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１１１１....    背景背景背景背景    
 D-アスパラギン酸酸化酵素（DDO, EC1.4.3.1）は D-アスパラギン酸（D-Asp）や D-グルタミ

ン酸（D-Glu）などの酸性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応を触媒する酵素であり、酵母から

ヒトに至る多くの真核生物に存在していることが知られている。現在までに、いくつかの生物

種由来 DDO の酵素学的諸特性が詳細に解析され、哺乳動物においてその生理機能に関する研究

が進行中である。しかし、真核微生物における DDO の生理機能に関する報告はない。 

 我々は DDO を多量に発現する酵母 Cryptococcus humicola UJ1 を自然界から単離し、本酵母
の生産する D-アスパラギン酸酸化酵素（ChDDO）の酵素学的諸特性を明らかにしてきた。その

結果、本酵母は D-Asp を唯一の窒素源、炭素原としたときに ChDDO を多量に誘導合成し、L-Asp

や L,D-グルタミン酸を窒素源、炭素原としたときには誘導しなかった。また、他の窒素源、炭

素源の共存下でも ChDDO は誘導発現され、その発現は転写段階で制御されていた。このことか

ら本酵母において D-Asp 特異的な遺伝子の誘導発現機構の存在が示唆された。 

 当研究室ではこの発現機構を解明するために必須となる宿主-ベクター系の構築を検討して

いる。現在までに栄養要求性の選択マーカーである URA3 遺伝子を用いた宿主-ベクター系を構
築しているが、遺伝子の多重導入や多重破壊のためには他の選択マーカーが必要である。そこ

で本研究では薬剤耐性遺伝子を選択マーカーとした宿主－ベクター系を構築することを目的と

している。薬剤耐性遺伝子を発現させるためには本酵母由来のプロモーター配列とターミネー

ター配列を必要とする。有用な配列として、他の生物においてよく用いられているのがアクチ

ン遺伝子（ACT）のプロモーター、ターミネーターである。アクチンは真核生物において最も多
量に存在するタンパク質であり、構成的に発現することが知られている。そこで本研究ではア

クチン遺伝子のプロモーターおよびターミネーター配列を用いたベクターの構築を試みている。 

 アクチン遺伝子とそのプロモーター、ターミネーター領域を取得するにあたり、すでにアク

チン部分遺伝子断片を含むと推測される 2 種類のファージクローンが単離されている。また、

これらのファージクローンに含まれているアクチン部分遺伝子断片は、それぞれプロモーター

もしくはターミネーター領域が含まれていないことが示唆されている。本研究ではアクチン遺

伝子のプロモーター、ターミネーター領域の 2 種類のファージクローンからの単離を検討した。 

 

２２２２....    C. humicolaC. humicolaC. humicolaC. humicola UJ1 UJ1 UJ1 UJ1 アクチン遺伝子（アクチン遺伝子（アクチン遺伝子（アクチン遺伝子（ChACTChACTChACTChACT）の単離）の単離）の単離）の単離    

単離されている 2 種類のファージクローン A9、A10 に含まれているアクチン部分遺伝子断片

には、それぞれプロモーターもしくはターミネーター領域が含まれていないことが示唆されて

いる。そこでアクチン遺伝子全長およびプロモーター、ターミネーターを得るために両方のフ

ァージクローンからアクチン部分遺伝子断片を単離した。Fig. 1 には 2 種類のファージクロー

ンから単離したアクチン部分遺伝子断片の塩基配列解析結果を合わせて示した。ChACT 遺伝子
は開始コドンから終止コドンまで 1,509 bp からなり、375 アミノ酸からなるポリペプチドをコ

ードしていた。また、イントロンスプライシング配列（橙色文字）とブランチ配列（緑色文字）

のコンセンサス配列がみられたことから、ChACT 遺伝子には 6 個のイントロンが存在すること
が示唆された。 
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 担子菌のアクチン遺伝子には子嚢菌と比較してイントロンが多く存在する（４～６個）こと

が報告されており、イントロンの多さは担子菌の特徴といえる。本酵母 C. humicola UJ1 も担
子菌の一種であり、今回解析したアクチン遺伝子のイントロンの数はこの特徴と一致していた。 

 解析した ChACT 遺伝子の５’非翻訳領域には TATA ボックスや CAAT ボックスはみられず、プ
ロモーター領域の一部しか単離できなかったと考えられる。また、3’非翻訳領域には典型的な

ポリ A 付加シグナルに類似した配列がみられ、ターミネーター全長を取得できたと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

tcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaaggggcacagcatcccgcagcgggggcgatgatcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaaggggcacagcatcccgcagcgggggcgatgatcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaaggggcacagcatcccgcagcgggggcgatgatcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaaggggcacagcatcccgcagcgggggcgatgaaagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccctctccccacccagcgacc    aagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccctctccccacccagcgacc    aagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccctctccccacccagcgacc    aagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccctctccccacccagcgacc    ----74747474

ttagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccactctgctttgactttaacagatagattagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccactctgctttgactttaacagatagattagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccactctgctttgactttaacagatagattagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccactctgctttgactttaacagatagacacttttcacaATcacttttcacaATcacttttcacaATcacttttcacaATgtgagtgtgagtgtgagtgtgagtaaaaacgacgacgccgagcacggctcgagcaatccgccgaaaaacgacgacgccgagcacggctcgagcaatccgccgaaaaacgacgacgccgagcacggctcgagcaatccgccgaaaaacgacgacgccgagcacggctcgagcaatccgccg 47474747

