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チミジンキナーゼ遺伝子を利用したフザリウム属菌のゲノム加工技術
とマイコトキシン産生制御機構研究への応用
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要旨

遺伝子組換えには目的とする組換え体を選抜するためのマーカー遺伝子が必要である ~ I~質転換体の選
抜法には.マーカー遺伝子が保持されたものを選抜するポジテイブセレクションと保持しないものを選抜

するネガティブセレクションの2種類がある.ここではポジティブセレクションとネガティブセレクショ
ンを組み合わせることによって.フザリウム属菌のゲノム DNAにマーカー遺伝子を残さずに任意の点変異
を導入するゲノム加工技術について紹介し遺伝子発現レベルでのマイコトキシン産生制御機構に関する

研究への応用について考察する.

キーワード:遺伝子クラスターf阿倍11;エピジェネティックス;チミジンキナーゼ;ネガテイブセレクション
変異導入

(2013年1月29日受付.2013 ilo 2月7E1受型Il)

生物のゲノムに何らかの DNA配列を人為的に導入し遺伝子組換え休を得るためには， 目的の

DNA配列が導入された形質転換体のみを選別するマーカー遺伝子が必要で、ある. 1972年に大腸菌

を用いた最初の遺伝子組換え実験1)が行われてから現在に至るまで，対象とする生物種に応じて薬

剤耐性や栄養要求性等様々なマーカー遺伝子が開発，利用されており，マーカー遺伝子は遺伝子導

入を行なう上で欠かせない存在となっている.このようなマーカ一造伝子が導入された株のみを選

択的に生存させることによる選抜を目的としたポジテイブセレクション (positiveselection) とは逆

に，導入された株をある条件下で死滅させるような遺伝子も存在する.このような遺伝子をネガティ

ブセレクション (negativeselection)マーカーという.ネガテイブセ レクションでは，マーカー遺

伝子が導入されなかった株を特異的に選択することができるが，おもにダブルクロスオーバータイ

プの相同組換えによって遺伝子ターゲティングの効率化を図る目的で利用される つまり.外来

DNA断片の組み込みが起こった形質転換休のうち相同組換えが起こらずに組換え DNA断片がゲ

ノム上のランダムな位置に導入された株はネガティブセレクションマーカーを保有するために，相

同組換えが起こらなかった株が選択的に除去されることになる(図1).

ネガテイブセレクションマーカーとして用いられる遺伝子で¥最も有名なものは，栄養要求性マーカー
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ダブルクロスオーバータイプの相同組換え ~MI3同組倹え (DNA ヱンドジョイニング)

ゲノム

X R~質転換ベクター X
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区11 ネガテイブセレクションマーカーを用いたが~r事的 ジーンタ ーゲティ ング

ダブルクロスオーバータイプの相l岡高11換えによるベクター導入株 (作出したい株)ではネガテイブ
セレクションマーカーはゲノム DNAに導入されない (le) 非羽|問的にネガティブセレク ションマー
カーがゲノム DNAに導入された株(エクトピックな形質転換休)では，宿主に75性を示す(右)

としてポジテイブセレクションにも用いられる出芽酵母Saccharomyuωcerevisiaeのorotidine-5'-phosphate 

(OMP) decarboxylaseをコードする URA3遺伝子である2) URA3辿伝子を導入する|際に宿主とす

るS.cerevisiaeのura3変異株は 5-刊uorooroticacid (5-FOA)に耐性を示すことを利用して取得でき，

URA3 が導入された株のネガティブセレクションは 5-FOA 処理によ っ て行なわれる • URA3オルソ

ログと して.分裂酵母Schizosaccharoll1ycespombeでは ura4遺伝子，Aspergillus属糸状菌ではpyrC

遺伝子が単向Ifされ，これらの微生物種におけるネガテイブセ レク ションに広く 用いられている3，4)

このように酵母やAspergillus属菌では， OMP decarboxylase遺伝子の変異株がすでに lつの基準株

として擁立され，一般に入手可能な側先材料と して広く利用されている. しかし他の微生物種で

ネガテイブセレクションを行うには，野生株を宿主にできるネガ、ティブセレクションマーカーを用

いる手法の方がより便利で、優れているといえる

チミジンキナーゼ遺伝子を用いた糸状菌のネガティブセレクショ ン

動物培養細胞の遺伝子導入ではジフテ リア毒素Aサブユニッ ト (DT-A;diphtheria toxin subunit A) 

