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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)　 ◇新谷 尚弘 1)　　　　　
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、1) 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について作製した変異株
（遺伝子破壊または条件的発現制御株）ライブラリーを利用し
て、生育ならびにタンパク質生産に及ぼす影響を調べる。2) 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。3) 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。4) 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。
＜ 2008 年度の当初の研究計画＞
①有用酵素遺伝子発現に関与する転写因子の探索とその機能解析
１）転写因子高発現株ライブラリーを利用して、プレートアッセ
イにより産業上有用な分解酵素群の生産に関与する新規転写因子
を見出す。有用酵素生産に関わる転写因子の遺伝子機能を解明す
るとともに、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。2）固体培養特異的な発現
を示すプロテアーゼやグルコアミラーゼの生産に関与する転写因
子の機能解析を行うとともに、培養環境応答との関連性を明らか
にする。
②情報伝達系関連遺伝子の網羅的機能解析１）二成分性情報伝達
系構成遺伝子（HK, HPt, RR）の破壊株を用いたアレイ解析によ
り、細胞壁合成や菌糸成長などに関わる新たな情報伝達系を明ら
かにすると同時に、最終標的遺伝子の機能解析を行い、環境変化
や外界刺激に対する応答－情報伝達－転写制御のパスウェイを明ら
かにする。2）HKのin vitroにおけるリン酸基転移反応を明らかに
すると同時に、細胞局在性と遺伝子機能の関連を解明する。3）
麹菌の全MAPK遺伝子破壊株のアレイ解析ならびに固相培養にお
ける有用酵素生産を解析し、タンパク質や有用酵素生産と情報伝
達系の関連を明らかにする。
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１）分泌タンパク質をGFPタグで標識し、膜輸送
過程における小胞輸送の動態を超微視的に可視化し、菌糸細胞内
の膜輸送系の全貌を解明する。2）構造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。3）異種タンパク質分解に関わるプロテアーゼ
などの因子を探索し、遺伝子破壊などにより異種タンパク質の高
分泌生産株の育種に利用する。
＜ 2008 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のライブラリー化を図った。数種類
のコウジカビのゲノム情報を参考にして再アノテーションを行い
新たに見出された転写因子もあわせて、約350種類のZn(2)-Cys(6)
型、約70種類のC2H2型について、網羅的な高発現株作製を行っ
ているが、形質転換体の得られない株も認められ、完成にはもう
少し時間がかかりそうである。すでにGATA型（6種類）、bZIP
（8種類）、bHLH（10種類）についてはほぼ終了している。一

