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略語一覧

A.， Atokinsonella 

A. bisporus， Agaricus bisporus 

AM， ammonium medium; minimal agar medium with ammonium as a sole 

nitrogen souse 

AS， anastomosis group 

bp， base pair(s) 

Bq， becquerel 

C.， Cryphonectria 

ccDNA， closed circular plasmid DNA 

CMC， Carboxymethyl cellulose 

C. S.， conidia suspension 

CYPC， Czapek-dox mediurn containing yeast extract， peptone， and 

cas国 ninoacid 

D. 0.， deacetylation degree 

dsRNA， double-stranded RNA 

DTT， dithiothreitol 

EDTA， ethylenediamine-N，N，N' ，N'-tetraacetic acid 

F.， Fusarium 

f. sp.， fo口naspecialis 

FusoV， Fusarium solani virus 

HM， hypoxanthine meidum; minimal agar mediurn with hypoxanthine as 

sole nitrogen source 

IPTG， isopropyl-l-thio's-D-galactoside 

K.， Kluyveromyces 

kb， kilo base pairs 

kDa， kilo dalton 

lpDNA， linear plasmid DNA 

MM， nitrate medium; minimal agar medium with nitrate as a sole 

nl.trogen source 

MMC， chlorate medium: minimal agar medium with chlorate 

MOPS， 3-(N-monopholino)propanesulfonic acid 

NaPB， sodium phosphate buffer 



NM， nitrite medium; minimal agar medium with nitrite as a sole 

nitrogen source 

00， optical density 

ORF， open reading frame 
PDA， Potato Dextrose Agar 

PEG， polye七hyleneglycol 

pfu， plaque fon日 tionunit 

PVDF， polyvinylidene difluoride 

PTH， 3-phenyl-2-thiohidantoine 

rprn， revolutions per minu七e

S.， Saccharomyces 

SOS， sodium dodecyl sulfate 

SOS-PAGE， SOS-polyacrylamide gel electrophoresis 

sprn， strokes per minute 

ssONA， single-stranded DNA 

ssRNA， single-stranded RNA 

TCA， Trichloro acetic acid 

TAE buffer， Tris-Acetate-EOTA buffer 

TE buffer， Tris-EOTA buffer 

UM， uric acid medium; minimal agar medium with uric acid as a sole 

nitrogen source 

VLP， virus-like particle 

X-gal， 5-bromo-4-chloro-3-indolylβ-O-galactopyranoside 
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.!t.tr. i>ふ
刊岬

Fusarium菌は、不完全幽|叶 (Deutcromycotina)、ヒポミケス的i綱 (Hypomycctcs)、分生チ

座不完全蘭目(TubercuJariales)、ツパクラ リア薗科 (Tuben:ulariaceae)に属する糸状l副であ

り、広範な純物に対する土様伝染性疾柄の ì:~な銅版幽である。 FusariulII l国の感染は 、 ー

般に、土壊に llJ !!見胞 子として存在する閣が植物の似の接近によ って IB ~五 し、植物の艇やl距

輸上にI骨殖後、直接又は傷、気孔から純物に侵入し成立する。代点的なFusariuml端である

F. solatJi.. F. oxysporum では荘i主植物に対する特民性が145 く、このl~ì主純物の特%tlーを指

原とした分化型(rormaspccialis: f. sp.)が極以下の分知にJTIいられている (状1'1i.el 31 

1980)。街主H!物の特民性を合め、組物に対する柄Dil性発m機構を泣伝子レベlレで研究す
るためには、 Fusariut1l簡を術主とした効率的な形質転換系の構築が必要である。糸状閣で

の形質転換にIIIいられるベクターは染色体組み込み刷がほとんとであり、染色体への外来

ill伝チの組み込みの過絞が非MJ't-，i{，]であるために形質転換町11且が低くなっている(l.i味

3nd H;( 1990)0 --}j、 Fusariuml1J内で1'11'lt III製する形質転換ベクターが開発されれば、大

幅な形質転換矧!立のrt'JヒがJUJ待でき、 FusariuIII1AiのイJする泣伝子の機能併析が容劫になる

と与えられる。この1'111<'複製に機能する配列 (AutonomouslyRcplicating Scqucncc)の起源

としては、染色体DNA、ミトコンドリアDNA、線状プラス ミドDNA(Iinear plasmid DNA 

IpDNA)などの染色体外レプリコンが与えられる。特に染色体外レプリコンはそのサイズ

が染色体等に比較して小さいことから、白tlt桜製!¥'J.J居質転換ベクターの情築に適してい

る。

糸状閣における染色体外レプリコンの多くは、 IpDNAと2本鎖RNA(doublc-stranded 

RNA: dsRNA)である。dsRNAは菌数のウイルスであるマイ コウイルスのゲノムとして知

られている。 IpDNAをmいたFusariumi!iでの形質転換実験の過程でI'ItIt複製する形質転換
ベデターが符られた報告もあり(Kistler 3nd Powell 1 990)、形質転換への応I11にはIpDNAを

朋いるのが一般的である。しかし、近年RNAウイルスの発現ベクターへの応JIlが以下に示

す点で注目されている(永田 and山中)01)泣伝子発現が訓'，:止に早〈、しかも効ヰ:がよ

い。 2)ほとんどのRNAウイルスが桁 iミ細胞質'I'で刷航するので、 社itの核機能にJド依存

的である。3)DNA依存性RNAポリメラーゼの阻害剤イf在下でも、ウイルスゲノムの転

写 翻訳は可能であるから、ベクタ-[11来の発現を行わせているlill、制:1:の遺伝千発現を
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抑えておくことができる。4)ゲノムRNAは効率的に復製されるので、細胞に導入する材

料は少量でよい。

染色体外レプ')コンはそれを保持する桁主曲H~t華々な影響を与える場合が知られてい

る。代1<的な例ではキラーJfYi'lを文配する幣l手SaccharomycescerevisiacのdsRNA(Bevan 

el al. 1973)や Kluyvcromyc凶 lactisのIpDNA(Gunge el al. J 981)、栽培マッシュルーム

(Agaricus bisporus)に生長阻l:i?とf実体の変形を引き起こすdsRNAが知られている

(Marino el.1. 1976)。また捕物病原性糸状閣において、 dsRNA染色体外レプリコンがそれ

を保持する出jの社U~純物に対する病JJ;l性に泌轡を及ぼすと#えれられる例が報告されてお

り(Nussand Koltin J 990)、特にアメリカクリ))~枯病l凶 Crypllonectrìa p副首山caにおいて

J締lに研究されている (Anagnostakis1982; NlIss 1992)0 C. pras山caのdsRNAが、宿'E植

物に対する柄JJ;(刊を{正Fする弱病原性形質 (hypovirulcncc)を文配していることが感染性

cDNAをJI)いて説明1された (Choiand Nuss J 992)。感染性cDNAとは、 dsRNAレプリコンの

完全長cDNAをmRNAとして機能するstrand(p関山vcstrand)が転写されるように構築した

形質転換ベクターのことで、感染性cDNAをJI)いて形質転換する'1>で細胞質中にdsRNAが

I'f/ ) ー さ れる 。 また、この~;~J~I~JJ;(怖を文配するdsRNAがI拍 糸融合によって捕JJ;l性株へ伝達き

れ、病原作株がり1)病IJ;(性に形'1'1が変化する現象が缶lられている。この現象を利用した、ア

メリカクリH.1枯病的の生物学的な制御 (biologicalcontrol)がヨーロッパ及びアメリカで行

われている。

染色体外レプリコンとそれを保持する閣との関係において、染色体外レプ')コンは種以

「の分茸1である分化型やl1i糸融合群に特典的に存在しているとする報告ーがある (Kist1erel 

，1. 1987: Ki乱Icr.nd Leong J 986: Miy.s.ka cl .1. J 990)。特にFusariul1lk自においては

IpDNAが Fοxysporumの分化相特異的に検lliされた例が鰍告されている (Kistlcrcl al 

J 987)。また F.poaeにおいてはスクリーニングした全ての株にdsRNA古河f在した例が報

;与された (Fckclcl al. 1995)0 Fusariuml車は、他物柄原昆iの巾で分類が最も困難なものの

Aつとされており、また分化型を決定するためには、各組の植物、作物に接続試験を行い

1(1 t純物を[IIJ，_とする必要がある(松)'1¥cl al. 1980)0 F. oxysporum、F.poacで見られた分

化型、持特民的に存在する染色体外レプリコンが検出できることは、般の同定、分化型の

耐1使なlu1定法への応用が宰えられる。

糸状凶の染色体外レプリコンの復製機併やそれ白身がどの械なi立伝fをイjしているかに
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ついての研究が近年行われる様になり、 IpDNAではDNAの5末端にタンパク質が結合し

たプラスミドDNAと、 DNAの末端が述紡したへアピン構造のプラスミドDNAの2l革新が

存イEするpJ;J柴 .nd直下 1991)0 5・ぷ端にタノパク質が斜合した構造はアデノウイルλに

おいても凡られDNAゲノムの.-K端タンパク質をプライマーに用いて銀製されるプロテイン

プライミング (protcinpriming)モデjレが提唱されており、末端にヘアピン構造を持つ

IpDNAはへ7ピン近傍にニッ クカ吋乍られ、ヘアピン仰lをプライマーにJIJいて綾製するセル

フプライミングモテ1レが従唱されている (Miyasakact al. 1990'b)。また、Claviceps

purp山田のIpDNAの広JL配タrJが決定されており、 2観賞lのORF(Opcn Rcading Framc)がは

つかったが、各々DNAポリ メラーゼ、 RNAポリメラーゼに相l向性があった。またこれら

のORFはトウモロコシのIpDNAから検出されているURF(Unidcntificd叩 cnRcad川g

Framc) と相 j.;J 1'f を示した J~から、これらのIpDNAはウイルス械のm先から派生したと与

えられている (Oescrand Tudzynski 1989)0 -)j、dsRNA染色体外レプリコンは正にマイ

コウイルスのゲノムであるが、 RNAプラスミドと呼ばれる一昨のレプリコンもイF代する。

7イコウイルスもRNAプラスミドも共に、レプリコンJ'I身がコードするRNA依存性RNA

ポリ メラーゼによって政製維持されている (Koonin1992)。またこのRNA依イF判RNAポリ

メラーゼの1ti似性がRNAウイルス分茸lの上での重要なjkJr-となっている (Brucnn1991: 

Koonin 1992)0 dsRNA染色体外レプリコンにおいても、塩JL配列の分析が行われており泣

伝子の機能ついて研究が進んでいる(lcl1oand Wickncr 1989: Shapira cl al. 1991: Estcban 

ct.1. 1992: Polashock and Hillman 1994)0 IpDNAの.!Il先としてウイルスが考えられた峨

に、 RNAプラスミドもRNAウイルスをil[先として派生したと与えられている (Koonin

1992)。しかし、泣伝子レベル、 ruL配列レベルで解析されている染色体外レプリコンの

例は少なく、 JfYi'I転換ベクターとして泌mするためにも、染色体外レプリコンの惚製機構
やi宣伝 Fに|目する許紺!な研究が~.:&(i:与えられる。

以l二述べてきたように、糸状薗の染色体外レプリコンは、以下にぷす械な応月J1(liにおい

ても興味が持たれる。 1)糸状i自でのilijt鋭製型形質l伝換ベクターへの/;i5川が期待できる

こと。2)計iË凶iの形'i'Iに~王寺~を及ぼす例があり 、特に刷物病原菌ではliì t植物に対する

病原性を低 Fさせる例があり、植物病n;tI省の生物学的なi1iIJ御 (biologicaleonLrol)への応用

カワUJ待できること。3)組、又は分化1目特民的にイFイEしている例があり、簡便なl己11立法へ

のI.C:，川が!UJ符できること。また、;I.，j礎研究の1Mでは染色体外レプリコンの有する泣伝子や
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復製機構に対して興味が持たれる。そこで、本研究では代表的な植物病原性糸状硝ーである

Fusariul1l[自から染色体外レプリコンのスクリーニングを行った。その結果、 ニセアカシア

校杭鍋耐 F.solani f. sp. robiniac SUF704株に、 21m賀lのdsRNA染色体外レプリコンが有

在していることを見いだした。これらのdsRNAはマイコウイルスのゲノムであった。2つ

に分節したdsRNAをゲノムに有するマイコウイルスのゲノムdsRNAの溢基配列やi立伝子に

l到する械針は悩く、 F. solao; SUF704株のdsRNAのj孟基配列の決定は、彼製機構の解

rYI、形質転換ベクターへのlωHのみならずRNAウイルスの分賀i学上重要である。本論文の

第 1:r~をから第 3 r;tにおいて、 Fusar;umt掛からの染色体外レプリコンのスクリーニング、 F

sola，，; SUF704株からのdsRNAとマイコウイルスの精製、マイコウイルスの伝達性の検

，"t. dsRNAゲノムの血LL配911の決定、 irlv;tro rcplication系をJIJいたマイコウイルスの桜

製機併の検IHについて報告する。

刷物州以前が柏物にもA人すると、組物は防御反応のーっとして7アイトアレキシンと時

ばれるー併の抗菌物質を生産する。この際、ファイトアレキンンを誘導する物質をエリシ

ターと呼ぶ。Fusar;umlWの細胞噌情I!比JVi:分としてキトサンが合まれていることが報告され

ているが(H<ldwigcr<lnd Bcckman 1980)、インゲン似腐州i車F.solani f. sp. pllaseoliとエ

ンドウのさや組織の制圧作!日において、胞の細胞壁からキ トサンオリゴマーが放出され、

これが7アイトア レキシン (p時atin)生産のエリシターになると考えられている (Kcodract 

.1. 1989)。病原仰の柏物への感染過程においてキトサンは、術主組物、病原菌両者ーから

様々な ~Yl:中を受ける と 考え られる。特にキ トサン分解酵素は薗の細胞壁からのキトサンオ

リゴマーの遊離に働いていると#えられる。 Kcndraらは、エンドウの融政誰から得られたm
，{-;がi副の剖111也略を分解し、キトサノオリゴマーを欣lllさせるnfim性を線作している。しか

し、 Fusal川川的がキ トサン分解再事者を持っているかどうかについて検討した報告はないo

Fusariu l1l l~日のキトサナーゼは 、 1'1 しよの細胞慌の代謝においても、また街主純物への感染に

おいてもif(i!'なf立.則を米たすと与えられる。

キトサンオリゴマーはファイトアレキシンを読導するばかりでなく、 l副知の生長を抑制

する武力米があることが鰍告されていることから (AlIanand Hadwiger 1979; Hirano and 

Nag.o 1989)、同坊における t壌改良剤としての比;J1Jが検討されてきた。さらに、細胞墜

にキトサンをイjするFusar; um iJJの防除の似，1.1，(では、 Fusariu川的の制111抱曙を分解するキト
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サン分解簡を、 F'usariul1I絹JJ;t菌に対するバイオロジカルコントロールにJlJいることができ

る可能性がある。キトサナーゼは、制Ii誼 (Pcllcticrand Sygusch ] 990: Hcdgcs and Wolfe 

1974: Tominaga and T引ljisaka1975)、放線的 (Sakaict al. 1991; Price and Storck 1975)、

凶事i(Fenton and Eveleigh 1981)から見いだされて、 精製されている。一般的に、キトサ

ナーゼは基質キトサンの脱アセチjレ化度によって活性が異なり、培地中へのキトサン添加l

によって誘導的に生産される。

Fusarium1IJの植物桁)];(性発JJ，I.に関述する困 Fの っとして、世i自身がイ1するキトサナー

ゼの植物への感染に対する役割は大変興味深いi問題である 。 また、突川I師でのFlIsariu t1l1í~

の防除に|刻して、バイオロジカルコン トロールにキトサナーゼ生産幽を応!日するIlJ能性が

考えられた。以上から、様々なF'usariuml菌、及びキトサンを1it-LitzA21凪として成長する 1:.

桜紺l幽からキトサン分解活性をもっ凶をスクリーニングした。この結米、 117iいキトサン分

解t-li怜をイIする F.sola1li f. sp. phaseoli SUF386，f'.年を選択し、またキ トサンが府地q'に4

1(しなくてもキトサナーゼを'tj)Eする制11副として Acinctobactersp. CHB 101をiji離した。

本論文の第 4 12において、キトサナーゼ生産wのスクリーニ ング、 それぞれのj";''î~J:Nlか

らのキトサナーゼの精製、反応生成物の分析について械告する。
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第 1:草

Fusariumf事からの染色体外レプリコンFusoVの精製とその性質

特了?

糸状11iにおける染色体外レプリコンの多くは、線状プラスミ ドDNA(Iillcar plasmid 

DNA: IpDNA)または閣頬のウイルス (mycovirus)のゲノムの2本鎖RNA(doublc'stranded 

RNA: dsRNA)であることが知られている。これらの染色体外レプリコンは種以下の分類で

ある分化型 (rormaspcc問 lis:r. sp. :植物病IJ;(1単における使宜的な分類で感染する植物の種

類によって分類される)やracc(分化型以下の分績で感染する植物が同一地物種内の特定の

株に限られるぬ合にJIJいられる)、またl菌糸融合併 (anastoIl1osisgroup: AS)に特典的に存

在している場合が報告されている(Kistlcret al. 1987: Kistler and Lcong ] 986: Miyasaka ct 

aL 1 990)。 さらに、これらの染色体外レプリコンがそれを保持する街 iミ l誼に線々な)~で?を

IJ.える場合が知られている。代表的な例では酵母SacclJarotJJyccsccrcvI剖acのキラー形質を

立;配するdsRNA(Bcvan ct aL 1973) 、 I ， 'J じくキラー j臣賞を点配する N~I吐 KJu vy町四nyccs

Jad;sのIpDNA(Gungc ct aL 1981)、マッシュルーム(Agar;cusb川:porus)において La

Francc di封印叩を引き起こすdsRNAなどが知られている (Marinoct aL 1976)。特に刷物病

JJ;t刊糸状附では、アメリカ クリ11向者li1iJi(Amcrican chestnut blight)を引き起こす

Cryphollcctria paras山caにおいてdsRNAが存在することによって術主植物に対する病原性

が低ドする ~j~H川i;(性 ( h y pov i rul cn cc) に J~質が変化することが知られている (A nagnostakis

J 982: NllSS 1992)0 FlIsariullll~においてはIpDNAが F. oxysporumの分化型に特異的に検

Illされた例が椴f与されている (Kistlcret aL 1987)0 F. solaniにおいては以liiJにIpDNAの存

在が線告されていたが (Samacand Leong J 988)、dsRNAの染色体外レプリコンは知られて

いなかった。 Fusa rillm l~ におけるdsRNAに l則述すると思われるウイルス粒 F の械告は F

lJIOII iI i for 1lI('のみであり，jf組!な研究は行われていなかった (Bozarth1972)。そこで、 F

Qxysporumと共に分化型での分茸1が進んでいる F.solaniをrl'{、に染色体外レプリコンの

スクリーニングを行った。この結*、 ニセアカシア枝枯れ病菌F'.soJalli f. sp. robi則前

SUF704株からdsRNAの染色体外レプリコンを検出した。

本市では F'.solani f. sp. robiniat' SUF704株のdsRNAとこれをゲノムに有するウイルス

の精製を行い、 F'usarium品iのウイルスの分析を行うと共に、その伝達機式についてl別らか
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にした。

第 1ii日

Fusariu11l幽からの染色体外レプリコンのスクリーニング、及びそのレプリコンの性質

l 実験の目的

Fusariu山菌における染色体外レプリコンの研究から分化型特異的なIpDNAの存住が報告

され (Kistlerct al. 1987)、またこれらのIpDNAをITJいたFusariumi14での形質転換実験から

自体復製する形質転換ベクターが得られる (Kisticrand Powell 1990)など興味深い現象が

桜作されてきている。そこで本'干に保有ーされているFusarium的のカルチャーコレクション

(Okazaki and Saito 1987)から新たな染色体外レプリコンの検111をH的として実験を行っ

た。

2 実験MJi

本実験に{似IJした試薬類及ひP尖験器具は、使用前に121'(;で15分1111のオ ートクレープ

処則をしてJIIいた。特』こRNAを取り扱う実験では、オートクレープの条判を125'(;で20

分間に変吏した。

2.1・実験にJIjいたFusariul1I幽株、及びその培養条件

本研究にJIJいたFusarIum虚iをTablc1 . 1 に示した。 J点tll~イUIJ を ポテトデキス トロース

栄夫借地 (PotatoDextrose Agar: PDA， Difco)に植l描し、25'(;でl週間培養した。また、

Fusarium閣の継代*If持にもPDAを月lいた。抜般;11111'，にJTIいる朝11胞は50mlのCYPC液体培

地 {Czapek-DoxmediulI1 containing 0.1 也 ycaslextracl. 0.] % pcptonc. 0.1 (晶 C田 aminoacid 

Czapck-Dox medium， K2HP04 0.1弛， KCI 0.05%， NaN03 0.2%， MgSO，・7H200.05弛， PcSO， 
0.002%， Glucosc 2%， PH6.0) IこPDA明地 lこに形成されたコロニーから5mm x 5 mmの大き

さに切り出した菌糸片10枚を移柏し、 2勾5'(;、180r円叩pmで li迎担釦11問!日川IJ埼d必Eすることによつてf引得!守十
守

~。
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2.2 Fusarium閣からの核般の州出

染色体外レプリコンのスクリ ーニングに SpechtらのDNA抽出法を変更して刑いた

(Specht et al. 1982)， CYPC液体崎地での崎長によって符られた菌糸を吸ヲ|滅過によって集

め、蒸留水による洗ゆ後、余分な水分をペーパータオルで取り除き、温重量を測定した。

液体2程表存右下で乳鉢乳俸によって附糸体を|分に破砕し、菌糸体0.5g当たり 10101の

2%のSDSを含む緩衝液 A(50 111M Tris.CI pH 8.0. 150 mM NaCI. 100 mM EDTA)に懸濁

し、 0.5mlのトルエンを添加lし、主出fLで24時HIJ、100spm援溢した。 l蘭糸粉末懸濁液に、

0.1容の5M NaCIO，を添加l後、懸濁液と等五rの7エノーJレ クロロフォルム イソアミ Jレ

アルコーJレ(25:24:1)を加え良く混和し、遠心分離(10.000x g. 15分1:日室温)した。遠

心分離によって水肘 (上附)とイI機出(下肘)に分離した試料から水府を分収した (7ェノ-

Jレ クロロフオ jレムtJlilU)。水町に等iitのクロロブオ Jレム イソアミ jレアルコーJレ(2'1:1) 

を加え良〈悦和し、述'L、分離によって水Mを分取した(クロロフォ Jレム品IlrH)。次いで試料

にRNascA (iu終濃度 501"g/ml)を添加し37"cで211寺lifJ反応させ、次いで ProteinaseK ( 

最終波l立200μg/lI1l)を添加し 37"C、 2If.l' IliJ処理した。酵素処理後の試料を2回クロロ

7 ォルム~!hm後、 2 1ff訟のエタノ-)レを添加し、 80"Cで 30分lilJ冷却することで、生

じた沈殿を述心分離(10.000x g. 15分11IJ.0 "C)によって回収した(エタノ -)レ沈殿)。沈殿

を200f11のTE緩衝液 (10mM Tris'CI pH 7.6. 1 mM EDTA)に浴解し、アガロースゲルf江

主¥l，よ動分析に)1/いる試料とした。

特にdsRNA染色体外レプリコンを検出する目的で、 Serou時 lらの迅速dsRNAtJlJI臼法をJlJ

いた (Scroussict al. 1989)， 0.1 gの菌糸体を1.5mlマイクロチュープ中で1.2mlの2xSSC

(0.3 M sodiuJII chloride. 30 mM sodiulllcitrale. pH 7.0)に懸溺し、沸目量水中で8分間処理後、

前糸体をi卓也、分離(12.000 x g. 1 5分I:IJ.室温)で回収した。菌糸体と阿武のグラスビーズ

(直径 0.45111m， HN03で洗ゆ済み)を力IJえ、吏に100μlの7エノ-)レ クロロフオlレム イ

ソアミ jレアルコール (25:24:1)を添加Iし、協-[-で良くかき混ぜた。試料に50μlのRNaseフ

リー蒸制水を加え、1分HIJポjレテックスミキサーで混和し、遠心分離 (12.000x g. 15分

HIJ宅地)によって分離した水Mを新しいチュープに移した。この水府に数倍誌の水f胡l

エーテ1レを添加し、混;和後、遠心分離 (12.000x g. 1分間。 室温)し有機貯を取り除くエー

テ JレidIU_~ を 2 同繰り返した。エーテル訓IIIH後の水h'1 r~j分から核般をエタノ -)レ沈殿で回収

し、 20μlのTE緩衝液に溶解して7jfロースゲル電気泳動分析のための試料とした。

10 



2 ~ 3 染色体外レプリコンの制製

5gの凶糸体から方法2 ~ 2で調製した核酸を 2 mlのTE 緩衝液に溶解した。 0~5 M NaCI;& 

びJ2.5 %ショ械を含むTEburrcrに、核開量溶液2mlを重附し起遠心分離 (80.000x g. 20 1時

間J.4 '1::)を行い核酸を沈殿として回収した。この操作で得られた沈殿を31111のTE緩衝液

に溶解し、最終波J.l!'0.5μg/mlでJAL化エチヂウムを最終比重を 1.55g/mlとなるように広化

セシウムを添加し、趨遠心分離 (84.000x g. '1時間.20'1::)を行った。紫外線照射によっ

て蛍光を発するパン ドを収りliiし、水飽和イ ソアミ Jレアルコーjレ111111.:でJA化エチヂウムを

取り除き、 TE緩衝液に対して透析を行い精製舷際試料とした。

dsRNAのね製には上記のJi法以外に、セルロースカラムクロマトグラブイーによる制製

を行った (FranklinJ 966)。通常、セjレロールカラムクロマトグラフイーでのdsRNAの精

製にはCPIIカラム (Whalman)をJlIいるところをAvicclカラム (Avicelfor chromatography， 

胞化成)で代mした。5gのI誼糸体を液体窒素下で破砕し、 f:}られたl掴糸粉A<をNaPB(100 
mM sodium phosphate burrcr、pH7.5)に懸消し、氷q-]で11時I:J]、振並t(100 spm)した。附i

糸懸濁i直を21ITJの7ェノ-)レ クロロフォルムれIi出し、次いでクロロフォJレム抽出、エタ

ノ-)レ沈殿で絞般成分を I~I収した。核酸沈殿を 5 mlの15%エタノールを合むSTE緩衝液

(50 mM Tr i s ~CI pH 7.0. O~I M NaCI. 1 111M EDTA)に溶解し、同緩衝液で平衡化したセル

ロースカラム(カラム体杭2ml)を通してdsRNAのみを倣.:lfさせた。カラムの8倍誌の15

%エタノ-)レを含むSTEburrcrで洗i争後、カラムの2倍訟のSTE緩衝液でdsRNAを務出さ

せた。

2 ~ 4 : 7ガロースゲJレ沼気&l<J?Jによる分析

核酸分子は、 一般的な手法に従い1.0%7ガロースゲルilt気泳動 (TAEburrer: '10 111M 

Tris'acetalc. pH 8.0. J mM EDTA)によって分離後、 ゲルをJAL化エチヂウムM液 (0.5μg

11111)で染色し、紫外線照射下によりJAL化エチヂウムがインターカ レーションした核問主分子

の発する蛍光として検出した (Maniatiscl .1. 1982)。

2-5 : RNase Aによる染色体外レプリコンの分析

2 ~ 3の}J法で精製した核般試料 (1μg) を役終波度2xSSC、 0.0 1 xSSC (1.5 111M NaCI. 0.15 

1 1 



mM sodium citratc. pH 7.0)となるように凋製し、 lti終i:.肢が20"g/mlとなるようにRNase

Aを添加lし、 37'Cで3C分1m反Lじさせた。反応終 f後、 7ェノーJレ クロロフオ Jレム111111'，、

エーテル111111¥、エタノール沈殿によって舷般をli'f製し、 50μlのTE緩衝液に福島干し、ア

ガロースゲルf正気泳動分析にJHいる試料とした。

26 各位校俄分解再rAによる染色体外レプリコンの分析
名抑制限RFJt、SllIucI凶日による染色体外レプリコン核酸分fの分解は一般的な手法で

h-った (M.nialiscl al. 1982)。また、染色体外レプリコンの構造の分析のために、 8.131

nuclcascを5、10、15、20、25、30分IIIJlx比、させた球科を川いてアガロースゲJレ1正気泳動

分析で伴られるバンドの継時的な変化を追跡した。

3: t'f)tHAぴ年苦手

3将、 13分化明にわたる60株のFusarIul/IlAJ(Tablc 1.1)から絞僚を111111¥し、アガロー

スゲJレ1正気体到Jによる染色体外レプリコンのスクリ ーニングをわーった結米、 ニセアカシア

校もli術的 FusarIul1lsola川f.sp. robitliac SUF70tlt* (= HYPoIIIYccs sola1l; f. sp. robiniac 

SUF704)にのみ2kbfi.l立の大きさの染色体外レプリコンと思われるパン ドが検出された

(Fig. 1-1)0 lN1i!!;t¥科を111いたアガロースゲル屯気泳動分析から、F.solani SUF70.1から

発見された染色体外レプリコンは Aflindlllサイズマーカーとの比較から1.9kbと1.7kbの

2 í'R矧イF化することがI~J らかとなっ た (Fig. 1 2)。電気泳動での移動度(線状DNAに換の

して)の小さいバン ド(1.9kb)をMI、移動肢の大きなバンド(J.7kb)をM2と命名した。

今までに、 Fusar;wlIl到においても幾つかの染色体外レプリコンのイfイ1が械告されているが、

それらは、 Fに F.oxysporulJIから見いだされた (Kistlarand Lcong 1986; Kistlcr el al 

1987)0 Kist1cl苛ーによる-.i1!の研究から、F.QxysporuUJでは、骨iiニ植物に対応する分類の

分化刷、raccの.iI.Sいに対比;して、各々 制限iWA地凶が拠なる 1.9kbのIpDNAがイI在してい

る可能性がぶ峻された。
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Table 1-1 List of Fusariurn strains used for screening 
of extra-chromosomal rep1icon 

Species Forma specia1is Host p1ant SUF No. 
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solani 

batatas Ipomoea batatas 
cucurbitae Cucurbita moschata 

solani mor~ Morus b四百bycis

solani 
solani 

phaseoli 
p~s~ 

Phaseolus vulgaris 
Pisurn sativum 

solani radicicola Solanurn tuberosurn 

solani robiniae 

solani xanthoxyli 

latelitiurn cerosiae 
latelitiurn crotalariae 
latelょtium mori 
latelitiurn xylarioides 
roseum cerealis 

Cerosia cristata 820-1 
Crotalaria juncea 935 
Morus b四百bycis 1156 
Coffea arabica 937 
Oryza sativa 554 

Triticum aestivum 570 
Dianthus caryophyllus 1281 
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Fig. 1-1. Detection of extra-chromosomal replicon 
from Fusarium strains. Total nucleic acids were 
extracted from fungi， separated through 1.0も
agarose gel electrophoresis， and then detected 
ethidium bromide staining. Lane No. indicates 
SUF registration numbers of Fusarium culture 
collection. 

