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研究成果の概要（和文）：Aspergillus nidulans sunA遺伝子の機能解明のため、破壊株、高発現株の表現型を解析し
た。破壊株では菌糸形態の異常、分生子形成能の低下、Calucofluor White, Congo Red感受性の上昇が見られ、分泌酵
素生産性の向上とともに、細胞内タンパク質の漏出も検出された。また、細胞壁beta-1,3-グルカン合成や修飾に関わ
る遺伝子の発現量も変化していた。高発現株では有意な表現型はほとんど認められなかった。以上から、SunAは細胞壁
のbeta-1,3-グルカンの恒常性に関わる因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the physiological function of the sunA gene in Aspergillus nidulans, 
phenotypic characteristics of the sunA deletant and overexpressor were analyzed. The deletant displayed 
morphological abnormality of the mycelia, decreased conidiation, increased sensitivity to Calucofluor 
White and Cong Red. Furthermore, increased production of the secreted enzymes and leakage of 
intracellular proteins were evident. Expression profile of the genes related to beta-1,3-glucan synthesis 
and modification was also different from that of the wild type. The overexpressor did not show 
significant changes in the above phenotypes. The resulsts suggest that SunA is involved in 
bete-1,3-glucan homeostasis of the cell wall.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の高分泌生産が可能な糸状菌

宿主開発を目指し、変異処理により取得した
Aspergillus nidulans のアミラーゼ高生産変異
株 AHP1102 は、SUN タンパク質の一種をコ
ードする sunA 遺伝子に変異を有することが
示唆されていた。また、本変異株では菌糸の
形状に異常が見られるため、分泌酵素全般の
生産性増加が起こると予測され、実際アミラ
ーゼだけでなく、セルラーゼ、プロテアーゼ
分泌量の増加が確認された。 

SUN タンパク質は子囊菌類に保存された
タンパク質である。このファミリーのタンパ
ク質は C 末端側に SUN domain と呼ばれる約
250 アミノ酸からなる高度に保存された領域
を有し、この領域には鉄-イオウクラスター形
成を匂わせる 6 つのシステイン残基が存在す
る。Saccharomyces cerevisiae、Candida albicans、
Schizosaccharomyces pombe などの酵母で研究
が行われており、S. cerevisiae においては
SIM1, UTH1, NCA3, SUN4 の 4 種の SUN タン
パク質について、老化（SIM1, UTH1）、スト
レス応答（UTH1）、ミトコンドリア生合成
（NCA3、UTH1）、分裂の際の隔壁形成
（SUN4）などに関わることが報告されてい
る。他の酵母では、S. pombe の PSU1 は細胞
壁合成に、C. albicans の SUN41 は分裂の際の
細胞の分離に関わる。SUN4、PSU1、SUN41
の変異株では細胞壁が野生株と異なること
が示されており、-1,3-グルカン量の増加も
報告されている。従って、分子機能は明らか
ではないものの、これら 3 種の因子について
は、細胞壁-1,3-グルカンの生合成や分解と
関連することが示唆される。実際、SUN4 遺
伝子の発現プロファイルをマイクロアレイ
データベースで見ると、細胞壁のグルカナー
ゼ遺伝子と挙動を共にしていた。 
糸状菌においては SUN ファミリータンパ

ク質の機能は不明であるため、SunA の機能
解析は学術的に有意義であるだけでなく、分
泌酵素生産性の向上という観点から応用に
も役立つと考えられた。 

 
２．研究の目的 
 SUN タンパク質は子囊菌類に高度に保存
されたタンパク質であり、ミトコンドリア生
合成、老化、隔壁形成、細胞分裂など様々な
現象に関わるとされる。我々は糸状菌アミラ
ーゼ高生産変異株 AHP1102 の解析から、高
生産変異の原因が SUN タンパク質をコード
する sunA 遺伝子の転写レベルの低下にある
ことを見出し、さらに、本変異株において多
様な分泌酵素が高生産されることを明らか
にしている。本遺伝子は糸状菌酵素産業にお
ける分子育種の標的遺伝子として期待され
るため、本研究では、SunA の分子機能の解
明とともに、得られる知見を利用して分泌酵
素高生産用宿主の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 

（１）アミラーゼ高生産変異株 AHP1102 に
おける変異の同定 
 特異的プライマーとランダムプライマー
のセットを用いて TAIL PCR 法を用いて変異
を含む領域を増幅し、その塩基配列を決定す
ることにより変異を同定した。 
 
