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研究成果の概要（和文）：本研究は、トリコデルマ・リーセイのセルラーゼ生産系をモデルとして糸状菌におけるタン
パク質分泌生産メカニズムに関する知見を得ることを目的としている。野生株から取得されたセルラーゼ高生産変異株
系統樹を対象として、ゲノム配列の比較解析を行い、各変異株において変異が生じていた遺伝子を明らかにした。数種
の遺伝子の破壊および変異復帰解析の結果、炭素源異化抑制に関与する転写調節因子Cre1、菌体内β－グルコシダーゼ
の転写活性化因子BglR、菌体内の主要なβ－グルコシダーゼであるBGLIIをコードする遺伝子の変異がトリコデルマ・
リーセイのセルラーゼ生産能の向上をもたらしたことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The cellulolytic filamentousfungus Trichoderma reesei secrets a tremendous amount 
of proteins and almost all of these proteins are cellulases and hemicellulases. Therefore, T. reesei is an
 ideal model organism to understand protein secretion mechanism of filamentous fungi. The goal of this stu
dy is to understand cellulase production mechanisms of T. reesei through comparative genomic analysis of a
 cellulase hyper-producing mutant lineage developed in Japan. After sequencing the genome of T. reesei mut
ants, by a Next-Generation Sequencer, a number of single nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified. 
We focused on three mutated genes which are cre1 encoding the carbon catabolite repressor, bglr encoding t
ranscriptional activator of intracellular beta-glucosidase, and bgl2 encoding major intracellular beta-glu
cosidase BGLII. From gene disruption and complementation of mutated nucleotide, these SNPs were found to b
e responsible for increased cellulase production.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、地球温暖化問題および原油価格の高
騰から、セルロース系バイオマスから糖生産
し、工業用原料へと変換するバイオリファイ
ナリーという産業の創成が期待されている。
糸状菌トリコデルマ・リーセイは、既存の微
生物の中で最もセルロース分解能力の高い
微生物として知られており、セルロースを炭
素源としてセルラーゼを大量に分泌生産す
る。その産業上の有用性から 30 年以上も昔
から世界中で UV 照射、NTG 処理等の古典
的な変異導入方法によってセルラーゼ活性
が高められた菌株の取得が進められてきた。
また、２００５年には野生株 QM6a について
その全ゲノム配列の解読がほぼ終了し、一般
公 開 さ れ て い る
（http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.ho
me.html）。日本において独自に開発された変
異株は高いセルラーゼ生産性を示すととも
に、微生物の中では最高レベルのタンパク質
分泌量を発揮する。これらの変異株がどのよ
うな要因で（どのようなゲノム上の変異で）
セルラーゼ活性が高められたのかは全く不
明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では野生株 QM6a の全ゲノム配列
を対象とした比較ゲノム解析を行い、変異株
間で生じた一塩基多型（ SNP : Single 
Nucleotide Polymorphism）を有する遺伝子
を同定し、SNP が遺伝子機能に与える影響の
解析を行うことを目的としている。遺伝子機
能は菌株の表現型として説明できるという
観点から、日本の系統樹について、生育・形
態、分泌タンパク質生産能力、炭素源の代謝
能力、酵素活性、セルラーゼ誘導生産能を網
羅的に解析し、SNP 変異点と表現型との相関
解析を明らかにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 T. reesei QM6a を親株として得られた世界
標準株である QM9414 株および QM9414 株から
得られた日本型変異株６株のゲノムDNA配列
について次世代シークエンサーSOLiD を用い
て塩基配列を決定し、QM6a のゲノム DNA 配列
に対してマッピングした。また、遺伝子のコ
ード領域、上流領域（1 kbp）、下流領域（0.5 
kbp）に生じた SNP をデータベース化した。 
 SNP が生じた遺伝子について、転写・翻訳
後のタンパク質にアミノ酸変異が生じるも
のについて、相同組換えによって変異を回復
させた株、もしくは遺伝子を破壊した株を構
築し、それらの株のセルラーゼ生産性を解析
することによって変異が生じていた遺伝子
の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
 （１）T. reesei 変異株系統樹の比較ゲノ
ム解析 
 日本において開発されたトリコデルマ・リ

ーセイの各変異株（野生株 QM6a に変異を導
入することで得られた世界標準株を親株と
して継代変異育種された N-25、K14、KDG-12、
PC-3-7、PCD-10、CDU-11）について次世代シ
ークエンサーで得られたリードを QM6a のゲ
ノムにマッピングした結果を表１に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
平均リード深は×30.0～×72.0 であり、QM6a
の全ゲノムに対し 97.3～99.1%のカバー率で
あった（表１）。ここで SNP に着目すると野
生株 QM6a から CDU-11 まで 2000 以上の SNP
候補が見いだされた。このうち、3 以上のリ
ードにカバーされ、かつ塩基置換率が 66%よ
り高いものを SNP としたとき、各株において
見出された SNP の数を表 2に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SNP が生じていた遺伝子について、転写・翻
訳されたのちのタンパク質のアミノ酸配列
が変異しているものが存在した。これらの遺
伝子をその推定の機能に基づいて分類した。
大半の遺伝子の機能は未知であったが、遺伝
子の転写をコントロールする転写調節因子
や種々の酵素、その他の機能性タンパク質を
コードしている遺伝子が見出されたため、セ
ルラーゼ高生産変異株において、これらのタ
ンパク質の機能低下および機能欠損がセル
ラーゼの高生産性をもたらしている可能性
が考えられた。 
 
