
第3章麹菌の形質転換系の開発

麹菌はわが国で古くから清酒・醤油 ・味噌などの醸造産業に利用されてい

る非常に重要な微生物である。このような産業上の重要性から麹菌の生理学

的・生化学的な研究が盛んに行われてきており、膨大な成果の蓄積がある。

しかし、それにも拘らず、遺伝学的な知見に関しては非常に少なく不足して

いるのが現状であった。これは、麹菌が酵母Saccharomycescerevisiaeのよう

に有性世代をもたず、形態的にも多核多細胞の菌糸体で増殖し、唯一の単細

砲である分生子も 2 ~ 4 個の核をもっているために、遺伝解析が困難であっ

たことによる。このような状況の下で、 1950年代に石谷ら79，83，90)は菌糸聞の

物合 (anastomosis)を利用して、麹菌の交雑を試み、得られたヘテロ 2倍体

から組換え体を作成し、麹菌においても有性世代に似たいわゆる準有性世代

(parasexuallife cycle)が存在することを示した。彼女らとその後に小田ら 15)

は、この手法を利用して麹菌の育種といくつかの遺伝的解析を行ったが、得

られた情報は少ないものであった。その後は、麹菌の遺伝的解析は全くとい

ってよいほど顧みられず、 1980年代になってプロトプラスト融合によって容

易に交雑株が作出できることが明らかになって、ょうやく育種への利用と同

時に遺伝解析の試みも検討されてきた。しかし、著者らも認めたよう に、プ

ロトプラスト融合の育種への利用は有望な手法のーっとなり得るが、得られ

た株が示す多様な|主質を遺伝的に解析することは、依然として非常に難しい

のが現状である。

一方、1960年代の後半から大腸菌を用いて開発されてきた遺伝子組換え技

術は 1980年代に入って手法等が飛躍的に改良されたことによって、あらゆ

る生物のDNAレベルでの解析を容易に行うことを可能にする画期的な技術

となった。 初めは、いろいろな生物からの遺伝子を大腸菌で解析することが

王として行われていたが、研究対象の生物における形質転換系が開発される

に従って、その生物自身での遺伝子の発現機構や染色体レベルでの存在様式
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等の詳細な解析が行われるようになってきた。麹菌と同様、醸造において重

要な働きをしている酵母S.cerevisiaeでは、 1978年に初めて形質転換の報告

がなされた91，92)のを機に、その後の形質転換技術の改良と従来の古典遺伝学

での豊富な研究の成果の蓄積もあって、飛躍的に分子生物学分野の研究が進

展した。麹菌をはじめとするカピにおいても、有性世代が存在し、遺伝学的

研究のなされているアカバンカピ (N.crassa)で 1979年22)に、また麹菌と同

属の A.nidulansで 1983年23，24)に形質転換の報告がなされた。しかし、酵母

に比べて生物材料として扱いにくいことや、プラスミドが存在せず、形質転

換技術が飛躍的に改良できなかったことにより、酵母ほど爆発的には研究が

進んだわけではなかった。とは言うものの、カビでも遺伝子組換え技術が利

用できることが示されたわけで、著者も従来とは異なるこの手法を利用して、

通菌の有している多様な生物的特質を分子レベルで解明することができるも

のと考えた。

また、遺伝子組換え法は生命現象の分子レベルにおける解析を可能にした

だけでなく、有用生物の育種への利用という面で非常に大きな可能性を有し

ている。すなわち、有用な酵素遺伝子を多コピー菌体内に導入し、その遺伝

子増幅効果によって目的の酵素を大量に生産することが可能となるので、有

用菌株の育種にとって非常に有望な手法となる。ここで用いることができる

遺伝子は麹菌の近縁の微生物のものだけでなく、全生物種の遺伝子が利用可

能である。そこで、麹菌自身の有用酵素の生産性の増強だけにとどまらず、

週菌の菌体外へのタンパク質の分泌能力の高さに依存した異種生物由来の有

用タンパク質の生産にも期待がもたれている。晴乳動物のホルモンやインタ

」フエロンなどのような有用ではあるが、生産性の低いタンパク質を大量に

生産することは、バイオテクノロジーの一つの大きな課題であり、麹菌など

のカビの利用が有望視されている。

一方、異種タンパク質の生産性の向上とは別に、遺伝子組換えの手法を用

いて、実用上好ましくない性質に関与している遺伝子を破壊 ・不活化するこ
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とにより、有用な性質に悪影響を及ぼさずに目的の変異株を造成することも

可能になると考えられる。

このように麹菌に関しでも、遺伝子組換え技術を利用した研究が盛んにな

っていくことが予想されるが、これまでそのために必要不可欠である麹菌の

形質転換系が開発されていなかった。そこで、 著者は、麹菌の分子生物学的

研究の基本的な手法として確立するためと、麹菌の有用菌株の育種への利用

を目的として、最も必要とされる麹菌の形質転換系の開発に着手し、いくつ

かの宿主・ベクタ一系を確立することができた。

第1節 Aspergillusnidulans argB遺伝子による麹菌の形質転換

カピの形質転換に関しては、 1979年の Caseらによるアカバンカビ (N.

crassa)を宿主として行われた ものが最初の報告である22)。これは、キナ酸

代謝に関与する酵素であるデヒドロキナーゼの遺伝子 qa-2を選択マーカー

としてもつプラスミドを N.crassaのプロトプラストにポリエチレングリコー

ルと塩化カルシウムの存在下で導入した ものである。その後、AspergiJ/us属

のカピについて も、 1983年になって A.niduJansにおける形質転換が報告さ

れた23.24)0N. crassaとA.niduJansはともに有性世代をもち、遺伝学的な研究

が最も進んでいるカ ビで、形質転換系が開発された後は、この系を利用して

分化や代謝制御に関する遺伝子の発現調節機構などが研究されている93.94)。

N. crassaとA.niduJansにおける形質転換系を利用 した研究が進むに従って、

これらの研究成果を基盤にして、麹菌などの工業的に重要なカピについても

形質転換系を確立しようとする試みが盛んになってきた。その結果、現在で

は工業的に重要なカピのみならず、植物病原性のあるカピについても形質転
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換系が開発されている94)。

著者らが、麹菌の遺伝子組換えに関する研究を開始しようと考えたときに

は、 N.crassaとA.nidulansのほかには A.nigerで形質転換の報告がなされて

いた95.96)だ、けで、麹菌については利用できる系は開発されていなかった。そ

こで、著者はこれらのカビでの研究を参考にしながら、まず麹菌の宿主 ・ベ

クタ一系の開発に着手した。

形質転換に用いられる宿主は、外来のDNAが導入されたことが容易に検

出できるような遺伝子マーカーが付与されている必要がある。このような形

質転換体の選択に利用される遺伝子マーカーとしては、通常は栄養要求性が

用いられており、 A.nidulansにおいては3種の栄養要求性を相補する遺伝子

がマーカーとして利用されていた24.97-99)。このうち、A.nidulans由来の argB

遺伝子は、アルギニン生合成系のオルニチンからシ トルリンを生成する反応

を触媒するオルニチン ・カlレパモイ jレトランスフエラーゼをコードしていて、

Berseら100)はこの遺伝子を酵母 S.cerevisiaeの arg3変異を相補する断片とし

て単離した。また、遺伝子を含む断片の塩基配列を決定したところ、酵素タ

ンパクのコード領域には、カビの遺伝子に一般的に見いだされるイントロン

が存在しないことがわかった 101)。この A.nidulansの argB遺伝子は A.

nidulansや S.cerevisiaeのアルギニン要求性変異を相補するだけでなく、N.

crassa 102)とA.niger 96)でも機能し、A.nigerでは選択マーカーとして用いら

れている。そこで、麹菌においてもこの遺伝子が形質転換の選択マーカーと

して利用できるものと考え、本遺伝子を用いた形質転換系の研究を行った。

実験方法

1使用菌株

宿主として用いる argB変異を有する麹菌株は、第2篇第2章のプロ トプ
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ラスト融合の研究で用いた A.oryzae FN-16株を親株として紫外線処理等の

変異操作によって造成したアルギニン要求性株の中から選択した。argB遺伝

子は、アルギニン生合成経路のオルニチンからシ トルリンを生成する反応を

触媒するオルニチン ・カlレパモイルトランスフエラーゼをコードしている

(図2-25) ので、この遺伝子に変異をもっ株は最少培地にオルニチンを添加

した培地には生育してこないが、シトルリンを添加した培地にはアルギニン

を含む培地と同じように生育することができる。そこで、アルギニン要求性

変異株の中からこのような表現型を示す株をスクリーニングした結果、 M-2-

3株がargB変異をもっていることがわかった。この株は、 argB変異のほか

に分生子の色が白いという変異 (w)をもっ二重変異株である。

オルニチン → シトルリン → アルギニノコハク酸 → アルギニン

argB argC， argE argA 

図2-25 アルギニン生合成経路に関与しているA.nidulansの遺伝子

argB，オルニチン カルパモイルトランスフエラーゼ;判gC.argE.アルギニノコハク般令成俳京 ;

argA. 7 Jレギニノコハク般リアーゼ

argB遺伝子のサザン ・ハイブリダイゼーションとオルニチン・カルパモイ

ルトランスフエラーゼ活性の測定の標準株としては、 A.nidulans IAM 2006 

を憧用した。

プラスミドの調製および回収実験に使用した大腸菌は JA221(hs品 1hsdR 

lacY leuB6 trpE5 recA 1)である。

2培地ならびに培養方法

麹菌の菌体調製用培地は第2篇第 1章第 l節に記載したデキス トリンーペ

プトン培地を用いた。形質転換体の培養のための最少培地と完全培地は、第

2篇第l章第2節で記載した Czapek-Dox(CD)培地と麹汁培地を用いた。ま

た、形質転換体の選択培地は、プロトプラストが再生できるように最少培地

に0.8M NaClを浸透圧調節剤として加えたものを用いた。麹菌の培養は全
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て30'Cで、行った。

大腸菌の培養は LBbroth (ノtクト・トリプトン(Difco社)1%、醇母エキス

(Dぱco杜)0.5%、NaCll%、pH7.5)を用いて、 37'Cで、行った。大腸菌の形質

転換体の選択用培地は LBに50ppmになるようアン ピシリンを添加して用

いた。いずれも平板培地を作成する場合は、粉末寒天を 1.5%添加した。

3.{重用したプラスミド

argB変異株である M-2-3株の形質転換に用いたプラスミドは主と して

pSal4398.103)である。このプラスミドは Berseらによって構築されたもので、

ワルシャワ大学の Weglenski教授より恵与されたものである。本プラスミド

は大腸菌のプラスミドベクターである pBR327の基本構造をもち、 2.6kbの

A. niduJansの argBj宣伝子を合むDNA断片のほかに、酵f_:Jの選択マーカー

のLE臼と 2μmDNA由来の複製開始点を含んでいる(図 2-26)。

EcoRI 

pSal43 
9.2 kb 

BgIII 

SaII 

国2.26 A. nidulilnsのargB遺伝子を選択マーカーとしてもつプラスミドベクター

pSal43の榊造
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酵母用のDNA配列は麹菌の形質転換に必要ないので、この部分を含む

3.4 kbのEcoRIIfJr片を除いたプラスミドを構築し、 pSal23と命名した。さら
に、形質転換休の外来DNAのコピー数を推定するために、この pSal23に麹

菌由来のメチオニン要求性を相補する DNA断片 (met)を挿入した pRBMI

を構築した。プラスミドの構築ステップを図 2-27に示した。

p 

I EcoRI 

1 T4 ONA ligase 

E 
日

S Bg 

I BamHI 
I BAP 

E B 

P 

BamHI 

3.5kb inserl 

戸
p E B 

、

，

勺

J
U

B

U

R

 

g

-

n

B

 

町

刷

出

p

s
i
w

印

町

n

e

司

!

昭一
凶
器口

u

スーM
 

口
U
口
Hnv 

J
 

Q
U
 

S B 

図2-27 プラスミドベクタ-pRBMIの構築
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4.麹菌のプ口卜プラストの調製

カピの細胞内にDNAを導入するためには、 プロト プラストを用いる方法

がー般的であり 93，94.97)、ここでも麹菌の菌体からプロト プラストを調製して、

ポリエチレングリコールと塩化カルシウム存在下でDNAを取り込ませた。

麹菌のプロト プラストは、第 2篇第 l章第 2節および第 2章に記載した方

法に準じて調製した。但し、得られたプロトプラストを 0.8M r、~aC I で 2 回

洗浄した後、溶液 I (0.8 M NaCI、10mMCaC12、10mM  Tris-HCI、pH7.5) 

でl回洗浄し、最終濃度 2.5X108jmlになるように溶液 Iに懸濁して、形質

転換用の宿主として使用した。

5.麹菌および大腸菌の形質転漁

麹菌の形質転換は、基本的にはプロトプラスト融合とほとんど同じ方法で

行った。すなわち、プロトプラスト同士を混合する代わりに、プラスミドD

NAを加え、ポリエチレングリコール (PEG)と塩化カルシウムを含む溶液

で処理することにより、細胞内にDNAを導入した。

第2篇第2章のプロトプラスト融合で得られた条件に関する知見と酵母や

A. niduJansで行われた形質転換法を参考にして、はじめに次のような方法で

週菌の形質転換を行った。溶液 Iで洗浄した M-2-3のプロトプラストを低速

遠心で集め、最終濃度 2.5X 108jmlになるように溶液 Iに懸濁して、形質転

換用の宿主として使用した。この懸濁液 0.2mlを 15ml容ファルコンチュー

プにとり、これにプラスミドDNAを 10μg(10μ1)加えて、よく混合し、

加分氷冷する。これに、融合促進剤として 25%(wjv)PEG 4，000、50mM

CaCI2、10mM  Tris-HCI(pH 7.5)から成る溶液Eを 1ml添加し緩やかに混合

して、室温で15分放置する。6mlの溶液 Iを加えて希釈し、低速遠心により

プロトプラストを集め、全量を最少培地にのせ、上から 0.5%の寒天を含む

同ーの組成の培地 (45 0C) を注ぎ重層した。 プレートは 30 0C 、 5 ~ 10 日間培

養して形質転換体を取得した。

なお、形質転換頻度を改良する目的で、上に述べた方法における PEG濃
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度ぞ操作手順等を変更して検討した。詳細は実験結果に記した。

大腸菌の形質転換は、主として塩化ルピジウムと塩化カルシウムを使用す

るKushnerの方法l叫にf是って行った。

6. D N Aの調製法

麹菌の全DNAの調製は第2篇第 l章第3節に記載した方法によって行つ

大腸菌からのプラスミドDNAの調製および精製は、アルカリ sos法105)

及びManiatisらの実験書106)に記載されている方法に従って行った。すなわち、

50ppmのアンピシリンを含む LB培地に目的のプラスミドを含む大腸菌を接

種し、 37
0C、一晩振漫培養する。遠心して菌を集め、TEG溶液 (50111Mグ

ルコース、 10111M EOTA、25111M Tris-HCl、pH8.0)に懸濁した後、 21音量

のアルカリ-sos溶液 (0.2M NaOH、1%SOS)を加え溶菌する。これに半

分量の5M酢酸カリウムを加えて、氷中で 30分放置後、遠心してタンパク

や菌体を除去した。イソプロパノールを 5分の3量加えて室温で遠心して核

酸面分を沈澱させる。 TE溶液に溶かして、 100分の 1量のリボヌクレアーゼ

A (10 111g/1111)を加えて、 37
0

C、30分反応させRNAを分解する。フェノー

ル クロロホルムおよびクロロホルムで抽出した後、エタノール沈澱で回収

し、CsClーエチジウムブロマイド超遠心を行って、プラスミドDNAを精製し

7. D N Aのハイフリダイセ、ーション

形質転換体の全DNAを用いたサザン ・ハイブリダイゼーションは、以下

のように行った 107)。

DNAを適当な制限酵素で分解した後に、0.8%アガロースゲル電気泳動

にかける。エチジウムブロマイ ド染色した後で、ゲルを変性溶液(1.5M 

NaCl， 0.5 M NaOH)に浸し 30分放置後、中和溶液 (1.5M NaCl， 0.5 M Tris-

HCl， pH 7.2， I 111M EOTA)で中和して、ナイロン ・メンブレン (Hybond-N、

Amersham社)にサザン ・ブロッ トした。ブロッテイング終了後、乾燥させ

98 



トランスイ jレミネーターの上でメンブレンに紫外線をあて、DNAを固定し

た。ドッ ト・ブロットは、 全DNAをあらかじめ 1000C、5分間加熱処理して

要性させた後、2μgから順次 2倍に希釈したものをナイロ ンメンブレンに

スポッ トした。

DNAプローブは、[a _32p]dCTPを使用して nicktranslation kit (Amersham 

社)によってラベル した108)。ハイブリダイゼーションは、5XSSC、5X

Denhardt 溶液、 100μg/ml変性サケ精子DNA、50%脱イオン化ホルムアミ

ド中で、 42
0
C、20時間行二った。ハイブリダイゼーション市冬了後のメンプラン

の洗浄は、 65
0
Cで、 2XSSC、0.1%SDS中で 30分および0.1XSSC、0.1%SDS 

中で30分行い、メンブレンを洗浄後、 X線フ ィルムに 80
0
Cで感光させた0

8パルスフ ィールドゲル電気泳動

麹菌の染色体を分離し、外来DNAの存在様式を調べる目的で、パルスフ

ィールドゲノレ電気泳動109)を行った。

形質転換体および宿主株のプロト プラストを前に述べた方法で調製し、 0.8

MNaCI溶液で洗浄後、 SETbuff，巴r(2 M ソルピト ール、 50mM  EDTA、50

mM Tris-HCI、pH7.5)に2X108 Imlとなるように懸濁する。これをプラスチ

ックのシリンジにいれ、等量の SETbufferに溶かした 1%低融点アガロース

(42'C)を加えよく混合した後、氷中で固化させる。固化したアガロースゲ

ルをシリンジから取り出して、ナイフで 5mm程度の厚さのブロックに切り 、

浴菌溶液 (2mg/mlプロテイナーゼK、I%Nーラウロイルザ、ルコシン、 0.5M 

EDTA、50mM  Tris-HCl、pH9.5)中で 55
0
C、40時間インキユベー 卜して溶

菌させる。アガロースのブロックを 50mM  EDTA (pH 9.0)で3回洗った後で、

0.5 M EDTA (pH 9.0)中で 4
0
Cで保存した。

このようにして調製したアガロースゲlレを薄く切り 、0.69もアガロースゲ

ルのスロットに入れて 0.5% の低融点アガロースを加え固定する。ゲlレを手

製の orthogonal-field-alterationgel el巴ctrophoresis (OFAGE)用の泳動槽にセ

ットして、 0.5X TBE中で 60V 、 50分のパルス時間で 1 2~150C、144時間泳
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動した。泳動後のゲルをエチジウムブロマイド溶液 (1mgハ)で染色し、 ト

ランスイルミネーター上で写真を撮影した。

サザン・ハイブリダイゼーションに用いるときには、ゲlレを 0.25M HCI 

に15分浸してDNAを細断化した後、アルカリ変性と中和処理を行ってナイ

ロンメ ンブレンへのブロッテイングを行った。

9酵素活性の測定

麹菌をデキストリンーペプトン培地と CD培地で生育させ、その菌体を 10

mMリン酸緩衝液 (pH6.0)に懸濁し、乳鉢中でガラスビーズとともに破砕

した。 20，000Xg、15分の遠心により菌体残誼を除いた上清を細胞抽出液とし

て酵素活性の測定に用いた。

オルニチン ・カjレパモイルトランスフエラーゼ活性はオルニチンからシト

ルリ ンへの生成量で測定した。反応液は 0.7mlの 0.1M Tris-HCI (pH 8.0)と

0.1 mlの50mM  L-オルニチンに適当に希釈した細胞抽出液 0.1mlを加え、

37'C、5分間インキュベートしておく。これに直前に調製した 50mMカルパ

ミルリン酸を 0.1ml加えて反応を開始する。37
0

Cで 10分反応させた後で、

15%過塩素酸を 1ml加えて反応を止め、 3，000中mで 5分遠心して変性タン

パクを除いて、反応i夜中に生成したしシトルリンを PrescottとJonesの方法

によって定量した110)。

試料 1mlに 1mlの発色試薬 (0.5% アンチピリンを 50%(vjv)硫酸に溶解

したA液と 0.8% ジアセチルモノオキシムを 5%(v/v)酢酸に溶解したB液を

使用前に 2:1に混合する)を加え、 60
0C、2時間光を遮断して反応させた後、

466 nmの吸光度を測定した。

アルギナーゼ活性はアルギニンを基質として、生成してくる尿素量を酵素

法によって測定して求めた。20mM  L-アルギニン(pH9.5) 0.5 mlに0.1M グ

リシンーNaOHbuffer (pH 9.5) 0.4 mlを加え、これに細胞抽出液 0.1mlを添加

して37
0

C、30分反応後、2N HCI 0.2 mlを加えることにより反応を止める。

37'(、10分放置した後、 2N NaOH 0.2 mlを加えて中和し、尿素 ・アンモニ
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市1)定キット (Boeringer-Mannhei m)を用いて生成した尿素量を定量した。

なお、細胞抽出液中のタンパク質含量は Lowryらの方法111)で測定した。

10.SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動

Laemmliらの方法112)に従って、12.5%の SDSポリアクリルアミドゲルを

作成し、宿主株および形質転換体の細胞抽出液(タンパク量として 30μg)

をかけた。電気泳動後、ゲルは 0.04%Coomasi巴BrilliantBlue G250を3.5Qも

過塩素酸に溶解した染色液で染色し、酢酸ーメタノールで脱色を行った。

実験結果

1麹菌M-2-3のpSal43による形質転換

表現型から argB変異株であると考えられる M-2-3株を宿主株として A.

nidulansのargB遺伝子をもっプラスミド pSal43による形質転換を試みた。

Mふ3株はその分生子を最少培地に 2X108の濃度でプレートしでもコロニー

は認められず、復帰変異率が非常に低いことがわかった。また、5X107個の

プロトプラス トを最少培地で再生させてもコロニーは全く生じてこなかった。

5X 107伺のプロ トプラス トを含む溶液 10.2 mlにpSal43を 10μg加えて、

実験方法に記載しであるように 25%(wjv)PEG 4，000、50mMCaCI2、10mM

Tris-HCl(pH 7.5)を加えて融合させることによってDNAを菌体内に取り込

ませた。最少培地に融合処理後のプロト プラス トを0.5%軟寒天で包埋して

30t、1週間培養したところ pSal43を加えたものでは数個の旺盛な生育を示

すコロニーの形成がみられた。また、この大きなコロニーのほかに数十個の

小さなコロニーも観察された。一方、プラスミドを加えなかったものや

pBR322を加えたものでは、 小さいコロニーも認められなかった。pSal43を

加えた区分で、認められた大きなコロニーは分生子が白色であり、プラスミド

無添加の対照区分で、は全くコロニーが認められなかったことから、得られた

株は野生株のコンタミでも M-2-3株の復帰変異株でもなく 、pSal43によって
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形質転換された株であると考えられる。大きなコロニーとは別に小さいコロ

ニーが多く認められたが、これらは最少培地に釣菌しでも生育が遅く途中で

生育が停止するものもあり 、A.nidulansの形質転換でも観察されているよう

な"abortive"な形質転換体24)であると考えられる。

この時の形質転換実験では 10μgのプラスミドDNAで7個の生育の良

好な株を得ることができ、これらを真の形質転換体と考えると形質転換頻度

はDNA1μg当たり 0.7個となる。この値は A.nidulansの形質転換の報告

と比べて低いものではあるが、同様に A.nidulansの argB遺伝子をマーカー

として A.nigerを形質転換した場合的とほぼ同じであった。

また、形質転換に用いたプロ 卜プラス トを完全培地で再生させると、融合

処理する前では、 60~70% の高い再生率が得られたが、 PEG 処理後では 5~

7%と低くなった。しかし、今回の実験では第2章の細胞融合の場合よりや

や再生率が良かった。

2形質転換方法の検討

pSal43を用いてアルギニン要求性変異株である M-2-3の形質転換が可能で

あることが示されたが、上記の方法で何回か同じ形質転換実験を繰り返した

ところ、全く形質転換体が得られないことが多く、再現性に問題があると考

えられたので、形質転換方法について改良を試みた。

はじめに用いた方法は著者がプロ トプラス ト融合で得た経験的なものに基

づいており 、ここでは新たに N.crassaとA.nidulansで行われている方法を

検討した。しかし、方法とはいって も根本的に大きな違いはなく、融合処理

に使用する試薬の濃度や操作手順が異なっているだけなので、ここでは次の

3つの方法についてのみ比較した。

①はじめに用いた方法と同じ、②PEGの濃度を変えて 40% とし(溶液E

の組成は40%(wjv)PEG 4，000、50mM  CaCI2、50mM  Tris-HCI(pH 7.5)とした)、

。と同じようにDNAを混合した後に PEG溶液を加えた。また、 PEG濃度

を高くしたのに伴って希釈容量を 10mlと多くした。③融合処理に用いる溶
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液IJ:②と同じだが、この PEG溶液を用いる万j去を Caseらの報告22)を参考に

して行った。すなわち、プロトプラストを溶液 Iに懸濁してコンピテントセ

ルを調製する際に、予め PEG溶液を最終容量の 5分の l量 (PEG濃度は 8

怖となる)を加えておき、この 0.2mlを形質転換に使用する。それ以降の操

作は②と同じにした。

これらの3方法について M-2-3を宿主として pSal23を 10μg用いて形質

転換を2回ずつ繰り返して行った結果を表 2-19に示す。ここからも明らか

のように①および②の方法では形質転換頻度が低く、形質転換体が得られた

り、得られなかったりと再現性が乏しいのに対し、③の方法ではDNAIμg

あたり 1~ 2個と高い効率とは言えないが、常に形質転換体が得られること

がわかった。

表 2-19 形針転換方法と形n転換体数

形針転換方法 形質転換体数

l回目 2回目

①

②

③

 

今
ゐ

1
1

内
J
-

日
U

今
ム

，、
dl
 

そこで、この方法を用いて、DNAの添加量と形質転換体数の関係を調べ

ると(図 2-28)、添加量にほぼ比例して形質転換体が得られることがわかっ

た。Caseらの方法は N.crassaの形質転換に用いられたものであるが、A.

