
(57)【要約】

【課題】アフラトキシンのような毒性物質の生合成遺伝

子クラスターのような数十～百ｋｂにも及ぶ大きな染色

体領域を効率的に欠失させ、遺伝子工学的操作を加えて

も、該領域にコードされる毒性物質が産生され得ないよ

うな形質転換菌を提供すること。

【解決手段】トリコモナス科糸状菌に属し有性世代を持

たない菌であってKu遺伝子が抑制されていることにより

相同組み換え頻度が上昇した形質転換菌を用いる、染色

体領域欠失株の作製方法であって、欠失の対象となる染

色体領域の両端に相同領域が含まれるように形質転換し

た後、該相同領域に基く相同組換えを利用して該染色体

領域を欠失させることから成る、前記作製方法。

【選択図】　　図１１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ト リ コ モ ナ ス 科 糸 状 菌 に 属 し 有 性 世 代 を 持 た な い 菌 で あ っ て Ku遺 伝 子 が 抑 制 さ れ て い る こ
と に よ り 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 上 昇 し た 形 質 転 換 菌 を 用 い る 、 染 色 体 領 域 欠 失 株 の 作 製 方 法
で あ っ て 、 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の 両 端 に 相 同 領 域 が 含 ま れ る よ う に 形 質 転 換 し た
後 、 該 相 同 領 域 に 基 く 相 同 組 換 え を 利 用 し て 該 染 色 体 領 域 を 欠 失 さ せ る こ と か ら 成 る 、 前
記 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
染 色 体 領 域 が 毒 性 物 質 の 生 合 成 に 関 与 す る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 構 成 し て い る 、 請 求 項 １ 記
載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
毒 性 物 質 が ア フ ラ ト キ シ ン で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
相 同 領 域 が 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 と 同 じ 染 色 体 上 に 元 来 存 在 し て い る 塩 基 配 列 で あ
る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
相 同 領 域 が 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の い ず れ か の 端 の 最 も 外 側 に 位 置 す る 遺 伝 子 又 は
そ の 一 部 を 含 む 塩 基 配 列 か ら 成 る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の 一 端 の 最 も 外 側 に 位 置 す る 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 を 含 む 塩 基
配 列 を 増 幅 し 、 増 幅 さ れ た 配 列 を 相 同 領 域 と し て 該 染 色 体 領 域 の 他 端 の 最 も 外 側 に 位 置 す
る 遺 伝 子 内 に 相 同 組 換 え に よ っ て 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 該 染 色 体 領 域 の 両 端 に 相 同 領 域
が 含 ま れ る よ う に す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 ５ 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
相 同 領 域 が moxY遺 伝 子 を 含 む 塩 基 配 列 で あ り 、 該 相 同 領 域 が pksA遺 伝 子 内 に 組 み 込 ま れ て
い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
相 同 領 域 が 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
相 同 領 域 に 基 く 相 同 組 換 え に よ り 欠 失 さ れ る 染 色 体 領 域 内 に ネ ガ テ ィ ブ 選 択 可 能 な マ ー カ
ー 遺 伝 子 が 含 ま れ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ネ ガ テ ィ ブ 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 が pyrG, sC 又 は niaDか ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ 記
載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
形 質 転 換 菌 が ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ 由 来 で あ る 、 請 求 項 １
～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 作 製 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ （ Aspergillus sojae） 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス
・ オ リ ゼ （ Aspergillus oryze） 等 の 麹 菌 に 代 表 さ れ る 、 ト リ コ モ ナ ス 科 糸 状 菌 に 属 し 有
性 世 代 を 持 た な い 菌 由 来 の 染 色 体 領 域 の 欠 失 株 の 作 製 方 法 、 及 び 、 こ う し て 得 ら れ る 染 色
体 領 域 の 欠 失 株 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ （ Aspergillus sojae ） 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ （ Aspergil
lus oryzae） 等 の 麹 菌 は 、 醤 油 、 酒 、 味 噌 な ど の 伝 統 的 な 食 品 の 醸 造 や 酵 素 の 生 産 等 の た
め に 工 業 的 に 広 く 用 い ら れ て い る 、 ま た 近 年 の 麹 菌 （ ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ ） の 全 ゲ ノ
ム 配 列 の 決 定 や マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 網 羅 的 な 遺 伝 子 発 現 解 析 な ど の 進 展 に 伴 い 、 遺 伝
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子 工 学 的 な 改 変 、 特 に 染 色 体 レ ベ ル の 改 変 に よ り 酵 素 等 の 生 産 性 や 増 殖 速 度 の 改 良 な ど の
効 果 が 期 待 さ れ る 糸 状 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
し か し な が ら 、 麹 菌 は 相 同 組 換 え 頻 度 が 低 く 、 従 来 の 方 法 で は 染 色 体 の 任 意 の 領 域 に 対 す
る 大 領 域 欠 失 株 を 作 製 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ っ た 。 例 え ば 一 つ の ベ ク タ ー を 染 色 体 上
の 任 意 の 領 域 に 組 込 む 場 合 に お い て も 相 同 組 換 え の 頻 度 1～ 2％ と 低 い た め に 形 質 転 換 体 を
数 十 か ら 百 株 程 度 取 得 し 、 そ の 中 か ら 目 的 の 株 を 取 得 す る 必 要 が あ っ た （ 非 特 許 文 献 １ ）
。 ま た こ こ か ら 大 領 域 の 欠 失 株 を 取 得 す る に は 、 欠 失 さ せ る 領 域 の 両 端 間 の 組 換 え 株 を 選
択 す る 必 要 が あ る が 、 こ れ は 相 同 組 換 え 頻 度 の 低 い 麹 菌 で は 極 め て 困 難 で あ っ た 。 し か し
な が ら 、 本 発 明 者 に よ る 最 近 の 研 究 に よ り 非 相 同 組 換 え に 関 与 す る 遺 伝 子 を 破 壊 す る こ と
で 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 頻 度 （ 相 同 組 換 え 頻 度 ） が 非 常 に 向 上 す る こ と が 明 ら か と な っ
た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
と こ ろ で 、 ア フ ラ ト キ シ ン は Aspergillus flavus あ る い は Aspergillus parasiticusと 呼
ば れ る ア ス ペ ル ギ ル ス 属 の カ ビ が 生 産 す る 毒 素 で 、 天 然 物 の 中 で は 最 強 の 発 ガ ン 物 質 と し
て 知 ら れ て い る 。 熱 帯 地 方 で は こ の カ ビ に よ る 穀 物 汚 染 が 大 き な 問 題 と な っ て お り 、 １ ９
６ ０ 年 に は 英 国 で カ ビ に 汚 染 さ れ た 穀 物 を 食 べ た 七 面 鳥 が 大 量 に 死 亡 す る 事 件 （ 七 面 鳥 X
病 事 件 ） の 原 因 と な っ た 。 ま た 麹 菌 は ア フ ラ ト キ シ ン 生 産 菌 と 類 縁 菌 で あ る た め 、 麹 菌 に
ア フ ラ ト キ シ ン 生 産 性 が あ る の で は な い か と 疑 わ れ 、 様 々 な 面 か ら 研 究 が 進 め ら れ た （ 非
特 許 文 献 ２ ） 。 そ の 結 果 、 麹 菌 は い か な る 条 件 に お い て も ア フ ラ ト キ シ ン を 生 産 し な い も
の の 、 ア フ ラ ト キ シ ン 生 産 菌 が 持 つ ア フ ラ ト キ シ ン を 生 合 成 す る 為 の 約 60 kbに 及 ぶ 遺 伝
子 ク ラ ス タ ー （ 非 特 許 文 献 ３ ） の ホ モ ロ ー グ を 保 持 し て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
そ こ で 、 食 の 安 全 を よ り 高 め る た め に も こ の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 除 去 す る こ と が 強 く 望 ま
れ て い た が 、 麹 菌 の 相 同 組 換 え 頻 度 が 低 い こ と に 加 え て 、 ア フ ラ ト キ シ ン 生 合 成 ク ラ ス タ
ー の 遺 伝 子 群 は 麹 菌 で は 発 現 し て お ら ず （ 非 特 許 文 献 ４ ） 、 表 現 型 に よ る 選 択 が 出 来 な い
た め に ア フ ラ ト キ シ ン ク ラ ス タ ー の 欠 失 変 異 株 を 人 為 的 に 作 製 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ
っ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Takahashi et al. Mol. Gen. Genet. (2004) 272: 344-52
【 非 特 許 文 献 ２ 】 松 島 ら （ 2004） 日 本 醤 油 研 究 所 雑 誌 31: 5-11
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Yu et al. (2004) Appl Environ Microbiol 70: 1253-1262
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Matsushima et al. (2001) Appl Microbiol Biotechnol 55: 771-776
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Hirashima et al. (2006) Nucleic Acids Res 34: e11
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 の 主 な 目 的 は 、 ア フ ラ ト キ シ ン の よ う な 毒 性 物 質 の 生 合 成 遺 伝 子 ク ラ ス
タ ー の よ う な 数 十 ～ 百 ｋ ｂ に も 及 ぶ 大 き な 染 色 体 領 域 を 効 率 的 に 欠 失 さ せ 、 遺 伝 子 工 学 的
操 作 を 加 え て も 、 該 領 域 に コ ー ド さ れ る 毒 性 物 質 が 産 生 さ れ 得 な い よ う な 形 質 転 換 菌 を 提
供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 者 は 上 記 の 相 同 組 換 え 頻 度 の 向 上 し た 麹 菌 を 利 用 す る こ と に よ っ て 数 十 ～ 百 ｋ ｂ に
も 及 ぶ 大 き な 染 色 体 領 域 の 欠 失 株 を 効 率 的 に 作 製 す る こ と に 成 功 し 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
即 ち 、 本 発 明 は 、 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 上 昇 し た 形 質 転 換 菌 を 用 い る 、 染 色 体 領 域 欠 失 株 の
作 製 方 法 で あ っ て 、 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の 両 端 に 相 同 領 域 が 含 ま れ る よ う に 形 質
転 換 し た 後 、 該 相 同 領 域 に 基 く 相 同 組 換 え を 利 用 し て 該 染 色 体 領 域 を 欠 失 さ せ る こ と か ら
成 る 、 前 記 作 製 方 法 に 係 る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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本 発 明 方 法 で 使 用 す る 形 質 転 換 菌 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 方
法 に よ っ て 作 製 す る こ と が 出 来 る 、 ト リ コ モ ナ ス 科 糸 状 菌 に 属 し 有 性 世 代 を 持 た な い 菌 由
来 で あ っ て Ku遺 伝 子 が 抑 制 さ れ て い る こ と に よ り 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 上 昇 し た 菌 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 に よ っ て 、 例 え ば 、 ア フ ラ ト キ シ ン 生 合 成 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の よ う な 数 十 kbに 及 ぶ
染 色 体 領 域 を 、 極 め て 効 率 的 に 欠 失 さ せ る こ と が 出 来 、 そ の 結 果 、 例 え ば 、 染 色 体 に お い
て 大 き な 領 域 を 占 め る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の 欠 失 株 が 容 易 に 作 製 で き 、 安 全 性 の 面 か ら 極 め
て 好 ま し い 菌 株 を 提 供 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
尚 、 同 様 の 手 法 に よ り 欠 失 を 起 こ す 方 法 は 相 同 組 換 え 頻 度 の 高 い 酵 母 で は 知 ら れ て い る が
（ 非 特 許 文 献 ５ ） 、 酵 母 は 元 々 相 同 組 換 え 頻 度 が 非 常 に 高 く 、 例 え ば 、 相 同 領 域 が 600bp
程 度 あ れ ば 88％ 程 度 の 相 同 組 換 え 頻 度 を 有 し て い る 。 こ れ に 対 し て 、 元 々 、 相 同 組 換 え 頻
度 の 低 い 麹 菌 で は 大 領 域 の 欠 失 は こ れ ま で に 報 告 例 は な く 、 形 質 転 換 に よ り 相 同 組 換 え 頻
度 の 向 上 し た 麹 菌 を 利 用 す る こ と に よ っ て 初 め て 、 染 色 体 に お け る 大 領 域 の 欠 損 株 の 作 製
が 可 能 と な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
欠 失 さ せ る 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の 染 色 体 上 の 位 置 、 大 き さ 等 に 特 に 制 約 は な い が 、 約

