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研究成果の概要（和文）：真菌（カビや酵母）には、病原菌、醸造・発酵、抗生物質や酵素など

の有用物質生産に使われる重要な菌が多く、環境中ではしぶとく生き残るための工夫をし、我々

の身の回りに多く生息する。酸素が少ない環境では、呼吸によるエネルギーの維持が困難とな

り生存の危機を迎えるが、このときの細胞内での代謝の変化のほとんどが未解明な点が多い。

本研究で解明したこの代謝変化は、今後の真菌の生育の制御技術の開発に役立つ。 
 
研究成果の概要（英文）：Oxygen depletion imposes a challenge on fungi since oxygen serves 
as a substrate for respiration and for other biological processes. Our investigation using 
omics and biochemical approaches revealed novel adaptation mechanisms to such 
environment of the Aspergillus fungi. These mechanisms are considered be important for 
the fungal adaptation into natural environment as well as into artificial fermenting 
conditions.  
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１．研究開始当初の背景 
真核生物は、有機物の酸化によって遊離す

るエネルギーを利用して ATP を合成し、生
育に必要なエネルギーを獲得している。酸化
反応には酸化剤が必要であるが、真核生物で
は、最終的な酸化剤はピルビン酸あるいは酸
素である。解糖（glycolysis）などにより生じ
るピルビン酸は、この酸化反応に伴いエタノ
ールや乳酸に還元され（アルコール・乳酸発

酵）、酸素はミトコンドリアの呼吸酵素の働
きにより水へと還元される（酸素呼吸）。こ
れが教科書の記述である。しかし、近年、真
菌（カビ）などの真核生物があたかも原核生
物（細菌）のように、多様な無機・有機物を
最終的な酸化剤として発酵や呼吸をするこ
とが明らかとなってきた。即ち、1996 年に、
祥雲博士（東京大学）の研究グループにより、
カビ Fusarium oxysporum が硝酸呼吸（脱
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窒）を行い嫌気的にエネルギー(ATP)を獲得
することが、真核生物としては初めて報告さ
れ、その後、申請者はこの詳細を解明すると
ともに、新規な発酵・呼吸系を見いだした。 
 これらにより、真核生物が酸素呼吸に依存
せずに生育できること、真核生物の嫌気的エ
ネルギー獲得機構が多様性をもつこと、カビ
が低酸素条件下への適応機構をもつことが
明らかとなった。さらに、最近では、プロテ
オーム解析の手法を導入するなどして研究
を展開させ、カビ低酸素応答にかかわる興味
深い現象の糸口を見出している。これらの成
果は、真核生物のエネルギー代謝の多様性を
示す例として科学的意義が高い。一方、一連
の研究がなされる以前には、これらの嫌気的
なエネルギー獲得機構は原核生物固有のも
のであり、進化的に古い代謝であると考えら
れていた。最も下等な真核生物の一つである
カビがこのような嫌気代謝を行うことは、原
核生物から真核生物に至る過程でのエネル
ギー獲得機構の進化に対する知見を知る上
でも重要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、申請者によるオリジナルの研究
により明らかとなりつつある真菌が低酸素
条件に応答・適応し生存する際に発現する 
酸素以外の代替電子受容体の利用メカニズ
ム、核酸・糖代謝の改変による細胞内化合物
の在庫整理、オルガネラ機能の調節、代謝の
スローダウン、呼吸・発酵副産物に対する防
御機構に関する個々の研究を分子生物学お
よびオミクスの手法を用いて推し進め、真菌
の低酸素応答・適応・生存戦略の分子機構の
全体像を解明することを目的とする。具体的
には、酸素以外の代替電子受容体の利用メカ
ニズムの未知な構成成分を同定する。また、
これまでに、低酸素条件下で発現が上昇する
NAD(P)H 分解酵素遺伝子として以下の 2 つ
を見出したので、これらの組換え酵素の発現
と酵素学的解析、遺伝子破壊株の作製、細胞
内核酸関連化合物の定量解析により、低酸素
条件下での核酸代謝制御と NAD(P)H の分解
への寄与を明らかとする。また、低酸素条件
下でのオートファジーの活性化、硝酸呼吸副
産物への応答系としての解毒酵素 P450・ヘム
生合成・メタロチオネインの機能、硫黄還元
の副産物とチオレドキシン系などの役割を
明らかとすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)使用した微生物とその培養方法：
Aspergillus nidulans A89、A. nidulans 
ABPUN （Fungal Genetic Stock center）、A. 
oryzae RIB40 （酒類総合研究所）、F. 
oxysporum JCM11502（Japan Collection of 
Microoraganism）を主な実験材料とした。窒

