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1　緒　　言

　真菌は発育・増殖を繰り返す上で様々な代謝機能を発揮する．この代謝機構の

中心は各種の酵素であり，栄養源となる基質が真菌の異化作用により分解され同

時にエネルギー産生を伴う．真菌はこのエネルギーを同化作用に利用して発育す

る．このような生物に共通する基本的代謝が一次代謝である．また，発育成長し

た真菌において，その個体の生命活動に果たす役割の不明な代謝機構が二次代謝

であり，この最終産物が二次代謝産物である．

　一般に微生物細胞（細菌・真菌・原虫及び未分化な細胞）に選択毒性を有するも

のが抗生物質であるのに対し，植物毒性や動物毒性を示すものを真菌毒と言う．

この真菌毒には，抗原性を有する比較的病原性の強い真菌によって産生される高

分子真菌毒素と，抗原性を欠き，一般に動物に対する真菌の病原性の強弱に関係

なく産生される低分子真菌毒素が存在する．この低分子真菌毒素がマイコトキシ

ンと呼ばれて真菌中毒症を引き起こす．

　1940年以降真菌中毒症における数多くの重要な報告がなされるようになった．

マイコトキシンによって引き起こされた真菌中毒症の最初の報告は，最も初期に

かっ熱心に研究されたVertinskii（1940年）の1931年ウクライナ地方におけるスタ

キボトリス中毒症（Stachybotryotoxicosis）に関する知見であった［139］．これは，

その原因が明かにされる以前に旧ソ連においてMZ（Massovie　zabolivanie）と略称

され，数千頭の馬が死亡するなどの経済的に重大な損失を招来する疾患として知

られていた．1945年，その原因がこれまで無害なカビと考えられていた

∫孟ac加わ。孟ry3　a’raのトキシンによることがDrobotkoらによって明らかにされた

［28］．第二次大戦終了後アジアから輸入した米が，黄色色素を生成するカビで汚染

されていた黄変米事件（1954年）に端を発して，汚染Peηjc〃11ロm属菌より肝発癌性

luteoskyrin［113］，腎毒性citrinin［104，108，112］，神経毒citreoviridin［60，136］など
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のマイコトキシンが真菌中毒症の原因として同定された．また，1960年，英国各

地において10万羽以上に及ぶ七面鳥ならびにアヒルの雛がわずか数カ月のうちに

艶死したTurkey－X病に端を発し，　Aヌρθrg伽8　fla四s由来のanatoxin　B1（AFB1）

が同定された［5，143，144，145］．現在までにanatoxinは，．A．ρara甜ω3によって産

生されるaflatoxinも含めて8種の構造類似体が単離されており，その強力な肝発

癌性と食品汚染の面から最も注目されている．

　Fロsar1ロm属によって産生されるマイコトキシンは約40種類のものが知られて

いるが［84］，その主要なものにT－2トキシン（T－2），nivalenol（MV），

diacetoxyscirpeno1（DAS），　neosolaniol（NS），　deoxynivalenol（DON），　HT－2　toxin

（HT－2）・fusarenon－X（FX：）などのtrichothecene系マイコトキシンがあげ』られる

［84］．歴史的には，trichotheceneの名は，1948年に，初めて分離されたtricho－

theceneのTrjchoε舵cfロm　rosθHmにちなんで付けられ，1949年にtrichothesin抗

真菌性物質として最初に発見され［49］，次いで，1961年にBrianら［20］が

．Fロ8arfロmθq傭e‘∫からDASを植：物に対する毒性物質として単離して以来，その産

生菌と代謝産物が世界各地で分離・同定され，現在では，約200段階及ぶ化合物

が確認されている［129］．

　今回の研究に供された．Fusar∫ロm属の一種である．Fロ8arfロm　sporo重r勧jojdθs（以

下E5ρoro‘rjc痂01dθsと略す）は，北ヨーロッパ・北アメリカ・カナダ・日本（北

海道）・旧ソ連のような世界の寒冷地域において，土壌や広範囲にわたる植物群，

特に種子や草木に生息しており［125］，赤色色素を産生することから赤かび中毒症

として世界各地に知られている．．Fu8ar1ロm菌は，かなりの低温（0℃以下）でも

発育することが認められ，カナダと旧ソ連では，雪の下で越冬した種子からの

Fusarfum菌分離報告がある［128］．

　本菌は，不完全菌類の線菌綱，Moniliales目，　Phialoconidia形成菌群の

Sporotrichiella菌群，．Fu3ar1ロm科，　Fロεarfロm属に属する糸状菌で，菌糸は有望性，
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植物寄生により分生子柄は分生子層を形成する．大型のフィアロ型分生子は2～

6細胞性で三日置状に湾曲することを特徴とする．集落は色素産生により赤色を

呈し・西洋梨形～棍棒状で非連鎖性の小分生子は単純性フィアリッドに多数生じ

る．大分生子は狭幅性紡錘状～鎌形で気中菌糸および分生子座に生じ，厚膜胞子

の形成も見られる［119］．F8porofr勧1ddθsによって産生されるtrichothecene系

マイコトキシンには，acetyl　T－2　toxin，　butenolide，　DON，　DAS，　diacetylnivalenol，

F瓦HT－2，　NS，　NIV，　Nr－1，　Nr－2，　T－1　toxin，　T－2，　T2　tetraol，　zearalenoneの15種類が

報告されている［84］．

　我が国における赤かび中毒症の報告［133］は，1909年の古くからイネや小麦に

大規模な被害をおよぼすことで大変有名であり，trichothecene系マイコトキシン

は，穀物や飼料，食品を汚染して家畜や人に障害を引き起こす［128］．米・小麦・

大麦・燕麦・トウモロコシ等の穀物が．恥sar1ロm菌の被害を被っている［126］．諸

外国と共通して見られる急性中毒症は，嘔吐・悪心・餌の拒否反応・下痢等が上

げられ，被害動物は人を含め家畜全般にわたっている［126］．

　また，1942年に旧ソ連で発生した多数の死亡例を含む食餌性無白血球症

（alimentary　toxic　aleukia，　ATA）ゐ原因の1つは，　T－2によると考えられている

［38］．T－2の汚染頻度はDON・NIVに比べるとあまり高くはないが，

trichothecene系マイコトキシンの中で最も強い細胞毒性を示す点で重要である

［68］．

　T－2は，活発に蛋白合成を抑制し，その結果として骨髄の機能障害を招く［93，

95，130，131，135］．その報告により，ネズミと猫に造血器障害を引き起こすことが

わかった．また，鶏の飼料へのT－2投与実験では，卵の生産性の低下と卵殻の薄

肥化，および口内炎，飼料消費量の低下，白血球数減少，血清蛋白質や総脂質の

減少が観察されている［68］．Uenoらによる調査では，高感度のELISAを用いる

ことによってT－2による農機具用品の世界中の汚染を明らかにしている［22，69］．
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　trichotheceneは・熱帯植物のBaccカar∫s　megaρofamlbaに加えてMyrof力ecfロm，

3‘ac励。鵬，αρhalosρor1ロm，　Vbr’jclmoηosρor1ロm，田ohofhθcfロmやTr∫oカodθrma

属の植物病原真菌の他，様々なFu8ar∫ロm菌によって産生される［127］．

trichothecene類の毒性発現は，真核細胞における蛋白質やDNAの生合成阻害に

よるもので［93，95，130，131，135］，特に蛋白質の生合成阻害はリボソームへの強い

親和性によるもので，真核細胞の80Sリボソームに結合しリボソームサイクルを

停止させ，その結果リボソーム構造を低分子化し，生合成の初期段階と延長段階

を阻害する［68］．この際，trichothecene骨格の活性中心とされる

12，13－epoxytrichothecene環が重要な役割を果たすものと考えられている．そのた

め，trichotheceneは，細胞増殖の盛んな臓器である腸管上皮，骨髄，脾臓，精

巣，卵巣などに対して障害を招く．

　trichotheceneは，化学的には酸素原子を含むsesquiterpeneであり，その生合成

経路に関しては多くの研究がなされている．酢酸から生じるメバロン酸を前駆体

とし，イソプレン則に従って生合成されるが，その過程に酸素添加反応やメチル

基および水素の転移反応が含まれることが，様々な中間体の同定より明らかにさ

れている［33，83］．

　人がtrichotheceneに暴露されていることは，近年報告されたインドのカシミー

ル地区における赤かび汚染の小麦で作ったパンによる下痢や嘔吐などを特徴とし

た多数の中毒例の発生，また，中国における同様な食中毒の報告例［142］からも明

かである．

　trichotheceneにおける猫や豚での中毒学的特性には，悪心，嘔吐，下痢，出

血の他，皮膚粘膜刺激性，白血球数減少，再生不良性貧血などが上げられる

［128］．また，マウスやラットを用いた発癌性における動物実験も数多く報告され

ている［94，134］．南アメリカや中国でも，喉頭瘤の多発とtrichotheceneによる汚

染との関連性が報告されている［69］．
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　このような，環境の自然毒物であるtrichotheceneの生合生と分解における抑制

系を確立するため，現在までに多くの研究が進められている．

　Hohnら［63］は，　trichothecene生合成に関与する酵素として，　trichodiene

synthaseをEsporo‘r∫chjojdθsから分離報告し，　sesquitenpen　cyclaseとtrichodiene

synthaseの間でtrichotheceneにおける共通の環を有し，生合成のキーエンザイム

であることを明らかにしている．trichodiene　synthaseは，　Fロsar1ロm属菌から発

見された初めての酵素であり，その酵素活性は，mc力。孟加cfロm　rosθumの細胞抽

出において初めて見付けられた［25］．trichotheceneにおけるtrichodiene　synthase

は，その原器であるtrichodieneのファルネシルピロリン酸（farnesyl

pyrophosphate　acid）を閉環：することが明らかにされているが［63］，　trichodieneに

酸素を添加する酵素に関しては未だ明かでない．Desjardinsらは，　H2160，　H、180，

16O、，180、などの同位体酸素系分子による（H2160，160，），（H、180，160，），（H2160，180，），

（H2：80，1802）の4種の（水，酸素）の組み合わせを各々含む培地を用い，　T－2産生

性．F　sρoro‘rjo加01des　NRRL　3299株を培養し，得られた培養液の酢酸エチル抽出

物中のT－2について，gas－liquitd　chromatography－mass　spe6trometory（GGMS）で

分析することにより，T－2の酸素原子の由来を報告し，ピラン環，エポキシ環，3

位の水酸基，および4，8，15位に付いた酸素は分子状酸素に由来し，3個のアセ

チル基のカルボニル酸素は水から発生することを明らかにし［13，25，27］，さらに，

Desjardinsら［24］は，高等植物ミクロソーム中のチトクロームP－450系モノオキシ

ゲナーゼ反応を阻害することで知られるancymidoleが，　E　8ρoro‘rlch∫01dθs　NRRL

3299菌株におけるT－2の生合成を阻害し，trichodieneを蓄積することを報告し

［26］，trichotheceneの生合成に酸素添加酵素と，してチトクロームP－450モノオキ

シゲナー区系が関与している可能性を示唆した．

　Bhatnagarら［16］は，　A　parasf∫cロ3菌体中に，　P－450モノオキシゲナーゼ系が存

在することを見いだし，さらに，フェノバルビタール添加培地で培養することに
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より，この菌体中のNADPH一チトクロームP－450レダクターゼ活性およびベンズ

