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論 文 概 要  

 

き の こ は 古 く か ら 食 用 ま た は 薬 用 と し て 親 し ま れ て き た 。

日 本 の 主 要 な 食 用 き の こ で あ る エ ノ キ タ ケ 、 シ イ タ ケ 、 マ イ

タ ケ な ど は 人 工 的 に 環 境 を 整 え た 施 設 栽 培 に よ り 一 年 を 通 じ

て 生 産 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 き の こ 栽 培 に 関 す る 科 学

的 根 拠 に 基 づ く 知 見 は 十 分 で は な く 、 生 産 現 場 に お け る 栽 培

環 境 条 件 の 設 定 及 び 管 理 は 、 生 産 者 独 自 の 経 験 や 勘 に 頼 っ て

い る こ と が 多 い 。 そ こ で 、 子 実 体 生 育 機 構 を 遺 伝 子 レ ベ ル で

解 明 し 、 そ れ を 基 盤 に し た 栽 培 技 術 を 確 立 す る こ と で 、 き の

こ の 品 質 及 び 生 産 性 の 向 上 を 実 現 で き る と 考 え た 。 こ れ ま で

に 、 産 業 上 重 要 な マ イ タ ケ の 栽 培 工 程 で 発 現 す る 遺 伝 子 の 配

列 情 報 （ ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム ） を 取 得 し 、 そ の 情 報 を 基 に

し た 遺 伝 子 発 現 解 析 か ら 子 実 体 生 育 に 関 わ る 遺 伝 子 群 の 候 補

を 見 出 し て い る 。 本 研 究 で は マ イ タ ケ で 見 出 さ れ た こ れ ら の

遺 伝 子 の 機 能 解 析 に 必 要 な 基 盤 技 術 を 確 立 す る た め 、 最 初 に

マ イ タ ケ の 全 ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 取 得 し 、 次 に そ の 情 報 を 基 に

マ イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 し 、 そ れ を 用 い て 目 的 と

す る 遺 伝 子 の 発 現 を 亢 進 ま た は 抑 制 す る 手 法 を 開 発 し て そ の

有効 性を 検 証し た。  

マイ タケ の ゲノ ム配 列は 第 2 世 代シ ーク エ ンサ ーで ある ロ

シュ 社 4 5 4  G S  F L X  Ti t a n i u m（ 4 5 4  F L X）及び イ ルミ ナ 社 G e n o m e  

A n a l y z e r  I I x（ G A I I x） の 2 機種 の シー クエ ン サー を用 いて 解

読し た。 4 5 4  F L X は 取 得で き る リー ド長 が 長く 、ア セン ブ リ

の 際 に 長 い コ ン テ ィ グ を 得 る こ と で き る が 、 連 続 し て 同 じ 塩



 

 

 

基 が 続 く 配 列 （ ホ モ ポ リ マ ー 配 列 ） の 解 読 精 度 が 低 く 、 読 み

取 り エラ ー が 生 じ や すい 。 一 方 で 、 G A I I x は 取 得 で きる リ ー

ド 長 が 短 い が 、 解 読 精 度 が 高 く 、 ホ モ ポ リ マ ー 配 列 の 読 み 取

りエ ラー は 少な い。 こ の 2 機種 のシ ーク エ ンサ ーか ら得 た リ

ー ド デ ー タ を 組 み 合 わ せ た ア セ ン ブ リ 手 法 を 検 討 し た と こ ろ 、

4 5 4  F L X から 得 た デー タの ア セン ブリ 結果 を 主と して 、G A I I x

か ら 得 た デ ー タ で エ ラ ー 修 正 及 び ギ ャ ッ プ ク ロ ー ズ を す る カ

ス タ ム ア セ ン ブ リ 法 が 読 み 取 り エ ラ ー や ギ ャ ッ プ を 最 小 限 に

抑 え 、 断 片 化 の 少 な い 長 い コ ン テ ィ グ が 得 ら れ る 点 で 最 適 で

あっ た 。 この 方 法に よ り 、ゲ ノ ムサ イ ズ 約 3 3 . 8  M b、 ス キ ャ

ホー ルド 数  2 8 0、コ ンテ ィ グ数  1 , 1 8 6 の マイ タ ケ ドラ フト ゲ

ノム 配列 を 取得 した 。以 上 の結 果か ら、 第 2 世 代シ ーク エ ン

サ ー だ け を 用 い て 、 精 度 の 高 い マ イ タ ケ の 全 ゲ ノ ム 配 列 情 報

を整 備す る こと がで きた 。  

遺 伝 子 機 能 解 析 に は 遺 伝 子 組 換 え に よ り 目 的 と す る 遺 伝 子

の 発 現 を 抑 制 ま た は 亢 進 さ せ て 、 そ の 影 響 を 調 べ る 手 法 が 有

効 で あ る が 、 マ イ タ ケ で そ れ を 行 う た め の 手 法 は 確 立 さ れ て

い な い 。 そ こ で 、 マ イ タ ケ に 目 的 の 遺 伝 子 を 導 入 し て 安 定 に

発 現 さ せ る こ と が で き る 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 の 構 築 を 行 っ た 。

ベ ク タ ー に よ り 導 入 し た 遺 伝 子 を 安 定 に 発 現 さ せ る た め に 、

マ イ タ ケ の 栽 培 工 程 で 常 に 高 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 選 定 し 、

そ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の 間 に 目 的 と す

る 遺 伝 子 を 連 結 し て 組 み 込 む こ と で 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 構

築 し た 。 こ の よ う に 構 築 し た ベ ク タ ー を 用 い て 、 レ ポ ー タ ー

遺伝 子で あ る緑 色蛍 光タ ン パク 質遺 伝子（ E G F P）や ホタ ルル



 

 

 

シフ ェラ ー ゼ遺 伝子（ L u c）をマ イタ ケで 発 現さ せる こと に 成

功 し た 。 よ っ て 、 マ イ タ ケ で 目 的 遺 伝 子 の 発 現 を 可 能 に す る

宿主 ・ベ ク ター 系を 構築 す るこ とが でき た 。  

転 写 因 子 と 推 定 さ れ る G f . C R Z 1 は 正 常 に 子 実 体 生 育 す る

G f - N 2 株 に比 べ て子 実体 生 育異 常を 生じ る 変異 体 G f - A 1 株 や

G f - A 4 株 で発 現 が高 い遺 伝 子で ある 。そ こ で、 G f . C R Z 1 発現

ベク ター を G f - N 2 株に 導 入し 、 G f - A 1 株 や G f - A 4 株と 同程 度

に G f . C R Z 1 が高 発 現し てい る G f . C R Z 1 過 剰発 現 株を 作出 した 。

この G f . C R Z 1 過 剰発 現株 で G f . C R Z 1 以外 に発 現 が 変化 して い

る遺 伝子 の 有無 を調 べた と ころ 、 G f - A 1 株や G f - A 4 株 で 発現

が高 い N A D 依 存 性ギ 酸脱 水 素酵 素遺 伝子（ G f . F D H 1）の発 現

が高 くな っ てい るこ とが わ かっ た。 さら に 、 G f . F D H 1 と 同じ

く シ ュ ウ 酸 分 解 に 関 わ る シ ュ ウ 酸 脱 炭 酸 酵 素 遺 伝 子

（ G f . O D C 1 ） の 発 現 も ま た 、 G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 と 変 異 体

G f - A 1 株 や G f - A 4 株で 共通 し て高 かっ た。これ ら の 結果 から 、

G f . C R Z 1 がシ ュ ウ 酸分 解に 関 わる G f . F D H 1 と G f . O D C 1 の発 現

を 正 に 調 節 す る 転 写 因 子 で あ る も の と 思 わ れ た 。 ま た 、

G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 を 平 板 培 地 で 培 養 し た 時 の 菌 糸 生 育 の 様

子は G f - N 2 株と 異な り、 菌 糸密 度が 低く 、 菌叢 も薄 い点 で 変

異体 G f - A 1 株や G f - A 4 株と 類 似 して いた こ とか ら、 G f . C R Z 1

の 高 発 現 は 菌 糸 生 育 異 常 を 引 き 起 こ し て い る と 考 え ら れ た 。

本 結 果 か ら マ イ タ ケ の 遺 伝 子 機 能 解 析 ツ ー ル と し て 、 特 定 の

遺 伝 子 を 外 部 か ら 導 入 す る こ と で 過 剰 発 現 さ せ 、 そ の 形 質 等

の変 化か ら 機能 を明 らか に する 方法 を開 発 でき たと いえ る 。  



 

 

 

R N A 干渉 （ R N A i）は 二本 鎖 R N A によ り、 そ れと 相 同 な配

列を 持つ m R N A が分 解さ れ る機 構で あり 、こ れ を人 為的 に 誘

導 す る こ と で 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 が 遺 伝 子 機 能

解析 に利 用 され てい る。 そ こで 、マ イタ ケ で R N A i によ る遺

伝 子 機 能 解 析 手 法 を 確 立 す る た め 、 標 的 遺 伝 子 に 相 同 な ヘ ア

ピン ルー プ 状の 二本鎖 R N A が発 現す るよ う に設 計した R N A i

用 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 そ れ を 導 入 す る こ と で 標 的 遺 伝 子 の 発

現 抑 制 を 試 み た 。 そ の 結 果 、 標 的 と し て 選 ん だ ハ イ ド ロ フ ォ

ービ ン遺 伝 子（ G f . H y d A 1）、ファ シ クリ ンド メ イン 含有 蛋白 質

遺 伝 子 （ G f . FA S 1 ）、 マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子

（ G f . M N P 1）の す べて で 、R N A i に より 発現 量 が顕 著に 抑制 さ

れ る 形 質 転 換 体 を 得 る こ と に 成 功 し た 。 そ れ ら の う ち 、

G f . FA S 1 発現 抑 制 株の 子実 体 を発 生さ せた と ころ 、原基 から の

子実 体分 化 が大 きく 抑制 さ れた こと から 、G f . FA S 1 は子 実体 分

化に 重要 な 役割 を担 って い ると 考え られ た 。この 結果 は R N A i

に よ る 遺 伝 子 発 現 抑 制 が マ イ タ ケ で も 有 効 に 適 用 で き る こ と

を 示 し て お り 、 マ イ タ ケ の 遺 伝 子 機 能 解 析 に 有 用 な ツ ー ル を

開発 する こ とが でき たと い える 。  

本 研 究 で は 、 マ イ タ ケ の ゲ ノ ム デ ー タ を 整 備 し 、 構 築 し た

マ イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 用 い て 遺 伝 子 機 能 解 析 の た め

の 基 盤 技 術 を 確 立 し た 。 本 研 究 で 確 立 し た 基 盤 技 術 は マ イ タ

ケ の 遺 伝 子 機 能 解 析 の 推 進 に 有 用 で あ り 、 マ イ タ ケ を は じ め

と す る 食 用 き の こ の ゲ ノ ム 解 析 か ら 見 出 さ れ る 遺 伝 子 の 機 能

解明 を促 進 でき ると 考え て いる 。  



 

 

 

S u m m a r y  o f  T h e s i s  

 

M u s h r o o m s  h a v e  l o n g  b e e n  v a l u e d  a s  e d i b l e  a n d  m e d i c i n a l  

r e s o u r c e s .  T h e  m o s t  c o m m o n  e d i b l e  m u s h r o o m s  i n  J a p a n ,  

F l a m m u l i n a  v e l u t i p e s  ( e n o k i t a k e ) ,  L e n t i n u l a  e d o d e s  ( s h i i t a k e ) ,  

a n d  G r i f o l a  f ro n d o s a  ( m a i t a k e ) ,  a r e  c o m m e r c i a l l y  p r o d u c e d  

y e a r - r o u n d  i n  a r t i f i c i a l  c u l t i v a t i o n  f a c i l i t i e s .  H o w e v e r ,  s i n c e  t h e  

m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  o f  f r u i t i n g  b o d y  d i f f e r e n t i a t i o n  r e m a i n  

p o o r l y  d e f i n e d ,  m u s h r o o m  c u l t i v a t i o n  p r a c t i c e s  a r e  s t i l l  b a s e d  

m a i n l y  o n  t h e  g r o w e r s '  e x p e r i e n c e s .  I f  t h e  g e n e s  r e s p o n s i b l e  f o r  

f r u i t i n g  b o d y  d i f f e r e n t i a t i o n  c a n  b e  i d e n t i f i e d ,  a n  u n d e r s t a n d i n g  

o f  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e s e  g e n e s  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  w o u l d  

p r o v i d e  i m p o r t a n t  i n s i g h t s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m u s h r o o m  

c u l t i v a t i o n  t e c h n i q u e s  t h a t  w o u l d  i m p r o v e  t h e  q u a l i t y  a n d  

p r o d u c t i v i t y  o f  c u l t i v a t e d  m u s h r o o m s .  

We  p r e v i o u s l y  c h a r a c t e r i z e d  t h e  t r a n s c r i p t o m e  o f  G .  

f ro n d o s a  d u r i n g  c u l t i v a t i o n  a n d  i d e n t i f i e d  c a n d i d a t e  g e n e s  

i n v o l v e d  i n  f r u i t i n g  b o d y  d i f f e r e n t i a t i o n  u s i n g  m i c r o a r r a y - b a s e d  

t r a n s c r i p t o m e  a n a l y s i s .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y,  w e  s e q u e n c e d  t h e  

w h o l e  g e n o m e  o f  G .  f ro n d o s a  a n d  e s t a b l i s h e d  g e n e t i c  

e n g i n e e r i n g  t e c h n i q u e s  i n  G .  f ro n d o s a  t h a t  w i l l  b e  u s e f u l  f o r  

f u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  t a r g e t e d  g e n e s  v i a  k n o c k d o w n  o r  

o v e r e x p r e s s i o n .  

T h e  w h o l e  g e n o m e  o f  G .  f ro n d o s a  w a s  s e q u e n c e d  u s i n g  a  

c o m b i n a t i o n  o f  R o c h e  4 5 4  G S  F L X  Ti t a n i u m  ( 4 5 4  F L X )  a n d  



 

 

 

I l l u m i n a  G A I I x  ( G A I I x )  t e c h n o l o g i e s .  T h e  4 5 4  F L X  g e n e r a t e s  

l o n g  r e a d s  t h a t  a r e  u s e f u l  f o r  g e n e r a t i n g  a s s e m b l i e s  w i t h  l o n g e r  

c o n t i g s .  H o w e v e r ,  4 5 4  F L X  r e a d s  a r e  p r o n e  t o  i n d e l  e r r o r  

a c c u m u l a t i o n  i n  h o m o p o l y m e r s .  C o n v e r s e l y,  w i t h  G A I I x  s u c h  

i n d e l  e r r o r s  i n  h o m o p o l y m e r i c  r e g i o n s  a r e  r a r e  a n d  t h i s  

t e c h n o l o g y  g e n e r a t e s  n o t a b l y  a c c u r a t e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e s ,  

a l t h o u g h  a s s e m b l i e s  o f  s h o r t  r e a d s  g e n e r a t e d  b y  G A I I x  a r e  m o r e  

f r a g m e n t e d  t h a n  t h o s e  o f  4 5 4  F L X  r e a d s .  To  d e t e r m i n e  t h e  b e s t  

w a y  t o  a s s e m b l e  t h e  G .  f ro n d o s a  g e n o m e ,  w e  t e s t e d  v a r i o u s  

a s s e m b l y  s t r a t e g i e s  u s i n g  4 5 4  F L X  a n d  G A I I x  d a t a .  T h e  r e s u l t i n g  

c u s t o m  a p p r o a c h  u s i n g  I l l u m i n a  d a t a  f o r  b o t h  e r r o r  c o r r e c t i o n  

a n d  g a p  c l o s u r e  a g a i n s t  t h e  a s s e m b l e d  4 5 4  F L X  d a t a  i m p r o v e d  

t h e  a s s e m b l y,  d e c r e a s i n g  t h e  n u m b e r  o f  c o n t i g s  a n d  t h e  s u m  o f  

g a p  l e n g t h s .  I n  c o n c l u s i o n ,  w e  w e r e  a b l e  t o  o b t a i n  t h e  b e s t  

r e s u l t s  u s i n g  t h i s  c u s t o m  a p p r o a c h ,  w h e r e b y  2 8 0  s c a f f o l d s  a n d  

11 8 6  c o n t i g s  w e r e  a s s e m b l e d  i n t o  t h e  t o t a l  g e n o m e  l e n g t h  o f  

a p p r o x i m a t e l y  3 3 . 8  M b .  T h u s ,  w e  o b t a i n e d  a  h i g h - q u a l i t y  d r a f t  

g e n o m e  s e q u e n c e  f o r  G .  f ro n d o s a  g e n e r a t e d  s o l e l y  b y  

s e c o n d - g e n e r a t i o n  D N A s e q u e n c i n g .  

G e n e  f u n c t i o n  c a n  b e  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  g e n e t i c  

e n g i n e e r i n g  t e c h n i q u e s  t h r o u g h  k n o c k d o w n  o r  o v e r e x p r e s s i o n  o f  

t a r g e t e d  g e n e s .  H o w e v e r ,  s u c h  t e c h n i q u e s  h a d  n o t  b e e n  

p r e v i o u s l y  e s t a b l i s h e d  f o r  G .  f ro n d o s a .  H e n c e ,  t h e  f i r s t  g o a l  o f  

t h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  t o  e s t a b l i s h  a n  e f f i c i e n t  h o s t – v e c t o r  

s y s t e m  f o r  G .  f ro n d o s a .  To  e x p r e s s  t r a n s g e n e s  e f f i c i e n t l y,  a  



 

 

 

t r a n s f o r m a t i o n  v e c t o r  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  h o m o l o g o u s  

p r o m o t e r s  a n d  t e r m i n a t o r s  f r o m  g e n e s  t h a t  a r e  c o n s t i t u t i v e l y  

e x p r e s s e d  d u r i n g  c u l t i v a t i o n  o f  G .  f ro n d o s a .  U s i n g  t h i s  v e c t o r  

s y s t e m ,  w e  h a v e  s u c c e s s f u l l y  e x p r e s s e d  t h e  e n h a n c e d  g r e e n  

f l u o r e s c e n t  p r o t e i n  a n d  f i r e f l y  l u c i f e r a s e  r e p o r t e r  g e n e s  i n  G .  

f ro n d o s a .  T h u s ,  w e  h a v e  e s t a b l i s h e d  a n  e f f i c i e n t  h o s t – v e c t o r  

s y s t e m  f o r  G .  f ro n d o s a  t h a t  a l l o w s  c o n s t i t u t i v e  e x p r e s s i o n  o f  

t r a n s g e n e s .  

T h e  p u t a t i v e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  G f . C R Z 1  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  i n  a  p r e v i o u s  s t u d y  a s  a  c a n d i d a t e  g e n e  a s s o c i a t e d  w i t h  

m o r p h o l o g i c a l  m u t a n t  p h e n o t y p e s ,  d u e  t o  i t s  s t r o n g  e x p r e s s i o n  i n  

G .  f ro n d o s a  m u t a n t  s t r a i n s  G f - A 1  a n d  G f - A 4  r e l a t i v e  t o  

w i l d - t y p e  s t r a i n  G f - N 2 .  To  e l u c i d a t e  t h e  f u n c t i o n a l  r o l e  o f  

G f . C R Z 1 ,  w e  o v e r e x p r e s s e d  G f . C R Z 1  i n  w i l d - t y p e  s t r a i n  G f - N 2  

b y  i n t r o d u c i n g  t h e  G f . C R Z 1  e x p r e s s i o n  v e c t o r  a n d  i n v e s t i g a t e d  

w h e t h e r  o t h e r  g e n e s  a r e  t h e n  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  i n  

G f . C R Z 1 - o v e r e x p r e s s i n g  s t r a i n s .  A s  a  r e s u l t ,  w e  f o u n d  t h a t  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  G f . F D H 1 ,  w h i c h  e n c o d e s  a n  N A D - d e p e n d e n t  

f o r m a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  w a s  h i g h e r  i n  G f . C R Z 1 - o v e r e x p r e s s i n g  

s t r a i n s  a n d  m u t a n t  s t r a i n s  ( G f - A 1  a n d  G f - A 4 )  t h a n  i n  t h e  

w i l d - t y p e  s t r a i n  G f - N 2 .  I n  a d d i t i o n ,  a n  o x a l a t e  d e c a r b o x y l a s e  

g e n e  G f . O D C 1  i n v o l v e d  i n  o x a l i c  a c i d  d e g r a d a t i o n  w a s  a l s o  

s t r o n g l y  e x p r e s s e d  i n  G f . C R Z 1 - o v e r e x p r e s s i n g  s t r a i n s  a n d  

m u t a n t  s t r a i n s  ( G f - A 1  a n d  G f - A 4 )  r e l a t i v e  t o  t h e  w i l d - t y p e  s t r a i n  

G f - N 2 .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  G f . C R Z 1  m i g h t  p o s i t i v e l y  



 

 

 

r e g u l a t e  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  G f . F D H 1  a n d  G f . O D C 1 ,  w h i c h  a r e  

i n v o l v e d  i n  o x a l i c  a c i d  d e g r a d a t i o n .  A d d i t i o n a l l y,  t h e  

G f . C R Z 1 - o v e r e x p r e s s i n g  s t r a i n s  e x h i b i t e d  m o r p h o l o g i c a l  d e f e c t s  

i n c l u d i n g  r e d u c e d  c o l o n y  g r o w t h  r a t e  a n d  p o o r l y  d e v e l o p e d  

a e r i a l  m y c e l i a  s i m i l a r  t o  m u t a n t  s t r a i n s  ( G f - A 1  a n d  G f - A 4 )  

d u r i n g  p l a t e  c u l t u r e .  T h u s ,  w e  h a v e  e s t a b l i s h e d  a n  

o v e r e x p r e s s i o n  m e t h o d  f o r  G .  f ro n d o s a  t h a t  w i l l  b e  a n  i m p o r t a n t  

g e n e t i c  t o o l  f o r  a n a l y z i n g  g e n e  f u n c t i o n  b a s e d  o n  o v e r e x p r e s s i o n  

p h e n o t y p e s .  

R N A i n t e r f e r e n c e  ( R N A i ) ,  w h e r e b y  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A 

( d s R N A )  i n t r o d u c e d  i n t o  o r  e x p r e s s e d  i n  c e l l s  c a n  i n d u c e  t h e  

d e g r a d a t i o n  o f  h o m o l o g o u s  m R N A i n  a  s e q u e n c e - s p e c i f i c  m a n n e r ,  

i s  u s e d  t o  k n o c k  d o w n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a  t a r g e t e d  g e n e  d u r i n g  

f u n c t i o n a l  a n a l y s i s .  To  d e v e l o p  a n  R N A i - m e d i a t e d  g e n e  s i l e n c i n g  

m e t h o d  s u i t a b l e  f o r  G .  f ro n d o s a ,  w e  s e l e c t e d  t h e  h y d r o p h o b i n  

g e n e  ( G f . H y d A 1 ) ,  t h e  f a s c i c l i n - d o m a i n - c o n t a i n i n g  p r o t e i n  g e n e  

( G f . FA S 1 ) ,  a n d  t h e  m a n g a n e s e  p e r o x i d a s e  g e n e  ( G f . M N P 1 )  a s  

t a r g e t s  f o r  d o w n r e g u l a t i o n .  We  e x a m i n e d  k n o c k d o w n  o f  t h e s e  

g e n e s  u s i n g  a n  R N A i  v e c t o r  d e s i g n e d  t o  e x p r e s s  h a i r p i n  R N A s  

h o m o l o g o u s  t o  t a r g e t e d  g e n e  s e q u e n c e s .  S i g n i f i c a n t  

d o w n r e g u l a t i o n  o f  e a c h  t a r g e t e d  g e n e  w a s  o b s e r v e d  i n  

t r a n s f o r m a n t s .  G f . FA S 1 - d o w n r e g u l a t e d  t r a n s f o r m a n t s  e x h i b i t e d  

p h e n o t y p i c  d e f e c t s  i n  f r u i t i n g  b o d y  d i f f e r e n t i a t i o n  a f t e r  

p r i m o r d i a  f o r m a t i o n ,  w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  G f . FA S 1  m i g h t  p l a y  a n  

i m p o r t a n t  r o l e  i n  f r u i t i n g  b o d y  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h u s ,  t h e  



 

 

 

R N A i - m e d i a t e d  g e n e  s i l e n c i n g  m e t h o d  f o r  G .  f ro n d o s a  

e s t a b l i s h e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w i l l  b e  a  u s e f u l  t o o l  f o r  

f u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  g e n e s .  

I n  c o n c l u s i o n ,  w e  o b t a i n e d  w h o l e - g e n o m e  s e q u e n c e  f o r  G .  

f ro n d o s a  a n d  e s t a b l i s h e d  a n  e f f i c i e n t  h o s t – v e c t o r  s y s t e m  f o r  G .  

f ro n d o s a  t h a t  a l l o w s  t r a n s g e n e  e x p r e s s i o n  o r  R N A i - m e d i a t e d  

g e n e  s i l e n c i n g .  T h e  g e n e t i c  e n g i n e e r i n g  t o o l s  d e s c r i b e d  h e r e  w i l l  

b e  u s e f u l  f o r  f u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  g e n e s  i n  G .  f ro n d o s a ,  a n d  

w i l l  f a c i l i t a t e  f u n c t i o n a l  g e n o m i c s  s t u d i e s  t h a t  w i l l  b e  u s e f u l  f o r  

c o m m e r c i a l  m u s h r o o m  p r o d u c t i o n .  
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第 1 章  緒 論  

 

き の こ は 古 く か ら 食 用 と し て 世 界 中 で 利 用 さ れ 、 特 に 日 本

の 食 卓 で は 身 近 な 食 材 の １ つ と し て 慣 れ 親 し ま れ て き た 。 食

用 き の こ の 栽 培 は 、 原 木 栽 培 や 林 地 栽 培 等 の 屋 外 の 環 境 を 利

用 し て き の こ を 発 生 さ せ る 露 地 栽 培 と 人 工 的 に 環 境 を 調 節 し

た 屋 内 で き の こ を 発 生 さ せ る 施 設 栽 培 に 大 別 さ れ る 。 近 年 は

菌 株 育 種 や 栽 培 技 術 の 発 達 に よ り 、 施 設 栽 培 が 主 流 と な り 、

き の こ の 周 年 栽 培 が 行 わ れ て い る 。 日 本 国 内 に お け る 食 用 き

のこ の生 産 量は 平成 2 5 年 の統 計 で約 4 3 万 トン で あり 、そ の

内主 要な 栽 培き のこ の種 類 と生 産量 はエ ノ キタ ケ（約 1 3 万 ト

ン）、ブ ナシ メ ジ （約 1 2 万 トン ）、シ イタ ケ （約 7 万ト ン）、

マイ タケ（約 5 万ト ン）、エ リ ン ギ（約 4 万 トン ）の順 とな っ

てい る [ 1 ]。また 、きの こは 古 くか ら病 気の 予 防や 健康 増進 の

た め の 生 薬 と し て 珍 重 さ れ て き た 。 近 年 で は 、 き の こ ま た は

そ の 菌 糸 体 か ら 抽 出 さ れ た 成 分 が 抗 腫 瘍 作 用 [ 2 ]や 抗 酸 化 作

用 [ 3 ,  4 ]等の生 理 活 性を 示す こ とが 報告 され て おり 、医薬 分野

で も 重 要 な 資 源 と し て 研 究 が 進 め ら れ て い る 。 そ の た め 、 食

事 を 通 し て き の こ を 積 極 的 に 摂 取 す る こ と は 、 悪 性 腫 瘍 や 過

剰 産 生 さ れ た 活 性 酸 素 に よ る 各 種 疾 病 リ ス ク の 予 防 に 繋 が り 、

健 康 維 持 に 有 効 で あ る と 期 待 さ れ て い る 。 さ ら に 、 き の こ は

枯 木 や 落 葉 な ど の 植 物 遺 体 を 分 解 し て 栄 養 分 と す る こ と で 有

機 物 を 無 機 物 に 還 元 す る 炭 素 循 環 に 寄 与 し た り 、 植 物 と 共 生

し て 糖 類 等 の 養 分 を 受 け 取 る 代 わ り に 生 長 を 助 け た り す る こ

と で 、 森 林 生 態 系 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 栄 養 摂
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取 の 様 式 か ら 、 き の こ は 腐 生 菌 、 寄 生 菌 、 共 生 菌 に 大 別 さ れ

る [ 5 ]。腐 生 菌の 中 でも マイ タ ケ 、シイ タケ 、エ ノ キタ ケ 、ブ

ナ シ メ ジ と い っ た 栽 培 き の こ の 多 く が 属 す る 白 色 腐 朽 菌 は 地

球 上 で 最 も 難 分 解 性 の 天 然 芳 香 族 高 分 子 で あ る リ グ ニ ン を 単

独 で 分 解 で き る 唯 一 の 生 物 で あ る 。 こ の 特 異 な 難 分 解 物 質 の

分解 能を 利 用し て、未 利用 植物 バイ オマ ス 資源 の利 活用 [ 6 ]や

環 境 汚 染 物 質 で あ る ダ イ オ キ シ ン 類 、 P C B（ ポ リ 塩 化 ビ フ ェ

ニ ル ）、 D D T（ 有 機 塩 素 系 の 農 薬 ・ 殺 虫 剤 ）、 さ ら に 環 境 ホ ル

モン 類、工業 用 染 料な ど様 々 な難 分解 性物 質 の分 解 [ 7 ,  8 ]を目

的に した 研 究が 精力 的に 進 めら れて い る 。  

「 き の こ 」 と は 、 菌 類 の 中 で 肉 眼 で も 容 易 に 識 別 で き る ほ

ど 大 型 の 子 実 体 を 形 成 す る 菌 の 総 称 、 あ る い は 子 実 体 そ の も

の を 指 す 。 菌 類 は 細 胞 が 線 状 に 繋 が っ て 糸 状 に 見 え る 菌 糸 か

ら 構 成 さ れ 、 有 性 的 あ る い は 無 性 的 に 形 成 さ れ る 胞 子 に よ っ

て 繁 殖 す る が 、 有 性 胞 子 形 成 の 際 に 形 成 さ れ る 生 殖 器 官 を 子

実 体 と い う 。 菌 類 の う ち 、 食 用 き の こ は 生 物 学 的 に 担 子 菌 類

ま た は 子 嚢 菌 類 に 分 類 さ れ る が 、 一 般 的 に 栽 培 さ れ て い る マ

イタ ケ（ G r i f o l a  f ro n d o s a）、 シイ タ ケ（ L e n t i n u l a  e d o d e s）、 エ

ノ キ タ ケ （ F l a m m u l i n a  v e l u t i p e s ）、 ブ ナ シ メ ジ （ H y p s i z y g u s  

m a r m o re u s）など のき のこ は 担子 菌類 に属 し てい る。きの こ は

多 細 胞 性 で 、 多 核 の 真 核 生 物 で あ り 、 菌 糸 か ら 子 実 体 を 形 成

し て 胞 子 を 飛 散 す る 一 連 の 生 活 環 を 繰 り 返 し な が ら 繁 殖 す る 。

き の こ の 生 活 環 は そ の 菌 が 属 す る 分 類 群 に よ っ て 異 な る が 、

担子 菌で は 単相 であ る担 子 胞子 は発 芽し て 一核 菌糸（ n）を 形

成 す る 。 互 い に 交 配 可 能 な 一 核 菌 糸 同 士 が 接 触 し た 場 合 に 菌
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糸融 合と 核 交換 が起 こり 、重 相 の二 核菌 糸（ n + n）が 形成 され

る。 この 段 階で は、 細胞 内 の 2 つの 核は 融 合す るこ とな く 同

調的 に細 胞 分 裂 を繰 り返 し、菌 糸 体と して 栄 養生 長を 続け る。

こ の 二 核 菌 糸 体 の 生 長 段 階 が き の こ の 生 態 の 主 要 を 占 め る 。

二 核 菌 糸 体 は 生 長 を 続 け 、 環 境 等 の 条 件 が 整 う と 子 実 体 を 形

成す る 。そ の後 、子実 体の 担 子器 内で 核融 合 によ り複 相（ 2 n）

とな り、続 く減 数分 裂に よ り単 相（ n）とな った 担子 胞子 が 形

成さ れる [ 9 ,  1 0 ]（ 図 1 - 1）。  

食 用 き の こ の 栽 培 は 、 一 般 的 に 生 活 環 に お け る 二 核 菌 糸

（ n + n）体 の 栄養 生長 から 子 実体 形成 まで を 繰り 返し 行う こ と

に 他 な ら な い 。 子 実 体 形 成 に 至 る 条 件 は き の こ の 種 類 に よ り

異な るた め 、生 産 者に よる 栽 培環 境条 件の 検 討が なさ れ 、様 々

な き の こ で 栽 培 手 法 が 確 立 さ れ て き た 。 食 用 き の こ 栽 培 は 使

用 す る 培 養 基 の 違 い に よ り 原 木 栽 培 、 菌 床 栽 培 、 堆 肥 栽 培 、

林 地 栽 培 に 大 別 さ れ 、 日 本 国 内 で 主 流 と な っ て い る の は 菌 床

栽 培 で あ る 。 菌 床 栽 培 は 、 樹 木 の オ ガ コ 等 の 培 養 基 材 、 栄 養

物 、 水 等 を 混 ぜ た 培 地 を ビ ン 、 袋 等 の 容 器 に 詰 め た も の に 菌

を植 菌し て 栽培 する 方法 で ある 。菌床 栽培 の 対象 とな るの は、

多 く の 場 合 、 腐 生 菌 の 中 の 木 材 腐 朽 菌 で あ り 、 生 産 性 を 高 め

る た め に 人 為 的 に 環 境 条 件 が 操 作 で き る 空 調 施 設 で 周 年 的 に

促成 栽培 が 行わ れて いる 。  

近 年 、 き の こ は 機 能 性 成 分 を 多 く 含 む こ と か ら 健 康 食 品 と

し て 注 目 さ れ 、 需 要 は 拡 大 傾 向 に あ る 。 そ れ に 伴 い 、 栽 培 す

る き の こ の 品 質 を 維 持 し な が ら 、 培 地 成 分 の 改 良 、 栽 培 期 間

の 短 縮 、 栽 培 設 備 の 効 率 化 等 に よ る 生 産 コ ス ト 低 減 と 生 産 性
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向 上 を 実 現 す る こ と が 、 生 産 者 に と っ て 重 要 な 課 題 と な っ て

い る 。 ま た 、 大 規 模 き の こ 栽 培 に お け る 菌 株 の 劣 化 や 変 異 は

甚 大 な 被 害 を 招 き か ね な い こ と か ら 、 き の こ 菌 株 の 品 種 開 発

と 性 能 維 持 も 極 め て 重 要 で あ る 。 し か し な が ら 、 食 用 き の こ

の 生 産 現 場 に お け る 様 々 な 栽 培 環 境 条 件 の 設 定 ・ 管 理 は 、 生

産 者 独 自 の 経 験 や 勘 に 頼 っ て い る こ と が 多 く 、 科 学 的 な 検 証

によ る根 拠 の裏 付け や知 見 は十 分で はな い 。  

本研 究の 対 象で ある マイ タ ケは 、担子 菌門（ B a s i d i o m y c o t a）、

真 正 担 子 菌 網 （ A g a r i c o m y c e t e s ）、 タ マ チ ョ レ イ タ ケ 目

（ P o l y p o r a l e s） に 属 す る き の こ で あ る 。 エ ノ キ タ ケ や シ イ タ

ケ 等 の 人 工 栽 培 さ れ る 食 用 き の こ の 多 く が ハ ラ タ ケ 目

（ A g a r i c a l e s）に 属し 、子実 体 の 傘と 柄が 明 確に 区別 でき る 典

型 的 な き の こ の 外 観 で あ る の に 対 し 、 タ マ チ ョ レ イ タ ケ 目 で

あ る マ イ タ ケ は 傘 と 柄 が 明 確 に 区 別 で き な い 扇 型 の 傘 が 多 数

重な り合 っ た子 実体 を形 成 する （図 1 - 2）。 マイ タケ は自 然 界

に お い て は 簡 単 に 目 に す る こ と が で き な い こ と か ら 、 自 然 環

境 に お け る 生 態 を 知 る こ と は 容 易 で は な く 、 ほ と ん ど 調 べ ら

れ て い な い 。 マ イ タ ケ は 子 実 体 を 発 生 し や す い 菌 株 が 野 生 種

か ら 見 つ か っ た こ と か ら 、 人 工 栽 培 が 定 着 し 、 現 在 で は 一 般

の 野 菜 等 と 同 じ く 日 常 容 易 に 入 手 で き る 食 材 に な っ て い る 。

マ イ タ ケ の 空 調 施 設 栽 培 で は 、 酸 素 濃 度 の 低 下 に 伴 う 二 酸 化

炭 素 濃 度 の 増 加 や 急 な 温 湿 度 の 変 化 に よ り 、 子 実 体 生 育 の 遅

延 や 形 態 異 常 に よ る 品 質 低 下 を 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る よ

う に [ 1 1 ]、 生 育 の 段 階 に 合 わ せ た 精 密 な 環 境 制 御 が 必 要 と な

る 。 こ の た め 、 子 実 体 は 発 生 す る も の の 、 期 待 す る 収 量 が 得
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ら れ な い こ と や 子 実 体 分 化 が 正 常 で な く 品 質 が 低 下 す る と い

っ た 栽 培 上 不 安 定 な 部 分 が 今 で も 見 受 け ら れ る こ と が 多 々 あ

り 、 従 来 の 勘 や 経 験 に 大 き く 頼 っ た 栽 培 管 理 で は 常 時 安 定 し

た 品 質 の マ イ タ ケ を 生 産 す る こ と は 難 し い の が 現 状 で あ る 。

そ こ で 、 き の こ の 栽 培 方 法 を 科 学 的 に 検 証 し 、 従 来 の 勘 や 経

験 則 に 頼 っ た き の こ 栽 培 か ら 、 科 学 的 根 拠 に 基 づ く き の こ 栽

培 へ と シ ス テ ム を 再 構 築 す る こ と で 、 き の こ の 品 質 及 び 生 産

性 の 向 上 を 実 現 で き る と 考 え て い る 。 そ の た め に は 、 き の こ

の 生 理 生 態 を 遺 伝 子 レ ベ ル で 解 明 す る こ と が 重 要 と 考 え 、 産

業 上 重 要 な マ イ タ ケ を モ デ ル に 遺 伝 子 解 析 を 進 め る こ と に し

た 。 遺 伝 子 解 析 を 進 め て い く に は 、 対 象 と す る 生 物 の 遺 伝 子

情 報 を 集 積 し 、 分 子 生 物 学 的 手 法 を 駆 使 し て 遺 伝 子 の 機 能 を

詳 細 に 解 析 し て い く こ と が 最 も 有 効 な 手 段 と な る が 、 本 研 究

開 始 当 初 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る マ イ タ ケ の 遺

伝 子 情 報 は わ ず か し か な く 、 遺 伝 子 解 析 を 十 分 に 行 え る 状 況

にな かっ た 。  

ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト が 始 ま っ た 当 初 は 、 ゲ ノ ム 配 列 を 解 読

す る の に 莫 大 な コ ス ト と 時 間 を 要 し た こ と か ら 、 ヒ ト [ 1 2 ]を

はじ め、マウ ス [ 1 3 ]、線虫 [ 1 4 ]、酵母 [ 1 5 ]等の モデ ル 生物 が 対

象 で あ り 、 そ の モ デ ル 生 物 の 先 端 的 な 研 究 情 報 の 蓄 積 が 近 縁

他 種 の 研 究 推 進 に 重 要 な 情 報 源 に な っ て い た 。 近 年 、 新 型 シ

ー ケ ン サ ー の 普 及 に よ り 、 低 コ ス ト か つ 短 時 間 で 大 規 模 な 塩

基 配 列 解 析 が 可 能 に な り 、 モ デ ル 生 物 は も と よ り 、 非 モ デ ル

生 物 の ゲ ノ ム 解 読 も 研 究 室 単 位 で で き る 時 代 に な り 、 そ の 解

読 数 は 著 し く 増 加 し て い る 。 現 在 の 生 物 学 研 究 で は 、 ゲ ノ ム
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解 読 を は じ め と す る ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 、 プ ロ テ オ ー ム 解

析 等 の 網 羅 解 析 情 報 に よ り 複 雑 な 分 子 間 ネ ッ ト ワ ー ク を 包 括

的 に 理 解 す る こ と を 目 指 し た オ ミ ッ ク ス 解 析 が 主 流 と な っ て

きて いる 。この よ うな 潮流 の 中で 、我々 は 2 0 0 8 年 に マイ タケ

の 大 規 模 配 列 解 析 に 踏 み 出 し 、 そ れ を モ デ ル に 子 実 体 生 育 機

構 を 解 明 す る こ と を 目 標 に 、 初 め に マ イ タ ケ の 栽 培 工 程 中 で

発 現 す る 遺 伝 子 （ m R N A） を 網 羅 的 に 解 析 し た ト ラ ン ス ク リ

プ ト ー ム 情 報 を 取 得 し た [ 1 6 ]。 こ の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 情

報 を 基 に 作 製 し た マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 こ れ ま で に 栽 培

工 程 中 の 各 生 育 段 階 や 形 質 の 異 な る 菌 株 間 で 発 現 に 差 が あ る

遺伝 子群 を 見出 して きた [ 1 6 ,  1 7 ]。次に 、これ ら 見出 した 遺伝

子 群 の 生 体 で の 機 能 を 明 ら か に す る に は 、 遺 伝 子 組 換 え に よ

り 機 能 を 知 り た い 遺 伝 子 を 操 作 し て そ の 影 響 か ら 機 能 を 調 べ

る 遺 伝 子 機 能 解 析 を す る 必 要 が あ り 、 そ れ を 可 能 に す る 宿

主・ベ ク ター 系 を はじ めと し た基 盤技 術の 確 立が 求め られ た 。

こ れ ら 分 子 生 物 学 的 解 析 を 行 う た め の 基 盤 技 術 の 確 立 に は 、

ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 情 報 だ け で な く 、 転 写 調 節 等 の 様 々 な

調 節 に 関 わ る 非 転 写 領 域 を 含 め た 全 配 列 情 報 、 す な わ ち ゲ ノ

ム 配 列 情 報 の 利 用 が 不 可 欠 で あ っ た 。 ま た 、 ト ラ ン ス ク リ プ

ト ー ム 情 報 だ け で は 本 来 保 有 す る 全 遺 伝 子 を カ バ ー す る の は

難 し い こ と か ら 、 マ イ タ ケ を 遺 伝 資 源 と し て 最 大 限 に 活 用 す

る 観 点 か ら も ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 整 備 す る こ と の 必 要 性 が 高 ま

っ て き た 。 そ こ で 本 研 究 は 、 マ イ タ ケ で 遺 伝 子 機 能 解 析 を す

る の に 必 要 な 基 盤 技 術 を 確 立 す る た め 、 最 初 に マ イ タ ケ の 全

ゲ ノ ム 配 列 の 解 読 を 行 い 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 情 報 に 加 え
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て 新 た に 全 ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 取 得 し 、 こ れ ら を 統 合 す る こ と

で マ イ タ ケ の 遺 伝 子 配 列 情 報 を 拡 充 し た 。 次 に 、 こ の ゲ ノ ム

配 列 情 報 を 基 に マ イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 し 、 そ れ

を 用 い て 目 的 と す る 遺 伝 子 の 発 現 を 亢 進 ま た は 抑 制 す る こ と

に よ る 遺 伝 子 機 能 解 析 手 法 を 開 発 し て そ の 有 効 性 を 検 証 し た 。 

本 論 文 の 構 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。 最 初 に 、 マ イ タ ケ で 分

子 生 物 学 的 研 究 を 行 う 上 で 必 要 な 基 盤 情 報 を 整 備 す る た め 、

マ イ タ ケ の 全 ゲ ノ ム 配 列 を 新 型 シ ー ク エ ン サ ー に よ っ て 決 定

し 、 そ の 配 列 情 報 の 解 析 か ら マ イ タ ケ が 潜 在 的 に 有 し て い る

全遺 伝子 を 推定 した（第 2 章）。次に 、取 得 した ゲノ ム配 列 情

報 を 基 に マ イ タ ケ に 最 適 化 し た 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し 、

そ れ を 用 い て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 使 わ れ て い る 緑 色 蛍 光

タ ン パ ク 質 遺 伝 子 （ E G F P） や ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子

（ L u c）をマ イタ ケに 導入 し て発 現さ せ、そ の活 性 を確 認す る

こ と で 目 的 と す る 遺 伝 子 を 発 現 で き る こ と を 実 証 し 、 マ イ タ

ケの 宿主・ベク タ ー 系 を 確 立 し た（ 第 3 章 ）。確 立 し た 宿 主 ・

ベ ク タ ー 系 を 用 い て 、 マ イ タ ケ の 子 実 体 生 育 異 常 を 示 す 変 異

体 で 高 発 現 し て い る 遺 伝 子 と し て 見 出 さ れ た 転 写 因 子

G f . C R Z 1 を 強 制 発 現 さ せ 、 生 体 で の 機 能 と 変 異 と の 関 連 を 調

べた（第 4 章）。さら に、遺 伝子 ノッ クダ ウ ン手 法の 一つ で あ

る R N A 干 渉（ R N A i） のマ イ タケ への 適用 を 試験 した 。 R N A i

は 機 能 を 調 べ た い 遺 伝 子 （ 標 的 遺 伝 子 ） の 配 列 に 相 同 な 二 本

鎖 R N A を細 胞内 に導 入、あ るい は 発現 させ る こと で、標的 遺

伝子 の m R N A の 分解 を誘 導 し、 発現 を抑 制 する 手法 であ る。

二本 鎖 R N A 構 造 をと るヘ ア ピン 型 R N A を 発現 す るよ うに 設
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計 し た ベ ク タ ー を 作 製 し 、 導 入 す る こ と で 標 的 遺 伝 子 の 発 現

抑制 が可 能 であ るか を検 証 した（第 5 章 ）。最後 に 、第 2 章 か

ら第 5 章 で 述べ た結 果を 摘 要し 、総 合考 察 とし て今 後の 課 題

と展 望に つ いて 論じ て総 括 を行 った 。  
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子実体
担子器

核融合
（ 2n ）

減数分裂
（ n ）

→

二核菌糸（n + n）

一核菌糸（ n ）

菌糸融合

担子胞子（ n ）

クランプ

子実体原基

菌糸体

子
実
体
生
育

単相
（ n ）

複相
（ 2n ）

重相
（ n + n ）

菌糸体

子実体

胞子

一核菌糸

交配

図1-1. 担子菌きのこの生活環
単相である担子胞子は発芽して一核菌糸（n）となり、互いに交配可能な一核菌糸
同士が接触により菌糸融合と核交換が起こり、重相の二核菌糸（n+n）が形成され
る。二核菌糸の段階では、細胞内の2つの核は融合することなく同調的に細胞分裂

を繰り返し、菌糸体として栄養生長を続け、環境等の条件が整うと子実体を形成す
る。子実体の担子器内で核融合により複相（2n）となり、続く減数分裂により単相
（n）なった担子胞子が形成され、サイクルを繰り返す。
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図1-2. マイタケ菌床栽培時の子実体の様子
マイタケを菌床栽培した時の子実体の上面（写真左）と側面（写真右）を示した。
マイタケの子実体は、無数に分枝した菌柄から分化した扇状の菌傘が多数重なり
合って形成される。
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第 2 章  マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列 情 報 の 取 得  

 

