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研究成果の概要（和文）：日本の伝統的な醸造産業に用いられてきた麹菌は多細胞生物である。麹菌の菌糸にお
いて、隣接する細胞は隔壁にあいた小さな穴（隔壁孔）を通じて細胞間連絡を行っている。本研究では、この細
胞間連絡に関与する隔壁タンパク質が細胞融合や有性生殖に関連することに着目し、これと相互作用するタンパ
ク質を新たに見いだして細胞間連絡や細胞融合における機能を解明した。また、糸状菌の有性生殖に関与する新
規転写因子を同定した。今後、これらの作用機構を解明することによって糸状菌の有性生殖に関する知見が得ら
れ、有性世代が見つかっていない麹菌における有性生殖の効率化による交配育種の開発に貢献することが期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：Aspergillus oryzae is the filamentous fungus used in Japanese traditional 
fermentation and heterologous protein production. In its multicellular morphology, where septa 
divide the hyphae into distinct cells, the presence of a septal pore allows the intercellular 
communication between adjacent cells. Our previous findings demonstrated that the septum-localizing 
proteins are also involved in cell fusion and sexual reproduction. The aim of this study is to 
elucidate the functional link between intercellular communication and cell fusion/sexual 
reproduction in A. oryzae, where sexual cycle has not been discovered. We newly identified proteins 
interacting with the septum-localizing proteins and characterized their functions in intercellular 
communication and cell fusion. Along with the identification of novel transcription factors involved
 in sexual reproduction, further genetic elucidation would help efficiently induce sexual 
reproduction for crossbreeding in A. oryzae.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
日本の伝統的な醸造に用いられてきた麹
菌 Aspergillus oryzaeは糸状菌である。また、
麹菌は多細胞であり、その菌糸において、隣
接する細胞は隔壁にあいた小さな穴（隔壁
孔）を通じて細胞間連絡を行っている。以前、
研究代表者らが見いだした隔壁局在タンパ
ク質が、細胞間連絡を制御するだけでなく、
細胞融合や有性生殖にも関与することがわ
かってきた。しかし糸状菌において、隔壁孔
を介した細胞間連絡と細胞融合・有性生殖と
で関連する分子機構の全体像は明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、麹菌を用いて糸状菌の隔壁孔
を介した細胞間連絡および細胞融合におけ
る分子機構を解明する。これを利用して、麹
菌において見つかっていない有性世代を発
見するための基盤的知見を得ることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用株 
麹菌Aspergillus oryzaeの野生株 RIB40に由
来する株を用いた。有性生殖における遺伝子
の機能解析では、Aspergillus nidulans を用い
た。 
 
(2) 隔壁を介した細胞間連絡の制御機構の解
析 
溶菌の伝播を防ぐ機能を解析するために、
寒天培地上に形成させたコロニーに水をか
け、菌糸先端を溶菌させる低浸透圧ショック
実験を行った。隣接する細胞に溶菌が伝播し
たかどうかを微分干渉顕微鏡観察により判
定した。 
溶菌後の再生長能力を解析する実験では、
パルスレーザーを用いて任意の細胞を溶菌
させ、隣接する細胞が再生長を行う頻度を調
べた。 
 
(3) 細胞融合能力の解析 
麹菌の細胞融合能力を栄養要求性の相補
により調べる実験では、ウリジン/ウラシル要
求性、アデニン要求性をそれぞれ付与した株
を取得した。分生子を混合培養し、融合によ
り栄養要求性が相補された細胞の出現頻度
により、細胞融合能力を定量化した。 

BiFC (bimolecular fluorescence 
complementation)法による融合した細胞の可
視化では、緑色蛍光タンパク質 EGFPを 2分
割し、結合してヘテロダイマーを形成するタ
ンパク質とそれぞれ融合し、麹菌に発現させ
た。それぞれの融合タンパク質を発現する分
生子を混合培養し、EGFP 蛍光が見られるか
どうかで細胞融合能を解析した。 
 
(4) 菌核形成に関与する転写因子の探索 
麹菌の転写因子遺伝子破壊株ライブラリ

ーを使用し、菌核形成が増加した株と減少し
た株を選択した。 
 
４．研究成果 
(1) Woronin body による細胞間連絡の制御機
構の解析 
糸状菌特異的なオルガネラである Woronin 

bodyは、通常、隔壁に繋留されているが、菌
糸損傷時に隔壁孔をふさぐことにより、溶菌
の伝播を防ぐ働きをもつ。また研究代表者ら
は以前、通常の生育時にもWoronin bodyが隔
壁孔を可逆的にふさぐことを発見したこと
から、隔壁へ繋留されたWoronin bodyの位置
がフレキシブルに制御されている可能性が
考えられた。Woronin bodyを隔壁孔に繋留す
るタンパク質 AoLAH を同定し、隔壁孔をふ
さぐ機能に関与することを明らかにした。
AoLAHは5,727アミノ酸からなる巨大なタン
パク質であるが、N末側 C末側各領域は糸状
菌間で保存されており、それぞれ Woronin 
body と隔壁への結合に関与することを明ら
かにした。一方、約 2,700 アミノ酸からなる
中間領域は、他の糸状菌の相同タンパク質の
間で配列が保存されていないが、隔壁に繋留
された Woronin body が隔壁孔をふさぐのに
必要であることを見いだした。また、この中
間領域が欠失すると、隔壁に繋留された
Woronin bodyが示す伸縮性の運動が見られな
くなった。このことから、AoLAH の中間領
域が隔壁に繋留された Woronin body の位置
をフレキシブルにすることで、隔壁孔をふさ
ぐ機能を制御することを明らかにした。 
 
