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論 文 内 容 要 旨

序論

麹菌(AΨ ε78∫伽 ∫oryzαの は、 我 が国 にお い て古来 よ り清酒、 味噌、醤油

等の発酵食 品の製造 に利用 され、国際的に もGRAS(generallyregardedas

safe)と して 安 全性 が広 く認知 されて い る数少ない産業微 生物 である。 この

様 に産業上での高い重要性にもかかわらず、麹菌では有性生活環 が発見され

ておらず、 交配による古典的な遺伝解析が行えないため、 また、菌糸及び分

生子が多核 であ り変異体の取得が困難であった ことか ら、遺伝学的、細胞学

的研究はほ とん ど行われていなかった。しか し1980年 代 後 半 に、麹 菌 をタ

ー ゲ ッ トと した遺伝子工学的手法が確立されて以降、麹菌の多様 な生命現象

が分子 レベルで精力的に解析 されている。なかでも麹菌菌体 とその生産物の

安全性が極 めて高いこと、菌体外 に多量の酵素タ ンパク質 を分 泌生産 する能

力を持つ ことなどか ら、麹菌は大腸菌や酵母に代 わる異種 タ ンパク質隼産の

ための宿主 として期待 され、数多 くの研究がなされている。 しか しなが ら、

麹菌におけ るタンパ ク質分泌機構、 プロセ ッシング機構 に関す る研究はほ と

んどなされていない。

糸状菌細胞の中で細胞外、各オル ガネラ、細胞膜、細胞壁 な どに局在する

機能性タ ンパ ク質は、機 能を持たない前駆体タ ンパ ク質 と して生合成 され、

Golgibodyを 経 て プロセ ヅシ ング酵素 によ って成熟型 に変換 され、機能を持

つ形 となって 目的の位置へ局在 することになる。 この過程 は、酵母か ら哺乳

類まで よ く保存 されて いる機構で、ペプチ ドホルモ ンや神経 ペプチ ドな どの

生理活性ペ プチ.ドや、 血 清 タ ンパ ク質、細胞増 殖因子な ど多 くの分泌 タンパ

ク質の例 が示されている。多 くの場合、前駆体 タンパ ク質 はそれ 自身では生

理活性 を持たず、細胞 内 プロセ ヅシングを受けて初 めて活性化 されることか

ら、プロセ ヅシングの過程はタンパ ク質分泌のみな らず、多様 な生物機能の

発現 と調節 において、非常に重要な位置を占めていると考 え られ る。

以上の ことか ら、 プロセ ッシング機構の解明は、 タンパ ク質分泌機構の解

明と共 に生物機能の発現 と調節を理解する手掛 か りとなる。サチライシン様

セ リンプロテアーゼkexinは 、 この細胞 内 プ ロセ ヅシ ング機 構 の 中心的役

割を果たす酵素の一つ と考 えられている。kexinは 、塩 基性 ア ミノ酸対 部位C

末端側 で限 定切 断す る プ ロテ アーゼで、 トランスゴル ジ膜上 に膜一回貫通型
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として局在 する膜 タンパク質であ る。kexinは 、酵 母 で その存在 が み つ か っ

て 以来、哺乳類をは じめ とす る多 くの生物で発見され、報告されている。そ

こで、本博士論文研究ではこの機 構のキープロテイ ンとして存在する麹菌の

kexinに 注 目 した 。麹菌Kexinは 、本 研 究 室野 島 に よ りク ロー ニ ングされ、

燃 β と名付 け られている。本研究 では、KexBの 菌 体 内 にお け る機 能 と共

に、KexBが 麹 菌 の生命活 動 に 与 え る影 響 を解明す る 目的で、舵xβ 遺 伝 子

破壊株 を造 成 し、 その破 壊株の解析 を行 った。

(本 要 旨にお い て、特 に断 りの ない限 り、 ε々xβや1くE天2は 遺伝子 、KexBや

Kex2pは タ ンパ ク質 を意 味 す る。)