フェタミンを基質としたモノオキシゲナーゼ活性が上昇し，同時に，二次代謝産

物であるaflatoxinの産生量も上昇したことを報告した．これらの報告は，

afratoxinの生合成にP・450モノオキシゲナーゼ系が関与していることを示唆した．

一方，Shouら［114，116］は，大豆油を含む培地で培養した．Fo那ρomm菌体中か

ら，リノレン酸を基質とするリポキシゲナーゼ活性を持つP－450を単離精製し，

これをFH3ar／um　P－450と名付け，このFusar加m　P－450には，ラウリン酸とパル

ミチン酸を基質とする水酸化反応触媒活性があることを報告した．さらに，

Shounら［115］は，この菌体中より，チトクロームb，を単離する値同時に，菌体

破砕液（cell－free　extract）中に，　NADPH一チトクロームCレダクターゼ活性と

NADH一ファルネシルレダクターゼ活性を見いだし，．F　ox四ρo川m菌体中にも哺乳

動物の肝ミクロソームと同様の電子伝達系が存在することを示唆した．

　また，Beremandら［13］は，　E　8ρoro孟rjchjo∫des　NRRL　3299株において，アミ

ノ酸の1つであるL一ロイシンが，T－2に存在するイソ吉草酸部分の直接の前駆体

であることを示唆し，同時に，Fusar∫um菌の蛋白質における研究が，　T－2の生合

成に関連して行われている．Desjardinsら［25］は，先にのべたように，　H、：80と

18
O、の混合実験の結果，T－2におけるイソ吉草酸カルボニル酸素は，水に由来して

いることを示唆したが，これは，イソ吉草酸部分が，脱カルボキシレートアミノ

基転移反応（decarboxylative　transamination）を媒介するL一ロイシンから誘発され

ている可能性を示唆している．　真菌の菌体から抽出された蛋白質の精製法には，

処理する蛋白質の：量・安定性・性状（溶液か沈殿か）に応じて適当な方法を選ぶ

必要があり様々な方法が存在する．電気泳動を主体としたポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動法［44】を始め，塩析分画法［1］やイオン交換カラムクロマトグラフィー

法［98］，ゲル濾過法［37］やアフィニティークロマトグラフィー法［82］，高速液体

クロマトグラフィー法［66］など様々な方法が紹介されている．
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　電気泳動法は多種の成分を含む蛋白質試料を分離・分析する際に有用な方法で

あり・ゲル電気泳動法による蛋白質の分離には，sodium　dodecyl　sulfate（SDS）ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動法［3，65，57，138］，濃度勾配ゲル電気泳動法［85］，

ゲル等電点電気泳動法［21，65，71］や固定化pH勾配ゲル等電点電気泳動法［2］など

様々なゲル電気泳動法が開発されたが，さらに高い蛋白質の分解能を必要とする

時，二次元電気泳動法［11，12，137］は極めて有用である．

　二次元電気泳動法は1975年0’Farre11［91］により発表され，蛋白質の等電点（pI：

isoelectric　point）と分子量の互いに独立した性質により2段階に分けて分離するも

のである．すなわち，一次元目で等電点の差により分離し，二次元目で分子量の

違いにより泳動分離する方法で，この全く原理の異なる方法を組み合わせた方法

が二次元電気泳動法である．この方法により中性付近を中心にかなり広い等電点

領域の蛋白質を高い分解能で分離することができるようになった．

　その後，0’Farre11の二次元電気泳動法は非常に多くの研究者に利用され数多く

のデータも得られたが，myosin重鎖を始めとする高分子量成分の分析ができなかっ

たり，得られたpH範囲が狭いなどの問題を抱え，改良がさかんに行われてきた．

また，最近では蛋白質の分離・精製のための調整用としてさらに二次元電気泳動

法を改良し，slab　non－equilibrium　pH　gradient　electrophoresis（NEPHGE）／

SDS－PAGEという容易なアミノ酸配列の決定および抗体作成を可能にする方法も

考案されている［51］．

　一次元目の等電点電気泳動法は，ポリアクリルアミド，アガロース，セファデッ

クス等を支持体として行う方法と，支持体を用いないショ糖やグリセロールの密

度勾配を持つ自由溶液系が知られている．近年，一次割目の等電点電気泳動法に，

新しい両性担体としてImmobiline（Pharmacia社）が使い始められた．この両性担

体は，アクリルアミドの誘導体であるためアクリルアミドおよびメチレンビスア

クリルアミドと混合して重合されると，支持体に固定化される．両性担体が固定
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化されているために狭いpH範囲でも安定なpH勾配が得られ，これまで以上の高

分解能が得られるようになった．本研究でも，E3ρoro‘r∫cカjb∫dθs　M－1－1株の菌体

蛋白を分離する際に，二次元電気泳動法を取り入れ，その一次元目には，

Immobilineを使用した［6，43，76］．

　蛋白質の分離・精製技術の発達とともに，蛋白質の変性および再生反応に関す

る研究も進められてきた．その歴史は古く，1930年代にまでさかのぼるが，完全

なunfould状態の1本鎖のポリペプチド鎖から天然三次構造が形成されることを

明らかにしたのは，1950年代後半から始まり1973年に発表されたAnfinsenら

［7］の研究であった．彼らは，尿素で変性させたりボヌクレアーゼAを透析によっ

て尿素を取り除き，天然条件に戻すと，未変性のものと同じジスルフィド結合を

持つもとの活性あるリボヌクレアーゼAが再生することを示した．それ以来，一

般にポリペプチド鎖は合成後，自然な自己集合（self－assembly）によって機能的な

分子構造になると考えられてきた．

　しかし，これに対する例外はすぐに見つかった．シアン化合物の解毒作用に関

与する酵素ロダネーゼ（rhodanese）は293個のアミノ酸からなる1本のポリペプ

チド鎖だが，二つのドメイン構造をとるために変性状態からの自律的な再生は起

きない［87］．

　膜通過におけるポリペプチドは，合成直後に高次構造をとってしまっては膜を

通過することができない．また，輸送先では機能的な高次構造への折りたたみや

サブユニット会合が正確に迅速に行われる必要があるが，熱力学的な自然集合だ

けでは誤った構造に成りかねない．翻訳後のポリペプチド鎖に介添えして分子内

および分子間における正しい高次構造の構築や膜透過を助ける蛋白質として，分

子シャペロン（molecular　chaperone）と総称される分子の概念が確立したのは，90

年代にはいってからである．

　分子シャペロンには，いくつかの蛋白質ファミリーがあり，ポリペプチドの正
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しい集合を媒介する蛋白質であるが，いずれもそれ自身は最終的な機能を持つ構

造の構成要素にはならない蛋白質と定義されている［54］．

　分子シャペロンのような機能蛋白質に関する研究は，決して容易なことではな

いが，その基盤ともいえる蛋白質のアミノ酸配列分析の研究は，極めて重要であ

ろう．アミノ酸の一次構造解析は，蛋白質の構造やその機能の解明には絶対不可

欠である．最近，DNAの塩基配列から蛋白質のアミノ酸配列を推定できるように

なったが，必ずしも全ての蛋白質について適用できるとは限らない．また，翻訳

中や翻訳後の蛋白質の修飾に関する情報，例えば，翻訳中におけるシグナルペプ

チドの除去，翻訳後のリン酸化部位，糖鎖の付加位置などに関する情報も得るこ

とができない．従って，DNA解析技術が発達した今日でも，蛋白質のアミノ酸配

列分析は重要である．

　また，蛋白質のアミノ酸配列を，たとえそれが部分的であったにしても決定す

ることができれば，その配列に対応するオリゴペプチドを合成することができる

ので，これをプローブにして，その蛋白質をコードする遺伝子をクローニングす

ることができる［58］．

　蛋白質のアミノ酸配列に基づいて合成されたオリゴペプチドをプライマーとし

て用いれば，PCR（polymerase　chain　reaction）法により，特定の蛋白質をコードす

るDNAだけを増幅することができ．　Leeら［79］やFordham－Skeltonら［38］は，

この方法で増幅されたDNAをプローブにし，より効率的なクローニングに成功し

ている．このように遺伝子クローニングのためのアミノ酸配列分析の重要性は急

速に高まってきている．

　Edman［31，32］は，1949年に蛋白質やペプチドのN末端からのアミノ酸配列

分析の優れた手法を開発した．この方法は，エドマン法またはエドマン分解と1呼

ばれ，phenylisothiocyanate（PITC；エドマン試薬）をカップリング試薬として用

いることから，PITC法とも呼ばれている．　PITCは，カップリング後の強酸によ
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るN一末端ペプチド結合の特異的切断を可能にし，この反応特性がなくては，蛋白