niduJansでは PEG溶液を DNA添加直後に一部加えている方法23.113)もとら

れているので、この方法についても検討したが、麹菌に関しては③の方が良

かった。なお、Vollmerら114)はCas巴らの方法に改良を加え、コンピテン ト

セルを調製する際に PEG溶液と同時に 100分の l量のジメチルスJレホキシド

(DMSO)を加えておくことにより -800Cに保存できることを報告している。
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DNA  添加量と形針転換体数図 2-28

ガラスフィルタ -3G3でろ過して得られたプロトプラスト

↓ 

2，000 rpm， 5分遠心分離し、 0.8M NaCIで2回洗浄後、浴液 I

CaCh、10mM  Tris-HCI、pH7.5)で l回洗浄

↓ 

最終濃度が2.5x IOx1f司Imlとなるように、 5分の 4量の溶液 Iに!ぜ濁し、 5分の 1量の
溶液[] (40%(w/v) PEG 4，000、50mMCaCI2、50mM Tris-HCI、pH7.5)と100分のl量

のDMSOを加える。(このまま -80"Cに保存しでも 1ヶ月は使用できる)

↓ 

0.2 mlのプロトプラスト懸濁液に DNAを最大 20μl加え、氷中で30分放置

↓ 

溶液Eを1ml加えて、室温で 20分放置

↓ 

溶液 Iを 10ml添加し PEGを希釈する

↓ 

遠心後、 0.8M r、JaCI を含む Czapek-Dox平板培地に懸i~ti液をのせ、 0.5% の寒天を含む
培地を重層し、 30"C、 5-10日培養

(0.8 M NaCI、10mM

麹菌の形自転換の操作手順
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著者もこの DMSOの添加効果を調べたが、やや再生率が低下するものの、

約1ヶ月は形質転換頻度に大きな変化なく使用できることを認めた。以降の

費菌の形質転換実験には、この方法を採用して行うこととし、プロト プラス

ト調製以降の操作方法を図 2-29に示した。

3.M-2・3株の形質転換休の性質の解析

はじめの形質転換条件で得られた形質転換体と考えられる 7株のう ち、最

少培地で良好に生育してくる 3株を選び、その性質等について検討した。

1)形質転換体の安定性

形質転換体を 3回ほど最少培地で植え継いだ後に、完全培地(麹汁寒天平

板培地)にストリークして、 30
0

C、2週間培養して分生子を着生させた。こ

のプレートに 10mlの 0.01%Tw巴en80 溶液を加え、白金耳で分生子をかき

とり懸濁させた後、3G 3のガラスフィルターでろ過して分生子のみを集め

た。 この分生子懸濁液を適当に希釈して再度完全培地にプレートした。単一

コロニーの分生子を 100佃前後選んで最少培地に按極してその栄住民求性の

表現型の出現頼度を調べた。表 2-20に示す通り、供試した3株ともに完全

措地で生育させても形質は非常に安定であることがわかる。特に、形質転換

体の2 (TR2) は選んだ 125個の株の全てが栄養要求性を示さず、形質転換

で相補された表現型は安定に保持されていた。

表2-20 形1)[iI日央体の安定'1'1

Colonies counled 

CM MM  

Slabilily 

('i~) 
Transformanl 

TRI 

TR2 

TR3 

118 

125 
106 

110 
125 
88 

-d
ハ
U
1
d

A
吋
J

ハH
v
n
x
u

ー

形質転換体の形質が完全培地のような非選択圧条件下でも非常に安定であ

るということは、外から導入したDNAが麹菌の染色体の中に組み込まれ、
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染色体と一緒に複製されて新しい細胞に分配されていることを示していると

考えられる。

TR2が非常に安定なのに比べて、 TRlとTR3の安定性はやや低かった。

このことは、 TRlとTR3では染色体に組み込まれたDNAが増殖している

うちに切り出されて脱落したというよりも、細胞がヘテロカリオンの状態に

あるということで説明できると考えられる。麹菌の菌体(菌糸)は多核多細

砲であるし、分生子も多核である(細胞融合の項で記したように、麹菌の分

生子は 2~3 個の核を含んでいる)。そのため 、 外来DNAが麹菌の染色体

に組み込まれて形質転換が起こったとして も、 全ての核の染色体に組み込ま

れるというわけではなく、もとのままの核も存在している。つまり 、形質転

換の初期にはヘテロカリオンの状態の細胞が得られるわけで、形質転換体が

増殖するうちに外来のDNAを持つ核と持たない核の細胞に分離してしまう

ことが考えられる。

形質転換体は何度か最少培地で植え継いで、はいるが、 TRlとTR3はまだ

ヘテロカリオンの状態であって、完全培地で培養している聞に、pSal43が組

み込まれていない核だけをもっ分生子が分離してきたものと考えられる。一

方、 TR2は導入されたDNAが組み込まれた核だけをもっホモカリオンとな

っているため、完全培地で培養しでも形質が脱落することはなかったのであ

ろI0 TRlとTR3もさらに継代培養を行ってホモカ リオンにしておけば、

形質は極めて安定になると思われる。

このように、染色体に組み込まれたDNAは容易には脱落せず、形質転換

体の性質はきわめて安定になるという利点があり 、実用菌株の育種にとって

は重要である。一般に酵素などの生産には合成培地よりも組成の複雑な天然

増地を使用することが多いので、非選択圧下の培養でも形質が安定している

ことが望ましいからである。

2)形質転換体からのプラスミドDNAの回収

上で、述べたように、形質転換体の形質が非常に安定であることから、プラ
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スミドDNAは麹菌の染色体に組み込まれていることが強く示唆されている

が、細胞内にフリーの状態のプラスミドが存在するという可能性もある。そ

こで、形質転換体の全DNAから大腸菌へのプラスミドDNAの回収を試み

表2-21に示すように、形質転換体の全DNA約 50μgを未処理のままで

大腸菌JA221を形質転換したが、アンピシ リン耐性を示すコロニーは全く認

められなかった。一方、全DNA を BamHl や EcoRI なとJの ililJI~H帥よで分解

後、T4DNA ligaseでセルフ・ライゲーションさせたもので形質転換すると 、

顔度には差があるもののアンピシ リン耐性を示す株が得られた。これらの結

刷、ら、形質転換体の細胞内には外から導入したDNAがフ リーの状態では

存在していないことがわかった。

表2-21形針転換体からのプラスミドDNAの回収

No. of amp. transformanls 
DNA Source 

Uncut BamHI EcoRI 

Mふ 3(recipient) 。 。 。
TRI 。 。 6 
TR2 。 52 143 
TR3 。 5 

また、 TR2とTR3から BamHIで分解した後でライゲーションして回収し

たプラスミドの制限酵素による分解パターンを調べたところ、これらは形質

転換に用いた pSal43に由来することが示された。TRlのDNAをBamHIで

分解したものをセルフ ・ライゲーションしでも、大腸菌の形質転換休が得ら

れなかったのは、後でも述べるように、染色体へ組み込まれる際にDNAの

組換えや再配列(rearrangement)が起こって BamHI切断部位が失われたためで

あろう。

3)形質転換体の染色体DNAのサザン ・ハイブリダイゼーション
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形質m互換に)IJv、たプラスミド DNAがj巴n似J93体の染色体J!Iでどのような
存在様式をしているかを調べるために、サザンjfj!t析を行った。

kb 

23-

9.4-
6.6-

4.4-

2.3-
2.0-

12345 

図 2-30 未分解DNAのサザン解析

l、FN-J6;2、M-2-3;3、TRJ; 4、TR2;5、TR3

図2-30には親株 FN-16及び宿主の M-2-3と形質転換休3株の全DNA10 

~ g をそのままアガロースゲル電気泳動にかけたもののサザン・ハイブリダ

イゼーションの結果を示した。プローブは pSal43を用いたが、親株及び宿主

のDNAには全くハイブリダイズしなかった。一方、形質転換体のDNAで

は、3株ともに染色体の大きさの位置に強くハイブリダイズするシグナルが

得られた。また、それより小さい分子量のところには何のバンドも検出でき

なかった。このことは上でも述べてきたように、形質転換体ではプラスミド

DNAは染色体に組み込まれており、フリーでは存在していないことを示し

ている。M-2-3のDNAは、ゆるいハイブリダイゼーション条{牛 (ハイブリ

ダイゼーション温度が 37
0

C、洗浄は 2XSSC、0.1%SOSで420C)でも形質

転換に用いた pSal43とはハイブリダイズしなかったので、麹菌の染色体には

向143と己竹、ホモロジーをもっ配列はないと考ーえられる。

次に形質転換体のDNAをいくつかの制限酵素で分解し、アガロースゲル
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図2-31形町転換休の全DNAのサザンW(;f)I
形町中IJ.J}~休の DNA をそれぞ"jL、」とうj'jfH (レーン1)、 siiJII11 1 (レ ン2)、 EcoRI(レーン 3)、

Bg川(レーン4)、XhoI(レーン5) 分f'lf して屯公討到J した 。 p~ R322 をプロ ー プにしてハイブリダ

イゼーンヨ ンを行った。レ ンAは pSaI43をB出 JHI、EcoRI、5iiIIで分自作したものを流した。

電気泳動で分離したもののサザン解析の結果を図 2-31に示した。それぞれ

の形質転換体のDNAのゲルのレーン lには上と同じ酵素未処理のDNAを

した。 また、レーン 2と4には pSal43をlヶ所で切断する酵素 BamHlと

Bglllで分解したDNAを、 レーン 5は pSal43に切断部位のない Xholで分

解したDNAを流した。BamHIと BgllIで分解した場合には、TRIの BamHl

町場合を除いて、pSal43と同じ大きさである 9.2kbに弦ilt、バン ドが現われた。

Xholで分解した場合には、未処理のままで流した時と同じように大きなサ

イズのところに強いシグナルが認められた。このことは外から導入したDN

A~()' ンデムに多コピーつながって 、 宿主の染色体D NA に組み込まれてい

ることを示している。

TRlとTR3ではうすいバンドがいくつか見いだされたが、これらは、組

み込みが起こった部位の境界にある配列や rearrangementによって生じたバ

ンドであると思われる。また、TR2では、9.2kbのノTンドのほかにも強いバ

ンドがいくつも認められる。これは、 I巴arrang巴mcntだけでなく 、プラスミド
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の染色体への組込みがいくつもの場所で起こ っていることを示しているもの

t考えられる。

TRIの全DNAをBamHIで分解したときのサザン・ハイブリダイゼーシ

ョンで、予想される 9.2kbの部位にバンドが認められず、大きいサイズのとこ

ろにバンドが存在していた。これは、TRIの染色体に pSal43が組み込まれ

る際かまたは組み込まれた後かになんらかの rearrangementが起こ って、

8amHI切断部位が欠失したものと考えられる。このために、 TRlのDNAを

8amHIで分解しても XhoIの場合と同じように大きいサイズのところにハイ

プリダイズするバンドが現われる。このように、BamHIで分解した時には、

プラスミドを含む断片が非常に大きく なってしまうので、ライゲーション後

に大腸菌への回収ができなかったことが考えられる。

4)プラスミドDNAの染色体中でのコピー数

サザン解析の結果、プラスミドDNAは形質転換体の染色体にタンデムの

患で多コピー存在することが示唆されたので、そのコピー数の推定を行った。

形質転換体3株と宿主 M-2-3、さらに A.nidulans IAM 2006の全DNAを

最初に2μgから順次2倍に希釈したものをナイロン ・メンブレンにドッ

ト・ブロットし、図 2-25で示したプラスミド pRBMlをプローブとするハイ

プリダイゼーションを行った。pRBM1は、A.nidulansの argB遺伝子と次の

節で述べる麹菌由来のメチオニン要求性を相補する遺伝子 (met)を一緒に

もつフ。ラスミドである。argB遺伝子は A.nidulansの野生株に 1コピー存在

し、metは麹菌の染色体に lコピー存在していると考え、コピー数の測定の

内部標準として用いた。図 2-32(A)に、結果を示したが、形質転換体のDN

Aは希釈しでもドッ ト・ ハイブリダイゼーションで強いシグナルが得られた。

対照として metをlコピーもつ M-2-3とargBをlコピーもつ A.nidulansの

DNAの2μgと同程度の強さのハイブリダイ ゼーション ・シグナルを図中

に矢印で示したが、そのときの希釈倍率からおおまかなコピー数を求め、

TRlでは 30コピー、 TR2では 60コピー、 TR3では 15コピーの外来DNA
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が存在していると推定された。

(A) 1 2 3 45  

2.0 -・・・‘・・
1.0・..・・l・
5 ••• 
.25 -・・

〈E・12. .・4

宝 .06.‘. 
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008 

004 

(8) 1 2 345  6 7 

23- .. ・-. 
9.4-ー

6.6- -< 9kb argB 
4.4-

<3.5kb Met 

2.3-

2.0ーー

図2-32 形1'1転換体の染色体中の外来DNAのコピー数の推定とサザン解析
(A) 合DNA を2μEから JI~i次半減して、 7 イ Jレターにスポットし、 A. njduJansの argBおよびA.oryzae

町mel遺伝子をプロープにしてハイプリダイゼーションを行った。同税J.il'の強さのスポッ トを矢内Iで示

したが、 1-3 のJ~n似換体 (TR-I-TR3) にはそれぞれ約30 、 60 、 15 コピーの DNAがイバlーすること

がわかる。 4 は計i ~ì' の M-2-3. 5はA.nidu/ans IAM 20060 (B)全DNAをE印刷lで分解後、サザン解析

を行った。 l は pSal43 、 2-4 はJ~n転換体 (TR- I -TR3) 、 5、6は什i主のM-2・3およびlJ!株のFN-16、
7はA.nidu/ans IAM 2006。

図2-32(B)には同じ菌株のDNAをBamHIで分解したもののサザン・ハ

イプリダイゼーションを示した。 M-2-3では 3.5kbにmet由来のバンドが、

またA.niduJansでは 9kb付近に argBのバンドがうすく認められるのに対し、

形質転換体ではそれらに比べて非常に濃いバンドが認められた。このオート

うジオグラムのデンシトメトリーは正確にはできなかったが、おおよそドッ

トプロットで求めた値と大きな差はなかった。

5)パルスフィールドゲJレ電気泳動による形質転換体のカリオタイプ

ここで解析に用いている形質転換体では、外から導入したプラスミドDN

Aが染色体に多コピー組み込まれていることが明らかとなったが、これらの

外来のDNAがどの染色体に組み込まれているのかを調べる目的で、麹菌の

染色体をパルスフィールドゲル電気泳動によって分離し、サザン・ハイブリ

l
 
l
 
l
 



ダイゼーションを行った。

1984年に Cantorらのグループ115)とCarleとOlsonのグループ116)によって

開発されたパルスフィールドゲル電気泳動は、従来のアガロースゲル電気泳

動では不可能であった染色体のような巨大DNAの分離を可能にした。この

手法を用いて、酵母では 16本の染色体が分離され、遺伝子のフィジカルマ

ッピングが容易になされている。酵母よりも染色体が大きいカピについても

N. crassa 117)や A.nidulans 118)において同様に染色体が分離され、フィジカル

"7")ピングに利用されている。麹菌についても最近になって高田ら 109)によっ

て、染色体の分離が可能になり 、著者らのグループが単離した麹菌の遺伝子

のフィジカルマッピングが行われつつある。ここでは、高田らの方法によっ

て麹菌の染色体を分離し、プラスミドDNAが組み込まれている染色体を特

定することを試みた。

実験方法の項に記載されているようにして、宿主および形質転換体のプロ

トプラストから染色体サンプルを調製し、 OFAGE(orthogonal-fi巴Id-allernation

gel electrophoresis)を行った。図 2-33に OFAGE後のアガロースゲルをエチ

ジウムブロマイド染色した時の染色体パターンと、ナイロン・メンブレンに

サザン ・ブロットして pBR322をプローブとしてハイブリダイゼーションを

行った時のオートラジオグラムを示した。宿主の M-2-3の染色体は6本のバ

ンドとして分離され、ここでは便宜上小さいバンドから I ~ VI の番号を付け

た。高田らによれば、 IとVIのバンドはエチジウムブロマイド染色の強さか

り本の染色体が重なっていると考えられ、その結果、麹菌でも A.nidulans 

やA.nigerと同じように染色体は8本存在していると推定されている 109)。

形質転換体のうち TR3についてはプロトプラス トは十分得られるのに

OFAGEでは全く染色体パターンが認められなかった。このことは 2回繰り

返して行ったが、うまくいかなかった。しかし、TRIとTR2については図

に示したようにきれいな染色体バンドの分離ができた。 TRIでは M-2-3とほ

ぼ同じ染色体パターンが認められ、ハイブリダイゼーションの結果から、フ。
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7スミドDNAはNのバンドの染色体に組み込まれていることがわかった。

Mbp 

5.7-

4.6-

3.5 -

S 1 2 3 S 2 3 

図2-33 形抗転換体のOFAGEサザン解析
(k)エチジウムブI.:J?イド染色 (イ，)オー トラジオグラム

S. Schizo同 ccharomycesp印nbe (サイズマーカー) ; 1. M-2-3; 2. '1問 、3.TR2 

ー方、TR2では M-2-3とTRlの染色体パターンと比較すると、 Vのバンド

の染色体が失われていることがわかる。新しいバンドが生じていないことか

ら、 Vのバンドに相当する染色体はプラスミドが多コピー組み込まれたため

にサイズが大きくなり、 VIのバンドと重なってしまったことが考えられた。

ハイブリダイゼーションの結果、プラス ミドDNAはVIのバンドにある染

色体に組み込まれていることがわかり、上の推定を支持するものと考えられ

る。 しかし、 VIのバンドにハイブリダイズするからといって、必ずしも本来

ならVのバンドに相当する染色体にDNAが多コピー組み込まれていると結

論付けることもできない。もし、 Vのバンドに相当する染色体に多コピー組

み込まれて、 VIのバンドと重なったとすれば、 VIには3本の染色体が存在す

ることになるが、エチジウムブロマイド染色の強さが3本分に相当するのか

調べる必要がある。また、 TR2では約 60コピーの pSal43が存在すると推定

されたが、 pSal43のサイズは 9.2kb であり、 60 コピーではおよそ 500~ 600
kbの大きさとなり 、この分だけ染色体が大きくなると考えられる。しかし、
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サイズマーカーの Schizosaccharomycespombeの染色体DNAの大きさから比

較して、VとVIのバンドの大きさは1，000kb以上の差があると推定されるの

で、組み込まれたDNAのコピー数と一致しない。但し、コピー数も染色体

の大きさ も厳密に正確な値ではないので全く 一致していないというわけでも

ないかも知れない。このように、TR2ではVのバンドに相当する染色体に

向143が組み込まれていると思われるが、確定はできなかった。とは言うも

のの、図 2-31のサザン ・ハイブリダイゼーションの結果、 TR2では非常に

多くのバンドが認められることから、染色体のいろいろな場所に組み込まれ

ている ものと考えたが、OFAGEサザン解析からは、おそらく l本の染色体

だけにDNAが組み込まれているのであろうと考えられた。

6)形質転換体での argB遺伝子の発現

3株の形質転換体の染色体には pSal43が多コピー存在していることがわか

ったので、このDNAにのっている argB遺伝子の発現に遺伝子増幅効果が

認められるかは非常に興味深い。そこで、 argB遺伝子がコードしているオ

ルニチン・カルパモイル トランスフエラーゼ (OCTase)の菌体内の活性を測

定した。

最少培地である CD培地と完全培地であるデキスト リンーペプ トン培地で

形質転換体と宿主 M-2-3およびその親株 FN-16を培養し細胞抽出液を調製

し、その OCTase活性を測定した結果を表 2-22に示した。表からも 明らかな

ように形質転換体の細胞抽出液中の OCTaseの比活性は argB変異株の親株

である FN-16 の 15 ~50 倍を示し 、 こ れはプラスミド D NAのコピー数とほ

11一致している。表 2-23にはコン トローlレとして測定したアルギニン分解

に関与する酵素であるアルギナーゼの活性を示したが、菌株によってこの酵

素活性は大差なかった。また、今回用いたプラスミドは A.nidulans由来の

句B遺伝子をもっているので、A.nidulal1sと麹菌 A.oryzaeの OCTaseの比

活性自体が異なる可能性もあるため、対照として A.nidulal1s IAM 2006の菌

体内 OCTaseの比活性を調べたが、表 2・22に示す通り FN-16とほとんど同
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も強〈染色されるバンドが認められた。A.nidulansの argB遺伝子のコード

する OCTaseタンパク質のアミノ酸は 359個であって、分子量は 39kDであ

り、成熟 OCTas巴はミトコンドリアに局在するためのターゲツト配列がプロ

セシングされ、分子量 36kDのタンパクとなることが知られている 101)。

SDS-PAGEで親株と違いのあったタンパクバンドは約 41kDであって、予

想される OCTaseの分子量よりやや大きかった。このバンドに相当するタン

パクが高発現した A.nidulansの OCTaseであるかは、精製して性質を調べる

占¥または、OCTaseに対する抗体を用いたウエスタン解析によって確認す

る必要があり、今後の課題であると考えられる。また、 A.niduJansと同様に

通菌の中でも OCTas巴はミトコ ンドリアに移行して局在しているかは興味深

0
 

1
 
L
V
 

1 2 3 
kD 
94-
67-
43- _41kD 

14.4 -

図2-34 麹菌細胞抽出液の SDSーポリアクリルアミド電気体動

l、タンパク'11:サイズマーカー ;2、TR1 ; 3， M-2-3 
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じであった。

表2-22 麹菌の菌体内オルニチンカルパモイルトランスフ エラーゼi1itl

Czapek-Do且mediulll
Strain 

Sp町 act." Ratiol> 

FN.16 17.1 1.0 
M.2.3 
TRI 469.9 27.5 
TR2 904.6 52.9 
TR3 514.3 30.1 
2006' 22.2 1.3 

• Spe引目caCllvlty;μg L-citrulline/min/mg protein 
• Sp配l自caclivity of FN-J6 is expressed as 1.0 
f Aspergilllls "idll!tms IAM 2∞6 

DeXlnn-peplOn mcdlUm 

Sp目前1.' Rallo" 

2.8 1.0 
0.6 0.2 
71.3 25.6 
133.7 47.9 
42.3 15.1 
3.4 1.2 

表 2-23 麹閣の菌体内アルギナーゼ活'[11

Strain Czapek-Dox medium Dextrin-pepton medium 

Sp巴:c.act." Ratiob Spec. act." Ratiob 

FN-16 2.0 1.0 3.3 1.0 

M-2・3 2.1 0.6 

TRI 1.3 0.6 3.0 0.9 

TR2 2.3 1.1 5.4 1.6 

TR3 1.6 0.8 4.3 1.3 

， Spe口licaClivily; Il1g urea/min/mg prote川

/J Spccific‘ICliviry 01' FN-16 is cxpre州 cdaぉ1.0

形質転換体では OCfasc活性が若しく上昇していることから、その京11]胞抽

出液のタンパク質商分に占める OCfaseタンパクの比率は高いと考えられる。

そこで、宿主である M-2-3と形質転換体のうちで 30コピーの argB遺伝子が

組み込まれた TRIの細胞抽出液をSDSーポリアクリルア ミドゲル電気泳動

(SDS-PAOE) し、CoomassieBrilliant Blue 0250で染色されるタンパクバン

ドを比較した。

図2-34に示すように、TRIのタンパクのレーンで 40kD付近に親株より

115 



上で述べてきたように、形質転換体では組み込まれて多コピーとなった

2ほB遺伝子はその大部分が正常に発現しており、遺伝子増幅効果が認められ

ることが明らかになった。

なお、 pSal43には argBの他に酵母の LEω遺伝子も含まれているので、

この遺伝子も形質転換体で発現しているかを調べるため、細胞抽出液のFー

イソプロピル ・リンゴ酸脱水素酵素活性を測定したが、親株とほとんど大差

がなかった。多コピー存在しているにもかかわらず、活性の上昇が認められ

なかったことから、酵母の遺伝子は麹菌では効率的には働かないと考えられ

る。これは、逆に麹菌や他の AspergilJusの遺伝子が酵母で機能しないことと

ー致している。

考察

A. niduJans由来のオルニチン ・カルパモイルトランスフエラーゼをコード

している argB遺伝子をもっプラスミドベクター pSal43を用いて、麹菌 A.

oryzaeのアルギニン要求性変異株の形質転換を行うことができた。このこと

は、A.niduJansの argB遺伝子が種の異なる麹菌でも正常に機能し、麹菌の

形質転換の選択マーカーとして利用できることを示している。実際、形質転

換体の細胞内の OCTase活性は組み込まれた遺伝子のコピー数に比例して上

昇していたことからも、これは証明される o A. niduJansの argB遺伝子は N

crassaや酵母、大腸菌でも機能することが報告されていることから、麹菌と

A. nidulansとは同じ AspergilJus属であり、生物学的には非常に近い種である

ので、 argB遺伝子は麹菌でも効率よく働くことができたものと考えられる。

匂B遺伝子を選択マーカーとして麹菌の形質転換が可能であることが明ら

かとなったので、形質転換頻度の改良を目的として形質転換方法の検討を行

った。プロトプラスト融合とほぼ同じ方法でも形質転換体は得られたが、形
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目転換頻度は低かった。一方、プラスミドDNAを添加するときに 10%程

