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第1章 緒論

農産物の植物病原菌による病害の防除は､安定した食料生産を確保するうえで重要で

ある｡農業用殺菌剤が病害防除に果たす役割は大きく､薬剤を使用しなかったときの減

収率は､稲で35%､麦で20%､リンゴで90%､ハウス栽培のキュウリで95%に及ぶとさ

れている(森田 1982)Q近年､病害防除において殺菌剤に対する植物病原菌の薬剤耐性が

大きな問題となっている(Staub1991)O殺菌剤耐性問題は､農業用殺菌剤の歴史と密接な

関係にある｡農業用殺菌剤の歴史は､1960年代までの非特異的殺菌剤の時代 と､それ以

降の特異的殺菌剤の時代に二分 される(Spencer&Sisler1977)｡非特異的殺菌剤の例とし

ては､ボル ドー液 (石灰と硫酸銅の混合物)で代表される無機塩類､ジチオカーバメー

ト系化合物等があげられる｡このような薬剤は､主として酵素のSH基と反応 して呼吸

阻害を引き起こすことにより殺菌活性を示す｡非特異的殺菌剤は細胞の特異的部位に働

くわけではないので､病原菌の種類を問わず活性を示すが､高濃度の施用量を必要とす

る｡ また､sH基を必要とする酵素は菌､植物､動物に共通しているので､概 して作物

に対する薬害､人畜に対する毒性問題が伴う｡ このため薬害を生 じないよう植物体内に

移行しない形で用いるため予防剤としてのみ使用され､植物体内に病原菌が感染した後

では､効果を示さない｡こうした非特異的殺菌剤の欠点を補う特異的殺菌剤が有機化学

の発展と生物活性検定技術の進歩をもとにして､1960年代後半より登場 した｡その例と

して､担子菌のコハク酸デヒドロゲナーゼを特異的に阻害するカルボキシン系化合物､

菌のマイクロチューブルを阻害するベンズイミダゾール系化合物､菌のエルゴステロ-

)i,合成を阻害する7ゾ-ル系化合物等があげられる0_yr1987)｡特異的殺菌剤は､限ら

れた作用部位の蛋白質に結合するため､防除病害は特定のものに限られ､また､化合物

から見ると活性を有する構造への要求が戯 しいが､低菜量でシャープな活性を示すOこ

のことは一般的に薬害､人畜への毒性の軽減にも貢献している. しかし､ 一 方で､これ

ら特異的殺菌剤は､その作用点が特異的であるため耐性菌の出現による効力低下という



問題にさらされ易い｡実際に､1970年以降､農業用殺菌剤の耐性問題が実用上重大化 し

たのは､この頃より特異的殺菌剤が多 く開発され始めたことと関連しているPekker&

Georgopoulos1982)｡旧来の殺菌剤が非特異的に多部位に作用する殺菌剤であったため

作用点の変異による薬剤耐性化が起こりにくかったのに比べ､特異的殺菌剤では､変異

による耐性化が容易であると考えられている｡

耐性菌対策は､その発達を回避､または遅延のた捌 こ薬剤の淘汰圧 を減少する工夫､

即ち､作用性の異なる2種以上の殺菌剤の混合または､交互使用､生物的､物理的防除

法を組み入れた総合防除の手段により実際には対処されている(StZLub1991,Green1990)0

一方､耐性菌の発達に積極的に対抗する方法として､共力効果､及び､負相関交差耐性

の利用がある｡共力効果とは､殺菌剤に何 らかの化合物を添加することにより､薬剤耐

性レベルを低下させる現象である｡負相関交差耐性とは､ある薬剤に対 して耐性を獲得

した株が逆にほかの特定の薬剤に対 して､感受性になる現象である｡ 負相関交差耐性の

例をTable111に示したOjeWaad1984)0

Table1-1Negativelycorrelatedcrossresistanceinfungicides

Fungicides

Fungi decreasedsensitivlty increasedsensitivlty

UstL'1agomaydl's

PyI-1'cuIarJ'aoTyZae

AspellgL'llusnJ'dulans

Penl'cJ'IIL'umJ'tal]'cum

BotrytLscl'nelea

VentuTl'ajnaequalJ's

PseudocercospoTelJaheTPOtTIIchoides

carboxin

IBP

thiabendazole

fenarimol

txnzimidazoles

benzimidazoles

txnzimidazoles

AntimycillA

phosophoroamidate

benomyl

fenproplmOrPh

N -pheny lcarbam ates

N -Pheny lcarbam a teS

N -pheny lcarbama tes

負相関交差耐性の顕著な例は､ベンズイミダゾール系化合物耐性菌に認められるN-フ

エ二)L,カルバマ-ト感受性の獲得である｡ ベノミル､カルベンダジム (MBC)等のベン
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ズイミダゾール系化合物は強い殺菌活性､および植物体内-の浸透移行性を有する特異

的殺菌剤であるため､世界的に多用されているo Lかし､-方で灰色かび病菌 (Bobyt7's

cineL℃a,Figト2)をはじめとする多 くの対象病害において耐性菌問題は世界的な広が り

を見せており深刻なものとなっているPelp1980)a

筆者らは､N-フェニルカ)i,バマー ト系除草剤 (バーバン､クロロプロファム)がベン

ズイミダゾール耐性の灰色かび病菌に負相関交差耐性を示すというLerouxetal.

(1979a,1979b,1980)の知見に興味を持ち､除草活性がなく､耐性菌に高い活性を示す化

合物を検索し､ジエ トフェンカルブを兄いだした (Takahashietal.1988a,1988b,1989,

Fujimuraetal.1990)Cベンズイミグゾ-ル系化合物及びN-フェニルカルバマー ト系化合

物の構造をFig.1-la,I-1bに示す｡

本研究の目的と概要

圃場より単推されるベンズイミダゾール系化合物耐性植物病原菌は､N-フェニルカル

バマー トに対 して特異的に高い感受性を示す｡Fig.1-3に示すように､野生株型 (ベン

ズイミダゾール感受性,S)の灰色かび病菌に対 し､MBCは､i.6LLdmlの濃度で菌糸生育

を完全に阻害するが､ジエ トフェンカルブ(S-165)は､阻害 しない｡ 一方､ベンズイミグ

ゾ-ル耐性を示す株(R)に対 し､MBCは､菌糸生育を阻害しないが､ジエ トフェンカル

ブ(S-165)は､1.6LLg/mlの濃度で菌糸生育を完全に阻害するO

マイクロチューブル (微小管)は､α-､β-チューブリンのダイマ-の重合により構成

されており､すべての真核生物に存在 し､細胞分裂､細胞の形態､細胞内物質移動､細

胞運動等多 くの機能を持っているmustin1984)Cベンズイミダゾ-ル系化合物は､マイ

クロチューブルの偶成蛋白質であるチューブリンに結合することにより重合を阻害 し､

細胞分裂等の阻害を引き起こすことが知られている(Davidse1977)｡鋸 直物に同様の阻

害活性を示す薬剤として､コルヒチンが挙げられるが､コルヒチンは､かびに対 して一

般に抗菌活性を示さない(DavLdse1986)｡Kilm打Lin(1981)は､MBCとコルヒチンに対す
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Fig･1-2 Graymolddiseaseofgrape

Fig.1-3 NegatjveLycorreratedcrossresistancebetween

benzimidazolesandN･phenylcarbamates

inBotrytiscinerea



るチューブリンの)'nvl-blD重合阻害を酵母菌 とウシの脳由来のチューブリンをもちいて比

較し､MBCは酵母菌特異的に､コルヒチンはウシ特異的に､それぞれマイクロチューブ

)t'のL'nvjb･o重合を阻害 し､その差は､それぞれ1000倍であることを示 している｡菌のベ

ンズイミダゾール耐性は､ベンズイミダゾール系化合物のチューブリンに対する結合活

性の低下が原因となっていることがAspeTgJ'1JLLSnJ'duJaJ'Sをもちいた解析 より明かにされて

いるPavidse1977)Oまた､ベンズイミダゾール耐性株の変異のほとんどがβ-チューブ

リン遺伝子の変異であることがSacchalomycesccrev''sL'ae､ScJu'zosacchalomycespombe､

Neu'ospo'ac'assa､AsFX:TgiJlusnJ-duJans等をもちいた遺伝解析 より明らかにされている

(Neffetal.1983,Hiraokaetal_1984,Orbach1986etal.,Sheh･-Neiss&Thomas1978,Mayet

al.1987)Oこれらの菌において､β-チュ-プリン遺伝子がクローニングされDNA配列よ

りベンズイミダゾール耐性を支配するアミノ酸置換が推定 されている ｡ しかしながら､

これらのベンズイミダゾール耐性菌において､N-フェニルカルバマー トに対する負相関

交差耐性は認められておらず､負相関交差耐性を示すベンズイミダゾール耐性メカニズ

ムに関しては､未解明であった｡また､多 くの負相関交差耐性を示す植物病原菌におい

ては､その遺伝学的､生化学的な背景が乏しいことから､これまで､形態学的な研究

(Katoeta】.1984,Suzukieta).1984,Nakamuraetal.1986)を除いてほとんど未解明であった｡

このベンズイミダゾールとN-フェニルカルバマー ト問に認められる負相関交差耐性の

メカニズムを解明することは､マイクロチューブルの構造 と機能及びその分類学的な特

異性に関する知見を得るという基礎的な分野において重要であると同時に､農業分野に

おけるベンズイミダゾール耐性問題の打開策､ジエ トフェンカルブの作用の選択性 (安

全性)､将来のジエ トフェンカルプ耐性問題の可能性､新 しい,射11胞分裂阻害剤 の創製に

関する知見を得るという応用分野において重要である0

本研究において著者は､四場ベンズイミダゾール耐性植物病原菌に一般的に認められ

るN-フェニ)i,カルバマー トに対する負相関交差耐性のメカニズムをアカパンカビを用い

て遺伝学的､分子生物学的､生化学的手法を用いて解析 した｡第2単では､N-フェニル

カルバマー トに感受性 (負相関交差耐性)を示すMBC耐性株の単馳とその性質について

6



述べる｡第3華では､N-フェニルカルバマー ト感受性を示す株よりN-フェニルカルバマ

ート耐性変異株の単離と､その性質について述べる｡ 第4章においては､これらの変異

株の変異を遺伝子=学的手法を用いて解析 したO第5華においては､14Cラベルしたジエ

トフェンカルプを用いて､ジエ トフェンカルア結合蛋白質について解析 した｡第6章で

は､これらの結果もとに総合的な議論及び考察を行なった｡



第2章 ジエ トフェンカルブ感受性を示すベンズイミダゾール耐性

NeuTOSPOTa変異株の単離およびその解析

2-1 緒言

著者は､植物病原菌において一般的に認められるベンズイミダゾール系化合物 とN-フ

ェニルカルバマー ト系化合物間の負相関交差耐性のメカニズムの解明に着手するにあた

り､材料 として､Neurosporac'assaを用いた｡その理由は以下の通 りであるo

1)薬剤耐性のメカニズムの解析には遺伝学的手法が有効 と考 えられるが､多 くの植

物病原菌は､不完全菌に属 し有性世代が認められないか､もしくは有性世代が認められ

ていてもその遺伝学的背景が乏 しいため充分な解析が望めない.一方､～cTaSSaは遺伝

解析を行なう材料 として適 している｡

2)N.cTaSSaは多 くの植物病原菌と同様に糸状子要胞子菌であ り､ベンズイミダゾール

系化合物に対 して灰色かび病菌 (Boby7'O-scine'ea)等 と同様高い感受性を示す(Br∝k&

Braymer1974)｡一方､sacchaI･OmyCeSCeTeVL.SL'aeやSchI'zosaccba'omyceMOmbeも1)の条件

は満たしているが､これら酵母は植物病原菌と近縁 とは言いがたくベンズイミダゾール

系化合物に対する感受性 も灰色かび病菌等 と比較 して低い(nlOmaSe【al.1985)0

3)N.C'assaにおいては､ベンズイミダゾール耐性変異株が単離解析 されており(Br∝k

&BTaymer1974)､その変異を担う遺伝子 (β-チューブリン遺伝子)がクローニングさ

れている(Ch･bach1986)oOrbachetal.(1986)によると､N.cTaSSaのβ-チュ-プリン遺伝子

は1種類 とされているoβ-チューブリンは､ジエ トフェンカルブの作周部位候補 と考え

られる.従って､N.cTaSSaのβ-チューブリン遺伝子が1種類であることはその変異の解

析の複雑化を避けることができるO -方､i)､2)の条件を満たしているAspe'gI'JJus

nL'duJansには､2種類のβ-チューブリン遺伝子が知 られている｡

以上のことから､筆者はN.crassaを材料 として､野生株をUV処理 し､カルベンダジム

(MAC)耐性株 を単離 し､ジエ トフェンカルプ感受性株を兄いだしたO以下に､その単

8



離方法及び変異株の解析について述べる｡

2-2 材料と方法

使用菌株

MBC耐性株を単離するための野生株 として､NeuTOSPOTaCTaSSa 74-OR31-14a

(a)-2,pan-2.cot-IaiFGSC4934)を用いたoMBC耐性株の戻 し交配のための野生株 として

は､C1-TI0-37A (Tamaru&Inoue1989)を用いたoMBC耐性株の変異の遺伝学的解析の

ために､Br∝k&Braym er(1974)により単離されたベノミ)i,耐性Bm1-511株 とBm1-111株

汗GSC2965,3460,and2964)を用いた｡また､ヘテロカリオン形成には､野生株 として

FGSC4093を用いたOこれらのNeurospoTa株はFungalGenedcsSt∝kCenter(Depanmentof

Microbiology,UniversityofKansasMedicalCenter,Kansas,USA)より入手したO

培地

菌糸栄養生殖のための培地としてVoge】最少培地 (1.5% ショ糖,1.5%寒天添加)を用

いた(Vogel1964)Oパントテン酸を要求する株に対 しては最終濃度100Llg/miのパントテ

ン酸カリウムを培地に添加 したO遺伝解析のための交配にはWestergaad&Micheu(1947)

の交配用培地 (0.5% ショ糖)を用いたOコロニー形成用培地としてはvogel最少培地 (

1.0% ソルボース,0.2% ショ糖.1.5%寒天添加)を用いた.変異株の薬剤感受性は､

vogel最少培地 (1.00/Oソルボース,0.2% ショ糖,1.5%寒天添加)に任意の濃度の薬剤を

加え､培地上に胞子液を接種し､コロニー形成阻害を調べた｡ また､菌糸の生育を50%

阻害する濃度は､所定の濃度の薬剤を含むvogel最少培地 (1.5% ショ楓 1.5%寒天添

加)に 菌糸ディスクを接種し､菌糸生育半径を測定することにより算出した｡
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vogel'S最少培地 伴25StocksoluLion)

Na,C6H50,2H20 62.5g

KHJ℃4 125g

NH4NO3 50g

MgSO.7H20 5g

CaC122H20 2.5g

Biodnsolution(0.1mg/ml) 1.25m1

Traceelementssolution* 2.5m1

Traceelements*
C6HP,2H20 5g

ZnSO47H20 5g

Fe(NH4)2(SO4)26H20 1g

CuSO45H20 1.25g

MnSO.H20 0.05g

H3BO3 0.05g

Na2McD42H20 0.05g

交配用培地

KNOユ 1g

KH㌔℃4 1g

MnSO.7H20 0.5g

NaC1 0.1g

CaC12 0.13g

voge1最少培地 1m1

Biotinsolution(10mgr250ml) 1m1

20% KOHを加えてpH5.0-6.0に合わせる
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胞子発芽管及び核の形態観察

分生胞子を薬剤含有培地に接種し280Cで18時間培養後､発芽胞子を1∝氾xgで遠心し
集菌後､蒸留水で2回洗浄した｡核の染色効率を向上させるため菌体をエタノールで10

分間処理し､さらに蒸留水で2回洗浄した｡この菌体を1Llg/miの4',6.-diamidin0-2-

phenylindole(DAPI)で5分間処理 し､ニコン蛍光顕微鏡で発芽管及び核の形態を観察した0

MBC耐性株の単離及び遺伝解析

NeurospoTaCTa;Sa 74-OR31114a株をvogel最少培地 (1.5%ショ糖,1.5%寒天添加)で1

週間培養し､分生胞子を形成させ､滅菌蒸留水中に分生胞子を懸濁し､ガーゼで菌糸を

除き､分生胞子液(108胞子/ml)とした｡この分生胞子液をシャーレ (10ml/径9cmシャー

レ)に入れ､30Wの殺菌ランプ下で10%の生存率になるようにUV照射 した.このUV照

射した分生胞子を50ug/mlのMBCを含む培地にプレー トし､270Cで2日間培養した｡

MBC含有培地上で生育したコロニーを単離 し､Vogel最少培地に再培養したoMBC耐性

株は､Cl-T10-37A (Tamaru&houe1989)に3回戻 し交配し変異の純化を行なった｡遺伝

解析はDaviS&deSe汀eS(1971)によるランダム子秦胞子解析により行なった｡

ヘテロカリオンの形成

F914株(BmT,al-2+,pan12+,col11◆,A)と7410R3日 4a(a)-2.pan-2,cot-1,a;FGSC4934)を

交配し､パントテン酸要求性のF914-1(pan-2,A)樵 (a)-2+,pan-2,col-1+A)を単離 したO

このF914-1(pan-2,A)株とwild-type (choJ-2,A;FGSC4093)をvogel'S最少培地上に混合接

種 し､ヘテロカリオンを形成 した｡このヘテロカリオンの薬剤感受性を調べた｡

薬 剤

ジエ トフェンカルブは3,41die【hoxyphenylis∝yanateとisopropylalcoholを反応 させること

により合成した(Takahashi1989a)｡MBCは0-phenylenediamineとdime山yl-2methyl-

isothiourea-1,31dicarboxylateを反応させることにより合成 した｡TBZはSigma社より購入

した｡これらの薬剤はDimeLhylsuIFoxideに潜解 し､40Cでス トックした｡薬剤感受性試験

は､培地中のDime山ylsulfoxideの最終濃度が0.10/o以下になるように調整した.
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2-3 ジエ トフェンカルブ感受性を示すMBC耐性株の単離