M                                                    M                                                    M                                                    M                                                    1111

cggtgatgatggaagcggtgatgatggaagcggtgatgatggaagcggtgatgatggaagctgacctgacctgacctgacgacgccagacgccagacgccagacgccacagcagcagcagGGAGGAAGAGGGGAGGAAGAGGGGAGGAAGAGGGGAGGAAGAGGgtatgtgtatgtgtatgtgtatgtccaccgcgcgattccaacgctgccagcgcgcttggtgacgtagttgccaccgcgcgattccaacgctgccagcgcgcttggtgacgtagttgccaccgcgcgattccaacgctgccagcgcgcttggtgacgtagttgccaccgcgcgattccaacgctgccagcgcgcttggtgacgtagttgctaacctaacctaacctaaccacctcgctcatcacacctcgctcatcacacctcgctcatcacacctcgctcatcacagcagcagcagTTGCT    167TTGCT    167TTGCT    167TTGCT    167

E  E  E  V                     E  E  E  V                     E  E  E  V                     E  E  E  V                     A        A        A        A        6666

GCCCTTGCCCTTGCCCTTGCCCTTgtgagtgtgagtgtgagtgtgagtaccagctgcttcttactgtgccccgttctgtccagaccagctgcttcttactgtgccccgttctgtccagaccagctgcttcttactgtgccccgttctgtccagaccagctgcttcttactgtgccccgttctgtccagctgacctgacctgacctgaccagcgccccagcgccccagcgccccagcgccccagcagcagcagGTTATCGACAACGGTTCCGGCATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGATGCCCCC    287GTTATCGACAACGGTTCCGGCATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGATGCCCCC    287GTTATCGACAACGGTTCCGGCATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGATGCCCCC    287GTTATCGACAACGGTTCCGGCATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGATGCCCCC    287

A  L                                                          A  L                                                          A  L                                                          A  L                                                          V  I  D  N  G  S  G  M  C  K  A  G  F  A  G  D  D  A  P       V  I  D  N  G  S  G  M  C  K  A  G  F  A  G  D  D  A  P       V  I  D  N  G  S  G  M  C  K  A  G  F  A  G  D  D  A  P       V  I  D  N  G  S  G  M  C  K  A  G  F  A  G  D  D  A  P       27272727

CGTGCTGTCTTCCCCTCGATTGTTGGCCGTCCCCGTCACCAGGGTGTCATGGTCGGCATGGGCGTGCTGTCTTCCCCTCGATTGTTGGCCGTCCCCGTCACCAGGGTGTCATGGTCGGCATGGGCGTGCTGTCTTCCCCTCGATTGTTGGCCGTCCCCGTCACCAGGGTGTCATGGTCGGCATGGGCGTGCTGTCTTCCCCTCGATTGTTGGCCGTCCCCGTCACCAGGGTGTCATGGTCGGCATGGGCCAGAAGGACTCCTACGTTGGCCAGAAGGACTCCTACGTTGGCCAGAAGGACTCCTACGTTGGCCAGAAGGACTCCTACGTTGGgtacgtgtacgtgtacgtgtacgtttcatgacggcgtttgcgccattcccattggttcatgacggcgtttgcgccattcccattggttcatgacggcgtttgcgccattcccattggttcatgacggcgtttgcgccattcccattgg 407407407407

R  A  V  F  P  S  I  V  G  R  P  R  H  Q  G  V  M  V  G  M  G R  A  V  F  P  S  I  V  G  R  P  R  H  Q  G  V  M  V  G  M  G R  A  V  F  P  S  I  V  G  R  P  R  H  Q  G  V  M  V  G  M  G R  A  V  F  P  S  I  V  G  R  P  R  H  Q  G  V  M  V  G  M  G Q  K  D  S  Y  V  G                                           Q  K  D  S  Y  V  G                                           Q  K  D  S  Y  V  G                                           Q  K  D  S  Y  V  G                                           55555555

ctctgggaggtcgtgctctgggaggtcgtgctctgggaggtcgtgctctgggaggtcgtgctgacctgacctgacctgacaactggtgaactggtgaactggtgaactggtgtagtagtagtagTGACGAGGCTCAGTCCAAGCGTGGTATCCTTACCCTCAAGTACCCCATTGAGCACGGTATCGTGTGACGAGGCTCAGTCCAAGCGTGGTATCCTTACCCTCAAGTACCCCATTGAGCACGGTATCGTGTGACGAGGCTCAGTCCAAGCGTGGTATCCTTACCCTCAAGTACCCCATTGAGCACGGTATCGTGTGACGAGGCTCAGTCCAAGCGTGGTATCCTTACCCTCAAGTACCCCATTGAGCACGGTATCGTGACCAACTGGGACGACATGGAGAAGA    527ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGA    527ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGA    527ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGA    527

D  E  A  Q  S  K  R  G  I  L  D  E  A  Q  S  K  R  G  I  L  D  E  A  Q  S  K  R  G  I  L  D  E  A  Q  S  K  R  G  I  L  T  L  K  Y  P  I  E  H  G  I  V  T  N  W  D  D  M  E  K  I     T  L  K  Y  P  I  E  H  G  I  V  T  N  W  D  D  M  E  K  I     T  L  K  Y  P  I  E  H  G  I  V  T  N  W  D  D  M  E  K  I     T  L  K  Y  P  I  E  H  G  I  V  T  N  W  D  D  M  E  K  I     85858585

TCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTCCGTGTCGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTCCTTTCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTCCGTGTCGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTCCTTTCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTCCGTGTCGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTCCTTTCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTCCGTGTCGCCCCCGAGGAGCACCCCGTCCTCCTTACCGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGCAGAACCGTGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCG    64ACCGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGCAGAACCGTGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCG    64ACCGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGCAGAACCGTGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCG    64ACCGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGCAGAACCGTGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCG    647777

W  H  H  T  F  Y  N  E  L  R  V  A  P  E  E  H  P  V  L  L  W  H  H  T  F  Y  N  E  L  R  V  A  P  E  E  H  P  V  L  L  W  H  H  T  F  Y  N  E  L  R  V  A  P  E  E  H  P  V  L  L  W  H  H  T  F  Y  N  E  L  R  V  A  P  E  E  H  P  V  L  L  T  E  A  P  L  N  P  K  Q  N  R  E  K  M  T  Q  I  M  F  E    T  E  A  P  L  N  P  K  Q  N  R  E  K  M  T  Q  I  M  F  E    T  E  A  P  L  N  P  K  Q  N  R  E  K  M  T  Q  I  M  F  E    T  E  A  P  L  N  P  K  Q  N  R  E  K  M  T  Q  I  M  F  E    125125125125

AGACCTTCAACGCCCCCGCGTTCTACGTCTCGATCCAGGCCGTCCTTTCGCTTTACGCTTCGAGACCTTCAACGCCCCCGCGTTCTACGTCTCGATCCAGGCCGTCCTTTCGCTTTACGCTTCGAGACCTTCAACGCCCCCGCGTTCTACGTCTCGATCCAGGCCGTCCTTTCGCTTTACGCTTCGAGACCTTCAACGCCCCCGCGTTCTACGTCTCGATCCAGGCCGTCCTTTCGCTTTACGCTTCGGGTCGTACCACTGGTATCGTCCTCGACTCGGGTGACGGTGTTACCCACACTGTCCCCA    76GGTCGTACCACTGGTATCGTCCTCGACTCGGGTGACGGTGTTACCCACACTGTCCCCA    76GGTCGTACCACTGGTATCGTCCTCGACTCGGGTGACGGTGTTACCCACACTGTCCCCA    76GGTCGTACCACTGGTATCGTCCTCGACTCGGGTGACGGTGTTACCCACACTGTCCCCA    767777

T  F  N  A  P  A  F  Y  V  S  I  Q  A  V  L  S  L  Y  A  S  T  F  N  A  P  A  F  Y  V  S  I  Q  A  V  L  S  L  Y  A  S  T  F  N  A  P  A  F  Y  V  S  I  Q  A  V  L  S  L  Y  A  S  T  F  N  A  P  A  F  Y  V  S  I  Q  A  V  L  S  L  Y  A  S  G  R  T  T  G  I  V  L  D  S  G  D  G  V  T  H  T  V  P  I    G  R  T  T  G  I  V  L  D  S  G  D  G  V  T  H  T  V  P  I    G  R  T  T  G  I  V  L  D  S  G  D  G  V  T  H  T  V  P  I    G  R  T  T  G  I  V  L  D  S  G  D  G  V  T  H  T  V  P  I    165165165165

TCTACGAGGGTTTCTCGCTCCCCCACGCTATCCTCCGTCTTGACCTTGCCGGCCGTGACCTTTCTACGAGGGTTTCTCGCTCCCCCACGCTATCCTCCGTCTTGACCTTGCCGGCCGTGACCTTTCTACGAGGGTTTCTCGCTCCCCCACGCTATCCTCCGTCTTGACCTTGCCGGCCGTGACCTTTCTACGAGGGTTTCTCGCTCCCCCACGCTATCCTCCGTCTTGACCTTGCCGGCCGTGACCTTACCGACTACCTCATCAAGATCCTCATGGAGCGTGGCTACCCCTTCACCACCACTGCCG    88ACCGACTACCTCATCAAGATCCTCATGGAGCGTGGCTACCCCTTCACCACCACTGCCG    88ACCGACTACCTCATCAAGATCCTCATGGAGCGTGGCTACCCCTTCACCACCACTGCCG    88ACCGACTACCTCATCAAGATCCTCATGGAGCGTGGCTACCCCTTCACCACCACTGCCG    887777

Y  E  G  F  S  L  P  H  A  I  L  R  L  D  L  A  G  R  D  L  Y  E  G  F  S  L  P  H  A  I  L  R  L  D  L  A  G  R  D  L  Y  E  G  F  S  L  P  H  A  I  L  R  L  D  L  A  G  R  D  L  Y  E  G  F  S  L  P  H  A  I  L  R  L  D  L  A  G  R  D  L  T  D  Y  L  I  K  I  L  M  E  R  G  Y  P  F  T  T  T  A  E    T  D  Y  L  I  K  I  L  M  E  R  G  Y  P  F  T  T  T  A  E    T  D  Y  L  I  K  I  L  M  E  R  G  Y  P  F  T  T  T  A  E    T  D  Y  L  I  K  I  L  M  E  R  G  Y  P  F  T  T  T  A  E    205205205205

AGCGTGAAATCGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTCGCCCTCGACTTTGAGCAGAGCGTGAAATCGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTCGCCCTCGACTTTGAGCAGAGCGTGAAATCGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTCGCCCTCGACTTTGAGCAGAGCGTGAAATCGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTCGCCCTCGACTTTGAGCAGGAGCTCCAGACTGCTGCCCAGTCGTCGCAGCTCGAGAAGTCGTACGAGCTTCCCGACG   100GAGCTCCAGACTGCTGCCCAGTCGTCGCAGCTCGAGAAGTCGTACGAGCTTCCCGACG   100GAGCTCCAGACTGCTGCCCAGTCGTCGCAGCTCGAGAAGTCGTACGAGCTTCCCGACG   100GAGCTCCAGACTGCTGCCCAGTCGTCGCAGCTCGAGAAGTCGTACGAGCTTCCCGACG   1007777