質やペプチドのアミノ酸をN末端から順次分離していくことはできない．

　そして，Edman［32］は，1967年にBeggとともにアミノ酸配列を自動的に分

析する初のアミノ酸配列分析装置を開発した．これは，試薬を液体の形で添加し

てエドマン分解を行うもので，液相シークエンサーと呼ばれた．Edmanらの液相

シークエンサーは，当時としてはかなり画期的であったものの完全な自動化では

なく，また，分析には250nmol以上の比較的多量の蛋白質が必要であるなど，様々

な問題があった．

　その後，多くの研究者によってあらゆる改良が行われ，1981年，Hunkapi11er，

Hoodら【55］によって新しいタイプのシークエンサーが開発された．彼らの装置

では，分析に用いる一部の試薬を気体として反応させるもので，気相シークエン

サーと呼ばれた．気相シークエンサーは，数十pmolレベルのきわめて微量の蛋白

質あるいはペプチドでもアミノ酸配列を決定できるようになり，1981年以降，多

くの研究室に導入された．

　1985年，Vandekerckerckhoveら［137］は，ゲル電気泳動で分離した蛋白質を，

ポリブレン処理したガラス繊維濾紙にプロットし，転写されたガラス繊維濾紙上

の蛋白質スポットを切り取り，気相シークエンサーのエドマン反応槽に挿入して，

アミノ酸配列を決定することに世界で初めて成功した．その2年後，1987年，

Matsudaira［85］は，　polyvinylidene　dinuoride（PVDF）膜にプロットしても，気相

シークエンサーでアミノ酸配列を決定できることを示した．PVDF膜は，ガラス

繊維濾紙に比べ，蛋白質結合容量が大きく，取り扱いやすいといった理由から，

この方法は急速に広まった．今回，二次元電気泳動によって分離された凡sar∫ロm

菌体蛋白は，Matsudairaの方法に準じ，気相シークエンサー（Applied

Biosystems社477　A）で，アミノ酸配列分析を実行した．

　現在でも，trichothecene系マイコトキシンによる人および家畜への汚染は，確

一10一



実に存在する．この現状において，trichotheceneの中でも最も強い細胞毒性を示

すT－2の生合成とその調節に関連する蛋白質の究明は極めて重要である．E

8ρoro孟rjc力joldθs　M－1－1株は，我が国の中でT－2－producerとして初めて分離され

て以来［133］，様々な研究の中で試験菌として供され，20年以上にわたりT－2を

産生するための高い能力を維持している．Fロsar1ロm菌の蛋白質に関する報告は，

前述したように，T－2生合成のキ一働ンザイムであることが明らかにされている

trichodiene　synthaseの分離のみである．

　本論文では，．Fロ8ar1ロm属真菌によって産生されるtrichothecene系マイコトキ

シン，T－2の生合成とその調節に関連する蛋白質を明らかにすることを目的とし，

二次元電気泳動の導入によって，Esporo　frjc力joldθs　M－1－1株の菌体蛋白質の分離

を初めて試みた．二次元電気泳動によって分離された蛋白質スポットのうち，数

種の蛋白質を，Matsudairaの方法に準じてアミノ酸配列分析にかけ，得られた新

しいアミノ末端部分配列は，PIR蛋白のデータベース［9］による相同性検索によっ

て解析，T－2producerに関連していると推察される数種の蛋白質について比較検

討した．また，細胞質における蛋白質のfoldingに関係していると推察される分子

シャペロンの一種が分離され，その酵素活性を確認した．これらの知見は，T－2

生合成のメカニズムを研究する上で有効な手がかりになるばかりでなく，今後，

T－2産生に関与する酵素系の発現を支配する遺伝子群の特定とその存在様式（真菌

染色体性・bacteriophage・plasmid）を明らかにする上で大変有用であり，　T－2産

生を支配する遺伝子群が特定できれば，他の多くの有毒真菌株についても類似手

法で解析可能となり，家畜・家禽におけるマイコトキシン中毒症の診断・予防対

策に役立つこととなる．著者は，これらの基礎となる研究を試み，いくつかの興

味ある結果を得たのでその内容について報告する．

一11一



H　材料と方法

1．供試菌株

　研究に使用した菌株は，東京理科大学薬学部毒性学・微生物化学教室より分与

され，麻布大学微生物学第一講座に保存されているトリコテセン系毒素（T－2

toxin）産生菌．Fu5arfロm　8poro‘r∫chjo∫de3　M－1－1株，及びEsρoro‘rjchjojde8　R2301

株を用いた．使用菌株は，ポテトデキストロース寒天斜面培地［18］で4℃に保存

されているものを，3～5mm四方の寒天ごとポテトデキストロース寒天平板培

地に接種し，25℃で7日間培養（赤色色素の産生が悪い場合はさらに7日間の継

代培養を行った）した．形成された菌糸及び分生子は，3～5mm四方の寒天ご

とCzapek－Dox　Broth培地（D廊。　Lab．）の100　mlに接種し，500　mlの坂ロフラスコ

で25℃，120rpm（TA60R，高崎科学器械）で3日間振盟培養を行った．培養後そ

の発育菌は，六ツ折り滅菌ガーゼによる濾過によって菌糸を除去し，分生子を

1，760×g10分間遠心し，沈殿を滅菌蒸留水に懸濁した．同様の操作を2度繰り返

した後，1×105／m1に調整して実験に供した．

2．培地と培養条件

　1×105／mlに調製した菌液の1mlを100　mlのsucrose　yeastextract　peptone

（SYP）液体培地（5％sucrose，0。1％yeast　extract；Difoo　Lab．，0．1％Bact－peptone；

Difco　Lab．）［67］に接種し，500　mlの七言フラスコで25℃，2～7日間，120　rpm

（TA60R，高崎科学器械）で温温培養を行った．2日間の培養後，5％アスパラギン

溶液［蒸留水に溶解したアスパラギン溶液をpore　sセe　O．22μmのメンブランフィ

ルター（Millipore社，　USA）で濾過滅菌した］1mlを，各々のフラスコに添加し，培

養は更に1～5間続けた．培養後の菌糸体は，六つ折り滅菌ガーゼで集め，50m1

の滅菌蒸留水で洗浄し，直ちに一80℃に凍結後，凍結乾燥を行った．
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3．trichothecene系マイコトキシンの解析法

　1）trichothecene系マイコトキシンの抽出法

　菌糸体からのマイコトキシンの抽出は，Esρoro‘rjc力jofde5　M・1－1株1×105／ml

のSYP培地培養中または培養後の培養液から，経時的に5m1ずつ無菌的に採取

したものを，等量の酢酸エチルを加えて10分間転倒混和し，酢酸エチルエステル

抽出で行った．混和後，室温で1，800×g10分間遠心，その上清（酢酸エチルエ

ステル層）をマイクロチューブに小分けし，窒素スチーム下で濃縮したものを

gas－liquid　chromatography（GLC）法で解析した．

　2）trichothecene系マイコトキシンのGLC測定法

　濃縮サンプルは，反応液としてN－trimethyl－imidazole，触媒として

N，0－bis－trimethylsilylacetamide，反応強化剤としてtrimethylchlorosilane（3：3：2）を

含むtrimethylsilylating　reagent（和光純薬工業）で室温30分間trimethylsilyl（TMS）

化し揮発化を行った．GLC解析［55］は水素炎イオン化検出器を備え付けた

gas－chromatograph（GC－14A型，島律製作所）で行った．ガラスカラム（4mm×1．6

m，島律製作所）には，100－120mesh　Chromosorb　WHP（ジーエルサイエンス）を

1．5％Silicone　OV－17（ジーエルサイエンス）で覆った充填剤を用いた．カラムの設

定温度は2．5℃／minの割合で220－280℃に設定し，　injectionとdetectionの温度は

300℃に保った．窒素，水素ガス及び空気の流入速度は各々60，50，500m1／minで実

施した．データは全てクロマトパックPC180A（島律製作所）により記録した．

4．蛋白質試料の調整法（sodium　dodecyl　sulfateポリアクリルアミドゲル電気泳動法

　および二次元電気泳動用試料）

　　凍結乾燥したEsporpεrjch∫01desの菌糸体は，液体窒素を加えながら海砂

　　（20－35メッシュ，和光純薬工業）とともに粉末状になるまでよくすり潰した．蛋
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白抽出バッファー［50mM　Tris－HCI　buffer　pH　6．8，10　mM　MgC12，0．1％（vノ》）β

一mercaptoethanol，2mM　phenylmethl　sulfonyl　fluoride，0．2　mM　dithothreitoI

（DTT）］は，　Rouxら（100）の方法を改良して調製し用い，2時間抽出後，4℃で

47，500×930分間遠心分離を行った．その上清を1．5m1容マイクロチューブに

400μ1ずつ分注し，最終濃度5％となるようにトリクロール酢酸（TCA）を加え，

混和後，4℃で一晩静置した．TCA沈殿によって得られた蛋白は，4℃で1，400

×910分間遠心，上清を除き，沈殿をジエチルエーテルに懸濁，遠心した．同様の

操作を4回繰り返しTCA除去後，減圧下でジエチルエーテルとTCAを除去する

ことによって試料を濃縮乾固し，実験まで一80℃で保存した．

5．蛋白質定量法

　蛋白質の定量は，RamagliとRodriguezらの方法［106］に準じ，総蛋白質の色素

定量法試薬（Bio－Rad社，USA）を用いたBradford法に基づく比色定量法で測定

した．一80℃保存蛋白質試料をサンプル溶解バッファー［9Murea，1％（w！v）DTr，

2％（wlv）Ampholyte　pH　3－10（Millipore，　USA），05％（vル）Triton　X－100

（Pharmacia，　Sweden）］に溶かし，よく撹絆後25℃，43，000×g10分間遠心し，そ

の上清を蛋白質定量用サンプルとした．この蛋白質溶液10μ1に，0．1NHC110μ

1を加え撹搾，更に蒸留水10μ1を加え撹拝し，5倍希釈Dye　reagent（Bio－Rad

社，UAS）3．5　mlを加えよく撹搾，室温で5分以上インキュベート後，分光光度計

にて595nmの波長で測定した．蛋白質量は，　egg　ovalbuminを標準蛋白質として

得られた検量線により算出した．

6．電気泳動法

　1）sodium　dodecyl　sulfateポリアクリルアミドゲル電気泳動法（SDS－PAGE）

　SDS－PAGEは，　Laemmliらの方法［77］に基づき0．1％SDSを含む15．0％ポリ
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アクリルアミドゲル［14．8％acrylamide，0．2％N，N－Methylene－bis　acrylamide，2．25

mM　Tris－HCI　pH　8．8，0．1％SDS，0．07％ammonium　persulfate（APS，　ammonium

peroxodisulfate），0．07％N，N，N，N－tetramethylethylenediamine（TEMED）］で日本工

一ドーの電気泳動システムを使って行なった．泳動条件は，蛋白質試料がstacking

gelを抜けるまでは25　mAの定電流，　running　gelに到達すると35　mAの定電流で

over　runnig（3時問15分）した．

　電気泳動時に用いられた蛋白質試料は，アスパラギンを添加した3日間培養母

体蛋白で，そのうち33μg／100μ1が一回に用いた．

　2）二次元電気泳動法

　二次元電気泳動は，一次元目から，予め蛋白質試料に外挿標準標準蛋白質とし

て混合し，実行された．標準蛋白質は，SDS－PAGE　Molecular　WeightStandards

Low　Range（lactoferrin－bovine　milk，　serumalbumin－bovine，　actin－bovinemuscle，

glyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase－chicken　muscle，　carbonic　anhydrase－

bovine　erythrocyte，　trypsin　inhibitor－soybean，　myoglobin－horse　heart，1ysozyme－

chicken　egg，　Iactalbumine－bovine　milk）（Bio－Rad社）を使用した．泳動後のゲルを

銀染色する場合は，蛋白質試料0．4mgに対し0．2μg，CBB－6250染色の場合は，

蛋白質試料2mg対し2μgの標準蛋白質を混ぜた．一次元目のゲル等電点電気泳

動は，gradientpH　3．0－10．5のlmmobiline　drystrip（18　cm，Pharmacia社）を用い，

水平型電気泳動システム，Multiphor　H（Pharmacia社）で行った．　Immobiline

drystripは，膨潤液［8Murea，0．5％（v〈りTriton　X－100，0．5％（wん）Ampholyte　pH：

3－10（Millipore社），02％（wん）DTr，0．001％orange　G】で6時間以上膨潤した．

二次元電気泳動のための蛋白質試料は，9Murea，1％（wlv）DTT，2％（wノ〉）

Ampholyte　pH　3－10（Millipore社），0．5％（vル）Triton　X－100（Pharmacia社）［125］ら

から成るサンプル溶解バッファーで，37℃2時間のインキュベーション後，25℃，

43，000×g10分間遠心した上清を用いた．一次元目の泳動は，最初の8時間を500
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V，次の15時間を3，500Vの計23時間行った．1次元目終了後のゲルは，0．05　m

Tris－HCI　pH　6．8，6MUrea，30％（vノ〉）glycerol，1％（wル）sodium　dodecyl　sulfate

（SDS），16　mM　DTr，0．01％bromophenolblue（BPB）から成る平衡化バッファーで

15分野平衡化した．

　二次元目のSDS－PAGEは，　Laemmli［77】の方法に準じ，13．5％running　gel

（13．1％acrylamide，0．4％N，N－methylene－bis　acrylamide，165　mM　Tris－HCI　pH　8．8，

0．1％SDS，0．05％TEMED，0．1％APS）（20　cm×20　cm）［28］のみを使い，

Investigator　2－D　EIectrophoresis　system（Millipore社）で行った．泳動条件は

16W∠gelで5時間か，あるいはBPB色素のブルーのラインがゲルの底に到着する

まで行った．

7．電気泳動後のゲルの染色法

　1）銀染色

　電気泳動後のゲル染色は，US　PatentとJapanese　Patent［29］で書かれた方法を

僅かに改良し，Ohsawaと　Ebata［92］に従って2D－silver　stain　H（第一生化学工

業）を用いて行った．まず，ゲルをsolution　I（50％メタノー1ル，10％酢酸）で10分

間固定し，solution　H（30％メタノール，10％酢酸，0．0025％チオ尿素）で更に15分間

固定する．次にsolution皿（50％メタノール，0．0005％DTT，0．1％グルタルアルデ

ヒド，0．00025％チオ尿素）で10分間の増感後，蒸留水で5分間水洗した．廃液後，

銀染色液（0．2％AgNO3，0．14％NH：3，0．2％NaOH）で15分間染色した．染色後，

蒸留水で3回水洗し，solutionV（0．005％クエン酸，0．02％フォルムアルデヒド，

0．00005％チオ硫酸ナトリウム）で現像し，鮮明な蛋白質スポットが得られたところ

で，10％クエン酸によって現像を停止し，10分後蒸留水で3回水洗した．これら

のステップは全て緩やかな振温のもとで行った．

　2）Coomassie　Brilliant　Blue（CBB）G－250染色
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　電気泳動後のゲルは，スポット定量性のあるCBB　G－250でも染色された．　CBB

