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計画研究：応用ゲノム

ゲノム情報から探るコウジカビの有用物質生産機構の分子基盤

●五味 勝也 1)　 ◆阿部 敬悦 1)　　 ◆小林 哲夫 2)　　　◆北本 勝ひこ 3)　　　　　　
1) 東北大学大学院農学研究科　2) 名古屋大学大学院生命農学研究科　3) 東京大学大学院農学生命科学研究科

＜研究の目的と進め方＞
コウジカビに属する産業菌である麹菌（Aspergillus oryzae）とその

近縁種 Aspergillus nidulans の全ゲノム情報をもとに、ポストゲノム科
学的手法によって、カビの有用物質、特に有用タンパク質生産に関
わる多様な遺伝子機能を解明し、それらの遺伝子の人為的コントロー
ルによるタンパク質生産性の向上を図ることを目的とする。具体的
には、カビでは培養条件（液体または固体培養の違い）によりタン
パク質生産性に差が認められることから、コウジカビのゲノム情報
より見出された環境応答に関わる情報伝達系および転写因子遺伝子
の変異株（遺伝子破壊または条件的発現制御株）を造成し、それら
の生育ならびにタンパク質生産に及ぼす影響を調べる。それと同時
に、マイクロアレイによる遺伝子発現プロファイルを解析すること
により、コウジカビのタンパク質分泌生産に関わる遺伝子発現制御
ネットワークを明らかにする。また、情報伝達系、転写因子ならび
にタンパク質分泌に関与する遺伝子および遺伝子産物の機能を分子
生物学・細胞生物学的手法により解明する。さらに、タンパク質分
泌生産に関与することが明らかとなった遺伝子について、高発現ま
たは発現抑制（遺伝子破壊）することによって有用タンパク質高生
産システムの構築を図る。
＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
①転写因子遺伝子破壊及び条件的高発現株ライブラリーの作製とト
ランスクリプトーム解析：麹菌ゲノムデータから検索されたZn(2)-
Cys(6)型転写因子を対象とする網羅的な条件的高発現株ライブラリー
作製を完了する。高発現株ライブラリーをもとに、産業的に有用な
酵素生産に関与する転写因子をプレートアッセイによりスクリーニ
ングし、マイクロアレイ解析により転写因子が制御する遺伝子群の
発現制御ネットワークを明らかにする。高頻度相同組換え株を宿主
に用いて、有用分解酵素生産に関与する転写因子を対象として遺伝
子破壊株を構築する。
②情報伝達系関連遺伝子破壊株ライブラリーの作製とトランスクリ
プトーム解析：A. nidulansの二成分性情報伝達系のヒスチジンキナー
ゼ（HK）15種及びResponse Regulator (RR) 4種について、全ての遺
伝子破壊株の作製を完了し、破壊による表現型などへの影響を調べ
る。各HKの生育段階特異的、部位特異的な発現プロファイル及び局
在部位を明らかにし、それらの機能的相違を探る。また、15種類の
HKから1種類のHPt、4種類のRRへのリン酸基の受け渡しをin vitroで
詳細に検討し、リン酸リレーの全貌を明らかにする。
③タンパク質分泌関連遺伝子群の機能解析とタンパク質生産への利
用基盤の確立：タンパク質分泌•膜輸送に関わる遺伝子とGFPとの融
合タンパク質を網羅的に作製して細胞内局在ならびに生きた細胞を
用いてこれらの動態解析を行う。異常分泌タンパク質高発現株の過
剰糖鎖付加現象を解析し、異種タンパク質分泌との関連を明らかに
する。また、プロテアーゼ生産に関与する転写因子の制御ネット
ワークを解析するとともに、これ以外の異種タンパク質分解に関わ
る他の要因も探索する。
＜ 2007 年度の成果＞
①1）麹菌の転写因子遺伝子のコード領域をα-アミラーゼ遺伝子
（amyB）プロモーターに連結したベクターを構築し、麹菌に1コ
ピー導入して条件的高発現株を造成している。公表した当初のゲノ
ム解析結果から推定された遺伝子のうち、約230種類のZn(2)-Cys(6)
型については作製がほぼ完了した。GATA型（6種類）、bZIP（8種
類）、bHLH（10種類）についてもほぼ終了しているが、C2H2型
（約60種類）については6割程度の進捗状況である。一方、近年数種
類のコウジカビのゲノム解析結果が公表されてきたことから、それ
らのデータも取り入れて再アノテーションを行うことにより、当初
推定されたものに加えて、新たに120種類のZn(2)-Cys(6)型転写因子
が見出された。C2H2型の残りと新たに見いだされたZn(2)-Cys(6)型