ｋ ｂ に も 及 ぶ よ う な 大 き な 染 色 体 領 域 を 欠 失 さ せ る こ と が で き る 点 が 本 発 明 の 特 徴 の 一
つ で あ る 。 こ の よ う な 大 き な 染 色 体 領 域 の 好 適 例 と し て 、 ア フ ラ ト キ シ ン の 毒 性 物 質 の よ
う な 、 安 全 面 か ら そ れ ら が 菌 に よ っ て 産 生 さ れ な い こ と が 望 ま し い よ う な 物 質 等 の 生 合 成
に 関 与 す る 一 連 の 遺 伝 子 を 含 む ク ラ ス タ ー を 挙 げ る こ と が 出 来 、 こ れ ら の 染 色 体 上 の 位 置
、 大 き さ な ど は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ の ア フ ラ ト キ シ ン
の 生 合 成 に 関 与 す る 一 連 の 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に は 、 ２ ３ 個 の 遺 伝 子 が 含 ま れ
、 そ の 長 さ は 約 ６ ０ ｋ ｂ に 及 ぶ 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 方 法 に お い て 、 相 同 領 域 （ 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ） に 関 し て は 、 そ れ に よ っ て 挟 ま れ た 対 象
と な る 染 色 体 領 域 全 体 を 相 同 組 換 え に よ っ て 欠 失 さ せ る こ と が で き る 限 り 、 そ の 由 来 、 塩
基 配 列 、 長 さ 等 に 関 し て 特 に 制 約 は な い 。 形 質 転 換 の 対 象 と な る 菌 株 と は 別 の 種 類 の 菌 株
に 由 来 す る 配 列 又 は Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に よ り 人 工 的 に 製 造 さ れ た も の で も 良 い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
相 同 組 換 え を 効 率 よ く 行 わ せ る た め に は 、 相 同 配 列 の 長 さ は 、 通 常 、 数 百 ｂ ｐ 以 上 、 好 ま
し く は １ ｋ ｂ 以 上 と す る 。 尚 、 相 同 領 域 が 互 い に 逆 方 向 を 向 い て い る と 、 切 り 出 し が 上 手
く 起 こ ら な か っ た り 、 又 、 染 色 体 の 分 断 化 が 生 じ る 可 能 性 が あ る の で 、 相 同 領 域 は 同 じ 方
向 を 向 い て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
相 同 領 域 の 例 と し て 、 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 と 同 じ 染 色 体 上 に 元 来 存 在 し て い る 塩
基 配 列 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 こ の よ う な 配 列 を 使 用 す る 場 合 に は 、 該 配 列 を 該 染 色 体 を
鋳 型 と す る Ｐ Ｃ Ｒ 等 の 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 に よ っ て 増 幅 し 、 増 幅 さ れ た
配 列 を 相 同 領 域 と し て 該 染 色 体 領 域 の 他 端 に 相 同 組 換 え に よ っ て 組 み 込 む こ と に よ っ て 、
簡 便 に 該 染 色 体 領 域 の 両 端 に 該 相 同 領 域 が 含 ま れ る 形 質 転 換 菌 を 作 成 す る こ と が 可 能 と な
る 。 こ の 相 同 領 域 を 組 み 込 む 為 の 相 同 組 換 え は 、 該 染 色 体 を 鋳 型 と す る Ｐ Ｃ Ｒ 等 の 適 当 な
Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 を 用 い て 、 該 染 色 体 領 域 の 他 端 に お け る 相 同 領 域 を 組 み 込 む 場 所 を 含 む 適
当 な 長 さ の 塩 基 配 列 を 増 幅 し 、 こ う し て 増 幅 さ れ た 塩 基 配 列 内 に 上 記 の 相 同 領 域 を 制 限 酵
素 処 理 等 で 挿 入 し 、 そ の 結 果 得 ら れ る 「 欠 失 用 ベ ク タ ー 」 を 使 用 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
上 記 の よ う に 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 が 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー で あ る 場 合 に は 、 例 え ば 、
欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の い ず れ か の 端 の 最 も 外 側 に 位 置 す る 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 を
含 む 塩 基 配 列 を Ｐ Ｃ Ｒ 等 の 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 で 増 幅 し 、 増 幅 さ れ た 配 列 を 相 同 領 域 と
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し て 使 用 す る こ と に よ っ て 、 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の 両 端 に 該 相 同 領 域 が 含 ま れ る
形 質 転 換 菌 を 容 易 に 作 製 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 従 っ て 、 例 え ば 、 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 が ア フ ラ ト キ シ ン 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の 場
合 に は 、 本 明 細 書 中 の 実 施 例 ６ に 記 載 さ れ た よ う に 、 相 同 領 域 と し て moxY遺 伝 子 を 含 む 塩
基 配 列 を 使 用 し 、 該 相 同 領 域 を pksA遺 伝 子 内 に 組 み 込 む こ と で 、 目 的 と す る 形 質 転 換 菌 を
容 易 に 作 製 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
こ の よ う な 場 合 に は 、 相 同 領 域 に 含 ま れ て い る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の 両 端 に 位 置 す る 遺 伝 子
又 は そ の 一 部 の 塩 基 配 列 は 相 同 領 域 に 含 ま れ て い る た め に 、 対 象 と な る 染 色 体 領 域 が 欠 失
し た 後 も 染 色 体 に 残 る 。 し か し な が ら 、 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に 含 ま れ る 該 遺 伝 子 以 外 の 遺 伝
子 群 が 欠 失 し た こ と に よ り 、 そ の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー が 関 与 す る 物 質 が も は や 生 合 成 さ れ な
く な っ て い る の で 、 安 全 性 の 面 か ら 極 め て 好 ま し い 菌 株 を 提 供 す る と い う 、 本 発 明 の 目 的
は 充 分 に 達 せ ら れ る こ と に な る 。 従 っ て 、 本 発 明 に お い て 欠 失 の 対 象 と な る 線 束 帯 領 域 （
遺 伝 子 ク ラ ス タ ー ） に は 、 或 る 物 質 の 生 合 成 に 関 与 す る 全 て の 遺 伝 子 が 必 ず し も 含 ま れ て
い る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 或 い は 、 相 同 組 換 え に よ っ て 欠 失 し た 染 色 体 領 域 に 含 ま れ て い た 当 該 遺 伝 子 の 他 の 一 部
の 塩 基 配 列 が 失 わ れ た こ と に よ り 、 当 該 遺 伝 子 の 機 能 が も は や 保 持 さ れ て い な い 状 態 （ 転
写 不 能 、 機 能 性 の 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド の 翻 訳 不 能 等 ） に な っ て い る 限 り 、 本 発 明 の 効 果 は
得 ら れ る 。 従 っ て 、 欠 失 対 象 と な る 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の 両 端 に 位 置 す る 遺 伝 子 が 完 全 に 欠
失 さ れ て い る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
更 に 、 欠 失 の 対 象 と な る 染 色 体 領 域 の 両 端 に 相 同 領 域 が 含 ま れ る よ う に 形 質 転 換 し た 後 、
該 相 同 領 域 に 基 く 相 同 組 換 え を 利 用 し て 作 製 さ れ た 該 染 色 体 領 域 の 欠 失 株 を 効 率 的 に 選 択
す る 目 的 で 、 欠 失 さ れ る 染 色 体 領 域 内 に 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の ネ ガ テ ィ ブ 選 択 可 能 な マ ー
カ ー 遺 伝 子 を 含 ま れ て い る よ う に す る こ と が 好 ま し い 。 染 色 体 領 域 内 の ネ ガ テ ィ ブ 選 択 可
能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 組 み 込 む 位 置 に 特 に 制 約 は な い が 、 通 常 、 相 同 領 域 と 同 様 に 、 上 記
の 欠 失 用 ベ ク タ ー 内 に 制 限 酵 素 処 理 等 で 予 め 挿 入 し て お く こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
そ の 結 果 、 選 択 用 の 薬 剤 を 含 む 培 地 で 得 ら れ た 形 質 転 換 菌 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 染 色
体 領 域 が 欠 失 さ れ ず に 残 っ た 菌 は そ こ に 含 ま れ て い る 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に よ っ
て 選 択 用 の 薬 剤 が 細 胞 毒 性 物 質 に 変 換 さ れ 細 胞 死 に 至 る 。 一 方 で 、 対 象 と な る 染 色 体 領 域
が 欠 失 し た 形 質 転 換 菌 は 該 培 地 で 成 育 可 能 で あ り 、 こ の よ う な 目 的 と す る 形 質 転 換 菌 を 選
択 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
更 に 、 相 同 領 域 が 欠 失 さ せ る 染 色 体 領 域 の 他 端 に 相 同 組 換 え に よ っ て 組 み 込 ま れ た こ と を
確 認 す る 目 的 で 、 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 と 同 様 に 、 上 記 の 欠 失 用 ベ ク タ ー
内 に ポ ジ テ ィ ブ 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 も 予 め 挿 入 し て お く こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 上 の よ う な ネ ガ テ ィ ブ 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 と ポ ジ テ ィ ブ 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺
伝 子 と は 別 の も の で あ っ て も 良 い が 、 一 つ の 遺 伝 子 で 両 方 の 選 択 が 可 能 な も の が 依 り 好 ま
し い 。 こ の よ う な ネ ガ テ ィ ブ 及 び ポ ジ テ ィ ブ 両 方 の 選 択 が 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 の 例 と し
て 、 図 １ ５ に 示 し た pyrG, sC及 び niaD等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 方 法 で 使 用 す る 、 「 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 上 昇 し た 形 質 転 換 菌 」 は ト リ コ モ ナ ス 科
