
論文題 目

麹 菌Aspergillus oryzaeの 液 胞 機 能 に 関 す る 研 究

東京大学大学院農学生命科学研究科

応用生命工学専攻

平成16年 度 博士課程入学

氏名 正路 淳也

指導教員 北本 勝ひこ



目次 1

序論 3

第 一 章 制 御 され た遺 伝 子発 現 へ のA.oryzae thiAプ ロモ ー ター の適 用 9

背景 9

第 一 節A.oryzae thiAプ ロ モ ー ター の 発 現 解 析 10

第 二 節A.oryzae thiAプ ロ モ ー タ ー のA.nidulansへ の 適 用 12

考察 12

第 二 章A.oryzaeに お け る液 胞 膜 の可 視 化 20

背景 20

第 一 節A.oryzae Aovam3の 機 能 解 析 21

第 二節EGFPとAoVam3pの 融合 タンパ ク質 を用 いた液胞膜 の可視化 22

第三節AoVps23pとEGFPの 融合 タンパ ク質 を用いた

late endosome/prevacuolar compartmentの 可 視 化 23

考察 25

第 三 章BGFP-AoVam3Pを 用 い た液 胞 膜 動 態 の解 析 34

背景 34

第一節 共焦点顕微鏡 を用いた液胞膜動態の解析 34

第二節EGFPとAoVam3pの 融合 タンパ ク質 を用いた

様々な発達段階における液胞形態の観察 35

考察 37

第四章 基部菌糸の液胞による細胞質オルガネラの取 り込み 48

背景 48

第一節 基部菌糸の液胞によるオルガネラの取 り込みの解析 48

考察 49

総 合討論 54

実験材料 と方法 57

参考文献 69

補遺 80

第一節Aovam3条 件発 現株 の形質 80

第二節 液胞形態に関わる環境、分子的要因の探索 81

要旨 95

1



発表論文一覧 99

謝辞 100

2



序論

最 近 の生命 科学研 究の進展 は 目覚 ま しく、特 に出芽酵母 な どをモデル

として普遍 的 な細胞 の生物学 が分子 レベルで理解 されつ つあ る。 しか し出芽酵

母 は基本 的 に単細胞で あるため、細胞 間で起 こる現象 な どは よ り高等な生物 の

理解 に適用 しに くい。糸状 菌(filamentous fungi)はモデル 生物 出芽酵母 よ りやや 複

雑で あ ることか ら、多細胞 生物 の一つ のモデル として位置 づけ られ る。

糸状 菌は筒状 の細胞 が縦 に連 なった菌糸(hypha)構 造 か らな り、菌糸の

分岐や融合 によるネ ッ トワー クの形成 に よって菌糸体(mycelium)を 形成す る。さ

らに糸状菌は有性胞子 または無性 胞子 を形成 し、 これ に よって空間的な拡散 を

行 うと考 え られてい る。卸ergillus oryzaeは 有性生活環 を持 たず、不完全菌類に

分類 され る糸状 菌の一つ で ある。A.oryzaeの 生育 は、無性 胞子 で ある分生 子

(conidium)の 全 方向への(極 性 のない)伸長 、す なわ ち分生子 の膨潤(swelling)に よ

って始 まる。 膨潤 した分生子 はや がて極性 の軸 を決定 し、一方向に発 芽管(germ

tube)と 呼 ばれ る一種 の菌糸 を発芽(germinadon)す ることで極性 生長 を開始す る。

菌糸 は さ らに極性生長 を続 け、そ の過程 で分岐す ることに よって新た な生長先

端 を作 り出 してい く。あ る程度伸長 した菌糸は隔壁(septum)と 呼ばれ る構造 を形

成 し、生長先端 とよ り基部 の菌糸 を仕切 る。 これ に よって細胞が分割 され 、糸

状菌の多細胞性 が獲 得 され る。 ただ しこの隔壁 には隔壁孔(septal pore)と 呼ばれ

る連 絡通路 が存在 す るため、隣接す る菌糸 は完全 に隔て られてい るわけではな

い。 実際 にこの隔壁孔 を通 って 、細胞質成 分や オルガネ ラが移動 できる と考 え

られ ている。また後述す るチ ューブ状の液胞(tubular vacuoie)も 、菌根 菌Pisolithus

tinctoriusに お いて隔壁孔 を貫通 して 隣接す る細胞 同士 を連 絡す ることがわかっ

てい る(Ashford, 1998)。 この よ うにA.oryzaeを 含む糸状菌 の菌糸は分 岐、隔壁形

成 な どを続 けなが ら基質 内お よび表面 を伸長 す るが、何 らか のシグナル に よっ

て基質 とほぼ垂直 な方向、す なわ ち空気 中へ菌糸 を伸長 し始 める。 これ は気 中

菌糸(aerial hypha)と 呼ばれ る。糸状菌のモデル の一つであるAspergillus nidulans

な どにお いて気 中菌 糸はそれ ほ ど長 く伸長 しな いが、A.oryzaeやNeurospora

crassaは 容易 に観察でき る長 さまで気 中菌糸 を伸長す る。気 中菌糸 を形成 す るこ

との生理 的意義 は完全 には理解 され ていないが、一つの理 由はその先 に分生 子

を形成 す る こ とで ある。気 中菌 糸の分化 によって分生子柄 、分生子頭 な どとい

った構 造が形成 され、 そ こに多数の分生子が形成 され る。分 生子 は成熟す ると
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風 や 水 に運 ば れ て 新 た な環 境 へ移 行 し、 そ こで再 び 生活 環 を繰 り返 す と考 え ら

れ る。 この よ うに糸 状 菌 は 、細 胞 の 分化 な どの 出芽 酵 母 で は あ ま りみ られ な い

特 徴 を備 え て い る。 ま た分 生 子 発 芽後 は 常 に顕 著 な極 性 生 長 を行 うこ とか ら、

細 胞 極 性 とい う点 で も興 味深 い。 さ らに生 長 先 端 と菌糸 基 部 な ど、 同 じ菌 糸 体

内 で も 部 位 に よ って 細 胞 活 動 が 異 な る こ と も わ か って き て い る(Masai et al.,

2006)。 ま た細 胞 外 に多 量 の加 水 分 解 酵 素 を分 泌 す る こ とか ら、 異 種 タ ンパ ク質

生 産 の ホ ス トと して の研 究 も行 われ て い る(Gouka et al., 1997; van den Hombergh

et al., 1997; Punt et al., 2002)。 この よ うに 出芽 酵 母 には み られ な い興 味 深 い 特徴 を

備 えて い る もの の 、 実 際 に は そ うい った 糸 状 菌特 有 の現 象 は あ ま り解 明 され て

い な い。 とい うよ りむ しろ 、 出 芽 酵 母 の知 見 を も とに 同様 の現 象 を示 す こ とは

必 ず しも難 し くな い が 、 実 験 系 も さほ ど整 備 され て い な い た め 糸 状 菌独 特 の 現

象 の解 明 は よ り難 易度 が 高 く、解 析 が遅 れ て い る とい うの が実 状 で あ る。

この よ うな 糸 状 菌 の特 徴 的 な側 面 の一 つ に、液 胞 構 造 が あ る。液 胞 と

は植 物 や 真 核 微 生物 の 有す る酸 性 コ ンパ ー トメ ン トで あ り、 ほ ぼ動 物 細 胞 の リ

ソ ソー ム に相 当す る とい われ て い る(Klionsky et al., 1990)。 液 胞 は 細胞 質 イ オ ン

の恒 常性 維 持 や 物 質 の 分解 を行 うが 、 リソ ソー ム と異 な り物 質 の貯 蔵 に も重 要

で あ る こ とが 示 唆 され て い る。 この よ うな液 胞 機 能 の 中で 、近 年 オー トフ ァジ

ー(autophagy)と い う分 解 機 構 が注 目を集 め て い る(Klionsky and Ohsumi
, 1999)。 分

泌 経 路 や 細 胞 外 の物 質 を液 胞 で 分解 す る こ とは比 較 的 容 易 で あ るが 、細 胞 質 の

物 質 を液 胞 で分 解 す る こ とは トポ ロジー の変 化 を伴 うた め 、 よ り複 雑 で あ る。

オ ー トフ ァ ジー とは この様 に細 胞 質 や そ こに あ るオ ル ガ ネ ラ を液 胞 内へ 取 り込

み 、 分解 す る機 構 をい う(Klionsky and Ohsumi, 1999)。 酵 母 にお いて オ ー トフ ァ

ジー は 窒 素源 飢餓 時 の 栄養 リサ イ クル や(Klionsky and Ohsumi, 1999)、 炭 素 源 の

変 化 に よ り不 要 に な ったペ ル オ キ シ ソー ム の分 解(Monastryska et al., 2004; Farre

and Subramani, 2004)な どに 関与 して い る。また最 近 、オ ー トフ ァジー の細 胞 分 化

へ の 関与 も明 らか に な りつ つ あ る(Schadeck et al., 1998; Weber et al., 2001;

Schadeck et al., 2003; Kikuma et al., 2006; Veneault-Fourrey et al., 2006)。 オー トフ ァ