G－250での染色はVo】ker　Neuhoffらの方法に従った［90］．すなわち，ゲルを12％

（wん）trichloroacetic　acid（TCA）で1時間固定し，　CBB　G－250染色液［0．08％（w！》）

CBB　G－250，1．6％（wル）リン酸，8．0％（wル）硫酸アンモニウム，20％（vル）メタノール］

で24時間染色した．染色後，25％（蜘）メタノールで3時間脱染色を行い，蒸留水

で3回水洗したのち，解析に供した．これらのステップは全て緩やかな垣壁のも

とで行った．

8．二次元電気泳動ゲルのコンピューター解析法

　二次元電気泳動後のゲルのスポット解析はMolecular　Dynamics社のレーザース

キャナー（USA）を使用した．データはSPARC　station（SUN　Micro　Systems　Inc．，

Mountain　View，　CA，　USA）上でPDQUEST「M　software（PDI，　Inc，　USA）によって

解析した．ゲルをスキャンし，外挿標準標準蛋白質の使用により各々の蛋白質ス

ポットの位置や濃さの平均をとりながら，1つのゲルイメージを作成するために

修正した．そして，培養日数の異なる蛋白質試料の二次元電気泳動ゲルイメージ

を，Fロsarfum蛋白質ゲルイメージとして1つにまとめた．

9．N末端アミノ酸配列分析法

　二次元電気泳動後，ゲル上の蛋白質は　セミドライ型プロッティング装置（日本

工一ドー）を用いてMatsudairaの方法に従い，　polyvinylidene　dinuoride（PVDF）

膜（Fluortrans田，　Pall　Ultrafine　Filtration　Co．，　USA）に電気的に転写した［85］．そ

の時の電流値は1cm2あたり1mAであり，室温で4時間通電した．転写終了後，

PVDF膜を蒸留水で1回水洗した後で，0．1％（wん）CBB　R－250を含む50％（v汐）メ

タノールで1分間染色し，10％（vん）酢酸を含む40％（vノ》）メタノールで3分間脱染

色を行った．脱色後，蒸留水で2回水洗してから，減圧下で乾燥させた．この操
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作によって膜上に出現したスポットを切り取り，画像解析装置におけるゲルスポッ

ト解析によりアスパラギンの添加によって明らかに変動の見られた2種類の蛋白

質スポット，および広範囲にわたってランダムに選択された23種類の蛋白質スポッ

トについてN末端アミノ酸配列分析を行った．切り取られたPVDF膜は，1．5　m1マ

イクロチューブ内で50％（v／v）メタノールにて洗浄後，蒸留水で水洗した．この操

作を2回繰り返した．次に，バルスリキット型シークエンサー（Mode1477A，

ApPlied　Biosystems，　USA）の反応槽の，予めポリブレン（Bio　Plen，　ApPlied社）処理

の施されたSiliconized　Glass　Filter（SGF，　Applied社）上に，サンプルのPVDF膜を

のせ，再度ポリブレン処理を施し，自動エドマン分解を実行した．

Phenylthiohydation（PrH）アミノ酸は，オンラインHPLC（Model　120へPerkin

Elmer）で同定した［4，55］．

10．N一末端ブロックのデブロック法

　N一末端のブロックが認められた場合，Tsugitaらの方法に準じ，　N一末端無水ヒ

ドラジン分解を行った［88］．この反応条件は，N一末端からフォルミル基とグルタ

ミル基のみをはずし，アミノ酸配列分析を可能にする方法である．ブロックされ

たプロテインを含むPVDF膜を，シークエンサーから取り出し，ダーラム管（4

mm×40　mm）内において50％メタノールで2回洗浄後，蒸留水で水洗し，減圧下

で乾燥させた．乾燥後，100μ1の無水ヒドラジンを入れた小試験管（13mm×100

mm）にダーラム管ごと移し，封管後，直ちに液体窒素による急速凍結を行い・20

℃で4時間反応させた．4時間後，直ちに反応を止め（液体窒素による急速凍結），

開封管下，減圧下で乾燥し，50％メタノールと蒸留水で1回ずつ洗浄を行い，再

びシークエンサーにかけた．

11．シークエンス解析における〇一phthaldialdehyde法
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　o－phthaldialdehyde（OPA）法［8］は，予め分かっているプロリン残基のサイクル

にOPA反応処理を施し，それ以前のシークエンスを残して，プロリン残基以外の

全てのアミノ酸残基をブロックする．そのあとのシークエンスは，オーバーラッ

プの減少によって鮮明となり，更に先のアミノ酸配列を読むことができる・OPA

反応は，パルスリキッド型シークエンサーによって実行した．そこで・目的とす

る蛋白質は，H－9に従い，予めアミノ酸配列分析にかけた．プロリン残基の位置

を確認後，新たにM－1－1株の蛋白質試料4．8mgを二次元電気泳動で分離し，

PVDF膜にプロットした目的とするスポット（PPIase）をシークエンサーの反応槽

にセットした．そして，OPA試薬［0．15　mM　OPA（和光純薬工業株式会社），0．5％

β一撃ルカプトエタノール，0．1％アセトニトリル］を調整後，既知のプロリン残基

（13ステップおよび20ステップ）にOPA試薬が反応するようシークエンサーにセッ

トした．

12．PePtidyl－Prolyl　cis－trans　isomerase（PPIase）の酵素活性測定

　凍結乾燥したE8ρoro‘rfc加01desの菌糸体は，　cold　room（4℃）で液体窒素を加え

ながら海砂（20－30mesh，和光純薬）とともに粉末状になるまでよくすり潰し，蛋

白質抽出バッファー［50mM　Tris－HCI　buffer　pH　6．8，10　mM　MgC12，0．1％（vル）β

一mercaptoethano1，2mM　phenylmethl　sulfonyl　nuoride，0．2　mM　DT刀［Rouxと

Labarere（105）らの改良型］で2時問抽出後，4℃で47，500×g，30分間遠心分離

を行った．蛋白質抽出後，PPIaseの酵素活性測定は，高橋らの方法を僅かに改良

して行った．また，蛋白質試料は，H－5に従って蛋白質定量を行い，各々，1

mg／m1に調整した上清をPPIase酵素活性測定用の試料に供した．遠心後，上清を，

0．5MTris－HCI　pH　8．8でpH　7．8に調整し，25℃，10分間インキュベーションした．

インキュベーション後の抽出液基質として10mM　peptide　N－succiny1－Ala－Ala－Pro－

4－methl－coumary－7－amide（MCA，　PeptideInstitute　Inc，　Minoh，Japan）10μ1を加え，
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室温で30秒間インキュベーション後，0．76mMキモトリプシン（Sigma，　USA）20

μ1を加えた．キモトリプシン添加後，0分，1分，2分，3分目に経時的に・分光

光度計にて，360nmの波長で測定した．

一20一



m　成　　績

1．アスパラギン添加によるE8ρorofrjc加01dθs（M－1－1株とR2301株）

　　trichothecene産生の変動

Esρoro’rfc痂。∫dθs　M－1－1株およびR2301株における，0．01％，0．03％，0．05％の3

つのアスパラギン濃度に対するT－2toxin（T－2），　diacetoxyscirpeno1（DAS）そして

neosolaniol（NS）（μg／ml）への効果を観察した．アスパラギンはいずれも培養2

日目，各々のフラスコに添加し，controlには等量の滅菌蒸留水を加え，培養7日

目まで経過を追って測定した．アスパラギンの濃度0．01％，0．03％，0．05％に対する

各々のtrichothecene（T－2，　DAS，NS）産生は，　Fig．1－2に示し，各々のアスパラギ

ン濃度0．01％，0．03％，0．05％に対するtrichothecene（T－2，　DAS，　NS）産生は，　Fig．

3－4に示した．なお，T－2，　DAS，　NS産生の増減の有無は，培養7日間におけるト

キシン産生量の平均値を有意水準5％で検定を行った．

　1）Esρoro’rfc加01des　M－1－1株

　T－2の産生（Fig．1－a）は，培養7日間全体を通してoontrolと比べアスパラギン

の濃度0．03％および0．05％で増加傾向を示した（P＜0．05）．0．01％の濃度では4

日目以降oontro1を下回り，アスパラギンの効果は見られなかった（P＜0．05）．

0．01％・0．03％・0．05％の3つの濃度におけるT－2産生効果は，培養7日間全体を

通して最大効果を示したのは0．05％であった（P＜0．05）．また，培養4日目から5

日目にかけて0．05％はcontrolに比べ2．3倍の増加を示した．

　DASの産生（Fig．1－b）は，培養7日間全体を通しcontro1と比べ，アスパラギン

の濃度0．01％・0．03％・0．05％のいずれも増加傾向を示した（P＜0．05）．0．01％・

0．03％・0．05％の3つの濃度におけるDAS産生効果は，培養7日間全体を通して

最大効果を示したのは0．05％であった（P＜0．05）．また・培養4日目から5日目に

かけて0．05％はcontro1に比べ8．5倍の増加を示した．
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　NSの産生（Fig．1－c）は，培養7日間全体を通してcontrolと比べアスパラギン

の濃度0．01％・0．03％・0．05％のいずれも増加傾向を示した（P＜0．05）・0・01％●

0．03％・0．05％の3つの濃度におけるNS産生効果は，培養7日間全体を通して最

大効果を示したのは0．05％であった（P＜0．05）．また，培養4日目から5日目にか

けて0．05％はcontrolに比べ1．9倍の増加を示した．

　2）Esporo‘rfcカ∫ofdes　R2301株

　T－2の産生（Fig．2－a）は，培養7日間全体を通してcontrolと比べアスパラギン

の濃度0．01％・0．03％・0．05％のいずれも増加傾向を示した（P＜0．05）．0．01％・

0．03％・0．05％の3つの濃度におけるT－2産生効果は，培養7日間全体を通して最

大効果を示したのは0．01％であった（P＜0．05）．

　DASの産生（Fig．2－b）は，培養5日目まではcontro1と比べアスパラギンの濃度

0．01％・0．03％・0．05％のいずれも増加傾向を示した（P＜0．05）．培養7日間全体

では，アスパラギンの濃度0．05％のときのみ増加傾向を示した（P＜0．05）．アスパ

ラギンの添加濃度0．01％および0．03％では，培養7日間全体を通してoontrolと比

べアスパラギンの効果は見られなかった（P＜0．05）．

　NSの産生（Fig．2－c）は，培養4日目まではcontrolと比べアスパラギンの濃度

0．01％・0．03％・0．05％のいずれもアスパラギンの効果は見られなかった（P＜

0．05）．培養7日間全体では，controlと比べアスパラギンの濃度0．01％および

0つ5％で増加傾向を示した（P＜0．05）．アスパラギンの添加濃度0．03％では培養6

日目までアスパラギンの効果は見られなかった（P＜0．05）．

2．アスパラギン添加によるEsporo‘が。力101de8　M－1－1株の菌体発育と菌体蛋白質

　　量の変動

　1）菌体発育の変動

　．F　5ρoro‘rた力jbfde5　M－1－1株において，培養2日目にアスパラギン（最終濃度
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0．05％）を添加した時の培養液100ml中における菌体重量（dry1Weight）を，滅菌蒸

留水をcontrolとし培養2日目から7日目まで経時的に測定した（Fig，5）．なお，

アスパラギン添加における菌体重量の増減の有無は，培養7日間における，自体

重量の平均値を有意水準5％で検定を行った．

　アスパラギンを添加した翌日（培養3日目）から増加傾向を示し，4日目にわ

ずかに増加したあと急速に減少傾向を示した．培養7日間全体を通して，アスパ

ラギンを添加した場合，菌体重量の増加を示した（P＜0．05）．oontro1は，培養3

日目まで増加し4日目にはアスパラギンが添加された場合より1日早く減少傾向

を示した（P＜0．05）．

　2）菌体蛋白質の変動

　1）で得られた培養2日目から7日目までの乾燥菌体から，TCA沈殿によって

蛋白質を抽出し，アスパラギンを添加した場合と無添加の場合の菌体蛋白質量の

変動を測定した（Fig．6）．

　アスパラギンの添加，無添加に関わらず測定開始の培養2日目から7日目まで一

様に減少傾向を示した．また，僅かではあるがアスパラギンを添加した場合，培

養2日目から7日目までの蛋白質量は増加傾向を示した¢＜0．05）．∫

3．E8ρoro‘rfc力jojdθs　M－1－1株菌体蛋白質の電気泳動とN一末端アミノ酸配列分析

　1）Esporo‘rfc力jofdθs　M－1－1元込体蛋白質のsodium　dodecyl　sulfateポリアク

　　　リルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）

　E8poro‘rjcカjojdes　M－1－1株において，培養2日目にアスパラギン（最終濃度

0．05％）を添加した3日間培養菌体蛋白質試料33μg／100μ1を15％ポリアクリル

アミドゲルを用いてSDS－PAGEにかけ，泳動終了後のゲルは銀染色で染色し，お

よそ60本のメジャーバンドを確認した（Fig．7）．同様に，3日間培養菌体蛋白質

試料0．3mg／100μ1をSDS－PAGEによって分離し，ゲル上の蛋白質をPVDF膜へ
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電気的に転写後，CBB　R－250で染色した．その中で，19．7　kDaの1本のメジャー