2 . 1 .  序 論  

ゲ ノ ム は 、 生 物 の 持 つ 遺 伝 情 報 の 全 体 を 指 す 。 生 物 の 生 命

現 象 を コ ン ト ロ ー ル し て い る 情 報 は ゲ ノ ム に 由 来 し て い る こ

と か ら 、 ゲ ノ ム 情 報 の 利 用 は 生 物 学 的 研 究 を 進 め る 上 で 極 め

て 重 要 で あ る 。 ゲ ノ ム 解 読 が 開 始 さ れ た 当 初 は 、 莫 大 な コ ス

ト と 時 間 を か け て 解 析 が 行 わ れ て き た が 、 近 年 は 技 術 革 新 、

特 に 新 型 シ ー ク エ ン サ ー の 普 及 に よ り 、 低 コ ス ト か つ 短 時 間

で 大 規 模 な 塩 基 配 列 解 析 が 可 能 に な っ た 。 そ の 結 果 、 こ れ ま

で は 分 子 生 物 学 的 研 究 を 進 め る の が 難 し か っ た 非 モ デ ル 生 物

に お い て も ゲ ノ ム 解 読 が 比 較 的 容 易 に な り 、 ゲ ノ ム 解 読 さ れ

る 生 物 種 は 著 し く 増 え て き て い る 。 多 く の 栽 培 き の こ が 含 ま

れる 白色 腐 朽菌 では 、 2 0 0 2 年に P h a n e ro c h a e t e  c h r y s o s p o r i u m

のゲ ノ ムが 最 初 に解 読 され た [ 1 ]。 P.  c h r y s o s p o r i u m は、 き の

こ を 形 成 し な い が 、 リ グ ニ ン 分 解 能 が 高 く 、 白 色 腐 朽 菌 の モ

デ ル と し て 研 究 が 盛 ん に 行 わ れ て き た 。 そ の 後 、 き の こ を 形

成す る担 子 菌の モデ ル生 物 とし て 、 2 0 0 3 年 にウ シグ ソヒ ト ヨ

タケ （ C o p r i n o p s i s  c i n e re u s） [ 2 ]、 2 0 0 9 年 にス エ ヒ ロタ ケ（ S

c h i z o p h y l l u m  c o m m u n e） [ 3 ]の ゲ ノ ム が 解 読 さ れ た 。 こ れ ら の

生 物 種 の ゲ ノ ム 解 読 に は 、 そ の 当 時 主 流 で あ っ た サ ン ガ ー 法

に よ る 従 来 型 の シ ー ク エ ン サ ー を 用 い ら れ た 。 新 型 シ ー ク エ

ン サ ー が 登 場 し た 後 は 、 他 の 生 物 と 同 様 に 、 多 く の 担 子 菌 の

ゲ ノ ム 配 列 が 解 読 さ れ 、 そ の 数 は 増 え 続 け て い る 。 そ の 多 く

は 、 米 国 エ ネ ル ギ ー 省 の 共 同 ゲ ノ ム 研 究 所 （ J G I :  J o i n t  G e n o
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m e  I n s t i t u t e） [ 4 ]の プ ロ ジ ェ ク ト で 進 め ら れ た も の で あ る 。 2

0 1 5 年 4 月 現 在、1 5 8 種 の担 子 菌の ドラ フト ゲ ノム 配列 情報 が

J G I で公 開さ れ て いる 。しか し な がら 、 J G I の プ ロ ジェ クト の

主 眼 は 、 主 に 未 利 用 の 植 物 系 バ イ オ マ ス の エ ネ ル ギ ー 利 用 等

に 置 か れ て い る た め 、 食 用 き の こ の ゲ ノ ム 解 析 数 は 未 だ 少 な

いの が現 状 であ る 。食 用き の こで は 、2 0 0 9 年 にツ クリ タケ（ A

g a r i c u s  b i s p o r u s） [ 5 ]とヒラ タ ケ（ P l e u ro t u s  o s t re a t u s）、 2 0 1 3

年に フク ロ タケ（ Vo l v a r i e l l a  v o l v a c e a） [ 6 ]とマツ タケ（ Tr i c h

o l o m a  m a t s u t a k e）の ゲ ノム が 解 読さ れ 、 J G I で 公開 さ れて い

る。 また 、 シイ タケ （ L e n t i n u l a  e d o d e s） のゲ ノ ム 配列も 2 0 1

2 年 に 森 林 総 合 研 究 所 に よ り 解 読 さ れ 、 森 林 生 物 遺 伝 子 デ ー

タベ ー ス（ F o r e s t G E N :  h t t p : / / f o r e s t g e n . f f p r i . a f f r c . g o . j p / j a / i n d e

x . h t m l）で 公 開さ れて いる 。  

我 々 は 、 マ イ タ ケ を モ デ ル に 子 実 体 生 育 機 構 を 解 明 す る こ

とを 目標 に 、 2 0 0 8 年に は大 規 模配 列解 析に 着 手し 、最 初 に栽

培 工 程 の 各 生 育 段 階 で 採 取 し た サ ン プ ル 中 の 転 写 産 物

（ m R N A） を 網 羅 的 に 配 列 解 析 す る こ と で 、 ト ラ ン ス ク リ プ

トー ム情 報 を整 備し た [ 7 ]。トラ ン スク リプ ト ーム 解析 は、マ

イ タ ケ の よ う な ゲ ノ ム 配 列 情 報 の な い 非 モ デ ル 生 物 の 遺 伝 子

解 析 に お い て 、 例 え ば 子 実 体 生 育 と い っ た 興 味 あ る 生 体 現 象

に 関 わ る 遺 伝 子 群 を 網 羅 的 に 同 定 で き る 点 で 効 果 的 で あ る と

考 え ら れ る 。 こ れ ま で に 、 マ イ タ ケ の マ イ ク ロ ア レ イ に よ る

ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 か ら 、 栽 培 工 程 中 の 各 生 育 段 階 や

形 質 の 異 な る 菌 株 間 で 発 現 差 が あ る 遺 伝 子 群 を 見 出 し て い る

[ 7 ,  8 ]。それ に 対 して 、ゲノ ム 配列 情報 はト ラ ンス クリ プト ー
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ム 情 報 だ け で は カ バ ー で き な い 、 転 写 調 節 等 の 様 々 な 制 御 に

関 わ る 非 転 写 領 域 の 配 列 を 含 め た 、 生 物 が 保 有 す る 染 色 体

D N A のす べ ての 塩基 配列 情 報で ある 。先 に 述べ たト ラン ス ク

リ プ ト ー ム 解 析 に よ り 見 出 し て き た 遺 伝 子 群 の 個 々 の 機 能 を

解 析 し 、 生 体 内 に お け る 機 能 を 明 ら か に す る に は 、 逆 遺 伝 学

的 な 遺 伝 子 機 能 解 析 や 転 写 制 御 機 構 の 解 析 等 の 分 子 生 物 的 解

析 を 行 う 必 要 が あ り 、 そ の た め に は ゲ ノ ム 配 列 情 報 の 利 用 が

不 可 欠 で あ る 。 ま た 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 情 報 は 取 得 時 に

発 現 し て い る 遺 伝 子 し か 捉 え ら れ て い な い こ と か ら 、 発 現 が

低 い 遺 伝 子 や 限 定 的 な 条 件 下 で の み 発 現 す る 遺 伝 子 等 を カ バ

ー す る の は 難 し く 、 全 遺 伝 子 を 網 羅 す る に は 至 っ て い な い 。

マ イ タ ケ の 保 有 す る 全 遺 伝 子 の 情 報 を お さ え 、 遺 伝 資 源 と し

て 最 大 限 に 活 用 す る 点 か ら も ゲ ノ ム 情 報 の 整 備 が 更 な る 研 究

進 展 に 必 要 と 考 え ら れ た 。 さ ら に 、 マ イ タ ケ は 日 本 国 内 の 食

用き のこ 生 産量 第 4 位の 産 業上 重要 なき の こで あり 、そ の ゲ

ノ ム の 解 読 は 菌 株 や 栽 培 技 術 等 の 開 発 促 進 に 大 き く 寄 与 す る

こと が期 待 され るこ とか ら 、意 義 は 大き い と考 えら れた 。  

そ こ で 本 研 究 で は 、 マ イ タ ケ の 全 ゲ ノ ム 配 列 を 新 型 シ ー ク

エン サー に より 解読 した 。ゲ ノ ム配 列の 決 定は 、ゲノ ム D N A

を 短 く 断 片 化 し 、 そ の 断 片 を 大 量 に シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 得

ら れ た リ ー ド （ 読 み 取 り 配 列 ） を コ ン ピ ュ ー タ ー 上 で ア セ ン

ブ リ （ 配 列 を つ な ぎ 合 わ せ る 作 業 ） し て 再 構 成 す る こ と で 配

列 を 決 定 す る ホ ー ル ゲ ノ ム シ ョ ッ ト ガ ン シ ー ク エ ン シ ン グ 法

に よ り 行 っ た 。 大 規 模 配 列 解 析 に お い て 、 従 来 の サ ン ガ ー 法

を原 理と す るキ ャピ ラリ ー シー クエ ンサ ー を第 1 世 代と す る
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と、 現在 の 主流 は第 2 世 代 と呼 ばれ る新 型 シー クエ ンサ ー で

あり 、 D N A ポ リ メラ ーゼ ま た は D N A リ ガ ーゼ に よる 逐次 的

D N A 合成 法 を用 いて 、蛍光・発 光の 検出 に より 、超並 列的 に

塩基 配列 を 決定 する 技術 を もと にし てい る 。そ の第 2 世 代 シ

ーク エン サ ーの 中で 代表 的 な機 種は 、 R o c h e 社 の 4 5 4 シ ーク

エン サー と I l l u m i n a 社 の シー ク エ ンサ ーで あ る。 4 5 4 シ ーク

エン サー は、特 徴と して リ ード 長が 長く（～ 5 0 0  b p）、長 いリ

ー ド は ア セ ン ブ リ の 際 に 有 利 で あ る こ と か ら 、 ま だ ゲ ノ ム が

解読 され て いな い生 物の 新 規ゲ ノム 配列 決 定（ d e  n o v o シー ク

エ ン シ ン グ ） に 向 い て い る と さ れ る 。 欠 点 と し て は 、 1 ラ ン

あ た り の 取 得 デ ー タ 量 が 少 な く 、 デ ー タ 量 あ た り の コ ス ト が

高い 点が あ げら れる 。一 方 、I l l u m i n a 社 の シー クエ ンサ ーは 、

リー ド長 は 短い が（ 7 5～ 1 0 0  b p）、 1 ラ ンあ た りの 取得 デー タ

量が 多い た めコ スト 面で 優 れて いる 。本 研 究で は、 第 2 世 代

シー クエ ン サー であ る ロ シ ュ社 4 5 4  G S  F L X  Ti t a n i u m 及び イ

ルミ ナ社 G e n o m e  A n a l y z e r  I I x の 機 種の シー ク エン サー を用 い

て 配 列 解 析 を 行 い 、 特 徴 の 異 な る こ れ ら の シ ー ク エ ン サ ー か

ら 得 た リ ー ド デ ー タ を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 読 み 取 り エ ラ ー

や ギ ャ ッ プ を 最 小 限 に 抑 え 、 よ り 長 く 繋 が っ た 配 列 情 報 が 得

ら れ る ア セ ン ブ リ 方 法 を 検 討 し た 。 次 の 遺 伝 子 予 測 に は 、 先

に取 得し て いた トラ ンス ク リプ トー ム デ ー タで ある E S T 配 列

デ ー タ を 取 得 し た ゲ ノ ム 配 列 上 に マ ッ ピ ン グ す る こ と で 、 ゲ

ノ ム 配 列 情 報 の み の 場 合 よ り 高 い 精 度 で 予 測 結 果 が 得 ら れ る

か を 検 証 し た 。 最 後 に 、 マ イ タ ケ の ゲ ノ ム か ら 予 測 さ れ た 遺

伝 子 の ア ノ テ ー シ ョ ン （ 機 能 の 注 釈 ） を 行 い 、 そ の 中 で 白 色
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腐 朽 菌 の 木 材 分 解 に 大 き く 寄 与 す る と さ れ る セ ル ロ ー ス な ど

の糖 質分 解 に関 与す る C a r b o h y d r a t e - A c t i v e  e n z y m e s（ C A Z y）

及び リグ ニ ン分 解に 関与 す る F u n g a l  O x i d a t i v e  L i g n i n  e n z y m e s

（ F O Ly）に 分 類 され る遺 伝 子群 につ いて 他 の担 子菌 きの こ と

比較 し、 考 察し た。  
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2 . 2 .  実 験 材 料 と 方 法  

2 . 2 . 1 .  供 試 菌 株 及 び 培 養 条 件  

マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列 解 析 に は 、 株 式 会 社 雪 国 ま い た け に

保存 さ れ てい た 市販 マ イ タケ 菌 株 M 5 1（森 産 業 ,  日 本 ）の 子

実 体 か ら 得 た 担 子 胞 子 か ら 分 離 さ れ た 一 核 菌 糸 株 で あ る

G f - M 1 株 を 使用 した 。菌 株 の継 代培 養に よ る維 持に は、 ポ テ

トブ ドウ 糖 寒天（ P D A）培 地（ D i f i c o ,  U S A）を 用 い 、 2 5 ˚ C 暗

黒 下 で 培 養 し た 。 ゲ ノ ム D N A の 精 製 に は 、 G P Y 培 地 （ 2 %  

g l u c o s e ,  0 . 2 %  p o l y p e p t o n e ,  0 . 2 %  B a c t o  y e a s t  e x t r a c t ,  0 . 0 5 %  

m a g n e s i u m  s u l f a t e ,  0 . 0 5 %  p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n p h o s p h a t e）を 用

いて 、 2 週 間 、 2 5 ˚ C 暗 黒下 で静 置 培養 した 菌 糸体 を用 い た 。  

 

2 . 2 . 2 .  マ イ タ ケ か ら の ゲ ノ ム D N A の 抽 出 ・ 精 製  

G P Y 培 地で 培 養 した 菌糸 体 から 培地 を除 き、 液 体窒 素下 で

乳鉢 によ り 磨砕 して 粉末 状 にし た後 、 I S O P L A N T  I I（ N I P P O N  

G E N E ,  日 本） を 使用 して 、 ゲノ ム D N A を 抽 出し た。 この と

き 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 前 に 中 性 飽 和 フ ェ ノ ー ル と フ ェ ノ ー ル

ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 の 操 作 を 加 え 、 取 扱 説 明 書 記 載 の プ ロ ト

コー ルを 一 部改 変し て行 っ た 。得 られ たゲ ノム D N A の濃 度 と

品 質 の 確 認 に は 、 ナ ノ ド ロ ッ プ （ T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c、

U S A）を 用い た 。  

 

2 . 2 . 3 .  ゲ ノ ム 配 列 決 定 と ア セ ン ブ リ  

マイ タケ の ゲノ ム配 列決 定 には 、4 5 4  G S  F L X  Ti t a n i u m（ 4 5 4  

F L X ;  R o c h e ,  S w i t z e r l a n d） 及び G e n o m e  A n a l y z e r  I I x（ G A I I x ;  
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I l l u m i n a ,  U S A）の それ ぞれ の プラ ット フォ ー ムを 用い た。4 5 4  

F L X で は フ ラグ メン トラ イ ブラ リ及 びメ イ トペ アラ イブ ラ リ

を 作 製し て 配 列 解 析 を行 っ た 。 G A I I x で は ペ ア エ ン ド ライ ブ

ラ リ を 作 製 し て 配 列 解 析 を 行 っ た 。 す べ て の ラ イ ブ ラ リ の 作

製 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ は メ ー カ ー の 説 明 書 に 従 い 行 っ た 。

次に 、 4 5 4  F L X 及び G A I I x から 得ら れた リ ード （読 み取 り 配

列） を以 下の 5 つの 方法 で アセ ンブ リし た 。  

( a )  4 5 4  F L X 及 び G A I I x か ら得 た リー ドを N e w b l e r  Ve r  2 . 5 . 3

（ R o c h e） また は Ve l v e t [ 9 ]のアセ ン ブラ を用 い て、 それ

ぞれ 単独 で アセ ンブ リし た 。  

( b )  4 5 4  F L X と G A I I x か ら 得 た リ ー ド を 混 合 し 、 C e l e r a  

a s s e m b l e r [ 1 0 ]、 Ve l v e t、 N e w b l e r  Ve r  2 . 6 の いず れ かの ア

セン ブラ を 用い てア セン ブ リし た。  

( c )  ( a )で得 られ た 4 5 4  F L X 及 び G A I I x をそ れぞ れ単 独 でア

セ ン ブ リ し た 結 果 を 合 わ せ て 、 再 度 、 A M O S [ 1 1 ]ま た は

Ve l v e t のア セン ブラ を用 い てア セン ブリ し た。  

( d )  4 5 4  F L X か ら 得た リー ド を N e w b l e r  Ve r  2 . 5 . 3 を 用い て単

独 で ア セ ン ブ リ し て 得 た 結 果 を G A I I x か ら 得 ら れ た リ

ー ド を 用 い て 改 善 し た （ カ ス タ ム ア セ ン ブ リ ）。 図 2 - 1

に示 した よ うに 、 4 5 4  F L X の リー ドを アセ ン ブリ して 得

た ス キ ャ ホ ー ル ド に 対 し て 、 G A I I x か ら 得 た リ ー ド を

B WA [ 1 2 ]により マッ ピン グし て 、エ ラー の検 出 と修 正を

行っ た 。次 に 、ペ アリ ード の 一方 がコ ンテ ィ グに ユニ ー

クマ ップ さ れ 、他 方が ギャ ッ プに 位置 する リ ード を局 所

的ア セン ブ リし 、ギ ャッ プ クロ ーズ を行 っ た。  
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以 上 の ゲ ノ ム 配 列 決 定 か ら ア セ ン ブ リ は 、 株 式 会 社 ジ ナ リ ス  

(横 浜 ,  日 本 )に 委 託し て行 っ た。  

 

2 . 2 . 4 .  遺 伝 子 予 測  

取 得 し た ゲ ノ ム 配 列 か ら の 遺 伝 子 予 測 （ 開 始 コ ド ン と 終 止

コ ド ン を 含 む オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 予 測 ） は 、 遺

伝子 領域 予 測プ ログ ラム で ある A U G U S T U S [ 1 3 ]を用 いて 行っ

た。 A U G U S T U S によ る遺 伝 予測 を行 う際 、既 知 近縁 種ゲ ノ ム

の 学 習 用 デ ー タ と し て 、 ソ フ ト ウ ェ ア に バ ン ド ル さ れ て い る

オオ キツ ネ タケ （ L a c c a r i a  b i c o l o r）の パ ラメ ー タ ーを 適用 し

た 。 ま た 、 遺 伝 子 予 測 の 際 に 入 力 で き る 参 照 情 報 と し て 、 ま

っ た く 配 列 を 参 照 し な い 場 合 と 先 に 取 得 し て い た ト ラ ン ス ク

リプ トー ム デー タで ある E S T 配 列を 参照 す る場 合の 2 つ の条

件 で 遺 伝 子 予 測 を 行 っ た 。 な お 、 こ れ ら の 遺 伝 子 予 測 は 、 株

式会 社ジ ナ リス  (横 浜 ,  日 本 )に 委 託し て行 っ た。  

 

2 . 2 . 5 .  予 測 遺 伝 子 の ア ノ テ ー シ ョ ン  

ゲノ ム配 列 上で 予測 され た すべ ての 遺伝 子 を、 図 2 - 2 に示

す ア ノ テ ー シ ョ ン パ イ プ ラ イ ン を 使 っ て 、 相 同 性 遺 伝 子 の 検

索 や 機 能 分 類 等 の ア ノ テ ー シ ョ ン （ 機 能 の 注 釈 ） を 行 っ た 。

最 初 に 、 基 本 的 な 自 動 ア ノ テ ー シ ョ ン を B l a s t 2 G O  

Ve r. 2 . 5 . 1 [ 1 4 ]を用い て行 い、 B L A S T 検索 （ B L A S T X ,  e - v a l u e  ≤  

1 e - 3 ,  b i t  s c o r e  >  4 0） によ る相 同 性 のあ る遺 伝 子の 情報 、遺 伝

子オ ント ロ ジー （ g e n e  o n t o l o g y,  G O）用 語 に基 づ いた 注釈 、

E C 番号 、 I n t e r P r o S c a n に よる 蛋 白 質フ ァミ リ ー・ 機能 モチ ー
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フ の 情 報 を 付 与 し た 。 次 に 、 ア ノ テ ー シ ョ ン さ れ た す べ て の

遺 伝 子 に つ い て 、 自 動 ア ノ テ ー シ ョ ン の 結 果 を 参 考 に C A Z y

（ C a r b o h y d r a t e - A c t i v e  e n Z Y m e s ） [ 1 5 ] 及 び F O Ly （ F u n g a l  

O x i d a t i v e  L i g n i n  e n z y m e s） [ 1 6 ]の デ ー タ ベ ー ス に 基 づ く 分 類

番号 を割 り 当て た。  

 

2 . 2 . 6 .  系 統 解 析  

マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列 か ら 予 測 さ れ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遺

伝子 のア ミ ノ酸 配列 と N C B I デ ータ ベー ス に登 録さ れて い る

ツク リタ ケ（ A .  b i s p o r u s）、ウ シ グソ ヒト ヨタ ケ（ C .  c i n e re u s）、

P.  c h r y s o s p o r i u m 、 ヒ ラ タ ケ （ P.  o s t re a t u s ）、 カ ワ ラ タ ケ

（ Tr a m e t e s  v e r s i c o l o r）、 マ ツ ノ オ オ ウ ズ ラ タ ケ （ D i c h o m i t u s  

s q u a l e n s ） の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、

M E G A 5 [ 1 7 ]を 使 用 し た 系 統 解 析 を 行 っ た 。 系 統 樹 推 定 ア ル ゴ

リズ ムに は 群平 均法（ U P G M A 法 ） [ 1 8 ]を用い た。進 化距 離の

推定 には 、 P o i s s o n  c o r r e c t i o n 法 [ 1 9 ]を用 いた 。  
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454 FLXのスキャホールド配列にGAIIx

のペアエンド（PE）リードをマッピング

エラーの検出
（インデル、読み間違い）

エラーの修正

繰り返し

スキャホールド配列（454 FLX）

マップされたリード

PEリード
（GAIIx）

シークエンスエラーの修正

マップされないリード

ギャップクローズの方法

コンティグ1 コンティグ2

コンティグ

局所的アセンブリ

ギャップクローズ

図2-1. カスタムアセンブリの概略
GAIIxから得たペアエンドリードを454 FLXのリードから得たスキャホールドにマッ

ピングして、エラーの検出と修正を行った。次に、ペアエンドリードの一方がコン
ティグにユニークマップされ、他方がギャップに位置するリードを局所的アセンブ
リすることで、ギャップクローズを行った。
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予測遺伝子

BLAST NCBI BLAST server

GO mapping GO database

InterProScan EMBL sever

自動アノテーション
（Blast2GO）

手動アノテーション

CAZy classification

FOLy classification

CAZy database

FOLy database

外部リソース

図2-2 アノテーションパイプライン
最初にBlast2GOを用いて、予測遺伝子の自動アノテーションを行い、BLAST検索
（BLASTX, e-value ≤ 1e-3, bit score > 40）による相同性のある遺伝子の情報、GO用
語に基づいた注釈、EC番号、InterProScanによる蛋白質ファミリー・機能モチーフ
の情報を付与した。次に手動アノテーションによりCAZyデータベース及びFOLy

データベースに基づく分類番号を割り当てた。
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2 . 3 .  結 果 と 考 察  

2 . 3 . 1 .  第 2 世 代 シ ー ク エ ン サ ー に よ る マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列

決 定  

マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列 解 読 は ホ ー ル ゲ ノ ム シ ョ ッ ト ガ ン シ

ーク エン シ ング 法に より 行 い 、短 く断 片化 し たゲ ノム D N A の

配列 をシ ー クエ ンサ ーで 読 み取 り、得 られ た大 量 のリ ード（ 読

み 取 り 配 列 ） デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ ー 上 で ア セ ン ブ リ （ 配 列

を つ な ぎ 合 わ せ る 作 業 ） す る こ と で 再 構 成 し て 、 ゲ ノ ム 配 列

を 決 定 し た 。 本 研 究 で は 、 第 2 世 代 シ ー ク エ ン サ ー で あ る

R o c h e 社 の 4 5 4  G S  F L X  Ti t a n i u m（ 4 5 4  F L X） 及び I l l u m i n a 社

の G e n o m e  A n a l y z e r  I I x（ G A I I x） を用 いて 、 マイ タケ の一 核

菌糸 であ る G f - M 1 株の ゲノ ム 配列 を解 読し た 。 4 5 4  F L X の プ

ラッ トフ ォ ーム から は、推定 さ れ るゲ ノム サ イズ の 1 4 倍 の塩

基数 であ る 4 5 8  M b のフ ラグ メ ント リー ドデ ー タ（カ バレ ッジ

1 4×）と 3 3 6  M b のメ イト ペ アリ ード デー タ （カ バレ ッ ジ 1 0

×） が得 られ た 。 G A I I x の プ ラッ トフ ォー ム から は、 7  G b の

ペ ア エ ン ド リ ー ド デ ー タ （ カ バ レ ッ ジ 2 0 5×） が 得 ら れ た 。

両者 の結 果 を合 わせ る と 7 . 8  G b のリ ード デ ータ を得 るこ と が

でき、そ のゲ ノ ム カバ レッ ジ は約 2 3 0 倍 に相 当す る こと から 、

ゲ ノ ム 配 列 決 定 に 十 分 な デ ー タ 量 を 取 得 で き た と 判 断 し 、 次

のア セン ブ リ作 業に 進ん だ 。  

機種 の異 なる 4 5 4  F L X 及び G A I I x から 得た 配 列デ ータ を組

み 合 わ せ て ア セ ン ブ リ す る こ と は 、 そ れ ぞ れ の プ ラ ッ ト フ ォ

ー ム が 持 つ 利 点 を 活 か す 、 ま た は 欠 点 を 補 え る 点 で 、 有 効 な

ア プ ロ ー チ で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 本 研 究 を 開
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始し た時 点 では 、 R o c h e 社 と I l l u m i n a 社の そ れぞ れの 機種 か

ら 得 た 配 列 デ ー タ を 組 み 合 わ せ て 、 ア セ ン ブ リ す る た め の バ

イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 的 な パ イ プ ラ イ ン は 存 在 し な か っ た 。

そ こ で 、 ア セ ン ブ リ 手 法 を 最 適 化 し て 精 度 の 高 い ア セ ン ブ リ

結果 を得 る ため 、 4 5 4  F L X 及び G A I I x の両 機 種か ら得 た配 列

デ ー タ を 用 い て 、 ア セ ン ブ リ に 用 い る デ ー タ セ ッ ト と ア セ ン

ブリ を行 う ソフ トで ある ア セン ブラ の組 合 せを 変え た 4 つ の

方法（ P 1 9 – 2 1 の a ,  b ,  c ,  d を 参 照）を試 験し た 。ま ず 、4 5 4  F L X

及び G A I I x から 得た リー ド をそ れぞ れ単 独 でア セン ブリ し た

（表 2 - 1  a）。 4 5 4  F L X のリ ード デ ータ をシ ー クエ ンサ ー付 属

のア セン ブ ラで ある N e w b l e r  Ve r  2 . 5 . 3 を用 い てア セン ブリ し

た結 果、得ら れ た 総コ ンテ ィ グ数 は 1 , 8 8 4 で あっ た（表 2 - 1  a - I）。

コ ン テ ィ グ と は 、 リ ー ド を ア セ ン ブ リ し て 構 築 さ れ た よ り 長

い 配 列 断 片 で あ り 、 コ ン テ ィ グ 数 が 少 な い ほ ど 、 断 片 化 が 少

な く 、 連 結 に よ る ゲ ノ ム の 再 構 成 が 進 ん で い る こ と を 示 し て

いる 。ま た 、 4 5 4  F L X で は、 D N A 断片 の両 末 端の 配列 を読 ん

だ メ イ ト ペ ア リ ー ド デ ー タ を 用 い て 、 そ の 位 置 情 報 を も と に

複 数 の コ ン テ ィ グ を 推 定 さ れ る 距 離 間 を ギ ャ ッ プ で 繋 げ た ス

キャ ホー ル ドの 作製 が可 能 であ り、そ の 総数 は 2 8 0 で あっ た。

一方 、G A I I x のリ ード デー タ を、G e n o m e  A n a l y z e r のデ ータ フ

ォ ー マ ッ ト に 対 応 し 、 最 も 広 く 普 及 し て い る オ ー プ ン ソ ー ス

のア セン ブ ラで ある Ve l v e t を 用 いて アセ ン ブリ した 結果 、得

られ た総 コ ンテ ィグ 数 は 5 , 5 5 3 であ った （ 表 2 - 1  a - I I）。 こ の

結果 から 、 マイ タケ のゲ ノ ム配 列解 析で は 、 4 5 4  F L X の 長い

リー ドの 方 が断 片化 を抑 え られ 、d e  n o v o アセ ンブ リに 適し て
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いる こと が 示さ れた 。次 に 、 4 5 4  F L X と G A I I x か ら得 られ た

リー ドデ ー タを 混合 して ア セン ブリ する 混 合リ ード 法（表 2 - 1  

b）と 単独 リ ード 法に より そ れぞ れ単 独で ア セン ブリ して 得 た

コ ン テ ィ グ を 混 合 し て 再 度 ア セ ン ブ リ す る 混 合 コ ン テ ィ グ 法

（表 2 - 1  c）を 試 験し た 。ア セ ン ブラ には 、上 記 の単 独の リー

ド デ ー タ の ア セ ン ブ リ に 使 用 し た も の に 加 え 、 異 な る 機 種 か

ら 得 た リ ー ド デ ー タ を 混 ぜ て ア セ ン ブ リ す る た め の パ イ プ ラ

イン を備 えた C e l e r a 及 び A M O S を 使用 した 。そ の 結果、混 合

リ ー ド 法 及 び 混 合 コ ン テ ィ グ 法 か ら 得 ら れ た 総 コ ン テ ィ グ 数

は 4 5 4  F L X のリ ード デー タ を単 独で アセ ン ブリ した 時に 比 べ

て多 く、顕著 な 改善 効果 は 見ら れな かっ た。そ こで 、4 5 4  F L X

の 単 独リ ー ド 法 で 得 たア セ ン ブ リ 結 果に 対 し て 、 G A I I x のリ

ー ド デ ー タ を 使 っ て 、 エ ラ ー の 修 正 及 び ギ ャ ッ プ ク ロ ー ズ を

行う カス タ ム ア セン ブリ 法（図 2 - 1）を 試し た。そ の結 果、総

コン ティ グ 数が 1 , 8 8 4 から 1 , 1 8 6（ - 3 7 %）に 、総ギ ャッ プ長 が

6 4 7 , 1 9 9 か ら 3 9 3 , 6 6 4（ - 3 9 %）に減 少し 、ア セ ンブ リ結 果の 改

善が 見ら れ た（ 表 2 - 1  d）。 以上 のこ とか ら 、マ イタ ケゲ ノ ム

の d e  n o v o アセ ンブ リに お いて は、 カス タ ムア セン ブリ 法 が

最も 適し て おり 、最終 的に 、マ イタ ケゲ ノム の サイ ズは 約 3 3 . 8  

M b、ス キャ ホー ルド 数  2 8 0、コ ンテ ィグ 数  1 , 1 8 6 のア セン ブ

リ結 果が 得 られ た。 前述 の よう に、 R o c h e 社 の 4 5 4 シー クエ

ン サ ー は 、 他 社 の シ ー ク エ ン サ ー に 比 べ て リ ー ド 長 が 長 い た

め 、 よ り 長 い コ ン テ ィ グ が 得 ら れ る と と も に 、 メ イ ト ペ ア リ

ー ド を 利 用 す る こ と で コ ン テ ィ グ を 整 列 し て 連 結 さ せ た ス キ

ャホ ール ド 配列 を得 るこ と がで きる 。よ って 、d e  n o v o シー ク
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エン シン グ に適 した シー ク エン サー であ る とい える。し かし 、

欠 点 と し て 、 連 続 し て 同 じ 塩 基 が 続 く 配 列 （ ホ モ ポ リ マ ー 配

列）の解 読 精度 が低 く、シ ーケ ンス エラ ー によ る I n d e l（挿 入

ま た は 欠 失 ） が 生 じ や す い 。 こ れ は 、 解 析 の 原 理 で あ る パ イ

ロ シ ー ク エ ン シ ン グ の 技 術 的 な 問 題 に 起 因 し て い る と 考 え ら

れ る [ 2 0、 2 1 ]。 こ の よ う な エ ラ ー が 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 に 起 こ

っ た 場 合 は フ レ ー ム シ フ ト に よ り 正 確 な 遺 伝 子 情 報 を 反 映 し

な い 可 能 性 が あ る 。 一 方 で 、 I l l u m i n a 社 の シ ー ク エ ン サ ー は

リー ド長 が 短く 、アセ ンブ リ の際 に断 片化 を 起こ しや すい が、

ホ モ ポ リ マ ー 領 域 で の シ ー ク エ ン ス エ ラ ー は 稀 で あ り 、 解 読

精 度 は 高 い [ 2 2 ]。 し た が っ て 、 本 研 究 で 行 っ た カ ス タ ム ア セ

ンブ リ法 は 、 R o c h e 社及 び I l l u m i n a 社 の 両シ ーク エ ンサ ーの

利 点 を 活 か す こ と に よ っ て 、 読 み 取 り エ ラ ー や ギ ャ ッ プ を 最

小 限 に 抑 え 、 断 片 化 の 少 な い よ り 長 い コ ン テ ィ グ 得 る こ と が

でき る点 で 有効 であ るこ と が示 され た。  

新 型 シ ー ク エ ン サ ー に よ る ゲ ノ ム 解 読 か ら 得 ら れ る デ ー タ

は 、 ド ラ フ ト ゲ ノ ム 配 列 （ ギ ャ ッ プ 等 の 未 決 定 領 域 を 含 ん だ

概 要 配 列 ） で あ る 。 様 々 な 生 物 で ド ラ フ ト ゲ ノ ム 配 列 が 決 定

さ れ て い る が 、 デ ー タ の 品 質 に は 特 に 基 準 が な い の で 、 そ の

ア セ ン ブ リ 結 果 の 精 度 は 様 々 で あ る の が 現 状 で あ る 。 本 研 究

で 取 得 し た マ イ タ ケ の ド ラ フ ト ゲ ノ ム 配 列 は 、 エ ラ ー 修 正 と

ギ ャ ッ プ ク ロ ー ズ を し て い る 点 で 、 よ り 品 質 の 高 い デ ー タ 整

備 を 目 指 し た も の で あ る 。 マ イ タ ケ と 既 に ゲ ノ ム 解 読 さ れ て

いる 他の 担 子菌 きの この ゲ ノム デー タの 比 較を 表 2 - 2 に 示 し

た 。 ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の 精 度 の 指 標 と し て 、 総 ス キ ャ ホ ー ル
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ド 数 と 総 コ ン テ ィ グ 数 を 比 較 す る と 、 マ イ タ ケ の ゲ ノ ム デ ー

タ は 主 に サ ン ガ ー 法 に よ り 時 間 を か け て 解 析 さ れ た ス エ ヒ ロ

タ ケ （ S .  c o m m u n e） や ツ ク リ タ ケ （ A .  b i s p o r u s） の 数 値 に は

及ば ない 部 分は ある が、 同 時期 に第 2 世 代 シー クエ ンサ ー で

解析 され た カワ ラタ ケ（ T.  v e r s i c o l o r）やマ ツ ノオ オウ ズラ タ

ケ （ D .  s q u a l e n s） とは 同 等 以 上 の 数値 で あ り 、 公 開さ れ てい

る ゲ ノ ム デ ー タ と 遜 色 の な い 高 精 度 の デ ー タ を 取 得 で き た と

いえ る。  
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表 2-1. アセンブリの手法とアセンブラの組合せ

アセンブル方法 （d）カスタム

I II III IV V VI VII VIII

454 FLX GAIIx
454 FLX

+ GAIIx

454 FLX

+ GAIIx

454 FLX

+ GAIIx
I + II I + II

454 FLX

+ GAIIx

アセンブラ Newbler v2.5 Velvet Celera Velvet Newbler v2.6 AMOS Velvet custom

総コンティグ数 1,884 5,533 N/A 5,228 2,215 6,665 11,104 1,186

総スキャホールド数 280 N/A 482 N/A 358 N/A N/A 280

N50 スキャホールド長 （bp） 311,974 94,007 220,935 157,841 230,810 173,887 32,605 312,243

総ギャップ長 （bp） 647,199 171,790 8,373 1,659,751 743,542 310,229 0 393,664

（a）単独リード

配列データ

（b）混合リード （c）混合コンティグ

（a）単独リード法は454 FLX及びGAIIxから得たリードをそれぞれ単独でアセンブリした。
（b）混合リード法は454 FLX及びGAIIxから得たリードを混合し、それぞれ異なるアセン
ブラを用いてアセンブリした。（c）混合コンティグ法は単独リード法で得た454 FLX及
びGAIIxのコンティグデータ（I + II）を合わせて、再度それぞれ異なるアセンブラを用い
てアセンブリした。（d）カスタムアセンブリ法は単独リード法で得た454 FLXのアセン
ブリデータをGAIIxから得たリードを用いてエラーの修正及びギャップクローズを行った。
コンティグはリードを配列の重なる部分で連結してできた連続配列であり、その総数を
示した。スキャホールドは、メイトペアリードの位置情報をもとに複数のコンティグを
推定される距離間でギャップで繋ぎ合わせた配列であり、その総数を示した。N50 ス
キャホールド長はスキャホールド配列をサイズの大きい順に塩基数を足していき、ゲノ
ムサイズの50%に達した時のスキャホールド配列のサイズである。総ギャップ長はアセン
ブリ結果中のギャップの総塩基数である。
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2 . 3 . 2  マ イ タ ケ ゲ ノ ム 配 列 か ら の 遺 伝 子 予 測  

ゲ ノ ム 配 列 解 読 か ら 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報 の ま ま で は 、 ど

の 領 域 に 遺 伝 子 が コ ー ド さ れ て い る か 、 ど の よ う な 遺 伝 子 群

が コ ー ド さ れ て い る の か と い っ た 情 報 は 簡 単 に は わ か ら な い 。

ゲ ノ ム 配 列 か ら 有 用 な 情 報 を 引 出 す に は 、 ま ず 、 ゲ ノ ム 配 列

上 の 遺 伝 子 の 位 置 や 構 造 な ど の 情 報 を 正 確 に 得 る こ と が 必 要

で あ る 。 一 般 的 に は 、 ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 取 得 し た 後 に 、 遺 伝

子 予 測 プ ロ グ ラ ム で タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 領 域 （ オ ー

プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ） を 予 測 す る 。 本 研 究 で は 、 マ イ

タケ ゲノ ム 配列 から の遺 伝 子予 測 を a b  i n i t i o 法 によ る真 核 生

物用 の遺 伝 子予 測 プ ログ ラ ム で ある A U G U S T U S [ 1 3 ]を用 い て

行っ た。 a b  i n i t i o 法 は、 塩 基配 列の 統計 的 な情 報に 基づ い て

遺 伝 子 コ ー ド 領 域 の 統 計 モ デ ル を 構 築 し 、 こ の モ デ ル に マ ッ

チ し た 領 域 が あ れ ば 、 そ こ に 遺 伝 子 が コ ー ド さ れ て い る と 推

定す る方 法 であ る 。ま た 、 A U G U S T U S は 、 E S T 配 列や アミ ノ

酸 配 列 な ど の 既 知 の 配 列 情 報 を 追 加 情 報 と し て 組 み 込 む 機 能

を備 えて お り、 配列 の相 同 性に よる 推定 も 可能 で あ る。  

A U G U S T U S に よ る遺 伝予 測 は、モデ ル構 築 のた めの 学習 デ

ータ セッ ト にオ オキ ツネ タ ケの もの を用 い て行 った。最 初に 、

遺 伝 子 予 測 の 際 に 追 加 で き る 参 照 情 報 を 用 い ず に 、 マ イ タ ケ

ゲノ ム配 列 から 遺伝 子予 測 を し た結 果、 1 0 , 5 0 5 個の 遺伝 子 が

予測 され た（表 2 - 3）。次 に 、既 に 取得 して い たマ イタ ケの 1 3

生育 段階 に おけ る E S T 配 列 を参 照情 報に 用 いて 遺伝 子予 測 を

した 結果 、E S T 配 列の 9 5 . 9 %が ゲ ノ ム上 にマ ッ プさ れ 、1 6 , 0 9 7

個の 遺伝 子 が予 測さ れた （表 2 - 3）。 E S T 配列 情 報 を参 照情 報



第 2 章 マイタケのゲノム配列情報の取得 

34 

 

に 使 用 し た 時 の 予 測 遺 伝 子 数 は 、 参 照 情 報 が な い 場 合 に 比 べ

て、 1 . 5 3 倍 に増 加し た。 こ のよ うに 、ゲ ノ ム配 列情 報の み で

は予 測で き ない 遺伝 子が 多 く存 在す るこ と から 、 E S T 配 列 情

報 を 組 み 込 ん で パ ラ メ ー タ ー を 最 適 化 す る こ と で 予 測 精 度 を

向 上 で き る こ と が 示 さ れ た 。 原 核 生 物 に お い て は 、 遺 伝 子 予

測 プ ロ グ ラ ム に よ る 予 測 精 度 が 極 め て 高 く 、 9 0 %以 上 の 精 度

で 予 測 が 可 能 で あ る と い わ れ て い る 。 一 方 で 、 真 核 生 物 に お

け る 予 測 精 度 は ま だ 高 い と は い え ず 、 近 縁 種 の ゲ ノ ム 情 報 が

少な い生 物 種の d e  n o v o 解 析 では 、そ の精 度 がさ らに 低く な

る 。 真 核 生 物 に お け る 遺 伝 子 予 測 が 原 核 生 物 よ り も 難 し い 大

き な 理 由 と し て 、 遺 伝 子 の エ ク ソ ン ・ イ ン ト ロ ン 構 造 の 存 在

が 考 え ら れ る 。 特 に 担 子 菌 類 の 遺 伝 子 は 基 本 的 に イ ン ト ロ ン

が 多 く 、 短 い エ ク ソ ン が 多 数 存 在 す る こ と か ら [ 2 3 ]、 一 般 的

な 真 核 生 物 用 に 構 築 さ れ た 予 測 ア ル ゴ リ ズ ム で は 、 す べ て の

エ ク ソ ン ・ イ ン ト ロ ン 構 造 を 正 確 に 予 測 す る の は 難 し い と 考

えら れる 。し た がっ て 、d e  n o v o シー クエ ン ス解 析に おけ る 遺

伝子 予測 は 、 E S T 配 列 をゲ ノ ム 上に マッ ピ ング する こと に よ

り 直 接 的 に 遺 伝 子 構 造 を 同 定 し て い く こ と が 現 時 点 で は 最 も

有 効 な ア プ ロ ー チ と い え る 。 本 研 究 結 果 は 、 ゲ ノ ム 配 列 情 報

の取 得だ け でな く、E S T や R N A - s e q 等の 遺 伝子 転 写産 物（ R N A）

配 列 情 報 も 同 時 に 取 得 す る こ と が 真 核 生 物 ゲ ノ ム で 正 確 な 遺

伝子 予測 を する のに 重要 で ある こと を示 し てお り、これ は d e  

n o v o シー ク エン ス解 析に お いて 有用 な知 見 を提 供す るも の と

考え る。   
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表 2-3. EST配列データの参照による遺伝子予測精度の比較

予測プログラム 参照情報

AUGUSTUS 2.5.5 なし

AUGUSTUS 2.5.5 EST配列データ 16,097 1196 6,310

予測遺伝子数 平均mRNA長（bp） BLASTヒット数

10,505 2208 5,813

上段は、参照情報を用いずにAUGUSTUSのab initio法でマイタケゲノム配列から遺
伝子予測を行った結果を示した。下段は、先に取得していたマイタケの13生育段階
におけるEST配列データを参照情報に用いて遺伝子予測を行った結果を示した。
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2 . 3 . 3  予 測 遺 伝 子 の ア ノ テ ー シ ョ ン  

マイ タケ の ゲノ ム配 列か ら 予測 され た 1 6 , 0 9 7 個 の遺 伝子 に

つ い て 、 B l a s t 2 G O に よ る 自 動 ア ノ テ ー シ ョ ン を 行 っ た 結 果 、

1 0 , 9 4 2 個（ 6 8 %）の遺 伝子 が N C B I に登 録さ れ てい る既 知の 遺

伝子 と相 同 性が ある こと が わか った 。残 り の約 3 割 の遺 伝 子

は 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る 遺 伝 子 と は 相 同 性 が

な く 、 現 時 点 で は 機 能 注 釈 が 難 し い 遺 伝 子 で あ っ た 。 こ の こ

と は 、 マ イ タ ケ を 含 む き の こ 類 の 分 子 生 物 学 知 見 の 蓄 積 が 未

だ 少 な い こ と に よ る も の と 思 わ れ た 。 相 同 性 が 見 つ か っ た 遺

伝 子 の ト ッ プ ヒ ッ ト の 結 果 を 生 物 種 ご と に 並 べ た グ ラ フ を 図

2 - 3 に 示 した 。マ イタ ケの 遺 伝子 の半 数以 上 は同 じ白 色腐 朽 菌

であ るカ ワ ラタ ケ（ T.  v e r s i c o l o r）やマ ツノ オ オウ ズラ タケ（ D .  

s q u a l e n s）と 相 同 性が 高っ た。そ れに 次い で 、褐 色腐 朽菌 で あ

る P o s t i a  p l a c e n t a やナ ミダ タ ケ（ S e r p u l a  l a c r y m a n s）と 相 同

性 の 高 い 遺 伝 子 が 多 か っ た 。 そ れ ら に 比 べ て 、 同 じ 白 色 腐 朽

菌で ある ス エヒ ロタ ケ（ S .  c o m m u n e）や P.  c h r y s o s p o r i u m とは

相 同 性 の 高 い 遺 伝 子 が 少 な か っ た 。 褐 色 腐 朽 菌 は 木 質 中 の セ

ル ロ ー ス と ヘ ミ セ ル ロ ー ス を 分 解 す る が 、 リ グ ニ ン の 分 解 は

限 定 的 で あ り 、 そ の 点 で リ グ ニ ン を 分 解 で き る 白 色 腐 朽 菌 と

は 異 な る 。 マ イ タ ケ は 白 色 腐 朽 菌 で あ り な が ら 褐 色 腐 朽 菌 と

も 相 同 性 の 高 い 遺 伝 子 が あ る こ と か ら 、 進 化 的 な 側 面 に お い

ても 興味 深 い結 果と いえ る 。  
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図2-3. BLAST検索結果におけるトップヒット数の生物種の割合
マイタケのゲノム配列から予測された遺伝子をBLAST検索し、ヒットした遺伝子を
相同性の最も高いトップヒットした生物種で分けて、その和が多い順に示した。
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［糖 質関 連 酵素 ］  

き の こ は 菌 糸 を 伸 ば し な が ら 、 有 機 物 を 分 解 し て 栄 養 物 を

摂 取 す る こ と で 生 長 し 、 繁 殖 し て い る 。 マ イ タ ケ が 属 す る 木

材 腐 朽 菌 は 、 木 材 中 の セ ル ロ ー ス 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス と い っ た

細 胞 壁 多 糖 成 分 を 分 解 し て 栄 養 成 分 と し て い る 。 そ の 際 、 セ

ル ロ ー ス 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス は 、 セ ル ラ ー ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ

な ど の 糖 質 分 解 酵 素 に よ り 低 分 子 化 さ れ 利 用 さ れ る 。 し た が

っ て 、 糖 質 分 解 酵 素 は き の こ の 生 存 に と っ て 重 要 な 要 素 の 一

つ で あ る 。 こ れ ら セ ル ラ ー ゼ 、 ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ な ど の 糖 質 分

解 酵 素 群 の 情 報 を ま と め た も の と し て は 、 ア ミ ノ 酸 の 相 同 性

か ら 近 い 関 係 に あ る 酵 素 を フ ァ ミ リ ー と し て 分 類 し た 糖 質 関

連 酵 素 （ C A Z y） デ ー タ ベ ー ス [ 1 5 ]が あ る 。 C A Z y で は 、 糖 質

加 水 分 解 酵 素 （ G H :  G l y c o s i d e  H y d r o l a s e）、 糖 転 移 酵 素 （ G T:  

G l y c o s y l Tr a n s f e r a s e s ）、 炭 水 化 物 エ ス テ ラ ー ゼ （ C E :  

C a r b o h y d r a t e  E s t e r a s e s ）、 多 糖 リ ア ー ゼ （ P L :  P o l y s a c c h a r i d e  

Ly a s e s ）、 糖 結 合 モ ジ ュ ー ル （ C B M :  C a r b o h y d r a t e - B i n d i n g  

M o d u l e）ごと に フ ァミ リー に 番号 が振 られ て 分類 され てい る。

マ イ タ ケ の 予 測 遺 伝 子 に つ い て 、 C A Z y デ ー タ ベ ー ス を も と

にア ノテ ー ショ ンを した 結 果、 3 2 4 個の 遺伝 子 が C A Z y の フ

ァ ミ リ ー 群 に 属 し 、 そ の 内 訳 は 、 G H に 分 類 さ れ た 遺 伝 子 が

2 11 個 、 G T に分 類さ れた 遺 伝子 が 6 9 個 、 G E に 分類 され た 遺

伝子 が 2 5 個 、 P L に 分 類 され た遺 伝子 が 8 個、 C B M に分 類さ

れた 遺伝 子が 11 個で あっ た 。 G H ファ ミリ ー の中 でも 、セ ル

ロ ー ス 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス 、 キ シ ロ グ ル カ ン 、 ペ ク チ ン と い っ

た 植 物 細 胞 壁 多 糖 類 の 分 解 に 関 与 す る フ ァ ミ リ ー の い く つ か
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に 着 目 し 、 各 フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ る 遺 伝 子 数 を マ イ タ ケ と

ゲ ノ ム 情 報 が 公 開 さ れ て い る 他 の 担 子 菌 [ 3 ,  4 ,  2 4 ,  2 5 ,  2 6 ,  

2 7 ]で比較 し た（表 2 - 4）。セ ルロ ース の分 解に 関 わる セル ラー

ゼ は 、 そ の 分 解 様 式 か ら エ ン ド グ ル カ ナ ー ゼ と エ キ ソ グ ル カ

ナー ゼに 大 別さ れ、主 に G H 5、 6、 7 に分 類 され る 。G H 5、 6、

7 に お け る 遺 伝 子 数 の 分 布 は 、 マ イ タ ケ を 含 め た 白 色 腐 朽 菌

の 間 で 類 似 し て い た 。 ヘ ミ セ ル ロ ー ス の 分 解 に 大 き く 寄 与 す

るエ ンド キ シラ ナー ゼは 主 に G H 1 0、 11 に 分類 さ れる が、 こ

ち ら も セ ル ラ ー ゼ と 同 様 に 分 類 さ れ る 遺 伝 子 数 は 白 色 腐 朽 菌

の 間 で 類 似 し て い た 。 こ れ ら に 分 類 さ れ る 遺 伝 子 の 数 は 、 褐

色 腐 朽 菌 や 他 の 担 子 菌 類 と 比 べ る と 大 き く 異 な る こ と か ら 、

マ イ タ ケ は 白 色 腐 朽 菌 特 有 の 遺 伝 子 群 を 保 有 し て い る と 考 え

られ た。  

最 近 の 研 究 で は 、 マ イ タ ケ を オ ガ コ 培 地 で 栽 培 し た 時 に エ

ンド グル カ ナー ゼ、エ キソ グル カ ナー ゼ 、β -グ ルコ シダ ーゼ 、

エ ン ド キ シ ラ ナ ー ゼ 等 の 酵 素 生 産 が 確 認 さ れ て お り 、 こ れ ら

の 活 性 は 菌 糸 が 培 地 中 に 蔓 延 す る 培 養 初 期 に ピ ー ク に 達 す る

こ と が 報 告 さ れ て い る [ 2 8 ]。 こ れ ら の 酵 素 は 、 お そ ら く 主 に

G H 5、6、7、1 0、11 に分 類さ れ ると 予想 され る。マ イ タケ は、

栽 培 工 程 中 に 多 く の 糖 質 関 連 酵 素 を 生 産 す る こ と で 培 地 中 の

培 養 基 質 で あ る オ ガ コ に 加 え 、 栄 養 物 で あ る コ ー ン ブ ラ ン 等

の 植 物 性 の 多 糖 類 を 分 解 し て 利 用 し て い る と 考 え ら れ て い る 。

し た が っ て 、 C A Z y に よ る ア ノ テ ー シ ョ ン 結 果 は 、 マ イ タ ケ

の 生 育 に 影 響 す る 因 子 の 特 定 や 培 地 組 成 の 改 良 を 科 学 的 に 検

証し てい く 上で 有用 な情 報 とな る。   
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［リ グニ ン 分解 酵素 ］  

木 材 は セ ル ロ ー ス 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス 、 リ グ ニ ン を 主 成 分 と

し 、 セ ル ロ ー ス と ヘ ミ セ ル ロ ー ス が つ く る 構 造 体 の 隙 間 を リ

グ ニ ン が 埋 め る こ と に よ っ て 強 固 な 性 質 を 持 ち 、 微 生 物 な ど

に よ る 分 解 を 受 け に く い 。 リ グ ニ ン は 難 分 解 性 芳 香 族 高 分 子

で あ り 、 人 工 的 に 分 解 す る に は 高 温 高 圧 下 で の 酸 や ア ル カ リ

処 理 が 必 要 で あ り 、 多 く の エ ネ ル ギ ー を 必 要 と す る 。 き の こ

は、こ の よう な 難 分解 性の リ グニ ンを 分解 で きる 生物 であ り、

そ の 中 で も マ イ タ ケ を 含 む 白 色 腐 朽 菌 は 特 に 強 い 分 解 能 力 を

持 っ て い る 。 白 色 腐 朽 菌 は リ グ ニ ン 分 解 酵 素 で あ る 酸 化 酵 素

群 を 分 泌 し 、 リ グ ニ ン を 酸 化 的 に 分 解 す る こ と で 、 木 材 の 腐

朽 を 進 行 さ せ て い る と 考 え ら れ て い る 。 こ の よ う に リ グ ニ ン

分 解 酵 素 は 、 き の こ の 木 材 腐 朽 に よ る 栄 養 摂 取 機 構 を 科 学 的

に 理 解 す る 目 的 に お い て 、 ま た は 難 分 解 性 バ イ オ マ ス 資 源 の

有 効 利 用 の 観 点 に お い て も 重 要 か つ ユ ニ ー ク な 酵 素 群 で あ る 。 

菌 類 の リ グ ニ ン 分 解 酵 素 群 を 分 類 し た デ ー タ ベ ー ス と し て 、

F O Ly [ 1 6 ]が ある 。F O Ly で は 、酵 素 の配 列及 び 構造 をも とに 分

類 さ れ 、 大 き く L i g n i n  O x i d a s e s （ L O フ ァ ミ リ ー ） と

L i g n i n - D e g r a d i n g  A u x i l i a r y  e n z y m e s（ L D A ファ ミ リー ） の 2

つ の カ テ ゴ リ が あ る 。 リ グ ニ ン に 対 し て 、 直 接 的 に 作 用 す る

酵素 群を L O フ ァ ミリ ー 、間接 的 に作 用す る 酵素 群を L D A フ

ァミ リー と 定義 して いる 。 マイ タケ の予 測 遺伝 子を F O Ly デ

ータ ベー ス の分 類を もと に アノ テー ショ ン した 結果 、L O 1（ ラ

ッカ ーゼ ） に分 類さ れた 遺 伝子 が 9 個、 L O 2（ ペル オキ シ ダ

ーゼ）に 分類 さ れた 遺伝 子が 1 7 個、 L O 3（ セロ ビ オー スデ ヒ
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ドロ ゲナ ー ゼ）に分 類さ れ た遺 伝子 が 2 個 、L D A 1（ アリ － ル

アル コー ル オキ シダ ーゼ ）に 分 類さ れた 遺 伝子 が 5 個、L D A 3

（グ リオ キ シル 酸オ キシ ダ ーゼ ）に分 類さ れ た遺 伝子 が 5 個、

L D A 4（ ピ ラノ ー スオ キシ ダ ーゼ ）に分 類さ れ た遺 伝子 が 1 個、

L D A 6（ グ ルコ ー スオ キシ ダ ーゼ ）に分 類さ れ た遺 伝子 が 1 個、

L D A 7（ ベ ンゾ キ ノン レダ ク ター ゼ ）に 分類 され た遺 伝子 が 1

個、 L D A 8（ アル コー ルオ キ シダ ーゼ ）に分 類さ れた 遺伝 子 が

3 個 で あっ た（ 表 2 - 5）。 マイ タ ケの 保有 す るリ グニ ン分 解 酵

素群 を他 の 担子 菌 [ 1 ,  3 ,  4 ,  2 4 ,  2 5 ,  2 6 ]と比 較 する と 、 L O 2 に 分

類 さ れ る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 が 他 の 担 子 菌 に 比 べ て 多 い

点が 特徴 的 であ り、 同じ 白 色腐 朽菌 であ る T.  v e r s i c o l o r や D .  

s q u a l e n s と類 似 して い た。 ま た 、マ イ タケ は グ リオ キ シル 酸

オキ シダ ー ゼと 予測 され る L D A 3 に 分類 され る 遺伝 子が 多 く

有 し て い る こ と わ か っ た 。 グ リ オ キ シ ル 酸 オ キ シ ダ ー ゼ は 、

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 反 応 に 必 要 な 過 酸 化 水 素 を 供 給 す る こ と

で リ グ ニ ン 分 解 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て お り 、 P.  

c h r y s o s p o r i u m で は グ リ オ キ シ ル 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 化 に

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 関 わ る こ と が 報 告 さ れ て い る [ 2 9 ]。 し た

がっ て 、F O Ly 分 類か ら 、マイ タケ のリ グニ ン 分解 には ペル オ

キ シ ダ ー ゼ と グ リ オ キ シ ル 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 関 与 が 大 き い こ

とが 推察 さ れる 。  

L O 2 に 分類 され たペ ルオ キ シダ ーゼ 関連 遺 伝子 は、 マイ タ

ケ の リ グ ニ ン 分 解 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 予 想 さ

れる こと か ら、構 造モ チー フ をも とに 機能 的 な分 類を 行っ た。

リ グ ニ ン 分 解 に 関 わ る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と し て は 、 リ グ ニ ン
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ペル オキ シ ダー ゼ（ L i P）と マン ガ ンペ ルオ キ シダ ーゼ（ M n P）

が 知 ら れ て い る 。 L i P は 、 基 質 か ら 電 子 を 引 き 抜 く こ と に よ

っ て ラ ジ カ ル を 生 成 し 、 そ れ に 続 く 分 子 内 の 電 子 移 動 に よ り

リグ ニン 分 解を 引き 起こ す 。 P.  c h r y s o s p o r i u m で は、 L i P の 反

応性 に関 わ る Tr p
1 7 1 残基が 見 出 され てお り [ 3 0 ]、こ れに 相同

性の ある Tr p 残 基を 持つ こ とが L i P の機 能に 必 須 な構 造的 特

徴 と し て 定 義 さ れ て い る 。 M n P は 、 メ デ ィ エ ー タ ー で あ る

M n
2 +を M n

3 +に 酸 化す るこ と を介 して、リ グニ ン 分 解に 寄与 す

ると 考え ら れて いる 。 P.  c h r y s o s p o r i u m の M n P 1 では 、 M n
2 +

結合 部位 を 構成 する 3 つ の アミ ノ酸 残基（ G l u
3 5、G l u

3 9、A s p
1 7 9）

が わ かっ て お り [ 3 1 ]、 M n P は これ に 相 同 なア ミ ノ 酸 残 基 を有

する こと を もっ て定 義さ れ てい る。 また 、 L i P と M n P の 両方

の 構 造 的 特 徴 を 有 す る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ も 存 在 し て お り 、 バ

ー サ タ イ ル ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ V P） と 定 義 さ れ て い る [ 3 2 ]。

一方 で、 L i P 及 び M n P ど ちら の 構造 的特 徴 を持 たな いペ ル オ

キシ ダー ゼ は 、ジェ ネリ ッ クペ ルオ キシ ダ ーゼ（ G P）と 定義

さ れ て い る [ 3 3 ]。 こ の 構 造 的 特 徴 に よ る 定 義 を も と に 、 マ イ

タケ で L O 2 に分 類さ れた ペ ルオ キシ ダー ゼ をコ ード する こ と

が 推 定 さ れ る 遺 伝 子 を 分 類 し 、 さ ら に そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用

い て 、 他 の 担 子 菌 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と の 分 子 系 統 解 析 を 行

い、 両結 果 を照 らし 合わ せ た（ 図 2 - 4）。こ の時 、 L O 2 に 分 類

され た 1 7 個 の 推 定ペ ルオ キ シダ ーゼ 遺伝 子 のう ち 、2 個 は予

測 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 が 短 く 、 構 造 的 特 徴 に よ る 分 類 が で き

な か っ た た め 、 結 果 か ら は 除 外 し て い る 。 系 統 樹 か ら 、 マ イ

タケ の推 定 ペル オキ シダ ー ゼ遺 伝子 の大 部 分は 、P.  o s t re a t u s、
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T.  v e r s i c o l o r、 及 び D .  s q u a l e n s の M n P 及び V P が混 在す る不

均一 なク ラ スタ に位 置し た。マ イ タケ の 1 5 個 の 推 定ペ ルオ キ

シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 の 内 、 M n P と 分 類 さ れ た 遺 伝 子 が 7 個 、 V P

と分 類さ れ た遺 伝子 が 2 個、 M n
2 +結合 に関 わ る 3 つの アミ ノ

酸残 基の うち 1 つま たは 2 つを 欠い た不 定 型の V P に分 類 さ

れた 遺伝 子が 2 個 、G P と 分類 さ れた 遺伝 子が 3 個、ど のク ラ

スタ にも 属 さな い遺 伝子 が 1 個 であ った 。 マイ タケ の遺 伝 子

の中 で L i P と分 類さ れる 遺 伝子 は１ つも な かっ たこ とか ら 、

マ イ タ ケ の リ グ ニ ン 分 解 に 寄 与 す る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 中 心

は M n P で ある と 考え られ た 。過 去に 、マイ タ ケ 栽培 工程 中の

培養 時の 定 性解 析で L i P の 活性 がな いこ と が確 認さ れて お り

[ 2 8 ]、今 回の 結 果 から 、マ イ タケ が L i P 遺伝 子 を 持た ない こ

とが ゲノ ム レベ ルで も明 ら かに なっ た。  
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図2-4. 担子菌ペルオキシダーゼの系統樹と構造的分類
分子系統解析はMEGA5により行い、系統樹推定アルゴリズムには群平均法
（UPGMA法）を、進化距離の推定にはPoisson correction法を用いた。●：MnPに特
徴的な構造を有する、■：LiPに特徴的な構造を有する。生物種の表記：AB, A.
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ostreatus; TV, T. versicolor。エントリしたタンパク質配列：AB-MnP; CAG27835, CC-
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2 . 4 .  ま と め  

本 章 で は 、 マ イ タ ケ の 分 子 生 物 学 的 解 析 を 行 う た め に 必 要

な 遺 伝 子 情 報 基 盤 を 充 実 さ せ る こ と を 目 的 に 、 新 型 シ ー ク エ

ン サ ー を 用 い て 、 マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 解 読 を 行 い 、 デ ー タ ベ ー

スと して 整 備し た。 結論 と して 、以 下の よ うに 摘要 され る 。  

 

1 .  第 2 世 代 シー クエ ンサ ーで あ るロ シュ 社及 び イル ミナ 社の

2 機種 の シー クエ ンサ ーを 用 いて 、マ イタ ケ のゲ ノム 解読

を行 った 。 2 機種 のシ ーク エ ンサ ーか ら得 ら れた 配列 デー

タを 用い て 、最 適な アセ ン ブリ 手法 を検 討 した 結果 、ロシ

ュ 社 シ ー ク エ ン サ ー か ら 得 た デ ー タ の ア セ ン ブ リ 結 果 を

主と して 、そ れを イル ミナ 社 シー クエ ンサ ー のデ ータ で改

善す るカ ス タム アセ ンブ リ 法が、読み 取り エ ラー やギ ャッ

プを 最小 限 に抑 え、断 片 化の 少な いよ り長 い コン ティ グ が

得ら れる 点 で優 れて いる こ とが わか った 。こ のカ スタ ムア

セン ブリ 法 によ り、 ゲノ ム サイ ズ約 3 3 . 8  M b、ス キャ ホー

ルド 数  2 8 0、コ ン ティ グ数  1 , 1 8 6 のマ イタ ケ ドラ フト ゲノ

ム配 列デ ー タを 取得 する こ とに 成功 した 。  

 

2 .  マイ タケ ゲ ノム 配列 から の 遺伝 子予 測を す る際 に、こ れ ま

で に 取 得 し て い た E S T 配 列 デ ー タ を 参 照 情 報 に す る こ と

で、 参照 情 報が ない 場合 に 比べ て 1 . 5 3 倍多 くの 遺伝 子が

予測 され た。参照 情報 なし で は予 測で きな い 遺伝 子が 多い

こと から 、E S T 配 列デ ータ の 利用 は遺 伝子 予 測精 度の 向上

に有 効で あ るこ とが 示さ れ た。  
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3 .  予測 遺伝 子 をア ノテ ーシ ョ ンし た結 果、相同 性の 高い 遺伝

子が 多い の は、マ イタ ケと 同 じ白 色腐 朽菌 の カワ ラタ ケ（ T.  

v e r s i c o l o r）で あ った 。約 3 割 の遺 伝子 は公 共 デー タベ ース

に登 録さ れ てい る遺 伝子 と は相 同性 がな く、マイ タケ を含

む き の こ 類 の 分 子 生 物 学 知 見 が ま だ 不 足 し て い る こ と が

明ら かに な った 。  

 

4 .  マイ タケ の 予測 遺伝 子を C A Z y によ り分 類 した 結果 、セ ル

ロー ス及 び ヘミ セル ロー ス の分 解に 関連 する G H 5、 6、 7、

1 0 に 分 類 さ れ る 遺 伝 子 群 を 比 較 的 多 く 持 つ こ と が 明 ら か

にな り、 そ れは 同じ 白色 腐 朽菌 であ る T.  v e r s i c o l o r や D .  

s q u a l e n s と類 似 して いた 。  

 

5 .  マイ タケ の 予測 遺伝 子を F O Ly に より 分類 し 、ゲ ノム 配列

情報 が公 開 され てい る担 子 菌き のこ と比 較 した とこ ろ、マ

イ タ ケ は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 分 類 さ れ る 遺 伝 子 を 多 く 有

する こと が 明ら かに なっ た。これ らの ペル オ キシ ダー ゼ遺

伝 子 を 構 造 的 特 徴 に よ り 分 類 し た 結 果 、 半 数 近 く が M n P

で、残り は L i P と M n P の 両方 の 構造 的特 徴 を有 する V P と

不定 型の ペ ルオ キシ ダー ゼ であ り、 L i P を有 して いな いこ

とが 判明 し た 。よっ て 、M n P が マイ タケ の リグ ニン 分解 に

おい て、中心 的な 役割 を果 た して いる 可能 性 が示 唆さ れた 。 
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以 上 の よ う に 、 マ イ タ ケ の 全 ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 取 得 で き た

こ と か ら 、 ゲ ノ ム 上 に コ ー ド さ れ て い る 全 遺 伝 子 が 予 測 で き

る よ う に な り 、 マ イ タ ケ の 有 す る 代 謝 経 路 の 全 体 像 の 把 握 や

他 の 担 子 菌 き の こ と の ゲ ノ ム レ ベ ル で の 比 較 解 析 が 可 能 と な

った 。   
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V,  N a g y  L G ,  O h m  R A ,  P a t y s h a k u l i y e v a  A ,  B r u n  A ,  A e r t s  A L ,  

B a i l e y  A M ,  B i l l e t t e  C ,  C o u t i n h o  P M ,  D e a k i n  G ,  D o d d a p a n e n i  

H ,  F l o u d a s  D ,  G r i m w o o d  J ,  H i l d é n  K ,  K ü e s  U ,  L a b u t t i  K M ,  

L a p i d u s  A ,  L i n d q u i s t  E A ,  L u c a s  S M ,  M u r a t  C ,  R i l e y  RW,  

S a l a m o v  A A ,  S c h m u t z  J ,  S u b r a m a n i a n  V,  W ö s t e n  H A ,  X u  J ,  

E a s t w o o d  D C ,  F o s t e r  G D ,  S o n n e n b e r g  A S ,  C u l l e n  D ,  d e  Vr i e s  

R P,  L u n d e l l  T,  H i b b e t t  D S ,  H e n r i s s a t  B ,  B u r t o n  K S ,  K e r r i g a n  

RW,  C h a l l e n  M P,  G r i g o r i e v  I V,  M a r t i n  F  ( 2 0 1 2 ) .  G e n o m e  

s e q u e n c e  o f  t h e  b u t t o n  m u s h r o o m  A g a r i c u s  b i s p o r u s  r e v e a l s  

m e c h a n i s m s  g o v e r n i n g  a d a p t a t i o n  t o  a  h u m i c - r i c h  e c o l o g i c a l  

n i c h e .  P ro c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  1 0 9 :  

1 7 5 0 1 – 1 7 5 0 6 ;  d o i :  1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 1 2 0 6 8 4 7 1 0 9 .  
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6 .  B a o  D ,  G o n g  M ,  Z h e n g  H ,  C h e n  M ,  Z h a n g  L ,  Wa n g  H ,  J i a n g  J ,  

Wu  L ,  Z h u  Y,  Z h u  G ,  Z h o u  Y,  L i  C ,  Wa n g  S ,  Z h a o  Y,  Z h a o  G ,  

Ta n  Q  ( 2 0 1 3 ) .  S e q u e n c i n g  a n d  C o m p a r a t i v e  A n a l y s i s  o f  t h e  

S t r a w  M u s h r o o m  ( Vo l v a r i e l l a  v o l v a c e a )  G e n o m e .  P L o S  O n e  

8 :  e 5 8 2 9 4 ;  d o i :  1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 5 8 2 9 4 .  

7 .  K u r a h a s h i  A ,  F u j i m o r i  F,  N i s h i b o r i  K  ( 2 0 1 2 ) .  A n a l y s i s  o f  

G e n e  E x p r e s s i o n  P r o f i l e s  d u r i n g  c u l t i v a t i o n  o f  G r i f o l a  

f ro n d o s a .  T h e  B u l l e t i n  o f  To k y o  K a s e i  U n i v e r s i t y  5 2 :  1 7 – 3 2 .  

8 .  K u r a h a s h i  A ,  S a t o  M ,  N i s h i b o r i  K ,  F u j i m o r i  F  ( 2 0 1 4 ) .  

I d e n t i f i c a t i o n  o f  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  g e n e s  i n  f r u i t i n g  

b o d y  m u t a n t s  o f  G r i f o l a  f ro n d o s a .  T h e  B u l l e t i n  o f  To k y o  

K a s e i  U n i v e r s i t y  5 4 :  2 3 – 3 3 .  

9 .  Z e r b i n o  D R 1 ,  B i r n e y  E  ( 2 0 0 8 ) .  Ve l v e t :  a l g o r i t h m s  f o r  d e  

n o v o  s h o r t  r e a d  a s s e m b l y  u s i n g  d e  B r u i j n  g r a p h s .  G e n o m e  

R e s e a rc h  1 8 ,  8 2 1 – 8 2 9 ;  d o i :  1 0 . 11 0 1 / g r . 0 7 4 4 9 2 . 1 0 7 .  

1 0 .  M i l l e r  J R ,  D e l c h e r  A L ,  K o r e n  S ,  Ve n t e r  E ,  Wa l e n z  B P,  

B r o w n l e y  A ,  J o h n s o n  J ,  L i  K ,  M o b a r r y  C ,  a n d  S u t t o n  G  

( 2 0 0 8 ) .  A g g r e s s i v e  a s s e m b l y  o f  p y r o s e q u e n c i n g  r e a d s  w i t h  

m a t e s .  B i o i n f o r m a t i c s  2 4 :  2 8 1 8 – 2 8 2 4 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 9 3 / b i o i n f o r m a t i c s / b t n 5 4 8 .  

1 1 .  Tr e a n g e n  T J ,  S o m m e r  D D ,  A n g l y  F E ,  K o r e n  S ,  a n d  P o p  M  

( 2 0 11 ) .  N e x t  g e n e r a t i o n  s e q u e n c e  a s s e m b l y  w i t h  A M O S .  

C u r re n t  p ro t o c o l s  i n  b i o i n f o r m a t i c s  C h a p t e r  11 : U n i t  11 . 8 ;  

d o i :  1 0 . 1 0 0 2 / 0 4 7 1 2 5 0 9 5 3 . b i 11 0 8 s 3 3 .  

1 2 .  L i  H  a n d  D u r b i n  R  ( 2 0 0 9 ) .  F a s t  a n d  a c c u r a t e  s h o r t  r e a d  
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a l i g n m e n t  w i t h  B u r r o w s - W h e e l e r  t r a n s f o r m .  B i o i n f o r m a t i c s  

2 5 :  1 7 5 4 – 1 7 6 0  d o i ;  1 0 . 1 0 9 3 / b i o i n f o r m a t i c s / b t p 3 2 4 .  

1 3 .  S t a n k e  M ,  a n d  Wa a c k  S  ( 2 0 0 3 ) .  G e n e  p r e d i c t i o n  w i t h  a  h i d d e n  

M a r k o v  m o d e l  a n d  a  n e w  i n t r o n  s u b m o d e l .  B i o i n f o r m a t i c s  1 9 :  

2 1 5 – 2 2 5 ;  d o i :  1 0 . 1 0 9 3 / b i o i n f o r m a t i c s / b t g 1 0 8 0 .  

1 4 .  C o n e s a  A ,  G ö t z  S ,  G a r c í a - G ó m e z  J M ,  Te r o l  J ,  Ta l ó n  M ,  

R o b l e s  M  ( 2 0 0 5 ) .  B l a s t 2 G O :  a  u n i v e r s a l  t o o l  f o r  a n n o t a t i o n ,  

v i s u a l i z a t i o n  a n d  a n a l y s i s  i n  f u n c t i o n a l  g e n o m i c s  r e s e a r c h .  

B i o i n f o r m a t i c s  2 1 :  3 6 7 4 – 3 6 7 6 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 9 3 / b i o i n f o r m a t i c s / b t i 6 1 0 .  

1 5 .  C a n t a r e l  B L ,  C o u t i n h o  P M ,  R a n c u r e l  C ,  B e r n a r d  T,  L o m b a r d  

V,  a n d  H e n r i s s a t  B  ( 2 0 0 9 ) .  T h e  C a r b o h y d r a t e - A c t i v e  

E n Z y m e s  d a t a b a s e  ( C A Z y ) :  a n  e x p e r t  r e s o u r c e  f o r  

G l y c o g e n o m i c s .  N u c l e i c  A c i d s  R e s e a rc h  3 7 :  D 2 3 3 – 2 3 8 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 9 3 / n a r / g k n 6 6 3 .  

1 6 .  L e v a s s e u r  A ,  P i u m i  F,  C o u t i n h o  P M ,  R a n c u r e l  C ,  A s t h e r  M ,  

D e l a t t r e  M ,  H e n r i s s a t  B ,  P o n t a r o t t i  P,  A s t h e r  M ,  R e c o r d  E  

( 2 0 0 8 ) .  F O Ly :  A n  i n t e g r a t e d  d a t a b a s e  f o r  t h e  c l a s s i f i c a t i o n  

a n d  f u n c t i o n a l  a n n o t a t i o n  o f  f u n g a l  o x i d o r e d u c t a s e s  

p o t e n t i a l l y  i n v o l v e d  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  l i g n i n  a n d  r e l a t e d  

a r o m a t i c  c o m p o u n d s .  F u n g a l  G e n e t i c s  a n d  B i o l o g y  4 5 :  6 3 8 –

6 4 5 ;  d o i :  d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . f g b . 2 0 0 8 . 0 1 . 0 0 4 .  

1 7 .  Ta m u r a  K ,  P e t e r s o n  D ,  P e t e r s o n  N ,  S t e c h e r  G ,  N e i  M ,  K u m a r  

S  ( 2 0 11 ) .  M E G A 5 :  M o l e c u l a r  E v o l u t i o n a r y  G e n e t i c s  A n a l y s i s  

U s i n g  M a x i m u m  L i k e l i h o o d ,  E v o l u t i o n a r y  D i s t a n c e ,  a n d  
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M a x i m u m  P a r s i m o n y  M e t h o d s .  M o l e c u l a r  B i o l o g y  a n d  

E v o l u t i o n  2 8 :  2 7 3 1 – 2 7 3 9 ;  d o i :  1 0 . 1 0 9 3 / m o l b e v / m s r 1 2 1 .  

1 8 .  S n e a t h ,  P. H . A . ,  S o k a l ,  R . R  ( 1 9 7 3 ) .  N u m e r i c a l  Ta x o n o m y ,  

2 3 0 – 2 3 4 .  

1 9 .  Z u c k e r k a n d l  E . ,  P a u l i n g  L ( 1 9 6 5 ) .  E d i t e d  i n  E v o l v i n g  G e n e s  

a n d  P ro t e i n s  b y  V.  B r y s o n  a n d  H . J .  Vo g e l ,  9 7 – 1 6 6 .  

2 0 .  M a r g u l i e s  M ,  E g h o l m  M ,  A l t m a n  W E ,  A t t i y a  S ,  B a d e r  J S ,  

B e m b e n  L A ,  B e r k a  J ,  B r a v e r m a n  M S ,  C h e n  Y J ,  C h e n  Z ,  

D e w e l l  S B ,  D u  L ,  F i e r r o  J M ,  G o m e s  X V,  G o d w i n  B C ,  H e  W,  

H e l g e s e n  S ,  H o  C H ,  I r z y k  G P,  J a n d o  S C ,  A l e n q u e r  M L ,  J a r v i e  

T P,  J i r a g e  K B ,  K i m  J B ,  K n i g h t  J R ,  L a n z a  J R ,  L e a m o n  J H ,  

L e f k o w i t z  S M ,  L e i  M ,  L i  J ,  L o h m a n  K L ,  L u  H ,  M a k h i j a n i  V B ,  

M c D a d e  K E ,  M c K e n n a  M P,  M y e r s  E W,  N i c k e r s o n  E ,  N o b i l e  

J R ,  P l a n t  R ,  P u c  B P,  R o n a n  M T,  R o t h  G T,  S a r k i s  G J ,  S i m o n s  

J F,  S i m p s o n  J W,  S r i n i v a s a n  M ,  Ta r t a r o  K R ,  To m a s z  A ,  Vo g t  

K A ,  Vo l k m e r  G A ,  Wa n g  S H ,  Wa n g  Y,  We i n e r  M P,  Yu  P,  B e g l e y  

R F,  R o t h b e r g  J M  ( 2 0 0 5 ) .  G e n o m e  s e q u e n c i n g  i n  

m i c r o f a b r i c a t e d  h i g h - d e n s i t y  p i c o l i t r e  r e a c t o r s .  N a t u re  4 3 7 :  

3 7 6 – 3 8 0 ;  d o i :  1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e 0 3 9 5 9 .  

2 1 .  H u s e  S M ,  H u b e r  J A ,  M o r r i s o n  H G ,  S o g i n  M L ,  We l c h  D M  

( 2 0 0 7 ) .  A c c u r a c y  a n d  q u a l i t y  o f  m a s s i v e l y  p a r a l l e l  D N A 

p y r o s e q u e n c i n g .  G e n o m e  B i o l o g y  8 :  R 1 4 3 ;  d o i :  

1 0 . 11 8 6 / g b - 2 0 0 7 - 8 - 7 - r 1 4 3 .  

2 2 .  E r l i c h  Y,  M i t r a  P P,  d e l a B a s t i d e  M ,  M c C o m b i e  W R ,  H a n n o n  

G J  ( 2 0 0 8 ) .  A l t a - C y c l i c :  a  s e l f - o p t i m i z i n g  b a s e  c a l l e r  f o r  
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n e x t - g e n e r a t i o n  s e q u e n c i n g .  N a t u re  M e t h o d s  5 :  6 7 9 – 6 8 2 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 3 8 / n m e t h . 1 2 3 0 .  

2 3 .  K u p f e r  D M 1 ,  D r a b e n s t o t  S D ,  B u c h a n a n  K L ,  L a i  H ,  Z h u  H ,  

D y e r  D W,  R o e  B A ,  M u r p h y  J W  ( 2 0 0 4 ) .  I n t r o n s  a n d  s p l i c i n g  

e l e m e n t s  o f  f i v e  d i v e r s e  f u n g i .  E u k a r y o t i c  C e l l  3 :  1 0 8 8 –

11 0 0 ;  d o i :  1 0 . 11 2 8 / E C . 3 . 5 . 1 0 8 8 - 11 0 0 . 2 0 0 4 .  

2 4 .  M a r t i n  F,  A e r t s  A ,  A h r é n  D ,  B r u n  A ,  D a n c h i n  E G ,  

D u c h a u s s o y  F,  G i b o n  J ,  K o h l e r  A ,  L i n d q u i s t  E ,  P e r e d a  V,  

S a l a m o v  A ,  S h a p i r o  H J ,  Wu y t s  J ,  B l a u d e z  D ,  B u é e  M ,  

B r o k s t e i n  P,  C a n b ä c k  B ,  C o h e n  D ,  C o u r t y  P E ,  C o u t i n h o  P M ,  

D e l a r u e l l e  C ,  D e t t e r  J C ,  D e v e a u  A ,  D i F a z i o  S ,  D u p l e s s i s  S ,  

F r a i s s i n e t - Ta c h e t  L ,  L u c i c  E ,  F r e y - K l e t t  P,  F o u r r e y  C ,  

F e u s s n e r  I ,  G a y  G ,  G r i m w o o d  J ,  H o e g g e r  P J ,  J a i n  P,  K i l a r u  S ,  

L a b b é  J ,  L i n  Y C ,  L e g u é  V,  L e  Ta c o n  F,  M a r m e i s s e  R ,  M e l a y a h  

D ,  M o n t a n i n i  B ,  M u r a t e t  M ,  N e h l s  U ,  N i c u l i t a - H i r z e l  H ,  

O u d o t - L e  S e c q  M P,  P e t e r  M ,  Q u e s n e v i l l e  H ,  R a j a s h e k a r  B ,  

R e i c h  M ,  R o u h i e r  N ,  S c h m u t z  J ,  Yi n  T,  C h a l o t  M ,  H e n r i s s a t  B ,  

K ü e s  U ,  L u c a s  S ,  Va n  d e  P e e r  Y,  P o d i l a  G K ,  P o l l e  A ,  P u k k i l a  

P J ,  R i c h a r d s o n  P M ,  R o u z é  P,  S a n d e r s  I R ,  S t a j i c h  J E ,  Tu n l i d  A ,  

Tu s k a n  G ,  G r i g o r i e v  I V  ( 2 0 0 8 ) .  T h e  g e n o m e  o f  L a c c a r i a  

b i c o l o r  p r o v i d e s  i n s i g h t s  i n t o  m y c o r r h i z a l  s y m b i o s i s .  N a t u re  

4 5 2 :  8 8 – 9 2 ;  d o i :  1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e 0 6 5 5 6 .  

2 5 .  F l o u d a s  D ,  B i n d e r  M ,  R i l e y  R ,  B a r r y  K ,  B l a n c h e t t e  R A ,  

H e n r i s s a t  B ,  M a r t í n e z  AT,  O t i l l a r  R ,  S p a t a f o r a  J W,  Ya d a v  J S ,  

A e r t s  A ,  B e n o i t  I ,  B o y d  A ,  C a r l s o n  A ,  C o p e l a n d  A ,  C o u t i n h o  
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P M ,  d e  Vr i e s  R P,  F e r r e i r a  P,  F i n d l e y  K ,  F o s t e r  B ,  G a s k e l l  J ,  

G l o t z e r  D ,  G ó r e c k i  P,  H e i t m a n  J ,  H e s s e  C ,  H o r i  C ,  I g a r a s h i  K ,  

J u r g e n s  J A ,  K a l l e n  N ,  K e r s t e n  P,  K o h l e r  A ,  K ü e s  U ,  K u m a r  

T K ,  K u o  A ,  L a B u t t i  K ,  L a r r o n d o  L F,  L i n d q u i s t  E ,  L i n g  A ,  

L o m b a r d  V,  L u c a s  S ,  L u n d e l l  T,  M a r t i n  R ,  M c L a u g h l i n  D J ,  

M o r g e n s t e r n  I ,  M o r i n  E ,  M u r a t  C ,  N a g y  L G ,  N o l a n  M ,  O h m  

R A ,  P a t y s h a k u l i y e v a  A ,  R o k a s  A ,  R u i z - D u e ñ a s  F J ,  S a b a t  G ,  

S a l a m o v  A ,  S a m e j i m a  M ,  S c h m u t z  J ,  S l o t  J C ,  S t  J o h n  F,  

S t e n l i d  J ,  S u n  H ,  S u n  S ,  S y e d  K ,  Ts a n g  A ,  Wi e b e n g a  A ,  Yo u n g  

D ,  P i s a b a r r o  A ,  E a s t w o o d  D C ,  M a r t i n  F,  C u l l e n  D ,  G r i g o r i e v  

I V,  H i b b e t t  D S  ( 2 0 1 2 ) .  T h e  P a l e o z o i c  o r i g i n  o f  e n z y m a t i c  

l i g n i n  d e c o m p o s i t i o n  r e c o n s t r u c t e d  f r o m  3 1  f u n g a l  g e n o m e s .  

S c i e n c e  3 3 6 :  1 7 1 5 – 1 7 1 9 ;  d o i :  1 0 . 11 2 6 / s c i e n c e . 1 2 2 1 7 4 8 .  

2 6 .  E a s t w o o d  D C ,  F l o u d a s  D ,  B i n d e r  M ,  M a j c h e r c z y k  A ,  

S c h n e i d e r  P,  A e r t s  A ,  A s i e g b u  F O ,  B a k e r  S E ,  B a r r y  K ,  

B e n d i k s b y  M ,  B l u m e n t r i t t  M ,  C o u t i n h o  P M ,  C u l l e n  D ,  d e  

Vr i e s  R P,  G a t h m a n  A ,  G o o d e l l  B ,  H e n r i s s a t  B ,  I h r m a r k  K ,  

K a u s e r u d  H ,  K o h l e r  A ,  L a B u t t i  K ,  L a p i d u s  A ,  L a v i n  J L ,  L e e  

Y H ,  L i n d q u i s t  E ,  L i l l y  W,  L u c a s  S ,  M o r i n  E ,  M u r a t  C ,  O g u i z a  

J A ,  P a r k  J ,  P i s a b a r r o  A G ,  R i l e y  R ,  R o s l i n g  A ,  S a l a m o v  A ,  

S c h m i d t  O ,  S c h m u t z  J ,  S k r e d e  I ,  S t e n l i d  J ,  Wi e b e n g a  A ,  X i e  

X ,  K ü e s  U ,  H i b b e t t  D S ,  H o f f m e i s t e r  D ,  H ö g b e r g  N ,  M a r t i n  F,  

G r i g o r i e v  I V,  Wa t k i n s o n  S C  ( 2 0 11 ) .  T h e  p l a n t  c e l l  

w a l l - d e c o m p o s i n g  m a c h i n e r y  u n d e r l i e s  t h e  f u n c t i o n a l  

d i v e r s i t y  o f  f o r e s t  f u n g i .  S c i e n c e  3 3 3 :  7 6 2 – 7 6 5 ;  d o i :  
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1 0 . 11 2 6 / s c i e n c e . 1 2 0 5 4 11 .  

2 7 .  M a r t i n e z  D ,  C h a l l a c o m b e  J ,  M o r g e n s t e r n  I ,  H i b b e t t  D ,  

S c h m o l l  M ,  K u b i c e k  C P,  F e r r e i r a  P,  R u i z - D u e n a s  F J ,  

M a r t i n e z  AT,  K e r s t e n  P,  H a m m e l  K E ,  Va n d e n  Wy m e l e n b e r g  A ,  

G a s k e l l  J ,  L i n d q u i s t  E ,  S a b a t  G ,  B o n d u r a n t  S S ,  L a r r o n d o  L F,  

C a n e s s a  P,  Vi c u n a  R ,  Ya d a v  J ,  D o d d a p a n e n i  H ,  S u b r a m a n i a n  

V,  P i s a b a r r o  A G ,  L a v í n  J L ,  O g u i z a  J A ,  M a s t e r  E ,  H e n r i s s a t  B ,  

C o u t i n h o  P M ,  H a r r i s  P,  M a g n u s o n  J K ,  B a k e r  S E ,  B r u n o  K ,  

K e n e a l y  W,  H o e g g e r  P J ,  K ü e s  U ,  R a m a i y a  P,  L u c a s  S ,  

S a l a m o v  A ,  S h a p i r o  H ,  Tu  H ,  C h e e  C L ,  M i s r a  M ,  X i e  G ,  Te t e r  

S ,  Ya v e r  D ,  J a m e s  T,  M o k r e j s  M ,  P o s p i s e k  M ,  G r i g o r i e v  I V,  

B r e t t i n  T,  R o k h s a r  D ,  B e r k a  R ,  C u l l e n  D  ( 2 0 0 9 ) .   G e n o m e ,  

t r a n s c r i p t o m e ,  a n d  s e c r e t o m e  a n a l y s i s  o f  w o o d  d e c a y  f u n g u s  

P o s t i a  p l a c e n t a  s u p p o r t s  u n i q u e  m e c h a n i s m s  o f  

l i g n o c e l l u l o s e  c o n v e r s i o n .  P ro c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  

A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a  1 0 6 :  

1 9 5 4 – 1 9 5 9 ;  d o i :  1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 0 8 0 9 5 7 5 1 0 6 .  

2 8 .  M o n t o y a  S ,  O r r e g o  C E ,  L e v i n  L ( 2 0 1 2 ) .  G r o w t h ,  f r u i t i n g  a n d  

l i g n o c e l l u l o l y t i c  e n z y m e  p r o d u c t i o n  b y  t h e  e d i b l e  m u s h r o o m  

G r i f o l a  f ro n d o s a  ( m a i t a k e ) .  Wo r l d  J o u r n a l  o f  M i c ro b i o l o g y  

a n d  B i o t e c h n o l o g y  2 8 :  1 5 3 3 – 1 5 4 1 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 0 7 / s 11 2 7 4 - 0 11 - 0 9 5 7 - 2 .  

2 9 .  K e r s t e n  P J  ( 1 9 9 0 ) .  G l y o x a l  o x i d a s e  o f  P h a n e ro c h a e t e  

c h r y s o s p o r i u m :  I t s  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  a c t i v a t i o n  b y  l i g n i n  

p e r o x i d a s e .  P ro c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  
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o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a  8 7 :  2 9 3 6 – 2 9 4 0 .  

3 0 .  B l o d i g  W,  S m i t h  AT,  D o y l e  WA ,  P i o n t e k  K  ( 2 0 0 1 ) .  C r y s t a l  

s t r u c t u r e s  o f  p r i s t i n e  a n d  o x i d a t i v e l y  p r o c e s s e d  l i g n i n  

p e r o x i d a s e  e x p r e s s e d  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i  a n d  o f  t h e  W 1 7 1 F  

v a r i a n t  t h a t  e l i m i n a t e s  t h e  r e d o x  a c t i v e  t r y p t o p h a n  1 7 1 .  

I m p l i c a t i o n s  f o r  t h e  r e a c t i o n  m e c h a n i s m .  J o u r n a l  o f  

M o l e c u l a r  B i o l o g y  3 0 5 :  8 5 1 – 8 6 1 ;  d o i :  

d o i : 1 0 . 1 0 0 6 / j m b i . 2 0 0 0 . 4 3 4 6 .  

3 1 .  S u n d a r a m o o r t h y  M ,  K i s h i  K ,  G o l d  M H ,  P o u l o s  T L ( 1 9 9 7 ) .  

C r y s t a l  S t r u c t u r e s  o f  S u b s t r a t e  B i n d i n g  S i t e  M u t a n t s  o f  

M a n g a n e s e  P e r o x i d a s e .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  

2 7 2 :  1 7 5 7 4 – 1 7 5 8 0 ;  d o i :  1 0 . 1 0 7 4 / j b c . 2 7 2 . 2 8 . 1 7 5 7 4  

3 2 .  C a m a r e r o  S ,  S a r k a r  S ,  R u i z - D u e ñ a s  F J ,  M a r t í n e z  M J ,  

M a r t í n e z  AT  ( 1 9 9 9 ) .  D e s c r i p t i o n  o f  a  v e r s a t i l e  p e r o x i d a s e  

i n v o l v e d  i n  t h e  n a t u r a l  d e g r a d a t i o n  o f  l i g n i n  t h a t  h a s  b o t h  

m a n g a n e s e  p e r o x i d a s e  a n d  l i g n i n  p e r o x i d a s e  s u b s t r a t e  

i n t e r a c t i o n  s i t e s .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 7 4 :  

1 0 3 2 4 – 1 0 3 3 0 ;  d o i :  1 0 . 1 0 7 4 / j b c . 2 7 4 . 1 5 . 1 0 3 2 4 .  

