
琉球大学学術リポジトリ

[総説]麹菌の遺伝子組換え技術の進展

言語: 

出版者: 南方資源利用技術研究会

公開日: 2019-08-09

キーワード (Ja): 麹菌, 遺伝子組換え, 非相同末端結合,

Cre-loxP システム

キーワード (En): Aspergillus oryzae, genetic

transformation, non-homologous end-joining, Cre-loxP

system

作成者: 水谷, 治, Mizuntani, Osamu

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/20.500.12000/0002017074URL



キーワード：麹菌、遺伝子組換え、非相同末端結合、Cre-loxPシステム

Key words : Aspergillus oryzae, genetic transformation, non-homologous end-joining, Cre-loxP system

1．はじめに
麹菌（Aspergillus oryzae）は、古来より醸造や

発酵食品の製造に利用されており、近年では、酵素

剤や二次代謝産物の生産など、幅広く利用されて

いる産業微生物である 1）。1986年に五味らによっ

て麹菌の形質転換法が発表されて以来 2）、多くの研

究者らにより、麹菌の遺伝子破壊株を用いた遺伝子

機能解析が行われてきた。遺伝子機能を解析するに

は、特定の遺伝子を狙って破壊する遺伝子相同組換

え（ターゲティング）技術が必須であるが、麹菌を
含め多くの糸状菌や高等生物では、相同組換え効率

が非常に低く、遺伝子機能解析には多大の時間と労

力を必要としていた。加えて、2005年に麹菌ゲノ

ムが解読され、遺伝子数が約 12,000個と推定され

ると 3）、当時、すでに遺伝子機能が報告されていた

遺伝子は、僅か 0.5%程度であることがわかり、遺

伝子ターゲティング技術の大きなブレークスルーが

望まれていた。

このブレークスルーは、埼玉大学の井上らによる

アカパンカビ（Neurospora crassa）の研究によっ
てもたらされた 4, 5）。これ以降、麹菌を含む多くの

糸状菌において同様の研究が数多く行われ、遺伝子

ターゲティング効率上昇株の作出が報告されるよう

になった 6-9）。また、糸状菌の相同組換え技術が容

易になったことで、次の課題として、多重遺伝子の

破壊株や数種の遺伝子を制御可能な株の作出が期待

されていた。麹菌は、他の Aspergillus属と比較し

てマーカー遺伝子となる候補が少ないため、多重遺

伝子破壊等を行うためには、マーカー遺伝子のリサ

イクル技術も重要な課題となっていた 7）。本総説は

麹菌のマーカー遺伝子リサイクル技術に焦点を当て

る。

マーカー遺伝子のリサイクル技術は、酵母等で良

く用いられるループアウト法等の様々な方法が報告

されている 10, 11）。そこで、我々は、後述する麹菌
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による Cre-loxPシステムを用いたマーカー遺伝子

の回収技術の構築を試みた（Cre-loxPシステムの

概要についても後述）12）。本総説では、麹菌におけ

る相同組換え上昇株と Cre酵素直接導入法を用い

た Cre-loxPシステムによるマーカー遺伝子の回収

技術について概説する。

1．遺伝子ターゲティング効率上昇株の発見
外来 DNAの宿主染色体への導入は、主に相同

組換え（HR; homologous recombination）経路
と非相同末端結合（NHEJ; non-homologous end 

joining）経路の 2つの経路に依存していると考え

られている。これらの経路は、いずれも DNA二本

鎖切断（DSBs; DNA double strand breaks）が生
じた際の修復経路として発見されている（図 1）13）。

HR経路は、DNAの相同配列間の組換えに依存す

る経路であり、酵母（Saccharomyces cerevisiae）
は、DSBsの修復を主に HR経路によって行ってい

るため、相同配列を持つ外来 DNA断片を導入した

場合、酵母染色体上の相同部位へと導入される。そ

のため、酵母における遺伝子ターゲティング効率は

非常に高く、遺伝子操作の扱いやすい真核微生物と

してその名を轟かせている。一方、酵母以外の真

核生物の多くは、DSBsの修復を主に NHEJ経路に

よって行っているため、たとえ外来 DNA断片が長

い相同配列を有していても、その DNA断片は染色

体上の任意の部位、即ち非相同に導入されてしまう

ことが多い。

井上らは、外来 DNAが NHEJ経路を介して非相

同でランダムに染色体上に導入される現象に着目

し、アカパンカビの NHEJ経路の構成因子である

Ku70および Ku80タンパク質をコードするmus51
（ku70）およびmus52（ku80）の各遺伝子を破壊
した株を宿主に用いると、100%の確率で遺伝子