R  E  I  V  R  D  I  K  E  K  L  C  Y  V  A  L  D  F  E  Q  R  E  I  V  R  D  I  K  E  K  L  C  Y  V  A  L  D  F  E  Q  R  E  I  V  R  D  I  K  E  K  L  C  Y  V  A  L  D  F  E  Q  R  E  I  V  R  D  I  K  E  K  L  C  Y  V  A  L  D  F  E  Q  E  L  Q  T  A  A  Q  S  S  Q  L  E  K  S  Y  E  L  P  D  G    E  L  Q  T  A  A  Q  S  S  Q  L  E  K  S  Y  E  L  P  D  G    E  L  Q  T  A  A  Q  S  S  Q  L  E  K  S  Y  E  L  P  D  G    E  L  Q  T  A  A  Q  S  S  Q  L  E  K  S  Y  E  L  P  D  G    245245245245

GTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGCTTCCGCTGCCCTGAGGCTCTCTTCCAGCCCTCGTTGTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGCTTCCGCTGCCCTGAGGCTCTCTTCCAGCCCTCGTTGTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGCTTCCGCTGCCCTGAGGCTCTCTTCCAGCCCTCGTTGTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGCTTCCGCTGCCCTGAGGCTCTCTTCCAGCCCTCGTTCCTCGGCCTTGAGGCTGCTGGTATCCACGAGACCACCTACAACTCGATCATGAAGT   1127CCTCGGCCTTGAGGCTGCTGGTATCCACGAGACCACCTACAACTCGATCATGAAGT   1127CCTCGGCCTTGAGGCTGCTGGTATCCACGAGACCACCTACAACTCGATCATGAAGT   1127CCTCGGCCTTGAGGCTGCTGGTATCCACGAGACCACCTACAACTCGATCATGAAGT   1127

Q  V  I  T  I  G  N  E  R  F  R  C  P  E  A  L  F  Q  P  S  Q  V  I  T  I  G  N  E  R  F  R  C  P  E  A  L  F  Q  P  S  Q  V  I  T  I  G  N  E  R  F  R  C  P  E  A  L  F  Q  P  S  Q  V  I  T  I  G  N  E  R  F  R  C  P  E  A  L  F  Q  P  S  F  L  G  L  E  A  A  G  I  H  E  T  T  Y  N  S  I  M  K  C    F  L  G  L  E  A  A  G  I  H  E  T  T  Y  N  S  I  M  K  C    F  L  G  L  E  A  A  G  I  H  E  T  T  Y  N  S  I  M  K  C    F  L  G  L  E  A  A  G  I  H  E  T  T  Y  N  S  I  M  K  C    285285285285

GTGACCTCGACATCCGTAAGGTGACCTCGACATCCGTAAGGTGACCTCGACATCCGTAAGGTGACCTCGACATCCGTAAGgttagtgttagtgttagtgttagtaacaatagctttggacattgacaggcacggcgaacaatagctttggacattgacaggcacggcgaacaatagctttggacattgacaggcacggcgaacaatagctttggacattgacaggcacggcgctgacctgacctgacctgactggctcgtggctcgtggctcgtggctcgtagtagtagtagGACCTCTACGGCAACGTCGTCCTCTCCGGTGGTACCACCATGTACAA   1247GACCTCTACGGCAACGTCGTCCTCTCCGGTGGTACCACCATGTACAA   1247GACCTCTACGGCAACGTCGTCCTCTCCGGTGGTACCACCATGTACAA   1247GACCTCTACGGCAACGTCGTCCTCTCCGGTGGTACCACCATGTACAA   1247

D  L  D  I  R  K                                            D  L  D  I  R  K                                            D  L  D  I  R  K                                            D  L  D  I  R  K                                            D  L  Y  G  N  V  V  L  S  G  G  T  T  M  Y  N     D  L  Y  G  N  V  V  L  S  G  G  T  T  M  Y  N     D  L  Y  G  N  V  V  L  S  G  G  T  T  M  Y  N     D  L  Y  G  N  V  V  L  S  G  G  T  T  M  Y  N     307307307307

CGGTATCGCCGACCGTATGCAGAAGGAGATCACCGCCCTCGCCCCCTCGTCGATGAAGGTTACGGTATCGCCGACCGTATGCAGAAGGAGATCACCGCCCTCGCCCCCTCGTCGATGAAGGTTACGGTATCGCCGACCGTATGCAGAAGGAGATCACCGCCCTCGCCCCCTCGTCGATGAAGGTTACGGTATCGCCGACCGTATGCAGAAGGAGATCACCGCCCTCGCCCCCTCGTCGATGAAGGTTAAGATTGTCGCTCCCCCTGAGCGCAAGTACTCGGTCTGGATCGGTGGTTCGATTCTCGC   136AGATTGTCGCTCCCCCTGAGCGCAAGTACTCGGTCTGGATCGGTGGTTCGATTCTCGC   136AGATTGTCGCTCCCCCTGAGCGCAAGTACTCGGTCTGGATCGGTGGTTCGATTCTCGC   136AGATTGTCGCTCCCCCTGAGCGCAAGTACTCGGTCTGGATCGGTGGTTCGATTCTCGC   1367777