ジー は形 態 的 に ミク ロオ ー トフ ァ ジー とマ ク ロオー トフ ァ ジー に分 け られ る。

ミク ロオー トフ ァジー とは オル ガ ネ ラな どが液 胞 と隣 接 し、 液 胞膜 の 内腔 へ の

出芽 と取 り込み に伴 って 液 胞 内 に入 り分 解 され る機 構 で あ る。 マ ク ロオー トフ

ァ ジー はpreautophagosomal structure (PAS)と 呼 ばれ る二 重 膜構 造 に細 胞 質 成 分

や オ ル ガ ネ ラが 取 り込 まれ 、PASの 外 膜 が液 胞 膜 と融 合 す る こ とに よっ て 内膜
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とそ れ に 包 ま れ た 細 胞 質 成 分 が 液 胞 内 へ 取 り込 ま れ る機 構 を い う。 こ の うち 特

に マ ク ロ オ ー トフ ァ ジ ー は 出 芽 酵 母 に お い て よ く研 究 され て お り、Atg8pと い う

タ ン パ ク 質 が 、PAS形 成 に 関 わ る こ と で オ ー トフ ァ ジ ー に 必 須 な 役 割 を 持 つ こ

と も わ か っ て い る(Kirisako et al., 1999; Ichimura et al., 2000)。 こ れ に 対 し メ タ ノ ー

ル 資 化 性 酵 母Pichia pastorisやHansenula polymorphaに お い て は 、環 境 変 化 に 起

因 す る ペ ル オ キ シ ソー ム の 分 解 が ミ ク ロ オ ー トフ ァ ジ ー 、 マ ク ロ オ ー トフ ァ ジ

ー の 両 者 に よ る も の で あ る こ とが わ か っ て い る(Monastryska et al., 2004; Farre

and Subramani, 2004)。 ま たAtg8pの 相 同 タ ン パ ク 質 が ミ ク ロ 、マ ク ロ オ ー トフ ァ

ジ ー の 両 方 に 働 い て い る こ と も 明 らか に な りつ つ あ る(Farre and Subramani,

2004)。

出 芽 酵 母 に お い て は オ ー トフ ァ ジ ー の み な らず 、 液 胞 形 成 の 機 構 も よ

く研 究 され て い る(Klionsky et al., 1990)。1980年 代 後 半 に と られ た 、液 胞 へ の 加

水 分 解 酵 素 の 輸 送 に 欠 損 を 持 つ 変 異 株(Bankaitis et al., 1986; Robinson et al., 1988;

Rothman et al., 1986; Rothman et al., 1989; Wada et al., 1992)の 解 析 か ら 、 液 胞 へ の

小 胞 輸 送 の 詳 細 が 明 らか に な っ て い る。 ゴ ル ジ 体 か ら 出 芽 した 輸 送 小 胞 は 直 接

(ALP経 路; Piper et a1., 1997)、 ま た はlate endosomeを 経 て(CPY経 路)液 胞 へ 輸 送

され る(Becherer et al., 1996)。Late endosomeと い うの は 通 常prevacuolar

compartmentお よ びmultivesicular bodyと 同 一 視 され て お り、 エ ン ドサ イ トー シ

ス 経 路 と ゴル ジ 体 か ら の 輸 送 経 路 が 交 わ る 場 所 で あ る と考 え られ て い る(e.g.,

Bowers and Stevens, 2005)。 本 論 文 で はlate endosome/prevacuolar compartmentと 表

記 す る 。Late endosome/prevacuolar compartmentは 蛍 光 顕 微 鏡 レベ ル でFM4-64に

よ っ て 染 色 され る 液 胞 近 傍 の 粒 状 構 造 と して 捉 え られ(Vida and Emr, 1995)、 電 子

顕 微 鏡 レベ ル で は 無 数 の 小 胞 を 中 に含 む オ ル ガ ネ ラ と して 観 察 され る

(Prescianotto-Baschong et al., 2002)。Late endosome/prevacuolar compartmentは 一 般

に 液 胞 膜 、 液 胞 内 腔 、 ゴル ジ 体 な どへ 向 か う タ ンパ ク質 の 仕 分 け を 行 う場 所 と

して 考 え られ て い る(Bowers and Stevens, 2005)。 液 胞 の 加 水 分 解 酵 素 や 液 胞 で 分

解 さ れ る べ き細 胞 膜 タ ン パ ク 質 な どは ユ ビ キ チ ン化 され 、endosomal sorting

complex required for transport(ESCRT)complexに こ の ユ ビ キ チ ン が 認 識 され る こ

と でlate endosome/prevacuolar compartmentの 内 腔 へ と 出 芽 す る 小 胞 中 に 集 め ら

れ る(Babst et al., 1998; Katzmann et al., 2001; Babst et al., 2002a, b)。 こ の 小 胞 は く

び れ き れ る こ と で 内 腔 に と ど ま り、multivesicular bodyと し て の 形 態 が 獲 得 され

る。 そ の 後 内 腔 の 小 胞 を 含 む 小 胞 ま た はlate endosome/prevacuolar compartment
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自身 が液 胞 と融 合 す る こ とで、 内腔 の 小胞 は 液胞 内 に移 行 し分 解 され る と考 え

られ て い る。

ゴル ジ体 か ら液 胞 へ の輸 送 の大 半 は 小胞 輸送 に よっ て行 わ れ る。 この

小 胞 輸 送 の特 異性 の少 な く と も一 部 は、soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor

(NSF) attachment protein receptors (SNAREs)と 呼 ばれ る一 群 の タ ンパ ク質 に よっ

て担 わ れ て い る(Rothman and Warren, 1994)。SNAREは 通 常 カ ル ボ キ シ末 端 に膜

貫 通領 域 を持 つ 膜 タ ンパ ク質 で 、膜 貫 通 領 域 に隣 接 した 細胞 質 領 域 にSNARE

motifと 呼 ばれ る α-helix構 造 を持 っ 。 輸 送 小胞 上 のvesicle(v-)SNAREと オル ガ

ネ ラ膜 上 の三 つ のtarget organelle (t)-SNAREがSNARE motifを 介 した特 異 的 な結

合 を行 うこ とに よ り、輸 送 小 胞 は 目的 の オル ガネ ラ と特 異 的 に融 合 す る

(Rothman and Warren, 1994)。 ゴル ジ体 か ら液 胞 へ の小 胞輸 送 に お い て はlate

endosome/prevacuolar compartment上 のPep12p (Becherer et al, 1996)と 液 胞 膜 上 の

Vam3p(Wada et al., 1997)と い う2つ のsyntaxin様t-SNAREが 働 い て い る。 特 に

後者 のVam3pは 、液 胞 へ の小 胞 輸 送 だ けで な く、液 胞 同 士 の 同形 融 合(Wada et al.,

1997; Srivastava and Jones, 1998)、PASの 液 胞 へ の 融合(Darsow et al., 1997)に も関

与 す る こ とか ら、液 胞 機 能 に お い て 中心 的 な働 き を して い る とい え る。 さ らに

Vam3pお よび そ の 相 同 タ ンパ ク質 は液 胞 膜 にの み 局在 す る こ とか ら、液 胞 の マ

ー カー タ ンパ ク質 と して も用 い られ て い る(Kutsuna and Hasezawa
, 2002; Uemura

et al., 2002; Wang et al., 2002)。

以上 が 出芽 酵 母 を 中心 と した液 胞 研 究 の現 状 で あ る。 しか し前述 の様

に 、糸 状 菌 の液 胞 に は特 徴 的 な側 面 が 存在 す る。 通 常 出芽 酵 母 に お い て液 胞 は

大 き な球 状 の構 造 を とる。 これ に対 して 糸 状 菌 の一 種 で あ る菌 根 菌 で は 、 チ ュ

ー ブ状 の液 胞 構 造 が 存 在 す る こ とが 最近15年 ほ どの 間 に 明 らか にな っ て き た

(Shepherd et al., 1993a, b; Cole et al., 1997; Cole et al, 1998; Ashford, 1998; Uetake et

al., 2002)。 チ ュー ブ 状液 胞 は 近 年 、細 胞 分 裂 時 の 出芽 酵 母(Weisman, 2003)や 植 物

の花 粉 管(Hicks et al., 2004)な どに お い て も見 いだ され て い るが 、チ ュー ブ状 液 胞

が 恒 常 的 に存 在 す る の は糸 状 菌 だ けで あ る。菌根 菌Pisolithus tinctoriusに お い て

チ ュー ブ 状 の液 胞 は蠕 動 状 の運 動 を行 い(Shepherd et al., 1992a)、 窒 素 や リンを多

く含 む こ とが わ か っ て い る(Cole et al., 1998; Ashfrd, 1998)。 菌 根 菌 は植 物 と共 生

す る糸状 菌 で あ り、 菌 糸先 端 で取 り込 ん だ 窒 素 や リン を菌糸 基 部 か ら植 物 体 に

渡 し、見 返 りに植 物 体 か ら糖 を受 け取 って 代 謝 が 盛 ん な菌 糸先 端 に輸 送 して い

る と考 え られ て い る。 この よ うな菌 糸 体 内 にお け る二 方 向へ の物 質 輸 送 の 必 要
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性 か ら、チ ューブ状の液胞 が この輸送 に関わってい るこ とが示唆 され てい る

