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論 文 内 容 要 旨

R配zoc亡o面asola韻 ま多犯性の植物病原糸状菌であ り、難防除土壌病害の1つ である。本菌は菌糸

融合の有無により種内類別が行われており、現在は第10群 までが知 られている。これら菌糸融合群

(AG)の うち、AG1か らAG6ま では、各群 ごとに大きさと配列の異なるプラスミドを保持 してお

り、 プラスミ ドを保持する菌株からは自身のプラスミドをプローブとした場合のみ、ハイブリダイ

ズするRNAが 検 出されている。プラスミドの構造については、AG2-2の 保持するpRS224とAG4の

保持するpRS64に 関して解析が進められているが、 これ らは両者とも両末端が1本 鎖ヘアピンループ

構造でつながった、線状2本鎖DNAで 、2本 鎖部分にORFを 保持 している。どちらのプラスミドの場

合も、検出された相同RNAがORF領 域を含んで転写されていることか ら、これ らORFが 菌体内で発

現している可能性が示唆されている。これまでに糸状菌で見いだされた線状プラスミドは、ほとん

どが自身の複製に機能すると考えられる酵素をコー ドしているが、本菌で見いだされたORFは 既知

のタンパク質 と信相同性を示さない。またRsolao1の 場合、各AGご とに特有の大きさと配列のプラ

スミ ドを保持 していることか ら、両者の関連を考察する上でも、プラスミドにコー ドされたタンパ

ク質 について解析 を行 うことは重要であると思A123456715PC

われ る。そ こで、本研究ではプラスミ ドで見 い

だ されたORFに 対 す る抗 体 を作製 し、相 同性 の1.2レ,i瞬 だ .
o.5>・ ● 噸 齢働 引D

あるタ ンパ ク質 につ いて解析 を行った。 、,野

(1)pRS64に コ ー ドさ れ た タ ン パ ク 質

(RS64)と 相 同性 のあ るタンパ ク質

pRS64は 一1、一2,一3の3種 のプ ラス ミ ドか ら

成 り、それ ぞれ2本 鎖領域 は高いホモ ロジー を示

す。 これ まで 糸状 菌 で報告 され てい るユ ニバ ー

サ ル コ ドン と 、 ミ トコ ン ドリア コ ドン に従 っ

て、 また 、開始 コ ドン を一般 的なATGと 原核 生

物な どで報 告 のあ るGTGの2つ を用 いてORFの

検 索 を行 った ところ、転 写RNAと オーバー ラッ

プし、pRS64内 で高 い相同性 を示す68ア ミノ酸

B1234567Y5PC

t2レ .

Fig.1.NorthernanalysisofthetotalRNAsextractedfrom

AG41solates

(A)R101isolate(containingpRS64-1)

(B)1271isolate(noplasmids)

TotalTINAwaselectrophoresed1.5%agarosegelunder

denaturatedcondition,andblottedtomembrane.The

probeusedinthisanalysiswasaclonedfragment(BE-3)

containingOidFregionofpRS64.TheLanenumbers

lndicatedaysafter】 血㏄ 晦tlon。PCindicatesBE-3probe・

HybridizedRNA(0.5and1.2kb)areindicatedwitharrows.
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Fig.2.Detectionofanuclearsequence.

(A)Gel-electrophoreticanalysisofrestrictionenzymedigests

ofnuclearDNAfromisolate1271.

(B)ResultofhybridizationofSoutherntransferstripfrom(A)

withclonedpRS64DNAprobes,X-8andX-11.NuclearDNA

wasdigestedwithBamHIandEcoRI.Molecularweight

markersareindicatedontheleft.Hybridizedsignalsare

indicatedwitharrows.