糸 状 菌 に 属 し 有 性 世 代 を 持 た な い 菌 の Ku遺 伝 子 を 抑 制 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た も の で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 に お い て 、 「 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 上 昇 し た 形 質 転 換 菌 」 は 、 ト リ コ モ ナ ス 科 糸 状 菌
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に 属 し 有 性 世 代 を 持 た な い 菌 の Ku遺 伝 子 を 抑 制 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た も の で あ る 。 こ
こ で 、 「 有 性 世 代 を 持 た な い ト リ コ モ ナ ス 科 糸 状 菌 」 に 菌 学 的 に 分 類 さ れ る 菌 の 種 類 及 び
範 囲 は 当 業 者 に 明 ら か で あ り 、 そ の 代 表 的 な 例 と し て は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ 又 は ア
ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ 等 の ア ス ペ ル ギ ル ス 属 に 、 及 び ペ ニ シ リ ウ ム 属 等 に 属 す る 菌 を 挙 げ
る こ と が 出 来 る 。 こ れ ら の 菌 は 、 市 販 品 と し て 、 又 は 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ
ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 等 の 公 的 寄 託 機 関 か ら 入 手 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
「 Ku遺 伝 子 」 は 、 既 に 記 載 し た よ う に 、 例 え ば 、 Ku70遺 伝 子 及 び Ku80遺 伝 子 等 の 非 相 同 組
換 え 機 構 に 関 与 す る 遺 伝 子 で あ る 。 そ の 具 体 例 と し て 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ 由 来 の Ku
70遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ） 及 び Ku80遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ 又 は 配 列 番 号 ３ ） 、 並 び に 、 ア ス ペ
ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ 由 来 の Ku70遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ４ ） 及 び Ku80遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ５ 又 は 配 列
番 号 ６ ） を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 尚 、 こ れ ら ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ と ア ス ペ ル ギ ル ス ・
オ リ ゼ ー の Ku70遺 伝 子 及 び Ku80遺 伝 子 の 相 同 性 （ ア ミ ノ 酸 レ ベ ル ） は ９ ５ ％ 以 上 と 高 い こ
と が 判 明 し た 。 又 、 こ れ ら 遺 伝 子 と ア カ パ ン カ ビ の ホ モ ロ グ と の 相 同 性 （ ア ミ ノ 酸 レ ベ ル
） は 約 ５ ０ ％ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 即 ち 、 Ku遺 伝 子 の 好 適 例 と し て 、 配 列 番 号 １ な い し ６ の い ず れ か 一 つ の 配 列 に 示 さ れ た
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る タ ン パ ク 質 、 又 は 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア
ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 又 は 、 相 同 性 （ 同 一 性 ）
の 程 度 が 、 全 体 の 平 均 で 、 約 ９ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 で あ り 、 か つ 非 相 同 組
換 え 機 構 に 関 与 す る 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 更 に 、 Ku遺 伝 子 の 好 適 例 と し て 、 配 列 番 号 １ な い し ６ の い ず れ か 一 つ の 配 列 に 示 さ れ た
コ ー ド 領 域 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は 、 該 Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 非 相 同 組 換 え 機 構 に 関 与 す る 機 能 を 有 す る
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 配 列 番 号 １ な い し ６ に お け る 各 コ ー ド 領 域 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ 及 び ア ス ペ ル ギ
ル ス ・ オ リ ゼ ー の ゲ ノ ム 配 列 に 関 す る 情 報 に 基 づ い て 、 ア カ パ ン カ ビ Kuホ モ ロ グ と の 配 列
の 比 較 及 び GT-AG則 な ど に よ る イ ン ト ロ ン 配 列 の 規 則 性 を 基 に 決 定 し た 。 ア ス ペ ル ギ ル ス
・ ソ ー ヤ の Kuの ゲ ノ ム 配 列 は プ ラ イ マ ー kuU459-kuL4222お よ び ku2U830-ku2L4937（ ア ス ペ
ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ ー の ゲ ノ ム 配 列 及 び ア カ パ ン カ ビ Kuホ モ ロ グ の ゲ ノ ム 配 列 を 基 に 作 成 ）
を 用 い て ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ ATCC46250の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た
断 片 を TOPO-TAク ロ ー ニ ン グ kit（ invitrogen社 ） に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 定 法 に 従
っ て 配 列 を 読 む こ と に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ こ で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Molecular cloning third.ed.（ Cold Spring Har
bor Lab.Press， 2001） に 記 載 の 方 法 等 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法
に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。 ま た 、 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用 説
明 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー
・ バ イ オ ロ ジ ー （ Current protocols in molecular biology（ edited by Frederick M. A
usubel et al., 1987） ） に 記 載 の 方 法 等 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方
法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。 ま た 、 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用
説 明 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 」 と は 、 例 え ば 、 温 度 ６ ０ ℃ ～ ６ ８ ℃
に お い て 、 ナ ト リ ウ ム 濃 度 150～ 900mM、 好 ま し く は 600～ 900mM、 pH 6～ 8で あ る よ う な 条
件 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 従 っ て 、 配 列 番 号 １ な い し 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ た コ ー ド 領 域 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 塩
基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の 全 塩
基 配 列 と の 相 同 性 の 程 度 が 、 全 体 の 平 均 で 、 約 ９ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 で あ
る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 尚 、 塩 基 配 列 間 の 同 一 性 は 、 当 業
者 に 公 知 の ア ル ゴ リ ズ ム 、 例 え ば 、 Blastを 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 形 質 転 換 菌 に お い て 、 Ku遺 伝 子 の 抑 制 は 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 で 実 施 す る
こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 中 の 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 さ れ て い る よ う な 方 法 で 、 Ku
遺 伝 子 破 壊 ベ ク タ ー を 使 用 し て Ku遺 伝 子 を 破 壊 し た り 、 又 は 、 Ku遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス 発
現 ベ ク タ ー を 利 用 す る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 法 に よ っ て 、 Ku遺 伝 子 を 不 活 化 す る こ と が 可 能
で あ る 。 こ う し て 得 ら れ る 形 質 転 換 菌 は 、 こ の よ う な Ku遺 伝 子 の 抑 制 に 関 す る 遺 伝 子 操 作
が 施 さ れ る 前 の 元 の 菌 と 比 較 し て 、 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 顕 著 に 上 昇 し て い る 。 具 体 的 に は
、 少 な く と も １ ０ 倍 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ６ ０ 倍 上 昇 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 尚 、 以 下 の 実 施 例 １ で 作 成 さ れ た 本 発 明 の 形 質 転 換 菌 で あ る Aspergillus sojae　 I-6株
（ wh,Δ pyrG） 由 来 の Δ Ku70株 （ ASKUPTR8） は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許
生 物 寄 託 セ ン タ ー に 平 成 １ ６ 年 １ ２ 月 ２ 日 付 で 寄 託 さ れ 、 受 領 番 号 FERM P-20311が 付 さ れ
て い る 。 そ の 後 、 平 成 １ ７ 年 １ １ 月 １ ７ 日 付 で 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 等 の 国 際 的 承 認
に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 に 基 く 国 際 寄 託 に 移 管 さ れ 、 受 託 番 号 FERM BP-10453が 付 与 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
以 下 、 実 施 例 に 則 し て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の 記 載
