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研究成果の概要（和文）：地球環境が悪化する中で、さらなる低炭素社会の実現、食料不足問題およびエネルギー供給
問題の解決は人類の最重要課題となっている。
　本課題では食料問題と競合しない未利用バイオマスである木質資源を活用するため、統合木質バイオリファイナリー
プロセス(Integrated Fungal Fermentation Process (IFFP))」の構築を目的に、木質分解能を強化し、さらに高レベ
ルのアルコール発酵能を付与した多機能性担子菌の分子育種を行うことで、木質バイオマスよりワンステップでエタノ
ールを生産する技術開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Future expansion has to be based on bioethanol from lignocellulosic materials, 
such as agricultural residues and forest residues, as well as from dedicated crops.
 The white-rot fungus Phlebia sp. strain MG-60 was proposed as a candidate for integrated fungal 
fermentation process (IFFP), which unifies aerobic delignification and semi-aerobic consolidated 
biological processing by a single microorganism based on its ability to efficiently degrade lignin and 
ferment the sugars from cellulose. To improve IFFP, the development of a molecular breeding method for 
strain MG-60 is necessary. The study is to establish the transformation method for the strain MG-60 and 
to obtain the over-expressing transformants of lignin-degrading enzyme, manganese peroxidase.The MG-60 
transformation provides a useful methodology for widely accessible to interested researches. These 
results indicate the possibility of metabolic engineering of strain MG-60 for improving IFFP.

研究分野：木質化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 地球環境が悪化する中で、さらなる低炭
素社会の実現、食料不足問題およびエネル
ギー供給問題の解決は人類の最重要課題と
なっている。 
２．研究の目的 
	
 本課題では食料問題と競合しない未利用バ
イオマスである木質資源を活用するための
「多機能型担子菌による統合木質バイオリフ
ァイナリープロセス(Integrated Fungal 
Fermentation Process (IFFP))」の構築を目的に、
木質分解能(リグニン除去、セルロース分解)
を強化し、さらには従来では達成し得ないレ
ベルのアルコール発酵能を付与した多機能性
担子菌の分子育種を行うことで、木質バイオ	
 
マスよりワンステップでエタノールを生産す
る技術開発を行う。本提案を具体化すること
で、木質資源のエネルギー利用効率を飛躍的
に向上させる技術開発に挑む。	
 	
 

 
３．研究の方法 
3-1	
 広葉樹対応型 IFFP の確立 
3-1-1	
 グリオキサールオキシダーゼ（GLOX）
遺伝子高発現がリグニン生分解に与える影
響 
	
 宿 主 として高活性リグニン分解菌
Phanerochaete sordida YK-624株を使用した。
本菌由来の GLOX 遺伝子（glx）及び木材腐
朽時特異的発現遺伝子プロモーター（bee2 
pro）を連結したプラスミドを構築し、これと
URA5 遺伝子発現プラスミドを P. sordida 
YK-624 株由来ウラシル要求性変異株 UV-64
株に共形質転換した。ウラシル非要求性株を
選抜し、さらに glx 特異的プライマーを用い
てゲノム PCRを行い、glx導入株を選抜した。
得られた株の液体培地におけるマンガンペ
ルオキシダーゼ（MnP）活性及び GLOX活性
を測定した。またこれらの株をブナ木粉培地
に接種し、28 日間 30℃で静置培養し、培養
後リグニン分解率を求めた。 
 
3-1-2	
 アルコール発酵能改善の試み 
	
 宿主としてP. sordida YK-624株を使用した。
本菌由来ピルビン酸デカルボキシラーゼ
（PDC）遺伝子（pdc）及びグリセルアルデヒ
ド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GPD）遺伝子
プロモーターを連結した発現プラスミドを
構築し、URA5 遺伝子発現プラスミドととも
に UV-64 株に共形質転換した。3-1-1 と同じ
要領で遺伝子導入株を取得し、得られた株の
エタノール産生能を評価した。また、最もエ
タノール産生能の高かった株を用いて、4 週
間脱リグニン処理後、発酵培地を添加して、
発酵試験を行った。 
	
