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序章 

麹菌 Aspergillus oryzae 

麹菌 Aspergillus oryzaeは、子嚢菌門 Aspergillus属に分類される微生物であり、

古くから清酒、味噌、醤油などの製造に用いられている。我が国の醸造産業に

おいて欠かせない重要な微生物であり、日本醸造学会によって「国菌」として

認定された。A. oryzae は、真核生物の中でもタンパク質分泌能力が高く、アミ

ラーゼやプロテアーゼなどの有用酵素を菌体外に大量に分泌することが知られ

ており、また、食品製造においてその安全性が保証されている。そのような性

質によって A. oryzaeは、異種タンパク質を組換えにより生産するための宿主と

して利用されている(Tsuchiya et al., 1992, 1994; Nakajima et al., 2006; Ito et al., 

2007; Chen et al., 2010)。 

しかし、A. oryzae は、菌糸のみならず無性生活環で形成される分生子も多核

である(Maruyama et al., 2001)ことから目的とする変異株の取得が困難である。ま

た、有性世代が発見されていないことからも、古典的な遺伝学的解析手法を適

用することができなかった。 

2005年には、全ゲノム塩基配列の解読がなされ(Machida et al., 2005)、ゲノム

情報を利用した逆遺伝学による分子生物学的な研究が可能となった。遺伝子操

作技術については、1987年に形質転換系が確立され(Gomi et al., 1987)、今日ま

でに、栄養要求性、薬剤耐性を利用した様々な選択マーカーが開発されてきた

(Gomi et al., 1987; Mattern et al., 1987; Unkles et al., 1989; Yamada et al., 1997; 

Kubodera et al., 2000; Jin et al., 2004a)。A. oryzaeの 4重栄養要求性宿主・ベクタ

ー系も構築され、薬剤耐性マーカーを含め最大 5 種類の遺伝子を同時に導入も

しくは破壊することが可能となった(Jin et al., 2004a; b)。 

さらに、非相同末端結合に関与する ligD 遺伝子や ku70遺伝子の破壊により、

高効率で相同組換えが可能な宿主株が作出され、遺伝子破壊株が容易に作製で

きるようになった(Takahashi et al., 2006; Maruyama and Kitamoto, 2008; Mizutani et 

al., 2008; Escaño et al., 2009)。pryG選択マーカーを利用したリサイクリング技術

による遺伝子の多重破壊も可能となった(Maruyama and Kitamoto, 2008; Jin et al., 

2010)。この技術により、プロテアーゼ遺伝子多重破壊株を作製し、異種タンパ

ク質の生産量の向上に成功している(Yoon et al., 2009, 2011; Zhu et al., 2013)。しか

し、このような ku70や ligDの欠失は野生株 RIB40などの一部の株に限定されて

おり、醸造に利用されている A. oryzae株では同様の欠失操作が困難であること

から、遺伝子操作による育種開発の障害となっていた。 

A. oryzae の実用株の分生子では、RIB40 株と同様もしくはそれ以上に多核で

あることから(Maruyama et al., 2001)、変異育種はより困難である。さらに、変異
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処理によって目的の表現型を示す株を取得した際に、生育阻害や分生子形成効

率低下などの二次的影響が現れることが経験的に知られている(Hara et al., 1993)。

A. oryzae については、種麹屋をはじめとして日本各地に数千の保存株が存在し

ているのにも関わらず、それらの性質を改変することは非常に困難な状況であ

る。 

A. oryzae は有性世代が見つかっておらず、不完全菌として扱われてきた。そ

のため交配を行うことができず、複数の株由来の優良な表現型を備えた株の育

種を効率的に行うことが困難である。しかし最近、A. oryzaeの各菌株によって、

ゲノム上の接合型決定領域(MAT領域)にMAT1-1遺伝子もしくはMAT1-2遺伝子

が存在することが明らかになった(Wada et al., 2012)。このことから、A. oryzaeが

ヘテロタリックな有性生殖を行う可能性が示された。 

2009 年に有性世代が発見されたカビ毒アフラトキシン生産菌 Aspergillus 

parasiticusや Aspergillus flavusでは、菌核内に子嚢果と呼ばれる有性生殖器官が

形成されることが報告されている(Horn et al., 2009a, b, c)。菌核は一部の糸状菌で

観察される耐久性の休眠構造である。A. oryzaeでは、野生株 RIB40を含む一部

の株は少ないながらも菌核を形成するが、大部分の株は菌核を形成しない 

(Murakami, 1971)。このことは、A. oryzaeにおいて有性世代が発見されていない

理由の 1 つとして考えられている。菌核形成の分子機構が解明されれば、A. 

oryzaeで菌核形成能が低下もしくは失っている原因を特定することができ、菌核

形成の促進による有性生殖の誘導ができる可能性がある。 
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菌核 

菌核は、子嚢菌門 Ascomycota および担子菌門 Basidiomycota に属する一部の

糸状菌で観察され、無性的に形成される耐久性の休眠構造である。低温、乾燥

や他の微生物による攻撃などに耐えられる頑丈な構造をとっている(Townsend 

and Willets, 1954; Coley-Smith and Cooke, 1971)。大きさは種によって異なり、A. 

flavusの菌核の直径は 1 mm以下(Colly, 1989)で、枯れた木の根に寄生して育つラ

イガン菌 Polyporus mylittae の菌核では 40 cm 以上を超えるものもある

(Macfarlane et al.,1978)。 

子嚢菌門は、Monilinia、Sclerotinia、Claviceps、Botrytis、Verticillium、Aspergillus, 

Penicillium 各属で、担子菌門は Typhula、Sclerotium、Coprinus と Polyporus 各属

が菌核を形成することが報告されている(Willetts and Bullock, 1992)。子嚢菌門で

ある Aspergillus属は、A. oryzae、A. flavusや A. parasiticus、A. nigerなどが報告さ

れており、全ての Aspergillus 属が形成するとは限らない(Agnihotri et al., 1968; 

Murakami, 1971; Bennett et al., 1978)。A. oryzaeでは、野生株 RIB40を含むごく一

部しか菌核を形成しない(Murakami, 1971)。また、菌核病菌 Sclerotinia sclerotiorum

などの植物病原菌が菌核を形成する(Morrall et al., 1978)。 

よく研究されている S. sclerotirum の菌核形成過程では、菌糸が分岐・融合・

接着を繰り返して密集し、メラニン沈着とともに硬壁化して形成される(Fig. 

0-1)(Erental et al., 2008)。A. oryzae RIB40株は白い菌核を形成することができ、成

熟が可能な環境条件に置くと黒く褐変する(Fig. 0-2)。また、担子菌門の菌核も

S. sclerotirumの菌核と同様に形成する(Kües, 2000)。菌核を形成する糸状菌は、

菌核は栄養を貯蔵し、生存に必要な役割を担っていると考えられている。 

また、S. sclerotiorumは有性生殖器官を菌核内に形成する(Bolton et al., 2006)。

A. flavusも同様に有性生殖器官を形成することができるが、菌核の内部に複数の

子嚢果が形成され、内部に子嚢、子嚢胞子を含むことが観察されている(Fig. 0-3

を参照; Horn et al., 2009a)。形成された子嚢胞子には、環状の突起や内部に油滴

をもつといった特徴が見られた (Horn et al., 2009)。 

一部の糸状菌における菌核は、栄養素の欠乏や乾燥、低温あるいは高温など

菌糸体成長を阻害するような環境条件で形成される(Willets and Bullock, 1992; 

Erental et al., 2008)。植物病原菌である Sclerotium rolsfiiでは、温度、pH、酸化ス

トレス、光などに応答し菌核を形成する(Chet and Henis, 1971)。例えば、S. rolsfii

において、室温で 2日間培養の後、3-5ºCの低温で 4時間反応させると、菌核形

成を促進することが報告されている(Carroll, 1991)。A. flavusにおいては、光照射

条件下で菌核が形成されなくなる(Bennett et al., 1978)。また、培地成分の炭素/

窒素比が影響し、窒素源が少ないと形成は促進される(McAlpin and Wicklow, 

2005; Agnihotri et al., 1968, 1969)。また、植菌する分生子数が多すぎると菌核形
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成数が減少することが A. flavusや A. parasiticusで報告されており、これにクオ

ラムセンシング quorum sensingが関わっていることが考えられている(Brown et 

al., 2008, 2009)。 

 

糸状菌における菌核形成の分子機構 

菌核形成における分子メカニズムについては、A. flavus、A. parasiticus と S. 

sclerotiorum、 灰色かび病菌 Botrytis cinereaでよく研究されている。植物病原性

やカビ毒生産性に関連して、これらの糸状菌で菌核形成の解析が行われてきた。

明らかになっている菌核形成に関与する因子を Table 0-1に示す。このうちの主

要なものについて以下に述べる。 

A. flavusにおいては、光応答に関与している Velvet複合体の構成因子 VelBが

菌核形成を正に制御しており、分生子形成に必要な FluG が負に制御している

(Chang et al., 2013)。A. parasiticusにおいて、Velvet複合体の構成因子 VeAを欠損

すると、菌核の形成が阻害される(Duran et al., 2006)。また、A. flavusにおける二

次代謝制御に関与するメチルトランスフェラーゼ LaeA (Chang et al., 2013)の欠

損すると菌核形成が抑制され、過剰発現すると菌核形成が促進されることが報

告されている(Kale et al., 2008; Amaike et al., 2009)。 

A. nidulansでは、Oxylipinが分生子形成から有性生殖への切り替えに関与する

ことが示唆された(Tsitsigiannis et al., 2004)。Oxylipin生成に関与するジオキシゲ

ナーゼである PpoA、PpoB、PpoCは有性生殖にも関与している(Tsitsigiannis et al., 

2005)。A. flavusにおいては、A. nidulansのオーソログ PpoA、PpoB、PpoCとさ

らに PpoDが存在し、PpoA、PpoB、PpoDが菌核形成を正に、PpoCが負に制御

している(Brown et al., 2009)。リポオキシゲナーゼに関与する Loxの欠損では、

PpoCの欠損と同様に菌核形成が促進された(Brown et al., 2009)。 

また、A. nidulansでは、‘never in sexual development’ (NSD)関連転写因子である

有性生殖初期に必要な NsdDがある(Han et al., 2001)。A. flavusにおいて NsdDオ

ーソログを欠損すると、菌核が形成されなくなる(Cart et al., 2012)。また、同じ

く有性生殖関連転写因子 NsdCを欠損すると、菌核形成が不全となる(Cart et al., 

2012)。 

S. sclerotiorumにおいて、菌核形成を正に制御している因子として Pac1、Ssp1、

Ss-Caf1、Shk1、SsNox1、SsNox2が報告されている(Rollins, 2003; Chen et al., 2004; 

Li, 2009; Kim et al., 2011; Li et al., 2012; Duan et al., 2013; Xiao et al., 2014)。Ssp1は、