1，;)じ織な例として、村I物州!日、何十日f酬の RlJizoctοniasoJaniでは菌糸融合l件特典的な

他のニセアカシア技枯病そこで、IpDNAのイIイ正が械情されている (Miy.sakact .1 J 990)。

a F. so/an; f. sp 印刷n;ac5株 (SUF577.SUF578. SUF755'2.IY'1， JY'7)からの染色体外
新たに見lllすことはできなった(データ示さず)0Samacとレプリコンの検出を試みたが、

r. sp. cucurbitac face 2 (2株)、20株の F.Sοlani (L sp. cucurbitac race 1 (J 3株)、Lcong ，立、

r. spρt剖 (1株)、 JI'病原性株 (2株))からIpDNAのスクリーニングをr. sp. p!Jascoli (2株)、

F. Sοlani f. sp. cucurbitac racc 1からpFSCl(9.2 kb)とpFSC2(8.3 kb)を見いだして行い、

IriJ-raccの他の株からはプラスミドDNAが験lliきれなかったいるが、同一分化相、

以lの点から F.solaniでは F.oxysporUf1lで凡られたような(Samac and Lcong 1988)。

ノド研究で取り l二げたdsRNAについても分化現と染色体外レプリ

コンとの相|間関係を見lliすには至らなかった。

14 

また、IpDNAについても、



MS  

M1 (1.9 kb) 

M2 (1.7 kb) 

Fig. 1-2. Agarose gel electrophoresis of extra-chromosomal 
replicons purified from SUF704 by CsCl buoyant density 
gradient centrifugation. Lane M，λ-HindIII size marker; 
lane S， purified extra-chromosomal replicons. 

F. solani SUF704抹の染色体外レプリコン分子は、超法心和製の際、 i七if!1.55g/mlの

極化セシウム裕液中ではバン ドを形成せずi品心チュープの底{113比!Ii側)に訴航したこと、

制限解ぷではil'i化きれなかったことなどから、 IpDNAでは怖く dsRNAである可能性が示唆

された。 RNascAは、 JJr品設l立(2xSSC)では I本鎖RNA(singlc-strandcd RNA: ssRNA)を分

解するが、 dsRNAは分解しない。一方、 1止J包濃度 (0.01xSSC) ではssRNA 、 dsRNAJ~にを

分解する'Iiが知られており、 dsRNAの分析に良onいられている(Barrossoand Labarerc 

1990; Mor ct.1. 1984; Pryor and Boclcn 1987)。そこで、F.solani SUF704の染色体外レ

プリコンがdsRNAであるかどうかの分析にRNascAをJIIいた。この結*、 2xSSCの向猛波

度条件では RNaseAに耐性を示したが、 0.01xSSCの低I孟浪!止条件では感受性を示した事

から、本染色体外レプリコンはdsRNAであることが示された (Fig.1-3)。
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M 1 2 3 1 23M  

PanelA PanelB 

Fig. 1-3. Analysis of purified Ml and M2 digested 
with RNase A. Ml and M2 replicons were digested 
with RNase A in high-salt or low-salt conditions. 
Panel A， RNase A digestion of dsRNAsi panel B， 
Rnase A digestion of total RNA frorn Pharibitis 
nil; lane 1， intact Ml and M2; lane 2， Ml and M2 
digested with RNAse A in 2xSSC; lane 3， Ml and M2 
digested with RNase A in O.OlxSSC; lane M， 
λHindIII size rnarker. 

この結*は、 Scroussiらの迅速dsRNAIlli出法 (Seroussiet al. 1989)を111いたスクリ ーニン

グでも検出されたこと、またdsRNAに対して77イニティーを示すセルロースカラムクロ

マトグラブイーで精製可能なことも F.solani SUF704の染色体外レプリコンがdsRNAで

あることを支持している(データ示さず)0 S1 nucleaseと8al31IluclcaseによるdsRNA染

色体外レプリコノMI，M2の分析を行った。 SlnucJcaseはl本鎖核椴特典的に分解する酵

素でM l 、 M 2にニァ クな どがあれば、アガロースゲJレ~ß気泳動での移動!見に変化が生じる

はずである。-/j 8a131 nucJcascは、1本鎖核被特典的なcndonuclease活性と共に2本鎖
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核般をJ.!i質とした助合、 5¥3両)jfI>Jから分解するexolluclcasc前性を有する (Sambrooket 

.1. 1989)0 S;山 clcasc処姐lを行った助合、M1、M2のアガロースゲル沼気泳動での移動!互

に変化地ξなかった')>から、M1.M2はニァ クをHっていないかnっているとしても点F品近
傍であると思われる(データぷさず)0 . JiBal31 nuclcascによる刊行ヒで継II.WJにM1、M2

のバンドが低分子領域に変化していったことから、 M1、M2は線状の構造をしたdsRNAで

あると考えられた (Flg.1.4)。

M 0 5 1015202530 

Fig. 1-4. Ba131 nuclease treatment of 
purified Ml and M2. Ml and M2 dsRNA was 
digested with Ba131 nuclease for various 
time. Lane number indicates the reaction 
time (min). Lane M， kHindIII size marker. 

糸状的でのdsRNAは、幽茸iのウイルス (mycovirus)の染色体として知られている。 一般

的なマイコウイルスは 2-4本に分節したdsRNAをゲノムに持つlfIf圭30-5011Il1の球状ウ

イルス粒 Fであり、 40-125kDaの l将軍iのキャプシドタンパク質によって僻成されて

いる (Buckct.1. 1984)0 '7イコウイルスは、ランダムにスクリーニングした劫合前首lの
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1 0 - 1 5% の株に~いだされるという鰍作もあり (Bozarth 1972)、比較的広〈存在してい

ると与えられている。しかし、 FusariulII簡におけるdsRNAマイコウイルスは、F

f1IoniJifcrumでn'(1tt10nmのウイ Jレλ微粒 r-(virus-like particlc: VLP)がイ1-在したとする制

作があるのみで詳細lな研究例はない。本研究で見出したMLM2は、 F.solaniで初めて見

いだされたdsRNA染色体外レプリコンであると与一えられた。

~ 2 n出
Fusariul1J solaniから得られた7 イコウイルスFusoVの精製と分析

l 尖験の日間J

F. solani f. sp. robiniac SUF704からdsRNA染色体外レプリコンが検lllされた，dsRNA 

はマイコウイ Jレλのゲノムとして知られており、 F.solani SUF704株のdsRNAがM1、M2

と2つに分節している I.IJ，でもマイコウイルスの一般的な性質に一致した。そこで、 dsRNA

染色体外レプリコンM1，M2に関連するマイコウイルスの精製を淀みた。

2: X験Ji法

本実験に使川した試薬瓶投び実験器具は、{史川前に121'cで15分liIJのオートクレープ

処用をしてJIj-、た。特にRNAを取り似つ実験では、オ ートクレープの条刊を125'Cで20

分H日に変更した。

2 1 : F. sola川 SUF70'1 株の1i~長条i'l

PDAl;\'地で紙代劇f;j，~していた F， solani SU F704株か ら PDAτIl.I証明地に繭糸)~をW I指し、

25'Cで，且(11)、ほほ令IfIIに的糸体が広がるまでmdをした。コロニーの表ffITを蜘的的に滅的

ぷfJi水で洗(1'すること によ り分'1'.胞 f を集めた。 PDAll~地 1 枚分の分生胞子を 1 00 mlの

CYPC液体I古地に他11iし、 25'C、 180rpmでl週間培養したl的糸をマイコウイルスの調製

に)11いた。
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2.2・F.solani SUF704株からの7イコウイルスの調製

CYPC液体成長で仰られた附糸を吸引泌過により~め、滅的ぷ制水による洗i'f'後、余分

な本分をペーパータオJレで取り除き、液体宅，j.;イFイ1:下で乳針三乳俸によ って的糸体を般砕し

た。5gのl1i糸粉本を20mlのNaPB(100 mM sodiulIl phosphatc buHcr pH 7.2)に懸泌し、

氷中で 11時111)振蹴 (120spnゆする 'j，で細胞1111:1.¥液を科た。低速i畠心分離 (12.000x g、10

分I:JJ、 4'C)で細胞残前を取り除いた後、超法心分離 (270.000x g、2時lilj、'1'C)を行っ

た。 i主心分離で得られたベレットを21111のNaPBに懸濁後、式科を lumlの25%のショ糖

を合んだNaPBにAiI'1し、組i必L、分離 (110.000x g、!JUJj 1111、4'C)を行った。伴られたベ

レッ トを21111のNaPBに懸濁し、 101111のショ締官l立1.Jtfe(10-50 % NaPB)上に市川し、

組主主也、分離 (140，000x g、3Jl!j 111)、4'C)を行った。趨iil心後、:;.1:料をi44、チュープの成か

ら500μlずつ分l両した。マイコウイルスを合むと与えられる分Illijは、各分l耐に対して50

μlの試科から7ェノーJレ クロロブオ jレム111111'，、エーテjレ州J11、i タノーJレ沈殿によっ

て絞般を調製し、 TE緩衝液に溶解後、アガロースゲJレfE気泳動によってMl、M2の検出

される分州とした。マイコウイ Jレスを合む分IllIjを集め、直jj卓心分離 (390，000xι2 Jl，fI[l)、

1 'C)によってマイコウイルスを沈殿として凶収し、次いで}主化セシウム'tt.'IJ!'勾配i卓心

(d~ 1 ，375 g/ml、180.000x氏、 201時11日、<1'C)による杓製を行った。 500μlずつ分l叫し

たぷ科から、アガロースゲルIE気泳動分析によりマイコウイルスを合む分附iを選び、滅尚一

!.~fHAくに対して透析し、和製マイコウイルス;式料とした。

2 3 : dsRNAに関巡する核般タンパク賀線合体の検Ill

2.2のマイコウイルス調製ステップのショ純粋;j主主J配i卓心で科られたマイコウイルス分

耐をl覧アガロースゲルtIi気泳動 (TAEbuffcr)し、臭化エチヂウム染色し抜般を検l11後、

I，;JゲJレをクマシープJレー併液 (0.05% Coomassic 8rilliant Bluc R250. 50弛 Illclhanol，10 

% acctic acid， 40 % distil1cd walcr)で一晩染色後、脱色i宜(5% rncthanol. 7 ~品 accti c acid 

88弛distillcdwatcr)で lぬ脱色することでタンパク質のバンドを検出した。またIIi1分闘

をDNasc1 (RNasc rrcc)とRNascAによる消化を行った試科を111いた分析も行った。

2A 透過噌1Eチ顕微鏡によるマイコウイルスの観察

2.2の)ii'1;で料製したマイコウイルスをi主化、濃縮後、ネガテイプ染色するために咋J止の
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2% phospho.tangstic acid (pH 6.0)と混合した。この混合液をコロジオン目見付きメッシュグ

リッド上に前Hし胤乾させた後、透過1目nl{-顕微鏡 (HU'J 2A型。 HITACHl)で観察した。

2.5: <'イコウイ Jレスを併成するタンパク質のSDS-polyacrylamidcgel 

cleClrophoresis (SDS'PAGE)による分析。

2.2により車内製した7 イコウイルス分Illij20μlを川いて、 8~晶 '1' 1)アクリ lレアミドゲル

を111いたSDS.PAGEによる分析を行った(平野 198日)。車13製FusoV粒子を等量のSDSサンプ

Jレ緩衝液 (125111M Tris-Cl pH 6.8， 20% glycerol. 280 mM 2-mercaptoethanol. 0.01 mg/ml 

bromophenol bl uc)と混合し沸騰水中で5分UIJ変性の変性処理後、 fE気泳動した。 屯気泳動

後のゲJレをクマシープjレ一治被で61時UII穏やかに援組し企がら染色し、次いで脱色械で

ーl挽脱色後、染色されたバンドとしてマイコウイルスを構成するタンパク質を検出した。

2-6: ~化γアンによるマイコウイルスタンパク質の分解

五L化ンアンは、ポi)ベプチド釘lのメチオニン残1，1;の C~ミ端 fflll を化学的に切断する。 22

により刊られたマイコウイ Jレス分間を波締法心機にかけて、裕媒を完全に取り除き乾l司さ

せた。マイコウイ Jレスタンパク質をl唱臭化シアンを合む70%ギ酸溶液に治解させ、室温

で2 ~1時 lal;~ J(;放 iU した。試料をl'fびi必L、波新i機で乾l占1 させてSDSPAGEJflサンプJレパッ

7ァーに治解し、 SDS.PAGEで分離した。

2.7: <'イコ ウイルスタンパク'1'1のPVDF朕へのトランス 7ァー及びアミ ノ般ンーク

エンサーによるアミノ般配列の決定

IE欠陥動f去のゲjレを200IsIのプロッテイング裕液C(25 mM Tris， 40 mM 6-amino-n 

capronic acid. 20 9もlselhanol.0.05 % SDS)に反して5分t:lI軽く振撤した。セミ ドライプ

ロッティング袋世 (SarlOT山 s)に下から陽極fE樋板、プロッテイング溶液A(0.3 M Tris. 2C 

% lselhanol. 0.05 % SDS)に泌した油紙2枚、 プロッティング縦波B(25 IsM Tris. 20弛

lselhanol. 0.05 % SDS)に以した他紙2枚、 PVDFIJ臣(PVDFメンプレン.BIO.RAD)、PAGE

ゲル、ブ口 γテイングM液Cに以したU白紙2枚、陰極fE極板を各々気泡が人らないように

耽ね、 1mA/cm2の定屯流で90う')-I:ljトランスファーした。 トランス77一後、 PVDFIJ英を

200 IsIのぷ仰水に以して 5分間振散し、クマシーブルー染色液 (0.2% Commassie 
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Brilliant Bluc R250， 40 % mcthanol. 10 % acctic acid)で5分1:1]染色し、脱色液 (60也

mcthanol)でパックグラウンドの色が低くなるまで脱色、次いでぶ切水による洗停を5分

uu行った。風乾後、タンパク質のバンドを切りiliし、アミノ酸シークエンサーでの分析の
誠料とした('1'野 1993)。マイコウイルスのインタクトな試料のバンド、>>..び決化ンアン

分解でfJ}られたバンドからアミノ酸配列をアミノ酸シークエンサーPSQ1mi4土)、及び気

品1シークエンサ-476A(Pcrk川 Elmcr)を川いて決定した。

3 : 結'*及び考察

Fusariu11l幽からの染色体外レプリコンのスクリーニングの結，*， F. solatl; f. sp 

robiniac SUF704から 2種類のdsRNAが検出された。 dsRNAは、マイコが イJレスのゲノム

として良く験出されることより、 F.solani SUF704からマイコウイルスの精製を試みた。

F. solani SUF704からのマイコウイルスの精製は、細胞州J11試料から各締法心分離を繰

り返すことで行った。最終材製段階の織化セシウム密度勾配主主心分離で得られた分1
'
同から

核僚を;1111.1'.1...、アガロースゲJレ電気泳動による分析の結束をFig.1-5に示したo dsRNA 

M1、M2が検出されるピーク分間は浮遊"街!立 1.36g/O1Iであった。 dsRNAのみの浮遊密度

は、第 1.宮、第 1I加の実験2.3の担化センウム'#;l立勾配泌心分離 (d=I.55g/O1I)の紡来、

i主心チコープの!まに分同lされることから1.55g/O1I以仁であった。マイコウイルス調製の

結-*、浮遊1的主 1.36g/O1Iに分画されたことは、これらのdsRNAがタンパク質などと復合

体を形成している可能性を示唆する紡来であった。また厄化セシウムtif液1)'での浮遊密度

1.36 g/O1Iは、他のdsRNA?イコウイルスで得られているlirr(1.30-1.40 g/O1I)と良〈 一

致した (L町nkcand Nash 1974)。植物の球状のRNAウイ Jレλについてカチオン樹立や、 pH

によるコンフォメーション変化をアガロースゲル屯気体動によって検出する報告があった

ので (Hcaton1992)、 ショ精精度勾配i必L、によって符られたマイコウイルス分Iluiをそのま

ま アガロースゲjレ活気泳動による分析を試みた。 711気泳動したグルを核般のインターカ

レーション剤である共化エチヂウムで染色し、;t，外線)I((~n'で件られた核酸バンドと、タ

ンパク質の染色弗lであるクマシーブルー染色で得られたバン ドが同ーの位iEに現れた。ま

た、この絞般バンドは DNase1、RNascA 処~I!に耐性であった (F i g. 1，6)。
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buoyant density (g/ml) 

high. 

1.47 1.36 • 
-ーlow
1.20 M 

Fig. 1-5. Agarose gel electrophoresis of 
dsRNA extracted from fractions obtained by 
CsCl density gradient centrifugation. The 
七op，bottom and dsRNA peak fractions had a 
buoyant density (g/ml) of 1.47， 1.20 and 1.3 
6， respectively. Lane M，λHindIII size 
marker. 

2 1 2 

4・-nucleoprotein 
Panel A PanelB 

Fig. 1-6. Nuclease-resistant nucleoprotein structure 
of mycovirus FusoV. Sucrose gradient fraction， 
showing the peak of dsRNA content， was treated with 
both DNase 1 and RNase A， and separated by 1.0も agarose
gel electrophoresis. The resulting gel was stained 
with ethidium bromide for nucleic acid， and 
successively stained with Coomassie Brilliant Blue for 
protein. Panel A， ethidium bromide staining; panel B， 
Coomassie Brilliant Blue staining; lane 1， intact 
fraction; lane 2， nuclease-treated fraction. 
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以上の結*は、 Jilc化エチヂウム、クマシーブルー I~~染色法で確認されたバン ドが、 dsRNA

とタンパク質の複合体であり、タンパク質によってdsRNAが nuc1eascのアタックから保

護されている構造にあると与えられる。これらの紡法から、 dsRNAM I、M2がマイコウ

イルスのゲノムであることが強〈示唆された。ibt終料製マイコウイルス分耐をネガテイプ

染色し透過型~{t+顕微鏡で観察した紡呆、エンベロープを持たない直径 30 即日 の疎状の

Fig. 1-7 Electron microgram of negatively 
stained (2も phosphotungsticacid) FusoV 
particles. Internal Bar represents 100 nm. 
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粒 Fが確認された (Fig.1.7)。以上の結果からdsRNAMl、M2は F.50lani SUF704株中に

存在する直径 30n m の成状のマイコウイルスのゲノムである事がI~J らかになった。この

マイコウイルスを PryorとBoelcnによる命:1'，法に従って、 FusoV(Fusarium立QJani工irus)

と名付けた (Pryorand Boclcn 1987)0 FusoVを情成するタンパク質のSDS-PAGE分析から、

44 kDaのタンパク質が検f11された(Fig.1-8)。マイコウイルスは一般的に1種類のキャプ

シドタンパク質でウイルス粒子を形成している事から、FusoVで検出された44kDaのタン

パク質がFusoVのキャプシドタンパク質であると考えられた。

4・66(kDa) 
4・45
~34 

4・ー24

Fig. 1-8 Polypeptide present in the FusoV. 
The final FusoV preparation WdS boiled in SOS 
buffer， and electrophoresed in a SDS-
polyacrylamide gel (8 も). The gel was stained 
with Coomassie brilliant blue. Molecular mass 
markers were bovine albmin (66，000 Da)， egg 
albumin (45，000 Da)， pepsin (34，700 Da)， and 
trypsinogen (24，000 Da). 

FusoVは1.9kb、1.7kbの2つに分節したdsRNAをゲノムに有するエンベロープを持た

ない11I径 3011mの球状のウイルス粒子であり、 この粒子は主に44kDaのキャプシ ドタン

パク質によって併成されていた。この情造は、マイコウイルスの一般的な栴造、 すなわち、
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1 )エンベロープを持たないIlil干25-50nmの掠状の枝子であること、 2)1級車1のキャブ

ンドタンパク質 (12-125kDa)でウイルス粒 fが僻成されること、 3)分節していないか、

又は数本に分節したdsRNAをゲノムに有すること、4)分節ゲノムは各々別々のウイルス

粒rにパァケージングされていることと良〈 致していた (Buckct al. 1984)0 FusoVの
キャプシドタンパク質のアミノ酸配タIJを決定するためアミノ般シークエンサーによる分析

を行った。インタクトなキヤプシドタンパク質をJIJいた場合、アミノ酸配列を決定するこ

とができなかった。以上の結来的2ちキャプシドタンパク質のN~端は何らかの修飾を受け

ていると考えられた。そこで、臭化シアン分解で符られた 15kDaと 29kDaの断片をm

いて実験を行ったところ、 15kDa断片からはインタクトな試料I，.J械NA:端が修飾されて

いるらしく、アミノ般配亨IJを決定することができなった。

44 kDa 

15 kDa 29 kDa 

N-terminal 

cyanogen bromide 
cleavage point 

C-terminal 

Gly Asp Phe Ser Pro Val Ala Thr Ser Asp 
Val Val Asn Phe Ala Ala Ile Arg Ser Ile 
Ile Ser Gln Phe Gly Gly Phe Gln 

Fig. 1-9 Presumed structure of capsid protein. Cyanogen bromide 
cleavage of the capsid protein generated two peptide fragrnents of 
15 and 29 kDa. N terminal of intact protein and 15-kDa fragrnent 
was blocked against Edman degradation. Twenty-田 ght四四oacid 
residues was dete口ninedfrom 29 kDa fragrnent using 476A protein 
sequencer (Perkin-Elrner). 
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-Jj、29kDa断HーをHIいた結果、 287ミノ鮫残基の配列を決定できた。15kDa断片の

N末端が修飾されていること、 15kDa断片と29kDa断片を合わせると4'1kDaとインタ

クトなキャプンドタンパク質と同じ分 jciA;となることから、Ji!:化シアン分解によりイ ンタ

クトなキャプシドタンパク質のN末端側から 15kDaの、C末端側から29kDaのポリペプ

チ ド断片が伴られたと与えられた(Fig.1.9)。キャプシドタンパク質のN末端が修飾され

ている例として、防I:j:Sacc!Jaromyccscercv;，日記の L-Avirusでは、N末端がアセチlレ化さ

れていることがIYJらかになっている。このアセチJレ化に働く術主師事l苦の遺伝子MAK3

w!且intcnanccof killer)がクローニングされている (Terceroct al. 1992)。この遺伝子産物

件acctyltransferaseが機能しないとキャプシドタンパク質の集合が脱;!?され、ウイルス粒

子を形成できなくなる(Tcrccroand Wickncr 1992; Tcrcero cl.1. 1993)0 FusoVにおいても

第25tで詳しく 示すが、 dsRNAM1、M2は、各々一つの遺伝[-(ポリメ ラーゼとキャプシ

ドタンパク質)をコー ドしている事から、キャプシドタンパク質のNぷ端の修飾に関与す

るHFJEは術主I宙111;!るであると考えられた。

別j捕物に感染するdsRNAウイ Jレスは、分節 dsRNAゲノムが 10-12本あるゲノム構造

を取っているRcoviridacれと2つに分節したゲノムを持つBirllavi，.idac科に分類されている。

点、マイ コウイルスは SacclJaronリFιescercv山町のL-Avirusのように、 5kb弱の分節

していないdsRNAゲノムを持つ域状ウイルスであるTotiviridae科と、 F'usoVが合まれる2-

4本に分節したdsRNAゲノムを布する球状ウイルスのPartitivIridac科 (Ward1993)、吏に

Cryphoucetria parasitieaのim病原性形質を引き起こすCHVlなどが含まれる11-1 3 kbの
JI'分節ゲノムを持つHypovirida必十に分茸lされる (Murphyel al. 1995)0 Partitiviridacf;トは2

つに分節しているゲノムを持つ点でBirnav;，.idae科に煩似であるが、ゲノムサイズと遺伝

fの情造がjてなっている (Koonin1992)0 Hypoviridae科は、分節していない大きない 1-

13 kb)のdsRNAをゲノムに持っていること、またキヤプンドタンパク'i'lを持たず、ヴェシ

クJレにくるまれているというエンベロープ榊iZを持っている点で (Hansrcnet al. 1985)、

一般的なマイコウイルスのTotiviridae.科、 Partilivi円dae:科とはかなり性質が異なっている。

l副首lに感染するマイ コウイルス特にTotivi円dac科、 Partitiviridac科では、動植物に感染す

るdsRNAウイルスに比べ構造的に単純化しており、 レオウイ Jレスなどで見られる転写と複

製が行われるウイルス内部のコアと呼ばれる抜般タンパク質彼合体との類似性が指摘され

ている (Chengct .1. 1994)。一方、マイ コウイルスとして主要な属になるTot山口dae科に
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はJJ;t生動物で発見されたdsRNAウイルスが含まれ、またPartitiviridac科には地物ウイルス

のcryptovirusが含まれると考えられている (Ward]993)。また、 I註近では、ヒト、ウサギ

などの動物からPartitivirida必十ウイ jレスに額似の 2-3本に分節したdsRNAをもっ

picobirllavirusの発見が報告されるなど (Ludertand Liprandi 1993: Gallimorc ct al. J 993 

Gallimorc ct al. 1995)、歯車iに特異的と与一えられていた]-数本に分節したdsRNAを宿す

る単純な構造のウイルス (Totiviridac.Partitiviridae;科)カぜ由物 船物からも見いだされた

ことからFusoVを含めたマイコウイルスが、これらdsRNAウイ jレスの進化を含めより興味

深い研究対象になると思われる。

W，3節

FusoVの伝達株式

l 実験1:1的

一般的に、マイコウイルスは街主且iを浴I車させることはなく、細胞外の続出?による水平

感染はできない。マイコウイルスの水・F感染はマイコウイルスを持つ耐と同一的糸融合併

に属するl自のHlJでI菌糸融合によって行われる (Lcmkeand Nash 1974)。一方、胞子を介し

ての次世代への伝達は無f上l抱Fである分生胞fを介する場合の伝達率はrzいが、イI宇E胞子
である子護l胞子での伝達が起こりにくい例も報告されている。 FlIsoVカ?凶糸融合で伝達す

るのか、胞子を介してどのねl立伝達するのかについて検討を行った。

2 : 実験方法

2 - 1 ・実験に朋いた FusariulIli~株、及びその培必条件

ノド実験に)f1いたFusariuml岩は、 ニセアカシア枝枯制的 F.solani r. sp. robiniaeSUF704、

I~-胞子分離によ って符られた FusoV 欠務株 SUF704 - frcc、同分化型の SUF577 、 SUF578

株であり、 PDA培地上で継代維持した。迅速dsRNAtulo'Uに朋いるl富は、 51111のCYPC培地

で30't、 100spm 、 5 日 l:U lit~ した。 l菌糸融合実験のl~のマーカ ー形質として儲椴1"1化系

欠航変異を持つ変j沢一I泊株の作成を以下の方法で行った。継代維持しているPDA培地上のコ

ロニーから5mm x 5 mmに削i糸体を切り111し、 MMC培地 (Tablcト2)に柏繭し、 25'tで

mdE中に出現する成長速度の向いセクターを分離し、 lWi僚をlji-i程表iJJi.に含むMM府地
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(Tablc 1-2)に組踊し培長したl岩糸体から単l泡f分離を行った。符られたlji胞子分離株のl

MM培地で気[1:1Q面糸を作らず薄いコロニーを形成する株を硝酸同化系欠航変ー央株と して追

抜した。

Table 1-2. Medium compositions used for nitrate assimilation pathWd) 

mutant 

basal medium trace element solution 

sucrose 30 9 citric acid 5 9 

KH2P04 1 9 ZnS04・7H20 5 9 

MgS04・7H20 0.5 9 Fe(NH4)2(S04)2.5H20 1 9 

KC1 0.5 9 CUS04・5H20 0.25 9 

FeS04・7H20 10 mg MnS04・H20 50 mg 

agar 20 9 HJB04 50 mg 

trace element NaMo04・2H20 50 mg 

solution 0.2 m1 per 95 m1 of H20 (pH 5.6) 

per 1000 m1 of H20 (pH 5.6) 

MMC medium (minimal agar rnedium with chlorate) 
1000 ml of basal medium 

L-asparagine 1.6 9 

NaN03 2 9 

NaC103 13 9 (pH 5.6) 

MM medium (minimal medium = nitrate medium) 
1000 ml of basal rnediurn 

NaN03 2 9 (pH 5.6) 

NM medium (nitrite medium) 

1000 ml of basal medium 

NaN02 0.5 9 (pH 5.6) 

HM rnediurn (hypoxanthine medi山川
1000 ml of basal medium 

hypoxanthine 0.2 9 (pH 5.6) 

AM medium (ammoni山nrnedi山n)

1000 ml of basal mediurn 

ammonium tartrate 1 9 (pH 5.6) 

UM rnedium (uric acid medi山川
1000 ml of basal mediurn 

uric acid 0.2 9 (pH 5.6) 
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2-2 :分生胞子(無性l臨f-)を介する FusoVの伝達{情性サイク Jレでの正~llI伝捕)

PDAで継代維持してきた F.solan; SUF70~株を新たに PDAll'f地に植 I~ L-、 25'Cで 1週

間培長し、借地点I面に広がったコロニーを滅菌ぷf{{水3mlで洗浄する 'j~で分生l泡チ懸濁液

を科た。この懸法i波を、 1.0ml HIのピペットチップにガラスウーJレを詰めた分生胞子1"1

収mのフィルターを通し、浪人したl菌糸を取り除いた。分生l胞子懸樹液中のJrH 数を1(11球
~1'rH証です):).主し、 J;(天上持地一枚j]たり ]0 から 50 分生l出 Fとなるように、分生胞 F懸濁波

をPDA年f地に塗り広げ、 25'Cで培益した。li11胞子由来のコロニーを肉眼で縦認し、同コ

ロニーを新しいPDA培地に移植した。この様にして科られた、 'i1胞 F分離株を51111の

CYPC培地に組i自し培養後、得られた幽糸を迷心分離によ って 1"14~ し、 自作 1 f.f.第 I節2-2

の迅速dsRNAflll1l'.法 (Soroussic1 aL 1989)をJrjいてdsRNAの検出を行った。

23 附糸融合によるFusoVの伝達

j主点俄耐性変異株から f~}' られた日lj 椴!日l化系欠Hl変'jI，株は、巾-32AE淑として IJI!.的般を合

むNM栴地 (Tablc1，2)、アンモニウムを合むAM明地 (Tab1c1 2) 、 IJR僚を合むUM~地

(Tableト2)、hypoxanthincを合むHM府地 (Table1，2)にそれぞれ組l到し、各々f地での成長

を親株の SUF704 、 SUF704 - frcc 、 SUF577 、 SUF578妹と比較する 'j~で、川般|υl化系の制

酸還JC醇ぷの構造遺伝fに変異を持つnit1 変異株なのか、硝般還元再~，k;、 'II~川被忍JC静，k;

の制御遺伝Iじに変異を持つl1it3変異株であるのか、硝俊足元防，k;のi'Ii性発現に要求される

モリブデンコファクターの.iu伝子に変異を持つNitM株であるのかを決定した。;J.:'jI，ill伝

子ーが異なる変異株1，;1士の組み合わせをJIIいて、 MMm地lーでSUF704株の変異株(ドナー)
と、 SUF704-frec、SUF577、SUF578(レシピエント)を対峠鼎坐した。Jnいた阿株の薄い

コロニーの境界I(IIに、的糸H迎合によって1IIIj株の変民が相補された紡米生じた気中l描糸を

伴って成長するヘテロカリオンの菌糸を分離し、 MM培地で25'C、 1 週J:JJJib~ した。 ヘテ

ロカリオンのコロニーを滅的ぷfd水で洗浄し分生胞子を得た。この分生胞子からレシピエ

ントの表現!~iの株を分離し、この株がdsRNAを保持しているかどうかについて迅速dsRNA

柑IH'r法 (Seroussi01 aL J 989)により検討した。
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2'4 : f議胞fを介したdsRNAの伝達(布性サイク Jレでの垂直伝婚)

F. soJaniは一般的にイI性世代が見つかつてない不完全菌類に分矧されるが、 F.solani f 

Sp. Tobiniaeは有性世代である子護世代が見つかってお り、 交配が可能である(松尾 etal 

1980)0 F. soalni SUF704、SUF577[mating type. MF (+)[、 SUF578[mating type. MF (一

)[を )TJ いて交配実験 (mating) を行った。交配には-}Jの株を PDAll~地仁にコロニーを形成

させ、他方の株をPDA府地上の相手方のコロニーから滅菌蒸留水で洗い出した分生胞子懸

樹液として川なし、 PDA上のコロニーに分生胞 f懸濁液を方11え、余分な懸濁液をピγベァ

トで取り除き、25'Cで4迎]UJ培養する:tJJで行った。交配笑験は、 SUF704(PDA: growth 

011 PDA) x SUF577 (C. S.: conidia suspension)、SUF704(PDA) x SUF578 (c'S.)， SUF577 

(PDA) x SUF704 (C. S.)， SUF577 (PDA) x SUF578 (C. S.)、SUF578(PDA) x SUF70'1 (C 

S.)， SUF578 (PDA) x SUF577 (c， S.)の組み合わせで行った。交配の結果 PDA培地上に

形成される j三議伎を分離し、スライドグラス !こに来せ、記事弘J水を添加lしカバーグラスを被

せて押しdiしたところ、 'Jt学顕微鏡による観察で千饗胞子が観察された。子議殻をl車糸か

ら分離する際に紛れ込む分生胞子からマイクロマニピュ レーターを川いて干袋胞子を分離

した。子饗l泡fをアルコーJレ滅菌してあるホールスライド中で、滅的水に浸しながら(1金

.LfをJI[いて出した。特られた胞子液を大きめのカバーグラスに2也寒天を含むPDA常一地の

o"、シー トのー)iの端に槍り、その後、 pq分子分析用の台に取り付け顕微鏡下で子君主胞子
をマイクロマニュピレーターで分離した。幾つかの胞子を分離後、 PDA培地上に来せて、

25'Cで一晩培養し、。[1びてきた菌糸を新しいPDA培地に移した。得られた分離株から込

;Ads R N A 111111'，法(Seroussict al. 1989)によってdsRNAをjJlllilし、 f護m弘子を介してFusoV
が伝達するかどうか検討した。

3 結決及び考若手

F. solani SUF70'1株から得られたIi1胞子分離株からdsRNAを州IIJJし、アガロースゲJレis

欠泳動で分析を行った(Fig卜10)042抹の分離株を分析した結来、その約 859もにあたる

36株からdsRNAM 1、M2が倹出された。FusoVのdsRNAゲノムMlとM2は必ず二つ一組

で伝達されてお り、 MlまたはM2のみが伝達された株は存在しなかった。 栽培マァシュ

Jレーム (Aga円 Cl/Sbisporus)ではdsRNAの脱務は、 E自の致死j副主よ り2'C低い温度で培養

し、コロニーの先端を切り取り、新しい明地に移梢し、 高温条件で消長する操作を繰り返
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す点法 (Lcmkc.nd N.sh 1974)で、また、C.parasiticaでは ー10'1::で 24時間凍結する

(Fricsc et .1. 1992)などの過附な条件で処理することによってはじめて得られることが報

倍されている。しかし、 F.5ol.n; SUF704i:l<ではtifに単胞子分離によってdsRNA脱部株が

符られた。

single spore isolates 

Fig. 1-10. Fusov transfer through conidia. DsRNA viral 
genome was extracted frorn single spora isolates of F. solan; 
SUF704， separated by agarose gel electrophoresis， and 
detected by ethidium brornide staining. Lane M，λHindIII 
size marker. 