3 3 .  F e r n á n d e z - F u e y o  E ,  R u i z - D u e ñ a s  F J ,  M i k i  Y,  M a r t í n e z  M J ,  

H a m m e l  K E ,  M a r t í n e z  AT  ( 2 0 1 2 ) .  L i g n i n - d e g r a d i n g  

p e r o x i d a s e s  f r o m  g e n o m e  o f  s e l e c t i v e  l i g n i n o l y t i c  f u n g u s  

C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  

C h e m i s t r y  2 8 7 :  1 6 9 0 3 – 1 6 9 1 6 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 7 4 / j b c . M 11 2 . 3 5 6 3 7 8 .  
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第 3 章  マ イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 の 構 築  

 

3 . 1 .  序 論  

マ イ タ ケ で 分 子 生 物 学 的 研 究 を 行 う の に 必 要 な 基 盤 情 報 を

整備 する こ とを 目的 に、 第 2 章 では マイ タ ケの 全ゲ ノム 配 列

を 取 得 し 、 遺 伝 子 機 能 解 析 を 行 う 上 で 基 盤 と な る 遺 伝 子 配 列

情 報 が 整 備 で き た こ と を 述 べ た 。 ゲ ノ ム 配 列 か ら 予 測 さ れ る

遺 伝 子 の う ち 、 配 列 の 相 同 性 や 蛋 白 質 フ ァ ミ リ ー ・ 機 能 モ チ

ー フ の 情 報 が 良 く わ か っ て い る 一 部 の 遺 伝 子 で は 機 能 の 推 定

が 可 能 で は あ る が 、 そ の 遺 伝 子 の 生 体 で の 機 能 や 役 割 を 真 に

同 定 す る こ と は で き な い 。 そ れ 故 、 遺 伝 子 の 機 能 を 明 ら か に

す る た め に は 、 個 々 の 遺 伝 子 に つ い て 遺 伝 子 機 能 解 析 を 行 う

必要 があ る 。遺 伝 子機 能解 析 に は 、外部 から 細 胞内 に D N A 等

を 導 入 し 、 解 析 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 の 働 き を 抑 制 あ る い は 亢

進 す る こ と に よ っ て 起 こ る 影 響 を 調 べ る こ と で そ の 機 能 を 解

析 す る 逆 遺 伝 学 的 手 法 が 現 在 の と こ ろ 最 も 有 効 な 方 法 で あ る 。

その ため に は 、目 的と する D N A を 細胞 内に 運 ぶた めの ベク タ

ー の 構 築 と そ の ベ ク タ ー を 細 胞 内 に 導 入 す る た め の 遺 伝 子 導

入 技 術 の 確 立 、 つ ま り 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 す る 必 要 が あ

る 。 そ こ で 、 本 章 で は マ イ タ ケ で 遺 伝 子 機 能 解 析 を 行 う た め

に 必 要 な 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 し た の で そ の 内 容 に つ い て

述べ る。  

糸 状 菌 の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 で は 、 一 般 に 選 択 マ ー カ ー 遺 伝

子 あ る い は 目 的 遺 伝 子 を 遺 伝 子 発 現 制 御 領 域 で あ る プ ロ モ ー

タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の 間 に 連 結 し た 発 現 カ セ ッ ト を 大 腸 菌
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の プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ん だ ゲ ノ ム 挿 入 型 の ベ ク タ ー が 用 い ら

れ る 。 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 と は 、 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞

だ け を 栄 養 要 求 性 や 抗 生 物 質 等 の 薬 剤 で 選 抜 す る た め に 、 ベ

ク タ ー に 組 み 込 む 栄 養 要 求 性 を 相 補 す る 遺 伝 子 や 薬 剤 に 対 す

る 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 で あ る 。 ベ ク タ ー の 導 入 有 無 を 効 率

よ く 選 抜 す る に は 、 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ 選 択 マ ー カ ー 遺 伝

子 が 導 入 さ れ た 細 胞 内 で 安 定 に 発 現 さ れ る 必 要 が あ り 、 そ の

た め に は 活 性 の 高 い プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー を 用 い て

発 現 カ セ ッ ト を 構 成 す る こ と が 重 要 と な る 。 し た が っ て 、 ベ

ク タ ー 構 築 で は 対 象 と す る 生 物 種 に 適 合 す る 活 性 の 高 い プ ロ

モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を 見 出 す こ と が 最 初 に 必

要で ある 。  

子嚢 菌類 で は、 A s p e rg i l l u s  n i d u l a n s 由 来の グ リセ ル アル デ

ヒド - 3 -リ ン 酸デ ヒド ロゲ ナ ーゼ（ G A P D H）遺 伝 子（ g p d A）プ

ロ モ ー タ ー と ア ン ト ラ ニ ル 酸 シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 （ t r p C） タ ー

ミ ネ ー タ ー [ 1 ]が 、 目 的 遺 伝 子 の 発 現 に 広 く 利 用 さ れ て い る 。

しか し 、担 子 菌 類で は 、こ の A .  n i d u l a n s 由 来の プ ロモ ータ ー

と タ ー ミ ネ ー タ ー で は 目 的 遺 伝 子 の 発 現 が 成 功 し な い こ と が

報告 され て いる [ 2 ]。その た め、担 子菌 類で は その 生物 種自 身

の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を ク ロ ー ニ ン グ し

て使 うこ と で、ス エヒ ロタ ケ [ 2 ]、ツク リタ ケ [ 3 ]、シ イタ ケ [ 4 ]、

エノ キタ ケ [ 5 ]、エ リン ギ [ 6 ]等で 目 的 遺伝 子の 発 現に 成功 して

いる 。こ れ らの 報告 では 、 生物 種自 身 の G A P D H 遺 伝 子の プ

ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー を ベ ク タ ー 構 築 に 利 用 し て い る

こと が多 く 、そ れに は G A P D H 遺伝 子が 酵 母や 他の 高等 真 核
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生 物 に お い て 恒 常 的 に 高 発 現 し て い る 遺 伝 子 と し て よ く 知 ら

れて いる こ とが 理由 とし て 挙げ られ る [ 7 ,  8 ]。一 方 で 、担 子菌

の ベ ク タ ー 構 築 に お い て 、 様 々 な 生 育 の 段 階 で 恒 常 的 に 高 発

現 し て い る 遺 伝 子 を 同 定 し て 、 そ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と

ター ミネ ー ター を利 用し て いる 例 は ほと ん どな い 。  

糸 状 菌 で ベ ク タ ー を 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 と し て は 、 プ ロ

トプ ラス ト - P E G（ ポリ エチ レ ン グリ コー ル ）法 が最 も一 般 的

であ る 。糸状 菌 のモ デル 生 物で ある A .  n i d u l a n s でこ の形 質 転

換法 が報 告 され てか ら [ 9 ]、様 々 な 糸状 菌で こ の手 法が とら れ

てい る 。プ ロト プラ スト - P E G 法 は、細 胞壁 溶解 酵素 によ り 菌

糸 体 か ら 調 製 し た プ ロ ト プ ラ ス ト に ベ ク タ ー を 混 合 し 、 P E G

及び C a C l 2 で処 理す るこ と でベ クタ ーを 細 胞内 に取 り込 ま せ

る 方 法 で あ る 。 食 用 き の こ で あ る ツ ク リ タ ケ [ 1 0 ]、 ヒ ラ タ ケ

[ 1 1 ]、シイ タ ケ [ 4 , 1 2 ]、エ ノ キタ ケ [ 5 ]、エ リ ンギ [ 1 3 ]等に お い

て は 、 効 率 的 な 形 質 転 換 体 の 作 出 手 法 が 報 告 さ れ て お り 、 こ

れら のほ と んど で プ ロト プ ラス ト - P E G 法が 用 い られ てい る。

ま た 、 そ れ 以 外 の ベ ク タ ー 導 入 方 法 と し て は 、 植 物 で 行 わ れ

て い る ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 （ AT M T:  A g ro b a c t e r i u m  

t u m e f a c i e n s - m e d i a t e d  t r a n s f o r m a t i o n）が植 物 以外 の酵 母 、糸 状

菌 な ど で も 適 用 で き る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 AT M T 法 は、

ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 自 身 の D N A を 感 染 し た 細 胞 に 組 み 込 ま

せる 能力 を 利用 して 、目的 の D N A を細 胞 内に 導 入す る方 法 で

あ る 。 食 用 き の こ に お い て は 、 AT M T 法 に よ り 、 ツ ク リ タ ケ

[ 3 ]、ヒラ タケ [ 1 4 ]、ブナ シメ ジ [ 1 5 ]、エノキ タケ [ 1 5 ]、マ イタ

ケ [ 1 5 ]で 形質 転 換 体の 作出 が 報告 され てい る 。し かし なが ら、



第 3 章 マイタケの宿主・ベクター系の構築 

62 

 

マ イ タ ケ で は そ の 形 質 転 換 効 率 は 低 く 、 遺 伝 子 機 能 解 析 が 可

能 な 形 質 転 換 体 数 が 得 ら れ る 程 で は な い 。 ま た 、 マ イ タ ケ で

効 率 よ く 形 質 転 換 体 を 作 出 す る た め の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 の 報

告 は 筆 者 の 知 る 限 り な い 。 そ こ で 、 本 研 究 で は 、 遺 伝 子 機 能

解 析 に 十 分 な 形 質 転 換 体 を 常 に 得 る こ と が で き る マ イ タ ケ の

宿主 ・ベ ク ター 系を 構築 す るこ とを 目指 し た。  

ま ず 、 マ イ タ ケ で 利 用 で き る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 選 定 を

行 っ た 。 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 に は 、 栄 養 要 求 性 株 に 対 し て 栄

養 要 求 性 を 相 補 す る 遺 伝 子 や 野 生 株 が 感 受 性 を 示 す 薬 剤 に 対

し て 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 が 利 用 さ れ る が 、 栄 養 要 求 性 に よ

る 選 抜 で は 宿 主 が 特 定 の 栄 養 要 求 性 株 に 限 ら れ る た め 、 薬 剤

選 抜 用 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 絞 る こ と に し た 。 糸 状 菌 で 利

用 さ れ た 実 績 が あ り 、 か つ 入 手 可 能 な 薬 剤 と そ れ に 対 応 す る

選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 中 か ら い く つ か を 選 び 、 マ イ タ ケ が こ

れ ら の 薬 剤 に 対 し て 感 受 性 が あ る か を 試 験 す る こ と で 、 選 抜

に利 用可 能 な薬 剤と その 選 択マ ーカ ー遺 伝 子を 選定 した 。  

次 に 、 マ イ タ ケ で 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 や 目 的 遺 伝 子 を 安 定

的 に 発 現 さ せ る た め の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の 選 定

を 行 っ た 。 そ の 候 補 と し て 、 マ イ タ ケ の 栽 培 工 程 中 に 恒 常 的

に 高 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 発 現 解 析 デ ー タ を も と に 選 抜 し 、

そ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 を ゲ ノ ム 配

列 デ ー タ か ら 取 得 し た 。 こ の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー

の 間 に 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 連 結 し て 、 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー

を構 築し た。マ イ タケ にお け るベ クタ ー導 入 方法 に関 して は、

これ まで に AT M T 法に よ る報 告が ある が [ 1 5 ]、AT M T 法は 専 用
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の バ イ ナ リ ベ ク タ ー の 構 築 や ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム と の 共 培 養

条 件 等 の 検 討 す べ き 事 項 が 多 く 、 ま た 、 AT M T 法 よ り も 簡 便

なプ ロト プ ラス ト - P E G 法 が まだ 試さ れて い ない こと から 、本

研 究 で は プ ロ ト プ ラ ス ト - P E G 法 に よ る ベ ク タ ー の 導 入 を 試

み た 。 選 定 し た プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を 用

い て 構 築 し た 各 種 ベ ク タ ー を マ イ タ ケ に 導 入 し 、 薬 剤 耐 性 を

示 す 形 質 転 換 体 が 取 得 で き る こ と を 確 認 す る と と も に 、 そ の

時 の そ れ ぞ れ の ベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 効 率 を 比 較 す る こ と

で 、 活 性 の 高 い プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を 選

定し た。  

最 後 に 選 定 し た プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を

用い て 、レ ポ ータ ー遺 伝子 で ある 緑色 蛍光 タ ンパ ク質（ E G F P :  

e n h a n c e d  g r e e n  f l u o r e s c e n t  p r o t e i n）遺 伝子 （ E G F P）や ホタ ル

ルシ フェ ラ ーゼ 遺伝 子（ L u c）を 発現 させ 、選択 マー カー 遺 伝

子に 加え て 、目 的と する 遺 伝子 の発 現の 有 無を 検証 した 。  
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3 . 2 .  実 験 材 料 と 方 法  

3 . 2 . 1 .  供 試 菌 株 及 び 培 養 条 件  

マ イ タ ケ 形 質 転 換 実 験 の 宿 主 に は 、 株 式 会 社 雪 国 ま い た け

に保 存 さ れて い た市 販 マ イタ ケ 菌 株 M 5 1（ 森 産 業 ,  日 本 ）で

ある 、二 核 菌糸 の G f - N 2 株 を使 用し た。 マ イタ ケ菌 株の 継 代

培養 によ る 維持 には 、ポ テ トブ ド ウ糖 寒天（ P D A）培地（ O x o i d ,  

U K）を 用い 、2 5 ˚ C 暗黒 下で 培養 した 。マ イ タケ 菌糸 体の 培 養

には 、 G P Y 培 地 （ 2 %  g l u c o s e ,  0 . 2 %  p o l y p e p t o n e ,  0 . 2 %  B a c t o  

y e a s t  e x t r a c t ,  0 . 0 5 %  M g S O 4 ･ 7 H 2 O ,  0 . 0 5 %  K H 2 P O 4） を用 い、 2

週間 、 2 5 ˚ C 暗黒 下で 静置 培 養し た。組 換え プラ スミ ドの 増 幅

には 、大 腸 菌 J M 1 0 9 株を 使 用し 、 1 0 0  μ g / m l の ア ンピ シリ ン

（ Wa k o ,  日本 ） を含 む L B 培 地（ 1 %  p o l y p e p t o n e ,  0 . 5 %  B a c t o  

y e a s t  e x t r a c t ,  1 % N a C l ,  寒 天 培 地 と し て 使 用 す る 場 合 に は

1 . 5 % A g a r を 追加 ）で 培養 し た。  

 

3 . 2 . 2 .  薬 剤 感 受 性 試 験 に よ る マ イ タ ケ が 感 受 性 を 示 す 薬 剤 の

選 定  

宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 に お い て 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 薬 剤 耐

性 遺 伝 子 を 用 い る 場 合 は 、 宿 主 が そ の 薬 剤 に 対 し て 感 受 性 を

持 つ こ と が 前 提 と な る 。 マ イ タ ケ が 感 受 性 を 示 す 薬 剤 と そ の

最 少 生 育 阻 止 濃 度 を 知 る た め 、 真 核 細 胞 用 の 抗 生 物 質 で あ る

ハイ グロ マ イシ ン B（ Wa k o）、 G 4 1 8（ Wa k o）、ゼオ シン（ L i f e  

Te c h n o l o g i e s ,  U S A）、オー レオ バ シジ ン A（ Ta K a R a ,  日 本 ）の

感受 性を 試 験し た。あら か じめ P D A 培 地 上で 十分 に培 養し た

マ イ タ ケ 菌 糸 体 を 同 心 円 状 に φ 4  m m コ ル ク ボ ー ラ ー で 培 地
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ご と 打 ち 抜 い た も の を 各 種 濃 度 の 薬 剤 を 含 む G P Y 寒 天 培 地

上に 植菌 し、 2 5 ˚ C で培 養し た。培養 後、菌糸 の 生育 状態 を 観

察 し 、 菌 糸 伸 長 が 目 視 で 確 認 で き な い 場 合 を 感 受 性 あ り と 判

定し た。  

 

3 . 2 . 3 .  マ イ タ ケ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 構 築  

マイ タケ 遺 伝子 発現 ベク タ ーは 、 端 に 1 5  b p の オー バー ラ

ップ を持 つ 複数 の D N A 断 片 を 1 回の 反応 で 効率 よく 線状 化 し

たプ ラス ミ ドベ クタ ーに 連 結す るこ とが で き る I n  F u s i o n  ク

ロー ニン グ [ 1 6 ]によ り構 築し た 。 隣 接し て連 結 させ たい D N A

断片 とオ ー バー ラッ プす る 1 5  b p の 配列 を 配列 特 異的 部分 の

5 '末 端側 に 付加 す るよ うに 設 計し た P C R プ ライ マ ー （ 表 3 - 1

参照 ） を 用 いて 、各 D N A 断片 を P C R によ り増 幅し た。 P C R

用 試 薬 に は 、 K O D - P l u s - N e o（ T O Y O B O ,  日 本 ） を 使 用 し た 。

増幅 した 各 D N A 断片 は 、ク ロ ーニ ング する 前 にア ガロ ース ゲ

ル 電 気 泳 動 し た ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 Wi z a r d  S V  G e l  a n d  P C R  

C l e a n - U p  S y s t e m（ P r o m e g a ,  U S A）を 用い て 精製 した 。精 製 し

た各 D N A 断片 を I n - F u s i n  H D  C l o n i n g  K i t（ Ta K a R a）を用 いて

線状 化し た プラ スミ ドに 連 結し 、クロ ーニ ン グし た（ 図 3 - 1）。  

 

3 . 2 . 4 .  大 腸 菌 か ら の プ ラ ス ミ ド 調 製  

大腸 菌か ら のプ ラス ミド 抽 出・精製 には 、 F a s t G e n e  P l a s m i d  

M i n i K i t（ N I P P O N  G e n e t i c s ,  日 本）を使 用し 、付属 のプ ロト コ

ル に 従 っ て 行 っ た 。 マ イ タ ケ 形 質 転 換 用 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
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ーの 大量 抽 出・ 精製 には 、 G e n o p u r e  P l a s m i d  M i d i  K i t（ R o c h e ,  

S w i t z e r l a n d）を 使用 し、 付 属の プロ トコ ル に従 って 行っ た 。  

 

3 . 2 . 5 .  プ ロ ト プ ラ ス ト の 調 製  

マイ タケ の プロ トプ ラス ト の調 製は 、 S a t o ら（ 1 9 9 8）に よ

る シ イ タ ケ の 方 法 [ 1 2 ]に 変 更 を 加 え て 行 っ た 。 マ イ タ ケ の 菌

糸体 を G P Y 培 地 で、 2 5 ˚ C、 1 4 日 間静 置培 養 した 後、 菌糸 体

を金 属メ ッ シュ 上で 回収 し 、滅 菌水 、 M M 緩衝 液（ 0 . 6  M  マ

ンニ トー ル ,  5 0  m M  マ レイ ン 酸 ,  p H 5 . 6） の順 で 洗 浄し た。 プ

ロ ト プ ラ ス ト 化 す る た め の 細 胞 壁 分 解 酵 素 は 、 セ ル ラ ー ゼ ・

オノ ズカ R S（ Ya k u l t ,  日本 ）が 1 %（ w / v）、ヤ タラ ー ゼ（ Ta K a R a）

が 0 . 1 %（ w / v） とな るよ う に M M 緩 衝液 に 溶解 し、 濾過 滅 菌

した 酵素 液 を使 用し た。回 収し た菌 糸体 1  g（ 湿 重量 ）に 対 し

て、 1 0  m l の酵 素 液を 加え 、 2 5 ˚ C、 5 時 間、 5 0  r p m 程度 でゆ っ

く り と 振 盪 し な が ら 細 胞 壁 の 分 解 処 理 を し た 後 、 ブ フ ナ 漏 斗

型グ ラス フ ィル ター G 1 でろ 過 し て未 反応 の 菌糸 体を 除い た。

回収 した 濾 液を 1 2 0 0  g で 1 0 分 間 遠心 分離 し て得 られ た沈 殿

部 分 を プ ロ ト プ ラ ス ト と し て S T C 緩 衝 液 （ 1 0  m M  Tr i s - H C l  

p H 7 . 5 ,  1 0  m M  C a C l 2 ,  1 . 2  M  ソル ビト ール ） に懸 濁し た。 残 存

す る 酵 素 液 を 除 く た め 、 上 述 の プ ロ ト プ ラ ス ト 懸 濁 液 を 再 度

同 様 に 遠 心 分 離 し た 後 に 上 清 を 除 き 、 集 め た プ ロ ト プ ラ ス ト

を S T C 緩衝 液 に 懸濁 する 操 作を 2 回繰 り返 し 行っ て、プ ロ ト

プラ スト を 洗浄 した。最 終的 に 少量 の S T C 緩 衝 液に 懸濁 し た

プ ロ トプ ラ ス ト の 個 数を 血 球 計 算 盤 で数 え て 、 1× 1 0
7
 個 / 1 0 0  

μ l に な る よ う に S T C 緩 衝 液 で 希 釈 し て 形 質 転 換 に 使 用 し た 。 
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3 . 2 . 6 .  プ ロ ト プ ラ ス ト - P E G 法 に よ る 形 質 転 換  

プロ トプ ラ スト - P E G 法 によ る マ イタ ケの 形 質転 換は 、シイ

タ ケ の 方 法 [ 1 2 ]を マ イ タ ケ に 合 う よ う に い く つ か 変 更 を 加 え

て行 った 。 プロ トプ ラス ト 懸濁 液（ 1×1 0
7
 個 / 1 0 0  μ l） 1 0 0  μ l

に形 質転 換 用ベ クタ ー 2 . 5  μ g 含 ん だ S T C 緩 衝液 1 5 0  μ l を 加 え

てピ ペッ テ ィン グに より ゆ っく りと 混合 し 、氷 上 で 2 0 分 間静

置し た 。次 に 、P E G 溶液（ 6 0 %  P E G 4 0 0 0 ,  1 0 m M  Tr i s - H C l  p H 7 . 5 ,  

1 0 m M  C a C l 2） 6 2 . 5  μ l を 加え て 、ピ ペッ ティ ン グに より ゆっ く

りと 混合 し 、氷 上で 2 0 分 間 静 置し た 後 、 P E G 溶液 をさ ら に

1 . 2 5  m l 加 え て同 様に ゆっ く りと 混合 し 、時 折転 倒 混和 しな が

ら室 温下 に 2 0 分 間放 置し た 。次 に、 この 混 合液 に S T C 緩 衝

液 1 0  m l を 加え て混 合し 、 1 2 0 0  g で 1 0 分 間遠 心 分離 し た 後、

上 清 を 捨 て 、 沈 殿 し た プ ロ ト プ ラ ス ト を 集 め た 。 集 め た プ ロ

トプ ラス トに G P Y S 培地（ 2 %  g l u c o s e ,  0 . 2 %  p o l y p e p t o n e ,  0 . 2 %  

B a c t o  y e a s t  e x t r a c t ,  0 . 0 5 %  M g S O 4 ･7 H 2 O ,  0 . 0 5 %  K H 2 P O 4 ,  0 . 6  M  

s u c r o s e）1 0  m l を 加え て懸 濁 し、2 5 ˚ C で 3 日 間静 置 培養 した 。

続い てそ れ をハ イグ ロマ イ シン B を 2 0  μ g / m l 含 む G P Y S 寒 天

培 地 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 そ の 上 か ら 同 じ 組 成 の 培 地 を 重

層し て 2 5 ˚ C で 7 - 1 0 日 間 培養 した 。プ ロト プ ラス トか ら 再 生

し た 菌 糸 体 が 目 視 で き る よ う に な っ た 段 階 で 、 ハ イ グ ロ マ イ

シン B を 5 0  µ g / m l 含む G P Y S 寒 天培 地 に そ れぞ れ植 え継 ぎ、

生育 した コ ロニ ーか ら得 ら れた 菌体 を ハ イ グロ マイ シン B 耐

性株 とし た 。  
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3 . 2 . 7 .  ゲ ノ ム P C R  

G P Y 培 地で 培 養 した 菌糸 体 を回 収し 、培 地 を除 いた 後、 液

体 窒 素 下 で 乳 鉢 に よ り 磨 砕 し て 粉 末 状 に し た 試 料 か ら 、

I S O P L A N T  I I（ N I P P O N  G E N E ,  日 本） を使 用 して ゲノ ム D N A

を抽 出し た 。抽 出し たゲ ノム D N A 約 5 0  n g 量を 鋳 型に 、 K O D  

F X  N e o（ T O Y O B O） を用 い て、 P C R を行 った 。 P C R 条件 は、

9 4 ˚ C で 2 分間 の 初期 熱変 性 後、9 8 ˚ C で 1 0 秒 間 の熱 変性 、5 8 ˚ C

で 3 0 秒 間の ア ニ ーリ ング 、 7 2 ˚ C で 3 分間 の 伸長 反応 を 3 0 サ

イ ク ル と し た 。 な お 、 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 表 3 - 1

に示 した 。  

 

3 . 2 . 8 .  サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析  

ゲノ ム D N A 1 0  µ g を制 限酵 素 S a l I で 消 化 し、0 . 7 %アガ ロー

スゲ ル（ 1 × TA E）で電 気泳 動 した ゲル を 変 性 溶液（ 1 . 5  M  N a C l ,  

0 . 5 M  N a O H）、 中 和溶 液（ 1 . 5  M  N a C l ,  0 . 5  M  Tr i s - H C l  p H 7 . 5）

の 順 に 浸 し て 処 理 し 、 キ ャ ピ ラ リ ー ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り

1 0 × S S C（ 0 . 1 5  M  N a 3  c i t r a t e ,  1 . 5  M  N a C l）で H y b o n d - N +ナ イ ロ

ンメ ンブ レ ン（ G E  H e a l t h c a r e ,  U K）に トラ ン スフ ァー 後、 ブ

ロッ トを U V 固 定し た。プロ ー ブ D N A の 標識 、ハイ ブリ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン 、 シ グ ナ ル の 検 出 に は 、 E C L D i r e c t  N u c l e i c  A c i d  

L a b e l i n g  a n d  D e t e c t i o n  S y s t e m（ G E  H e a l t h c a r e）を 使 用し 、付

属の プロ ト コル に従 って 行 った 。  
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3 . 2 . 9 .  R N A の 調 製 及 び 定 量 RT- P C R  

全 R N A は 液 体 窒 素 下 で 粉 砕 し た 菌 糸 体 か ら 、 R N A z o l  RT  

r e a g e n t（ M o l e c u l a r  R e s e a r c h  C e n t e r ,  I n c . ,  U S A） を 用い て抽 出

した 。全 R N A か らの c D N A 合 成 は、R e v e r Tr a  A c e  q P C R  RT  K i t

（ T O Y O B O） を 用い て行 っ た。 定量 RT- P C R は 、 P C R 用試 薬

に T H U N D E R B I R D  S Y B R  q P C R  M i x（ T O Y O B O） を 、リ アル タ

イム P C R 装 置に C H R O M O 4（ B i o - R a d ,  U S A）を 使 用し て行 っ

た。 P C R 条件 は 、 9 5 ˚ C で 1 分 間 の初 期熱 変 性 後 、 9 5 ˚ C で 1 5

秒間 の熱 変 性、 6 0 ˚ C で 3 0 秒 間 の 伸長 反応 後 に蛍 光測 定す る

こ と を 4 0 サ イ ク ル と し た 。 マ イ タ ケ の G A P D H 遺 伝 子

（ G f . G A P D H :  A B 9 0 9 0 2 6 ） ま た は キ チ ン シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子

（ G f . C H S 1 :  A B 9 0 9 0 3 0）の 発 現量 を 内部 標準 と して 、各サ ンプ

ルの 発現 量 を正 規化 した 。相 対発 現量 の算 出 は 、2 ( - D e l t a  D e l t a  

C ( T ) )法 [ 1 7 ]によ り 行っ た。 定量 RT- P C R に使 用 した プラ イマ

ーの 配列 は 、表 3 - 1 に 示し た 。  

 

3 . 2 . 1 0 .  蛍 光 顕 微 鏡 観 察  

菌糸 体に お け る E G F P の発 現 を確 認す るた め 、 P D A 培地 で

培 養 し た 菌 糸 体 の 一 部 を 掻 き 取 り 、 滅 菌 水 を 滴 下 し た ス ラ イ

ド ガ ラ ス 上 に の せ て 、 上 か ら カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ て プ レ パ ラ

ート を作 製 した 。観 察に は倒 立 型蛍 光顕 微 鏡 オ リン パス I X 7 1

（ O l y m p u s ,  日本 ）を 使用 し 、蛍 光 ミラ ーユ ニ ット はオ リン パ

ス W I B（ ( λ e x  =  4 6 0 − 4 9 0  n m ,  λ e m  >  5 1 5  n m） に設 定し た。 E G F P

蛍光 は、 デ ジタ ルカ メラ E O S  K i s s  X 2（ C a n o n ,  日 本） を用 い
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て検 出し 、 C a n o n  E O S  U t i l i t y  s o f t w a r e（ C a n o n）を 用い てコ ン

ピュ ータ ー 上に イメ ージ ン グし た。  

 

3 . 2 . 11 .  ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ  

ルシ フェ ラ ーゼ アッ セイ 用 のサ ンプ ル調 製 は 、C o l l i n s ら に

よ る 方 法 [ 1 8 ]を 参 考 に し て 行 っ た 。 培 養 し た 菌 糸 体 を 液 体 窒

素下 で粉 砕 し、 1  m M のジ チオ ト レ イト ール （ D T T）含 む 1 0 0  

m M のリ ン酸 カ リ ウム 緩衝 液（ p H  7 . 5）に 懸濁 し た 。この 懸濁

液を 1 0 , 0 0 0  g で 1 0 分間 遠心 分 離し 、そ の上 清 を細 胞 粗抽 出液

と し て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー

ゼア ッセ イ は、B r i g h t - G l o  L u c i f e r a s e  A s s a y  S y s t e m（ P r o m e g a）

を用 いて 行 った 。9 6 ウェ ル マイ クロ プレ ー トに 予め 各サ ン プ

ルの 細胞 粗 抽出 液 1 0 0  µ l を 分注 し、そこ に 等量 の発 光試 薬 を

加 え て 混 和 し 、 直 ち に ル ミ ノ メ ー タ ー で あ る ル ミ ネ ッ セ ン サ

ー J N R I I - A B - 2 3 0 0（ AT T O ,  日 本 ） に よ り 測 定 し た 。 各 サ ン プ

ルの 発光 量 は、 B r a d f o r d  a s s a y（ B i o - R a d ,  U S A）に より 測定 し

た 総 タ ン パ ク 質 濃 度 に よ り 正 規 化 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性

は 、 総 タ ン パ ク 質 1 m g に 換 算 し た 、 1 秒 間 あ た り の 光 子 数

（ p h o t o n  c o u n t s / s / m g  t o t a l  p r o t e i n）で 算出 し た 。  
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15 bp

15 bp15 bp

15 bp

DNA断片2

DNA断片1

DNA断片3

線状化したベクター

DNA断片2DNA断片1 DNA断片3

In Fusion クローニング

図3-1. In Fusion クローニングによるプラスミドベクター構築の概要
In Fusion クローニングは、末端に15 bpのオーバーラップを持つ複数のDNA断片を1

回の反応で効率よく線状化したプラスミドベクターに連結する方法である。この方
法により、制限酵素処理やリガーゼを使用することなく、目的のDNA断片を狙った
方向でベクターの任意の位置にクローニングすることができる。
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表 3-1. 本研究で使用したプライマーの配列

Primer name Sequence (5' - 3')* Description

Ppsd1-F CGGTACCCGGGGATCTGTCCAACGTTGGCTCTGCTC

Ppsd1-R TTCAGGCTTTTTCATTGCTCTGGAGGGAGAAATGTC

Tpsd1-F AGGGCAAAGGAATAGGGTGCCGTTATCGCTCACAAG

Tpsd1-R CGACTCTAGAGGATCATGTTCCCCCATCTGCCGTC

Pcyp1-F CGGTACCCGGGGATCATCAACGCCATAGGCACACC

Pcyp1-R TTCAGGCTTTTTCATTATGAAGGCGTGAAGGAAAGG

Tcyp1-F AGGGCAAAGGAATAGAACGTTGTTTGTTATGTCTGAAGG

Tcyp1-R CGACTCTAGAGGATCTCTATGGATCAACGCAGGATC

Ptef3-F CGGTACCCGGGGATCCACTGGGTGGAAGCTAATAG

Ptef3-R TTCAGGCTTTTTCATTTCGAATATCTGGGCGACCG

Ttef3-F AGGGCAAAGGAATAGACGTTGTCCGTCGCCGTTGTTG

Ttef3-R CGACTCTAGAGGATCCCTGCGATTGCATGGCTCATC

Pgapdh-F CGGTACCCGGGGATCTCTGCGCGCTTCTCTCACAGTTC

Pgapdh-R TTCAGGCTTTTTCATTGCTGAGGATAATGGTTTTGGAGAC

Tgapdh-F AGGGCAAAGGAATAGGGTGTGGAGTGGATAAGAGAAAG

Tgapdh-R CGACTCTAGAGGATCCAATTAGATGAACCAGTCTTGTCG

Pchs1-F CGGTACCCGGGGATCATGCTTGGAGCGGTGGAGC

Pchs1-R TTCAGGCTTTTTCATCGCAAGAGTGCAAAATGGCCG

Tchs1-F AGGGCAAAGGAATAGTCGGATTTCTTGTACTCAATATG

Tchs1-R CGACTCTAGAGGATCTGGAGATAGGAATGAAACCCTCG

hph-F ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGAC

hph-R CTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTG

pUC19-Ptef3-F2 ATCCTCTAGAGTCGACACTGGGTGGAAGCTAATAG

Ptef3-R TTCGAATATCTGGGCGACCG

Ttef3-F ACGTTGTCCGTCGCCGTTGTTG

Ttef3-pUC19-R2 TGATTACGCCAAGCTCCTGCGATTGCATGGCTCATC

EGFP-F GCCCAGATATTCGAAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

EGFP-R GGCGACGGACAACGTTCACTTGTACAGCTCGTCCATG

Luc-F GCCCAGATATTCGAAATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG

Luc-R GGCGACGGACAACGTTTACACGGCGATCTTTCCGC

M13-F GTTTTCCCAGTCACGACG

M13-R GGATAACAATTTCACACAGG

pUC19-F AATTGGATCCTCTAGAGTCG

Gf.CHS-QPCR-F GACGCAACCTTCAACCCCTA

Gf.CHS-QPCR-R ACCCGAATAACCGGAAGAGG

EGFP-QPCR-F AACCACTACCTGAGCACCCAGTC

EGFP-QPCR-R TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

* In-Fusion クローニングの際に必要な15 bpの付加配列を太字で示した。

Gf.CHS1  の定量RT-PCR用プライマー

EGFP  の定量RT-PCR用プライマー

プラスミドベクター導入を確認するためのゲノムPCRに

使用

pGFght-EGFP及びpGFght-Lucを構築する際の、

Gf.TEF3  ターミネーター領域の増幅に使用

EGFP全長コード配列の増幅に使用

Luc全長コード配列の増幅に使用

pGFght-EGFP及びpGFght-Lucを構築する際の、

Gf.TEF3  プロモーター領域の増幅に使用

Gf.PSD1  プロモーター領域の増幅に使用

Gf.PSD1  ターミネーター領域の増幅に使用

Gf.CYP1  プロモーター領域の増幅に使用

Gf.CPY1  ターミネーター領域の増幅に使用

Gf.TEF3  プロモーター領域の増幅に使用

Gf.TEF3  ターミネーター領域の増幅に使用

Gf.GAPDH  プロモーター領域の増幅に使用

Gf.GAPDH  ターミネーター領域の増幅に使用

Gf.CHS1  プロモーター領域の増幅に使用

Gf.CHS  ターミネーター領域の増幅に使用

hph 全長コード配列の増幅に使用
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3 . 3 .  結 果 と 考 察  

3 . 3 . 1 .  薬 剤 感 受 性 試 験 に よ る マ イ タ ケ が 感 受 性 を 示 す 薬 剤 の

選 定  

宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 で 、 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 を 選 別 す

る に は ベ ク タ ー を 導 入 す る 細 胞 で ベ ク タ ー が 組 み 込 ま れ た こ

と を 表 す 指 標 と な る 形 質 を 発 現 し う る 遺 伝 子 を 予 め ベ ク タ ー

に 組 み 込 み 、 そ の 指 標 と な る 形 質 が 表 れ て い る 細 胞 を ベ ク タ

ー が 導 入 さ れ た も の と 判 断 し て 行 う の で 、 こ の 指 標 と な る 形

質 を 担 う 遺 伝 子 （ 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 ） が 必 要 と な る 。 そ の

と き の 指 標 と な る 形 質 の 一 つ に 抗 生 物 質 等 の 特 定 の 薬 剤 に 対

す る 耐 性 形 質 が あ り 、 そ れ を 付 与 す る 遺 伝 子 が 選 択 マ ー カ ー

遺 伝 子 と し て 利 用 さ れ て い る 。 こ の 場 合 、 宿 主 が そ の 薬 剤 に

対 し て 感 受 性 を 有 す る こ と が 前 提 と し て あ り 、 選 択 マ ー カ ー

遺 伝 子 と し て 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 組 み 込 ま れ た ベ ク タ ー が 導 入

さ れ た 細 胞 の み が 薬 剤 耐 性 を 示 す こ と に よ っ て 選 抜 が 可 能 と

な る 。 そ こ で 、 マ イ タ ケ が 感 受 性 を 示 す 薬 剤 と そ の 最 少 生 育

阻 止 濃 度 を 知 る た め 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 と な る 薬 剤 耐 性 遺

伝 子 が 市 販 さ れ て い て 、 入 手 が 可 能 な 真 核 細 胞 用 の 抗 生 物 質

であ るハ イ グロ マイ シ ン B、 G 4 1 8、 ゼオ シン 、 オ ーレ オバ シ

ジン A につ い て 、薬 剤感 受 性を 試験 した 。  

ハイ グロ マ イシ ン B 及び G 4 1 8 はタ ンパ ク 質合 成を 阻害 す

る 抗 生 物 質 で あ り 、 そ れ を 不 活 性 化 す る ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ

ラ ー ゼ 遺 伝 子 が マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 、 こ れ ま で に 多 く の 糸

状 菌 で 利 用 さ れ て い る 。 ゼ オ シ ン は ブ レ オ マ イ シ ン 系 の 抗 生

物質 で D N A 切 断 によ る D N A 合 成 阻害 によ っ て真 核生 物及 び
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原 核 生 物 に 対 し て 作 用 し 、 こ の 薬 剤 を ト ラ ッ プ す る ブ レ オ マ

イ シ ン 結 合 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 が マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 利 用 さ

れて いる 。オ ー レオ バシ ジン A は 、ス フィ ン ゴ 脂質 の生 合成

に関 わる イ ノシ トー ルリ ン 酸セ ラミ ド（ I P C）合 成酵 素を 阻 害

する 抗真 菌 抗生 物質 であ り 、酵 母ま たは 一 部の A s p e rg i l l u s 属

菌で は薬 剤 の影 響を 受け な い I P C 合 成酵 素の 変 異遺 伝子 が マ

ーカ ー遺 伝 子と して 用い ら れて いる 。  

この 4 つの 抗生 物質 につ い て、 マイ タケ で 薬剤 感受 性試 験

を 行 っ た 結 果 を 表 3 - 2 に 示 し た 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン B 及 び

G 4 1 8 につ い て、 薬剤 濃度 1 0、 2 0、 3 0、 4 0、 5 0、 1 0 0  µ g / m l で

試験 した 結 果、 ハイ グロ マ イシ ン B は 2 0  µ g / m l 以上 の濃 度、

G 4 1 8 は 4 0  µ g / m l 以上 の濃 度 で菌 糸の 生育 が 認め られ なか っ

た。一方 、ゼオ シ ンに つい て 、薬 剤 濃度 5 0、1 0 0、3 0 0、5 0 0  µ g / m l

で試 験し た 結果 、5 0 0  µ g / m l に お いて も薄 く では ある が 、菌 糸

の 伸 長 が み ら れ 、 完 全 に 生 育 を 抑 え る こ と は で き な か っ た 。

また 、オー レ オ バシ ジン A に つ いて は 、薬 剤 濃 度 1、 2、 4、 8  

µ g / m l で 試験 し た 結果 、菌 糸生 育 の 抑制 は認 め られ なか った 。

した がっ て 、ハ イグ ロマ イ シン B は 2 0  µ g / m l が 、 G 4 1 8 は 4 0  

µ g / m l が 最 少 生 育 阻 止 濃 度 で あ る こ と が わ か っ た 。 一 方 、 ゼ

オシ ン及 び オー レオ バシ ジ ン A はマ イ タ ケ に対 して 生育 阻 止

効果 を示 さ ず、薬 剤選 抜に は 利用 でき ない こ とが 確認 され た。

以上 の結 果 から 、ハイ グロ マ イシ ン B は 2 0  µ g / m l 以上 の濃 度、

G 4 1 8 は 4 0  µ g / m l 以上 の濃 度 で、 ベク ター 導 入の 有無 を確 認

する 薬剤 選 抜に 利用 でき る こと が判 明し た 。  
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表 3-2. 抗生物質に対するマイタケの感受性試験の結果

抗生物質名
最少生育阻止濃度

（ µg/ml）
作用機序

選択マーカー遺伝子

（薬剤耐性遺伝子）

ハイグロマイシンB 20 タンパク質合成阻害 ハイグロマイシンBホスホトランスフェラーゼ遺伝子（hph ）

G418 40 タンパク質合成阻害 G418ホスホトランスフェラーゼ遺伝子（G418
r）

ゼオシン 500< DNA切断によるDNA合成阻害 ブレオマイシン結合タンパク質遺伝子（ble）

オーレオバシジンA 8<
スフィンゴ脂質の生合成に関わる

IPC合成酵素の阻害
IPC合成酵素の変異遺伝子（aurA

r）

マイタケをPDA培地で培養した時の各抗生物質の最少生育阻止濃度（μg/ml）、作
用機序、該当する薬剤に対する耐性を付与するための選択マーカー遺伝子を示した。
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3 . 3 . 2 .  マ イ タ ケ 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー を 用

い た マ イ タ ケ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 構 築  

ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 や 目 的 遺 伝 子 が

導 入 さ れ た 細 胞 内 で 安 定 に 発 現 さ れ 、 そ の 役 割 を 果 た す に は

活 性 の 高 い 強 力 な プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー を 利 用 す る

こ と が 重 要 と な る 。 そ こ で 、 マ イ タ ケ で 利 用 可 能 な 活 性 の 高

い プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を 選 定 す る た め 、

そ の 候 補 と し て マ イ タ ケ で 恒 常 的 に 高 発 現 し て い る 遺 伝 子 を

選 抜 し 、 そ の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の 間 に

ハイ グロ マ イシ ン B 耐性 を 付与 する 選択 マ ーカ ー遺 伝子 で あ

るハ イグ ロ マイ シン B ホ スホ ト ラン スフ ェ ラー ゼ遺 伝子（ h p h）

を 連 結 し て 、 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー を 最 初 に 構 築 す る こ と に し

た。  

我々 は以 前 に、 マイ タケ 栽 培工 程に おけ る 8 つ の生 育段 階

で マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 行 い 、 各 生 育 段 階 に お け る 遺 伝 子 発

現 プ ロ フ ァ イ ル を 取 得 し て い る [ 1 9 ]。 こ の マ イ ク ロ ア レ イ デ

ー タ か ら 、 8 つ の 生 育 段 階 を 通 じ て 発 現 変 動 が 少 な く 、 常 に

発 現 が 高 い 遺 伝 子 を 絞 り 込 む こ と に し た 。 遺 伝 子 の 絞 り 込 み

に は 、 キ チ ン の 合 成 に 関 わ る キ チ ン シ ン タ ー ゼ を コ ー ド す る

遺伝 子で あ る G f . C H S の発 現レ ベ ルを 基準 と する こと にし た。

G f . C H S 1 を 基 準 と し た の は 、 こ れ ま で の マ イ タ ケ の 定 量

RT- P C R 解 析で 菌 糸体 にお い ても 、子実 体に お いて も発 現量 の

変 動 が 少 な く 一 定 で あ る こ と が 確 認 さ れ て お り 、 発 現 デ ー タ

を 正 規 化 す る 際 の 内 部 標 準 遺 伝 子 と し て 適 し て お り 、 使 用 し

て き た か ら で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ か ら 、 8 つ の 生 育
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段階 を通 し て基 準と し た G f . C H S 1 よ りも 高 い発 現 レベ ルを 示

す 遺 伝 子 を 絞 り 込 ん だ と こ ろ 、 1 2 2 個 の 遺 伝 子 が 該 当 し た 。

こ れ ら の 遺 伝 子 の 中 か ら 、 発 現 レ ベ ル が 高 い 上 位 か ら 順 に ホ

ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ G f . P S D 1 :  

A B 9 0 9 0 2 7）、 シ ク ロ フ ィ リ ン 遺 伝 子 （ G f . C Y P 1 :  A B 9 0 9 0 2 8）、

翻訳 伸長 因子 3（ G f . T E F 3 :  A B 9 0 9 0 2 9）の 3 遺伝 子 を 選ん だ（ 図

3 - 2）。 こ の 3 遺 伝 子 に 基 準 に し た G f . C H S 1 を 加 え 、 さ ら に

G f . C H S 1 と 同 じ くこ れま で の定 量 RT- P C R 解 析 で恒 常的 に 高

発 現 し て い る こ と が わ か っ て い て 、 デ ー タ 正 規 化 の 際 の 内 部

標準 遺伝 子 とし て用 いて い る G f . G A P D H を 加え た 5 遺 伝子 を

恒 常 的 高 発 現 遺 伝 子 と し て 、 そ れ ら の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー

及 び タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 を ベ ク タ ー 構 築 に 利 用 す る こ と に し

た（ 表 3 - 3）。  

こ れ ま で に 担 子 菌 で 解 析 さ れ た 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域

に は 、 真 核 生 物 で 見 出 さ れ る 代 表 的 な プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン

トで あ る TATA ボッ クス や C A AT ボ ッ クス が概 ね保 存さ れ て

い る が 、 そ の 距 離 関 係 は 遺 伝 子 に よ っ て 様 々 で あ り 、 そ れ 以

外 の 転 写 調 節 に 密 接 に 関 与 す る よ う な プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン

ト に つ い て も ま だ よ く わ か っ て い な い 。 ま た 、 タ ー ミ ネ ー タ

ー 領 域 に お け る 転 写 終 結 機 構 に 関 し て も 担 子 菌 で は ま だ わ か

っ て い な い [ 2 0 ]。 し た が っ て 、 本 研 究 で は 、 遺 伝 子 の プ ロ モ

ータ ー領 域 を開 始コ ドン か ら上 流約 1 5 0 0  b p、タ ーミ ネー タ ー

領域 を終 始 コド ンか ら下 流 約 1 0 0 0  b p と 長め に 設 定し 、 選 ん

だ 5 遺伝 子 のそ れぞ れに つ いて マイ タケ ゲ ノム デー タベ ー ス

か ら 配 列 情 報 を 取 得 し た 。 こ の 時 、 設 定 し た 領 域 が 隣 接 す る
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遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 被 る 場 合 は 被 ら な い よ う に 、 設 定 よ り

短い 領域 で 配列 情報 を取 得 した 。その ため 、G f . P S D 1、G f . C Y P 1、

G f . G A P D H に つ い て は 、 設 定 し た 長 さ で プ ロ モ ー タ ー 及 び タ

ー ミ ネ ー タ ー 領 域 を 取 得 で き た が 、 G f . T E F 3 は プ ロ モ ー タ ー

領域 が 7 2 7  b p、タ ーミ ネー タ ー領 域が 8 0 0  b p と な り、G f . C H S 1

はタ ーミ ネ ータ ー領 域が 3 0 0  b p と短 くな っ た 。この 配列 情 報

をも と に 5 つの 遺伝 子の プ ロモ ータ ー及 び ター ミネ ータ ー 領

域を G f - N 2 株 の ゲノ ム D N A を鋳 型と した P C R に より それ ぞ

れ増 幅し た D N A 断片 を得 た 。ま た 、選 択 マー カー 遺 伝子 であ

るハ イグ ロ マイ シン B に 対す る 耐性 遺伝 子 h p h（ 1 0 2 6  b p） の

D N A 断 片 を 、 シ イ タ ケ 用 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る

P L G - h p h [ 4 ]を鋳 型と した P C R に より 増幅 し て得 た。な お、各

D N A 断片 の P C R に使 用し た それ ぞれ の プ ラ イマ ー配 列は 、表

3 - 1 に 示 した 。増 幅し た D N A 断 片 を用 いて 、I n  F u s i o n  クロ ー

ニ ン グ 法 に よ り 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 と タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の