の転写因子の高発現株についても、高発現用ベクターの構築と麹菌
への導入を順次進めており、2007年度内での完了を目指している。
高発現株ライブラリーを利用して見出された有用分解酵素生産に関
与する転写因子のうち、固体培養特異的な発現を示すグルコアミ
ラーゼ遺伝子（glaB）を制御すると考えられる転写因子は、高発現
によりglaB発現が液体培養条件下でも誘導され、液体培養上清中の
グルコアミラーゼ活性が高くなっており、さらにウェスタン解析に
より、著量のグルコアミラーゼが生産されていることが確認された
が、α-アミラーゼや他のグルコアミラーゼ（glaA）の発現には影響
しなかった。転写因子破壊株の固体培養におけるグルコアミラーゼ
活性も減少した。また、β-ガラクトシダーゼ遺伝子の発現に関与す
る転写因子のaraR遺伝子の破壊株は、アラビノース資化能に欠損が
見られ、資化に関わる遺伝子群のアラビノースによる誘導発現が顕
著に低下していたことから、アラビナン代謝を正に制御する転写因
子であると考えられた。
2）高頻度で相同組換えが可能な宿主株として造成したDNAリガーゼ
IVホモログ遺伝子（ligD）破壊株は、通常の培養では親株と差は認
められなかったが、高濃度のmethyl methanesulfonateに感受性を示す
ことが分かった。ligD破壊株を用いて得られた麹菌のMAP kinase遺
伝子全5種類の破壊株のうち、麹菌にユニークなmpkDの破壊株は高
浸透圧条件下での生育がhogA破壊株に比べても著しく低下してお
り、浸透圧応答における新たなMAP kinaseの関与が示唆された。
②真菌の細胞壁構築はcell wall integrity経路によって制御されてお
り、コウジカビにおいてもこの経路が存在し、本経路が糸状菌の形
態形成に非常に重要な働きを担っていると考えられる。糸状菌‒酵母
間での細胞壁の構造や形態における差異が、経路下流の MAP 
kinase‒転写因子‒標的細胞壁関連遺伝子の関係に起因すると推定し、
この三者の関係に注目した糸状菌の細胞壁構築の制御機構の解析を
行った。A. nidulansのMAP kinase MpkA、Rlm1pオルソログRlmA、
およびSBF（Swi4/6p）ホモログAnSwi4/6の遺伝子破壊株を造成
し、β-1,3-グルカン合成酵素阻害剤micafungin処理時のmpkA遺伝子
の転写解析から、A. nidulansでは出芽酵母と異なり、mpkA遺伝子の
主要転写因子はRlmAでもSBFでもなく、MpkA下流の未知の転写因
子が行っていることを明らかにした。また、mpkA, rlmA遺伝子破壊
株における細胞壁関連遺伝子の転写解析により、A. nidulansではα
-1,3-グルカン合成酵素遺伝子の転写制御はcell wall integrity経路を
介してRlmAが行っていること、さらにcell wall integrity経路以外に
細胞壁関連遺伝子の転写制御を行う未知のシグナル伝達経路が存在
し、その経路は主にβ-1,3-グルカンとキチンの合成関連遺伝子の転
写制御を行っていることを明らかにした。さらに、麹菌より希少多
糖であるα-1,3-グルカンの大量分離法も確立した。
15 種類の His キナーゼ（HK）のうち、現在までに 10 種の遺伝子
を破壊し、また、3種の高発現株を作製して、これら破壊株、高発現
株の表現型を解析した。nikA の破壊は生育の著しい遅れを引き起こ
し、また、カビに特異的な薬剤に対して耐性となった。また、破壊
株はキチンに特異的に結合するCalcofluor White で染色されにくい
ため、NikA は細胞壁合成に関与していると考えられた。S. pombe 
phk1/2、phk3 のホモログである phkA、phkB の破壊株はわずかに過
酸化水素耐性となり、phkB 高発現株は感受性を示した。これらの
HKは酸化ストレス応答に関与すると考えられる。赤色光応答に関与
するとされる fphA や、配列からは機能が予測できない他のHKの破
壊では、影響は見られなかった。唯一の例外が、名称未定のHKで、
破壊により有性生殖の抑制が観察された。推定下流遺伝子群の発現
解析の結果、本 HKは嫌気応答に関与すると考えられた。一方、二
成分制御系の最下流にあるResponse Regulator (RR) 4 種については
すべて破壊株を取得し、その表現型を観察した。結果は昨年度報告
した通りである。
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15 種全ての HKについて、プロモーターとGFPとの融合遺伝子
を構築し、A. nidulans に導入して GFP 蛍光を顕微鏡観察した。
TcsB、NikA、FphA、HK8-2、HK8-5 は、無性生殖器官である
conidiophore で強い発現が見られた。また、TcsB、PhkA、NikA は
有性生殖器官である cleistothecia の内部で強い発現が見られた。こ
れらのHKが分生子形成や cleistothecia 形成などの分化過程で、重
要な機能を持つことを示唆している。
コウジカビでは HPt 因子は YpdA の一種しか存在しないが、HK
から HPt そして RRへのリン酸基転移を in vitro で初めて検証する
ことに成功した。15 種の HK、HPt 因子（YpdA）、2種の RR (SrrA、
SskA) を大腸菌で発現・精製した。大腸菌のHKであるArcB を自己
リン酸化させて用いることで、ArcB から YpdA、YpdA から SrrA、
SskA へのリン酸基転移、ならびにYpdAから HKの FphA への逆方
向のリン酸基転移を確認した。
③オルガネラの構造や機能維持・タンパク質の分泌・エンドサイ

