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研究成果の概要（和文）：糸状菌の一種である麹菌はコトランスフォーメーション法によりマルチコピーで外来
遺伝子をゲノム上に導入することが可能である。これまで、シングルベクター導入法よりもマルチコピーで導入
されることが分かっていたが、その数をコントロールしたり、導入遺伝子がゲノム上のどの位置に入っているか
は明らかになっていなかった。本研究において、導入遺伝子の末端配列を改変することでコピー数の多型性が変
わることを明らかにし、また、ナノポアシーケンス解析を導入することでコピー数の異なる様々な形質転換体の
遺伝子導入部位を明らかにし、これまでにないタンデムリピート構造の人為的創出に成功した。

研究成果の概要（英文）： Filamentous fungus Aspergillus oryzae can be genetically engineered by 
co-transformation. In co-transformation, external gene fragments are integrated at random and at 
multiple copy on the chromosome. Therefore, positions and copy number of integrated genes are 
unknown and uncontrollable. In this study, I revealed that copy numbers of integrated genes in the 
co-transformation was altered depending on the edge sequences of integrated gene fragment. 
Furthermore, I successfully determined the position and copy number of integrated genes on the 
chromosome of some genetically engineered strains using nanopore sequencer MinION, and firstly 
detected long tandem repeat structure of integrated genes at length in over 50~100 kb. In the 
future, this result will contribute to develop in vivo construction method of artificially designed 
long chain DNA fragment in eukaryotic cell.

研究分野：応用微生物学

キーワード： Aspergillus oryze　ナノポアシーケンス　ゲノム構造　遺伝子組換え　タンデムリピート　長鎖DNA合
成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、持続可能な社会の形成を目指して、合成生物学の分野の研究が進められている。合成生物学分野では、
種々の遺伝子組み換え技術を用いて、有用で安全な微生物をさらに有用な微生物へと育種し、様々な有用物質を
生産することが求められている。本研究では、日本において1000年以上の食文化での使用実績がある麹菌の安全
性とポテンシャルに可能性を見出し、複雑な遺伝子改変を小さな労力で達成し、迅速に有用な遺伝子組換え麹菌
を作成する技術の作成を目指した。結果として、コピー数多型をコントロールする技術や生体内で数10kbを越え
る長鎖DNAを合成する技術の開発に成功した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
麹菌（Aspergillus oryzae）の形質転換は分子ツールが潤沢ではないため、遺伝子工学的改
変に多くの制限を受ける。例えば、プラスミドを安定的に保持させることが難しく、大腸菌な
どのようにハイコピープラスミドと強力なプロモーターを用いて遺伝子産物を高発現させるこ
とが難しい。一方、マーカーリサイクリング手法や高効率な相同組換え手法の開発は進められ
ている。 
 麹菌の形質転換には、ベクターインテグレーション型とコトランスフォーメーション型導入
がある。後者では、マルチコピーで遺伝子が導入されることは経験的に知られているが、遺伝
子導入数と導入部位について体系的に調べた報告は無い。このマルチコピーでの遺伝子導入は、
強いプロモーターと同時に使用することで遺伝子産物を高発現させることを可能にするだろう。
実際、麹菌にセルラーゼ遺伝子をマルチコピーで導入し、ベクターインテグレーション型形質
転換で作成した株よりもセルラーゼ活性を 10倍高くすることに成功している。 
これを単なる経験則として伝承させるだけでなく、分子的に理解して体系的に利用すること
が麹菌の遺伝子改変技術を格段に向上させると考えている。著者は、上記のセルラーゼ遺伝子
をマルチコピーで導入した株を作成する際に、挿入遺伝子断片の両末端に位置するプロモータ
ーとターミネーターによって導入遺伝子コピー数が大きく変わることを見出している。これら
の株を用いて遺伝子の導入部位の特定とその導入部位を足場として相同組換えすることで部位
特異的マルチコピー導入が可能になると考え、新しいマルチ遺伝子破壊法や多種類遺伝子の新
しい同時導入法の確立を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
 コトランスフォーメーションによるマルチコピー遺伝子導入方法は、物質生産を担う有用株
を育種する上で以前から使われてきた方法ではあったが、その分子メカニズムの理解は進んで
いない。コトランスフォーメーションによるマルチコピー遺伝子導入は、基本的に非相同組換
えである。非相同組換えは、文字通り非相同な部分と組換えを起こすものであるが、その組換
えが完全にアトランダムなものであるのか、ある程度の法則性（導入部位偏重）を持っている
のか、明らかにした研究はない。したがって、コトランスフォーメーション時の導入コピー数
に関わる要因を洗い出し、また、これまでに構築したマルチコピー遺伝子導入麹菌のゲノム解
析による導入遺伝子の場所と数を明らかにし、新しいマルチ遺伝子破壊法や多種類遺伝子の新
規同時導入法の開発を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子組み換え麹菌のゲノム解析 
 これまでに構築した形質転換体の中でも特にコピー数が多いものを解析株とした。ロングリ
ード解析には、解析対象となる DNA 分子が長鎖である必要があり、ビーズビーティング等の激
しい物理破砕方法では DNA 分子がせん断されるため、液体窒素中で糸状菌菌体をすり潰し、フ
ェノール・クロロホルム法により DNA を抽出した。DNA 溶液は市販の DNA 抽出キットのカラム
を通すことで不純物を除去し、BluePippin により長鎖 DNA を回収し、1Dキットを用いてナノポ
アシーケンサ MinION を用いて解析した。Albacore を用いて fast5 ファイルから fastq ファイ
ルを 
  
