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　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　Trichothecene系マイコトキシンは，　Fμsαr旗π↓属を初め，．BαcchαrぬM：yro訪eごεμ肌，　S蝕。勿bo‘r）’ε，

σepんαZO8por‘αm，γer‘‘d飢OπGspor‘U肌，　Tr‘欲O‘hec£猛海および7r‘Cゐoder肌α属目の植物病原真菌に

よって産出される有毒二次代謝産物であり，．世界各国の麦・．米・トウモロコシなど多くの穀類を汚染して深

刻な問題とな？ている。Trichotheceneは1949年にtrichothes圭n抗真菌性物質として最初に発見され，次

いで1961年にBrianらがFαsαr勧m　eαμ‘8eご‘からdiacetoxyscirpenol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種に及ぶ化合物が確認

されている。これらのtrichotheceneの多く、は，食品や飼料の自然汚染，、たとえばア1メリカでのかびトゥ

．モロコシ中毒症や旧ソ連での食餌性無白血球症（alimentary　tQxic　aleukia，　ATA），また，　B本での赤か

び中毒症等の関連事例かち単離されてきた。Trichothecenθは，，人畜に対し悪心・・嘔吐・下痢・皮膚粘膜

刺激性の他，白血球減少症や再生不良性貧血などの症状を引き起こす。また，．病理学的には細胞増殖の盛ん

な臓器である腸管上皮い骨髄・脾臓・精巣。卵巣などの増殖性組織に対して1細胞破壊および核破壊を引き

起こす。これらの毒性発現は真核細胞におけるDNAや蛋白質の生合成阻害によるもので，．特に蛋白質の

生合成阻害はリボソームとの強い親和性に依存し，．この作用はtrichothecene骨格の活性中心とされる12，

13－epoxytriehothもcene環が重要な役割を果たすものと考えられている。

　丁零ichot地¢6nずは化学的｝二「は酸素原子を含翻§6§du輪rpeneであり，，その生合成経路に関しては多く’の・一

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魁．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なっ

た。今日まで面chothecene生合成に関与する酸素としては，　Hohnらにより．恥po卜。亡r励loε6e3から分

離されたtrichodiene　synthaseのみである。今なお，　trichothecene系マイコ「トキシンによる人および家

七畜への汚染は誰実に存在する。この現状において，・trichothecθneの中でも最も強い細胞毒性を示すT－2

トキシンの生合成とそ、あ調節た二連する蛋白質の究明は極あて重要であると考え本研究に着手した。

　本論文では，T－2．トキシンの高い産生能を有するF誌αr砒mεporσ‘rεごんめε4es　M」．1－1株を用いたア

スパラギン添加実験を発端とし，噛二次元電気泳動法を導入することによってRsporo‘r‘c冠。ε鹿3　M一ユー1
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弓の菌体蛋白質を分離して数種の蛋白質についてアミノ酸配列分析し，F囎αr諺肌属菌で初めての菌管槍

　白質の存在およびそのN一末端アミノ酸部分配列を明らかにした。また，この結果からtrichogienesynthase

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，いくつかの興味

ある結果を得たのでその概要について報告する。

1．アスパラギン添加による丑εporo‘r‘c配σεdes（M－1・1株とR2301株）のtrichothecene産生性の変動

　　　Rερoro‘rεc配σ16es　M・1－1株およびR2301株を用いて，アスパラギンの3濃度（0．01％，0．03％，

8．’． U10脇〉“におけるT－2トキ〃（T－2），d三acet。・y・ci・p・・6i． iDAS＞∵おま櫨6d§δ1・・三d1（NS＞（4…喜・

　／m1）の産生効果を観察した。

　　　1M－14におけるT－2，　DAS，　NSのアスパラギン添加による産生性の上昇は，　trichothecene産

　生がアスパラギン添加濃度に比例して上昇した（P＜0．05）。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。

