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キノコは近年､食品 ･医薬品として､または特異的酵素を生産する生物とし

て貴重な遺伝資源であることが認識され､その利用が盛んになっている｡食品

としての利用だけからみても､キノコ全体の国内産出額は約 2000億円であり､

トマト (約 1900億円)､みかん(約 1800億円)よりもその額は大きく (農林水産

省統計情報データベース 2000年資料)､日本人の食生活に重要な位置を占めて

いることがわかる｡また､古くから漢方薬 ･生薬として利用されてきたが､近

年では特にキノコの生産する多糖類の抗腫癌性や免疫調節機能活性(wasser

2002)､あるいはアルツハイマー型痴呆症などの中枢神経系疾病や末梢神経系の

疾病の予防と治療に応用することが期待される神経成長因子 (neⅣegrowth

factor;NGF)の合成促進物質(Kawagishietal.1993)に注目が集まるなど､医薬と

しても重要な資源として利用され､また研究が続けられている｡さらに､キノ

コは難分解性のリグニンを含む木材を分解し得る唯一の微生物で､森林の資源

循環に欠かせない存在であると言われてきたが､この難分解性物質の分解能が

注目され､芳香族有害塩素化合物であるダイオキシン類､pcB 及び DDT､さ

らに内分泌撹乱物質 (いわゆる環境ホルモン)であるビスフェノール Aなどの

難分解性有害物質の分解に関する研究がなされている (Yadavetal.1995;Takada

etal.1996;Dietrichetal.1995;Hiranoetal.2000;Tsutsumietal.2001)｡この特異な

機能を利用してこれらの有害物質に汚染された土壌を無害化する､いわゆるバ

イオレメディエーションへの応用も検討されており､これらの物質の分解過程

で働くキノコ由来のユニークな酵素群は非常に貴重であるといえる｡

キノコとは､糸状の細胞である菌糸で体が形成されている真核性の菌類のう

ち､胞子を形成する際に､子実体という肉眼でも容易に識別できるほどの大型

の生殖器官､いわゆる ｢きのこ｣をつくる菌類の総称である｡最近の分類では

菌類はツボカビ門､接合菌門､子のう菌門及び担子菌門の4グループに大別さ

れるが､きのこを形成するのは担子菌門のうちの約 6割の種､子のう菌門に属

する一部の種､さらにごく少数の接合菌門に属する種である｡このうち､シイ

タケ(Lentinulaedodes)､エノキタケ(Flammulinavelutlbes)､マツタケ(Tricholoma



matsutake)､スエヒロタケ(Schizophyllum commune)など有用種の多くは担子菌類

に属している｡

担子菌の代表的な生活史をネナガノヒトヨタケ (Coprinuscinereus)を例に取

り､交配から二核菌糸の形成､そして子実体形成に至る過程について Fig.1-1

に示した｡-核菌糸は単相核(n)の菌糸であり､分岐しながら成長してコロニー

(菌糸体)を形成する｡-核菌糸はオイディアと呼ばれる無性胞子を着生する｡

二つの-核菌糸が出会うと､両者の間で菌糸融合が起こる｡性が互いに異なる

菌糸の間で融合が行われた場合には重相(n+n)の二核菌糸が形成される｡二核菌

糸において､二核は融合することなく同調分裂を繰り返し､-細胞あたり二核

を維持しながら菌糸生長を進める｡これは､動物 ･植物などにおいて､卵と精

子の核が受精直後に融合して複相核 (2n)を形成するのとは大きく異なり､キ

ノコの生活史における最も大きな特徴の一つである｡細胞分裂過程における二

核の同調分裂はクランプ結合を伴う｡一つの核がクランプ内に入り､もう一つ

の核はその下に位置し(Fig.1-1①)､同調分裂が起こる(Fig.1-1②)｡次に隔壁

がクランプと菌糸にそれぞれ形成される(Fig.1-1③)｡この段階では先端細胞が

二核､クランプ細胞が-核､次端細胞が-核という状態になる｡その後､クラ

ンプ細胞と次端細胞が融合し､クランプ細胞内の核は次端細胞へ移動する(Fig.

1-1④)｡このような細胞分裂過程を経て二核菌糸は栄養生長を続け､菌糸体が

ある程度の大きさになると光､温度､水分､栄養などの様々な環境情事馴こ反応

して子実体を形成する｡そして子実体内の担子器において核融合による複相(2n)

化と､その直後の減数分裂による単相(n)化が起こり､結果として単核の担子胞

子が形成される｡担子胞子は発芽して-核菌糸が生じ､有性過程が一巡する｡

担子菌の交配はそれに特異な性質がいくつかあるが､その一つとして-核菌

糸の性 (交配型)を決定する因子の存在が挙げられる｡多くの種においてその

性は二対の連鎖していない交配型遺伝子､A 及びB によって決定されており､

-核菌糸における交配型はAXBYのように表される｡A､Bとも対立遺伝子が多

数兄いだされており､A､B いずれも異なる組み合わせの場合でのみ二核化が

起こるO例えば A6B2を持つ菌糸とA5B5を持つ菌糸の場合に和合性となり､

それらの間で交配が成立するが､A6B5とA6B2､あるいはA5B2とA6B2のよう

な組み合わせでは交配しない｡これらの二つの交配型遺伝子のうち｣ 遺伝子は

細胞分裂過程におけるクランプ細胞の形成と二核の同調分裂過程を支配してお

り､β遺伝子は核移動とクランプ細胞の次端細胞への融合を支配している(Fig.
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1-1).もう一つの担子菌の交配における特徴的な現象として､二核菌糸とまた

別の-核菌糸との間の交配の成立が挙げられる｡二核菌糸の伸長生育過程に秦

いて適当な-核菌糸に出会うと､二核菌糸の一方の核はそれまで対合していた

核を捨て､その-核菌糸の核と対合を行い､新たな組み合わせの二核菌糸を形

成する｡この二核菌糸と-核菌糸の間の交配はブラ一現象として古くから知ら

れており､ "ダイモン交配(dikaryon-monokaryonmating;di-mommating)"と呼ば

れる(Buller,1930)｡上記のような性の決定機構､あるいは一旦成立した二核菌

糸でさえもさらに核の交換ができるという交配の仕組みは､結果として多様な

遺伝形質の組み合わせを生み出すことになり､様々な環境の変化に適応し､生

き抜くための担子菌類の巧みな戦略であると考えられる｡

前述のように担子菌を含むキノコ類は食品や医薬などの貴重な遺伝資源であ

り､きわめて実用的な有用性が高いにも関わらず､晴乳類､酵母､バクテリア､

植物などの他の生物に比べて､その遺伝学的研究基盤は十分に整備されていな

いのが現状である｡他生物に比べると､遺伝子情報も少なく､染色体数すらは

っきり分かっていない食用種もある｡今後､有用品種の効率的な育種法の確立､

また有用成分や酵素の高度利用を計るためには､遺伝的情報を十分に集積し､

分子生物学的手法を大いに活用していく必要がある｡そのためには担子菌のモ

デル研究系を確立することが効率的であると考えられる｡植物の分子生物学的

研究においてはシロイヌナズナ(Arabidopsisthaliana)やイネ(oryzasaliva)がモデ

ル生物として扱われ､全ゲノム情報や生理 ･生化学的情報が急速に蓄積し､そ

の情報を他の有用植物に還元することにより､様々な植物種で種々の解析が急

速に進んでいる｡このように､あるモデル種の先端的研究情報が他種の研究進

行に対して重要な情報源になることは明白である｡同様に担子菌でも独自のモ

デル研究系を確立し情報を蓄積していくことが､担子菌研究全体の発展に繋が

るであろう｡

担子菌の中で種々の研究が最も進んでいる種の一つにネナガノヒトヨタケが

挙げられる｡本菌は一般に食用とはされていないが､多くの有用種と共通する

生活環を持っており､また比較的簡単な培地上で生育し､同じ培地で植菌後 10

日から 2週間ほどの短期間で子実体を作り､胞子を形成するという特性を持っ

ている.この短い生育環を活かし､性的按合性に関わる交配型因子や子実体形

成に関わる遺伝子の同定と機能解析､さらに染色体構成の解明など基礎的研究
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が広範に行われている(PUKKILAandCASSEIJON 1991)｡これらのことから､ネナ

ガノヒトヨタケは担子菌のモデル生物として扱うための条件を満たしていると

考えられる｡そこで本研究では､本菌を対象として分子生物学的手法を適用す

るための基盤となる技術の開発を試みたものである｡

近年の生物学の大きな発展として､大腸菌や酵母､ヒト､シロイヌナズナを

はじめとするあらゆる種類の生物で全塩基配列の決定､すなわちゲノム情報の

解明が進んだことが挙げられる｡現在の生物学研究ではゲノム全体を僻徹しな

がら個々の遺伝子 ･蛋白質解析を行い､さらに個々の因子間での相互作用を網

羅的に解析し､生命現象全体を明らかにするという流れにある｡ネナガノヒト

ヨタケでは 2003年に全塩基配列情報が公開され､担子菌においても遺伝情報

全体を見据えた研究を行うことが可能となった｡その結果､遺伝子レベルでの

研究が急速に進むことが予想され､遺伝子解析の基盤となる技術がさらに重要

となってくる｡そのような状況の中で本研究ではネナガノヒトヨタケの研究基

盤となる技術として､簡便な DNAマーカーの開発､それを活用した遺伝地図

の作成､さらに遺伝子組換え体選抜に用いるマーカー遺伝子の開発を行った｡

まず第2章では担子菌における DNAマーカー利用法の確立を目的として､

randomamplifiedpolymorphicDNA(RAPD)法の適用を試みた結果について述べ

る｡担子菌の種の識別は主に子実体の形態で行われるが､菌糸の段階では形態

による同定が困難であるため､DNAマーカーの利用が適していると考えられる｡

また種内系統を識別できるDNAマーカーが確立すれば､遺伝解析や品種識別､

DNAマーカー育種法などに適用できる.しかしながら担子菌類は遺伝子情報が

それほど十分でなく､簡便かつ多数のマーカーを利用する手法の確立が必要で

ある｡そこで第2章ではRAPD法の適用により得られたDNAマーカーにより､

ネナガノヒトヨタケ及び近縁種の種及び系統の識別が容易に行えることを実証

し､さらにマツタケとその近縁種へ適用を検討し系統関係を明らかにした｡ま

た､ネナガノヒトヨタケにおいて遺伝マーカーとして利用できることを確認し

た｡

第3章ではネナガノヒトヨタケのゲノム解析の基盤となる遺伝地図の作成に

ついて述べる｡遺伝地図はゲノム解析を行う上で､染色体全体を傭撤するため

にも不可欠である｡ネナガノヒトヨタケではこれまでに表現型や生化学的マー

カーによる連鎖地図が作られているが､染色体全域をカバーする連鎖群は得ら

れていない｡そこで本章では､第2章でその有用性を示した RAPD マーカーを

5



主に利用して､ネナガノヒトヨタケにおける連鎖地図を作成した｡またこの連

鎖地図を応用し､ゲノム解析の一環として染色体長多型(Chromosomelength

polymorphisms;CLP)の解析を行った｡

第4章ではネナガノヒトヨタケの効率的遺伝子組換え系の開発を目的として､

遺伝子組換え選抜マーカーとして利用可能な薬剤耐性遺伝子をクローニングし

た結果について述べる｡個々の遺伝子機能解析を行う上で､今や遺伝子組換え

法は必須の技術である｡これまでネナガノヒトヨタケの遺伝子組換え試験は､

トリプトファン要求変異株を宿主にトリプトファン合成遺伝子を選抜マーカー

として利用する実験系が主に利用されてきている｡しかしながら､この系では

宿主株が栄養要求性株に限定されるという問題点がある｡本研究ではネナガノ

ヒトヨタケの野生型株が生育阻害を起こす薬剤フル トラニルに対して､突然変

異により抵抗性を獲得した株から原因遺伝子をクローニングし､この遺伝子が

野生型株においても優性を示す組換え選抜マーカーとして利用できることを実

証した｡さらに抵抗性獲得機構に関しても考察を行った｡

最後に第5章では､第2章から4章まで述べた､担子菌の種や系統識別にお

ける RAPDマーカーの有効性､ネナガノヒトヨタケの連鎖地図の構築とその応

用､さらにネナガノヒトヨタケの遺伝子組換え体選抜マーカー遺伝子の開発に

ついて､総合的な考察を行い､本研究に関する総括を行った｡
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第 2章

RandomamplirledpolymorphicDNA(M D)法

を利用 した担子菌の種及び系統識別法の確立

(1)緒言

担子菌の種識別は主に子実体の形態によって行われているが､一旦分離 ･培

養した菌株については､再度種同定を行うことは容易ではないO実験室の環境

で子実体を着生させることができる種は限られているため､菌糸から種や系統

を識別できる簡便な方法は非常に有用である｡これまでに担子菌においては､

アイソザイム分析やrestrictionfragmentlengthpolymorphisms(RFLP)法などが､

西洋マッシュルームAgaricusbisporus､シイタケLentinulaedodes､Pleurotus属

及び coprinus属に適用され､種や系統の遺伝的変異の解析が行われている

(RoyseandMay1982;Royseetal.1983;Wuetal.1983;Castleetal.1987,1988;

Loftusetall1988;Magaeetal･1990;Kulkarnl1991;Sagawaetall1992;Hoppleand

Ⅵlgalys1994)0

RandomamplifiedpolymorphicDNA(M D)法は､任意配列の約 10塩基長の

プライマーを用いた pcR法により DNA 断片を増幅する方法で､分子マーカ

ーとしての有効性が示されている(williamsetal.1990)0RAPD法はRFLP法な

どと同様にDNAの変異を検出することができるが､RFLP法とは異なり､DNA

配列情報やプローブ用 DNA断片などが必要なく､非常に簡便な方法である｡

RAPD法は様々な生物において系統解析や雑種同定､連鎖解析などに利用され

ており､担子菌ではAgaricusbrulmeSCenSの種同定､A.bisporus及びLaccaria

bicolorの連鎖地図作成､coprinuspsychromorbidus及びGanodermalicidumの系

統解析に適用されている (mushetal.1992;Doudricketal.1995;Larocheetal.

1995;Hseuetal･1996)｡

本章ではネナガノヒトヨタケ及びその近縁種 (coprinus属)へ RAPD法を適

用し､種及び系統識別への利用を検討すると同時に､RAPDの遺伝マーカーと

しての有用性を検討した｡さらに､その応用としてマツタケを対象に本法の適

用を試みた｡マツタケは日本において非常に商業的価値が高いため､特に子実

体の人工培養に関する研究には大きな期待がかかる｡そのため各種研究のため
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の菌株管理は重要であり､菌株の維持管理には､簡便な種 ･系統識別法の開発

が必要とされる｡また､マツタケ及びその近縁種の子実体は稀少でありその形

態を基にした分類が十分でないため､未だ種の分類は暖味である｡したがって

これらの分類を行うことができる材料となり得るような遺伝情報の集積も必要

である｡本章では RAPD法の適用によりマツタケを近縁種から識別する手法

を確立し､さらに近縁種との系統関係も検討した｡

(2)材料及び方法

1)菌株及び培養条件

供試したネナガノヒトヨタケ近縁種及びマツタケの近縁種の菌株はTableII1

1に示した｡菌糸培養､胞子発芽､交配及び子実体培養にはMalトYeast-Glucose

(MYG)培地 (10g/lモル トエキス,4g/1酵母エキス,4g/lグルコース;Raoand

Niederpruem1969)に15g/l寒天を添加して用いた.ネナガノヒトヨタケ近縁種

は培養温度 30oCで､12時間照明と12時間暗黒を繰り返す条件で培養を行っ

た｡マツタケ近縁種では培養温度を20oCとした｡DNA抽出の際には液体MYG

培地で静置培養を行った｡

2)ダイーモン交配 (dikaryon-monokaryon(di-mom)mating)

ネナガノヒトヨタケの交配試験はMYGプレート培地上で行った｡二核株と

単核株との対峠培養を行い､単核株側から生じた菌糸コロニーの周辺部に､二

核菌糸に特徴的なクランプ構造を持つ菌糸が生じた場合に､交配 (ダイーモン

交配)が成立したと判断した｡

3)M D解析

菌糸由来のDNAはDoyleandDoyle(1987)の方法によって抽出した｡RAPD-

PCR法についてはwilliamsetal.(1990)の方法を一部変更して行った｡pcR反

応液は 10mMTrisHCl(pH8.3),50mMKCl,1.5mMMgCl2,各0.2mMのdATP,

dCTP,dTTP及びdGTP,1FLMのRAPDプライマー,0.4UrTaqDNAポリメラー

ゼ (Takara)､及び 10ngゲノムDNAを含み､液量10FLlとなるように調製し､

ミネラルオイルを重層した｡反応液は94oCで 2分間熱変性を行った後､1サ
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Tablell-1.StrainsofColmnuSandTrichoZomaspeciesexamined.

