
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

背 景

第 二章 で記 述 した 様 に、A. oryzaeの 液 胞 膜 動 態 の解 析 か ら、菌 糸 基 部

にお い て 細 胞 質 成 分 とオ ル ガ ネ ラ の分 解 と、 チ ュー ブ 状 液 胞 を介 した分 解 産 物

の 菌 糸 先 端 へ の リサ イ クル が 起 こ っ て い る可 能性 が 示 唆 され た。 本 章 で は基 部

の菌 糸 にお い て実 際 に包 括 的 な細 胞 質 成 分 の 液胞 へ の 取 り込 み が 起 こっ て い る

か 検 証 す るた め 、様 々 なオ ル ガネ ラの液 胞 へ の 取 り込 み を検 証 した。

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

当研 究 室 で は これ まで様 々 なEGFPと の融 合 タ ンパ ク質 を オル ガネ ラ

の マ ー カ ー と して確 立 して きて い る(Maruyama et al., 2002; Mabashi et al., 2006;

倉都,2006;田 浦,2006)。 しか し小胞 輸送 経 路 の オル ガネ ラマ ー カー 膜 タ ンパ ク

質 は しば しば 一 部 が 液 胞 内腔 へ 移 行 して しま うた め、液 胞 内 へ の 取 り込 み を評

価 す る に は 不 適 で あ る 。 そ こ で 今 回 は ペ ル オ キ シ ソー ム の マ ー カ ー で あ る

EGFP-PrSl(Minami et al., unpublished results)、 ミ トコン ドリア の マ ー カ ー で あ る

AoCit1-EGFP(Mabashi et al.,2006)、 核 のマ ー カ ー で あ る ヒス トンH2B-EGFP

(Mamyama et al., 2001; Ishiet al.,2005)を そ れ ぞれ 発 現 す る株 を用 い て観 察 を行

っ た。培 養 は0.15%L-methionineを 含 むCD培 地 を用 い、 ガ ラス ボ トムデ ィ ッシ

ュ で行 っ た。先 端 生 長 を行 っ て い る菌 糸 と基 部 の 菌 糸 を観 察 す る た め、24hrs培

養 後 のカ ル チ ャー の菌 糸 先 端 と48hrs培 養 後 の カル チ ャー の液胞 の 発達 した菌

糸 をそ れ ぞ れ観 察 した 。

ペ ル オ キ シ ソー ムは 出芽 酵 母(Hutchins et al.,1999)や メ タ ノール 資 化 性

酵 母(Monastryska et al., 2004; Farre and Subramani, 2004)に お いて よ く研 究 され て

い る、オ ー トフ ァ ジー に よ って液 胞 へ取 り込 まれ るオ ル ガ ネ ラの 代表 格 で あ る。

24hrs培 養 後 、EGFP-prs1に よ り菌 糸 先端 に粒 状 のペ ル オ キ シ ソー ム が観 察 さ

れ た(Fig.4-1a)。 しか しこの 時 点 で既 に 、液 胞 が発 達 して い る基 部 の 菌糸 にお い

て は液 胞 内腔 にEGFP蛍 光 が 観 察 され た(Fig4-1a)。 これ は48hrs経 過 後 に よ り

顕 著 に な り、 この時 点 で細 胞 質 に粒 状 のペル オ キシ ソー ム は少 な く、EGFP蛍 光

は 主 に微 分 干 渉像 で確 認 され る液 胞 内腔 に観 察 され た 。 ま た24hrs培 養 時 、

AoCit1-EGFPに よっ て細 胞 質 にチ ュー ブ状 の ミ トコ ン ドリア が観 察 され る(Fig

4-1b)。 しか し48hrs経 過 後 、細 胞 質 に チ ュー ブ状 の ミ トコ ン ドリア も存 在 した
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もの の 、 一 部 のEGFP蛍 光 は液 胞 内腔 に観 察 され た(Fig.4-1b)。 また24hrs培 養

