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EGFP-PrSl(Minami et al., unpublished results)、 ミ トコン ドリア の マ ー カ ー で あ る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

48



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.

52



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.

68



参考文献

Adams, T. H., Wieser, J. K., Yu, J. H., 1998. Asexual sporulation in Aspergillus 

nidulans. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62, 35-54. 

Ashford, A. E., 1998. Dynamic pleiomorphic vacuole systems: Are they endosomes and 

transport compartments in fungal hyphae? Adv. Bot. Res. 28, 119-159. 

Babst, M., Wendland, B., Estepa, E. J., Emr, S. D., 1998. The Vps4p AAA ATPase 

regulates membrane association of a Vps protein complex required for normal 

endosome function. EMBO J. 17, 2982-93. 

Babst, M., Katzmann, D. J., Snyder, W. B., Wendland, B., Emr, S. D., 2002a. 

Endosome-associated complex, ESCRT-II, recruits transport machinery for protein 

sorting at the multivesicular body. Dev Cell 3, 283-9. 

Babst, M., Katzmann, D. J., Estepa-Sabal, E. J., Meerloo, T., Emr, S. D., 2002b. 

Escrt-III: an endosome-associated heterooligomeric protein complex required for MVB 

sorting. Dev Cell 3, 271-82. 

Bankaitis, V. A., Johnson, L. M., Emr, S. D., 1986. Isolation of yeast mutants defective 

in protein targeting to the vacuole. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 83, 9075-9. 

Becherer, K. A., Rieder, S. E., Emr, S. D., Jones, E. W., 1996. Novel syntaxin 

homologue, Pep12p, required for the sorting of lumenal hydrolases to the lysosome-like 

vacuole in yeast. Mol. Biol. Cell 7, 579-94. 

Bowers, K., Stevens, T. H., 2005. Protein transport from the late Golgi to the vacuole in 

the yeast Saccharomyces cerevisiae. Biochim. Biophys. Acta 1744, 438-54. 

Brachmann, C. B., Davies, A., Cost, G. J., Caputo, E., Li, J., Hieter, P., Boeke, J. D., 

1998. Designer deletion strains derived from Saccharomyces cerevisiae S288C: a useful 

set of strains and plasmids for PCR-mediated gene disruption and other applications.

69



Yeast 14, 115-32

Cole, L., Orlovich, D. A., Ashford, A. E., 1998. Structure, function, and motility of

vacuoles in filamentous fungi. Fungal Genet. Biol. 24, 86-100.

Cole, L., Hyde, G. J., Ashford A. E., 1997. Uptake and compartmentalisation of

fluorescent probes by Pisolithus tinctorius hyphae: evidence for an anion transport

mechanism at the tonoplast but not for fluid-phase endocytosis. Protoplasma 199,

18-29.

Darrah, P. R., Tlalka, M., Ashford, A., Watkinson, S. C., Fricker, M. D., 2006. The

vacuole system is a significant intracellular pathway for longitudinal solute transport in

basidiomycete fungi. Eukaryot. Cell 5, 1111-25.

Darsow, T., Rieder, S. E., Emr, S. D., 1997. A multispecificity syntaxin homologue,

Vam3p, essential for autophagic and biosynthetic protein transport to the vacuole. J.

Cell Biol. 138, 517-29.

Darsow, T., Burd, C. G., Emr, S. D., 1998. Acidic di-leucine motif essential for

AP-3-dependent sorting and restriction of the functional specificity of the vam3p

vacuolar t-SNARE. J. Cell Biol. 142, 913-922.

de Jong, J. C., McCormack, B. J., Srnirnoff, N., Talbot, N. J., 1997. Glycerol generates

turgor in rice blast. Nature 389, 244-245

Dolan, L., Davies, J., 2004. Cell expansion in roots. Curr. Opin. Plant Biol. 7:33-39.

Farre, J. C., Subramani, S., 2004. Peroxisome turnover by micropexophagy: an

autophagy-related process. Trends Cell Biol. 14, 515-23.

Felenbok, B., Flipphi, M., and Nikolaev, I., 2001. Ethanol catabolism in Aspergillus

nidulans: a model system for studying gene regulation. Prog. Nucleic Acid Res. Mol.

