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研究成果の概要： 

麹菌において解糖系のエノラーゼ遺伝子が、グルコースなどの解糖系で代謝される炭素源と

酢酸やエタノールなどの糖新生を伴う炭素源の違いによって、450塩基ほど離れた異なる転写

開始点を利用することが見出だされた。エノラーゼ遺伝子のプロモーター領域の欠失変異の

解析により、上流と下流の異なる転写開始点から転写が開始されるために必要なシスエレメ

ントがそれぞれ存在することが示された。 
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１．研究開始当初の背景 

エノラーゼやグリセルアルデヒド-3-リン酸

脱水素酵素は解糖系の酵素として重要な働

きをしており、その遺伝子はグルコースな

どの解糖系に関わる炭素源の培地では非常

に高発現している。麹菌 （ Aspergillus 

oryzae）のEST解析ならびにゲノム解析の

結果を比較したところ、非常に興味深いこ

とにエノラーゼ遺伝子（enoA）の5’非翻訳

領域（5′-UTR）に約0.5 kbの長いイントロ

ンの存在が予想され、培養条件によって異

なる転写開始点が利用されている可能性を

見出した。これはグリセルアルデヒド-3-リ

ン酸脱水素酵素遺伝子（gpdA）でも同様で

あり、enoAほど厳密ではないが、条件によ

り離れた転写開始点を利用していることが

示唆された。解糖系という生物の基幹代謝

経路の重要な酵素遺伝子の転写が、炭素源

の違いにより500 bpも離れた位置から開始

されるということは、これまで報告されて
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おらず、全く新規な発見であった。 

解糖系の酵素遺伝子の発現制御は、主と

して解糖、すなわちグルコースやフルクト

ースなどの糖類の代謝という観点から解析

がされてきたことから、構成的な遺伝子発

現に関わる重要な転写因子を含む発現制御

機構に関する研究成果が豊富に蓄積されて

おり、ほとんど解析が終了したように思わ

れている。しかし、糖新生を伴って資化さ

れるような炭素源（酢酸やエタノールな

ど）での発現制御についてはあまり重点が

置かれて解析がなされておらず、ましてや

炭素源によって異なる転写開始点が利用さ

れるという現象は全く知られていなかった。 

２．研究の目的 

糸状菌の解糖系酵素遺伝子が、解糖

（glycolysis）と糖新生（gluconeogenesis）
に関わる炭素源によって、それぞれ異なる

開始点から転写される可能性を見出したこ

とから、本研究ではこの興味深い転写制御

機構を解明し、その制御機構が炭素源代謝

に対してどのような意義を有するかを明ら

かにすることを目的とした。具体的には、

①麹菌と Aspergillus nidulans のエノラーゼ

遺伝子（enoA）およびグリセルアルデヒド

-3-リン酸脱水素酵素遺伝子（gpdA）を対象

として、グルコース（解糖）と酢酸やエタ

ノール（糖新生）を炭素源とした場合の転

写開始に関わるシスエレメントと転写因子

を解明する。②転写因子の解糖系および糖

新生系遺伝子の発現制御に及ぼす影響を明

らかにする。③酢酸のような糖新生を伴う

炭素源の解糖系・糖新生系遺伝子の発現制

御に関与する情報伝達機構の一端を解明す

る。 

３．研究の方法 

(1)麹菌の EST データベースから enoA と

gpdA の EST クローンの配列情報を抽出し、

上流から転写が開始され5′-UTR 内のイント

ロンがスプライシングを受けたものとイン

トロン内から転写開始されたものを培養条

件ごとに分類することにより、培養条件の

違いによる転写開始部位を解析した。 

(2)enoA と gpdA を含む麹菌の発現遺伝子

の転写開始点を決定するため、液体富栄養

培養ならびに小麦フスマ固体培養した麴菌

体から調製した mRNA をもとに、 5′-
SAGE 法により転写開始点を含む断片を収

集し、次世代シークエンサーを用いて塩基

配列を決定した。得られた解析データのゲ

ノム情報へのマッピングを行った。なお、

5′-SAGE 及びシークエンシングはポストゲ

ノム研究所に解析委託した。 

(3) 5′-SAGE により推定された転写開始点

をもとに、上流側または下流側から転写開

始された mRNA を区別して定量できるよ

うなプライマーを設計し、種々の培養条件

で培養した菌体から抽出した RNA を用い

て定量 RT-PCR 解析を行うことにより、異

なる部位から転写開始される転写産物量を

測定した。 

(4)enoA 遺伝子のプロモーター領域につい

て、5′上流からの欠失変異シリーズ、イン

トロン領域の欠失変異及び推定 TATA ボッ

クスの塩基置換変異体を作製し、GUS をレ

ポーターとしたプロモーター活性測定を行

い、転写制御に関与するシスエレメントの

存在領域を調べた。 

(5)A. nidulans で報告されている糖新生に

関与する転写因子 AcuK 及び AcuM の麹菌

オーソログの破壊株と高発現株を作製し、

その生育ならびに酵素生産性について検討

した。さらに、グルコースおよびグルコー

スから酢酸またはエタノールを炭素源とす

る培地に置換した場合における enoA およ

び gpdA 遺伝子の転写開始点を解析した。 

４．研究成果 

(1) 麹菌EST解析とゲノム解析の結果を図

示して比較したところ、enoA遺伝子の5’非

翻訳領域（5′-UTR）に約0.5 kbの長いイン

トロンの存在が予想された（図１）。

図1．ゲノム解析とEST解析から見出された

enoA遺伝子の5′-UTR内のイントロン



 