 また、アルコール発酵能に優れた白色腐朽
菌 Phlebia sp. MG-60株を用いて、次世代シー
クエンサーMiSeq による発現差解析を行い、
アルコール発酵時に高発現している遺伝子
群の解析を行った。 

 
3-1-3	
 セルラーゼ遺伝子高発現株の取得及
びその効果について 
	
 宿主として P. sordida YK-624株を用い、本
菌よりエンドグルカナーゼ、エキソグルカナ
ーゼ、β-グルコシダーゼ遺伝子のクローニン
グを行った。 
	
 これら遺伝子のうち、エンドグルカーゼ及
びβ-グルコシダーゼ遺伝子をタンデムに連
結した強制発現プラスミドを構築し、これを
P. sordida YK-624株に導入した。得られた遺
伝子導入株の上記酵素活性を測定し、最も活
性の高かった株をブナ木粉に接種し、木材分
解特性を調査した。 
 
3-2	
 針葉樹対応型 IFFP の確立 
3-2-1	
 アルコール発酵能改善の試み 
	
 供試菌としてキチリメンタケを使用した。
本菌より PDC遺伝子をクローニングし、これ
を GDP 遺伝子プロモーターを用いて強制発
現させ、遺伝子導入株のエタノール産生能を
評価した。 
	
 またラッカーゼを産生するキチリメンタ
ケ L61株を用いて、スギ材の IFFPを試みた。
28日間の脱リグニン処理後、発酵液体培地を
添加し所定期間半嫌気条件下にて培養し、エ
タノール産生能を調査した。 
 
3-3	
 IFFP各要素技術の強化 
3-3-1	
 無機塩類添加が脱リグニンおよび
IFFPに与える影響 
	
 IFFP候補菌株として Phlebia sp. MG-60を
用い、IFFP過程における特に脱リグニン期間
の短縮を目指して含水率および無機塩添加
の影響を調べた。サトウキビバガス 1 gを三
角フラスコに量りとり、それぞれ含水率
（w/v）を 60%, 65%, 70%, 75%, および 80%
に蒸留水を用いて調整し、MG-60株を接種し
2週間および 4週間 28℃暗所で培養した。培
養後は重量減少率、リグニン含有率等主成分
分析を行い、脱リグニン能を評価した。一方
で、脱リグニン過程後の培養基に発酵用基本
培地 20 ml を添加し、シリコン栓で密栓後
28℃暗所でエタノール発酵を行った。培養液
中のエタノール濃度は HPLCで分析した。 
	
 最適な含水率を求めた後、添加物の影響を
調べた。含水率調製溶液として 0.22 g/L malt 
extract, 10 mg/L glucose, 37 mg/L FeSO4, 168 
mg/L MnSO4, 3.7 mg/L CuSO4, 167 mg/L 
CaSO4, Kirk液体培地（basal medium）, 無機
塩培地（inorganic basal medium）, 無機塩培地
＋窒素源（inorganic basal LN medium）の 9種
類を調製し、接種前の含水率調整に用いた。
それぞれの溶液を用いて含水率を調整後、上
記と同様に MG-60を接種、脱リグニン能の評
価、IFFPの評価（エタノール変換率）を求め
た。 
 
