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背景 
我々の研究室では、生体内における遊離 D-アスパラギン酸の D-アスパラギン酸酸化

酵素による検出法を着想し、本酵素の調製が容易な微生物にその供給源を求め、酵母

Cryptococcus humicolus UJ1を土壌から単離した。本酵母は、D-アスパラギン酸を唯
一の窒素源として生育させた場合にのみ D-アスパラギン酸酸化酵素を多量に誘導合成
し、L-アスパラギン酸やD-グルタミン酸を窒素源とした場合には合成しないことから、
本酵母において D-アスパラギン酸の構造を認識する発現制御機構が存在すると考えら
れた。 
現在、D-アミノ酸による遺伝子の転写誘導機構に関する知見は非常に乏しいことか

ら、本酵母における D-アスパラギン酸酸化酵素の発現制御機構を解明することは、多
くの生物に存在する未知なる生命現象に、新たな知見を与える可能性があると考えられ

る。当研究室ではこの機構を解明するために本酵母における宿主-ベクター系の構築を
検討している。現在までに、ベクターとして選択マーカーのオロチジン 5’-リン酸脱炭
酸酵素遺伝子（ URA3遺伝子 ）を有する染色体組込み型ベクター pICUGを構築し、
宿主として UJ1の染色体 DNAの URA3遺伝子に変異をかけたウラシル栄養要求性変
異株である C. humicolus UM3株を取得して、染色体 DNA組込みによる形質転換系を
開発している。この系では、ベクターを宿主へ導入する際に、切断して線状にする必要

があること、宿主へ導入したベクターが宿主染色体 DNAに組込まれるため、宿主から
のベクター回収が困難であるなどの欠点を有している。 
本研究では、本酵母の染色体 DNA から複製開始起点として機能する自律複製配列

（ ARS： Autonomously Replicating Sequence ）を単離し、pICUGへ挿入すること
で、自律複製型ベクターの構築を検討する。この ARSを有する自律複製型ベクターは
宿主へ環状のまま導入することが可能で、宿主内において染色体 DNAから独立して存
在することができるため、宿主からの回収が容易であるなどの特徴を有する。また、形

質転換効率が高いという特徴も有する。 
 
 
実験と結果 
本酵母の ARSを単離するために、UJ1部分染色体 DNAライブラリーの構築を検討

した。UJ1株染色体 DNAを制限酵素で切断し、1 kbp～6 kbpの染色体 DNA断片を
pICUG と連結した後、大腸菌へ導入したところ、約 26 万個の大腸菌形質転換体コロ



 

 

ニーが得られた（ Table 1 ）。ライブラリーの構築に用いた制限酵素は、EcoRⅠ/Hind
Ⅲの組み合わせと、EcoRⅠ/KpnⅠの組み合わせの２種類を検討した。EcoRⅠ/HindⅢ
を用いて構築したライブラリーを EHプラスミドライブラリー、EcoRⅠ/KpnⅠを用い
て構築したライブラリーを EKプラスミドライブラリーとする。 

UJ1部分染色体 DNAライブラリーの構築を確認するため、EHプラスミドライブラ
リーおよび EK プラスミドライブラリーにより得られたコロニーを無作為に選択して
プラスミドを回収し、構築に用いた制限酵素で切断してアガロースゲル電気泳動解析し

た。その結果、pICUGのバンドと組込まれた染色体 DNA断片のバンドが観察された。
このことから pICUGへの染色体 DNA断片の組込みが明らかとなり、本酵母の部分染
色体 DNAライブラリーの構築が確認された（ Fig. 1 ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
構築したUJ1部分染色体DNAライブラリーからARSを有する可能性の高いプラス

ミドを選抜するために、ライブラリーをUM3株へ導入することによる選抜を２回行っ
たところ、ARSを有する可能性の高いプラスミドを保持する可能性のある UM3株形質
転換体が得られた（ Table 2 ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                                                                                                No. of transformants No. of transformants No. of transformants No. of transformants µµµµgggg－－－－1111 DNA DNA DNA DNA    

