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酵母 ゲ ノ ム 情報の 糸状菌遺伝子解析へ の 利用

北　本　勝ひ ご

　真核微生物で ある糸状菌は 150万種に も及ぶ広範な種

を含む と言わ れ て お り，微生物の な か で 最大の グ ル ープ

をな し て い る．もっ とも単純な単細胞真核生物で ある酵

母 よ リゲ ノ ム サ イ ズ で約 2 〜 3倍程度 と大ぎく，多細胞

か らな る filamentous　ts細胞形態を維持 し，多様な環境

で 生育で ぎ，か つ 胞子形成など特異的な形態分化を起 こ

す．そ の 中に は ， わ が国 の 醸造食品に 永年に わた っ て使

用 さ れ て い る麹菌 （オψ卿 1伽 鰐 鰡
，
A．　awamori

，
　A ．　sOjae）

や ， 東南ア ジ ア の麹に使用される RhiioPus，　Mucor　tsどが

含まれ る．また，こ れ らは 種 々 の 酵素を大量 に 生産す る

能力が ある こ とか ら酵素剤の 生産に も古 くか ら使用され

て お り，工 業的 に 重要な微生物で あ る ．糸状菌は ，医薬

の 開発の 観点か らも， 新しい 生理活性物質の ス ク リーニ

ン グ源 と して 重要な位置を 占め て い る．ま た遺伝生化学

的研究材料 と して は ，Neur・sp ・ra　crass α （ア カ パ ン カ ビ）や

AsPergillu∫　nidutans 　th
“
・研究室株と して 古い 歴史を有し ， 多

くの 成果が得られ て い る．しか しなが ら，最近数十年の

問 に め ざ ま しい 研究 の 進展 が 見 られ た酵母 （S．eerevisiae ）

と比 べ れば ， これ ら糸状菌の 理解は格段に遅れて い る．

1997年か ら， 糸状菌で初め て A．nidulans の ゲ ノ ム プ P ジ

ェク ト が米 国 で 開始 され ，EST （Expressed　Sequence

Tag ）databaseが 公開 され て い る．本稿 で は ，工 業的 に

重要な麹菌 の 分子生物学的解析お よ び育種を主眼 と し

て ， まず A．nidulans 　EST の 情報と酵母 ゲ ノ ム 情報を利用

す る こ とに よ り ， 目的とする遺伝子を効率よ く単離 解

析す る こ とが可能で あ る こ とを液胞形成関連遺伝子の 例

を中心 と して紹介す る．

1， A ．nidulans の ゲ ノム プ ロ ジ ェ ク ト

1996年 8 月 に 米Pa　Oklahoma 州立大学 に お い て
， 第 1

回 Fungal　Genomc　Workshopカミ開催され，糸状菌 として

A ，nidutanas を 対象と して ，ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トを 開始

する こ とが決ま っ た ，まず ， 先導プ ロ ジ ェ ク トと して ，

mRNA よ り逆 転写 し た cDNA の 配 列 を決 定す る EST

databaseの 作製と， 8 本ある染色体 の うちも っ とも短い

第4 番染色体の 塩基配列 の 決定が提案 された ，1）こ の プ

ロ ジ ェ ク トの た め に ， 産業界 ， 大学関係の メ ン バ ーか ら

な る運営委員会が組織され た ．これ らの 解析情報は ，

web 　site （http：〃www ．gen・ me ．・u ．edu ／fungal．html）で 得る

こ とが で きる．現在 ，第8 回 の data　release （99年 3 月）

で ，14，900の cDNA ク ロ
ー

ン の うち6，000 ク ロ
ー

ソ に つ

い て 解析 した 結果 に つ い て 公開 され て い る ，染色体 の 塩

基配列結果に つ い て も一部が公表され て い る．

2． 酵母で の 液胞形成欠損および液胞酵素の

　　　　 ミス ソ
ー

ト変異株の解析

　液胞 は 酵母 の 体積の 約 25％も占めるも っ とも大 きなオ

ル ガ ネ ラ で あ り，細胞 の 恒常性維持 に 必須 で あ る こ と，

ま た ，なか で も不要とな っ た タ ン パ ク質を リサ イ ク ル す

る た め の重要な機能を果たすた め に複雑な ネ ヅ ト ワーク

を形成し て い る こ とも明らか に な りつ つ ある．その 形態

は ，細胞周期に よ り変化をす る．糸状菌で も，液胞形態

は位相差顕微鏡な どで容易 に 観察される．た だ し，酵母

と異 な り， 個 々 の 細胞 （先端の 細胞 ， 基部の 細胞な ど）

で ，その 形態は異な る こ とが観察される が，詳しい 解析

は ま っ た くな され て い な い （Fig．1）．酵母で は ，
こ れ ま

で に 約 40の 液胞形成関連遺伝子が同定 され て お り，その

うち の 多 くが vps 　（yacuolar　protein　Sorting）も しくは vam

（里 cuolar 璽 orphology ）変異株 と して単離され，その 機能

が詳細に解析されて い る．こ れらの 変異株の 液胞形態に
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Fig．1．　 Morphology　 of 　vacuoles 　 of 　yeast　 S．　 cerevisiae　 and

