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序論

糸状菌 (カビ)は､麹歯Jsperglllusoryzaeのように古くから我

が国で,酒類､昏油､味噌などの発酵食品の生産に広 く利用されて

いるものや､,T-;麹菌｣spergJJ/usnJgerやJspergJI/usarBJOrl(両

菌株とも分析的には別種とされてきたが､その遺伝子の相同性から

最近同種とみなす研究者が増えてきている)のように､群第52剤や

市債酸の生産などに利用されている産業上非常に重要な微生物であ

る｡このような見地から､ "究洋の文化はカビの文化"と言われて

いるように､良きにつけ悪 しきにつけ孜々は､古くからカビと非常

に密接な関係にある｡そのため我が国では､カビに関 して莫大な研

究がなされ､数多くの重要な成果が得られている｡ しかしカビの過

伝芋的研究になると､我が国で利用されている麹菌やPenI'cJlluDな

どの工実的に重要なカビが､有性生殖項を持たないため､交雑によ

る遺伝解析が行えないことや菌糸だけでなく胞子も多核であり､変

異株の分離もEil錐であることなどの理由により､ほとんど研究がな

されていなかった｡

一方外国では､カビは有用歯と言うよりはどちらかというと,育

害歯として捉えられていることが多く､工業的には余 り重要ではな

いが遺伝解析が可能な〟eurosporaCraSSaやAspergJ'l/usnldulBnSな

どのカビを用いた遭伝学的研究が数多くなされてきf:｡このような

一･1-



カビの漣伝学的研究の成果の音標を基盤として､1979年に〝crassa

(caseeta/ )､1983年にJ.nLdulBnS(BalLancee亡Bl.Tllbur

neta/ )の形質転換系が報告されはじめ､我が国でも1987年にJ

oryzaeでの形質転換が可能であることをIlnuraら(1987)とGom】ら(

)987)により相次いで報告された｡これによりAoryzBeの遺伝子のク

ローニングや解析が可随になり､a-aEDylase(TadaetBl1989)千

gEucoamylase(Hataeta/199la.b)やalkaJl-PrOteaSe(TatsumE

eLBl.1989)や acLd-protease(GomEelBl19 9 3)をは じめとする

酵素の遺伝子が単離され遺伝子構造が解析されてきている｡

最初に､カビの形質転換方法については､ほとんど全て適当な細

胞壁溶解酸素でカビをプロ トプラス化 し､プロ トプラス ト融合が起

こる際にDNAが同時に細胞内に導入させるものであるD形耳転換に用

いられる宿主としては､形質転換株の検出が可能な遺伝子マ-カー

が付与されている必要があり､主に葉巻要求性マーカーが用いられ

ているo工粟的に利用されている菌に対 しては､栄巻要求性などの

マーカ-を付与するための変異地割 ま､元来その菌が有している優

良な性質を損なうことが多く､余り好ましくない｡そこで､優性の

マーカーとして種々のカビで栄茸要求性変異株を造成せずに､薬剤

耐性遺伝子が利用されることが多 くなってきている｡｣oryzaeの場

合は､このような薬剤に対する耐性が苗いため､薬剤耐性遺伝子を

利用するにはプロモ-タ-の改変など工夫をする必要がある｡

次に､薗体内に取り込まれた外来DNAの大部分は､染色体DNAに組
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み込まれ､遊離の状態で存在することは希である｡カビでは一般的

に､相同的組み換えと非相同的組み換えのいずれでも染色体への組

み込みが起こるが､ベクターDMが何コピーかタンデムにつながって

組み込まれることが多い｡染色体への組み込みにより形質転換頻度

は低くなるが､染色体へ組み込まれたDNAは､体細胞分裂を繰 り返 し

ても脱落せず､形質転換株の性質が極めて安定であるという長所も

ある｡ このことは､麹菌のような実用株を用いて酎薫などの生産を

行う場合には､生育の良い栄宅培地を使用することが多いので､こ

のような非選択的な条件下で培奄 しても､形質が安定 していること

は重要なことである｡

I990年代になり､カビの細胞内で自己榎製配列の単離が試みられ､

AnldulBnSからJNJ)(旦uLonoE]OuSly担alntalnedlnA5PergI//us)

がクローニングされ､プラスミド型のベクターとして､組み込み型

のそれに比べ､250倍の形質転換頻度の上昇が認められた(Gemsel

al1991)Oこの配列は､A.oryzaeやJnJgerでも同様に形質転換株内

でプリ-の状態で存在 し､形質転換頻度を大幅に上昇させた｡最近､

このJ〟AJ配列を利用してJoryzBeの8rgβ遺伝子(牛場ら 1992)､A.

nJ'gerのnIcB遺伝子(VerdoesetaJL994)のクロ-二ングなどの報

告がなされるようになった｡従って､今後有用遺伝子のショットガ

ンクローニングに､このA〟AIプラスミドが汎用されるものと考えら

れる｡

以上のように､カビの遺伝子操作技術の発展により､遺伝子導入
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が可能になるに従って､A.I7]'duJansだけでなくil.nJgerやJl･oryzBeが

異種タンパクの生産の宿主として注 目されてきている｡異種タンパ

ク生産系としては､大脇菌､枯草菌をはじめ､酵母､昆虫､動物細

胞などの数多 くの系が開発されており､生産 日原とするタンパクに

適するものが選択されている｡ カビの多 くは異種タンパク生産の宿

主として､摩れた点をいくつか持っている(SaunderseEaJ,1989)｡

即ち､カビは多億のタンパ クを菌体外に分泌することから､分泌能

が高いと考えられ､その他Joryzae(BarbesgaardeEBl1992)､

AnJger､AaraDOr''などは.長い間醸造に用いられて来たことから､

宿主としての安全性が認められている｡ また､培着や生成物楕製な

どのプロセスに関する研究の蓄硬があり､大束培養などが容易であ

る｡異種タンパクを活性ある形で生産させるためには､ タンパ クの

折 りたたみや糖鎖の付加などの翻訳後の修飾が､本来の生物と同様

に行われることが兎要である｡ カビは､大腸菌や酵母より進化過程

がより高等動物に近いので､人や動物由来の有用なタンパクを活性

ある形で分弘することが期待できる｡

本研究は､以上述べた背景を基t:Jspergillus尾で段能するプロモ

ーターを取得 し､異種タンパク生産の蛮力な1ロモ-クーの~つで

ある､｣.oryzaeのa-anylaseのプロモーター(auyC)との比較を行い､

取柑 したプロモーターで異種タンパクの生産に利用することを目的

に行ったものである｡原初に､Aoryzaeの各種菌体外伝草案の内､生

命現象に不可欠であるリボヌクレアーゼ(RNaSe)T2退伝子のプロモー
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ターがどの程度のプロモーター活性を持ち､その発現誘導について

推定 し､異機タンパク生産の可能性を探 った (第-章)｡次に､組

み込み型のベクターの場合は､形質転換株からのDNTAの回収が容易で

はないので､今後利用が大いに考えられるJWJIプラス ミドを持つ､

多数の形質転換株からプラスミドを簡単に回収する方法について検

討を加えた (第二章)｡そ して､AHA/配列を利用 して､A.nJgerとA

oryzaeの染色体から､aJyβプロモ-クー以上の強力なプロモーター

活性のあるDIA断片を検索 した｡取得 したプロモーターは､液体培着､

劾培養ともにaDyBlロモーターよりも数倍高いプロモーター活性を

示 し､物質生産の可能性を広げた (第三章)｡最後に､高生産株の

取得には不可欠である形質転換方法について,基礎的な研究が不足

している中で､簡便に形質転換できる方法について撰,# した｡A

nlgerの場合､プロ トプラス トを経由することなく､発芽 した胞子に

エ レク トロポ レーションにより､直接DNAを導入できることを兄い出

した (第四帝)｡



実験方法

1.使用曲株

第-帝の野性株と染色体ライブラリー調製用株としてJoryzae

RIB40株を使用 した｡ また同様に野性株として｣.nJ'dulansIFO2006株

を使用 した｡第三章のプロモーター検常用の染色体ライブラリ一調

製用株として､doryzaelFO4290株とJ.IHgerIFO6428株を使用 した｡

第一輩のAoryzBeの形質転換の宿主として､AoryzaeMl2-3(arc

e:オルニチンカルバモイル トランスフェラーゼ欠損株 ･GoEilet

Bl1987)を用いた.第二章以下のJ.oryzaeの形質転換の宿主は､A

oryzaeTF05240から変異処理により耶 寺したargB珠を使用 した｡J

nJdu/ansおよびJnJgerの形質転換の宿主は､｣nlduIBnSGO34(arc

ど,FGSC89)､AnJgerVanTlegheDATCC20739(Brge~)をそれぞれ使

用 した｡

組み換えプラスミドの取得には､大腸菌EscherlChJBCOILH810)

およびJM109(YanLSCh-PerronetaJ1985)を用いた｡E･co//0359

(ManLatlSetBl.1982)は､第-章の スフ7-ジライ1ラリーの宿主

として､およびECOJIDl15は､第三草のプロモータ-検常用の染色

体ライ1ラリ-として用いた｡

2.使用プラスミド

第一章のプラスミドベクターとしてpUCl18(VielraandHesslng

1987)とpUC日9とpSa]23(GomlelaI1987)を､ スファージベクター

としてENBL3(FrishaufeEaI)983)をmいたO第二章以降のプラス

ミドベクターとしてpUC18とpUCl9とBluescrlPt皿 SKを用いた｡ ま

たJspergJIJus尾のマーカー漣伝子として､A.nldulans由来のargC遺

伝子を持つPDG3(Buxtonè aI.)985)を加工 して用い､プラスミドベ

クターとして､).nJdulBnS由来の｣NAJ配列を持つARplとpI)ltG25(Dr.

Clutterbuck,Glasgoy大学より購入.GeELSelal1991)をそれぞれ

加工 して用いた｡ また レポーク-逓伝子として.6.coJIのβ-グルク

ロニダーゼ(GUS)並伝子(uldJ.Jerrersonelal1987)を持つpB112

1とpB110I(東洋紡)を加= して用いた｡

3.任用培地

JspergJ/lus尾の液体培宅には下記の培地を用いた｡

C乙aPek-Dox(CD)培地:21炭素濠,0.3‡NaNO3.02XKCl.0.1XKH2PO4,

0.05XNgSO4･7日20.0.0021FeSO一･71t20,pH55｡

DexLrln-Peptone(DP)培地:21デキス トリン.11ポ リペプ トン.0.5

‡KH2PO4,01XNaNO3.0.051NgSO417H20｡

AorJ′Zaeの固体培饗は､岡崎ら(1979)の方法に従い､70%精白米を

用いα米を調製後､恒温恒湿器中で米麹を網引 した｡



4.A.nJgerの発芽率の測定

発芽率測定用の培地は以下のものを用いた｡

DP培地:前述

1/2DP培地.DP培地の半分の濃度の培地

MYG培地 .1%麦芽エキス.0.4%#母エキス.2%クrルコ-ス

MY培地:03%麦芽エキス,0.3%酵母エキス.】%ク'ルコース.05%J1078トン

MY20培地;03%麦芽エキス.0.3%#母エキス 20%ク◆ルコ-メ.0.5%へ■フ○トン

上記培地中AnJger(argC~)の胞子を接種 し､25℃で15時間増老後､

発芽胞子を遠心分離で躯薗 し､0.1%ツイーン20で分散後､顕微鏡下

で発芽胞子数を測定 した｡

5.形質転換株の取得

Aoryzae､AnJgerの形質転換は､通常のプロ トプラス ト法(Goml

etal.1987)に以下のように多少の改良を加えて行った｡

プロ トプラス ト化の溶菌群菜は､Yatalase(宝酒造)を用い､プ

ロ トプラス トの集菌のための鳩過は､30LLmのナイロンメッシュを用

いた｡AnlduJBnSの形質転換は､KeHyとHynes(1985)の方法に従っ

た(cotransrormatlOn)｡

).nigerのエレク トロポレーション法は､発芽胞子をエレク トロポ

レーション用緩衝液で洗浄後､遺伝子導入装匿 (島津魁作所)を用

い､キュベ ットにDNAと混合 し､エレク トロポ レ-ションを行った｡

以上の宿主は全て､DNAの導入によりアルギニン要求性が相補された
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株を､CD寒天培地上で形質転換株として分離 し､数回の植え継ぎを

行った｡

また大腸菌の形質転換は､Hanahan(1983)の方法に準じて行った｡

6 JspergJ//us属からのDNA画分の調製

AsperglJlus属を100mlのt)P培地で､30℃､3E]間振とう培養を行い,

ガラスフィルター(3Gl)で集菌後､蒸留水で洗浄した｡水分を除いた

歯体を､液体窒素下の乳鉢で粉砕 したoTE緩衝液(10mMTrls一日CL

pE175,lmMEDTA)に粉砕歯体を懸濁し､等丑のフェノール/クロロ

ホルム/イソアミルアルコール(25/24/I)を加え捜搾後､遠心分離に

より水相を集めた｡この操作を2匡】繰り返し､エタノール沈澱により

DN̂画分をE]収した.DNAをTE綬衝液に溶解 し､ リボヌクレア-ゼA処

理を行い､再びDNAをE]収し､TE緩衝液に惣探した｡

また､ANJIプラスミドを持つ形質転換株からの簡易DNAの回収方法

として､50mL容量の7 7ルコンチュ-プ中､10mlのCD培地IC形質転

換株を30℃で2日間培我後､上Tr*1を5mL除き､2倍濃度の溶菌群-#液

(1%Yatalase.16MNaC】.50mHリン酸緩衝液.pH60)5mlを加え､

30℃で3時間プロ トプラス ト化反応を行った｡遠心分離によりプロ ト

プラス トを-蛇･め､50州 TrlS-HCl緩衝液pH7.5.50InNEDTA,05%SDS

に懸濁し､37℃で30分間処理し､DNAを抽出後､同上のフェノール/

クロロホルム抽出に従ってDNA画分を調製 した｡また本法は､最終的

にPEG沈によりDNAをfr守一製した｡DNA濃度は､260nmの吸光度から､
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A2":1のとき50LLg/Llとして計井 した｡