Species Stmin Source(collectionsites)

CoprmusangulatusPeck

C.atTTamentariusPull∴Fr.)Fr･

CICinereus(Schaeff.:Fr.)S･FL

Gray

C.comatus(Muller:Fr.)

C.disseminatus(Pers.:Fr.)

C.micaceus(Bull.:Fr.)Fr･

Csp(speciesunkoWn)

7TT･icholoTnamatSutake

(S･Ito皮Imai)Sing･

Tcaligatum(Viv.)Ricken

TmagTu-velaT･e(Peck)Readhead
comb.nov

TbakamatsutarkeHongo

TPuvocastaneumHongo

225 0kayamaUnlV･1)

516 0kayamaUnivl1)

624 0kayamaUnlV･1)

711 0kayamaU血V･1)

MAI甲430151 G.B.2)

wild NFRP)

5005 0kayamaU山Ⅴ･1)

5309 0kayamaUnlV･1)

5312 0kayamaUniv･1)

5338 0kayamaUniv･1)

5348 0kayamaUniv･1)

FRI protoplastregenerantofFisC4)

2

汀

m

Sjp]

NFRI

NFRI

ForestryandForestProducts
ResearchInstitute

A342S ForestryandForestProducts
ResearchInstitute

MAFF425079 G.ち.

MAFF460031 G,B.(Hyogo,Japan)

MAFF460037 G,B,(Aomori,Japan)

MAFF460051 G.B.(Yamanashi,Japan)

MAFF460052 G.B.(HDkkaido,Japan)

MAFF460057 G.B,(China)

MAFF460070 G.B.(Kumamoto,Japan)

MAFF460101 G.B.(Korea)

MAFF460044 G.B.(Algeria)

MAFF460064 G･B･(Algeria)

MAFF460081 G･B･(U･S,A,)

MAFF460025 G･R(Aomori,Japan)

MAFF460087 G.B.(HDkkaido,Japan)

MAFF460028 G.B.(Kohchi,Japan)

MAfF460029 G.B.(Kyoto,Japan)

MAFF460030 G且(Kyoto,Japan)

1):MaintainedatNationalFoodResearchInstituteformorethan10years･
2):GeneBankofMinistryc.fAgricultureForestryandFisheries,Japan･
3):NationalFoodResearchhstitute.
4):FistwassuppliedfromtheUniversityOfTokyD,maintainedatNFRlformorethan10years1
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イクルあたり94oCで30秒間の熱変性,36oCで1分間のプライマーアニーリ

ング,及び72oCで2分間のDNA伸長反応を行う過程を45回繰り返し､最後

に 72oCで 2分間の伸長反応を行う条件で反応させた｡使用した RAPDプラ

イマーはTableII-2に示したO増幅した DNAは 1.6%(W/V)アガロースゲルで

電気泳動を行い､エチジウムブロマイ ドで染色後､紫外光下で写真撮影した｡

4)データ解析

明瞭な多型性を示したバンドについて､系統ごとにその有無を調査した｡あ

る2系統 (i及びj)の類似度siHま以下の式､

Sij=(a+d)/(a+b+C+d)

(a;2系統 i及びjともに存在するバンド､b;系統iにのみ存在するバンド､C;

系統 jにのみ存在するバンド､d;2系統 i及びjともに存在しないバンド)に

て算出した (sokalandMichener,1958)｡あらゆる2系統の組み合わせに関して

この類似度を算出し､unweighted-pair-group法(sneathandSokal1973)を用いて

クラスター解析を行った｡

(3)結果及び考察

1)Coprinus属における種の識別

TableII-1に示したcopritmS属の菌株 17系統に対しTableII12に示したRAPD

プライマーでPCR反応を行った｡ Fig.ⅠⅠ-1A,Bに典型的なRAPD解析の結果

を示した｡同じ種に属する株間 (それぞれレーン 3-7,8-ll,及び 12-13)

では分子量が同じ数本のDNA断片がみられ､類似した RAPDパターンを示す

のに対して､異種間ではRAPDパターンが著しく異なっていた｡なおcoprinus

属のすべてに共通するDNA断片は認められなかった｡これらのことは他の10

種のプライマーで分析しても同様であったOこれらの結果から Coprinus属に

おいて種の識別が可能であると考えられた｡

農林水産省農業生物資源研究所のジーンバンクに保存されている菌株のうち

属名は coprinusであるが種名が特定されていない菌株 425079について種の同

定を試みた｡この株のRAPDパターンはFig.ⅠⅠ-1A及びBのレーン2に示して

いる｡供試したすべてのプライマーで 425079株は明らかにネナガノヒトヨタ
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TableII12.RAPDprimersusedfordiscriminationofCoprlnuSStrainsandTricholoma

strains.

Sequence(5'to3') Sequence(5'to3')

ForCoprlnuSStrainsGACTAGCCTC

GTArCGCGGT

TGGGCACTGA

TGGTCACCGA

TGCGTGm G

TTCGAGCCAG

AGTGGAAGGT

ArGCCTACAG

AGCGCCAITG

CACm GTCC

CTCACCGTCC

CACCGTÅrCC

ForTricholomastrainsGGCTCATGTG

GGCACTGAGG

AGGGCCGTCT

ACGACCGACA

GTCAGGGCAA

GACCGm GT

GTGArCGCAG

TGCCGAGCTG

GTTGCGArCC

GGTGACTGTG
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ケと共通の RAPDバンドを有していたが､他種の株に対しては共通パターン

が見られなかった｡したがってこの株はネナガノヒトヨタケであると同定した｡

さらにこの種同定の信頼性を確認するために､交配試験を行った｡ここでは特

に 425079株が二核株であるため､ネナガノヒトヨタケの3種の単核株 (FR-1,

5005,及び 5048､それぞれ異なる交配型を持つ)との間でのダイーモン交配が

成立するか否かを検討した.その結果､5005株と5048株のコロニー周辺に二

核菌糸に特徴的なクランプ構造が見られ､交配の成立が認められたため､425079

株はネナガノヒトヨタケであることが確認できた｡

本研究で得られた RAPD パターンは異なる種間ではほとんど類似性が見ら

れなかったため､供試した coprinus属の系統関係を RAPDパターンの類似性

に基づいて推測することは不適切であると考えられる｡しかしながら､ここで

示したように種名が不明な株の種同定を容易に行うことが可能であったことか

ら､種間の低い類似性は Coprinusに属する種の識別を行う上で非常に有効で

あるということができる｡

2)ネナガノヒトヨタケとヤケノヒトヨタケ (C.angulatus)の株識別

同じ種に属する株間のRAPDパターンには多型を示すDNA断片も見られた｡

ネナガノヒトヨタケ 7株についてプライマーTrCGAGCCAGを用いて得られ

た RAPDパターンではこの種に共通の断片に加え､多型性を示す 5本の断片

が得られた (Fig.ⅠⅠ-2A)｡わずか 1種類のプライマーで得られたこれら5本の

多型を示す断片の組み合わせで､Fig.ⅠⅠ-2Bに示すとおりネナガノヒトヨタケ7

株を識別することができた｡

同様にヤケノヒトヨタケ 4株について株識別を試みた｡Fig.Ⅰト2Cに示す通

り､プライマーTGCGTGm G では 2本､ もう一種類 のプライマー

GAm GCCTCでは1本の多型を示す断片が得られ､これら3本の断片の組み

合わせにより､ヤケノヒトヨタケ4株についても明確に株の識別を行うことが

できた(Fig.ⅠⅠ-2D)0

以上のように､RAPD法によりネナガノヒトヨタケ及びヤケノヒトヨタケで

はそれぞれの株間で多型を示す DNA断片を容易に得ることができ､これを利

用して､株の識別が可能であった｡このことから本法はシイタケなどの他の有

用担子菌の品種識別にも応用できると考えられる｡またこれらの多型断片は

種々の遺伝解析に利用できることが示唆される｡
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A
12 34 5 67 8 91011121314151617

B
1Z 34 5 6 7 8 91011121314151617

蓋 皇室呈喜童:皇≡…室

Fig.II-I.RAPDpatternsof15CoprlnuSStrainsin6SpecleS

AshowstheRAPDpatternsproducedwiththepnmerTGGTCACCGA,andBwith
AGCGCCATTG.Lanesland17,molecularsizemarkers(1amtxlaDNAdigested

with Hindlll);lane2,unknownspeciesofCoprinussp.425079;lanes317,C.

cinereuswild,5309,5312,5338and5348,respectively;lanes8111,C･angulatus
225,516,624and711,respectively;lanes12,13,C.comatus7TandllT,

respectively;lane14,C･micaceusA342S;lane15,C･disseminatusEO22;lane16,
C.atramentarius430151.
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Fig･lI-2･IdentificationofCoprinusstrainsbyRAPDmarkers･AshowsRAPDpatternsorsevenstralnSOf

CoprillaSCinereusprcducedwiththeprimerTTCGAGCCAG.Lane1,molecularsIZemarker(lambdaDNA
digestedwithHt'lZdIIl);lanes2-8,wild,5005,53(形,5312,5348,FRl,andCoprinus.sp.425079identlfledas

C･CiflereLLS'inFig･I-I,respectively･Arrowsindicatepolymorphicfragments･B･PresenceofFX)lymorphic
DNAfragmentrepresentedinFig･I-2A･"+"indicatespresenceofthemarker,and'1-"indicatesabsence.C

showsRAPDpatternsoffourstralnSOfC･angulalus･hnes1-4,225,516,624,and711,respectively,
producedwiththepnmerTGCGTGCTTG;andlanes5-8,thesamestrains,respectively,prducedwiththe

pnmerGACTAGCCTC･D･PresenceofpolymorphicDNAfragmentrepresentedinFig･2C･

14



3)ネナガノヒトヨタケの交配と減数分裂過程における RAPD マーカーの遺伝

様式

ネナガノヒトヨタケ FR-1株と 5005株とを交配して得られた二核菌糸と､

そこから減数分裂を経て得られた 18の担子胞子由来の後代に関して M Dマ

ーカーの遺伝様式 を調べ た｡ 2種 のプライマーTTCGAGCCAG 及び

CTCACCGTCCを用いて解析したところ､明確な多型性を示す断片 (T4-a,C,e

及び C5-a,b,C)が存在した (Fig.ⅠⅠ-3A及び B,レーン2及び 3)0Fig.Ⅰト3A及

びBのレーン4に示す二核株では､FR-1由来断片 (T4la,C及びC5lb,C)と､5005

由来断片(T4-6及び C5-a)の両方が存在していたことから､この株は両親株の

DNA を併せ持つ雑種であることが明らかであった｡この二核菌糸の担子胞子

由来の後代 (-核菌糸)では､多型断片のうち4本は互いに独立して分離した

が､FR11由来 T4-aと C5-bとは連鎖しており､一株でのみ組換えが認められ

た (Fig.Ⅰト3A,B,C)0

wuetal.(1983)はRFLP解析によりネナガノヒトヨタケの株間のDNA多型

を検出している｡しかしながらRAPD法はRFLP法のようにプローブDNAは

必要なく､また多くの担子菌のようにゲノム DNA 情報が十分にない種におい

ても､ゲノムの多様性を解析することができる｡したがって RAPD 法は担子

菌coprinus属においても有用な遺伝マーカーとして利用できると考えられるO

担子菌では西洋マッシュルームやシイタケ､ネナガノヒトヨタケなどで交配や

減数分裂の過程における遺伝子の伝達が､RFLPマーカーや RAPDマーカーな

どの分子マーカーを用いて観察されている (Castleetal.1988;Loftusetal.1988;

Summerbelletal.1989;Kulkani1991;Kbushetal.1992;FreedmanandPukkila

1997)｡本研究で示した通り､ネナガノヒトヨタケにおいても RAPD 法によっ

て､株特異的な DNA マーカーを多数検出することができ､それらが交配､減

数分裂を通して後代へ伝達することが明らかとなったoしたがって RAPD マ

ーカーはネナガノヒトヨタケのゲノム解析のための連鎖地図作成や連鎖地図の

利用による遺伝子クローニングなどに適用が可能であると考えられる0

4)RAPD法によるTricholoma属の種識別法の確立

Tricholoma属に分類されるマツタケとその近縁4種の15菌株について､Table

Iト2に示した 10種のプライマーを用いて RAPD 解析を行った｡ほとんどの

RAPDプライマーにおいて同一種内の系統間では共通の増幅断片が得られたが､
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異なる種の間ではそれぞれ特異的なRAPDパターンが認められた (Fig.Ⅰト4)｡

しかしながら､マツタケとオウシュウマツタケ (Tcaligatum)及びアメリカマ

ツタケ (Tmagnivelare)との間ではいくつかのプライマーで類似したM Dパ

ターンを示した｡そこでマツタケと他の2種との間の関係を､RAPDマーカー

の有無により詳細に検討したところ､7つのマーカーはマツタケ､オウシュウ

マツタケ及びアメリカマツタケに共通して存在し､4つのマーカーはマツタケ

及びオウシュウマツタケに､1つはマツタケとアメリカマツタケに共通して存

在したのに対し､10のRAPDマーカーはマツタケに特異的であった｡

Tricholoma属の近縁関係を検討するために 5種 15系統の菌株から得られた

192個のRAPD断片に基づいたクラスター解析を行った｡その結果､これら15

系統は従来の分類と完全に一致した 5つのグループに分類された (Fig.Ⅰト5)0

Tricholoma属5種すべてについて､種内系統間の類似度は種間のそれよりも明

らかに高かった｡すなわち､マツタケ種内の株間での類似度は 85%を越えて

いるのに対し､オウシュウマツタケ､アメリカマツタケ､ニセマツタケ (T

PLIvocastaneum)､及びバカマツタケ (Tbakamatsutake)のマツタケとの類似度

は､それぞれ52.0,41,8,38.7,及び24.6%であった｡マツタケに対し比較的類

似度が高かったオウシュウマツタケ及びアメリカマツタケでは､マツタケの

RAPDパターンと似たパターンを示すプライマーも存在したが､適切なプライ

マーを選択することにより､これち近縁種からマツタケを識別することは可能

であると考えられるO

マツタケには供試した4種に加えさらに2種(Trobustum及び Tzelleri)の近

縁種が知られている｡これら6種のうちオウシュウマツタケ及びアメリカマツ

タケは､子実体の形態､特徴的な香り､培養菌糸の特徴､"シロ"と呼ばれる

土中の菌塊の形状､さらに針葉樹と形成する菌根等の点からマツタケと非常に

近縁であると考えられてきた(ogawa1978;OharaandOgawa1982;Zellerand

Togashi1934).本研究のRAPD解析の結果は従来の形態学的な分類と一致し､

これら3種の近縁性を遺伝学的なレベルで確認することができた｡

マツタケとその近縁種は北半球に広く分布しているが､Tricholoma属の種の

分類は未だ十分に行われていないOオウシュウマツタケ(T caligatum)と称され

る種は北アメリカ､中央アメリカ､ヨーロッパ､北アフリカに分布しているが､

その中にはいくつかの異なる種が含まれているとみられる｡マツタケは東アジ

ア在来種と考える研究者もいるが､Kyt6vuori(1988)は､マツタケ(Tmatsutake)
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Fig.II-3･ InheritanceofRAPD markersinC･cinereusstrains.A showsRAPD pattems
producedwiththepnmerrIllCGAGCCAG,andBwithCTCACCGTCC.hne1,molecularsize

marker(lambdaDNAdigestedwithHindIII);lane2,FRl;lane3,5005;lane4,dikaryoticstrain

formedbythematingofFRland5005;lanes5-22,basidiospore-clonesproducedbythe

dikaryon.T4la,C,ande,andC51a-Cindicatepolymorphicfragments.Cshowsthesummaryof

thepolymorphicDNAfragmentsshowninpanelAandB.
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A , 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1,12,3,4 ,516

Fig.II4 RAPDpatternsofstrainsofT.matsulakeandrelated4SpecleS

AshowstheRAPDpattemsam plifiedwiththepnmerofGACCGCTrGT,andBwith
TGCCGAGCTG.Lane1,molecularsizemarker(lam bdaDNAdigestedwithPstI);lanes
218,T.matsulakeMAFF460031,MAFF46W37,MAFF46(氾51,MAFF460052,MAFF