2．アスパラギン添加による丑εporoεrεcん‘oε4eεM－1－1株の菌体発育と基体蛋白質量の変動

　　　アスパラギン添加（0，05％）によるM・1－1株の躯体発育と当体蛋白質量の影響を，培養2日目から7

　　日工まで経時的に測定した。

　　菌体重量は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目目にわずかに増加し

　　たあと急速に減少傾向を示した粧　7日間培養で1ホ菌体重量の増加を示した。（P＜0，05）。

　　菌体蛋白質量はアスパラギンの添加・無添加にかかわらず測定開始の培養2日目から7日目まで一様に

　減少傾向を示したが．総体的にはアスパラギン添加培養菌体の蛋白質量は無添加と比べ上回っていた（P

　＜0．05）。

3．夙εporo‘rεc配bεdes　M4－1株菌体蛋白質の電気泳動とN一末端ア’ミノ酸配列分析．

　　trichothecene産生性の高いRερoro亡r‘c玩。‘des　M4一・1株を選び1，菌体蛋白質■の解析を電気泳動に

　　より行った。二次元電気泳動によっておよそ11244スポットのFu8αrε砿π』蛋白質が検出された。そのうち，

　25種類の．Fμsαr‘um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種類の施sαr‘u加蛋白質

　　を明かにした。

　　　ズポット7と13および21のN・末端アミノ酸部分配列は，．それぞれ8ご。魂αro醜：yce8　cereひ‘ε‘αe・（ε

　　eεrωε8εαε）のmalate．dehydrogena．nase，．1乃・εc五σderπ協た。π語g‘‘の91ワceraldehyde－3－phosph5te

’難踊f696h曲および＆漉・3磁・・σ隅γ…P・物（εP・艀b・〉一のt・i。…伽・ph・t・・i・・甲・・母§r回

のアミノ．酸配列たいずれも100％一致した。スポッ・ト1は：Emer‘ceZZαπ湿祝Z伽sのり．ボソームS16蛋白

質に83．3％の相同性を示した。スポッ．ト23は81ごθr飢3εαθのphosphopyruvate　hydrataseに72、7％の

相同性を示した。スポッ．ト3．と9はSpombeのalboho1．　dehydrogenaseと1＞磁roεporα¢rαssα（瓦

crα8sα）のpeptidy1－prolyl　cis－trans　isomeraseにそれぞれ6617％の相同性を示した。ズポット12は，

スポット9．．と同じシークエンスを示すが，スポットgよ．り等評点が0．6ほど酸性側にあった。スポット2

はOhZαηり4b加。πα3　reε泌αrd臨のリボゾームS12蛋白質の60％の相向陣：峯示『しだ♂ズ灘．ット5は

Cocd戯。‘鹿εε肌m薦εのserine　proもeinasθに58．3％の相同性を示した。スポット14はmitpchondゴion

璃y孟iZ粥edμ‘£sのNADH　dεhydroge聡se　chain　5に55。6％の相同性を示した。スポット19は砺osc：yα隅μs
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　規8・erのhyoscya魚ine（6β）一dioxygenaseに46．7％の相同性を示した。スポット6は．4rαo毎πs

　んンρogαεαのarachin　25K　protein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）蛋白質はそのN．末端がブロッ

