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研究成果の概要（和文）：小胞体膜局在型エンドヌクレアーゼIreAが、麹菌のアミラーゼ高分泌生産時などの小
胞体ストレス条件下においてα-アミラーゼなどのmRNA分解に関与していることが示された。ireA発現抑制株で
はα-アミラーゼの生産が著しく抑制されており、IreAによって切断されるイントロンを欠失させたhacAを導入
すると、α-アミラーゼ生産が野生株と同等にまで回復した。HacAによって制御されるbipAやpdiAの高発現株に
おいても、α-アミラーゼの生産が有意に回復したことから、unfolded protein responseによる分子シャペロン
遺伝子の発現誘導がα-アミラーゼ生産に必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In a filamentous fungus, Aspergillus oryzae, the endoplasmic 
reticulum-localized endonuclease IreA was revealed to involve in excision of the mRNAs of α-amylase
 and maltose transporter genes under the conditions inducing ER stress response such as 
hyperproduction of amylolytic enzymes. The production level of α-amylase was significantly reduced 
in the strain whose ireA expression was downregulated, and it could be restored by the introduction 
of the hacA mutant with deletion of the intron spliced unconventionally by IreA. Furthermore, the α
-amylase production levels were increased in the strains that overexpressed the bipA and pdiA genes.
 Taken together, induced expression of chaperone genes in the ER would be required for the higher 
production of α-amylase that may cause unfolded protein response.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 

麹菌における異種遺伝子のコドン最適化の
効果を転写レベルで解析している（Tanaka et 

al., 2012, 2014）過程で、mRNA 分解に関わる
と考えられる因子（Ski2 および Ski3）の破壊
株がマルトースなどを炭素源としたアミラー
ゼ高生産条件下において著しい生育不良を示
すことを見いだした。一方、アミラーゼ遺伝
子の発現を制御する転写因子 AmyR を同時に
欠損させるとマルトース培地における生育不
良が完全に回復した。このことは、mRNA 分
解機構が麹菌のタンパク質高分泌条件下にお
ける細胞の恒常性維持に非常に重要な役割を
担っていることを強く示唆している。興味深
いことに、ski2 と ski3 破壊株では、アミラー
ゼ生産に必要な誘導基質のマルトース取り込
みに関わるマルトーストランスポーターMalP

の mRNA の前半断片が蓄積していた。この結
果は malP mRNA がエンドヌクレアーゼによ
る切断を受け、生じた断片後半領域が Ski2 お
よび Ski3依存的に分解されていることを示し
ている。また、ski2 と amyR の二重破壊株では
malP mRNA の切断が見られず、薬剤添加によ
り人為的に小胞体ストレスを誘導すると、
malP mRNA 切断が促進されたことから、生理
的条件下ではアミラーゼ高生産によって小胞
体ストレス依存的に malP mRNA が切断され
るものと考えられる。申請者が初めて見出し
た誘導生産に必要な基質取り込みに関わるト
ランスポーターの mRNA 分解という現象は、
タンパク質高分泌条件下における小胞体の恒
常性を維持するためにmRNA分解機構が重要
な役割を果たしていることを示していると考
えられた。 

２．研究の目的 

mRNA 分解による小胞体恒常性維持の分子
機構を明らかにするため、以下の目標の達成
を目指す。（1）mRNA 切断を誘導する条件や
切断を行うエンドヌクレアーゼを同定する。
（2）切断によって生じる mRNA 前半断片の
分解に関わる因子を同定し、小胞体ストレス
応答への関与を明らかにする。（3）mRNA 前
半断片の翻訳の有無とその小胞体ストレスへ
の影響を明らかにする。（4）切断部位に変異
を導入した非切断型 malP や、切断部位にター
ミネータを連結した強制的 malP 前半断片を
用い、小胞体ストレス応答・マルトース取込
み能・アミラーゼ遺伝子発現への影響を調べ
ることにより、mRNA 切断・分解の小胞体恒
常性維持への関与を明らかにする。 

３．研究の方法 

（1）分泌生産されるアミラーゼ関連遺伝子の 

mRNA が小胞体ストレス依存的に切断され
るか調べるとともに、小胞体膜に局在するエ
ンドヌクレアーゼ IreA の mRNA 分解への関
与について発現抑制株を用いて検討する。（2）
HbsA-Dom34 複合体破壊株における mRNA 前
半断片の分解を調べるとともに、mRNA 前半
断片の翻訳の有無を GFP-MalP 融合タンパク
質や切断部位に変異を導入した非切断型

malP を用いて調べる。（3）IreA ならびに小胞
体ストレス応答に関わる因子（Bip, PDI）のア
ミラーゼ遺伝子発現および分泌生産に及ぼす
影響を破壊株や発現抑制株を用いて調べる。 

４．研究成果 
(1) 小胞体ストレス依存的に切断される 

mRNA と切断を行うエンドヌクレアーゼの
同定 

malP mRNA 以外に小胞体ストレス依存的
に切断される mRNA があるかを調べるため、
ski2 破壊株においてジチオトレイトール 

(DTT) 添加により強制的に小胞体ストレスを
誘導させ、ノーザン解析によりアミラーゼ関
連遺伝子を検出した。その結果、malP mRNA 

だけでなく、α-アミラーゼ遺伝子 (amyA/B/C) 

の mRNA においても低分子の断片の蓄積が
みられた。一方で、グルコアミラーゼ (glaA) 

mRNA では低分子の断片の蓄積はみられな
かったため、小胞体ストレス依存的に切断さ
れる mRNA には選択性があることが示唆さ
れた（第 1 図）。小胞体ストレス応答 (Unfolded 

