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糸状菌におけるリグノセルロース分解酵素遺伝子の発現制御機構に関する 
分子生物学的研究

三重大学大学院生物資源学研究科 國　武　絵　美

は じ め に
糸状菌は自然環境に存在する多様な炭素源を分解・資化する

ことが可能である．この能力は古くから醸造・発酵に使用さ
れ，また多糖分解酵素を含む糸状菌由来の酵素が食品分野，化
学工業分野，医薬分野など多くの分野で利用されてきた．さら
に近年，バイオマス資源の有効利用の観点からセルラーゼやヘ
ミセルラーゼの重要性は極めて高まった．しかし，糸状菌によ
るこれら酵素の生産制御メカニズムに関しては十分に解明され
ておらず，これが酵素生産コスト低減に対して障壁のひとつと
なっている．植物体はセルロースやキシランなどのヘミセル
ロースといった多糖類を主成分とする．糸状菌は土壌中などで
これら混合物を感知し，適切なタイミングで適切な組成の分解
酵素を生産すると考えられるため，酵素生産制御メカニズムを
解明することは分解者としての生態を理解することにもつなが
る．セルラーゼ・ヘミセルラーゼ生産はそれらの基質となる多
糖由来の少糖による転写誘導と，グルコースのような資化しや
すい炭素源によるカーボンカタボライト抑制により制御され
る．筆者は Aspergillus属糸状菌を研究対象として，誘導と抑
制の両面から解析を行い，セルラーゼ・ヘミセルラーゼ遺伝子
の発現制御経路の全容解明を目指して研究を進めてきたので，
その成果について紹介する．
1.　セルラーゼ・ヘミセルラーゼ遺伝子の転写誘導機構の解明
1-1.　 Aspergillus aculeatusのセルラーゼ遺伝子発現を制
御する新奇転写活性化因子の同定

研究開始当初，糸状菌におけるセルラーゼ，ヘミセルラーゼ
遺伝子発現誘導に関わる制御因子はキシラナーゼ遺伝子特異的
な転写活性化因子XlnR のみが知られており，これがセルラー
ゼ遺伝子の制御にも関与していることが報告されていた．一方
で XlnR非依存的な発現を示すセルラーゼ遺伝子の存在も見出
されていたことから，筆者はセルラーゼ生産菌A. aculeatus を
対象として，XlnR非依存的経路を介したセルラーゼ遺伝子の発
現に関与する転写制御因子を遺伝学的手法により同定すること
に着手した．まず，本菌においてランダム変異導入及び変異遺
伝子の特定の容易な T-DNA タギング法の利用を可能にした 1）．
次に XlnR非依存的な誘導パターンを示すセロビオハイドロラー
ゼ遺伝子（cbhI）プロモーター制御下でピリミジン生合成に関
与する Orotidine-5′-phosphate decarboxylase遺伝子（pyrG）を
発現する株を作出し，変異導入の宿主として用いた．当該酵素
は基質であるオロチン酸のアナログ 5-fluoroorotic acid（FOA）を
代謝して毒性物質に変換する．そのためこの株ではセルラーゼ
誘導条件下での FOA含有培地で生育することができない．し
かし T-DNA挿入により cbhI の発現誘導因子が破壊されると，
pyrG の発現が消失することにより FOA耐性を示すため，セ
ルラーゼ遺伝子発現誘導因子欠損株をポジティブスクリーニン

グすることができる．この戦略に則ってスクリーニングを実施
し，真菌特異的転写活性化因子に見られる Zn（II）2Cys6型DNA
結合ドメインを持つタンパク質をコードする遺伝子を同定し
clbR と命名した．ClbR はセルラーゼ遺伝子の発現に必須では
ないものの，セルロースに応答した遺伝子発現誘導に重要であ
ることを示した 2）．また clbR高発現によりセルラーゼとキシ
ラナーゼを持続的に高生産させることに成功した 3）．
1-2.　Aspergillus nidulansのセルラーゼ遺伝子発現を制
御する 2種の転写因子の相互作用解析

モデル糸状菌A. nidulans におけるセルラーゼ遺伝子の特異
的転写活性化因子は後に単離された Zn（II）2Cys6型の ClrB で
ある．セルラーゼ遺伝子発現制御にはそれに加え，MADS-box
タンパク質McmA が関与する．McmA はプロテアーゼ生産，
有性生殖，分生子形成の制御にも関与する広域転写因子である 4）．
セルラーゼ遺伝子発現誘導において，ClrB は必須であるのに対
し McmA の依存性は遺伝子により異なることを見出し，この機
構を二つの転写因子の DNA結合特性から解析した．セルラーゼ
遺伝子の転写誘導に重要なシスエレメントは CCGN2CCN6GG
及びその類似配列である．この配列は McmA依存的な遺伝子
プロモーター上に存在しており，CCN6GG に McmA がダイマー
で結合した．ClrB はモノマーとして CCG triplet に結合した
が，McmA なしでは結合できなかったことから，ClrB の上記
のシスエレメントへのリクルートを McmA が促進すると考え
られる．一方，ClrB制御下にある非セルラーゼである β-マン
ノシダーゼ遺伝子mndB の発現は McmA による制御が見られ
ず，プロモーター上に CCGN2CCN6GG及びその類似配列は存
在しない．この遺伝子の場合，ClrB はダイマーとして McmA
非依存的に CGGN8CCG に結合することを明らかにした．部分
的に McmA依存的な発現を示す遺伝子のプロモーターには両
方の配列が存在しており，2種のシスエレメントが McmA依
存性を決定付けていることを示した（図1）．以上の結果より，
セルラーゼ遺伝子が最大の発現量を示すためには McmA の作
用が重要であると考えられる 5）．