7.J4oryzaeからのRNA西分および)RNAの調製

A.oryzaeからのRh摘 分の銅製は､Catha)aら(1983)の方法を改変

して行った｡ 10011のCD培地で培兼 した菌体を集菌洗浄後･液体窒素

下の乳鉢で粉砕し､6山の1012-メ)I,カブ トエタノー ,̂を含む5Nグア

ニジンチオシアン酸溶液に懸濁 した｡これに30nlの仰 皇化 リチウム

溶液を加えた後､4℃に一晩置き､低速遠心分離(3000rpn)により不

溶性の菌休沃査を分離した｡上清を高速遠心分鮭(15000rpm)し,汰

澱をRN摘 分として分離し､更にこの沈澱を洲 皇化 リチウム蒋液によ

って洗浄 した｡沈澱を0.1%SDSを含むTE緩衝液に怒濁 し､寄主のフェ

ノール/クロロホルム/イソアミルアルコールを加え･遠心操作に

ょり水相を分離 し､エタノール沈滞によりRNA画分を回収し､蒸留汰

に蛭濁 した｡

また… Aの調製は､poly(U)-Sepharose48(フ ァルマシア)を用い

て行った｡RNA濃度は､260nnの吸光度から､A26O:lのとき33JLg/nl

として計算した｡

8,JspergI'//us尾の菌体内群素の抽出

AspergJJIus属の菌休郎 事案の抽出法は､集菌､洗浄した菌体を液

体窒素下の乳鉢で粉砕 し､これを10mMEDTA.01‡TrltOnX-loop

o lXSarkosyl.10nM2-メルカプ トエタノーJL,を含む50DMリン酸緩衝

- )O-

液(pH70)に懸濁 し､遠心分穀後､上清を酸素抽出液とした｡

9.酸素活性の測定

(1)リボヌクレアーゼ(Rhase)T2活性

Satoら(1966)の方法に準じて行った｡反応液(2.5Ll)は､025Hク

エン酸-NaOH緩衝液(pH6.0).0.25nlと､ウリジン2■.3●環状リン酸の

4mg/ml溶液.025Jnlを含み､古事讃液10JLJ%添加 したときのOD273の経

時変化を測定した｡その勾配から､ Ae2,,=Ⅰ.0×103として分解丑

を求め､ 1分間にlLLB)01eの基質を分解する群素里を】単位とした｡

(2)β-グルクロニダーゼ(GUS)活性

GUS活性の寒天培地上での定性的な発色法は､0005%5-bromo-Ll-

chloro13-川dolylglucuronide(X-glue)を含むCD培地上で､瀬色の

強度により判定 した｡

定量的な活性は､Jerrersonら(1986)の方法に準 じて行った｡ 10m

Mp-nLtrOPhenylglucuronlde溶液0.1nlを0.8mlの活性測定用巌衝液

(50nMリン較緩衝液pH70,10AM2-メルカプ トエタノール,0.llTrL

tonX-loo)と混和 し､辞宗抽出液0.1nlを加え､37℃で反応させた｡

2.5N2-alln0-21血ethylpropanedlOI0.4))%加え反応を停止 し､遊

離するp-nLtrOPheT10Iを415n■の吸光度で測定 した｡この反応系で､

00100Dは､p-nltrOPhenoLの分子吸光係数14000でlnLOle生成 し､

1単位は一分間にlnDOleのp-nltrOPhenolを生成する群寮生とした｡
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I0.タンパク音の定立

Bradrord(1976)の方法に準じ､牛血括アル1ミンをぼ串として定

量 した｡

11.オリゴDNAの合成

DNA合成横 (アプライド バイオシステムズ 381A)を使用 してオ

リゴDNAの合成を行った｡

12.PolyneraseCha川 Re8CL】on(PCR)法によるDNA断片の稚川苗

GeneAmpDNA加plirlCat.OnReagentKLL(宝酒造)を使用 して行

った. 即ち ､ R eac t 10n burrer.20 0m M dhT Ps 皿lX. lmMのセンスお よ

びアンチセンスプライマー,鋳型D糊.25unltSTaqDNApolymera

seを混合後､退伝子増幅恒温槽(PerklnElmerCetusDNAThermal

cycler)を用いて､目的とするDNrA断片を増幅 した｡反応条件は通常

は､DNAの勲変性.94℃.1分､プライマーとのアニ-リング･50℃･

2分､ポリメラーゼ伸長反応.72℃,3分とし､この反応を30回繰 り

返 した｡

13.DhTA断片の放射能漂讃

オリゴDhTAの5･末端の放射能原'313はJ lam sonとZlnmerAan(1986)

の方法に準じ､ 〔T-32p]-ATPとMEGALABELKlt(宝酒造)を用いて

行った｡

- 12-

DtVA断片の放射能標識は､FelnbergとVogelsteln(1983)の方法に#_

じ､ [a-3Zp]dCTPとRandoEIPrl虫erDNALabeHngKlt(宝清適)

を用いて行った｡

14.プラークスクリ-ニング

A_oryzaeの染色休ライ1ラリーを､放射能標識したオリゴDNAで､

以下の条件のハイブリダイゼーションを行い､陽性のプラークを検

出した｡

6×SSC.5×Denhardt'S,0.)1SDS.100JLg/nl変性サケDNAのハイ

ブリダイズ溶液で,55℃､16時間ハイブリダイズした｡洗浄は､2×

SSC.55℃､30分間､0.2×SSC.55℃､1時間行った(Manlatiset

al1982)｡

15.ドットおよびサザン解析

ドソト1ロッティングは､DNA両分をHybond-Nナイロンメン1ラ

ン (7マシャム)にドットし,サザン1ロティングは､DNA画分をア

ガロース電気泳動により分画 したゲルから､同上のメン1ランに1

ロティングした｡そしてECL法(enhancedcheDlluDHneSCenCe.アマ

シャム.Knlght)990)によりペルオキシダーゼ標識 したDNA画分,ま

たは放射能漂鼓 したDIA断片を1ロ-1として､以下の条件のハイ1

リダイゼーションを行い､目的のDNAを検出した｡

ハイブリダイズ溶液は､プラークスクリーニングの時の溶液と同

13-



-で､65℃.16時間ハイブリダイズし､洗浄は2×SSCと0･1‡SDSで､

65℃.30分間､3回行った｡

16.ノーザン解析

RヾA画分をホルムアミドーアガロースゲル電気泳動により分西 した

ゲルから､Hybond-け イロンメンプラン (アマシャム)にプロテイ

ングし､放射能標鼓したDNA断片をプロ-1として用いて検出した｡

17.転写開始点の決定

Aoryzaeの形質転換株のmRMを用いて､石川(1987)の解説に準じ

てS1マッピングを行った｡プローブは､転写開始点が含まれると予

想されるDNA断片の5'末端を [γ-3之p]-ATPで標識し､血RNAとDNA断

片がハイ1リダイズしていない1本鎖をS1ヌクレアーゼで分解 した後､

mRNA-DNAのハイ1リッド断片を分子量マーカーと同時に電気泳動す

ることにより検出した｡ハイ1リダイゼ-ションの温度は,Tn=22+

0.5×(G'C)-500/∩(nハイブリダイズする二重錦の長さ)の計弊式に

より50℃で16時間行った｡

18,ウエスタン解析

LaemlL(1970)の方法に準じて､10-20%のグラジィエントゲル (節

-化学)でSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行いタンパクを

分画し､ 7 7ルマシ7のセミドライプロテイングシステムにより､

11-

タンパ クをゲルからニ トロセルロースメンプラン (ミリポア)にプ

ロティングした｡タンパク染色はクマシー1リリアント1ルー R-2

50で行い､常法通り脱色した｡GL;Sの検出には､抗ウサギGUS抗体

(クロ-ンテ･}ク)を用いた｡抗休の検出は､ペルオキシダーゼ標

識 した抗ウサギイムノグロ1リンG抗体 (アマシャム)とイムノステ

インキット (コニカ)によるペルオキシダーゼ反応により行った｡



第-章 麹菌(A.oryzae)リボヌクレアーゼ(RNase)T2遺伝子のクロ-

ニ ングとその発現制御

罪-項 緒言

RVaseT2は､SatoとEga止l(】957)によってJl.orJ,Zaeの培養液中 (タ

カジアスターゼ)で発見され､Nraolら(I959)により部分Trlk製された｡

続いてUchldaとEgami(1967)およびRushLZkyとSobe｢(1963)の二グル

-プによりそれぞれ独立に梢魁され､タンパク的に均-な標品が得

られたoRhlaseT2は､タカジアスタ-ゼ中の含立は低 く､塩基特異性

が非特異的で分子盈36000と他の特興的Rhlase(Tt.い.U･,U2)と性

質が異なっている｡ タンパクの特徴としては､比較的酸性のpH領域

でも安定であり､加熱に対 しても安定である(Uchlda)966)｡ またR

NaseT､と異なり中性のタンパクであ り､このことによりタカジアス

ターゼ中から混在するRNaseT.を除去 し､frlr･93が進められている｡

Kayataら(1988)によってRITaseT2のタンパクの一次構造が決定され､

同年RhIZOPuSnlVeuSの同じ非特異的RN'aseRhのクローニングの稚告

(uoriuchleta/.1988)､および1990年には同じJspergJ/lus尾でJ･

sEJtOlの非特異的RAVaselのアミノ酸配列の報告もある(IaLanabeeE

aJ)｡

A.oryzaeの各種菌体外加水分解群菜のうち､遺伝子の解析例は､

-16

I989年にa-アミラーゼ遺伝子(Tadaeta/, YlrSeleEa/..GLne

seEaI.,TsukagoshleEal.)､およびアルカリプロテアーゼ(Tat

SULLela/.)だけであった｡その当時､α-アミラーゼ遺伝子のプロ

モーターは､異種タンパクを大星に生産する能力を持つ強力な､お

よび炭素源により制御可能なプロモーターであることが解明されつ

つあった(TadaeLaJ199la,b)｡そこで､この高発現なプロモ-タ

一領域の塩基配列 と比較検討する目的で､A.oryzBeのRXaseT2並伝 7-

のクローニングとシークエンスを行った｡ またRhlaseT2遺伝 f･のプロ

モーター領域を利用 して､ レポーター遺伝子 として大腸菌の β-グル

クロニダーゼ(GUS)退伝 T-(u/dA,Jcrrcrsonetal1987)を辿結 して､

AspergJJlus属の形Tf転換株でのGUSの生産丑から､α-アミラーゼ退

伝子(TadaeEa/.)99)a)とのプロモーター活性を比較 した｡ またこ

のGUSの生産壷から､RNAなどの益質の添加でGUS活性の誘導について

検討 し､麹菌での細胞内外での局在性についても推察を行った｡

第二項 実験結果

(l)リボヌクレアーゼ(RNase)TZ遺伝子(rntB)の単離

A.oryzBeのR.VaseT2タンパクの一次構造のアミノ酸配列の報告(Ka

yaLaeta/.1988)と､a-アミラ-ゼ遺伝子(BDYB)の三番 目のコ ドン

の使用頻度の報告(TadaeLaIl989)を参考にして､N末端29tコer､コ

ー】7



ドンの揺らぎの少ない中間領域29ter､C末端301erの三種煩のプロー

ブを以下のように合成した｡

プロ-1 l:ト末端 29ner

GIul-phe-Pro-Ser-Cys-Pro-Lys-Asp-Ile-P ro-AO

GAR TTCCCNTSVTGTCCNAARGAYAT‥CC

ブロー12 .中間領域 29ner

Glu川6-phe-Trp-Glu-HIS-Glu-Trp-Asn-Lys一日ISllS

GAR TTCTGGCARCATGARTGGAÅcAARCA

プローブ3,C末端 30mer

1 le2t" -Ly5-Tyr-Leu-Pro-Lys-Lys-Se√-GIuIAsn2t"
ATH AARTATYTNCCNAARAARYSNCARÂC

Rは A orG, ‖は A. C.G orT: Vは A orT;Sは 仁 or C:Yは C orT･

‖はA.Co｢T

A oryzaeRIB40珠のEHBL3の染色体ライ1ラ1)-lOOOOプラークか

ら､ほ 端とC末端のプロ-1で共にハイ1リダイズするクローン12

個を得た｡その内4個のクローンが同一で､ JIIl7dⅢ 48kbが三種頬の

プローブで共に陽性の断片であり､pUCl18にサブクローンしたくpAR

T-1)｡その制限甜菜地図とシークエンスを行うためのテ レ-ション

シリーズを作成 した(FIE.卜1)｡

1 1ヽ -

H E N x p SP EK ～ H

. I ■, ' ■ ±J Ll± . J
Nc Nc Nc

ト一一･一一一一一｣
=:=

Fig.1-1RestrlCt)OnLap andsequenclnEStrate訂OfthegenOJICDMcncodilⅦRNaseT･

JrroxsshoTtheDNIsequel)Cingstrategy.ThecodlrLgSequencelS)ndlCatedbytheso/id

(exoI唱)aT[dopell(lntrOrLS) boxes. lbbrcviatIOrLS:E.Bcdu:H,NJ'ldm.K,Kplll.N.NJlel;

Nc,Ncol:P.PsLl.S,Sphr,aTIdI,XJ701

(2)rDtB遺伝子の塩基配列

次にpART-1のNheI断片33kbをpUCl19にサブクロ-ニングし(DART

-2)､シークエンスを決定 した｡その断片の中には､予想に反 してス

トップコドンが兄いだせず､更にC末端を含むNco]断片15kbのシー

クエンスを決定 した(Flg卜2)｡
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Fig.ト2NucLeot)desect)enceaJd dedlJCed aJLrK)acidseqLJeLX:eOltheR如LSeTt Eene fro■〟.

0ryZaeAJLizw acidresldueS 17to 1representtheFlreSLd sJkrnlpcptideseqtJerにe.d

240to259representthea-teTlinllprocesslntTCgIOn.Tk traTLSCrlPtionstartpoints.

detertirtedbySlnuclcascprotection.aredoubleulXIeT/ilTed仏; 55. 47)reLatiyetothe

tral唱Iationstartpoint(･1) ThepLJtaLLYeCAITaLXITATA]ikesequE･nCeSareOVerJined:

sequerKeS botoLoLoustclhc interrul1ccnsertsussequerK.e.RCTRAY,lotJTd nearthe3'

tertinusoftheruJValInterVCninEsequence.arewxlerliIled

報告 されているア ミノ酸配列 (Kavata eEa/1988)と比較す ると､

239ア ミノ酸は全て一致 したが､成熟 タ ンパ クの 1残基 目のグル タミ

ン酸の上流 17残基 目にシグナルペプチ ドの始め と予想 されるATGが存

初三していた (Krell 1981. Yon HelJne 1983)｡ 更にシー クエ ンスの結

果､ 239ア ミノ酸よ りも20ア ミノ酸多 く存在 してお り､ RNaseT2タン

パ クのC末端が､プロセ シングを受けていることが明 らかとなった｡

更に､ イン トロ ン領域が4箇所存在 し､それぞ れ50, 77. 109. 59bp

の大 きさで､ 5●-GTPuhGT Pŷ G-3■配列 (Lerner etal1980. .qount

1982. Gurr etal1987)および3●末端に近い方に､スプライス され

る際のラ リア ッ ト構造 を形成するための5㌧PuCTPuAPy13r配列 (RaDb

osek and Leach 1987)がほぼ保存 されていた (Table 1-1).