(Ashford,　1998)。 また、 よ り最近 の研究 では、液 胞内の拡散定数 は細胞質 と比べ

て高 く、菌糸 の先端生長 を十分 にサポー トできる早 さで物質 が拡散 し得 るこ と

が示 されて いる(Darrah et al., 2006)。 しか し分子生物学的手法 の適用が難 しい こ

とか ら、菌根菌 のチ ューブ状液胞 が実際 に細胞 内、細胞 間の栄養輸送 に関わ っ

てい るか、直接的な証拠 は得 られ ていない。 またA.oryzaeな ど菌根 菌以外 の糸

状菌 にお いて もチ ューブ状液胞 の存在 が見いだ されたが(Ohneda et al., 2002)、 菌

根 菌の よ うに二方向への物質輸送 の必要性 がないこれ らの糸状 菌になぜチ ュー

ブ状液胞 が存在す るのか、明確 な答 えは得 られ ていない。

このよ うに糸状 菌液胞 の特徴的 な側面が知 られ てい るものの、その後

の解析 は遅れ ていた。他方 で当研 究室 では主 にA.nidulansを 用 い、逆遺伝 学的

アプ ローチか ら液胞形成機構 の解析 を行 っていた(Tarutani et al., 2001; Ohsumi et

al., 2002; Oka et al., 2004)。 しか しA.oryzaeやA.nidulansに おいてはチ ューブ状

の液胞 は存在す るものの頻度 は高 くな く、容易 に観 察で きなかった。 また菌根

菌 よ りも分子 生物学 的手法 が適用 しやす い とはいえ、 当時は破壊株 の作製や 出

芽酵 母 を用 いた相補性試験 、一部 の試薬 に よる細胞染色 な どできる ことは限 ら

れてお り、世 界的にみて も現在 ほ ど観察方法や細胞染色 の選択肢 はなか った。

このよ うな理 由か ら逆遺伝 学的手法に よる解析 を行 って も、面 白い現象 を見つ

け られ るほ ど様 々な実験 を行 えず 、出芽酵母で知 られてい る現象 の確認 以上の

成果は難 しか った。 つ ま り一方 で菌根菌 にお けるチ ューブ状液胞 とい う興味深

い現象 が あ り、分子 レベル での解析 が待 たれて いたが、分子生物学的 アプ ロー

チ をす る側 と して もその興 味深 い現象 に到達 し、それ を解析す るだけのツール

を持 っていなかった とい うことであ る。従 って糸状菌の液胞研 究にお いては、

観 察方法な ど実験手法 の確立 が急務 であった。

この よ うな背 景か ら筆者 はまず、液胞 を 自由かつ簡便 に観察 できる実

験系の構築 を試 みた。この標 的 と しては出芽酵母Vam3pのA.oryzaeに おけ る相

同タンパ ク質AoVam3pを 選ん だ。Vam3p相 同タンパ ク質は出芽酵母や植物 にお

いて液 胞膜 の可視化 に利用 され ている とい う実績 があ り、液胞膜 の高解像度 で

簡便 な観察 を実現 して くれ る可能性が高か ったた めであ る。

また 当時A.oryzaeに おいては遺伝子 の条件発現が可能なプ ロモー ター

はほ とん ど存在せず 、必須 遺伝子 の条件発現株 を作製 して解析 を行 うこ とがで

きなかった。筆者 はAovam3の 破壊株 を取得で きなかった ことか らAovam3の 条
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件発現株 の作製 を計画 し、そのた めのプ ロモー ター候補 としてA.oryzae thiAプ

ロモー ター の発現解析 も行 った。

なお 、際 立った進展が え られなかった結果 と一部の確認 実験 に関 して

は、巻末 に補遺 としてま とめた。
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第一章 制 御 され た遺 伝 子 発 現 へ のA.oryzae thiA プ ロモ ー ター の 適用

背 景

最 近A.nidulans、A.oryzaeを 含 む 多 くの糸 状 菌 の 全 ゲ ノム配 列 が 明 らか

に され(Machida et al., 2005)、 逆 遺 伝 学 的 な ア プ ロー チ に よ るポ ス トゲ ノム研 究 の

加 速 が 期 待 され て い る。 この よ うな遺 伝 子 機 能 の解 析 ツー ル と して 、発 現 制 御

可 能 な プ ロモ ー ター の存 在 は極 めて 重 要 で あ る。 例 え ばsiRNAや ア ンチセ ン ス

RNAを 用 い た遺 伝 子 発 現 の 抑制 や様 々 な融 合 タ ンパ ク質 の 発 現 に お い て 、特 定

の生 育 段 階 で 発 現 を制 御 で き る利 点 は 大 きい。 また 基底 レベ ル の発 現 量 が十 分

低 けれ ば 、必 須 遺 伝 子 の 条 件 発 現 に用 い る こ とで 遺 伝 子 欠 損 の影 響 を観 察 す る

こ と も可 能 で あ る。

この よ うな発 現 制 御 可能 な プ ロモ ー ター と して 、A.oryzaeに お い て は

amyBプ ロモ ー ター が(Tada et al., 1991)、A.nidulansに お い て はa姐 プ ロモー タ

ー が(Felenbok et al
, 2001)広 く用 い られ て きた 。特 にA.nidulansのalcAプ ロモ ー

ター は 基 底 レベ ル の発 現 が 極 め て低 い こ とか ら、必 須 遺 伝 子 の条 件 発 現 株 作 製

に も用 い られ て い る(c.g.,飯 島,2002、 浅 野,2004)。 しか し この二 つ の プ ロモ ー タ

ー は 共通 の 大 きな欠 点 を持 っ て い る
。amyBは α-amylase (Tada et al., 1991)、alcA

はalcohol dehydrogenase (Felenbok et al., 2001)と いず れ も炭 素 源 代 謝 に関 わ る酵

素 を コー ドして い る た め 、 これ らの遺 伝 子 発 現 の制 御 に は培 地 中 の炭 素源 を変

え る必 要 が あ る こ とで あ る。 炭 素 は 重 要 な栄 養 源 で あ る こ とか ら、培 地 中の 炭

素源 の 変 化 は 糸 状 菌 の 生 育 、 形 態 に 大 きな 変化 を もた らす 。 例 え ばA.niaulans

は 炭 素源 がエ タ ノー ル で あ る場 合 、炭 素源 が グル コー ス で あ る時 と比較 して 気

中菌 糸 を多 く形 成 す る(Sometal.,1994)。 この た めamyBま た はalcAプ ロモ ー タ

ー 制御 下 で遺 伝 子 発 現 を行 い発 現 量 の 変 化 に起 因 す る形 態 変 化 を観 察 す る場 合
、

現 れ た形 態 が遺 伝 子 発 現 の違 い に よ る も のか 炭 素 源 の違 い に よ る もの か判 別 し

に くい場 合 が あ る。 こ の た め逆 遺 伝 学 的 手 法 の ツー ル と して の プ ロモ ー ター に

は、 炭 素 源 に依 存せ ず 発 現 制 御 可能 な もの が望 ま しい。

筆者 は 液胞 膜 上 の推 定t-SNAREを コー ドす るAovam3の 条件 発 現 株 作

製 の た め、炭 素 源 に よ らず 制 御 可 能 な プ ロモ ー ター の探 索 を行 った。そ の 結 果 、

thiamine生 合 成 に 関与 す る タ ンパ ク質 を コー ドす るA.oryzae thiAの プ ロモ ー タ

ー を候 補 と して 見 いだ した
。 これ はA.oryzae thiAがthiamine存 在 下 にお いて ノ

ザ ン解 析 で 検 出 され ない程 度 まで 転 写 量 が低 下す る こ と(Kubodera et al., 2000)、
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ま たschizosaccharomyces pombeに お い てthiamine合 成 系 の酵 素 を コー ドす る

nmtlの プ ロモ ー ター が遺 伝 子 の 条 件 発 現 に用 い られ 、成 功 を収 め て い た こ と

(Maundrell,1993)に よ る。本 章 で は遺伝 子 の 発 現制 御 を行 うた めの ツ ール と して

A.oryzae thiAプ ロモ ー ター が適 用 可 能 か否 か を検 証 す るた め に行 っ た 、th語プ ロ

モ ー ター制 御 下 の遺 伝 子 の発 現 解 析 につ い て 記 述 す る。

第 一 節A.oryzae thiAプ ロモ ー ター の発 現 解 析

糸 状 菌 の プ ロモ ー ター にお け る シ ス エ レメ ン トと して、 開始 コ ドンか

ら最 長 で1kb弱 上 流 に存 在 す る ものが 知 られ て い た(Punt et al.,1995)。 本 研 究で

は厳密 に制御 可 能 な プ ロモ ー ター が望 ま しか っ た こ とか ら、thiA遺 伝 子 の 開始

コ ドン か ら1 .3kb上 流 ま で の 領 域 をthiAプ ロモ ー タ ー(PzhiA)と 定 義 し、

polymerase chain reacdon(PCR)に よ る ク ロー ニ ング を行 った。 そ の後PthiAの 下

流 にe静 遺 伝 子 を持 ち、niaD選 択 マ ー カ ー を含 む プ ラ ス ミ ド(pBNT-GFP,Fig.

