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3FaOl 麹菌．t．　oryz σ e に お ける オートフ ァ ジ ー欠損株 を用 い た異

種 タン パ ク質 の 生産性向上
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3FaO2　 黄麹菌が産生 する DPP −lv 阻害 化合物 の生合成 メカ ＝ ズ ム

　　　　　 に 関する検討
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【目的】A．・ry −ae は 大 量の タ ン パ ク質 を培 地中に 分泌する 能力を有する こ と か

ら、異種 タ ン パ ク 質生 産の 宿 主 と して用 い られて い る 。我々 は 以 前、A．　oo ・zae
にお い て 発現 させ た 変異型 分泌 タ ン パ ク 質が 液胞 に取 り込 まれ る こ とを見出

し、これ が 細胞 内自食作用で あるオ
ー

トフ ァ ジ ーに依存 する こ とを明 らか に し

た 1）。この 結 果か ら、オ ー
トフ ァ ジーが異種 タ ン パ ク 質を分解するボ トル ネ ッ

クの ひ とつ で あ る可能性が考 え られた。本研究で は、A．ρ那 偲 に お ける オ ート

フ ァ ジー関連遺伝子 の 破壊株 を用 い る こ とで 、異種 タ ン パ ク 質の 生 産性lf［」上 を

試み た 。
【結果】オ ー

トフ ァ ジーの 誘導 に閨与す るAoα tgノ　isよび わ 曜g13、オートフ ァ ゴ

ソ
ーム の 形成 に必須 なオ卿 g4 お よびAoatgS、オートフ ァ ジ ッ ク ボ デ ィ崩壊に必

須 なAoatg15 、以 F．Sつ の オ
ー

トフ ァ ジ ー
関連遺伝子

1・1）に つ い て破壊株を作製 し

た 。それぞれの 遺伝子破壊株で 異種 タ ン パ ク 質の モ デ ル とし て ウ シ ・キモ シ ン

を発 現 し、培 地中の 生 産量を測定 した。そ の 結果、AOatgi5以外の 4つ の遺伝子
の 破壊 株で キモ シ ン 生産 畢：が増加 し，　Aoatg4，　Aoatg8遺伝于破壌株で は 、コ ン ト
ロ
ー

ル 株 と比較 して それぞれ 3．0倍、2．4倍の 生産量増加が 認 め られ た 。本研究
に よ り、A．　oryzae オ

ー
トフ ァ ジー欠損株を用い る こ とで 異種タ ンパ ク質生 産量

を増 加させ る こ とに 成功 した。

【背景】こ れ まで に我 々 は 、醸造用黄麹菌が産生 す る DPP −lv 阻害化合物 （WYK −
1）の 生 合成に Non −Ribesomal 　Peptide　Synthetase（NRPS ）

： wykN が関与 して い るこ

と を 明 らか に し た ＊
且。また 、｝承 N を含 む 遺伝 子 ク ラス タ ーと転写 制御遺伝子

（トリ
・姻 ）の 存在が示 唆され 、1−ykll を高発現 させ る こ とで 非産生株で もWYK −］を

産 生 す る こ と を報 告 した ＊2。今 回”
盈 の 発現 制御 メ カ ニ ズム を明 らか とす る

こ と を 日的に検討 を行った。
【結果】WYK −1産生 株 と非 産生株 の M，コkR の ア ミ ノ酸配列 を比較 した ところ、4
ア ミノ酸 （全551 ア ミ ノ酸 ）に差が見 られた 。また M，）・kR遺伝 子プロ モ

ー
タ領域 に、

産生 株に おい て 23bp の付加 が見つ か っ た．t そこ で 、GUS を用 い た wyldC プロ モ
ー

タ ア ッ セ イを行 っ た と こ ろ、産生株非 産生株 間で発現 に差 は認め られなか っ た。
さら に、プ ロ モ ータ を含 むW 駅 遺伝 于 をniaD ］oeUs に導入 した とこ ろ、非産生

株にお い て も、WYK −1の 産生 が確 認された。これ らの 結果 か ら、黄麹菌 におい

て WYK 一且の 産生 に 閼わ る 制御は 、染 色体上での W 駅 遣伝子の 位置が影響 して

い る と推察 された 。

Sl
；日本農芸化学 会 2008年度大会 3A22pO7

s2
；第62回 日本生物 L学会大会 3P−1014

1）Kirnura　et　ai．（2Gl】）Bioじhじm ．　Biophys ．　Res．　Commun ．406 ：464−70，
2）Kikuma　et　ai．（2006）EukaryDt．　CcU　5 ；t328−36．
3）Klkurna　et　ai．（2D11）FEMS 　Micrebiol．　Lett．316 ：61−9．

】）isruption　ofautop ｝1agy −related 　genes　increases　the　preduction 　leve亘of

・hete・・ 1・ 9・ us 　pr・tein　in　the 丘lament・ us 　fungus 　Aspe ・gillnts・ryxae
∫aewoo 　Yoon ，○倣 麟 Kik  a，　Shin  agisawa ，　Jun−ichi　Maruyama、　Katsuhiko

　 Ki 匸amo10

　（Dept ．　Bi〔｝tcch ．，　Univ．　Tokyo ）

Biosynthesis　mechanism 　of　DPP −IV　Inhibitor　produced 　by　AspergiZaus
oryzae ・
　OKazuhiko　Imamura1 ・コ，　Yoshihi 匸01 ／su ）