Brock&Braym er(1974)は､N,cTaSSa野生株 よりベノミル耐性Bml1511株及びBm1-111株

を単推し､その変異が第6染色体にマップされることを示 している｡さらに､OTbachet

al.(1986)は､Bm1-511株のβ-チューブリン遺伝子を単離 し､野生株のβ-チュ-プリン遺

伝子の塩基配列 と比較し､167番目のアミノ酸がフェニルアラニン(Phe)からチロシン

(Tyr)に置換 していることを報告 している｡ そこで､これらのベノミル耐性秩 (Bmト511

株及びBmHll株)が､ジエ トフェンカルブに対 して感受性を獲得 しているか否かにつ

いて調べた｡Table211に示 したように､Bm1-511株及びBm1-111株はMBCに対 し明らかに

耐性となっているが､ジエ トフェンカルブに対する感受性は獲得 しておらず､最少阻害

濃度(MIC)は野生株 と同様に100Llg/ml以上であった｡

そこで､ベノミル､チオフアネートメチルの活性本体であるMBCを用いて､新たにベ

ンズイミダゾール耐性株を野生株よりUv処理により19株単離 した｡ベンズイミダゾー

ル耐性植物病原菌の多 くがMBCに対し高度耐性を示すことから(Leroux&Gredt1979a,b)､

50LldmlのMBCを含む培地上で生育するMBC高度耐性株を単堆 した｡これら19株のMBC

耐性株のそれぞれについて､ジエ トフェンカルブに対する感受性を調べたところ､2株

(F914株 とF939株)がジエ トフェンカルブ感受性を示 した｡Table2-1に､この2株 (

F914株､ F939株)及びMBC耐性 レベルの異なる代表的な株 (F812､F934､F911､F936

秩)に対するMBCとジエ トフェンカルブ感受性を示した｡F914株 とF939株のMBCに対

するMICは>100LLg/mであった｡一方､ジエ トフェンカルアに対するMICは､0.叫g/mで

あり､野生株のMIC>100ug/mと比較すると1000倍以上のジエ トフェンカルブ感受性の死

得が認められた｡F914株およびF939株以外の株 (F812､F934､F911､F936株)のジエ

トフェンカルブに対するMCは野生株､Bm1-511株及びBm日日株と同様>100Llg/mlであ

った｡Bmト511株､Bmト111株及びF812株は､F914株 (およびF939株)よりも低い
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MBC耐性を示 し､F934株は､ほほ同等のMBC耐性を示 し､F911株及びF936株は､F

914株 (およびF939株)よりも高いMBC耐性を示 したcTable2-1)Oこのことは､ジユ ト

フェンカルプ感受性はMBC而■十性株に常に認められる現象ではなく､一部の変異株におい

て認められることを示 している｡

Table2-1ThesensitivltyOfMBC-resistantstrainstoMBCand
diethofencarb

Growth

MBC(LLg/ml) Diethofencarb(Pg/ml)

0.1 1.0 10 100 0.01 0.1 1.0 10 100
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≠
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≠

♯

≠

一,Nogrowth 土 Slightgrowth

十十,Normalgrowth

2-4 F914株の薬剤感受性

+, Growthinhibitedbutalmostnormal

F914株およびF939株の薬剤感受性をベンズイミグゾ-ル系化合物 (MBC､TBZ､チ

オフアネ- トメチル)及びN-フェニルカルバマー ト系化合物 (ジエ トフェンカルブ､

MDPC､バーバン)に対して調べた｡Table2-2に示 したようにF914株およびF939株は､

これらのベンズイミグゾ-ル系化合物に正相関交差耐性を示 し､N-フェニルカルバマー

ト系化合物に負相関交差耐性を示 したoN-フJ_ニルカルバマー ト系化合物の中ではジエ
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トフェンカルプが､最も高い活性を示 した｡F914株のこれら化合物に対する感受性は､

F939株におけるものとよく一致していた｡ このことは､F914株およびF939株はそれ

ぞれ亜立に単離された株であるが､同一の変異をもつ可能性を示唆 しているo Bm1-511

株は､試験に供 したいかなるN-フェニルカルバマー ト系化合物に対 しても負相関交差耐

性を示 さなかったO

Table2-2 ThesensitivltyOfMtiC-resistantmulantstobenzinlidazoles

andN-phenylcarbamates

Minimum inhibitory concentration (LLg/ml)

Benzimidazoles
MBC Thiophanate lもZ N-Phenylcarbamates

DiethofencarbMDPC Barban

Wild-type 0.4 1.6 1.6

F914 >100 >100 100

F939 >100 >100 100

Bm1-511 50 100 >100

>100 100 50

0.1 0.8 6.2

0.1 0.8 6.2

>100 100 50

MDPCとバーバンは､高い濃度においてすべての菌株に抗菌活性を示 したが､これら

の化合物の高濃度での抗菌活性は､F914株およびF939株に対する低濃度における抗菌

作用とは異なる (216で示す)Oベンズイミダゾール系化合物､N-フェニルカルバマー

ト系化合物以外の殺菌剤 (ウニコナゾ-ル､ トリデモル7､IBP､ブラス トサイジンS､

トルクロホスメチル)に対するF914株およびF939株の感受性は､野生株のものと顕普

な差は認められなかった｡従って､F914珠およびF939株のN-フェニルカルバマー ト/T系

化合物に対する感受性の増加は､N-フェニ)i,カルバマ- ト系化合物に特異的なものであ

ると考えられた｡また､ベンズイミダゾール耐性灰色かび病菌に対 しN-フェニルカルバ

マー ト系化合物同様に負相関交差耐性を示す化合物ジフェニルアミンは､野生株のMC

が25Lldmlであるのに対 し､F914株 (及びF939株)のMCは1.6Llg/mlであり負相関交差
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耐性が認められた｡これらのことは､アカパンカビF914株 (及びF939株)に認められ

る負相関交差耐性のメカニズムが､圃場から分離されるベンズイミダゾール耐性灰色か

び病菌のものと本質的に同一のものであることを示唆していると考えられた｡

また､ベンズイミダゾール耐性株のなかには､その生育に温度感受性を示すものがあ

ることが知られている(TTIOmaSetal.1985,Oakley&Morris1981)｡しかし､F914株およ

びF939株は､100Cぉよび340Cでの生育は､野生株のそれと同等であった｡

2-5 F914株に対するジエ トフェンカルブの作用に関する細胞学的解析

ベンズイミダゾール耐性株に対するジエ トフェンカルアの作用を調べるために､F

914株の分生胞子の発芽に及ぼすジエ トフェンカルブの影響を調べた｡ジエ トフェンカ

ルブは､100Llg/miの濃度においてもF914株の分生胞子の発芽を阻害しなかったが､発

芽管の形態異常は､0.5Ltg/mlの濃度においても認められたOジエ トフェンカルア処理し

た発芽管は､膨潤 し､その極性を失っていた (Fig211). この形態異常はMBC (

0.5LLg/ml)で処理した野生株のものとよく一致していた.なお､MBC (0.5LLdmi)で処

理したF914株､及び､ジエ トフェンカ)i,ブ (0.5Llg/ml)処理した野生株の胞子発芽管の

形態に影響は認められず､無処理のものと同様であった｡

ベンズイミダゾール殺菌剤は､マイクロチューブルに作用 し核の分裂を阻害すること

が知られている(Davidse1977)｡そこで､ジエ トフェンカルアのF914株に対する核の形

態に及ぼす影響を上記と同一のサンプルを用いて調べた｡核はDAPIにより染色 した｡

無処理の核は､膨潤した卵型の核が菌糸内にほほ等間隔で存在するのに比べ､ジエ トフ

ェンカルアで処理されたF914株においては､核が凝集した形態を示し､その分布には

片寄 りがあり､核を含 まない発芽管が認められたけig2-2)｡この核の形態的異常は､

MBCの野生株に対する作用 とよく一致していた｡ このことは､ジエ トフェンカ)レグは､

F914株に対 して特異的に核分裂､核の移行を阻害していると考えられた｡なお､MちC
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で処理したF914株､及び､ジエ トフェンカルプ処理 した野生株の核の形態に異常は認

められず､無処理のものと同様であった｡

これらの形態学的な観察は､灰色かび病菌におけるMBC､ジエ トフェンカルブの作用

とよく似ており(FuJLimuraetal.1990)､アカパンカビF914株に認められる負相関交差耐

性のメカニズムは､圃場から分離されるベンズイミダゾール耐性灰色かび病菌のものと

本質的には一致していると考えられた｡

なお､MDPCおよびバーバンも低濃度 (それぞれ､lLldml､5Llg/ml)においては､ジ

エ トフェンカルプと同様にF914株特異的に分生胞子の発芽管の形態異常を引き起こし

たDしかしながら､ジエ トフェンカルブが10OLLdmlの濃度においても野生株の分生胞子

の発芽管の形態に影響を示さないのに対 し､MDPCおよびバーバンは､100ug/mlの濃度

において野生株､F914株両者に対 し分生胞子の発芽を阻害 した｡このことは､MI)PC

およびバーバンの高濃度における野生株に対する抗菌活性は､ジエ トフェンカルブのF

914株に対 して示す作用とは異なる二次的な作用であると推定 された｡

2-6 F914株の変異の遺伝学的解析

2-6-1 F914桟の変異の遺伝解析

ジエ トフェンカルブに対する感受性を狂得 したMBC耐性株の遺伝学的メカニズムを解

明する目的で､F914株及びF939株の遺伝那折を行なった｡F914株を野生株 と交配し､

その子孫 (形成された千乗胞子)の形質を調べたところ､約半数の子孫が､MBC耐性か

つジェ トフェンカルブ感受性 (F914株の形質)を示 し､残 りの子孫は､MBC感受性か

つジェ トフェンカルブ耐性 (野生株株の形質)を示した(Table2-3)｡この交配におい

て､MBC及びジエ トフェンカ)i,ブに両耐性あるいは両感受性を示す子孫は出現 しなかっ

た｡このことは､F914株の形質は､核由来の1遺伝子の変異により支配されていること
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を示 している｡

さらに､F914株 (及びF939株)をBm1-511株 と交配したoBml1511株の変異は､第6

染色体の左腕にBml座 としてBrcck&Braym er(1974)によりmapphgされてお り､さらに､

orbachetal.(1986)によりβ-チューブリン遺伝子をコ- ドしていることが示されている｡

この交配において､すべての子孫がMBC耐性を示 し､そのうち約半数の子孫が､ジエ ト

フェンカルプ感受性を示 した汀able2-3)｡また､ジエ トフェンカルプ感受性を示 した子

孫は､100LLg/rnlのMBC含有培地で生育LMBC高度耐性を示 したが (F914株の形質)､

ジエ トフェンカルプ耐性を示した子孫は､0.5LLg/mlのMBC含有培地では生育 したものの､

100LLg/miのMBC含有培地では生育 しなかった (Bmll511株の形質)｡野生株型の形質を

示す子孫が出現 しなかったことは､F914株の変異はβ-チューブリン遺伝子であるBml

座かその近傍に位置することを示 している｡ F914株のMBC耐性ジエ トフェンカルプ感

受性変異がpan-2(第6染色体右腕)の変異 と12%の組換え率で連鎖を示 したが､aJ-2 (第1

染色体右腕)及びcotlI(第4染色体右腕)とは連鎖を示さなかったことは､F914枚の変

異が召ml座 と連鎖 していることを裏付けているO

さらに､ジエ トフェンカルプに負相関交差耐性を示さなかったMBC耐性株F812株､

F934株､F911株､F936株 をF914株 と交配し､その子蛮胞子の形質を調べたところ､

すべての子孫がMRCに耐性を示 し､このうち約半数の子孫がジエ トフェンカルブ耐性

を示 したCrable2-3).このことは､これらの株の変異もまたBm座 かその近傍に位置する

ことを示 している｡従って､MBC耐性株のうち､ジエ トフェンカルアに対する感受性

を示す株 も､感受性を示さない株もBml座に連鎖を示す｡即ち､β-チューブリン遺伝子

の変異様式の差がジエ トフェンカルア感受性､耐性を支配している可能性を示唆 してい

る｡
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Table213SegregationpalteminCrossofMBC-resistantmutants

Numberofprogeny

Cross MsDra MrDsb MrDrc Total

Wild-typex
F914
F939

F936

Bm1-511x
F914
F939

F936

F914x
F914
F939

F812
F934
F911
F936

00
00
0

0
ノ
7

7

0
0

0
0
0

0
0
0
0

105 0 203
76 0 154

0 73 143

7
4

0

5
5

∩ソ
∩フ
7
∠U
2
∩フ

0
4

∩フ
5
7
5

1
1

0
0

8
1
00
4

/∩)
5
7
5

5
4

つん

つん
O

1

:
F:

=
リ

q
ノ
n｢ノ
5
7
0
3

0
4

′0
0
5
1

1
1

1
1
1
1

&sensitivetoMBC(0.5トLg/ml)butnotsensitivetodiethofencarb(0.5トLg/ml)

bResist2LnttOMBC(0.5ug/ml)butsensitivetodiethofencarb(0.5LLg/ml)

cResistanttobothMちC(0.5トtg/ml)anddiethofencarb(0.5LLg/ml)

2-612 F914榛の変異の遺伝的微細地図

F914株のベンズイミダゾール系化合物及びN-フェニルカルバマ- ト系化合物に対す

る薬剤感受性は､F939株のものと極めてよく一致していた｡そこで､F914株及びF

939株問の遺伝的徴用地図の桐析を行なった｡F914株及びF939株は､共にジエ トフェ

ンカルブ感受性を示す｡この両株の変異がBml座の異なる部位にあると仮定すると､両

者の交配においてそれぞれの変異聞に組換えが起こり､結果として､ある確率でジエ ト

フェンカルブ耐性子孫 (野生株型)が生 じると考えられる｡そこで､F914株 とF939株
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を交配し､約5xl06 の有性胞子を集め､これをジエ トフェンカ)i,プ(0.5Llg/ml)を含む培地

にプレー トしたところ生育するコロニーは認められなかった (Table2-4)｡このことは､

F914株の変異とF939株の変異が全 く同一の部位に起こっているか､あるいは極めて近

傍に位置することを示 している｡

さらに､F914株のもつ2つの異なる形質 (MBC耐性､ジエ トフェンカルプ感受性)が､

Bml座の異なる変異によりそれぞれ独立に支配されているか否かを調べるため､F914株

と野生株を交配し､約2xl06の子孫を集め､MBC(0.5LLg/ml)とジエ トフェンカ)i,ブ

(0.5LLg/ml)を同時に含む培地にプレー トしたところ生育するコロニーは認められなかっ

たcTable2-4)｡このことから､1)F914株の1つの変異が､2つの異なる形質､ (MBC耐

性､ジエ トフェンカルブ感受性)を同時に支配している｡2)F914株の変異は2箇所以

上でおこっているが､お互いの変異が極めて近い｡3)F914枚の変異は2箇所以上でお

こっているが､それぞれ単独の変異のみでは､2つの異なる形質 (MBC耐性､ジエ トフ

ェンカルプ感受性)を示さない｡という可能性が考えられた｡

Table2-4Fine-mapplngOfthemutationofdiethofencarb

SenSltlVeStralnS

NumberOr Numberofrecombinantprogeny

cross totalprogeny(xlO6) BsDra BrDrb

F914xF939

Wild-typexF914

Wild-typexF939

00
00

5

4

1

0

且sensi【ivetoMBC(0.5LLg/ml)butnotsensi【ivetodiethofencarb(0.5LLg/ml)
bResistanttobothMBC(0.5Llg/ml)anddiethofencarb(0.5Ltg/ml)
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2-6-3 ヘテ ロカ リオンの薬剤感受性

F914株(Bmr,aJ-2+,pan-2+,cot-1+A)と74-OR31114a(a)12,pan-2,cot-Ia;FGSC4934)を交

配し､F914-1(pan-2,A)秩 (BmT.al12+.pan-2,cot-I+A)を単離 したoF914-1(pan-2,A)秩

はパントテン酸要求性をもち､Wud-type (choll2,A;FGSC4093)株はコリン要求性を持つ

ため､それぞれ単独ではVogel■S最少培地上で生育 しない｡ しか しvogel■S最少培地上に

両株を混合接種すると､菌糸融合 してお互いの栄養要求性を相補することができるヘテ

ロカリオンが形成 される(Fig.2-2).得 られたヘテロカリオンに対するMBC及びジエ トフ

ェンカルプ感受性を最少培地上で調べた (Table2-5)Oなお､F914-1(pan-2,A)株及び

wud-type(chol-2,A;FGSC4093)株の薬剤感受性は､それぞれパン トテン酸､コリンを添

加 した最少培地を用いて調べたoF91411(pan-2,A)株は､MBC耐性､ジエ トフェンカル

プ感受性 を示 し､逆にWild-type(chol-2,A;FGSC4093)株は､MBC感受性､ジエ トフェン

カ)i,プ耐性を示 した0-万､両探聞のヘテロカリオンは､MBC､ジエ トフェンカ)L,ブを

単独で含む最少培地上で菌糸の生育が認められ､それぞれに耐性 を示すことが判明した｡

Br∝k&Braym er(1974)は､Bm1-511株のペノミル軒性は優性形質であることを報告 して

いるが､ F914株のMBC耐性変異 も同様に優性であることを示 している｡一方ジエ トフ

ェンカルブに対 しては逆に野生株の示すジエ トフェンカルブ耐性形質が優性であること

を示 しているO しかしながら､ヘテロカリオンは､MBC､ジエ トフェンカルブを単独で

含む最少培地上でそれぞれの薬剤に耐性を示すにもかかわらず､MBCとジエ トフェンカ

ルブを同時に合有する最少培地上では生育 しなかったO このことは､以下のように解釈

できると考えられるO ヘテロカリオンにおいて､MBCにより野生株由来の細胞分裂機能

は失われるが､F914株由来の細 胞分裂機能はIn害を受けないためMBC含有培地で生育

可能となる｡ 逆にジエ トフェンカルブを単独で含む最少培地上では､ジエ トフェンカル

ブによりF914株由来の細胞分裂機能は失われるが､野生株由来の用地分裂機能は阻害

を受けないためジエ トフェンカルブ含有培地で生育可能となるO しかしながら､MBC

とジェ トフェンカルブを同時に含む培地上では野生株 とF914株由来の細胞分裂機能が

共に阻害を受けるためヘテロカリオンは生育ができない(Fig.2-3)0
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Fig.2-2 Formationotheterokaryonbetweenthe

wild-typestrainandtheF914strain
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Table2-5 Thesensitivl【yOrheterokaryontoMBCanddiethofencarbin
N.crasSa

Mycclialgrow山on山emedium containingchenlicals(mm/12hr)

Strains N｡ne MBC Diethofencarb MBC+Dioethofencarb

0.2トLg/m1 0.1トLg/m】 0.2ト1g/ml+0.1Llg/ml

W ild-type(choE-2) 56

Heterokaryon 40

F914(pan12.A) 54

o川
55

56

14

0

0
00



第3章 N-フェニルカルバマート耐性株 (復帰突然変異株)の単離

およびその解析

3-1 緒言

第2章で示したように､ジエ トフェンカルブ感受性を示すMBC耐性F914株の変異は､

Bml座 (β-チューブリン遺伝子座)に連鎖を示した｡ また､ジエ トフェンカルブは､

F914株の細胞分裂を特異的に阻害し､その阻害様式は､MBCの野生株に対する阻害様

式と極めてよく似ていたO本章では､ジエ トフェンカルア感受性を示すF914株を親株

としてN-フェニ)I,カ)I,バマー ト耐性株を単離し､その性質について解析 したOその日的

及び理由は､以下の3点による｡ 第1点は､MBC耐性とジエ トフェンカルプ感受性 という

2つの形質を示すF914株の変異が単一の点突然変異 によるか否かに関する知見を得る｡

F914株の変異が点突然変異であると仮定すると､ジエ トフェンカルブ耐性変異株 とし

て野生株の形質 (MBC感受性)を示す株が復帰変異株 (真性復帰株)として単離される

と期待 される｡ 第2点は､ジエ トフェンカルブ耐性変異株の性質及び耐性メカニズムを

調べることによりジエ トフェンカルアの作用メカニズムに関する知見を得る｡MBCはチ

ューブリンに結合し､その機能を阻害することにより抗菌活性を示すとされているが

Pavidse1977)､仮に､ジエ トフェンカルプがMBCと同様にF914株のチューブリンに特

異的に結合 して選択的抗菌活性を示すとすると､ジエ トフェンカルブ耐性株 として真性

復帰変異以外のβ-チューブリン変異 (newaddidonalmuLadon)を持つ変異株が得られる

と期待されるOこのnewaddidonalmutadonを持つジエ トフェンカルブ耐性株の性質を調

べることにより､～旭C､ジエ トフェンカルブ間に認められる負相関交差耐性のメカニズ

ムに関する知見が得られる｡ 逆に､ジエ トフェンカルブの直接の作用点がp-チューブリ

ンでないと仮定 した場合､ジエ トフェンカルブ耐性株のなかにその変異がジエ トフェン

カルブの作用点に由来する変異株が含まれることが期待 される｡ この解析により､ジエ

トフェンカルプの直接の作用点に関する知見が得られる可能性がある｡第3点は､〟.
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cTaSSaのジエ トフェンカ)i,プ耐性メカニズムに関する知見 を得､圃場に於けるジエ トフ

