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種麹製造及び製麹における麹菌Aspergillus oryzae
の制御因子 KpeAの機能解析

荒川弦矢*・進藤　斉**・穂坂　賢**・徳岡昌文** †

（令和元年 8 月 29 日受付/令和元年 12 月 6 日受理）

要約：麹菌の転写因子 KpeA は平板培養でのコウジ酸生産の制御因子として見出されたが，その後，広く
二次代謝と分生子形成の制御に関わることが明らかとなった。種麹製造及び製麹は分生子形成の制御を伴う
醸造工程であり，また，米麹中の二次代謝物は醸造物の品質や安全性に影響する。そこで本研究では，実際
の醸造における培養工程である種麹製造と製麹において，KpeA の遺伝子破壊株と高発現株の形質を調べる
ことで KpeA の醸造における役割を明らかにすることを目的とした。
　製造した種麹の状貌と遺伝子解析から，KpeA は，分生子形成の主要因子である BrlA の遺伝子発現制御
を介して，分生子形成を促進する役割を果たしていることが示された。製麹においても米麹に着生する分生
子に差が生じたことから，KpeA は醸造工程においても分生子形成に重要な転写因子であることが分かった。
一方，米麹中のコウジ酸量が破壊株で顕著に増加した。コウジ酸の推定生合成酵素 KojA の遺伝子発現解析
から，KpeA は平板培養と同様に，製麹においてもコウジ酸生産を転写レベルで制御することが確認された。
さらに破壊株の麹抽出液は，コウジ酸が多く含まれるために褐変しにくいことが明らかとなったことから，
KpeA の遺伝子破壊によるコウジ酸生産の増加が，米麹の褐変抑制に効果があることが示された。
　以上より KpeA は種麹製造と製麹において，分生子形成やコウジ酸生産を制御しており，実際の醸造に
おいても重要な役割を果たす転写因子であることが確認された。KpeA の遺伝子破壊株は，米麹の酵素活性
が若干低下するものの，製麹において分生子が形成しにくく，かつ米麹の褐変性が低いといった清酒醸造に
使用する麹菌として好ましい特性をもつため，KpeA は醸造における麹菌の育種ターゲットの新しい候補と
して期待できる。
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1．　緒　　　言
　麹菌 Aspergillus oryzae は日本の伝統的な醸造物の製造
に用いられる糸状菌であり，穀物に生育させた麹として使
用される。清酒製造においては精米した米を蒸煮し放冷
後，麹菌の分生子を含む種麹を撒き，数時間ごとの撹拌作
業などを経て 43～48 時間程で米麹が造られる1）。この作業
を製麹といい，一連の作業により品温は種切り時の 32℃程
度から 42℃程度まで上昇するほか，乾燥が進むことが知ら
れる1）。この間麹菌は，高温や乾燥など，実験室での通常
の培養では晒されることのない培養環境下で増殖し，これ
らストレスにより液体培養では生産しない酵素を生産する
ことから2, 3），製麹のような固体培養と，平板培養や液体培
養では，麹菌の代謝や酵素生産などは，大きく異なると考
えられている。しかし，固体培養における麹菌についての
分子レベルの研究は遅れており，先行している平板培養や
液体培養での知見を，醸造現場に還元できる研究が求めら
れている。

　我々はこれまでに，麹菌転写因子遺伝子破壊株ライブラ
リーに対するスクリーニング実験から，コウジ酸生産を転
写レベルで制御する KpeA を同定した4）。アミノ酸配列か
ら，KpeA は糸状菌特有の Zn（II）2-Cys6 型転写因子であり，
通常，N 末端側に存在する DNA 結合モチーフが配列中央
にある新規構造の転写因子である4）。興味深いことに，
KpeA はコウジ酸以外の二次代謝物の生産制御に関わるほ
か，制御因子 BrlA の転写制御を介して分生子形成を促進
することも明らかになり4），平板培養や液体培養において
麹菌の代謝を広く制御する重要な転写因子であることが示
唆された。
　そこで本研究では，KpeA の遺伝子破壊株と高発現株を
用いて実際に種麹製造と製麹を行い，種麹や米麹の状貌や
遺伝子発現について調べることで，KpeA の種麹製造と製
麹における役割を明らかにすることを目的とした。
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2．　実 験 方 法
⑴　菌株

　Aspergillus oryzae RIB40 株を親株として作製された
kpeA 破壊株（破壊株），kpeA 高発現株（高発現株）及び
対照株（Δku70 : : ptr1+, pyrG+, ΔcypX-pksA）を用いた3, 5）。

