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研究成果の概要（和文）：リグニン分解酵素の転写量を人為的に高めた場合に、それに見合う酵素活性が見られ
ない理由としてこれまで「翻訳後調節機構」の存在が提案されてきたが、実際に解析した例はない。本課題では
これまでに蛍光タンパク質(mCherry)やルシフェラーゼタンパク質をレポーターとして用い、 ゲノムよりサーベ
イしてきた各細胞内小器官に存在すると考えられるタンパク質のシグナル配列と連結することで、細胞内のタン
パク質分泌系路について、蛍光顕微鏡を用いて分子細胞生物学的な解析手法の開発を行った。また、木材腐朽菌
におけるゲノム編集系の開発を進め、任意のゲノム編集を可能とする技術基盤の開発にも成功した。 

研究成果の概要（英文）：A gap has been reported repeatedly between the transcription level and 
actual enzyme activity in the culture filtrate during wood degradation by wood-rot fungi. And 
activation of protein secretion pathway is proposed to be important for acceleration of lignin 
degradation by these fungi. In this project, we tried to determine the potential bottle necks in the
 secretion system and to remove them using genome editing technique to be developed. It was 
suggested a post-transcriptional regulation may exist that hampers overexpression of recombinant 
lignin modifying enzyme genes, but there is no evidence of this kind of regulation. We made various 
chimeric fluorecent proteins combined with potential signal peptides from proteins that may exist in
 organela of protein secretion pathway. And successfully observed these organera using marking dyes.
 Moreover, we have developed the first genome editing system in wood rot fungi, introducing 
CRISPR/Cas9 system in Pleurotus ostreatus.

研究分野：森林生化学

キーワード： 木材腐朽菌　リグニン分解　タンパク質分泌系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
持続的社会に必要な再生産可能なバイオマス資源のうちでも、木質資源は食料とも競合しない未来型の資源とし
て注目されている。木質資源を糖化処理して様々な化成品に変換することができれば、材料や燃料として用いる
他に、脱化石資源を推進できる多用途な利用が可能である。その際、糖化の妨げとなるのが、難分解性の化合物
であるリグニンの存在である。このリグニンを常温常圧でエコフレンドリーに分解できるのが白色腐朽菌と呼ば
れる一群のきのこの仲間である。白色腐朽菌のリグニン分解システムの強化において、組換えを用いて木材分解
系を強化する事が必要であり、本研究では、そのボトルネックの解明と解決を目指して研究が行われた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
木材腐朽菌による木質分解酵素の生産に関する研究では、従来、遺伝子発現（転写）と、実際に
分泌生産される酵素量との間にギャップがあり、タンパク質分泌系の機能強化が重要であるこ
とが指摘されてきた。白色腐朽菌による木材の分解については、これまでの研究により、菌体外
に分泌される一群の酵素により高分子基質の脱重合が開始されることが示されてきた。申請者
らは白色腐朽菌ヒラタケを用いて、遺伝子組換え系の開発に成功し、リグニン分解の鍵となる組
換えマンガンペルオキシダーゼの発現・高生産、環境汚染物質の分解、変異解析等の成果を挙げ
てきた。その中で、プロモーターの付け替えにより強制的に遺伝子の転写量を高めた場合でも、
菌体外酵素の分泌量は、相関しないことが明らかになった。このような木質分解酵素発現におけ
る「翻訳後調節」と呼ばれるものの実態解明に関する研究は皆無である。一般に分泌酵素はゴル
ジ体で連続的な糖鎖修飾を受け、構造を安定化される。しかし、ゲノム解析から、殆どの木材腐
朽菌が属する真正担子菌には真核生物に共通なゴルジ体での糖鎖修飾に関与する酵素遺伝子群
が、存在していないことが明らかになった。最近、申請者らは独自に、木材腐朽菌のタンパク質
分泌系の解析や機能の改変・強化に必要となる効率のよい順遺伝学手法や遺伝子ターゲティン
グ系、レポーター遺伝子の開発に成功した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、申請者らが開発した多様な分子遺伝学研究ツールを用いることで、腐朽菌のタ
ンパク質分泌系のボトルネックとなり得るステップ（群）について明らかにし、ゲノム改変によ
るネックの解消を行って分泌タンパク質の高生産が可能な株の育種を行う。具体的には、申請者
らが独自に開発した多重遺伝子ターゲッティング系を用いて、蛍光レポータータンパク質を用
いることで、木材腐朽菌のタンパク質分泌系のボトルネックとなるステップを明らかにすると
共にゲノム改変による機能増強を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
酵母や子嚢菌類に属する糸状菌でそれぞれゴルジ体および小胞体への局在が報告されている
Sec24 や Sec13 タンパク質と蛍光タンパク質 EGFP のキメラタンパクをコードする組換え遺伝子
を作成し、ヒラタケに形質転換導入を行った。まず Sec24-EGFP が GE に局在するかを確かめるた
め、GE への局在が推測される mCherry-Rer1 もしくは mCherry-Sed5（mCherry は赤色蛍光タンパ
ク質）をそれぞれ、Sec24-EGFP と共にヒラタケ野生株 PC9 で発現させ、蛍光顕微鏡観察を行っ
た。次に、Sec13-EGFP が小胞体に局在するかを確かめるため、Sec13-EGFP 発現株に対し、小胞
体を赤色蛍光で染色する ER tracker で処理して観察を行った。また AP を可視化するため、多く
の真核生物での例を参考にし、ヒラタケゲノム上に予測される 2 つのパラログ Atg8a および
Atg8b について、mCherry-Atg8a もしくは mCherry-Atg8b をそれぞれ PC9 株で発現させ、観察を
行った。さらに、オートファジー経路中で AP と融合するリソソームを緑色蛍光で染色する Lyso 
tracker で処理した。また、オートファジー機能の欠損が、ヒラタケ自身の分泌タンパク質の生
産量に及ぼす影響を解析するため、AP形成に重要とされる atg9 破壊株を作出した。親株である
野生株 20b 株と atg9 破壊株を、液体培地で 8、11、14 日間静置培養した後、グアイアコールを
基質とする Mn²⁺依存性ペルオキシダーゼ（MnP）活性測定および菌体外タンパク質の SDS-PAGE
を行った。 
 