ェンカルプ耐性菌問題を予測 し､これに対する対策をあらかじめ検討するための参考資

料 となり得ると考えられる｡

3-2 材料と方法

本章において用いた変異株の単離､変異株の薬剤感受性､遺伝解析の手法は､基本的

には第2章で用いた方法に準ずる｡ただし､N-フェニルカルバマー ト耐性株を単離する

にあた り､親株 としてF91411(pan-2A)株を用い､ジエ トフェンカルプ耐性株の単離は

1.01⊥g/mlの濃度のジエ トフェンカルブを選択培地に加え､MDPC耐性株の単離は5.Oug/ml

の濃度のMDPCを選択培地に加えることにより行なった｡変異株の変異の純化には､

Neurospolacrassa 74-OR31-14a(a)-2.pan12,cot-1a;FGSC4934)を用いて､3回の戻 し交

配を行なった｡

3-3 復帰突然変異株の単離

3-3-1 ジエ トフェンカル ブ耐性榛の単離

F914株を親株 として､UV処掛 こより､1.OLlg/mlの濃度のジエ トフェンカルブに耐性

を示す11株を単維 したoTable311に示すように､ジエ ト7.1ンカルア耐性株は､MBC及

びジエ トフェンカルブ感受性により2つのグループに大別された｡第1のグ)i,-プ (

FR422､FR424､FR514､FR524株)は､ジエ トフェンカルア高度耐性を示 し､親株F

914の､ジエ トフェンカル7'に対する最少阻害濃度 (MIC)が0.lug/rnlであるのに対 し､

これらのジエ トフェンカルブ耐性株は､100Lldmlの濃度のジエ トフェンカル7'を含む堵

地上においても生育を示 した｡ しかし､これらの株 (FR422､FR424､FR514､FR524株)
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は､野生株 と同様にMBCを0.1Llg/山含む培地上において生育しなかったo第2のグルー

プ (FR421､FR423､FR511､F71512､FR513､FR521､FRB3)は､0.1LLg/nuの濃度のジ

エ トフェンカルアに耐性を示すものの100LLg/mlの濃度のジエ トフェンカルプに対 しては

感受性を保持 しており､野生株よりもジエ トフェンカルア感受性は高 く､中等度耐性を

示した.なお､FRB3株のジエ トフェンカルブに対する最少阻害濃度 (MC)は､野生

株 と同様に100pg/mi以上であったが､菌糸生育50%阻害濃度 (ED5｡)は､野生株が

100ドg/mi以上であるのに対 し､FRB3株は100LLg/miであり､他のジエ トフェンカルブ中

等度耐性株同様にジエ トフェンカルプ感受性は野生株よりも高かった｡また､FRB3株

のMDPCに対するMICは､野生株が､100LLg/mlであるのに対 し､FRB3株は12.5トg/hlで

あり､やはり､野生株よりも高いh,DPC感受性を示した汀able313)O従って､FRB3株 も､

中等度耐性株であると考えられた｡

これらのジエ トフェンカ)i,ブ中等度耐性株は､100LLg/mlの濃度のMBCを含む培地上で

も生育を示し､MBCに対する感受性の回復は認められなかったO

3-3-2 MDPC耐性椎の単離

同様に､F914株を親株 として5株のMDpC耐性株の単離を行なったOジエ トフェンカ

ルブ耐性株同様に､MDPC高度耐性2株 (FR441､FR443株)は､MBCに対する感受性を

回復 していたoMDPC中等度耐性株 (FR442､FR445､FR449株)は､MBC感受性の回復

は認められなかった(Table3-2)0
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Table3-1 Characterizationofdiethofencarbィesistantm utants

fromtheF914strain

Growth

MBC(Llg/ml) Diethofencarb(LLg/ml)
Strain 0.1 100 0.1 100

Wild-type
F914

FR422

FR424

FR514

FR524

FR421

FR423
FR511

FR512

FR513
FR521

FRB3

+ +

十

十
+
+

+
+
+

+

+
+
+

十
+

十

+ +

+

十
十

十

十

十
十
+

+
+
+

+

+

+

+

+,Growth -,Nogrowth

Table3-2CharacterizationofMDPC-resistan【mutantsfrom

theF914strain

Growth

MBC(LLg/ml) MDPC(pg/ml)
Strain 0.1 100 0.1 100

Wild-type
F914

FR441

FR443

FR442

FR445
FR449

+ +

+
+
+

+ +

+,Growth -,Nogrowth
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3-4 復帰突然変異株の薬剤感受性

N-フェニルカルバマー ト耐性変異株 (ジエ トフェンカルプ耐性株及びMDPC耐性株)

の薬剤感受性をベンズイミダゾール系化合物 (MBC､TBZ)､N-フェニ)I,カルバマー ト

系化合物 (ジエ トフェンカルプ､MDpC)及びグリセオフルビンについて調べた｡N-フ

ェニルカルバマー ト系化合物に対する感受性は､MICにより比較したoベンズイミダゾ

ール系イヒ合物及びグリセオフルビンに対する感受性は､親株F914株がベンズイミダゾ

ール系化合物に対 して高度耐性 (MIC>100ug/ml)であること､グリセオフ)レビンは､

低濃度から抗菌活性を示すにもかかわらず高濃度においても生育を完全に阻害 しないこ

とから､これらの化合物に対 してはED,o備により比較したo

Table3-3に示 したようにMBC感受性を回復 したN-フェニルカルバマー ト高度耐性変異

秩 (FR422､FR424､FR441､FR443株)は､ベンズイミグゾ-)i,(MBC､TBZ)に感受

性を示 し､N-フェニルカ)i,バマー ト (ジエ トフェンカルプ､MI)PC)に対 し高度耐性を

示 したcN-フェニ)I,カ)i,バマー ト高度耐性変異株 (FR422､FR424､FR441､FR443株)

のこれらの化合物に対する感受性は､野生株のものと極めてよく一致しており区別でき

なかった｡なお､N-フェニルカルバマー ト高度耐性変異株は､すべて､パントテン酸要

求性を示し､madngtypeAであった｡従って､これらの株は､野生株の混入によるもの

ではなく､F914-1(pan-2,A)株 より生 じた変異株であると考えられた.

一方､N-フェニルカルバマー ト中等度耐性株 (FR421､FR423､FR511､FR513､

FR521､FRB3､FR442､FR445､FR449株)は､ベンズイミダゾール系化合物 (MBC､

TBZ)に対 し､F914株よりも高い耐性を示 したQF914株及びN-フェニルカルバマー ト

高度耐性株においては､N-フェニ)I/カルバマ- ト系化合物とベンズイミダゾール系化合

物問には負相関交差耐性が認められた｡しかし､N-フェニルカルバマー ト中等度耐性株

は､いずれもベンズイミグゾ-ル系化合物 (MBC､TBZ)に対 しF914株 よりも高い耐

性を示 し､ド-フェニルカルバマート系化合物 とベンズイミダゾール系イヒ合物間には正相
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Table3-3 ThesensitivltyOfrevertantstoN-phenylcarbamates,

benzimidazolesandgrlSeOfulvin.

Antifungalactivity(LLg/ml)

N-phenylcarbamates(･) Benzimidazoles(b)

Strains Dieth｡fencarb MDPC MBC TBZ Griseofulvin(b)

wild-type >100 100
F914 0.1 0.8

FR422 >100

FR424 >100

FR441 >100

FR443 >100

FR421 50

FR511 12.5

FR513 25

FR521 10 0

FRB3 >100

FR442 25

FR445 12.5

FR449 0 .1

0

0

0

0

0
0

0

0

1
｢l

1
1

0.07 0.32

10 3.5

0.06 0.28

0.07 0.35

0.07 0.32

0.07 0.35
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関交差耐性が認められた｡正相関交差耐性は､一般に､同じグル-プに属する化合物群

内で認められる現象であることから､両系統化合物群は､変異の様式によっては共通の

イヒ合物群 と考えることができると思われた｡

これらのN-フェニルカルバマート中等度耐性株は､N-フェニルカルバマー ト系化合物

(ジエ トフェンカルプ､MDPC)及びグリセオフルビンに対する感受性からさらに3つ

のグループに大別された｡第1のグループは､FR511株､FRB3株､FR442株､FR445株

に代表 されるグループで､ジエ トフェンカルプとMDPC両剤に対 し､共に親株F914株

より耐性を獲得していた (正相関交差耐性)｡ しかし､グリセオフルビンに対する感受

性は､F914株及び野生株とほほ同等であった｡第2のグル-プは､FR513株､FR449株

に代表されるグループでグリセオフ)レビンに対する感受性は､F914株及び野生株とほ

ほ同等であったが､ジエ トフェンカルブとMDPCとの問に正相関交差耐性が認められな

かった｡即ち､FR513株 (ジエ トフェンカルプ耐性株)は､ジエ トフェンカルアには耐

性を示すが､MDPCに対 しては､親株F914株と同等の感受性を示 したO逆に､FR449株

(MDPC耐性株)は､MDPCには耐性を示 したが､ジエ トフェンカルプには耐性を示さ

なかった｡第3のグループは､FR421株 とFR521株に代表されるグル-プでN-フェニルカ

ルバマー ト系､ベンズイミダゾール系化合物のみならずグリセオフルビンに対 しても耐

性を示 した｡グリセオフルビンは､野生株F914株に対 し､低濃度から抗菌活性を示し

たが高い濃度においても完全には菌糸の生育をおさえなかった｡従って､ブルセオフル

ビンの濃度の増加による抗菌活性の増加がベンズイミダゾール､N-フェニルカルバマー

ト系化合物と比較して緩やかであり､ED5｡値は､ 試験による誤差をある程度含んでいる

と考えられる｡ しかしながら､FR521株及び下R421株のグルセオフルビンに対する耐性

は極めて高いものであり､あさらかに耐性を捷得 していると考えられたOグリセオフル

ビンは､細胞分裂阻害剤であるとされているが､その阻害様式は､ベンズイミグゾ-)I,

系化合物 とは異なり､チューブリンに直接結合 して作用するのではなく､micro【ubule

ass∝iateproteinに結合することにより細胞分裂の阻害をするとされている(Rooboletal.)0

また､グリセオフルビンとベンズイミダゾール系化合物間には､交差耐性は､一般に認
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められていない｡なお､これらの変異株は､細胞分裂阻害剤以外の殺菌剤プロシミドン､

ジニコナゾ-ル､ トリデモルフ等に対する感受性は､野生株におけるものと同様であっ

た｡従って､第3のグループのジエ トフェンカルブ中程度耐性株 (FR421株､FR521株)

において認められたグリセオフルビン耐性は､多剤耐性によるものではなくグリセオフ

)I,ビン特異的なものであると考えられたO-つの可能性として､これらのジエ トフェン

カルプ中等度耐性株の変異は､1)グルセオフルビンの結合蛋白質の高次構造に影響を

与える変異である｡2)マイクロチューブルの安定性を高める働 き (あるいは､チュー

ブリンの生産の増強)を支配している変異である等の可能性が考えられるQ

ジエ トフェンカルブ高度耐性を示しMBCに対する感受性を回復 した変異株 (FR422､

FR424､FR522､FR524株)は､薬剤を含有 しない最少培地上で野生株 と同等の生育を

示し､その菌糸生育形態及び分生胞子形成に異常は認められなかった｡一方､ジエ トフ

ェンカルブ中等度耐性株 (FR421､FR423､FR511､FR512､FR513､FR521､FRB3)

及び､MDPC中等度耐性株 (FR449､FR442､FR445株)のうち､FRB3株､FR449株を

除いて､その菌糸生育速度は野生株より遅かった(Table3-4)O特にFR511､m 512及び

FR521株は､その生育速度は野生株の40%以下であり､菌糸の形態は､低濃度のMBC処

理された野生株 (あるいは､低濃度のジエ トフェンカルブ処理されたF914株)の菌糸

形態を示した｡薬剤無添加培地においてもMBC処理された野生株の菌糸形態を示すこと

は､その変異が､マイクロチューブルの機能に影響を与える変異である可能性を示して

いると考えられる｡

以上の結果から､N-フェニルカルバマー ト高度耐性株 (FR422､FR424､FR441､

FR443株)は､野生株-の復帰変異により得られた株であると推定 される｡一方､N-フ

ェニルカルバマー ト中等度耐性株は､newadditionalmutadonにより得られていると考え

られた｡

なお､FR511株のこれらの薬剤 (MBC､TBZ､ジエ トフェンカルブ､MDPC及びグリ

セオフルビン)に対する感受性は､FR512株のものと極めて良く一致していた｡また､

FR513株のこれらの薬剤 (MBC､TBZ､ジエ トフェンカルア､MDPC及びグリセオフル
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ビン)に対する感受性は､FR423株のものと極めて良く一致していた｡従って､これら

の変異株はそれぞれ同一の変異株である可能性が示唆された｡薬剤無添加培地上に於け

る菌糸の生育速度及びその形態においても､FR511株とFR512株､及びFR513株とFR423

株は良く似ており､FR511株はFR512株と同一変異株であり､FR513株はFR423株と同

一変異株であることを支持している｡

Table3-4Thegrowthofthemutantsonthechemicalfree

medium

Strains

Growthon

Phenotypeofthestrain thechemicalfreemedium

(mm)

W ild-type MBCsensiLive 90

F914 MBCrcsistanl(diethorencarbsensitive) 86

Bm1511 MBCresistant(diethofencarbresistant) 84

FR422 Dietho fen c arb high -r e sistant

FR424 Dietho fenc a rb high -r e sistant

FR511 Diethorencarbmoderateィesistant

FR512 Dielhofencarbmoderale-resistant

FR513 Diethorencarbmoderate-resislanl

FR521 DicthorencarbmoderateィesislanL

FR421 Diethorencarbmoderate_resistant

FR423 Die【horencarbmoderaLcイeSistant

FRB3 Dielhorencarbmoderale_resistant

FR449 MDPCmoderate-resistant

FR422 MDPCmodera【e-resistant

0
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0
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3-5 復帰突然変異株の遺伝解析

N-フェニ)i,カルバマー ト耐性メカニズムを遺伝的に解析するために､N-フェニルカ)i,

バマー ト耐性株をF914株及び野生株 と交配 し､その子孫の形質を調べた (Table3-5)｡ベ

ンズイミダゾール感受性を回復 しているジエ トフェンカルア高度耐性秩 (F422株及び

F424株)と野生株の交配において､すべての子孫がMBC感受性かつジエ トフェンカ)i,

プ耐性を示 し､親株であるF914株の形質 (MBC耐性かつジエ トフェンカルア感受性)

を示す子孫は得 られなかった｡ さらに､F422株 (及びF424株)を親株であるF914株

を交配 したところ､約半数の子孫が､MBC耐性かつジエ トフェンカルプ感受性 (F914

株の形質)を示 し､残 りの子吉糾ま､MBC感受性かつジエ トフェンカルブ耐性 (野生株の

株の形質)を示 した.この交配において､MBC及びジエ トフェンカルプに両耐性あるい

は両感受性を示す子孫は出現 しなかった｡これらのことは､ジエ トフェンカルプの高度

耐性株の変異はβ-チュ-プリン遺伝子であるBmL座かその近傍にマップされることを示

している｡このことは､これらのジエ トフェンカルブ高度耐性 (MBC感受性)株は､親

株F914株の変異が野生株型に復帰することにより得られた可能性を示唆 している｡ さ

らに､このように復帰変異が単徹されることから､F914株の変異は､点突然変異 によ

る可能性が高いことを示 している｡

ベンズイミダゾール感受性を回復してないジエ トフェンカルア中等度耐性株 (FR511､

FR513､FR521､FR421､FRB3株)を親株であるF914株 と交配 したところ､すべての

子孫がMBC耐性を示 したが､約半数の子孫は､ジエ トフェンカルア感受性 (F914株の

形質)を示 し､残 りの子孫は､ジエ トフェンカルブ中等度耐性 (ジエ トフェンカルブ中

等度耐性株の形質)を示 した｡

さらに､ジエ ト7ェンカルブ中等度耐性株 (FR511､FR513､FR521､FR421､FRB3

秩)と野生株の交配において､約半数の子孫は､MBC感受性を示 した｡MBC感受性を

示した子孫は例外なくジエ トフェンカルブ高度感受性を示 し､MBC耐性を示 した子孫は
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例外なくジエ トフェンカルプ中等度耐性を示した｡このことは､ジエ トフェンカルプの

中等度耐性株の変異もβ-チューブリン遺伝子であるBml座かその近傍にマップされるこ

とを示唆している｡

Tables-5 Segregationpatternsincrossesofdiethofencarb-

resIStantmutants

Numberofprogeny

cross MsDRa MRDsb MRDRC Total

W ild-typex
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且sensitivetoMBC(0.5LLg/ml)butnotsensitivetodiethofencarb(0.5Llg/ml)

bResistanttoMBC(0.5Llg/ml)butsensitivetodiethofencarb(0.5ug/ml)

cResislanHobothMBC(0.5トLg/ml)anddielhofencarb(0.5LIg/ml)

同様に､MI)PC耐性株 (FR441､FR443､FR442､FR449株)を野生株及びF914株 と交

配し､その子孫の薬剤感受性を調べたところ､MI)PC耐性株の変異もβ-チューブリン遺

伝子であるBml座かその近傍にマップされることが判明した｡

遺伝解析を行なったすべてのN-フェニルカルバマート耐性株の変異が､β-チューブリ
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ン遺伝子 と連鎖を示すことから､N-フェニルカルバマー トの作用点は､p-チューブリ

ンそのものであるか､あるいは､β-チューブリンに密接に関連をもつ部位であると考え

られる｡

Table3-6 5egregationpatternsincrosscsofMDPC-resistant

mu【antS

Numberofprogeny

cross MsDRA MRDsb MRDRC Total

Wild-とypex
FR441 108
FR443 96

FR442 51
FR449 60

F914x
FR441 47
FR443 45

FR442 0

FR449 0

00
0
0

45
53

50

0 108
0 96

50 10 1
58 118

0 92
0 98

57 107
49 43 92

AsensitivetoMBC(0.5pg/ml)butnotsensitivetoMDPC(5.Oug/ml)
bResistanHoMBC(0.5pg/ml)butsensitivetoMDPC(5.OLLg/mJ)
cResistanltobothMBC(0.5Llg/ml)andMDPC(5.0LtgJml)
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第4章 負相関交差耐性の分子生物学的解析

4-1 緒言

AspeTguJusm'dulans､SacchTOmyCeSCeTeVisjae､Sfu'zosacchalomycespombeにおいて､ベ

ンズイミダゾール耐性は､β-チューブリン遺伝子の変異により引き起こされることが知

られている｡しかし､これらの株においてはジエ トフェンカルブの感受性の獲得は認め

られていない｡一方､N,cTaSSaにおいて､ジエ トフェンカルプ感受性を獲得 したMBC耐

性F914株の変異はBml座 (β-チューブリン)かその近傍に位置することを第2章で示 し

たoさらにF914株を親株として単離した復帰突然変異株 (ジエ トフェンカルプ耐性株)

において､野生株の形質 (MBC感受性､ジエ トフェンカルブ耐性)を示す復帰変異株が

得られたことから､F914株の変異は､点突然変異 による可能性が示唆された (第3章､

参照)｡ そこで､F914株に認められるベンズイミダゾール系化合物とN-フェニルカル

バマー ト系化合物間に認められる負相関交差耐性のメカニズムを遺伝子工学的に解明す

るために､F914株のp-チューブリン遺伝子をクローニングし解析 した｡また､3章で示

したように､ジエ トフェンカルプ耐性変異はすべてβ-チューブリン遺伝子座にマップ さ

れた｡そこで､ジエ トフェンカルアの作用メカニズム､及びβ-チューブリン遺伝子の変

異の負相関交差耐性に及ぼす影響を調べるために復帰突然変異株 (ジエ トフェンカルプ

中等度耐性株)のβ-チューブリン遺伝子をクローニングし解析 した｡

4-2 材料と方法

菌株

遺伝子ライブラリーーの作成､プラスミド構築のための宿主大腸菌としてJM109を用

いた.プラスミドの形質転換は､E.coIL'JMIO9CompetentCEIIs(TAKARA,Japan)を使用

した.p-チューブリン遺伝子のクローニングを行なったNeuTOSPOra株は､F914株 (
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MBC耐性､ジエオ トフェンカルブ感受性株)及び､ジエ トフェンカルア中等度耐性株 (

FRB3株､FR511株､FR513株､FR421株)である｡

E.coll'JMIO9

JrCA1,AOac-pmAB),endA1,gyI'A96,thJ'-1,

hsdR17,teL41,supE44,6'地DF36,PTOAB+,

1acPz△M15

プラスミドによる形質転換に用いたN.cT･aSSaは､野生株及びF914株 を用いた.