に よ っ て 何 等 制 限 さ れ る も の で は な い 。 尚 、 以 下 の 実 施 例 に お け る 各 遺 伝 子 操 作 の 手 段 ・
条 件 等 は 、 特 に 断 わ り が な い 限 り 、 例 え ば 、 特 開 平 ８ － ８ ０ １ ９ ６ 号 公 報 等 に 記 載 さ れ て
い る 当 業 者 に 公 知 の 一 般 的 な 方 法 に 従 い 実 施 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ は 当 業 者 に 周 知 の 条 件 及 び 手 段 を 用 い て 、 本 発 明 の 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 使
用 し て 行 う こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 94℃ で 2分 の 後 、 94℃ で 10秒 、 55℃ で 20秒 、 72℃ で 2分
を 30サ イ ク ル 行 い 、 最 後 に 72℃ で 5分 を 行 う 。 な お 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー と し て は 、 Perki
n Elmer社 製 9600な ど 一 般 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 用 い る こ と が で き る 。 耐 熱 性  DNAポ リ
メ ラ ー ゼ と し て は 、 ExTaq DNA Polymerase（ 宝 酒 造 製 ） な ど の 一 般 の 市 販 品 を 用 い 、 反 応
液 の 組 成 は ポ リ メ ラ ー ゼ に 添 付 の 説 明 書 に 従 っ て 実 施 す る 。 又 、 こ れ ら Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 さ れ
る 各 種 プ ラ イ マ ー は 表 ３ に ま と め て 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
［ 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 上 昇 し た 形 質 転 換 菌 の 作 製 ］
使 用 菌 株 ：
　 Aspergillus sojae　 I-6株 （ wh,Δ pyrG） 及 び Aspergillus oryzae RIB40Δ pyrG株 を 用
い た 。 こ こ で 、 Aspergillus sojae　 I-6株 は  ATCC46250か ら 作 成 し た pyrG deletion株 （ T
akahashi et al.2004） で あ り 、 Aspergillus oryzae RIB40 Δ pyrG株 は Aspergillus oryz
ae ATCC42149か ら 作 成 し た pyrG deletion株 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
使 用 培 地 ：
　 ポ リ ペ プ ト ン デ キ ス ト リ ン （ Ｐ Ｄ ） 培 地 （ polypepton 1%, dextrin 2%, KH2 PO 4  0.5%, 
NaNO 3  0.1%, MgSO 4  0.05%, casamino acid 0.1%, pH 6.0） 、 CzapekDox (CZ) 最 小 培 地 、
再 生 培 地 と し て 1.2M ソ ル ビ ト ー ル  CZ使 用 し た 。 2mg/ml 5fluoroortic acid (SIGMA) お
よ び 20mM Uridine含 有 CZ培 地 は pyrG-株 の ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン 用 の 培 地 と し て 使 用 し
た 。 .KClO 3 - mono-methylammonium-CZ agar plates (470 mM KClO3 , 100 mM mono-methyl
ammonium, CZ)は areAC末 破 壊 株 の ネ ガ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン 用 の 培 地 と し て 使 用 し た 。 , タ
ン ニ ン 酸 培 地  (Glucose 1%, Tannic-acid 1%, NH4 PO 4  0.2%, KH 2 PO 4  0.2%, MgSO 4  0.1%, 
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Agar 1.5%, pH 7.5)は タ ン ナ ー ゼ 破 壊 株 の セ レ ク シ ョ ン 用 の 培 地 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
形 質 転 換 ：
　 150ｍ ｌ 容 三 角 フ ラ ス コ 中 の 20ｍ Ｍ  Uridineを 含 む ポ リ ペ プ ト ン デ キ ス ト リ ン 液 体 培 地 5
0ｍ ｌ に 分 生 子 を 接 種 し 、 30℃ で 約 20時 間 振 と う 培 養 を 行 い 、 菌 体 を 回 収 し た 。 回 収 し た
菌 体 を 0.7M KCl bufferで 洗 浄 し 、 1％ Lysing enzyme(シ グ マ 社 )を 含 む 0.7M KCl buffer中
で 30℃ 、 3時 間 緩 や か に 振 と う し 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 調 製 し た 。 得 ら れ た プ ロ ト プ ラ ス ト
を 1.2Ｍ ソ ル ビ ト ー ル  bufferで 洗 浄 し た 後 、 プ ロ ト プ ラ ス ト Ｐ Ｅ Ｇ 法 に よ り 形 質 転 換 を 行
っ た 。 形 質 転 換 体 の 再 生 は 0.5％ agarを 含 む 1.2Ｍ ソ ル ビ ト ー ル -Ｃ Ｚ 培 地 上 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
Ku70破 壊 ベ ク タ ー の 構 築 ：
　 Aspergilllus sojae染 色 体 DNAを 鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー ku78U及 び ku3482L（ ア カ パ ン カ
ビ の Ku70の 配 列 及 び 対 応 す る ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ ー の ゲ ノ ム 配 列 を 基 に 作 成 ） を 用 い
た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 増 幅 し て 得 ら れ た 3.4ｋ ｂ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 そ れ が Ku7
0を 含 む こ と を 確 認 し た 。 こ の 断 片 を TOPO TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ Invitrogen社 ） を 用 い
て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド よ り Ku断 片 を EcoRIで 切 り 出 し 、 pUC18に サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を BglIIで 切 断 し 、 末 端 に BglIIサ イ ト を 配 置 し た プ ラ イ
マ ー pyrU204Bg、 pyrL2924Bgを 用 い て 増 幅 し た pyrGを 含 む 2.7ｋ ｂ DNA断 片 と ラ イ ゲ ー シ ョ
ン を 行 い 、 Ku70内 部 600bpの 領 域 を pyrGで 置 き 換 え た ベ ク タ ー pkupyr1を 構 築 し た （ 図 1）
。 さ ら に pPTRI(TAKARA社 )を 鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー ptrBg2482U、 ptrBg4443Lを 用 い て 増 幅
し た ピ リ チ ア ミ ン 耐 性 遺 伝 子 （ ptrA） を 含 み 両 末 端 に BglIIサ イ ト を 持 つ 2.1kb ptrA断 片
と BglIIに て 切 断 し た pkupyr1と の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い 、 Ku内 部 600bpの 領 域 が ptrAで 置
き 換 わ っ た ベ ク タ ー pkuptrHを 構 築 し た 。 Ku70破 壊 は 図 1に 示 す よ う な 方 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ku70ア ン チ セ ン ス RNA発 現 ベ ク タ ー の 構 築 ：
　 Aspergillus sojae染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ よ り gpdA (glycelaldehyde3-phosphate dehydogenase
遺 伝 子 )の プ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 取 得 し 、 こ れ に 対 し て Ku70の コ ー ド
領 域 の 5’ 側 半 分 を 逆 方 向 に つ な ぎ 、 Kuア ン チ セ ン ス RNA発 現 用 の ベ ク タ ー を 構 築 し た （ 図
2） 。 プ ラ イ マ ー gp365U-Kお よ び gp1458L-BHを 用 い て gpdプ ロ モ ー タ ー を 増 幅 し 、 TOPO TA
ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ Invitrogen社 ） を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 pUC18の KpnI-BamHI
サ イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ベ ク タ ー の BamHI-SalIサ イ ト に 、 プ ラ イ マ ー ku714U
-Slお よ び ku1764L-BHを 用 い て 増 幅 後 TAク ロ ー ニ ン グ し た ku断 片 を 挿 入 し 、 さ ら に プ ラ イ
マ ー gpT2855U-Slお よ び gpT3954L-Psを 用 い て 増 幅 し た gpdタ ー ミ ネ ー タ ー を SalI-PstIサ イ
ト に 挿 入 し 、 Kuア ン チ セ ン ス 発 現 用 の コ ン ス ト ラ ク ト を 作 成 し た 。 こ の コ ン ス ト ラ ク ト を
含 む 3kbKpnI-PstI断 片 を pPTRIの KpnI-PstIサ イ ト に 導 入 し 、 Kuア ン チ セ ン ス RNA発 現 用 ベ
ク タ ー pRkuA1を 構 築 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
Ku80破 壊 ベ ク タ ー の 構 築 ：
　 Aspergillus sojae染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ よ り プ ラ イ マ ー ku2U936Xbお よ び ku2L4698K（ ア カ パ ン
カ ビ の Ku80の 配 列 及 び 対 応 す る ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ ー の ゲ ノ ム 配 列 を 基 に 作 成 ） を 用
い て PCRに よ り 増 幅 し て 得 ら れ た 3.9ｋ ｂ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 そ れ が Ku80を 含
む こ と を 確 認 し た 。 こ の 断 片 を TOPO TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ Invitrogen社 ） を 用 い て ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ベ ク タ ー を BglII-MunIで 切 断 し 、 pyrU204Bgお よ び pyr2939Eを 用 い
て 増 幅 し た pyrGを 含 む 2.7kb断 片 と ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 Ku80破 壊 ベ ク タ ー pKu80polを 構 築
し た （ 図 ３ ） 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
Ku70破 壊 株 の 作 成 と 遺 伝 子 破 壊 が タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ （ 相 同 組 換 え ） 頻 度 に 与 え る 影 響 ：
　 Ku70破 壊 株 を 作 成 す る た め に 上 記 の Ku70破 壊 ベ ク タ ー pkupyr1を 鋳 型 と し て プ ラ イ マ ー k
u78U-3482Lで PCRを 行 い 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 用 い て 、 A.sojae pyrG deletion株 を 形 質