(2) 非相同的組換えにおける導入部位偏重の解析 
 得られた fastq ファイルに対して、canu による de novo アセンブル、minimap2 および
samtools-1.3 を用いてマッピング等を行い、IGV を用いて可視化した。 
(3) 非相同組み換えに 
これまでに、同じ遺伝子配列であってもプロモーターとターミネーター配列、すなわち、導
入遺伝子断片の末端配列が変わることで形質転換効率が変わることが判っていた。そこで、末
端配列のどの部分までが影響するかを調べるために、末端配列に 30～200bp の付加配列を付け
てコトランスフォーメーションを実施した。形質転換効率および導入コピー数を調べた。導入
コピー数は定量 PCR にて実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 次世代シーケンス解析による導入部位の特定 
 研究開始当初の予定としては、すでに実績のあった次世代シーケンサ（MiSeq）を用いたリシ
ーケンスを考えていたが、超並列ショートリード解析の場合、ゲノム上の導入部位を特定する
ことは可能であるが、導
入遺伝子が並んでいた
り、タンデムリピート構
造を取っていたりする
場合には、その構造やコ
ピー数を調べることが
難しいという問題が生
じた（図 1）。そこで、

図 1．超並列型ショートリードシーケンスが苦手なゲノム構造 



近年、技術開発が進んでいるロングリード解析が可能なナノポアシーケンサを導入することと
した。 
 ロングリード解析には鎖長の長い DNA が必要であるため、菌糸からの DNA 抽出法について検
討を行い、液体窒素中ですり潰しフェノール・クロロホルム法で抽出することとした。長鎖 DNA
分子の精製を行わずに解析を実施した場合、リード全体の 25%が 1000 bp 以下の鎖長となって
しまった為、さらに、DNA 抽出過程で生じる短い断片を除去し、長鎖 DNA を濃縮する目的で
BluePippin を用いることとした。0.75%アガロースゲルカセットを用いて、6 kbp 以上の DNA
分子を標的として分取し、この長鎖 DNA 溶液（約 5 μg）をテンプレート DNA として、Ligation 
Sequencing Kit 1D (SQK-LSK108)を用いてライブラリーを調製し、Flow cell1 (R9.4.1)を用い
て MinION により解析を実施した。 
 解析対象とした株は、それぞれ異なるプルモーター／ターミネーターセットを有する三種セ
ルラーゼ（セロビオハイドロラーゼ
［CBH］、エンドグルカナーゼ、β-グル
コシダーゼ）をタンデムに並べた DNA 断
片を導入された株、それぞれ異なるプル
モーター／ターミネーターセットを有
する三種セルラーゼをバラバラの遺伝
子断片として導入された株、異なるプロ
モーター／ターミネーターセット
（PsvaA/TsvaA、PhlyA/ThlyA、および、
PsodM/TglaB）を持つ CBH 遺伝子断片を
