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[背景と目的]糸状菌 Trichoderma reesei は多様なセルラーゼを分泌する。その生
産機構は様々な転写調節因子により複雑に制御され、全容は明らかとなってい
ない。近年、Aspergillus 属、Neurospora 属などにおいて、多くの炭素源応答性、
環境因子応答性転写調節因子がセルラーゼ生産に関与することが報告された。
しかし、糸状菌にこれらのホモログがあるにも関わらず、属によって異なる機
能を持つことが明らかとなってきた。T. reesei においても、これら転写調節因
子のホモログが存在するが、多くの機能は不明である。T. reesei はセルラーゼ
生産に突出した能力を保持することから、他の糸状菌よりもセルラーゼ生産へ
の関与が期待される。本研究では、T. reesei に存在する推定転写調節因子の機
能解析を目的とし、転写調節因子破壊株を構築し、セルラーゼ生産性への影響
を評価した。
[方法]推定転写調節因子のコード領域を選択マーカー(pyr4)に置換した破壊用カ
セットを構築した。その後、世界的標準株 QM9414 株をプロトプラスト-PEG
法により形質転換し、相同組換えによる遺伝子破壊を行った。1% Avicel 培地に
て 5 日間培養し、セルラーゼ生産能を評価した。
[結果と考察]幾つかの転写調節因子において、セルラーゼ生産性への関与が示
唆された。また、ManR は Aspergillus oryzae において活性化因子として機能す
るが、T. reesei では抑制的に機能していることが明らかとなった。このことか
ら、他の転写調節因子においても、T. reesei 特有の機能を持つ転写調節因子が
存在することが推測された。現在、構築した遺伝子破壊株について、より詳細
な解析を進めている。
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1P-010 炭素源が麹菌のカーボンカタボライト抑制制御因子
CreA の細胞内局在と安定性に与える影響
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麹菌はマルトース存在条件下で大量のアミラーゼを生産するが、グルコースが
存在するとカーボンカタボライトリプレッション（CCR）によってその生産が
強く抑制される。昨年度の本大会では、麹菌において CCR を制御する転写因
子 CreA が、グルコースやマンノースなどの CCR を誘導する炭素源存在条件下
で著しく安定化されることを報告した。本発表では、各種炭素源が CreA の細
胞内局在に与える影響について報告する。
GFP 融合 CreA を麹菌で発現させ、フルクトースを炭素源とした培地で培養し
た菌糸を観察した結果、蛍光は主に核内において観察された。この菌糸をグル
コースやマンノースを炭素源とした培地に移した場合は核内において強い蛍光
が観察されたのに対し、マルトースやキシロースを炭素源とした培地に移した
場合は弱い蛍光が細胞質においてのみ観察された。CreA のアミノ酸配列中に
nuclear export signal (NES) と推定される配列が存在したことから、アミノ酸変異
を導入して細胞内局在や安定性に与える影響を調べた。その結果、NES に変異
を導入した CreA は、マルトースやキシロースを炭素源とした培地に移した後
も核内に局在し、野生型 CreA と比較して高い安定性を示した。以上の結果か
ら、CreA は CCR 非誘導条件下では核内から細胞質に移行して分解されること
が示唆された。
(本研究は「農林水産業・食品産業科学技術研究推進事業」の支援を受けて行わ
れた。)

Effect of carbon sources on the subcellular localization and stability of
carbon catabolite repression regulating factor CreA in Aspergillus oryzae.
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麹菌は古くから醸造・発酵現場で用いられている産業微生物であり、我々は、
麹菌の有用菌株育種を目指して、様々なアプローチで研究を進めている。TALENs
は、Transcription Activator-Like Effector Nucleases の略で、植物病原菌キサント
モナス属が有する任意の塩基配列を認識する DNA 結合ドメインに、2 量体時に
DNA 切断活性を示す酵素 FokI のヌクレアーゼドメインを融合させた人工キメ
ラタンパク質であり、人工ヌクレアーゼとも呼ばれている。TALENs によりゲ
ノム上の任意の位置に 2 本鎖切断を引き起こすと、切断された DNA は、非相
同末端又は、相同末端結合により修復されるが、この時に修復エラー等により
目的の遺伝子を改変すること、即ちゲノム編集が可能となる。そこで本研究で
は、TALEN を用いた麹菌育種の可能性を探るために検証を行った。
TALENs のターゲットには、ATP sulfurylase (sC) 遺伝子を選択し、非相同末端結
合による修復エラーを引き起こすコンストラクトで、糸状菌コドン使用頻度に
最適化された高活性型 Platinum-Fungal TALENs (1) を用いて行った。sC 遺伝子が
破壊されると、セレン酸耐性になることを利用して選抜を行い、TALENs によ
る切断活性調べた所、得られた株の 95% 以上でその活性があることが明らかと
なった。また、ゲノム編集の結果、糸状菌特有と思われる DNA 修復機構がい
くつかの株で観察されたので、これについても併せて報告したい。
(1) Arazoe T et al., Biotechnol. bioeng., (2015)

Genome editing via double-strand break repair using the Platinum-Fungal
TALENs in Aspergillus oryzae
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1P-012 ゲノム情報を利用した抗真菌剤 FR901469 生産性向上株
の作製
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微生物を工業的に利用する際には、工業製造時に有利な形質をもつ菌株を得る
ことを目的として育種が行われる。育種の方法として突然変異法がよく用いら
れているが、次世代シークエンサーの登場により簡便にゲノム解析を行うこと
が出来るようになったことから、今後は遺伝子工学的手法を用いた分子育種が
主流になっていくことが予想される。
No.11243 株は抗真菌剤 FR901469 を生産する糸状菌である。本研究では遺伝子
工学的手法を用いた No.11243 株の FR901469 生産性向上株の作製を試みた。ま
ずアノテーションされた遺伝子から NRPS 遺伝子を抽出し、ドメインと FR901469
の構造を比較することで FR901469 の生合成に関わる NRPS 遺伝子を推定した。
さらに推定 FR901469 生合成遺伝子クラスター内にある転写因子の高発現株の
作製を行った。その結果クラスター内の多くの遺伝子の発現量が向上し、
FR901469 の生産量が 3.4 倍に向上した株を得ることに成功した。次に原料とな
るアミノ酸の生合成を強化するために、アミノ酸の生合成を制御する転写因子
である cpcA 遺伝子の高発現株の作製を行った。その結果、FR901469 の生産量
がさらに 1.4 倍に向上する株を得ることが出来た。また発現解析によって、ア
ミノ酸の生合成に関わる遺伝子の発現量が全体的に上昇していることを確認
した。
本研究は、経済産業省委託事業『革新的バイオマテリアル実現のための高機能
化ゲノムデザイン技術開発』の一部として実施された。

Producing antifungal antibiotic FR901469 high-yield strains by using
genome information

○Makoto Matsui1, Tatsuya Yokoyama1, Toshitaka Kumagai2, Goro Terai3,
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