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１．はじめに 

麹菌（Aspergillus oryzae）はα-アミラーゼやプロテアー

ゼなどのさまざまな有用酵素を分泌するため，古来より

味噌，醤油，酒など発酵食品の生産に利用され，平成18

年には日本醸造協会によって国菌に認定された．現在

では，食品だけでなく医薬や繊維工業など産業全般に

わたって有用である．2005年には全ゲノム配列が明らか

にされ（Machida et al., 2005），麹菌の安全性を生かした

新たな産業の創生が期待されている． 

麹菌が利用される発酵生産の環境は，高濃度のエタ

ノール，高温，低温，高浸透圧，偏栄養，酸化ストレスの

発生など，麹菌の生育にとってストレスな環境であること

が多い．これらの環境ストレスは麹菌の生育を低下させ，

発酵生産に影響するため，近年確立された分子生物学

的手法によって麹菌にストレス耐性を付与するなどによ

って，麹菌の利用効率を向上させることが必要である．

そのためにも，麹菌の基本的なストレス応答システムを

詳細に解明することが重要である． 

麹菌は生育に酸素を必要とするため，環境ストレスの

なかでも，生育の過程で発生する酸化ストレスは不可避

なストレスである．ミトコンドリアでの ATP 生産をはじめ，

さまざまな酵素反応で発生した電子が空気中の酸素と反

応すると，活性酸素種（ROS）の一種であるスーパーオ

キシドアニオン（O2・-）が発生し，酸化ストレスの中心的な

原因物質になる．一方， 菌糸先端で発生するROSは糸

状菌の菌糸伸長の方向性を決定する重要なシグナルで

もあることが明らかになっている（Scott and Eaton, 

2008a,b）． 

過剰に発生した ROS は DNA やタンパク質，脂質の

酸化を引き起こすため，生物は ROS を無毒化するシス

テムを有している（Moradas-Ferreira and Costa, 2000, 

Hopkins, 2016）．スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）

は発生したO2・-を無毒化する最初の酵素として重要であ

る（図1）．麹菌のゲノム上には，推定上のSODが4種類

存在し，細胞内の異なる場所に局在して O2・-の変換に

機能すると考えられる（表 1）． 

要  旨 

麹菌 Aspergillus oryzaeの生育の過程では，活性酸素種（ROS）の一種であるスーパーオキシドアニオン

（O2・-）が発生し，酸化ストレスの中心的な原因物質になっている．過剰に発生した ROS は DNA やタンパ

ク質，脂質の酸化を引き起こすため，ROS を無毒化するスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）の役割は重

要である．本研究では，麹菌の 2 つの SOD（SodA, SodB）に着目した．sodA, sodB 遺伝子破壊株を作製

し，生育やストレス条件に対する感受性を解析した．その結果，SodA と SodBは細胞内で発生した ROSの

消去に固有の働きを持つことが示唆された． 

図 1 SOD による O2・-の変換反応 

表 1 A. oryzaeのゲノム上に存在する sod遺伝子の種類と機能 
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本研究では，麹菌のSODの機能的重要性を解析する

ことにした．まず，native gelのNBT（nitro blue tetrazolium）

染色によって， SOD 活性を示すタンパク質の網羅的な

検出を試みた．生物に広く保存されている 2種の SOD，

Cu/Zn-SOD（SodA）とMn-SOD（SodB）に着目し，それぞ

れの欠損による麹菌の生育への影響を解析した． 

 