バンドについてN一末端から15残基のアミノ酸配列を決定した．PIR蛋白質のデー

タベースによる相同性検索より，1＞加ro5ρora　cra∬aのpeptidy1・prolyl　cis－trans

isomerase（PPIase）に対して60．0％の相同性を持つことがわかった．のちに二次元

電気泳動によって詳細に調べたので後述する．

　2）Esporo‘rfohlo∫des　M－1－1株馬体蛋白質の二次元電気泳動

　E5ρoro‘r勧jbjdθs　M－1－1株において，アスパラギン無添加の培養2日目から5

日目までの菌体蛋白質試料および培養2日目に最終濃度0．05％でアスパラギンを

添加した培養3日目から5日目までの斜体蛋白質試料を二次元電気泳動によって

分離した．電気泳動後のゲルを銀染色で染めたアスパラギン無添加の培養2日目

から5日目までをFig．8－a，　b，　d，　fに，アスパラギンを添加した培養3日目から5日

目までをFig．8－c，　e，　gに示した．また，電気泳動後のゲルをCBB　R－250で染めた

アスパラギン無添加の培養2日目から5日目までをFig．9－a，　b，　d，　fに，アスパラギ

ンを添加した培養3日目から5日目までをFig．9－c，　e，　gに示した．

　二次元電気泳動に供した蛋白質試料は，泳動後，銀染色の場合，0．4mg，　CBB

G－250染色の場合，2mgを用いた．2日目から5日目までの染色後の全ての二次

元電気泳動ポリアクリルアミドゲルは，9つの標準蛋白質をもとにMolecular

Dynamics社のレーザースキャナーでPDQUEST“softwareにより解析した．その

結果，編集したImage　Gelの中で，約1，244のスポットが確認できた（Fig．10）．ま

た，CBB　G－250で染色したゲルの解析からは，各々の蛋白質スポットで計算した

Optical　Density（OD）値によって，アスパラギンの添加により明らかに変動を認め

た2つの蛋白質スポットを確認した（Fig．11）．その蛋白質スポットは，各々，等

電点7．0，19．7kDaの蛋白質と等電点6．2，42．6　kDaの蛋白質であった．この2種類

の蛋白質における詳細については，六一6で，各々，（1）と（2）に述べた．

　3）二次元電気泳動によって分離した．F　sporo‘rfcカ1ddθs　M－1－1株菌体蛋白質の
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　　　N一末端アミノ酸配列分析

　F8poro‘r∫c力jofdes　M－1－1株の菌体蛋白質4．8　mgは，二次元電気泳動によって

分離し，ゲル上の蛋白質をPVDF膜へ電気的に転写後CBB　R－250で染色した．膜

上に出現した25種のスポットを切り出し，N一末端アミノ酸配列分析装置にかけた．

その結果はTable　1に示し，各スポットナンバーに対するその位置はFig．12に示

したとおりである．これらのN一末端アミノ酸配列結果よりPIR蛋白質のデータベ

ースによる相同性検索を行い，およそ1，244スポットのうち13種の凡8ar1ロm蛋

白質を明らかにした．また，各々の蛋白質における相同性は，Fig．13に示した．

　スポット7とスポット13および21のN一末端アミノ酸部分配列は，

3accharomyce5　cerev18faθ（Scerev∫8fae）のmalate　dehydrogenase［73］とTrfchodemla

koη∫η8∫1のglyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase［110］および3ch∫zo8acc舶ro－

mycθsρolnbe（3ρombθ）のtriose－phosphate　isomerase［107］のアミノ酸配列に各々

100％一致した．

　スポット1は，Emθrjoe〃aη∫dulaηsのribosomal　S16　protein［19］に83．3％の相

同性を示した．

　スポット23は，＄cerev∫s∫aeのphosphopyruvate　hydratase［23］に72．7％の相同

性を示した．

　スポット3と9は，3．ρomわeのalcohol　dehydrogenase［106］とNeロro8ρora

cra∬a（Ncrassa）のpeptidy1－prolyl　cis－trans　isomerase［123】に各々66．7％の相同性

を示した．

　スポット12は，スポット9と同じシークエンスを示すが，スポット9より等電

点が0．6ほど酸性側にあった．

　スポット2は，Chlamydomoηas　rθ∫nhard‘11のribosomal　protein　S　12【81］に

60％の相同性を示した．

　スポット5は，α）ccld∫o∫dθs　fmm虹5のserine　proteinase［101］に58．3％の相同性
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を示した．

　スポット14は，mitochondrion　Mytilus　edulisのNADH　dehydrogenase　chain　5

［62］に55．6％の相同性を示した．

　スポット19は・Hyoscyamロ8η滅gerのhyoscyamine（6β）一dioxygenase［86］に

46．7％の相同性を示した．

　スポット6は，Arach∫η3　h｝po8aθaのarachin　25K　protein（17）に若干（36．8％）

の相同性を示した．

　12個のスポット4，8，10，11，15，16，17，18，20，22，24，25は，そのN一末端がブロッ

クされていた．

4．Rsporo亡rfchfofdes　M・1・1株五体蛋白質におけるN一末端ブロックアミノ酸の無

　水ヒドラジン分解およびアミノ酸配列分析

　．F8poro‘rjc痂01des　M－1－1株の蛋白質におけるN一末端アミノ酸配列分析の結果，

そのN一末端がブロックされていた12個のスポット4，8，10，11，15，16，17，18，20，22，

24，25について，聾末端の無水ヒドラジン分解を行った．無水ヒドラジン分解の施

された全ての蛋白質は，パルスリキッド型シークエンサーによって，再びアミノ

酸配列分析を試みた．その結果，スポット4，8，10，11，16，17，18，20，22，24，25の11

種の蛋白質におけるN・末端のブロックは，除去されなかった．スポット15は，

N一末端から15残基（未解読のアミノ酸，Xを5つ含む）まで解読した．そのアミ

ノ酸配列は，Q－L㎜酬でありた．このアミノ酸配列に対して，

PIR蛋白のデータベースによる相同性検索を実施したが，これらの情報からは，

検索できなかった．

5．アスパラギン添加における2種蛋白質の変動

　1）アスパラギン添加によるpeptidyl－prolyl　cis－trans　isomeraseの変動
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　Esporofrlchjojdes　M－1－1株の二次元電気泳動において，アスパラギンの添加に

より明らかに変動を認めた2つの蛋白質スポットのうち等電点7．0，19．7kDaの蛋

白質（Fig．11）は，　N一末端アミノ酸配列分析の結果（Table　1），　Ncra5saのPPIase

との相同性からPPIaseであることがわかった．

　そこで，アスパラギン無添加の培養2日目から4日目と培養2日目に最終濃度

0．05％でアスパラギンを添加した培養3日目から4日目までの二次元電気泳動ゲ

ル上（定量性のあるCBB　G－250染色で染色を行ったゲル）でのPPIaseの変動を，

Molecular　Dynamics社のレイザースキャナーを用いてPDQUES甲softwareによ

り解析し，そのOD値を基に分析を試みた．　PPIaseのOD値は，できるだけ誤差

を少なくするために，比較しあう2つのゲル中で，アスパラギンの添加によって

誘導されない5つの内部標準蛋白質を決め，それらの増減の相対値の平均から

PPIaseにおける増減の相対値を算出した．

　アスパラギン無添加の培養2日目（以下control－2と略す）からアスパラギン無

添加の培養3日目（以下control－3と略す）のPPIaseにおける増減の相対値は

0．31で，僅かに減少傾向を示したがほとんど変化は見られなかった．contro1－2か

ら培養2日目に最終濃度0．05％でアスパラギンを添加した培養3日目（以下N－3

と略す）における相対値は1．17で，増加傾向を示した．N－3から培養2日目に最

終濃度0．05％でアスパラギンを添加した培養4日目（以下N－4と略す）における

相対値は0．41品目僅かに滅少傾向を示したがほとんど変化は見られなかった．ま

た，control－3とN－3では3．15で，　N－3はcontrol－3に比べ，増加傾向を示した．

アスパラギン無添加の培養4日目（以下oontrol－4と略す）とN－4では3．49で，

N－4はcontrol－4に比べ増加傾向を示した．

　2）Peptidyl－prolyl　cis－trans　isomeraseの。－phthaldlaldehyde（OPA）反応

　蛋白質スポット9は，アミノ酸配列分析において24残基まで解読し・PIR蛋白

のデータベースによる相同性検索の結果，Ncra∬aのpeptidy1－prolyl　cis－trans
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isomerase（以下PPIaseと略す）に66．7％の相同性を示した（Table　1）．24残基の

N一末端アミノ酸部分配列の中で，その13残基と20残基にプロリンの存在を認め

た．

　そこで，プロリン残基の位置する13ステップと20ステップ目にOPA反応を実

施した結果，41ステップまでのアミノ酸配列が明らかになった（Table　2）．そのシ

ークエンスは，PIR蛋白質のデータベースによる相同性検索からカビ，動物，植物

のアミノ末端配列の中で，Ncra8saのシークエンスと高い相同性（63．4％）を示し

た（Fig．14）．

　3）PePtidy1－Prolyl　cis－trans　isomeraseの酵素活性測定

　．F　5poro‘rfcカjojdθ8　M－1－1株の菌糸体から抽出した細胞抽出上清を用い，　PPIase

の酵素活性を測定した．酵素活性に用いた細胞抽出上清は，アスパラギンを添加

することなく2日間培養した菌糸体（oontro1－2），培養2日目にアスパラギン

（最終濃度0．05％）を添加した3日閥，4日間，5日間培養菌糸体（N－3，N－4，N－5）

の4種を，各々，1mg／mlに調整し，プロリンペプチド結合のcis－trans異性化に

触媒作用をおよぼす能力について測定を行った（Fig．15）．なお，活性の有無は，

測定0分，1分，2分，3分目における測定値の平均値をoontro1－2，N－3，N－4，N－

5およびno　cell　extractの相互で有意水準5％において検定を行った．

　キモトリプシン添加後，0分，1分，2分，3分目に経時的に分光光度計にて360

nmの波長で測定したところ，　oontrol－2，N－3，N－4，N－5のいずれも1分目から

活性を示し，最終測定である3分目までその活性は持続した．また，その活性は，

アスパラギンを添加した3日間および4日間培養において高い活性を示した（P＜

0．05）．

　4）アスパラギン添加によるglyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenaseの変動

　．F　8ρoro‘r∫cカfbfde3　M－1－1株の二次元電気泳動においてアスパラギンの添加によ

り明らかに変動を認めた2つの蛋白質スポットのうち・等電点6・2，42・6kDaの蛋
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白質（Fig．11）は，　N一末端アミノ酸配列分析の結果（Table　1），　71rfc力oderma

kon∫η8∫1の91yceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase（以下GPDaseと略す）と