時 、H2B-EGFPに よ って 細胞 質 に 多数 の核 が観 察 され る(Fig.41c)。 これ に対 し

て48hrs経 過 後 は 、細 胞 質 に まだ い くつ か の核 が残 って い る もの の 、一 部 の 発

達 した液 胞 にお い て弱 いEGFP蛍 光 が 液胞 内 腔 に観 察 され た(Fig.4-1c)。 これ ら

の 結 果 か ら、48hrs培 養 後 の基 部 の 菌糸 にお い て は、ペ ル オ キ シ ソー ムや ミ トコ

ン ドリア 、核 とい っ た オル ガ ネ ラが 液 胞 内 へ 取 り込 まれ て い る こ とが 明 らか に

な っ た。

さ らに これ らの オル ガ ネ ラの 液 胞 へ の 取 り込 み が オ ー トフ ァ ジー に よ

る ものか ど うか 検 証 す るた め に、 当研 究室 の菊 間 に よ って 作 製 され たAoatg8破

壊 株(Kikuma et al.,2006)を 用 い て 同様 の実 験 を行 った。Aoatg8はA.oryxaeに お

い て マ ク ロオ ー トフ ァ ジ ー に 必 須 で あ る こ と が わ か っ て い る(Kikumaetal.,

2006)。 具 体 的 に はEGFP-Prs1、Aocit1-EGFP、H2B-EGFP各 融 合 タ ンパ ク質 を

コー ドす るプ ラ ス ミ ドをAoatg8破 壊 株 に導 入 し、 同様 の観 察 を行 った。

24hrs培 養 後 、EGFP-PrS1で 可視 化 され たペ ル オ キ シ ソー ム はAoatg8

破 壊 株 にお い て も細 胞 内 に粒 状 の 構 造 と して 存在 した(Fig.4-2a)。48hrs培 養 後 、

野 生株 と異 な り、Aoatg8破 壊 株 にお い てEGFP蛍 光 は液 胞 内腔 に観 察 され なか

った(Fig.42a)。 ま たAoCit1-EGFPに よ って 可視 化 され る ミ トコ ン ドリア は24h豆s

培 養 後 、Aoatg8破 壊 株 にお いて もや は りチ ュー ブ 状 の構 造 と して細 胞 質 に観 察

され た(Fig.42b)。48hrs培 養 後 の 基 部 の 菌糸 にお い て も、細 胞 質 に はチ ュー ブ

状 の ミ トコン ドリア が多 く残 って お り、 液 胞 内腔 にEGFP蛍 光 は み られ な か っ

た(Fig.4-2b)。H2B-EGFPに よ って 可 視 化 され た核 も同様 で 、48hrs経 過 後 も液

胞 内 腔 にEGFP蛍 光 は み られ な か っ た(Fig.4-2c)。Fig4-2cに お い て 一部 の核 は液

胞 と重 な って い るが 、微 分 干 渉 像 で 焦 点 をず ら して確 認 した とこ ろ液 胞 と焦 点

面 は一 致 しなか っ た。いず れ に して もFig.4-1で み られ た よ うな液 胞 内腔 に拡 散

したEGFP蛍 光 は み られ な か った こ とか ら、これ らの核 は分解 を受 け てお らず 、

従 って 液 胞 内 に は入 っ て い ない も の と考 え られ る。

考 察

これ ま で の研 究 に よ り、 糸 状 菌 の基 部 菌 糸 にお いて は細 胞 質成 分 とオ

ル ガネ ラ の包 括 的 な分 解 が起 こっ てい る とい う仮 説 が生 じた 。 そ こで本 章 で は

当研 究 室 に よ り蓄 積 され て き た各 種 マ ー カー タ ンパ ク質 発 現 株 を活用 し、 この

仮 説 の検 証 を行 っ た。 そ の結 果 基 部 の菌 糸 にお い て は 、ペ ル オ キ シ ソー ム 、 ミ
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トコン ドリア、核 といったオル ガネ ラが液胞 に取 り込 まれてい ることが示 され

た。 この時マーカー タンパ ク質に由来す るEGFPは 液胞 内腔 に拡散 して見 られ

た こ とか ら、取 り込 まれた成 分は分解 を受 けているこ とが示 唆 され た。 さらに

Aoot88破 壊株 を用いた解析 か ら、 これ らのオルガネ ラの取 り込みがオー トフ ァ

ジーに よるもので あることが明 らかになった。

出芽酵母や メタノール資化性酵母 にお いて、環境変化 に対応 してペル

オ キシ ソー ムがオー トファジーに よ り液胞 に取 り込 まれ、分解 され る ことが知

られて いる(Hutchius et al., 1999; Monastryska et al., 2004; Farre and Submmani,

2004)。 これ と一致 して、今 回の実験 にお いてペルオ キシソームはオー トファジ

ーに よる液胞への取 り込みが最 も起 こ りやす く、24hrs培 養後 の比較的若い菌糸

体において も取 り込みはみ られ た。 ミ トコン ドリア も出芽酵 母にお いてオー ト

ファジーに よ り液胞 に取 り込 まれ ることが知 られ ている(Kissova et al., 2004)。核

の一部 もまた、出芽酵 母において栄養飢餓 条件 下で ミクロオー トフ ァジー によ

り液胞 に取 り込まれ る(Roberts et al., 2003)。 しか しこの場合、取 り込 まれ るのは

核 小体の一部やpreribosomeな ど核 の ごく一部 である。単核 の出芽酵母 において

は、核 全体 を取 り込む こ とは 自身の生命活動 を完全 に止 めることになるので、

む しろこれは 当然で あろ う。 これ に対 してAoryzaeで は、EGFPと 融 合 した ヒ

ス トンH2Bも 液胞 内へ取 り込 まれ た。 ヒス トンは核酸 の電荷 を中和す るために

も必要で ある と考 え られてい るた め、 ヒス トンH2Bの 液胞への取 り込みは核酸

の取 り込み も伴 ってい ると考 えた方が 自然 である。 自然界 にお いて糸状菌の生

育 を制 限す る栄養 としてはまず 窒素や リンがあげ られ るが、核酸 はこの二つの

元 素を豊 富に含 む ことか ら、液胞 にお いて核全体 を分解 しリサイ クルす ること

は合理的 であ る(Maheshwari, 2005)。A. oryzaeを 含 む糸状 菌の菌糸 は多核 であ り、

出芽酵母 と異 なって核 の分解 は生命活動 の停止 を意味 しない。多核の菌糸 を持

つ意義 は、先端生長時 にはタンパ ク質合成 を活性化す ることで他 の生物 よ りも

早 く増殖 し、基部 の菌 糸では核 自身 を窒素、 リンの貯蔵庫 と して分解 、再利 用

す ることにあ るのか も しれ ない。

今 回Aoatg8破 壊株 を用いた解析 に よ りオル ガネ ラの取 り込みがオー ト

ファジーに よるものである ことが明 らか になったが、現時点 では ミク ロオー ト

ファジー とマ クロオー トフ ァジー のいずれ が寄与 してい るのかは定かでない。

出芽酵母 のAtg8pは マ ク ロオー トファジー に関与す ることが知 られてい るが

(Kidsako et al., 1999; Ichimula et al., 2000)、 メタノール資化性 酵母 においてAtg8p
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相 同 タンパ ク質はマ クロ、 ミクロオー トファジーの両者 に関与す る(Faπ6and

Subramani, 2004)。A. oryzaeのAoAtg8pが ミクロオー トフ ァジー にも関与す るか

ど うかは明 らか にな っていないが、状況証拠か らオル ガネ ラの取 り込みは主に

ミク ロオー トファジーに よ り行 われて いる と考 えてい る。今 回の観 察 において

細胞質 中に拡散 したEGFP蛍 光 はみ られ なかったこ とか ら、各オル ガネ ラは細

胞質 で分解 され てか ら液胞 に取 り込 まれ るのではな く、完全 な状態で液胞 に取

り込 まれ 、そ こで分解 され る もの と考 え られ る。特に核 の よ うにある程度の大

きさを持 つ ものを取 り込む には、オー トファゴ ソームで覆 ってか ら液胞 へ取 り

込む マ クロオー トフ ァジー よ りも、液胞 膜の陥入 とともに取 り込 める ミクロオ

ー トフ ァジーが適 してい る
。 出芽酵母 において核 の一部が液胞内へ取 り込まれ

る過程 も、 ミク ロオー トフ ァジー によるものであ る。 また基部の菌糸において

液胞膜の内腔への取 り込みが示唆 され た こ とも、 ミクロオー トファジーに よる

取 り込み を示唆 している。 今後の研 究 においてはオル ガネ ラが完全な状態で取

り込 まれて いるか、 また ミクロオー トファジーに よる取 り込みなのか を明 らか

にす るた めに も、液 胞への取 り込みの段 階を観 察す ることが重要であ る。
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Fig. 4-1. Fluorescence micrographs of fusion proteins of various organelle markers with EGFP 

A. oryzae strains expressing a peroxisomal marker EGFP-PTS 1, a mitochondrial marker 

AoCitl-EGFP. and a nuclear marker histone H2B-EGFP were inoculated in CD supplemented with 0.15%