菌核形成に関連因子として初期段階の形成に関与している(Li and Rollins, 2009)。

A. oryzaeにおいては、菌核形成時に ssp1オーソログである sspA遺伝子の転写産

物量が増加する(Jin et al., 2011b)。 

活性酸素種 ROS生成に関与する NADPH oxidases (Nox)の SsNox1、SsNox2が
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菌核形成を正に制御しており、欠損させると菌核形成が認められなくなる(Kim 

et al., 2011)。細胞透過性プローブである 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(DCHF-DA)を用いて、菌核形成時に ROSが生成されることが観察された(Kim et 

al., 2011)。 

B. cinerea では、S. sclerotiorum と同様に Nox 関連因子が正に制御している

BcNoxA、BcNoxB、BcNoxD、BcNoxRが知られている(Siegmund et al., 2012, 2015)。

一方、酸化ストレスに応答するMitogen-activated protein (MAP)キナーゼが菌核形

成に関与しており、BcBmp1 や BcBmp3 欠損において、菌核形成が減少する

(Dolhlemann et al., 2006; Rui and Hahn, 2007)。 

A. oryzae では菌核を形成しないものが大部分であるが、ゲノム解読に用いら

れた野生株 RIB40 (Machida et al., 2005)は菌核を形成する(Murakami, 1971)。A. 

oryzae では RIB40 株に由来した株で解析が行われ、菌核形成を正または負に促

進する basic helix-loop-helix型の転写因子 SclRとEcdRが見いだされた (Jin et al., 

2009; Jin et al., 2011a; b)。また、オートファジー関連因子である AoAtg1が菌核

形成を正に制御していることが報告された(Yanagisawa et al., 2012)。 

 

本研究の目的 

菌核は菌糸が分岐、融合、接着を繰り返して形成する耐久構造であり(Willetts 

and Bullock, 1992)、A. parasiticus や A. flavusでは菌核内に有性生殖器官が形成

される(Horn et al., 2009a; b)。ヘテロタリックな有性生殖を行うと考えられてい

る A. oryzaeでは、異なる接合型株どうしで菌糸融合を行い、融合体に由来する

菌核を形成し、核の融合や減数分裂といった過程を経て有性胞子が形成される

と予想される(Fig. 0-4)。したがって、A. oryzaeの有性生殖を発見するためには、

異なる接合型株間で菌糸融合を行った状態での菌核の形成が必須であると考え

られる。 

以前、当研究室の和田によって、栄養要求性と蛍光タンパク質をマーカーと

して用いることで、A. oryzae において菌糸融合体によって形成される菌核を解

析する実験系が確立された(Wada et al., 2014)。また、当研究室の田中は、有性生

殖関連遺伝子の過剰発現によって、菌核内部に形成された有性生殖器官様構造

の観察に A. oryzaeにおいて初めて成功した(田中修士論文 2015)。これらは sclR

を過剰発現(Wada et al., 2014)もしくは ecdRを破壊する(田中修士論文 2015)こと

で菌核形成を誘導したものだが、分生子形成が著しく悪化したことから産業で

の利用は困難だと考えられる。 

そこで、分生子形成には影響せず、菌核形成に特異的に影響を及ぼす因子を

利用することが望ましいと考えられる。しかし、A. oryzae をはじめとして糸状

菌全体において、分生子形成や有性生殖に関与する遺伝子が数多く明らかにさ
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れていることと比較して、菌核形成に関与する因子は多くがわかっていないと

考えられる。菌核形成の分子メカニズムの全貌が解明されれば、A. oryzae で菌

核形成能が低下もしくは失っている原因を特定することができ、その知見をも

とに菌核形成を促進し、有性生殖が誘導できる可能性がある。菌核形成をしな

い大部分の A. oryzae株において、有性生殖ができれば交配育種が可能となり、

醸造や産業利用に大いに役立つと考えられる。 

本研究では、A. oryzaeにおいて、菌核形成能を向上させることを目的として、

菌核形成に関与する因子の探索およびその分子機構の解明を行い、それらの知

見を利用して菌核形成の誘導を試みた。  
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Table 0-1. 報告されている菌核形成に関与する因子 

    

 

Gene Protein function Effect Species Reference

velB Light/dark response (Velvet complex) Positive A. flavus Chang et al ., 2013

fluG Conidiation-related protein Negative A. flavus Chang et al ., 2013

laeA Light/dark response (Velvet complex) Positive A. flavus Chang et al ., 2013

veA Light/dark response (Velvet complex) Positive A. flavus; A. parasiticus Duran et al ., 2006; Chang et al ., 2013

ppoA Oxylipin-generating dioxygenases Positive A. flavus Brown et al ., 2009

ppoB Oxylipin-generating dioxygenases Positive A. flavus Brown et al ., 2009

ppoC Oxylipin-generating dioxygenases Negative A. flavus Brown et al ., 2009

ppoD Oxylipin-generating dioxygenases Positive A. flavus Brown et al ., 2009

lox Lipoxygenase Negative A. flavus Brown et al ., 2009

gprC G protein-coupled receptors Negative A. flavus Affeldt et al ., 2012

gprD G protein-coupled receptors Negative A. flavus Affeldt et al ., 2012

nsdC C2H2 zinc-finger transcription factor Positive A. flavus Cary et al ., 2012

nsdD GATA-type zinc-finger transcription factor Positive A. flavus Cary et al ., 2012

msnA C2H2 zinc-finger transcription factor Positive A. flavus; A. parasiticus Chang et al ., 2010

crzA Calcineurin response zinc-finger protein Positive A. parasiticus Chang, 2008

afvB Polyketide synthases (PKS) Positive A. flavus Cary et al ., 2015a

lepE Zinc2-Cys6 transcription factor Negative A. flavus Cary et al ., 2015b

sclR bHLH transcription factor Positive A. oryzae Jin et al ., 2009; 2011b

ecdR bHLH transcription factor Negative A. oryzae Jin et al ., 2011a

Aoatg1 Autophagy-releated kinase Positive A. oryzae Yanagisawa et al ., 2012

pac1 C2H2 zinc-finger transcription factor Positive S. sclerotiorum Rollins, 2003

ssp1 Serine/ threonine-protein kinase  Positive S. sclerotiorum Li and Rollins, 2009

Ss-caf1 Secretory protein Positive S. sclerotiorum Xiao et al ., 2014

shk1 Serine/threonine-protein kinase Positive S. sclerotiorum Duan et al ., 2013

smk1 Mitogen-activated protein (MAP) kinase Positive S. sclerotiorum Chen et al ., 2004

Ss-ggt1 γ-glutamyltranspeptidase Positive S. sclerotiorum Li et al ., 2012

Ssnox1 NADPH oxidases (Nox) Positive S. sclerotiorum Kim et al ., 2011

Ssnox2 NADPH oxidases (Nox) Positive S. sclerotiorum Kim et al ., 2011

BcnoxA NADPH oxidases (Nox) Positive B. cinerea Siegmund et al ., 2012

BcnoxB NADPH oxidases (Nox) Positive B. cinerea Siegmund et al ., 2012

BcnoxD NADPH oxidases (Nox) Positive B. cinerea Siegmund et al ., 2015

BcnoxR NADPH oxidases (Nox) Positive B. cinerea Siegmund et al ., 2012

Bcltf1 GATA-type zinc-finger transcription factor Positive B. cinerea Schumacher et al ., 2014

Bcg3 Adenylate cyclase Negative B. cinerea Dolhlemann et al ., 2006

Bcbmp1 Mitogen-activated protein (MAP) kinase Positive B. cinerea Dolhlemann et al ., 2006

Bcbmp3 Mitogen-activated protein (MAP) kinase Positive B. cinerea Rui and Hahn, 2007



Fig. 0-1. Sclerotium sclerotiorumによる菌核における形成過程 

（A）初期形成 （B）分化 （C）成熟 （D-F）Aにおける形成段階の内部を走査型電子顕微鏡で観
察した。（G）Bにおける形成段階の内部を走査型電子顕微鏡で観察した。（H-I）Cにおける形
成段階の内部を走査型電子顕微鏡で観察した。 

(Erental et al., 2008) 
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Initiation Development Maturation 



Fig. 0-2. A. oryzae RIB40に由来する株における菌核の形成過程 

（A）培地との接面に形成される菌核は頭部から徐々に黒く硬くなり形成される。（B）菌糸先端に
形成される白いふわふわした構造体。（C）根のようなものでプレートにしっかり固定されている場
合もある。Scale bars: 100 μm  

(山本修士論文 2006) 

11 

(A) 

(B) (C) 



Fig. 0-3.  A. flavus における有性生殖器官形成  

（1）培地上で形成される菌核（2）子嚢果を7つ含む菌核の断面（3）菌核内部構造の拡大図 子
嚢果を3つ含むのが観察される。矢頭：子嚢果壁; AM:子嚢果内部; SM:菌核内部（4）子嚢果
の殻壁 子嚢果内部には子嚢胞子が含まれている。 AP：子嚢果壁（5）子嚢果外部の間質; 
（6）子嚢胞子を含む子嚢（7）油滴を含む子嚢胞子 （8）子嚢胞子; 環状の隆線と突起状の構
造に周囲を囲まれている Scale bars: 400 μm (1, 2); 100 μm (3); 20 μm (4, 5); 10 μm (6, 7); 1 

μm (8).  

(Horn et al., 2009) 
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Fig. 0-4. A. oryzaeの無性生活環と予想される有性生殖過程 

(田中修士論文 改変 2015) 
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第一章 

A. oryzaeの分化における AoRim15の機能解析 

 

 

 

 

第一章の内容は学術雑誌に論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 

 

以上よりインターネット公表できない。 
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第二章 

A. oryzaeの菌核形成に関与する転写因子の探索 

 

 

 

 

第二章の内容は学術雑誌に論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 

 

第二章の内容は野田産業科学研究所が所有している株の図や表を掲載していた

が、インターネット公表に対する著作権者からの許諾が得られていないため公

表できない。 

 

第二章の内容は、共著論文として学術雑誌に掲載されており、インターネット

公表に対する共著者全員の同意が得られていないため公表できない。 

 

以上よりインターネット公表できない。 
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第三章 

菌核形成に関与する因子の機能解析 

 

 

 

 

第三章の内容は学術雑誌に論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 

 

第三章の内容は野田産業科学研究所が所有している株の図や表を掲載していた

が、インターネット公表に対する著作権者からの許諾が得られていないため公

表できない。 

 

第三章の内容は、共著論文として学術雑誌に掲載されており、インターネット

公表に対する共著者全員の同意が得られていないため公表できない。 

 

以上よりインターネット公表できない。 
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第四章 

A. oryzaeの実用株における菌核形成の誘導 

 

 

 

 

第四章の内容は学術雑誌に論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 

 

第四章の内容は野田産業科学研究所が所有している株の図や表を掲載していた

が、インターネット公表に対する著作権者からの許諾が得られていないため公

表できない。 

 

第四章の内容は、共著論文として学術雑誌に掲載されており、インターネット

公表に対する共著者全員の同意が得られていないため公表できない。 

 

 

以上よりインターネット公表できない。 

 

 

 



105 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

総括及び展望 

 

 

 

 

総括及び展望の内容は学術雑誌に論文として出版する計画があるため公表でき

ない。 
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総括及び展望の内容は野田産業科学研究所が所有している株の図や表を掲載し

ていたが、インターネット公表に対する著作権者からの許諾が得られていない

ため公表できない。 

 

総括及び展望の内容は、共著論文として学術雑誌に掲載されており、インター

ネット公表に対する共著者全員の同意が得られていないため公表できない。 
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実験材料と方法 

 

使用菌株 

大腸菌 Escherichia coli 

 大腸菌組換えプラスミドの取得には、E. coli DH5α (supE44 lacU169 (80 lacZ M15) 

hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1) を用いた。 

 

麹菌 Aspergillus oryzae 

本研究で使用した A. oryzae 菌株一覧を Table A-1から A-4に示した。 

 