このF'usoV脱務株をSUF704.rrcc株として以降の尖験にJlJいた。C.para訓 tlcaのdsRNA保

持株ではtjd病師、性形質の他に幾つかの形賀、成長i主1Stの低下、コロニー形態の変化、色，ki

生産性の低 F、分生l泡Fの生Ri性の低下が報告されている (hypovirulcnceassociatcd 

traits: Hillman ct al. 1990)0 FusoVでは、 SUF704株とSUF704.rrcc株Iiリに、成長i創立、コ

ロニー形態、色ぷ生死性、分生胞子の生産性などの形質に-l;IJl変化は観祭されなかった。

単l砲千分離株でdsRNAを保持している株は、全てM1、M2両方を保持していた仰この事

から、 FusoVの彼製に際して、 M1、M2が相互依イf-的な関係にあるこ‘ f 嵯された。

菌糸融合によるFusoVの伝達を確認するために、 FusoVのドナーとなる F.soJani 

SUF704とレシヒ.エントにffjいる、 SUF704.rrcc、SUF577、SUF578の各株にマーカー

形'i'lを付与する必J::があった。そこで、 ilii膏1での菌糸融合鮮の決定'.Af験に&<用いられて
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いる制限同化系欠m変穴zマーカーを用いることにした (Correllet al. 1987; Klittich and 
Lcslic ] 988; Malardier et al. 1989)。

Molybdenum 
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(NitM) 

，¥ 
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簡単な硝酸同化系の経路をFig.1.1 1に示した。
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Fig. 1-11 Nitrate utilization pathway in fungi. Nitrate was 
reduced to nitrite by nitrate reductase. Resulting nitrite was 
subsequently reduced to ammonium by nitrite reductase. Nitrate 
reductase was regulated by pa七hway-specificregulatory protein 
and requirect molybdenum cofactor for enzyme activity. Nitra七e
reductase reduced chlorate， an analogue of nitrate， 乞ochlorite. 
Resulting chlorite was toxic subs七ance. The chlorate resistant 
strains can be classified into three types of mutations， nitrate 
reductase structural locus (nitl)， pathway-specific regulatory 
locus (nit3) and loci associated with molybdenum cofactor (NitM). 

R~地 rjlの制限は mtrate permlascによって的体内に取り込まれ、{ijlj酸還元野手素 (nitrate

rcductasc)、ilE硝酸還元酵素 (nill山 reduclase)によって還元され、最終的にはアンモニウ
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ムとして利J+Iされる。制限のアナログである泡ぷ酸 (chloratc)は、備隊滋Jし酵素によって

還元され、#伯物質である:!IE溢素般 (chlorite)を生じるので、備隊還元酵，{.;f，首位をもっl車

は温AE般を含むMMC培地中では著しくその成長をfill'，ヰされる。MMClif地中で備隊還元活

性が欠打iした株は培地中のアスパラギンを12JEi原として相Ijmしセクターとして1f1殖するこ
とを干IjJlIして備隊還元前性が欠如した変異株を分離した。変民株には倒般足立元解，{.;の構造

泣伝子が変異を受け、.fri!i酸を.iji-f量点滅として含むMM培地で卜分な成長ができないnit 1、

姉酸還兄酵ョ語、 !IE1ii'i般還元静*-の制御遺伝 Fに変拠を持ち、リ[ii自般をt件A2RJE湖、とする

N Mll'\地と MMFJ地で|分な成長ができない /Jit3 、 6ì'í般還元円FJ;のt，fõl'l 発現に~;jと されるモ

リプデンコ7アクターに関連する遺伝子に変異を持つNitMに分けることができる。モリ

ブデンコファクターはヒポキサンチンから版酸への代謝を行うプリン脱ぷ，{.;砂，.{!;(purinc 

dchydrogcnasc)においても必須であり、 NitM*'%株はMMll'¥地、ヒポキサンチンをlii 宅

AEiEiに合むHM!:}地でlfI殖できない。この織に各般5EAZi13、を民にする府地のlfI殖を野生j:l，

と比較すること で、{Jì~般|百l化系欠tH変異株のタイ プ分けをした。 この燥にして仰られた

lllt変民株のl判、 rzぃ頻度で野生型に復帰変3もする株からトランスポソ.ンの分離を行った
*'1{(深い搬feFカξある (Daboussict al. 1992; Julicn et al. 1992: Langin ct al. 1995)0 F. 

solanIをI孟ぷ般を含む府地 (MMC広告地)で主再建したところ、成長の日1いセクターが ]コロ

ニーあたり Iセクターの頻度でlHIltした。SUF704株では符られた駈ぷ般耐性変民株の内、

車ij80%がMM1it地中では薄い白糸のコロニーを形成する町'jlIJl同化系欠航変%株であった

(Tablc 1 ， 3)。 制般!司化系欠m事'%株の変異m~位の))11 では、 46% が制舷還元防本の締法泣fë.

fに変i鳴をもっtIi l]、31唱が的僚還元防索、 illi.石市酸沼元酵，{.;を制御lしている制御ill伝子に

安異をもっnit3、23叫が硝酸還充酵，f;の活性発現に要求されるモリブデンコ 7アクターに

関連する遺伝子変興を有するNitMであった(Table1針。SUF704の NitMとSUF704.frcc

の nit1株をJJJいて行った菌糸融合実験の車古来、同コロニーの境界IfIiに、ヘテロカリオン化

によって各々の変異が相補されて件られた気ql菌糸を伴う閣の成長が観察された (Fig卜

12)， SUF704 NitM株とSUF577nit 1株、 SUF704NitM株とSUF578nitl株をJJJいた対的

精益では、 I自糸融合に由来する気中的糸を伴う成長は観察されなかった。SUF704と

SUF577、SUF578は別のE両糸融合群に泌するため相輔されなかったと考えられる。
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Table. 1・3Genotypes 01 nitrate non-utilizing (問。

mutants lrom F solani SUF704 

number of 

nit 

mt mutants class number of 

chlorate 

resistant 

mutants 円、utants 叩t1a mt3b NitMC 

100 78 36 24 

a mutation at nitrate reducatase structural gene locus 

b mutation at pathway specific regulatory gene locus 

C mutation at molybdenum cofactor loci 

F solani 
SUF704 
NitM 

18 

F solani 
SUF704・free
nit1 

Fig. 1-12. Hyphal fusion between F. solani SUF704 and its 
FusoV free derivative (SUF704-free). NitM mutant of SUF704 
possessed a mutation at molybdenum cofactor associated loci 
required for nitrate reductase activity. SUF704-free nitl 
had a mutation at nitrate reduc七asestructural gene locus. 
Hyphal fusion between SUF704 NitM and SUF704-free nitl 
resulted in an appearance of aerial hypha (wild type growth) 
on the Czapek-Dox agar plate because their mutations were 
complemented each other by making heterokaryon. 
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SUF704 NitM株とSUF704.frccnitl株の凶j(と融合で仰られた針生3目的糸からt11離された単

胞子分離株からレシピエント株と同じHM培地で成長できるがMM培地では成長できない

nit 1形質の妹を選択した。 nitl株からdsRNAをilll:1Jし、アガロースグルfl1気泳動で分析し

た結来、 12'i1胞子分離株の約909品にあたる 11株からdsRNAMl、M2が検出されたこと

から菌糸融合によってFusoVが伝達されることが線認された(Fig.1 13)。

Fig. 1-13. Transfer of Fusov through hyphal 
fusion. Single spore isolates from 
heterokaryon hypha were tested for nit 
mutation class by comparing the growth on 
various nitrogen source medium. DsRNA viral 
genome was extracted from single spore 
isolates possesseing nitl mutat斗on，and 
analysed by agarose gel electrophoresis 
Lane M，λHindIII size marker. 

一般的に同一l誼糸融合併I:UではdsRNAが良〈伝達されるが、 nなるi車糸融合排IIIJでは伝述
されにくいodsRNA hypovirusがl菌糸融合によって病原性株に伝達され、病Jjj(性株をEij病

1ft性株に形質転換する性質をJtjいた C.paras;ticaの biologicalcontrolにおいても、前糸

融合群の隊壁によるdsRNA伝達の制限が!問題になっている (dsRNAhypovirusは異なる菌

糸融合IlfHlJでは伝達されず、また交配によって符られる F裂JriH-へもほとんど伝達されな

い)0c. paras山 caでは微々な菌糸融合群の株に dsRNAhypovirusを導入するために、人

工事j絹原性株 (cngincercdhypovirulcnt strain)の作製が考えられている。人仁弱病Jj;t性株は、
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dsRNAゲノムの完全長cONAをmRNAとして機能するstrand(positivc strand)カQ伝写される

よう に構築した形質転換ベクター(感染性cONA)をrnいた形質転換によって得られる形質

転換体で、細胞質'1'にcONALll来のdsRNAが平{-在している (Anagnostakisand Oay 1979; 

Choi and Nuss 1992; Chen ct al. 1993. Chcn ct al. 1994. Nuss 1992)。

Fusariuml1Jは不完令的事Iに分類されているが、 F.solani r. sp. robiniacは有性世代(子主主

世代)が朝lられており、子議世代の学名は Hypomycessolaniまたは、 Nectria!Jacmatococca 

である(訟足 ctal. 1980)0 F. soJaniの交配は、-)，の株をPOA培地トに形成させたコロ

ニーと して、他方の株を分生胞子懸濁液としてm立し、POAJ二のコロニーに分生胞子懸濁
減を加えることで行う。 F.soJaniの病原性株での交配はヘテロタリックであり、これは

事l合唱+、 のj~ ftを共存させなければ成熟子主主胞子が形成されない。 一 )J 、 J lo J，品目lt描は

ホモタリ ックであり他の株との交配なしにPOA培地七で容易に f溢JYHを形成する。また、

F. 801aniは雌雄!日l休の株と雌雄具体の林ーがある。ここでの雌性とはPOAJi';地 lーでコロ

ニーを形成させる仰lの株としてJIJいた場合にのみ交配"rimな株のことで、雄世U:は分生j血
H伝溺f良川の株としてj刊いた場合にのみ交配可能な株のことである。 酎t雄同体の株はPOA

m地にコロニーを形成させても、分*-胞子懸濁液としてJIJいた場合でも交配可能な株のこ
とである。つまり、 F.sοlaniには、雌雄同体の布l合'1'1(+)の株 IMF(+)1、雌雄|百l体の和合

唱{ー)の株 IMF(一)1、雄性の布l合型(+)の株 1M(+)1、雄性の布l合型(ー)の株 1M(ー)I、雌

性の利子~}\'I (+)の株 IF(+)1、雌1'1の布一l合型(-)の株 IF(ー)1が存在する(松尾 ctal. 1980)。

SUF577は IMFけ)IでありSUF578は IMF(一)1なので、どちらをPOA常地上にコロニーを

形成させても、他方の株を分生胞子懸濁液として添加lすれば子君主胞子を形成する株同士で

ある。F.soJarJi SUF704とSUF577、SUF578株HUでの交配笑験から、子嚢殺が]形成され

た荊lみ合わせは、 SUF577(POA: growth on POA) x SUF704 (c. S.: conidia suspension)の

みであった。コントロールのSUF577(POA) x SUF578 (C. S.)、SUF578(POA) x SUF577 

(C. S.)では f君主役の形成か澗察された。F.soJani SUF704の分生胞子とPOA培地上に形成

したSUF577株コロニーの剥lみ令わせでのみ子議殻の形成が見られ、かつ子嚢胞子が観察

されことから F.soJani SUF704は 1M(-)1であると考えられた。 SUF577(POA) x 

SUF704 (C. S.)で得られた8つの寸o;J'tJYrl!-[-qi離株からdsR1、仙の制la-1を行ったがdsRNAは検

lllきれなかった (Fig.I-14)。
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ascospore isolates 

Fig. 1-14. Transfer of FusoV through 
ascospore. Ascospores from mating between 
F. solani f. sp. robiniae SUF704 and SUF577 
were obtained using micromanipulator under 
microscope. DsRNA viral genome was 
extracted from ascospore isolates and 
analyzed by agarose gel electrophoresis. 
Lane M，λHindIII size marker. 

この結果から、 FusoVは子主主胞子を介して伝達されない可能性が示された。 F.solaniか

ら得られているIpDNA染色体外レプリコンのpFSCl、pFSC2は、 i立性遺伝する事が知られ

ている。つまり、 PDA培地上でコロニーを形成させる雌性株にIpDNA保持株を朋いた場合

にのみ、子糞11包子にIpDNAが伝達される(Samacand Leong ] 988)。この点で、 F.solani 

SUF704が雌性の株でないことがJJ;(囚でFusoVが伝達されない可能性が#えられた。

無性JI'~子 (asex u a l spore)と有性j胞子 (sexualsporc)でdsRNAの伝達パターンカσ変化する

例は、サピ幽の MeJampsoralilliで似察されている (Lawrenceet al. 1987)。この織な

dsRNAの菌糸融合や交配による伝達性の述いは、dsRNAの宿主細胞内での局在期¥f'立によっ

て異なっていると考えられる。一般にマイコウイルスは細胞質にイI:ftしている(Lcmkc

1976)事から、菌糸融合のような細胞質成分の交換が含まれる過程では伝達されるが、有

性生殖では母性遺伝すると考えられる。 FusoVの伝達実験の結巣は、 一般的なマイコウイ

ルスの伝達によく一致しており、 FusoVは F.solafJi SUF704株の細胞質中で複製維持され
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ていると与えられる。地物の cryptovirusは、 2つに分節したdsRNAをゲノムにイ「し、 l

つのキャプγ ドタンパク'l'iで構成されるエンベロープを持たない球状ウイ Jレスであり、 7

イコウイルスに茸l似の構造を持っている。しかし、宿主細胞'1'での存在部位がマイコウイ

ルスが剖11胞質であるのに対し、純物 cryptovlrusは核に存在していると4・えられている点

で民なっている。刷物 cryptovlrusは伎にイ{-在することから、花粉を介した場合でも却IJ'f'

Iy，に純子感染する(夏秋 1993)0j止近、プロトプラスト化した桁主菌とマイコウイルスを
PEG沈殿することでマイコウイルスの人為的な導入を行った織作がある (Vander Lcndc et 

.1. 1995)0 FusoVにおいても、I"JtJ<な下法による人為的な他のl車株への導入は、術主域の

観点から市wな研究課題であるが、 FusoVが導入されたi1i株を検出するための選択マー
カーが現時 1，'，(では見つかっておらず、今後の研究，iZ題である。
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第 2，';1: FusoV dsRNAゲノムが布する遺伝 fについて

緒3

ニセアカシア枝杭病11:iF'usal山 u/501all; f. sp. rob;1I日eSUP704から発見されたマイコウ

イJレスFusoVは2つに分節したdsRNAゲノムをイiし、そのサイズはM1が1.9kb. M2が

J.7kbと小さく 、44kDaの つのキヤプシ ドタンパク'l'iからなるp'(f干30n日】の球状のウイ

ルス粒 Fであった。これらの特徴からFusoVは、Partit i vi ridacf-十に以するマイコウイルス

であると考えられる (BlIckand Ghabrial 1991)0 dsRNAウイ ルスは、 ー般的に次のような

科に分百iされている。 1)Rcoviridac科、 10-124>'に分節したゲノムを持つ複雑な構造を

有するウ イルスで、動物、純物を街 iミにする feoVlfUs、roliWlrusが知られている。 2)

TOliviridac科、 5kbf'，U主の分節していないdsRNAをイIするL ンヴエロープを持たない球状

のウイ Jレスで、 JJ;lll:=.!助物や砂防 S;Jccl!aI"Omyc('s cCl"cvisiaeを1(1iミにするウイルスが知られ

ている。 3)Cys臼νiridae科、エンヴエロープをイiiる球状ウイルスで3つに分f出したゲノ

ムを持つウイルスで、baclcri叩 hagc世6が合まれる。 1)Hypοvirida('科、 キャプンドタンパ

ク'l'iを持たず、 liitJlI来のヴェシクルに包まれている13kbf'Oitの大き さの分節していな

いゲノムをイiするウイルスで、C.paras山 caを骨iiーとするマイコウイルス hypovirus

CHV1が合まれる。 5)Partiliviridal'科、 2__l!本に分節したdsRNAをの し、エンヴエロー

プを持たない球状のウイルスで、FusoVをはじめマイコウイルスの多くが合まれる。6)

8irnaviridac科、2つに分節したdsRNAをゲノムにイjするウイ Jレス、Partitiviridact;トに比

較しゲノムサイズが大きい。この科には、fflh物を干d主とする川fccliollsbursal d凶casc

vlrusが合まれる。ここにボした幾つかの科では代ぷ(j(Jなウイルスについて、dsRNAゲノ

ムのYiJ.J主配列の解析が行われており、ウイルスのイjする泣伝Fの機能ついて研究が進んで

いる [Wienerand Joklik 1989 (Reoviridae); Icho and Wickner 1989 (Totiv;ridae); Shapira ct 

.1. 1991 (Hypoviridac); M川dichcl.1. 1988 (Cystoviridac)lo -J]、l:/i茸lのウイ Jレスとし

て、主要な科であると与えられるPart山 viridae科では、以近までdsRNAゲノムの駈J"配列

の解析が行われていなかった。

l註近のウイ ルスの分類では、感染する術j，にJLづいた111来の動物ウイルス、植物ウイル

スといった分rtiから、ウイルスゲノムがどの燥な核般で構成されているか、ゲノム上の遺

伝ーfの構造といった分f生物学的な指標をJl:に、分宵lしI!'Iすτ1;))'検J;Jされている。実際
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に、植物ウイルス独1'1の科として分Jtiされていたウイルスの科の内、 3つの科

(.'?eoviridac. Rhabdoviridae. Bumyavi円dae)が脊維動物や非脊推動物のウイルスと同じ科に

分賀lされた (Ward1991)。この微な観点から、植物ウイルスの cryptovlrusが

PartiU viridad:十に入るのではないかと示唆されていた。その理由は、ウイルスの構造上の

宮i似性である (2つに分節したdsRNAをゲノムに有し、エンヴエロープを持たない 1つの

キャプシドタンパク賀で情成された球状のウイルス)。しかし、Part山 viridae科のウイ jレF

については溢法配列の1i'1械が乏しいこ とから分類の妥当性が維定していない。RNAウイ J1

スではRNAポリメラーゼのアミノ償問o911が分類の大きな折t票となっていることから、柏!!i

cryptovirus及びParilivi円dac科マイ コウイルスの庖基配列、特にRNA依存性RNAポリメ

ラーゼの配列を19Jらかにするこ とがfFたれていた (Ward1991)。紋近、 i立本村l物カニツ リ

グサなどに chokcdiscaseを引き起こす植物病原性糸状l富山ikinsoneJlaI!ypoxylonから発

凡されたPartitivi ridacf;トマイコウイルスの3つに分節したゲノムdsRNAの厄基配列が報告

された (Ohand Hi11man 1995)0 FlIsoVとA.!JypοxyJonのマイコウイルスとでは、 dsRNA

ゲノムが2つに分節するか、 3つに分節するかの点で大きなi主いがある。 FlIsoVdsRNAケ

ノムのjUL配長'1を'91らかにし、 A.lJypoxyloflマイ コウイルスや柑物 cryptovlrusの泊u.;{

と比較することで、 Partitiviridac科ウイルスのゲノム榊造の特徴を明らかにする 'I~ができ

ると与えられる。またFusoVは、 JI:'li';にti1純な構造のウイ Jレスであり、イjするゲノムサ

イズも小さく、ウイルス泣伝子発邸機構やウイルスゲノムの複製機併の解明のモデルとし

て適していると与えられる。以 tの山をl別らかにする目的でFusoVdsRNAゲノムに対す

るcDNAを合成し、Y4JL配がlの解析を行った。

I 実験11的

Fusariul1I SοlaIli r. sp. robiniae SUF704から発見されたマイコウイルスFusoVdsRNAゲ

ノムのイIする泣伝子を l別らかにする I~ 的で、ゲノムdsRNAからcDNAの合成を行い、血~.I;

両立がlの決定、 ORF(Open Rcading Fr3me)の決定、推定されるアミノ酸配列の相同性解析を

行った。

2 : 実験方法

本'x験に使ITIした試薬茸l及び笑験時J4は、使用前に121'cで15分n日のオートクレープ
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処理をしてJfIいた。特にRNAを取り扱う実験では、オー トクレープの条件を125'Cで20

分111)に変更した。

2-1 :ゲノムdsRNAに対するcDNAの合成

F_ 50lani SUF704株からのdsRNAの調製は、 1目指・第I節-2-3のセルロースカラムクロ

マトグラフイー法で料製した (Franklin1966)。精製dsRNA20μ1(7_5μg)に5μlの50

mM水酸化メチル水銀を変性剤として、また、 プライマーとして1.1μgのランダムヘキ

サマーを添1Jl1し、室i品で10分uuの変性処J'llを行った。変性試料に5μlの700mM 2メJレ

カプトエタノ-}レを加え、室視で5分間j放置後、 2μ 1(740kBq)の1a -32PI dCTP (110 

TBq/mmol)を添加した試料をJflいて、 TimcSavcrcDNA Synthcsis Kit (pharma口a)により

cDNA合成を行った。合成cDNA断片に EcoRI/NotI adaptorをライゲーンヨンし、 S-'IOO

Spun columnに通し、余分な adaptorを除l、後、 7アージミ ドベクター pUCI18の EcoRI

サイトにライゲーションした。cDNAライブラリ ーは、ライゲ-:/ョ ン反応液を』塩化カル

シウム法で調製した E_coli JM] 05コンピテント細胞に形質転換することで作成した

(Sambrook ct al. 1989)。高IIみ換え体プラス ミドを保持する形質転換体は、 500μg/mlの

同opropyl-l-thioβD-galactosidc(IPTG)、 100"g/mlの5-bromo-4・chloro-3-indolyl-s-D 

galactopyranosidc (X-gal)、50μg/mlの3mpicillinを含むLB寒天明地に塗イ11し37'Cで一晩

培長後、白色コロニーを選択することで得た。

2-2 ドットプロットハイプリダイゼイシヨンによるMI，M2 cDNAクローンの検出

2-1の}J法で合成したcDNAクローンがMI、M2どちらのdsRNAゲノムに由来するのか検

付するために、 dsRNAゲノムMI、M2を変性後ドットプロ γトしたメンプレンを川い、 各

クローンをプロープにmいたハイプリダイゼイションを行った。
精製dsRNAゲノムMl、M2をアガロースゲルHl気泳動により分離し、見化エチヂウム染

色後、ゲjレからMl、M2のバンドを切り fliした。各々切り出したゲルからdsRNAを

SUPRECTM-O] (Takara)をJlIいてれ11出向収し、エタノ -}レ沈殿後 100ng/μlのiT.1.立にな

るようにTE緩衝液に機解した。分離回収したMI、M2それぞれ10，， 1(1μg)に、 ]0μ lの

10xSSC、6μlの50mM水際化メチル水銀、 4μlの滅山』長官HAくを1Jl1え室温で5分1111放mL..
dsRNAを変性させた。 ドットプロ ット装m(BIO-DOT: BIO-RAD)に滅菌ぷfa水で5分1111、
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次いで2xSSCで10分1:llliij処則したナイロンメンプレン (GeneScreenPlus: Dupont)をセット

し、変性させたdsRNAをマニフォーlレドに注入し、緩やかに吸引しdsRNAをメンプレンに

l敗lfさせ、 80"Cで211寺I!n乾燥させdsRNAを|吋定した。コノトロールとして川いたcDNAの
プロッテイングは、迅速アルカリ法で抽出したプラスミ ドDNA25μ 1 (1μg) Iこ75μlの

0.25 M NaOH、0.5M NaCI裕液を加え、室温で10分n日政i?1し、アルカリ変性させた。

100μlの変性プラスミ ドDNAにきJfitの0.2xSSCを添加し、ドットプロ ット装置によって

ナイロンメンプレンにプロットした。

cDNAプロープは、迅速アルカリ法で抽出したプラスミドDNAをEcoRlで消化後、cDNA

インサート断片をアガロースゲル氾気泳動で分離しアガロースゲjレから切り出した

(Sambrook el al. 1989)。アガロースゲルからの挿入DNA断片のlul収には GencClean 1I Kit 

(8ioIOl)を)11いた。50ngのcDNAインサートを MultiprimeDNA Labclling System 

(A mersham)をmいて 32p標派した。
絞般をプロットしたメンブレンにプレハイプリダイゼイション緩衝液 (0.5M NaPB pH 

7.2.7弛SDS.1弛 BSA，1 mM EDTA. 50% dcionized rormamidc)を加lえ42"Cで 111寺|問プレ

ハイブリダイゼーションを行った後、cDNAプロープとキャリアーDNA(100pg/mlの

salmoll spcrm DNA)を添加し、 42"Cで1611寺IUlハイプリダイゼーションを行った。

ハイ プリ ダイゼーシヨ ン後、メンプレンの洗浄は、 5~品 SDS 洗ゆ液 (5% BSA. 1 mM 

EDTA. 40 111M NaPB pH 7.2. 51もSDS)にて42"Cで 5分11[j偲やかに娠品iし、吏に11品SDS

f，t斤ト液 (5%BSA. 1 111M EDTA. 40 111M NaPB pH 7.2. 1也SDS)にて42"Cで 5分1111ねやか

に振殺して行った。 洗浄後メンプレンをサランラップで被い、 X線フィルム (X.OMAT

Kodak)に感jもさせ、ハイプリダイゼイションシグナルを検出した。

2.3 サザンハイプリダイゼインヨンによるcDNAクローンの分析

ランダムにcDNAライブラリーから白色コロニーを選択し、迅速アルカリ法でプラスミ

ドDNAをj111:1:した。cDNAインサート断片は、 EcoRIまたは Notl消化によってベクターよ

り切り 111しアガロースゲル屯気旅動によ ってその大きさを線認した。これらcDNAイン

サート断片のlλ1500 bp以仁の断片を有するcDNAクローンを湿び、T'f度、 200ng相当の

プラスミドDNAを制限酵素消化後、 アガロースゲJレfE気泳動した。~:1気泳動後のゲJレを 7

Jレカリトランス 7ァー溶液 (0.4N NaOH. 0.6 M NaCI)に30分IIIJ反した。滅菌蒸保水で5
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分1:1]、アルカリトランスファー骨量権で10う}III]プレウエットしたナイロンメンプレン