間に 選択 マ ーカ ー 遺 伝子 で ある ハイ グロ マ イシ ン B 耐性 遺 伝

子 h p h が 配 置す るよ うに p U C 1 9 の B a m H I サ イ ト に連 結し 、ク

ロー ニン グ した 。そ の結 果 、前 述の 5 つ の 遺伝 子の プロ モ ー

ター とタ ー ミネ ータ ーか ら なる 5 つ のプ ラ スミ ド ベク ター と

して、p G F p s d - h p h、p G F c y p 1 - h p h、p G F t e f 3 - h p h、p G F g a p d h - h p h、

p G F c h s - h p h を得 るこ とに 成 功し た（図 3 - 3）。そ れぞ れの ベ ク

ター につ い ては 、導入 した D N A 断 片が 目的 と した 位置 と方 向

で 配 置 さ れ て い る こ と を シ ー ケ ン ス 解 析 に よ り 確 認 し た 。 形

質 転 換 の 際 に は 、 p G F p s d - h p h、 p G F t e f 3 - h p h、 p G F g a p d h - h p h、
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p G F c h s - h p h は D r a I で 、 p G F c y p 1 - h p h は H i n d I I I で 処理 し、 線

状化 した も のを 使用 した 。   
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図3-2. 選抜した上位3遺伝子の栽培工程における遺伝子発現プロファイル
マイタケ栽培の培養工程の前期（植菌後20日）－ 後期（74日）、芽出し工程の前期
（75日）－ 中期（77日） － 後期（80日）、発生工程の前期（82日）－ 中期（84

日） － 後期（89日）におけるマイクロアレイデータから、ホスファチジルセリン
デカルボキシラーゼ遺伝子（Gf.PSD1: ●）、シクロフィリン遺伝子（Gf.CYP1: ▲）、
翻訳伸長因子3（Gf.TEF3: ■）、基準としたキチンシンターゼ遺伝子（Gf.CHS1:

◆）の発現挙動を示した。
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表 3-3. ベクターに組み込むプロモーターとターミネーターの候補となる遺伝子

遺伝子名 推定される翻訳産物 アクセッション番号

Gf.PSD1 ホスファチジルセリンデカルボキシラーゼ AB909027

Gf.CYP1 シクロフィリン AB909028

Gf.TEF3 翻訳伸長因子3 AB909029

Gf.GAPDH グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ AB909026

Gf.CHS1 キチンシンターゼ AB909030

ベクターに組み込むプロモーターとターミネーターの候補として選んだ遺伝子と推
定される翻訳産物、NCBIに登録されているアクセッション番号を示した。
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図3-3. 選抜した恒常発現遺伝子のプロモーターとターミネーターを組み込んで構築
したハイグロマイシンB耐性遺伝子hph発現ベクターの概略図
In Fusion クローニングにより、選抜した恒常発現遺伝子のプロモーターとターミ
ネーターの間にハイグロマイシンB耐性遺伝子hphが位置するようにpUC19に連結す
ることで、それぞれのベクターを構築した。A: pGFpsd-hphは、Gf.PSD1プロモー
ター（1500 bp）、hph（1026 bp）、 Gf.PSD1ターミネーター（1005 bp）からなる
hph発現カセットを有する。 B: pGFcyp1-hphは、Gf.CYP1プロモーター（1500 bp）、
hph、 Gf.CYP1ターミネーター（1000 bp）からなるhph発現カセットを有する。 C:

pGFtef3-hphは、Gf.TEF3プロモーター（727 bp）、hph、 Gf.TEF3ターミネーター
（800 bp）からなるhph発現カセットを有する。 D: pGFgapdh-hphは、Gf.GAPDHプ
ロモーター（1500 bp）、hph、 Gf.GAPDHターミネーター（1000 bp）からなるhph

発現カセットを有する。 E: pGFchs-hphは、Gf.CHS1プロモーター（1499 bp）、hph、
Gf.CHS1ターミネーター（300 bp）からなるhph発現カセットを有する。
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3 . 3 . 3 .  マ イ タ ケ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 試 験  

構 築 し た マ イ タ ケ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー が マ イ タ ケ の 宿 主 ・

ベ ク タ ー 系 と し て 機 能 す る か ど う か を 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子

とし てベ ク ター に組 み込 ん だハ イグ ロマ イ シン B 耐 性 遺伝 子

h p h に よっ て ハイ グロ マイ シン B 耐性 を獲 得 した 形質 転換 体

が 得 ら れ る か を 調 べ る こ と で 確 認 し た 。 マ イ タ ケ の 菌 糸 体 か

ら調 製し た プロ トプ ラス ト に、3 . 3 . 2 で 作製 した 5 種類 のベ ク

ター をそ れ ぞれ 別々 に プ ロ トプ ラス ト - P E G 法 に より 導入 し、

ハイ グロ マ イシ ン B 耐性 を 示す 菌体 を選 抜 した 。選 抜し た 菌

体 で ベ ク タ ー が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ て い る こ と を 確 認 す る た

め、ゲノ ム P C R を行 った 。ベク ター に組 み 込ん だプ ロモ ー タ

ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の 外 側 に そ れ ぞ れ 設 計 し た プ ラ イ マ ー

M 1 3 - F 及び M 1 3 - R を用 いて 、菌 糸 体か ら抽 出 した ゲノ ム D N A

を鋳 型 に P C R を 行い 、 プ ロ モー ター 領域 、 h p h 遺 伝子 、 タ ー

ミ ネ ー タ ー 領 域 か ら な る 発 現 カ セ ッ ト が 増 幅 さ れ る か を 確 認

した 。 p G F t e f 3 - h p h を 導入 し たと きの ゲノ ム P C R の結 果を 例

とし て、図 3 - 4 A に示 した 。P C R 産 物を アガ ロ ース ゲル 電気 泳

動し た結 果 、薬 剤選 抜さ れ た中 から ラン ダ ムに 選ん だ 5 つ の

菌体 では 、h p h の 発現 カセ ッ トに 相当 する 約 2 . 7  k b p のバ ンド

が 検 出 さ れ 、 細 胞 内 に ベ ク タ ー が 取 り 込 ま れ て い る こ と が 確

認 さ れ た 。 そ れ と は 逆 に 、 コ ン ト ロ ー ル で あ る 形 質 転 換 前 の

G f - N 2 株で は 、バ ンド が検 出 され ない こと が 確認 され た。  

次 に 、 宿 主 の ゲ ノ ム 上 に 組 み 込 ま れ た ベ ク タ ー の コ ピ ー 数

を調 べる た め 、抽 出し たゲ ノム D N A に対 し てサ ザ ンブ ロッ ト

解析 を行 っ た。 解析 はベ ク ター の配 列部 位 1 箇 所の み切 断 す
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る制 限酵 素 でゲ ノム D N A を消 化 し 、標 識し た h p h 配列 断片 を

D N A プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と に よ

り 、ベ クタ ー が組 み込 まれ た D N A 断片 を検 出 する 方法 で行 い、

検 出 さ れ た D N A 断 片 の 数 か ら ベ ク タ ー の コ ピ ー 数 を 判 断 し

た。ゲノ ム P C R の結 果を 例 示し たと きと 同 じく 、p G F t e f 3 - h p h

を 導 入 し た と き の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 を 図 3 - 4 B に 示

した 。そ の 結果 、コ ント ロ ール である G f - N 2 株 では バン ド が

検出 され ず 、薬 剤選 抜さ れ た 5 つの 菌体 の すべ てで バン ド が

検出 され た こと から 、ゲ ノ ム上 に h p h の 配 列を 含む ベク タ ー

が組 み込 ま れて いる こと が 確認 され た。ま た、図 3 - 4 B のレ ー

ン 2 と 3 で は複 数の バン ド が検 出さ れた こ とか ら、 導入 さ れ

た ベ ク タ ー は ゲ ノ ム 上 の １ 箇 所 だ け で は な く 複 数 箇 所 に 組 み

込ま れて い るこ とも 示さ れ た 。以上 の結 果 から 、 3 . 3 . 2 で 構築

し た マ イ タ ケ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し て 得 ら れ る ハ イ グ

ロマ イシ ン B 耐 性を 示す 菌 体で は、 導入 さ れた ベク ター が ゲ

ノ ム に 組 み 込 ま れ て 継 代 培 養 し て も 消 失 す る こ と な く 安 定 し

て 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ る と と も に 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子

とし てハ イ グロ マイ シン B 耐性 遺伝 子 h p h がマ イタ ケに お い

ても 有効 に 機能 する こと が 示さ れた 。  

構築 し た 5 種類 のベ クタ ー の形 質転 換効 率 を評 価す るた め 、

そ れ ぞ れ の ベ ク タ ー を 導 入 し た と き に 得 ら れ た ハ イ グ ロ マ イ

シン B 耐 性を 示 す形 質転 換 体の 個数 を比 較 した 。 3 回 の形 質

転 換 実 験 を 行 い 、 そ れ ぞ れ の ベ ク タ ー を 導 入 し て 得 ら れ る 形

質 転 換 体 の 個 数 を ベ ク タ ー D N A 1  µ g あ た り に 換 算 し た 平 均

値 で 示 す と 、 多 い 順 に p G F t e f 3 - h p h が 11 . 2 ± 1 . 7 個 、
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p G F g a p d h - h p h が 9 . 7 ± 2 . 1 個 、 p G F c y p 1 - h p h が 8 . 3 ± 4 . 9 個 、

p G F c h s - h p h が 6 . 5 ± 2 . 7 個、 p G F p s d - h p h が 5 . 6 ± 1 . 2 個で あっ た

（表 3 - 4）。 これ まで 報告 さ れて いる 食用 き のこ のプ ロト プ ラ

ス ト - P E G 法 に よ る 形 質 転 換 効 率 （ 形 質 転 換 体 / µ g  ベ ク タ ー

D N A）は 、シイ タケ で 6  [ 1 2 ]ま た は 0 . 8 – 1 6  [ 4 ]、エ ノキ タケ で

1 – 3 . 3  [ 5 ]、 エリ ンギ で 1 0 – 4 0  [ 1 3 ]であり 、 今回 の マイ タケ に

お け る 形 質 転 換 効 率 は こ れ ら と 遜 色 な い レ ベ ル で あ っ た 。 既

報の AT M T 法に よる 形質 転 換で 得ら れて い るマ イタ ケの 形 質

転 換 体 は 、 こ れ ら よ り 少 な い こ と か ら [ 1 5 ]、 本 結 果 は 効 率 的

に 形 質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を マ イ タ

ケで 構築 で きた とい える 。  

p G F t e f 3 - h p h と p G F g a p d h - h p h で は 多く の形 質 転換 体が 得ら

れた のに 対 して 、 p G F c h s - h p h 及 び p G F p s d - h p h で はそ れら の

半 分 し か 得 ら れ な か っ た 。 形 質 転 換 効 率 に 影 響 す る 要 因 の 一

つ に 、 宿 主 細 胞 中 で の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 安 定 性 が

挙 げ ら れ る 。 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 に は 連 結 す る プ ロ モ

ー タ ー の 性 能 が 大 き く 関 与 し て い る と 予 想 さ れ る の で 、 使 用

し た 5 種 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 中 で は 、 G f . T E F 3 及 び

G f . G A P D H の プ ロ モ ー タ ー が 他 の 遺 伝 子 の そ れ ら に 比 べ て 活

性 が 高 い と 考 え ら れ た 。 ま た 、 宿 主 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る ベ

ク タ ー の 数 や 導 入 位 置 が 外 来 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 す る こ と も

考 え ら れ る が 、 現 時 点 で は そ れ ら を 任 意 に 制 御 で き な い た め

考 慮 し な か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 G f . T E F 3 及 び G f . G A P D H

の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト が 高 活 性 で あ る と

判 断 し 、 次 の 遺 伝 子 機 能 解 析 の た め に 構 築 す る ベ ク タ ー に 組
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み 込 む プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー と し て 利 用 す る こ と に

した 。  
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図3-4. ハイグロマイシンB耐性を示す形質転換体におけるベクターの導入確認
A: pGFtef3-hphを導入して得られたハイグロマイシンB耐性を示す形質転換体につい

て、ベクターのプロモーターとターミネーターの外側にそれぞれ設計したプライ
マーM13-F及びM13-Rを用いてゲノムPCRを行い、アガロースゲル電気泳動により
増幅されたバンドを検出した。Gf.TEF3プロモーター（727 bp）、hphコード配列
（1026 bp）、Gf.TEF3ターミネーター（800 bp）からなるhph発現カセット領域に相
当する2693 bpのバンドが検出されることで、ベクターの導入を確認した。B:

pGFtef3-hphを導入して得られたハイグロマイシンB耐性を示す形質転換体について、

サザンブロット解析によりゲノムに組み込まれたベクター配列を検出した。ゲノム
DNAをベクターを1箇所切断するSalIで消化し、ラベルしたhph断片配列をプローブ
として検出した。レーン N, Gf-N2株（ネガティブコントロール）; レーン 1－5, ラ
ンダムに選んだpGFtef3-hphを導入して得られた形質転換体; レーン P, プラスミドベ
クターpGFtef3-hph（ポジティブコントロール）。
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表 3-4. 5種のマイタケ遺伝子発現ベクターをそれぞれ導入して得られた形質転換体
数の比較

プラスミドベクター
プロモーター及びターミネーターに

利用した遺伝子
形質転換体数/μg ベクターDNA

pGFpsd-hph Gf.PSD 5.6 ± 1.2

pGFcyp1-hph Gf.CYP1 8.3 ± 4.9

pGFtef3-hph Gf.TEF3 11.2 ± 1.7

pGFgapdh-hph Gf.GAPDH 9.7 ± 2.1

pGFchs-hph Gf.CHS 6.5 ± 2.7

マイタケで恒常的に高発現していることから選んだ5遺伝子のプロモーターとター
ミネーターの間にハイグロマイシンB耐性遺伝子hphを連結して組み込んで構築した
5種類のベクターをそれぞれマイタケに導入する実験を3回行い、得られたハイグロ
マイシンB耐性を示す形質転換体の個数をベクターDNA 1 μgあたりに換算して、そ
の平均値と標準偏差を示した。
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3 . 3 . 4 .  レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 E G F P 及 び L u c の 発 現  

遺 伝 子 の 生 体 内 で の 機 能 を 調 べ る 方 法 と し て は 、 遺 伝 子 組

換 え に よ り 機 能 の 知 り た い 遺 伝 子 を 操 作 し て そ の 影 響 を 解 析

す る ア プ ロ ー チ が 最 も 一 般 的 で あ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 機 能

解 析 を 行 う に は 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 カ セ ッ ト に 加 え

て 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め の 発 現 カ セ ッ ト を 備

え た ベ ク タ ー が 必 要 で あ る 。 そ こ で 、 前 述 の 結 果 か ら 選 定 し

た 2 種 の G f . T E F 3 と G f . G A P D H の プロ モー タ ーと ター ミネ ー

ター のセ ッ トを 用い て、 ハ イグ ロマ イシ ン B 耐 性遺 伝子 h p h

を G f . G A P D H の プロ モー タ ーと ター ミネ ー ター の間 に連 結 し

た 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 カ セ ッ ト と 、 目 的 の 遺 伝 子 と し て

導 入 先 の 細 胞 内 で 遺 伝 子 が 発 現 し て い る か 否 か を 視 覚 的 に 容

易に 判別 す るこ とが でき る レポ ータ ー遺 伝 子を G f . T E F 3 の プ

ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の 間 に 連 結 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝

子発 現カ セ ット の 2 つを 組 み込 んだ ベク タ ーを 構築 し、 マ イ

タ ケ に 導 入 し て 生 体 内 で の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 有 無 を 調

べ た 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に は 、 緑 色 蛍 光 を 発 す る こ と で タ ン

パ ク 質 の 細 胞 内 の 挙 動 や 局 在 の 観 察 等 に 使 用 さ れ る オ ワ ン ク

ラゲ 由来 の 緑色 蛍光 タン パ ク質 遺伝 子（ E G F P）とプ ロモ ー タ

ー の 活 性 や 遺 伝 子 発 現 制 御 等 の 機 能 評 価 系 に 使 用 さ れ る ホ タ

ルル シフ ェ ラー ゼ遺 伝子（ L u c）を選 び、そ れぞ れの 遺伝 子 を

組み 込ん だ ベク ター を構 築 した 。E G F P を コー ド す る配 列は 、

E G F P の 配列 を有 する 市販 ベ ク タ ー、 p C R E B - E G F P（ C l o n t e c h ,  

U S A）を 鋳型 と し た P C R によ り 増幅 し、 I n  F u s i o n  ク ロー ニ

ング 法に よ り、 E G F P が G f . T E F 3 のプ ロモ ー ター とタ ーミ ネ
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ータ ーの 間 に位 置す るよ う に H i n d I I I と S a l I 処 理 によ り線 状

化し た p G F g a p d h - h p h と 連結・ク ロ ーニ ング す るこ とで 、E G F P

発現 ベク タ ー p G F g h t - E G F P を 構 築 した（図 3 - 5 A）。また 、 L u c

を コ ー ド す る 配 列 は 、 L u c の 配 列 を 有 す る 市 販 ベ ク タ ー 、

p TA L - L u c（ C l o n t e c h）を 鋳型 と し た P C R によ り増 幅し 、前述

の p G F g h t - E G F P を構 築し た とき と同 様の 方 法で L u c 発 現ベ ク

ター p G F g h t - L u c を構 築し た （図 3 - 5 B）。  

E G F P 発 現 ベク タ ー p G F g h t - E G F P をプ ロト プ ラス ト - P E G 法

によ り G f - N 2 株 に導 入し 、ハ イグ ロマ イシ ン B 耐 性を 示す 2 7

個の 菌体 を 取得 した 。この 2 7 個 の菌 体に つ いて 、 G f . T E F 3 の

プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー の そ れ ぞ れ 外 側 に 設 計 し た

p U C 1 9 - F 及 び M 1 3 - R プ ライ マー を 用い たゲ ノ ム P C R を 行い 、

その 内の E G F P 発 現カ セッ ト の導 入が 確認 さ れた 1 5 個 を形 質

転換 体と し た 。こ れら 1 5 個の 形 質 転換 体で E G F P の発 現の 有

無を 確認 す るた め、 P D A 平 板培 地で 培養 し た菌 糸体 にお け る

E G F P の 発 現量 を 定量 RT- P C R で 調べ たと こ ろ、 1 5 個の 形質

転換 体す べ て で E G F P の発 現が 確 認さ れた （ 図 3 - 6）。 また 、

E G F P の 発 現 量 は 形 質 転 換 体 に よ っ て 様 々 で あ っ た が 、 こ れ

ら の 差 は ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た ベ ク タ ー の 数 と ゲ ノ ム 内 に お

ける それ ら の位 置の 差異 に よる もの と推 測 され た。  

次 に 、 E G F P の 発 現 が 確 認 さ れ た 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 で

E G F P タ ンパ ク 質 が機 能し て いる か否 かを 、蛍 光 顕 微鏡 観察 に

よ る 菌 糸 内 の 緑 色 蛍 光 の 有 無 で 調 べ た 。 そ の 結 果 、 コ ン ト ロ

ール であ る G f - N 2 株で は蛍 光 が認 めら れな か った のに 対し て、

p G F g h t - E G F P を 導入 し て 得 た形 質転 換体 で は図 3 - 7 に 示す よ
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うに E G F P の蛍 光が 認め ら れた 。こ れら の 結果 から 、こ こ で

構築 し た E G F P 発現 ベク タ ー p G F g h t - E G F P は 、ベ クタ ーに 組

み込 ん だ E G F P をマ イタ ケ 生体 内で タン パ ク質 とし て十 分 に

活 性 が 確 認 で き る レ ベ ル で 発 現 可 能 な 性 能 を 有 す る こ と が 示

され た。  

L u c 発現 ベク タ ー p G F g h t - L u c に 関し ても 、 プロ トプ ラス ト

- P E G 法に より G f - N 2 株 に 導入 し 、ハ イグ ロ マイ シン B 耐 性

を示 す 2 0 個 の菌 体を 取得 し た。 これ らの 内 、ゲ ノ ム P C R に

より L u c 発 現カ セ ット の導 入 の有 無が 確認 さ れた 1 0 個の 形質

転 換 体 で 、 L u c の 発 現 の 有 無 を 菌 糸 体 か ら 調 製 し た 細 胞 粗 抽

出液 を用 い たル シフ ェラ ー ゼア ッセ イで 調 べた 。その 結果 、2

つの 形質 転 換体 （ LT # 1 及 び LT # 2） でル シフ ェ ラ ーゼ の活 性

が 確 認 さ れ た （ 図 3 - 8 ）。 こ の 結 果 は 、 L u c 発 現 ベ ク タ ー

p G F g h t - L u c も 、 E G F P 発現 ベク タ ー p G F g h t - E G F P を導 入し た

時 の 結 果 と 同 じ く 、 L u c を 活 性 が あ る タ ン パ ク 質 と し て 発 現

でき る性 能 を有 する こと を 示す もの であ っ た。  

以 上 の 結 果 か ら 、 マ イ タ ケ 栽 培 工 程 で 恒 常 的 に 高 発 現 す る

遺伝 子 G f . T E F 3 と G f . G A P D H の 2 種 のプ ロ モー タ ーと ター ミ

ネ ー タ ー の セ ッ ト を 用 い て ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と で 、 選 択

マ ー カ ー 遺 伝 子 に 加 え て 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 有 意 に 発 現 で

きる こと を レポ ータ ー遺 伝 子で あ る E G F P 及 び L u c を 発現 さ

せ、 その 活 性を 確認 する こ とに より 証明 し た。  

これ まで に 担子 菌類 で G F P の 発 現に 成功 し た事 例は 、ス エ

ヒロ タケ [ 2 1 ]、ツク リタ ケ [ 2 2 ]、ウシ グ ソヒ トヨ タ ケ [ 2 2 ]、ワ

カフ サタ ケ の一 種（ H e b e l o m a  c y l i n d ro s p o r u m） [ 2 3 ]、ヒラ タケ
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[ 1 4 ]、エ リン ギ [ 6 ]、マン ネ ンタ ケ （ G a n o d e r m a  l u c i d u m） [ 2 4 ]

など で報 告 され てい る。 そ の中 で、 G F P を レポ ータ ー分 子 と

し て 遺 伝 子 発 現 や タ ン パ ク 質 の 局 在 を モ ニ タ リ ン グ し て い る

報告 は 、ス エ ヒ ロタ ケ [ 2 5 ]、ツク リ タケ [ 2 6 ]、ウ シグ ソ ヒト ヨ

タ ケ [ 2 6 ]等 で あ る が 、 少 数 例 に と ど ま っ て い る 。 マ イ タ ケ に

おい ては 、こ れ まで に G F P を 発 現さ せた 報 告は なく 、こ こで

得ら れた 結 果が 初め ての 報 告で ある 。ま た、L u c に関 して は 、

担 子 菌 き の こ に お い て 発 現 に 成 功 し た 事 例 は 筆 者 が 知 る 限 り

な く 、 今 回 が 担 子 菌 き の こ で 初 め て の 報 告 で あ る 。 マ イ タ ケ

にお い て G F P や L u c を レポ ー ター 遺伝 子と し て様 々な 解析 に

利 用 し て い く に は 、 ベ ク タ ー を ゲ ノ ム 上 の 任 意 の 領 域 に 単 一

で 組 み 込 む 技 術 な ど 解 決 す べ き 課 題 は 多 々 あ る が 、 ま ず は 導

入 す る 遺 伝 子 の 細 胞 内 で の 発 現 を 可 視 化 ま た は 活 性 が 確 認 で

きた こと は 重要 な一 歩で あ る。  
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図3-5. EGFP発現ベクターとLuc発現ベクターの概略図
A: EGFP発現ベクター（pGFght-EGFP）は、Gf.TEF3プロモーターとターミネーター
の間にEGFPを連結したEGFP発現カセット、 Gf.GAPDHプロモーターとターミネー
ターの間にhphを連結したhph発現カセットの両方から構成される。B: Luc発現ベク
ター（pGFght-Luc）は、Gf.TEF3プロモーターとターミネーターの間にLucを連結し
たLuc発現カセット、 Gf.GAPDHプロモーターとターミネーターの間にhphを連結し
たhph発現カセットの両方から構成される。
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図3-6. pGFght-EGFPを導入して得られた形質転換体におけるEGFPの発現量
Gf-N2株及びpGFght-EGFPを導入して得られた15個の形質転換体（GT#）について、
PDA培地で培養した菌糸体におけるEGFPの発現量を定量RT-PCRにより解析した。
各サンプルのEGFP発現量は、Gf.CHS1の発現量を内部標準として正規化し、
Gf.CHS1の発現量を1とした時の相対値で算出した。
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図3-7. 蛍光顕微鏡による菌糸中のEGFP蛍光の観察
Gf-N2株とpGFght-EGFPを導入して得られた形質転換体からランダムに選んだGT#3

について、PDA培地で培養した菌糸体におけるEGFPの蛍光を蛍光顕微鏡により観
察した。左側に可視光下の顕微鏡画像、右側に青色励起光下の顕微鏡画像をそれぞ
れ示した。
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図3-8. pGFght-Lucを導入して得られた形質転換体のルシフェラーゼアッセイ
Gf-N2株とpGFght-Lucを導入して得られた形質転換体（LT#1, LT#2）について、
GPY培地で培養した菌糸体から調製した細胞粗抽出液を用いて、ルシフェラーゼ
アッセイを行った。ルシフェラーゼ活性は、1秒間あたりの光子数を細胞粗抽出液
中の総タンパク質量 1 mg に換算して示した。



第 3 章 マイタケの宿主・ベクター系の構築 

97 

 

3 . 4 .  ま と め  

マ イ タ ケ 栽 培 に お け る 子 実 体 形 成 を 含 む 様 々 な 生 体 機 構 を

遺 伝 子 レ ベ ル で 明 ら か に す る に は 、 そ れ に 関 わ る 個 々 の 遺 伝

子 の 機 能 を 知 る 必 要 が あ る 。 そ の た め に は 機 能 を 知 り た い 遺

伝 子 そ の も の の 働 き を 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ り 改 変 し 、 そ の

影 響 を 調 べ る 逆 遺 伝 学 的 手 法 の 適 用 が 必 要 と な る 。 そ こ で 、

本 研 究 で は 、 マ イ タ ケ で 遺 伝 子 機 能 解 析 に 必 要 な 外 来 か ら 遺

伝 子 の 導 入 を 可 能 と し 、 か つ 導 入 さ れ た 遺 伝 子 が 発 現 し て 機

能 を 有 す る タ ン パ ク 質 と し て 生 産 さ せ る た め の 宿 主 ・ ベ ク タ

ー 系 の 構 築 を 行 っ た 。 そ の 結 論 と し て 、 以 下 の よ う に 摘 要 さ

れる 。  

 

1 .  マイ タケ の 宿主・ベ ク ター 系 に利 用可 能な 選 択マ ーカ ー遺

伝子 を選 定 する ため、優 性マ ーカ ーと なる 薬 剤耐 性遺 伝子

が存 在す る ハイ グロ マイ シン B、G 4 1 8、ゼ オ シン 、オ ーレ

オバ シジ ン A に 対す るマ イ タケ の薬 剤感 受 性を 調べ た 。そ

の結 果、ハイ グ ロマ イシ ン B は 2 0  µ g / m l 以 上、G 4 1 8 は 4 0  

µ g / m l 以 上で マイ タケ の菌 糸 伸長 が完 全に 阻 害さ れる こと

がわ かり 、そ れら で薬 剤選 抜 が可 能で ある こ とが わか った 。

一方 で 、ゼ オシ ン 、オ ー レオ バシ ジ ン A は 供試 濃 度 では 感

受性 がな く、選択 マー カー と して 不適 であ る こと がわ かっ

た。  

 

2 .  ベ ク タ ー を 介 し て 細 胞 内 に 導 入 さ れ た 外 来 遺 伝 子 を 安 定

的 に 発 現 さ せ る に は 活 性 の 高 い プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ
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ータ ーが 必 要で あり 、その 候 補 とし て 、マ イ タ ケで 恒常 的

に 高 発 現 す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー を

利用 する こ とが 考え られ た 。そ こで 、マイ タ ケ 栽培 工程 中

の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら 恒 常 的 に 高 発 現 し て い る

遺伝 子と して G f . P S D 1、G f . T E F 3、G f . C Y P 1 と 、マ イ タケ の

生 育 に 必 要 不 可 欠 と 考 え ら れ 恒 常 的 に 発 現 し て い る 遺 伝

子と して G f . G A P D H と G f . C H S 1 を 加え た 5 遺伝 子 のプ ロモ

ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー を セ ッ ト と し て そ れ ぞ れ 用 い て 、

そ の 間 に 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て ハ イ グ ロ マ イ シ ン B

耐 性 遺 伝 子 h p h を 連 結 し た ベ ク タ ー 、 p G F p s d - h p h 、

p G F c y p 1 - h p h、 p G F t e f 3 - h p h、 p G F g a p d h - h p h、 p G F c h s - h p h を

構築 した 。  

 

3 .  2 .で 構築 し た 5 つの ベク タ ーを プロ トプ ラ スト - P E G 法に

より マイ タ ケ細 胞内 に導 入 し、ハ イグ ロマ イ シン B 耐 性 を

示す 形質 転 換体 を得 る こ と に成 功し た。ベク ター 構築 に用

いた 5 遺 伝子 のプ ロモ ータ ー とタ ーミ ネー タ ーの セッ トの

中で 活性 の 高い もの を選 定 する ため 、 5 つの ベク ター をそ

れ ぞ れ 導 入 し た と き の 形 質 転 換 効 率 を 比 較 し た と こ ろ 、

p G F t e f 3 - h p h 及 び p G F g a p d h - h p h が 他の 3 つの ベク ター より

高い こと が 判明 した ので 、 G f . T E F 3 及 び G f . G A P D H の プロ

モー ター と ター ミネ ータ ー のセ ット を高 活 性と 判断 し、次

の 遺 伝 子 機 能 解 析 用 の ベ ク タ ー 構 築 に 用 い る こ と に し た 。 
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4 .  3 .で 選 定 し た プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を

用い て構 築 した 遺伝 子発 現 ベク ター が、導入 され た宿 主細

胞 で ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ 機 能 解 析 し た い 遺 伝 子 を 発 現

でき る こ と を、レ ポー ター 遺 伝子 であ る 緑 色 蛍光 タン パク

質 遺 伝 子 （ E G F P） や ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ L u c）

を組 み込 ん だベ クタ ーを 作 製し、それ らに よ る形 質発 現の

程度 から 評 価し た。 E G F P、な い しは L u c を G f . T E F 3 プロ

モー ター と ター ミネ ータ ー の間 に連 結し て 構築 した E G F P

発 現 ベ ク タ ー （ p G F g h t - E G F P ） や L u c 発 現 ベ ク タ ー

（ p G F g h t - L u c）をそ れぞ れ マイ タケ に導 入 し、得ら れた 形

質転 換体 を 解析 した とこ ろ 、そ れぞ れの 菌 糸体 で E G F P に

由来 する 蛍 光と ルシ フェ ラ ーゼ 活性 が確 認 され た。  

 

以 上 の こ と か ら 、 マ イ タ ケ 遺 伝 子 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 及 び

タ ー ミ ネ ー タ ー を 用 い て 目 的 と す る 遺 伝 子 の 恒 常 的 発 現 を 可

能 に す る マ イ タ ケ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る と と も に 、

そ れ を マ イ タ ケ 細 胞 内 に 導 入 す る 技 術 を 確 立 す る こ と で 、 マ

イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 し た 。 こ こ で 構 築 し た マ イ

タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 は 、 後 述 の 遺 伝 子 機 能 解 析 を 行 う た

めの 基盤 技 術と なる 。  
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2 2 .  B u r n s  C ,  G r e g o r y  K E ,  K i r b y  M ,  C h e u n g  M K ,  R i q u e l m e  M ,  

E l l i o t t  T J ,  C h a l l e n  M P,  B a i l e y  A ,  F o s t e r  G D  ( 2 0 0 5 ) .  E f f i c i e n t  

G F P e x p r e s s i o n  i n  t h e  m u s h r o o m s  A g a r i c u s  b i s p o r u s  a n d  
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C o p r i n u s  c i n e re u s  r e q u i r e s  i n t r o n s .  F u n g a l  G e n e t i c s  a n d  

B i o l o g y  4 2 :  1 9 1 – 1 9 9 ;  d o i :  1 0 . 1 0 1 6 / j . f g b . 2 0 0 4 . 11 . 0 0 5 .  

2 3 .  R e k a n g a l t  D ,  Ve r n e r  M C ,  K ü e s  U ,  Wa l s e r  P J ,  M a r m e i s s e  R ,  

D e b a u d  J C ,  F r a i s s i n e t - Ta c h e t  L ( 2 0 0 7 ) .  G r e e n  f l u o r e s c e n t  

p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  t h e  s y m b i o t i c  b a s i d i o m y c e t e  f u n g u s  

H e b e l o m a  c y l i n d ro s p o r u m .  F E M S  M i c ro b i o l o g y  L e t t e r s  2 6 8 :  

6 7 – 7 2 ;  d o i :  1 0 . 1111 / j . 1 5 7 4 - 6 9 6 8 . 2 0 0 6 . 0 0 5 6 4 . x .  

2 4 .  S h i  L ,  F a n g  X ,  L i  M ,  M u  D ,  R e n  A ,  Ta n  Q ,  Z h a o  M ,  2 0 1 2 .  

D e v e l o p m e n t  o f  a  s i m p l e  a n d  e f f i c i e n t  t r a n s f o r m a t i o n  s y s t e m  

f o r  t h e  b a s i d i o m y c e t o u s  m e d i c i n a l  f u n g u s  G a n o d e r m a  

l u c i d u m .  Wo r l d  J o u r n a l  o f  M i c ro b i o l o g y  &  B i o t e c h n o l o g y  2 8 :  

2 8 3 – 2 9 1 ;  d o i :  1 0 . 1 0 0 7 / s 11 2 7 4 - 0 11 - 0 8 1 8 - z .  

2 5 .  E r d m a n n  S ,  F r e i h o r s t  D ,  R a u d a s k o s k i  M ,  S c h m i d t - H e c k  W,  

J u n g  E M ,  S e n f t l e b e n  D ,  K o t h e  E  ( 2 0 1 2 ) .  T r a n s c r i p t o m e  a n d  

f u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  m a t i n g  i n  t h e  b a s i d i o m y c e t e  

S c h i z o p h y l l u m  c o m m u n e .  E u k a r y o t i c  C e l l  11 :  5 7 1 – 5 8 9 ;  d o i :  

1 0 . 11 2 8 / E C . 0 5 2 1 4 - 11 .  

2 6 .  H e n e g h a n  M N ,  P o r t a  C ,  Z h a n g  C ,  B u r t o n  K S ,  C h a l l e n  M P,  

B a i l e y  A M ,  F o s t e r  G D  ( 2 0 0 9 ) .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  s e r i n e  

p r o t e i n a s e  e x p r e s s i o n  i n  A g a r i c u s  b i s p o r u s  a n d  C o p r i n o p s i s  

c i n e re a  b y  u s i n g  g r e e n  f l u o r e s c e n t  p r o t e i n  a n d  t h e  A .  

b i s p o r u s  S P R 1  p r o m o t e r .  A p p l i e d  a n d  E n v i ro n m e n t a l  

M i c ro b i o l o g y  7 5 :  7 9 2 – 8 0 1 ;  d o i :  1 0 . 11 2 8 / A E M . 0 1 8 9 7 - 0 8 .  
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第 4 章   推 定 転 写 因 子 G f . C R Z 1 の 過 剰 発 現 に よ る 機 能 解 析  

 

4 . 1 .  序 論  

第 3 章 で は、 第 2 章で 取 得し た マ イタ ケの ゲ ノム 配列 から

予 測 さ れ る 遺 伝 子 の 機 能 解 析 を す る た め の 基 盤 技 術 と し て 、

マ イ タ ケ で 目 的 と す る 遺 伝 子 の 恒 常 的 発 現 を 可 能 に す る 宿

主・ベ クタ ー系 が 構築 でき た こと につ いて 述 べた 。本章 では 、

こ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 用 い て 、 子 実 体 生 育 異 常 を 生 じ る 変

異 体 で 高 発 現 し て い る こ と か ら 見 出 さ れ た 転 写 因 子 と 推 定 さ

れる 遺伝 子 G f . C R Z 1 の機 能 解析 を 行っ た結 果 につ いて 述べ る。 

これ まで に 、マイ タケ M 5 1 株 の突 然変 異体 で 子実 体生 育異

常の 程度 が 異な る 2 種 類の 変 異 体 G f - A 1 株 及び G f - A 4 株 と正

常に 子実 体 分化 する G f - N 2 株を 用い た子 実 体分 化時 のマ イ ク

ロ ア レ イ に よ る 遺 伝 子 発 現 差 解 析 か ら 、 マ イ タ ケ の 子 実 体 分

化 に 重 要 な 機 能 を 有 し て い る と 推 定 さ れ る 遺 伝 子 を 明 ら か に

し て いる ［ 1］。 G f - A 1 株 は 原基 が 形 成 され て か ら 子 実 体分 化

が 進 行し な い 変 異 形 質を 有 し 、 G f - A 4 株 は 子 実 体 分 化 が進 行

す る が 菌 傘 が 開 か な い 変 異 形 質 を 有 し て い る 。 こ れ ら 両 変 異

株と 正常 に 子実 体分 化が 進 行す る G f - N 2 株 を比 べて 、そ れ ぞ

れ子 実体 分 化時 に 2 倍以 上 差示 的発 現を 示 す遺 伝子 を絞 込 み、

そ の 中 か ら 両 変 異 株 に 共 通 し て 発 現 差 異 の あ る 遺 伝 子 を 2 4

個 見 出 し て い る 。 こ れ ら の 内 、 転 写 因 子 と 唯 一 推 定 さ れ た の

が 、酵 母（ S a c c h a ro m y c e s  c e re v i s i a e）の 転 写因 子 C R Z 1 と相 同

性を 示す G f . C R Z 1 であ る。  
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S .  c e re v i s i a e の C R Z 1 は 、C a
2 +を介 した 種々 の 細胞 内シ グナ

ル 伝 達 を 担 う カ ル シ ニ ュ ー リ ン の 標 的 と な る 転 写 調 節 因 子 で

あ り 、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 依 存 的 な 種 々 の ス ト レ ス 応 答 遺 伝 子

の 転 写調 節 に 関 与 し てい る [ 2 ]。 C R Z 1 は カ ル シニ ュ ー リン に

よ り 脱 リ ン 酸 化 さ れ る こ と で 活 性 化 し 、 核 内 に 移 行 し て 標 的

遺 伝 子の 転 写 を 制 御 する [ 3 ]。 C R Z 1 は 構造 的 に 標 的 遺 伝子 の

プロ モー タ ー領 域に 結合 す るた め の C 2 H 2 型の ジン クフ ィ ン

ガー ドメ イ ンを 有し てお り [ 2 ]、その 他に カ ルシ ニュ ーリ ン に

よ る 脱 リ ン 酸 化 に 必 要 な カ ル シ ニ ュ ー リ ン 結 合 モ チ ー フ 及 び

s e r i n e - r i c h 領 域を 有し てい る [ 3 ,  4 ]。  

マイ タケ の G f . C R Z 1 は 3 4 5 残 基 のア ミノ 酸 から なる タン パ

ク質 であ り 、他 の菌 類で 知 られ ている C R Z 1 と の相 同性 は 、

酵母（ S .  c e re v i s i a e）と 2 4 %（ N P _ 0 1 4 3 7 1）、A s p e rg i l l u s  f u m i g a t u s

と 2 3 %（ X P _ 7 5 0 4 3 9）、イ ネい も ち 病菌 （ M a g n a p o r t h e  g r i s e a）

と 2 8 %（ X P _ 3 5 9 6 4 4）、灰 色 かび 病 菌（ B o t r y t i s  c i n e re a）と 2 9 %

（ X P _ 0 0 1 5 6 1 0 0 8）、 C a n d i d a  a l b i c a n s と 2 3 %（ E A K 9 7 6 0 5）、

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s と 3 3 %（ X P _ 5 6 6 6 1 3）で あっ た。 こ

れら との 配 列の 相同 性は 、 主に C 末端側 に ある 3 つの C 2 H 2

型ジ ンク フ ィン ガー ドメ イ ンに 位置 して い た。し かし なが ら、

G f . C R Z 1 は 、S .  c e re v i s i a e の C R Z 1 が有 する カ ルシ ニュ ーリ ン

結合 モチ ー フ及 び s e r i n e - r i c h 領 域と 類似 性 のあ るモ チー フ を

欠い てい た 。ま た、前 述の マイ クロ アレ イ 解析 から 、G f . C R Z 1

は G f - N 2 株に 比 べて 変異 体 であ る G f - A 1 株と G f - A 4 株 で 顕著

に発 現が 高 いが 、酵母 の 1 , 3 - β -グ ル カン 合成 酵 素遺 伝子（ F K S 2）

に 代 表 さ れ る カ ル シ ニ ュ ー リ ン に 制 御 さ れ て い る こ と が 知 ら
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れ て い る 遺 伝 子 の ホ モ ロ グ と な る マ イ タ ケ の 遺 伝 子 の 発 現 は 、

G f - N 2 株 と G f - A 1 株及 び G f - A 4 株と の間 で 大き な差 がな い こ

とが わか っ てい る [ 1 ]。し たが っ て、 G f . C R Z 1 は 、おそ ら くカ

ル シ ニ ュ ー リ ン を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 し て い な い

と考 えら れ た。  

G f . C R Z 1 は 、 子 実 体 分 化 時 の マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 か ら 見 出

され た G f - N 2 株 と比 較し て 変異 体 G f - A 1 株と G f - A 4 株 で 共通

し て 差 示 的 に 発 現 す る 2 4 遺 伝 子 の 中 で も 特 に 発 現 差 が 大 き

く 、 子 実 体 分 化 時 と 菌 糸 生 育 時 の 両 方 で 高 発 現 し て い る [ 1 ]。

こ の こ と か ら 、 G f . C R Z 1 が 転 写 因 子 と し て 機 能 し て い る な ら

ば 、 そ の 標 的 と し て 転 写 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 が 通 常 と は

異 な る こ と で 変 異 体 の 変 異 形 質 を 招 い て い る と 予 想 さ れ 、

G f . C R Z 1 を除 く 差 示的 発現 を する 2 3 遺伝 子の 中 にそ の遺 伝子

が存 在す る 可能 性が 考え ら れた 。そ こで 本 研究 では 、 第 3 章

で 構 築 し た マ イ タ ケ の 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー に 発 現 さ せ る 遺 伝

子と して G f . C R Z 1 を組 み込 ん だも のを G f - N 2 株に 導入 し、内

在の G f . C R Z 1 に 加え てベ ク ター によ り導 入 した G f . C R Z 1 を常

時 高 発 現 さ せ る こ と で 、 そ れ に よ り 発 現 に 影 響 を 受 け る 遺 伝

子 が 変 異 体 で 差 示 的 発 現 を す る 2 3 遺 伝 子 の 中 に あ る か を 調

べた 。ま た 、 G f . C R Z 1 を 過剰 発現 させ た G f - N 2 株 の形 質転 換

体の 菌叢 の 表現 型を 変異 体 G f - A 1 株 や G f - A 4 株の それ らと の

類 似 性 を 比 較 す る こ と で 、 G f . C R Z 1 の 高 発 現 が 菌 叢 の 表 現 型

に及 ぼす 影 響を 調べ た。  
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4 . 2 .  実 験 材 料 と 方 法  

4 . 2 . 1 .  供 試 菌 株 及 び 培 養 条 件  

マ イ タ ケ 形 質 転 換 実 験 に お け る 野 生 株 と し て 、 株 式 会 社 雪

国ま いた け に保 存さ れて い た市 販マ イタ ケ 菌株 M 5 1（森 産 業 ,  

日 本 ）で 、 正 常 な 子 実体 生 育 を す る 二核 菌 糸 株 で ある G f - N 2

株を 、子 実 体生 育異 常を 示 す突 然変 異体 と して 、 M 5 1 株 に 由

来す る G f - A 1 株 及び G f - A 4 株を 使用 した 。マイ タケ 菌株 の 継

代 培 養 に よ る 維 持 に は 、 ポ テ ト ブ ド ウ 糖 寒 天 （ P D A ） 培 地

（ O x o i d ,  U K）を 用い 、 2 5 ˚ C、暗 黒下 で培 養 した 。組 換 えプ ラ

スミ ドの 増 幅に は、 大腸 菌 J M 1 0 9 株 を使 用 し 1 0 0  μ g / m l のア

ンピ シリ ン （ Wa k o ,  日本 ）を 含 む L B 培 地 （ 1 %  p o l y p e p t o n e ,  

0 . 5 %  B a c t o  y e a s t  e x t r a c t ,  1 % N a C l ,  寒天 培地 と して 使用 する 場

合に は 1 . 5 % A g a r を追 加） で 培養 した 。  

 

4 . 2 . 2 .  マ イ タ ケ 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 構 築  

第 3 章 3 . 2 . 3 に 記 述 し た ベ ク タ ー の 構 築 方 法 に 基 づ き 、

I n - F u s i n  H D  C l o n i n g  K i t（ Ta K a R a ,  日本 ）を 用 いて 、ベ クタ ー

の構 築を 行 った 。ベ クタ ー 構築 に用 いる 各 D N A 断片の P C R

増幅 に使 用 した プラ イマ ー は、 表 4 - 1 に示 し た 。  

 

4 . 2 . 3 .  大 腸 菌 か ら の プ ラ ス ミ ド 調 製  

大腸 菌か ら のプ ラス ミド 調 製は、第 3 章 3 . 2 . 4 に 記 述し た方

法に 基づ い て行 った 。  
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4 . 2 . 4 .  マ イ タ ケ の 形 質 転 換 と 形 質 転 換 体 の 選 抜  

マ イ タ ケ の プ ロ ト プ ラ ス ト の 調 製 と プ ロ ト プ ラ ス ト - P E G

法に よる 形 質転 換は 、第 3 章 3 . 2 . 5 及び 3 . 2 . 6 に記 述し た方 法

に基 づい て 行っ た。形質 転換 体 の選 抜は 、最 初 に 5 0  µ g / m l の

ハイ グロ マ イシ ン B を添 加し た P D A 培 地に 生 育 させ 、ベク タ

ー に 組 み 込 ま れ た 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る ハ イ グ ロ マ イ シ

ン B 耐 性遺 伝 子 h p h によ り耐 性 を 獲得 した 菌 糸体 を選 抜し た。

次 に 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 と 共 に ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ 機 能

を知 りた い 遺伝 子で ある G f . C R Z 1 の配 列 が導 入 さ れて いる こ

とを コロ ニ ーダ イレ クト P C R に より 確認 し た。コ ロニ ーダ イ

レク ト P C R は、掻き とっ た 菌糸 を T E 緩 衝 液（ 1 0  m M  Tr i s - H C l ,  

1  m M  E D TA ,  p H  8 . 0） に懸 濁 した サ ンプ ルを 鋳 型に 、 K O D  F X  

N e o（ T O Y O B O ,  日 本 ） を 用 い て 行 っ た 。 P C R 条 件 は 、 9 4 ˚ C

で 2 分 間 の初 期 熱変 性後 、 9 8 ˚ C で 1 0 秒間 の 熱変 性、 5 8 ˚ C で

3 0 秒間 の アニ ー リン グ、 6 8 ˚ C で 3 分 間 の伸 長反 応 を 3 5 サイ

クル とし た 。 P C R 増幅 に使 用し たプ ライ マ ーは 、表 4 - 1 に示

し た 。 ベ ク タ ー の 導 入 が 確 認 さ れ た 形 質 転 換 体 が 二 核 菌 糸 を

維 持 し て い る こ と は 、 顕 微 鏡 下 で 菌 糸 に ク ラ ン プ コ ネ ク シ ョ

ンが 観察 さ れる こと で確 認 した 。  

 