NeuJ･OSOTaCTaSSa

野生株----74-OR31-14a(al-2,pan-2,andcot-1a;FGSC4934)

F914私 1--F914-1(pan-2,A)

培地

E.coliJM109の培養には､LB培地を使用 し､寒天培地には､1.7%の寒天を加えた｡

アンピシリン耐性の選択には､アンピシリンを最終濃度50pg/mlになるように培地に加

えた｡

1acZ'にマルチクローニングサイ トをもつプラスミドの外来DNA挿入の有無の確認は

IPTGとx-galをそれぞれ最終濃度5Ltdml､10トLg/mlになるように培地中に加えた｡

プラス ミ ド

野生株のβ-チューブリン遺伝子をpUC12に挿入 したプラスミドPBT-Wは､Dr.αbachよ

り分譲 していただいた(Fig.4-4参照)｡Bm1511株のβ-チューブリン遺伝子挿入 したプラス

ミドpsv50は､Dr.Vollmerにより分譲 していただいた(Fig.414参照 )apUC13とpUC19は

Phamaciaより購入 した｡M13mp19RfはBoi-Radより購入 した｡
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Neurospora crassaの遺伝子ライブラリーの構築

NeuTOSPO'aの核DNAは､Vollmer&Yanofsky(1986)による方法に従って単粧 した｡F914

株の遺伝子ライブラリーは､核DNAを制限酵素HL'ndmで完全に切断し､プラスミド

pUc13のHindrIIサイ トに導入 し､E.coJJ'JM109に形質転換することにより構築した｡

復帰突然変異株 (F良B3株､FR511株､FR513株､FR421株)の遺伝子ライブラリーは､

実験の過程で約3.1KbのHL'ndm切断DNAフラグメント内にβ-チューブリン遺伝子が含ま

れることが判明したので､スクリーニング効率を良くするため核DNAを制限酵素Hjnd

IIIで完全に切断し､アガロース電気泳動後､約3KbのDNAフラグメントを切 り出しGene

CleanⅢmIOIO9)を用いて精製 し､プラスミドpUC19のEL'ndllけ イ トに導入し､E.colj

JMl(汐 に形質転換することにより構築した｡

DNAハイブリダイゼーション

E.coljを用いた遺伝子工学に関する手法､プラスミドの構築､サザンハイブリダイゼ

ーション､コロニ-ハイブリダイゼーションは､Maniadsetal.(1982)に準 じて行なったo

F914株のβ-チューブリン遺伝子を持つコロニーを遺伝子ライブラリー中に検索する

ため､コロニーハイブリダイゼーションを行なった｡遺伝子ライブラリーをLB培地に

プレー ト (1000-2000コロニー/9cmシャーレ)し､コロニーをニ トロセルロースメ

ンブランに写した｡ このメンブランを0.5NNaOHで処理することによりコロニーを溶菌

後､1MTriS-HCl(pH7.5)､1MTriS-HCl(pH7.5)I.5MNaClで順次処理することにより中和

し､風乾後､真空中で80oCで30時間熱処理することにより､DNAのメンプランへの結

合を行なったO このメンブランを4xSSC(0.15MNaCl､0.015MNa3-CitratepH7.5),0.1

%SDSで60oC､15分間､2回洗浄しメンブラン上の細胞残さを取 り除いた｡さらに､4x

SSC､loxDenhardt(0.02%Ficoll､0.02%PolyvinylpyTOlindone､0.02%BSA)､100Lldml

ssDNAで68oCで3時間プレハイブリダゼーションを行ない､4xSSC､10xDenhard【､

10(恒g/mlssDNA､プローブで68oC､1晩ハイプリグゼーションを行なった｡このメンブ

ランを最終ssc濃度0.1%､0.1%SDS､68oCで洗浄し､風乾後､メンブラン上の放射能
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活性の検出を行ない､ポジティブタロ-ンを検出した｡なお､プローブは､Dr.Voumer

より入手 したBm1511株由来のβ-チューブリン遺伝子(pSV50)のSaJIフラグメント(2.6Kb)

をNickTrans1ationKit(TAKARA,Japan)を用いてラベルした｡核DNAおよびクローンした

DNAのサザンハイプリグゼ-ションは､DNAフラグメントのアガロース電気泳動後､ニ

トロセルロースメンブランに転写し､コロニーハイブリダイゼーションと同一の条件で､

ポジティブフラグメントの検出を行なった｡

復帰突然変異株のβ-チューブリン遺伝子のクローニングも基本的にはF914株 と同様

にして行なったが､コロニーハブリグゼ-ション及びサザンハイプリグゼ-ションは､

DNALabelinganddetecdonKit(B∝hingeトMannheim)により非放射能ラベルで充分な検出感

度が得 られることが実験の過程で兄いだされたのでこれを使用 した｡ハイブリダゼ-シ

ョンに用いた条件は､1.0%ブロッキング試薬を含むハイプリグゼーション液を用い､

68oCで行なった｡プローブは､F914株由来のβ-チューブリン遺伝子 (ELlndITI3.1Kbフ

ラグメント)を用い､DNALabelinganddetecdonKit(召∝hinger-MaJuheim)によりラベルし

た｡

Neurospora の形質転換

NeuTOSPOTaの形質転換は､vollmer&Yanofsky(1986)による方法に従って行なったO形

質転換は､スフェロプラス トの再生培地 (lM ソルビトールを含む最少培地)と選択培

也 (薬剤を含む最少培地)を用いた｡選択培地として､MBC (0.5Llg/ml)､ジエ トフェ

ンカルブ (0.5LLg/ml or75LLg/ml)及びMBC (0.5.Lldml)とジエ トフェンカルブ (

0.5ドg/ml)を同時に含む培地を使用 した｡プラスミドにより形質転換 したスフェロプラ

ス トは再生培地と混合 し､選択培地上にプレー トした｡

キメラβ-チューブリン遺伝子の構築

β-チューブリン遺伝子内の変異領域を推定するために2セットのキメラβ-チューブリン

遺伝子を構築した｡F914株のβ-チューブリン遺伝子(pEF50)と野生株のβ-チューブリン
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遺伝子(PBT-W､Orbachより入手)との問のキメラβ-チューブリン遺伝子(pEF55,pEF56,

pEF57,pEF58)と､さらに､F914株のβ-チューブリン遺伝子(pEF50)とBm1511株のβ-チュ

ーブリン遺伝子(psv50､Voumerより入手)との問のキメラβ-チューブリン遺伝子

(pEF51,pEF52,PEF53,PEF54)を作成 した(Fig4-5参照)oキメラβ-チューブリン遺伝子の

構築は､制限酵素部位 (EcoRJおよびBamHI;それぞれβ-チューブリン遺伝子内に単一

切断部位を持つo Fig.4-4参照)においてそれぞれのβ-チューブリン遺伝子の断片 と組

換えることにより作成したO復帰突然変異株のキメラβ-チューブリン遺伝子の構築も同

様にして行なった｡ただし､復帰突然変異株のキメラβ-チューブリン遺伝子は､復帰突

然変異株のβ-チューブリン遺伝子 (PNF)と野生株のβ-チューブリン遺伝子(PBT-W)の問

のキメラβ-チューブリン遺伝子(PNF-1,PNF-2.pN下-3,PNF-4)と､復帰突然変異株のβ-チ

ューブリン遺伝子 (pN下)とF914株のβ-チューブリン遺伝子(pEF50)の間のキメラβ-チュ

ーブリン遺伝子(PNF-5.PNF-6,PNF-7,PNF-8)の2セットのキメラβ-チューブリン遺伝子

を構築した拝ig.4-7参照).これらのキメラβ-チューブリン遺伝子を野生株及びF914株

に形質転換し､キメラβ-チューブリン遺伝子の支配する形質を調べた｡

DNA塩基配列の決定

DNA塩基配列は､dideoxychain-teminatjon法により決定した｡F914株由来のβ-チュー

ブリン遺伝子のDNA塩基配列は､lct-一之p]dCTPを用いて､7-DEへZASequenchgKit

汀AM RA,Japan)にて行なったO復帰突然変異株のDNA塩基配列は､[α-32p]dATPを用い

て､GeneATAQSequencingKit(PhamlaCia)にて行なったOまた､DNA塩基配列の決定を

効率的に行なうた桝 二､3種類のDNAプライマーを化学合成 したO合成 したプライマー

は､

5■-ACCCACTCCCTCGGTGGTGGT-3■ DNA塩基配列上926番目-946番目

5r-ATGGCTACCTACTCCGTCGTG-31 DNA塩基配列上1010番目-1030番目

5l-AACTCCGACGGGACCm CTGC-3' DNA塩基配列上1103-1023

である｡

41



人為的変異導入法による変異β-チューブリン遺伝子の構築

人為的変異導入法による変異β-チューブリン遺伝子はKunkel(1985)による方法により

構築したoP-チューブリン遺伝子のSaIⅠフラグメント(2.6Kb)をM13mp19のSallサイ トに

導入し､一本鎖DNAを単離後､MUrA-GENtM13hVitroMuLageneSisKj【CBIOIRAD)を用

いて人為的変異導入を行なった｡人為的変異導入のためのDNAプライマーとして次のプ

ライマーを化学合成 した｡

β-チューブリンの198番目のアミノ酸をグルタミン酸 (Glu)に変換するためのプライマ

ーとして､

5■-AACrCCGACGAGACm CTGC-3■ DNA塩基配列上1103番目-1023番目

p-チューブリンの198番目のアミノ酸をアラニン(A呈a)に変換するためのプライマーと

して､

5■-AACTCCGACGCGACm CrGC-3● DNA塩基配列上1103番目-1023番目

β-チューブリンの198番目の7ミノ酸をグルタミン(Gln)に変換するためのプライマー

として､

5--AACl､CCGACCAGACm CTGC-3■ DNA塩基配列上1103番目-1023番目

を合成 した｡なお､DNA合成は､DNA合成機 (AppliedBiosys【em)により合成 し､こ

れを精製 して用い た｡

変異導入の確認はDNA塩基配列の決定により確認したOこれらの変異β-チューブリン

遺伝子を､〃eur叩0√∂のスフェロプラス トに形質転換することによりその支配する形質

を調べた｡
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4-3 F914株の変異の遺伝子工学的解析

4-3-1 F914桟 のβ-チューブ リン遺伝子の クローニ ング

voumer&Yanorsky(1986)による方法に従 ってF914株の核DNAを単離 し､制限酵素

fLindmで完全 に切断 し､サザ ンハイプリダゼーションによりβ-チューブリン遺伝子の検

出を行なったところ､約3Kbの断片に相当する部位にのみプローブ (Bm1511株由来のβ

-チューブリン遺伝子) とハイブリダイズするバン ドが検出された 行ig.4-1)Oこれは､

Orbachetal.(1986)により報告 されているデ-タと一致 したOそこで､F914株 より単離

した核DNAの制限酵素Ht'ndm断片をpUC13H)'ndIIT部位 に組込み大腸菌 JM109に形質転

換 し､アンピシリン耐性形質転換体 を遺伝子ライブラリーとした.Bm1-511株由来のβ

-チューブリン遺伝子をプローブとしてコロニ-ハイブリダイゼーションにより､約

20,000コロニーのライブラリーをスクリーニングしたところ､1つのコロニーが､プロ

ーブと強 くハイブリダイズ したOこのポジティブコロニー及びその周辺 コロニーのシス

タークローンによるコロニーハイブリダイゼーションの結果をFig.4-2に示すoポジティ

ブコロニーのシスタータロ-ンにおいてのみハイブリダイズを示す強いシグナルが認め

られたOこのクローンよりプラスミドを単離 し制限酵素で切断 し､pSV50(Bm1-511株由

来のβ-チューブリン遺伝子)と比較 した0両プラス ミドのSaJI､ SstI及び丘oRI+BamHl

切断により､それぞれ2.6Kb､H Kb､1,OKbのフラグメン トが共通に認められた (Fig.

4-3)｡これは､Bm1-511株 由来のβ-チュ-プリン遺伝子の制限酵素地図と良 く一致 してお

り､このプラス ミドがβ一チューブリン遺伝子をコー ドしていると推定 された｡このプラ

スミドをPEF50と命名 した (Fig.4-4)0

4-312 F914椎 のβ-チューブリン遺伝子 による荊妻質転換

F914株由来のβ-チューブリン遺伝子をコー ドしているpEF50が､MBC耐性 とN-フェニ

ルカルバマ- ト感受性 を支配 しているか否かを調べるために､pEF50を野生株及びF914
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pSV50 8511F914PUC

S - H H -

2.6Kb >

S:Sa/ldigest

轡 < 3･1Kb H:Hind‖Jdigest

-:nondigest

pSV50:plasmidencodedβ･tubulinofBml511strain

B511 :genomicDNAofBm1511strain

F914 :genomicDNAofF914strian

PUC :pUC13

Fig.4-1SouthernhybridizationofHind=fragmentsofgenomicDNAof

theF914strainbyusingβ-tubulingeneoftheplasmidpSV50

asaprobe
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Sal Ssr Eco+Dam

pSVpEFPSVPEFPSVPEF pSVpEF

2.6Kb >

PSV :pSV50

PEF :pEF50

<ー ]:aEE

- :nondigest

SaJ:S∂Jldigest

Ssr:SstLdigest

Eco+Dam :EcoRl+BamHldigest

Fig.413DigestionpatternsofpEF50byrestrictionenzymes
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株に形質転換 したO=ig.4-5)opEF50により野生株のスフェロプラス トを形質転換 し､

MBC (0.5ug/rn])を含む培地にプレー トしたところ､MBC耐性を示す形質転換体の生育

が認められた｡ しかし､pEF50により形質転換 した野生株のスフェロプラス トは､MBC

(0.5トg/ml)とジエ トフェンカルブ (0.5LLg/mL)を共に含む培地にプレー ト上では生育

は認められなかった｡一方､PEF50によりF914株のスフェロプラス トを形質転換 し､ジ

エ トフェンカルブ (0.5Llg/mエ)を含む培地にプレー トしたところ､ジエ トフェンカ)i,プ

耐性を示す形質転換体の生育は認められなかった｡

野生株由来のp-チューブリン遺伝子をコー ドしているpBT-Wを野生株及びF914棟 に

形質転換 したoPBT-WによりF914株のスフェロプラス トを形質転換 し､ジエ トフェン

カルプ (0.5けg/ml)を含む培地にプレー トしたところ､ジエ トフェンカ)i,プ耐性 を示す

形質転換体の生育が認められた｡即ち､F914株のジエ トフェンカルプ感受性は野生株

のβ-チューブリン遺伝子(PBT-W)による形質転換において打ち消 されることが判明 した｡

なお､F914株をpBT-Wにより形質転換 した形質転換体は､MBC (0.5Llg/d)とジエ ト

フェンカルブ (0.5LLg/ml)を同時に含む培地にプレー ト上では生育は認められなかったO

また､PBT-Wは､野生株をMBC耐性に形質転換 しなかった｡

さらに､Bm1-511株 (MBC､ジエ トフェンカルプ両耐性株)由来のβ-チューブリン遺

伝子をコー ドしているpSV50は､野生株及びF914株をMBC､ジエ トフェンカルプ両耐

性に形質転換 した｡

このことは､次のように考えられる｡ アカパンカビにおいては､形質転換 されたDNA

はほとんどの場合､染色体にランダムに組み込まれることが知 られている(Akins&

Lambowi【Z1985,Caseetal.1979,Paie【La&MarzluH985).従って､pEF50を野生株に形質

転換 した場合､形質転換体において宿主のもつβ-チューブリン迫イ云子 とベクター由来の

β-チューブリン遺伝子の2種類のβ-チューブリン遺伝子が存在 し共に働いていると考え

られる｡このとき､MBCが存在すると宿主 (野生株)由来のβ-チューブリンはMBCに

より機能を失うが､ベクター由来のβ-チュ-プリンはMBCにより影響を受けないため

MBC培地上で生育するが､MBCとジエ トフェンカルブを共に含む培地上では両方のβ
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-チューブリンが共に機能を失うため生育できない｡PBT-WをF914株に形質転換 した場