L-methionine and grown for either 24(left)or 48 hrs(right). Bars represent 5μm.
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Fig. 4-2. Fluorescence micrographs of fusion proteins of various organelle markers with EGFP in A 

A oalg8 background 

A. oryzae strains expressing a peroxisomal marker EGFP-PTS I, a mitochondria! marker 

AoCitl-EGFP, and a nuclear marker histone H2B-EGFP in AAnatg8 background were inoculated in CD

supplemented with 0.15% L-methionine and grown for either 24(left)or 48 hrs(right), Bars represent 5μm.
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総合討論

本研 究は、主 に形態的側面 か ら解析 されて きた糸状 菌の液胞 を分子 レ

ベルか ら理解す るこ とを 目的 と し、その初め としてPthiAを 用 いた遺伝子 の条件

発現 とEGFPiAoVam3pを 用 いた液胞膜 の可視化 とい う二つの実験系 の確 立 を行

った。

当初期待 した様 に、PthiAを 用 い ることで生理的に大 きな影響 を与 える

こ とな く遺伝子 の厳密 な発 現制御 が可能 とな った。 また基底 レベル の発現が検

出限界以下 にまで低下す るこ とか ら、PthiAはA.oryzaeに おいて必須遺伝子 の解

析 を行 う際 に、条件発現株 作製 のための唯一の選 択肢 とな ってい る。 また、融

合 タ ンパ ク質 な どの発現 におい て も重要 な ツール で ある。 さらに糸状菌のモデ

ル であるA.nidulansに おい て も同様 の制御 を受 け、適用可能であ ることが示唆

され た。 この ことか らPthiAの 開発がA.oryzaeの みな らず 、糸状菌一般 にお け

る分子 生物学 の進展 に貢 献で きたのではないか と考 えてい る。実際 これ までに

A.nidulansを 扱 う研究者か らプラス ミ ドや株 の提供 を要望 された ことか ら、今後

Pth語 を用いて糸状菌全般 にお け る遺伝子 の機 能解 析が進む ことを期待 したい。

またEGFP-AoVam3pを 用 いた液胞膜観 察系にお いて も、PthiAを 用い

て作製 したAovam3条 件発現株 を用 いることに よって、アー テ ィフ ァク トを含 ま

な い 実 験 系 で あ る こ とが 強 く示 唆 され てい る。EGFP-AoVam3pは 一部late

endosome/prevacuolar compartment様 構造 に も局在 した ものの大半は液胞膜 上に

局在 してお り、従来 の液胞 内腔 を可視化す る系 と比べて縣解 像度かつ簡便な液

胞 動態 の観 察が可能 とな った。一方 で、糸状菌においては細胞染色の方法 も、

必ず しも確 立 してい なか った。例 えばFM4-64に 関 してはアーテ ィフ ァク トを生

じる とい う議論が あ り、CMACは 染色効率が悪かった。本研 究ではFM4-64お

よびCMACに よる染色 の検討 を行 い、効率的かつ細胞 に悪影響 を及 ぼ さない染

色法 を確立 したこ とか ら、例 えばAoVam3pの 局在場所 のよ うな細部の議論が可

能 となった。 これ は画期的 な成果 ではないが、特に当研 究室 にお けるA.oｒyzae

の液胞研 究 におい て は極 めて重 要な貢 献 で あった と考 えてい る。 この よ うに

EGFP-AoVam3pに よる液胞膜動態観察系 と液胞 染色 系を確立 した ことが、チ ュ

ーブ状液胞形成 時の液胞膜動態や 基部菌糸 にお ける液胞膜 の内在化 、気 中菌糸

や ガ ラ ス表 面 菌 糸 にお け る液 胞 形 態 、Vam3p相 同 タンパ ク質 の液胞 とlate

endosome/prevacuolar compartment様 構造へ の局在 とい った新規 現象 の発 見につ
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なが った と考 えてい る。

液胞形態 の詳細な解析 か ら、Fig.3-8に 示 した様 に菌糸体 の部位 によ り

液胞 が異 なる役割 を持 つ可能性 が示唆 され た。 これ は、基部 の菌糸で は細胞質

成分 のオー トファジーに よる分解 とそれ に伴 う液胞 の発達、液胞膜 の内在化 が

起 こ り、分解 産物 がチ ューブ状液胞 を介 して菌糸の生長 先端へ と運 ばれ 、 リサ

イ クル され るとい うモデルで ある。 このモデルの検証 には、基部菌糸 にお け る

細胞 質成分 の包括 的な分解 が起 こってい るか 、またチ ューブ状液胞 が実際 に栄

養 輸送 に関与 し、特 に栄養 と接 していない菌糸 にお いて先端生長 を支 えてい る

か を明 らかにす る必要が ある。後者 の検 証 のためには、チ ューブ状液胞 の消失

が物質 の動 き と先端 生長へ及 ぼす影響 を評価す る ことが直接 的であ る。 ガ ラス

表 面や気 中菌 糸において チュー ブ状液 胞 の頻度 が増加 した ことを手がか りと し

て、チ ュー ブ状液胞 の形成 に関与す る因子 の探索 を行 ったが、炭 素源 、窒素源

の枯渇(data not shown)や 浸透圧(Fig.S-12)は チ ューブ状液胞 の頻度 に影響 しなか

った。また、チ ューブ状液胞 の形成 にはdynamin様GTPaseの 関与が示唆 されて

い るが(Hyde et al.,2002)、A.nidulansに おいて液胞形成 に関与す るdynaminで あ

るVpsApのA.oryzaeに お け る高発現や 、Aovam3の 発現抑制 もチ ューブ状液胞

の頻度 に影響 しなか った(data not shown)。 従 ってチューブ状液胞 の形成 に関与す

る因子 の探索 と、それ を利用 したチ ューブ状液胞の生理的 な役割 の検証 が今後

の大 きな課題 であ る。 対 して当研 究室で作製 されて きた各種 オル ガネ ラのマー

カー タンパ ク質 を用い る ことで、基部菌糸 においてペルオ キシ ソー ム、 ミ トコ

ン ドリア 、核 の液胞 へ の取 り込 み と分解 が起 こって いる ことが示唆 され た。 こ

れ は 当初予想 した様 に、菌糸密度 が高 くなって栄養 を取得 しに くくなった基部

の菌糸 が生命活動 を最小 限に と どめる ことで、個 と しての生 存力 を高 めてい る

のか も しれ ない。 また この過程 で見 出 され た核 の取 り込 みは、特 に興味深い現

象で あ る。 出芽酵母 にお いては核 の一部 の取 り込みが知 られ てい るにす ぎな い

(Roberts et al.,2003)。また ゾウ リム シにお いては、接合後の細胞 にお いて核がacid

phosphatase陽 性 かつ酸性 の小胞状構造 に囲まれ、それ に伴 って核 の消失が起 き

る ことが知 られて いる(Lu and Wolfe, 2001)が 、実際 に核 がlysosomeに 取 り込 ま

れ分解 され てい るのか どうか ははっき りしていない。H2B-EGFPの 液胞への取

り込み に伴 う核 の挙 動 を解 析す る ことは、多核細胞 の意義 と液胞 の役割 に関す

る今 後 の理解 のために重要で ある とともに、生物全般でみ て も新規 の知見 をも

た らす 可能性 を秘 めている。
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この研 究を始 めた5年 前 は、糸状菌の基礎研究 にお いてA.oryzaeは 極

