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1 ．目的

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 微 生 物　165
As　er 　illus幽 種内融合株におけるミ トコ ン ドリア DNA の解析

（早大 ・ 理工）　○桐村光太郎 ・ 岩田　和久 ・福田　賢 ・宇佐美昭次

演者らは、プロ トプラス ト融合法による クエ ン酸生産菌 ム 衄 の育種を
目的と した研究 を行 っ て い る 。

a ）
今回は、融合 2倍体株、半数体化株の ミ トコ ン ドリァ D

NA （mt −DNA）を制限酵素によ り消化 し、その切断パ ター
ン を親株の それ と比較 した 。

2 ．方法　　系統の異な る親株と して は Yang　n ・．2と WU−2223Lを使用 した 。 2 倍体株と

して は LY−DW−005と LY−DY−204を、半数体化株と して は LY−−HW−005，

−014 （LY
−DW−005 よ

り誘導）、LY−BY−209、 −210　（LY
−DY−204 より誘導）を使用 した 。 供試菌の菌糸を溶菌酵

素で処理 して プ m トプラス トを調製し、 これ を破砕 して遠心分離に よ り分画を行い 、 粗ミ

トコ ン ドリア画分よ り mt
−・DNA を抽出した。

3 ．結果　　既に 、 親株で ある Yang　n。．2と WU−2223Lの mt
−DNA にっ い て は、簡単な制

限酵素地図 を作成して い る。
2 》

両者は環状で ぼぼ同じ大 きさ （約 32kbp ）で あるが、
Hind 皿に よる切断パ ター

ン に一部相違がある 。 そこ で、と くに この 点に留意 し、融合株
の mt

−DNA を制限酵素によ り消化 し、切断パ ター
ン の比較を行っ た 。 2 倍体株 LY−DW−005

で は WU−・2223L型の切断パ タ ー
ン が観察され、半数体化株 LY−HW−005，

一・014にお いて も 同
様であ っ た 。

一方、 2倍体株 LY−DY− 204では Yang　no ．2型の切断パ ター
ン が観察 され、半

数体化株 LY−HY−209， 一一210に お い て も同様で あ っ た．
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　 　 　 　 　 　麹菌 （Aspergillus　 oryzae ） リポ ヌ ク レ ア ーゼ T ， 遺 儀子 の ク ロ ーニ ン グ
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豆．目的　醸造産業上 、 輻広 く利用 され て い る麹 菌 Aspergillus　oryzae は 、 各 種有 用酵

素 を葭体外 に 分 泌 す る 。 既 に Tada ら
1 ）

に よ り、 タ カ ア ミラ ーゼ A 遺伝子 が ク ロ ーニ ン

グ され て い るが 、 他 の酵素の ク ロ
ー

ニ ン グ例 は 、 極 く僅 か で ある 。

　演者 らは 、 タ カ ア ミ ラ ーゼ A 遺伝子 の 高 発現 プ ロ モ ータ ー部 位 と の 塩 基 配列 を比 較検

討する 目的 で 、 リポ ヌ ク レ ア
ーゼ T ， （RNase 　Tz）遺 伝子 の ク ロ ーニ ン グ と 、 形 質転換株

で の 発現 を試み た 。

2 ．方法及 び結果　A．oryzae 　RIB　40 ゲ ノ ム DNA の EMBL　3 フ ァ
ージ バ ン ク、　 i 万 プ ラ

ークか ら 、 Kawataら
2 ）

に よ り決 定 された RNase　T， の
一次 構造 に 基づ い て 、　 N 末端 、　 C

末 端合成 DNA ブ ロ ーブ を 作製 し 、 両 プ n 一ブ と共 に ハ イ ブ リダ イ ズす る、4 個 の ポ ジ テ ィ

ブ ク ロ ー ン を取 得 した 。こ の フ ァ
ー ジ DNA の Hind 皿 消化後の 、 約 4．8　Kb　DNA 断片 を 、

pUC 　ll8 に サ ブ ク ロ ーニ ン グ し、 ダ イ デオ キ シ 法に よ り、 塩 基配列 を決定 中 で あ る 。

　 また 、 4．8Kb の HindM 断片を、 麹菌 用 プ ラ ス ミ ド pSal 　 23 に挿入 し 、 形 質転換
’
（ム．

oryzae 　M−2−−3） を行 っ た と こ ろ 、 培地中 に 活性 の 上昇 が認 め られ た 。
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