Rgt1p and the Snf3p and Rgt2p glucose sensors; 

phosphorylated by Yck1p, triggering Mth1p degradation.

Rpo31p RNA polymerase III subunit C160, part of core enzyme; similar to bacterial beta-prime subunit.

Hsl7p Protein arginine N-methyltransferase that exhibits septin and Hsl1p-dependent bud neck localization and periodic Hsl1p-dependent phosphorylation; required along with Hsl1p for bud 

neck recruitment, phosphorylation, and degradation of Swe1p.

Std1p Protein involved in control of glucose-regulated gene expression; interacts with protein kinase Snf1p, glucose sensors Snf3p and Rgt2p, and TATA-binding protein Spt15p; acts as a 

regulator of the transcription factor Rgt1p.

Lsb3p Protein containing a C-terminal SH3 domain; binds Las17p, which is a homolog of human Wiskott-Aldrich Syndrome protein involved in actin patch assembly and actin polymerization.

Ycr099cp Putative protein of unknown function.

Chl1p Conserved nuclear protein required to establish sister-chromatid pairing during S-phase, probable DNA helicase with similarity to human BACH1, which associates with tumor suppressor

BRCA1; associates with acetyltransferase Ctf7p.

Rsc3p Component of the RSC chromatin remodeling complex; essential gene required for maintenance of proper ploidy and regulation of ribosomal protein genes and the cell wall/stress 

response; highly similar to Rsc30p.

Hal9p Putative transcription factor containing a zinc finger; overexpression increases salt tolerance through increased expression of the ENA1 (Na+/Li+ extrusion pump) gene while gene 

disruption decreases both salt tolerance and ENA1 expression.

Bem3p Rho GTPase activating protein (RhoGAP) involved in control of the cytoskeleton organization; targets the essential Rho-GTPase Cdc42p, which controls establishment and maintenance 

of cell polarity, including bud-site assembly.
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Fig. 2-6 A. oryzaeととととS. cerevisiaeにおけるにおけるにおけるにおけるエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシスエンドサイトーシス
関連関連関連関連タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの相互作用相互作用相互作用相互作用

YTH
Protein 

interaction

Genetic 

interaction

A. oryzae S. cerevisiae

AoRvs167

AipA

AoAbp1AipB

AoEnd4

AipC

AipD

Myo3p
Abp1p

End4p

App1p

Yta6pSap1p

AoPil1 Pil1p

Rvs167p

Lsp1p

Vps4pAoVps4

Myo5p

Co-localization

68

A. oryzaeとS. cerevisiaeでホモログの関係にあるタンパク質同士を同色で示した。
A. oryzaeとS. cerevisiaeではエンドサイトーシス関連因子においてAoAbp1を中心
にして異なるタンパク質間相互作用が存在する可能性が考えられた。AoAbp1が菌糸
先端部に主に局在し、エンドサイトーシスにおけるアクチンパッチ形成に関与している
とするならば、AoAbp1と相互作用し今回同定された4つのAipタンパク質もそれと近い
ところで機能すると予想される。
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Fig. 3-8 aipA破壊株破壊株破壊株破壊株のののの作製作製作製作製とそのとそのとそのとその生育比較生育比較生育比較生育比較
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(A) サザン解析により3つの独立したaipA破壊株の取得を確認した。
(B) 各株約102個/10 µLの分生子をさまざまなプレート上で30℃、4日もしくは5日間培養し比較した。
コントロール株に比べて、∆aipA株において顕著な生育阻害は見られなかった。
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Fig.  3-9 aipA高発現株高発現株高発現株高発現株のののの作製作製作製作製とそのとそのとそのとその生育比較生育比較生育比較生育比較
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PamyB

aipA

PamyB

3xHA

-aipA

PamyB

6xmyc

-aipA

(A) niaD遺伝子座にaipAをPamyB下で高発現する株のサザン解析による確認。模式図ではタグ無し
のコンストラクトを示すが、 AipAのN末端に3×HAもしくは6×Mycタグを融合して発現する株も作製
した。サザン解析のメンブレン写真において、丸印を付したレーンの株を以降の実験に使用した。コン
トロール株は、親株にniaDマーカーのみを導入した株。(B)、(C) 約102個/10 µLの分生子を、PamyB
の高発現誘導用のCDm-mal最少培地上で、30℃にて5日間培養した。aipAおよび6×myc-aipAを
高発現する株では生育阻害が見られた。しかし、3×HA-aipAを高発現する株では生育阻害が見ら
れず、3×HA-AipAが機能的でないことが示唆された (B)。AAA ATPaseドメインに変異を導入した
aipAK542AおよびaipAE596Qを高発現する株では生育阻害が見られず、 AipAK542AとAipAE596Qが機能
的でないことが示唆された (C)。
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AipA  531 GMLLFGPPGTGKTMLARAVATESKSTFFSVSASTLTSKWHGESEKLVRALFGLAKALAPS

Sap1p 640 GMLLFGPPGTGKTMLARAVATESHSTFFSISASSLTSKYLGESEKLVRALFAIAKKLSPS

Yta6p 506 GMLLFGPPGTGKTMIAKAVATESNSTFFSVSASSLLSKYLGESEKLVRALFYMAKKLSPS

Vps4p 168 GILLYGPPGTGKSYLAKAVATEANSTFFSVSSSDLVSKWMGESEKLVKQLFAMARENKPS

*:**:*******: :*:*****::*****:*:* * **: *******: ** :*:   **

AipA  591 IIFVDEIDSLLSARSSGTENEASRRSKTEFLIQWSDLQRAAAGRESP----RDKKAGGDP

Sap1p 700 IIFVDEIDSIMGSRNNENENESSRRIKNEFLVQWSSLSSAAAGSNKSNTNNSDTNGDEDD

Yta6p 566 IIFIDEIDSMLTARSD-NENESSRRIKTELLIQWSSLSSATAQ--------SEDRNNTLD

Vps4p 228 IIFIDEVDALTGTRGE-GESEASRRIKTELLVQMNGVG-------------------NDS

***:**:*::  :*..  *.*:*** *.*:*:* ..:                       

AipA  647 SRVLVLAATNMPWDIDEAARRRFVRRQYIPLPEHHVREKQLRTLLSHQVHDLTDQDIDAL

Sap1p 760 TRVLVLAATNLPWSIDEAARRRFVRRQYIPLPEDQTRHVQFKKLLSHQKHTLTESDFDEL

Yta6p 617 SRVLVLGATNLPWAIDDAARRRFSRKLYIPLPDYETRLYHLKRLMAKQKNSLQDLDYELI

Vps4p 268 QGVLVLGATNIPWQLDSAIRRRFERRIYIPLPDLAARTTMFEINVGDTPCVLTKEDYRTL

****.***:** :*.* **** *: *****:  .*   :.  :..    * . *   :

AipA  707 VQLTDGIVGSDITALAKDAAMGPLR 731

Sap1p 820 VKITEGYSGSDITSLAKDAAMGPLR 844

Yta6p 677 TEMTEGFSGSDLTSLAKEAAMEPIR 701

Vps4p 328 GAMTEGYSGSDIAVVVKDALMQPIR 352

:*:*  ***:: :.*:* * *:*

Fig. 3-10  AAA ATPaseドメインドメインドメインドメインのののの比較比較比較比較

AipAとS. cerevisiaeにおけるホモログSap1pおよびYta6p、さらにAAA ATPaseファミリータンパク
質で解析の進んでいるVps4pのAAA ATPaseドメインのアライメントを示す。4種のタンパク質にお
けるAAA ATPaseドメインは、よく保存されている。Vps4pのK179AおよびE233Q変異株では、
ATPase活性に欠損があると報告されている。Vps4pK179AはATPに結合できず、ATPase活性を示
さない。 Vps4pのK179 (緑) およびE233 (青) は、AipA、Sap1p、Yta6pの対応するアミノ酸残基
でも保存されている。VPS4の温度感受性変異株では、M307T、L327Sの2箇所が変異している
(橙) 。しかし、AipA、Sap1p、Yta6pにおけるVps4pのM307、L327に対応するアミノ酸残基は保存
されていない。
SRH; secondary region of homology
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DIC