図1.　ClrB と McmA の DNA結合特性の違いによるセルラー
ゼ遺伝子の協調的な発現制御機構
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1-3.　Aspergillus oryzae転写因子XlnRと AraRによるペ
ントース代謝系酵素遺伝子の発現制御

XlnR はキシラナーゼ遺伝子の転写活性化因子であり，ペントー
ス代謝系酵素遺伝子の制御にも関与している．XlnR にはパラロ
グ因子AraR が存在するため，これらの機能の違いを解析した．
まず XlnR と AraR は両者ともキシロース，アラビノースに応
答して制御下遺伝子の転写活性化を行うことを明らかにした．
また XlnR と AraR はペントース代謝系酵素遺伝子プロモーター
上に存在するほぼ同一の配列（CGGNTAAW と CGGDTAAW）
に競合的にモノマーで結合し，一方で，XlnR はキシラナーゼ遺
伝子プロモーター上のパリンドローム構造を持つ TTAGSCTAA
にダイマーとして結合することを示した 6）．このように XlnR と
AraR は誘導物質応答性や DNA結合特性は類似しているものの
同一ではなく，この機能分化が自然環境中に存在する誘導物質
の濃度に応じて酵素生産を複雑に制御していると考えられる．
1-4.　A. nidulansの pH応答に関わる転写因子PacCによ
るセルラーゼ遺伝子発現制御

環境pH は酵素生産に影響を与える重要因子の一つである．
筆者らはセルラーゼ生産能が極めて低い変異の原因遺伝子が
pH シグナリング因子の変異によるものであることを特定し，
その最下流にある転写因子PacC によりセルラーゼ遺伝子の発
現が制御されることを明らかにした．pacC破壊株では ClrB に
制御されるほぼ全ての遺伝子群の転写量が減少していた．転写
解析と PacC の DNA結合実験より，ClrB の活性が PacC制御
下の遺伝子産物により制御される可能性を示した 7）．
2.　A. nidulansにおける新奇なカーボンカタボライト抑制
機構の発見
セルラーゼ遺伝子の発現は，様々な糖により抑制される．こ

のカーボンカタボライト抑制（CCR）には転写抑制因子CreA
が関与することが古くから知られている．しかしアミラーゼと
は異なり，セルラーゼの CCR は creA変異株で解除されないこ
とから，CreA非依存的経路が主要であると考えられた．筆者
らはプロテインキナーゼ破壊株ライブラリーのスクリーニング
により，cAMP依存性プロテインキナーゼ（PkaA）が CreA非
依存的なセルラーゼ生産の CCR に関与することを見出し，PkaA
の上流因子である G タンパク質α サブユニット 3種のうち group 
III の GanB が主としてこれに関与すること明らかにした．各
因子遺伝子の単独・二重破壊株を用いたセルラーゼ生産性の解
析及びセルラーゼ遺伝子発現解析により，PkaA/GanB が CreA
とは独立した CCR経路に関与することを示した．CreA, PkaA, 
GanB の CCR に対する寄与の大きさは，抑制炭素源の種類や
培養方法（形態分化を伴うプレート培養又は液体培養）によっ
て異なっていることから，糸状菌が生育環境に応じて最も適し
た組成の多糖分解や糖質資化に関する酵素遺伝子群を発現する
ため，複雑な制御機構を獲得したのではないかと考えている 8）．
お わ り に

セルラーゼ，ヘミセルラーゼ遺伝子の発現誘導機構には共通
して Zn（II）2Cys6型の転写活性化因子が関与するが，その分子
レベルでの発現誘導機構は個々の因子によって大きく異なる．
誘導物質の感知やこれら因子の活性化機構など，不明な点は多
く残されている．CCR に関しても，特にセルラーゼは従来考
えられていたモデルよりも極めて複雑な制御が行われているこ
とが判明した．本研究の成果は糸状菌の持つ炭素源資化戦略の

解明に貢献するものであるものの，新たな課題の発見でもあっ
た．今後，これらの因子が関与する制御機構をより深く解析し
糸状菌の基盤研究の進展に寄与するとともに，その成果を安定
的なセルラーゼ，ヘミセルラーゼ生産を支える分子育種へと展
開し，応用的な研究開発にも貢献していきたい．
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