第1章 初xB遺 伝子破壊株 の造成 と表現型解析

本章では、舵xβ 遺伝 子 の麹 菌 にお け る生体 内機能 を調べるために、染色

体上の 舵xβ 遺伝 子部位 への相 同組 換 え に よる遺伝子破壊株の造成を行い、

その表現型解析 を行った。

選択マーカー としてピ リチ ア ミン耐性 遺伝子(ptrA)を 搭載 した破 壊 用 プ

ラス ミ ド(Fig.1A)を 用 い て形 質 転換 を行 った。得 られ た形質転換体セは、

染色体上 に2コ ピーのN末 端 領域 及 びC末 端 領 域 が欠 けた不 完全 遺 伝子

が生 じる こ と に な るた め 、い ず れ も機 能 しな い(Fig.1B)。 形 質 転 換 体 ～紳400

株 か らコ ロニーPCRを 用 い て 燃B遺 伝 子破壊 候補 株 をスク リー ニ ング し

た。得 られた候補株か ら、ゲノムを取得 し、サザ ンプロッテ ィングによ り 燃B

遺伝 子破壊 の確 認 を行 った(Fig.ユc)。 得 られた遺伝 子 破 壊株 を △舵κβ と名

付 けた。

△舵xβ 株 の 表現 型 は、最 少寒 天 培 地(CDplate)培 養 にお いて、 野 生株 と

比較 して分 生子形成能が著 しく低下 し、かつ小さ く、密 なコロニーを形成す

る表現型 を示 した(Fig,2A)。 また、 走 査 型 電子顕 微 鏡 を用い た詳細な観察

か ら、△舵xB株 の菌糸は野生株 と比 較 して、枝分れが多 く高密度 に凝集 し、

菌糸先端 は多分岐な形態を示 していた(Fig.2DtoG)。 興 味深い こ とに、△んαB

株 の表現 型 は 高浸 透圧下 で、そ の 表現型 が復帰する事 が明 らかになった(Fig.

3A)。 走 査型 電子 顕微鏡 を用 い た観 察 か らも △たεκβ 株 は野生株 とほぼ同様の
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分生子形成、 菌糸形態 を示 していることが明 らか になった(Fi93CtoF)。