Fig. 3-11 aipA高発現株高発現株高発現株高発現株におけるにおけるにおけるにおけるFM4-64染色染色染色染色

FM4-64 DIC FM4-64 DIC FM4-64

NSRku70-1-1AN

(Control)

PaaA1

(PamyB-aipA)

分生子をCDm-mal液体培地に植菌して30℃で25時間培養し、FM4-64染色を行い、
室温で1時間静置した後、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。コントロール株、aipA
高発現株、6×myc-aipA高発現株においてFM4-64の取り込みに差は見られなかった。
スケールバーは5 µm。

PaMaA1

(PamyB

-6××××myc-aipA)
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Fig. 3-12 aipA高発現株高発現株高発現株高発現株におけるにおけるにおけるにおけるFM4-64染色染色染色染色によるによるによるによる

経時的解析経時的解析経時的解析経時的解析

分生子をCDm-mal液体培地に植菌して30℃で18時間培養し、FM4-64染色を行った後、
共焦点レーザー顕微鏡で観察した。
(A) 菌糸先端部での経時的なFM4-64の取り込みとSpitzenkörper (Spk) 可視化のモデル図。
(B) Spkの見られた菌糸の割合を各時間ごとに測定した。*; p＜0.05、**; p＜0.01。
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Fig. 3-13  Aoabp1遺伝子座遺伝子座遺伝子座遺伝子座ででででAoabp1-3××××HAおよびおよびおよびおよびAoabp1-egfp
をををを発現発現発現発現するするするする株株株株ののののサザンサザンサザンサザン解析解析解析解析とそれらのとそれらのとそれらのとそれらの株株株株のののの生育比較生育比較生育比較生育比較

WT、aipA破壊、aipA高発現の背景で、Aoabp1-3×HAおよびAoabp1-egfpを発現する株を取得した。
(A) Aoabp1遺伝子座へのAoabp1-3×HA発現用DNAカセット導入の模式図とサザン解析の結果。
(B) Aoabp1遺伝子座へのAoabp1-egfp発現用DNAカセット導入の模式図とサザン解析の結果。
(C) 各株約102個/10 µLの分生子をM培地上で30℃、4日間培養し生育比較した。WTの背景の
Aoabp1-3×HAおよびAoabp1-egfp発現株は、コントロール株と同様の生育を示した。

Aoabp1-3××××HA

A
o
ab
p
1-

3××××
H
A

P
am
yB
 6

××××

m
yc
-a
ip
A

AosC

AosC

A

probe

2.1 kb

WT
Aoabp1

Xho I Xho I

6.1 kb

Aoabp1

Xho I Xho I

TamyBegfp

Aoabp1-egfp

AosC

AosC

A
o
ab
p
1-
eg
fp

∆∆∆∆
ai
p
A

-1

A
o
ab
p
1-
eg
fp

W
T A
o
ab
p
1-
eg
fp

P
am
yB
 6

××××

m
yc
-a
ip
A

A
o
ab
p
1-
eg
fp

∆∆∆∆
ai
p
A

-2

B

Control

Aoabp1

-egfp
Aoabp1

-3××××HA

C

2.1 kb

5.5 kb

2.1 kb

6.1 kb

94



A
ip
A

V
ps

4p

175

80

58

46

30

kDa

Fig. 3-14 組換組換組換組換ええええAipAととととVps4pのののの精製精製精製精製

GST-AipAもしくはGST-Vps4pを含む大腸菌溶解液を、PreScission Protease
を用いたglutathione sepharoseカラム内消化に供し、AipAとVps4pを精製した。
AipAとVps4pの予想分子量は、それぞれ85.0 kDaと48.2 kDa。SDS-PAGE後
のクマシー染色の結果、AipAはほぼ予想分子量のサイズにバンドが検出された。
一方、Vps4pは、若干大きめのサイズに検出されたが、この結果は以前報告され
たものと同様の結果であった (Babst et al., 1997)。
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(A) WTの株におけるAipAの機能に関するモデル図。
①エンドサイトーシス関連タンパク質群の働きにより陥入が形成される。
②発達したアクチンパッチにより、陥入が細胞内へと伸長していく。
③エンドサイトーシス小胞が形成され、その後のエンドサイトーシス経路へと送られる。
④AipAの働きにより、エンドサイトーシス関連タンパク質群がエンドサイトーシス小胞から
解離し、細胞質に遊離する。そして、再びエンドサイトーシスにおいて機能できるように、
リサイクリングを促進している。
また、AipAと機能の重複したタンパク質が存在する可能性も考えられる。
(B) WTのAipAを高発現した株におけるモデル図。
AipAがAoAbp1を含むエンドサイトーシス関連タンパク質群を必要以上に細胞質へと遊離
させてしまうことにより、エンドサイトーシスの効率が減少すると予想される。
(C) 変異AipA (K542A、E596Q) を高発現した株におけるモデル図。
変異AipAは機能的ではなく、またそれら自体が多量に存在することによる細胞毒性も無い
ため、エンドサイトーシスへの影響は無いと予想される。
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第第第第 3章章章章    AAA ATPase様様様様タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの機能機能機能機能解析解析解析解析 

 

序序序序 

 

AoAbp1を baitにした YTHスクリーニングの結果見出した AipAは、AAA (ATPases 

associated with diverse cellular activities) ATPaseドメインを有していた。AAA ATPaseフ

ァミリーのタンパク質は、原核生物からヒトに至るまで良く保存されており、これま

で多くのタンパク質の解析がなされている (Fig. 3-0A) (White and Lauring, 2007)。一般

的に、AAA ATPaseファミリーのタンパク質は、C末端領域に高度に保存された AAA 

ATPaseドメインを有する (Fig. 3-0B)。しかし、AAA ATPaseドメイン以外の領域はあ

まり保存されていない。AAA ATPaseは 6角形のリング状構造の 6量体を形成し、さ

らに 6 量体が 2 つ重なって 12 量体として機能する。12 量体の中空構造の部位で、

ATPase活性を用いて基質となるタンパク質の構造を変化させ、複合体の解離や分解・

リフォールディングを行うと考えられている (Fig. 3-0C) (White and Lauring, 2007)。 

AoAbp1 がエンドサイトーシスにおいて機能することから、AoAbp1 と相互作用す

る AipAもまたエンドサイトーシスにおいて機能することが予想されるが、エンドサ

イトーシスにおいて機能する AAA ATPaseは全生物種を通じてこれまでに報告がない。

そこでまず、AipAと AoAbp1の相互作用を YTH以外でも検証し、さらに AipAの機

能解析を試みた。 
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結果結果結果結果 

 

3-1    麹菌麹菌麹菌麹菌 aipA遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ののののクローニングクローニングクローニングクローニング 

野生株の RIB40 株を DPY 液体培地で 24 時間培養した菌体から抽出したトータル

RNAを用いた RACE解析により、aipA遺伝子全長をクローニングした (Fig. 3-1)。そ

の結果、AipAは 784アミノ酸残基から構成されると予想された。また、10サンプル

の 5’ RACE解析の結果、すべてのクローンで同一の結果が得られ、5’-UTR領域に 19

アミノ酸残基からなる uORFが一つ存在することを見出した (Fig. 3-1)。A. nidulansに

おけるゲノム解析の結果、解析した ORF の約 20%で uORF が存在し、遺伝子の翻訳

を負に制御していることが報告されている (Galagan et al., 2005)。AipA においても

uORFが発現量を翻訳レベルで調節している可能性が考えられる。 

BLAST (http://blast.genome.jp/) 検索の結果、S. cerevisiae では AipA ホモログは、

Sap1p (Sin1, a protein involved in negative regulation of transcription, associated protein) と

