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はじめに

麹菌Aspergillus oryzaeは，アミラーゼを大量に分泌生
産する糸状菌であり，清酒・味噌・醤油などの醸造に用
いられている．また，近年ではアミラーゼ遺伝子のプロ
モーターを用いて異種遺伝子を高発現させることで，異
種のタンパク質や天然物の生産宿主としても利用されて
いる．麹菌のアミラーゼ遺伝子の発現は，マルトースが
菌体内に取り込まれ，転写因子AmyRが核移行するこ
とで誘導される 1)．一方，グルコースが存在する場合に
は，マルトースが存在していてもアミラーゼ遺伝子の発
現は強く抑制される．これは，グルコースを優先的に資
化するために他の炭素源資化に関わる遺伝子の発現を抑
制するカーボンカタボライト抑制（CCR）が起こるため
である．糸状菌のCCR制御機構についての研究は歴史
が長く，1970年代にCCR制御に関わる4個の主要な因
子が同定された（表1）．しかし，これらの因子による
CCR制御の分子機構については長年の間ほとんど不明
であった．本稿では，麹菌のアミラーゼ（α-アミラーゼ）
生産をモデルとした最近の研究によって明らかとなった
CCR制御の分子機構について紹介する．

糸状菌におけるCCR制御因子

糸状菌のCCRの制御因子は，モデル糸状菌Aspergillus 
nidulansの遺伝学的解析によって同定された 2–4)．最初
に同定されたCreAは，C2H2型DNA結合ドメインを持
つ転写因子であり，麹菌のアミラーゼ遺伝子のプロモー
ター領域に結合して転写を抑制する 5)．CreAのDNA結
合ドメインは，出芽酵母のCCR制御転写因子Mig1の
DNA結合ドメインと非常に高い相同性を有している．
一方で，DNA結合ドメイン以外の領域については，そ
れほど相同性は高くない．

CreAと同じスクリーニング方法により同定された
CreBとCreCは，細胞内で複合体を形成することが示さ
れている 6)．CreBはユビキチンを特異的に分解するプ
ロテアーゼであり 7)，CreCはタンパク質との相互作用
に関わるWD40モチーフを後半部分に4個有するタンパ
ク質である．

CreDは，creB変異体の表現型を打ち消すサプレッサー
変異の原因遺伝子として同定された．CreDは前半部分
にアレスチン様ドメイン，後半部分にユビキチンリガー
ゼと相互作用するPxYモチーフを有するタンパク質で
あり，ユビキチンリガーゼと標的タンパク質とのアダプ
ターとして機能すると推定された 8)．

CreBとCreDがユビキチン修飾を制御する因子と推
定されたことから，これらの因子がCreAのユビキチン
修飾を制御し，CreAの安定性が変化することでCCRが
制御されるというモデルがCreBやCreDを同定した
Kellyらによって提唱された．しかし，このモデルの真
偽を検証する実験結果は長年の間，示されてこなかった．

CCR解除によるアミラーゼの高生産化

筆者らは，麹菌のアミラーゼ生産にCCRが与える影
響を調べるため，creAとcreBの単独ならびに二重破壊
株を作製した．その結果，creAとcreBのいずれの破壊
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図1．creAおよびcreB破壊によるCCRの解除（文献9の一部
を改変）．上段はグルコースを混合したデンプン培地で生育後
のハロー形成，下段は5 ％マルトースを含む液体培地で48時
間後のアミラーゼ活性を示す．

表1．糸状菌における主要なCCR制御因子
タンパク質名 機能

CreA C2H2型転写因子
CreB 脱ユビキチン化酵素
CreC WD40リピートタンパク質
CreD アレスチン様タンパク質
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でもCCRが解除され，5 ％のマルトースを炭素源とし
た培地でのアミラーゼ生産量が野生株の4倍以上に増加
した（図1）9)．一方，二重破壊株においてはアミラーゼ生
産量がさらに増加し，野生株の7倍以上に達した（図1）9)．
アミラーゼ遺伝子の転写量を調べると，野生株と比較し
てcreB破壊株では約2倍に増加していたのに対し，
creA破壊株と二重破壊株では約7倍に増加していた 9)．
これらの結果から，creB破壊によるアミラーゼ生産量
の増加には，CreA依存的CCRが解除される以外の要因
も関与しており，CreBの機能は従来考えられていたも
のよりも複雑である可能性が示された．なお，アミラー
ゼ以外にも，キシラナーゼやβ-グルコシダーゼの生産
量がcreAとcreBの二重破壊によって増加することが明
らかになっている 10)．

