
九州大学・農学研究院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

純国産ゲノム編集技術を基軸とした薬用キノコ霊芝の機能性ビルドアップ研究

The build-up study on the functionality of medicinal mushroom Ganoderma lingzhi 
based on Japanese genomic editing technology

２０３４６８３６研究者番号：

清水　邦義（shimizu, kuniyoshi）

研究期間：

１７Ｈ０３８４５

年 月 日現在  ２   ６ ２１

円    12,700,000

研究成果の概要（和文）：霊芝には百数十種の霊芝トリテルペノイドが含まれると報告されているが、膨大な種
類が含まれているがゆえに、個々の成分は必然的に微量である。そこでゲノム編集による霊芝トリテルペノイド
の生産量向上に向けて、霊芝含有トリテルペノイドの網羅的な分析方法ならびに、LC-MS/MS（MRM:多重反応モニ
タリング）を用いた定量を試み、測定方法の確立に成功した。また、霊芝の生育ステージ毎にα-グルコシダー
ゼ阻害活性を測定することで、生育ステージによって活性が変化し、さらに子実体が最大活性でないことを見出
した。このことから、霊芝の機能性を考える際に、必ずしも成熟した子実体が必要ではないと言うことが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Reishi (Ganoderma lingzhi) is reported to contain hundreds of kinds of 
triterpenoids, but due to the enormous variety, each component is necessarily very limited amount. 
Therefore, in order to improve the production of G. lingzhi triterpenoids by genome editing, we 
attempted a comprehensive analysis method of triterpenoids derived from G. lingzhi and 
quantification using LC-MS/MS (MRM: multiple reaction monitoring). The G. lingzhi triterpenoids 
analytical method was successfully established. In addition, by measuring the α-glucosidase 
inhibitory activity at each growth stage of G. lingzhi, it was found that the activity changed 
depending on the growth stage and that the fruiting body was not maximally active. This suggests 
that mature fruiting bodies are not always necessary when considering the functionality of G. 
lingzhi.

研究分野：木材化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により構築されたトリテルペノイドの分析条件は、これまでその含有量が微量で単離が難しかった霊芝ト
リテルペノイドの定量分析を可能にした。また、この分析方法は、霊芝の品質管理方法として利用可能であり、
市場の霊芝の品質向上、および評価項目の明確化による霊芝の機能性成分を指標とした育種促進につながる。ま
た、α-グルコシダーゼ阻害活性が菌糸体の状態でも成熟した子実体と同等であったことから、これまでのよう
に長い時間をかけて子実体に成長させる必要がなく、成長途中で収穫することで、霊芝の機能性成分を効率的に
獲得できることが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

霊芝（レイシ、Ganoderma lingzhi）は、サルノコシカケ科に属するキノコである。霊芝

は、百種以上もの特徴的なトリテルペノイドが単離されており、本トリテルペノイド群には

霊芝の持つ多機能性（抗ガン、抗炎症、抗前立腺肥大、抗骨粗鬆症）への関与が示唆されて

いる。また、霊芝には百数十種の霊芝トリテルペノイドが含まれると報告されているが、膨

大な種類が含まれているがゆえに、個々の成分は、必然的に、相対的に微量である。したが

って、それら個々の霊芝トリテルペノイドについては単離が難しく、そのために、機能性の

研究が困難であり、その機能性を現在も十分に研究･活用できていない。 

 申請代表者である清水はこれまでに霊芝の機能性に関する論文を 40報以上報告し、主要

な霊芝トリテルペノイド Ganoderic acid DMの抗ガン活性に関わる標的タンパク質の同定

に成功した。霊芝からの霊芝トリテルペノイドの単離、機能性の確認、および標的タンパク

質の同定に至るまでのノウハウを確立している。一方、近年、従来の技術よりも遙かに効率

的かつ選択的に、遺伝子特異的な破壊や、レポーター遺伝子のノックインを行う新しい遺伝

子改変技術「ゲノム編集(Genome Editing)」が開発された。そこで、申請者らは霊芝のゲノ

ム編集による霊芝トリテルペノイドの生産量向上および特定成分の作り分けを試みること

で、これまで未利用･未研究であった微量な霊芝トリテルペノイドの単離を容易にし、新た

な機能性の探索・検討とともに、その知見に基づいた超高機能化霊芝の創出が可能になると

考えた。さらに、そのために重要となってくる霊芝の数百種類とも報告されているトリテル

ペノイド類の網羅的分析方法の確立を基盤として、研究を展開した。 

 

２．研究の目的 

霊芝（レイシ）は産業上最も重要な薬用キノコの一つである。その機能性は多岐に渡る。霊

芝の多様な機能性を支える有効成分として、霊芝に含まれるラノスタン骨格を有するトリ

テルペノイドがある。将来的には、純国産ゲノム編集技術の PPRモチーフを用いたゲノム編

集により霊芝トリテルペノイドの生産能を強化することで産業薬用キノコ霊芝の潜在能力

を引き出し、機能性ビルドアップを目指す。そのための基盤技術として、霊芝に含まれるラ

ノスタン骨格を有するトリテルペノイド類の網羅的分析方法を確立する。 

本研究では、ゲノム編集菌株の霊芝トリテルペノイド高生産株を評価するために LC-MS/MS

による網羅的霊芝トリテルペノイド分析条件を確立し、機能性を評価した。 

産業用林産物である霊芝の付加価値向上は中山間地の新産業構築にも繋がり産業上のブレ

ークスルーも期待できる。また、霊芝での成功例を構築できれば、霊芝のみならず他の産業

用キノコへの付加価値の付与に、本技術･アプローチを普遍的に活用することも可能であり、

学術的のみならず、キノコ産業への貢献･インパクトが与えられると考えた。 

 