度のPEGを共存させておくことにより形質転換頻度が上昇 し、形質転換体

か容易に得られるようになった。うすい濃度の PEGが存在することによ っ

て、プロトプラストとDNAの吸着が起こりやすくなるのではなかろうか。

さらに、ここでは述べなかったが、電気パルスを与えることによってDN

Aをフ。ロトプラスト内に導入する電気穿孔法 (electroporation)についても 2、

ほの装置を使用して行ってみたが、PEG法に比べて効率が悪く利用できな

かった。最近、A.nigerとA 訓 lamoriでel巴clroporationによる形質転換が報

告されている 119)が、 PEG法と形質転換頻度に大差がなかったようである。

また、酵母でよく利用されているアルカリ金属(カルシウムまたはリチウ

ム塩を用いる)法120)は、プロトプラス トを調製する必要がなく非常に有用な

方法であり、 N.crassaでは酢酸リチウムを使用した形質転換が報告されてい

る121)。この方法について麹菌でも検討したが、形質転換体は得られなかった。

分生子から発芽したばかりの菌糸体にリチウム処理を行う際に、菌糸がフロ

け状になってしまうため操作が困難になることや、酵母でも PEG法に比

べて形質転換頻度が低くなることが知られているので、麹菌では PEG法で

も類度が低いので、うまくいかなかったと思われる。

今回の実験で得られた形質転換体の全DNAを用いた大腸菌へのプラスミ

ドの回収およびサザン解析の結果、用いたプラスミドベクターは染色体に組

み込まれており、フリーの状態で存在していないことが明らかになった。サ

ザン解析により、宿主の M-2-3株の染色体には pSal43と高いホモロジーの

ある配列が存在しないことがわかったので、pSal43は麹菌の染色体に非相問

的な組換えによって組み込まれているものと考えられた。これまで報告され

ているA.nidulansにおける形質転換では、A.nidulans由来のホモロジーのあ

るDNAをもっプラスミドを用いても染色体の相同的な部位に組み込まれる

だけでなく、非相同的な組換えによっても組み込まれることが知られており 、

建菌の場合でも同様な現象が起っていると考えられる。一方、同じ下等真核
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生物である酵母S.cerevisiaeでは相同的組換えによってのみ染色体に組み込

iれるといわれており 122)、麹菌などのカピと組換えに関して何らかの機構の

遣いがあるものと思われる。

このように麹菌で pSal43を形質転換用のプラスミドとして用いた場合には

染色体に非相同的に組み込まれるので、もし染色体上の生育に必須の遺伝子

のところにDNAが組み込まれると、この菌は生育できなくなる。また、選

択マーカーの遺伝子が分離されるようにして組み込まれた場合も形質転換体

tしては得られないことになる。このようなことにより、 pSal43を用いた場

合の形質転換頻度が A.nidulansの場合に比べて低くなることが考えられる。

そのため、麹菌由来の相同配列をもっプラスミドの利用が考えられる必要が

ある。例えば、今回の実験ではコピー数の測定に使用した pRBMIのよう に

闘のmetをもっプラスミドを用いた形質転換を検討することがあげられる。

この結果については次の節で詳しく述べる予定である。

起菌の pSal43による形質転換は非相同的な染色体への組込みのため、形質

転換頻度は低いものではあったが、形質転換体の形質の安定性について調べ

たところ、完全培地で継代培養しでも 、非常に安定で形質の脱落はほとんど

2、められなかった。さらに、長期間の植え継ぎと保存によっても多コピーの

組み込まれたDNAの脱落は認められなかった。このように、染色体に組み

込まれたDNAは容易には脱落せず、形質転換体の性質がきわめて安定であ

にとは、実用菌株の育種にとっては重要である。麹造りはもとより、酵素

などの生産も合成培地ではなく組成の複雑な天然培地を使用することが多い

ので、選択圧のない条件で培養しでも形質が安定していることが望ましい。

形質転換体に組み込まれているDNAのコピー数を測定したところ、 3株

切 に 15 ~60 個の多コ ピーの組込みが起っていた。 このうち、 TRl と TR3

M染色体のある l部位にタンデムにつながって組み込まれていると考えら

れた。 また、 TR2では、ゲノミツクサザン解析の結果からは、いろいろな染

色体の異なる部位への組込みが予想されたが、OFAGEを用いた染色体レベ
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ルで、の解析から、ある 1本の染色体に多コピー組み込まれていると思われた。

そして、ゲノミックサザン解析においてたくさんのハイブリダイズするバン

ドカf存在するのは、 l本の染色体のいろいろな部位に組み込まれているのか、

組み込まれる時かそれ以降に再配列 (rearragement)が起ったためと考えら

れる。

A. nidulansの場合でもこのようなタンデムに多コピーの形質転換に用いた

プラスミドDNAの染色体への組込みが認められており、タンデムに組み込

まれる機構についていくつかモデルが考えられている96，123)。一つは、染色体

に組み込まれる前にプラスミドDNAがタンデムにつながって多量体を形成

することが考えられる。別の仮説としては、 一旦 1個のプラスミドが染色体

に組み込まれてから、そこをターゲットとして染色体外に存在しているプラ

スミドが相同的な組換えによって組み込まれることも考えられる。当然のこ

とながら、この2つの事象が並列的に起ることも考えられる。現在までのと

ころ、これらのいずれの機構によりタンデムの組込みが起きるのかは明らか

でないが、今後、カピにおける組換え機構が分子レベルで解明されることに

よって、この現象が説明されてくるであろう。

機構は今のところ明らかではないが、麹菌の染色体に外来のDNAが多コ

ピー組み込まれ、そのDNAは体細胞分裂においても非常に安定で脱落する

ことがないこと、また形質転換体では組み込まれたコピー数にほぼ比例して

OCTase活性が上昇しており、導入した遺伝子のほとんど全てが正常に発現

していることが示された。OCTaseは実用上特に重要な酵素ではないが、今

自の実験で得られた結果は、麹菌に有用な酵素やタンパク質の遺伝子を多コ

ピー導入することによって、遺伝子産物を高生産させることが可能で、あるこ

とを示唆しており、遺伝子組換え法が有用菌株の育種の手法としてきわめて

有望で、あると期待される。現在、著者が開発したこの系を利用して麹菌 A

oryzaeのαーアミラーゼ遺伝子124)、グルコアミラーゼ遺伝子125)、リ ボヌク レ

アーゼT2遺伝子126)の高発現が試みられており、また焼酎麹菌A.usamii mut. 
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shirousamiiのグルコアミラーゼj宣伝子127)やヒ ト・リゾチーム遺伝子128)など

の異種遺伝子の発現にも成功している。

また、町一アミラーゼ遺伝子129.130)、グルコアミラーゼ遺伝子131)、リボヌクレ

7ーゼT 2遺伝子132)のプロモーター領域の解析にも利用されている。

第2節 麹菌由来の選択マーカー遺伝子のク口一二ング

第l節で述べたようにA.nidulansのargB遺伝子を用いることによって、

通菌の形質転換が可能であることを認め、麹菌での遺伝子組換えの研究の端

緒を聞くことができた。しかし、A.nidulansの argB遺伝子は麹菌の相当す

る遺伝子とあまりホモロジーが高くなく、麹菌の染色体の非相同部位へ組み

込まれることにより形質転換頻度が低くなっていることが考えられる。また、

実用上好ましくない性質に関与している遺伝子を invitroで破壊して、目的

の変異株を造成するためには、目的の遺伝子の部位に特異的に組み込まれる

必要がある。さらに、現在までのところ、麹菌をはじめとするカピでは、酵

母のように染色体外で自己複製ができるプラスミドが利用できないので、遺

伝子の発現調節機構の研究は染色体へ組み込まれた形で解析をしなければな

らないが、このためには非相同部位へ組み込まれることは好ましくない。す

なわち、染色体のどの部位に組み込まれるかによって、発現量に影響が生じ

るという、いわゆる位置効果が認められることがある。そのため、目的とす

る遺伝子が染色体に組み込まれる部位は常に一定であることが重要なわけで

ある。 そこで相同的組換えによる形質転換頻度の向上とプラスミドDNAの

部位特異的組込みについて検討することを目的として、麹菌由来の選択マー
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ヵー遺伝子のクローニングを試みた。

まず、麹菌の遺伝子ライブラリーを作製し、ショットガン法で麹菌の栄養

要求性変異株に導入し、栄養要求性が相補された形質転換体を得ることを試

みた。栄養要求性株としては第 l節で用いたアルギニン要求性株に加えてメ

チオニン要求性株を用いて、これらの変異を相補する遺伝子のクローニング

を試みたが、アルギニン要求性株を相補するクローンは得られなかった。一

方、メチオニン変異を相補する DNA断片は形質転換体から回収することが

でき、この断片についていくつかの性質の解明とこれを利用 して相同部位へ

の組込みをオ食言すした。

実験方法

1.使用菌株

麹菌のアミノ酸変異株としては、アルギニン要求性株は第 1節で使用した

勾B変異をもっ M-2-3株、メチオニン要求性株は A.oryzae var. viridis RIB 

203から造成した M-28とこの分生子の白色変異株である M-28Wを用いた。

遺伝子ライブラリーを作製するのに使用した麹菌は、野生型の A.oryzae var. 

viridis RIB 40である。また、遺伝子ライブラリーのプラスミドの増幅および

形質転換体からのプラスミドの回収等のために、第 l節で用いた大腸菌

JA221を使用した。

2培地および培養方法

麹菌の培養方法ならびに用いた最少培地と完全培地は第 1節に記載した。

また、大腸菌の培養方法と培地組成も前節に述べた通りである。

3.使用プラスミド

麹菌の遺伝子ライブラリーを作製するために、大腸菌 酵母のシャトルベ

クターである YEpl3133)を使用した(図 2-35)。このベクターは大腸菌の

選択マーカーとして、アン ピシリン耐性とテ トラサイクリン耐性の2つをも
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ち、酵母の LEU2と2μ mDNAの複製開始点をもっている。また、麹菌の

形質転換のコントロール実験には pBR322をmいた。
部位特異的な組込みのためには pRBMlを使用 した。

Sall Tet 

BamHI 
Hindlll 
EcoRI 

YEp13 
10.7 kb 

LEU2 

図2・39 YEpl3の構造

4.全DNAおよびプラスミドの調製

前節に記載した。

5.麹菌遺伝子ライブラリーの作製

EcoRI 

野生株である A.oryzae RIs 40の全DNAを BamHIで部分分解し、エタノ

ール沈澱後、 10-40%(w/v)の煎糖密度勾配遠心を行った(目立 70P-72;

24，000 rpm， 20時間、 20
0

C) 0 DNAを分画し、アガロースゲル電気泳動で 3

寸 kbの範囲の大きさのDNA断片を含む画分を集め、エタノール沈澱によ

り回収したo YEp13は、 BamHIで完全分解した後、アルカリ・ホスフ ァター

ゼ処理して脱リン酸化しておく。これに RIB40の BamHJ部分分解DNAを

加え、 T4DNA ligaseによりライゲーションを行った後、JA221の形質転換に

用いた。およそ 18，000佃のアンピシリン耐性でテトラサイクリン感受性の
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大腸菌の形質転換体が得られ、これらを麹菌の遺伝子ライブラリ ーとしてア

yピシリンを含む LB寒天府地に栴養して保存した。この ほ，000個のクロー

ンを約 500クローンずつまとめて 100mlの LB培地で猪益して、アルカ 1)

-SDS法によってプラスミドを抽出後、CsCIーエチジウムブロマイド組遠心を

行って精製して麹菌の形質転換に使用した。なお、ここで得られた 18，000

個のクローンに平均5kbのDNA断片が挿入されていると考え、麹菌の染

色体の全サイズが約 3X104 kbとすれば、麹菌の全DNAのほほ95%をカバ

ーしていることになる。

6.麹菌および大腸菌の形質転換

第l節で、述べた方法に従って行った。

7. D N Aのハイフリダイゼーション

ゲノミック ・サザンハイブリ夕、イゼーションは第 l節で述べたように、主

としてラジオアイソトープを用いてプローブをラベルして1Tった。しかし、

部位特異的な組込みを確認するために行ったサザンハイブリダイゼーション

では、 ラジオアイソトープを使用した場合にはバンド像がブロードになって

しまい、解析が困難であったため、感度は悪いが、よりシャープなバンド像

が得られるケミプローブ法を使用した。ケミプロープは宝酒造より購入し、

詳細な操作方法は製品に添付ーされているプロ トコールに従った。

実験結果

1麹菌栄養要求性株の形質転換

A. oryzae RIB 40のDNAを用いて作製した遺伝子ライブラリーから約 500

個のクローンずつをミックスして培養後、抽出精製したプラスミドを麹菌の

栄養要求性変異株に導入した。第 l節で使用したアルギニン要求性変異株

M-2-3を用いたときは、形質転換体は得られなかった。一方、メチオニン要

求性株M-28を用いた場合には、 15個のプラスミドミックスのうち lつによ
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り形質転換体と思われるコロニーが出現した。このプラスミドミックスを梢

成するもとの約 500個のクローンを細かく区分けして、再度プラスミドミッ

クスを調製して M-28を形質転換した。これを繰り返すことによって、最終

的に M-28を形質転換できるクローンをlj'l.却した。このクローンからプラス

ミドを調製し、 pKA5-1と名付 けた。

2. pKA5-1の構造解析およびpKA5-2の構築

得られたプラスミド pKA5-1の構造を調べる目的で、まず特種の制限酵素

で分解し、市Ij限酵素地図の作製を行った。その結果明らかとなった pKA5-1

の制限酵素地図を図 2-36に示した。基本的には遺伝子ライブラリーの作製

のために使用された YEp13(10.7 kb)に麹菌の 3.5kbのDNA断片が挿入さ

れている構造をとっている(図 2-37)。

1¥.""1 

園
口

一

一

図2-36 pKA5・lの+得造

2 3 

Kbp 

9.4 
6.6 

図2-37 pKA5-1、pKA5-2の

BaJllHl分解パターン

l、DN サ̂イズマーカー (λ/Hindlll)2、pKA5-1

3、pKA5-2

pKA5-1には酵母由来の LEL危 ならびに 2μmDNAの配列が存在するの

で、この配列が含まれている EcoRI断片を除去したプラスミド pKA5-2を構

築した。 pKA5-2をBamHIで分解したときのパターンを図 2-37に示した。
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3. pKA5-1およびpKA5-2を用いた麹菌の形質転換

上で述べた2つのプラスミドを用いてメチオニン要求性変異株である M-

28、M・28Wの形質転換を行った。その結果を去 2-24に示した。M-28、M-

28Wはともに分生子を52少府J也に 1X 10R例措砲しでもコロニーは認められ

なかったが、今回の実験で、プロトプラストを 5X 107個最少培地で、再生さ

せると 2~3 個の復帰変異株と考えられるコロニーが出現した。 しかし、

pKA5-1およびpKA5-2を加えたものではDNA1 p. g あたり 4~6 個の大き

なコロニーと 1O~ 20 個の小さいコロニーが得られた。この中には復帰変異

株のコロニーも混在している可能性もあるが、復帰変異株の出現する割合は

低いので、無視できるものと考えられる。小さいコロニーは第 l節で述べた

ように、生育が途中で停止するものや再度最少培地に植え継いで、も生育して

こない株であって、"abortive"な形質転換体であると考えられる。一方、大

きいコロニーは最少培地に相え紛:いでも良好な止住育を示し、 TEの形質転換体

であると考えられる。そこで、兵の形質転換体が得られる効率を形質転換矧

度とすると、 DNAIμgあたりtJ~ 61四となり、 A.nidu!allsの argBj立f云

子をもっ pSal43のものよりわずかではあるが良かった。

表 2・24 麹菌メチオニン要求1t株の形針転換

Transformation frequency' 

Recipicnt Plasmid 
Largc Small 

colony' colony' 
Total 

M-28 pK八5-1 4 10 14 
M-28 pKA5・2 5 9 14 
M-28W pKA5-1 6 15 21 
M-28W pKA5-2 5 27 32 

， Number of colonies obtaincd on transformation 
with 1μg of transforming DNA 

， Colonics showing vigorous growth. 
Abortivc colonies 
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4.形質転換体の諸性質の検討

1)形質転換体の最少府地での生育速度

pKAS-1で形質転換した M-28および M-28Wで何 られた形質転換体のうち、

代表的な株を 1 株ずつ選び、その分生子を最少寒天平板.t{~J也の中央にスポ ッ

トした。また、宿主株である M-28および M-28Wを30ppmのメチオニンを

加えた最少寒天培地にスポットした。プレートは 30
0Cで 10日間培養し、経

時的にコロニーの直径を測定した。図 2-38に示したように、形質転換体は

いずれもその宿主として用いた株よりも生育が遅かった。 しかし、形態的に

は宿主の株と違いはなかった。
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図2・38 形針転換体の生育速度

O.M-28 (計iU ;(d). M-28W (社ii.) ;口.M-28W (pKA5-1) ;・.M-28 (pKA5-1) 

2)形質転換体の安定性

argB遺伝子による形質転換の場合と同じようにして、形質転換体を完全培

地(麹汁寒天平板培地)に接種して、 30
0C、10日間培養して分生子を若生さ

せた。Mふ 3に比べて M-28とM-28Wは分生子の着生が良好なので培養期

間は短くてすむ。このプレートに 10mlの 0.01%Tw巴叩 80溶液を加え、分

生子を懸濁した後、 3G 3のガラスフィルターでろ過して分生子のみを集め
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んこの分生子懸濁i夜を適当に希釈して再度完全培地にプレートして、生育

してきた単一コロニーの分生子を 100個程度選んでl止少府地に接{:If[してその

栄養要求性の表現型の出現頗度を調べた。表 2・25に結果を示したが、 pKA5-

1および pKA5-2のいずれで形質転換した株でもメチオニン要求性を示すコ

ロニーが多く認められた。 argBの場合では安定性が悪いものでも 83%のも

のが形質転換体の表現型を示していたのに対し、今回は高いものでも 74%

の安定な株しか1:;'られず、低いものでは 64%、すなわち 3分の lのコロニー

が元の栄養要求性株に戻ったことになる。

表 2-25 形町転換体の安定例

Number of Number of Reve'rsion 
Transformant" colonies colonies raleJ 

leSledb (Me17 (%) 

M-28 (pKA5-1) 108 69 36 
M-28 (pKA5-2) 103 76 26 
M-28W (pKA5-1) 116 81 30 
M・28W(pKA5-2) 118 86 ，、マ

“Transformalion was due 10 lhe plasmid in 
parenlheses. 

b Colonies which formed conidia on KE medium 

， Colonies grown on minimal medium afler incu-
balion wilhoul SeleClive pressure 

d Rale of reversion 10 Mel ぺb-c/bx100. 

今回の形質転換も外から導入したDNAの染色体への組み込みによって起

っているとすれば、安定性を検討するまでの植え継ぎでも、核がホモカリオ

ンの状態になっている分生子の割合が低かったことが考えられる。また、プ

ラスミドDNAが組み込まれるとしても、選択庄のない条件では染色体から

切り出されて脱落しやすいのかも知れない。この現象が用いたプラスミドに

固有のものなのか、または宿主の性質に由来するのかは不明であるが。これ

とは別に、形質転換体内でフリーのプラスミドとして存在するために、非j~
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択圧条f'I:下で上帝養すると、 プラス ミドが脱落することも考え られる。

3)形質転換休のサザン・ハイ ブリ夕、イゼーショ ン

pKA5- 1 で }r~針転換して科 ら れた M-28W の形町転換体の l 株から全DNA

t調製し、サザン ・ハイブリ夕、イゼーションを行った。また、対n({としてメ

チオニン;?g;K性の宿七 M-28W株からもDNAを拙山してサザンfiJli析にmい
J入
、.0

プラス ミドの pKA5-1および形針転換体と宿主のDNAを BamHIで分解後、

7ガロースゲル電気泳動を行い、ナイロン ・メンブレンにブロッテイングし

t。プローブとしては pKA5-1とYEpl3を使用して、32p_dCTPでラベルし

てハイブリ夕、イゼーションを行った。図 2-39に示すように、プローブとし

て pKA5- 1 を川いたときは、 JI~nlH互換体の BamHI 分ffft した DNAでは 10.7

tbと3.5kbの2本の強いシグナルのバンドが認められた。一方、宿主株の

DN Aでは、 3.5kbのバンドのみが認められた。

(II) 

2 3 4 5 6 

- ー・・

区12-39 麹菌DNAのサザン解析

(1)プロープ、pKAS-1(11)プロープ、 YEpl3

1，4，且'iUl1l1l分jff(pKA5-1. 2，5， M-28W (叶iU;

3，6， M-28W (pKAS-I) 

また、 YEpl3をプローブとした場合には、宿主株ではバンドは検出されず、
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括質転換体でのみ 10.7kbのバンドが検出された。pKA5-1をBamHIで分解

した時のハイブリダイゼーションのバンドのパターンと比較して、形質転換

停のDNAで認められた 10.7kbのバンドは YEpl3由来のもので、 3.5kbの

バンドはクローニングされたDNA断片に相当することがわかる。形質転換

体のDNAのレーンで+食出される 3.5kbのバンドには外からプラスミドにの

せて導入したDNA断片と、もともと宿主の染色体に存在するもののシグナ

ルが重なっている。これらの結果から、 pKA5-1を導入することによ って、

メチオニン要求性が相補された株にはこの導入したプラスミドに由来するD

~Aが存在しており、クローニングした 3. 5 kbのDNA断片にメチオニン要

求性を相補する遺伝子 (melとよぶこととする)が含まれていると考えられ

b。

なお、ここでは示さなかったが、形質転換体のDNAを制限酵素で分解せ

ずにアガロースゲlレ電気泳動にかけて、YEp13をプローブとしてサザン解析

を行ったところ、染色体に相当する位置に強いシグナルが認められ、この場

合にもプラスミドDNAは染色体に組み込まれていることが予想された。

4)プラスミドDNAの大腸菌への回収

今回の場合でも、得られる形質転換体の染色体に melを含むプラスミドが

組み込まれることが示唆されたが、 一部は細胞内にフリーの状態で存在して

いる可能性もある。このことを調べるために大腸菌への回収実験を行った。

形質転換体のDNAを未処理のまま、大腸菌 JA221に形質転換したところ、

I ~g あたり 10 個程度のアンピシリン耐性の株が得られた。 このアンピシリ

ン耐性の形質転換体の lつからプラスミドを調製し、サザン・ハイブリダイ

ゼーションを行った。図2-40にその結果を示したが、ハイブリダイゼーシ

ヨン ・パターンから麹菌の形質転換に用いた pKA5-1と同じ構造をしている

ことがわかった。

このように形質転換体のDNAをそのまま用いて、大腸菌でプラスミドが

回収できたことから、形質転換体内でフリーのプラスミドとして存在してい
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る可能性が示唆された。しかし、サザン解析の結巣からは、染色体に組み込

まれていることがわかっているので、おそらく 一部のプラスミドがフリーの

状態にあるものと忠われる。

( 1: ) 
2 3 t‘ 

Kbp • 

9.4 -...・ • 6.6 -

4.4 -

4・2.3 -
2.0 -

図2-40 回収プラスミドのサザン解析

(1)プuープ、 pKA5・1(11)プロープ、 YEpl3

l‘3.1"11以プラスミド町2.4.YEpl3 

これまで A.Ilidulallsなどでも形針転換体からプラスミドが大腸菌で回収でき

たことが報告されているが、このような場合でもサザン解析などから外から

導入したDNAは染色体に組み込まれていることが示されているので、回収

できたプラスミドは一旦組み込まれた後で切り出されたものであろうと考え

られている 134)。今回の実験で回収されたプラスミドが麹菌の染色体とは別に

自己複製されているのか、A.Ilidulallsで報告されているように組み込まれた

DNAが単に切り山されてきたものかについては、今後検討する必要がある

と考えられる。

また、予1/iil的な実験として、3.5kbの断片に存在する制限酵素切断部位を

利用して短縮したDNA断片をサブクローニングして M-28Wの形質転換を

11った結果、メチオニン要求性の相補能と染色体外に維持される機能はとも

に2.2kbの BamHI-PvuIl断片に存在することが予想された。
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5.麹菌染色体の部位特異的組込みの検討

麹菌の染色体由来のDNA断片が単離され、この断片をもっプラスミドは

染色体に組み込まれるだけでなく、染色体外にフリーの状態で維持されてい

ることが示唆された。一方、このDNA断片は麹菌の染色体から得られたも

のであり 、当然のことながら麹菌の染色体と高いホモロジーをもっている。

そこで、染色体に組み込まれる場合には、相同的な組換えによって染色体の

相同部位に組み込まれる可能性がある。おそらくこのような相同的な組換え

が起こる割合が高いために、 pKA5-1や pKA5-2を用いた場合の形質転換頻

度がpSal43を用いた場合よりも高くなったのであろう。

そこで、このDNA断片を含むプラスミドを用いた形質転換の場合に、プ

ラスミドが染色体の相同部位に組み込まれる可能性について検討した。通常

ならば、単離した metをもっ pKA5-1または pKA5-2を用いて検討するのが

妥当であろうが、宿主である M-28の復帰変異率があまり低くないこと、現

在までのところ metがメチオニン生合成経路のどの反応系に関与しているの

か不明なことから、今回は第 l節で構築した argBをもっプラスミド pSal23

にこの 3.5kbの BamHI断片を挿入した pRBMIを用いて、アjレギニン要求性

株Mふ 3を宿主として形質転換を行った。 また、この melを含む断片が

argB遺伝子による形質転換頻度の向上と形質転換体中でフリーの状態で維持

されるのに寄与するかについても調べた。

酵母 S.cerevisiaeでは、染色体への組込みは相同的な組換えによ って行わ

れ、非相阿部位へは組み込まれないことが知られている 122)。さらに、用いる

プラスミドを染色体と相同な配列の中で切断して直鎖状にして形質転換する

ことによって、相同的な組換えが起こりやすくなるため、環状のプラスミド

を用いた場合に比べて形質転換頻度が 100~1，000倍程度も上昇することが

認められている122)。そこで、ここでは pRBMIを環状のままと me/内の

XhoI部位と pBR327の配列に存在する EcoRI部位(図 2-27参照)で切断し

て直鎖状にしたDNAを用いて M-2-3株の形質転換を行った。
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pRBM1と対照として pSal23を用いて 3回の形質転換実験を行い、その結

果を表2-26に示した。この時の形質転換頻度は全般的に低かったが、環状

のプラスミドを用いた場合には、いずれも pRBM1の方が pSal23よりも 3倍

ほど効率が高かった。pRBM1には麹菌由来の mel遺伝子断片が存在してい

ることから、染色体への相同的な組込みが起こりやすくなったために形質転

換頻度が上昇したものと思われる。

表2-26 環状及び直鎖状 pRBMIによる麹菌の形質転換

plasmid No. of transformants 

Exp.1 a Exp.2a Exp.3b 

No plasmids 。 。 。
pSal23 3 3 

pRBM 1 (circular) 8 9 3 

pRBMI(XhoI) 17 52 19 

pRBM 1 (EcoRI) 4 

， 10μg DNA was used. b 5μg DNA was used. 