Yta6p (yeast Tat [tyrosine and tryptophan amino acid transporter] -binding analog) の 2つが

存在することが示唆された (Fig. 3-2)。AipAは Sap1pと e-valueで e-119、一次構造レベ

ルでは 34%の相同性を示した。また、AipAは Yta6pと e-valueで e-106、一次構造レベ

ルでは 33%の相同性を示した。Sap1pと Yta6pは一次構造レベルで 35%の相同性を示

した。モチーフ検索の結果、AipA は N 末端付近に coiled-coil 領域を、C 末端付近に

AAA ATPaseドメインを、さらに C末端に Vps4 C末端オリゴマー化ドメインを持つ

と推定された (Fig. 3-3)。AAA ATPaseドメイン同士の相同性を比較したところ、AipA

と Sap1pでは 71%、AipAと Yta6pでは 63%、Sap1pと Yta6pでは 69%と比較的高い

相同性を示し、AAA ATPaseドメインが保存されていることが推測された。次に、AAA 

ATPaseドメインより N末端側の領域での相同性を比較したところ、AipAと Sap1pで

は 18%、AipA と Yta6p では 20%、Sap1p と Yta6p では 20%と一次構造レベルでの相

同性は低かった。Sap1pと Yta6pは、共に AAA ATPaseと推定されているものの、そ

れらの生理機能はわかっていない。また、Sap1pと Yta6pはともに Abp1pと相互作用

するとは報告されていない。動物細胞の AipA ホモログの中では、H. sapiens 

Fidgetin-like 1が 4e-80と最も高い相同性を示した (Fig. 3-3)。Fidgetin-like 1もまた、C

末端領域に AAA ATPaseドメインを有する AAA ATPaseファミリーのタンパク質であ

る。Fidgetin は、ショウジョウバエの細胞の分裂後期において、微小管の脱重合を促
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進する因子との報告がある (Zhang et al., 2007)。さらに AipAは、S. cerevisiae Vps4p

と e-valueで 3e-64の相同性を示した。一次構造レベルでは、AipAと Vps4p全長同士の

相同性は 31%、AAA ATPaseドメイン同士は 55%、AAA ATPaseドメインより N末端

側の領域の相同性は 20%であり、同じ AAA ATPaseファミリーのタンパク質のため比

較的高い相同性を示したと考えられる (Fig. 3-3)。Vps4pはエンドサイトーシス経路の

オルガネラであるmultivesicular body (MVB) の形成過程において機能すると考えられ

ることから、AipA がエンドサイトーシスにおいて機能すると仮定すると、Vps4p の

A. oryzaeにおけるホモログ AoVps4と AipAは細胞内の空間的に比較的近い場所で働

いているのかもしれない。 

また、BLAST検索により、真菌類における AipAホモログに関して Table 3にまと

めた。A. oryzaeと同じ他の Aspergillus属糸状菌では、AipAホモログを 1つずつ有し

ていた。一方、S. cerevisiae等の酵母類は AipAホモログを 2つずつ持ち、それらは S. 

cerevisiae の Sap1p と Yta6p に対応するものと考えられた。糸状菌に属する N. crassa

は、今回の検索方法では AipAホモログは見つからず、N. crassaにおいて、最も e-value

の高い AipAホモログは Vps4pホモログとしてアノテーションされていた。ゲノムレ

ベルで N. crassaと近縁の M. griseaには AipAホモログが 1つ存在することから、N. 

crassaのゲノム解析でのアノテーション情報に不備がある可能性が考えられた。以上

から、糸状菌には AipAホモログは 1つずつ存在すると予想された。 

 

3-2    AipAとととと AoAbp1のののの相互作用解析相互作用解析相互作用解析相互作用解析 

AipAとAoAbp1の 2つの SH3ドメインそれぞれがYTH解析により相互作用するこ

とが示されたが (Fig. 2-5)、それらが in vitroにおいても相互作用するかを次に解析し

た (Fig. 3-4)。AoAbp1の2つのSH3ドメインとGSTとの融合タンパク質 (GST-AoAbp1 

SH3s) を大腸菌を用いて調製した。また A. oryzae において、niaD マーカーを有し

PamyB 下で 6×myc-aipA を発現するプラスミドを niaD 遺伝子座に導入した株を作製

し、その細胞抽出液を調製した。それらを用いて GST プルダウンアッセイを行った

ところ、GST-AoAbp1 SH3sと 6×Myc-AipAが結合することが確認された。 

次に、AipA と AoAbp1 の相互作用部位を特定するため、YTH による AipA の欠失

解析を行った (Fig. 3-5A)。その結果、AipAの coiled-coilドメインおよび AAA ATPase

ドメインは AoAbp1の SH3ドメインと相互作用せず、両ドメインの間にあたる 315～
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422アミノ酸残基の領域がAoAbp1の SH3ドメインと相互作用することが明らかとな

った。一般的に、SH3ドメインはプロリンリッチドメインと相互作用することが知ら

れている。そこで、AipAの 315～422アミノ酸残基の領域を詳細に調べた (Fig. 3-5B)。

すると、AipAの 315～422アミノ酸残基の領域では、14のプロリン残基が見られ、特

に、346～370 アミノ酸残基の領域では、25 アミノ酸残基内に 8 つのプロリン残基が

見られた。モチーフ解析では、AipA にはプロリンリッチドメインが検出されなかっ

た。しかし、AipAの 346～370アミノ酸残基の領域はプロリンリッチであることから、

この領域で AoAbp1の 2つの SH3ドメインと相互作用している可能性が考えられた。

そこで、AipA の 315～422 アミノ酸残基の領域をプロリンリッチな 346～370 アミノ

酸残基の領域とそれ以外で分けて YTH解析を行った (Fig. 3-6)。その結果、予想通り

プロリンリッチな 346～370アミノ酸残基の領域と AoAbp1の 2つの SH3ドメインが

相互作用することが明らかとなった。AoAbp1において SH3ドメインが 2つ連続して

いることが、AipAのプロリンリッチ領域の認識を高めている可能性が考えられる。 

さらに、AipAと AoAbp1との相互作用を in vivoにおいても解析するため、それら

のタンパク質の細胞内局在を解析した。AipAの C末端には Vps4 C末端オリゴマー化

ドメインが存在し、C 末端に蛍光タンパク質を融合すると AipA が機能的でなくなり

本来の局在を示さない可能性が考えられたため、EGFPをAipAのN末端に付加した。

PpgkA 下で egfp-aipA を発現する A. nidulans sC マーカーを持ったプラスミドを

AoAbp1-mDsRed 発現株に形質転換することで、EGFP-AipA および AoAbp1-mDsRed

共発現株を作製した。それらのタンパク質の発現をウェスタン解析で確認した (Fig. 