合も同様に､ジエ トフェンカルプが存在すると宿主 (F914株)由来のβ-チューブリン

は機能を失うが､ベクタ-由来のp-チューブリンは影響を受けないためジエ トフェンカ

ルプ培地上で生育するが､MBCとジエ トフェンカルブを共に含む培地上では宿主とベク

ターの両方のβ-チューブリンが共に機能を失うため生育できない.pSV50の場合､宿主

由来のβ-チューブリンは､MBCあるいはジエ トフェンカルプによりその機能を失うが､

ベクター由来のp-チューブリンがMBCおよびジエ トフェンカルプにより影響を受けない

ためMBCとジエ トフェンカルアを共に含む培地上で生育するO

このことは､ヘテロカリオンを用いた実験によっても裏付けられる｡野生株 とF914

株間のヘテロカリオンにおいて野生株由来のβ-チューブリン遺伝子とF914株由来のβ

-チューブリン遺伝子の2種類のp-チューブリン遺伝子が存在 し共に働いていると考えら

れ､形質転換体 と同様の現象が起こっていると考えられる｡即ち､野生株 とF914株間

のヘテロカリオンは､MBC及びジエ トフェンカルブを単独で含む培地においては生育す

るが､両剤を同時に含む培地では生育しない (第2章,25頁)｡

以上のことから､F914株のβ-チューブリン遺伝子は､MBC耐性 とジエ トフェンカル

プ感受性の形質を同時に支配していると結論 した｡一方､野生株のβ-チューブリン遺伝

子はMBC感受性とジエ トフェンカルブ耐性の形質を支配し､Bm1511株のβ-チューブリ

ン遺伝子は､MBC耐性 とジエ トフェンカルブの両者に耐性を示す形質を支配していると

結論される｡従って､F914株の2つの形質 (MBC耐性とジエ トフェンカルア感受性)は､

β-チューブリン遺伝子の変異により共に支配されていると考えられた｡

4-3-3 F914株 のβ-チューブリン遺伝子の変異領域の決定

MBC耐性 とジエ トフェンカルア感受性を支配 しているF914株のβ-チューブリン遺伝

子の変異領域を決定するた捌 こ､PEF50とpBT-W問におけるキメラβ-チューブリン遺伝

子を構築したO制限酵素EcoRI及びBamHI部位で組換えたキメラβ-チューブリン遺伝子

を野生株､及びF914株に形質転換 し､その支配する形質を調べることにより変異領域
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の決定をおこなった.Fig,4-5に示したようにEcoR1-BamHI領域がpEF50に由来するキメ

ラβ-チューブリン遺伝子(pEF55とpEF58)の場合のみ､形質転換体はMBC耐性､ジエ ト

フェンカルプ感受性 (pEF50と同じ形質)を示 した｡この領域がpBT-Wに由来する

(pEF56とpEF57)場合､形質転換体は､MBC感受性､ジエ トフユンカルア耐性 (PET-Wと

同じ形質)を示した｡さらに､pEF50とpsv50間におけるキメラβ-チューブリン遺伝子

の場合も､同様にEcoRl-BamHI領域の由来が､それぞれの形質をになっており､血o

RI-BamHI領域がpEF50に由来するキメラβ-チューブリン遺伝子(pEF51とpEF54)の場合の

み､形質転換体はMBC耐性､ジニ トフェンカルプ感受性 (pEF50の同じ形質)を示 し､

血 RI-BamHI領域がpSV50に由来するキメラβ-チューブリン遺伝子(pEF52とpEF53)は､

psv50と同一の形質を示 した｡従って､F914株のMBC耐性､ジエ トフェンカルプ感受

性を支配する変異は､EcoRLBamHr領域 (0.9Kb)に存在することが判明したOなお､

Orbachetal.(1986)により決定されたpSV50の変異も､この領域内に存在するO

4-3-4 F914株 のβ-チューブリンのアミノ酸変異の決定

F914株のβ-チューブリン遺イ云子において変異が存在する丘oRr-BamHr領域のDNA塩

基配列の決定をdiedeoxychain-teminadon法により行なった｡この領域のDNA塩基配列を

Orbachetal.(1986)により決定されたBm1-511株由来のβ-チューブリン遺伝子のDNA塩基

配列と比較したところ､4つの塩基置換が同定された｡この中で､DNA配列上の1326番

目のGからCの1塩基置換､1359番目のTからCの1塩基置換は､それぞれ､269番目のアミ

ノ酸のGly､280番目のアミノ酸Hisの3番目のコドンの置換に相当するが､ともにアミノ

酸置換を起こさない｡DNA配列上の1019番目のAからTへの塩基置換は､167番目のアミ

ノ酸のTyrからphe-の置換を示すが､このアミノ酸置換は､Orbache【al.により決定され

たBm1511株のアミノ酸置換部位であり､167番目のアミノ酸pheは､元来野生株のアミノ

酸に相当するoDNA配列上の1112番目のAからGへの塩基置換は(Fig.4-6)､198番目のア

ミノ酸の2番目のコドンの置換でありGIuからGlyへの置換を意味する(Table4-2参照)｡し

たがって､F914殊のp-チューブリン遺伝子の変異を含む領域EtoRI-BamHl断片に存在
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Fig.4-6Thenucleotidesequenceoftheβ-tubu‖ngeneof
theF914strainandthewHd-typestrain.
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する4種類の塩基置換のうち1112番目のAからGへの塩基置換が唯一アミノ酸置換 (

偶Gluから198Gly)を示す変異であることが判明した｡このアミノ酸置換がMBC耐性とジ

エトフェンカルア感受性を支配していると考えられた｡なお､DNA配列上の1326番目と

1359番目の1塩基置換はUV処理により導入された塩基置換である可能性も否定できない

が､F914株 とBm1511株の親株の違いによる塩基置換の可能性も考えられる｡
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4-4 復帰突然変異株の遺伝子工学的解析

4-4-1 復帰突然変異株のβ-チューブリン遺伝子のクローニング

F914株及びBm1-511株同様に､FR511､FR421､FR513､及び下RB3棟の核DNAを単推

し､制限酵素Hjndmで完全に切断し､サザンハイプリダイItf-ションによりβ-チューブ

リン遺伝子の検出を行なったところ､約3Kbの断片に相当する部位にのみプローブ (F

914枚由来のβ-チューブリン遺伝子)とハイブリダイズするバンドが検出された｡そこ

で､β-チュ-プリン遺伝子のスクリーニング効率を高めるため､この約3KbのHJ'ndIⅡ消

化DNA断片を電気泳動により分離後､切 り出し､精製 し､pUC19のFLindIll部位に組み

込むことによりライブラリーとしたOこのライブラリーをF914株由来のβ-チューブリ

ン遺伝子をプローブとしてコロニーハイブリダイゼーションにより､それぞれ約70(刃コ

ロニーのライブラリーをスクリーニングしたところ､各々のライブラリーに数個のコロ

ニーが､プロ-ブと強 くハイブリダイズしたoこのクローンよりプラスミドを単離 し制

限酵素で切断し､F914株由来のβ-チューブリン遺伝子(pEF50)の制限酵素地図と比較し

たところ､完全に一致しており､このプラスミドがβ-チューブリン過イ云子をコー ドして

いることが確認された｡ クローニングしたジエ トフェンカルブ中等度耐性株 (FR421､

FR511､FR513､FRB3株)のβ-チューブリン遺伝子をpNF421､pNF511､pN下513及び

pNFB3とそれぞれ命名した｡

これらのジエ トフェンカルブ中等度耐性株由来のβ-チューブリン遺伝子をコー ドして

いるプラスミドpNF421､PN下511､pNF513及びpNFB3が､MBC耐性およびN-フェニル

カルバマー ト耐性を支配 しているか否かを調べるために､これらのプラスミドを野生株.

及びF914株に形質転換 した｡Table4-1に示したように､pNF421､pNF511､pNF513及

びpNF83により形質転換 した野生株(及びF914楳)のスフェロプラス トは､MBC (

0.5Llg/m】)とジエ トフェンカルブ (0.5Ltg/ml)を共に含む培地にプレー ト上で生育したO
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Table4-1ChemicalsensitivltyOfstrainstransformedby

p-tubulingeneofrevertantstrains.

Transformation

wild-type F914

Plasmids

MBC MBC+ Diethofencarb Dielhofencarb MBC+
(0.5pS/TnI) (0.5LLg/ml) (0･51唱/ml) (75LLg/rnl) (0･5帽/m))

Diethorencarb Diclhorencarb
(0.5LLg/mL) (0･5■g/ml)

PちT-W
pEF50

pNF421

pNF511

pNF513

pNFB3

ー
+

+

+

+
+

+ + 一

】

【

H
+

+

十

十
十

このことは､これらのジエ トフェンカルブ中等度耐性株のβ-チューブリン遺伝子は､

ジエ トフェンカルブ耐性とMBC耐性を支配していることを示 している｡しかも､pNfB3

以外のプラスミド(PN下421､pNF511､pNF513)で､F914株を形質転換 した場合､ジエ ト

フェンカルブ (0.5LLg/ml)を含む培地にプレー ト上では生育が認められたが､ジエ トフ

ェンカルブ (75ドg/ml)を含む培地にプレー ト上では生育が認められなかった｡このこ

とは､これらのジエ トフェンカルア中等度耐性株のジエ トフェンカルブ感受性が､FR

B3株の場合MIC値で>100LLg/mlで､FR421､FR511及びFR513株の場合は､MIC値で<

5(叫g/mlであることと一致 していた｡

4-4-2 復帰突然変異樵のβ-チュ-プリンのアミノ酸変異の決定

PEF50の場合 と同様にpNF(pNF421､pNF511､pNF513及びpNfB3)のβ-チューブリ

ン遺伝子の変異領域を限定するためにpBT-W (及びpEF50)との間のキメラβ-チューブ
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リン遺伝子を構築し､野生株及びF914株に形質転換 した｡これらのキメラβ-チューブ

リン遺伝子において､ 丘･oRLBamHI領域の由来が､それぞれの形質をになっていた■■→■-Iii⊆⊇謬
肝ig･4-7麻 すべてのジエ トフェンカルブ中等度耐性株において､血 RI_BamH,領

域の由来が､ジエ トフェンカルブ中等度耐性株のβ-チューブリン遺伝子である場合

(PNF-1,pNFl4,PNF-6,pNf-7)のみ､MBC及びジエ トフェンカルブに両耐性 となった｡

したがって､pEF50の場合と同様にジエ トフェンカルブ中等度耐性株のβ-+ユープリン

遺伝子(PNF)においてもジエ トフェンカルブ耐性､及びMBC耐性を支配する領域は､制

限酵素地図のEcoRI-BamHI断片 (0.9Kb)内に限定された｡

ジエ トフェンカルブ中等度耐性株のp-チューブリン遺伝子の変異を決定するためLb

RI-BamHI領域のDNA塩基配列を行なった｡この領域のDNA塩基配列をF914株由来のβ

-チューブリン遺伝子のDNA塩基配列 と比較したところ､それぞれのβ-チューブリン遺

伝子にFig.4-8に示した塩基置換が同定された｡FRB3株由来のβ-チューブリン遺伝子の

場合にはDNA塩基配列上の1111､1112番目のGGからAAの2塩基置換が認められ､これ

は､198番目のアミノ酸のグリシン(Gly)からリジン(Lys)への置換を示す｡F511株由来

のβ-チューブリン遺伝子の場合にはDNA塩基配列上の1267番目のCからTの1塩基置換が

認められ､これは､250番目のアミノ酸のロイシン(bu)からフェニルアラニン(Phs)への

置換を示すoF421株由来のβ-チューブリン遺伝子の場合には､DNA塩基配列上の1228

番目のAからGの1塩基置換が認められ､これは､237番目のアミノ酸のでありスレオニ

ン(nlr)からアラニン(Ala)への置換を示す｡FR513株由来のβ-チューブリン遺伝子の場合

には､DNA塩基配列上の1013番目のCからGの1塩基置換が認められ､これは､165番目

のアミノ酸のでありアラニン(Ala)からバリン(Val)への置換を示す｡なお､FR511株､F

R513株､FR421株のβ-チューブリンの198番目のアミノ酸は､F914株のものと同様にグ

リシン(Gly)であった(Table4-2)｡
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Table4-2 Amino acid substjtuIJ'Onsofdiethofencarb resistant

mutants

Positionofamino acid substitution

165 167 198 237 250

vvild-type Ala

Bm1511

F914

FRB3

FR511

FR513

FR421

仙

仙

川
J
的

p-e

中

p

e

e

e

e

h

_∩

.n

_n=

P

P

P

P

Glu Thr

Glu Thr

叫

Jq

リノ
レノ
レノ

nr
lHHHt
lHHt

G
G

G

Th√

｢

｢

｢

∂

h

h

h

/

T

T

T

A

=U

U

e

e

L

L

山

山

的
r
Bj

山

FRB3株のβ-チューブリン遺伝子に認められたアミノ酸置換は､その置換アミノ酸の

種類はF914株 と異なるが､置換部位 (198番目)は､F914株 と同一であった｡即ち､

野生株､F914株及びFRB3株のβ-チューブリンは､それぞれlアミノ酸置換をもち､198

番E]のアミノ酸が､Glu､Gly､Lysである｡この198番目のアミノ酸が異なるβ-チューブ

リンをもつ3株のMBC及びジエ トフェンカルブに対する感受性を比較すると､FRB3株

は､MBC､ジエ トフェンカルブ両剤 に対 しF914株 よりのも高い耐性を示 し､MBCとジ

エ トフェンカルブ問の正相関交差耐性が認められる｡ しかし､野生株 とFRB3株を比

較した場合には､FRB3株はMBCに対 し耐性を示し､ジエ トフェンカルプに対 しては､

野生株 よりも感受性が高いことから､弱い負相関交差耐性 を示すことがわかるOこのこ

とは､198番目のアミノ酸の置換 とその様式が負相関交差耐性を支配している可能性を

示 している｡

野生株 と比較すると2つのアミノ酸置換を含むβ-チューブリンを有するジエ トフェン

カルブ中等度耐性株 (FR51h FR513､FR421株)は､ジエ トフェンカルブ感受性を沌

しているが､これは､β-チュ-プリンの198番目のアミノ酸が､F914株のものと同様に
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Glyであることによる可能性が考えられる｡一方､FR511株､FR513株､FR421株は､F

914株 と比較してMBC､ジエ トフェンカルプ両剤に対 しより耐性となっている (正相関

交差耐性)｡このことは､これらの株のβ-チューブリン遺伝子のfor･wardmuladonが､両

剤 に対する耐性 (正和関交差耐性)を支配している可能性を示唆している｡即ち､

FR513株のβ-チューブリンの変異 (165番E]のアミノ酸のAJaからVal-の置換)､F511

株のβ-チュ-プリンの変異 (250番目の7ミノ酸のLeUからpheへの置換)､及びF421株

のβ-チューブリンの変異 (237番目のアミノ酸のTTlrからAlaへの置換)は､それぞれ独立

でMBC､ジエ トフェンカルア両剤に対する耐性を支配している可能性があるO実際に､

A nLdulansのTBZ耐性株 として単離されたBenA16株の変異は､β-チューブリンの165番

目のアミノ酸のAlaからva1-の置換であることが知られている(Jung&Oakley1990)Oこ

のBenA16株の変異はFR513株の変異と全 く同一である (ただし､BenA16株のβ-チューブ

リンの198番目のアミノ酸はGlu)0FR513株は､ジエ トフェンカルブ耐性株 として単離さ

れた株であり､BenA16株はTBZ耐性株 として単離された株である｡この両株の変異が､

全 く同一アミノ酸置換を示すことは興味深い｡なお､FR513株の変異部位 (165番目の

アミノ酸)は､orbachetal.により示されたN.cTaSSaBmL511株の変異部位 (167番目のア

ミノ酸)の近傍に位置する｡また､FR511株､FR421株の変異部位 (それぞれ237番目､

250番目のアミノ酸)は､ThomasetaL(1985)により示されたベノミル耐性株の変異部位

(241番目のアミノ酸のArgからHis)の比較的近傍に存在するO

以上のことは､ジエ トフェンカルアとMBC間に認められる負相関交差耐性は､198番

目のアミノ酸により支配されており､それ以外の部位においては､正相関交差耐性を支

配していると考えられた｡
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4-5 人為的変異導入法による変異β-チューブリン遺伝子の構築と

その解析

4-5-1 p-チューブリンの198番目のアミノ酸置換 と薬剤感受性の解析

F914株及びFRB3株のβ-チューブリン遺伝子の解析により､両株の変異は､β-チュー

ブリンの198番目のアミノ酸Gluが､それぞれ､Gly及びLysに変換していること､また､

この変異が､MBCとジエ トフェンカルプ間の負相関交差耐性を支配していると推定され

たOこのことをさらに裏付けるため､F914株及びfRB3株のβ-チューブリンの198番目

のアミノ酸を人為的変異導入法により野生株型のGluに変換したβ-チューブリン遺伝子

(それぞれ､pEF50-198Glu､pNFB3-198Glu)を作成 した｡これらの変異p-チューブリン遺

伝子を野生株及びF914株に形質転換することにより､その支配する形質について調べ

た｡pEF50-198Glu､ pNFB3-19SGluは､F914株をジエ トフェンカルブ高度耐性(75LLg/ml)

に形質転換したが､MBC(0.5LLg/ml)とジエ トフェンカ)i,ブ(0.5トLg/ml)を同時に含む培地上

では形質転換体は得られなかった (Table4-3)｡また､これらの変異遺伝子

(pEF50-198Glu､pNFB31198Glu)は､野生株をMBC耐性に形質転換しなかった｡即ち､

pEF50-198Glu､pNFB3-198Gluの支配する形質は､MBC感受性かつジエ トフェンカルブ高度

耐性であり､この性質は､野生株のp-チューブリン遺伝子(PBT-W)の性質と同じであっ

た｡このことは､F914株のMBC耐性､ジエ トフェンカルプ感受性､及びfRB3株の

MBC耐性､ジエ トフェンカルブ中等度耐性は､それぞれp-チュ-プリンの198番目のア

ミノ酸変異によることを支持 している｡

さらに､β-チューブリンの198番目のアミノ酸変異がMBCとジエ トフェンカルプ間の

負相関交差耐性に及ぼす影響を調べるため､198番目のアミノ酸としてAlaをコー ドする

β-チューブリン遺伝子(pBTl198Ala)を同様に人為的変異導入法により作成 し(Fig.4-9)､そ

の形質を野生株及びF914株に形質転換することにより調べた汀able4-3).pBTl198Abを

F914株に形質転換すると､形質転換体は､0.5LLdmlの濃度のジエ トフェンカルブを含む
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培地､及びMBC(0.5LLg/ml)とジエ トフェンカルブ(0.5Llg/ml)を同時に含む培地上では生育

したが､75卜g/mlの濃度のジエ トフェンカルブを含む培地上では､生育 しなかった｡ま

た､PBT-19SAhを野生株に形質転換 した場合には､形質転換体は､MBC(0.5pg/ml)を含む

培地､及びMBC(0.5LLg/ml)とジエ トフェンカルブ(0,5Llg/ml)を同時に含む培地上で生育 し

た｡このことは､PBT-198Abは､F914株及びFRB3株のβ-チューブリン遺伝子同様に

MBC耐性形質を支配することを示す｡

Table4-3 ChemicalsensitivltyOfstrainstransformedby

mutagenizedβ-tubulingene.