また、pRBM1による形質転換体のうち 3株を選んで、全DNAを調製し、

大腸菌へのプラスミドの回収を試みたところ、H朱からのDNA20μgで 11

個のアンピシリン耐性の大腸菌形質転換体が得られた。この大腸菌からプラ

スミドを抽出して制限酵素で分解してバンドのパターンを調べた結果、形質

転換に用いた pRBMIと同じ構造をしていることがわかった。pKA5-Iの場合

に比べて回収率は低かったが、pSal23では全く回収されなかったので、m討

を含む 3.5kbの断片に麹菌の染色体外で維持されるためのなんらかの機能が

あるのではないかと考えられる。

一方、 pRBM1をmet内の XhoI部位で切断して直鎖状にしたものを形質転

換に用いると、環状のプラスミドに比べて、 2~6 倍に形質転換頻度が上昇

した。しかし、麹菌の染色体とはホモロジーのない pBR327の配列にある
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EcoR1 部位で切断して直鎖状にしても、形質転換!煩度は!~;lJçの pRBMJ とほ

とんど変わらなかった。

6. pRBM1による形質転換体のサザン解析

pRBMlの環状ならびに直ju状のDNAを用いることによ って、中目同配列

のない pSaJ23よりも形質転換矧j立が上昇したことから、染色体の1'III，;J部位へ

の組込みが高い割合て、起っているものと考えられたので、伺られた形質転換

体の全DNAを調製して、サザンWf.析を行った。

pRBMlが麹菌の染色体の met部位に相同的組換えによって組み込まれて

いるかどうかを確認するために、宿主の M-2-3および形質転換体のDNAを

3.5 kbの met内に制限酵素切断部位がある XhoIと、 met内に切断部位がな

( pBR327の配列に切断部位がある CJalで分解した後、 3.5kbの metをプロ

ープとしてサザン ・ハイブリダイゼーションを千子った。

Recipient 
Clromosome 

Xhol 

Clal 

X C B X 

Xhol 

Clal 

B 

。
BC 

C 
B 

B 

BX 

C × 

B C 

図2-41 杯J[j'l]的主Il換えによる1降伏転換体のサザン解析で生じるハンドの様式図

s， BamHI; C， Clal; X， Xhol 
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染色体の met部位に相同的に組み込まれた場合、宿主と形質転換体のDN

AをXhoIまたは CJaIで分解して生じるハイブリダイゼーション ・バンドの

大きさの変化を模式的に図 2-41に示した。

XhoIで分解した場合には、宿主のDNAでは2本のハイブリダイゼーシ

ョン ・バンドが生じるが、相同的に組み込まれた形質転換体のDNAではこ

の2本のバンドの他に新たに pRBMIと同じ大きさの 9.4kbのバンドが生じ

てくる。さらに、CJaIで分解するとより顕著な変化が現われる。すなわち、

宿主のDNAでは l本のバンドしか現われないが、相同部位にプラスミドが

組み込まれた形質転換体では、このサイズのバンドが消失し、新しく別に 2

本のバンドが現われてくることになる。そこで、 CJaIで分解して宿主に認め

られる大きさのバンドが消失していれば、プラスミドが met部位に相同的な

組換えによって組み込まれたことがわかる。一方、このバンドが消失せず、

別のバン ドが現われてくる場合は、 met部位とは異なる場所に非相同的組換

えによって、組み込まれていると結論できる。図 2-41で模式的に表したパ

ト ンはl個のプラスミドDNAが染色体に組み込まれた場合のものである

が、 タンデムに組み込まれた場合にはこれらのバンドの他に pRAMIと同じ

大き さの 9.4kbの位置に濃いバンドが現われてくるはずである。

形質転換体のDNAをCJaIとXhoIで分解してサザン・ハイブリダイゼー

ションを行い、宿主のDNAのバンドとと比較して、プラスミドDNAが相

岡部位に組み込まれているかを調べたが、この時の代表的なハイブリダイゼ

ーション・パターンを図 2-42に示す。実験方法の項でも述べたが、ここで

はハイブリダイゼーションはラジオアイソトープを使用する従来の方法では

なくケミプローブ法によって行った。宿主のDNAをCJalで分解した場合に

1;1: 7 kbのバンドが現れ、XhoIで分解すると 10kbと2.5kbの2本のバンド

が生じる(図 2-42、R)。相同部位に pRBMlがシングルで組み込まれた 2

閣の形質転換体が図に示しであるが(図 2-42、H)、いずれの株も CJaIで分

解する と7kbのバンドが消失し、新たに 12kbと4kbのバンドが生じてい
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ん ここで、新しく生じたバンドの大きさの手11 (16 kb)と元のバンドの大き

~ (7 kb)との差 9kbは pRsMIのサイズ 9.4kbとほぼ同じであって、シン

グJレ・コピーの pRsMIが mel部位に組み込まれていることが確認できる。

kb 

23-
9.4_ 
6.6-
4.4-

2.3_ 
2.0一

図2-42 形n転換体のDNAのサザン解析
C. C/al 'Jri'f(; x， Xhol分断 R， M-2-3 (1i'i U ; 11 ， tll j<;) (/(J キIIJ$~ え.

NII， JI訓Ij<;)的制l換え、I-I(T)，州j<;)(自主11換え (タンデムな組み込み)

一方、 XhoIで分解した場合には分解不十分のものもあってバンドがはっ

8りしていないが、 10kbと2.5kbのバンドのイ也に 9.4kbのバンドが生じて

いる。

また、 相同部位にタンデムに組み込まれていると考えられる株のパターン

は(図2-42、H(T))、シングル コピーのものと同じバンドのイ也に 9.4kbの

pRBMIに相当するバンドが濃く現われてくる。 しかし、melの部位でなく非

相同的な組換えで非IJみ込まれた株では(図 2-42、NH)、Cla[で分解した場

合にも 7kbのバン ドがI自失しないことから石在認、できる。

このようなサザン・ハイブリダイゼーションのパターンをもとにして、今

回得られた形質~!r..j~イ本の D NA を C1al 分解したもののサザン解析を行った。

図2-43と図 2-44にはそのハイブリダイ ゼーシ ョン ・パターンを、また表 2-

27にはこれらのパターンから推定したプラスミドの組み込まれた様式をまと
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めて示した。

これからもわかるように、環状の pRBMIを用いて形質転換した株では予

想に反して相同部位に組み込まれている割合は低かった。 13株の形質転換体

について調べ、図 2-43にはそのうちの 11株についてパターンを示したが、

相同部位へのシングル・コピーの組込みは l株しかなかった。また、もう l

株は相同部位に組み込まれているパターンを示したが、多コピーの組込みが

起こっており、そのほかにもいくつかのバンドが認められたので相同部位だ

けでなく非相阿部位への組込みも起こっていることが推測された。そのほか

の株については 7kbのバンドが存在することから、非相阿部位への組込み

によるものであることがわかった。また、これらには多コピーのプラスミド

が組み込まれていることも明らかになった。

R 
pRBM 1 (circular) 

• 

-・・・ - ，--一.

図 2・43 環状 pRBMIによる形自転換体のサザン解析

それとは逆に、 pRBMIをXholで直鎖状にして形質転換した株では、相同

部位に組み込まれる割合が高いことがわかった。12株について調べた結果、

相同部位に組み込まれたものは 8株で、そのうち 4株はシングル・コピーの

組込みで、あった。また、 2f未は melのところだけでなく非相阿部位にもキill.み
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込まれていることが推定された。pRBMlをEcoRIで直鎖状にしたものでは、

環状の場合と同じく、相同部位へ組み込まれる率が低く、今回調べた 4株の

形質転換体では Iつもなかった(図 2-44)。

kb 
23-
9.4_ 
6.6-
4.4-

2.3-
2.0-

入 R
pRBM1/Xhol pRBM 1/EcoRI 

「一一一一「

図 2-44 直鎖状 pRBMIによる形自転換体のサザン解析

表2-27 環状及び直鎖状 pRB"11による形質転換体の組み込み型

plasmid No. of transfor了nants

Homologous Non-homologous Homo+Non-homo 

pRBM 1 (circular) 

pRBM 1 (XhoI) 

pRBM 1 (EcoRI) 

1 (0)' 

6 (2) 

。

aタンデムな組み込みが起こ っているt*

11 (8) 

4 (1) 

4 (3) 

1 (J) 

2 (2) 

。



考察

麹菌の形質転換系の開発の一環として、麹菌の染色体由来の選択マーカー

の検索を行い、メチオニン要求性を相補することのできるDNA断片を単離

した。麹菌の遺伝子ライブラリーを作製し、これから調製したプラスミドを

遇菌の栄養要求性変異株に導入して要求性を相補するクローンを単離しよう

t試みたわけであるが、当初目的としたアルギニン要求性を相補する遺伝子

(argB)は得られなかった。しかし、同様の方法によって、メチオニン要求

性を相補する遺伝子を含むと考えられる DNA断片を単離することができた。

この断片に含まれると考えられる遺伝子がメチオニン生合成経路のどこに関

与するかは現在のところ不明で、あり、遺伝学的および生化学的な解析はでき

ないが、このDNA断片をも ったプラスミドを形質転換に利用していくつか

の知見が得られた。

単離した 3.5kbの BamHI断片をもっプラスミド pKA5-1はargB遺伝子を

もっpSal23または pSal43と同じように形質転換体の染色体に組み込まれて

いると考えられたが、大腸菌で回収することができたので、一部は染色体に

組み込まれずにフリーの状態で存在しているものと考えられる。pKA5-1に

は酵母由来の LE【J2と2μmDNAが含まれているが、この配列を除いた

pKA5-2でも大腸菌で回収できること、第 l節で述べたように酵母由来の同

じ配列をもっ pSal43では回収できなかったことから、染色体外でフリーの状

態で存在できる機能は酵母由来のDNAにあるのではなく 、今回単離した

met断片にあるものと考えられる。この met断片を pSa123に挿入して argB

変異株を形質転換した場合にも 、大腸菌で形質転換に使用したものと同じ構

造のプラスミドが回収できたことからも、このDNA断片に染色体外に維持

されるのに必要な何らかの機能が存在していると考えられる。この機能がど

のようなものか不明であり、サザン解析からもフリーの状態のDNAが多コ

ピー存在するわけではないので、染色体とは別に自己複製できるというより
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も、組み込まれたDNAが切り出されやすくなることに関与している可能性

が考えられる。いずれにして も今後検討すべき問題であろう 。

ー般に染色体へのプラスミドDNAの組込みの機構には次の3つのタイプ

が考えられている93)。すなわち;タイプ I(相同的組換え) :プラスミドに

存在する配列とホモロジーの高い染色体上の部位に組み込まれる場合、タイ

プII(非相同的組換え) :ベクターがまったくホモロジーがない染色体の部

位に組み込まれる場合、タイ プ田 (置換) :相同的組換えでは、低頻度では

あるが、二重交叉 (doublecrossover)により外から導入した遺伝子が、染色

体にもともとあった遺伝子と交換されることがある。また、 一度組み込まれ

たプラスミドDNAが切り出されて交換されることもある。

酵母ではタイプIの相同的組換えで、ヒトなどの動物ではタイ プEの非相

同的組換えで染色体に組み込まれると考えられている。N.crassaや A.

nidulansなどのカピでは一般にその中間で、相同的および非相同的組換えの

いずれでも染色体への組込みが起こると言われている。そのため、プラスミ

ド上にカピの染色体と相同な部位が存在しない場合でも、タイプEの非相同

的組換えにより染色体に組み込まれる。他方、相同部分がある場合でも、相

同部位に組み込まれるだけでなく、それ以外の部位に組み込まれることもあ

る。 このようにカピではいろいろな様式に従って染色体に組み込まれる可能

性があり、このことは遺伝子の発現調節機構の解析や遺伝子破壊などを行う

場合に問題になり得る。

そこで、ここで得られた麹菌由来のDNA断片を利用して、麹菌の染色体

への部位特異的な組込みについて検討した結果、麹菌でもいろいろな組み込

まれ方をすることがわかった。特に、相同な配列をも ったプラスミドを環状

のままで形質転換しでも、相同部位へ組み込まれる割合が低かったことは予

想に反していた。相同配列をもたない pSal23に比べて、形質転換頻度が上昇

していたことから、その原因が相同組換えによる組込みが起こることによる

ものと考えていたが、サザン解析の結果からは非相同部位への組込みが大部
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分であり、この考えを支持するものではなかった。今回の実験では3図形質

転換を行っているが、いずれの場合も形質転換頻度が低く、そのレベルで比

較をしても誤差範囲であって形質転換頻度に差はないのかも知れない。

ー方、met断片の中にある Xhol部位で切断し直鎖状にして形質転換した

場合には、形質転換頻度の有意な上昇が認められた。しかし、酵母の場合の

ように頻度の上昇は顕著で、はなかった。調べた形質転換体 12株のうち 8株

で染色体の相同な場所への組込みが起こっており、その半数ではシングル ・

コピーで組み込まれていた。このことから、相同配列内で直鎖状に切断した

場合の形質転換頻度の上昇は、相同的組換えによる組込みが起こりやすくな

ったことによるものと考えられた。

このように、 プラスミドDNAに存在する麹菌染色体とホモロジーのある

配列が両端に生じるように切断して形質転換することによ って、部位特異的

に組込ませることができることがわかった。さきに述べたように、麹菌の形

質転換系を利用して遺伝子の発現調節機構の解析を行う場合には、部位特異

的にDNAを組み込ませた株を用いる必要があるが、今回の実験から相同配

列の中で切断して形質転換すればよいことが示唆された。しかし、いくつか

の株では非相同的な組換えによる異なる部位への組込みも起こっており、遺

伝子の発現の解析に使用するためには得られた形質転換体のサザン解析を行

って、相同部位にのみ組み込まれた株を選択しなければならない。また、シ

ングル・コピーで組み込まれている場合も多いので、このような株を選ぶこ

とによって解析が定量的に行えることも示唆された。さらに、同じようにし

て目的の場所に組み込ませることによ って、遺伝子破壊ができることも示さ

れた。
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麹菌アセトアミダーゼ遺伝子のク口一二ングと慢性マーカーとし

ての利用

ー般にカビの形質転換の宿主としては栄養要求性株が用いられており、著

者らも前の節ですでに述べたように、アルギニンやメチオニン要求性の麹菌

を使用した形質転換系を開発した。しかし、麹菌のような産業上重要なカピ

では、栄養要求性株を造成するために通常用いられている変異処理によって、

生育能や分生子着生能などをはじめとする本来の優良な性質が損なわれるこ

とが多く好ましくない。そこで、形質転換によ って工業的に実用な菌株を育

盛するためには、選択マーカーとして優性マーカーを利用することが有効と

考えられる。優性マーカーとしては通常は薬剤耐性遺伝子が利用されており、

群母ではG418(geneticin) 135)やハイグロマイシンB136)などの耐性に関与す

る遺伝子 (これらの薬剤のリン酸転移反応を行って不活性化する酵素をコー

ドしている)がよく用いられている。一方、カピにおいても、最近になって

これらの薬剤耐性遺伝子が優性マーカーとして利用され始めてきた。例えば、

A. nidulansではハイグロマイシンB耐性遺伝子137.138)とオリゴマイシン耐性

遺伝子139)が形質転換に利用されている。

著者は麹菌の各種薬剤に対する感受性の強さについて調べたところ、これ

らの酵母やカビで有効な薬剤の大部分に対して耐性が強いことが判明し優性

マーカーとしては利用できなかった。しかし、ベノミルとフレオマイシンに

対しては感受性が高いことを認め、この2つの薬剤に対する耐性遺伝子によ

って形質転換ができるのではないかと考えた。

ベノミルはカピの複製された染色体の分離に関与する s-チュープリンに

結合して生育阻害を生じさせる薬剤である。このベノミ jレに対する耐性遺伝

子はN.crassaや A.nidulansのベノミル耐性変異株から分離され140.141)、s-

チュープリン遺伝子が変異したものであることがわかっている。特に、N.

crassaでは変異型のs-チューブリン遺伝子の塩基配列などが解明され、 167
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昔日のアミノ酸が正常型ではフェニルアラニンであるところが変異型ではチ

ロシンになっているという l個のアミノ酸置換でベノ ミル耐性が生じること

が明らかにされており 140)、さらにこの変異遺伝子を優性マーカーにして形質

転換も試みられている 114，140)0 s-チュープリンは生物聞で非常に保存性が高

いタンパクであって、 N.crassaとA，nidulansのs-チュープリンではア ミノ

酸レベルで約 93%の高いホモロジーがある 141)。そこで、麹菌の戸ーチュープ

リンも N.crassaとホモロジーが高いと考えられ、同様なアミノ酸置換によっ

てべノミル耐性が付与できるのではないかと思われる。

著者は麹菌の戸ーチュープリン遺伝子をクローニングして、 167番目に相当

するアミノ酸のフェニlレアラニンのチロシンへの部位特異的変異を行い、変

異型の遺伝子を構築した。そして、この変異型遺伝子を pSa123につないでア

ルギニン要求性株の形質転換を行い、形質転換体のベノミル耐性を調べた。

その結果、形質転換体では対照の親株に比べてベノミルに対する耐性が約4

批高くなることがわかり 、変異型遺伝子がベノミル耐性に関与することが

明らかとなった。しかし、この遺伝子を用いて実用菌株のベノミル耐性をマ

ーカーとする形質転換を行ったが、用いるべノミルの適正な濃度が設定でき

f、今のところまだ成功していない。

一方、フレオマシイシン耐性遺伝子142)は放線菌から分離されており 、フレ

オマイシンと結合するタンパクをコードしていて、それによって耐性が生じ

ん この遺伝子は放線菌由来なので、そのままでは麹菌で働かないためプロ

モーター領域を麹菌のトアミラーゼ遺伝子のプロモーターに置換して、こ

れを pSal23に挿入してアルギニン要求性株に導入した。ベノミルの場合と同

じように、形質転換体はフレオマイシン耐性が非常に高くなったが、実用株

の形質転換については今のところうまくいっていない。

このように、麹菌でも薬剤耐性遺伝子を導入することによって、相当する

薬剤lに対する耐性が高くなることが認められたが、直接形質転換体を選択す

るまでにはいかなかった。プロトプラストが再生する条件では薬剤の濃度が
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少し低いとコン トロールでも生育が認められ、逆に少しでも高いと対照も生

育しない代わ りにプラスミドを加えたものでも全くコロニーが認められない

tいう結果になってしまい、形質転換体の選択が可能になる薬剤のi農度を正

確に設定でき なかったことが一つの原因である。

カピの形質転換の優性マーカーとしては薬剤耐性のほかに、炭素・窒素源

の資化に関与する遺伝子があり、その代表的なものにアセトアミダーゼ遺伝

子150)がある。アセトアミダーゼはアセトアミドを酢酸とアンモニアに分解す

b反応を触媒し、アセトアミドを炭素源および窒素板、として利用できるよう

に働〈。 この遺伝子が A.nidulansから単離され143)、実用菌の中でアセトア

ミド資化能のない A.niger95)や Penicilliumchrysogenum 144)、Trichoderma

re悶 i145)の形質転換の優性マーカーとして利用されている。そこで、麹菌で

もこの遺伝子が利用できるのではないかと考えたが、麹菌はアセトアミド単

ー窒素源培地で、 A.nidulansと同程度に生育してくることから、麹菌にも相当

する遺伝子が存在しているものと考えられた。しかし、野生型の A.nidulans 

でもアセ卜アミダーゼ遺伝子を多コピーで導入すると、アセ卜アミド単一室

素源培地での生育が旺盛になることにより、 DNAの導入された株を選択す

ることができることが報告されている 146)。このことから、麹菌でも同様の系

で形質転換が可能と考えられる。実際、その後になって麹菌において A

nidulansのアセ トアミダーゼ遺伝子 (amdS)を用いた形質転換が報告され147)、

その有用性が示された。

著者は、薬剤耐性遺伝子を優性マーカーとする系では、形質転換イ本を選択

するのに適当な薬剤の濃度を設定するのが困難であったので、次に優性マー

カーとしてアセトアミダーゼ遺伝子が利用できるものと考えた。ここでは、

建菌由来の相当する遺伝子を単離し、この遺伝子を用いた実用麹菌株の形質

転換が可能で、あることを認めた。また、これまで単離され解析が行われてい

る麹菌の遺伝子は少ないことから、ここで得られた遺伝子について構造およ

び発現に関して解析を加えた。
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実験方法

1.使用菌株

麹菌の遺伝子ライブラリーの作製には第 2節で使用した A.oryzae RIB 40 

を用いた。また形質転換の宿主として argB株である M-2-3とその親株で実

用菌株である FN-16を用いた。

遺伝子ライブラリーの作製とファージDNAおよびプラスミドDNAの調

製に使用した大腸菌は OHI (F-recAI endAI gyrA96 thi-I supE44 re/AI hsdM 

加dRA:)である。また、塩基配列の決定のためのl本鎖DNAの調製は JM

lω (recA 1 endA 1 gyrA96的ι1supE44 re/A 1 hsdR入企(Iac-proAB)[F' proAB 

M吃oM15 tra036])を使用 した。

2.培地および培養方法

通常の麹菌の培養には、第 l節に記載した完全培地 (デキストリンーベプ

トン培地)および最少培地 (CO培地)を使用した。また、アセトアミド単

一窒素源培地は、 CO培地の窒素椋を 0.3%NaN03から 10mMアセトアミド

に代えて使用した。形質転換体の選択培地としては、アセトアミダーゼ遺伝

子そのものをマーカーとする場合は、アセトア ミド培地の炭素源をグルコー

λから 1Mシュクロースに代ぇ、浸透圧調節の役割も持たせた。一方、プロ

モーターを a-アミラーゼのものに交換した遺伝子をマーカーとする場合に

は、炭素源をマルトースに代えた。この時は、浸透圧調節には 0.8M NaCI 

を用いた。さらにいずれの培地にも野生型の株の生育を抑えるために 15mM

CsCIを添加した24)。

大腸菌の培養には、プラスミドDNAの調製は LB培地を、 l本鎖DNA

の調製には 2XYT培地 (1.6%パク トトリ プ トン、 0.8%酵母エキス、0.6%

NaCI、pH7.5)をf吏用 した。

3.プラスミドおよび、ファージ
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A. niduJansのアセトア ミダーゼ遺伝子 (amdS)をもっプラスミド p3SR2

1;):、オーストラリア ・メルボルン大学の M.J. Hynes教授より恵与していた

だいた。 p3SR2143)は 6.5kbの amdS泣伝子を含むDNA断片をもっていて、

この制限酵素地図を図 2-45に示した。
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P3SR2の構造

麹菌 M-2-3の形質転換用ベクターは pSal23を用いた。また、麹菌の amdS

のサブクローニングおよび塩基配列決定用のデレーション・ ミュータントの

作製には pUCl18および pUCl19をイ史用した。

麹菌遺伝子ライブラリーの作製はファージ入EMBL3を用いて行った。

4.麹菌染色体のファージ遺伝子ライブラリーの作製

第2節のプラスミドを用いた遺伝子ライブラリーを作製したときと同じよ

フに、麹菌 A.oryzae RIB 40の染色体DNAをSau3AIで部分分解した。こ

こでは、入EMBL3 をベクターとして用いたため挿入DNAの大きさが 10~

25 kbになるように酵素濃度と反応時間を調節した。符られたDNAI折片の

約5μgをファージベクター EMBL3の BamHIアーム lμgに加え、 最終容

量20μlでライゲーション反応を行った。この反応液 4μlを市販の m vllro 

packaging kit (GIGAPACK GOLD、Stratagene)を用いてファージ、粒子へのパ
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7ケージングを行った。パッケージング反応液の一部を用いて DHIに感染

させ、プラークの形成数を測定して組換え型ファージの総数を求めたところ、

約3X104個の組換えファージができていることがわかった。挿入DNA断

片の平均サイズを 15kbとし、麹菌の染色体DNAのサイズを 3X 104 kbと

すれば、約 1万個の組換えファージで、麹菌染色体の 99%をカバーできる

ことから、今回得られたファージ溶液で十分であると考えられた。

5プラーク・ハイブリダイゼーション

大腸菌 DHIを宿主として組換えファージを感染させ、l枚のプレート(径

80 mm)に約 1000個のプラークを形成させた。この上にナイロン ・メンブ

レン (Hybond-N、Amersham)をのせて、約 1分間放置することでファージ

粒子を吸着させた。このメンブレンのファージが吸着している面を上にして

変性液および中和液を含ませたろ紙 (5A、アドパンテック東洋)にそれぞ

れ7分間ずつのせてファージDNAの変性および吸着を行った。2XSSCで

軽〈洗浄した後、乾燥させて トランスイルミネーター上で紫外線を照射して

DNAを固定した。

メンブレンをハイブリダイゼーション用のプラスチックバッグにいれ、ハ

イプリダイゼーション溶液 (5XSSC、5X Denhardt 溶液、100μg/ml変性サ

ケ精子DNA)を加えてシールし、 56
0

Cで5時間プレハイブリダイゼーショ

ンした後で、ラベルしたDNAプローブを加えて 560C、20時間のハイブリダ

イゼーションを行った。 2XSSC、0.1%SDSで42
0C、15分の洗浄を 2回行っ

た後、 X線フィルムに感光させた。

6.ファージDNAの調製

大腸菌 DH1をLBに0.2%マルトースを含む培地で 37
0C、一晩の培養を行

った後、集菌し4分の l量の 20mM MgCI2溶液で 37
0

C、 1時間振量培養す

る。これに、 SM溶液に懸濁したファージを感染させ、 370C、20分吸着させ

た後、 20ml の LB 培地を加え 37 0Cで振盤培養した。 5 ~ 6 時間後に大腸菌

の溶菌が起こったら、 0.1mlのクロロホルムを加えてさらに 10分間振盤培養

147 



して完全に溶菌させる。遠心分離で菌イ体本残誼を除去した後5分の l呈の PEG

港液 (ω20%PEG 6，0∞O∞O仏、 2.5M N呼aCα1)を加えてフ ア一ジ
収した。 このフ ァージをSM溶i夜に懸濁して、 SOSとEOTAを加え 500C、