46057,MAFF46070andMAFF460101;lanes9and10,T.caligatumMAFF46∝泊4
and MAFF 460044･,lane ll,T.magnivelareMAFF 460081;lanes12114,T.

jluvocastaneumMAFF46028,MAFF46(氾29andMAFF46(氾30,lanes15and16,T.
bakamatsutakeMAFF46(X)25andMAFF46087.
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T.mdsulukc

T:caEigatum

MAFF460031

MAFF460101

MAFF460037

MAFF460052

MAFF460070

MAFF460051

MAFF460057

MAFF460044

MAFF460064

T･n.agmivehzrelMAFF460081

T.JZuvocasLaTZe〟tn

T.bakamatsuthke

MAFF460028

MAFF46030

MAFF460029
MAFF460025

MAFF460087

1仰 80 60 40 20
Percenbgeofsimihrity(%)

Fig･II-5･Phylogenetictreeof升icholomaspeciesbasedon192RAPDfragments.
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は T caligatum グループの一種でヨーロッパや北アフリカに分布する T
nauseosum のシノニム (異名)であると述べているoマツタケ及び近縁種の類

縁関係を詳細に検討し､種の分類を明確にするためには､RAPD法などのDNA

解析による遺伝的情報が重要となるであろう｡
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(4)要約

担子菌のDNAマーカーとしてrandomamplifiedpolymorphicDNA(RAPD)法

の利用を検討した｡まず担子菌の種識別への利用を検討するため､ネナガノヒ

トヨタケを含む coprinus属6種の RAPDパターンを比較した｡その結果､同

じ種に属する系統間では類似した RAPDパターンが認められたのに対し､異

種間では著しく異なったパターンが認められたため､本法は Coprinus属の種

識別に利用できることが示された｡そこで､ヒトヨタケ属に分類されているが

種名が不明の株について RAPDパターンを検討し､ネナガノヒトヨタケであ

ることを同定した｡また､ネナガノヒトヨタケとヤケノヒトヨタケに関して､

それぞれ株間で多型を示す M D マーカーが容易に得られ､供試したすべて

の株を識別することが可能であった｡次に､マツタケ及び近縁 4種に RAPD

法を適用したところ､同様に､異なる種間ではそれぞれ特異的な RAPDパタ

ーンが認められ､種同定に利用できることが示された｡さらに供試したマツタ

ケ及び近縁4種について､RAPDマーカーを用いたクラスター解析により近縁

性を検討したところ､形態などから推察されてきた従来の近縁関係と同様の結

果が得られた｡さらに､ネナガノヒトヨタケにおける RAPDマーカーの遺伝

様式を検討した.菌株間で多型性を示す M D マーカーは､交配､減数分裂

を通してこれらが後代へ伝達することを確認したOしたがって､RAPDマーカ

ーは､ゲノム解析のための連鎖地図作成や､連鎖地図を利用した遺伝子クロー

ニングなどに適用が可能であると考えられる｡
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第 3章

RandomamplirledpolymorphicI)NA(… D)マーカー及び

restrictionfragmentlengthpolymorphisTnS(RFLP)マーカー

による担子菌 coprinuscinereusの連鎖地図の構築

(1)緒言

染色体全域に DNA マーカーが高密度に配置された遺伝地図はゲノム解析や

遺伝子単離等の研究を行う際に基盤となる基礎的な情報を与えるものである｡

これまでにネナガノヒトヨタケではランダムに選んだ胞子による解析と匹周包子

解析を組み合わせた連鎖地図がいくつか作られてきた(DayandAnderson1961;

Moore1967;North1987;Takemaru1982)Oその後､これらを統合した 10の連鎖

グループからなる連鎖地図が示されている (Casselton1995;North1990)｡ネナガ

ノヒトヨタケでは､遺伝子クローニングの際に目的の遺伝子が座乗する染色体

を同定するための DNA マーカーとして､これまで restrictionfragmentlength

polymorphisms(RFLP)(Botsteinetal.1980)が利用されてきた (Muragucbiand

Kamada1998,2000;Zolanetal.1992)｡一方､randomamplifiedpolymorphicDNA

(RAPD)法 (williamsetal.1990)は､前章で述べたように非常に有用な DNAマー

カーであるためこれまでに様々な糸状菌において遺伝地図の構築に用いられて

いるが (Forcheetal.2000;Kerrigan1993;Williamsetal.1991;XuandLesli61996)､

ネナガノヒトヨタケにおいては前章で示したように種または系統の識別に適用

されているに過ぎない (ⅠtoandYanagi1999;Itoetal.1998)｡ネナガノヒトヨタケ

のゲノムサイズは約 37.5Mbであり(Dutta,1974)､13本の染色体から構成され

ている｡これらの染色体は約 1-5Mbの範囲のサイズにあり､contouトClamped

homogenouselectricfield(CHEF)ゲル電気泳動により分画することができる

(pukkilaandCasselton1991)｡しかしながら､分画された染色体とこれまでに作

られた連鎖地図との間には部分的にしか対応が付けられて いないのが現状であ

る｡

本研究ではネナガノヒトヨタケゲノムの連鎖地図作成を行うために､野生型

株 KF3#2と交配型d及びB遺伝子の変異株(AmutBmut),#326とを交配して得ら

れた後代を用い､RAPD マーカー､RFLPマーカー､及び交配型遺伝子座(A 及
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び β)の連鎖関係を調べた｡その結果構築された連鎖地図は染色体数 13本と一

致する 13の連鎖グループから構成されている｡ネナガノヒトヨタケは異型接

合性の種であり､通常､交配型A及びBがそれぞれ異なっている-核菌糸間の

交配により､二核菌糸が形成され､その後の生育に伴い子実体を形成する (Fig.

Ill)O-方で､異なる交配型を持つ菌糸間での交配を行わなくても子実体を形

成する系統もあり､AmutBmut変異系統 (swamyetal.1984)もその一種である｡

この系統は交配型を決定する二つの因子のうちA遺伝子が変異した株とB遺伝

子が変異した株とを交配し､その担子胞子後代から選抜されたものである｡野

生型菌糸はA及びB遺伝子のそれぞれで異なる対立遺伝子を持つ菌糸間でのみ､

交配が起こるのに対し､この二重変異株は自らの菌糸間で和合性を示しホモカ

リオンを形成することができる｡またこの二重変異株は､野生型の二核菌糸と

同様､クランプ細胞の形成(hadaetal.2001)や､子実体の形成(chiuandMoore

1990;Granadoetal.1997;Kandaandlshikawa1986;Kandaetal.1989a,b;CummlngS

etal.1999)が起こる｡したがって､この二重変異株由来の単胞子に対し､さら

に変異処理を行って二核菌糸に特異的な表現型に関わる遺伝子に突然変異が生

ずれば､例えその変異が劣性形質でも､他の株と交配せずに単独で子実体を形

成することができるので､当代でその表現型が現れるOこのように AmutBmut

系統は二核菌糸独特の形質に関わる突然変異遺伝子のスクリーニングに有用で

あり､数多くの変異が AmutBmut系統の遺伝的背景に蓄積している.したがっ

て､AmutBmut系統のゲノム全体にわたる遺伝地図を構築することにより､こ

れらの変異遺伝子を迅速にマッピングすることが可能になるため､本系統の遺

伝地図は担子菌研究の広い範囲､特に形態分化の研究に利用されると考えられ

る｡

(2)材料及び方法

1)株と生育条件

野生型株 KF,#2(A91B91)とAmutBmut変異株#326を交配し､得られた後代を

マッピング集団とした010系統のA91B91後代について核型分析のために染色

体の CHEF電気泳動を行った｡核型の標準として#5302(A2B2)株を供試した｡

すべての実験において菌株の培養にはMYG培地(10g/1モル トエキス,4g/l酵
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母エキス,4g/lグルコース,15g/l寒天)を用いたo

2)交配型の判定

マッピング集団に属する各系統の交配型遺伝子判定は､Fig.ⅠⅠト1に示す手順

で行った｡まず菌糸を光学顕微鏡下で観察し､クランプ構造が存在するものを

Amut系統､ないものをA91系統と判定した.Amut系統はテスター系統 L491B91)

と対峠培養を行い､交配が成立し A91B91側のコロニー周縁部にクランプ構造

が見 られればAmutBmut系統､交配が成立しなければAmutB91系統と判定したo

A91系統についても同様にテスター系統(AmutB91)と対峠培養を行い､交配が成

立しクランプ構造ができればA91Bmut系統､交配が成立しなければA91B91系

統であると判定した｡

3)RAPD及び RFLP分析と各マーカーの連鎖解析

RAPD-PCR反応は 10mM TrisHCl(pH8.3),50mM KCl,2.0mM MgC12,各 0.1

mM のdArP,dCTP,dm 及び dGTP,0.2FLM のRAPDプライマー,0.4UrTaqDNA

ポリメラーゼ (Takara),10ngゲノム DNAを含む 15FLlの反応液に対し､94oC

で 2分間の熱変性の後､94oC-1分,36oC-1分,72oC-2分のサイクルを45

回繰 り返し､最後に 72oCで 2分の伸長反応を追加する条件で行った｡使用し

た 10塩基のオリゴ DNA プライマーは､100種類がオペロンプライマーセット

のうちの A,E,G,Q及び Sセット(オペロンテクノロジ一社)､10種類が Genosys

kit,GENll60(GenosysBiotechnologies)の R1-RIO､さらに 20種類の独自に設計

したプライマー (TableIIIl1;ItoandYanagi,1999;Itoetal.1998)､以上計 130種類

を用いた｡増幅産物は 1.4%(W/V)アガロースゲルで電気泳動を行い､エチジウ

ムブロマイ ド染色した後､Uv光下でゲルを写真撮影した｡

RFLP分析は､まずゲノミックDNA5〝gを制限酵素処理した後 0.8%アガロ

ースゲルで電気泳動を行い､ナイロンメンブレンにブロッティングした｡次に

GeneImagesKit(Amersham-Pharmacia)によりラベルしたプローブを用いてハイ

ブリダイゼーションを行った｡プローブとしては､#5302株由来の染色体特異

的 DNAクローン (Arimaetal.1996)､既知の遺伝子断片､及び切 り出した RAPD

バンドを用いた｡

RAPD 及び RFLPマーカーの分離パターンは MAPMAKER ソフトウェア

(Landeretal.1987)を用いて解析したD
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Fig･I一l-1 ]delllir]calio110fthematlngtypeOftheprogeniesderivedfit,mthebasidlOSPOre･ThematlllgtypesOfisolated

basidiosporelhalwasderivedfromtlledikarioticstrainbetweenIU3#2(A91B91)and#326(AmulBmul)were

ldentifledbytheobservationofclampcellandcrosslngabilltyfortlletesterSlrain･

1こa.ClampcellronllatiolllSCOlltl.01ledbythematlngtypeAgene AJthoughtlleStructureisnonTlallyobser､,edonlylnttle

dJkaryot】chypllaeOrtlleWildtype,tllCmC･nOkaryotichypllaePOSSeSSlngtlleAnluTgelleCanalsoproducetheclampcell

ThLLS.1rtlleStra川derivedrrolllbasJdlOSr)Orelladclampcel一,】twasidentlfledtopossesstheAmuTgene,andlrdldnot.it

wasidcntlr]edtopossesstheA91gene.

*b ToldentllytheBmatlngtype.thestI■alnVt′aSexaminedtodualculltlreWithtlletesterStrain(tlleStralnSW)thA91B91or

AmulB91)lltlleClampceHwasobservedatthecololly-SurrOundlJlgareaOrtheSb.alnWltllA91,tlleStrainwasdetemilledto

crosswiththetesterSlralnaLldtdeTltiriedtopossesstlleBmulgenelrtheclampconnccttonwasnotobserved,tlleStralnWas

)delltJrledtopossesstheB91gene
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TableIII-1SequencesofRAPDprimersdesigned･

Sequence(5'to3') Sequence(5'to3')
AGTGGAAGGT

ArGCm CAG

AGGGCGTAAG

AGCGCCAnlG

ACCGCGAAGG

TGGGCACTGA

TGGTCACCGA

TGCGTGm G

TTCGAGCCAG

m CCGGACG

l

つ山
3

4

5

1

2

3

4

5

G

G

G

G

G

C

C

C

C

C

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

GACTAGCCTC

GTCTACGAAC

GTAGACCCGT

GTATCGCGGT

GCACGGTACT

CACCGTATCC

CACm GTCC

CTGTACArCT

CCGCArCTAC

CTCACCGTCC



4)CHEF電気泳動

#5302,KF3#2,#326及び10系統の後代 C491B91)のオイディア (分裂子)か

ら調製したプロトプラス トを用いて､MuraguchiandKamada(1998)の方法に従

い､CHEF電気泳動用の試料 (プラグ)を調製した｡cliEF電気泳動は0.5ⅩTBE

中で0.8% PulseFieldCertifiedAgarose(Bio-Rad)ゲルを用いて行ったC泳動装

置としては CHEFMapper(Bio-Rad)を使用した｡泳動条件は以下の3ステップ

を連続して行った ;① 電圧 1.5V/cm で､電流方向の交換を 25分間隔からは

じめて 48時間後に50分になるよう連続的に増加させる､② 電圧 1.8V/cmで､

電流方向の交換を 15分間隔からはじめて 30時間後に 25分になるよう連続的

に増加させる､③ 電圧 2.4V/cmで､電流方向の交換を 8分間隔からはじめて

57時間後に 15分になるよう連続的に増加させる｡泳動後のゲルはエチジウム

ブロマイ ド溶液で 30分染色した後､蒸留水で 1時間脱色し､写真撮影を行っ

た｡その後､ゲルをナイロンメンブレンにブロッティングし､サザン解析に用

いた｡

(3)結果

1)マッピング集団

野生型-核株 KF,#2とAmutBmut型である #326(AmutBmut)とを交配し､減数

分裂を経て得られた担子胞子由来の系統をマッピング集団とした｡両親は CHEF

ゲル電気泳動において染色体長多型を示したことから､RAPDや RFLP解析に

よりDNA塩基配列の多型性が数多く検出されることが予想された｡

交配から得られた担子胞子は 90%以上の高い発芽率を示した｡170の担子胞

子由来菌糸について交配型を検定したところ､出現が期待される交配型A91B91,

A91Bmut,AmutB91及びAmutBmutの分離比は52:30:39:48であった｡これら

の担子胞子由来の系統のうち各交配型からそれぞれ 10系統､計 40系統をマッ

ピング集団として選抜した｡

2)各種連鎖マーカーの確立

2)-1交配型遺伝子座

マッピング集団において､同じ交配型を持つ系統を並べて電気泳動すること

により､交配型遺伝子AまたはBに連鎖しているRAPD及び RFLPマーカーは､
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ゲル上またはブロッティングメンブレン上で容易に見出すことができた (Fig.

ⅠⅠト2)0

2)-2RAPDマーカー

130種類の 10塩基 RAPDプライマーを用いて KF｡#2と#326との間で多型を

示す … Dバンドの解析を行った.供試したうち 91プライマーで多型を示す

バンドが得られ(70%)､多型を示した… Dバンドの総数は234本であった(プ

ライマーあたり 2.57本)Oこれらをマーカーとみなし､RAPD マーカー名は､

プライマーナンバーの後にバンドのサイズを付け､さらに KF3#2特異的バンド

には"A"､#326特異的バンドにぽ'B"を付けて示した｡また､これらのバンドの

シグナル強度に応じて､強い､中程度､弱い､をそれぞれ H+"､" "､" "

で記録した｡

マッピング集団における234個のRAPDマーカーの分離パターンを解析したo

解析したうち 15の遺伝子座で分離比に歪みが生じた(x2>3.84･,P<0.05)015の遺

伝子座のうち 4個は歪みが特に大きかっため(x2>10.8;P<0.001)､この4個のマ

ーカーについては地図の構築には使用しなかった｡

2)-3RFLPマーカー

両親間でのRFLPを検出するために15個の染色体特異的DNA断片(Arimaetal.