(GcncScrccll Plus: Dupnt)とウ勺レをノぐキュームプロ ッティング装置 (LKB2016 VacuGcllc 

Vacuum Blotting Systcm: Pharmacia)にセットし、アルカリトランス7ァー溶液を川いて

プロットした。プロッテイング後のメンプレンを 1M Tris-f1CI pH 5.0、2M NaCIでリン

スした後、 80"Cで2lI!ilil]放世しDNAをメンプレンに固定した。プロープの合成、プレハ

イプリうfイゼイション、ハイプリダイゼイション、ハイプリダイゼインヨン後のメンプレ

ンの洗浄、ハイプリダイゼイションシグナルの検出は、 2-2のドットプロットハイプリダ

イゼイションと同じ手法で行った。

2-4 :ハイ プリダイゼイションにillいたメンプレンの内相Jm

ハイプリダイゼイシヨンにJlIいたメンプレンは1%5DSを合むTE緩衝械で30分lilJ煮沸

することでプロープを取り除いた。ゴffHF処)'I!{去に残存する政射i[;'!'1ーが蹄いことをオートラ

ジオグラフィーで確認後、 tj~利m した。

25: MI、M2に111来するcDNAの出4配タ11の決定

MI、M2[11来のcDNAクローンから、比較的大きなcDNAインサート断片を持つクロー

ンを選択し、 JIIIII'，したプラス ミドDNAを ecoRIと Vsplで完全消化した。この操作で

EιoRI 消化によりcDNAインサート断片を切り出すと共にベクター pUC118を3つのVs，ρl

断片に分解しベクターのI"Gライゲーションによる形質転換後のパックグラウンドを減少

させた。 ecoRIil~化し、アルカリ フォスブア タ ーゼに よ って5 末端を脱リン酸化した

77ージミドベク ターpUC118に先に述べた EcoRI、Vsplli'j化DNA断片をライゲーショ

ンし、塩化カルシウム法で調製した E.coli JM 1 09 コンビテント制胞にJf~質転換にするこ

とで、同)il")にcDNAインサート断片が組み込まれた榊iiEの剥l換えプラスミドを保持する

クローンを作た。この織にして符られたcDNAクローンから塩化セシウム-J品化エチヂウ

ム術度勾配遠心法で精製した ccDNA(closcd circular plasmid DNA)について適当な制限再F

J;で21"lt消化し、 Kilo-ScqucnccJII 'Dclction Kit (Takara)をIIJいて盗JJ;;配ダ11決定JJJのデイ

レーシヨンクローンを作成した。これらのJ恒基配列決定川クローンから塩化センウム密度

勾配遠心紘一で精製したプラスミドDNAを鋳別にIIIい、 TaqDydcoxy Tcrminator CycJc 

Sequcncing Kitと373ADNA 5cqucnc川gSystcm (Pcrkin-Elmcr)をJIIいて血基配列を決定し
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た。決定したI孟)，1;配列をGenetyxMac vcr 7.3似)ftwarcDcvelopment)をJT/いて結合編集

し、 M1、M2の温基配列とした。また、上記ソフトウェアをMl、M2の塩基配列、アミノ

限配列の分析にIIIいた。

2.6・actinomycinD耐性RNAポリメラーゼ活性の検出

F. sol.nj SUF704株、及びSUF704.frcc株から、前世・第2節・2.2のFusoV精製ステップ

に従い25%ショ柿ク ッション速化、分離で沈殿として阿収された分[1町を実験に用いた。沈

殿を21111の15SSB (15% slIcrosc. 10 111M Tri叶 IC1pH 6.8. 5 111M 2-mcrcaptoethanol)に懸濁

したEZ科100μlを200l' [の反応混合液 (reactionmixturc:1 00 mM Tris-HCI pH7.5. 10 mM 

magncsium acclatc. 1 mM cach of ATP. CTP. GTP. 0.5 mM UTP (1α32PI 12.6 MBq/ l' mo[)。

200 1I11i臼ImlRibolluclcasc inhibitor (Takara)， 50μg/ml actinomycin D. 5 111M 2-mcrcapto 

cthanol)と混合し、 30'Cで36[時間で反応させた。反応後、 7エノーJレ クロロフォ jレム抽

出、タロロフォ Jレムj[hlf1、エタノ -Jレ沈殿によってRNAを精製した。合成されたRNAの

検出は、1.09品アガロースゲJレ電気泳動 (TAEbuffcr)によって分離後、ゲルを7%TCAで

30分J[lJII，ji.ifし吸引乾燥後、オートラジオグラフィーによって行った。

3 : 紡*及び与察

SUF704株からセルロースカラムクロマ トグラフイーで精製したdsRNAを用いて、

cDNAの作成を行った。結米を集約すると、 cDNAはランダムヘキサマーをプライマーに用

い、本般化メチル水銀を変性剤として)1/いた場合に、 2kb ii¥iの大きさのcDNAまで合成が

傭.42できた(Fig，2'1)0 '}J、プライマーにオリゴdTをJI/いた反応ではcDNAの合成が確認

できなかったことから、 FusoVゲノムdsRNAは polyA lailを3'末端に持たないことが示

唆された。マイコウイ jレスでは、 dsRNAゲノムに polyA tailを有する例と、 FusoVと同

じく保持しない例が報告されている。Hypoviridael3トのCHVlでは、 positivestrand (追伝子

をコードしている鎖、 mRNAとして機能する)の3末端に potyA tai[があり相補鎖の5

Jミ端は po[yUとなっていた (Shapir.ct .1. 1991)0 -}J、po[yA tai[をそのゲノムに持た

ないことがTotiviridac科の丘 ccrcv山町のL-Avirusや Part山VI円dac科の A.hypoxyJon 

vlrusで線計されている (lchoand Wickncr 1989， Oh and Hillman 1995)。
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M 2 

Fig. 2-1. Detection of synthesized cDNA by agarose gel 
elec七rophoresis. PurェfieddsRNA was denatured by 50 rnM 
methylmercury hydroxide， and then used for template of 
cDNA synthesis. Newly synthesized cDNA were 32P-labelled 

32 by incorporatingα-J~P]dCTP as a substrate. Af七ersecond 
strand synthesis， cDNA was separated through agarose gel 
electrophoresis and detected by autoradiography. Lane 1， 
synthesized cDNA using randomehexarner as a primer; lane 2， 
synthesized cDNA using oligo-dT as a primer; Lane M， 
λHindIII marker. 

際l予旦 cerCVlSlaeの L-AvirusやアメリカクリJI同枯病的C.parasiticaのCHVlなどで

は、複数のdsRNA分子が観察されている。これらのdsRNA分子の内、低分子のdsRNAはマ

イコウイルスの泣伝fを有するdsRNAゲノムの内部領域が欠如した内部欠航dsRNA

(internal delction dsRNA)であることが明らかにされている (Estcbanand Wickner 1988 

Sh.pir. et .1. 199J"b)。これらの内部欠侃dsRNA分子は、遺伝子をコー ドしている訳では

ないが、 RNA依存性RNAポリメラーゼによって認識されるシス官l桟を持っているため、

マイコウイJレスに依存したレプリコンとして維持される。そこでFusoVdsRNAゲノムに

おいて、 MlとM2の1:1)に共通配列カマF在するかどうか、 またM2がMlの内部欠航 dsRNA

であるかどうかを見るために、 ドットプロッ トハイプリダイゼイション及びサザンハイプ

リダイゼイション笑験を行った。 E.coli JM 1 05への形質転換によって符られたクローン

から調製したcDNAインサー ト断片をプロープに用いたドッ トプロットハイプリダイゼイ

ションの結果、Ml，M2 dsRNAに対するcDNAがそれぞれ合成されたことがほ認された
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(Fig. 2，2)。ドットプロッ トの結米から、 6個のMlIJI来 cDNA(pFSV1.74. pFSV5'40 

pFSV20.73. pFSVl 0.37， pFSV17'l， pFSV20.16)と2仙のM2由来 cDNA(pFSV5'1 00 

pFSV8'4)が雌i辺、された。M2~l来のクロー ンの出現矧I~が低かったが、 こ れはM 2に対す

るプロープとしてJIIいた pFSV5.100のcDNAインサート断片 (450bp)がMlに対するプ

ロープとして!日いた pFSV10.37のそれ(1.1kb) に lU~ して短かった事に原因があると考

えられた。

PanelA 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

M1 M2 

13 14 

Panel B 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M1 M2 

• 
13 14 

Fig. 2-2. Dot blot hybridization analysis of cDNA clones. 
Hybridization analysis was done against dot blotted Ml， 
M2 dsRNA and by using cDNA insert frorn each clone as a 
probe. Panel A shows乞heresult of hybridization using 
pFSVIO-37 as a probe， panel B shows the results of pFSV5-
100. No. 1， pFSVl-58; No. 2， pFSVl-74i No. 3， pFSV5-8i 
No. 4， pFSV5-40i No. 5， pFSV5-100i No. 6， pFSVB-4i No・7， 
pFSV8-37; No. 8， pFSV20-73i No. 9， pFSVIO-37; No. 10， 
pFSVIO-91i No. 11， pFSV17-1i No. 12， pFSV17-49i No. 13， 
pFSV20-16; No. 14， pUC118i Ml， Ml dsRNA; M2， M2 dSRNA. 
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M 1 2 3 45 67 89 M1 2 3 45 67 89 M1 2 3 45 67 89 
， 

• • • 

PanelA Panel B Panel D 

M1 2 3 45 67 89 M1 2 3 45 67 89 

• • • 
PanelC 

• 
Panel E 

ー

G 
P 

Fig. 2-3. Southern hybridization analysis of cDNA clones. 
Recombinant plasmid DNAs frorn each clone were digested with EcoRI 
or NotI， fractionated through agarose ge1 electrophoresis， and 
blotted on nylon membrane (GeneScreenPlus). Panel A shows ethidium 
bromide staining ge1; panel B to E were autoradiograrn of 
hybridization using cDNA insert from pFSVIO-37 (8)， pFSV5-100 (C)， 
pFSVI-IO (0) and whole plasmid ONA from pFSVIO-6 (E)as a probe. 
Lane M，λHindIII size marker; lane 1， pFSVIO-37 digested with 
ECORli lane 2， pFSV5-100 with EcoRI; lane 3， pFSVI-I0 with EcoRli 
lane 4， pFSV21-58 with EcoRli lane 5， pFSV21-58 with Notli lane 6， 
pFSVIO-91 with EcoRli lane 7， pFSVIO-91 with Notli lane 8， pFSVIO-6 
with EcoRI， lane 9， pFSVIO-6 with NotI. 
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そこで、サザンハイプリダイゼイションでは、ドットプロットでプロープに用いた

pFSV10-37、pFSV5-100以外に比較的挿入DNA断片の長い pFSVl-1 0 (1.6 kb)、pFSV21・

58 (0_9 kb)、pFSVI0-91(0.9 kb)、pFSVJQ-6(2.6 kb)をプロァ 卜した。pFSV5-100とのハ

イプリダイゼーションが催認された、pFSV10-6をプロープに用いた紡来、ド ットプロッ

トではシグナJレの仰られなかった pFSV21-58、pFSVIO-91がM2に由来するcDNAイン

サート断片を有することが示された(Fig.2-3)。両ハイプリダイゼイション実験におい

て、 Ml特異的、 M2特民的プロープの双}jにハイプリダイゼーションを示すcDNAクロー

ンを見いだすことはできなかったtl>から (Fig.2-2. 23)、分子訟の小さいM2dsRNAはMl

dsRNAの内部欠航により生じたものではなく、 MLM21i可dsRNAは各々別の遺伝子を

コードしていると与えられた。

Table 2-1. cDNA clones constructed from FusoV genomic dsRNA 

Derived from Ml dsRNA 

pFSV1-l0 
pFSV10-37 
pFSV12-25 
pFSV12-96 
pFSV21-57 

(1.6 kb)' 
(1.1 kb) 
(0.9 kb) 
(1.3 kb) 
(0.7 kb) 

for ssDNA synthesisb 

pFVIOl (Ml positivec) 
pFV201 (Ml negatived) 

a cDNA insert size. 

Derived from M2 dsRNA 

pFSV10-6 
pFSV21-58 
pFSV10-91 
pFSV21-86 
pFSV5-100 

(2.6 kb) 
(0.9 kb) 
(0.9 kb) 
(0.9 kb) 
(0.4 kb) 

pFV301 (M2 positive) 
pFV401 (M2 negative) 

b 1n order to obtain single-stranded cDNA of each strand， 
pFVIOl and 201 were constructed which contained cDNA insert 
derived from pFSVI-I0 at an opposite orientation 
(vector pUCl18). Sirnilary， pFV301 and 401 possessed cDNA 
inserts derived from pFSV5-100. (See Sectic~ 3) 
c Positive strand is gene coding strand. 
d Negative strand is the complementary strand of a positive 
strand. 
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500倒のcDNAクローンを分析した結巣、比較的長めのcDNAインサート断ハーを右するク

ローンとして、 Table2-1に示したクローンが符られた。これらのcDNAクローンからMI

ではpFSV10-37とpFSVI-IOを、 M2に|則してはpFSV21-58.pFSV5-1 00. pFSV 1 0-6をflJ

いて庖~&配列を決定編集した (F i g. 2-4)， M 1のクローン pF'SV1 0-37の姉人DNA断片は、

pFSV1-10の挿入DNA断片内に完全に含まれていたことから、pFSVI-I0の配列をMl

dsRNA配列とした。一方、 M21101.>1<のcDNAクローンpFSVI0-6は、何人DNA断l"tが2.6

kbpであり、アガロースゲル屯気泳動によって推定したM2の大きさ 1.7kbpより大きかっ

た。 pFSVI0-6の挿入DNA匝rr片は、作成した制限静素地以lからM2111米のcDNAがタンデ

ムに黙がった憐ittを取っていると考えられた (Fig.2-5)。

Ml cDNA 

seque間 ec!elermirl剖 f句IQn(回Ilhdireclion) 

回
品

唱

.t...l ー
主 己」

pFSV10-37 

pFSVHO 

M2 cDNA 

Ji許可JETAt-1111....…....・H ・...・M・----，.F.叩 .L鴨!!期間" ・H・ H ・.......~
且E3

民Z H 
a 

民1
正且民主

再孟

Z臼

HH 
M 

pFSV10-91 P同V5-1田

時q崎町edetermin剖 region(bolh dlr'酎tion)

HE割
』凶

H 

占
HH 

“ 
HE割 H
1.1.ι ・4
pFSV10-91 

肘

叩

V

Fら》

q

u

υ

 

剛
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匠
州
U

““
同

Fig. 2-4. Overlapping cDNA clones used for sequence analysis. cONA 
clones derived from Ml dsRNA were pFSVl-10 and pFSVIO-37. pFSVIO-
6， pFSVIO-91 were M2 derivative cDNA clones. pFSVIO-6 insert DNA 
possessedヒandem repeated sequence. pEl， pE2， pE3 and pElhinc2 
were subcloning derivatives of pFSVIO-6. Thin line region of 
pFSVS-I00 and pFSVIO-91 were deleted in pElhinc2. 8， BamHI; E， 
EcoRI i H， Hinc工工; 5， SalI; Sm， Smali X， XbaI 
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(A) 
tandem repeat (first) • tandem repeat (second) ー1111・・P111111 

pE1hinc2 

HH H ESH H 

"・・・・・・・
IJ 1 1 1 

111111 

HH pFSV10-6 

“ pFSV5-100 HE SH H 

』凶

(8) 

pF5V5-1個
pE1hinc2 

pFV55-1帥
pElhinc2 

pF5V10-91 
pElhinc2 

pF5V10-91 
pE1hinc2 

pFSV10-91 

-・・・・・・・.................................・・・4・0・・・・・・・・・・.....
1234567890123456789012345678咽12345678明12345678901234567890

361 ACTGGTTCGG丁目円GCCGAAAACAACCGCTCAACTC打 ιTTCCGGGTCCACCCGGCACCT
140 ACTGGTTCGGTGTGGCCGAAAACAACCGCTCAACTC廿GTTCCGGGTCCACCCGGCACCT

.. ・・・・
1234567890123456789012345678901234567 

421 n庁CTAGCAGGTGTC(CCCTAGTGTπACCACGGGGT
Z帥 mCT_ 』

32 nt 

226 nt 
4・・トーーーーーー -・.......

123456789012345678901234567890123456789012345678抽1234567890
174 ACGGGAGCTGCTGTCTTTGCCGCCGGTGCCCCTGCTGACCCCGTCCCCCAACCGGGACGC 
201 CGGGAGGC 

-・・・・・・4・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・4・・・・・・4・・・・・4・・4・・・8・・
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890 

234 TACCCTGTGGTCTTTCCATCGGGTGCGGGAGAACCCACGCGCGATAGCCTATTCGCGTAT 
210 TACCCTGTGGTCT廿 CCATCGGGTGCGGGAGAACCCACGCCCGAγAGCCTATTCGCGTAT

Fig. 2-5. Combined region of pFSVI0-6 tandem repeat. The 
sequence of combined region was dete口ninedusing pElhinc2. 
The determined sequence was compared with pFSVIO-91 con乞al.nl.ng
5' tenn孟nalregion of M2 positive-stranct and pFSV5-100 
containing 3' te口ninalregion. The first repeat sequence of 
tandem repeat lacked 32 nt at 3' end and the second repeat 
sequence was deleted 226 nt at 5' end. (A) cDNA clone map of 
the combined region. Thin line region of pFSV5-100 and pFSVI0 
-91 were deleted in pElhinc2 (the original clone pFSVIO-6). 
(b) Sequence comparison among pFSV5-100， pFSVIO-91 and pEl 
hinc2. The numbers above the bar with arrows indicate number 
of deleted nucleotides. The identical sequence indicated 
asterisk. The number beside the nucleotide sequence indicate 
position of the sequence from 5' terminal of cDNA insert. 
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クローン pE1 hinc2の解析から符られたタンデムリピー トした 2つの配列の結合部分の配

ヂ1)を、M2dsRNAの末端領土去を含むcDNAクローンと考えられるpFSV10-91(positive 

strandの5'Aミ端領域)、 pFSV5-100 (pos山 vestrand の3領成)のcDNAインサート断片の盗

基配列との比較を行った。 pFSV10-6の挿入DNA断片のタンデムリピートは、 pFSV5-1 00 

の配列との比較から3'末端が32nt削れた5'末端側リ ピート配列と、pFSV10-91の配列と

の比較から5・末端がから226nl削れた3'末端側リピート配列がタンデムに結合している

ことが示された。pFSV10-6は、 cDNA合成後7アージミドベクターpUC118にクローニ

ングする際に、 2つのcDNAl!Jr片(5末端側リピートと3'~端側リピート)が一つのベク
ターにたまたまクローニングされたために生じたアーティファクトであり 、各cDNAク

ローンの塩)，1;配列にIIH題はないと考えられた。以上から pFSV10-91、pFSV1 0-6、

pFSV5 - 1 00 の配列を組み合わせてM2の配ダ1) とした。今問決定した配列は、 M 1 で 16~5 bp 

であり (Fig_2-6)、M2では1445bpであった(Fig，2-7)。このM1、M2の配列は完全長では

ないが、各々 1645nt、1445ntとアガロースゲjレ泣気泳動で推定した大き さの85-90唱を

占めていた。注意しなければならないことは、アガロースゲルfE5JL泳動によるdsRNAの大

きさの指定他はdsRNAの AHind日 l マーカーとの比較で求めたので、ある ~'I[J主の i~~ノ~~ を含

んでいることである。MelampsolalinIの例では、 dsRNAとの比較で求めたdsRNAゲノムの

サイズ (4800bp)はdsRNAとの比較で求めたゲノムサイズ (4200bp)より 14%大きく推定

された (Dickinsonand Pryor 1989)0 primcr cxtcnsionによる主端官uまの検討から、決定し
たMl、M2の配列は完全長に近いことが抗定された(データ示さず)。以上からM1、M2に

コードされているill伝子のORFの検iliは可能と与えた。決定したI革法配列をえにORFの分

析を行ったところ、 Ml、M2共に一つのはぼ令長にわたるORFが-}Jの slrandのみに検

出された (Fig，2-8)0 ] 00アミノ酸以上をコード可能なORFは6通りの読み枠について検

討したが、 tJ己のほぼ全長にわたるORF以外イFイEしなかった (Fig，2-8)0 M 1のORFはポジ

ション16のl開始コドンAUGで始まり、 ポジション 1573の終止コドンUAGで終わり、

5197ミノ般からなる般定分子立 59，707Daのタンパク質がコード可能であった (Fig，2・

針。 ーブ'JM2のORFはポジション40の開始コドンAUGから、ポジシヨン 1279の終 [1-，コ

ドンUGAであり、 川37ミノ般からなる推定分Ht44，185 Daのタンパク1'1をコー ド可

能であった (Fig，2，7)0 n校生物の開始コドン周聞の保存配列として Kozak配列が徒同1さ
れている。
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GGCGATGCTCTAGCCATG訂 AGAGCT伺内τσTGAτGGπGATζCTACAACCAAAAGACGCCGCATTCAGTζAACCCT日σTζcrπcπσTCTGTGCCGGGCCTTCAAιAGATCGCGCGA 1調

Io4 VELFV Io4 V DPTTKRRRIQSTLGPFLSVPGLQEI A R 35 

τATGσTOO口A回目 ACCfATCGTGσσTζζGGAACACGGATζCATGGATCCGτζAATCT CTGAAAcn寸TTGATCCTGACCTATACGGTAACATTTATGGTr円AζCCGTCGACCTGCT 2~唱

Y G G Y A T Y R A V R N T 0 P W 1 R Q S L K L F 0 P 0 L Y G N 1 Y G F T R R P A 75 

G凪仁口凪AOO凪 TGTACA品T口口品T凪AGl寸TGGl臼訂ζGATGC口日目庁TA臼 巳ATAT訂σACCGTA臼 GCG甘臼GCωT凪Aω日 GC臼T臼 CCGC日ζCCG臥AGAGG 抽

GPEG Io4 YKSL Io4 KFGES Io4 PRFTD Io4 ST V QRS A Io4 K TA ITAARKR  115 

了円山口CCCGTCAAGTTT幽 CCCCTGGAGTGGT印刷訂CGGTCAGCAT A T GAGACGT GA T ACATσGCCGGTGTTTCCTTTCCTG山山00山市閉山由噛

F K T P V K F E P L E W S E V G Q H 104 R R 0 T S A G V S F P G K K K G 0 V M E R 155 

ATTTA了6口GAAGGA百円GGCTGGGTCATCGTATGAAAζAAGGTGGTAAAGGACσTT打臼TCCAAGGAAAGTGCGTATGCCTζ口町GlC行6口ACG品 GCGCGGTCACCTCT仁ACCA 醐

1 Y A E G R W L G H R M K Q G G K G R F 0 P R K V R 104 P P C L A T Q R G H L S P 19~ 

AGA凪 TGAT目 白AGACACG了TTAGζGl凪ATCTATCCCT江副GATG口仁ATGG円凪AGGGCγπACGCCCCTACfATGTAζAAGGCT門 CGAGGCAATG江田ATAGCC日 C円 CTG n・
R 0 0 P K T R ιAWI YPSE Io4 L Io4 V EGlYAPT Io4 YKAFEA I4 PDSPLL  Z3~ 

TT臼 GAAAGGGCT仁ACATC百円釘内TTCCGAGTGGGT臼 σTG口 GCAAζ日 CGGGTA TGAGACTGT AT GG「円""企庁「門rui.rT寸寸r.4T.d.rr.必"口 GCCGGCGTGG円GAγζCAC ... 

L G K G S H R L F S E W V S A A T P G '" R l Y G I L 0 F S S F 0 T K V IP A W l 1 H Z乃

L一一一一一一一一-Rcj!ionI一一一一一一一一一」
ACCGC汀TT砧TATCσ江AT砧 CAATATAGA口 "πACATTGGAGAGGTAAAC口 ACCACCAAA日行口AGACAAAAGTGGAA砧ATGTGTGGGATGGTATGGTGTA口A口廿ATC 抽

TA F DILHD N ID W LH W RGKPTTKRSRQ KWKN V W OG MVY YFI 31S 

MTACCCCCATC行凪TGCCTGATGGAAG凪刊行CCGCM凪曲目rr.r.T守un円円日円Fπ町 Tr.r，企CCCMCγY口寸砧r.d.r.rr.TCロm 円r.r..6.T.d.rπrτrf..d..d.口町円.c108a 

N TPIl I4 PDGR "'F R K 究 RIGVP5G5 W 開 T Q L V 0 S V V NW IlVKYl  lぉs
恥S剖 2

TCC口GlGlCA叫砧σ打AACGιAAAι品TC了TAGAGπCTTGGTGACGACAGCGCCπ仁ATGGCAGCT臥品目ATGGATCTGAGTGTGGCAGCGGAAGACG(CGCTGζCGTAGGTATG12O1l 

とこと~V N A K NιヱニんJ 自立二二~ '" A A E T M 0 l S V A A E 0 A A A V G 14 知
GACCTAAGCGATGAGAAGT伍 ATCAGCGTG巳AAGA回目ACC血ACT品AATTGσGGGTGTACGATATCGTGATG曲臼TGCATTCAGGGAAACTGAAGAATGGTTCAAACTGGCTCTC1鴻

o L S 0 E K S 1 S V E 0 A T E l K l l G " R Y R 0 G H A F R E T E E W F K l A l .3~ 

TACC(GGAG凪 AGATGTA日目ATAT(GC仁A仁AT口内TAACAζGTCTAGTCGGTC了πGGATCGG日 GCGCCATGTGGGATACAAAAγTCTCA(GCπCATGGAATACπTCAAGGGTGT1叫

YPEGDVPDIATSlTRlVGL W IGG AMW DT K FSRF M EYFQGC  m 

TACCCπGTCCGTCGGAAGG1門GGTT寸TCTAAAGACCAAA品目ATG凪V凪 AGATCGTAζAT凪 AGGG日AGCACCTCGAGGATG曲目A叫 AACAAιAATπATTCT日 AGGl仁AA了C15& 
y pζPSEG W F S KDQRR W I4 EIV 附 GGRAPRG W TK N K N LF W R51511

甘廿ATAζζ口屯岨GGTAG口町廿ATCAGCGCAACTTATTCCGGT山花田町GGGTTGTCMCGCTTG(GTGTG凪A目白

F Y T l 

Fig. 2-6. Nucleotide sequence of Ml cDNA. M1 ORF is shown with the 
arnino acid single-letter code 工nitiationand stop codons are 
underlined. Kozak consensus sequence for translation initiation is 
indicated by an asterisk. Boxed sequences represent consensus RNA-
dependent RNA polyrnerase motifs， region 1， 2 and 3 as described. 
Sequence was deposited in DDBJ under the accession No. 055668 
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-GCTσCCπCAITACAAπGCCTGCCτωCAAGCACAA~証.>>TCATCπCTGT(Gζ日口GGC砧cr門C口C行口氏GGGAAGCGG凪A品AAAA(( G'T(((GG臼A凪AGωGC(õA 12・
/l4 SSSVAPGDFVSS A GSGKK N RPGKKER  27 

ωGGCCCGT日AGGTCTGTCT砧 GGCTACGG日TCTAAζ6日目CTCATccm虻 GG臥 GCTGC町TCTTIG((G((GGTG日ζCTGCTGA((((G'T(((((AACζ伍 GACGCTA江口 2・a
Q A R R G L S E A T A S N A P S S L T G A A V F A A G A P A 0 P V P Q P G R Y P 67 

GTCoGTC1内T(CATCGGGTGCGGωGAACC(ACGCG日 ATAG(CTATICGCGTATGATGGT凪AAGCAnCAGGA曲目σπAGTGAAC円ACTGATCσπ灯訂江AGAACT口AAGTAT 3曲

v v F P S G A G E P T R 0 S L F A Y 0 G E S 1 Q 0 T V S E l T 0 R Y V Q N S K Y 107 

G{{ωGTTCG((GCTCACTC(GGACTGAACTTCGGCGACCTGGAGA田口GATCCT((GTGGAATCTTCCTCGGTCTGGCGCAG(AAA((G'T(CATT((CATGTζAATATGGGTσACC了時@

A E FAA HSGl N FGOtETlIlRGIFlGL A QQ T VHSHV NM GlP  1・7
ATG団Tr.ATπn円 rrrr.r出品企門 TCGGACGTCGT臼ACπTGCTGCGAT((G口 rrATrA汁 Y円 rAr:TTTt:r.Tt:U TTcr AAT口目。ロωGGGTAσC(;ATACCπcπcσ “m 
M IGDFSPV A T$OVV N FA A IRSIISQfG E FQ15 V S E G T R Y l l A 即

凶σACωGTCGACG訂AG((G(口 GTσ円ζGTGσGCGAA.G回目白凪σuωTM((σAAA(GC(τ臼口仁AAAC口寸CTGGζTTCWCA仁:GTGTGωζ曲目AA(GTAロAAG 720 
G Y E SτV  A A ( V R A A K R A 0 S 0 附 PICRL A QTF 'II' LPTRVDOQRTK 227 

TATGTGGT日CACATAAGTτ巴GCπCCTA口氏ATTCCTτπGGTGTATACCTG臼τ訂叫AGGAGσGGCT臼TCATGTGl寸CT(GTCTTm日GATG(GTGGωTGσGT品川GTG 840 

YYY AHK l A S Y ( I PFGYYlDYEEl A H “YFSSSSOA 鴨 O A YKY Z67 
σcσlGGTGCTGA(GCTG(GGCTCAAAA(CGCTTT品 TTTTCTATTCGGTACTTACAACACCGAAGCTGζcπ(CTGTCTCTCGTωCGGGTAσTGCAGA'τEσTGTCGA口同O庁Gα%・
llGAD A A A Q 鮒 R FDFLFGTY HT EAAfLSLVTGSADRVD欄 L 06， 307 

(GTGTG(GTAACA(GCT回目AAG打crr円CTCT日 GTτCTGGTCTCCA臥AT日GGCTGCCG(CTCCGGπ日CTTGGCCAGATGT口四τσT(GTAGACA TGTCTGGTGTTICT了TG1080 

RVRHTLAKfFSlGSGlQ T: RA A ASGSlGQ M SRVVD  例 S G V S L 347 

町円CTT((CGTCTGG(GGTπ日目((((GGAATAσCAσGC打訂U町内τ{{百円CTCTGGTσ町内TTCAGA(CTGA((日 GTAT(GTGTG訂 C甘'M(CACπC町内AAATA(1Z岡

Y5SRL A Y5RPGIlTAζVFPVl W SYfRPDPVSζ G V N 例 FYKY 387 

GGGT臼AC臥 GσA日ωGTτTACACAACTAGALT凪口町凪πT((GATA(GC1寸曲目 G(GTGTGGGCTGGTCTAU込，((G口T(CATσTTCTAGGAGCAGσAGG廿TAT(CAG(13Z0 
G5TSYGY Yτ TRL AY ISOTL 附 R V W 06， G L 413 

TτGG(CA凪AωTGA"円AT(CAGCAG(GA口百円日GTG甘 Gζ(GAAAACAA((GCTCAACTCπσπ((GGGT(臼(((GG臼町T了円CTAGCAGGTGT日江口AGTGTτTA(CA( 1<<0 

GGGGT 

Fig. 2-7. Nucleotide sequence of M2 cONA. Arnino acid sequence of 
M2 ORF is shown with single-letter code. Initiation and stop codons 
are underlined. Kozak consensus sequence is indicated by an 
asterisk. The amino acid sequence dete口ninedfrom the purified 
capsid protein is boxed. Sequence was deposited in OOBJ under the 
accession No. 055669. 
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Fig. 2-8. Reading frame analysis of七hetranslated sequences of both 
strands of Ml and M2 dsRNA. Long vertical bar indicate the position 
of stop codons io each frames and short vertical bar indicate the 
position of initiation codons (ATG). 
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コンセンサス配列l!:d..豆XXAUGgは開始コドンAUGのAをIとした場合に、下線官官の-

3の!立世のAまたはGのプリン、 +4の佼訟のGの保存性カ哨く、 -3、+4の両温基ともこ

のコンセンサス配列に従うか、少なくともどちらか一万が従っている場合がほとんどであ

る(Kozak1981)0 F. solalliから単離された塩基配列が報告されている遺伝子について、

Kozak配91jが当てはまるかどうかについて検討した結果、 cutinascではACCAUGA、P450

ではAACAUGC、ストレス応答性遺伝 sti35ではACAAUGU、O-amInoacid oxidascでは

，iUCAUGUであり、 -3の位-iUは全ての例で Kozak配列に一致した (Solidayct al. 1989: 

Maloncy and VanEttcn J 994; Choi et al. 1990; lsogai et 31. ] 990)0 FusoVゲノムM1、M2

のORFの開始コドンのmJ聞の配列は、各々AGCAUG♀、AACAUGUであり、 Kozak配列が

保訟できた (Fig.2.6. Fig. 2，7)。この引から、 Ml，M2の推定ORFの開始コドンが'よ際に

機能する可能性が必付けられた。

M1のORFの推定アミノ酸配列中には、 3カ所にRNA依存性RNAポリメ ラー七.の保存官i

峨が観察された j，から、 dsRNAゲノムの綾製転写に機能するRNA依存性RNAポリメラー

ゼをコードしていると考えられた (Fig.2'6)0dsRNAウイ Jレスでは、ウイルス粧千件lに被

製転写に機能するRNA依イ作ERNAポリメラーゼを持っていることが つの特徴になって

いる (Koollill1992)。これらのRNA依存性RNAポリメラーゼはDNA依存性RNAポリメラー

ゼの附古剤であるactinomycinDに耐性である(Barrosoand Labarerc 1993; Lcmke 1976; 

Fahima et al. 1994)。そこで、 SUF704株とSUF704今frce株から259もショ梢クッシヨンi卓

心分離のステップまで精製した試料を用いて invitro replication実験を行った。反応浴液

中の 32P'UTPをiH'iとして新たに合成されたRNAをアガロースゲル沼気泳iI'JJ後、オート

ラジオグラムで検出した。この結果、 FusoVを有するSUF704株中に 50"g/IIIIの

actinomycin Dに耐性のRNA依存性RNAポリメラーゼ活性が験iiiされたが、 SUF704.rree

株ではRNA依存性RNAポリメラーゼ前性を検出できなかった (Fig.2，9)。また、第3章に

おいて詳しく示すが、和製FusoV粒 Fには、 ssRNAを合成する転23.171性とdsRNA合成に働

く複製活性が検出されており、 FusoV粒子自身がRNA依存性RNAポリメラーゼを持ってい

ることをIVJらかにした。

ss 



2 3 

Fig. 2-9. Ana1ysis of actinomycin D resistant RNA po1ymerase 
activエtyin F. solanえ SUF704. Crude extract frac七ionob七ained
from F. solani SUF704 and F. solan孟 SUF704-freewas used for ir. 
vitro rep1ication. After reaction， new1y synthesized RNA was 
~eparated through agarose ge1 e1ectrophoresis and detected by 
autoradiography. Lane 1， 1ambda HindIII size marker; 1ane 2， 
reaction product of SUF704; 1ane 3， reacヒionproducts of SUF704 
free. 