ターゲティングが起こることを発見した 4）。さらに、

同じ NHEJ経路の非相同末端結合に関与する ligase

をコードするmus53（lig4）遺伝子についても同
様に調べ、ku遺伝子破壊株と同様に 100%の確率

で遺伝子ターゲティングが可能であることを報告し

ている 5）。加えて、100-500bpといった短い相同

領域を利用した遺伝子ターゲティングにおいて、ku

遺伝子破壊株ではターゲティング効率が低下するが、

lig4遺伝子破壊株では形質転換頻度が下がるものの

100%のターゲティング効率を示すことも示してい

る 5）。これらの事実から、目的遺伝子の特異的な遺

伝子破壊に対しては、lig4遺伝子破壊株を宿主に用

いたほうが有用であると考えられたため、麹菌にお

いても lig4遺伝子に着目して研究を行うこととした。

2．麹菌の ligD遺伝子破壊株と遺伝子ター
ゲティング効率

井上らの報告 5）をもとに、我々は NHEJ経路の

lig4ホモログ遺伝子に注目し、麹菌ゲノムデータ

ベースよりゲノム配列中にアカパンカビ由来 lig4

 図 1　DNA二本鎖切断（DSBs ; DNA double strand breaks）の主な修復経路
HR: Homologous recombination, NHEJ: Non-homologous end-joining
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のホモログ遺伝子を見出し、その遺伝子を ligD