1996)をプローブとして用いた｡15個のうち12個は多型性を示したため､RFLP

マーカーとしてマッピング集団における分離を検討した｡また､以前の研究で

単離された種々の遺伝子を含む 15個のDNA断片もRFLPマーカーとして連鎖

グループにおける遺伝子座をマッピングするために用いた｡さらに､リボゾー

ム DNAはゲノム中に高コピー存在するため､ゲノム DNAを制限酵素で切断し

て電気泳動したときにスメアな背景の中で強いバンドとして検出されることを

利用し､これも RFLPマーカとして利用した｡染色体と連鎖群の対応を確認す

るために､これらの RFLPプローブのうちいくつかは cHEFプロットに対して

ハイブリダイゼーションを行った (TableIII-2)0

3)連鎖地図の構築と連鎖群解析

40系統のマッピング集団における 260 のマーカーの分離パターンを

MAPMAKERソフトウェア(Landeretal.1987)により解析した0222個のマーカ
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Fig.ⅠⅠト2.AsegregationpattemoftheRAPDbandsgeneratedbypnmerR9.

ThefirsttwolanesontheleftpresentDNAsamplifiedfromtheparents(KF3#2

and#326)andtheotherlanescontainDNAsamplifiedfromtheprogeny,which
weresetinarrayaccordingtomatingtypes･Thispattemindicatesthatthe
markerR9-400A+iscloselylinkedtoBmatingfactor.
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TableIII-2 Markersforidentificationofchromosomes.

ehrDmOSOme Markerlgene) Type C1Onenzime(probe) CDn点rmation Rclerences

▼l
l
l

-1
▼■▲
l
-

n
m

Ⅳ
Ⅳ
Ⅳ

V
>
>
>

Ⅵ
Ⅵ
Ⅵ

Ⅵ
Ⅵ
Ⅵ

Ⅵ
Ⅵ
Ⅵ

Ⅸ
Ⅸ

x
x

x
m
刈
m

A ThenOtyPC
Jzi.Y5 RFLP
Hl#54 RFLP

Q20-1500B+ RAPD

H3#7 RFLP

叩J RFLf■
打1-3#72 RFLP
715#46 RFLP

Cosmid:1･8flユinseTta

ca.lkbpEぐORlI-ragment

caIkbpEroRJrragmetlt

LLC5200
cA.IkbpEc10Rlfragment
ca,IkbpEcoRTfragment

lrp2 RFLP EJltiteplasmid
Jil･2#84 RFLP ca.IkbpEroRlfmgment
.ypoJ) RFLP Cosmid:207̂7insertA
p〟t RFLP Cosmid:V･6t4insert.

H2#11 RFLP ca,IkbpEctJRTfragT77en一
llpJb RFLP Cosmid:LV･3̂3insert'
rDNA RFLPC

A8-800A+ RAPD
E9･I200B+ RAPT)
R7･500A+ RAPD

radL2(Tad50) RFLY
f16#9 RFLP
H6#25 RFLY

2D5 RFLP
llLr)16 RFLY
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一についてはminimum LODの値を4.0､maximumrecombinationfractionの値を

0.4に設定することで 13の連鎖群に分類することができたOこの連鎖群に取り

込まれなかったマーカーのうちのいくつかは､minimum LODの値を3.0へ下げ

ることにより連鎖群の中へ取り込まれた｡minimum LODの値を3.0へ下げても

取り込まれなかった RAPDマーカーのうち､いくつかについては座乗染色体を

決定するために､cHEFプロットに対してハイブリダイゼーションを行った.

これらの RAPDマーカーのうち E9-1200B十は#326由来の染色体 DNAにのみシ

グナルが検出された｡すなわち､このマーカーの領域は KF3#2では欠失してい

ると考えられる｡これらのマーカーを含む連鎖群をFig.ⅠⅠⅠ-3に示した｡

本研究で各染色体に番号を割り振る際には､これまでに公表されている染色

体番号にできるだけ従うことにした｡連鎖群と染色体を対応させるために使用

したマーカー及び遺伝子は TableIII-2に示したo交配型A遺伝子座は最も大き

な染色体である連鎖群 Ⅰにマッピングされており (0'Sheaetal.1998;Pukkila

1992)､本研究でも染色体 Ⅰを同定するために用いられた｡cHEFプロット上で

fuPD マーカーQ20-1500B+及び RFLPマーカーH3#7にハイブリダイズする染

色体をそれぞれ染色体 ⅠⅠ及び染色体 ⅠⅠⅠとした (Fig.ⅠⅠⅠ-3,TableIII-2)o trpl,trp2

及びrRNA遺伝子は既にネナガノヒトヨタケ218株において染色体IV,V及びvI

にそれぞれマッピングされている(pukkila1992)ため､これらの染色体を同定す

るために用いた｡染色体 vIIからⅩⅠⅠⅠについては我々の標準株である#5302に

おいてサイズの大きいものから順に番号を付けた(Fig.ⅠII-4)ospoll遺伝子とrad2

遺伝子は Okayama7株のそれぞれ染色体 V と ⅤⅠⅠⅠにマッピングされている

(CelerinandZolan,personalcommunication;Zolanetal.1993)｡これらの遺伝子は

本研究でも同じ染色体にマップされており(Fig.ⅠⅠⅠ-3,TableIII-2)､本研究での染

色体番号は okayama7株での番号と一致している｡また､本研究で交配型β遺

伝子座は約 2Mbの染色体にマッピングされたが (Fig.ⅠⅠト4)､これはβに連鎖

している配列が約 2.2Mbの小さな染色体にハイブリダイズしたという報告

(o'sheaetal.1998)と一致した.

4)染色体長多型の遺伝

両親系統及び交配型がA91B91である後代 10系統を供試して CHEF電気泳動

による核型の解析を行った｡両親間では多数の染色体長多型(chromosomelength

polymorphisms;CLPs)がみられた(Fig.ⅠⅠⅠ-4)｡ 例えば､ⅠⅠⅠに相当する染色体は
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両親間で約 1Mbの違いがあった｡このことを反映し､供試した後代において

も多様な cLPをもつユニークな核型が認められた (Fig.ⅠⅠト4)0

染色体 ⅠⅠⅠ及び ⅩⅠⅠⅠについて､CLPと連鎖地図上のマーカーとの間の対応関

係を解析した (Fig.ⅠⅠⅠ-5)｡染色体 ⅠⅠⅠはKF｡#2株よりも#326株の方が大きい｡

後代のマーカーの分離パターン解析から､#14系統では染色体 ⅠⅠⅠ上のマーカー

H3#7/Bm とBA2-900A-との間で､#17系統ではBG1-1900A-とE1-2000A-との間

で､それぞれ交叉が起こっていることが明らかとなった (Fig.ⅠⅠト5)｡これら2

系統の染色体長は#326株に比較的近いことから､cLPを引き起こす領域はマー

カーBA2-900A-の領域よりも下側にあると考えられる｡さらに､一番右に示し

た系統 (#38)の染色体長は#326株に近いが､マーカーが存在する領域は KF3#2

株由来であった｡このことから､cLPに関与する商域は､末端のマーカーE9-

3600A-よりも外側の染色体末端葡域であると考えられた｡染色体 ⅩⅠⅠⅠは#326

株よりも KF3#2株の方が大きい.核型分析をした 10系統の後代のうち 4系統

ではそれぞれ染色体上の異なる領域で-箇所の交叉が見出された (Fig.ⅠⅠⅠ-5,

#14,#20,#25及び #36)｡交叉の起こった領域と染色体長の関係から､CLPの原

因となる領域は A3-1500A=と E14-900A=の間にあり､染色体の末端領域ではな

いと考えられた｡

(4)考察

本章では､ネナガノヒトヨタケの遺伝地図を構築したoこの地図は 40系統

のマッピング集団を用いて 219個の RAPDマーカーと28個の RFLPマーカー

及び 2種の交配型遺伝子座の分離比に基づいて構築された｡これまでに報告さ

れた連鎖地図は､生化学的あるいは表現型マーカーにより構築されており (Day

andAn derson19611,Moore1967;North1987;Takemaru1982)､さらにこれらを組み

合わせた 10の連鎖群からなる連鎖地図も作成されている(Casselton1995;North

1990)｡しかしこれらの地図は本菌が持つ 13本の染色体の一部を表しているに

過ぎない｡本研究で用いたマッピング集団の規模は比較的小さかったが 13本

の染色体と一致する 13個の連鎖群を同定できたことから､目的遺伝子を染色

体にマッピングするための枠組みを示す連鎖地図の作成にはこの程度の大きさ

の集団でも十分であると考えられた｡
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1)地図の利用

本研究で示した地図はネナガノヒトヨタケのゲノム全体に及ぶ遺伝地図とし

て初めてのものであり､マッピング集団に AmutBmut系統を片親としているこ

とから､性的形質に関わる遺伝子のマッピングに非常に有用である｡野生型株

では交配が成立し二核菌糸が形成されると､クランプ構造や子実体の形成など

の形態分化に代表されるような､二核菌糸に特有の現象が生じる｡これらの現

象に関わる遺伝子に変異が生じた場合､劣性の変異であれば､変異株を交配の

片親に用いても当代で表現型に現れるないため､その変異を実際に見出すこと

は非常に困難である｡それに対して AmutBmut系統は､交配を経なくてもあた

かも交配して得られた二核菌糸のように振る舞うので (Swamyetal.1984)､こ

の系統において､二核菌糸特有の形質に関わる遺伝子に変異が生じれば､当代

でその表現型が現れる｡本研究で示した連鎖地図は AmutBmut系統に対応して

おり､この地図上のマーカーがそのまま利用できるため､変異遺伝子を迅速に

マッピングすることが可能である｡

また､既にネナガノヒトヨタケの bacteriaartificialchromosome(BAC)ライブ

ラリが構築されているので (Muraguchietal.2005)､この連鎖地図とBACライ

ブラリを利用することにより物理地図の作成が可能である｡

2)RAPDマーカーの再現性

地図上のRAPDマーカーについては増幅産物のシグナル強度も記録しており､

再現性に関する情報として利用できる｡RAPDマーカーは再現性の低い場合が

あることが知られているが､本研究で =強い"シグナルを示した RAPDマーカ

ーは実験条件が多少異なっていても高い再現性が得られるはずである｡したが

って､表現型に連鎖するマーカーを検索することにより変異遺伝子を染色体上

にマッピングする際に､これらのマーカーを染色体上の =ランドマーク"とし

て利用することが可能である｡弱いシグナル強度の RAPDマーカーは誤データ

が生じやすくなるため地図上の距離が不正確になる可能性があるが､本研究で

=弱い"シグナル強度を示すとされた RAPDマーカーについても､強いシグナ

ルを示すマーカーと同様､3反復の実験により再現性を確認している｡シグナ

ル強度の違いは恐らくプライマーとゲノムの塩基配列における相同性の違いの

程度によるものであろう｡
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3)地図のサイズ

この地図は全体で 1346cM にわたる 13の連鎖グループで構成されている｡

この距離は最小遺伝距離の推定値 1300cM(Holmetal.1981)とよく一致している｡

ネナガノヒトヨタケのゲノムサイズ(haploid)は37.5Mbと推定されており(Dutta

1974)､これらの二つの値の比は約 27.9kb/cM となるoこれまでに Agaricus

bisporus(西洋マッシュルーム)で48.5kb/cM(Kerrigan1993)､Pleurotusostreatus

(ヒラタケ)で35.1kb/cM(Larrayaetal.2000)という報告があり､ネナガノヒト

ヨタケにおけるこの値は他の担子菌類より小さい｡これらのことから､本研究

ではネナガノヒトヨタケの染色体の大部分をカバーするのに十分な数のマーカ

ーが検出できたものと考えるOただし､染色体末端部分を検出できていない可

能性もあるので､今後さらにマーカーを増やすなどしてより詳細な解析を行う

必要がある｡

マーカー間の組換え価によって推定される染色体サイズと物理的サイズとは

必ずしも一致しない｡つまり､減数分裂の間に相同染色体対あたり少なくとも

一度の交叉が必要であるので､物理距離と遺伝距離の比は小さな染色体ほど小

さくなるはずである(zicklerandKleckner1999)｡本研究において､物理的に最も

長いと想定される染色体 Ⅰではその比が 59.1kb/cM であるのに対し､比較的短

い染色体 ⅩⅠでは 16.0kb/cM であったことから､従来の考えに一致した結果が

得られたといえる｡

4)染色体番号について

本研究で示した連鎖群は CHEF電気泳動で分画した染色体と対応させた｡ネ

ナガノヒトヨタケでは以前に､交配型A及びBを持つ連鎖群がそれぞれ Ⅰ及び

ⅠⅠとされた (casselton1995;North1990;Takemaru 1982)｡その一方で染色体は標

準株 218における物理的サイズに基づいて ⅠからⅩⅠⅠⅠの番号を付けられている

(pukkila1992)｡連鎖群Ⅰは幸運にも最も大きい染色体と一致していた(o'sheaetal.

1998;Pukkila1992)が､交配型Bに関しては本研究でサイズ順に番号を付けた染

色体のX にマッピングされたCしたがって､従来の遺伝地図と本研究における

染色体番号との間には食い違いが生じている｡

ネナガノヒトヨタケでは株間で多様な cLPを示し､特に大きな染色体に関し

てはサイズの違いが著しく､染色体番号とサイズの順序が株によって異なる

(Fig.ⅠⅠⅠ-4)｡したがって､ある株の染色体番号を特定するためには染色体サイズ
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の情報だけでは十分でないO本研究において提案している染色体番号は､座乗

するマーカーに基づいて定義している (TableIIト2)｡定義された染色体番号は

ほぼそのサイズに従って､大きいものから順に番号を割り振った｡

5)染色体長多型(CLP)

ネナガノヒトヨタケを含む多くの糸状菌でCLPが報告されている(zolan1995)0

candidaalbicanでみられるCLPはゲノム上の反復 DNA配列の長短が原因であ

るとされており(Chibanaeta1.2000)､また､ネナガノヒトヨタケでは染色体の

転座がその原因であることが示唆されている(PukkilaandCasselton1991･,Zolanet

al.1994)が､今のところ CLPが起こるメカニズムはほとんど理解されていない

のが実状である.本研究において得られた連鎖地図情報が､cLPの原因となる

染色体領域の解析に役立つことを示した (Fig.ⅠⅠⅠ-4)｡核型解析の結果より､染

色体 ⅠⅠⅠとⅩⅠⅠⅠで CLPをもたらす可能性のある染色体領域は､それぞれ末端部

及び中間部と推定された(Fig.ⅠII-4)｡しかしながら､テロメアに対するマーカー

がないため､マーカーが存在する領域の外側の染色体領域については解析が不

十分である可能性がある｡例えば連鎖群 ⅩⅠⅠⅠ上のマーカー018-900Bよりも外

側に非常に長い染色体領域が存在する可能性は捨てきれない｡もしそうであれ

ば､Fig.ⅠⅠト4に示したデータは異なる解釈も成り立つ｡本研究で得られた地図

を基に､より詳細な研究を行うことにより､本菌でのCLPのメカニズムを解明

する糸口がつかめるだろう｡
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(5)要約

染色体全域に DNA マーカーが配置された遺伝地図はゲノム解析や遺伝子単

離等の研究を行う際に基盤となる基礎的な情報を与えるものであるが､これま

でにネナガノヒトヨタケでは生化学的あるいは表現型マーカーによる部分的な

地図があるのみである.本研究では､fuPD及び RFLPマーカーを用いてネナ

ガノヒトヨタケの染色体の大部分をカバーする遺伝地図の構築を行った｡まず､

野生型株 KF,#2と､交配型を決定する2つの遺伝子 A及び Bの2重変異株

(AmutBmut)#326とを交配して得られた担子胞子後代 40株のマッピング集団を

育成した｡次にこの集団に対し､219のRAPDマーカー､28のRFLPマーカー

及び交配型を決定するA及びB遺伝子座の分離を基に連鎖地図を構築した.こ

れにより1346cM をカバーする 13の連鎖群が同定された｡また cHEF電気泳

動により分画された染色体のプロットに対し､DNAマーカーをプローブにハイ

ブリダイゼーションを行った試験から､13の連鎖群は本菌が持つ 13本の染色

体と対応していることを確認した｡また cHEF電気泳動による核型解析から両

親及び後代の株間で染色体長多型(chromosomelengthpolymorphisms;CLP)を検出

し､cLPの原因となる領域を遺伝地図上のマーカーを用いて同定した.AmutBmut

株は交配因子A及びB両遺伝子に変異を持っており､交配することなしに性的

生長過程が進む｡そのためこの株では､担子菌特有の興味深い現象､つまり二

核化､子実体形成及び減数分裂のような性的発達過程に影響する変異が数多く

見出されている｡本研究の連鎖地図は AmutBmut株に対応しており､本棟で誘

導された変異に対して原因遺伝子のマッピングを容易に行うことができるため､

本遺伝地図は非常に利用価値が高いと考えられる｡
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第 4章

ネナガノヒトヨタケの薬剤フル トラニル耐性遺伝子の

単離と解析及び遺伝子組換え体選抜マーカーへの応用

第 1節 ネナガノヒトヨタケにおける遺伝子

組換え体選抜マーカーの探索

(1)緒言

遺伝子組換え法は人為的に生物に新たな遺伝子機能を付与することが可能で

あり､有用物質の量産や作物の飛躍的な育種を可能にするという実用的な有用

性に加え,機能が未知の遺伝子に対して生体内でその機能解析を行うための手

法としても非常に有効であり､現在幅広い分野でこの手法の開発や応用に関す

る研究がなされている｡担子菌においては､Binningeretal.(1987)がネナガノヒ

トヨタケにトリプトファン合成遺伝子 (trpl)を導入することに成功して以来､

ヒラタケ(pleurotusostreatus)やスエヒロタケ(schizophyllumcommune)など種々の

担子菌で遺伝子組換えの成功例が報告されている(Mooibroeketal.1990;Penget

al･1992)0

遺伝子組換え試験を行う際､目的の遺伝子が導入された細胞を選抜するため

に､選抜マーカー遺伝子が利用されるoネナガノヒトヨタケの場合､trpl

(Bimi ngeretal.1987;Skrzyniaetal.1989)epabl(Mutasaetal.1990;Granadoetal.

