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糸状菌 A sp e rg ill u s n id u la n s は ､ 遺伝学的手法が利用 可能で あるの に加 えて 分子 生物

学的手法が 早くか ら確立され て いた こ とから こ れ まで に多くの 知見が蓄積され て おり ､

近年 ､ ゲノ ム 配 列 も公 開され た こ とからそ の 研究 はさ らに急速に進む と予想され る
｡

また 高い菌体外 タ ン パ ク質分泌能を持つ A sp e rg ill u s o TT Z a e な どの産 業上有用な 菌の

みな らず､ A s p e rg ill u s b L m ig a t u s などの 病原 菌の モ デル生物と して も利用され て い る ｡

糸状菌の 高い分泌能や感染能と菌糸状の 形態と は密接に関係して い る こ とが示 唆され

て おり ､ 糸状菌の 形態形成の 機構を明らか にする こと は ､ 産業上 ､ 医薬開発上 へ の 応

用が期待で き ､ また生物の形態形成に関する基礎的な知見 を得る上 で も重要 で ある｡

筆者の 所属するグル ー プは ､ 糸状菌の 形態形成の機構を解明するこ とを目的として
､

細胞壁成分で あるキチ ン に着目 して解析直行 っ て い る ｡ 糸状菌の 細胞表層 は細胞壁 に

よ っ て 覆 わ れ て お り , 多く の 糸状菌 は そ の 細 胞壁 の 主 要 構成成分 の 1 つ と し て

s a c c h w o m y c e s c e r e vi sia e 等の 大部分の 酵母 とは異な りキチ ン を持 つ
｡ キチ ン は N - アセ

テ ルグル コ サミ ンがβ
- 1

,
4 結合で繋が っ た重合体で あり ､ 非常に堅 い構造とな るこ とか

ら糸状菌の 形態形成に果た す役割は重大で あ ると考えられ る｡ そ して ､ キチ ン合成酵

素の 糸状菌菌糸内の 特定の 場所 へ の 局在化 とそ の 活性の厳密な 時間的､ 空 間的制御は

非常に重要 で ある こ とが予想され る ｡ しか し ､ 糸状菌 におい て こ れ らの メ カ ニ ズム に

つ い て は こ れ ま で ほ とん ど未解明の まま であ っ た ｡ 筆者の 所属 するグ ル
ー プは ､ こ れ

ま で に A . n id ul a n s か ら6 種の キチ ン合成酵素遺伝子を単 離し､ そ の機能の解析を行 っ

て いる( Fi g .) ｡



c s m A ( ⊆h itin & y n th a s e wi th a 野 O Si n m o t o rllik e d o m ai n) 遺伝子は ､ キチ ン合成酵素 ドメイ

ン ( 約 7 5 0 アミノ酸) の N 末端側に ､ ア クチ ンケ ー ブル上を走 るモ
ー タ ー タ ンパ ク質

で あるミオ シン に類似 した構造の ミオ シン様 ドメ イ ン ( 約 8 0 0 ア ミノ 酸) を持 つ タ ン

パ ク質 ( c 5 m A .; 1 8 5 2 ア ミ ノ 酸) を コ ー ドして おり ､ 筆者の所属 す るグル ー プによ っ

て 初めて 単離され た(F ig .) ｡ c s m A の破壊株 で は ､ 菌糸の 途中 が膨らむ バ ル ー ンや菌糸

の 中に新た に菌糸が生 じる菌糸内菌糸の 形成が 見 られ る こ とか ら､
c s m A が細胞壁合

成の 極性の 維持 に関わ る こ とが示 唆され ､ そ の機能に両 ドメイ ンが 必要で ある こ とも

示 され て いる ｡ 近年 ､ ミオ シ ン様 ドメイ ンを持 つ キ チ ン合成酵素遺伝子の 存在が ､ 他

の 糸状菌や菌糸型の 形態を とる真菌におい て 明らか とな り始めて おり ､ こ の タイ プの

遺伝子 はゲノ ム 配列の 公開され て いる中で A sh b y a g o s sJ P ii 以外の全て の 子の う菌類の

糸状菌にお い て 2 種類ずつ 存在し ､ それ ら遺伝子の コ ー ドするタ ン パ ク質はそれぞれ

クラス Ⅴ と Ⅴ.Ⅰ に分類され る(Fi g .) ｡ その 中 にはその 生物の 病原性に必須 で あるもの も

含まれ て いる ｡ こ の タイ プの キチ ン合成酵素遺伝子 は ､ 接合菌類や担 子菌類 の 糸状菌

にも存在するが ､ 酵母 S a c ch a r o m y c e s c e r e vis ia e . S c hiz o s a c ch a f V m y C e S P O m b e には存在 し