Tab一eI-1SplICeSignalsylthJnthelntrOnSOfthemtCgene

Introǹ Sequence- lr】tron

length

5l-SPIlee lJlternaL 3'-splicc (nt)

slte Site slte

I GTTAGT ･AACTGACA TAG 50

Ⅱ GTAAGC ･TGCTAACT･AAG 77

Ⅲ GTTTGT･ TACTAACC･･CAG 109

Ⅳ GTAAGT AGCTAATT CAG 59

CorLSenSUS GTRNGT ･ RCTRAY YAG

Sequence

)nFJlaJentOuSfung lE

a ThelocatlOnSO【theintroJV;areShoy71LnFig1-2
b a.purlne:Y,pyriTid)ne:～.anyorthe†ouTnt

c Ra力tnSekandLeach(1987)

真核生物のプロモ-夕-帯域では､ CAATモチーフが転写因子の-

つであるTFⅡt)の結合領域と考えられているTATAモチ-フよりも上流

に位置するが (Gurretal1987)､mtB遺伝子のプロモータ-の場合

も同様で､CAAT配列は存在 していたが､典型的なTATA配列は存在せ

ず､TATA様の配列が認められた.またターミネーター領域には､ポ

リA付着シグナルであるAATAAA配列は認められなかった｡

尚､基質特異性が無い､同 じRnLVeuSのRNaseRhと比較すると, タ

ンパクのホモロジーは42%と報告 (HorLuChzeEal1988)されている

が､イン トロンを除いた成熟タンパ クをコー ドする部分のDN八のホモ

ロジーは､ 51%となり高いホモロジ-であった｡イン トロンの教は同

じLIつであったが､その挿入箇所および大きさは全 く異なっていた｡

(3)使用コ ドンの比較とサザ ン解析

rnLB遺伝子の使用コ ドンと同じdoryzaeのα-amylase(Taka-

any)a§e)の遺伝子(BmJ′B,Tada elal1988)とRnJVeuSのRNaseRh(

nor)uchLeEaI1988)遺伝子のコドンの比較を行った(Table 1-2)｡

rnEBとamyBでは､三番 目の使用コ ドンのGまたはCの割合が､それ

ぞれ65%(180/277アミノ酸)と66%(328/500)とGCに偏る噛向が認めら

れた｡一方RNaseRhにおいては､三番目のコドンの使用頻度は､Uが

55%(131/239)と多 く認められ､属問による相違と考えられる｡

野生株であるAoryzaeRIB40の染色体に存在するrntB遺伝子のサ

ザン解析を行った(FLg l13)0
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kb

Fl古13SouthernblotanalysisofJl.oryzaeRJB40geno■ICDNA DNA■aB d柑eSted Tlth

Ecdll,PELT.NLIZ]Ⅲ,m7eI,NcoL SphlandKpnJ,andseparatedby07Xa占arOSetel

clectTOphoresIS TheseparatedrraBAentSreretranSleTredoTltOaHybcndN●nylor)BChbrane

aJldhybrJdLZedriththe4.8kbHIItlⅢ fraaentuslnEtheEelgenedetectIOnSySteA(

AJCrShaJLCcrp)(hlとhtlg90).Jrro■ざIndlCatethe入/lIJrdⅢdigestedsLZemrkers LaI7eI.

KpnI:laJ)e2.Sphl;laJ7e3,Ncol:Ia〟e4.～bel:la17eS,HLmlⅢ.′ane6,PsLl.Jane7,

Ed I

プロ-1としてLI8kbのIIIndtn断片を使用 しているが,Fig.)｣の

制限群素地回に示すような結果が確認され､ α-aElylaseの遺伝子が

A oryzaeの染色体に3コピー存在(BDyJ.aDyB,aDyC,71rSeleLal

1989,五味ら 1989)しているのに対 して､rntB遺伝子は染色体に1コ

ピー存在するものと判断した｡
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(4)形質転換珠のRYaseT2活性

麹菌用プラスミ ドpSa123(Go皿1 etal･1987)と pART-1とを､ 元々の

RNaseT2活性が少ないと予想されるJnJ'dulansGO34にcotransrorma

LIOnした｡得られた形質転換株の培蕃液のRNaseT2活性を馴'定すると･

rntBを持たないベクターだけの形質転換株と比べると､比活性で45

倍程度の上昇が認められた(Table 1-3)｡

Table1-3RNascTlaCtivltyProducedbytrartsrormnts

stTalrl PlasLld Spec.act.̀ Ratio-

U/q protein

Jl olyZae pSa123

N1213 pSRT-I
//

JlnJdu/ans pSa123

CO34 pSa123IpART1

10

28

25

0.3

129

a speclflCaCtlYity(JJ批le/Girl/tgproteIn)

ら SpeclllCactivityorH2-3transfor一dTLthpSa)231S takeL18S1

また､Flg卜4に示すpSRT-1を作成 して, ･̂oryzae(argB)N-2-3

株を形質転換すると､元々の親株に比べ形筋転換株では､比活性で

2.8倍上昇 した株が得られたO

Fig14ThestructureofpIaSLidsPART-1andPSRT1The48kbNIIZJm rr脚 entCOntainLrLE
theentlreRNaseT'generassubcloned Intoplasq)lddJC118toconstructPART-I.TheDM

■asdlgCStedT)thNLdⅢaJldtherra伊ent†asblunt･cndedTLthT4DNIpc)y■erase.llgated
toDhdHl=lkers.andinsertedintotheBaAJIIslte(】rpSal23tocQnStrUCtPSRT-1

Abbrcyiatl0nS a.BaJLn;8,ccdll.JI.〟I-dtn.N.NTIel.Nc.NcvI;P,Pstl:S.SphHandSa.
Salr

J.nldulaI7Sの形質転換株の培考液の浪揺後のSDS-PAGEでは(Fig I

-5),A.oryzaeのRトaseT2タンパクは,分子丘が36kDaで糖含丑が8‡で

あると報告(Kayataetal.1988)されているが､A.nldulansで発現さ

せても分子丑が同程度で､糖鎖が付加されているスメアーなRNaSe

T2タンパクを生産 した｡これらのことにより､rnLH退伝 7-は活性あ

るRNaseT2をコー ドしていることが明らかとなった.
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FIE1-5TheSDS名elelectrophoresISPatternOrメlI)idulansGO34cotTanSrOrnantS Cultures

orthecotra皿SforlantsylthpSa123andpSa123◆pARTl■ereconcentratedandthensubjected
toSDSpolyacrylaJJdegelc)cctrophoresIS LaneI,transforLaJltTlthpSa123(40LEg
proteln).JBIK2.trans†olLant†ithpSa123andPART-1(40FLgPrOteln);/ape3.LO)ecular

slze■arkers Theerrorlndicate5thepcsltl0nOfnatlYeA olyZaeRNaBeTi(36kb)

(5)rnLD遺伝子のプロモーター領域の解析

転写開始点をSlマ ソビングにより決定 した｡野生株であるJ

oryzBeR1840のzLRべAでは､開始点のバンドは認められず､Joryzae

M-2-3のRNaseT2活性の高い形質転換株のpRYAを用いて決定できた｡

このことにより､rntB逓伝子の発現丑が少ないことが推定できる｡

翻訳開始点のATGの上流､-47と155bpの両アデニンの地位に､バンド

が認められ転写開始点と推定 した(FI昔 I-2)｡

-ごト-

次に､Tadaらの何告(1991a)したJoryzaeRI840株のBDYBlロモー

ターに､ レポーク-遺伝子として大腸菌のβ-グルクロニダーゼ (GU

s)逝伝子(u/dJ)をpSal23に連結 したpTAGlを譲っていただいた｡この

pTAGlのaDyβプロモータ-の替わりに/･ntβ遺伝子のプロモータ-領域

と考えられるPstIとNcoI(Flg卜1 I-2.ATGをMungbeannuclease

で削ったもの)のIkbのプロモーターにすげ替えたベクタ-を偶車 し

た(pmG)｡このベクターとpTAGlを用いて､A.orJ′ZBeN-2-3の形質転

換株を取得し､それぞれ二操の菌体内に生産するGUS活性の平均を比

較 した(Table 卜4)｡

Table卜4ConparLSOnOfBUSactiyityl'ntherntBandaJVBprETIOtertranSforurltS

Trans†orllant' CD■ GUS Proteln SpecIEICaCtlYlty

nJ10le/Lln/Bl LE/A) mOJe/mrVLEprotein

pSa123 gLucosc ND`

pRhrG (n7tの 8Lucosc 217

pTAGl̀(叫γの 与Iucose L28

pTAGl(叫γの deJrtrITt 2900

ND

129

50

1290

aTTOirLdeFN=ZdentJlo耶aetTaJtSIor■antS TlthpSa)23.PRNG.atKlPTAL;Ilere

testedforBUSal:tiv)ty

b EachtrartsforLaLltTisCtllt)vatedinCt)nediLJJ00ntaininE2XghJCOSC
or2Xdextrin

c Notdetected

d TadaetBJ(1991&)



GUSの比活性を比較すると､ m teプロモーターは, amyβプロモータ

ーの庚岩原がグルコ-ス増益での非誘導条件よりも弱く､1/4程度と

なり､誘導条件であるデキス トリン培雀のl/100程度と､予想通 り弱

いプロモーター活性であることが確認できた｡

(6)rntB遺伝子のプロモータ-の発現､誘導

A orJ′ZBeM-2-3珠のrntBプロモータ-の形質転換株を用い､Gus活

性を指標として､誘導基質と成 り得ると考えられるRNA､ヌクレオチ

ド､ヌクレオシド､核酸の添加による発現の誘削 こついて検討した

(Table 卜5).

Tab)e1-5EffectofDCdJUnCOndltionor)GUScxprcss10n

Transfornnt Llqud

qedluJ)

BUS(lnterCeHular)
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8

8
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4
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a Notdetected

b Therice-kojLYaSfrozenlnltquidrHtrOgCnandthengroundTlth

&)assbeadsforr)cekoJLdisruption

液体培奄およびGg体培態において､これらの誘導基質と成り得る

物質の添加により､GUS活性の上昇は認められなかった｡従って､d

oryzaeのRNaseT2タンパクは､薗体外の核酸などによって誘導条件と

は働かず.その他のα-anylase(TadaetBl1991a)､glucoaEnylase

(ElataetBl1992)などの分泌声享楽とは異なる発現制御機構であるこ

と､あるいはRNaseT2は分泌酸素ではないことなどが推察できる｡
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第三項 要約

(l)).oryZaeQ" Eeit伝子をクローニングし､シークエンスを決定

したところ､h末端の17アミノ厳のシグナルベ1チ ドだけではなく､

C,絹 の20アミノ酸が1ロセシングを受けていることが判った｡

(2)このrntB遺伝子は､活性あるR- cT之をコー ドしていることが判

り､RドaseT嫡 性が低いと考えられるA･nLdulBnSでは､活性が45倍上

昇 した形質転換株が取持できた｡

(3)rnLβプロモーターとODyOプロモーターをAoryZBeの形質転換株

におけるGUSの生産品で比較 した｡ rnlβプロモ-夕-はamyBプロモー

ターの非誘導の1/4､誘尋条件の1′100程度と弱いプロモータ-活性

であった｡

第四項 考案

jLoryzaeRIB40操のリボヌクレアーゼ(Rhase)T2遺伝子を卑# し､

崖甚配列を決定 し､そのアミノ酸配列を推定 したところ,報告され

ているタンパクの一次構造と239アミノ酸は全て一致 した(KayaLa

eEa/.1988)｡ しかしhl末端の17アミノ酸が付加されており､分泌系

のタンパクであるのでシグナルペプチ ドと推定された｡).11igerの

glucoamylase(Boelè al.1984)､Jl.orJ′Zaeのα-a止ylase(Tadaet

aI.1989)､AoryzaeのRNaseTl(山岡ら 1991)がそれぞれ､24､21,

26アミノ酸であると報告されているのに対して､やや短いシグナル

ペプチ ドである｡-R､基質特異性が同じ非特異的である､R.

nJVeuSのRNascRhが､ほぼ同程度の16アミノ酸と報告されている(Ho

rluChlelal)988)｡

RNaseT2タンパクは､糖タンパクで三箇所にN-グリコシド結合糖鎖

(Asnと結合 している糖鎖.Asn-X-ThrorSer)が存在 しており､

Asn15とAsn76には､2つのグルコサミンと3-4つのマンノースが結合

し､タンパクのC末端のAsn2"にも1つのグルコサミンが結合してい

ると報告されている(KayataeLaI.1988)｡塩基配列を決定すると､

AsTl238-ser240-Thr之いと確かにグリコシレーションサイ トと推定さ

れるが､ス トップコドンは改められず､結局20アミノ酸が付加され

ており､post-translatlonalなプロセシングを受けていると考えら

れる｡この様なプロセシングはこれまでの所､｣oryzBeでは報告が
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無く､A,.crassaのPrO-lacc8SC(Gerlannetal.1988)とpro-tyroSin

ase(KuppereEaJ1989)が､それぞれ13と213アミノ故のC末端が､

ペプチダーゼによりプロセシングされる報告があり､限られたタン

パクだけと考えられる｡ しかし､その役割については､今後解明が

待たれる所である｡

)990年前校になりRhaseが再び注目され始め･例えば牛酵族のRNa

seAは.1960年代は生化学研究の中心に位置していた辞素であるが

(AnrlnSen 1973)､ガン細胞の成長 (アンギオゲニン ;睦癌血管造成

因子､StrydoneLB11985･KurachlelBl1985)や神経細胞の発生

(GtelChetall1986･PrlCC etal･1987)など､生物学的分化に影響

を与える一連の細胞外タンパクにそっくりであることが明らかとな

ってきている｡この様によみがえるRNaseとして､RnaseT2タンパク

もまた､タバコNI･cotLBnaBlataの花桂に存在する､分子丑32000の

sZ-グリコプロテイン 〔自家不和合性(selトlnCO叩artlbltLty)逓伝

千 (S辻伝子.Andersonetal1986)〕に非常に高い相同性を持つ領

域が発見され (タンパクのホモロジー… ･DNAのホモロジー47‡)､

このS2-グリコプロテインはR､ase活性を持っていることが明らかと

な って きてい る (N cClur e etal一-989･ Kayata elall1990)｡
以上のような本来のRhaseの働きだけでなく､新しい横能が兄い出

され始めているがJ oryZaeには､分泌缶ほ であるRNaseTlがT2に比

べ10倍量程度生産tが多く,RhyaseTZが新たな綴能を持つ可能性も十

分考えられる｡また､C末端カ{1ロセシングを受けていること･培地

一 3･i

中のRMなどの核厳で誘導が認められないことを総合 して判断すると､

RhaseT2は薗体外に分泌されるタンパクではなく､Aoryzaeの液胞あ

るいはペ リプラズムなどに留まっているような,菌休内のタンパク

の可能性が十分考えられる このことは､ 1960年代から恥aseの研究

をされておられる､内EEl∬子先生 (三菱化成生命科学研究所)が

｢菌体外の分泌群薫である証拠は無い｣と言われていることよりも

養ら付けられると考えている (群薫ハンドブック p.488. 1982)｡

また､A.orJzaeのRトaseT乏止伝+(rntB)のプロモ-ター活性を､ レ

ポータータンパクのGLSの発現丑から検討すると､同じJoryzBeのα

-amylase遺伝子(amyD)プロモーターの非訪中時の1/4程度と弱い活性

であった｡このことは､Aoryzaeの培養物抽出液であるタカジアス

ターゼ中のRNaseTzのタンパク含丑が02%と低く(Uchlda 1966)､そ

のタンパクをコ- ドしている迫伝子のプロモーター活性も､想像通

り弱い結果を意味 している｡ しかし､この推測もGUSの生産丑が､

rnlBプロモーター支配下で発現 しているかという疑問がある｡この

ことは､タカジアスターゼのSDSの電気泳動から､56kDaのα-amyla

seのタンパクが全体の20-30‡である (私信)ことおよびタカジアス

ターゼ中､RNaseT2/a-anylaseの存在比は､ I/loo- I/150軽度の含

主であり､Table I-4よりGUSの比活性の比が､aqyBの誘導時の

I/100であることより判断すると､rnEBプロモーターは正常に横位 し

て､GUSを生産していると結論付けることができると考えられる｡

これらのことにより､逆に甘えば､タンパクの分泌丘も含めた生
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産土の多いタンバクをコー ドしている遺伝子のプロモーター程､強

力なプロモーターであると推察でき･Aoryzaeのα-a■ylase遺伝子

(aJyB)あるいはglucoaAylase(a/aA)などは強力なプロモーターであ l

ると言って良いと考えられる しかし現在の所･)･Oryzaeでは解析

されている遺伝子のプロモーターが孜例であるので･dspergiIlus尿

全件でもまだまだ未知の強力なプロモーター､あるいはエンハンサ

-などの配列の存在が予想される｡

第二章 AspergJJlus尾形耳転換珠からの自律増殖プラスミドの回収

罪-項 緒言

麹歯は,古くから我が国の頗遺産実に利用されており､我JJにと

って非常に親近感のある微生物である｡残念ながら､麹歯の場合､

軒母のように分子育機は進んでおらず､その研究者の教もかなり少

ないのが現状である.この理由の一つに､これまで麹菌ではプラス

ミドのような染色体とは別に､自己桜製随のあるDNrAが兄い出されて

いなかったことが考えられる.