                                                                                 1st transformation      2nd transformation     1st transformation      2nd transformation     1st transformation      2nd transformation     1st transformation      2nd transformation    
pICUGpICUGpICUGpICUG    

EH PlasmidsEH PlasmidsEH PlasmidsEH Plasmids    
EK PlasmidsEK PlasmidsEK PlasmidsEK Plasmids    

 
†The mean for 23 indepent experiments.The mean for 23 indepent experiments.The mean for 23 indepent experiments.The mean for 23 indepent experiments.    
    The mean for 10 indepentThe mean for 10 indepentThe mean for 10 indepentThe mean for 10 indepent experiments. experiments. experiments. experiments.    

PlasmidPlasmidPlasmidPlasmid    
† 

0.00.00.00.0 
2.22.22.22.2    
1.51.51.51.5 

0.00.00.00.0 
1.81.81.81.8    
1.51.51.51.5 

† † 

† † 

Table 2Table 2Table 2Table 2        EHEHEHEHプラスミドライブラリーおよびプラスミドライブラリーおよびプラスミドライブラリーおよびプラスミドライブラリーおよびEKEKEKEKプラスミドライブラリーのプラスミドライブラリーのプラスミドライブラリーのプラスミドライブラリーの

UM3UM3UM3UM3株形質転換効率株形質転換効率株形質転換効率株形質転換効率    

Fig. 1Fig. 1Fig. 1Fig. 1    構築した構築した構築した構築した UJ1UJ1UJ1UJ1部分染色体部分染色体部分染色体部分染色体 DNADNADNADNAライブラリーのアガロースゲル電気泳動解析ライブラリーのアガロースゲル電気泳動解析ライブラリーのアガロースゲル電気泳動解析ライブラリーのアガロースゲル電気泳動解析    
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23.123.123.123.1    
9.49.49.49.4    
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2.32.32.32.3    
2.02.02.02.0    
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 EcoEcoEcoEcoRRRRⅠⅠⅠⅠ////KpnKpnKpnKpnⅠⅠⅠⅠ plasmid  plasmid  plasmid  plasmid librarylibrarylibrarylibrary     EcoEcoEcoEcoRRRRⅠⅠⅠⅠ////HinHinHinHinddddⅢⅢⅢⅢ plasmid  plasmid  plasmid  plasmid librarylibrarylibrarylibrary

 MMMM：：：：DNA size marker   DNA size marker   DNA size marker   DNA size marker       Lane 1Lane 1Lane 1Lane 1～～～～9999：：：：EH plasmidsEH plasmidsEH plasmidsEH plasmids   MMMM：：：：DNA size marker   DNA size marker   DNA size marker   DNA size marker       Lane 1Lane 1Lane 1Lane 1''''～～～～9999''''：：：：EEEEKKKK plasmids plasmids plasmids plasmids  

pICUGpICUGpICUGpICUG    

Genomic DNA fragments of Genomic DNA fragments of Genomic DNA fragments of Genomic DNA fragments of UJ1UJ1UJ1UJ1  Chromosomal DNAChromosomal DNAChromosomal DNAChromosomal DNA
fragments of UJ1fragments of UJ1fragments of UJ1fragments of UJ1    

pICUGpICUGpICUGpICUG    



 

 

得られたUM3株形質転換体が保持するプラスミドの染色体DNA断片を解析するた
め、得られたUM3株形質転換体からプラスミドを回収し、構築に用いた制限酵素で切
断してアガロースゲル電気泳動解析したところ、異なる染色体 DNA断片を有する少な
くとも 10種のプラスミドの存在が明らかとなった（ Fig. 2 ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
この 10種のプラスミドから、さらに ARSを含む可能性の高いプラスミドを選抜す

