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I. 緒言 

 黄麹菌 Aspergillus oryzae は、古来、日本酒や味噌などの日本の伝統的な発酵醸造産業

で利用される有用な微生物であり、2006 年に日本醸造学会において「国菌」として認定

されている。近縁種 A. flavus のように Aflatoxin B1 や mycotoxin といった毒性化合物を

産生しないことがゲノム解析および遺伝学的に証明されており (Tominaga et al., 2006)、

アメリカ食品医薬品局 (Food and Drug Administration ; FDA) から Generally Recognized 

As Safe (GRAS) として高い安全性が認められている。また、アミラーゼ、グルコアミラ

ーゼ、グルコシダーゼ、ペプチダーゼといった加水分解酵素やコウジ酸といった化合物

など多様な有用物質を生産することで知られており、そうした有用物質生産の分子機構

に関する研究が数多く進められている。特に、タンパク質分泌能力に優れることから、

ヒトに有用な異種タンパク質 (e.g., 抗体医薬, ヒトリゾチーム) を生産させる宿主とし

ての利用も進められている (Tsuchiya et al., 1992; 1994, Nakajima et al., 2006; Li et al., 2020; 

Huynh et al., 2020)。そうした経緯から産業利用の拡大を目指して、有用なタンパク質を

より高分泌生産する黄麹菌株の分子育種に向けた細胞生物学的な研究が進められてい

る。一方で、A. oryzae は多数の核を持つ細胞が細長く連なった特異な細胞形状であるこ

とから、タンパク質分泌機構も一層複雑であると考えられている。実際に、A. oryzae で

異種タンパク質を発現させても内在性分泌型酵素のように多量に分泌されないため 

(Ohno et al. 2011)、その原因となる分子機構の全貌は未だ明らかにされていない。 

 messenger RNA (mRNA) 局在制御機構は遺伝子発現の時空間的な制御に必要であり、

原核生物から真核生物に至るまで広く保存された生物学的プロセスである (Fig. 0-1)  

(Tutucci et al., 2018; Sattler et al., 2021; Müntjes et al., 2021; Cassella and Ephrussi, 2022; 

Hobson et al., 2022)。mRNA 局在制御機構はタンパク質の局所的または区画的な合成に

重要であると考えられている (Das et al., 2021)。1983 年に非対称な mRNA 局在化が発見

され (Jeffery et al., 1983)、その生理学的意義を解明すべく多くの研究が進められてきた。

ショウジョウバエ Drosophila melanogaster や出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae, 神経細

胞で特に研究が進められており、細胞極性の形成や細胞分化の制御といった非対称性に

起因する生命現象に肝要であることが報告されている  (Buxbaum et al., 2015)。D. 
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melanogaster, 線虫 Caenorhabditis elegance, 二形成酵母 Ustilago maydis などの多細胞生

物では、mRNA 局在化機構の喪失により発生及び生育に著しい異常を引き起こすこと

が報告されている (Gavis and Lehmann, 1992; Becht et al., 2006; Nishimura et al., 2015)。こ

のような背景から、mRNA 局在化の分子機構は生命活動の維持に必要な現象が重点的

に解析されているが、如何に広く生命現象に寄与するのかは未だ不明な点が多い。 

ある種の mRNA は細胞骨格上を移動する分子モーターを利用して非翻訳状態で輸送

されるが、生物種ごとに mRNA 局在化機構の詳細が異なる (Costa et al., 2021; Christensen 

and Reck-Peterson, 2022)。S. cerevisiae でよく研究された ASH1 mRNA は、She2p-She3p 複

合体を介して Myosin V である Myo4 に結合することで、出芽した娘細胞に輸送される 

(Long et al., 1997; Bertrand et al., 1998; Takizawa and Vale, 2000; Böhl et al., 2000; Long et al., 

2000)。このような局在化を制御するトランス因子は、mRNA 配列内の cis-acting 

localization element (zip codes) に結合する。ASH1 mRNA は 3’UTR 領域も含めて 4 か所

の zip code (E1, E2A, E2B, E3)を持ち、輸送過程の翻訳抑制を介した正常な局在化に重要

である (Chartrand et al., 1999; Chartrand et al., 2002; Chaudhuri et al., 2020)。 

U. maydis は酵母型だけでなく菌糸型の細胞形態をとるため、糸状菌の mRNA 輸送モ

デルとしてよく研究されている。U. maydis の mRNA は微小管上で物質輸送を担う

kinesin-3 を駆動源とする初期エンドソーム (early endosome : EE) に、Rrm4, Upa1, Upa2, 

Grp1, Pab1 などを含む複合体を介して結合し、細胞内で双方向に輸送される (Fig.0-2) 

(Niessing et al., 2018; Riquelme et al., 2018; Müntjes et al., 2021)。その際、mRNA はリボソ

ームが複数結合したポリソームの状態で輸送される (Higuchi et al., 2014)。これらの因子

は標的 mRNA 配列内の UAUG 配列および終始コドンに結合し、3’UTR 領域付近で複合

体を形成する (Olgeiser et al., 2019)。すべてのトランス因子が見つかっているわけでは

ないが、Rrm4, Upa1, Upa2 を欠失させると mRNA 輸送能力が低下する (Jankowski et al., 

2019)。一方で、Aspergillus 属糸状菌は Rrm4, Upa2 のホモログがなく (Fig. 0-3)、mRNA

の局在化をリアルタイムに解析した報告もないことから、U. maydis と異なる mRNA 局

在制御機構である可能性も考えられる。 

神経細胞では、後期エンドソームやリソソームなどのオルガネラを利用して mRNA

が輸送される (Cioni et al., 2019; Liao et al., 2019)。それだけでなく、mRNA が RNP を介
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してキネシンもしくはダイニンに結合する輸送システムも存在する (Das et al., 2021, 

Costa et al., 2021)。最近では、five-subunit endosomal Rab5 and RNA/ribosome intermediary 

(FERRY) と呼ばれる高度な複合体が見つかっており、mRNA が FERRY を介して EE 膜

に結合し、ミトコンドリア関連因子をコードする mRNA を輸送することが報告されて

いる (Schuhmacher et al., 2023; Quentin et al., 2023)。FERRY のホモログは真核微生物に

保存されておらず、mRNA 局在化機構は種の進化や分化の過程で多様化したと考えら

れる。そのため、各生物種において mRNA 局在制御機構を明らかにすることが、その

生理的意義を理解する上で重要になる。 

mRNA は輸送過程において翻訳が抑制されており、様々な制御を受ける場合がある 

(Gu et al., 2004; Paquin et al., 2007; Buxbaum et al., 2014)。Ribonucleoprotein (RNP) 顆粒は

mRNA の貯蔵、分解、翻訳抑制といった mRNA 制御に重要な役割を果たしており、よ

く研究された RNP 顆粒としてストレス顆粒と processing-body (P-body) が知られている 

(Fig. 0-4) (Protter and Parker, 2016; Youn et al., 2019; Riggs et al., 2020; Grousl et al., 2022)。

これらは液-液層分離 (liquid‒liquid phase separation : LLPS) で凝集した膜の無い動的な

オルガネラであり、非翻訳 mRNA や RNA 結合タンパク質 (RNA binding protein : RBP) 

などが含まれる。A. oryzae でも P-body とストレス顆粒が存在する (Fig. 0-5) (Huang et 

al., 2013)。A. oryzae のストレス顆粒は他の生物種と異なり、菌糸の頂端に限定して形成

されることが報告されている。 

P-body は常に細胞内で形成されているが、ストレス条件下で数やサイズが増大する 

(Luo et al., 2018)。P-body 構成因子として脱アデニル化酵素  (e.g., Ccr4-Not, Lsm1-7 

complex)、脱キャッピング関連酵素 (e.g., Dcp1, Dcp2, Edc3, Edc4, Dhh1)、5′-to-3′ エキソ

リボヌクレアーゼ (e.g., Xrn1) などが知られるが、リボソームや翻訳開始因子を含まな

いことから mRNA 分解に寄与するとされている (Sheth and Parker, 2003)。一方で、P-

body 内部の mRNA が再度細胞質に放出される場合やストレス時に翻訳開始可能なスト

レス顆粒と融合する場合が報告されており、翻訳開始に導く可能性を排除できない 

(Parker and Sheth, 2007)。平常時の P-body は役割に不明な点が多いが、mRNA の貯蔵を

通じて時空間的に翻訳量を微調節する可能性も考えられる。 

ストレス顆粒は様々な環境ストレスにより一過的に形成誘導されることが知られる。
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ストレス顆粒構成因子として非翻訳 mRNA のほかに、40S リボソーム、翻訳開始因子 

(e.g., eIF4GI, eIF4GII, eIF4E)、ポリ A 結合タンパク質 (e.g., Pab1/PABP)、ユビキチンプロ

テアーゼ補因子  (e.g., Bre5/Nxt3/G3BP1)、その他の RNA 結合タンパク質  (e.g., 

Pub1/TIA-1, Pbp1/Ataxin-2) が知られており、mRNA 分解だけでなく翻訳開始も可能で

あるとされている (Mateju et al., 2020; Hofmann et al., 2021; Grousl et al., 2022)。一方で、

ストレスの種類でストレス顆粒構成因子が異なることが報告されており、S. cerevisiaeの

ストレス顆粒はグルコース飢餓条件下で翻訳開始因子やリボソーム小サブユニットを

含まない (Buchan et al., 2008)。ER ストレスやリソソーム損傷などの細胞内ストレスも

ストレス顆粒を形成誘導することが報告されているが、その応答機構はほとんど明らか

となっていない(Child et al., 2021; Hofmann et al., 2021; Jia et al., 2022)。カスパーゼ-3/-7 や

TORC1 もストレス顆粒に局在することが報告されており、細胞内シグナルのカスケー

ド制御に寄与する可能性もあることから、細胞内ストレス応答に対する役割についても

調査する必要がある (Takahara and Maeda, 2012; Sandoval et al., 2021; Fujikawa et al., 2023)。 

近年、RNP 顆粒は mRNA 輸送に関与することや小胞体と相互作用することが報告さ

れている (Kato and Nakamura, 2012; Lee et al., 2020; Bose et al., 2022)。それだけでなく、

S. cerevisiae で P-body からストレス顆粒に成熟することも報告されており、生物種ごと

に形成機構と生理学的意義を解明する必要がある (Buchan et al., 2008)。 

タンパク質分泌は成長、細胞恒常性維持、細胞分裂、外環境の適応、細胞間相互作用

などに重要であり、多くの生物種に共通する基本的な生物学的プロセスの一つである 

(Viotti, 2016; Guo et al., 2017)。一般的な分泌型酵素は小胞体 (Endoplasmic reticulum : ER) 

で合成されゴルジ体で糖鎖修飾された後に分泌小胞により細胞外に放出される。タンパ

ク質分泌経路において、分泌型酵素 mRNA が signal recognition particle (SRP) pathway に

認識されることが重要となる (Reid and Nicchitta, 2015; Zhang et al., 2022)。多くの分泌型

酵素は N 末端に ER 局在シグナルペプチドを持ち、この領域が SRP pathway の認識に重

要となる。分泌型酵素 mRNA は細胞質で ER 局在シグナルペプチドが翻訳され、その

領域に SRP が結合し翻訳が一時的に停止する。その後、ER 膜上の SRP 受容体に SRP

が結合することで、分泌型酵素 mRNA が ER にリクルートする。ER 膜状に繋留された

分泌型酵素 mRNA はポリソームを形成し翻訳され、SRP 受容体に隣接するトランスロ
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コン複合体を介して ER 内腔に新生ペプチド鎖が転座する。ER 局在シグナルペプチド

がない ER 局在性タンパク質もあり、SRP pathway 非依存的に ER へ局在化する分泌型

酵素 mRNA も存在すると考えられる (Hermesh and Jansen, 2013; Hosomi et al., 2020)。 

ER に局在する mRNA は ER と相互作用しながら輸送される場合がある。例えば、出

芽酵母で娘細胞に局在化する ASH1 mRNA は ER との相互作用しながら輸送されること

が報告されている (Schmid et al., 2006)。その他の分泌酵素も ER と関連して輸送される

ことが報告されており (Aronov et al., 2007)、翻訳効率を最大化するために ER 膜近傍で

輸送されると示唆されている (Niessing et al., 2018)。細長い菌糸細胞でタンパク質を分

泌する場合、分泌部位近傍に分泌型酵素 mRNA を局在制御した方が、その分泌効率が

より高まると考えられる。しかし、それらに関する知見はほとんどない。したがって、

分泌型酵素 mRNA の局在制御機構を明かにすることで、タンパク質分泌機構に関する

新たな知見が得られると考えられる。 

A. oryzae はアミラーゼをコードする mRNA を多量に転写するため、その転写システ

ムや分泌経路について精力的に研究が進められてきた (Higuchi et al., 2009; Hayakawa et 

al., 2011; Nemoto et al., 2012; Togo et al., 2017; Tanaka and Gomi, 2021)。十分に研究された

アミラーゼとして、α-アミラーゼ (AmyA, AmyB, AmyC)、グルコアミラーゼ (GlaA, 

GlaB) がある。これらアミラーゼはカーボンカタボライト抑制機構によりグルコース存

在下で発現抑制され、マルトース存在下で高度に発現誘導されることが報告されている 

(Tada et al., 1991; Hata et al., 1992; Watanabe et al., 2011; Suzuki et al., 2015; Tanaka et al., 

2018)。また、α-アミラーゼ (AmyB) の局在解析により、菌糸頂端と隔壁が分泌部位と

して示唆されている (Kuratsu et al., 2007; Hayakawa et al., 2011)。分泌型酵素の細胞ニア

局在が局所的であることから、分泌型酵素が mRNA レベルで分泌部位近傍で局在制御

される可能性が考えられる。single molecule fluorescence in situ hybridization (smFISH) 法

で amyB mRNA を可視化すると、菌糸先端付近でシグナルが確認されている (Fig. 0-6) 

(Higuchi and Takegawa, 2020)。A. oryzae は生きた細胞で mRNA が可視化されておらず、

どのように mRNA が局在化するのか全く明らかにされていない。この分子機構を解明

することで、タンパク質分泌機構に関する理解が深まり、より高分泌生産な黄麹菌株の

分子育種への貢献に繋がると考えられる。 
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タンパク質の分泌輸送経路を解明することで、ボトルネックの一層の理解に繋がり、

優良な黄麹菌株を分子育種する一助となる。事実、α-アミラーゼを局在解析することで、

菌糸細胞の分泌部位に関して理解が大きく前進した。一方で、そうした研究の多くがタ

ンパク質レベルに留まり、mRNA レベルの局在制御機構に関する知見はほとんどない。

タンパク質局在を決定し得る mRNA 局在制御機構の解明により、タンパク質分泌機構

の一層の理解に繋がると考える。そもそも、Aspergillus 属糸状菌は mRNA 局在化機構が

ほとんど研究されておらず、mRNA 局在化に肝要な配列が全く明らかにされていない。

近年、当研究室が amyB mRNA を可視化したことにより、mRNA 局在制御機構の重要性

が注目されつつある (Higuchi and Takegawa, 2020)。 

mRNA 局在制御機構の生理学的な意義を考える上で、全て mRNA が同じ局在でない

ことを証明する必要がある。そこで本研究では、産業利用される多種多様な菌類の中で

も優れたタンパク質分泌生産能力を持つ A. oryzae で、タンパク質ごとに mRNA 局在が

異なることを証明し、分泌型酵素mRNAの局在制御機構を解明することを目的とした。

本研究の遂行によって、糸状菌に特有のmRNA局在制御機構を明らかにするとともに、

タンパク質分泌機構に関する新しい知見をもたらすことが期待される。  
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Fig. 0-1 生物種ごとに異なる mRNA局在制御機構 

(Das et al., 2021) 
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Fig. 0-2 U. maydisの mRNA輸送機構で機能する RNP複合体 

(Müntjes et al., 2021) 

Fig. 0-3 U. maydis Rrm4 (UMAG_10836) のホモログ解析 

(Müller et al., 2019) 
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Fig. 0-4 P-bodyとストレス顆粒の形成制御機構 

(Protter and Parker. 2016) 

Fig. 0-4 A. oryzaeにおける (A) ストレス顆粒と (B) P-bodyの細胞内局在 

(Huang et al., 2013) 

A 

B 



 

13 

 

Fig. 0-6 A. oryzaeにおける α-アミラーゼ mRNAの細胞内局在 

(Higuchi and Takegawa. 2020)  
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II. 実験材料および方法 

大腸菌および黄麹菌株 

プラスミドの構築と取得は大腸菌 DH5α(F－, Φ80d lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, 

recA1, endA1, hsdR17(rK－ mK+), phoA, supE44, λ－, thi-1, gyrA96, relA1)を使用した。使

用した黄麹菌株は以下の通りである。 

Strain Genotype Reference 

A. oryzae RIB40 

 

Wild-type(WT) N/A 

NSPlD1 niaD－ sC－ adeA－ ΔargB::adeA－ ΔligD::argB 

ΔpyrG::adeA 

Maruyama and 

Kitamoto. 

2008 

NSlDS1 niaD－ sC－ AosC adeA－ adeA ΔargB ΔligD::argB Togo et al. 

2017 

NSlDN1 niaD－ niaD sC－ adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

Togo et al., 

2017 

NSlDSN1 niaD－ niaD sC－ AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

Morita et al., 

2020 

PaG niaD－ (PamyB-egfp niaD) sC－ AosC adeA－ adeA 

ΔargB ΔligD::argB 

This study 

PaLaG niaD－ (PamyB-Lifeact-egfp niaD) sC－ AosC adeA

－ adeA ΔargB ΔligD::argB 

This study 

GSec22 niaD－ (PamyB-egfp-Aosec22 niaD) sC－ AosC 

adeA－ adeA ΔargB ΔligD::argB 

Togo et al., 

2017 

GSnc1 niaD－ (PamyB-egfp-Aosnc1 niaD) sC－ AosC adeA

－ adeA ΔargB ΔligD::argB 

Togo et al., 

2017 

PaUapCG niaD－ (PamyB-AouapC-egfp niaD) sC－ AosC 

adeA－ adeA ΔargB ΔligD::argB 

This study 

PaGVam3 niaD－ (PamyB-egfp-Aovam3 niaD) sC－ AosC 

adeA－ adeA ΔargB ΔligD::argB 

This study 

abE1 niaD－ sC－ Aoabp1-egfp::AosC adeA－ adeA 

ΔargB Δku70::argB 

This study 

NSlDSER5 niaD－ PamyB-egfp-Aorab5 niaD sC－ AosC adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 



 

15 

 

PpP1G niaD－ PpgkA-Aopab1-egfp::niaD sC－ adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

PpP1GD2mCh niaD－ PpgkA-Aopab1-egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aodcp2-egfp::sC adeA－ ΔargB::adeA－ ΔligD::argB 

ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

PpP1GD2mChAmTB niaD－ PpgkA-Aopab1-egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aodcp2-egfp::sC adeA－ ΔargB::adeA－ ΔligD::argB 

ΔpyrG::adeA pyrG PatuA-mtagbfp2-Aodcp2::ptrA 

This study 

glaA-36×MBS niaD－ sC－ adeA－ ΔargB::adeA－ ΔligD::argB 

ΔpyrG::adeA 

This study 

glaA-MS2-SΔP niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA 

This study 

glaA-MS2-PP niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ AosC 

adeA－ ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA 

pyrG 

This study 

glaA-MS2-N niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PAotps1-

mcherry-nls::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2-S61ΔP niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA 

This study 

glaA-MS2-S61 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2-S61AtuA niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA PpgkA-mtagbfp2-atuA:: 

ptrA 

This study 

glaA-MS2-R5 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

mcherry-Aorab5::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2-AtuA niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

mcherry-atuA::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 
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glaA-MS2-B5 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aobre5-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2-E3 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aoedc3-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2-B5E3 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aoedc3-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA PpgkA-Aobre5-mtagbfp2:: 

AoptrA 

This study 

glaA-MS2-S61B5 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA PpgkA-Aobre5-mtagbfp2:: 

AoptrA 

This study 

glaA-MS2-S61E3 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA PpgkA-Aoedc3-

mtagbfp2:: AoptrA 

This study 

glaA-MS2-P1 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aopab1-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2-D2 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aodcp2-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔH1 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA 

ΔAohok1::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔH1N niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

PAotps1-mcherry-nls::AosC ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAohok1::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔH1S61 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

PpgkA-Aosec61-mcherry::AosC ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAohok1::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔK1 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA 

ΔAokin1::pyrG 

This study 
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glaA-MS2-ΔK1N niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PAotps1-

mcherry-nls::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin1::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔK1S61 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin1::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔK1R5 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

mcherry-Aorab5::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin1::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔK3 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA 

ΔAokin3::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔK3N niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PAotps1-

mcherry-nls::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin3::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔK3S61 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin3::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔK3R5 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

mcherry-Aorab5::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin3::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔΔK1K3 niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ adeA－ 

ΔargB::adeA－ ΔligD::argB ΔpyrG::adeA 

ΔAokin1::ptrA ΔAokin3::pyrG 

This study 

glaA-MS2-ΔΔK1K3N niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PAotps1-

mcherry-nls::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin1::ptrA 

ΔAokin3::pyrG 

This study 

glaA-MS2-

ΔΔK1K3S61 

niaD－ PpgkA-nls-mcp-2×egfp::niaD sC－ PpgkA-

Aosec61-mcherry::AosC adeA－ ΔargB::adeA－ 

ΔligD::argB ΔpyrG::adeA ΔAokin1::AnptrA 

ΔAokin3::pyrG 

This study 
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使用プラスミド 

使用したプラスミドは以下の通りである。 

Plasmid Construction Reference 

pgPamyB-SmaI-

egfp-TamyB 

PamyB-SmaI-egfp-TamyB-niaD-amp Togo et al. 

2017 

pgLifeactegnD PamyB-Lifeact-egfp-TamyB-niaD-amp Morita et al., 

2020 

pgPaUAPCegnD PamyB-uspC-egfp-TamyB-niaD-amp Morita et al., 

2020 

pgPaGAoSec22 PamyB-egfp-Aosec22-TamyB-niaD-amp Togo et al. 

2017 

pgPaGAoSnc1 PamyB-egfp-Aosnc1-TamyB-niaD-amp Togo et al. 

2017 

pgPaGAoVam3 PamyB-egfp-Aoxam3-TamyB-niaD-amp Togo et al. 

