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研究成果の概要（和文）：食用担子菌による効率的なラッカーゼ等の有用タンパク質発現系を確立することを目的に、
シイタケの遺伝子導入法の改良とラッカーゼ遺伝子の発現を試みた。その結果、遺伝子導入法に関しては、プロトプラ
スト調製法を簡便化できた。また、シイタケラッカーゼ遺伝子lcc1発現ベクターを構築しシイタケに導入したところ、
宿主よりも２倍以上ラッカーゼ活性の高い株を得た。また、異種ラッカーゼとして漆のラッカーゼ遺伝子を単離し、cD
NAの全配列を決定した。

研究成果の概要（英文）：To develop an effective useful protein expression system by edible 
basidiomycetous fungi, improvements of Lentinula edodes transfomation method and laccase gene expression 
in L. edodes were studied. As a result, we were able to simplify the protoplast preparation method. 
Further, as a result of L. edodes transformation by laccase gene expression vector pChG-clcc1, a 
transformant exhibited more than two times higher laccase activity compared to the host was obtained. In 
addition, we isolated a laccase gene of lacquer (Toxicodendron vernicifluum) as a heterologous laccase 
gene for expression by L. edodes, and sequenced the full length of the laccase cDNA.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
  担子菌類は、産業的に有用な酵素類とし

てリグニン分解酵素等を特異的に生産し、子

実体（キノコ）成分の中には医療・健康面で

有用な成分を含むことが明らかになってい

る糸状菌である（Zaidman et al., Appl 

Microbiol Biotechnol, 67, 453-468, 2005）。

遺伝子解析技術は、これらの有用成分の生産

性を高めるために、その生産メカニズムを解

析する上で不可欠の技術である。しかしなが

ら、担子菌類の遺伝子解析技術は他の生物に

比べて遅れているのが現状である。 

 遺伝子解析技術の基本技術の一つは遺伝

子導入法であるが、食用担子菌（シイタケや

ヒラタケなどの食用キノコ）では、従来法{ポ

リエチレングリコール(PEG)と CaCl2により

遺 伝 子 を 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 

(PEG-CaCl2法)、Noh et al., J Microbiol, 48, 

253-256, 2010}や、エレクトロポレーション

による方法（電気的に細胞に穴を開けて遺伝

子を導入する方法、Kuo and Huang, J 

Microbiol Methods, 72, 111-115, 2008）など

が報告されているが、操作の煩雑さや再現性

に問題がある。また、担子菌類の遺伝子発現

ベクター系（遺伝子を発現させるための道具）

に関しても、再現性に問題がある。したがっ

て、食用キノコでは、より簡便な遺伝子導入

法の確立と確実な遺伝子発現ベクター系の

開発が望まれている。 

 

 一方、リグニン分解酵素は担子菌が分泌す

るリグニンを分解する酵素類で、産業上有用

な酵素である。特にラッカーゼは基質特異性

が広く、バイオレメディエーション（環境汚

染物質の除去など）や、染料やパルプの脱色

など多用な利用が期待されている（Christian 

et al., Ind J Exp Biol, 43, 301-312, 2005、 S. 

Riva, TRENDS in Biotechnol, 24, 219-226, 

2006、Alcalde et al., TRENDS in Biotechnol, 

24, 281-287, 2006）。最近では、木質バイオ

マスのバイオエタノール等への変換時の前

処理への利用も注目されている。市販ラッカ

ーゼは、比較的発現が高い非食用キノコであ

る Trametes 属菌類から生産されているが、

これらの菌類に関しても効率的な遺伝子導

入法は確立されていない。また、担子菌由来

のラッカーゼは至適 pH が酸性に傾いており、

実用上の効率やコストなどの点から、バイオ

レメディエーションに関しては実用化に至

っていない。 

 

