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2A14−4 麹菌AsPergillus　oryzae へ の 細 菌由来酵素遺伝子 の

　導 入 と遺伝 子 発現の 検討
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2A14−5 　選 択 的 リ グニ ン 分解性担 子菌の 脂肪酸不 飽和化 酵

　素遺伝子 の クロ ーニ ン グ

0 渡邊 崇人，津 田 冴 子，吉田 太郎，川崎 優子 ，扇 剛 士 ，
　西村 裕志，本 田 与
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（目的｝麹菌AsPergillors　oryzaeは醸造発 酵生産 に不 可 欠 の糸 状菌で あ る と と

もに 、優れ た蛋 白質分泌 生産能 を持 つ た め、酵 素 製剤 等 の 工 業的 生 産 に も

用 い られ てい る。細菌 Cellvibtt
’
e　gitvus由 来 の cellobiose 　phosphorylaseはセ

ロ ビ オ
ー

ス の 加 リン 酸分解酵素で あるが 、逆反 応 に よ りヘ テ ロ オ リ ゴ 糖生

成 も可能 で ある。し か し 、本酵素 は生産性 が 低い た め 、大 量 に 分泌 生 産す

る方 法の 開発 が望 まれ て い る。本研 究で は、A ．　oryzae を用い て 、酵素遺伝

子 を導入 した組換 え形質転換株 を構 築し ．酵 素 遺伝 子 の 発現条件を検討 し

た。（方法 と結果 ）C、　9tlvzas　ATGCIS127 の ゲ ノ ム DNA か らPGR ク ロ
ー

ニ ン

グに よ っ て取 得 した cellobiose 　phosphorVlase（CBPase ）遺伝 子を麹菌の

TEFI プ ロ モ
ー

タ
ー

の 下流 に連 結 した。本 遺伝 子の ORF を麹菌形質転換 ベ

ク タ
ー

pPTRI （タ カ ラ） に 連 結 した 組 換 え ベ ク タ
ー

に よ っ て A．　oryzae
NFRI1599 株 を形 質転 換 し、ピ リチ ア ミ ン 耐性を もっ 形質転換株 を取得 し

た 。得 られ た 形 質転換株の ゲ ノム DNA を抽 出 し、　 CBPase 遺伝子 をプ ロ
ー

プ と して サ ザ ン解析 を行 っ た と こ ろ、本形質転換体は 目的遺伝子 を保 持す

る こ とが わ か っ た 。発 現制御領域な らび に 酵素生 産条件の 検討 を行 っ て い

る。なお 、本 研 究 は 生 研 セ ン タ ー
異分野融合 研究事業の 支援を受 けて 行わ

れ た もの で あ る。

【目的】セ ル U 一ス の 分解 を抑 えつ つ リグ ニ ン を高選 択 的 に 分解す る 担 了．菌
（白色腐朽菌）CeriPen

’
oPses

’
subvermisPorα は ，脂 質 過 酸 化 を介 した リグ ニ ン

分解機構 を有す る．また，本菌は イ タ コ ン 酸 骨 格 を有 す る 3 種類 の ジ カル

ボ ン 酸 （〔eripQrlc 　adds 　A ，　B 及 び G＞を産 生す る が ，　 ceripori ⊂ acid 　C に つ

い て は二 重結合が 1 箇所 存在 する ．今回 は ，これ ら代 謝物 の 不飽 和化 に 関

与す る と推 定 される 酵素遺伝子 の ク n 一ニ ン グ を 目的 と した ．【方法
・
結

果】C、subvermdSPorα の培養 菌体を
一．
定 時間ご とに 回収 し，有機溶媒抽出後，

代謝物を GG −MS 分析 した ．そ の 結果，培養初期 に不飽和脂肪酸 （linolei⊂
add ： 18：2n−6）及 び飽 和 脂 肪 酸 （palmitic　acid ：16；O）の 著 しい 産生が 見 ら

れ た ．ま た ，3種 類 の ceriporic 　acids の 産生 も確認 されたが ，　ceriporic 　aCid

C の 量 が 最 も多か っ た ．以 上 の こ とよ り，こ れ ら代謝物 の 産 生に不 飽和化
酵素 の 関 与 が 強 く示 唆 され た ．次に ，先に ク ロ