10分処理した後、フェノール・クロロホルム処理してファージDNAを抽出

する。さらに、クロロホルム処理を行い、エタノール沈澱させて精製DNA

を得た。

7.麹菌の全 RNAの調製

Cathalaらの方法148)を少し変更して麹菌から RNAを抽出した。麹菌菌体

を3G 1ガラスフィルターで集め、滅菌水で、洗浄後ペーパータオルで菌体を

プレスして脱水する。菌体を乳鉢に入れ、液体窒素を注いで凍結した後で乳

惨で細かく粉砕した。破砕菌体を 10分の l量のs-メルカプトエタノール

を加えた 5Mグアニジン ・チオシアネートに懸濁し、室温で 30分放置する。

これに 4倍量の 4MLiCIを加えて混合して 4
0

Cで一晩放置した後、 3，000

rpm、5分の遠心で沈澱を除去した。上清を 8，000中m、90分の遠心にかけベ

レッ トを回収した。ぺレットを 3M LiCIで洗浄後、 0.1%SOSを含む TEに

懸濁し、フェノール ・クロロホルムおよびクロロホルム処理を行って最終的

にエタノール沈澱によって精製RNAを調製した。

8.ノーザン・ハイブリダイゼーション

麹菌の全RNA約 20μgをホルムアlレデヒドとホルムアミドの存在下で

70t、10分処理して変性させた。このRNAを0.66M ホルムアlレデヒドを

含む1%アガロース・ゲルにのせ、 lμg/mlのエチジウムブロマイドを入れ

たMOPSbuffer中で 100V、4時間電気泳動した。ゲルはトランスイルミネ

ーター上で写真をとった後、ナイロン・メンブレンに 20XSSCでブロッテイ

ングした。ブロッテイング終了後紫外線をあててRNAをメンブレンに固定

した。 ハイブリダイゼーションは第 l節で記載したサザン ・ハイブリダイゼ

』ンヨンの方法で行った。

9.塩基配列の決定
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1)デレーシヨン ・シリーズの作製 目的のj宣伝子のコード領域を含むD

NA断片を pUC118または pUCI19に連結し、 H巴nikoffの方法149)に従って、

J 方向へのデレーション・シリーズを作製した。すなわち、 5'突出末端が生

じる制限酵素と 3'突出末端が生じる制限酵素でプラスミドを切断し、エキ

ソヌク レアーゼ田で反応時間を変化させて処理しいろいろな長さの l本鎖化

を行った。 1本鎖部分をマングピーンヌクレアーゼ処理で消化し、 DNAポ

リメラーゼ I(クレノウ ・フラグメン卜)で修復して平滑末端とした後、 T4

DNAリガーゼによりライゲーションを行い、デレーションの長さの異なる

プラスミドのシリーズを作製した。

2) 1本鎖DNAの調製 いろいろな長さのDNA断片をもっプラスミド

を保持しているE.coli九引09形質転換体を 150ppmのアンピシリンを含む 2

XYTに接種して、370C、一晩前培養する。 0.1mlの前培養液に 0.1m1のヘ

ルパーファージ MI3K07を加え、 37
0

C、20分吸着を行わせた後、 10mlの2

XYT (150 ppmアンピシリン、 70ppmカナマイシン、 0.01%チアミンを含

む)を加えて 37
0

Cで 20時間振盤培養した。 15，000中m、15分、 4
0

Cで遠心し、

大腸菌の菌体を除き、上清に 5分の3量の PEG溶液を加え、室温で 15分放

置してファージを沈澱として回収する。TEに懸濁し、 DNaseIとRNaseAで

77ージ外のDNAとRNAを分解した後、フ ェノ-)レ ・クロロホルム抽出

を数回繰り返して除タンパクを行い、クロロホルム抽出の後エタノーlレ沈澱

により精製 l本鎖DNAを得た。

3)ジデオキシ法による塩基配列の決定 精製 l本鎖DNAを鋳型として

Sangerらの方法150)に準じてDNAポリメラーゼ I (クレノウ ・フラグメン

ト)で伸長反応を行い、主として自動DNAシークエンサー(アプライド・

バイオシステムズ、 MODEL371A)を使用して塩基配列を決定した。クレノ

ウ・フラグメントによる伸長反応はシークエンス ・ロボッ ト (セイコー電子、

凶P-240A) を用いて行った。

また、部分的には Sequenas巴kit(東洋紡)を用いてラジオアイソトープに
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より塩基配列の決定を行った。

1 0オリゴヌクレオチドの合成

in vitro mutageneslsの目的でオリゴヌクレオチドをホスホアミダイドj去に

よってDNA合成機 (アプライド・バイオシステムズ、 MODEL381A)を使

用して合成した。合成したDNAはOPCカートリッジ (アプライド ・バイ

オシステムズ)により精製した。

実験結果

1.麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子のク口一二ンク

アセトアミドを単一の窒素源とする培地に、麹菌も A.niduJansと同程度の

生育を示したので、麹菌にもアセ トアミダーゼ遺伝子が存在しているものと

予想された。そこで、図 2-45に示した A.niduJansのアセトアミダーゼ遺伝

子(仰dS)のコード領域を含んでいる XbaI-BamHI断片を用いて、麹菌 A.

。げzaeRIB 40のゲノミック・サザン ・ハイブリダイゼーションを行った。ハ

イプリダイゼーション条件がきつい場合 (65
0

C)には、シグナlレが認められ

なかったが、緩い条件 (50
0

C)では弱いシグナルが得られた。そこで、この

断片をプローブとして RIB40のファージライブラリーのプラーク ・ハイブ

リダイゼーションを行った。この時のハイ ブリダイゼーション条件は実験方

法に記載されている通りである。

約10，000個のプラークをスク リーニングした結果、プローブとハイブリ

ダイズする 6個のク ローンが得られた。麹菌の染色体DNA断片は 入EMBL3

のBamHI部位に挿入されているので、その両端には 入EMBL3由来の SalI部

位が存在する。そこで、これら 6個のプラークからファージDNAを調製し、

加で分解してアガロースゲル電気泳動の後サザン ・ハイブリダイゼーショ

ンを行ったところ、大部分のク ローンで共通の 5kbのバンドにプローブが

ハイブリダイズした。この 5kbの お1I断片を回収して pUCI18にサブクロ
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戸ニングして、その制限酔京地図を作製した(凶 2-46)。

1 kb 
'-ーーーーー一一ーーー-'

8g Xb Xh Sp P P Xb Sc 8g 8 S 

|ii((〆 1 1 111 
冊郁郁栴務翻溜輯盟蹄臨精密磁鑓鑓 1 

Sc 

L.__j 

200 bp 

図2-46 麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子を含むDNA断片の制限酵素地図
B， BamHJ; Bg， BgJJJ; p， PSI J; 5， 5ぬJJ;5c， 5acJ; 5p， 5phJ; T， EcoT22J; Xb， XbaJ; Xh， XhoJ 

2，麹菌染色体DNAのサザン解析

A. nidulansの amdS遺伝子をプローブに用いて、麹菌の遺伝子ライブラリ

ーから同様の酵素をコードする amdS遺伝子をクローニングした。そこで、

ここでクローニングしたDNA断片が麹菌の染色体DNAに由来しているこ

とを確認するために、サザン解析を行った。

単離した 5kbの断片の中に切断部位が存在しない制限醇素によって、遺

伝子ライブラリーの作製に用いた RIB40のDNAを分解してアガロースゲ

ル電気泳動し、 5kbのDNA断片をプローブとしてサザン ・ハイ ブリダイゼ

ーションを行った。なお、ハイブリダイゼーション条イ牛は 50%ホルムアミ

ド存在下で、 42
0Cで行った。図 2-47にオートラジオグラムを示したが、いず

れの制限酵素で分解しでも l本のバンドにハイブリダイズすることがわかっ

た。 このことから、得られたDNA断片は麹菌の染色体に由来し、かつ染色

体にlコピー存在していることが示された。
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図 2・48 各種麹菌株のサザン解析

1，λ//-/ind111，; 2， A. O1yzae R16 40; 3，A. olyzae RlB 

155; 4， A. oryzae R1 8 203; 5， A. oly山 eRIB 647町 6，

A.s句"eR18 401; 7， A. sojae R18 1045: 8， A. awanlOri 

図2-47 麹菌 RIB40のサザン解析 R182801. B∞R1で分併後、 3.7kb Sacl断)'，をプ
1，8"111川、 2守 E印R1;3， Sall; 4， Kpn1; 5，印刷川 ロープとしてハイプリダイゼーシヨンをわった。

また、 RIB40以外の麹菌A.OIyzaeおよび非常に近縁の醤油麹菌A.sojae 

の染色体を用いて、サザン解析を行ったが、図 2-48の通り、 RIB40と同様

i本のバンドとのみハイブリダイズした。しかし、 A.oryzaeとA.sojaeでは

ハイブリダイズするバンドのサイズが異なっており、種の違いによるものと

思われる。一方、焼酎麹菌である A.awamoriでは麹菌の amdSと強くハイブ

リダイズするバンドは認められなかった。

1麹菌のアセトアミターゼ遺伝子の確認

上で単離した 5kbのDNA断片に完全長のアセトアミダーゼ造伝子が含

iれ、正常に機能するとすれば、麹菌に多コピー導入されることによって、

7セトアミド単一窒素源培地における生育が旺盛になるものと考えられる。

たまたま、著者らがよく用いている形質転換用の宿主 M-2-3は野|生型の RIB

ぬよりもアセ トアミド培地で、の生育が悪いので、この菌株に得られたDNA

d片を導入して生育への影響を調べた。
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pUCI18の Sa11部位にサブクローニングされているDNA断片の BamHI部

~b! SalJ 部位のすくい近くにあるので、このプラスミドから Baml-ll断片とし

て回収すれば、もとの断片のほぼ全長が含まれていることになる。この

助mHJ断片を pSal23の BamHl部位に押入して pSamdIを構築した。こうし

て得られたプラスミドを argB株である M-2-3 の JI~質転換に)1]いた 。

E212-49 形質転換体のアセトアミド培地での生育
アセトアミドI白地は、 1%シュクロース、 IOmM7セトアミド、 15111M CsCI 

を合む CDJNJ也を使川した。

l~ ら れた形質転換休のうち 4 株を選んで、アセトアミド単一室素源培地に

弛して生育を調べたところ、図 2-49に示すように、 RIB40および pSal23

?形質転換した対照株と比べて、生育が非常に旺盛になっていることがわか

」の形n転換体の染色体DNAのサザンfiJif.析を図 2-50に示したが、全て
3株で多コピーのDNAの組込みが起こっていた。また、4株のうち l株

Ti)では麹菌の染色体の相同部位に組み込まれていることがわかった。

非相同部位に組み込まれた場合には、組み込まれた周辺の配列によって造

t子の発現に影響がでるおそれがあるが、相阿部位に組み込まれた形質転換
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にもアセトアミドlji一室ぷj郎防j也で、の生存がμいことから、導入されたD

¥A断片には機能することのできるアセトアミダーゼ遺伝子が合まれている

占えられた。また、ここではデータは示さなかったが菌体内のアセ トアミ

トゼ ì~í性を測定すると 、 J I~n転換体では~Iミ 'lii に高い値を示していた 。

1 2 3 4 5 
kb 

qr
ι
G
4
 

2
9
6
4
 
~8: 

図 2-50 形1'1転換体のDNAのサザン解析

1， pSa123による形質恥J免体;2，1'1; 3， 1'2; 4. 1'3; 5， 1'4 プロープは5kbの お111折nを)IJいた。

また、得られたDNA断片に存在すると考えられるアセ トアミダーゼ遺伝

子が麹菌のアセトア ミド資化能に関与 していることを確認するために、遺伝

子破壊実験を試みた。塩基配列から推定される酵素タンパクをコードしてい

b領域のうち、アミ ノ末端側とカルボキシ末端側の両方を欠失 している DN

i断片である O田8kbの EcoT221断片(図 2-46参照)をpUCl18に挿入した。

ぬプラスミ ドを EcoRIとBamHIで分解してこのDNA断片を回収し、

ilal23のEcoRI-BamHI部位に挿入 して追伝子破壊用プラスミド pSf，amcllを

鴇Ltこ。

プラスミドの不完全な amdS内にあるXholで切断し、 直鎖状にして M-2-3
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中形質1引}をした。 特られた Jr~n'I!i; 1央体のうち約 30 株を品少培地で 2 ~ 3 回

μ継いでホモカリオンの状態にした後で、アセトアミドを単一室素iJhlとす

持地に接柏して生育を調べた。 その粘来、約 3 分の l の JI~1!JII引央体は士、Jn告

が比べて、非常に生77が恐くなっていた。 )I~質転換体の代表的なもののア

りアミド1ji一室t伝説培地における'1三育を|主I2-51に示したが、 pSal23を用

"て形質I伝換した対照株に比べて d<lmcl24を除いて、生育が悪くなっている

;とがわかる。

図2-51遺伝子破壊株のアセトアミド培地での生育

アセトアミド的地は、1%ンユクロース、 10111Mアセトアミドを合む CD1布地を伏川した。

これらの株から DNAを調製して、EcoRlで分解し、サザンjfJ可析を行った

1ヘこのときに迫伝f!lJd衷株の予知されるハイブリダイゼーションパターンを

]2-52に模式的に示した。すなわち、宿主のEcoRl分解では 7.8kbのパン

Vがl本生じるが、相同的に組換えが起こった遺伝子破壊株では 10.4kbと

l.8 kbのバンドが新たに生じてくる。

国2-51の6株についてサザン解析を行った結果を区I2-53に示したが、生

育の悪くなった株は全て 7.8kbのバンドが消失し新たに 10.4kbと3.8kbの

I{ンドが現れていることから、本来の染色体にある遺伝子が外から導入され
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ヂ完全の遺伝チで(波壊されたことが明らかになった。なお、これらの破壊

売には 6.4kbのバンドも出現しているが、このバンドは破i頃川のプラスミド

戸川ldlがタンデムに組み込まれたことに山米するものである。

Recipient 
chromosome 

5 5c 

LJ 

7.8 kb 

~S附 pla川 chromosome
叩

5 5c 

j 1 μ消日 E:::二Xb 5c句 B5 E 1((  (" 1 111 1 

10.4 kb 
4一一一一一一 3.8 kb 一一一一一~

医12-52 遺伝子破峡株のサザン解析で生じるバンドの模式j;gJ
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図2-53 アセトアミダーゼ遺伝子の破壊株のサザン解析

1上‘pS‘a川，1ロ2:HにこよるJr杉::'1'[!什'1似|
Ec云oR則ミ~ I で分j附(1'肝'(1後走、 3.7 kb SHcll折)'，をプロープとしてハイプリダイゼーションをわった。
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J 方、生育のよい株では 7.8kbのバンドが存在しており、遺伝子の破擦は

起こっていないことがわかった。

これらのことから、 5kbのDNA断片にはアセトアミダーゼをコードする

遺伝子が存在することが示唆され、 A.niduJansと同じように amdSと名付け

4.麹菌の amdS遺伝子の塩基配列

5 kbのsan断片にアセトアミダーゼをコードしている領域が含まれている

ことが示されたので、この部分の塩基配列の決定を試みた。

5 kbの全領域にわたって塩基配列を決定するのは困難であったので、はじ

めに部分的に塩基配列を決定した。その結果、 SacI断片の中にコード領域が

含まれていることがわかったので、この断片をサブクローニングして、デレ

ーション・ミュータン トを作製し塩基配列を決定した。なお、塩基配列はセ

ンスおよびアンチセンスの両方のl本鎖DNAについて調べた。

図2-54にコード領域を含む約 3kbの塩基配列を示した。タンパクのコー

ド領域はA.niduJansのアセトアミダーゼのアミノ酸配列151)と比較して決定

した。 また、イントロンの存在箇所についても A.niduJansのアセトアミダー

ゼとの比較により推定した。そのため、イントロンの正確な位置等は今後 C

DNAを単離して確認しておく必要があると思われる。

l)amdS遺伝子のコードするタンパクのアミノ酸配列とコドン使用頻度

麹菌のアセ トアミダーゼ遺伝子は、6個のイン トロンが存在し、545個の

7ミノ酸からなるタンパクをコードしていた。 A.niduJansのアセトアミダ一

切{548個のアミノ酸からなる 151)ことを考えれば、この2つの酵素は非常

によく似ていることがわかる。実際、塩基配列から推定される麹菌のアセト

7ミダーゼのアミノ酸配列は、 A.niduJansのものと約 70% のホモロジーが

あった。図 2-55に麹菌と A.niduJansのアセ トアミダーゼのアミノ酸配列の

比較を示したが、ホモロジーは酵素タンパクの全般にわたって認められた。

1た、ホモロジーを同一アミノ酸だけでなく同種のアミノ酸も含めて計算す
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caatcagtctgtagaatgctggaccagcccgaaagcactcccaggcttggtgaatttata -301 

atggtaaagcaatggttatctcatgtgggtccagacaactcccagaaccacatggccaag ・241

aヒaaacacgagataaccggttttatcgc~三主主主主aaaagctaaaaagcctcacttatgct -181 

tccatt七ctccttgcgcggtccgtatggccgcgatgcaaagttgaggttgcggggtaacc -121 
ccaaatヒtgagacttggagttggaga主主主主主主gcaacgtacggccatggtcaaヒgttcヒ9 -61 

tggaaacaccagggtgattgctctaccatcgtctacagctgtatttatcactttgtcact -1 
ATG CCA TCT GCC AGC TGG GAA GAT CTC GCT GCC GAC AAG AGG GCA 45 
Me七 Pro Ser Ala Ser Trp Glu Asp Leu Ala Ala Asp Lys Arg Ala 15 

CGT TTG GAG AAG TCC ATC CCC GAC GAA TGG AAA TTC AAG TCA GTC 90 
Arg Leu Glu Lys Ser 1le Pro Asp Glu Trp Lys Phe Lys Ser Val 30 

CCA ATA GAA GGC TCG GTC ATC GAT CTA CCT GAG AAG TCT GGG ATT 135 
pro 1le Glu Gly Ser Val 1le Asp Leu Pro Glu Lys Ser Gly 1le 45 

CTG TCG CCT TCT GAA ATA AAG ATT ACA AAC TCG TCT GCC ACA GAA 180 

Leu Ser Pro Ser Glu 1le Lys 工leThr Asn Ser Ser Ala Thr Glu 60 
CTT GTC GCT CAA TTA GCC AAT GGC ACG TTG AAG TCC GTG GAT GTG 225 
Leu Val Ala Gln Leu Ala Asn Gly Thr Leu Lys Ser Val Asp Val 75 

ACA CTC GCA TTC TGT AAA AGA GCT GCA CTG GCT CAT CAA CTT♀主gg 271 

Thr Leu Ala Phe Cys Lys Arg Ala Ala Leu Ala His Gln Leu 89 
gtataaccttcgcctcgatcggagatacatgaa呈♀L主主_tgagaat主♀ GTTAAT TGC 327 

工ntron 工 Val Asn Cys 92 
GCA CAT GAC TTC TTC CCA GAG CTA GCA CTA GCC CAG GCC AGG GAA 372 
Ala His Asp Phe Phe Pro Glu Leu Ala Leu Ala Gln Ala Arg Glu 107 
CTT GAT CGG TAT TTC GAG ACG CAC AAG AAA CCC GTG GGA CCA TTG 417 

Leu Asp Arg Tyr Phe Glu Thr H工s Lys Lys Pro Val Gly Pro Leu 122 

CAT GGA TTA CCG ATT TCT TTG AAA GAC CAA TTA CGA GTC AAG♀主aa 463 

His Gly Leu Pro 工le Ser Leu Lys Asp Gln Leu Arg Val Lys 136 

gacgagct tcctacacヒactgtgtgcatctct主主主主主豆atagaact呈♀ GGAACT GAA 520 
工ntron 11 Gly Thr G1u 139 

ACA TGC ATG GCC TAT ATC TCT TGG CTG GGT AAG CGC GAC ACC AGC 565 

Thr Cys Met Ala Tyr 1le Ser Trp Leu Gly Lys Arg Asp Thr Ser 154 
GAT TCG ATA TTG ACT GCC CTC TTG AGA AAA GCG GGC GCA GTA TTC 610 
Asp Ser 工le Leu Thr Ala Leu Leu Arg Lys Ala Gly Ala Val Phe 169 
CTT GTT AAG ACG AGT GTA CCA CAA ACA CTG ATG GTA TGT GAG ACC 655 
Leu Val Lys Thr Ser Val Pro Gln Thr Leu Met Val Cys Glu Thr 184 

GTC AAT AAT ATT ATC GGT CGG ACA TCG AAC CCA AGG AAT CTC AAC 700 
Val Asn Asn工le 1le Gly Arg Thr Ser Asn Pro Arg Asn Leu Asn 199 

CTT TCT TGC GGT GGT AGT TCG GGA GGC GAA GGT GCC ATG ATT GCA 745 

Leu Ser Cys Gly Gly Ser Ser Gly Gly Glu Gly Ala Met 1le Ala 214 

ATG CGT GGA GGC GCC ATC GGT ATA GGA ACT GAT ATC G g_tagctatcc 792 
Met Arg Gly Gly Ala 工le Gly 1le Gly Thr Asp 工le 226 

atacttggttcatcagttattctggcg呈豆主主主主gatatcc_g♀ GT GGA TCT ATT CGT 848 

1ntron 111 Gly Gly Ser 1le Arg 231 
GTC CCA GCC GCA TTC AAC TCC TTG TAT GGG ATT CGT CCA AGT CAC 893 
Val Pro Ala Ala Phe Asn Ser Leu Tyr Gly 1le Arg Pro Ser His 246 
GAT CGT CTG CCT TAC GGT GGT ATG ACG AAC AGC ATG GAA GGT CAG 938 
Asp Arg Leu Pro Tyr Gly Gly Met Thr Asn Ser Met Glu Gly Gln 261 
GAA ACG ATA CAC AGC GTC GTT GGA CCA ATT GCG CAT TCT GCT CAA 983 

Glu Thr 1le His Ser Val Val Gly Pro 1le Ala His Ser Ala Gln 276 

G♀_tagggatctgggatatttcttcgcgtcgagat呈三tqatgctttct呈♀ ATGTC AGA 1040 

工ntron 1V Asp Val Arg 279 

CTC TTC CTT CAG TCT GTC CTT AAG GAG GAA CCT TGG AAG TAT GAT 1085 
Leu Phe Leu Gln Ser Val Leu Lys Glu Glu Pro Trp Lys Tyr Asp 294 
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図 2-54 麹菌アセトアミダーゼ遺伝子の全塩基配列とアミノ酸配列

5' 1 -. iJlEjoIi域に存干lーする TATA および C礼AT 配列はー 叩:ド線でIJ~ した 。 また、イントロン内のコン

センサス配列は下線で示した。



ると約85%となり、非常に高いホモロジーが得られた。

同AMDS: MPSASWEDLAADKRARLEKSI PDEWKFKSV' . . PIEGSVIDLPEKSGILSPSEIKITNSSATELVAOl..ANGT -LKSVDVTL 77 

胤削05' 05. E A T --. OTL A 0 F K EA L EA AD SK -AGE T E 76 

AO削DS: AFCKRAALAHOLVNCAHDFFPELALA口ARELDRYFETHKKPVGPLHGLPISLKDQLRVKGTET口叫YISWLGKRDTSDSIL 158 

凶凶05 1 0 T E OA E YAK R Y S G N Y EG V 157 

AOAMDS : T ALLRKAGAVFLVKTSV PQTU1VCETVNNI 1 GRTSN PRNLNLSCGGSSGGEGAMI I¥M -RGGAIGI GTDI GGSI RV PAλ円侶 238 

~仏MDS 官吋 V K W VCI V V F 237 

AOA."1DS: LYGIRPSHDRLPYGGMTNSMEGQETIHSWGPIAHSAQDVRLFl心SVLKEEPWKYDSKVIPLPWREAE白帆λQA-KIAEKS 318 

ANAMDS: L G AKA 0 V T VE L TK GQ M 05 50II. 5 .• N 315 

/1)1必DS: • . LNFAFYDFDGWRPHPPITRGVEI -VRSTLEKDGH1VAPωTPYKHAFAVDLANKIYAλDGSTDVYKHINASGEPAIPNI 396 

M仏.MDS: GG IGY N N L L TT AA- A T o GH ISH A MRD 5 395 

/l)1J司DS: KDLi-1NPNLPKADL. NEVWDAQLOKWR YQCEYLDKWREWEERTGKELDAI IAPV AA T AλVRHNQFRYYGYATVFNVLDYTSV 476 

M仏M05， L 工 VNMLTH NM  E AKA  ITP 0 5 1 L F 475 

.II0AMDS: VVPVTYADKAVDHRL... 'ADYQPVS四吟DKA.VYAEYDPEVYHGAPVAVQIIGRRLSEERTLAIAEYVGKLLGH' . . . 545 

'"沿105 F NI KKNESFK . •.. EL. L QEλ  V NVVTP 548 

図2-55 麹一的とA.niduJansのアセトアミダーゼのアミノ般配列の比較

AOAMDS，治以Jのアセトアミダーゼ:ANAMDS， A. nidυhmsのアセ|アミダーゼ

なお、最近酵母 S.cerevisiaeからアミダーゼ様のタンパクをコードしてい

る遺伝子が単向Itされ、その塩基配ダIJから推定されるアミノ酸配列はA.

niduJansのアセトアミダーゼと約 40%のホモロジーが認められている 152)。

車母とA.niduJansのアミダーゼで一致しているアミノ酸は麹菌のアセ卜アミ

ダーゼでも一致しており 、これらの3粧の酵素はよく似ていることが示され

麹菌の amdSではアミノ酸をコードする 61個のコドン全てが使用されて

おり、コドンの使用頻度に偏りは認められなかった(表 2-28)。カピの遺伝

子でも発現量が多いものではコドンの使用頻度に偏りがあり、またコドンの

3番目の塩基がGかCである傾向が認められている 153)。一方、発現畳の低

い遺伝子で、はこれらの傾向が少ないといわれている。麹菌の amdSではコド

160 



yの使用頻度に偏りがなく、コドンの 3番目の塩基の G+Cの割合は 51% と

幅つてはいなかった。麹菌と比較するためにA.nidulansの amdSのコドンの

住用頻度を表 2-30に併せて示しであるが、 A.nidulansの amdSでは麹菌のも

のよりもコドンに似りが認められる。これらのことから、主11薩iの正ImdSは発

現量が低い遺伝子であって、A.nidulansの amdSはこれよ りも発現jI1.が高い

可能性があると考えられる。

表 2-28 麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子のコドン使用頻度

aa codon AO
a 
An
b 
aa codon AO

d 
An
b 
aa codon Ao

a 
An
b 
aa codon Ao

a 
An
b 

Fhe TTTTC 
T 4 l 1'C1' 11 

TJ V r TTAAT 
C 
13 4 

Cy s TTGGT 
C 
3 

10 13 
Se r TTECC 

A 
3 8 16 3 

Leu TTTTA 
G 
6 l 2 

S t OD r TTAAA G 

。 。 Stop '1'GA 。 。
10 3 1'CG 7 l i Trp TGG 10 1u 

C1'1' 11 6 CC1' ? 
H 25  CCAAT 

C 
6 CG1' 