使用培地 

プレート用寒天培地には 1.5%、ME (Malt Extract)培地は 2.0% Agar を加える。 

[E. coli DH5α用] 

LB培地：1.0% Bacto tryptone, 0.5% Yeast Extract, 1.0% NaCl (また、必要に応じて選択薬

剤として、アンピシリンナトリウム(和光純薬) やカナマイシン硫酸塩(和光純薬) を終

濃度 50 g/ml で用いる。)  

SOC培地：2.0% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 

mM MgSO4, 20 mM Glucose を混合後 0.20 mフィルターを用いて滅菌する。 

 

[A. oryzae用] 

各株の栄養要求性にあわせて以下のものをそれぞれの培地に添加した。 

ウリジン/ウラシル要求性; 0.5% Uridine + 0.2% Uracil 

DPY 培地：2.0% Dextrin, 1.0% Polypeptone, 0.5% Yeast Extract, 0.5% KH2PO4, 0.05% 

MgSO4・7H2O 

CD培地：0.3% NaNO3, 0.2% KCl, 0.1% KH2PO4, 0.05% MgSO4・7H2O, 0.002% FeSO4・7H2O, 

2% Glucose, pH 5.5 

CD + Met 培地：CD培地成分に 0.0015% Methionine を加える。 

M 培地：0.2% NH4Cl, 0.1% (NH4) 2SO4, 0.05% KCl, 0.05% NaCl, 0.1% KH2PO4, 0.05% 

MgSO4・7H2O, 0.002% FeSO4・7H2O, 2.0% Glucose, pH 5.5 

M + Met培地：M 培地成分に 0.15% Methionineを加える。 

PD培地：ポテトデキストロース寒天培地 (日水製薬) を使用法に従い作製する (39.0 g

にポテト浸出液末 4.0 g, Glucose 20.0 g, Agar 15.0 gを含む) 。 

PD + UU培地：PD培地成分に 0.5% Uridine + 0.2% Uracil を加える。 

ME培地： 2.0% Malt Extract (BD Difco (株) Bacto
TM

 Malt Extract), 2.0% Glucose, 0.1% 

Polypepton, pH 6.0 
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5-FOA+PDUU培地 

A液 : 2 mg/ml 5-FOA (5-Fluoroorotic acid) 50 ml 

B液 : 2 × PD + 1.0% Uridine + 0.4% Uracil 培地 50 ml 

B 液をオートクレーブする。55ºC に加熱溶解した A 液を 0.45 μm の滅菌フィルターで

ろ過滅菌を行った後、B液と混合する。プレートにまいて乾燥させて、パラフィルムで

包む。保存および培養はアルミホイルで包んで遮光した状態で行った。 

 

A. oryzaeゲノム DNA抽出 

1. A. oryzae の分生子または菌体を 20 ml の DPY液体培地に植菌し、30ºCで 18－24 時

間振とう培養。 

2. 菌体をミラクロス (CALBIOCHEM) を用いて回収し、蒸留水で洗う。 

3. 湿菌体約 250 mgとメタルコーンを 3 ml破砕チューブに入れ、液体窒素で凍結させ、

Multi Beads Shocker (安井器械) を用いて 2000 rpm, 10秒で 2回破砕する。 

4. 破砕した菌体を 600 μlの Sol Iに懸濁後 60ºCで 30－60分インキュベートする。 

5. 等量の PCI を加えよく混合した後、4ºC、15,000 rpm で 5 分遠心。上層を回収後再

び PCI処理を行う。 

6. 上層を回収後、等量の CIを加えよく混合した後、4ºC、15,000 rpmで 5分遠心。 

7. 上層を回収後、エタノール沈殿 Sol を 1 ml 加えて 4ºC、15,000 rpmで 10分遠心。 

8. アスピレーターでペレットを残し、5 分風乾後、400 μl の TE + RNase (20 mg/ml 

RNase A (Sigma) ) を加え、37ºCで 30 分インキュベート。 

9. PCI, CI処理、エタノール沈殿を行い、50 μl TEに溶解後、4ºCで保存する。 

Sol I：50 mM EDTA (pH 8.0)、0.5 % SDS、0.1 mg/ml Proteinase K (Roche)  

PCI：フェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール (25 : 24 : 1)  

CI：クロロホルム／イソアミルアルコール (24 : 1)  

エタノール沈殿 Sol：100 %エタノール／3 M 酢酸ナトリウム (25 : 1) , pH 5.2 

TE：10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 8.0をオートクレーブ滅菌した後使用。 

 

Total RNAの抽出 

RNA回収法 

以下の RNAに関する実験は全て RNase Freeの試薬や器具を用いて行った。 

1. 20 ml DPY培地に分生子または菌体を植菌し、30ºCで 18時間振盪培養した菌体を、

ミラクロスで覆った漏斗で回収し、蒸留水で適度に洗浄する。 

2. 菌体をろ紙等で挟み水分を取った後、湿重量約150 mgの菌体とメタルコーンを3 ml

破砕チューブに入れる。 

3. 破砕チューブをアダプターに入れ、液体窒素で冷やす。 

4. アダプターをサンプルホルダーにセットし、2000 rpm、10秒で菌体を破砕する。 
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5. 菌体が破砕されたことを確認したらメタルコーンを取り出す. 

6. 1.5 ml の ISOGEN (ニッポンジーン) を加え、ボルテックス。均質化し、室温で 5

分静置。 

7. 上清を1.2 ml回収し、1.5 ml エッペンドルフチューブに移し、遠心(12000 × g, 4ºC, 10

分) 。 

8. 上清を 1.0 ml 回収し、新しいエッペンチューブに移す。 

9. 200 μl のクロロホルムを加え、ボルテックス(15秒) して、室温で 2－3分静置。 

10. 遠心(12000 × g, 4ºC, 15 分) 。 

11. 水層 (500 μl) を回収し、500 l のイソプロパノールを加え、室温で 10分静置。 

12. 遠心(12000 × g, 4ºC, 10 分) 。 

13. 上清を除き、1 ml の 70 %エタノールを加え、Vortex。 

14. 遠心 (7500 × g, 4ºC, 5 分) 。 

15. 乾燥させ、50 l の DEPC treated H2Oに溶かす。 

 

RACE解析 

 GeneRacer
TM

 キット(Invitrogen) を用い、添付の説明書に沿って行う。RACE-PCR の

鋳型には、RIB40 株を DPY 液体培地で 24 時間培養した菌体から抽出した RNA より作

製したオリゴ付加 cDNA を用いる。RACE-PCR 後、Nested-PCR を行った産物をジーン

クリーンして精製後へ TOPO
®
 TA(Invitrogen)クローニングし、シーケンス解析を行う。 

 

プラスミドの作製 

 本研究で使用したプラスミドはMultiSite Gateway
TM

 Cloning system(Invitrogen)および

In-Fusion® HD Cloning system(Clontech Laboratories)を用いて作製した(Table B)。プラス

ミド作製に用いたプライマーは Table Cに示した。 

  

本研究で使用したプラスミドのうち、pgΔr15pG、 pgΔace2pG、pgCompr15、pgPaBr15、

pgPaBa2、pgCompa2、pgPaBr15
R128はMultiSite Gateway

TM
 Cloning system を用いて作製

した。 

 

1. pgΔr15pG 

Aorim15遺伝子破壊用プラスミドの作製には A. oryzae RIB40 株のゲノム DNAを鋳型

とし、Aorim15 遺伝子の ORF領域上流 1.5 kb と 0.4 kb、下流 1.5 kb をそれぞれプライマ

ーaB4-5r15_Fと aB1r-5r15_Rの組み合わせ、aB2-r15up_Fと fr15up-r15down_R の組み合

わせ、および fr15down-r15up_Fと aB3-r15down_Rの組み合わせの PCRにより増幅させ

た。ここで増幅させた Aorim15 遺伝子の ORF領域上流 1.5 kbの DNA断片の増幅産物を

5' entry vector (pDONR P4-P1R) に BP 反応により挿入することで 5' entry clone 
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(pg5'upr15) を、Aorim15 遺伝子の ORF 領域上流 0.4 kb の DNA 断片の増幅産物と下流

1.5 kb の DNA 断片の増幅産物を fusion PCR によって結合させたものを 3' entry vector 

(pDONR P2R-P3) にBP反応により挿入することで 3' entry clone (pg3'downr15) を作製し

た。さらに、5' entry clone (pg5'upr15)、3' entry clone (pg3'downr15)、center entry clone 

(pgEpG)と destination vector (pDEST R4-R3)を混合して LR反応を行った。以上によって

Aorim15遺伝子破壊用プラスミド pg∆r15pGを作製した。 

2. pgCompr15、pgPaBr15 

RIB40 株のゲノム DNA を鋳型として、プライマー E’ Aorim15ORF_F と

E’Aorim15ORF_R を用いて、Aorim15ORF を PCR により増幅した。BP 反応を行い、

pDONR 221 に Aorim15 ORF を導入した pgE’Ar15 を作製した。pg5'upr15、pgE’Ar15、

pg3’TaNと destination vector (pDEST R4-R3)を混合して LR反応を行い、pgCompr15 を作

製した。同様に pg5'PaB、pgE’Ar15、pg3’TaNと destination vector (pDEST R4-R3)を混合

して LR反応を行い、pgPaBr15 を作製した。 

3. pgPaBr15
RIB128

 

RIB128 株のゲノム DNA を鋳型として、プライマー E’ Aorim15ORF_F と

E’Aorim15ORF_R を用いて、Aorim15 ORF を PCR により増幅した。BP 反応を行い、

pDONR 221 に Aorim15 ORF を導入した pgE’Ar15
RIB128 を作製した。 pg5'PaB、

pgE’Ar15
RIB128、pg3’TaNと destination vector (pDEST R4-R3)を混合して LR反応を行い、

pgPaBr15
RIB128を作製した。 

4. pgΔace2pG 

Aoace2遺伝子破壊用プラスミドの作製にはA. oryzae RIB40株のゲノムDNAを鋳型と

し、Aoace2 遺伝子の ORF領域上流 1.5 kb と 0.3 kb、下流 1.5 kb をそれぞれプライマー

aB4-5a2_F と aB1r-5a2_R の組み合わせ、aB2-a2up_F と fa2up-a2down_R の組み合わせ、

および fa2down-a2up_F と aB3-a2down_R の組み合わせの PCR により DNA 断片を増幅

させた。ここで増幅させた Aoace2 遺伝子の ORF領域上流 1.5 kbの DNA断片の増幅産

物を 5' entry vector (pDONR P4-P1R) に BP 反応により挿入することで 5' entry clone 

(pg5'upace2) を、Aoace2 遺伝子の ORF 領域上流 0.3 kb の DNA 断片の増幅産物と下流

1.5 kb の DNA 断片の増幅産物を fusion PCR によって結合させたものを 3' entry vector 

(pDONR P2R-P3) に BP反応により挿入することで 3' entry clone (pg3'downace2) を作製

した。さらに、5' entry clone (pg5'upace2) 、3' entry clone (pg3'downace2) 、center entry clone 

