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研究の目的 

 麹菌を含むアスペルギルス属の持つ酵素の多くはグリコシル化される。タンパク質は、

グリコシル化されることによって機能性が向上し、多機能化することが知られている。

アスペルギルス属のタンパク質に結合する 結合型糖鎖と 結合型糖鎖には、ガラクト

フラノースやグルコースなど他の生物では見られない糖が付加されているが、これら糖

鎖の生合成に関与する糖転移酵素や生理的機能に関する知見は無い 。

 また、糸状菌は、タンパク質分泌能が非常に高く、外来タンパク質の発現宿主として

の利用が期待されている。しかしながら、糸状菌の糖鎖の中には、ヒトに対する抗原性

を持つものがあり、例えば抗体医薬等を生産する際の妨げとなる。よって、糸状菌を宿

主とした外来タンパク質発現系の開発にはタンパク質の糖鎖改変が必須の技術となる。

 本研究では、この糸状菌に特異的に存在する糖を付加する糖転移酵素遺伝子を同定し、

糖鎖の機能を解明することで、将来、タンパク質の糖鎖改変に必要となる基礎的知見を

得ることを目的とした。

方法

 糖質関連酵素のデータベースである

によると糸状菌 には、約

個の糖転移酵素遺伝子が存在する 。こ

の約 個の遺伝子のうち、既知の糖転移酵

素遺伝子と相同性が高く機能が推定できる

ものを除外すると、 個の遺伝子が新規な

機能未知糖転移酵素遺伝子であることが見

出された（表 ）。我々は、この機能未知遺

伝子の中に目的の糖転移酵素遺伝子がある

と考え、 個すべての遺伝子について遺伝

子破壊株を取得して、表現型の変化を調べ

た。

 宿主としては、遺伝子のターゲッティン

グ 効 率 の 高 い 破 壊 株

を用いた 。 個の機能未知糖転

移酵素遺伝子上流の および下流の

の断片を によってそれぞれ増幅し、そ



 

れらの断片が、選択用マーカーである 遺伝子を挟み込む構造を持つ遺伝子破壊用

カセットをフュージョン 法によって作製した（図 ）。この遺伝子破壊用

カセットを にプロトプラスト 法を用いて導入し、得られた形質転換体の

中から遺伝子ターゲッティングされた株を選抜した。

 

結果

 フュージョン 法によって作製した遺伝子破壊用カセットを にプロト

プラスト 法を用いて導入し、形質転換体を多数得た。得られた形質転換体よりゲ

ノム を抽出し、 もしくはサザンハイブリダイゼーションによって、標的遺伝

子の破壊を確認した。このようにして、 個の候補遺伝子全ての遺伝子破壊株を取得

した。取得した遺伝子破壊株を 培地において生育させたところ、菌糸の成長速度

が 遺伝子破壊株（ ）において、野生株（ ）の に

減尐し、また分生子形成能も、 遺伝子破壊株（ 個 ）では、野生株

（ 個 ）の約 程度に低下することが明らかになった。そこで、

遺伝子が何らかの糖鎖合成に関わっていると考え、詳細な解析を進めた。その結果、抗

抗体を用いたウェスタンブロット解析において、 遺伝子破

壊株では細胞壁タンパク質中の 残基が完全に欠損することが見い

だされた（図 ）。

図 2 細胞壁タンパク質に対するウェスタンブロット解析 

図 1 遺伝子破壊のストラテジー 



 

結論

取得した遺伝子破壊株のうち、 遺伝子破壊株では、菌糸成長速度及び分生子

形成能の低下が認められた。また、細胞壁タンパク質の 残基が完

全に欠損していたことから、 遺伝子がガラクトマンナンの合成に関わる遺伝子

であることが強く示唆された。現在、他の遺伝子破壊株を含め、詳細な解析を進めてい

るところである。
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