それぞれ導入された三株の合計五株と
した。それぞれの株について、100 万～
200 万リード、平均鎖長 1,000～4,000 bp、
総塩基長 5～10 Gbp の解析量を得た。 
 canu を用いて de novo assembly を実
施した結果、いずれの株においてもゲノ
ム全体をカバーする contig が得られ、
D-Genies を用いたドットプロット解析
の結果、多くの contig において、セン
トロメアを含む染色体一本に相当して
いた（図 2）。得られた contig の配列と、
レファレンスとの相同性は、99.9%以上となっており、
ナノポアシーケンサの解析精度の低さを十分にカバー
する結果となった。しかしながら、SNP 解析には不十
分な精度であり、ナノポアシーケンサからの配列だけ
でアセンブルした場合には、ある程度の大きさの欠失
や挿入、重複、反転等のゲノム構造変化の解析にとど
める必要が現状ではあるだろう。 
 次に、A. oryzae RIB40 株のゲノム配列をレファレ
ンスとしてリードのマッピングを実施し、セルラーゼ
遺伝子の導入部位の確認を行った。全リードをマッピ
ングした場合、セルラーゼ遺伝子の導入部位を特定す
ることが難しかったので、図 3 に示すスキームでセル
ラーゼ遺伝子配列を含むリードのみを抽出して、再度
RIB40 株の配列にマッピングすることで、セルラーゼ
遺伝子と A. oryzae ゲノム配列を含むキメラ断片によ
り導入部位の同定に成功した。 
 染色体上での導入部位はこれまでゲノム全体に割っ
て複数個所で導入されていると予想していたが、ほと
んどの断片が染色体上の一か所に集約的に導入されて
いることが判った。また、導入部位では RIB40 株では
遺伝子がアノテーションされており、遺伝子の全体あ
るいは部分欠失が生じていた。また、導入遺伝子が 50 
kbp 以上に渡ってロングタンデムリピート構造を形成
しており、このロングタンデムリピート構造中に部分
的に欠失を起こした断片ユニット、反転方向断片、栄
養要求性相補遺伝子を含むベクター配列を含むことが
判った（図 4）。最も長いインサート構造では、CBH 遺
伝子が同方向に 26 コピー以上連なったロングタンデムリピート構造も見られ、総長で 100 kbp
を超える挿入配列になっていると予想された。これらの超ロングタンデムリピート構造はこれ
までに報告がなく、ナノポアシーケンサを用いた複数株のゲノム構造解析の結果、コトランス
フォーメーションでこのような構造が頻繁に形成されていることが初めて明らかにされた。一

図 2．RIB40株とNS1-3株の Dot plot解析 

図 3．リード配列の解析スキーム 



方で、これらの超ロングタンデムリピート
構造が原因となり、canu による de novo 
assembly で完全な染色体をカバーする
contig が得られないという結果にもなっ
ている。完全長 contig の解読には、より
鎖長の長いDNA分子を標的とした解析が必
要となるだろう。 
  
