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研究成果の概要（和文）：本研究では、焼酎製造に用いられる白麹菌Aspergillus kawachiiを特徴づけている性
質の一つであるクエン酸の特異的な高生産に関わる遺伝子の同定を目的とした。白麹菌の遺伝子破壊株の解析に
より、クエン酸とリンゴ酸の生産性に影響を及ぼす遺伝子を見出した。中でもミトコンドリア局在性リンゴ酸-
クエン酸輸送体と推定される CtpAは、白麹菌のクエン酸の特異的な生産に関与していることが推察された。イ
タコン酸生産菌A. itaconicus cadA1遺伝子がcis-アコニット酸脱炭酸酵素であることを同定して、白麹菌に導
入することで、白麹菌にイタコン酸生産能を新たに付与することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to elucidate the mechanism for hyperproduction of citric acid 
by white koji mold, Aspergillus kawachii which has been used for brewing shochu. Omics analyses 
allowed to predict at least 36 genes of A. kawachii that were candidate for the genes that are 
related with hyper and selective production of citric acid. Thirtysix genes were respectively 
disrupted in A. kawachii. The productivity of organic acids by the disruptants was compared to that 
by wt strain. We found the genes that affected the production ratio of citric acid and malic acid, 
the genes that affected the productivity of both citric acid and malic acid. Among 36 genes, the 
ctpA gene encoding mitochondrial citrate-malate transporter are in part associated with 
hyperproduction of citric acid by A. kawachii. We successfully introduced A. itaconicus cadA1 gene 
into A. kawachii, leading to producing valuable organic acid, itaconic acid.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： Aspergillus　麹菌　有機酸生産　遺伝子破壊　ゲノム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 おもに温暖な地域で製造される焼酎には、
糖質分解酵素を高生産することに加え、製造
時のもろみの pH を低く保ち雑菌の増殖を
防ぐためにクエン酸を高生産する焼酎麹菌、
黒麹菌 A. awamori あるいはその自然突然変
異株である白麹菌 A. kawachii が用いられ
る。この焼酎麹菌によるクエン酸高生産性は、
清酒製造に用いられる黄麹菌 A. oryzaeには
見られない性質であり、白麹菌を特徴づけて
いる。一部の糸状菌が大量生産するクエン酸
は、産業界において年間約 1400 万トン製品
化されている。クエン酸は、黒アスペルギル
ス A. niger、A. awamori や A. kawachii  に
よって大量につくられる。しかしながら、ア
スペルギルス属糸状菌がどのような遺伝子
の働きによって、またどのような代謝経路の
制御によってクエン酸を選択的に大量に生
産するのか、そして類似の遺伝的背景を持つ
黄麹菌などの菌では、なぜクエン酸が高生産
されないのかの分子機構はほとんどわかっ
ていない。先の基盤研究（C）（24580116）に
おける研究成果によって白麹菌 A. kawachii 
を宿主として、分生生物学的手法を導入する
ことが可能になった。また、ゲノム解析及び
トランスクリプトーム解析によって、麹菌に
よるクエン酸高生産性に関与する 36 の遺伝
子候補を選抜した。 
 一方、イタコン酸は不飽和ジカルボン酸で
あり、プラスチック、樹脂、合成繊維のモノ
マー原料として米国 DOE で重要な building 
block chemical のひとつに認定されている。
イタコン酸は Aspergillus itaconicus 及び 
A. terreus においてのみ生産されることが
知られている。イタコン酸は、TCA 回路中で
クエン酸から脱水されて cis-aconitic acid 
へ 変 換され た のち、 さ らに細 胞 質 の
cis-aconitic acid decarboxylase （CAD） に
よって脱炭酸されることで合成され、最終的
に培地へ分泌生産される。A. terreus の cad 
遺伝子は A. niger や A.oryzae に導入され
た報告があるが、イタコン酸の生産量は大き
くはない。白麹菌は安全な菌であり、クエン
酸を高生産するため、イタコン酸生産のため
の基質の供給にとって適している。また、pH3 
程度の酸性条件でも生育する。A. itaconicus 
は生育が著しく悪いため、白麹菌でイタコン
酸を生産させることは培養期間を短くする
メリットもある。これまでに白麹菌に A. 
itaconicus 由来の推定 cad遺伝子を導入し
て、イタコン酸生産能を付与する白麹菌の育
種を行っていたが、白麹菌によるイタコン酸
の生産には至らなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、焼酎製造に用いられる白麹菌 

