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麹菌におけるゲノム編集を利用した染色体改変による 

交配技術開発 

1. 背景と目的 
 麹菌Aspergillus oryzae は、日本の伝統的醸造産業において日本酒・醤油・味噌などの

製造に用いられる、日本食の味に欠かせない重要な微生物である。麹菌では有性世代が

発見されておらず、有性生殖を利用した交配が不可能であることが長年の課題である。

有性生殖が実現すれば、異なる株の優れた特性を併せもつ株が得られるとともに、予想

外の性質をもつ株を取得する可能性がある。麹菌株がもつ機能の多様性を広げることは、

これまでにない味や食品機能性の創出につながり、醸造食品において新たな付加価値を

生み出す可能性を秘めている。 
 研究代表者らのグループは以前、麹菌において 2 つの接合型（MAT1-1 型と MAT1-2
型）が存在することを発見して、麹菌が有性生殖を行うことができる可能性を示した

(Wada et al. 2012)。さらに、有性生殖に必要な細胞融合能力を麹菌が有することを約 60
年ぶりに再発見した(Wada et al. 2014; Tsukasaki et al. 2014)。麹菌には日本酒・醤油・味噌

などの多様な用途に特化した多くの実用株が存在するが、研究代表者らはこれらの株の

組み合わせによって融合体が存在しない不和合性という現象を麹菌で初めて見いだし

た(Okabe et al. 2018)。 
 次世代シーケンサー解析技術のさらなる発展により、ロングリードによるゲノム配列

のシーケンス解析が可能となって染色体構造に関する情報が得られるようになり、麹菌

の株間で染色体構造の比較ができるようになった。染色体構造が異なる場合、麹菌にお

いて有性生殖による交配を試みたとしても、減数分裂時に相同染色体の対合・組換え・

分離が正常に行われないことを意味している。しかし従来は、麹菌の様々な実用株を対 
 
 
 



 
 
 
象として染色体構造をデザインしたとおりに改変することはきわめて困難であり技術

的に不可能であった。 
研究代表者らは最近、ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 システムによる遺伝子改変技術

を、麹菌において初めて確立した(Katayama et al. 2016, 2019)。このことにより、麹菌実

用株における遺伝子改変の飛躍的な高効率化に成功した。 
本研究では、ゲノム編集技術CRISPR/Cas9 システムを染色体構造の改変に活用するこ

とにより、交配を不可能とする染色体構造の不一致を解消する。これにより、減数分裂

における相同染色体の対合・組換え・分離が可能な麹菌株を取得して、有性生殖を利用

した交配技術の確立を目指す。 
 

２. 研究方法 
2-1. A. oryzae 株の染色体構造の比較解析 

A. oryzae の接合型がMAT1-1 型のRIB40 株(Machida et al. 2005)と、これと接合型が異

なる MAT1-2 型の AO6 株(Wada et al. 2012)について、PacBio 社 Sequel を使用してゲノ

ムシーケンス解析を行った。AO6 株では今回初めてゲノムを解析したため、ショートリ

ードシーケンサーHiSeq を用いて、PacBio で得られた配列解析でのエラーを修正した。

これらのデータをもとに、ソフトウェア mauve を用いて長鎖アライメントを行い、株間

のゲノムを染色体レベルで比較した。 
 

2-2. 特異的な染色体領域の大規模欠損 
以上の比較ゲノム解析で見いだした特異的な染色体領域について、A. oryzae RIB40 株

において、ゲノム編集技術CRISPR/Cas9 システムによる大規模欠損を行った。特異的領

域を含む約 140 kb の両端、すなわち上流と下流の 2 か所に標的配列を設計した。これら

2 か所でDNA の二重切断を起こし、非相同末端結合Non-Homologous End Joining (NHEJ)
による修復の過程で切断末端どうしが接続されるような形のノックアウトを行った。 

 

３. 結果と考察 
3-1. A. oryzae 株の染色体構造の比較解析 
最初に、A. oryzae の株ごとのゲノム情報の比較を行った。A. oryzae において最初に全

ゲノム解析が行われ、接合型 MAT1-1 である RIB40 株(Machida et al. 2005)、これと接合

型が異なるMAT1-2 型として初めて発見されたAO6 株(Wada et al. 2012)を用いることに

した。ロングリードシーケンサー PacBio を用いた配列解析を行った結果、それぞれの

株において、A. oryzae で報告されている染色体数の 8 本に近い 11 個のコンティグを得

ることができた。 
次に、AO6 株では今回初めてゲノムを解析したため、ショートリードシーケンサー 
 

 



 
 
 