か らな るORFが1つ 存在 して いたた め、 これ

をRS64と し、菌 体 内で の発現 を検 討 した 。

RS64に 対 す るポ リク ロー ナル 抗体 を作製

して、1271(プ ラス ミ ドを保持 しない)、

R101(pRS64-1を 保持)、GM-11(pRS64-

2を 保持)、RI-64(pRS64-1、 一2、一3を 保

持)の4菌 株 か ら相 同 タ ンパ ク質 の検 出 を

行 った結果 、供試 した4菌 株 全 てか ら大 き さ

約12kDaの タンパ ク質 が検 出 された。 これ ら

の菌株 を供試 してRS64の コー ド領域 をプ ロ

一 ブ とし、 ノザ ン解析 を試みた 。0.5kbの 相 同RNAは プ ラス ミ ドを保持 した菌株 か らのみ検 出 され

た(Fig.1)。 一方 、供試 した4菌 株 か ら大 きさ約L2k:bの 相 同RNAが 検 出され た。 また1271菌 株 に

対 して 、プ ラス ミ ドpRS64-1と 一2の2本 鎖領域 をプ ロー ブ としてサザ ン解析 を試 みた と ころ、相 同

領域 はゲ ノム 中に存在 してい る可能 性が示 唆 され た(Fig。2)。 これ らの ことか ら、ポ リク ローナ

ル抗体 によってAG4か ら検 出された12kDaの 相 同タ ンパ ク質 は 、ゲ ノム 中に存 在す るプ ラス ミ ド

A
kDa

92.5

66.0

45.0

36.0

20.1

12.3

識灘 B 識 評頴 ・

wr

Fig.3.ImmunodetectionofthehomologousproteintoRS64

fromtotalproteinsofAG41solates.

㈹C∞massieblue-stainedSDS-PAGEcontaini㎎tot組fu㎎al

proteinsofAG4.

(B)WesternanalysisofagelidenU(翅tothat(A).Totalproteins

wereelectrophoresedin18%SDS-PAGEandtransferredto

PVDFmembraneforWesternanalysis.Blotwasprobedusing

monoclonalantibodyraisedagainstRS64.Upperlanesindicate

thefungalisolates.Molecularweightmarketsareindicatedon

theleft.PCindicatespositivecontrol.Thehomologousproteins

about12kDaareindicatedwitharrows.

ORFと 相 同性のある領域か ら転写翻訳された

産物であると考えられた。検 出された相同タ

ンパク質 とRS64の 相 同性 を検討す るため、

RS64に 対するモノクローナル抗体を作製 し

て菌体か らの検出を試みた。モノクローナル

抗体はGSTと の融合タンパク質を用いて作製

し、N末 側 にエ ピ トLプ の存在が示唆 され

た。12kDaの 相同タンパク質は得られたモノ

クローナル抗体 とも同様 に反応 した(Fig.

3)。 このことか ら検出された相同タンパク

質はRS64と 相同性を有 していると判断され

た。
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相同タンパ ク質 の細胞内所在について検討

B

評

.
灘

.

O
聚

ρ

ず

一

a

5

0

0

D

乞

6
.
5
。

k

9

6

4

A

36.0

20.1

12.3

謹柑

<

Fig.4.ImmunodetectionofthehomologousproteintoRS64

fromcellwallfraction.

(A)Coomassieblue-stainedSDS-PAGEgel.

(B)Westemanalysisofagelldenticaltothat(A).PR)teins

wereelectrophoresedInSDS-PAGEandtransferredto

PVDFmembraneforWesternanalysis.IaneCW,crudecell

wallfracrion;laneCW(Triton,solublllzedmembranesfrom

CWfractionbytreatmentwith2%TritonX-100;andlane

MP,membraneproteinssolubilizedfromCW.Molecular

weightmarkersareindicatedontheleft.PCindicates

positivecontrol.Thehomologousproteinabout12kDais

indicatedwitharrow.

したところ、本タンパク質は細胞内の不溶性

画分 に存在 してお り、低張バ ッフ ァー に懸

濁、遠心を繰 り返 し、細胞質画分を洗 い流 し

て も失わ れず 、2%TritonX-100で 処理 を し

て も可 溶化 できな か った ことか ら(Fig。4)、

細胞壁画分 に存在 してい ると考 え られた。

検出された相同タンパク質についてさらに

A kDa
CWAP PCCWAP

解析を行 うため、可溶化法を検討 した結果、

0.5MHCIで 選択的に可溶化することが可能で

A
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12.3

..「.鱒 ・

・.`..

ω
σ
ω
1
で
>
O

而

B

讃 <

Fig.5.AcidicextractionofhomologousproteintoRS64

fromcellwallfraction.

(A)Coomassieblue-stainedSDS-PAGEgel.