L e U CCTTC 
A 
7 17 

Pro cCcCc 
A 

4 8 
Arq CCGGC 

A 5 5 8 
Gln CCAAA 

G 
l 

C1'G 7 14 CCG 12 14 CGG 

A1'1' 13 9 AC1' l 
As n AAAAT 

C 
8 6 

S E E AAGGT 
C Ile ATC 13 25 

Thr AACCC 
A 

13 12 17 
A1'A 6 。 5 LysAAAAA 

G 
9 12 

Arq AAGGA 
G Met ATG 9 10 ACG 10 23 23 

GT1' 14 14 GC1' 12 7 
ASP EGAAC 

T 21 14 GG1' 11 12 

Val GGTTC 
A 
14 14 

Ala GGCCC 
A 
19 20 11 15 

Gl y GGGGC 
A 
10 14 

6 3 17 13 
GIu GGAAA 

G 
15 17 11 4 

G1'G B 13 GCG 10 14 20 22 GGG 4 11 

~ ~. oryzae amdS 
A. ni dul an s aIndS(Corrick et a1.， 1987) 

2)麹菌の amdSj宣伝子の塩基配列の特徴

麹菌とA.nidulansの amdS遺伝子のコード領域の塩基配列のホモロジーは

約58%であり、イントロンに関してはスプライシング周辺以外はほとんど

ホモロジーがなかった。また、 5'上流領域および 3'下流領域にホモロジー

は認められなかった。

麹菌の amdSにはイントロンが6個存在することが予想されたが、これら

のうちIVS1、IVS2とIVS4の3つはA.nidulansの遺伝子とほとんど同じ

部位に存在しているが、そのほかの3個のイントロ ンは麹菌の遺伝子にのみ

認められた。 6個のイントロンはすべてシーGTjAG-3・則に従っており、 3・側
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のスプライシング部位の約 10bp上流にスプライシングに必要なラリアート

構造の形成に関与すると考えられる真核生物の遺伝子に共通する配列 5'-

RCTRAC-3' (Rはプリン塩基を表わす)が存在していた。麹菌とA.nidulans 

I ~同じ Aspergillus 属に属しているが、麹菌の amdS遺伝子でイントロンが 3

個も余計にあるということは、麹菌と A.nidulansが進化的にある程度隔たっ

ている関係にあることを示すのかも知れない。しかし、 amdS以外にこれま

で麹菌と A.nidulansで、同じ機能のある酵素タンパクをコードする遺伝子の

構造が解析された例がないので、これ以上の推論は避け、今後の研究の結果

を待ちたい。

麹菌の amdSの 5'上流領域には真核生物の遺伝子のフ。ロモーターに共通し

て存在する配列が見いだされた。遺伝子の転写開始に関与すると考えられる

TATA配列が-90(翻訳開始点を+1とする)に存在し、 CAAT配列が一

175に存在した。そこで、転写開始点は TATA配列と翻訳開始点の ATGの

間にあると考えられるが、プライマー伸長法またはS1マッピング法による

転写開始点の決定を行っていないので、正確な部位は不明である。amdSの

y下流領域にはポリアデニル化のシグナルと考えられている AATAAA配列

が認められなかった。しかし、この配列はカピの遺伝子に一般的に見いださ

れるわけではない 153)ので、 amdSに存在していないのが例外というわけでは

ない。

5麹菌の amdS遺伝子の発現

前で述べたように、ここでクローニングした amdS遺伝子を麹菌に導入す

ることによって、アセトアミド培地での生育が旺盛になること、また反対に

遺伝子破壊すると生育が極端に悪くなることから、この遺伝子が麹菌で正常

に機能してアセトアミドの資化に関与していることが示唆された。そこで、

ここでは麹菌でこの遺伝子が発現していることをノーザン解析によって確認

した。

A. nidulansの amdSの発現は、炭素源として酢酸によって誘導されること、
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iた室主制!としては s-アラニンやアセトア ミドで誘導されることがIYJらか

二されている 154)ので、麹産IRIB 40をこれらの物質を合む培地てI庁長し、全

RNAを調製した。CD府地のグルコースおよび NaNO，の代わ りに 50111M 

のアセ トアミドまたは 50111M酢般ナトリウムと 50111Mのs-アラニンを合

む液体培地で麹i&iを30
0

C、20時間培養し、実験方法に記放した方法で菌体か

ら全RNAをJIJiiJ'， した。約 20pgのRNAをホルムアルデヒド変性アガロー

スゲlレ屯気泳却Jて、分離し、amd5を合む 5kbの 5a!1断片をプローブとしてノ

ーザン ・ハイブリダイゼーションを行った(図 2-56A)。

A 1 2 3 4 
kb 
4.4-

2.4-

1.4-

0.24-

B 

図 2-56 麹菌の ilmdSj立伝子のノーザン解析

I，RIs 40をCD1;'¥J血でhυlSしたl有1+からの RN八可2，RIs 40をアセトアミドをIp. .j;~ .，J(;?Jht及びi';. :ih 副!とす
叩 血で川した州.j;0)R N A: 3. RIs 40を附僚と砕アラニンを以淑と引淑にした山地で付した山

平のRNAιj居1'1 1 1 IJ:4民体 TI を間一般と ~アラニンをがよぷ iJ);[ と常j伝説;[と 1 る J('':J也で.tì\"1'tした肉体の I~ N A 

誘導されると考えられる条件で培養した菌体で、プローブとハイブリダイ

1するバン ドが認められた。酢酸と s-アラニンをそれぞれ炭素淑と窒素抑

止用いて培養した場合の方が、アセトアミドを炭素源およひず窒素加に月]いた

奇合より もamcl5のmRNAに相当するバンドのシグナルが強かった。一方、
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対照として通常の CD培地で培養した菌体から調製したRNAを用いたが、

プロープとハイブリダイズするバンドは検出されなかった。メンブレンから

amdSのプローブを除いた後、麹閣のs-チュープリン遺伝子をプロープとし

てハイブリダイゼーションを行った結果ーを図 2-568に示したが、ゲルにのせ

たRNA量とメンブレンにト ランスファーされたRNA量はいずれの培養の

ものでもほぼ同じであることがわかる。

さらに、前に pSamdlで形質転換して得られた株のうち、相同部位に組み

込まれた形質転換体Tlを用いて、酢酸と s-アラニンを含む培地で土音養して

RNAを調製し、ノーザン解析を行った結果、図 2-56Aに示すように非常に

強〈ハイブリダイズするバンドが認められた。このことから、麹菌でも A

nidulansと同じように amdSはアセトア ミドや酢酸およびs-アラニンで発現

が誘導されることが明らかになった。

6.麹菌の amdS遺伝子の優性マーカーとしての利用

麹菌の amdSiJ'1伝子を pSa123に挿入して形質転換した株は、アセトアミド

単一窒素源培地で、pSal23による形質転換体に比較して非常に旺盛な生育を

示したことから、栄養要求性のない実用麹菌の形質転換のマーカーとして利

用できることが予想された。そこで、 M-2・3の親株で栄養要求性のない FN-

16株を宿主とする形質転換について検討した。

pUAMD2 
8.2 kb 

Xbal 

図2・57 pUAMD2の術近

麹菌の amdSを含む 5kbの SaJI断片を pUC118にサブクローニングした
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pUAMD2 (1立12-57) とA・nidulansの 817ldSj立伝了ーをもっ p3SR2をイ史)IJして

FN - 1 6 の形質転換を行 っ た。 )r~質転換休の再生 ・ 選択培地は、 当初J実験克

まに記枕した培地に浸透圧調節斉IJとして 0_8M NaCIを加えたものをJIJいて

いたが、 プラスミド無添加の対照でもかなり良い生育が見られたので、 A

nidulill1Sや A.nigerでj甘いられているように、I.OMのシュクロースを浸透

圧調節斉IJ と炭素源とする培地に変更した。 この培地では、対!!日の未 JL~質転換

体の生育が芥11えられるのに反して、 。mdSが導入され多コピーとなった株で

:i/~ ッ クグラウンドと識別できるほど十分の生育を示す。 麹菌および A.

nidulal1sの amdSをもっプラスミドで形質転換した場合のプレー トの写真を

図2-58に示した。DNA無添加のプレー トでは生育の旺盛なコロニーは観

察されないが、 pUAMD2 および p3S R2 で、形質転換 したプ レ ー ト では 3 ~ 4

自程度の生育の良好なコロニーとそれよ りも生育が遅い小さなコロニーが認

められる。これらのコ ロニーは、 アセト アミ ド単一室素源培地にがJWJして生

育の程度を調べる こと に よ って 、 真の71~質転換体かどうか確認できた。

「
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pUAMD2とp3SR2を用いて得られた形質転換体3株ずつのサザン解析を

1T っ た結果を図 2-59 に示した。 pUAMD2 に よ る 71~質転換体は 3 株 と も に多
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コピーのML込みが起こっていたが、 p3SR2による形質転換体では l株のみ多

コピーで他の株はコピー数は少なかった。これは使用したプラスミドに特徴

的な現象なのか解析した株の数が少なくて結論付けられないが、前に述べた

ように麹菌の且mdSは発現量が低い可能性が示唆されているので、染色体に

多コピー組み込まれることによって、アセ 卜アミドを効率よく 利JIJできるよ

うになるのではないかとも考えられる。多コピーのプラスミドが組み込まれ

ない台形質転換体として単離できないということは、形質転換頻度が低くな

るという欠点がある反面、得られた株には目的のDNAが多コピー存在して

いるという実用上の有利な面がある。 pUAMD2を用いた場合、多コピーとな

る現象が常に認められるのかは、今後さらに捌べる必要があろう。

12345678  

内か

4
$
4

凶
叩

2
s
a
4

~:~: 

0.56-

図2-59 形町転換体のサザン解析

1-3. p3SR2による形fJ[転換体;4.5.7. pUAMD2 による Jl~n:転換休; 6. FN-16; 8町 A/llinc!川

pUCI18をプロープにしてハイプリダイゼーションをhった。

7.プロモータ ー領域の変換による形質転換頻度の改良

上で述べたように、麹菌の amdS迫伝子を用いて実問菌株 FN-16の形質転

換が可能で、あることがわかったが、形質転換頻度が低いこと、形質転換体が

コロニーとして識別できるまで2週間はかかることなど不都合な点もある。
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その原因として、 amdSの発現誌が低いことが考えられたので、出発現して

いる麹菌のトアミラーゼ遺伝子のプロモーターを利用して、加JdSの発現誌

をあげることによってこれらの欠点を改良することを試みた。

麹菌の a-アミラーゼ遺伝子のプロモーターは、すでに著者らのグループ

の多田によって単陳されており 124)、これを利用して異種の泣伝子、例えば大

騒菌のs-グルクロニダーゼ遺伝子129)やヒト ・リゾチーム遺伝子128)などの発

現に成功している。

Hindlll -a t 
• • ~taccatcgtctacagctglatttatcaClttg lcact ATG CCA TCT 

いcI digest 
Inserted into Sac I site 01 pUC 118 

EcoRI 

mullicloning sites 
Hindlll唱←-Sacl

図2-60 pUPAMDIの構築

EcoRI 

Xbal 

このような異種遺伝子の発現のために、。ーアミラーゼ遺伝子のプロモー
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1-領域のみをもっプラスミド pDELIO129)が構築されており、これは町一ア

ミラーゼ遺伝子の翻訳開始点の上流一10bpから-617bpまでを合んでいる。

そしてこの約 600bpの配列があれば、デンプンやマルトースによる誘導的

な発現に卜分であることも明らかになっている。そこで、amdS)立伝 fと口-

7ミラーゼ遺伝子のプロモーターを交換したプラスミドを|支12-60のような

刊買で構築した。

はじめに amdSの翻訳開始点の上流一 15bpのところに invilro l1lutagencsis 

により HindlIl部位を新たに作製した。その後で、 HindIIlで分解し、 amdS

のプロモーターを欠失したDNA断片を pDELlOのαーアミラーゼ泣伝子の

プロモーターの下流にある HindIII部位に挿入して pUPAMDIを構築した。

この pUPAMDIを用いて FN-16株を形質転換した時のプレートの写点を

国2-61に示した。なおこの時の形質転換体の再生 ・選択培地には、浸透圧

調節斉IJとして 0.8M NaCIを用い、炭素源としては αーア ミラーゼillu王子のプ

ロモーターが効率よく機能するように 1%マルトースを使用した。ややパッ

クグラウンドも高かったが、形質転換体と考えられるコロニーが1週間程度

で出現し、分生子も よく着生したので、識別は容易であった。

図 2-61 pUPAMDIを用いて形自転換した時のプレート
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1 2 345 678 9 
kb 

-・・
-・・・-' 

2:8: 
0.56-

図2-62 7彩針転換体のサザン解析

1. FN.16: 2.9 町 pU P^MDI による )r~lj'I*ム挽休。 プロープは pUCI18 を JIJいた。

形質転換体のDNAを調製し、サザン解析を行った結果、全てにプラスミ

ド由来のシグナルが検山された(図 2-62)。また、シグナルのパターンから、

ここで得られた形質転換体では pUAMD2を用いた場合とは異なり、多コピ

ーのDNAが組み込まれている株は少なかった。

表2-29 p3SR2、pUAMD2とpUPAMDlをITJいた形針転換頻度

Plasmid 

(10μg) 

p3SR2 

pUAMD2 

凶白日目

No. of transformants 

Exp. 1 Exp.2 

1 4 

2 3 

12 14 

表2-29には p3SR2、pUAMD2それに pUPAMDlをmいて FN-16の形質転
換を2回繰り返した時の形質転換体数を示した。この表からも明らかなよう

に、プロモーターを日ーアミラーゼ遺伝子のものに代えた pUPAMDlを用い

ることに よ って、形質転換頻度は 4 ~ 6 倍に上昇した。 また、形質転換体の
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コロニーが出現してくるまでの期間も 2分の l程度に短縮できることがわか

った。しかし、 pUAMD2を用いた場合ほど染色体に組み込まれるDNAのコ

ピー数は高く ならないことが示唆された。

考察

ここでは、麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子を優性マーカーとして実用の麹

菌株の形質転換が可能であることを示すことができた。はじめに炭素源また

は窒素源の資化に関与する遺伝子として代表的な A.nidulansのアセトアミダ

ーゼ遺伝子を優性マーカーとして利用することを考えた。しかし、麹菌はア

セトアミドの単一窒素源培地で生育できるので、麹菌にもアセトアミダーゼ

に相当する酵素が存在するものと考えられた。アセトアミドは窒素源として

はあまり利用しやすい化合物ではなく、野生型の株でも他の窒素源に比較し

て、旺盛な生育が見られるわけではない。そして A.nidulansの野生型株でも

さらに外からアセトアミダーゼ遺伝子を導入すると、遺伝子増幅効果によっ

て発現量を多くなるため、アセトアミド単一窒素源培地で生育が旺盛になる。

これらの知見をもとに、麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子をクローニングして、

慢性マーカーとして利用できないか検討した結果、マーカーとして十分に使

用できることがわかった。

A. nidulansのアセ トアミダーゼ遺伝子をプローブとして、麹菌の遺伝子ラ

イブラリーからプラーク ・ハイブリダイゼーションによって、麹菌のアセト

7ミダーゼ遺伝子をクローニングした。この遺伝子を pSal23につないで麹菌

を形質転換すると、得られた株はアセトアミド単一窒素源培地で旺盛に生育

することができた。サザン解析によって、多コピーのDNAが組み込まれて

いることが明らかになり 、麹菌でも A.nidulansと同じように遺伝子増幅効果

が認められ、生育が旺盛になったものと考えられる。このことはクローニン
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グした遺伝子が生物活性のある酵素を実際にコードしており、発現もしてい

ることを示している。

しかし、正確にはアセトアミダーゼ欠損変異株に導入して確認する必要が

あるが、麹菌ではそのような株がない。そこで遺伝子破壊を行ってみたとこ

ろ、サザン解析によって遺伝子が破壊されたと考えられる株は、アセトアミ

ド単一窒素源培地での生育が非常に抑えられていた。全く生育が認められな

くなるということはなかったが、麹菌のアセトアミドの資化にと ってアセト

7ミダーゼが重要な役割を果していることが示唆された。また、ここで採用

した遺伝子破壊の方法が、麹菌の遺伝子の構造や機能を調べる上で非常に有

効であることも示されたと考える。

麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子のコード領域、アミノ酸配列、イントロン

の存在位置などは A.nidulansの遺伝子を参考にして決定したが、この推定を

支持するいくつかの特徴が認められている。すなわち、翻訳開始点と考えら

れるATGの-90bp上流に真核生物のプロモーターに普遍的に存在する

TATA配列が見いだされ、その上流には CAAT配列も見いだされた。また、

イントロンは全て GT-AG則を満たしており、スプライシングの際のラリア

ート構造の形成に関与する共通配列も存在した。このことは、特に A.

nidulansの遺伝子には認められない3つのイン トロンが実際に存在している

ことを示しているものと考えられる。これらのイントロンを除いてアミノ酸

配列を推定すると、 A.nidulansの酵素と約 70%の高いホモロジーを示すこ

と、またノーザン解析から転写された産物は約 1.8kbであることも 、3つの

余分のイントロンの存在を支持している。

麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子は、コドン使用頻度の特徴から発現量が低

い遺伝子に分類されると考えられる。Aspergillusの遺伝子は酵母や N.crassa 

に比較して、それほどコドンの使用頻度に偏りはないが、発現量が高いと考

えられている遺伝子はコドンの3番目の塩基がGかCである率が高く Aであ

ることは稀である 153)。例えば、A.nidulansの解糖系の酵素であるグリセルア
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ルデヒド3リン酸脱水素酵素遺伝子 (gpdA)ではコドンの3番目の塩基の

G+Cは79%であり 155)、ホスホグリセリン酸キナーゼ遺伝子 (pgkA)は70%

であった156)。また、 Aである割合はそれぞれ 2%と5% と非常に低いのが特

融であった。一方、発現量が低いとされている トリプトファン合成酵素遺伝

子(trpC)157)とオルニチン ・カルパモイ lレトランスフエラーゼ、遺伝子(argB)

101)では G+Cはそれぞれ 51% と62%であり 、偏りは高くない。麹菌の amdS

遺伝子はコドンの 3番目の G+Cが 51% と低く 、Aである割合が 20% と比

較的高いという発現量の低い遺伝子の特徴を示していた。また、ノーザン解

析からも、アセトアミドや酢酸等で誘導をかけても構成的に発現している

s-チュープリン遺伝子よりも転写産物が少ないことが認められるので、発

現量の低い遺伝子であることが考えられる。しかし、麹菌の遺伝子では、発

現が強いと考えられている αーアミラーゼ遺伝子で G+Cが 66%であり 124)、

グルコアミラーゼ遺伝子でも 59% 158)とそれほど G+Cに偏っているわけでは

ないので、発現量の高低が G+Cの割合で説明できるのかは、今のところ疑

問である。

A. nidulansのアセ トアミダーゼ遺伝子の構造や発現調節機構については、

これまで非常に詳細な研究がなされている 159)。そこで、麹菌の遺伝子の発現

についてノーザン解析によって若干の検討を行った。通常のグルコースと

NaN03を炭素源および窒素源とした培地で培養しでもアセ トアミダーゼ遺伝

子の発現はほとんど見られなかった。一方、アセト アミドを炭素源と窒素源

として使用した場合には、それほど強くはないがはっきりと遺伝子の転写産

物の存在が認められた。さらに、炭素源を酢酸にし、窒素j原を s-アラニン

にして培養すると発現量が上昇することが明らかになった。ここで用いた化

合物は全て A.nidulansのアセトアミダーゼ遺伝子の発現誘導を起こさせるも

ので、麹菌の遺伝子も同じように発現が誘導されていると考えられた。炭素

源としてアセ トアミドを用いた場合の転写レベルが低かったのは、アセ トア

ミドの誘導能が実際はその分解産物である酢酸の誘導能に由来している 159)こ
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とによると考えられる。このように麹菌と A.nidulansのアセトアミダーゼ遺

伝子は同じような発現調節を受けていると考えられるが、そのプロモーター

領域には高いホモロジーを示す配列は見いだされなかった。

クローニングした麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子を用いて栄養要求性の付

与されていない実用麹菌株 FN-16の形質転換を行ったところ、頻度は低かっ

たもののアセトアミドを単一窒素源とする培a地で生育が旺盛なコロニーとし

て形質転換株が取得できることがわかった。これらの株は再度アセトアミド

単一窒素源培地で培養してやることにより、本当に生育が良くなった形質転

換体であるのか確認できる。得られる形質転換体の数は A.nidulansのアセト

7ミダーゼ遺伝子をマーカーに用いた場合と大差なかったが、組み込まれる

プラスミドDNAが多コピーである点に特徴が認められた。このことは、有

用酵素などを大量に生産する場合には遺伝子増幅効果が期待できるので、有

利であると考えられる。

さらに、アセトアミダーゼ遺伝子のプロモーターを a-アミラーゼ遺伝子

のプロモーターに変換し、マルトースを炭素源にして高発現させることによ

り、形質転換頻度が5倍以上に上昇し、形質転換体の選択が容易になること

が明らかとなった。しかし、この場合にはアセ卜アミダーゼ遺伝子そのもの

を用いたとき よりも多コピーで組み込まれることが少なく、有用酵素などの

大量生産には適していないかも知れない。

遺伝子組換え法によって麹菌の有用菌株の育種を行う場合、宿主となる栄

養要求性変異株を実用菌株から造成することは、時間や労力がかかる上に、

変異処理によって本来の優良な性質も損なわれることがあるので、このよう

な優'性マーカーを用いた形質転換系の開発が重要である。また、いろいろな

静素生産性を麹菌に与えるためには利用できる選択マーカーが多くなければ

ならない。そのため、著者は薬剤耐性遺伝子をマーカーとする形質転換も試

みているが、麹菌は酵母や他のカピで用いられているような薬剤の多くに対

して高い抵抗性をもっており、利用できるものが少なかった。しかし、ベノ
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ミlレやフレオマイシンのように効果のある薬剤もあり、それに対する耐性遺

伝子が利用できる可能性を見いだしたが、現在までのところ、形質転換体の

選択に適した薬剤の濃度が設定できていないため宿主 ・ベクター系としては

確立していない。今後、引き続き詳細に検討して形質転換系として確立した

いと考えている。



第4章 形質転換による有用麹菌の育種

第l篤と第2篇第2章で述べたように、著者は人工突然変異法と細胞融合

法を用いて麹菌の有用菌株を育種することを試みてきた。しかし、人工変異

法では不要な性質を欠失または弱めることは可能で、あったが、それに付随し

て生育能の低下や分生子の着生が悪くなることが認められ、より緩やかな条

件での変異処理が望まれた。また、有用な性質、例えばアミラーゼ等の酵素

生産性を向上させることは今後の問題と考えられた。細胞融合法によ っても

生育能などの菌体全般の性質の改良と新たな性質の付与は可能であるが、酵

素生産性の飛躍的な向上は困難であると考えられる。一方、組換えDNAの

手法によれば、目的の酵素遺伝子を麹菌に導入してコピー数を増加してやる

ことにより、酵素の生産性を飛躍的に上昇させることができると考えられる。

実際に、著者らは第3章第 1節で確立した宿主・ベクタ一系を利用して麹菌

のa-アミラーゼおよびグルコアミラーゼの遺伝子を麹菌に再導入すること

により、多コピーとなった形質転換体が元株の 10倍近い酵素の生産性を示

すことを認めている 124，125)。しかし、この時に用いた宿主はアルギニン要求

性の変異株で生育が遅くなっている上に分生子の着生がきわめて悪いという

欠点があり、麹造りなどの実用には適していない。一方、実用麹菌株でも形

質転換可能なマーカーとしてアセトアミダーゼ遺伝子を利用 した形質転換系

が確立され、この系により麹菌の有用株の造成が可能になると考えられる。

本章では、遺伝子組換え法によって実用菌株の酵素生産性の向上した有用

株の育種が可能で、あることを確認することを目的として、すでに多田 ら124)に

よってクローニングされている αーアミラーゼ遺伝子を、優性マーカーを利

用した形質転換系を用いて麹菌に導入し、高生産性株の造成を試みた。なお、

この過程において、麹菌の染色体にほとんど同ーの構造の αーアミラーゼ遺

伝子が3個存在していることを認めたので、これら 3個の遺伝子の構造につ

いても4食言すを加えた。
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実験方法

1.使用菌株

第3章第3節に記載した麹菌 RIB40をトアミラーゼ遺伝子のクローニン

グ用の遺伝子ライブラリーを作製するために使用した。

形質転換に用いたアルギニン要求性株は第3章第 l節に記載した M-2-3株

とA.nidulans FGSC 89 (biA J， argB2 )であり、後者はジョージア大学の

Fungal Genetic Stock Centerから分譲された菌株である。また、アセトアミダ

ーゼ遺伝子による形質転換の宿主として用いた実用麹菌株は、デフェリフェ

リクローム非生産性かっ非褐変性の変異株である FN-16株と、その親株の A.