2017 

pgNotI-AosC-NotI NotI-AosC-NotI This study 

pgSmaI-pyrG-ptrA SmaI-pyrG-ptrA This study 

pET264 pUC 24xMS2V6 LoxP KANr LoxP Tutucci et al., 

2018 

pANPXP-Cre lox-AnptrA-Cre-lox Zhang et al., 

2017 

36×MBS cassette NotI-36×mbs-lox-AnptrA-Cre-lox-NotI This study 

glaA-36×MBS-

AnptrA cassette 

NotI-glaA ORF-loxPtrA-Cre-lox-glaA 3’UTR-NotI This study 

glaA-36×MBS 

cassette 

NotI-glaA ORF-loxPyrG-Cre-lox-glaA 3’UTR-NotI This study 

pgPpSmaIG PpgkA-SmaI-egfp-TamyB-niaD This study 

pgPpSmaImC PpgkA-SmaI-mcherry-TamyB-AosC This study 

pgPpMG PpgkA-mcp-egfp-TamyB-niaD This study 

pgPpM2G PpgkA-mcp-2×egfp-TamyB-niaD This study 

pgPcNM2G PAocyc1-nls-mcp-2×egfp-TamyB-niaD This study 

pgPpNM2G PpgkA-nls-mcp-2×egfp-TamyB-niaD This study 

pgPtmCN PAotps1-mcherry-nls-TamyB-AosC This study 

pgPpS61mCN PpgkA-Aosec61-mcherry-TamyB-niaD This study 
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pgPpS61mCS PpgkA-Aosec61-mcherry-TamyB-AosC This study 

pgPpmCR5 PpgkA-mcherry-Aorab5-TamyB-AosC This study 

pgPamCAtuA PpgkA-mcherry-atuA-TamyB-AosC This study 

pgPamTBAtuA PpgkA-mtagbfp2-atuA-TamyB- AopyrG-AoptrA This study 

pgPpB5mC PpgkA-Aobre5-mcherry-TamyB-AosC This study 

pgPpB5mTB PpgkA-Aobre5-mtagbfp2-TamyB-AopyrG-AoptrA This study 

pgPpE3mC PpgkA-Aoedc3-mcherry-TamyB-AosC This study 

pgPpE3mTB PpgkA-Aoedc3-mtagbfp2-TamyB-AopyrG-AoptrA This study 

pgPpP1G PpgkA-Aopab1-egfp-TamyB-niaD This study 

pgPpP1mC PpgkA-Aopab1-mcherry-TamyB-AosC This study 

pgPpD2mC PpgkA-Aodcp2-mcherry-TamyB-AosC This study 

pgAbp1-EGFP SpeI-5'abp1-TamyB-AosC-3'abp1-SpeI This study 

ΔAohok1-pyrG 

cassette 

NotI-Aohok1 5’UTR-pyrG-TamyB-Aohok1 3’UTR-

NotI 

This study 

ΔAokin1-pyrG 

cassette 

NotI-Aokin1 5’UTR-pyrG-TamyB- Aokin1 3’UTR-NotI This study 

ΔAokin1-ptrA 

cassette 

NotI-Aokin1 5’UTR-AnptrA-TamyB-Aokin1 3’UTR-

NotI 

This study 

ΔAokin3-pyrG 

cassette 

NotI-Aokin3 5’UTR-pyrG-TamyB-Aokin3 3’UTR-NotI This study 
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使用プラスミドの作製手順 

使用したプラスミドの作製手順は以下の通りである。 

Plasmid Method 

pgNotI-AosC-NotI 当研究室の柿本により作製された。 

pgSmaI-pyrG-ptrA pyrG を YM271 と YM272、ptrA を KK218 と YM272、amp を KK324

と YM60 で増幅した各 DNA 断片をライゲーションした。 

36×MBS cassette pANPXP-Cre を YM119 と YM120 で増幅しライゲーションし、

Cre/loxP cassette の上流に NotI サイトを挿入した。その後、36×MBS 

を YM121 と YM86、上記プラスミドを YM87 と YM122 で増幅した

各DNA断片をライゲーションし、Cre/loxP cassetteの上流に36×MBS

を導入した。36×MBS は 24×MBS を増幅したときに、偶然的に得ら

れる約 2.4 kbp のバンドを精製し使用した (Fig. 2-1-5)。最後に上記プ

ラスミドを YM123 と YM124 で増幅した DNA 断片をライゲーション

し、Cre/loxP cassette の下流に NotI サイトを挿入する 

glaA-36×MBS-

AnptrA cassette 

glaA 遺伝子の 3’末端 ORF 939 bp を YM148 と YM149、36×MBS 

cassette を YM115 と YM122 で増幅した各 DNA 断片のライゲーショ

ンを行った。続いて、glaA 遺伝子の 5’UTR 側 950 bp を YM150 と

YM151、上記プラスミドを YM130 と YM116 で増幅した各 DNA 断片

をライゲーションした。glaA 遺伝子の相同組換え領域を増幅するため

に、A. oryzae RIB40 のゲノム DNA を使用した。 

glaA-36×MBS 

cassette 

pyrG を YM249 と YM250、glaA-36×MBS-AnptrA cassette を MK15

と MK16 で増幅した各 DNA 断片をライゲーションした。 

pgPpSmaIG PpgkA を YM56 と YM63 で増幅し、pgPamyB-SmaI-egfp-TamyB 

(Morita et al., 2021) を YM80 と YM60 で増幅した DNA 断片をライゲ

ーションし、egfp の上流に SmaI の制限酵素サイトを挿入した。 

pgPpSmaImC pgPpS61mC を YM210 と YM79 で増幅した DNA 断片をライゲーシ

ョンし、mcherry の上流に SmaI の制限酵素サイトを挿入した。 

pgPpMG MCP を YM95 と YM186、egfp を YM28 と YM74、TamyB-niaD-amp-

ori-PpgkA を KK230 と YM79 で増幅した各 DNA 断片をライゲーショ

ンした。 

pgPpM2G egfp を YM187 と YM188、pgPpMG を YM189 と YM190 で増幅した

各 DNA 断片をライゲーションした。 

pgPcNM2G PAocyc1 を YM235 と YM260、pgPpM2G を YM259 と YM60 で増幅

した各 DNA 断片をライゲーションした。 

pgPpNM2G PpgkA を YM56 と YM264、pgPcNM2G を YM263, YM60 で増幅した
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各 DNA 断片をライゲーションした。 

pgPtmCN PAotps1 の 5’UTR側 1009 bp を YM237 と YM314、mcherry を YM216

と YM294、AoStuA 由来 NLS を YM144 と YM109、TamyB-sC-amp-

oriを YM112と YM60で増幅した各 DNA 断片をライゲーションした。 

pgPpS61mCN Aosec61 を YM214 と YM215、mcherry を YM216 と YM211、TamyB-

niaD-amp-ori-PpgkA を KK230 と YM79 で増幅した各 DNA 断片をラ

イゲーションした。Aosec61 遺伝子を増幅するために、A. oryzae 

RIB40 のゲノム DNA を使用した。 

pgPpS61mCS pgPpS61mCN を KK324 と KK189、sC を SH23 と SH24 で増幅した

各 DNA 断片をライゲーションした。 

pgPpmCR5 Aorab5 を YM217 と YM218、mcherry を YM206 と  YM207、

pgPpS61mC から TamyB-sC-amp-ori-PpgkA を KK230 と YM79 で増

幅した各 DNA 断片をライゲーションした。Aorab5 遺伝子を増幅する

ために、A. oryzae RIB40 のゲノム DNA を使用した。 

pgPamCAtuA 当研究室の川富により作製された。 

pgPamTBAtuA 当研究室の川富により作製された。 

pgPpB5mC Aobre5 を YM322 と YM323、pgPpS61mC から mcherry-TamyB-sC-

amp-ori-PpgkA を YM211 と YM79 で増幅した DNA 断片をライゲー

ションした。Aobre5 遺伝子を増幅するために、A. oryzae RIB40 のゲ

ノム DNA を使用した。 

pgPpB5mCPP pgPpB5mCを YM292 と YM293で増幅し、pgSmaI-pyrG-ptrAを SmaI

で処理した DNA 断片とライゲーションした。 

pgPpB5mTBPP pgPpB5mCPP を YM323 と KK230、mtagbfp2 を YM305 と YM230

で増幅した DNA 断片をライゲーションした。mtagbfp2 遺伝子は

GeneArt で遺伝子合成を行い、A. oryzae で使用頻度の高いコドンに

最適化した。 

pgPpE3mC Aoedc3 を YM324 と YM324、pgPpS61mC から mcherry-TamyB-sC-

amp-ori-PpgkA を YM211 と YM79 で増幅した DNA 断片をライゲー

ションした。Aoedc3 遺伝子を増幅するために、A. oryzae RIB40 のゲ

ノム DNA を使用した。 

pgPpE3mCPP pgPpE3mCを YM292 と YM293で増幅し、pgSmaI-pyrG-ptrAを SmaI

で処理した DNA 断片とライゲーションした。 

pgPpE3mTBPP pgPpE3mCPP を YM325 と KK230、mtagbfp2 を YM305 と YM230 で

増幅した DNA 断片をライゲーションした。 

pgPpP1G Aopab1 を YM65 と YM47 で増幅した DNA 断片と、pgPpSmaIG を

SmaI で消化した DNA 断片をライゲーションした。Aopab1 遺伝子を
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増幅するために、A. oryzae RIB40 のゲノム DNA を使用した。 

pgPpP1mC Aopab1 を YM65 と YM212 で増幅し、pgPpSmaImC を SmaI で消化

した DNA 断片をライゲーションした。 

pgPpD2mC Aodcp2 を YM244 と YM245 で増幅し、pgPpSmaImC を SmaI で消

化した DNA 断片をライゲーションした。Aodcp2 遺伝子を増幅するた

めに、A. oryzae RIB40 のゲノム DNA を使用した。 

pgAbp1-EGFP 樋口裕次郎博士論文 (2010) で作製された。 

ΔAohok1-pyrG 

cassette 

Aohok1 遺伝子の 5’UTR 側 936 bp を YM276 と YM277、Aohok1 遺伝

子の 3’UTR 側 956 bp を YM278 と YM279、pyrG 選択マーカーを

YM221 と YM222、amp を YM130 と YM122 で増幅した各 DNA 断片

をライゲーションした。Aohok1 遺伝子の相同組換え領域を増幅する

ために、A. oryzae RIB40 のゲノム DNA を使用した。 

ΔAokin1-pyrG 

cassette 

Aokin1 遺伝子の 5’UTR 側 936 bp を YM280 と YM281、Aokin1 遺伝

子の 3’UTR側 956 bpを YM282と YM283、pyrG を YM221と YM222、

ampを YM130 と YM122 で増幅した各 DNA断片をライゲーションし

た。Aokin1 遺伝子の相同組換え領域を増幅するために、A. oryzae 

RIB40 のゲノム DNA を使用した。 

ΔAokin1-ptrA 

cassette 

AnptrA選択マーカーをYM316と YM317、ΔAokin1 cassetteをYM318

と YM319 で増幅した DNA 断片をライゲーションした。 

ΔAokin3-pyrG 

cassette 

Aokin3 遺伝子の 5’UTR 側 936 bp を YM284 と YM285、Aokin3 遺伝

子の 3’UTR側 956 bpを YM286と YM286、pyrG を YM221と YM222、

ampを YM130 と YM122 で増幅した各 DNA断片をライゲーションし

た。Aokin3 遺伝子の相同組換え領域を増幅するために、A. oryzae 

RIB40 のゲノム DNA を使用した。 
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使用プライマー 

使用したプライマーは以下の通りである。 

Primer Sequence 

YM119 GGTTAACGCGGCCGCAGGATTACGTTGAAGGGCTTAG 

YM120 TAATCCTGCGGCCGCGTTAACCGCTCACAATTCCACAC 

YM121 GGTTAACGCGGCCGCCAGAGCCCCCTGGCAATCGC 

YM86 GCTATACGAACGGTATCCGTGTGAGGGTCTCTGTCGC 

YM87 TACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAG 

YM122 GCGGCCGCGTTAACCGCTCA 

YM123 AACGGTAGCGGCCGCTATGGTGCACTCTCAGTACAATC 

YM124 CACCATAGCGGCCGCTACCGTTCGTATAATGTATGCTATACG 

YM148 GGTTAACGCGGCCGCCGGTCGTGCTGAGAATCAAGCTG 

YM149 TGCCAGGGGGCTCTGTCACCGCCAAACATCGCTCTG 

YM115 CAGAGCCCCCTGGCAATCGC 

YM150 ATTATACGAACGGTATCATCATGTCCCGATGAAGAGG 

YM151 CACCATAGCGGCCGCGGAACAACGAGCTTCGGATG 

YM130 GCGGCCGCTATGGTGCACTC 

YM116 TACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATC 

YM249 GTATCCAAGACGCATGAGTGCGGCTGACAACTATG 

YM250 TCTGACGCCTCATTCCCACGATTGAACATCCTCGTCC 

MK15 GAATGAGGCGTCAGACGTGAC 

MK14 ATGCGTCTTGGATACGCGAC 

YM95 TTGTGTGATAGAACAATGCTCGCCGTCAAGATGGC 

YM186 GCCCTTGCTCACCATGTTGAGGCAACGAGAATCGGCGTAGATGCCGCTG

TTGGCGG 

YM28 ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 

YM74 GAATTATCAACTATGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 

KK230 CATAGTTGATAATTCACTGGCCGTCG 

YM79 TGTTCTATCACACAAGGTGGGGG 

YM187 TACGCCGATTCTCGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 

YM188 CACCATGTTGAGGCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 

YM189 TGCCTCAACATGGTGAGCAAG 
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YM190 ACGAGAATCGGCGTAGATGC 

YM235 GATAACAATTTCACACTACTAGGGGGAATACAGACGG 

YM260 TTACGCTTCTTTTTAGGCATTGTGAATGTGTGTAGTAAAGTCTAAAAGAC 

YM259 TAAAAAGAAGCGTAAAGTGACCGGCATGCTCGCCGTCAAGATGGC 

YM195 AAGAAGCGCAAGGTCACCGGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 

YM196 GACCTTGCGCTTCTTCTTGGGGTAGATGCCGCTGTTGGCGG 

YM261 AAGAAACGCAAGGTCTAACATAGTTGATAATTCACTGGCCGTC 

YM262 GACCTTGCGTTTCTTCTTTGGCTTGTACAGCTCGTCCATGC 

YM60 TGTGAAATTGTTATCCGCTGGTATCAG 

YM56 GATAACAATTTCACATATTGACTACTATGGTAACCAACGCG 

YM264 CTTCTTTTTAGGCATTGTTCTATCACACAAGGTGGGG 

YM263 ATGCCTAAAAAGAAGCGTAAAGTGAC 

YM214 TTGTGTGATAGAACAATGAGCGGACGTGAGTGCAC 

YM215 GCCCTTGCTGACCATGTTGCCAGGAACAAGGCCCTTG 

YM216 ATGGTCAGCAAGGGCGAAGAG 

YM211 GAATTATCAACTATGTTACTTGTACAGCTCATCCATGCC 

KK324 TATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGC 

KK189 TATGCGGTGTGAAATACCGCACAG 

SH23 ATTTCACACCGCATAGATTTAGTTCCGTTCGTGCAGG 

SH24 TGAGAGTGCACCATACCAAGGAACAGGTCAGGATTAAAG 

YM217 GATGAGCTGTACAAGATGTCTGAGTCAACTAGCACAAATAC 

YM218 GAATTATCAACTATGTTAACAAGCACAACCTTCTTTGGC 

YM206 TTGTGTGATAGAACAATGGTCAGCAAGGGCGAAGA 

YM207 CTTGTACAGCTCATCCATGCCG 

YM322 TTGTGTGATAGAACAATGGCCGATACTCAAGCCCCC 

YM323 GCCCTTGCTGACCATAGCAGCCTGAGCCTGGTTGC 

YM324 TTGTGTGATAGAACAATGGATCGCGCCCGCAAGAAG 

YM325 GCCCTTGCTGACCATAGCAGAGGATGGCTGGTAGCG 

YM63 GCTCACCATCCCGGGTGTTCTATCACACAAGGTGGGGGG 

YM80 CCCGGGATGGTGAGCAAGGG 

YM65 TGTGATAGAACACCCATGTCTGCCGACGCCTCTAC 

YM47 CTTGCTCACCATCCCCGACTTGTTCTCTTCGGTAGAGG 

YM210 TTGTGTGATAGAACACCCGGGATGGTCAGCAAGGGCGAAGA 
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YM212 CTTGCTGACCATCCCCGACTTGTTCTCTTCGGTAGAGG 

YM244 TGTGATAGAACACCCATGACAGAAACAAAGATGCATTTAGAAG 

YM245 CTTGCTGACCATCCCCTTGTTCCCTTTGGCAACACC 

YM237 GATAACAATTTCACACGCCACCATGAGAGAAAAGG 

YM314 GCCCTTGCTGACCATTTTTGGTGAAATCGGATTTGATGGTTG 

YM294 ACGCTTTCCTGACCCCTTGTACAGCTCATCCATGCCG 

YM144 GGGTCAGGAAAGCGTATGCGGG 

YM109 TTATCAACTATGTTAAGTCTTCCGGCGCTTGCTCT 

YM112 TAACATAGTTGATAATTCACTGGCCGTC 

YM276 GGTTAACGCGGCCGCCATTCCTAGGGTGGACGGATC 

YM277 TTGTCAGCCGCACTCGTTGGCCTAAGAGGCAGTTG 

YM278 GATGTTCAATCGTGGTACCGAAGCATAATTTGCAGTATATCC 

YM279 CACCATAGCGGCCGCGCCTATATGGATCCGGTGTCG 

YM221 GAGTGCGGCTGACAACTATG 

YM222 CCACGATTGAACATCCTCGTCC 

YM280 GGTTAACGCGGCCGCCAAAAGGTGACAGCATACTGCC 

YM281 TTGTCAGCCGCACTCGTTCACTCTGACCCAGAAACCC 

YM282 GATGTTCAATCGTGGTCCACGATTTCTCTTTTGTTGTTTATTTTATC 

YM283 CACCATAGCGGCCGCGAGGCCTTACTGAAGGTGCAG 

YM316 TGGTCGCGTATCCAAGACGC 

YM317 TCATTCACTTTGTTGCCTCGGTG 

YM318 CAACAAAGTGAATGATCCACGATTTCTCTTTTGTTGTTTATTTTATC 

YM319 TTGGATACGCGACCAGTTCACTCTGACCCAGAAACCC 

YM284 GGTTAACGCGGCCGCGCAAGAGCATTTCACATGGGC 

YM285 TTGTCAGCCGCACTCTATGACCAATCCCCCATGCAC 

YM286 GATGTTCAATCGTGGCTTCTGTCGTCACATCAGCC 

YM287 CACCATAGCGGCCGCCTTCCGGCCATGACCAGTAC 

YM271 GATAACAATTTCACACCCGGGGAGTGCGGCTGACAACTATG 

YM272 CGTAATCAATTGCCCCCACGATTGAACATCCTCGTCC 

KK218 GGGCAATTGATTACGGGATCCC 

YM273 TGAGAGTGCACCATAATGGGGTGACGATGAGCCGCTCTTG 

YM305 ATGGTCAGCAAGGGCGAAGA 
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使用培地 

使用した培地(100 mL)は以下の通りである。 

⚫ Lysogeny Broth (LB) medium 

Compositions Volume 

LB broth (EMD Millipore Corporation) 2.5 g 

Ampicillin sodium (ストック溶液濃度 : 100 ng/mL) 100 µL 

Agar 3 g 

⚫ Czapek-Dox (CD) medium 

Compositions Volume 

NaNO₃ 0.3 g 

KCl 0.2 g 

KH₂PO₄ 0.1 g 

MgSO₄・7H₂O 0.05 g 

0.2 % FeSO₄・7H₂O 1 mL  

Glucose 2 g 

※ プレート用寒天培地は 2% Agar を添加した。 

※ pyrG 欠失株は Uracil, Uridine を培地に添加した。Uridine は極微量を添加し、Uracil

は 0.1%を添加した。 

※ CDm 培地は 0.00015% Methionine solution を添加した。 

⚫ Minimal (M) medium 

Compositions Volume 

NH₄Cl 0.2 g 

(NH₄)₂SO₄ 0.1 g 

KCl 0.05 g 

NaCl 0.05 g 

KH₂PO₄ 0.1 g 

MgSO₄・7H₂O 0.05 g 

0.2 % FeSO₄・7H₂O 1 mL  

Glucose 2 g 
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※ プレート用寒天培地は 2% Agar を添加した。 

※ MM 培地は 0.00015% Methionine solution を添加した。 

⚫ DPY medium 

Compositions Volume 

Dextrin 2 g 

Polypeptone 1 g 

Yeast extract 0.5 g 

KH₂PO₄ 0.5 g 

MgSO₄・7H₂O 0.05 g 

※ プレート用寒天培地は 2% Agar を添加した。 

プラスミド DNA の作製法 

プラスミドの作製手順は以下の通りである。 

1. コンピテントセルを-80℃フリーザーから取り出し、氷上で融解した。 

2. PCR もしくは制限酵素処理によって目的 DNA 断片を得た。 

3. In-Fusion® HD Cloning Kit (Takara) を使用し、DNA 断片のライゲーション反応 

(37℃, 15 min) を行った。 

4. コンピテントセル 100 µL に上記の反応産物を 5 µL 添加し、よく混合し氷上で静置

(30 min)した。 

5. ヒートショック (42℃, 90 sec) を行い、その後氷上で 5 min 静置した。 

6. LB 培地にコンピテントセル溶液を植菌し、37℃で 16 h 培養した。 

※ DH5α 株のコンピテントセルは、Inoue 法に従って作製を行った (Inoue et al. 1990)。 

※ プラスミド DNA 抽出は GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (Sigma) を使用し、添付

された説明書に従って行った。 

※ 制限酵素は Fast Digest (Thermo Fisher Scientific) を使用した。100 ng/µL プラスミド

溶液 10 µL, green Buffer 2 µL, Enzyme 1 µL, DDW 7 µL で反応液を調製し、 37℃, 1h

で処理を行った。 

※ DNA シーケンス解析は、Azenta に依頼した。 
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DNA 断片の調製法 

Polymerase Chain Reaction (PCR) は、PCR Thermal Cycler PERSONAL (Takara)，Thermal 

Cycler GeneAtlas 322/325 (Astec) 及び Arktik Thermal Cycler (Thermo Scientific) を使用し

た。使用した DNA ポリメラーゼは、下記の通りである。 

Polymerase Identifier 

PrimeSTAR GXL Takara 

PrimeSTAR MAX Takara 

KOD FX Toyobo 

Go Taq Promega 

※ PCR は各 DNA ポリメラーゼに添付された説明書通りに行った。 

※ colony PCR (cPCR)は 2 倍希釈した Go Taq 反応液 10 µL を使用した。cPCR は極微

量の大腸菌を Go Taq 反応液に懸濁し、それを鋳型とした。 

※ Spore PCR は KOD FX を使用した。Spore PCR は KOD FX 反応液に分生子懸濁液

を添加し、それを鋳型とした。分生子懸濁液はプレートから分生子を少量採取し、

滅菌水 50 µL に懸濁して作製を行った。 

PCR 産物の精製法 

Monofas DNA Purification Kit Ⅰ (GL Science) を用いて精製を行った。電気泳動装置は

Mupid-One (Mupid) を使用した。電気泳動用ゲルは TAE バッファーに 0.7% アガロース

LE クラシックタイプ (Nacalai tesque) を添加し作製を行った。その際、エチジウムブロ

マイド溶液 (Nippon gene) を終濃度 0.5 mg/mL で添加した。DNA 検出装置として、デジ

プリント MiniCCD UV 用, DP-MiniCCD UV (Bio Tools) を使用した。 

A. oryzae の形質転換法 

プロトプラスト-PEG 法によって形質転換を行った。手順は以下の通りである。 

1. 液体培地に適量の分生子を植菌し、30℃で 20 h 振盪培養した。 

2. TF Solution I 10 mL を 0.45 µm フィルターで滅菌し、50 mL チューブに入れた。 

3. ミラクロスで集菌後に、滅菌水で洗菌を行った。 

4. TF Solution I に菌体を入れ、軽く振りながら菌糸塊を解きほぐした。 
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5. L 字管に移し、プロトプラスト化 (30℃, 50 rpm, 3 h) を行った。 

