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研究成果の概要（和文）：モデル糸状菌Aspergillus nidulansの細胞壁は、最外層がα-1,3-グルカン(AG)で菌
糸接着に寄与する。A. niduansはagsA, agsBの2種のAG合成酵素遺伝子を有し、無性生殖時にはCell Wall 
Integrity MAP kinase経路支配のAgsBがAGを合成し、有性生殖時にはAgsA, AgsBの両方が発現することを明らか
にした。またAgsAとAgsBは各々分子量150万と40万のAGを合成し、接着性に差があることを発見した。GPIアンカ
ー型細胞外アミラーゼAgtAがAGのスペーサー1,4-オリゴ糖を切断することでAG分子量を制御する可能性を示し
た。

研究成果の概要（英文）：The model fungus Aspergillus nidulans possesses α-1,3-glucan (AG) at the 
outermost layer of cell wall and AG is involved in hyphal adhesion. A. nidulans has two AG synthase 
gens agsA and agsB. We revealed that AG biosynthesis in asexual cycle is regulated by Cell Wall 
Integrity MAP kinase cascade that positively regulates the gene expression of agsB. In sexual 
development, both the agsA and agsB genes were expressed. We further demonstrated that AgsA and AgsB
 synthesize 150 kDa and 40 kDa of AG, respectively, and the difference in Mw of AG led to difference
 in adhesive property in hyphal aggregation. Moreover, molecular mass of AG seems to be regulated by
 GPI-anchored amylase AgtA that might digest the spacer α-1,4-linked glucooligosaccharides between 
α-1,3-glucan repeating units.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
糸状菌の細胞壁多糖の生合成制御機構に
は、酵母のβ-1,3-グルカン(BG)やキチンの
生合成モデルが長らく適用されてきた。酵母
では、細胞壁損傷に応答するシグナル伝達系 
Cell Wall Integrity MAP キナーゼ(CWI)経路
が BGやキチンの生合成を制御する。我々は、
糸状菌にも CWI 経路が保存されているが、糸
状菌 CWI 経路は BG やキチンではなく酵母に
は存在しない新奇多糖α-1,3-グルカン(AG)
の生合成を制御することを発見した(引用 1)。
動植物は糸状菌の感染を受けると、糸状菌表
層の BG やキチンを認識して、防御応答を示
す(引用 2)。近年、AG は糸状菌細胞壁の最外
層に存在し、内層にある BG やキチンを被覆
することで感染宿主の防御応答を回避する
ためのステルス因子であることが示された
(図 1)(引用 3)。糸状菌は一般に菌糸細胞が
接着し菌糸塊を形成するが、我々はモデル糸
状菌 Aspergillus nidulans において、AG 合
成酵素遺伝子の欠損により菌糸細胞間の接
着が不全となり菌糸分散することを発見し、
AG が菌糸接着因子であることを明らかにし
た(引用 4)。しかし、不溶性多糖である AG そ
のもののどのような化学的特性が菌糸接着
による菌糸塊形成に寄与しているのかは不
明であり、性分化も含めた形態形成への AG
の関与も不明である(成果論文⑨)。 

図１．糸状菌の細胞壁構造 
２．研究の目的 
(1) CWI 経路-AG 生合成系による有性生殖制
御機構の解析～A. nidulans には、agsA と
agsB の 2 種の遺伝子が存在し、通常は agsB
が発現しており、agsA は発現していない。CWI
経路は栄養生長時には agsB の発現を通じて
細胞表層への AG の提示と菌糸接着を制御す
ると考えられている。本研究では、有性生殖
時に agsA および agsB の発現を通した形態形
成や性分化が起きるか否かを検証する。 
(2) AG 構造の化学的解析～A. nidulans の AG
合成酵素遺伝子の agsB は、amyG （細胞内ア
ミラーゼ遺伝子）– agtA (細胞外 GPI-アンカ
ー型アミラーゼ)–agsB(細胞膜性 AG 合成酵
素)と３遺伝子でクラスターを成している