郎母においても初めての形Tf転換は､染色休への組み込みによる

もので､その形質転換郷皮は低いものであった｡その後､2LLd]プラ

スミドや､染色体に存在する自己桜懲配列(auLonomouslyrepIICat

logSequence:ARS)を利用 して､甜母細胞内で自己複製できるベク

タ-が作られ､形質転換頻度が飛托的に上昇した｡麹菌においても､

ARSとして働くDNA断片を単穀する試みもされてきているが､成功 し

ているとは言い難い｡その中で､Anidu/ansの染色体から､ans/と

呼ばれるDNA断片を分難し､これを組み込み型のベクターに連結する

ことにより､形質転換抑圧が100倍以上上昇 した招告(BaLlanceand

Turner.1985)があるが､その後このDNA断片が幅広 く利用されている

わけではない(CulleneEa/1987)｡

if)←



この研究とは別に､｣.n/dulansの細胞内でARSとして働 く染色体断

片が､JnJdulBnSの遺伝子ライブラリーから単性された(Johnstone･

1985)｡その後､このJNJJ(autonoIouslyBa)nta川edlnJspergJ'll

us)配列を持つDIAを用いて､AA/dulansの形質転換を行ったところ､

組み込み型のベクターに比べ挟度が250倍上昇 し､A.nJdulansだけで

なく,Aoryz8e､A.nlgerでもフリーのプラスミドとして存在 し､頻

度が上昇 した(GemseEBl.199日｡ また最近､このJNJJ配列を利用 し

てAoryzaeのBrgB遺伝子(牛坊ら 1992)IAnJgerのnJCB遺伝子(Ver

doesetal1994)などの宿主の栄慈要求性相補での､ショットガン

クローニングの報告がB立ち始めてきているB今後､このJNJJプラ

スミドを始め､ARS配列を利用 したispergJ/Ius尻の有用遺伝子のク

ロ-ニングにと道が閃けるものと期待できる.

麹歯の場合､遺伝子組み換えの基礎的な研究あるいはテクニ ック

に関する報告は少ない｡そこで､上記のようなJNJIプラスミドの刺

用を考え､多 くの形質転換株から同時に､修飾を受けていないプラ

スミドを簡単に回収する方法について検討を加えた｡

第二項 実敦結果

(I)argg宿主-ベクター系での形質転換頻度

宿主としてAoryzae(BrgB)とJnlger(argB)を用い､ベクターと

してJ.nJdulaI7S由来のJspergJIlus民で自己複製可能な配列(JINAI)と

マーカー遺伝子のargBの入ったプラスミド型のベクターARplとpDHC

25､更にANJ/配列を持たないインテグレー ト型のベクターであるpB

Xba2(pDC3のXbal断片(argo)をBlucscr=)LTISKのXbBlサイ トに挿

入 したDhlA)を用いて形質軽換を行った(Table2-日.

Table21Co■parlSOT)0ftransrormt10nefHcICnCies

■lthdl†rerentvectors

Type VectorA朋JlerLgthA nJgeTJlolyZae

(kb) traTlSFoJl)alltS

(/JLgDNA)

J4mJplas+ld l伽1 6.1 750 93

pDtr;25 51 584 122

Integration pEIXb82 4 07

TraJtSfoTntlOnTABdone usingtheprotoplast-fortlrLSAethod

尚､ARplとpDHG25のANAl配列の大きさは､それぞれ6･lkbと5･lkb

である(FIE211.GelselBJ19!H)｡

l)リ



zu～ss.lTSでX

E Ed lSITISLtLL:St:lilItMJZld)

9ヽ幻t亡tlor一l血M Xpl

HssJmS"
■旧

pDHG～S Fh …】queb.llHlllLe
▲LLAl ll▲-

FJg.2-1RestrlctJOnSiteu psoFplasLldAfEplandpt)HG25

Theopenboxes･shadedboxes･andsJnglellnCSrepresenttheA L7JdulaJBa'EBsequences.

theA似lsequences.andthebacterlalscqucnces(pUC8).respectiveJy

形質転換挿度を比較すると､ N̂AJE列がlkb短 くなったプラスミド

塑ベクターでも､大きな頻度の低下は認められず､).orJ′Zae､d

nlger共にインテグレー ト型のベクターより､少なくとも100倍以上

の邦度の上昇が認められた｡また､AoryzBeとJnigerで比較すると､

両ベクターともに､doryzaeよりもJ.nlgerの方が頻度が5倍程度FS

いことが判った｡
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従って､この程度の頼度が得られれば有用遺伝子のショットガン

クローニングにも､JNJ/配列が利用可随と考えられる｡ しかし､こ

れまでの研究は､組み込み型のベクターで行った場合であり,組み

込まれたDNAを麹菌より調製し､大腸菌から回収することが必要でち

る｡ この操作が非常に煩雑であり,更に組み換えが起こる可能性も

存在する｡そこで.このANJlベクターを簡単にE)収するに当たり､

まず最初に染色休のDNAを抽出する方法について検討した｡

(2)形質転換株のDNA画分の抽出方法

麹菌の染色体DNAを調製する方法は､液体窒素下で菌体を乳鉢中で

粉砕する方法が報告(Tadaeta/1991a)されているが,多くの菌体

を処理する場合､姓菌のためのガラス氾過器､乳鉢などの滅菌操作

が煩雑となる｡そこで､Anlgerの形質転換採(ARpl)の培凝歯体を用

い､以下の三種蛸の方法によりDh'A画分を調製した｡

(A)llAuraら(1987)の方法を改良して行った｡集菌した菌体をYata

lase(宝酒造)を用いてプロ ト1ラス ト化 し､50州 EDTAと05

‡sDSを含む50mMTrlS-HCL穏衝液(pH7_5)中で､溶菌処理を行い､

フェノール/クロロホルム抽出､RNaseA,PEG沈処理を行って､

DhTA両分を絹製 した｡

(B)Yatalaseを用いて同様にプロ トプラス ト化 し､ガラスビーズ杏

加えてプロ トプラス トを破砕牧､同様にDM画分を掃引 した｡
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(C)菌体 をそのままガラスビーズで破砕後,同様にDNA画分を精製 し

た｡

これら(A)～(C)の方法で､MH (CD)培地 とCM (DP)培地で培奄 した

A.n,gerの形質転換株からDN摘 分を調製 した(FL富2-2)｡

223盛

M 123456 23 4 56

A B C

p,g2-2CopparlSOnOrAnJgertOtalDNAextract.onDethodslMethod(A)I(a)･and(C)Il
coluAnSnuAber1-3aretotalDNAsextractedaftBTgrowthonNNbedLu)･CohmⅦnuJ)bcr

46aretotalDNAsextractedafter6rOYthonCm edLtJn･TheslZCSOftheqolecular

.e.dlt.a,hers(H)areg1Ven.nkb･J,"leerrasincubated.∩2XYataLaseandlN(NH･)2SO･

f｡T3hatュo℃ aJldshakenat50rp]toproduceprotopLasts

Yatalaseでプロ トプラス ト化 した後,溶菌処理を行 ったDN̂画分

(方法A)が帆 CM培地からの菌体共に､比較的分解を受けていない

DNA画分を調製できることが判った｡
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そこでYaLalaseを用いて､宿主となるA.n/ger(Brgβ)とJorJ′Zae

(argB)の最適なプロ トプラス トの調製条件について検討を加えた

(Table2-2)｡

Table22Co叩arlSOnOftheprotoplastproducLnE

condltl0nS TithAIII'geraJdAoryzae

YataLase StabLllZer lncubat10ntILC(h)

(刈 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

×105Protoplasts/10nl

TheprotoplastproducLrtgCOnditlOnSforJlnI'gerrere

lncubatl0nin05-21YatalaseIn川(NH.)tSO.or08HNaCL

for1-3hat30℃rJthshakingat50r叩.̂ oryzaeyas

protoplastedbylLICubatIOnlr10.5XYatalaselnlN(NH4)2SO.

†orl13hatSo℃■lthshaklnEat50rpR

Aoryzaeでは､糸状菌の細胞壁溶解酵素であるYatalaseで､細胞

壁が良く搾=ナて､プロ トプラス ト調製だけでなく､顔中の麹菌菌体

立の推定も可能 となる(藤井 ら 1992)｡従って､その使用立は少なく

て良い(05%.Takara1994-1995)｡ しかし｣I7jgerでは､YataEase生

産薗(CorynebacEerJu瓜民)の彬案誘劉 寺､｣nJgerの菌体を用いてな

いので､A.nJgerに対 してはプロ トプラス トの生成効率が余り良くな
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く､2相 度で､浸透圧調整剤として･l恨 安を用いることで効率が

上昇した｡

(3)JNJJlラスミドを持つ形質転換珠のサザン解析

ARplプラスミドで形質転換したAoryzaeの形質転換株を3回継代培

養を繰り返し､HM培地とCM培地で1-3日間増着した菌体から(A)の方

法でDh摘 分を調製 し,プロ-1としてargB遺伝子の一部を用いて､

サザン解析を行った(Flg2-3)｡

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112

ltT - ▼ -

23

6
･
6

▲
-

rl
卜･

■

h
ト
ト
･

こ

lL

Fi■213Southernblotanalysiso日hetotalDNAsfro-A oJyZaetraTLSformntsI

Theblot,ashyb,id.zed,ithaI7kbSa/[-ra卯 nLerK=OdirLEthea′が teneThe lanes
containtotalDNl(1,LE)【roIA o'yzaet'ansforAaJ.tS 8Slollovs･l･̀rornlnCDfor
ldayatSo℃:2arK13.ErO¶ "CD-or2daysat301Cl4and51ErOm lnCDforS一ays

at30℃:6.sIZeqarker.7and8.grown川DPforldayat30℃;匂andlO･̀ roynlnDP
Eo,2dayBat30℃:lland12,ErO¶-1nDPfor3daysat30℃ Thebandscorrespcnd'RE

川Si之et｡SUpe,COlledARplnono⊃er(N)anddiler(D)arcLarked.The引 ZeSOrthe

那)eculaTYei古ht■arkersarelivenlnkb
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A.oryzaeにおいてlRpllラスミドは､3回の継代増毛では､両培地

共に染色体に組み込まれることなく､フリーのプラスミドの現状の

モノマー､ニックの入ったモノマ-+環状のダイマー､ニックの入っ

たダイマーのそれぞれの位匠に存在 していた. しかし,CM培地より

もMM培地のもの程､そのハイブリダイズするバンドの浪さが強い傾

向であった｡そこで､デンシ トメーターを用いて､同じDNA浪度に料

する環状のモノマーのプラスミドで存在するDNAの割合を測建した

(Table2-3)｡

Table213ThepTOPCrt10r)OfcccARplLOnOnerCOllparedto

J olyZaegenOmCDNArrol】CeHsgroyllOnCD

orI)Poedlu■

TTaTLSfor■ants TIIle(day) CD(area) DP(area) CD/DP

1

_2

お

_3

_5

ThedeveLo昨driLJl(suFN!TCOiledARpl l】OnOterpCrtl0n)■aS

analyzedbyderLSito■etryat633n■.



環状のモノマーのプラスミドは･二種類の形質転換抹 ともにNM培

地であるCzapek-Doxでの培養の方が､CH培地であるDexL｢- Pepton

eでの培挙よりも､2-26倍程度その存在割合が大きくなった｡従 っ

て､フリーのプラスミドの脱蕗は､M蛸 地､即ち選択圧のある条件

下で培毒 した形質転換株の方が､少ないことが明らかとなった｡ こ

のことは､)nLgerにおいてもほぼ同様な結果を臥 3世代までは少

なくとも､両菌株共にARplプラスミドは､染色体に組み込まれてい

ないことを示 した｡

(4)JNAllラスミドの回収方法

環状のモノマ-プラス ミドの存在割合が多い,｣oryzaeとJ

nlgerのARplの形質転換株のDNA画分を用いて､大腸菌から実際に回

収されるプラスミドDhTAについて検討を加えた(Table2-4)｡

Table214CoFparisonoftypesofARplp)asz"arescued

rronJSPeI･8iJ/ustTarYSIornaTltS

cD I)P

T川t(days) dOnOPerdlqeTtotaltLOnOmerdilertota一

1 13 7 20 6 14 20

2 14 6 20 3 17 20

3 10 10 20 2 18 20

.4sJwgI//ustrarLSIorlIantSWereCultlVatedLnCDorI)P

LCdlunfor1-3daysat30'c rlthgcnttcshaklT鳩.Jbpel-gI/Jug

tot&lDNAsyereusedtotransportB.COJLH810lThree

transfoTnatLOneXperLLentS†eretotaled
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環状のプラス ミドとして存在する割合の多い､CDによる培考から

得た形質転換株のDNA画分は､モノマーとして得 られるプラスミドが

多 くなる傾向であった｡一方､DPによる培馨を長期間行 うに従って､

ダイマーとして得られるプラスミドの割合が多 くなった｡ またCDお

よびDP共に､調査 した範囲内では､ARplプラスミドの場合､サイズ

あるいは制限群案サイ トが変化 したプラスミドは得られなかった.

pDtlG25プラスミドの場合､CDの長期間増毛では､ARplと同様な傾

向であったが､DPの長期間培雀になると､回収されるプラスミドに

リアレンジメン トを受けているプラスミドが､20個中2個存在 してい

た (1個はBamlHで断片の大きさが異なり､l個はEcoRIで大きさが異

なる､Flg2-4)0

FIg･2-4AnalysISOfthepDEIG25plasmidsre-lsolatl0nfroDA llJgertranSrOrhantS

JIIHgertranSformntsYeregrCrnlnDPLediuDfor3daysat30℃ La'朋･1,5,10,14,

plasmldDNA･2･6･Ill151DNAdlgeStCdrlthBaALTH 3.7.12,16.DNldlgeStedrlthPst1,

4･8.13･171DNAdlgeSted.lthEcdlI:9･S.zM arkerThesIZeSOftheLIOIecuJaT .el血t
qarkcTSareEIYenlnkb
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第三項 要約

JNJ]1ラスミドを持つAspergJ/lus属の形質転換珠の培養液から

DNA自分の調製まで､1本のチューブ内で行えないか,更にプラスミ

ドを回収する方法について検討すると､以下の方法が考えられる.