M2の推定ORFのアミノ般配列中には、 liiJt;tで示した村製キャプシ ドタンパク質から決

定した28残基のアミノ酸配列と同一な配列が認められた(Fig.2.7)。精製キャプシドタ ン

パクl'iから決定したア ミノ椴配列は、五，化シアン分解の結果得られたC末端側の29kDa 

のベプチド断片から決定された(Fig.1.針。M20RFのアミノ般配列から推定される共化

ンアンによる分解点の配列は148i昨日のMctと149{昨日のGlyのI:lJであり、 MctのC末端側

で分解するJA化シアンによるタ ンパク質分解の様式と一致した。翻訳開始点と推定される

1許口のMctから分解点の148/1¥'目のMctまでの推定アミノ酸配列から予測されるペプチ

ド断片の分千f止は15.469Daとな り、精製キャプシドタンパク質の臭化シアン分解で符ら

れたN末端側のペプチ ド断片の分千起:(15kDa)と良〈 一致していた。これらの結果はM2
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dsRNAの推定ORFがFusoYのキャプシドタンパク質をコードしていることと矛盾しない。

また推定されたORFの開始コドン周聞には Kozak配列が見られることに加え、 ORFから

推定される央化シアン分解点から開始コドンまでのペプチド断片の分Fiaitと精製キャプシ

ドタンパク質のJAL化シアン分解で得られるN末端側のベプチド断片の分子量が一致した')i

は、推定した開始コドンの位mの妥当性を示している。
M 1 、 M2 とも温~.!;配列から推定されたORFのア ミ ノ隊配列から、各々 RNA依存性RNAポ

リメラーゼ、キャプシドタンパク質をコードしていることが示された。これらの2つの泣

伝千で椛成されるウイ jレスの例は、 Totiviridae:科のS.cerevisiac L-A virus (Icho and 

Wickner 1989)やLeishmeniavirus (Stuart et al. 1992)、Partiti vi rdae科のA.hypoxylo1J virus 

(Oh and Hil1man 1995)、さらに植物 cryptovlTUSのRYEV、CTeV(Dr. T. Nat.uaki私1:[)で

見られる。L-AvIrusなとaのTotiviridac;科では、分節していない5kbp桜!立のdsRNAをゲノ

ムにイlしており、このdsRNAゲノムにはキヤプシドタンパク質 (gag)とポリメラーゼ(po1)

をコードする 2つのORFカ勺正られる。Totiviridae$トウイルスでは、キャプシ ドタンパク質

は;'t-通に転写翻沢されるが、 ポリメラーゼは、 ー1ribosomal framcshiflによってgag-

po1融合タンパク質として翻訳される。Partitiviridae科のAhVは3つに分節したdsRNAゲ

ノムを持っており、サイズの大きな)jからdsRNA1、dsRNA2、dsRNA3と命名されてい

る。dsRNAl、dsRNA2にはほぼ全長にわたるORFがイf在し、それぞれRNA依存性RNAポ

リメ ラーゼ、キャプシドタンパク質をコードしている点ではFusoVと同級であるが、

dsRNA 3には機能すると考えられるORFが検出されなかった。 FusoVを含め、 RNA依存性

RNAポリメラーゼとキャプシドタンパク質はRNAウイルスが復製するのに必要な最小限

の泣伝子の組み合わせであると考えられる。

第 1J;iで示したように、 FusoVのインタクトなキャプシドタンパク質では、ア ミノ酸

シークエンサーでの分析が不可能であったことから、N末端は何らかの修飾を受けている

と考えられた。このキャプシドタンパク質のN末端の修飾はfii主的である F.501a1l; 

SUF704由来の修飾酵素で行われていると考えられる。この点で、 FusoVは宿主閣に依

存しており、 FusoVを他のi自に導入する際の制限史悶になり得ると思われる。この械に

マイコウイルスの彼製が街王菌に依存する例は、S.cerevisiaeの L-Avirusでも観察され

ており、ウイルスの維持に関連する宿主仰IJj宜伝子群を mak(maintenancc of killer)と呼ん

でいる。この mak;立伝子の内 mak3は L-Avirusのキヤプシドタンパク質のN末端のアセ
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チjレ化に働くN-acety1 tra ns rcraseをコードしている (Terceroet al. 1992; Tercero et al 

1993)0 mak3 J宣伝子に変異を有する両手母ではキャプシドタンパク質がアセチJレ化されな

いために、ウイルス粒 fーへの集合が上下くゆかずに、ウイルスが脱落してゆく現象が観察

されている (Tcrccroand Wickncr 1992)。

MI dsRNAから推定されるORF中に見いだされたRNA依存性RNAポリメラーゼ保存配列

は positivcstralldをゲノムにイ1するRNAウイルス (positivestrand RNA virus)とdsRNAウ

イルスにおいて保存されており、 ncgativc strand (pos山 vcstrandの相補鎖)をゲノムに布す

るもの (ncgativcstrand RNA virus)では観察されない配タIJである (Pochct al. 1989; Koonin 

1992; Brucnn 1991)0 {il[々の posilivestrand RNAウイルスとdsRNAウイルス|聞において

RNA依イ'?ttRNAポリ メラーゼ保存領域をFusoVの保存官l肢と比較した紡来、 18-51協の相

向性が見られた (Fig.2.10)0 FusoV と比較的乱1い相向性が確認されたのが、相向性 ~ 7%

のbeclcryptic virus 3 (BCV3)、51~悼の radi sh yellow cdgc virus (RYEV)、41也の carrot

tem間目白 virus(CTcV)の刷物 cryptovirusであった。また、Partitiviridac科のウイルスで

あるA.hypoxylon virus (AhV)において38%の相同性古ず町t認された (BCV3.Xie ct al 

1993; RYEV and CTcV. Dr T. Nalsuaki私灯。 AhV.Oh and Hillman 1995)。刷物

cryplovlrusは、エンヴエロープを持たない直径 30-38nmの球状のウイルス粒子であ

り、 2-3本に分節した1.5-2.5kbpのdsRNAゲノムとし、55kDa位j立の l犠膏Iのキャプ

シドタンパク質で構成されている(反秋 1993)。これらの特徴はFusoVが以すると与えら

れるPartitivi円dact'トウイルスの形態と賀i似であることから、梢物 cryptlovlrusが

Part山町円dae.科に属する可能性が示唆されていた (Ward1993)。現在、 ウイルスの分類で

if( :&!なJ刑事となっているのがウイルスのイ!する泣伝Fの情*であり、特にRNAウイルスに

おいてはRNA依存性RNAポリメラーゼのアミノ酸配列が分額の大きな折燃となってい

る。RNA依存性RNAポリ メラーゼの配列はRNAウイ Jレスにおいて唯一保存されている官l

成であり、令ての pos山 vcS廿andRNAウイルス、 dsRNAウイルスに適応できる唯一の温基

配列、ア ミノ限配列レベルでの分茸l指椋として川いることができるからである (Koonin

1992)。この点で植物 cryptovirus及び Paritiviridad:トマイコウイルスの凪JL配列、特に

RNA依存性RNAポリメ ラーゼの配列をIYJらかにすることが待たれていた (Ward1993)。

FusoV、AhVと組物 cryptovlrusとのRNA依存性RNAポリメラーゼの相向性の市さは、植

物 cryplovirusが Partitiviridac-科に分膏lできることを文持していると与えられる。
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ssRNA virus 

Qbcta 
Tmcv 
pv足

C，cv 
肌 mv
Bydv 
Hcv 

Wnv 
Bbv 
Tbrv 
Tcv 
Bnyvv 
Bsmv 
Tcv 
Tmv 
Onv 

srv 

dsRNA virus 

Region I Region2 Region 3 

刊P，L5A，A5J!pI5-36-15SM}1j(; 'líJlFELE費LIFA5~R5VCEIlD- 5-V刊 Y醐日
明 Y?:N(O~5H - 46 -~Uを年A~5剛T1MN附 IIRAAlYl刊 9-VlSYGD乱 LI
AN耳YtAFDìl匹q・ 41 -MRlt'GEG~F凪NTEC剥IAYTHTKFOIPA - 3-QVYAGD限延，L
Gl~- A$llf剛C - 49-CR唱曲Irfli5LGNYllM臼醐GY岨Hl".5制 NCGD凶 L
EFH AFFFm鼎 49 -KR晦刷N~~~~ ~~I~~~~!~DF.V!~lEト 4 -PNNω肺 L
印R-Am蜘件 48-HR嶋GDI~5~NKLIMCGM剛AYlKKl弘 4 -~CNN曲町 I
5F持TKAWPYREト刊-QRDSGQPot6AGN3削 VlT剛 YAFCE肝 ー12-II{iC∞OGFl 
ADO-TA剖IOTRI-56-QRDSW>'VT，YAlNT円側凶VQlVR剛 EGE-33-MAVSωOCVV
OAE'- VIET)l，削ー 55-G地~π;T剛NTQYNGCVEFTAlTFEH -12 -GPKCGDOGl 5 
旺0-YS'Gf'o'Gll-52 -Gl円 GFAリVWNS-VFNElliI附AYKKLA-13-L山YGD聞II
凪qqqEBSL S@壬N晒 GQP9TVVDNT凶V1W'MlYTCE KC~ 7 - YYV~GD乱I I
VIq-AAA(56q-45-VKTF征PGT!L~ NTIlM曲MlNAMlRGTGト 3 - M酬 K!D OGFK
E1III' - :!O~FbI<s K・ 4 7-QQKS酎CQTYGSNT怖AAlAll DC lPlEb'- 3-CVFG<D隠LI
EI捌蜘日記5A-47-QQ陪凪OIYNANSORTlCAlL5ElPlEK-3・VTYGGD臥 I
El$-Sl<Yoi<sQ-47引 KS回TfFIGNTVJIAAC凶 SMlPMEKー3-ιAFCGD臥 L
吋国i-fOj<sQ・ 4川 M幅制FI;.~l阿川LN口IA5肌EERl - 5-AAFIGD削II
ElQlASj-FP回Q-47-MM陪 GMFulLFINTVLNITIA5RVlEQRl-5-AAFIGD酬IV

Homology 

(%) 
20 
26 
22 
28 
26 
26 
28 
22 
22 
42 
20 

20 

i1 
22 
24 

24 

Rco: NIOI-SACOASI-85・TFP$GSTAT5TEHTANN5TM旺TFLTV臨 ー21-YVCQω郎 LM 26 
Rota 円前一5cw055Q-59-AVA5伍KQTKAAN5IANLALn;TVL5R15-9-1問。ω聞YA 32 
phi6: AT凹 5加OTFW-57 -GL5SQlGATOLMGTlLM5ITYLVMQ!oOHT -29-QI5K切削IL 26 
CHV 1-713: IAD，-ATAYOSNC-179-GGGT向日目冊NTATFKLGV15A刷 RAT-12-LYNTSOO刊 W 18 
CHV2-SS， IAD-AKAYDSKC-179-GGGT句5AT5間 NTATFKLGVJ5AWARAT-12-FYNT由O刊 W 18 
M;トd，RNA，GFDLTAATORTP-28-K5PQGFTTYAVGQP同AY55FAMTALT剛 ー18-Y剖 LGDO四 1 18 
Ricc-dsRNA: ENOL-TKQORQT -45-MRLTαlA TTALGNCITN問V国 KFV1KNK-5-ALFLωω':M 20 
W-dsRNA: SS凹 K5A50LIP-46-GILMGLPTTWAILNLMHLWC冊 5A開 QYR-5-C附Eω且1G 22 
τdsRNA: SAOL TSASDRIP-49-GlLMGLPl寸"WPLLCLIHLFWVEL5酬APA-13・FRICωOL1A 22 
Lcishmania V: Lー伊G5~NCG1 - 75-TlMSGI根AT5F1NSVL削 AYIICAGGHVP-1-5附 V∞01lM 24 
L-A， L-OGA5SFCFDY-60-Tl凶Q咽LTTFMNTVlN融Y岨lA印 FDl-5-5VHNω町M1 30 
FusoV: L- Of -SSF01lCV ・ 62-GVPS~剤師QlVD5W剛IlVKYlSlCQ(i - 5-LRVLωOSAF 1帥
sCV3， L-剖 -SSFD55V-51-<;1円 G5YYT5IVG5，VVNRlR1EYIWRV lF -6-何 q田凱1 47 
RYEV， L開 5EFDMRV-67-<;M阿古IFCTQ剛05円NαMWTTlEALG-8-L附LGD即IF 51 
CfcV: L-酬 -SRfDKRA-71-G1円 GlFITQ札HSWYNYTMLATILSALG-7-1附Q曲 DSll 41 
AhV， LIDW-SRfDHlA-94-GV円 G1l師 QFIDS同制lTILlDGLIE同 -10-VFIM曲刷VI 38 
Con岡田us: D S D S G T NT N ∞D 

Fig. 2-10. Alignment of the conserved motifs of the RNA-dependent RNA 

polyrnerases from positive-s乞randand dsRNA viruses. The consensus 

sequences are shown on consensus column. Identical residues with 

FusoV sequence are shade-boxed. The numerals denote aa number 

between each regions. The sequences are obtained from the following 

sources: Qbeta， bacte口 ophageQ-s (Leviviridae: Mills et al.， 1988); 
Tmev， Theiler murine encephalomyelitis virus (Picornaviridae: Pevear 
et al.， 1987); Pvx， Potato virus X (Potexviridae: Huisman et al.， 
1988); Cyrv， Cymbidium ringspot virus (Tombusvirus: Grieco et al.， 
1989); Mcmv， Maize chlorotic mottle virus (Bromovi口 dae: Nutter et 
al.， 1989); Bydv， Barley yellow dwarf virus (Luteovirus: Miller et 
al.， 1988}i Hcv， Hog Cholera virus (Togaviridae: Meyers ete al.， 
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1989); Wnv， West Ni1e virus (Togaviridae: Castle et al.， 1986); Bbv， 
Black Beetle virus (Nodaviridae: Dasmahapatra et al.， 1985); Tbrv， 
Tomato black ring virus (Nepovirus: Greif et al.， 1988); Tev， 
Tobacco Etch virus (Potyvirus: Allison et al.， 1986); Bnyvv， Beet 
necrotic yellow vein virus (Furov斗rus:Bouzoubaa et al.， 1987); 
Bsmv， Barley stripe mosaic virus (Hordeivエridae:Gustafson et al.， 
1987); Trv， Tobacco Rattle virus (Tbravirus: Hamilton et al.， 1987); 
Tmv， Tobacco mosaic virus (Tobamovirus: Goelet et al.， 1982); Onv， 
O'Nyong-nyong vin措 (Togaviridae: Levinson et a1.， 1990); Sfv， 
Sem1iki forest virus (Togaviridae: Takkinen， 1986); Reo， Reovirus 
(Reoviridae: Wiener and Joklik， 1989); Rota， Rotavirus (Reoviridae: 
Cohen et al.， 1989); Phi 6， bacteriophage中6 (Cystoviridae: Mindich 
et al.， 1988); CHV-1， Cryphonectria parasitica hypovirus 1 
(Hypoviridae: Shapira et al.， 1991); CHV-2， C. parasitica hyvovirus 
2 (Hypoviridae: Hillman et al.， 1994); Mit-dsRNA， C. parasitica 
mitochondrial dsRNA (dsRNA genetic element: Po1ashock and 
Hillrnan，1994); rice-dsRNA， dsRNA of Oryza sativa (dsRNA genetic 
element: Fukuhara et al. 1993); W-dsRNA， W-dsRNA of Saccharomyces 
cerevisiae (dsRNA genetic element: Rodriguez-Cousino et al.， 1991; 
Matsumoto and Wickner， 1991); T-dsRNA， T-dsRNA of S. cerevisiae 
(dsRNA genetic element: Esteban et al.， 1992); Leishmania V， 
Leishmania RNA virus 1 (Totiviridae: Stuart et al.， 1992); L-A， L-A 
virus of S. cerevisiae (Totiviridae: Icho and Wickner， 1989); 
FusoV， this work (Partitiviridae); BCV3， Beet cryptic virus 3 (Plant 
cryptl.c Vl.nユs:xie et al.， 1993); RYEV， Radish Yellow Edge Virus 
(P1ant cryptic virus: Dr. T. Natsuaki， personal cornrnunication) and 
CTeV， Carrot Temperate Virus (Plant cryptic virus: Dr. T. Natsuaki， 
personal cornrnunication); Ahv， Atkinsonella hypoxylon virus 
(Partitiviridae: Oh and Hillman， 1995). 

しかし、 positiveRNAウイルスの Tamatobrack ring virus (Tbrv)とのHIJでも42%と尚い相|

I，'J牲が観察されることからも分かるように、ただ単に保存領域 1-3のアミノ酸配列の梓!

1，;J1'lの比較のみでは艇拠として薄弱であるので、この保存領域 1から3にわたる配列全体

をfllいて系統樹の作成を PHYLIP(Phylogcny lntcrencc Packagc) Vcrs山 13.57C (Fclsenstein 

1989 ) によ り 行った(Fi g. 2 . 11 )。ウイ jレスでは、その起iJ);[が通常の ' 1ニ物の よう に~終的に

一つの細胞にたどりJfけるmOllophyleLicoriginな関係ではなく 、多元的に発生してきた

polyphylctic originであると与えられていることから、この検な系統樹が直接的な進化の

道筋を示すとは考えられないが、各ウイ Jレス1:1]の類縁関係を示す指標としては有効であ

る。この系統樹においても、 FusoV.AhVのPartitiviridae:科ウイJレスとBCV3.RYEV、

CTcVの植物 clyplovirusが近い関係にあることが示された。
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Fig. 2-11. Evolutionary tree constructed from amino acid 
sequence of the RNA-dependent RNA polymerases conserved 

regions. The tree was generated using PHYLIP program 
package (Felsenstein， 1989). potyv斗rus-like，Tobamovirus-
like and Luteovirus-like group classification was described 

by Bruenn (1991). The sequence source is described in the 
legend to Fig. 2-9. 

またRNAポリメラーゼ保存記事IJのみを比べた場合、 FusoVと比較的JEい相1，;I1'Eを示した
Tbrvは、 Partitiviridae:干|ウイ jレスや植物 cnptovirusとはかなり離れた位illとなった。こ

の結果は、植物 ctyptovlrusがPartitiyiridae科に含まれることを強〈 示唆するものである。

この系統樹で注目すべきは、dsRNAウイルスが全体としてー併を形成しているのではなく 、

Partitiviridae科、 Totiviridae科、 Hypoviridae科、 dsRNAgentic elemcntが各々、別々の系

統樹上の位置を占めたことである。Reoyiridae科では rotavirusとrcovげ usカ'llIJに

flypoviridae;科を挟む形になってはいるがやはり比較的近いf立iU関係となった。この線
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な結*は、 Koonin(1992)の研究でも報告されており、 dsRNAウイ jレスが祖先となる1つ

のdsRNAウイルスから進化してきたのではなく positivestrand RNAウイルスからdsRNAウ

イルスが多元的に発生した可能性を考察している。この仮説では positivestrand RNAウ

イルスからdsRNAウイルスに進化する過雄を 2つの段階、すなわち第 l段階としてssRNA

ゲノムのdsRNAへの変化、第2段階としてウイルス粒子内へのRNA依存性RNAポリメ

ラーゼの取り込みを考えている。 pos山 vestrand RNAウイルスの銀製は、 一般的に以 Fの

過程で進行する。1)むj主細胞に感染したウイルスからゲノムの positivestrand RNAが放

出されmRNAとして機能し、 RNA依存性RNAポリメラーゼ等のウイルスタンパク質を合成

する。 2)合成されたRNA依存伺RNAボリ メラーゼによって、 positivcstrand RNAを鋳型

に negativcstrandを合成することで復製中間体としてのdsRNAとなる。 3)次いでこの

dsRNAから新たにゲノムのpositivestrandが合成される。先に述べた、 positivestrand 

RNAウイルスからdsRNAウイルスが発生したとする仮説の第 i段階は本来複製中間体で

あったdsRNAがウイルスのゲノムとして利則されることであり、第2段階はdsRNAはその

ままではmRNAとして機能できないので、ウイルス粒子からmRNAとなる positivestrand 

を転写する前性を持つために、ウイルス粒子内へRNA依{f性RNAポ'Jメラーゼを収り込

むことである。この positivestrand RNAウイルスからdsRNAウイルスへの変化の過程で、

キヤプンドタンパク質のi立伝子を脱落させた存在が RNAplasmidであると考えられてい

る。RNAplasmidは dsRNAgenetic elementとも呼ばれ、 Fig.2.11の系統樹では

Partitiviridac科ウイルスに比較的近い関係に位世した。これらの dsRNAgcnetic elcmcnt 

には俳母旦 ccrcvlSJaCの T'dsRNA、W'dsRNA、アメリカク 'JJJ~枯病W C. parasitIcaのミ

トコンドリア内在性 dsRNA(Mit'dsRNA)があり、それぞれdsRNAゲノムサイズは、 2.9

kbp、2.5kbp、2.7kbpと企っており、各々一つのRNA依存性RNAポリメラーゼをコード

していると考えられるORFを有Lていた (Matsumotoand Wickner R 1991: ROdriguez 

CousiM ct al. 1991; Estcban 1992; Polashock and Hillman 1994)。またイネから発見され

た Ricc'dsRNAはで16kbpと大きく、少なくとも2つのORFを別々の読み枠に有していた

(Fukuhara ct al. 1993)0 T'dsRNA、W'dsRNA、Mit'dsRNAはそのゲノム構造上、

Partiti vi ridaei科ウイルスの分節ゲノムの内キャプシドタンパク質をコードしてる分節が欠

捺した紡栄生じたと考えられる。しかし、 Ricc'dsRNAはPart山 viridac科ウイ jレスとはゲ

ノム構造がかなり異なり、そのdsRNAゲノムの大きさ、 2つのORFを別々の読み枠に有し
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ている点などの特徴はHypoviridadf-十のCHV1やCHV2に茸1似であり、 Partitiviridae科ウイ

ルスの2-3kbp程度の分節dsRNAから進化したと考えるのは困難である。Rice-dsRNAと

ゲノム構造上類似性が指摘されているHypoviridaぷ十ウイルスでは、その泡4配列から推

定されるRNAポリメ ラーゼ、ヘリカーゼ、プロテアーゼのアミノ隊配列をも含めたゲノム

構造との関連性から positivcstrand RNAウイルスである刷物 potyvirusとの進化的な|則連

性が示唆されている(Kooninct aL 1991: Nuss 1992)， Hypovridaefiトウイルスはこの系統樹

仁でも pOlyvirus-likcグループと比較的近い関係にある。Hypoviridae科ウイルスの宿主的

が地物病以í~ C. parasiticaであることから、植物への感染過程で冗々は植物 positivc

strand RNAウイルスであった POtyV1TUSを細胞内に取り込み、 l車内でこのウイルスゲノム

がssRNAよりは安定悼の商いdsRNAとして複製維持されるようになったと年えられてい

る。Ricc-dsRNAの進化的起源に|均してはHypovi円dac，科ウイルスの進化問J起源に|到する仮

説の様に、イネが有していたpositivcstrand RNAウイルスから進化したと#えるのが妥当

であると忠われるが、この点を検証するためにはRNA依存性RNAポリメラーゼの保存配

列領域のみではなくより広い範闘を茸l似のi立伝子の配世を持つdsRNA、時RNAウイルス問

で比較することが必要であると思われる。

以上アミノ酸配列のレベルで、 Pa，.titi vi ，.idae科ウイJレス FusoV、AhVと捕物

cryplovirus、BCV3、RYEV、CTeVlaJに類縁関係が認められた主Fから、純物 cryptlovlTUS

はPartitiviridae科に分類するのが適当であると考えられた。Partitiviridad:トウイルスは主

に菌類が術主となっている。菌瓶、特に純物病J.I;(閣は純物との1:1]で株々 なレベルで関連し

ていると考えられ、植物に存在したPartitiviridae科の祖先ウイ jレスか1酒類に取り込まれ

る、またはi持軍lが持っていた柱l先ウイ Jレスカ司自物に取り込まれる過42を繰り返し、微々な

植物、前茸lにPart山 viridaefトウイ Jレスが伝徹していった過程が推定される。この梯な植物

と砲事u出でのウイルスの伝搬は、 Hypoviridac科ウイ Jレスにおいても推定されている
(Koonill 1991: N uss 1992)。最近ではヒト、ウサギ等からPartitiviridae科ウイルスと煩似

の特徴をイTする picobirnavirusが報告されており (Gallimorcet al. 1993; Gallimorc ct al 

1995: Ludert alld Liprandi 1993)、Partitiviridae科ウイルスが、l酒類、植物に限らずより

広い宿主に存在しているが、宿主の]臣賞に変化を号えない場合が多いため発見例がこれま

で少なかった可能性が考えられる。
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第31.1

FusoVの綾製機構について

緒言

FusoVはゲノムdsRNAに対して合成したcDNAの塩基配列の解析から、RNA依存性RNA

ポリメラーゼとキャプシドタンパク質の2種類のilI伝チを有していることが示された。

RNAウイ Jレスはウイルス粒子中にイ{-在するゲノムの存在形態によって、ゲノムがそのまま

IlIRNAとして機能するssRNAである positivestrand RNAウイルスとゲノムがmRNAの相補

鎖のssRNAである negalivcstrand RNAウイルス、 さらにFusoVのようなdsRNAがゲノムと

なっているdsRNAウイルスに分類される。これらの内、 pos山 vcstrand RNAウイルスは街

ヒ剥111抱内に導入されたゲノム positivcstrand RNAがmRNAとして機能し、後製に必要な

RNA依存性RNAポリメラーゼやキャプシドタンパク質などが合成される。この新たに合

成されるRNA依存伯 RNAポリメラーゼを)))いて posltivestrandを鋳型として腹製が行わ

れる。-)J、ncgativcstrand RNAウイルスとdsRNAウイルスでは、ゲノムRNAはそのまま

ではmRNAとして機能しないため、ウイルス粒子内で negativestrandまたは、 dsRNAから

positi vc strandの転ZIを行う必要がある。このために、これらのRNAウイルスではウイル

ス粒チ内にRNA依存性RNAポリメラーゼを持っている点が特徴となっている (Koonin

1992:水111and 111'1' 1991)0 dsRNAウイルスはウイルス粒子l人lで positivc strandを転写'す

る際、新たに合成された positivestrand RNAがそのまま、 ウイ ルス粒子外に放出される

保存的複製 (conservativereplication)と新たに合成された positivcstrand RNAがゲノムの

dsRNA'I'の元 イ々I在した po叫 Ivcstrandとi世換される半保存(Y-J複製 (scmiconscrvati ve 

repl ication)の2辺りの銃製機構が=鰍告されている (Wickner1993)。

FusoVがとξの微な複製機構を有しているのか、精製FusoV粒子を朋いた Illvitro 

rcplication jミ験によって検討すると共に術主調IIWi¥内に存在するFusoV転写産物について

ノーザンハイプリダイゼイ y ョンによる分析を行った。

l 実験目的

FusoVの複梨機構をlijJらかにする目的で、精製FusoV粒子をJIJいた invitro replication 

実験でのRNA合成パターンの分析、及ひ、年目玉細胞内でのFusoV転写産物の存在形態につい
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てノーザンハイプリダイゼーション分析を行った。

2 : 実験方法

本実験に使用した試薬類及び実験器具は、使川前に121'cで15分間のオートクレープ

処製をしてJIJいた。特にRNAを取り扱う実験では、オートクレープの条件を 125'Cで20

分間に変更した。

2-1 in vitro replication笑験

第 1:草・第2節・2-2のFusoV車内製ステップにより温化セシウム密度勾配遠心精製した

FusoV粒子を 15SSB(15j品sucrose.10 mM Tris-HC1 pH 6_8. 5 mM 2-merc叩 tocthanol)に対

して透析し、 Invitro replication実験に片lいるFusoV分画とした。

BarrosoとLabar釘e(1993)の}j'法に従い、 100，， 1のFusoV分p!iiを200μlの反J心混合液

(rcaction mixlure: 100 mM Tris.HCl pH7.5， 10 mM magncsium acetale. 1 mM cach or ATP， 

CTP. GTP. 0.5 111M 1 a -32PI UTP ( 12.6 MBqfμ11101)，200 units/ml Ribonuclcase inhibitor 

