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第 1 章 序論 

 

1.1 はじめに 

黒麹菌（Aspergillus luchuensis）および、白麹菌（Aspergillus luchuensis mut. kawachii）は焼

酎製造に用いられる麹菌である 1,2)。清酒や味噌、醤油の製造に使用される黄麹菌（Aspergillus 

oryzae および、Aspergillus sojae）と同様に、原料となる米や大麦、サツマイモのデンプンを

単糖レベルまで分解するための糖質加水分解酵素（α-アミラーゼやグルコアミラーゼ、α-

グルコシダーゼ等）を分泌生産する性質をもっており、これにより、出芽酵母 Saccharomyces 

cerevisiae によるエタノール発酵が可能となる 3)。また、黒麹菌および白麹菌は上記の性質

に加えて、菌体外に多量のクエン酸を生産する特徴をもっている。このクエン酸は焼酎製

造時において、もろみの pHを下げ、雑菌汚染を防ぐ上で重要であり、比較的温暖な南九州

地方における安定した焼酎製造を可能にしている。黒麹菌と白麹菌は、2006 年に公益財団

法人日本醸造学会において黄麹菌とともに日本を代表する菌として「国菌」に認定されて

いる 4)。 

 

1.2 白麹菌が白色化した原因遺伝子 

白麹菌は河内源一郎によって、黒麹の中から黒色の分生子を形成しない株（アルビノ変

異体）として分離された。1947 年に北原らによって形態および生化学的諸性質に基づいて

黒麹菌の変異体として認められ、また発見者に因んで Aspergillus kawachii と命名された 5)。

その後、北原は白麹菌の学名を黒麹菌 Aspergillus luchuensis の変異体として Aspergillus 

luchuensis mut. kawachii と訂正した 6)。白麹菌の学名については，黒麹菌を含む黒アスペル

ギルスの分類と共に議論されてきたが、分子系統解析の結果に基づいて A. kawachii は A. 

luchuensis と同種であることが明らかにされ、A. kawachii は A. luchuensis の synonym とされ
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た 7,8)。しかし，産業上重要な白麹菌の学名が黒麹菌と同一であると混乱を招くことから、

白麹菌を特定する名称として A. luchuensis mut. kawachii の使用が提案された 9)。 

糸状菌において、分生子の色調は分類の指標として重要であるため、それに関わる遺伝

子の解析が進んでいる。ヒトなどの動植物における肺アスペルギルス症の原因菌である

Aspergillus fumigatus では黒色色素である dihydroxynaphthalene（DHN）-melanin の骨格合成

を担うポリケチド合成酵素をコードする alb1/pksP が同定された 10)。このような色素合成に

関与する遺伝子の破壊株は、見た目で容易に判別できることから、遺伝子破壊の効率を評

価するための標的として利用されてきた。A. luchuensis RIB2604 において、高効率な遺伝子

ターゲティング技術が開発された際に、その効率を評価するために alb1 のオルソログとし

て pksPが使用された 11)。その結果、RIB2604 の pksP 破壊株は A. luchuensis mut. kawachii と

同様の白色分生子を形成したことから、pksP は白色化の原因遺伝子であると推測された。 

また、A. luchuensis と同じ黒アスペルギルスである Aspergillus niger において色彩変異株の

表現型を支配する原因遺伝子の探索がなされ，分生子の色素生産に関与する遺伝子として

fwnA/pksP/albA、pptA、olvA、および brnA が報告された 12)。さらに、A. luchuensis mut. kawachii 

NBRC 4308 と A. niger CBS 513.88 において、これら 4 遺伝子（fwnA/pksP/albA，pptA，olvA，

brnA）のオルソログが比較され、NBRC 4308 は pksP に 1 塩基欠損によるフレームシフト突

然変異が生じており、本来よりも上流に終止コドンが出現していることが指摘された 13)。

この変異により白麹菌の PksP は、それを構成する β-ketoacyl synthase domain、Acyltransferase 

domain、Polyketide synthase dehydratase domain、Phosphopantetheine attachment site、および

Thioesterase domain のうち、 C 末端の Thioesterase domain を欠損するため、白色化の原因

として推定された。しかし、これまでに白麹菌が白色化した原因遺伝子が pksP であるかど

うかについて検証はなされていなかった。そのため、白麹菌が真にアルビノ変異体である

か、およびその原因が pksP にあるかどうかについては不明のままとなっている。 
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1.3 白麹菌のクエン酸高生産機構およびクエン酸排出経路 

 クエン酸の高生産機構の研究については、白麹菌の類縁菌であり、クエン酸の工業発酵

生産に用いられる A. niger において精力的に進められ、クエン酸の生産経路のモデルの予測

や、その関連代謝系の解析が行われた 14-16)。まず、グルコースやスクロースなどの炭素源

は解糖系を経てピルビン酸に変換され、その後、ミトコンドリアにおける TCA 回路の中間

代謝物としてクエン酸が合成される。合成されたクエン酸はミトコンドリアから細胞質へ、

さらに菌体外へと排出されると推定されている。また、実際に A. niger において、ミトコン

ドリア画分からクエン酸合成酵素活性が検出されている 17)。しかしながら、そのクエン酸

合成酵素をコードする citA 遺伝子を過剰発現させても、クエン酸生産量の上昇はみられな

かったことから、クエン酸合成酵素の活性はクエン酸高生産の代謝フラックスにおいて、

律速ではないことが示されている 18)。一方、数理モデルに基づいたクエン酸高生産モデル

により、クエン酸高生産において代謝物の輸送プロセス（炭素源の取り込みやクエン酸の

排出）が重要である可能性が指摘されている 19-21)。 

 ミトコンドリアのクエン酸輸送体については、出芽酵母と哺乳類において同定され、詳

細な機能について解析されている。生化学的な解析により、ラットの肝臓由来のクエン酸

輸送体（CTP）はクエン酸やイソクエン酸、cis-アコニット酸などのトリカルボン酸と、リ

ンゴ酸やコハク酸、ホスホエノールピルビン酸などのジカルボン酸を対向輸送することが

示されており 22-24)、また出芽酵母のホモログである Ctp1 はより厳密な基質特異性を示すこ

とが報告されている 25-27)。哺乳類においては、細胞質に排出されたクエン酸は脂肪酸やス

テロールの合成に重要なアセチルコエンザイム A（アセチル-CoA）の合成の基質となると

考えられている 28-30)。一方、出芽酵母における ctp1 破壊株は表現型の変化を示さず 31)、出

芽酵母においてはコハク酸-フマル酸交換輸送体（Acr1）などのミトコンドリアの別の輸送

体が細胞質アセチル-CoA の合成に関与すると推測されている 32-34)。また最近、A. niger にお

けるホモログである ctpA 遺伝子のクエン酸生産との関連性が解析されたが、ctpA 破壊株は
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培養初期のクエン酸生産量は低下したものの、培養後期には野生株と同様のクエン酸生産

量を示したことから、CtpA は A. niger においてミトコンドリアから細胞質へクエン酸を排

出に関与する主要な輸送体ではないことが示されている 35)。そのため、クエン酸排出に関

与する主要なクエン酸輸送体については、未解明のままとなっている。 

 

1.4 エピジェネティック制御を介した白麹菌のクエン酸生産制御機構 

 伝統的な焼酎の麹造りにおいて、発酵熱によって 40℃付近まで上昇した温度を 34℃付近

まで下げる工程がある。本製麹工程において、高温条件は糖質加水分解酵素の高分泌生産

に重要であり、低温条件はクエン酸高生産に重要である 36)。先行研究において、白麹製造

時のこの温度変化による遺伝子発現変動が解析された 37)。高温条件においては、解糖系や

TCA 回路の酵素の遺伝子発現が低下し、一方でトレハロース合成系やペントース-リン酸経

路に関連する酵素の遺伝子発現が増加することが明らかとなっている。これらのことから、

高温条件ではクエン酸生産に関連する代謝系へのカーボンフローが抑制され、クエン酸を

高生産できないと推察されている。一方で、高温条件におけるクエン酸生産量は低温条件

時の約 50%程度ほどしか低下しないため、温度変化に依存しないクエン酸生産の制御因子

も存在することが考えられた。 

最近、A. niger において、クエン酸生産能を失った変異株の解析から、その変異遺伝子が

推定メチルトランスフェラーゼをコードする laeA であることが報告された 38)。LaeAはモデ

ル糸状菌 Aspergillus nidulans において、ステリグマトシスチン生産遺伝子クラスターの転写

制御因子である aflR の発現に重要な因子（loss of aflR expression）として同定された 39)。laeA

遺伝子は子嚢菌門に属する真菌の中でも S. cerevisiae や分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe

などには保存されておらず、Aspergillus 属などの糸状菌にのみ保存されている 40)。その後、

LaeA は A. fumigatus などの病原性糸状菌におけるカビ毒生産や形態分化の制御因子として

も報告されている 41)。また、黄麹菌においても laeA の破壊により、ペニシリンやコウジ酸
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生産が劇的に低下することが報告されている 42,43)。そのため、A. niger においてもクエン酸

生産に関連する何らかの遺伝子の発現を制御することで、クエン酸生産を制御することが

推測される。しかしながら、LaeA がクエン酸高生産機構において、どのような役割をもつ

のかについては明らかとなっていない。 

 

1.5 研究目的および本論文の構成 

本研究では、白麹菌のアルビノ変異原因遺伝子の同定、クエン酸高生産機構に関与する

クエン酸輸送体の生理機能および、その遺伝子発現制御機構の解明を目的とした。これら

の研究成果は白麹菌に特徴的な性質を理解する上で重要な知見となり、さらにクエン酸を

はじめとるする有用物質の生産性向上に貢献することが期待できる。 

本論文の構成は、以下の通りである。第 2 章では白麹菌のアルビノ変異遺伝子として pksP

を同定し、変異を相補することで白麹菌の分生子が黒色を呈することを明らかにした。ま

た、黒色分生子は白色分生子と比較して、UV や酸化ストレス、重イオンビーム耐性が高い

ことを明らかにした。第 3 章では、製麹時のクエン酸高生産条件で発現上昇する 2 つの推

定輸送体遺伝子（ctpA と yhmA）を見出し、生化学的、分子生物学的解析から、これらがミ

トコンドリア局在クエン酸輸送体であることを明らかにし、クエン酸高生産に重要である

ことを明らかにした。また、ミトコンドリアから細胞質へ排出されたクエン酸はアセチル

-CoA 合成に重要であることを明らかにした。第 4 章では、白麹菌の推定メチルトランスフ

ェラーゼ LaeA がクエン酸高生産に重要であることを明らかにした。さらに、LaeA はクエ

ン酸生産条件において、推定細胞膜局在クエン酸輸送体遺伝子 cexA のプロモーター周辺領

域のクロマチン構造を開閉することにより、クエン酸生産を正に制御することを示した。 
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第 2 章 白麹菌 Aspergillus luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 の 

アルビノ表現型の原因遺伝子の解析 

 

2.1 緒言 

白麹菌が白色の分生子を形成する原因は DHN-melanin の骨格合成を担うポリケチド合成

酵素遺伝子 pksPの変異である可能性が指摘されているが 11,13)、pksP がアルビノ変異の直接

の原因遺伝子であるかは証明されていない。そこで、白麹菌 NBRC4308 株に正常な pksP 遺

伝子を相補することで黒色分生子が着生するかどうかを検討した。 

本章では、白麹菌に黒麹菌 RIB2601 株由来の pksPを導入することで、黒色分生子を着生

すること、さらに白色分生子と黒色分生子の各種ストレス耐性の違いについて述べる。 

 

2.2 材料および実験方法 

（１）使用菌株 

A. luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 および A. luchuensis RIB2601 を、野生株として使用

した。また、形質転換の親株として NBRC 4308 に由来する A. luchuensis mut. kawachii SO2

を使用した 44,45)。形質転換体およびコントロール株について、Table 2.1 に示した。コントロ

ール株は、比較対象の菌株と同じ栄養要求性を示す株と定義した。すなわち、Table 2.1 に示

す CpksPのコントロール株は ΔligD ΔsC であり，OEpksP のコントロール株は ΔligD ΔargB

である。 
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（2）培養条件 

菌株の培養は全て 30℃で行い、Potato Dextrose Broth（PD 液体培地）（BD Difco™）、Potato 

Dextrose Agar（PD 寒天培地）（BD Difco™）、および最少培地（1% [wt/vol] glucose，0.6% [wt/vol] 

NaNO3，0.052% [wt/vol] KCl，0.052% [wt/vol] MgSO4·7H2O，0.152% [wt/vol] KH2PO4， Hutner's 

trace elements [pH 6.5]）46)を使用した。最少培地には、必要に応じて 0.8 M NaCl、1.5%（wt/vol）

寒天、0.211%（wt/vol）arginine、あるいは 0.02%（wt/vol）methionine を添加した。 

 

（3）pksP 相補株（CpksP）の構築 

A. luchuensis RIB2601 のゲノム DNA情報より、NBRC 4308 における pksPの変異点周辺の

約 2.3 kbを PCRにより増幅した。なお、RIB2601の pksPの塩基配列はA. luchuensis RIB2604
11)

と同一であることをシーケンス解析により確認した（data not shown）。形質転換用の選択マ

ーカーとして Aspergillus nidulans 由来の argB 遺伝子（約 1.8 kb）、および相同領域として pksP

の 3’-UTR（約 2.0 kbp）を PCR により増幅した。各断片を増幅するためのプライマーセッ

トは、それぞれ pksP-FC/pksP-R1，pksP-F2/pksP-R2，および pksP-F3/pksP-RC を用いた（Table 

2.2）。また、プラスミド pDC1
47)、および RIB2601 のゲノム DNAをそれぞれの PCR の鋳型

に使用した。Fusion PCR により各増幅断片を連結した後、pksP-F1/pksP-R3 を用いて増幅し

た相補カセットで SO2をプロトプラスト-PEG法により形質転換し、CpksPとした（Table 2.1、 

Table 2.2、Fig. 2.1A）。形質転換体は、arginine を含有しない最少培地により選択した。また、

形質転換体の確認を、pksP-FC/pksP-RCを用いたコロニーPCRによる増幅サイズ（Fig. 2.1B）

およびコロニーPCR のアンプリコンに対する DNA シーケンスにより確認した。DNA シー

ケンスはプライマーpksP-seq-Fにより行った（Table 2.2）。 
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Table 2.1. Strains used in this study. 

Strain Genotype Source or Reference 

Aspergillus luchuensis mut. kawachii 

 NBRC 4308T wild-type IFO 

ΔligD ΔargB ligD::ptrA argB::hph 44  

ΔligD ΔsC ligD::ptrA sC- This study 

SO2 ligD- argB::hph sC- 45 

CpksP ligD- argB::hph AKpksP::ALpksP-argB sC- This study 

OEpksP ligD- argB::hph sC- pGS-PgpdA-ALpksP This study 

Aspergillus luchuensis 

  RIB2601 wild-type NRIB 

Abbreviations: IFO, Institute for Fermentation, Osaka; NRIB, National Research Institute of Brewing. 

 

（4）pksP 過剰発現株（OEpksP）の構築 

A. luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 に由来する gpdA プロモーター、および選択マーカ

ーとして sC遺伝子をもつ pGS-PgpdAプラスミド 48)を pksPの過剰発現株の構築に使用した。

A. luchuensis RIB2601 の ゲ ノ ム DNA か ら pksP を プ ラ イ マ ー セ ッ ト

pGSG-pksP-inf-F/pGSG-pksP-inf-R を用いて増幅し（Table 2.2）、Sal I で切断した pGS-PgpdA

に In-Fusion® HD Cloning Kit（Takara Bio）を用いて連結し、pGS-PgpdA-ALpksP とした（Fig. 

2.1C）。SO2 を pGS-PgpdA-ALpksP で形質転換し、OEpksP とした（Table 2.1）。形質転換体

は、methionine を含有しない最少培地により選択した。 

 

（5）Real time RT-PCR 

PD 液体培地 100 ml に NBRC 4308、CpksP あるいは OEpksP の分生子（2.0 × 10
7）を接

種し、30℃、180 rpm で 24 時間培養した。菌体を回収した後、PD 寒天培地に移し、30℃で

24 時間培養することで分生子の形成を誘導した。PD 液体培地から取得した菌体と、さら

に PD 寒天培地で培養した菌体それぞれを液体窒素で凍結し、乳鉢と乳棒を用いて破砕した。

RNA の抽出は RNAiso plus（Takara Bio）を用いて行った。cDNA の合成は PrimeScript™ Perfect 
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real-time reagent kit（Takara Bio）、real time RT-PCR は Thermal Cycler Dice® real-time system 

MRQ（Takara Bio）と TB Green™ Premix Ex Taq™ II（Tli RNaseH Plus）（Takara Bio）を用い

た。プライマーセットは、 pksP の測定に pksP-RT-F/ pksP-RT-R を、actA の測定に

actA-RT-F/actA-RT-R15)を用いた（Table 2.2）。 

Table 2.2. Primers used in this study. 