さ らに、 液 体 培養 下 に お い て も 猷εxB株 は、野 生株 と比較 して 、 多分 岐 な

形 態を示 した。 しか し、高浸透圧条件下の液体培養では、野生株 と同様の表

現型に復帰 していた(Fig.4)。 これ らの表 現型 が 本 当に 燃8遺 伝子 破壊 に

由来 す る もの なの かを確認 するために、△丸ε沼 株 に καβ 遺伝子を導入 した

ところ、表現型 が復帰 した。よって、上記の表現型は 丸εxβに 由来 して いる

こ とが証 明 され た(Fig.5)。

第2章 舵超 遺伝子破壊株の トランスク リプ トーム解析

麹菌の 舵κB遺 伝 子 破 壊株 は、顕 著 な表現型 の変化を示 した。A.η'gεrや

A.η ∫4麗1伽∫ の 尭εxβ遺 伝 子 破壊株 も、 分 生子形 成能の低下 は見 られないも

の の菌糸 が 短 く、 多分 岐 な表現型 を示 す。 また近 年、 二形 性 のC伽4」 伽

α伽c伽 ∫お い てKE天2遺 伝 子破壊 株 が菌 糸体 を形成 で きない といった表現

型の報告が なされている。 この様にプロセ ッシングプロテアーゼの破壊は、

生命活動、特 に形態形成 に密接に関わ っていると考えられる。しか しなが ら、

なぜKexB欠 損 が、 こ の 様 な形 態 変化 を引 き起 こすかは明 らかにされてい

ない。そこで、本研究で は麹菌 たεxB遺 伝 子破壊 株 を用 いて 、 トラ ンス クリ

プ トー ム解析 を行い、破壊株 内でどの ような変化が起きているかを考察 した。

最 も顕 著 な表現型 を示 した最少寒 天培地培養 において、△舵xB株 及 び 野

生株 か らmRNAを 取 得 し、△伽 β 株 と野 生株 の浸 透圧 の存在下、非存在下

での遺伝 子 の転写の様 子 をDNAマ イ ク ロア レイ を用 い て解 析 した 。その

結果、通常 の環境条件 下 では、たεxB遺 伝子 破壊 株 の遺伝 子 発 現 、 発現 種が

野生株 と比較 して非常 に多いことを明 らかに した。よって、通常条件下にお

いて、kexB遺 伝 子破 壊 は 、大規模 な遺伝 子 発現 を促すことが示唆 され た。

一方で、高浸透圧条件 下では κεxβ遺 伝 子破壊株 、野生株 共 に、遺伝子発現

量、発現種 が同等 とな るこ とが明らかにな った(Table1)。 △んεκβ 株 は顕著

な形態 異 常 を示 すことか ら、マイクロアレイチ ヅプに搭載されている遺伝子

群の中か ら、細胞壁合成 に関与する遺伝子に焦点 を当て、その遺伝子発現強

度 を解析 した。その結果、たεxB遺 伝子 破壊 は、 キチ ン合 成酵 素 で あるc加 召,

一434一



c加Cや β グ ル カ ン転 移 酵 素 で あ るgθ 昭 とい っ た細 胞 壁 合 成 酵 素 群 の 異 常

発 現 を 引 き起 こ す こ と が 明 らか に な っ た(Fig.6A)。 しか し高 浸 透 圧 条 件 下

で は 、 これ らの 発 現 は 、 野 生 株 と同 等 レベ ル に な る こ とが 明 らか に な っ た 。

(Fig.6B)。 こ の よ う な 細 胞 壁 合 成 酵 素 の 転 写 異 常 、 及 び 高 浸 透 圧 に よ り抑 制

さ れ る現 象 か ら、KexB欠 損 はcellintegrityシ グナ ル 伝 達 経 路 に 異 常 を き た

して い る の で は な い か と仮 説 を立 て た 。

cellintegrityシ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 、 酵 母 で よ く研 究 され て お り、低 浸 透 圧 、

高 温 、 細 胞 壁 損 傷 な ど の ス トレス に よ り活 性 化 し、Rho1,Pkc1を 経 由 して

MAPKカ ス ケ ー ドを 活 性 化 し、Rlm1な どの 転 写 因 子 を 活 性 化 す る 経 路 で

あ る(Fig.7)。 こ の 経 路 に 制 御 さ れ て い る遺 伝 子 に は 、 この 経 路 のMAPK

(mitogen-activatedproteinkinase)で あ るMPK1や グ ル カ ン合 成 酵 素 のFK∫2,

キ チ ン合 成 酵 素CH∫3な ど の 報 告 が あ る 。 こ の 経 路 の 異 常 が △舵xβ 株 の

c加B,c加C,gε 沼 の 発 現 異 常 を引 き起 こ して い る の で は な い か と考 え 、 こ れ

らの遺伝子 とこの鋒路 のMAPKで あ る 脱ρ姐 の 発 現 解 析 を行 っ た(Fig・

8B)。 そ の 結 果 、 舵x8遺 伝 子 破 壊 株 に お け るc加 召,c加C,gε1Bは 野 生 株 と比

較 して ど の 時 間 帯 にお い て も高 発 現 し て い る こ とが 明 らか に な っ た 。さ らに 、

切p姐 も野 生 株 と比 較 して 同様 に高 発 現 して い た 。 ま た 、 酵 母 に お い てcell

integritypathwayは 高 浸 透 圧 に よ っ て 抑 制 さ れ る事 が知 られ て い る 。そ こ で 、

彫p姐 の 転 写 異 常 が 、 浸 透 圧 を感 知 す る こ とで 形 態 形 成 の 復 帰 と 共 に 、 野 生

株 レ ベ ル ま で に転 写 量 が 減 少 す る か を確 認 した 、 そ の 結 果 、 有 意 に転 写 量 が

減 少 す る こ とが 明 らか に な っ た(Fig.8c)。 これ らの 結 果 か ら、 κεxβ遺 伝 子

破 壊 はcellintegrityシ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 異 常 を も た らす こ と が 間接 的 に 示