(2) 細胞間連絡と細胞融合に関与するタンパ
ク質の機能解析 
有性生殖では異なる接合型株どうしの細
胞が融合する必要があるが、麹菌の細胞融合
能力に関しては、1950年代の坂口謹一郎らの
報告を最後に、ほとんど研究が行われてこな
かった。研究代表者らは、栄養要求性の相補
を利用して、細胞融合能を定量的に解析する
実験系を確立した。また、BiFC法の原理を利
用して、融合した細胞を蛍光で可視化する実
験系を確立した。 
これらの手法を利用して、隔壁局在タンパ
ク質 AoFus3 および AoSO が細胞融合に必要
であることを明らかにした。また、これらの
タンパク質は、溶菌の伝播を防ぐ機能、なら
びにその後の再生長に関与することを明ら
かにした。このように細胞融合に関与するタ
ンパク質が細胞間連絡を制御することは、麹
菌の多細胞としての働きに共通して機能す
るものとして興味深い現象であると考えら
れた。 
さらに、AoFus3と相互作用するタンパク質
として機能未知の FipA、FipB、FipC、および
酵母の接合に必要な転写因子 Ste12 のオーソ
ログ AoSte12を同定した。 

FipA と FipB は AoFus3 と同様に隔壁孔に
局在し、溶菌の伝播を防ぐ機能に関与するこ



とを明らかにした。また、FipB は RhoGAP
タンパク質であり、Rho GTPase タンパク質
AoCdc42 の GTPase 活性を促進し、不活性型
の GDP 型にする働きをもつことを示した。
FipB は通常時 AoCdc42 の隔壁孔局在を抑制
することによって、溶菌直後に隔壁孔に
AoCdc42 が効率的に局在できるようになる
ことを明らかにした。また、FipBの RhoGAP
活性が AoCdc42の局在制御、さらに溶菌後の
再生長に関与することを示した。動物細胞で
はCdc42が細胞損傷修復に関与することが知
られているが、本研究の麹菌を用いた発見は、
この過程に RhoGAPならびに MAPキナーゼ
が寄与することを新しく示唆するものであ
る。 

FipCおよび AoSte12については、細胞融合
に関する機能解析を行った。酵母ツーハイブ
リッド解析と共免疫沈降法により、AoFus3、
FipC、AoSte12 のいずれの組み合わせにおい
てもタンパク質間相互作用が確認された。さ
らに、fipC、Aoste12それぞれの遺伝子破壊株
では細胞融合能が低下するとともに、細胞融
合関連遺伝子の転写産物量が減少していた。
これらのことから、FipC、AoSte12 が細胞融
合関連遺伝子の転写制御を介して細胞融合
能を調節することが示唆された。 
糸状菌において Fus3型のMAPキナーゼが
細胞融合に必要であることは以前より知ら
れていたが、その作用機序はほとんど明らか
になっていなかった。このような MAP キナ
ーゼと FipC の機能的な関連を見いだしたの
は本研究が初めてであり、糸状菌における細
胞融合のメカニズムの解明、さらには麹菌の
細胞融合能の向上に貢献する可能性がある。 

 
(3) 麹菌の有性生殖に関連因子の探索と機能
解析 
研究代表者はこれまでに菌核形成制御遺
伝子や有性生殖関連遺伝子の破壊もしくは
過剰発現を行った。その結果、菌核の内部に
有性生殖器官の形態的特徴をもつ構造を初
めて観察した。 
しかし、麹菌において有性生殖を誘導する
ためには、菌核形成を促進する必要がある。
菌核形成の分子機構を明らかにするため、麹
菌の転写因子遺伝子破壊株ライブラリーを
用いて、菌核形成に関与する転写因子をスク
リーニングした。遺伝子破壊により菌核形成
数が増加したものを 28 株、減少したものを
54株見いだしたことから、菌核形成を制御す
る多くの転写因子を見いだした。 
遺伝子破壊によって分生子形成には影響
を与えず、菌核形成は完全に抑制されるもの
なかから、機能未知の 2つの転写因子を選び
機能解析を行った。DNAマイクロアレイ解析
の結果、両遺伝子破壊株で全遺伝子の 1割前
後において転写産物量が増加もしくは減少
し、その大部分が両遺伝子破壊株に共通して
変動していた。また、両遺伝子破壊株におい
て共通して転写産物量が変動しているもの

のうち、有性生殖に関与する転写因子 NosA
のオーソログをコードする遺伝子について、
転写産物量が顕著に減少していた。nosA遺伝
子破壊株においても菌核形成が完全に抑制
されることから、2つの転写因子が nosA遺伝
子の転写制御を通じて、菌核形成を制御して
いる可能性が示唆された。 
さらに、有性生殖を行うことができる糸状
菌 Aspergillus nidulansにおいて、それぞれの
オーソログ遺伝子を破壊した結果、有性生殖
に異常が観察された。本研究で見いだした新
規転写因子が菌核形成のみならず、糸状菌に
おいて有性生殖を含めて広く分化の制御を
担うことが示された。 

 
以上のように本研究により、麹菌の細胞間
連絡の制御および細胞融合、さらには有性生
殖の分子機構に関する知見が蓄積してきて
いる。これにより、麹菌において有性生殖の
効率的な誘導に利用できる可能性が広がっ
た。なかには新規に見いだしたものが含まれ
ており、これらの作用機構を解明することに
よって糸状菌の菌核形成や有性生殖のよう
な分化に関する知見が得られることが期待
される。 
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