Name Sequence (5'-3') Source or Reference 

pksP-FC CAGATCTATTCAGTCACTGCAGAAG This study 

pksP-F1 GCTGAGGCGGAGTGGAAACG This study 

pksP-R1 GCATGCAAGCTTTCGCGAGCCTAATTGGCCATGGCGTTACCAAT This study 

pksP-F2 ATTGGTAACGCCATGGCCAATTAGGCTCGCGAAAGCTTGCATGC This study 

pksP-R2 GGAAGGCGCAATGCATAACAATAATTCGAGCTCGGTACCCGG This study 

pksP-F3 CCGGGTACCGAGCTCGAATTATTGTTATGCATTGCGCCTTCC This study 

pksP-R3 CGGGAGCATGACCGTCTCAC This study 

pksP-RC ACACGGACCAGAGACTTCCAC This study 

pksP-seq-F CCTTTCGCTTACTGTGCTTG This study 

pGSG-pksP-inf-F CCGCCGAACAGTCGAACACATCTACACAATGGAGGGTCCATCTCGTGTG This study 

pGSG-pksP-inf-R CTCCCATATGGTCGACTAATTGGCCATGGCGTTACCAAT This study 

pksP-RT-F CAGCTGGTCACCCGCTATTC This study 

pksP-RT-R CAAGAGTGGTTTGTGCCGGTC This study 

actA-RT-F GGTATGGGTCAGAAGGACTC 37 

actA-RT-R CTCCATGTCATCCCAGTTCG 37 

 

 

（6）麹における分生子形成量の試験 

 シャーレ法による製麹を行った。蒸米 45 g あたり 4.5×10
7
/mL の濃度に調整した分生子

の懸濁液 1 mL を接種した。なお、分生子懸濁液には 0.8%（wt/vol）arginine、および 0.4%

（wt/vol）methionine を添加した。種付けした蒸米をガラスシャーレに移し、これを恒温恒

湿器に入れて 35℃の設定温度で培養を開始し、培養 20時間後と 25時間後に手入れを行い、

43 時間後に出麹とした。また、設定温度を培養開始 15 時間後に 38℃、25 時間後に 34℃に
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変更した。麹 2 gあたり 5 mL の 0.1（vol/vol）% Triton X-100 溶液に懸濁して分生子を回収

し、血球計算盤により分生子の数を測定し、分生子形成量を算出した。 

 

（7）分生子表面の電子顕微鏡観察 

各菌株の分生子（5.0 × 10
6）を PD 寒天培地にスポットし、30℃で 7 日間培養した。分

生子の成熟部位（約 5 mm四方）を切り出して、マグネトロンスパッタ装置（真空デバイス 

MSP-10）により白金をコーティングし、走査型電子顕微鏡（FEI Quanta 400）の低真空モー

ドを用いて分生子表面構造を観察した。 

 

（8）分生子の紫外線（UV）耐性試験 

各菌株の分生子（1.0 × 10
5）を PD 寒天培地にスポットし、30℃で 5 日間培養し、分生

子懸濁液を調整した。PD 寒天培地に約 100 個の分生子を塗布した後、クリーンベンチ内に

おいて UVランプから 30 cm の距離で UV を照射した。その後、30℃で 3 日間培養し、出現

したコロニー数を計数した。同様の操作で、UVを照射しない試料を調整し、出現したコロ

ニー数を分母として生存率（%）を算出した。 

 

（9）分生子の酸化ストレス耐性試験 

各菌株の分生子懸濁液は、上述した UV 耐性試験に用いたものと同じものを使用した。各

菌株の分生子を 100 mM あるいは 200 mM の H2O2で、室温で 15 分間処理した。その後、PD

寒天地に約 100 個の分生子を塗布し、30℃で 3 日間培養し、出現したコロニー数を計数し

た。同様の操作で、H2O2 で未処理の試料を調整し、出現したコロニー数を分母として生存

率（%）を算出した。 
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（10）分生子の重イオンビーム耐性試験 

各菌株の分生子 5.0 × 10
6個を PD 寒天培地に塗布し、30℃で 7 日間培養した。プレート

をカプトン膜（東レ・デュポン）で覆い、国立研究開発法人量子科学技術研究開発機構高

崎量子応用研究所において、220 MeVの炭素イオンビームを 50，あるいは 100 Gy照射した。

滅菌水で分生子を回収し、PD 寒天培地に約 100 個の分生子を塗布し、30℃で 3日間培養し、

出現したコロニー数から生存率（%）を算出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.1 Construction of the A. luchuensis mut. kawachii pksP-complemented strain (A). *, 

position of 1 bp deletion in pksP. Results of electrophoretic analyses of the PCR products (B). 

Plasmid map for pGS-PgpdA-ALpksP (C). 
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2.3 結果 

（1）NBRC 4308、pksP 相補株および過剰発現株における pksP の転写量 

A. luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 が白色化した原因遺伝子が pksP であるかどうかを

検証するために pksP相補株（CpksP）と pksP 過剰発現株（OEpksP）を構築し、NBRC 4308

と共に pksPの転写量を確認した（Fig. 2.2）。NBRC 4308 と CpksPにおいて、pksP は PD 液

体培地ではほとんど転写されなかったが、分生子形成を誘導する PD 寒天培地では転写が確

認された。この結果から、ネイティブプロモーターによる pksP の転写は分生子形成時に誘

導されることが示唆された。一方、OEpksP では，PD 液体培地において NBRC 4308 と比べ

て約 95 倍高い転写量が認められ、分生子形成誘導条件においても約 2.6 倍高い転写量であ

った。なお、OEpksP において測定される pksP の転写量には、ネイティブプロモーターによ

る 1 塩基欠損型 pksP の転写量も含まれる。しかし、NBRC 4308 における pksP の転写量を

差し引いたとしても OEpksPにおける pksP の転写レベルは高いことから、OEpksP では、菌

糸伸長時と分生子形成時の両方において pksP が過剰発現していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.2 Comparison of relative expression levels of pksP in liquid and solid cultures in CpksP and 

OEpksP strains. All results were normalized to the expression level of the actin encoding actA gene. 

The mean and standard deviation were determined from the results of 3 independent cultivations. *, 

Statistically significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) between liquid and solid culture 

conditions. 
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（2）pksP 相補株および過剰発現株の表現型 

A. luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 の表現型に正常な pksP の発現が及ぼす影響を解析

するために、CpksP と OEpksPのコロニー形態を、PD 寒天培地を用いて NBRC 4308、 

A. luchuensis RIB2601 およびそれぞれのコントロール株と比較した（Fig. 2.3A）。CpksP は

RIB2601 と同様の黒色の分生子を形成した（Fig. 2.3A の top）ことから、NBRC 4308 がアル

ビノとなった原因は、pksP の 1 塩基欠損 11)であることが実証された。また、OEpksP も

RIB2601 と同様の黒色の分生子を形成し、CpksP と比較して分生子の黒色の度合いに大きな

差はなかった（Fig. 2.3A の top）。OEpksP はコロニー裏面に、暗黄色の着色が認められた（Fig. 

2.3Aの bottom）。 

また、培養日数ごとにコロニー直径を測定した結果、CpksP、OEpksP とそれぞれのコント

ール株の間に、大きな違いは認められなかったことから、pksP の発現は菌糸伸長に影響を

及ぼさないことが示唆された（Fig. 2.3B）。しかし、培養 5 日目のコロニー単位面積当たり

の分生子着生量を比較した結果、CpksP はコントロール株と比べて 1.5 倍、OEpksP は 2.4

倍の分生子を形成した（Fig. 2.3C）。この結果から、黒色色素の生産は分生子の形成効率を

高めることが示唆された。そこで、分生子の着生量について麹で同じ傾向が見られるかど

うかを調べた。その結果、CpksP と OEpksP はそれぞれのコントロール株と比べて 1.3 倍の

分生子を形成したことから（Fig. 2.4）、黒色色素の生産は麹においても分生子の形成効率を

高めることが示唆された。 
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Fig. 2.3 Colony of A. luchuensis mut. kawachii and A. luchuensis strains (A). Conidia (1 × 10
5
) were 

inoculated onto a PDA medium and incubated for 5 days. Colony diameters were measured at each time 

point (at 1 to 5 days) (B). Conidia formation per colony area was measured after 5 days cultivation (C). The 

mean and standard deviation were determined from the results of 3 independent cultivations. *, Statistically 

significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) relative to results of each control strain. 
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（3）分生子表面構造の観察 

A. fumigatus において、分生子表層は棘状の凹凸をもつ構造をとっており、alb1/pksP の

変異によって棘様の構造が消失することが報告されている 10,49)。そこで、野生株である A. 

luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 および A. luchuensis RIB2601 の分生子表面を走査型電子

顕微鏡で観察した結果，棘様の構造は認められなかった（Fig. 2.5Aと B）。これは、A. niger

などの黒カビの分生子には棘状の突起が認められるが、黒麹菌の分生子には観察されない

点で、黒カビと黒麹菌を判定できるという報告と一致した 50)。また，CpksP と OEpksP の分

生子表面においても棘状の突起は観察されなかった（Fig. 2.5C と D）。以上のことから、A. 

luchuensis において棘様の構造は観察されず、pksPの相補および過剰発現によっても棘状の

構造体は形成されないことが明らかになった。 

Fig. 2.4 Conidia number of rice koji made using A. luchuensis mut. kawachii strains. The mean 

and standard deviation were determined from the results of 3 independent cultivations. *, 

Statistically significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) relative to the results of each control 

strain. 
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Fig. 2.5 Conidial surface structure observed by a scanning electron microscope for strains 

NBRC 4308 (A), RIB2601 (B), CpksP (C), and OEpksP (D). 
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（4）黒色化による分生子へのストレス耐性の付与 

多くの真菌において、melanin は UV 等の DNA 損傷ストレスへの耐性に重要な役割をも

つ 51)。A. fumigatus においては、DHN-melanin が UVや活性酸素種（ROS）に対する耐性獲

得に重要であることが報告されている 49,52)。また、A. niger においても、melanin がパルス光

および UV-C（254 nm）への耐性に重要であることが報告されている 53)。 

そこで、A. luchuensis mut. kawachii NBRC 4308 の黒色化が分生子の UVや ROSへの耐性

に及ぼす影響を評価した。まず、UV 照射 45 秒と 60 秒において、CpksP の分生子はコント

ロール株の分生子と比べてそれぞれ約 1.6 倍と約 2.3 倍高い生存率を示した（Fig. 2.6A）。ま

た、OEpksP の分生子もコントロール株の分生子よりそれぞれ約 2.4 倍と約 3.3 倍高い生存

率を示した。 次に、ROS を産生し酸化ストレスを引き起こす H2O2 に対する耐性について

解析した結果、100 mM および 200 mM の H2O2曝露に対して、コントロール株の分生子と

比較して、CpksP の分生子はいずれも約 1.2 倍、OEpksPの分生子はそれぞれ約 1.2 倍および

約 1.3 倍の高い耐性を示した（Fig. 2.6B）。 さらに、突然変異育種の変異源として利用され

るイオンビーム 54)に対する耐性を比較した（Fig. 2.6C）。CpksP の分生子は 50 Gy および 100 

Gy の炭素イオンビームに対して、コントロールの分生子と比較して、それぞれ約 1.5 倍お

よび約 1.8 倍耐性が増加した。また、OEpksP の分生子では 50 Gy のイオンビームに対して

約 2.8 倍耐性が増加した。OEpksPの分生子は 100 Gyのイオンビームに対しては約 1.5 倍耐

性が増加したが、有意差は認められなかった。  

以上の結果より、黒色色素は分生子の UV やイオンビーム等の DNA 損傷ストレス耐性、

および H2O2等の酸化ストレス耐性に関与しており、pksPの相補、あるいは過剰発現によっ

てこれらのストレス耐性が上昇することが示唆された。 
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Fig. 2.6 The survival rates (%) of conidia after UV irradiation (UV lamp irradiation for 45 sec or 60 

sec) (A), oxidative stress (100 mM or 200 mM H2O2 for 15 min) (B), or ion beam irradiation (50 Gy or 

100 Gy) (C). The mean and standard deviation were determined from the results of 3 independent 

experiments. *, Statistically significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) relative to results for the 

control strain. 
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2.4 考察 

 本研究では、白麹菌のアルビノ変異の原因を探索し、その原因が pksP 遺伝子の 1 塩基欠

損による C 末端の Thioesterase domain を欠損であることを明らかにした。pksP の転写量の

解析から、白麹菌の pksP は固体培養条件で発現誘導されていることから、pksP のプロモー

ターは正常に機能していることが示唆された。また、pksP の過剰発現は菌糸面への暗黄色

の色素沈着を促進し、これは gpdA プロモーターの制御下で pksP が栄養増殖中の菌糸にお

いても高発現したことによると考えられた（Fig. 2.2）A. niger および Aspergillus awamori（現

在、A. awamori は A. luchuensis の doubtful synonym とされている 9））からは、主要な黄色色

素として aurasperon B が報告されている 55-57)。Aurasperon 類の合成に関与する遺伝子群の全

容は解明されていないが、A. niger において fwnA/pksP/albA の破壊により aurasperon B を含

む naphtho-γ-pyrone を生産しなくなることから 12,58)、A. luchuensis においても PksP は

aurasperon 類の合成に関与すると推測される。これらのことから、OEpksP の菌糸では pksP

の高発現により DHN-melanin やその前駆体、あるいは aurasperon 類が蓄積した可能性があ

ると推察される。さらに、白麹菌へ正常な pksP の相補することにより、分生子を黒色化さ

せるだけでなく、分生子形成効率を増加させ、UVや、H2O2、イオンビームに対する耐性を

強化することが示唆された。これらの結果から、白麹菌においても PksP によるメラニンの

合成は分生子の成熟化や、保護に重要であることが示唆された。 

2.5 小括 

白麹菌はアルビノ変異体であり、その原因は pksP 遺伝子の 1 塩基欠損であった。また、

pksP の過剰発現により、菌糸面においても暗黄色の色素を生産した。pksP の相補または、

過剰発現は白麹菌の分生子形成率を促進し、その分生子に UV および、H2O2、イオンビー

ム耐性を付与することが明らかとなった。 
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第 3 章 白麹菌におけるミトコンドリア局在クエン酸輸送体 

CtpA と YhmA の機能解明 

 

3.1 緒言 

 白麹菌のクエン酸高生産機構に関与するクエン酸輸送体は長年未同定のままとなってい

た。そこで、製麹時においてクエン酸生産を促進する温度低下時に高発現する遺伝子とし

て ctpA、および yhmAを見出し 37)、解析を行った。CtpA は出芽酵母におけるクエン酸-リン

ゴ酸交換輸送体 Ctp1 のホモログであり、YhmA はクエン酸-オキソグルタル酸交換輸送体

Yhm2 のホモログである。 

 本章では、CtpA と YhmA のクエン酸輸送活性、各遺伝子破壊株の表現型、および生理的

意義について述べる。 

 

3.2 材料および実験方法 

（1）使用菌株および、培養条件 

A. luchuensis mut. kawachii SO2 株 45)、および S. cerevisiae W303-1A
59)を形質転換の親株と

して使用した（Table 3.1）。コントロール株は比較対象の株と同じ栄養要求性を示す株と定

義した。 

白麹菌の培養は最少培地（1% [wt/vol] glucose，0.6% [wt/vol] NaNO3，0.052% [wt/vol] KCl，

0.052% [wt/vol] MgSO4·7H2O，0.152% [wt/vol] KH2PO4， Hutner's trace elements [pH 6.5]）46)

またはクエン酸生産（CAP）培地（10% [wt/vol] glucose, 0.3% [wt/vol] (NH4)2SO4, 0.001% 

[wt/vol] KH2PO4, 0.05% [wt/vol] MgSO4·7H2O, 0.000005% [wt/vol] FeSO4·7H2O, 0.00025% 

[wt/vol] ZnSO4·5H2O, 0.00006% [wt/vol] CuSO4·5H2O [pH 4.0]）を使用した。なお、CAP 培地

は有機酸生産を促すため、高濃度の炭素源（10% Glucose）を含有し、金属イオンを制限し
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た培地である 14,15,16)。最少培地には、必要に応じて 0.8 M NaCl、1.5%（wt/vol）寒天、0.211%

（wt/vol）arginine、あるいは 0.02%（wt/vol）methionine を添加した。 

出芽酵母の培養には、YPD 培地、合成完全（SC）培地、最少培地として SD 培地（炭素

源として 2% [wt/vol] glucoseを添加）または SA培地（炭素源として 1% [wt/vol] sodium acetate

を添加）を使用した 60)。 

 

Table 3.1. Aspergillus kawachii and Saccharomyces cerevisiae strains used in this study 

