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醤油麹菌 Aspergillus oryzae KBN616 株の ku70 遺伝子の塩基配列は、A. oryzae RIB40 株の ku70 遺

伝子の塩基配列と 100％一致していた。prtA 遺伝子を選択マーカーとして構築した ku70 遺伝子破壊用ベ
クターで A. oryzae KBN616 株を形質転換し、ku70 遺伝子が破壊された A. oryzae KBN616-K85 株を取
得した。A. oryzae KBN616-K85 株から取得した ku70、pyrG 遺伝子二重破壊株である A. oryzae KP8502
株では高頻度（82.3％）で遺伝子ターゲッティングされ、醤油麹菌遺伝子の機能解析に十分使用できるこ
とが明らかとなった。  
 

１．はじめに 
醤油醸造において麹菌が果たす役割は、耐塩性乳酸菌

や耐塩性酵母が果たす役割に比べてはるかに大きい。そ

のため、麹菌が生産する酵素類が醤油醸造において果た

す役割を詳細に解析することは、醤油醸造工程の改良や

醤油の品質向上などに大きく貢献することができる。麹

菌酵素の役割を明らかにするためには遺伝子破壊による

機能欠損が必要であるが、麹菌などの糸状菌では非相同

末端結合修復系により二重鎖切断修復が主に行われるた

め、外来 DNA は染色体上のランダムな位置に組み込ま
れることが多い。また、麹菌の形質転換効率が低頻度（約

20 コロニー/μgDNA）で遺伝子ターゲッティング頻度
が非常に低い（10％以下）ため、12,074個の麹菌推定遺
伝子の機能解析がシステマチックにできるゲノムワイド

な破壊株を作成することが困難である。しかし、非相同

末端結合修復系に関わるタンパク質をコードする遺伝子

の１つを破壊すれば、非相同末端結合修復系を遮断する

ことができ、相同組換え修復系による遺伝子ターゲッテ

ィング頻度を顕著に上昇させることができる。実際に

Neurospora crassaでは ku70遺伝子破壊により遺伝子
ターゲッティング頻度が 100％に上昇し１）、Aspergillus 
fumigatusでも ku70遺伝子破壊により遺伝子ターゲッ
ティング頻度が 96％に上昇している２）。また、ゲノム解
析が行われたA. oryzae RIB40株では ku70遺伝子破壊 
 

により遺伝子ターゲッティング頻度が 63.4％に達する
ことが報告されている３）。 
そこで、当センターで遺伝子解析を行っている醤油麹

菌A. oryzae KBN616株から非相同末端結合修復系に関
わる ku70 遺伝子破壊株を取得し、醤油麹菌における効
率的な遺伝子ターゲッティングシステムの確立を試みた

ので、その結果について報告する。 
 

２．実験方法 

2.1 使用菌株及び使用培地 
 醤油麹菌A. oryzae KBN616株を染色体DNAの調製
及び形質転換の宿主に用いた。E. coli DH5α株は、種々
の DNA断片のクローニングに使用した。A. oryzae 染
色体DNA調製用培地にはGP培地（グルコース 2.0％，
ポリペプトン 1.0％，KH2PO4 0.5%，NaNO3 0.1％，
MgSO4 0.05%）を用いた。 
2.2 A. oryzae KBN616 株由来 ku70 遺伝子破壊株の取得 

A. oryzae RIB40株のゲノム情報から合成した P1プ
ライマー（5’-TGGAATTCGGACCATTTTCGCATAGG- 
3’）及び P2プライマー（5’-CTGAATTCATCTGTGTTAT 
TTCTGCC-3’）を用いてRaederらの方法４）により調製
したA. oryzae KBN616株の染色体DNAを鋳型DNA
として PCR反応を行い、ku70遺伝子を特異的に増幅さ
せた。増幅されたA. oryzae KBN616株の ku70遺伝子 
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を pUC18の SmaⅠ部位に組み込んで、プラスミド
pku70を得た。プラスミド pku70を制限酵素EcoRVで
消化し、0.9 kbのEcoRV断片を除去した。プラスミド 
pTRI５）から P3プライマー（5’-TGGATATCGGGCAATT 
GATTACGGGATCCCAT-3’）及び P4プライマー（5’-AC 
GATATCATGGGGTGACGATGAGCCGCT-3’）を用い
て PCR増幅させた ptrA遺伝子（ピリチアミン耐性遺伝
子）を制限酵素EcoRVで消化した後、EcoRVで消化し
たプラスミド pku70に組み込んで、ku70遺伝子破壊用
プラスミド pDisku70を構築した。ku70遺伝子破壊用
プラスミド pDisku70でA. oryzae KBN616株を形質転
換し、得られた形質転換株をピリチアミン（0.1μg/ml）
添加ツァペック寒天培地上で単胞子分離により純化した