1997)などの栄養要求性相補遺伝子や､ハイグロマイシン B 抵抗性遺伝子

(cummingsetal.1999)､5-fluoroindole抵抗性遺伝子(Bhattiproluetal.1993)､カル

ボキシン抵抗性遺伝子(Challeneta1.2000)などの薬剤耐性遺伝子の利用が報告さ

れているCその中でも､これまでの研究は trpl遺伝子を利用した実験系が主で

あるが (pukkilaandCasselton,1991;MuraguchiandKamada1998,2000;Zolanetal.

1992)､このような栄養要求性相補遺伝子を利用する場合､宿主株は当然のこと

ながら栄養要求性を示す株である必要があるので､利用できる株が限られると

いう問題点がある｡そのため､薬剤耐性遺伝子のように野生株に対しても優性

を示すようなマーカー遺伝子の開発が望まれる｡また､複数の遺伝子を導入し
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ようとする場合には､それぞれの導入試験ごとに異なる選抜マーカー遺伝子が

必要となる｡これらのことから､今後ネナガノヒトヨタケにおいて多様な遺伝

子組換え試験に対応するためには､複数の優性マーカー遺伝子を利用できるこ

とが必要となってくる｡

そこで本研究では､ネナガノヒトヨタケにおいて優性を示す組換え体選抜マ

ーカー遺伝子を探索することにした｡そのためにまず､ネナガノヒトヨタケが

感受性を示す薬剤のうち､別種の担子菌では抵抗性を示すような薬剤のスクリ

ーニングを行った｡その結果､スエヒロタケは他の担子菌類と異なり､薬剤フ

ル トラニルに耐性を示すことを見出した｡耐性に関与すると予想されるスエヒ

ロタケ由来の遺伝子をネナガノヒトヨタケに導入し､この遺伝子が本菌に耐性

を付与する機能を有するか否かを検討した｡

(2)材料及び方法

1)供試菌株と培養条件

供試した菌株は TableIVlの通りである｡菌糸培養､胞子発芽､交配及び子

実体培養にはMalt-Yeast-Glucose(MYG)培地 (10g/lモルトエキス,4g/l酵母エ

キス,4g/1グルコース;RaoandNiederpruem 1969)に15g/1寒天を添加して用い

た｡フル トラニル抵抗性を検討する場合にはフル トラニル (和光)を MYG 培

地に添加した｡培養はいずれも30oCの人工気象器内で行った｡

2)コハク酸脱水素酵素活性の測定

Ⅵietal.(1988)の方法に従って､培養温度 30℃で3日間液体 MYG培地にて

培養した菌糸よりミトコンドリア画分を調製し､コハク酸脱水素酵素の活性を､

これとカップリングしている反応であるチ トクロム C 還元活性より測定した

(UlrichandMathre1972)0

3)DNA操作

スエヒロタケ由来 sdhIP遺伝子単離のための DNA プローブはスエヒロタケ

のゲノミック DNA を鋳型とした pcR 反応によって合成した｡様々な生物の

sdhIP遺伝子の比較から､よく保存されたシステインリッチクラスターが 3カ
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所存在していることが知られているので(Keonetal.1991)､そのうちのクラスタ

ーⅠと ⅠⅠの部分から以下のPCRプライマーを設計した｡

Primer1:CTGCAGAAITCGGIArITGCGGITCITGCGCIArGAA

Primer2:CArCAGGTACCCAGCAIGCGCAIAGIArGCAITCGTA

クローニングのために下線部の EcoRIまたは 卑 nI認識配列を加えた｡1サイ

クルあたり94oCで30秒間の熱変性,42oCで30秒間のプライマーアニーリン

グ,及び 72oCで 1分間のDNA伸長反応を行う過程を30回繰り返した｡得ら

れた約350bpのDNA断片をプローブとして､EcoRI及びBamHIで消化したス

エヒロタケゲノム DNA に対し､EASYANCHOR(ニッポンジーン)を用いたス

クリーニングを行い､SdhIP遺伝子全長を含むと思われるゲノム DNAを取得し

た｡

サザンハイブリダイゼーションはECLdirectnucleicacidlabelinganddetection

system(AmersbamPhamaciaBiotech)を用いて行った｡

4)ネナガノヒトヨタケの遺伝子導入処理

ネナガノヒトヨタケ FisC株のプロトプラス トの調製は KiguchiandYanagi

(1985)の方法に従って行った｡遺伝子導入処理はBinningeretal.(1987)の方法に

従った｡0.2mlの導入処理されたプラスミド溶液を5mlの融解 MYG培地(0.5%

寒天､47℃)と混合し､10mlのMYGプレート培地(1.5% 寒天)上に広げた｡30℃

で 1日間培養した後､フルトラニルを10FLg/ml含む2mlのMYG培地(0.5% 寒

天､47℃)をプレート培地に上層し､培養を行った｡

(3)結果

1)各種担子菌に対する抗菌剤の影響の検討

様々な抗菌剤についてその効果を検討するため､フル トラニル､シクロヘキ

サミド､アンフォテリシン B､ケトコナゾ-ル､またはペンシキュロンを加え

た培地上で5種の担子菌について菌糸培養を行ったoTableIV-2に示すとおり､

シクロヘキサミド､アンフォテリシン B､ケトコナゾ-ル､及びペンシキュロ

ンに関してはいずれの担子菌でも同程度の感受性を示すのに対し､フル トラニ

ルに関してはネナガノヒトヨタケ FisC株を含む4種の担子菌類は高い感受性を
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TableIV-2. Effectsofantifungalsongrowthofbasidiomycetes

Minimuminhibitorconcentration
Strain FT CH AB KC PC

ScizophyllumcommuneAHU9383 100< 5 50 25 100<
CoprlnuSCinereusFisC 1 5 50 50 100<
PleurotusostreatusSH63 1 5 100 100 100<
Lentinulaedodes440 1 5 50 50 100<

FlammulinavelutipesSP1 1 5 50 25 100<

aFT,flutolanil;CH,cychloheximide;AB,Am photericineB;KC,ketoconazole',PC,

penCyCurOn

TableIV-3.EffectofflutolanilonSDHactivityofmitochondria

SD班activit
Sourceofmitochondria Flutolanilconcentration

0 2.2 22

ScizophyllumcommuneAHU9383 100 55 9
CoprlnuSCinereusFisC IOO 9 0
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示す一方で､スエヒロタケ AHU9383株は強い耐性を示した｡スエヒロタケの

別の3系統 (AHU9317,AHU9384,IFO6502)に関しても同様に強い耐性を示し

た｡フル トラニルはミトコンドリア膜画分に存在するコハク酸脱水素酵素

(SDH)の電子伝達活性を阻害することが知られている (Motobaetal.1988)0

そこで､スエヒロタケ AHU9383株及びネナガノヒトヨタケ FisC株から抽出し

たミトコンドリア画分について､フル トラニル存在下における SDH 活性を測

定した.TableIV-3に示すとおり､スエヒロタケ由来ミトコンドリア画分は､

ネナガノヒトヨタケに比べ､フル トラニルの SDH活性阻害作用に対する影響

を受けにくかった｡

2)スエヒロタケ由来sdhIP遺伝子のクローニング及びネナガノヒトヨタケへの

遺伝子導入試験

抗菌剤カルボキシン (FigIVIB)はフル トラニル (FigIVIA)と構造に類似

性が認められるアミド系化合物であり､フル トラニルと同様､コハク酸脱水素

酵素の活性を阻害することが知られている (UlrichandMathre1972).Ustilago

maydis(黒穂病菌)では sdhIP遺伝子の変異によりカルボキシン耐性が獲得さ

れることから(Keonetal.1991)､スエヒロタケのsdhIP遺伝子がフルトラニル耐

性に関与している可能性がある.そこで､スエヒロタケの sdhIP遺伝子のクロ

ーニングを行った｡各種生物における SdhIPのアミノ酸配列比較から保存性の

高いシステインリッチクラスター領域2カ所に対するプライマーを設計した｡

このプライマーを用いてスエヒロタケのゲノム DNAに対して PCR反応を行っ

たところ､約0.35kbのDNA断片が得られた (FigIV2A)｡この断片の塩基配

列から予測されるアミノ酸配列は UstilagomaydisのSdhIPと高い相同性を示し

た(FigIV2B)｡この配列をプローブとして2.9kbのスエヒロタケのゲノムDNA

断片をクローニングしたo既知の担子菌のsdhIP遺伝子をコードするゲノムDNA

の領域はおよそ 1kbであり(Keonetal.1991,Irieetal.1998)､プローブとして使

用した 0.35kbの領域はクローニングした 2.9kb断片のほぼ中央に位置するこ

とから､この2.9kbの断片にsdhIP遺伝子全長が含まれると判断した0

2.9kbのDNA断片を含むプラスミドDNAをネナガノヒトヨタケプロトプラ

ストに対して遺伝子導入処理したところ､108プロトプラストあたり1/JgのDNA

処理により 2-5個のフル トラニル耐性コロニーが得られた｡対照実験として

インサー ト配列を含まないプラスミドベクターで導入処理を行ったが､耐性コ
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A

Flutolanil

くず coNH- {

Carboxin

OCH(CH3)2

Fig.IV-1Chemicalstructureofflutolanilandcarboxin.
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l GiGGATGTGtCGGFTTCGTGCGCGATGAACATCAACGBGACAGAACACGtCTCGtCTTGCCTTTGC 60

G X C G S C A H N エ N a Q N T i A C 工一 e

61 C(;CATCGAGCGC(⊇ACGAGTCCAAGiGACACC姐 GATCTACCCTCTTCCGCATAgtacgcac 120
R I E 良 D E S ZC D T K I Y P L P ZI X

121 ggtcatctgcgcaagctttccgtatgctaacattgtttcgcccagTGTACATC(⊇TCAAGG 180
Y ェ Ⅴ E D

181 ACCTCGTTCCGGACCTGACGTACTTCTACAAGCAG;TACAA(;TCGATACAGCCCTACCTCC 240

L V P D L T Y F Y R Q Y 冗 S I Q P Y i 0

241 AGAACGACAACCCGCCCGCACAG;GGC(⊇AGTTCTTGCAGTCACAGGAGGACCGTCGGAAGC 300

N D N P P A Q a E F IJ Q S Q E D 良 R X L

301 TCGAC(;GCTTGTACGACTGCATCCTCTGCQCCTGC 335

D a L Y D C I i C A C

言:三三mymd言…e 王国誓園 部…:::==::≡…DQ;雪空

言:三:nynd;:e≡…謂空言EB芸B吉富臣≡監宮田≡園芸園 芸囲

苫田 …El3日

Fig.IV-2Sequenceanalysisofsuccinatedehydrogenaseiron-sulfursubunit(SdhIP)ofS･
commune･A.ThepartialSdhIPgenesequenceofgenomicDNAandthededucedamino
acidsequence･SmdlletterrepresentsputativeintronreglOn･B･Alignmentoftheamino
acidsequencesofSdhIPsbetweenS.communeandUstilagomaydis.
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ロニーは得られなかったO耐性株のうち､20fig/ml濃度のフル トラニルを含む

培地上でも生育することができる明確な耐性を示す株が一つ見出され､その系

統名を FR-1とした｡しかしながらこの他の耐性コロニーとして選抜された株

は継代培養中にその耐性を失った｡

FR-1株及び親株の FisC(フル トラニル感受性)のゲノム DNAに対して､ス

エヒロタケsdhC遺伝子のDNAをプローブとしてサザンハイプリダーゼ-ショ

ンを行い､導入遺伝子の確認を行った｡しかしながら､FR-1及びFisCともにネ

ナガノヒトヨタケに内在する相同遺伝子由来と思われるシグナルが検出された

ものの､導入遺伝子と思われるシグナルはこの試験では検出できなかった(Fig

IV3)0

3)ネナガノヒトヨタケにおけるフル トラニル耐性の遺伝様式

フル トラニル耐性の遺伝様式を検討するため､FR-1株とフル トラニル感受性

株との交配試験を行った｡TableIV14に示すとおり､FR-1とフル トラニル感受

性株(5005､5309､または 5348)との交配から得られた二核菌糸は､すべてフル

トラニル耐性を示した｡一方､FR-1の親株であるFisCに対し､同様の交配で得

られた二核菌糸は､すべて感受性であったoFR-1と 5005との交配から得られ

た子実体から担子胞子を単離し､フル トラニルに対する感受性を検討したとこ

ろ､耐性と感受性は約 1:3の比で分離した｡この担子胞子由来系統のうち耐

性を示す一系統と 5005とをさらに交配し､その子実体から得られた胞子にお

いて再び耐性と感受性を検討したところ､今度はほぼ 1:1に近い比での分離

を示した (TableIV-4)0

(4)考察

本研究ではネナガノヒトヨタケにおいて遺伝子組換え体選抜マーカーとして

使用できるような薬剤耐性遺伝子を見出すことを目的として試験を行った｡ま

ず､スエヒロタケだけが他の担子菌と異なりフルトラニル耐性を示した結果に

着目した(TableIV-2)OスエヒロタケのSDHはフルトラニル存在下においても明

らかに酵素活性を維持していること(TableIV-3)､また薬剤カルボキシンはフル

トラニルと比較的構造が似ており (FigIV-1)､同様の活性阻害を示すこと(Ulrich
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Fig.IV13.ComparisonofgenomicSDHIIPgeneinC.cinereus.