4 . 2 . 5 .  R N A の 調 製 及 び 定 量 RT- P C R  

P D A 培地 で 培養 した 菌糸 体 を約 1 0 0  m g 分 掻 きと り、 ガラ

ス ビ ー ズ （ Φ 1  m m） 0 . 5  g と R N A z o l  RT  r e a g e n t（ M o l e c u l a r  

R e s e a r c h  C e n t e r ,  I n c . ,  U S A） 5 0 0  µ l を入 れた 2  m l スク リュ ー

キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ に 加 え て 、 直 ち に ビ ー ズ 式 細 胞 破 砕 装 置
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M i c r o  S m a s h  M S - 1 0 0（ T O M Y,  日 本） で 3 0 0 0  r p m、 3 分 間破 砕

し た 。 破 砕 液 か ら ガ ラ ス ビ ー ズ を 取 り 除 い た 後 、 R N A z o l  RT  

r e a g e n t に 付 属す るプ ロト コ ルに 従い 、 全 R N A を 調製 した 。

全 R N A から の c D N A 合 成は、R e v e r Tr a  A c e  q P C R  RT  M a s t e r  M i x  

w i t h  g D N A R e m o v e r（ T O Y O B O）を 用い て行 っ た。定 量 RT- P C R

は、P C R 用 試薬 に T H U N D E R B I R D  S Y B R  q P C R  M i x（ T O Y O B O）

を、 リア ル タイ ム P C R 装置 には C H R O M O 4（ B i o - R a d ,  U S A）

を使 用し て 行っ た。 P C R 条 件 は 、 9 5 ˚ C で 1 分 間 の初 期熱 変 性

後、9 5 ˚ C で 1 5 秒 間の 熱変 性 、6 0 ˚ C で 3 0 秒間 の 伸 長反 応後 に

蛍光 測定 す るこ とを 4 0 サイ ク ル とし た。各サ ン プ ルの 発現 量

を正 規化 す るた めの 内部 標 準遺 伝子 には G f . G A P D H を用 い、

相対 発現 量 の算 出は 、2 ( - D e l t a  D e l t a  C ( T ) )法 [ 5 ]によ り行 った 。

定 量 RT- P C R 解 析 は 、 解 析 す る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ き 、 3

回繰 り返 し て行 った 。定 量 RT- P C R に 使用 した プ ライ マー の

配列 は、 表 4 - 1 に示 した 。  
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表 4-1. 本研究で使用したプライマーの配列

Primer name Sequence (5' - 3')* Description

Ptef3-F2 ATCCTCTAGAGTCGACACTGGGTGGAAGCTAATAG

Ptef3-R TTCGAATATCTGGGCGACCG

Ttef3-F ACGTTGTCCGTCGCCGTTGTTG

Ttef3-R2 TGATTACGCCAAGCTCCTGCGATTGCATGGCTCATC

Gf.CRZ1-F GCCCAGATATTCGAAATGGAAGTCGACTCGGGATTC

Gf.CRZ1-R GGCGACGGACAACGTCTACGGCGTCTGGCGGTCG

CDP-F AATTGGATCCTCTAGAGTCG

CDP-R GGATAACAATTTCACACAGG

Gf.GAPDH-QPCR-F TGAACGATCCCTTCATTGACC

Gf.GAPDH-QPCR-R AGATAGGCTTGCCCTCAACG

Gf.CRZ1-QPCR-F TCATCCCTCTGCATCGTCATCTC

Gf.CRZ1-QPCR-R GCGCGATAACATGGAAGAAATCGG

Gf.FDH1-QPCR-F TCGCGGACTTATCAATGCTG

Gf.FDH1-QPCR-R CAGCGATGGCTTCCTTGTC

Gf.ODC1-QPCR-F ATTCTCAATGGCACAGGCAG

Gf.ODC1-QPCR-R GGAGGGAAGTAGTAGATGTC

* In-Fusion クローニングの際に必要な15 bpの付加配列を太字で示した。

Gf.ODC1 の定量RT-PCR用プライマー

Gf.TEF3 ターミネーター領域の増幅に使用

Gf.CRZ1 全長コード配列の増幅に使用

Gf.TEF3 プロモーター領域の増幅に使用

プラスミドベクター導入を確認するためのコロニーダイレクトPCRに使用

Gf.GAPDH の定量RT-PCR用プライマー

Gf.CRZ1 の定量RT-PCR用プライマー

Gf.FDH1 の定量RT-PCR用プライマー
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4 . 3 .  結 果 と 考 察  

4 . 3 . 1 .  マ イ タ ケ の G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 の 作 出  

G f . C R Z 1 を過 剰 発 現さ せる た めの ベク ター の 構築 には 、第 3

章 で レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子

E G F P やホ タ ルル シフ ェラ ー ゼ遺 伝 子 L u c の発 現 に成 功し て

い る G f . T E F 3 の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー を 用 い た 。

G f . C R Z 1 のコ ー ド領 域は 、 G f . C R Z 1 - F 及 び G f . C R Z 1 - R の プラ

イ マ ー を 用 い て 、 事 前 に ク ロ ー ニ ン グ し て お い た 全 長 c D N A

を鋳 型と し た P C R によ り 増幅 し た。 G f . T E F 3 の プ ロモ ータ ー

及び ター ミ ネー ター の領 域 は、 それ ぞ れ P t e f 3 - F 2 / P t e f 3 - R 及

び T t e f 3 - F / T t e f 3 - R 2 のプ ライ マ ー ペア を用 い て、 p G F t e f 3 - h p h

を鋳 型と し た P C R によ り増 幅 し た。 I n  F u s i o n  ク ロー ニン グ

法に より 、増 幅 し た各 D N A 断 片が G f . T E F 3 プ ロモ ー ター 断片 、

G f . C R Z 1 コー ド 領 域断 片 、G f . T E F 3 ター ミネ ー ター 断片 の順 に

な る よ う に 、 H i n d I I I と S a l I 処 理 に よ り 線 状 化 し た

p G F g a p d h - h p h と 連 結 し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 そ の 結 果 、

G f . T E F 3 プ ロモ ータ ーと タ ーミ ネー ター の 間 に G f . C R Z 1 を連

結し た G f . C R Z 1 発現 カセ ッ トと G f . G A P D H プ ロモ ータ ーと タ

ー ミ ネ ー タ ー の 間 に 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る ハ イ グ ロ マ イ

シン B 耐 性遺 伝 子 h p h を連 結し た h p h 発現 カセ ット の 2 つ を

組 み 込 ん だ G f . C R Z 1 発 現 ベ ク タ ー p G F g h t - C R Z 1 を 構 築 し た

（図 4 - 1）。  

p G F g h t - C R Z 1 を プロ トプ ラ スト - P E G 法に よ り G f - N 2 株に 導

入し 、ハ イ グロ マイ シン B で選 抜す るこ と で、 ハイ グロ マ イ

シン B 耐 性を 示 す 4 0 個 のク ロ ー ンを 取得 し た。 この 4 0 個の
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ク ロ ー ン に つ い て 、 G f . T E F 3 の プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー

ター のそ れ ぞれ 外側 に設 計 し た C D P - F 及 び C D P - R プラ イマ ー

を用 いて コ ロニ ーダ イレ ク ト P C R をす る こと で G f . C R Z 1 発現

カ セ ッ ト の 導 入 の 有 無 を 確 認 し 、 そ の う ち 導 入 が 確 認 さ れ た

3 0 個 を形 質転 換 体と して 得 た。次に 、取得 した 形質 転換 体 を

P D A 培地 で培 養 した 時の G f . C R Z 1 の 発現 量を 定 量 RT- P C R に

より 解析 し 、ベ クタ ーを 導 入し てい ない G f - N 2 株と 比較 し て

1 0 倍 以 上高 い G f . C R Z 1 発 現 量を 示 すも の を G f . C R Z 1 過 剰発 現

株と して 選 定し た。 その 結 果、 G f . C R Z 1 の 発 現量 が G f - N 2 株

より 2 5 倍高 い 形 質転 換体 # 1（ + G f . C R Z 1  # 1）と 1 3 倍高 い形 質

転換 体 # 2 1（ + G f . C R Z 1  # 2 1）の 2 つの G f . C R Z 1 過 剰発 現株 を取

得し た。 こ れら G f . C R Z 1 過剰 発 現 株に おけ る G f . C R Z 1 発現 量

は 、 G f - N 2 株 や G f . C R Z 1 発 現 カ セ ッ ト を 持 た な い

p G F g a p d h - h p h を 導入 して 得 たコ ント ロー ル の形 質転 換株（ C T）

に 比 べ て 1 0 倍 以 上 有 意 に 高 く 、 変 異 体 で あ る G f - A 1 株 や

G f - A 4 株 の そ れ ら と 同程 度 に 高 発 現 して い る 状 態 を 再現 す る

こと がで き た（ 図 4 - 2）。  

 

  



第 4 章 推定転写因子 Gf.CRZ1 の過剰発現による機能解析 

114 

 

 

 

 

  

pGFght-CRZ1

8764 bp

1

Gf.GAPDH

hph

Gf.GAPDH

Gf.TEF3

Gf.CRZ1

Gf.TEF3

ori

amp

promoter

promoterterminator

terminator

r

図4-1. Gf.CRZ1発現ベクターの概略図
Gf.CRZ1発現ベクター（pGFght-CRZ1）は、Gf.TEF3プロモーターとターミネーター
の間にGf.CRZ1を連結したGf.CRZ1発現カセット、 Gf.GAPDHプロモーターとターミ
ネーターの間にhphを連結したhph発現カセットから構成される。
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図4-2. Gf.CRZ1過剰発現株におけるGf.CRZ1の発現量
Gf.CRZ1過剰発現株+Gf.CRZ1 #1及び+Gf.CRZ1 #21、変異体Gf-A1株及びGf-A4株、
Gf-N2株、CT株をそれぞれPDA培地で培養した時の菌糸体におけるGf.CRZ1の発現
量を定量RT-PCRにより解析した。各サンプルのGf.CRZ1発現量はGf.GAPDHの発現
量を内部標準として正規化し、 Gf-N2株の発現量を1とした時の相対値で算出した。
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4 . 3 . 2 .  G f . C R Z 1 の 過 剰 発 現 に よ り 発 現 に 影 響 を 受 け る 遺 伝 子

の 探 索  

G f . C R Z 1 は、 G f - N 2 株と 比 較し て 変異 体 G f - A 1 株 と G f - A 4

株で 共通 に 差示 的に 発現 する 2 4 遺伝 子の 中 で、唯 一転 写因 子

を コ ー ド し て い る と 推 定 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。 し た が っ て 、

G f . C R Z 1 が 高 発 現 し て い る こ と で 転 写 制 御 さ れ て い る 遺 伝 子

が、G f . C R Z 1 を 除 いた 残り の 2 3 遺 伝子 の中 に 存在 して いる 可

能性 が考 え られ た。 そこ で 、 G f - N 2 株で G f . C R Z 1 を過 剰発 現

さ せ た 形 質 転 換 体 （ 以 降 、 G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 ） で 発 現 量 が

変化 して い る遺 伝子 が、変 異体 G f - A 1 株と G f - A 4 株で 共通 に

差示 的発 現 する 2 3 遺伝 子の 中 に存 在し てい る かを 調べ た。変

異体 G f - A 1 株と G f - A 4 株で 共 通 に差 示的 に 発現 する 2 3 遺伝

子 は 、 子 実 体 分 化 時 の 発 現 量 の 比 較 か ら 見 出 さ れ た 遺 伝 子 で

あ り 、 そ の 中 に は 菌 糸 生 育 段 階 で は 発 現 量 に 差 が 見 ら れ な い

も の も あ る 。 ま た 、 配 列 の 相 同 性 に よ る 機 能 注 釈 か ら 機 能 が

推定 でき な いも のも あ る 。そこ で、 2 3 遺 伝 子の 中か ら菌 糸 生

育時 にお い ても G f - N 2 株 と変 異 体 G f - A 1 株と G f - A 4 株 で 発現

差 が あ る こ と が 確 認 さ れ て い て 、 か つ 機 能 が 推 定 で き る 遺 伝

子 と し て 、 N A D 依 存 性 ギ 酸 脱 水 素 酵 素 （ F D H ） 遺 伝 子

（ G f . F D H 1）、 ア ク ア ポ リ ン 様 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 （ G f . A Q P 1）、

グ リ コ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ  フ ァ ミ リ ー 2 9（ G H 2 9） タ ン パ ク 質

遺伝 子を 選 び、 G f . C R Z 1 過 剰 発現 株が P D A 培 地で 菌糸 生育 し

てい る時 の これ ら遺 伝子 の 発現 量を 定 量 RT- P C R に より 解析

した。そ の結 果、G f . F D H 1 の 発現 が、G f - N 2 株や C T 株に 比 べ

て G f . C R Z 1 過剰 発現 株で 高 いこ とが 判明 し 、そ の発 現レ ベ ル
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は変 異体 で ある G f - A 1 株 及び G f - A 4 株 と同 等 で あっ た（ 図

4 - 3）。一 方 で、G f . A Q P 1 及び G H 2 9 タン パク 質 遺伝 子の 発現 量

は、G f . C R Z 1 過 剰 発現 株と G f - N 2 株及 び C T 株 の間 で顕 著な 差

は 見 ら れ な か っ た （ d a t a  n o t  s h o w n ）。 こ れ ら の 結 果 か ら 、

G f . C R Z 1 の 発 現 は G f . F D H 1 の 発 現に 影響 を 及ぼ すこ とが 示 唆

され た。  

F D H は 、N A D 存 在下 でギ 酸 を酸 化し 、C O 2 と N A D H を 生 成

す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 で あ り 、 白 色 腐 朽 菌 に お い て は 細 胞

内の シュ ウ 酸代 謝に 関わ る こと が示 唆さ れ てい る [ 6 ,  7 ]。シュ

ウ 酸 は 、 基 本 的 に ク エ ン 酸 （ T C A） 回 路 及 び グ リ オ キ シ ル 酸

（ G L O X） 回 路 か ら 生 合 成 さ れ る 有 機 酸 で あ り [ 8 ]、 細 胞 内 の

シ ュ ウ 酸 は 、 シ ュ ウ 酸 脱 炭 酸 酵 素 （ O D C） に よ り ギ 酸 に 分 解

され 、続 いて F D H によ り C O 2 に 迅速 に分 解 され る経 路が 、白

色 腐 朽 菌 で あ る C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a [ 9 ]と マ ツ ノ オ オ

ウズ ラタ ケ（ D i c h o m i t u s  s q u a l e n s） [ 1 0 ]にお いて 提 唱 され てい

る。白色 腐 朽菌 で は、シュ ウ 酸の 分 解の 際に O D C 遺 伝子 の発

現 と F D H 遺 伝 子 の 発 現 は 同 調 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い

る こ と か ら [ 1 0 ]、 同 じ 白 色 腐 朽 菌 で あ る マ イ タ ケ に お い て も

O D C 遺 伝 子と G f . F D H 1 は 同じ 制御 を受 けて い る可 能性 が予 想

され たの で 、G f . C R Z 1 過 剰発 現株 にお ける O D C 遺 伝子 の発 現

変 動 を 調 べ た 。 ま ず 、 マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の 相 同 性

解析 から 、O D C をコ ード す るこ と推 定が さ れる 遺伝 子を 検 索

し た 結 果 、 マ イ タ ケ に は 少 な く と も G f . O D C 1 、 G f . O D C 2 、

G f . O D C 3、 G f . O D C 4 の 4 つ の 遺伝 子が 存在 す るこ とが わか っ

た。 次に 、 これ ら 4 つ の 遺伝 子 に関 して 、 G f . C R Z 1 過 剰発 現
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株 + G f . C R Z 1  # 1 及 び + G f . C R Z 1  # 2 1、変異 体 G f - A 1 株 及び G f - A 4

株、 G f - N 2 株、 C T 株 を それ ぞ れ P D A 培 地で 培養 した 時の 菌

糸 体 に お け る 発 現 量 を 定 量 RT- P C R に よ り 解 析 し た 結 果 、

G f . O D C 1 の 発 現 が、 G f - N 2 株 や C T 株 に 比べ て G f . C R Z 1 過剰

発現 株 + G f . C R Z 1  # 1 及 び + G f . C R Z 1  # 2 1 と 変 異体 で ある G f - A 1

株及 び G f - A 4 株 で有 意に 高 いこ とが わか っ た（ 図 4 - 3）。そ れ

とは 反対 に 、G f . O D C 2、G f . O D C 3、G f . O D C 4 の 発 現量 は 、解 析

し た 菌 株 の 間 で 顕 著 な 差 が 認 め ら れ な か っ た （ d a t a  n o t  

s h o w n）。こ れら の 結果 から 、G f . C R Z 1 は 、G f . O D C 1 及 び G f . F D H 1

の 転 写 レ ベ ル を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 正 に 制 御 し て い る 可 能

性が 示唆 さ れた（図 4 - 4）。一方 で 、そ の他 の 3 つ の O D C 遺伝

子は 、お そ らく G f . O D C 1 と は異 な る制 御下 に ある と考 えら れ

た。  

シュ ウ酸 は、木 材 腐朽 菌の 木 質分 解に おい て、M n のキ レー

ト 剤 と し て 、 あ る い は 過 酸 化 水 素 を 供 給 す る た め の 基 質 と し

て 、 マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 を 刺 激 す る こ と で 、 リ

グ ニ ン 分 解 に 重 要 な 機 能 を 果 た し て い る こ と が 明 ら か に さ れ

てい る [ 1 1 ,  1 2 ]。し た がっ て 、木 材 腐朽 菌に おい て シュ ウ酸 の

代 謝 は 、 生 育 す る 環 境 条 件 に 応 じ て 制 御 さ れ て い る こ と が 予

想さ れる 。菌 類 の O D C の制 御に 関す る研 究 とし て 、低 p H 環

境 下 で O D C の 活 性 が 上 昇 す る こ と が カ ワ ラ タ ケ （ Tr a m e t e s  

v e r s i c o l o r）で 報 告さ れて お り [ 1 3 ]、また 、 O D C 遺 伝 子の 発現

量 が 増 加 す る こ と が エ ノ キ タ ケ （ F l a m m u l i n a  v e l u t i p e s） [ 1 4 ]

と D .  s q u a l e n s [ 1 0 ]で報告 さ れて い る。 しか し なが ら、 木材 腐

朽 菌 に お い て 、 シ ュ ウ 酸 代 謝 の 調 節 に 関 わ る 転 写 因 子 に 関 し
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て は ほ と ん ど わ か っ て い な い 。 し た が っ て 、 本 研 究 で 転 写 因

子と 推定 さ れ る G f . C R Z 1 とシ ュウ 酸の 分解 に 関わ る G f . O D C 1

及び G f . F D H 1 と の関 連が 示 唆さ れた こと は 、木 材腐 朽菌 に お

け る シ ュ ウ 酸 代 謝 制 御 を 理 解 す る 上 で 重 要 な 知 見 に な る と 考

えら れる 。  
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図4-3. Gf.CRZ1過剰発現株におけるGf.FDH1とGf.ODC1の発現量
Gf.CRZ1過剰発現株+Gf.CRZ1 #1及び+Gf.CRZ1 #21、変異体Gf-A1株及びGf-A4株、
Gf-N2株、CT株をそれぞれPDA培地で培養した時の菌糸体におけるGf.FDH1（A）
及びGf.ODC1（B）の発現量を定量RT-PCRにより解析した。各サンプルの発現量は、
Gf.GAPDHの発現量を内部標準として正規化し、 Gf-N2株の発現量を1とした時の相
対値で算出した。
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図4-4. 白色腐朽菌におけるシュウ酸代謝経路の概略とシュウ酸分解に関わる遺伝子
の発現量比較
白色腐朽菌のシュウ酸代謝経路の概略を実線で、本研究から推定されたGf.CRZ1の
機能的役割を点線で示した。Gf-N2株（N2）、Gf-A1株（A1）、Gf-A4 株（A4）、
+Gf.CRZ1 #1 （#1）、+Gf.CRZ1 #21 （#21）における各遺伝子の発現量は、定量RT-

PCR解析により得たGf-N2株の発現量を1とした時の相対値を右下のグレースケール
で表した発現レベルにしたがって示した。
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4 . 3 . 3 .  G f . C R Z 1 の 過 剰 発 現 が 表 現 型 に 及 ぼ す 影 響 の 解 析  

G f . C R Z 1 の 発 現 が 高 い こ と が 、 変 異 体 で あ る G f - A 1 株 や

G f - A 4 株 の 子 実 体 生 育異 常 を 含 む 特 異的 な 表 現 型 に 寄与 し て

い る な ら ば 、 G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 は 、 こ れ ら の 変 異 体 株 と 共

通 の 生 育 異 常 を 示 す こ と が 予 想 さ れ る 。 こ の こ と を 検 証 す る

に は 、 G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 の 子 実 体 を 発 生 さ せ る こ と が 最 も

有 効 で あ る が 、 遺 伝 子 組 換 え に よ り 得 た 形 質 転 換 体 の 子 実 体

発 生 に は 、 研 究 室 規 模 で マ イ タ ケ を 栽 培 で き る 環 境 を 整 え る

必 要 が あ る 。 し か し な が ら 、 マ イ タ ケ を 研 究 室 規 模 で 栽 培 で

き る よ う ス ケ ー ル ダ ウ ン し 、 子 実 体 を 安 定 的 に 発 生 で き る よ

う に 栽 培 環 境 を 最 適 化 す る に は 、 解 決 す べ き 点 が 多 く 容 易 で

はな い 。そ こ で 、変異 体で ある G f - A 1 株と G f - A 4 株は 、平板

培地 上の 菌 糸生 育時 にお い ても G f - N 2 株に 比 べ て菌 糸密 度 が

低 く 、 菌 叢 が 薄 い 特 徴 あ る 表 現 型 を 示 す こ と か ら 、 平 板 培 地

にお ける 菌 叢の 状態 を調 べ るこ とで G f . C R Z 1 過 剰発 現株 の 表

現型 を評 価 する こと にし た 。  

平 板 培 地 に お け る 菌 叢 を 比 較 す る た め 、 G f . C R Z 1 過 剰 発 現

株で ある + G f . C R Z 1  # 1 及び + G f . C R Z 1  # 2 1、変 異 体で ある G f - A 1

株及び G f - A 4 株 、 G f - N 2 株 、 C T 株を それ ぞれ P D A 培地 で 、

2 5 ˚ C、暗 黒 下で 1 6 日 間培 養し た 菌叢 を比 較 した （図 4 - 5）。

G f . C R Z 1 過剰 発 現 株は 、G f - N 2 株 や C T 株 に比 べて 、菌 糸生 長

が 遅 い こ と に 加 え 、 菌 糸 密 度 が 低 く 、 菌 叢 が 薄 か っ た 。 菌 糸

密 度 が 低 い の は 、 特 に 菌 叢 の 周 縁 部 で 顕 著 で あ り 、 そ の 形 状

も歪 であ っ た 。一 方で 、変 異体 で あ る G f - A 1 株 と G f - A 4 株は 、

G f - N 2 株 や C T 株 に比 べて 、 菌糸 生長 の速 度 は変 わら ない が、
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菌 糸 密 度 が 低 く 、 菌 叢 が 薄 か っ た 。 G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 と 変

異 株 を 比 較 す る と 、 菌 糸 生 長 速 度 に は 違 い が 見 ら れ る が 、 菌

糸密 度が 低 く、菌 叢が 薄い 点 では 共通 した 特 徴が 認め られ た。

こ れ ら の こ と か ら 、 G f . C R Z 1 の 発 現 が 高 い こ と が 、 異 常 な 菌

糸 生 育 を 生 じ る 要 因 の 一 つ と な っ て い る と 推 察 さ れ た 。 特 に

薄 い 菌 叢 の 形 成 は 、 G f . C R Z 1 の 発 現 が 培 地 表 面 上 の 菌 糸 よ り

も 気 中 菌 糸 の 生 長 に 強 く 影 響 し 、 そ の 結 果 と し て 菌 糸 密 度 の

低下 をも た らし たこ とに よ るも のと 推測 さ れた 。4 . 3 . 2 の結 果

か ら 、 G f . C R Z 1 は シ ュ ウ 酸 の 分 解 に 関 わ る G f O D C 1 及 び

G f . F D H 1 の 転写 レベ ルを 正 に制 御す るこ と が示 唆さ れて い る。

シ ュ ウ 酸 は 、 生 物 に と っ て 毒 性 を 示 す こ と か ら 、 そ の 濃 度 は

細 胞 内 外 で 厳 密 に 制 御 さ れ て い る も の と 思 わ れ る 。 白 色 腐 朽

菌は 、シ ュ ウ酸 の 過剰 な細 胞 内蓄 積を 防ぐ た めに O D C が 細 胞

内 の シ ュ ウ 酸 レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル す る の に 主 要 な 役 割 を 果

た し て い る と の 説 が 提 唱 さ れ て い る [ 1 5 ] 。 し た が っ て 、

G f . C R Z 1 の 恒 常 的 高 発 現 は 、 シ ュ ウ 酸 代 謝 を 乱 す こ と に 繋 が

り 、 そ の 結 果 と し て 正 常 な 菌 糸 生 長 が 阻 害 さ れ て い る こ と が

考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 G f . C R Z 1 の 下 流 に 位 置 す る タ ー

ゲッ トと な る遺 伝子 を同 定 し、 G f O D C 1 及 び G f . F D H 1 の 発 現

上 昇 や 正 常 な 菌 糸 生 育 の 阻 害 に 繋 が る メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る

には 、更な る解 析 が必 要と 考 えら れる 。この 次の 解 析と して 、

G f . C R Z 1 の タ ー ゲ ッ ト を 同 定 す る た め に 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈

降 法 解 析 、 G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析

や G f . C R Z 1 過剰 発現 株の 子 実体 を発 生さ せ たと きの 表現 型 の
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確 認 な ど を 行 う こ と で 、 G f . C R Z 1 の 詳 細 な 機 能 解 明 に 繋 が る

と考 えら れ る。  
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CT +Gf.CRZ1 #1 +Gf.CRZ1 #21

図4-5.平板培地上の菌糸生育におけるGf.CRZ1過剰発現株の表現型
Gf.CRZ1過剰発現株+Gf.CRZ1 #1及び+Gf.CRZ1 #21、変異体Gf-A1株及びGf-A4株、
Gf-N2株、CT株をPDA培地で、25˚C、暗黒下で16日間培養した時の菌叢の状態を比
較した。
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4 . 4 .  ま と め  

本 研 究 では 、 子 実 体 生 育異 常 を 生 じ る 変異 体 で ある G f - A 1

株と G f - A 4 株で 高発 現し て いる こと から 見 出さ れた 転写 因 子

と推 定 され る G f . C R Z 1 の機 能を 明 らか にす る ため 、 G f . C R Z 1

発現 ベク タ ーを G f - N 2 株 に導 入 す るこ とに よ り G f . C R Z 1 を 過

剰 発 現 さ せ た 形 質 転 換 体 （ G f . C R Z 1 過 剰 発 現 株 ） を 作 出 し 、

その 遺伝 子 発現 と菌 叢の 形 質を G f - A 1 株 や G f - A 4 株 、及 び

G f - N 2 株 の そ れ ら と 比較 解 析 し た 。 その 結 果 、 以 下 のよ う に

摘要 され る 結論 を得 た。  

 

1 .  G f . C R Z 1 発現 ベ クタ ー p G F g h t - C R Z 1 を構 築 し、 G f - N 2 株 に

導入 する こ とで 、 G f - N 2 株 よ り も G f . C R Z 1 の 発 現量が 1 0

倍以 上高 い G f . C R Z 1 過剰 発現 株 を 作出 した 。  

 

2 .  G f . C R Z 1 過 剰発 現 株で G f . C R Z 1 の 過剰 発現 に より 発現 量が

変化 して い る遺 伝子 が、G f . C R Z 1 と同 じく 変 異体 G f - A 1 株

や G f - A 4 株で 共 通に 差示 的 発現 を示 し た 2 3 遺 伝 子の 中に

存在 する か を調 べた とこ ろ、N A D 依存 性ギ 酸 脱水 素酵 素遺

伝子 G f . F D H 1 の 発現 が高 い こと がわ かっ た 。  

 

3 .  白色 腐朽 菌 では、シュ ウ酸 は シュ ウ酸 脱炭 酸 酵素 によ りギ

酸に 分解 さ れ、 続い てギ 酸 は N A D 依 存性 ギ 酸脱 水素 酵素

によ り C O 2 に分 解さ れる こ とが 知ら れて い るの で、マ イ タ

ケの ゲノ ム から 予測 され た 4 つの シュ ウ酸 脱 炭酸 酵素 遺伝

子 G f . O D C 1、 G f . O D C 2、 G f . O D C 3、 G f . O D C 4 の 発 現量 を解
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析し たと こ ろ、G f . O D C 1 の 発現が G f . C R Z 1 過剰 発 現 株と 変

異 体 G f - A 1 株 及 び G f - A 4 株 に 共 通し て高 い こと がわ かっ た。

この こと か ら、G f . C R Z 1 は、シ ュ ウ 酸分 解に 関 わ る G f . O D C 1

と G f . F D H 1 の 発 現を 正に 調 節し てい るこ と が 示 唆 さ れ た 。 

 

4 .  G f . C R Z 1 過剰 発 現 株の 平板 培 地培 養時 の菌 糸 生育 にお け

る表 現型 を 調べ たと ころ 、 G f - N 2 株に 比べ て 菌糸 生長 が

遅い こと に 加え 、菌 糸密 度 が低 く、菌叢 が 薄か った 。こ

のよ うな 菌 糸密 度が 低く 、菌 叢 が薄 い点 は 、変 異体 であ

る G f - A 1 株 や G f - A 4 株と 類 似し て いた こと か ら、G f . C R Z 1

の 恒 常 的 高 発 現 は 正 常 な 菌 糸 生 長 を 妨 げ る こ と が 示 唆

され た。  
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9 .  Wa t a n a b e  T,  H a t t o r i  T,  Te n g k u  S ,  S h i m a d a  M  ( 2 0 0 5 ) .  

P u r i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  N A D - d e p e n d e n t  f o r m a t e  

d e h y d r o g e n a s e  f r o m  t h e  w h i t e - r o t  f u n g u s  C e r i p o r i o p s i s  

s u b v e r m i s p o r a  a n d  a  p o s s i b l e  r o l e  o f  t h e  e n z y m e  i n  o x a l a t e  

m e t a b o l i s m .  E n z y m e  a n d  M i c ro b i a l  Te c h n o l o g y  3 7 :  6 8 – 7 5 ;  

d o i :  1 0 . 1 0 1 6 / j . e n z m i c t e c . 2 0 0 5 . 0 1 . 0 3 2 .  

1 0 .  M ä k e l ä  M R ,  S i e t i ö  O M ,  d e  V r i e s  R P,  Ti m o n e n  S ,  H i l d é n  K  

( 2 0 1 4 ) .  O x a l a t e - m e t a b o l i s i n g  g e n e s  o f  t h e  w h i t e - r o t  f u n g u s  

D i c h o m i t u s  s q u a l e n s  a r e  d i f f e r e n t i a l l y  i n d u c e d  o n  w o o d  a n d  

a t  h i g h  p r o t o n  c o n c e n t r a t i o n .  P L o S  O N E  9 ( 2 ) :  e 8 7 9 5 9 ;  d o i :  

1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 8 7 9 5 9 .  

1 1 .  K u a n  I C ,  Ti e n  M  ( 1 9 9 3 ) .  S t i m u l a t i o n  o f  M n  p e r o x i d a s e  

a c t i v i t y :  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  o x a l a t e  i n  l i g n i n  b i o d e g r a d a t i o n .  
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P ro c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  

U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a  9 0 :  1 2 4 2 – 1 2 4 6 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 9 0 . 4 . 1 2 4 2 .  

1 2 .  U r z ú a  U ,  K e r s t e n  P J ,  Vi c u ñ a  R  ( 1 9 9 8 ) .  M a n g a n e s e  p e r o x i d a s e  

d e p e n d e n t  o x i d a t i o n  o f  g l y o x y l i c  a n d  o x a l i c  a c i d s  

s y n t h e s i z e d  b y  C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a  p r o d u c e s  

e x t r a c e l l u l a r  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  A p p l i e d  a n d  E n v i ro n m e n t a l  

M i c ro b i o l o g y  6 4 :  6 8 – 7 3 .  

1 3 .  Z h u  C X ,  H o n g  F  ( 2 0 1 0 ) .  I n d u c t i o n  o f  a n  o x a l a t e  

d e c a r b o x y l a s e  i n  t h e  f i l a m e n t o u s  f u n g u s  Tr a m e t e s  v e r s i c o l o r  

b y  a d d i t i o n  o f  i n o r g a n i c  a c i d s .  A p p l i e d  B i o c h e m i s t r y  a n d  

B i o t e c h n o l o g y  1 6 0 :  6 5 5 – 6 6 4 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 0 7 / s 1 2 0 1 0 - 0 0 9 - 8 5 7 1 - 6 .  

1 4 .  A z a m  M ,  K e s a r w a n i  M ,  C h a k r a b o r t y  S ,  N a t a r a j a n  K ,  D a t t a  A 

( 2 0 0 2 ) .  C l o n i n g  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  5 ′ - f l a n k i n g  

r e g i o n  o f  t h e  o x a l a t e  d e c a r b o x y l a s e  g e n e  f r o m  F l a m m u l i n a  

v e l u t i p e s .  T h e  B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  3 6 7 :  6 7 – 7 5 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 4 2 / b j 2 0 0 11 5 7 3 .  

1 5 .  M ä k e l ä  M ,  G a l k i n  S ,  H a t a k k a  A ,  L u n d e l l  T  ( 2 0 0 2 ) .  

P r o d u c t i o n  o f  o r g a n i c  a c i d s  a n d  o x a l a t e  d e c a r b o x y l a s e  i n  

l i g n i n - d e g r a d i n g  w h i t e  r o t  f u n g i .  E n z y m e  a n d  M i c ro b i a l  

Te c h n o l o g y  3 0 :  5 4 2 – 5 4 9 ;  d o i :  

1 0 . 1 0 1 6 / s 0 1 4 1 - 0 2 2 9 ( 0 2 ) 0 0 0 1 2 - 1 .  
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第 5 章   R N A i に よ る マ イ タ ケ の 遺 伝 子 機 能 解 析  

 

5 . 1 .  序 論  

ゲ ノ ム 配 列 や R N A 配 列 の 大 規 模 解 析 や マ イ ク ロ ア レ イ な

ど に よ る 網 羅 的 遺 伝 子 発 現 解 析 か ら 得 ら れ る 情 報 は 、 生 物 が

持 つ 様 々 な 遺 伝 子 の 役 割 や 機 能 を 推 測 す る 上 で 重 要 な 根 拠 と

な る が 、 各 々 の 遺 伝 子 の 生 体 に お け る 機 能 を 確 定 す る に は 遺

伝子 個々 に 機能 解析 をす る 必要 があ る。遺伝 子 機 能 解 析 に は、

対 象 と す る 遺 伝 子 の 機 能 を 人 為 的 に 破 壊 あ る い は 発 現 を 変 化

さ せ る こ と に よ っ て そ の 表 現 型 へ の 影 響 を 調 べ る 、 い わ ゆ る

逆遺 伝学 的 手法 が有 効な 手 段と なる 。本 章 では 、 第 3 章 で 構

築 し た マ イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 用 い て 、 マ イ タ ケ で 逆

遺 伝 学 的 手 法 に よ り 遺 伝 子 機 能 解 析 を 行 う の に 必 要 な 基 盤 技

術の 確立 を 試み た。  

解 析 の 対 象 と す る 遺 伝 子 （ 標 的 遺 伝 子 ） の 機 能 を 人 為 的 に

破 壊 す る 一 般 的 方 法 と し て 、 標 的 遺 伝 子 も し く は そ れ に 隣 接

す る 領 域 と 相 同 な 配 列 を 含 む よ う に 構 築 し た D N A 構 築 物 を

細胞 内に 導 入し 、生物 が本 来 持つ 相同 組換 え 機構 を利 用し て、

ゲ ノ ム 上 の 標 的 遺 伝 子 と 置 換 す る 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 法 が

ある （図 5 - 1）。 酵母 では 高 い確 率で 遺伝 子 ター ゲテ ィン グ を

行 う こ と が で き る が 、 酵 母 以 外 の 真 核 生 物 で は 非 相 同 組 換 え

に よ り 導 入 さ れ た D N A 構 築 物 は ゲ ノ ム 上 の 特 定 の 位 置 で は

な く ラ ン ダ ム な 位 置 に 組 み 込 ま れ る こ と が 多 く 、 標 的 遺 伝 子

が 的 確 に 改 変 さ れ る 確 立 （ 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 効 率 ） は 著

しく 低い 。導 入さ れた D N A 構築 物 がゲ ノム 配 列内 に組 み込 ま
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れ る 際 に は D N A 二 本 鎖 切 断 修 復 と 同 様 の 機 構 が 働 く と 考 え

ら れ て お り 、 そ の 主 要 な 修 復 機 構 と し て 相 同 組 換 え 修 復 と 非

相 同 末 端 結 合 （ 非 相 同 組 換 え ） が あ る 。 酵 母 を 除 く 真 核 生 物

で は 非 相 同 末 端 結 合 が 優 先 さ れ る た め 、 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン

グ 効 率 が 低 い と 考 え ら れ て い る 。 そ こ で 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 効

率 を 上 げ る 方 策 と し て 、 事 前 に 非 相 同 末 端 結 合 に 関 わ る 遺 伝

子（ k u 7 0 ,  k u 8 0 ,  l i g 4） を 破壊 する こと でこ の 修復 機構 を遮 断

し 、 相 同 組 換 え が 優 先 的 に 起 こ る よ う に す る 方 法 が と ら れ て

い る 。 こ の 方 法 に よ り 、 ア カ パ ン カ ビ （ N e u ro s p o r a   c r a s s a）

にお いて は k u 7 0 また は k u 8 0 遺 伝 子の 破壊 に より ター ゲテ ィ

ング 効率 が 1 0 0 %に上 昇し [ 1 ]、 A s p e rg i l l u s  f u m i g a t u s にお いて

は k u 7 0 遺 伝子 の 破壊 によ り ター ゲテ ィン グ 効率 が 9 6 %に上 昇

する こと が 報告 され てお り [ 2 ]、他 の糸 状菌 で も報 告数 が増 え

て き て い る 。 し か し な が ら 、 最 初 に 非 相 同 末 端 結 合 に 関 わ る

遺 伝 子 の 破 壊 株 を 得 る ま で に 労 力 が か か る こ と や 、 こ れ ら の

遺 伝 子 の 破 壊 に よ り 表 現 型 に 影 響 が 出 る 場 合 は 形 質 転 換 実 験

の 宿 主 と し て 利 用 で き な い こ と な ど 、 本 方 法 を も 用 い る に は

克服 すべ き 問題 が多 々あ り 容易 では ない 。  

遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 法 に よ る 遺 伝 子 機 能 解 析 に は 上 述 の

よ う に ま だ 多 く の 労 力 と 時 間 が か か る た め 、 そ れ 以 外 の 方 法

とし て R N A i（ R N A i n t e r f e r e n c e）に よる 標 的遺 伝子 の発 現 を

抑制 する 方 法が 広く 利用 さ れて いる 。 R N A i は 、 二本 鎖 R N A

（ d o u b l e - s t r a n d e d  R N A ;  d s R N A）に よっ てそ の 配列 に特 異的 な

m R N A が 分 解さ れる 機構 で あり 、哺 乳類 、 昆虫 、植 物、 菌 類

など の様 々 な生 物種 で確 認 され てい る [ 3 ]。現 在 提 唱さ れて い



第 5 章 RNAi によるマイタケの遺伝子機能解析 

133 

 

る R N A i 機構 を 図 5 - 2 に示 し た。R N A i は 、 d s R N A がリ ボヌ ク

レア ーゼ で ある D i c e r に よって 2 1 - 2 5 塩 基の s m a l l  i n t e r f e r i n g  

R N A（ s i R N A）に 分解 され る こと から 始ま る 。こ の s i R N A は

複 数 の タ ン パ ク 質 か ら 構 成 さ れ る R N A I n d u c e d  S i l e n c i n g  

C o m p l e x（ R I S C）に組 み込 ま れて 複合 体を 形 成す る。 R I S C は

組 み 込 ま れ た s i R N A を ガ イ ド に 相 補 的 な 配 列 を も つ 標 的

m R N A を 認識 し て切 断す る 。切 断さ れた 標 的 m R N A は 最終 的

に速 やか に 分解 され る。 こ の R N A i を人 為的 に 誘 導し 、標 的

遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と で 、 遺 伝 子 の 機 能 解 析 が 行 わ れ

て い る 。 R N A i の 人 為 的 誘 導 は 、 標 的 と す る 遺 伝 子 の m R N A

配列 と相 同 な d s R N A あ るい は s i R N A を直 接細 胞 内に 導入 する 、

ま た は そ れ を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー を 導 入 し て 発 現 さ せ る 手 法

が用 いら れ てお り、 現在 も より 効率 的 に R N A i を誘 導す る た

め の 技 術 開 発 が 様 々 な 生 物 種 で 行 わ れ て い る 。 担 子 菌 類 に お

け る R N A i を利 用し た遺 伝 子発 現抑 制の 事 例は 、ス エヒ ロ タ

ケ （ S c h i z o p h y l l u m  c o m m u n e ） [ 4 ] 、 ウ シ グ ソ ヒ ト ヨ タ ケ

（ C o p r i n o p s i s  c i n e re u s） [ 5 ,  6 ,  7 ]、オ オキ ツネ タ ケ（ L a c c a r i a  

b i c o l o r） [ 8 ,  9 ]、 P h a n e ro c h a e t e  c h r y s o s p o r i u m [ 1 0 ]、 ツ ク リ タ

ケ（ A g a r i c u s  b i s p o r u s） [ 1 1 ]、ヒ ラタ ケ（ P l e u ro t u s  o s t re a t u s）

[ 1 2 ] 、 シ イ タ ケ （ L e n t i n u l a  e d o d e s ） [ 1 3 ] 、 マ ン ネ ン タ ケ

（ G a n o d e r m a  l u c i d u m） [ 1 4 ]など で報 告さ れて い る。 これ らの

担 子 菌 で は 、 標 的 遺 伝 子 の 配 列 を ス ペ ー サ ー 配 列 を 挟 ん で 逆

方 向 に 配 置 し た 逆 方 向 反 復 配 列 を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー を

導入 して 、そ れ から 転写 さ れる m R N A が ス ペー サー 配列 を 介
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して ヘア ピ ンル ープ 状の 二 本鎖 R N A（ h p R N A）の構 造を 生 じ

るこ とに よ って R N A i を 誘 導す る 方法 が主 に 用い られ てい る。 

遺 伝 子 機 能 解 析 の た め の 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ は ゲ ノ ム 上

の 遺 伝 子 を 直 接 改 変 す る の で 完 全 な 遺 伝 子 機 能 の 破 壊 が 可 能

で あ る 点 で 有 効 で あ る が 、 効 率 が 低 く 、 多 大 な 時 間 と 労 力 を

要 す る 点 で 障 壁 が あ る 。 特 に マ イ タ ケ を 含 む 担 子 菌 は 、 生 活

環 の ほ と ん ど を 二 核 菌 糸 で 生 育 す る た め 、 遺 伝 機 能 を 調 べ る

に は 両 方 の 核 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 を 破 壊 す る 必 要 が あ り 、

遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ は 更 に 難 し い と 考 え ら れ る 。 一 方 、

R N A i は 遺 伝子 機 能の 完全 な 破壊 は不 可能 で ある が 、m R N A を

標 的 と す る た め 、 二 核 で あ っ て も 関 係 な く 、 遺 伝 子 の 発 現 を

抑 制 す る こ と が で き る 。 以 上 の こ と を 考 慮 し て 、 本 研 究 で は

R N A i に よ り マ イ タ ケ の 遺 伝 子 機 能 解 析 を す る た め の 手 法 の

確立 を目 指 した 。R N A i に よ り遺 伝 子発 現抑 制 する 標的 とし て、

ハイ ドロ フ ォー ビン 遺伝 子（ G f . H y d A 1）、ファ シ ク リン ドメ イ

ン 含 有 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 （ G f . FA S 1）、 及 び マ ン ガ ン ペ ル オ キ

シダ ーゼ（ M n P）遺伝 子（ G f . M N P 1）を 選 んだ 。ハイ ドロ フォ

ー ビ ン は 、 糸 状 菌 が 特 異 的 に 有 す る 低 分 子 量 の 両 親 媒 性 タ ン

パ ク 質 で 、 菌 糸 表 面 に 撥 水 作 用 を も た ら す こ と で 、 菌 糸 の 気

中 へ の 立 ち 上 げ や 気 中 構 造 の 形 成 な ど に 関 与 す る こ と が 知 ら

れ て い る [ 1 5 ,  1 6 ]。 G f . H y d A 1 は 、 マ イ タ ケ の 菌 糸 生育 時 に顕

著 に 高 発 現 し て い る 遺 伝 子 で あ り 、 菌 糸 伸 長 に 重 要 な 役 割 を

担う こと が 予想 され るた め 解析 対象 とし た 。G f . FA S 1 は 、細胞

接 着 に 関 わ る フ ァ シ ク リ ン （ F a s c i c l i n） の ド メ イ ン を 有 す る

タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て お り 、 過 去 に 行 っ た 正 常 に 子 実 体 生
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育す る G f - N 2 株 と子 実体 生 育異 常を 生じ る 変異 体 G f - A 1 株の

マイ クロ ア レイ 解析 [ 1 7 ]から G f - A 1 株 で子 実 体分 化時 に発 現

が顕 著に 低 いこ とが わか っ てい る。G f . FA S 1 の発 現が 低い こ と

と 子 実 体 生 育 異 常 の 関 連 を 調 べ る た め に 解 析 対 象 と し て 選 ん

だ。 M n P は 木質 中の リグ ニ ン分 解に 関わ る こと が広 く知 ら れ

て お り 、 木 材 腐 朽 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る と 考 え ら れ て い

る 。マ イ タケ に 複数 存在 する M n P 遺伝子 の 中で 、G f . M N P 1 は

栽 培 の 培 養 工 程 で 特 に 高 発 現 し て い る こ と か ら 、 菌 糸 生 育 時

の 培 地 成 分 の 分 解 に 大 き く 関 わ り 、 培 養 時 に 重 要 な 役 割 を 担

っ て い る こ と が 予 想 さ れ る た め 解 析 対 象 に 選 ん だ 。 こ れ ら の

遺伝 子に つ いて 、 h p R N A を発 現 する よう に 設計 した R N A i 用

ベク ター を 各々 作製 し、マイ タ ケ にそ れぞ れ 導入 する こと で、

R N A i によ る遺 伝 子発 現抑 制 を試 みた 。 R N A i ベ ク ター を導 入

し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 に つ い て 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 を

確 認 し 、 得 ら れ た 遺 伝 子 発 現 抑 制 株 の 表 現 型 を 形 質 転 換 前 の

表現 型と 比 較す るこ とに よ り遺 伝子 機能 の 解析 を行 った 。  
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ゲノム

マーカー遺伝子

標的遺伝子

ゲノム マーカー遺伝子

図5-1. 相同組換えによる遺伝子ターゲティングのモデルの概略
標的遺伝子もしくはそれに隣接する領域と相同な配列を含むDNA構築物を細胞内に
導入し、相同配列領域で相同組換えが起こることによって、ゲノム上の標的遺伝子
と置換する。
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Dicer