(5)。一方、agsA (細胞膜性 AG 合成酵素遺伝
子)は独立して存在する。本研究では、AgsA, 
AgsB が合成する AG の化学構造に差異、およ
び、単独発現時の菌糸接着性等の表現型の差
異があるかを検証することで、AG 化学構造と
菌糸接着性の関係性を明らかにする。さらに、
AgsB は AmyG および AgtA と共同して AG を合
成していると考えられることから、AG 合成機
構における AmyG、AgtA 両酵素の機能を明ら
かにする。 
３．研究の方法 
(1) CWI 経路-AG 生合成系による有性生殖制
御機構の解析～ 
A. nidulans には agsA と agsB の２種の AG
合成酵素遺伝子が存在し、栄養生長時には主
に agsB が発現して AG を合成しているが、
agsA は殆ど発現していない。そこで AgsA，
AgsB の発現時期および局在を解析するため，
各 AGS遺伝子のプロモーター領域に GFP遺伝
子 を 付 加 し た 株 （ PagsA-GFP お よ び
PagsB-GFP）株を作製し，栄養生長期および
有性生殖期において蛍光顕微鏡観察を行っ
た。さらにα-1,3-グルカナーゼのグルカン
結合ドメインと GFP の融合タンパク質 
(AGBD-GFP)を用いて有性世代の細胞を染色
した。 
(2) AG 構造の化学的解析～ 
(2-1)AgsA および AgsB の合成する AG の構造
解析：A. nidulans の AgsA，AgsB それぞれが
合成する多糖成分を解析するため片方の ags
遺伝子破壊株を親株として，もう一方の ags
遺伝子のプロモーター領域をPtef1に置換し，
ags 遺伝子の高発現株を作製し（agsAOEおよ
び agsBOE株）、各株の細胞壁成分を熱水アル
カリ抽出法により分画した。次に，AG が主に
含まれるアルカリ可溶（AS）画分について，
α-1,3-グルカナーゼ（AGase）による酵素分
解，13C NMR，メチル化分析、ゲルろ過による
分子量分析を行って AgsA，AgsB が合成する
多糖成分の化学構造を解析した。 
(2-2)AgtAのAG生合成機構における役割の解
析：AgtA は GPI アンカーを有し GH ファミリ
ー13 に属するアミラーゼと推定された。そこ
で Pichia 酵母で麹菌 AgtA（C 末端 His-tag
付加: AgtA-His6）を発現精製し、その酵素
学的性質を決定した。併せて AgtA 高発現株
および欠損株の細胞壁AGの構造を解析した。 
(2-3)AmyGのAG生合成機構における役割の解
析：AmyG は菌体内アミラーゼと推定されてい
る。そこで大腸菌で AmyG を発現精製して、
酵素学的性質を解析する。また A. nidulans 
amyG 欠損株(amyGΔ)を作出し、細胞壁 AG の
構造を解析する。 
４．研究成果 
(1) CWI 経路-AG 生合成系による有性生殖制
御機構の解析～栄養生長期における菌糸の
GFP 蛍光を観察した結果、PagsB-GFP 株では



菌糸全体に蛍光が観察されたのに対し，
PagsA-GFP 株の菌糸では殆ど蛍光は観察でき
なかった。一方、有性生殖期においては、い
ずれの株でも有性生殖器官近傍に存在する
Hülle cell で強い GFP 蛍光が観察された(図
2)。さらに AGDB-GFP 染色においても、栄養
生長菌糸と有性生殖期の Hülle cell で蛍光
が観察され AG の存在が確認された。これら
の結果は、A. nidulans の栄養生長時(無性世
代)には CWI経路が agsB の発現制御を通じて
AG 合成を調節するが、有性生殖時にはフェロ
モンシグナル伝達系の MpkB 経路が両 AGS 遺
伝子の転写を制御して有性生殖器官の形成
に関与することを示唆している。 

図 2. 有性生殖器官での agsA, agsB の発現 
 
(2) AG 構造の化学的解析 
(2-1)AgsA および AgsB の合成する AG の構造
解析：agsAOEおよび agsBOE株の表現型を観察
した結果、agsBOE株は野生株と同様に菌糸細
部が接着集合した密な菌糸塊を形成したが、
agsAOE株は菌糸接着が緩く粗な菌糸塊を形成
した（図 3）。 