S-1)を 作 製 し、A.oryzae niaD300株 を形 質 転換 す る こ とでTPG株 を得 た。ま た 当

研 究室 の正 井 に よっ て作 製 され た 、amyBプ ロモ ー ター下 にegfpを 持 ち、niaD

選 択 マ ー カー を含 む プ ラス ミ ドでA.oryzae niaD300株 を形 質 転 換 す る こ とで得

られ たNaE株 を対 照 と して 用 い た。TPG1,4株 お よびNaE1,2株 の サ ザ ン解 析 を

行 うこ とで 、いず れ の株 もniaD遺 伝 子座 にお い て組 み 換 え られ た プ ラス ミ ドを

1コ ピー 有 す る こ と を確 認 した(Fig.S-2)。 またTPG1株 が親 株 で あ るniaD300株

と比 較 して 同等 の 生 育 と形 態 を示 す こ とを確認 した(Fig.1-1)。

TPG1株 お よびniaD300株 の いず れ の株 も、培 地 中 のthiamineの 有無 に

か か わ らず 同 等 の 生 育 と形 態 を示 した(Fig.1-1)。 この こ とか らthiamineはA。

oryzaeの 生 育 に大 き な影 響 を与 えな い こ とが 示 唆 され た。CD培 地 で培養 時 、TPG

株 にお い て細 胞 質 に 強 いenhanced green fluorescent protein(EGFP)蛍 光 が観 察 さ

れ た(Fig.1-2)。 これ に対 して0.3μMま た は10μMのthiamineを 添 加 したCD培

地 で培 養 した場 合 、TPG株 に お い てEGFP蛍 光 は観 察 され なか った(Fig1-2)。

これ に よ りPthiAの 制 御 下 に置 かれ たEGFPの 発 現 が培 地 中 のthiamineの 有無 に

よ って 制御 で き る こ と、 さ らに0.3μM以 上 のthiamine存 在 下 で は発 現 が ほ ぼ基

底 レベ ル ま で低 下す る こ とが 明 らか に な った。 これ と一 致 して ノザ ン解 析 で も、

10μM thiamine存 在 下 でegfpmRNA量 の低 下 が観 察 され た(data not shown)。 以 上

の結 果 か ら、PthiAの 支配 下 で 遺 伝 子発 現 を行 うこ とで 、A.oryzaeの 生 育 に 大 き

な影 響 を 与 え る こ とな くthiamineに よ り遺 伝 子 発 現 をオ ン、 オ フで き る こ とが
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示 唆 され た。

PthiA下 流 の 遺伝 子 の発 現 と培 地 中 のthiamine濃 度 の 関係 を よ り詳 し く

調 べ るた め 、様 々な濃 度 のthiamineを 含 むCD培 地 にお い てTPG株 を生 育 させ

菌 糸 体 の 蛍 光 を測 定 した。そ の結 果 、培 地 中 のthiamine濃 度 が1nM以 下 の場 合

高 いEGFP蛍 光 が観 察 され 、100nM以 上 の 時EGFP蛍 光 はバ ック グ ラ ウ ン ドレ

ベ ル まで 低 下 した。また培 地 中のthiamine濃 度 が10nMの 時 、EGFP蛍 光 の 強度

は 両 者 の 中 間程 度 だ っ た(Fig.1-3)。 この こ とか ら、PthiA下 流 の遺 伝 子 の発 現 強

度 は培 地 中のthiamine濃 度 を加 減 す る こ とに よ って調 節 可 能 で あ る こ とが示 唆

され た。

PthiA下 流 の遺 伝 子 の発 現 に つ い て さ らに調 べ る た め、 定 量 的reverse

transcripdon (RT)-PCRに よ りegfpル レポ ー タ ー のmRNA量 の定 量 を行 った。thiA

は転 写 後 に も発 現 制 御 が行 わ れ てい る こ とが 知 られ て い た(Kubodera et al., 2003)。

この時5'-untranslated region (UTR)に 存 在 す る二 つ のinmnがthiamine非 存在 下

で は切 り出 され 、thiAの 翻 訳 が行 われ る。Thiamine存 在 下 で は この ス プ ライ シ

ン グ が起 こ らず 、翻 訳 は抑 制 され る(Kubodera et al., 2003)。 こ のた めRTLPCRを

行 うに あた っ て 、 ス プ ライ シ ン グ され た 転 写 産 物 とスプ ライ シ ン グ され て い な

い もの を分 け て検 出 で き る よ うプ ラ イマ ー を作 製 した(そ れ ぞ れFig.1-4Aのa, c

とb, c)。ま た全egfpmRNAを 検 出す るた め のプ ライ マ ー も作 製 した(Fig.1-4A, d,

e)。 比 較 対 照 と してamyBプ ロモ ー ター 下 でEGFPを 発 現 す るNaE株 を用 い た。

amyBプ ロモ ー ター 下 の遺 伝 子 の発 現 は グ リセ ロー ル で 抑制 され 、デ キス トリン

で誘 導 され る。 ま た グル コー ス存 在 下 で は 中間 程 度 の発 現 が み られ る こ とが 知

られ て い る(Tadaetal,1991)。 これ と一 致 して 、NaE株 にお け るegfp mRNA量 は

炭 素 源 を グ リセ ロー ル と した 時 に低 く、 デ キス トリン と した時 に 高 く、 グル コ

ー ス の場 合 は 中 間で あ っ た(Fig
.1-4B, lane 10-12)。TPG株 に お い て全egfp mRNA

量 は培 地 中のthiamine濃 度 の上 昇 に伴 っ て減 少 す る傾 向 が あ った が(Fig.1-4B,

lane7-9)、 有 意 な差 は得 られ な か っ た。翻 訳 され うるス プ ライ シン グ され たegfp

mRNAの 量 はthiamineを 含 ま な い時 に高 く、10μMのthiamineを 含 む 時 に は基

底 レベ ル に と どま っ た(Fig.1-4B, lane 1,3)。 これ に対 し10nMのthiamineを 含 む

時 、 ス プ ライ シ ン グ され たmRNAの 量 は 両者 の 間 の値 を とる傾 向 に あ っ た(Fig.

1-4B, lane 2)。 この結 果 はPthiA下 流 の遺 伝 子 の発 現 が10nM thiamine存 在 下で

中 間程 度 に な る こ と を支 持 して い る。 ま た 遺 伝 子 発 現 の制 御 に転 写 後 調 節 が 大

き く寄 与 して い る こ とが 明 らか に な った 。
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第 二 節A.oryzae thiAプ ロモ ー ター のA.nidulansへ の適 用

背 景 の項 で も述 べ た様 に、A.niaulansのalcAプ ロモ ー ター はA.oryzae

amyBプ ロモ ー ター と同様 の欠 点 を持 つ 。A.nidulansは 糸 状 菌 のモ デ ル 生 物 の一

つ で あ り、 全 ゲ ノ ム配 列 も 決 定 され て い る(Galagan et al., 2005)こ とか ら、A.

oryzae PthiAをA.nidulansで も使 用 で きれ ば 糸状 菌 の分 子 生 物 学 の進 展 に よ り大

き な 貢 献 とな るはず で あ る。 この よ うな 理 由か ら筆 者 はA.oryzae PthiAがA.

nidulansで も発 現 制御 可能 か否 か検 証 を行 っ た。A.oryzae PthiAの 下流 にegfpを

持 ち、A.nidulans argBマ ー カ ー を有 す るプ ラス ミ ドpBAＴGを 作製 し、これ を用

い てA.ni6ulans A89株 を形 質 転 換 した。 得 られ たATG株 に お い て 、thiamine非

存 在 下 で は細 胞 質 中 にEGFP蛍 光 が 観 察 され た。 これ に対 し10μM thiamineを

培 地 中 に添 加 した場 合 、ATG株 に お い てEGFP蛍 光 は観 察 され な くな っ た(Fig.

1-5)。 この結 果 か ら、A.nidulansに お い て もA.oryzae PthiAが 機 能 し、thiamine

依 存 的 に発 現 制 御 が行 え る こ とが示 唆 され た 。

考 察

全 ゲ ノ ム配 列 が 決 定 され た生 物 に お い て は 遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グが簡

便 に行 え る こ とか ら、 逆 遺 伝 学 的 手 法 に よ る研 究 は極 め て有 効 で あ る。 特 に 発

現 制 御 可 能 な プ ロモ ー ター は研 究 の 方 向性 の選 択 肢 を増 や す とい う点 で重 要 な

ツー ル とな り うる。 筆 者 は炭 素 源 に依 存 せ ず 発 現 制 御 可 能 な プ ロモ ー ター と し

てA.oryzae PthiAに 着 目 した。PthiA下 流 の遺 伝 子 の発 現 はthiamine非 存 在 下 で

誘 導 され 、thiamine存 在 下 で 基 底 レベ ル ま で低 下 した 。 この こ とか らPthiAは 遺

伝 子 の 条 件 発 現 に も適 用 可 能 で あ る こ とが 期 待 で き る。 実 際 に 当 研 究 室 で

Aovam3 (Shqji et al., 2006a)、Aoatg8(Kikuma et al., 2006)、Aovps24(辰 巳,2007)、

Aoend4(樋 口,2007)な どい くつ か の遺伝 子 の条 件 発 現 株 がPthiAを 用 い て作製 さ

れ て い る。これ らに よっ て得 られ た結 果 を総 合 す る と、抑 制 条件 下 にお いてPthiA

下 流 の遺 伝 子 の 発 現 は 厳 密 にゼ ロ とは な らな い もの の、 極 め て低 い レベル に 抑

え る こ とが で き る よ うで あ る(e. g., Kikuma et al., 2006)。 この こ とか らA.oryzae

に お い て 、条件 発 現 株 の た め の プ ロモ ー ター と してPthiAは 最 も有効 な 、あ るい

は 唯 一 の選 択 肢 とな っ て い る。 ま たthiamineの 添 加 はA.oryzaeの 形 態 、生 育 に

大 きな影 響 を与 え る こ とが な い た め 、条 件 発 現 株 にお いてthiamineの 有 無 に よ

る形 態 の 変化 は ほ ぼ例 外 な くPthiA制 御 下 の遺 伝 子 発 現 の差 異 に よ る もの と考

え られ る。さ らにPthiA下 流 の遺 伝 子 の発 現 強 度 は培 地 中のthiamine濃 度 に よ っ
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て調節 可能で あ ることか ら、例 えば高発 現が生育 に悪影 響 を与 える様 な遺伝子