6. ミラクロスで濾過し、プロトプラストを含む濾液を回収した。 

7. プロトプラスト溶液に TF Solution II を同量加え、よく混和した。 

8. 2,000 rpm、8 min、4℃で遠心を行った。 

9. 上清を除き、TF Solution II 5 mL を再度加え、ペレットを懸濁した。 

10. 2,000 rpm、8 min、4℃で遠心を行った。 

11. 上清を除き、形質転換用 DNA×200 mL の TF Solution II でペレットを懸濁し、15 

mL チューブに 200 µL ずつ分注した。 

12. 形質転換用 DNA 溶液 10 µL (DNA : 5~7 µg) を加えて優しくタッピングして懸濁し、

氷上で 30 min 静置した。 

13. TF Solution III 1 mL を加え、優しくタッピングして懸濁した。その後、30℃で 20 min

静置した。 

14. TF Solution II 10 mL を加えて転倒混和した。 

15. 2,000 rpm、8 min、4℃で遠心を行った。 

16. 200 mL 程残すように上清を捨て、選択培地に軽く塗布した。 

17. 重層用軟寒天培地 4 mL を加え、素早く混合し重層した。 

18. 30℃で培養し、生えてきたコロニーを選択培地に 1～3 回植え継ぎ、形質転換体を

取得した。 

Solution Contents 

TF Solution I 0.01g Yatalase (Takara), 0.01g CELLULASE “onozuka” R-10 (Yakult), 

0.6 M (NH4)2SO4, 50 mM Maleate buffer (pH 5.5) 

TF Solution II 1.2 M sorbitol, 50 mM CaCl2, 35 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

TF Solution III 60% polyethylene glycol 4000, 50 mM CaCl2, 10 mM Tris-HCl (pH 

7.5) 

※ 重層用軟寒天培地：1.2 M sorbitol、0.6% Agar を含む各種選択培地 

A. oryzae の Total RNA 抽出法 

炭素源をマルトースに置換した CD (mal) 液体培地 100 mL に 1.0×10⁵個の分生子を植菌

し、30℃, 24 h, 150 rpm で培養を行った。その後ミラクロスで集菌し、メタルコーンで

菌体破砕を行った。RNA 抽出キット(QIAGEN) を使用し Total RNA 抽出を行った。 
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cDNA 合成法 

cDNA 合成は抽出した Total RNA から SuperPrep Cell Lysis & RT Kit for qPCR (Toyobo)を

使用して行った。cDNA 合成の PCR 条件は添付された説明書に従った。 

PT-qPCR 

Thunderbird SYBR qPCR Mix (Toyobo) を使用し、説明書通りに PT-qPCR を行った。PCR

装置は Thermal Cycler Dice Real Time System TP-800 instrument (Takara) を使用した。使

用プライマーは以下の通りである。 

Primer Sequence 

YHK190 CGGTTCCTCGTGCCCCTATT 

YHK191 GATGTCTTTGCCCGATCGCC 

YHK196 CGTCGAGTCCACTGGTGTCTT 

YHK197 TTGTTGACACCCATAACGAACATGG 

グルコアミラーゼ活性測定法 

DPY 液体培地 20 mL に 1.0×10⁷個の分生子を植菌し、30℃, 3 days, 150 rpm で培養を行

った。その後ミラクロスで集菌し、菌体は 60℃インキュベーターで乾燥させ、培養上清

はグルコアミラーゼ活性測定に使用した。グルコアミラーゼ活性は、糖化力分別定量キ

ット(Kikkoman) の説明書に従って測定を行った。 

顕微鏡使用機器 

⚫ smFISH 法で使用した顕微鏡およびその搭載機器 

Device Details 

倒立顕微鏡 ECLIPSE Ti2-A inverted microscope (Nikon) 

対物レンズ CFI Plan Apo Lambda 100 × objective lens (1.45 numerical aperture) 

カメラ DS-Qi2 digital camera 

フィルター LED-DA/FI/TX-A triple band filter (Semrock: Exciter, FF01-

378/474/575; Emission, FF01-432/523/702; Dichroic mirror, 

FF409/493/596-Di02) 

LED光源 LED light source X-LED1 
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⚫ MS2 system で使用した顕微鏡およびその搭載機器 

Device Details 

倒立顕微鏡 THUNDER Imager Live Cell (Leica microsystems) 

対物レンズ HCX PL APO 100×/1.40-0.70 OIL objective lens 

カメラ K8 Scientific CMOS camera 

フィルター DFT51010 filter (Leica : LED, DAPI_FITC_TXRED_Cy5-

390/475/555/635; Excitation Range, DAPI_FITC_TXRED_Cy5-375-

407/462-496/542-566/622-654; Emission Range, 

DAPI_FITC_TXRED_Cy5-420-450/506-532/578-610/666-724; 

Dichroic, DAPI_FITC_TXRED_Cy5-415/490/ 572/660) and a 

CYR71010 filter (Leica : LED, CFP_YFP_RFP_NIR-

440/510/575/730; Excitation Range, CFP_YFP_RFP_NIR-422-

450/495-517/566-590/710-750; Emission Range, 

CFP_YFP_RFP_NIR-462-484/527-551/ 602-680/770-850; Dichroic, 

CFP_YFP_RFP_NIR-459/523/598/763) 

LED光源 LED light source LED8 (Leica microsystems) 

顕微鏡用試料の培養法 

⚫ smFISH 法 

0.2 µm のフィルターを使用して滅菌した CD (mal) medium 200 µL をポリリジンコート

したグラスボトムディッシュ (matsunami) に添加し、glaA-36×MBS 株および glaA-MS2

株の分生子を 1.0×10⁵個/ 10 µl 植菌して 30℃で 24 h 培養した。 

⚫ MS2 system 

0.2 µm のフィルターを使用して滅菌した CD medium および CD (mal) medium 200 µL を

ポリリジンコートしたグラスボトムディッシュに添加し、glaA-MS2 株および各共局在

解析株の分生子を 8.0×10⁴個/ 8 µl 植菌して 30℃ 20 h および 24 h 培養した。 

イメージング解析法 

局在解析画像は THUNDER imaging system による処理を次の設定で行った。Instant 

Computational Clearing (ICC) は封入剤を Water にし、Feature Scale を以下に設定した。

局在画像解析およびタイムラプス解析は ImageJ Fiji を使用した (Schindelin et al., 2012)。 
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Objects LED Feature Scale 

glaA mRNA FITC 0.4 µm 

AoSec61-mCherry DAPI/TXRED/RFP 0.4 µm 

mCherry-AoRab5 TXRED/RFP 0.4 µm 

AoEdc3- mCherry/mTagBFP2 DAPI/TXRED/RFP 0.4 µm 

AoDcp2-mCherry RFP 0.4 µm 

mCherry-NLS TXRED/RFP 1.0 µm 

AoBre5- mCherry/mTagBFP2 DAPI/TXRED/RFP 1.5 µm 

AoPab1-mCherry FITC 1.5 µm 

mCherry/mTagBFP2-AtuA DAPI/TXRED/RFP 0.4 µm 

⚫ 局在画像解析 

glaA mRNA 数の測定は RS-FISH のプラグインを使用した (Ella Bahry et al. 2022)。glaA 

mRNA 局在解析画像と核局在解析画像を 16 bit から 8 bit に変換してマージし、各菌糸

部位をクロップした。その後、各画像を再度分割して核局在解析画像を 2 値化し、image 

calculator で glaA mRNA 局在解析画像から減算した。核蛍光を消失させた glaA mRNA

局在解析画像のバック蛍光を Math の subtract で完全に減算し Gaussian filter で処理し

た。次の設定で RS-FISH による計測を実行した。Radial Symmetry では、Mode=Interactive, 

ZYX=1.000, RANSAC に設定した。その際、Use anisotropy coefficient for Dog をチェック

し、Spot intensity を Linear Interpolation に設定した。その後、Adjust difference-of-gaussian 

values を sigma=1.5, Threshold=0.00102 に設定して glaA mRNA 数の計測を実行した。 

glaA mRNA と ER の相関係数は colocalization Finder のプラグインを使用して算出し

た。glaA mRNA 局在解析画像と ER 局在解析画像を 16 bit から 8 bit に変換してマージ

し、各菌糸部位をクロップした。その後、各画像のバック蛍光を Math の subtract で減

算し、image calculator で glaA mRNA 局在解析画像と ER 局在解析画像の共局在箇所を

抽出し Gaussian filter で処理した。colocalization Finder を使用し、glaA mRNA 局在解析

画像と glaA mRNA＆ER 局在解析画像の共局在蛍光をプロットし相関係数を算出した。 

ER の面積比は ER 局在解析画像から核がない領域をクロップした。細胞膜の両サイ

ドから約 0.7 µm 内側をクロップして細胞質 ER を抽出し、各画像のバック蛍光を Math

の subtract で減算し Gaussian filter で処理した。全 ER と細胞質 ER を 2 値化し、Analyze 
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Particles で各画像の面積を算出して全 ER から細胞質 ER の面積比を算出した。 

glaA mRNA と ER の Mander’s test は glaA mRNA 局在解析画像と ER 局在解析画像を

16 bit から 8 bit に変換してマージし、各菌糸部位をクロップした。その後、各画像を再

度分割して各画像のバック蛍光を Math の subtract で減算し Gaussian filter で処理した。

glaA mRNA 局在解析画像と ER 局在解析画像を 2 値化し、image calculator で glaA mRNA

局在解析画像と ER 局在解析画像の共局在箇所を抽出した。Analyze Particles を使用し

て、glaA mRNA 局在解析画像、ER 局在解析画像、glaA mRNA＆ER 局在解析画像の面

積を算出して glaA mRNA＆ER 局在解析画像に対する glaA mRNA 局在解析画像、ER 局

在解析画像の面積比を算出した。 

⚫ タイムラプス解析 

glaA mRNA のみは、EGFP (撮影条件 : FITC, 100%, 20 ms) で 20 秒間撮影を行った。

glaA mRNA と ER は EGFP (FITC, 100%, 10 ms), mCherry (TXRED, 100%, 20 ms) で 30 秒

間撮影を行った。同様の解析で、各キネシン欠失株は EGFP (FITC, 100%, 20 ms), mCherry 

(TXRED, 100%, 20 ms) で 20 秒間撮影を行った。glaA mRNA と EE は EGFP (FITC, 100%, 

20 ms), mCherry (TXRED, 100%, 20 ms) で 20 秒間撮影を行った。EE のみの動態は

mCherry (TXRED, 100%, 20 ms) で 20 秒間撮影を行った。 

各タイムラプス撮影画像は上述の THUNDER imaging system による処理を行った。

glaA mRNA 動態は TrackMate のプラグインを使用して解析を行った。Dog Detector を使

用して、細胞内に非特異的な検出がない閾値で 0.3 µm の蛍光を検出した。その後、Lap 

Tracker をフレーム間の距離を 0.5 µm、3 フレーム間のギャップ距離を 0.5 µm に設定し

て実行した。その際、MAX distance の閾値を 0.8 µm 以上に制限した。glaA mRNA と ER 

の共動態解析は、glaA mRNA 動態の解析と同様に行った。glaA mRNA 動態と EE 動態

のカイモグラフは、kymograph Builder のプラグインを使用した。 

統計解析法 

すべての解析は再現性確認 (test=2) を行った。エラーバーは標準偏差を表しており、

Tukey-Kramer 検定(https://www.gen-info.osaka-u.ac.jp/MEPHAS/tukey.html) もしくはエク

セルのデータ解析で有意差検定を行った。 
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ストレス誘導解析法 

⚫ 転写阻害解析 

転写阻害剤 Actinomycin D (ActD) を使用した。CD 液体培地で培養後、終濃度 100 

µg/µL で ActD を添加し、30℃, 1 h でインキュベートした。その後、終濃度 100 µg/mL 

で ActD を添加した CD (mal) 液体培地で 30℃, 2 h の転写誘導を行った。ActD で抑制さ

れた転写を回復するために、CD (mal) 液体培地に置換し 30℃, 2 h で培養を行った。コ

ントロールとして、DMSO を添加した条件で観察を行った。転写阻害確認は PaG を使

用した。CD 液体培地で培養後、終濃度 100 µg/mL で ActD を添加し、30℃, 1 h で反応

させた。その後、終濃度 100 µg/mL で ActD を添加した CD (mal) 液体培地で 30℃, 2.5 

h 培養し、ImageJ Fiji の plot profile でラインスキャン解析を行った。 

⚫ 微小管重合阻害解析 

微小管重合阻害剤 Nocodazole (Noc) を使用した。CD (mal) 液体培地で培養後、終濃

度 100 µg/ml で Noc を添加し、30℃, 30 min で反応させた。コントロールとして、DMSO

を添加した条件で観察を行った。微小管重合阻害確認は NSlDSER5 株を使用した。CD 

(mal) 液体培地で培養後、終濃度 100 µg/ml で Noc を添加し、30℃ 30 min で反応させた。

EE 動態は ImageJ Fiji の kymograph Builder を使用して解析を行った。 

⚫ アクチン重合阻害解析 

アクチン重合阻害剤 Latrunculin B (LatB) を使用した。CD (mal) 液体培地で培養後、

終濃度 100 µM で LatBを添加し、30℃, 30 minで反応させた。コントロールとしてDMSO

を添加した条件でも観察を行った。アクチン重合阻害確認は PaLaG 株を使用した。CD 

(mal) 液体培地で培養後、終濃度 100 µM で LatB を添加し、30℃ 30 min で反応させた。

そして、Lifeact-egfp の輝度を ImageJ Fiji の plot profile で解析を行った。 

⚫ ER ストレス解析 

ER ストレスを誘導するために Dithiothreitol (DTT) を使用した。CD (mal) 液体培地で

培養後、終濃度 10 mM で DTT を添加し、30℃, 1~2 h で反応させた。ER ストレスから

回復するために、新鮮な CD (mal) 液体培地で 30℃, 2 h で培養を行った。コントロール

として DDW を添加した条件でも観察を行った。 
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A. oryzae の smFISH 法 

smFISH 法の手順は以下の通りである。 

1. グラスボトムディッシュにて、約 1.0×10⁵個の分生子を液体培地 200 µL に植菌して

軽くピペッティングし、30℃, 20 h で静置培養を行った。 

2. 7.3% となるように 37% formaldehyde を添加し、室温, 1 h で固定化処理を行った。 

3. 氷冷 100 mM Glycine/PBS 100 µL で 1 度洗浄し、5 min で静置した。 

4. 氷冷 Fixation Buffer (FB) 100 µl で 2 回洗浄を行った。 

5. Zymolyase Buffer 100 µL を加え、30℃, 1.5 h で細胞壁消化処理を行った。 

6. 氷冷 FB 100 µL で 2 回洗浄を行った。 

7. TritonX-100 Buffer 100 µL 添加して、室温, 10 min で細胞透過処理を行った。 

8. 氷冷 FB 100 µL で 3 回洗浄を行った。 

9. Hybridization Buffer (Steraris) 100 µL を加え、30℃, 16 h で反応させた。 

10. Buffer A (Steraris) 100 µL を加え、室温で 5 min 静置した。 

11. Buffer A を 100 µL を加え、30℃で 30 min 静置した。 

12. Buffer A+DAPI 100 µL を加え、30℃で 30 min 静置した。 

13. Buffer B (Steraris)100 µL を加え、室温で 3~5 min 静置した。 

14. Vectashield Mounting Medium (VEC) 50 µL で菌体をカバーした。 

Buffer Contents 

100 mM Glycine/PBS (pH 6.0) 0.8% NaCl, 0.2% KCl, 0.12% Na₂HPO₄, 0.2% KH₂PO₄, 

100 mM Glycine 

Fixation Buffer (pH 7.5) 1.2 M sorbitol, 0.1% K₂HPO₄ 

20T Zymolyase Buffer 100 µL Fixation Buffer, 0.5 mg/mL 20T Zymolyase 

TritonX-100 Buffer 100 µL Fixation Buffer, 0.1% TritonX-100 

Hybridization Buffer 100 µL Hybridization Buffer, 2 µL probe（DDW,  Steraris） 

Buffer A+DAPI 100 µL Buffer A, 0.05 ng/μL DAPI（DMSO） 

※ 100 mM Glycine はホルムアルデヒドのタンパク質固定作用を停止する効果に着目し、

過剰架橋による自家蛍光を低減するために使用した。 

※ probe 溶液の希釈率は説明書に従った。 

※ Buffer A+DAPI は 1 mg/ml DAPI を希釈して作製した。 

※ Triton-X 100 Buffer と Zymolyase Buffer は要時調製した。 
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smFISH 法の使用プローブ 

⚫ EGFP 融合タンパク質をコードする mRNA の局在解析用プローブ 

egfp probe 

設計内容 (color : green (FAM), probe number : 37 probes, oligo length : 18) で作製されたプロ

ーブを使用し smFISH を行った。 
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⚫ MS2 system 確認用プローブ 

glaA mRNA 

設計内容 (color : red (CAL Fluor Red 610), probe number : 48 probes, oligo length : 20) で作製

されたプローブを使用し smFISHを行った。 
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MBS probe 

設計内容 (color : green (FAM), probe number : 29 probes, oligo length : 20) で作製されたプロ

ーブを使用し smFISH を行った。36×MBSは 3 コピーの 12×MBSから成るので、最大で 87 個

のプローブが結合すると考える。 
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III. 結果および考察 

第 1 章 黄麹菌における smFISH による mRNA 局在解析 

序 

 糸状菌は子嚢菌門に属する Aspergillus 属もしくは Penicillium 属が代表的であるが、

担子菌門に属する U. maydis で mRNA 局在制御機構に関する研究が最も進められてい

る (Müntjes et al., 2021)。しかし、U. maydis は一核菌糸で解析が行われるため、多核多

細胞菌糸である Aspergillus 属糸状菌と細胞内構造が異なることを考慮する必要がある 

(Steinberg and Perez-Martin, 2008; Egan et al., 2012)。特に、A. oryzae はより多核であり、

無性胞子な分生子内に複数の核 (2~7 個) を含む (Maruyama et al., 2001)。したがって、

U. maydis の知見が A. oryzae に通用しない可能性がある。実際、Aspergillus 属糸状菌は

U. maydis の mRNA 輸送に関与する Rrm4 や Upa2 を持たない (Müller et al., 2019)。mRNA

局在化機構は細胞形状や外環境などの要因により多様化している可能性が考えられる。

しかし、Aspergillus 属糸状菌は mRNA 局在化機構がほとんど明らかにされていない。 

 mRNA 局在制御機構は局所タンパク質合成に寄与している。それにより、タンパク質

はその機能性に最適な時間と場所で発現が可能となる。A. oryzae において、分泌型酵素

は菌糸の頂端と隔壁に局在することから (Hayakawa et al., 2011)、mRNA レベルで分泌

部位に局在制御される可能性が考えられる。実際、smFISH 法で amyB mRNA を可視化

すると、菌糸先端付近でより強いシグナルが確認される (Higuchi and Takegawa, 2020)。

一方で、amyB mRNA は菌糸基部側でもシグナルが検出されることから非局在性である

可能性も考えられる。しかし、Aspergillus 属糸状菌は非局在性の mRNA が同定されてお

らず、タンパク質ごとの mRNA 局在が明らかにされていない。 

 本章では、A. oryzae の多核多細胞菌糸でタンパク質ごとに mRNA 局在が制御される

ことを明らかにすることを目的とし、細胞内局在が異なる 6 種類 (アクチンケーブル、

細胞質、小胞体、液胞、細胞膜、分泌小胞) のタンパク質をコードする mRNA を対象

に、smFISH 法による mRNA 局在の解析を行った。  



 

40 

 

1-1. EGFP 融合による細胞内局在解析株の作製 

mRNA局在制御機構はmRNA配列の cis-acting localization elementと呼ばれる領域と、

そこに結合する RNA 結合タンパク質 (RNA-binding protein : RBP) により制御される 

(Chaudhuri et al., 2020)。ribonucleoprotein (RNP) 複合体は複数の RBP で構成されており、

mRNA 局在制御機構に肝要であることが知られている。動物細胞は mRNA の cis-acting 

localization elementが 3’非翻訳領域 (untranslated region : UTR) に集中している。一方で、

S. cerevisiae は mRNA の cis-acting localization element (Zip code) が 3’UTR だけでなく、

コーディング領域 (CDS) にも多く存在している (Niedner et al., 2014)。例えば、ASH1 

mRNA は Zip code (E1, E2A, E2B, E3) の E1, E2A, E2B が CDS に存在し、E3 が 3’UTR に

存在する。ASH1 mRNA は Zip code を個々に欠失しても局在が崩壊しないことが確認さ

れている (Chartrand et al., 2002)。例えば、ASH1 mRNA は E3 のみを欠失しても非局在

率が 6％程度であることが報告されている (Chartrand et al., 2002)。U. maydis において

も、mRNA の cis-acting localization element が CDS と 3’UTR に存在するとされている 

(Müntjes et al., 2021)。したがって、A. oryzae も mRNA の cis-acting localization element が

CDS に存在する可能性が考えられる。 

smFISH 法は mRNA を可視化するために、古くから多様な生物種で利用されている。

標的 mRNA 配列に相補的な蛍光標識 DNA プローブを設計し、それを標的 mRNA 配列

に結合させる (Chen et al., 2018)。smFISH 法は 40 種類以上の蛍光標識 DNA プローブに

より標的 mRNA を 1 分子レベルで可視化する (Fig.1-1-1)。その過程で、標的 mRNA の

二次構造を壊す必要があり、ホルムアルデヒドなどによる標的細胞の化学固定を行う。

真核微生物は細胞壁により蛍光シグナルが拡散されるため、細胞壁溶解酵素 Zymolyase

で細胞壁を一部溶解した細胞を用いて smFISH 法を行う (Rahman and Zenklusen, 2013)。

多くの糸状菌は細胞壁を構成する糖鎖成分が S. cerevisiae よりも多いため、Zymolyase を

使用しても十分な蛍光シグナルが得られない可能性がある (Gow et al., 2017)。アカパン

カビ Neurospora crassa は Zymolyase の使用により十分な蛍光シグナルが得られるが、

Aspergillus 属糸状菌の細胞壁成分である galactosaminogalactan, α-1,3-glucan、β-1,6-glucan

が存在しない (Verdín et al., 2019; Bartholomai et al., 2021)。したがって、Aspergillus 属糸

状菌は smFISH 法で mRNA を 1 分子可視化できない可能性があるが、蛍光シグナルを

菌糸部位ごとに比較することで局在解析が可能である (Higuchi and Takegawa, 2020)。 
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細胞内局在が異なるタンパク質をコードする mRNA 局在の調査を行うことにより、

タンパク質ごとに mRNA が局在制御されることを明らかにできると考えた。そこで、

標的タンパク質に EGFP を融合発現し、egfp mRNA を標的とする DNA プローブ (egfp 

probe) を用いて smFISH 法を行うことで、同一細胞内でタンパク質と mRNA の共局在

解析を試みた (Fig. 1-1-2)。EGFP (細胞質)、Lifeact-EGFP (アクチンケーブル局在性異種

タンパク質)、EGFP-AoSec22 (小胞体膜 SNARE タンパク質)、EGFP-AoVam3 (液胞膜

SNARE タンパク質)、AoUapC-EGFP (細胞膜プリントランスポーター)、EGFP-AoSnc1 

(分泌小胞膜 SNARE タンパク質) を標的とした (Fig. 1-1-3)。A. oryzae で一般的な amyB

プロモーター (PamyB) と amyBターミネーター (TamyB) で設計されたプラスミドを使

用し、同一の転写条件で標的 mRNA の局在解析を行った (Fig. 1-1-4)。 

Fig. 1-1-1 smFISH法による egfp probeを用いた標的 mRNAの可視化方法 

本研究は標的タンパク質と EGFP を融合発現し、egfp mRNA に相補的

な 37種類の DNA プローブを結合させた。 

Fig. 1-1-2 smFISH法による標的タンパク質と標的 mRNAの可視化方法 

pre smFISH でタンパク質の局在を確認した。smFISH without egfp probe

で mRNA 蛍光が検出されないことを確認した。smFISH with egfp probe

で mRNA 局在とタンパク質局在を比較し評価した (Morita et al., 2021)。  
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Fig. 1-1-4 EGFP融合標的タンパク質の細胞内局在解析 