A. kawachii を特徴づけている性質の一つで
あるクエン酸の高生産機構の解明を目指す
ため、クエン酸の特異的な高生産に寄与する
遺伝子の同定を目的とした。 

さらに、本研究では A. itaconicus の CAD
の同定とともに、イタコン酸を生産する白麹
菌の育種も研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）使用菌株及び使用培地 
 白麹菌 A. kawachii NBRC 4308（ligD、sC-）
の argB- 株、あるいは argB+ 株を形質転換用
宿主菌として使用した。白麹菌遺伝子破壊株
の有機酸生産誘導培地として MOA 培地 
(0.3% (NH4)2SO4、0.01% KH2PO4、0.05% MgSO4・
7H2O、0.05 mg/l FeSO4・7H2O、2.5 mg/l CuSO4・
5H2O、0.6 mg/l ZnSO4・7H2O、10% Glucose、
pH4.0)を用いた。必要に応じて 1 mM アルギ
ニン、1mM メチオニンを MOA に添加した。 
（２）白麹菌の遺伝子工学実験 
 先に公開した A. kawachii のゲノム情報を
もとにプライマーを作成し fusion PCR 法で、
破壊遺伝子の 5’-非翻訳領域配列(UTR)-選
択マーカー遺伝子（pyrG遺伝子破壊の場合は
マーカー遺伝子無し）-3’UTR からなる遺伝
子破壊カセットを構築した。選択マーカー遺
伝子として、アルギニン合成に関与する
ornithine carbamoyltransferase をコード
する argB を用いた。クエン酸／リンゴ酸輸
送体 ctpB 遺伝子（AKAW_10240）破壊株作成
には sC+ マーカーを用いた。ctpB 遺伝子及
び ctpA (AKAW_03754)遺伝子の 2 重破壊株の
作成には、ctpA 破壊株に sC+ マーカーを保
有する ctpB 破壊遺伝子ベクターを導入して
作成した。A. kawachii の形質転換は、プロ
トプラスト-PEG 法により行った。選抜した形
質転換体から genomic DNA を抽出し、PCR 法
により、遺伝子破壊を確認した。 
(3)白麹菌破壊株の有機酸生産量測定 
 白麹菌の胞子懸濁液を調製し、1 x 105 
spores/ml となるよう MOA 液体培地に接種
した。100 ml MOA培地を含む 500 ml 容バッ
フルスラスコで 30℃、160 rpm 、7 日間回転
培養した。培養上清を Millex-LG PTFE 0.22 
m フィルター（ミリポア製）で濾過して、試
料とした。試料を Aminex HPX-87H カラム
（300 x 7.8 mm、バイオラド製）を2本タンデ
ムに連結した HPLC に供し、A210 nmの吸光度
を測定することで有機酸を定量した。グルコ
ース量は、同様のHPLCでRID検出器によって検
出、定量した。菌体重量は、培養停止後、菌
体を水で洗浄後、凍結乾燥して、重量を測定
した。各菌株の培養については、3連で実験を
行った。野生株に対する各破壊株の有機酸生
産量、残存グルコース量、菌体重量、クエン
酸とリンゴ酸の生産量の比率を算出した。統
計解析はt検定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）白麹菌の破壊遺伝子 
白麹菌 A. kawachii のゲノム解析やマイク
ロアレイ解析によって、白麹菌によるクエン
酸の高生産性に寄与する 36 の候補遺伝子を
選抜し、それらの破壊株が先の研究で構築さ



れ、一部の破壊株のクエン酸生産量が調べら
れた。新たに AKAW_10240 (推定ミトコンドリ
ア局在クエン酸輸送体（CtpB）の破壊株を構
築した。破壊遺伝子は、推定ミトコンドリア
局在性輸送体（15）、代謝酵素（7）、転写
制御因子（8）、機能未知（3）、植物の有機
酸輸送体オーソログ（4）である。さらに 
AKAW_03754 (ctpA)と AKAW_10240 （ctpB)を
同時に破壊した 2重破壊株を構築した。 
 