転写因子CreAの分解制御機構

CCRがCreAの安定性の変化によって制御されている
かを調べるため，N末端にFLAGタグを融合したCreAを
発現させた株を作製し，炭素源の変化が細胞内のCreA量
に与える影響について解析した．フルクトースを炭素源
とした培地で培養後に，マルトースを炭素源とした培地
に菌体を移すと，40分後には菌体内のCreA量が著しく
減少した 11)．一方，グルコースを炭素源とした培地に菌
体を移した場合にはCreA量の減少は見られなかった 11)．
FLAGタグ融合CreAの発現を抑制した後にグルコース
やマルトースを添加してCreAの半減期を調べた結果，
グルコース添加後の半減期が25分であるのに対し，マ
ルトース添加後の半減期は11分であった（図2）11)．GFP
を融合したCreAの局在を調べた結果，グルコース添加
後にはほとんどが核内に局在しているのに対し，マル
トース添加後には核内の蛍光がほとんど消失した 11)．一
方，CreAのC末端領域近傍に予測された核排出シグナ
ルに変異を導入すると，マルトース添加後にも核内に蛍

光が観察され，半減期が33分となった 11)．以上の結果
から，CreAはアミラーゼの生産条件では核内から細胞
質に移行して分解され，グルコース存在下では核内に留
まって安定化されることが示された．

CreBやCreDがCreAの安定性変化に関わっている 
かを調べるため，それぞれの破壊株でFLAGタグ融合
CreAを発現させた結果，creB破壊株とcreC破壊株にお
いては炭素源によらず，野生株と比較してCreA量が著
しく減少した 11)．一方，creD破壊株ではCreAの量や安
定性に野生株と大きな違いは見られなかった 11)．CreA
のユビキチン修飾の有無や，creBおよびcreC破壊によ
るCreA量の減少の原因については明らかとなっておら
ず，より詳細な解析が必要である．なお，A. nidulansにお
ける共免疫沈降実験によりCreAとCreBの相互作用が
検出されなかったことから，Kellyらの研究グループは
現在ではCreBによるCreA脱ユビキチン化の可能性を
否定する立場に転じている 12)．
以上の実験はすべて，N末端にFLAGタグを融合した

CreAを用いて行ったが，C末端にFLAGタグを融合し
た場合にはN末端に融合した場合と比較して分解の遅延
が観察された 11)．そこで，CreAのC末端領域に分解に
関わる領域がある可能性を検証するため，C末端を欠失
させたCreAを発現させて安定性を調べた．その結果，
C末端から20アミノ酸を欠失させた場合には影響は見
られなかったが，C末端から40アミノ酸を欠失させる
ことでCreAの安定性が著しく高くなり，半減期は炭素
源によらず約90分となった（図3）11)．このことから，
CreAのC末端から20-40アミノ酸の領域がCreAの分解
において非常に重要であることが示唆された．現段階で
はCreAが安定化する分子機構は不明であるが，この領
域にはプロリンが多く含まれており，分解に関わる因子
がこの領域に結合する可能性が考えられる．

図2．FLAGタグ融合CreAの安定性（文献11の図を一部改変）．
FLAG-CreAの発現を抑制してからグルコースまたはマルトー
スを添加し，ウェスタン解析で検出したFLAG-CreA量をプ
ロットした結果を示す．

図3．C末端欠損によるCreAの安定化（文献11の図を一部改変）．
前培養（Pre）後，グルコース（Glc）またはマルトース（Mal）
を炭素源とした培地に移してからのFLAG-CreA量を示す．C
末端の40アミノ酸を欠損したCreA（FLAG-CreA389）は前培養
時に量が増加しており，マルトース培地に移してもその量が
減少しない．PgkAはコントロールとして検出した．分解に重
要であると考えられる20アミノ酸の領域にはプロリンが多く
含まれる．
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マルトーストランスポーターの分解機構