上から順に、A. oryzae RIB40 株 (WT)、PaG 株 (細胞質)、PaLaG 株 

(アクチンケーブル)、GSec22 株 (小胞体)、PaGVam3 株 (液胞)、

PaUapCG 株 (細胞膜)、GSnc1 株 (分泌小胞) の局在解析画像を示す。 
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Fig. 1-1-4 EGFP融合標的タンパク質発現用プラスミド 

上から、細胞質、アクチンケーブル, 小胞体, 液胞, 細胞膜, 分泌小胞膜

を可視化したプラスミドを示す。 

1-2. smFISH 法による egfp mRNA を介した標的 mRNA の可視化 

PaG 株を用いて egfp probe による egfp mRNA の局在解析を行った。egfp probe 添加時

に egfp mRNA が検出できることを確認した (Fig. 1-2-1)。一方で、egfp probe 非添加時は

egfp mRNA が検出されないことを確認した (Fig.1-2-2)。さらに、野生株 RIB40 (WT) で

egfp probe 添加時に egfp mRNA が検出されないことを確認した (Fig. 1-2-3)。したがっ

て、egfp probe を egfp mRNA と特異的に結合し、標的タンパク質とその mRNA を同時

に局在解析できることが示された。egfp mRNA の蛍光輝度は菌糸基部側で低くなって

いるものの、菌糸全域で局在が確認された (Fig. 1-2-4)。 

Fig. 1-2-1 egfp probe添加時の egfp mRNAの細胞内局在解析 

CD 培地に植菌し 30℃、24 時間で培養した菌体で smFISH 法を行った。

egfp probe 添加時の観察を行った。スケールバーは 10 µmを示す。 



 

44 

 

Fig. 1-2-2 egfp probe非添加時の egfp mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し 30℃、24時間で培養した菌体で smFISH法を行った。 

Fig. 1-2-3 RIB40における egfp probe添加時の egfp mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し 30℃、24時間で培養した菌体で smFISH法を行った。 

Fig. 1-2-4 egfp mRNA蛍光の蛍光輝度の定量 

Fig.1-2-1の egfp mRNA蛍光について、その蛍光輝度の定量解析を行った

(n=10)。egfp mRNA蛍光輝度は菌糸の中間部と先端部で有意に高いことが

分かった。エラーバーは SEを示す。スケールバーは 10 µmを示す。 
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1-3. smFISH 法による標的 mRNA の細胞内局在解析 

PaLaG 株で解析を行った結果、Lifeact-egfp mRNA は Lifeact-EGFP の局在と一致して、

菌糸頂端で局在が確認された (Fig. 1-3-1, Fig. 1-3-2)。Lifeact-egfp mRNA は菌糸全域で弱

い蛍光が検出されたが、先端領域で有意に高い輝度が検出された (Fig. 1-3-3)。菌糸頂端

から核まで約 10 µm の距離があることから、生体分子モーターにより輸送された後に

翻訳される可能性が示唆された。 

GSec22 株で解析を行った結果、egfp-Aosec22 mRNA は先端領域で優先的な局在が確

認された (Fig. 1-3-4, Fig. 1-3-5)。菌糸全域で比較的高い輝度が検出されたが、先端領域

で有意に高い輝度が検出された (Fig.1-3-6)。小胞体は菌糸全域にわたって形成されるた

め、細胞質 ER と一致するように mRNA が局在制御される可能性が示唆された。菌糸

頂端が分泌部位であることから、先端領域の小胞輸送が盛んであると考えられ、それに

より AoSec22 がより多く合成されている可能性も考えられる。 

GSnc1 株で解析を行った結果、菌糸頂端に局在する EGFP-AoSnc1 と異なり、egfp-

Aosnc1 mRNA は菌糸全域で局在が確認された (Fig. 1-3-7, Fig. 1-3-8, Fig. 1-3-9)。出芽酵

母の SNC1 mRNA も非局在性であると示唆されていることから、EGFP-AoSnc1 はタン

パク質に翻訳された後に輸送される可能性が示唆された (Aronov et al., 2007)。 

PaGVam3 株で解析を行った結果、菌糸基部側に局在する EGFP-AoVam3 と異なり、

egfp-Aovam3 mRNA は先端領域で優先的な局在が確認された (Fig. 1-3-10, Fig. 1-3-11, Fig. 

1-3-12)。先端領域で液胞前駆体のようなドット様局在が観察されるため、EGFP-AoVam3

は先端領域で翻訳されて液胞前駆体に局在し、液胞成熟に伴って基部側に局在する可能

性が示唆された (Cui et al., 2019)。 

PaUapCG 株で解析を行った結果、AouapC-egfp mRNA は先端領域で優先的な局在が確

認された (Fig. 1-3-13, Fig. 1-3-14)。基部側にあまり存在せず、先端領域で有意に高い輝

度が検出された (Fig.1-3-15)。細胞膜タンパク質は分泌経路により細胞膜へ局在化する

ため、菌糸先端付近でより多く翻訳されることで、細胞膜へ局在化を空間的に効率化し

ている可能性が示唆された (Dimou et al., 2020)。  

以上の結果をまとめると、mRNA 局在はコードされるタンパク質ごとに mRNA 局在

が異なることが明らかとなった。さらに、タンパク質をコードする配列により mRNA の

局在と安定性が制御されることが示唆された。 
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Fig. 1-3-1 egfp probe添加時の Lifeact-egfp mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。

スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 1-3-2 egfp probe非添加時の Lifeact-egfp mRNAの細胞内局在解析 

 CD培地に植菌し、30℃で24時間培養した菌体でsmFISH法を行った。 

Fig. 1-3-3 Lifeact-egfp mRNAの蛍光輝度の定量 

Lifeact-egfp mRNA の蛍光輝度の定量解析を行った(n=10)。エラーバー

は SE を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 
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Fig. 1-3-4 egfp probe添加時の egfp-Aosec22 mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。

スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 1-3-5 egfp probe非添加時の egfp-Aosec22 mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。 

Fig. 1-3-6 egfp-Aosec22 mRNAの蛍光輝度の定量 

egfp-Aosec22 mRNA の蛍光輝度の定量解析を行った(n=10)。エラーバ

ーは SEを示す。スケールバーは 10 µmを示す。 
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Fig. 1-3-7 egfp probe添加時の egfp-Aosnc1 mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。

スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 1-3-8 egfp probe非添加時の egfp-Aosnc1 mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。 

Fig. 1-3-9 egfp-Aosnc1 mRNAの蛍光輝度の定量 

egfp-Aosnc1 mRNAの蛍光輝度の定量解析を行った(n=10)。エラーバー

は SE を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 
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Fig. 1-3-10 egfp probe添加時における egfp-Aovam3 mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。

スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 1-3-11 egfp probe非添加時における egfp-Aovam3 mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。 

Fig. 1-3-12 egfp-Aovam3 mRNAの蛍光輝度の定量 

egfp-Aosnc1 mRNAの蛍光輝度の定量解析を行った(n=10)。エラーバー

は SE を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 
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Fig. 1-3-13 egfp probe添加時における AouapC-egfp mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。

スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 1-3-14 egfp probe非添加時における AouapC-egfp mRNAの細胞内局在解析 

CD培地に植菌し、30℃で 24時間培養した菌体で smFISH法を行った。 

Fig. 1-3-15 AouapC-egfp mRNAの蛍光輝度の定量 

egfp-Aosnc1 mRNAの蛍光輝度の定量解析を行った(n=10)。エラーバー

は SE を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 
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考察 

本章では、細胞の化学固定、細胞壁消化および透過処理を行った後も EGFP 融合タン

パク質の局在が維持されたことから、egfp probe で標的タンパク質とその mRNA を同時

に可視化する smFISH 法を考案した。そして、A. oryzae の菌糸において mRNA がコー

ドされるタンパク質によって多様な局在パターンを示すことを明らかにした。さらに今

回の解析では、同一のプロモーターを用いることで、各標的タンパク質の発現条件を等

しくしたことから、mRNA の局在化と安定性がタンパク質をコードする配列により制

御されることが示唆された。今回の smFISH法について、膜タンパク質を固定する方が、

タンパク質局在を維持できることが示唆された。この点に関連し、AmyB は菌糸先端と

隔壁に局在するが、ER・小胞内腔で遊離状態であることから化学固定できないことを確

認している。AmyB 局在が細胞質蛍光の増大により可視化できないため、エクトピック

な発現で細胞質蛍光が強い場合もタンパク質局在を可視化できないことが予想される。 

Lifeact-egfp mRNA がタンパク質局在で観察されたことから、菌糸先端部に輸送され

た後に翻訳されることが示唆された。当研究室では、アクチンをコードする actA mRNA

が菌糸先端領域に局在することを明らかにしていることから、アクチンケーブル関連因

子に共通する mRNA 局在パターンであることが示唆された (Higuchi and Takegawa, 

2020)。アクチンは隔壁形成箇所で「アクチンリング」を形成するが、菌糸中間部でアク

チンリング形成を示唆する Lifeact-egfp mRNA 蛍光が観察できなかった (Mamun et al., 

2020)。アクチンリングは菌糸細胞内で隔壁形成中にのみ形成されると考えられ、今回

の方法では局在の瞬間を観察できなかったと考えられる。 

egfp-Aosec22 mRNA は先端領域に多く局在していたが、基部や中間部にも蛍光が確認

されたことから、菌糸全体で翻訳される可能性が示唆された。AoSec22 は ER とゴルジ

体間の小胞輸送に機能する SNARE であり、小胞体とゴルジ体が菌糸全体に配置される

点からも整合性が取れる結果であると考える (Kuratsu et al., 2007)。ER も菌糸先端領域 

(< 50 µm) がより複雑な網状構造で伸長形成が活発であると予測されることから、そう

した領域で ER 局在性タンパク質がより多く翻訳・合成されるかもしれない。 

egfp-Aosnc1 mRNA はほぼ均一に菌糸領域に局在していたが、S. cerevisiae で SNC1 

mRNA は母細胞に保持され極性を示さないことから、Snc1 はタンパク質に翻訳された

後に局在化することが示唆される (Aronov et al., 2007)。EGFP-AoSnc1 は細胞内で双方
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向に長距離輸送されることから、微小管依存的な初期エンドソーム動態と類似すると予

想されるが、分泌小胞を輸送する生体分子モーターは糸状菌において同定されていない 

(Kuratsu et al., 2007; Higuchi. 2021)。AoSnc1 は菌糸頂端付近でエンドサイトーシスによ

りリサイクリングされるため、菌糸全体で新規合成される必要があると示唆された。 

egfp-Aovam3 mRNA は主に先端領域に局在していたが、糸状菌の菌糸は基部領域に高

度に液胞が形成される。植物細胞の液胞は後期エンドソームと断片化した液胞前駆体が

融合し形成される。糸状菌も菌糸内の液胞形態が類似することから、先端領域の小さく

未熟な液胞構造体が互いに融合し、基底領域の大きな液胞に成熟する可能性が考えられ

た (Cui et al., 2019)。液胞形成の分子過程をさらに明らかにするためには、これらの過

程に関与する他の mRNA やタンパク質について解析が必要である。 

AouapC-egfp mRNA が先端領域に局在することを明らかにし、分泌に関連した細胞膜

輸送に関連性が示唆された。一方で、A. nidulans では、AoUapC のホモログ因子である

UAPA がゴルジ体を経由せず小胞体から細胞膜に分泌されることが発見されている 

(Dimou et al.、2020)。一方で、菌糸頂端からゴルジ体を経由して細胞膜に分泌される場

合もあることから、主要な分泌部位が菌糸頂端であることを考慮すると、菌糸先端近傍

において AoUapC の翻訳が活発であると示唆される。AouapC-egfp mRNA の細胞内局在

に連携して、AoUapC が先端領域で翻訳され細胞膜に局在すると考えられる。  
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第 2 章 黄麹菌生細胞における mRNA ライブイメージング法の確立 

序 

smFISH 法は mRNA 配列にアンチセンスな DNA プローブを使用するため、古くから

多種多様な生物種で利用されてきた。一方で、smFISH 法は標的細胞を化学固定するた

め、mRNA の局在化プロセスを解析することが困難である。しかし、多くの mRNA は

タンパク質ごとに最適な細胞区画へ輸送される。例えば、出芽酵母の性分化関連因子

ASH1や細胞周期関連因子 EAR1 をコードするmRNAは娘細胞へ輸送される (Schmid et 

al., 2006; Samardak and Moriel-Carretero et al., 2021)。多核多細胞生物は細胞内で mRNA の

転写位置も制御しており、広い細胞空間であっても効率的に mRNA を局在化できる 

(Gavis and Lehmann, 1992; Nishimura et al., 2015)。 

 生きた細胞で mRNA を可視化する手法が開発されたことで、mRNA 局在制御機構は

飛躍的に理解が深まっている。例えば、MS2 system や t-Deg 法、CRISPR-sunspot 法など

が挙げられる (Sun et al., 2020; Williams et al., 2022; Livingston et al., 2023)。t-Deg 法や

CRISPR-sunspot 法は哺乳細胞でしか使用例がないため、真核微生物で機能しない可能性

が考えられる。一方で、MS2 system は出芽酵母で開発された手法であり、現在も様々な

生物種で利用されている (Bertrand et al., 1998)。したがって、MS2 system は汎用性に優

れると考えられ、A. oryzae でも確立できる可能性が高い。 

本章では、A. oryzae の生きた細胞で分泌酵素 mRNA を可視化するために、MS2 system

の確立を行った。A. oryzae が高分泌する加水分解酵素グルコアミラーゼ (GlaA) をコー

ドする mRNA を標的として、glaA mRNA に MS2 system を適用した glaA-MS2 株の作製

を行った。MS2 system の適用による影響を確認するために、生育や遺伝子発現に関する

解析を行った。また、MS2 system による glaA mRNA を示すドット様蛍光が glaA mRNA

由来であるか確認を行った。  
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2-1. glaA-MS2 株の作製 

MS2 system は 1998 年に Robert H. Singer らにより開発された手法であり、生きた細胞

で mRNA を一分子レベルで可視化できる (Bertrand et al., 1998)。彼らは出芽酵母で MS2 

system を確立し、mRNA 局在制御機構に関する研究を精力的に進めている。MS2 system

はバクテリオファージ MS2 に由来する特定の mRNA 配列 (MS2-binding site : MBS) と

MBS と特異的に結合する RBP (MS2 coat protein : MCP) を利用する (Bertrand et al., 1998)。

具体的には、標的遺伝子の終始コドン直後に 24×MBS を挿入した細胞で、2 分子の蛍光

タンパク質 (EGFP) を融合した MCP (MCP-2×EGFP) を発現させる。MBS に結合して

いない MCP-2×EGFP は細胞質でバックグラウンド蛍光となるため、核局在シグナル 

(nuclear localization signal : NLS) により核内へ局在化させる (Fig. 2-1-1)。MS2 system 適

用株で標的遺伝子から標的 mRNA が転写された際に、標的 mRNA は 24×MBS を介し

てMCP-2×EGFPが多数結合し、核外排出され細胞質で1分子可視化される (Fig. 2-1-2)。

MCP-2×EGFP は最大 24 個が 24×MBS に結合できるが、その 60%程度しか結合しない

ことが報告されている (Fusco et al., 2003)。mRNA 蛍光の輝度が十分でない場合、MBS

のコピー数を増やすことで改善することが報告されている (Pichon et al., 2020)。 

MS2 system は 24×MBS (約 1.6 kbp) を標的 mRNA の下流に挿入するため、本来の

mRNA 局在が反映されない可能性が懸念される (Li et al., 2022)。そこで、2018 年に MCP

と MBS の結合親和性が低下した新型 MBS 配列 (MBSV6) が開発され、MS2 system を

適用した mRNA が凝集体を形成しにくくなり、mRNA の局在化に与える影響が大きく

改善した (Tutucci et al., 2018)。MS2 system を適用した mRNA が分解されやすいことも

懸念されるが、その改善案が 2022 年に報告されている (Li et al., 2022)。こうした改良

の積み重ねにより、生体内mRNAの可視化における技術的な限界が克服されつつある。

MS2 system は適用例が最も多く、他の手法と比較しても mRNA を安定的に可視化でき

るため、A. oryzae で確立する手法として適当であると考えた。 

MS2 system の確立に際し、A. oryzae が高分泌する加水分解酵素のグルコアミラーゼ

(GlaA) の mRNA を標的とした。A. oryzae はアミラーゼとして α-アミラーゼ (AmyA, 

AmyB, AmyC) とグルコアミラーゼ (GlaA, GlaB) を高分泌する。α-アミラーゼ (AmyB) 

は最も研究されたアミラーゼであるが、amyA/B/C が上流約 1 kbp と下流約 1 kbp を含め

てすべて同一塩基配列であり、相同組換えによるそれらの遺伝子座への MBS の挿入が
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困難であると考えられた (Nemoto et al., 2012)。また、glaB は固体培地 (e.g. 米) に限定

して転写が誘導されるが、固体培地が強い自家蛍光を発するため局在解析が困難である

と考えられた (Mitsue et al., 1979; Hata et al., 1997)。一方で、GlaA の遺伝子はシングルコ

ピーであり、AmyB と同じ転写制御機構により液体培地で転写誘導されることから、分

泌型酵素 mRNA のモデルとして理想的であると考えた (Saha et al., 1979)。また、グル

コアミラーゼはデンプンを構成する糖鎖を非還元末端から分解し、出芽酵母が資化する

グルコースを生成するため、発酵醸造産業で重要な酵素として認知されている。 

glaA 遺伝子の下流に MBS を挿入するために Cre/loxP system を利用した。Cre/loxP 

system はバクテリオファージ P1 に由来する部位特異的組換え反応であり、チロシンリ

コンビナーゼファミリーに属する Cre (causes recombination) が 34 塩基から成る loxP 

(locus of crossing over in Bacteriophage P1) 配列を認識して組換え反応を触媒することを

応用し、遺伝子組換え後に使用したマーカー遺伝子を脱離する技術である (Kühn and 

Torres. 2002) (Fig. 2-1-3)。変異型 loxP 配列である lox66 配列と lox71 配列を使用するこ

とで、組換え反応後に Cre に認識されない新規な lox72 配列を生じさせ、Cre/loxP system

の反復使用を可能にしている。もし loxP 配列をそのまま使用した場合には、Cre/loxP 

system の複数使用により染色体内で loxP 配列が蓄積し、Cre 発現時に意図しない相同組

換えが起こる危険性が増大する。A. oryzae の Cre/loxP system はキシロース誘導性プロ

モーター (PxylP) により、キシロース存在下で条件的に Cre の発現を誘導できるように

しており、任意で組換え反応を起こすことができる (Zhang et al., 2017)。Cre/loxP system

により遺伝子サイズが大きいマーカー遺伝子 (約 4 kbp) を脱離することで、MBS 挿入

による 3’UTR に対する影響を最小限にできると考えた。MS2 system により mRNA の局

在解析を行うためには、十分な輝度の mRNA 蛍光を得る必要がある。その点に関して、

24×MBS を使用して amyC mRNA を可視化した際に、amyC mRNA を示す蛍光の輝度が

十分でなく、視認できるもののイメージングツール (imageJ Fiji) による検出が困難だ

った (data not shown)。そこで、36×MBS を使用することで mRNA 蛍光の S/N 比を向上

させ、glaA mRNA を imageJ Fiji にて解析できるように改良した。  

A. oryzae の Cre/loxP system に用いられた pANPXP-Cre を東北大学の五味勝也教授か

ら分譲して頂き、glaA 遺伝子の下流に MBS (MBSV6) を挿入するための DNA カセット 

(glaA-36×MBS cassette) の作製を行った (Fig. 2-1-4)。pANPXP-Cre はマーカー遺伝子
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ptrA が thiA のプロモーター変異体であることから、thiA にターゲティングされ形質転

換効率が低下する可能性が懸念された (Kubodera et al., 2000)。そこで、マーカー遺伝子

をオロチジン-5'-リン酸デカルボキシラーゼ遺伝子 pyrG に変更した。glaA-36×MBS 

cassette を NotI 処理した DNA 断片を NSPlD1 株に形質転換した後に、キシロース培地

で培養し pyrG マーカー遺伝子を脱離することで、glaA 遺伝子の下流に 36×MBS を導入

した glaA-36×MBS 株の作製を行った (Fig. 2-1-6)。 

glaA-36×MBS 株で MCP-2×EGFP を発現させた glaA-MS2 株の作製を行った。MCP-

2×EGFP は NLS を融合して核内に局在化させるが、その核局在化強度が mRNA 局在に

影響を与える可能性が示唆された。そこで、NLS の融合部位が異なる MCP-2×EGFP 発

現用ベクター (pgPcNM2G、pgPcMN2G、pgPcNM2GN) を作製し、mRNA 局在に影響が

少ない条件を検討した。その際、MCP-2×EGFP は出芽酵母の MS2 system で使用された

構成的プロモーターであるシトクローム C 遺伝子のプロモーター  (PAocyc1 in A. 

oryzae) と、A. oryzae で一般的な構成的プロモーターであるホスホグリセレートキナー

ゼ遺伝子のプロモーター (PpgkA) を使用した。MCP の塩基配列は GeneArt で遺伝子合

成を行い、A. oryzae で使用頻度の高いコドンに最適化したものを使用した (Fig. 2-1-7)。

niaD をマーカー遺伝子として、glaA-36×MBS 株に pgPcNM2G、pgPcMN2G、pgPcNM2GN

を形質転換し、glaA mRNA を安定的に可視化できる株を選定した (Fig. 2-1-8)。NLS-

MCP-2×EGFP を発現した株は、glaA mRNA と思われるドット様蛍光が観察された (Fig. 