G  I  A  D  R  M  Q  K  E  I  T  A  L  A  P  S  S  M  K  V  KG  I  A  D  R  M  Q  K  E  I  T  A  L  A  P  S  S  M  K  V  KG  I  A  D  R  M  Q  K  E  I  T  A  L  A  P  S  S  M  K  V  KG  I  A  D  R  M  Q  K  E  I  T  A  L  A  P  S  S  M  K  V  K I  V  A  P  P  E  R  K  Y  S  V  W  I  G  G  S  I  L  A     I  V  A  P  P  E  R  K  Y  S  V  W  I  G  G  S  I  L  A     I  V  A  P  P  E  R  K  Y  S  V  W  I  G  G  S  I  L  A     I  V  A  P  P  E  R  K  Y  S  V  W  I  G  G  S  I  L  A     347347347347

TTCGCTCTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCTCGAAGAACGAGTACGACGAGTCTGGCCCCTTTCGCTCTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCTCGAAGAACGAGTACGACGAGTCTGGCCCCTTTCGCTCTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCTCGAAGAACGAGTACGACGAGTCTGGCCCCTTTCGCTCTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCTCGAAGAACGAGTACGACGAGTCTGGCCCCTCGATCGTTCACCGCGATCGTTCACCGCGATCGTTCACCGCGATCGTTCACCGgtgagtgtgagtgtgagtgtgagtcgaaacaggcccagtttcatgtgttgaacgctgcgaaacaggcccagtttcatgtgttgaacgctgcgaaacaggcccagtttcatgtgttgaacgctgcgaaacaggcccagtttcatgtgttgaacgctgctaacctaacctaacctaacaaaa 1487148714871487

S  L  S  T  F  Q  Q  M  W  I  S  K  N  E  Y  D  E  S  G  P  SS  L  S  T  F  Q  Q  M  W  I  S  K  N  E  Y  D  E  S  G  P  SS  L  S  T  F  Q  Q  M  W  I  S  K  N  E  Y  D  E  S  G  P  SS  L  S  T  F  Q  Q  M  W  I  S  K  N  E  Y  D  E  S  G  P  S I  V  H  R                                                  I  V  H  R                                                  I  V  H  R                                                  I  V  H  R                                                  372372372372

tttgtatttgtatttgtatttgtacagcagcagcagAAAGTGCTTCtaagcgtagacttctaagtctcgcttgtgggcagcgcaggctgttgcgtggtgtAAAGTGCTTCtaagcgtagacttctaagtctcgcttgtgggcagcgcaggctgttgcgtggtgtAAAGTGCTTCtaagcgtagacttctaagtctcgcttgtgggcagcgcaggctgttgcgtggtgtAAAGTGCTTCtaagcgtagacttctaagtctcgcttgtgggcagcgcaggctgttgcgtggtgttaggtggaggagtaacgacggcggcacagagccgacttctatgcaag   1607taggtggaggagtaacgacggcggcacagagccgacttctatgcaag   1607taggtggaggagtaacgacggcggcacagagccgacttctatgcaag   1607taggtggaggagtaacgacggcggcacagagccgacttctatgcaag   1607

K  C  F  *                                          K  C  F  *                                          K  C  F  *                                          K  C  F  *                                          375375375375

aaatgatgtatggttttctacattccgaagctgtgcatgaaaagagttgtctgtcccgtgttaaatgatgtatggttttctacattccgaagctgtgcatgaaaagagttgtctgtcccgtgttaaatgatgtatggttttctacattccgaagctgtgcatgaaaagagttgtctgtcccgtgttaaatgatgtatggttttctacattccgaagctgtgcatgaaaagagttgtctgtcccgtgttgggtgttgcagagttgcgggttgttgattgtttcgtgtcgcatgatgcagagtggagt   172gggtgttgcagagttgcgggttgttgattgtttcgtgtcgcatgatgcagagtggagt   172gggtgttgcagagttgcgggttgttgattgtttcgtgtcgcatgatgcagagtggagt   172gggtgttgcagagttgcgggttgttgattgtttcgtgtcgcatgatgcagagtggagt   1727777

tgtaggagctcactcaatttgaaggtgagttaccgagtgaccgagaggccgagtgagaccgatgtaggagctcactcaatttgaaggtgagttaccgagtgaccgagaggccgagtgagaccgatgtaggagctcactcaatttgaaggtgagttaccgagtgaccgagaggccgagtgagaccgatgtaggagctcactcaatttgaaggtgagttaccgagtgaccgagaggccgagtgagaccgagtgaacagtgagtcccttgtagccatcaccatccgatccgttcacccaaagtcggcca   184gtgaacagtgagtcccttgtagccatcaccatccgatccgttcacccaaagtcggcca   184gtgaacagtgagtcccttgtagccatcaccatccgatccgttcacccaaagtcggcca   184gtgaacagtgagtcccttgtagccatcaccatccgatccgttcacccaaagtcggcca   1847777

accggcccagtcactgccactggctccgacttcacacacgcacccgccaagcgattggggtaaccggcccagtcactgccactggctccgacttcacacacgcacccgccaagcgattggggtaaccggcccagtcactgccactggctccgacttcacacacgcacccgccaagcgattggggtaaccggcccagtcactgccactggctccgacttcacacacgcacccgccaagcgattggggtagcgagtaggcccacggtcccatcttcccagcctgccctgcaccttacggagatctcgc   196gcgagtaggcccacggtcccatcttcccagcctgccctgcaccttacggagatctcgc   196gcgagtaggcccacggtcccatcttcccagcctgccctgcaccttacggagatctcgc   196gcgagtaggcccacggtcccatcttcccagcctgccctgcaccttacggagatctcgc   1967777