遺伝子や単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ (HSVtk;herpes simplex virus thymidine kinase)遺

伝子のように他生物に由来する遺伝子を用いたネガテイブセレクションが行われている5.6) D下A

はペプチ ド鎖伸長因子 EF-2をADP-リボシル化することでタンパク質合成を阻害する DT-Aは逃

伝子産物そのものが毒性を示すため，発現すれば宿主細胞に毒性を示す 一方HSVtkは発現した

だけでは強い毒性を示さないが，毒性の低い ganclcrovlIのようなヌクレオシ ドアナログの存在下

では HSVtkの働きによって ganclcrovllがリン酸化をう け，最終的に細胞内で、毒性を示す物質へと

変換されて毒性を示す(図 2).このように HSVtkは条件付きネガティブセレクションマーカー

(conditional negative selection marker)として有朋なマーカーである

糸状菌においても他生物に由来するネガテイブセ レクションマーカーを利用した形質転換が行わ

れているが7-9) そのほとんどがHSVtkを用いた事例である DT-バは一部の糸状菌で試されたが，

うまく機能しないことが報告されている8) HSVtkは子のう菌類に属する多くの糸状菌だけでなく

卵菌類においても利用できうることが示され8) 広く 利用されうる可能性を秘めている 糸状i!!¥iで
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図2 HSVtk発現株を選択的に除去するための薬剤l
HSVtkはganciclovirや5-fllloro-2'-deoXYllridine(F2dU)をリン酸化し，毒性を示す物質に変換する
ヌクレオチドアナログである ganciclovirtriphospha te はポリメラーゼ I~~l筈や核酸への取り込みによ っ て
刻11胞窃性を示し 5-fllloro・2ぺdeoXYllridine5' -monophosphateはチミ ジル酸合成酵素を阻害する.

5-f1uoro・2'-deoxyuridine(F2dU)処理温度 (いM)

o 0.1 1 10 100 o 0.1 1 10 100 

【~置ゆ¥J7JJ7¥JZ
JCM 9873線 (親株) HSVtk導入株(形質転換体)

図3 HS的kを発現させた Fgraminearllll1形質転換体の 5-fllloro・2ぺdeoXYllridine(F2dU)に対する感受伯
HSVtkはF2dUをリン酸化し窃性を示す物質へと変換するため。 F2dU存在下で トlSVtk発現株は生
育阻害を受ける -)I， 野生株 (WT)では F2dUのリン酸化が起こらないため，ほとんど毒性を示さ
ない
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は，HS的k発現株を選択的に除去するネガテイブセレクションの薬剤として5-fluoro-2にdeoxyuridine

(F2dU)がよく使われている(1豆12，図 3).F2dUはganciclovirと同様に HSVtkの基質となり，

リン酸化を受けることで毒性物質へと変換される(図 2).ダブルクロスオーバータイプの相同組

換え頻度が低い糸状菌では，ネガティブセレクションは相同組換えによるジーンターゲティングの

効率を向上させる目的で用いられることが多い7.9)

ポジティブおよびネガティブセレクションを利用した糸状菌ゲノム加工技術

条件付 きネガテ ィブセ レクションマーカーとしての HSVtkの性質を利用すれば，理論的にゲノ

ムの特定の領域を自由に改変することができる.最近 Fusariumgraminearumにおいても HS的kを

用いて目的遺伝子に点変異のみを導入した事例が報告された10) この報告では，遺伝子ターゲテイ
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1回目の形質転換 Z回目の形質転換