Strains Genotype Source 

Aspergillus kawachii  

SO2 ligD
-
 argB::hph sC

-
 45 

control strain ligD
-
 argB::hph::argB sC-::sC

+
 This study 

ΔctpA ligD
-
 argB::hph ctpA::argB sC

-
::sC

+
 This study 

ΔyhmA ligD
-
 argB::hph yhmA::argB sC

-
::sC

+
 This study 

ΔctpA + ctpA ligD
-
 argB::hph ctpA::argB sC

-
 ctpA-sC This study 

ΔyhmA + yhmA ligD
-
 argB::hph yhmA::argB sC

-
 yhmA-sC This study 

ctpA-gfp ligD
-
 argB::hph ctpA::argB sC

-
 pGS-ctpA-gfp This study 

yhmA-gfp ligD
-
 argB::hph yhmA::argB sC

-
 pGS-yhmA-gfp This study 

Ptet-ctpA-S ligD
-
 argB::hph ctpA::argB sC

-
 pVG2.2ANsC-ctpA-S This study 

Ptet-yhmA-S ligD
-
 argB::hph yhmA::argB sC

-
 pVG2.2ANsC-yhmA-S This study 

Ptet-ctpA-S ΔyhmA ligD
-
 argB::hph ctpA::argB sC

-
 pVG2.2ANsC-ctpA-S yhmA::bar This study 

Saccharomyces cerevisiae  

W303-1A MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 59 

control strain MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 YCplac22 This study 

Δyhm2 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

yhm2::kanMX YCplac22 

This study 

Δyhm2 + YHM2 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

yhm2::kanMX YCplac22-YHM2 

This study 

Δyhm2 + yhmA MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

yhm2::kanMX YCplac22-yhmA 

This study 
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（2）ctpA および yhmA 破壊株の構築 

 ctpA および yhmA の破壊はマーカー遺伝子である argB の挿入によって行った。相同領域

として 5’-UTR と 3’-UTR（それぞれ 2 kbp）および、マーカー遺伝子として A. nidulans 由来

argB（1.8 kbp）を PCR によって増幅した。PCR に用いたプライマーセットはそれぞれ

AKxxxx-FC/AKxxxx-del-R1、AKxxxx-F2/AKxxxx-R2、AKxxxx-del-F3/AKxxxx-RC を用いた

（xxxx は ctpA および yhmA に相当）（Table 3.2）。相同領域には A. lucuensis mut. kawachii 

NBRC4308 のゲノム DNA を、argB にはプラスミド pDC I
47)を鋳型として使用した。Fusion 

PCR により各断片を連結後、AKxxxx-F1/AKxxxx-del-R3 により増幅した破壊カセットを用

いて、SO2 をプロトプラスト-PEG 法により形質転換し、ΔctpA、ΔyhmA とした。形質転換

体は、arginine を含有しない最少培地により選択した。また、形質転換体の確認を、

Akxxxx-FC/Akxxxx-RCを用いたコロニーPCRによる増幅サイズと増幅断片の Sal I切断パタ

ーンにより確認した（Fig. 3.1AB）。遺伝子破壊の確認後、栄養要求性を揃えるため、sC 遺

伝子の相補を行った。プライマーセット sC-comp-F/sC-comp-R と鋳型として NBRC4308 の

ゲノム DNA を用いて sC 遺伝子を増幅し、形質転換後、methionine を含有しない最少培地に

より選択した。 



24 

 

Table 3.2. PCR primers used in this study 

Primer name Sequence (5'-3') Source 

AKyhmA-FC CCTCCTCCAGTACTACGGCC This study 

AKyhmA-F1 GGCCAACTACTACACCGTCC This study 

AKyhmA-del-R1 GCATGCAAGCTTTCGCGAGCATCTGACCTTGGGAGCGCTG This study 

AKyhmA-del-F2 CAGCGCTCCCAAGGTCAGATGCTCGCGAAAGCTTGCATGC This study 

AKyhmA-del-R2 GAGAGGGGAAAGTTTGTTCCACAATTCGAGCTCGGTACCCGG This study 

AKyhmA-del-F3 CCGGGTACCGAGCTCGAATTGTGGAACAAACTTTCCCCTCTC This study 

AKyhmA-R3 AAGCTCAGCTGGCCGATAGG This study 

AKyhmA-RC CCCGACACACTCCGATACAC This study 

AKctpA-FC GAACTGAGATCCAGCCAATTCC This study 

AKctpA-F1 ATGTCTATGATTCACCGGACAC This study 

AKctpA-del-R1 GCATGCAAGCTTTCGCGAGCTGCCAGGGTATCTGCTGCAAG This study 

AKctpA-del-F2 CTTGCAGCAGATACCCTGGCAGCTCGCGAAAGCTTGCATGC This study 

AKctpA-del-R2 CCTACTGGCCAAAGTGCTCCAATTCGAGCTCGGTACCCGG This study 

AKctpA-del-F3 CCGGGTACCGAGCTCGAATTGGAGCACTTTGGCCAGTAGG This study 

AKctpA-R3 GTAAGTCAGGACGTATGGTCAG This study 

AKctpA-RC AGCAGGATTAAGTTATGGCGC This study 

sC-comp-F CAATCACGCAAGCCGAGCTG This study 

sC-comp-R CTCACCGATGTAGGTCATG This study 

AKyhmA-comp-R1 TGCTGCTGGGACACCATGACAACGGCTCGACTCTGTTCTTCCTCGG This study 

sC-argB-F2 CCGTTGTCATGGTGTCCCAGCAGCA This study 

sC-argB-R2 AATTCGAGCTCGGTACCCGG This study 

AKctpA-comp-R1 TGCTGCTGGGACACCATGACAACGGCCTACTGGCCAAAGTGCTCC This study 

pGS-yhmA-gfp-inf-F1 CCGCCTGCAGGTCGAGATCCTCCCATGATCGTGGTT This study 

pGS-yhmA-gfp-inf-R1 GTGCTTAGCGGTGACTTTGT This study 

pGS-yhmA-gfp-inf-F2 GTCACCGCTAAGCACGGAGCTGGTGCAGGCGC This study 

pGS-yhmA-gfp-inf-R2 CTCCCATATGGTCGATGAAGAGCATTGTTTGAGGC This study 

pGS-ctpA-gfp-inf-F1 CCGCCTGCAGGTCGAGCACCTTGGCTCAGTCATGAC This study 

pGS-ctpA-gfp-inf-R1 AATGTATCGCCTTTCTGGATCG This study 

pGS-ctpA-gfp-inf-F2 GAAAGGCGATACATTGGAGCTGGTGCAGGCGC This study 

pGS-ctpA-gfp-inf-R2 CTCCCATATGGTCGATGAAGAGCATTGTTTGAGGC This study 

pVG2.2-ANsC-inf-FC  GCACTCTTAACCGAAGATCCCG This study 

pVG2.2-ANsC-inf-F1 CGGCCGCAAGGCGCGATCTACAGACGCTCAAAGTAGCC This study 

pVG2.2-ANsC-inf-R1 CACTCTGTACACCTCGGGAGTTGCGTGTGGCCTACCAGTA This study 

pVG2.2-ANsC-inf-F2 TACTGGTAGGCCACACGCAACTCCCGAGGTGTACAGAGTG This study 
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Table 3.2. (continued). 

Primer name Sequence (5'-3') Source 

pVG2.2-ANsC-inf-R2 CTCCACGCGGGCGCGGAGAGGTGCCTCACAGATCG This study 

pVG2.2-ANsC-inf-RC CCATCCTTCCTCGGCAGAGA This study 

pVG2.2ANsC-ctpA-S-inf-F CAGACATCACCGTTTAAACACCATGGCAACCTCTGAGAACGA This study 

pVG2.2ANsC-ctpA-S-inf-R CGGCATCTACTGTTTAGCTGTCCATGTGCTGGCGTTCGAATTTA

GCAGCAGCGGTTTCTTTGGCTCCAGCGCCTGCACCAATGTATC

GCCTTTCTGGAT 

This study 

AKyhmA-bar-R1 TGTTCCCTTTAGTGAGGGGTATCTGACCTTGGGAGCGCTG This study 

AKyhmA-bar-F2 CAGCGCTCCCAAGGTCAGATACCCCTCACTAAAGGGAACA This study 

AKyhmA-bar-R2 GAGAGGGGAAAGTTTGTTCCACGAGAGTTGAACCTGGACGCC This study 

AKyhmA-bar-F3 GGCGTCCAGGTTCAACTCTCGTGGAACAAACTTTCCCCTCTC This study 

SCyhm2-del-F CTTTTGTACAAATAAAGCTAGGAAAAGCCCGACGTCATTATAG

CTCAGCTGAAGCTTCGTACGC 

This study 

SCyhm2-del-R GTACAATACACGCTAATGTTTGGCAACTGGGGTTTCACCAGTC

ATGCATAGGCCACTAGTGGATCTG 

This study 

SCyhm2-comf-F GAAGCTGCCCACCTCAAGTC This study 

SCyhm2-comf-R CAAATAGGAAGCACCCCAGC This study 

YCplac22-yhm2-inf-F ATGCCTGCAGGTCGAGCCCTGTAATGAAGCTGCGTG This study 

YCplac22-yhm2-inf-R ATCCTCTAGAGTCGACAAATAGGAAGCACCCCAGC This study 

YCplac22-yhmA-inf-R1 AGCTATAATGACGTCGGGCT This study 

YCplac22-yhmA-inf-F2 GACGTCATTATAGCTATGTCTACCGCTACTGCCGC This study 

YCplac22-yhmA-inf-R2 ATCCTCTAGAGTCGACTAGTGCTTAGCGGTGACTTTG This study 

AKyhmA-RT-F GGATTGAGGCCTCCACTAAG This study 

AKyhmA-RT-R GCAATACCACCGACCATACC This study 

AKctpA-RT-F GGTTCGTCGCCTTCGATTGG This study 

AKctpA-RT-R GCTCTCAAATGGAGTAACGGC This study 

AKwetA-RT-F ACTCCAGTGTGGATGGCAAC This study 

AKwetA-RT-R CACAGTCGCTGGACAATGAC This study 

AKactA-RT-F GGTATGGGTCAGAAGGACTC 37 

AKactA-RT-R CTCCATGTCATCCCAGTTCG 37 
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Figure 3.1. Construction of A. kawachii strains used in this study. Disruption of ctpA (A) and 

yhmA (B), complementation of ctpA (C) and yhmA (D), and disruption of yhmA (E). Results of 

electrophoretic analyses of the PCR products are shown in the panels to the right (A-E).  
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Figure 3.1 (continued). 
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（3）ctpA および yhmA 相補株の構築 

ctpA および yhmAの 5’-UTR（2 kbp）から ORF（1.4 kbp）とマーカー遺伝子 sC（4.2 kbp）

および破壊株における 3’末端の相同領域である argB（1.8 kbp）を PCR により増幅した。プ

ライマーセットは AKxxxx-FC/AKxxxx-comp-R1 および AKxxxx-comp-F2/AKxxxx-comp-R2

（xxx は ctpA および yhmA に相当）、鋳型として NBRC4308 のゲノム DNA および、sC-argB

をクローニングしたプラスミドを用いた。Fusion PCR により、各断片を連結後、

AKxxxx-F1/AKxxxx-comp-R2 を用いて増幅した相補カセットを破壊株に導入した。形質転換

体は methionine を含有しない最少培地により選択した。また、形質転換体の確認を、

AkctpA-FC/AkctpA-comp-R2, AkctpA-comp-F2/AkctpA-RC および、AkyhmA-FC/AkyhmA-RC 

を用いたコロニーPCR による増幅サイズを確認した（Fig. 3.1CD）。 

 

（4）CtpA-Sおよび YhmA-S 発現株の構築 

 Tet-On プロモーターを含む pVG2.2
61)を発現ベクターに使用した。まず、pVG2.2 の pyrG

遺伝子を Asc I処理により除去し、A. nidulans 由来 sC 遺伝子に置換した。また、相同領域

としてAKAW_01302とAKAW_01303の遺伝子間領域をベクターに組み込んだ。sCおよび、

AKAW_01302 と AKAW_01303 の遺伝子間領域の増幅には、それぞれプライマーセット

pVG2.2ANsC-inf-F1/ pVG2.2ANsC-inf-R1 と pVG2.2ANsC-inf-F2/ pVG2.2ANsC-inf-R2、PCR

の鋳型として A. nidulans のゲノム DNA と NBRC4308 のゲノム DNA を使用した。各増幅断

片を Asc I 処理した pVG2.2 に In-Fusion HD cloning kit（Takara Bio）を用いてクローニング

し、pVG2.2ANsC ベクターを作成した。 

 次に、pVg2.2ANsC を Pme I 処理により線状化し、ctpA-S および yhmA-S をクローニング

した。PCR にはプライマーセット pVG2.2ANsC-ctpA-S- inf-F/pVG2.2ANsC-ctpA-S-inf-R およ

び、pVG2.2ANsC-yhmA-S-inf-F/pVG2.2ANsC-yhmA-S-inf-R を用いた。 
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  最後に、作成した pVG2.2AnsC-ctpA-S および、pVG2.2AnsC-yhmA-S を ΔctpA、ΔyhmA

に導入し、Ptet-ctpA-S および Ptet-yhmA-S 株を構築した。形質転換体は methionine を含有し

ない最少培地により選択した。また、ドキシサイクリン（Dox）添加による CtpA-S および、

YhmA-S の条件発現の確認は抗 S-tag 抗体（Medical and Biological Laboratories）を用いて行

った（Fig. 3.2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.2. Immunoblot analysis to assess the expression levels of CtpA-S and YhmA-S under 

control of the Tet-On promoter. The Ptet-ctpA-S and Ptet-yhmA-S strains were cultivated in M 

medium with or without 20 μg/ml doxycycline (Dox). Protein concentrations were determined 

using the Bradford Protein Assay kit (Bio-Rad). A total of 10 μg of each crude cell extract was 

subjected to SDS-PAGE on a 10% acrylamide separating gel and then blotted onto 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes for immunoblot analysis. CtpA-S and YhmA-S 

were detected using an anti–S-tag antibody (Medical and Biological Laboratories, Nagoya, 

Japan) and Chemi-Lumi One (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan). Bands of the predicted molecular 

weights of CtpA-S and YhmA-S are indicated by red arrows. The apparent molecular masses 

were 36 kDa (YhmA-S) and 34.5 kDa (CtpA-S). The results confirmed that the expression 

levels of CtpA-S and YhmA-S in M medium were significantly higher with Dox than without 

Dox. 
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（5）Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株の構築 

ΔyhmA において、ctpA を発現制御できる株を構築するため、Ptet-ctpA-S 株において yhmA

を破壊した。相同領域として yhmAの 5’-UTR と 3’-UTR（それぞれ 2 kbp）および、マーカ

ー遺伝子として bar（ 1.8 kbp）を PCR により増幅した。プライマーセットは

AKyhmA-FC/AKyhmA-bar-R1 、 AKymhA-bar-F2/AKyhmA-bar-R2 、 お よ び

AKyhmA-bar-F3/AKyhmA-RC、鋳型として NBRC4308 のゲノム DNA、bar 遺伝子を含む

プラスミド（メルボルン大学 Michael J. Hynes 博士より提供）を用いた。Fusion PCR により

各断片を連結した後、AkyhmA-F1/AkyhmA-R3 を用いて破壊カセットを増幅し、形質転換を

行った。形質転換体は除草剤のバスタ（Bayer Crop Science）より精製したグルホシネート

を含有する最少培地により選択した。また、形質転換体の確認は、AkyhmA-FC/AkyhmA-RC

を用いたコロニーPCR の増幅サイズにより確認した（Fig. 3.1E）。 

（6）CtpA-GFP および YhmA-GFP 発現株の構築 

白麹菌由来の sC 遺伝子を含むプラスミド pGS
45)を発現ベクターとして使用した。ctpA お

よび yhmA のプロモーターを含む ORF 領域（終止コドンを除く）と gfp をプライマーセッ

ト pGS-xxxx-gfp-inf-F1/pGS-xxxx-gfp-inf-R1 と pGS-xxxx-gfp-inf-F2/pGS-gfp-inf-R および、鋳

型として NBRC4308 のゲノム DNA および、プラスミド pFNO3
62)を用いて増幅した。pGS

を Sal I で処理し、各断片を In-Fusion HD cloning kit（Takara Bio）を用いてクローニングし

た。 

（7）蛍光顕微鏡観察 

CtpA-GFP および、YhmA-GFP 株を最少培地または CAP 培地でそれぞれ 12 h または 14～

20 h 培養した後、MitoTracker red CMXRos（Thermo Fisher Scientific）を終濃度 500 nM で添

加し、40 min 培養した。最少培地または CAP 培地で 3 回洗浄した後、DMI6000B inverted-type 

fluorescence microscope（Leica Microsystems）を用いて観察した。画像解析には LAS AF Lite 

software, version 2.3.0, build 5131（Leica Microsystems)を用いた。 
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（8）出芽酵母 yhm2 破壊株の構築 

