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研究成果の概要（和文）： 

 糸状菌は多細胞であり、隣接する細胞が隔壁孔と呼ばれる小さな穴を介して、細胞質連絡を
行っているが、本研究ではそれを制御する分子機構の解明を試みた。AoSOはストレス依存的に
隔壁孔に凝集するタンパク質であるが、その過程に必要な AoSOの領域を同定した。隔壁孔に局
在する MAPキナーゼ AoFus3 と相互作用する、新規隔壁孔局在タンパク質を同定した。 

細胞質連絡を制御するオルガネラ Woronin body の形成機構を解析するなかで、ペルオキシソ
ームがビオチンの生合成に関与することを世界で初めて発見した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

  Filamentous fungi grow as multicellular organisms, in which flanking cells communicate 
with each other via the septal pore. This project aimed to elucidate molecular mechanisms 
regulating the intercellular communication. AoSO that aggregates at the septal pore in 
response to stresses, and we identified protein regions responsible for the 
stress-responsive aggregation at the septal pore. Novel proteins localizing at the septal 
pore were identified through a screening for AoFus3 MAP kinase-interacting proteins. 
  We discovered a novel function of peroxisomes for biotin biosynthesis during 
investigating biogenesis processes of Woronin body, an organelle that regulates the 
intercellular communication. 
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１．研究開始当初の背景 

子嚢菌類などの糸状菌は多細胞であり、隣
接する細胞は隔壁にあいた小さな穴（隔壁
孔）を通じて細胞質連絡を行っている。この
細胞質連絡は、動物（ギャップ結合）や植物
（原形質連絡）にも共通して見られる特徴で
ある。 

一方で、この性質は、ある細胞が溶菌した
場合、隣接する細胞に溶菌が伝播する危険を
もたらす。Woronin body は子嚢菌類に属する
糸状菌に特異的に存在するオルガネラであ
り、隔壁孔をふさいで溶菌の伝播を防ぐ機能
をもつことが知られている。 

研究代表者らは以前、麹菌 Aspergillus 
oryzae のコロニーに水をかけて低浸透圧シ
ョックを与えると、菌糸先端が溶菌すること
を発見した。この際に、Woronin body が溶菌
の伝播を防ぐために、隔壁孔をふさぐ様子を、
蛍光タンパク質を用いて可視化することに
成功した。また、Woronin body がペルオキシ
ソームから分化・形成することと、その際に
ペルオキシソームの分裂・増殖装置を利用す
ることを明らかにした。 

研究代表者らは、AoSO タンパク質がストレ
ス依存的に隔壁孔に凝集することを発見し、
糸状菌が環境に応じて細胞質連絡を制御し
ている可能性を示唆した。 

さらに、MAPキナーゼである AoFus3 タンパ
ク質は通常条件で隔壁孔に局在することを
発見し、溶菌時に隣接する細胞への溶菌の伝
播を防ぐのに関与することを示した。 

しかし、麹菌をはじめとして糸状菌におけ
る細胞質連絡を制御する分子機構に関して、
これまでの知見は断片的であり、その全貌ま
ではあまり明らかになっていない。 

 

 
２．研究の目的 

本研究では、糸状菌における細胞質連絡を
制御する分子機構を明らかにすることを目
的として、以下の実験を行った。 

AoSO がストレスに応答して隔壁孔に凝集
する分子機構の解析、隔壁孔局在 MAPキナー
ゼ AoFus3 と相互作用するタンパク質のスク
リーニング、Woronin body 機能におけるペル
オキシソームの役割について解析を行った。 
 

 

３．研究の方法 

1) AoSOタンパク質がストレス依存的に隔壁
孔に凝集する機構の解析 

AoSOの部分欠失体を緑色蛍光タンパク質
EGFPと融合して、出芽酵母および麹菌で発現
させた。これらがストレス依存的に凝集する
か、その凝集が隔壁孔に局在するかどうかを、
蛍光顕微鏡により観察した。 

 
2) 新規の隔壁孔局在タンパク質の同定 

隔壁孔局在タンパク質 AoFus3 に TAP 
(tandem affinity purification)タグを融合
して、麹菌に発現させた。TAP タグを利用し
てアフィニティ精製を行い、AoFus3 に結合し
たタンパク質を取得した。トリプシン消化に
よ り 生 成 し た ペ プ チ ド 断 片 に つ い て
LC-MS/MS 解析を行い、麹菌タンパク質配列の
データベースを利用して同定した。 