Transformation

wild-type F914

MBC MBC+ DiethofencarbDiethofencarbMBC+
(0.5トLg/ml) (0.5帽/ml) (0.511g/ml) (75LLS/Tnl) (0.5Llg/rnl)

Plasmids Dielhorencarb
(0･5LLi/ml)

Dielhorencarb
(0.5鵬/mI)

PBT-W

pEF50

pNFB3

pEF50-198Glu

pNFB3-198Glu

PBT-198Ala

■■ ■■

+ l
十 十

tl■ ■■

■■ -

+ +

十 一

■■ -
十 十

+ 一

+ 一

一 +

一方､ジエ トフェンカルブに対 しては､F914株のβ-チューブリン遺伝子(pEF50)をF

914株に形質転換 した場合､0.5Ltg/mlの濃度のジエ トフェンカルブを含む培地上で生育し

ない､また､FRB3株のβ-チューブリン遺伝子(pNFB3)の場合は75LLg/mlの濃度のジエ ト

フェンカルブを含む培地上で生育することから､PBT-198Ahは､F914株のβ-チューブリ

ン遺伝子(PEF50;198Gly)よりは､ジエ トフェンカルブ耐性であ り､FRB3株のβ-チューブ

リン遺伝子(pNFB3;19SLys)よりはジエ トフェンカルブ感受性であることが判明 したOま
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た､PBT-198Ahを野生株のβ-チューブリン遺伝子(PBT-W ;19SGlu)と比較した場合､

PBT-'9SAlaは､MBC耐性､ジエ トフェンカル-/感受性を示し､負相関交差耐性を示すo

従って､p-チュ-プリンの198番目のアミノ酸Abもまた､負相関交差耐性を担っている

ことが明かとなった｡

198番目のアミノ酸としてGlnをコー ドする種類のβ-チュ-プリン遺伝子(PBT-198Gln)を

同様に作成 し､野生株及びF914株に形質転換し､MBC(0.5Llg/ml)を含む培地あるいは､

ジエ トフェンカルプ(0.5LLg/ml)を含む培地､及びMBC(0.5Llg/ml)とジエ トフェンカルア

(0.5ト1g/ml)を同時に含む培地上にプレートしたが､いずれにおいても形質転換体は､得

られなかったOこの理由として､次の2点が考えられるO第1点として､PBT-198Glnは､

MBCとジエ トフェンカルブに対 し共に感受性を獲得 しているため､形質転換体が得られ

ない｡第2点は､198番目のアミノ酸がGlnに置換したβ-チューブリンは､その機能を失

うため､形質転換体が得られないことが考えられる｡ N.C'assaにおいて､β-チューブリ

ンの198番目のアミノ酸が､Glu､Gly､Lys､Ahの場合形質転換体が得られること､ま

た､これらの変異を持つF914株､FRB3株の培地上での生育は､野生株と比較して悪

くないことcTable3-4)は､β-チューブリンの198番目のアミノ酸の置換様式には､かなり

の許容範囲があるように考えられる｡しかしながら一方で､これまで､晴乳動物､植物､

原生動物等でβ-チューブリン遺伝子が単離されその塩基配列が決定されているが､ほと

んどすべての生物のβ-チューブリンの198番目のアミノ酸は､Gluであり非常によく保存

されている(Mayetal.1987,Neffetal.1987,Hjraokaetal.1984,GuoldnaneLal.1987,Markset

al.1987,kwiselal.1987,Cleveland&Sullivan1985)｡このことは逆にβ-チューブリンの

198番目のアミノ酸の置換様式の許容範囲が狭い可能性を示している.198番E]のアミノ

酸Gln-の変換が､チュ-プリンの機能を保持しているか否かについては､β-チューブ

リン遺伝子を相同組換えした形質転換体を作成し､この他質について調べる必要があり､

今後の課題の一つである.

以上の結果から､β-チューブリンの198番目のアミノ酸とMBC及びジエ トフェンカル

ブ感受性の関係は､次のように考えられるO～lBC耐性に関しては､野生株<F914株<

64



FRB3株の順に耐性の程度が高 くなることから､β一チューブリンの198番目のアミノ酸は､

Glu<Gly<Lysの順に耐性の程度が高 くなると考えられる｡さらにβ-チューブリンの198

番目の7ミノ酸Ahは野生株をMBC耐性に形質転換することから､Glu<AbとなるOβ

-チューブリンの198番 目のアミノ酸Alaが､GlyあるいはLysよりも高い耐性を示すか否

かについては､これらのアミノ酸を持つβ-チューブリン遺伝子は､いずれも75pg/mlの

濃度のMBCを含む培地上で形質転換体が得 られたためAb､Gly及びLys問の差は検定で

きなかったが､いずれにしてもかなりの高度耐性を示 していると考えられる｡従って､

MBC感受性のためには､β-チューブリンの198番目のアミノ酸Gluが必須であり､これが

置換するとMBC高度耐性 となると考えられた｡

一方､ジェ トフェンカルプ感受性に関しては､野生株<FRB3株<F914株の順にジエ

トフェンカルプ感受性が高 くなることから､p-チューブリンの198番目のアミノ酸は､

GIu<Lys<Glyの,蜘 こ感受性の程度が高 くなると考えられる｡ 野生株(193Glu)及びFRB3

秩(198Lys)のβ-チューブリン遺伝子は､75LLg/mlの濃度のジユ トフェンカルプ培地上で形
質転換体が得 られるが､198番目のアミノ酸がAhであるβ-チ.1-プリン遺伝子(PBT-198

Ala)は､0.5Llg/rTJの濃度のジエ トフェンカルブ培地上でのみ形質転換体が得 られるOこ

のことは､ジエ トフェンカ)i,ブ感受性はGlu､Lys<Ala<Glyの順であることを示 してい

るDこれを競合すると､ジエ トフェンカルブ感受性に関しては､β-チュ-プリンの198

番目のアミノ酸は､GIu<Lys<Ala<Glyの州別こジエ トフェンカルブ感受性の程度が高 く

なると考えられるO即ち､ジエ トフェンカルブ感受性獲得のためには､198番目のアミ

ノ酸GIuの置換が必須で､そのアミノ酸残基の立体的な大きさが､小 さいものの方が高

いジエ トフェンカルブ感受性を獲得する傾向にあるo

4-5-2 β-チューブリンの198番 目以外のア ミノ酸置換 と薬剤感受性の解析

FR511株､FR513株､FR421株は､ジエ トフェンカルブに中等度耐性であ り､ジエ トフ

ェンカルア感受性を残 しているが､これは､これらのβ-チューブリンの198番 目のアミ

ノ酸が､F914株のものと同様にGlyであることによる可能性が考えられる｡一万､
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FR511株､FR513株､FR421株は､親株F914株と比較してMBC､ジエ トフェンカルア両

剤に対 しより耐性となっている｡このことは､これらの株のβ-チューブリン遺伝子の

forwardmutadonが､両剤に対する正相関交差耐性を支配している可能性がある.

そこで､FR511株､FR513株､FR421株のβ-チューブリンの198番目のアミノ酸Glyを､

人為的変異導入法により野生株型のGluに変換したβ-チューブリン遺伝子 (それぞれ

pNF511-1卵Glu､pNF513-19包Glu､pNF421-198Glu)を作成し､その形質を形質転換により調

べた｡

pNF511-198Glu､pNF5131198Glu､pNF421-196Gluは､いずれもF914株をジエ トフェンカ

ルブ高度耐性に形質転換した｡このことは､FR511株､FR513株､FR421株が､野生株

l よりジエ トフェンカルプ感受性である理由として､これらのβ-チューブリンの198番目

のアミノ酸が､ジエ トフェンカルブ感受性型 (F914株型)のGlyであることによるとい

う推定を支持している｡一方､pNF5111198Glu､pNf513-198Glu､pNF421-19%Gluを野生株に

形質転換 したところ､pN下511-198GluとpNf421--9SGluは､野生株をMBC耐性に形質転換し

た.このことは､FR511株とFR421株のβ-チューブリン遺伝子のforwaTdmutadon(それ

ぞれ､250番目のアミノ酸のLeuからpheへの置換､及び237番目のアミノ酸のnuからAla

-の置換)が､単独でジエ トフェンカルブのみならずMBCに対する耐性をも支配してい

ることを示している｡一方､pNF513-19%Gluは､野生株をMBC耐性に形質転換しなかった｡

このことは､pNF513-198GIuと同じアミノ酸置換A.n''dulansのTBZ耐性Ben16株が､TBZに

は耐性であるが､MBCに対 しては､耐性を獲得 していないことと一致している(Jung&

Oakley1990)｡しかしながら､FR513株が､F914株よりもMBC耐性を示すこと (第3章､

33頁)は､逆に､FR513株のβ-チューブリンの165番目のアミノ酸のAhからVal-の置換

は､MBC耐性を担っている可能性を示している｡この矛盾を現段階では明確に説明する

ことはできないが､1つの可能性として､198番目のアミノ酸と､165番目のアミノ酸は､

β-チューブリンの立体構造上近い位置に存在 し､何 らかの相互作用をしている可能性が

あると考えられる｡ なお､A.nL'dulansのBen16株は､TBZには耐性であるが､MBCに対

しては､耐性を獲得していないが､一方で､FR513株は､ジエ トフェンカルアに耐性を
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示すが､MDPCには､耐性を示さない｡

Table4-4 Chemicalsensitivityofstrainstransformedby

mutagenizedclonedβ-tubuHngene.

Transformation

wHd-type F914
MBC MBC+ Diethofencarb Diethofencarb MBC+

PIasmids DiethoEencarb (0.5pg/ml) (75トg/ml) Diethofencarb

PBT-W

pEF50

pNF511

pNF513

pNF421

■
+

+
+
+

pNF511-'98G山 +

pNF513-'98G山 一

pNF421-198Glu+

+
+
+

十

一
+

+ + -

1ll■ ■l■ -

+
+
+

+

+

+

+

+

+

+
+
+

+

】
+

以上のことから､MBCとジエ トフェンカルア間に認められる負相関交差耐性は､β-チ

ューブリン198番目のアミノ酸により支配されており､250番目及び237番目のアミノ酸

の置換は､正相関交差耐性を支配していることを示しているO言い換えると､ベンズイ

ミダゾールとN-フェニルカ)i,バメー トは､極めて類似 した化合物群に属 し､従って､両

者の問には一般に正相関交差耐性が認められるO ただし､ジエ トフェンカルプ感受性死

得のためには198番Ejのアミノ酸Gluの置換が必須であり､この部位の置換においてのみ

両化合物群に負相関交差耐性が認められると考えられる｡
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第5章 負相関交差耐性の生化学的解析

5-1緒言

これまでの章において､ベンズイミダゾール系化合物 とN-フェニルカルバマー ト系化

合物間に認められる負相関交差耐性は､β-チューブリンの1アミノ酸置換により引き起

こされることを明らかにしたOまた､ジエ トフェンカ)レグ耐性株の遺伝解析の結果､す

べての株の変異がβ-チューブリン座に連鎖を示した｡これらのことは､ジエ トフェンカ

ルブの作用点がβ-チューブリンそのものである可能性を示 している｡ しかしながら､マ

イクロチ3- ブルは､α-チューブリン､β-チューブリンおよび数桂のマイクロチュー

ブ)I,関連蛋白質から構成されているO従って､β-チューブリンの変異が他の関連蛋白質

の高次構造に影響を及ぼし､ジエ トフェンカルブはそのコンフォメーションの変化 した

蛋白質に特異的に結合 し､結果として負相関交差耐性を示す可能性も依然として否定で

きない｡本章では､14Cラベル-ジエ トフェンカルブをもちいてジエ トフェンカルプ結合

蛋白質について生化学的手法を用いて調べた｡

5-2 材料と方法

菌株

NeulospoTaCTaSSa MBC耐性､ジエ トフェンカルア感受性株 としてF914aを用い､野

生株 として､74-OR31114a(a)-2,pan12,co(-)a;FGSC4934)を用いた｡

ジエ トフェンカブル結合活性の測定

野生株､F914株の分生胞子を最終濃度5x105分生胞子/mlの濃度で､100mlのVogel'S

最少培地を含む500mlの坂口フラスコを用いて､28oCで､20時間振並培養 し､菌糸体を

吸引通過により集めたO この菌糸体を液体窒素下で破砕 し､PIPES緩衝液 Ⅰに懸濁した0
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この懸濁液に14Cラベル-ジエ トフェンカルプを加え､4oCで1時間インキュベー トし､

50,000xgで45分遠心し､上清と沈殿に分けた｡沈殿は､PIPES緩衝液 Ⅰで2回洗浄したあ

とアセ トン抽出し､アセ トン分画の放射能活性を測定 した｡ 上清は､SephadexG-25(

ppES緩衝液 Ⅲで平衡化)を通 し非結合14Cラベルージエ トフェンカルプを除き､高分子

分画の放射能活性を測定 した ｡ なお､タンパク質の含量の測定は､BCAProteinAssay

Reagent(nerce)をもちいて測定 した｡

PIPESbufferI

OllMPIPES-Na,pH6.9,1mMMgC12,1mMEGTA,1mMdithiothreitol,1mMGTP,

and1/100soludonP(87mgofp-methylphenylsulfonylnuorideandl･5mgofpepstatinA

in5Tnlofethanol)

PIPESbufferII

O･lMPIPES-Na,pH6･9,m2MKCl,0.2mMMgC12,0･lmMGTP,

and1/1(氾OsolutionP

ジエ トフェンカルブ結合蛋白質の精製

菌糸体破砕液を50,000xgで45分遠心 し､その上清を14Cラベルージュ トフェンカルプで

4oC､1時間インキュベ- トし､DEJu SephadexA-50(PIPES緩衝液 Ⅲで平衡化)に通し

た｡3bedvolumeのPIPES緩衝液 rIで､カラムを洗浄後､ 順次､0.5MKCl､1.OMKClを

含むPIPES窟筏牧 口で溶出し､各フラクションの放射能活性を測定 したO高い放射能活

性を示したフラクションをcentricon-10(Amicon)により脱塩濃縮 し､緩祷液の交換を行

なった｡この濃縮液を､再度14Cラベルージュ トフェンカルブで4oC､1時間インキュベ-

トし､SephacrylS-200によりゲル通過を行ない､ジエ トフェンカルプ結合蛋白質の分千

量の測定を行なったOなお､カラムのキャリブレーションは､gelfiltradoncalibradonkit

(ph… acia)を用いて行なった｡
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放射能活性 の測定

各液体フラクションをEmulsifierScindllator299を10ml含むガラスバイアルに添加 し､放

射能浄性は､Tri-C打b460CDliquidscinrilladonspectrometer(Packard,USA)により測定した｡

使用 した14C ラベルージュ トフェンカルアは､ジエ トフェンカルアのベンゼン環にラベ

ルされたtphenyl14cldiethofenca∫bを使用 し､その比活性は､1.82GBq/rrmolである. な

お､14C ラベルージェ トフェンカルプの純度は､[n-hexane-acetone(4/1,V/V)andtolucne-e山yl

acetate}(5/2,V/V)]系のTLCにより調べたところ､990/.以上であった｡

5-3 野生株 とF914株に対する14C ラベ ルージュ トフ ェ ンカル アの

結合活性の比較

5-3-1 14Cラベル_ジエ トフェンカルブの菌体へ取 り込みの比較

F914株及び野生株のジエ トフェンカルブ取 り込みの差を調べるために､それぞれの

培養液に14C ラベルージエ トフェンカルプを加え4時間インキュベー トし､集薗 した｡こ

の菌体 を蒸留水で3回洗浄後､プロトプラス ト化 した｡ プロトプラス トと酵素消化液 と

に分離 し､両者の放射能活性を測定 したCT.albe5-I)0F914株､野生株共に酵素消化液分

画にはほとんど放射能活性は認められなかったOプロトプラス ト分画には､放射能活性

は認められたが､両株に顕著な差は認められなかった｡このことは､F914株 と野生株

に認められるジエ トフェンカルブに対する感受性の差は､ジエ トフェンカルプ取 り込み

能の差ではない可能性が考えられる｡ しかしながら､このプロトプラス ト分画に認めら

れた放射能活性は､膜分画に対する非特異的な吸着である可能性 も充分考えられ､野生

株 と耐性株間に取 り込みに差があるか否かを結論するためには､さらに詳細に調べる必

要があり､今後の課題である｡
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Talbe5-1Uptakeofdiethofencarbbythewild-type strainandtheF914strain

Radioactivlty

digestedceuwall pr(?_toplast
m/lmldi∝tedsoludon) (d

Wild-tyTX

Resistant

F914

896

.<
l

I

メノ

【

(

51312 -4Cラベル_ジエ トフェンカルブの菌体可溶分画に対する 結合活性

の比較

次に､液体培養したF914株及び野生株の菌糸体 (湿重量10g)を液体窒素下で破砕

後緩衝液ユⅠに懸濁し､14Cラベルージュ トフェンカルアで4oCで1時間インキュベ-トし､

50,000xgで45分間遠心し､上清と沈殿物に分けた.沈殿物の放射能活性は､緩衝液爪で2

回洗浄後アセトン抽出し､アセトン分画の放射能活性を測定したが､野生株､F914株

共に低い放射能活性を示すにとどまり両者に顕著な差は認められなかった｡遠心の上清

は､SEPhadexG-25カラムを通すことによりプリ-の'4Cラベルージエ トフェンカルアを除

いた後放射能活性を測定 したところ､野生株には放射能活性はほとんど認められなかっ

たが､F914株に特異的に高い放射能活性が認められたcTable5-2)Oなお､遠心上清の蛋

白質含量は､F914株､野生株間に顕著な差は､認められなかった｡このことは､F914

株の可溶性高分子分画にのみジエ トフェンカルプ結合物質が存在することを示 している

と考えられる｡
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Table5-2 DiethofencarbbindingactivityinmyceliaTextract
ofbenzimidazole-resistantstrain

Strains
MIC Proteinconc･ bounddiethofencarb

山g/ml) (mg/mJ) (dpm)

wHd-type >100 29･5

resistant

F914
0,1 26.1

171

30229

5-4 ジエ トフェンカルブ結合蛋白質の精製

液体培養 したF914株の菌体 (湿重量10g)を液体窒素下で破砕後､50,000xgで45分間

遠心し､その上清を4oCで1時間Hcラベルージエ トフェンカルブとインキュベ- トした.

