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研究成果の概要（和文）：（1）転写因子AmyRの誘導基質特異的な核移行と不安定性の一方で、MalRの構成的核局在お
よび誘導基質存在下での安定性を明らかにした。AmyRとシャペロンであるHsp70およびHsp90との複合体形成を明らかに
した。（2）マルトーストランスポーターMalPのグルコース存在下におけるエンドサイトーシス依存的な分解に関わる
制御マシナリーとしてユビキチンリガーゼHulAとアレスチン様タンパク質CreDの関与を明らかにした。（3）DNAマイク
ロアレイによる標的遺伝子の網羅的同定、候補遺伝子産物の発現と基質特異性の解析などを通して、麹菌におけるペン
トース代謝系酵素遺伝子を全て同定した。

研究成果の概要（英文）：(1) Transcription factor AmyR was localized to nucleus and significantly unstable 
in the presence of inducer, but MalR showed constitutive nuclear localization and stability irrespective o
f carbon sources. AmyR was associated with chaperons Hsp70 and Hsp90. (2) Maltose transporter MalP was tar
geted to the vacuole after addition of glucose. Both HECT ubiquitin ligase HulA and arrestin-like protein 
CreD are required for glucose-induced endocytosis of MalP. In addition, pull-down analysis using CreD-3FLA
G and WW domains of HulA fused to GST indicated that CreD could interact with HulA via WW domains. (3) Com
prehensive screening of genes involved in pentose metabolism was performed by transcriptome analysis, and 
enzymatic properties of candidate gene products were analyzed, which resulted in the complete elucidation 
of the pentose metabolic pathway in Aspergillus oryzae.   

研究分野：

科研費の分科・細目：

遺伝子発現制御
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１．研究開始当初の背景 
糸状菌は多種類のバイオマス分解酵素を
生産する能力を有しており、糸状菌由来の酵
素はその有用性から酵素産業で大きな市場
を占めている。バイオマスの分解により生成
する多種多様な低分子は、ほとんど全て糸状
菌のエネルギー源となる。これは、酵母と一
線を画す糸状菌の特性であり、酵母がグルメ
であるのに対し糸状菌は悪食であると言わ
れる所以でもある。多種多様な低分子を利用
する糸状菌の能力は、高度に発達したバイオ
マス分解酵素の生産機構と基質代謝経路の
存在を示唆するものであり、近年の糸状菌ゲ
ノム情報の整備によりその輪郭が見えるよ
うになった。ゲノム情報によると、糸状菌は
極めて多数のバイオマス分解酵素遺伝子を
有しており、例えば、麹菌のグリコシルハイ
ドロラーゼ遺伝子は 200遺伝子を超える。そ
の構成から、自然界のほとんど全ての多糖、
オリゴ糖を完全に単糖まで分解できると考
えられる。 
これまで申請者らは、Aspergillus 属糸状菌
のバイオマス分解酵素遺伝子の発現制御機
構の解明を目指し、数々の転写因子を解析し
てきた。すなわち、デンプン分解に関与する
AmyR と MalR、キシラン分解に関与する
XlnRをはじめとし、アラビナン分解（AraR）、
セルロース分解（AcuK、McmA）、マンナン
分解（ManR）、タンパク質分解（PrtR）など
の転写因子である。これら転写因子の機能な
らびに発現解析から、分解酵素の生産は転写
因子のタンパク質レベルでの活性化を介し
て誘導されることが示唆されている。また、
転写因子活性化には高分子分解の結果生じ
る低分子の誘導基質の細胞内取込みが重要
であり、例えばアミラーゼ生産にはマルトー
ストランスポーターが必要であることが明
らかになっている。トランスポーターや低分
子の分解物の代謝系遺伝子はバイオマス分
解酵素生産を制御する転写因子の制御下に
あることが期待されるが、実際 XlnR につい
てはキシローストランスポーター候補とキ
シロース代謝系遺伝子すべてがその制御下
に存在していた。これは AraR についても同
様であり、アラビノーストランスポーター候
補遺伝子、既知のアラビノース代謝系遺伝子、
アラビノース代謝に必要だが未同定のアラ
ビノースレダクターゼ、L-キシルロースレダ
クターゼ遺伝子候補が制御下に存在してい
た。 
このように申請者らは、糸状菌における多
種類のバイオマス分解酵素生産に関わる転
写因子やその代謝系を精力的に解析してき
たが、それぞれの酵素生産の制御機構や分解
産物の代謝経路の包括的な理解のためには、
従来までのそれぞれを「点」とする解析によ
る理解では不十分である。バイオマスの分解
から基質低分子の取込み、そしてその代謝系
までを一連のエネルギー代謝経路として捉
え、さらに、その全体の制御機構を理解する

