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研究成果の概要（和文）：糸状菌におけるセルラーゼ遺伝子発現制御を正に制御している新奇転

写因子 ClbR (cellobiose response regulator)を同定し，ClbR がセロビオースやセルロースに応

答した遺伝子発現を制御していることを明らかにした．ClbR は，常に核に局在し，類似した

配列を有す ClbR2 タンパク質と協調的に作用することにより，遺伝子の発現を制御していた．

また，ClbR を高発現することにより，持続的に制御下の酵素を高生産することを可能にした．  
 
研究成果の概要（英文）：We revealed that ClbR, namely cellobiose response regulator, 
controlled the expression of cellulase and xylanase genes induced by cellobiose and 
cellulose in Aspergillus aculeatus. ClbR always locates in nuclei and cooperatively controls 
the gene expression with ClbR2, paralog of ClbR in A. aculeatus. Furthermore, we enabled 
to sustainable overproduction of cellulase and xylanase by overexpressing the clbR gene in 
A. aculeatus.    
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは，現在最強と言われている 

Trichoderma 属のセルラーゼ剤と強い相乗作

用を示すセルラーゼを生産する菌株として

Aspergillus aculeatus を土壌中より単離し，こ

れまでにその生産するセルラーゼ系酵素が

単糖生成力に優れている点を利用して，植物

性バイオマスの有効利用を目指した研究で

優れた成果を収めてきた．しかし，酵素生産

量が低く実用化には至っていない．これまで

に，糸状菌 Aspergillus において，発現量の

大きい遺伝子プロモーターを用いて目的の

酵素遺伝子一種類を高発現させる技術は確

立されてきた．しかし，基質特異性の異なる

種々の酵素が大量に必要となるセルロース

系バイオマスの完全酵素糖化には，任意の酵

素を同時に大量生産する技術が必須である．

そこで申請者はまず，糖質加水分解酵素遺伝

子の発現制御に関わる因子を同定し，その機

能を解明することで，遺伝子発現制御因子の

機能を利用して合理的に種々の酵素を大量

生産することにより，バイオマス完全酵素糖
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化に必要な酵素を安価に供給する系を構築

することを目指している． 
 
２．研究の目的 

本研究は，当研究室で単離された糸状菌 

Aspergillus aculeatus におけるセルラー

ゼ・ヘミセルラーゼ遺伝子発現制御機構を分

子レベルで解明する事を目的とし，本課題で

は，糸状菌 Aspergillus aculeatus において， 

 

(1) 申請者らが同定したセルラーゼ遺伝子発

現を誘導する新奇転写因子 ClbR の機能解析

とその応用 
 
(2) 新たなセルラーゼ遺伝子発現制御因子の
スクリーニング・同定・機能解析   
 
を遂行することを目的とした． 
 
３．研究の方法 

(1) セルラーゼ遺伝子発現を誘導する新奇

転写因子 ClbR の機能解析とその応用 

申請者らが同定した転写因子 ClbR の機

能を遺伝学・分子生物学・生理学的に解析

するため， 

① 転写因子 clbR 遺伝子破壊株や ClbR を

構成的に高生産した株を作出し、それ

らの株における表現型観察と各種糖質

加水分解酵素遺伝子の発現様式や酵素

生産量の解析 

② 転写制御因子 ClbR の in vitro における

DNA結合領域の特定と in vivoでの結合

領域の機能解析 

③ 誘導物質に応答した転写因子 ClbR の

局在性の解析 

④ 転写因子 ClbR の機能ドメイン解析 

を行った． 

 

(2) 新たなセルラーゼ遺伝子発現制御因子

のスクリーニング・同定・機能解析 

 A. aculeatus のゲノムサイズを 35 Mb、平

均遺伝子長を 1.5 kb と推定すると，ゲノム

の 90％以上の遺伝子破壊株を作出するに

は，約 54,000 株の形質転換体が必要と算出

される．そこでスクリーニング検体数

54,000 株を目安として，同一の制御因子が

重複して単離されるまで新たな因子をスク

リーニングする．また，これまでに転写因

子A破壊株以外にもセルロース資化能欠損

株を複数単離しており，これらの株におけ

る破壊遺伝子を同定し，その機能を詳細に

解析することを目指した． 
 
４．研究成果 

(1) セルラーゼ遺伝子発現を誘導する新奇

転写因子 ClbR の機能解析とその応用 

 本課題において新奇転写因子様タンパク質

Cellobiose response regulator, ClbR が，セルロ

ースやセロビオースに応答した cbhI (セロビ

オヒドロラーゼ I 遺伝子)，cmc1, 2 (カルボキ

シメチルセルラーゼ1, 2遺伝子)，およびxynIa, 

Ib （キシラナーゼ Ia, Ib 遺伝子）の発現誘導

を正に制御していることを①の遺伝学的解

析により明らかにした（図１参照）．興味深

いことに，cbhI, cmc2 と cmc1, xynIb の各遺伝

子の発現誘導は，XlnR を介していない経路と

XlnR を介した経路の異なる経路を介して遺

伝子発現が制御されているにもかかわらず，

ClbR はその両方の遺伝子の発現を制御して

いた． 

 



 

 

②の解析においては，MalE-ClbR 融合タンパ

ク質を用いて in vitroにおけるClbR結合領域

を特定することを試みたが，ClbR の DNA へ

の特異的な結合を検出することはできなか

った．この原因は，ClbR が XlnR など他の転

写因子と相互作用して協調的に遺伝子の発

現を制御していることに起因していること

が想定された．そこで，ClbR の相互作用因子

を Yeast two hybrid 法を用いて探索した結果，

ClbR の相互作用因子として，XlnR 等の既知

の制御因子ではなく，ClbR と相同性を 42% 

有す機能未同定のパラログ因子，ClbR2 を同

定した。ClbR と ClbR2 の単独及び二重遺伝

子破壊株を作出し，それらの株におけるセル

ラーゼ，キシラナーゼ遺伝子の発現様式を定

量的に解析した結果，ClbR は ClbR2 と協調

的に遺伝子の発現誘導を正に制御している

ことを遺伝学的に明らかにした（図 2 参照）．

また，その相互作用に必要な ClbR の領域を

Yeast two hybrid法を用いて限定している段階

である． 

 

 

③の解析では，ClbR が誘導物質の有無にかか

わらず常に核に局在していることを明らか

にした．④の解析では，ClbR の C 末端側か

ら順次欠失した ClbR を発現させその機能を

解析した結果，ClbR の核が局在しなくなると

その機能も失う領域を限定する領域が重な

ることが判明したが，その他の機能に関して

は今後更なる解析を行い，結果を明らかにす

る必要がある． 

 

(2) 新たなセルラーゼ遺伝子発現制御因子

のスクリーニング・同定・機能解析 

 我々は，A. aculeatus T-DNA 挿入変異株ライ

ブラリーを構築し，その中からセルロース系

バイオマス分解酵素の生産を調節する制御

因子遺伝子の破壊候補株を約二万株の

T-DNA 挿入変異株の中から探索した結果，推

定のタンパク質翻訳後修飾因子の遺伝子破

壊株（2 株），推定の転写制御に関わる因子の

遺伝子破壊株（2 株），機能未同定遺伝子破壊

株（2 株）の計６株において，セルロース誘

導能が減少していることを明らかにした．現

在はこれら候補遺伝子の破壊株を改めて作

出し，それら株におけるセルラーゼ・ヘミセ

ルラーゼの遺伝子発現量を定量的に解析す

ることにより，順次同定した因子の機能解析

を進めている． 
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