3-3-2	
 Phlebia sp. MG-60 の形質転換法の確
立とマンガンペルオキシダーゼ高発現 



IFFP対応菌株である Phlebia sp. MG-60の
脱リグニンおよび糖化・発酵の各要素反応を
強化するために、形質転換法の確立と発現ベ
クター構築、リグニン分解酵素の一つである
マンガンペルオキシダーゼ遺伝子の高発現
を試みた。形質転換の際に必要な MG-60のプ
ロトプラストは、既報を参考に調製した。
MG-60用発現ベクターは、Phlebia brevispora 
由来グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵
素プロモーターおよびターミネーターに、
enhanced green fluorescent protein (EGFP) 遺伝
子(egfp)、選択マーカーとしてハイグロマイシ
ン耐性遺伝子 (hph)、MG-60 のマンガンペル
オキシダーゼアイソザイム 2（MG-MnP2）遺
伝子(MG-mnp2)をそれぞれ連結し、構築した。
形質転換は以下の方法に従った。発現ベクタ
ーを含む 1 M sorbitiol、40 mM CaCl2 溶液を
プロトプラスト溶液と混合し 30 分氷上で
静置した。その後 2 倍量の 50%PEG#4000 溶
液を添加後 10 mL SorbOsm を添加した。こ
の溶液を 0.5% アガロース含有 CYM 再生
培地(pH6.5)と混合後、プレートに播種し 28℃、
暗所で培養を行った。プロトプラスト再生開
始時に、15 g/mlとなるようにハイグロマイシ
ン含有 CYM 再生培地を重層し、ハイグロマ
イシン耐性株を分離した。 
 
４．研究成果 
4-1	
 広葉樹対応型 IFFP の確立 
4-1-1	
 GLOX 遺伝子高発現がリグニン生分
解に与える影響 
	
 16株の glx導入株（G株）を取得し、これ
らの MnP 及び GLOX 産生能について調査し
た。URA5 遺伝子のみ導入されたコントロー
ル株（U株）における GLOX活性は平均 0.19 
nkat/flaskであったのに対して、G株では 0.66 
nkat/flaskと有意に高い活性が認められた。一
方、両株間で MnP産生能に違いは認められな
かった。 
	
 そこで G 株のリグニン分解能について調
査した結果、U株におけるリグニン分解率の
平均は 48.9%であったのに対して、G 株では
52.9%と有意に高いリグニン分解能が認めら
れた。 
	
 以上の結果より、GLOX遺伝子を高発現さ
せることで、リグニン分解能の改善が可能で
ある事が実証された。 
 
4-1-2	
 アルコール発酵能改善の試み 
	
 アルコール発酵の鍵酵素である PDC に着
目し、本酵素遺伝子を高発現させることでア
ルコール発酵能が改善されるかどうか検討
した。 
	
 16 株の pdc 導入株（GP 株）の取得に成功
し、この中から最も高いアルコール発酵能が
認められた GP7株を選抜した。 
	
 本株をブナ木粉培地に接種し、28日間脱リ
グニン処理を行ったところ、リグニン分解率
は 46.6%であり、野生株と遜色ないリグニン
分解能を示した。この培地に発酵培地及びセ

ルラーゼを添加し、所定期間半嫌気条件下に
て培養したところ、培養 6日間（セルラーゼ
添加）において GP7株では 1.39 g/Lのエタノ
ール産生を示し、野生株（0.98 g/L）と比較し
て優位に高い値を示した。 
	
 つまり、PDC遺伝子を高発現させることで、
エタノール産生能が改善可能である事が判
明した。 
 
4-1-3	
 セルラーゼ遺伝子高発現株の取得及
びその効果について 
	
 エンドグルカナーゼ、エキソグルカナーゼ、
β-グルコシダーゼ遺伝子のクローニングを
行った結果、約 1.8 kbp、1.6 kbp、及び 3.9 kbp
のエンドグルカナーゼ、エキソグルカナーゼ
及びβ-グルコシダーゼ遺伝子の取得に成功
した。 
	
 このうち、エンドグルカーゼ及びβ-グルコ
シダーゼ遺伝子をタンデムに連結した強制
発現プラスミドを構築し、これを導入した結
果、高い活性を与える EB10 株の取得に成功
した。 
	
 本株のブナ木粉分解特性を評価した結果、
野生株と比較してリグニン分解能に違いは
見られなかったものの、リグニン分解選択性
の大幅な減少が認められた。つまり、糖加水
分解酵素を強制発現させることで、ホロセル
ロース分解能が改善されることが判明した。 
 