HiSeq を用いて、PacBio で得られた配列解析でのエラーを修正した。これらのデータを

もとに、長鎖アライメントを行い、株間のゲノムを染色体レベルで比較した。 
図 1 に、2 つの株のゲノム染色体構造が異なる部分を比較した結果を示す。X 番染色

体に RIB40 株が有する約 120 kb の領域が、AO6 株の該当染色体部位には存在しなかっ

た。一方、これと相同性をもつ領域が、AO6 株では Y 番染色体の 1 つの遺伝子を分断

して割り込む形で存在していた。したがって、約 120 kb の染色体領域が RIB40 と AO6
株の異なる染色体に存在することがわかった。 
さらに、この染色体領域の有無について、2019 年に東京工業大学のグループによりゲ

ノム情報が報告された、種麹として保存されている A. oryzae 株(Watarai et al. 2019)にお

いて調べた。その結果、82 株のうち、56 株において該当染色体領域が存在することがわ

かった。 
続いて、A. oryzae の祖先とされるA. flavus で最初にゲノムが解読されたNRRL3357 株 

(Payne et al. 2006)について調べた。その結果、A. flavus のNRRL3357 株には、A. oryzae が
有する染色体領域と相同性を有する領域がゲノム全体に存在しなかった。図 1 では、A. 
oryzae RIB40 株の X 番染色体の、A. oryzae AO6 株の Y 番染色体の特異的染色体領域を

含む部分を比較しており、いずれも A. flavus 株が相同領域をもたないことを示す。以上

の結果から、本研究で見いだした染色体領域は A. oryzae に特異的に存在することが示唆

された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、他の Aspergillus 種でも見いだした特異的染色体領域が存在するかを調べた。

その結果、興味深いことに、醤油麹菌 Aspergillus sojae (Sato et al. 2011)においても、A.  
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図１ A. oryzae の RIB40 株AO6 株と A. flavus NRRL3357 株との染色体構造の比較 



 
 
 

oryzae でみとめられた特異的領域に相同性を有する染色体領域が存在した。一方で、A. 
sojae の祖先とされる Aspergillus parasiticus で最初にゲノムが解析された株 SU-1 (Linz et 
al. 2014)においては、特異的領域が存在しなかった。 
以上のことから、見いだした染色体領域が A. oryzae と A. sojae といった日本の伝統的

醸造産業に利用されている種に特異的に存在することが示唆された。 
 

3-2. 特異的な染色体領域の大規模欠損 
前項で見いだしたA. oryzaeに特異的な染色体領域は、MAT1-1型のRIB40 株とMAT1-

2 型のAO6 株で異なる染色体に存在することが示された。また、A. oryzae の祖先とされ

る A. flavus では有性世代が報告されていることから、特異的染色体領域は有性生殖に必

須ではないことが考えられた。そこで、交配実験での染色体構造の不一致をなくすため、

ゲノム編集技術CRISPR/Cas9 システムによる大規模欠損を行うことにした。 
特異的染色体領域を含む約 140 kb の両端、すなわち上流と下流の 2 か所に標的配列を

設計した。これら 2 か所で DNA の二重切断を起こし、非相同末端結合 NHEJ による修

復の過程で切断末端どうしが接続されるような形でノックアウトを試みた。A. oryzae 
RIB40 株において行った結果、サザン解析ならびにシーケンス解析により大規模欠損が

起きたことが確認された。 
以上のことから、ゲノム編集を利用して、特異的染色体領域の大規模欠損株の取得に

成功した。 
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図２ ゲノム編集技術CRISPR/Cas9 システムの原理（上段）と A. oryzae の RIB40 株に

おける特異的染色体領域の大規模欠損（下段） 



 
 
 
本研究では、ゲノム比較解析によって、日本の醸造産業に使用される A. oryzae と A. 

sojae に特異的に存在すると示唆される染色体領域を発見した。そして、ゲノム編集を利

用することにより、A. oryzaeにおいて特異的染色体領域の大規模欠損に成功した。現在、

MAT1-2 型のAO6 株での特異的染色体領域の大規模欠損を行い、MAT1-1 型のRIB40 株

との染色体構造の不一致をなくすことを試みている。 
さらに、作製した交配可能な染色体改変株を用いて、有性生殖による交配技術の確立

を試みる。ここでは、研究代表者らが既に構築した交配による遺伝的掛け合わせを高感

度に検出できる系を用いる。具体的には、ゲノム編集技術によってそれぞれの接合型株

に異なる 2 重栄養要求性を付与して、遺伝的な掛け合わせが起こった株が生育可能にな

るような条件を設定することで、有性生殖による交配の有無を特異的に検出することを

予定している。 
一方で、研究代表者らは麹菌の株の組み合わせによって融合体が存在しない不和合性

の現象を見いだしており(Okabe et al. 2018)、有性生殖の障害となる不和合性の解消を試

みている(Mori et al. 2019)。そして、細胞融合に関与する新しい因子を見いだすことで

(Katayama et al. 2021)、有性生殖の分子メカニズムに関する解明を行っている。 
以上の一連のアプローチにより、麹菌における有性生殖による交配育種の開発が可能

になることが期待される。 
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