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研究の目的 
 黄麹菌は、多量かつ多種類のプロテアーゼを生産することが知られている。しか

し、この生産がどのようにコントロールされているかは、明らかにされていない。

その為、麹や麹菌の培養物から調製するプロテアーゼ剤には，様々なプロテアーゼ

が混在することとなり，麹菌の生産するプロテアーゼを産業的に用いて特異的な分

解を行わせることは非常に難しい。この困難さは，プロテアーゼの発現制御が環境

中に存在する窒素源、細胞内の窒素代謝と密接な関係があると考えられており，代

謝経路への入り口が 20 種のアミノ酸やこれらが形成する短鎖ペプチドや無機窒素
塩類など多岐にわたるためであろうと考えられている。これまでに，我々は環境中

に存在する窒素源によってプロテアーゼの転写が変化することを見出している 1)。

そこで，この中でも麹菌のプロテアーゼ群の中でも特に産業的に重要である酸性プ

ロテアーゼの制御機構を解析し，効率的に発現を制御する仕組みを開発することを

目的としている。 
 
方法 
１） A. oryzae pepO 遺伝子転写促進因子の探索とその結合配列の同定 
 PepO は，A. oryzae の生産する最もメジャーな酸性プロテアーゼである。
A .oryzae pepO 遺伝子の上流 2,024 bp、1,473 bp、1,400 bp、1,300 bp、1,200 
bp、1,100 bp、1,000 bp、500 bp の各配列を amyB 遺伝子に連結し，A. oryzae 
α-アミラーゼ遺伝子三重破壊株（A. oryzae ΔamyABC）に導入した。PepO 発
現培地で上記形質転換体を培養し，培養上清中のレポーターとなるα-amylase 
活性を測定した。その結果，pepO 遺伝子の上流 -1,300 bp ~ -1,100 bp 領域
に転写活性化因子の結合領域が存在することが明らかとなった。そこで，更に

この領域の正の転写調節因子の結合領域を明らかにするため，ゲルシフトアッ

セイを行った。PepO 発現誘導培地で培養した A. oryzae から核抽出画分を調
製し，これと上記推定結合領域の 50 bp～20 bp の DNA配列をプローブ DNA 
として反応させ，転写促進因子の結合位置を推定した。さらに，推定結合領域 
DNA 配列中の連続する 3 塩基を他の塩基に置換したプローブを用いて転写調
節因子が結合するために必要なコア配列の決定を試みた。 
 
 



 

２） A. oryzae prtR 破壊株の解析 
 PrtR は Aspergillus niger や A. fumigatus などで包括的にタンパク質分
解酵素遺伝子の転写を正に調節していることが報告されている。このホモログ

遺伝子が A. oryzae にも存在していることから，この遺伝子を破壊し，酸性プ
ロテアーゼに対する影響を検討することとした。A. oryzae NS4 株をホストと
して ptrA 遺伝子を導入することで prtR 遺伝子を破壊した。得られた破壊株
をピリチアミン，Glu，Met を含む培地並びに窒素源としてカゼインを含む培
地で培養し，その培養上清中の酸性プロテアーゼ活性の測定と pepO の半定量 
PCR を行った。 
 

３） 各アミノ酸を単一窒素源とした際の酸性プロテアーゼの発現制御 
 2）の結果と我々の以前の研究結果から，アミノ酸によって酸性プロテアー
ゼの発現が変動することが推定された。そこで，硝酸ナトリウムを唯一の窒素

源とした合成培地で培養し，その後培養によって得られた菌体を 20 種のアミ
ノ酸それぞれを単独の窒素源とした合成培地に移植した。その後，4 時間にお
ける酸性プロテアーゼの転写量を定量 rt-PCR によって測定した。 
 

結果 
１） A. oryzae pepO 遺伝子転写促進因子の探索とその結合配列の同定 
 α-アミラーゼを用いたプロモーターアッセイの結果，pepO 遺伝子の上流 
-1300 bp ~ -1,100 bp 領域に転写活性化因子の結合領域が存在することが明ら
かとなった。ゲルシフトアッセイの結果，この中に存在する 22 bp中に転写促
進因子の結合モチーフが存在することが明らかとなった。この配列に結合する

と推測される転写因子が 2種類推測された。しかし，これらの転写因子の結合
モチーフ配列中の連続する 3塩基の塩基置換を行っても DNAタンパク質の相
互作用に影響を及ぼさないことから，推定される 2種の転写因子以外の未知の
因子が結合しているのではないかと考えられた。 
 

２） A. oryzae prtR 破壊株の作製と解析 
 ΔprtR 株の 36 時間の培養ではカゼインを基質とした際の酸性プロテアー
ゼの活性の大幅な低下が見られた。一方，転写解析の結果から pepO の転写が
殆ど見られなくなることも明らかとなった。一方，48時間では，pepO の転写
は殆ど見られないものの ΔprtR 株の酸性プロテイアーゼ活性が大幅に上昇
していた。この変化は特に Glu の存在下で顕著であった。このことから，Δ
prtR により pepO の転写は減少するが，pepO に代わって発現する酸性プロ
テアーゼが存在することが考えられた。また，このプロテアーゼ活性が，Glu 添
加により大きく上昇することが示されたが，本破壊株では，常に，Glu，Met，



 

亜硝酸ナトリウムなどを添加しなくてはならず，また，この上昇が Glu や Met 
の添加によるものか prtR の破壊によるものかの検討が困難であることが考
えられたため，新たに RIB40 を宿主としたΔprtR 株の作製を行い，その破
壊株を取得するに至った。 

 
３） 各アミノ酸を単一窒素源とした際のプロテアーゼの発現制御 
 麹菌を硝酸ナトリウムの培地から各アミノ酸を含む培地に移植した 4時間後
の pepO の転写は，Gln，Phe，Val，Leu，Ile，Met，His，Lys などでは転
写が上昇し，Glu，Asp，Arg などでは，転写が抑制されることが示された。 

 
結論 
麹菌の酸性プロテアーゼである pepO は，その上流約 1,000 bp 付近に 22 bp以
下の塩基配列からなる正の転写調節因子の結合部位が存在することが明らかとなっ

た。この配列中には既知の転写因子結合モチーフが存在したが，これら以外の因子

が結合しているのではないかと推定しており，現在これを探査している。また，包

括的転写促進因子である prtR は，麹菌においても 最もメジャーな酸性プロテアー
ゼである pepO の転写を正に促進していることが示唆された。今後は新たに取得し
た prtR 破壊株を用いて詳細を解析していく。また，複数のアミノ酸が pepO の転
写を制御していることも明らかになった。これらの結果はいずれも深く関連してい

ると考えており，今後は，これらの関連を検討して PepO を含む酸性プロテアーゼ
群の生産制御機構を明らかにしていく。 
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