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研究成果の概要（和文）：担子菌のゲノム上より、白色腐朽菌および褐色腐朽菌を含む木材腐朽菌に高度に保存
されている担子菌ユニークなプロテアーゼ様の新規菌体外タンパク質をコードする遺伝子群を見出した。本研究
では、木材腐朽菌の一種であるGloeophyllum trabeumが有する当該タンパク質を組換えタンパク質として取得す
ることに成功し、木材腐朽菌が有する菌体外酵素の機能解明に向けた取り組みを実施することできた。

研究成果の概要（英文）：Genes coding the protease-like novel extracellular proteins were discovered 
from the genome information of wood rotting fungi. It was found that the genes were widely conserved
 among basidiomycetes, including white-rot and brown-rot fungi. The target proteins from 
Gloeophyllum trabeum were successfullly obtained as recombinant proteins, and characterization of 
these proteins was also attempted in this research. 

研究分野： 微生物酵素

キーワード： 担子菌　プロテアーゼ様菌体外タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
木材腐朽菌が有する菌体外酵素の機能の解明は、その応用可能性などを考慮すると木質バイオマスを有効利用す
るための技術開発などにおいて有用であると考えられる。本研究課題で着目した菌体外タンパク質は、担子菌ユ
ニークかつ木材腐朽菌にも高度に保存されていたことなどから、木材腐朽菌においても重要なタンパク質である
ことが強く予想される。今後、当該組換えタンパク質の機能をより詳細に明らかとしていくことで、上記技術等
への応用につながる知見の創出が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
植物細胞壁の構成成分であるリグニンは難分解性の芳香族ポリマーであり、木質バイオマス

の効率的な有効利用を阻む要因の一つとなっている。これまでに、木質バイオマスの分解工程に
微生物の植物細胞壁分解能力を利用するための試みが行われてきており、木材腐朽菌には木質
バイオマスを単独で分解できる木材腐朽性の担子菌が含まれる。本担子菌は白色腐朽菌と褐色
腐朽菌に大別され、白色腐朽菌はリグニンを効率的に分解でき、菌体外酸化還元酵素がリグニン
分解に寄与すると考えられている。一方で、褐色腐朽菌は非酵素的な植物細胞壁分解メカニズム
を有することなどが提案されており、本菌群はリグニンを部分的に分解および改質できること
が報告されている。このように、木材腐朽性担子菌のリグニン分解メカニズムへの酸化還元酵素
などの関与が知られているものの、その他菌体外酵素の寄与については明らかとなっていない
点が多い。 
 
２．研究の目的 
 先行研究において、木材腐朽性の担子菌に分解させた木材から得られたリグニン抽出物は健
全材のものと比較してカルボニル基の含有率が上昇することが報告されている。ポリマー中の
カルボニル基は加水分解が可能な化学構造の存在を示している可能性があることなどから、木
材腐朽性担子菌のリグニン分解メカニズムには酸化還元酵素だけでなく、加水分解酵素も関与
し得ると仮説を立てた。本研究課題では、研究代表者が見出した担子菌ユニークなプロテアーゼ
様の新規タンパク質に着目することとし、木材腐朽性担子菌 Gloeophyllum trabeum 由来の当該
タンパク質を組換え発現させて機能解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① アミノ酸配列解析および三次元立体構造モデルの取得 
 G. trabeum が保持する着目した複数個のプロテアーゼ様タンパク質（GtPLP）のアミノ酸配列
をシグナルペプチド配列検出プログラムに供した。シグナルペプチド配列を除いた各 GtPLP の
アミノ酸配列をアライメント配列解析に供した。また、同アミノ酸配列をそれぞれ Colabfold に
供し、三次元立体構造モデルを取得した。 
 
② 組換えタンパク質の発現 
 GtPLP の各遺伝子を酵母発現用ベクターpPICZαA にそれぞれ挿入し、作製したベクターを酵
母菌 Komagataella phaffii（Pichia pastoris）KM71H 株にそれぞれ導入した。導入の結果得ら
れた形質転換株をそれぞれ培養して、メタノールによる目的遺伝子の発現誘導を行い、培養液上
清を回収した。各培養液上清および脱糖鎖処理済みの各上清サンプルを SDS—PAGE 分析に供した。
限外ろ過によって各培養液上清の培地成分などを希釈し、希釈後の各培養液上清を陰イオン交
換カラムにより分画した。カラム精製によって得られた各 GtPLP の画分の純度を SDS—PAGE 分析
にて確認した。 
 
③ 低分子化合物を用いたモデル基質の探索 
 カラム精製によって得られた各 GtPLP の画分を脱塩処理および緩衝液置換し、その GtPLP 溶
液を購入した各低分子化合物と特定の条件下でそれぞれ混合してインキュベートした。インキ
ュベート後の混合液から分析用のサンプルをそれぞれ調製し、HPLC 分析に供した。 
 
４．研究成果 
 各 GtPLP のアミノ酸配列を解析した結果、すべて N 末端側にシグナルペプチド配列を有して
いた。さらに、各 GtPLP は既知のプロテアーゼと同様の触媒アミノ酸残基を保持していたことか
ら、本タンパク質は菌体外加水分解酵素であることが強く予想された。また、取得した GtPLP の
三次元立体構造モデルより、触媒アミノ酸
残基がタンパク質表面に露出しているこ
とが示唆された。加えて、複数個の内 1個
のタンパク質は C 末端側にリンカー領域
および機能未知の延長配列と推測される
アミノ酸配列を有していることが明らか
となった（図 1）。構築した目的タンパク質
発現ベクターで形質転換した K. phaffii 
KM71H 株を培養して発現誘導し、各培養液
上清およびその脱糖鎖処理サンプルを
SDS—PAGE 分析に供した。その結果、対照株
と比較して、発現株のサンプルで目的タン
パク質の推定分子量付近などに顕著なユ
ニークバンドが確認された。カラム精製に



よって、比較的高純度の GtPLP の画分が得られたことから、脱塩処理および緩衝液置換した本画
分と各低分子化合物を用いてモデル基質の探索を実施した。その結果、試した反応条件下で
GtPLP は今回用いた化合物に対して加水分解酵素活性を示さないことが明らかとなった。今後、
更なるモデル基質の探索を進めて行き、詳細な機能を明らかとしていく予定である。これによっ
て、木材腐朽菌が有する菌体外酵素の機能解明につながる新たな知見の獲得が期待される。 
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