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研究成果の概要（和文）：Aspergillus nidulansのSirAが酵母のSir2pと相同性を示すNAD+依存型ヒストンデアセチラ
ーゼ（sirtuin)であることを見出した。SirAはヒストンH4のアセチルリジン16を脱アセチル化することを示した。sirA
遺伝子の遺伝子破壊株を用いた解析により、SirAがステリグマトシスチンとペニシリンの生合成遺伝子であるaflRとip
nAのプロモーター上のヒストンの脱アセチル化によって、これらの遺伝子発現を抑制していることを示した。一方、Nu
dix hydrolaseが、細胞内のNAD+濃度を低下させることによってこれと拮抗することも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We found Aspergillus nidulans gene encoding a sirtuin isozyme (SirA) with an amino
 acid identity of 47% to yeast Sir2p. Recombinant SirA exhibited nicotinamide sensitive NAD(+)-dependent H
DAC activity, and deacetylated lysine 16 residue of histone H4 (H4K16), indicating that SirA is a fungal s
irtuin counterpart. Gene disruptant of sirA accumulated more acetylated H4K16 at the gene promoters of ipn
A and aflR and their transcripts and produced more penicillin G and sterigmatocystin, indicating that SirA
 removes H4K16 acetylation and represses the expression of these secondary metabolite genes. The increased
 cellular NAD+ and the decreased secondary metabolite production induced by adding nicotinamide riboside a
ccompanied decreased levels of H4K16 acetylation at the ipnA and aflR gene promoters, which was not eviden
t in the sirA gene disruptant. These results indicate that cellular NAD+ modulates the HDAC reaction by Si
rA. 
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１．研究開始当初の背景 
ごく一部の例外を除いて、菌類からヒトに

至る真核生物は生育に酸素を要求する。これ
は、ミトコンドリアでの酸素呼吸により生育
に必要なエネルギーを獲得するとともに、ス
テロールやヘムなどの生育に必須な分子の
生合成に酸素が必要であるためである。従っ
て、低酸素条件に曝されると、真核生物は、
様々な応答・適応機構を発現させ生き残ろう
とする。 
我々は、古くから遺伝学の研究対象とされ

ゲノム解析も終了したカビ(真菌・糸状
菌)Aspergillus nidulans を真核生物のモデ
ルとして用いて、その低酸素環境への応答・
適応機構を解明することを試みてきた。これ
までの研究から、A. nidulansの低酸素応答・
適応は以下のような複雑な現象の組み合わ
せであることが明らかとなりつつある。即ち、
(1) 酸素以外の代替電子受容体の利用、(2) 
細胞内のペントース・核酸代謝の改変、(3)
転写・翻訳のグローバルな抑制、 (4) 細胞
内小器官の機能調節（オートファジーの誘
導）、(5)酸化還元ストレス応答系の亢進であ
る。本研究では、(2)の研究の中から、近年、
申請者が見出した「ピリジンヌクレオチド代
謝調節による細胞機能の制御」の分子機構に
焦点を当てた新たな研究を展開する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、カビ A. nidulansを研究モデ

ルとして、真核生物の低酸素環境への応答・
適応機構の全貌の解明の一助とすることを
目指した。特に、研究代表者がこれまでに独
自に見出した本菌の低酸素条件下で機能す
る Nudix hydrolase による細胞内 NADH/NAD+
濃度の総量の制御について分子レベルで解
明し、ピリジンヌクレオチド代謝調節による
細胞機能の制御についての新概念を提案す
ることを目指した。カビ A. nidulansを好気
条件から低酸素条件に移すことによって、細
胞内の主要なピリジンヌクレオチドである
NAD+と NADH の酸化還元比（NADH/NAD+比）が
大きくなるが、このとき、NAD+と NADH の絶対
量も減少する。本研究では、低酸素条件下に
おける NAD+と NADH の分解に関わる酵素を探
索し、その役割について検討した。具体的に
は、近年、NAD+と NADH の加水分解酵素とし
て報告されている Nudix hydrolase (NUDT)
の関わりについて検討した。 
また、この研究の過程で、細胞内の NAD+と