Biol. 69, 149-204.

70



Fischer-Parton, S., Parton, R. M., Hickey, P. C., Dijksterhuis, J., Atkinson, H. A., Read,

N. D., 2000. Confocal microscopy of FM4-64 as a tool for analysing endocytosis and

vesicle trafficking in living fungal hyphae. J. Microsc. 198, 246-59.

Galagan, J. E., Calvo, S. E., Cuomo, C., Ma, L. J., Wortman, J. R., Batzoglou, S., Lee, S.

1., Basturkmen, M., Spevak, C. C., Clutterbuck, J., Kapitonov, V., Jurka, J.,

Scazzocchio, C., Farman, M., Butler, J., Purcell, S., Harris, S., Braus, G. H., Draht, O.,

Busch, S., D'Enfert, C., Bouchier, C., Goldman, G. H., Bell-Pedersen, D.,

Griffiths-Jones, S., Doonan, J. H., Yu, J., Vienken, K., Pain, A., Freitag, M., Selker, E.

U., Archer, D. B., Penalva, M. A., Oakley, B. R., Momany, M., Tanaka, T., Kumagai,

T., Asai, K., Machida, M., Nierman, W. C., Denning, D. W., Caddick, M., Hynes, M.,

Paoletti, M., Fischer, R., Miller, B., Dyer, P., Sachs, M. S., Osmani, S. A., Birren, B. W.,

2005. Sequencing of Aspergillus nidulans and comparative analysis with A. fumigatus

and A. oryzae. Nature 438, 1105-15.

Gotte, M., Gallwitz, D., 1997. High expression of the yeast syntaxin-related Vam3

protein suppresses the protein transport defects of a pep12 null mutant. FEBS Lett. 411,

48-52.

Gouka, R. J., Punt, P. J., van den Hondel, C. A., 1997. Efficient production of secreted

proteins by Aspergillus: progress, limitations and prospects. Appl. Microbiol.

Biotechnol. 47, 1-11.

Gupta, G. D., Heath, I. B., 2002. Predicting the distribution, conservation, and functions

of SNAREs and related proteins in fungi. Fungal Genet. Biol. 36, 1-21.

Hicks, G. R., Rojo, E., Hong, S., Carter, D. G., Raikhel, N. V., 2004. Geminating pollen

has tubular vacuoles, displays highly dynamic vacuole biogenesis, and requires

VACUOLESS1 for proper function. Plant Physiol. 134, 1227-39.

Hyde, G. J., Davies, D., Cole, L., Ashford, A. E., 2002. Regulators of GTP-binding

proteins cause morphological changes in the vacuole system of the filamentous fungus,

71



Pisolithus tinctorius. Cell Motil. Cytoskeleton 51, 133-46.

Hutchins, M. U., Veenhuis, M., Klionsky, D. J., 1999. Peroxisome degradation in

Saccharomyces cerevisiae is dependent on machinery of macroautophagy and the Cvt

pathway. J. Cell Sci. 112, 4079-87.

Ichimura, Y., Kirisako, T., Takao, T., Satomi, Y., Shimonishi, Y., Ishihara, N.,

Mizushima, N., Tanida, I., Kominami, E., Ohsumi, M., Noda, T., Ohsumi, Y., 2000. A

ubiquitin-like system mediates protein lipidation. Nature 408, 488-92.

Ishi, K., Maruyama, J., Juvvadi, P. R., Nakajima, H., Kitamoto, K., 2005. Visualizing

nuclear migration during conidiophore development in Aspergillus nidulans and

Aspergillus oryzae: multinucleation of conidia occurs through direct migration of plural

nuclei from phialides and confers greater viability and early germination in Aspergillus

oryzae. Biosci. Biotechnol. Biochem. 69, 747-54.

Jin, F. J., Maruyama, J., Juvvadi, P. R., Arioka, M., Kitamoto, K., 2004. Adenine

auxotrophic mutants of Aspergillus oryzae: development of a novel transformation

system with triple auxotrophic hosts. Biosci. Biotechnol. Biochem. 68, 656-62.

Katzmann, D. J., Babst, M., Emr, S. D., 2001. Ubiquitin-dependent sorting into the

multivesicular body pathway requires the function of a conserved endosomal protein

sorting complex, ESCRT-I. Cell 106, 145-55.