agcacgcctactcatggtaattagcacgcctactcatggtaattagcacgcctactcatggtaattagcacgcctactcatggtaattattaaaattaaaattaaaattaaagtatcgtggcatgtatgccggcaagggtgcgacgcggtgggtacggacagcaagcgttggggacgtatcgtggcatgtatgccggcaagggtgcgacgcggtgggtacggacagcaagcgttggggacgtatcgtggcatgtatgccggcaagggtgcgacgcggtgggtacggacagcaagcgttggggacgtatcgtggcatgtatgccggcaagggtgcgacgcggtgggtacggacagcaagcgttggggacgagtgcaaactcggatgcaagcgttggg   2087gagtgcaaactcggatgcaagcgttggg   2087gagtgcaaactcggatgcaagcgttggg   2087gagtgcaaactcggatgcaagcgttggg   2087

ggccggagtcgtggcactggtgcagcccacagttgtggtagtgggcgtggtgtcta      ggccggagtcgtggcactggtgcagcccacagttgtggtagtgggcgtggtgtcta      ggccggagtcgtggcactggtgcagcccacagttgtggtagtgggcgtggtgtcta      ggccggagtcgtggcactggtgcagcccacagttgtggtagtgggcgtggtgtcta      2202202202207777

Fig. 1    ChACT遺伝子の塩基配列解析結果遺伝子の塩基配列解析結果遺伝子の塩基配列解析結果遺伝子の塩基配列解析結果 

Intron 1 

Intron 2 

Intron 3 

Intron 4 

Intron 5 

Intron 6 

Poly – adenylation signal 

ChACT1p 

ChACT2p 

ChACT3p 
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３３３３....    ChACTChACTChACTChACT のアライメントおよび分子系統解析のアライメントおよび分子系統解析のアライメントおよび分子系統解析のアライメントおよび分子系統解析    
ChACT の推定アミノ酸配列と他種生物のアクチンアミノ酸配列とのアライメントを行った。

推定アミノ酸配列は同属の Cryptococcus neoformans と最も高い相同性を示し 96.3 %だった。
また他の担子菌のアクチンとも高い相同性を示し、Phaffia rhodozyma(96.0 %)、Puccinia  
graminis(94.9 %)、Schizophyllum commune(94.7 %)だった。推定アミノ酸配列からアミノ酸モ
チーフ検索を行った結果、アクチンに特徴的な配列が 2 箇所に見出された。 
アミノ酸配列をもとに系統樹解析を行った結果、ChACT は同じ担子菌とクラスターを形成し

た。また、アクチンに対してやや低い相同性（70～30 %）を示すが、アクチンと同じ祖先分子

から進化したと予想されているアクチン関連たんぱく質とはクラスターを形成しなかった。 
これらの結果から、単離した遺伝子がアクチン遺伝子であることが明らかとなった。 

 
４４４４....    TAILTAILTAILTAIL----PCRPCRPCRPCRによるによるによるによる ChACTChACTChACTChACT 遺伝子のプロモーター領域の単離遺伝子のプロモーター領域の単離遺伝子のプロモーター領域の単離遺伝子のプロモーター領域の単離    
 ファージクローンから単離したアクチン遺伝子断片にはプロモーター領域が十分には含まれ

ていなかった。そこで Thermal Asymmetric Interlaced（TAIL）-PCRにより解析したアクチ
ン遺伝子のさらに上流領域を単離した。 

TAIL-PCRとは既知の遺伝子配列に隣接する未知DNA領域を特異的の増幅する方法である。
この方法は既知の塩基配列由来特異的プライマーと様々な配列に結合できる任意配列プライマ

ーを組み合わせて 3 段階の PCR反応を行うことで特異的な DNA断片を優先的に増幅させる。
特異的配列プライマーは解析したアクチン遺伝子の塩基配列をもとに、1st PCR～3rd PCRそ
れぞれで使用する 3種類のプライマーを設計した。設計したプライマーの結合位置を Fig. 1に
←で示した。任意配列プライマーは TAIL-PCRに関する報告の中で共通して利用されていた 3
種類のプライマーを用いた。 
 これらのプライマーを用いて TAIL-PCR を行い、得られた PCR 増幅産物をアガロースゲル
電気泳動した。2nd PCR と 3rd PCRで用いたプライマーChACT1pと ChACT2pの結合位置
の間は 162 bpある。したがって ChACT遺伝子の上流領域が増幅していれば、3rd PCR産物
は 2nd PCR産物より 162 bp短くなっていると考えられる。そこで電気泳動の結果、アクチン
遺伝子の上流領域と思われる約 1,300 bpの DNA断片を単離して解析した。 
 
５５５５....    単離した単離した単離した単離した DNADNADNADNA断片の塩基配列解析断片の塩基配列解析断片の塩基配列解析断片の塩基配列解析    
単離した DNA 断片が ChACT 遺伝子の上流領域か確認するために、塩基配列を解析して

ChACT 遺伝子とのアライメントを行った。その結果、単離した DNA断片の 250 bp（  ）
が既知配列と一致した（Fig. 2）。このことから、単離した DNA断片は ChACT遺伝子の 5’非
翻訳領域であることが示された。 
 この遺伝子断片により 1,291 bpの ChACT遺伝子 5’非翻訳領域が解析できた。5’非翻訳領域
には六箇所（  ）に CAAT ボックスがみられた。また、本酵母と同属の Cryptococcus 
neoformansをはじめ、他種酵母のアクチン遺伝子では開始コドンより上流 850 bpもしくはそ
れよりも短い領域でプロモーターとして機能していることが報告されている。以上のことから、