⑵　種麹の製造
　玄米を 4℃で一晩水に浸漬し，2 時間の水切り後，30 分
間蒸した。蒸米を室温まで冷まし，生米 30 g 相当を 300 ml
容三角フラスコに入れ，綿栓をしてオートクレーブで121℃
で 15 分間滅菌した。その後，Potato Dextrose Agar 培地

（Difco Laboratories）で30℃，7日培養した各株のコロニー
の一部をクリーンベンチ内で寒天培地ごと 5 mm 角に切り
出し，上記の三角フラスコ内の玄米に接種し，35℃の恒温
機で培養した。12 時間，18 時間及び 24 時間で手入れを行
い，24 時間以降は 30℃で 5 日間静置したのち，出麹した。
種麹 1 g 当たりの分生子数はトーマ氏血球計を用いて計数
した。

⑶　製麹
　恒温恒湿機エンビロス KCL-2000W（東京理化器機株式
会社）を用いて小規模製麹を行った。精米歩合 70% の一般
米を室温で 3 時間浸漬し，2 時間の水切り後，25 分間蒸し
た。生米換算で 50 g の蒸米に約 4.0×107 個の分生子になる
ように種麹を加えてよく攪拌して種切りとし，恒温恒湿機
に入れた。製麹工程中の温度及び湿度経過は図 1 の通りと
した。手入れは種切り後 12 時間に切り返し，18 時間に盛，
24 時間に仲仕事，36 時間に仕舞仕事を行い，46 時間で出
麹した。また，出麹した米麹の一部を 35℃で 72 時間まで
培養した。

⑷　酵素活性測定及び麹菌体量測定
　α-アミラーゼ及び酸性プロテアーゼの活性測定は国税庁
所定分析法に従って行った6）。グルコアミラーゼ及び α-グ
ルコシダーゼの活性測定は糖化力分別定量キット（キッ
コーマンバイオケミファ株式会社）を用いて行った。チロ
シナーゼ活性測定は大場らの方法7），麹菌菌体量の測定は
藤井らの方法により測定した8）。

⑸　コウジ酸及びデフェリフェリクリシンの定量
　米麹 0.2 g を超純水 1 ml に入れ，グラインダーで破砕す
ることで，米麹からのコウジ酸抽出を行った。コウジ酸の
定量は前報と同様に HPLC により UV（270 nm）の吸収で
検出した4）。デフェリフェリクリシンの定量は佐藤らの方
法で行った9）。

⑹　qRT-PCR解析
　米麹からの total RNA の抽出は赤尾らの方法で行い10），
チオシアン酸グアニジン緩衝液として ISOGEN（株式会
社ニッポンジーン）を用いた。逆転写は Superscript III

（Invitrogen）を用いて行い，qRT-PCR は KAPA SYBR 
Fast qPCR Kit（KAPA biosystems）及び CFX ConnectTM 
Real Time PCR Detection System（BioRad）を用いて行っ
た。brlA 及び kpeA, kojA, dffA, tef1 のプライマーとして
TMbrlAFW（TATGCCCGACTTTCTGTCCG）及び
TMbrlARV（ATGGGAGGCTGTGTGTTCCA），qrtkpeAF

（GCGCCAACTAAACGATAAGTTATGA）及びqrtkpeAR
（TGCCGGCATATCTCATAGTTTCATA），qrtkojAF
（CCGAACTAGTCGTCCACCAT）及び qrtkojAR（ACA          
TCCCTGAATGCCTCATC），qrtdffAF（TTGCTGTTCA        
CGATGCCTTG）及び qrtdffAR（AGTGCCACGCGAAT          
TGTTTC），TMtef1FW（AGCCCATGTGTGTGGAGTC 
TT）及び TMtef1RV（ACCGACTTGATAACTCCGACG）
をそれぞれ用いた。PCR 及び融解曲線解析は前報4） と同様
に行った。

⑺　麹の褐変性評価
　麹抽出液は大場らの方法で作製した11）。すなわち，米麹
2 g に 10 ml の蒸留水を加え，室温で 1 時間静置後に 5C ろ
紙（アドバンテック東洋株式会社）でろ過した。抽出液は
メンブレンフィルター DISMIC：25CS（アドバンテック
東洋株式会社）でろ過したのち，4℃で静置し，2 週間後
の色から褐変性を評価した。麹抽出液へのコウジ酸添加試
験は対照株の麹抽出液 1 ml に 0.024 mg のコウジ酸（東京
化成工業株式会社）を添加し，その褐変性を評価した。