の発現 に も適 している。

しか し例 えばamyBプ ロモ ー ター と比較 した場合 の欠 点 もい くつか存

在す る。一 つは塩基性pHに おいてPthiAの 制御 が効かな くなる点で ある。pH

を8に 合 わせ た培 地で培養 した場合 、TPG株 においてthiamineの 有無 に関わ ら

ず細胞質 中にEGFP蛍 光 が観察 され た(data not shown)。Thiamineは 弱塩基である

ため、塩基性pH下 で電荷 を失 うことでtransporterに よる細胞 内への取 り込み が

起 こ らな くな るのかも しれ ない。あるいはthiamineは 塩 基性pHに おいて不安定

な ので、容易 に分解 を受 けて減少す るのか も しれ ない。 さらに富栄養 な液体培

地で培養 した とき、A.oryzaeは 密度 の高 い直径5mm程 度 の球状菌糸体 を形成す

るが、thiamine存 在下で もこの菌糸体の中心付近 ではEGFP蛍 光 が観察 され た

(data not shown)。 おそ らく栄養 を取 り合 うことに よ り部分的 にthiamineが 枯渇 し、

菌糸密度が高 いた め拡散 によるthiamineの 供給 も追 いつかな くな るのだろ う。

またRT-PCRの 結果 か らもみ られ る様 にPthiAか らの発現 はグル コース存在下 の

amyBプ ロモー ター か らの発現 と同程度 である。従って遺伝子の高発現 を行 う場

合 にはPthiAよ りもamyBプ ロモー ターの方が適 してい る。 さらに完全培地 とし

て用 い られ るDPY培 地等 には通常yeast extractを添加す るが、yeast extract中 に

はthiamineが 相 当量含 まれ てい る(The Difco Manual;通 常 のプ ロ トコルで作製 し

たDPY中 に約6μM)。 このためPthiAを 用いて遺伝子発現 をす る時は、富栄養

の培 地は用 いに くい。

以上 の よ うな理 由か ら、PthiAはamyBプ ロモー ター にかわ るプ ロモー

ター とい うよ り、研 究 ツール としての新 しい選 択肢 と捉 えるべ きであろ う。 し

か し、 これは必ず しも期待 しただ けのツール とな り得なか った とい う意 味では

ない。研 究 を行 う際 には一つの結果か ら何 か を示すので はな く、複数 の実験 か

ら新 たな知見が示唆 され るもので ある。従 って一つ選 択肢が増 える とい うこと

は、実験 の組み合わせ の数 と して は多数 の選択肢 が増 えたこ とになる。実際 に

PthiAは 条件発 現株 作製 のプ ロモーター と しての実績 が積み 重ね られつつ あ り、

条件発現株 の形質 と局在解析 な どを組 み合 わせ ることでA.oryzaeに おける遺伝

子解析 の進展 に貢献 して いる。 またA.nidulansな どの他 の糸状菌に も適用 可能

な ことも大 きな強 みである。PthiAか らの発現制御 は転写制御 よ りも転写後制御

が大 き く寄 与 して い るよ うであ る。 この転写後 制御 は、mRNAの5'UTRと

thiamineま たはthiamine pyrophosphateと の直接 的な結合 によ り行 われ るもの と
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考 え られ て い る(Miranda-Rios et al., 2001; Winkler et al., 2002; Sudarsan et al., 2003;

Kubodera et al., 2003)。 つ ま り転 写後 制 御 がmRNAの5'UTRと い うPthiAに 含 ま

れ て い る配 列 とthiamine誘 導体 に のみ 依 存 し、生 物 間 で 異 な るタ ンパ ク質 を介

さない こ とか ら、A.oryzaeで み られ た発 現 制 御 が 、A.nidulansに お い て も同等 の

厳密 さで 再 現 で き るの で あ ろ う。 以 上 の よ うな理 由 か らPthiAの 開発 に よって 、

A.oryzaeの み な らず 糸 状 菌 全般 の研 究 に対 し意 義 の あ る貢 献 が で きた ので はな

い か と考 え て い る。
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Fig.1-1. Phenotypes of niaD300 and TPG1 strains in the presence or absence of thiamine

To check the phenotypes of TPG, the strain expressing egfp under the control of the

cloncd PthiA, niaD300 (control) and TPG1 were inoculated on M agar plate and grown at 30℃ for 5

days. Left panel: M medium; Right panel: M medium containing 10μM thiamine .
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Fig.1-2. EGFP expression under the control of PthiA

Conidia of TPG1 were inoculated in CD liquid medium containing the indicated

concentrations of thiamine and incubated for 20hr. Left panels: DIC images; right panels: EGFP

fluorescence. Scale bar, 10μm.
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Fig.1-3. Intensity of EGFP fluorescence in the mycelia grown at varying thiamine

concentrations

106 conidia of either TPG1 or RIB40 (negative control)were inoculated in 200μl M

medium containing 0, 1.0, 10, 100nM or 1.0, 10, 100μM (data not shown) thiamine in a well of a 96-

well microplate. The microplate was incubated at 30℃ with constant shaking and EGFP fluorescence

was measured every 2 hr for 20 hr. Error bars indicate standard deviations of 12 samples.
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Fig. 1-4. RT-PCR analysis of egfp expression under the control of PthiA or amyB promoter

(A) Schematic illustration of the egfp expression system in TPG and NaE strains. Introns in
5'-UTR in PthiA are indicated as gray boxes. Arrows represent primers used for RT-PCR: a, PthiA-N5';

b, PthiA-S5'; c, egfp-M3'; d, EGFP 5'-EcoRI; e, EGFP 3'-EcoRI (see Materials and Methods). A putative
transcription start site in PthiA is indicated by an arrowhead. (B) Relative expression of egfp normalized
by γ-acdn is shown. Lanes 1, 4, 7: M medium; Lanes 2, 5, 8: M medium contajning 10 nM thiamine;

Lanes 3, 6, 9: M medium containing 10μM thiamine; Lane 10: CD with glycerol + 1% polypeptone;

Lane 11: CD with glucosc + 1% polypeptone; Lane 12: CD with dextrin + 1% polypeptone. The graph

shows the averages ± standard deviations of two independent experimemts.
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Fig. 1-5. Thiamine-dependent regulation of A. oryzae  PthiA in A. nidulans

Conidia of ATG3 were inoculated in MM liquid medium containing 0.02μg/ml biotin

without or with 10μM thiamine and incubated for 20 hrs at 30℃. Left panels: DIC images: right panels:

EGFP fluorescence. Scale bar, 10μm
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第 二章A. oryzaeに お け る液胞 膜 の 可視 化

背 景

液 胞 は真 核 微 生 物や 植 物 にお い て み られ る酸性 コンパ ー トメ ン トで あ

り、 一 般 に動 物 細胞 の リ ソ ソー ム に相 当す る と言 われ て い る。 液 胞 は細 胞 質 イ

オ ン の恒 常性 維 持 、 不 要 物 の 分 解 な どに 関 わ る が 、 リソ ソー ム とは 異 な り物 質

の貯 蔵 に も働 い て い る こ とが示 唆 され て い る(Klionsky et al., 1990; Ashford, 1998)。

1980年 代 後 半 か ら行 わ れ た 複数 の グル ー プ に よる ス ク リー ニ ン グに よ

り、出芽 酵 母 にお いて は50以 上 にの ぼ る液 胞 形成 に欠 損 の あ る変 異株 が取 得 さ

れ た(Bankaitis et al., 1986; Robinson et al, 1988; Rothman et al., 1986; Rothman et al.,

1989; Wada et al., 1992)。 これ らの 変 異株 の解 析 に よっ て、出芽 酵 母 の液 胞 へ の物

質 輸 送 お よび 液 胞 形 成機 構 の 詳 細 が 現 在 まで に明 らか に な っ て きた。

一 方 最 近 十 数 年 の研 究 で
、 糸 状 菌 にお い て液 胞 の 特 徴 的 な 側 面 が 明 ら

か に な って き た。 そ の 一 つ は 糸 状 菌 の 菌 糸 体 にお い て液 胞 が 、部 位 に よっ て異

な る形 態 を示 す とい うこ とで あ る(Hyde et al., 2002)。 糸 状 菌 の菌 糸 先 端(apical)