ことが必要と考え、本基盤研究を提案したも
のである。 

 
２．研究の目的 
糸状菌の最大の特徴である高度に発達し
たバイオマスの分解・代謝系に関して、分解
酵素生産制御の分子機構からバイオマス構
成成分（バイオマス分解産物）の代謝まで包
括的に解明することを目的とし、麹菌
Aspergillus oryzae とモデル糸状菌の A. 
nidulans を対象に、各種バイオマス分解酵素
生産に必要な誘導基質の細胞内取込み系の
同定とカタボライト抑制下における分解制
御機構の解明、分解酵素遺伝子の誘導発現に
関わる転写因子の活性化機構の解明、酵素機
能に基づくバイオマス由来低分子の代謝系
酵素の同定を行う。その成果を基に、転写制
御情報を含む詳細なバイオマス分解・代謝マ
ップの構築につなげる。 

 
３．研究の方法 
（1）転写因子AmyR およびMalRについて、
シャペロン複合体形成と誘導基質との相互
作用による転写活性化機構を解明する。（2）
バイオマス構成成分トランスポーターのカ
タボライト抑制条件下におけるエンドサイ
トーシス経路による調節的分解機構を細胞
生物学・生化学的手法を駆使して解析する。
（3）バイオマス由来低分子のトランスポー
ター候補をトランスクリプトーム解析によ
り探索し、その遺伝子の破壊ならびに取込み
活性測定によって特異的なトランスポータ
ーを同定する。（4）ヘミセルロース由来低分
子（ガラクトース、マンノース、ラムノース、
グルクロン酸、ガラクツロン酸など）の代謝
系遺伝子候補をトランスクリプトーム解析
によって探索し、それらの酵素化学的諸性質
の解析ならびに遺伝子破壊の影響を詳細に
調べることにより詳細な代謝マップの構築
を図る。 
 
４．研究成果 
（1）デンプン分解酵素生産に関わる転写因
子の活性化機構の解析 

MalRはマルトーストランスポーターMalP
の正の転写制御因子であり、MalP によって
細胞内に取り込まれたマルトースが AmyR
を活性化してアミラーゼ生産を誘導すると
考えられることから、はじめにMalR支配下
の malT遺伝子と AmyR支配下の amyB遺伝



子のマルトース誘導後の経時的発現につい
てノーザン解析を行った（図 1）。その結果、
amyR の発現に先立って malT の発現が認め
られたことから、予想された通り、MalR 支
配下の遺伝子の発現に引き続いて AmyR が
活性化してアミラーゼ生産に至ることが示
された。そこで、AmyRとMalRをそれぞれ
GFPと融合させたタンパク質を発現させ、マ
ルトース添加による経時的核移行過程を蛍
光顕微鏡により観察し、マルトース添加後の
MalRの核移行が AmyRに先行して起こるか
調べた。興味深いことに、MalR は炭素源の
如何にかかわらず常に核局在しているが（図
2）、AmyRはマルトースだけでなく、グルコ
ースによっても核移行することが明らかと
なった。MalRは構成的に核に局在していて、
細胞内に取り込まれた僅かなマルトースに
よって速やかに活性化され、malP の発現を
誘導することでマルトース取込みを促進し、
AmyR の活性化に引き続いてアミラーゼ生
産が盛んに進むというモデルが考えられた。 

 
また、タグ化した AmyRとMalRを用いて
グルコースまたはマルトース存在下におけ
る安定性を調べたところ、興味深いことに、
AmyRはいずれの糖においても不安定で速や
かに分解されるのに対して、MalR は誘導基
質であるマルトースが存在しても非常に安
定であることが認められた。一方、酵母のマ
ルトース資化遺伝子クラスターの転写因子
MAL63 では、HSP90 など 3 種類のシャペロ
ンの複合体形成を経てマルトースによる転
写活性化が起こることが最近判明した。
AmyR及びMalRは Zn finger motifの高い相
同性と誘導基質がマルトースであるという
点で MAL63 との類似性が高いことから、麹
菌ゲノムから検索されたシャペロン複合体
構成ホモログとAmyR及びMalRとの相互作
用を調べたところ、Hsp70 および Hsp90 と
AmyRが相互作用することが明らかとなった
（図 3）。 

