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研究成果の概要（和文）：糸状菌におけるセルロース系バイオマス分解酵素遺伝子の発現は、様々なタンパク質により
調節されている。我々は、転写因子ClbRとその相互作用因子ClbR2が遺伝子の発現を調節していることだけでなく、タ
ンパク質リン酸化酵素やタンパク質脱リン酸化酵素など新たなタンパク質がセルロースに応答した遺伝子発現調節に関
わっていることを見出した。本研究成果は、産業有用酵素の高生産株の創製に向けた基盤となるものである。

研究成果の概要（英文）：The expression of cellulose-degrading enzyme genes are controlled by various 
regulators in filamentous fungi. We have identified that transcription factor, ClbR, interacts with its 
paralog, ClbR2, and which regulate the expression of the gene encoding transcription factor, ClrB (ManR). 
Expressed ClrB appears to induce the expression of cellulase and xylanase genes. We revealed that protein 
kinase and protein phosphatase control the cellulose responsive gene expression. Further analysis enabled 
to isolate another 2 cellulose-utilization deficient mutants.

研究分野： 応用微生物

キーワード： Aspergillus aculeatus　セルラーゼ遺伝子　発現制御
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 糸状菌  Aspergillus 属におけるセルラー

ゼ・キシラナーゼ遺伝子の発現誘導は，セル

ロースやキシランが分解されて遊離した単

糖やオリゴ糖が菌体内に取り込まれること

に始まり，最終的に活性化された経路特異的

な転写因子が転写を亢進することにより起

きる．申請者は，糖化力に優れたセルラーゼ

生産菌 A. aculeatus における未同定のセルロ

ース誘導機構を解明することを目的として，

まず，研究開始当初唯一同定されていたセル

ロース・キシラン誘導を制御する転写因子

XlnR を介さず，セロビオース・セルロースに

より発現が誘導されるセロビオヒドロラー

ゼ I 遺伝子 (cbhI) の発現様式を指標にした

ポジティブスクリーニング系を構築して，制

御因子を探索した．その結果同定した機能未

知の Zn(II)2Cys6 型転写因子様タンパク質は，

XlnR 非依存的に cbhI, キシラナーゼ Ia 遺伝

子 (xynIa) のセロビオース・セルロース誘導

を正に制御する因子であることを証明し，こ

れを cellobiose response regulator (ClbR) と命

名した．興味深いことに clbR 遺伝子破壊株に

おいて，セロビオースに応答した cbhI, xynIa

遺伝子発現は約 8 割の減少にとどまったため，

セロビオース誘導特異的な転写因子は他に

存在すると推測された．一方，同時期に

Coradetti らは，Aspergillus nidulans において

Zn(II)2Cys6型転写因子 ClrB (ManR) が，セロ

ビオース誘導を制御していることを明らか

にし，Aspergillus属ではClrB (ManR) が，XlnR

非依存的なセロビオース誘導を制御する特

異的転写因子であると考えられた． 

 研究当初、clbR 破壊により発現量が落ちた

遺伝子でも、clbR 高発現により発現量が増加

するもの、変化の無いもの、或いは低下する

遺伝子にわかれた事から、ClbR は他の因子

と協調的にセルロースに応答した遺伝子発

現誘導を調節しているものと仮定した。そこ

で、ClbR が ClrB を介したセルロース誘導経

路にどのように関与しているのか、または

ClbR の相互作用因子（仮称 FactorB）を含

めた ClbR 作用機序を解明するこを目的とし

た。  

 

２．研究の目的 

糸状菌におけるセルラーゼ遺伝子発現誘導

機構を解明することを目的として、新規転写

因子 ClbR の作用機序解析と新たなセルラー

ゼ遺伝子発現制御調節因子を同定すること

を目的とした。 

(1) 新奇転写制御因子 ClbR の相互作用因子

の探索とその機能解析 

① FactorB（ClbR の相互作用因子（仮称））

の機能解析 

② ClbR と FactorB の相互作用解析 

③ ClbR と相互作用する因子の探索と機能

解析 

 

(2) 新たなセルラーゼ遺伝子発現制御因子の

スクリーニング・同定・機能解析 

 