３．研究の方法 

① プロトプラストの作出 

霊芝ゲノム編集に向けて、まず形質転換効率の良いプロトプラストの作出を目指した。子実

体の霊芝より菌糸を採取し、菌糸体からプロトプラストを作成した。さらに、作出したプロ

トプラストをセルソーターにより分画し、大きいサイズのプロトプラストをゲノム編集の

実験に用いることとした。 

②トリテルペノイド生産能強化霊芝評価系の構築 

霊芝由来トリテルペノイド分析条件の確立のため、まず、標準品を用いた定量方法を確立し



た。霊芝に含有されるトリテルペノイドは、ジクロロメタンにより容易に抽出した。得られ

たジクロロメタン抽出物を調製し、各種クロマトグラフィーを活用して、迅速かつ大量に、

ganoderic acid A, B, C, C2, D, DM, E, F, G, H, I, J, K, L 等の 50化合物以上の単離

を行った。 

③LC-MS/MSによるトリテルペノイド定量方法の確立 

生育ステージ毎の 18種類のトリテルペノイド類を、LC-MS/MS（MRM:多重反応モニタリング）

を用い定量した。質量分析に基づく生育段階における G. lingzhiのノンターゲットメタボ

ロミクス分析の方法を検討した。検出された 42 のピークのうち、26 のピークを同定した。

そのうち 9 のピークは標準品より同定し、17 のピークは本研究により得られたマススペク

トルの開裂と既報の結果から化学構造を推定した。各ピークのピーク面積を比較し、半定量

が可能な分析方法を確立した。 

④霊芝の機能性評価 

霊芝の各成長ステージにおける、α-グルコシダーゼの阻害活性について評価した。 

⑤ゲノム編集に向けたターゲット遺伝子の検討 

北米産の霊芝の遺伝情報を元に、トリテルペノイドの合成に関わる遺伝子の探索を行った。 

 

４．研究成果 

霊芝のプロトプラスト作出を行ってきたがその作出効率は低く、また、作出したプロトプラ

ストを用いて形質転換を行っても、その形質転換効率も低かった。そこで、プロトプラスト

の性状が形質転換効率に関係している事が示唆されたため、セルソーターを用いてプロト

プラストをサイズによって分画することに成功した。 

 一方、霊芝トリテルペノイドの網羅的解析方法については、質量分析に基づく生育段階

（図１）における G. lingzhiのノンターゲットメタボロミクス分析の方法を検討した。検

出された 42のピークのうち、9の

ピークは標準品より同定し、17

のピークは本研究により得られ

たマススペクトルの開裂と既報

の結果から化学構造を推定する

ことができた。さらに各ピークの

ピーク面積を比較することで、半

定量が可能な分析方法を確立す

ることに成功している。 

確立した、霊芝（ Ganoderma 

lingzhi）に含まれるトリテルペ

ノイドの網羅的な分析方法を用

いて、G. lingzhi の生育段階を

菌糸体から子実体の最終段階ま

で 8 ステージに分けて、各生育ステージにおける 42 種の代謝産物（25 のトリテルペノイ
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図１霊芝の各種成長段階 



ド、16 の未知物質を

含 む ） の 分 析 を

LC/IT-TOF-MS を用い

て行った。その結果、

生育ステージによっ

て代謝産物の含有量

と、含有されている

物質が大きく異なる

ことが確認できた。

また、網羅的なメタ

ボロミクス解析によ

り、成長段階毎の特

徴を明確に分離する

ことに成功した（図

２） 

霊芝に含まれる薬効

成分としてはトリテ

ルペノイドおよび多糖が、その主要な生理活性成分であることが知られている。本研究では、

霊芝トリテルペノイド高生産株を作出した際の、機能性評価方法の確立に向けて、各ステー

ジにおける G. lingzhi の機能性の変化を評価するため、α-グルコシダーゼの阻害活性評

価を行った。その結果、菌糸体から成熟子実体になる途中（31-34週目）の状態がもっとも

高いα-グルコシダーゼ阻害活性を示

した（図３）。このことから、霊芝の機

能性を考える際に、必ずしも成熟した

子実体が必要ではないと言うことが分

かった。また、菌糸体の状態でも成熟し

た子実体と同等のα-グルコシダーゼ

阻害活性が確認できたことから、菌糸

体の状態でトリテルペノイド等の機能

性成分の産生量を増加させることができれ

ば、長い時間をかけて子実体に成長させる

必要がなく、効率的に霊芝の有効成分を獲

得できることが示唆された。さらに、トリテルペノイドを多量に発現する霊芝のゲノム編集

に向けて、ターゲットとなりうるトリテルペノイドの生産に重要であると思われる遺伝子

の検索を行った。日本や中国などの東南アジア産の霊芝の遺伝情報は、現在公開されていな

い。そこで、今回は北米産の霊芝の遺伝情報を元に、トリテルペノイドの合成に関わる遺伝

子の探索を行ったところ、Cytochrome P450 monooxygenaseがトリテルペンの一種であるガ

ノデリン酸の最終段階に関わっていることが分かった。また、この酵素をノックアウトする

ことで、ガノデリン酸の含有量が劇的に減少しているという報告がなされており(Wang ら 

2019)、Cytochrome P450 monooxygenaseの発現量を増幅させることで、霊芝におけるガノ

デリン酸の含有量が増加することが考えられた。 
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