４．研究成果 
木材腐朽菌による木質分解酵素の生産に関する研究では、従来、遺伝子発現(転写)と、実際に分
泌生産される酵素量との間にギャップがあり、タンパク質分泌系 の機能強化が重要であること
が指摘されてきた。本研究課題では、申請者らが開発した様々な分子遺伝学研究ツールを用いる
ことで、腐朽菌のタンパク質分泌系 のボトルネックとなり得るステップ群) について明らかに
し、ゲノム改変によるネックの解消を行って分泌タンパク質の高生産が可能な株の育種を目指
す。 リグ ニン分解酵素の転写量を人為的に高めた場合に、それに見合う酵素活性が見られない
理由としてこれまで「翻訳後調節機構」の存在が提案されてきたが、実 際に 解析した例はない。
本課題ではこれまでに蛍光タンパク質(mCherry)やルシフェラーゼタンパク質をレポーターとし
て用い、 ゲノムよりサーベイしてきた各細胞 内小器官に存在すると考えられるタンパク質の
シグナル配列と連結することで、細胞内のタンパク質分泌系路について、蛍光顕微鏡を用いて分
子細胞生物学的に 解析を行った。また、木材腐朽菌におけるゲノム編集系の開発を進め、任意
のゲノム編集を可能とする技術基盤の開発にも取り組んだ。 
 



具体的には、白色腐朽菌ヒラタケの木質成分分解酵素の分泌系の各ステップについて解析し、ボ
トルネック解消による分泌系強化を目指して、木材腐朽菌では初めてとなる分泌型のレポータ
ータンパク質発現系を開発した。この成果については、国内の学会および上海で開催された第 9
回きのこの生物学と生産物に関する国際会議にて発表を行った。さらに、本レポーター系を用い
て、様々な分泌タンパク質から分泌シグナルとして機能していると予想されるアミノ酸配列に
ついてその分泌活性の測定と、細胞内貯留の有無について解析を進めた。また、細胞内の分泌系
の各ステップに関わる細胞内小器官毎のマーカータンパク質の捜索を行って、蛍光タンパク質
により細胞内小器官を標識するマーカーの作成にも成功している。例えば、蛍光顕微鏡観察の結
果、GE への局在が推測される mCherry-Sed5 および mCherry-Rer1 は、ともにパッチ状の赤色蛍
光が観察された。さらに Sec24-EGFP の緑色蛍光は、mCherry-Sed5 の赤色蛍光とほぼ重複してい
たが、mCherry-Rer1 の蛍光
とはほとんど重複していな
かった。したがって、ヒラタ
ケでは Sed5 と Sec24 は GE
中の同じ区画に、Rer1 は別
区画に分布することが示唆
された。続いて、小胞体への
局在が推測される Sec13-
EGFP の緑色蛍光は、 ER 
tracker 由来の赤色蛍光と
接して観察され、Sec13 の小
胞体近傍への局在が示唆さ
れた。 
 
AP に局在の予測される mCherry-Atg8 に関しては、Atg8a では、Sed5 や Rer1 の場合よりも大き
な粒状の赤色蛍光が観察され、Atg8b では同様の粒状の蛍光の他、繊維状の蛍光も観察された。
さらに、Lyso tracker 由来の緑色蛍光は、mCherry-Atg8a および mCherry-Atg8b の一部の赤色蛍
光との重複が観察され、ヒラタケにおける Atg8 の AP への局在が支持された。また、Atg8a と
Atg8b の局在は同一ではなく、オートファジーにおける役割が異なることも示唆された。オート
ファジー機能欠損株の解析については、20b と atg9 破壊株の間で、菌体外 MnP 活性およびタン
パク質分泌量の顕著な差がみられなかった。このため、オートファジー機能の欠損により異種タ
ンパク質の分泌生産量は向上するが、リグニン分解酵素を含む、ヒラタケ自身の分泌タンパク質
の生産量は増加しないことが示唆された。 
 
一方で、分子育種をより効果的、安全に進める研究ツールとして、木材腐朽菌に CRISPR/Cas9 を
用いたゲノム編集系の導入を進めた結果、モデル木材腐朽菌ヒラタケにおいて Cas9 タンパク質
および標的遺伝子の gRNA をコードする組換えプラスミドを用いたゲノム編集システムの開発に
成功し、さらに in vitro で Cas9 タンパク質と gRNA を会合させたものを直接プロトプラストに
導入する技術の開発に成功した。この結果は、将来の木材腐朽菌によるタンパク質分泌系の解明
とその制御を可能にする画期的なものである。これらの成果は、国際学術雑誌 AMB Express 誌お
よび FEMS Microbiology Letters 誌で論文発表されたほか、以下に記載する国内外の学会で一
般講演および招待講演により多数報告された。 
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