　クされていた。

4．夙5ρoro‘r‘c配。‘des　M－1－1株菌体蛋白質におけるN一末端ブロックアミノ酸の無水ヒドラジン分解お

　よびアミノ回忌列分析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、、．

　　凧ερoro‘r‘c配。‘des　M．1－1株の三体蛋白質におけるN康端ナ．ミヅ巌響動津津み結菓；ゴ∬宅めN．末端

　がブロックされでいた12スポット（4，8，10111，15，16，17，18，20，22，24，25）について，各N．

　宋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，．i1，16，1τ

　18，20，22，24，25，の11種蛋白質におけるN一末端のブロックは除去されなかったが，スポット15はN・

　末端から15残基まで解読した。そのアミノ酸配列はQTVSXMRLXXXVXDN／であった。このアミノ

　酸配列に対して，PIR蛋白質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

　はできなかった。

5．アスパラギン添加における2種蛋白質の変動

　　丑5ρoro‘rεc蔵。‘des　M－1・1株菌体蛋白質の二次元電気泳動において，アスパ．ラギン添加により明ら

　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の蛋白質は，．　peptidy1」prolylcis。

　trans　isomerase（PPIase）であることがわかった。変動を認めた第2の蛋白質．スポット，．等電点6．2，

　42．6kDa．の蛋白質は，　glyceraldbhyde－3－phosphatθdehydrogenase．・（GPDase）であ．ることがわかっ

　た。

　　アスパラギンの添加により変動を認めたPPIaseは，、更に，、　o・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、ノ酸配列が明らかになった。、

　　また，，ML　I－1株の菌糸体から抽出した細胞抽出上清を用い｝．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PPIaseの酵素活性を測定した。キモトリプシン添加後，．0分　11

分，2分，．3分目に経時的に分光光度計にて360旦m．の波長で測定レたところ，．t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，．アズ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く0，05）。

．・’ i象パ’ラギン添加における2種蛋白質ゐ変動戯1アズ宍㌻索ジ穴糸茄あ野獣穿貫首讃夢蜜白官マ以≠

　contro1－2，3．4と略す）とアスバラギ．ンを添加した培養3日目から．4日目．（以下N－3，．4と略す）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

　までの二次元電気泳動ゲル上での変動を，、Molbcular・Dynamibs・社のレーザーズキャナを用いて

　PDQUESTTM6Qfしwareにより解析し，その．　OD値を基に分析を試みた。　OD値は；できるだけ誤差を少

　ぢくするた酔に，比較し南う2っ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っのi蹴e題alstandard．．

　（内部標準蛋白質）を決め，：それらの増減の相対値の平均か．ら増減の相対悼を算目した。　　　　　一

　　PPIaseの変動は，　contro1－2からcontro1－3．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

　もののほとんど変化は見られなかった。Contro1．2からN－3における相対値はL17で増加傾向を示した。

　N－3からN－4における相対値が0．41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，、
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conもro正・3とN－3では3．15でN－3はcon亡roi－3に比べ増加傾向を示した。　Control－4とN・4では3，49

でN－4はcontrQ1－4に比べ増加傾向を示した。

　GPDaseの変動は，　contro1－2からcontro1－3における増減の相対値は52．67で増加傾向を示した。

’Contro1－2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，contro1・3とN－3では0，92でN－3

はcontro1追．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。　Contro1－4からN－4

で1ま15．ooでN．ゼゴ濤6語δ㍍1誠樋加繭蘇じ1た。

　本研究は，T－2トキシンの高い産生能を有する，F聡αr‘μ加ερoro‘r励10‘de3　M－1－1株を用いたア

スパラギン添加実験を発端とし，、二次元電気泳動法を導入して行われた。前述の実験結果より，M－1－1

株培養におけるアスパラギンの添加は菌体蛋白質の合成を充噛して菌体発育の活幽ヒを促進し，tr三cho毛hecene

生合成に関連する酵素あるいは蛋白質の誘導によるtrichothecenes（T－2，　DAS，　NS）産生の上昇へ

と「貫した関連性を引き起こしている。

　．丑εporo‘r‘c配。εdeεM－1－1株理体蛋白質における初の二次元電気泳動法の導入から，．およそ1，244種

のRsporo‘rεc屠ofdes　M－1一ユ華甲胞質蛋白質の存在が証明された。また，25種類のFαεαr彪肌蛋1白

質についてア．ミノ酸配列分析を行った結果，．Fμsαrl記m属国にとって初めての報告になる細胞質蛋白質．．

13種類が確認され，それぞれのN・末端アミノ酸部分配列を決定することができた。その中でも，、

砺。εc：yαm酪厩gerのhyoscyaπ1ine（6β）一dioxygenase（H6H）と46，7％の相同性を示した

Fμs⑳・‘μm蛋白質は頃chothecene骨格の活性中心とされる12，13・epoxy　trichothecene環の形成初期

反応におけるepoxide体形成前段階の水酸化反応に関連している可能性を提示している。

．また，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っの蛋白質の1っ斌Rξporo‘r三。配。εde8