JNAlプラスミドを持つ ŝpergJ/lus属の形筋転換採

1

loれl,Czapek-Dox培地/50ml容 Fatcontube.30℃･2days

l

上始5mlを除く､2倍･濃度のYatalase溶菌甜菜液 5nl,30℃.3hrs

l

溶菌地理､フェノール/クロロホルム､rtNaseA､PEG沈処理

1

精製DNAで大腸菌を形質転換

1

修飾を受けていない N̂jll1ラスミドの回収

第四項 考案

我々の研究室で使用 しているargBの宿主(Aoryzae.A.I7Jger)-ベ

ー48-

ククー系においても､JNJJlラスミドを利用することにより､組み

込み型のプラスミドに比べ､形質転換頗度が少なくともIOO倍以上上

昇することを認めた｡Ge■Sら(1991)は､An/'duJaI7Sにおいては,

250倍上昇 した報告およびJ.oryzae.).nJ'gerにおいても､頻度が大

幅に上昇 したと報告 している｡従 って､各宿主でのプロ ト1ラス ト

の最適条件 (溶菌齢葉の機蛸､立.あるいは薗令､昏迷EE調整剤な

ど､一般的には用いる麹菌によって､その最適のプロ ト1ラス ト生

成条件が異なるとすわれている)を詳細に検討すれば､数々の系に

おいても更に数倍の効率の上昇は期待できると考えている.いずれ

にしても､組み込み型のベクターでは､不可能であったショットガ

ンクローニングのように､退伝子ライブラリーから宿主の栄奄要求

性を､相補するような退伝子をクロ-ニ ングすることが可能と考え

られ,実僻､その報告も増えてきている(牛坊 ら 1992.GedlSand

ClutLerbuck 1993.VerdocseE,lJ1994 Aleksenko1994)｡

また､AoryzBeがAnlgerに比べ､形質転換頻度が5倍程度低い現

象は､私が康造資源研究所に出向 して､稚道試験所の第四研究室で

共同研究させて頂いていたとき､使用 したAnJdulansGO34とJ

oryzaelV-2-3の形質転換でも､Anidulansの方が効率が良かったこ

とを蓮挨 している｡従 って､Aoryzaeで効率が低いのは､DNtAの取 り

込みの違いも考えられるが､JLnJger､A.nJdulansが単核であるのに

対 し､doryzaeが多核であることも影響 しているものと考えられる｡

JINAJプラスミドの有効性は確かめられたので､次に比較的短時間
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で､道具の用意が余り要らない､手間の掛からない形質転換抹から

のDNA西分を調製する方法を開発 した｡その方法を用いて･)･oryzae､

A.A,ger共に､選択培地ではANAJ1ラスミドの脱落･染色体への組み

込みも3世代までは比較的少なく､予想外にプラスミドとして安定で

あることが判った｡一方Gensら(1991)は･A.nJdulansの場合､JNJl

プラスミドでの形質は不安定で､培養を繰 り返すと外来D･htAの脱落す

る率も高くなると報告 している.更に､その条件で培著 した菌体の

DN̂両分で､大腸菌数個の内からのlつは､修飾されていないシング

)L,タイプのJNJIプラスミドを回収できることが判った.

JNA)配列は､形質が比較的不安定であるので､実用菌株の育種に

は不利になると言われているが､比較的安定な宿主もあり､JNJ]配

列を除去すると､組み込み型のベクターになるので､有用遺伝子を

単離すれば､その遭伝子を応発現する菌株の育種は十分可能となる｡

従って､このANJ/プラスミドの利用は･ ŝpergi/Jus尻で有用な遺伝

子､あるいは強力に働くプロモーター､あるいはエンハンサ-配列

などのショットガンクローニングに有効となり､本研究はその基礎

的な部分で､汎用されることを期待したい.更に､このJNJ催 列が

もう少し短いものは更に利用価旭が f･がるし､またJ･oryzBe由来の

別のiRS配列の単離.あるいは形質転換妨度を上昇させるような方法･

あるいはより簡単な形質転換法の開発などの仕下も､研究者が増え

れば､その方面の研究も増えてくることが期待できる｡

第三葺 JspergJllus属で懐妊する自律増殖配列を用いたプロモータ

ー検索用ベクターの械藁とJ.oryzaeとA.PI'gerのプロモータ

-帯域の性質

罪-項 緒言

虫歯の遺伝子工学の発展に伴って､麹歯を宿主とした異種生物由

来の有用なタンパクの生産が注目されてきている｡遺伝子組み換え

による異種タンパク生産の宿主としては､これまで大腸菌や酔母が

主に用いられてきた.しかし､大腸歯では､異種タンパクを芯発現

させた場合､歯体内に不溶性のLnCluslOnbodyを形成 したり､其核

生物のタンパクに特徴的な把SJtの付加などの､翻訳牧の修飾はみら

れず､活性のあるタンパク質を7.7るためには少なからず困難が伴っ

ている.またが母では､挺長氏の付加は起こるが､生産丑が低いとい

う問樫がある｡そこで､ 1980年代後半になり､麹菌に焦点が奥まっ

てきている｡というのは､麹菌は薗休外に各種の群案タンパクを大

量に分泌生産 し､A,nlgerではグルコアミラ-ゼを20g/1以上生産 し､

またJ.oryzaeでもα-アミラ-ゼを50g/kgフスマ程度生産すると言われ

ているからである｡実際､ムコ-ルレンニン(ChristenseneEa/.

1988)､アルカリリパーゼ(Boelzlndlluge-Jensen 1989)などは､商

業ベースで組み換え体によって生産されているものもある｡
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異種遺伝子を発現させるためには､その生物内で強力に働くプロ

モ-タ-が必要にな,てくる｡一般には､解糖系酵素の遺伝子のプ

ロモーターが用いられることが多いが(AnJgeradhJ･UpshalleL

a/1987.An,du/anSgPdJ,Archereta/1990)､この他にもJ

oryzaeのα-アミラーゼ(aoyB･Tsuchlya eta/1992b･1993.Yard

eL811992)､Anjgerのグルコアミラーゼ(g/all,GyynneetaJ19

87,YardetaI1990)､AoryzBOのglaA(Tsuch】yaeEa/･1994)など

のプロモータ-が用いられている｡これらは澱粉などの多糖頬で発

現が誘導されることから､生産の制御面で都合がよい｡

以上のように失権タンパクの生産に､強力なプロモータ-が利用

されており､第-章においては､dorJ′ZaeのamyBプロモーターは

rnEβプロモ-夕-より100倍ほど強いプロモータ-であることが判っ

ている｡ しかし一般に､麹菌の場合､様々な環境で生育が旺盛であ

り､従って､液体増毛あるいは固体培養においても､増毛温度､時

期の違いにより高発現する種々のタンパクをコ- ドする退伝子のプ

ロモーターの存在が予想される｡また携二輩では､AspergJ/lus属全

般でフリーのプラスミドとして自己校製する配列(JNJI)が､二様煩

の宿主でもプラスミドとして存在し､更に形質転換効率が組み込み

型のベクタ-に比べ､100倍以上上昇することを認めている｡

これらのことを組み合わせると､月〟AJ配列を利用してdspergJlJus

属で機能する強力なプロモーターあるいはエンハンサーなどの配列

が取得できる可能性が考えられ､このことについて検討を加えた｡
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第二項 乗較結果

(1)プロモーター検索用ベクターの構築と染色体ライブラリ-の作製

JNAl配列の大きさの遠いにより､二種煩のプロモーター検索用ベ

クターの構築を行った(Flg3-1)0

Xb■l白irn川 Et:ORI BamHI PitJ
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FI古3-1cmStTUCtionoIpromoterPrObcvectorinJ4sperEIlhLS

PIasmdp8XGl ■as corLStruCtedbylrLSertJOnOtthe2IkbCcdu †rapentorpBI121.

contalnlrLgtheE.COIJuJdAcodinEre丘10naJdthenopalLneSynthetasepolyadenylat)on

slte(MOSterz),intotheCcdusiteofp8Xba2.A56-kbSpatfraEnCntCOntain)nEthe

,lnJdu/ans〟〟JregionyasclonedlntOthep8XGlNotlslte.P)aszlidPDGUSyas constructed

bylTYSertl0nOrthe21-kbPstト血流IfragcntofpBl101,contair)lnEthecodlr吃reg)OnOf

uI-dlaLldMOStcr)" lr)tOthePsLIlCcduslteoHIluescrLPtⅡSKIA64-kbpartially

dlgCStedCtdll-NJIX]ⅢfraEnCntCOTltainir嶋thc3.7-L(らANNregIOnaT)♂27-kbA.tl/du/aIp

aL-5B島ene■aSClonedlntoPBGUSbet■eentheEcdll-NLI7]ⅢslteS.BothpBXGAlaTKlPBGAR

conta]nedaurllqUeぬdHs)te

両ベクター共にB)uescr)ptⅡ SKのベクターのマルチクローニ ン

グサイ ト(MCS)に､pBXGAlの場合は､AnJdulans由来のarg･B遺伝子を

持つPDG3(Buxtoneta/1985)のXbal断片と､ レポ-夕-遺伝子とし

て大腸菌のu/dA退伝子を持つpBl121のEcoRI断片と､更にAn/du/ans

由来のANAJ配列を持つARplベクター(Gemsetal.1991)のNotI断片を

連結 した｡一方､pBGARの場合は.uJdA遺伝子を持つPBIIOlのPstI一

ccoRl断片と､｣〟JlおよびargB退伝子を持つARplベクターのEcoRト

JIIndIT断片を連結 した｡作製 したpBXGAlとpBGARは､それぞれ137k

bと121kbのプロモーター領域検索用のベクターであり､両者共に

Ba加日がユニークサイ トとなっている｡

次に､AoryzBeEFO4290と｣.J7JgerlFO6428の染色体のDNAを調製

し､四塩基認識の制限鮮窯であるSau3Alで部分分解 した05から2kb

の断片をpBXGAlとpBĜRの両ベクターのBBmE=サイ トに挿入 し､大腸

菌Dl15を形質転換 して､染色体ライプラ.)-を四凝析作製 した｡作射

したライプラ1)-の大腸菌の数は､pBXGAト ･̂oryzBeが20000､PBXG

-54-

Al-AnJg erが 26000､ PBGAR-A orJZaeが24000､ PB GAR-AnJgeJが200

00コロニーであ り､それぞれプラスミドDN.Aとして調製 した｡

(2)GUS活性を持つAoryzaeの形質転換抹

(1)で調製 した凶種焔のDNAをAoryzae(argB)とJnJger(BrgB)の

両者を形質転換 し､X-glucを含む炭素源がグルコースと澱粉のそれ

ぞれのHM培地で､青色を示す形質転換株を検索 したときの一例を示

す (FIE3-2)｡

FIB3-2JlolyZaetrar喧rOrdlantSYlthpBXGAhloryzae

Thetranslormnts■crcgrovmDnCDp一ates.coTltalnlng2Xglucoseor2Xstarchasa

carbonsource,supplenerLtedTrith50LJg/Il)I-gJucfor10daysatュo℃



またその時のJoryzaeの形質転換株のまとめを示す(Table3-1)｡

Table3-1ScTeerllnEOfbluecolonIesofJloryZaetrarLSTorw ts

Carbor) Numberor No.ofbJue

vector Orlfln SOurCe tranSrOrDantS COlonJeS

PBXGAI J oJyZae glucose 3.500 2

starch 3.500 42

PBGAR A olyZae glucose 3,000 2

starch 3.000 5g

pBXGAlノIIIJger glucose 12,000 3l

starch 8,000 10

PBGAR A l7Iger tIucose 5.000 g

starch 4.500 46

Jl.o/yzae(arGDl yaStrarLSForqed yltheach100LlgOfpEuGAト) olyZae,

p】】GAR-Jloryzae.p8XGA1-Jln/gel.oTPBGARJ nJ'EerPtaSJ)ldI)NA

TransforllaJltSTereregeneratedon仙 plate.corLtaJnIJV;2XgJucoseor

21starchasacarbonsourceandO31NaNO3aSarLltrQgenSource.

suppleLentedTlth50LJdAIX-glucfor10daysat30℃

かなりの形質転換株が炭素源がグルコースでも澱粉でも青色を示

した｡その中で､音色の発色が非常に強い､AnJger由来のプロモー

ター領域をNo8ANと､Aoryzae由来のプロモーター帯域をNo.9AOと

命名した｡一方､Anlgerの形質転換も同様に行ったが､青色の形質

転換株は1つも栂られなかった｡

(3)GUS生産Aoryzaeの各種炭素源および窒素軒による影響

Czapek~Dox培地を基本として､0,3%の窒素源を硝酸ナ トリウム､

硫安､アスパラギン･カサミノ酸に､2%の炭素蕨をグルコース､ マ

ル トース､デキス トリンにそれぞれ変化させて､No.8ANとNo.9AOを

持つ形質転換株のGUS活性への影響について検討した(Table3-2)｡

Table3-2 Co叩 artSOnOfGUSactlYltylJlthepresenceoTavarLetyOfCand～sources

NltrOgenCarbon No.8AN No9AO

source source BUS(rLJIOle/Dln/rEPrOteLn)GUS(nLnOIc/力】rL/TtgPrOtCITl)

MaNO3 glucose 4.295 2.007

maltose 3,186 1,507

dextrln 4.859 1.686

(NH.)zSÒ g】u 4.293 1.261

da1 5.744 1,744

dex 3.682 1,790

asparaglneE)U 2.573 1.534

■a1 2.737 1.649

dex 3,221 1.658

casaJllnO glu 3.324 1.446

acids Jn1 3.585 1,598

dex 1.963 1.764

DothNo.8ANaTtdNo.9AOGUSIPrOducinetransfor¶antscaTryinE〟朋IplasDidrere

groynlnllquJdCD■edlud.COntalT)lngNaNO3.(NH4)ZSO4.aSParaElne.OrCaSaJ)LnO

ac]dsastheD3XrHtrOger]SOurCeandglucose.naltosc,ordextr川aSthe2X

carbonsource,ylthshaklr鳩for3daysat30℃ Thece日-freeextractfrDReach

culturerasassayedforGUSactlvlty.