な い こ とか ら､ ミオ シ ン様 ドメイ ンを持つ キチ ン合成酵素が糸状菌に普遍的に存在し
､

糸状菌特有の 機能を持つ ことが予想される ｡ そ こ で本研究で は C s m A の機能解析を行

い ､ 更 に A . n id u l a n s にもう 一 つ 存在するミオ シン様 ドメイ ンを持 つ キチ ン合成酵素 を

コ ー ドする遺伝子 c s m B を単離し､ その 機能と c s m A と C s m B の機能的相関に つ い て

a) 解析を行 っ た ｡
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1 . C s m 阜 の存在状態 と発現制御
1)

C s m A の細胞内での 存在状態を解析するた め､ その C 末端に 9 コ ピ ー

の H A の タグ

が付加され正常な機能を有する C s m A - H A を ､ 野生型 c s m A の代わり に発現 できる株

( C A 2 株) を作製 した c 抗 H A 抗体で W e st e rn 解析を行な っ たと こ ろ ､ S D S -P A G E
.

上

でそ の ア ミノ酸配列か ら予想され るサ イズに近い約 2 1 0 k D a の 位置にバ ン ドが見 られ

た ｡ また培養時間の 経過 に伴 い C s m A - H A が キチ ン合成酵素 ドメ イ ンとミオ シ ン様 ド

メイ ンの 間で切 断されて 存在する こ とが 示唆さゎた ｡

一

方､ c s m A が低浸透圧 条件下で

高発現する こ とを示 し ､ それ まで 単離され て いな か っ た c ∫∽ A の プロ モ ー タ ー 領域の

単離､ 配列決定を行い数種の 発現制御に関わる配列 の存在を示唆した c

2 . C s 雌 析
2)