出芽酵母における yhm2 の破壊は kanMX の挿入によって行った。相同領域として yhm2 遺

伝子の 5’-UTR および 3’-UTR をそれぞれ 45 bp 付加したプライマーセット

SCyhm2-del-F/SCyhm2-del-R および、鋳型としてプラスミド pUG6
63)を使用して破壊カセッ

トを増幅し、形質転換を行った。形質転換体は 200 µg/ml の G418（ナカライテスク）を含

有する YPD 培地において選択した。 

（9）出芽酵母における yhm2 および yhmA 相補株の構築 

TRP1 遺伝子を含むプラスミド YCplac22
64)を相補プラスミドとして使用した。まず、YHM2

の 5’-UTR（ 0.6 kbp）、OFR（ 0.9 kbp）、 3’-UTR（ 0.1 kbp）をプライマーセット

YCplac22-yhm2-inf-F/YCplac22-yhm2-inf-R を用いて増幅し、Sal I で処理した YCplac22 に

In-Fusion HD cloning kit（Takara Bio）を用いてクローニングした。 

次 に 、 YHM2 の 5’-UTR （ 0.6 kbp ） と yhmA を プ ラ イ マ ー セ ッ ト

YCplac22-yhm2-inf-F/YCplac22-yhmA-inf-R1 、YCplac22-yhmA-inf-F2/YCplac22-yhmA-inf-R2

を用いて増幅した。yhmA の鋳型には NBRC4308 の cDNA を使用した。cDNA の調整には、

RNA の抽出に RNAiso plus（Takara Bio）を使用し、逆転写に SuperScript IV （Thermo Fisher 

Scientific）を使用して行った。各増幅断片を Sal Iで処理したYCplac22に In-Fusion HD cloning 

kit（Takara Bio）を用いてクローニングした。その後、YCplac22-YHM2 および、YCplac22-yhmA

を Δyhm2 株に導入した。形質転換体は tryptophan を含有しない SC 培地によって選択した。 

（10）CtpA-Sおよび YhmA-S の精製 

 S-tag/S-protein アフィニティーによるシングルステップ精製法 65)を用いて、白麹菌より

CtpA-S と YhmA-S を精製した。20 µg/ml の Dox を含む最少培地で Ptet-ctpA-S および

Ptet-yhmA-S 株を 163 rpm、30℃で 36 h 培養し、集菌後、液体窒素存在下で乳鉢と乳棒を用

いて菌体を破砕した。1 gの菌体に対し 13 mlの extraction buffer （25 mM HEPES [pH 6.8], 300 
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mM NaCl, 0.5% NP-40, 250 µg/ml of phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF], cOmplete 

[EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche, Basel, Switzerland]）を加え、ボルテックスを行っ

た。不溶性画分を 1,000 ×g、5 min、4℃で除去し、その後上清を 18,800×g、15 min、4℃

で遠心分離を行った。さらに上清を 4℃で 2 h スターラーバーを用いて攪拌した。その後上

清に S-protein agarose（Merck Millipore）を加え、回転盤を用いて 4℃で 1 h 緩やかに混合し

た。500 ×g、5 min で S-protein agarose を回収し、extraction buffer（0.2% NP-40 and 50 µg/ml 

PMSF を含有）で 1 回洗浄し、その後 wash buffer（25 mM HEPES [pH 6.8], 300 mM NaCl, 20 

µg/ml PMSF, cOmplete [Roche]）で 5回洗浄した。さらに、elution buffer（25 mM HEPES [pH 6.8], 

300 mM NaCl, 0.1% NP-40, 3 M MgCl2·7H2O）を加えて、37℃、10 min インキュベートした。

溶出した酵素液を Vivacon 500 ultrafiltration units（Sartorius）を用いて、脱塩・濃縮し、その

後、Qubit protein assay kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて濃度を測定した。さらに、精

製の度合いを SDS-PAGE および銀染色により解析した（Fig. 3.3）。 
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Figure 3.3. SDS-PAGE of CtpA-S and YhmA-S proteins from Aspergillus kawachii 

before and after purification. A Silver Stain Mass Spectrometry kit (Wako, Osaka, 

Japan) was used to detect proteins. After purification, the predicted molecular weights 

of the proteins were confirmed (indicated by red arrows). The apparent molecular 

masses were 36 kDa (YhmA-S) and 34.5 kDa (CtpA-S). Successful purification of 

target proteins was also confirmed by LC-MS/MS analysis. Bands were excised from 

the gel and analyzed on an EASY-nLC system equipped with an LTQ Orbitrap Velos 

mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The data were analyzed 

using Proteome Discoverer software, version 1.3 (Thermo Fisher Scientific). 
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（11）輸送活性測定 

 CtpA-S および YhmA-S の各種有機酸を内包したプロテオリポソームを Freeze-thaw 

sonication 法により調整した 66)。100 mg の L-α-phosphatidylcholine from egg yolk（ナカライ

テスク）を buffer G [10 mM PIPES, 50 mM NaCl, and 1 mM organic acids (oxaloacetate, succinate, 

cis-aconitate, citrate, 2-oxoglutarate, or malate)]により懸濁し、プローブ式のソニケーター 

Sonifier 250A （Branson Ultrasonics）により超音波処理し、リポソームを調整した。その後、

500 µlのリポソームに 500 ng の CtpA-S または YhmA-S を加え、直ちに液体窒素で凍結し、

再融解して、超音波処理を行うことでプロテオリポソームを調整した。その後、リポソー

ム外の基質を Bio Spin 6 columns（Bio-Rad）を用いて除去した。酵素反応は、1 mM 

[1,5-
14

C]citrate （18.5 kBq; PerkinElmer）を添加後、37℃で 30 min 行い、反応終了後、リポ

ソーム外の基質を Bio Spin 6 columns（Bio-Rad）を用いて除去した。Ultima Gold scintillation 

cocktail（PerkinElmer）を混合し、Tri-Carb 3180TR/SL liquid scintillation analyzer（PerkinElmer）

を用いてリポソーム内部の放射活性を測定した。 

（12）細胞外・細胞内の有機酸濃度の測定 

100 ml の最少培地に白麹菌の分生子 2.0×10
7を接種し、180 rpm、30℃、36 h 培養した

（Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株は 1 µg/ml の Dox を添加して培養した）。その後、菌体を 50 ml の CAP

培地に移し、163 rpm, 30℃, 48 h 培養した。培養上清は 0.2-µm-pore-size PTFE filter（東洋濾

紙）に通し、細胞外画分とした。菌体は集菌後、液体窒素存在下で乳鉢乳棒を用いて破砕

した。菌体 1 gに対し 10 ml の熱水（80℃）を加え、ボルテックスを行い、138,000×g、4℃、 

30 min で遠心分離を行った。上清を回収し、0.2-µm-pore-size PTFE filter に通し、細胞内画

分とした。 

 有機酸濃度は Prominence HPLC system（Shimadzu）と CDD-10AVP conductivity detector 

（Shimadzu）により定量した。有機酸の分離は 50℃でタンデムに連結した Shim-pack 

SCR-102H columns（300 by 8mm [inside diameter]; Shimadzu）を用いた。移動層として 4 mM 
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p-toluenesulfonic acid monohydrate を、反応液として postcolumn reaction solution（4 mM 

p-toluenesulfonic acid monohydrate, 16 mM bis-Tris, and 80 µM EDTA）を流速 0.8 ml/min の条件

で行った。 

（13）細胞内アミノ酸濃度の測定 

 アミノ酸濃度は Prominence HPLC system（Shimadzu）と fluorescence detector （RF-10AXL, 

Shimadzu）を用いた蛍光法で行った。アミノ酸の分離は 60℃で Shim-pack Amino-Na column 

（100 by 6.0mm [inside diameter]; Shimadzu）で行った。移動層として amino acid mobile phase 

kit, Na type（Shimadzu）を流速 0.6 ml/min の条件で行った。この時 amino acid reaction kit

（Shimadzu）を流速 0.2 ml/min の条件で流し、分離したアミノ酸と反応させた。アミノ酸は

蛍光波長 350 または 450 nmで検出した。 

（14）細胞内アセチル-CoA 濃度の測定 

 クエン酸生産条件のサンプルは上記と同様の条件で培養したものを用いた。Ptet-ctpA-S 

ΔyhmA 株は 1 µg/ml の Dox を添加した最少培地で前培養（180 rpm, 30℃, 36 h）した後、最

少培地または最少培地に 1 µg/ml の Dox、0.5%の lysine、または Sodium Acetate を添加した

培地で 12～48 h 培養した。集菌した後、破砕し、100 mg の菌体に対し氷冷した 1 M の過塩

素酸を添加した。ボルテックスした後、遠心（10,000×g, 15 min, 4℃）し、上清を回収した。

上清に 2 N KOHを加え、pHを 7 に調整し後、PicoProbe acetyl-CoA assay kit（Fluorometric） 

（Abcam）のプロトコルに従ってサンプルを調整した。蛍光強度は Infinite M200 FA（Tecan）

を用いて測定し、アセチル-CoA濃度を定量した。 

（15）Real time RT-PCR 

  菌体からの RNA 抽出のため、100 ml の最少培地に白麹菌の分生子（2.0×10
7）を接種し、

180 rpmでそれぞれ 24, 30, 36, 48, 60, 72 h培養した。分生子からの RNA抽出には、分生子（2.0

×10
5）を最少寒天培地に塗布し、30℃で 5 日間培養した後に回収した分生子を用いた。菌

体および、分生子を液体窒素の存在下で破砕し、RNAiso plus を用いて RNA を調整した。
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NanoDrop 8000（Thermo Fisher Scientific）を用いて RNA の濃度および純度を測定した後、

PrimeScript Perfect real-time reagent kit（TaKaRa Bio）を用いて cDNA を調整した。Real time 

RT-PCR は Thermal Cycler Dice real-time system MRQ（TaKaRa Bio）および、SYBR Premix Ex 

Taq II（Tli RNaseH Plus）（TaKaRa Bio）を用いて行った。プライマーセットは yhmA の測定

に AKyhmA-RT-F/AKyhmA-RT-R を、ctpA の測定に AKctpA-RT-F/AKctpA-RT-R を、wetA の

測定にAKwetA-RT-F/AKwetA-RT-R を、actAの測定にAKactA-RT-F/AKactA-RT-Rを用いた。  
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3.3 結果 

（1）CtpA と YhmA のアミノ酸配列 

白麹菌の CtpA と YhmA はそれぞれ 296、299 のアミノ酸からなるタンパク質である。い

ずれも 6 回膜貫通ドメインと、ミトコンドリアキャリアタンパク質の共通配列である 3 つ

の P-X-(D/E)-X-X-(R/K)配列を有していた 67,68,69)（Fig. 3.4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.4. Aligned amino acid sequences of citrate transporters prepared with the ClustalW program using the 

BioEdit Sequence Alignment Editor (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Sequences of rat (Rattus 

norvegicus) CTP, Saccharomyces cerevisiae Ctp1, and Aspergillus kawachii CtpA (A) and S. cerevisiae Yhm2 and 

A. kawachii YhmA and YhmB (B). Putative transmembrane (TM) domains are indicated by lines. The 

P-X-(D/E)-X-X-(R/K) sequences conserved among mitochondrial carrier proteins (1) are shown in boxes. Amino 

acids related to citrate binding are indicated in bold font.  
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 白麹菌の CtpAと出芽酵母の Ctp1、白麹菌の CtpAとラットの CTP、および白麹菌の YhmA

と出芽酵母 Yhm2 のアミノ酸配列の identity はそれぞれ 47、37、71%であった。出芽酵母の

Ctp1 におけるクエン酸結合ドメイン（site I [K83, R87, and R189] and site II [K37, R181, K239, 

R276, and R279]）は白麹菌の CtpA にも保存されていた 70,71)。また出芽酵母の Yhm2 におけ

る基質結合ドメインである（site I [E83, K87, and L91], site II [R181 and Q182], and site III 

[R279]）も白麹菌の YhmA において保存されていた 69,72)（Fig. 3.4）。 

 白麹菌のゲノム上には yhmA の他にもう一つの yhm2 ホモログと推定される yhmB

（AKAW_02589）が保存されていた。YhmB は 309 アミノ酸からなるタンパク質で、出芽酵

母の Yhm2 とのアミノ酸配列の identityも 53%であった。また、基質結合ドメインである site 

I および、site II も保存されていたため、ミトコンドリアキャリアタンパク質としての機能

を持つことが推測された。しかしながら、yhmBは製麹工程中において発現が確認されず 37)、

また、破壊株も表現型がみられなかったため（data not shown）、本研究の解析対象から除い

た。 

（2）CtpA と YhmA のクエン酸輸送活性 

 白麹菌の Ptet-ctpA-S 株および Ptet-yhmA-S 株より、それぞれ CtpA-S と YhmA-S を精製し

た。なお、これらの株において Tet-On プロモーターの制御下で CtpA-S と YhmA-S を発現制

御できることを確認した（Fig. 3.2）。精製した CtpA-S および YhmA-S をリポソームに再構

成し、単輸送（対向基質無し）および、対向輸送（oxaloacetate, succinate, cis-aconitate, citrate, 

2-oxoglutarate, or malate）時における 14
C citrate の輸送活性を測定した（Fig. 3.5）。その結果、

CtpA-S および YhmA-S は単輸送の条件においては、輸送活性を検出できなかった。また、

対向輸送条件では、CtpA-S は oxaloacetate、succinate、citrate、2-oxoglutarate と比較して、

malate および、cis-aconitate に対して高い基質特異性を示した。加えて、CtpA-S は

2-oxoglutarate に対する輸送活性が最も低いことが示唆された。一方、YhmA-S は
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2-oxoglutarate、malate、citrate、cis-aconitate、succinate の基質に対して幅広い基質特異性を

示したが、その中でも oxaloacetate に対する輸送活性が最も低いことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.5. Citrate transport activity of (A) CtpA-S and (B) YhmA-S. CtpA-S or 

YhmA-S reconstituted proteoliposomes were preloaded with or without 1 mM internal 

substrate (oxaloacetate, succinate, cis-aconitate, citrate, 2-oxoglutarate, or malate). The 

exchange assay was initiated by adding 1 mM [
14

C]-citrate (18.5 kBq) to the exterior of 

the proteoliposomes and terminated after 30 min. The mean and standard deviation were 

determined from the results of 3 independent measurements.  
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（3）ctpA および yhmA 破壊株の表現型 

 CtpA と YhmA の生理的役割を解析するため、各破壊株を構築した。ΔctpA 株は 25、30℃

の条件で生育遅延を示した（Fig. 3.6A）。この表現型は 37、42℃の条件で回復傾向がみられ

た。この表現型は A. niger における ΔctpA 株が低温感受性を示すという知見と一致した 35)。

一方で、ΔyhmA 株は全ての温度帯においてコントロール株と比較して生育遅延を示した（Fig. 

3.6A）。 

 次に、各株の分生子形成能について比較した（Fig. 3.6B）。最少培地において 4 日間培養後、

分生子懸濁液を調整し、コロニー面積あたりの分生子数を比較した。その結果、ΔctpA 株お

よび ΔyhmA 株の分生子数はコントロール株の約 30%程度であったため、CtpA と YhmA は

分生子形成において重要な役割をもつことが示唆された。なお、これらの表現型は各遺伝

子の相補により回復した。 

 次に、ctpA と yhmA の二重破壊株の構築を試みたが、破壊株は全てヘテロカリオン体であ

った（data not shown）。そこで、ctpA と yhmA の二重破壊株が合成致死となる可能性が考え

られたため、ΔyhmA 株において、Tet-On システムを用いた ctpA のコンディショナル発現株

（Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株）を構築した。Ptet-ctpA-S ΔyhmA は Dox の添加条件ではコロニーを

形成できるものの、未添加条件では深刻な生育遅延を示したため、白麹菌において最少培

地上における ctpA と yhmA の二重破壊は合成致死となることが示唆された（Fig. 3.6C）。 
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Figure 3.6. (A) Morphology of A. kawachii colonies. Conidia (10
4

) were inoculated onto M agar medium 

and incubated for 4 days. (B) Conidia formation on M agar medium. Conidia (10
4

) were inoculated onto 

M agar medium. After 5 days of incubation at 30°C, newly formed conidia were suspended in 0.01% 

(wt/vol) Tween 20 solution and counted using a hemocytometer. The mean and standard deviation of the 

number of conidia formed were determined from the results of 3 independently prepared agar plates. *, 

Statistically significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) relative to the result for the control strain. (C) 

Colony formation of the A. kawachii Ptet-ctpA-S ΔyhmA strain. Conidia (10
4

) were inoculated onto M 

agar medium with or without 1 µg/ml Dox and incubated at 30°C for 5 days. Scale bars indicate 1 cm. 
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（4）各株における細胞外・細胞内の有機酸濃度の比較 

 クエン酸高生産における CtpA と YhmA の役割を明らかにするため、各株を最少培地で前

培養した後、CAP 培地で 48 h 培養し、有機酸の生産性を評価した。なお、Ptet-ctpA-S ΔyhmA

株は最少培地において生育できないため、まず Dox を添加した最少培地で前培養した後、

Dox を添加していない CAP 培地で培養した。 

 HPLC 解析により、細胞外の有機酸として、主要な有機酸であるクエン酸の他に、リンゴ

酸、2-オキソグルタル酸を定量した（Fig. 3.7A）。ΔctpA 株はコントロール株と比較して、約

3.3 倍の 2-オキソグルタル酸を生産した。一方、ΔyhmA 株はクエン酸生産量が 0.24 倍に低

下し、2-オキソグルタル酸生産量が 1.6 倍に増加した。また、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株はクエン

酸生産量が 0.06 倍に低下し、リンゴ酸生産が 2.9 倍に増加、2-オキソグルタル酸生産量が

20 倍に増加した。 

細胞内画分においても同様に、クエン酸、リンゴ酸、2-オキソグルタル酸を定量した（Fig. 