 

麹菌のESTデータベースから抽出された

enoAとgpdAのESTクローンの配列をもとに、

転写開始点と培養条件との関連性を調べた

ところ、図2に示すように、いずれの遺伝

子も培養条件によって転写開始点が異なる

ことが示唆された。特に、enoAについては

グルコース液体培養では下流の転写開始点

を、固体培養または炭素源飢餓培養では上

流の転写開始点を主に利用していることが

示された。一方、gpdAはenoAほど厳密では

ないが、固体培養で上流の転写開始点を利

用していることが推定された。 

図2．麹菌enoAおよびgpdAの培養条件によ

る転写開始点の相違 

 

(2)液体培養と固体培養で培養した菌体か

ら調製した RNA を用いて、5′-SAGE を行

うことにより発現遺伝子の網羅的な転写開

始点解析を行った結果を図3に示す。

図3．5′-SAGE による enoA および gpdA の

転写開始点の同定 

得られた解析データのゲノム情報へのマッ

ピングを行ったところ、enoA の上流からの

主要な転写開始点は翻訳開始点の上流-510 
nt に位置していること、また下流からの転

写開始点は主として-43 nt および-36 nt の2
個所であることが明らかとなった。また、

同様に gpdA についても、上流の転写開始

点が-164 nt、下流の転写開始点が-74 nt が

主であることを特定することができた。い

ずれの遺伝子も下流の転写開始点は5’UTR
のイントロン内にあることも確認された。 

(3)上流または下流の転写開始点から転写

されたmRNAを区別して増幅可能なプライ

マーを用いて、各種炭素源で培養した菌体

から抽出したRNAを用いて定量RT-PCR解

析を行ったところ、enoAについては、グル

コースやフルクトースのような解糖系で代

謝される炭素源では主に下流からの転写開

始点が利用され、酢酸やエタノールなどの

糖新生系で代謝される炭素源や炭素源飢餓

条件では主として上流から転写が開始され

ることが明らかとなった（図4）。一方、

gpdAではenoAのように炭素源の違いによっ

て転写開始点を使い分けるような現象は認

められず、解糖系の炭素源で若干下流から

の転写産物が多くなる傾向が見られたもの

の、主として上流の転写開始点が利用され

ていることが分かった（data not shown）。 

図4．各種炭素源における enoA の異なる

転写開始点からの転写産物量 

(4)enoA 遺伝子のプロモーター領域の欠失

変異株を作製し、グルコースおよび酢酸を



 

 

単一炭素源とする培地で培養した際のレポ

ーター活性を測定した。酢酸培養において

は、翻訳開始点上流の-696 nt まで欠失させ

ると活性の低下が認められたが、さらに-
512 nt まで欠失させた場合に活性が大きく

低下し、それ以降は-224 nt まで同レベルで

活性は維持された。しかし、-121 nt まで欠

失させるとほとんど活性が認められなくな

った。一方、グルコース培養では、-224 nt
まで欠失させてもプロモーター活性の低下

はほとんど観察されず、-121 nt まで欠失さ

せると活性の著しい低下が認められた（図

5）。酢酸のような糖新生を伴う炭素源存在

下では、-700 nt より上流のシスエレメント

が転写促進に関わっており、推定 TATA 配

列が失われると転写効率が著しく低下する

ものと思われる。しかし、これらの配列が

ない場合には発現量は低いもののグルコー

スと同じように下流のシスエレメントを利

用して転写が行われることが示唆された。

ゲルシフト解析によって、グルコース存在

下では翻訳開始点の上流-200 nt 近辺に存在

する配列がシスエレメントとして機能する

ことが明らかとなっており、プロモーター

の欠失解析による結果と一致した。 

 さらに5′-UTR 内のイントロンを欠失させ

たプロモーターならびに上流と下流の推定

TATA 配列を欠失したプロモーターについ

て解析を今後試みる予定である。 

図5．enoA プロモーター領域の欠失変異シ

リーズのレポーター活性 

(5)糖新生に関与することが報告されてい

る転写因子 AcuK 及び AcuM の麹菌オーソ

ログの破壊株を作製したところ、酢酸やエ

タノールを単一炭素源とする培地では生育

することができなかった。今後はグルコー

スで前培養後に酢酸またはエタノール培地

に移して培養することで、enoA 遺伝子の転

写開始点を解析することを予定している。

一方、acuK と acuM の高発現株を作製した

ところ、acuK 高発現株でキシラナーゼ生産

性が高くなっていることが判明した（図6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図6．acuK 高発現株のキシラナーゼ高生産
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