3-7A)。その結果、EGFP-AipAの分子量は 134.1 kDaと算出され、予想分子量の 112.0 kDa 

(AipAは 85.0 kDa) よりも大きく検出された。また、AoAbp1-mDsRedの分子量はウェ

スタン解析の結果からは 145.9 kDaと計算されたが、予想分子量は 109.9 kDa (AoAbp1

は 84.5 kDa) であり、予想分子量よりもかなり大きめに検出された。共焦点レーザー

顕微鏡で EGFP-AipAおよび AoAbp1-mDsRed共発現株を観察したところ、それらは菌

糸先端部においてよく共局在した (Fig. 3-7B)。エンドサイトーシスにおいて機能する

と考えられる AoAbp1 と共局在したことから、AipA もまたエンドサイトーシスにお

いて機能している可能性が考えられた。AoAbp1 はアクチンに結合するタンパク質と

考えられ、アクチンと共局在することから (Fig. 1-9B)、AoAbp1の局在はアクチン依

存的であることが予想される。AipA の局在もまた AoAbp1 同様にアクチン依存的で



 73 

あるかを解析するため、アクチン重合阻害剤である latrunculin B処理を行った。する

と、EGFP-AipAと AoAbp1-mDsRedは細胞質に拡散して観察された (Fig. 3-7C)。この

ことから、EGFP-AipAと AoAbp1-mDsRedの局在はアクチン依存的であることが示さ

れた。 

 

3-3    aipA変異株変異株変異株変異株をををを用用用用いたいたいたいた表現型表現型表現型表現型解析解析解析解析 

AipAの機能解析を行うため、aipA破壊株の作製を行った (Fig. 3-8A)。aipA上流 1 kb、

adeAマーカー、aipA下流 1 kbを有する DNA発現カセットを NSRku70-1-1株に形質

転換することで aipA 破壊株を取得した。しかし、aipA 破壊株ではさまざまな培地条

件においても顕著な生育阻害が見られなかった (Fig. 3-8B)。このことから、AipA と

機能の重複したタンパク質が存在する可能性が考えられた。 

次に、aipA高発現株の作製を行った。PamyB下で aipAもしくは aipAの上流に 3×HA

ないし 6×myc タグを付加して高発現するコンストラクトのプラスミドを、niaD 遺伝

子座に導入した株を作製した (Fig. 3-9A)。それらの株を PamyB による高発現誘導用

の CDm-mal最少培地のプレート上で培養したところ、aipAおよび 6×myc-aipAを高発

現する株では生育の阻害が見られた (Fig. 3-9B)。一方、3×HA-aipAを高発現する株で

は生育阻害が見られなかった (Fig. 3-9B)。以上の結果から、aipAの高発現は生育阻害

を引き起こすこと、また、6×Myc-AipAは機能的であると考えられるが、3×HA-AipA

は機能的ではないことが示唆された。 

S. cerevisiaeにおいて Vps4pの K197Aおよび E233Q変異株では、ATPase活性に欠

損があることで、正常な機能が損なわれていることが報告されている (Babst et al., 

1997; Babst et al., 1998)。そこで、AipAと S. cerevisiaeにおけるホモログ Sap1pおよび

Yta6p、Vps4pの AAA ATPaseドメインのアライメントを作成し、Vps4pの K197およ

び E233に対応するアミノ酸残基を調べた (Fig. 3-10)。4種のタンパク質におけるAAA 

ATPaseドメイン全体はよく保存されており、Vps4pの K197および E233は、AipA、

Sap1p、Yta6p の対応するアミノ酸残基でも保存されていた。VPS4 では温度感受性変

異株も取得されており、M307T、L327Sの2箇所が変異している。しかし、AipA、Sap1p、

Yta6pにおける Vps4pのM307、L327に対応するアミノ酸残基は保存されていなかっ

た。以上を踏まえ、AAA ATPaseドメインに変異を導入した aipA
K542Aおよび aipA

E596Q

を高発現する株を作製した (Fig. 3-9A)。その結果、それらの株では生育阻害が見られ
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なかった (Fig. 3-9C)。このことから、AipAK542Aと AipAE596Qは機能的ではなく、AipA

が機能的であるためには、AipA の AAA ATPaseドメインが正常に機能する必要があ

ることが示唆された。 

 実際に AipAがエンドサイトーシスにおいて機能しているかを解析するため、生育

阻害が見られた aipA高発現株を用いた FM4-64染色を行った (Fig. 3-11)。その結果、

aipAおよび 6×myc-aipA高発現条件下においては、FM4-64染色後 60分経過した時の

細胞内への取り込みがコントロール株と同様であった。このことから、少なくともこ

の観察条件では、aipA高発現条件においても FM4-64のエンドサイトーシスに欠損は

無いと判断された。しかし、観察条件を検討し、より詳細な解析をすることで FM4-64

の取り込みに差が見られる可能性も考えられた。そこで、FM4-64 染色後に経時的に

観察を行った (Fig. 3-12)。FM4-64 は、菌糸の先端部において活発にエンドサイトー

シスにより細胞内に取り込まれ、その内の大部分は菌糸最先端部への輸送経路により、

分泌小胞の集合体である Spitzenkörper (Spk) が染色されるようになると考えられる 

(Fig. 3-12A)。そこで、Spkの観察される割合を経時的に解析することでエンドサイト

ーシスを定量的に評価した (Fig. 3-12B)。その結果、コントロール株では、FM4-64染

色 5 分後には 40%強の菌糸において Spk が観測され、その後時間経過とともに Spk

の観察される菌糸の割合は増加していき、90分後にはほぼ100%近い菌糸においてSpk

が観測された。一方、aipA高発現株では、FM4-64染色 5分後には 10%強の菌糸にお

いて Spkが観測され、その後時間経過とともに Spkの観察される菌糸の割合は増加し

ていくものの、90 分後でもそれはほぼ 60%弱に止まった。aipA 高発現株では生育阻

害が見られていることから、解析時において既に Spkが存在していない菌糸が多い可

能性も考えられたため、FM4-64染色後 90分において Spkの観察された菌糸の割合の

半分が観察されるまでにかかる時間をそれぞれの株で測定した。すると、コントロー

ル株では 8.9±0.9分であったのに対して、aipA高発現株では 20±3.6分であった。こ

の結果から、aipA 高発現株では、FM4-64 のエンドサイトーシスに異常があると考え

られた。しかし、この結果は大きく分けて、エンドサイトーシスによる取り込み、取

り込み後の Spkへの輸送という 2つの段階の影響を同時に解析しているため、どちら

か一方もしくは両方の段階での欠損が見られたと考えられ、この解析結果だけからで

はどの段階で欠損があるのかをはっきりさせることはできない。そこで今後、

AoUapC-EGFP を用いた解析を行うことにより、エンドサイトーシスの段階での欠損
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であるかどうかを解析する必要がある。 

 aipA変異株の背景で AoAbp1の挙動を解析するため、WT、aipA破壊、aipA高発現

の背景で、Aoabp1遺伝子座において Aoabp1-3×HAおよび Aoabp1-egfpを発現する株

を作製した (Fig. 3-13A, B)。これら 3×HAおよび egfpを Aoabp1下流に導入したこと

による生育阻害は見られなかったことから、AoAbp1-3×HAおよび AoAbp1-EGFPが

機能的であることが示唆された (Fig. 3-13C)。今後、これらの株を用いて、AoAbp1

に関する AipAの詳細な機能解析を行っていく。 

 さらに、AipA が AAA ATPaseとしての性質を有しているかを解析するため、大腸

菌における組換え AipAの生産を行った (Fig. 3-14)。ポジティブコントロールとして、

Vps4pの生産も同時に行った。精製した Vps4pの組換えタンパク質を用いた解析によ

り、Vps4pはATPase活性を有し、オリゴマーを形成すると示唆されている (Babst et al., 

1997; Babst et al., 1998; Saksena et al., 2009)。そこで、精製したタンパク質を使用して、

AipAが Vps4p同様の性質を有するかを今後解析する。 
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考察考察考察考察 

 