素源を 10 mM 硝酸ナトリウムとした液体最少
培地にそれぞれの株の分生子を添加し、37℃
で 6～48 時間振とう培養した。 
 
(2) A. nidulansの形質転換方法：最少培地 
40 mLに A. nidulansの胞子けん濁液を添加
し、37℃、250 rpmで 6 時間振とう培養した。
顕微鏡で発芽を確認し、集菌して細胞壁溶解
酵素液に入れ、30℃、250 rpmで 30 分振と
うした。その後、振とう回数を 180 rpm に落
として 2 時間振とうした。顕微鏡でプロトプ
ラスト化を確認し、集菌した後、プロトプラ
スト緩衝液 Aで二回洗浄後、B液にけん濁し
た。各マイクロチューブに DNA溶液、50 µl
のポリエチレングリコール液、プロトプラス
ト溶液を添加してピペッティングで静かに
攪拌した。これを氷上に 20 分間静置した。
さらに、これに A液を 1 mL 添加し、20分間
室温で静置した。これを 15 mlファルコンチ
ューブに分注した上層寒天培地にプロトプ
ラスト溶液を添加し、下層寒天培地（1 M ス
クロースを含む）に分注した。37度で 2～3
日間培養し形質転換体を得た。 
 
(3)タンパク質の取り扱い方法：カラムクロ
マトグラフィーを用いたタンパク質の精製、
電気泳動、ウエスタンブロッティング、組換
えタンパク質の調製、MALDI-TOF 質量分析計
を用いたペプチドマッピング、エドマン分解
法によるアミノ末端のアミノ酸配列の決定、
NADHまたは NADPHの脱水素酵素活性の測定に
は、一般的な手法を利用した。詳細は、公表
論文を参照されたい。 
 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① A. nidulansの低酸素条件下における遺伝
子発現応答を DNAマイクロアレイを用いて網
羅的に解析した(1)。A. nidulans は低酸素条
件下で、解糖系、TCA サイクルおよび TCA サ
イ ク ル の バ イ パ ス 経 路 で あ る 
gamma-aminobutyrate (GABA) シャントを構
成する遺伝子の発現を上昇させた（下図）。 
 

 



本菌は、低酸素条件下では、エタノール発酵
および乳酸発酵によって NADH を再酸化し、
GABA シャントにより NADH の過剰な蓄積を
回避していると考えられる。また、低酸素条
件下では、主要な電子受容体である酸素が不
足によって細胞内の NAD+：NADH の比が上昇
する。この条件下では、NAD+依存型のヒスト
ンデアセチラーゼである Sirtuinの活性が低
下することによって、通常は発現抑制されて
いる二次代謝系（ステリグマトシスチンやペ
ニシリン）の生合成が脱抑制されることも明
らかとなった。一方で、低酸素条件下では、
RNA polymerase II (Pol II) や Pol II 依存
型の転写の開始に関わる遺伝子の発現が低
下するとともに、細胞内の全 mRNA 含量が低
下したことから、A. nidulans は低酸素に応
答して Pol II に依存した転写を抑制してい
ることが示された。 
 

②同様の手法を用いて、A. oryzae の低酸素
環境への遺伝子発現応答を解析した。その結
果、A. nidulans と同様、極めて多く（全遺
伝子の 50%）の遺伝子の発現が低酸素条件に
応答し変化することが示された（下図：解析
された遺伝子の発現様式によるクラスタリ
ング解析）。 

 
これらの遺伝子と上述の A. nidulansの低酸
素応答遺伝子のの推定アミノ酸配列を比較
し、2種間での双方向ベストヒット(BBH)、片
方向ベストヒット(EH)、ヒットなし(NSG)に
分類した。BBHと EH のクラスタリング解析の
結果、両菌種ともに、低酸素条件下において
アルコール発酵および TCA サイクルの GABA
シャントを構成する酵素遺伝子の発現を誘
導しており、これらの菌が低酸素に応答して
共通の代謝制御を行うことが示された。一方、
A. oryzae では、A. nidulans とは異なり、
低酸素条件下でグリオキシル酸回路が活性
化されることが明らかとなった。また、A. 
oryzaeの低酸素応答遺伝子の NSGには二次代
謝および一酸化窒素代謝に関わるものが多
く含まれていた。以上の結果から、両菌種は、

低酸素環境に応答して、種間で保存された代
謝変換に加えて、種特異的な遺伝子発現応答
を行うことが示された。 
 
③F. oxysporum JCM11502 株（FOWT）を用い
て、無細胞抽出液から S0還元酵素（SR）を電
気泳動的に単一となるまで精製したところ、
SRの酵素活性の発現には NADPHに加えて GSH
または GSSG が要求されることが示された。
SR の推定アミノ酸配列は、他の生物の GR の
それと高い相同性を示した。また、精製した
SR は GR 活性を有していた。GSH は非酵素的
に S0 を還元して H2S を生成することから、
FOWT はグルタチオンと GR から構成されるグ
ルタチオン系によって S0 を還元しているこ
とが明らかとなった。GR遺伝子の遺伝子破壊
株（FODGR）を作製し、S0を添加した培地を用
いて、FOWTおよび FODGRを低酸素条件下で培
養した。S0を添加しない場合、WTと DGRの培
養後の生菌数の違いはなかった。一方、S0を
添加した培地を用いた場合、両株とも生菌数
が経時的に低下し、FOWTに比べ FODGRの方が
生菌数が低下した。このとき、FODGR による
H2S の生成量は FOWT に比べ顕著に低下した。
また、Na2Sを培地に添加した場合には、FOWT
と FODGR の生存率の違いは見られなかった。
以上の結果から、SRは、S0を H2S へと還元す
ることによって本菌の生存率を上昇させる
働きを持つことが明らかとなった。SRによる
S0 の還元反応は、細胞内の還元当量を除去す
る異化的な働きを持つことと S0 によるスト
レスから細胞を防御する機能を持つことが
考えられた。S0の還元および S0存在下での生
存へのグルタチオン系の関与の発見は新規
であり、本研究成果によって、生物のグルタ
チオン代謝の新たな機能の一つが明らかと
なった（下図）。 