(2) 非相同的組換えにおける導入部位偏
重の解析 
著者はこれまでに多数の遺伝子組み換
え麹菌を構築しており、それらを構築する
過程で様々なコピー数で導入遺伝子を持
っている株を見つけている。同じ方法で形
質転換を実施しているのに、形質転換体が
得難い系や形質転換体が安定的に取れる
がコピー数は少ない系などが存在し、この
原因が何にあるのかはこれまで分かって
いなかった。本研究では、これらの形質転
換効率や導入遺伝子コピー数に影響する
因子を洗い出すために、導入遺伝子の末端
配列の影響を検討した。 
これまでの研究成果で明らかとなって
いたコピー数の多型性が顕著なプロモーター／ターミネーター配列の末端30～200 bpを他のプ
ロモーター／ターミネーターの外側に付与することで作製した DNA 断片を用いてコトランスフ
ォーメーションを実施した。コピー数が多くなる一方で形質転換体数が少なくなる傾向にある
PhlyA/ThlyA セットの外側に、コピー数が少なくなるが形質転換体数が多くなる傾向にある
PsodM/TglaB セットの配列を付与した結果、30 bp よりも 100 bp の断片を付与した場合に有意
に形質転換体数が増加した。また、PhlyA/ThlyA と同様の傾向を示す PsvaA/TsvaA の配列を付
与した場合は、形質転換体数が有意に増加しなかった。これらの結果より、PsodM/TglaB の末
端 100 bp が形質転換体形成効率の向上に寄与すると考えられる。さらに、PsodM/TglaB の配列
特性を調べた結果、PsodM の末端部分において顕著に GC 含量が低いことが判った。A. oryzae
のゲノム全体の GC 含量は 48.3%であるが、PsodM の末端 100 bp は 38.0%しかない。一方で、PhlyA
や PsvaA では、48.0%および 52.5%となっており、ゲノム全体の GC 含量と近く、ターミネータ
ー側ではいずれも、34～40％と低い傾向にあるので、PsodM の低い GC 含量が形質転換体形成効
率の向上に寄与しているかもしれない。また、(1)の研究結果から明らかになったように、コト
ランスフォーメンションでは導入部位の遺伝子が一部欠失することが見受けられるため、形質
転換体形成率が悪い場合は、ハウスキーピング遺伝子を欠失させてしまう可能性が高く、形質
転換体に対する致死的な影響が出ている可能性が考えられる。 
以上の結果より、コピー数の多い形質転換体を得たい場合には、麹菌のゲノム GC含量に近い
配列を付与し、効率的に形質転換体を得たい場合には末端に低 GC 含量の配列を付与することで、
形質転換体形成効率やコピー数をコントロールできる可能性が示された。 
 
(3) 将来展望 
本研究において、物質生産用有用株の構築過程で得られた複数の遺伝子組み換え麹菌のゲノ
ム構造をナノポアシーケンサを用いて解析することで、これまでに明らかになっていなかった
コトランスフォーメーションにより構築された形質転換体内での導入遺伝子の場所や数、形状
について詳細に明らかにすることに成功した。また、ただその構造を明らかにしただけでなく、
染色体上の一か所に集約的にロングタンデムリピート構造で導入されていることを明らかにし
た。これまで、導入数については、定量 PCR やサザンブロット解析で測定されてきたが、完全
長の遺伝子が入っているかどうか、どこに入っているかは分からなかったし、ゲノム李シーケ
ンスで多用されている超並列型ショートリード解析では、今回発見されたロングタンデムリピ
ート構造の可視化は困難を極めたと考えられる。 
本研究で得られた成果は、遺伝子組み換え微生物のゲノム構造解析対するナノポアシーケン
サの有用性だけでなく、糸状菌を用いて外部から導入した遺伝子断片を自動でアセンブルする
新しい長鎖 DNA 合成技術に資する可能性がある。今後は、新しい長鎖 DNA 合成技術に向けた技
術開発、および、超マルチコピー形質転換体をホストとした相同組み換えによる超並列型有用
遺伝子多重導入方法の開発を目指す。 
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