めて非正統派 であ り、A.oryzaeを 用いて基礎研 究を行 う意義が あるのか とい う

批判 も受 けていた。 しか し特徴 的な液胞形 態 な ど糸状菌全般 でみて も新規 な知

見 と、気 中菌糸 にお ける液胞構造 な どA.oryzaeを 用いたか らこそ 明 らかになっ

た知見 を示す こ とで、本研 究を通 して液胞研究 にお けるモデル と してのA.oryzae

を提示 で きた ので はないか と思 う。 また。本研 究では液胞形 態の詳 細な解析 か

ら見 出 された菌糸体部位 に よる液胞機 能 の多様性 とい う仮説 を導 き、 当研 究室

で利用 可能 な実験材料 を駆使す るこ とで その検証 を進 め るこ とがで きた。 これ

は逆遺伝 学的 アプ ロー チで個 々の遺伝子機能 の断片的情報 を得 るこ とが主流 だ

ったA.oryzaeの 基礎研 究 において、現象 か ら入 る とい うアプ ローチが可能 とな

ったこ とを意味 して いるのか も しれない。

本研 究におい て様 々な実験系 を確 立 し、それ に よって新規の知 見を見

出 して きた。 しか し菌糸部位 に よる液胞機 能 の違いや基部菌糸 にお け る核 の取

り込 み といった本 当に興味深 い仮説 は、 よ うや く検証が進みつつ ある とい う段

階で ある。 自分 で ここまで進 めて きた研 究で あるので、 自分 の力 であ る程度 の

決着 がつ くところまで突 き詰 めてみたい と考 えてい る。

56



実 験 材 料 と 方 法

使 用 菌 株

大 腸 菌 組 換 え プ ラ ス ミ ドの 取 得 に はE. coli DH5α(5upE44, △lacU169

(Φ80 lacZ△M15)、hsdR17, recA1,endA1, gyrA96, thi-1, relA1)を 用 い た 。

出 芽 酵 母 の 相 補 性 試 験 に お い て はBY4741お よ びBY4741を 親 株 とす る

△vam3株YO2362(BY4741; MATα; his3 D1; leu2 D0; met15 D0; ura3 DO;

YOR106w:: kanMX4)、 △pep12株Y01812(BY4741; MAT a; his3 D1; leu2 D0; met15

D0; ura3 D0; yORO36w:: kanMX4)(Brachmann et al., 1998)を 用 い た 。

A. nidulansに お け るPthiAの 挙 動 解 析 に はA89株(biA1,argB2)お よ び

A89株 をPthiA-egfpとargBマ ー カ ー を 含 むplasmid pBATGに よ り形 質 転 換 した

ATG3,4株(biA1, argB2,(PthiA-egfp, arg8))を 用 い た。

A. oryzae使 用 菌 株 はTable 1に ま と め た 。

使 用 培 地

A. nidulansの 培 養 に は 下 記 の 培 地 を使 用 した 。

MMglc+biotin(1Lあ た り);6.0g NaNO3, 0.52g KCI, 1.52g KH2PO4, 0.52g

MgSO4・7H2O, 20g glucose, 1.0ml Trace elements solution, 0.02mg biotin(Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA)

た だ しTrace elements solution(1 Lあ た り);22g ZnSO4・7H2O, 11g H3BO3, 5g

MnCl2・4H2O, 5g FeSO4・7H2O, 1.6g CoCl2, 1.6g CuSO4・5H2O, 1.1g(NH4)MO4・H2O,

50gEDTA

YG培 地;0.5% Yeast extract, 1% glucose

A.oryzaeの 培 養 に は 下 記 の 培 地 を 使 用 した 。

M培 地;0.2% NH4Cl, 0.1%(NH4)2SO4, 0.05% KCI, 0.05% NaCl, 0.1% KH2PO4, 0.05%

MgSO4・7H2O, 0.002% FeSO4・7H2O, 2% glucose, pH5.5

CD培 地;0.3% NaNO3, 0.2% KCI, 0.1% KH2PO4, 0.05% MgSO4・7H2O, 0.002%

FeSO4・7H2O, 2% glucose, pH5.5

必 要 に 応 じて0.15% L-Methionineを 添 加 した 。

DPY培 地;2% dextdn, 1% polypeptone, 0,5% yeast extract, 0.5% KH2PO4, 0.05%

MgSO4・7H2O
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ま た 、培 地 に チ ア ミ ン を 添 加 す る 場 合 は 、Thiamine hydrochloride(Sigma)

を 特 に 記 載 が な い 場 合10μMの 濃 度 で オ ー トク レ ー プ 後 の培 地 に 加 え た 。

S.cerevisiaeの 培 養 に は 下 記 の 培 地 を使 用 した 。

YPD培 地:1% Yeast Extract, 2% Bacto peptone, 2% glucose

YPGal培 地:1% Yeast Extract, 2% Bacto peptone, 2% galactose

SD培 地:0.67% Yeast nitrogen base without amino acids, 2% glucose

E. coliの 培 養 に は 下 記 の 培 地 を 使 用 した 。

LB培 地:1% Bacto Tryptone, 0.5% Yeast extract, 0.5% NaCl

遺 伝 子 操 作 一 般

Sambrookら の 方 法(Sambrook et al., 1989)に 従 っ た 。試 薬 や キ ッ ト類 は 説

明 書 の 指 示 に 従 っ て 行 っ た 。

大 腸 菌 の プ ラ ス ミ ド回 収 は ア ル カ リーSDS法 に よ り行 っ た 。

Polymerase Chain Reaction(PCR)はEx Tag(TaKaRa Co., Kyoto,

Japan)ま た はprrobest(TaKaRa)をpolymeraseと し て 用 い 、 下 記 の サ イ クル

に よ っ て 行 っ た.

1.ゲ ノ ムDNAの 乖 離(94℃,5min.)

2.DNAの 乖 離(94℃,30sec.)