 
（2）マルトーストランスポーターのグルコ
ース存在下における分解制御機構の解析 

 誘導基質であるバイオマス由来低分子の
取込みに関わるトランスポーターは一般的
に転写レベルでカタボライト抑制を受ける
だけでなく、タンパク質レベルでも分解制御
を受けているものと予想される。そこで、現
在のところ唯一機能が明らかになっている
麹菌のマルトーストランスポーターMalP に
ついて、GFP との融合タンパク質を作製し、
マルトースとグルコースの存在下での細胞
表層における局在様式を蛍光顕微鏡で観察
した。その結果、マルトース存在下では細胞
膜に蛍光が認められたが、炭素源をグルコー
スに変換後は速やかに液胞へ移行すること
が観察され、MalP タンパク質はエンドサイ
トーシスによる細胞膜から液胞へ輸送され
て分解が起こるものと考えられた（図 4）。 

 
さらに、MalP のエンドサイトーシスに影響
する炭素源について調べたところ、グルコー
スの他にマンノースとグルコースのアナロ
グである 2-デオキシグルコースによって速
やかに液胞への移行が観察された。他方で、
キシロースやグルコースアナログの 6-デオ
キシグルコースや 3-メチルグルコースでは
速やかな液胞への移行は観察されなかった。 
出芽酵母では、膜トランスポーターが分解
を受ける際にアレスチン様タンパク質がア
ダプターとして働き、ユビキチンリガーゼ
Rsp5 が膜タンパク質をユビキチン化するこ
とによりエンドサイトーシス依存的な分解
が生じることが知られている。麹菌をはじめ
とする Aspergillusでは、グルコース抑制に関
与する転写抑制因子のユビキチン化に関わ
るアレスチン様タンパク質として CreDが知
られていることから、CreDがMalPのグルコ
ース存在下でのエンドサイトーシスに関与



するかどうか、creD 破壊株を作製して解析
した。その結果、図 5 に示すように、CreD
を欠損することでMalPのエンドサイトーシ
ス依存的な分解が抑制されることが明らか
になった。 

 
さらに、酵母 Rsp5の麹菌オーソログ HulA
の条件的抑制株においても、MalP のエンド
サイトーシスが抑制されたことから、MalP
はグルコース存在下で CreD を介して HulA
によりユビキチン化を受け、エンドサイトー
シスによって液胞に輸送されて分解される
ものと考えられた。一方、酵母における Rsp5
と CreDオーソログの Rod1/Art4 に関する研
究から、HulAが CreDを介してターゲットの
膜タンパク質をユビキチン化するためには、
CreDの PPXYモチーフと HulAのWWドメ
インとの相互作用が必要と考えられた。そこ
で、CreD の PPXYモチーフの変異体を作製
してMalPのエンドサイトーシスへの影響を
調べたところ、CreDの変異体ではMalPのエ
ンドサイトーシスが抑制されることが分か
った（図 6）。 

 
一方、CreDと HulAのWWドメインとの
相互作用を調べるため、プルダウン解析を行
った。大腸菌で生産した HulA に存在する 3
個のWWドメインを含む領域とGSTタンパ
ク質との融合タンパク質（GST-WWs）をグ
ルタチオンセファロースビーズに結合させ、
麹菌染色体上の creD 遺伝子の 3′-末端に
3FLAG タグ配列を融合させた株から調製し
た菌体内タンパク質抽出液と混合した。遠心

によりビーズを回収し、FLAG抗体を用いた
ウ ェ ス タ ン 解 析 に 供 す る こ と で 
CreD-3FLAG が回収されているかを調べた
ところ、GST-WWsと CreD-3FLAGを混合し
た場合において CreD-3FLAG がビーズ画分
に回収されたことから、HulAのWWドメイ
ンとCreDが結合することが示された（図 7）。 