(B)Westernana】ysisofagelidenticaltothat(A).P汽)teins

wereelectrophoresedonSDS-PAGEandtransferredto

I'VDFmembraneforWesternanalysis.LaneCW,cellwall

fraction;laneA,extractedproteinsfromCWfractionby

treatmentwithO.5MHCI;laneP,proteinsinCWafter

treatmentwithHCI.Molecularweightmarkersare

indicatedontheleft.PCindicatespositivecontrol.The

homologousproteinabout12kDaisindicatedwitharrow.
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Fig.6.1'urlficationofthehomologousproteintoRS64by2D-

PAGE.

(A)Coomassieblue-stained2D-PAGEgel.

(B)Westernanalysisofagelidenticaltothat(AJ.Theextracted

proteinfromCWfractionbytreatmentwithO.5NHCIwere

loadedontoanisoelectricfocusingtubegel.After

electrofocusing,thetubegelwasmountedontoSDS-PAGEgel,

electrophoresedandtransferredtoPVDFmembraneforWestern

analysis.Thehomologousproteinabout12kDaisindicatedwith

arrow.
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あった(Fig.5)。 また本方 法によ って抽

出した相 同タンパ ク質 をschiff染 色 し、糖

鎖修 飾 につ いて検 討 した ところ、糖 鎖 の

修飾 は受 けていな い と思 われ た。抽 出 し

た相 同タンパ ク質 の2D-PAGEに よる単離

を試 みた結果、pl11付 近 に単一 スポ ッ ト

と して分離 された(Fig.6)。 このスポ ッ

トを切 り出 し、 ア ミノ酸 シー クエ ンス に

供 した と ころ、N末 端 は何 らか の修 飾 を

受 けて いる ため に明確 な ピー クが得 られ

なか った。C末 端側 か らは4つ のア ミノ酸

配列 を読 み取 る こ とが で きた 。 さ らに、

単 離 した スポ ッ トをProteasekに よって

9

爆

蓼

毒

・

Nterminus:Blocked

SC
terminusニ …EIRor

C

<酢2kDahomologousprotein董oRS64

コ2灘 田 諜認 ト・・一SVY・D・・…
<Digested12kDa1③ 一N:…AITFNIT…

Fig.7.Peptidemappingof12kDahomologousproteinto8564

andaminoacidsequences.

TwelvekDahomologousproteinwasseparatedby2D-PAGEand

digestedwithproteaseKinstackinggeloftricineSDS-PAGE.

Afterelectrophoresis,thegelwastransferredtoPVDFmembrane

andstainedwithCoomassieblue.

部分消化 し、 内部配列 の解析 を試 みた。相同タ ンパ ク質はProteaseK処 理 によって大 きく3つ のス

ポ ッ トに分解 されたが 、 この うち最 も小さ いものは さらに3つ に分解 されていた(Fig.7)。 これ ら

3つ のスポ ッ ト(digested12kDa/① 、② 、③)のN末 端 のア ミノ酸配列を決定 した結果、digested

12kDa/① 、② はまった く同 じア ミノ酸配列 を示 した。読み取 られた配列 中にはRS64と 相 同な配列

は含 まれていなかった 。FASTAに よ り既知 のタンパ ク質 とのホモ ロジーサーチ を行 った ところ、両

者 ともpro鐘nと 高 い相 同性 を示 した。BLASTsearchで は相 同性 のあるものは見 いだ されなか っ

た。

(2)pRS224に コー ドされたタ ンパ ク質(RS224)と 相 同性 のあるタンパ ク質:

pRS224は 一1、一2,一3の3種 の プラス ミ ドか ら成る。 これ まで 内部配列 の解析 はpRS224-1に 関 し

て行われて いる。AG4の 場合 と同様 にORFの 検索 をお こなった ところ、複数 のORFが 予想 され た。

pRS224に ついてはプ ラスミ ドを保 持す る菌株 か ら7.4kbと4.7kbの 相同RNAが 検 出されてお り、ほ

ぼ全 てのORFに ついて発現 の可能性 が考 え られた。そ こで本研 究 では、最長 の888ア ミ ノ酸か ら成

るORFをRS224と して 、そ の発現 につ いて検討 した。
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Fig.8.NorthernanalysisofthetotalRNAsextractedfromH-16and

BV-3isolates.

