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研究成果の概要（和文）：糸状菌では、遺伝的に不適合である株どうしの細胞融合体が死に至る「不和合性」と
いう現象が存在する。有性世代が発見されていない麹菌の交配育種法の開発において不和合性の現象は重要であ
り、本研究では麹菌の株系統が和合性グループと相関し、異なる系統の株間では不和合性であることを明らかに
した。また、麹菌の不和合性により誘導される細胞死をミトコンドリアの分裂が制御することを、糸状菌で初め
て明らかにした。この発見は細胞死のメカニズムの全容解明の糸口となり、麹菌において不和合性を抑制できる
可能性を見いだした。

研究成果の概要（英文）：In filamentous fungi, there is a phenomenon called "incompatibility" where 
cell fusion leads to cell death between genetically incompatible strains. The phenomenon of 
incompatibility is important in the development of a sexual crossbreeding method for the industrial 
filamentous fungus Aspergillus oryzae in which no sexual cycle has been found. This means that it is
 quite difficult to create the variety of strain abilities for further industrial use.
This study demonstrated that the strain phylogeny of A. oryzae correlates with the compatibility 
group. In addition, we found that cell death occurs in cell fusion between incompatible strains. 
Furthermore, it was revealed for the first time in filamentous fungi that mitochondrial division 
controls cell death induced by incompatible cell fusion. This discovery provided a clue to fully 
elucidate the cell death mechanism, and showed the possibility of suppressing incompatibility in A. 
oryzae.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本の伝統的な醸造産業に使用されている麹菌において、有性世代による交配育種ができないことは長年の課題
であり、そのなかで、遺伝的に不適合な株どうしの細胞融合で細胞死が起こる不和合性という現象は解決するべ
きステップである。麹菌には日本酒・醤油・味噌などの製造用途によって多様な実用株が存在するが、本研究で
はその株系統が和合性グループと相関することを明らかにした。そして、不和合性の細胞死におけるミトコンド
リア分裂の関与を糸状菌で初めて発見したことは学術的に重要であるとともに、麹菌の不和合性を抑制すること
で交配育種による多様な形質の創出ができるようになることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

糸状菌においては、有性生殖のみならず菌糸生長を行う栄養生長の時期でも細胞融合を行い、
菌糸ネットワークを形成して、栄養分や
シグナルをコロニー内で共有する性質
を有している。一方で、遺伝的に不適合
である株どうしで細胞融合を行うと、細
胞死または生育阻害が起きる現象が知
られており、これは「不和合性」と呼ば
れている（図 1）。その生理的な役割とし
ては、融合した相手から感染したウイル
スが拡散してくるのを防ぐなどがある。 

日本の伝統的醸造など産業的に重要
な糸状菌である麹菌 Aspergillus oryzae
は、交配育種によって多様な形質を生み
出すことが困難であることが課題であ
る。有性世代が見つかっていないA. oryzaeにおいては有性生殖による交配育種が不可能であり、
一方で、1990 年頃にはプロトプラスト融合による疑似有性生殖を利用した交配育種が取り組ま
れてきたが、その利用は限定的であった。 
我々は細胞融合の解析手法として、異なる栄養要求性株どうしの栄養要求性の相補によって

融合細胞を検出する手法、ならびに BiFC 法による融合細胞を特異的に蛍光により可視化する手
法を確立した(Tsukasaki et al. 2014; Okabe et al. 2018)ところ、A. oryzae で初めて不和合性の現象を
発見した。A. oryzae の株系統情報をもとにそれぞれの系統からの代表株を選んで解析した結果、
株系統と不和合性との関連を示すデータを得て、それぞれの麹菌株を和合性グループに分類す
ることに成功した(Okabe et al. 2018)。 

これらのことは、A. oryzae の交配育種において、不和合性により交配できる株の組み合わせが
限定されることで形質多様性の創出が困難であることを意味している。不和合性の原因を除去
すれば交配育種による形質多様性が創出できる可能性がある。しかしながら、糸状菌全般に対し
適用できる不和合性の分子機構の知見は明らかになっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 

糸状菌においては、遺伝的に不適合である株間で細胞融合体が死に至るまたは十分な生育が
できない「不和合性」という現象が存在する。A. oryzae では食品醸造をはじめ様々な用途に多く
の実用株が用いられており、我々はこれまでに、有性世代が発見されていない A. oryzae におい
て交配育種法を開発する過程で、多くの株の組み合わせが不和合性であることを初めて発見し
た。これは、A. oryzae の交配育種による形質多様性の創出が困難であることを意味している。 
本研究では、A. oryzae の形質多様性の創出を可能とする交配育種法の確立を目指し、これを阻