 
（3）バイオマス由来低分子に特異的なトラ
ンスポーターの同定 
麹菌においては、すでにセルロース分解や
アラビナン分解に関与する酵素遺伝子の発
現制御に関わる転写因子 XlnR と AraR の高
発現株のトランスクリプトーム解析により、
それぞれ数個のトランスポーター遺伝子の
発現上昇が認められている。そこで、これら
のトランスポーター遺伝子破壊株を作製し
て、キシロースとアラビノースを単一炭素源
とする培地上での生育を観察し、生育の低下
が認められる破壊株を選択したが、明確な生
育低下は認められなかった。これは、複数の
トランスポーターが存在しているか、または
一般的に高発現しているグルコーストラン
スポーターがキシロースなどの単糖に対し
ても低親和性ながら基質として取り込む活
性を有しているためではないかと考えられ
た。そこで、これらのトランスポーターを酵
母で高発現させ、培地中の各種基質の取込み
活性を測定することにより、取込み活性を示
すトランスポーターを特定することを試み
ているところである。一方、最近大腸菌にお
けるキシローストランスポーターの結晶構
造解析結果をもとに、トランスクリプトーム
解析で候補にあがったトランスポーターか
らキシロースとの結合に重要なアミノ酸の
保存されているトランスポーターを絞り込
むことができた。 
（4）トランスクリプトーム解析によるヘミ
セルロース分解・代謝系遺伝子の推定 

D-キシロースと L-アラビノースは植物細
胞壁を構成するヘミセルロースの主要構成
五単糖であり、炭素源として多くの糸状菌に
利用されている。麹菌においては、これらペ
ントースの代謝は転写因子 XlnR とそのホモ
ログである AraR により制御されている。そ
こで、これら因子の制御下遺伝子の DNA マ
イクロアレイ解析による同定、ペントース代
謝系を構成する候補遺伝子の抽出、大腸菌を



宿主とした候補遺伝子産物の発現と基質特
異性の解析などを通して、麹菌におけるペン
トース代謝経路の構築を行った。その結果、
D-キシロースは D-キシロースリダクターゼ
（XyrA）による 1 段階、L-アラビノースは
L-アラビノースリダクターゼ（LarA）、L-ア
ラビニトールデヒドロゲナーゼ（LadA）、
L-キシルロースリダクターゼ（LxrA）の 3段
階の酸化還元反応によりキシリトールに変
換され、キシリトールは キシリトールデヒ
ドロゲナーゼ（XdhA）により D-キシルロー
スへと変換されると経路が解明できた。さら
に、本経路を構成する全遺伝子について破壊
株を作製し、構築した代謝経路の検証を行っ
たところ、D-キシロースと L-アラビノース代
謝の初発反応は XyrA と LarA のいずれかが
存在すれば可能であること、LadA は L-アラ
ビニトールの変換に必須であることなどが
明らかとなった。一方、lxrAや xdhAの単独
破壊株は D-キシロース、L-アラビノースの資
化が可能であることから、バイパス経路ある
いは酵素の重複が存在すると考えられた。 
さらに、本経路を構成する遺伝子ならびに
新規候補遺伝子の単独破壊および多重破壊
株を作製することにより、ペントース代謝の
全体像を明らかにすることを目的とした。
Aspergillus nidulans が有する Lxr 活性の測定
結果から、NADPH 依存型の LxrA に加えて 
NADH 依存型の酵素の存在が示唆されてい
た。そこで、NADH依存型 Lxrの候補遺伝子
（lxrB）破壊株、lxrA/lxrB 二重破壊株を新た
に作製し、L-アラビニトール資化能を検討し
た。先に報告したとおり lxrA破壊では資化能
の部分的欠損が起こる。一方、lxrB単独破壊
株では資化能に大きな影響は観察されず、二
重破壊株ではほぼ消失した。すなわち、L-キ
シルロースからキシリトールへの変換は 
NADPHと NADH依存型 Lxrの両者が担うこ
とが示唆された。また、キシリトールデヒド
ロゲナーゼに関しては、xdhAのホモログとし
て xdhB が存在していたため、これらの二重
破壊株を作製しキシリトール資化能を検討
した。しかし、キシリトール資化は二重破壊
株でも可能であったことから、他の酵素もこ
の反応に関与する可能性が示唆された。 
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