今回単離した遺伝子断片によりアクチン遺伝子のプロモーター領域全長が得られたと考えられ

る。 
 



 4 

 
 

 

６６６６....    総括総括総括総括    

１. 酵母 Cryptococcus humicola UJ1 のアクチン遺伝子は開始コドンから終止コドンまで
1,509 bpからなり、375アミノ酸からなるポリペプチドをコードしていた。また、オープ
ンリーディングフレームは 6つのイントロンで分断されていた。 

２. 解析できたアクチン遺伝子の 5’非翻訳領域 193 bpには TATAボックスや CAATボックス
はみられなかったが、3’非翻訳領域 634 bpには典型的なポリ A付加シグナルに類似した配
列が見られた。 

３. C. humicola UJ1アクチンの推定アミノ酸配列はCryptococcus neoformansのアクチンと
最も高い相同性を示した。また、他の担子菌のアクチンとも高い相同性を示した。 

４. 分子系統解析の結果、C. humicola UJ1のアクチンは同じ担子菌のアクチンとクラスター
を形成し、アクチン関連タンパク質とはクラスターを形成しなかった。このことからも単

離した遺伝子がアクチン遺伝子であることが示された。 
５. 単離したアクチン遺伝子の配列から設計したプライマーを用い、C. humicola UJ1ゲノム

DNAを鋳型とした TAIL-PCRにより、アクチン遺伝子の 5’非翻訳領域上流 1,291 bpをさ
らに単離した。また、5’非翻訳領域には六箇所に CAATボックスがみられた。 

Fig. 2    ChACT遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子 5’非翻訳領域の塩基配列解析結果非翻訳領域の塩基配列解析結果非翻訳領域の塩基配列解析結果非翻訳領域の塩基配列解析結果 