唆 さ れ た 。

KexB欠 損 がcellintegritypathwayを 構 成 的 に活 性 化 して い るか ど う か を

直 接 的 に 証 明 す る た め に 、 この 経 路 のMAPKで あ るMpkAの リ ン酸 化 を

phoshpo-P44/42MAPkinase抗 体 を用 い て 検 出 す る こ と を試 み た(Fig.9)。 そ

の 結 果 、 戯 εxβ 株 は 最 少 寒 天 培 養 に お い て 、 有 意 にMpkAの リン 酸 化 が 確

認 さ れ た(Fig.9Alanesland2)。 一 方 、 高 浸 透 圧 条 件 下 で は 、 △燃 β 株 は 表

現 型 の 復 帰 と共 にMpkAの リン酸 化 は 抑 制 さ れ て い た(Fig.9Alanes5and

6)。 野 生 株 で は 、 浸 透 圧 の 有 無 に 関 わ らず 、MpkAの リン酸 化 は 確 認 さ れ な

か っ た(Fig.9Alanes3,4,7and8)。 しか し、 野 生 株 も低 浸 透 圧 下 に 曝 さ れ る
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とMpkAの リン酸 化 が確 認 さ れ た(Fig.9Alanesgand10)。 さ'ら に、50,70,

105の 各 時 間 に お い て 、 猷 εxβ株 と 野 生 株 とのMpkAの リン酸 化 を 調 べ た

と こ ろ、,野 生 株 と比 較 して △燃 β 株 は 有 意 に ど の 時 間 帯 に お い て もMpkA

が リン 酸 化 さ れ て い た(Fig.9B)。 こ れ らの 結 果 か ら 、KexB欠 損 はcell

integrityシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 構 成 的 活 性 化 を 引 き起 こ す こ とが 明 らか に な っ

た。

第3章 舵xB遺 伝子破壊株 の細胞 壁解析

上 記 ま で の 結 果 か ら、 △κεxB株 が 示 す 形 態 異 常 の 原 因 の 一 つ にcell

integrityシ グ ナ ル伝 達 経 路 の 構 成 的 活 性 化 が 考 え られ た 。 ま た 、 この 経 路 は

細 胞 壁 の 統 合 性 に 関与 す る経 路 で あ る 。 そ こ で、KexB欠 損 が麹 菌 の 細 胞 壁

合 成 に どの よ う な 影 響 を 与 え て い る か を 調 べ る た め に 、 飲 εκB株 の 細 胞 壁

組 成 、 化 学 構 造 解 析 を 試 み た 。 糸 状 菌 の 細 胞 壁 は 、glucoseの ポ リマ ー で あ

る β一1,3-glucanを 主 鎖 と し、 そ の 主 鎖 に β一1,6一結 合 で β一1,3-glucanの 側 鎖

が 結 合 して い る。 ま た、 そ の 側 鎖 に1>一acetylglucosamineの ポ リマ ー で あ

るchitin,mannoseとgalactofuranoseで;構 成 さ れ るgalactomannanさ ら に β

1-3/1-4glucan等 が結 合 し、 細 胞 壁 の3次 元 構 造 を形 成 して い る と考 え られ

ている。

まず、 △舵xB株 の細 胞 壁構 成糖 の 定 量 を行 った。浸透圧非存在下、存在

下で培養 した △んεxβ株 及 び 野生株 か ら細 胞壁 を調 整 し、酸加水分解 によ り

細胞壁構成糖であるグルコース、 グル コサ ミン、マンノース、ガラク トフラ

ノース量を定量 した。その結果、 通 常条 件下で、△舵xβ 株 は野生 株 と比較

して β一glucan含 量 が約 半分 に減 少 し、chitin含 量 が約15倍 に増加 して い

ることが明 らか になった(Table2)。 浸 透 圧 存在 下 で は、 △んε詔 株 は野生株

と比較 して、 どの構成糖 もほぼ同等 の値 であ ったこ とか ら、 戯εκβ 株 の浸

透圧による表現型復帰 は、細胞壁 レベルで も起 こっていることが示唆され た。

△丸εxB株 の通 常条 件 下 にお け る β一glucan含 量、chitin含 量 の 変化 が その

活性 にまで 影響 を及ぼ しているか を調 べ るために、 猷θκβ 株及び野生株 の

膜画分を取得 し各々の活性測定を行 った。その結果、chitin合 成酵素 は △舵xβ
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株で有意に高い活性 を示 していた(Fig,10)。 また、 β一glucan合成 酵素 で は、