Kikuma, T., Ohneda, M., Arioka, M., Kitamoto, K., 2006. Functional analysis of the

ATG8 homologue Aoatg8 and role of autophagy in differentiation and germination in

Aspergillus oryzae. Eukaryot. Cell 5, 1328-36.

Kirisako, T., Ichimura, Y., Okada, H., Kabeya, Y., Mizushima, N., Yoshimori, T.,

Ohsumi, M., Takao, T., Noda, T., Ohsumi, Y., 1999. The reversible modification

regulates the membrane-binding state of Apg8/Aut7 essential for autophagy and the

cytoplasm to vacuole targeting pathway. J. Cell Biol. 151, 263-76.

72



Kissova, I., Deffieu, M., Manon, S., Camougrand, N., 2004. Uthlp is involved in the

autophagic degradation of mitochondria. J. Biol. Chem. 279, 39068-74.

Klionsky, D. J., Herman, P. K., Emr, S. D., 1990. The fungal vacuole: Composition,

function, and biogenesis. Microbiol. Rev. 54 (3), 266-292.

Klionsky, D. J., Ohsumi, Y., 1999. Vacuolar import of proteins and organelles from the

cytoplasm. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 15, 1-32.

Kubodera, T., Yamashita, N., and Nishimura, A., 2000. Pyrithiamine resistance gene

(ptrA) of Aspergillus oryzae: cloning, characterization and application as a dominant

selectable marker for transformation. Biosci. Biotechnol. Biochem. 64, 1416-1421.

Kubodera, T., Watanabe, M., Yoshiuchi, K., Yamashita, N., Nishimura, A., Nakai, S.,

Gomi, K., and Hanamoto, H., 2003. Thiamine-regulated gene expression of Aspergillus

oryzae thiA requires splicing of the intron containing a riboswitch-like domain in the

5'-UTR. FEBS Lett. 555, 516-520.

Kutsuna, N., Hasezawa, S., 2002. Dynamic organization of vacuolar and microtubule

structures during cell cycle progression in synchronized tobacco BY-2 cells. Plant Cell

Physiol. 43, 965-73.

Lu, E., Wolfe, J., 2001. Lysosomal enzymes in the macronucleus of Tetrahymena

during its apoptosis-like degradation. Cell Death Differ. 8, 289-97.

Mabashi, Y., Kikuma, T., Maruyama, J., Arioka, M., Kitamoto, K., 2006. Development

of a versatile expression plasmid construction system for Aspergillus oryzae and its

application to visualization of mitochondria. Biosci. Biotechnol. Biochem. 70, 1882-9.

Machida, M., Asai, K., Sano, M., Tanaka, T., Kumagai, T., Terai, G., Kusumoto, K.,

Arima, T., Akita, O., Kashiwagi, Y., Abe, K., Gomi, K., Horiuchi, H., Kitamoto, K.,

Kobayashi, T., Takeuchi, M., Denning, D. W., Galagan, J. E., Nierman, W. C., Yu, J.,

73



Archer, D. B., Bennett, J. W., Bhatnagar, D., Cleveland, T. E., Fedorova, N. D., Gotoh,

0., Horikawa, H., Hosoyama, A., Ichinomiya, M., Igarashi, R., Iwashita, K., Juvvadi, P.

R., Kato, M., Kato, Y., Kin, T., Kokubun, A., Maeda, H., Maeyama, N., Maruyama, J.,

Nagasaki, H., Nakajima, T., Oda, K., Okada, K., Paulsen, I., Sakamoto, K., Sawano, T.,

Takahashi, M., Takase, K., Terabayashi, Y., Wortman, J. R., Yamada, O., Yamagata, Y.,

Anazawa, H., Hata, Y., Koide, Y., Komori, T., Koyama, Y., Minetoki, T., Suharnan, S.,

Tanaka, A., Isono, K., Kuhara, S., Ogasawara, N., Kikuchi, H., 2005. Genome

sequencing and analysis of Aspergillus oryzae. Nature 438, 1157-61.

Maheshwari, R., 2005. Nuclear behavior in fungal hyphae. FEMS Microbiol. Lett. 249,

7-14.