第 1 図 DTT 添加後のアミラーゼ遺伝子 mRNA と 

malP mRNA のノーザン解析 

 

protein response; UPR) では、転写因子 HacA を
コードするmRNAのイントロンが活性化され
た小胞体貫通型エンドヌクレアーゼ IreA に
よるスプライシングを受け、それから翻訳さ
れた活性型転写因子がシャペロンタンパク質 

BipA やジスルフィドイソメラーゼ PdiA な

第 2 図  ireA 抑 制 株 に お け る  DTT 添 加 後 の 

amyA/B/C mRNA のノーザン解析 
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どの遺伝子発現を誘導する。最近、高等真核
生物では Ire1 が分泌タンパク質などの小胞体
上で翻訳されるmRNAを切断していることが
明らかとなっていることから、malP mRNA と 

amyA/B/C mRNA が IreA  によって切断され
ている可能性が考えられた。野生株と ireA 発
現抑制株において DTT 添加後の amyA/B/C 

mRNA をノーザン解析で調べた結果、ireA 発
現抑制株では低分子断片の蓄積が見られなか
った（第 2 図）。このことから、malP mRNA と 

amyA/B/C mRNA は IreA によって切断され
ていることが示唆された。 

 

 (2) 切断により生じる mRNA 前半断片の翻
訳機構の解析 

 出芽酵母における研究では、翻訳終結因子
と構造が類似した Hbs1-Dom34 複合体が
nonstop mRNA からリボソームを解離して分
解を引き起こすことが示されている。麹菌で
ski2、ski3 と hbsA および dom34 との二重破壊
株を作製したところ、ski2 および ski3 破壊
によるマルトース培地における生育不良がほ
ぼ完全に回復した（第 3 図）。二重破壊株にお
いては、ski2 単独破壊株と比較して  malP 

mRNA の mRNA 切断が抑制されたことが示
唆された。また、前半断片の蓄積量が減少し
ており、bipA の発現量も減少していた（第 4

図）。このことから、hbsA や dom34 を破壊す
ることで ski2 破壊株の小胞体ストレスが緩
和され、malP mRNA 切断が抑制されたことが
示唆された。 

第 3 図 二重破壊株のマルトース培地における生育 

 

hbsA や dom34 を破壊することで、切断さ
れた malP mRNA の前半断片からの翻訳産物
量に影響があるかを調べるため、GFP-MalP 

を発現させ、抗-GFP 抗体によるウェスタン解
析により切断された gfp-malP mRNA からの

第 4 図 二重破壊株における malP mRNA および  

bipA mRNA のノーザン解析 

 

翻訳産物 (GFP-MalPns) 量を調べた。その結
果、ski2 破壊株と二重破壊株において GFP-

MalPns と推定されるシグナルの強度に大き
な違いは見られなかった。一方で、出芽酵母
において nonstop mRNA からの翻訳産物の分
解に関与するユビキチンリガーゼ Ltn1 のオ
ーソログ (LtnA) 遺伝子を ski2 破壊株で破壊
した結果、GFP-MalPns と推定されるシグナ
ルの強度が ski2 破壊株よりも増加した（第 5

図）。以上の結果から、ski2 破壊株において蓄
積した  malP mRNA 前半断片は  HbsA-

Dom34 非依存的に翻訳され、LtnA 依存的に
分解されることが示唆された。しかし、ski2 と 

ltnA の二重破壊株のアミラーゼ生産条件にお
ける生育は ski2 破壊株と同等であった。さら
に、切断部位と予想された部位に終止コドン
を導入した malP を野生株で高発現させたも
のの、生育への影響は見られなかった。これ
らの結果から、ski2 破壊株が示すアミラーゼ
生産条件での生育不良の原因は、切断された 

malP mRNA から異常な翻訳産物が合成され
るためではないことが示唆された。 

第 5 図 抗-GFP 抗体による GFP-MalP のウェスタン

解析 

 

 (3) アミラーゼ生産における小胞体ストレス
応答機構の役割の解析 

以前の研究により、ireA の発現を抑制する
と、アミラーゼ生産条件での生育が完全に失
われ、アミラーゼの生産を抑制することで生
育が回復したことから、麹菌のアミラーゼ生
産条件での生育に UPR が必要であることが
示された  (Tanaka et al., Fungal Genet. Biol., 
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2015)。これまでの研究結果により、malP 

mRNA と  amyA/B/C mRNA が  IreA によっ
て切断されることが示されたが、ireA の抑制
がアミラーゼ生産に与える影響については不
明であった。野生株と ireA 抑制株のα-アミ
ラーゼ活性を比較した結果、ireA 発現抑制株
ではα-アミラーゼの生産が著しく抑制され
ていることが明らかになった（第 6 図）。 

第 6 図 ireA 抑制株における -アミラーゼ活性 

 

IreA によって切断される 20 塩基のイント
ロンを人為的に欠失させた hacA を導入した
ところ、ireA 発現抑制株の -アミラーゼ生産
が野生株と同等にまで回復した。このことか
ら、UPR が -アミラーゼ生産に必要である
ことが示唆された。さらに、-アミラーゼ遺伝
子の転写産物量を調べた結果、ireA 発現抑制
株でも強い発現が認められたことから、UPR 

は転写後の過程において -アミラーゼの生
産に必要であることが示唆された。ireA 発現
抑制株において -アミラーゼ遺伝子のプロ
モーターで bipA や pdiA を強制発現させた
結果、pdiA を強制発現させた場合において、
アミラーゼ生産条件における生育がわずかに
回復した。また、いずれの強制発現株におい
ても、-アミラーゼの生産が有意に回復した
ことから、UPR による分子シャペロン遺伝子
の発現誘導が -アミラーゼ生産に必要であ
ることが示唆された（第 7 図）。 

第 7 図 ireA 抑制株における bipA および pdiA 強制

発現による α-アミラーゼ生産の回復 
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