３．研究の方法 

(1) 新奇転写制御因子 ClbR と FactorB を介

したセルロース誘導の分子機構の解明 

① FactorB の機能解析 

A. aculeatus factorB 遺伝子破壊株や高発

現株において，種々の糖に応答した各種

セルロース系バイオマス分解酵素遺伝子

の発現量をノーザンブロッティング法や

定量 PCR 法を用いて解析し，FactorB が

制御する遺伝子を特定するとともに，

FactorB を介した遺伝子発現を誘導する

糖を特定する． 

 

②  ClbR と FactorB の相互作用解析 

リコンビナント c-Myc-tagged ClbR と

HA-tagged FactorB を調製し，共免疫沈降

法により両因子の in vitro における相互作

用を解析する．また，両因子を用いて

Electrophoresis mobility shift assay (EMSA) 

を行い，ClbR と FactorB が協調的に遺伝子

プロモータ領域に結合する可能性を検証

する．また，in vivo においても ClbR と

FactorB の DNA 結合領域及び相互作用を

解析するために，GFP-ClbR と HA-FactorB

融合タンパク質を共発現する株を作出す

る．この株を誘導・非誘導両条件下で培養

した際の両タンパク質の DNA への結合領

域と協調的な DNA への結合を解析するた



めに，Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

assay 及び Re-ChIP assay を行う． 

 

③  ClbR と相互作用する因子の探索と機能

解析 

clbR 高発現株において，ClbR 制御下にあ

る xynIa の発現は亢進したが，cbhI 発現量

に変化はなく，ClbR を介した遺伝子発現

は複雑に制御されていることが示唆され

た．ClbR はそれら遺伝子発現を異なる因

子と協調的に調節している可能性があり，

継続して ClbR 相互作用因子を Yeast 

Two-Hybrid法や ii) の研究により探索する．

また，ClbR-FactorB 複合体が XlnR や ClrB

など，経路特異的転写因子と相互作用して

いることを検証するために、各種融合タン

パク質を糸状菌内で発現し，ChIP assay や

Re-ChIP assay により各因子間の相互作用

を解析する．  

 

(2) 新たなセルラーゼ遺伝子発現制御因子の

スクリーニング・同定・機能解析 

 新奇転写因子 ClbR を同定した方法を用い

て，さらなる因子の探索を行う．まず，アグ

ロバクテリウム形質転換法を用いて，1 コピ

ーの transfer DNA (T-DNA)をA. aculeatus染色

体の任意の遺伝子座に導入し，網羅的に遺伝

子破壊株を作出する． 

その形質転換の宿主には，セロビオヒドロラ

ーゼ I 遺伝子プロモータ (Pcbh) の制御下で

オロチジン-5’-リン酸脱炭酸酵素 (pyrG) を

発現する株 (Pcbh-pyrG) を用いる．この場合，

cbhI 発現誘導経路，或いはピリミジン生合成

経路を欠損した株が，5-フルオロオロチン酸 

(5-FOA) 含有培地で生育可能になる．次に，

取得した 5-FOA 耐性株から，セルロース培地

でのみ生育が低下する株を選択することに

より，ピリミジン生合成経路の欠損株を除外

する．更に，単離株の形質を解析するととも

に，T-DNA 周辺配列を Thermal Asymmetric 

Interlaced-PCR (TAIL-PCR) 法，または Inverse 

PCR 法により増幅後，増幅断片の配列を解読

し，A. aculeatus ドラフトゲノム配列情報を基

に破壊遺伝子を特定する．最後に，特定した

遺伝子の破壊株を相同組換えにより改めて

作出し，その表現系とセルロース系バイオマ

ス分解酵素遺伝子の発現様式を解析するこ

とにより，因子の機能を同定する．より詳細

な因子の機能解析は，推定アミノ酸配列から

類推される機能を参考にして，順次解析する．

また，既に複数のセルロース資化能欠損株が

取得できているため，欠損遺伝子の同定とそ

れら因子の機能解析を同時に遂行する． 

 