TotalRNAfromtheisolatewaselectrophoresedandblottedto

membrane.TheprobeusedinthisanalysiswastheclonedRS224-b

fragment.Lanenumbersindicatedaysafterinoculation.Upperlanes

血di(温tethe加 ㎎alisolates.MOIecularweightmarkersareind工catedon

theleft.PCindicatesRS224-bprobe.Positionofthe?.4and4.7kbare

indicatedwitharrows.

H-16 61f-3
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36.0
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Fig.9.ImmunodetectionofthehomologousproteintoRS224from

totalproteinsextractedH-16andBV-3isolates.

(A)Coomassieblue-stainedSDS?AGEcontaini㎎tot認fu㎎al

proteins.

(B)Westernanalysi串ofagelidenticaltothat(A).Tbtalprote血swere

electrophoresedin10%SDS-PAGEandtransferredtoPVDF

membraneforWesternanalysis.Blotwasprobedusingantiserum

raisedagainsti2S224-b.Upperlanesindicatethefungalisolates.Lane

numbersindicatedaysafterinoculation.Molecularweightmarketsare

indicatedontheleft.PCindicatespositivecontrol.Thehomologous

proteinabout90kDaisindicatedwitharrow.

一32一

AG2-2に 属す るH-16(pRS224-1、

2、3を 保持)とBV-3(プ ラス ミ ドを保 持

しな い)の2菌 株 を供試 して、RS224の

中 央 領 域 の配 列 を プ ロー ブ と して転 写

RNAの 経 時的変化 につ いて検 討 を行 った

ところ、サ ンプ リング を行 った全期 間 を

通 じて、H-16菌 株 か ら7.4kbと4.7kbの

相 同RNAが 検 出された(Fig.8>。 大腸

菌 でRS224の 発現 を試みた が、完全 長 の

発現 は 困難 だ った ため、ORFを 約800bp

ずつ3等 分 して、N末 端側か らRS224-a、

一b、一cとして発現 を試み た。RS224-b、

一c部分 のタ ンパ ク質 を発現 させ 、抽 出、

精製 後 、マ ウス に免疫 して両者 に対す る

抗体 を得 た。抗体 力価 は抗RS224-bの 方

が 高 か った 。 抗RS224-b抗 体 を用 いて

H-16、BV-3両 菌体 か らのタンパ ク質 の

検 出 を試 み た結 果 、大 き さ約66kDaと

90kDaの タンパク質 が検 出 され た(Fig。

9)。66kDaの タ ンパ ク質 は両菌 株 に

存在 した が、90kDaの タ ンパク質 はプ ラ

ス ミ ドを保 持 したH-16菌 株 か らのみ検

出 され た ことか ら、 こ のタ ンパ ク質 を

RS224の 相 同タ ンパク質 と し、そ の後 の

解析 を行 った。

検 出され た相 同 タ ンパ ク質 の細胞 内所

在 につ いて検討 した結果、本 タンパ ク質
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Fig.10.ImmunodetectionofhomologousproteintoRS224

fromcellwallfraction.

(PJCoomassieblue-stainedSDS-PAGEgel.

(B)Westemanalysisofagelidenticaltothat(A).Protein忌

wereelectrophoresedinSDS-PAGEandtransferredtoPVDF

membraneforWesternanalysis.LaneCW,crudecellwall

fraction;laneCW(Triton),solubilizedmembranesfromCW

fractionbytreating2%TritonX-100andlaneMP,

membraneproteinssolubillzedfromCW.Molecularweight

markersareindicatedontheleft.PCindicatespositive

control.Thehomologousproteinabout90kDaisindicated

witharrow.
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Fig.11.ImmunodetectionofhomologousproteintoRS224

frommitochondrialfraction.

(A)Coomassieblue-stainedSDS-PAGEgel.

(B)WestemanalyslsofagelidenticaltQ七hat(A).PK)teins

wereelectrophoresedinSDS-PAGEandtransferredtoPVDF

membraneforWesternanalysis.LaneP,fractionofcellwall

andmicroorganelafromH-16isolate;laneM,mitochondrlal

fraction.Upperlanesindicatefungatisolate.Molecular

weightmarkersareindicatedontheleft.PCindicatespositive

control.Thehomologousproteinabout90kDaisindicated

witharrow.