oryzae var. viridis RIB 203である。

プラスミドの調製およびコスミド遺伝子ライブラリーの作製には、第3章

第3節に記載した大腸菌 DHIを用いた。

2.培地および培養方法

麹菌菌体の培養は、第3章に記載したデキストリンーペプトン培地を用い

て行った。また、アセ トアミダーゼ遺伝子をマーカーとする形質転換の際に

用いた選択培地は、第3章第3節に記載した。トアミラーゼ生産用の培地

は、デキス トリンーベプトン培地とCD培地の炭素源のグルコースを 1%小

差デンプンに代えた培地を使用した。

大腸菌は第3章で記載した LB培地で培養した 0

3.プラスミド

今回の遺伝子ライブラ リーの作製にはコスミド pJB8を使用した。

実用菌株の形質転換に使用したプラスミドベクターは、第3章第3節で構

築した pUAMD2から 4.8kbの SaJI-BamHI断片を切り出し pUCI18の SaJI-

BamHI部位に挿入した pUAMD3と、麹菌のトアミラーゼ遺伝子のプロモー

タ」に交換したアセト アミダーゼ遺伝子をもっ pUPAMDIである。この2つ

のベクターの BamHI部位に麹菌の a-アミラーゼ遺伝子の lつ (amyC)を含
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む5.4kbの BamHI断片を挿入したプラスミドを構築し、それぞ"t'L

pUAMD3/amyC及び、pUPAMD1/amyCとした。

4.麹菌のコスミド遺伝子ライブラリーの作製

第3章第3節でファージ遺伝子ライブラリーの作製に使用した麹菌 RIB40 

の全DNAを Sau3AIで部分分解し、 10-40%の煎糖密度勾配遠心 (24，000

rpm 、 20時間、 20
0

C ) で分離して、 30~40 kbの大きさのDNA断片を回収し

む これをコスミドpJB8の BamHI部位に挿入した。DNAはファージの場

合と同じようにして invitro パッケージングによりファージ粒子に取り込ま

せた。このファージ粒子を大腸菌 DHlに感染させ、 50ppmアンピシリンを

含むLB培地にプレートし、コロニーを形成させ、次のコロニー・ハイブリ

ダイゼーションに用いた。

5コロニ一・ハイブリダイゼーション

l枚のプレー トに約 600個のコロニーが小さく現われてきたときに、

Hybond-Nナイロン ・メンブレン (Amersham)を上からのせてコロニーを写

し取る。メンブレンはコロニーのある面を上にして再びLB-アンピシリン培

地にのせて、コロニーが大きくなるまで培養する。これをアルカリ液によっ

て変性させた後、中和して 2XSSCで洗い、風乾後紫外線照射により DNA

を固定した。

ハイブリダイゼーションは、多国によってすでにクローニングされていた

週菌の a-アミラーゼ遺伝子を含む 3，7kbの EcoRI断片124)を 32pラベルした

プローブを使用して、第3章第 l節で記載した方・法で、行った。

6. D N Aの調製方法

コスミドDNAの調製法は、通常のプラスミドの調製法と同じであり、第

3章第 l節に記載した。

7.塩基配列の決定

第3章第3節に記載したように、 主に自動DNAシークエンサーを用いて

ITった。
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8形質転換方法

麹菌M-2-3とA.niduJans FGSC 89の形質転換は第3章第l節に記載した

方法で行った。また、栄養要求性のない実用株の形質転換はアセトア ミド単

t 窒素源培地を用いて第3章第3節で、述べた方法で行った。

9αーアミラーゼ活性の測定法

培養ろ液を用いて、第 l篇第 l章に記載されている方法によ って測定した。

建菌菌体あたりの活性は、ろ過によ って集めた菌体をペーパータオルで十分

に水分を除いた後、遠心エパポレーターによって乾燥した菌体の重量を用い

て換算して求めた。

10.米麹の製造

第l篇第 l章に記載したように、日米を用いて恒温恒湿装置で製麹した。

なお、麹の酵素は 0.5%NaClを含む 20mM酢酸緩衝液を用いて抽出した。

実験結果

1.麹菌友びその近縁のカビにおける αーアミラーゼ遺伝子の存在様式

麹菌のローアミラーゼ遺伝子はすでに多国らによってクローニングされ、

その塩基配列も決定されている 124)。多国らはクローニングした遺伝子をプロ

ープとして麹菌のゲノミック ・サザンハイブリダイゼーションを行ったとこ

ろ 、 BamHI 分解で 5~ 7 kbに同じ程度の濃さの 3本のバンドが現われること

を認め、麹菌の染色体には複数の αーアミラーゼ遺伝子かそれに緩めて似た

配列が存在することを報告している 124)。

一方、第 l章第3節でも述べたように、麹菌A.oryzaeは醤油麹菌A.sojae 

やアフラトキシン生産菌として知られているA.f1avusとA.parasiticusに分

類学上極めて近縁のカピである。しかし、麹菌はその他の3種のカビと違い、

日ゲミラーゼ生産性が高いことが知られていた60)。そこで、麹菌のトアミ

ラーゼ生産性が高い原因の一つにこの遺伝子が麹菌にのみ複数個存在してい
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b二とがあるのではないかと考え、近械の4砲のカビについて αーアミラ-

f遺伝子をプローブとしたサザン解析を行った。

使用した菌株は第 l章第 3節でJHいた 4種のカピの代表株、 A.oIyzae RIB 

.1()、 A.sojae RIB 1045、A.[Javus RIB 1427、A.paI司sllicusRIB 4032である。

:れらの菌株のDNAを各種制限酵素で分解し、すでにクローニングしてい

っokbの EcoRI-BamHI断片をプロープとしてサザン ・ハイブリダイゼ一
同ンを行った。

図2-63に示すように、A αyzaeでは使用した制限酵素のいずれで、も複数

。バンドが検出されるのに対して、その他の3種のカピでは l本のバンドし

増められなかった。A.parasiticusの HindIll分解で、複数のバンドが検出さ

1¥たが、これは分解が不卜分だったことによるものである。このことから、

躍の菌では麹菌の a-アミラーゼ遺伝子と非常に高いホモロジーのある配

制l個しか存在していないことが示された。

BamHI EcoRI Hindlll Xhol 

1234123412341234  

b
3
4
6
4
 

K
2
a
6
4
 ~:ð: 

0.56-

~麹菌及びその近縁のカピの α ーアミラ ーぞil'R空宇τ?τ士ラにしたサザン角平析

1. A. oryzae RIB 40: 2、A.sojaeRIB1045、3.A. navus RIB 1427‘4， A. pilrilsiticus RIB 4032 

同に、第 l章第3節で染色体の Smal分解パターンを調べるのに用いた多

(の株について もサザン解析を行ったが、A.oryzaeに属する菌株は全て複数
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のバンドが存在していたが、A.sojae、A.flavus、A.parasiticusには l本のパ

yドだけが検出された。また、染色体の SmaI分解パターンによ り、A

oryzaeと判定された株には複数のバンドが存在し、。ァミラーゼ遺伝子の

存在個数と染色体の SmaI分解パターンはよく 一致していた。

麹菌にのみトアミラーゼ遺伝子が複数存在していることから、麹菌の。

7ミラーゼ生産性が高いことの一つの理由はこの遺伝子のコピー数が関与し

ていることが示唆された。

2.麹菌に存在する 3個の αーアミラーゼ遺伝子のク口一二ンク

麹菌に存在する αーアミラーゼ遺伝子と高いホモロジーを示す配列がローア

ミラーゼ遺伝子そのものであり 、麹菌で機能しているのかを確認するために、

全ての遺伝子をクローニングした。なお、クローニング及び塩基配列の決定

は、醸造資源研究所の多田との共同研究によって行った ものである。

少なくとも 3個あると考えられるローアミラーゼ遺伝子がお互いに近傍に

存在していてクラスターを形成している可能性も考慮にいれ、遺伝子ライブ

ラリーをコスミドを用いて作製した。すでにクローニングしていた 3.7kbの

EcoRI断片をプローブとして、約 6，000個のコスミド ・ライブラリーをコロ

ニー ・ハイブリダイゼーションによってスク リーニングした。その結果、10

個のポジティブ ・クローンが得られた。

これらのク ローンからコスミドDNAを調製し、BamHIで分解後スクリー

ニングに使用したプローブによってサザン・ ハイブリダイゼーションを行っ

た。 図 2-64 に示す よ うに 、 1 例を除いて他のいずれのクローンにも 5~7 kb 

の大きさが異なるバンドがl本だけ認められた。20kbのバンドが存在する

クローンは、遺伝子ライブラリーを作製するときに、BamHI部位の内側にあ

るSau3AIでコスミドに挿入されたため、一方のBam間 部位が失われたもの

と考えら れる 。 コスミドには 30~40 kbという非常に大きいサイズのDNA

が挿入できるので、今回得られたクローンに異なる大きさのバンドを 2本以

上もっているものがなかったことは、3本の遺伝子はお互いの近傍には存在
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Jていないと考えられる。実際に本l;i第 l節で行った OFAGEによって染色

付分離し、サザン解析を行うと、異なる 3木の染色体にハイブリダイズす

刊で、これらの3個の遺伝子はそれぞれ異なる染色体に分散して存在して

Jるものと考えられる。

kb 

23-
9.4-
6.6-
4.4-

2.3-
2.0-

0.56-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 

図 2-64 コスミドクローンの BamHl分解のサザン解析

1-10.コスミドクローン:D..RIB 40 

ここで、 6.6kb、6.0kb、5.4kbの大きさの異なる 8amHI断片をそれぞれ

のコスミドクローンから回収し、 pUCl18に挿入して制限酵素地図および塩

配列の決定に用いた。また、 8am!-ll断片の大きい順に amyA、叩JyB、

制yCと名付けた。

単離した 3つの日ーアミラーゼー辿伝子の'rIi1J限酵素地図を図 2-65に示したが、

?でにクローニングして塩基配列の決定されている遺伝子から推定されるタ

ノパクのコード領域を含む周辺の酵素地図はほとんど一致していた。しかし、

i'上流の EcoRI部位からさらに上流領域の制限酵素地図は異なっていた。-

~， al口lyBと加JyCでは 3'下流の Bam!-ll部位の場所は同じところにあるが、

川lyAには存在しなかった。
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H m じい!明也ム叩~
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tj |持品開b・宮司|

1 kb 

図2-65 3つの r アミラーゼ遺伝子の制限酵素地図

3白 3個の α-アミラーゼ遺伝子の塩基配列

ジデオキシ法によって、新たにクローニングした 3佃の日 eアミラーゼ造

伝子の EcoRI-BamHIまたは EcoRI-SphI断片の塩基配列を決定した(図 2-66)0 

amyBとamyCは塩基配列を決定した範囲では、全く同じで区別できなか

った。一方、amyAはEcoRI部位から停止コドンの 69bp後までは、 抑yB

およびamyCと3個 (5'上流でl個、 コード領域で2個)の違いが認められ

たが、3・下流領域が著しく異なっていた。すでにクローニングしてあった

トアミラーゼ遺伝子124)は、塩基配列の比較から amyBか制yCのいずれか

であることがわかった。

4.麹菌及びA.nidulansへのα-アミラーゼ遺伝子の導入

麹菌に3個の αーア ミラーゼ遺伝子が存在することが明らかになったが、

この全てが麹菌で機能していることを確認するために、これらの遺伝子をそ

れぞれ、麹菌及びA.niduJansに導入して発現するか調べた。 A.niduJansを使

用したのは、この菌がほとんどトアミ ラーゼを生産しないことから、麹菌

のa-アミラーゼ遺伝子の発現の有無が明瞭に観察されるのではないかと考
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図2・66 麹菌 αーアミラーゼ遺伝子の全塩基配列とアミノ酸配列
組閣にはほとんどI，;J-の a・7ミラーゼ泊fムfーが3俳1イfイ上している。これらのうち、 2例 (amyB，amyC) 
は決定したfIlli.U11内では全く同じ配列を持っていた。 一点、成る 111'1 (amyA) はコード官l域で 2 つの品O，~

が災なっており、 3'下 tit領域の配911 に他と大きな追いが認められた。 Ol~なっている位以およびアミノ般

を配列の下に折弧で示した) 0 5'J'.流領域にイパEするTATA、およびCAAT配列は上級で示した。また、イ

ントロン内のコンセンサス配列をド紋でIJ' した。さらに、主主jな jl~'lj:lmýfjl，(を*でぶしである 。 アミノ般

は1文'i:}i:.示で示したが、その</'でシグナJレベプチドには F紘を付した。
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iられたからである。

amyA、amyB、amyCをそれぞれ含んでいる BamHI断片を pSal23につない

で、アルギニン要求性の宿主 M-2-3とA.nidulans FGSC 89の形質転換を行

った。得られた形質転換体は、デンプンを含む最少寒天平板培地に接種して、

30'(、5日間培養した後、ヨード蒸気をあててコ ロニーの回りに生じるデン

プンの消化円 (halo)の大きさを観察した。麹菌 M-2-3の形質転換体では、

対照の pSal23のものと haloの大きさに有意な差は認められなかったが、 A.

nidulansの形質転換体では、対照と比べて大きな haloを形成するものが多く

認められた。これは、 3個のいずれの遺伝子を導入したものでも同じ程度認

められた。

そこで、これらの大きな haloを形成した形質転換体を 1%小麦デンプンま

たは 1% グルコース を含む最少培地で培養し、培養液中の αーア ミラーゼ活性

を測定した。

表2-30 A. nidulansの形針転換体の αアミラーゼ活性

Transfonnant α-amylase activity (U/mg of dry mycelium) 

CD-starch CD-glucose 

pSa123-1 0.09 0.03 

pSal23/amyA-1 1.81 0.01 

pSal23/amyA-2 1.63 0.03 

pSaI23/amyA-3 1.22 0.02 

pSal23/amyA -6 36.1 0.49 

pSal23/amyB-1 4.72 0.11 

pSal23/amyB-4 60.2 0.38 

pSal23/amyB-5 2.64 0.03 

pSal23/amyC-2 42.4 0.36 

pSaI23/amyC-5 1.14 not test巴d

pSal23/amyC -6 2.29 not tested 

pSal23/αmyC-7 75.8 0.45 

表2-30に示したように、 A.nidulansにローアミラーゼ遺伝子を導入したも

のでは、いずれも対照に比べて活性が 20~ 1000倍と著しく高くなっていた。

また、グルコースで培養したものでは、日アミラーゼ活性が顕著に上昇す
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bことは認められなかった。これらのことから、A.nidulansでは導入した 3

Eのa-アミラーゼ造伝子は、正常に発現しており、その発現の調節につい

ても麹菌と同じようにデンプンで発現が誘導されるが、グルコースでは誘導

?れないことが示された。さらに、 A.nidulansの形質転換体のDNAのサザ

y解析を行ったと ころ、活性が若しく上がっている株ではiiJ4入した αーアミ

?ーゼ遺伝子のコピー数が極めて多くなっていることがわかった(図 2-67)。

b

3

4

6

4

 

K
2
a
6
4
 

~:8= 

0_56-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

図2-67 A. nidulansの形針転換休のDNAのサザンIfJ1I析
レーン 1-12は、}_(2-32のpSaI23-1-pSal23jall/yC-7に州、'iするf;!，のDNAを BiU1Jll1で

分野lし、 3.0kbの E印 R1-BiU1JH1断)'，をプロープにしてハイブリ ダイゼーションを行った。

一方、麹菌ではデンプン平板培地での haloの大きさに大差はなかったが、

同株か選択してデンプンを含む最少培地で培養し、 。ーアミラーゼ活性を測

定した。 その結果、 A.nidl点目 の場合と同様、 3個の遺伝子のそれぞれを導

入した株で a -アミラーゼ活性が 2~ 8 倍に上昇していた(表 2-31 ) 0 A. 

mdulalJsに比べて活性の上昇率が低いが、宿主の麹菌にはもともと 3個のト

7ミラーゼ追伝子が存在しているので、コピー数の増加の効果が現われにく

かったことによると考えられる。また、 haloに差がなかったのも、対照の株

が生産する トアミラーゼの量で十分に大きな haloが形成されるために、そ
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jt以上の生産量があって も識別できるほどの差が生じなかったのであろう。

表2-31 麹菌の形針転換体の十アミラーゼ活相

Transfonnant 

pSal23-a 

pSaI23/amyA-a 

pSaI23/amyA-b 

pSaI23/amyB-a 

pSaI23/amyB-b 

pSal23/amyB-c 

pSal23f，αmyC-a 

pSal23/amyC -b 

α-amvlase activitv (U/mg of drv mycelium) 

15.2 

59.8 

24.4 

128.3 

28.1 

66.3 

71.3 

64.3 

以上の結果から、麹菌の染色体に存在している 3個の日アミラーゼ遺伝

子は正常に機能している遺伝子であることが明らかにされた。

4目 αーアミラーゼ高生産性の実用菌株の造成

麹菌にはもともと 3個の rアミラーゼ遺伝子が存在しており、これらは

すべて正常に発現していることが明らかになり、このことが麹菌の a-アミ

ラーゼ生産が他のカビに比べて高い理由の一つであると考えられた。このよ

うな麹菌にさらに組換えDNA技術によりローアミラーゼ遺伝子を導入して、

遺伝子のコピー数を増やしてやることによって、高生産性の菌株が造成でき

ることも示唆された。しかし、上で用いた麹菌の宿主はアルギニン要求性で、

生育が遅く分生子の着生が極めて悪いという欠点をもっていて、実用には適

していない。そこでアセ トアミダーゼ遺伝子を優性マーカーとして実用菌株

へa-アミラーゼ遺伝子を導入し、高生産株の造成を試みた。

先にクローニングした3個のトアミラーゼ遺伝子は全て正常に発現する

ことが示されているので、その中で最も小さい 5.4kbの BamHI断片に含ま

れている amyCを、アセトアミダーゼ遺伝子をマーカーにもつ2つのプラス

ミドに挿入した。 1つは、麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子そのものをもっ

pUAMD3であり、もう lつはプロモーターを a-アミラーゼ遺伝子のものに
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交換したアセトアミダーゼ遺伝子をもっ pUPAMDIである。これらのベクタ

戸の BamHI部位に amyCを挿入し、実用菌株である FN-16および RIB203 

を形質転換した。

選択培地については前にも述べたが、pUAMD3/amyCでは炭素源と浸透圧

調節剤として 1Mシュクロースを用いており、 pUPAMDl/amyCでは炭素源

は2%マルトースである。この時の形質転換結果を表 2-32に示した。

表2-32 麹菌の形11転換結果

Plasmid No. of transfonnants 

D.QI!g2 FN-16 RIB 203 

pUAMD3 2 

pUAMD3j昌myC 4 

pUPAMDljamyC 16 5 

第3章第3節で述べたように FN-16では、得られる形質転換体の数は

pUAMD2及びpUPAMDI単独で形質転換した場合とほとんど同じであった。

一方、今回は野生株である RIB203についても形質転換を行ったが、

pUAMD3/amyCでは選択培地上でパックグラウンドと明瞭に区別できるよう

な旺盛な生育を示す株は得られなかったが、pUPAMDl/amyCで旺盛に生育

できる株が5株得られた。

FN-16及び RIB203の形質転換体をデンプンを含む最少液体培地で 30
0

C、

3日間振盤培養し、その培養液中のトアミラーゼ活性を測定した (表 2-33、

表2-34)。形質転換体の中には元株と活性に差がないものも存在するが、 一

方で活性が高いもので約5倍に上昇している株が得られた。

FN-l6で活性の高い株のDNAを調製し、 pUC118をプロープとしてサザ

ン解析を行ったところ、pUAMD3/amyCを用いたときは非常に多くのDNA

が組み込まれていた(図 2-68)。しかし、pUPAMDl/amyCで形質転換した
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場合は、 5項で述べたようにコピー数は少なかった。

表2-33 FN-16の形針転換体の αーア ミラーゼ泊料

Transfonnant 旦-Amy1as函而而主
(U/mg of dry myce1ium) Ratio 

FN-16 14.2 1.0 

pUAMD3/amyC-TR 1 15.6 1.1 

TR4 36.8 2.6 

TR5 25.6 1.8 

pUPAMDl/amyC-TR1 24.4 1.7 

TR3 33.4 2.4 

TR4 24.3 I.7 

TR5 30.5 2.2 

TR6 35.0 2.5 

TR9 37.1 2.6 

TR10 44.5 3.1 

TRl1 38.7 2.7 

TR12 44.3 3.1 

TR15 64.5 4.5 

衣 2-34 R1B203の形針転換体の αーアミラーゼI，fiYl

Transformant α-Amv1asc activitv 
(U/mg of dry myce1ium) Ratio 

R1B 203 19.8 1.0 

pUPAMDl/amyC-TR1 24.0 1.2 

TR2 82.9 4.2 

TR3 32.4 1.6 

TR4 61.2 3.1 

TR5 51.6 2.6 
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図 2-68 FN- 1 6 の]診針転1~~休のサザンWf.析

レーン 1，FN-16: 2‘pUAMD31山口lyC-TRI、3，pUAMD3IiJIllyC-TR4: 4， pUAMD3Ial1lyC-TR5句

5， pUI'八MDII剖l1yC-TR3、6‘pUI'AMIコ1{amyC-TR5守 7，pUPAMDI{amyC二rR9:8‘pUPAル101
{anJyC-TRIO: 9， pUPAMDl/amyC-TRI5: 10， pUPAMDl/a川yC-TRI2. D N Aを8amlllで

分解 し、 pUCI18をプロープにしてハイプリダイゼーションをわった。

一方、RIB203の形質転換体のサザン解析では、最も高い活性を示した T2

4にはpUCl18とハイブリダイズするバンドが認められなかった(図 2-69A)0 

Jかし、そのほかの株では pUCl18とハイブリダイズするバンドが認められ

ioアセトアミダーゼ遺伝子をプローブとしてサザン解析を行うと、 T2で

は来の染色体に存在するアセ卜アミダーゼ遺伝子の他に αーアミラーゼ造

E子のフ。ロモーターに交換したベクターに存在した遺伝子のバンドが検出さ

Ilた(図2-69B)ので、T2では形質転換後にベクターの pUCl18に相当する

動11が脱落しているものと考えられる。

今回得られた形質転換体では、組み込まれたDNAのコピー数が非常に高

悦が存在したにも拘らず、これらの株でコピー数に比例した日 ーアミラー

明性の顕著な上昇は見られなかった。 しかし、麹菌にはもともと 3個の 0

7ミラーゼ遺伝子があって、 日ーアミラーゼ生産性が高し、ことを考慮すれば、
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j倍程度の活性の向上は実JTJ的には有mであると思われる。
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図2-69 RIB 203の形町転換休のサザンIIfHTj-

レーン 1，R1臼203;2， pUPAMD1jill1lyC-TR 1; 3， pUPAMD1j淀川yC-TR2:4， pUPAMD1j山口yC-TR3;

5， pUPAMD1jill1lyC-TR4; 6， pUPAMD1j叩 lyC-TR5. DN AをBiUllH1で分解してハイプリダイ

ゼーションをねった。 (A)プロープ;pUC118 (B)プロープ 5kb ill1IdS Sill1断n。

表2-35 FN-16の形町転換体による米麹のアミラーゼj酎;1・

Transfor1l1anl o.-A1l1ylasc Glucoa1l1ylase 
(U/g of ric巴-koji)

FN-16 1110 219 

pUAMD3/all1yC-TRI 1120 123 

TR4 1520 119 

pUPAMDliα川yC-TR3 1740 272 

TR4 900 227 

TR5 2420 284 

TR6 1380 232 

TR9 1480 250 

TRIO 2030 271 

TRI2 1310 279 

TRI5 2030 260 



表2・36 RIB 203の形質転換体による米麹のアミラーゼ活'111

Transformanl 且-Amylas巴 Glucoamylase
(U/g 01" rice koji) 

RIB 203 1500 197 

pUPAMDIf，αmyC-TRI 1860 106 

TR2 2560 195 

TR3 1680 166 

TR4 2220 16H 

TR5 1410 108 

5α・アミラーセ‘高生産性の実用菌株による米麹の製造

上で得られた αーアミラーゼ高生産性の形質転換体を用いて、米麹を製造

し、その a-アミラーゼ活性を測定した(表 2-35、表 2-36) 。

形質転換体の製麹中の生育は対照の非形質転換体とほとんど差がなく、出

麹時期の麹の状貌も違いはなかった。麹のトアミラーゼ活性は、液体培養

の時ほどは顕著で、はなかったが、 高いもので2倍以上の活性を示した。 a-

アミラーゼ以外の酵素活性についても測定したが、ややバラツキはあるもの

の、α・ア ミラーゼほど顕著な差は認められなかった。

考察

遺伝子組換えの手法による麹菌有用菌株の育種の可能性を検討する目的で、

本篇の第3章で開発した麹菌の形質転換系を利用して、ローアミラーゼ高生

産性の実用菌株の造成を試みた。

実用麹菌に導入しようとした麹菌のトアミラーゼ遺伝子は、すでに多国

らによってクローニングされていたが、麹菌のDNAのサザン解析によ って

単離した遺伝子と非常にホモロジーの高い、おそらく同ーの遺伝子と考えら

れる配列が少なくとも 3個染色体に存在することが示唆されていた124)。
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麹菌に近縁のカピについても αーアミラーゼ遺伝子のコピー数を調べた結

果、複数の遺伝子が存在するのは麹菌に特有の現象であり、このことが、麹

菌がαーア ミラーゼ生産性が他の菌に比べて高いことの一つの理由であると

考えられた。

次にこれらの遺伝子をクローニングして、構造と機能について解析した。

これらの遺伝子が染色体の近傍に存在し、クラスターを形成している可能

性も考え、大きいDNA断片を挿入できるコスミドを用いて遺伝子ライブラ

リーを作製してコロニー ・ハイ ブリダイゼーションを行った。その結果、遺

伝子を重複しでもつクローンは得られず、クラスターを形成していないもの

と考えられた。

3個の遺伝子の制限酵素地図及び塩基配列から、このうちの2つ、制yB

とamyCと名付けた遺伝子はタンパク質のコード領域と 5'-及び 3'-の周辺

領域が完全に一致していた。一方、 amyAはamyBとamyCと比べて、コー

ド領域で2個の塩基の置換があ り、相当するアミノ酸が変わっていた。また、

5'上流領域約 600bpでl個の塩基が変わっていただけだが、 3・下流領域で

は停止コドンの 70bp以降で全く配列が異なっていた。

著者らが麹菌に αーアミラーゼ遺伝子が3個存在していることを見いだし

たと同じ頃、独立に異なる 3グループから同様の報告がなされた。Wirs巴lら

lω)は、著者らと同じように 3個の、また Ginesら161)と塚越ら 162)は2個のト

アミラーゼ遺伝子の存在を認め、それぞれの塩基配列を決定した。彼らの遺

伝子の塩基配列と今回クローニングした遺伝子の配列とを比較すると、

amyBとamyCは Wirs巴lらの amyl、Ginesらの Amyl、塚越らの Taa-Glに相

当していることがわかる。また、 amyAは Wirselらの amy3、Ginesらの

Amyllに相当していた。しかし、 Wirselらの amy2および塚越らの Taa-G2

に相当するものはなかった。 研究者によって用いている菌株が異なっており 、

遺伝子の数も 2個と 3個の違いはあるが、トアミラーゼ遺伝子が麹菌に複

数存在していることは確かで、ある。著者はさらに多くの麹菌株についてサザ
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ン解析を行っているが、 全て複数の遺伝子の存在を示唆し、ハイ ブリダイゼ