(pgEpG) と destination vector (pDEST R4-R3) を混合して LR反応を行った。以上によっ

て、Aoacec2 遺伝子破壊用プラスミド pg∆ace2pGを作製した。 

5. pgCompace2、pgPaBa2 

 RIB40株のゲノム DNAを鋳型として、プライマーE’ Aoace2ORF_Fと E’Aoace2ORF_R

を用いて、Aoace2 ORFを PCRにより増幅した。BP反応を行い、pDONR 221 に Aoace2 

ORF を導入した pgE’Aa2 を作製した。pg5'upace2、pgE’Aoace2、pg3’TaN と destination 
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vector (pDEST R4-R3)をを混合して LR反応を行い、pgCompace2 を作製した。同様に、

pg5'PaB、pgE’ Aoace2、pg3’TaNと destination vector (pDEST R4-R3)を混合して LR反応

を行い、pgPaBa2を作製した。 

 

本研究で使用したプラスミドのうち、pUtNAN、pUtNAa2N、pUNA-sR、pUNAFNcas9lD、

pUC119Δpg、pUC119eRupdown、pUC119ΔeRpG、pUC19-784updown、pUC19-Δ784pG、

pNRCp784 は In-Fusion® HD Cloning system を用いて作製した。 

1. pUNA-sR 

sclR遺伝子のフォワードプライマー配列に pUNAの SmaI切断部位の上流 15 bp を結

合させたプライマーpUNA'sclRORF_F と、sclR 遺伝子のリバース側プライマーに pUNA 

SmaI切断部位下流 15 bpを結合させたプライマーpUNA'sclRORF+TAA_Rを設計し、sclR

遺伝子領域を増幅した。さらに、amyBプロモーターと amyB ターミネーター、niaD形

質転換マーカーを含んだプラスミド pUNAを SmaIで処理し、直鎖化した。In-Fusion® HD 

Cloning Kits (Clontech Laboratories)を用いて sclR遺伝子領域を pUNAの SmaI切断部位に

挿入し、sclR高発現プラスミド pUNA-sRを作製した。 

2. pUtNAN 

過剰発現用プラスミドの作製には A. oryzae RIB40 株のゲノム DNAを鋳型とし、niaD

遺伝子 1.8 kbをプライマーpUC19-niaD3_Fと niaD3-PaB_Rの組み合わせの PCRにより

増幅させた。また、プラスミド pUNAを鋳型とし、amyBプロモーター0.6 kbをプライ

マーPaB-niaD3_FとPaB-TaB_Rの組み合わせのPCRにより増幅させた。さらに、A. oryzae 

RIB40株のゲノムDNAを鋳型とし、amyBターミネーター0.3 kbをプライマーTaB-PaB_F

と TaB-niaDd_Rの組み合わせの PCRにより増幅させた。最後に、A. oryzae RIB40 株の

ゲノム DNA を鋳型とし、niaD 遺伝子の下流 1.6 kb をプライマーniaDd-TaB_F と

pUC19nDAAnD_R の組み合わせの PCR により増幅させた。niaD 遺伝子 1.8 kb、amyB

プロモーター0.6 kb、 amyBターミネーター0.3 kbと niaD遺伝子の下流 1.6 kbをそれぞ

れプライマーpUC19-niaD3_Fと pUC19nDAAnD_Rの組み合わせの fusion PCR によって

結合させた。In-Fusion® HD Cloning Kits (Clontech Laboratories) を用いて増幅した 4断片

を pUC19 Partial BamHI切断部位に挿入し、プラスミド pUtNANを作製した。 

3. pUtNAa2N 

Aoace2遺伝子のフォワードプライマー配列に pUtNANの SmaI切断部位の上流 15 bp

を結合させたプライマーpUNA'Aoace2ORF_F と、Aoace2 遺伝子のリバース側プライマ

ー に pUtNAN の SmaI 切 断 部 位 下 流 15 bp を 結 合 さ せ た プ ラ イ マ ー

pUNA'Aoace2ORF+TGA_R を設計し、Aoace2 遺伝子領域を増幅した。さらに、amyBプ

ロモーターと amyB ターミネーター、niaD 形質転換マーカーを含んだプラスミド

pUtNAN を SmaI で処理し、直鎖化した。 In-Fusion® HD Cloning Kits (Clontech 

Laboratories)を用いてAoce2遺伝子領域を pUtNANの SmaI切断部位に挿入し、pUtNAa2N
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を作製した。 

4. pUNAFNcas9lD 

pUNA+U6p-Fと U6p-ligD-R1 の組み合わせで、U6 プロモーター583 bpに ligD標的配

列 21 bpをまた、ligD-U6t-F1と pUNA+U6p+gRNA+U6t-R3 の組み合わせで ligD標的配

列 21 bと U6 ターミネーター229 bp を PCRにて DNA断片を増幅させた。DNA断片を

pUNA+U6p-Fと pUNA+U6p+gRNA+U6t-R3の組み合わせでU6プロモーター583 bp、ligD

標配列 21 bp、U6 ターミネーター229 bpを fusion PCR によって結合させた。In-Fusion® 

HD Cloning Kits (Clontech Laboratories) を用いてプラスミド pUNAFNcas9 (Katayama et 

al., 2015)のXbaI切断部位に挿入し、ligD標的配列用 cas9発現プラスミド pUNAFNcas9lD

を作製した。 

5. pUC119Δpg 

pyrG遺伝子破壊用プラスミドの作製には A. oryzae RIB40 株のゲノム DNAを鋳型と

し、pyrG 遺伝子の ORF 領域上流 1.5 kb、下流 1.5 kb をそれぞれプライマー

pUC119pGup1530_F と pGdown1up20_R の 組 み 合 わ せ 、 pGdup20own1_F と

pUC119pGdown1457_Rの組み合わせの PCRにより増幅させた。ここで増幅させた pyrG

遺伝子の ORF領域上流 1.5 kbの DNA断片の増幅産物と下流 1.5 kbの DNA断片をそれ

それプライマーpUC119pGup1530_F と pUC119pGdown1457_R の組み合わせで fusion 

PCRによって結合させた。pUC119 を SmaIで処理し、直鎖化した。In-Fusion® HD Cloning 

Kits (Clontech Laboratories) を用いて pyrG遺伝子のORF領域上流 1.5 kbと下流 1.5 kbを

pUC119 の SmaI切断配列に挿入し、プラスミド pUC119ΔpGを作製した。 

6. pUC119eRupdown、pUC119ΔeRpG 

ecdR遺伝子破壊用プラスミドの作製にはA. oryzae RIB40株の染色体DNAを鋳型とし、

ecdR 遺伝子の ORF 領域上流 0.4 kb と下流 1.5 kb をそれぞれプライマー

pUC119-eRup354_F と feRup1-eRdown6_R の組み合わせ、 feRdown6-eRup1_F と

pUC119-eRdown1464_Rの組み合わせの PCRにより増幅させた。ここで増幅させた ecdR

遺伝子のORF領域上流 0.4 kbと下流 1.5 kbをそれぞれプライマーpUC119-eRup354_Fと

pUC119-eRdown1464_Rの組み合わせで fusion PCR によって結合させた。また、pUC119

を SmaIで処理し、直鎖化した。In-Fusion® HD Cloning Kits (Clontech Laboratories)を用い

て ecdR遺伝子の ORF 領域上流 0.4 kb と下流 1.5 kb を pUC119の SmaI切断部位に挿入

し、プラスミド pUC119eRupdown を作製した。 

さらに、ecdR遺伝子破壊用プラスミドの作製には A. oryzae RIB40 株のゲノム DNAを

鋳型とし、ecdR 遺伝子の ORF 領域上流 1.5 kb をプライマーpUC119-eRup1467_F と

feRup1-pG_Rv の組み合わせの PCR により DNA 断片を増幅させた。次に、エントリー

クローン pgEpG を鋳型とし、pyrG 遺伝子 2.0 kb をプライマーfpG-eRup1_Fw と

feRdown6-pG_Rvの組み合わせの PCRにより DNA断片を増幅させた。また、プラスミ

ド pUC119eRupdown を鋳型とし、ecdR遺伝子 ORF領域上流 0.4 kbと下流 1.5 kb をそれ
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ぞれプライマーfeRud-pG_Fw と pUC119-eRdown1464_R の組み合わせで DNA 断片を増

幅させた。増幅させたこれら 3断片である ecdR遺伝子の ORF領域上流 1.5 kb、pyrG遺

伝子 2.0 kb、ecdR 遺伝子の ORF 領域上流 0.4 kb と下流 1.5 kb をそれぞれプライマー

pUC119-eRup1467_Fと pUC119-eRdown1464_Rの組み合わせで fusion PCRによって結合

させた。In-Fusion® HD Cloning Kitsを用いて ecdR遺伝子の ORF領域上流 1.5 kb、pyrG、

上流 0.4 kbと下流 1.5 kbを pUC119の SmaI切断部位に挿入し、プラスミド pUC119ΔeRpG

を作製した。 

7. pUC19-784updown、pUC19-Δ784pG 

AO090010000784 遺伝子破壊用プラスミドの作製には A. oryzae RIB40 株の染色体

DNAを鋳型とし、同遺伝子の ORF領域上流 0.4 kbと下流 1.5 kb をそれぞれプライマー

pUC19-784up363_F と f784up1-784down1_R の組み合わせ、 f784down1-784up1_F と

pUC19-784down1538_Rの組み合わせの PCRにより増幅させた。ここで増幅させた同遺

伝子の ORF 領域上流 0.4 kb と下流 1.5 kb をそれぞれプライマーpUC19-784up363_F と

pUC19-784down1538_Rの組み合わせで fusion PCR によって結合させた。また、pUC119

を SmaIで処理し、直鎖化した。In-Fusion® HD Cloning Kits を用いて AO090010000784

遺伝子の ORF領域上流 0.4 kb と下流 1.5 kb を pUC19 Partial BamHI切断部位に挿入し、

プラスミド pUC19-784updown を作製した。 

さらに、AO090010000784 遺伝子破壊用プラスミドの作製には A. oryzae RIB40 株のゲ

ノムDNAを鋳型とし、同遺伝子のORF領域上流1.5 kbをプライマーpUC19-784up1490_F

と fpG-784up1_Rvの組み合わせの PCRにより DNA断片を増幅させた。次に、エントリ

ークローン pgEpG を鋳型とし、pyrG 遺伝子 2.0 kb をプライマーf784up1-pG_Fw と

f784ud-pG_Rv の組み合わせの PCR により DNA 断片を増幅させた。また、プラスミド

pUC19-784updown を鋳型とし、同遺伝子 ORF 領域上流 0.4 kbと下流 1.5 kb をそれぞれ

プライマーfpG-784ud_Fwと pUC19-784down1538_Rの組み合わせで DNA断片を増幅さ

せた。増幅させたこれら 3 断片である同遺伝子の ORF領域上流 1.5 kb、pyrG遺伝子 2.0 

kb、AO090010000784 遺伝子の ORF領域上流 0.4 kbと下流 1.5 kb をそれぞれプライマー

pUC19-784up1490_Fと pUC19-784down1538_Rの組み合わせで fusion PCRによって結合

させた。In-Fusion® HD Cloning Kits を用いて AO090010000784 遺伝子の ORF領域上流

1.5 kb、pyrG、上流 0.4 kb と下流 1.5 kb を pUC19 Partial BamHI切断部位に挿入し、プラ

スミド pUC19-Δ784pGを作製した。 

8. pNRCp784 

 AO090010000784 遺伝子相補プラスミドの作製には A. oryzae RIB40 株のゲノム

DNAを鋳型とし、同遺伝子の ORF領域上流 0.4 kbと ORF 2.1 kb と下流 0.2 kbをプライ

マーp10-sIAO784up363_F と p10-sIAO784down198_R の組み合わせで PCR により増幅さ

せた。pNR10 を SmaI で処理し、直鎖化した。In-Fusion® HD Cloning Kits を用いて

AO090010000784遺伝子の ORF領域上流 0.4 kbと ORF 2.1 kbと下流 0.2 kbを pNR10の
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SmaI切断配列に挿入し、プラスミド pNRCp784を作製した。 

 

 

大腸菌プラスミドDNAの調製は、アルカリ SDS法もしくは Promega社のキット (Cat. 