の相同性からGPDaseであることがわかった．

　そこで，アスパラギン無添加の培養2日目から4日目と培養2日目に最終濃度

0．05％でアスパラギンを添加した培養3日目から4日目までの二次元電気泳動ゲ

ル上（定量性のあるCBB　G－250染色で染色を行ったゲル）でのGPDaseの変動を，

レーザースキャナーを用いてPDQUEST皿softwareにより解析し，そのOD値を

基に分析を試みた．GPDaseのOD値はできるだけ誤差を少なくするために比較

しあう2つのゲル中でアスパラギンの添加によって誘導されない5つの内部標準

蛋白質を決め，それらの破滅の相対値の平均からGPDaseにおける増減の相対値

を算出した．

　Cbntrol－2からcontrol－3のGPDaseにおける増減の相対値は52．67で，増加傾

向を示した．oontrol－2からN－3における相対値は57．25で，増加傾向を示した．

N－3からN－4における相対値は0．83で，僅かに減少傾向を示したがほとんど変化

は見られなかった．また，oontrol－3とN－3では0．92で，　N－3はcontro1－3と比

べ，僅かに減少傾向を示したがほとんど変化は見られなかった．Control－4とN－

4では15．00で，N－4はcontrol－4に比べ，増加傾向を示した．
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IV　考　　察

1．アスパラギン添加によるE8ρoro‘r勧jbjdes（M－1－1株とR2301株）における

　　trichothecene産生性の変動

　諸角ら［89］による”トリコテセン系カビ毒産生用合成培地の検討”を実施した

報告の中で，彼らがそれより以前に報告したSSP（salts　sucrose　peptone）培地

［61］を基礎培地とし，E8poro‘r∫c力jojde8　F135株を被検菌としたT－2および

DON産生におよぼすアミノ酸添加の影響では，アスパラギン単独で1％濃度に

添加した場合に最も良好な成績が得られた．この結果をもとにし，著者はSYP培

地を基礎培地として，アスパラギンを1％濃度に添加したときの

Eεporo‘rfc力foldes　M－1－1株およびR2301株におけるT－2，　DAS，　NSの産生向上実験

を試みたが，両菌株とも，tririchotheceneの産生向上は見られなかった（データ

非記載）．これは，諸角らの培養条件が，15日間による静置培養下でのアスパラ

ギン濃度であったのに対し，著者は，その培養条件が，静置培養より遥かに早く

菌発育代謝が進む振盈培養下（3日間）で，静置培養下と同じアスパラギン1％

濃度で培養したことが原因と考えられた．そこで，アスパラギン濃度を1％の

1／100まで下げ，0．01％，0．03％，0．05％の3つのアスパラギン濃度で実行した．

　M－1－1株におけるT－2，DAS，NSのアスパラギン添加に対する産生性の上昇は，

trichotheceneの産生がアスパラギンの添加濃度に比例して高まることを示唆し，

アスパラギン濃度0．05％でtrichotheceneの最も高い産生を得た．0．05％から1％

の間のアスパラギン添加実験は行っておらず，必ずしも0．05％のアスパラギン濃

度が，SYP培地を用いた一郭培養条件でのtrichothecene産生に，最も良好な濃

度であるとは断言できない．しかし，M－1－1株の結果では，0．05％のアスパラギ

ン濃度が，trichotheceneの産生を高めるのに十分であることは確かであった．

　一方，R2301株では，アスパラギン添加によるtrichothecene産生性の上昇は若
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干見られたものの，アスパラギンの添加濃度によるtrichothecene産生性の大きな

差異は見られなかった．これらの結果は，R2301株におけるアスパラギンの添加

は，trichothecene産生性を有意に引き出すものではないように思われるが，

R2301株のアスパラギンに対する感受性が原因である可能性も考えられるため，

更に数種のT－2産生菌株を用いたアスパラギン添加によるtrichothecene産生性の

変動についても検討の必要があると考えられた．

　これらのアスパラギン添加によるtrichothecene産生性の上昇は，単にアスパラ

ギンを窒素源としてのみ利用し，菌体発育の活性上昇とそれにおける菌体量の総

体的な増加によるとの見方もできる．しかし，後述するアスパラギン添加による

M－1－1株菌体蛋白質の二次元電気泳動における変動の存在を認める以上，アスパラ

ギンによるtrichothecene生合成に関連する酵素，あるいは蛋白質の誘導による可

能性も考えられる．諸角らの報告では，E8ρoro‘rjchjojdε5　F－135株を用いて，

T－2およびDAS産生に及ぼす8種類のアミノ酸（アスパラギン，フェニルアラニン，

バリン，グルタミン酸，ロイシン，ヒスチジン，グリシン，トリプトファン）添加の影

響を検討した結果，アスパラギンとフェニルアラニン添加培地のみ効果を得てい

るが，その機構については解明されていない［89］．trichothecene産生性の上昇が，

アスパラギンによるtrichothecene生合成に関連する酵素，あるいは蛋白質の誘導

によるとの見解を有力にするためには，アスパラギン添加により変動の認められ

た全ての蛋白質の解析が必要と思われた．

2．アスパラギン添加によるE8ρoro‘r勧fb∫dθs　M－1・1株の菌体発育と菌体蛋白

　　　質量の変動

　M－1－1株のアスパラギン添加（最終濃度0．05％）による菌体重量の増加は，

M－1－1株の菌体発育におけるアスパラギンの効果を示唆するのに十分であった．真

菌類は窒素源として，無機窒素，アミノ酸，アミドの他・ペプチド蛋白質などを利

一31一



用する［18］．無機窒素源では，酵母類における空気中窒素の固定能の存在が知ら

れているが，一般には硫酸アンモニウムや硝酸塩が利用され，多くの糸状菌にとっ

て硝酸塩は優れた窒素源となる［117，118］．アミノ酸としては，アスパラギン酸や

グルタミン酸が利用され，トリプトファンの利用は少なく，システインは殆ど利

用されない．一般にアミノ酸の利用は，単独よりもむしろ利用性の高いアミノ酸

との組み合わせで増加する傾向があるが，チロシンとグリシンのような拮抗的に

作用するものもある．また，菌種によっては特異的なアミノ酸要求性を持つもの

があり，Thc力0ρ旗0η属は，ヒスチジン・アルギニン要求性の真菌として知られ

ている［117，118］．アミドとしては，アスパラギンの他にグルタミンが重要で，こ

れはアスパラギン酸やグルタミン酸と同程度に利用されるが，菌種によってはア

ミドの利用性が高い．M－1－1株では，アミドであるアスパラギンが，窒素源として

虚威蛋白質の合成に利用され，その結果，菌体発育に関連する蛋白質の合成が高

まったと思われる．これは，蛋白質量の変動でも，終始，アスパラギンの添加し

た菌体蛋白質量が上回っており，また，アスパラギンの添加による，真菌を含む

広い生物の生活過程の中で，代謝機構に不可欠な酵素の1つである

glyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase［110］の上昇を確認していることからも

うなずける（詳細はW－5）．培養に用いた培地組成の中で，窒素源となるものには

ペプトンの存在を認めるのみであり，アスパラギンと相乗効果との見方も考えら

れるが，M－1－1株におけるアスパラギンの効果が絶大であることを示唆するのに十

分であった．また，三体蛋白質量における変動では，アスパラギンの添加と無添

加に関わらず，培養とともに菌糸体内の蛋白質量減少傾向を示している．これは

培養の進行における菌糸の肥厚化による蛋白質抽出効率の低下が考えられるが，

凍結乾燥状態での面体粉砕を導入した著者の方法ではその可能性は低く，むしろ

培養の進行における菌体外への蛋白質放出の可能性が高い．このことは，得られ

た培養液の菌体外蛋白質量の変動を測定することにより立証できるが，今回，こ
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の確認は行っていないため断言することはできない．

3．E8poro　frfc加01des　M－1－1株菌体蛋白質の電気泳動とN一末端アミノ酸配列分析

　Esporofrfchめ1dθs　M－1－1株とR2301株のtrichothecene産生性実験結果より，ア

スパラギンの添加・無添加に関わらずtrichothecene産生性の高かったM－1－1株を

用いて電気泳動による四体蛋白質の解析を行った．

　M－1－1株即智蛋白質のSDS－PAGEでは，およそ60本のメジャーバンドを確認

し，その中でアスパラギン添加により明らかに濃くなった1本のメジャーバンド

についてN一末端から15残基のアミノ酸配列を決定し，PIR蛋白質のデータベース

による相同性検索を行ったところ，N3ロro8pora　cra∬aのpeptidyl－prolyl　cis－trans

isomerase［123］に対して60．0％の相同性を持つことがわかった（IV－5で考察）．

著者は，アスパラギン添加により変動する蛋白質が存在する以上，trichothecene

産生性の上昇が単に菌体発育の活性上昇のみによるものではないと考えた．そこ

で，trichothecene生合成に関連する蛋白質・酵素の発見のため，更にM－1－1株菌

体蛋白質を二次元電気泳動で分離し，アスパラギン添加によって明らかに増加を

示した2種類の蛋白質とその他の数種類の蛋白質について一次構造の部分解析お

よび相同性検索を行った．

　二次元電気泳動によって分離したM－1－1株菌体蛋白質のおよそ1，244スポット

のうち，25種類のFロsar1ロm蛋白質について，　N一末端アミノ酸配列分析を行った

結果，13種類のFusarfロm蛋白質を明かにした．

　スポット7および21のN一末端アミノ酸部分配列は，3aocharomycθ3　cθrθ厩s∫aθ

（3．CθrθV∫Sl直aθ）のmalate　dehydrogenase［73］および3c配z）8acc血aromycθsρombθ

（＆ρomわe）のtriose－phosphate　isomerase［107］のアミノ酸配列に各々100％の一

致を示し，また，各々の蛋白質の分子量がほぼ一致していることから同定できる

ものと思われるが，それぞれ機能蛋白質であるため酵素活性の測定が必要と思わ
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れる．スポット3，5，7，14，23も各々の蛋白質と高い相同性を示す機能蛋白質であ

ることが推測されるが，その同定には，やはり酵素活性の測定が必要と思われる．

スポット1，2，6は，Emerjcθ11aη1dulaη5のribosomal　S16　protein［19］と

α11amydonlonas　refηhard‘ガのribosomal　protein　S12［81］およびArac力fη5

hyρogaθaのarachin　25K　protein［17］におのおの83．3％，60％，36．8％の相同性を示

す構造蛋白質であることが推測された．

　アミノ酸配列分析の結果明らかになった13種類のFロ3arfum蛋白質の中で，

N3ロrospora　cra∬a（Ncras8a）のpeptidyl－prolyl　cis－trans　isomeraseに相同性を示し

たスポット9，およびTrjcカoderma　kon∫ηg∫ノのglyceraldehyde－3－phosphate

dehydrogenaseに相同性を示したスポット13は，trichothecene産生性の上昇に

関連していると考えられたアスパラギンの添加によって誘導され，また・スポッ

ト19に相同性を示した恥05cyamロ8η忽erのhyoscyamine（6β）一dio）Wgenaseの作

用から，これらスポット9，13，19は，trichothecene生合成との関連の可能性が示

唆された．アスパラギンの添加によって変動したFロsarfum蛋白質スポット9お

よび13については，IV－5で考察した．

　スポット19は，謝りscyan川sη虐θrのhyoscyamine（6β）一dioxygenase（以下

H6Hと略す）と46．7％の相同性（N一末端から15残基）を示していた．各々の分

子量における比較では，スポット19が30．5kDaであるのに対し，　Hη∫gθrの

H6Hは39．O　kDaであった．スポット19のN・末端とは48残基目からのmatching

であったため，H醜；θrのH6Hにおける48残基をシグナルシークエンスと考え

れば各々の分子量はほぼ一致したものになった．これまで・H6Hは・Hηなθrの

他に報告がないため，スポット19をH6Hと同定するためにはH6Hとしての酵素

活性および全構造解析，またアミノ酸組成の分析などが必要であるが・H6Hの作

用からtrichothecene生合成との関連が示唆された・hyoscyamine（6β）

一dioxygenaseは，茄子科植物のHγ05c舶mロ8醜；erの培養した根から抽出・精製さ
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れ［86］，別名hyoscyamine（6β）一hydroxylaseと呼ばれている・いくつかの茄子科