　　filamentOUS　fungUS！A ，　 nidulans ．

つ い て は ，Glass　A か ら Glass　F ま で の 6 つ に分類され て

い る （Fig．2）．
2）

　
一
方，糸状菌で は ，変異株の取得お よびその 解析が酵

母に比ぺ て困難で ある こ とか ら， 液胞の形態 ， 機能に関

して 分子生物学的な解析は こ れ まで なされ て い ない ．し

か し，最近 の 分子生物学的手法 の 進展，上述の よ うな糸

状菌ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トの 情報を利用す るこ とに よ り，

比較的容易に 目的の 遺伝子を A．nidulans か ら単離する こ

とが可能とな っ た ．そ こ で ，先端成長に よ り増殖する多

細胞生物で ある糸状菌で の 液胞の 機能を調べ る こ とを 目

的 として ，酵母 で の 液胞関連遺伝子 ホ モ ロ グ を A ．nidu −

lansか ら取得し解析を行 っ た．

3． A ．　nidulans ・EST の情報と酵母ゲ ノム情報を

　　 利用 した液胞形成関連遺伝子の単離

1） VPSI 遺伝子ホ モ ロ グ の単離 ）　 A ．ηゴ翻 傭 ゲ ノ ム

プ ロ ジ ェク トの databaseを検索した とこ ろ，　 Vps1 の G

末端約 100ア ミ ノ 酸を コ
ードす る部分 と相 同性 が高い

A

費
B

綾 撚 ＿

C

囓映《》識 翫 ＿

E

綾 《》撫 ＿

Fig．2．　 Classification　 of 　vps／
’
vaM 　 mutants 　by　their　 vacuole

　　morphology 　in　51　 cerevisiae ．

EST を見い だ した．　 Vps1 は ダ イ ナ ミ ン との 相同性が高

く， 酵母 で は トラ ン ス ゴ ル ジ か らプ レ 液胞 コ ソ パ ー
ト メ

ン トへ の輸送小胞形成に関与 して お り， 液胞形態か ら

Class　F に 分類 され る （Fig．2）．4）こ の 配列を もとに して オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ
ー

をデ ザ イ ソ し ，
A ．　nidulans

cDNA 　Iibraryを template と し て PGR ．法 に よ りVps1 ホ

モ ロ グ を コ ードする と考え られ る約 1．9kb の cDNA 断

片 を 増幅 した ．こ れ を プ ロ
ーブ と して genomic　library

か ら遺伝子を単離 し ， vPsA と命名し た ．　 vPsA 遺伝子は

696ア ミ ノ 酸か らな り，
7 個の イ ソ ト ロ ン を含ん で い た ．

opsA遺伝 子破壊株は 生育が野生 株に 比べ 遅 く，菌糸 の

ど の 部分に も野生株で 見 られる大 きな液胞 が な く，細分

化された液胞の み が観察された ．

2）VPS45 遺伝子ホ モ ロ グの単離 5）　 Vps45 は ，
　 Secl

familyで あ り，トラ ン ス ゴ ル ジか らの 輸送小胞 とプ レ 液

胞 コ ソ パ ー
ト メ ソ ト との 融合に関与 して い る と言われ て

お り，液胞形態か ら Class　D に 分類され る（Fig．2）．
6・7）A ．

π蜘 伽 ∫ ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トの databaseを検索した とこ

ろ ， VPs45の C 末端約20   ア ミ ノ 酸を コ
ードする部分と

相同性が高 い EST を見い だ した ．こ の 配列をもとに ，

上記 と同様 に して Vps45 ホ モ ロ グ を コ
ー

ドす る遺伝子

を単離し，vPsB と命名 した ．　 vPsB 遺伝子は 593 ア ミ ノ酸

か らな り，2 個 の イ ン ト ロ ン を含 ん で い た ．また，ア ミ

ノ 酸 レ ベ ル で ， Vps45 と39，5％ ，
　 S．　pombe　Yab3 と50．8％

の 相同性が認め られた，

S）VPS21 遺伝子ホモ ロ グ の単離
a）　 Vps21 は ， 液胞

形成 に 関連する small ・GTPasc で あり， ト ラ ソ ス ゴ ル ジ

か らの 輸送小胞 とプ レ 液胞 コ ソ パ ートメ ソ トとの 融合 に

関与し て い る と言われて お り，液胞形態か ら Class　D に

分類され る （Fig．2）．9｝A，麗 ぬ η∫ ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トの