3．　結　　　果
⑴　種麹製造における kpeA破壊及び高発現の影響

　KpeA は平板培養において分生子形成に関わることが示
されているため4），清酒醸造において分生子調製の工程で
ある種麹の製造において機能解析を行った。初めに，破壊
株，高発現株及び対照株を用いて種麹を製造し，その状貌
を比較した。すべての株において種切り後 12 時間で，肉眼
で確認できる菌糸が米表面に観察されたが，分生子形成に
ついては高発現株及び対照株で 48 時間後，破壊株では 72
時間後に観察された。種切り後 144 時間後の出麹時では，
すべての株で旺盛に分生子形成が観察されたが，破壊株は
高発現株及び対照株と比較して気中菌糸が非常に長く，分
生子が少なかった（図 2）。分生子数を計数したところ，
対照株と高発現株では約 3.0×109 個/g・koji と一般的な種
麹（8×108 個/g・koji）以上であり，種麹として十分な量図 1　製麹の温度及び湿度条件
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の分生子を形成したが，破壊株は対照株の約 1/3 であった
（図 3）。
　麹菌の分生子形成は転写因子 BrlA の発現がトリガーと
なることが知られている12）。平板培養での実験から，KpeA
が BrlA の発現を促進することが示されていることから4），
種麹製造においても同様のメカニズムによる制御が機能し
ているかを調べた。種麹において分生子形成が進む 24～
72 時間における kpeA の遺伝子発現を調べたところ，対照
株においては 24 時間ですでに発現し，72 時間までに発現
が誘導されることが確認された（図 4A）。高発現株では
kpeA は構成的で強いプロモーターにより発現しているこ
とから，対照株の 72 時間時点よりも 2 倍ほど強い発現が
維持された（図 4A）。次に brlA の遺伝子発現を調べた結果，
すべての株において，48 時間で一時的に強く誘導される
特徴を示し，48 時間における発現強度は破壊株では対照
株より弱く，高発現株では高かった（図 4B）。これらの結
果から，kpeA は平板培養と同様に brlA の発現促進に関わ
り，種麹製造では，48 時間における一時的な brlA の高発
現と，それに伴う分生子形成に関わっていることが明らか
になった。

⑵　米麹における kpeA破壊及び高発現の影響
　米麹は清酒の品質に直接的に影響するほか，酒母や醪の
発酵への影響も大きいため，製麹には特に注意が払われ
る。kpeA は種麹の製造工程において遺伝子発現が確認さ
れたことから，同様に米粒での培養を行う製麹においても
機能していると考えられた。そこで，米麹の品質との関わ
りを検討するために各株で製麹を行い，分生子形成，酵素
力価，二次代謝物及び褐変性の各観点から kpeA の機能解
析を行った。

a）　分生子形成
　製麹における KpeA の役割を明らかにするために，種切
り後 46 時間で出麹した米麹と，分生子形成させることを
目的に出麹後に 35℃で 72 時間まで培養した米麹において，
分生子形成への影響を調べた。対照株では種切り後 72 時
間において黄緑色の分生子を形成したのに対して，高発現
株では種切り後 46 時間後の時点ですでに分生子を形成し
ていた。一方，破壊株では，72 時間後においても分生子
が形成されなかった（図 5）。以上より kpeA は製麹工程に
おいても分生子形成を促進する機能を有していることが確
認されたほか，種麹における培養では観察されなかった高
発現株における分生子形成の促進が観察された。

b）　酵素活性
　近年の報告により，分生子形成を促進する転写因子 FlbC
が固体培養での酵素生産に関わることが示された13）。FlbC
と同様に KpeA も分生子形成の促進因子であるため，KpeA
の固体培養における酵素生産への関与について調べた。種
切り後 46 時間で出麹した各株の米麹の各種酵素（α-アミ
ラーゼ，グルコアミラーゼ，α-グルコシダーゼ及び酸性プ
ロテアーゼ）の酵素活性を調べたところ，表 1 に示す通り，
破壊株のグルコアミラーゼと，高発現株のグルコアミラー
ゼ及び α-グルコシダーゼの活性が有意に減少した。また，
有意差はないが破壊株と高発現株の α-アミラーゼと酸性プ
ロテアーゼの活性も減少しており，測定した全ての酵素活
性が減少傾向を示した。この結果から，kpeA の破壊や高
発現は固体培養における酵素生産を若干減少させることが
示された。