10

20

30

40

50

(8) JP 2007-222055 A 2007.9.6



転 換 し た 。 0.5％ agarを 含 む 1.2Ｍ ソ ル ビ ト ー ル -Ｃ Ｚ 培 地 上 で 再 生 し た 形 質 転 換 よ り ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し 、 プ ラ イ マ ー kuU459-kuL4222を 用 い て PCRを 行 っ た 。 そ の 結 果 増 幅 断 片
が 3.4kbか ら 5.9ｋ ｂ に シ フ ト し た Ku遺 伝 子 破 壊 株 が 99個 の 形 質 転 換 体 か ら １ 株 得 ら れ た （
図 ４ ） 。 こ の 株 に 対 し pkupyr1中 の pyrGを ピ リ チ ア ミ ン 耐 性 遺 伝 子 ptrAで 置 き 換 え た ベ ク
タ ー pkuptrHを プ ラ イ マ ー ku78U-3482Lで 増 幅 し た 断 片 で 定 法 に 従 い 、 形 質 転 換 を 行 っ た 。
得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 2mg/ml-5FOA－ CＺ に 移 し 、 5FOA耐 性 株 を 選 抜 し た 後 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ
を 抽 出 し て プ ラ イ マ ー kuU459-kuL4222を 用 い て PCRを 行 っ た 。 そ の 結 果 、 5FOA耐 性 と し て
得 ら れ た １ ２ 株 中 ５ 株 が 、 増 幅 断 片 が 5.9kbか ら 5.2kbへ と シ フ ト し た 株 、 即 ち 、 Asku70内
部 の pyrGが ptrAで 置 き 換 わ り 且 つ pyrG deletionで あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 本 発 明 の 形 質
転 換 菌 で あ る こ の よ う な 株 を A.sojae ASKUPTR8株 と 名 づ け た 。 （ 図 ５ ） 。 尚 、 こ の 株 に は
目 立 っ た 表 現 形 が 存 在 せ ず 、 成 長 速 度 胞 子 着 生 能 な ど に つ い て も 親 株 と の 差 は 見 ら れ な か
っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の Δ Ku70株 （ ASKUPTR8） を 用 い て 相 同 組 換 え に よ っ て tannase遺 伝 子 破 壊 株 を 取 得 し
、 遺 伝 子 破 壊 （ 相 同 組 換 え ） 頻 度 を 検 証 し た 。 実 験 に は tannase遺 伝 子 破 壊 ベ ク タ ー pTanP
N07（ Takahashi et al. 2004 Mol. Gen.Genet.） を 使 用 し た 。 プ ラ イ マ ー tanU250Xb-tanL
3406EIを 用 い て pTanPN07を 鋳 型 と し て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 遺 伝 子 破 壊 用 の 断 片 を 増 幅 し た 。 こ れ
を 用 い て A.sojae pyrG deletion株 Ｉ -6お よ び A.sojae Ku70破 壊 株 ASKUPTR8を 形 質 転 換 し
た （ 図 ６ ） 。 野 生 型 麹 菌 は タ ン ニ ン 酸 プ レ ー ト 上 で ハ ロ ー を 形 成 す る が 、 tannase遺 伝 子
破 壊 株 は ハ ロ ー を 形 成 し な く な る た め 、 容 易 に ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 で あ る （ 図 ７ ） 。 そ
れ ぞ れ 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を タ ン ニ ン 酸 プ レ ー ト 上 に 接 種 し 、 ハ ロ ー 形 成 の 有 無 を 見 た 。
表 １ に 示 す よ う に 親 株 の I-6株 由 来 の 形 質 転 換 体 は ほ と ん ど が ハ ロ ー を 形 成 し 、 破 壊 株 は 1
50株 中 2株 し か 得 ら れ ず 、 破 壊 頻 度 は 約 1.3 ％ で あ っ た が 、 Ku70破 壊 株 で あ る ASKUPTR8由
来 の 形 質 転 換 体 は 56株 中 42株 が ハ ロ ー を 形 成 し な く な り 、 破 壊 頻 度 が 75％ へ と 顕 著 に 上 昇
す る こ と が 明 ら か と な っ た （ 表 １ Ａ ） 。 ま た 形 質 転 換 体 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て プ ラ イ
マ ー tanU42-tanL3518を 用 い て PCRを 行 っ た 際 に 増 幅 さ れ る バ ン ド が 3.5kbか ら 6.0kbへ シ フ
ト す る こ と か ら tannase遺 伝 子 の 破 壊 が 確 認 さ れ た （ 図 ８ ） 。 尚 、 上 記 相 同 組 換 え に お け
る 相 同 領 域 ア ー ム 長 は 1.4ｋ ｂ で あ っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 次 に こ の 株 を 用 い て Ku80に 対 す る 遺 伝 子 破 壊 頻 度 を 調 べ た 。 Ku80破 壊 ベ ク タ ー pKu80pol
（ 図 ３ ） を プ ラ イ マ ー ku2U936Xb-ku2L4698Kを 用 い て 増 幅 し 、 得 ら れ た 断 片 を 用 い て I-6株
お よ び ASKUPTR8を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 よ り ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し 、 こ れ を 鋳
型 と し て ku2U830-ku2L4937に よ り PCRを 行 っ た 。 親 株 で は 3.5kbの バ ン ド が Ku80破 壊 株 で は
4.0kbに シ フ ト す る た め 、 破 壊 株 が 判 別 で き る （ 図 ９ ） 。 そ の 結 果 I-6株 で は 42株 中 1株 の
み で Ku80が 破 壊 さ れ て お り 破 壊 頻 度 は 2.4%で あ っ た が 、 ASKUPTR8株 （ Δ Ku70株 ） で は 25株
中 18株 で Ku80が 破 壊 さ れ て お り 破 壊 頻 度 は 72%に 上 が っ て い る こ と が 確 認 さ れ た (表 １ Ｃ )
。 尚 、 上 記 相 同 組 換 え に お け る 相 同 領 域 ア ー ム 長 は 1.0ｋ ｂ で あ っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
Ku70ア ン チ セ ン ス RNA発 現 株 の 作 成 と タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 頻 度 に 与 え る 影 響 ：
　 上 記 の Kuア ン チ セ ン ス RNA発 現 ベ ク タ ー pRkuA1を 環 状 の 状 態 で A.sojae pyrG deletion株
I-6に 導 入 し 、 Kuア ン チ セ ン ス RNA発 現 用 の コ ン ス ト ラ ク ト が 導 入 さ れ た 本 発 明 の 形 質 転 換
体 ４ 株 （ kuA1,A2,A3,A4株 ） を 得 た 。 形 質 転 換 体 の 選 択 は ピ リ チ ア ミ ン に よ り 行 っ た 。 ま
た Kuア ン チ セ ン ス RNA発 現 用 の コ ン ス ト ラ ク ト 導 入 の 確 認 は PCRお よ び サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 っ た 。 こ れ ら の 株 を 用 い て areA C末 破 壊 実 験 を 行 っ た 。 実 験 に は ベ ク
