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研究成果の概要（和文）：一部のAspergillus属糸状菌は窒素源飢条件下でニゲランという細胞壁多糖を生産す
る。しかしニゲラン合成酵素遺伝子は同定されておらず，その機能についてもわかっていなかった。本研究では
窒素源を含む/含まない条件下でA. luchuensisを培養し，窒素源飢餓時に発現量が増加する推定α-1,3-グルカ
ン合成酵素遺伝子（agsB）と隣接するふたつの遺伝子(agtC, gnsA)を見出した。遺伝子破壊や過剰発現株の解析
を行い，agsBがニゲラン合成酵素遺伝子をコードしていることを明らかにした。また，agtCとgnsAはニゲラン生
産量やニゲランの分子量の制御に寄与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The fungal cell wall is composed mainly of polysaccharides. Under 
nitrogen-free conditions, some Aspergillus spp. produce significant levels of nigeran, a fungal cell
 wall polysaccharide composed of alternating a-1,3/1,4-glucosidic linkages. The mechanisms 
regulating the biosynthesis and function of nigeran are unknown. Here, we performed RNA sequencing 
of Aspergillus luchuensis cultured under nitrogen-free or low-nitrogen conditions. A putative a-1,
3-glucan synthase gene, whose transcriptional level was upregulated under nitrogen-free conditions, 
was demonstrated to encode nigeran synthase. Furthermore, two genes encoding an a-glucanotransferase
 and a hypothetical protein were shown to be involved in controlling the nigeran content and 
molecular weight. 

研究分野： 応用微生物

キーワード： ニゲラン　α-1,3-グルカン　真菌細胞壁　Aspergillus属

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，糸状菌のニゲラン合成酵素遺伝子をはじめて同定した。本酵素はα-1,3-グルカン合成酵素との相
同性が高く，酵素化学的な多糖合成メカニズムはほぼ同様だと推定される。α-1,3-グルカンは真菌が宿主への
病原性を発揮するための重要な構成成分であることから医学的な関心も高い。ニゲランはα-1,3-グルカンより
も容易に抽出できることから，ニゲラン合成研究で得た知見は，α-1,3-グルカン合成についても応用できるこ
とが期待される。また，ニゲランは新規のバイオマスベースプラスチック素材としての利用も期待できる。

※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 

Aspergillus 属の一部の糸状菌は窒素飢餓条件下で，α-1,3-と α-1,4-グルコシド結合を交互に繰
返す構造を持つニゲランという細胞壁多糖を活発に生産する（Dox and Neidig, 1914）。そのため，
糸状菌においてニゲランは窒素源飢餓時に糸状菌の生命維持に重要な役割を果たしていると推
測されていた。しかしながら，ニゲランの役割や生合成システムについての知見はほとんどなか
った。そこで，ニゲラン生産能を持つ黒麹菌 Aspergillus luchuensis を供試菌として窒素源含有時
/飢餓時における網羅的な遺伝子発現解析を行い，比較した。その結果，窒素飢餓条件下で α-1,3-

グルカン合成酵素（AGS）候補遺伝子のひとつ，agsB の発現量が増加することを見出した。 

A. luchuensis は，ゲノム上に agsB を含めて 5 つの AGS 遺伝子を持っており，そのうち agsA 

や agsE などいくつかの遺伝子については，モデル糸状菌 Aspergillus nidulans や病原性糸状菌 

Aspergillus fumigatus 等の先行研究から，その機能を推測することが可能であった（Yoshimi et al., 

2013; Beauvais et al., 2012）。一方，A. luchuensis agsB のオルソログである Aspergillus niger agsB 

については，様々な培養条件下の遺伝子発現解析が行われてきたが，遺伝子発現は確認されず機
能未知なままであった（Damveld et al., 2005; Yuan et al., 2008）。ニゲランも α-1,3-グルカンも真菌
の細胞壁 α-グルカンであることから合成酵素同士の相同性が高い可能性は十分あると予想して
いた。 

 

２．研究の目的 

A. luchuensis agsB がニゲラン合成酵素遺伝子であると示唆される予備的な結果が得られてい
るため，agsB がニゲラン合成酵素遺伝子をコードするか検証することを目的とした。また agsB

に隣接するふたつの遺伝子がニゲラン合成に関連するのか，あるいはどのような影響を与える
かを検証することを目的とした。また，ニゲラン合成酵素 AgsB が，基質をどのように認識・制
御して，α-1,3-と α-1,4-グルコシド結合が交互に繰返すよう重合させているかわかっていない。
そのためニゲラン合成酵素を異種発現させて，酵素化学的にその特性を明らかにすることを目
的とした。 

 

