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研究成果の概要（和文）： 
麹菌 Aspergillus oryze は、醤油、味噌、清酒等の醸造、または試薬、医薬用酵素等を製造す
るために用いられる重要な産業菌である。しかし、通常調製される種麹は、分生子の着生量が
少ないという欠点がある。A. oryzae の近縁種 A. nidulans では、環境センサータンパク質 
HysA が農薬応答や低酸素に応答した分化の制御に関わることが示唆された。HysA の A. 
oryzae におけるオルソログを同定することで、分生子形成の制御を行い、麹菌固体培養におけ
る分生子着生の上昇を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Aspergillus oryzae, which is called as Kouji, is a useful fungus to produce industrial 
materials such as soy sauce, miso, sake, medicine and so on. However, we still have some 
problems, because we do not get enough spores to prepare the culture of A. oryzae. In 
Aspergillus nidulans, we characterized HysA, a histidine kinase, controls the formation of 
conidia in response to fungicide or low oxygen conditions. So, we tried to identify HysA 
ortholog of A. oryzae to promote the conidia formation in A. oryzae  
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１．研究開始当初の背景 
 His-Asp リン酸リレー情報伝達機構は、原
核生物から酵母、糸状菌、植物などの真核生
物まで広く存在する環境応答機構である(1)。
センサータンパク質（HK）が環境変化を感知
すると、自身の His 残基をリン酸化し、さら
に HK 内自身の Asp 残基にリン酸基を転移し
たのち、中間因子（HPt）の His 残基を介し
て、レスポンスレギュレーター（RR）の Asp

残基にリン酸転移する。このように、His 残
基と Asp 残基間のリン酸転移によって情報が
伝達され、最終的には環境変化に応答した遺
伝子発現調節が行われる。モデル糸状菌
Aspergillus nidulans には１５種類の HK、
１種類の HPt 因子(YpdA)、４種の RR が存在
し、浸透圧や農薬、光、酸素に応答した生育
分化に重要な働きをしていることが明らか
に成りつつある。 
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 申請者は、近年、
農薬応答に機能する
HK である NikA の解
析を行った（図１）(2)、 
(3)。野生株では、農
薬存在下 MAP キナー
ゼカスケードである
HOG 経路が異常に活
性化されるため、正常な生育が抑制され死に
至るが、nikAを破壊すると HOG 経路が農薬に
応答せず、破壊株は農薬存在下でも生育する
ことができた。さらに、RR である sskA, srrA
の二重破壊株が単独破壊株よりも農薬に強
い耐性を示したことから、NikA の情報は YpdA
を介して SskA, SrrA に伝達されることが明
らかになっている。農薬応答に重要な NikA
のドメイン解析なども含め、NikA を中心とし
た情報伝達機構の解明は糸状菌特異的な農
薬の開発改良に有効である。 
 一方、His-Asp リン酸リレー情報伝達機構
の機能を網羅的に解析するために、様々な生
育条件における各情報伝達因子の発現量を
Real Time PCR により解析した。その結果、
低酸素条件下でHysAと名付けるHK のみが高
い発現レベルを示した。通常、野生型
A.nidulansの分生子形成（無性生殖）には酸
素が不可欠で、低酸素条件下で培養すると分
生子形成は抑制され（図２：WT）、有性生殖
が誘導される。ところが、HysA の過剰発現株
（図２：OP）では野生株より強く分生子形成
が抑制され、HysA のリン酸化部位に変異を導
入した株（図２：H566Q、 D1134N）では低酸
素条件下でも通常条件下と同程度の分生子
形成を示した。すなわち、HysA は低酸素シグ
ナルを認識して分生子形成を抑制するのに
機能することが明らかになった。また、hogA
欠損のバックグランドでは、過剰発現株やリ
ン酸化部位の変異株の示す分生子形成が野
生株と同等であ
ったことから、
HysA の認識す
る低酸素シグ
ナルは HOG 経
路に伝達され
ることも明ら
かになってい
る（図１）。 
 このように糸状
菌の環境応答を解明
することで、その生育や分化を人為的に制御
することが可能になり、糸状菌の高い物質生
産性を利用した醸造産業に応用することが
期待される。しかしながら、糸状菌には機能
未知の HK がまだ複数存在し、情報伝達ネッ
トワーク全体の解明に至っていない。そこで、
本ネットワークが一つのリン酸転移中間因
子 YpdA を介していることに注目し、一つの

