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研究成果の概要（和文）：本研究では、糸状菌の菌糸の細胞ごとの機能分化（ヘテロ性）を明らかとすることを
目指した。糸状菌Aspergillus nidulansの菌糸をマイクロ培養デバイス内で整列させて培養することが可能とな
ったが、その後の解析に用いる大量の培養システムを構築することは困難であった。一方、グリコーゲン代謝酵
素とチオレドキシン様タンパク質の細胞内局在性を蛍光タンパク質との融合タンパク質を用いて解析した結果、
いずれも菌糸の部分によって局在が異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to reveal fungal hyphal principle of multi-cellular
 organization and spatial heterogeneity. Firstly, we established ordered growth of filamentous 
hyphae in micro-scale devices for biochemical analyses. We cultured germrings and hyphae of the 
fungus Aspergillus nidulans in the devices, while the biomass of the harvested hyphae was below 
limits of biochemical analyses such as highly sensitive mass spectrometry. GsyA and GphA, which are 
predicted to be involved in glycogen metabolism, and AN6915 (thioredoxin-like protein) were 
investigated for their localization in the multicellular hyphae. Their fusion proteins with 
fluorescent mCherry and GFP were produced in recombinant A. nidulans strains, and fluorescence 
microscopies indicated that they are localized in particles in the cells, of which morphology and 
presence are different among the hyphal tip and basal cells. These results confirms that the 
heterogenous cells comprise fungal hyphae.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物の多細胞体（菌糸、バイオフィルム等）は、天然および人工的な環境下で極めて頻繁に見られる。したが
って、微生物による多細胞性の増殖のメカニズムを解明することができれば、身の回りの役立つ菌糸を効率的に
生長させ、厄介な菌糸を抑制する画期的な微生物制御技術の開発につながり、多くの産業分野の技術革新を促す
と期待される。本研究成果は、このための基礎的知見として重要な意義を持つ。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
単細胞微生物を祖として発展した微生物の研究は、より複雑な多細胞微生物の研究へと展開
し、現在では、糸状菌などの多細胞微生物（菌糸）や単細胞微生物の多細胞性のバイオフィル
ムを分子レベルで解析することが可能となりつつある。これら微生物の多細胞性の増殖様式は
病原菌の感染の確立などの様々な応用面で重要であることから、微生物が多細胞体を構築する
機構の解明は現在の応用微生物学の最大の課題の一つといえる。糸状菌の多細胞体は、細胞外
マトリクスである細胞壁を介した細胞同士の物理的な付着と異なる代謝を行う不均一な細胞集
団による機能分化によって成立する（図 1）。後者の細胞の不均一性（ヘテロ性）と機能分化が
多細胞型の増殖の鍵を握ることは明らかであるが、このメカニズムに関しては、研究代表者ら
による糸状菌の菌糸の代謝に関する一部の研究を除き、多くが未解明のままであった。 

 
２．研究の目的 
多細胞からなる糸状菌の菌糸は、先端生長により生育する。このとき、菌糸の基底部と先端
の細胞の代謝と機能は大きく異なっており、これによって多細胞性の菌糸の生長様式が維持さ
れると予想される。先端生長の生長様式は、宿主への感染と有用化合物や酵素の分泌生産に深
く関わることから応用上も重要である。このため、多細胞性の菌糸のなりたちの分子基盤につ
いて基礎・応用分野から注目されてきたが、研究の多くは、菌糸の先端部に着目したものに限
られている。そこで、本研究は、菌糸の先端だ
けでなく基底部と中間部にも着目し、各部の細
胞のヘテロ性と機能分化を分子レベルで解明す
る。そのための第一段階として、これらの
mRNA と代謝産物の細胞間での局在性の相違
を分析するシステムを構築し、これを明らかと
することを目指した（図 1）。 
 
３．研究の方法 
多細胞微生物の多細胞性のなりたちの分子機構の研究は、従来の分子生物学の手法に加えて、
それらの観察技術の構築がブレイクスルーとなる。研究代表者は、最近、工学分野で主に利用
されてきたマイクロ流体デバイス（シリコンチップ上に微小流路を集積し、実験系をマイクロ
スケール化させたもの）を微生物の観察に取り入れ、多細胞体中の任意の細胞の挙動の追跡を
可能とするシステムを導入した。また、糸状菌の分子生物学・生化学的研究に秀でており、GFP
などの蛍光タンパク質を用いたタンパク質の菌糸細胞内での局在性の解析や質量分析系を用い
た代謝産物の微量・網羅的解析の経験も多く持つ。本研究では、これらの技術を融合させるこ
とで、多細胞微生物の菌糸のヘテロ性と機能分化の制御機構を解明する。得られた研究成果は、
これらの多細胞体を制御する技術の開発に貢献し、特に新たに同定される多細胞体の形成因子
は、新たな創薬ターゲットとして新規の治療薬の開発に資する。 