と命名した。麹菌 ligD遺伝子の破壊は、ゲノム

解析株である Aspergillus oryzae RIB40株から

造成された NS4株（niaD -, sC -）を親株 14）とし

て、Aspergillus nidulans由来の硫酸塩資化マー

カーである sC遺伝子及び A. oryzae由来のピリ

チアミン耐性マーカー遺伝子である ptrAを用い

て遺伝子置換法により、それぞれ ⊿ligD:: sC株

および⊿ligD:: ptrA株を造成した。得られた ligD

遺伝子破壊株の表現型と生育速度を観察したとこ

ろ、プレート培養及び液体培養のいずれにおいても

親株の NS4株と比較して殆ど変化はなかった。ま

た、N. crassaの ku遺伝子や lig4遺伝子の破壊株

は、Ethyl methanesulfonate（EMS） や Methyl 

methanesulfonate（MMS）といった DSBs 誘発

薬剤に対して感受性を示すことが報告されてい 

る 4, 5）。そこで、麹菌の ligD遺伝子破壊株でも

EMSやMMSに加えて、DSBsを引き起こす抗が

ん剤としても有名な Phleomycin（PLM）に対する
感受性試験も行った。その結果、EMSや PLMで

は、いずれの濃度においても親株と同等の感受性で

あった（図 2A）。一方、MMSにおいて低濃度では

親株と同程度の感受性を示したが、高濃度では親株

よりも高い感受性を示すことが明らかとなった（図
2B）7）。

ligD遺伝子破壊株のターゲティング効率を調べ

るために、菌体外プロテアーゼの発現に関与する

転写因子 prtRをターゲットとして、A. oryzae由

来の ptrA遺伝子マーカーの両端に prtR ORFの

上流および下流 1000bpの相同領域を連結した

DNA断片を準備し、⊿ligD::sC株を宿主に遺伝子

ターゲティングを行った。その結果、親株である

NS4株のターゲティング効率が 8%だったのに対

し、⊿ligD::sC株では 96%であった（表 1）。一
方、⊿ligD::ptrA 株を宿主に、A. nidulans由来

の sC遺伝子マーカーを用いて同様のコンストラク

トで prtR遺伝子のターゲティング効率を調べた結

果、親株のターゲティング効率が 28%であったの

に対し、⊿ligD::ptrA株では 100%であった（表
2）。また、この株を宿主として、アスパラギン酸
プロテアーゼである pepA遺伝子を用いて遺伝子

ターゲティングを行った場合においても、その効率

は 100%であった。これらの結果から、麹菌 ligD

はアカパンカビの lig4と同様に NHEJ経路に関

与し、その遺伝子破壊株はターゲッティング効率

を顕著に上昇させる事が明らかとなった。続いて、

prtRを用いて相同配列の長さを 500bp, 100bpお

よび 50bpと短くした場合のターゲティング効率を

検証した結果、親株でのターゲティング効率は、そ

れぞれ 13%, 0%および 0%であったのに対し、⊿

ligD::ptrA株では、500bpでも 100%であった（表
2）。また、アカパンカビでは、相同配列が 100bp

までのターゲティング効率が 100%であり、50bp

では形質転換体が得られなかったのに対し 5）、麹菌

ligD遺伝子破壊株では相同配列が 100bpであって

も形質転換体がほとんど得られないという違いが

観察された 7）。以上の結果から、相同配列の長さが

500bp以上である場合において、麹菌 ligD破壊株

図 2　ligD遺伝子破壊株の表現型
(A) 最少寒天培地、EMS, PLM入り最少寒天培地にお 
　 ける ligD遺伝子破壊株の表現型
(B) MMS入り最少寒天培地における ligD遺伝子破壊 
　 株の生育直径
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は高頻度相同組換え宿主として非常に有用である事

が明らかとなり、この破壊株を宿主とすることで麹

菌の遺伝子機能解析の発展に寄与できることが期待

された。

3．Cre酵素直接導入法による Cre-loxP
システムを用いた麹菌のマーカー遺伝
子回収

これまで述べてきたように、高頻度相同組換え宿

主が開発されたことで、多重遺伝子破壊株や数種の

遺伝子を制御できる株の造成が期待されていた。し

かしながら、他の Aspergillus属と比較してマー

カー遺伝子となり得る候補が少ない麹菌は、マー

カー遺伝子のリサイクリング技術が重要な課題の一

つと考えられていた。そこで我々は、Cre-loxPシ

ステムによるマーカー遺伝子の回収技術を構築する

ことを試みた 12）。Creリコンビナーゼ（Cre）とは、
大腸菌を宿主とするバクテリオファージ P1がコー

ドする部位特異的組換え酵素であり、loxP配列は、

8bp（スペーサー配列）が対称配列の 13bp（アー
ム配列）で両端を挟まれた 34bpからなる Creの

特異的な標的配列である。Creは、同一 DNA鎖上

に 2つの loxP配列が同方向にある場合、loxPで挟

まれた DNA領域を効率よく環状に切り出して脱落

させる事ができる（図3）。即ち、選択マーカーカセッ
トの両端に loxP配列を同一の向きで配置して染色

体上に導入し、細胞内で Creを作用させることに

より、選択マーカーカセットのみを特異的に脱落さ

せることが出来る。

Creを細胞内で作用させるためには、一般的に

Cre遺伝子の発現カセットを有するプラスミドを作

成し、細胞内に導入してプラスミドとして保持さ

せる必要がある。その細胞を Cre遺伝子の発現誘

導条件下に移すことで Creを細胞内に発現させる。

実際に、麹菌近縁種である Aspergillus fumigatus

や A. nidulansでも報告されている 15, 16）。しかし

表 1　⊿ligD::sC株の ptrAマーカー遺伝子を用いた prtR遺伝子のターゲティング効率

表 2　⊿ligD::ptrA株の sC マーカー遺伝子を用いた prtR遺伝子のターゲティング効
率と相同配列の長さにおけるターゲティング効率
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ながら、この手法を用いてマーカー遺伝子を除去す

