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研究成果の概要： 
 
本研究では麹菌 Hap複合体により制御される遺伝子群を網羅的に同定し、それら遺伝子群の関
連性を明らかにすることを目的とした。その結果、Hap 複合体はリボソーマルタンパク質遺伝
子などの翻訳関連遺伝子を間接的に抑制することが明らかとなった。また、HapX と協調して鉄
に関連した酵素（チトクロームｃ、アコニターゼなど）や鉄の取り込み系の抑制因子 SreA の遺
伝子の発現を抑制することが明らかとなった。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,500,000 750,000 3,250,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用微生物学 
キーワード：微生物、ゲノム、マイクロアレイ、発現制御、糸状菌、転写因子、Hap 複合体、
CCAAT-box 
 
１．研究開始当初の背景 
CCAAT-box は真核生物の典型的なプロモータ
ーエレメントのひとつである。CCAAT-box に
結合する因子は酵母からヒトまでに存在し、
それぞれ Hap 複合体および NF-Y（あるいは
CBF) と呼ばれている。申請者らは麹菌
（Aspergillus oryzae)より CCAA 結合因子を
生化学的な手法で同定（Hap 複合体と命名）、
本因子が様々な遺伝子の発現を上昇させる広
域転写促進因子であることを明らかにしてき
た。サブユニット HapB, HapC, HapE をコード

する遺伝子を単離し、分子生物学的解析を進
めてきた。これらの因子を構成するサブユニ
ットのアミノ酸配列には全真核生物を通じて
相同性が見られたが、サブユニット構成およ
び CCAAT 結合因子により制御される遺伝子
（標的遺伝子）に違いが見られ、すべての真
核生物において CCAAT 結合因子を統一的に理
解するには至ってはいない。申請者らも含め
たゲノム解析チームによって、麹菌ゲノムは
解読が終了し（Machida et al. Nature 2005）、
全ゲノム情報が利用できる。また、3,000 遺
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伝子を搭載した DNA アレイも開発され実験に
活用することができる。従って、麹菌 Hap 複
合体のサブユニット遺伝子欠失株が取得でき
れば DNA アレイ解析により Hap 複合体の標的
遺伝子の網羅的同定が可能である。しかし、
糸状菌は酵母とは異なりランダムな遺伝子挿
入が起こり易く、ジーンターゲティングが難
しいこと、さらに麹菌は多核であり、Hap 複
合体のサブユニット遺伝子欠失株の生育およ
び胞子着生が極めて悪いことが予想されるな
ど、再三の努力にも関わらず、単核である A. 
nidulans以外は欠失株を取得できていない（A. 
nidulansではまだ DNA アレイが実用段階にな
っていないため、麹菌を対象とした解析が必
要である）。 
 ところが最近、DNA 結合ドメインに変異を
導入した麹菌サブユニット（HapB-1M）をモデ
ル糸状菌 A.nidulans において発現させると、
正常な野生型 Hap 複合体の機能を阻害する、
いわゆる優性阻害型（Dominant negative）の
表現型を示した。この変異遺伝子を麹菌内で
発現させ、Hap 複合体の機能を抑えた株を作
出し、これと野生株を DNA マイクロアレイに
より解析することで標的遺伝子が検索できる
のではないかとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では麹菌 Hap 複合体により制御され
る遺伝子群を網羅的に同定し、それら遺伝子
群の関連性を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 麹菌 Hap 複合体サブユニット変異遺伝子
の優性阻害効果の解析 
① ゲルモビリティシフトアッセイにより
DNA 結合活性を調べた。 

②GFP を融合した HapB-1M を用いて、蛍光
顕微鏡により観察することにより、核
への局在化能を調べた。 

③３５S メチオニンラベルしたサブユニッ
トを調製し、Hap 複合体の再構成実験を
おこなうことにより、サブユニットア
センブリ能を調べた。 

(2) hapB-１M 導入による麹菌Hap 複合体機能
抑制株の取得。 
①野生株へ hapB-1Mを導入した。 
②アレイ解析に適した株の取得。 

(3) 麹菌マイクロアレイを用いた Hap 複合
体の標的遺伝子群の網羅的同定とクロ
ーニング。 
①マイクロアレイを用いて Hap 複合体
依存の遺伝子の探索を行った。 

