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2A13−5 　麹菌 （AsPergr
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　ン ス ポ ゾン．40吻ρ1 の 転移活性
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2A14−1 　ク エ ン 酸 生 産 糸 状 菌 ．4呻曙 沼鵬 痂g 邵 に お け る

alternative 　oxidase 遺 伝子 （aoxl ）の 破壊 に よ る

　活性酸素耐性の 低下

○服部 貴澄，木野 邦器 ，桐村 光 太 郎

（早大
・理 工 ・応 化）

【目的】実用麹菌AsPergtZlzas’　ozy ’rm 　OSIIOIS 株か ら見出 された新 規 トラ ン ス

ポゾン AeimψJは，転移活性が 高い Fzasafiummsの imψata とア ミ ノ 酸 レベ ル で 高

い 相同性 を有 し ，麹菌 におけ る転移活性が 期待 され た ．高温 培養やCuSO4 添

加 培養 時に トラ ン ス ポゼ ー
ス （aotA ）の 転写量上 昇が 認 め られ た 1）

こ とか

ら，トラ ン ス ポ ゾ ン を用い た優 良変異株 の 育種や血 gging法の 開発を 目的 と

して ，転移誘発 条件 と転移機能 にっ い て 解析 した ．【方 法 と結果】ス トレ ス

条件下の 培養 で 形成 させ た 分 生子 を用 い ，KCIOs 培地 で 耐性 株 と して 選 択

した コ ロ ニ
ー

につ い て ，硝酸 資化性 関連遺伝子 （cnd ，niaD ，areA ，nirA ） に よ

るTransposon−Trapping を行 っ た 、その 結果，GuSO4 培地 で 形成 させ た 分生

子 か ら，crn，A プ ロ モ
ー

タ
ー

領域への 挿入 （順位，逆位）株が 高頻度で 得 られ

た．定量RTPGR に よ駈 廟 転 写量を測 定した と こ ろ，両方 向の 挿入株 と も

に親株の 正〆10に 低下 して い た，さらに，高濃度 CuSO4 培地で 形成 させ た 分生

子 で は ，cmri 挿入 効率が低下する
一

方で ，niaD プ ロ モ
ー

タ
ー

領域への 挿入株

が 得 られ た ．ま た ，高温条件下 でKC103 耐 腔株 を取得 した場合に も，cnL4 コ ー
ド領域への 様々 な挿入 株が得られ る こ とか ら AeimPIは ス トレ ス 粂件下で

転移活性 を示 す こ とが 明 らか となった ．
D小笠 原 ら，日本農芸 化学会2DO5年度大会要 旨集，p60

【目的】ク エ ン 酸生産 糸状 菌A．　nige，
．
　WU −222SL は通常 の シ トク ロ ム 呼 吸系

の 他 に シ ア ン 非感受 性 呼吸 系 を有す る．演者 らは、当該呼吸系 を構成す る

酵 素 alternative 　oxidase を コ ードす る遺伝子 （aoxl ） を取得 し て い る D。本

研 究 で は 、aexl 遺伝子 破壊株 を作成 し 、活性酸 素種 を含む培地 で の 生 存率

を 測 定 した ．さらに 、⊂ atalase （CAT ）活性、　 superoxide 　dismutase（SOD ）

活 性 を 測 定 し、aoxl の 破壊が活性酸素耐性に 及ぼ す影響に つ い て検 討 した ．
【方法 お よび 結果】A．niger　WU −2223L に お けるaoxl 破壊株 （DAOX −1＞は 、
tv，rG 破 壊株 を 宿主 とし て相 同組換 えに よ っ て 作成 した 。　DAoX −1で は 、aoxl
の 転写 お よび alternahvc 　oxidase 活性が 消失 した こ と を確 認 した。　DAOX −1
は ．5mM の 過 酸化 水素 を含む 培地上で の 生 存率が WU −222SL の そ れ の 約

20％ と な り、活 性酸素耐性の 低下が認め られ た。また 、同条件 下で4 日間生

育 させ た DAOX −1につ い て は 、　 WU −2223L と比較 して GAI 「比 活性 が 約 L2

倍、SOD 比活 性 が IO倍 以 上に 増大 して い た。以上の 結果 は、α oxlnv 壊 に と

もな うalternative 　oxidase 活 性 の 消 失 に よ り、DAOX −1菌体 内に おい て 活性

酸素種が 増大 した こ とを 強 く示 唆 した ．
1＞K．Kirimura 　et　al．，Curr．　Genet．，S4，472−477 （t999＞
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2A14−3 　液胞膜の 可 視 化 に よ る麹 菌 AsPergillus　eryzae 液胞

