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食用キノコの子実体形成の分子機構の解明に貢献する。
ヤナギマツタケ（Agrocybe cylindracea）の子実体で高発現するタンパク質を見出し、
その遺伝子クローニングと発現部位の解析を行う。

Ⅱ．タンパク質抽出と二次元電気泳動

菌糸体および子実体（柄と傘）を
液体N2で凍結し粉砕

TCA/acetoneによるタンパク質の沈殿

風乾

Urea-Thioureaによるタンパク質の抽出

・食用キノコの多くは担子菌類に属する。
・キノコの生活環（成長と子実体形成）に関する分子機構は未解明。

ヤナギマツタケ Agrocybe cylindracea （写真：福岡県産株）
ハラタケ綱 ハラタケ目 オキナタケ科 フミヅキタケ属

Bradford法による濃度測定

蛍光標識

二次元電気泳動

タンパク質スポットの検出

柄

傘

洗い（TCA除去）

キノコの生活環

Ⅲ．柄 E1スポットの質量分析と Database検索

蛍光標識
Cy2 (ex:491 nm, em:509 nm) 

Cy3 (ex:553 nm, em:569 nm) 

Cy5 (ex:645 nm, em:664 nm) 

二次元電気泳動
一次元目：等電点電気泳動
プレキャストゲル：Immobiline DryStrip (GE)

pH 3-10 NL、13 cm

ゲル膨潤液：Urea-Thiourea抽出液
2% Pharmalyte

Protease & Phosphatase inhibitor cocktails

機器：CoolPhoreStar IPG-IEF Type-P（Anatech）

二次元目：SDS-PAGE

13% Acrylamide

機器：ラピダス スラブ電気泳動装置（ATTO）

検出：Typhoon FLA9500 BGR (GE)

画像解析

解析ソフト：ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE)

質量分析
機器：Autoflex II (MALDI TOF/TOF、Bruker)

データベース検索：Mascot (Matrix Science)

2D-DIGE解析結果
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④ ピーク 3052 の MSMS 解析
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② ピーク 1010のMSMS解析

Ac-S-N-T-S-F-A-T-I-K
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③ ピーク 1954 の MSMS 解析

-A-L-L-Y-D-T-F-T-A-G-Y-D-T-F-R
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トリプシン処理したペプチドの MS 解析

ACCESSION:   AAP49845 
DEFINITION: Ac-PRI4

Agrocybe chaxingu （タイ産ヤナギマツタケ）由来、機能は未知
Nominal mass (Mr): 11033; Calculated pI value: 5.66.
Glyに富む領域をもち、 Cキナーゼやチロシンキナーゼなどによるリン酸化可能部位（黄色）をもつ。

1 MSNTSFATIK AEDNAIYSKF TVKGAMWNNP ADHDEGSVPI TFNANSDVAV

51 PKFYSADKSL ALLYDTFTAG YDTFRGNIGG GKIFFKTGKG ITVKGDITGG 

101 PTEG

[ P. Sirand-Pugnet et al., Curr. Genet. 44 (3) 124-131 (2003) ]

Ⅳ．cDNAクローニング

Cy2： 菌糸＋柄＋傘 Cy3： 柄 Cy5： 菌糸

E1

pH 3 pH 10

420.038
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① ピーク 730 の MSMS 解析

F-Y-S-A-D-K

This study と Ac-Pri4 などとの ORF 塩基配列の比較

This study 

Ac-Pri4
（タイ産）

Aa41-Pri4
（中国産）

Aa1-Pri4
（フランス産）

72.8％

97.8％
97.8％

73.5 ％

100％

Ac-Pri4とAa41-Pri4に対して
高いホモロジーを示した

73.5％

※開始コドン・終始コドン（赤）
※ORF：313nt（黄）および38nt（緑）

76.8％

313ntの比較

This study 

Aa1-Pri4
（フランス産）

351ntの比較

ホモロジー

This study
Ac-PRI4
Aa41-PRI4
Aa1-PRI4

This study
Ac-PRI4
Aa41-PRI4
Aa1-PRI4

Pri4 がコードするタンパク質のアミノ酸配列

This study

Ac-PRI4

Aa41-PRI4

Aa1-PRI4

100%

98.1%
※黒で囲んだ個所は

3つ以上のPRI4タンパク質で共通

※ は相同性の高い領域

※＊はリン酸化可能な部位

64.7%

pI 5. 61
MW  12329. 45

＊ ＊ ＊

＊ ＊ ＊

61.5％

ホモロジー

104aa の比較 This study

Aa1-PRI4

全長 116 aa の比較

Ⅴ．ノーザンブロッティング

菌糸 柄 傘

約600 base

18S

結果

約600 baseの位置にバンドが見られ、
菌糸と傘に比べて
原基と柄で特異的に発現が高いことが示された。

抗DIG抗体反応

antisense RNAプローブ

AP
アルカリフォスファターゼ

抗体

CDP-Star
化学発光検出

D
5’3’

D D D

ハイブリダイゼーション

コード領域（351nt）を含む
DIGラベルした antisense RNAプローブ
DIGラベルした sense RNA プローブ

●T7 RNAポリメラーゼ
●DIG RNA Labeling Mix（DIG-UTP）

Ⅵ．in situ hybridization

子実体（長さ 4.5 ｍｍ）

柄の根元（原基シャフト）付近ほど発現が高いが、
傘では発現されていない。

原基

原基（長さ 2～2.5 ｍｍ）

長さ 2 mm

原基（長さ１～1.5 ｍｍ）

Pri4 のmRNAは原基のほぼ全ての領域で発現されている。
しかし、傘に分化しようとしている領域では発現されていない。

少し伸長した 2～2.5 ｍｍの原基では、シャフト部分で発現されている。
傘に分化する領域では発現されていない。

1. ヤナギマツタケ（Agr. cylindracea）のプロテオーム解析から、菌糸に比べて柄で存在量が高いスポット
E1を見出し、質量分析の結果、Pri4 遺伝子産物（機能は未知）と同定された。

2.  Agr. cylindracea 由来Pri4 のcDNAをクローニングし、全長ORFの塩基配列を決定した。
その配列は、これまで部分配列が報告されていたタイ産Agr. chaxingu のPri4 と一致した。

3.  ノーザンブロッティングにおいて、Pri4 のmRNAは、原基および子実体の柄で特異的に発現しているこ
とが示された。

4． in situ hybridization の結果から、 Pri4 のmRNAの発現は、
原基（長さ < 1.5 mm） ： ほぼ全域
原基（長さ ≈ 2.5 mm）： 傘に分化する領域を除く全域(原基シャフト) 。
子実体（長さ ≈ 4.5 mm）： 柄の根元付近（原基シャフト）ほど発現が高い。

柄の傘に近い領域と、傘では発現されない。

5. Pri4 は組織特異的に発現されていることから、子実体形成において重要な役割を果たしている可能性
がある。今後、PRI4タンパク質の組織・細胞における存在様式（局在など）を調べる予定である。

Ⅶ．まとめと展望

D
5’3’

D D D

Ⅰ．背景と目的

RNAプローブ合成

Database 検索結果

菌糸

パーミアライズ(Proteinase K処理)

固定化
overnight

パラフィン包埋

切片作製
厚さ： 5 µm

パラフィン除去

アセチル化

プレハイブリダイゼーション

ハイブリダイゼーション

ブロッキング

抗体処理
抗 DIG 抗体（AP標識）

発色
NBT/BCIP

操作手順

長さ 2 mm 長さ 2.5 mm
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