(Takara). 50μg/ml actinomycin D. 5 mM 2-mcrcaptoethanoJ)と混合し、 30'Cで線々 な時!日i

反応させた。 replication反応は、 フェノーJレ・クロロフォルムfltlll¥によってj.-;<I1二し、次い

でクロロフォ Jレム抽出をした。RNAは0.5倍最の7.5M I¥!酸アンモニウムと3倍量の-20

℃に冷やしたエタノ-)レ (99%)を添加することで沈殿させ、遠心分離 (12.000xg.15分

1:Il.箆泊)によって回収し、 10μlの蒸切水に溶解した。

合成されたRNAの検出は、1.0%アガロースゲjレ電気泳動 (TAE buffer)によって分離

後、ゲJレを7%TCAで30分IlIJ悶定し吸引乾燥後、オートラジオグラフイーによって行つ

守、

~。

2-2 :風化リチウム沈殿処理によるssRNAとdsRNAの分離

ifl vitro replication笑験によって合成されたRNA産物からssRNAとdsRNAを分離する目

的で、組化リチウム沈殿を行った(Chenet al. 1994-b)。川vitrorcplication反応後、 7エ

ノーJレークロロフォルム抽出、クロロブオ jレムf11i:品、 エタノーJレ孔殿で精製し、楽官i水に

懸濁したRNA首長液に段終iltJ_主2Mとなるように10M塩化リチウムを添加し、氷中でl時

ItIJ~持することで、沈殿したssRNA を遠心分離 ( 1 2.000 xg. 1 5 分 HIl. 室i~~) で分離した。
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ji心分離で符られた上1Jtに21古J，tのエタノールを添加lし沈殿したdsRNAを遠心分離によっ
ていl収し、 ssRNA分間、 dsRNA分両ともに」長官i水に懸濁し、アガロースゲJレ電気泳動によ

る分析の試料とした。

2.3 : ssRNA in vilro rcplicat同日産物のドットプロ γトハイプリダイゼーションによる

分析

第2tFにおいて作製した、 7アージミドベクター pUC118にM1111来のcDNAクローン

pFSV卜10とM211.1求のcDNAクローン pFSV5.100のcDNAインサート断片が両方向に組み

込まれたcDNAクローンから I本鎖DNA(singlc'stranded DNA: ssDNA)を調製した。M1111

来の pFSV1'10から作製した組み換えプラスミドの内、ssDNAを;油製した際 positivc

strandが合成される荊lみ換え体プラスミドを pFVIOlと、ncgativcstrandが合成される

プラスミドを pFV201と命名した。問機にM2i!1米の pFSV5.100から作製した組み換え

体プラスミドの内、間DNAとして positivcstranclが令成されるものを pFV301、ncgativc

strandが合成されるものを pFV401と命名した。これらの pFVIOIから401を塩化カルシ

ウム法で調製したE.col; MV 118'1株のコンピテン ト調11胞に形質転換して得られた形質転

換体をssDNA調製にJflいた。

同DNAは各ベクターをイ1する E.coJiクローンにへJレバー77ージを感染させることで

訓製した。pFV1 0 1から401を有する E.col; MVI184を150μg!mlの ampicilhnを合んだ

2xYT (1.6叫 pcptonc.1.0% ycast cxtract. 0.5叫 NaCI.pH 7.6)液体収地でjy，j培養し、

OD曲。~0.02 -0.05になるように前培益液を 1 50 μg/ m1の ampicillin 、 0.01 ~晶 th旧mlne を合

む31111の2xYT液体収地に接純し本~~ft した。 OD曲。~0. 1 - 0.2の lP.i 、 30μlのヘルパー

ファージ M13K07 (1 06p/u/ml)を加え、 37tで30分jiJjf.lやかに銀融情益後、 70μg!mlと

なるように kana lll yc川 を添加し、 37tで 1 4 - 1 81時 1:1]激しく振括t~ft した。 培 ft終 f

後、 i卓心分離 (8000x g. 5分ji日室j且)で的体を取り除き、 11111の明必 lニ消に対して200μ

lのPEG-NaClmi直(20%polycthlcne glycol. 2.5 M NaCI)却lえ良く 1晶子干し、 15分1:1]室品にil1

いた。次いでi卓心分離 (8000x g. 5分HlJ.宅温)によって上前を完全に取り除き、沈殿を

100μlのTE緩衝液に完全に浴かした後、 50μlの TE飽和フェノールを加え、 10秒HlJJ込〈

拠和した。10分jil]放m後、主主心分離 (8000x g. 5 分 jiJJ 室温)によ っ て水府を1l1IH~\ し 、 ク

ロロフォルム担11tH、エタノ-)レ沈殿処jll[によってssDNAをr，'1製した。
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各々 10xSSCに溶解した200ngのssDNAをド γトプロット装m(BIO.DOT: BIO.RAD)を
用いて、滅菌蒸儲水で5分間、次いで10xSSCで10分Ulll自処F-Ilしたナイロンメンプレン

(GcenScrccll Plus: Dupont)に対して、緩やかに吸引することでssDNAをメンプレンにi民泊

させ、 80'(;で2時間l乾燥させssDNAを回定した。 プロープには ;11vitro rcplicatioll <<i.物か

ら溢化リチウム沈殿により精製した32PラベルされたssRNAをJlIいた。ハイプリ ダイゼー

ションの条例ーは、第2培・2.2に従った。

2.4 ノーザンハイプリダイゼーションによる桁主細胞中のFUSOVi伝'ザ産物の分析

CYPC液体崎地で培dをした r.sol.lI; SUF704株の菌糸を液体笠井2存在下で乳鉢乳俸によ

り舷砕した。 10gの菌糸粉末に20mlの guanidinthiocyanatc solution (5 M guani【lin

thiocyanale. 30 mM sodium cilratc. 100 mM 2-mcrcaploclhanol. 5mg/ml N-Iauroylsarcosinc 

sodium solt)と20mlの滅菌恭悦水を添加し、 !lIに401111のフェノーjレ クロロフォルム椛

液を加え、ポルテックスミキサーにより良<iJl覗lした。遠心分離 (10.000x g. 30分UIJ、室

1品)によって水府を1"1収した。この水溶液 2.5ml "1たり 1gの盗化セシウムを溶解し、 10

mlのRNA;試料裕被を2mlの 5.7M)孟化セシウムtifi也(5.7M CsCI. 0.1 M EDTA pH7.5)上

に重府し、超法心分離 (110.000x g. 22 時 1 : 11.20'(;) によ ってRNAを沈殿として I~I収し

た。このRNA沈殿を 21111の Tris.EDTA.SDSsollltion (50 111M Tris.HCI pH 9.0. 1唱 SDS)

に完全に洛併し、クロロフォルムれ11出、エタノ-}レ沈殿により totalRNAを精製した。

ノーザンハイプリダイゼーションは、変性条件とJド変性条件で行った。変性ゲルをHIい

たノーザンハイプリダイゼーシヨンには、 2.2M rormaldehydc変性アガロースゲル(1.2首)

を用いて屯気泳動 (20111M MOPS burrcr: 20 mM MOPS pH 7.0. 8 111M sodi1l1l1 acctatc. 1 111M 

EDTA)した (Sambrookct al. 1989)。非公性ゲJレとして1.0%アガロースゲJレをJIJいfE気泳

動 (TAEbllrrcr)した。電気泳動後、 1AL化エチヂウム染色でRNAを検出し、次いで 20xSSC

(3 M NaCI. 0.3M sod山 mci tratc)でプレウエットしたナイロンメンプレンとゲJレをパ

キュームプロッテイング装世にセットし、 20xSSCをトランスファ一機液をJIJいてプロッ

テイングした。プロッティング終 f後、ナイロンメンプレンを 2xSSCでリンスし、 80

℃、 2時U日放i1iLRNAをメンプレンにIr.j定した。

ノーザンハイプリダイゼーションの'x験にJTJいるプロープは、MI、M2の各 poSlllve

strand、ncgativcstrandを特典的に検出するおに、 pFVIOIから401のssDNAを鋳型として
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用い、 MultiprimerDNA labelling system (Amersham)によって合成した。プライマーに

は、 universalprimer (M1 3 primcr P7: Toyobo)または MultiprimerDNA labelling system 

付属の randolJlhexamcrを用いた。pFY1 01を鋳型に用いて合成したプロープは M1

positivc strand特異的に検出するプロープとして機能する。同検に、 pFY201、pFY301、

pFY401を鋳裂として合成したプロープは、それぞれ M1 negative strand、M2positive 

strand、M2negative strandを特異的に検出するプロープとなる(Fig_3-4)。

ノーザンハイプリダイゼーション実験でのプレハイプリダイゼーション、ハイプリダイ

ゼーション、メンプレンの洗i'f'の条件は、第2i;戸・2-2(こ従った。

2-5 : ssRNAを含んでいるFusoV粒子のハイプリダイゼーンヨンによる検出

第 l章 第 2 1ífj - 2 - 2 により FusoVの，fj~製を進め、塩化セシウム密度勾配遠心により待

られた各分山ij(500μ1)から50μ lの試料について、フェノ -Jレ クロロフオ Jレム抽出、エ

タノ ー jレ沈殿により RNAを精製し、 ~I，変性条件の1.0% アガロースゲル泣気泳動 (TAE 緩

衝液)により分離後、実験方法2-4により、ナイロンメンプレンにトランスファーし、

positi ve stnllld又は nagativcstrand特異的プロープを用いたノーザンハイプリダイゼー

ンヨンを行った。

3 結果及び考察

dsRNAウイルスは negativestrand RNAウイルスと共に、ウイルス粒子内にRNA依存性

RNAポリメラーゼ活性を持っている点が特徴の一つである。 dsRNAウイルスのゲノムの複

製はウイルス自身が有するRNA依存性RNAポリメラーゼによって行われている。 FusoVの

dsRNAゲノムに対するcDNAを合成し、そのE塩基配列の分析から、 MldsRNA IこRNA依存

性RNAポリメラーゼがコードされている事を示した。実際に、 dsRNAウイルスである

rcovlrus、rotavirus、bactcriophagcゆ6においても、菌茸1を街主とするdsRNAウイルスで

ある c.paras山 caのCHYl、Aspergillus(oetidusのAfY-Sや Penicilliumstoloni(erumの

PsY-S、RizoctoniasolanI、Ustilagol1Iayd問、ヒトに対する病原菌の Blastomyces

dcrmatitidisにおいて、 lnvltro transcnptlOn、invItro replicationによりウイルス粒子に

付随したRNAポリメラーゼ活性が観察されている (Joklik1981: Chen et 01. 1994-b: 

8amford and Wickner 1994: Fahima ct al. ] 994; Lcmke 1976; Tavantzis and Bandy 1988; 
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Ben.Tzvi et al. ] 984: Kohno et al. 1994)。 静母丘 c:creVlSJaeの L.AViTUSでは、 invitro 

系でのゲノムdsRNAの彼製以外に、サテライトウイルスのゲノムの複製も報告されている

(Bruenn cl al. ] 980; Fujimura et al. 1986; Fujimura and Wickner 1988; Esteban and 

Wickncr 1988: Esteban and Wickner 1989)0 FusoVのウイルス粒子が MldsRNA のt~H，主配

列分析から推定されたRNA依存性RNAポリメラーゼ活性を有するかどうかについて、'"

vItro rcplication実験で検討した。 FusoVをJlJいた invitro rcplication笑験は、 Agrocybe

aegentaで用いられた笑験系を参考とした (Barrosoand Laba時間 1993)。我々の実験系にお

いても、混入する恐れのある社i主 F.soJaniのRNAボリメラーゼの影特を除外するため

に、 RNAウイルスのRNA依存性RNAポリメラーゼを阻害しないが、宿主1:@1J:1来のDNA依

存性RNAポリメラーゼによるRNA合成を特異的に旺13するactinomycinDを添加した

(Barroso and Labarerc 1993: Lcmkc 1976: Fahima ct.1. 1994)。精製FusoV粒子をJIJいて

30'Cで1I時間、 invitro replication反応させることによって、基質と して反応系に入って

いる σnpUTPが取り込まれた新たに合成されたRNAバンドがオートラ ジオグラフイー

によって確認された(Fig.3.1)。この結来からFusoV粒子がRNA依存性RNAポリメラーゼ

活性をイTすることが怖認された。 川vitroreplication尖験によって合成されたRNAは移動

度の異なる 2つのバンドとして検出されたロMl、M2に相当する大きさのつまり移動度の

大きなバンドと移動I立の小さなバンドの2のシグナJレとして維認された。この条件では移

動J3rの大きなバンドとして検出されるMl、M2を別々のシグナルとして維認するのは困難

であった。移動度の小さなバンドはMl，M2 dsRNAとは典なると考えられた。そこで各

バンドの性状をIVJらかにするために、塩化リチウム沈殿処耳IlによるssRNAとdsRNAの分離

を試みた。この結果、 invitro replication産物の内、 Ml、M2と閉じ移動}立を示したパン

ドはdsRNA分闘である温化リチウム沈殿処理の t消に分画された。 一方、移卸IJJiI'の小さい

in vitro replication産物は、 ssRNA分薗である沈殿として回収された (Fig.3-1)。また、移

動度の小さなバンドが ssRNAであることは、同溢条件下での RNascA分解(第 I準・第I

節 -2-5)によっても確認された(データ示さず)。この結*から、FusoVはmVJtroの反応

系で ssRNAとdsRNAを合成することが明らかにされた。

69 



M1 23 

4・MI加 dM2dsRNA 

Fig. 3-1. Detection of in vitro replication products from FusoV 

particle. Newly synthesized RNA species tha七 incorporated[α32 
P] UTP as a substrate were detected by autoradiography. The 
position of the purified Ml and M2 dsRNAs was indicated by an 
arrow. lane 1， in vitro replication products; lane 2， 
supernatant fraction after LiCl precipitation; lane 3， pellet 
fraction af乞erLiCl precipitation， lane M; 32P-labelledλ HindIII 
size marker. 

この ssRNAが positivestrand II~来であるのか、 ncgativc strand由来であるのかについて

分析する 11的で、回RNA;11 vitro replication産物をプロープに用いたドッ トプロットハイ

プリダイゼーション分析を行った。この紡よ荘、 Ml、M2dsRNAの ncgativcstrandにあた

るpFV201とpFV401のssDNAとのハイプリダイゼーションが確認された(Fig.3，2)。この

結*は ;nvIlro replicalion ~験で合成される ssRNA が pos山ve strandであることを示し

ている。つまり、 dsR NAを鋳~~1 とする positivc strand RNAの合成である転写

(transcription)と新たにpositivcstrand RNAを鋳型とするdsRNAの合成である抜製

(rcplication)が行われた'1<を示している。川円trorepl ication反応で合成される産物を5分

I:JJごとに経l時的に観察した結来、反応相uJglにssRNAが合成され、次いでdsRNAが蓄積して

ゆくパターンが観察された(Fig.3，3)。
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pFV101 pFV201 pFV301 pFV 401 

Fig. 3・2. Dot blot hybridization analysis using LiCl-

precipitated fraction of ssRNA spec斗es frorn in vitro 
replication products as a probe. Hybridization rnernbrane WdS 
blotted with ssDNAs corresponding to either strand of Ml and M2 
cDNAs. The probe used in this hybridization Wd5 ssRNA species 
of in vitro replication products. pFVI01， (+) strand of Ml 
cDNA; pFV201， (ー) strand of Ml cDNA; pFV301， (+) 5乞randof M2 
cDNAi pFV401， (-) strand of M2 cDNA. 

FusoVでは&相Jにpo引tIvestrand RNAが転17され、次いでdsRNAへの彼製が行われるパ

ターンが見られた。 dsRNAウイルスでは、2迎りの複製機構が報告されており、その述い

はpos山 vcstrand RNAの合成過程にある (Bamfordand Wickncr 1 994)。 ニド~イF的観製

(semiconservative replicatioll)は、新たに合成された positivestrand RNAが鋳砲に月lいた

dsRNA'I'の po剖tivcstrand RNAと置換され、 ili型dsRNA由来の positivestrand RNAがウ

イJレス粒子外に肱出される。-)i、保存的複製 (conservative replication)では新たに合成

された positivcstrand RNAが鋳型dsRNAの positivestrand RNAとi11換されることはな

く、そのままウイルス粒子外に放出される。 PenicilliulIIや AspergiJ/usのマイコウイル

ス、 bactcriophagc析なとεでは半保存(r;復製を行い、丘sercvlslcの L.Avirusや哨乳矧の

rcovlrus、rotavlrusは保存的被製を行う (Gottlicbet al. 1990; Wickncr 1993)0 in vitro 

rcplicationでのFusoV粒子によるRNAの合成パターンでは、 JlJlがjにssRNAである pos山 ve

strand RNAが検出される。つまり、F'usoVのdsRNA複製では、最初に合成される pOSltlVC

slrand RNAがssRNAとして存在している事を示している。これは、 FusoVが保存的複製

によってdsRNAを維持していることを示していると考えられる。もし、 FusoVが半保存的

複製をするならば、最初jに合成される pos山vcstrand RNAが鋭il'!のdsRNA中の negative

slrand RNAと相|繍対を形成するので、 反応初期の放射活性を持つ invitro rcplicat】倒産

物はdsRNAとなるはずである。
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Fig. 3-3. Time-course analysis of in vitro replication 
products. RNA species， synthesized in vitr。
replication reaction for various times， were extracted 
and then detected by autoradiography. The faster 
migrating band was dSRNA species (Ml and M2) and七he
slower migrating band was ssRNA species (Ml and M2 
positive strand). The lane number means reaction time 

(min)・ laneM was a 32P-labelledλ HindIII size 
marker. 

Is vltroの系ではあるがFusoVの転写産物として positivcstrand RNAが保存的複製機慌

で合成されることが示された。そこで mVIVOでのFusoV転写産物について、ノーザンハ

イプリダイゼイションによる分析を試みた。通常の手法である変性ゲルを用いた実験で

は、 posltivestrand特異的、ncgative strand特異的 probcを111いても得られる γグナlレの

強度に大きな差はなかった(データ示さず)。この結果は、F.solani SUF704から抽出した

令RNAに混入しているdsRNAが変性しナイロンメンプレンにトランス7ァーされたため

に、dsRNAに由来するハイプリダイゼイションシグナルも検出されたと考えられた。そこ

で、非変性条件でRNAを電気泳動しプロッ トしたメンプレンを用いて、 strand特異的プ

ロープとハイプリダイゼインヨンさせることでFusoVのdsRNAゲノムに関連するssRNAの

みを検出した。精製Ml、M2dsRNAをプロ ットしたレーンではどのプロープを用いた場
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合でもハイプリダイゼーションシグナjレを検出できなかったが、 SUF704株から抗11山した

全RNAに対してはpFV201とpFV401のssDNAから調製した negativestrand特異的に検出

するプロープを用いた場合のみハイプリダイゼーションシグナルが何られた(Fig.3，5)。

in vitroでは、 FusoV粒子は positivestrand RNAを合成するが、ハイプリダイゼイション

ングナJレがほ認されたのは、 M I 、 M2J~に negative strandを特異的に検出するプロープを

mいた場合のみであった。

Positive strand specific probe 

i
 
----
•••• •••• 
----
E
E
 

Universal primer 

国間.

11111[1;1三]

Complementary strand synthesis 
(negative strand) 

• M1 or M2 cDNA 

Positive strand 
'111 
Vector 

Template 
Single-stranded DNA clone 

Fig. 3-4. Synthesls of strand specific probe. The probe was 
synthesized using ssDNA template (positive or negative strand 
cDNA). The primer used was universal primer (M13 prirner P7: 
Toyobo) or randomhexamer. The resulting probe will detect either 
of Ml or M2 specifically. 
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Ml (+) Ml (-) M2 (+) M2 (・)

TD TDTDTDTD 

Fig. 3-5. Northern hybridization analysェSof FusoV 
rela七edssRNA species in host cell. Strand specific 
probes were used as a probe. Total RNAs and purified 
Ml and M2 dsRNAs were fractionated through native 
agarose gel (1.0も) and blotted on七henylon membrane 
(GeneScreenPlus). The probes used for hybridization 
were indicated on the top of each autoradiograph. (+) 
and (ー)means positェveand negative strand specific 
probe， respectively. lane T， total RNAs extracted from 
F. solani SUF704; lane D， purified dsRNA (Ml and M2). 

この結*は、l1lVIVOでは Ml，M2の町gativestrand RNAが蓄積している事を示してい

る。通常dsRNAウイルスの綾製では、細胞質中に、 negative strandや dsRNAは存在しな

いとされているので (Koonin1992)、この Invlvaでのnegative strandの蓄積は、 FusoVに

特典W1な~象であると考えられる。さらに 、 このssRNAを特異的に検it;できるハイプリダ

イゼイション法を利用して、 F.solan; SUF704株中に、 ssRNAを持つウイ jレス粒子が存在

するかどうかについて検討した。この結果、塩化セシウム密度勾配遠心分離で得られた各

分間の内、posilivcstrand特択一(1，プロープでハイプリダイゼーシ ョンングナルが符られた
のは、 JA化エチヂウム染色で観察されるdsRNAのピーク分画より も、 浮遊密度が低い分画

においてであり、 negativestrand特典的プロープを用いた場合も、浮遊密度の低い分画で
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観察された(Fig.3一針。

buoyant density 
high~・ー一一司ー椙. low 

buoyant density 

high~・一一ー-ー.. low 

autoradiogram using 
pFV101 template 
probe 

、，マ

ethidium bromide staining autoradiogram using 
pFV201 template 
probe 

M 

autoradiogram using 
pFV301 template 
probe 

'Y V M 

autoradiogram using 
pFV401 template 
probe 

Fig. 3-6. Northern hybridization analysis of FusoV related ssRNA 
species in CsCl buoyant density gradient fractions. Ternplate 
plasmids used for strand specific probe synthesis were indicated 
under the autoractiogram. Total RNAs were extracted from CsCl 
gradients， fractionated through native agarose gel (1.0亀) and 
blotted 00  the nylon rnembrane (GeneScreenP!us)， which was a 
condition that elirninated hybridization signals derived from 
dSRNAS. Lane M，λHindIII size rnarkeri・"dsRNA peak fractiooiて7，
ssRNA peak fraction. 
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浮遊密度の一番出い、遠心チュープの底に相当する分画についても、ハイプリダイゼー

ションシグナJレが凡られるが、これはウイルス粒子にコートされていない回RNAが検出さ

れたと与えられる。bactcriophagcct6と丘町町VJSlacの L-Avirusの研究から、 Bamfordと

WicknerはdsRNAウイルスの複製過程を、ウイJレス粒子からの positivestrand RNAの放

出、この pos山 veslrand RNAからのウイルスタンパク質の翻訳、新たに作られたウイル

スタンパク'l'iとpositivestrandによる走者たなウイ jレス粒子のパッケージング、ウイ Jレス粒

子内での positivestrand RNAを鋳型とする negativestrand RNAの合成によるdsRNAゲノ

ムの完成と与えている (Bamfordand Wickner 1994)。この様にdsRNAウイルスの複製の過

桂ではssRNA(通常 positivcstrand)を-fiするウイ jレス粒子が生じる。このウイルス粒子は

dsRNAを有する成熟ウイルス粒子に比較して浮遊密度が低くなる (Lemkc1976; Fujimura 

ct al. 1986)。以上から、 FusoVは宿正I車内でdsRNAの複製過稜から推定される pos山ve

strancl RNAを合むウイルス粒子と共に、今までに報告のない ncgativestrand RNAを持つ

ウイルス粒子がイが在していると考えられた。

111 vitro replication実験の結果は、 FusoV粒子から pos山vestrand RNAが合成されてい

ることを示していたが(Fig.3-1. 2. 4)、街五箇の細胞に存在するssRNAとしては negallve

strand RNAが検出された(Fig.3-5)。この ncgativestrand RNAは、 M.1pos山vestrandか

ら翻，沢されたRNA依存性RNAポリメラーゼによって、宿主菌の細胞質において positive

strand RN AからdsRNAを終111して合成されたと推定される。同様に、補主菌細胞質中で

dsRNA を鋳J~l として positive strar.d RNAの合成も起こっていると考えられるが、 Fig.3-5

の尖験に)11いたSUF704株の totalRNA l1IJI:lJ過程で、もともとssRNAとして存在していた

positive strand RNAとncgativcslrand RNAが、 dsRNAにアニー リングした結果、 poslllve

strand RNAに比較して多量に存在していた ncgativcstrand RNAが strand特異的プロー

プを)IJいたハイプリダイゼーションによって検出されたと考えられた。また、 positivc

叫randRNAを持つウイ Jレス粒子と共に negativestrand RNAを持つウイlレス粒子が検出さ

れた(Fig.3-6)。これは、荷主菌の細胞内で positivestrand RNA以外に negativestrand 

RNA古河{-在し、これらのssRNAが新たに作られるウイ Jレス粒子にパッケージングされる

ことを示していると考えられる。
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Fig. 3-7. Replication model of FusoV dsRNA genome in the host 
cell. FusoV propagation cycle was thought to be conservative 
replication. RNA-dependent RNA polymerase encoded in Ml dsRNA 
would be possessed replicase and transcriptase activity in the 
cytoplasm as well as in the FusoV particle. DsRNA genomes may 
replicate in七hecytoplasm like a RNA plasmid replication manner 
and syn七hesizedssRNA was packaged into the new viral particle. 
Negative strand， packaged FusoV par七icle，could not possess a 
template activity for dSRNA synthesis. Negative strand 
accumulation in the host cell could be caused by lack of this 
template activity. (+) strand is positive strand， (ー) strand is 
negaヒivestrand. 

Figurc 3.7にFusoVの宿主紺l胞内での複製過程についての仮説を示した。dsRNAを含む

成熟FusoV粒子は、保存的複製により、新たに合成された positivestrand RNAをウイル

ス粒子外に放出する。術主絢IJ由貿において positivcstrand RNAからキャブシドタンパク

賀、 RNA依存性RNAポリメラーゼが翻訳される。キャプシドタンパク賀、 RNA依存性

RNAポリメラーゼ、 positivcslrand RNAが新たなウイルス枝子としてパッケージングさ
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れ、ウイJレス粒千内で ncgalivc strandを合成しdsRNAを布する成熟ウイルス粒子にな

る。 一万、宿主細胞で合成されたRNA依存性RNAポリメラーゼが綿l胞質中で機能し、

pos山 vcstrand RNAからdsRNAを合成し、このdsRNAを鋳型に po剖tivcstrand RNA、

negative strand RNAが各々合成される。合成された両ssRNAは、新たなウイルス粒子と

してパッケージングされるが、 positivcstrand RNAを持つウイルス粒子は通常のFusoV複

製サイク jレに組み込まれる。 一方、ncgativcstrand RNAを有するウイルス粒子において

粒子内でのnegativestrand RNAを鋳型とする posltlvestτand RNAの合成が機能しないな

らば、宿主菌の紺IJr"q'に ncgalivcstrand RNAを持つウイ Jレス粒子が訴和していくことに
なる。このモデルを検託してゆくためには、感染性cDNA系の構築や川 vitroでの精製

FusoV RNA依イFtERNAポリメラーゼをfflいたpos山 vcstrand RNA、ncgativestrand RNA、

dsRNAの各基質を鋳盟にj司いた場合のRNA合成パターンなどを詳細lに研究してゆく必要

があるとJEわれる。また、 FusoVでは保存的使製によりdsRNAが複製されていると考えら

れたが、 PartitivIrIdac.科で半保存的複製を行うとされるウイルスもあり、これらのウイル

スが+tするRNA依存性RNAポリメラーゼがFusoVのそれとどの程度異なるのかは興味深い
IIlJ題であり、他のPart山 v，円dac:科ウイルスの庖JI;配列が明らかにされることが待たれる。
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第4章

FusariumI凶及ひ:'Acinetobacter広細菌の生産するキトサナーゼについて

緒言

キトサンはキチンの脱アセチル化によって得られる多械で、自然界では菌類の細胞墜に

見られるなど分布が限られている (Bartnicki-Garcia1968)。工業的にキトサンは、カニや

エピの甲雑から符られるキチンの化学的な脱アセチル化によって得られている。キトサン

の分解によって生じるキ トサンオリゴマーは白書iや細菌の地殖1111'Jl'作Jflや(Allanand 

Hadwiger 1979; Hirano and Nagao 1989)、高等植物でのファイ トアレキシン生涯に対する

エリシター活性 (Hadwigcret aL 1980; Kendra et aL 1989)を持つことで住blされてい

る。キ トサンオリゴマーの生産に利則が可能と思われるキトサン分解酵素は細菌 (Bollchcr

ct aL 1992; HCdgcs and Wolfe 1974: Pclletier and Sygusch 1990: Pricc and Storck 1975: 

Sakai ct al. 1991: Seino et al. 1991: Tominaga and TSlIjisaka 1975: Yamasaki ct al. 1992: 

Yoshihara et aL 1992)や菌茸i(Alfonso ct al. 1992; Fenton and Eveleigh 1981: Somashekar 

and Joscph 1992)を含む多くの微生物で見いだされている。微生物のキトサナーゼの多く

は、基質キトサンをエンド型に加水分解するヲ1>がIYlらかにされている。また、これらの静

索は基質キトサンのl見アセチJレ化J主によって活性が異なり、また培地中にキトサンを添加

する事によって誘導的に生産されることが報告されている。

Fusariuml1Jには、多くの植物病原wが合まれており、細胞壁械成成分としてキトサンが
含まれている (Hadwigcrand Bcckman 1980)0 F. solanI f. sp. plJaseoliとエンドウのさや組

織の相互作用において、蘭の紺JJ泡壁からキトサンオリゴマーが政ltiされ、これがファイト

アレキシン (pisatin)生産のエリシターとしてはたらくことが報作されている (Kendract 

aL 1989)。このファイトアレキシンは菌の生長阻1!f押jであり、 wの感染から純物組織を保
護するはたらきがある。 Kendraらは、エンドウの組織から符られたキトサン分解俳素が菌

の制胞壁を分解し、キトサンオリゴマーを抜出させる可能性を報告している。しかし、

FusariumWJ自身がキ トサン分解鮮素を持っているかどうかについて検討した報告はない。

Fusariu副首のキトサナーゼは自己の細胞壁の代謝においても、また宿主植物への感染にお

いても重要な役割を来たす可能性がある。

糸状菌の細胞壁には一般的にキヲーンが含まれている。純物は糸状菌による感染に際し抗
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薗物質のーっとしてキチナーゼを生産し病原菌の生長を阻害する。また、同じようにキチ

ナーゼ生産閣も糸状閣の生長を悶害する。同梯な観点から、 FusariuU/閣の細胞壁にはキト

サンが合まれるので、キトサナーゼによる細胞俊の分解によってFusarium閣の生長を抑制

できると考えられる。以上の点からキ トサナーゼ生産菌はFusarium菌が引き起こす植物病

に対するパイオロ ジカJレコントロールに応用できる可能性がある。

以上か ら 、 Fusarium-~泊保存株、及びキトサンを1i1ー炭素源として成長する微々なタイプ

の微生物からキトサン分解活性をもっ閣をスクリーニングした。この結来、高いキトサン

分解活性を有する F.soJani f. sp. pl!aseoJi SUF386株と、 Acinetobactel"sp. CHB10l株を選

択し、それぞれの培益上消からキトサナーゼを精製し、その性質を分析した。

第 1節 Fusarium且iの生践するキトサナーゼ

l 尖験の目的

Fusal山 m斑自身のキトサナーゼが、 自己の細胞盤の代謝や、宿主植物にエリシターとし

て作川するキトサンの遊離にl則わると考えられる。Fusarium保存菌からキトサン分解t.*!"i性

をもっ的をスクリ ーニングし、そのキトサナーゼを精製することを目的とした。

2: X験方法
2.1 実験に使JIJした幽及び精義条件

本研究にmいたFusarium品iは、本学に保存されているFusarium幽カルチャーコレク
ショ ン(Okazakiand Saito 1987)から得た。キトサン分解活性のスクリ ーニングには