植物の根は，副交感神経で作用する抗コリン作用薬のトロパンアルカロイドに属

すヒオステアミンおよびスコポラミンを産生するヒオステアミンの6，7－epoxide体

を持つスコポラミンは，ヒオステアミンから6β一hydro）Whyoscyamineを通って形

成される（Fig．16）．　H6Hはスコポラミンを導く生合成過程において・epo面de体

形成における最初の反応の水酸化を引き起こすことが明らかにされている［86］．

この様にH6Hが，　trichothecene骨格の活性中心とされる12・

13－epoxytrichothecene環：に類似した6，7－epoxide体の形成初期反応をもたらしてい

ることは，trichothecene生合成との関連が十分予測される・また・E

，p。，。孟r1・力bld・・，　G∫わわθrθ〃aρ・伽r∫・（anam・rph，　E・amb・c伽m）のtri・h・thecene

産生株を用いたancymidolとxanthotoxinの酸化酵素抑制処理により，

trichotheceneの産生抑制とtrichodieneの蓄積を生じた結果から，　trichodieneが

Fロsarfロm　trichotbecene’の前駆体であることは証明されている［26］．　trichothecene

生合成における初期過程において，前駆棒であるtrichodieneから

2－hydro）Wtrichodienさを通って12”13－epo）W－9，10－trichoehe－2－olが形成される［15，

25］（Fig．1ツ）．M－1－1株から分離されたH6Hが，このepoxide体を形成する前段

階の水酸化反応に関連していることが考えられた・hyoschamineのepoxide体形

成における水酸化反応は，H6H単独の反応ではなく・「 ∴黹Pトグルタ・酸Fe2＋・酸

素分子，アスコルビン酸塩などの基質も必要なことから［49・50］・trich6theceneの

，p。xid，体形成にもH6H’ ﾌ他｝こ何らかの基質の存在があるのかもしれない・

12個のスポット4，8，i・，11；15，16，・7，18，2・，22124；25は・その川端がブ・ッ

クされており，この考察は次のIV－4に記す．

4．F．　sp6ro亡rfchfofdes　M・1・1株菌体蛋白質におけるN・末端ブロックアミノ酸の無

　水ヒドラジン分解
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　二次元電気泳動によって分離したF．sporo‘rfcゐfofdes　M－1－1株菌体蛋白質のうち，

25種類の蛋白質についてN・末端アミノ酸配列分析を行ったところ，12種類の蛋

白質におけるN末端がブロックされていた．これは，アミノ酸配列分析を行った

25種類の蛋白質の48％に相当した．

　多くの蛋白質は，ブロックされたα一アミノ基を持ち，エドマン分解によるカッ

プリング試薬に反応できない．α一アミノ基がアセチル基やフォルミル基によるア

シル化を受けている場合，あるいはN一末端がグルタミンの環化によってグルタミ

ルを生じた時など，このままの状態では，N・末端アミノ酸配列の分析は不可能で

ある．N一末端の主なブロックのタイプには，フオルミル基，グルタミル基，アセチ

ル基が知られている【881．

　そこで著者は，N一末端がブロックされていた12個のスポット4，8，10，11，15，16，

17，18，20，22，24，25について，N一末端の無水ヒドラジン分解によりデブロックを試

みた．無水ヒドラジンは，1952年，Akaboriら［4］によって，ペプチドと蛋白質

の溶解に用いたことが始まりである．無水ヒドラジンは，G末端アミノ酸を除い

て，全構成アミノ酸のヒドラジン誘導体を結果として生じ，この所見は，ペプチ

ドと蛋白質のC一末端アミノ酸解析における足がかりとなった［4，146］．Tsugitaら

は，この無水ヒドラジンの蒸気を用いた無水ヒドラジン分解により，フォルミル

基とグルタミル基によるブロックの除去を報告した【88】．これは，・5℃で8時間

の反応ではフォルミル基を，20℃で4時間の反応ではフォルミル基とグルタミル

基の両方を除去するものであった．

　12佃の全スポットにおける無水ヒドラジン分解（20℃で4時間の反応条件）後

のアミノ酸配列分析では，Table　1で示したようにスポット15のみ，　N一末端から

15残基（未解読のアミノ酸，Xを5つ含む）まで解読した．そのアミノ酸配列は，

QTVSXMRLXXXVXDN／であった．このことから，スポット15のN一末端は・フォ

ルミル基あるいはグルタミル基であるこどが示唆されたが，その1残基目がグル
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タミンであることより，グルタミンの環化したグルタミル基によるブロックであ

ることがわかった．また，このアミノ酸配列に対して，PIR蛋白のデータベース

による相同性検索を実施したが，これらの情報からは検索できず・新しい蛋白質

試料を用いた新たなアミノ酸解析による未解読のアミノ酸（X）の減少が必要と思

われた．その他の蛋白質においては，無水ヒドラジン分解によるN一末端ブロック

の除去ができなかったことより，そのN一末端は，アセチル基によるブロックであ

ることが示唆された．

5．アスパラギン添加における2種蛋白質の変動

　アスパラギン添加によるM・1－1株罪体蛋白質のSDS－PAGEにおいて，明らかに

濃くなった1本のメジャーバンドは，N一末端アミノ酸配列分析とPIR蛋白質のデ

ータベースによる相同性検索から，Ncra8saのpeptidyl－prolyl　cls－trans　lsomerase

（以下PPIaseと略す）に対して60．0％の相同性（N一末端から15残基）を持つこ

とはすでに述べた．この蛋白質は，二次元電気泳動におけるアスパラギン添加の

培養3日目と4日目で明らかに増加の見られた2つの蛋白質のうち，等電点7．0；

分子：量19．7kDaの蛋白質スポット9と同一であることを示していた．更に，スポッ

ト9の。－phthaldialdehyde（OPA）反応処理によるアミノ酸配列分析によって，41

ステップまでのアミノ酸配列を明らかにしたことで，真菌，動物および植物で報

告されているPPIaseとの相同性をより一層明確なものにし・特にNcra∬aと高

い相同性（63．4％）を示すことがわかった．更に，プロリンペプチド結合の

cis－trans異性化反応を確認するためのPPIase活性測定において，アスパラギン無

添加の2日間培養菌体蛋白質（以下control－2と略す），およびアスパラギンを添

加した3日間，4日間，5日簡培養菌体蛋白質（以下，各々N－3・N－4・N－5と略す）の

いつれも活性が見られたことは，スポット9をPPIaseと同定するのに十分であっ

た．また，今回用いた蛋白質抽出の条件が細胞質レベルの蛋白質のみ得られるこ
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とから，Ncra∬aの2つのPPIase（cytosol　PPIase，　mitochondria　PPIase）［123］の

うち，Ncra∬aのcytosol　PPIaseと同質であることが示唆された．

PPIaseは，1984年，　Fischerら［35］により，短いオリゴペプチドのポリペプチ

ド結合のcis－trans異性化反応を能率的に促進する酵素として発見され・

peptidyl－prolyl　cis・trans　isomerase（PPIase）と命名された．この触媒反応は・共有

結合の分裂・形成を含まないプロリンを生産するペプチド結合のC－N結合で180

℃回転するものである．現在までに，PPIase活性は，あらゆる組織や有機体・哺

乳類から細菌に至るまで広く分布していることが明らかにされている［34］・また・

1987年には，Eco11から分離されたPPIaseが，1η嘘roでimunoglobulin　light

chainのようないくつかの小さい蛋白質の再巻き戻りを促進することも明らかにさ

れた［70，78，80］．今回のM－1－1株から分離したPPIaseでは，　蛋白質の巻き戻り

過程における関連実験は行っておらず，今後，Fusarfロm属菌での確認が必要と思

われる．1989年には，豚腎臓由来のPPIaseが，免疫抑制剤のcyclosporin　Aと結

合する蛋白質によく似た牛のcyclophilinと同一であると報告され［36，121］，この

酵素は，真核細胞に広く存在する免疫抑制剤結合蛋白質cyclophilinに同一である

ことが明らかとなった［14，34，36，123］．1992年にStamn6sら［14，103，119］は，

cyclophilinに属する蛋白質には，　cyclosporin　Aおよび免疫抑制剤の受容体であり，

1ηvffroでPPIase活性を示すことを報告した．最近になって，　cyclophilinは，蛋白

質の巻き戻り過程においてイソメラーゼとしてだけでなく，シャペロンとして関

係していることも示されている［41］．そのcyclophilinにおけるシャペロンとして

の機能とは，PPIase活性が巻き戻りの過程では，遅速段階で起こるのに対し，∫η

嘘roで変性した炭酸脱水素酵素を初期段階で巻き戻してしまう四脚生成物の集合

体を防ぐとのことであった．

　Fロsarfロm属の他の種におけるPPIaseの報告は，18．O　kDaの分子量を持つ

Esambロcf卿mからの分離があり，　cyclosporine　AによるPPIase活性の抑制によっ
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てその活性は確認されている［64］．しかし，そのアミノ酸解析やアミノ酸配列分

析は全く明らかにされていない．従って，今回著者が明らかにしたM－1－1株にお

けるN一末端から41残基までのアミノ酸配列は，Fロsar’um種におけるPPIaseのア

ミノ酸部分配列として初めての報告であり，今後の．Fu8arlum属のPPIaseの構造

解析や機能解析に大きく役立つものと思われる．

　また，アミノ酸配列分析において，スポット9のPPIaseと同じ分子量19．7　kDa

であるスポット12が，スポット9と同じシークエンス（N一末端から20残基）を示

したことから，PPIaseと考えられた。しかしながら，等電点はスポット9より

0．6ほど酸性側にあるpI　6．4であった．この2っのPPIaseは，同じ族ではあるが，

機能的な違いを有しているかもしれない．その相違は，恐らくdeaminationや

phosphorylationのような翻訳後の修飾によって生じたのではないだろうか．これ

らの結果から著者は，これら2つの蛋白質を，それぞれPPIase　aおよびPPIase　b

と名付けた．Hard1ngら［52，72］もまた，人と牛において，それぞれ等しい分子量

（17，737）を示すが，各々pI　9．1とpI　7．4の等電点が異なる2つのcyclophilinの異

性体を報告している．その中で彼らはアミノ酸分析により，その異性体は人およ

び牛において類似したアミノ酸組成を有していることを述べている．彼らの報告

から考えても，M－1－1株におけるこの2つの蛋白質は，　PPIaseの異性体であるこ

とが考えられた．また，Hardingらは，人と牛における等電点が異なる2つの

cyclophilinにおいて，　pI　8．6－8．7のcyclophilinをメジャータイプのPPIaseとし，　pI

6．7－6．9のcyclophilinをマイナータイプのPPIaseと決定してあることから［52］，

M．1．1株のPPIase　aおよびPPIase　bは，それぞれマイナータイプのPPIaseである

ことが示唆された．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　また，M．1－1株において，アスパラギンの添加によるPPIase産生量の3日目お

よび4日目での上昇と，3日目，4日目の菌体産生量の増加・更に4日目から5日

目にかけての急激なT－2産生性の上昇は，一貫した関連性を示唆するものである．
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PPIaseの上昇は，菌体産生量の上昇に比例しているため菌体重量の増加によるこ