るために、それぞれのプラスミドの UM3 株形質転換効率を評価した。その結果、
pUAH11と名付けたプラスミドの形質転換効率が最も高く、この pUAH11の持つ染色
体 DNA断片に ARSが存在することが示唆された（ Table 3 ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3Table 3Table 3Table 3    10101010種類のプラスミドの種類のプラスミドの種類のプラスミドの種類のプラスミドの UM3UM3UM3UM3株形質転換効率株形質転換効率株形質転換効率株形質転換効率    
 
    PlasmidPlasmidPlasmidPlasmid                                    No. of transfoNo. of transfoNo. of transfoNo. of transformants rmants rmants rmants µµµµgggg－－－－1111 DNA DNA DNA DNA    
    

pICUGpICUGpICUGpICUG    
pUAH 3pUAH 3pUAH 3pUAH 3    
pUAH 4pUAH 4pUAH 4pUAH 4    
pUAH 8pUAH 8pUAH 8pUAH 8    
pUAH 11pUAH 11pUAH 11pUAH 11    
pUAK 1pUAK 1pUAK 1pUAK 1    
pUAK 2pUAK 2pUAK 2pUAK 2    
pUAK 3pUAK 3pUAK 3pUAK 3    
pUAK 4pUAK 4pUAK 4pUAK 4    
pUAK 9pUAK 9pUAK 9pUAK 9    
pUAK 14pUAK 14pUAK 14pUAK 14    

 
†The The The The resultresultresultresults are the mean for two indepent experiments.s are the mean for two indepent experiments.s are the mean for two indepent experiments.s are the mean for two indepent experiments. 

0.00.00.00.0
1.01.01.01.0
3.03.03.03.0
1.51.51.51.5

17.017.017.017.0
2.02.02.02.0
7.57.57.57.5
8.08.08.08.0
5.55.55.55.5
5.55.55.55.5
5.55.55.55.5

† 

Fig. 2 Fig. 2 Fig. 2 Fig. 2     選抜された選抜された選抜された選抜されたプラスミドのプラスミドのプラスミドのプラスミドの有する有する有する有する DNADNADNADNA 断片解析の結果、断片解析の結果、断片解析の結果、断片解析の結果、

明らかになった明らかになった明らかになった明らかになった 10101010種類のプラスミド種類のプラスミド種類のプラスミド種類のプラスミド    
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Lane Lane Lane Lane 4444''''：：：：pUAK4pUAK4pUAK4pUAK4    
Lane Lane Lane Lane 5555''''：：：：pUAK9pUAK9pUAK9pUAK9    
Lane Lane Lane Lane 6666''''：：：：pUAK14pUAK14pUAK14pUAK14    

EcoEcoEcoEcoRIRIRIRI    //// Hind Hind Hind HindⅢⅢⅢⅢ plasmids  plasmids  plasmids  plasmids     EcoEcoEcoEcoRIRIRIRI    ////    KpnKpnKpnKpnIIII plasmids  plasmids  plasmids  plasmids     
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fragmentsfragmentsfragmentsfragments of UJ1 of UJ1 of UJ1 of UJ1    



 

 

得られた pUAH11の宿主内における存在形態を明らかにするために、pUAH11によ
る UM3株形質転換体の全 DNAを調製して、サザンブロット解析を行った。その結果、
pUAH11 のものと思われるバンドが宿主染色体 DNA のバンドから離れた位置に観察
され、宿主内で pUAH11が染色体DNA外に存在していることが示唆された（ Fig. 3 ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

pUAH11 が有する染色体 DNA 断片を解析するため、pUAH11 を制限酵素 EcoRⅠ
/HindⅢで切断したもの、EcoRⅠのみで切断したもの、HindⅢのみで切断したものを
アガロース電気泳動解析した。その結果、レーン 1 の EcoRⅠ/HindⅢで切断した
pUAH11のバンドパターンから、pUAH11には①, ②, ③, ④, ⑤の 5つの DNA断片
からなる全長約 7.8 kbp の UJ1 染色体 DNA 断片が存在することが明らかとなった
（ Fig. 4 ）。また、このアガロースゲル電気泳動解析結果をもとに、pUAH11が有す
る染色体 DNA断片の制限酵素地図を作成したところ、観察された 5つの DNA断片は
Fig. 5のように存在することが明らかとなった（ Fig. 5 ）。 