No. A1222) を用い、形質転換は Hanahan, 1983の方法を改変して行った。 

 組換えタンパク質生産のための DH5α 株のコンピテントセルの作製は以下のように

して行った。 

1. シングルコロニーを LB液体培地 10 mlに植菌し、37ºC、振とう速度 250 rpmでOD600 

= 0.4－0.5 になるまで 3－6時間培養。 

2. 細胞を 4 ºC、2,500 × gで 15分遠心して集め、1/10 量 (1 ml) の冷 TSSバッファー

に再溶解。調製したコンピテントセルは 2－3時間以内に形質転換に用いた。 

TSS (Transformation and storage solution) バッファー： 

1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 0.5% NaCl, 10% Polyethylene Glycol (MW 3350) , 5% 

DMSO, 50 mM MgCl2, pH 6.5, 0.45 μmフィルター滅菌。 

 

DNAシークエンスは、ファスマック社による受託シークエンスを利用した。 

 

PCR法 

本研究で用いたクローニング用のプライマーは Table C に示した。反応液の組成は

polymerase に添付の説明書に従った。 

Prime STAR (TaKaRa) を用いた PCR (クローニング用) ： 

98ºC 2 分、{98ºC 10秒、(アニーリング温度: 55ºC) 5秒、72ºC 1 kb /分; 30サイクル} 

Ex-Taq (TaKaRa) を用いた PCR (E. coliコロニーPCR用) ： 

94ºC 5 分、{94ºC 30秒、(アニーリング温度: 54ºC) 30 秒、72ºC 1 kb /分; 30サイクル} 

KOD FX NEO (TOYOBO) を用いた PCR (A. oryzae コロニーPCR用) ： 

94ºC 2 分、{98ºC 10秒、(アニーリング温度: 60ºC) 30 秒、68ºC 1 kb /分; 35サイクル} 

鋳型には、100 μl TEに菌体を 1白金耳懸濁した溶液 2 μl (20 μl スケール) を用いた。 

 

A. oryzaeの分生子回収 

1. 分生子を形成したプレートに、10 ml の 0.01% Tween 80 を添加し滅菌スポイト 

(Transfer-pipette 3.5 ml, SARSTEDT) の先で分生子を懸濁し 15 ml 遠心チューブに回

収する。 

2. 30 秒間ボルテックスし分生子を分散させた後、ミラクロスで菌体残渣を濾過する。 

3. 3,500 rpmで 5分間遠心し上清を捨て、5 ml の 0.01% Tween 80 を加えボルテックス

し分生子を懸濁させた後 3,500 rpmで 5分間遠心する。 

4. 上清を捨て、1 ml の滅菌水を加え懸濁させ、それを 4ºCにて保存する。 
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A. oryzaeの形質転換法 

PEG法 

プロトプラストに負荷を与えないよう、全遠心操作をブレーキオフの設定で行う。 

1. 100 ml DPY液体培地に親株の分生子または菌体を適量植菌し、30ºCで 18-24 時間

振とう培養する。 

2. ミラクロスを用いて菌体を回収し、滅菌水で菌体を洗浄後、あらかじめ 0.45 μmフ

ィルターで滅菌した 10 ml TF Sol Iに菌体を加え、30ºCで 3時間、50 rpmで振とう

培養する。 

3. ミラクロスを用いて菌体残渣を除いたプロトプラスト溶液に 10 mlの TF Sol IIを加

え、室温で 2,000 rpm、8分間遠心する。 

4. 上清を除き、5 ml の TF Sol IIに再懸濁し、室温で 2,000 rpm、8分間遠心する。 

5. 上清を除き、5 ml の TF Sol IIに再懸濁した後、トーマの血球計数版を用いてプロト

プラストの数をカウントし、室温で 2,000 rpm、8 分間遠心する。 

6. 上清を除き、プロトプラスト数が 1.0-5.0×10
7になるように TF Sol IIに再懸濁した

溶液 200 μlに形質転換用 DNAを 10 μl (1-5 μg/10 μlとなるようにあらかじめ準備し

ておく) 加え、氷上で 30分静置する。 

7. この間に 5 ml Top Agarを 15 ml チューブに分注し 47 ºCで溶解させておく。 

8. 250, 250, 850 μl と 3回に分けて TF Sol IIIを加える。加えるたびに滅菌スポイトを

用いてよくピペッティングする。20分静置する。 

9. 5 ml の TF Sol IIを加え転倒混和し、室温で 2,000 rpm、8分間遠心する。 

10. 上清を除き、500 μl の TF Sol II に懸濁したものをあらかじめ準備しておいた Top 

Agar に加え穏やかに混合後、下層培地に重層する。 

11. 30ºCで培養し、生えてきたコロニーを選択培地に 2-3回植え継ぎ、形質転換体を取

得する。 

TF Sol I：0.1% Yatalase, 0.6 M (NH4) 2SO4, 50 mM Maleate buffer (pH 5.5)  

TF Sol II：1.2 M Sorbitol, 50 mM CaCl2, 35 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5)  

TF Sol III：60 % PEG (Polyethylene glycol) 4000, 50 mM CaCl2, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5)  

Top Agar：1.2 M Sorbitol, 0.8% Agar を含む各種選択培地 

下層培地：1.2 M Sorbitol, 2.0% Agar を含む各種選択培地 

 

サザンブロッティング (原則として GE Healthcare 社の試薬を用いた)  

1. ゲノムを 1晩制限酵素処理する。 

2. コントロールと目的の株のゲノムDNA制限酵素処理液の一部10 μlほど電気泳動し、

制限酵素で切れているか及び濃度をチェックする。 

3. コントロールと濃度をあわせ、電気泳動を行う。 
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4. MQ水で洗った後、泳動後のゲルを変性溶液 (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) 中で 25 分

振とうする。 

5. 変性溶液を捨て、ゲルを MQ水で洗った後、中和溶液 (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl 

(pH 7.5) ) 中で 30分振とうする。 

6. ゲルを Hybond-N
+メンブレンに転写する。転写用器具中で白色多孔質板を 20 × SSC

に浸す。そこに下から順に、ろ紙、裏返しにしたゲル、メンブレン、ろ紙 3枚、ペ

ーパータオル、アクリル板、重りを重ねる。この状態で 4時間静置する。 

7. メンブレンを 6 × SSCで洗い、80ºCで 1時間メンブレンを乾燥する。 

8. ハイブリバッグにメンブレンとハイブリバッファーを入れて封じ、55ºCで 15 分振

とうする。 

9. DNAプローブを作製する。Cross-linker (黒) 溶液 2 μlをMQで 10 μl に希釈。Gene 

clean を行った 10 ng/μlの DNA断片の溶液 10 μl を 5分煮沸、その後氷上で 5分間

静置。DNA溶液に 10 μlの Reaction buffer を加え緩やかにピペッティング。その後

Labelling reagent 2 μl を加え、ピペッティング。その後 10 μl の Cross-linker希釈溶液

を加え、再度ピペッティングし、37ºCで 30 分インキュベート。 

10. DNAプローブにハイブリバッファーを 1 ml 混合し、ハイブリバッグに注入し 55ºC

で 8時間以上インキュベートする。 

11. ハイブリバッグからメンブレンを取り出し、新しいハイブリバッグにメンブレンを

入れ、Primary wash buffer を注ぎ 55ºCで 20分インキュベートする。 

12. メンブレンを取り出し、Secondary wash buffer (20 × stock 5 ml に 2 μl 1.0 M MgCl2を

加え 100 ml に希釈) を用いて wash (50 ml で 5分振とう) を 2回行う。 

13. メンブレンをキムタオルに乗せ、余分な水分を落とす。メンブレンに CDP Star 

Reagent をかけ、2－5分放置 

14. Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System (GE Healthcare) 

を用いて、ルミノイメージアナライザーLAS-4000miniEPUV (FUJIFILM) で検出す

る。 

20 × SSC：NaCl 175.3 g, クエン酸ナトリウム二水和物 88.2 g/L 

ハイブリバッファー：Blocking reagent 0.6 g, NaCl 0.43 g, Gold hybridization buffer 15 ml 

Primary wash buffer：Urea 6 g, SDS 0.05 g, 0.5 M Na phosphate pH 7.0 5 ml, NaCl 0.435 g, 1.0 

M MgCl2 50 µL, Blocking reagent 0.1 g, /50 ml 

Secondary wash buffer (20 × stock) ：Tris base 121 g, NaCl 112 g, /1 L pH 10.0 

 

顕微鏡使用機器 

共焦点レーザー顕微鏡観察には、倒立型顕微鏡 IX71 (Olympus)、対物レンズ UplanApo 

100× (Olympus)、CSU22 (confocal scanner unit) (YOKOGAWA)、冷却 CCDカメラ(Andor)

を用いた。解析ソフトウェアには Andor IQ (Andor)を用いた。 
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顕微鏡観察法 

共焦点レーザー顕微鏡観察： 

ガラスベースディッシュ(IWAKI)に 100 µlの液体培地をのせ、そこに分生子を 10
4個

植菌し、30ºCで培養後観察する。 

 

分生子ストレス耐性試験 

酸化ストレス 

使用菌株を PD培地で 4-7日間培養し、分生子を回収する。分生子数を 10
3個/100 µl に

なるよう滅菌水で調整した。最終濃度 0-400 mM の過酸化水素で分生子を 30ºCで 30 分

反応させ、2回滅菌水で洗浄後、100 µl の滅菌水で懸濁させた。分生子懸濁液 10
2個/10 µl

を 0.25% Triton X-100 を含む CD + Met 寒天培地に塗布した。30ºCで 3日間培養後、コ

ロニー数を計数する。 

熱ストレス 

使用菌株を PD培地で 4-7日間培養し、分生子を回収する。分生子数を 10
3個/100 µl に

なるよう滅菌水で調整した。分生子を 50ºCで 0-60分反応させ、すぐに分生子懸濁液 10
2

個/10 µlを 0.25% Triton X-100を含む CD + Met 寒天培地に塗布した。30ºCで 3日間培

養後、コロニー数を計数する。 

 

菌核数の定量化 

5×10
4個/5 µl の分生子懸濁液をME寒天培地にスポットし、暗所条件で 30 ºC、5日間

培養する。寒天培地の裏側から見える白い菌核を計数する。



 

Table A-1. Strains used in Chapter 1 

 

 

Table A-2. Strains used in Chapter 2 

 

 

Table A-3. Strains used in Chapter 3 

 

Strain Host strain Genotype References

NSPlD1 NSR-ΔlD2 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA  ΔligD ::argB  ΔpyrG ::adeA Maruyama et al ., 2008

NSlD1 NSPlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA  pgEpG[pyrG ] Yoon et al ., 2010

NSlDΔr15-1 NSPlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA ΔAorim15 ::pyrG Nakamura et al ., 2015

NSlDΔr15-4 NSPlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA  ΔligD ::argB  ΔpyrG ::adeA  ΔAorim15 ::pyrG Nakamura et al ., 2015