２．材料と方法 

2-1. 使用菌株および培養方法 

sodA，sodB 各遺伝子の破壊株（ΔsodA，ΔsodB）は，

A. oryzaeのRIB40Δku70ΔpyrG株を親株にして，sodA, 

sodB遺伝子領域に pyrG遺伝子を導入して作製した．破

壊株の作製に用いたプライマーは次のとおりである． 

sodA遺伝子の上流 1 kb領域を sodAleft5 （Sac II） と

sodAleft3 （Spe I）を用いて PCR で増幅した．sodA の下

流 1 kb 領域を sodAright5 （Sph I ）と sodAright3 （Eco 

RV）を用いて PCR により増幅した．それぞれ Sac II-Spe 

I，Sph I- Eco RVで処理したあと，A. nidulans由来の pyrG

遺伝子を含むDNA断片2.4 kb（Spe I と Sph Iで処理）と

連結させて，pBluescript II KS(+)ベクター（アジレント・テ

クノロジー）の Eco RⅤ-Sac II に挿入し pBS-pyrG-sodA

プラスミドを作製した．sodB 遺伝子の上流 1 kb 領域を

sodBup1 （Eco RⅤ）と sodBup2 （Pst Ⅰ）を用いて PCR

で増幅した．sodB の下流 1 kb 領域を sodBdown3 （Spe

Ⅰ）と sodBdown4 （XbaⅠ）を用いてPCRにより増幅した．

それぞれ Eco RⅤ-Pst Ⅰ，Spe Ⅰ-Xba Ⅰで処理したあ

と，A. nidulans由来の pyrG遺伝子を含むDNA断片 2.4 

kb（Pst Iと Spe Iで処理）と連結させて，pBluescript II KS

（+）ベクターの Eco RⅤ- Xba Ⅰに挿入した（pBS-pyrG-

sodB）．pBS-pyrG-sodA，pBS-pyrG-sodB をそれぞれ

RIB40Δku70ΔpyrG 株に導入した．形質転換株から染

色体を抽出し，サザンハイブリダイゼーションにより目的

の破壊株であることを確認した． 

A. oryzae の培養には，1 L あたりグルコース 30 g，

NaNO3 3.0 g，K2HPO4 1.0 g，KCl 0.5 g，Trace element 

solution 1.5 ml，MgSO4・7H2O 0.5 g を用いた．Trace 

elements solutionは，1 L あたりNa2B4O7・10H2O 40 mg，

CuSO4・5H2O 0.4 g，FeSO4・7H2O 1.6 g，MnSO4・4H2O 

0.8 g，Na2MoO4・2H2O 0.8 g，ZnSO4・7H2O 8.0 gを含む．

寒天培地には，Agar（富士フイルム和光純薬製）を終濃

度1.5 %となるよう添加した． 

酸化ストレス条件下での生育は，メナジオン（2-metyl-

1,4naphthoquinone）（富士フイルム和光純薬製）を終濃度

3 µM になるように添加した培地で観察した．炭素源とし

て，グルコースの代わりにエタノール （99.5）（富士フイ

ルム和光純薬製）を終濃度 1%（v/v）または酢酸ナトリウ

ムを終濃度 100 mM となるように添加した培地を用いた．  

発芽した分生子を観察するには，55×17 mm の丸形

シャーレに液体最少培地7 ml加え，カバーガラスを沈め

てから分生子を植菌し，30 ℃で 12 時間培養した． 

 

2-2. NBTによる ROSの検出 

カバーガラス上で発芽した分生子や伸長した菌糸に

NBT溶液（0.1 % NBT（Nitro Blue Tetrazolium （富士フイ

ルム和光純薬製）），100 mM リン酸ナトリウム，pH 7.0）

を 150μl 滴下し，遮光条件下で 4 時間静置した．ROS

が発生すると NBT が還元され，不溶性の青色沈殿ブ

ルーホルマザンが生じて染色される．落射蛍光顕微鏡 

OLYMPUS BX51（倍率：接眼×10，対物×40 倍）下で

分生子や菌糸の染色状況を観察した． 

 

2-3. 菌体からのタンパク質抽出および細胞分画 

Li らの方法を参考にして細胞分画を行った（Li et al., 

2014）．培養菌体を冷却した滅菌水で洗浄後，菌体 1 g

に対して，6 mlの抽出バッファー（10mM Tris-HCl, pH 7.5, 

0.2 mM EDTA, 15 % スクロース）を添加し，ポッター型ホ

モゲナイザーを用いてホモゲナイズした．ホモゲナイズ

後の細胞破砕液を 4℃，5,000×g，5分間遠心分離し，上
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清をさらに 4 ℃，15,000×g，30 分間遠心分離した．沈殿