む不和合性を制御する機構の分子基盤の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 不和合性における HET ドメイン遺伝子の機能解析 

A. oryzae のゲノムデータベースより、HET ドメインを含むタンパク質をコードする遺伝子（以
下、HET ドメイン遺伝子）を検索した。野生株 RIB40 株と日本酒製造用株 RIB128 株の間で比
較して、塩基配列の多型が見られる遺伝子を選んだ。塩基多型の HET ドメイン遺伝子について、
α-アミラーゼ遺伝子 amyB のプロモーターに接続して、RIB40 株および RIB128 株それぞれの
niaD 遺伝子座にシングルコピーで導入した。取得した形質転換株を amyB プロモーターによる
過剰発現の誘導条件で植菌して、生育への影響を調べた。 
 
(2) 和合性グループの分類 

酒類総合研究所の岩下博士らにより作製された A. oryzae 株の系統樹をもとに、13 の株系統か
らこれらを網羅する 34 株を選んだ。A. oryzae におけるゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 システムに
よる高効率の遺伝子改変技術(Katayama et al. 2018; Maruyama et al. 2021)を利用し、ウリジン/ウラ
シル栄養要求性を付与する 2 種類の遺伝子 pyrG および pyrF について遺伝子破壊を行った。そ
の際に、5-フルオロオロチン酸を含む培地を利用してウリジン/ウラシル栄養要求性株を選択的
に生育させることで、34 株すべてから pyrG および pyrF 各破壊株を取得した。異なる栄養要求
性株どうしについて、ポリエチレングリコールによる強制的なプロトプラスト融合ののち、ウリ
ジン/ウラシルを含まない最少培地での栄養要求性相補を指標に、和合性グループの分類を行っ
た。 
さらに、異なる栄養要求性株どうしが自然に細胞融合を起こす共培養条件下において、和合性
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図 1 糸状菌における和合性と不和合性 



解析を行った。我々が以前に確立した細胞融合効率を定量化する方法(Tsukasaki et al. 2014)によ
り行った。2 つの異なる栄養要求性の pyrF と pyrG それぞれの遺伝子破壊株について、ウリジン
/ウラシルを添加した最少培地で 5 日間共培養したのち、新しく形成した分生子を回収してウリ
ジン/ウラシルを含まない最少培地に塗布した。栄養要求性相補を伴う細胞融合を介して形成さ
れた異核共存体の分生子のみが最少培地で生育することができる。生育したコロニーを計数す
ることで細胞融合効率を定量化し、和合性/不和合性の関係は生育の有無によって判定した。 
 
(3) 不和合性の細胞融合における生理的応答の解析 

互いに不和合な株において、異なる色の蛍光タンパク質 EGFP および mCherry を発現して標
識した。核・小胞体・ミトコンドリアについては、ヒストン H1・シャペロン BiP (BipA; Maruyama 
et al. 2005)・クエン酸合成酵素(AoCit1; Mabashi et al. 2006)それぞれを蛍光タンパク質と融合・発
現して可視化した。これらの融合遺伝子等は、CRISPR/Cas9 システムを用いたノックインにより
導入した。 

我々が以前に明らかにした A. oryzae株の細胞融合効率が向上する培地組成条件(Tsukasaki et al. 
2014)を利用して、蛍光顕微鏡下で細胞質に発現した蛍光タンパク質が相手の細胞に流入した時
間を基準に、細胞融合前後の蛍光量やオルガネラ形態の変化を観察した。 
 
(4) 不和合性で誘導される細胞死におけるミトコンドリア分裂の機能解析 

A. oryzae のゲノムデータベースに対して、ミトコンドリア分裂関連遺伝子のオルソログ Aofis1, 
Aodnm1 について検索した。互いに不和合な株において、CRISPR/Cas9 システムにより遺伝子破
壊を行った。取得した遺伝子破壊株について、異なる栄養要求性株 pyrF と pyrG それぞれの遺伝
子破壊株どうしを強制的にプロトプラスト融合させ、ウリジン/ウラシルを含まない最少培地に
塗布して栄養要求性相補による生育の有無を調べた。 
また、遺伝子が破壊された不和合性株の組み合わせにおいて共培養を行い、異なる蛍光タンパ