3.7B）。ΔctpA株と ΔyhmA株において、細胞内クエン酸濃度に有意な変化はみられなかった。

しかし、ΔctpA 株はコントロール株と比較してリンゴ酸濃度が 0.58 倍に低下し、ΔyhmA 株

ではリンゴ酸濃度が0.46倍、2-オキソグルタル酸濃度が0.5倍に低下した。さらに、Ptet-ctpA-S 

ΔyhmA 株では、クエン酸濃度が 0.18 倍、リンゴ酸濃度が 0.35 倍、2-オキソグルタル酸が 0.18

倍に減少した。 

 以上の結果から、CtpAと YhmA は細胞内外の有機酸生産において重要な役割があること

が示唆された。また、細胞外クエン酸生産量はリンゴ酸、2-オキソグルタル酸生産量と負の

相関がある傾向がみられた。ctpA と yhmA の二重破壊条件により、細胞外・細胞内のクエン

酸のクエン酸濃度がさらに低下したことから、クエン酸生産における CtpA と YhmA の機能

には冗長性があることが示唆された。 
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Figure 3.7. (A) Extracellular and (B) intracellular organic acid production by A. kawachii strains. The 

control, ΔctpA, ΔyhmA, and Ptet-ctpA-S ΔyhmA strains were pre-cultured in M medium for 36 h, then 

transferred to CAP medium and further cultivated for 48 h. The mean and standard deviation were determined 

from the results of 3 independent cultivations. *, Statistically significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) 

relative to the result for the control strain. 
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（5）ctpA と yhmA の転写レベルの比較 

 生育過程における ctpAと yhmAの転写レベルを調べるため、各 growth phaseにおけるRNA

を抽出し、real time RT-PCR により定量した。まず、液体最少培地を用いた各培養時間にお

ける凍結乾燥重量を測定した（Fig. 3.8A）。菌体重量に基づいて、24 h が lag phase、24～30 h

が early log phase、30～36 h が later log phase、36～60 h が stationary phase であることが示唆

された。また、分生子からの RNA 抽出について、分生子において特異的に発現する wetA

遺伝子 73)を定量することで評価した。分生子の wetAの転写量は菌体と比較して 13倍高く、

分生子から RNAを抽出できていることが確認された（Fig. 3.8B）。 

 次に、各growth phaseと分生子における ctpAとyhmAの転写量について比較した（Fig. 3.8C）。

最少培地における ctpA の転写量は各 growth phase において一定であったが、分生子におい

て顕著に転写量が増加することが示唆された。また、yhmA は 48～60 h の stationary phase に

おいて転写が促進されることが示唆された。一方、分生子における yhmAの転写量は菌体に

おける lag、log phase と同レベルであった。 

 また、最少培地と CAP 培地における転写量の比較を行った（Fig. 3.8D）。その結果、ctpA

と yhmA はいずれも、最少培地と比較して CAP 培地において転写量が高いことが示唆され

た。 
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Figure 3.8. (A) Growth curve of A. kawachii in M liquid medium at 30°C. (B) Comparison of relative 

expression level of wetA in mycelia (stationary phase at 36 h) and conidia. (C) Comparison of relative 

expression levels of ctpA and yhmA in mycelia and conidia. (D) Comparison of relative expression levels 

of ctpA and yhmA in M medium and CAP medium. All results were normalized to the expression level 

of the actin-encoding gene, actA. The mean and standard deviation were determined from the results of 3 

independent cultivations. *, Statistically significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) relative to 

results obtained under other conditions. 
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（6）CtpA-GFP と YhmA-GFP の細胞内局在性 

 C 末端に GFP を融合させた CtpA-GFP および、YhmA-GFP を各破壊株で発現させ、細胞

内局在を観察した。表現型観察の結果、CtpA-GFP および、YhmA-GFP は各破壊株の表現型

を相補することが示唆された（Fig. 3.9A）。まず、最少培地における局在観察を行ったとこ

ろ、YhmA-GFP 由来の緑色蛍光は MitoTracker red CMXRos 由来の赤色蛍光と重なったこと

から、YhmA-GFP はミトコンドリアに局在することが示唆された（Fig. 3.9B）一方、CtpA-GFP

の緑色蛍光は最少培地上において検出できなかった（data not shown）。ctpA と yhmA の転写

量は CAP 培地で増加したことから（Fig. 3.8D）、次に CAP 培地での局在観察を行った。CAP

培地においては CtpA-GFP と YhmA-GFP のいずれも蛍光を検出でき、MitoTracker red 

CMXRos のシグナルと大部分が重なった（Fig. 3.9CD）。これらの結果から、CtpA-GFP と

YhmA-GFP はミトコンドリアに局在することが示唆された。なお、抗 GFP 抗体を用いた

YhmA-GFP のウエスタンブロットによって、細胞質画分にも YhmA-GFP の分解物と推定さ

れるバンドが検出されていたことから（Fig. 3.10）、完全には重ならなかった原因は、分解

物の蛍光シグナルによる可能性が考えられた。 

 抗 GFP 抗体を用いたウエスタンブロット解析により、CtpA-GFP と YhmA-GFP はそれぞ

れ推定分子量 58.8 kDa と 61.1 kDa の位置にバンドが検出された（Fig. 3.11）。また、どちら

のタンパク質も最少培地と比較して CAP 培地においてより強い強度のバンドが検出された

ため、クエン酸生産条件において、CtpA と YhmA はタンパク質レベルでも高発現すること

が確認された。 
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Figure 3.9. (A) Expression of CtpA-GFP and YhmA-GFP complement the phenotypes of the A. 

kawachii ΔctpA and ΔyhmA strains, respectively. Control, ΔctpA, and ctpA-gfp strains were grown on 

M agar medium at 25°C, whereas the control, ΔyhmA, and yhmA-gfp strains were grown on M agar 

medium at 30°C. Scale bars indicate 1 cm. Fluorescence microscopic observation of (B) YhmA-GFP 

in M medium and (C) in CAP medium and (D) CtpA-GFP in CAP medium. Scale bars indicate 10 μm. 
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Figure 3.10. Immunoblot analysis separated organelle and cytosol fraction of yhmA-gfp strain. The yhmA-gfp 

strains were cultivated in M medium. Protein concentrations were not determined. A total of 10 μl of each crude 

cell extract was subjected to SDS-PAGE on a 10% acrylamide separating gel and then blotted onto PVDF 

membranes for immunoblot analysis. YhmA-GFP was detected using an anti-GFP antibody (Roche, Basel, 

Switzerland) and Chemi-Lumi One (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan). D and S mean debris and supernatant, 

respectively. 
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Figure 3.11. Immunoblot analysis to assess expression levels of CtpA-GFP and YhmA-GFP. The control, 

ctpA-gfp, and yhmA-gfp strains were cultivated in M medium or CAP medium. Protein concentrations were 

determined using the Bradford Protein Assay kit (Bio-Rad). A total of 10 μg of each crude cell extract was 

subjected to SDS-PAGE on a 10% acrylamide separating gel and then blotted onto PVDF membranes for 

immunoblot analysis. CtpA-GFP and YhmA-GFP were detected using an anti-GFP antibody (Roche, Basel, 

Switzerland) and Chemi-Lumi One (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan). Bands of the predicted molecular weights of 

CtpA-GFP and YhmA-GFP are indicated by arrows. The results confirmed that the expression levels of CtpA 

and YhmA-GFP were higher in CAP medium than M medium. 
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（7）出芽酵母における ctp1 破壊株、yhm2 破壊株の相補実験 

 ctpAと yhmAが出芽酵母 Δctp1および、Δyhm2株の表現型を相補するかどうかを検討した。

まず、先行研究により、ctp1 の破壊は表現型に影響を与えないことが報告されていたため

31)、Δctp1 株の表現型を解析した。低温ストレス（15℃）、細胞壁ストレス（congo red や clcofluor 

white）、各種の炭素源（グルコースや酢酸、グリセロール）における生育試験を行ったが、

Δctp1株に特徴的な表現型を見出すことをできなかったため、Δctp1株における白麹菌の ctpA

の相補実験は行わなかった。 

 次に、Δyhm2 株における yhmAの相補実験を行った。Δyhm2 株は酢酸を炭素源とする最少

培地（SA）において、生育遅延を示すことが報告されている（Fig. 3.12）72)。Δyhm2 株にお

ける yhmA の発現は、yhm2 の相補と同様に Δyhm2 株の生育を回復させたことから、白麹菌

の yhmA は出芽酵母の yhm2 の機能を相補できることが示唆された。 

  

  

Figure 3.12. Expression of yhmA complements the S. cerevisiae Δyhm2 phenotype. Ten-fold serial 

dilutions of 10
7

 cells of control strain, Δyhm2, Δyhm2 + yhm2, and Δyhm2 + yhmA cells (all strains 

pre-cultured for 24 h in SC medium without tryptophan) were inoculated onto SD (glucose) or SA (acetate) 

medium and incubated at 30°C for 3 days.  
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（8）細胞内アミノ酸濃度とアセチル-CoA 濃度 

 真核生物において、TCA 回路の中間代謝物の多くはアミノ酸合成の基点となることが知

られている 74)。また、A. nidulans や A. niger において細胞質のクエン酸がアセチル-CoA の

供給源となることが報告されている 75,76)。そこで、各遺伝子破壊が細胞内のアミノ酸、アセ

チル-CoA 合成に及ぼす影響について調査した。培養条件は有機酸濃度の測定と同様に行っ

た。 

 その結果、ΔctpA 株と ΔyhmA 株において、細胞内リジン濃度がそれぞれ、0.29 倍、0.4 倍

に低下した（Table 3.3）。また、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株ではアスパラギン酸やグルタミン酸、

グリシン、リジン、アラニンの濃度がそれぞれ 0.53、0.53、0.43、0.28、0.31 倍に低下して

いた。さらに、細胞内アセチル-CoA濃度を測定した結果、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株は、コント

ロール株と比較して 0.42 倍に低下していた（Fig. 3.13）。 

Table 3.3. Intracellular amino acid concentrations of Aspergillus kawachii strains. 

Amino acids Strains 

(μmol/g wet mycelia) Control ΔctpA ΔyhmA Ptet-ctpA-S ΔyhmA 

Asp 9.06 ± 1.90 5.53 ± 0.76 7.00 ± 0.67 4.85 ± 0.47* 

Ser 9.39 ± 2.69 6.74 ± 0.60 9.65 ± 2.02 6.44 ± 0.43 

Glu 23.93 ± 3.02 18.90 ± 1.81 27.12 ± 0.55 12.76 ± 2.36* 

Gly 14.60 ± 4.02 13.16 ± 1.56 17.54 ± 2.07 6.31 ± 0.34* 

Ala 128.39 ± 31.24 118.05 ± 4.47 153.34 ± 4.57 39.81 ± 4.18* 

Ile 5.47 ± 3.37 3.19 ± 0.30 1.12 ± 0.076 3.06 ± 0.20 

Leu 17.09 ± 9.33 8.44 ± 2.28 10.32 ± 1.28 6.76 ± 1.67 

Tyr 9.97 ± 2.65 6.90 ± 0.83 8.28 ± 0.45 6.97 ± 0.46 

Phe 12.32 ± 2.85 8.92 ± 1.35 10.46 ± 0.70 9.05 ± 0.52 

His 23.05 ± 4.20 14.03 ± 1.48 17.07 ± 0.99 14.57 ± 0.77 

Lys 36.81 ± 8.00 10.52 ± 3.41* 15.92 ± 1.80* 10.19 ± 2.67* 

Arg 102.74 ± 28.55 56.88 ± 7.02 52.24 ± 2.18 46.85 ± 2.97 

Met 2.30 ± 1.10 1.33 ± 0.36 1.37 ± 0.26 1.22 ± 0.66 

Val 8.54 ± 2.42 5.75 ± 1.08 5.85 ± 1.04 3.48 ± 1.47 

* Statistically significant difference (p < 0.05, Welch’s t-test) relative to the result of control 

strain. 
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（9）Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株の生育におけるアミノ酸、酢酸添加の影響 

 Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株においてアミノ酸やアセチル-CoA濃度の低下がみられたため、生育

遅延との関連について調査した。Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株を最少寒天培地に Dox、各種のアミノ

酸、あるいは酢酸ナトリウムを添加した培地で培養した（Fig. 3.14A）。Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株

の生育はプロリンとヒスチジン添加によっては改善されなかったが、アスパラギン酸、グ

ルタミン酸、フェニルアラニン、アルギニンの添加により回復傾向にあり、リジンあるい

は酢酸塩の添加により顕著に改善された。また、液体培地においても同様に実験を行った

Figure 3.13. Intracellular acetyl-CoA concentration in A. kawachii strains. The control, ΔctpA, ΔyhmA, and 

Ptet-ctpA-S ΔyhmA strains were precultured in M medium for 36 h, then transferred to CAP medium, and 

further cultivated for 48 h. The mean and standard deviation were determined from the results of 3 

independent cultivations. *, statistically significant difference (P <0.05, Welch’s t test) from the result for 

the control strain. 
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ところ、酢酸ナトリウムあるいはリジンの添加により、Dox の添加時と同等以上に生育が改

善されることが示唆された（Fig. 3.14B）。しかし、寒天培地での結果と異なり、液体培地に

おいてはアルギニン添加時においても酢酸ナトリウムやリジン添加と同等の生育改善効果

を示した。この寒天培地と液体培地における異なる現象については、今後さらなる追加実

験が必要である。 

  

Figure 3.14. Effect of amino acids on colony formation of the Ptet-ctpA-S ΔyhmA strain. (A) 

Conidia (10
4

) of the Ptet-ctpA-S ΔyhmA strain were inoculated onto M agar medium with or without 

1 µg/ml Dox and with 0.5% (wt/vol) various amino acids. Scale bars indicate 1 cm. (B) Growth 

curve of A. kawachii in M liquid medium with or without Dox and supplemnted with proline, 

phenylalanine, asparatate, arginine, glutarate, histidine, lysine, leusine and acetate at 30°C 
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（10）酢酸ナトリウムおよびリジン添加時のアセチル-CoA 濃度 

 酢酸ナトリウムあるいはリジンの添加により、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株の生育が顕著に改善さ

れたことから、酢酸ナトリウムやリジンの添加はアセチル-CoA 濃度を改善する可能性が考

えられた。そこで、酢酸ナトリウム並びにリジンが細胞内のアセチル-CoA 濃度に及ぼす影

響について調査した（Fig. 3.15）。まず、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株を Dox を添加した最少培地に

おいて 36 h 前培養した後、菌体を最少培地、および最少培地に Dox、酢酸ナトリウム、あ

るいはリジンを添加した培地に移して、さらに 12、24、48 h 培養した。その後、細胞内ア

セチル-CoA 濃度を測定した。なお、前培養終了後の菌体を 0 h として同様にアセチル-CoA

濃度を測定した。 

 最少培地における Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株の細胞内アセチル-CoA 濃度は、12、24、48 h 後に

それぞれ、0.47、0.41、0.36 倍と経時的に低下する傾向がみられた（Fig. 3.15）。一方、Dox、

酢酸ナトリウム、リジンを添加した条件では、48 h 培養時に Dox とリジン添加時において、

それぞれ 0.52 倍、0.28 倍に減少するものの、12~24 h 培養時において、アセチル-CoA 濃度

の改善が認められた。 

 以上の結果より、CtpA と YhmA は細胞質のアセチル-CoA合成に重要であり、Ptet-ctpA-S 

ΔyhmA 株の生育遅延は細胞内アセチル-CoA の不足が原因であることが示唆された。また、

白麹菌がリジンをアセチル-CoAの供給源として利用可能であることが示唆された。 
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Figure 3.15. Intracellular acetyl-CoA concentration in A. kawachii Ptet-ctpA-S ΔyhmA strain. The 

Ptet-ctpA-S ΔyhmA strain was precultured in M medium supplemented with 1 µg/ml of Dox for 36 h, 

then transferred to M medium with or without Dox or with acetate or lysine at a concentration of 

0.5% (wt/vol), and further cultured for 12, 24, and 48 h. The mean and standard deviation were 

determined from the results of 3 independent cultivations. *, statistically significant difference 

(P<0.05, Welch’s t test) from the result obtained at 0 h (preculture for 36 h). 