培養 初期 の段 階 にお いて 戯αβ 株 は、 野生株 と比較 して低い活性 を示 して

いた(Fig.11)。

△舵κβ 株 の 細 胞 壁 構 造解 析 を行 うにために、細胞壁のアルカ リ抽 出を行

った。航εxB株 及 び 野 生株 の菌 体 を熱 水 抽 出後 、 アル カ リ抽 出によ りアル

カ リ可溶画分 とアル カ リ不溶画分 とに分 けた。その結果、 △んθxβ株 の細 胞

壁 は、 アル カ リに 可 溶 な画分が野生株 と比較 して非常 に少ないことが明 らか

になった(Fig.12)。 また、 アル カ リ不 溶画分 に含 まれ るキチ ン含量を測定

した ところ、 △舵κB株 は構成 糖 定量 の 結果 と同様 に、 野生株 よ りキチ ン含

量が高いことが明 らかになった。 さ らに、アルカ リ不溶画分に対 して △舵κβ

株 紐 胞 壁 の 主 鎖 β一1,3-glucanに 対 して の 側 鎖 の 割 合 を調 べ る た め に ・ メ チ ル

化 分 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 △舵xβ 株 は 、 野 生 株 よ り β一1,6一結 合 の 割 合 が

少 な い こ とが 示 唆 さ れ た(Table3)。

総合考察

(1)舵 エB遺 伝 子破壊株の造成 と表現型解析

麹菌(A.oryzae)の 舵xβ 遺 伝 子破 壊 株 は分 生 子形 成 能 の低下及び顕著な

形態形成異常 を示 した。A.η ∫88rやA.η ∫4μZ伽3の 舵詔 遺伝 子破壊 株 の 表

現 型 と比較 する と麹 菌の破壊株 の方が よ り重篤な表現型 を示すことか ら、麹

菌KexBの 機 能 は形 態 形 成 や分 化 に よ り重要であ ることが示唆 される。 し

か し、各KexBの 基 質特 異性 は 非 常 に似 て い る事 か ら、KexBの 機 能 の違

いで はな く、KexBの 基 質 の違 い が表 現 型 の変化 に起 因 していると考え られ

る。 また、 高 浸 透 圧 によ る表現 型 の復 帰は、 他 の 真菌(5.cεr朗 ∫厩,C.

α伽cαη∫)で は 報 告 が な く、 興 味 深 い現 象 である。 この表現型の復帰 に関 し

て、二つの仮説 を以下 に示す。一つ 目として、高浸透圧ス トレスによって誘

導されるサプ レ ヅサーの存在。二つ 目としては、高浸:透圧 下で は、cellintegrity

シグナル伝 達 経 路 が 不 活性化 し、 高浸透圧 によって活性化 されるシグナル伝

達経路の応答因子 が表現型の復帰 に関与 している可能性が挙げられる。現在、
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共同研究者と共に表現型復帰因子について研究を進めている。

(2)初 詔 遺 伝子 破 壊 株 の トラ ンス ク リプ トー ム解析

ゐεκβ 遺 伝 子 破 壊 は 、cellintegrityシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 構 成 的 活 性 化 を 引

き 起 こ す こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の 経 路 の 構 成 的 活 性 化 株 の 発 見 は