 
 
④A. nidulansを用いて、GR に着目した糸状
菌のグルタチオン系の解析を行った。組換え
GR を大腸菌を用いて発現させ、その酵素化学
的性質を調べたところ、他の生物由来のそれ
と同様に、FAD を含有し、NADPH依存的に GSSG
を還元した。A. nidulansの GR 遺伝子破壊株
（DGR1）は野生株（WT）に比べ、生育が著し
く低下した。また、DGR1は菌体内の酸化型グ
ルタチオン含量、スーパーオキシド含量が増
加し、呼吸活性が低下した。GR 遺伝子の発現
量は種々の酸化ストレス誘引剤の存在下で、



1.5～6倍上昇した。WTと DGR1の菌体内タン
パク質のプロテオーム解析を行ったところ、
DGR1では、チオレドキシン還元酵素、パーオ
キシレドキシン、カタラーゼ、シトクロム c
パーオキシダーゼなどの抗酸化系酵素の存
在量が増加した。以上の結果から、 A. 
nidulans の GR は、他の抗酸化系と相互作用
し酸化ストレス耐性に寄与すると考えられ
た。また、DGR1の細胞内における発現量が上
昇するタンパク質として新規なグルタチオ
ン-S-転移酵素（GST）を見出し、GstB と命名
した。この組み換えタンパク質を調製するこ
とによって酵素化学的性質を明らかとした
（下図）。 

 
 
(2) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 

Aspergillus 属は古くから清酒や醤油など
の発酵・醸造産業に使用されてきた糸状菌で
あるとともに、クエン酸などのさまざまな有
用物質や酵素の工業生産にも利用されてい
る。一方、Aspergillus 属は、菌類のモデル
生物として重要な A. nidulansを含む。本研
究では、特に培養の通気条件に注目し、A. 
nidulansと麹菌 A. oryzaeの遺伝子発現が低
酸素条件下でどのように変化するのかをト
ランスクリプトームの手法を用いて網羅的
に解析した。得られた研究成果は、培養の通
気条件が重要とされる食品・工業生産の効率
化に役立つと期待される。 
本研究成果により、これまで未解明な点が

多かった糸状菌のグルタチオン系の抗酸化
系としての機能が解明されたとともに、S0の
還元といった新たなグルタチオン系の生物
界での役割が提唱された。また、本研究によ
って、低酸素条件下での S0還元反応に GR-グ
ルタチオン系が関与することが初めて明ら
かとされ、GR-グルタチオン系が低酸素条件
下での S0への還元当量の消費と、S0ストレス
の回避という新しい生理機能を有すること
が示された点は新規の発見である。また、糸
状菌のグルタチオン系が酸化ストレス耐性
に関与し、他の抗酸化系を相互作用すること
を明らかにした。 

本研究では、糸状菌特異的に分布する新規
GST を見出した。この GST は Aspergillus 属
と Fusarium 属といった限られた生物種にの
み分布する新規なファミリーに属する GSTで
ある点は極めて興味深い。以上の結果から、
A. nidulans のグルタチオン系は他の生物の
それと同様に抗酸化機能を有することと、GR
遺伝子の欠損により新規の GSTを含む他の抗
酸化系タンパク質の発現が上昇することが
明らかとなった。 
 

(3) 今後の展望 
 本研究により、Aspergillus 属が低酸素条
件に応答して遺伝子の発現をグローバルに
制御することによって細胞内代謝を調節し
ていることが示された。さらに、A. oryzae
と A. nidulansの遺伝子発現の低酸素応答に
は、両菌種に共通したもののほかに、A. 
oryzae に特有のものが存在することが明ら
かとなった。一方、これとは反対に、十分な
通気の下でのみ発現誘導される麹酸の生産
に関わる遺伝子も A. oryzae 固有のゲノム領
域に存在した。これらのことは、A. oryzae
がゲノム構造を変化させることによって通
気条件に適応してきたことを推察させるも
のであり、近縁種同士の分子進化を考察する
上で重要な知見を与える。一方、培養に際す
る通気条件は、多くの有用物質の工業生産の
ために重要である。本研究で得られた知見は、
Aspergillus 属を用いた発酵・醸造産業の効
率化に向けた応用研究に大きく貢献すると
期待される。  
また、本研究は、これまで不明だった糸状

菌のグルタチオン系の S0 還元および酸化ス
トレス応答に対する生理機能の詳細を明ら
かにし、新たな知見を数多く含むものであり、
糸状菌の新たな代謝研究の礎を築いた点で
高く評価できる。 
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