YTHスクリーニングによって見出された AipAは、AAA ATPaseドメインを有し、

AAA ATPaseファミリーのタンパク質であると考えられた。AipAは、組換えタンパク

質を用いた GSTプルダウンアッセイにより in vitroにおいて AoAbp1との相互作用が

示され、蛍光タンパク質を用いた局在観察により in vivoにおいても AoAbp1と共局在

することが明らかとなった。AoAbp1 はエンドサイトーシスのマーカータンパク質と

考えられ、またエンドサイトーシスにおいて機能する AoEnd4とも同様の特徴的な局

在を示す。こうしたことから、AipA もまたエンドサイトーシスにおいて機能するこ

とが考えられる。 

AipA ホモログは、糸状菌には 1 つずつ存在し、酵母には 2 つずつ存在すると推測

された。S. cerevisiaeの AipAホモログである Sap1pと Yta6pは、AAA ATPaseドメイ

ンを有することから、AAA ATPaseファミリーのタンパク質であると分類されている

ものの、その機能はわかっていない。Sap1pは転写抑制因子である Sin1pと YTHで相

互作用することから見出された (Liberzon et al., 1996)。Yta6pは 12の YTA (yeast Tat 

[tyrosine and tryptophan amino acid transporter] -binding analog) ファミリータンパク質

の一つとして見出され、母細胞の皮層 (cortex) に局在し、娘細胞には局在しないこと

が分かっている (Schnall et al., 1994; Beach and Bloom 2001)。 SAP1、YTA6の破壊株は

ともに生育可能であり、目立った表現型は報告されていない。Sap1pと Yta6p がとも

に AipA ホモログであることを考えると、Sap1p と Yta6p が重複した機能を持つ可能

性が考えられ、SAP1と YTA6の同時変異株を用いた解析がなされれば、それらの機能

が明らかになるかもしれない。 

AAA ATPaseファミリーのタンパク質は一般的に、タンパク質複合体の解離やタン

パク質の分解において機能する (White and Lauring, 2007)。前者において働くタンパク

質として、SNARE 複合体の解離において機能する NSF (N-ethylmaleimide-sensitive 

factor)/Sec18p、MVB の形成過程で ESCRT (endosomal sorting complexes required for 

transport) -III複合体の解離に機能するVps4pが挙げられる。後者では、p97/VCP/Cdc48p

が存在し、これらのタンパク質は ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation) 

において、ミスフォールド (misfolded) されたタンパク質をレトロトランスロケーシ

ョン (retrotranslocation) する機能を持ち、プロテアソームでのタンパク質分解に関与
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している。AAA ATPaseファミリーのタンパク質は、クラス Iとクラス IIに分類され、

それぞれ 1 分子中に AAA ATPase ドメインを 2 つおよび 1 つずつ持つ。NSF/Sec18p

と p97/VCP/Cdc48pはクラス Iに、Vps4pと AipAはクラス IIに属する。 

Vps4pは、AipAによるBLAST検索の結果、S. cerevisiaeのタンパク質の中ではSap1p、

Yta6pに次いで相同性が高かった。Vps4pは AAA ATPaseファミリーのタンパク質の

中で解析の進んでいるタンパク質の一つである (Babst et al., 1997; Babst et al., 1998; 

Saksena et al., 2009)。精製した Vps4pの組換えタンパク質を用いた解析により、Vps4p

は ATPase活性を有し、オリゴマーを形成すると示唆されている。一次構造から、AipA

のホモログとしては Sap1p、Yta6p が該当するものの、AipAと Vps4pはともに AAA 

ATPaseファミリーのクラス IIに属するため機能的に類似していることも予想される。

そこで、AipA の機能を解析する上で、Vps4p の知見が参考になると考えられる。実

際に、Vps4pの ATPase不活性化変異点である K197、E233はともに AipAにも保存さ

れており、aipA
K542Aおよび aipA

E596Q高発現株では aipA 高発現株で見られた生育阻害

が見られず、ATPase活性が生理的に重要であることが示唆された。今後、Vps4pと同

様に、AipA、AipAK542A、AipAE596Qの組換えタンパク質を用いた解析により、ATPase

活性やオリゴマー形成に関する解析が必要である。 

 AipAは C末端に Vps4 C末端オリゴマー化ドメインを有し、このドメインを介して

6量体構造を形成すると予想される。そのため、もし C末端にタグを付加すると 6量

体構造を形成できなくなり、AipA が機能的でなくなる可能性が高い。そこで本研究

では、タグを N末端に付加した。高発現系の生育比較解析において、6×myc-aipA高

発現株は、タグ無し aipA高発現株と同様の生育阻害を示したことから、N末端への 6

×Mycタグの付加は AipAの機能を阻害しないと予想できる。一方、3×HA-aipA高発

現株は生育阻害を示さなかったことから、N末端への 3×HAタグの付加は AipAの機

能を阻害すると考えられる。以上のことは、AipA の N 末端領域が AipA の機能にお

いて重要であることを示唆している。一般的に、AAA ATPaseファミリーのタンパク

質の N末端領域には、機能的に重要な領域が存在すると示唆されているものの、その

詳細はあまりわかっていない (White and Lauring, 2007)。 

本研究では、aipA破壊株において生育阻害を指標にしたマクロな視点からの解析だ

けでは表現型を見出すことはできなかった。より詳細に細胞生物学的、生化学的に解

析することで表現型が見つかり、AipA の機能が推測されることも考えられる。しか
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し、一つの可能性として、AipAと機能的に重複するタンパク質が存在することで aipA

破壊株において表現型が見られていないことも充分に考えられる。AipA と機能的に

重複するタンパク質の候補としてまず挙げられるのが、S. cerevisiae Vps4p のホモロ

グ AoVps4 である。上述のように、Vps4p は MVB というエンドサイトーシス経路の

オルガネラで機能する。ゆえに AoVps4 は、AipA と空間的に比較的近いところに存

在し、aipAを破壊した際に、AipAの機能を代替できる可能性が考えられる。さらに、

AipAで BLASTサーチをすると、他の AAA ATPaseファミリーのタンパク質の中でも

AoVps4 が一番相同性の高いタンパク質として検索されることもこの仮説を支持して

いる。以上から、aipA の機能を理解するためには、Aovps4 も同時に解析することが

必要であると考えられる。 

AipAは、AoAbp1と相互作用することから考えると、エンドサイトーシスにおいて

機能すると考えられる。そこで、AipAの機能に関しては、AAA ATPaseファミリーの

タンパク質の一般的な機能から類推して、大きく 2通り考えられる。まず 1つ目とし

て考えられるのは、AipA が AoAbp1 などのエンドサイトーシスにおいて機能するタ

ンパク質をエンドサイトーシス小胞から解離させ、細胞質にリサイクリングすること

で再びエンドサイトーシスにおいて働くのを促進させているという機能である (Fig. 

3-15)。2 つ目としては、AipA が AoAbp1 などのエンドサイトーシスにおいて働くタ

ンパク質の分解に機能するというものである。しかし、エンドサイトーシスの過程で

働くタンパク質をその場で分解する必要性は無いため、この可能性は低いと考えられ

る。1 つ目として考えられる AipA の機能は、Vps4p の機能からの類推からしても自

然である。本研究では、aipA 破壊株を用いた解析からは表現型が見られず、AipA の

機能を推定することはできなかった。しかし、aipA高発現株で生育阻害が見られたの

は、AipA が過剰に存在することで AoAbp1 を含むエンドサイトーシス関連タンパク

質群を必要以上に細胞質へと解離させてしまうことにより、エンドサイトーシスの効

率が減少したことに起因すると予想される。このことは Fig. 3-12の FM4-64を用いた

エンドサイトーシスの解析結果からも示唆された。一方、AAA ATPaseドメインに変

異を導入した aipAの高発現株では生育阻害が見られなかったのは、変異 AipAは機能

的ではなく、またそれら自体が多量に存在することによる細胞毒性も無いため、エン

ドサイトーシスへの影響は無いからであると推測される。今後は、この AipAの機能

に関する予想を証明する実験、つまり aipA の変異株で AoAbp1 を含めたエンドサイ
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トーシス関連因子の解析を行っていく必要がある。さらに、AipAを baitにした YTH