SlD1 NSlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA  ΔligD ::argB  ΔpyrG ::adeA  pgEpG[pyrG ] pNR10[niaD ] Nakamura et al ., 2015

ΔAorim15 NSlDΔr15-1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA ΔAorim15 ::pyrG pNR10[niaD ] Nakamura et al ., 2015

OE-Aorim15 NSlD1 niaD
-
::pgPaBr15[P-amyB ::Aorim15 ::T-amyB ::niaD ] sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA pgEpG[pyrG ] Nakamura et al ., 2015

Comp-Aorim15 NSlDΔr15-1 niaD
-
::pgCompr15[P-Aorim15 ::Aorim1 5::T-amyB ::niaD ] sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA  ΔligD ::argB  ΔpyrG ::adeA  ΔAorim15 ::pyrG Nakamura et al ., 2015

Strain Host strain Genotype References

RkuN16ptrA/P RKuN16ptr1 Δku70 ::ptrA   pyrG
+ Ogawa et al ., 2012

RkuptrP2-1ΔAF/P RkuptrP2-1ΔAF Δku70 ::ptrA  ΔcypX-pksA  pyrG
+ Ogawa et al ., 2012

BR-TF001～BR-TFDH902 RkuptrP2-1ΔAF Transcription factor gene deletion library (Total 352 strains) 

Strain Host strain Genotype References

NSPlD1 NSR-ΔlD2 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA  ΔligD ::argB  ΔpyrG ::adeA Maruyama et al ., 2008

NSlD1 NSPlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA  pgEpG[pyrG ] Yoon et al ., 2010

SlD1 NSlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA  pgEpG[pyrG ] pNR10[niaD ] Nakamura et al ., 2015

NSlDΔace2 -1 NSPlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG::adeA ΔAoace2 ::pyrG This study

SlD-ΔAoace2 NSlDΔace2 -1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA ΔAoace2 ::pyrG pNR10[niaD ] This study

SlD-OEAoace2 NSlD1 niaD
- 

sC
-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA pgEpG[pyrG ] pgPaBace2[P-amyB ::Aoace2 ::T-amyB ::niaD ] This study

SlDa2 -OEAoace2 NSlDΔace2 -1 niaD
- 

sC
-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA ΔAoace2 ::pyrG pgPaBace2[P-amyB ::Aoace2 ::T-amyB ::niaD ] This study

Comp-Aoace2 NSlDΔace2 -1 niaD
-
::pgCompace2[P-Aoace2 ::Aoace2 ::T-amyB ::niaD ] sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA  ΔligD ::argB  ΔpyrG ::adeA  ΔAoace2: :pyrG This study

SlD-UTAoace2 NSlD1 sC
-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA pgEpG[pyrG ] P-amyB ::Aoace2 ::T-amyB ::niaD This study

NSlD-Δ784-1 NSPlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA ΔAO090010000784::pyrG This study

SlD-Δ784 NSlD-Δ784-1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA ΔAO090010000784::pyrG pNR10[niaD ] This study

Comp-Ao784 NSlD-Δ784-1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA ΔAO090010000784::pyrG pNRCp784[P-AO090010000784-T::niaD ] This study

1
2

1
 



 

Table A-4. Strains used in Chapter 4 

  

Strain Host strain Genotype References

niaD300 niaD
- Minetoki et al .,1996

RIB40 Wild strain (=ATCC42149) Machida et al ., 2005

RIB128 Wild strain NRIB

RIB915 Wild strain NRIB

RIBOIS01 Wild strain NRIB

RIB40Δn RIB40 niaD
- 岡部,修士論文2016

RIB128Δn RIB128 niaD
- 岡部,修士論文2016

RIB915Δn RIB915 niaD
- 岡部,修士論文2016

RIBOIS01-n RIBOIS01 niaD
- 岡部,修士論文2016

ΔAorim15 NSlDΔr15-1 niaD
-
 sC

-
 adeA

-
 ΔargB::adeA ΔligD::argB ΔpyrG ::adeA ΔAorim15 ::pyrG pNR10[niaD ] This study

SlD1 NSlD1 niaD
-
 sC

-
 adeA - ΔargB ::adeA  ΔligD ::argB  ΔpyrG ::adeA  pgEpG[pyrG ] pNR10[niaD ] This study

SlDr15-PaBr15 NSlDΔr15-1 niaD
- 

sC
-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA pgEpG[pyrG ] pgPaBr15[P-amyB ::Aorim15 ::T-amyB ::niaD ] This study

SlDr15-PaBr15
R128 NSlDΔr15-1 niaD

- 
sC

-
 adeA

-
 ΔargB ::adeA ΔligD ::argB ΔpyrG ::adeA pgEpG[pyrG ] pgPaBr15

RIB128
[P-amyB ::Aorim15

RIB128
::T-amyB ::niaD ] This study

RIB128-r15-1 RIB128Δn niaD
- 

pgPaBr15[P-amyB ::Aorim15 ::T-amyB ::niaD ] This study

RIB128sR-1 RIB128Δn niaD
- 

pUNAsR[P-amyB ::sclR ::T-amyB ::niaD ] This study

niaD300gC9lD-1 niaD300 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] This study

RIB40gC9lD-1 RIB40Δn niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] This study

RIB128gC9lD-1 RIB128Δn niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] This study

RIB915gC9lD-1 RIB915Δn niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] This study

RIBOIS01gC9lD-1 RIBOIS01-n niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] This study

RIB40gC9PlD-1 RIB40gC9lD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG This study

RIB128gC9PlD-1 RIB128gC9lD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG This study

RIB915gC9PlD-1 RIB915gC9lD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG This study

RIBOIS01gC9PlD-1 RIBOIS01gC9lD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG This study

RIB40gC9lD-P RIB40gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG pgEpG[pyrG ] This study

RIB128gC9lD-P RIB128gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG pgEpG[pyrG ] This study

RIB915gC9lD-P RIB915gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG pgEpG[pyrG ] This study

RIBOIS01gC9lD-P RIBOIS01gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG pgEpG[pyrG ] This study

RIB40gC9lDa2 RIB40gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔAoace2 ::pyrG This study

RIB128gC9lDa2 RIB128gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔAoace2 ::pyrG This study

RIB915gC9lDa2 RIB915gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔAoace2 ::pyrG This study

RIBOIS01gC9lDa2 RIBOIS01gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔAoace2 ::pyrG This study

RIB40gC9lDeR RIB40gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔecdR ::pyrG This study

RIB128gC9lDeR RIB128gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔecdR ::pyrG This study

RIB915gC9lDeR RIB915gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔecdR ::pyrG This study

RIBOIS01gC9lDeR RIBOIS01gC9PlD-1 niaD
- 

ligD
- 

pUNAFNCas9lD[P-amyB ::gCas9lD::T-amyB ::niaD ] ΔpyrG ΔecdR ::pyrG This study

1
2

2
 



123 

 

Table B. Plasmid list 

 

  

Plasmid name Selection Marker Description Source or Reference

pNR10 niaD niaD Punt et al. , 1992; de Bekker et  al ., 2009

pUNA niaD P-amyB :: T-amyB :: niaD Yamada et al ., 1999

pgPaBr15 niaD P-amyB :: Aorim15 :: T-amyB :: niaD Nakamura et al ., 2015

pgCompr15 niaD P-Aorim15 :: Aorim15 :: T-amyB : niaD Nakamura et al ., 2015

pgΔr15pG pyrG For Aorim15  deletion Nakamura et al ., 2015

pgΔace2pg pyrG For Aoace2  deletion This study

pgCompAce2 niaD P-Aoace2 :: Aoace2 :: T-amyB :: niaD This study

pgPaBAce2 niaD P-amyB :: Aoace2 :: T-amyB :: niaD This study

pUtNAN niaD 3' end of niaD :: P-amyB :: T-amyB :: Downstream of niaD This study

pUtNAa2N niaD 3' end of niaD :: P-amyB :: Aoace2 :: T-amyB :: Downstream of niaD This study

pUC19-Δ784pG pyrG For AO090010000784 deletion This study

pNRCp-784 niaD P-AO090010000784-T:: niaD This study

pUNA-sR niaD P-amyB :: sclR :: T-amyB :: niaD This study

pgPaBr15
RIB128 niaD P-amyB :: Aorim15

RIB128
:: T-amyB :: niaD This study

pUC119Δpg ΔpyrG For pyrG  deletion This study

pUC119ΔeRpG pyrG For ecdR  deletion This study

pUNAFNcas9 niaD CRISPR/Cas9 Katayama et al ., 2015

pUNAFNcas9lD niaD For ligD  mutation This study

Entry clone Plasmid Description Source or Reference

pg5'upr15 pgΔr15pG 5' entry clone; Upstream of Aorim15  (1.5 kb) Nakamura et al ., 2015

pg3'downr15 pgΔr15pG 3' entry clone; Upstream of Aorim15  (0.4 kb):: Downstream of Aorim15  (1.5 kb)Nakamura et al ., 2015

pgEpG pgΔr15pG, pgΔace2pg Center entry clone; pyrG Maruyama et al ., 2008

pg5'PaB pgPaBr15, pgPaBAce2, pgPaBr15
R128 5' entry clone; P-amyB Mabashi et al ., 2006

pgE'Ar15 pgPaBr15 Center entry clone; Aorim15  ORF (6.3 kb) Nakamura et al ., 2015

pg3'TaN pgPaBr15, pgPaBAce2, pgPaBr15
R128 3' entry clone; T-amyB  and niaD Mabashi et al. , 2006

pg5'upace2 pgΔace2pg 5' entry clone; Upstream of Aoace2  (1.5 kb) This study

pgE'Aoace2 pgPaBAce2 Center entry clone; Aoace2  ORF (6.3 kb) This study

pg3'downa2 pgΔace2pg 3' entry clone; downstream of Aoace2  (1.5 kb) This study

pgE'Ar15
RIB128

pgPaBr15
RIB128

Center entry clone; Aorim15
RIB128

 ORF (6.3 kb) This study
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Table C. Primer list 

 

Primer name Sequence (5'-3') Description

GeneRacer
TM

 5'Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 5'RACE

Aorim15_5'RACE-R TACTGGGTTGGGAGCAGGATGCTTAG 5'RACE

GeneRacer
TM

 5' Nested Primer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 5'RACE Nested

Aorim15_5'RACE-R-n CCGCTTCTGCCAAGGTCGTCAAATAA 5'RACE Nested

GeneRacer
TM

 3'Primer GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG 3'RACE

Aorim15_3'RACE-F TCAGACCCTGCGCCTCTACTG 3'RACE

GeneRacer
TM

 3' Nested Primer CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 3'RACE Nested

Aorim15_3'RACE-F-n GCTCTAGTGAAGCAATTCGCGCC 3'RACE Nested

Aorim15-F(540) AATTATGGCGTACGACCGGA Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(1085) CGGGGTCCGTTTCTAATTCT Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(1620) CATAGTTACTGGCCCTATCC Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(2165) ATCATTTCCGCCACCATCGT Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(2721) TTTTGGCTTGTCTCGGATGG Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(3725) TTGTGGGCACTCCAGATTAC Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(3814) AATGCATCGAAGCGACCCTT Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(4369) GCTCGTATGGCAAGCCTAAA Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(4944) TGCTAATCGACACACCCCAA Aorim15  DNA sequence