3.ア ニ ー リ ン グ(温 度 は プ ラ イ マ ー に よ る,30sec.)

4.伸 長 反 応(72℃,時 間 は 伸 長 す る長 さ に よ る)

5.冷 却(4℃,∞)

上 記2.～4.を30サ イ ク ル 繰 り返 した.た だ しプ ラ ス ミ ドを テ ン プ レー トとす る

時 は1.の サ イ ク ル は 省 略 し た.ま た 伸 長 時 間 は 、 ポ リメ ラ ー ゼ の 伸 長 速 度 が1

kb/min.で あ る と し て 計 算 し た 。 使 用 したprimerと ア ニ ー リ ン グ 温 度 はTahle2

に ま と め た 。

pyrobestを 用 い て 増 幅 した 産 物 は 、必 要 に 応 じてT4 polynudeotide kinase

(TaKaRa)に よ り末 端 を リン 酸 化 した 。制 限 酵 素 処 理 を行 っ たDNA末 端 の 脱 リン

酸 化 に はPhosphatase, Alkaline(Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany)を 用

い た 。Ligation操 作 はDNA断 片 をGENECLEAN II Kit(Funakoshi Co., Tokyo,

Japan)に よ り精 製 後 、DNA ligation kit ver 2.0(TaKaRa)を 用 い て 行 っ た。DNA断
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片 の 末 端 平 滑 化 に はDNA bluntmg kit(TaKaRa)を 用 い た 。

サ ザ ン 解 析 はECL direct nucleic acid labeling and detecdon system

(Amersham Japan, Tokyo, Japan)を 用 い て 行 っ た 。 ノ ザ ン解 析 はAlkPhos direct

labeling and detection system(Amersham)に よ っ て 行 っ た 。

DNA塩 基 配 列 の 決 定 に はDSQ-1000L(Shimadzu co., Kyoto, Japan)ま た

はABI Prism TM310NT genetic analyzer(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

を 用 い た 。

使 用 プ ラ ス ミ ド

1.pBNT-GFP(TPG株 の 作 製 用)

RIB40株 の ゲ ノ ムDNAを テ ン プ レ ー ト と し 、thiA pro.5'-Smal,

thiApro.3'-XhoIを プ ラ イ マ ー と してpyrobestを 用 い たPCRを 行 い 、 得 られ た 約

1.3kbのPthiAを 含 む 断 片 の 末 端 を リン 酸 化 後 、pBluescdpt II SK+(Stratagene, La

Jolla, CA, USA)のEcoRV部 位 へ 挿 入 、pBTHIIIを 得 た 。pBTHIIIをSmaIで 切 断

して 得 られ た 約1.3kbの 断 片 を αmyBタ ー ミネ ー タ ー を含 むpBArのSmaI部 位

へ 挿 入 、pBTPATを 得 た 。pUNAをHindIIIで 切 断 して 得 られ たniaD遺 伝 子 を

含 む 約51kbの 断 片 をpBTPATのHind III断 片 へ 挿 入 し、pBNrを 得 た 。pBEGFP-F

をEcoRIで 切 断 し て 得 られ たegfpを 含 む 約1.0kbの 断 片 をblunting処 理 後 、pBNT

のSma1部 位 へ 挿 入 、pBNT-GFPを 得 た.

2.pBATG(A.nidulansへ の 」PthiA-egfp導 入 用)

pYARG(松 田 、修 士 論 文)をBamHI処 理 し、得 られ たargBを 含 む32kb

の 断 片 を 平 滑 末 端 化 後 、pBNT-GFPをHind III処 理 後 に 平 滑 末 端 化 して 得 た

PthiA-egfp, amyB terminatorを 含 む 約45kbの 断 片 とligationす る こ とで 得 た 。

3.pYESVAM(S. cerevisiaeに お け るAovam3cDNA発 現 用)

A. oryzaecDNAを テ ン プ レー トと し、vamC-N,vamC-Cプ ラ イ マ ー を 用

い たPCRを 行 い 、増 幅 され たAovam3cDNAをpT7blue vector(EMD Science, San

Diego, CA, USA)へTAク ロー ニ ン グす る こ と で プ ラ ス ミ ドpTVAMを 得 た 。

pTVAMをBamHI, SphIで 切 断 して 得 られ たAovam3cDNAを 含 む 約08kbの 断

片 を 、Gall promoterを 含 むpYES2のBamHI, SphI部 位 へ 挿 入 、pYESVAMを 得

た 。
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4.pUEGFP-VAM(amyBプ ロモー ター か らのegfp-Aovam3融 合 遺 伝 子 の発 現 用)

RIB40cDNAを テ ン プ レー トと してvam3BsrN、vam3BsrCプ ライ マー を

用 いPCRを 行 い 、増 幅 され たAovam3 cDNAをpT7 blue vectorへTAク ロー ニ ン

グ して プ ラス ミ ドpTVBSRを 得 た。pTVBSRをBsrGIで 切 断 して得 られ た

Aovam3cDNAを 含 む 約0.8kbの 断 片 を 、egfpを 含 むpBEGFP-FのBsrGI部 位 へ

挿 入 し、pBEGFP-VAMを 得 た.pBEGFP-VAMをSmaI,EcoRVで 切 断 して得 ら

れ るegfp-Aovam3融 合 遺 伝 子 を含 む 約1.8kbの 断 片 をamyB promoter, amyB

terminator, niaDを 含 むpUNAのSmaI部 位 に挿 入 し、pUEGFP-VAMを 得 た。

5.pUTPVsC(Aovam3条 件 発 現 株 作 製 用)

RIB40株 の ゲ ノ ム をテ ン プ レー トと してP1,P2プ ライ マ ー を用 い て

PCRを 行 い 、Aovam3を 含 む 約0.8kbの 増 幅 産 物 をpT7 blue vectorへTAク ロー

ニ ン グ してpTVAMSを 得 た 。pTVAMSをSalIで 切 断 して 得 られ たAovam3を 含

む 約08kbの 断 片 をpBluescriptII SK+のSalI部 位 へ と挿 入 、pBVOSを 得 た。 フ

ァー ジ ク ロー ン 由来 の 、Aovam3周 辺 約45kbのSalI断 片 を含 むpBVAMSをSacI

で切 断 し、得 られ たAovam3 3'隣 接領 域 を含 む 約1.5kbの 断 片 をpBVOSのSac

I処 理 した後 のベ ク ター へ挿 入 、pBVODを 得 た。前述 のpBTHIIIをXho Iで 切 断

して得 られ たPthiAを 含 む約1.3kbの 断 片 をpBVODのXhoI部 位 へ と挿 入 、

pBTHVODを 得 た。pBVAMSをSmaI,XbaIで 切 断 して得 られ たAovam35'隣 接

領 域 を含 む約2.0kbの 断 片 をA. nidulans sCを 含 むpUSCのSmaI,XbaI切 断部 位

に挿 入 、pUSCSXを 得 た。pBTHVODを3脚1で 切 断 して得 られ たPthiA、Aovam3、

Aovam33'隣 接 領 域 を含 む約3.8kbの 断 片 をpUSCSXのEcoRV部 位 へ挿 入 、

pUTPVsCを 得 た。

6.pBNVPEV(Aovam3 promoter下 で のEGFP-AoVam3pの 発 現 用)

RIB40株 の ゲ ノム をテ ンプ レー トと し、vamCpro.5'-EcoRV, vamCpro.