databaseを検索 した と こ ろ，　 Vps21 の G 末端約110ア ミ

ノ 酸を コ
ードす る部分 と相同性 が高 い EST を見 い だ し

た．こ の 配列を もとに して ，同様 に して Vps21 ホ モ ロ

グ を コ ードする と考 えられる遺伝子を単離 し ， vPsC と

命名し た 。vPsC 遺伝子は 218ア ミ ノ 酸か ら な り， 4個の

イ ン ト ロ ソ を含ん で い た ．また ，
ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で ，

Vps21 と54．1％，　 S．　Pombe　Ypt5 と74．0％の 相 同性が認 め

られ た ．vPsC 遺伝子破壊株は生育が 野生株 に 比 べ 遅 く，

液胞形態の 異常も観察され た．

4）VAM4 遺伝子ホ モ ロ グの単離
1°，11）　 液胞が細分化

する ク ラ ス B の 遺伝子 で ある VAM4 （酵母以外の 生物

で は Rab7 と呼ばれ て い る）ホ モ ロ グ を A．　nidulan ∫ か ら

単離，解析 した ．酵母 の Vam4 タ ン パ ク 質は プ レ 液胞

コ ソ パ ー
トメ ソ トか らの 輸送小胞が液胞 に 融合す るの に

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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必要な因子で あ り，また，液胞同士 の 融合 に も必要な因

子 で あ る．12）

　本遺伝子 の 単離 に は ， EST 情報で は な く， S，　cerevisiae

VAM4 ，　human 励 7，シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ rab7 の 問で高度に保

