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研究成果の概要（和文）：オートファジーの分子生物学的解析は酵母で始められ、現在までに、

酵母、動物、植物においてその重要性が次々に明らかにされているが、糸状菌でのオートファ

ジーの研究は数少ない。麹菌などの糸状菌は、多細胞からなる菌糸を形成し、環境に応答して

分生子形成など形態分化をする。麹菌ゲノム情報を利用して麹菌の様々なオートファジー関連

遺伝子を単離し、その機能解析をすることにより、糸状菌特異的なオートファジーの役割を明

らかにした。 

 

 
研究成果の概要（英文）：Molecular biology of autophagy has started using yeast S. cerevisiae, 

and its important roles in eukaryotes have been revealed in not only yeast but also 

mammalian cells. However, little is known about filamentous fungi.  Filamentous fungi 

such a Koji mold, Aspsergillus oryzae differentiates into conidia formation upon 

environmental change. Many autophagy-related genes from A. oryzae were isolated and 

characterized. Function and roles of autophagy specific to filamentous fungi have been 

analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 

 オートファジーの分子生物学的解析は酵
母で始められ、現在までに、酵母、動物にお
いてその重要性が次々に明らかにされてい
るが、多細胞からなる糸状菌でのオートファ
ジーの研究は遅れており、Neurospora, 
Podospora, Aspergillus などで、研究が始め
られたばかりであった。これまでオートファ
ジー関連遺伝子として、A. oryzae から
Aovam3、Aoatg8 の機能解析を行い、分生子

形成や、分生子からの発芽においてオートフ
ァジーがきわめて重要な働きをしているこ
とを明らかにしていた。また、麹菌は酵母な
どと同様に、栄養源飢餓条件下では、ミトコ
ンドリア、ペルオキシソームなどがオートフ
ァジーにより液胞に取り込まれることを報
告しているが、最近、基部の細胞では、上記
のオルガネラの他、核が丸ごとオートファゴ
ソーム膜に包まれて液胞に取り込まれるこ
とを発見した。 
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２．研究の目的 

 麹菌などの糸状菌は、多細胞からなる菌糸
を形成し、環境に応答して分生子形成など形
態分化をする。そこで、ゲノム情報を利用し
て麹菌の様々なオートファジー関連遺伝子
を単離し、その機能解析をすることにより、
糸状菌特異的なオートファジーの役割を明
らかにすることを目的とした。また、酵母で
よく知られている cvt経路関連のホモログ遺
伝子はゲノム情報から、麹菌などの糸状菌に
はみつからない。一方、cvt 経路で運ばれる
アミノペプチダーゼのホモログは麹菌にも
存在し、栄養条件下で液胞に運ばれることを
観察している。そこで、糸状菌での cvt 経路
に関わる特異的遺伝子を探索することも目
的とした。 
 

３．研究の方法 

（１）麹菌からオートファジーの各ステップ
ごとの遺伝子の単離と破壊株による機能解
析 

 初期ステップ（誘導）として Aoatg1 と
Aoatg13 を、中期ステップ（オートファゴソ
ーム形成）として Aoatg4、後期ステップ（液
胞内での分解）として Aoatg15 遺伝子等の単
離と破壊株の作成を行い、その表現型の解析
から麹菌における役割を明らかにする。 

 

（ ２ ） 麹 菌 の 核 の オ ー ト フ ァ ジ ー
（Nucleophagy）による分解、利用 

 核とオートファゴソームを同時に観察す
るため、mDsRed H2B、EGFP-Aoatg8 等を
同時に発現する株の作製を行い、様々な環境
下での核の取り込みの詳細な観察を行う。 

 

（３）麹菌における cvt 経路等の選択的オー
トファジーの探索 

① 酵母で cvt 経路で運ばれるアミノペプチ
ダーゼ（Ape1）、α-マンノシダーゼ（Ams1）
の麹菌ホモログ遺伝子の単離、ならびにこれ
らの他の cvt 経路で運ばれる可能性がある酵
素遺伝子の単離を試みる。 

② 酵母の cvt 経路でのレセプターである
ATG19 の麹菌ホモログの探索 

麹菌ゲノム情報からは、ATG19 ホモログは
見いだされない。そこで、AoApe1 や AoAms1

を bait として酵母ツーハイブリッド法によ
り、機能的なホモログの探索を行なう。 

 