 
 
 
 

 

 

M      1       2       3      4      5M      1       2       3      4      5M      1       2       3      4      5M      1       2       3      4      5    
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9.49.49.49.4    

6.66.66.66.6    

[kbp][kbp][kbp][kbp]  

Genomic DNA of UM3Genomic DNA of UM3Genomic DNA of UM3Genomic DNA of UM3    

pUAH11pUAH11pUAH11pUAH11    

URA3 SacURA3 SacURA3 SacURA3 SacⅠⅠⅠⅠ prob prob prob probeeee    

Fig. 3Fig. 3Fig. 3Fig. 3    pUAH11pUAH11pUAH11pUAH11によるによるによるによる UM3UM3UM3UM3株形質転換体の株形質転換体の株形質転換体の株形質転換体の

全全全全 DNADNADNADNAに対するサザンブロット解析に対するサザンブロット解析に対するサザンブロット解析に対するサザンブロット解析    

MMMM：：：：DNA size markerDNA size markerDNA size markerDNA size marker    
1111：：：：Total DNA of UM3Total DNA of UM3Total DNA of UM3Total DNA of UM3    
2222：：：：Total DNA of transformant 1Total DNA of transformant 1Total DNA of transformant 1Total DNA of transformant 1    
3333：：：：Total DNA of transformant 2Total DNA of transformant 2Total DNA of transformant 2Total DNA of transformant 2    
4444：：：：Total DNA of transformant 3Total DNA of transformant 3Total DNA of transformant 3Total DNA of transformant 3    
5555：：：：pUAH11pUAH11pUAH11pUAH11    

Chromosomal DNA of UM3Chromosomal DNA of UM3Chromosomal DNA of UM3Chromosomal DNA of UM3    



 

 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

pUAH11が有する染色体DNA断片のどの領域にARSが存在するのか明らかにする
ため、①, ②, ③, ④, ⑤の 5つの DNA断片をそれぞれ pICUGに組込み、UM3株形
質転換効率を評価した。その結果、pUA3と名付けたプラスミドの形質転換効率が最も
高く、この pUA3が有する 1 kbpの染色体 DNA断片に ARSが存在することが示唆さ
れた。pUA3の形質転換効率は、他の酵母における自律複製型ベクターの効率と比較し
て非常に低いことから、形質転換条件等の最適化の検討が必要であることを示唆した

（ Table 4 ）。 
 

 

 

[kbp][kbp][kbp][kbp]  
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MMMM                1111                        2222                        3333    

①①①①    

②②②②    

④④④④    

④④④④    

ⅠⅠⅠⅠ    ⅰⅰⅰⅰ    

ⅱⅱⅱⅱ    

ⅲⅲⅲⅲ    
⑤⑤⑤⑤    

ⅡⅡⅡⅡ    

ⅳⅳⅳⅳ    

③③③③    

pICUGpICUGpICUGpICUG    

 MMMM：：：： DNA size marker DNA size marker DNA size marker DNA size marker    
1111：：：：    pUAH11 pUAH11 pUAH11 pUAH11 digestdigestdigestdigestedededed    with with with with EcoEcoEcoEcoRRRRⅠⅠⅠⅠ////HinHinHinHindIII dIII dIII dIII 
2222：：：：    pUAH11 pUAH11 pUAH11 pUAH11 ddddigestigestigestigestedededed    withwithwithwith Eco Eco Eco EcoRRRRⅠⅠⅠⅠ    
3333：：：：    pUAH11 pUAH11 pUAH11 pUAH11 digestdigestdigestdigestedededed with with with with Hin Hin Hin HinddddⅢⅢⅢⅢ    