3'-EcoRVを プ ライ マ ー と してpyrobestに よ るPCRを 行 い 、得 られ たAovam3

promoterを 含 む 約1.3kbの 断 片 の末端 を リン酸 化 後 、pBluescdpt II SK+のEcoRV

部位 へ と挿 入 、pBVPEを 得 た 。pBVPEをEcoRVで 切 断 して得 られ たAovam3

promoterを 含 む 約1.3kbの 断 片 をegfp-Aovam3を 含 む 前 述 のpBEGFP-VAMの

EcoRV部 位 へ 挿 入 、pBVPEVを 得 た。pUNAをHind IIIで 切 断 して得 られ たniaD

を含 む約5.2kbの 断 片 をblunting後 、pBVPEVのSmaI部 位 へ 挿 入 、pBNVPEV
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を 得 た 。

7.pgNAVEN

RIB40cDNAを テ ン プ レー トと し 、Aovps23-5', Aovps23-CDTを プ ラ イ

マ ー と してpyrobestでPCRを 行 い 、 増 幅 さ れ た 終 止 コ ドン を含 ま な いAovps23

を 持 つ 約1.8kbの 断 片 をpgEHH(Mabashi et al.,2006)をSmaI処 理 す る こ と で 得

られ た 約2.5kbの 断 片 へ 導 入 し、pgEAV23を 得 た 。 そ の 後pg5'aE, pgEAV23,

pg3'E,DV1を 用 い たLR反 応(Mabashi et al.,2006)を 行 い 、amyB promoter下 に

Aovps23-egfp融 合 遺 伝 子 を持 ち 、amyB terminatorとniaDマ ー カ ー を 有 す る プ ラ

ス ミ ドpgNAVENを 得 た 。

顕 微 鏡 観 察

18×18mmの カ バ ー ガ ラ ス(Matsunami Glass Ind., Osaka, Japan)上 の100

μ1のCD,Mま た はCD+0.15%L-methionine培 地 に 菌 糸 体 ま た は 約1び 個 の 分 生 子

を植 菌 後 、20hrs程 度30。Cで 培 養 した 後 観 察 し た 。 共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い た 観 察

を 行 う場 合 は ガ ラ ス ボ トム デ ィ ッ シ ュ(AsahiTechno Glass, Chiba, Japan)で 同 様 の

培 養 を 行 っ た 。 気 中 菌 糸 お よび ガ ラ ス 表 面 菌 糸 の 観 察 に は 、22mm×22mmの カ

バ ー ガ ラ ス(Asahi Techno Glass)上 に お い た 約1cm×1cm×10mm(縦 ×横 ×高 さ)の

2%agarを 含 むCD培 地 の 側 面 に 分 生 子 を 植 菌 後 、22mm×22mmカ バ ー ガ ラ ス を

培 地 上 に の せ た 。 これ を 湿 らせ た キ ム ワイ プ を含 む シ ャ ー レ に 入 れ 、30℃ で2-3

日培 養 した 後 、 横 方 向 に 伸 長 し た 菌 糸 を 倒 立 型 顕 微 鏡 で 観 察 した 。

観 察 に はOlympus System Microscope Model BX52(Olympus, Tokyo

Japan)お よ びIX71倒 立 型 顕 微 鏡(Olympus)を 用 い た.対 物 レ ン ズ はUplanApo 100×

ま た は40×objective lens(1.35numerical aperture, Olympus)を 用 い た.EGFP蛍 光 ま

た はCFDA蛍 光 観 察 時 に はGFP filter(495/20nm excitation, 510 nm dichmic,

530/35 nm emission)(Chroma Technologies, Brattleboro, VM, USA)ま た はU-MWIB

filter cube(460-490nm excitation, 505 nm dichroic,>515 nm emission, Olympus)を 使

用 した 。DsRedま た はFM4-64蛍 光 観 察 時 に はDsRed filter(570120nm excitation,

590nm dichroic, 630/60nm emission, Chroma Technologies)を 用 い た 。CMAC蛍 光

の 観 察 に はBH-DMU ultmviolet excitation cube(330-385nm excitation, 400nm

dichroic,>420nm emission, Olympus)を 用 い た 。顕 微 鏡 写 真 の 解 析 に はMetaMorph

software(Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, USA)ま た はIPlab software
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(Scanalydcs, Fairfax, VA, USA)を 使 用 した 。 共 焦 点 顕 微 鏡 の レー ザ ー 発 生 器 と し

て は 、SapphireTM488-20, 20mW diode laser(Coherent, Santa Clara, CA, USA)を 用 い

た 。 ま た 共 焦 点 顕 微 鏡 に はCSU21 confocal scanning system(Yokogawa Electronics,

Tokyo, Japan),AP imager camera(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan),image

intensifier unit(Hamamatsu Photonics)を あ わ せ て 用 い た 。

実 体 顕 微 鏡 はMUIti viewer system VBiS20(KeyenCe, Osaka, Japan)を 用 い

た 。

CFDA(ま た はOregon Green488)染 色

培 養 後 の100μ1カ バ ー ガ ラ ス カ ル チ ャ ー の 培 地 を50mM Citrate・Na

buffer(pH3.0)と10μMCFDA(Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA)ま た は20