この上清を､イオン交換DEAE-SephadexA-50カラムに通した｡このカラムを0.2MKClを

含むPIPES緩衝液口で洗浄した｡さらに､0.5MKClを含むpIPES緩祷液ⅠⅠ､lMXClを含む

pIPES緩祷液_Ⅲで順次潜出した｡カラム通過分画､洗浄分画､0.5M溶出分画及びlM溶出

分画の放射能活性を測定 した(Fig.5-1)｡カラム通過洗浄分画には高い放射能活性が認め

られたが､このカラム通過洗浄分画肝ractionNo.12-16)の放射能活性分画をsephadex

G-25を通 したところ､高分子分画に放射能活性がほとんど認められなかった｡従って､
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DEA玉-SephadexA-50カラム通過洗浄分画の放射能活性は､フリーの'4Cラベ)i,-ジエ トフ

ェンカルプによるものであると考えられた｡洗浄分画後期には放射能活性がほとんど認

められなかったが､0.5M溶出分画において放射能活性の溶出が認められた｡ なお､0.5

M溶出分画における放射能活性ピークはOD2BOによる蛋白質溶出ピークよりやや遅れて認

められた｡1M溶出分画には､もはや放射能活性は認められなかった｡

この0.5M溶出分画における放射能活性ピークフラクション0=racdonNo.31-33)を

cenbicon-10により脱塩濃縮 し､濃縮液に再度4ccで1時間14Cラベル-ジエ トフェンカ)i,

プとインキュベ- トし､Sephacry1-S200に通すことにより､ゲル通過を行なった｡同一

の実験を3回繰 り返し溶出放射能活性ピークの分子量を推定したところ､約105,000ダル

トンであることが判明した(Fig.5-2)0F914株における-4Cラベルージュ ト7ェンカルプ

放射能活性ビ-クのイオン交換DEAE-SephadexA-50カラムにおける挙動及びゲル通過

SephacTyl-S200による分子量は､野生株におけるMBC結合蛋白質の挙動と極めて似てい

ることからojavidse&Flach1977)､ジエ トフェンカルプのF914株における結合蛋白質は

O､β-チューブリンのダイマーである可能性が高いと考えられるO即ち､ジエ トフェ

ンカルプは､F914株のチューブリン蛋白質に選択的に結合し微ノJ､管の形成を阻害する

ことにより､選択的抗菌活性を示すと考えられた｡
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第6章 総合考察及び結論

緒論

ジエ トフェンカルブは､実用圃場で問題となっているベンズイミグゾー)i,耐性植物病

原菌(Bob･yb-scJ'neLt!a等)に特異的に抗菌活性を示すoこのベンズイミダゾ-ルとN-フェニ

ルカルバマー ト間に認められる負相関交差耐性メカニズム及びジエ トフェンカルプの耐

性株に対する作用メカニズムをN.cTaSSaをモデル菌としてもちいて解明したO以下に､

各章についてまとめ､負相関交差耐性メカニズムのモデルを提唱する｡ さらに､本研究

結果から得られた知見をもとにベンズイミグゾ-)I,及びジエ トフェンカルブ耐性問題を

論 じ､本研究成果の､基礎科学分野-の応用と展開について考察するQ

各章のまとめ

第2章では､野生株 よりMBC耐性19株を単離 し､解析 したoこれら19株のMBC耐性株

のうち､2株 (F914枚 とF939株)のみがジエ トフェンカルブ感受性を示した｡F914株

とF939株のMBCに対するMICは>100Lldmであった0-万､ジエ トフェンカルプに対す

るMICは､0.1Llg/mであり､野生株のMIC>100LLg/mと比較すると1000倍以上の感受性の

獲得が認められた.19株のMBC耐性株のMBC､ジエ トフェンカル7'感受性を比較 した

ところ､MBC耐性の程度が高 くなるとジエ トフェンカルブ感受性 というわけではなく､

むしろ一部の変異株においてジエ トフェンカルブ感受性の獲得が認められることが判明

したoF914株 とF939株の変異は遺伝解析により､他のジエ トフェンカ)i,プ非感受性変

異株の変異と同様にβ-チューブリン遺伝子であるBml座に連鎖を示すことが判明した｡

ジエ トフェンカ)Vブは､F914株に対 して特異的に発芽管､及び核の形態異常を引き起

こし､この様式は､MBCの野生株に対する形態異常と極めて良く似ていたoなお､F

914株のジエ トフェンカルブ感受性の程度､及び発芽管､核に対する形態変化は､実用

圃場から分配されたベンズイミグゾ-)i,耐性植物病原菌BoD･yt''scL'nereaにおけるものと檀
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めてよく一致していた｡このことは､Neu'ospoTaC'aSSaの変異株F914株 (及びF939株)

は､植物病原菌Bobydsc''neTeaの圃場耐性株のモデルとして使用できると考えられた｡ま

た､遺伝的微細地図により､F914株 とF939株は同一変異による変異株である可能性､

F914株の1つの変異が､2つの異なる形質 (MBC耐性､ジエ トフェンカルア感受性)杏

同時に支配している可能性が示唆された｡

第3章では､F914株を親株 としてジエ トフェンカルプ及びMDPC耐性株を単粧したo

N-フェニルカルバマー ト耐性株は､MBC及びジエ トフェンカルプ感受性により2つのグ

ループに大別された｡第1のグループ (FR421､FR424､FR514､FR524､FR441､FR443

秩)は､ジエ トフェンカルブ高度耐性を示すが､MBCに対する感受性を回復 しており､

薬剤感受性及び遺伝解析 より､野生株-の復帰突然変異により得 られた株である可能性

が示された｡第2のグループ (FR511､FR512､FR513､FR521､FR421､FR423､FRB

3､FR442､FR445､FR449株)は､ジエ トフェンカルプに耐性を示すものの野生株に

比較すると感受性を保持 しており､N-フェニルカルバマー ト中等度耐性を示 した｡これ

ちのN-フェニルカルバメート中等度耐性株は､MBCに対する感受性の回復は認められ

ず､むしろMBCに対する耐性の程度が高 くなっていた (正相関交差耐性)｡これらの

ジエ トフェンカルブの中等度耐性株の変異もβ-チューブリン遺伝子であるBml座にマッ

プされることが判明した｡即ち､遺伝解析を行なったすべてのN-フェニルカルバマー ト

耐性株の変異が､β-チューブリン遺伝子と連鎖を示すことから､N-フェニルカルバマ

ー トの作用点は､p-チューブリンそのものであるか､あるいは､β-チューブリンに密

接に関連をもつと考えられた｡

これらのN-フェニルカルバマー ト中等度耐性株は､さらに3つのグループに大別され

た｡第1のグループは､FR511株､FRB3株､FR445株､FR442株に代表されるグループ

で､ジエ トフェンカルブとMI)PC両剤 に対 し耐性 (正相関交差耐性)を示 し､グリセオ

フルビンに対 しては､野生株 と同等の感受性を示した｡第2のグループは､FR513株､

FR449株に代表されるグループでグリセオフルビンに対する感受性は野生株 と同等であ

ったが､ジエ トフェンカルブとMDPCとの問に正相関交差耐性が認められないo即ち､
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F513株は､ソエ トフェンカルアには耐性を示すが､MDPCに対 しては､親株F914株 と

同等の感受性を示 した｡逆に､F449株は､MDPCには耐性を示したが､ジエ トフェン

カルプには耐性を示さなかった｡第3のグループは､F521枚とF421株に代表されるグ

ループで､ベンズイミダゾール､N-フェニルカルバマー ト系化合物のみならずグリセオ

フルビンに対 しても耐性を示 したoグリセオフ)レビンとベンズイミダゾ-)i,系化合物問

には､交差耐性は､一般に認められていない｡これらの変異が､すべて､p-チューブリ

ン遺伝子の変異であると考えられ､その変異の様式を明らかにすることは､薬剤感受性

とマイクロチューブルの構造及び機能の関連を明らかにするために有意義と考えられた｡

第4章では､ジユ ト7.1ンカルア感受性を示すMBC耐性株 (F914株)及びジエ トフェ

ンカルア中等度耐性株 (FRB3､FR511､FR513､FR421株)のβ-チューブリン遺伝子

の単鮭を行ないその解析を行なった｡

F914株由来のβ-チューブリン遺伝子 (pEF50)は､野生株をMBC耐性に形質転換する

が､MBCと､ジエ トフェンカルプを同時に含む培地上では生育は認められなかったO逆

に､野生株由来のβ-チューブリン遺伝子をコー ドしているpBTIWをF914株に形質転換

すると､F914株のジエ トフェンカルア感受性が打ち消されることから､F914株由来の

β-チューブリン遺伝子が､MBC耐性とジエ トフェンカルブ感受性を同時に支配している

と結論 した｡

ジエ トフェンカルア中等度耐性株 (FRB3､FR511､FR513､FR421株)のβ-チュー

ブリン遺伝子 (pNF511､pNF421､pNF511及びpNFB3)は､野生株及びF914株を､

MBCとジエ トフェンカルブ両剤に耐性に形質転換 したoそれぞれの形質転換体の薬剤感

受性は､それぞれのβ-チューブリン遺伝子由来株 (ジエ トフェンカルア中等度耐性株)

のジエ トフェンカルブ感受性 と一致していたo従って､ジエ トフェンカルア中等度耐性

秩 (FRB3､FR511､FR513､FR421株)のMBC耐性及びジエ トフェンカルプ中等度耐

性は､それぞれ､β-チュ-プリン遺伝子の変異により支配されていることが判明 した｡

これらの変異β-チューブリン遺伝子のDNA塩基配列より､アミノ酸置換を推定 したo

Tabte6-1(91頁)に示すように､F914株 (MBC耐性､ジエ トフェンカルブ感受性株)
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のβ-チューブリン遺伝子の変異として､DNA配列上の1112番目のAからGへの1塩基置換

が認められ､これは､198番目のアミノ酸の2番目のコドンの置換でありGluからGlyへの

置換を意味した｡F914株のβ-チューブリン遺伝子のこの変異 (198番目のアミノ酸Gly)

を人為的変異導入法により野生株型 (198番目のアミノ酸Glu)に変換 したβ-チューブリ

ン遺伝子 (pEF50-198GIu)は､野生株由来のβ-チューブリン遺伝子の形質を示したこと

より､この変異がMBC耐性とジエ トフェンカルブ感受性を支配していることが明かとな

った｡FRB3株 (ジェ トフェンカルブ中等度耐性株)由来のβ-チューブリン遺伝子の場

合にはDNA塩基配列上の1111､1112番目のGGからAAの2塩基置換が認められ､これは､

198番目のアミノ酸GlyからLys-の置換を示す｡FR513株由来のβ-チューブリン遺伝子の

場合には､DNA塩基配列上の1013番目のCからGの1塩基置換が認められ､これは､165

番目のアミノ酸〟aからValへの置換を示す｡F511株由来のβ-チューブリン遺伝子の場合

には､DNA塩基配列上の1267番目のCからTの1塩基置換が認められ､これは､250番目

のアミノ酸buからphe-の置換を示すoF421株由来のβ-チュ-プリン遺伝子の場合に

は､DNA塩基配列上の1228番目のAからGの1塩基置換が認められ､これは､237番目の

アミノ酸n rからAlaへの置換を示す｡なお､FR511株､FR513株､FR421株のβ-チューブ

リンの198番目のアミノ酸は､F914株のものと同様にGlyであった｡

ここで､ジエ トフェンカルプ中等度耐性株の変異のうち､FRB3株のβ-チュ-プリン

遺伝子に認められた変異アミノ酸の置換部位 (198番目)は､F914株のものと同一であ

った｡FRB3株はMBCに対 し耐性を示し､ジエ トフェンカルブに対 しては､野生株よ

りも感受性が高いことから､弱い負相関交差耐性を示すことがわかった｡さらに人為的

変異導入法により構築した198番目のアミノ酸がAlaであるβ-チューブリン遺伝子 (

PBT-198Ala)は､pEF50(F914株のβ-チューブリン遺伝子)とpN下B3(FRB3株のβ-チュ

ーブリン遺伝子)の中間的なジエ トフェンカルブ感受性を示し､やはりMBC､ジエ トフ

ェンカルブ間の負相関交差耐性を示すことが判明した｡β-チューブリン遺伝子の198番

目のアミノ酸の種類が､MBC及びジエ トフェンカルブの感受性に及ぼす影響は､野生株､

F914株､FRB3株の薬剤感受性､及びそれぞれのβ-チューブリン遺伝子による形質転換
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体の薬剤感受性から､Fig6-1及 びfig6-2に示したように推定することができる｡β-チュ

ーブリン遺伝子198番目のアミノ酸の置換とその様式が負相関交差耐性を支配している

と考えられる｡ ジエ トフェンカルプが感受性を獲得するためには､198番目のアミノ酸

Gluが変換することが必要であり､変換アミノ酸は､その残基の立体的な大きさが小さ

いものが望ましい｡同時に198番目のアミノ酸の置換はその置換アミノ酸の種類にかか

わらずいずれもMBC高度耐性を支配する｡

FR511株､FR513株､FR421株は､ジエ トフェンカルプに中等度耐性であり､ジエ トフ

ェンカルプ感受性を残 しているが､これらのβ-チュ-プリンの198番目のアミノ酸を野

生株型のGluに変換するとジエ トフェンカルブに高度度耐性になることから､これらの

株のジエ トフェンカルプ感受性は198番目のアミノ酸がF914型のGlyであるためと考え

られた｡また､FR511株､FR513株､FR421株は､F914株と比較してMBC､ジエ トフェ

ンカルプ両剤に対 しより耐性となっていることより､forwardmutadonが単独で､両剤に

対する耐性を支配している可能性を示唆していた｡即ち､これらの198番目以外のアミ

ノ酸置換は､MBC､ジエ トフェンカルブ両剤に対する耐性 (正相関交差耐性)を支配し

ていると考えられた｡実際に､β-チューブリンの250番目のアミノ酸のbuからpheへの

置換 (FR511株のforwardmutation)及び237番目のアミノ酸のThrからAb-の置換 (

FR421株のforwaldmutadon)のみをもつβ-チューブリン遺伝子(pN下511-198Glu､

pNF421-198Glu)は､それぞれMBC､ジエ トフェンカルブ両剤に対する耐性を支配してい

た｡また､FR513株のβ-チューブリンの165番目のアミノ酸のAhからValへの置換は､A.

njdullansのTBZ耐性株 として単離されたBenA16株の変異と同一アミノ酸部位の同一置換

である｡ なお､FR513株の変異部位 (165番目のアミノ酸)は､Orbache【al.により示さ

れたN.cTaSSaBm1511株の変異部位 (167番目のアミノ酸)の近傍にも位置している｡ ま

た､FR511株､FR421株の変異部位 (それぞれ237番目､250番目のアミノ酸)は､

Thomasetal.により示されたベノミル耐性株の変異部位 (241番目のアミノ酸のAtgから

His)の比較的近傍に存在する｡ ジエ トフェンカルブ耐性株として単離された変異株の

β-チューブリン遺伝子の変異が､このようにベンズイミダゾール耐性株 として単粧され
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た変異 と同一あるいは近傍に位置することは､言い換えると､ベンズイミダゾールとN

-フェニルカルバメー トは､極めて類似 した化合物許に属 し､従って､両者の間には一

般に正相関交差耐性が認められるO ただし､198番目のアミノ酸に置換が生 じるとジエ

トフェンカルア感受性 となり､この部位の置換においてのみ両化合物群に負相関交差耐

性が認められると考えられる(Fig.6-3)0

第5章において､)4Cラベルージエ トフェンカ)I,プを用いて､ジエ トフェンカ)i,ブ結合

蛋白質について解析 した｡F914株及び野生株に対するジエ トフェンカルアの取 り込み

に差は認められなかったが､F914株の可溶性高分子分･画に特異的に高い放射能活性が

認められ､ジエ トフェンカルプ結合物質が存在すると考えられた｡このF914･株の可溶

性高分子分画を､チューブリンの精製に一般的に使用 されているDEAE-SephadexA-50カ

ラムでイオン交換を行なったところ､0.5M溶出分画において放射能活性が溶出された｡

この0.5M溶出分画をSephacrylS-200により､ゲル沌過を行い､分子量を推定 したとこ

ろ､約105,000ダル トンであることが判明 した｡F914株における14Cラベルージエ トフェ

ンカルア放射能活性ピークのイオン交換DEAEーSephadexA-50カラムにおける挙動及びゲ

ル通過SephacrylS-200による分子量は､野生株におけるMBC結合蛋白質の挙動のavid5e

&Rach1977)と極めて似ていることから､ジエ トフェンカルブのF914株における結合

蛋白質はα､β-チューブリンのダイマーである可能性が高いと考えられるOこれらのこ

とから､ジエ トフェンカルブのF914株に対する特異的な抗菌活性は､F914株のチュ-

プリン蛋白質に選択的に結合 し微小管形成を阻害することによると考えられる｡

負相関交差耐性のモデル

以上を総括すると､ベンズイミダゾールとN-フェニルカ)L,バマー ト間に認められる負

相関交差耐性は､β-チュ-プリンの198番目のアミノ酸の置換により起こり､ジエ トフ

ェンカルプのベンズイミダゾール耐性株に対する選択的抗菌活性メカニズムは､ジエ ト

フェンカ)i,ブが､変異 したβ-チューブリンに特異的に結合するためと推定 されるOベン
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ズイミダゾールとN-フェニルカルバマー トのβ-チューブリンに対する結合様式のモデル

をFig6-3に示す｡

β-チュ-プリンの198番目のグルタミン酸残基-COOHがベンズイミダゾ-ルのイミダ

ゾール環の窒素原子と相互作用を持つことによりベンズイミダゾール殺菌剤は､野生株

のβ-チューブリンに結合するが､N-フェニルカ)i,バマート系化合物が結合するためには､

β-チューブリンの198番目のグルタミン酸の変換が必要であり､そのアミノ酸残基の立

体的大きさの小 さいものの方が好ましい｡負相関交差耐性は､β-チューブリンの198番

目のアミノ酸により支配されているが､それ以外の部位では､ベンズイミダゾールとN

-フェニルカルバマー トは､結合部位を共有 していると考えられ､従って､一方の化合

物の結合に好ましくない置換は他方の化合物の結合に対 しても都合が悪いと推察される｡

植物病原菌 とN.crassaの相同性及び相異性

N.crassaを用いてベンズイミダゾールとN-フェニ)i,カルバマー ト間に認められる負相

関交差耐性のメカニズムを解明した｡〟.cra∫∫∂F914株は､N-フェニルカルバマー ト (ジ

エ トフェンカルプ､MDPC)のみならずジフェニルアミンに対 してもベンズイミダゾー

ル系化合物と明確な負相関交差耐性を示し､灰色かび病菌 (BotTydscineTea)のものと極

めてよく似ている｡ しかもF914株に対 してジエ トフェンカルアは､発芽管及び核形態

変化を引き起こすが､この形態異常は､同様に灰色かび病菌 (Bobyt7LscL'ne,ea)のものと

極めてよく一致している｡ 負相関交差耐性 という現象そのものは､極めてまれな現象で

ありそのメカニズムが多 くの原因によりおこるとは考えにくい.従って､このN.crassa

おける負相関交差耐性メカニズムは基本的には実用田場で実際に問題となっている植物

病原菌に認められる負相関交差耐性 と同じであると考えられる｡ しかしながらいくつか

の点で相違点が認められる｡ ジエ トフェンカルアの実用上の対象病害である灰色かび病

菌 (Boり′由cJ'neTea)の場合､餌場より分離されるベンズイミダゾール耐性株はほとんど

例外なくジエ トフェンカ)i,プ感受性である. 一方､N.crassaのベンズイミダゾール耐性

株は､ほとんどが､ジエ トフェンカルブ非感受性である｡この理由としては､室内耐性
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株 と圃場耐性株の差が考えられるo N.crassaの場合､寒天培地上で生育できる変異株は