標的mRNAの分解

dsRNAs

siRNAs

RISC

mRNA

図5-2. RNAiモデルの概略
細胞内の二本鎖RNA（dsRNA）がリボヌクレアーゼであるDicerによって21-25塩基
のsmall interfering RNA（siRNA）に分解される。このsiRNAは複数のタンパク質か
ら構成されるRNA Induced Silencing Complex（RISC）に組み込まれて複合体を形成
する。RISCは組み込まれたsiRNAをガイドに相補的な配列をもつ標的mRNAを認識
して切断する。最終的に切断された標的mRNAは速やかに分解される。
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5 . 2 .  実 験 材 料 と 方 法  

5 . 2 . 1 .  供 試 菌 株 及 び 培 養 条 件  

第 4 章で 記 述し た供 試菌 株 と同 様に 、 G f - N 2 株 を形 質転 換

実 験 に お け る 野 生 株 と し て 使 用 し た 。 マ イ タ ケ 菌 株 の 継 代 培

養に よる 維 持に は、ポ テ トブ ド ウ糖 寒天（ P D A）培地（ O x o i d ,  

U K）を 用 い、 2 5 ˚ C、暗 黒 下で 培養 した 。組換 えプ ラス ミド の

増幅 には 、 大腸 菌 J M 1 0 9 株 を使 用し 1 0 0  μ g / m l のア ンピ シ リ

ン（ Wa k o ,  日本 ）を含 む L B 培 地（ 1 %  p o l y p e p t o n e ,  0 . 5 %  B a c t o  

y e a s t  e x t r a c t ,  1 % N a C l ,  寒 天 培 地 と し て 使 用 す る 場 合 に は

1 . 5 % A g a r を 追加 ）で 培養 し た。  

 

5 . 2 . 2 .  R N A i 用 ベ ク タ ー の 構 築  

R N A i 用ベ クタ ー は、標的 遺伝 子 と 相同 な配 列 を持 つ h p R N A

を 発 現 さ せ る た め 、 標 的 遺 伝 子 の 特 定 の 配 列 を ス ペ ー サ ー 配

列 を 挟 ん で 逆 方 向 に 反 復 す る よ う に 配 置 し た 逆 方 向 反 復 配 列

を マ イ タ ケ 遺 伝 子 由 来 の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の 間

に連 結し た h p R N A 発 現 カセ ット を組 み込 む こと で構 築し た。

R N A i 用ベ ク ター は、図 5 - 3 に 示 し た二 段階 の 工程 で構 築し た。

第 1 段階 と して 、第 3 章 3 . 2 . 3 及 び第 4 章 4 . 2 . 2 に 記述 した ベ

クタ ーの 構 築方 法と 同様 に I n - F u s i n  H D  C l o n i n g  K i t（ Ta K a R a ,  

日本）を 用い た I n  F u s i o n ク ロ ーニ ング 法に よ り、 G f . T E F 3 プ

ロモ ータ ー 断片 、標 的遺 伝 子配 列断 片（ セ ンス 鎖）、ス ペー サ

ー配 列断 片、G f . T E F 3 タ ー ミネ ー ター 断片 の 順に なる よう に、

H i n d I I I と S a l I 処 理に より 線 状化 した p G F g a p d h - h p h と 連結 し

て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の 時 の ス ペ ー サ ー 配 列 に は 、
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G f . G A P D H の イ ン ト ロ ン 配 列 を 利 用 し 、 後 の 逆 方 向 に 標 的 遺

伝子 配列 断 片（ ア ンチ セン ス 鎖）を 連結 する た めに 必要 な N o t I

サイ ト及 び S p e I サイ ト を G f . T E F 3 タ ー ミネ ータ ー 断片 と隣 接

する 側に 付 加し た。第 2 段 階と し て 、末 端に N o t I サ イ ト また

は S p e I サ イ トを それ ぞれ 持 つよ うに 増幅 し た標 的遺 伝子 配 列

断片 （ア ン チセ ンス 鎖） を N o t I と S p e I で 処理 し 、同 じ制 限

酵素 で処 理 した 第 1 段階 目 のベ クタ ーに D N A L i g a t i o n  K i t  ＜

M i g h t y  M i x＞（ Ta K a R a） を用 い て ライ ゲー シ ョン した 。ベ ク

ター 構築 に 用い る各 D N A 断片 の P C R 増 幅 に使 用し たプ ラ イ

マー は、 表 5 - 1 に示 した 。  

 

5 . 2 . 3 .  大 腸 菌 か ら の プ ラ ス ミ ド 調 製  

大腸 菌か ら のプ ラス ミド 調 製は、第 3 章 3 . 2 . 4 に 記 述し た方

法に 基づ い て行 った 。  

 

5 . 2 . 4 .  マ イ タ ケ の 形 質 転 換 と 形 質 転 換 体 の 選 抜  

マ イ タ ケ の 形 質 転 換 と 形 質 転 換 体 の セ レ ク シ ョ ン は 、 第 4

章 4 . 2 . 4 に 記述 し た方 法に 基 づい て行 った 。  

 

5 . 2 . 5 .  R N A の 調 製 及 び 定 量 RT- P C R  

R N A の 調 製及 び 定量 RT- P C R は 、第 4 章 4 . 2 . 5 に 記 述し た方

法に 基づ い て行 った 。 定 量 RT- P C R に 使用 した プ ライ マー の

配列 は、 表 5 - 1 に示 した 。  
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5 . 2 . 6 .  試 験 管 培 養 に よ る マ イ タ ケ の 栽 培 試 験  

マイ タケ 栽 培に 使用 する オ ガコ 培地 は、 広 葉樹 オガ コ 2 4 %

（ w / w）、コ ーン ブラ ン 8 . 5 %（ w / w）、水 6 5 %（ w / w）と なる よ

うに 調製 し 、植 物 培養 用の ガ ラス 製平 底試 験 管（ 直 径 4 0  m m  ×  

高さ 1 3 0  m m） に 8 0  g ずつ 充 填 し、 ポリ プ ロピ レン 製 の 植 物

培養 用試 験 管キ ャッ プ を し て滅 菌処 理し た 。事 前 に P D A 培地

で培 養し た 菌糸 体を 直径 1 0  m m のコ ルク ボ ーラ ーで 培地 ご と

打 ち 抜 い た 菌 糸 体 デ ィ ス ク を 滅 菌 済 み の オ ガ コ 培 地 の 中 央 に

植菌 し、 キ ャッ プを した 状 態 で 2 5 ˚ C、暗 黒 化 で 4 5 日 間 培養

した 。次 に、培 養し た培 地を 1 8 ˚ C、白 色蛍 光灯 照 射下 で 7 日

間 置 く こ と で 子 実 体 原 基 を 誘 導 し た 。 そ の 後 、 試 験 管 の キ ャ

ップ を外 し 、温 度 1 8 ˚ C から 2 0 ˚ C、湿度 9 5 %から 1 0 0 %、白色

蛍 光 灯 下 で 培 養 す る こ と で 子 実 体 原 基 か ら 子 実 体 を 分 化 、 生

育さ せた 。  
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第1段階 : 標的遺伝子のセンス鎖をIn Fusion クローニングにより導入

第2段階 : アンチセンス鎖を制限酵素サイトを用いて導入

NotI SpeI

hph
Gf.GAPDH

promoter

Gf.GAPDH

terminator

Gf.TEF3

promoter

Gf.TEF3

terminator
標的遺伝子 標的遺伝子

スペーサー

NotI SpeI

hph
Gf.GAPDH

promoter

Gf.GAPDH

terminator

Gf.TEF3

promoter

Gf.TEF3

terminator
標的遺伝子

スペーサー

標的遺伝子

NotI SpeI

NotI SpeI

hph
Gf.GAPDH

promoter

Gf.GAPDH

terminator

Gf.TEF3

promoter

Gf.TEF3

terminator
標的遺伝子

スペーサ

15 bp

hph
Gf.GAPDH

promoter

Gf.GAPDH

terminator

スペーサ

Gf.TEF3

promoter

標的遺伝子

Gf.TEF3

terminator

15 bp 15 bp

15 bp

15 bp

図5-3. RNAi用ベクターの作製手順の概略
第1段階は、In Fusionクローニングにより、Gf.TEF3プロモーター断片、標的遺伝子
のセンス鎖配列断片、スペーサー配列断片、Gf.TEF3ターミネーター断片の順にも
ととなるベクターと連結した。第2段階は、NotIサイト及びSpeIサイトを付加した標
的遺伝子のアンチセンス鎖配列断片を第1段階目で作製したベクターの同じ制限酵
素サイトに導入して連結した。
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表 5-1. 本研究で使用したプライマーの配列

Primer name Sequence (5' - 3')* Description

Ptef3-F2 ATCCTCTAGAGTCGACACTGGGTGGAAGCTAATAG

Ptef3-R TTCGAATATCTGGGCGACCG

Ttef3-NotI-SpeI-F GCGGCCGCGACTAGTACGTTGTCCGTCGCCGTTGTTG

Ttef3-R2 TGATTACGCCAAGCTCCTGCGATTGCATGGCTCATC

HydA1-F GCCCAGATATTCGAAGTTCTCCAAGCTCGCCATCTTCG

HydA1-R ATTACAAAGAAACGTTCAGACGTTAACCGGAACACATCCG

HydA1-AS-F TTGCGGCCGCTCAGACGTTAACCGGAACAC

HydA1-AS-R GGACTAGTGTTCTCCAAGCTCGCCATCTTC

gapdhi5-F ACGTTTCTTTGTAATCTTAACATAGGCCGC

gapdhi5-R ACTAGTCGCGGCCGCACCTAAACGGAACGCGGTCAG

FAS1-F GCCCAGATATTCGAACGACCATGTGTTGAACATCC

FAS1-R ATAACGCATCCGCCAGGCAAGAGTCATCAAACCAC

FAS1-AS-F TTGCGGCCGCGGCAAGAGTCATCAAACCAC

FAS1-AS-R GGACTAGTCGACCATGTGTTGAACATCC

MNP1-F GCCCAGATATTCGAAATTGCCAAGCACAACATCTC

MNP1-R ATAACGCATCCGCCAGCAGCGACCGAGTGAGAAG

MNP1-AS-F TTGCGGCCGCGCAGCGACCGAGTGAGAAG

MNP1-AS-R GGACTAGTATTGCCAAGCACAACATCTC

pUC19-F AATTGGATCCTCTAGAGTCG

M13-R GGATAACAATTTCACACAGG

Gf.CHS-QPCR-F GACGCAACCTTCAACCCCTA

Gf.CHS-QPCR-R ACCCGAATAACCGGAAGAGG

Gf.FAS1-QPCR-F ATCCTTCCCTTGTCCAACTCG

Gf.FAS1-QPCR-R GTGACGTTGCCAAATGTGGTG

Gf.MNP1-QPCR-F GCCGACGGTTCCATAATCACATTC

Gf.MNP1-QPCR-R GGAGATGTTGTGCTTGGCAATG 

MnP 3293-QPCR_F GCATCGCCCATCCGAGCTAT

MnP 3293-QPCR_R GCTCCAATGTCGGCGAGGAAT

MnP 5001-QPCR_F GTTCTTCGTCGAGACTCTAC

MnP 5001-QPCR_R AGGGTGGCCGCGGCAATATT

MnP 0436-QPCR_F CGCCATTGGCATCTCGATGTC

MnP 0436-QPCR_R TTACTCAAACCAACCGCACCG

MnP 4840-QPCR_F GCTCCAATGTCGGCGAGGAAT

MnP 4840-QPCR_R TCTTGACGGCGGCAGGAACA

* In-Fusion クローニングの際に必要な15 bpの付加配列を太字で示した。

GF.HydA1 センス鎖配列断片の増幅に使用

GF.HydA1 アンチセンス鎖配列断片の増幅に使用

（下線: Not I  サイト, 二重下線: Spe I  サイト）

スペーサー配列となるGf.GAPDH のイントロン配列断

片の増幅に使用

GF.FAS1 センス鎖配列断片の増幅に使用

GF.MNP1 センス鎖配列断片の増幅に使用

GF.FAS1 アンチセンス鎖配列断片の増幅に使用

（下線: Not I  サイト, 二重下線: Spe I  サイト）

GF.MNP1 アンチセンス鎖配列断片の増幅に使用

（下線: Not I  サイト, 二重下線: Spe I  サイト）

プラスミドベクター導入を確認するためのコロニーダイレク

トPCRに使用

Gf.CHS1  の定量RT-PCR用プライマー

Gf.FAS1  の定量RT-PCR用プライマー

Gf.MNP1  の定量RT-PCR用プライマー

gfr03gs0713293の定量RT-PCR用プライマー

gfr03gs25915001の定量RT-PCR用プライマー

gfr03gs 0180436の定量RT-PCR用プライマー

gfr03gs 25314840の定量RT-PCR用プライマー

Gf.TEF3  プロモーター領域の増幅に使用

Gf.TEF3  ターミネーター領域の増幅に使用

（下線: Not I  サイト, 二重下線: Spe I  サイト）
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5 . 3 .  結 果 と 考 察  

5 . 3 . 1 .  ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 G f . H y d A 1 の R N A i に よ る 解

析  

ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン は 、 糸 状 菌 に お い て 菌 糸 や 胞 子 の 表 面

に 分 泌 さ れ る 低 分 子 量 の 両 親 媒 性 タ ン パ ク 質 で 、 特 徴 的 な 8

個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 持 っ て い る 。 菌 糸 か ら 分 泌 さ れ た ハ イ

ド ロ フ ォ ー ビ ン は 、 菌 糸 表 面 上 で 自 己 集 合 し 、 外 側 に 疎 水 性

の 層 を 形 成 す る こ と で 菌 糸 表 面 に 水 を 弾 く 性 質 を も た ら す こ

と が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 性 質 か ら 、 菌 糸 の 気 中 へ の 立

ち 上 げ や 気 中 構 造 の 形 成 な ど に 係 わ っ て い る こ と が 見 出 さ れ

てい る [ 1 5 ,  1 6 ,  1 8 ]。担 子菌 き のこ では 、菌 糸 伸長 時に 特異 的

に 発 現 す る ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 と し て シ イ タ ケ の

L e . h y d 2 [ 1 9 ]、 子 実 体 生 育 時 に 高 発 現 す る ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン

遺 伝 子 と し て シ イ タ ケ の L e . h y d 1 [ 2 0 ] 、 エ ノ キ タ ケ の

F v - h y d 1 [ 2 1 ]などが 報告 され て いる 。  

マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の ア ノ テ ー シ ョ ン か ら は 、 1 5

個 の ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 が 予 測 さ れ 、 そ れ ぞ れ 菌 糸 伸

長時 （ P D A 培 地 培養 ）と 子 実体 分化 初期 （ 発生 工程 前期 ） の

発現 量の 比 較か ら、 菌糸 伸 長 時 に高 発現 す るタ イプ が 9 個 、

子実 体分 化 初期 に高 発現 す るタ イプ が 5 個 、発 現量 が変 わ ら

ない タイ プ が 1 個に 分け ら れた 。菌 糸伸 長 時に 高発 現す る タ

イプ に分 類 され るハ イド ロ フォ ービ ン遺 伝 子 9 個中 で、 特 に

発現 量が 高 かっ たの が G f . H y d A 1 であ る。 G f . H y d A 1 は 、 ハイ

ド ロ フ ォ ー ビ ン に 特 徴 的 な 8 個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る

1 0 7 残 基 のア ミ ノ 酸か らな る タン パク 質を コ ード して おり（図
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5 - 4 A）、そ の 栽培 工程 にお け る発 現挙 動は 、菌糸 生 育が 旺盛 な

培養 工程 前 期（ 植菌 後 2 0 日 ）で 顕著 に高 発 現し 、原 基形 成 か

ら 子 実 体 分 化 へ と 進 行 し て い く に し た が い そ の 発 現 量 は 低 く

な っ て い た （ 図 5 - 4 B）。 培 養 工 程 前 期 は 培 地 中 に 菌 糸 が 蔓 延

す る 段 階 で あ り 、 最 も 菌 糸 生 育 が 盛 ん で あ る こ と か ら 、

G f . H y d A 1 は 菌 糸 伸 長 時 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 予

想さ れた 。また 、 G f . H y d A 1 は菌 糸伸 長時 に 特に 発現 量が 高 か

った こと か ら 、R N A i に よ る発 現 抑制 効果 を 菌糸 体で 評価 す る

の に 最 適 で あ る と 考 え ら れ た 。 以 上 の 理 由 か ら 、 マ イ タ ケ で

R N A i に よ る遺 伝 子機 能解 析 の 有 効性 を評 価 する とと もに 、遺

伝 子 機 能 解 析 の た め の 最 初 の 標 的 遺 伝 子 と し て G f . H y d A 1 を

選ん だ。  

R N A i を誘 導 する ため の G f . H y d A 1 の配 列を 含 む h p R N A を発

現さ せる 発 現カ セッ トの 構 築に は、 第 3 章及 び 第 4 章 で 目的

とす る遺 伝 子を 発現 させ た 時と 同様 に G f . T E F 3 のプ ロモ ー タ

ー及 びタ ー ミネ ータ ーを 用 いた 。G f . H y d A 1 の開 始コ ドン を 除

いた コー ド 領域 を、 h p R N A の セ ンス 鎖 、ア ン チ セン ス鎖 と な

る 2 つ の断 片 と して 、そ れ ぞ れ G f - N 2 株 の c D N A を 鋳 型に し

た P C R によ り増 幅し た。ヘ アピ ン 構造 をと る ため のス ペー サ

ー配 列と し て、 G f . G A P D H の イ ン トロ ン配 列 断片 を G f - N 2 株

のゲ ノ ム D N A を 鋳型 にし た P C R によ り増 幅 した 。増 幅し た

各 D N A 断片 を用 いて 、 G f . H y d A 1 コー ド配 列 がス ペー サー 配

列を 挟ん で 逆方 向に 反復 す るよ うに G f . T E F 3 の プロ モー タ ー

とタ ーミ ネ ータ ーの 間に 連 結し 、H i n d I I I と S a l I 処 理に より 線

状 化 し た p G F g a p d h - h p h に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 そ の 結 果 、
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G f . T E F 3 プ ロ モ ー タ ー に よ り 二 本 鎖 の h p R N A 構 造 を と る

G f . H y d A 1 の 逆 方 向反 復配 列 を発 現さ せる た めの h p R N A 発 現

カセ ット と 選択 マー カー 遺 伝子 とし てハ イ グロ マイ シン B 耐

性 遺 伝 子 h p h 発 現 カ セ ッ ト を 有 す る R N A i 用 ベ ク タ ー

p G F g h t - H y d A 1 I R を構 築し た （図 5 - 5）。  

p G F g h t - H y d A 1 I R をプ ロト プ ラス ト - P E G 法 に より G f - N 2 株

に導 入し 、得ら れ た ハ イグ ロ マイ シン B 耐 性示 す 2 8 個 の ク ロ

ーン につ い て、 ベク ター に 組み 込ん だ G f . H y d A 1 の h p R N A 発

現カ セッ ト が導 入さ れて い るこ とを ゲノ ム P C R によ り確 認 し

た。 ゲノ ム P C R では 、 G f . T E F 3 プ ロ モ ータ ー から スペ ーサ ー

配 列 ま で を 含 む G f . H y d A 1 の セ ン ス 鎖 領 域 と ス ペ ー サ ー 配 列

から G f . T E F 3 タ ー ミネ ータ ー まで を含 む G f . H y d A 1 のア ンチ セ

ンス 鎖領 域 を p U C 1 9 - F / g a p d h i 5 - R 及び g a p d h i 5 - F / M 1 3 - R のプ

ラ イ マ ー ペ ア を 用 い て そ れ ぞ れ 増 幅 し 、 両 方 の 増 幅 断 片 が 検

出さ れる こ とを 確認 した 。 その 結果 、 G f . H y d A 1 の h p R N A 発

現カ セッ ト 導入 が確 認さ れ た 1 8 個の 形質 転 換体 が得 られ た。

この 1 8 個 の形 質 転換 体で 、 目的 通り に G f . H y d A 1 の発 現量 が

抑制 され て いる か否 かを 確 認す るた め、 P D A 培 養時 の菌 糸 体

にお ける G f . H y d A 1 の 発現 量 を定 量 RT- P C R によ り解 析し た。

それ ぞれ の サン プル にお ける G f . H y d A 1 の発 現レ ベル は、内 部

標準 遺伝 子 であ る G f . G A P D H の 発現 量で 正 規化 し、R N A i 用ベ

クタ ーを 導 入し てい な い G f - N 2 株の 発現 量 を 1 0 0 %とし た時

の 相 対 値 で 算 出 し た 。 そ の 結 果 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 す べ て

で G f . H y d A 1 の発 現量 は G f - N 2 株 のそ れよ り 低く 、発現 抑制 が

認め られ た 。それ らの 中で G f . H y d A 1 の発 現量 が 1 0 %以下 に抑
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制さ れた の は 1 8 株中 1 0 株 あり 、 その うち 最 も発 現抑 制さ れ

てい た の は G f . H y d A 1 発 現 抑制 株 # 2（ H D # 2）の 1 . 3 %であ った

（図 5 - 6）。 また 、 R N A i 用 ベク タ ー構 築の 際 の第 1 段階 目で

あ る G f . H y d A 1 の セ ン ス 鎖 方 向 断 片 の み を 含 む ベ ク タ ー を 導

入し て得 た 形質 転換 体は 、G f . H y d A 1 の 発現 が抑 制 され ない こ

と も 確 認 さ れ た （ d a t a  n o t  s h o w n ）。 こ れ ら の 結 果 か ら 、

G f . H y d A 1 の 発現 抑制 は導 入 し た R N A i 用 ベク タ ー によ り発 現

さ れ た h p R N A に 起 因 し て 起 こ っ て お り 、 マ イ タ ケ に お い て

R N A i に よ る発 現 抑制 が可 能 であ るこ とが 示 され た。  

G f . H y d A 1 は 菌 糸 伸 長 時 に 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る こ

と か ら 、 菌 糸 伸 長 等 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る な ら ば 、

G f . H y d A 1 発現 抑 制株 と宿 主 であ る G f - N 2 株で 菌 糸生 育に 何 ら

か の 差 異 が 出 る こ と が 予 想 さ れ た 。 し か し な が ら 、 G f . H y d A 1

発 現 抑 制 株 は 、 P D A 培 地 や 栽 培 用 の オ ガ コ 培 地 培 養 下 で は 、

野生 株の G f - N 2 と比 較し て 菌糸 伸長 速度 、 菌糸 密度 等に 顕 著

な差 は確 認 され なか った（ d a t a  n o t  s h o w n）。そ の 要 因と して 、

菌 糸 生 育 時 に 発 現 す る ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 は

G f . H y d A 1 の 他 に も複 数存 在 する こと から 、そ れ らが 機能 的 に

相 補 す る こ と で G f . H y d A 1 発 現 抑 制 の 影 響 が 顕 在 化 し な か っ

た可 能性 が 考え られ た 。した がっ て 、本 方 法で G f . H y d A 1 のマ

イ タ ケ に お け る 機 能 を 解 明 し て い く に は 、 本 遺 伝 子 を 含 め て

す べ て の ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ て い る

形 質 転 換 体 と と も に そ れ ら の 中 で 本 遺 伝 子 の み が 発 現 し て い

る 形 質 転 換 体 等 を 作 出 し 、 そ れ ら の 培 養 時 の 形 質 を 元 の
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G f - N 2 株 と 比 較 解 析 する こ と が 必 要 であ り 、 今 後 の 課題 で あ

る。   
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図5-4. Gf.HydA1のタンパク質一次構造とマイタケ栽培工程における発現挙動
A: Gf.HydA1のアミノ酸配列を示す。グレーのマーカー部分は予測されたシグナル
ペプチドを示し、四角の囲いはハイドロフォービンに特徴的な8個のシステイン残
基を示した。B: マイタケ栽培の培養工程の前期（植菌後20日）及び後期（74日）、
芽出し工程の前期（75日）、中期（77日）、及び後期（80日）、発生工程の前期
（82日）、中期（84日）、及び後期（89日）におけるマイクロアレイデータから、
Gf.HydA1の発現挙動を示した。
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ンチセンス鎖断片をスペーサーを挟んで配置したGf.HydA1逆方向反復配列を
Gf.TEF3プロモーターとターミネーターの間に連結したhpRNA発現カセットを有す
る。また、選択マーカー遺伝子として、ハイグロマイシンB耐性遺伝子hphを
Gf.GAPDHプロモーターとターミネーターの間に連結したhph発現カセットを有する。
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図5-6. pGFght-HydA1IRの導入が確認された形質転換体におけるGf.HydA1の発現量
Gf-N2株とpGFght-HydA1IRを導入して得られた18個の形質転換体（HD#）について、
PDA培地で培養した菌糸体におけるGf.HydA1の発現量を定量RT-PCRにより解析し
た。各サンプルのGf.HydA1発現レベルは、Gf.GAPDHの発現量を内部標準として正
規化し、Gf-N2株の発現量を100%とした時の相対値で算出した。
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5 . 3 . 2 .  フ ァ シ ク リ ン ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 G f . FA S 1

の R N A i に よ る 解 析  

G f . FA S 1 は、 過 去 に行 った 正 常に 子実 体生 育 する G f - N 2 株

と そ れ と 由 来 を 同 じ く す る 子 実 体 生 育 異 常 を 生 じ る 変 異 体

G f - A 1 株 の 子 実 体 分 化時 の マ イ ク ロ アレ イ に よ る 遺 伝子 発 現

差解 析 [ 1 7 ]か ら 、 子実 体分 化 時 に G f - A 1 株で 発現 が顕 著に 低

かっ た遺 伝 子で ある 。G f . FA S 1 の 発現 が低 い こと が、G f - A 1 株

の子 実体 の 正常 な分 化を 妨 げた とし たな ら ば、G f . FA S 1 は子 実

体 分 化 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 遺 伝 子 と 考 え ら れ る 。

G f . FA S 1 は 、遺 伝 子長 1 4 8 1  b p で 5 つの エク ソ ンと 4 つの イン

ト ロ ン か ら 成 り 、 4 1 8 残 基 の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 を

コ ー ド し て お り 、 2 つ の フ ァ シ ク リ ン ド メ イ ン を 有 し て い る

（図 5 - 7）。 ファ シク リン は 動物 、植 物等 に おけ る細 胞接 着 分

子 と し て 知 ら れ て い る と と も に 、 フ ァ シ ク リ ン ド メ イ ン を 有

す る タ ン パ ク 質 は 細 胞 外 分 泌 タ ン パ ク 質 も し く は 膜 タ ン パ ク

質で ある こ とが 知ら れて い る 。し たが って 、G f . FA S 1 は細 胞接

着 分 子 と し て 機 能 し て い る か は 不 明 だ が 、 細 胞 表 面 で 機 能 し

てい るこ と が予 想さ れた 。マ イ タ ケ栽 培工 程 にお ける G f . FA S 1

の 発 現 挙 動 は 、 培 養 工 程 前 期 と 発 生 工 程 中 期 に 顕 著 な 発 現 量

のピ ーク が 認め られ るこ と から （図 5 - 8）、 菌糸 生育 が盛 ん な

段 階 や 形 態 変 化 が 大 き い 子 実 体 分 化 の 段 階 で 機 能 し て い る こ

とが 予想 さ れた 。そこ で 、G f . FA S 1 の機 能を 調 べる べく 、R N A i

によ る発 現 抑制 を試 みた 。  

上述 5 . 3 . 1 の G f . H y d A 1 発現 抑 制 のた めの R N A i ベク ター 構

築方 法と 同 様に 、G f . FA S 1 をコ ー ド して いる 配 列の 一部 をス ペ



第 5 章 RNAi によるマイタケの遺伝子機能解析 

152 

 

ー サ ー 配 列 を 挟 ん で 逆 方 向 反 復 配 列 に な る よ う に 連 結 し た

h p R N A 発 現 カ セ ッ ト を 組 み 込 ん だ R N A i 用 ベ ク タ ー

p G F g h t - FA S 1 I R を構 築し た （図 5 - 9）。 この ベ ク ター を G f - N 2

株に 導入 し、ベク ター に組 み 込ん だ G f . FA S 1 の h p R N A 発 現 カ

セッ ト領 域 の導 入が 確認 さ れた 1 2 個の 形質 転 換体 を得 た。得

られ た 1 2 個 の形 質転 換体 に おけ る G f . FA S 1 の発 現 抑制 の程 度

を確 認す る ため 、 P D A 培 養時 の 菌糸 体に お ける G f . FA S 1 の発

現量 を定 量 RT- P C R に より 解 析し た。 この と き の G f . FA S 1 発

現 量 は 、 G f . C H S 1 を 内 部 標 準 遺 伝 子 と し て 正 規 化 し 、 G f - N 2

株の 発現 量 を 1 0 0 %とし た時 の 相 対値 で算 出 した 。そ の結 果、

得ら れた す べて の形 質転 換 体で 、G f . FA S 1 の発 現 量 が形 質転 換

する 前の G f - N 2 株に 比べ て 低く 、特に F D # 4 ,  F D # 1 0 ,  F D # 2 5 の

3 株は 1 0 %以下 と なる 顕著 な 発現 抑制 を示 し た（ 図 5 - 1 0）。こ

の 3 株 を G f . FA S 1 発現 抑 制株 とし て選 び、 次 の表 現型 の解 析

に使 用す る こと にし た。  

G f . FA S 1 の発 現 抑制 が菌 糸 生育 に及 ぼす 影 響を G f . FA S 1 発

現抑 制株 と G f - N 2 株を P D A 培 地 で培 養し 、それ ら の菌 叢の 生

育 の 様 相 を 比 較 す る こ と で 調 べ た と こ ろ 、 菌 糸 生 育 速 度 、 菌

糸 密 度 、 菌 叢 の 性 状 に お い て 明 確 な 差 異 は 認 め ら れ な か っ た

（ d a t a  n o t  s h o w n）。 そこ で、 子 実 体生 育へ の 影響 を調 べる た

め 、 オ ガ コ 培 地 に よ る 栽 培 試 験 を 行 っ た 。 マ イ タ ケ の 栽 培 試

験 は 研 究 室 で 実 施 で き る 規 模 に す る た め 、 通 常 、 生 産 に 用 い

られ る培 地 重量 約 3  k g の 袋 培地 から 約 1 0 0  m l 容 量の ガラ ス

製平 底試 験 管を 用い た培 地 重量 8 0  g のサ イ ズに ス ケー ルダ ウ

ンし て実 施 した 。G f . FA S 1 発現 抑 制 株（ F D # 4 ,  F D # 1 0 ,  F D # 2 5）、
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野生 株 G f - N 2 株、及び 変異 株 G f - A 1 を 用 いて 栽培 試 験を 行い 、

子 実 体 生 育 の 様 子 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 培 養 工 程 の 菌 糸 生

育時 にお い ては 、 G f . FA S 1 発 現 抑 制株 と G f - N 2 株 の間 で菌 糸

蔓 延 速 度 に 大 き な 差 は 確 認 さ れ な か っ た が 、 子 実 体 分 化 生 育

の 段 階 に な る と 著 し い 差 異 が 認 め ら れ 、 正 常 に 子 実 体 分 化 生

育が 進行 した G f - N 2 株 に対 し 、 G f . FA S 1 発 現抑 制 株 は子 実体

分 化 生 育 が 著 し く 抑 制 さ れ 、 菌 柄 の 伸 長 と 菌 傘 の 分 化 発 育 が

認め られ な かっ た 。特に G f . FA S 1 発現 抑制 株の F D # 4 と F D # 2 5

は 、 子 実 体 原 基 表 面 が 白 色 か ら 暗 黒 色 に 変 化 す る 段 階 で 分 化

が 停 止 し 、 そ の 後 の 生 育 が 認 め ら れ な か っ た 。 こ の よ う な

G f . FA S 1 発現 抑 制 株の 表現 型 は、子 実体 分化 が 停止 する 変異 体

G f - A 1 株と 類 似し てい た 。そ れ らの 子 実 体生 育 の様 子と して 、

子 実 体 分 化 の 中 期 か ら 後 期 に あ た る 発 生 工 程 処 理 開 始 か ら 6

日目 の写 真 を 図 5 - 11 A に示 し た。 今回 確認 さ れた 子実 体生 育

異常 と G f . FA S 1 発現 量の 関 連を 調べ るた め 、子 実体 部分 か ら

試料 を採 取 し、G f . FA S 1 の 発現 量 を 定量 RT- P C R に よ り解 析し

たと ころ 、 確か に G f . FA S 1 発現 抑制 株と 変 異体 G f - A 1 株 は、

G f - N 2 株 に比 べ て G f . FA S 1 の 発 現量 が顕 著 に低 いこ とが 確 認

され た（ 図 5 - 11 B）。 これ らの 結 果は 、 G f . FA S 1 の 発現 が抑 制

され ると 子 実体 分化 が妨 げ られ るこ とを 示 して おり 、G f . FA S 1

の 発 現 は 子 実 体 の 分 化 生 育 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と を

示唆 する も ので あっ た。  

なお、シ イタ ケ では ファ シ クリ ンを コー ド して いる L e . f l p 1

遺 伝 子 が 子 実 体 の 傘 、 柄 、 原 基 の 表 面 部 分 で 発 現 し て い る こ

とが 報告 さ れて いる が [ 2 2 ]、 L e . f l p 1 と 相 同性 のあ る遺 伝子 を
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マイ タケ ゲ ノム 配列 デー タ から 検索 する と G f . FA S 1 と は異 な

る遺 伝子 が ヒッ トす るこ と から 、 G f . FA S 1 は L e . f l p 1 の ホ モロ

グで はな い と考 えら れる 。 した がっ て、 G f . FA S 1 は L e . f l p 1 と

は 異 な る 機 能 を 持 つ 、 新 規 の フ ァ シ ク リ ン 様 タ ン パ ク 質 を コ

ード する 遺 伝子 であ る可 能 性が ある 。今後 、G f . FA S 1 が コ ード

す る タ ン パ ク 質 の 性 質 を 明 ら か に す る た め の ア ッ セ イ や 組 織

も し く は 細 胞 中 の 局 在 の 解 析 な ど の タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 解 析

を 進 め る こ と で 、 よ り 詳 細 な 機 能 の 解 明 に 繋 が る と 考 え ら れ

る。  
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図5-7. Gf.FAS1遺伝子の構造
A: Gf.FAS1は、遺伝子長が1481 bpであり、5つのエクソンと4つのイントロンから構
成される。白抜き四角の部分がエクソンを示し、その間がイントロンを示している。
B: Gf.FAS1がコードする418残基のアミノ酸からなるタンパク質の構造を模式的に示
した。2つのファシクリンドメイン、N末端側にシグナルペプチド、C末端側にGPI

アンカーを有していることが予測された。
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図5-8. Gf.FAS1のマイタケ栽培工程おける発現挙動
マイタケ栽培の培養工程の前期（植菌後19日, 29日）; 中期（40日, 50日）; 後期（60

日, 67日）、芽出し工程の前期（69日）; 中期（71日）; 後期（74日）、発生工程の
前期（76日）; 中期（78日, 80日）; 後期（83日）におけるGf.FAS1の発現量を定量
RT-PCRにより解析した。各サンプルのGf.FAS1発現量は、Gf.CHS1の発現量を内部
標準として正規化し、Gf.CHS1の発現量を1とした時の相対値で算出した。



第 5 章 RNAi によるマイタケの遺伝子機能解析 

157 

 

 

 

 

  

pGFght-FAS1IR

9319 bp

1
DraI

DraIDraI

Gf.GAPDH

hph

Gf.GAPDH

Gf.TEF3Gf.TEF3

ori

amp

terminator

r

promoter

promoter

terminator

センス鎖アンチセンス鎖 スペーサー

736 bp 107 bp 736 bp

Gf.FSA1逆方向反復配列

図5-9. Gf.FAS1のRNAi用ベクターの概略図
Gf.FAS1のRNAi用ベクターであるpGFght-FAS1IRは、Gf.FAS1のセンス鎖及びアンチ
センス鎖断片をスペーサーを挟んで配置したGf.FAS1逆方向反復配列をGf.TEF3プロ
モーターとターミネーターの間に連結したhpRNA発現カセットを有する。また、選
択マーカー遺伝子であるハイグロマイシンB耐性遺伝子hphをGf.GAPDHプロモー
ターとターミネーターの間に連結したhph発現カセットを有する。
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図5-10. pGFght-FAS1IRの導入が確認された形質転換体におけるGf.FAS1の発現量
Gf-N2株とpGFght-FAS1IRを導入して得られた12個の形質転換体（FD#）について、
PDA培地で培養した菌糸体におけるGf.FAS1の発現量を定量RT-PCRにより解析した。
各サンプルのGf.FAS1発現レベルは、Gf.CHS1の発現量を内部標準として正規化し、
Gf-N2株の発現量を100%とした時の相対値で算出した。
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図5-11. Gf.FAS1発現抑制株の子実体生育時における表現型
A: Gf-N2株、変異体Gf-A1株、Gf.FAS1発現抑制株 (FD#4, FD#10, FD#25) の栽培試験
を行い、発生工程に入って6日目の子実体生育の様子を示した。B: 発生工程に入っ
て6日目の子実体形成部分におけるGf.FAS1の発現量を定量RT-PCRにより解析した。
各サンプルのGf.FAS1発現レベルは、Gf.CHS1の発現量を内部標準として正規化し、
Gf-N2株の発現量を100%とした時の相対値で算出した。
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5 . 3 . 3 .  マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 G f . M N P 1 の R N A i に

よ る 解 析  

マ イ タ ケ を 含 む 白 色 腐 朽 菌 は 、 強 い リ グ ニ ン 分 解 能 力 を 持

ち 、 リ グ ニ ン 分 解 に 直 接 的 に 作 用 す る 酵 素 と し て 、 複 数 の ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ を 分 泌 す る 。 そ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と し て 、

リグ ニン ペ ルオ キシ ダー ゼ（ L i P）とマ ン ガン ペ ルオ キシ ダ ー

ゼ（ M n P） が 知 られ てい る 。第 2 章で 記述 し た よう に、 マイ

タ ケ が 有 す る 推 定 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 構 造 的 特 徴 か

ら L i P と 分類 さ れる 遺伝 子 はな く、 M n P と 分 類 され る遺 伝 子

が 7 個 、 L i P と M n P の両 方の 構 造 的特 徴を 有 する バー サタ イ

ルペ ルオ キ シダ ーゼ （ V P） に分 類さ れる 遺 伝子 が 4 個、 L i P

や M n P の ど ちら の構 造的 特 徴を 持た ない ジ ェネ リッ クペ ル オ

キシ ダー ゼ（ G P）と分 類さ れ る 遺伝 子が 3 個 、どの 分類 にも

属さ ない 遺 伝子 が 1 個で あ った 。 M n P と 分 類さ れる 中の 1 つ

であ る G f . M N P 1 は、 遺伝 子 長 1 6 4 7  b p で 11 個 の エク ソン と

1 0 個 の イン トロ ンか ら成 り 、 3 6 4 残基 のア ミ ノ酸 から なる タ

ンパ ク 質 を コー ドし てお り 、M n
2 +結合 部位 と 推定 され る G l u

6 3、

G l u
6 7、A s p

2 0 8 の 3 つの アミ ノ 酸残 基を 有し て いる（ 図 5 - 1 2）。

G f . M N P 1 は 、栽 培 工 程中 の 培養 工程 前期 で 発現 量の ピー ク を

示す とと も に （ 図 5 - 1 3）、 M n P に分 類さ れ る遺 伝子 の中 で 培

養 工 程 の 発 現 量 が で 最 も 高 い こ と か ら 、 菌 糸 生 育 時 の 培 地 成

分 中 の リ グ ニ ン 分 解 に 主 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 予 想 さ れ た 。

そこ で、 G f , M N P 1 が きの こ 栽培 にお いて ど のよ うな 役割 を 果

たし てい る かを 調べ るた め 、 R N A i に よ る 発 現 抑 制 を 試 み た 。 
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上述 5 . 3 . 1 及び 5 . 3 . 2 で 述 べた R N A i ベク ター の 構築 方法 と

同様 に、 G f . M N P 1 コ ード 配 列の 一部 を用 い た逆 方向 反復 配 列

を連 結し た h p R N A 発 現 カセ ット を組 み込 ん だ R N A i 用 ベ クタ

ー p G F g h t - M N P 1 I R を 構 築 し た （ 図 5 - 1 4）。 こ の ベ ク タ ー を

G f - N 2 株に 導 入し 、ベ クタ ー に組 み 込ん だ G f . M N P 1 の h p R N A

発 現 カ セ ッ ト 領 域 の 導 入 が 確 認 さ れ た 1 7 個 の 形 質 転 換 体 を

得た 。次 に 、こ れら の形 質 転換 体の G f . M N P 1 の 発現 抑制 の 程

度を 定 量 RT- P C R に より 調べ た 。こ の時 、 G f . M N P 1 の発 現 は

P D A 培 地 培 養 時 の 菌 糸 体 で は 確 認 で き な い 程 低 か っ た た め 、

オガ コ培 地 培養 時の 菌糸 体 を定 量 RT- P C R 解析 の試 料に 用 い

た。 G f . M N P 1 の 発現 量は 、 内部 標準 遺伝 子 G f . C H S 1 の 発 現量

で正 規化 し、G f - N 2 株 の発 現 量を 1 0 0 %と した 時 の 相対 値で 算

出し た。 そ の結 果、 1 7 個中 11 個の 形質 転 換体 で、 G f . M N P 1

の発 現量 が 形質 転換 する 前 の G f - N 2 株に 比 べ て 1 0 %以 下を 示

し、 顕著 な 発現 抑制 が確 認 され た（ 図 5 - 1 5）。こ れら 11 個 の

形 質 転 換 体 の 中 で 、 最 も 発 現 抑 制 さ れ た 上 位 か ら M D # 1 、

M D # 1 0、 M D # 1 9 の 3 株を 選 び、 G f . M N P 1 発 現抑 制 株と して 解

析に 使用 し た。  

マイ タケ で M n P と推 定さ れ る遺 伝子 群は 、互 い に 塩基 配列

の相 同性 が 高く 、G f . M N P 1 と他の M n P 遺伝 子 とは それ ぞれ 約

6 0 %前後 の 相同 性 があ る 。R N A i に より 標的 遺 伝子 の発 現を 抑

制す る場 合 、標 的 遺伝 子の 配 列か ら設 計し た 二本 鎖 R N A の配

列を ガイ ド にし て相 補的 な ｍ R N A の 分解 が 引き 起 こさ れる こ

と で 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ る こ と か ら 、 標 的 と し た 遺

伝 子 以 外 に も 設 計 し た 二 本 鎖 R N A と 配 列 の 相 同 性 が 高 い 遺
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伝 子 が 存 在 す る と そ の 遺 伝 子 の 発 現 も 同 時 に 抑 制 さ れ る 、 オ

フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 と 称 す る 現 象 が 知 ら れ て い る 。 本 実 験 の

G f . M N P 1 を標 的 とし た R N A i に おい ても 、 オフ ター ゲッ ト 効

果に より 他 の M n P 遺伝 子の 発現 に も影 響を 与 えて いる 可能 性

が考 えら れ たた め、G f . M N P 1 以外 の M n P 遺 伝子 の 発現 量も 定

量 RT- P C R に よ り 調 べ た 。 そ の 結 果 、 G f . M N P 1 発 現 抑 制 株

（ M D # 1、M D # 1 0、M D # 1 9）で は、G f . M N P 1 以外 に も、M n P 遺

伝 子 と 推 定 さ れ る g f r 0 3 g s 0 7 1 3 2 9 3 、 g f r 0 3 g s 2 5 9 1 5 0 0 1 、

g f r 0 3 g s 0 1 8 0 4 3 6、 g f r 0 3 g s 2 5 3 1 4 8 4 0 の発 現が 抑 制さ れて いる こ

とが わか っ た（ 図 5 - 1 6）。この こ とか ら 、今 回 R N A i 用 ベク タ

ーの 構築 に 用い た G f . M N P 1 の配 列で は、オ フタ ーゲ ット 効 果

が 大 き く 現 れ る こ と が わ か っ た 。 オ フ タ ー ゲ ッ ト 効 果 を 避 け

る に は 、 他 の 遺 伝 子 と 相 同 性 の な い 標 的 配 列 を 選 ぶ こ と が 有

効で ある が 、今回 の G f . M N P 1 に関 して は他 の M n P 遺伝 子と の

相 同 性 が 極 め て 高 い た め 難 し い と 考 え ら れ た 。 逆 に 、 塩 基 配

列 の 相 同 性 が 高 い 遺 伝 子 が 重 複 し て 複 数 存 在 す る 場 合 に は 、

R N A i 誘 導 する た めの 二本 鎖 R N A を設 計す る 際に 重複 する 遺

伝 子 間 で 相 同 性 の 高 い 領 域 を 標 的 配 列 に 選 ぶ こ と で 、 一 度 の

R N A i の 試 験で 複 数の 遺伝 子 を同 時に 抑制 す るこ とも 、可能 で

ある こと を 示唆 する 結果 で ある とも いえ る 。  

G f . M N P 1 発現 抑 制株 に関 し ては 、G f . M N P 1 以外の M n P 遺伝

子 も 発 現 が 抑 制 さ れ て い る こ と が 判 明 し た が 、 そ れ が 子 実 体

生 育 に 及 ぼ す 影 響 の 有 無 を 栽 培 試 験 を 行 っ て 調 べ た 。 3 株 の

G f . M N P 1 発現 抑 制株（ M D # 1 ,  M D # 1 0 ,  M D # 1 9）と 野生 株 G f - N 2

株を 用い て、前 述 の G f . FA S 1 の 解 析 と同 様に 栽 培試 験を 行い 、
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子 実 体 生 育 の 様 子 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 培 地 全 体 に 菌 糸 が

蔓 延 す る 植 菌 後 3 0 日 目 に お け る 菌 糸 生 育 を 比 較 す る と 、

G f - N 2 株 に 比べ て、 G f . M N P 1 発 現抑 制株 は 菌糸 の生 育速 度 に

大 き な 差 異 は な い が 、 外 観 上 菌 糸 密 度 が 低 く 、 試 験 管 上 部 の

菌糸 体層 が 薄か った（ 図 5 - 1 7）。その 後、子実 体分 化の 段階 に

なる と、 図 5 - 1 8 A に示 した よ う に菌 柄の 伸 長に 続き 菌傘 の 展

開が 進行 す る G f - N 2 株 に対 して 、 G f . M N P 1 発 現 抑 制株 は 全 て

子 実 体 へ の 分 化 が 認 め ら れ ず 、 菌 糸 体 の 状 態 に 止 ま っ た ま ま

で あ った 。 ま た 、 菌 床内 部 の 色 を 比 較す る と 、 G f - N 2 株 は 植

菌 前 の 培 地 の 色 で あ る 黒 茶 色 か ら 脱 色 さ れ た 薄 茶 色 に 変 化 し

てい たが 、 G f . M N P 1 発 現 抑制 株 の それ は培 地 の色 であ る黒 茶

色か ら脱 色 が進 んで いな か った（図 5 - 1 8 B）。こ れら の結 果 か

ら、 G f . M N P 1 発 現抑 制株 は 、培 地成 分の 分 解が 遅く 、栽 培 試

験 で 設 定 し た 培 養 日 数 で は 栄 養 成 分 の 蓄 積 が 不 十 分 で あ っ た

がた めに 、子 実 体 生育 に至 ら なか った と考 え られ た。G f . M N P 1

を含 む M n P 遺伝 子が 培地 中 のオ ガコ の分 解 に大 きく 関与 す る

こ と を 示 す 結 果 が 得 ら れ た の で 、 今 後 マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ の 活 性 測 定 や 培 地 中 の 成 分 解 析 な ど の 生 化 学 的 な 試 験 を