2-1-9)。一方で、MCP-NLS-2×EGFP-NLS と MCP -2×EGFP-NLS を発現した株はドット様

蛍光をほとんど観察できなかった (Fig. 2-1-9)。NLS-MCP-2×EGFP はダイマーMCP と

MBS に結合した際に NLS が立体構造的にマスクされ、核輸送タンパク質であるインポ

ーチン α とインポーチン β の結合から免れたのではないかと考えられた。以上の結果か

ら、MS2 system により glaA mRNA を安定的に可視化できる MCP-2×EGFP として、NLS-

MCP-2×EGFP が最良であることが示された。糸状菌の汎用性を優先して PpgkA を採用

し、niaD をマーカー遺伝子として glaA-36×MBS 株に pgPpNM2G の形質転換を行い、

glaA-MS2-SΔP 株の作製を行った。niaD をマーカー遺伝子として glaA-MS2-SΔP 株に

pgSmaI-pyrG-ptrA の形質転換を行い、glaA-MS2-PP 株の作製を行った。硫酸還元酵素遺

伝子 sC をマーカー遺伝子として glaA-MS2-PP 株に pgNotI-AosC-NotI の形質転換を行

い、glaA-MS2 株の作製を行った。 
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Fig. 2-1-1 MS2 systemの mRNA可視化メカニズム 

赤枠内は MCP と MBS の結合様式を示す。青枠内は実際に可視化した

glaA mRNA のドット様蛍光を示す。36×MBS と MCP-2×EGFP の結合

により標的 mRNAが 1分子可視化される。 

Fig. 2-1-2 MS2 systemによる mRNA可視化プロセス 

核内で標的 mRNAに MCP-2×EGFPが結合し、細胞質で 1分子可視化さ

れる。翻訳後、標的 mRNA が分解されると同時に MCP-2×EGFPが乖離

し、再び核内に局在し mRNAの可視化に利用される。 
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Fig. 2-1-3 Cre/loxP systemの概要 

loxP 配列に Cre が結合し組み換え反応を起こす。2 つの loxP 配列が同

じ向きの場合、 loxP配列で挟まれた配列 (灰色) が脱離する。 

Fig. 2-1-4 glaA遺伝子下流への 36×MBSの挿入方法 

glaA遺伝子の下流に Cre/loxP systemを適用した 36×MBS を挿入する。

その後、キシロース培地にて pyrG マーカー遺伝子を脱離する。 
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Fig. 2-1-5 12×MBSの塩基配列 

36×MBS 配列は 3つの 12×MBS配列から成る (Tutucci et al., 2018)。 

Fig. 2-1-6 Cre/loxP systemによるマーカー遺伝子の脱離確認 

ctr はコントロール株、beforeは脱離前の株を示す。キシロース培地にて

培養後、No.2 株と No.3 株でマーカー遺伝子が脱離した。脱離株の左端

のレーンは SporePCRのポジティブコントロールを示す。 
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Fig. 2-1-7 AoMCP遺伝子の塩基配列 

A. oryzaeで使用頻度の高いコドンに最適化し遺伝子合成を行った。 

Fig. 2-1-8 各 MCP-2×EGFP発現用プラスミド 

左端から NLS-MCP-2×EGFP, MCP-2×EGFP-NLS, NLS-MCP-2×EGFP-

NLSを示す。 

Fig. 2-1-9 各 MCP-2×EGFP発現時における glaA mRNAの細胞内局在解析 

CDm (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養し局在解析を行った。左端か

ら NLS-MCP-2×EGFP, MCP-2×EGFP-NLS, NLS-MCP-2×EGFP-NLSの

局在解析画像を示す。MCP-2×EGFP-NLS と NLS-MCP-2×EGFP-NLS 

は MCP-2×EGFP が核に強くトラップされ、強い核蛍光が見られた。  
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2-2. glaA-MS2 株の表現型解析 

MS2 system の導入により標的 mRNA の細胞内レベルが低下するため (Li et al., 2022)、

glaA-MS2 株の生育速度とコロニー形態に与える影響について表現型解析を行った。

amyB 欠失株は多糖存在化で生育が若干抑制される (Nemoto et al., 2012)。炭素源をグル

コース、マルトース、馬鈴薯デンプンにした CD 培地で解析を行った。また、富栄養条

件下の DPY 培地でも表現型解析を行った。glaA-MS2 株は栄養条件や炭素源に関わらず

コロニー形態に異常が確認されなかった (Fig. 2-2-1A)。また、生育速度も顕著な異常が

確認されなかった (Fig. 2-2-1B)。 

Fig. 2-2-1 glaA-MS2株の表現型解析 

炭素源の異なる CD培地にて 30℃、3日間で培養し表現型解析を行った。

コントロール株として NSIDS1 株を使用した。A : 左からグルコース、

マルトース、馬鈴薯デンプン、DPYを炭素源とする培地での生育を示す。

B : コロニーの直径を測定した (n=3)。エラーバーは SD を示す。  

A 

B 
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2-3. glaA-MS2 株における glaA mRNA の遺伝子発現解析 

glaA-MS2 株における glaA mRNA の遺伝子発現量とグルコアミラーゼ活性について

解析を行った。まず、glaA-MS2 株の glaA mRNA の遺伝子発現量解析を行った。CD (mal) 

培地で培養した菌体から全 RNA を抽出して cDNA を合成し、グリセルアルデヒド-3-リ

ン酸デヒドロゲナーゼをコードする mRNA (gpdA mRNA) を YHK196 と YHK196、glaA 

mRNA を YHK190 と YHK191 で RT-qPCR を行った。gpdA mRNA は内在性コントロー

ルとした。その結果、glaA-MS2 株は glaA mRNA の遺伝子発現量がコントロール株の約

37%に低下することが確認された (Fig. 2-3-1A)。以上の結果から、MS2 system を glaA 

mRNA に適用することで、転写量や安定性が低下することが示された。 

次に、glaA-MS2 株のグルコアミラーゼ活性の測定を行った。最少培地である CD 培

地ではタンパク質合成量が少なく、検出が困難であるため、富栄養培地である DPY 培

地で解析を行った。glaA-MS2 株を培養した DPY 培地の培養上清を使用し、糖化力分別

定量キットによるグルコアミラーゼ活性の測定を行った。その結果、glaA-MS2 株は glaA 

mRNA の遺伝子発現量の減少率に比例するように、グルコアミラーゼ活性もコントロ

ール株の約 37%に低下した (Fig. 2-3-2B, Fig. 2-3-2C)。以上の結果から、MS2 system を

glaA mRNA に適用することで、グルコアミラーゼ活性が低下することが示された。 

Fig. 2-3-1 glaA mRNAの遺伝子発現量解析とグルコアミラーゼ活性測定 

A : glaA mRNA の遺伝子発現量の定量グラフを示す (n=3)。B : DPY培

地にて 30℃、3 日間で培養し解析を行った、グルコアミラーゼ活性測定

の定量グラフを示す (n=3)。エラーバーは SDを示す。 

A B    C    
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2-4. glaA-MS2 株におけるドット様蛍光の局在評価 

MS2 system によるドット様蛍光が mRNA 由来であるか確認を行うために、転写阻害

剤 Actinomycin D (ActD) 添加時にドット様蛍光の形成が阻害されるか確認を行った。ま

ず、PaG 株を用いて ActD による転写阻害が A. oryzae で可能であるか確認を行った。

amyB プロモーター (PamyB) はグリセロール存在下で遺伝子の転写を抑制し、マルトー

ス存在下で高度に転写を誘導する。そこで、CD (glycerol) 培地に DMSO または ActD を

添加して前培養を行った後に、DMSO または ActD を添加した CD (maltose) 培地で転写

誘導を行った。次章で示す glaA mRNA の転写誘導解析を行った際に、glaA mRNA 蛍光

が十分に誘導されるまでに約 2 時間を要した。この結果を踏まえ、mRNA が翻訳され

タンパク質として機能するのに、より長い時間を必要とすることが予想された。したが

って、EGFP 蛍光で転写の有無を比較するために CD (maltose) 培地にシフトし、転写誘

導後から約 2.5 時間後に解析を行った。その結果、ActD 添加時に EGFP 蛍光がほとんど

検出されず、A. oryzae で ActD による転写阻害が可能であることを示した (Fig. 2-4-1)。    

次に、glaA-MS2 株で ActD 添加時にドット様蛍光が阻害されるか確認を行った。CD 

(glucose) 培地に DMSO または ActD を添加して前培養を行った後に、DMSO または

ActD を添加した CD (maltose) 培地で転写誘導を行った。glaA mRNA はグルコース存在

下で転写を抑制できるため、CD (glucose) 培地に DMSO/ActD を添加して前培養を行っ

た。MS2 system によるドット様蛍光の数を測定するために、核局在を解析可能な glaA-

MS2 株の作製を行った。ドット様蛍光から核蛍光を減算することで、細胞質で局在化す

る glaA mRNA 蛍光を対象に測定を行った。PpgkA で AoStuA 由来 NLS に赤色蛍光タン

パク質 mCherry を融合し発現させたところ、ドット様蛍光が核に凝集したことから過剰

発現であると判断した。そこで、出芽酵母でトレハロース 6 リン酸合成酵素のホモログ

因子 Aotps1 (AO090003000417) から新規な低発現プロモーター (PAotps1) を見出した。

sC をマーカー遺伝子として、glaA-MS2-PP 株に pgPtmCN の形質転換を行い、核局在を

解析可能な glaA-MS2-N 株の作製を行った。glaA-MS2-N 株でドット様蛍光を観察し、異

常な凝集体が形成されないことを確認した。glaA-MS2-N 株を用いて解析を行った結果、

DMSO 添加時に安定して観察されたドット様蛍光が、ActD 添加時により阻害されるこ

とを確認した (Fig. 2-4-2A)。さらに、DMSO または ActD を添加しない CD (maltose) 培

地で再び転写誘導を行うと、ドット様蛍光が回復することを確認した (Fig. 2-4-2B)。以
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上の結果から、MS2 system によるドット様蛍光が mRNA 由来であることを示した。 

MS2 system によるドット様蛍光が glaA mRNA 由来であるか確認を行うために、まず

smFISH法で glaA probeとmbs probeにより glaAとMBS mRNAの共局在解析を行った。

その結果、glaA mRNA と MBS mRNA が共局在を示し、転写後に glaA mRNA に MBS が

係留されていることを示した (Fig. 2-4-3A)。次に、MS2 system で可視化したドット様蛍

光と smFISH で glaA probe により可視化した glaA mRNA 蛍光の共局在解析を行い、MS2 

system によるドット様蛍光が glaA mRNA 由来であることが示された (Fig. 2-4-3B)。 

Fig. 2-4-1 ActDによる転写阻害確認 

PaG 株を CD 培地にて 30℃、20 時間で培養し解析を行った。白矢印は

菌糸先端を示す。A : プレ培養時の局在解析画像。B : EGFP発現誘導時

の局在解析画像。C : ラインスキャンによる Bの青線の輝度グラフ。 

A 

B 

C 
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Fig. 2-4-2 ActD添加時における glaA mRNAの転写阻害解析 

glaA-MS2-N株を CD (maltose) 培地で 30℃、24時間培養した。白矢印

は菌糸先端を示す。A : glaA mRNA転写誘導時の局在解析画像を示す。

スケールバーは 10 µmを示す。B : glaA mRNA数の定量化グラフを示す 

(n=10)。エラーバーは SD を示す。有意差は*** : p<0.001を示す。 

Fig. 2-4-3 smFISH法による glaA mRNAの局在解析 

WTと glaA-MS2-SΔP株を CDm (maltose) 培地で 30℃、22時間培養し

た。白矢印は共局在箇所を示す。A : WT を用いて mbs probe と glaA 

probeによる共局在解析画像を示す。A : glaA-MS2-SΔP株を用いて glaA 

probe と MS2 system によるドット様蛍光の共局在解析画像を示す。

DAPI は核染色に使用した。スケールバーは 5 µm を示す。 

A B 

A 

B 
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2-5. glaA-MS2 株におけるドット様蛍光の転写応答評価 

カーボンカタボライト抑制機構による転写制御を、MS2 system によるドット様蛍光

が反映するか確認を行った。glaA-MS2-N 株を CD (glucose) 培地と CD (maltose) 培地で

培養し、菌糸先端部における glaA mRNA 数の測定を行った。その結果、CD (glucose) 培

地で glaA mRNA 蛍光がほとんど観察されなかったが、CD (maltose) 培地で glaA mRNA

蛍光が有意に多く観察された (Fig. 2-5-1, Fig. 2-5-2)。したがって、MS2 system による

glaA mRNA 蛍光が本来の転写制御システムを反映することを示した。 

Fig. 2-5-1 各炭素源における glaA mRNAの局在解析画像 

glaA-MS2-N株を CD (maltose) 培地にて 30℃、24時間で培養し解析を

行った。白矢印は菌糸先端を示す。A : 各炭素源における glaA mRNA の

局在解析画像。スケールバーは 10 µmを示す。  

Fig. 2-5-2 各炭素源における glaA mRNA数の測定 

glaA-MS2-N 株を用いた glaA mRNA 数の定量化グラフ (n=10)。エラー

バーは SD を示す。有意差は*** : p<0.001を示す 
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考察 

A. oryzae がタンパク質分泌能力に優れることから、その分泌量を時空間的に制御する

ために、mRNA レベルで局在制御される可能性を示唆した。そこで本章から、より高生

産な黄麹菌株の分子育種に貢献すべく、A. oryzae が高分泌するグルコアミラーゼ 

(GlaA) を標的として、分泌酵素 mRNA の局在制御機構の解明を目的とした。本章では、

smFISH 法で mRNA 局在制御機構を十分に解明できないことが示唆されたことから、生

体内 mRNA を可視化する MS2 system の確立を試みた。そして、A. oryzae における MS2 

system の適用に成功し、菌糸細胞内で glaA mRNA の安定的な可視化に成功した。 

MS2 system の確立に際し、初めは A. oryzae で最も十分に研究された α-アミラーゼ 

(AmyB) を標的として、MS2 system による amyB mRNA の可視化を試みた。しかし、

amyA/B/C がコピー配列であることから、amyB ではなく amyC に 24×MBS が導入されて

しまった (data not shown)。amyA/B/C の中で、amyB は転写制御機構に関する知見が豊富

であり、α-アミラーゼとしての役割が大きいことが示唆されている。したがって、分泌

酵素 mRNA モデルとして amyB mRNA が最も適するが、24×MBS の挿入が困難であっ

たことから、glaA mRNA を標的とすることで解決を図った。この点に関連して、

amyA/B/C の各遺伝子欠失株を作製した際に、amyB 欠失株の作製が最も困難であったこ

とが報告されている (Nemoto et al., 2012)。また、GlaA は AmyB と同様に十分に研究さ

れており、産業的にも重要であることから、分泌酵素 mRNA モデルに適すると考えた。 

amyC mRNA を可視化する段階で、MS2 system の確立に必要な 2 つの重要な情報が得

られた。1 つ目は、十分な輝度の amyC mRNA 蛍光が得られなかったことである。出芽

酵母では、24×MBS により明瞭に標的 mRNA を可視化できていたが、今回の実験系で

は十分でないことが示唆された。そこで、36×MBS を使用して glaA mRNA を可視化す

ることで、標的 mRNA を明瞭に可視化することに成功した。この方法で他の mRNA を

可視化する場合、36×MBS に結合する EGFP が増加することを考慮し、標的 mRNA が

凝集しない範囲で MCP-2×EGFP の発現量を調整するか、単量体で機能する蛍光分子 

(e.g., mCherry) に変更する必要があると考える。EGFP は微弱なダイマー形成能を持つ

ため、36×MBS に EGFP が結合しすぎると凝集体を形成する危険性がある。実際、

48×MBS で glaA mRNA を可視化すると、凝集体が形成された (data not shown)。 

2 つ目は、細胞質で amyC mRNA をほとんど観察できなかったことである。amyC 遺
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伝子も多糖存在下で高度に転写が誘導されることから、MCP-2×EGFP の構成に問題が

あることが示唆された。そこで、MCP-2×EGFP が核のみに観察されたことから、核局在

化強度に着目し、MCP-2×EGFP の発現量および NLS の種類と融合箇所の検討を行った。

MCP-2×EGFP の発現量に関して、PpgkA よりも発現量が低い PAotps1 を見出したが、

MCP-2×EGFP の輝度が低下するだけで glaA mRNA を示すドット蛍光は得られなかっ

た。したがって、MCP-2×EGFP の結合量が核局在化強度に関与しないことが示唆され

た。次に NLS の種類に関して、amyC mRNA で使用した糸状菌で一般的な発育阻害関連

転写因子 AoStuA がコードする NLS から、出芽酵母や哺乳細胞で一般的に利用される

SV40 ウイルスに由来する NLS (SV40NLS) に変更した。NLS は短いスペーサー配列で

NLS が分断される双節型と分断がない単節型がある。真核生物の NLS は多くが双節型

であることから、異種で単節型の SV40NLS にして核局在化強度の低化を図った。さら

に、NLSの位置と数を考慮することでNLS-MCP-2×EGFPが有用であることを見出した。

ただ、SV40NLS を MCP-2×EGFP の C 末端に融合しても核局在化強度が低下しなかっ

たことから、NLS の種類ではなく、立体構造的な NLS のマスキングが重要であること

が示唆された。NLS-MCP-2×EGFP は glaA mRNA 非誘導時に細胞質の蛍光輝度が MCP-

2×EGFP-NLS と差がなかったことから、NLS-MCP-2×EGFP がダイマー化し MBS に結合

したときに NLS がマスクされると考えられた。別の考察として、出芽酵母と同様に MCP

と 2×EGFPの間にNLSを融合しても、MCP-2×EGFPが核に局在化しなかったことから、

生物種ごとにインポーチン α/β による NLS 認識に相違があるのかもしれない。 

以上の条件検討を踏まえ、MS2 system による glaA mRNA の可視化に成功した。また、

glaA-MS2 株を用いた解析から、MS2 system による生育への影響が少なく、glaA mRNA

の細胞内局在と転写応答システムを反映することを示した。しかし、glaA mRNA の遺

伝子発現量とグルコアミラーゼ活性の低下が確認された。この点に関しては一般的に、

技術的な限界と認識されているデメリットであり、多くの研究で標的 mRNA の細胞内

局在に影響がない範囲でMS2 systemが使用されている (Li et al., 2022; Tutucci et al., 2022; 

Hu et al., 2023; Livingston et al., 2023)。本章の解析により、MS2 system による glaA mRNA

への影響について、その細胞内局在だけでなく転写応答システムに影響を与えないこと

を示した。以上から、MS2 system を利用して分泌酵素 mRNA の局在制御機構のさらな

る解析を進めた。  
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第 3 章 glaA mRNA の局在制御機構に関する研究 

序 

糸状菌は「菌糸」と呼ばれる細長い細胞を生長させることで、視認可能なコロニーを

形成する。Aspergillus 属糸状菌の多核多細胞菌糸は先端領域に近づくほど核が多い傾向

にあり、多数の分岐をした複雑で広い細胞空間を持つ。さらに、その菌糸は菌糸先端に

向けた高度な細胞極性を形成しており、それにより多くの細胞内プロセスを制御する。

タンパク質分泌機構において、Aspergillus 属糸状菌は菌糸頂端と隔壁が分泌部位として

示唆されている (Hayakawa et al., 2011)。特定の細胞区画に局在するタンパク質は mRNA

レベルで局在制御される場合が多く、それにより細胞の分化や極性形成が制御される。

したがって、A. oryzae の分泌型酵素は菌糸細胞内において mRNA レベルで分泌部位の

近くに局在制御される可能性が考えられる。 

多くの分泌型酵素は N 末端に小胞体局在シグナルを持ち、SRP 経路により ER に局在

化することが知られている。出芽酵母では、ER 局在性 mRNA は ER 膜上で輸送され、

その過程で She2-She3 複合体を介して ER 構造と結合することが報告されている 

(Schmid et al., 2006; Farajzadeh et al., 2023; Hwang et al., 2022)。そうした輸送機構により、

ER 局在性 mRNA は細胞内で翻訳効率が最大化すると示唆されている。しかし、糸状菌

の ER 局在性 mRNA は細胞内輸送機構が全く明らかにされていない。 

本章では、MS2 system による glaA mRNA の局在解析を行い、A. oryzae の菌糸細胞内

における glaA mRNA の菌糸局在と細胞内局在を明らかにすることを目的とした。菌糸

局在は細長い菌糸における局在箇所を調査した。細胞内局在は菌糸局在の細胞における

局在箇所を調査した。細胞内局在の調査として、GlaA は N 末端側に小胞体局在シグナ

ルがあることから、glaA mRNA と ER の共局在解析を行った。それにより、ER 近傍で

glaA mRNA の生体分子モーター様動態が観察されたため、U. maydis の mRNA 局在制御

機構と同様であるか初期エンドソームとの関連性についても解析を行った。  
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3-1. glaA mRNA の菌糸局在解析 

 菌糸は非常に長く生長することから、分生子を含む約 50 µm を基部領域、隔壁を含む

約 50 µm を隔壁領域、最先端から約 50 µm を先端領域として解析を行った (Fig. 3-1-1)。

glaA mRNA はマルトース存在下で高度に転写誘導されることから、CD (maltose) 培地

で glaA mRNA の局在解析を行った。glaA mRNA は主に先端領域や隔壁領域に局在する

様子が観察された (Fig. 3-1-2)。先端領域の glaA mRNA は複数の核を含む広範囲に局在

していた。一方で、隔壁領域の glaA mRNA は隔壁に隣接する核の近くに局在していた。

各菌糸領域で glaA mRNA 数の測定を行ったところ、glaA mRNA は先端領域で有意に多

いことが明らかとなった (Fig. 3-1-3A, Fig. 3-1-3B)。この点に関して、smFISH 法により

glaA mRNA を局在解析すると、先端領域で強い蛍光シグナルが観察された (Fig. 3-1-4)。

一方で、隔壁領域は基部領域と glaA mRNA 数に有意差が得られなかった。そこで、隔

壁を含む領域と含まない領域で glaA mRNA 数の測定を行ったところ、隔壁を含む領域

で glaA mRNA 数が有意に多いことが明らかとなった (Fig.3-1-3C)。以上の結果から、

glaA mRNA は分泌部位である菌糸頂端と隔壁の近くに局在制御されることを示した。 

どのように glaA mRNA が分泌部位の近くへ局在化するのか経時的な観察を行った。

glaA mRNA のカーボンカタボライト抑制機構を利用し、CD (glucose) 培地で培養後に

CD (maltose) 培地にシフトし、glaA mRNA の転写誘導後から 0 分、30 分、60 分で顕微

鏡観察を行った。その結果、glaA mRNA は菌糸全域で増加するのではなく、先端領域や

隔壁領域の近くで部位特異的に増加する様子が観察された (Fig. 3-1-5A)。そこで、転写

誘導後から 0 分、30 分、60 分、90 分で glaA mRNA 数の測定を行ったところ、glaA mRNA

は 30 分後から 60 分後にかけて増加し、先端領域で最も増加率が高いことが明らかとな

った (Fig. 3-1-5B)。この結果に関して、glaA 遺伝子の転写誘導後から 40 分後に CreA が

ほぼ完全に分解されることが報告されている (Tanaka et al., 2018)。さらに、CreA の分解

に同調する様に glaA mRNA の細胞内レベルも転写誘導から 45 分後に増加することが

報告されている (Suzuki et al., 2015)。これらの報告を踏まえ、glaA mRNA の転写箇所を

真に反映していると考えられた。もし全ての核で glaA mRNA を転写するならば、glaA 

mRNA は転写誘導後に一時的に菌糸全域で局在するはずである。しかし、glaA mRNA は

菌糸全域に局在することが全くなかった。したがって、分泌部位近傍の核で部位特異的

に転写が誘導されることが示唆された。 
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Fig. 3-1-1 glaA mRNAの局在解析における菌糸区分 

分生子を含む約 50 µm の菌糸を基部領域、隔壁を含む約 50 µm の菌糸

を隔壁領域、菌糸頂端から約 50 µmの菌糸を先端領域とした。標本のラ

ンダムな抽出を行うため、基部領域に隔壁を含む場合もある。 

Fig. 3-1-2 glaA mRNAの菌糸局在解析 

glaA-MS2-N 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。菌糸の

先端領域、隔壁領域、基部領域を apical、septum、basal で示す。青矢

印は隔壁を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 

Fig. 3-1-3菌糸部位ごとの glaA mRNA数の定量 

glaA-MS2-N株を用いて解析を行った。A : 各領域の glaA mRNA 数を示

す (n=10)。B : 各領域の核の数を示す(n=10)。C : 隔壁がある領域とな

い領域の glaA mRNA 数を示す (n=10)。エラーバーは SDを示す。有意

差は a,b : p<0.05、*** : p<0.001を示す。 

A B C 
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Fig. 3-1-4 smFISH法による glaA mRNAの局在解析 

NSlDN1株を CD (maltose) 培地にて 30℃, 24 hで培養し局在解析を行

った。smFISH 法により glaA probeで glaA mRNAを標識した。スケー

ルバーは 10 µm を示す。黄矢印は分生子、白矢印は先端を示す。 

Fig. 3-1-5 転写誘導解析による glaA mRNAの局在解析と glaA mRNA数の定量 

glaA-MS2-N株を CD (glucose) 培地で 30℃, 24時間培養した。A : 転写

誘導後から経時観察した glaA mRNA の局在解析画像を示す。白矢印は

菌糸先端、黄矢印は分生子、青矢印は隔壁を示す。スケールバーは 50 µm

を示す。B: 転写誘導後から経時的に glaA mRNA数を測定した定量グラ

フを示す。エラーバーは SDを示す。有意差は a,b : p<0.05を示す。 

A 

B 



 

73 

 