No.8ANがNo9AOに比べて,全ての増毛条件で高くな-た｡また,

No8AN､No9AO共に全ての窒素臥 炭素涼でほとんど影響を示さず､

炭素源がグルコースであっても恒常的に高発現するプロモーターで

ぁることが明らかとなった｡このことは､Tadaら(1991a)､Tsuchlya

ら(1992a)がGUSの生産歪から解析したBmYBプロモーター､Hataら(

1992)が同様に耶析したg/BAプロモ-夕-のアミラ-ゼ系のプロモー

ターとは異なることを示している｡

(1)組み込み塑ベクターでの形質転換株のコピー数とGUS活性

N｡8ANとNo.9AOのプロモーター活性をamyβのプロモーターと比較

するために､No8A化 No9AOのJMJI配列を持つ形節転換株から､第

二章で開発した方法に従って､修飾を受けていないシングルタイプ

のプラスミドをそれぞれ回収した｡そのDNiは共にpBXGAl由来であり､

Notlで消化することにより､ANAJ配列を除いて組み込み型のベクタ

ーとした｡一方､比較のためのamyc遺伝子については､YlrSetら(

1989)の報告に従い､プロモーター領域597bpと夕-ミネ-ター領域

189bpの間に､同様にuJdJの隅進退伝子を連結したDNA断片を､argC

遺伝子を持つインチグレ- ト型のベクターであるpBXba2に挿入した｡

このDNAを用いて同様に形質転換株を持た｡形質転換株4-5株をラン

ダムに選び､2%澱粉を含むCD培地でGUS活性と染色体中でのコピー数

を測定した｡コピー数は､Anldu/ansIFO2006株の染色体のargB遺

伝子がlコビ-として､その染色体中での畳と同じ強度を示す ドソト

ー581

解析により行った(Table3-3)｡

Table3-3DeterlinationolcopynLmberandBUSactlVlty
inJLolyZaetraTLSrOrdantS

TrarLSformnt GUS Copy

nJ)OJe/Iln/ngprotcln nuJ)bcr

No9A0-1

2

-3

-4

1.860 50

2.929 60

1.055 8

2.568 60

average2.103 averaEe45

NoβANANN I.635 4

NoBAN-1 2.720 8

-2 4,985 30

-3 3.729 28

~4 7.086 15

aVerage4.630 averaEc18

aJVB-GUS-1 1.381 10

-2 1.050 20

-3 2.238 38

-4 708 4

-5 995 1S

averagel.274 aveTaEe16

No.gAO-It0-4andMo.βAN-It0-4aretransrormarltSOfJI oIYZae(BTB81)

carry)ngthelntegratJ-vcplasz)id No8ANAhuJSaNoβANGUS-producltⅦ

trar措lorIlantCarTylnEthem Jplasmid.血 8-GUSllt0-4aretTanSforhaJltS

ofA olyZae(aTgD~)carrylnJ;theITltegratlVepJasmld.rhICh打ascorLStruCted

bytheECOJIuldlgeneInsertedbetreentheAoryzaeWOproLOteTreEJOn

(597bp)andter■lnatOrreg10n(189bp)syTlthesIZedbyPCRandthlSWB

promoter-GUS一珊 ′BterlllnatOrraSInsertedIntoPEuba2.ThecopynLmbcrof

thetTanSTorqantsrasdeterllinedbydotblotanalysts
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N..9AOの平均コピー数は45で､GUS活性は2100であり､No8ANはコ

ピー数が18で､GUS活性が4630であり･amyBはそれぞれ16コピーで

1270であった｡NTo9̂0はコピー数がやや古いが､No8ANと8mJ'B(誘

導条件)はほぼ同程度で,GUS活性の平均は､3倍程度No･8ANの方が

高くなった｡またこのことは､プラスミドとして存在しているNo･8

ANJNAJのコピー数とBmy8-GUS-4のコピー数が同じであり､活性が2倍

以上高いことからも判断できる｡ANJJのコピー数が少ないことは､

AnJdulansにおいても報告がある(Gemseta/1991)｡

(5)AoryzaeとAnlgerの液体培巷でのCUS活性の比較とノ-ザン解析

炭窯源がデキス トリンとグルコースで､窒素源が硝酸ナ トリウム

と硫安のCD培地で､No.8ANとamyBのプロモーターのJoryzaeとJ_

nJgerの形質転換株を液体培苛 したときの､GUS活性の平均を比較 し

た(Tab一e3-LI)｡

Table3-4C- arlSOnOftheBUSactlVLtyinA.oryzaeandA.nI･gertransforTLantS

TraJbTorlant AyeTaBeOTA oryZae AverageOTA nIger

8tralV;forqants 6traJVSTorlantS

GUS(Ⅶole/.ln/ngproteln) GUS(TLAOle/J"n/町 prOteln)

No8AN 41147 549

C･EJucose c:glucose

N･(NH･)lSO･ N.(Ntl.).SO.

†2.8 丁32

aAV8-GUS 1.479

C:dextrlEI C:dextrlEI

N,NaND3 N:Nana,

173

†12 †22

BJVBlGUS 】20 78

C:Elucose c:Elucose

N;NaNO3 N:NaNO.

Jloryzae(argDJ)andA ,"gel(ald )Ycretrans†OJledyithN0.8州 pro."te√-BUS

lntegrat■yeplasnld AqyBpronoter-GUSp】asJlid-asaJsotrarLSToTれCdJl.oJyZae(arCCl)

aTldA･niger(a,188') EachcosproduclngtraTLSlormntyaSErOYn■nCDLed-uJl.

containlr唱gIucoseordextrinaSthe2XcarbonsourcearKJHAND,or(帆 ).SO. asthe

O･3XnltrOgenbase-rithshak■ngfor3daysat30℃ ThecelHreeext,actfro.each

cultureyasassayedforBUSactIVity Jloryzaeand,II7igertranslormntS■Cre

ayeTa･EedGUSactlVLtyOf8and8traLufo川antS.respectivelyArroysrevealtheratl｡

o†hLghtolorGUSactlVity

Aoryzaeでは8株の形質転換株の平均で､No8ANがamyβの誘導条件

に比べ､28倍と高いGUSの生産立を示 したQ amyGプロモーターのグ

ルコースでの非誘導､デキス トリンでの誘導時のGUS活性の値は､

Tadaら(1991a).Tsuchlyaら(1992a)が報告 しているamyBのプロモー

ターのGUS活性に近いものであった｡従って､No.8ANがamyBプロモー
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クーよりも､グルコース存在下では35-110倍以上も志生産するプロ

モーターであることが判った｡

一方､Anlgerでは6株の平均で､GUSの生産量はNo･8ANもaDyBも共

にJoryzaeの同条件と比べ､8倍程度低い生産丑であったが･プロモ

ーターの強さは､A.n/gerで生産させても3倍程度､No･8ANが褒いプ

ロモーター活性であった｡

次に､No.BANとamyGのプロモ-タ-を持つAoryzaeの形質転換株

2株をランダムに選び､炭窯源がグルコースとデキス トリンで､窒素

源がYeastnlLrogenbaseのCD培地で生育させた菌休からRNAを調製

後､uJdA遺伝子をプロ-プとして､ノーザン解析を行った(FL富3-3)｡

FIR･3-3NorthernbJotaTulys■写OrBUSlenttrarLSC'lption)nA oJyZaetranSfo,Iants
TroI o/yzaeNo8ANGUStransrorL-ants(cot皿1number5and6)aJd aJVBpromter-BUS

tTanSforllantS(coluJLnnuQbeT1-3.and2-4)chosenatTOndoH eregro¶ LnCD耶dtuJ.

conta川 IrLg:1･2･5･and6:2Xglucose,or3.4.2m extTinasacarbonsource,and

ト6･031yeastn.trogenbaseasanLt'OSenSource,YlthshakLngfor2daysatSo℃

RNAyrasextractedfroJtheqyceLlaandanaJyzcd usJrutheJ2p-labelledl_8lkbg CDJ,

uldlgeneaSaprobe.(A)lS aTHth■d-uJlbrodllde-stainedgeJofthet｡t8】RNA.(a)is

theautoradiograJLa一ter2daysexposure

uJdA退伝子の発現虫は､2株ともにamyBの誘導粂件よりもNo8ANの

方が多くなり､転写 レベルで差が認められた｡尚､BmyBの誘導と非

誘導でもGUS活性の差の通り､転写レベルで大きな差であった(Tada

etaJ.1991a)0

(6)dorJ′Zaeの麹培巷でのGUS活性とウエスタン解析

Aoryzaeの形質転換株4-5株(Tab)e3-3の液体培養と同-の株)で､

a米より麹を調製 した｡この麹から粗鮮案を抽出して､GUS活性とタ

ンパク量を測定 した(Table3-5)｡



Table3-5CoJparlSOnO†GUSproducingtransIor- tsgrow onrice-koJi

TrarlSl｡rmnt GUS(nJ101e/Lin/喝 PrOteLn)

1ccntTOl r10tdetected

2NogA0-1

3 -2

4 -3

5 -4

4.159

4.713

1.080

3.312

ayerage3.32()

6No8AN〟ul 3.668

7No8AH-1 2,340

8 -2 2Z.870

9 -3 13.647

10 -4 14.495

averaEe13.340

llBJLVB-GUSl 2.176

12 -2 1.499

13 -3 3,467

14 -4 956

15 -5 3,058

average2,230

16cotltrOl mtdetected

TheBUSactlV)tyOrtheA.olyZaeGUS-produclruitranSrOrllantS(tyroal･gB

cOmpletlentedA oryzaetTanSrOrmantSareCOntrOJandtheothertraTtSTorDantS

arethesaJ)etranSforT)antsusedtodeternlnethecopynuTBber)cultlVatedon

thesteaJ)CdTICefor2daysat30-do℃ as descrlbedlnHaterlalsandMethods

rasdetermlned.ColuAnnuJlberl,16arecorLtTDL,2to5areNogAO

traJV;forTLantS.61SNoBANA仰ノーtrarLSfornant.7to10areNo8AN

transforqant8.llto15areaAVBpromotertransIornarLtS

対照として､uJdJ退伝子を持たないargB相補だけの形質転換株2抹

(No ==No 16)も加えて､Table3-3の液体培着の株と同じであるの

で比較が可能である｡麹での菌糸の生育の差が多少認められ､更に

タンパク畳は米タンパク由来のものがかなり入ってきており､GUSの

比活性を液増と麹培養では､単純には比較はできないが､No.8ANの

プロモーターは､麹培茸になると生産歪が上がり､amyBプロモータ

ーと比較すると6倍程度の差が認められたbまた､No9AO､amyBプロ

モーターも液増に比べ､麹培養ではその生産歪が上がっているが､

両者の比はほとんど変化なかった｡

次に､この粗酵素液のSDSを含んだ電気泳動を行い､GUSの抗血柄

を用いてウエスタン解析を行った(Flg3-4)0

FIE3-4YestemblotanalysISOftheGUSpTOtelTllSOlatedfroqrlCe-koJJ

TherlCe-koJtextracts(1rLEPrOteln)YerCanaJyzcdbySOS-PAGE(A) aLld

TesternblotanalysJS(B)ThelaJlenuLbcrcorrespondstothesaJ)PlcnuJ)bcT

ofTable3-5 LaJle(a)lSauthentlCGUS.and(A)lS皿01ccularsIZe■aker
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No8ANのプロモ-クーが入ったGUS高生産棟(No8.9.10)は､No

9̂0のそれ(No.2,3)､BDYBのそれ(Noll,13,15)よりも免疫的に反

応するGUSタンパクが大量に認められ､クマシーによるタンパク染良

により､そのバンドがはっきり認められた｡またNo9A0､8かγβもGUS

のタンパクを生産していた｡

第三項 要約

(1)Jnldu/ansの｣〟JI配列を利用して､AnJgel･とJorJ′Zaeの染色体

の中から､GUSを高生産するプロモーター領域を､それぞれNo8ANと

NogAOとして単離した｡

(2)両プロモーターともに各種の炭素源､窒素源でGUSの生産は構成

的な発現を示し､BnyBプロモーターと異なりグJL'コ-ス存在下でも

高生産となった｡

(3)No8ANとNu.9AOプロモーターは､a即′8プロモ-クーと比較 して､

液体培宅ではそれぞれ約3倍と1.6倍GUSを生産しており､転写 レベル

で差が認められた｡

(4)麹増者での同様な比較は､それぞれ約6倍と1.5倍となり､GUSタ

ンパクの生産丑がウエスタン解析でも差が詑められた｡
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第四項 考察

今回取得 した方法は､AoryzaeでGUSタンパクを高発現するDNA断

片ということで､正確にはプロモーター帯域､あるいはプロモータ

ー額域および翻訳開始点も含んでフレームが合う場合､その他には

転写活性化領域(u且s)およびエンハンサー領域も含まれている｡従っ

て､青色に発色する形質転換株の数は､四種板のライブラリーから

かなりの数の株を収得できていることからも､このスクリーニング

の方法に起因しているものと考えられるC

次に､形質転換の特徴については､最近Unkelsら(1989)は､A.

oryzaeのniaD系での宿主-ベクター系を報告している｡それによると

直対日大にしてない環状のベクターで､半分近くn/aD部位に相同的に

組み込まれ､その内半分は】コピー組み込まれている｡従って､この

J7JaD系はプロモーターの解析には､非常に有効な系であると考えら

れ､その利用の報告も最近多くなってきている(Hurakamlera/

1993･山口ら 1993.蜂時ら 1994.山田ら )994)｡本研究のBrgB系

では､AnJdu/al75由来のargB遺伝子を使用しているので､原因の一

つと考えられるがJ.oryzBeの相同的な部位だけでなく,非相同的な

部位にも組み込まれ､合計10-60コピー組み込まれると言うGod)Ⅰら

(Ⅰ987)の報告と､同様な結果を得ている｡従って､本研究では､コ

ピー数および染色休に組み込まれる位匿は制御できない系であるの

で､形質転換株数株のGUS活性の平均の比較という方法で行った｡と
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いうのは､A.oryzaeのα-アミラーゼのプロモーターの解析で､argβ

の組み込み型のベクタ-でTadaら(1991a)が行った結果とJ oryzBe

のDet遺伝子を利用して相同的な部位に1コピーの組み込み型のベク

ターによるTsuchlyaら(1992a)の結果とほぼ一致 していることにより､

本方法でのプロモーター活性の比較も､相同的な部位での解析と大

きな違いはないものと考えられる｡

/nlger由来のNo8ANのプロモーター､Aoryzae由来のNo.9AOのプ

ロモータ-は､AoryzaeのamyBのプロモータ-と比較して､A

oryzBeの形質転換株のGUS活性の平均で､それぞれ約3倍と1.6倍の生

産量を示 した｡No.8ANのプロモーターについては､更にノーザン解

析により､転写産物の量もamyBのプロモ-夕-のものよりも多くな

っていることが明らかとなった｡これにより､第-章で行ったd

oryzBeのrntB遺伝子に比べ､同じ液体培態の比較でNo.8ANプロモー

ターは300倍も強力なプロモータ-活性を持っていることが判ったD

この試族でJnlgerも同時に比較を行ったが(Table3-4)､A.

oryzaeに比べ活性がけ8桂皮であること､また青色に発色するプロモ

ーターを検索する際,四種頬のライブラリーDNAをJnlgerに形質転

換したとき､青色に発色する珠が1株も得られなかった lA.nJger(

argo)は胞子が黒色で､A.orJ′ZBe(argo)は白色なので青色が分かり

難いと易いの違いはあると考えるが]｡これらのことにより､異種

タンパクであるCUSの生産は今回用いた宿主では､A.nJgerよりも^

oryzaeの方が有効と考えられる｡ しかし､他の異種タンパクもそう
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かと言えば､発現させるタンパクの宿主内での安定性が大きく影響