DNAhybridizationofthe0.35kbPCR-amplifiedSDHIIPDNAof

S.CommuneasaprobeandBamHIorEcoRI-digestedgenomic
DNAofC.cinereusFisCandFR-1.
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TableIVl4. HereditarypropertiesofflutolanilresistanceofCoprlnuSCinereusFRl1･

Strainsandmatingcombination Minimum inhibitory

concentrationofflutolanil

FR-1

FisC
5005
5309
5348
FR-1Ⅹ5005
FR-1Ⅹ5309
FR-1Ⅹ5348
FisC冗5005
FisCx5309
FisCx5348

BasidiosporesofFR-1Ⅹ5005
13spores
35spores

Basidiosporeof3C5ax5005
55spores

50

0.6
0.6
0.6
0.6
6.5<
6.5<
6.5<
0.6
0.6
0.6

1.6く
く1.6

1.6く
く1.6

a:3C5isoneoftheflutolanilresistanceprogenythatwasyieldedfrom themating

betweenFR-1Ⅹ5005.
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andMathre1972;Motobaetal.1988)､さらに担子菌数種においてsdhIP遺伝子の

変異によりカルボキシン耐性が獲得されていること(Keonetal.1991;Broomfield

andHargreaves1992;Hondaetal.2000)から､スエヒロタケにおけるフル トラニ

ル耐性は sdhIPサブユニットに原因があると考えた｡したがって､スエヒロタ

ケ由来 sdhIP 遺伝子を導入することにより､他のフル トラニル感受性菌が耐性

を獲得する可能性が考えられた｡しかしながら本研究では､スエヒロタケ由来

sdhIP の導入によりネナガノヒトヨタケがフル トラニル耐性を獲得したという

結果は得 られなかった｡フル トラニルに明確な耐性を示すネナガノヒトヨタケ

FR-1株を取得したが､スエヒロタケ由来 sdhlP遺伝子の導入が原因であること

を示すことができなかったため､この耐性は突然変異が原因である可能性が示

唆されるoスエヒロタケ由来 sdhIP の導入試験を行ってもフル トラニル耐性が

付与されなかった原因としては､ネナガノヒトヨタケ細胞内ではスエヒロタケ

の SdhIPサブユニットが機能しない､または､スエヒロタケの SdhIPはフルト

ラニル耐性に関与しない､などいくつかの可能性が考えられる｡

フル トラニル耐性株 (FR-1)と感受性株との交配より得られた二核株はすべ

て耐性を示したため (TableIVl4)､耐性は優性形質であると考えられた｡FR-1

と感受性株 5005との交配から得られた子実体由来の担子胞子では､耐性と感

受性が再現性よく約 1:3に分離したので (TableIVl4)､当初､この形質は2遺

伝子に支配されている可能性が考えられた｡しかし､耐性を示す後代 3C5株を

再度 5005株と交配して得られた子実体由来の担子胞子において､耐性と感受

性の分離比は今度は約 1:1を示し (TableIVl4)､2遺伝子による支配とは考え

にくい結果となった｡この結果から次のモデルのような遺伝様式が考えられた｡

｢フル トラニル耐性は1遺伝子Rによって支配されている.FR-1株にはこの耐

性遺伝子(R)に約 25%の遺伝距離で連鎖するx遺伝子が存在している｡このx遺

伝子が存在すると､減数分裂後の胞子形成が阻害される､あるいは担子胞子発

芽を阻害する､などのような現象により､結果として x遺伝子を持つ担子胞子

由来株は得られないとする05005株には対立遺伝子xがあり､xを持つ場合は､

正常に胞子が形成され発芽する｡5005株におけるR遺伝子の対立遺伝子をrと

するcFR-1株 (Rx)と 5005株 (rx)の交配から得られる担子胞子において､

計算上これらの2遺伝子は､Rx:rx:月ズ:T･X=37.5:12.5:12.5:37.5に分離する

ことが期待されるが､実際には x遺伝子を持つ胞子は生育してこないので､生

育した胞子由来の系統の遺伝子型はRX:IX=12.5:37.5=1:3の比となるoここ
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で得られた胞子由来の抵抗性株の遺伝子型は月方であり､この株をさらにTX遺

伝子型を持つ株と交配し担子胞子を分離すれば､抵抗性株と感受性株は1:1の

分離比で現れる｡｣このモデルにおいては､致死遺伝子が後代の分離比に影響

することを想定しているが､減数分裂に影響を与え､発芽できない胞子を産生

するような変異遺伝子の例はいくつか知られている (RockmillandRoeder1988)0

このモデルが正しいとすると､抵抗性は1遺伝子に支配されることになる｡こ

こではこのモデルが適当であると考え､フル トラニル耐性遺伝子は優性の1遺

伝子であるとして以後の解析を進めることにした｡この遺伝子を単離すること

ができれば､本研究の当初の目的である､ネナガノヒトヨタケの遺伝子組換え

体選抜マーカーとして利用できる可能性がある｡
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第 2節 ネナガノヒトヨタケの薬剤フルトラニル

耐性遺伝子の単離 と解析

(1)緒言

第4章第 1節において明確なフル トラニル耐性を示すネナガノヒトヨタケの

一系統を取得した｡ここではこの耐性株からの原因遺伝子単離について述べる｡

薬剤フル トラニルは担子菌に特異性が高い抗菌剤で､低濃度で菌糸生育が阻害

される｡フル トラニルは稲の紋枯れ病防除剤として開発されたカルボキシアミ

ド系の薬剤である(FigIVIA)｡本剤は昭和 60年に農薬登録されており､イネ､

バレイショ､ムギ類､ナシ､野菜､テンサイ等において担子菌類によって発生

する諸病害に対する有効性が認められている｡ラット､マウス､及びイヌに対

する安全性評価試験において､フル トラニル投与に起因すると考えられる重篤

な慢性毒性や催腫癌性は認められず､変異原性も陰性であったことが報告され

ている (日本農薬 (秩) 1988)｡フル トラニルの作用点はミトコンドリア内の

コハク酸脱水素酵素複合体 (sDH または ComplexIIともいう)の電子伝達系に

あるといわれている (Motobaet.al,1988)｡一方､カルボキシン(FigIVIB)は､

フル トラニルに近い構造を持つカルボキシアミド系の薬剤であり､種々の研究

から様々な生物において SDH の電子伝達系を阻害する作用が知 られている

(UlrichandMathre1972;TuckerandLillich1974;Dayetal.1978;Whiteetal.1978)o

sDHはクエン酸回路上の一反応として､コハク酸からフマル酸への酸化反応を

触媒し､またユビキノンの還元反応を触媒することにより電子伝達の一端を担

っている(FigIV14A)｡この酵素は flavoprotein(FP)サブユニット (sdhFP)､iron-

su血rprotein(IP)サブユニット(sdhIP)､及び2つの膜固定サブユニット(sdbC及

び sdhD)の4つのサブユニットから構成されており､真核生物ではミトコンド

リアの膜に位置していることが知られている(FigIV4B)｡カルボキシン耐性の

獲得は､sDH を構成するサブユニットの遺伝子に変異が生じたことが原因であ

るという報告は数多くあり､sdhIP遺伝子については担子菌 Ustilagomaydis及

び pleurotusostreatus,糸状菌 M ycosphaerellagraminicola､及びバクテリア

ParacoccusdenitriJicansにおいて､また sdhD 遺伝子については paracoccus

denitriPcansにおいて､それぞれ耐性変異が知られているが (Keonetal.1991;

BroomfieldandHargreaves1992;Skinnereta1.1998;Hondaetal.2000;Matssonand
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A

B

(ComplexI) (ComplexH)

Fig.ⅠⅤ-4Functionandstructureofsuccinatedehydrogenase(SDH).

A･Aschematicdaiagramforelectrontransfersysteminmitochondria

B･Aschematicdaiagram forthestructureofSDHcomplex.
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Hederstedt2001;Matssonetal.1998)､sdhFP及びsdhCについては耐性を獲得す

るような変異は知られていない｡ヒラタケではフル トラニル耐性を獲得した突

然変異体が取得されているが(Hondaetal.1996)､その原因遺伝子については不

明である｡

ここではフル トラニルに抵抗性を示すネナガノヒトヨタケの株 FR-1から､

その原因遺伝子をクローニングし､本遺伝子が組換えマーカー遺伝子として利

用できることを示すと同時に､変異によりフル トラニル耐性を示すようになっ

た原因について考察を行った｡

(2)材料及び方法

1)供試菌株と培養条件

供試したネナガノヒトヨタケ菌株は TableIV-1の通りである.菌糸培養､胞

子発芽､交配及び子実体培養にはMalt-Yeast-Glucose(MYG)培地 (10g/lモルト

エキス,4g/l酵母エキス,4g/lグルコース)に15g/l寒天を添加して用いた｡ト

リプトファン要求性株には MYG培地に 0.1mg/lトリプトファンを添加した

MYGT培地を用いた. トリプトファン要求性株に対するtrpl遺伝子組換え体選

抜には最小培地 (2.28g/lL-アスパラギンー水和物,0.12g/IMgCl27H20,1.5g/I

NH4Cl,135g/lKH 2PO4,0.29g/lNa2S0.,2.74glNa2HPO4,5g/l可溶性デンプン,5

g/lグルコース,1mg/lチアミン)に171.2g/lスクロースと15g/l寒天を加えて

用いた｡フル トラニル抵抗性を検討する場合には 2/JM フルトラニル (和光)

を培地に添加した｡培養はいずれも30oCの人工気象器内で行った0

2)DNA操作

染色体の電気泳動についてはzolanetal.(1992)の方法に基づき､CHEFMapper

system (Bio-Rad)を用いて行った｡電気泳動後､ゲルをサザンハイブリダイゼー

ションに供するときには､60mjのUV光を照射し､0.4NNaOHと1.5MNaCl

のバッファーに15分間浸した後､Hybond-N+にブロッティングを行ったO

サザンハイブリダイゼーションはECLdirectnucleicacidlabelinganddetection

system(Am ersham PhamaciaBiotech)またはAlkPhosdirectlabelinganddetection

system(AmershamPharmaciaBiotech)を用いて行った｡
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DNA 塩基配列の決定には DYEnamicETTerminatorCycleSequencingKit

(Amersbam PharmaciaBiotech)を用い､ABI310geneticanalyzer(PE Applied

Biosystems)にて解析を行った｡

3)ネナガノヒトヨタケへの遺伝子導入処理

ネナガノヒトヨタケへの遺伝子導入はBinningeretal.(1987)の方法に従った｡

#292株を MYGTプレー ト培地で培養し､回収したオイディアに対し､MM バ

ッファー(0.5M マンニ トール,50mM マレイン酸,pH5.5)に40mglライジン

グエンザイム (Sigma)と1mg/lキチナ-ゼ (sigma)を溶解した酵素液で30oC､

3時間の処理を行った｡得られたプロトプラストは MM で 2回洗浄した後､約

50〝1のMMに再懸濁し､等量のMM2ⅩC(MM に100mMCaC12を含む)を加え､

その後プロトプラスト濃度が 1-5Ⅹ 108/mlになるようMMC(MM に50mM

CaC12を含む)で調製したOこのプロトプラスト懸濁液 200FLlに150ng/FLlの導入

用DNAを20FLl加え､さらに50FLIPEG溶液(0.25gmlPEG4000,50mMCaCl2,10

mM TrisHCl,pH7.5)を加え､氷上に20分静置した｡次にpEG溶液2mlを加え

室温で 5分静置した後に 4mlMMCを加え､静かに撹拝したDこの導入処理さ

れた溶液を0.5mlずつ組換え体選抜培地上にまき､30oCで10-20日培養した｡

4)特定染色体断片を含むコスミドライブラリの構築とフル トラニル耐性遺伝

子の選抜

耐性遺伝子が座乗する染色体を特異的に含むコスミドライブラリの構築は

zolanet.al(1992)の方法に従って行った｡cHEF電気泳動によりネナガノヒトヨ

タケの染色体を分画した後､目的の染色体が存在する部分をゲルから切り出し､

ゲル中で制限酵素MboIにより部分消化した.DNA をゲルから溶出し､コスミ

ドベクターLLC5200(Pu比ilaandCasselton1991)のβgJIIサイトへライゲ-ショ

ン処理を行った.このコスミドLLC5200はネナガノヒトヨタケの trpl遺伝子

を含むので､ネナガノヒトヨタケのトリプトファン要求性株にこのコスミドを

導入すると､栄養要求性相補により組換え体を選抜できる｡特定染色体を部分

消化した DNA 断片とライゲ-ション処理したコスミドは､GigapackIIIXL

PackagingExtracts(Stratagene)を用いてファージにパッケージし､できたファー

ジは大腸菌ⅩL-10Gold株に感染させた｡得られた864クローン(96穴プレート

9枚分)からなるコスミドライブラリを抵抗性遺伝子の選抜に用いることにした｡
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LB アンピシリンプレー ト 1枚あたり 12個のコスミドクローンを培養し､12

クローンまとめて菌体を回収し､FlexiPrepKit(Amersham PhamaciaBiotech)に

よりバルクとしてコスミド DNA プールを調製した｡コスミドプールをネナガ

ノヒトヨタケ#292株 (trpl のプロトプラス トに導入処理し､ トリプトファン

要求性相補によりコスミドが挿入された組換え体を選抜した｡それぞれのプー

ルの処理により得られた組換え体約 50コロニーを 2FLM フル トラニルを含む

MYG 寒天培地上に移植した｡フル トラニル耐性を示す組換え体を産出したプ

ールについて､それを構成する 12クローンそれぞれからDNAを調製し､これ

らをさらに組換え試験することによって､耐性遺伝子を含むクローンを同定し

た｡フル トラニル耐性遺伝子を含むコスミドを詳細に解析するために､プラス

ミドpBluescriptIIKS(-)(Stratagene)を用いてサブクローニングを行った｡

5)cDNAの単離と解析

全長 cDNAの単離にはrapidamplificationofCDNAends(RACE)法を用いた｡

液体 MYG 培地で 5日間培養 した菌糸から抽出した totalRNA に対して､

Oligotex-dT30Super(Takara)で処理を行いpoly(A)'RNAを取得した｡このRNA

に対し､MarathoncDNAAm plificationKit(Clontech)を用いてRACE反応用のア

ダプター配列を接続した二本鎖 cDNA を合成した｡ゲノムクローンの予想遺伝

子配列より､RACE反応用の遺伝子特異的プライマーを設計した｡DNAのアダ

プター配列特異的プライマーAPl(5'ICCATCCTAjTACGACTCACTATAGGGC-3')

と遺伝子特異的プライマーFlt#1(5--GGTAAGTCCCAGCACAGCGTyuC-3-;5■

RACE用)または Flt#2(5--ccAITCTCCTACCACGCCTG13-;3tRACE用)によ

りcDNAの増幅を行った｡pcR反応はAdvantage2PCRKit(Clontech)を用いた｡

得られた増幅産物をTAクローニング法によりpCR2.1ベクター(Invitrogen)にク

ローニングし､塩基配列決定を行った｡単離された遺伝子のオープンリーディ

ン グ フ レー ム 全 体 を増 幅 す る 場 合 の プ ラ イ マ ー に は Flt#3 (3--

CACCAGCAGAITGAAGACCG-5-)と Flt#4(3■-TGACCAAGCAGACGAGCGAC-

5-)を用いた.予想アミノ酸配列についてTargetPソフトウェア(Emanuelssonetal.

2000)により標的タンパク質の細胞内局在性の予測を行ったoまた､pHDhtm ア

ルゴリズム(Rostetal.1996)により膜貫通領域の予測を行った0

6)ノーザンブロッティング解析
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10FLgtOtalRNAを1.2%(W/V)アガロース変成ゲル (50mlnホルムアミド,20

mM MOPS,5mM 酢酸ナトリウム,1mM EDTA,pH7.0)を用いて電気泳動し､

Hybond-N十にブロッティングを行った｡RNA プローブの合成には DIG RNA

LabelingKit(Roche)を用いたoハイブリダイゼーションと検出はDIGLuminescent

DetectionKit(Roche)及び cDp-Star(Roche)を用いて行った0

7)ミトコンドリア画分の抽出とコハク酸脱水素酵素の活性測定

ミトコンドリア粗画分の抽出はwhiteet.al(1978)の方法に従った｡MYGまた

はMYGT液体培地で30oC､48時間振とう培養した菌糸を回収し､氷冷した抽

出バッファー(0.25M スクロース,5mMEDTA,0.15%(W/V)BSAfractionV,pH7.0)

中でポリトロン(Kinematica)を3,500rpm､3分間処理することにより､細胞を破

砕した｡4枚重ねたガーゼで櫨過後､3,000Ⅹgで 10分遠心して得られた上清

に対し､さらに13,000Ⅹgで20分遠心を行い､得られた沈殿をミトコンドリア

粗抽出画分とした｡沈殿をミトコンドリア懸濁液 (0.25M スクロース､5mM

EDTA,pH7.0)で再懸濁した後､超音波破砕機(BransonSonifer)でミトコンドリ

アを破砕し､タンパク質濃度をプロテインアッセイキット (BioRad)により測

定し､希釈液 (0.88M シュクロース､5mM コハク酸ナトリウム)で0.1mg/ml

のタンパク濃度に希釈した｡コハク酸脱水素酵素の活性評価には､コハク酸一

シトクロム c リグクタ-ゼ活性を測定することにより行った｡ulrichand

Mathre(1972)の方法に従い､測定バッファー(50mM リン酸カリウムバッファー

(pH7.4),5mM アジ化ナトリウム､20mM コハク酸ナトリウム)にミトコンドリ

ア溶液を3FLdmlになるように加え､室温で2分間静置した後､終濃度0.1%(W/V)

になるようシトクロムcを加え､吸光度550nmの増加を測定した0

(3)結果

1)ネナガノヒトヨタケ由来フル トラニル耐性遺伝子の単離と解析

フルトラニル耐性株と感受性株の交配より得られた後代の解析から､フルト

ラニル耐性は単一の優性遺伝子に支配されていることが予想されたoFR-1株由

来耐性株 3C5と5005とを交配し､得られた担子胞子由来 49系統に対して､抵

抗性に連鎖する RAPD マーカーの検索を行った.160プライマーによるスクリ
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一二ングから､耐性に連鎖する10個のDNA断片が得られた｡そのうちの一つ､