Fig.Fig.Fig.Fig. 4 4 4 4     pUAH11 pUAH11 pUAH11 pUAH11が有するが有するが有するが有する UJ1UJ1UJ1UJ1株染色体株染色体株染色体株染色体 DNADNADNADNA断片の電気泳動解析断片の電気泳動解析断片の電気泳動解析断片の電気泳動解析    

Fig.Fig.Fig.Fig. 5   5   5   5  ppppUAH11UAH11UAH11UAH11が含むが含むが含むが含む 5555つのつのつのつの DNADNADNADNA断片断片断片断片    

EcoEcoEcoEcoRRRRⅠⅠⅠⅠ    EcoEcoEcoEcoRRRRⅠⅠⅠⅠ    HinHinHinHinddddⅢⅢⅢⅢHinHinHinHinddddⅢⅢⅢⅢ HinHinHinHinddddⅢⅢⅢⅢ

3.7 3.7 3.7 3.7 kbpkbpkbpkbp    2.4 2.4 2.4 2.4 kbpkbpkbpkbp    1.0 1.0 1.0 1.0 kbpkbpkbpkbp    0.3 0.3 0.3 0.3 kbpkbpkbpkbp    0.4 0.4 0.4 0.4 kbpkbpkbpkbp  

7.8 7.8 7.8 7.8 kbpkbpkbpkbp    

HinHinHinHinddddⅢⅢⅢⅢ    

①①①①    ②②②②    ④④④④    ③③③③    ⑤⑤⑤⑤    



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
総括 
（1） 酵母 C. humniclus UJ1の部分染色体 DNAライブラリーを構築し、UM3株へ  

導入したところ多くの形質転換体が得られた。 
（2） UM3株形質転換体から ARSを有すると推測される 10種類のプラスミドを単離

し、それぞれのプラスミドの形質転換効率を解析したところ、pUAH11と名付け
たプラスミドが最も高い形質転換効率（17 transformants / µg DNA）を示した。 

（3） サザンブロット解析から pUAH11が宿主の染色体から独立して存在している事
が示唆され、このプラスミドは 5つの DNA断片からなる、全長約 7.8 kbpの UJ1
株染色体 DNA断片を有していた。 

（4） 7.8 kbpの染色体 DNA断片内の 1 kbpの配列に、ARSの機能が存在することが
示唆された。 

（5） 1 kbpの染色体 DNA断片を有する pUA3の UM3株形質転換効率は、他の酵母
における自律複製ベクターと比較して低かった。 

 
 
 

 
    PlasmidPlasmidPlasmidPlasmid                                        No. of transformants No. of transformants No. of transformants No. of transformants µµµµgggg－－－－1111 DNA DNA DNA DNA    
    

pICUGpICUGpICUGpICUG    
pUAH 11pUAH 11pUAH 11pUAH 11    

pUA1pUA1pUA1pUA1    
pUA2pUA2pUA2pUA2    
pUA3pUA3pUA3pUA3    
pUA4pUA4pUA4pUA4    
pUA5pUA5pUA5pUA5    

 
†The The The The resultresultresultresults are the mean for two s are the mean for two s are the mean for two s are the mean for two indepent experiments.indepent experiments.indepent experiments.indepent experiments. 

0.00.00.00.0
2.22.22.22.2
0.80.80.80.8
1.11.11.11.1

12.612.612.612.6
0.00.00.00.0
0.30.30.30.3

† 

Table 5Table 5Table 5Table 5    ①～⑤の各①～⑤の各①～⑤の各①～⑤の各UJ1UJ1UJ1UJ1株染色体株染色体株染色体株染色体DNADNADNADNA断片を有する断片を有する断片を有する断片を有する

プラスミドのプラスミドのプラスミドのプラスミドの UM3UM3UM3UM3株形質転換効率株形質転換効率株形質転換効率株形質転換効率    