ーション・パターンにもバラエティが認められたので、菌株によって周辺領

減の塩基配列に違いがあるものと考えている。

今回 OFAGEで調べた系統的に異なる麹菌株で、トア ミラーゼ遺伝子がク

ラスターを形成しておらず、別々の染色体に分散されていることを著者らは

初めて見いだしたが、他の菌株でもこのようなことが認められるのかは今後

検討しなければならない。

Wirselらも 3個の遺伝子をクローニングしているが、ノーザン解析の結果

から amy2の発現だけが認められないと報告している 160)。著者らは、 3個の

遺伝子のそれぞれをA.nidl山nsと麹菌に導入し、いずれも正常に機能するこ

とを見いだした。amy2に相当する遺伝子は RIB40に存在していないことか

ら、この遺伝子が機能しない ps巴udogeneであるのかわからないが、塚越らの

得ている Taa-G2の配列は amy2と同じであり、彼らはこの遺伝子に相当す

るcDNAも単離している 162)ので、おそらく正常に発現しているものと思わ

れる。

著者らのクローニングした 3個の日ーアミラーゼ遺伝子は全て正常に機能

することが明らかになったので、このうちの amyCを栄養要求性のない実用

麹菌に導入して高生産性株の造成を試みた。2種類のベクターを用いて、

amyCをデフエリフェリクローム非生産性かつ非褐変性の実用株 FN-16およ

びその野生型の RIB203に導入した。RIB203でアセトアミダーゼ遺伝子そ

のものを選択マーカーとした pUAMD3/amyCを用いた場合に、はっきりとし

た形質転換体が得られなかった以外はトアミラーゼの高生産性株が得られ

た。RIB203はアセトアミダーゼ単一窒素源培地でも生育が比較的良いため、

アセトアミダーゼ遺伝子が導入されても生育に大きな差が現われにくいこと

により、形質転換体のみを識別できなかったものと考えられる。また、アセ

トアミダーゼ遺伝子は多コピーにならなければ生育に影響を及ぼさないこと
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から、今回に実験では差が生じるほどには多コピーの組込みが起こ らなかっ

たこ とも考えられる。実際、再度形質転換を試みたところ、 生育に差が認め

られる株も分離できているので、このような株についてそのコピー数を検討

したいと考えている。

一方、 αーアミラーゼ遺伝子のプロモーターに代えたベクターでは、マル

トース培地上でプロモータ一機能が誘導されてアセ 卜アミダーゼ遺伝子が高

発現するので、生育に差が生じ、形質転換体のスクリ ーニングが可能であっ

たと思われる。

形質転換体の αーアミラーゼ活性は最大5倍ほど上昇したが、これはもと

もと宿主に3個のトアミラーゼ遺伝子が存在しているので、導入されたコ

ピー数に比べて活性の上昇率が小さくなるのは当然である。

前にも述べたように、口ーアミラーゼ遺伝子のプロモーターに代えたベク

ターを用いた場合には、形質転換頻度は高くなる反面、コピー数はそれほど

多くならない。一方、アセトアミダーゼ遺伝子をそのままマーカーとしても

つベクターでは、多コピーにならなければ生育に差が生じてこないので、形

質転換体として選択された株には多コピーのDNAが組み込まれ遺伝子増幅

効果が現われてくると考えられる。しかし、今回の試験では予想に反して、

コピー数が非常に多くなった形質転換体が得られたにも拘らず、αーアミラ

ーゼ活性はコピー数の少ない株と大差がなかった。

これらのコピー数の多い株で遺伝子増幅効果が認められなかったことの理

由としてはいくつか考えられる。一つには、 導入したトアミラーゼ遺伝子

が組み込まれた染色体の部位によって発現が弱められるような、いわゆる位

置効果が考えられる。また、麹菌にはもともと 3個のトアミラーゼ遺伝子

が存在している上に、それらの遺伝子は高発現しているので、さらに多くの

トアミラーゼ遺伝子を導入してやっても、生産される αーアミラーゼタンパ

クが麹菌の分泌経路を飽和し、分泌が効率的に行われなくなっている可能性

も考えられる。さらに、多コピーになっても αーアミラーゼ遺伝子の高発現
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に関与している調節タンパク質の量に限度があるため、発現が効率的に行わ

れていないこともあり得る。いずれにしても、導入した遺伝子が正常に発現

しているのかを確認する必要があると考えられる。これに加えて、 pUAMD3

をベクターにした形質転換株の数が少なかったこともあり、確認するために

はもう少し多くの株について調べなければならないと考えている。

優性マーカーを用いて形質転換することにより、実用菌株のローアミラー

ゼ生産能を数倍に上けることができたことは、その他のいろいろな有用酵素

に関してもこの手法が利用できることを示唆するものである。。ーアミラー

ゼは麹菌にたまたまその遺伝子が複数個存在したためもあり、遺伝子増幅効

果が顕著には現われなかったが、Iコピーしか存在しない遺伝子や麹菌が有

していない遺伝子では、よりはっきりとした遺伝子の増幅効果が認められる

であろう。すでに、著者らは αーアミラーゼの他に醸造にとって重要な役割

を果たしているグルコアミラーゼ158)と酸性プロテアーゼ163)の遺伝子をクロ

ーニングしており、ここで述べたのと同様のシステムで実用菌に導入を試み

ている。特に、これらの遺伝子は麹菌の染色体には lコピーしか存在してい

ないので、形質転換によって多コピーの遺伝子が導入できれば、生産性は飛

躍的に上昇することが期待できる。

このように、遺伝子組換え技術を利用することによって、これまで不可能

であった麹菌の酵素生産能の飛躍的な向上が可能になったと考える。著者が

第1篇で試みたような吟醸酒製造に適した麹菌株としてグルコアミラーゼ生

産性が高い株に着目したように、今後は遺伝子組換えによって容易にこの目

的にあった菌株を造成できるであろう。また、醤油用の麹菌ではプロテアー

ゼー特にアルカリ ・プロテアーゼ が重要であり、この生産性を向上させる

ために人工変異や細胞融合が用いられてきたが、その効果には限界があるよ

うに思われる。一方、遺伝子組換え法によれば、変異等で造成したプロテア

ーゼ高生産株にこの遺伝子を多コピー導入してやることによって、さ らに生

産性を上昇させることも可能であろう。酵素生産性の向上だけでなく、第3
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章第3節でアセ卜アミダーゼ、遺伝子の遺伝子破壊を行ったように、遺伝子組

換え法によ って不必要な性質に関与する遺伝子を破壊することも可能であ り、

様々な変異株を任意に造成できることも示された。

著者は、さらに遺伝子組換え法で造成した麹菌株を用いた清酒の小仕込試

験を行い、造成した菌株の有用性を検討したいと考えている。しかし、現在

のところ組換えDNA実験に関しては規制の問題もあって、実用上非常に有

用な菌株が得られでも、すぐには清酒製造の場において用いることはできな

い。今後は、遺伝子組換え法によって得られた株の有用性を確認するだけで

なく、その安全性についても詳細に調べていくことが必要であろう。そして、

将来この手法によって育種された麹菌株が実用になることを期待し、またそ

うなるようにデータなどを整備しておくためにも、今後も遺伝子組換え技術

を利用した研究を続けていく必要があると考えている。



要約

麹菌 (Aspergi/Jusoryzae)は、わが国の清酒や醤油及び味噌などの醸造製

品の製造にとって必要不可欠な重要な微生物である。また、麹菌はアミラー

ゼやプロテアーゼなどの酵素剤の工業生産にも広く利用されている。これら

の工業的な重要性から、それぞれの目的にあった有用麹菌株の育種が精力的

に行われてきた。著者は、清酒用の麹菌について(1 )人工突然変異法、 (2 ) 

細胞融合法、及び(3 )遺伝子組換え法の3つの手法を用いて有用菌株の育

種を試みた。特に、麹菌の遺伝子組換えについては、これまで全く試みられ

ていなかったものであり、著者の報告が世界で初めてのものとなった。

第 l篇では、古典的ではあるが最も多くの試みがされている人工突然変異

法によって吟醸酒製造に適した有用麹菌の造成を試みた。

吟醸酒は、エステルを主体とする果実様の芳香と淡麗な味の調和した高級

j百であり、これまでエステル生産性の高い清酒酵母の育種がなされているが、

麹菌については全く検討されていなかった。そこで第 1章では、吟醸酒製造

に適した麹菌の性質のーっとして、グルコアミラーゼ生産能の高いことに重

点をおいて麹菌の育種・改良を行った。

はじめに醸造試験所の保存菌株の中からグルコアミラーゼ力価の高い株を

検索した。清酒の小仕込試験を行い、麹の造りやすさや眼中での香りの高さ

を基準にしてRIB642株を優良株の候補として選択した。しかし、本株を含

めてグルコアミラーゼ力価の高い株はいずれも酸性カルボキシペプチダーゼ

力価が高く 、そのままでは清酒中のアミノ酸含量が多くなり、 j炎麗な味の吟

醸酒製造には適さないため、変異処理により酸性カルボキシペプチダーゼ力

価の低い株を造成した。
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RIB 642株の分生子に紫外線照射による突然変異処理を行い、カゼイン培

地を用いることにより、目的の有用株を得るためのスクリーニングを行った。

すなわち、カゼインを主要窒素源とする液体培地に紫外線処理した分生子を

接種し、 30
0

C、24時間培養した後、ガラスフィルターでろ過して、酸性カル

ボキシペプチダーゼ等のタンパク質分解酵素活性が低いために生育速度が遅

くなった株を濃縮した。得られた候補株はカゼインを含む寒天培地に接種し、

消化円の小さい株を選択した。この操作を 2回繰り返すことにより 8株の有

用株を分離した。これらの株を用いて、吟醸酒の小仕込試験を行い、吟醸香

の高い穆となる642-12-A株を有用菌株として選択した。

第2章においては、造成した有用菌株を用いて総米150kgの中間工業規模

の吟醸酒製造試験を行った。製麹経過は市販種麹と比べて大差なく 、グルコ

アミラーゼ力価が約3倍と高い一方で、酸性カルボキシペプチダーゼ力価は

卜5倍とやや高い程度の目的に沿う麹となった。麹のグルコアミ ラーゼ力価が

高いことに由来して、酪経過は進み気味で、グルコース濃度が普通の穆に比

べて 2~3 倍と高いことが特徴的であった。 また吟醸香が高く、グルコース

濃度が高いことから日本酒度の割に甘く感じる新しいタイプの吟醸酒が醸出

できた。

第2篇では、麹菌に外来の遺伝情報を導入することによって新たな有用菌

株の育種を行うことを目的として、細胞融合及び遺伝子組換え法について検

討した。

麹菌をはじめとするカピの細胞融合や形質転換を行うためには、細胞壁を

除去したプロ トプラス トを調製して用いる必要がある。麹菌体から効率よく

大量のプロトプラストを調製するためには、麹菌細胞壁の主要成分であるキ

チンとs-1 ，3-グルカンを分解する強力な酵素が必要で、あるが、これまでに知
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られている酵素斉IJは活性が不十分で、単独で、は効果がなく、いくつかの酵素剤

を併用する必要があった。 そこで、第 l章では、強力な麹菌細胞壁溶解酵素

の開発を試み、酵母溶解菌として単離されていたOerskoviasp. CK株が、麹菌

細胞壁溶解酵素を最も著量に生産することを見いだし、その生産条件及び酵

素的諸性質と麹菌のプロトプラスト調製への利用を検討した。

Oerskovia sp. CK株の生産する細胞壁溶解酵素を大量に調製するために、生

産条件の検討を行い、基質として容易に入手できる酵母菌体とキチン粉末を

用い、 30
0

C、40時間の培養を行うことにより最大の収量が得られた。細胞壁

溶解酵素は、キチナーゼとs-1 ，3-グルカナーゼを主体とする混合物として生

産され、溶解活性とキチナーゼおよびs-1 ，3-グlレカナーゼ活性の培養経過に

おける挙動から、細胞壁の溶解にはキチナーゼが主に関与していると考えら

れた 。 本酵素の最適 pH は 6.0~ 7.0、最適温度は 45
0

C 、 またpH 5 .0~ 8 .0 の間

で安定で、 40
0

C、15分の処理でもほとんど活性の低下は認められなかった。

本酵素標品は単独で、かつ 0. 5 ~ 1.0 mg/mlの少量で麹菌体から十分量のプロ

トプラストを産生することができた。さらに、接合菌類を除く広範囲のカピ

の細胞壁を溶解し、これらの菌のプロ 卜プラストを作るのに有効であること

が示唆された。

次に、麹菌細胞壁溶解酵素を用いて、麹菌のプロト プラス トの生成と再生

条件の検討を行った。プロ トプラス ト生成の最適条件として次のような条件

を設定した。

デキス トリ ン・ペプ トン培地で 30
0

C、40時間培養した菌体をガラスフィル

ターで集菌、洗浄後L字管にとり 、0.5mgjmlの溶解酵素と浸透圧調整剤とし

て0.8M NaClを含む 10mMリン酸緩衝液(pH6.0) 1 0 ml を加え、 30
0

C 、 2 ~ 3

時間振重した。プロトプラス トが生成するにつれて、菌糸がバラバラに崩れ

反応液が濁ってくるので、3G3 (孔径30~ 100μm)のガラスフィルターでろ

過し、 0.8M NaCl 溶液で洗浄遠心してプロ トプラス トを得た。プロトプラス

ト化の反応温度は 35
0C以上のほうが収率がよいが、菌体残誼も多くなり 、細
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胞融合や形質転換に用いるには不適当と考えられた。

得られたプロトプラストの再生条件を検討し、浸透圧調整剤を含む寒天平

板培地に直接塗布するよりも、 0.5%の軟寒天を含む上層培地で包埋したほう

が再生率が著しく良いことを認めた。

また、麹菌細胞壁溶解酵素によって十分な量のプロトプラストが得られ、

これから染色体DNAを無傷の状態で抽出することも可能となった。そこで

麹菌 Aspergillusoryzaeと分類学上極めて近縁な種である A.sojae， A. fiavus， 

A. parasiticusの4種の分類についてDNAレベルでのアプローチを試みた。

まず4種の代表菌株の全DNAをプロ 卜プラス トから調製して、 SmaIによ

り分解後、アガロース ・ゲル電気泳動を行ったところ、エチジウムブロマイ

ドで明瞭に染色される 3~5 kbのバンドが、それぞれの菌株で大きさに差が

認められ、この差を指標として分類が可能であることが認められた。

代表菌株の他に4種に属するいくつかの菌株の全DNAを調製して、 SmaI

により分解しアガロース ・ゲlレ電気泳動を行いエチジウムブロマイドで染色

した結果、それぞれの種内の菌株では同一の大きさのバンドが存在し、これ

らの大きさは種間では異なっていた。また、例外的に種内で異なる大きさの

バンドを与える菌株は分類が暖味なものや分類され直したものであり、染色

体DNAのSmaI分解パターンを用いることにより、従来の形態 ・生理的性質

を指標とする方法に比較して、4種の分類が容易にかつ迅速にできることが

明らかになった。

第2章においては、第 1章で確立した麹菌のプロトプラスト化技術をもと

に、デフエリフェリクローム非生産性麹菌聞の細胞融合を行い、菌株の改良

を試みた。

現在清酒醸造に利用されているデフェ リフェ リクローム非生産性麹菌のう

ち、生育が良好で酵素力価が高いが褐変性を有する A-27株と、この株から

造成された非褐変性であるが酵素力価が低い FN-16株との間の細胞融合を行
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い、非褐変性で生育が良好かつ酵素力価の高い有用菌株の造成を試みた。

A-27および FN-16株から紫外線処理により、アミノ酸要求性と分生子の

色のダブル・マーカーを付与した変異株を造成した。これらの変異株からプ

ロトプラストを調製し、融合条件について検討した。その結果、融合剤のポ

リエチレングリコール濃度は 20%(w/v)、塩化カルシウム濃度としては 50

mM、 pHは9.5が最適で、あった。また、用いるプロトプラスト数としては 5X

106個ず、つを混合した場合が融合率が最も高くなった。これらの最適条件で

細胞融合を行うことによって、最高 10%という高い率で融合株を得ることが

できfこ。

得られた融合株は、最小培地で生育させると細胞融合に使用した2つの変

異株に由来する白色と黄色の分生子とそれらが相補して生じる緑色の分生子

が混在したコロニーを形成した。また完全培地で培養すると、それぞれ白色

と黄色の分生子を着生するセクターを形成することから、融合株はヘテロカ

リオンと考えられた。

ヘテロカリオンの融合株から安定なヘテロ 2倍体を得るため、分生子を紫

外線処理し、完全培地で緑色の分生子を着生する株を分離した。得られたヘ

テロ 2倍体は、完全培地で継代培養しでも安定であるが、半数体化剤である

べノミルやp-フルオロフェニルアラニンを含む培地ではもとの変異株と同じ

表現型と組換え型の表現型を示すセグレガントに分離した。また、分生子の

核染色を行った結果、ヘテロ 2倍体の分生子の核数は細胞融合に用いた変異

株の分生子の核数の約半分であった。一方、分生子当りのDNA量はほとん

ど変わらず、ヘテロ 2倍体が得られたものと考えられた。

これらのヘテロ 2倍体を用いて麹を製造し、その酵素力価等を測定したと

ころ、酵素力価が高いが褐変性を示す A-27のタイプと非褐変性であるが酵

素力価が低い FN-16タイ プの株のほかに、酵素力価が高く非褐変性で有用と

考えられる株が認められた。
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第3章では、麹菌において遺伝子組換え法を利用可能とするために、最も

必要とされる形質転換系の開発を行った。

麹菌と同属であるA.nidulansのオルニチン・カルパモイルトランスフエラ

ーゼをコードしている argB遺伝子をもっプラスミドベクタ-pSal43を用い

て、麹菌のアルギニン要求性変異株の形質転換について検討した。

宿主とするアルギニン要求性株はオルニチン ・カルパモイルトランスフエ

ラーゼ欠損株である必要があるため、実用麹菌株 FN-16から、最小培地にオ

Jレニチンまたはアルギニンを補充した場合には生育できるが、シトルリンを

加えただけでは生育できない変異株 M-2-3を造成した。プロ トプラストを調

製し、プラスミドベクターを加えポリエチレングリコールと塩化カルシウム

を含む溶液で処理することにより 、細胞内にDNAを導入した。いくつかの

形質転換条件について検討した結果、次のような形質転換の最適条件を決定

した。プロトプラス トを最終濃度 2.5X IQB/mlになるように溶液1(0.8 M 

NaCl， 10 mM  CaC12， 10 mM  Tris-HCl， pH 7.5)に懸濁し、その 5分の l量の溶

液II(40%(w/v) PEG 4，000， 50 mM  CaC12， 50 mM  Tris-HCI， pH 7.5)と100分の

l量のジメチルスルホキシドを加えて混合し、形質転換用のコンピテン ト・

セルを調製する。コンピテント ・セル 0.2ml に対して 1Q~ 20μ 1 (10μg)の

プラスミドベクターを加え、氷冷下で 30分放置した後、Imlの溶液IIを添加

し室温で 15分放置する。 10mlの溶液Iを加えて希釈し、低速遠心によりプロ

トプラス トを集め、全量をツアベック・ドックスの最少培地に包埋し、 30
0

C、

5~ 10 日間培養して形質転換体を取得した。

M-2-3株を宿主として、形質転換頻度は低いものではあったが、アルギニ

ン非要求性となった形質転換体が得られた。形質転換体の形質の安定性につ

いて調べたところ、完全培地で継代培養しでも、非常に安定で形質の脱落は

ほとんど認められなかった。また、形質転換体の全DNAを抽出し、大腸菌

へのプラスミドの回収を試みた。全DNAそのままでは大腸菌で回収できな

かったが、BamHIやEcoRIで、分解後DNAリガーゼでライゲーションさせるこ
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とにより、プラスミドとして回収できた。回収プラスミドの制限酵素による

分解パターンから、これらは形質転換に用いたプラスミドに由来することが

示された。以上の結果から、導入したプラスミドベクターは形質転換体内で

はフリーの状態で存在しているのではなく 、染色体DNAに組込まれている

ことが示唆された。形質転換体の全DNAを用いたサザーン・ハイブリダイ

ゼーションの結果からも、ベクターは染色体に組込まれており 、多コピー

( 1 5 ~ 60個)のDNAがタンデムにつながって組込まれていることがわかった。

形質転換体では、選択マーカーとして用いた argB遺伝子がコードするオ

ルニチン ・カルパモイルトランスフエラーゼ活性が、組込まれたコピー数に

ほぼ比例して上昇していることから、導入した遺伝子のほとんど全てが正常

に発現していることが示された。このことは、麹菌で有用な異種遺伝子を高

発現させることが可能であり、有用菌株の育種の手法としてきわめて有望で

あることを示唆するものであった。

A. niduJans argB遺伝子を選択マーカーとして初めて麹菌の形質転換が可能

であることを認めたが、この遺伝子は麹菌のものとあまり相向性が高くなく 、

麹菌染色体のどの部位に組込まれるかは不明で、ある。そこで相同的組換えに

よるDNAの部位特異的組込みについて検討することを目的として、麹菌由

来の選択マーカー遺伝子をク ローニングした。

麹菌の遺伝子ライブラ リーをプラスミドベクター YEpl3を用いて作成し、

メチオニン要求性株 M-28を形質転換した。栄養要求性を示さない形質転換

体を生じさせる遺伝子ライブラ リーのセッ トから、メチオニン要求性を相補

する遺伝子を含む3.5kbのBamHI断片をもっプラスミドを単離した。このプ

ラスミドは麹菌の形質転換体の全DNAをそのまま用いても大腸菌で回収す

ることができること、また形質転換体の安定性が低いことなどから、染色体

に組込まれるもののほかに細胞内でフ リーの状態でも存在しているものと思

われる。

得られたメチオニン要求性を相補する遺伝子を用いて、麹菌染色体への相
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同的組換えによるDNAの組込みについて検討するために、この断片を

pSal23に挿入し、環状並びに直鎖状にして M-2-3株の形質転換を行った。環

状のプラスミドを用いた場合には染色体上の相同的な部位へ組込まれること

はまれで、いろいろな部位への多コピーの組込みが起こっており、またフリ

ーで存在するものも認められた。一方、相阿部位に存在する Xholで切断し

直鎖状にして用いた場合には、形質転換頻度の上昇が認められ、形質転換体

の約半数では染色体の相同な場所への組込みが起こっており 、部位特異的に

DNAを組込ませることができた。しかし、残りのものでは非相同的な組換

えによる異なる部位への組込みが起きており、麹菌では酵母とは異なり、相

同的な組換えの頻度が低いことが示唆された。

形質転換の宿主として通常用いられている栄養要求性株は変異処理によっ

て得られるが、麹菌のような産業上重要なカピでは、このような変異処理は、

生育能や分生子着生能などをはじめとする本来の優良な性質を損なわせるこ

とが多く好ましくない。そこで、実用株の形質転換を行うためには、選択マ

ーカーとして薬剤耐性遺伝子のような優性マーカーの利用が有効と考えられ

る。しかし、麹菌はほかのカピで有効な薬剤の大部分に対して耐性が強く適

用できない。そのため、 A.nidulansにおけるのと向車景に、アセトアミダーゼ

遺伝子を導入して多コピーにすることにより、アセ トアミド単一窒素源培地

での生育が旺盛となることを利用して、形質転換体を選択する方法を検討し

" '‘ー。

A. nidulansのアセトア ミダーゼ遺伝子 (amdS)をプロープとして、麹菌の

EMBL3ファージ ・ライブラリーを用い、ゆるい条{牛でプラーク ・ハイブリダ

イゼーションを行い、麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子をクローニングした。

ファージクローンから約 5kbのSalI断片をサブクローン化し、アセトアミダ

ーゼのコード領域について塩基配列を決定した。 A.nidulansのamdS遺伝子

のアミノ酸配列と比較することにより、麹菌のアセトア ミダーゼ遺伝子には

6個のイントロンが存在しており、 545個のアミノ酸からなっていた。塩基
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配列から推定されるアミノ酸配列は、 A.nidu/ansのアセトアミダーゼと約 70

%のホモロジーがあった。しかし、 5'-上流のプロモータ一領域の塩基配列に

は、 TATA配列やCAAT配列が共通に存在している以外にはほとんどホモロ

ジーが認められなかった。

麹菌のアセトアミダーゼ遺伝子を pSal23に連結してアルギニン要求性株で

ある M-2-3を形質転換したところ、得られた形質転換体は、 pSal23だけを含

む形質転換体に比べてアセトアミド単一窒素源培地で生育が旺盛となり、ア

セトアミダーゼ遺伝子を導入することによるスクリーニングが可能であるこ

とがわかった。そこで、 pUCl18にアセ トアミダーゼ遺伝子を連結したベク

ターを用いて、 M-2-3の親株である実用菌株FN-16の形質転換を試みた。ベ

クターを加えていないものでもアセ トアミド単一窒素源培地にゆっくりと生

育してくるが、ベクターを加えたものではこれらのパックグラウンドのほか

に、旺盛な生育を示し分生子を着生する形質転換体が得られた。さらに、ア

セトアミダーゼ遺伝子のプロモーターを αーアミラーゼのプロモーターに変

換し、マルトースを炭素源にして高発現させることにより、形質転換頻度が

4倍以上に上昇し、形質転換体の選択が容易になることが明らかとなった。

第4章では、遺伝子組換えの手法による麹菌有用菌株の育種の可能性を検

討する目的で、本篇の第2章で開発した麹菌の形質転換系を利用して、実用

麹菌の育種を試みた。

日ーアミラーゼは、麹菌の生産する酵素の中で、清酒醸造のみならず酵素

工業上においても最も重要な酵素の一つである。そこで、。ーアミラーゼ遺

伝子を多コピー導入することにより、。ーアミラーゼの高生産性麹菌実用株

の育種を図った。。

麹菌にはほとんど同ーのローアミラーゼ遺伝子が3個存在しており 、これ

が麹菌に特有の性質であって、近縁な種である A.scりお，A. [/avus， A. 

parasiticusでは l個しか存在していないことを見いだした。そして、この3
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個の遺伝子全てをクローニングし、麹菌及びA.nidulansに導入すること によ

って正常に発現することを確認した。

次に3個の遺伝子のうちの 1個を選択マーカーとしてアセトアミダーゼ遺

伝子をもっベクターに連結し、実用菌株である FN-16及び RIB203株に導入

し、アセトアミド単一窒素源培地で形質転換体を選択した。得られた形質転

換体を、デンプンを炭素源とする液体培地で培養し、その上清中の αーアミ

ラーゼ活性を測定した結果、宿主として用いた株に比べて 3~5 倍の高い

a-アミラーゼ活性を示した。

さらに、これらの形質転換株を用いて米麹を製造し、その日ーア ミラーゼ

活性を測定した。液体培養の場合に比べて、宿主との αーアミラーゼ活性の

差は大きくはなかったが、2倍以上の高い活性を示すものが存在し、遺伝子

組換え法により目的の高生産株の育種が可能であることが明らかとなった。
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