Maruyama, J., Nakajima, H., Kitamoto, K., 2001. Visualization of nuclei in Aspergillus

oryzae with EGFP and analysis of the number of nuclei in each conidium by FACS.

Biosci. Biotechnol. Biochem. 65, 1504-10.

Masai, K., Maruyama, J., Sakamoto, K., Nakajima, H., Akita, O., Kitamoto, K., 2006.

Square-plate culture method allows detection of differential gene expression and

screening of novel, region-specific genes in Aspergillus oryzae. Appl. Microbiol.

Biotechnol. 71, 881-91.

Maundrell, K., 1993. Thiamine-repressible expression vectors pREP and pRIP for

fission yeast. Gene 123, 127-30.

Miranda-Rios, J., Navarro, M., Soberon, M., 2001. A conserved RNA structure (thi

box) is involved in regulation of thiamin biosynthetic gene expression in bacteria.

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98, 9736-41.

Monastryska, I., Sjollema, K., van der Klei, I. J., Kiel, J. A., Veenhuis, M., 2004.

Microautophagy and macropexophagy may occur simultaneously in Hansenula

polymorpha. FEBS Lett. 568, 135-8.

Ohneda, M., Arioka, M., Nakajima, H., Kitamoto, K., 2002. Visualization of vacuoles

74



in Aspergillus oryzae by expression of CPY-EGFP. Fungal Genet. Biol. 37, 29-38.

Ohsumi, K., Arioka, M., Nakajima, H., Kitamoto, K., 2002. Cloning and

characterization of a gene (avaA) from Aspergillus nidulans encoding a small GTPase

involved in vacuolar biogenesis. Gene 291, 77-84.

Oka, M., Maruyama, J., Arioka, M., Nakajima, H., Kitamoto, K., 2004. Molecular

cloning and functional characterization of avaB, a gene encoding Vam6p/Vps39p-like

protein in Aspergillus nidulans. FEMS Microbiol. Lett. 232, 113-121.

Piper, R. C., Bryant, N. J., Stevens, T. H., 1997. The membrane protein alkaline

phosphatase is delivered to the vacuole by a route that is distinct from the

VPS-dependent pathway. J. Cell Biol. 138, 531-45.

Prescianotto-Baschong, C., Riezman, H., 2002. Ordering of compartments in the yeast

endocytic pathway. Traffic 3. 37-49.

Punt, P. J., Strauss, J., Smit, R., Kinghorn, J. R., van den Hondel, C. A., and

Scazzocchio, C., 1995. The intergenic region between the divergently transcribed niiA

and niaD genes of Aspergillus nidulans contains multiple NirA binding sites which act

bidirectionally. Mol. Cell. Biol. 15, 5688-5699.

Punt, P. J., van Biezen, N., Conesa, A., Albers, A., Mangnus, J., van den Hondel, C. A.,

2002. Filamentous fungi as cell factories for heterologous protein production. Trends

Biotechnol. 20, 200-6.

Raymond, C. K., Howald-Stevenson, I., Vater, C. A., Stevens, T. H., 1992.

Morphological classification of the yeast vacuolar protein sorting mutants: evidence for

a prevacuolar compartment in class E vps mutants. Mol. Biol. Cell 3, 1389-1402.

Read, N. D., Kalkman, E. R., 2003. Does endocytosis occur in fungal hyphae? Fungal

Genet. Biol. 39, 199-203.

75



Roberts, P., Moshitch-Moshkovitz, S., Kvam, E., O'Toole, E., Winey, M., Goldfarb, D.

S., 2003. Piecemeal microautophagy of nucleus in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Biol.

Cell 14,129-41.

Robinson, J. S., Klionsky, D. J., Banta, L. M., Emr, S. D., 1988. Protein sorting in

Saccharomyces cerevisiae: isolation of mutants defective in the delivery and processing

of multiple vacuolar hydrolases. Mol. Cell Biol. 8, 4936-48.

Rothman, J. E., Warren, G., 1994. Implications of the SNARE hypothesis for

intracellular membrane topology and dynamics. Curr. Biol. 4, 220-33.

