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557　　　　 Aspergilius　nidu ’ans の CPYI 相同遺伝子の クロ ーニ ン グ
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【目的】糸状菌 A ．n ’dujansで は菌糸先端部以外の 細胞は液胞が大きな体積を占め てお り

形態形成 に大きな役割を果た して い る と考え られ る が、液胞のマ ーカー酵素が明らか にな

っ て い な い た め に 、 その 解 析 は ほ とん ど な さ れ て い な い 。 酵 母 S，cerev’slae の

Carboxypeptidase　Y （CPY ）は液胞に局在する酵素で あり、 液胞機能の遺伝生化学的解析

の指標 となっ てきた。 本研究で は 、 A ．　n ’du’ans の CPY 遺伝子を ク ロ
ー ン化する こ とによ

り 、 糸状菌の液胞機能の解析を行 うこ とを 毆的とする。

【方法およ び結果】A ．nidulans のゲ ノム プロ ジ ェ ク ト database よ り見 いだされ た、　CPY

と相同性 を有する EST の塩基配列を もとに作製 した プライマ
ーを用 い て A ．　n’duians染色

体 DNA に対 して PCR を行 っ た 。 増幅 され た 0．4　kb　DNA 断 片をプ ロ ーブと して 、　 A ．

nidu ’ans 染色体 DNA ライブラ リーを検索するこ とによ り、CPY 相同遺伝子を含む 領域を

ク ロ ーン化 し、 cpyA と命名 した 。 塩基配列を解析 した と こ ろ、　cρyA 　M 伝子 は イ ン トロ ン

を 1つ 含んで お り、 S．　cereVisiae お よ び C．　albicans の CPY とそれ ぞれ 64 ．2％ ， 66，5％の

相同性を有する 552 ア ミノ酸の 蛋 白質がコ
ー

ドされて い るの が見 い だされ た。 現在、
GFP

との融合蛋白質を作製 して 、 その 局在性 につ い て検討を行 っ て い る 。
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558 高度不飽和 脂肪酸生産性糸状菌 Mortiθretia の NADH −cytochrome 　b5　reductase 　M

伝子 の麹菌で の 発現 とその 精製
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【目的】我 々 は こ れ迄 に 、tVlortierella　alpina 　l　S−4 お よび その誘導変異株 が、ア ラキ ドン酸 を始

め とす る有用 な高度不飽和脂肪酸 を菌体内に著量蓄積する こ とを報告 して きた 。 こ の こ とか ら本

菌株は 、 多様で特異 な高度不飽 和 脂肪酸生合成系 と不飽和化系 を兼ね備 えて い る と推測 され る 。

そ こ で 、まず我 々 は 脂肪酸不飽和化反応 に着目し、本菌株 か らそ の 反応に 関与す る ミ ク ロ ソ ーム

電子伝 達系の構成要素で あ る NADH −cytochrome 　b5　reductasefi 伝子の ク ロ ーン化に成功 した。

今 回 は、本酵素遺伝子 の As ρergii’us 属糸状菌での 発現 とその 精製に つ い て報告する 。

【方法 ・結果ユ既に ク ロ ーン化 した本酵素遺伝子 を宿主 As ρergi 〃US 　oryzae （niaD
．
）とベ クタ

ー

pNGA8142 か ら成 る宿主ベ ク タ
ー系で発現 させ る こ と に成功 した 。 本酵素遺伝子 を pNGA8142

の Hind11トXbalサ イ トに挿入 して発現 ベ ク ターを構築 し、　A ．　orγzae に 形質転換 した 。 数個の 形

質転換株の 内、フ ェ リシ ア ン還元活性が最 も高 い MCR −1株 を得た 。
　MCR −1株の ミク ロ ソ

ーム 画

分の フ ェ リシア ン 還元活性は コ ン トロ
ール の それ と比べ て 4．7 倍で あ っ た 。 さ らに 、MCR −1 株

で発 現 した本酵素 をほぼ均一に精製する こ とが でき 、精製酵素標 品の 比活性は 約千倍に 上昇 した 。

Expression　of　the　NADH −cytochrome 　b5　reductase 　cDNA 　from　an 　arachidonic 　acid −producing

fungus，　Mortiθrella　in　a　transgenic　fungus，　Asρergi ’lusand　purification　of　its　product
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