スクリーニングにより AipA と協同して働く因子の探索を行うことも AipA の機能を

理解するための有用な手段となろう。 



Fig. 3-0  AAA ATPases
White SR and Lauring B, (2007) Traffic 8: 1657-1667.
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actcttacctctcaactcactctctcgtgtgctcttcgttcaaaccgtc

tttctttctttttttctcttctttccttcctccctacaaatgagcaggagttggtccccg

M  S  R  S  W  S  P

tccttgtgccattccttcccccagactccgattaactagtattacactactacgactatc

S  L  C  H  S  F  P  Q  T  P  I  N  *

atccatagcgcgcgggcgggtcctgcaattccgccgaagatccttgggattaattgatca

ATGATGCGTCCCAAACCGGCGTCTTCCCTCCAGAAGACCTACGATGACTGTTATCTGATG

M  M  R  P  K  P  A  S  S  L  Q  K  T  Y  D  D  C  Y  L  M

TGCTCGACTGCCGTCTACTTCGAAGGACAGgtctgccgttcttaattcaccaattgactc

C  S  T  A  V  Y  F  E  G  Q

cattcgtcactgatcgctcttccgcacagAACAACGAAGAAGAAGCTTTAAAGTCTTGGC

N  N  E  E  E  A  L  K  S  W  R

GCTCCGCCCTCGAAACCATCTACTATCATAACGCCTATCGGGTTCCCTCCAAGTACACCC

S  A  L  E  T  I  Y  Y  H  N  A  Y  R  V  P  S  K  Y  T  P

CCAAGAACGAAACGGAGAAGGCTCTTCAGGATTCCATCCGCCAGTTAGAGCTCCAATGTC

K  N  E  T  E  K  A  L  Q  D  S  I  R  Q  L  E  L  Q  C  R

GGGAGCGCGTCGATCTACTCGAGGCCCTCCGTGAGAGCAGAAAGGATACGTCTGGTAAAT

E  R  V  D  L  L  E  A  L  R  E  S  R  K  D  T  S  G  K  S

CCCCTCCATTCACCACTGGTTATCGCGGTTGGATTGGAGAGGGAACTGTCCCCGCAGTCG

P  P  F  T  T  G  Y  R  G  W  I  G  E  G  T  V  P  A  V  G

GGTATACCGATCTATCTAAACCGCCTACTATCCCCGGACGCCCCCCACCACCTGTCACCA

Y  T  D  L  S  K  P  P  T  I  P  G  R  P  P  P  P  V  T  T

CTGCTAGCTCGGAGTCTGCTGGGAACGAGACGGGCTCATCAGTCCCAATGGCGGGTCGTC

A  S  S  E  S  A  G  N  E  T  G  S  S  V  P  M  A  G  R  P

CCGGATTGCGCAAGACGCAATCCTCTTCGGCAAAGACTACGTCTTCTCGCAATTCCAGCC

G  L  R  K  T  Q  S  S  S  A  K  T  T  S  S  R  N  S  S  P

CCGAACGTCGGAAAGCGATGCCCTCTACACTACGCAACGCCGATCTGAAGAAGCCCGCCA

E  R  R  K  A  M  P  S  T  L  R  N  A  D  L  K  K  P  A  K

AAAAGAAAGTCAGCCCGCGACGAAAAGACCTGCGGCCGGCCGCAGCTTCTCAAGCCGCGG

K  K  V  S  P  R  R  K  D  L  R  P  A  A  A  S  Q  A  A  G

GTCTGGCCTGGGGAAGTCTTTATCGGACTCCATCATCAGAAAAGACCGTCAGCGATGCTG

L  A  W  G  S  L  Y  R  T  P  S  S  E  K  T  V  S  D  A  A

CCCTAGCGTCCTCCCGTCTGACCGCTGCAAATGATCCCAGTTTTCGAAAGGAGTCAATAC

L  A  S  S  R  L  T  A  A  N  D  P  S  F  R  K  E  S  I  P

CACCCCGTTCGAAGTCCGGCGATGGGGTACCCCCACGGAAAAGCGTGCCTCCAGAGGATT

P  R  S  K  S  G  D  G  V  P  P  R  K  S  V  P  P  E  D  S

CCGGAGAGGAGCGTCGCTCCGGGAGGAAACTTCGCGTCCCCGGTCAGACACCGCGAAGGT

G  E  E  R  R  S  G  R  K  L  R  V  P  G  Q  T  P  R  R  S

CACCGGCGAAGTCTACTCCTGCACCAACTTCAACACCTACATCCACCCCTCAGGCTCCGG

P  A  K  S  T  P  A  P  T  S  T  P  T  S  T  P  Q  A  P  A

CTGGCATCCGGCAGCCGTCGGGCAATCGCACCCATTCCGCTTCTGTGTCGACAGGCTCCA

G  I  R  Q  P  S  G  N  R  T  H  S  A  S  V  S  T  G  S  K

AGGATACTGTTCAGCCACGTGCCTCCCCGAAGCCTTCTGTCAAACCAAAGCCCGTAGCGT

D  T  V  Q  P  R  A  S  P  K  P  S  V  K  P  K  P  V  A  L

TGAGGTCGTCTTACCAACCGCCTACACCCTCCGGAGGATCTGCGGGTGCTGCAACTACCT

R  S  S  Y  Q  P  P  T  P  S  G  G  S  A  G  A  A  T  T  S

CGAACAACCTGCAGGCTGGGTCTGCAAGCACGCCACGAAGAATTACCCCTGCTTCCACTG

N  N  L  Q  A  G  S  A  S  T  P  R  R  I  T  P  A  S  T  G

GTGAAGATGCGTTGAGCGACAATATAGATCGCATGTCGATTTCCCGAACGAGTCCCGAAC

E  D  A  L  S  D  N  I  D  R  M  S  I  S  R  T  S  P  E  R
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GACGGGCTACTCCGCGCATCAGGCGCGCTGTCACCCCGCCGTCATCTAGCGATCCCGAAT