 
3) Woronin body がペルオキシソームから分
化・形成する機構の解析 

ペルオキシソーム移行配列 PTS1, PTS2 を
もつタンパク質は、それぞれの受容体である
Pex5、Pex7によりペルオキシソームに運ばれ
る。麹菌において、この 2つの PTS 受容体を
コードする遺伝子 Aopex5, Aopex7 を破壊し、
Woronin bodyの機能などの表現型解析を行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
1) AoSO タンパク質がストレス依存的に隔壁
孔に凝集する機構の解析 

AoSO は 1195 アミノ酸からなる巨大なタン
パク質であり、WWドメイン以外の既知のドメ
イン構造は存在しない。本研究では、AoSOの
凝集機構を明らかにするために、欠失解析を
行った。 

まず、出芽酵母においても AoSO がストレ
ス依存的に凝集することを確認した。そして、
AoSO 部分欠失体に緑色蛍光タンパク質 EGFP
と融合して出芽酵母で発現させた。その結果、
部分欠失体 AoSO[556-1146]がストレス依存
的に凝集するのに十分であることを明らか
にした。 

続いて、麹菌において同様の観察実験を行
った結果、前述の AoSO[556-1146]に、C 末端
の約 50 アミノ酸を加えた部分欠失体
AoSO[556-1195]が隔壁孔への局在を示した。
このことから、AoSO の凝集が隔壁孔に局在す
るのに、C末端領域（AoSO[1147-1195]）が必
要であることがわかった。 

また、寒天培地で生育したコロニーに水を
かけ先端細胞を溶菌させる低浸透圧ショッ
ク実験において、各 AoSO 部分欠失体が、溶
菌の伝播を防ぐ機能が低下した Aoso 遺伝子
破壊株を相補するか解析した。その結果、部
分欠失体 AoSO[556-1195]が隣接する細胞へ
の溶菌の伝播を防ぐのに十分であることを
明らかにした。 

ストレス依存的に隔壁孔に局在するタン
パク質の研究は本研究が唯一であり、そのプ
ロセスに必要な領域を同定したことは、スト
レス依存的な細胞質連絡制御の解明に向け



て大きな前進であると考えている。 
 

2) 新規の隔壁孔局在タンパク質の同定 
MAPキナーゼ AoFus3が隔壁孔で機能するメ

カニズムを解析することを目的として、TAP 
(tandem affinity purification)タグを用い、
相互作用するタンパク質をスクリーニング
した。その結果、2 つの新規タンパク質が同
定され、これらが AoFus3 と同様に隔壁孔に
局在することを示した。 

糸状菌において、MAP キナーゼと相互作用
するタンパク質を同定し、それが隔壁孔に局
在することを示したのは、本研究が初めてで
ある。今後、2 つの新規タンパク質の細胞質
連絡における機能を解析することで、隔壁孔
における AoFus3 の作用機序が明らかになる
ことが期待される。 

 
3) Woronin body がペルオキシソームから分
化・形成する機構の解析 

ペルオキシソーム移行配列受容体をコー
ドする遺伝子破壊株(ΔAopex5, ΔAopex7)で
は、ペルオキシソームの機能である脂肪酸の
β酸化に欠損を示した。また、Aopex5 遺伝子
破壊株のみ、溶菌の伝播を防ぐ Woronin body
の機能が顕著に低下した。この結果から、
Woronin body の機能には PTS1 をもつタンパ
ク質が関与し、PTS2 をもつタンパク質は必要
ないことがわかった。 

一方で、2 つのペルオキシソーム移行配列
受容体欠損株が、グルコースを炭素源とする
最少培地で生育阻害を示すことを見いだし
た。原因を調べた結果、これらの株がビオチ
ン要求性であることを発見した。ビオチン生
合成酵素のひとつである BioF がペルオキシ
ソームに局在し、そのペルオキシソーム局在
がビオチン生合成に必要であることを証明
した。以上により、ペルオキシソームがビオ
チンの生合成に関与することを世界で初め
て発見した。 
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