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研究成果の概要（和文）：大麦を原料とした麹造りにおいて発現変動する白麹菌の推定転写制御因子を7遺伝子（nosA
、rosA、atfA、atfB、AKAW_01957、AKAW_02766、AKAW_02903）同定した。これらを、白麹菌の糖質加水分解酵素やクエ
ン酸の生産を制御する可能性がある転写制御因子として解析した。各推定転写制御因子の遺伝子破壊株を構築して表現
型を解析した。その中でもnosAとrosAの二重破壊株は、菌糸伸長は正常であったが顕著な分生子形成能の低下が見られ
た。また、NosA-GFPとRosA-GFPは核に局在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The transcriptional change of a white koji mold, Aspergillus luchuensis mut. 
kawachii, during barley koji production was investigated and 7 putative transcriptional factor encoding 
genes (nosA、rosA、atfA、atfB、AKAW_01957, AKAW_02766, AKAW_02903) were identified among the genes with 
significant transcriptional changes. These genes were disrupted and the nosA and rosA double disruptant 
showed radial colony growth similar to the wild type strain, but showed reduced conidia formation. It was 
also indicated that the NosA-GFP and RosA-GFP fusion proteins localized in the nuclei.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 白麹菌（Aspergillus luchuensis mut. 
kawachii）は、焼酎の製造に使用される麹菌
である。焼酎製造における白麹菌の役割は、
まず、アミラーゼやグルコシダーゼ等の糖質
加水分解酵素を高分泌生産し、原料に含まれ
る多糖類を単糖レベルに分解することであ
る。次に、クエン酸を高生産し、もろみの pH
を低く保つことで雑菌の増殖を防ぐことが
挙げられる。 
 
(2) 先行研究において、白麹菌 IFO（NBRC）
4308 株のゲノム解析を行った（①）。その結
果、約 36.6 Mbp のドラフトゲノム情報を取
得して、11,488 の推定 CDS を同定した。例え
ば、糖質加水分解酵素をコードする遺伝子は、
機能既知および未知のものを合わせて247遺
伝子見つかった。次に、白麹菌の高効率遺伝
子組換え宿主を構築した（②）。具体的には、
非相同末端結合に関わる DNA ligase IV をコ
ードする ligD 遺伝子を破壊することにより
効率的な相同組換えが可能になった。 
 
２．研究の目的 
先行研究で構築した白麹菌の研究基盤を活
用して、糖質加水分解酵素やクエン酸の高生
産に関わる転写制御因子を同定し、機能を解
明することを目的とした。白麹菌のもつ高度
な物質生産能力を解明することによって糸
状菌を宿主とした有用タンパク質や有機酸
の生産に役立つ知見が得られることを期待
した。 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロアレイのデータ解析 
大麦を原料として Aspergillus luchuensis 
SH46 株（株式会社樋口松之助商店）による製
麹を行い、DNA マイクロアレイ（Agilent、
e-Array）により遺伝子発現情報を取得した。
有意な発現変動（log2 fold change < −0.5 あ
るいは > 0.5、かつ q-value < 0.01）が示唆
された遺伝子から推定転写制御因子をコー
ドする遺伝子を解析対象として選択した。な
お、モデル糸状菌 Aspergillus nidulans に
おいて転写制御因子のアノテーションがつ
いている Orf のアミノ酸配列を AspGD 
(http://www.aspgd.org/)から取得して、
BLASTP 解析を行うことで、白麹菌の遺伝子に
アノテーションを付与した。 
 
(2) 遺伝子破壊株の構築 
白麹菌の ΔligDΔargBΔsC 株（ligD::ptrA 
argB::hph sC-）を宿主として、A. nidulans
由来の argB 遺伝子を選択マーカーとして解
析対象の推定転写制御因子遺伝子を破壊し
た。各遺伝子破壊に用いたカセットは、リコ
ンビナント PCR により構築し、pGEM-T Eazy
ベクター（プロメガ）にクローニングした後、
EcoRIあるいはNotIで破壊カセットを切り出
して使用した。白麹菌の形質転換はプロトプ

ラスト-PEG 法により行った。 
 
(3)培養条件 
コントロール株、および各転写制御因子遺伝
子の破壊株の培養に以下の培地を用いた。形
質転換には、M培地（NaNO3 6 g, MgSO4・7H2O 
0.52 g, KH2PO4 1.52 g, KCl 1.52 g,Glucose 
10 g, Hunter’s trace element 2 ml, Agar 
15 g, all per L, pH 6.5）を用いた。必要
に応じて、 L‐methionine 2.24 g/L と L‐
arginine 2.1 g/L を培地に添加した。分生子
形成の観察のために、分生子形成培地（Bacto 
peptone 1 g, Bacto Yeast extract 5 g, NaNO3 
1 g, K2HPO4 1 g, MgSO4 0.5 g, Glucose 10 g, 
Malt extract 10 g, Agar 15 g, all per L, 
pH 7）を用いた。Sclerotium（菌核）の形成
の有無を観察することを目的として、CYA
（ Czapek Yeast Autolysate Agar ） 培地
（Sucrose 30 g, Agar 15 g, Yeast extract 
5 g, NaNO3 3 g, K2HPO4 1 g, KCl 0.5 g, MgSO4・
7H2O 0.5 g, FeSO4・7H2O 0.01 g, all per L, 
pH 7.3）を用いた。また、同様に菌核形成を
調べるために、分生子を 1%水寒天に懸濁し、
M培地に重層して培養した。 
 