タ ー arePXB（ Takahashi et al. 2004） を 用 い た 。 arePXBを NotI-Xhoで cutし た 後 、 こ れ を
用 い て kuA1株 等 を 形 質 転 換 し 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を CZ-KClO3-100mM モ ノ メ チ ル ア ン モ
ニ ウ ム 培 地 上 に 移 し 、 生 育 抑 制 が 見 ら れ る 株 の 数 を 調 べ た 。 そ の 結 果 親 株 の I-6由 来 の 形
質 転 換 体 で areA C末 破 壊 が 見 ら れ た の は 約 0％ あ る い は 0.7％ に 過 ぎ な か っ た の に 対 し 、 ku
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A1株 、  kuA3株 、  及 び kuA4株 で は そ れ ぞ れ 約 12.5％ 、 8％ の 株 で 破 壊 が 見 ら れ 、 破 壊 頻 度
は 10倍 以 上 に 上 昇 し て い た （ 表 １ Ｂ ） 。 尚 、 上 記 相 同 組 換 え に お け る 相 同 領 域 ア ー ム 長 は
0.9ｋ ｂ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 次 に tannase破 壊 用 ベ ク タ ー pTanPNO7(Takahashi et al. 2004)を 使 用 し て tannase破 壊
実 験 を 行 っ た 。 野 生 株 は タ ン ニ ン 酸 培 地 上 で ハ ロ ー を 形 成 す る が 、 Tannase破 壊 株 は ハ ロ
ー を 形 成 し な く な る た め 判 別 で き る 。 そ の 結 果 I-6由 来 の 形 質 転 換 体 で は tannase破 壊 の 頻
度 は 約 1％ で あ っ た の に 対 し 、 kuA1株 及 び kuA4株 で は そ れ ぞ れ 約 16％ 、 12％ と な り 親 株 の 1
0倍 以 上 に 上 昇 し て い る こ と が 判 明 し た （ 表 １ Ａ ） 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
A.oryzaeの Ku70遺 伝 子 破 壊 株 を 用 い た tannase破 壊 頻 度 の 検 証 ：
　 A.oryzae RIB40 pyrG deletion株 を 用 い て プ ロ ト プ ラ ス ト を 調 製 し 、 Ku70破 壊 ベ ク タ ー
pkupyr1を 鋳 型 と し て プ ラ イ マ ー ku78U-3482Lで 増 幅 し た 断 片 を 用 い て 定 法 に 従 い 形 質 転 換
を 行 っ た 。 1.2Mソ ル ビ ト ー ル CZで 再 生 し 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し 、
プ ラ イ マ ー kuU459-kuL4222を 用 い て PCRを 行 っ た 。 そ の 結 果 増 幅 断 片 が 3.4ｋ ｂ か ら 5.9ｋ
ｂ に シ フ ト し た ku遺 伝 子 破 壊 株 が 30株 中 3株 得 ら れ た （ 図 １ ０ ） 。 こ の 株 に 対 し pkupyr1中
の pyrGを 含 む 2.7ｋ ｂ BglII断 片 を ピ リ チ ア ミ ン 耐 性 遺 伝 子 ptrAで 置 き 換 え た ベ ク タ ー pkup
trHを プ ラ イ マ ー ku78U-3482Lで 増 幅 し た 断 片 で 定 法 に 従 い 、 形 質 転 換 を 行 っ た 。 得 ら れ た
形 質 転 換 体 の う ち 5FOA-CZプ レ ー ト 上 で 生 育 す る 株 か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 プ ラ イ マ
ー kuU459-kuL4222を 用 い て PCRを 行 っ た 。 そ の 結 果 、 5FOA耐 性 と し て 得 ら れ た 6株 中 4株 が
増 幅 断 片 が 5.9ｋ ｂ か ら 5.2ｋ ｂ へ と シ フ ト し た 株 、 即 ち 、 Ku70内 部 の pyrGが ptrAで 置 き 換
わ り 且 つ pyrG deletionで あ る 株 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 本 発 明 の 形 質 転 換 菌 で あ る こ
の よ う な 株 を A.oryzae RkuN16ptr1株 と 名 づ け た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の 株 を 使 用 し て tannase破 壊 頻 度 を 検 証 す る た め に プ ラ イ マ ー tanU250Xb-tanL3406EI
を 用 い て pTanPN07（ Takahashi et al. 2004） を 鋳 型 と し て PCRを 行 い tannase遺 伝 子 破 壊
用 の 断 片 を 増 幅 し た 。 こ の 断 片 を 用 い て 定 法 に 従 い A.oryzae Ku70破 壊 株 RkuN16ptr1を 形
質 転 換 し た 。 得 ら れ た 22個 の 形 質 転 換 体 を タ ン ニ ン 酸 培 地 に 移 し ハ ロ ー 形 成 の 有 無 を 見 た
。 そ の 結 果 、 22株 中 14株 が ハ ロ ー を 形 成 し な く な り 、 こ の 株 の tannase破 壊 頻 度 は 63.4％
に 上 昇 し た こ と が 判 明 し た （ 表 １ Ａ ） 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ５ １ 】
相 同 領 域 ア ー ム 長 が タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 頻 度 に 与 え る 影 響 ：
　 tannase遺 伝 子 座 を targetと し て 相 同 領 域 ア ー ム 長 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 頻 度 に 与 え る 影
響 を 検 証 し た 。 tannase破 壊 ベ ク タ ー pTanPNO7を 鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー tanU889-tanL2473
、 tanU1350-tanL2134、 tanU1379-tanL1986を 用 い て そ れ ぞ れ ア ー ム 長 500bp、 100bp、 50bp
に 相 当 す る 断 片 を 増 幅 し 、 Ku70破 壊 株 （ ASKUPTR8） を 用 い て 形 質 転 換 を お こ な っ た 。 結 果
を 表 ２ に 示 す 。 そ の 結 果 ア ー ム 長 が .1.4kbの 場 合 に は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 頻 度 が 75％ で あ る
の に 対 し 、 ア ー ム 長 が 500bp,100bp,50bpの 場 合 は そ れ ぞ れ 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 頻 度 が 14.3
％ 、 0％ 、 0％ で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 相 同 領 域 ア ー ム 長 と 相 同 組 換 え 頻 度 に は 正 の 相
関 が あ り 、 100bp以 下 の 極 端 に 短 い ア ー ム の 場 合 に は 相 同 組 換 え 株 は ほ と ん ど 得 ら れ な い
が 、 500bp程 度 で も 約 14%の 頻 度 で タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ で き る こ と が 判 明 し た （ 表 ２ ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
［ 該 染 色 体 領 域 欠 失 株 の 作 製 ］