R  A  T  P  R  I  R  R  A  V  T  P  P  S  S  S  D  P  E  S

CTCTTGGTCCCAAATCAACCGATGCCGACGAGGACGACGTGGACGTTGAGGACGAGGATG

L  G  P  K  S  T  D  A  D  E  D  D  V  D  V  E  D  E  D  D

ACGCAATTATGGATATACTGAACAAGCTCCCGAAAGGGGTGGACGTGGCAACCGCCCGAC

A  I  M  D  I  L  N  K  L  P  K  G  V  D  V  A  T  A  R  Q

AGATCCTTAACGATATTGTAGTCCGCGGGGATGAAGTACACTGGGACGACATTGCCGGTC

I  L  N  D  I  V  V  R  G  D  E  V  H  W  D  D  I  A  G  L

TAGATGGGGCCAAAAAGGCCCTCAAAGAAGCCGTCGTCTATCCGTTCCTCCGTCCAGATC

D  G  A  K  K  A  L  K  E  A  V  V  Y  P  F  L  R  P  D  L

TGTTCTCTGGTTTGCGAGAACCAGCCCGGGGTATGCTCCTCTTTGGACCTCCAGGGACGG

F  S  G  L  R  E  P  A  R  G  M  L  L  F  G  P  P  G  T  G

GTAAGACGATGCTTGCGCGCGCGGTAGCTACGGAATCCAAATCGACGTTCTTCTCGGTTT

K  T  M  L  A  R  A  V  A  T  E  S  K  S  T  F  F  S  V  S

CCGCATCCACATTGACCTCGAAATGGCACGGTGAGAGCGAAAAGCTTGTCCGCGCCCTGT

A  S  T  L  T  S  K  W  H  G  E  S  E  K  L  V  R  A  L  F

TCGGTCTGGCTAAGGCGCTGGCACCGTCGATCATCTTTGTGGACGAAATCGACTCACTAT

G  L  A  K  A  L  A  P  S  I  I  F  V  D  E  I  D  S  L  L

TGTCCGCTCGCTCGTCCGGCACAGAGAACGAGGCTTCACGACGCTCAAAGACCGAGTTCC

S  A  R  S  S  G  T  E  N  E  A  S  R  R  S  K  T  E  F  L

TGATTCAGTGGTCAGATTTGCAGCGCGCCGCGGCAGGTCGTGAATCGCCTAGGGACAAGA

I  Q  W  S  D  L  Q  R  A  A  A  G  R  E  S  P  R  D  K  K

AAGCCGGCGGAGACCCCAGCCGGGTCCTCGTCCTCGCCGCTACAAATATGCCCTGGGACA

A  G  G  D  P  S  R  V  L  V  L  A  A  T  N  M  P  W  D  I

TCGATGAGGCCGCGCGCCGTCGCTTCGTCCGCCGACAATATATCCCTCTTCCAGAACATC

D  E  A  A  R  R  R  F  V  R  R  Q  Y  I  P  L  P  E  H  H

ACGTCCGCGAAAAACAACTCCGGACATTACTAAGTCACCAGGTGCATGACTTGACAGATC

V  R  E  K  Q  L  R  T  L  L  S  H  Q  V  H  D  L  T  D  Q

AAGATATCGACGCTTTAGTCCAACTTACAGACGgtattgttcctatttactcttccgcct

D  I  D  A  L  V  Q  L  T  D  G

caaccaccagtatcccaaagctaacaaagcataactcagGCTTCTCAGGCTCCGACATAA

I  V  G  S  D  I  T

CAGCCCTCGCCAAAGACGCCGCAATGGGCCCCCTCCGCAACCTCGGCGAAGCCCTCCTCC

A  L  A  K  D  A  A  M  G  P  L  R  N  L  G  E  A  L  L  H

ACACCCCCATGGACCAAATCCGCGCCATCCGATTCCAAGACTTCGAAGCCAGTCTCTCCT

T  P  M  D  Q  I  R  A  I  R  F  Q  D  F  E  A  S  L  S  S

CAATCCGACCCAGCGTCAGCCAGGAAGGACTAAAGGAGTATGAAGATTGGGCCCGACAAT

I  R  P  S  V  S  Q  E  G  L  K  E  Y  E  D  W  A  R  Q  F

TCGGCGAGAGAGGTGGATAGacctttccccttttcctcctctctatatatcttctccttt

G  E  R  G  G  *               

tttttgtttccttatgattcatctttgggaccgttgcattcatggaccttgcaggggttg

gaggatcggtttggcagggcgaattgggtctgataggatgcgataccttgggctatggtt

cttgggttccggtctgcgttatgtggtacgatatggtatggtatgggttatgattatgaa

tgtctgctggatgaacgcgaatgggattggcttgtttggcagcacgtgtactggtactgt

acgtagtgagtgacctgatcgggaacagatcacatatcaatgaatggatatacatggact
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Fig. 3-1 aipA遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの塩基配列塩基配列塩基配列塩基配列ととととAipAののののアミノアミノアミノアミノ酸配列酸配列酸配列酸配列
aipA遺伝子は2,480塩基から、AipAは784アミノ酸残基から構成される。5’-UTRに19アミノ酸残基のuORFが見られた。
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AipA    --MMRPKPASSLQKTYDDCYLMCSTAVYFEGQNNEEEALKSWRSALETIYYHNAYRVPSK   58 

Sap1p   MDSQRSHHILTRLTKIRRRPQQPLTDFTELYSRIANETIYYLNLEEKKRYKEALQGWKAL   60

Yta6p   --MAHEKFSIPENFTLAQSLQLLYSVVKNQYKNLADLIINSKGNKDTVTYGKIHKNLDTL   58

: :   .   .         : .    ..  :  :          * .    : 

YTPKNETEKALQDSIR------------------------QLELQCRERVDLLEALRESR   94

TTDVLFKQTLIEHNYPNTQSYTKDEVSLQNGIRELYHKSVMHLKRVKKLVREEPAPRNDM  120

LVYVNEGLRKIEKTYT-------------------------LKKGLGNLVVDHPELRSII   93

.        ::..                                 : *      *. 

KDTSGKSPPFTTGYRGWIGEG-----TVPAVGYTDLSKPPTIPGRPPPPVTTASSESAGN  149

PSSKTYTNHSSSFTRSTEPPPVFQMVPGRMMKTLRNRNACGYKTAYSNPSLSSYGNSTSI  180

EDFQILG---------------------QDIRIARRKAETLMAEGNGSPSLSSSSSVLGL  132

. .                          :                 *  :: .. . 

ETGSSVPMAGRPGLRKTQSSSAKTTSSRNSSPERRKAMPSTLRNADLKKPAKKKVSPRRK  209

KRGEDAENIRVNFVPSKPLSNNASRQHKNPIEHNDPPLKKETELYSDKYISEPILIDLTN  240

GTGNGLRFPKLWRMGSKRDKLKEADEKEAKINKQADNIRRARKLEEEKKLGAKLQYERDL  192

*..        : ..  .   : . .    ..   :    .  . *  . 

DLRPAAASQAAGLAWGSLYRTPSSEKTVSDAALASSRLTAANDPSFRKESIPPRSKSGDG  269

DEDDHDVGILKGHNVFDEEESDGFEFDVSDYYDNFSEVDVEEEEEEKEERRRIKTLEAIQ  300

ELQ--------REKLIELKVKEKVEFEVAQKLE---EERVKREEEERKHREQAEKKRIST  241

:               .   .   *  *::      .  . .: . ::.    .. 

VPPRKSVPPEDSGEERRSGRKLRVPGQTPR---------------------RSPAKSTPA  308 

QQMSDLSVTSSTSSNKSVSSSENVPGSCIQSLPTTAPALPSLPPPPLLNVDRASSTGALK  360

LKHERKTNYKSRASLDNFSSSSKSSGKIDNSLIKRR----------SLDVVRTSGERVRT  291

.. ..    . . . .*.  .                     *:.. . 

PTSTPTSTPQAPAGIRQPSGNRTHSASVSTGSKDTVQPRASPKPSVKPKPVALRSSYQPP  368

PHSLETSTTMDSSKIRNPQISKLMKNNHVPYLKGTKSTPTLITKSTPTFITRSKSNTKPI  420

PVRKSMEAAEIGMAAQLAWSQYQNGANHSKVSNNGSHSNELQIRYKPTPPLKKRYDYKKP  351

*     .:.      : .  .     .     :.   .         .     : . : 

TPSGGSAGAATTSNNLQAG-------------------------SASTPRRITPASTGED  403 

IKSNASSPTSSLTVPNSVIQKPKTAAMAAKRVLNSKKVASNPALNTTKKSHPILKSKTAK  480

TVNRPIIKSPTLNRQN------------------------------SKSSRNIPTNSKLK  381

.     :.: .                                 :.  :    ..  . 