(4) GFP 融合による局在解析 
nosA、および rosA の GFP 融合遺伝子（C 末
端側に GFP）を、TetOn プロモーターで発現
制御可能な pVG2.2（Fungal Genetics Stock 
Center, http://www.fgsc.net/）（③）に連
結した。なお、pVG2.2 の pyrG 遺伝子を制限
酵素 PmeI により切り出して、PCR 増幅した
sC 遺伝子を Infusion（クロンテック）によ
り連結した。GFP 融合タンパク質の局在は、
蛍光顕微鏡（ライカ、DMI6000B/AF6000）に
より観察した。 
 
(5) RNA-seq 解析 
コントロール株と nosA 遺伝子破壊株におけ
る遺伝子発現の比較をRNA-seq解析により行
った。コントロール株と nosA 遺伝子破壊株
を液体培地で培養した後、ガラス濾過器で菌
体を回収して寒天培地に移すことで分生子
形成を誘導した後に集菌した。RNAiso Plus
（タカラバイオ）により菌体から RNA を抽出
し、Hiseq 2000（Illumina）による RNA-seq
解析を行った（ユーロフィンジェノミクス）。 
 
４．研究成果 
(1) 大麦を原料とした製麹において発現変
動する推定転写制御因子を同定した。クエン
酸の高生産に関わる転写制御遺伝子に着目
するために、製麹 25 時間目に 40℃から 30℃
へ温度を低下させた通常条件（クエン酸生産
誘導条件）と、40℃を維持した条件（クエン
酸生産非誘導条件）の遺伝子の発現変動をマ
イクロアレイにより比較し、クエン酸生産誘
導条件において顕著に発現量が上昇した2遺
伝子と、減少した 5遺伝子を同定した（テー
ブル 1）。 
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テーブル1解析対象の転写制御因子のリスト 

 
(2) 解析対象遺伝子の破壊株を構築した。ま
た、NosA と RosA に関しては、GFP 融合タン
パク質発現株を構築した。 
 
テーブル 2 本実験に用いた菌株の遺伝子型 

 
(3)クエン酸生産誘導時に発現が上昇した 2
遺伝子（nosA と rosA）に着目した。図 1 に
NosA と RosA の系統樹を示す。 

図 1 NosA と RosA の系統樹 
 
まず、nosA と rosA は単独遺伝子破壊株の他
に二重遺伝子破壊株を構築した。nosAと rosA
は温度変化時に発現変動する遺伝子として
同定されたが、各遺伝子破壊株の M平板培地
での生育（経時的なコロニー径の増大）は、
25、30、37、42 度の異なる温度においてコン
トロール株と同様であった。一方、分生子形
成能については、rosA 破壊株はコントロール
株と同様であったが、nosA 破壊株と nosA 
rosA 二重破壊株は、分生子形成能が顕著に低
下（nosA rosA 二重破壊株は、野生株の約 20%）
した（図 2）。 

図 2 分生子形成培地における生育（30℃） 
 

NosA と RosA は、A. nidulans において有性
生殖に関与することが報告されていた（④, 
⑤）。しかし、白麹菌には有性世代は見出さ
れていない。そこで、白麹菌と近縁の
Aspergillus niger において菌核形成が観察
された CYA 培地（⑥）を用いて培養した。CYA
培地で 25℃、あるいは 32℃の暗所で 2 週間
以上培養した。しかし、いずれも菌核形成は
確認されなかった（図 3）。また、分生子を
1%水寒天に懸濁して M培地に重層し、同様に
暗所で培養したが、菌核形成は観察されなか
った。 
 

図 3 菌核形成を誘導するための培養 
 
(4) 各遺伝子破壊株を宿主として、Tet-On プ
ロモーターにより NosA-GFP および RosA-GFP
を強制発現する相補株を構築した。ドキシサ
イクリンにより発現誘導し、蛍光顕微鏡によ
り局在を観察した。DAPI 染色と比較した結果、
NosA-GFP と RosA-GFP は核に局在することが
示唆された。表現型の観察結果を合わせて、
NosA は白麹菌において分生子形成に関わる
遺伝子発現制御に関与する可能性が示唆さ
れた。 

図 4 NosA-GFP および RosA-GFP の観察 
 
(5) NosAが発現を調節している遺伝子を同定
するためにコントロール株と nosA 遺伝子破
壊株の比較トランスクリプトーム解析を行
った。コントロール株と nosA 遺伝子破壊株
を液体培地で培養した後、菌体を寒天培地に
移して分生子の形成を誘導した際の転写産
物を RNA-seq により解析した。その結果、コ
ントロール株と nosA 遺伝子破壊株とで発現
レベルの異なる 293 遺伝子（上昇: 128 遺伝
子、減少: 165 遺伝子、q-value < 0.05）を
同定した。 
 

AKAW_03658 Putative C6 transcription factor (RosA) 3.00
AKAW_09811 Putative C6 transcription factor (NosA) 2.00
AKAW_02766 Putative C6 transcription factor 0.45
AKAW_01957 Putative C6 transcription factor 0.42
AKAW_02903 Putative Zn(II)2Cys6 transcription factor 0.37
AKAW_09548 Putative bZIP transcription factor (AtfB) 0.28
AKAW_06968 Putative bZIP transcription factor (AtfA) 0.27

A. kawachii
Locus tag

Function Fold
change

Strain Genotype
IFO 4308ΔligD ligD::ptrA
IFO 4308ΔligD ΔsC ligD::ptrA Sc -

ΔrosA ligD::ptrA argB::hph Sc -  rosA::argB
ΔnosA ligD::ptrA argB::hph Sc -  nosA::argB
ΔrosAΔnosA ligD::ptrA argB::hph Sc -  rosA::argB nosA::sC
ΔrosA::rosA-GFP ligD::ptrA argB::hph Sc -  rosA::argB pVG2.2-sC-rosA-GFP
ΔnosA::nosA-GFP ligD::ptrA argB::hph Sc -  nosA::argB pVG2.2-sC-nosA-GFP
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