OPGIO(AGGGCCGTCT)により増幅された約 1kbのDNA断片は耐性遺伝子座か

ら組換え価約16%の位置にあり､この断片をopG10-1000とした(FigIV5B)｡

ネナガノヒトヨタケのゲノムは約 1-5Mbの染色体 13本から構成されてい

ることが知られている (PukkilaandCasselton1991)｡耐性遺伝子が座乗してい

る染色体を決定するため､CHEF電気泳動により分画した染色体に対して

opG10-1000をプローブとしてサザンハイブリダイゼーション分析を行った

(FigIV5A)｡まず､比較的高分子の分離がよい条件で泳動を行ったところ､3.5Mb

付近にハイブリダイゼーションシグナルが得られた(FigIV5A,レーン1,2)｡そ

こでこの付近の解像度が良い条件で泳動したところ､約3.2Mbの染色体に強い

シグナルが得られたため(FigIV5A,レーン3,4)､この染色体上に耐性遺伝子が

座乗していると決定した｡約 5Mbの位置に見られた弱いシグナルは､高分子

の染色体が数本同じ位置に存在することにより過剰に DNA が集積した結果､

非特異的にプローブがハイブリダイズしたものと考えられた｡

FR-1株の 3.2Mb染色体断片を含むコスミドライブラリ (864クローン)を

構築し､感受性のネナガノヒトヨタケ株にコスミドクローンを導入することに

より､耐性遺伝子を含むクローンを選抜した｡その結果､耐性遺伝子を含むコ

スミドクローン7C12を選抜した｡7C12に隣接したクローンを選抜するため､

このクローンの両末端部塩基配列情報からpcR法によりライブラリのスクリー

ニングを行った｡7C12のインサート部分の両端約300bpのDNA塩基配列を決

定し､それぞれの末端部約 200bp程度を増幅するプライマーを合成した (Fig

IV5B,arrow beads)｡このプライマーを用いて PCR法によりライブラリのスク

リーニングを行った結果､7C12の一方の末端部を含むクローン3H4､及び他方

の末端を含む 6E7がそれぞれ得られた｡クローン6E7は 7C12と約 33kbのオ

ーバーラップした領域が認められ､フルトラニル耐性付与能があったのに対し､

クローン3H4は約 14kbのオーバーラップ領域が認められたが､耐性付与能は

なかった (FigIV5B)｡この結果から耐性遺伝子の位置をクローン7C12中の14.5

kbのSpeI断片､5kbのSpeI断片または6kbのSpeI/NotI断片に絞った.そこ

で､それぞれのサブクローンに関してネナガノヒトヨタケへの耐性付与能を検

討したところ､6kbのSpeI/NotI断片に耐性遺伝子が存在していることが判明

し､このサブクローンをpB7C12-Dとした｡

サブクローン pB7C12-D の DNA 塩基配列解析から､これには出芽酵母
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A

1 2 3 4

Conferrlng
clone FltR

N 115kb s 145kb s 5kbs

7C12 +

3H4

･-I6E7 +

pB7C12-D +

pMSdhC +

14kb

Fig.IV-5 IsolationoftheflutolanilresistallCegenefromtheparticularchromosomeofCoprtnuscL'nereus
FR-1･A･ChromosomeseparationlnCHEFgel,anddeteminationorthechromosomethatcol一tainsthe

flutolanilresistancegene･Lanes2and3showtheCHEFpatternofFRllchromosomeunderthefollowlng

condltions:forLane2,019%ChromosomalGradeAgarosegel(BioRad)ln05ATBE,runningat60Vfor

144hrwith22-minpulsetimeat14DC,forLane3,09%nllsedFieldCertlfiedAgarosegel(BioRad)inlx
TAE,runnlngatl00 Vfor部)hrwith8-minpulsetimeat14oC.Lanes1and4ShowtheSouthemblottlng

analystsOfthegelsinLanes2and3,respectively･DNAfragmentlinkedtotheresistancegeneShownin

Flgure2Bwaslabeledandusedforthehybridizationprot光.B.GeneticandphysicalmapplngOfthe

resIStanCegene･AbilltyOfcosmidsorplasmidclonefortransformlngtOflutolanllresistanceisshownat

right･Cosmldclone7C12containedtheresistamcegene(seetext) Clones3H4and6E7thatflank7C12

werese)ectedfromthelibrarybythePCRmethoduslngtheprlmerSShownbyarrowheadsIAsubcloneof6

kbSpe†/NoflfragmentderivedFrom 7C12isdeslgnatedaspB7C12-D･ Lowerdiagram showsthe
constructionorthesdhCgene,andtK)XeSindicatetheexons.N,Notl;S,SpeI
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saccharomycescerevisiaweのコハク酸脱水素酵素シトクロム b56｡サブユニット

(sdhC)をコードする遺伝子と相同性を示す塩基配列が含まれることが判明した｡

SdhC はコハク酸脱水素酵素複合体(SDH)の膜固定に関わる膜タンパク質である｡

ゲノム配列を基にこの遺伝子のcDNAをRACE法により取得し､塩基配列解析

を行った｡その結果､この遺伝子は 4つのイントロンで分断された 5つのエク

ソンからなっており179アミノ酸をコードしていると予想された(FigIV6)｡さ

らに､サブクローニングされた約 1.4kbのDNA断片を含むプラスミドpMSdhC

(Fig.lV5B;473bpの予想プロモータ部､コーディング部､及び 189bpの予想タ

ーミネータ部を含む)は､フルトラニル耐性を付与する能力が認められたo

FigIV-7に示すとおり､予想アミノ酸配列は出芽酵母 S.cerevisiawe､分裂酵

母 schizosaccharomycespombe､ヒト､及びウシのミトコンドリアにおけるコハ

ク酸脱水素酵素シトクロムb560サブユニットとそれぞれ 30.2%,35.8%,30.8%,

31.4%の相同性を示し､バクテリアparacoccusdenitriJicans及びEscherichiacolt

のコハク酸脱水素酵素シトクロムB-556サブユニットとそれぞれ24.6%,17.1%

の相同性を示した｡

アミノ酸配列解析により､予想タンパク質はミトコンドリア移行シグナル配

列をアミノ末端に持ち (FigIV-6)､3回膜貫通する膜タンパク質であると予想さ

れた (FigIV17)Oこれらの予想はウシや S.cerevz-siaweの相同性タンパク質の局

在性モデル(帆 etal.1992;LemireandOyedotun2002)とほぼ一致した｡配列のう

ち､ミトコンドリアマトリックスに位置する部分 (FigIV7,"Matrix")は､SDH

の他のサブユニットと接していると予想される部分であるが､膜貴通部や膜内

部のドメインと比べ､他の生物のSdhCと高い相同性が認められた (FigIV7)0

また､遺伝子のコード領域の上流､開始コドンArGより127bp上流にCCAAT

ボックスと思われる配列が存在した｡この遺伝子は第3章で作成した連鎖地図

のうち､染色体 ⅠⅠⅠにマッピングされた (Fig.ⅠⅠ-3)0

フルトラニル抵抗性を引き起こす変異箇所を兄いだすために､FR-1株と親株

であるFisC株とのcDNA塩基配列を比較したところ､348番目の塩基"C"がFR-

1では'A"に置換しており､これにより80番目のアミノ酸はAsnからLysに置

換されることが判明した｡

2)フルトラニル耐性遺伝子の機能解析

フルトラニル耐性遺伝子による組換え体選抜が可能であるかを検討するため､
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338 acヒ亡caaaggcヒヒgagaCaggagaagaatgagccaacacagcact亡taatt亡aagヒgagc

278 g9cc亡C亡cctgtgagacaggaCaaCtaata亡ctc亡gga亡tcatgt亡aagCgCCaaヒC亡gC

218 aggg亡cgcaagcgcccatcggcacggcaacggCaCヒccヒcagccggcttctcccggaatc

158 acaccggaaCaCaatcacgt99aaCggaagCCagCCaatcagcggggCggagtt亡ga亡亡C

-98 gcattgcagacccggtgc亡caccgt亡gcccgaacagacgacgcatt亡亡accccaacgacc

-38 accagcagattgaagaccgaccgacggtgCagCCaaaaATGATGACCTCTCGAGCTCTTG
M M T S R A L G

23 GAETG呂GT冨cT宝ccETTSGA告cc宝cc宝cT冨TC寺cc冒cAiGG告ccEgtgcgttacttggtc

83 gtttgattggaggacagattggctaatgcggggttgcagTGEGABACSAGfTTSTTETGS

143 GABAC冨cc告TT告cc告GG告Ggtgagaaggaaacgcgtttattgaaagagacヒagcgcctaa

203 a亡atcgcgattagATTCGTCCAAACCGAGTCCCでGACCCCCGCCGAGAACCTCCAACTCC
F V Q T E S L T P A E N L Q IJ L

263 TCAACA丸GCAACGACTAAAGCGACCCAGCAGCCCCCATTTCACCATCTACCAACCCCAGC
N K Q R IJ K R P S S P H F T I Y Q P Q L

323 TT章cA冨GGETC3GA冨cT告TT宝cT折 買CRGTSTC%CTGGGT呈CTGGGCCLTC告GTSTCTLgtgCgt

383 atcgcccggttcctcataccgtttacaactagcgcttaccagaatctagTGTLTG写AC3GT

443 TTCTCGATCGCCTACCTTATCGCCCCCGGCACCTTCGACAGCGCACACGTCGTCGAGでTT
F S I A Y L I A P G T F D S A H V V E F

503 GTCGCTGGTCTCCCCGACGGTGTCAAGTACGCCGGCAAGGCCATCCTCGCCGCTCCATTC
V A G IJ P D G V K Y A G K A I L A A P F

563 冨cc写ACHCAC宝cc冨GGBAC3GCTLTG告GGHCATETG宝cT器GGEAT宝cT8GC欝 ATFgtgagtCt

623 cgacgttgtctcccaacacaccc亡亡ctctgactgtgtaatagTCETC冨cGSTC2AG8GC宝

683 ccTACGCCACCGGTTACGCTGTGCTGGGACでTACCGGTGTTTCCACCGTCGTCCTTACTT
Y A T G Y A V L G 工｣ T G V S T V V L T ど

743 TCTFTC許 G7AAtcgtatccaagaggaatagtcgctcgtctgcttggtcacaaatcactgt

803 g亡cgca亡tgtaaagttcgccatgcc亡ta亡aa亡tt亡aa亡ヒcactca亡ヒat亡gagc亡ヒtttg

863 acca亡cgcgtgaggCtctgccgC亡tggtgacgccctcgctctccccgcacca亡亡ggccga

923 tggtaagCヒgacc亡tgaa亡亡C

8

23

30

36

52

72

90

93

113

133

151

157

177

179

Fig･IV-6 GenomicDNAanddeducedaminoacidsequenceofthesdhCgene
from theflutolanil-sensitivewildtypestrain,FisC･ Grayshadingindicates
nucleotidesubstitutionandtheboldletterindicatestheaminoacidsubstitution

foundinthemutantFR-i.Underlineindicatestheputativebindingsiteof
HAPZ/3/4･Dottedlineindicatestheputativemitochondriatargetingsequence.
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Fig･IV-7 Comparisonofthemi noacidsequenceofSdhCfromC.Cinereuswiththose
fromotherorgamisms.AlignmentofSdhCfromC･cinereus(cc)withhomologsfromS･
cefleVisiae(Sc,Accessionnum berP33421),Schizosaccharomycespombe(Sp,T41322),Bos
taurus,bovine(Bt,円5720),Homosapiens(Hs,Q99643),ParacoccusdenitrlPcans(Pd,
U31902),andE.coli(Ec,P10446).AsteriskshowsthemutationresiduefoundinFRl1,

Arrowsabovethesequencesindicatethededucedmembranehelicesandsegmentslo瓜lized
inmatrixandintermembranespaceofSdhCofC.cinereus.
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感受性のネナガノヒトヨタケ#292株のプロトプラストに､耐性遺伝子を含むク

ローン PB7C12-D を遺伝子導入処理し､フル トラニルを含む選抜培地で培養し

た｡3回の反復実験より得られたフル トラニル耐性コロニーの数は､生細胞 105

あたり4.8,1.0,及び 2.0であった｡ランダムに選抜した 5つの形質転換株に対

し､sdhC遺伝子をプローブとしてゲノムサザン法により導入遺伝子の検出を行

ったところ､内在のsdhC遺伝子に加え､導入遺伝子由来のシグナルが得られ､

フル トラニル耐性遺伝子はホス ト株ゲノム中のランダムな位置に挿入されてい

ることが示された (FigIV8)0

組換え遺伝子の効果を調べるために､導入遺伝子のコピー数が異なる2系統

の組換え体に関して試験を行ったosdhC遺伝子の転写量に関して､ホス ト株

(#292)と 5コピー挿入された組換え体(#292-1)､及び 1コピー挿入株(#292-4)の

比較を行った｡FigIV9Aに示すとおり､ホス ト株と比較して#292-1の転写量は

明らかに増加していた｡これは多コピー効果と考えられる｡コハク酸脱水素酵

素 IPサブユニット遺伝子 sdhIPの転写量はホスト株と組換え株の間に変化はな

かった (FigIV9A)0

組換え株におけるフル トラニルの菌糸生長阻害効果について検討を行った｡

ホス ト株は 1〝Mのフル トラニルで生育が完全に阻害されたが､変異株 FR-1で

は20FLMの濃度でも生育可能であった (FigIV-9B)o組換え株#292-1及び#292-4

は両者とも20/JMの濃度で生育可能であったが､菌糸生長速度では若干の違い

が見 られたOフル トラニルを含まない培地では#292-1は#29214より生育が遅か

ったが､フル トラニルを含む培地では逆に#292-1は#292-4より生育が速かっ

た (FigIV9B)0

変異型 sdhC の効果を調べるため､フル トラニル存在下での単離ミトコンド

リアにおけるコハク酸脱水素酵素活性を測定した｡野生株 (#292)､変異株 (FR-1)､

及び組換え株 (#292-1及び #292-4)について活性を比較したところ､#292の酵

素活性は 2〃M のフル トラニルによってほとんど活性を失ったが (3%以下)､

変異株では 5FLM濃度でも41.1%の活性を維持しており､2つの組換え株は野

生株と変異株の中間の酵素活性を示した(FigIV-9C)D組換え株間の比較では､5

〝M濃度の場合､#292-1の活性 (25.6%)は#292-4の活性 (9.7%)よりも明らか

に高かった (FigIV9C)0

フル トラニル耐性変異株 FR-1と組換え株#292-1及び#292-4は､薬剤カルボ

キシンに対しても明確な耐性を示した(FigIVIO)｡
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Fig.ⅠV8･SouthernanalysisorgenomicDNAfromthestrainstransfomedwith
pB7C12ID,whichcontainsthemutatedsdhCgene.GenomicDNAsfromthe

mutant(FR-1),hoststrain(#292),andtransformantsweredigestedwithXbaI.
ThesdhCgenefragmentwasusedfortheprot光.
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Fig.IV-9.Effectsofthefluto)anilresistancegeneinthetransformants.A･Transcnptional

analysisofthesdhCgeneinthehoststrainandtransfomlantS.Upperpanelsshowgelsstained

withEIBr,showing26Sand18SrRNA･LowerpanelsshowNorthern analysISprObedwith
sdhCandsdhB.hchtransformantcorrestx)ndstothestrainshowninFig.ⅠII-8･B･Effbclof
lluto】ani】onhypha]growthforflutolani1-resistantmutantFR-I,hostwild-type strain#292.and

twotransformantstrains#292-land#29214.AllfourstminswereplatedonMYGTmedium
supp)ementedwithflutolanilatindicatedconcentrations. C.EffectofflutolanilonSDH
actlVltyOflhemitochondriafrom #292,FR-1,#292-1and#292-4.Theactivitywithout

nutolaniT(0FLM)wasdefinedasl00 %･Theabsolotevaluesoftheenzymeactivitywithout
flutolanilwere0.947for#292,0.379for#292-1,0.321for#292-4and0,292forFR-1.
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Fig.IV-10.Flutolanilresistancemutationconferscross-resistancetocarboxin･FR-1,
#292,#292-1,and#292-4wereplatedonMYGTmedium supplementedwith
carboxinatdifferentconcentrations.
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(4)考察