改変したい週伝子容 ゲノム HSVtk マーカー遺伝子 ゲノム
l I I 

× × -砂 一一/
目的のh~~IJをI寺つìft伝子尊

HSVtk マーカー遺伝子

抗生物質によるポジティブセレクシヨン 5-f1uoro・2・deoxyundine(F2dU)によるネカティブセレクシヨン

図4 HSVtkを)目いた 2ステップの形質転J終によるゲノム力|仁仁
まず，発mしただけでは強い帯性を示さない HSVlkをゲノム上のターゲット領域に組込んだ株を作
出する(左) 次に改変したい逃伝子前後の相同な配列をmいて~r~質 il伝換を行い . ダブルクロスオーバー

タイプの相同組換え株のみをネガテイブセレクションによって取得する(右)

ングの効率化を目的としたネガテイブセレクションとは異なり， 2ステップの形質転換を行ってい

る.すなわち，まずHSVtkをゲノムの目的音15位に挿入した形質転換体を親株として作出する.次に，

改変を加えた目的遺伝子等の DNA断片をダブルクロスオーバータイプの相同組換えによ って導入

しネガティブセレクションを利用し J-/SVtk遺伝子配列が除去された株のみを選択する(図4)

このようにポジティブセレクションとネガテイブセレクションを組合わせた形質転換法は， 目的の

変異のみを導入した形質転換休を作出する ことが可能であり ，またマーカー遺伝子を一切残さない

ため，多重遺伝子導入を行う際にも有用な技術である.

マイコトキシン産生制御機構に関する研究への応用

7 トリ コテセン系マイコ トキシン生産菌 Fgraminearumや Fusariul11sporotrichioidesでは，F

grα仰m仰iμine叩σr叩u川1/7のCじ-8別f位立の酸化に関わる造伝子を除く 全 トリ コテセン生合成遺伝子(ケT升町r灯ij遺宜伝子)が

同定され' それらの機能が明らカか、になつている トリコテセン骨格は T升h4，ηη-，必6，7ηi"i5 

つの 7刀η町i-iゾi遺伝子産物の機能によ つて形成され'これら 4遺伝子は生合成遺伝子クラスターのコア領

域に位置している.各 7h遺伝子は zincfinger様11伝写因子をコードする7h6遺伝子の制御下にある

が.コア領域での 7h遺伝子の発現様式については TRI6転写因子による制御だけでは説明できな

い次のような現象が報告されている(図5を参照).

(1) 7h5プロモーター領域をもっプラス ミドベクターが 7h5遺伝子の上流にシングルクロスオー

パータイプの相同組換えによって挿入され Tri6-7h5遺伝子聞の距向性が長くなった組換え F

sporotrichioidesでは，下2toxinの生産量が大|隔に上昇する川

(2)刀-ilO遺伝子の上流にベクターが挿入され Tri5-刀-ilO遺伝子間の距離が長くなった株では， トリ

コテセン誘導条件下での TriJO発現量と下2toxin生産量が野生株に比べて上昇する12)

(3) F. gral11inearul11において Tri4プロモーターを生合成遺伝子クラスターのコア領域からクラス

ターの末端もしくはクラスター外へ配置するとプロモーターとして機能しない13)

以上の現象は， 7h 遺伝子の正常な発現には生合成遺伝子クラスターのコア領域において，各7h
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A) 

-トリコテセン生産量が抱える
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クロスオ-}'¥ータイプの相同組換えが起こる場合

・・・・-<=コ・...q...・ー-c:::>-c=:r・...，
Tri4 Tri6 Tri5 X 

/、~hDh
園田 Tri5プロモーター I 1l 2) Tril0コード領織の 5'側においてシングル

クロスオー}'¥ータイプの相同組換えが起こる場合

B) 

一--主

Tri4 Tri6 Tri5 

-トリコテセン生産量が1曽える
. Tri10の転写震がi曽大

Tri101 

...--c::[今回・.I 

Tri4 Tri6 
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発現しない
(Tri4発現時に発I見なし)

Tr，岬フロモーター

Tril0lフロモータ

Tefプロモータ

Tril01と問機の発現パターン
(毒素生産時に発現上昇)

備成的な高発現

|皇15 生合成治伝子クラスターのコア領域での 刀I逃伝子の発rJ'[械式

Tri14 

A)刀必一刀'i5遺伝子問lの距離が長くなった組換え Fsporotrichioid，ωでは，下2toxin の生産泣が大~I自に上昇
する (1) 刀・i5一刀ilO逃伝子IIIjの距離が長くなった株では. トリコテセン誘埠条件下での刀ilO発現

最と τ2toxin産生盆が野生株 (WT)に比べて上昇ーする (2). 