 漆（Toxicodendron vernicifluum）のラッ

カーゼは、至適 pH が中性域のラッカーゼで

ある（Casella et al., J Inorg Biochem, 100, 

2127-2139, 2006）。漆は中国などからの輸入

が 90％以上を占めるが、それらの中には遅乾

漆（乾きにくい漆）が存在し、ラッカーゼ活

性の低下が一因と考えられている（大藪，色

材、70，404-413，1997）。また、漆は高価

であるため、その産業利用は限られている。

ラッカーゼの産業利用を考えた場合には、安

全性の点で、食経験のある食用キノコによる

これら有用酵素の生産が有効と考えられる。

また、食用キノコに関しては、医薬品原料と

しての需要も期待できることから、食用キノ

コにおける再現性のある効率的な遺伝子導

入法と高効率な遺伝子発現ベクター系の構

築は非常に重要であり、その開発が求められ

ている。 
 
２．研究の目的 
  我々はこれまで、日本の食用キノコの中

で最も重要なキノコの一つであるシイタケ

に関して、遺伝子導入法を確立し（Sato et al., 

Biosci Biotechnol Biochem, 62, 2346-2350, 

1998）、遺伝子発現ベクターを開発した。そ

の一つである pChG ベクターは、構成的発現

（常時発現している）が確認されている解糖

系の酵素グリセルアルデヒド-3 リン酸-デヒ

ドロゲナーゼ遺伝子(gpd)とキチン合成酵素

遺伝子(chs)のプロモータ（遺伝子が有してい



るタンパク質情報を、どの時期にどの程度生

産するかを指示する DNA 配列）で外来遺伝

子を発現させるベクターで、２種類の薬剤耐

性遺伝子発現に有効であることを確認した

（発表論文④）。また、光誘導性エレメント

（光に応答して遺伝子の発現を制御するタ

ンパク質が結合する DNA 配列）を有するシ

イタケ・チロシナーゼ遺伝子（tyr；チロシン

等を酸化する酵素で、メラニン合成に関与し、

シイタケひだの褐変に関与する）を単離し

（Sato et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 

73, 1042-1047, 2009）、そのプロモータ（光

誘導性が期待されるプロモータ）による遺伝

子発現ベクターpChT を構築した（未報告）。

本ベクターは、光照射による遺伝子発現の上

昇が期待される。 

 一方、我々はこれまで、シイタケのラッカ

ーゼに関して、分泌型ラッカーゼ２種類と細

胞内型のラッカーゼ１種類が、染料の脱色や

環境ホルモン類の減少に有効であることを

明 ら か と し （ Nagai et al., Mushroom 

Sicence XVI, 573-578, 2004）、その遺伝子２

種類を単離した（Sakamoto et al., Curr Genet, 

55, 409-42, 2009, Sakamoto et al., Appl 

Microbiol Biotechnol, 79, 971-980, 2008）。 

 

 本研究では、申請者らがこれまで進めてき

た研究をさらに進展させて、食用キノコ、特

にシイタケにおいて簡便で再現性のある遺

伝子導入系を確立することと、外来遺伝子を

効率よく発現するための確実性の高い遺伝

子発現ベクターを開発することを目的とす

る。発現させる遺伝子としては、リグニン分

解酵素の一つであるラッカーゼ遺伝子(lcc)を

用いる。ラッカーゼは、産業上有用で、キノ

コで高発現させるには非常に適した酵素で

ある。本研究では、ラッカーゼ遺伝子として

は、シイタケ由来の分泌型ラッカーゼ遺伝子

(lcc1)と、漆由来のラッカーゼ遺伝子を用いる。

また、シイタケ等にこれらベクターを導入す

る方法として、エレクトロポレーションによ

る菌糸への直接導入法に関してと、従来法の

PEG-CaCl2 法による遺伝子導入法の簡便化

に関して検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) シイタケ用ベクターの構築 

 シイタケの外来遺伝子発現ベクターとし

て、構成的発現プロモータである gpd遺伝子

プロモータを利用したベクターpChG（発表論

文④）と、シイタケの光誘導性プロモータで

あるチロシナーゼ遺伝子（tyr）プロモータ

を利用したベクターpChT に、シイタケ lcc1

遺伝子を挿入した発現ベクターを構築した。

また、これまでに構築した RNAi ベクター

pChGaS で、シイタケ lcc1 遺伝子発現抑制を

行うベクターpChGaS-cL1 も用いた。なお、コ

ントロールベクターとしてこれまでシイタ

ケで実績のある pLG-hph（Hirano et al., Mol 

Gen Genet, 263, 1047-1052, 2000）を利用し

た。 

 

(2) 遺伝子導入法の検討 

①プロトプラスト（裸の細胞）の調製 

 従来法の PEG-CaCl2 法による遺伝子導入法

に関して検討するために、プロトプラストの

調製に関して、使用する細胞溶解酵素と、シ

イタケ菌糸の前培養方法に関する条件検討

を行った。特にシイタケでは、申請者らが確

立した従来法の細胞壁溶解酵素（前出、Sato 

et al., 1998）における chitinase 濃度に関し

てと、chitinase を別途廉価なものに変更し

て検討した。また、プロトプラスト調製時に

調製するシイタケ菌糸の前培養方法に関し

て、簡便化するために本培養菌糸接種時の残

存菌糸の再利用に関して検討した。 

②エレクトロポレーションによる遺伝子導

入 

  エレクトロポレーションに関しては、菌糸

への直接導入法として、裁断菌糸 107 個の生

細胞に対して、pLG-hph ベクターの導入につ



いて検討した。 

③PEG-CaCl2法(従来法)による遺伝子導入 

 PEG-CaCl2 法に関しては、REMI 法（前出、

Sato et al., 1998）による形質転換を行っ

た。 

 