μg/ml Oregon Green 488(Molecular Probes Inc.)を 含 む 培 地 で 置 換 後 、30min.室 温

で イ ン キ ュベ ー ト。 新 しい 培 地 で2回 洗 っ た 後 さ ら に10min.ほ ど室 温 で 放 置 し

た 後 観 察 した 。

CMAC染 色

培 養 後 の100μ1カ バ ー ガ ラ ス カ ル チ ャ ー の 培 地 を10μMCMAC

(Molecular Probes)を 含 む 培 地 で 置 換 後 、30℃ で30min.イ ン キ ュ ベ ー ト。 新 し い

培 地 で2回 洗 っ た 後 す み や か に 観 察 した 。

FM4-64染 色

培 養 後 の100μ1カ バ ー ガ ラ ス カ ル チ ャ ー の 培 地 を8μMFM4-64

(Molecular Probes)を 含 む 培 地 で 置 換 後 、30℃ で15min.イ ン キ ュベ ー ト。 新 しい

培 地 で2回 洗 っ た 後30℃ で さ ら に5-15min培 養 後 観 察 した 。

CMACとFM4。64に よ る 共 染 色

カ バ ー ガ ラ ス カ ル チ ャ ー の 培 地 を 、10μMCMACお よ び8μMFM4-64

を含 む 培 地 で 置 換 、30℃ で15min培 養 。 さ ら に 培 地 を10μMCMACの み を 含

む 培 地 で 置 換 後 、30℃ で15min.培 養 。 新 しい 培 地 で 二 回 洗 っ た 後 、 顕 微 鏡 観 察

に 供 した 。

菌 糸 伸 長 速 度 の 計 測
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ガ ラス ボ トム デ ィ ッシ ュ で培 養 した カル チ ャー を8μMFM4-64存 在 下

30℃ で15min培 養 後 、サ ー モ プ レー ト(Tokai Hit Co., Shizuoka, Japan)で30℃

に保 温 しつ つ 倒 立型 顕微 鏡 に よ り観 察 した。対 照 と してFM4-64を 添 加 して い な

い カル チ ャ ー も同様 に観 察 した。 伸 長 方 向30μmほ どの 間 に他 の菌 糸 がい な い

菌 糸 先 端 を選 び 、0min.お よび10min.に お け る顕微 鏡 写真 を撮 影 した。二 つ の 写

真 を 重 ね 合 わせ た後 、 それ ぞ れ の写 真 に お け る菌 糸 先端 間 の 距 離 を直 線 で 近 似

し、 ス ケ ール バ ー との比 較 か らそ の値 を求 め た。10min.の 間 に直 線 的 な伸 長 を

しな か っ た もの お よび 上 下 方 向へ 伸 び る こ とで 焦 点 か らず れ た もの につ い て は 、

デ ー タか ら除外 した。

S. cenyisiae形 質 転 換

リチ ウム 法 に よ り行 っ た。

A.oryzae形 質 転 換

1.100mlのDPYに 菌 糸 体 を植 菌 し、30℃ で18hrs程 度培 養 。

2.ミ ラ ク ロス(EMD Science, San Diego, CA, USA)を 用 い て 菌 体 を 回収 、滅 菌 水 で

洗 浄 。

3.10mlのSolI(1%Yatalase(Takara),0.6M(NH4)2SO4, 50mM maleate buffer(pH

5.5))の 入 ったL字 管 に菌 体 を入 れ 、50rpm,30℃ で3時 間 振 と う。

4.プ ロ トプ ラス トを ミラ ク ロス で 回収 。

5.等 量 のSol II(1.2M Sorbitol, 50mM CaCl2, 35mM NaCl, 10mM Tds-Cl(pH

7.5))と 混合 し、遠 心(2,000rpm,4℃,8min.)。

6.5ml Sol IIで2回 洗 い。

7.プ ロ トプ ラス トを約5×107個/mlと な る よ うにSol IIに 懸 濁

8.200μ1の プ ロ トプ ラス ト懸 濁液 にDNAを10μg/10μ1程 度加 え、30分 氷 上 に

放 置。

9250μ1,250μ1,850μ1と 段 階 的 にSol III(60%PEG4000, 50mM CaCl2, 10mM

Tds-Cl(pH7.5))を 加 え混 合 、20分 室 温 で放 置。

10.5mlのSol IIと 混 合 した 後遠 心(2,000rpm,4℃,8min)、 沈 澱 を500μ1のSolII

に懸 濁 。

11.48℃ で 保 温 して お い た 上層 培 地(1.2M Sorbitol, 0.8% agar入 りの選 択培 地)

を5ml加 え 、 下層 培 地(1.2M Sorbitol,1.5% agar入 りの選 択 培 地)に 重層 。
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12.形 質 転 換 体 は4-5日 後 く ら い に 植 え 継 ぐ.そ の 後3-5回 選 択 培 地 に植 え継 ぐ

こ と で ホ モ カ リオ ン 体 を 取 得 。

A. nidulans形 質 転 換

1.100mlのYGに 菌 糸 体 を 植 菌 し、30℃ で18hrs程 度 培 養 。

2.ミ ラ ク ロ ス を 用 い て 菌 体 を 回 収 、 滅 菌 水 で 洗 浄 。

3.10mlの 酵 素 液(5mg/ml Yatalase(Takara),0.3mg/ml Lysing enzyme(Sigma),0.8

MNaCl, 10mM Na Phosphate buffer(pH6.0))の 入 っ たL字 管 に 菌 体 を 入 れ 、50

rpm,30℃ で3時 間 振 と う。

4.プ ロ トプ ラ ス トを ミ ラ ク ロス で 回 収 。

5.等 量 のSTC buffer(1.0M Sorbitol, 50m MCaCl2, 10mM Tris-Cl(pH7.5))と 混

合 し、 遠 心(2,000rpm, 4℃,8min.)。

6.5ml STC bufferで2回 洗 い 。

7.プ ロ トプ ラ ス トを約5×107個/mlと な る よ うにSTC bufferに 懸 濁

7.200μ1の プ ロ トプ ラ ス ト懸 濁 液 にDNAを10μg/10μ1程 度 と50μ1PEG溶 液

(25%PEG6000, 50mM CaCl2, 10mM Tds-C1(pH7.5))を 加 え 、20分 氷 上 に 放 置 。

8.2mlPEG溶 液 を 加 え 混 合 、5分 室 温 で 放 置 。

9.遠 心(2,000rpm, 4℃,8min)し 、 沈 澱 を500μ1のSTC bufferに 懸 濁 。

10.48℃ で 保 温 して お い た 上 層 培 地(1.2M Sorbitol,08%agar入 りの 選 択 培 地)

