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研究の目的 

クエン酸生産糸状菌として知られる Aspergillus niger は、糖蜜やデンプン糖化液など

の糖質原料を利用してクエン酸を高収率で生産するため、工業的な発酵生産に広く使用

されている。クエン酸の世界的生産量は 2010 年では年間 160 万トンに達し、工業的な

発酵生産の中では最大級のものとなっている (1)。一方、医薬品、化成品原料等の広範

な用途を有する芳香族化合物の工業生産には石油系原料が使用されているが、低炭素社

会の構築の観点から再生可能な資源からの生産が望まれている。そこで、本研究では、

クエン酸生産糸状菌の生理学的機能を活用し、芳香族化合物の発酵生産プロセス構築に

向けて検討を行った。 

 

方法 

 III 型 polyketide synthase (PKS) およびそのホモログとして Aspergillus oryzae RIB40 お

よびA. niger NRRL328よりそれぞれAB206758 (csyA) (2)およびXM_001390843 (An-csyA) 

の cDNA 断片を RT-PCR 法にてクローニングした。組換え PKS の生産は、宿主として

大腸菌 BL21 (DE3) を、ベクターとして pET-21a(+)(メルク製)を使用し、得られた形質

転換株を 16℃で 16 時間培養することによって行った。A. niger の組換えには、クエン

酸高生産株 A. niger WU-2223L 由来の pyrG
-変異株を宿主として、ベクターpNAN8142 (3) 

および pyrG 遺伝子断片をマーカーとして使用し、プロトプラスト-PEG 法にて形質転換

を行った。クエン酸生産糸状菌の培養は、既報の方法に従った (4)。 

 PKS の反応は、50 mM K2HPO4-KH2PO4緩衝液 (pH7.0) 中に精製 PKS 125 mg/l、0.3 mM 

開始基質、0.7 mM マロニル CoA を溶解し、30℃にて 16 時間行った。 

 代謝産物および反応生成物は、上清の塩酸酸性酢酸エチル抽出液を乾燥固化し、メタ

ノールに再溶解後、HPLC にて分析した。カラムには、ODS-100V (東ソー製)、検出は

PDA (SPD-M20A, 島津製作所製) および ESI-IT-MS (LCQ-Deca, サーモフィッシャー製)

を使用した。 

菌体内代謝産物のメタボローム解析は、ヒューマン・メタボローム・テクノロジーズ

社に委託した。 

 

結果 

本研究では、芳香族化合物合成に関連する鍵酵素として PKS を利用した ( Fig. 1)。と

くに、クエン酸生産糸状菌での発現を想定し、ゲノム解析にて見出された III 型 PKS 遺

伝子の cDNA をクローニングした。An-CsyA のアミノ酸配列は、III 型 PKS の活性中心

および構造を保存していた (Fig. 2)。大腸菌において生産した組換え An-CsyA に対し、

開始基質として炭素数 2～20 の脂肪酸アシル CoA、伸長基質としてマロニル CoA を用 



 

 

いた反応を行い、反応液の酸性酢酸エチル抽出物に対する LC-MS/MS 解析により各生

成物の構造を明らかにした (Table 1)。生成物は炭素数 2～12 の脂肪酸アシル CoA を開

始基質とし、2～5 分子のマロニル CoA が縮合したピロン型ポリケタイドであった。

An-CsyA は従来知られている糸状菌由来の III型 PKS と比べ短鎖の開始基質を取り込み

やすく、芳香族化合物合成に必要な性質である、アセチル CoA 等の短鎖の開始基質と

マロニル CoA の縮合能を有した新規な III 型 PKS であることを見出した (5)。 

 つぎに、An-csyA および csyA をそれぞれ糸状菌高発現用ベクターに組込んだプラスミ

ドを構築し、プロトプラスト-PEG 法によりクエン酸生産糸状菌 A. niger WU-2223L に導

入した。取得した形質転換体より抽出した mRNA を鋳型とした RT-PCR により、導入

した遺伝子の転写を確認した。作製した An-csyA 高発現株および csyA 高発現株につい

てクエン酸生産条件下で 7 日間培養し、HPLC にて代謝産物を分析した。しかし、両高

発現株では、親株と同様に、培養液中に顕著なポリケタイドの蓄積は認められなかった

(詳細省略)。 

Fig. 1  Synthesis of aromatic compounds from renewable glucose by A. niger. 

Fig. 2  Comparison of the deduced amino acid sequences of A. niger An-CsyA and other type III 

PKSs.  G.h 2PS, G. hybrida 2PS; M.s CHS, M. sativa CHS; N.c ORAS, N. crassa ORAS; R.p 

ALS, R. palmatum ALS; A.a OKS, A. arborescens OKS; A.n AncsyA, A. niger An-CsyA.  The 

critical active-site residue 197 is marked in bold number, the active center (Cys164, Phe215, 

His303, Asn336) are marked in italicized numbers, and the residues lining the active site (Gly256, 

Phe265, Ser338) are marked in underlined numbers. 

 



 

  

クエン酸生産条件下で 7 日間培養した A. niger WU-2223L についてメタボローム解析

を行ったところ、前駆体の一つであるアセチル CoA は約 0.3 nmol/(g-wet cell) 検出され

た。しかし、マロニル CoA は検出されなかった。以上の結果より、マロニル CoA の供

給不足により、ポリケタイドの蓄積に至らないことが考えられる。 

 

結論 

本研究により、クエン酸生産糸状菌 A. niger より見出された III 型 PKS は、アセチル

CoA (C2) からラウロイル CoA (C12) を開始基質として、2 回から 5 回の縮合反応を繰

り返すことにより、ピロン型ポリケタイドを生産することを明らかにした。クエン酸生

産糸状菌における当該酵素遺伝子の単純な高発現株においては、培養上清への顕著なポ

リケタイドの蓄積は見られなかった。 

ピロン型のポリケタイドは、芳香族化合物の前駆体となることから有用と考えられる。

そこで、現在、代謝工学的な改変によるポリケタイド生産に向けて、宿主となるクエン

酸生産糸状菌におけるアシル CoA の供給量を増大させることを検討している。 
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