Aorim15-F(5478) TTCTATGAATGCCTCCGGCA Aorim15  DNA sequence

aB4-5r15_F GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGAGAAACGAGCCGTTGTCGAA Construction for pgΔr15pG

aB1r-5r15_R GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGGCTGACTGGCAAGGTTTCTGA Construction for pgΔr15pG

aB2-r15up_F GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGCCGCATAGGCATTTCGTTGT Construction for pgΔr15pG

fr15up-r15down_R ACCTGCGTCCTCAGCAATTTCTGACTGGCAAGGTTTCTGA Construction for pgΔr15pG

fr15down-r15up_F TCAGAAACCTTGCCAGTCAGAAATTGCTGAGGACGCAGGT Construction for pgΔr15pG

aB3-r15down_R GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTTCGGATCCCATCCAAACCA Construction for pgΔr15pG

Aorim15up-1629bp_F ACTGGGTGACCAGATTTTGG ΔAorim15  Colony PCR

Aorim15up-1407bp_F AAGTACGTACTGTAGGCTCG Southern blotting probe for ΔAorim15

Aorim15up-421bp_R AGGGTGATCGACAAGAGTCA Southern blotting probe for ΔAorim15

E'Aorim15ORF_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGCGGGCAATGGCAC Construction for pgCompr15

E'Aorim15ORF+TAG_R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCTATCGTCCTCCTTGACGAG Construction for pgCompr15

GeneRacer
TM

 5'Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 5'RACE

Aoace2_5'RACE-R GGAGAAGGTCGTCCCAGCCACT 5'RACE

GeneRacer
TM

 5' Nested Primer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 5'RACE nested

Aoace2_5'RACE-R-n GGCTGAAACGGGAACAGACAATCTC 5'RACE nested

GeneRacer
TM

 3'Primer GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG 3'RACE

Aoace2_3'RACE-F GTATCGTGCGCAAGACCACCAAAC 3'RACE

GeneRacer
TM

 3' Nested Primer CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 3'RACE nested

Aoace2_3'RACE-F-n AGAAATCCTCCAGGACGCGCCA 3'RACE nested

aB4-5a2_F GGGGacaactttgtatagaaaagttg TGCTAGGAGGAGACAGAGAG Construction for pgΔace2pG

aB1r-5a2_R GGGGactgcttttttgtacaaacttg GGTGGGCAAAGTCTGTACG Construction for pgΔace2pG

aB2-a2up_F GGGGacagctttcttgtacaaagtggTCTCTCAGAACCAGAGGTCC Construction for pgΔace2pG

fa2up-a2down_R ATTCGAGTGTCGTTGCGTCG GGTGGGCAAAGTCTGTACG Construction for pgΔace2pG

fa2down-a2up_F CGTACAGACTTTGCCCACC CGACGCAACGACACTCGAAT Construction for pgΔace2pG

aB3-a2down_R GGGGacaactttgtataataaagttgTGCAGTCCAGTAAGGGCAAG Construction for pgΔace2pG

Aoace2up1421-F GATGAAGGCCTGGTATCATG Colony PCR for ΔAoace2

Aoace2up350-R AGAGGACCAAGGGCAATATGAAG Southern blotting probe for ΔAoace2

E'Aoace2ORF_F GGGGacaagtttgtacaaaaaagcaggctATGTTATCGAACCCACATCGCA Construction for pgPaBa2; pgCompa2

E'Aoace2ORF+TGA_R GGGGaccactttgtacaagaaagctgggtgTCACTCCAAGAAGAATTCCCTTG Construction for pgPaBa2; pgCompa2

Aoace2-F(444) AGCACAGCTCATGGAGAATG For Sequence cDNA Aoace2

Aoace2-F(916) CAGCAGGGTTCCAGTTTTGA For Sequence cDNA Aoace2

Aoace2-F(1332) CAAGTCCCATGTCCAAACAC For Sequence cDNA Aoace2

pUNA'Aoace2ORF_F TCGAGCTCGGTACCCATGTTATCGAACCCACATCGCAATCt Construction for pUTnDAa2AnD

pUNA'Aoace2ORF+TGA_R CTACTACAGATCCCCgTCACTCCAAGAAGAATTCCCTTGTCA Construction for pUTnDAa2AnD

cP-PamyB_F ATCCAACCAACACCCTCCAGAGTGACTAGG Colony PCR for OE-Aoace2

coloP-TamyB_R CATCAAACTCAAACTCACTGTCCAATGCCAG Colony PCR for OE-Aoace2

pUT-niaD3_F tcgagctcggtaccc CAAAGGCAAATGTACGCACC Construction for pUTnDAAnD

pUC119nDAAnD_F cggtacccggggatcTAGAGCGGCCGCCAAAGGCAAATGTACGC Construction for pUTnDAAnD

niaD3-PaB_R catggtcatagctgtttccTG CACCAGCTCTTCTTGGAGTT Construction for pUTnDAAnD

PaB-niaD3_F AACTCCAAGAAGAGCTGGTG CAggaaacagctatgaccatg Construction for pUTnDAAnD

PaB-TaB_R CCATCATATACTCTCCACCCT ctactacagatccccggg Construction for pUTnDAAnD

TaB-PaB_F cccggggatctgtagtag AGGGTGGAGAGTATATGATGG Construction for pUTnDAAnD

TaB-niaDd_R TCGAAAACAAGCTCCACCG GTCAGGAGATTATCTGCAGG Construction for pUTnDAAnD

niaDd-TaB_F CCTGCAGATAATCTCCTGAC CGGTGGAGCTTGTTTTCGA Construction for pUTnDAAnD

pUTnDAAnD_R aggtcgactctagagGCGGCCGCCCTACGCCTGCTTAAAC Construction for pUTnDAAnD

niaDsingprobe_F GATATTCTCCGCAGTGCGAA Southern blotting probe for OE-Aoace2

niaDsingprobe_R CTCCTCTCCTTCGTGTCTTT Southern blotting probe for OE-Aoace2

Ao784_5'RACE-R CCCGGGAACAGCATACGCTTCG 5'RACE

Ao784_5'RACE-R-n GCATACGCCAGAATGGCATTGACC 5'RACE nested

Ao784_3'RACE-F GCCGTCACACACGACATGTCTG 3'RACE

Ao784_3'RACE-F-n CGCAAAGAAGCACCTCGTTCCC 3'RACE nested

pUNA'784ORF_F TCGAGCTCGGTACCCATGACAGACTCCAAACGACG Construction for pUTnDA784AnD

pUNA'784ORF+TGA_R CTACTACAGATCCCCgTCATACGTCCCCGCTTGC Construction for pUTnDA784AnD

AO784orf661_F CGATCGCGATCGGTTTGTTT cDNA sequence

AO784orf1681_R TTTCGCGTGACAACCTGTGA cDNA sequence

pUC19-784up363_F cggtacccggggatcGTCGCGATCGAGGAAAAGAA Construction for pUC19ΔAo784pG

f784up1-784down1_R ACATGAAAGAGCTGATCGTGAA GATGTTCTGCAGACATCAATCC Construction for pUC19ΔAo784pG

f784down1-784up1_F ATTGATGTCTGCAGAACATC TTCACGATCAGCTCTTTCATGTAT Construction for pUC19ΔAo784pG

pUC19-784down1538_R aggtcgactctagagTGGATGCAACCCTCAGTCTT Construction for pUC19ΔAo784pG

pUC19-784up1490_F cggtacccggggatc GGTTATGTTATCACGTGTCGC Construction for pUC19ΔAo784pG

fpG-784up1_Rv caAGCCTGCTTTTTTGTACAAA GATGTTCTGCAGACATCAATCC Construction for pUC19ΔAo784pG

f784up1-pG_Fw ATTGATGTCTGCAGAACATC TTTGTACAAAAAAGCAGGCTtggc Construction for pUC19ΔAo784pG

f784ud-pG_Rv TTCTTTTCCTCGATCGCGAC TTTGTACAAGAAAGCTGGGTggt Construction for pUC19ΔAo784pG
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pUNA'sclRORF_F TCGAGCTCGGTACCCATGGCATACACTAGAACTGATCC Construction for pUNAsR 4章

pUNA'sclRORF+TAA_R CTACTACAGATCCCCgTTAAGCGCGAAATGTCTCAGC Construction for pUNAsR 4章

pUNA+U6p-F ATAGGAAAggatcctTaatgccggctcattcaaacggaaatacgagggac Construction for pUNAFNcas9lD 4章

U6p-ligD-R1 ACTTCCGTGCGCATTGGCCGCacttgttcttctttacaatgatt Construction for pUNAFNcas9lD 4章

ligD-U6t-F1 GCGGCCAATGCGCACGGAAGTgttttagagctagaaatagcaag Construction for pUNAFNcas9lD 4章

pUNA+U6p+gRNA+U6t-R3 gcaggtcgactctagAGCAGCTCTATATCACGTGACGTATTTAGA Construction for pUNAFNcas9lD 4章

ligDorf155_F CAACCGCCCACGAAATCATT Sequence for ligD mutation 4章

ligDorf1320_R TCGAGTACGGGTTTCTCTGT Sequence for ligD mutation 4章

ligDorf246_F ACGGCGAGATATTATCGACC Sequence for ligD mutation 4章

pUC119pGup1530_F tcgagctcggtacccGTGCGGCTGACAACTATGAT Construction for pUC119ΔpG 4章

pGdown1up20_R GAGTACGTATCCACCACTACCGCGGGGTTCTGCAAATATT Construction for pUC119ΔpG 4章

pGdup20own1_F AATATTTGCAGAACCCCGCGGTAGTGGTGGATACGTACTC Construction for pUC119ΔpG 4章

pUC119pGdown1457_R ctctagaggatccccCGCCGAGCCACTTAGTATAT Construction for pUC119ΔpG 4章

pUC119eRup1467_F tcgagctcggtacccCCTTCTATGGCCCGTGTAGA Construction for pUC119ΔeRpG 4章

pUC119eRdown1464_R ctctagaggatccccAAATGTAGGGTCGCTGGCAC Construction for pUC119ΔeRpG 4章

pUC119-eRup354_F tcgagctcggtacccTTATCAACTGTCTTTCCCGCCC Construction for pUC119ΔeRpG 4章

feRup1-down6_Rv AGAAGCAACATGCCCTGCCATTCTGTTGCGTTAGGAGCGTTG Construction for pUC119ΔeRpG 4章

feRdown6-up1_Fw CAACGCTCCTAACGCAACAGAATGGCAGGGCATGTTGCTTCT Construction for pUC119ΔeRpG 4章

feRup1-pG_Rv caAGCCTGCTTTTTTGTACAAATTCTGTTGCGTTAGGAGCGTTG Construction for pUC119ΔeRpG 4章

fpG-eRup1_Fw ACGCTCCTAACGCAACAGAATTTGTACAAAAAAGCAGGCTtggc Construction for pUC119ΔeRpG 4章

feRdown6-pG_Rv GGCGGGAAAGACAGTTGATAATTTGTACAAGAAAGCTGGGTggt Construction for pUC119ΔeRpG 4章

feRud-pG_Fw ccACCCAGCTTTCTTGTACAAA TTATCAACTGTCTTTCCCGCCC Construction for pUC119ΔeRpG 4章

pyrGdown1522_R GGACGGTTACAAAATCCACG Colony PCR for pyrG  deletion 4章

pGdn410_Fw GGGTTGGGCTTATTGCTATG Colony PCR for pyrG  deletion 4章

b-tubulin-F0 GCGGACTATATGGAACCCAGAGTGAAG Confirmation for RIB strain 4章

b-tubulin-F1 GGCCGGAATTCTTCCATAAAGTTATTACTCACG Confirmation for RIB strain 4章

b-tubulin-F2 TGTACCGGCCCTCTTCGCAC Confirmation for RIB strain 4章

b-tubulin-F3 GCAGCTCAATTCGGATCTGC Confirmation for RIB strain 4章

b-tubulin-R AGGTATAAGGATTGATATAGGCCTTGCGCCGG Confirmation for RIB strain 4章
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論文題目 