では初めての報告となる，2種類のpeptidy1－prolyl　cis－transisomerase　a、（PPrase　a）．（等電点7．0，

19．7kDa）お‘よぴpeptidyl－prolyl　cis・transisomerase　a（PPIase　b）（等電点6．4；19ら7kDa）である

ことを明らかにし，．PPIase　aはゴイナータイ’プのものであることがわかった。そして，、　M－1一．1株にお

けるN一末端から41残基までのアミ、ノ酸配列ばFおαrε己附属におけるPPlaseのアミノ酸部分配列として

も初めての報告であり，Fμεαr地目属菌におサるPPIaseの存在から，．胃体発育における生命活動の支

配はcyclospori且Aとの化学的相互作用の介在にタっτ調節されている司能性が期待された。．上昇を認

．あ五2」つの蚕白質ほ憲》講演麗1説講忌謡8諮愛翫ぎa6晦蚕6glenase（GPDase）であることがFμ8αr‘u斎’

属で初めて明らかにされ，、M－1。1株におけるN一末端から24残基までアミノ酸配列もF誌αr‘αm、属にお’

けるGPDaseのアミノ酸部分配列と．して初めての報告であった．。これら，iアスパラ．ギン添加における

PPIaseとGPDa3eのキ昇は，開聞産生量の増加およびT・2トキシ．ン産生性の上昇と一貫した関連性が．

伺われ，GPDaseがtrichothecene生合成の発端であるメバロツ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可能性からも，ここにtrichothecene生合成に関与する蛋白質として，，新たに3種

類（H6H，　PPIase，’『GPpase＞の存在が確認された。これらの所見は，　T－2トキシン生合成のメカ

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トキシン産生に関与する酵素系

の発現を支配する遣伝子群の特走とその存在様式を明らかにする上で大変有用であり，T－2トキシン産

一91一
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生を支配する遺伝平群が特定できれば，他の多くの有毒真菌株についても類似手法での解析が可能となり，

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であろう。

　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　テルペノイド族トリコテセン系マイコトキシンは植物寄生性の施3αr‘μm門並びに類縁の野εCん0統εC如m