で は液 胞 は小 さ く未 発 達 で 、菌 糸 基 部(basal)に お い て は大 き く発 達 して い る。 さ

らに 中 間 のsubapicalな 領 域 にお いて は 、 チ ュー ブ状 の液 胞 構 造 が観 察 され る。

この チ ュ ー ブ状 液 胞 は菌 根 菌Pisolithus tinctoriusに お い て よ く研 究 され て い る。

チ ュ ー ブ状 液 胞 は蠕 動 様 の運 動 を行 い(Shepherd et a1., 1993a)、 隔 壁 孔 を通 っ て隣

り合 う菌 糸 をつ な い で い る(Shepherd et al., 1993b)。 さ らに糸 状 菌 の液 胞 は 窒素 や

ポ リ リン酸 を多 く含 む と考 え られ て い る(Ashford, 1998; Cole et a1., 1998)。 菌根 菌

は 菌 糸 先 端 か ら窒 素 や リン とい っ た栄 養 分 を取 り込 み 、 そ れ を基 部 の 菌糸 か ら

宿 主植 物 に与 え る。 ま た 宿 主植 物 か らは糖 を受 け取 り、 これ を代 謝 が最 も活 発

な 菌 糸先 端 へ と輸 送 す る必 要 が あ る。 以 上 の よ うな 状 況 証 拠 か ら、 チ ュー ブ状

の液 胞 は こ の よ うな 菌 糸 内 、 菌 糸 間 の栄 養 輸 送 に 関 わ って い る と考 え られ て い

る(Ashford, 1998)。 しか し菌根 菌 の液 胞 研 究 で は細 胞 染 色 に よ る観 察 しか行 われ

て こな か っ た た め 、 ア ー テ ィ フ ァク トを見 て い る とい う指 摘 もあ り、 異 な る ア

プ ロー チ か らの証 明 が待 た れ て い た。 だ が 菌根 菌 は 分 子 生 物 学 的 な手 法 が適 用

しに く い な ど実験 上 の 制 約 も多 く、 上 述 の仮 説 に 関 す る直 接 的 な証 拠 は未 だ得

られ て い な い。

一 方 当研 究 室 で行 わ れ た 研 究 に よ り
、A. oryzaeに もチ ュー ブ 状液 胞 が

存 在 す る こ とが 明 らか に な っ た(Ohneda et a1., 2002)。 しか し菌根 菌 で は ないA.
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oryzaeに お い て なぜ チ ュー ブ状 の液 胞 が存 在 す る必 要 が あ るの か とい う点 に つ

い て は不 明 で あ った。

この よ うに 糸 状 菌 の液 胞 につ い て は 、 チ ュー ブ 状 の液 胞 とい う興 味深

い 現 象 が 見 つ か って い る に も関 わ らず 、 主 に実 験 手 法 の 限界 か らそ の 後 の解 析

が滞 っ て い た。 筆者 は 分子 生 物 学 的 手 法 が 適 用 しや す い とい うA. oryzaeの 利 点

を生 か し、 分 子 レベ ル か ら糸 状 菌液 胞 の機 能 を解 明す る こ と を 目的 と し、 最 初

に液 胞 動 態 を観 察す るた め の 実験 系 の確 立 を行 っ た。

第 一節A. oryzae Aovam3の 機 能 解 析

前 述 の様 に 出芽 酵 母 にお い て液 胞 形成 の研 究 は極 め て進 ん で い る。 こ

れ らの研 究 で扱 われ る中 心的 な タ ンパ ク質 はお そ ら く液胞 膜 のt-SNAREで あ る

Vam3pで あ る(Wada et al., 1997)。Vam3pは 液 胞 へ の小 胞輸 送 お よび 液 胞 の 同形

融 合 の 両者 に 必須 で あ る(Wada et al., 1997; Srivastava and Jones, 1998)。 さ らに

Vam3pは 液 胞 膜 に の み存 在 す る こ とか ら、液 胞 膜 のマ ー カ ー と して、 また 液胞

膜 の 可視 化 に も用 い られ て い る(Kutsuna and Hasezawa, 2002; Uemura et al., 2002;

Wang et al., 2002)。 以 上 の理 由か ら、VAM3のA. oryzaeに お け る相 同遺 伝 子 を最

初 の標 的 と し、 この ク ロー ニ ン グ を行 っ た。

当 時 は ゲ ノム 配 列 が ま だ 使 え な か っ た た め 、A. oryzaeのexpression

sequence tag(EST)デ ー タベ ー ス か らVAM3相 同遺 伝 子 の探 索 を行 っ た。見 い だ さ

れ たESTの 配 列(以 下Aovam3と 呼 ぶ)を も とに プ ライ マ ーVamC-N、VamC-Cを

設 計 し、A.oryzae RIB40の ゲ ノム をテ ンプ レー トと してPCRを 行 っ た。 増 幅 産

物 をプ ロー ブ と してA. oryzaeゲ ノム の フ ァー ジ ライ ブ リー をス ク リー ニ ン グ し、

ポ ジテ ィ ヴ ク ロー ン を得 た。 得 られ た ポ ジテ ィ ヴク ロー ン上 のAovam3(DDBJ

Accession No. AB232045)お よびA. oryzae RIB40株 のcDNAを も とに したPCRに

よ り得 られ たcDNAの 配 列 を シー クエ ン ス解 析 に よっ て決 定 した(Fig. S-3)。

Aovam3は1つ のイ ン トロン を含 み 、271ア ミノ酸 か らな る タ ンパ ク質 を コー ド

す る と推 定 され た 。AoVam3pは 出芽 酵 母Vam3pと25%の 相 同性 を示 した が 、late

endosome/prevacuolar compartment上 のt-SNARE Pep12pと は若 干 高 い27%の 相 同

性 を示 した(Fig. 2-1)。

AoVam3pが 一 次 配 列 上 のみ で な く機 能 的 に もVam3pの 相 同 タ ンパ ク

質 で あ るか否 か を 明 らか にす るた め 、 出芽 酵 母 のVAM3破 壊株 を用 い た相 補 性

試 験 を行 っ た。AoVam3pはPep12pと も高 い 相 同性 を示 した こ とか ら、合 わせ
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てPEP12破 壊 株 の相 補性 試 験 も行 った。

Aovam3 cDNAの 導入 に よっ て 、 出芽 酵 母VAM3破 壊 株 の カル シ ウ ム感

受 性 お よび 液 胞 細 分化 の形 質 は いず れ も相 補 され た(Fig. 2-2a, b)。 ま たAovam3

はPEP12破 壊 株 の 温 度感 受 性 お よびCPYのmissortの 形 質 を相 補 した(Fig. 2-3a,

b)。 これ らの 結果 か ら、AoVam3pは 機 能 的 に もVam3pお よびPep12pの 相 同 タ

ンパ ク質 で あ る こ とが示 唆 され た。

第 二 節EGFPとAoVam3pの 融 合 タ ンパ ク質 を用 い た液 胞 膜 の 可視 化

次 い でAoVam3pの 細 胞 内 で の 局在 を調 べ るた め に、AoVam3pの ア ミ

ノ末 端 にEGFPを 連 結 した融 合 タ ンパ ク質(EGFP-AoVam3p)をamyBプ ロモ ー タ

ー 下 で 発 現 す る(Fig . s-11)UEV株 を 作 製 し た 。 ま たAovam3条 件 発 現 株

TPVII118(補 遺; Fig. S-4.5)の バ ック グ ラ ウン ドにお い てAovam3プ ロモ ー ター か

らEGFP-AoVam3pを 発 現 す る(Fig. S-11)TPVEV株 を作製 した。 サ ザ ン解 析 の 結

果 、TPVEVI, 2, 3株 は1コ ピー の 、TPVEV4株 は多 コ ピー の プ ラス ミ ド由来 の

融 合 遺 伝 子 を持 つ こ とが 確認 され た(Fig. S-10)。EGFP-AoVam3pは 条 件 発 現株 の

気 中菌 糸 形 成 欠 損 を相 補 した こ とか ら(Fig. 2-4)、この融 合 タ ンパ ク質 が機 能 的 で

あ る こ とが確認 され た 。 ま た融 合 タ ンパ ク質 を高 発 現す るUEV株 を 、炭 素 源 を

グル コー ス とす る培 地 で 培 養 して も顕 著 な 生 育 の異 常 、 遅 延 はみ られ な か っ た

(data not shown)。 さ らにい ず れ の株 にお い て もEGFP蛍 光 の局 在 が 同様 で あ っ た

(Fig. 2-5)こ とか ら、 高発 現 に よ る誤 局 在 も起 こ って い な い こ とが 示 唆 され た。

EGFP-AoVam3pは いず れ の株 にお い て も、 基部 の菌 糸 にお い て微 分 干

渉 像(DIC)で 観 察 可 能 な発 達 した 液 胞 の 膜 上 に存在 した(Fig. 2-5, 6)。 また 菌 糸 先

端 で は小 さい粒 状 の 構 造 に局 在 が み られ た。 これ らの構 造 もま た液 胞 で あ るか

確 認 す る た め に 、EGFP-AoVam3p発 現 株 の7-amino-4-chloromethylcoumarin

(CMAC)お よ びN-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(p-diethylaminophenyl-hexatdenyl)

pyridinium dibromide(FM4-64)染 色 を行 った。

CMACは 疎 水 性 の低 分 子 で 、 細 胞 膜 を通 過 で き る。 細 胞 質 に 入 っ た

CMACはglutathione s-transferaseに よ りglutathione化 され る こ とが わ か っ てい る

(Molecular Probes product information)。Glutathione化 され たCMACは お そ ら く液

胞 膜 上 のglutathioneポ ンプ に よって 液 胞 内 腔 へ と取 り込 まれ る。FM4-64は 両 親

媒 性 の低 分 子 で 、膜 構 造 に刺 さ り安 定化 す る。 出 芽 酵 母 にお いて はそ の後 エ ン

ドサ イ トー シス に よっ て 細 胞 内 に 取 り込 まれ 、 エ ン ドソー ムや 液 胞 の膜 を染 色
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す る(Vida and Emr, 1995)。 糸 状 菌 にお い て もFM4-64を 用 い たエ ン ドサ イ トー

