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研究の目的 
 真核生物の細胞には様々な細胞内小器官が存在し、これらが機能を果たすには多くのタン

パク質が細胞内で決められた時期に決められた場所に局在化する必要がある。このため真核

生物は様々なタンパク質局在化機構を備えている。我々のグループではこれまで糸状菌の菌

糸先端生長、形態形成のメカニズムを解明することを目的としてその細胞壁の合成・分解に注

目し研究を行ってきたが、その過程で新規の局在化機構により菌糸先端に局在化していると

考えられる非常にユニークな構造を持つ細胞壁合成酵素を発見しその解析を行っている。 
 糸状菌 Aspergillus nidulans は子嚢菌類に属する糸状菌で細胞壁の主要構成成分はキ

チンとグルカンである。我々のグループでは A. nidulans より 6 種のキチン合成酵素遺伝子を

単離しその機能解析を行っている。このうちの２つの遺伝子（csmA、csmB）はキチン合成酵

素ドメイン（CSD）の N 末端側にアクチンの上を走るモータータンパク質であるミオシンと相同

性を有するドメイン（MMD）を持つタンパク質をコードしている（図１）(1,2)。このような構造を持

つタンパク質は比較的細胞壁のキチン含量が高い二形性酵母、糸状菌に普遍的に存在する

ことが明らかになりつつあるが、酵母 Saccharomyces cerevisiae、Schizosaccharomyces 
pombe、Candida albicans などには存在しない。これまでに csmA の遺伝子産物 CsmA に

おいて MMD を欠失させたものはその機能を失い細胞内での局在も異常になること、さらにそ

の MMD はアクチンと結合することがその機能に必要であることが明らかになっている（3-5）。

そこで本研究では CsmA と CsmB の MMD の機能の解析とその機能の異同について検討

することを目的とした。 
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図 1 CsmA と CsmB の構造 

 
 

 



方法 
 CsmB の MMD の機能について検討するため CsmB の MMD を欠失したタンパク質を野

生型 CsmB の代わりに発現する株を作製し、その表現形を検討した。またこの MMD 欠失型

CsmB に FLAG タグをつないだものの細胞内での局在部位について間接蛍光抗体法を用い

て検討した。さらに CsmA と CsmB の MMD の機能の違いを検討するためそれぞれの MMD
と CSD を交換したキメラタンパク質を csmA 破壊株、csmB 破壊株で生産させ、それぞれの破

壊株の表現形の回復を指標として解析することにより、その機能性の差異について検討した。

また融合タンパク質の細胞内での局在部位についても検討した。 
 
結果 
１．CsmB の MMD の機能解析 
 CsmA の MMD にはミオシンの機能に必須のコンセンサス配列 P-loop、Switch I、Switch 
II が存在するが CsmB の MMD には存在しない。そこで CsmB の MMD の機能を検討する

ためまず CsmB の MMD を欠失させたタンパク質を csmB 遺伝子の本来のプロモーター下ま

たは alcA プロモーター（alcA(p)）下で野生型 CsmB の代わりに生産できる A. nidulans の

株（それぞれ∆MB 株、alcA(p)-∆MB 株と呼ぶ）を作製しその表現型について解析した。

alcA(p)の発現は培地の炭素源によって制御可能で培地の炭素源がエタノール、トレオニンな

どの場合高発現する。csmB 破壊株は生育の遅れ、バルーンの形成などの表現形の変化を

示すが (2)、∆MB 株は低浸透圧下で生育の遅れを示しバルーンの形成も見られた。

alcA(p)-∆MB 株において CsmB の MMD を欠失させたタンパク質を高生産させたところ生育

の遅れは回復し、バルーン形成の頻度も低下した。このことは CsmA の機能がその MMD に

完全に依存している(3,5)のとは対照的で、CsmB においては MMD への機能の依存性が

CsmA に比べて低いことを示唆する。またこの MMD 欠失型 CsmB の細胞内での局在につ

いて検討するためこのタンパク質の C 末端に FLAG タグをつないだものを発現できる株を作

製しその細胞内での局在部位について検討したところ、菌糸表層への局在は観察されたもの

の野生型の CsmB で見られた菌糸先端への局在が観察されず、MMD がその局在に重要な

役割を果たすことが示唆された。 
 
２．CsmA、CsmB の MMD の機能の比較 
 csmA 破壊株、csmB 破壊株は一部異なる表現型も示すが、低浸透圧下での頻繁な溶菌、

生育の遅れ、バルーンの形成など類似の表現型の変化を示すことから CsmA、CsmB の機能

の類似性が示唆されていた(2,3)が、csmA、csmB はそれぞれ csmB、csmA の破壊による表

現型の変化を抑圧できないことが明らかになっている(2, 未発表)。また CsmA、CsmB の

MMD のアミノ酸レベルでの相同性は 21%程度と低い。そこで CsmA と CsmB の MMD の

機能の異同について検討するため CsmA の MMD と CsmB の CSD の融合タンパク質

MACB をコードする遺伝子を csmA 破壊株、csmB 破壊株の argB 部位で発現できる株を作

製しそれぞれ MACB∆A 株、MACB∆B 株と命名した。CsmB の MMD と CsmA の CSD の

融合タンパク質 MBCA をコードする遺伝子についても同様にして csmA 破壊株、csmB 破壊

株に導入しそれぞれ MBCA∆A 株、MBCA∆B 株を作製した。これら MACB、MBCA の生産

 



には csmA のプロモーターを用いた。またこれらの株のコントロールとして野生型の csmA を

csmA 破壊株の argB 部位で発現できる株（CsmA∆A 株）、csmB を csmB 破壊株の argB
部位で csmA のプロモーター下、発現できる株（CsmB∆B 株）をも作製した。CsmA∆A 株、

CsmB∆B 株は野生株と同様の表現型を示した。まず MACB∆A 株、MBCA∆A 株についてそ

の表現型を CsmA∆A 株、csmA 破壊株と比較したところ MBCA∆A 株は csmA 破壊株の生

育の遅れはほぼ完全に回復した。バルーンの形成効率も減少したが CsmA∆A 株ほどには回

復しなかった。MACB∆A 株は生育の遅れ、バルーンの形成効率ともほとんど回復しなかった。

一方、MBCA∆B 株は csmB 破壊による生育の遅れ、バルーンの形成とも回復せず csmB 破

壊株と同様の表現型を示したのに対し、MACB∆B 株は CsmB∆B 株同様、野生株に近い表

現型を示した。さらに MACB の C 末端に FLAG タグをつないだタンパク質を生産できる株を

作製しその菌糸内での局在部位について間接蛍光抗体法と生化学的手法を用いて検討した

ところ、少なくとも一部は菌糸の先端の膜上に局在することが示唆された。 
 
結論 
 以上の結果より、CsmB においてその機能と細胞内での局在化に MMD が重要な役割を果

たしていることが示された。また CsmA と CsmB において CSD の交換は機能的に不可能で

あるが、MMD の交換は CsmB の場合可能で CsmA の場合でも部分的に可能であることが

明らかとなった。また MACB の局在の検討から CsmB においては MMD が CsmA 由来でも

菌糸先端への局在化がおこることから、CsmA の MMD はそれに続くタンパク質を菌糸先端

へ輸送する機能を持つと考えられる。 
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