’amai ，Osamu 　Yamada2 ，　Hitoshi　Shimoi2・G

　〔
iWakunaga

　Pharm．　Co．，　Lしd．，2Natl ．　Res．　lnst．　Brewing ，iDept．　Mo1 ．　Biotech．，（  ad 、
　 Sch．　Adv．　Sci．　Mat．、　lhroshima　Univ．）

Key　words 　Aspergiliz｛s　e りyzae，　autophagy 、　he1erologous　prQ亡ein　production Key　words 　Mspergiilits　oryzae ，　Non−ribosomal 　Peptlde　Synthetase（NRPS ），　DPP −IV
Inhibitor，　traJlscriptiQnal　reguLation

3FaO3　 麹菌 〔AspergiUus　oryzae ）分 生子 に お け る ス トレス応答に よ
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【目 的】高濃 度の Cu2
＋
や高温 な どの ス トレ ス を受け る と麹菌の 活性型DNA トラ

ン ス ポ ゾ ン Cralvierは mRNA の erMptic 　splicing や ORF 内pDly（A ）付加が減少 し．全
長 mRNA 比率が増 加する こ とで 転移活性 〔機能化）を示 す。ス ト レ ス 応答 cDNA

ブ ラ ウザ
ー

に よる 探索か ら機 能化が推定 され る新 たな トラ ン ス ポゾ ン 配列 も見

出 され て きて い る 1）。本研 究で は それ ら新規お よ び既 に ア ノ テ
ー

シ ョ ン さ れ て

い る トラ ン ス ポ ゾ ン 遺伝子 を対象 に ス トレ ス 条件 下で の mRNA 分
．
」種 変動 につ

い て解析 を行った 。
【方法】Cu2

＋
処理 お よび 高温処理 を行った分生 子 よ り全 RNA を抽出 し、　 RT−PCR

や 3
’−RACE お よび 転写産物の cDNA 配列決定 に よ り、spHcing の 変化 と poly（A ）i寸

加 位 置 の 変 動 につ い て 解折 を行った。
【結 果】未 ア ノテ

ーシ ョ ン 領域 よ り見出さ れ て い た 幾つ か の t  sposase や レ トロ

トラ ン ス ポ ゾ ン の gag 様配 列、お よび既 知の imptata 様配列 （AOOgOO230eO2Sl ）

で は ス トレス に よ り splidng 阻害が 認め られ た 。．．方、新規 DNA トラ ン ス ポ ゾ

）
・A。Tanl で は cryptic 　splicing は 検出 され な か った が 、　 ORF 内の poly（A ）付加 の 減

少 と 3
｝−UTR 領域 へ の 付加 が 認め られ る よ うに なった 。以 上 の こ と か ら、麹菌内

の ト ラ ン ス ポ ゾ ン様遺伝 子は Cffawier と 同様の 制御 に よ り転移抑制が なされて

い る こ とが 示唆 された c
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我 々 は 、麹菌 の デ ン プ ン 分解酵素 の生 産 にお い て、誘 導基 質で あ るマ ル トース

の 細胞 内取 込 み 系が 重要 で あ り、そ の取 込 み を担 うマ ル トース パ ーミア ーゼ

（MalP）遺伝 予が グ ル コ ース に よ り転写 レベ ル で 抑制 を受け て い る こ と をす で に

明 らか に して い る u。一方、出芽酵母 で は 、マ ル トース パ ーミア ーゼ の 発 現 が

転写 レ ベ ル で 抑制 を受 ける とともに、タ ン パ ク 質 レ ベ ル で エ ン ドサ イ トーシス

依存的 に液胞 へ 輸送 され 分解 を受 け る こ とが 報 告され て い る c 麹菌 にお い て も

同様の 分解 機構の 存在が 予 想 され る が 、そ の 有無 は未 だ不 明で あ る 。そ こ で 、
本研究 では 、MalPの 環境 シ グナ ル 応答 にお ける タ ン パ ク質 レ ベ ル で の 分解機構

を解明す る た め に、グル コ
ー

ス をはじめ とす る各種炭素源存在
．．
ドにお けるMalP

の 細胞 内局在 に つ い て 解析 を行った 。
GFP −MalP 融合 タ ン パ ク 質を麹菌で 発現 させ 、蛍 光顕微鏡観察 を行った と こ ろ 、
マ ル ト

ー
ス 誘導条件下で は 屯 と して 細胞膜 に GFP −MalP の 局在が 観察 され たが 、

液胞 と考 えられ る オル ガ ネラに も構成的な局在が見 られ た 。こ れに グ ル コ
ー

ス

を添加す る と速やか に 細胞膜か らの GFP 蛍光の 消失 と液胞 へ の 移行が 認め られ

た 。また、フ ル ク ト
ー

ス や マ ン ノ
ー

ス 、2一デ オ キ シ グル コ
ー

ス の 存在下 にお い

て も細胞膜か らの GFP 蛍光 の 消失が 認め られ た 。この こ とか らMalP も酵母の マ

ル ト
ー

ス バ
ー

ミ ァ
ーゼ と同様に エ ン ドサ イ ト

ー
シ ス に よる 分解制御を受け る も

の の 、糖に 対する 応答に 違い があ る可能性 が示唆 された 。
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