56 

 

 



57 

 

3.4 考察 

本研究では、白麹菌のミトコンドリア局在クエン酸輸送体の同定を試み、出芽酵母 Ctp1

と Yhm2 のホモログとして CtpA と YhmA を同定した 31,72)。Ctp1 のホモログは真核生物に

おいて広く保存されているが、Yhm2 のホモログは哺乳類などで保存されていない 72)。また、

興味深いことにチャワンタケ亜門の糸状菌において、yhmA はクエン酸合成酵素をコードす

る citA 遺伝子の下流に保存されていることを見出した（Table 3.4）。さらに citA の上流には

RNA 結合タンパク質をコードする出芽酵母 NRD1
77)のホモログが保存されていた。本遺伝

子クラスターはチャワンタケ亜門にのみ保存されており、同じ子嚢菌門に属するサッカロ

マイセス亜門やタフリナ亜門には保存されていないため、チャワンタケ亜門の進化の過程

で形成された遺伝子クラスターであることが予想された。 

 先行研究により、ctpA は A. niger の培養初期におけるクエン酸生産に関与することが報告

されていたが 35)、CtpA のクエン酸輸送活性は不明であった。本研究では、白麹菌の CtpA

と YhmA がクエン酸輸送体であることを生化学的に証明した。CtpA と YhmA が対向基質の

存在下でのみ輸送活性を示したことは、出芽酵母における Ctp1 および、Yhm2 の知見と一

致した 31,72)。 

CtpA は cis-aconitate および、malate を対向基質とした際に高いクエン酸輸送活性を示した

（Fig. 3.5A）。この点において、CtpA の基質特異性はクエン酸-リンゴ酸交換輸送体として

知られる出芽酵母 Ctp1 とラット CTP と同様の基質特異性を示した 25,71)。一方、Ctp1 と CTP

とは異なる特徴として、CtpA は citrate/citrate 交換活性が低い可能性が示唆された 22,25,78)。

YhmA は citrate、2-oxoglutarate、malate、 cis-aconitate、succinate に対して、幅広い基質特異

性を示した（Fig. 3.5B）。この基質特異性についても Yhm2 の知見と同様の結果であったも

のの 72)、YhmA は Yhm2 と異なり、malate と cis-aconitate に対しても高い基質特異性を示す

ことが示唆された。 
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 細胞内の有機酸濃度を測定した結果、クエン酸とリンゴ酸、2 オキソグルタル酸が約 40 

µmol/g（凍結菌体重量当たり）とほぼ同等であることを示した（コントロール株を例とする

と、クエン酸が 25µmol/g、リンゴ酸が 34µmol/g、2-オキソグルタル酸が 52µmol/gであった）。

CtpA はリンゴ酸に対する基質特異性と比較して、2-オキソグルタル酸に対する基質特異性

が低いことを考慮すると、CtpA は細胞内においてクエン酸-リンゴ酸交換輸送体として機能

することが推察された（Fig. 3.5A）。また、YhmA は 2-オキソグルタル酸だけでなく、リン

ゴ酸に対しても高いクエン酸輸送活性を示すことから、YhmA は細胞内において、クエン酸

-2 オキソグルタル酸またはリンゴ酸交換輸送体として機能すると推察された。 

 加えて、白麹菌の yhmA は出芽酵母 Δyhm2 株の表現型を相補した（Fig. 3.12）。この結果

から、YhmA が Yhm2 と同様の生理的役割をもつことが示唆された 72)。出芽酵母 72)と A. 

niger
79)の知見に基づいて、白麹菌において細胞質のクエン酸はアコニターゼ（AKAW_02593 

and AKAW_06497）と NADP
+依存型イソクエン酸デヒドロゲナーゼ（AKAW_02496）によ

って、イソクエン酸を介して 2-オキソグルタル酸に変換されると予測された（Fig. 3.16）。

出芽酵母においては、この反応により NADP
+が NADPH に変換されるため、Yhm2 は細胞

質の NADPH の再生に重要であることが明らかになっており 72)、白麹菌においても YhmA

は同様の生理的役割をもつ可能性が示唆された。 

 白麹菌において、ctpA と yhmA の二重破壊株を構築することができなかった。Ptet-ctpA-S 

ΔyhmA 株の ctpA 発現抑制条件で深刻な生育遅延を示したことから、ctpA と yhmA の二重破

壊は最少培地上において合成致死となる可能性が考えられた（Fig. 3.6C）。Ptet-ctpA-S ΔyhmA

株は ctpA-S 発現非誘導条件において、細胞内アセチル-CoA 濃度が有意に低下したが（Fig. 

3.13）、またアセチル-CoA の供給源となる酢酸ナトリウムの添加により本生育遅延は改善さ

れた（Fig. 3.14A）。A. nidulans と A. niger において、細胞質のアセチル-CoA の大部分は ATP-

クエン酸リアーゼによって、クエン酸から合成されることが報告されている 75,76)。例えば、

A. niger における ATP-クエン酸リアーゼをコードする acl1 および acl2 の破壊は、細胞質の
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アセチル-CoA合成不全による深刻な生育遅延をもたらすことが報告されている 76)。これら

の結果と先行研究おける知見に基づいて、白麹菌においては、CtpAと YhmA が排出したク

エン酸が細胞質のアセチル-CoAの主要な供給源となっていることが考えられた。 

 さらに、ΔctpA および、ΔyhmA、、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株の二重破壊条件において、細胞内

リジン濃度が有意に低下することを見出した（Table3.3）。また、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株におい

てリジンの添加はアセチル-CoA 濃度の上昇に伴う生育遅延の改善をもたらしたことから

（Fig. 3.14, 3.15）、ミトコンドリアのクエン酸輸送とアセチル-CoA合成、リジン合成の間に

は何らかの関連があることが示唆された（Fig. 3.16）。真菌において、リジンは細胞質の 2-

オキソグルタル酸を基点として、α-アミノアジピン酸経路によって合成されることが知ら

れている 80-85)。本反応において、2-オキソグルタル酸とアセチル-CoA によってホモクエン

酸が合成される（Fig. 3.16）。さらに、このリジン合成に使用される 2-オキソグルタル酸は、

上記の代謝経路を介して CtpA と YhmA が排出したクエン酸から合成されると考えられる

（Fig. 3.16）。したがって、Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株において、アセチル-CoA 濃度の低下に加え

て、細胞内 2-オキソグルタル酸の低下によるリジンの合成不全も生育遅延をもたらした可

能性が考えられた。加えて、リジンの添加によりアセチル-CoA 濃度の改善がみられたこと

について（Fig. 3.15）、α-アミノアジピン酸経路の逆反応によってリジンが分解され 86)、そ

の過程でアセチル-CoAが合成されている可能性を示している（Fig. 3.16）。 

 最後に、白麹菌 Ptet-ctpA-S ΔyhmA 株がリジン要求性を示したのに対して、出芽酵母の

Δctp1Δyhm2 株は、Δyhm2 株と同様の表現型を示すことが報告されている 72)。この実験には

lys2-801 の出芽酵母が親株として使用されていたため、培地にリジンを添加した条件で実験

が行われていた。そこで、リジンを要求しない（LYS2）株である W303-1A 株において、新

たに Δctp1Δyhm2 株を構築した。しかしながら、LYS2 をもつ Δctp1Δyhm2 株も lys2-801 の

Δctp1Δyhm2 株と同様の表現型を示したことから（data not shown）、白麹菌と出芽酵母におい

て、ミトコンドリアからのクエン酸排出には異なる生理的意義があることが示唆された。
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出芽酵母には ATP-クエン酸リアーゼのホモログは保存されておらず、ピルビン酸デヒドロ

ゲナーゼ（PDH）バイパスによってアセチル-CoA が合成されていることが知られており 87-90)、

このアセチル-CoA 合成経路の違いによって、白麹菌と出芽酵母間におけるミトコンドリア

からのクエン酸排出の生理的意義に違いが生じていることが推測された。 

3.5 小括  

CtpA と YhmA は白麹菌において、クエン酸高生産に関与するミトコンドリア局在型のクエ

ン酸輸送体であることが明らかとなった。また、細胞質に排出されたクエン酸はアセチル

-CoA の主要な供給源として重要であることが示唆された。 

  
Fig. 3.16  Putative relationships between citrate transport, acetyl-CoA synthesis,  

generation of NADPH, and lysine biosynthesis in A. kawachii. 
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第 4 章 白麹菌における推定メチルトランスフェラーゼ LaeA 

によるクエン酸生産制御機構の解析 

 

4.1 緒言 

 A. niger において、推定メチルトランスフェラーゼ遺伝子 laeA の欠損がクエン酸生産の劇

的な低下をもたらすことが報告されたが 38)、LaeA がどのようなメカニズムでクエン酸生産

を制御しているかについては明らかとなっていない。本章では、白麹菌における LaeA と推

定細胞膜局在型クエン酸輸送体 CexAの発現の関連性について述べる。 

 

4.2 実験材料および方法 

 

（1）使用菌株および培養方法 

白麹菌 Aspergillus luchuensis mut. kawachii SO2 株 45)を形質転換の親株として使用した

（Table 4.1）。コントロール株は比較対象の株と同じ栄養要求性を示す株と定義した。 

白麹菌の培養は最少培地（1% [wt/vol] glucose，0.6% [wt/vol] NaNO3，0.052% [wt/vol] KCl，

0.052% [wt/vol] MgSO4·7H2O，0.152% [wt/vol] KH2PO4， Hutner's trace elements [pH 6.5]）46）

を使用した。また、各菌株の有機酸生産性を視覚的に評価するため、YPD 培地＋2% methyl 

red を使用した。methyl red は 100 mg を 100 ml のエタノールに溶解した後、0.1%（wt/vol）

の NaOH を赤色から黄色に変化するまで添加したものを使用した。クエン酸生産量の測定

には、クエン酸生産（CAP）培地（10% [wt/vol] glucose, 0.3% [wt/vol] (NH4)2SO4, 0.001% [wt/vol] 

KH2PO4, 0.05% [wt/vol] MgSO4·7H2O, 0.000005% [wt/vol] FeSO4·7H2O, 0.00025% [wt/vol] 

ZnSO4·5H2O, 0.00006% [wt/vol] CuSO4·5H2O [pH 4.0]）を使用した。最少培地には、必要に応
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じて 0.8 M NaCl、1.5%（wt/vol）寒天、0.211%（wt/vol）arginine、あるいは 0.02%（wt/vol）

methionine を添加した。 

 

Table 4.1. Aspergillus kawachii strains used in this study. 

Strain Genotype  Sources or References 

SO2 (ΔsCΔargB) ligD- argB::hph sC- 45 

ΔsC ligD- argB::argB sC- This study 

ΔsCΔlaeA ligD- argB::hph sC- laeA::argB This study 

ΔsCΔlaeA2 ligD- argB::hph sC- laeA2::argB This study 

ΔsCΔlaeA3 ligD
-
 argB::hph sC

-
 laeA3::argB This study 

CK2 ligD- argB::argB sC::sC 91 

ΔlaeA ligD
-
 argB::hph sC::sC laeA::argB This study 

ΔlaeA+laeA ligD
-
 argB::hph sC

-
 laeA::laeA-sC-argB This study 

ΔcexA ligD- argB::hph sC::sC cexA::argB This study 

ΔcexAOEcexA ligD- argB::hph sC- cexA::argB pGS-PgpdA-cexA This study 

ΔlaeAOEcexA ligD- argB::hph sC- laeA::argB pGS-PgpdA-laeA This study 
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Fig. 4.1. Disruption of A. kawachii LaeA-like methyltransferase encoding genes. Schematic representation of the 

disruption of laeA (A), laeA2 (B), and laeA3 (C) by the insertion of argB. Agarose gel electrophoresis of PCR 

amplicons to confirm the disurpition of laeA, laeA2, and laeA3 was shown in the panels on the right.  
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（2）laeA ホモログ遺伝子破壊株の構築 

 laeA ホモログ（laeA、laeA2、laeA3）の破壊は argB の挿入によって行った。相同領域と

して各遺伝子の 5’-UTR と 3’-UTR、および選択マーカーとして argB を PCR によって増幅し

た。プライマーセットは AklaeX-FC/AklaeX-R1、AklaeX-F2/AklaeX-R2、AklaeX-F3/AklaeX-RC

（X は A、A2、A3 に相当）（Table 4.2）を、鋳型として NBRC 4308 のゲノム DNAおよび、

プラスミド pDC1
47)を用いた。Fusion PCR によって各断片を連結後、プライマーセット

AklaeX-F1/AklaeX-R3 を用いて増幅した破壊カセットを SO2 株に導入した。形質転換体は

arginine を含有しない最少培地で選択した。また、形質転換体の確認を、

AklaeX-FC/AklaeX-RC を用いたコロニーPCR による増幅サイズにより確認した（Fig. 4.1）。 

（2）laeA 相補株の構築 

 laeA の 5’-UTR を含む ORF領域、選択マーカーとして sC、破壊株における 3’側の相同領

域として argBを PCRによって増幅した。プライマーセットは AklaeA-FC/AklaeA-comp-R1、

AklaeA-comp-F2/argB-R2 を、鋳型として NBRC4308 のゲノム DNA と sC と argB をクローニ

ングしたプラスミドを用いた。Fusion PCR により、各断片を連結した後、プライマーセッ

ト AklaeA-F1/argB-R2 を用いて増幅したカセットを導入した。形質転換体は methionine を含

有しない最少培地上で選択した。また、形質転換体の確認を、AklaeA-FC/argB-R2 を用いた

コロニーPCR による増幅サイズにより確認した（Fig. 4.2）。 

 また、ΔsCΔlaeA 株は ΔlaeA+laeA 株と栄養要求性をそろえるため、sC の相補を行った。プ

ライマーセット sC-comp-F/sC-comp-R と鋳型として NBRC4308 のゲノム DNA を用いて sC

を増幅し、形質転換し、methionine を含有しない最少培地により選択した。 
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（3）cexA破壊株の構築 

 cexA の破壊は argB の挿入によって行った。相同領域として各 5’-UTR と選択マーカーと

して argB を PCR によって増幅した。プライマーセットは AkcexA-FC/AkcexA-R1、

AkcexA-F2/AkcexA-R2、AkcexA-F3/AkcexA-RC を、鋳型として NBRC4308 のゲノム DNA と

プラスミド pDC1 を用いた。Fusion PCR により、各断片を連結した後、プライマーセット

AklaeA-F1/argB-R2 を用いて増幅したカセットを導入した。形質転換体は arginine を含有し

Fig. 4.2 Disruption of A. kawachii ΔlaeA+laeA strain. Schematic representation of the 

complementation of laeA (A). Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons to confirm the 

complementation of laeA (B). 
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ない最少培地で選択した。また、形質転換体の確認を、AkcexA-FC/AkcexA-RC を用いたコ

ロニーPCR による増幅サイズと Sal I による切断パターンにより確認した（Fig. 4.3）。cexA

の破壊を確認した後、sC の相補を行った。プライマーセット sC-comp-F/sC-comp-R と鋳型

として NBRC4308 のゲノム DNA を用いて sC 遺伝子を増幅し、形質転換し、methionine を

含有しない最少培地により選択した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.3. Construction of A. kawachii putative citrate exporter encoding gene. Schematic 

representation of the disruption of cexA by the insertion of argB (A). Agarose gel electrophoresis 

of PCR amplicons to confirm the disruption of cexA (B). 
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（4）cexA過剰発現株の構築 

 プラスミド pGS-PgpdAを過剰発現用ベクターとして用いた 48)。cexAの ORFを NBRC4308

のゲノム DNAを鋳型としてプライマーセット pGSG-cexA-inf-F/ pGSG-cexA-inf-R により増

幅した。増幅した断片を Sal I で処理した pGS-PgpdAに In-Fusion HD cloning kit（Takara Bio）

を用いてクローニングし、プラスミドpGS-PgpdA-cexAとした。pGS-PgpdA-cexAをΔsCΔcexA

と ΔsCΔlaeA に導入し、ΔcexAOEcexA と ΔlaeAOEcexA を構築した。 

（5）細胞外・細胞内の有機酸濃度の測定 

 第 3 章（12）と同様に行った。 

（6）CAGE-Seq解析 

 まず、分生子（2 × 10
7）を 100 ml の最少培地に接種し、30℃で 36 h 前培養を行った。そ

の後、菌体を 50 ml の CAP 培地に移して、さらに 30℃で 12 h 培養することでクエン酸生産

を誘導した。その後、集菌し、液体窒素の存在下で乳鉢と乳棒を用いて菌体を破砕した。

破砕した菌体からの RNAの抽出は、RNAiso plus（Takara Bio）と SV total RNA isolation system

（Promega）を用いてキット付属のプロトコルにしたがって行った。 

 ライブラリー調整および、CAGE データの解析 92)は株式会社ダナフォーム（神奈川県）

において行われた。CAGE-Seq 解析は、各菌株を 3 連で行った。5’キャッピングされた RNA

から First-strand cDNA を転写し、CAGE バーコードタグを付加した後、NextSeq 500 system

（Illumina）を用いてシーケンスし、BWA software（v0.5.9）を用いて白麹菌 NBRC4308 のゲ

ノム DNA 配列 93)にマッピングした。転写開始地点は開始コドンの上流、下流 600 bp 以内

と規定した。また RECLU pipeline を用いて発現変動を log2 ratio として計算した。取得され

た CAGE データは NCBI（National Center for Biotechnology Information）の GEO（Gene 

Expression Omnibus）に accession number GSE135849 として登録した。 
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（7）cexAの転写解析 