S)F gromineo川1111において刀i4プロモーターを生合成逃伝子クラスターのコア領域からクラスターの末

端もしくはクラスター外へ配位するとプロモーターとして機能しない ηi 14逃伝子と 刀M泊伝子は

17.5 kb雌れており 刀γ14逃伝子は培地rl"での トリ コテセン生合成には必裂ない
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逃伝子の位置や遺伝子|百jの適正な距離が重要な役割を来たしていることを示唆している このよう

な生合成遺伝子クラスターの構造レベルでの発現制御機梢は. クロマチン リモデリングを介した制

御機椛が関与していると考えられるが.今後， トリコテセン類をはじめとする二次代謝生合成遺伝
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子クラスターのエピジェネティックス研究の展開に伴い，その機構が明らかとなっていくであろう.

これまで赤かび病理iの トリコテセ ン生合成経路の研究で用いられてきた遺伝子導入法(ポジテイブ

セレクションによる遺伝子導入)によりこの領域の改変を行なうと，マーカー遺伝子やベクタ一部

分がゲノム上に挿入されたままになるため日遺伝子聞の距離が変わってしまう その結果，正常

なII反写制御が行なわれなくなる可能性が排除できない.
従って，従来の遺伝子導入法を用いた実験結果から提唱されている既存の日遺伝子発現制御モ

デルが正しいかどうかを再検討する必要があるであろう 例えば• Tri6遺伝子をマーカー遺伝子の

挿入によって破壊したJI~質転換休1 4 ) では TrilO 遺伝子の発現が上昇することから. TRl6は Tri10遺

伝子の発現を負に制fa:1Iしていると考えられ，そのような発現制維1Iモデルが受け入れられている 12)

しかし • Tri6遺伝子を破壊する|段シングルクロスオーバータイプの相同組換えを利用しているこ

とから生合成遺伝子クラスターのコア領域の遺伝子聞の距離に変化が生じた 14)ことによって刀-ilO

遺伝子の発現が上がった可能性が排除できず，本当に Tri6遺伝子を破壊したことで Tri10遺伝子の

発現が上昇したのかどうか疑念が生じる 本稿で紹介したポジテイブおよびネガテイブセレクショ

ンを利用した糸状菌ゲノム加工技術を利用すると Tri6遺伝子のコード領域の開始コドン直下に終

止コドンを導入する (Tri6stop) ことができる その結果，生合成遺伝子クラスターのコア領域の

日遺伝子聞の距離に影響を与えることなく n吋遺伝子が日10遺伝子の発現に及ぼす影響を正確
に解析することが可能となる，また Tri6_stopの発現様式を調べることによって n-i6遺伝子の発

現がTRI6によって正に制維1Iされているかどうかも同H守に雌かめることができる.

上述した応用方法はあくまで一例にすぎないが，本手法はゲノム内の標的遺伝子や領域を自由に

加工 した菌株を作出できる技術であるため， トリコテセンをはじめとするマイコトキシン産生制御

機構について新たな知見やより深い理解につながることが期待できる
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Genome engineering of FusαriulI1 species by using positive and negative selection approaches for 

studying regulation of mycotoxin production 
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Mark巴rgenes are reqllired for the genetic Illaniplllation of living organisl1ls. For selecting transforlllants after the 

process of transforlllation， two types of Illarker genes are el1lployed: one for the positive selection of the transformants 

carrying the positive selection Illarker gene and another for the negative selection of the transforl1lants lacking the 

negative selection Illark巴rgene. Here we have sUl1llllarized the current advancelllents in genOl1le engineering of 
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Fusarillll1 species. We have focllsed on introdllcing arbitrary Illutations by applying both positive and negative 

selection approaches that reslllt in the exclllsion of the Illarker genes frolll the target genome. We have disclIssed the 

advantages and necessity of lIsing this techniqlle in stlldies on the reglllation of biosynthetic gene expression in 

日lycotoxinproduction 
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