（４）麹菌から選択的オートファジーに必要
な atg 遺伝子の探索 

ゲノム情報からは見いだされない上記遺伝
子を機能的な方法などから探索を行なう。 

 
４．研究成果 

 麹菌からオートファジーの各ステップご

との遺伝子の単離と破壊株による機能解析

を行った。初期ステップ（誘導）としてAoatg1

と Aoatg13 を、中期ステップ（オートファゴ

ソーム形成）として Aoatg4、後期ステップ

（液胞内での分解）として Aoatg15 遺伝子の

単離と破壊株の作成を行った。解析した遺伝

子破壊株は、程度の差はあるものの、分生子

形成に欠損がみられた。 

 

 核とオートファゴソームを同時に観察す
るため、mDsRed-H2B と EGFP-Aoatg8 を
同時に発現する株の作製を行い、様々な環境
下での核の取り込みの詳細な観察を行った。
これらの結果から、一つの細胞に複数（約５
から約１０）の核をもつ麹菌は、栄養枯渇条
件下では、核をまるごとオートファゴソーム
で取り囲み、液胞に運び込み分解しているこ
とを詳細に観察する系を構築できた。 

 

 

 酵母で cvt 経路で運ばれるアミノペプチダ

ーゼ（Ape1）、α-マンノシダーゼ（Ams1）の

麹菌ホモログ遺伝子（Aoape1, Aoams1）を

単離し、麹菌においても cvt 経路が存在する

ことを明らかにした。AoApe1 および Aoatg8

を bait として酵母ツーハイブリットスクリ

ーニングを行い、麹菌での cvt 経路のレセプ

ターの探索を試みたところ、候補遺伝子が複

数えられたが、レセプター遺伝子として確定

できるものは取得できなかった。 

 酵母での選択的オートファジーの認識ア

ダプターである ATG11 の麹菌ホモログ

Aoatg11遺伝子を単離し、機能解析を行った。

Aoatg11破壊株ではマイトファジーやペキソ

ファジーで液胞への取り込み遅延が認めら

れ、選択的オートファジーに関与しているこ

とを明らかにした。 

 さらに、Pichia 酵母でペキソファジーに関

与しているが S. cerevisiae ではオートファ

ジーに関与していないといわれている

ATG26 のホモログ Aoatg26 遺伝子の機能解

析を行い、本遺伝子が糸状菌ではオートファ

ジーで重要な働きをしていることを発見し

た。 

 
 上記の研究などから、オートファジーが、
麹菌による異種タンパク質生産のボトルネ
ックのひとつになっているのではないかと
考え、麹菌の異種タンパク質生産性について
オートファジー欠損株を用いて検討した。ま
ず、オートファジー関連遺伝子（Aoatg1 
Aoatg4  Aoatg8  Aoatg15 遺伝子）破壊株
を作製し、それぞれの遺伝子破壊株で異種タ
ンパク質のモデルとしてウシキモシンを発
現させた。その結果、親株と比較して生産量



 

 

が２～３倍に増加することを見いだした。し
かし、麹菌のオートファジー欠損株は、通常
の培地での増殖は野生株と差はないものの、
分生子をほとんど形成しない。このため、こ
れらの株を工業的な規模で異種タンパク質
生産に用いる場合、植菌のために必要な分生
子を十分に得ることが困難であるという問
題が生じるので、これらのオートファジー関
連遺伝子が、分生子形成時には発現し、ウシ
キモシン生産時は発現しないように制御で
きる株（thiA プロモーターを用いた Aoatg 遺
伝子発現制御株）を作製した。その結果、十
分量の分生子を得ることができ、またウシキ
モシン生産量が破壊株と同程度まで増加す
る実用的異種タンパク質生産株の育種に成
功した。 
 分泌タンパク質は、小胞体で適切な形に折
りたたまれることにより機能的なタンパク
質として分泌経路の次のステップであるゴ
ルジ体へと輸送される。しかし、異種タンパ
ク質を多量に発現させるとその折りたたみ
が間に合わず、小胞体内部で凝集体を形成す
るものが多くなり、そのようなものはオート
ファジーで分解されると考えられた。オート
ファジーを抑制した場合、凝集タンパク質が
分解されないため、小胞体内で折りたたみが
何度も行われ適切な形になることにより、多
量に発現した異種タンパク質が分泌経路に
のり菌体外に分泌されると考えられた。 
 本成果は、糸状菌においてオートファジー
に関する基礎生物学的研究から、糸状菌にお
ける異種タンパク質生産という応用的研究
の成果を得た初めての研究といえる。 
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