 まず、2 × 10
7個の分生子を 100 ml の最少培地に接種し、30℃で 36 h 前培養を行った。そ

の後、50 ml の CAP 培地に移し、さらに 30℃で 12 h 培養することでクエン酸生産を誘導し

た。その後、菌体を集菌し、液体窒素の存在下で乳鉢と乳棒を用いて菌体を破砕した。RNA

の抽出はRNAiso plus（Takara Bio）を用いて行い、cDNAの合成はPrimeScript Perfect Real-Time 

Reagent Kit（Takara Bio）を用いて行った。Real time RT-PCR は Thermal Cycler Dice Real-Time 

System MRQ（Takara Bio）と SYBR Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）（Takara Bio）を用い

て行った。プライマーセットは cexA の増幅のために AkcexA-RT-F/ AkcexA-RT-R を、actA

の増幅のために AkactA-RT-F/ AkactA-RT-R を使用した。 

（8）ChIP-qPCR 

 クロマチン免疫沈降（ChIP）は、先行研究において報告された方法 94)を参考にして行っ

た。ネガティブコントロールとして normal mouse IgG 抗体（Cosmo Bio）、ポジティブコン

トロールとして anti-histone H3 抗体 from mouse（Medical and Biological Laboratories）、ユー

クロマチンマーカーとして anti-histone H3K4 me3 抗体 from mouse（Medical and Biological 

Laboratories）、ヘテロクロマチンマーカーとして anti-histone H3K9 me3 抗体 from mouse

（Medical and Biological Laboratories）を使用した。タンパク質 200 mg あたり 2 µgの抗体を

クロマチン免疫沈降に使用した。DNA の定量は Thermal Cycler Dice Real-Time System MRQ

（Takara Bio）と SYBR Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）（Takara Bio）を用いた realtime PCR

により行った。プライマーセットは cexA-ChIP-F/cexA-ChIP-R を用いた。なお、本プライマ

ーがアニーリングする位置は cexA の開始コドンから+2～+26（cexA-ChIP-F）と+238～+257

（cexA-ChIP-R）である。相対量（% input DNA）は、免疫沈降により回収した DNA量を input 

DNA 量で除することで算出した。 
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4.3 結果 

（1）白麹菌における LaeA 様推定メチルトランスフェラーゼ 

 A. nidulans の LaeA（AN0807）および、A. niger の LaeA（An01g12690）をクエリとして、

NCBIの Protein BLAST 解析により、相同性 > 50%、E-value < 1.00E-100 を指標として、白

麹菌に 3 つの LaeA 様推定メチルトランスフェラーゼ（AKAW_04823, AKAW_11001, 

AKAW_06012）を同定した。AKAW_04823 は A. niger の LaeA と 94%の相同性を示した。ま

た、これら全ての 3 つの推定メチルトランスフェラーゼは A. nidulans の LaeA と Protein 

BLAST 解析において双方向ベストヒットを示した。さらに、アラインメント解析により、

S-アデノシルメチオニン（SAM）結合モチーフ 39)が保存されていた（Fig. 4.4A）。そこで、

これら AKAW_04823、AKAW_11001、AKAW_06012 を LaeA、LaeA2、LaeA3 として解析し

た。 

LaeA、LaeA2、LaeA3 の関係性を明らかにするため、Aspergillus genome database（AspGD; 

http://www.aspgd.org/）に登録されているデータを用いて、Aspergillus 属糸状菌の LaeA 様推

定メチルトランスフェラーゼの系統樹を作成した（Fig. 4.4B）。その結果、LaeA は推定 LaeA

オルソロググループに分類された。一方で、LaeA2 と LAeA3 は LaeA オルソログとは別の

クラスターに分類されたが、A. nidulans の Llms（LaeA-like methyltransferase）95)と比較して、

より LaeAに近いことが示唆された。 
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Fig. 4.4  (A) Putative methyltransferase domain sequences of A. nidulans (Anid) LaeA, A. niger (Anig) LaeA, and 

predicted A. kawachii (Akaw) LaeA-like proteins. The domains were identified by Pfam (https://pfam.xfam.org/). 

Sequence alignment was performed using ClustalW program in the BioEdit Sequence Alignment Editor 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Putative intron sequences of A. kawachii laeA and laeA2 genes were 

confirmed by RNA-seq (data not shown) and translated to the amino acid sequences. Asterisk indicates a putative SAM 

binding site (11). (B) Phylogenetic tree of amino acid sequences of LaeA-like methyltransferases identified from the 

Aspergillus genome database (http://www.aspgd.org/). The tree was constructed via neighbor-joining method with 

complete gap deletion on MEGA version 6.0 (36). Bootstrap values (1000 replicates) are indicated at the branches. Low 

bootstrap values (<25) were removed. 
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（2）各 laeA ホモログ遺伝子の破壊株の表現型 

  laeA、laeA2、laeA3 の破壊株を構築し、表現型を観察した（Fig. 4.5A）。コントロール

株は各破壊株と同じ栄養要求性を示す株とした。すなわち、コントロール株として sC 遺伝

子の欠損株を使用した。ΔsCΔlaeA株は最少培地上において、コントロール株や、ΔsCΔlaeA2、

ΔsCΔlaeA3 株と比較して、コロニー形態に違いはみられなかったが、菌糸面の色素が消失し

ていることが示唆された（Fig. 4.5A）。この結果から、LaeA は A. niger での二次代謝を正に

制御するという知見 38,96)と同様に、白麹菌の黄色色素の生産を正に制御することが示唆され

た。しかし、A. niger においては laeA の破壊により、最少培地においてコントロール株と比

較して黄色色素の生産が増加すると報告されており 38)、白麹菌の laeA 破壊株の表現型と違

いがみられた。さらに、pH指示薬であるメチルレッドを添加した YPD 培地で培養したとこ

ろ、ΔsCΔlaeA 株において、コントロール株においてみられるクエン酸生産による赤いハロ

ーが消失した（Fig. 4.5A）。この結果から、laeA が白麹菌のクエン酸生産に関与することが

示唆された。 

白麹菌のクエン酸生産機構におけるこれらのLaeAホモログの役割を明らかにするために、

各破壊株のクエン酸生産量について、CAP 培地を用いて比較した。最少培地で 36 h 前培養

した後、CAP 培地で 48 h 培養し、培養上清のクエン酸濃度、凍結菌体重量、および菌体量

当たりのクエン酸生産量を測定した。その結果、ΔsCΔlaeA 株の培養上清中のクエン酸濃度

はコントロール株の 0.07 倍に低下した（Fig. 4.5B）。一方、菌体量はコントロール株の 1.82

倍に増加した（Fig. 4.5C）。培養上清のクエン酸濃度および、菌体量に基づいて、ΔsCΔlaeA

株の菌体量あたりのクエン酸生産量はコントロール株の 0.04 倍に低下したことが明らかに

なった（Fig. 4.5D）。一方で、ΔsCΔlaeA2、ΔsCΔlaeA3 株のクエン酸生産量はコントロール株

と同等の値を示した。以上の結果から、LaeA はクエン酸生産およびクエン酸生産時におけ

る菌糸伸長に重要な役割をもつことが示唆された。 
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Fig. 4.5  (A) Colony formation of A. kawachii control, ΔsCΔlaeA, ΔsCΔlaeA2, and ΔsCΔlaeA3 strains. Strains were 

cultured at 30°C for 5 days on M medium or YPD medium containing methyl red. Agar medium was inoculated with 1 

× 10
4

 conidiospores. Methyl red was added as a pH indicator, which turned red at < pH 4.4. Citric acid concentration 

in culture supernatant (B), mycelial biomass (C), and extracellular citric acid productivity per mycelial weight (D) by 

A. kawachii strains; control, ΔsCΔlaeA, ΔsCΔlaeA2, and ΔsCΔlaeA3 strains were precultured in M medium for 36 h, 

then transferred to CAP medium for 48 h. Mean and standard deviation were determined from the results of 3 

independent cultivations. Asterisks indicate a statistically significant difference (*, P value < 0.05; ***, P value < 

0.001; Student's t-test) from the results for the control strain. 
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（3）laeA の相補実験 

 ΔsCΔlaeA 株においてクエン酸生産量の低下がみられたため、sC マーカーを用いて laeA

遺伝子の相補（ΔlaeA+laeA）を行った。また、相補株と栄養要求性を揃えるため、ΔsCΔlaeA

株に sC の相補（ΔlaeA）を行った。これらの菌株を最少培地で 36 h 前培養した後、CAP 培

地で 48 h 培養し、クエン酸生産を評価した。培養上清を細胞外画分として、また菌体から

有機酸を抽出して細胞内画分として各種有機酸の比較を行った。まず、細胞外画分におい

て、ΔlaeA 株はクエン酸濃度がコントロール株と比較して 0.08 倍に低下した（Fig. 4.6A）。

次に、リンゴ酸と 2-オキソグルタル酸濃度もそれぞれ 0.64 倍、0.70 倍と低下傾向にあった

ものの、統計的に有意な差はみられなかった。また、これら細胞外画分の有機酸濃度の低

下は laeA 遺伝子の相補により回復した。 

 一方、細胞内画分において ΔlaeA 株はコントロール株と比較して、クエン酸濃度が 0.46

倍、リンゴ酸濃度が 0.55 倍、2-オキソグルタル酸濃度が 0.46 倍に低下した（Fig. 4.6B）。細

胞内のクエン酸濃度とリンゴ酸濃度については laeA 遺伝子の相補により回復したものの、

2-オキソグルタル酸濃度については ΔlaeA+laeA 株においてもコントロール株の 0.71 倍程度

までにしか回復しなかった。 

 以上の結果より、LaeA は細胞内と細胞外の両方における有機酸生産に関与しており、特

に細胞外のクエン酸の蓄積において重要な役割をもつことが示唆された。 
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Fig. 4.6  Extracellular (A) and intracellular (B) organic acid production by A. kawachii strains. The control, 

ΔlaeA, ΔlaeA+laeA strains were precultured in M medium for 36 h, then transferred to CAP medium for 48 h. 

Mean and standard deviation were determined from the results of 3 independent cultivations. Asterisks 

indicate statistically significant difference (*, P value < 0.05; **, P value <0.01; ***, P value <0.001; 

Student's t-test) from the results for the control strain. 
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（4）各株の生育や分生子形成能 

  LaeAの生理的役割を明らかにするため、コントロール株と ΔlaeA 株、ΔlaeA+laeA 株の

生育を比較した（Fig. 4.7A）。ΔlaeA 株はコントロール株、ΔlaeA+laeA 株と比較して pH6.5

の最少培地上においてコロニーサイズがわずかに小さくなった。さらに、この表現型は pH3

で回復し、逆に pH10 で悪化した。 

 また、ΔlaeA 株は 0.8 M NaCl を含有する最少培地において、分生子の着生に異常がみられ

た。一方、この表現型は 0.6 M KCl 含有最少培地では見られなかった。そこで、各培地で 5

日間培養した後、分生子を回収し、コロニー面積あたりの分生子数について比較した（Fig. 

4.7B）。ΔlaeA 株は 0.8 M NaCl 含有最少培地において、コントロール株と比較して分生子形

成能が 0.13 倍に低下し、一方で、最少培地においては 1.32 倍に増加した。この表現型は laeA

の相補により回復したが、ΔlaeA+laeA 株は 0.6 M KCl含有最少培地においてコントロール株

と比較して 1.26 倍に分生子形成能が増加した。 

以上の結果から、NaCl に特異的な高浸透圧条件において、LaeA は分生子形成に重要であ

ることが示唆された。分生子形成能の低下については、A. oryzae や Penicillium chrysogenum

において laeA の破壊により、分生子形成能が低下するという報告と一致した 43,97)。なお、

A. nidulans において LaeA は有性世代にも重要な役割をもつことが報告されているが 40)、白

麹菌において有性世代は確認されておらず、laeA 破壊による影響は観察できなかった。 
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Fig. 4.7 Strains were cultured on M medium with or without stress conditions, and agar medium was 

inoculated with 1 × 10
4

 conidia. (A) Colony morphology of A. kawachii control, ΔlaeA, ΔlaeA+laeA 

strains. (B) Conidiation of A. kawachii control, ΔlaeA, ΔlaeA+laeA strains. All results are expressed 

as mean with standard deviations. Asterisks indicate a statistically significant difference (*, P value < 

0.05; **, P value <0.01; ***, P value <0.001; Student's t-test) from the results for the control strain. 
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（5）クエン酸生産に関連する遺伝子の発現変動 

 クエン酸生産時において、LaeA が制御する遺伝子について明らかにするため、コントロ

ール株とΔlaeA株の遺伝子発現プロファイルについて比較した。最少培地で 36 h前培養後、

CAP 培地で 12 h 培養することでクエン酸生産を誘導した。得られた菌体から RNA を抽出

し、遺伝子発現を CAGE-Seq により解析した。 

 CAGE により検出できた全 9,647 遺伝子について解析を行った。コントロール株と ΔlaeA

株間の遺伝子発現変動について、false discovery rate （FDR）<0.05 かつ log fold change <-0.5

または<0.5 となる遺伝子を有意差有りとして解析した。その結果、1,248 遺伝子を抽出し、

590 遺伝子の発現が上昇し、658 遺伝子の発現が低下していることが示唆された。Gene 

Ontology enrichment 解析の結果、代謝や輸送に関わる遺伝子群が多く含まれることが明らか

となったが、laeA の破壊によりクエン酸生産性を低下させた原因を解明するのは困難であ

った（data not shown）。 

 そこで、次にクエン酸生産に関連する代謝系について、遺伝子発現変動があった 15 遺伝

子についてマッピングを行った（Fig. 4.8, Table 4.3）。例えば、グリセロール合成系に関与す

る[#1 (AKAW_07170) と#12 (AKAW_08691)]や、ペントース-リン酸経路に関与する[#11 

(AKAW_00489)]は laeA の破壊により発現量が上昇していた。一方で、Embden–Meyerhof–

Parnas (EMP) pathway に関与する[#2 (AKAW_04737)と#3 (AKAW_03026)]や、TCA回路のク

エン酸合成酵素である[#4 (AKAW_00170)と#5 (AKAW_06223)]は laeA の破壊により発現量

が低下していた。特に#5 (AKAW_06223)は log fold chage -11.35 と、これら遺伝子の中で最も

発現量が低下していた。しかしながら、AKAW_06223 はクエン酸合成酵素のオルソログに

おいて発現レベルは低いため、クエン酸高生産に対する寄与は少ないことが考えられた。 

 次に、A. niger においてクエン酸高生産に重要であることが推測されているクエン酸の排

出に関与するクエン酸輸送体について注目した 19-21)（Table 4.4）。我々は第 3 章において、

ミトコンドリア局在型クエン酸輸送体をコードする ctpA（AKAW_03754）と yhmA
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（AKAW_06280）がミトコンドリアから細胞質へのクエン酸排出を通して、クエン酸高生

産に重要であることを明らかにした 91)。しかしながら、これらの遺伝子発現は laeA の破壊

によっては変動していなかった。一方、最近 A. niger において細胞質膜のクエン酸輸送体で

あると推定された CexA
98,99)のホモログをコードする AKAW_07989 の発現が、laeA の破壊に

より log fold change -6.09 と顕著に低下することが明らかとなった。なお、AKAW_07989 と

A. niger の CexA のアミノ酸相同性は 96%であり、AKAW_07989 が白麹菌における CexA で

あると推察された。 

 ΔlaeA株の細胞外クエン酸濃度はコントロール株と比較して顕著に低下していたため（Fig. 

4.5A ）、cexA の発現の低下が細胞外のクエン酸の蓄積に与える影響について着目した。 
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Fig. 4.8 Differentially expressed genes mapped on the proposed metabolic pathways of A. kawachii. Pathway 

was constructed based on the metabolic model of A. niger and A. nidulans (37-39). The glyoxylate shunt was 

placed in the mitochondria. Bold and dashed arrows indicate downregulated and upregulated reactions due to 

laeA disruption, respectively. Numbers (1~15) next to the arrows correspond to the numbering of locus tags 

in Table 2. Abbreviations: CoA, coenzyme A; DHA, dihydroxyacetone; DHAP, dihydroxyacetone 

phosphate; FAD, flavin adenine dinucleotide; Gln, glutamine; TP, trans porter; UDP, uridine diphosphate. 
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Table 4.3. Citric acid production-related genes among up- and downregulated genes 

following laeA disruption. 