を5m1加 え 、 下 層 培 地(1.2M Sorbitol, 1.5%agar入 りの 選 択 培 地)に 重 層 。

11.形 質 転 換 体 は4-5日 後 く ら い に 植 え継 ぐ.そ の 後2-3回 選 択 培 地 に植 え継 ぐ

こ とで 形 質 を 安 定 化 。

マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ る 菌 糸 体 蛍 光 の 測 定

96穴 マ イ ク ロ プ レー ト(Asahi Techno glass)の1ウ ェ ル あ た り200μ1の

M培 地 を 入 れ 、 約106個 の 分 生 子 を植 菌 した 。 こ の マ イ ク ロ プ レー トを30℃ で

振 と う培 養 し、2時 間 ご と にTecan Spectrofluorometer FP-6500(JASCO Co., Tokyo,

Japan)を 用 い 、 励 起 波 長488nm、 吸 収 波 長510nmの 条 件 でEGFP蛍 光 を 測 定 し

た 。

A.oryzae RNA回 収 法

1.100m1培 地 にA.oryzaeの 分 生 子 を105-106程 度 植 菌 し、30℃ で 培 養 。
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2.菌 糸 体 を ブ フ ナ ー 漏 斗 で 集 菌 。 液 体 窒 素 で 凍 結 させ 、 乳 鉢 、 乳 棒 ま た は マ ル

チ ビー ズ シ ョ ッ カ ー(2,500rpm,30sec)を 用 い て 破 砕 。

3.0.04gの 菌 体 を1ml Isogen(Nippon Gene, Toyama, Japan)に 懸 濁 。5min.室 温 で

放 置 。

4.0.2m盈 の ク ロ ロホ ル ム を 加 え 、vortexし た 後 遠 心(15,000rpm,4℃,15min.)。

5.上 層 に500μ12-プ ロパ ノ ー ル を 加 え 、 撹 搾 後10min.室 温 で 放 置 。 そ の 後 遠 心

(15,000rpm,4℃,10min.)。

6沈 殿 を70%エ タ ノ ー ル で 洗 い 、 遠 心(15,000rpm,4℃,5min.)。

7.沈 殿 を40μ1のddWに 溶 解 。

&回 収 したRNAは 吸 光 度 測 定and/or泳 動 に よ り、 分 解 の 有 無 を確 認 。

9必 要 に 応 じて01igotexTM-dT30<super>mRNA Purification Kit(TaKaRa)を 用 い

てmRNAの 精 製 を 行 っ た。

定 量 的RTiPCR

100ngのmRNAをExpand Reverse Tanscdptase(Roche)を 用 い て 逆 転 写

し、cDNAを 取 得 。得 られ たcDNA溶 液2μ1を 鋳 型 と し、LightCycler FastStart DNA

Master SYBR Green I(Roche)お よ びLight Cyder Quick System 330(Roche)を 用

い てPCRを 行 っ た 。PCRの サ イ クル は95℃60secで 酵 素 の 活 性 化 とcDNAの

乖 離 を行 っ た 後 、95℃15sec, 52℃5sec,72℃50sec,84℃ で の 蛍 光 測 定 か ら

な る サ イ クル を45回 行 っ た 。 得 られ た デ ー タ は 、 同 時 に 定 量 し た γ-actinを コ

ー ドす る遺 伝 子 の 発 現 量 に 対 し て 標 準 化 し た
。

A. oryzae染 色 体DNA抽 出 法(large scale)

1.100mlDPYに 菌 糸 体 ま た は 分 生 子 を植 菌 後 、30℃ で24hrs程 度 培 養

2.菌 体 を ブ フ ナ ー 漏 斗 で 集 菌.液 体 窒 素 で 凍 結 させ 、 乳 鉢 、 乳 棒 で 破 砕.

3.菌 体 を10mlのSol I(50mM EDTA(pH8.0),0.5% SDS, 0.1mg/ml proteinase

K)に 懸 濁 後 、50℃ 、60rpmで3時 間 振 と う.

4.10m1のPCI(50% phenol, 48% chloroform, 2% isoamylalcohol)を 加 え 、vortex

を か け た 後 遠 心(3,500rpm,4℃,15min.)。

5.上 層 に 等 量 の2一 プ ロパ ノー ル を 加 え 、 撹 拌 、 遠 心(3,500rpm,4℃,10min.)。

6.沈 殿 を4ml程 度 のTEに 溶 解 後 、10mg/ml ribonuclease A(Sigma)溶 液 を10μ1

添 加 し、30℃ で30min.イ ン キ ュベ ー ト。
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7.4mlPCIを 加 え 、vortexを か け た 後 遠 心(3,500rpm,4℃,10min.)。

8.上 層 に4mlのCI(96% chloroform, 4% isoamylalcohol)を 加 え 、vortexを か け

た 後 遠 心(3,500rpm,4℃,5min.)。

9.上 層 に10ml100%エ タ ノ ー ル を 加 え 、攪 拌 後 遠 心(3,500rpm,4℃,10min.)。

10.沈 殿 を70%エ タ ノー ル 洗 っ た 後 、 遠 心(3,500rpm,4。C,5min.)。

11.沈 殿 に1ml ddwを 加 え 、 しば ら く放 置 して 溶 解 させ る。

A.oryzaeか ら の 染 色 体DNAの 取 得(PCR用)

1.10mlDPYに 菌 糸 体 を植 菌 、30℃ で24hrs程 度 培 養

2.菌 糸 体 を ミ ラ ク ロ ス を 用 い て 集 菌 。 ス パ ー テ ル で 軽 く 押 す こ と で 、 菌 糸 体

か ら余 分 な 水 を の ぞ く。

3.0.1gの 菌 体 を 、マ ル チ ビー ズ シ ョ ッ カ ー 用2mlチ ュ ー ブ に移 した 後 液 体 窒

素 で 凍 結.

4.マ ル チ ビー ズ シ ョ ッ カ ー(Yasui Kikai, Osaka, Japan)を 用 い 、 メ タ ル コ ー ン

で2,500rpm, 30sec.-1 min.菌 体 を破 砕.

5.400μ1のSolI(50mM EDTA(pH8.0), 0.5% SDS, 0.1mg/ml proteinase K

(Roche))を 加 え 、50℃ で30分 イ ン キ ュ ベ ー ト

6.400μ1のPCIを 加 え 、vortex。 遠 心(15,000rpm,4℃,5min.)。

7.上 層 に1ml 100%エ タ ノ ー ル を加 え 、 撹 搾 後 遠 心(15,000rpm,4℃,10min.)。

8.沈 殿 を100μ1 ddwに 溶 解 し、 こ の う ち0.5μ1を20μ1ス ケ ー ル のPCR反 応

の テ ン プ レー トと して 使 用 。
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Table1. Genotypes of strains used for this study

TPVII118 is an Aovam3 conditional expression mutant in which the entire Aovam3 coding sequence is

replaced by A. nidulans sC and A. oryzae thiA promoter followed by Aovam3 cDNA.
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Table 2. Primers used for this study

Red letters indicate initiation or termination codeine. 

Underlines represent incorporated restriction sites.
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