３．研究の方法 

A) ニゲラン合成酵素候補遺伝子の発現解析と遺伝子破壊株の作製 

 RNA-seq解析で agsBと同様に窒素源含有時と比較して窒素源飢餓時に特異的に発現量が増加
する agsB に隣接する α-グルカノトランスフェラーゼ遺伝子（agtC）と機能未知遺伝子（gnsA）
を見出した。agsB を含めた 3 つの遺伝子についてリアルタイム RT-PCR 解析を実施した。なお，
内在性コントロール遺伝子として β-アクチン遺伝子を用いた。 

 A. luchuensis ΔligD 株を親株としてアグロバクテリウム法を用いて agsB, agtC, gnsA 遺伝子の単
独破壊株および agtC-gnsA 遺伝子二重破壊株を作製した。作製した各種遺伝子破壊株の細胞壁多
糖を熱水抽出，アルカリ抽出と段階的に分画し，構成量を比較した。また各種遺伝子破壊株を細
胞壁合成阻害剤を含む CD 培地で培養し，表現型を比較した。 

 

B) ニゲラン合成酵素遺伝子過剰発現株の作製 

 黄麹菌 A. oryzae は本来ニゲラン合成能を持たない。そのため，ニゲラン合成酵素遺伝子(agsB)

をエノラーゼプロモーター下に連結したプラスミドを構築し，プロトプラスト-PEG 法を用いて
導入した。遺伝子過剰発現株を 2%マルトースを含むポテトデキストロース培地で培養し，得ら
れた菌体から熱水抽出（121℃, 30 分）によってニゲラン画分を調製し，定量した。また，ニゲ
ラン画分について構成糖分析，酵素処理，NMR 解析を行い，構造を検証した。 

 

C) A. luchuensis ニゲラン合成関連酵素遺伝子破壊株のニゲラン分子量の解析 

 作製した A. luchuensis ニゲラン合成関連酵素遺伝子破壊株を窒素源飢餓条件下で培養し，24, 

48, 72 時間と所定の時間ごとにサンプリングした菌体からニゲランを抽出した。得られたニゲ
ランを 1 M NaOH で溶解し，最終的に 0.1 M NaOH になるように水を加えて調製した。調製した
サンプルをサイズ排除クロマトグラフィーに供し，ニゲランの分子量を解析した。分子量マーカ
ーとして数種のデキストランを用いた。また分子量の計算には CDS-Lite（エルエイソフト社）の
GPC 解析用プログラムを用いた。 

 

D) ニゲラン合成酵素の機能ドメインの異種発現 

 ニゲラン合成酵素は，N 末端側から細胞外アミラーゼ様ドメイン，細胞内グリコーゲン合成酵
素様ドメイン，膜貫通領域を持つモジュラー型酵素として機能すると予想されている。ニゲラン
の構造上の特徴である α-1,3 と α-1,4-グリコシド結合でグルコース残基を重合させているのは細
胞内グリコーゲン合成酵素様ドメインであるため，当該領域の遺伝子クローニングを行い，大腸
菌と A. oryzae を宿主として異種発現を試みた。 

 



４．研究成果 

A）ニゲラン合成酵素候補遺伝子の発現解析と遺伝子破壊株の作製 

RNA-seq 解析の結果，窒素源飢餓時に特異的に発現量が増加した 198 個の遺伝子の内，細胞壁
多糖合成酵素としてアノテーションされている遺伝子として（推定）α-1,3-グルカン合成酵素遺
伝子（agsB, Gene ID: RIB2604_01100220）を見出した。糸状菌の既知の α-1,3-グルカン合成酵素
遺伝子は，グリコシルファスチジルイノシトール（GPI）-アンカー型の α-グルカノトランスフェ
ラーゼ（あるいは α-アミラーゼ様タンパク質）と細胞内アミラーゼ遺伝子とクラスターを形成
している。A. luchuensis agsB の隣にも GPI-アンカー型 α-グルカノトランスフェラーゼ遺伝子
（agtC, Gene ID: RIB2604_01100210）が保存されていた。一方，細胞内アミラーゼに相当する遺
伝子は保存されておらず，代わりに GPI アンカーを持つ機能未知遺伝子（gnsA, Gene ID: 
RIB2604_01100200）が確認された。糸状菌のα-1,3-グルカン合成酵素遺伝子クラスターと同様に
agsB と agtC，gnsA の 3 つの遺伝子
がニゲラン合成遺伝子クラスター
を形成していると推定した。これら
の遺伝子の発現挙動を解析するた
めに RT-PCR 解析を行った（図 1）。
その結果，窒素源含有条件下（0 h）
では 3 つの遺伝子はほとんど発現
しておらず，窒素源飢餓条件下に移
行した後に経時的に転写量が増加
することが分かった（β-アクチンに
対して 0.5-1.2 倍程度）。培養 72 時
間後まで 3 つの遺伝子の転写量は
高いレベルで維持されていた。以上
の結果から，agsB, agtC および gnsA