トーシスに必要とされる小胞輸送過程で、輸送小胞と特定のオルガ
ネラ間の特異的認識・融合を担うSNAREタンパク質とRab GTPase
の網羅的局在解析を行った。これまでに、A. oryzae ゲノム情報を利
用してSNAREタンパク質をコードすると予想される全 21 個の遺伝
子とEGFPの融合タンパク質を発現し、SANREの局在の全体像を
糸状菌で初めて明らかにすることに成功している。これに続いて、A. 
oryzae ゲノム情報を利用してRab GTPase をコードすると予想され
る 10 個の遺伝子をクローニングし、そのN末に EGFPを融合した
タンパク質として発現させた株を作製し蛍光顕微鏡により観察し
た。Rab GTPase は輸送小胞が出芽する際に輸送小胞表面に集めら
れ、目的のオルガネラへ間違いなく輸送されるためのタグのような
働きをしている。その結果、EGFPと AoRab1、AoRab2、AoRab6
の融合タンパク質は、Golgi 体と思われる菌糸先端領域に多く見られ
るドット状構造体に局在が観察された。またAoRab4、AoRab11、
AoSec4 の融合タンパク質は、菌糸先端において点状または半月状に
局在したことから、これらは菌糸先端の分泌に重要な働きをもつ
Spitzenkörper に存在していることが示唆された。現在、残りのRab 
GTPase についても観察を続けている。これらの観察結果は糸状菌で
初めてであり、小胞体、ゴルジ体、Spitzenkörper などを含むオルガ
ネラの空間的分布や相互関係を理解するために極めて重要な成果で
ある。
A. saitoi 由来のα -1,2-mannosidase（msd）の 1アミノ酸置換によ