シ ス経 路 の染 色 がお こなわ れ て い る もの の(Fischer-Parton et al., 2000;Read and

Kalkman, 2003)、FM4-64が 細胞 毒性 を示 し細 胞 内構 造 の 異 常 を もた らす こ と も

示 唆 され て い た(Cole et al., 1998; Torralba and Heath, 2002)。 そ こで まずFM4-64

を用 い た染 色 の 条件 検討 を行 った。

8μMのFM4-64存 在 下 にお い て 菌 糸 の伸 長 速 度 は1.01±0.16μm min-1

(n=8)で 、FM4-64非 存 在 下 で の 生 育(0.98±0.19μm min-1, n=8)と 大 きな違 い は なか

っ た 。 ま たEGFP-AoVam3pお よび微 分 干 渉 像 に よ って観 察 され る液 胞 構 造 も

FM4-64の 存 在 に よっ て影 響 を受 け なか っ た(Fig. 2-5)。菌 根 菌P. tinctoriusに お い

てFM4-64は 死 ん だ菌 糸 の、CMACに よ って 染 ま らな い液 胞 の膜 の み を染 色 す

る こ とが 知 られ て い る(Cole et al., 1998)。 そ こでFM4-64とCMACに よ る共 染色

を行 っ た。 そ の結 果 、FM4-64は 正 常 に 生 育 して い る とみ られ る細胞 の 、CMAC

に よっ て染 色 され る液 胞 の膜 を染 色 した(Fig. 2-6f)。 以上 の結 果 か ら、 この条 件

下 にお い てFM4-64の 存 在 は細 胞 に悪 影 響 を与 え て いな い と判 断 した。

BGFP-AoVam3pの 局 在 はFM4-64に よ る染色 と極 めて 良い 一 致 を示 し

た(Fig. 2-5)。 こ の こ とか らEGFP-AoVam3pが 液 胞 な どのエ ン ドサ イ トー シス経

路 の オ ル ガ ネ ラ に 存 在 す る こ と が 確 か め ら れ た 。CMACに よ る 染 色 も

EGFP-AoVam3p蛍 光 と 良 い 一 致 を 示 し た(Fig. 2-6)。 基 部 の 菌 糸 に お い て

EGFP-AoVam3pは 、CMACに よ っ て 染 色 さ れ る 液 胞 の 膜 に 存 在 し た 。

EGFP-AoVam3pに よ って 可 視化 され た 菌 糸 先端 の粒 状 構 造 もCMACに よ って 染

色 され た こ とか ら、 これ らが未 発 達 の 小 さな液 胞 で あ る こ とが示 唆 され た 。 し

か し一 部 のEGFP-AoVam3Pは 基 部 の 菌 糸 に お い て 、CMACに よ り染 色 され ない

構 造 体 に局 在 した(Fig. 2-6c, e, f, 矢 頭)。 これ らの構 造 体 はFM4-64に よ って 染 色

され る こ とか ら(Fig. 2-6f)エ ン ドサ イ トー シ ス 経 路 の構 造 体 で あ る もの の 、

CMACに よ って 染色 され な い こ とか ら液 胞 で は ない と考 え られ る。 この構 造 体

は液 胞 の 近 くに存 在 し、液 胞 膜 の タ ンパ ク質 が 蓄積 して い る点 が 出芽 酵 母 の肥

大 したlate endosome/prevacuolar compartmentで あ るclass Ecompartmentと 一致 し

て い る(Raymond et al., 1992)。 この こ とか ら、FM4-64に よっ て 染 色 され る が

CMACに よっ て 染色 され な い この構 造 が 、A. oryzaeのlate endosome/prevacuolar

compartmentで あ る と考 えて い る。

第 三 節AoVps23pとEGFPの 融合 タ ンパ ク質 を用 い たlate endosome/prevacuolar
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compartmentの 可視 化

出 芽酵 母 にお い て 、Pep12pの 高発 現 はvam3破 壊 株 の形 質 を相 補 し、

Vam3pの 高 発 現 はpep12破 壊株 の形 質 を相 補 す る(Gotte et al., 1997)。 また 、ALP

経 路 へ の ター ゲテ ィ ン グ に必 要 なdi-leucineモ チー フ を変 異 させ たVam3pは 、

高 発 現 しな くて もpep12破 壊株 の形 質 を相補 で き る よ うに な る(Darsow et al.,

1998)。 これ は 、高発 現 ま た は変 異 に よ って これ らのt-SNAREが 互 い の局 在 場 所

に部 分 的 に 局在 し、機 能 を代 替 す るた め で あ る と考 え られ て い る。 従 っ て 、 あ

るVam3p/Pep12p相 同 タ ンパ ク質 が液 胞 とlate endosome/prevacuolar compartment

に 同時 に局 在 で き る ので あれ ば 、そ の タ ンパ ク質 はVam3p/Pep12p両 者 の役 割 を

併 せ 持 つ こ とが で き るで あ ろ う。 この た めAoVam3pの 局 在 が み られ たlate

endosome/prevacuolar compartment様 構 造 が 実 際 にlate endosome/prevacuolar

compaltmentで あ る こ とを示 す こ とが重 要 で あ る。 しか しこれ まで 糸 状 菌 にお い

てlate endosome/prevacuolar compartmentに 関 す る報 告 は一 つ しか な く(Tatsumi et

al., 2006)、 有 効 なマ ー カ ー タ ンパ ク質 も存在 しな い。 そ こで 出芽酵 母 にお いて

multivesicular bodyの 形 成 に必 要 なESCRT complex構 成 因 子 のA. oryzaeに お け る

相 同 タンパ ク質 を用 い てlate endosome/prevacuolar compartmentを 可視 化 す る こ

と を試 み た。 これ ま で に 糸 状 菌 に お け るESCRT complex構 成 因 子 の 相 同 タンパ

ク質 と して は 、 当研 究 室 の辰 巳 に よ りVps24p相 同 タ ンパ ク質AoVps24pが 機 能

解 析 され て い るの み で あ る(Tatsumi et al., 2006)。 しか しAoVps24pとEGFPの 融

合 タ ンパ ク質 は 大 部 分 が 細胞 質 に 存在 し、一 部 は膜 構造 に 局在 す る もの の観 察

は しづ らい と判 断 した。 実 際 に 出 芽酵 母 にお い て も、Vps24pは 細胞 質 に多 く存

在 し、 膜 画 分 に存 在 す るの は 一 部 で あ る(Babst et al., 2002)。 そ こでVps24p以 外

の 候 補 を模 索 した。ESCRT1 complexの 構 成 因 子Vps23pは 比較 的膜 画 分 に多 く

存 在 し、EGFPと の融 合 タ ンパ ク質 も機 能 的 で あ る(Katzmann et al., 2001)。 ま た

Vps23pはlate endosome/prevacuolar compartmentの 機 能 に必須 で あ る こ とか ら、

Vps23p相 同 タ ンパ ク質 が 局 在 す る構 造 体 はlate endosome/prevacuolar

compartmentで あ る と考 え られ る。 以 上 の理 由か らVps23p相 同 タ ンパ ク質 を用

い る こ とでlate endosome/prevacuolar compartmentの 可 視化 を試 み る こ と と した。

A. oryzaeゲ ノムデ ー タベ ー スか らVPs23と 相 同性 を示 す 配 列(Aovps23)

を見 い だ し、これ を も とに プ ライマ ー(Aovps23-5',Aovps23-CDT)を 設 計 した。ま

た 開始 コ ドン上流1kbを プ ロモ ー ター と定 義 し、 これ を増 幅 す るプ ライ マ ー も

合 わせ て設 計 した。 これ らの プ ライ マ ー を用 い てA. oryzae RIB40株cDNAを テ
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ンプ レー トと したPCRか らAovps23 cDNAを 、RIB40株 の ゲ ノム をテ ンプ レー