遺伝子の発現は窒素源の有無によ
って厳密に制御されていることが明らかとなった。 

 つぎに A. luchuensis ΔligD 株と作製した ΔagsB, ΔagtC, ΔgnsA, ΔagtC-gnsA 株を窒素源飢餓条件
下に移行させた後，24，48，および 72 時間後の菌体からニゲランを抽出し，ニゲラン量を比較
した（図 2）。ΔagsB 株はニゲランを全く合成しなかったことから，本遺伝子がニゲラン合成酵
素遺伝子をコードしていることが強く示唆された。ΔagtC 株のニゲラン生産量は，A. luchuensis 

ΔligD 株の約 120%に増加した。本結果と同様にモデル糸状菌 A. nidulans ΔamyD （agtC のオル
ソログ遺伝子）株の α-1,3-グルカン量においても親株の約 130%に増加することが報告されてい
る（He et al., 2014）。そのため Agt タンパク質は，細胞壁にお
ける α-1,3-グルカンまたはニゲランの蓄積量を制御すること
が示唆された。一方で，A. luchuensis ΔgnsA 株と ΔagtC-gnA 株
のニゲラン生産量は，親株の約 65%にまで低下した。GnsA タ
ンパク質は AgtC と同様に GPI アンカー型タンパク質である
ため細胞膜上に局在すると推測されるものの，どのようにニ
ゲラン合成量に影響を与えるかは明らかにすることはでき
なかった。また ΔagsB 株を除く各種遺伝子破壊株から調製し
たニゲラン画分を 1H-NMR 解析に供した。その結果，親株の
ニゲランと同様のスペクトルパターンを示したことから，
agtC と gnsA の両遺伝子を破壊してもニゲランの構造そのも
のには変化がないと推測された。つまり，ニゲラン合成その
ものは agsB が単独で担うことが出来ることが示唆された。 

A. luchuensis ΔligD 株と各種遺伝子破壊株を窒素源含有培地で培養後，窒素源を含まない培地
で 3 日間培養した菌糸体の細胞壁多糖の量を検証した。ΔagtC 株は，上述の通りニゲラン量が増
加したのに対して，主に α-1,3-グルカンを含むアルカリ可溶性画分は減少した。一方でキチンや
β-1,3-グルカンを多く含むアルカリ不溶性画分は増加した。アルカリ不溶性画分に含まれるキチ
ンと β-1,3-グルカンの構成比は ΔligD 株と比較して変化はなかった。ΔagsB 株と ΔgnsA 株はニゲ
ラン量が減少した一方で，アルカリ不溶性画分が増加した。以上の結果から，窒素源飢餓時にニ
ゲランは細胞壁の補償成分のひとつとして機能していると予想された。そのため作製した各種
遺伝子破壊株をカルコフルオールホワイト，コンゴーレッド，ミカファンギンを含む CD培地で
培養した。しかしながら親株と各種遺伝子破壊株の表現型は変化せず，ニゲラン合成の有無が菌
糸の生育や糸状菌の生存にどのような影響を与えるかは不明なままである。 

 

B）ニゲラン合成酵素遺伝子過剰発現株の作製 

ニゲラン生産能を持たない A. oryzae に麹菌高発現ベクターpNEN142 と agsB を連結したプラス
ミドをプロトプラスト-PEG 法によって導入した。agsB 過剰発現株を培養して得た菌体を熱水抽
出に供し，ニゲラン画分を得た（図 3 上）。ニゲラン画分を酸加水分解後，構成糖分析に供した
結果，グルコースのみを検出した。またニゲランを特異的に加水分解するマイコデキストラナー
ゼ処理を行った結果，還元糖の生成を確認した。さらに抽出したニゲランを 13C-NMR 解析に供



した結果，ポジティブコントロールである A. 

luchuensis ΔligD 株から調製したニゲランのスペ
クトルと完全に一致した（図 3 下）。A. oryzae は
agtC や gnsA に相当する遺伝子を持っていないこ
とから，agtC や gnsA はニゲラン合成に必須では
なく，agsB 単独でニゲランを合成るすることが
出来ることが明らかとなった。そのため，agsB を
Nigeran synthase A （nisA）と命名し，報告した。 

 