ALSDNIDRMSISRTSPERRATPRIRRAVTPPSSSD---------------------PESL  442 

VPNSSSKKTSSHPSRPVSNSKPYSHGASQNKKPSKNQTTSMSKTNRKIPAQKKIGSPKIE  540

ASKSNTNKVSRRNEQNLEPSSPVLVSATAVPAESK---------------------PMRS  420

. ... .: *         :.*    *      *.                     * 

GPKSTDADEDDVDVEDEDDA-----------IMDILNKLPKGVDVATARQILNDIVVRGD  491 

DVGTEDATEHATSLNEQREEPEIDKKVLREILEDEIIDSLQGVDRQAAKQIFAEIVVHGD  600 

KSGTPDKESSASSSLDSRKE--------------DILKSVQGVDRNACEQILNEILVTDE  466

: *  .   .  :. .                : .  :***  :..**: :*:* .: 

EVHWDDIAGLDGAKKALKEAVVYPFLRPDLFSGLREPARGMLLFGPPGTGKTMLARAVAT  551

EVHWDDIAGLESAKYSLKEAVVYPFLRPDLFRGLREPVRGMLLFGPPGTGKTMLARAVAT  660

KVYWEDIAGLRNAKNSLKEAVVYPFLRPDLFKGLREPVRGMLLFGPPGTGKTMIAKAVAT  526

:*:*:***** .** :*************** *****.***************:*:**** 

ESKSTFFSVSASTLTSKWHGESEKLVRALFGLAKALAPSIIFVDEIDSLLSARSSGTENE  611

ESHSTFFSISASSLTSKYLGESEKLVRALFAIAKKLSPSIIFVDEIDSIMGSRNNENENE  720

ESNSTFFSVSASSLLSKYLGESEKLVRALFYMAKKLSPSIIFIDEIDSMLTARSD-NENE  585

**:*****:***:* **: *********** :** *:*****:*****:: :*.. .*** 

ASRRSKTEFLIQWSDLQRAAAGRESPRDKKAG----GDPSRVLVLAATNMPWDIDEAARR  667

SSRRIKNEFLVQWSSLSSAAAGSNKSNTNNSDTNGDEDDTRVLVLAATNLPWSIDEAARR  780

SSRRIKTELLIQWSSLSSATAQSEDRNN--------TLDSRVLVLGATNLPWAIDDAARR  637

:*** *.*:*:***.*. *:*  :. .            :*****.***:** **:**** 

RFVRRQYIPLPEHHVREKQLRTLLSHQVHDLTDQDIDALVQLTDGIVGSDITALAKDAAM  727

RFVRRQYIPLPEDQTRHVQFKKLLSHQKHTLTESDFDELVKITEGYSGSDITSLAKDAAM  840

RFSRKLYIPLPDYETRLYHLKRLMAKQKNSLQDLDYELITEMTEGFSGSDLTSLAKEAAM  697

** *: *****: ..*  ::: *:::* : * : * : :.::*:*  ***:*:***:*** 

GPLRNLGEALLHTPMDQIRAIRFQDFEASLSSIRPSVSQEGLKEYEDWARQFGERGG     784

GPLRDLGDKLLETEREMIRPIGLVDFKNSLVYIKPSVSQDGLVKYEKWASQFGSSGS     897

EPIRDLGDKLMFADFDKIRGIEIKDFQNALLTIKKSVSSESLQKYEEWSSKFGSNGS     754

*:*:**: *: :  : ** * : **: :*  *: ***.:.* :**.*: :**. *. 

Fig. 3-2  麹菌麹菌麹菌麹菌AipAとととと出芽酵母出芽酵母出芽酵母出芽酵母Sap1p、、、、Yta6pのののの

アミノアミノアミノアミノ酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較酸配列相同性比較
麹菌AipAは、出芽酵母Sap1pおよびYta6pとアミノ酸配列レベルでそれぞれ34%、33%の
相同性を示した。Sap1pとYta6pは35%の相同性を示した。
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Fig. 3-3  AipAホモログホモログホモログホモログのののの一次構造一次構造一次構造一次構造

RACE解析により、AipA全長は784アミノ酸残基から構成されると予想された。
各AipAホモログのAipAに対する塩基配列レベルでの相同性を括弧内に示した。
CC, Coiled-Coil; AAA, ATPase family associated with various cellular activities;

Vps4 C, Vps4 C-terminal oligomerization domain; 

MIT, microtubule interacting and transport domain.
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A. oryzae

A. fumigatus

A. niger

A. nidulans

S. cerevisiae

A. gossyipii

S. pombe

C. albicans

M. grisea

N. crassa

1 (AipA)

1

1

1

2

2

2

1

1

0

Organism
Number of 

AipA homologs

Table 3 真菌類真菌類真菌類真菌類におけるにおけるにおけるにおけるAipAホモログホモログホモログホモログ

BLAST (http://blast.genome.jp/) 検索により、各菌種におけるAipAホモログの数を調べた。
AipAに対するAoVps4のe-valueは2e-62であったため、 AipAに対してe-70以上のe-valueを
有するホモログの数を示した。N. crassaにおいて、最もe-valueの高いAipAホモログはVps4p
ホモログとしてアノテーションされていた。ゲノムレベルでN. crassaと近縁のM. griseaには
AipAホモログが1つ存在することから、N. crassaのゲノム解析でのアノテーション情報に
不備がある可能性が考えられ、糸状菌にはAipAホモログは1つずつ存在すると予想された。
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6××××Myc

-AipA

lysate

Fig. 3-4  AoAbp1のののの2つのつのつのつのSH3ドメインドメインドメインドメインははははin vitroでででで
AipAとととと相互作用相互作用相互作用相互作用するするするする
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PamyB下で 6×myc-aipAをniaD遺伝子座で発現する株をDPY液体培地で30℃、20時間
培養した菌体抽出物をGSTプルダウンアッセイに用いた。GSTプルダウン後、glutathione 
sepharoseから溶出したGST、GST-AoAbp1 SH3sをCBB染色した (A)。ウェスタン解析には、
抗c-Myc抗体を用いた (B)。 TCL (total cell lysate) のレーンには、GSTプルダウンアッセイ
に用いたサンプル量の0.1%をロードした。
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Fig. 3-5  AipAのののの315-422 aaのののの領域領域領域領域ががががAoAbp1のののの
SH3ドメインドメインドメインドメインとととと相互作用相互作用相互作用相互作用するするするする
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(A) YTH解析により、AipAのcoiled-coilドメインおよびAAA ATPaseドメインはAoAbp1のSH3ドメインと
相互作用せず、両ドメインの間にあたる315～422アミノ酸残基の領域がAoAbp1のSH3ドメインと相互
作用することが明らかとなった。図中の数字はアミノ酸残基数を表す。
(B) AoAbp1のSH3ドメインと相互作用するAipAの315～422アミノ酸残基の領域には、プロリン残基が
数多く見られる。特に、346～370アミノ酸残基の領域 (アンダーライン) では、25アミノ酸残基内に8つ
のプロリン残基が見られ、AipAのこの領域がAoAbp1のSH3ドメインと相互作用している可能性が考え
られた。図中の数字はアミノ酸残基数を表す。
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Fig. 3-6  AipAのののの346-370 aaののののプロリンリッチプロリンリッチプロリンリッチプロリンリッチ領域領域領域領域がががが
AoAbp1ののののSH3ドメインドメインドメインドメインとととと相互作用相互作用相互作用相互作用するするするする
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(A) AoAbp1のSH3ドメインと相互作用するAipAの315～422アミノ酸残基の領域を、プロリン残基
が数多く見られる346～370アミノ酸残基とそれ以外の3領域に分割した。図中の数字はアミノ酸
残基数を表す。
(B) YTH解析により、AipAの346～370アミノ酸残基のプロリンリッチな領域が、AoAbp1のSH3
ドメインと相互作用することが明らかとなった。図中の数字はアミノ酸残基数を表す。
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(A) 約107個のAADEPA1株の分生子を20 mL DPY液体培地に植菌して、 30℃で24時間振とう
培養した後、菌体からタンパク質を抽出した。抗GFP、抗DsRed抗体によるEGFP-AipA (黒矢頭)
およびAoAbp1-mDsRed (白矢頭) のウェスタン解析。抗GFP抗体はDsRedと交差反応性を示した。
(B) AADPEA1株の分生子をCD液体培地に植菌し、30℃で17時間培養した後、菌糸を共焦点
レーザー顕微鏡で観察した。 EGFP-AipAおよびAoAbp1-mDsRedは菌糸先端部で共局在した。
(C) AADPEA1株の分生子をCD液体培地に植菌し、30℃で21時間培養した後、アクチン重合阻害
剤であるlatrunculin Bで7分間処理して菌糸を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。EGFP-AipA、
AoAbp1-mDsRedは共に、アクチン依存的な局在を示した。スケールバーは5 µm。
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