出芽酵母においては，環境変化によって不要となった
トランスポーターはユビキチンリガーゼRsp5によって
ユビキチン化され，エンドサイトーシスによって取り込
まれる．その後，取り込まれたトランスポーターは液胞
に輸送され，液胞内プロテアーゼにより分解される．
Rsp5はWWドメインにおいて標的タンパク質のPxYモ
チーフと相互作用するが，多くのトランスポーターには
PxYモチーフが存在せず，アレスチン様タンパク質が
アダプターとして機能する．出芽酵母には14個のアレ
スチン様タンパク質が存在し，Rod1/Art4はグルコース
存在下におけるヘキソーストランスポーター（Hxt6）や
モノカルボン酸トランスポーター（Jen1）のユビキチン
化を制御している 13,14)．CreDはRod1/Art4と最も相同
性が高いことから，グルコース存在下におけるトランス
ポーターのユビキチン化に関与している可能性が考えら
れた．麹菌の主要なマルトーストランスポーターである
MalPにGFPを融合して蛍光を観察した結果，GFP蛍光
がグルコースの添加により細胞膜から消失し，液胞内に
移行した 15)．このGFP-MalPの細胞膜から液胞への輸送
は，エンドサイトーシス阻害剤の添加やユビキチンリ
ガーゼHulA（Rsp5のオーソログ）の発現抑制により抑
制されたことから，グルコースによってMalPのユビキ
チン依存的なエンドサイトーシスが誘導されることが明
らかになった 15)．このMalPのエンドサイトーシスは，
グルコースと同様にアミラーゼのCCRを誘導するマン
ノースや2-デオキシグルコースの添加によっても誘導
されたが，CCRを誘導しないキシロースや3-O-メチル
グルコースの添加では誘導されなかった 15)．このことか
ら，麹菌はアミラーゼの生産を厳密に抑制するために，

MalPをエンドサイトーシス依存的に分解し，誘導基質
であるマルトースの取り込みを抑制している可能性が考
えられた．さらに，CreDはHulAと相互作用しており，
creDの破壊によりGFP-MalPの液胞への輸送と分解が
抑制されたことから，CreDがHulAとMalPのアダプター
として働き，MalPの分解を制御していることが明らに
なった（図4）16)．なお，出芽酵母のRod1/Art4はJen1の
C末端領域に存在するヒスチジン -イソロイシン-グルタ
ミン酸（HIE）配列を認識するが 17)，MalPのN末端領域
にもHIE配列が存在し，この配列がMalPのエンドサイ
トーシスに必要であることを示唆する実験結果がこれま
でに得られている．

CreDの翻訳後修飾のCCR制御への関与

グリセロールを炭素源とした培地で培養し，CreDを
ウェスタン解析により検出すると，リン酸化型CreDと
非リン酸化型CreDの両方が検出された 16)．この菌体を
グルコース培地に移すと，速やかに脱リン酸化され，
10分以内にリン酸化型CreDのシグナルが消失した 16)．
出芽酵母のRod1/Art4は，グルコースが枯渇すると
cAMPキナーゼであるSnf1によりリン酸化され，高濃
度のグルコースが存在するとPP1フォスファターゼによ
り脱リン酸化される 14)．CreDのアミノ酸配列中には
Snf1の認識配列と一致するセリン残基が2個存在し，両
方をアラニンに置換することでリン酸化型のシグナルが
検出されなくなったことから，この2個のセリン残基が
リン酸化部位であることが示唆された 16)．野生株におい
てCreDのリン酸化部位をアラニンおよびリン酸化状態
を模倣するグルタミン酸に置換しても，アミラーゼの生
産やMalPのエンドサイトーシスへの大きな影響は見ら
れなかった 16)．一方，creB破壊株においてCreDのリン
酸化部位をグルタミン酸に置換するとCCRの解除が抑
制され，アラニンに置換すると対照的にアミラーゼの生
産が促進された（図5）16)．このことから，CreDはMalP

図4．creD破壊によるGFP-MalPの安定化（文献16の図を一
部改変）．グルコースを添加後に抗GFP抗体を用いたウェスタ
ン解析でGFP-MalPを検出した結果を示す．creDの破壊によ
り分解中間産物（*）や最終分解産物であるGFP（**）が検出さ
れなくなった．