(3)漆からのラッカーゼ遺伝子の単離と解析 

 漆（Toxicodendron vernicifluum）からラ

ッカーゼ遺伝子（Tvlcc）を単離するために、

既に報告されている情報（Nitta et al., J 

Inorg Biochem, 91, 125-131, 2002）を基に、

プライマーをデザインした。このプライマー

を用いて、漆の葉から抽出した RNA を逆転写

した後、PCR 法等により遺伝子の単離を試み

た。得られた増幅断片は、配列を確認後、そ

の配列情報を基に、RACE 法によって、全長

cDNA 配列の決定を試みた。また、配列決定後、

全長 cDNA を PCR によって増幅して、サブク

ローニングし、配列決定を行った。 

 
４．研究成果 

（1）シイタケ発現ベクターの導入と解析 

 発現ベクターの構築に関しては、外来遺伝

子発現プロモータとして構成的発現遺伝子

gpdプロモータを利用した pChGベクターと、

光誘導性遺伝子 tyr プロモータを利用したベ

クターpChT に、シイタケ lcc1 遺伝子を挿入

した pChG-lcc1 と pChT-lcc1 をそれぞれ

構築した。これらのベクターを、従来法であ

るプロトプラストを用いた PEG-CaCl2 法に

よってシイタケに導入したところ、形質転換

体が得られ、その解析を行った。その結果、

pChG-lcc1 導入株に関しては、宿主株よりも

ラッカーゼ活性が２倍以上高い組換え株の

存在が確認できた（学会発表④）。また、gpd

遺伝子プロモータからの lcc1遺伝子の発現

が、RT-PCR 法により確認できた（学会発表③）。 

 一方、pChT-lcc1 導入株に関しては、ベク

ター導入株は単離できたものの、光照射によ

る lcc1遺伝子発現誘導は確認できなかった。

また、シイタケラッカーゼ遺伝子 lcc1発現

抑制ベクターpChGaS-cL1導入株に関して解析

を行ったところ、lcc1遺伝子の発現抑制が確

認できた（学会発表①）。 

 

（2）遺伝子導入法の検討 

 遺伝子導入法に関してはエレクトロポレ

ーションによる裁断菌糸への直接導入法に

ついて検討した。その結果、107  生細胞程度

の懸濁液に対して、電圧 1000V による裁断菌

糸へのシイタケ薬剤耐性遺伝子発現ベクタ

ーpLG-hph の導入を試みたが、組換え体は得

られなかった。 

 次に、プロトプラスト調製法の簡便化に関

して検討を行った。その結果、本培養時に残

存する菌糸の再利用が５回まで可能である

ことが明らかとなり、前々培養の省略が可能

となった。また、細胞壁溶解酵素のキチナー

ゼの使用量を約 1/4 まで減少でき、これまで

使用してきた高額なキチナーゼを廉価な酵

素に代替できることが明らかとなった。 

 

（3）漆からのラッカーゼ遺伝子の単離と解

析 

 漆からのラッカーゼ遺伝子の単離のため

に、漆の葉から RNA を調製し、cDNA を合成し

た後、3’及び 5’RACE 法によりウルシラッ

カーゼ遺伝子 cDNA 全長の配列をカバーする 

Tvlcc 遺伝子断片を単離し、その配列を決定

した。その結果、既知情報と、DNA 配列で 15

塩基、推定アミノ酸配列で 8残基の相違があ

ることが明らかとなった。また、本解析の結

果、ウルシラッカーゼ遺伝子 cDNA の、5‘非

翻訳領域、N末端のシグナルペプチド領域、

及び 3’非翻訳領域の配列を、新規に明らか

にした（学会発表③）。次に、この配列情報

を基に、全長cDNA約1.7kbpをPCRで増幅後、

サブクニーングして DNA 配列を決定した。そ

の結果、既知情報と DNA 配列で 4塩基の違い

が確認され、推定アミノ酸配列には相違がな

いことが明らかとなった。今後、この遺伝子



断片をシイタケ発現ベクターpChG に挿入し

た発現ベクターを構築し、シイタケに導入し

た後、組換え体の解析を行う予定である。  
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