0.25%のキトサン 01見アセチル化度 70唱(dcacctylationdegrcc: D. D.) Iを単ー炭素W;iに含む

Czapck.Dox寒天府地の中央部に菌糸片を植え30tで培養した。

2.2 キトサナーゼ活性測定

キトサナーゼ活性は、キ トサンの加水分解によって遊離する還元糖最を、 Fe(CN)63ーか

らFc(CN)6' への還元に伴い、赤色カリ K3!FC(CN)61の黄色いhl色が艦色になるのを利用し

たSchale法(Imotoand Yag悶 hita1971)によって測定した。0.5%のキトサン (D.D. 7m品)

を合む50111M 問機ナトリウム緩衝液 (pH5.6)2 1111に11111の俳索浴液を添加iし、 37tで15
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-30分間反応させた。酵素反応を100'C、 3分/l日の煮沸で停止し、 2.7mlのSchale誠薬

(O.5g K3(Fc(CN)61 par 1 lilcr of 0.5 M Na2C03)を添加し、 100'Cで15分間反応させた。室

温まで試料を冷却し、OD'20を測定した。対照として、 酵ぷ首長液の代わりに25mM酢酸ナ

トリウム緩衝液 (pH5.6)をJllいて、 0.5%キトサン溶液に元々存証する還元結fiiを測定し

た。 野手素反応に由来するLlOD'.201f1i:をグjレコサミンを用いて作成した検証線と比較する'1>

で泣元締訟を定立した。キトサナーゼ前性は1分1:11にIμmolの沼Ji:t請を遊離する防ぷ誌を

1 U (IInil)と定義した。粘度低下によるキトサナーゼ活性測定は以下の}J法で行った

(Ohlakara 1988)0 0.1 %キトサン (D.D. 70%)を含む50mM酢般ナトリウム緩衝液 (pH

5.6) 3.5 1111と酵素溶液3.51111 (必要な場合は50mM ili酸ナトリウム緩衝液 (pH5.6)で希釈

した醇ぷt岩波)を誕令後、粘!主計 (Shiba回製 1号)に注入し、 30'Cで反}.i:;、させ継時的に骨量液

が所定の距離を流Fするのに裂するl時間を測定した。比品目J主(spccificv凶印剖ly)は(サンプ

ルの流下速度/蒸伺水の流下速度ー 1)と定義した。

2.3 キトサナーゼ生産条件の検討

F. sola11; SUF386株のキトサナーゼ生産条件を検討するため、 2%のグルコースを炭素

誠に合むCzapck-Oox液体制一地で対数ll'I殖後!91まで栴益したマッ ト状の繭糸体をホモゲナイ

ザー(日本刷機)を111いて、最大速度で15秒1:11の条例でi自糸片に分解した。分解した菌糸

H-をi卓心分離(10，000x g. 10分111)本温)によって沈殿としていl収し、 減i描J4官I水をJtJい

て3阿洗浄した。 50mlの滅菌蒸留水に懸濁した硝i糸片から5mlを各純炭素搬を含む

Capek-Dox液体お;地45mlに級品iした。各椛地に制品i1麦、 26'Cで711111川面接i培益 (116 rpm) 

した。培長後、 l車糸 を il~過によって!日l収し、 80'Cで3 時間乾燥させてm肢を測定 した。ま

た、 JI';-1<'1:. i.'iは20mMの同一般ナトリウム緩衝液 (pH5.6)で透析後、還元槍定i止法によって

キトサナーゼ活性を測定した。

2・4 キトサナーゼの精製

全ての精製段階は 4'Cで行った。 F.501a11i f. sp. p!Ja5eoli SUF386からキトサナーゼを

精製するために、 PDA培地(I直径 9cm)に民間したコロニーから滅菌木でEtU 111した胞チ

懸濁液を10001111のCYPC液体母地に植I~ し、 27'Cで5 日/lll振逝権益 (90 spm)した。 4

literの培養 t消に対して80弛飽和の硫五一分両を行い、 4'Cでーl政政iEしタンパク質を沈殿
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させた。タンパク質沈殿を遠心分離 (4000x g. 10分HlJ、4'C)によって回収し、 40mlの

25 mM酢駿ナトリウム緩衝液 (pH5.6)に溶解し、同緩衝液で平衡化した SephadexG-25 

カラムを通すことで脱損した。次いで試料を20mMリン酸カリウム緩衝液 (pH7_0)で平

衡化したヒドロキシアパタイトカラム(中2.1x 23 cm)にチャージし、同緩衝液で十分に洗

除後(カラム体積の21古)、 20-500mMの浪l主勾配のリン酸カリウム緩衝液 (pH7.0)で溶

ijiさせた。この際の流速は22IIll/hで1分画を3mlとした。キ トサナーゼ活性分閣をプー

jレし、 SephadcxG-25カラムを通すことで脱塩した。次いで20mM酢酸ナトリウム緩衝液

(pH 4.5)で平衡化した CM-SepharoscCL-6Bカラム (ゆ2.1x ] 7 cm)に試料をチャージし、

同緩衝液で洗浄後、 O-]MのKCIのi:!度勾配を付けた20mM酢際ナトリウム緩衝液 (pH

4.5)で熔出した。この際の流速は22mJlhで1分画を31111とした。キトサナーゼ活性分画

を25mM耐酸ナトリウム緩衝液 (pH5.6)で平衡化した SephadexG-l 00カラム(ゆ2.0x 55 

cm)にチャージし、同緩衝液でタンパク質を浴出したこの際の流速は29ml/hで、1分画

あたり 1.7mlとした。SephadcxG-l 00ゲjレ泌過によって得られたキトサナーゼ活性分画

を、精製酵素とした。

2-5 アクリ jレア ミドゲル屯気泳動による分析

精製タンパク'i'Jは、 10%ゲJレをIIJいたSOS-PAGE(Leammli 1970)、及び10%ゲルを用

いた nalIvc-PAGE(Rcisfcld el al. ] 962)による分析を行った。?4気泳動後ゲJレをクマシー

プJレー染色することよってタンパク質のバンドを検出した。

2-6 タンパク質定拡法

各分間のタンパ7'i'J五iは、ローリ一法 (Lowryet al. 1951)によって定量した。この際、

ウγ血消7)レプミ ンをl::{i¥'sタンパク'i'IにHlいた。

2-7 諸問クロマトグラフイ ーによるキ トサナーゼ分解産物の同定

キトサナーゼによる加水分解産物をi専用クロマ トグラ7イーによって分析した (Sakaiet 

al.]991)。反応液(100μ 1)は、 50mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.6)に恭賀として 1.0

μmolの2盆体から5立体のキトサンオリゴマーまたは250μgのキトサン (0_O. 100%) 
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を含み、精製キトサナーゼ (5mU)を添加し、 37tでーl挽反応させた。100t、3分間の

熱処理で酵素反応を停止し、薄層プレート(HPTLCA1uminium Scc~弓 Silica Gcl 60 F254 

Mcrck )にスポットし、展開溶媒にn-プロパノ-)レ/水/酢般エチル/30%7ンモニウム

(6:3:1:1) (V:V:V:V)を用いた薄府クロ7 トグラフィ ーを行った。プレートを風乾後、 生成

したア ミノ絡をニンヒドリン発色によって検出した。

3 結よ"及び考祭

キトサン分解活性を有するFusariuDl磁のスクリーニング

本学に保存されている l62株のFusarium閣をmいてキ トサン分解菌のスクリ ーニング
を行った結果、 22株のFusarIum菌においてコロニーの周凶に培地中のキトサンの濁りが

分解されることによって生じる透明域(ハロー)が観察された (Tablc4-l)0 22株のハロー

を形成したFusariul1I菌は、試験した9種なかの4種に含まれた。特にF.spJcndensとF

soJanIにおいてキトサン分解活性をイIする株が向い矧l主で観察された (Table4 -1)0 F 

soJanIにおける積以下の分類として、病原性を示す宿主植物のj畠いを基とした分化現

(forma specialis)が従唱されている。F.soJaniでハローを形成した株は試験した9分化型

全てにわたり、分化型とキトサン分解活性の分布に相関関係は見出せなかった。試験した

22株中ハローの直径とl事のコロニーの直径の比が 1.3と1ti大であった、インゲン般腐病

菌 F.solani r. sp. phaseoli SUF386株(=Hypomyces so)ani r. sp. phaseoli IF09974)を以降

の研究に用いた。このSUF386株と同一分化型の他の株では、エンドウのサヤ組織におい

てフ ァイトアレキシン (pisatin)合成を誘導する。この plsatlsの誘導因子としてwの細胞
些から遊離するキトサンが考えらている (Kendraet al. 1989)。このスクリーニングのi品経

を通して、試験した全ての株は2%グルコースと0.25%キトサン (D.D. 70%)の両-I'i-を含

むCzapck'Dox寒天主計地上でのコロニーが、 2首グルコースを含む Czapck-Dox寒天培地 ヒ

でのコロニーに比較して小さく、気中菌糸が少ないコロニー形態となった。このIj>は、キ

トサンにより生長阻tIfが起こることを示しており、広い種事1のFusarium菌に対してキトサ

ンが生長抑制剤として効果があることを示している。

83 



Table 4-1. Halo formation test of Fusarium strains on chitosan 
containing agar medium 

Number of strains 
Species 

Tested Halo formation 

episphaeria 5 o 
lateritum 7 。
moniliforme 7 o 
nivale 4 1 
oxyspor山首 88 2 
roseum 6 。
solani 44 16 
splendens 3 3 
tr~c~netum 4 。

キトサナーゼ生限条1'1の検討

キトサナーゼの生産がj共Ai原に依存するのかを検Jすするために、F.50la川 SUF386株を

Czapck.Oox液体府地に微々な炭素淑を添加した楕地をJfIいて培必して符られた培養上泊中

のキトサナーゼ情性を還元新Jifl止法で測定した (T.ble4.2)0 F'. 5o!ani SUF386株は2%N 

eアセチルグJレコサミンを惟 炭素糠にJIlいた培地で、培養液単位体積当たりのキトサ

ナーゼii"i1'1が最大となり (2.8mU/ml)、2%グルコースを炭素淑にmいた場合 (0.58
mU/ml)の約 41f'iとなった。グルコサミンを炭素淑にmいた場合、菌糸のやjIf毛は観祭され
るが、キトサナーゼポi性は検出されなかった。キトサナーゼの生産性を;~~価するために、

l菌糸j，i(乾燥if1J止)21たりのキトサナーゼ活性を比較した。この結来、 Nアセヲ-)レグJレコ

サミンをt位 以Æil\、に川いた~1\'での生産性が、 2% グjレコ ース を炭素甑にj甘いた場合の

81古となった。この結=*は、 N.7セチjレグ1レコサミンにキトサナーゼ生産をWI大させる効

来があることを示唆した (Tablc4.2)。興味深いことに、F'.5o!ani SUF386株は、 キトサ

ナーゼの基質となるキ トサン(D.D. 70%)が単一炭点源として0.25%含まれている液体培

地では令〈 附殖できなかった。2唱グルコースと0.25官，キトサンの両省を民主跡、に合む液

体栴地においても胤'舶しないことから、この地殖の抑制はF'.5o!ani SUF386株が単にキ

トサンを炭素棋として利則できないことによるのではなく 、キトサンによって引き起こ さ

れるtrlM阻芹が原因であることが示された。一般的なキトサナーゼ生産微生物では、キト
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サンを培地に添加することで誘導的にキ トサナーゼが生産される (Pel1eticrand Sygusch 

1990: Fcnton and Evcleigh 1981)。

Table 4-2. Effects of carbon source on chitosanase production by 
Fusariurn solani SUF386 

Mycelium Acti vi ty per 

Medium Carbon SQurce dry weight actl.vity cell mass 
(g) (mU/ml) (U/g-cell ) 

COa Glc (2も} 0.146 0.58 0.20 
CO GICNAc (2も} 0.081 2.8 1.7 
CO G1cN (2も} 0.052 NDf 

CO Chitosan 70H (0.25‘) nile ND 
CO Glc (2も)+ nil ND 

chitosan 70H (0.25‘) 
CD+Yb Glc (2も} 0.350 2.2 0.31 
CD+Cc G1c (2も) 0.178 2.4 0.67 
CD+pd Glc (2も} 0.256 1.6 0.31 
CO+YCP Glc (2も} 0.471 9.9 1.1 

Cell were grown in 50 ml of medium at 260C for 7 d on a rotary 
shaker (116 rpm). Initial inocul山ncorresponded to 0.005-0.01g (dry 
weight) cell per flask. Values represent the average from three 
S副nplesmeasured in three independent experiments. 
a Czapek-Dox medium without carbon source 
b Yeast extract (0.1も}
c Casamino acids (0.1‘} 
d Peptone (0. 1も}
e Li乞tlegrowth (<0.02 g) 
f Not detected (<0.2 mU/ml) 

F. 50/.，，; SUF386株でのキトサナーゼの生産は、キトサンを含む培地ではおしく菌の生長

が阻害されたため市刊百できないが、キトサンを構成する単糖であるグJレコサミンではI甘殖

はするものの活性は見られなかった。また、 0.25%キトサン(D.D. 70jも)と2弛グルコー

スの同J守を含む Czapek.Dox'fJ()巳培地においてハローを伴ったコロニーを形成すること

(Fig. '1.1 )、 2叫グルコースを品t~源に含む液体培ftにおいてキトサナーゼを生産すること
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から、 F.so!an; SUF386株のキトサナーゼ生産はキトサンによる誘導を必要とせず、ま

た、グルコースによるカタポライトリプレッションを受けないと考えられた。 酵母エキ

ス、カザミノ酸、及びベプトンの培地への添加は、培地当たりのキトサナーゼ活性を3-

4倍に、菌糸重量;当たりでは 1.5-3倍に均i力11させる効果があった (Table4-2)。炭素源を

2%グルコースとし、 酵母エキス、カザミノ酸、 ベプトンを同時に培地に添加lした場合、

培地当たりのキトサナーゼ活性が9.9mU/mlとなり、試験した条例内で最大となった。そ

こでこの培長条例で得られた培益上1，すからキ トサナーゼの精製を行った。

A B C 

Fiq. 4-1. Growth of Fusarium solani SUF386 on chitosan-containinq 
aqar medium. The plates were incubated at 26CC for 5 days after 
inoculated with mycelium pluq from the colony qrown on PD aqar 
medium. The media used were Cazek-Dox containinq (A) 2も qlucose，
(B) 0.25も chitosan(0. D. 70も)， (C) 2.0も qlucoseand 0.25も chitosan.

キトサナーゼの精製

F_ SO/.Il; SUF386株の生産するキ トサナーゼを、SDS-PAGEで単一バンドとなるまで精

製した(Fig4-2)。この精製は、ヒドロキシアパタイト、 CM-SepharoseCL-6目、 Sephadex

G100の3段階のカラムクロマトグラフイーで行い、 10%の回収率で、 36倍に精製された

(Table 4-3)。全てのカラムクロマトグラフィーにおいて、キトサナーゼ活性は単一ピーク

とLて溶J11されたことは、 F_so/a; SUF386株がl種類のキトサン分解活性を有するタン
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パク質を分泌している'J>を示していた。 M製静J時の分子量は SDS-PAGEにより 36kDaと

抑定された(Fig_4 -3)0 Sephadex G-] 00カラムク口7 トグラフ ィーでの梅山位世から推定

される intactなキトサナーゼタンパク質の分子iAは、SDS-PAGEで求めた結果より小さく

なった。これはキトサナーゼと SephadexG-j 00のグJレマ トリックスの聞に何らかの相互

作用が起こったためであると考えられ、 ゲjレ同年過による mtact な俄~の分チisiの推定は不

可能であった。

A (Da) B 

66k・

45k・

35k -

24k -

18k -

Fiq. 4-2. Analysis of the purified F. solani 
chitosanase by native (A) and 50S (8) polyacrylamide 
qel electrophoresis. The purified enzyme was 
elec七rophoresed. Proteins were stained with 
Commassie brilliant blue. Molecular mass rnarkers 
were bovine alburnin (66，000 Da)， eqq albumin (45，000 
Da)， pepsin (34，700 Da)， trypsinoqen (24，000 Da)， 
and s-lactoqlobulin (18，400 Da). 
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culture solani F. from of chitosanase 

filtrate 
Purification 4-3. Table 

Recovery 

{‘} 

Specific 
activity 

(U/mg) 

Total 

protein 
(mg) 

Total 

activity 

(U) 

volume 

(ml) 5tep 

100 0.16 38.8 6.08 51 

69 0.50 8.39 4.18 58 
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Fig. 4-3. Purification of chitosanase from F. solani SUF386 
(A) Hydroxyapatite chromatography. The crude enzyme after 
ammonium su1fate precipitation was desa1ted through the 
Sephadex G-25 step and was applied to the hydroxyapatite 
co1umn. (B) CM-Sepharose CL-6B chromatography. The enzyme 
obtained at the Hydroxyapatite chromatography step was 
app1ied to the CM-Sepharose CL-6B c01umn. (C) Sephadex G-
100 chromatography. The enzyme obtained at the CM Sepharos 
CL-6B step was applied to the Sephadex G-100 column. 

Syr曲 01s:()， protein (00280);・， chitosanase activity. 

キトサナーゼ精製隣素の諸性質

(i)キ トサナーゼ活性に及ぼすpHと温度の影響

グリ コールキトサンを;!&'l'lとして川いた場合、キトサナーゼ反応の最適 pH及ひ、最適温

度はそれぞれ pH5.6と40"(;であった(Fig.4-4)。

(i i)キトサナーゼの;!&質特異性

軒i製キトサナーゼの続々の恭賀に対する活性をTablc4-4に示した。本キトサナーゼは

グリコーJレキトサン、キ トサン(D.D.70也)に対する活性が市〈、キトサン (D.D. 100唱)

に対する活性はキトサン (DD.70%)での活性に比較して、約601もと低くなった。グリ

コーJレキチンやカ JレポキシメチjレセJレロース (CMC，carboxymethylcellulose)に対する活性

は低〈、グリコーjレキ トサンでの活性と比較して10%以下であった。

(i i i)キトサナーセ・によるキトサン協液の粘度変化

本キ トサナーゼは、キトサン溶液 (D.D. 701品)の粘度を反応開始直後から速やかに低下

させた (Fig.4-5)。

(i v)反l心生成物の分析

本キトサナーゼは、 2母体、 31;{体、42込体のキトサンオリゴマーを分解できず、 51;1

体キトサンオリゴマーを 2量体と 3量体の混合物に分解した (Fig.4 -6)。キ トサン (D.D 

J 00%)を基質とした場合、本酵素は多量の3量体と少量の2最体、 4量体、 52;1:体の混合

物を生成した。
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Fig. 4-4. Effects of pH (A) and temperature(B) on 

F. solani citosanase. (A) Buffes: ()，印刷 Sodium
aceta乞ebufferi口，sodium-potassium phosphate 
bufferiム，Tris-Cl buffer. (B) The reaction was 
done using 50 mM sodiurn potassium phosphate buffer 
(pH 5.6). 

Table 4-4. Substrate specificity of F. solani chitosanase 

Substratea Reducing sugarb Relative activity 

{‘} (nmol) 

Glycol chi七osan 56 
Chitosan (70も deace七ylated) 52 
Chitosan (100も deacetylated) 32 
Glycol chitin 5.3 
Carboxyrnethyl cellulose 1.4 

100 
93 
57 
9.4 

2.5 

a The reaction mixture contained 0.25も substrateexcept for glycol 
chitin and glycol chitosan (0.5も each). 
b The amount of reducing sugar liberated after a 30-min reaction 
with 3.7 mU of the purifエedchitosanase. 
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Fig. 4-5. Reduction io viscos込tyof chitosan solu乞ionby F. 
solani chitosanase. Reductions io viscosity were dete口nined
with an Ostwald viscometer. Specific viscosity was defined a: 
follows: [(flow time of reaction mixture)/(flow time of 
distilled water)ー1]. oifferent amounts of enzyme was used. 

The amount of the enzyme:()， 0.8 mU;口，1.2 mUi •• 1.6 mUi 
•• 2.4 mU. 

キトサナーゼは、組n~ (Pelletier and Sygusch 1990: Hedges and Wolrc 1974・Tominaga

<1nd Tsuji泊 ka1975)、放線1泊(Sakaiet al. 1991: Price and Storck 1975)、菌類(Fentolland 

Evclcigh 1981)から精製されている。 Myxobacterspのキトサナーゼは、キトサンのみな

らずCMCに対して分解活性を有していた (Hedgesand Wolre 1974)0 F. 5o!an; SUF386株

から精製されたキトサナーゼは他のキ トサナーゼと同じく CMCに対してほとんど活性を

示さなかった。キトサナーゼ活性は、基質として用いたキトサンの脱アセチJレ化!互によっ

て彩轡を受けることが知られている (Ohtakaraet al. 1988)0 F. 5o!an; SUF386株のキトサ

ナーゼは、脱アセチJレ化!止70喝のキ トサンに対する活性が、脱アセチル化gUOO%のキト

サンに対する活性よ り高かったことから、キトサン分子中のグルコサミンーグルコサミン

IfIJの結合に比較して、N.アセチJレグルコサミンーグルコサミン1mの結合に対する分解能が
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高いと考えられた。 一方、キ トサン首長液の粘度を速やかに低下させることから、本キトサ

ナーゼはエンド型にキトサンを分解している<J>が示唆された。反応生成物の分析から、本

キトサナーゼは5最体以上のキトサンオリゴマーをエンド型の様式でランダムに加水分解

し、 3i量体以上のオリゴマーを主要な生成物とすると考えられた。

glucosamlr鴫・ー
chlto凶ose-

chltotriose -

chltotetraose 

chitopen包ose
一
一

S 2 3 4 5 

Fiq. 4-6. Analysis of enzyrnatic hydrolysa七esby thin句
layer chromatoqraphy. The substrates used were 
chitobiose (lane 1)， chitotriose (lane 2)， chitotetraose 
(lane 3)， chitopentaose (lane 4) and chitosan (0. D. 100 
も lane5). Lane S contained a mixture of chitooliqomers 
ranqinq from qlucosamine to chitopentaose. 

F. solani SUF386株におけるキトサナーゼ分泌生産の生理的意義は不明である。キトサ

ナーゼの基質であるキトサンによって F.solani SUF386株の附殖が著しく臨書されるこ

と、キ トサンが自然界では閣の細胞壁などの極限られた分布で存在していることから、本

キトサナーゼが F.solani SUF386株のキ トサン資化に機能しているとは考えにくい。本

キトサナーゼの役割として推測されるのが、加齢した菌糸の細胞壁を分解する自己溶解に

はたらく可能性である。菌の生産するキトサナーゼが自己浴解にはたらく例は、 Mucor

rOUXlにおいて報告されている (Reyeset al. 1985) 0 F. solani SUF386が術主地物への感
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染過程において、キトサナーゼを分泌するのかどうか、また、本キトサナーゼが自己の細

胞壁を分解し、遊離するキトサンないしはキトサンオリゴマーがエリシターとして機能す

るのかとうかは今後の解明すべき課題である。

第2節 Acinclobactcr.応細菌の生産するキトサナーゼについて

l 実験の目的

キトサナーゼ生産閣は、 Fusariul1I菌の細胞壁を分解し成長を抑制することにより、

Fusarium幽が引き起こす植物病の防除を目的としたバイオロジカ jレコントロールに用いる

ことができる可能性がある。そこでキ トサンをijiー炭素源として成長する微々なタイプの

微生物を土壌からスクリーニングし、そのキトサナーゼを精製することと Fusarjum1誼の噌

殖阻害効果の検定を目的とした。

2 笑験方法

2.1 実験に使用した閣及び培養条件

キトサナーゼ生産I酒のλクリーニングには単一炭素源として0.25%キトサン (0.0

70?も)を含むM9格地 (Na2HP040.6弛.K2HPO， 0.3%. NH4CI 0.05%. NaCI 0.05% 
MgSO，・7H，O0.0251見 Sambrooket al. 1989)を用いた。長野県上田市内の各種土壌を脱イ
オン水に懸消しその適当虫を、 50mlのM9.キトサン液体培地に栂菌し、 25'Cで 7ElllIJ 

振椴培必 (J50 rpm)した。次いで、この培養液2mlを再度 501111のM9キトサン液体培地

に植曲、同条件で 7 日 間集積培養し、 l~} られた埼養液を適当に希釈しM9 キトサン寒天培

地に稔り広げ30'Cで数日!日l培養し、培地中のキトサンによる濁りが分解されることに

よって生じるハローをコロニーの匝lりに)毘成する細菌を単離した。

2.2 :キトサナーゼ生産調11菌の分離同定試験

単離されたキトサン資化性紺It宙の分類学的位置付けを、属のレベJレをめざして行った。

分類にJIlいた各車f!試験は Bergcy'sManual of Systematic Bacteriology (Krieg and Holt cd 

1984)に従った。
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2.3 キトサナーゼ活性測定

fiJ節・2.2の方法に従い、キトサンの加水分解によって遊離する還元糖訟をSchale法

(Imoto and Yagishita 1971)で測定した、粘度低下によるキトサナーゼ活性測定はOhtakara

の万法に従い37'Cの反応温度で行った (Ohtakara1988)。

2.4 キトサナーゼの精製

全ての精製段階は4'Cで行った。キ トサン分解l耐Acinetobactcrsp. CHB 1 0 1株を、 500

mlの0.2%グルコサミンを単一炭素i原とするM9液体培地に植菌し、 25'Cで7H IiIJlMi'し

た。500mlの培養上消に対して80%飽和の硫安分l亜を行い、 4'Cで一晩放i宜しタンパク

質を沈殿させた。タンパク'i'l沈殿を述心分離 (4000x g. 10分1:日4'C)によって阿収し、

20 mlの20mM酢般ナトリウム緩衝液 (pH4.6)に溶解し、|両l緩衝液に対して透析する'Ji

で脱届した。透析後、試料を20mM l¥!一般ナトリウム緩衝液 (pH4.6)で平衡化したCM

Scpharose CL.6B (φ2.1 x25cm)にチャージし、 10)緩衝液で|分に洗伸した。タンパク質

はO-IMのKCIの濃度勾配をfれ7た20mM l¥!;1唆ナトリウム緩衝液 (pH4.5)で骨量出した。

この際の流述は30II1l/hで1分画あたり 3mlとした。CM.Sc凶旧ro担 CL.6Bイオン交換クロ

マトグラフ ィーによりキトサナーゼ括性は2つの独立したピークとして裕iiiした。2つの

キトサナーゼ活性分画を各々集め、 25mM酢般ナトリウム緩衝液 (pH5.6)で平衡化した

Scphadcx G.l 00カラム(ゆ2.0x 51 cm)にチャージし、|司緩衝液でタンパク質を溶出した。

その際の流速は]4 ml/hで1分間を 3mJとした。ScphadcxG'1 00ゲル械過によって仰られ

た各キトサナーゼ活性分画を、精製酸素とした。

2.5 アクリルアミドゲJレ電気泳動による分析

精製タンパク質は、 10%ゲルを用いた SDS'PAGE(Leammli 1970)による分析を行っ

た。電気泳動後ゲjレをクマシープJレー染色することよってタンパク質のバンドを検出し

，. 
~。

2.6 :タンパク質定fit法

各分画のタンパク質量は、ブラッドフォード法 (Bradlordct al. 1976)をmいた protein
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assay kit (Bio'Rad)によって定量した。この際、ウシ血清アJレプミンを標準タンパク質に

用いた。

2.7 薄層クロマトグラフイ ーによるキトサナーゼ分解産物の同定

キトサナーゼによる加水分解産物を薄府クロマトグラフイーによって分析した (Sakaiet 

aL 1991)。反応液 (50μ1)は、50mM酢般ナトリウム緩衝液 (pH5.6)に器質として 0.51-'

molの5品体のキトサンオリゴマーまたは125μgのキトサン (0.O. 100%)を含み、 酵素

としてキトサナーゼ l、日を各々3mU、または2μgの粗タンパク質に相当する培養上df

を添加し37'Cで一晩反応させた。100'C、 3分I:lJの熱処理で酵素反応を停止し、前節・2.7

の方法で薄層クロマトグラフィ ーを行った。

2.8 : Acinctobacter sp. CHBI 01株のFusarium蘭に対する時i殖阻害f1oJHとプロトプラスト化

活性

CHB101株のFusarium1描に対するW:殖阻115効*を見るために、 PO寒天培地上で対峠培

養を行った。PO寒天培地の中央に FusariumsoJani f. sp. robiniae SUF704株を植E直し、

SUF704株の両側に、 Acinetobactersp. CHBl 0 I株とA口netobactcrcaJcoaceticus 

ATCC23055 (typc strain)を樟箇し、 30'Cで3日間培養した。

CHBlOl株の常義 tt;'f巾のFusariumYliIこ対するプロトプラスト化活性を検討するため

に、以下の実験を行った。PO寒天培地(直径9cm)で培養した F.solani f. sp. rob山町

SUF704株から、府地一枚分のコロニーを滅碍i蒸留水3mlで洗砕するZJ}で分生胞子懸濁液

を得た。この分生胞子懸濁液を40mlのCYPC液体培地に植菌し、 25'Cで一晩培養して符

られた菌糸体を滅I繭蒸留水で2図、更に1.2M MgSO，. 10 mM NaPB (pH 5.6)で2回洗持

し2mlの1.2M MgSO，. 10 mM NaPB (pH 5.6)に懸濁した。 2mlの菌糸懸濁液に対して、

CHBlOl株を0.2弛グjレコサミンを単一炭素i1l、とするM9液体培地で培養し緋られた培養上

消の硫安沈殿分画(1.5Ulml)を1ml加え、 37'Cで静置し 1時間ごとにFusarium菌の菌糸

形態を光学顕微鏡で観察した。

3 結果及び考察

キトサン分解活性を有する土岐細菌のスクリ ーニング
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キトサン分解性土域細菌のスクリーニングにおいてもM9キトサン寒天培地上に大きく

透明なハローを布するコロニーを形成する制閣が数株分離できた。この数株についてM9

グルコース液体培地、M9キトサン液体培地で培養した際の細胞外に分泌されるキ トサ

ナーゼ活性を測定した。 M9キトサン液体培地では全ての細菌分離株がキトサナーゼを生

産した。 一方、 M9ーグルコース液体培地でキトサナーゼを生産した株は I株 (1詳離株No.5)