るには、図 4の左図に示すように、Cre発現プラス

ミドの導入、発現誘導、マーカー遺伝子の脱落株の

選抜および Cre発現プラスミドの除去等、非常に

多くの煩雑なステップを必要とする。そこで、我々

は菌体内にCre酵素を直接導入することでマーカー

遺伝子の除去が行えるか検討し、核酸を Cre酵素

のキャリアとして利用することで、Cre-loxPシス

テムが機能する事を明らかにした（図 4）。
Cre-loxPシステムの手順として、まず麹菌細胞

を定法に従いプロトプラスト化し、市販の Cre酵

素及び酵素キャリアとなる DNAにポリエチレング

リコール（PEG 4,000）と塩化カルシウム溶液を
混合してプロトプラスト化した麹菌細胞と混和する。

その後の操作は、一般的に麹菌で用いられているプ

ロトプラスト・PEG法による形質転換法で導入が

可能となる。実際の実験では、マーカー遺伝子に

ATP sulfurylaseをコードする sC遺伝子を用いて

行った。sC遺伝子は硫酸塩の資化に必要な遺伝子

であり、この遺伝子が存在すると、硫酸塩のアナロ

グであるセレン酸に対して感受性となり、硫酸塩を

唯一の S源として生育可能となる。一方、sC遺伝

子が破壊されると、セレン酸に耐性となる。sC遺

伝子カセットの両端に loxP配列を同方向に配置し

たフラグメントを搭載したプラスミドを麹菌 NS4

株の niaD遺伝子をターゲットとして遺伝子挿入法

にて組込んだ株（loxP::sC/NS4株）を供試菌株と
して上述の方法に従い、pUG6プラスミドを酵素

キャリアに用いて Cre酵素を麹菌細胞へ直接導入

した。セレン酸含有培地において生育してきた株に

おいて、実際に sCマーカー遺伝子が脱落している

かゲノム PCR法にて調べた（図 5）。PCRのコンス

トラクトは、sCマーカー遺伝子が抜けてない場合

には 4.1kbの増幅産物が確認され、sCマーカー遺

伝子が抜けた場合には 0.8 kbの増幅産物が確認で

きる（図 5A, B）。その結果、コントロールとして
Cre酵素のみを用いた場合、マーカー遺伝子の除去

は確認出来なかったが、Cre酵素と酵素キャリアに

pUG6プラスミドを用いた場合では、マーカー遺伝

子の完全な除去が観察された（図 5C）。得られた
sCマーカー遺伝子除去株を loxP/NS4株と命名した。

以上のように、Cre酵素と酵素キャリア DNA（こ
こでは pUG6プラスミド）を用いて菌体内に Cre

酵素を直接導入することにより、マーカー遺伝子

を効率よく除去できることが示唆された。得られ

た loxP/NS4株の栄養要求性試験を行ったところ、

loxP/NS4株は硫酸塩を資化出来なくなっている事

が確認された（図 6）。これにより、loxP/NS4株

で sCマーカー遺伝子が使用出来る事が改めて示さ

れた。続いて、loxP::sC/NS4株を宿主に用い、Cre

図 3　Cre-loxPシステムの概略 図 4　Cre酵素直接導入法による Cre-loxPシステム概念図
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酵素の直接導入時に使用する酵素キャリアの検討を

行った。その結果、oligo DNA（34bp）の様な非
常に短い核酸ではキャリアとなり得ないが、一般的

なプラスミドやその切断産物および single strand 

DNAなどのある程度の鎖長を持った DNAであれ

ば、いずれも機能することが明らかとなった 12）。

このため、酵素キャリアとする DNAをマーカー

遺伝子、今回の場合ならば sC遺伝子とすることで、

Cre酵素の直接導入時に sC遺伝子が非相同で染色

体に組込まれた株を除外することが可能であること

が示唆された。

loxP

図 5　Cre 酵素直接導入法による sCマーカー遺伝子の除去

loxP

loxP

loxP::sC

loxP

sC 
－

sC 
－

sC

sC

niaD 

+

niaD 

+

niaD 

－

sC 
＋

図 6　loxP/NS4株の栄養要求性
103個の分生子をスポット植菌し、30˚Cで 4日間培養した。
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4．Cre酵素直接導入法による Cre-loxP
システムを用いた麹菌のマーカー遺伝
子回収の応用

