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【口的】麹菌 A．Ot｝，va ．e が 多核の 分生 子 を形成する性 質は 醸 造 特 性 の 遺 伝 的安

定性 に寄 与 して い るが 、変異株取得及び 形質転換 体か らの ホ モ カ リオ ン 体

取 得 が容易 では ない e 演者 らは A ．鰐 尾齠 niaD300 株 に lt．2b一轡 を mlaD を

選 択 マ
ー

カ
ー

とす る プラ ス ミ ドに よ 0導入 し 核を可視化 した 、，今 回 、こ の

株 を親株 と して取得 し た単核分生 子を約 80 ％ 形成す る変異株 unilol 〕を 用

い た形 質転換用宿主 の 開発 を行った。
【方 怯 お よび 結果 】niaD

＋
株 で は 生育 で きない 塩素酸塩 を含む 培地 に anilO

を植 菌 し、生育 して きた コ ロ ニ
ー

よ り硝酸塩 を資化 で きず、EGFP 蛍光 を

有 さない 株 を取得 した．こ の株 に つ い て 、サザ ン 解析 お よび PCR によ り、
染色 体に組 み込 まれ て いた プラ ス ミ ドの 脱落 に よ り n

・iaD一に 戻 っ た こ とが

示 され た。この株 に nia1 ） を持 っ プラ ス ミ ドを導 入 した とこ ろ、形質転換

体を取得で きた。現在、こ の 株 にお け る形 質 転襖効 率 と ホモ カ リオ ン 体取

得効率を検討中で あ る。ま た 、sC
．

との 2 重 栄 養 要 求 性 株 の 取 得 を試み て

い る。
1）石 ら、口本農 芸 化学 会 2eo2 年 度大会 （仙台） 講演要 旨集 p198

【目的 1液胞は 細胞内イオ ン の
．
匱常性維 持 、膨 圧 の調 節、タ ン パ ク質な どの

分解、再利 用な ど重要 な機能 を有 し て い るが 、植 物 や 酵 母 に比 べ 麹菌 にお

い て は研 究が 遅れ て い る。また 、産 業的 に重 要 な液胞 内局 在酵素の 輸送 と

い う観 点か らも興味が持 たれ る．本 研 究 で は麹菌 の液胞機能 に関す る知 見

を得 る 二 とを 目的 とし、S．　correvisiae の 液胞 膜 t−SNARE を コ ードする TtAM3
遺伝 T一の 、麹菌 A．o那 瑠 に おける相 同遺伝 子 の ク ロ

ー
ニ ン グを試み た。

【方 法 及 び 結果 】且 鰐 瓰 θ EST 　databascの 情報を もとに 、∫．‘8凧 幅 粥 幽 M3
相同 遺伝子 な らびに cDNA を取得 した、こ の 遺伝子 は

一
つ の イ ン ト ロ ン を

含み 271 ア ミ ノ酸か らなる タン パ ク質を コ ードする と推 定 され た，予 想 さ

れ るア ミ ノ酸 配 列 は 、∫、ceTevisiae の VamS と 24 ％ 、プ レ液胞 コ ン パ
ー

トメ

ン トの t−SNARE で あ る Pepl2 と 29％ の 相 1司性 を有 して い た。単離 した

cDNA は 、　 S．僻 齠 觀 配8 田 祕 破壊 株 の 液胞形態 の 異常、　 Ca
’
2＋

感受性お よ び

帥 12 破壊株の GPY 活 性欠 損、温 度感受性 の 形質を それ ぞれ 相補 した．，ま

た ．こ の遺 伝 子 産 物 の N 末 に EGFP を融合 して A．　Ol
｝
lzaeに お い て発 現 さ

せ た と こ ろ ．蛍 光 は 液 胞 膜お よび よ り小 さな丸い 構造体に観 察 され た 。現

在機能解析 を 目1杓 と して、遺 伝 子 破壊株の 作製 を行 っ て い る ．
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【目的1 ！廴 呶 6γ No 」 2 株 は 、多糖イ ヌ リン の 非 還 元末 端 よ り順 次 フル ク