存され て い る領域を もとに プ ライ マ
ー

をデザイ ン し，ゲ

ノ ム DNA を テ ソ プ レ
ー

トに PCR を行 っ て 得た プ P 一

ブ を使用 して ，A ，　nidulans の cosmid 　libraryか ら Vam4

ホ モ ロ グを コ
ードする遺伝子の 全長を取得し，avat4 （A

nidulans 　vacu ・lar　m ・ rph ・1・gy）と命名した ．　 avaA 遺伝子は

206ア ミ ノ 酸か ら な り，5 個の イ ン ト ロ ン を含 ん で い た．

　AvaA タ ソ パ ク 質は human の Rab7 タ ソ パ ク 質 ともっ

とも相同性が高 く，71．8％，S、　cerevisiae 　Vam4 タ ン パ ク

とは 67．3％ ，
シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Rab7 タ ソ パ ク とは

64．6％だ っ た ．avaA 　 cDNA を酵母 vam4 破壊株に導入す

る こ とに よ る機能相補実験で は ， 破壊株の液胞は細分化

され た ま ま で あ り，相補で きな か っ た ．avat4 遺伝子破

壊株は，コ ロ ニー
の 形態，生育速度に お い て 野生株との

差 は 見られなか っ た が ，分生子形成効率が著し く低下 し，

野生株の 約10分の 1で あ っ た ．液胞観察 の 結果 ， 分生子 ，

菌糸ともに細分化さ れ た液胞が認め られた ，

5）カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ
ー

ゼ Y 遺伝子ホ モ ロ グ の 単

離
13）　 酵母 で は ，液胞 マ

ー
カ
ー
酵素 と して ，カ ル ボ キ

シ ペ プ チ ダーゼ Y （CPY ）が頻用 され て い る．　 A．　nidulans

か ら液胞形成欠損変異株の 作製を した が ， こ れ ら の 機能

を調べ る た め の液胞 マ ーカ ー酵素を コ
ー

ドし て い る遺伝

子｝t　Aspergiltusか らは 単離され て い な い ．そ こ で ，　 A ．

nidulans 　CPY 遺伝子 の 取得を，　 A．　nidulans の EST デ
ー

タ

ベ ース を利用 し て 行 っ た ．酵母 の CPY と相同性が高い

ク ロ
ーン を．見い だ し，こ の 配列を利用 して ，AnGPY を

コ ー ドする と考え られ る遺伝子を取得 し ， 吻 彊 と命名

した．GpyA が液胞 に局在す る こ とを確認す る ため に ，

GFP との 融合 タ ン パ ク を作製 し発現させ た とこ ろ ，細

胞内の 液胞 と思われる位置に 蛍光が観察され た．また ，

cPtA 破壊株に お い て ，細胞質の GPY 活性が減少 した こ

とか ら，CpyA は液胞酵素マ ーカーと して使用で きる こ

とが 確認された．

4．　 ソーテ ィ ン ゲ工学に よ る液胞酵素の

　　　　 培地中へ の分泌生産

　酵母液胞内に は ，
プ ロ テ ア ービ

，
ヌ ク レ ア ーゼ

，
ホ ス

フ
ァ タ

ーゼ な どの 加水分解酵 素が局在す る．酵母 で の

vPs 変異株の 解析か ら，こ れ らの 液胞酵素が培地 中に 分

泌され る こ とが知 られ て い る，し た が っ て ， 上記 の A．

nidulans の vPsA ，　vPsB ，　vPsC 変異株に つ い て は ， 液胞酵素

Vacuolar 　enzymo3

proヒCinasescarbexypoptidase

alkaling 　phospha 量ase

ribonucleas 　

P° lyph°spha ヒase
　 a．emylaserotease

Vacuelarenzymes
protelnasesoarboxypept

［dase
alkaline　phosphatase
ribenuclease

polyphospha 量ase

Fig．3．　 Sorting　 engineering 　by　vps 　mutants 　in　filamentous

　　飴 ngL

を培地中へ missort する と予想される （Fig．3）．ソ
ー

テ ィ

ン グ工 学の 視点 か らは ，麹菌の 液胞局在酵素の 培地中へ

の 分泌生産を可能に するもの と考えて い る．こ れまで，

A ．・ワ縦 に よ る有用 タ ン パ ク 質の 分泌生産 に 関する研究

が進め られ て い るが ， キ モ シ ン の よ うに細胞外に分泌さ

れ る酵素が主 な対象と な っ て い る．植物 の 液胞 （動物で

は リ ソ ゾーム ）局在酵素の 中に は ， 有用酵素が多数含ま

れ る．液胞局在酵素 などの 培地中へ の 分泌生産の た め の

宿主 として ，こ れ らの vPs 遺伝子破壊株が有効で ある こ

とが 確認 されれば，その ホ モ Pt グ遺伝子を A，・ryxae か ら

単離し ， 遺伝子破壊を行 うこ とに よ り，
ソ ーテ ィ ン グ工

学の た め の A．oワ鰡 の 宿主が育種 で き る と考えて い る．

A ．nidulans と A．・rJzae の 遺伝子は相同性が
一

般的 に 高い

（70−90％）の で ，A ，　nidutans か らホ モ ロ グ遺伝子 が取得で

ぎれば，比較的容易であると思われ る．

5． 糸状菌ゲ ノ ム解析プ ロ ジ ェ ク トの現状と展望

　現在 ， 糸状菌 の 2番目の プ ロ ジ ェ ク ト と して 米国 ， 欧

州を中心 として 地 脚 功粥 醐 ∬ 虧 ゲ ノ ム 解析 （http：〃www ．

genome．。 u ．eduffungal ．html）が 進行 しつ つ あ る．塩 基配

列決定技術の 飛躍的な進展が進み つ つ あり，さ らに 多 く

の 糸状菌プ ロ ジ ェ ク トが今後進行する と思わ れる，我が

国で ， 本年よ り国立研究所 （醸造研究所 ， 生命工 学工 業

技術研究所，食品総合研究所）お よび 大学 （東京大学，

名古屋大学，東北大学，東京農工 大学）な どが共同 で麹

菌 オ，oryxae の EST 解析プ ロ ジ ェ ク トが開始され て い る．

こ れらの EST 解析情報に よ り，こ れま で産業的に もっ

とも重要な微生物で ありなが ら， 分子生物学的解析が遅

れ て い た麹菌に も，新たな展開が開かれ るもの と期待さ

れる，
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実用酵母の 理解の ため の 酵母 ゲ ノ ム 情報の利用