　の 形 態解析
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＜ 背景及 び 目的 ＞ VPS （yacuolar 　protein　Sorting）遺伝子 は 出芽酵母 ∫．
06脚 ∫蜘 8 にお い て 液胞酵素 carboxypeptidase 　Y （CPY ）を 細胞外に 分泌す

る変異に 関する遺伝 子で あ り、タン パ ク質輸送機構や液胞機能な どに 関与

す る こ とが知 られ て い る。近年、後期 エ ン ドソ
ームか ら液胞への 輸送 を司

る multivcsicular 　body （MVB ）の 形成 に 関わ る タン パ ク質が 酵母や糸状菌

に存在 し、そ れ らがア ル カ リ性pH 応答を制御す るRimlOl 経路に も関与す

る こ とが 報告 され て い る。本研 究で は A．eryuaeに お けるpH 応答 と液胞機

能、タ ン パ ク質輸送機構を解明す る こ とを目的に、MVB の 形成に関わ る

AovPs24　me伝子 の 機能解析 を行 っ た。＜ 方法及 び結果 ＞ A．　o脳 齟 の ゲ ノ ム

デ
ー

タベ
ー

ス を基に YPS24 と相同性の 高い 遺伝 子 （AomPs24 ）を 単離 した ．
Aevp∫24は 1つ の イ ン ト ロ ン を含 み 、228個の 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。AoVpsE4 は S．　cerevi ∫iα e、　S．　Pombeの Vps24 とそ

れ ぞ れ 34．1％ 、SO．7％ の 相 同性 を示 した．　 AovPs24 の 機能 を調 べ る た め 、同

遺伝子 の 破壊株 を作成 したe 得 られた破 壊株 は著 しい 生育阻害を示 し、ま

た菌糸先端 の 多分岐や膨潤 とい っ た形態異常も見 られ た s ま た分生子 形成

も見 られ なか っ た。これ らの こ とか ら、舩 脚24 が 多面的な機能を持 つ こ

と 、あ る い は糸状菌 にお け る液胞輸送が 形態形成 や分化 に も関与す る こ と

が示 唆 され た．さらにAoVps24 とEGFP の 融合タン パ ク質 を発現 させ 、細

胞 内局 在 を観察 して い る。またpH 応答 に 関 して の AovPs24 の 機能を解析中

で あ る。

【目的 】糸状 菌におい て液胞 は、チ ューブ状液胞 の 存在 な ど出芽酵母 で は見

られない 特徴を備 えて い る，我 々 は こ れ ま で 、麹菌A．　o・ryuaeにおい て EGFP

と液胞膜上の t−SNARE と して機能す ると予 想され るAoVam3p の 融合 タン

パ ク質 （EGFP −AoVamSp ）を用い るこ と に よ り、液胞 動態 の 解析 を行って

きた
L），今回我 々 はEGFP −AoVam3p を用 い た 液胞 観察系 をさらに 発展 させ 、

分生子発芽、気 中菌糸、基底部の 古い 菌糸 とい っ た様々 な発達 段階の 菌糸

にお け る 液胞形 態 を観 察 した，【結果】細胞 染色 と の 比 較か ら、EGFP −
AoVam3p は液胞 に加 え、出芽酵母の 後期 エ ン ドソーム に類似 した コ ン パ ー

トメ ン トに も局在す るこ とが 分か っ た ．ま た 、分生子 発 芽時の 液胞形態を

観察 した とこ ろ、分生子の 膨潤に 伴 っ て 液胞 が 大き く発 達 して い くこ とが

観察 され た、さらに培地 と直接接 して い な い 気 中菌糸に お い て は 、大 きく

発達 した液胞 は通常観察 されず、か わ っ て チ ューブ状液胞 と小 さな液胞に

よるネ ッ トワ
ー

ク構造が 観察 された ．ま た 古い 菌糸に おい て み られ る発達

した液胞 ではEGFP 蛍光が 液胞内腔に観察 された こ とか ら、こ れ らの 菌糸

にお い て はオ
ー

トフ ァ ジーに よ る細胞質成分の 分解と、それ に伴 う液胞膜

の取 込み がお こ っ て い ると考 え られ る．以上 の 結果か ら、糸状菌の 液胞は

様 々 な発 達段階 にお い て 特異 な働 きを担って い る可 能性 が示唆 された．
1）正 路 ら、第55回生物工 学会大会講演要 旨集、p！49
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