Rothman. J. H., Stevens, T. H., 1986. Protein sorting in yeast: mutants defective in

vacuole biogenesis mislocalize vacuolar proteins into the late secretory pathway. Cell

47, 1041-51.

Rothman, J. H., Howald, I., Stevens, T. H., 1989. Characterization of genes required for

protein sorting and vacuolar function in the yeast Saccharomyces cerevisiae. EMBO J. 8,

2057-65.

Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T., 1989. Molecular cloning, second edition.

Cold Spring Harbor Laboratory Press

Schadeck, R. J., B. Leite, D. F. Buchi., 1998. Lipid mobilization and acid phosphatase

activity in lytic compartments during conidium dormancy and appressorium formation

of Colletotrichum graminicola. Cell Struct. Funct. 23, 333-340.

Schadeck, R. J., Randi, M. A., Buchi, D. F., Leite, B., 2003. Vacuolar system of

ungerminated Colletotrichum graminicola conidia: convergence of autophagic and

endocytic pathways. FEMS Microbiol. Lett. 218, 277-283.

Shepherd, V. A., Orlovich, D. A., Ashford, A. E., 1993. A dynamic continuum of

pleiomorphic tubules and vacuoles in growing hyphae of a fungus. J. Cell Sci. 104,

495-507.

76



Shepherd, V. A., Orlovich, D. A., Ashford, A. E., 1993. Cell-to-cell transport via motile

tubules in growing hyphae of a fungus. J. Cell Sci. 105, 1173-8.

Shoji, J. Y., Arioka, M., Kitamoto, K., 2006a. Vacuolar membrane dynamics in the

filamentous fungus Aspergillus oryzae. Eukaryot. Cell 5, 411-21.

Shoji, J. Y., Arioka, M., Kitamoto, K., 2006b. Possible involvement of pleiomorphic

vacuolar networks in nutrient recycling in filamentous fungi. Autophagy 2, 226-7.

Shoji, J. Y., Maruyama, J., Arioka, M., Kitamoto, K., 2005. Development of Aspergillus

oryzae thiA promoter as a tool for molecular biological studies. FEMS Microbiol. Lett.

244, 41-6.

Som, T., and Kolaparthi, V. S., 1994. Developmental decisions in Aspergillus nidulans

are modulated by Ras activity. Mol. Cell. Biol. 14, 5333-5348.

Srivastava, A., Jones, E. W., 1998. Pth1/Vam3p is the syntaxin homolog at the vacuolar

membrane of Saccharomyces cerevisiae required for the delivery of vacuolar hydrolases.

Genetics 1998 148, 85-98.

Sudarsan, N., Barrick, J. E., Breaker, R. R., 2003. Metabolite-binding RNA domains are

present in the genes of eukaryotes. RNA 9, 644-7.

Tada, S., Gomi, K., Kitamoto, K., Takahashi, K., Tamura, G., and Hara, S., 1991.

Construction of a fusion gene comprising the Taka-amylase A promoter and the

Escherichia coli beta-glucuronidase gene and analysis of its expression in Aspergillus

oryzae. Mol. Gen. Genet. 229, 301-306.

Talbot, N. J., 1997. Growing into the air. Curr. Biol. 7, 78-81.

Tarutani, Y., Ohsumi, K., Arioka, M., Nakajima, H., Kitamoto, K., 2001. Cloning and

characterization of Aspergillus nidulans vpsA gene which is involved in vacuolar

77



biogenesis. Gene 268, 23-30.

Tatsumi, A., Kikuma, T., Arioka, M., Kitamoto, K., 2006. Aovps24, a homologue of

VPS24, is required for vacuolar formation which could maintain proper growth and

development in the filamentous fungus Aspergillus oryzae. Biochem. Biophys. Res.

Commun. 347, 970-8.

Torralba, S., Heath, I. B., 2002. Analysis of three separate probes suggests the absence

of endocytosis in Neurospora crassa hyphae. Fungal Genet. Biol. 37, 221-232.

Uemura, T., Yoshimura, S. H., Takeyasu, K., Sato, M. H., 2002. Vacuolar membrane

dynamics revealed by GFP-AtVam3 fusion protein. Genes Cells 7, 743-53.

