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１ 研究の背景・目的 

 アポトーシスは、高等生物において形態形成・生体防御などに働いているプログラム細胞死の一種である。ア

カパンカビにはアポトーシス関連遺伝子のホモログとして、プロテアーゼである caspase のホモログが 2つ、

その他 Caspase非依存的なアポトーシス誘導因子である aif や、Caspase を活性化する因子である apaf や、

エンドヌクレアーゼであるendoG のホモログが一つずつ存在する。アカパンカビが持つアポトーシス関連遺伝

子のホモログは、種類も数も近縁の菌類に比べて多いことがわかっている。このことから、アカパンカビでは近

縁の菌類よりも複雑なアポトーシスの制御機構が備わっていることが予想される。本研究では上記の遺伝子に関

してaif casp-1,2 endoG 四重破壊（Knock-Out / KO）株を作製し、分生子形成・変異原耐性などについて解析

した。 

 

２ 研究結果 

 aif casp-1,2三重KO株と endoG単独KO株を交雑し、約 90の子孫株を得た。それらの株についてPCRで

KO状況を確認したところ、1つが aif casp-1,2 endoG 四重KO株であった。アカパンカビは通常、培地に植継

ぐと気中に菌糸を伸ばしてその先端に分生子を形成する。しかし、aif casp-1,2 三重KO株とaif casp-1,2 endoG 

四重 KO 株では、菌糸は野生株並みに伸長するが分生子形成は明らかに悪かった。そこで、分生子形成数につ

いて解析した。まず、それぞれのアカパンカビを植出して一週間培養したのちに、形成した分生子を可能な限り

回収した。その懸濁液の全量と濃度から各試験管に形成された分生子の数を求めた。結果、aif casp-1,2 と aif 

casp-1,2 endoG 四重KO株の分生子数は野生株（WT）の約20分の1となっていた。その一方、aif では分生

子数がWTに比べて2倍以上になっていた。 

 また、スポットテストにおいて全てのKO株について変異原耐性を調べたところ、いずれの株も 4NQOに対

して明確な耐性を示すことがわかった。そこで、単独KO株から aif casp-1,2 endoG 四重KO株に至るまで、

4NQO 処理に対する生存率を定量的に調べた。まず、一週間培養したアカパンカビの分生子を回収し、リン酸

buffer 中で懸濁した。そこに 4NQO を加

え、30℃で穏やかに振とうした。そこから、

30分ごとに分生子を単位量回収し、洗浄し

た後に寒天培地にて培養した。3 日後に形

成されたコロニー数を指標として生存率

を算出した結果、単独KO株中で apaf が

より明らかな耐性を示した。多重KO株で

は casp-1,2 二重 KO 株よりも apaf 

casp-1,2 三重KO株が耐性を示した。また、

apaf casp-1,2 三重 KO 株よりも aif 

casp-1,2 三重KO株が、さらにそれよりも 

aif casp-1,2 endoG 四重KO株が 4NQO

耐性を示した（右図）。                 図.  野生株と多重変異株の 4NQO感受性比較  

                   



３ 結論・考察 

 アカパンカビにおいてアポトーシス関連遺伝子ホモログの多重 KO 株では、分生子形成に影響を与えること

が示された。しかし、菌糸成長や分生子自体に異常は見られなかった。また、アカパンカビにおいて保存されて

いる 4 種のアポトーシス関連遺伝子について、高等生物において基本的に独立しているとされる Caspase , 

EndoG , AIF の各経路は、アカパンカビにおいてもある程度独立して機能していると考えられた。しかしなが

ら、Apaf はCasp-ase の活性化に関わるだけではなく、他の因子についても影響を持つことが示唆された。 