糸状菌の 先端生長 には ､ 細胞壁キチ ンの 極性的な合成が 必須 で ある ｡

一

方 ､ ア クチ

ン細胞骨格は菌糸の 極性を決定 する うえ で重 要な役割を担 っ て い る ｡ C 5 m A はミオ シ

ン様 ドメ イ ンを介 して ア クチ ン細胞骨格 と極性的な キチ ン合成を つ な ぐタ ン パ ク質 で

あ る こ とが 予想 され た こ とか ら､
c s m A の 菌糸内で の 局在とミオ シ ン様 ドメイ ンの 機

能につ いて解析を行 っ た ｡ まず､ c s m A とアクチ ンの 関連につ いて検討するため ､ C A 2

株にお いて 抗 H A 抗体と抗ア クチ ン抗体を用 いた 間接蛍光抗体法 に よ りそれ ぞれの 局

在を解析 し ､ C s m A - H A が菌糸先端と隔壁 形成部にお い て ア クチ ンと非常に近接 した部

位に局 在化して い る こ とを示 した ｡ 抗 H A 抗体を用 い た免疫沈 降実験で はアクチ ンが

C s m A - H A と共沈するが ､ ミオ シン様 ドメイ ンを欠失させた もの とは共沈しな い こ とか

ら､
c s m A の ミオシ ン様ドメイ ンが in viv o で アクチ ンと結合する こ とが示唆された ｡

また 間接蛍光抗体法 におい て ､ ミ オシ ン様 ドメイ ンを欠失させ た変異型 c s m A - H A は

菌糸先端 ､ 隔壁 形成部 に局在化せ ず､ c s m A の 正 常な局在化にミオ シ ン様 ドメ イ ンが

必 要 で ある こ とを示 した ｡ 次に､ ミオ シ ン様 ドメイ ン の モ
ー

タ ー 活性 に つ い て検討す

るた め ､ ミオ シン様 ドメイ ン におけるモ
ー

タ
ー

活性に必須 と考えられる A r P 結合部位

に変異を導入 した変異体を野生型 c s m A の 代わり に発現 する株を作製 した
｡

しか し
､

表現 型や変異型 c s m A の 局在に異常が見 られ ず､ ミオ シ ン様 ドメイ ン の モ
ー

タ
ー

活性

が c s m A の局在化, 機能に必須 で はな い こ とが示唆され た ｡ そ こ で ､ ミオ シン様 ドメ

イ ン とア クチ ン との 結合の 重要性を検討 した ｡ ミオ シ ン様 ドメ イ ン の アクチ ン結合領

域と予想され る部位に変異を導入 した変異体を野生型 c s m A の 代わ り に発現する株を

作製 した ｡ 表現型は c ∫∽ A 破壊株と類似 して おり､ 変異型 c s m A の 局在も異常で あ っ

た ｡ 更 に ､ ミオ シン様 ドメイ ンを in v it r o で合成 し ､ F- ア クチ ンとの p ull-d o w n 実験を

行う こ と によ り ､ 上記の 変異を有するミオ シ ン様 ドメイ ン と F - アクチ ンとの 親和性 が

低下 して い る こ とを示 した ｡ 以 上の こ とか ら､ ミオ シン様 ドメ イ ンの 機能 にはア クチ

ン と結合する こ とが重要 で ある こ とが 示唆され ､ C s m A が ミオ シ ン様 ドメ イ ン とア ク

チ ンの 結合を介 して ､ ア クチ ン細胞骨格依存的に細胞内で 局在化 し極性 的な細胞壁 合

成に関わる こ とが示唆された ｡



卿 β の機能的相関関係の 酔析
3)

こ れ まで
-

つ の 生物におい て は ､ ク ラス V と v I に分類される キチ ン合成酵素を コ

- ドする遺伝子 の どち らか 一 方の 破壊株が作製され 解析され て い る もの の ､ 二 重破壊

株の 作製は報告され て おらず､ 両者の機能的関わ りは不明で あ っ た ｡ そ こ で A . n id u l a n s

にお ける ミオ シ ン様 ドメ イ ン を持 つ キチ ン合成酵素を コ ー ドする もう
一

つ の 遺伝子

c s m B を単離 し､ それ自身の機能と ､ また c s m A との 機能的相関に つ い て の 解析を行 っ

た ｡ まず c s m B 破壊株を作製した とこ ろ ､ c s m A 破壊株と類似した 表現 型が見 られ ､ 両

者の機能の 類似性が示 唆された . 次 に ､ c s m A と c s m B の 二 重破壊を試みたが ､ 合成致

死 となる こ とが示 された o そ こ で ､ c s m B が破壊され ､ c s m A の 発現 が制御可能な株を

作製 した ｡ こ の株を c s m A の 発現 を抑制する条件 で生 育さ せた と こ ろ , 著しい 生育の

遅れが見 られ ､ 単独破壊株で見られる表現型の 他に先端生 長に重篤な異常が見られ た｡

こ の ことか ら､
c s m A と C s m B が先端生長におい て 相補的な機能を持つ こ とが示唆さ

れた
c 逆に

､
c s m B が破壊された株で c s m A の 発現量を増加 させて も､

c s m B の破壊に よ

る形 態異常を抑圧 する こ とはで きず､ 両者の機能が異な る こと も示唆された ｡ c ∫∽ A と

c s m B は プロ モ ー タ ー 領域を 共有するよう に染色体上 に位置 し
､

c s m B は低浸 透圧条件

下で c ∫∽ A と同様にそ の m R N A 量が多い こ とが示 された ｡
C s m B の機能をタ ンパ ク賃

レ ベル で検討するた め ､ そ の C 末端に 3 コ ピ ー

の F L A G タグが付加 されほぼ正常な機

能を有する C s m B - F L A G を野生型 c s m B 代わ り に発現 する株を作製 した ｡ そ し て ､

c s m B - F L A G が菌糸先端 と隔壁形 成部位 にお い て ア クチ ン近 傍に局在化する こ とを示

し､
C s m A - H A と も近接 した領域に局在化する こ とを示 した ｡ 更 に､ C s m B の ミオ シ ン

様 ドメイ ンと F - アクチ ンとの結合をi n vit ro で示 した o
こ れらの こ とから､ c s m B も c s m A

と同様 にミ オ シ ン様 ドメイ ン とアクチ ンの 結合を介 して 局 在化 し極性的な細胞壁合成

に関わ る こ と ､
c s m A と c s m B の 条件的二 重変異株 の 表現型 を考え合わせ ると , その 両

者の 菌糸先端における機能が正常な先端生長 に必須 で ある こ とが推定され た｡

糸状菌の 先端生長 には ､ 細胞壁キチ ンの 極性的な 合成が 必須 で あ り ､

一

般的 に糸状

菌の細胞壁の キチ ン含量は ､ 酵母 S . c e r e vi si a e の もの よりずっ と多い ｡ これ らの こ とか

ら､ 糸状菌はキチ ン合成を 時空間 的により厳密に制御するた め に､ 特有の 機構を持っ

て い る可能性 がある ｡ C s m A と C s m B はミオ シ ン様 ドメ イ ンを有する こ とで 極性の 決

定 に関わ る ア クチ ン細胞骨格 と相互件用 し､ より複雑な 糸状菌特有の キチ ン合成を可

能にする極め て重要なタ ンパ ク質で ある こ とが考え られる ｡
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