図 2　各株の種麹の状貌
スケールバーは 1 cm を示す。

図 4　種麹における分生子形成期間における kpeA（A）及び brlA
（B）の発現
相対発現量は qRT-PCR により求め，リファレンス遺伝子
として tef1 を用いた。kpeA については全ての時間におい
て，危険率 5% で対照株と有意差があった。brlA について
は 48 時間において危険率 1% で対照株と有意差があった。

図 3　各株の種麹の分生子数
**：p＜0.01
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c）　コウジ酸及びデフェリフェリクリシン生産
　製麹を含む麹菌の固体培養における二次代謝制御につい
ての遺伝子レベルでの研究報告は少ない。麹菌が生産する
二次代謝物は多数知られるが14），本実験ではコウジ酸，及
び清酒の着色に関わるデフェリフェリクリシンについて9），
kpeA が関わるかを調べた。HPLC による定量により，対照
株の米麹からコウジ酸 27.8 mg/kg・koji が検出された（表
2）。一方，破壊株の米麹からは対照株の 4.5 倍検出された
のに対し，高発現株の米麹では検出限界（1 ppm）以下で
あった。コウジ酸生合成酵素の遺伝子と推定されている
kojA の発現を qRT-PCR により調べた結果15），破壊株では
対照株の 1.5 倍，高発現株では対照株の半分程度の発現が
確認された（図 6A）。これらの結果は KpeA がコウジ酸生
産を転写レベルで抑制する因子として発見されたことと一
致し，液体培養や平板培養と同じように，製麹においても
kpeA がコウジ酸生産を抑制する重要な役割を果たしてい
ることが明らかとなった。
　米麹中のデフェリフェリクリシン量については，破壊株
は対照株より 30% 程度少なく，高発現株は対照株と有意
な差がなかった（表 2）。デフェリフェリクリシン生合成酵
素遺伝子である dffA16） の遺伝子発現を調べた結果，生産
量とは一致せず，高発現株で発現量が 30％程度低く，破
壊株では有意な差は検出できなかった（図 6B）。

d）　チロシナーゼ活性
　チロシナーゼは麹の褐変を引き起す他，酒粕が黒くなる
黒粕の原因となるため17），醸造現場ではチロシナーゼ活性
が低い麹菌が望まれる。麹抽出液の褐変は麹の褐変と相関
があり18），麹の褐変は 1 ヶ月近く掛かるのに対し，麹抽出

図 5　種切り後 46 時間及び 72 時間の米麹の状貌
スケールバーは 1 mm を示す。

図 6　各株における二次代謝物生合成酵素の遺伝子発現量：
kojA（A），dffA（B）
**：p＜0.01

表 1　各株の米麹の菌体量及び酵素活性

表 2　各株の米麹に含まれる二次代謝物量
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液の褐変は数日から数週間で褐変性がわかる。KpeA と麹
の褐変性に関連があるかを調べるため，種切り後 46 時間
で出麹した各株の米麹の麹抽出液の褐変を調べた。驚くべ
きことに，高発現株及び対照株の麹抽出液は褐変したが，
破壊株の麹抽出液は褐変しなかった（図 7，上段）。チロシ
ナーゼ活性を調べてみると，破壊株は対照株の 2.4 倍の活
性を示し（図 8），褐変性とは一致しない結果となった。コウ
ジ酸はチロシナーゼの阻害作用により，黒色色素であるメ
ラニンの生成を抑制することが知られていることから19, 20），
破壊株の米麹中のコウジ酸量が多いために麹抽出液の褐変
が抑制された可能性について検討した。対照株の麹抽出液
に破壊株の米麹と同量のコウジ酸（0.12 mg/g・koji）を添
加したところ，全く褐変しなかった（図 7 下段）。これら
結果より，破壊株では米麹中に含まれるコウジ酸が褐変を
抑制していることが確認された。一方，対照株においてコ
ウジ酸をチロシナーゼ活性測定の反応液に添加しても，チ
ロシナーゼ活性はほとんど変わらなかった（図 8）。これ
らの結果から，麹抽出液の褐変は，測定したチロシナーゼ
活性のみでは説明ができず，コウジ酸に阻害される反応を
経て生じていることが分かった。

4．　考　　　察
　これまでの研究から KpeA が液体培養及び平板培養に
おいて分生子形成と二次代謝の制御に関わることが示され
ていたことから4），本研究では，醸造現場における種麹製
造及び製麹においても同様の重要な役割を果たすと予想し