Cre酵素直接導入法による Cre-loxPシステムを

用いたマーカー遺伝子の回収技術を使って、⊿ligD

株から sC遺伝子マーカーの除去を行った（図 7）。
まず、sC遺伝子カセットの両端に loxP配列を同方

向に配置したフラグメントの両端に ligD遺伝子破

壊に利用した相同領域を連結させた⊿ligD::loxPsC

ターゲティングカセットを用いて、ptrAマーカー

遺伝子で ligD遺伝子が破壊された⊿ligD::ptrA株

を形質転換した。得られた⊿ligD::loxPsC株を宿主

として Cre酵素直接導入法による sCマーカー遺伝

子の除去を行った（図 7A）。マーカー遺伝子の除

去株候補のゲノムを取得し、サザン解析を行った

結果、候補株全てで目的通り sCマーカー遺伝子が

除去されたバンドパターンが観察された（図 7B）。
これらの株を⊿ligD::loxP株と命名し、栄養要求

性試験を行ったところ、⊿ligD::loxP株は sCマー

カー遺伝子及び ptrAマーカー遺伝子の両マーカー

遺伝子が除去されているため、S源として硫酸塩を

含む培地とピリチアミン入りの培地では生育できな

いことが明らかとなり、⊿ligD::loxP株で sCマー

カー遺伝子が使用できることが改めて示された（図
7C）。以上のように、Cre酵素直接導入法を使う

ことで、マーカー遺伝子の除去を簡便に行えるこ

とを明らかにした 12）。また、この技術を用いて麹

菌ゲノム中に存在する 3種類の Taka-amylase遺

伝子群（amyA, amyBおよび amyC）の三重遺伝

図 7　Cre酵素直接導入法を用いたマーカー遺
伝子除去による⊿ligD::loxP株の造成

(A) ⊿ligD::loxP株造成コンストラクト
(B) ⊿ligD::loxP株確認サザンブロット解析
(C) ⊿ligD::loxP株の栄養要求性
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子破壊株（⊿amyABC）の造成も行い、培養上清
中の Taka-amylaseタンパク質のバンドが消失す

ることを SDS-PAGE上で確認した（図 8）。この 

⊿amyABC株は、麹菌で最も高発現している酵素

タンパク質の一つを欠失していたことから、異種タ

ンパク質生産の宿主としてはもちろんのこと、小胞

体ストレス応答を調べるための宿主株等として利用

されている 17）。

5．おわりに
現在、麹菌を含む多くの糸状菌研究者が、遺伝

子ターゲティングの宿主に ku遺伝子や ligD遺伝

子の破壊株を使用して未知遺伝子の機能解析に取

り組んでいる。アカパンカビでは、遺伝子ターゲ

ティング効率の上昇株を宿主に用い、酵母と同様

に全遺伝子破壊株のライブラリーが構築され、The 

Fungal Genetics Stock Center（http://www.fgsc.

net/scripts/StrainSearchForm.asp）より頒布され
ている。日本においても、野田産業研究所を中心に

各種転写因子の遺伝子を中心とした麹菌の破壊株ラ

イブラリーが構築されている 18）。

Cre-loxPシステムを用いる際、多重遺伝子導入

時に障害となる loxP配列の染色体上への蓄積が課

題となっている。しかしながら、共同研究者の張ら

は、片側のアーム配列に変異を導入した loxPセッ

ト（lox66, lox71）を用い、Cre反応後の loxP配

列が Creに認識されない非変異型 lox72を生成さ

せることで、loxP配列の蓄積を回避する方法を開

発した 19）。これにより、同一染色体上の隣接した

部位において新たに Cre認識型変異 loxP配列を導

入しても、狙った領域のみで Cre反応を引き起こ

すことが可能となっている。今後は、他の菌が保有

する大規模な二次代謝産物クラスターの導入などに

も応用が期待されている。

以上のように、麹菌の遺伝子組換え技術は、様々

な課題があったものの着実に進展してきている。そ

の中でも、井上らによる ku遺伝子や ligD遺伝子

破壊による相同組換え率の劇的な改善という技術的

課題の大きなブレークスルーが日本から発信された

ことは、わが国の麹菌および糸状菌研究の発展に

とって非常に誇らしい功績であるといえる。今後

は、泡盛醸造で使用されている沖縄を代表する黒麹

菌（Aspergillus luchuensis）を中心に、分子生物
学の進展に寄与できればと考えている。
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