NADH の減少に伴い遺伝子発現を制御する可
能性があるタンパク質性の制御因子として、
sirtuin タンパク質に着目した。sirtuin は
ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）クラスⅢ

に分類される NAD+依存的 HDAC であり生物界
に広く保存されている。sirtuin はヒストン
H4 の脱アセチル化を促進することによって，
ヘテロクロマチン構造の形成の促進と当該
遺伝子のジーンサイレンシングを行う。また、
sirtuin がヒストン以外のタンパク質を脱ア
セチル化する役割ももつことや他のタンパ
ク質と複合体を形成して機能することも報
告されている。一方，カビにおける sirtuin
の役割はほとんど未解明であったことから、
これらについての解析をあわせて行った。 
  
 
３．研究の方法 
(1)使用した微生物とその培養方法：
Aspergillus nidulans A89、A. nidulans 
ABPUN （Fungal Genetic Stock center）を
主な実験材料とした。窒素源を 10 mM 硝酸ナ
トリウムとした液体最少培地にそれぞれの
株の分生子を添加し、37℃で 6～48 時間振と
う培養した。 
 
(2) A. nidulansの形質転換方法：最少培地 
40 mL に A. nidulansの胞子けん濁液を添加
し、37℃、250 rpm で 6 時間振とう培養した。
顕微鏡で発芽を確認し、集菌して細胞壁溶解
酵素液に入れ、30℃、250 rpm で 30 分振と
うした。その後、振とう回数を 180 rpm に落
として 2時間振とうした。顕微鏡でプロトプ
ラスト化を確認し、集菌した後、プロトプラ
スト緩衝液 Aで二回洗浄後、B液にけん濁し
た。各マイクロチューブに DNA 溶液、50 l
のポリエチレングリコール液、プロトプラス
ト溶液を添加してピペッティングで静かに
攪拌した。これを氷上に 20 分間静置した。
さらに、これに A液を 1 mL 添加し、20分間
室温で静置した。これを 15 ml ファルコンチ
ューブに分注した上層寒天培地にプロトプ
ラスト溶液を添加し、下層寒天培地（1 M ス
クロースを含む）に分注した。37 度で 2～3
日間培養し形質転換体を得た。 
 
(3)タンパク質の取り扱い方法：カラムクロ
マトグラフィーを用いたタンパク質の精製、
電気泳動、ウエスタンブロッティング、組換
えタンパク質の調製、MALDI-TOF 質量分析計
を用いたペプチドマッピング、エドマン分解
法によるアミノ末端のアミノ酸配列の決定、
NADHまたはNADPHの脱水素酵素活性の測定に
は、一般的な手法を利用した。詳細は、公表
論文を参照されたい。 
 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
①ピリジンヌクレオチド分解酵素 



A. nidulansのゲノム中に見出される 12 種
の Nudix hydrolase (NUDT)遺伝子（図１）の
中から、AnNUDT1, 2, 3 を選抜しそれらの組
換え蛋白質を調製し検討したところ、
AnNUDT1, 3 が NADH を加水分解できた。
AnNUDT1, 2, 3 遺伝子の遺伝子破壊株を作製
し、これらと野生株を低酸素条件下で培養し
たところ、AnNUDT1 の遺伝子破壊株は、野生
株の 36%の細胞内 NADH hydrolase 活性を示し
た。また、細胞内の NAD+量はすべての株で同
程度であったのに対して、AnNUDT1 の遺伝子
破壊により NADH が増加したことから、
AnNUDT1が低酸素条件下でのNADHの分解に関
わることが示された。 