４．研究成果 

(1) 新奇転写制御因子 ClbR の相互作用因子

の探索とその機能解析 

①FactorB の機能解析 

 Yeast two hybrid 法、FactorB の遺伝子破壊

および高発現株における各種酵素遺伝子の

発現量解析から、FactorB と称した ClbR の相

互作用因子は ClbR と 42％の相同性を有すパ

ラログ（ClbR2 と命名）であることが判明し

た。ClbR と ClbR2 は、協調的に転写因子 ClrB

の発現を制御してセルロースに応答した遺

伝子の発現を調節していることを明らかに

した。ClbR 高発現によりセルロースに応答し

た遺伝子発現は亢進するものがある一方で、

ClbR2 高発現により発現量に変動は見られな

かったことから、ClbR のタンパク質量が遺伝

子発現のボトルネックであることが示唆さ

れた。 

②ClbR と FactorB（ClbR2）の相互作用解 

 マルトース結合タンパク質と ClbR

（MalE-ClbR）および ClbR2 融合タンパク質

（MalE-ClbR2）を用いたゲルシフトアッセイ

を行い、MalE-ClbR は単独で結合しうるプロ

モーターと、MalE-ClbR2 と協調的に結合する

プロモーターの二種類あることを明らかに

した。興味深いことに、ClbR 高発現株におい

て発現量が亢進したキシラナーゼ Ia（xynIa）

遺伝子プロモーターには、MalE-ClbR が単独

で結合し、発現量が変動しなかった ManR 遺

伝 子 プ ロ モ ー タ ー に は MalE-ClbR と

MalE-ClbR2 が協調的に結合していることが

示された。以上の結果を得て、in vivo におけ

る ClbR と ClbR2 の相互作用を解析している

段階であるが、リコンビナントタンパク質の

検出に成功していない。これまでに、ClbR が

炭素源にかかわらず常に核に局在してるこ



とが判明したため、現在は、核画分を調整し

てタンパク質の検出を試みるとともに、

Bimolecular Fluorescence Complementation 

(BiFC) により相互作用解析を行う段階であ

る。 

③ClbR と相互作用する因子の探索と機能解

析 

 Yeast two hybrid screening により、ClbR

と ClbR2 だけでなく、Neurospora crassa で

セルラーゼ遺伝子の制御因子として同定さ

れた Clr-1 オルソログ (ClrA) と ClbR が相

互作用していることが示唆された。また、同

様の探索により、ClbR と 24%の相同性を有

す Clr3 が、ホモダイマ−を形成するだけでな

く、他のセルロース誘導制御因子と相互作用

することが示唆された（未発表データ）。今

後、BiFC により各因子の in vivo における相

互作用を解析する計画である。 

 

(2) 新たなセルラーゼ遺伝子発現制御因子の

スクリーニング・同定・機能解析 

 我々は、構築した A. aculeatus T-DNA 挿入

変異株ライブラリから、セルロース資化能欠

損株を単離し、変異遺伝子を同定した。同定

した遺伝子の破壊株および相補株を作出し、

その影響を定量的に評価した結果、dipeptidyl 

peptidase IV (DppIV), Serine-arginine protein 

kinase F (SrpkF), protein phosphatase（未発表デ

ータ）がセルロースに応答した遺伝子発現制

御の初期段階に関与していることを明らか

にした。以上の結果は、既知因子の未知機能

を明らかにした点で新規である。 

 DppIV は、大腸菌から人まで広く保存され

たペプチダーゼである。人の DppIV は、

glucagon like protein 1 (GLP1, ペプチドホル

モン) を分解することにより、血糖値を調節

する重要な役割を担っている。しかし、その

他の生物における生理学的な知見は少ない

のが現状である。我々は、糸状菌 Aspergillus

において DppIV が酸化ストレス応答に関与

していることを明らかにし、現在 DppIV の基

質を探索している段階である。 

 また、現在解析中ではあるが、新たな制御

因子欠損株の単離にも成功しており、本研究

が、セルロース系バイオマス分解酵素群の発

現制御の解明に繋がるものと確信している。 

 

次の図は、これまでに明らかにされた制御機

構の一端を示したものである。 
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