Reaction no. 

in Fig.5 
Locus tag Putative function 

Log2-fol

d 

change 

FDR 

#1 AKAW_07170 Fructose-bisphosphate aldolase 4.01 0.0011 

#2 AKAW_04737 Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 

−1.05 0.0005 

#3 AKAW_03026 Phosphoglycerate mutase −0.78 0.0335 

#4 AKAW_00170 Citrate synthase −0.92 0.0014 

#5 AKAW_06223 Citrate synthase −11.35 1.10E-98 

#6 AKAW_07594 Succinate-CoA ligase (GDP-forming) 

alpha chain 

1.27 0.0052 

#7 AKAW_07352 Succinate dehydrogenase −0.71 0.0352 

#8 AKAW_00119 Isocitrate lyase −1.40 1.063E-0

5 

#9 AKAW_05189 Alpha,alpha-trehalosephosphate synthase 

(UDP-forming) 1 (tpsA, tpsB) 

−0.76 0.0108 

#10 AKAW_03597 Alpha,alpha-trehalosephosphate synthase 

(UDP-forming) 1 (tpsA, tpsB) 

0.87 0.0024 

#11 AKAW_00489 Ribose-5-phosphate isomerase (B) 1.03 0.0035 

#12 AKAW_08691 Alcohol oxidase 1.65 3.18E-09 

#13 AKAW_02095 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 

(ATP) 

0.80 0.0139 

#14 AKAW_00804 Pyruvate carboxylase (cytosol) −1.15 0.0168 

#15 AKAW_06947 Pyruvate decarboxylase 0.83 0.0205 

 

 

 

 

 

 

 



82 

 

Table 4.4. Gene expression change of citric acid excretion-related genes following laeA 

disruption. 

Gene Locus tag Putative function 
Log2-fold 

change 
FDR 

ctpA AKAW_03754 Mitochondrial citrate transporter 0.08 0.9432 

yhmA AKAW_06280 Mitochondrial citrate transporter 0.09 0.9313 

cexA AKAW_07989 Plasma membrane localized citrate 

exporter 

−6.09 3.72E-35 

 

 

 

 

（6）laeA 破壊株における cexA の強制発現 

  laeA の破壊により、cexA の発現が低下することがクエン酸低生産変異の原因かどうか

を明らかにするため、コントロール株、ΔlaeA 株、ΔcexA 株、ΔlaeAOEcexA 株、ΔcexAOEcexA

株のクエン酸生産性について解析した（Fig. 4.9A）。強制発現にはグリセルアルデヒド-3-リ

ン酸デヒドロゲナーゼをコードする gpdA
100,101)のプロモーターを用いた。なお、CAGE-Seq

のデータから、gpdA はコントロール株と ΔlaeA 株で発現が変動せず、LaeA の制御下にない

ことを確認した。 

 各株を最少培地で 36 h 前培養後、CAP 培地で 48 h 培養し、菌体量当たりのクエン酸生産

量を比較した（Fig. 4.9A）。ΔcexA 株は ΔlaeA 株と同様に、細胞外のクエン酸の蓄積はほと

んどみられず、コントロール株と比較して約 0.01 倍に低下した。また、ΔlaeAOEcexA 株と

ΔcexAOEcexA 株はコントロール株と比較して、それぞれ 2.33 倍、3.35 倍にクエン酸生産量

が増加した。ΔlaeAOEcexA 株は ΔcexAOEcexA 株とほぼ同様のクエン酸生産量を示したこと

から、ΔlaeA 株のクエン酸低生産の主要な原因が cexA の発現量の低下であることが示唆さ

れた。 
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（7）cexAの転写誘導性 

 上記の解析から、cexA の発現低下が ΔlaeA 株のクエン酸低生産の主要な原因であること

が示唆された。そこで、コントロール株と ΔlaeA 株、ΔlaeAOEcexA 株における cexA の転写

誘導性を比較した（Fig. 4.9B）。各株を最少培地で 36 h 前培養した後、CAP 培地で 12 h 培養

しクエン酸生産を誘導した。この時、前培養した菌体からも RNA を抽出して培養 0 h とし

て解析した。コントロール株では、CAP 培地で 12 h 培養することで、0 h と比較して 24 倍

cexA の転写量が上昇した。一方、ΔlaeA 株においては 0 h と 12 h の cexA の転写量に違いが

みられなかった。この結果から、LaeA は cexA の転写誘導に重要な役割をもつことが示唆さ

れた。一方、ΔlaeAOEcexA 株は培養 12 h においてはコントロール株と同様の cexA の転写量

を示したが、0 h 目においてはコントロール株と比較して 66 倍高かった。このことから、

ΔlaeAOEcexA 株がコントロール株と比較して高いクエン酸生産性を示すのは、CAP 培地で

の培養初期から cexA の転写が活発であることが原因である可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.9  (A) Extracellular citric acid production by A. kawachii strains. The control, ΔlaeA, ΔcexA, ΔcexAOEcexA,  

and ΔlaeAOEcexA strains were cultured as described. Mean and standard deviation were determined from the results 

of 3 independent cultivations. Asterisks indicate a statistically significant difference (**, P value <0.01; ***, P value 

<0.001; Student’s t-test) from the results for the control strain. (B) Transcriptional levels of cexA; control, ΔlaeA, and 

ΔlaeAOEcexA strains were precultured in M medium for 36 h, then transferred to CAP medium and further cultured 

for 0 or 12 h. Mean and standard deviation were determined from the results of 3 independent cultivations. Asterisks 

indicate a statistically significant difference (*, P value < 0.05; ***, P value <0.001; Student’s t-test) from the results 

for the control strain cultured for 0 h. 
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（8）cexAプロモーター周辺のヒストンメチル化レベル 

 LaeA はヒストンのメチル化修飾に関与することで遺伝子発現を制御すると考えられてい

る 39,102,103)。そこで、LaeA に依存した cexA のヒストン修飾による発現制御機構を明らかに

するため、コントロール株と ΔlaeA株において、anti-histone H3 抗体、anti-histone H3K4 me3

抗体、anti-histone H3K9 me3 抗体を用いた ChIP-qPCR 解析を行った。H3K4 me3 はユークロ

マチン領域の指標であり、H3K9 me3 はヘテロクロマチン領域の指標である。 

ChIP-qPCR 解析の結果、cexA 領域のヒストン H3 の占有率はコントロール株と ΔlaeA 株に

おいて違いは認められなかった（Fig. 4.10A）。一方、ΔlaeA 株の H3K4 me3（ユークロマチ

ンマーカー）占有率はネガティブコントロールと同等の値まで低下しており（Fig. 4.10B）、

H3K9 me3 占有率（ヘテロクロマチンマーカー）はコントロール株と比較して上昇していた

（Fig. 4.10C）。以上の結果より、LaeA はヒストン修飾を介して白麹菌の cexA 領域のユーク

ロマチン/ヘテロクロマチン比を制御することで、cexA の発現を制御することが示唆された。 
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Fig. 4.10  ChIP-qPCR of cexA promoter region; control and ΔlaeA were cultured as described. (A) Histone 

H3, (B) histone H3K4 me3, and (C) histone H3K9 me3 occupancies of the cexA promoter region were 

investigated. The mean and standard deviation were determined from the results of 3 independent cultivations. 

Asterisks indicate a statistically significant difference (*, P value < 0.05; Student's t-test) from the results for 

the control strain. 
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4. 4 考察 

本研究では LaeA 様推定メチルトランスフェラーゼである LaeA、LaeA2、LaeA3 の解析を

行い、白麹菌において LaeA がクエン酸高生産に重要であることを明らかにした。LaeA が

Aspergillus 属糸状菌において高度に保存されているのに対して、LaeA2 と LaeA3 は全てでは

保存されていなかった（Fig. 4.4B）。LaeA2 は Aspergillus section Nigri に属する Aspergillus 

carbonarius ITEM 5010 や、Aspergillus acidus CBS 106.47、Aspergillus tubingensis CBS 134.48

などに保存されていたが、A. niger CBS 513.88 には保存されていなかった。また、LaeA3 は

白麹菌の他に A. fumigatus A1163にのみ保存されていた。このことから、LaeA2 と LaeA3は、

LaeAのパラログであると考えられた。 

白麹菌において、laeAの破壊によってのみクエン酸生産能が消失した。この結果は A. niger

や A. carbonarius において laeAがクエン酸高生産に必要であるという報告と一致した 38,104)。 

LaeA は二次代謝や形態形成の制御因子として知られている 39,102,103)。白麹菌においても、

laeA の破壊により、菌糸面の黄色色素が消失し（Fig. 4.4A）、分生子形成に異常がみられた

（Fig. 4.6B）。白麹菌の ΔlaeA 株は、KCl による浸透圧ストレス時には異常がみられなかっ

たが、NaClによる浸透圧ストレス時に分生子形成に異常がみられたことから、LaeAはナト

リウム特異的なストレス環境下における分生子形成に重要である可能性が示唆された。Na
+

は Na
+
/K

+比が高い場合に毒性を示すことが知られており、ナトリウム輸送体などによって

細胞外へ排出する必要がある 105-107)。しかし、ΔlaeA 株においてナトリウム輸送体をコード

すると推定される Nha1（AKAW_09133 および AKAW_03679）や Nhx1（AKAW_07982）の

発現レベルの変化はみられなかった。また、同様にナトリウム輸送体をコードすると推定

される Ena1 （AKAW_08368 および AKAW_08719）については CAGE 解析により転写開始

点と ORF を紐付けることが出来なかった。 

 CAGE-Seq により、ΔlaeA 株における 1,248 遺伝子の発現変動を同定した。これらの内訳

は発現上昇が 590、発現低下が 658 遺伝子と発現上昇遺伝子と発現低下遺伝子の数がほぼ同
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じであった。LaeA はそれらの遺伝子を直接制御しているだけでなく、少なくとも 9 つの転

写制御因子（発現上昇した lreB [AKAW_00032] 
108)、 tamA [AKAW_02564] 

109)、dbaA 

[AKAW_01762] 
110)および発現低下した amyR [AKAW_09854] 

111)、zipA [AKAW_05495]
  112)、

oefC [AKAW_03045] 
113) 、 farB [AKAW_07498] 

114) 、 cpcA [AKAW_00007] 
115) 、 devR 

[AKAW_08419] 
116)）を介して遺伝子発現を間接的に制御している可能性も示唆された。 

 CAGE-Seq により、ΔlaeA株において推定細胞質膜局在型クエン酸輸送体 cexA 遺伝子の発

現が顕著に低下していることを明らかにした。また、cexA の強制発現は、ΔlaeA 株のクエン

酸生産能を回復させることが明らかとなった（Fig. 4.8A）。さらに、コントロール株におい

て、最少培地から CAP 培地に移すことで cexA の転写量が上昇したが、ΔlaeA 株においては

この誘導が起きなかったことから、LaeAは cexA の発現誘導に重要な役割をもつことが示唆

された。LaeA の分子機能の詳細は未だ未解明な部分が多く残されているが 39,102,103,117)、A. 

nidulans において、LaeA はヘテロクロマチンタンパク質 HepA とヒストン H3K9 メチルト

ランスフェラーゼである ClrD による二次代謝生産遺伝子クラスターのヘテロクロマチン化

に拮抗して働くことが知られている 118)。ChIP-qPCR の結果から、ΔlaeA 株において cexA プ

ロモーター周辺のユークロマチン領域が消失しており、逆に、HepA（AKAW_02119）や ClrD

（AKAW_07568）によるヘテロクロマチン化が促進されていることが示唆された。ΔlaeA 株

において、AKAW_02119 と AKAW_07568 の発現量に変化はみられなかったものの、LaeA

の欠損により、ヒストン修飾のバランスや、ユークロマチン/ヘテロクロマチン比が崩壊し

た可能性が考えられる。LaeA によるヒストン修飾の分子機構は今後の研究により明らかに

する必要がある。また、cexA の転写制御因子についても未解明であり、さらなる研究の発

展が期待される。 

4.5 小括 

以上の結果より、LaeA は cexA のプロモーター周辺のヒストン修飾を介して cexA の発現

を正に制御することでクエン酸生産を制御することが示唆された。  
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第 5 章 総括 

 

白麹菌が黒麹菌のアルビノ変異体であることは認められていたが 5)、その原因は同定され

ていなかった。本研究により、白麹菌 NBRC4308 株のアルビノ変異の原因が、DHN-melanin

骨格を形成するためのポリケチド合成酵素遺伝子 pksP の 1 塩基欠損であることが明らかに

なった 119)。加えて、白麹菌の分生子を黒色化することにより、分生子に UV や酸化ストレ

ス、イオンビーム耐性を付与すること、また、分生子数を増加させることが明らかになっ

た。黒色化による分生子数の増加は、白麹菌においては DHN-melanin の合成ができないた

め、分生子の成熟が遅れていることを意味すると考えている。これらの結果は白麹菌と黒

麹菌の性質の違いを理解し、焼酎製造において白麹と黒麹を使い分ける上で重要な知見で

ある。 

また、白麹菌のクエン酸高生産に関与するクエン酸輸送体は未同定であったが、ミトコ

ンドリアから細胞質へのクエン酸輸送に 2つのクエン酸輸送体CtpAとYhmAが関与するこ

とを明らかにした 91)。精製酵素の基質特異性と細胞内有機酸濃度から CtpA はリンゴ酸を、

YhmA はオキソグルタル酸またはリンゴ酸をミトコンドリアに輸送すると予測された。これ

は A. niger における代謝モデルにおいて、ミトコンドリアのクエン酸輸送体はクエン酸とリ

ンゴ酸を交換輸送するという仮説と一致した 21)。また、CtpA と YhmA が排出するクエン酸

は細胞外へのクエン酸生産だけでなく、細胞質におけるアセチル-CoA 合成にも重要である

ことが示唆された。また、クエン酸高生産条件（CAP 培地）における細胞内アセチル-CoA

濃度はクエン酸低生産条件（最少培地）と比較して 1/100 程度であり、クエン酸高生産時に

おいては、細胞内のクエン酸がアセチル-CoA 合成系にほとんど供給されていない可能性が

示唆された（data not shown）。白麹菌がなぜアセチル-CoA 合成に重要であるはずのクエン

酸を菌体外に排出してしまうのかについては現在でも未解明である。A. niger においては、

シデロフォアと同様にクエン酸が鉄をキレートすることで、環境中の鉄を効率良く利用す
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るためにクエン酸を排出している可能性が指摘されている 120)。また、pHを下げることで環

境中の外敵の生育を抑制している可能性も考えられる。今後、クエン酸排出の意義の解明

をとおして、白麹菌や A. niger の自然環境中における生態を明らかにできることが期待され

る。 

これまでに、A. niger において、糸状菌の形態分化や二次代謝のレギュレーターとして知

られている推定メチルトランスフェラーゼLaeAがクエン酸高生産においても重要な役割を

もつ可能性が報告されていたが 38)、クエン酸高生産時にどのような遺伝子の発現を制御す

るのかについては不明であった。本研究により、LaeA が推定細胞質膜局在型クエン酸輸送

体遺伝子 cexA のプロモーター領域のクロマチン構造の開閉に重要である可能性が示唆され

た。クエン酸は TCA回路の中間代謝物であるという点では一次代謝物であるが、クエン酸

の高分泌生産は培養後期に起きることから典型的な二次代謝生産であると言われている 121)。

これらの現象を説明する上で、糸状菌において広範な二次代謝合成遺伝子の発現を制御す

る LaeA が、細胞外へのクエン酸排出を行う CexA を制御するという知見は納得がいくもの

であった。 

LaeAのヒストンへのメチル基転移活性は証明されていないが 117, 103)、laeA 破壊株におい

て、cexA 遺伝子のプロモーター周辺のヒストン修飾のバランスが崩れることが明らかとな

った。特にヒストン H3K9 のメチル化修飾が顕著に増加しており、ヘテロクロマチン化が促

進されていることが示唆された。A. nidulans においてはこの修飾を担う酵素である ClrD や

ヘテロクロマチンタンパク質 HepA を破壊することにより、二次代謝物が増加することが報

告されている 118)。白麹菌においてもこれらのタンパク質が cexA 遺伝子領域のヘテロクロマ

チン化を行っている場合、破壊することによって従来よりもクエン酸を高生産する可能性

があり、育種の指標として重要になる可能性も考えられる。その一方で一般的に遺伝子発

現を負に制御し、糸状菌において二次代謝を抑制することが知られているサーチュイン

122,123)のホモログの 1つである SirDを破壊した場合、クエン酸生産は低下したことから 124)、
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白麹菌のクエン酸生産は、より複雑なエピジェネティックな制御を受けていることが予測

される。また、cexA の転写を直接制御する転写因子も未同定であり、今後これらを明らか

にすることで、クエン酸をはじめとする有機酸等の有用物質生産を制御する技術の発展に

貢献できると考えられる。 
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