ク質が共存する細胞の存在から、細胞融合の有無を評価した。また、ミトコンドリアを可視化し
た株を用いて、融合細胞におけるその形態を観察した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 不和合性における HET ドメイン遺伝子の機能解析 
一部の糸状菌では、特定の遺伝子の配列多型が不和合性の原因となることが明らかになって

おり、なかでも HET ドメイン(PF06985)をもつタンパク質をコードする遺伝子（HET ドメイン遺
伝子）が不和合性に関与する例が複数報告されている。しかし、多くの糸状菌で不和合性の原因
遺伝子の同定には至っていない。我々は HET ドメイン遺伝子の機能を解析することで、不和合
性との関連を解析した。 

A. oryzae で 44 個存在する HET ドメイン遺伝子から塩基配列多型が見られる遺伝子を選び、
不和合性である株間で異株発現を行った。不和合な組み合わせの野生株 RIB40 と日本酒製造用
株 RIB128 において、塩基配列の異なる 37 個の HET ドメイン遺伝子を互いの株で過剰発現し、
生育阻害を引き起こす遺伝子を探索した。 

その結果、由来とは異なる株のみ特異的に強い生育阻害を引き起こし、由来する株では阻害を
示さない2つの遺伝子を見いだした（図2; Mori et al. 2019）。RIB128株に由来するAO090001000078
遺伝子は RIB40 株に対しての
み特異的に生育を阻害し、
RIB40 株由来の同遺伝子は生育
阻害を示さなかった。また、
RIB40 株 に 由 来 す る
AO090701000370 遺 伝 子 は
RIB128 株に対してのみ生育を
阻害し、RIB128 株由来の同遺伝
子は生育阻害を示さなかった。
さらに，このような異なる株で
の生育阻害効果について、その
原因となる塩基置換の特定を
行 っ た 。 そ の 結 果 、
AO090001000078 遺伝子は 2 か
所 の 塩 基 置 換 が 、
AO090701000370 遺伝子につい
ては 1 つの塩基置換がアミノ酸
置換をともない、株特異的な生
育阻害の原因となることを特
定した。A. oryzae 株間の塩基配
列多型が単なる変異の蓄積で
なく生理的な意味をもつこと
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図 2 HET ドメイン遺伝子の異株発現による生育阻害 



を明らかにした。 
これらの生育阻害の原因となる塩基配列は、和合性の株どうしでは保存されているのに対し、

不和合性の株においては置換している傾向が見られたことから、HET ドメイン遺伝子の異株発
現により不和合性決定遺伝子の候補を見いだすことができた。これら配列多型の HET ドメイン
遺伝子について、上記の互いに不和合な 2 つの株で CRISPR/Cas9 システムを利用して破壊株を
取得したが、不和合性への関与は認められなかった。 
 
(2) A. oryzae 株の和合性グループの分類 

A. oryzae では食品醸造をはじめ様々な用途に多くの実用株が用いられており、これまでに我々
は A. oryzae 実用株において不和合となる株の組み合わせが存在することを初めて発見した
(Okabe et al. 2018)。前項では、互いに不和合な 2 つの A. oryzae 株をモデルとして、配列多型から
不和合性に関与する遺伝子の候補を抽出したが、不和合性への関与は見られなかった。そこで、
より多くの株を対象に和合性グループを分類してから、不和合性を制御する因子を探索する方
針に転換した。ゲノム配列の情報から分類されている A. oryzae の系統すべてを網羅するように
34 株を選んで、栄養要求性の相補による不和合性の解析を行い、和合性グループの分類を行っ
た。 

CRISPR/Cas9 システムを利用して、ウリジン/ウラシル栄養要求性を付与する pyrG および pyrF
の 2 種類の遺伝子破壊株を、すべての株から取得した。異なる栄養要求性株どうしに由来するプ
ロトプラストを強制的に融合させ、栄養要求性の相補によるウリジン/ウラシルを含まない最少
培地での生育の有無を指標に不和合性を判定した。その結果、基本的に異なる系統どうしの株で
は栄養要求性の相補が見られなかったのに対し、同じ系統に属する株どうしを融合させた場合
には、最少培地での生育がみとめられた。すなわち、基本的に異なる系統に属する菌株の組み合
わせは不和合性であり、同じ系統では和合性であることが示された（図 3）。 
以上の結果から、