 （２）変異遺伝子の破壊・復帰解析 
 SNP が生じていた遺伝子のうち、セルラー
ゼ生産に関わると推定されるものが見出さ
れた。そこで、それらの変異を復帰させる、
もしくは遺伝子を破壊することで変異の影
響を解析した。PC-3-7 株は、L—ソルボースに
よるセルラーゼ誘導能およびセロビオース
によるセルラーゼ生産性が強化されている
という特徴を有する。そこで、PC-3-7 の表現
型がどのような変異によって獲得されたの
かについて解析を進めた。 
 
 
 

表１ 各変異株のシークエンスデータのマッピング結果 

表２ QM6a に対して SNP が生じていた塩基の数 

 



①cre1 
 cre1は、グルコース存在下でセルラーゼ遺
伝子を含む様々な２次代謝経路に関わる遺
伝子の発現を抑制する因子 CRE1 をコードし
ている遺伝子である。PC-3-7株において cre1
に SNP が存在しており、その影響により DNA
結合領域の１アミノ酸が変異（Thr→Pro）し
ている。ゲルシフト解析において、変異 CRE1
が既知の DNA（セルラーゼ遺伝子上流配列に
存在する CRE1 結合コンセンサス配列）に結
合できなかったことから、本 SNP はによって
生じたアミノ酸変異は CRE1 の機能に極めて
大きな影響を与えていることが明らかとな
った。さらに、in vivo においてこの変異が
どのような影響をもたらしたのかを PC-3-7
株、cre1復帰株（PCWcre1）、cre1破壊株（PC
Δcre1）の３株を構築することで評価した。
cre1復帰株は、親株の cre1遺伝子を PC-3-7
の cre1と入れ替えることで構築した。また、
cre1 破壊株は cre1 遺伝子内に選択マーカー
遺伝子を挿入することによって構築した。こ
れら３株のグルコース存在下でのセルラー
ゼ誘導性を解析した結果、PC-3-7 株は
PCWcre1 株と比較し、グルコースによるカタ
ボライトリプレッションが大きく解除され
ていた。また、PCΔcre1 株においては、より
強くカタボライトリプレッションが解除さ
れていたことから、１アミノ酸が変異した
CREI が菌体内である程度機能していること
が示唆された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 cre1SNP の大きな影響は、プレート培養に
おいて顕著に現れた。以前に行われたトリコ
デルマ・リーセイの菌株改良における初めの
大きな難題は「１プレートに大腸菌のように
菌のコロニーを形成させるか」ということで
あった。そのため、菌糸が広がらない変異株
の取得がなされてきた。PC-3-7 と PCWcre1 は
１塩基の違いのみであるが、図２に示すよう
にコロニー成長に大きな違いが見られた。こ
のことより、CRE1 の変異はセルラーゼ生産だ
けでなく、コロニーの形態にも影響を与えて

いることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②bglr 
 PC-3-7 株において、これまでに知られてい
る転写因子とは異なる転写因子をコードす
る遺伝子に SNP が生じていた。この転写因子
は、麹菌より見出されたα—アミラーゼを正
に制御する転写調節因子 AmyR と相同性を示
した。AmyR は、マルトースの存在下において
アミラーゼ系酵素遺伝子の転写活性化に必
須な転写因子であり、相同性のあった
Zn2Cys6 タイプの Zinc finger motif の新規
転写因子はトリコデルマ・リーセイにおいて
も重要な役割を担う可能性が期待された。ま
た、トリコデルマ・リーセイがセルラーゼ生
産菌であることを考慮にいれると、セルロー
スの分解産物の一つであるセロビオース（グ
ルコースがβ−1,4−結合した２糖）に応答す
る転写調節因子ではないかと考えられた。そ
こで、bglr の SNP がセルラーゼの生産性にど
のような影響をもたらしたのかをPC-3-7株、
bglr の変異復帰株（PCWbglr）、bglr 破壊株
（PCΔbglr）の３株間で評価した。その結果、
セロビオース培養において、PCWbglr 株が
PC-3-7 株および PCΔbglr 株と比較し、セル
ラーゼ活性が１／３程度まで低下していた。
さらに、転写レベルの解析で PCWbglr がセロ
ビオース存在下において菌体内のβ—グルコ
シダーゼ遺伝子発現量が増加していた。この
ことから、BglR はセロビオース（もしくはセ
ロオリゴ糖）存在下において、菌体内β—グ
ルコシダーゼ遺伝子の転写を活性化する因
子と推定された。前述の「セロビオース培養
において、PCWbglr 株が PC-3-7 株および PC
Δbglr 株と比較し、セルラーゼ活性が１／３
程度まで低下した」という結果は、セロビオ
ースによってBglRを介して菌体内β—グルコ
シダーゼが誘導生産され、その酵素によって
菌体内でセロビオースがグルコースに分解
されることでカタボライトリプレッション
が引き起こっていると推察された。 
 

