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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内のCa2+の伝導をライブイメージングで可視化しその特性を解析し
た。さらに、Ca2+のシグナルがどのように下流に伝わるかを調べるため、CalmodulinまたはCalmodulin 
dependent kinasにGFPを付加した融合タンパク質を発現する株を構築し、GFP抗体による免疫沈降を行い相互作
用するタンパク質群を精製した。それらをLC-MS/MSの質量分 析にかける事で、ターゲット候補をそれぞれ20-60
個同定した。それらの重複はほとんど見られず、それぞれのが異なるタンパク質をターゲットとすることで、シ
グナル伝達を使い分けていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Filamentous fungi are composed of tubular cells called mycelium, which grow 
by extending their tips. The apical growth of mycelium is caused by the cyclic influx of Ca2+, which
 synchronizes actin polymerization and enzyme secretion to gradually elongate the mycelium. In this 
study, we visualized the intracellular Ca2+ conduction by live imaging and analyzed its 
characteristics. In addition, to investigate how Ca2+ signals are transmitted downstream, we 
constructed strains expressing fusion proteins of Calmodulin CaM or Calmodulin-dependent kinase, 
CmkA, CmkB, and CmkC, to which GFP was added. We purified the interacting proteins by 
immunoprecipitation with GFP antibody. They were subjected to LC-MS/MS mass spectrometry to identify
 20-60 candidate targets for CaM, CmkA, CmkB, and CmkC, respectively. Interestingly, there was 
little overlap among them, suggesting that each protein uses different signaling strategies by 
targeting different proteins.

研究分野： 微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、細胞内のCa2+の伝導をライブイメージングで可視化しその特性を解析した。さらに、Ca2+のシグナ
ルがどのように下流に伝わるかを調べるため、CalmodulinまたはCalmodulin-dependent kinaseのターゲット候
補をそれぞれ20-60個同定した。それらの重複はほとんど見られず、それぞれが異なるタンパク質をターゲット
とすることで、シグナル伝達を使い分けていることが示唆された。本研究は、カビが関わる醸造・発酵、動植物
への病原機構の解明、カビの高い環境適応能の理解と人間生活におけるカビ対策に貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
カビは、菌糸の先端を伸ばすことで先端生長を行うことから、細胞のダイナミックな形態変化