3-2. glaA mRNA の細胞内局在解析 

  GlaA は N 末端領域に小胞体局在シグナルがあるため、glaA mRNA と ER の関連性

について解析を行った。そこで、トランスロコン複合体関連因子 Sec61 のホモログ因子

に mCherry を融合し ER の可視化を行った (Fig. 3-2-1, Fig. 3-2-2)。sC をマーカー遺伝子

として glaA-MS2-PP 株に pgPpS61mCS を形質転換し、glaA mRNA と ER を可視化する

glaA-MS2-S61 株の作製を行った。glaA mRNA と ER の共局在解析を行ったところ、glaA 

mRNA はその多くが ER と共局在を示した  (Fig. 3-2-3A)。そこで、imageJ Fiji の

colocalization Finder によって glaA mRNA と ER の共局在率の評価を行った。その結果、

ピアソン相関係数が R=0.7 以上の高い相関が得られた (Fig. 3-2-3B)。 

glaA mRNA が ER と共局在したことから、glaA mRNA が ER に局在化するプロセスに

ついて解析を行った。glaA mRNA の輸送動態をトラッキング解析し、それにより得ら

れた glaA mRNA の輸送軌跡と ER 構造の共局在解析を行った。glaA mRNA の輸送軌跡

は ER が形成された箇所でより多く共局在を示した (Fig. 3-2-4)。そこで、glaA mRNA の

輸送動態を詳細に観察したところ、glaA mRNA はその多くが ER 近傍で静止動態かブラ

ウン様動態を示した (Fig. 3-2-5A)。さらに、一部の glaA mRNA は 5％以下の低い割合

であるものの直線的な生体分子モーター様動態を示した (Fig. 3-2-5)。以上の結果から、

glaA mRNA は細胞内の ER 近傍で輸送されることにより、効率的に ER へ局在化して翻

訳される可能性が示唆された。 

Fig. 3-2-1 AoSec61の遺伝子系統樹 

Genome Net (https://www.genome.jp/tools/blast/) の BRAST検索による

結果を示す (AoSec61 in A. oryzae)。 
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Fig. 3-2-2 glaA mRNAと ERの共局在解析 

glaA-MS2-S61 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。青矢

印は隔壁、黄矢印は分生子、白矢印は菌糸先端を示す。スケールバーは

10 µmを示す。 

Fig. 3-2-3 glaA mRNAと ERの共局在率評価 

glaA-MS2-S61 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。A : 

glaA mRNA と ER の共局在画像を示す。白枠は拡大した箇所を示す。B : 

A の共局在グラフとピアソン値を示す。共局在グラフは対角線上にドッ

トが集中するほど、共局在していることを示す。白矢印は菌糸先端を示

す。スケールバーは 10 µmを示す (拡大画像内は 2 µm)。 

A 

B 
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Fig. 3-2-4 glaA mRNAの輸送動態と ERの共局在解析 

glaA-MS2-S61 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。A : 

glaA mRNA 動態の軌跡と ER の共局在画像で独立した 2 細胞を示す。

B : A の共局在画像を拡大した画像を示す。赤矢印は ER構造がない領域

を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 

Fig. 3-2-5 ER近傍における glaA mRNA動態の観察と輸送距離の定量 

glaA-MS2-S61 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。A : 

glaA mRNA 動態と ER の共局在画像を示す。上から分子モーター様動

態、ブラウン様動態、制限動態を示す。白矢印は glaA mRNA を示す。ス

ケールバーは 2 µmを示す。B : glaA mRNA 動態の距離の定量グラフを

示す。相対度数を算出した。エラーバーは SDを示す。 

A 

B 

A B 
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3-3. 細胞骨格重合阻害時における小胞体形態解析 

3-2 の解析より、glaA mRNA は ER 構造と近位にある細胞骨格の生体分子モーターを

利用する可能性が高いと考えられる。しかし、ER 構造と細胞骨格の関連性は糸状菌で

ほとんど明らかにされていない。A. nidulans では、菌糸頂端の ER 構造がアクチンケー

ブル依存的に分極することが報告されている (Ane Markina-Iñarrairaegui et al., 2013)。

glaA mRNA は菌糸頂端から約 50 µm 後方にかけて分散しているため、菌糸頂端以外の

ER 構造と細胞骨格の関係性についてを明らかにする必要がある。 

微小管重合阻害剤 nocodazole (Noc) とアクチンケーブル重合阻害剤 latrunculin B 

(LatB)を添加し、glaA mRNA の輸送動態と ER 構造に与える影響について解析を行った。

そこでまず、A. oryzae で Noc 添加により微小管重合が阻害されるか確認を行った。初

期エンドソーム (early endosome : EE) は微小管の Kinesin-3 に結合することにより菌糸

細胞内で双方向に輸送される。そこで、EE を可視化する NSlDSER5 株を用いて、Noc

添加時に EE 動態が停止することを確認し、Noc により微小管重合が阻害されることを

確認した (Fig. 3-3-1)。続いて、A. oryzae で LatB 添加によりアクチンケーブル重合が阻

害されるか確認を行った。アクチン重合関連因子はアクチンケーブルと同様に菌糸頂端

に局在する。そこで、アクチンパッチ形成関連因子 AoAbp1 を可視化する abE1 株と

Lifeact を可視化する PaLaG 株を用いて、LatB 添加時に AoAbp1 と Lifeact の菌糸頂端局

在が崩壊することを確認し、LatB によりアアクチンケーブル重合が阻害されることを

確認した (Fig. 3-3-2)。DMSO 添加時でも Lifeact の菌糸頂端局在が低下したが、DMSO

に毒性があり生育が弱まったことに起因すると考えられた (Fig. 3-3-2C)。 

Noc 添加時の解析を行ったところ、glaA mRNA は速やかに消失し輸送動態を解析す

ることが困難であった (Fig.3-2-3)。一方で、ER 構造は核膜 ER と皮質 ER を除く細胞質

ER の著しい崩壊が確認された (Fig. 3-3-3)。Lat 添加時の解析を行ったところ、glaA 

mRNA は Noc 添加時と同様に速やかに消失し輸送動態を解析することが困難であった 

(Fig.3-2-3)。一方で、ER 構造はほとんど影響が見られず、菌糸頂端で一部崩壊している

ようであった (Fig. 3-3-3)。これらのデータを統合するために、細胞質 ER の面積を算出

することで Noc 添加時に有意に細胞質 ER が減少することを示した (Fig.3-3-4)。以上の

結果から、glaA mRNA は ER 構造に近位である微小管上の生体分子モーターであるキネ

シンにより輸送される可能性が示唆された。 
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Fig. 3-3-1 Noc添加時における EEの輸送動態解析  

NSlDSER5株を CD培地で 30℃, 20 時間培養した。タイムラプス解析を

行い、EE 動態をカイモグラフにより解析を行った。上部は局在解析画

像、下部はカイモグラフを示す。白両矢印はカイモグラフの解析領域を

示す。スケールバーは 10 µmを示す 

Fig. 3-3-2 LatB添加時におけるアクチンケーブルの局在解析 

abE1 株を M 培地、PaLaG 株を CD 培地で 30℃, 20 時間培養した。A : 

abE1 株で可視化した Abp1の局在解析画像を示す。B : PaLaG 株で可視

化したアクチンケーブルの局在解析画像を示す。C : B で示したアクチ

ンケーブルの輝度グラフを示す。pre は阻害剤添加前の局在を示す。白

矢印は菌糸先端を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 

A 

B 

C 
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Fig. 3-3-3 細胞骨格重合阻害剤添加時における glaA mRNAと ERの共局在解析 

glaA-MS2-S61 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。A : 

glaA mRNA と ER の共局在解析画像を示す。B : ER 局在の拡大画像を

示す。白矢印は菌糸先端、短い白矢印は ER 構造の崩壊部分を示す。ス

ケールバーは 10 µmを示す 

Fig. 3-3-4 細胞骨格重合阻害剤添加時の ER面積の定量 

glaA-MS2-S61株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。A : 細

胞質 ER の面積算出方法を示す。B : 細胞質 ER の面積比の測定グラフ

を示す (n=5)。エラーバーは SDを示す。有意差は*** : p<0.001を示す。 

A 

B 

A B 
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3-4. glaA mRNA と微小管の共局在解析 

動物細胞は微小管依存的な ER 形成が報告されている (Lu et al., 2009)。3-3 の結果を

踏まえ、ER 構造と微小管の関連性について解析を行った。sC をマーカー遺伝子として

PpS61mCS を EGFP-AtuA 株に形質転換し、微小管と ER を可視化する AtuAS61 株の作

製を行った。微小管と ER の共局在解析を行うと、一部の ER 構造が微小管と共局在を

示した (Fig. 3-4-1A)。また、微小管上で ER 形成される様子も観察された (Fig. 3-4-1B)。

したがって、糸状菌の ER 構造は細胞内で微小管と強く関連することが示唆された。 

glaA mRNA は微小管上で輸送されることが示唆されることから、glaA mRNA と微小

管の関連性について解析を行った。sC をマーカー遺伝子として PaEAtuA を glaA-MS2-

PP 株に形質転換し、glaA mRNA と微小管を可視化する glaA-MS2-AtuA 株の作製を行っ

た。glaA mRNA の輸送軌跡と微小管の共局在解析を行うと、glaA mRNA の輸送軌跡は

微小管が存在する領域で共局在を示した (Fig. 3-4-2)。glaA mRNA の輸送動態を観察し

たところ、微小管に沿って glaA mRNA が輸送されている様子が観察された (Fig. 3-4-3, 

Fig. 3-4-4)。以上の結果から、glaA mRNA は微小管上で輸送されることを示した。 

Fig. 3-4-1 微小管と ERの共局在解析および共動態観察 

AtuAS61株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24時間培養した。A : 白矢印

は菌糸先端を示す。スケールバーは 10 µmを示す。B : ERの形成動態を

示す。白矢印と赤矢印は ER構造を示す。スケールバーは 2 µm を示す 

B 

A 
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Fig. 3-4-2 glaA mRNAと微小管の共局在解析 

AtuAS61株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24時間培養した。白矢印およ

び赤矢印は ER構造の伸長箇所を示す。スケールバーは 2 µmを示す 

Fig. 3-4-3 glaA mRNAの輸送動態と微小管の共局在解析 

glaA-MS2-AtuA 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24時間培養した。glaA 

mRNA をトラッキング解析し、それにより得られた glaA mRNAの輸送

動態の軌跡を微小管とマージした。スケールバーは 10 µmを示す。 

Fig. 3-4-4 glaA mRNAと微小管の共動態観察 

glaA-MS2-AtuA 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24時間培養した。glaA 

mRNA の輸送動態を示す。白矢印と赤矢印は glaA mRNAを示す。スケ

ールバーは 2µmを示す。 
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3-5. glaA mRNA と初期エンドソームの共動態解析 

3-4 の結果を踏まえ、glaA mRNA は U. maydis の mRNA 局在制御機構と同様に、EE 

に結合して輸送される可能性が示唆された。そこで、glaA mRNA と EE の関連性につい

て解析を行った。そこで、低分子量 G タンパク質 AoRab5 に mCherry を融合し EE の可

視化を行った。sC をマーカー遺伝子として、glaA-MS2-PP 株に pgPpmCR5 を形質転換

し、glaA mRNA と EE を同時に可視化する glaA-MS2-R5 株の作製を行った。カイモグ

ラフで glaA mRNA と EE の輸送動態を確認したところ、白矢印で示す glaA mRNA の輸

送動態は EE の輸送動態と共局在を示さなかった。さらに、橙矢印で示す glaA mRNA の

輸送動態を詳しく観察すると、EE の輸送動態と異なるタイミングで同じレール上を輸

送される様子が確認された (Fig. 3-5-1)。したがって、glaA mRNA は EE 非依存的に輸

送されることが示された。以上の結果から、glaA mRNA は U. maydis の mRNA 局在制

御機構と異なり EE 非依存的に輸送される可能性が示唆された。 

EE 非依存的に glaA mRNA が輸送されることを裏付けるため、EE と kinesin-3 を繋ぐ

Aohok1 欠失株で glaA mRNA の細胞内局在と輸送動態の解析を行った。mRNA 輸送が崩

壊した影響について、出芽酵母の ER 局在性 mRNA は輸送機構の崩壊により核膜 ER に

留まることが報告されている (Schmid et al., 2006)。もし glaA mRNA が EE 非依存的に

輸送されるならば、その細胞内局在と輸送距離に影響を与えないことが予想される。

pyrG をマーカー遺伝子として NotI 処理した ΔAohok1-pyrG cassette を glaA-MS2-SΔP 株

に形質転換し、Aohok1 遺伝子を欠失した glaA-MS2-ΔH1 株の作製を行った (Fig. 3-5-2)。

sC をマーカー遺伝子として glaA-MS2 株に pgPtmCN の形質転換を行い、核を可視化し

た glaA-MS2-ΔH1N 株の作製を行った。glaA-MS2-ΔH1N 株で glaA mRNA の局在解析を

行ったところ、glaA mRNA は WT と同様の局在が観察され、細胞内局在に対する影響

が見られなかった (Fig. 3-5-3, Fig. 3-5-4A)。そこで、glaA mRNA の輸送距離について解

析を行ったところ、glaA mRNA は Aohok1 の欠失により輸送距離が低下した (Fig. 3-5-

4B)。U. maydis の kinesin-3 は Aohok1 欠失時に EE との結合能が低下することが報告さ

れている (Bielska et al., 2014)。glaA mRNA は EE の輸送動態と共局在を示さないことを

踏まえると、Aohok1 欠失株における glaA mRNA の輸送距離の低下が kinesin-3 の機能不

全に起因すると考えられた。以上の結果より、glaA mRNA は EE 非依存的に kinesin-3 と

結合することで輸送される可能性が示唆された。 
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Fig. 3-5-1 glaA mRNAと EEの共動態解析 

glaA-MS2-R5株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24時間培養した。A : glaA 

mRNA 動態と EE動態のカイモグラフを示す。スケールバーは 10 µmを

示す。白両矢印はカイモグラフの解析領域を示す。B : オレンジ色矢印

で示す glaA mRNA 動態と EE 動態のタイムラプス画像を示す。白矢印

は glaA mRNA、赤矢印は EEを示す。スケールバーは 2 µmを示す。 

A 

B 
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Fig. 3-5-2 Aohok1の遺伝子破壊法 

A : 相同組み換えにより Aohok1を欠失するスキームを示す。B : Aohok1

欠失を確認した電気泳動写真を示す。Aohok1を欠失できなかった場合、

約 4 kbpにバンドが得られる。 

Fig. 3-5-3 Aohok1欠失時における glaA mRNAの細胞内局在解析 

glaA-MS2-ΔH1N株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。ス

ケールバーは 10 µmを示す。白矢印は菌糸先端を示す。 

Fig. 3-5-4 Aohok1欠失時における glaA mRNA数と輸送距離の定量 

glaA-MS2-ΔH1N株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。A :

菌糸先端の glaA mRNA 数を示す(n=5)。緑線は多項式近似曲線を示す。

B : glaA mRNA の輸送距離を示す (n=5)。エラーバーは SDを示す。 

A B 
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考察 

本章では、A. oryzae の菌糸細胞内における glaA mRNA の菌糸局在と細胞内局在を明

らかにすることを目的に研究を行った。glaA mRNA の菌糸局在について調査を行い、

glaA mRNA が分泌部位近傍で局在制御されることを明らかにした。glaA mRNA は先端

領域に最も多く局在したことから、菌糸頂端が主要な分泌部位であることが示唆された。

さらに、glaA mRNA は隔壁領域にも局在することを明らかにし、菌糸細胞の隔壁分泌

を一層支持する結果が得られた (Hayakawa et al., 2011)。glaA mRNA の転写誘導解析を

行った際に、glaA mRNA は転写誘導に一度も菌糸全域で増加せず、分泌部位近傍で部

位特異的に増加し続けた。このことから、glaA mRNA は分泌部位近傍における部位特

異的な転写活性化により局在制御されることが示唆された。以上の結果を統合すると、

A. oryzae は分泌部位近傍で分泌酵素 mRNA を局在制御することで、転写から分泌まで

のプロセスを空間的に効率化し、高度なタンパク質を維持している可能性が示唆された。 

glaA mRNA の細胞内局在について調査を行い、glaA mRNA が ER 近傍で動態を示す

ことを確認し、そのほとんどがブラウン様動態か静止動態であることを明らかにした。

微小管に沿って ER 構造が形成されることを明らかにし、ER 近傍の微小管上で分泌型

酵素 mRNA が輸送される可能性を支持する結果が得られた。さらに、glaA mRNA は微

小管上で生体分子モーター様動態を示し、EE 非依存的に輸送されていたことから、

kinesin-3 により輸送される可能性が示唆された。以上の結果を統合すると、U. maydis と

異なる輸送機構により、分泌型酵素 mRNA が小胞体近傍で輸送されることで、その翻

訳を効率化している可能性が示唆された。しかし、菌糸の厚み方向を含めた解析が困難

であったため、glaA mRNA が ER 近傍で輸送されることを断言できない。先端領域の

ER 構造は細長い菌糸細胞内で密に形成されるようであり、glaA mRNA が遊離状態であ

っても恒常的に ER と近位であり、生体分子モーターがなくても glaA mRNA が ER に

リクルートできる可能性が考えられる。 

glaA mRNAの転写制御機構として、転写制御因子の局在制御する方法が考えられる。

アミラーゼ高発現条件下において、転写誘導因子 AmyR と転写抑制因子 CreA は全ての

核に局在するころが確認されている (Suzuki et al., 2015; Tanaka et al., 2018)。CreA は核

外排出されなくてもアミラーゼ遺伝子のサイレンサー領域から乖離できるため、分泌部

位近傍の核で転写抑制が解除されれば、部位特異的に glaA mRNA を転写活性化できる
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と考えられる。CreA 欠失株で glaA mRNA の局在解析を行うことで明らかにできるかも

しれない。また別の方法として、分泌部位近傍の核で AmyR のプロモーター結合量を増

加させることで部位特異的に転写活性化できると考えられる。しかし、AmyR の結合量

を菌糸部位ごとに解析する技術が確立されていない。 

D. melanogaster や X. laevis では、細胞内で mRNA の濃度勾配を生み出すために、時

空間的に転写箇所を制御することが知られている (Levine, 2010; Peng and Zhang, 2018; 

Whitney et al., 2023)。多くの遺伝子は 5’UTR にあるエンハンサー領域に転写活性化因子

が結合することで、部位特異的に転写活性化が制御される。A. oryzae のアミラーゼ遺伝

子も 5’UTR にエンハンサー領域があり、転写活性化因子 HAP complex (AoCP) が結合

することが報告されている (Kato et al., 2002; Kato. 2005)。AoCP は HapB, HapC, HapE か

ら構成されており、炭素源に関わらずアミラーゼ遺伝子のエンハンサー領域にある

CCAAT 配列を認識して結合する。AoCP の欠失により、アミラーゼの発現が著しく低

下することが確認されている。glaA mRNA は AoCP により転写制御される可能性が考

えられるが、全ての核に AoCP が局在することが報告されている。また、AoCP の相互

作用因子 HapX が同定されていることから、AoCP の相互作用因子により glaA mRNA が

転写制御される可能性も考えられる (Hortschansky et al., 2007)。 

glaA mRNA が ER 近傍で輸送されるならば、その輸送媒体として ER 形成に寄与する

kinesin-1 が候補となる (Lu et al., 2009; Woźniak et al., 2009; Dimitrova-Paternoga et al., 2021)。

しかし、glaA mRNA は EE と同じレール上で輸送され、Aohok1 を欠失すると輸送距離

が低下したことから、kinesin-3 を利用する可能性が高いと考えられる。したがって、

kinesin-1 が glaA mRNA の輸送に関与するならば、ER 近傍の短距離動態に関与すると

予想された。これらの仮説を証明するためにも、キネシン欠失株で glaA mRNA の細胞

内局在と輸送動態に与える影響を確認する必要がある。また、glaA mRNA は菌糸先端

から 50~70 µm 付近にかけて局在していたが、菌糸全域に分散しない理由として ER 構

造が関連すると考えられた。糸状菌の ER 構造は先端領域で分極しており (Markina-

Iñarrairaegui et al., 2013)、菌糸先端から 50~70 µm 付近でより複雑な ER の網状構造が観

察された。Xenopus laevis では、分極形成された ER 構造が mRNA の非対称性に寄与す

ることが示唆されている (Hwang et al., 2022)。さらなる解明には、空間的な ER 構造制

御機構に関する解析が必要となる。 
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第 4 章 glaA mRNA の細胞内輸送機構に関する研究 

序 

U. maydis の mRNA 局在制御機構において、mRNA は kineisn-3 を動力源とする EE に

結合することで輸送されるため、A. oryzae も同様である可能性が考えられる。しかし、

glaA mRNA は EE 非依存的に輸送されることを明らかにし、U. maydis の mRNA 局在制

御機構と異なることを示した。一方で、glaA mRNA は ER 近傍の微小管上で生体分子

モーター様動態が確認されたことから、ER 近傍で輸送するためにキネシンを利用する

可能性が示唆された。それが EE 非依存的であったことから、glaA mRNA は複数の RBP

を介して kinesin-1 もしくは kineisn-3 に結合する可能性が考えられた。したがって、

kinesin-1 および kineisn-3 を欠失させ、glaA mRNA の細胞内局在と輸送動態を確認する

とともに、ER 局在化に与える影響を確認する必要がある。 

神経細胞の mRNA は細胞質で EE やリソソームに結合し、樹状細胞や軸索の末端に

長距離輸送される。それだけでなく、mRNA は RNP を介してキネシンもしくはダイニ

ンに結合する輸送機構も存在する (Das et al., 2021; Costa et al., 2021)。多くの mRNA は

ブラウン様動態や静止動態であり、EE やリソソームに依存的な生体分子モーター様動

態も存在することが分かっている (Das et al., 2021)。glaA mRNA は神経細胞の mRNA と

同様の動態パターンを示しており、キネシンやダイニンに依存した輸送機構が存在する

可能性が高いと考えられる。mRNA の ER 局在化に関して、出芽酵母の ER 局在性 mRNA 

が Myo4 を欠失しても ER に局在化できることから、A. oryzae でキネシンを欠失しても

glaA mRNA が ER に局在する可能性が考えられる。 

本章では glaA mRNA の輸送媒体の解明を目的として研究を行った。glaA-MS2 株で

kineisn-1 (AoKin1) と kineisn-3 (AoKin3)を欠失させ、glaA mRNA の細胞内局在と輸送動

態に与える影響と ER 局在化に与える影響について解析を行った。  
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4-1. Aokin3/Aokin1 欠失株の作製 

 kinesin-1 は平均速度 0.8~1 µm/s、kinesin-3 は 1~2 µm/s の速さで移動する (Cai et al., 

2009)。糸状菌は EE 動態から kinesin-3 が同様の速度であることが示唆されている 

(Wedlich-Söldner et al., 2002; Schuchardt et al., 2005; Lenz et al., 2006; Steinberg. 2011)。多く

の mRNA は微小管のマイナス端からプラス端に輸送されることから、U. maydis の

kinesin-1 と kineisn-3 に相当するホモログ因子として、A. oryzae で AoKin1 と AoKin3 を

新たに見出した (Fig. 4-1-1, Fig. 4-1-2) (Zhang et al., 2010)。 

pyrG をマーカー遺伝子として NotI 処理した ΔAokin1-pyrG cassette を glaA-MS2-SΔP

株に形質転換し、Aokin1 遺伝子を欠失した glaA-MS2-ΔK1 株の作製を行った (Fig. 4-1-

3)。pyrG をマーカー遺伝子として NotI 処理した ΔAokin3-pyrG cassette を glaA-MS2-SΔP

株に形質転換し、Aokin3 遺伝子を欠失した glaA-MS2-ΔK3 株の作製を行った (Fig. 4-1-

4)。Aokin1 遺伝子と Aokin3 遺伝子の相同組換え領域を増幅するために、A. oryzae RIB40

のゲノム DNA を使用した。動物細胞でリソソームの輸送に kineisn-1 と kineisn-3 の両

方を利用することが報告されていることから (Guardia et al., 2016)、glaA mRNA の輸送

媒体として AoKin3 と AoKin1 の両方を利用する可能性を否定できない。そこで、Aokin3

と Aokin1 の二重遺伝子破壊株の作製を行った。AnptrA をマーカー遺伝子として NotI 処

理した ΔAokin1-ptrA cassette を glaA-MS2-ΔK3 株に形質転換し、Aokin1 遺伝子と Aokin3

遺伝子を欠失した glaA-MS2-ΔΔK1K3 株の作製を行った。 

Fig. 4-1-1 AoKin1の遺伝子系統樹 

 Genome Net (https://www.genome.jp/tools/blast/) の BRAST 検索によ

る結果を示す (AoKin1 in A. oryzae)。 
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Fig. 4-1-2 AoKin3の遺伝子系統樹 