機能解析を行った。一連の結果から，KpeA は種麹製造及
び製麹において分生子形成を促進する因子であり，平板培
養と同様に brlA の制御を介して分生子形成を制御するこ
とが示唆された（図 2～5）。さらに kpeA は製麹において
もコウジ酸生産を遺伝子発現レベルで制御する重要な因子
であることが明らかとなり，破壊株では対照株の 4.5 倍の
コウジ酸を生産することで結果的に褐変性を示さない株と
なることも明らかとなった（表 2 及び図 6～8）。したがっ
て KpeA は，清酒醸造において，米麹品質に関わる麹菌の
分生子形成と一部の二次代謝を制御する重要な転写因子で
あることが確認された。麹菌を含むアスペルギルス属糸状
菌において，分生子形成は転写因子 BrlA 及びその下流の
AbaA や WetA などによるシグナルカスケードにより誘導
され21），その中で BrlA の遺伝子発現はフィードバック制
御を受ける。本実験でも，種切り 48 時間後に kpeA の発
現に応じて brlA が誘導された後は，kpeA の発現とは関係
なく 72 時間後に brlA の発現が低下したことから（図 4），
kpeA が関与しないフィードバックによる発現抑制が起き
たと考えられる。brlA による分生子形成のシグナルカス
ケードの初期は頂のうの成熟が進むことから，発現初期の
brlA の発現が弱いと，頂のうが十分に形成されない，も
しくは未熟となる可能性がある。そのため，brlA 発現が
低いことが破壊株において分生子数が少ない原因と考える
ことができる。種麹における頂のうの計数は困難であり確
認はできなかったものの，平板培養において kpeA の破壊
株は頂のうの数が少なく，サイズも小さいことが分かって
おり4），種麹においても同様の現象が理由で分生子数が減
少したと考えられる。一方，高発現株において，種麹では
分生子数は変わらず，製麹においては増加した。種麹製造
は，分生子形成が促進される培養環境であるのに対して，
清酒醸造の製麹工程は手入れなどを頻繁に行うため，分生
子形成が抑えられる。これら培養条件の違いに加えて，使
用している米の精米歩合も異なるため，栄養条件も大きく
異なる。kpeA 高発現の影響が異なる理由はこれらの条件
の違いであろうと考えられる。
　KpeA はコウジ酸生産を促進する転写因子として見出さ
れたが，コウジ酸以外にもシクロピアゾン酸やペニシリン
の生成を抑制する因子であることが示されており4），複数
の二次代謝物の生産制御に関わる。しかし，RIB40 株はシ
クロピアゾン酸非生産性株であり，また，ペニシリンは製
麹条件とは異なる窒素源が豊富な培地で生産されることか
ら米麹ではそもそも生産されないため，米麹におけるこれ
らの二次代謝物の生産性との関連は分からなかった。米麹
中のコウジ酸量は前報の液体培地での結果と一致し，破壊
株において増加した（表 2）。コウジ酸生産は BrlA により
抑制されることが示されており4），製麹においても，kpeA
破壊により brlA 発現が低下することでコウジ酸生産の抑
制が弱まり，米麹中コウジ酸量が増加したと考えられる。
　コウジ酸の定量は，一般的な出麹時間である種切り後
46 時間で出麹した麹を試料として行った。これまでにも
米麹に含まれるコウジ酸についての報告はあるが，種切り
後 5 日以上引っ張った米麹や出麹後 30℃で培養した米麹

図 7　麹抽出液の褐変
+KA：コウジ酸添加

図 8　米麹のチロシナーゼ活性
+KA：コウジ酸添加
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など22, 23），通常の米麹に含まれるコウジ酸量は定量されて
おらず，長らく通常の米麹におけるコウジ酸量は明らかで
なかった。本研究結果は 27.8 mg/kg・koji と測定された。
定量値としては寺本らの 50 mg/kg・koji 以下という報告22）