家 藤　治　幸

　実用酵母 とは実際の 産業に 関わる酵母 （lndustrial　yeast）

の こ とを い う，わ が国 の 酵母利用産業は現在年間約 8 兆

円の市場を形成 し ，

1）また世界の パ ン 酵母 の 生産重量 は

年間 2百 万 トソ を 超え る と い わ れ，実用酵母 は 巨大な産

業を担 っ て い る．

　実用酵母 は清酒酵母，ワ イ ソ 酵母，ビール 酵母，ア ル

コ ール 酵母 ，
パ ン 酵母な ど，Saccharom？ces　ve属す る酵母

が そ の 主体である が，それ と対極 に 位置す るの が 実験室

酵母 （lab・ rat ・ ry 　yeast）とい え る ．実験室酵母は 1940年代

以降に複雑 な交配を重ね，遺伝学用 の 実験生物と して育

種された酵母
2）で あ り，遺伝学的解析が容易で ， 遺伝子

二〔学的 に も取 り扱 い やす い ．また 1996年に は真核生物 と

し て初め て 実験室酵母 S288C 株 の 全 ゲ ノ ム 塩基配列が

公表され，い ま や 真核生物の モ デ ル 生物 とな り生命機能

の解明に貢献して い る．

　
一

方 ， 実用酵母 ， た とえば清酒酵母で は ， もろみ で

20％に達す るまで の ア ル コ
ー

ル 生産を行 うこ とが可能で

あ り，10° C 以下 とい う通常の 実験室酵母 で は 増殖が困

難な低温で増殖可能である．また ワ イ ン酵母 で は 亜硫酸

耐性 ，
ビール 酵母で は凝集性 ，

マ ル トース の 高い 資化性

などを有する，こ れ らの 酵母は長年醸造現場に お い てそ

の醸造環境に耐え，またす ぐれた酒質を生産する酵母と

して選 りす ぐられ て きたもの で あ り，それぞれ醸造工程

上 欠か せ ない 特性を有して い る．

　 こ れ ら実用酵母の 固有 の 性質が何に 由来するか ，興味

あ る とこ ろ で はある が ，実用酵母は 2倍体ない しは 高次

倍数体の ため遺伝解析が難 しく，遺伝子工学 の 適用 も容

易で なか っ た こ と よ り，そ の 理解は進ん で い るとは 言 い

難い 、一
方，実用酵母 に関する断片的遺伝子情報か ら，

それ は 実験室酵母 の ゲ ノ ム シ
ー

ケ ン ス と基本的に は よ く

一
致する こ とがわ か っ て きた ．逆に 言 うと，実験室酵母

と実用酵母の 遺伝子 レ ベ ル で の わ ずか な差 の 部分に ，そ

れぞれ の実用酵母を特徴づける重要な因子が存在する可

能性 が 高い ，実用酵母 の 特性に は なん らか の特定遺伝子

が関わ っ て お り，その 遺伝子 の ORF の 構造 ，
コ ピー数 ，

プ ロ モ ーター
の 発現制御な ど の 実験室酵母 との 差異が ，

そ の酵母を醸造酵母た ら しめ て い る要因 とな っ て い るこ

とが考えられ る．現在 ， 実用酵母の 特性を理解するため

に ，実験室酵母 で得られた ゲ ノ ム シ ーケ ソ ス や ゲ ノ ム 情

報が強力な武器 とな っ て きた．

　釀造研究所 の 後藤 ら
3＞は，ワ イ ン 酵母 の 亜硫酸耐性機

構に つ き興味ある知見を示 した．まず ワ イ ン もろ み よ り

得 られた亜硫酸耐性 の 強 い 酵母 Y −9 の 遺伝子 ラ イ ブ ラ

リ
ー

よ り， 実験室酵母の 亜 硫酸耐性を強 くする遺伝子

SS・UI・−R を取得 した．本遺伝子断片 に 含 まれ る ORF は ，

Bakalinskyらが実験室酵母 の 亜硫酸感受性変異を相補す

る遣伝子 と して 取得 し て い た 8∬ 1 と99．7％ の ホ モ P

ジ ーを示した ，こ の SSσ／は酵母 の ゲ ノ ム デ
ー

タ ベ ース

の 16番染色体に コ
ードされ ， 現在 ， 菌体か ら亜硫酸を排

出す るため の ト ラ ン ス ポー
タ
ー

で は な い か と考えられ て

い る もの で ある．Y −9 よ り得られ た SS・UI・−R は そ の 下流

は ゲ ノ ム データベ ース の SSUI と同様tll　GLRI が コ
ード

され て い た が ，上流部の 配列に は ホ モ ロ ジ ーが見られず，

な ん と 8番染色体テ P メ ア近傍の遺伝子 E（］M34 の プ P

モ ー
タ
ー領域に 相当す る 配列を有 して い た ．PFGE 解析

等 の 結果，Y −9 株で は本来第16番染色体上 に存在して い

たは ず の ∬ σ1が第 8 番染色体上 に 移動 し，その 際，組

み込みが起 こ っ た 部位の 上流の配列が SS　UIを高発現さ

せ る よ うに な っ た の で は な い か と後藤らは 推察 して い

る ．ノ ーザ ソ 解析 の 結果，事実 Y −9株は SSUJ が高発現
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