Genome Net (https://www.genome.jp/tools/blast/) の結果を示す。 

Fig. 4-1-3 Aokin1の遺伝子破壊法 

A : 相同組み換えにより Aokin1を欠失するスキームを示す。B : Aokin1

欠失を確認した電気泳動写真を示す。Aokin1 を欠失できなかった場合、

約 5.2 kbp にバンドが得られる。 

Fig. 4-1-4 Aokin3の遺伝子破壊法 

A : 相同組み換えにより Aokin3を欠失するスキームを示す。B : Aokin3

欠失を確認した電気泳動写真を示す。Aokin3 を欠失できなかった場合、

約 4 kbpにバンドが得られる。 
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4-2. Aokin3/Aokin1 欠失株の表現型解析 

 Aspergillus 属糸状菌のキネシンについて、A. nidulans で生育と EE 動態に対する影響

に関する十分な知見が得られている kinesin-3 欠失株と kinesin-1 欠失株で生育遅延が確

認されているが、kinesin-1 欠失株の方が著しく生育が阻害される (Zekert and Fischer et 

al., 2009)。この知見が A. oryzae に共通するか、炭素源がグルコース、マルトース、馬鈴

薯デンプンの CD 培地で表現型解析を行った。また、富栄養条件下の完全培地である

DPY で表現型解析を行った。その結果、glaA-MS2-ΔK1 株と glaA-MS2-ΔK3 株で生育遅

延が確認され、glaA-MS2-ΔK1 株の方が著しく生育が阻害された (Fig. 4-2-1)。glaA-MS2-

ΔΔK1K3 株は glaA-MS2-ΔK1 株と似た表現型を示したが、分生子形成がより低下してい

るようであった。glaA-MS2-ΔK1 株と glaA-MS2-ΔK3 株でアミラーゼ分泌量が著しく低

下した場合、野生株よりも多糖存在化の生育が遅延すると考えられる。しかし、glaA-

MS2-ΔK1 株と glaA-MS2-ΔK3 株は野生株と同等の生育遅延を示し、生育に必要なアミ

ラーゼ分泌量を維持できる可能性が示唆された (Fig. 4-2-2)。glaA-MS2-ΔK1 株と glaA-

MS2-ΔΔK1K3 株は既に生育が著しく抑制されていたため、アミラーゼ分泌量の低下に

よる生育遅延が反映されなかった可能性が高いと考えられる。 

Fig. 4-2-1 Aokin3/Aokin1欠失株における表現型解析 

glaA-MS2-PP株 (左上)、glaA-MS2-ΔK1S61株 (左下)、glaA-MS2-ΔK3S

株 (右下)、glaA-MS2-ΔΔK1K3S61株 (右上) を 30℃、3日間培養した。 
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Fig. 4-2-2 Aokin3/Aokin1欠失株におけるコロニー径測定 

glaA-MS2-ΔK1S61 株、glaA-MS2-ΔK3S61株、glaA-MS2-ΔΔK1K3S61 株

炭素源の異なる CD 培地で 30℃、3 日間培養した (n=3)。A : グルコー

ス、B : マルトース、C : 馬鈴薯デンプン、D : DPY で生育したコロニー

の直径を示す。エラーバーは SDを示す。***は p<0.001を示す。 

4-3. Aokin3/Aokin1 欠失株における初期エンドソームの動態解析 

A. nidulans の kinesin-3 は微小管のプラス端に輸送された後に、dynein を利用して微

小管のマイナス端に積荷物質を輸送する (Qiu et al., 2022)。その際、kinesin-1 は dynein 

を微小管のプラス端に輸送する役割を持つめ、kinesin-1 欠失株で菌糸頂端に EE が蓄積

することが報告されている (Zekert and Fischer et al., 2009)。これらの知見が A. oryzae に

共通するか、glaA-MS2-ΔK1 株、glaA-MS2-ΔK3 株で EE の動態解析を行った。sC をマ

A B 

C D 
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ーカー遺伝子として pgPpmCR5 を glaA-MS2-ΔK1 株、glaA-MS2-ΔK3 株に形質転換し、

EE を可視化する glaA-MS2-ΔK1R5 株、glaA-MS2-ΔK3 R5 株の作製を行った。EE の輸送

動態について解析を行ったところ、glaA-MS2-ΔK1 株と glaA-MS2-ΔK3 株で EE の輸送

動態が著しく低下した (Fig. 4-3-1)。glaA-MS2-ΔK1 株は菌糸先端で EE が高度に蓄積し

ていた。表現型解析の結果と統合すると、AoKin1 と AoKin3 はそれぞれ kinesin-1 と

kinesin-3 に相当する機能を持つことが示された。 

Fig. 4-3-1 Aokin3/Aokin1欠失株における EEの輸送動態解析 

glaA-MS2-ΔK1R5株、glaA-MS2-ΔK3 R5株をCD (maltose) 培地で 30℃, 

24 時間培養した。スケールバーは 10 µm を示す。白両矢印はカイモグ

ラフの解析領域を示す。白矢印は菌糸先端を示す。 

4-4. Aokin3/Aokin1 欠失株における glaA mRNA の輸送動態解析 

 AoKin1 と AoKin3 は kinesin-1 と kinesin-3 に相当することが示唆されたため、これら

が欠失した際の glaA mRNA の輸送動態に関する解析を行った。glaA mRNA の輸送距離

の測定を行ったところ、全ての株で glaA mRNA の輸送距離が低下した (Fig. 4-4-1)。

glaA-MS2-ΔK1N 株は AoKin3 の機能不全により glaA mRNA の輸送距離が低下したと考

えられることから、kineisn-3により glaA mRNAが長距離輸送されることが示唆された。 

glaA mRNA の細胞内局在について解析を行ったところ、glaA-MS2-ΔK1N 株と glaA-

MS2-ΔΔK1K3N 株で菌糸頂端付近の glaA mRNA が基部側に後退していた (Fig. 4-4-2)。

sC をマーカー遺伝子として pgPtmCN を glaA-MS2-ΔK1 株、glaA-MS2-ΔK3 株、glaA-MS2-

ΔΔK1K3株に形質転換を行い、核を可視化する glaA-MS2-ΔK1N株、glaA-MS2-ΔK3N株、

glaA-MS2-ΔΔK1K3N 株の作製を行った。菌糸頂端付近の glaA mRNA 数の測定を行った
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ところ、glaA-MS2-ΔK1N 株と glaA-MS2-ΔΔK1K3N 株で glaA mRNA が有意に減少して

いた (Fig. 4-4-3, Fig. 4-4-4A)。glaA mRNA は部位特異的な転写活性化により局在制御さ

れるため、菌糸頂端から核までの距離を測定したところ、glaA-MS2-ΔK1N 株と glaA-

MS2-ΔΔK1K3N 株で有意に核が後退していた (Fig. 4-4-4B)。以上の結果を統合すると、

AoKin1 と AoKin3 は glaA mRNA の局在制御に必須でないことが示唆された。 

Fig. 4-4-1 Aokin3/Aokin1欠失株における glaA mRNAの輸送距離の定量 

glaA-MS2-ΔK1 株、glaA-MS2-ΔK3 株、glaA-MS2-ΔΔK1K3 株を CDm 

(maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。glaA mRNA の輸送距離を示

す (n=5)。赤枠は 2 µm以上の動態を示す。エラーバーは SDを示す。 

Fig. 4-4-2 Aokin3/Aokin1欠失株における glaA mRNAの細胞内局在解析 

glaA-MS2-ΔK1N 株、glaA-MS2-ΔK3N株、glaA-MS2-ΔΔK1K3N 株を CD 

(maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。スケールバーは 10 µm を示

す。白矢印は菌糸先端を示す。 
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Fig. 4-4-3 Aokin3/Aokin1欠失株における glaA mRNA数の定量 

A : glaA-MS2 株の glaA mRNA数を示す(n=5)。B: glaA-MS2-ΔK1N 株、

glaA-MS2-ΔK3N 株、glaA-MS2-ΔΔK1K3N 株の glaA mRNA 数を示す

(n=5)。緑線は多項式近似曲線を示す。エラーバーは SDを示す。 

Fig. 4-4-4 Aokin3/Aokin1欠失株における glaA mRNA数と核位置の定量 

A :  glaA mRNA数を示す (n=5)。エラーバーは SDを示す。B : 菌糸先

端と核の距離を示す (n=5)。**は P<0.01, ***は P<0.001を示す 

A B 

A 

B 
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4-5. Aokin3/Aokin1 欠失株における glaA mRNA と小胞体の共局在解析 

glaA mRNA はキネシンモーター欠失時に輸送距離が低下したが、細胞内で分散した

状態が維持されていた。そうした動態が ER 構造に非依存的であるならば、ER の共局

在率も低下すると考えられた。そこで、sC をマーカー遺伝子として、glaA-MS2-ΔK1 株、

glaA-MS2-ΔK3 株、glaA-MS2-ΔΔK1K3 株に pgPpS61mCS の形質転換を行い、ER を可視

化する glaA-MS2-ΔK1S61 株、glaA-MS2-ΔK3S61 株、glaA-MS2-ΔΔK1K3S61 株の作製を

行った。これらの株で glaA mRNA と ER は共局在しているようであったが、glaA-MS2-

ΔK1S61 株と glaA-MS2-ΔΔK1K3S61 株で ER 構造の崩壊が見られた (Fig. 4-5-1)。実際に

細胞質 ER の面積を測定すると、glaA-MS2-ΔK1S61 株と glaA-MS2-ΔΔK1K3 S61 株で有

意に低下していた (Fig. 4-5-2A)。glaA-MS2-ΔK1S61 株と glaA-MS2-ΔΔK1K3 S61 株で

glaA mRNA と ER の共局在率の低下した可能性が考えられた。そこで、これらの株で

glaA mRNA と ER の共局在解析を行った。その結果、各キネシンモーター欠失株とコン

トロール株の共局在率に大きな差が見られなかった (Fig. 4-5-2B)。これらの結果から、

キネシンモーターは glaA mRNA の ER 局在化に影響しない可能性が示唆された。 

glaA mRNA が ER に局在化できるのであれば、十分なグルコアミラーゼ活性が得ら

れると考えられる。そこで、glaA-MS2-ΔK1 株、glaA-MS2-ΔK3 株、glaA-MS2-ΔΔK1K3

株でグルコアミラーゼ活性の測定を行った。glaA-MS2-ΔK1 株、glaA-MS2-ΔK3 株、glaA-

MS2-ΔΔK1K3 株を培養した DPY 培地の培養上清を使用して、糖化力分別定量キットに

よるグルコアミラーゼ活性の測定を行った。その結果、全ての株で WT と同等のグルコ

アミラーゼ活性が得られた (Fig. 4-5-3)。これらの結果から、キネシンモーターは glaA 

mRNA の翻訳効率に影響しない可能性が示唆された。 

Fig. 4-5-1 Aokin3/Aokin1欠失株における glaA mRNAと ERの共局在解析 

glaA-MS2-ΔK1S61 株、glaA-MS2-ΔK3S61株、glaA-MS2-ΔΔK1K3S61 株

を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。スケールバーは 10 µm

を示す。白矢印は菌糸先端を示す。 
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Fig. 4-5-2 Aokin3/Aokin1欠失株における glaA mRNAと ERの共局在評価 

glaA-MS2-ΔK1S61 株、glaA-MS2-ΔK3S61株、glaA-MS2-ΔΔK1K3S61 株

を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。A: 細胞質 ER の面積

比を示す (n=5)。エラーバーは SDを示す。**は P<0.01を示す。B : glaA 

mRNA と ER の共局在率を示す (n=5)。共局在率は Mander’s test によ

り算出を行った (M1＝ER vs ER＆glaA mRNA, M2=glaA mRNA vs ER

＆glaA mRNA)。M2のグラフが glaA mRNAと ERの共局在率にあたる。

エラーバーは SD を示す。*は P<0.05 を示す。 

 

Fig. 4-5-3 Aokin3/Aokin1欠失株におけるグルコアミラーゼ活性測定 

glaA-MS2-ΔK1S61 株、glaA-MS2-ΔK3S61株、glaA-MS2-ΔΔK1K3S61 株

を DPY 培地で 30℃, 3日間培養した。その後、培養上清を採取し、糖化

力分別定量キットでグルコアミラーゼ活性の測定を行った。A : 乾燥菌

体重量を示す (n=3)。B : グルコアミラーゼ活性を示す (n=3)。エラーバ

ーは SDを示す。**は P<0.01を示す。 

A B 

A B 
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考察 

本章では、キネシンモーター依存的に glaA mRNA が ER 近傍で輸送される可能性が

示唆されたことから、glaA mRNA の輸送機構の解明を目的に研究を行った。glaA mRNA 

動態はほとんどがブラウン様動態であるが、低い割合で分子モーター様動態が見られる。

分子モーター様動態について、EE 非依存的でありながら Aohok1 欠失時と Aokin3 欠失

時に glaA mRNA の輸送距離が低下したことから、Aokin3 により長距離輸送されること

が強く示唆された。Aokin1 欠失時にも glaA mRNA の輸送距離が低下したが、kinesin-1

は dynein 輸送に関与することが考えられるため、このことに起因すると示唆された。

しかし、Aokin3 欠失時に glaA mRNA の細胞内局在に影響が見られなかったことから、

Aokin3 による glaA mRNA の長距離輸送がその局在化に重要でないことが示唆された。

一方で、Aokin1 欠失時は菌糸先端から glaA mRNA が後退しており、それが菌糸先端か

らの核の後退に起因すると示唆されたことから、核の位置で制御する部位特異的な転写

制御機構が glaA mRNA の局在化に最も重要であることが示された。そして、多核とい

う性質を活かし、mRNA 輸送に掛かるエネルギーを省くことで、効率的に mRNA を局

在化させることが示唆された。glaA mRNA の長距離輸送について生理学的意義を明確

にできなかったが、細胞内拡散をサポートしているのではないかと考えられた。 

多くの分泌型酵素 mRNA は生物学的プロセスが共通することから、部位特異的な転

写制御機構により局在制御されると示唆される。しかし、ER 近傍の glaA mRNA 動態が

生体分子モーターを利用するか依然として不明である。ただ、細長い菌糸細胞内で部位

特異的に mRNA 濃度を高めるだけであれば、転写の位置と量を制御することが最も効

率的であると考えられる。細く長い菌糸細胞内で mRNA を充足できれば、多くの mRNA

が生体分子モーターを必須とせずとも、小胞体局在シグナルにより翻訳サイトに到達で

きると考えられる。細胞全域で必要となることが予想される解糖系関連因子や微小管重

合関連因子などをコードする mRNA も同様である可能性が予想される。一方で、菌糸

頂端などの核がない領域に局在するタンパク質 (e.g., アクチンケーブル関連因子, ポ

ラリソーム関連因子) は、不要なタンパク質合成を回避するために局在箇所近傍の細胞

質で翻訳すると考えられ、生体分子モーターが必須である可能性が高いと考えられる。

それに対し、分泌酵素は菌糸先端と隔壁に輸送されるが、細胞質に広く存在する ER で

翻訳されるため該当しないと考える。 
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AoKin1 が ER 付近の glaA mRNA 動態に関与し、AoKin3 が長距離動態に関与するの

ではないかと予想した。しかし、Aokin1 欠失時と Aokin3 欠失時で glaA mRNA の輸送距

離が低下したが、その多くが細胞内で分散して ER に局在していた。S. cerevisiae では、

ASH1 mRNA を輸送するミオシンモーターの Myo4 を欠失しても、She2-She3 複合体に

より ER に局在化できることが示されている (Schmid et al., 2006)。A. oryzae は She2-She3

複合体に相当するホモログ因子が見つからないが、ER 近傍で方向性のあるブラウン様

動態が見えることから、She2-She3 複合体に類似する機能を持つ未知の因子を介して ER

近傍で glaA mRNA が輸送される可能性が示唆される。ER 局在性 mRNA は ER 近傍で

輸送することで翻訳効率が高まると考えられるため、ER 近傍の glaA mRNA 動態とキネ

シンモーターの関係性を明確にする必要があるが、生体分子モーターを 1 分子可視化す

る技術が確立されていない。Aokin1欠失時に細胞質 ER構造が著しく崩壊したことから、

糸状菌においても kineisn-1 により ER 構造が分化・伸長すると考えられ、Aokin1 により

ER 近傍で物質輸送ができると予想される。将来的に AoKin1 や AoKin3 の一分子可視化

が可能となれば、glaA mRNA の輸送機構の解明に繋がる重要な知見が得られるだろう。  
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第 5 章 ストレス条件下における glaA mRNA の細胞内局在化機構に関する研究 

序 

多くの mRNA はその転写量と安定性によって一定の細胞内レベルが保たれている。

細胞の状態に最適な mRNA レベルを維持することで、不要な細胞内プロセスの進行を

回避することができる (Monaghan et al., 2023)。mRNA は恒常的に分解されているが、

ストレス条件下で細胞内代謝を低下させるためにより分解される (Bresson et al., 2020)。

mRNA の代謝制御機構として、RNP の凝集により形成される Processing-body (P-body) 

やストレス顆粒が知られる。P -body は恒常的に細胞内で形成されるが、ストレス顆粒

はストレス条件下で形成される (Riggs et al., 2020)。真核生物に共通した細胞小器官で

あるが、どの生物種でも一時的に mRNA を凝集させる生理学的意義は明らかとなって

いない。mRNA の翻訳を可逆的に調節できることから、分泌型酵素 mRNA の翻訳量調

節に関与していれば、その分泌量を制御する新たな機構として期待できる。 

糸状菌の P-body とストレス顆粒は、動物細胞や出芽酵母と比較すると生理学的意義

がほとんど明らかとなっていない。いくつかの糸状菌種で P-body やストレス顆粒が可

視化されており、その中では A. oryzae で最も研究が進んでいる。ストレス条件下で P-

body とストレス顆粒の形成が増加するため、他の生物種と類似する形成プロセスであ

る可能性が高い。一方で、ストレス顆粒は菌糸頂端と隔壁に形成されることが報告され

ており、細胞形状に特化した形成プロセスが存在する可能性も示唆されるものの 

(Huang et al., 2013)、そうした領域以外の mRNA がストレス条件下に制御されるのかは

不明である。高温ストレス条件下や ER ストレス条件下の分泌型酵素 mRNA について、

P-body やストレス顆粒の関係性を明らかにすることで、産業的な培養時にタンパク質

分泌が mRNA レベルで制御される可能性を見いだせるかもしれない。さらに、糸状菌

における P-body やストレス顆粒の役割についても多くの知見が得られるだろう。 

本章では、glaA mRNA が P-body とストレス顆粒により翻訳制御される可能性を見出

すことを目的として研究を行った。高温ストレスと ER ストレスにより glaA mRNA が

P-body とストレス顆粒に共局在を示すか解析を行った。また、glaA mRNA が P-body と

ストレス顆粒により翻訳制御される可能性を見出すために、P-body とストレス顆粒が

ER と共局在を示すか解析を行った。 
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5-1. ストレス顆粒/P-body 共局在解析用株の作製 

A. oryzae は P-body 構成因子として AoDcp2、ストレス顆粒構成因子として AoPab1 と

AoPub1 が知られる (Huang et al., 2013)。動物細胞や出芽酵母と共通性を深めるため、

AoEdc3 と AoBre5 を見いだした。AoEdc3 は出芽酵母で P-body 形成に寄与する Edc3 の

オルソログである (Fig.5-1-1)。AoBre5 は動物細胞でストレス顆粒形成に寄与する

G3BP1 のオルソログである (Fig.5-1-2) (Rinnerthaler et al., 2013)。sC をマーカー遺伝子と

して pgPpD2mC と pgPpE3mC を glaA-MS2-PP 株に形質転換を行い、P-body を可視化す

る glaA-MS2-E3 株と glaA-MS2-D2 株の作製を行った。sC をマーカー遺伝子として

pgPpP1mC と pgPpB5mC を glaA-MS2-PP 株に形質転換を行い、ストレス顆粒を可視化

するを可視化する glaA-MS2-B5 株と glaA-MS2-P1 株の作製を行った。 

P-body とストレス顆粒 は細胞小器官の中で特徴的な形態であり、ストレス条件下で

数や大きさが増大する。AoEdc3 と AoBre5 が P-body とストレス顆粒の構成因子である

ことを確認するために、高温ストレス条件下で AoEdc3、AoBre5 が AoDcp2、AoPab1 と

同じ挙動を示すか解析を行った。45℃、10分間の高温ストレスにより、AoDcp2とAoEdc3

は菌糸全域で P-body を示すドット様局在が観察され、AoPab1 と AoBre5 は菌糸頂端で

ストレス顆粒を示すドット様局在が観察された (Fig. 5-1-3, Fig. 5-1-4) (Huang et al., 2013)。

これらの結果は先行研究と酷似しており、AoEdc3 が P-body 構成因子であり、AoBre5 が

ストレス顆粒構成因子であることが示された。 

Fig. 5-1-1 AoEdc3の遺伝子系統樹 

Genome Net (https://www.genome.jp/tools/blast/) の BRAST検索による

結果を示す (AoEdc3 in A. oryzae)。 



 

100 

 

Fig. 5-1-2 AoBre5の遺伝子系統樹 

Genome Net (https://www.genome.jp/tools/blast/) の BRAST検索による

結果を示す (AoBre5 in A. oryzae)。 

Fig. 5-1-3 高温ストレス条件下における P-bodyの細胞内局在解析 

glaA-MS2-E3 株と glaA-MS2-D2 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時

間培養し、45℃, 10 分間の高温ストレスに晒した。白矢印は菌糸先端、

白短矢印は P-body を示す。スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 5-1-4 高温ストレス条件下におけるストレス顆粒の細胞内局在解析 

glaA-MS2-B5 株と glaA-MS2-P1 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時

間培養し、45℃, 10 分間の高温ストレスに晒した。白矢印は菌糸先端、

白短矢印はストレス顆粒 を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 
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5-2. 高温ストレス条件下における細胞内局在解析 

A. oryzae は高温培養時にアミラーゼの分泌量が増加するため、麹培養時に 40℃以上

の高温で培養される場合がある。その培養条件で、P-body やストレス顆粒に glaA mRNA

が局在するか確認を行う必要がある。しかし、37℃以上で一晩培養すると MCP-2×MCP

が核に局在せず、MS2 system が機能しないことが予想された (data not shown)。そこで、

通常条件下で培養後に 45℃, 10 分間の高温ストレスに晒し、P-body とストレス顆粒に

glaA mRNA の共局在解析を行った。45℃、10 分間の高温ストレスにより、glaA mRNA

は P-body とストレス顆粒に共局在を示し、特に P-body により多く共局在を示した。 

(Fig. 5-2-1, Fig. 5-2-2)。S. cerevisiae のストレス顆粒は高温ストレス条件下で細胞全域に

形成される。したがって、糸状菌の P-body はストレス顆粒の役割を代替する可能性も

考えられた (Shattuck et al., 2019)。以上の結果から、glaA mRNA は高温ストレス条件下

で P-body とストレス顆粒に局在することを示した。 

Fig. 5-2-1 高温ストレス条件下における glaA mRNAとストレス顆粒の共局在解析 

glaA-MS2-B5 株と glaA-MS2-P1 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時

