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研究成果の概要（和文）：きのこの多くは、木材を栄養源として生育する木材腐朽菌である。きのこが作る子実
体を食品や薬として古来から利用しているが、木材分解メカニズムや子実体形成メカニズムには依然として不明
な点が多い。本研究の目的は、ゲノム編集技術を利用して木材腐朽現象を理解し、新しいバイオマス変換系の構
築に応用することである。本研究では、これまで散漫な情報しか無かった木材腐朽菌の薬剤耐性に対する網羅的
なデータ取得に成功するとともに、ゲノム編集技術を用いて担子菌ウシグソヒトヨタケ（Coprinopsis 
cinerea）のバイオマス分解関連酵素の変異にも成功し、木材腐朽現象の理解に繋がる実験手法を獲得すること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Most mushrooms are wood-rotting fungi that grow on wood as a nutrient 
source. Although the fruiting bodies produced by mushrooms have been used as food and medicine since
 ancient times, the mechanisms of wood decomposition and fruiting body formation remain largely 
unknown. The purpose of this study is to understand the wood rot phenomenon using genome editing 
technology and to apply it to the construction of a new biomass conversion system. In this study, we
 succeeded in obtaining comprehensive data on antibiotic resistance of wood-rotting fungi, for which
 only scattered information had been available so far. We have also succeeded in mutating enzymes 
related to biomass degradation in the basidiomycete Coprinopsis cinerea, suggesting that we were 
able to acquire experimental techniques that lead to a better understanding of wood decay phenomena.

研究分野：バイオマス生物工学

キーワード： 木材腐朽菌　きのこ　ゲノム編集　薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、木材の物質変換を司っている木材腐朽菌（きのこ）にゲノム編集技術を応用し、木質バイオマス新
しいバイオマス変換系の構築を試みた。木質バイオマスを前処理無しで糖化できる技術開発や、セルロースナノ
ファイバーなどの高付加価値な素材を木材から低エネルギーで生産する技術開発を行い、それをきのこ生産現場
で展開することによって林業や林産業への雇用創出や気候変動への貢献につながることが期待される。