とが伺えるが，通常酵素系の反応が酵素作用の前段階に生じることから考えれば，

T．2産生性の4日目からの急激な上昇と3日目および4日目でのPPIase産生量の

増加には，trichothecene生合成との関連性を示唆していることが推測できるもの

ではないであろうか．

　更に特筆すべきことは，Fロsarfロm種の中で，．F　solaη1が抗真菌物質として

cyclosporin　Aを産生することが明らかにされている［111】．　PPIaseもまた・ここで

述べたようにcyclosporin　A一結合蛋白質cyclophilinとして知られており，その活性

はcyclosporin　Aによって抑制される．これまで，　E　sρoro‘rjch∫01dθ3カ§

cyclosporin　Aを産生することはわかっておらず，また，著者もM－1－1株からの分

離はできなかったが，この2種類のFロ8arfロm属下EsolaηfとEsporo　frjchjo∫dθs

は，小麦や大麦のような穀類作物の中で，植物病原菌としてたびたび分離されて

いる．このように，植物体あるいは真菌群における生命活動の支配は，PPIaseと

cyclosporin　Aの化学的相互作用の介在によって調節されている可能性が示唆され

た．

　アスパラギンの添加により顕著に上昇が見られた2つ目の蛋白質スポット13は，

N一末端か’轤Q4残基の相同性検索から，Fig．18に示されたほとんどの

glyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase（以下GPDaseaseと略す）のN一末端

領域と高い相同性を示し，’特にそのアミノ酸配刻は，T励hodθrma　ko加1gガ（以下

Tkoη1昭かと略す）のGPDase’ ﾆ100％の相同性（N一末端から24義基）を示すこ

とからGPDaseと考えられる（Fi9．18）．従来，菌類学的特徴として，．F

sporo重r1助jblde8と7＝koη正n8がが完全世代になることはあまり知られていない．

．恥sarlumの完全世代は晦ρδcrθacθaθ科のNεc‘r∫aとG｝b肋θrθ〃aに属し・その一

方で，Trたhodermaの完全世代もまたHソpOCfeacθaθ科のHンpocreaと

Podosε～o血aに属す；6［53］．　Trためdθrma種は幽trichoderminのような
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trichothecene系マイコトキシンを産生することはすでに述べた．それ故，この2

種類は類似した代謝産物を産生する，同じ仲間である．また，α）chljoわ01ロ8

hθ‘θro3‘roρ加5（anamorph；．助）01ar紛とCロr田1ar摺1uηa‘aは，28残基目のアスパ

ラギン酸とグルタミン酸の違いだけでGPDaseと同定されている（Fig，18）．　C

1ロna‘aの不完全世代はα）chljobo1ロ31ロηa‘aであり，この2種類は，α）c価obo1ロ8

の不完全世代に分類されている［53］．Table　3において，　Bac伽∬ロb‘f1日目と人を除

けば，他の微生物は子嚢菌類に属する．GPDaseは真核生物から細菌に至るまで

広範囲に保存されており，以上のことからスポット13は，Esρoro‘r∫chjofde3の

GPDaseであることが明らかにされた．

　GPDaseは，解糖系の中でNAD＋と無機燐酸塩の存在下において

1，3－diphosphoglycerateを形成するためにglyceraldehyde・3－phosphateの酸化的燐

酸化を触媒し，その結果，次の過程におけるNADH，　ATPおよびピルビン酸塩を

形成する［47】．

　また，M．1－1株において，アスパラギンの添加によるGPDase産生量の4日目

から5日目までの上昇も，4日目から5日目にかけての急激なT－2産生性の上昇

に関連していることを示し，ここでもT－2産生性におけるアスパラギンの効果の可

能性が考えられた．それは，解糖系におけるGPDaseの活性がアスパラギンの添

加によって刺激され，その結果，ピルビン酸塩の産出高が上昇し，メバロン酸の

合成過程における開始原料の増加を誘発したことが示唆された．更にまた，

trichotheceneが，化学的には酸素原子を含むsesquiterpeneであることはすでに述

べたが，Tkoηfη8πによって生じたsesquiterpeneの抗生物質であるkoningic　acid

が，GPDaseの酵素活性を抑制することがわかっている［109，141］．これは，

GPDaseのチオール群に結合し，酸素を不可逆的に不活化することによる［109］．

これらのことからも，trichothecene生合成とGPDaseとの関連性が強く示唆され

た．
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V　総括および結論

　近年，真菌の二次代謝産物マイコトキシンを産生する菌種と有毒代謝産物の同

定や汚染状況，代謝や作用機序に関する多くの知見が集積し，さらに，分子生物

学の発展とその導入により，マイコトキシン新知見が明らかにされつつある．し

かしながら，その一方で，Fロsarfun1属菌によって産生されるtrichothecene系マ

イコトキシンの生合成に関与する蛋白質・酵素は，Hohnらによるtrichogiene

synthaseの報告のみである．

　今回，著者は，T－2トキシンの高い産生能を有するFusarノロm　sporo‘rjcカjojdθs

M－1－1株を用いたアスパラギン添加実験を発端とし，Fusar加m属菌において初め

て二次元電気泳動法を蛋白質分離・分析に導入することによって，E

sporo‘rjchjofdes　M・1－1株の菌体蛋白質の分離に成功し，更に，分離した数種の蛋

白質についてのアミノ酸配列分析により，Fロsar1ロm属菌で初めての菌体蛋白質の

存在およびそれらのN一末端アミノ酸部分配列がここで明らかにされた．また，そ

の結果から，trichogiene　synthaseに続く新たなtrichothecene生合成過程に関連

すると推察された数種の蛋白質について，以下の結論が得られた．

　1．アスパラギン添加のE8ρoro‘rjc力jojde8　M－1－1株におけるtrichothecene

（T－2，DAS，　NS）産生性の上昇は，単に窒素源としてアスパラギンを利用し，三体

発育の活性上昇とそれにおける菌体量の総体的な増加によるとの見方もできる．

その一方で，アスパラギン添加によるM－1－1出島体蛋白質の二次元電気泳動にお

ける変動から，アスパラギンによるtrichothecene生合成に関連する酵素・あるい

は蛋白質の誘導による可育旨性が考えられ，．F　sporo‘r肋jbjdes　M－1－1株におけるア

スパラギンの添加は，T－2を始めとするtrichotheceneの産生を高めるのに十分な

効果があり，しかも，アスパラギンの添加におけるtrichotheceneの産生性は・

．Fu5ar∫ロm属菌に対して選択性を有していることが推察されたため・更に・数種の
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T－2産生菌株を用いたアスパラギン添加によるtrichothe㏄ne産生性の変動につい

ても検討の必要があると考えられた．

　2．E5ρoro‘rfc加。∫des　M．1－1株におけるアスパラギン添加は，菌体蛋白質の合

成を高め，菌体発育の活性化を促進する．また，アスパラギンの添加によって上

昇した蛋白質の中には，trichothecene生合成に関連する酵素，あるいは蛋白質の

存在が推察された．

　3．E5ρoro‘rjc畑ofdes　M－1－1血温体蛋白質における初の二次元電気泳動法の導

入，およびレーザースキャナーでのPDQUEST脳softwareを用いた解析から，お

よそ1，244種のEsporo‘rlc加ofdθs　M－1－1株細胞質蛋白質の存在が証明された・ま

た，およそ1，244スポットのうち，25種類のFu5arfun1蛋白質についてアミノ酸

配列分析を行った結果，Fロ8arlum属菌にとっては，初めての報告になる細胞質蛋

白質13種類（malate　dehydrogenase，　glyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase，

triose－phosphate　isomerase，　ribosomal　S16　protein，　phosphopyruvate　hydratase，

aloohol　dehydrogenase，　peptidyl－prolyl　cis－trans　isomerase　a，　peptidyl－prolyl

cis－trans　isomerase　b，　rlbosomal　protein　S12，　serine　proteinase，　NADH

dehydrogenase　chain　5，　hyoscyamine（6β）一dioxygenase，　arachin　25K　protein）が確

認され，それぞれのN一末端アミノ酸部分配列を決定できた．その中でも，

月yoscyamusη」9erのhyoscyamine（6β）・dio）碍genaseと46．7％の相同性を示した

凡sar∫ロm蛋白質は，　trichothecene骨格の活性中心とされる12，

13－epoxytrichothecene環の形成初期反応におけるepoxide体を形成する前段階の

水酸化反応に関連していることが推察された．これらは，trichothecene生合成に

関連する酵素系の発現やFu5ar1ロm属菌の発育過程を支配する遺伝子群の特定を明

らかにする上で，有効な手がかりになることが期待できる．

　4．アミノ酸配列分析を行ったE8ρoro師。血fbfdes　M－1－1株菌体蛋白質25種類

の44．0％が，アセチル基によるアシル化を受けていることを確認し・無水ヒドラ

一43一



ジン分解以外の新たなデブロック法の開発が望まれた．

　5．Esρoro‘rlchjojdθs　M－1－1株からアスパラギンの添加により明らかに上昇の

認められた2つの蛋白質の1つが，Esporofrjo力jojdθ8では初めての報告となる，

N加ro5ρora　cra8saと高い相同性（N一末端から41残基まで63．4％）を持った2種

類のpeptidyl－prolyl　cis－trans　isomerase　a（PPIase　a）（等電点7．0，19．7　kDa）および

peptidy1－prolyl　cis－trans　isomerase　b（PPIase　b）（等電点6．4，19．7　kDa）であること

を明らかにし，PPIase　aはマイナータイプのPPIaseであることがわかった．そし

て，M－1－1株におけるN一末端から41残基までのアミノ酸配列は，．Fロ5ar∫ロm属に

おけるPPIaseのアミノ酸部分配列としても初めての報告であった．また，アスパ

ラギン添加におけるPPIaseの上昇は，面体産生量の増加およびT－2産生性の上昇

と一貫した関連性が伺われ，trichothecene生合成に関与すると推察された．更に，

Fu5arfum属菌におけるPPIaseの存在から，鼻聾発育における生命活動の支配は，

cyclosporin　Aとの化学的相互作用の介在によって調節されている可能性が期待さ

れた．

　アスパラギンの添加により顕著に上昇が見られた2つ目の蛋白質は，

Tdchodemla　koη加gπと100％の相同性　（N一末端から　24残基）を示す

glyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase（GPDase）であることがFusar’ロm属

で初めて明らかにされた．また，M－1－1株におけるN一末端から24残基までのアミ

ノ酸配列は，．Fロsar∫ロm属におけるGPDaseのアミノ酸部分配列としても初めての

報告であった．更に，アスパラギン添加におけるGPDaseの上昇は，菌体産生量

の増加およびT－2産生性の上昇と一貫した関連性が伺われ，trichothecene生合成

の発端であるメバロン酸の合成過程における開始原料の増加誘発に関連している

ことが推察された．
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Table 2. Partial amino-terminal sequence of peptidyl-prolyl

 cis-trans isomerase of F. sporotrichioides

Residual

number

Aminoacid Yield

            -mol

Residual

number

Amino acid Yield

 -mol

 1

 2

 3

 4

 5

6

 7

 8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

G

N

K

v

F

F

D

r

T

W
E

G
P*

v
F

Q

N

G

K

P*

41.9

26.0

24e3

68.2

47.8

61.8

32e1

75.0

49.8

 2.3

23.5

60.3

16.3

36.4

35.8

52.8

44eO

30.6

15.4

11.6

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

T

s

T

v
K

E

Q
s

G

R
:

N

F

N

L

F

N

D

Q

v
P

3

1

3

12

6

2

2

2

1

o

3

1

2

1

3

2

1

.2

.o

.o

.9

.o

.3

.8

e3

.4

e8

.7

.1

.1

.3

.1

.1

.9

+

Oe

2.

 +

7

2

*: The parts to which OPA reaction was applied.
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Fig 10. Two dimensional electrophoresis patterns of E sporotrichioides proteins.

One of the silver stained pattern. The following nine standard proteins [1 25] were

marked in the pattern;1.Iactoferrin (bovine milk), 2. serum albumin (bovine),

3. actin (bovine milk), 4. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (chicken

muscle), 7. myoglobin (horse heart), 8. Iysozyme (chicken egg) and

9.a-lactalbumine (bovine milk).
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Fig. 12. Edited two dimensional electrophoresis gel pattern. The sequenced 25 spots are

   marked on the pattern with the numbers listed in Table 1.
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