A∫θpεr8∫〃μ5属 で は 、 世 界 で 初 め て の もの で あ る 。 こ こで 、 な ぜKexBの 欠

損 が こ の 経 路 の 構 成 的 活 性 化 を引 き起 こ した の か に対 して 、 以 下 の 仮 説 を提

唱 す る 。(i)KexBが 細 胞 壁 合 成 に 必 要 な 酵 素 の プ ロセ ッ シ ン グ を 行 っ て お

り、 こ れ に よ り破 壊 株 は 正 常 な細 胞 壁 を作 る こ とが 出来 な い 。 こ の 細 胞 壁 の

異 常 を セ ンサ ー タ ンパ ク 質 が ス トレス と感 じ、cellintegritypathwayを 活 性

化 し、 細 胞 壁 損 傷 の 補 修 に 必 要 な 細 胞 壁 関 連 遺 伝 子 群 の 転 写 量 が 増 加 す る

(Fig.13)。 酵 母 にお い て 、 こ の経 路 の セ ン サ ー タ ン パ ク質 は 、 細 胞 壁 の 撹 乱

を 直 接 感 知 してGprotein反 応 を経 由 して 経 路 の 活 性 化 を引 き起 こ して い る

こ とが 知 られ て い る。 ま た 、 この セ ンサ ー タ ンパ ク質 の カ ウ ン タ ー パ ー トが

麹 菌 ゲ ノ ム 内 に も存 在 す る こ と を確 認 して い る。(ii)KexBがcellintegrity

pathwayの セ ンサ ー タ ンパ ク 質 の プ ロ セ ッシ ン グ を 行 って お り、 不 活 性 化 型

の セ ン サ ー タ ンパ ク 質 がnegativeregulatorと して 働 き、 こ の 経 路 の 構 成 的

活 性 化 を 引 き起 こ す(Fig,13)。C.α1わ ∫c釧∫ の ゲ ノ ム情 報 を用 い たKex2p基

質 予 測 か ら、ce11integritypathwayの セ ン サ ー タ ンパ ク 質 で あ るWsc2pホ

モ ロ グ が 候 補 に 挙 が って い る 。 こ の こ とか ら も麹 菌KexBが セ ン サ ー タ ン

パ ク質 を基 質 に して い る 可 能 性 が考 え られ る。 上 記 の 仮 説 の他 に 、 他 の シ グ

ナ ル 伝 達 経 路 の 影 響 な ど や 細 胞 壁 合 成 酵 素 とセ ン サ ー タ ン パ ク 質 の 両 方 を

KexBが 基 質 に して い る可 能 性 も考 え られ る。

(3)ん 傷B遺 伝子破壊株 の細胞壁解析

KexBの 欠損 はcellintegritypathwayの 構 成的 活性化 を引 き起 こす こ とか

ら、 △舵κβ 株の細胞壁解析 は、KexBが 関与 す る細胞 壁 合 成 酵 素 の 予 測 と

共 に、 この経路の応答反応 を細胞壁 レベルで理解 することが出来 る と考 え ら

れる。 △んεxβ株 の細胞 壁 構 成糖 は、野 生株 と比較 して β グルカ ン含量 が半
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分程度 まで減少 していた。糸状菌を含む真菌類の 多 くは、β グル カ ンを主