ー
ニ ン グ した 自色 腐朽菌

Phanerocha・ete　chrysosPorium の Pc−FADI 及び Pc −FAD21 ｝を始 め とす る既知

の 不 飽 和 化酵 素 の ア ミノ 酸配列か ら保存性 の 高い 領域 を基 に プ ライ マ
ー

を

設 計 し，C、　subvenViisPora の 染色 体 DNA を鋳型 と し て PGR を行った．そ

の結 果 C．　subvermdspora か ら特 異的 な増幅断片が 得 られた．現在，完全長

の cDNA の取 得 を試 み てい る．
1）渡 邊 ら ：第 55回 日本 木 材学会大 会研 究発表要 旨集 （2005）p．124
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2Al5−2 　カキ西 条 の 果実軟化 とエ チ レ ン 受容体遺伝子 の 関

　係

O 金光 尚哉，藤江 誠 ，宇 佐 美 昭二 ，山田 隆
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【目的】キ チ ン は 菌類細胞壁 の 主成分 で ある．chitin 　deacetylaseは細 胞壁 キ

チ ン を脱 アセ チ ル 化す るが 、そ の 生 理 的な意義は 不明で あ る。エ ノキ タ ケ

E　vetutiPes に お い て 、子 実体 特 異的 に 発 現す る 遺伝 子 群 を differential
display法 に よ り単 離 した 結果、　polysaccharide　dea⊂etylase に相 同 な遺伝 子

〔Fv−Pda）を 見 出 した 。子 実 体 形 成 との 関連 に 注 目 して 、本遺伝子 の 解析 を

行った。【方法 お よ び結 果 】ゲ ノ ム ライ ブ ラ リーか らFv −Pda全長遺伝子 を

単離 し、RT−PCR に よ り cDNA を増 幅 した 。推定ORF は250ア ミ ノ酸 を コ
ー

ドし、10個の イ ン ト ロ ン で 分断 され て い た。ま た 、N 末端側 に シ グナル 配

列の 存在が 推定 され た 。既 知 の chitin 　deacetylaseの ア ミ ノ 酸配列 と比 較 し

た結果、触媒領 域 を 中心 に 30−50％の 相 「司性 を示 した 。Fv −Pda　cDNA を酵母

Pichin　Pastoris宿主系 で 発 現 させ て 得 られ た組 換え Fv−PDA （31　kDa ）は N −
acetylglucosamine （GlcNAc）の 2−5量 体、グ リコ ール キチン ．コ ロ イ ダル

キ チ ン を脱 ア セ チ ル化 した eFv
−Pda発現量 を RT −PCR で 解析 した結果、栄

養 菌糸体で も 若 十 の発 現が認 め られ た が 、子実体原基形成 時に最 も強 く発

現 して い た。現在、こ の組 換 え Fv−PDA の 諸性 質につ い て解析 中で ある。

【目的】カキ西条 は、中国地方の 特産で あ り特有 の風 味や 優れ た 品質が認 め

られた 高品質な柿 である。カキ西条の効率 的な栽培と果実収穫を行な う上

で 、果実軟化 に関係す る遺伝 子の 特定 とそ の制御 法を開発 す る こ とは極 め

て 重要で ある と考 え られ る。こ れ まで の 栽培試験結果 か ら、エ チ レ ン 量 と

果 実軟化 との 相関性 が低 い こ とが示され、エチ レ ン に よ る果実軟化 は む し

ろ エ チ レ ン 受容体遺伝子 によ っ て制御 され てい る と考 えられ る v 本研 究で

は 、軟化 の遺伝学 的制御 の 基礎研 究と して 、カ キ西条 の果実軟化 に関 わ る

エ チ レ ン 受容体遺伝子 を特 定 し、解析す るこ とを 目的と した。　 【方法及び

結果 】RT−PCR 法 に よ り取得 され たカ キ西条の エ チレ ン受容体遺伝子 の 断

片にっ い て 、塩基配列 を決定 した。これ らの 7つ の ク ロ
ー

ン は約700bp の エ

チ レ ン受容体遺伝子の 断片 で あり、ETRI 型、　ERSI 型の Eつ の グル
ープに

分 かれ た。またゲ ノム サザ ン 法に より、カキ西 条に はETRI 型、　 ERSI 型が

そ れ ぞ れ 1〜2コ ピー保 存 されて い た。Northem 　blot法 に よっ て カ キ の 実の

発達段階 にお けるエチ レ ン 受容体遺伝子の 発現変化を確 認 した。そ の 結果、
F．RSI型 で成 熟後 半に発現 量の 顕著 な減少がみ られた。現在、　RACE 法を用
い て エ チ レン 受容体遺伝子の 全長の ク ロ

ー
ニ ン グ、また定量PCR に よ る成

熟過程 で の発現量の 変化の 検討を予定 して い る ．
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