4-2	
 針葉樹対応型 IFFP の確立 
4-2-1	
 アルコール発酵能改善の試み 
	
 キチリメンタケにおける PDC 強制発現株
の取得を試み、野生株（1.5 g/L）と比較して
アルコール発酵能の高い P3株（2.5 g/L）の取
得に成功したが、本株は野生株が有する「ス
ギ材腐朽能」を欠落していた。 
	
 そこで、ラッカーゼを産生するキチリメン
タケ L61 株を用いて、スギ材の IFFP を試み
た。脱リグニン処理後、発酵培地を加え半嫌
気条件下にて培養したところ、発酵 12 日目
において野生株より有意なエタノール産生
が認められたことから、リグニン分解能の付
与によりアルコール発酵能が改善されるこ
とが判明した。 
	
 また MiSeqを用いて、Phlebia sp. MG-60株
の発現差解析を行い、アルコール発酵時に高
発現している遺伝子群の解析を行った。その
結果、Phlebia sp. MG-60株は他の白色腐朽菌
と比較して、糖の取り込み、解糖系、ピルビ
ン酸代謝系、アルコール発酵系と一連の遺伝
子が活性化されていることが判明した。 
	
 つまり、アルコール発酵能を改善する場合、
糖の取り込みを優先して改善する必要があ
ることが示された。 
 
4-3	
 IFFP各要素技術の強化 
4-3-1 無機塩類添加が脱リグニンおよび IFFP
に与える影響 
脱リグニンおよび IFFP に最適な初期含水

率について検討したところ、75％の初期含水



率でリグニン分解が顕著であり、バガスの初
期リグニン含有率が 23%であるのに対し、4
週間の培養でリグニン含有率が 17%に減少
した。一方で、グルカンの初期含有率は 40%
であるのに対し、処理後バガスは 39%と比較
的維持されていた。そこで初期含水率を 75％
に固定し、添加物の影響を調べたところ、Kirk
液体培地を加えた時に脱リグニンおよびそ
の後のエタノール発酵共に蒸留水のみより
も向上した。また、Fe2+, Mn2+, および Cu2+,
などの無機イオンを加えると、炭水化物の消
費が抑えられ、リグニン分解の選択性が向上
し、エタノール変換率も上昇した。これらの
結果は、IFFPにおける脱リグニン過程で初期
培地組成を検討することで、IFFPの効率を高
めることが可能であることを示している。 
 
4-3-2 Phlebia sp. MG-60の形質転換法の確立
とマンガンペルオキシダーゼ高発現 

hpt 発現ベクターおよび egfp 発現ベクター
を MG-60株に導入したところ、ハイグロマイ
シン耐性クローンを得ることが出来た。この
時、形質転換効率は 0.26％であった。PCR法
にて egfp 導入が確認できたクローンからは、
緑色の蛍光が確認された。したがって、MG-60
発現ベクターおよび形質転換系が構築され
たことが示された。同様の方法で、hpt 発現
ベクターおよび MG-mnp2 発現ベクターを 
MG-60 株に導入したところ、形質転換効率 
0.38% のハイグロマイシン耐性クローンが
得られた。PCR 法にて MG-mnp2の導入が確
認できたクローンを接種した Kirk-HCHN 培
地中の MnP 活性を測定したところ、野生株
では MnP 活性が認められなかったのに対し、
MG-mnp2 強制発現株においては強い MnP 活
性が認められた。強制発現株をコナラ木粉に
接種し、脱リグニン試験に供したところ、リ
グニン分解能の向上は認められなかった。し
かしながら、脱リグニン過程終了時の細胞外
MnP活性を測定したところ、野生株（Wt）や
hptのみ導入した株（HPT）よりも有意に高い
MnP 活性が得られたことから、MG-mnp2 は
正常に高発現しているものの、それ以外の木
材腐朽に関わる形質が影響しているものと
考えられた。この原因について検討したとこ
ろ、野生株からのプロトプラスト調製過程で
核の分配が起こり、異なる核相・形質の再生
菌糸が得られたことが原因と考えられた。そ
こでプロトプラスト再生株を選抜すること
で、形質の均一な再生株を樹立することに成
功した。 
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