行う こと で 、よ り詳 細な 機 能解 明に 繋が る と考 えて いる 。  
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図5-12. Gf.MNP1遺伝子の構造
A: Gf.MNP1は、遺伝子長が1647 bpであり、11個のエクソンと10個のイントロンか
ら構成される。白抜き四角の部分がエクソンを示し、その間がイントロンを示して
いる。B: Gf.MNP1がコードする364残基のアミノ酸からなるタンパク質の構造を模
式的に示した。Mn2+結合部位と推定されるGlu63、Glu67、Asp208の3つのアミノ酸残
基とN末端側にシグナルペプチドを有することが予測された。
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図5-13. Gf.MNP1のマイタケ栽培工程おける発現挙動
マイタケ栽培の培養工程の前期（植菌後19日, 29日）; 中期（40日, 50日）; 後期（60

日, 67日）、芽出し工程の前期（69日）; 中期（71日）; 後期（74日）、発生工程の
前期（76日）; 中期（78日, 80日）; 後期（83日）におけるGf.MNP1の発現量を定量
RT-PCRにより解析した。各サンプルのGf.MNP1発現は、Gf.CHS1の発現量を内部標
準として正規化し、 Gf.CHS1の発現量を1とした時の相対値で算出した。
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図5-14. Gf.MNP1のRNAi用ベクターの概略図
Gf.MNP1のRNAi用ベクターであるpGFght-MNP1IRは、Gf.MNP1のセンス鎖及びアン
チセンス鎖断片をスペーサーを挟んで配置したGf.MNP1逆方向反復配列をGf.TEF3

プロモーターとターミネーターの間に連結したhpRNA発現カセットを有する。また、
選択マーカー遺伝子であるハイグロマイシンB耐性遺伝子hphをGf.GAPDHプロモー
ターとターミネーターの間に連結したhph発現カセットを有する。
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図5-15. pGFght-MNP1IRの導入が確認された形質転換体におけるGf.MNP1の発現量
Gf-N2株とpGFght-MNP1IRを導入して得られた17個の形質転換体（MD#）について、
栽培用オガコ培地で培養した菌糸体におけるGf.MNPP1の発現量を定量RT-PCRによ
り解析した。各サンプルのGf.MNP1発現レベルは、Gf.CHS1の発現量を内部標準と
して正規化し、Gf-N2株の発現量を100%とした時の相対値で算出した。
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図5-16. Gf.MNP1発現抑制株におけるGf.MNP1 以外のMnP遺伝子の発現量
Gf-N2株とGf.MNP1発現抑制株を栽培用オガコ培地で培養した時の、MnP遺伝子と
推定されるgfr03gs0713293、gfr03gs25915001、gfr03gs0180436、gfr03gs25314840の発
現量を定量RT-PCRにより解析した。各サンプルのGf.MNP1発現レベルは、Gf.CHS1

の発現量を内部標準として正規化し、Gf-N2株の発現量を100%とした時の相対値で
算出した。
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図5-17. Gf.MNP1発現抑制株の栽培試験の培養段階における菌糸生育の状態
Gf-N2株、Gf.MNP1発現抑制株 （MD#1, MD#10, MD#19）の栽培試験における、植
菌後30日目の菌糸生育の状態を写真で示した。
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図5-18. Gf.MNP1発現抑制株の子実体生育時における表現型
A: Gf-N2株、Gf.MNP1発現抑制株 （MD#1, MD#10, MD#19） の栽培試験を行い、
Gf-N2株で十分に子実体分化が進んだ時点での、子実体生育の状態を写真で示した。
B: Aの時点での培地を取り出し、培地の状態を比較した。
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5 . 4 .  ま と め  

本 研 究 で は 、 機 能 を 明 ら か に し た い 遺 伝 子 （ 標 的 遺 伝 子 ）

を 人 為 的 に 破 壊 あ る い は 発 現 抑 制 す る こ と に よ っ て 表 現 型 へ

の 影 響 を 調 べ る 逆 遺 伝 学 的 手 法 を マ イ タ ケ で 適 用 す る た め に 、

マイ タケ の 宿主 ・ベ クタ ー 系 を 使っ て R N A i を 行い 、標 的 遺

伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と で 遺 伝 子 機 能 解 析 を 試 み た 。 そ の

結論 とし て 、以 下の よう に 摘要 され る。  

 

1 .  ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 G f . H y d A 1 を 標 的 に 、 2 本 鎖

h p R N A を 発現 す るよ うに デ ザイ ンし た R N A i ベ ク ター をマ

イタ ケに 導 入し た結 果、 菌 糸生 育時 に G f . H y d A 1 の発 現が

顕著 に抑 制 され るこ とが 確 認さ れ、マ イ タケ にお いて 人為

的に R N A i を 誘 導 でき るこ と が示 され た。  

 

2 .  ファ シク リ ンド メイ ン含 有 タン パク 質遺 伝子 G f . FA S 1 を 標

的に R N A i を 行 っ たと ころ 、菌糸 生育 時だ け でな く子 実体

生 育 時 に お い て も 顕 著 に 発 現 抑 制 さ れ る こ と が わ か っ た 。

また 、 G f . FA S 1 発 現抑 制株 は 子実 体の 分化 が 抑制 され たこ

とか ら、 G f . FA S 1 は子 実分 化 の開 始に 重要 な 役割 を担 って

いる こと が 推察 され た。  

 

3 .  マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ M n P） 遺 伝 子 の 1 つ で あ る

G f . M N P 1 を標 的 に R N A i を行 い、オガ コ培 地 で顕 著に 発現

抑 制 さ れ る こ と を 確 認 し た 。 し か し な が ら 、 作 出 し た

G f . M N P 1 発現 抑 制株 は G f . M N P 1 と塩 基配 列 の相 同性 が高
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い他 の M n P 遺伝 子の 発現 も オフ ター ゲッ ト 効果 によ り同

時に 抑制 さ れて いる こと が わか った 。また 、オガ コ培 地で

は 、菌 糸生 育 密 度が 低く 、子 実 体分 化も 抑 制さ れる とと も

に、培 養 後の 菌床 内部 の色 調 は培 養前 と変 わ らな かっ たこ

とか ら、培地 成分 の分 解が 十 分で ない こと が 推測 され たの

で、M n P 遺伝 子は 栽培 工程 に おい て培 地分 解 によ る栄 養物

の獲 得に 大 きく 寄与 して い るこ とが 示唆 さ れた 。  

 

以上 のよ う に、 第 3 章 、 第 4 章 で述 べた マ イタ ケの 宿主 ・

ベク ター 系 を基 に R N A i 用ベ ク タ ーを 構築 し 、3 つ の遺 伝子 を

標 的 に そ の 発 現 を 抑 制 で き る こ と を 実 証 し た 。 こ の 結 果 は 、

マイ タケ の 遺伝 子機 能解 析 を行 う上 で 、R N A i が 極め て有 効 で

あ る こ と を 示 す も の で あ る 。 ま た 、 配 列 の 相 同 性 が 高 い 遺 伝

子 群 の 中 の 特 定 の 遺 伝 子 を 機 能 解 析 す る に は 、 そ の 遺 伝 子 と

相 同 性 の 高 い 他 の 遺 伝 子 の 発 現 も 同 時 に 抑 制 さ れ る オ フ タ ー

ゲ ッ ト 効 果 に 注 意 し な け れ ば な ら な い 点 等 も あ り 、 今 後 解 決

す べ き 課 題 も 浮 き 彫 り に で き た 。 本 研 究 に よ り 、 マ イ タ ケ で

R N A i に よ り 効 率 的 に 遺 伝 子 発 現 抑 制 株 を 作 出 で き る こ と が

示 さ れ た こ と か ら 、 今 後 、 多 く の 遺 伝 子 を 対 象 に 遺 伝 子 機 能

解 析 を 実 施 し て い く 上 で 有 用 な ツ ー ル を 開 発 す る こ と が で き

たと いえ る 。  
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1 5 .  We s s e l s  J . G . H  ( 1 9 9 6 ) .  F u n g a l  h y d r o p h o b i n s :  p r o t e i n s  t h a t  

f u n c t i o n  a t  a n  i n t e r f a c e .  Tre n d s  i n  P l a n t  S c i e n c e  1 :  9 – 1 5 ;  d o i :  

d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / S 1 3 6 0 - 1 3 8 5 ( 9 6 ) 8 0 0 1 7 - 3 .  

1 6 .  We s s e l s  J . G . H  ( 2 0 0 0 ) .  H y d r o p h o b i n s ,  u n i q u e  f u n g a l  p r o t e i n s .  

M y c o l o g i s t  1 4 :  1 5 3 – 1 5 9 ;  d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / S 0 2 6 9 - 9 1 5 X ( 0 0 ) 8 0 0 3 0 -  

0 .  

1 7 .  K u r a h a s h i  A ,  S a t o  M ,  N i s h i b o r i  K ,  F u j i m o r i  F  ( 2 0 1 4 ) .  

I d e n t i f i c a t i o n  o f  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  g e n e s  i n  f r u i t i n g  
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b o d y  m u t a n t s  o f  G r i f o l a  f ro n d o s a .  T h e  B u l l e t i n  o f  To k y o  

K a s e i  U n i v e r s i t y  5 4 :  2 3 - 3 3 .  

1 8 .  Wa n g  X ,  S h i  F,  W ö s t e n  H A ,  H e k t o r  H ,  P o o l m a n  B ,  R o b i l l a r d  

G T  ( 2 0 0 5 ) .  T h e  S C 3  h y d r o p h o b i n  s e l f - a s s e m b l e s  i n t o  a  

m e m b r a n e  w i t h  d i s t i n c t  m a s s  t r a n s f e r  p r o p e r t i e s .  B i o p h y s i c a l  

J o u r n a l  8 8 :  3 4 3 4 – 3 4 4 3 ;  d o i :  1 0 . 1 5 2 9 / b i o p h y s j . 1 0 4 . 0 5 7 7 9 4 .  

1 9 .  N g  W L ,  N g  T P,  K w a n  H S  ( 2 0 0 0 ) .  C l o n i n g  a n d  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t w o  h y d r o p h o b i n  g e n e s  d i f f e r e n t i a l l y  

e x p r e s s e d  d u r i n g  f r u i t  b o d y  d e v e l o p m e n t  i n  L e n t i n u l a  e d o d e s .  

F E M S  M i c ro b i o l g y  L e t t e r s .  1 5 :  1 3 9 - 4 5 ;  d o i :  

1 0 . 1111 / j . 1 5 7 4 - 6 9 6 8 . 2 0 0 0 . t b 0 9 0 5 2 . x .  

2 0 .  N i s h i z a w a  H ,  M i y a z a k i  Y,  K a n e k o  S ,  S h i s h i d o  K  ( 2 0 0 2 ) .  

D i s t r i b u t i o n  o f  h y d r o p h o b i n  1  g e n e  t r a n s c r i p t  i n  d e v e l o p i n g  

f r u i t i n g  b o d i e s  o f  L e n t i n u l a  e d o d e s .  B i o s c i e n c e ,  

B i o t e c h n o l o g y,  a n d  B i o c h e m i s t r y  6 6 :  1 9 5 1 - 1 9 5 4 ;  d o i :  

1 0 . 1 2 7 1 / b b b . 6 6 . 1 9 5 1 .  

2 1 .  Ya m a d a  M ,  S a k u r a b a  S ,  S h i b a t a  K ,  I n a t o m i  S ,  O k a z a k i  M ,  

S h i m o s a k a  M  ( 2 0 0 4 ) .  C l o n i n g  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  g e n e  

c o d i n g  f o r  a  h y d r o p h o b i n ,  F v - h y d 1 ,  s p e c i f i c a l l y  e x p r e s s e d  

d u r i n g  f r u i t i n g  b o d y  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  b a s i d i o m y c e t e  

F l a m m u l i n a  v e l u t i p e s .  A p p l i e d  m i c ro b i o l o g y  a n d  

b i o t e c h n o l o g y  6 7 :  2 4 0 - 2 4 6 ;  d o i :  1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 2 5 3 - 0 0 4 - 1 7 7 6 - 2 .  

2 2 .  M i y a z a k i  Y,  K a n e k o  S ,  S u n a g a w a  M ,  S h i s h i d o  K ,  Ya m a z a k i  T,  

N a k a m u r a  M ,  B a b a s a k i  K  ( 2 0 0 7 ) .  T h e  f r u i t i n g - s p e c i f i c  

L e . f l p 1  g e n e ,  e n c o d i n g  a  n o v e l  f u n g a l  f a s c i c l i n - l i k e  p r o t e i n ,  
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o f  t h e  b a s i d i o m y c e t o u s  m u s h r o o m  L e n t i n u l a  e d o d e s .  C u r r e n t  

G e n e t i c s  5 1 :  3 6 7 – 3 7 5 ;  d o i :  1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 2 9 4 - 0 0 7 - 0 1 3 3 - 2 .  
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第 6 章   総 合 考 察  

 

き の こ は 古 く か ら 食 用 ま た は 薬 用 と し て 、 人 々 の 生 活 に 親

し ま れ て き た 。 近 年 は 、 き の こ の 健 康 に 対 す る 様 々 な 機 能 性

が注 目さ れ てい るこ とか ら、食 用 きの こに 対 する 需要 が増 え、

多 く の き の こ で 栽 培 が 行 わ れ て い る 。 主 要 な 食 用 き の こ で あ

る シ イ タ ケ 、 エ ノ キ タ ケ 、 マ イ タ ケ な ど で は 、 人 工 的 に 環 境

を 整 え た 施 設 栽 培 が 主 流 と な り 、 一 年 を 通 じ て 安 定 的 に 生 産

さ れ て い る 。 こ の よ う な 大 規 模 き の こ 栽 培 で は 、 一 度 に 大 量

の き の こ を 培 養 す る た め 、 菌 株 の 劣 化 や 変 異 、 ま た は 環 境 条

件 の 急 激 な 変 化 な ど に よ り 品 質 低 下 が 生 じ た 場 合 に 甚 大 な 損

害 を 招 き か ね な い 。 そ れ 故 、 き の こ 種 菌 の 性 能 維 持 や 品 種 開

発 、 最 適 な 環 境 条 件 を 実 現 す る た め の 栽 培 管 理 や 技 術 開 発 が

極 め て 重 要 と な る 。 し か し な が ら 、 食 用 き の こ の 生 産 現 場 に

お け る 栽 培 環 境 条 件 の 設 定 ・ 管 理 は 、 生 産 者 独 自 の 経 験 や 勘

に 頼 っ て い る こ と が 多 分 に あ り 、 科 学 的 な 裏 付 け や 知 見 は 十

分 で は な い 。 そ こ で 、 き の こ 形 成 に 関 わ る 様 々 な 事 象 を 遺 伝

子 レ ベ ル で 明 ら か に し 、 そ れ ら 遺 伝 子 を マ ー カ ー に し た 優 良

品 種 の 育 種 や 栽 培 管 理 シ ス テ ム を 構 築 す る こ と で 、 き の こ の

品質 及び 生 産性 の向 上を 実 現で きる と考 え た。そ のた めに は、

き の こ の 遺 伝 子 情 報 を 集 積 し 、 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て 解

析 し て い く 必 要 が あ る が 、 こ れ ら を 遂 行 す る た め の 研 究 基 盤

が十 分に 整 備さ れて いる 状 況で はな かっ た 。そ こ で、我 々は 、

最 初 に マ イ タ ケ を モ デ ル に し て 、 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 網 羅

的 に 解 析 し た ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 情 報 を 取 得 し 、 そ の 情 報
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を 基 に し た 遺 伝 子 発 現 解 析 を こ れ ま で に 行 っ て き た 。 本 論 文

は 、 遺 伝 子 発 現 解 析 か ら 見 出 さ れ た 個 々 の 遺 伝 子 の 機 能 、 生

体 で の 役 割 を 明 ら か に す る た め の 遺 伝 子 機 能 解 析 へ と 研 究 を

進 展 さ せ る こ と を 目 的 に 、 マ イ タ ケ の 全 ゲ ノ ム 配 列 解 読 に よ

る遺 伝子 情 報の 拡充（第 2 章）、その 情報 を 用い て 遺 伝子 機 能

解 析 に 必 須 で あ る マ イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 の 確 立 （ 第 3

章）、こ のマ イタ ケの 宿主・ベク タ ー系 を用 い て機 能を 知り た

い遺 伝子 （ 標的 遺伝 子） の 過剰 発現 （ 第 4 章 ） 及 び R N A i に

よる 発現 抑 制（ 第 5 章） を 行い 、遺 伝子 機 能解 析の ため の 基

盤 技 術 を 確 立 し た 成 果 に つ い て 論 じ た も の で あ る 。 本 章 で は

そ れ ら か ら 得 ら れ た 研 究 成 果 を 摘 要 し 、 総 合 考 察 を 行 っ た の

でそ れに つ いて 述べ る。  

第 2 章 で は、 マ イタ ケの 全 ゲノ ム配 列を 第 2 世 代シ ーク エ

ンサ ーで あ るロ シュ 社 4 5 4  G S  F L X  Ti t a n i u m（ 4 5 4  F L X） 及 び

イル ミナ 社 G e n o m e  A n a l y z e r  I I x（ G A I I x） の 2 機 種の シー ク

エン サー を 用い て解 読し た 結果 につ いて 述 べた 。 4 5 4  F L X は

取 得 で き る リ ー ド 長 が 長 く 、 ア セ ン ブ リ の 際 に 長 い コ ン テ ィ

グ を 得 る こ と で き る が 、 連 続 し て 同 じ 塩 基 が 続 く 配 列 （ ホ モ

ポ リ マ ー 配 列 ） の 解 読 精 度 が 低 く 、 読 み 取 り エ ラ ー が 生 じ や

す い 。一 方 で 、 G A I I x は 取 得 で き る リ ード 長 は 短 い が 、解 読

精 度 が 高 く 、 ホ モ ポ リ マ ー 配 列 の 読 み 取 り エ ラ ー が 少 な い 。

この 特徴 の 異な る 2 機種 の シー クエ ンサ ー を組 み合 わせ て 使

用 す る こ と は 、 お 互 い の 利 点 を 活 か し 、 欠 点 を 補 う 点 で 有 効

な ア プ ロ ー チ と 考 え ら れ る が 、 そ の 手 法 は 確 立 さ れ て い な か

った 。そ こ で、 この 2 機 種 のシ ーク エン サ ー か ら得 たリ ー ド
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デー タを 組 み合 わせ たア セ ンブ リ手 法を 検 討し たと ころ 、4 5 4  

F L X か ら得 た デ ータ のア セ ンブ リ結 果を 主 とし て、 G A I I x か

ら 得 た デ ー タ で エ ラ ー 修 正 及 び ギ ャ ッ プ ク ロ ー ズ を す る カ ス

タ ム ア セ ン ブ リ 法 が 読 み 取 り エ ラ ー や ギ ャ ッ プ を 最 小 限 に 抑

え 、 断 片 化 の 少 な い 長 い コ ン テ ィ グ が 得 ら れ る 点 で 最 適 で あ

った 。 こ の方 法 によ り 、 ゲノ ム サイ ズ 約 3 3 . 8  M b、 ス キャ ホ

ール ド数  2 8 0、 コン ティ グ 数  1 , 1 8 6 の マイ タ ケド ラフ トゲ ノ

ム 配 列 デ ー タ を 取 得 し た 。 次 に 、 マ イ タ ケ ゲ ノ ム 配 列 か ら の

遺 伝 子 予 測 を 行 っ た と こ ろ 、 ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の み か ら は 予

測遺 伝子 数が 1 0 , 5 0 5 個 であ っ たの に対 し、既に 取 得 して いた

E S T 配列 デ ータ を参 照に 予 測す るこ とで そ の数 は 1 6 , 0 9 7 個 と

1 . 5 3 倍に 増 加し た。 参照 情 報が ない 場合 に 予測 でき ない 遺 伝

子の 数が 多 かっ たこ とか ら 、 E S T 配 列 デー タ の 利用 が予 測 精

度 の 向 上 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 予 測 さ れ た 遺 伝 子 に

つ い て 、 塩 基 配 列 か ら 推 定 さ れ る 機 能 情 報 を 注 釈 す る ア ノ テ

ー シ ョ ン を 行 い 、 マ イ タ ケ が 潜 在 的 に 有 し て い る 遺 伝 子 の 機

能 推 定 を 行 っ た 。 そ の 例 と し て 、 木 材 腐 朽 菌 が 木 質 成 分 を 資

化 し て い く う え で 重 要 と 考 え ら れ る C a r b o h y d r a t e - A c t i v e  

e n z y m e s（ C A Z y）と F u n g a l  O x i d a t i v e  L i g n i n  e n z y m e s（ F O Ly）

に 属 す る 遺 伝 子 の 分 類 を 行 い 、 マ イ タ ケ が 有 し て い る 木 材 中

の 細 胞 壁 多 糖 成 分 の 分 解 に 関 わ る セ ル ラ ー ゼ や キ シ ラ ナ ー ゼ

に 分 類 さ れ る 遺 伝 子 群 や リ グ ニ ン 分 解 に 関 わ る マ ン ガ ン ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ （ M n P） を 含 む ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 群 を 明

ら か に し た 。 以 上 の よ う に 、 今 ま で に ド ラ フ ト ゲ ノ ム デ ー タ

が 公 開 さ れ て い る 生 物 種 に 比 べ て も 精 度 の 高 い マ イ タ ケ の 全
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ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 整 備 す る こ と が で き た 。 ま た 、 マ イ タ ケ の

ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 整 備 す る こ と で 、 先 に 取 得 し て い た ト ラ ン

ス ク リ プ ト ー ム 情 報 だ け で は カ バ ー で き な か っ た 全 遺 伝 子 の

情 報 や タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 領 域 以 外 の 発 現 制 御 領 域

の情 報な ど を得 るこ とが で きた 。  

第 3 章 では 、マ イタ ケで 目 的と する 遺伝 子 を発 現さ せる た

め の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 し た こ と に つ い て 述 べ た 。 遺 伝

子 機 能 解 析 を 行 う に は 、 遺 伝 子 組 換 え 操 作 に よ り 機 能 を 知 り

た い 遺 伝 子 の 機 能 を 人 為 的 に 操 作 し 、 そ の 影 響 か ら 機 能 を 調

べ る 逆 遺 伝 学 的 手 法 が 有 効 な 手 法 で あ り 、 そ の た め に は 目 的

と す る 遺 伝 子 を 細 胞 内 に 運 ぶ た め の ベ ク タ ー と そ れ を 細 胞 内

に 導 入 す る た め の 遺 伝 子 導 入 技 術 で あ る 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を

構 築 す る 必 要 が あ る 。 ま ず 、 ベ ク タ ー に よ り 導 入 し た 外 来 遺

伝 子 を 安 定 的 に 発 現 さ せ る に は 、 高 活 性 な 遺 伝 子 発 現 制 御 領

域 （ プ ロ モ ー タ と タ ー ミ ネ ー タ ー ） を 利 用 す る こ と が 重 要 で

あ る 。 そ の 候 補 と し て マ イ タ ケ で 恒 常 的 に 高 発 現 し て い る

G f . P S D 1、 G f . T E F 3、 G f . C Y P 1、 G f . G A P D H、 G f . C H S 1 の 5 つの

遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー を セ ッ ト と し て 選 び 、

ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 の み を 効 率 的 に 選 抜 す る た め の 選

択マ ーカ ー 遺伝 子で ある ハ イグ ロマ イシ ン B 耐 性遺 伝子 h p h

と連 結し た ベク ター をそ れ ぞれ 構築 した 。 構築 した 5 つ の ベ

ク タ ー を そ れ ぞ れ プ ロ ト プ ラ ス ト - P E G 法 に よ り マ イ タ ケ 細

胞内 に 導入 し、 5 つ の ベク ター すべ て で ハ イグ ロマ イ シン B

耐性 の形 質 転換 体が 得ら れ るこ とを 確認 し た。 この と き 5 つ

の ベ ク タ ー を そ れ ぞ れ 導 入 し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 の 個 数 を
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形 質 転 換 効 率 と し て 比 較 し た と こ ろ 、 G f . T E F 3 や G f . G A P D H

の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を 用 い て 構 築 し た

ベク ター が 他 の 3 つ のベ ク ター より 高か っ たの で、 これ ら 2

つ の プ ロ モ ー タ ー と タ ー ミ ネ ー タ ー の セ ッ ト を 高 活 性 と 判 断

し 、 次 の 遺 伝 子 機 能 解 析 用 の ベ ク タ ー 構 築 に 用 い る こ と に し

た 。 実 際 に 遺 伝 子 機 能 解 析 行 う に は 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 に

加 え て 、 目 的 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め の 発 現 カ セ ッ ト を 備 え

た ベ ク タ ー を 構 築 す る 必 要 が あ る の で 、 遺 伝 子 発 現 を 視 覚 的

に 容 易 に 判 別 す る こ と を 可 能 と す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ る

緑色 蛍光 タ ンパ ク質 遺伝 子 E G F P や ホタ ル ルシ フェ ラー ゼ 遺

伝子 L u c の 発現 カセ ット を 組 み 込ん だベ ク ター をそ れぞ れ 構

築 し 、 そ れ ら を マ イ タ ケ 内 で 発 現 で き る か を 調 べ た 。 そ の 結

果、 それ ぞ れの 形質 転換 体 で E G F P や L u c の 発現 に起 因す る

蛍 光 ま た は 発 光 が 確 認 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 マ イ タ ケ で

目 的 遺 伝 子 の 発 現 を 可 能 に す る 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 す る

こと がで き た。  

第 4 章 で は、 第 3 章で 構 築し た マ イタ ケの 宿 主・ ベク ター

系を 用い て 、転 写因 子と 推 定さ れる G f . C R Z 1 を 過剰 発現 さ せ

るこ とで 機 能解 析を 行っ た 結果 につ いて 述 べた 。G f . C R Z 1 は、

過去 に行 っ た正 常に 子実 体 生育 する G f - N 2 株と 子実 体生 育 異

常を 生じ る 変異 体 G f - A 1 株 や G f - A 4 株の 遺 伝子 発 現差 解析 か

ら見 出さ れ た 2 4 個の 差示 的 発現 遺伝 子 の 内 の 1 つで あり 、

G f - A 1 株 や G f - A 4 株で G f - N 2 株 より 発現 が 顕著 に高 いこ と が

わ か っ て い る 。 ま た 、 G f . C R Z 1 は 、 酵 母 や 糸 状 菌 で 報 告 さ れ

て い る カ ル シ ニ ュ ー リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る 転 写 因
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子 C R Z 1 と 相同 性が ある こ とか ら、 転写 因 子を コー ドす る 遺

伝 子 で あ る と 推 定 さ れ る 。 G f . C R Z 1 が 転 写 因 子 と し て 機 能 し

て い る な ら ば 、 そ の 標 的 と し て 転 写 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現

が 通 常 と は 異 な る こ と で 変 異 体 の 変 異 形 質 を 招 い て い る と 予

想さ れ、 そ の標 的と なる 遺 伝子 は G f . C R Z 1 を除 く 差 示的 発 現

をす る 2 3 遺 伝 子 の中 に存 在 する 可能 性が 高 いと 考え られ た。

そ こ で、 マ イ タ ケ の 遺伝 子 発 現 ベ ク ター を 用 い て 、 G f - N 2 株

で G f . C R Z 1 を過 剰発 現さ せ 、そ れに より 発 現に 影響 を受 け る

遺 伝 子 が 変 異 体 で 差 示 的 発 現 を す る 2 3 遺 伝 子 の 中 に あ る か

を 調 べ た 。 ま ず 、 G f . C R Z 1 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 マ イ タ ケ

に 導 入 す る こ と で 、 も と の G f - N 2 株 よ り も 1 0 倍 以 上 高 い

G f . C R Z 1 発 現量 を 示す G f . C R Z 1 過 剰発 現株 を 作出 した 。次 に、

それ らで G f . C R Z 1 の過 剰 発現 に よ り発 現量 が 変 化 して いる 遺

伝 子 が 、 G f . C R Z 1 と 同 じ く 変 異 体 と の 比 較 解 析 か ら 見 出 さ れ

た差 示的 発 現 を する 2 3 遺伝 子 の 中に ある か を調 べた とこ ろ、

N A D 依存 性 ギ酸 脱水 素酵 素（ F D H）遺 伝子 で ある G f . F D H 1 の

発 現 量 が 高 く な っ て い る こ と が わ か っ た 。 白 色 腐 朽 菌 に お い

ては 、F D H は シ ュ ウ酸 分解 経 路の ギ酸 の分 解 を担 うこ とか ら、

そ の 前 の シ ュ ウ 酸 を ギ 酸 に 分 解 す る 反 応 を 触 媒 す る シ ュ ウ 酸

脱 炭 酸 酵 素 （ O D C） 遺 伝 子 の 発 現 を 調 べ た と こ ろ 、 マ イ タ ケ

のゲ ノム か ら予 測さ れた 4 つの O D C 遺 伝 子の 内 、G f . O D C 1 の

発現 量が G f . F D H 1 と同 様に 高 いこ とが わか っ た 。この こと か

ら、 G f . C R Z 1 は、 シュ ウ酸 分 解に 関わ る G f . O D C 1 と G f . F D H 1

の 発 現 を 正 に 調 節 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、

G f . C R Z 1 過 剰発 現株 は、 P D A 培 地培 養時 の 菌糸 生育 が G f - N 2
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株 に 比 べ て 遅 い う え に 、 菌 糸 密 度 が 低 く 、 菌 叢 が 薄 か っ た 。

こ の 菌糸 密 度 が 低 く 、菌 叢 が 薄 い 点 は、 変 異 体 で ある G f - A 1

株や G f - A 4 株と 共通 の特 徴 であ るこ とか ら 、 G f . C R Z 1 の 恒常

的 高 発 現 は 菌 糸 生 育 異 常 を も た ら す こ と が 示 唆 さ れ た 。 以 上

の 結 果 か ら 、 G f . C R Z 1 の 恒 常 的 高 発 現 は 、 何 ら か の 遺 伝 子 の

発 現 に 影 響 を 与 え て い る こ と が 推 測 さ れ 、 そ の 内 、 少 な く と

もシ ュウ 酸 分解 に関 わ る G f . O D C 1 と G f . F D H 1 の 発 現を 正に 調

節 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 そ の 影 響 は 正 常 な 菌 糸

生 育 を 妨 げ る こ と も 示 さ れ た 。 木 材 腐 朽 菌 に お い て 、 シ ュ ウ

酸 代 謝 の 制 御 に 関 わ る 転 写 因 子 に 関 し て は こ れ ま で ほ と ん ど

わ か っ て い な い た め 、 こ れ ら の 制 御 に 関 わ る 遺 伝 子 と し て は

初 め て の 報 告 で あ り 、 新 規 の 転 写 因 子 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ

れた 。  

第 5 章 で は、 第 3 章で 構 築し た マ イタ ケの 宿 主・ ベク ター

系を 用い て、R N A i によ る機 能を 明 らか にし た い遺 伝子（標 的

遺 伝 子 ） の 発 現 を 抑 制 す る こ と で 機 能 解 析 を 行 っ た 結 果 に つ

いて 述べ た 。 R N A i は 、 二本 鎖 R N A（ d s R N A） に より 、そ れ

と相 同な 配 列を 持 つ m R N A が分 解さ れる 機 構で あり 、哺 乳類 、

昆 虫 、 植 物 、 菌 類 な ど の 様 々 な 生 物 種 で 確 認 さ れ て い る 。 一

般的 に、標 的遺 伝 子と 相同 な 配列 の d s R N A を 細胞 内に 導入 ま

たは 発現 さ せる こと で R N A i を 人為 的に 誘 導し て標 的遺 伝 子

の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 が 遺 伝 子 機 能 解 析 に 利 用 さ れ て い る 。

そこ で、 マ イタ ケ で R N A i によ る遺 伝子 発 現抑 制方 法を 確 立

すべ く 、標的 遺 伝子 に相 同 なヘ アピ ンル ー プ状 の二 本鎖 R N A

（ h p R N A） が発 現す るよ う に設 計し た R N A i 用 ベク ター を 構
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築 し 、 そ れ を 導 入 す る こ と で 標 的 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 で き る

か を 試 験 し た 。 ま ず 、 マ イ タ ケ の 菌 糸 生 育 時 に 特 異 的 に 高 発

現 し て い る ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 G f . H y d A 1 を 標 的 に

R N A i を 行 った 。その 結果 、得ら れ た形 質転 換 体の 半数 以上 で、

G f . H y d A 1 の 発現 量が もと の G f - N 2 株 に比 べ て 1 0 %以下 に抑 制

され 、そ れ らの 中 で最 も発 現 量が 低か った も のは 1 . 3 %であ っ

た。この よ うに 、 G f . H y d A 1 のよ うな 発現 量 の高 い遺 伝子 を 顕

著 に 発 現 抑 制 で き た こ と か ら 、 本 手 法 に よ り マ イ タ ケ で 効 果

的 に R N A i を誘 導で きる こ とが 示さ れた 。 ハイ ドロ フォ ー ビ

ン は 、 菌 糸 表 面 に 分 泌 さ れ て 疎 水 性 を 付 与 す る な ど の 役 割 が

見出 され て いる こと から 、G f . H y d A 1 の 発現 抑制 は 菌糸 生育 に

差 異 を も た ら す こ と が 予 想 さ れ た 。 し か し な が ら 、 G f . H y d A 1

発現 抑制 株 では G f - N 2 と比 較 し て菌 糸生 育 に顕 著な 差は 確 認

され なか っ た。マ イタ ケは G f . H y d A 1 以外 にも 複 数の ハイ ドロ

フ ォ ー ビ ン 遺 伝 子 を 有 す る こ と か ら 、 こ れ ら が 機 能 的 に 相 補

して いる こ とが 考え られ た 。  

次に 、子 実 体生 育異 常を 生 じる 変異 体 G f - A 1 株 の子 実体 生

育 時 に お い て 顕 著 に 発 現 が 低 い こ と か ら 見 出 さ れ た フ ァ シ ク

リン 含有 タ ンパ ク質 遺伝 子 G f . FA S 1 を 標 的に R N A i を行 っ た。

フ ァ シ ク リ ン は 動 物 、 植 物 等 に お け る 細 胞 接 着 分 子 で あ り 、

多く の分 泌 タン パク 質や G P I ア ンカ ー型 タ ンパ ク質 がフ ァ シ

ク リ ン ド メ イ ン を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 G f . FA S 1

は 2 つの フ ァシ クリ ンド メ イン を有 して い るこ とか ら、 細 胞

表面 に分 泌 され て機 能し て いる こと が推 定 され た 。R N A i に よ

り G f . FA S 1 の 発 現レ ベル が 1 0 %以下 に抑 制 され た形 質転 換 体
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を G f . FA S 1 発現 抑制 株と し て選 び、 栽培 試 験に より 子実 体 を

発 生 さ せ た と こ ろ 、 原 基 の 状 態 か ら 子 実 体 分 化 が 停 止 し 、 菌

柄 の 伸 長 と 続 く 菌 傘 の 分 化 が 認 め ら れ な か っ た 。 こ の 表 現 型

は、 子実 体 分化 が停 止す る 変異 体 G f - A 1 株 と類 似し てい る こ

とか ら、G f . FA S 1 が子 実体 分 化に 重要 な役 割 を担 って いる 可 能

性が 示唆 さ れた 。今後 、G f . FA S 1 が コー ドす る タン パク 質の 性

質 を 明 ら か に す る た め の ア ッ セ イ や 細 胞 中 の 局 在 の 解 析 な ど

タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 解 析 を 進 め る こ と で 、 よ り 詳 細 な 機 能 解

明に 繋が る と考 えら れる 。  

最 後 に 、 リ グ ニ ン 分 解 に 関 わ る マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

（ M n P）遺 伝 子 の 1 つ であ る G f . M N P 1 を 標的 に R N A i を 行っ

た 。G f . M N P 1 は 、マイ タケ に 数多 く存 在す る M n P 遺伝 子の 中

で も オ ガ コ 培 地 で 培 養 し た 菌 糸 体 で 特 に 発 現 量 が 高 い 遺 伝 子

であ る。 R N A i に より G f . M N P 1 の 発現 抑制 を 試み たと ころ 、

オガ コ培 地 培養 時の 菌糸 体 で G f . M N P 1 の 発現 量 が 1 / 1 0 以下 に

抑 制 さ れ た 形 質 転 換 体 が 得 ら れ た 。 し か し な が ら 、 得 ら れ た

形質 転換 体 は、G f . M N P 1 以 外の 複 数の M n P 遺伝 子 の発 現も 同

時に 抑制 さ れて いた 。こ の 原因 とし て、 M n P 遺 伝子 群は 互 い

に 塩 基 配 列 の 相 同 性 が 高 い こ と か ら 、 標 的 と し た 遺 伝 子 以 外

に も 設 計 し た 二 本 鎖 R N A と 配 列 の 相 同 性 が 高 い 遺 伝 子 が 存

在 す る と そ の 遺 伝 子 の 発 現 も 同 時 に 抑 制 さ れ る オ フ タ ー ゲ ッ

ト 効 果 に よ り 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 も 標 的 遺 伝 子 と 同 様 に

発現 抑制 さ れた もの と推 察 され た。 G f . M N P 1 の 発現 抑制 が 顕

著 で あ っ た 形 質 転 換 体 の 子 実 体 を 発 生 さ せ た と こ ろ 、 子 実 体

への 分化 は 認め られ なか っ た。 この 結果 は 、 G f . M N P 1 を 含む
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複数 の M n P 遺伝 子の 発現 が 抑制 され たこ と で培 地中 のリ グ ニ

ン 分 解 が 進 ま ず 、 栽 培 試 験 で 設 定 し た 培 養 期 間 内 で の 子 実 体

形 成 に 必 要 な 栄 養 成 分 の 蓄 積 が 不 十 分 で あ っ た が た め に 子 実

体生 育に 至 らな かっ たと 推 測さ れた 。こ れ は、 G f . M N P 1 を含

む M n P 遺 伝 子が 培地 成分 の 分解 に大 きく 寄 与す るこ とを 示 唆

して いる 。以 上 の 結果 は、R N A i に よる 遺伝 子 発現 抑制 がマ イ

タ ケ で も 有 効 に 適 用 で き る こ と を 実 証 す る も の で あ る こ と か

ら 、 本 研 究 に よ り マ イ タ ケ の 遺 伝 子 機 能 解 析 に 有 用 な ツ ー ル

とし ての R N A i を 開発 する こ とが でき たと い える 。  

以上 のよ う に、 本研 究の 大 きな 成果 の 1 つ に、 マイ タケ の

全 ゲ ノ ム 配 列 解 読 を 行 い 、 高 精 度 な ド ラ フ ト ゲ ノ ム 配 列 情 報

を 整 備 で き た こ と が 挙 げ ら れ る 。 近 年 、 多 く の 生 物 種 で ド ラ

フ ト ゲ ノ ム 配 列 決 定 が な さ れ 報 告 数 は 増 え て い る が 、 ゲ ノ ム

デ ー タ の 品 質 に は 特 に 基 準 が な い た め 、 そ の 完 成 度 は 様 々 で

あ る の が 現 状 で あ る 。 そ の 点 に 関 し て 、 本 研 究 で は 、 2 機 種

の 特 徴 の 異 な る シ ー ク エ ン サ ー か ら 得 た 配 列 デ ー タ を 最 適 に

組 み 合 わ せ る こ と で エ ラ ー 修 正 や ギ ャ ッ プ ク ロ ー ズ を 行 い 、

読 み 取 り エ ラ ー や ギ ャ ッ プ を 最 小 限 に 抑 え 、 断 片 化 の 少 な い

長 い コ ン テ ィ グ を 得 る こ と が で き た 点 で 品 質 の 高 い ゲ ノ ム デ

ー タ で あ る と 考 え て い る 。 ま た 、 マ イ タ ケ の ゲ ノ ム 配 列 を 栽

培 マ イ タ ケ 菌 株 と し て 最 も 古 く か つ 最 も 広 範 囲 に 用 い ら れ て

きて いる M 5 1 株 を用 いて 初 めて 決定 でき た こと で 、これ を リ

フ ァ レ ン ス ゲ ノ ム と し て 、 他 の マ イ タ ケ 菌 株 の ゲ ノ ム リ シ ー

ク エ ン ス が 容 易 に で き る よ う に な り 、 個 体 レ ベ ル の ゲ ノ ム 配

列 比 較 が 可 能 な 状 態 に な っ た 。 こ れ に よ り 、 変 異 個 体 の 網 羅
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的 な 変 異 同 定 や ゲ ノ ム 育 種 な ど へ の 新 た な 展 開 が 可 能 に な っ

た。  

2 つ 目 の 成 果 と し て は 、 マ イ タ ケ の 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 確

立 で き た こ と が あ げ ら れ る 。 ゲ ノ ム 配 列 か ら 予 測 さ れ る 遺 伝

子 の 生 体 で の 役 割 を 詳 細 に 調 べ る に は 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を

用 い る 遺 伝 子 機 能 解 析 手 法 の 確 立 が 不 可 欠 で あ る 。 本 研 究 で

は、 機能 解 析し たい 遺伝 子 の恒 常発 現、 ま た は R N A i に よる

発 現 抑 制 を 可 能 と す る 宿 主 ・ ベ ク タ ー 系 を 構 築 し 、 そ れ を 使

っ て マ イ タ ケ で 目 的 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と や 逆 に 発 現 抑 制

す る こ と に 成 功 し 、 こ れ ら が 遺 伝 子 機 能 解 析 の 有 効 な ツ ー ル

と な る こ と を 実 証 し た 。 こ の よ う に 、 マ イ タ ケ で 遺 伝 子 機 能

解 析 を 進 め る た め の 基 盤 技 術 を 構 築 で き た こ と は 遺 伝 子 解 析

を 加 速 さ せ る 上 で 意 義 の あ る こ と と 考 え ら れ る 。 今 後 、 マ イ

タ ケ の 子 実 体 生 育 に 関 与 が 予 測 さ れ る 遺 伝 子 群 の 機 能 解 析 を

進 め て い く こ と で 、 食 用 き の こ の 子 実 体 生 育 メ カ ニ ズ ム の 解

明 に 繋 が る と 考 え て い る 。 ま た 、 本 研 究 で 行 っ た 方 法 論 は マ

イ タ ケ 以 外 の き の こ に も 適 用 で き る と 考 え ら れ 、 き の こ の 分

子 生 物 学 的 研 究 を 進 展 さ せ る 上 で 有 用 な 知 見 を 提 供 す る も の

と考 える 。  
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用語 説明

アセンブラ
コンピューター上でアセンブリを行うためのソフトウェ
アのこと。

アセンブリ

シークエンサーから得られた短いDNA配列断片同士を相

同性を有する重なり部分で繋ぎ合わせて、元の長い配列
を再構築すること。

アノテーション

得られた遺伝子配列に対して、様々なデータベースに登
録されている類似遺伝子情報などから、推定される機能
等の情報を付与すること。

EST

expressed sequence tag の略であり、遺伝子転写産物

（mRNA）から逆転写酵素を用いた逆転写反応によって合

成されたcDNAの配列を決定したものである。

N50スキャホールド長

スキャホールド配列をサイズの大きい順にそれらの塩基
数を合計していき、その合計が全ゲノムサイズの50％に

達したときのスキャホールド配列のサイズのこと。

カバレッジ
ゲノム解読の際に、ある塩基配列が何度読まれているか
を示す指標のこと。

菌糸

菌糸は、菌類を構成する細胞が線状に繋がって糸状に見
える構造であり、菌糸を形成する菌類を総称して糸状菌
と呼ぶ。

形質転換

外部から細胞内にDNAを導入することで、遺伝的性質が

変わり宿主の形質が変化すること、またはその操作のこ
と。それにより形質が変化した個体あるいは細胞のこと
を形質転換体と呼ぶ。



用語説明 

193 

 

 

コンティグ

contiguous sequenceの略で、シークエンサーから得られた

リードのアセンブリを行って構築された連続した長い配
列のこと。

子実体

菌類が有性胞子形成の際に形成する生殖器官で、肉眼で
確認できるほど大型のものを指し、総称してきのこと呼
ぶ。

子実体生育

栄養生長により蔓延した菌糸体の上部に形成された菌糸
塊から、環境の変化が刺激となって子実体の基となる原
基が形成され、原基の発達に伴って、複雑な形態の子実
体に分化する一連の期間のことを、本論文では子実体生
育と呼称する。

子実体分化

子実体生育のうち、原基から菌柄となる部分が伸長し、
その先端部が伸長展開していくことで菌傘が形成され、
その裏側に胞子形成のための管孔が形成されて子実体が
成熟する期間を限局的に指して、本論文では子実体分化
と呼称する。

スキャホールド

メイトペアリード等の位置情報をもとに複数のコンティ
グ配列を推定される距離間でギャップをはさんで繋ぎ合
わせた長い配列のこと。

選択マーカー遺伝子

遺伝子組換えの際に、発現させたい遺伝子を組み込んだ
ベクターが宿主細胞内に確実に導入されたことを示す目
印として、一緒にベクターに組み込まれる遺伝子のこと
であり、この遺伝子の発現によりもたらされる形質の違
いでベクターが導入された細胞のみを効率的に選抜する
ことが可能となる。選択マーカー遺伝子には、特定の薬
剤に対する耐性を付与する遺伝子や栄養要求性を相補す
る遺伝子などが利用されている。

ターミネーター
遺伝子コード領域の下流に位置する転写終結点を含む領
域のこと。
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第二世代シークエンサー

鋳型DNAに相補的なDNAをDNAポリメラーゼまたはDNA

リガーゼを用いて合成し、その時に取り込まれたヌクレ
オチドの種類を逐次的に蛍光や発光等の検出により超並
列的に塩基配列決定を行う技術をもとにしたシークエン
サーを第二世代シークエンサーと呼ぶ。

de novoアセンブリ まだゲノムの解読されていない生物に対して、新規ゲノ
ム配列決定の際に行われるアセンブリのこと。

de novoシークエンシング まだゲノムの解読されていない生物のゲノム配列を新規
に決定すること。

定量RT-PCR

mRNAから逆転写により生成されたcDNAを鋳型にPCRを

行う逆転写PCR（reverse transcription PCR; RT-PCR）とリア

ルタイムPCRを組み合わせることで、鋳型となるcDNAの

定量を行い、それをもとに遺伝子発現量を解析する手法
のこと。

ドラフトゲノム

ギャップ等の未決定領域を含み、すべての配列が完全に
繫げられてはいないが、ゲノムの全体は解読できた状態
のゲノム配列のこと。

トランスクリプトーム
細胞内に存在する全mRNAないしは全転写産物のこと。

発現カセット

プロモーター配列とターミネーター配列の間に発現させ
たい目的遺伝子を連結した配列断片のことであり、これ
を細胞内に導入し、安定に保持されることで目的遺伝子
が発現される。

プロトプラスト

植物や糸状菌などの細胞壁を有する生物で、細胞壁分解
酵素等で細胞壁を分解して得られる細胞のことであり、
本研究では、マイタケのプロトプラストを用いて形質転
換を行った。
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プロモーター

遺伝子コード領域の上流に位置する転写因子あるいは
RNAポリメラーゼが結合し、転写開始部位の決定や転写

量の調節を司る領域のこと。

マイクロアレイ

基板上に遺伝子等の部分配列を高密度に配置して固定し
たものを指し、細胞から抽出したRNAから合成したター

ゲット（cDNAまたはcRNA）をハイブリダイズさせて、

蛍光等でそれらを検出することに用いられる。これによ
り、一度に数千から数万の遺伝子の発現を網羅的に調べ
ることができる。

メイトペアリード

長いDNA配列断片の両端の配列を解読するために、配列

断片を一度環状化し、両端の配列を含む部分のみを抽出
して配列決定して得られたリードのこと。

リード
シークエンサーにより読み取られた連続した塩基配列の
こと。
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