（２）sunA破壊株・高発現株の作製 
 sunA遺伝子上流と下流の間に pyrG 遺伝子
を挿入した破壊用断片を作製し、相同組み換
えにより sunA遺伝子を破壊した。 
高発現株の作製では sunA 遺伝子のプロモ

ータを構成的高発現プロモータである
Aspergillus oryzae 由来の tef1 プロモータに置
換し、これを pyrG をマーカーとして相同組
み換えにより sunA座位に導入した。 

 
（３）菌糸・分生子形態の観察 
最少培地で各株を 16 時間液体培養し、そ

の後、キチン結合性の蛍光色素である
Calcofluor White で染色した。これを微分干渉
および落射蛍光により顕微鏡観察した。分生
子形態は微分干渉顕微鏡により観察した。 
 
（４）分生子着生数の算出 
寒天最少培地で各株を 37℃、7 日間培養し、

ジャイアントコロニーを形成させた。この中
心から約 1/2 半径の 2cm×2cm の領域を切り
取り、分生子懸濁液 5 mL を調製、単位面積
(cm2)当たりの分生子数を算出した。 
 
（５）細胞外タンパク質の解析 
 2%グルコースを炭素源とした液体培養で
37℃、36 時間培養後、培養上清を TCA 沈殿
によって濃縮したものをSDS-PAGEに供した。 
 タンパク質の同定はMALDI-TOF/TOF解析 
によって行った。 
 
４．研究成果 
（１）アミラーゼ高生産変異株 AHP1102 に
おける変異の同定 
サザンブロッティング解析の結果から、

AHP1102 株には、sunA 遺伝子のプロモータ
領域に染色体の分断や大規模な挿入、欠失な
どがあると予想されていた。そこで、TAIL 
PCR によりプロモータ領域を増幅し、塩基配
列を決定した。その結果、AHP1102 では sunA
の-2 と-3 の間で（翻訳開始店を+1 とする）
染色体転座が起こることにより生じたこと
が明らかとなった。-2 から上流はクロモソー
ム VIII の AN0430 遺伝子の 2226 base から下
流となっていた。なお、sunA遺伝子はクロモ
ゾ－ム I に存在する。AN0430 は S. cerevisiae 
の STB6 のオルソログをコードしており、
STB6は Sin3結合タンパク質で Sin3はヒスト
ンデアセチラーゼ複合体を構成する。 

 
（２）sunA破壊株、過剰発現株における分泌
酵素生産性 
前述の結果より、AHP1102 は sunA 遺伝子



プロモータとAN.0430遺伝子間の染色体転座
により生じたことが明らかとなった。そこで
sunA 遺伝子の機能欠損が分泌酵素生産性向
上の原因であることを確認するため、sunA破
壊株（ΔsunA）におけるアミラーゼ、セルラ
ーゼ、プロテアーゼ生産性をプレートアッセ
イにより確認した(図 1)。その結果、野生型
sunA遺伝子を持つABPU1やABP株と比較し
て、ΔsunA 株は AHP1102 と同様の高いアミ
ラーゼ、セルラーゼ、プロテアーゼ生産性を
示した。また、デンプンを炭素源として培養
した際の上清をザイモグラフィーにより解
析した結果、ABP 株、ΔsunA 株ともに動度
の等しい 3 種のアミラーゼが検出され、いず
れのアミラーゼについてもΔsunA で活性が
上昇していた（図 2）。以上から、sunA 遺伝
子の機能欠損のみで分泌酵素生産性の向上
が起こることが確認された。 

 
一方、sunA 過剰発現株（OEsunA）では分

泌酵素生産は野生型 sunA 遺伝子を持つ
ABPU1 や ABP 株と同等であった(data not 
shown)。 
 
（３）Calcofluor White 及び Congo Red 感受性
に与える sunA破壊及び過剰発現の影響 
 SunA のオルソログ SUN4, UTH1 は細胞壁
に存在し、SUN4 の破壊株では娘細胞が分離

されない。これらは SunA が細胞壁と関連す
る因子であることを示唆している。そこで、
細胞壁合成の攪乱物質である Calcofluor 
White および Congo Red に対する感受性を検
討した。撹乱剤含有培地で 37℃、3 日間培養
した結果、sunA破壊株（ΔsunA）ではいずれ
の薬剤に対しても感受性が上昇しているこ
とが明らかとなった(図 3)。一方 sunA 過剰発
現株（OEsunA）では影響が見られなかった。 
 