理論上すべて単離される｡ 一方､圃場より単推される耐性株の場合には､圃場における

競合に打ち勝つ性質､病原性の保持､厳 しい気候条件に耐えうる性質の保持なくしては

現実には単離 されてこないoこのことは､圃場で事実上聞迫になっているベンズイミダ

ゾール耐性菌oJerOuX&Gredt1979a1979b1980,竹内 1987)､ジカ)i,ポキシイミド耐性菌

(Beever&Brien1983,竹内 1987)､アシルアラニン(Staubetal.1990)耐性菌等において､

極めて限られた変異株 (薬剤感受性から判断して)のみが圃場耐性菌として単離される

ことからも裏付けられる. なお､ベンズイミダゾ-)i,耐性菌の場合､植物病原菌の種類

により単離される耐性菌種類に差があることが知られている｡ リンゴ黒星病菌(sabi

1988)､ムギ眼紋病菌(Leroux1988)等では､2種類以上のベンズイミダゾール耐性株が存

在することが知 られている｡ この中には､ジエ トフェンカルブ感受性の異なる株がある

ことが知られているo最近､リンゴ黒星病菌の圃場耐性株のβ-チューブリン遺伝子が単

離解析 された (Jonesetal.personalcommunica【ion.Table6-i)｡ このリンゴ黒星病菌にお

けるβ-チューブリンの変異は､そのアミノ酸置換200番目のPheからTyrへの置換を除い

て､すべて､筆者がN.cTaSSaをもちいた本研究において､解析 したものと同一であり､

その薬剤感受性は､N.cTa.ぢSBのものと基本的に良く一致している0198番目のアミノ酸

がAb､Glyに置換したものは､N-フェニルカルバマートに負相関交差耐性を示 している｡

Lysに置換 したものについては､負相関交差耐性は認められていないが､これは､この

置換が比較的N-フェニルカルバマート高度耐性を示すため､Jonesらの試験 している濃

度では検出できなかったためと考えられる｡200番目の置換が､角相関交差耐性を示さ

ないことも､著者の仮説を支持 している. このことは､著者のN.cTaSSaを用いた本研究

が､基本的には植物病原菌のモデルととして有効なことを示していると考えられるO
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Table6-1圃場より単離されたリンゴ黒星病菌のMBC耐性メカニス

(byD｢Jonesetal･)

薬剤感受性 β-tubulhのアミノ酸置換

菌株
BenzimTdazoles N-phenylcarbamates 198 200

野生株
S

MBC耐性株

1 MR

2 R

3 R

4 VHR

HR Phe

Glu 工土工

旦k Phe

EiLS Phe

Ala Phe

S :Sensitive MR :Moderatelyresistant R:Resistant
HR:Highresistant VHR:Veryhigh｢esistant

gZ



圃場におけるジエ トフェンカルブ耐性菌の出現の可能性 とその予測

実用圃場における耐性菌の発生 と発達を予測することは極めて困難であり､植物病原

菌ではないN.cTaSSaを用いた本研究から､ジエ トフェンカルブ耐性菌出現問題を予測す

ることは多 くの危険性を含んでいることは否めない｡しかし､著者は､ジエ トフェンカ

ルプ耐性株を単離 し､その解析を行ない､上記の本研究結果が､基本的に植物病原菌の

モデルとなりうると考えられることから､ジエ トフェンカルプ耐性問題の予測について

ある程度の知見が得られると考えているO ジエ トフェンカルプは､198番目のアミノ酸

の変異したチューブリンに結合 して抗菌活性を示すと考えられるoしたがって､本化合

物は､極めて選択性の高い殺菌剤でありこのことは､第1章の緒論で触れたとおり耐性

菌の発生しやすいと考えられる殺菌剤である｡選択性の高い殺菌剤においでは､耐性菌

問題は､宿命 と考えられ､ジエ トフェンカルプにおいても例外ではないと思われる｡ し

かも､N.cTaSSaにおいてMBC､ジエ トフェンカルブに両耐性を示す株が単離されている

こと､また､ジエ トフェンカルプを使用 していない風場のリンゴ黒星病菌､ムギ眼紋病

菌等でもMBC､ジエ トフェンカルアに両耐性を示す株が単耗されていることは､ジエ ト

フェンカル7'の使用分野である､灰色かび病菌 (BoD70'scJ'neJea)においてもMBC､ジ

エ ト7ェンカルブに両耐性を示す株が理論的には､発生､発達の可能性があることを強

く示唆 しているO しかしながら､N.cTaSSaにおける研究より､ジエ トフェンカルブ感受

性株から得られるジエ トフェンカ)I,プ高度耐性株は､MBC感受性を回復することから実

質的には､ベンズイミダゾールの使用により防除が可能であり問題とはならないと考え

られる0-万､ジエ トフェンカルブ中等度耐性株は､MBC､ジエ トフェンカルプに両耐

性を示すため問題となる可能性を秘めている｡ しかしながら､ジエ トフェンカ)i,プ中等

度耐性株のうち､その変異が198番目以外のアミノ酸が置換 した株に関しては､そのほ

とんどが､生育に異常を起こしている(Table3-4.Fig.6-4)Oこれは､β-チューブリンがす

べての生物で保存性の高い蛋白質であり (動物､植物及び糸状菌でそれぞれ約70%のア

ミノ酸配列の相補性)多 くの変異がその生育等に影響すると考えられる｡ さらに､ジエ

トフェンカルア中等度耐性株 (198番目以外のアミノ酸が置換 した株)が生育に異常を
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示す理由の一つとして､これらの株においては､p-チューブリンに2つの変異が入って

いることが挙げられる｡このことを考慮すると､厳 しい条件の要求される実用圃場にお

いて､MBC､ジエ トフェンカルアに両耐性を示す株は､容易にはジエ トフェンカルア感

受性株からは生 じないと考えられる｡しかし､ジェ トフェンカルブ中等度耐性株のうち､

その変異が198番目のアミノ酸がMBC､ジエ トフェンカルプに両耐性型に置換 した株 (

FRB3株タイプ)は､問題となる可能性を秘めている｡たとえば､FRB3株の様に198番

目のアミノ酸がLysに置換した株は､少なくとも培地上での生育に異常は認められない｡

かつ､リンゴ黒星病菌において実用圃場から同一変異を持つMBC､ジエ トフェンカルプ

に両耐性株が単離されていることから､このタイプの変異株は病原性等に大きな影響を

及はさないと考えられ､灰色かび病菌 (Bob-yt7'scL'neTea)においても将来出現の可能性が

あると考えられる｡ また､野生株 より出現するMBC耐性菌のなかで､ジエ トフェンカル

ブ感受性を獲得 しない株 (Bm1511タイプ)の出現も懸念されるCFig.6-4)｡しかし､逆に

考えると､FRB3タイプの株あるいはBm1511タイプの株は､理論的には野生株から1ア

ミノ酸置換でベンズイミダゾール耐性株 として発生 し得る株であるOベンズイミダゾー

ルは､灰色かび病菌に対 し､すでに約20年世界的に使用されている｡にもかかわらず､

灰色かび病菌 (Bogytr'scL'ne'ea)においては､ベンズイミダゾール耐性株のほとんどが､

ジエ トフェンカルブ感受性株1種類である｡このことは､灰色かび病菌 (Bobyb'scine化∂)

に限定 した場合､FRB3株型及びBm1511株型の耐性菌は､何 らかの理由により､圃場に

おける競合に勝てない性質となっている可能性がある｡ フランスの灰色かび病菌 (

Boり′由cI'nerea)に対 し､ジエ トフェンカルブを長期連続使用 している試験圃場において

ジエ トフェンカルブ感受性のモニタリングを行なっているLerouxによると､MBC､ジエ

トフェンカルブに両耐性株の発生が認められているが､これらの株は､圃場での生存競

争に欠陥を持っているため､ジエ トフェンカルブの使用を中断すると急激に両耐性菌の

密度が低下するとしている(personalcommunication)｡以上のことは､ジエ トフェンカル

ブ耐性の発達が､急激に起こり実用上の大問題となることを否定 している｡ しかしなが

ら､耐性菌問題は､病原菌の持つ多様性との戦いであり､その淘汰圧 と密接な関係があ
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る.また､環境問題を考慮 し､必要以上に使用しないことが重要である｡

ジエ トフェンカルブの選択的抗菌活性 と安全性

ジエ トフェンカルプの開発においては､数多 くの毒性試験が実施され､その安全性は

充分に確認され登録を取得 している｡ ジエ トフェンカルアの安全性に関する研究は本研

究テーマからはずれるが､先に示したように､ジエ トフェンカルプの作用点はβ-チュー

ブリンと考えられ､β-チューブリンがすべての生物で保存性の高い蛋白質であり､人を

含め晴乳動物に対するマイクロチューブルに対する影響が懸念される｡しかし､本研究

より､ジエ トフェンカルプがβ-チューブリンに結合するためには､その198番目のアミ

ノ酸Gluが置換することが必要である｡ これまで知られているすべての生物において198

番目のアミノ酸は､Neurospo'aの野生株同様にGIuであるCTable612)｡このことは､ジエ

トフェンカルブは､基本的には､動植物のβ-チューブリンに結合 しないと考えられ､菌

と動植物の選択性が明確であると考えられる｡

p-チューブリンのアミノ酸配列 と薬剤感受性

マイクロチューブJL,(微ノJ､管)は､α-､β-チューブリンのダイマーの重合により構成

されており､すべての真核生物に存在 し､細胞分裂､細胞の形態､細胞内物質移動､細

胞運動等多 くの機能を持っているのustin1984)｡ベンズイミダゾール系化合物は､マイ

クロチューブルの構成蛋白質であるチューブリンに結合することによりマイクロチュー

ブルの重合を阻害し､細胞分裂等の阻害を引き起こすことが知られている(Davidse1977)｡

動植物に同様の阻害活性を示す薬剤として､コルヒチンが挙げられるが､コルヒチンは､

かびに対 して一般に抗菌活性を示さない.KHmanin(1981)らは､MBCとコルヒチンに対

するチュ-プリンのJ.nVL七･o重合阻害を酵母菌とウシの脳由来のチューブリンをもちいて

比較し､MBCは酵母菌特異的に､コ)i,ヒテンはウシの脳のチュ-ブT)ンのinvIかo重合を

特異的に阻害を示し､その差は､それぞれ1000倍であることを示 している｡コルヒチン

とベンズイミダゾール間に認められる選択性とβ-チューブリンのアミノ酸配列に関する
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研究は少ないが､コルヒチン耐性Chlamydomonas株の変異は､350番目のアミノ酸のLys

からGluあるいはMetへの置換が知られており､この358番目のアミノ酸が､N.cTaSSa,A.

tu'du]ans,S.ceTCYJlclae等では､Glnであることが知られている(be&Huang1990)Oまた､

A.nudu)ansのTBZ耐性BenA16株及びジエ トフェンカルブ中等度耐性FR513株のアミノ

酸置換は､AlaからVal-の置換が認められたが､165番目のアミノ酸は､植物では､Leu､

動物ではAsnである｡これらのアミノ酸部位は､薬剤の選択性を説明するアミノ酸の候

補と考えられ､今後の研究の進展が期待される｡

新規細胞分裂阻害剤の創製の可能性

これまで､論理的殺菌剤のデザインの方法として､構造活性相関が用いられてきたが､

その成功例は､さほど多 くない｡この理由の1つとして､これまでの構造活性相関は､

化合物の構造変換と抗菌活性 (あるいは､invitro酵素阻害活性)の関係を解析 したもの

であり､そのターゲット蛋白質の構造に関する知見は､解析の対象になっていない｡本

研究により､筆者は､ベンズイミダゾールおよびN-フェニルカルバマート系化合物のタ

ーゲット蛋白質β-チューブリンのアミノ酸置換と薬剤感受性の関係を明らかにした｡現

在､N-フェニルカルバマート系化合物の構造変換と置換アミノ酸との関係を調べるため､

変異株における構造活性相関及び変異株問の活性活性相関について研究している｡この

試みは､従来の構造活性相関にターゲット蛋白質の変換の情報を導入することを目指し

ており､この解析より､薬剤の構造､ターゲット蛋白質の立体構造と生理活性の相関に

関するより多 くの情報が得られるものと考えている｡硯時点では､β-チューブリンのX

線解析像が得られていないため､ベンズイミダゾールおよびN-フェニルカルバマー ト系

化合物のβ-チューブリン上での結合様式を視覚的にみることができず､実際の新規活性

化合物の創製は極めて困難と言わざる得ない｡しかし､将来､β-チューブリンのX線解

析像 (あるいはNMR解析)が得られれば､本研究により得られた知見を元に､動植物

のβ-チューブリンの立体構造を考慮 しながら､高活性で､選択性の高い新規殺菌剤の論

理的創製が可能になると考える｡
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pEF50のベクターとしての利用価値

αbachetal.(1986)により単醜されたN.crassaBm1511株由来のβ-チューブリン遺伝子は､

ベンズイミグゾ-ル耐性 という薬剤耐性優性マーカーとして使用できるため､N.cTaSSa

の形質転換ベクターとして使用 され､〟.cra∫∫∂の分子生物学を飛躍的に進歩させた｡こ

のプラスミドpBT3は､N.C'assa以外のかび､植物病原菌においても有効であることが報

告されているmensonetal.1988,0rbachetal.1986)Qしかしながら､Bm1511株由来のβ-チ

ュ-プリン遺伝子は､MBC耐性の程度が低いためベンズイミグゾー)i,に対する感受性の

低いかび (植物病原菌)においては､ベクターとしての使用が実質的に不可能である｡

一万､本研究において単離したF914株由来のβ-チューブリン遺伝子(pEF50)は､Bm1511

株由来のpBT3よりMBC高度耐性 (75mg/mlのMBC存在下でも形質転換可能)を示すo従

って､pEF50は､より多 くの糸状菌のベクターとしての利用が可能であると考えられる｡

さらに､F914株由来のp-チューブリン遺伝子(pEF50)は､MBC耐性形質のみでなく､ジ

エ トフェンカルプ感受性形質を示し､1つの遺伝子が2つの形質を支配しており､pBT3

にない特徴を持っている｡
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本研究の完成は､理化学研究所微生物制御研究室において､山口勇博士の指導の下

に行なったものである｡本研究の完成にあたり､終始､懇切なる御指導､御鞭蛙を賜 り

ました山口勇博士に深 く謝意を表します｡
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感謝致します｡
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研究月小栗幸男氏､主任研究員高橋淳也博士ならびに同社海外開発部長袖佐井上悟博士
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MOLECULARMECHANISM OFSELECTIVEFUNGITOXICITY OF

DIETHOFENCARBTO BENZIMlDAZOLE-RESISTANTMUTANTSひJ

NEUROSPO尺ACRASSA:EFFECT OFAMTNO ACID SUBSTITUTIONS

IN p-TUBULTN

Makoto Fujimura

Two carbendazim(MBC)-resistant mutants of Neurospora

cr(コSSa,F914 and F939,Were sensitive to diethofencarb atthe

concentration of0.1 LLg/ml,while the wild-type strain and other

MBC-resistantmutants showed resjslance to diethofencarb atthe

concenけation or lOO ト1gノml. Genetic analysis indicated that the

mutationsinthesetwostrainswerecloselylinkedtotheβmJlocus

which codes for β-tubulin. When the wild-type strain was

transformed by the cloned β-tubulin gene ofthe strain F914,the

transfoTmantS Showed MBC resistance as welt as dieLhofencarb

sensitiv】ty in the presence of MちC.On the other hand, the

die【horencarb sensitivlty Or the F914 Strain was cancelled by

transformation with thewild-type β-tubulin gene,DNA sequencing

oftheF914β-tubulin gene revealed thatglutamic acid atposition

198oFβ-tubulin in thevJild-type strain wassubstituted by glycine

intheF914strain.Therefore,asinglebasechangeinthep-tubulin

gene was proved to confer both tlle MちC resistance and

diethorencaTb sensi【ivlty.

In the presence of0.5 ドg/ml diethofencaTb. conidia of a

benzimidazole-resistantmutantofN,crasSa,F914,germinated with

distorted and swollen germ 【ubes･DiethoFencarb induced scattering

ofnucleiand inhibited mito〔ic nucleardivision intheF914 strain.

The morphologlCal abnormaHty was quite similar 10 the one
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observed in the wild-type strain treated with MBC･Diethofencarb,

however,did notmorphologlCally affectthe germ tubesand nuclei

ofthe wild-type strain.Diethofencarb formed a complex in vitro

with aprotein presentin themycelialextractsoftheF914 strain,

butsuch acomplex wasnotobserved in the extractsorthe wild

typestrain.ThebindingproteinoftheF914 strain wasretained on

a DEAE-Sephadex A-50 column and eluted with O･5 M KCl.The

molecular weight of the binding protein was estimated to be

105,000 by gelfiltration on SephacrylS-200.The data coincide

with those on the MBC-binding protein in the wild-type strain,

suggesting that diethofencarb was selectively toxic to the

benzimidazole-resistantstrain by binding to the mutated tubulin.

AfterUV-treatmentofthe F914 strain,revertantsresistantto

die[hofencarb were isolated and characterized. Two revertant

strains FR422 and FR424 showed high resistance to N-

Phenylcarbamatesand sensitivlty tO benzimidazoles,ascan be seen

inthewild-typestrain.0【herfiverevertants,FR511,FR513,FR521,

FR421 and FRB3,were more resistantto diethofencarb than the

strain F914 butlessresistallttO diethorencarb than the wild-type

strain.These moderately resistantstrains were more resistantto

benzimidazoles than the parentstrain F914.Among the strains,

FR42l and FR521Were resistantto grlSeOfulvin aswell.Allthe

diethofencarb-resistant mutations were Hnked to the Bml(β-

tubulin)locus.Toidentifythechangesintheβ-tubulingenesinthe

diethoFencarb-resistant revertants, gene cloning and sequencing

wereca汀ied otlt.Theresultsshowed thattheamino acid changes,

250LeutoPhe,165AlatoVat,237ThrtoAlaand198GlytoLys,were

responsible forrevertantphenotypesin the strainsFR511,FR513,

FR421andFRB3,respectively.
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Theaminoacidsubs【itu【ion(165AlatoVal)oftheβ-tubulinin

theFR513 Strain wassame to thatofthe thiabendazo王e-resistant

mutant(benA-16)ofAspergillus nidulaTZS,andtllisaminoacid

positionwasclosetothatofthemutation(167PhetoTyr)ofthe

benomyLTeSistantmutant(Bm1511)ofNICraSSa･Furthermore,the

positionofaminoacidsubstitution(237ThrtoAla)inFR421S【rain

wasclosetothatofthemutation(241ATg tO His)ofabenomy1-

resistantmutanl(Ben-R)ofSaccharomyces cerevl'sElae,Suggesting

thatdiethofencarb shares the binding sites on β-tubulin with

benzimidazoles.

InstrainsFRB3,F914andwi一d-type,theaminoacidatpositior1

198wereLys,GlyandGlu,respectively.A new β-tubulingenewith

Alaatposition 198 wasconstructed by site-directed mutagenesis･

Thisgenetransformedthewild-typeStrainto MちC resistance,while

transformationofF914 slrainwiththisgeneresultedingrowthon

a medium containing 0.5 Ltg/mldiethofencarb butnoton that

containing75LLg/mldiethofencarb.TheF914straintransformedby

β-tubulingenesofthewild-typestrainand theFRB3stTaingrew

evenonamedium containing75Llg/rTl【diethofencaTb.These data

suggestthaHheGIuatposition198inβ-tubulin isresponsible for

MBC sensitivlty.Differentaminoacidsubstitutionsarposition 198

cortferdifferentsensitivilies to die【hoFerlCarb and the order of

aminoacidsthatresuhsinincreasingsensitivityisG】U,ALaandGLy

(mostsensitive).

Based on these data, a model for binding mode of

diethofencarbandMBC toβ-lubu=nisdescribed.Theseapproaches

shouldworkinclarifyingthefunctionoFβ-tubulinandalsoaidin

designing new potentfunglCidestocircumbalethedrugresistance

problem.
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