実 施 例 １ で 作 製 し た Aspergillus sojae ASKUPTR8株 (wh, Δ pyrG, Ku70::ptrA)を 使 用 し た
。 尚 、 使 用 培 地 及 び 形 質 転 換 は 、 相 同 組 み 換 え 頻 度 が 上 昇 し た 形 質 転 換 菌 の 作 製 の 場 合 と
同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

pksAの 領 域 を 含 む 3kbの 断 片 を primer pkdelUお よ び pkdelL（ 表 ４ 参 照 ） を 用 い て PCRに よ
り 増 幅 し 、 TOPO-TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を Sma
Iで 消 化 し 、 脱 リ ン 酸 化 し た 後 、 primer vbdelUお よ び vbdelLを 用 い て PCRに よ り 増 幅 し た m
oxYを 含 む 2.1kb を HincIIで 消 化 す る こ と に よ り 得 ら れ た 1.7ｋ ｂ 断 片 （ 配 列 番 号 ７ ） を ラ
イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を HpaIで 消 化 し た 後 、 脱 リ ン 酸 化 を 行 い 、 こ こ に
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primer pyrGUstお よ び pyrGLstを 用 い て 増 幅 し た pyrGマ ー カ ー を 含 む 2.7ｋ ｂ 断 片 を StuIで
消 化 し て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 ア フ ラ ト キ シ ン 生 合 成 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 全 長 欠 失 ベ ク タ ー pV
b3-PG2を 作 製 し た （ 図 １ ２ A） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】

サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は Hybond-N+の メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル
マ シ ア 社 ） を 使 用 し 、 一 般 的 な 方 法 に よ り 行 っ た 。 検 出 に は DIG Luminescent Detection 
Kit（ ロ シ ュ 社 ） を 使 用 し 、 メ ー カ ー の 推 奨 す る 方 法 で 行 っ た 。 pksAお よ び moxYの プ ロ ー
ブ の 作 製 は そ れ ぞ れ pkUと pkLお よ び moxUと moxLの プ ラ イ マ ー を 用 い 、 PCR DIG Probe Synt
hesis Kit（ ロ シ ュ 社 ） に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