環境シグナル伝達システムを利用して生育
分化を制御することを試みる。これにより、
他の複数のあるいは機能未知の HK を介した
環境シグナルの影響をうけない醗酵培養系
を構築できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、前述の HysA を介した低酸素
応答を利用して、糸状菌の分生子形成を制御
する培養系の確立を最大目標に掲げる。また、
醗酵培養の培養槽内では低酸素条件が生育
や分生子形成の低下を引き起こしており、低
酸素培養の改善あるいは低酸素に影響され
ない株の構築が必要である。そこで、HysA の
低酸素シグナルを認識（伝達）しない変異体
を利用することで分生子形成率の向上を目
指す。具体的には、麹菌 Aspergillus oryzae
を用いて、(1) A. oryzaeの HysA オルソログ
を同定し、A.nidulansと同様に低酸素シグナ
ルを認識しない HysA 変異株を作成する。（2）
作成した麹菌の HysA 変異株において、小麦
フスマを用いた固体培養の胞子形成率が上
昇するか、菌体外酵素量(アミラーゼ、セル
ラーゼ、キシラナーゼ等)が増加するか検討
する。(3)固体培養における低酸素環境を改
善し醗酵生産性を上げるためには、HysA の活
性に影響する低酸素シグナルの実体あるい
は培養条件を理解する必要がある。すなわち、
培養酸素のレベルや培地中の酸化還元状態
が分生子形成率にどのように影響するか検
討する。(4)麹菌 HysA 変異株において、他の
環境シグナル（農薬、浸透圧など）に対する
応答性を確認する。 
 
３．研究の方法 
(1)Aspergillus oryzaeにおける HysA オルソ
ログ（AoHysA）の同定 

 全ゲノム配列の
決定により、モデ
ル 糸 状 菌

Aspergillus 
nidulansには15種
類の HK、近縁種で
麹 菌 で あ る

Aspergillus 
oryzaeにも15種類

の HK の存在が示されているが、図３のよ
うに、それら糸状菌の間では HK の構成に
多少の相違がある。さらに、A.nidulansの
HysA(AnHysA)は、お互いに相同性の高い HK8
ファミリーに属するため、アミノ酸配列上の
相同性のみで A.oryzae の HysA オルソログ
(AoHysA)を同定することはできない。そのた
め、A.oryzaeにおいても低酸素条件下での各
HK の発現レベルを解析し、AoHysA を同定す
る 必 要 が あ る 。 一 方 、 A.oryzae に は
A.nidulans のように低酸素シグナルで誘導
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される有性生殖が存在しないため、低酸素条
件における HysA の発現プロファイルが両糸
状菌間で異なることも考えられる。この場合、
AoHysA を同定するもう一つの条件として、
HysA の農薬ストレス下での発現誘導(4)を判
断基準にすることが可能である。このように
して同定した AoHysA の自己リン酸化部位
（His 残基）およびリン酸基受容部位（Asp
残基）は、すべてのヒスチジンキナーゼ間で
高く保存されているため容易に推定するこ
とができる。野生型 AohysA とそのリン酸化
部位に変異を導入したものを A.nidulans の
hysA破壊株に導入し、低酸素シグナルに応答
した分生子形成を観察し（前述の図２）、推
定した AoHysA が AnHysA のオルソログである
ことを確定する。 
(2)低酸素シグナルに応答した AoHysA の機能
解析 
 A.oryzaeにおいても、低酸素条件下で分生
子形成の抑制が観察されるため、同定した
AoHysA が A.oryzae における分生子形成の制
御に機能する可能性がある。まず、A.oryzae
において hysA破壊株を作成し、前述の AohysA
とそのリン酸転移変異体を導入し、低酸素に
応答した分生子形成の機能を観察する。
A.oryzae においても、HysA のリン酸転移変
異株は、低酸素条件で十分な分生子形成をす
ることが期待される。 
 最も重要なことは、HysA の機能が小麦フス
マを用いた固体培養で効果的かどうかであ
る。A.oryzase は一般的に、液体や寒天培地
での培養よりも固体培養において分生子や
酵素（アミラーゼ、セルラーゼ、キシラナー
ゼ等）を高生産することが知られている。実
際に、同定した AoHysA の過剰発現株やリン
酸転移変異株において、固体培養の分生子形
成を制御できるか観察する。その際、固体培
養に麹菌を接種後、生育した菌体や分生子と
フスマを分離するのは容易ではないため、生
育や分生子形成は実体顕微鏡等を用いて確
認する。さらに、培養後の固体培養から粗酵
素抽出液を調整し、アミラーゼやセルラーゼ
などの酵素活性を測定することで HysA の機
能を評価する。 
(3)HysAの活性に影響する低酸素シグナルの
実体は何か？ 
 本研究では、寒天培地のプレートの周りを
ビニールテープで密閉して培養した場合を低
酸素条件としている。実際に、A.nidulansを
液体培養後、菌体を回収して寒天培地に移し、
直ちにビニールテープで密閉すると、1.5時間
でHysA下流のMAPキナーゼであるHogAのリン
酸化が検出される。すなわち、低酸素状態は
ビニールテープの密閉後直ちに生じ、そのシ
グナルがHogAに伝達された（未発表データ）。
この低酸素シグナルは、さらに数日後、分生
子形成への影響として現れる。しかしながら、