のみであった(デー タ示さず)。 この結栄から、 No.5株は構成(t~にキトサン分解酵素を生

践している、或いはグルコースによるカタポライ ト抑制を受けないと与えられた。そこで

この単離株 No.5を選択し以降の研究に川いた。

このNo.5株の分茸l学的な位世づけを 8ergcy'sManual of Systcmatic Bactcriologyに従っ

て行った。 結来、 Acinctobacted'去に分類できた (Table4.5)。この分茸iを特定するにあたっ

て、グラム陰性伴菌、好気性、オキシダーゼ活性無し、カタラーゼ活性有り、 運動性無し

の性質を基準とした。 J)I.イf 、 Acjnetobactcrk~ に|期しては l 種類の雌 A.caJcoaccticusが錠

附されているだけである。 No.5株は、試験した.tri11についてはほとんど A.calc回目前川

type strain ATCC23055と同じであったが、キトサンの資化能をイiすること、育t僚を'ii-

l主主政として利川できない点で異なっていた。以}ーから、No.5株について位の決定は行

わず Acinetobactcrsp. CHB 1 0 1と命名した。

Table 4-5. Characteristics of the chitosan assimェlatingbacterial 
isolate 

Gram negative， Aerobic， Non-motile 
Rod (0.9-1.1 x 1.6-1.8μm)， commonly in pairs 
Agar colonies: circular， flat， glossy， nonpigmented， mucoid 
Growth temperature: 20-370C (optim山 n30-350C) 
Oxidase test: Negative 
Catalase test: Posi乞J.ve
Indole fo口nation:Negative 
O-F test: Oxidative 
Acid formation from glucose: positive 
Starch hydrolyzation: Negative 
Carbon source usage: glucose{+}， glycerol(+)， glucos副nine(+)， 
N-acetyl-glucos副nine(+)，arabinose{+)， ethanol(+)， lactate(+)， 
DL-malate(+)， L-alanine(+)， L-leucine{+)， L-tyrosine(+)， 
chitosan{+)， acetate(ー)， chitin{ー)， carboxymethyl-cellulose(-) 

Nitrogen souce usage: nitrate(+)， 副市町、omium(+)，chitosan(ー)
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キトサナーゼ生産条件の検討

Acinctobactcr sp. CHB 10 I株のキトサナーゼ生産に及ぼす炭素i血の影響を検討した。ま

ず、 M9.グルコース液体培地、 M9キトサン液体培地で年r1tした場合の、 細胞外へ分泌さ

れるのキトサナーゼ前性を測定した。CHB101株はM9キトサン液体府地においても巾殖

を示すが(世代時HIJ280分)、 M9グルコース格地での鳩殖(世代時間110分)に比較する

と地殖速度が低下した(Fig.4.7)0 2 EI HU耳f~後の培養上消あたりのキトサナーゼ活性

は、 M9グルコース府地で0.2U/ml、M9ーキトサン培地で0.1U/mlに述した。 興味深いこ

とに阿培地とも対数町l殖JUJでは、キトサナーゼ活性が低いレベル (0.01U/m1以下)にと

どまり、定常J~j に達してから活性が附大した(Fig.4 ' 7)。この結果は、["[分培長における

キトサナーゼの生産、または分泌が、細胞の噌殖段階に依イIーしている可能性を示してい

る。7t'jiviUlに見られる前性が、元々細胞内に存在しているキトサナーゼが紺l胞の溶解に

よって細胞外に出ている可能性が考えられた。しかし定常j聞の問、生l誼数(約1x 109細胞

Iml)が4[J [:U栴佐を継続しても減少することがないこと、吏に対数I首荊J~jの細胞tÚI [l\物中

にキトサナーゼ活性が検出されなかった結栄から、この可能性は否定できた(データ不さ

ず)。

他の多梢にl則する分解活性を、 M9.グルコース液体培地、 M9キトサン液体培地で2EI 

[:IJ培挫した:.iよ'i;\'J~jの栴R U;'i をよ11 いて測定した。両耳'~.1IL1:Wはキトサン (D. D. 70%)、キ

トサン(D.D. 100%)、グリコールキチンに|期 しては分解活性を示したが、グリコールキト

サン、 CMCに対しては分角午前性を示さなかったげ'ータボさず)0M9グルコース液体I在地

での倍長l:i.'j中の:I![タンパク質を CM.SepharoseCL.6Bカラムクロマトグラフイーで分蘭

したところ、キトサン (D D.70%)をJ，linとして附いたぬ合、キトサン分解活性は2種茸I

のピークとして浴出した。向いイオン強度で浴IUする前性ピーク(ピーク日)は脱アセチJレ

化l立70弛のキトサン以外にグリコールキチンに対しても分解活性を示した。同棟な浴出

パターンはM9 キトサン液体崎地でのJ;~R上消中の朝lタンパク質においても観察された(

データ示さず)。この2観類のキトサナーゼが生産されるパターンは、グjレコサミン、 N

アセチJレグルコサミン、グリセロールを各々炭素源として添加lした培地においても同様

に観察された(データ示さず)。しかし、 CHB1 01株はグリコールキチン分解活性を生産す

るにもかかわらず、グリコールキチン、コロイドキチンを単 炭素is(として楠殖すること
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はできなった。
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Fig. 4-7. Cell growth and extracellular chitosanolytic activity of 
Acinetobactersp. CHBIOl. Cells were grown in M9-g1ucose medium (A) 
and in M9-chitosan medium (8) at 300C with shaking. At appropriate 
intervals， cell density was measured by dete口niningthe 00610， and 
the chitosanolytic activity in a culture fluid was determined by 
using chitosan (0. D. 70も) as the 5ubstrate. S~曲015 0 ， cell 
growth (011;10 nm);口，ch比 osanolyticactivity. 

2種茸iのキトサナーゼの梢製

AcinetobactcT sp. CHBl 0 1株の生産する 2種類のキ トサナーゼをM9ーグルコサミン液体

グlレコサミンを培地で定'品WIまで栴益した府Jil:ii7から精製した (Table4-6， Fig. 4-8)。

試験した炭素源の中で培養上消あたりのキ トサナーゼ活性が最も高炭素源にmいたのは、
かったからである(データ示さず)0CM-Sepharosc CL-6Bカラムクロマトグラフィーによっ

I町低イオン強度でi笹山するピークl、てキトサナーゼ活性は2つのピークとしてt笹山し、

キトサナーゼl、日と命名した。阿キ トサイオン強度で浴lHするピーク日をそれぞれ、

ナーゼはCM-SepharoseCL-6Bカラムクロマ トグラフ ィーに次いで、SephadexG-j 00カラム

SDS-PAGEで単一バンドとなるまで精製された(Fig.4-9)。

30 日の分ithiはそれぞれ、 37kDa、

クロマトグラ 7イーによって、

SDS-PAGEでの移動Jirから求めたキ トサナーゼ I、
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kDaであった。ScphadexG.lOOカラムクロマトグラフィーでの溶出位置から推定される

Intactなキトサナーゼタンパク質の分子量は、 SDS'PAGEで求めた結果とほぼ一致するこ

とからであることから両キトサナーゼが単品体であることが示された。

( 

2 

-亡。
てコ
偲

‘・cl 

1O s 

4.0 

E 
コ
3.0三
〉

2.0是

1J 

A 

rose CL-6B CM-Seph 

一.'..' ..... ..' ..' 
.'・・・一

O 0 
100 

0.15 

0.1 

E

C

O

∞N
O
G
-
o
l
 

0.05 

80 60 

Fraction No. 

40 20 O 

1.5 

E 
1.2コ
と
0.9主
u 
〈

06 + 

B 

Sephadex G-1 00 

Chitosanase I 

0.3 

0.06 

0.04 

ε
c
o
∞N
G
0
1
0
l
 
0.02 

O 
80 60 40 

Fraction No 

100 

20 。



c 
Sephadex G・100
Chitosanase 11 

1.2 

( 

O 

0.9ε 
コ

E 

o 
N 
o v.v 
O 

十0.01

と、
.> 

〈

03 ， 
0.6 

20 40 60 

Fraction No. 

nu nu
 

no
 

Fig. 4-8. Purification of chitosanases from Acinetobacter sp. 
CHBIOl. (A) CM Sephrose CL-6B chromatography. The crude proteins 
from culture fluid were applied to the CM Sepharose CL-6B column. 
The chitosanolytic activities were eluted in two peaks. The first 
and the second eluted peak designated chitosanase 1 and 11， 
respectively. (B) Sephadex G-IOO chromatography of chitosanase 1. 
The peak fractions of chitosanase工 collectedfrom the CM 
Sepharose CL-6B step were applied to Sephadex G-IOO colurnn. (C) 
Sephadex G-IOO chromatography of chitosanase 11. The peak 
fractions of chitosanase 11 collected from the CM Sepharose CL-6B 
step were applied to Sephadex G-I00 column. Symbols: 0， protein 
(OD280);・，chitosanase activi乞y.

101 



1 2 3 

ry、，、k -l.，'畠・L¥AI 圃園田

116 k 一
97k -

飴 kー

45k -

31 k -

Fiq. 4-9. Analysis of the purified chitosanases 1 and 11 
by 50S polyacrylamide qel electrophoresis.τ'he purified 
enzyme was electrophoresed. Proteins、leXe stained wi th 
ca町田ssiebrilliant blue. Lane 1， IOOlecular marker; lane 
2， chitosanase 1; lane 3， chitosanase 工工.

Table 4-6. Purification of chitosanases 1 and 11 from Acinetobacter 
sp. CHBIOl culture fuild 

Volume Total Total Specific Recovery 
Step 

Culture spernatant 

0-80‘(NH4 bS04 
Chitosanase I 
CM-sepha.rose CL-6B 
Sephadex G-IOO 
Chitosanase II 
CH-sepharose CL-6B 
sephadex G-IOO 

(m1 ) 

453 
27 

11 

21 

11 

21 

activity 
(U) 

101 
107 

24 
17 

28 
16 

protein 
(mg) 

---. 
2.06 

0.22 
0.05 

0.07 
0.02 

activity 
(U/mg) 

52 

109 
334 

406 
800 

a Protein contents could not be deterrnined because of a 
disturbance caused by unknσwn constituents in the sample. 
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キトサナーゼ事!j製酵素の諸性質

(i)キトサナーゼ活性に及ぼすpHと説度の影響

キトサナーゼ I、Hの双方ともグリコールキチンを基質として用いた場合、 pH5-9の

広い範聞でほぼ一定の活性を示した。脱アセチJレ化度70協をキトサンを基質に用いた場

合、キトサナーゼIと11はそれぞれ、 65'C、 50'Cで最大の活性を示した(Fig.4，10)。

(ii)キトサナーゼの基質特異性

キトサナーゼ I、日の様々な基質に対する相対活性をTable4.7に示した。キトサナー

ゼlは脱アセチJレ化度 70-90%のキトサンに対して向い活性を示すが、脱アセチJレ化!立

100略キトサン、コロイドキチン、グリコールキチンに対する前性は低かった。一万、キ

トサナーゼ Hはグリコールキチンに対して最も強い活性を示し、キトサンの脱アセチル

化JJ[カず向くなるに従って活性が低下し特に脱アセチル化JJ[90-] 00%のキトサンに対し

てはほとんど活性を示さなかった。両キ トサナーゼと もグリコールキトサン、 CMCに対

する分解活性は示さなかった。

(i ii)キトサナーゼによるキトサンt岩波の粘度低下

キトサナーゼ I、1I共に、反応初期から基質キトサン溶液 (D.D. 70%)の粘!立を低 Fさ

せた (Fig.4'11)。還元職定量法で求めた等しい活性hiの醇素を用いた場合、名131主低下の度

合いは、キトサナーゼ I、日でほぼ同じであったロ

(iv)反応生成物の分析

キトサナーゼ I、日に対してグjレコサミン5iat体または、キトサン (D.D. 10m引を器質

とした長時間反応の生成物を薄陪クロマトグラフィーで検出した。今回朋いた薄層クロマ

トグラフイーの条件では、単f止体から 5量体までのキトサンオリゴマーが分離可能であっ

た。キ トサナーゼl、日 共に 5:iit体のキトサンオリゴマーを滋賀にHJいた場合、分解に

よって生じる 4量体以 Fのオリゴマーを検出できなかった(Fig.4.12 lane 3 and 4)。同梯

に、 2i;止体から4最体を基質に}干lいた場合も分解産物は検出できなった (データ示さず)。

一方、キトサンを基質に用いた場合も少なくとも分離可能な5量体以下のキトサンオリゴ

マーの生成は認められなかった (Fig.4. J 2 lane l and 2)。一方、硫安沈殿分間の祖l酵素を

用いた場合は、基質として用いたキトサン (D.D. ] 00%)、キトサンオリゴマー (5量一体)

の双方ともに、2量体、 3量;体のキトサンオリゴマーにまで分解された (Fig.4. J 2 lane 5 

and 6)。
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Fig. 4-10. Effects of pH <A) and temperature(B) on 
activity of chitosanases 1， 11. <A) Buffers:O， 50 rnM 
sodium acetate buffer (chitosanase 1);・，50mM sodium 
acetate buffer (chitosanase 11);口，50 mM potassium 
phosphate buffer (chitosanase 1) 岨， 印刷 po七ass~um

phosphate buffer (chitosanase 11);<)， 50 rnM Tris-Cl 
buffer (chitosanase I)i" ， 50 mM Tris-Cl buffer 
(chitosanase 11);ム，50 四回 glycine-NaOH buffer. (B) The 
reaction was done using 50 mM sodium potassium phosphate 
buffer (pH 5.6)・ S}'l曲ols:()，chitosanase 1;・，
chitosanase 11. 
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Fig. 4-11. Reduction in viscosity of chitosan solution 
by chitosanase 1 and 1工 Reductionsin viscosity were 
determined with an Ostwald viscometer. Specific 
viscosity was defined as follows: ((flow time of 
reaction rnixture)/(flow tirne of distilled water)ー1]. 
Differer比四ountsof enzymes were used. S~曲ols :() ， 4 
mU of chitosanase 1;口，16 mU of chitosanase 1;.， 4 
mU of chitosanase 11;.， 16 rnU of chitosanase 11. 
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Table 4-7. Substrate specificities of chitosanases 1 and 11 

Relative activity (‘)b 
Substratea 

Chitosanase 1 Chitosanase 11 

Chitosan (70も deacetylated) 86 4S 

Chitosar、(80‘deacety1ated) 100 3S 
Chitosan (90も deacetylated) 8S 17 
Chitosan (100亀 deacetylated) 20 10 
Glycol chitin 22 100 
colloidal chitin lS 30 
Glycol chitosan 7 2 

Carboxymethyl cellulose 2 2 

d Each reaction rnixture contained substrate at a concentration of 
0.2Sも.
b The arnount of reducing sugar leberated after a 15-min reaction 

relative to the largest amoun七 foreach chitosanase (280 and 290 

nmol for chi乞osanases1 and 11， respectively). 

glucosamineー国

chitobiose -

chitotriose -

chitotetraose -

chitopentaose -

S 2 3 4 5 6 

Fiq.4晴 12.Analysis of enzymatic hydrolysates by thin-layer 
chromatoqraphy. The substrates used were chitosan (lanes 1， 
2 and 6) and chitopentaose (lanes 3 trouqh 5). The enzymes 
used were purified chitosanase 1 (lanes 1 and 3)， purifed 
chitosanase 11 (lanes 2 and 4)， and crude proteins (lane 5 
and 6). Lane S contained a mixture of chitooliqomers ranqinq 
from qlucosarnine to chitopentaose. 
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キトサン資化性細菌の土猿からのスク リーニングから、 M9グルコース培地でキトサ

ナーゼを生産する紺I闘が単離され、 Acinetobactcr属細菌と同定された。キ トサナーゼを生

産する Acinetobacter.属細菌は他に報告された例がない。Acinetobactersp. CHBl 0 1と命名

したこの紺l閣は、グルコース、キトサン (D.D. 70%)、グリセロール、 グjレコサミン、N

アセチjレグjレコサミンを炭素i原とするM9培地においてキトサナーゼを分泌生産した。

CHBI0l株はキトサン (D.D. 70%)をii1ー炭素狐として含むM9培地で良〈刷殖した。この

ことから、培地中のキトサンは速やかに低分子の槍に分解され細菌の地殖に利用されると

考えられた。 しかし対数地航J~Jには細胞外のキトサナーゼ活性は低〈、培長が定常J~J に

至ってから糊大する結果が符られた。この結*は、 CHBI 01株が給地中のキトサンを炭素

iw.として盛んに分解吸収する対数柑殖抑jに培養上消中にキトサナーゼをほとんど分泌しな

いことを示しており、.，-1数坤i殖j切におけるキトサンの分解吸収がどの様に行われているの

かに興味が持たれる。この点に関して、対数町i殖期において生産される極少量のキトサ

ナーゼが、細胞の明殖を支えるに充分訟である可能性、吏に通常の還元締定i正法のキトサ

ナーゼ活性測定では測定できない他のキトサン分解醇業が対数地殖J~J において存在しキト

サンの分解にはたらいている可能性も与えられる。

Fusarium菌の細胞墜にはキトサンが合まれていることから、細胞日置を分解できるキトサ

ン分解菌が、 FusariuUl菌の地殖阻害作用を持つことが期待される。そこで、Acinctobacter

sp. CHBI01株がFusarium菌に対する楠殖悶筈作用を持つかどうかを、 PD寒天培地上で対

峠培養する事で検討した(Fig.4.13)， Acinetobacter sp. CHB 1 0 1株の周囲では F.solani 

SUF704株の菌糸はf'l'長できなかった。一方、コントロールとして楠歯した Acinetobacter

calcoaceticus ATCC23055株の陪l囲ではSUF704株の菌糸の伸長は阻害されなかった。コ

ントロールに用いたATCC23055株はキトサナーゼを生産しないことから、 CHBI01株の

キトサナーゼがFusarium菌の細胞壁に作用することで菌の地殖|姐tlirを引き起こす可能性が

考えられた。そこで、 CHBIOI株の培養上清がFusarium閣の細胞墜に形態変化を引き起こ

すかどうかについて、 Fusarium菌のプロトプラスト形成を指標として観察した。この結

来、反応開始から2時間後にF.solan; SUF704株の菌糸の細胞壁が分解されプロトプラス

ト化していることが観察された(Fig.4.14)。この結果から、 CHB1 0 1株を土岐中に投入し

Fusariuml車の地殖を抑制ることで、 Fusarium病に対するバイオロジカjレコントロールに

応用できる可能性が示唆された。
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A B c 

Fiq. 4-13. Growth inhibition of Fusarium solani by 
Acinetobacter sp. CHB101. F. solani f. sp. robiniae SUF704， 
Acinetobacter sp. CHB101， and A. calcoaceticus ATCC23055 
(type strain) were inoculated on PDA plate and incubated for 
3 days at 30oC. A， Acinetobacter sp. CHB101; B， F. solani 
SUF704; C， A. calcoaceticus ATCC23055. 

Fiq. 4-14. Protoplast-forminq activity aqainst mycelia of Fusarium 
solani. (A) Germlinqs of F. solani (younq mycelial cells oriqinated 
from conidia). (B)Protoplasts formed from mycelia after incubation 
for 2 h at 37セ ina 1.2 M MqS04' 10 mM NaPB (pH 5.6) containinq 

chitosanases of (NH4)2S04 precipitation fraction (1.5U/ml】・ Interna

bars， 50μm. 
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Acinelobacter sp_ CHBl 0 1株の培養上清から精製された2種類のキトサナーゼ I、日は、

迷やかにキ トサン溶液の粘l立を低下させる事から、基質をエンド型に分解していると考え

られた。料製酵素を用いた場合のキトサンの分解生成物は少なくとも5最体以上のキトサ

ンオリゴマーでとどまっており、これらがそのまま細胞に取り込まれるとは考えにくい。

粗隣素を別いた場合には、キトサン、グルコサミン5量体を基質とした分解生成物は2:1止

体、 3量;体のキトサンオリゴマーであったことから、キ トサナーゼ l、日以外にキトサン

を分解する第3の酵素か存在していることが明らかにされた。この第3の隣家は、キトサ

ンを朋いた迎'jilのtli1'liIlU定で検出できなかったことから、高分子のキトサンに対して作m

せず、低分子のオリゴマーに対して分解活性を示すと考えられる。キトサナーゼ I、11に

よって生成されるキ トサンオリゴマーを、この第3の酵素が2iit体、 31正体にまで分解

し、その後CHBlOl株に取り込まれ代謝されると考えられる。CHB10J株のキトサン分

解、代謝機併を明らかにするヒで、この勝手軽の車内製が課題である。

キトサナーゼ I、日 の基質特異性は、キトサンの脱アセチル化のJJt合いの点で異なって

いた。以前に報告されているキトサン分解性細菌の多くは、狭い範聞の脱アセチル化度の

キトサンを分解する l種類のキトサナーゼを生産した。CHBIOl株は2種類の異なるタイ

プのキ トサナーゼを生産することにより、日-1009もまでの脱アセチJレ化度のキトサン、

キチンを分解できることが推定される。培地上消中のキトサナーゼ I、Hの活性が定常期

に達して地方11することから、これらの隣素の生合成が四分培養での期殖段階に依存してい

る可能性が示唆された。元々不活性型で存在していたキトサナーゼが静止月jの問に活性型

にプロッセッシングされ、分泌される可能性を除外することはできないが、キトサナーゼ

の生産が均殖ステージに呼応して転写レベルで制御されている可能性がある。キトサナー

ゼ生産、分泌の制御を詳細に解明するために、キ トサナーゼ I、日 の遺伝子をクローニン

グする事が今後の課題である。
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総括

FusarIum繭は広範凶な組物における土岐伝染性疾病の主要な病原菌であり、その病原性

発現機併の解明には徐々なアプローチが必要であると忠われる。糸状菌の染色体外レプリ

コンとして、線状プラスミドDNAとdsRNAが良く知られている。特に、植物病原性糸状菌

の CryphonectrIaparasiticaでは、 dsRNA染色体外レプリコンが宿主菌の宿王植物に対す

る術JjR性を低下させる事が知られている。その他に糸状菌の染色体外レプリコンは、糸状

曲一での自体複製型j~質転換ベクターへの応lfIがjgJ待できること、種、又は分化型特異的に

存在している例があり、簡便な菌株同定法への応Jljが期待できることにおいても興味が持

たれる。基礎研究の而では染色体外レプリコンの有する遺伝子や複製機備に対して興味が

持たれる。そこで、本学保存Fusarium品iからの染色体外レプリコンのスクリ ーニングを

行った。

Fusariumiiの朝IIJ抱壁成分としてキトサンが含まれている。エンドウへの F.solani f. sp 

p1Jaseoliの侵入において、菌の細胞壁からキトサンオリゴマーが放出され、これがファイ

トアレキシン (pi田町内生産のエリシターになると報告されていることから、 Fusarium菌

自身の有するキトサナーゼは植物感染の際に何らかの役割を果たすと考えられた。

また、 般にキトサナーゼ生産能を11する微生物は、 Fusarium菌の細胞壁を分解すること

により生長を抑制できる可能性があることから、 FusariuI1I病の防除に関してバイオロジカ

ルコントローjレに比;JIJできる可能伯が考えられた。以上の観点から、本学保存のFusarium

的、>>..び長虫f"v;~上岡市周辺のu匝からキトサン分解菌をスクリ ーニングし、キトサナーゼ

の精製を行い、その生理学的意義にi到して考察した。

m 1 -t;:tにおいて、 60株のFusarium的から、染色体外レプリコンのスクリーニングを
行った結来、ニセアカシア枝枯病菌F.solani f. sp. robiniae SUF704株が 2種類のdsRNA

Ml (1.9 kb)とM2(1.7kb)を保持していることを検出した。同一分化型の他の株では染色体

外レプリコンは検出されなかった。 F.solani SUF704株からdsRNAMl、M2をゲノムに有

するマイコウイルスの精製を試みた。この結栄、直径30nmのエンヴエロープを持たない

球状のウイルス、 FusoVが得られた。FusoVは44kDaの1種類のキャプンドタンパク質で

構成されており、キャプシ ドタンパク質のN末端は修飾を受けていた。FusoVが2種類の
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分節したdsRNAをゲノムに宿すること、 I種類のキャプシドタンパク質で情成されるエン

ヴエロープを持たない球状のウイルス粒子であることは、 E古賀lで報告されている一般的な

ウイルスの特徴に一致した。 FusoVは約85%の分生胞子に伝達されるが、交配によって得

られるチ糞胞子への伝達は観察されなかった。F.solani SUF704株と、 tit胞子分離の結果

得られたFusoVの欠落したSUF704-[ree株の硝酸同化系欠損変異株を用いて行った菌糸融

合実験の結栄、 FusoVは菌糸融合によって他の菌株へ伝達が可能であることが示された。

単胞子分離の結来得られたSUF704-[ree株とSUF704株において、成長速度、コロニー形

態、色，誕生産性などに変化なく、 FusoVは多くのマイコウイルスと同械に祈主的の形質に

大きな影響を及ぼさないと考えられた。

第21.1:において、 FusoVのdsRNAゲノムMl、M2からcDNAを合成し、各々 1645、1445

ntの溢基配列を決定した。Ml，M2ともほぼ全長にわたる lつのORFが検出された。Mlの

ORFは5197ミノ般からなる般定分子量 59.707Daのタンパク質をコードしており、権定

アミノ酸配列中には pos山 vestrand RNAウイルスとdsRNAウイルスで観察されるRNA依

存性RNAポリメラーゼの保存配列が見いだされた。また、 invitro relication実験から、

FusoV粒子にRNA依存性RNAポリメラーゼ活性があることが示された。 -}j、M2のORF

は4137ミノ般からなる推定分f量 44.185Daのタンパク質をコードしており、推定アミ

ノ酸配列中に精製キャプシドタンパク質から決定したアミノ般配列が存在した。以上から

FusoVはRNA依存性RNAポリメラーゼとキャプシドタンパク質の2つの遺伝子のみを持っ

ていることが示された。 2つに分節したdsRNAマイ コウイ Jレスの極基配列としては初めて

明らかにされたものである。 RNA依存性RNAポリメラーゼの保存配列は positivcstrand 

RNAウイルスとdsRNAウイルスで唯一保存されている配列であり、この保存配列の類似性

はウイ Jレス分類の重要な指標となっている。既知のRNA依存性RNAポリメラーゼの配列

とFusoVの配列を比較した紡栄、ウイルスの構造上軍1似性が指摘されていたFusoVを含む

Partitiviridae科のマイコウイルスと植物 cryptOlrusとの間にアミノ般配列レベjレで商い類

似性が見られた。また、菌類、特に植物病原菌は植物との1:11で微々なレベルで相互作IHし

ていると考えられることから、 Partitiviridae:科マイコウイ Jレスと植物 cryptovlrusカ守的類

又は組物に存在した共通の祖先ウイルスから進化した可能性が考えられた。以上から

FusoVは植物 cryptovirusと共lこPartitiviridae科に分類するのが適当であると考えられ

1
 
1
 
1
 



た。

第3章において、 invitro replication実験から、精製FusoV粒子にRNA依存性RNAポリ

メラーゼ活性が検出された。 FusoV粒子は inVJtro系において、 dsRNAを鋳型として

positive strandのssRNAを合成する転写酸素活性 (transcriptase)とpositivestrand RNAを

鋳型とし、 negativc strandを合成する複製酵素活性 (r叩 licase)が検出された。経l時的にど

の梯な invitro replication産物が得られるかについて検討した結巣、 FusoVでは最初に

positivc strand RNAが転写され、次いでdsRNAへの複製が行われるパターンが見られたZれ

から、保存的被製(conservativcreplication)によってdsRNAゲノムが複製されていること

が示された。 invitroの系ではFusoVの転写産物として positivestrand RNAが合成された

が、 m VJVOでのFusoV転写怪物について、 strand特異的プロープを用いて、ssRNAを特典

的に検出する ~I 変性条件のノーザンハイプリダイゼーションによる分析を試みた。この結

集、JsVJVOで negativestrand RNAが蓄積している事が示された。またこのハイプリダイ

ゼーション法によってssRNAを持つFusoV粒子カ吋'r::ft::ーするか検討した結果、 po引tivestrand 

RNA、negativcstrand RNAをそれぞれ有するFusoV粒子が検出された。宿王細胞中での

ncgative strandの帯積や、 ncgativestrand RNAを有するウイルス粒子の存在は、 dsRNA

ウイルス一般に見られる現象ではなく、 FusoVに特徴的でであると考えられた。

第411において、 162株のFusarium菌からキトサン分解能を持つ株をスクリーニング

した結張、 22株でキトサン分解によるハローが見られた。最も大きなハローを形成した

インゲン桜腐絹菌 F.solani f. sp. phaseoJi SUF386株からキトサナーゼの精製を試みた。

SUF386株はN-アセチJレグJレコサミンを炭素搬に用いた場合に最も向いキトサナーゼ活性

の液体培地中に分泌生産した。一方、キトサすーゼの恭質であるキトサンを炭素M(に用い

た液体培益において、 SUF386株は完全に生長が阻害されキトサナーゼの生産は見られな

かった。F_soJani SUF386株の培養上it!fから 1種類のキ トサナーゼをヒドロキシアパタイ

トカラムクロマトグラブイ一、 CM-SepharoseCL-6Bカラム クロマトグラフィ一、 Sephadex

G-lOOカラムクロマトグラブイーによって精製した。本キトサナーゼの分子量は SDS

PAGEから36kDaであることが示された。このキトサナーゼは脱アセチル化度70%と

1009ものキトサン、グリコールキ トサン、及びキトベントース (グjレコサミンの5量体)を

加水分解したが、キ トピオース{グルコサミンの2量体)、キトトリオース (3量体)、キ ト
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テトラオース(4五r体)、グリコールキチン、CMCは分解しなかった。また、本キトサナー
ゼは、キトサン溶液の粘度を速やかに低下させることから、エン ド型に作用していると考

えられた。

一方、土嬢からキトサン資化性細菌をスクリーニングした結娘、培地中にキトサンが存

在しなくてもキ トサナーゼを生産する株を単離し、このキトサン資化性幽を

Acinetobacter sp. CHBIOl株と命名した。CHBIOl株の培養上消中のキトサナーゼ活性

は、対数噌殖期では低く定常)UJに入ってから地大した。CHBI0l株の培長上消中のキトサ

ナーゼをCM-SepharoseCL.6Bカラムクロマ トグラフイ一、SephadcxG.l 00カラムクロマト

グラフイーによって精製した結来、 2穆類のキトサナーゼ(1、日);占匂F在していることが

示された。キトサナーゼIは分子ii137kDaであり、 脱アセチル化度70-90%のキトサン

を良〈分解した。キトサナーゼ Hは分子1ir30kDaであり 、脱アセチル化l主70弛のキトサ

ン、コロイドキチン、特にグリコールキチンに対する活性が強かった。キトサナーゼI、

日は、 キトサン裕液の粘!立を速やかに低下させることから、エンド型に作111していると考

えられた。キトサナーゼI、日の反応生産物は5ht体以上のキトサンオリ ゴマーであった

が、相l酸素での分解産物は2i主体、 31ik体のキトサンオリコ・7ーであった。このことから

CHBIOl株はキ トサナーゼ l、日以外に第3のキトサン分解酵ポを分泌していることが示

された。CHBIOl株にはFusarium1誼に対する鳩殖阻書作用があり、常義 tj/j-には F.soJani 

SUF704株の朝111泡控を分解しプロトプラスト化する活性のあることから、本株を土壊に投

入することでFusarium病の防除を目的としたバイオロジカルコントロールに応用できる可

能性が考えられた。
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