属，7冗醒odem毎属などによって産生される二次代謝産物であって，酢酸からメバロン酸経路により生

成される12ダ．：・13e⑳雌丘ibhd6h666血e－系化合物とさ礼現在約200種類が知られている。こめう．ちT－2￥舞き

キシンは最も強い細胞毒性を示し，特に造血器障害性を顕すことから免疫不全症との関連が注目されている。

　マイコトキシン産生菌種とされているものにも無毒株と有毒株があり，・セイコトキシンの生合成とその調

節機構については：不明な点が多い。

　著者はT－2トキシン産生の機序究明を目的とする基礎的研究を企図した。すなわち，F囎αriαm

ερoro‘r己eん‘o‘des　T－2トキシン産生株はアスパラギン添加培養でトリコテセン産生を増進することに着目

し，今体から二次元電気泳動法により分離した蛋白質について分析し，Fμ3αr弛πz属憎体蛋白質の存在と

そのN一骨端アミノ酸部分配列を明らかにした。本論文の概要は次のとおりである。

1．アスパラギン添加によるF齪αr‘απLβρoro‘r励εoε4と3（M－1。1株とR2301株）のトリコテセン産生

　性の変動

　　勲s⑳・ε比πLSρσrαr‘c規。εdesのM－1－1株（有毒株）とR2301株（変異減毒株）を用いてアスパラギ

　ン添加培養におけるT－2トキシン（T・2），diacetox夕scirpenQ1（DAS）およびneosolaEio1（NS）

　の産生効果を検討した結果，M－1－1株はアスパラギン添加濃度によりT－2，　DASおよびNSの産生が

　上昇したが，R2301株ではアスパラギン添加による効果を認あなかった。

2．アスパラギン添加によるRερoro厩chio鹿s　M－1－1株今体発育と菌体蛋白質量の変動

　　アスパラギン添加（0．05％〉によるM。1－1株の菌体発育および四体蛋白質の量的経時的に検討した結．

　果，骨体重量は培養3～4日でアスパラギン添加効果を認めたσ略体蛋白質重量はアスパラギン添加群で㍉

　相対的に多い傾向にあったが，、アスパラギン添加に関係なく培養経時的に減少した。

3，Rsρoro‘rεch‘odes　M－r－1株菌体蛋白質の電気泳動とN・末端アミノ酸配列分析’

　　Eερoroε卜‘c痂odes　M－1一・1株のアスパ．ラ．ギン添加培養下酒の蛋白質は二次元電気泳動によりr，244ス

　ポヅ．ト，として検出された』一・．

　　このうち，25スポットの蛋白質についてN一末端アミ．ノ酸配列を分析＝した結果，13種類のFμ3αr彪m・蛋

　白質を明かとなり，特に1スポット19（hナoscyamine（6－β）一hydroxylase：・H61　H）はトリコテセン．

　の活性中心である12，13－epoxytrichothecene環の生成初期反応に関連するものと推定された。

　　他の12スポット蛋白質はそのN一末端がブロックされていた。

4．況Sρoro厩。ゐ‘odes　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＄1ン分解お

　よびス、ミ．！㌧酸配列事解、

　　N一末端がブロックそれていた並種類の蛋白質について無水ヒドラジン分解ならびにN一末端アミノ『酸配

　列分析め結果，スポーット15の蛋白質はpyrrolidone　carboxylic扱cid．基によるブロックであり，　N一末端
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　から15残基まで解読した。他の11種蛋白質はアセチル基によるアシル化を受けていた。

5．アスパラギン添加における2種蛋白質の変動

　　Rεporo亡rεcんめ4eεM－1一ユ株菌体蛋白質の二次元電気泳動において，アスパラギン添加により明らか

　に増加した2っの蛋白質スポット（9と13）のうち，スポット9（等電点7．G，19．7kDa）の蛋白質は。・

　phthaldialdehyde反応処理によるアミノ酸配列分析にて41ステップまでアミノ酸配列が解読され，

　peptidy1。prolyl　cis－trans　isomerase（PPIase・）と同定された。

個スポット13〈等電点6．2，42．6kDa）の蛋白質はNこ末端から24残基のプ1ミ｛ノ酸配列が解読され，　P正R蛋・

　白質データベースにてglyceraldehyde・3－phosphate　dehydrogenase（GPDase）と同定された。

　　アスパラギン添加におけるPPIaseの酵素活性は培養3日目および4日1と最も高い活性を示し，菌体発

　育重量およびT・2トキシン産生挫の上昇と強い関連性が窺われ，GPDaseがトリコテセン生合成の発端

　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可能性が示唆された。

　著者は本研究によって，T－2トキシン産生性F1乙sαr比鷹3poro亡r‘qためεdeεの菌体蛋白質のN一末端ア

ミノ酸配列などを分析し，トリコテセン生合成過程に関連すると推定される3種の蛋白質の存在を明らか

にした。本研究結果はトリコテセン系マイコトキシン産生性に関する基礎的新知見として重要であり，’か

つ今後の研究に有用であると判断される。

　本研究の成果は，病原微生物学なかんずく真菌の生化学に貢献するところ大であり，、博士（獣医学）の

学位を授与するにふさわしい業績であると評価する。
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