後、安定な形質転換株を取得した。安定な形質転換株の

中より ku70遺伝子破壊株を選択するために形質転換株
の染色体DNAを鋳型DNAとして P1プライマー及び
P2プライマーを用いてPCR反応を行い、4.4 kbのDNA
断片が増幅された形質転換株を ku70遺伝子破壊株とし
た。 
2.3 A. oryzae KBN616 株由来 ku70、pyrG 遺伝子二重破

壊株の取得 

 A. oryzae KBN616株の染色体DNAを鋳型DNAとし
て P5プライマー（5’-GCGAGCTCTACATTGGCAAAG 
GAT-3’）及び P6プライマー（5’-GGTCTAGAATATTT 
AATCAGCTACC-3’）を用いて PCR反応を行い、pryG
遺伝子プロモーター上流領域を特異的に増幅した。また、

P7プライマー（5’-TGTCTAGACACTAGCTATACCGC 
CC-3’）及び P8プライマー（5’-CTAAGCTTATCAGCTG 
CATATCTCT-3’）を用いて PCR反応を行い、pryG遺伝
子ターミネーター下流領域を特異的に増幅した。制限酵 

図１ ku70遺伝子破壊の模式図 

素 SacI及びXbaIで消化した pryG遺伝子プロモーター
上流領域（1.6 kb）と制限酵素 XbaI及びHindⅢで消化
した pryG遺伝子ターミネーター下流領域（1.4 kb）と
を pUC18の SacI-HindⅢ部位に組み込んで、pyrG遺伝
子破壊用プラスミド pDispyrGを構築した。pyrG遺伝
子破壊用プラスミド pDispyrGでA. oryzae KBN616- 
K85株（ku70遺伝子破壊株）を形質転換し、得られた
形質転換株の中から５-フルオロオロチン酸（5-FOA）
0.1％、ウリジン 0.1525％及びウラシル 0.07％を添加し
たツァペック寒天培地で生育してきた形質転換株を単胞

子分離により純化した後、安定な 5-FOA耐性株を取得
した。5-FOA耐性株の染色体DNAを鋳型DNAとして
P5プライマー及び P6プライマーを用いて PCR反応を
行い、3.0 kbのDNA断片が増幅された 5-FOA耐性株を
ku70、pyrG遺伝子二重破壊株とした。 
2.4 ku70遺伝子破壊株の遺伝子ターゲッティング頻度測

定 

 ku70 遺伝子破壊による遺伝子ターゲッティング頻度
への影響を検討するためにAmyR（デンプン分解酵素遺
伝子群の誘導発現因子）をコードする遺伝子の破壊を行

った。amyR 遺伝子破壊用プラスミド pDisAmR100６）

を用いてA. oryzae KP8502株（ku70、pyrG遺伝子二
重破壊株）を形質転換した。得られた形質転換株をツァ

ペック寒天培地上で単胞子分離により純化し、安定な形

質転換株を取得した。デンプン分解酵素活性が低下し、

可溶性デンプンを唯一の炭素源とした最小寒天培地上で

生育が著しく悪くなった形質転換株をamyR遺伝子破壊
株とした。試験に供した形質転換株に占める amyR遺伝
子破壊株の割合から遺伝子ターゲッティング頻度を算出

した。 
 

３．実験結果および考察 

3.1 A. oryzae KBN616 株由来 ku70 遺伝子破壊株の取得 
 A. oryzae RIB40株の ku70遺伝子７）の上流及び下流
の塩基配列に基づいて合成したプライマーによって、A. 
oryzae KBN616株の ku70遺伝子を PCR法で増幅した
結果、3,592 bpのDNA断片が増幅された。この領域の
塩基配列はA. oryzae KBN616株とA. oryzae RIB40株
との間で、プライマー部分を除いて 100％一致していた。 