株系統が麹菌の和合
性グループと一致
し、異なる系統の株
間では不和合性であ
ることを明らかにし
た。これは、多様な
用途に用いられる麹
菌株の不和合性を全
体的に解明した初め
ての成果であり、今
後の交配育種による
機能開発に有用な情
報を与える。 
一方で、上記の強制的なプロトプラスト融合による栄養要求性相補実験では、菌株どうしが細

胞融合のプロセスを経て和合性もしくは不和合性を認識するかは不明である。そこで、異なる栄
養要求性株どうしが自然に細胞融合を起こす共培養条件下で和合性解析を行った。2 種類の栄養
要求性株 pyrF と pyrG それぞれの遺伝子破壊株を共培養し、細胞融合によって異核共存体とな
り栄養要求性が相補された分生子の割合から、細胞融合効率を定量化した。34 株のうち十分な
数の分生子を形成した 24 株で自株どうしの細胞融合効率を調べた結果、そのうち 5 株では異核
共存体の分生子の割合にもとづき 1%以上の融合効率が示された。これら 5 株の和合性解析を行
ったところ、系統が近い株どうしのみで細胞融合が観察されたことから、前述の強制的なプロト
プラスト融合による実験の結果と一致し、その和合性グループ分類を支持する結果を得た。 

 
(3) 不和合性の細胞融合における生理的応答の解析 
異なる株どうしが和合性と不和合性をどのように区別するか調べるには、細胞レベルでの生

理的応答の可視化が必要である。また、我々は最近糸状菌の細胞融合に関与する新規因子を発見
していたが(Tanaka et al. 2020; Katayama et al. 2021)、融合効率の高い株を使用することで A. oryzae
の細胞融合の経時的観察が容易になると考えた。そこで、生理的応答を可視化するために、融合
効率の高い不和合性の株を選択し、異なる蛍光タンパク質 EGFP と mCherry で標識した。 

前項の実験で細胞融合効率が高かった株を選び、不和合性の株どうしの細胞融合の際に起こ
る生理的応答を解析した。最初に、同じ株どうしで異なる蛍光タンパク質で標識して共培養を行
った結果、A. oryzae において初めて細胞融合の経時的観察に成功した。不和合性の株どうしで
は、融合した細胞で互いの蛍光が混合してから消失することが観察された。さらに、細胞染色実
験により、不和合性の細胞融合において活性酸素の蓄積を伴う細胞死が起こっていることを明
らかにした。 
また、核・小胞体・ミトコンドリアを蛍光タンパク質で可視化することによって、不和合性の

細胞融合におけるこれらのオルガネラの動態を調べた。その結果、不和合性の細胞融合が起こっ
たのち、細胞質の蛍光タンパク質と同様にオルガネラの蛍光が消失することが観察された。さら
に、通常チューブ状の形態をとるミトコンドリアが、不和合性の細胞融合直後に断片化すること
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を見いだした。この結果から、不和合性が誘導する細胞死に、ミトコンドリアの断片化が関係し
ている可能性が推測された。 
 
(4) 不和合性で誘導される細胞死におけるミトコンドリア分裂の機能解析 
 不和合性で誘導される細胞死における、ミトコンドリア分裂欠損の効果の解析を行った。A. 
oryzae のミトコンドリア分裂関連遺伝子のオルソログ Aofis1, Aodnm1 について、CRISPR/Cas9 シ
ステムにより遺伝子破壊を行った。取得した遺伝子破壊株について、異なる栄養要求性株どうし
を強制的にプロトプラスト融合させ、栄養要求性相
補によって最少培地で生育が見られるかを調べた。
その結果、遺伝子破壊により不和合性の株の組み合
わせで明確なコロニー形成はみられなかったが、顕
微鏡下で栄養要求性が相補されて生育した菌糸が観
察された。さらに、共培養下で自然に細胞融合が起こ
った遺伝子破壊株の異核共存体では、チューブ状の
形態を示すミトコンドリアが観察された。すなわち、
ミトコンドリア分裂関連遺伝子の破壊によって、不
和合性で誘導される細胞死が部分的に抑制されるこ
とを示した。このようにして、不和合性により誘導さ
れる細胞死をミトコンドリアの分裂が制御すること
を糸状菌で初めて明らかにした。 
 
本研究におけるミトコンドリア分裂の関与の発見は、細胞死のメカニズムの全容解明の糸口

として不和合性を抑制できる可能性を見いだし、このような知見を利用して将来には A. oryzae
の交配育種による多様な形質の創出ができるようになることが期待される。 
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