 
４．研究成果 

 (1) 本研究では、多細胞性の成育形態をとる糸状菌の菌糸の細胞ごとの機能分化（ヘテロ性）
を明らかとすることを目指した。第一に、これらの多細胞系の中のヘテロ細胞を一細胞レベル
で観察する手法を確立することを目指した。具体的には、多細胞微生物である糸状菌の菌糸の
基底部、中央部、先端部での細胞ごとの代謝・機能の相違を解明するためにマイクロ流体デバ
イスを活用して、これらの部位をとりわける戦略を立てた。また、このときのモデル糸状菌と
しては、Aspergillus nidulansを用いた。まず、デバイスの流路、材質、培地のフィード条件
を検討し、観察に適した生育条件の最適化を
行った。その結果、マイクロデバイス内に
A. nidulans の胞子を入れ固定すること、そ
の胞子を発芽させ成育させることが可能と
なった。さらに、生育させた菌糸の大量調整
系の構築を目指したが、これまでに、十分量
の菌糸細胞を調整する系を構築することは
できていない。世界的にみてもこれに成功し
た報告はないことから、この手法を用いて菌
糸を大量に調製するためには、高度な工夫や
デバイス設計が必要であると考えられる。 

 
(2) 十分量の菌糸細胞を調整し網羅的な解析
をすることが困難であったため、菌糸の多細
胞系の中で他とは異なる性質を示すヘテロ
細胞を一細胞レベルで観察する手法を確立
することを目指した。特定のタンパク質に着
目し、それらの菌糸細胞におけるヘテロ性に
ついての検討を行った。グリコーゲンは生物

図 2 A. nidulansの菌糸細胞内での GsyAと
GphAの局在 
GFPおよびmCherryを用いたレポーター解
析。2-NBDGは glycogenの特異的染色試薬
で処理した細胞 

図 1 糸状菌の菌糸のヘテロ性 



界でよく知られる貯蔵多糖であり、菌類においては Saccharomyces cerevisiaeによる生合成と
分解に関する研究が進められている。A. nidulans も、そのゲノム中にグリコーゲンの代謝に
関わると予想される遺伝子が存在するが、その機能などの詳細は未解明であった。そこで、本
菌の glycogen 合成と分解に関わる glycogen synthase (GsyA)、glycogen phosphorylase 
(GphA)の菌糸細胞内での局在性を観察したところ、これらは互いに異なる細胞内局在性を示し、
明瞭なヘテロ性が見られた（図 2）。これは、糖代謝に関わる機能が菌糸細胞内で不均一である
ことを示すものとしてユニークな発見であった。 

A. nidulansのチオレドキシン様タンパク質の 1つである AN6915は、タンパク質の脱ユビ
キチン化活性を持つ PPPDEドメイン、AnCdc48（ユビキチン選択的 AAA型シャペロン）と
結合する PUL ドメインおよび酸化還元活性を有するチオレドキシンドメインからなる構造を
有することを示してきた（図 3）。このようなドメイン構造を持つチオレドキシン様タンパク質
は糸状菌に特徴的である。本研究では、AN6915が嫌気（低酸素）ストレス環境下で発現誘導
されることを示した。またこの遺伝子破壊株では、嫌気条件に応答した液胞の肥大化が見られ
なくなったことから、AN6915は A. nidulansの液胞の肥大化に関わることを示した。さらに、
AN6915-GFP融合タンパク質の細胞内局在を観察したところ、低酸素条件に応答して細胞質か
ら液胞へと局在性が変化することが見出された。また、AN6915の遺伝子破壊株ではオートフ
ァジーのマーカータンパク質である AtgH-GFP 融合タンパク質の液胞への移行の頻度が低か
った。このことから、AN6915株は低酸素条件に応答して自ら液胞へと移行されオートファジ
ーを進行させる機能を持つことが示された。以上の研究は、AN6915 が菌糸の細胞によって、
異なる役割を持つことを示すものであり、菌糸細胞のヘテロ性の新たな例となる知見である。
また、糸状菌の菌糸において、環境条件に応答したオートファジーの代謝と液胞をマイクロ流
体デバイス内で観察可能であることを示すものであった。 
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図 3 A. nidulansの AN6915タンパク質の機能の解析 
（左） AN6915 の推定タンパク質ドメイン構造。（右）菌糸細胞内での AN6915 の局在。
AN6915と GFPの融合タンパク質を用いた。CMACは本菌の液胞を染色可能な蛍光試薬で
ある。 
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