A. oryzae KBN616株は他のA. oryzaeと同様に糸状
菌の形質転換の選択マーカーに通常用いられている抗生

物質に高い耐性を示すため、抗生物質耐性遺伝子を選択

マーカーに利用できない。しかし、チアミンのアナログ

であるピリチアミンに対しては非常に高い感受性を示す

ことから、ku70遺伝子の一部を prtA遺伝子に置き換え
て ku70遺伝子破壊用プラスミド pDisku70を構築した



（図１）。組換え頻度を高めるように直鎖状にした ku70
遺伝子破壊用プラスミド pDisku70 を用いて A. oryzae 
KBN616株の形質転換を行った。N. crassaの ku70遺
伝子破壊株はメチルメタンスルホン酸、エチルメタンス

ルホン酸及びブレオマイシンに対して感受性が高くなる

が１）、A. oryzae RIB40株の ku70遺伝子破壊株はこれ
らの薬剤に対する感受性はほとんど差がなく目立った表

現型が見られない３）。そのため、実験方法 2.2 で述べた

ように得られた形質転換株から抽出した染色体 DNA を
用いて PCR反応を行い、ku70遺伝子破壊株の検索を行
った。ku70遺伝子が破壊されていれば、増幅DNA断片
のサイズが 3.6 kbから 4.4 kbへと変化することになる
（図１、２）。このような PCR増幅DNA断片のサイズ
変化を指標にして検索を行ったところ、114 株の形質転
換株から 9株の ku70遺伝子破壊株を取得することがで
きた。A.oryzae RIB40 株では ku70 遺伝子破壊頻度は
10％であり、ほぼ同程度の効率で ku70遺伝子破壊株を
取得することができた。 
3.2 A. oryzae KBN616 株由来 ku70、pyrG 遺伝子二重破

壊株の取得 

A. oryzae KBN616株においてシステマッチックに遺
伝子の機能解析を行うシステムを確立するために 3.1で
得られた 9株の ku70遺伝子破壊株の中より A. oryzae 
KBN616-K85株を選び、形質転換系の開発を行うことと
した。先に述べたようにA. oryzaeは種々の薬剤に対し
て耐性を有するため選択マーカーとして利用できる優性

マーカーはほとんどない。また、分生子が多核であるた

め多重栄養要求性株を分離することは大変困難である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図２ PCR法による ku70遺伝子破壊の確認 

一方、酵母ではオロチジン酸デカルボキシラーゼをコー

ドしている URA3 遺伝子とウラシル要求性を示す ura3
宿主株を用いて連続的遺伝子破壊法が開発されている８）。

そこで、URA3遺伝子のホモログである pyrG遺伝子と
ウリジン要求性を示す pyrG 遺伝子破壊株を宿主とする
形質転換系の開発を試みた。 
ウラシル生合成経路の中間代謝物であるオロチン酸の

アナログである 5-FOA が存在すると野生株は生育でき
ない。しかし、pyrG 遺伝子破壊株ではオロチン酸を
UMP（ウリジン5’-一リン酸）に変換できないため 5-FOA
を含む培地で生育することができる。このような性質を

利用して、直鎖状にした pyrG 遺伝子破壊用プラスミド
pDispyrG で形質転換することにより A. oryzae 
KBN616-K85株からpyrG遺伝子破壊株の取得を試みた。
形質転換株から多数の 5-FOA 耐性株が得られたため、
任意に選択した 3 株の 5-FOA 耐性株から抽出した染色
体DNAを用いて実験方法で述べたようにPCR反応を行
い、pyrG遺伝子破壊の確認を行った。pyrG遺伝子が破
壊されていれば、増幅DNA断片のサイズが 4.9 kbから
3.0 kb へと変化することになる（図３、４）。このよう
な PCR増幅DNA断片のサイズ変化を指標にして pyrG
遺伝子破壊の確認を行ったところ、3株の 5-FOA耐性株
はすべて pyrG 遺伝子破壊株であることが判明した。同
様にして親株であるA. oryzae KBN616株から pyrG遺
伝子破壊株の分離を試みたところ、約 10株の 5-FOA耐
性株しか得ることができなかった。ku70 遺伝子を破壊
することによって遺伝子ターゲッティング頻度が著しく