（2）白麹菌の遺伝子破壊株の有機酸生産性 
白麹菌の遺伝子破壊株をクエン酸生産用の
液体培地にて 7日間培養して、クエン酸及び
リンゴ酸の生産量に加えて、グルコース残量、
菌体量を測定した。また、破壊株のクエン酸
とリンゴ酸の生産量バランス（C/M）を野生
株と比較して、クエン酸生産の特異性を評価
した。 
 白麹菌—黄麹菌間での比較ゲノム解析によ
り選抜された遺伝子破壊株について野生株
との代謝物の比較を行ったところ（図 1）、C4
ジカルボン酸輸送体 AKAW_02799、推定ミトコ
ンドリア輸送体 AKAW_05736、ミトコンドリア
局在ピルビン酸カルボキシラーゼ
(AKAW_08633)をコードする遺伝子の破壊に
よって、グルコース消費量、菌体量、有機酸
量（リンゴ酸、クエン酸）が増加する傾向に
あった。クエン酸量とリンゴ酸量の比はほと
んど変化がなかった。従って、これらの遺伝
子の破壊は解糖系やクエン酸回路を強化す
ることに関係するが、クエン酸生産の特異性
には関与しないことが示唆された。 
 酵母菌の転写因子 RTG2 は、その遺伝子破
壊によりクエン酸生産量の減少、高発現によ
りクエン酸生産量の増加が報告されている。
白麹菌オルソログ AKAW_02165 の破壊株の培
養液の代謝物について調べた（図 1）。 
AKAW_02165 の破壊株のグルコース消費量や
菌体量は野生株と変わらず、またクエン酸の
生産量は野生株と変わらずに、リンゴ酸の生
産量が約 1/2 に低下しており、クエン酸/リ
ンゴ酸の生産バランスがよりクエン酸高生
産側に変動していた。すなわち酵母 rtg2 破

壊とは異なったクエン酸生産性を示した。
AKAW_02165 は、解糖系の制御ではなく、有機
酸生産バランスを制御している転写因子で
あることが示唆された。 
植物での細胞膜でのクエン酸の輸送に関与
する MATE efflux protein と A.nidulans 
でクエン酸の細胞膜輸送に関与していると
報告されているベストロフィンタンパク質 
(Best1) の白麹菌オルソログの遺伝子破壊
株については、MATE efflux protein、
AKAW_01155 破壊株でグルコース消費量や菌
体量は変わらず、統計的有意差がないがクエ
ン酸量、リンゴ酸の生産量がより減少する傾
向にあった。植物同様に有機酸の細胞外への
排出に関与している可能性が示唆された。一
方、AKAW_07940 (bestA) 破壊株においては、
グルコース消費量と菌体量が増加するに伴
い、クエン酸、リンゴ酸の生産量がともに増
加した。本破壊株では、解糖系が強化され TCA
回路が活性化されて、有機酸生産量が増加し
た可能性が高い。 
ついで白麹菌のクエン酸高生産誘導条件下
で発現変動した遺伝子の破壊株について代
謝物量を野生株と比較した（図 2、3）。転写
因子と推定されている rosA（AKAW_03658）
及び nosA (AKAW_09811)の各遺伝子の破壊株
については、グルコース消費量や菌体量は変
わらず、クエン酸とリンゴ酸の生産量がとも
に増加しており、TCA 回路の活性化が見られ
た。一方、推定 C6 transcription factor 
(AKAW_02766) の遺伝子破壊株については、
グルコース消費量や菌体量は変わらず、上記
2つの転写因子破壊株とは逆にクエン酸とリ
ンゴ酸の生産量がともに減少しており、TCA
回路の抑制が見られた。したがって、
AKAW_3658 及び AKAW_09811 は、クエン酸と
リンゴ酸の生産バランスには関与しないが
TCA 回路の活性化に負に制御、AKAW_02766 は
正に制御している可能性が示唆された。bZip 
transcription factor（AKAW_06968）の破壊
株は、グルコース消費量と菌体量が増加して、

クエン酸とリンゴ酸がともに減少した。した
がって、解糖系及び解糖系から分岐する菌体

図 1.白麹菌野生株と遺伝子破壊株による代謝
物量の比較(比較ゲノムおよび研究報告例を参考
に選抜した遺伝子の破壊株) 

図 2.白麹菌野生株と遺伝子破壊株による代
謝物量の比較(クエン酸生産誘導時に発現変動
した遺伝子の破壊株) 