本研究により､フルトラニル耐性変異遺伝子はコハク酸脱水素酵素複合体に

おけるシトクロム b56.サブユニット(sdhC)遺伝子の変異が原因であることが

明らかとなった｡また本変異は､カルボキシン耐性にも関与していることが認

められた｡これまでにフルトラニル及びカルボキシンの標的部位は SDH複合

体の電子伝達経路にあると報告されている (Motobaetal.1988;UlrichandMathre

1972)｡以上のことからSdhCにおけるフル トラニル及びカルボキシンの結合部

位は同一か､もしくは非常に近接していると考えられる｡Matssonetal.(2001)は

sDH複合体におけるカルボキシン標的部位はミトコンドリア膜表面の周辺に位

置する領域であると予想した.この部位ではSdhIP,SdhC,及びsdhDの各サブユ

ニットがお互いに接している (Fig.ⅠV4)｡したがってMatssonetal.(2001)らは､

これらの3つのタンパク質をコードする遺伝子の変異によって､カルボキシン

耐性が獲得されると仮説を立てた｡実際にカルボキシン耐性を獲得した例とし

て sdhlP及び sdhD遺伝子における変異が報告されている (Keonetal.1991;

BroomfieldandHagreaves1992;Hondaetal.2000;Skinnereta1.1998;Matssonand

Hederstedt2001;Matssonetal.1998)oしかしながらsdhCに関してはこれまでに

報告がなく､本研究の結果は､フルトラニルやカルボキシンの標的領域にSdhC

サブユニットも含まれることを明らかにした初めての例である｡

sDHはユビキノンを介した電子伝達に関与している｡大腸菌の SdhCにおい

ては､膜貫通ヘリックス Ⅰのアミノ末端側へ隣接する領域にユビキノン結合部

位が位置しており､また 27番目のセリン及び 31番目のアルギニンが結合に重

要であることが報告されている(Yangetal.1998).このドメインはネナガノヒト

ヨタケを含む様々な生物で高く保存されており､本研究で見出されたアミノ酸

置換はこのドメイン中に存在していた (FigIV7)｡したがってフル トラニルと

カルボキシンの標的部位は sdhCにおけるユビキノン結合部位と同一または非

常に近接していると考えられる｡本研究で見出された変異がアミノ酸置換によ

る構造変化を引き起こすことにより､SDH複合体とこれらの薬剤との結合親和

性は低下するが､ユビキノンとの親和性には大きな変化がないと考えられ､そ

の結果､薬剤存在下でも酵素機能が維持されると考えられる｡

酵素活性の測定により､変異型sdhC遺伝子組換え体由来のSDH活性はFR-1

株と組換えホスト株との中間のフル トラニル感受性を示し､多コピーであって
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も FR-1株を越える耐性は示さなかったという結果が得られた (FigIVIO)｡こ

の理由は､変異株及び組換え株の細胞内における薬剤耐性型 sDH 複合体の量

比にあると考えられる｡FR-1株においては､変異型sdhCのみが発現しており､

細胞内の SDH 複合体はすべて耐性型である｡一方､組換え体では外来の変異

型及び内在の野生型 sdhCの両者が存在し､競合して SDH複合体に取り込まれ

るため､耐性型及び感受性型の両方の SDH 複合体が存在することになる｡こ

の場合､フル トラニル存在下では全 sDH のうち感受性型は機能を失うことに

なる. 変異型 sdhC が導入されても､sdhlP の発現量には変化はなかったこと

から (FigIV9)､同様に他のサブユニットの発現量も変化がないことが予想さ

れる｡細胞内の SDH 複合体の総数は最も発現量が少ないサブユニットの数に

よって制限されることとなるので､変異型 sdhC の発現が増加しても､無制限

に複合体の総数が増加することはないと考えられる｡その結果､限られた sDH

複合体の中には耐性型及び感受性型の両方が共存することになるが､本研究で

供試した多コピー導入株でも-細胞あたりの耐性型 sDH複合体の数が FR-1の

それを上回ることがなかったと考えられ､その結果､変異株の薬剤耐性を越え

なかったと考えられる｡

FigIV-6に示すとおり､sdhC遺伝子のプロモーター領域には CCAATボック

ス 結 合 蛋 白質 NF-Y(また は CBF,fnP2/3/4/5 な ど)との結 合 配 列 ､

CPuPuCCAAr(C/G)(A/G)G(A/C)G と 一 致 す る 配 列 が あ っ た (Mantovani

1998)｡出芽酵母のシトクロム b,60をコー ドしている遺伝子(Sdh3p)は転写因子

HAP2の存在下で発現が活性化する遺伝子をスクリーニングすることにより単

離されている(Daignan-Fomieretal.1994)｡この遺伝子はHAP2/3/4に結合する共

通配列をプロモーター領域に持っており､その発現は炭素源によってコントロ

ールされているoネナガノヒトヨタケの sdhC の発現もプロモーター領域に存

在する CCAArボックスを介して NF-Y 相同蛋白質によって制御されている可

能性がある｡

単離した変異型 sdhC 遺伝子をマーカー遺伝子として組換え処理を行い､フ

ル トラニル耐性による選抜を行った結果､野生型 (感受性)秩(#292株)から組

換え株を獲得することができた(FigIV8)｡ネナガノヒトヨタケの他の野生型株

(FisC及び 5005)でも組換え実験は成功している.変異型 sdhC遺伝子は組換え株

において優性で明確な抵抗性を示した｡またこの遺伝子はプロモーター及びタ

ーミネーター部分を含めても約 1.4kbの短いもので発現するため､組換え操作
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においても取り扱いが容易である｡また､フル トラニルは動物試験から低毒性

で安全性が高い薬剤であることが示されているため (日本農薬 (秩)1988)､

研究室における取り扱いにも問題が少ない｡したがって本遺伝子とフル トラニ

ルを利用した遺伝子組換え体選抜系はネナガノヒトヨタケの組換え試験におい

て優れた実験系として利用することができるだろう｡
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(5)要約

担子菌に特異性の高い薬剤フルトラニルに対して感受性を示すネナガノヒト

ヨタケの野生型株から耐性突然変異株を取得した｡変異遺伝子を単離するため､

耐性に連鎖する RAPDマーカーを探索し､このマーカーをプローブとして染色

体を分画した cHEFプロットにハイブリダイズさせることにより､変異遺伝子

が座乗する染色体を同定した｡この染色体を特異的に含むコスミドライブラリ

を構築し､フル トラニル感受性のネナガノヒトヨタケ野生株を抵抗性に形質転

換することができるクローンを選抜したところ､フル トラニル耐性遺伝子を含

むと考えられるコスミドクローン 2つを見出した｡これらのコスミドクローン

の解析から､変異遺伝子はミトコンドリア膜に局在するコハク酸脱水素酵素複

合体 (SDH)のチ トクロム b,60サブユニットをコードするsdhC遺伝子において

-塩基置換が生じたものであり､その結果翻訳される蛋白質における第 80番

目のアスパラギンはリジンに置換されることが明らかとなった｡耐性変異系統

及び変異遺伝子を導入した形質転換体の SDH酵素活性解析により､抵抗性の

獲得は､フル トラニル存在下でも sDH 複合体の酵素活性が維持されるためで

あることが示された｡またこの sdhC 遺伝子の変異は､薬剤カルボキシンに対

しても交叉耐性を示した｡他の生物において､カルボキシン耐性は sdhIP 及び

sdhD遺伝子の変異により獲得されることが報告されているが､本研究の結果は

sdhCにおける変異でも抵抗性を獲得されることを示した初めての例である｡こ

の変異遺伝子をマーカーとして､遺伝子導入株の選抜を行うことが可能であり､

今後ネナガノヒトヨタケの遺伝子操作実験において優性の遺伝子組換え体選抜

マーカーとして広く利用されることが期待される｡
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担子菌はその実用的な有用性に比べ､種々の研究基盤が十分に整備されてい

るとは言い難い現状にある｡今後､担子菌をますます活用し､有用品種の効率

的な育成や､有用成分 ･酵素の高度利用を進めるには､遺伝的情報を十分に蓄

積し､分子生物学的手法を大いに活用していく必要がある｡本研究では担子菌

におけるゲノム解析及び遺伝子機能解析に必須の研究基盤を確立することを目

的として､担子菌のモデル生物として期待されるネナガノヒトヨタケを材料に､

RAPD 法による DNA マーカー利用法の確立､それを基にしたゲノム全体にわ

たる連鎖地図の作成､さらに組換え体選抜マーカーとして利用できる遺伝子の

単離を行った｡

まず第2章では､担子菌における DNA マーカーとして RAPD法の有効性を

検討した｡RAPD 法は塩基配列情報やプローブとして使用する DNA 断片がな

くても容易にゲノム全体を解析するための情報を得ることができるため､遺伝

子情報が十分蓄積していない担子菌類には適した手法であると考えた｡その適

用として､まず､担子菌類の種及び株識別への利用を検討した｡ネナガノヒト

ヨタケとその近縁種については､得られた RAPDパターンにより種の違いを容

易かつ明確に示すことが可能であり､さらに種名不明の菌株に対して種の同定

に行うことが可能であることを示した.また､系統間で多型を示す RAPDマー

カーにより系統識別が可能であり､これらのマーカーが交配及び減数分裂を通

して後代へ伝達されることを確認し､各種遺伝解析に利用できるマーカーとし

て使用できる可能性を示した｡また､マツタケ及び近縁種での解析でも種の違

いを明確に示す RAPDパターンが得られ､マツタケ近縁種間の識別にも RAPD

法の適用が有効であることを示した｡また､本マーカーを利用したマツタケ及

び近縁種における系統解析の結果は､これまでに形態から推定されていた近縁

関係とほぼ一致しており､このことは RAPD法による種識別法の信頼性が高い

ことを示していると同時に､未だ種の分類が十分に確立していない Tricholoma

属の分類には､M D 法を含む DNA レベルの検討が有効であることが示唆さ

れた｡
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次に第 3章ではネナガノヒトヨタケの遺伝地図の構築を行った｡この遺伝地

図は 219のRAPDマーカーと28のRFLPマーカー及び交配因子A及びB遺伝

子座から構成されており､1346cM をカバーする13の連鎖群が同定された｡ネ

ナガノヒトヨタケのゲノムは 13本の染色体から構成されていることが知られ

ているが､cI正F法による染色体泳動パターンのブロッティング及びハイブリ

ダイゼーション試験より､13の連鎖群と 13本の染色体を対応させた｡次にこ

の連鎖地図情報を利用して担子菌で見られる染色体長多型(CLP)について検討

した｡担子菌を含む多くの糸状菌類では系統間で CLPが見られることが知られ

ているが､そのメカニズムはほとんど理解されていない0本研究で得られた連

鎖地図情報とCHEF電気泳動像を利用した解析から､CLPの原因となる染色体

領域を予想することができた｡さらにこの連鎖地図の情報を充実させることで

cLPのメカニズム解明の糸口とすることができると考えられた｡また､この連

鎖地図の有用性として､特に､担子菌の有性生殖過程に関連する遺伝子の解析

に有効であることが挙げられる｡担子菌研究において､交配から二核菌糸の形

成､そして子実体形成､さらに減数分裂に至る有性生殖過程は最も興味深い分

野の一つであるO交配型因子A及びB遺伝子の二重変異株(AmutBmut)は交配を

行わなくても有性生長過程が進み､子実体を形成することができる｡そのため

この系統において有性生長過程に影響する変異が発生すれば､当代でその表現

型が表れるので､容易に変異を見出すことができる0本研究ではこのAmutBmut

株を片親として連鎖地図を構築しており､この地図上のマーカーが直接利用で

きるので､AmutBmut系統で見出された変異に関して､地図上の位置の迅速な

マッピングが可能であり､原因遺伝子の特定に有効である｡

第4章ではネナガノヒトヨタケの遺伝子組換え選抜マーカーとなりうる薬剤

耐性遺伝子の単離を行った｡本研究ではまず､スエヒロタケはフルトラニル耐

性であること､また類似の薬剤カルボキシンに対する耐性には sdhlP遺伝子の

変異が関与することから､スエヒロタケの sdhlP遺伝子がフル トラニル耐性に

関与していると予想し､ネナガノヒトヨタケに対し本遺伝子の導入処理を行っ

た｡結果として､残念ながら本遺伝子によるフル トラニル耐性への形質転換は

認められなかったが､フル トラニルに明確な耐性を示すネナガノヒトヨタケの

突然変異株 FR-1を得ることができた｡そこで､RAPD マーカーを利用した連

鎖解析により変異遺伝子をマッピングし､座乗染色体の特定を行い､この染色

体を特異的に含むコスミドライブラリを構築することにより､変異遺伝子の単
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離に成功した｡変異遺伝子はコハク酸脱水素酵素複合体 (SDH)膜サブユニッ

トの一つであるチトクロムb56.サブユニットをコー ドするsdhC遺伝子に-塩基

置換が起こったものであった｡この変真により第 80番目のアミノ酸がアスパ

ラギンからリジンへと置き換わる｡このアミノ酸置換により､フルトラニルと

SDH複合体の結合性が低下するが､チ トクロム b56.サブユニットが関与する電

子伝達系には影響が少ないためにフル トラニル耐性が獲得されたことが示唆さ

れた｡この耐性遺伝子を利用してネナガノヒトヨタケの遺伝子組換え体をフル

トラニル耐性で選抜することができたため､本遺伝子は遺伝子組換え体選抜マ

ーカーとして有用であることが示された｡既に本菌においては組換え手法が確

立しており､別のマーカー遺伝子も存在するが､今後は複数の遺伝子を導入し

た組換え体を用いて解析するような研究が増えると予想され､複数の組換えマ

ーカーが利用可能であることが望ましい｡したがって､本研究で単離されたフ

ルトラニル耐性遺伝子も重要なマーカー遺伝子としてその利用が期待される｡

以上に述べたとおり､本研究では担子菌研究の基盤となる基礎的技術の構築

を行った｡この研究を進行している期間にネナガノヒトヨタケのゲノムプロジ

ェクトが進行し､2003年にほぼゲノム全体が含まれていると考えられる塩基配

列情報が公開され (http://ww .broad.mit.edu/annotation/fungi/coprinus_cinereus/)､

担子菌においても詳細な遺伝情報の利用が可能となった｡このことにより､本

研究の成果であるネナガノヒトヨタケの連鎖地図及び薬剤耐性遺伝子を利用し

た遺伝子組換え系は今後ますます重要となると考えられる｡まず､連鎖地図の

利用であるが､遺伝子の単離においては､本研究で得られた連鎖地図上に目的

の形質をマッピングすることができれば､その位置情報から全塩基配列情報の

うち該当する領域において遺伝子の絞り込みを行うことが可能となり､研究の

高速化が期待される｡また連鎖地図と塩基配列情報を併せて解析することによ

り､染色体長多型の生物学的な意味についても解き明かすことが可能であろう｡

次に担子菌における遺伝子解析のための組換え法の重要性について述べる｡全

塩基配列が明らかになった現在､次の興味は､そこに見出された数多くの遺伝

子の実際の機能にある｡担子菌は微生物の中では例外的といえる巨大な生殖器

官である子実体を形成し､また､リグニン分解に関わる酵素群を持つなど､他

生物にはない数々の特徴があるため､担子菌類独自の新奇な遺伝子が数多く存

在することが予想される｡そのため､全塩基配列解析の結果得られた遺伝子の

候補の中には､他生物の遺伝子との比較ではその機能の予測が困難なものも多
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数含まれると考えられるCこのような遺伝子に関しては組換え法を利用した解

析によりその機能を明らかにしていく必要があると考えられる｡本研究で確立

したフル トラニル耐性遺伝子による組換え系もそのような研究に当然使用可能

であり､幅広い利用が期待される｡担子菌のモデル生物となったネナガノヒト

ヨタケのゲノムプロジェクトの成果は､すべての担子菌研究を飛躍的に進める

ことが予想される｡その推進において､本研究の成果が大いに活用され､担子

菌独自のユニークな生物学的発見が数多く行われることを期待すると同時に､

我々の社会をさらに豊かにするような担子菌の利用法の拡大が行われることを

期待する｡
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士 (現北海道大学助手)､加賀秋人博士 (現農業生物資源研究所主任研究官)

には､大学在籍当時､さらに私が食総研に配属された後もお二方が近隣の研究

所で研究に従事されていたこともあり､研究のみならず大海への挑戦など様々
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