図5．CreDのリン酸化部位への変異導入によるCCRへの影響（文
献16の図を一部改変）．creB破壊株においてCreDのリン酸化
部位をアラニン（SA）およびグルタミン酸（SE）に置換した変
異株をグルコース混合デンプン培地で生育させた結果を示す．
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以外にもCCR制御に関わる因子のユビキチン修飾に関
与しており，CreBがこの因子の脱ユビキチン化を制御
していると考えられる．この標的因子の同定がCCR制
御機構を理解するうえでの今後の大きな課題である．ま
た，麹菌においてSnf1オーソログを破壊してもCreDの
リン酸化に影響が見られなかったことから，CreDのリ
ン酸化にはSnf1オーソログ以外のキナーゼが関与して
いると考えられる 16)．さらに，麹菌にはPP1の制御サブ
ユニットであるReg1の明確なオーソログが存在しない．
CreDのリン酸化修飾に関わる因子の同定も課題の一つ
として残されている．なお，出芽酵母のRod1/Art4は自
身もユビキチン化修飾を受けるが 14)，CreDについても
ユビキチン修飾を受けていることを示す実験結果が得ら
れており，こちらの制御機構にも興味が持たれる．

グルコースキナーゼのCCR制御への関与

菌体内に取り込まれたグルコースは，解糖系において
ヘキソキナーゼとグルコキナーゼによってリン酸化され
る．出芽酵母には，2個のヘキソキナーゼ（Hxk1，
Hxk2）と1個のグルコキナーゼ（Glk1）が存在し，高濃
度のグルコースが存在する条件ではHxk2が主にグル
コースをリン酸化する．Hxk2は核内と細胞質の間をシャ
トルしており，Mig1の局在を制御することでCCRの制
御にも関与していると考えられている 18)．高濃度のグル
コースが存在すると，Hxk2は核内においてMig1と相
互作用し，Mig1を核内に留めてCCRを誘導する 19)．グ
ルコースが枯渇すると，Hxk2とMig1は共にSnf1によっ
てリン酸化されて細胞質に排出される 19)．

Aspergillus属糸状菌のゲノムには，出芽酵母と同様に
2個のヘキソキナーゼ（HxkA，HxkB）と1個のグルコキ
ナーゼ（GlkA）のオーソログが存在し，HxkAとGlkAが
グルコースキナーゼ活性を有することが示されている 20)．
麹菌においてhxkAとglkAを破壊した結果，いずれの破
壊株でもCCRが解除された 21)．FLAGタグ融合CreA
を発現させて細胞内のCreA存在量を調べた結果，glkA
破壊株ではグルコースを炭素源とした場合のCreA量が
著しく減少していた 21)．また，GFP-MalPを発現させて
グルコース添加後の分解を調べた結果，glkA破壊株で
はGFP-MalPタンパク質の分解が著しく抑制された 21)．
さらに，CreDの脱リン酸化を調べた結果，glkA破壊株
ではグルコース添加後のCreD脱リン酸化が抑制され 
た 21)．一方で，hxkA破壊株では，いずれも野生株と比
較して大きな変化は見られなかった21)．以上の結果から，
麹菌においてはヘキソキナーゼではなく，グルコキナー
ゼがCCR制御において重要な役割を担っていることが

示唆された．最近になり，黒麹菌Aspergillus luchuensis
のCCR解除突然変異株における原因遺伝子がglkAオー
ソログであることも報告されている 22)．HxkAとGlkA
はグルコースのリン酸化という共通の機能を有している
のにも関わらず，glkAを破壊した場合にのみ，CreAや
MalPの分解に影響が生じるのは非常に興味深い現象で
ある．hxkA破壊によるCCR解除の原因も含め，グルコー
スキナーゼとCCR制御の関連性が明らかとなれば，
CCR制御の分子機構の理解が進むことが期待される．

おわりに

ここまで述べてきた通り，麹菌のCCR制御機構につ
いては概要が少しずつ明らかになりつつあるが，詳細な
分子機構については，ほとんど分かっていないのが現状
である（図6）．特に，麹菌がどのようにしてグルコース
を感知してCCRを誘導するかという点については，まっ
たく明らかになっていない．また，AmyRの核移行は
グルコースによっても誘導され，creA破壊株において
はグルコース添加によってもアミラーゼ遺伝子の発現が
強く誘導される 1)．今後，アミラーゼの発現誘導機構も
併せて解析することで，麹菌のデンプン資化における 
「シグナル伝達と代謝の接点」が明らかとなることが期
待される．
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