要な構 成糖 として細胞壁 を構築 してい る。 また、AΨ εrg'伽∫属 は 、 β グル

カ ン合 成酵素(FksA)を 一 つ しか持 たず、 その遺 伝 子 破 壊 は致死 を示す。 こ

の ことか ら、△κεκB株 細胞 壁 のβ グル カ ンの減 少 は く細胞壁強度 を非常 に

危 うい もの にしている と考 えられ る。 この減 少の原 因 として、 △たεxβ株 の

生 育 初期(50h)にFksAの 活性 が低 い、 又 は、 タ ンパ ク量 が少ない ことが

活性測 定の結果 か ら、示唆された。β グルカ ン合成 には、活性 サ ブユニ ッ

トと調節サブユ ニ ッ ト及 びGTPの 供 給 が 必 要 で あ る。 △舵沼 株 の生育初

期 には これ らのバランスがうまく機能 していない可能性 が考え られ る。

細胞壁のアルカ リ抽出の結果か ら、 戯εxβ株 は 細 胞 壁 表層 及 び 分岐 先端

の β グルカンが少ない ことが示唆され た。 また、 アル カ リ不溶画分 に含 ま

れ るキチ ン含量が野生株 と比較 して多いこ とか ら、主鎖 となる β一1,3-glucan

に多 くの キチ ンが結合 して い る可能性が示唆された。 さ らに、 メチル化分析

の結果 よりMε κβ 株 の細胞 壁 主鎖 で あ る β一1,3-glucanの 分 岐 度 が 野 生株 よ

り少 ない ことが示唆された。以上の結果 よ り、 △舵κB株 細胞 壁 構 造 は、 「主

鎖 β一1,3-glucanの 分 岐 が 少 な く、 分岐 先 端 の 短 い 側鎖 グルカ ンに、その空

間を埋めるような形で、多 くのキチンが結合 してい る」 といった構造モデル

を提唱 した(Fig.14)。

要約

1)麹 菌 舵xB遺 伝 子破 壊株 の表現 型 は、 形 態 形 成 異常 を示 し、 その表現型

は高浸透圧下で復帰するこ とを見出した。

2)た εκβ 遺伝 子 破壊株 の形 態 異常 の原 因の一つ に、cellintegrityシ グナル 伝

達 経路 の構 成 的活性化 が示唆 された。また、高浸透圧 における表現型の復帰

は、 この経路の抑制 とパラ レルな現象 として起 こってい る事が明 らかにな っ

た。

3)た εxB遺 伝 子破 壊株 は、 βグル カ ン合 成 の減 少 によ る細胞壁 の物理的強度

の低 下を、キチ ン合成を増すことでその強度 を補 って い ることが示唆された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

真核細胞において,細 胞外,各 オルガネラ,細 胞膜,細 胞壁などに局在する機能性 タンパク質は,

は じめに機能をもたない前駆体タンパク質 として生合成 され,ゴ ル ジ体を経てプロセシング酵素に

よって成熟型に変換 され機能をもっ形となって 目的の場所に局在す る。

このように細胞内でおこる前駆体タンパクのプロセシングの過程は,タ ンパク質の分泌のみな らず

多様な生物機能の発現 と調節において,重 要な位置を占めている。サチライシン様セ リンプロテアー

ゼ,ケ クシン(kexin)は,こ の細胞内プロセシング機構の中心的役割をにな う酵素の一つ と考えられ

ている。ケクシンは酵母でその存在が見出されて以来,哺 乳類 をはじめ多 くの生物でその存在が知 ら

れている。

候補者の研究は,わ が国の発酵産業で最も一般的に使用 されている糸状菌である麹菌(ア スペルギ

ルスオ リゼ,A∫pε㎎1〃那∫oワzαθ)のケクシン(KexB)の 菌体内における機能 と,麹 菌の生命活動に与

える影響を解明する目的で,麹 菌のKexB遺 伝子破壊株を造成 し,そ の解析を行ったものである。

麹菌KexB遺 伝子破壊株 を取得 しその表現型を解析 した結果,分 生子形成能の低下及び顕著な形態

形成異常を示 したことより,KexBの 機能は麹菌の形態形成や分化に深 く関係 していることが示唆 さ

れた。KexB遺 伝子破壊株のDNAマ イクロアレイを用いた発現解析を行った結果,細 胞形態構築(cell

integdty)に かかわるシグナル伝達経路の構成的活性化を引き起こしていることを見出した。KexB破

壊株が形態異常を示したことより糸状菌の形態維持を担っている細胞壁多糖,と くにべ一タグルカン,

キチンの合成系に異常がある事が予想 され,破 壊株の遺伝子発現解析,酵 素活性測定結果からも,べ 一

タグルカン合成に関与する遺伝子GelB,と キチン合成に関与する遺伝子ChsB,ChsCが 異常に増加 し

ていることがで示さ.れた。細胞壁べ一タグルカンの構造解析の結果から,KexB遺 伝子破壊株の形態

異常の原因は,細 胞壁骨格べ一タグルカンの構造異常による細胞壁の物理的強度の低下によることを

明らかにした。

以上候補者の研究は,麹菌アスペルギルス オリゼのプロセシングプロテアーゼ・ケクシン(KlexB)

の菌体内における機能が,細 胞形態構築にかかわるシグナル伝達経路の構成的活性化 を引き起こして

いることを見出 した。この発見はアスペルギルス属の糸状菌では世界ではじめてのものである。さら

に細胞形態の異常は細胞壁骨格グルカンの構造変化によるものであることをはじめて化学的に証明し

た点で,審査員一同,候補者は博士(農 学)の 学位を授与されるに充分の資格を有するもの と認定 した。
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