Uetake, Y., Kojima, T., Ezawa, T., Saito, M., 2002. Extensive tubular vacuole system in

an arbuscular mycorrhizal fungus, Gigaspora margarita. New Phytol. 154, 761-768.

van den Hombergh, J. P., van de Vondervoort, P. J., Fraissinet-Tachet, L., Visser, J.,

1997. Aspergillus as a host for heterologous protein production: the problem of

proteases. Trends Biotechnol. 15, 256-63.

Veneault-Fourrey, C., Barooah, M., Egan, M., Wakley, G., Talbot, N. J., 2006.

Autophagic fungal cell death is necessary for infection by the rice blast fungus. Science

312, 580-3.

Vida, T. A., Emr, S. D., 1995. A new vital stain for visualizing vacuolar membrane

dynamics and endocytosis in yeast. J. Cell Biol. 128, 779-92.

Wada, Y., Ohsumi, Y., Anraku, Y., 1992. Genes for directing vacuolar morphogenesis

in Saccharomyces cerevisiae. I. Isolation and characterization of two classes of vam

mutants. J. Biol. Chem. 267, 18665-70.

Wada, Y., Nakamura, N., Ohsumi, Y., Hirata, A., 1997. Vam3p, a new member of

syntaxin related protein, is required for vacuolar assembly in the yeast Saccharomyces

78



cerevisiae. J. Cell Sci. 110, 1299-306.

Wang, L., Seeley, E. S., Wickner, W., Merz, A. J., 2002. Vacuole fusion at a ring of

vertex docking sites leaves membrane fragments within the organelle. Cell 108, 357-69.

Weber, R. W., Wakley, G. E., Thines, E., Talbot, N. J., 2001. The vacuole as central

element of the lytic system and sink for lipid droplets in maturing appressoria of

Magnaporthe grisea. Protoplasma 216, 101-12.

Weisman, L. S., 2003. Yeast vacuole inheritance and dynamics. Annu. Rev. Genet. 37,

435-60.

Winkler, W., Nahvi, A., Breaker, R. R., 2002. Thiamine derivatives bind messenger

RNAs directly to regulate bacterial gene expression. Nature 419, 952-6.

Witteveen, C. F., Visser, J., 1995. Polyol pools in Aspergillus niger. FEMS Microbiol.

Lett. 134, 57-62.

浅 野 静, 修 士論 文, 2004

飯 島 隆, 修 士論 文, 2002

倉都 将宏, 修 士論 文, 2006

田浦 綾 子, 修 士 論 文, 2006

辰 巳 晶 紀, 修 士 論 文, 2007

樋 口 裕 次 郎, 修 士論 文, 2007

The Difco Manual

Molecular Probes product information

79


	67_0001
	67_0002
	67_0003
	67_0004
	67_0005
	67_0006
	67_0007
	67_0008
	67_0009
	67_0010
	67_0011
	67_0012
	67_0013
	67_0014
	67_0015
	67_0016
	67_0017
	67_0018
	67_0019
	67_0020
	67_0021
	67_0022
	67_0023
	67_0024
	67_0025
	67_0026
	67_0027
	67_0028
	67_0029
	67_0030
	67_0031
	67_0032
	67_0033
	67_0034
	67_0035
	67_0036
	67_0037
	67_0038
	67_0039
	67_0040
	67_0041
	67_0042
	67_0043
	67_0044
	67_0045
	67_0046
	67_0047
	67_0048
	67_0049
	67_0050
	67_0051
	67_0052
	67_0053
	67_0054
	67_0055
	67_0056
	67_0057
	67_0058
	67_0059
	67_0060
	67_0061
	67_0062
	67_0063
	67_0064
	67_0065
	67_0066
	67_0067
	67_0068
	67_0069
	67_0070
	67_0071
	67_0072
	67_0073
	67_0074
	67_0075
	67_0076
	67_0077
	67_0078
	67_0079
	67_0080
	67_0081
	67_0082
	67_0083
	67_0084
	67_0085
	67_0086
	67_0087
	67_0088
	67_0089
	67_0090
	67_0091
	67_0092
	67_0093
	67_0094
	67_0095
	67_0096
	67_0097
	67_0098
	67_0099
	67_0100
	67_0101