を研究するのに最適な基礎研究のモデルである (図 1A)。また、カビは様々な酵素を大量に分泌

して生長するため、環境中で分解者として重要な役割を果たし、古くから醸造・発酵に利用され、

近年では有用酵素・バイオ燃料生産の産業分野でも利用されている。一方、カビは、動植物や農

作物細胞へ貫入し病原性を示すものを多く含むことから、ヒトおよび作物病害の防除のために

も重要である。これらカビの有用性と病原性は、菌糸生長と密接に関連している (図 1B)。また、

カビは様々な環境に適応し、人間生活における衣食住や工業製品を栄養源として菌糸生長する

ことで、物理的・化学的に分解し劣化させる。そのため、カビ対策は大きな課題である。  

 先端生長のために必要な膜やタンパク質は、菌糸先端への分泌小胞の輸送とエキソサイトー

シスによって、菌糸先端に供給される (図 1C)。その過程で、菌糸先端で重合して形成されるア

クチンの構造物であるアクチンケーブルが、必須である。これまでに申請者は、菌糸先端 (約 3 

m の幅)のどこでエキソサイトーシスが起こるかにより、先端生長が空間的に制御されること

を示した。菌糸先端に伸長する微小管が、分泌小胞の長距離の輸送に利用され、先端付近でアク

チンケーブルに分泌小胞を受け渡す。微小管が菌糸先端の形質膜に到達した部位で、極性マーカ

ーと呼ばれるタンパク質複合体が集

合する。極性マーカーが集合した部位 

(超解像イメージングで約 120 nm)か

ら、アクチンケーブルが形成され、そ

こでエキソサイトーシスが起きる。即

ち、極性マーカーがどこに集合するか

により菌糸の生長方向が制御される。 

当時の成果で、菌糸生長が一定ではなく、徐々に伸びることを発見した。極性マーカーの集合、

アクチンケーブルの合成、エキソサイトーシスがそれぞれ周期的であることを示し、Ca2+の流入

が周期的に起きることで、これらを同調させる機構を発見した (Takeshita et al PNAS, 2017)。

このように周期的に徐々に菌糸を伸ばす一連の動的機構を、ここでは菌糸生長の躍動性と呼ぶ。

Ca2+の流入に関わるチャンネルの破壊株の表現型から、この躍動性が正常な形態の菌糸生長に

必要であった。この躍動性の生物学的意義として、外的シグナルに早く応答し、菌糸生長の速度

や方向を制御し、環境に適応するために必要であるという仮説に至った。 
 
２．研究の目的 

 この仮説を検証することを目的とし、その分子機構について、また外的シグナルに対する躍動

性の変化について解析することで、仮説を検証する。さらにマイクロ流体デバイスを併用し、外

的シグナルに応答した菌糸生長方向の変化（屈性）を解析する。そして、実環境を想定し、糸状

菌と細菌または植物細胞とを相互作用させた際の菌糸生長の応答（躍動性と屈性）を解析する。 

 
３．研究の方法 

(1) 躍動性に関わる分子機構  極性マーカーと相互作用するタンパク質群を、免疫沈降と質

量分析で同定した。その中には、機能未知遺伝子群の他に、Ca2+濃度依存的に活性化することが

広く知られている kinase; Calmodulin-dependent kinase (CamK)が含まれていた。Ca2+の一時的

な流入により CamK の標的がリン酸化され、アクチンの重合、エキソサイトーシスに関わる可能



性があるため、CamK ならびに機能未知遺伝子の機能解析を行う。これら遺伝子の発現を抑制ま

たは誘導した株で、菌糸生長の躍動性 (アクチンの重合、エキソサイトーシス、Ca2+の流入、菌

糸生長)を、蛍光イメージングにより測定する。また、蛍光タンパク質付加による局在解析を行

う。CamK の標的候補を、同様に免疫沈降と質量分析で同定する。 

(2) 外的シグナルに応答した躍動性の変化  Ca2+の流入に関わるチャンネルを同定し、その活

性が膨圧により制御されている可能性を示した。様々なストレスを与えて、菌糸生長の躍動性を、

同様に測定する。ストレスとして、温度変化、栄養の貧富、炭素源・窒素源の違い、Ca2+チャン

ネルの活性化における膨圧を想定した浸透圧ストレス、Ca2+濃度、動植物細胞への侵入を想定し

た低酸素ストレス、マイクロマニピュレーターによる物理的接触などを試す。 

(3) 外的シグナルに応答した躍動性と屈性のマイクロ流体デバイスを用いた解析  

躍動性と生長方向との間の、時間制御と空間制御の関連が、未解明のままである。外的シグナル

に応答した生長方向の変化（屈性）をより顕著に測定するため、マイクロ流体デバイスを用いる。

この実験も、蛍光顕微鏡下で行うため、菌糸生長の躍動性と生長方向を決定する極性マーカーの

位置を、蛍光イメージングにより測定する。ステージを自動で移動させて多点でタイムラプス観

察が可能であるため、一回の実験で 100 以上の数の菌糸の屈性を判定出来る。屈性を促す外的シ

グナルとして、先の拡散性のシグナル物質を用いる。さらに、糸状菌の生育・分化を制御し、ク

オラムセンシングに関わる化合物 (重炭酸塩、ファルネゾール、オクタノール類等)、細菌間の

認識に関わる化合物、糸状菌と植物間での認識に関わる化合物などを用いる。さらに、異種の糸

状菌、細菌、植物細胞の培養液を用いた勾配により、屈性のバイオアッセイを行うことで、生物

間認識に関わる新規物質の同定の糸口を掴む。 

４．研究成果 

Calmodulin CaMにRFPを付加した融合タンパク質を発現する株、さらにCalmodulin-dependent 

kinase, CmkA, CmkB, CmkC に GFP を付加した融合タンパク質を発現 する株を構築し、それぞれ

の細胞抽出液に対して RFP 抗体または GFP 抗体による免疫沈降を行い相互作用するタンパク質

群を精製した。それらを LC-MS/MS の質量分 析にかける事で、CaM, CmkA, CmkB, CmkC のターゲ

ット候補をそれぞれ 20-60 個同定した。興味深いことに、それらの重複はほとんど見られず、そ

れぞれのタン パク質が異なるタンパク質をターゲットとすることで、シグナル伝達を使い分け

ていることが示唆された。GO 解析により、CaM と相互作用するタンパク質には細 胞周期、オル

ガネラの組織化・局在化に関わるものが濃縮され、CmkA には菌糸生長、刺激への応答、細胞間

コミュニケーションに関わるものが濃縮され、CmkB,C には一次代謝に関わるものが濃縮された。 

外的シグナルに応答した躍動性の変化 共焦点顕微鏡ベースでポイントレーザーを使う事で細胞

の目的部位にストレスを与えた際の、躍動性の変化、即ち、アクチンの重合、エキソサイトーシ

ス、Ca2+ の流入、菌糸生長を、蛍光イメージングにより観察し、Ca2+の細胞内での伝導の特性

を解析した。現在、論文を準備中である。 また、Ca2+の流入とアクチンの重合、エキソサイト

ーシス、膜輸送の菌糸生長における役割を総説としてまとめ発表した。  
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