 
（４）菌糸形態に与える sunA 破壊・過剰発
現の影響 
微分干渉観察では、破壊株（ΔsunA）の菌

糸は著しくいびつであり、頻繁に湾曲してい
た。また、細胞内に液胞と考えられる構造体
が数珠状に存在していた（図 4）。一方、落射
蛍光観察では、頻繁な湾曲は観察されるもの
のいびつさは見られなかった。この違いは、
液胞様構造体が可視できるかどうかの差に
よると考えられる。なお sunA 破壊株では隔
壁の間隔が狭い傾向が見られた。sunA破壊株
における菌糸形態異常は、本因子が正常な細
胞壁維持に必要な因子であることを示唆し
ている。一方、sunA 過剰発現株（OEsunA）
では野性株と同様の菌糸形態が観察された。 

 

 
（５）分生子着生・形態に与える sunA破壊・
過剰発現の影響 

Aspergillus 属糸状菌では気中菌糸の先端で
vesicleが形成され、さらにmetulaeを介して、
phialide の先端で、分生子が出芽のように形
成される。S. cerevisiae の SunA オルソログ
SUN4 は娘細胞の分離に必要であるため、分
生子形成にも SunA が関わる可能性がある。
sunA 破壊株の分生子形成能を ABP 株



（sunA+）と比較したところ、分生子数がい
約 4 分の 1 に減少していた。また、過剰発現
株（OEsunA）でも破壊株ほどではないものの
減少が見られた(図 5)。分生子形態を観察した
ところ、sunA 破壊株は ABP 株と同等であっ
たが、過剰発現株では径が均一ではなく、大
小様々な分生子が観察された（図 5）。おそら
く、正常な分生子形成には適正な量の SunA
が必要であると考えられる。 
 
 

（６）sunA破壊株における細胞外タンパク質
組成 

sunA 破壊株は細胞壁に異常を持つと考え
られるため、部分的な溶菌により細胞内タン
パク質の漏出が起こる可能性がある。培養上
清に含まれる細胞外タンパク質を SDS-PAGE
によって解析したところ、ABP 株（sunA+）
と sunA 破壊株（ΔsunA）とではプロファイ
ルに違いがあり、後者では前者には存在しな
い複数のタンパク質が認められた (図 6)。 

 

 
特徴的なタンパク質を、MALDI-TOF/TOF

解析で同定した結果、破壊株に特徴的な①か
ら③はそれぞれ NADP 依存型グルタミン酸
デヒドロゲナーゼ（GdhA）、キシラナーゼ
（XlnC）スーパーオキシドディスムターゼ
（SodA）であり、ABP 株（sunA+）に特徴的
④は AN4575 によってコードされる未知タン
パク質であった。GdhA と SodA は細胞内タ
ンパク質であり、S. cerevisiae のオルソログは
それぞれ 77,500 分子/cell、519,000 分子/cell
と大量に存在する。GdhA, SodA が同様に細
胞内に大量に存在すると仮定すると、部分的

な溶菌により一部が細胞外に放出された可
能性が考えられる。 

XlnC は菌体外分泌酵素である。sunA 破壊
により細胞壁構造に異常が生じ、部分的な溶
菌により細胞内タンパク質が漏出するとと
もに、細胞壁にトラップされていた分泌酵素
が培養液中に放出されたことが示唆された。 
 
（７）sunA破壊・過剰発現が細胞壁関連遺伝
子の発現に与える影響 

sunA 破壊は細胞壁の異常を引き起こすた
め、これがシグナルとなって恒常性維持のた
めに細胞壁合成・分解に関わるの遺伝子群の
発現が変化する可能性があり、その情報から
SunAの機能に迫れる可能性がある。そこで、
破壊、過剰発現が細胞壁合成・分解関連遺伝
子の発現に与える影響を半定量 RT-PCR によ
り解析した。その結果、chitin, α-1,3-glucan の
合成に関わる遺伝子の発現は影響が認めら
れなかったのに対して、β-1,3-glucan の合成に
関わる遺伝子や β-1,3-glucan の修飾に関わる
遺伝子の発現に変化が見られた。以上から、
SunA は細胞壁 β-1,3-glucan の恒常性に関わる
タンパク質であると考えられる。 
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