トと したPCRに よ りAovps23プ ロモ ー ター をそ れ ぞ れ ク ロー ニ ン グ した。 この

後MultiSite Gateway cloning systemを 用 い 、amyBプ ロモ ー ター ま た はAovps23

プ ロモ ー ター 下 流 にAoVps23p-EGFPを コー ドしniaDマ ー カー を有 す るプ ラ ス

ミ ドを作 製 し、これ を用 いてA. oryzae niaD300株 を形 質 転換 した。Aovps23プ ロ

モ ー ター か ら融 合 タ ンパ ク質 を発 現す る形 質 転 換 体 にお い て は 、EGFP蛍 光 は 弱

く観 察 に適 さなか った。amyBプ ロモー ター か ら融 合 タ ンパ ク質 を発 現 す る株 に

お い て は 、2%グ ル コー ス を炭 素源 とす る培 地 で培 養 した場 合 菌 糸 の多 分 岐 が み

られ た。 そ こでamyBプ ロモ ー ター か らの発 現 を弱 め るた め(田 浦,2005)、0.5%

グル コー ス と1.5%グ リセ ロール を炭 素 源 とす るCD培 地 で培 養 した もの を主 に

観 察 に用 い た。

AoVps23p-BGFPに よる蛍 光 は一 部 液 胞 内腔 に もみ られ た もの の、 主 に

FM4-64に よ り染 色 され る粒 状 構 造 に観 察 され た(Fig. 2-7A矢 印)。 これ ら粒 状 構

造 は液 胞 近傍 に位 置 して い た が 、CMACに よっ て は染 色 され な か った(Fig. 2-7B

矢 印)。 これ らの こ とか らlate endosome/prevacuolar compartmentと 考 え られ る

AoVps23p-EGFPの 局 在 す る 構 造 体 は 、EGFP-AoVam3pの 局 在 し たlate

endosome/prevacuolar compartment様 構 造 と同様 の特 徴 を持 って い る こ とが分 か

っ た。

考 察

糸 状 菌 の 液 胞 に 関 して は 、 特 徴 的 な側 面 が 見 出 され て い た に も関 わ ら

ず 、 実 験 手 法 の 限界 か らそ の 後 の研 究 が滞 って い た 。 筆 者 は 、菌 根 菌 と比 較 し

て分 子 レベ ル で の実 験 が 適 用 しや す いA.oryzaeを 材 料 と した液 胞研 究 の た め 、

まず 液 胞 膜観 察 系 の構 築 を行 っ た。 そ の た めの標 的 と して は、 液 胞 形 成 にお い

て 中 心的 役 割 を持 ち、 液 胞 膜 の マ ー カ ー 、 可視 化 に用 い られ て い るVam3p相 同

タ ン パ ク 質 を 選 ん だ 。EGFP-AoVam3p融 合 タ ン パ ク 質 は 一 部 がlate

endosome/prevacuolar compartment様 構 造 に 局在 した もの の、主 に液 胞膜 に存 在 し

た 。 さ ら にAovam3条 件 発 現 株 の 相 補 実 験 で 明 ら か に な っ た 様 に 、

EGFP-AoVam3pは 機 能 的 で あ る。 ま た 、EGFP-AoVam3pは 多少 の 高発 現 を行 っ

て も局 在 や 菌 糸 体 の 形 態 に 大 きな影 響 を与 え なか っ た。 顕 微 鏡 観 察 に お い て は

染 色 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ る ア ー テ ィ フ ァ ク トに 注 意 が 必 要 だ が 、
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EGFP-AoVam3pを 用 い た液 胞 観 察 は この よ うな ア ー テ ィフ ァク トを あ ま り含 ま

な い こ とが示 唆 され た。 以 上 の結 果 か ら 当初 の 目的 通 り、 ア ー テ ィ フ ァ ク トを

含 まず 液 胞 膜 を簡 便 に 、高解 像 度 で観 察 で き る系 が構 築 され た こ とが 分 か っ た。

AoVam3pは 出芽 酵 母 の液 胞 膜 上 のt-SNAREで あ るVam3pと 相 同性 を

示 す もの の 、late endosome/prevacuolar compartmentのt-SNAREで あ るPep12pと

も同 等 の相 同性 を示 した。A. oryzaeゲ ノム デ ー タベ ー ス にお い てVAM3ま た は

PEP12と 高 い 相 同性 を示 す 配 列 はAovam3の み で あ る(倉 都, 2006; Kobayashi et al.,

submitted)。 これ は他 の 糸 状 菌 にお い て も同様 で 、Vam3pま た はPep12pの 相 同

タ ンパ ク 質 は 一 つ の み しか 存 在 し な い(Gupta and Heath, 2002)。 こ の 結 果 は

AoVam3pがVam3pお よびPep12p両 者 の機 能 を併せ 持 つ こ とを示 唆 して い る の

か も しれ な い。Aovam3が 出 芽 酵 母 Δvam3お よび Δpep12株 の形 質 を相 補 した こ

とは 、 こ の仮 説 を 支 持 して い る。 ま た 、 出芽 酵 母 に お い てVam3pの 高 発 現 は

Δpep12株 の形 質 を相 補 し、Pep12pの 高 発 現 は Δvam3株 の形 質 を相 補 す る(Gotte et

al., 1997)。 これ は通 常Vam3pは 液 胞 に 、Pep12pはlate endosome/prevacuolar

compartmentに 局 在す るが 、高 発 現 に よ り一 部 の タンパ ク質 が 互 い の 局在 場 所 へ

移 行 し、機 能 を代 替 で き るた め と考 え られ て い る。 つ ま りこ の両 者 の機 能 の 差

異 は局 在 場 所 に あ り、SNARE motifの 特 異性 に 大 き な違 い は な い とい うこ とで

あ る。 だ とす る と液 胞 、late endosome/prevacuolar compartmentに 同時 に局在 で き

る な らば 、Vam3p/Pep12p相 同 タ ンパ ク質 は 両者 の機 能 を併せ 持 つ こ とが で き る

はず で あ る。これ と一致 して 、EGFP-AoVam3pの 一 部 はlateendosome/prevacuolar

compartment様 の粒 状構 造 体 に 局在 した。Aovam3プ ロモ ー ター か ら発 現 され 、

Aovam3条 件 発 現 株 の形 質 を相 補 す る条件 下 で も この局 在 は観 察 され た こ とか ら、

この結 果 が 遺 伝 子 の高 発 現 、 ま たはEGFPと の融 合 に よ って 生 じた ア ーテ ィフ

ァク トとは考 え に くい。そ こでlate endosome/prevacuolar compartmentの 機 能 に必

須 なVps23pの 相 同 タ ンパ ク質AoVps23pとEGFPの 融 合 タ ンパ ク質 の局 在 を解

析 した と ころ 、 同様 の粒 状構 造 へ の局 在 が み られ た。 今 後 実 際 にAoVam3pと

AoVps23pの 共 局 在 を示 す 必 要 が あ る もの の 、 上 述 の結 果 は こ の粒 状 構 造 体 が

late endosome/prevacuolar compartmentで あ る こ と、さ らにAoVam3pがVam3pお

よ びPep12p両 者 の相 同 タ ンパ ク質 で あ る こ とを示 唆 して い る。

26



Fig. 2-1. Alignment of the deduced amino acid sequence of A. oryzae AoVam3p with various
homologous proteins
Conserved transmembrane domain (TMD) and a glutamine residue are boxed. SNARE
motifs of Vam3p and  Pep12p are underlined in red. Di-leucine motif of Vam3p is underlined
in green.
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Fig. 2-2. Comglementation of S. cerevisiae Δvam3 phenotypes by the expression of Aovam3 cDNA.

(a)The indicated yeast strains were streaked on the YPGal plate containing either 1OOmM or

250mM CaCl2 and grown for 3 days. (b)Vacuoles of the indicated strains were stained with 10 μM CFDA.

Large developed vacuoies were observed in wild type strain and Δvam3 strain that expressed Aovam3 cDNA,

while Δvam3 strain and that only possessed the empty vector showed vacuolar fragmentation. Bars represent

10μm
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Fig. 2-3. Complementation of S. cerevisiae Δpep12 phenotypes by the expression of Aovam3 cDNA.

(a) The indicated yeast strains were strcaked on the YPGal plate and incubated at either 25℃

or 37℃ for 3 days. (b) The indicated yeast strains were streakcd on the YPGal plate and incubated at 30℃

for 2 days. CPY activity were assessed by the color of the colonies after the APE assay(see Matehals and

Methods); red represents the presence of CPY activity whi1e yellow indicates the lack of the activity.
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Fig. 2-4. Complementation of phemtypes in an Aovam3 conditional expression mutant by the

expression of EGFP-AoVam3P.

Approximately 102 conidia of either TPVII118, an Aovam3 conditional expression mutant

that expresses Aovam3 under the control of thiamine-regulatable thiA promoter, and TPVEV strains that

express EGFP-AoVam3p under Aovam3 promoter on a TPVII118 backgrohnd, were inoculated and grown

for 4 days in M medium (thiA promoter induced, left) or M medium containing 10μM thiamine (thiA

promoter repressed, right).

30



Fig. 2-5. Localization of EGFP-AoVam3p and FM4-64 staining in UEV1, TPVBV1, and TPVEV4.

Cover glass cultures of UEV1, TPVEV1, and TPVEV4 grown for 20 hours at 30℃ were

stained with 8μM FM4-64. DIC images, EGFP f1uorescence, FM4-64, and merged images are shown (left to

right). (a-c) Apical region, subapical region, and basal region, respectively, in UEV1. A tubular vacuole is

indlcated by arrows in b. (d, e) Apical region and subapical region, respectively, in TPVEVl. (f, g) Apical

region and subapical region in TPVEV4. Bars represent 5μm.
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Fig. 2-6. Localization of EGFP-AoVam3p and CMAC staining of UEV1, TPVEV1, and TPVEV4.
Cover glass cultures of UEV 1, TPVEV I, and TPVEV4 grown for 20 hours were stained with

CMAC. DIC images, EGFP fluorescence, and CMAC staining are shown (left to right). (a) Basal region in
UEV1. (b, c) Apical and basal regions, respectively, in TPVEV1. (d, e) Apical and basal regions,
respectively, in TPVEV4. (f) Dual staining of TPVEV I with FM4-64 and CMAC. Images of DIC, FM4-64,
EGFP, and CMAC fluorescence are shown. Arrowheads indicate putative late endosomes/prevacuolar
compartments visualized by EGFP-AoVam3p that are not stained with CMAC. Bars represent 5μm.
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Fig. 2-7. Subcellular localization of AoVps23p-EGFP

A. FM4-64 staining of an AoVps23p-F, GFP-expressing strain. B. CMAC staining of an

AoVps23p-EGFP-expressing strain. Arrows indicate a few examples of the putative late

endosomes/prevacuolar compartments that were stained by FM4-64, but not by CMAC. Bars represent 5

μm.
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