を 3 mlの washバッファー（10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.2 

mM EDTA, 15 % スクロース）で懸濁し，4℃，15,000×g，

20 分間遠心分離した．ホモゲナイズ後の細胞破砕液を

全タンパク質画分，1 回目の遠心分離の沈殿を核画分

（細胞膜や未破砕細胞なども含む），2 回目の遠心分離

の上清をサイトゾル画分，3 回目の遠心分離の沈殿を粗

ミトコンドリア画分として以降の実験に用いた．核，ミトコ

ンドリア画分はTBSバッファー（25 mM Tris-HCl pH 7.5, 

150 mM NaCl）で懸濁した． 

 

2-4. ザイモグラフィーによる SOD活性の検出 

細胞分画後の各画分についてNative-PAGEを行った．

Native-PAGE ゲルの NBT染色は Beauchamp らの方法

を参考にして行った（Beauchamp and Fridovich, 1971）．

Native-PAGE を行ったゲルを NBT 溶液（0.01%リボフラ

ビン, 0.025% Nitro blue Tetrazolium （NBT））中で遮光し

て 15 分間静置し た の ち ，  0.1 % N,N,N',N'-

Tetramethylethylenediamine （TEMED） に浸し，光をあ

てながら 15分間静置した．TEMEDによって還元された

還元型リボフラビンは光酸化によってスーパーオキシド

アニオンを発生させる．NBTが発生したスーパーオキシ

ドアニオンによって還元されると，青色ホルマザンを形

成するためゲルが青く染色されるが，SOD活性を有する

タンパク質はゲル上でスーパーオキシドアニオンを消去

するため，青く染色されないことを利用して SOD 活性を

確認した． 

 

３．結果と考察 

3-1. A. oryzae における SODタンパク質の検出 

A. oryzaeにおいて機能する SODタンパク質を検出す

るために，野生株 （WT） を液体培養後，菌体から全タ

ンパク質を抽出し，細胞分画を行った．分画したサンプ

ルを native gel にアプライし，NBT で染色することで 

SOD活性を有するタンパク質を検出した（図 2）．その結

果，サイトゾル画分（C）において，2 本の SOD タンパク

質が検出された．生物は主にCuや Znをコファクターに

して機能する SOD（Cu/Zn-SOD）と Mn をコファクターに

する SOD（Mn-SOD）を有している．A. oryzaeでは，それ

ぞれ sodA，sodB遺伝子にコードされるタンパク質に該当

する．図 2 の SOD 活性を示すタンパク質のバンドが

SodAもしくは SodB であるかを確定するために，各遺伝

子の破壊株を作製し，野生株と同様に細胞分画を行い，

native gel のNBT 染色を行った．破壊によって消失する

SOD タンパク質のバンドから，移動度の小さいタンパク

質が SodA，移動度の大きいタンパク質が SodBであるこ

とが明らかになった．表 1 に示すように，Cu/Zn-SOD で

ある SodA は予想通りサイトゾル画分において高い活

性を示した．一方， SodB はミトコンドリア画分ではなく，

サイトゾル画分で検出された． SodB のアミノ酸配列上

には推定上のミトコンドリア局在シグナルが確認できるが，

本研究で行った細胞分画の方法では SodB をミトコンド

リア画分に検出することができなかった．SodB が細胞内

の局在性については今後検討する必要がある． 

 

3-2. sodA，sodB 破壊による細胞内ROSの発生レベル 

sodA, sodB の破壊によって菌体内でどの程度ROSが

発生するかを明らかにするために，各株の発芽後の分

生子を NBT 染色し観察した．糸状菌では，菌糸先端で

発生する ROS は菌糸の伸長方向の決定に重要であり，

野生株の菌糸先端では ROS の発生が検出される（図３ 

WT）. sodA破壊株でも野生株と同レベルのROSが菌糸

先端において確認された．図2においてSodAの活性レ

ベルは高く，sodAの破壊により細胞内の ROSが上昇す

ることを予想したが，SodA 以外の ROS を消去するさま

ざまなシステムが機能したため ROS の発生が上昇しな

かったと考える．一方，sodB 破壊株では，膨張した分生

図 2 A. oryzae の SOD タンパク質の検出 

液体培養後の野生株(WT)，sodA 破壊株(ΔsodA)，

sodB 破壊株（ΔsodB）から全タンパク質を抽出し，核

（N），サイトゾル（C），ミトコンドリア(MT)に分画した．各

画分 50μgを 10%の native gel に泳動後，NBT染色に

よって SOD活性を示すタンパク質のバンドを検出した．

Lには液体培養後の上清 24μlを泳動に用いた． 
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子や伸長した菌糸全体に ROS の発生が確認された．