ト
ー

ス 単位で 加水分解するエキ ソ型イヌ リナ ーゼ P−1及び P−IIを細胞 外に

生産す る。本報で は、エ キ ソ型 イ ヌ
1J ナ ーゼ P−1 の 構 造 解 析 を 口的 と し

一
〔

本酵素遺伝了
．inuE をク 卩

一ニ ン グ した．
【方法

・
結果】本 酵素 の N 末端 ア ミ ノ 酸 配 列 と エ キ ソ型 イ ヌ リナ

ー
ゼ に 保

存 され た内部 ア ミ ノ 酸配列 を基 に
一

対の オ リゴ ヌ ク レ オ チ ド（2且 mer ｝を合

成 した ，こ れ を プ ライ マーと し て本 菌 株 の 染色体 DNA か ら irt・u．E 遺伝子の

一
部 （900bp ＞を PCR で増 幅 した．この 増幅 産物 を DIG 標 識 し、ブ 1ユーブ

とし て 染色体 DNA か ら inuE 　L“伝 子 を 含 む BamHI 断 片 （3660bp ）を ク n 一
ニ ン グ し たvそ の ORF は ア ミノ 酸 19 残某 の シ グナル ・ベ プチ ドと 518 残

基 の 成 熟タン パ ク質 を コ ード し、ORF 内に 60　bp の イ ン トロ ン が 介在 し

た。ま た 、翻訳開 始 コ ドン の 75bp 上 流 に TATA ボ ッ ク ス （TATAA ．A）が認

め られ た ．成熟 タ ン パ ク質に は 1個 の シス テ イ ン残 基、9個の N 一グリ コ シ

ド結合 型糖鎖付加 部位 が存在 し、そ の 推定 分子 量 は S9，142　Da、等電 点は

5．11で あ っ た．分泌シ グ ナ ル を 含む in．uE 　cDNA を ベ ク タ
ー

pPIG3 ．5 に よ

リメタ ノ
ー

ル 資化性酵 母 Piclt・ia　Pastoris　GS］15 株 に導人 し た結果、エ キソ

型．イヌ リナ
ーゼ が 分泌 発現 した。

【口的10一マン ノース 型糖 鎖生 合成は protein　O
−D 一匸nannosyltransferasc

〔Pmt ）に よ る ペ プ チ ド鎖 の Serffhr 残 基への マ ン ノ
ー

ス 転移 に 始 ま る．，
A，sPergitlub 属麹 菌の 0一型 糖鎖 は主 に 1−3．残 基 の マ ン ノ

ー
ス か らな 肱 糖鎖

の 結合様式 は α L2−、α 1，B一に加 え、α 1，6一結合 に よ る分岐構造 も認 め られ

る ．本 報で は 、麹菌 の ‘丿
．型 糖鎖生合成機構 の 解 明を 目的 と して 0一型 糖鎖

生 台成 の 初 発酵 素 で あ る麹 菌 ノ朋 置遺伝子 の 構造 及び機 能解 析を行 っ た。
【方法及 び結 果IA．児ぽ伽 伽 ∫か ら似mt と椎 定され る 2 つ の 遺伝子 iPmtA，PmrB｝
を 取得 した 。p’mnd ，PntiBは 、それ ぞ れ 740，761 ア ミノ酸 を コ ードして お

り、分子 進化系統樹 解析の 結果、Prntkは ScPmt2p，　PmtB は ScPm 匸1p の

サブ グル ーブ
．
に 属 して い た 。ノ

ー
ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る転 写解析 の 結 果、

PmLA，p〃mtB は培 養 24 時間 か ら 48 時 間まで
一

定の 転写 を示 した 。また 、
Pmtsc の 機能 を 解析 す るた めに A．nitlutan ・s　pmtA　teta株 （P3 株 ）を構 築 し解

析 を行 っ た t．P3 株で は マ ン ノ
ー

シル トラ ン ス フェラ
ーゼ 活性 が野性株 の

6％ に まで 低 下し 、菌糸の 途中が膨 らむバ ル
ー

ン 構 造の 形 成、分生 子形 成

能 の 低 下 、菌 糸 成 長 阻 害 な ど表 現 形が野 生株 とは 異なって い た ．こ れ らの

結果 よ り、P3 株で は細 胞 内 の 様 々 な 0・型糖鎖付加 タ ン パ ク質の 機 能が 低

下 もしくは消失 して い る もの と考察 した ．一方、麹菌の 代表的な分泌 タン

パ ク質 で あ り 0一型 糖鎖付加酵素 と して 知 られ るA ．ausamo ・
lti由来 グル コア

ミラ
ーゼ 1 （GA 工）に つ い て も解析 した、　GAI を コ

ー
ドす る遺伝子 g

’ta．A を野

性株 及 び PS 株 に導 入 した 株 を構 築 し、それ ぞれ の 株出来の 分泌 GAI を抗
・GAT 抗体を 用 い た ウ ェス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ り検 出 し た 。　 GA 工 の sDs −
？AGE にお け る移動 度 は 異 な っ て お り ひ 型糖鎖 の 減少が 確認 された ．現

在、PmtB にお け る遺伝子 破壊株の 構 築を試 みて お り、PmtAとの 機 能 の相

違 を 解析 して い る．
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