は不溶性画分 に存在 した。不溶性画分 を、低張バ ッファーで洗浄することによって相同タンパク質

は失われ て しまい、2%TritonX-100に よって可溶化す る ことか ら(Fig.10)、 相 同タンパ ク質 は

細胞内小器官に含 まれていると考えられた。pRS64は その所在がミ トコン ドリア内在性であること

か ら、pRS224も 同様にミ トコン ドリア内在性である可能性が考えられたため、ショ糖密度勾配で精

製 したミ トコ ン ドリ.ア画分に関 して検 討 した ところ、H-16菌 株 では約90kDaの 相同タ ンパ ク質が検

出された が、BV-3菌 株 には存在 しなかった(Fig.11)。

(3)ま とめ

本研究ではRsolanfの 保持するプラスミドの機能について解析を行うため、AG4とAG2-2に 属す

る菌株を供試 して、プラスミ ドにコー ドされたタンパク質 と相同性のあるタンパク質について検討

した。AG4か ら検出されたタンパク質はプラスミ ドか ら翻訳されたものではなく、ゲノム上の相同

配列か ら翻訳されている可能性が示唆された。AG2-2で 検出された相同タンパク質は所在や分子量
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か ら、プラスミド上のORFの 翻訳産物 と考えられた。本研究で供試 した2っ の菌糸融合群に関し

て、相同タンパク質の由来が両者で異っていたことから、他のAGに 関 しても、プラスミ ドにコー ド

されたタンパク質の発現とゲノム上に存在するプラスミドとの相同配列について検討を行うこと

で、プラスミドを保持することによりR.solanfが 受ける影響について解明されるものと期待され

る。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

R痂20C'0π`α80Zα π∫は多犯性 の植物病原糸状菌であ り,恒 常的 に土壌 に存在 し,条 件 的寄生生活 をお

こな うこ とや,耐 久体 の寿 命 が長 い こ とか ら難 防除土 壌病 害 の1つ とされ る。本菌 は菌 糸融 合群

(AnastomosisGroup:AG)に よって類別 され,日 本ではこれ まで にAG10ま でが知 られている。AG1

か らAG6ま では各群 ごとに特有 の配列 と大 きさの プラス ミ ドを保持 してお り,転 写物 と思 われ る相 同

RNAが 検出 されてい る。本研究 では これ らプラス ミ ドの機能 について明 らか にす るため に,AG4と

AG2-2の プラス ミド,pRS64とpRS224が コー ドした新規 タ ンパ ク質(RS64,RS224)の 菌体内での

発現 と,そ の所在 について検討 した。

AG4で は,プ ラス ミ ドの有無 に関 わらず,RS64の コー ド領域 と相 同な1。2kbのRNAが 見出 され

た。 プラス ミドを保持 しない菌株 のゲ ノム上 にプラス ミドと相同な配列が見出された。RS64-1に 対する

モ ノクローナル抗体 によって,プ ラス ミドの有無 に関わ らず約12kDaの 相同タ ンパク質が見出された。

相 同 タンパ ク質 は細胞壁 に存在 し,糖 鎖 の修飾 は受 けてお らず,等 電点はpI11付 近 と推定 された。ア

ミノ酸 シー クエ ンス解析 によって,C末 端の4ア ミノ酸 配列 と内部の7ア ミノ酸配列が得 られたが,

RS64と 相 同な配列 は見い だせ なか った。

AG2-2で はプ ラス ミ ドを保持 した菌株 か らのみRS224の コー ド領域 を含 む7.4kbと4.7kbの 相 同

RNAが 見出 された。RS224を3等 分 して,GSTと の融合 タンパ ク質 として発現 させ,マ ウスに免役 し

ポ リクローナル抗体 を作製 した。 プラス ミ ドを保持する菌株か らのみ大 きさ約90kDaの 相同 タンパ ク質

が検 出 され,細 胞 内小器官 に所在 してい る可能性が示唆 された。

RS64とRS224の 相同 タンパ ク質は発現形式,所 在が異なっていた。本実験で見出 された相同 タンパ

ク質の生物学 的活性 に関 して更 に検討す ることによって,E.sozα 痂 の表現型 に与えるプ ラス ミ ドの影

響 につ いて明 らかになる もの と期待 され る。

以上の結果 は植物病原糸状菌 の生理的,遺 伝学的解析 に有効 な解析であ り,ま た本菌の類別,あ るい

は遺伝学的背景 を考察す る上で も意義が大 きい と思 われ,博:士(農 学)の 学位 を授与す るに値 する と判

断 した。

一35一