SodB が機能する細胞内部位（おそらくミトコンドリア）で

は， SodB が ROS の消去に中心的に機能することが示

唆された． 

 

3-3. sodA，sodB 破壊による A．oryzae の生育への影

響 

SodA，SodBの機能が A. oryzae の生育に影響するか

について明らかにするために，野生株と破壊株の液体

培養後の菌体重量，寒天培地上での分生子数を比較し

た（図 4，5）．どちらも，sodA の破壊株において低下が

確認された．図3の発芽後の菌糸にはROSの上昇が認

められなかったものの，発芽後の長時間の培養におい

て A. oryzaeが正常に生育するためには SodAが不可欠

であることが示唆された． 

 

 

3-4. sodA，sodB 破壊株のストレス感受性についての

検討 

図6では，培地にメナジオンを添加して酸化ストレスを

与え，野生株と破壊株で生育への影響を比較した．sodA, 

sodB のどちらの破壊株も強い感受性を示した．外界の

酸化ストレスにどちらも重要であることは明らかである．

炭素源として非発酵性のエタノールや酢酸ナトリウムを

用いると，sodB 破壊株の生育に遅延が確認された． 図

2ではミトコンドリアでの SodBの活性を確認することがで

きなかったが，やはりミトコンドリアでの ROS 消去に重要

で，破壊によってミトコンドリア機能が低下したために，ミ

トコンドリアが関与するエタノールや酢酸ナトリウムの代

図 6 sodA，sodB破壊による生育への影響 

グルコース(A)，1%エタノール(B)，グルコースと 0.03

μMメナジオン(C)，100mM酢酸ナトリウム(D)を含む最

小寒天培地で 30℃で 3 日間培養した．E に各培地の

菌株の配置を示した． 

図 4 sodA，sodB破壊による生育への影響 

グルコースを含む最小培地で培養し菌体重量を測定

した．野生株（青），ΔsodA株（オレンジ），ΔsodB株（グ

レー）の結果を棒グラフで示した． 

図 5 sodA，sodB破壊による生育への影響 

A．グルコースを含む最小寒天培地で 30℃で 3,5,8日

間培養した． 

B．各寒天培地から分生子を回収し顕微鏡下で分生

子数をカウントした．野生株（青），ΔsodA 株（オレン

ジ），ΔsodB株（グレー）の結果を棒グラフで示した． 
図 3 発芽時の ROS 発生レベルの観察 

グルコースを含む最小培地に各株の分生子を植菌し

30℃で 6 時間培養した．カバーガラス上で発芽した分

生子を NBTで染色し、顕微鏡下で観察した． 
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謝が低下した結果，生育に影響したと考える． 

 

４．おわりに 

本研究の結果から，SodAと SodBが A. oryzaeの正常

な生育にそれぞれ特有の機能を有することが明らかに

なった． 特に，さまざまなストレスや栄養条件下での生

育に重要であることから，細胞内で発生する ROSのコン

トロールの重要性が伺える． 

近年，S. cerevisiaeでは，sodA遺伝子のオルソログ

である SOD1 遺伝子がタンパク質の安定化に機能す

る（Claudia Montllor-Albalatea et al., 2019），SOD1が

核に移行して DNAに結合する （Chi Kwan Tsang et 

al., 2014） が報告され，これまで知られていない新た

な SODの機能が明らかになりつつある．SodAも同様

に SOD 以外の働きを持つ可能性があり，今後 SodB

とともにさらなる解析をする必要があると考える． 
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