 gatttcatcaccgcggcgggatttcatcaccgcggcgggatttcatcaccgcggcgggatttcatcaccgcggcggattgattgattgattgctcaacacaggggcggggacggacgcgaactcaacacaggggcggggacggacgcgaactcaacacaggggcggggacggacgcgaactcaacacaggggcggggacggacgcgaacaatcaatcaatcaatggacggacggacggac        ----1232123212321232    
ctggtcccacagccactgcagtcactgaaccggcgttgcgcacgatctgaccaaggcccactggtcccacagccactgcagtcactgaaccggcgttgcgcacgatctgaccaaggcccactggtcccacagccactgcagtcactgaaccggcgttgcgcacgatctgaccaaggcccactggtcccacagccactgcagtcactgaaccggcgttgcgcacgatctgaccaaggccca        ----1172117211721172    
atgtcgatgacaaggttgatggatgatggacaaagagaaactcactgaacgggcggactaatgtcgatgacaaggttgatggatgatggacaaagagaaactcactgaacgggcggactaatgtcgatgacaaggttgatggatgatggacaaagagaaactcactgaacgggcggactaatgtcgatgacaaggttgatggatgatggacaaagagaaactcactgaacgggcggacta        ----1112111211121112    
ttggtcggggaacgcgctccatgctcccgctccttgctggccttcttcttgaagatggccttggtcggggaacgcgctccatgctcccgctccttgctggccttcttcttgaagatggccttggtcggggaacgcgctccatgctcccgctccttgctggccttcttcttgaagatggccttggtcggggaacgcgctccatgctcccgctccttgctggccttcttcttgaagatggcc        ----1052105210521052    
attgattgattgattgtcgcgatgcgatggagtacgggtggatggcttcgcgatgcgatggagtacgggtggatggcttcgcgatgcgatggagtacgggtggatggcttcgcgatgcgatggagtacgggtggatggctcaatcaatcaatcaatcacacacacaatcaatcaatcaatagaactgcgcgcgttagaactgcgcgcgttagaactgcgcgcgttagaactgcgcgcgtt            ----992992992992    
atgggcacggcggctacggcggaccgagtcgagacgcgcgcgaaagtgtggatgggcacggcggctacggcggaccgagtcgagacgcgcgcgaaagtgtggatgggcacggcggctacggcggaccgagtcgagacgcgcgcgaaagtgtggatgggcacggcggctacggcggaccgagtcgagacgcgcgcgaaagtgtggtggcttccttggcttccttggcttccttggcttcct            ----932932932932    
tccgagctacgacgcgtagaggggtcgtcgtggcagcggctgttgatggggtgtccgagctacgacgcgtagaggggtcgtcgtggcagcggctgttgatggggtgtccgagctacgacgcgtagaggggtcgtcgtggcagcggctgttgatggggtgtccgagctacgacgcgtagaggggtcgtcgtggcagcggctgttgatggggtgcaatcaatcaatcaatcaacaacaacaa            ----872872872872    
caggagcgggccctagtcgtgttcatgaactggtcgtggctgtgggtgcgtggtggggtgcaggagcgggccctagtcgtgttcatgaactggtcgtggctgtgggtgcgtggtggggtgcaggagcgggccctagtcgtgttcatgaactggtcgtggctgtgggtgcgtggtggggtgcaggagcgggccctagtcgtgttcatgaactggtcgtggctgtgggtgcgtggtggggtg            ----812812812812    
tttgatacacgcgtgatagggaaacgcctgggttgagaaagagacggtgggtggtgggtgtttgatacacgcgtgatagggaaacgcctgggttgagaaagagacggtgggtggtgggtgtttgatacacgcgtgatagggaaacgcctgggttgagaaagagacggtgggtggtgggtgtttgatacacgcgtgatagggaaacgcctgggttgagaaagagacggtgggtggtgggtg            ----752752752752    
tggagtggtggtggtcgtcgttgaactgtcgtccgtggagtggtggtggtcgtcgttgaactgtcgtccgtggagtggtggtggtcgtcgttgaactgtcgtccgtggagtggtggtggtcgtcgttgaactgtcgtccgtctgtgtgccggtcggtcgttggtctctgtgtgccggtcggtcgttggtctctgtgtgccggtcggtcgttggtctctgtgtgccggtcggtcgttggtc            ----692692692692    
gtcgcggcggcggagcagcggcaggggcagcaggacacagttgggggtgcgtgcacgtcggtcgcggcggcggagcagcggcaggggcagcaggacacagttgggggtgcgtgcacgtcggtcgcggcggcggagcagcggcaggggcagcaggacacagttgggggtgcgtgcacgtcggtcgcggcggcggagcagcggcaggggcagcaggacacagttgggggtgcgtgcacgtcg            ----632632632632    
agcgcgtgtttgggcgtcgtcacggtcaaaagagaagagtgtgtgtgtgtatgtgacaaaagcgcgtgtttgggcgtcgtcacggtcaaaagagaagagtgtgtgtgtgtatgtgacaaaagcgcgtgtttgggcgtcgtcacggtcaaaagagaagagtgtgtgtgtgtatgtgacaaaagcgcgtgtttgggcgtcgtcacggtcaaaagagaagagtgtgtgtgtgtatgtgacaaa            ----572572572572    
agcgggcttgtgcgcgcgcgggcaaagagtatggggagaagatggattatggatgcaaacagcgggcttgtgcgcgcgcgggcaaagagtatggggagaagatggattatggatgcaaacagcgggcttgtgcgcgcgcgggcaaagagtatggggagaagatggattatggatgcaaacagcgggcttgtgcgcgcgcgggcaaagagtatggggagaagatggattatggatgcaaac            ----512512512512    
actgggcgcgtcgtgttgcactgggcgcgtcgtgttgcactgggcgcgtcgtgttgcactgggcgcgtcgtgttgcacaaggggcgaagaagagcaaaggggaggcgaaaccggcctacaaggggcgaagaagagcaaaggggaggcgaaaccggcctacaaggggcgaagaagagcaaaggggaggcgaaaccggcctacaaggggcgaagaagagcaaaggggaggcgaaaccggcct            ----452452452452    
tgcacaccccgcatactcgtaagtcttcaagcctagagctgcatgcgttttcggagctcgtgcacaccccgcatactcgtaagtcttcaagcctagagctgcatgcgttttcggagctcgtgcacaccccgcatactcgtaagtcttcaagcctagagctgcatgcgttttcggagctcgtgcacaccccgcatactcgtaagtcttcaagcctagagctgcatgcgttttcggagctcg            ----392392392392    
gaaacagcctaccattactaccatcccccactccccctatcatgacgtgtcagaagagccgaaacagcctaccattactaccatcccccactccccctatcatgacgtgtcagaagagccgaaacagcctaccattactaccatcccccactccccctatcatgacgtgtcagaagagccgaaacagcctaccattactaccatcccccactccccctatcatgacgtgtcagaagagcc            ----332332332332    
tcttttcatctacggccatctttgacctgccaaccgtccaaggacacctggaacgcgtcgtcttttcatctacggccatctttgacctgccaaccgtccaaggacacctggaacgcgtcgtcttttcatctacggccatctttgacctgccaaccgtccaaggacacctggaacgcgtcgtcttttcatctacggccatctttgacctgccaaccgtccaaggacacctggaacgcgtcg            ----272272272272    
gacgacgacgacgagcacagaccgtctaggcagtgsccgtctgcgctaccagggttcgctcggcgacgggagcacagaccgtctaggcagtgsccgtctgcgctaccagggttcgctcggcgacgggagcacagaccgtctaggcagtgsccgtctgcgctaccagggttcgctcggcgacgggagcacagaccgtctaggcagtgsccgtctgcgctaccagggttcgctcggcgacgg            ----212212212212    
atgcgactccctccacgatgcgactccctccacgatgcgactccctccacgatgcgactccctccacgttttcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaagggggaacagcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaagggggaacagcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaagggggaacagcgacagacagccctcttgtcatgtgggccgaagggggaacag            ----152152152152    
catcccgcagcgggggcgatgaaagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccccatcccgcagcgggggcgatgaaagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccccatcccgcagcgggggcgatgaaagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccccatcccgcagcgggggcgatgaaagccaccatccagacgcatcgtatgcgtccttatccc                ----92929292    
tctccccacccagcgaccttagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccatctccccacccagcgaccttagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccatctccccacccagcgaccttagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccatctccccacccagcgaccttagcgccgcacgatccatgaatgtcagcgctgaccactctgctctgctctgctctg                ----32323232    
ctttgactttaacagatagacacttttcacaATctttgactttaacagatagacacttttcacaATctttgactttaacagatagacacttttcacaATctttgactttaacagatagacacttttcacaATggggtgagtaaaaacgacgacgccgagcactgagtaaaaacgacgacgccgagcactgagtaaaaacgacgacgccgagcactgagtaaaaacgacgacgccgagcac     29     29     29     29    
                                                                                                                            MMMM    
ggctcgagcaatccgccgcggtgatgaggctcgagcaatccgccgcggtgatgaggctcgagcaatccgccgcggtgatgaggctcgagcaatccgccgcggtgatga                                      56                                      56                                      56                                      56    