図１ 休止菌体を用いたセルラーゼ誘導試験 
炭素源：ソホロース（誘導物質）250 µg/mL 
        グルコース 3000 µg/mL 

図２ CRE1 の変異がコロニーサイズに与える影響 



③bgl2 
 トリコデルマ・リーセイは、菌体外、菌体
外に10種のβ—グルコシダーゼを生産すると
推定されている。その中で、菌体外に存在す
るβ—グルコシダーゼ Iは、セロオリゴ糖（セ
ロビオースが中心）からグルコースを生産す
る中心的な酵素として考えられている。また、
菌体内においては、最も発現量の高いβ—グ
ルコシダーゼⅡ（BGLII）が取り込んだセロ
オリゴ糖を分解していると考えられていた。
SNP 解析の結果、PC-3-7 株において BGLII を
コードする遺伝子(bgl2)に変異が見出され
た。PC-3-7 株、bgl2変異復帰株（PCWbgl2）、
bgl2破壊株（PCΔbgl2）の３株を構築し、解
析した結果、菌体内β—グルコシダーゼ活性
は PC-3-7 株および PCΔbgl2 株で低く、
PCWbgl2 株においてその約４倍の値を示した。
また、BGLII は高濃度のセロビオース条件で、
ソフォロースを生産する糖転移活性を示す
ことが知られているが、その活性は PC-3-7
株と PCWbgl2 株のみで確認された。以上のこ
とから、bgl2における SNP は、分解活性を失
うものの、糖転移活性は残存するような変異
であることが示唆された。また、PCWbgl2 は
PC-3-7 株よりもセルラーゼの生産性が低か
った。このことからも、PC-3-7 では菌体内で
変異型BGLIIの糖転移活性によってセルラー
ゼの誘導物質が生産され、蓄積することでセ
ルラーゼの生産性を向上させているのでは
ないかと考えられた。そこで、PC-3-7 の６世
代前の親株であり、世界標準株でもある
QM9414株の bgl2にPC-3-7と同様の変異を導
入するとどのような影響があるのか興味が
持たれた。QM9414 株の bgl2 に変異を導入し
た株（QMSbgl2）および bgl2破壊株（QM∆bgl2）
を構築し、結晶性セルロースを炭素源として
培養した。その結果、QMSbgl2 株および
QM∆bgl2 株の菌体内β—グルコシダーゼ活性
は QM9414 から著しく低下していたが、
QMSbgl2 株の糖転移活性は失われていなかっ
た。さらに、QMSbgl2 は PC-3-7 とほぼ同等の
セルラーゼ生産性を示した（図３）。このこ
とから BGLⅡのもつ糖転移活性は、セルラー
ゼ誘導生産に非常に重要であることが強く
示唆された。また、菌体内でセロオリゴ糖が
すみやかに分解されて生じたグルコースに
よる炭素源異化抑制によって、セルラーゼ生
産が抑制されているのではないかと推測さ
れた。 
 
④PCD-10 株の比較ゲノム解析 
 これまで、セロビオースやソルボースを炭
素源とした時に標準株である QM9414 株と較
べて極めて高いセルラーゼ生産性を示す
PC-3-7 株に特に着目して解析を進めてきた。
PC-3-7 株から取得された PCD-10 株はフラス
コレベルでのセルラーゼ生産性は PC-3-7 と
ほぼ変わらないのに対し、大規模培養を行っ
た際には高いセルラーゼ生産性を示す。
PCD-10 株の全ゲノム配列と QM6a との比較ゲ

ノム解析から見出された SNP のうち、アミノ
酸変異をもたらす変異が生じていた遺伝子
は少なくとも３つ存在することが明らかと
なった。これら遺伝子の変異の影響を解析す
るための遺伝子破壊用および変異復帰用の
DNA 断片を構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤pH がセルラーゼ生産に与える影響 
 トリコデルマ・リーセイにおいてセルラー
ゼの生産は培養時の pH に影響を受けること
が明らかとなっている。種々の pH 条件下に
おける各変異体のセルラーゼ生産性を解析
したところ、標準株においては高い pH 条件
になるにつれて酵素生産性が低下する傾向
が観察された。それに対して、セルラーゼ高
生産変異株は高 pH 条件におけるセルラーゼ
生産性を維持していた。この表現型は、標準
株の次の世代であるN25株から観察されたた
め、N25 株で生じた変異は pH 応答性に影響を
与えていると考えられた。N25 株と標準株に
生じた SNP を比較した結果、コードするアミ
ノ酸の変異をもたらす遺伝子はすくなくと
も３つ存在することが明らかとなった。 
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