間培養し、45℃, 10分間の高温ストレスに晒した。ストレス顆粒 を A : 

AoPab1 と B : AoBre5で可視化した。白矢印は菌糸先端、白短矢印は共

局在箇所を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 

A 

B 
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Fig. 5-2-2 高温ストレス条件下における glaA mRNAと P-bodyの共局在解析 

glaA-MS2-D2 株と glaA-MS2-E3 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時

間培養し、45℃, 10分間の高温ストレスに晒した。P-body を A : AoDcp2

と B : AoEdc3で可視化した。白矢印は菌糸先端、白短矢印は共局在箇所

を示す。スケールバーは 10 µmを示す。 

5-3. 持続的な高温ストレス条件下における細胞内局在解析 

ストレス顆粒は主に mRNA と RBP で構成される凝集体構造であり、ストレス条件下

に mRNA を一時的に貯蔵する役割を果たす。したがって、ストレス顆粒は mRNA と局

在が同期すると考えられ、他の生物種で細胞全域に形成されることが確認されている

(Gwon et al., 2021)。A. oryzae において、頂端局在性 mRNA はアクチンケーブル関連因

子しか確認されず、その多くが頂端よりも後方に広く分散していた (Morita et al., 2021)。

したがって、A. oryzae のストレス顆粒は mRNA 貯蔵の役割を果たす上で形成量が合理

的ではないと考えられた。ストレス顆粒は強いストレス負荷で形成量が増加するため、

より長い高温ストレス条件下でストレス顆粒の局在解析を行った。sC をマーカー遺伝

子として pgPpE3mC を glaA-MS2-sCPP 株に形質転換を行い、P-body を可視化する glaA-

B 

A 



 

103 

 

MS2-E3sC株の作製を行った。ptrA をマーカー遺伝子として pgPpB5mTBPP を glaA-MS2-

E3sC 株に形質転換を行い、ストレス顆粒を可視化する glaA-MS2-E3B5 株の作製を行っ

た。AoPab1 と AoDcp2 で P-body とストレス顆粒の可視化を行った。niaD をマーカー遺

伝子として pgPpP1G を NSPlD1 株に形質転換を行い、ストレス顆粒を可視化する PpP1G

株の作製を行った。sC をマーカー遺伝子として pgPpD2mC を PpP1G 株に形質転換を行

い、P-body を可視化する PpP1GD2mCh 株の作製を行った。 

45℃、30 分間の高温ストレスにより、ストレス顆粒は菌糸全域で形成誘導され、多く

の glaA mRNA と共局在を示した (Fig. 5-3-1)。MCP-2×EGFP が機能していない可能性が

懸念されたため、smFISH 法により glaA probe で glaA mRNA を可視化し、glaA mRNA 

とストレス顆粒の共局在解析を行った。45℃、30 分間の高温ストレスにより、smFISH

法で可視化した glaA mRNA はストレス顆粒共局在を示した (Fig. 5-3-2)。glaA mRNA は

45℃、10 分間の高温ストレスで主に P-body と共局在を示したため、菌糸全域で形成誘

導されたストレス顆粒が P-body と共局在を示すか解析を行った。45℃、30 分間の高温

ストレスにより、ストレス顆粒は一部が菌糸頂端後方でも P-body と共局在を示した 

(Fig. 5-3-3)。したがって、A. oryzae のストレス顆粒は S. cerevisiae と異なる形成機構で

あり、P-body を必要としないことが示唆された (Buchan et al., 2008)。以上の結果から、

糸状菌のストレス顆粒はストレス負荷の強さで形成量が制御されており、ストレス負荷

が一定以上になると菌糸全域で形成されることを示した。ストレス顆粒の形成量増加が

強いストレス負荷をトリガーとするため、glaA mRNA は産業的な培養時に P-body によ

る制御を受ける可能性が示唆された。 

Fig. 5-3-1 高温ストレス条件下におけるストレス顆粒と glaA mRNAの共局在解析 

glaA-MS2-E3B5株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養し、45℃, 

30分間の高温ストレスに晒した。白矢印は菌糸先端、白短矢印は共局在

箇所を示す。スケールバーは 10 µm を示す。 
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Fig. 5-3-2 smFISH法による glaA mRNAとストレス顆粒の共局在解析 

PpP1G 株を CDm (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養した。スケール

バーは10 µmを示す。白矢印は菌糸先端、白短矢印は共局在箇所を示す。 

 

Fig. 5-3-3 高温ストレス条件下におけるストレス顆粒と P-bodyの共局在解析 

A : glaA-MS2-E3B5 株と B : PpP1GD2mCh 株を CD (maltose) 培地で

30℃, 24 時間培養し、45℃, 30分間の高温ストレスに晒した。白矢印は

菌糸先端、白短矢印は共局在箇所を示す。スケールバーは10 µmを示す。 

A 

B 
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5-4. ストレス顆粒の分散速度解析 

ストレス顆粒はストレス緩和時に凝集が分散することで、ストレス条件下に特異的な

形成が制御される。糸状菌のストレス顆粒は形成条件が確認されているものの、分散条

件については調査が行われていない。そのストレス顆粒が機能的であるか確認するため

に、ストレス緩和時にストレス顆粒が分散することを示す必要がある。45℃、30 分間で

ストレス顆粒を形成させた後に、30℃で培養しストレス顆粒が分散するか解析を行った

ところ、ストレス顆粒は 2 時間後にほぼ完全に分散した (Fig. 5-4-1)。S. cerevisiae のス

トレス顆粒はストレス緩和から約 1 時間後に約 40%が分散し、約 2 時間後にほぼ完全

に分散することが報告されている (Shattuck et al., 2019)。A. oryzae のストレス顆粒は、

菌糸頂端以外のストレス顆粒が約 1 時間半で分散した後に、菌糸頂端のストレス顆粒が

最後に分散した (Fig. 5-4-1)。したがって、菌糸頂端のストレス顆粒は構造体内外の流動

性が低く、mRNA の翻訳量調節の場として適さない可能性が示唆された。以上の結果を

統合すると、A. oryzae は 2 段階の分散プロセスがあり、菌糸頂端以外のストレス顆粒が

翻訳量調節に機能する可能性が示唆された。 

 Fig. 5-4-1 ストレス緩和によるストレス顆粒の分散解析 

glaA-MS2-E3B5 株を CD (maltose) 培地で 30℃, 24 時間培養し、45℃, 

30分間の高温ストレスに晒した。A : ストレス緩和時のストレス顆粒 の

局在解析画像を示す。スケールバーは 10 µmを示す。B : ストレス緩和

時の glaA mRNA数を示す (n=5)。エラーバーは SDを示す。*は p<0.05、

**は P<0.01 を示す。 

A B 
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5-5. 小胞体ストレス条件下における細胞内局在解析 

A. oryzae はタンパク質高分泌時に ER ストレスが誘発されることから、ER ストレス

応答 (unfolded protein response : UPR) 機構がタンパク質分泌機構の律速になることが示

唆されている (Tanaka et al., 2015)。UPR 機構は全ての真核生物に存在する普遍的な生物

学的プロセスであり、翻訳抑制、mRNA 分解、ER 関連分解 (ER-associated degradation : 

ERAD)、シャペロンタンパク質およびオートファジーを誘導し ER ストレスを軽減する 

(Chen et al. 2023)。高等生物では、ER 膜に存在する PERK、IRE1、ATF6 により ER スト

レスを感知し UPR 機構を活性化する。一方で、真菌は高等生物と異なり Ire1 のみで ER

ストレスを感知し UPR 機構を活性化する。S. cerevisiae の Ire1 は ER ストレス時に UPR

標的遺伝子 (e.g., ERAD 関連因子、シャペロンタンパク質) の転写因子 Hac1 をスプラ

イシングし、ERAD やシャペロンタンパク質の機能を活性化する。 

A. oryzae は IreA が ER ストレスを感知し UPR 機構を活性化する。タンパク質高分泌

の恒常性に UPR 機構が必須であり、IreA 欠失により多糖条件下で著しく生育が阻害さ

れる (Tanaka et al., 2015)。A. oryzae は分泌型酵素 mRNA の転写をフィードバック抑制

する repression under secretion stress (RESS) と呼ばれる機構も存在する (Penttilä et al., 

2004)。A. oryzae は IreA 依存性分解 (Ire1-dependent mRNA decay : RIDD)  が保存されて

おり、ER ストレス時に分泌型酵素 mRNA が迅速に分解されることが報告されている 

(Tanaka et al., 2023)。一方で、ER ストレス条件下にストレス顆粒が形成誘導されるため、

glaA mRNA がストレス顆粒に貯蔵される可能性が考えられた。 

ER ストレス誘導剤である dithiothreitol (DTT) の添加により、P-body とストレス顆粒

は 1 時間が経っても形成誘導されなかった (Fig. 5-5-1, Fig. 5-5-2)。DTT を添加して 1 時

間後に、一部の菌糸でP-bodyとストレス顆粒の形成が確認された(Fig. 5-5-1, Fig. 5-5-2)。

一方で、glaA mRNA は 30 分から 60 分で消失し、DTT 非添加の培地で培養すると再度

出現した (Fig. 5-5-3)。したがって、glaA mRNA は ER ストレスにより RESS で分解さ

れたことが示唆された。先行研究でストレス顆粒は DTT を添加して 1 時間後にストレ

ス顆粒が確認されている。その際、ストレス顆粒は菌糸頂端だけにしか形成されないよ

うであり、glaA mRNA の翻訳制御に関与しないことが示唆される。以上の結果を統合

すると、glaA mRNAは ERストレス条件下で P-body とストレス顆粒により制御されず、

RESS による分解が優先されることが示唆された。 
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Fig. 5-5-1 ERストレス条件下における glaA mRNAとストレス顆粒の共局在解析 

CD (maltose) 培地にて 30℃, 24 h で培養し局在解析を行った。スケー

ルバーは 10 µm を示す。白矢印は菌糸先端を示す。 

Fig. 5-5-2 ERストレス条件下における glaA mRNAと P-bodyの共局在解析 

CD (maltose) 培地にて 30℃, 24 h で培養し局在解析を行った。スケー

ルバーは 10 µm を示す。白矢印は菌糸先端を示す。 

Fig. 5-5-3 ERストレス条件下における glaA mRNA数の定量 

A : ERストレス添加後の glaA mRNA数の定量グラフを示す(n=10)。B : 

ストレス緩和時の glaA mRNA数の定量グラフを示す (n=10)。エラーバ

ーは SDを示す。***は P<0.001を示す。 

A B 
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5-6. ストレス顆粒と P-body の細胞内局在解析 

glaA mRNA は高温ストレス条件下に P-body とストレス顆粒に翻訳制御されるか全く

明らかとなっていない。P-body とストレス顆粒に局在する glaA mRNA の翻訳動態を観

察する必要があるが、糸状菌は翻訳動態を可視化する技術が確立されていない。一方で、

glaA mRNA が ER で翻訳されるならば、P-body とストレス顆粒は ER に共局在する必要

がある。そこで、P-body とストレス顆粒が ER に共局在を示すか解析を行った。sC を遺

伝子マーカーとして PpS61mCS を glaA-MS2-sCPP 株に形質転換を行い、ER を可視化す

る glaA-MS2-S61sC 株の作製を行った。ptrA をマーカー遺伝子として pgPpB5mTBPP と

pgPpE3mTBPP を glaA-MS2-S61sC 株に形質転換を行い、ER と P-body およびストレス

顆粒を可視化する glaA-MS2-S61B5 株と glaA-MS2- S61E3 株の作製を行った。 

45℃、30 分間の高温ストレスにより、P-body とストレス顆粒はその多くが ER と共

局在を示した (Fig. 5-6-1, Fig. 5-6-2)。また、P-body とストレス顆粒は glaA mRNA と ER

近傍で共局在を示した (Fig. 5-6-1, Fig. 5-6-2)。したがって、glaA mRNA は ER 近傍で P-

body とストレス顆粒に局在化し、高温ストレス条件下で翻訳制御される可能性が示唆

された。ER 形成が微小管依存的であることが示唆されていることから、P-body とスト

レス顆粒も微小管と連携している可能性が示唆された。そこで、α-tubulin である AtuA

に mCherry を融合発現し、P-body とストレス顆粒が微小管と共局在を示すか解析を行

った。ptrA をマーカー遺伝子として pgPamTBAtuA を PpP1GD2mCh 株に形質転換を行

い、微小管を可視化する PpP1GD2mChAmTB 株の作製を行った。 

45℃、30 分間の高温ストレスにより、微小管構造は著しく崩壊していたが P-body と

ストレス顆粒のようなドット様蛍光が観察された (Fig. 5-6-3)。そのドット様蛍光はス

トレス緩和時により 2 時間後に完全に分散し、再び微小管構造を示すチューブ状局在を

示した (Fig. 5-6-3)。さらに、そのドット様蛍光は P-body とストレス顆粒に共局在を示

した (Fig. 5-6-4)。したがって、微小管は高温ストレスにより崩壊し、α-tubulin が P-body

とストレス顆粒に局在化することを示した。高温ストレス時の P-body とストレス顆粒

が動的でないことから、P-body とストレス顆粒は α-tubulin と局在化するために微小管

構造と連携する必要がある。以上の結果を統合すると、P-body とストレス顆粒は微小管

依存的 ER 近傍で形成される可能性が示唆された。P-body がリボソームを含まないこと

を考慮すると、glaA mRNA は輸送過程で P-body に局在する可能性が示唆された。 
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Fig. 5-6-1 ストレス顆粒と ERの共局在解析 

45℃, 30 分間の高温ストレスに晒してから局在解析を行った。A : 各因

子の局在解析画像を示す。B:共局在画像を示す。白矢印は菌糸先端、白

短矢印は共局在箇所を示す。スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 5-6-2 P-bodyと ERの共局在解析 

45℃, 30 分間の高温ストレスに晒してから局在解析を行った。A : 各因

子の局在解析画像を示す。B:共局在画像を示す。白矢印は菌糸先端、白

短矢印は共局在箇所を示す。スケールバーは 10 µm を示す。 

A 

B 

A 

B 
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Fig. 5-6-3 高温ストレスによる微小管の細胞内局在解析 

CD (maltose) 培地にて 30℃, 24 hで培養し、45℃, 30分間の高温スト

レスに晒してから局在解析を行った。A : glaA mRNA と微小管の共局在

解析画像を示す。B:ストレス緩和時 (Rec) の微小管の局在画像を示す。

白矢印は菌糸先端を示す。スケールバーは 10 µm を示す。 

Fig. 5-6-4 高温ストレス条件下のストレス顆粒、P-bodyと微小管の共局在解析 

CD (maltose) 培地にて 30℃, 24 hで培養し、45℃, 30分間の高温スト

レスに晒してから局在解析を行った。白矢印は菌糸先端、白短矢印は共

局在箇所を示す。スケールバーは 10 µmを示す。  

A 

B  
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考察 

本章では、P-body とストレス顆粒が mRNA の翻訳量調節に機能することから、それ

らが分泌型酵素 mRNA の翻訳量調節に寄与している可能性を考え、glaA mRNA と P-

body およびストレス顆粒の共局在解析を行った。今回の解析により、glaA mRNA は高

温ストレス条件下において ER 近傍で P-body とストレス顆粒に局在することを示し、

分泌型酵素 mRNA が P-body とストレス顆粒により翻訳制御される可能性を見出した。

一方で、glaA mRNA は ER ストレス条件下で迅速に喪失し、P-body とストレス顆粒に

局在しなかった。したがって、分泌型酵素 mRNA は ER ストレスの細胞応答による分

解が優先されることが示唆された。産業的な培養時の ER ストレスは著しい生育阻害を

示さないため、DTT 添加による ER ストレスよりも弱いと考えられる。異種タンパク質

を高分泌生産させるとより強い ER ストレスが生じるため、そうした条件で P-body が

異種タンパク質 mRNA を翻訳制御するかもしれない (Ohno et al., 2011)。 

45℃、10 分間の高温ストレスにより、ストレス顆粒は菌糸頂端だけしか形成されな

かった。しかし、45℃、30 分間の高温ストレスに晒すと、ストレス顆粒は菌糸頂端だけ

でなく菌糸全域に形成されるようになった。したがって、A. oryzae のストレス顆粒は糸

状菌のストレス顆粒はストレス負荷の強さにより形成量が制御されることが示唆され

た (Chevalier et al., 2023)。ストレスの種類にかかわらず、A. oryzae のストレス顆粒は菌

糸頂端で形成されることから、ストレス時の普遍的な形成機構であることが示唆された。 

(Huang et al., 2013)。一般に、ストレス顆粒はストレス負荷により大きさや数が変動し、

ストレス負荷のない細胞で蓄積すると毒性を示す (Wheeler et al., 2016)。したがって、

ストレス顆粒はストレスを緩和すると分散し細胞内から完全に消失する。ストレス顆粒

の分散機構はストレスの暴露時間に応じて異なり、弱いストレス負荷だと Cdc48 にコ

ア因子が引き抜かれて分散するが、強いストレス負荷だとオートファジー機構により丸

ごと分解される(Gwon et al., 2021)。A. oryzae のストレス顆粒はストレス緩和後から約 2

時間でほぼ完全に分散することを見出した。菌糸頂端のストレス顆粒はストレスの緩和

後も分散されにくく、他のストレス顆粒よりも流動性が低いことが示唆された。したが

って、A. oryzae のストレス顆粒は他の生物種と同様のプロセスで分散されることが示唆

された。そして、菌糸頂端のストレス顆粒は他のストレス顆粒よりも流動性が低いこと

が示唆され、mRNA の翻訳制御と異なる役割を果たす可能性が考えられた。 
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一般的に、ストレス顆粒は ER 局在性 mRNA を含まないことが報告されている 

(Khong et al., 2017)。しかし、ストレス顆粒は DTT 添加時に一部の ER 局在性 mRNA を

取り込むことが報告され (Child et al., 2021)、ER 局在性 mRNA に対するストレス顆粒

の役割については不明な点が多い (Nicchitta et al., 2022)。glaA mRNA は高温ストレス条

件下でストレス顆粒へ局在したが、DTT 添加時の ER ストレス条件で急速に分解されて

ストレス顆粒へ局在しなかった。したがって、分泌酵素 mRNA はストレス顆粒に局在

する ER 局在性 mRNA であることが示唆された。Hela cell のストレス顆粒は DTT 添加

後から約 1 時間でストレス顆粒が形成される (Child et al., 2021)。しかし、A. oryzae のス

トレス顆粒は DTT 添加後から約 2 時間が経過しても形成誘導されず、約 2 時間が経つ

と菌糸頂端で形成誘導されるようになった。一方で、P-body はストレス顆粒と同様の応

答が見られたが、約 2 時間が経つと菌糸全域で大きく肥大したことから、ストレス顆粒

よりも強く形成誘導されるようであった。以上の結果を統合すると、ストレス顆粒は動

物細胞と真菌細胞で ER ストレスによる形成応答が異なる可能性が示唆され、真菌細胞

のストレス顆粒として理解を深める必要があると考えられた。 
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IV. 要約 

黄麹菌 Aspergillus oryzae は、古来、日本酒や味噌などの日本の伝統的な発酵醸造産業

で利用される有用な微生物であり、多様な加水分解酵素を安全かつ多量に分泌する。そ

のタンパク質分泌機構を分子細胞生物学的に解明し、タンパク質分泌能に一層優れる株

を分子育種することで、産業利用の拡大が期待できる。一方で、A. oryzae は多数の核を

含む細胞が連なった多核多細胞菌糸であり、その特徴的な細胞構造からタンパク質分泌

機構も単細胞生物に比べて複雑であると考えられる。 

mRNA 局在制御機構は遺伝子発現の時空間制御に必須であり、タンパク質の局所的

な翻訳・合成に寄与し、その機能を最大化すると考えられている。A. oryzae は分泌型酵

素を菌糸頂端と隔壁に局在させることから、それらを mRNA レベルで局在制御するこ

とで、タンパク質分泌を空間的に効率化している可能性が考えられる。しかし、A. oryzae

を含め Aspergillus属糸状菌においてmRNA局在制御機構に関する知見はほとんどない。

そこで本研究では、A. oryzae における mRNA 局在制御機構を明らかにすることを目的

とした。 

 

Aspergillus 属糸状菌の菌糸細胞内で、mRNA 局在がタンパク質ごとに制御されるかを

明らかにするために、細胞内局在が異なる 6 種類のタンパク質をコードする mRNA の

局在解析を行った。その結果、菌糸頂端、菌糸全域、菌糸先端近傍の 3 種類の mRNA 局

在が確認され、菌糸細胞内で mRNA 局在がタンパク質ごとに制御されることが示唆さ

れた。また、菌糸全域に局在する mRNA が非局在性 mRNA であるならば、amyB mRNA

を含む分泌型酵素 mRNA が生理学的意義のもと局在制御される可能性が考えられた。 

 

分泌型酵素 mRNA は細胞内輸送により局在制御される可能性が考えられたため、生

体内 mRNA を可視化する MS2 system の確立を試みた。A. oryzae が高分泌する加水分

解酵素グルコアミラーゼ (GlaA) を標的に MS2 system を glaA mRNA に適用した glaA-

MS2 株の作製を行い、glaA mRNA と思われるドット様蛍光の観察に成功した。 

 

glaA mRNA を示すドット蛍光を定量することで、glaA mRNA が分泌部位近傍の核で



 

114 

 

転写活性化されることで、先端領域と隔壁領域に有意に多く局在することを明らかにし

た (Fig. 1B)。さらに、そうした局在箇所について調査を行い、glaA mRNA が小胞体 (ER) 

に局在することを明らかにした。その中で、一部の glaA mRNA は ER 近傍でブラウン

様動態と分子モーター様動態を示し、少ない割合で初期エンドソーム非依存的な長距離

輸送も観察され、Aohok1 欠失時に輸送距離が低下することを明らかにした。以上の結

果から、分泌部位近傍で分泌型酵素 mRNA を局在制御し、タンパク質分泌を空間的に

効率化する可能性が示唆された。 

 

微小管上の生体分子モーターである AoKin1 (kinesin-1) と AoKin3 (kinesin-3) が、glaA 

mRNA を輸送する可能性が示唆された。Aokin3 および Aokin1 を欠失すると、glaA mRNA

の輸送距離が低下した。Aokin1 欠失時は dynein が輸送不全であることから、AoKin3 に

より長距離輸送されることが示唆された。しかし、Aokin3 を欠失しても glaA mRNA の

細胞内局在に顕著な影響が確認されなかった。また、glaA mRNA は Aokin3 と Aokin1 を

欠失させても、依然として ER に局在を示し、グルコアミラーゼ活性にも有意な差が見

られなかった。以上の結果から、glaA mRNA の局在制御機構において、AoKin3 と AoKin1

は必須ではなく、分泌部位近傍における部位特異的な転写制御機構が最も重要であるこ

とが示唆された。 

A. oryzae は産業利用時には高温で培養されることがあり、またタンパク質高分泌時に

は ER ストレスを生じることが知られる。P-body とストレス顆粒はストレス条件下で

mRNA の翻訳量調節に機能するため、分泌型酵素 mRNA も調節される可能性が考えら

れた。45℃、30 分間の高温ストレスでは、glaA mRNA が P-body とストレス顆粒に局在

することを明らかにした。一方で、10 mM dithiothreitol 添加による ER ストレスでは、

P-body とストレス顆粒が形成誘導されず、細胞質から glaA mRNA が迅速に消失した。

以上の結果から、glaA mRNA は高温ストレス時に P-body とストレス顆粒により翻訳量

調節され、ER ストレス時には転写抑制と mRNA 分解が優先されることが示唆された。  
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