C）A. luchuensis ニゲラン合成関連酵素遺伝子破
壊株のニゲラン分子量の解析 

 AgtC は N 末端シグナルペプチド配列，α-グル
カノトランスフェラーゼドメイン，およびタンパ
ク質を細胞膜に局在化させる C 末端 GPI アンカ
ー配列を持っているため， AgtC の欠失はニゲラ
ンの分子量に影響を与えるであろうと予測した。
そこで，A. luchuensis ΔligD 株および遺伝子破壊
株 (ΔagtC，ΔgnsA，ΔagtC-gnsA) から調製したニ
ゲランの分子量をサイズ排除クロマトグラフィ
ーで分析した（図 4）。 ピークトップの分子量（Mp）平均分子量（Mw），数平均分子量（Mn），
およびポリマーの分子量分布の広さ（Mw/Mn）を算出した。A. luchuensis を窒素源を含まない培
地に移して 24 時間で抽出したすべてのニゲランの溶出パターンは類似していた。ニゲラン (ピ
ーク 1: P1) のピークトップの溶出時間は約 9.0 分で検出され， Mp は約 650,000，重合度は 

4,012 と算出された。A. luchuensis ΔligD 株では培養時間が 24 時間から 48 時間および 72時間に
増加するにつれて，新しいピーク（ピーク 2：P2）が現れ，経時的に P2 のピーク面積が増加し
た（図 4A）。 その Mp（約 10.5 分）および重合度は，それぞれ 45,000 および 277 と算出された
（表 1）。A. luchuensis ΔligD 株のニゲランの Mw/Mn 値は，窒素源飢餓条件での誘導時間が増加
するにつれて 6.2 から 10.7 まで徐々に増加した。ΔgnsA 株（AgtC は機能する）から調製した
ニゲランも ΔligD 株と同様に，時間の経過に伴って低分子量ニゲラン (P2) のピーク面積が増加
した（図 4C）。対照的に，ΔgnsA 株由来の高分子量ニゲランのピークトップは，24 時間誘導の
約 9.0 分から 48 時間および 72 時間の培養後はに約 8.4 分 (ピーク 1': P1') にシフトした。Mp

と重合度はそれぞれ 1,620,000 と 10,000 と算出された結果，ΔgnsA 株のニゲランの Mw/Mn 値
は ΔligD 株や他の遺伝子破壊株よりも高い値となった。ΔagtC 株（GnsA は機能する）および
ΔagtC-gnsA 株から調製したニゲランの分子量分布は，ニゲラン誘導期間中に有意な変化はなか
った（図 4B, D）。P2 は ΔligD 株と AgtC が機能する ΔgnsA 株でのみ観察されたことから，AgtC

がニゲランの分子量低下に寄与していると推測された。これらの結果は，AgtC がニゲランの分
子量に影響を与え，高分子化および低分子化させる酵素として機能することを示唆した。ニゲラ
ンの高分子化についてはΔligD 株で観察できないことから，GnsA 単独ではニゲランの分子量に
ほとんど影響を与えないが，GnsA が AgtC の糖転移反応を阻害することが示唆された。 

 

D) ニゲラン合成酵素の機能ドメインの異種発現 

 ニゲラン合成酵素 NisA の細胞内グリコーゲン合成酵素様ドメインをコードする領域の cDNA

を作製し，大腸菌用発現ベクターpET22b などに連結して大腸菌を形質転換したが，目的タンパ
ク質は活性発現しなかった。pNEN142 に同領域の PCR 産物を連結して，上述のようにプロトプ



ラスト-PEG 法による組換えタンパク質の発現を試みたが大腸菌発現系と同様に組換えタンパク
質を得ることはできなかった。 

 

まとめ 

 本研究では，A. luchuensis のニゲラン合成酵素遺伝子（nisA）を同定した。さらに α-グルカノ
トランスフェラーゼ遺伝子（agtC）と機能未知遺伝子（gnsA）が nisA とニゲラン合成酵素遺伝
子クラスターを形成し，ニゲランの生産量や分子量制御に関連することを明らかにした。 

 Blast 解析の結果，nisA のオルソログ遺伝子は，Aspergillus 属においては Section Nigri に分類さ
れるものが持つことが明らかとなっ
た。これはこれまで A. niger や A. 

japonicus, A. aquleatous 等のニゲラン
生産の報告例と一致している。上述
の通り糸状菌の NisA と AGS の相同
性は高く，系統樹を作製した結果，両
酵素遺伝子は共通の祖先遺伝子から
進化してきたと推測した（図 5）。 

そのため，ニゲラン合成研究で得ら
れる知見は，α-1,3-グルカン合成研究
の発展にも寄与することが期待され
る。今後も NisA はもちろん，AgtC や
GnsA の研究を通して，糸状菌におけ
るニゲランの生理学的な役割を明ら
かにすることを目指したい。 
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