の範疇であり妥当と考えるが，コウジ酸は菌株により生産
性が大きく異なるため，平均的であるかについては結論付
けられない。
　デフェリフェリクリシンについては，米麹からの検出量
と生合成遺伝子の発現量が相関せず，解釈が難しい結果と
なった。デフェリフェリクリシンは鉄をキレートすること
で清酒着色の原因となる極めて重要な二次代謝物であるに
もかかわらず，米麹における生産制御機構は未解明な点が
多いことからも，今後より詳細な解析が求められる。
　本研究により米麹に含まれるコウジ酸が米麹の褐変性に
大きく影響することが示唆された（図 7）。米麹の褐変は麹
菌の生産するチロシナーゼが原因であることが示されてお
り，特にグルコアミラーゼ高生産株は褐変性が高いなどの
経験則が知られ，注意が払われている。コウジ酸はチロシ
ナーゼの補因子となる Cu2+ をキレートすることで活性を
阻害すると報告されているが19），本実験においてはチロシ
ナーゼによる反応とは異なる過程に作用し，褐変性に影響
することが判明した。チロシナーゼはチロシンをドーパキ
ノンとする反応を触媒し，それ以降は非酵素的な酸化に
よって褐色のメラニンが合成される。コウジ酸はメラニン
の前駆物質である 5,6-dihydroxyindole と直接反応してメ
ラニン合成を阻害することも報告されており20），コウジ酸
による褐変の抑制については，非酵素的な酸化過程を含め
て，作用点の再検討が必要かもしれない。また，清酒醸造
において実際にコウジ酸がどれほど褐変抑制に寄与してい
るかについては興味深く，今後の研究課題としたい。
　KpeA の破壊株と高発現株の米麹の酵素活性について調
べたところ，測定した全ての酵素活性が若干減少した。分
生子形成や二次代謝の制御に関わる KpeA がなぜ酵素生
産に影響するのかは興味深いが，破壊株では気中菌糸が増
加することで，相対的に酵素生産の場となる基底菌糸が
減ったこと，高発現株では二次代謝や分生子形成の活性化
に伴うエネルギー消費のために酵素生産量が減少したこと
などが可能性としてあげられる。また，破壊株と高発現株
の酵素活性は，清酒醸造に用いる米麹として問題がない力
価であった24）。
　本研究により kpeA の種麹製造及び製麹における機能が
明らかとなった。破壊株は種麹の分生子数が 1/3 程度に減
少する点を除くと，各種酵素活性は醸造現場で使用される
米麹と遜色なく24），出麹を極端に引っ張っても分生子を形
成しない，褐変しにくいといった特徴を有しており，分生
子形成や着色が忌避される甘酒等に使用する麹菌には特に
向いた形質を備えた株として活用できる可能性がある。今
後，実際の清酒製造とその評価に基づいた kpeA の機能解
析を進めることで，新しい麹菌育種のターゲットとしての
実用的な成果が期待できる。
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Summary：We previously identified a novel transcription factor, KpeA, in Aspergillus oryzae.  KpeA is 
involved in secondary metabolism and conidiation when A. oryzae is cultured in liquid or agar medium.  
To clarify the role of KpeA in sake brewing, we analyzed the functionality of KpeA in rice koji making 
and seed koji making.    In seed koji making,  the kpeA disruption  (ΔkpeA) strain showed  longer aerial 
hyphae and the number of conidia was one-third that of the control strain.  In accordance with conidiation, 
expression of brlA, a pivotal gene for conidiation, was also decreased in the ΔkpeA strain, whereas it was 
increased in the kpeA overexpression (OE) strain.  These results suggested that, similar to the phenomenon 
that occurs in agar culture, KpeA induced conidiation via positive regulation of brlA expression in seed 
koji making.
　　Rice koji samples made with ΔkpeA strain, OE strain, and control strain were analyzed for conidia-
tion, enzyme activity, and secondary metabolites.  The OE strain and the control strain formed conidia 
after 46 and 72 h of inoculation, respectively, whereas the ΔkpeA strain did not.  In contrast, activities of 
representative hydrolytic enzymes  in rice koji did not differ among the strains.   Regarding secondary 
metabolism, we confirmed that kpeA is responsible for the enhanced kojic acid production via  inducing 
the expression of the putative biosynthesis gene, kojA.  Notably, the browning of rice koji extract was not 
observed in the ΔkpeA strain sample.  We confirmed that additional dosage of kojic acid at the level of 
the rice koji of the ΔkpeA strain prevented the browning of rice koji extract of the control sample.  As a 
result, kpeA disruption led to increased kojic acid amount in rice koji, which consequently prevented the 
browning of rice koji.
　　Taken together, our results showed that KpeA regulates secondary metabolism and conidiation of A. 
oryzae during rice koji making and seed koji making.   Although enzyme activities of  the ΔkpeA strain 
were reduced slightly, we consider  that  the observed phenotypes,  such as suppressed conidiation or 
repression of the browning of rice koji, are beneficial for rice koji or rice koji making.  Thus, we propose 
that kpeA could be a new target for the breeding of A. oryzae for traditional brewing.
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