してくるものと考えられる○実際､JnJge/で の異種タンパクの分泌

例として､種々のJ:夫を施 し､Jeenesら(1993)はニワ トリのリゾチ

ームを1g/1以上生産 しているし･同種と考えて良いJayam0,,でも､

Dunn-Colemanら()991)はウシのキモシンを15g/l以上生産している

ことから考えても,J･n,'ge′ザ doryzaeよりも生産性が劣っていると

は考え難いo逆に､単核であることによりプロテアーゼ レスの宿主

が得られ易いこと､形質転換効率が高いことなど､dmgerを宿主と

して利用するメリットも十分あると考えている｡

一方､麹培巻においては･AnJger由来のNo8ANのプロモーター､

A･oryzae由来のNo9AOのプロモーターは､amyBプロモーターよりも､

それぞれ約6倍と15倍の生産丑を示した(Table3-5)｡これまで､麹

菌の場合,液増よりも固体培着を行うと､タンパクの生産性が上が

ることにより､小麦のブスマ培丑などが群葉の実生産に用いられて

きた(村上 1986)｡異種タンパクの生産においても､Tsuchlyaら(19

94)は､小麦のブスマ増毛でキモシンの生産性が上がると報告してい

る｡ このことは,No･8AJVのプロモ-夕-は､グルコ-スの液体培養

だけでなく､固体培宅の系においてもBmyBのプロモーター以上に高

い生産能を持つプロモーターであると期待でき,異種タンパクの実

生産に向けて裁力なプロモータ-が取得できたと考えている｡

本研究で使用 している宿主-ベクタ-系は､柴奄要求性相補のarg

B系なので､培費条件としては､榊培地であるCzapek-Doxでの寒天プ
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補 遺

レー ト (半固体培地)で､A･oryzBe内で高発現するプロモーター領

域の検索という系でしか行えなかったO例えば､優性マ-カーとな

る薬剤耐性遺伝子で実用麹菌の宿主-ベクター系で､更に米粉の入っ

たプレー トなどの固体増毛に近い系で検索を行うことができれば､

今回取得したプロモーター以外にも強力なものが取得できる可能性

も存在する｡

即 等したプロモータ-の特徴にっては,hlo8ANが787bp､No9AOが

641bpの大きさであり､特にNo8ANはピリミジン(CT)リッチな領域が､

転写開始点の上流に150bpほど存在している｡また､最新のDNAおよ

びタンパクのデータ-ペースとのホモロジー検索の結果､両配列と

もに全く新規な配列であることが判った｡

いずれにしても,これらのプロモーターがそれぞれの麹菌の中で

何をコードしている遺伝子か､高等生物由来の異種タンパクをどの

程度生産できるのか興味が持たれる点が多い｡また､AnJger由来の

プロモーターが強力であったが､このようなANJJ配列を利用して､

ショットガンクローニングが有効な方法であり､まだまだ未知の強

力なプロモーター､エンハンサーがAspergJI/us属全般にわたり存在

する可能性を強く示唆 しているものと考えられる｡また､ショット

ガンクローニングを行う場合､あるいは実用頼菌の育種において､

麹菌の形質転換の方法の改良なども､基礎的な研究が不足している

中で重要な研究の一つであると考えられる｡

= 二コ

No.BAN

旦旦旦3Al
gatc砧CtgCgaCtgCEagEattttaCtCtEaagaCgtaCgggattgCCattEgtgtttt 60
gggacttcacatcctttcgcttctgctcatcaagggcgECtCtggga朗CgtggggCatC120
agcgactaECttgCggatagEaggagCtgggCEKtaZaagatuagtgaCEaaCgtggtt180

リ̂./トEトム
tggaagaaatcatcccggtggga名gattEggCCatattggta悶aggggatttttagttg240

atgEaaCtattattatgaCCaagaataagEaBCa名taaCCaggaaatggggS33igtaat300

agtcagattagacccagasBjigcctaggatECtatCCaCaaaaCCaECttttg占tgaat360
辿 止

aatgaatactactagcattccccgctgacggagctcacgtggtcc6ttCgggCaaaaCta420

acgaaggaactECatgttgagCttCtCCCgtCCaCCggagCCCCagCCtttCCCaCCaCa 480

aaacctccgtc且ttCCtttttaaaCCttttCtCttCCtCatCttCCCttCttCtCtCttC540
l◆-

ctcccacttccttgcccttcccccccctcccacct(:cctacccatt占agCagatttttCC60O
CT-rich(134bp/152bp:881)

ctcctccttccctctctcccccctgtacclttcttttctatcttgcgcgtcaatcgcgca660

CactcccctgtcagcatggatatgaaCCatttaatagggtCaEtgttCtATGCCACTACT720
MetProLeuLe 4

址旦上
GGTCTClACCAGGGTTTGTGCGGCTAGGCGGGAGTTAACACCTGGCAGTCIGCGTTTCAA780
uVa】SerThrArgValCysAlaA)aArgArgGluLeuThrProGlySerGLnArgPheAs 24

旦旦娼AISnal EcoM Hnker(E,BIl21S"Islte)
CCTGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCCGGGTGGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGA840
nLELu‖eProAr… y‖eProGIyGJyGInSerLeuNetLeuArgProValGL 44
BluescriptI】SK nCS p81121 -.TSP

A.nJicrNo.SANlロト ト領域とU/〟遺伝子との連銅 位の壇基配列



Jnlger由来No8州プロモーターの構造遺伝子の塩基配列および各

種プライマーを合成し､最大の転写領域を決定 した後,NTo8ANの

mRNAを鋳型とするRT(ReverseTranscrlPtlOn卜PCR産物の塩基配列を

決定した｡両塩基配列を比較した結果､787bpのプロモーター領域

(137kbのPBXGAlのBamJ‖サイ トにSau3Alの断片で挿入)には､154

bp日にⅠ2bpのパリンドローム配列が､転写開始領域の前に当たる､

493から644bp日までの)52bp中にピリミジンリッチの配列がⅠ34bp､

88%存在していたCピリミジンリッチの錦城の前に､caaL配列は二箇

所存在 していたが､tataa配列は吉.LJtめられなかった｡

また7】Obp日には､翻訳開始点のATGが存在し､26アミノ酸と､

BJuescrJPLロ SKのマルチクローニングサイ ト川CS)とuJ'dA退伝子を

持つPB1121のSmaけ イ トにEcoRlリンカーを付加 した､対応するアミ

ノ酸にすると合計12アミノ酸､従って､本来のGUSタンパクの前に､

結局38アミノ酸が付いて､フレームが合って､融合タンパクとして

GUSを高生産していることが明らかとなった (1995年度 日本農芸化

学会大会､講演要旨娘 p H0)｡

第四章 エレク トロポレーション法によるインタク トなAnJgerへの

形質転換

第-項 緒言

カビの細胞内にDNAを導入する方法としては､これまで報告されて

いる例では､ほとんど全てがプロ トプラス トを経由した方法が採ら

れている｡この方法は基本的には､細胞融合法と同じであり､初期

の辞母における形質転換で用いられた方法である｡即ち､適当な細

胞壁溶解酵素により､歯糸からプロ トプラス トを調製 し､ベクタ-

DMを混合後､ポリエチレングリコール(PEG)と塩化カルシウムで融

合処理することによって､DNAを細胞内に導入 している(CaseetBJ

)979, 8a Hanceetal1983,日muraeta/.1987, GomleE BI I98

7)｡

また､エレク トロポ レーション法は､DNTAの新 しい導入方法として

発展 してきており､酵母(HashEnOtOeEa/1985)､大腸菌(Fledler

andYLrLh)988,M=】eretBl1988)においても数々の研究がなさ

れている｡カビにおいても検討されているが､PEG法と同様にプロ ト

プラス トを経由してDNAを導入 している(YardetaJ.1988.1989.冗

ICheyeta/1989)｡また､プロ トプラス ト化の必要のない､群母の

形質転換に良く用いられる､アルカリ金属法を〟crassaに利用した
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帆(DhayalaeLa/1984)や最近のパ-ティクルガン法をJ･nJdulans

に利用した報告(FungaroeLal1995)もあるが､プロ トプラス ト法

よりも形質転換効率は必ずしも優れていない｡~方最近･Chak｢abo

rtyとKapoor(Ⅰ990)は､N･crBSSaにおいてプロトプラス トを調製せず

に､インタクトな状版で形質転換できることを報告 している｡

一般に､宿主となるカビのプロ トプラス ト調製には､キチナ-ゼ､

グルカナーゼを主成分とする細胞壁溶解酵素の種類､丑あるいは浸

透圧調整剤の櫛煩､濃度などのそれぞれのカビに対する最適条件を

決定する必要があり､かなりの予臓試験を必要とする｡また､形質

転換株を取付できるまでに､プロ トプラス トにDNAが取り込まれ､栄

竜要求性などが相補され,再生して胞子が着生するまでには､5-7

日間程度必要となる｡そこで､従来法に比べ､より簡便な方法とし

てエレクトロポレーション法を用い､インタクトなAnJgerに形質転

換できないかどうかを試み､できれば従来法よりも形質転換頻度の

上昇できる方法について検討を加えたC

第二項 実験結果

(1)Anlgerの発芽率の高い培香典件

J･nlger(Brgβ)の5×10A個の胞子を用い､Table4-1に示す培地の

組成で､25℃､ 15時間､ 100rpmの培奄条件で､発芽率の高い培地に

ついて検討した｡

Table4-1Ger- atlOnrateOfA 'HCer(a)･g8-)1nVarl｡uSCultu,e巾ed.a

DP 21DextrlnllXPeptone,0･5日H2PÒ.01maNOd,005XMgSO4 826X

I/2DP'1m extr.n･05%Peptone･0･25H HZPO･.005MaN0..0.025%他SO.833X

mGllH altextract･04XYeastextract,2XGlucose 4631

XY 03日 a】textract･031Yeastextract,1XGlucose.05lPeptone 56,9X

MY200･3Xhltextract,8･3XYeastextract.20XGJucose.05XPeptone 605X

九 mger(DTEBJ)co.Hdia(5×10-celJs)yeTegTO'nlntheaboveLediafo,15hat25℃

-lthshaklnEaHOOrpJIThegcrhinatioTlrateOfAnJEe"aS J)eaSureda一ter

d.speTSIOnOfthe&cr.lnat)nGCOn■dJabytheaddJtIOnOf01XT,eel)20

その時のDextr川-Peptone(DP)培地とその半分の濃度の1/2DP培地

での写実をFlg4-1に示す｡



Fig4-日 .LTJEer(a'･g8-)丘erM atLOnin1/2DP(A)orDP(a)zN=dLuJ'

A.MEG,(a,68-)conLdla(5×10-cclls)-ere.∩1/2DPorDPned,LJJfor15hat25℃
†ithshaki†唱atlOOrpA

尚､発芽胞子数の測定は､01%のツイーン20で胞子を分放牧､頼

徴鏡下で行った｡I)Pおよび1/2DP培地が､上記の培奄条件で高い発芽

率を示したが､DP培地においては発芽管が長く延び､よりアグリゲ

ーションが強く起こっているのでl/2t)Pの条件に決定 した｡

(2)エレクトロポレーションの最適条件

群母などで行われている一般的なエレクトロポレーションの粂作

を参考にすると､発芽胞子を姓薗し､エレクトロポレーション用の

緩衝液で洗浄､1×10'/0.4nlの胞子懸濁液を調製し､エレク トロポ

レーションのキュベットに入れDIAを混合し､10分間0℃に保ち､エ

ー 74-

レク トロポ レーションを行った (パルス電界強度4-8kV/C■と時定数

3-L2BS)｡更に0℃に10分間放即し､CDの寒天培地にまき,同ソフ

ト寒天でまき広め､30℃で欺日間培養することにより､形質転換株

が得られると考えられる.エレクトロポレーションの接衝液を欺種

上記の増を条件で検討したところ､50J)Nマンニ ト-ルを含むh)HHE

PES繕衝液(pH7.0)が,広い範紬で形質転換珠が得られたので､エ レ

ク トロポレ-ション用緩衝液に決定 した｡

発芽胞子に対するパルス屯界強圧と生存率の関係(Flg.4-2)より､

一般的に､群母などでは生存率50%が1後の条件で行っていることが多

いので､その条件を｣17Igerに適用すると､パルス電界強度6kV/cm以

上､時定数8ms以上の電場の条件が必要であることが判った｡



pit42EffectsoffieldstrcTLEth(t.EeCOはtant:0 3応eC･A8JSeC･□ 186cc.
◇ 】2■sec)orLgerllnatedcellyiabi)Jty
The s..sperLSion(lXlDTcc‖S/0.4■L.ILNHEPEScontainirLE50A LaELnitoLbuffe'･pHT･0)

rasclectropcratedatyarioLJSVOlta占eS andtLLe CCELStantS

次に､瓜み込み型のベクターであるpXba]92[pDG3のXbBl断片 (

argB)をpUCl9のXbalサイトに挿入したDhA]を用いて､エ レクトロポ

レーションを行った(Flg.4-3)｡

(N

6
L

e
q
X
d
6

77
]
)
S
I

Ut
=Lu
J0J
S

Ue
J
ト

ノー◇-I-I~ -- -~ 'ー ~~-◇

_ t 一一一日 一一一 一

6
Voltage(kV/cm)

FIE413ErfectsoffleldstrcnBth(t)qeconstantO 3ASeC.△ 8■ see,◇ 12JSee)on
traJu;IormtiolleIricLCnCy.

Cellad D仙 CorlCentratiorLSYCreSCtatlX10'/04L18血 10FLdO4Ill.respectlYCLy.
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その結果､6kV/C.とBdSのエレクトロポレーションの条件の時､形

質転換頻度 1･2個/JLgDNAの最高位を持た｡

更に､プラスミド型のベクターであるARplと上述のpXba192を用い

て･発芽胞子を5×10㌧ 5×107/04Jlと変化させて､6kV/clと8ASで

エレク トロポレーションを行った(rlg 4-4)｡

2 4

cells(×107/0.4ml)

(Nt=q
X
E
]d
6
TT
J
)SIUe
EL
0
LS

ueJト

Pig4-4EITectsofl:eHconcentrationsandvectors(O ARplatKlA pBXba2)On

tratLSfotatlOnefficlenCy.

FIC)dstrer喝thfasSetat6kV/cJ)and8畦eC.DNAcorKentTatlOnTisSetatiJLdO4A)
forlRplaLld10LLg/04AltorpBXba2



1×107個/0州 の条件で､プラスミド型DNAの形質転換頻度は)00

個//lgDNAでインテグレー ト型は､前述と同じIZ個/〟gDNAとなり､

プラスミド型の方が80倍高い効率となった｡また､両ベクターとも

に胞子数を増加させると､頻度が上昇したが､2×107個以上になる

と胞子同士のアグリゲーションの状態が激 しくなり､扱い難くなり､

操作上lXIO7個/04mlの胞子数で良いと決定した.