生合成経路の活性化の制御から、TCA 回路へ
の活性発現の制御に関係していることが推
定された。すなわち、AKAW_06968 は解糖系
及び解糖系から分岐する菌体生合成経路の
活性化を負に制御して、TCA 回路の活性化を
正に制御していることが示唆された。 
 発現変動遺伝子のうち、TCA 回路中及び代
謝マップ上の TCA 回路近傍で作用する代謝
酵素をコードする遺伝子の破壊株と野生株
の代謝物の比較を行った。ホスホグリセリン
酸ムターゼ（AKAW_03245）、細胞質ピルビン
酸カルボキシラーゼ（AKAW_00804、ヘテロカ
リオンのためデータにばらつきあり）の破壊
株は、グルコース消費量や菌体量が減少する
傾向を示し、クエン酸量とリンゴ酸量が減少
し、それらの生産バランスが減少する傾向に
あった。これらの代謝酵素は解糖や細胞質で
の還元的TCA回路において直接的に反応に関
わるものであり、遺伝子の破壊によりカーボ
ンフローが変わり、TCA 回路での有機酸の合
成量に影響を及ぼしたものと推察した。 
 発現変動が認められた3種の機能未知遺伝
子の破壊株については、AKAW_05814 破壊株に
おいてのみ、代謝物特性が野生株のものと異
なった。AKAW_05814 破壊株では、グルコース
消費量や菌体量は野生株と変わらないもの
の、特にクエン酸量とリンゴ酸量が減少し、
それらの生産バランスにおいてクエン酸比
が減少する傾向にあった。 
 推定ミトコンドリア局在性輸送体をコードす
る遺伝子の破壊株の代謝物量を野生株のものと
比較した(図2、3)。推定ミトコンドリアキャリ
アタンパク質 (AKAW_05213)遺伝子破壊株はグ
ルコース消費と菌体量が増加して、クエン酸と
リンゴ酸がともに増加したが、そのバランスに
変化はなかった。一方、推定Ca2+依存性キャリア
ータンパク質 (AKAW_09662)及び推定キャリア
ータンパク質（AKAW_00314）の遺伝子破壊株で
は、グルコース消費量や菌体量は野生株と変わ
らないものの、クエン酸量と特にリンゴ酸量が
増加し、それらの生産バランスにおいてクエン

酸が減少する傾向にあった。遺伝子破壊によっ

て、ミトコンドリマトリックスでのこれらの輸
送化合物量の変化が、有機酸生産バランスに小
さいが影響を与えているものと推察した。白麹
菌にはミトコンドリア膜に局在するクエン酸-
リンゴ酸シャトル（Ctp、リンゴ酸をミトコンド
リアマトリックスへ輸送してクエン酸をミトコ
ンドリア外へ排出する）が2つ存在する。発現変
動を示した AKAW_03754 (ctpA)と発現変動を示
さないが黄麹菌の ctp オルソログとは異なっ
た構造の AKAW_10240 が存在する。AKAW_03754 
破壊株では、野生株に比べグルコース消費と菌
体量が減少して、クエン酸量が25％程度減少傾
向にあり、リンゴ酸が250％へ増加し、クエン酸
／リンゴ酸比が25%に低下した。AKAW_10240の代
謝物量については、親株と相違はなかった。さ

らに2つのctp 遺伝子を同時に破壊した
AKAW_03754／AKAW_10240の二重破壊株を構築し
て、その代謝物量を調べた。AKAW_03754／

AKAW_10240破壊株の代謝物量はAKAW_03754のも
のとほぼ同一であった。クエン酸—リンゴ酸シャ
トルをコードする遺伝子は A. niger において
クエン酸の特異的な高生産に重要な遺伝子と予
想されていたが、実験的には証明されていなか
った。AKAW_03754は本研究で見出した中で最も
クエン酸とリンゴ酸の生産バランスに影響を及
ぼす遺伝子であった。AKAW_03754がクエン酸—
リンゴ酸シャトルであれば、AKAW_03754の破壊
により、細胞質のリンゴ酸がミトコンドリアマ
トリックスへ輸送されず、逆にミトコンドリア
マトリックスのクエン酸がミトコンドリア外に
排出されずAKAW_03754破壊株では細胞外のリン
ゴ酸の上昇、クエン酸の減少が生起したことと

矛盾しない。 
以上の破壊株を用いた実験結果より、クエン

酸/リンゴ酸の生産バランスに影響を及ぼす遺
伝子として、転写因子Rtg2 (AKAW_02165)、MATE 
efflux protein（AKAW_01155）、機能未知遺伝
子（AKAW_05814）、推定Ca2+依存性キャリアータ
ンパク質 (AKAW_09662)、推定キャリアータンパ
ク質（AKAW_00314）が、CtpA (AKAW_03754) に
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とイタコン酸の生産量向上につなげること
ができると推察した。 
 以上 A. itaconicus の cis-aconitic acid 
decarboxylaseがCadA1であることを同定し
て、白麹菌に初めてイタコン酸を生産させ
ることに成功した。 
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