空気中に存在する酸素が具体的にどの程度ま
で低下するとHysAの活性に影響するかは明ら
かでない。そこで、本申請のO2濃度を調節で
きるインキュベーターで、分生子形成に影響
する酸素レベルを明確にすることができる。
逆に、当インキュベーターで、酸素濃度を一
定に保ち、固体培養内部の低酸素環境を改善
できると期待される。 
 AnHysAの解析から、現在のところ酸素が直
接HysAに作用するかどうか不明であるが、低
酸素条件によって生じる還元状態がHysAを活
性化することが明らかになりつつある（論文
準備中）。すなわち、培地中にグルタチオン
などの還元剤を添加すると分生子数が低下す
るが、AnHysAのリン酸転移変異株では還元剤
に応答することなく分生子を形成する。
A.oryzaeの固体培養においても酸化還元状態
を調節することで分生子形成を制御できるか
検討していく。 
(4)In vitro実験系をもちいてHysA活性に影
響する新たな培養条件を模索する。 
 すでに申請者はHysAタンパク質の精製系と
in vitroにおけるリン酸化実験系を確立して
いる(5)。そこで、HysAの活性に影響する培養
条件をこれらin vitro系で評価することを試
みる。実際に、上述の還元条件において、HysA
タンパク質の自己リン酸化能が上昇する結果
が得られている。O2濃度を調節できるインキ
ュベーターでin vitro実験を行い、酸素が直
接HysA活性に影響するか確定したい。また、
その他さまざまな反応温度や塩濃度の条件で
HysAの自己リン酸化活性を観察することでin 
vivoにおける培養条件設定の参考にする。 
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４．研究成果 
（１）Aspergillus oryzae に存在する HK の
さまざまな生育条件下における発現 
 Aspergillus nidulans HysA が、低酸素応
答や、農薬応答に関わることが示唆された。
このことから、近縁種であり、重要な産業菌
でもある、麹菌 Aspergillus oryzae におけ
る HysA のオルソログの同定とその機能を
解析し、産業的な応用へと繋げることを目的
として研究を行った。また同時に、HysA 探
索の一環として A. oryzae におけるすべて
の HK の発現様式を解析することで、A. 
oryzae の生育分化の制御機構解明の手がか
りとすることを第 2 の目的とした。 
 ゲ ノ ム 解 析 の 結 果 よ り 、 hysA は 
Aspergillus 属特異的に存在する HK8 ファ
ミリーに属し、A. oryzae には 5 種類の HK8 
ファミリーに属する HK が存在すると推定さ
れている(図３)。これら 5 つの HK をそれ
ぞれ  Aohk8-a (AO090020000218), Aohk8-b 
(AO090701000517), Aohk8-c 
(AO090010000516), AohkK8-d 
(AO090003001384), Aohk8-e 
(AO0901384000024 ) と記すこととする。 
 HysA オルソログを探索するため、まず始
めに、A. oryzae  に存在する 15 種類の HK 
すべてについて、さまざまな生育条件での発
現レベルを、A. nidulans における解析と同
様の条件で解析した。その結果、多くの HK 
(AotcsB, Aohk2, AophkA, AophkB, AonikA , 
AofphA , Aohk8-a , Aohk8-b, Aohk8-d , 
Aohk8-e , Aohk9) において、栄養増殖を行
う液体培養時 (veg 18hr) に発現量が最も多
く、液体培養から寒天培地へ移し無性生殖を
誘導した条件 (air 48hr)、寒天培地上で酸
素を制限した条件 (seal 48hr) では発現量
が抑えられることが示された。また、Aohk8-c、
Aohk8-e を除き、air 48hr と seal 48hr で
発現量に大きな差は見られなかった。これら
の結果は A. nidulans での解析結果 (栄養増
殖時と酸素制限時に多くの HK の発現が抑
制される) と一致せず、A. oryzae では A. 
nidulans と HK の発現様式が大きく異なる
ことを示唆している。また、hysA は酸素制
限条件下においても発現が抑制されないと
いう特徴を持っているが、A. oryzae におい
て同様の発現様式を持つ HK8 ファミリーは