②Hap 複合体依存の発現をする遺伝子
（標的遺伝子）の取得。 

(4) 取得された遺伝子の転写が Hap 複合体
依存であることをノーザンブロット法
により再確認した。 

(5)取得された遺伝子のプロモーター領

域にHap複合体が結合することを確認

した。 

(6)取得された遺伝子のプロモーター領

域に存在するCCAAT配列が転写制御に

関係があることを確認した。 

  
４．研究成果 
(1) 麹菌 Hap 複合体サブユニット変異遺伝子
の優性阻害効果の解析 

① GFP を融合した HapB-1M を用いて、蛍光顕
微鏡により観察することにより、核への局
在化能を調べた。その結果、核局在能は正
常であることが分かった(Fig. 1A) 。しか
しながら、hap サブユニット遺伝子欠失株
にみられる表現型（遅い生育と分生子着生
の不良）は相補せず、機能欠失型の変異で
あることが明らかとなった(Fig. 1B) 

② ３５S メチオニンラベルしたサブユニット
を調製し、Hap 複合体の再構成実験をおこ
なうことにより、サブユニットアセンブリ
能を調べたところ、野生型の HapB サブユ
ニットと同様に、HapC/HapE とアセンブリ
してヘテロ３量体を形成しうることが分
かった(Fig.1C)。 

③ ゲルモビリティシフトアッセイによりDNA
結合活性を調べたところ、HapB-1M株はDNA
結合能を有さないことが明らかとなった
(Fig. 1D)。 

（２）hapB-１M 導入による麹菌 Hap 複合体機
能抑制株の取得。 

①麹菌（野生株）へ hapB-1M を導入し、
形質転換株（GBM１、GBM２）を得た
(Fig. 2A)。 野生株に比べ、若干の生育
不良と分生子着生能の低下（Fig. 2A, B）
が見られた。 



②Hap複合体に依存して発現することが既
に明らかになっているセルラーゼ EG-A
の活性を調べたところ、欠失株ほどでは
ないにしろ、EG-A の明らかな活性低下
がみられ Hap 複合体の機能抑制が起こ
ることが確認確認された(Fig. 2C)．この
うち一株をアレイ解析に供した。 

(3) 麹菌マイクロアレイを用いた Hap 複合
体の標的遺伝子群の網羅的同定とクロ
ーニング。 

① マイクロアレイを用いて Hap 複合体依
存で発現する遺伝子の探索を行った 
(Fig. 3)。 

② Hap複合体依存の発現をする遺伝子（標
的遺伝子）の取得。誘導される遺伝子に

ついては特に共通性も見られず、特徴的
な遺伝子は見つからなかった。また、機
能未知の遺伝子が大半を占めていた。 
一方、抑制される遺伝子に関しては、リ
ボソーマルタンパク質遺伝子や翻訳開
始因子遺伝子など翻訳に関わる遺伝子
群が抑制されていることが分かった（図
４はリボソーマルタンパク質遺伝子に
ついて解析したもの）。以後の解析のた
めに代表的なリボソーマルタンパク質
遺伝子を取得した。 

 
(4) 上記の研究で Hap 複合体によって抑制さ
れていることが明らかになったリボソー
マルタンパク質遺伝子について、これらの
遺伝子の転写がHap複合体依存であること
をノーザン解析により確認した。 

(5) いくつかの Hap 複合体依存の遺伝子のプ
ロモーター領域にHap複合体が結合するこ
とをゲルシフト法、フットプリント法によ
り解析した。特に HapB/C/E と相互作用す
る転写抑制因子 HapX との関係において
DNA 結合特性を調べた。一方、リボソーマ
ルタンパク質遺伝子に関してはプロモー
ターの全てにCCAAT配列が存在するわけで
はないことから、間接的な抑制機構が推定
された。そのため、DNA 結合解析は行わな
かった。 

(6)取得された遺伝子のプロモーター領域に
存在するCCAAT配列が転写制御に関係があ
ることを確認した。Hap 複合体依存で転写
制御される遺伝子群の代表的な遺伝子、特
に HapX によって抑制される遺伝子に関し
て、プロモーター領域内に存在する CCAAT
配列および推定 HapX 結合配列を破壊し、
lacZ をレポーターとしてプロモーター活
性を調べた。       

�以上の結果、Hap 複合体はリボソーマルタン

パク質遺伝子などの翻訳関連遺伝子を間接的

に抑制することが明らかとなった。また、HapX

と協調して鉄に関連した酵素（チトクローム

ｃ、アコニターゼなど）や鉄の取り込み系の

抑制因子 SreA の遺伝子の発現を抑制するこ

とが明らかとなった。 
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