上昇した結果、A. oryzae KBN616-K85 株では多数の
5-FOA耐性株が出現したものと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ pryG遺伝子破壊の模式図 
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図４ PCR法による pyrG遺伝子破壊の確認 

 
 3.3 ku70遺伝子破壊株の遺伝子ターゲッティング頻度

測定  

ku70 遺伝子破壊によって遺伝子ターゲッティング頻
度が N. crassa では 100％、A. oryzae RIB40 株では
63.4％に向上することが報告されている１, 3）。A. oryzae 
KBN616株でも ku70遺伝子破壊によって同様に遺伝子
ターゲッティング頻度が向上していると考えられた。そ

こで、3.2で分離した３株の ku70、pyrG遺伝子二重破
壊株の中よりA. oryzae KP8502株を選び、遺伝子ター
ゲッティング頻度の変化を検討した。 
 A. oryzae KBN616株に由来する pyrG-株（A. oryzae 
KBN616-P5）を宿主として pyrG遺伝子を選択マーカー
に用いて、既に amyR遺伝子破壊株が相同組換えにより
取得されている６）。AmyRタンパクは麹菌のデンプン分
解酵素遺伝子群の誘導発現因子であり、amyR遺伝子を
破壊することによってデンプン分解酵素遺伝子の誘導発

現が抑制される。そのため、amyR遺伝子破壊株はデン
プンを唯一の炭素源とする最小寒天培地上では生育が著

しく悪くなり、表現型の変化で容易に判別することがで

きる。そこで、 amyR 遺伝子破壊プラスミド

pDisAmR100でA. oryzae KP8502株の形質転換を行っ
た。62株の安定な形質転換株が得られ、その中の 51株
のデンプン分解酵素活性が著しく低下していた。遺伝子

ターゲッティング頻度は 82.3％となり、A. oryzae 
KBN616-P5株の遺伝子ターゲッティング頻度（4.5％）
と比較して著しく向上していた。A. oryzae KBN616株
では ku70 遺伝子破壊によって遺伝子ターゲッティング
頻度が 82.3％になり、A. oryzae RIB40株の ku70遺伝

子破壊株の遺伝子ターゲッティング頻度よりも約 20％
高くなった。A. fumigatusの ku70遺伝子破壊株２）、あ
るいはAspergillus sojaeの ku70遺伝子破壊株３）の遺伝
子ターゲッティング頻度を考慮すると、①菌株、②ター

ゲッティングする遺伝子、③ベクターの構築方法、④形

質転換方法などが遺伝子ターゲッティング頻度に影響を

与えていると思われた。 
 

４．結び 
本研究の結果をまとめると、以下のとおりである。 

(1)A.oryzae KBN616株の ku70遺伝子の塩基配列は、
A. oryzae RIB40 株の ku70 遺伝子の塩基配列と
100％一致していた。 

(2)prtA 遺伝子を選択マーカーとして構築した ku70 遺
伝子破壊用プラスミドでA. oryzae KBN616株を形
質転換し、ku70 遺伝子が破壊された A. oryzae 
KBN616-K85株を取得した。 

(3)pyrG 遺伝子破壊用プラスミドで A. oryzae 
KBN616-K85株を形質転換し、ku70、pyrG遺伝子
二重破壊株、A. oryzae KP8502株を取得した。 

(4)A. oryzae KP8502株では高頻度（82.3％）で遺伝子
ターゲッティングされ、醤油麹菌遺伝子の機能解析

に十分使用できることが明らかとなった。 
今後、本研究で取得したA. oryzae KBN616株の ku70、

pyrG遺伝子二重破壊株であるA. oryzae KP8502株を活
用して、醤油醸造における麹菌酵素の役割の解明に貢献

できるような連続的遺伝子破壊技術や大規模遺伝子欠損

技術などの確立を試みる予定である。 
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