(3)細胞壁溶解酵素による発芽胞子の処理

chakraborLyとKapoor(1990)の報告で､インタク トなNcrassaの形

質転換において､カタツム.)由来のβ-グルクロニダーゼ(GUS)で発

芽胞子を処理すると効率が上昇していた｡そこで､AnLgerの発芽胞

子でも低濃度のlmg/mlGUSと2mg/mlYatalaseを用いて､更に2時間

の前処理を行った(Flg4-5)｡

FJE･4-5InfluenceortrcatncntrJthcellyaJllytJ･cenzytes,nOn-trCat■ent(A).

1Lg/Llβ-Glucuron.dase(a)and2AB/山 Yatalasc(C)

A niger(a′好 )con)d)a(5×10Acells)yereErO■nlnl′2DPd iuJfor15hat25℃ ■lth

shakingatloorp■ Dlluteβ-ElucuronJdaseorYatalaserasaddedtothecu)tore.

yhlCh打asthen川Cubatedfor2hat30℃ rzthshakin名at50rp■

これらの抑胸壁浴厨が祭で処理することにより､発芽胞子どうし

のアグリゲーションが和えられ､胞子がかなり分散できることが判

った｡

そこでYata】aseによる前処理を含め､このインタク トなエレク ト

ロポ レーション法､プロ トプラス ト エレク トロポレーション法､プ

ロ トプラス ト PEG法について､ARplとpBXba2の両ベクターで形質転

換頻度を比較 した(Tab一e4-2)｡

Table412CouarisonofthetransforJ]atlOnefflClenCyOF

lntaCt-EP.protDPlast-EP.andprotoplast-PEGLethods

AFZJ)l pBXba2

trarLSIornants(/LLEDNA)transfcrnants(/LJgDNA)

intact-EP(nor)) 120 1.8

)rltact-EP(Yatalase) 210 32

protoplast-EP 10 05

protopla5トPEG 500 4

EP.eJectTOPOratLOT)CeHconcentrat10TlraSSetatlxlO▼/04DJ

DNAcorLCerltrat】OnWasSetat1jig/04nlforAFZplarKllDudO4)lforp8Xba2



Yatalaseによる前処理をする場合､エレクトロポレ-ションの粂

件を未処理の場合のように､最適な条件をはっきり決定 しておらず､

とりあえず未処理の粂件 (パルス電界強度6kV/cmと時定数8mS)より

も低電場の方が良いことは確認した｡従って､Yatalase地理のエレ

クトロポレ-ションは,6kV/cnと3msの条件で行ったoまた､プロ ト

プラス トのエレクトロポレーション法についても報告が少なく(War

deLaJ1988.1989)､ほとんど条件検討をしていない｡ このような

状況下で比較すると､従来法であるプロ トプラス トーPEG法よりも効

率が上昇する形質転換法は認められなかったOその中で､YaLa]ase

で前処理するインタク トなエレクトロポレーション法が従来法に近

い効率であった｡

(4)形質転換株のサザン解析

プラスミド型ベクターのARplとインテグレー ト塑ベクターのpBXb

a2のDNAを用い､このインタクトなエレクトロポレーション法と､プ

ロトプラス トーPEG法で得られる形質転換株のサザン解析を行った｡

プローブとしては､Anldu/ansIFO2006株のargD遺伝Tが染色体に

1コピーであることを利用して､その染色体上での存在位置､および

そのバンドの濃さによってもコビ-数のある程度の推定ができる(

Flg4-6)｡

Il11S■1I1つ IJ 1l

h ▲ ･

FJg4-6Southernblotana一ysisofthegen川 lCDNAs(A)andHJdITdLgeStedgenoLIC
DNAs(a)oftheA.nIEertranSformants

Theblot-ashybrldizcdyitha3-kbXbDTfra即entenCOdirtgthearBBgene.Inpanels

(A)and(a).thelanesconta"DNA(5LLg)asfollows 1.AnJger■ildtypemC46951.

2-51ARp1-Intactcom.d.aelectroporat.cntransfor｡ants:6-8.仙 1-Protoplast-PEG

transfornants:g･SJZ- arkcr:10-13･pBXba2-mtaCtcom)dHlelectroporat10n

transrorAantS･14-16rpBXba2Protolast-PEGtrar鵜rOrM tS;17.AmdulaJ7SIFO2006

TheslleSOTtheJN}lecularye■ghtmarkersareglVenlnkb

ARpl､pBXba2プラスミド共に､インタクトなエレク トロポレーシ

ョン法と従来のプロ トプラス ト法による差は認められなかった｡ま

た､ARplを持つ｣〃Jgerの組み換え株は､第二葦の結果と同様に､3

回継代堵巷を繰り返 しても､染色体に組み込まれることはなかった｡

また､コピー数については､組み込み型に比べ低いことが推定でき

る｡これらのことは､Gemsら(1991)のJn/du/arTSの報告､および第

二草での結果と一致 している｡また,組み込み型のベクターでは､

GonLら(1987)がAOTJ,ZBeで報告 しているように､相同的にも非相同

的にも､宿主の染色体に組み込まれていることを､dmgerにおける
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今回の結果も同様に確認できた｡

第三項 要約

インタク トなAnlgerのエレク トロポ レ-ションによる形質転換法

についてまとめると以下の操作法となる｡

/nJger(argβー)の胞子5×10日個を1/2DP培地で25℃､15時間培饗

1

2mg/mlYatalaseを加え､更に30℃､2時間培苛

1

遠心分離で娘菌し､50mHマンニ トールを含むlmMHEPES緩衝液

(pH70)で.胞子を2度洗浄

l

lX107/oAmIに怒濁 した胞子をエレク トロポレーシ ョン用の

キュベ ットに入れ(0.4Tnl)､DNAを混合 し､0℃で10分間静置

1

6kV/cm､3msでエレク トロポ レ-ションを行い､更に0℃で10分

間静匿

J

MH培地にまき､30℃､3日間で形質転換株が得られる
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第四項 考察

カビの分子育種を行う一つの方法 として､プロ トプラス トを経由

した細胞融合,遺伝子組み換えが考えられ､数々の報告がこれまで

なされている｡ しかし､ 日本ではプロ トプラス トを経由しないで育

種を行った報告はなく､また研究者の数自体が少ないのが現状であ

る｡その理由としては､今までも述べてきたが､カビの多 くは､有

性世代を持たず遺伝解析が困難であること､プラスミドが利用でき

なかったことなどが挙げられる｡そこで､カビの分子生物学におけ

る基礎的研究の裾野を広げる意味もあ り､プロ トプラス トを経由せ

ずに･dnlgerの発芽胞子に直接DNAを導入する方法について検討 し

た｡

DNAの導入方法の一つとして､エ レク トロポ レーシ ョン法があり､

操作も簡便で､装置の普及と共に広 く一般的に用いられるようにな

ってきている.これまでAspergJJJus属ではエ レク トロポ レーション

法による形質転換の方法は少なく､直接に導入する方法は報告され

てなかった｡今回開発 したYatalaseで発芽胞子を前処理する方法に

ついては､発芽胞子どうしのアグリゲ-ションが抑えられているこ

と､およびおそらく発芽管の細胞壁の一部が溶解すること (電子打

徴鏡などで確認する必要があると考えられる)により､DNAが導入さ

れる効率が上昇 したものと考えられる｡ しかし､このYatalaseで前

処理する方法においては､エレク トロポレーションの榎衝液､電場
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の強度など最適な条件を更に決定する必要があると考えている｡

更に､エレクトロポレーションでは､細胞股に形成される穴を通

して､DNrAが濃度勾配に応じて,流入 し取り込まれるので､添加する

DNAの濃度が高いほど､取り込みが高くなり､発現ia:が上昇すると言

われている｡従って､本法に適用すると､インテグレー ト型のベク

ターでは､従来法であるプロトプラス ト法に近い形質転換効率を示

しているが､プラスミド型のベクターでは､従来法の半分糧度と,

依然劣っている｡そこで､キャリア-DNAを添加し､DM濃度を上げ

ることにより､形質転換効率の上昇は可経ではないかと推察してい

る｡

更に,今回使用したDNAは全て環状のままであり､直鎖状にした

DNAを用いると､カビにおいて逮伝子の導入効率が上昇 していること

は､プロ トプラス ト法(PaEettaandMarzlur1985)で､および動物

細胞を用いたエレクトロポレーション法(ToneguzzoeEal)986)で

報告されている.従って､本法に適用すると､直鎖状のDNAによるプ

ロ トプラス トの取り込み状態と､エレクトロポレーションで発芽し

た胞子細胞での取り込み状版と､兄なることも十分に考えられるが､

ある程度の効率の上昇もまた期待できる｡

何れにしても､本方法は､胞子の着生の良いJnJger(argB)にお

いては十分に適用できるが､もう一つのJloryzBe(BrgBー)の宿主にお

いては､胞子の着生が非常に悪いので､このような宿主の場合は､

従来のプロ トプラスト法あるいは､更なる新 しい形質転換法が必要
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となってくる｡

今後益々､簡便な形質転換方法の開発は･これまで述べてきた観

点から､ANA/ベクターの汎用的利用方法の開発と同様に､重要な研

究になると考えられ･これまでの研究がその一助になればと考えて

いる｡



総括

JspergJ/Ius属をはじめとする糸状菌の多くは､醸造産業をはじめ､

辞薫剤,医薬品の生産にとって非常に重要な菌株である｡その中で

もAorJ′Zae､A.nJge/~等は､タンパクの分泌量が多く､異種タンパク

の生産の宿主として有用性が認められてきている｡本研究は､Jspe

rg/JJus属で膜能するプロモーターを取得 し､現在までに異種タンパ

クの生産が試みられている､強力なプロモーターの一つである､A,

oryzaeのa-アミラ-ゼのプロモーター(amyB)との比較を行い,異種

タンパクの生産に利用することを目的に行ったものである｡

最初に､AoryzBeの各種薗体外群素の内､生命現象に不可欠であ

るが生産丑が少ないと考えられるリボヌクレアーゼ(RNaSe)T2の遺伝

千(rnlB)が､どの程度のプロモーター活性を持ち､その発現誘導に

ついて興味が持たれた｡そこでrJ7LR遺伝子を単離 し､その塩基配列

を決定したところ､N末端の17アミノ酸のシグナルペプチ ドだけでな

(､C末端の20アミノ厳がプロセシングを受けていることが明らかと

なった｡また､本遺伝子のプロモーター領域と大腸菌のβ-グルクロ

ニダ-ゼ(GUS)遺伝子(uldA)との融合遺伝子を作成 し､｣opyzaeを形

質転換した｡得られた形質転換株の薗体内のGUSの生産立を比較する

と､rntBプロモーターはamyBプロモ-ターより誘導時の1/100､非誘

導時の1/4程度と､弱いプロモーター活性であることが明らかとなっ

-86-

た｡また､GUSの生産量は､RNA等の核憩による誘導は認められず､R

NaseT2は菌体外に分泌されているのではなく､薗体内の酵讃である

と推定 した｡ (第-章)

組み込み型のベクターの場合は､形質転換抹からのベクタ-DNAの

回収が容易ではない. また最近､AspergJ//us属の細胞内でプラスミ

ドの自己複製を可能にするDNTA断片(ANA))が単離され､今後プラスミ

ドベクタ-として大いに利用が考えられる｡そこで､A.orJ,ZBeとJ

nlgerのA〟JI1ラスミドを持つ形Tf転換株からプラスミドDNAを簡単

に回収する方法について検討した｡その結果､選択培地で2日間培懇

した菌体を､糸状菌の細胞壁溶解酵素であるYatalase(宝酒造)杏

用いてプロ トプラス ト化 した後､I)NAを大腸菌からE]収することによ

り､修飾を受けてないAMAlプラスミドが得られることが明らかとなっ

た｡ (第二軍)

Asperg//lus属には､種々の培宅条件 (液体培巻および固体培雀､

温度､菌令など)で高発現 している未知のプロモーターの存在が予

想される｡そこで｣〟AJ配列とu/dJl遺伝子を利用して､Aoryzaeとd

nlgerの染色体から､GLJSを高生産するAoryzaeの形質転換株から威

力なプロモーター活性を持つDNA断片を検索した｡その結果､A

n/ge/tからNo.8ANプロモーター､AoryzaeからNo9AOプロモ-タ-杏

取得 し､両プロモータ-共に各種炭素源､窒素源の増発で､構成的

にGUSを高生産した｡次に､AoryzaeのamyBとプロモーター活性を比

較すると､A.orJ′Zaeの形質転換株のGUS活性の平均で､液体培饗で
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No8A相子3倍､No.9̂0が16倍生産量が多 くなった｡ また､No.8ANと

amyGプロモーターのノーザン解析で,転写レベルで差があることが

認められ､No.8iNプロモーターは､グルコース増毛でも高発現する

プロモーターであることが明らかとなった｡一方､固体増毛である

麹培背では､amyBよりNo.8ANが6倍､No9AOが】5倍程度それぞれGUS

の生産量が多くなり､ホモロジー検索により､A-プロモーターが共

に新規で､強力なプロモーターであることが明らかとなった｡ (罪

三草)

現在までに稚LE安されているAsperglllus属の形質転換方法は､Yak

alaseなどの細胞壁溶解相葉でプロ トプラス ト化 した後､DNAを導入

しているが,Aa/gerの発芽 したばかりの胞子に､直接エ レク トロポ

レ-ションによりDNAを導入できることを明らかに した｡形質転換株

は･従来のプロ トプラス ト法よりも早 く得られ､形質転換頻度は､

インテグレー ト型のベクターで)2個/LJgDNA､プラスミド型で100個

/LLgDNAであった｡更に薄い濃度のYatalaseで発芽胞子を前処理する

ことにより､両ベクター共に頻度が2倍程度上昇 した｡ (第四章)

本研究の宿主-ベクター系は､マ-カー遺伝子として､｣〝ldulans

のargBを用いており､宿主のJspergIJJus属の染色体の挿入位臥 お

よびコピー数については制御するのが困難な系であるので､形質転

換株の何棟かの平均の比較を行ったoA･nlgerのNo8ANプロモータ-

は､AoryzaeのrntBプロモータ-に比べ､300fg以上菰力なプロモー
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ターであることが示唆され, A･olyZaeのamyBプロモーターに比べて

も･グルコース存在下の液体培宅､麹培養においても明らかにN.8

ANプロモーターの優位性を示 している｡

また､既存の強力なプロモーターは､特許の問題があり､突生産

にはかなりの制約が生 じるが､本プロモーターに関 しては､実生産

の利用が可能となる｡一方､JNAJベクターについては､本研究のプ

ロモーターの検索等とANAlベクターを利用 したAspergJJ/us属の有用

遺伝子のショットガンクローニングにと､今後利用分野が広まり､

今回dn/gerから強力なプロモータ-が取持できた｡ しか し､その他

のAspergll/us属にもまだまだ･A力な未知のプロモーター､およびエ

ンハンサーの存在が予想され, このような新たなプロモーターの取

得などの研究も今後考えられる｡更に､新 しい形質転換法について

は､プロ トプラス ト化の最適条件を決める必要もなく､形質転換珠

が早 く取得でき､簡便な方法であると考えられ､これら一連の本研

究が異種タンパク生産の応用面だけでなく､AspergI//us属の基礎的

な分子育種全般に渡 り､新 しい展開をもたらすものと考えられる｡
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