麹菌 Aspergillus oryzae における菌核形成に関与する因子の探索と機能解析 

 

 

 

 

序論 

麹菌 Aspergillus oryzaeは、我が国の伝統的な醸造産業において日本酒・醤油・味噌などの

製造に 1000年以上にわたって利用されてきた糸状菌である。A. oryzaeは有性世代が見つか

っておらず、不完全菌として分類される。そのため交配を行うことができず、複数の株由

来の優良な表現型を備えた株の育種を行うことが困難である。近年、A. oryzae において 2

つの接合型株（MAT1-1 型、MAT1-2 型）が存在することが明らかになったことから、ヘテ

ロタリックな有性生殖を行う可能性が示された。 

菌核は、子嚢菌門および担子菌門に属する一部の糸状菌で観察される耐久性の休眠構造

である。また、最近、有性世代が発見された Aspergillus parasiticusや Aspergillus flavusでは、

菌核内に子嚢果と呼ばれる有性生殖器官が形成されることが報告されている。A. oryzae で

は、野生株 RIB40 を含む一部の株は少ないながらも菌核を形成するが、大部分の株は菌核

を形成しない。このことは、A. oryzae において有性世代が発見されていない理由の一つと

して考えられる。 

以前、A. oryzae において、basic helix-loop-helix 型の転写因子 SclR と EcdRが菌核形成を

それぞれ正と負に制御することが報告された。しかし、A. oryzae を含め他の糸状菌におい

ても、菌核形成に関与する因子はいまだに多くが明らかになっていないと考えられる。菌
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核形成の分子メカニズムの全貌が解明されれば、A. oryzae で菌核形成能が低下もしくは失

っている原因を特定することができ、菌核形成の促進による有性生殖の誘導ができる可能

性がある。 

 本研究では、A. oryzae の菌核形成能を向上させることを目的として、菌核形成に関与す

る因子の探索およびその分子機構の解明を行い、それらの知見を利用して菌核形成の誘導

を試みた。 

 

第一章 A. oryzaeの分化における AoRim15 の機能解析 

出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae のセリン /スレオニンプロテインキナーゼである

Rim15p は栄養飢餓・熱・酸化などのストレス応答に関わる調節因子であり、有性生殖にも

関与することが知られている。対して、糸状菌では分生子形成（無性生殖）、有性生殖、菌

核形成などの分化が知られているが、これらにおける Rim15pに相同なタンパク質の役割は

ほとんどわかっていない。そこで、A. oryzaeのゲノムデータベースから、S. cerevisiaeのRIM15

に相同性を有する遺伝子 AO090012000420 を見いだし、Aorim15と命名して機能解析を行っ

た。A. oryzae RIB40 株に由来する NSPlD1株を用いて、Aorim15 の破壊株と過剰発現株を作

製した。分生子の熱や酸化ストレスに対する感受性試験を行ったところ、Aorim15破壊株で

は感受性を示し、Aorim15過剰発現株では耐性を示した。これにより、AoRim15は S. cerevisiae

の Rim15p と同様にストレス耐性に関与することが示された。また、寒天培地における生育

を観察したところ、Aorim15 破壊株では分生子形成が 2.5%まで低下し、過剰発現株では 29％

まで減少した。したがって、AoRim15 は基本的に分生子形成を正に制御しているが、発現

量が高い場合は分生子形成が抑制されると考えられた。一方で、菌核形成は Aorim15 の破

壊により減少したが、過剰発現によって増加したことから、AoRim15 が菌核形成を正に制

御していることが示された。これらの結果より、AoRim15 の機能が A. oryzae における分化

誘導に重要な役割を持ち、発現量が高い場合には分生子形成を抑制し、菌核形成を促進さ

せることが明らかにした。 

 

第二章 A. oryzaeの菌核形成に関与する転写因子の探索 

糸状菌において、分生子形成や有性生殖のような分化に関与する転写因子は数多く報告

されているが、菌核形成に関わる転写因子はあまり多くは知られていない。そこで、菌核

形成に関与する因子の探索を目的として、野田産業科学研究所が所有する A. oryzaeの転写

因子遺伝子破壊株ライブラリーより、菌核形成能に影響が見られた株をスクリーニングし

た。菌核形成が誘導される麦芽エキス寒天培地において、暗所条件で 10日間 30ºC にて培養

した。転写因子遺伝子破壊株 352 株をスクリーニングした結果、菌核の数が減少した株が

64株、反対に菌核の数が増加した株が 45株見いだされた。さらに、これら 109株で再度ス

クリーニングを行った結果、sclR 破壊株を含む 47株において、コントロール株と比較して

半分以下に菌核の数が減少していた。これらの転写因子をコードする遺伝子は、菌核形成
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を正に制御する因子であると考えられた。また、反対に菌核の数が増加した株は ecdR 破壊

株を含む 26株見いだされ、これらがコードする転写因子は菌核形成を負に制御する因子で

あると示唆された。 

以上の結果より、A. oryzae における菌核形成に関与する転写因子を見いだすことに成功

した。 

 

第三章 菌核形成に関与する因子の機能解析 

第二章で見いだした菌核形成に関与する転写因子について、再現性の確認とさらなる機

能解析を行った。 

まず、菌核形成が最も増加した株で破壊されていた遺伝子 AO090003000678 について、機

能解析を行った。同遺伝子は、S. cerevisiae の細胞質分裂に関与する ACE2、Aspergillus 

fumigatusの分生子形成を正に制御する ace2と相同性を有していたことから、Aoace2と命名

した。遺伝子破壊による表現型の再現性を検討するために、NSPlD1 株を用いて Aoace2 の

破壊株を作製した。A. oryzae の Aoace2 破壊株では分生子形成能が低下し、A. fumigatus の

ace2 破壊株と同様の結果であった。一方、Aoace2 破壊株では菌核形成が顕著に増加し、こ

の表現型は Aoace2 を自身のプロモーターにより発現することで相補された。このことから、

AoAce2 が菌核形成を制御する転写因子であることが示された。また、amyB プロモーター

を用いて Aoace2を過剰発現したところ、生育が低下するとともに、溶菌している菌糸が観

察された。AoAce2 は菌核形成を負に制御しているが、発現量が高い場合は生育の低下を招

くことを明らかにした。 

さらに、第二章のスクリーニングにおいて、Zn(II)2Cys6 型転写因子をコードする機能未

知遺伝子 AO090010000784 の破壊株では菌核を全く形成しないことを見いだした。酒類総合

研究所で公開されている A. oryzae比較ゲノムデータベースにおいて、菌核を全く形成しな

い日本酒製造用の RIB128株では、同遺伝子の下流側に変異が多数見られた。よって、この

変異が RIB128 株において、菌核形成が見られない原因である可能性が考えられた。NSPlD1

株において AO090010000784 遺伝子を破壊し、表現型の再現性を検討した。その結果、同遺

伝子の破壊株では、菌核が形成されなかった。したがって、AO090010000784 は菌核形成を

正に制御していることが示唆された。 

 

第四章 A. oryzaeの実用株における菌核形成の誘導 

A. oryzae の実用株では、菌核形成が全く認められない株が大部分である。そこで、菌核

形成を制御する因子の過剰発現あるいは破壊により、菌核形成の誘導を試みた。菌核を形

成しない株のモデルとして、RIB128 株を使用した。菌核形成を正に制御する sclR および

Aorim15 の過剰発現株をそれぞれ作製したが、菌核形成の促進は見られなかった。現在、

AO090010000784 を RIB128 株において過剰発現させることで菌核形成が促進されるかどう

かを検討している。 
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次に、菌核形成を負に制御する ecdR または Aoace2 を破壊して、菌核形成の誘導を試み

た。A. oryzae の実用株では遺伝子破壊が技術的に困難であるため、非相同組換えに関与す

る ligD 遺伝子の機能欠損が必要であると考えた。そこで、ゲノム編集技術の一つである

CRISPR/Cas9システムを用いて、いずれも菌核を全く形成しない RIB128 株、醤油製造用の

RIB915 株、吟醸酒製造用 RIBOIS01 株の ligD遺伝子に変異を導入した。さらに、それらの

株の pyrG 遺伝子を破壊し、ウリジン/ウラシル要求性株を取得した。pyrG を選択マーカー

として ecdR の破壊を行った結果、RIB128 株と RIB915 株では気中菌糸が絡まった菌核形成

の初期段階とみられる構造が観察されるようになった。一方で、Aoace2 破壊においては菌

核形成の誘導は観察されなかった。以上より、RIB128 株と RIB915 株において、ecdR 遺伝

子の破壊によって菌核様構造の形成を誘導することに成功した。 

 

総括と展望 

A. oryzae で有性生殖を誘導するためには菌核形成を促進することが重要だが、菌核形成

の分子機構に関する知見は乏しかった。本研究では、転写因子遺伝子破壊株ライブラリー

からスクリーニングすることにより、菌核形成に関与する転写因子を数多く見いだすこと

に成功した。 

一方で、A. oryzae の実用株ではこれまで遺伝子破壊が困難であったことから、遺伝子操

作による育種開発の障害となっていた。しかしながら、本研究でゲノム編集等を利用する

ことで、A. oryzae の実用株において効率的な遺伝子操作が可能となった。そのうえで、こ

れまで全く菌核形成が認められなかった実用株において、初めて菌核様構造が観察される

ようになった。 

本研究により、数多くの転写因子が菌核形成に関与することが明らかになり、実用株に

おける効率的な遺伝子操作技術を開発して菌核形成が誘導できる可能性を示した。今後、

菌核形成の分子機構のさらなる解明、ならびに実用株で菌核形成ができない原因を明らか

にすることで、A. oryzae における有性生殖の誘導による産業的な交配育種の開発に貢献す

ることが期待される。 
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東京大学大学院 農学生命科学研究科 応用生命工学専攻 微生物学研究室 博士 

李宜海様に御礼申し上げます。私と同時期の平成 23年 10月に微生物学研究室に入

室した当初を今でも覚えています。共に研究生として入り、私が中部屋・大部屋で、

李様が 3号館と別々の部屋でしたが、互いに愚痴を言い合い、励ましあい、支えあ

い、とても有意義でかけがえのない 4年半でした。李様の今後の研究の進展とご活

躍を心からお祈りいたします。 

 

お世話になりました全ての皆様に重ねて御礼を申し上げると共に、皆様の益々の

ご活躍、そして微生物学研究室の今後の更なるご発展をお祈りします。特に、自分

が最後の追い上げ時に、皆様には色々と自分の気づかないところでも気を配っても

らったと思い、本当に感謝しています。 

自分が日々気持ちよく研究室で研究・実験に打ち込めたのは皆様のおかげです。

本当に有難うございました。 

 

最後に、自分の博士課程入学を快諾し、これまでの学生生活をすべての面で支え

てくれた父 中村彰宏、母 中村裕子に心から感謝いたします。 

 

                            平成 28年 3月 

                             中村 英淳                         

 