図 3. 液体振盪培養における AGS 遺伝子破壊
株および AGS遺伝子高発現株の表現型 
両高発現株は、野生株の約 2倍の細胞壁 AG
量を有し、13C NMR，メチル化分析の結果から、
両株は共に構造的に類似の AG を合成してお
り、分岐率などには差が無かった。分子量分
析の結果、agsAOE株のAGの分子量は1,480 kDa 
(重合度 Dp= 9,160)、agsBOE株 370 kDa (Dp= 
2,230)、野生株 150 kDa (Dp=910)と大きな差
があることが明らかとなった(表 1)。さらに
1,4 結合を選択的に分解するスミス分解後の
AG の平均分子量は、agsAOE 株 41.6 kDa 
(Dp=257)、agsBOE株 38.3 kDa(Dp=237)、野生
株 31.6 kDa(Dp=197) とほぼ同じであった。 
表 1. agsAOE, agsBOE株の AGの分子量 

以上の結果は、いずれの株の AG も、α-1,4
結合のグルコースオリゴ糖のスペーサーを
介して、Dp=200 程度のα-1,3 グルカン鎖ユ
ニットが繰り返し繋がった構造から出来て
おり、分子量差は繰り返しユニット数の差で
あることが明らかとなった。このことから、
AG の示す菌糸接着能は、細胞壁中の AG 量の
みならず合成される AG の分子量にも依存す
ることを初めて明らかにした。 
(2-2)AgtAのAG生合成機構における役割の解
析：麹菌 A. oryzae や A. nidulans の agtA
遺伝子高発現株は、細胞壁 AG 量が減少し、
野生株より小さな菌糸塊を形成した。それら、
高発現株の AG 分子量は、10 kDa 以下に減少
していた。(2-1)のスミス分解の結果より AG
は 1,4結合のスペーサーグルコースオリゴ糖
を有していることも示唆されており、我々は、
GPI アンカー型アミラーゼ AgtA が AG のスペ
ーサーオリゴ糖部位を細胞外で切断して、AG
分子量を制御すると推定している。そこで麹
菌の AgtA-His6 を Pichia 酵母で発現精製し
てその酵素学的性質を調べた。AgtA はマルト
ペンタオース (G5)を 2糖と 3糖に分解する
エンド型活性を示し、G5 よりもマルトノナオ
ース(G9)により強い活性を示した(図 4)。以
上の結果は、AgtA が AG のスペーサーα-1,4
結合オリゴ糖を切断する可能性を強く示唆
する。 

図 4. AgtA のマルトオリゴ糖分解 
(2-3)AmyGのAG生合成機構における役割の解
析：細胞内 AmyG は、AG の還元末端側のプラ
イマー（スペーサーでもある）合成を行って
いると推定されている。先に合成された
DP=200 のα-1,3-グルカン鎖サブユニットと
次に合成されたサブユニットは、プライマー
部位を介して AG 合成酵素の細胞外ドメイン
の転移反応により連結されると推定されて
いる。A. nidulans amyGΔは、野生株より小
さな菌糸塊を形成し、細胞壁 AG 量も 25％以
下に減少していた。AG 分子量も 10 万以下に
減少していた。以上の結果は AmyG がプライ
マー・スペーサー合成の主要酵素ではるが、
まだ他に弱いプライマー合成機構が残って
いることを示唆した。 
 以上、(2-1)～(2-3)までの成果より、糸状
菌における菌糸接着性は、細胞壁中の AG 量
のみならず AG の分子量に依存することを初
めて明らかにした。 
(3)AG の菌糸接着性を制御した産業糸状菌の



高密度培養新技術の開発 
AG の糸状菌菌糸接着能の発見と AG の生合
成機構の解析の進展から、予想外に応用技術
の開発に成功した。すなわち、AG 欠損株が高
密度培養と酵素生産に適することを発見し、
糸状菌の高密度培養技術の開発に成功した
(図 5; 成果論文⑤⑧⑨; 特許第 6132847 号;
特願 2017-091734)。現在、企業への技術移転
を行っている。 

図 5. 麹菌 AG欠損株の生育と酵素生産性 
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