ア フ ラ ト キ シ ン ク ラ ス タ ー 全 長 欠 失 用 ベ ク タ ー pvb3-PG2を 鋳 型 と し 、 primer pkdelUお よ
び pkdelLを 用 い て PCRに よ り 増 幅 し た 8ｋ ｂ 断 片 を 用 い て A. sojae ASKUPTR8株 を 親 株 と し
て 形 質 転 換 を 行 っ た （ 図 １ １ 、 図 １ ２ A） 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 6株 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出
し 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る ベ ク タ ー 組 込 み の 確 認 を 行 っ た 。 サ ザ ン ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 解 析 の 結 果 、 pksAプ ロ ー ブ を 用 い た 場 合 に は 親 株 で 5.7 kbと 1.3 
kbの バ ン ド (図 １ ２ B、 レ ー ン １ )が ベ ク タ ー 組 込 み 株 で は 10 kbと 1.3 kbへ と シ フ ト し た （
図 １ ２ B、 レ ー ン ２ ） 。 ま た moxYプ ロ ー ブ を 用 い た 場 合 に は 親 株 で は 6 kbの バ ン ド の み が
見 ら れ る （ 図 １ ２ C、 レ ー ン １ ） の に 対 し 、 ベ ク タ ー 組 込 み 株 で は 6 kbの バ ン ド に 加 え て 1
0 kbの バ ン ド が 見 ら れ る よ う に な っ た （ 図 １ ２ C、 レ ー ン ２ ） 。 こ の こ と か ら pksAサ イ ト
へ の ベ ク タ ー の 組 込 み が 確 認 さ れ 、 ベ ク タ ー 組 込 み 株 AskuptrP2-1株 が 得 ら れ た 。 ま た 解
析 し た 6株 全 て で 同 様 の ベ ク タ ー 組 込 み が 確 認 さ れ た 。 こ の Aspergillus sojae由 来 の Asku
ptrP2-1株 は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ２ ０ ０ ６ 年 ２
月 １ 日 付 で 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 等 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 に 基 く 国
際 寄 託 さ れ 、 受 領 番 号 FERM BP-10498が 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
こ こ か ら ア フ ラ ト キ シ ン ク ラ ス タ ー 全 長 欠 失 株 を 取 得 す る た め に 、 ベ ク タ ー 組 込 み 株 （ As
kuptrP2-1） か ら 分 生 子 を 回 収 し 、 5FOA含 有 CZプ レ ー ト に ま い て ３ ０ ℃ で １ ０ 日 間 培 養 し
た 後 、 ５ FOA耐 性 株 を 選 択 し た （ 図 １ ３ 参 照 ） 。 耐 性 株 の 出 現 頻 度 は １ X10 5 あ た り １ 個 の
割 合 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
５ FOA耐 性 株 を 10株 選 択 し 、 DNAを 抽 出 し て サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 図 1
４ B、 レ ー ン １ は 親 株 に 対 応 し 、 レ ー ン ２ か ら レ ー ン １ １ は ５ FOA耐 性 株 （ AskuptrP2-1-F1
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‾ AskuptrP2-1-F10） に 対 応 す る 。 そ の 結 果 pksAを プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 場 合 に は BglII
消 化 で 親 株 で は 5.7 kbと 1.3 kbに バ ン ド が 見 ら れ る が （ 図 １ ４ B、 レ ー ン １ ） 、 ５ FOA耐 性
株 で は 10株 中 ９ 株 で 7.5 kbへ の バ ン ド の シ フ ト が 見 ら れ た （ 図 １ ４ B、 レ ー ン ２ 、 レ ー ン
４ ～ １ １ ） 。 残 り の １ 株 で は 10 kbと 1.3 kbの バ ン ド が 見 ら れ る （ 図 １ ４ B、 レ ー ン ３ ） こ
と か ら ク ラ ス タ ー の 切 り 出 し が 起 こ ら ず に ベ ク タ ー が 残 っ た ま ま の 状 態 で あ る と 考 え ら れ
た 。 ま た moxYを プ ロ ー ブ と し て 用 い た 場 合 に は 親 株 で は 6 kbの バ ン ド の み で あ る の に 対 し
（ 図 １ ４ C、 レ ー ン １ ） 、 ５ FOA耐 性 株 の 10株 中 9株 で は 7.5 kbの バ ン ド へ の シ フ ト が 見 ら
れ た （ 図 １ ４ C、 レ ー ン ２ 、 レ ー ン ４ ～ １ １ ） 。 こ れ ら の 結 果 は ア フ ラ ト キ シ ン ク ラ ス タ
ー の 全 長 が 切 り 出 さ れ た パ タ ー ン と 一 致 し て お り 、 こ の こ と か ら こ れ ら の 株 （ AskuptrP2-
1-F1, AskuptrP2-1-F3 ‾ AskuptrP2-1-F10） は ア フ ラ ト キ シ ン 生 合 成 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の
全 長 が 欠 失 し て い る 株 で あ る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 １ ２ A下 段 ） 。 ま た 残 り の １ 株 （ Askup
trP2-1-F2） で は 6kbと 10kbの バ ン ド が 見 ら れ る こ と か ら ベ ク タ ー が 残 っ た ま ま の 状 態 で あ
る こ と が 確 認 さ れ 、 こ の こ と か ら pyrG部 位 に 何 ら か の 変 異 が 起 き て 不 活 性 化 し て も の と 考
え ら れ る 。 尚 、 こ の Aspergillus sojae由 来 の AskuptrP2-1-F1株 は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技
術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ２ ０ ０ ６ 年 ２ 月 １ 日 付 で 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の
寄 託 等 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 に 基 く 国 際 寄 託 さ れ 、 受 領 番 号 FERM BP-1049
9が 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
以 上 の 結 果 よ り 取 得 さ れ た ５ FOA耐 性 株 10株 中 9株 で ア フ ラ ト キ シ ン ク ラ ス タ ー 内 部 の 領 域
(約 55kb)の 切 り 出 し が 起 き て お り 、 高 頻 度 で ア フ ラ ト キ シ ン ク ラ ス タ ー の 欠 失 株 が 作 製 で
き る こ と が 起 こ る こ と が 確 認 さ れ た 。 よ っ て 本 発 明 方 法 に よ り 麹 菌 で は こ れ ま で 作 製 す る
こ と が 非 常 に 困 難 で あ っ た 染 色 体 大 領 域 の 欠 失 変 異 株 が 効 率 的 に 取 得 で き る こ と が 示 さ れ
た 。 ま た 本 方 法 で 得 ら れ た 変 異 株 は pyrGマ ー カ ー を 欠 失 し て い る た め 、 pyrGマ ー カ ー を 使
用 し て 何 度 で も 繰 り 返 し の 改 変 が 可 能 な だ け で な く 、 外 来 DNA等 の 挿 入 が 必 要 な い た め 、
食 品 生 産 に 使 用 す る に も 問 題 が な い 変 異 株 の 作 製 が 可 能 で あ り 、 工 業 的 に も 極 め て 有 用 で
あ る と 考 え ら れ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 方 法 を 用 い て 得 ら れ た 染 色 体 領 域 欠 損 株 で は ア フ ラ ト キ シ ン 等 の 毒 性 物 質 の 遺 伝
子 ク ラ ス タ ー を 欠 失 し て い る こ と か ら 、 安 全 性 の 面 か ら 極 め て 好 ま し い も の で あ る 。 そ の
結 果 、 こ れ ま で は 非 常 に 困 難 で あ っ た 麹 菌 の 染 色 体 レ ベ ル で の 遺 伝 子 改 変 更 に 効 率 的 に 行
う こ と が 可 能 と な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 図 １ 】 Ku70遺 伝 子 破 壊 株 の 作 成 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 Ku70ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 発 現 株 の 作 成 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 Ku80遺 伝 子 破 壊 株 の 作 成 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ Ku70破 壊 の 結 果 を 示 す 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ Ku部 位 へ の ptrA挿 入 の 結 果 を 示 す 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る
。
【 図 ６ 】 Tannase遺 伝 子 破 壊 株 の 作 成 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 Tannase遺 伝 子 破 壊 株 の 表 現 形 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ８ 】 Tannase遺 伝 子 破 壊 の 結 果 を 示 す 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る 。
【 図 ９ 】 Ku80破 壊 の 結 果 を 示 す 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ Ku70破 壊 の 結 果 を 示 す 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る 。
【 図 １ １ 】 本 発 明 の 一 例 で あ る 、 ア フ ラ ト キ シ ン （ Ａ Ｆ ） 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 欠 失 株 作 製 の
ス ト ラ テ ジ ー を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 ア フ ラ ト キ シ ン 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 欠 失 用 ベ ク タ ー の 構 造 、 及 び そ の 組 込 み の 結
果 を 示 す サ ザ ン ブ ロ ッ ト の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 ５ Ｆ Ｏ Ａ 耐 性 株 の 取 得 を 示 す 写 真 で あ る 。
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【 図 １ ４ 】 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ソ ー ヤ の ア フ ラ ト キ シ ン 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 欠 失 株 が 作 製 さ れ
た こ と を 示 す サ ザ ン ブ ロ ッ ト の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 麹 菌 で 使 用 可 能 な ポ ジ テ ィ ブ ・ ネ ガ テ ィ ブ 両 方 の 選 択 が 可 能 な マ ー カ ー を 示 す
。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

(16) JP 2007-222055 A 2007.9.6



【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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