②NAD+依存型ヒストン脱アセチル化酵素 
酵母の Sir2p やヒトの SIRT1 とアミノ酸配列
が類似した A. nidulansのタンパク質を探索
し分子系統樹を作製したところ、AN10449
（SirA）が Sir2p と同一のクラスターを形成
した。SirA の組換えタンパク質が sirtuin 活
性を有していたことおよび sirA 遺伝子破壊
株（SirA）の無細胞抽出液のアセチルリジ
ンレベルが野生株（WT）のそれよりも高かっ
たことから SirA が A. nidulans の sirtuin
として機能することが示された。また，SirA
ではペニシリンやステリグマトシスチンと
いった二次代謝産物の生合成とそれらの生
合成遺伝子の発現が上昇した。細胞内 NAD+が
過剰な条件下では二次代謝産物の生合成が
減少したことから、SirA は NAD+濃度依存的に
二次代謝産物の生合成を抑制していると考
えられた。①と②で得られた発見を考察し、
本菌のピリジンヌクレオチドとヒストンア
セチル化を介した遺伝子発現の制御に関す
る以下のモデルが提唱できた（図 2）。 
 
 
(2) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
Nudix hydrolase については、酸化傷害を

受けたヌクレオチドの除去や ADP-ribose を
分解することにより細胞のストレス応答機 

図 2 A. nidulans の新たな二次代謝系の発
現制御のモデル  
 
 
構の発現を調節する役割が議論されている。
しかし、Nudix hydrolase による細胞内のピ
リジンヌクレオチドの総量の調節は知られ
ていなかった。本研究では、「ピリジンヌク
レオチドの分解による細胞機能の制御」とい
う Nudix hydrolase の新たな機能を提案する
ことができた。この発見は、通常の環境応答
では NAD と NADP の酸化型と還元型の割合の
みが制御され、ピリジンヌクレオチドの総量
は変わらないという従来の常識を覆す驚く
べき成果を導くと期待される。 
ピリジンヌクレオチド（NAD と NADP）は、

細胞内では酸化型（NAD+、NADP+）および還元
型（NADH、NADPH）の形態をとる。これらは、
細胞内の酸化還元反応を担う酵素の補酵素
として働くとともに、細胞内の酸化還元状態
に合わせてそれらの酵素活性を制御する重
要な分子である。また、最近では、NAD+がヒ
ストンの脱アセチル化酵素の基質としてエ
ピジェネティクス制御に関わることが注目
されている。本研究で得られた A. nidulans
が低酸素環境に応答して速やかに細胞内の
ピリジンヌクレオチドを分解することによ
り細胞内の酸化還元バランスを維持するこ
との発見は、市場菌の低酸素条件への適応戦
略を知る上で基礎的に重要なものである。 
 

 
(3) 今後の展望 
Aspergillus 属は古くから清酒や醤油など

の発酵・醸造産業に使用されてきた糸状菌で
あるとともに、クエン酸などのさまざまな有
用物質や酵素の工業生産にも利用されてい
る。一方、Aspergillus 属は、菌類のモデル
生物として重要な A. nidulansを含む。本研
究では、特に本菌の遺伝子発現制御をヒスト
ンのアセチル化修飾の制御の観点から解析
し、本菌の二次代謝系遺伝子の発現が培養に
伴いピリジンヌクレオチドの代謝を通して

図 1 A. nidulans の NUDT の分子系統

樹 



制御されることを明らかとした。得られた研
究成果は、培養に影響する複雑なファクター
（通気、培養時間、栄養）の適切な制御が重
要とされる食品・工業生産の効率化に役立つ
と期待される。 
 糸状菌の二次代謝産物には、有用な生物活
性物質が多く知られており、実用化されてい
るものも多い。一方、多くの糸状菌が、通常
の実験室条件下では発現していない潜在的
な二次代謝系を多く持つことが明らかとな
っている。これらを人為的に発現させること
ができれば、多様な二次代謝産物の取得が可
能であり様々な分野で貢献する。一方、本研
究では、A. nidulansの SirA が二次代謝系の
発現制御に重要であることを示した。これに
より、SirA の阻害剤は、様々な糸状菌に利用
可能な二次代謝系の発現誘引物質として利
用できると期待される。実際、本研究の成果
を受け、これら阻害剤の探索研究をスタート
させることができ、既に目的化合物が得られ
つつあることから、本研究成果は、有用な生
物活性物質の生産の新技術の開発にも発展
すると期待される。 
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