方、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、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。araR破壊株を用いたDNAマイ
クロアレイ解析により、16種の糖質分解酵素ならびにアラビノー
ス代謝に関与する4種の酵素遺伝子を制御下遺伝子として同定し
た。ソルビトール代謝を制御する転写因子、多様な多糖分解酵素
遺伝子の発現や分化に関与する広域転写因子も同定した。マル
トース資化MALクラスターに存在する転写因子MalRの破壊株
は、マルトースだけでなくデンプンの資化にも大きな影響が見ら
れた。malR破壊株ではマルトースによる誘導初期におけるα-ア
ミラーゼ生産量が顕著に低下しており、クラスター中のマルトー
スパーミアーゼMalPによるマルトースの細胞内取込みがデンプ
ン分解酵素生産に重要であることが示された。興味深いことに、
アレイ解析により、malRまたはmalP破壊株では通常は発現がほと
んど見られないMALクラスターのホモログクラスターの遺伝子の
発現が顕著に増加していた。2) 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の
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
上清中に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、破壊株の固体培養におけるグルコアミラーゼ活性の減少
は僅かで他の転写因子の関与の可能性が示唆された。
②1）A. nidulansにおいて、alcAプロモーター制御のypdA条件的破
壊株を作製した。本株が生育不良を示すことから、ypdA遺伝子は
致死性であると考えられた。YpdAの致死性には下流のRRおよび
HogA MAPK経路が関与していると推測される。HogA MAPK経
路特異的遺伝子について解析したところ、ypdA遺伝子の発現低下
時にgfdBやcatA遺伝子が発現誘導されていた。このことより、
ypdA遺伝子の発現低下時にHogA MAPK経路が活性化されている
ことが明らかになった。さらに、ypdA遺伝子発現低下による致死
性とHogA MAPK経路の活性化の関係を明らかにするために、
ypdA条件的破壊株にHogA MAPK経路のMAPKK PbsB欠損を導
入した。本株では、ypdA発現低下時にHogAは活性化されなかっ
たが、依然として生育阻害を示した。この結果から、YpdAはRR
のSskAおよびSrrAに対してリン酸転移能があることから、
SskA(→HogA)ではなく、SrrAがYpdA欠損時の致死性に関与する
ことが示唆された。2）15種全てのHKとGFPとの融合遺伝子の発
現解析の結果から、TcsB、PhkA、NikA、FphA、HK8-2、
HK8-5が分化過程で重要な機能を持つことが示唆された。これら
の破壊の無性生殖、有性生殖に与える影響を解析し、HK8-2遺伝
子が酸素濃度低下に伴う有性生殖の誘導に関与することを明らか
にし、HysA（Hypoxia sensor A）と命名した。精製HysAは還元
剤の存在下で自己リン酸化するため嫌気センサーであると考えら
れる。また、HysA高発現株は、NikA破壊株と類似の農薬耐性を
示すことから、下流のシグナル分子に対して正と負に働く二種の
HKが存在し、これらの協調によるHPtのリン酸化レベルが、分化
に影響を与えることが示唆された。3) 麹菌の5種類のMAPK遺伝
子破壊株ではセルラーゼ及びキシラナーゼ生産については大きな
影響は認められなかった。一方、麹菌にユニークなmpkDの破壊
株は、分生子の生存性が他の破壊株に比べて著しく低下してお
り、本MAPKが麹菌において重要な役割を果たしていることが示
唆された。
③1）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Rab GTPaseの網羅的局
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在解析を行った。すでに、麹菌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。さらに、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。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。また、これらのRab GTPaseは、
隔壁周辺にも観察された。AoRab53は菌糸の長軸にそって双方向
に動くドット状の構造体として観察され、FM4-64との共局在か
らearly endosomeに存在することが示唆された。AoRab7, 51, 52
については、細胞質全体に拡散した蛍光が観察され、局在するオ
ルガネラの特定には至らなかった。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。現在、優性不活性型のAoRab1やAoRab11を導入し
た形質転換株を取得し解析をしている。2）黒麹菌の1,2-α
-mannosidaseの1アミノ酸変異により構造異常型となった酵素タ
ンパク質を高発現させて細胞応答を比較した。変異型酵素は通常
の発現レベルでは分泌されずに細胞内で分解されており、
ER-associated degradation（ERAD）に関与するユビキチンリ
ガーゼHrdAの破壊により、分解が抑制されたことから、ERAD
系で分解を受けているものと考えられた。一方、高発現させると
過剰に糖鎖付加された酵素タンパク質が分泌された。そこで、N
型糖鎖形成の初期に関与するmannosyltransferase OCH1のオーソ
ログochAの破壊株を作製したが、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。また、麹菌のフルゲノム
アレイを用いた解析により、変異型酵素の高発現ではbipAやpdiA
などのUPRに関連した遺伝子群の発現が上昇しており、HacAの
スプライシングも引き起こされていた。さらに、小胞体－ゴルジ
体輸送に関与するCOPII complex形成に関わる酵母SEC31や
ERV29のホモログの発現も亢進していることが明らかとなった。
3) マイクロアレイを用いてクラスター解析を行い、培養とともに
発現が上昇するプロテアーゼ遺伝子群を選択したところ、すでに
破壊株のヒトリゾチーム生産向上が認められているpepA, tppA, 
alpAのほかに、中性プロテアーゼ遺伝子nptBが見出された。また
nptB破壊によりリゾチーム生産量の向上が認められた。転写因子
PrtRと液胞プロテアーゼPepEとの二重破壊株を用いて、小麦フ
スマを基質とした固体培養によってCryptococcus のクチナーゼを
生産したところ、野生株では分解による生産量の顕著な低下が認
められたのに対して、二重破壊株では分解が抑制されて生産量が
著しく向上した。一方、同様に固体培養でヒトリゾチームを生産
させた場合には、分解が抑制されなかった。固体培養では各種プ
ロテアーゼが高生産されているため、リゾチームのように分解さ
れやすいタンパク質は、prtR破壊によってもわずかに残存するプ
ロテアーゼ活性によって分解されるが、比較的安定なタンパク質
ではprtR破壊によるプロテアーゼ活性低下の効果が大きく認めら
れたものと考えられる。
＜国内外での成果の位置づけ＞

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 Rab GTPase 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。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、デンプン分解酵素生産に及ぼす誘
導基質の細胞内取込み系の重要性、取込み系の欠損による補完型
のホモログクラスターの発現上昇など、学術的のみならず応用
面、特に有用酵素タンパク質の工業生産にも大きく寄与する重要
な成果が得られている。Aspergillus 属の分化が光と酸素濃度によ
り制御されていることが知られていたが、後者に対するセンサー
が世界で初めて同定された。また、麹菌にユニークな MAPK が
重要な役割を果たしており、麹菌では他の Aspergillus とは異なっ
た MAPK の機能分担を有することも新たな知見である。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

安定な形質転換体の取得に時間を要したため、麹菌ゲノムデー

タの再アノテーションにより新たに見出された Zn(2)-Cys(6) 型転
写因子候補遺伝子の網羅的な高発現株ライブラリー作製が完了で
きなかった。次年度前半までにはライブラリーを完成させ、有用
酵素遺伝子の発現に関する新規転写因子の探索のスピードアップ
を図りたい。
＜今後の課題＞

麹菌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、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詳細な機能解析を行
う。麹菌の全 MAPK の培養条件特異的な有用酵素生産に及ぼす
影響を調べる。同時に麹菌にユニークな MAPK MpkD の生育や
ストレス応答などへの関与について詳細に解析する。HPt から
RR へのリン酸基転移は in vitro で実証したが、HK から HPt は世
界的にも全く示されていない。HK の自己リン酸化の実験系に問
題があったが、HysA で成功したので他の HK についても自己リ
ン酸化条件を検討していく予定である。また、様々な環境下にお
ける HPt のリン酸化レベルの検出も試み、破壊株を利用して環境
シグナルと HK の対応を図っていきたい。レスポンスレギュレー
ター SrrA 支配下の遺伝子群、及び細胞壁成分の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。

Rab GTPase の網羅的局在解析がほぼ終了したので、今後 GTP
結合型変異体や GDP 結合型変異体を用いて、EGFP でタグを付
加した分泌酵素の微視的な可視化などの詳細な解析を進めたい。
過剰糖鎖付加現象や膜輸送関連遺伝子群の異種タンパク質分泌と
の関連や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す。
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