見いだされなかったため、この解析では 
HysA オルソログの同定に至らなかった。 
  
（２）Aspergillus oryzae に存在する HK の
農薬に応答した発現の変化 
 近年の報告により、hysA は農薬の添加に
より発現量が増加し、糸状菌における農薬応
答の情報伝達機構に関与することが示され
ている 。そこで、農薬の添加による各 HK の
発現量の変化を A.oryzae の農薬センサー
AonikA 、AonikB 、AonikC の発現量ととも
に解析した。その結果、農薬の添加により発
現量が減少する HK が多いなか (AotcsB , 
Aohk2 , AonikA , AonikB , Aohk8-a , Aohk8-b , 
Aohk8-c , Aohk8-d , Aohk9)、 5 種類の HK 
において、農薬添加から 15 分後に 1.5 倍以
上の発現量の増加が見られた (AotcsA , 
AophkB , AonikC , AofphA , Aohk8-e )。こ
の発現量の増加は、どれも農薬添加から 30 
分後には減少し、最終的には農薬添加前に近
い発現レベルにまで低下した。 
 
（３）誘導的 Aohk8-e 過剰発現株の作製 
 5 種類存在する HK8 ファミリーの中で、
Aohk8-e が農薬添加による発現量の増加を示
したことから、AoHK8-e が HysA のオルソロ
グであると推定された。そこで、Aohk8-e の
機能を解析するため、A. nidulans において 
Aohk8-e を 誘 導 的 に 過 剰 発 現 す る 株 
(alcA(p)::Aohk8-e) を作製した。具体的に
は、alcA プロモーター下流に His-tag 配列 
(6×CAC) の付加した Aohk8-e 構造遺伝子
を連結した DNA 断片を、A. nidulans ΔhysA 
株に導入した。 alcA プロモーターは 
Glucose を C 源とした培地条件で抑制され
(2% Glucose)、 Threonine では誘導される
プロモーターである(0.1 M Threonine + 0.1 % 
Fructose)。 
 BPU1 (野生株) , ΔhysA , alcA(p)::hysA 
株について、Glusos 培地、Threonine 培地上
で 、通常の酸素レベル条件 (air) と、ビニ
ールテープでシャーレを密閉して酸素を制
限した条件 (seal) にいて、37℃、4 日間培
養後し、生育を比較した。その結果、Glusos
培地では酸素制限の有無に関わらず、すべて
の株において BPU1 株と同様の生育を示し
た （Glucose air , Glucose seal）。Threonine
培 地 で酸素を制限した場合において
A.nidulans の alcA(p)::hysA 株では気中菌
糸の増加が観察されるが、alcA(p)::Aohk8-e 
株では認められなかった(Threonine seal)。 
 
（４）誘導的 Aohk8-e 過剰発現株における
分生子数の変化   
 A. nidulans の hysA を過剰発現すると低
酸素条件下において分生子形成が抑制され
ることが示されている。そこで、誘導的 



Aohk8-e 過剰発現株における生育比較と同
様の条件で培養後、単位面積辺りの分生子数
を測定した。 alcA(p)::Aohk8-e 株は、
Threonine 培地の通常酸素条件下、Glucose
培地の通常酸素条件、酸素制限条件で BPU1 
株と同程度数の分生子を形成した。また、
Threonine 培地の酸素制限条件下では、A. 
nidulans の alcA(p)::hysA 株において分生
子数の減少が観察さるが alcA(p)::Aohk8-e 
株では、逆に BPU1 株の 4 倍程度の分生子の
増加を観察した 。以上の結果から、AoHK8-e 
は 酸素レベルに応答して分生子数を制御す
るが HysA とは正反対に作用することが示さ
れた。 
 
（５）誘導的 AOhk8-e 過剰発現株の農薬耐
性試験 
 hysA を過剰発現することで農薬に耐性に
なることが示されている。これは情報伝達系
下流の HOG 経路のリン酸シグナルを介した不
活性化によるものと考えられる。本研究にお
ける alcA(p)::Aohk8-e 株についても農薬耐
性試験を行った。20 µg/ml の Fludioxonil 
または Iprodione を添加した Glucose 培地、
及び Threonine 培地に、BPU1、ΔhysA、
alcA(p)::hysA 、alcA(p)::Aohk8-e , ΔnikA 
株の分生子を、それぞれ 105、104、103、102 個
スポットし生育を比較した。その結果、
alcA(p)::Aohk8-e 株は培地に関わらず、 
BPU1 株と同程度の農薬感受性を示した。こ
の結果から、AoHK8-e は農薬応答には関与し
ないことが示唆された。 
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