る立体構造変異体を麹菌で過剰発現させると、小胞体における
unfolded protein response（UPR）が引き起こされるとともに、興味
深いことに変異型msd が過剰に糖鎖付加されたタンパク質として分
泌されることが明らかとなった。分泌性の異常タンパク質は小胞体
タンパク質分解機構（ERAD）で分解されることから、ubiquitin-
protein ligase である酵母 HRD1 のオーソログ hrdA を破壊したとこ
ろ、変異型msd の菌体内への蓄積が観察された。このことは変異型
msd が ERADで分解をうけることを示している。一方、過剰な糖鎖
付加の分泌タンパク質の品質管理機構への意義を明らかにするた
め、N型糖鎖形成の初期に関与するmannosyltransferase である酵母
OCH1 のオーソログ ochA の破壊株を作製した。しかし、ochA 破壊株
では糖鎖付加量が若干減少したものの分泌量には違いは認められな
かった。麹菌のゲノムには OCH1 のホモログがもう 1種類存在し、
この遺伝子 ochB の破壊株を作製して糖鎖付加及び分泌への影響を検
討している。
タンパク質分解酵素群の転写制御に関与すると考えられる転写因

子PrtR の破壊株では、異種タンパク質（ヒトリゾチーム）の分泌生
産量の向上が認められ、プロテアーゼによる分解が抑制された。ま
た、液胞に局在すると考えられるプロテアーゼPepE との二重破壊
株を作製したところ、リゾチーム生産量の増加が認められ、液胞局
在型のプロテアーゼによる異種タンパク質分解の可能性が示唆され
た。さらに、PepE と PrtR の支配下にあると考えられるペプチダー
ゼのTppAの二重破壊株でもリゾチーム生産量が向上した。
＜国内外での成果の位置づけ＞
海外では産業菌であるA. niger をはじめ他のコウジカビのゲノム解

析も進行中であり、遺伝子機能解析が急速に進むと考えられる中で、
本研究で極めて高い頻度の相同組換え用宿主株が開発できたことに
より、高い優位性をもって網羅的な遺伝子破壊株作製が可能になっ
た。転写因子と情報伝達系の遺伝子の網羅的条件制御変異株の作製
と機能解析、ならびに SNAREタンパク質の網羅的な局在解析は、
本研究が初めてのものである。また、固体培養特異的な遺伝子発現
を制御する転写因子の発見は、糸状菌による酵素タンパク質の工業

生産にも大きく寄与する重要な成果である。二成分性情報伝達系に
ついては遺伝学的な解析が主に行われているが、本研究でHK→ HPt
因子（YpdA）→ RRへのリン酸基転移を生化学的に証明したことは、
世界的にも注目される成果であり、論文も高く評価された。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
麹菌ゲノム解析データの再アノテーションにより新たに多くの

Zn(2)-Cys(6) 型転写因子候補遺伝子が見出されたことから、それらも
あわせた網羅的高発現株作製に時間がかかり、有用分解酵素生産に
関わる新規転写因子の探索が十分に行えなかった。しかし、今年度
中にライブラリーが完成できる見込みなので、今後探索のスピード
アップが可能である。
＜今後の課題＞
A. oryzae の転写因子遺伝子の条件的高発現株ライブラリーを活用

して、まだ未発見の有用遺伝子発現に関わる転写因子を見出すとと
もに、重要な酵素生産に関与する転写因子の機能解析を詳細に行い
たい。ligD破壊株を宿主として一般的に使用するには支障はないが、
Cre-loxP などを利用して目的の遺伝子破壊後に ligD を正常型に戻す
ことが容易な宿主株の造成も試みる。
残りの 5種類の HK破壊株の取得解析に加え、各 HKの生育段階
特異的、部位特異的な発現プロファイル及び局在部位を明らかにし、
それらの機能的相違を探る。また、15 種類の HK から 1 種類の
HPt、4 種類の RRへのリン酸基転移過程を詳細に検討し、リン酸リ
レーの全貌を明らかにする。細胞壁成分のβ -1,3- グルカン及びキチ
ンの生合成制御に関与するMAP kinase 経路を解明する。
観察が終わっていない４つの Rab GTPase の局在解析ができれ
ば、小胞輸送の総合的理解に大きく貢献すると思われる。また、今
後Rab GTPase の GTP結合型変異体やGDP結合型変異体を作製す
ることにより、各小胞輸送ステップの詳細な理解を進めたい。さら
に、過剰糖鎖付加現象と異種タンパク質分泌との関連や異種タンパ
ク質分解に関わる因子を明らかにし、異種タンパク質の高分泌生産
株の育種への利用を目指したい。
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