※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 

きのこの多くは、木材を栄養源として育つ「木材腐朽担子菌」に属する糸状菌であり、一

般的にはエノキタケやシイタケのような食品として認識されているのは、それらの子実体

と呼ばれる部分である。きのこ生産の市場規模は年間 2,000 億円程度であるが、これは（木

材や紙生産を含めた）全林産物の市場規模の約半分、特用林産物（きのこや炭、栗など）の

市場の約 9 割を占める重要な産業であると同時に、木質バイオマスを利用して純利益を生

み出しているバイオマス利用の鏡とも言える産業である。一方、きのこを生物学的に見てみ

ると、地球上で唯一単独で木材の三大成分であるセルロース、ヘミセルロースおよびリグニ

ンを分解することができる生物であり、自然界の炭素循環で重要な役割を担っていること

が知られている。きのこは、木材を分解する時に木材成分を分解する酵素を細胞外に分泌し、

固体である木材の主要成分を水に可溶な化合物にまで分解し、その酵素反応生成物である

糖分を主な栄養源として生きている。言い換えると、体外に木材の消化系を有する強力な生

物と言える。人類が長年きのこを栽培しそれらを食品として利用してきた事実や、きのこに

よる木材の分解機構に関する研究がすでに 100 年近くの歴史があることを考えると、きの

こによる木材分解メカニズムや子実体形成メカニズムがすでにきちんと理解され、その上

でコントロールできていると誤解されるかも知れないが、実はきのこの生態や様々な有機

物の分解メカニズムはほとんど理解されておらず、人類に極めて近いところで生活してい

る未知の生物というのがその実態なのである。そのような木材を溶かすことができる生物

の酵素系は、特に国土における森林率の高い我が国では非常に魅力的な研究テーマである

と言える。きのこを食用として食べるだけでなく、きのこの生産する酵素を使うことで木材

（特に廃木材や間伐材など）から目的に合わせて化学成分を取り出すことができることに

なる。昨今、欧州を中心に盛んになってきているバイオエコノミー（環境に負荷をかけない

経済活動）を実現するためにも、すでに市場としてできあがっており、さらに木質バイオマ

スの利用に大きく貢献できる酵素系を持つきのこを自由に使いこなすことは、森林国に住

む私たちにとって極めて重要と言える。 

 しかしながら、この様に様々な化合物に対する分解力の強さは、研究を行う上では諸刃

の剣である。一般的にこのような微生物の遺伝子組換えを行う時は、成長することができな

い濃度の抗生物質を添加し、組換えが成功した場合にそれを単離できるように抗生物質耐

性を発現する遺伝子との組合せで研究を行うが、きのこは野生種であっても市販の抗生物

質に対してかなりの高濃度まで耐性を持つため、安定な遺伝子組換え系の構築が極めて難

しい生物なのである。そのためきのこの分子生物学的研究は、同じ真菌に含まれる酵母やカ

ビなどと比較して極端に遅れており、それがきのこによる木材分解メカニズムの解明を阻

んでいると言っても過言ではない。「きのこはどのように木材を分解しているのか」を明ら

かにする事で、木質バイオマスの高度利用のヒントを得るのが本研究の大命題であるとと

もに重要なテーマである。 
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２．研究の目的 

本研究では、近年分子生物学の分野で注目されているゲノム編集技術をきのこに応用し、

そのバイオマス変換機構を明らかにするとともに、きのこの生産システムを木質バイオマ

ス変換系として利用するという独創的なアプローチで研究を行う。研究代表者はこれまで、

遺伝子組換え系の使えない木材腐朽菌において、全ゲノム配列情報や全分泌タンパク質（セ

クレトーム）解析手法を世界に先駆けて導入し、細胞外木質バイオマス分解酵素群に関する

情報を集めてきた。さらにそれらを、メタノール資化性酵母によって大量生産する実験系を

立ち上げ、酵素による生化学的なバイオマス変換を目指してきた。これらのアプローチは全

て、一般的な分子生物学的手法が適用しにくいきのこを用いるための苦肉の策として行っ

てきた研究であるが、その経験を活かして本申請においてもきのこの特殊性を考慮した解

析法やスクリーニング法を試みる。 

 

３．研究の方法 

I. 抗生物質の選抜 

木材腐朽菌は様々な化合物の分解性を有する生物種であり、そのため分子生物学的手法を

用いるための抗生物質がうまく機能しないことが難点である。そこで、これまで木材腐朽菌

およびその他の糸状菌に用いられてきた抗生物質 6 種（Blasticidin S、Carboxin、Geneticin、

Hygromycin B、Puromycin、Zeocin）を、4菌種（Coprinopsis cinerea #326、Gloeophyllum 

trabeum NBRC 6430、Phanerochaete chrysosporium K3、Postia placenta MAD 698-R）に対

して MYG培地または Wood培地で様々な濃度で再検討する実験を行った。 

 

II. Coprinopsis cinereaを用いたゲノム編集実験 

Coprinopsis cinerea（ウシグソヒトヨタケ）の様々な遺伝子（Cel6A、Cel6B、Cel6C、Cel6D、

Cel7A、Cel7B、Cel7C、GH51Ara、CDH、PDH）破壊用の CRISPR/Cas9ベクターを構築した。C. 

cinerea のプロトプラストを調製し、ポリエチレングリコール（PEG）/CaCl2法を用いて遺

伝子導入を行った。 

 

４．研究成果 

I. 抗生物質の選抜 

表 1 に示すように各菌の各抗生物質耐性を比較したところ、P. chrysosporiumがどの抗生

物質にも非常に高い抵抗性を示した。これは、本菌が長年木材腐朽菌のモデル生物として使

われてきたにもかかわらずの、未だに組換え系が構築できていない主原因であることが確

認できた。その一方で全ての菌において Carboxinが非常に低濃度で成長を阻害することが

分かり、本抗生物質を組換えに用いることが重要であると考えられた（図 1）。 
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II. Coprinopsis cinereaを用いたゲノム編集実験 

 表 2 に示すように、遺伝子破壊を試した 10種類の遺伝子のうち 5 種類に関してはコロ

ニーの選抜に成功し、それぞれの挿入もしくは欠失の状態をシーケンスによって明らかに

した。以上の結果から木材腐朽菌でバイオマス分解関連遺伝子のゲノム編集に始めて成功

したと言える。 

 

表 2 C. cinerea 変異株のうち、PCR,シーケンシングで変異が入ったと確認されたもの 

酵素 コロニー in/del 酵素 コロニー in/del 酵素 コロニー in/del 

GH6B #4 67 塩基挿入 CDH #1 1 塩基挿入 CDH #11 1 塩基挿入 

GH6B #13 41 塩基挿入 CDH #2 1 塩基挿入 CDH #16 1 塩基挿入 

GH6C #4 48 塩基挿入 CDH #3 1 塩基挿入 CDH #17 1 塩基挿入 

GH6C #15 37 塩基欠失 CDH #4 1 塩基挿入 CDH #18 1 塩基挿入 

GH51 #14 14 塩基欠失 CDH #9 1 塩基挿入 CDH #20 28 塩基欠失 

PDH #19 1 塩基欠失 CDH #10 1 塩基挿入   

 

 

 
図 1 Carboxin を加えた Wood 培地（上段）および MYG 培地（下段）で P. chrysosporium
（左）および G. trabeum（右）を培養した結果。Carboxin濃度はいずれも左から 0.1, 
0.5, 1.0, 5.0, 10, 25, 50, 75, 100 µg/ml 
 
表 1 菌糸成長させないために必要な抗生物質の最低濃度 (µg/ml) 

 
Zeocin Hyg B Geneticin Blasticidin Puromycin Carboxin 

 
Wood MYG Wood MYG Wood MYG Wood MYG Wood MYG Wood MYG 

Ccin * (-) * 10 * 300 * (-) * (-) * 5 

Pchr (-) 500 300 200 300 500 (-) (-) (-) (-) 10 25 

Gtra (-) (-) 300 50 500 50 (-) (-) (-) (-) 10 25 

Ppla (-) 300 500 10 (-) 50 (-) (-) (-) (-) 5 5 

(-)：100 µg/ml以下では完全に阻止できない。 
 * ：C. cinerea はグルコースを炭素源とした wood 培地では抗生物質を添加しない対照

区においても生育が悪かったため、比較できない。 
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