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研究成果の概要（和文）：　ゴムを資化する真菌の分離、同定を行った。ゴムラテックス培地で生育旺盛な4菌
株、ブナシメジ、Polyporus arularius、Phanerochaete sp.、C. aurantitingens を得た。ブナシメジ、
Phanerochaete sp.、C. aurantitingensのゴム分解物の構造を調べたところ、ゴム平均分子量の減少、ゴム分解
物の構造に新たなCHO、OHの出現、ベンゼン環の除去を確認した。
　ブナシメジのゴムラテックス培地での培養時には、リグニン分解酵素群のいくつかをコードする遺伝子が多く
発現し、これらの酵素がゴム分解に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We isolated and identified fungi utilizing rubber as a carbon source. We 
obtained 4 strains which grow sharply on rubber latex medium, Hypsizygus marmoreus, Polyporus 
arularius, Phanerochaete sp., and C. aurantitingens. When the chemical structures of rubber 
degradation products of H. marmoreus, Phanerochaete sp., and C. aurantitingens were examined, we 
confirmed the decrease in rubber average molecular weight, the appearance of new CHO and OH in the 
structure of rubber degradation products and the removal of benzene ring from SBR.
It was suggested that genes encoding some of lignin-degrading enzymes are highly expressed while H. 
marmoreus is growing on a rubber latex medium, and that these enzymes are involved in rubber 
degradation.

研究分野： 真菌学、分子生物学、分類学

キーワード： ゴム分解　担子菌　白色腐朽菌　リグニン分解

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ブナシメジ、Polyporus arularius、Phanerochaete sp.、C. aurantitingensをゴム分解菌として得た。特にブ
ナシメジは食用キノコであり、将来産業利用する際、取り扱い易さが期待できる。これら菌株によるスチレンー
ブタジエンゴム分解により、ベンゼン環の除去を確認できた。ゴム構造中の特定部位の分解は、廃ゴムの原型加
工への応用に期待できる。
　ブナシメジのゴムラテックス培地培養時に、発現量の多くなるリグニン分解酵素をコードする遺伝子、機能未
知の遺伝子を見出した。これら遺伝子産物の中には、ゴム分解に関与する新規酵素が含まれている可能性が高
い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

日本の新ゴム消費量は世界第 4 位であり、ゴム工業での消費量は 1,393,200 トンであった

（2014 年日本ゴム工業会、国際ゴム研究会）。その後も消費量は維持されている。消費された

ゴム製品は廃棄される。これら使用済みの廃ゴム処理方法は、主に燃料利用であり、ついで原

型加工利用、輸出、その他である。近年、地球温暖化対策と自然界の物質循環に適合する社会

の構築が求められており、廃ゴムの原型加工利用による有効なリサイクルが望まれている。  

 他方、ゴム製品製造過程では、天然ゴム、合成ゴム生産過程で多量の廃ゴムが放出されており、

天然ゴムの生産国であるタイ国、インドネシアなどでは廃ゴムを含む廃棄物の処理が問題とな

っている（福田、 2015）。ゴム製品は、天然ゴム、合成ゴム、 合成樹脂を様々に配合させ用い

られる。また、ゴムは強度と弾力性を得るために加硫し、鎖状のゴム分子を結合させるが、架

橋様式も硫黄架橋、パーオキサイト架橋、複合系と複数である。このようなゴムの構造の複雑

さが、廃ゴムの原型加工利用を困難にしている。 これまで、天然ゴムを分解する微生物として、

Nocardia 属 や Xanthohomonas 属、Gordonia 属などの放線菌が分離されてきた（Linos, et al., 

2000）。合成ゴムに関しては、スチレン-ブタジエンゴムを分解する Enterobacter cloacae な

どが分離されている（笈木, 株式会社東和 コーポレーション）。しかしながら、分解速度が非

常に遅く、人工的な分解系の研究はほとんど進んでいない（榎, 2007、2014）。 

このような背景のもと、我々は、次の点から真菌類に注目した。  

① 難分解性物質リグニンを分解する真菌類が知られており、その一種、Ceriporiopsis 

subvermispora は架橋した天然ゴムを分解する（Enoki et al、1999） 。  

② 真菌類は様々なタイプのリパーゼを産生し、ダイオキシン類、ホルボールエステルなどを分

解する。  

以上のような特性から、我々は、合成ゴムなどの難分解性物質を効率的に分解できる微生物と

して真菌類に着目し、ゴム分解菌の探索を行うこととした。 

 

２．研究の目的 

ゴム分解性のある真菌の分離、真菌の同定、ゴム分解酵素の同定、遺伝子の同定と、分解作

用機構の解明を目的とした。特に、合成ゴムラテックスや架橋したゴムを分解する微生物の報

告はほとんどないことから、合成ゴム、架橋ゴムを分解する微生物の分離とそれらの分解作用

機構の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

①ゴム分解菌の分離  

自然界からのゴム資化真菌の分離には、Yeast Nitrogen Base w/o amino acid and ammonium 

sulfate、2% 寒天を含む YNB 培地に、天然ゴムラテックス、スチレンーブタジエンゴムラテッ

クス、ブタジエンゴムラテックス、固形スチレンーブタジエンゴム、固形ブタジエンゴム、加

硫天然ゴムの 6種類のゴムを、それぞれ炭素源として添加した培地を用いた。ネガティブコン

トロールとして、ゴムを含まない YNB 培地を用いた。これら 7種類の培地に菌を接種し、ゴム

を含む YNB 培地で生育可能な菌類をスクリーニングした。 

②使用菌株と培養条件 

 国内の野外から分離した 200 株と、エリンギ、ブナシメジ、ヒラタケ、エノキ、シイタケな

どの市販品を使用した。ゴム分解菌として報告のある Cer. subvermispora の使用を試みたが、



国内の菌株保存施設には保存されていなかったため、近縁種である Ceriporiopsis 

aurantitingens：TUFC 13776 を鳥取大学菌類きのこ遺伝資源研究センターから入手し、合計 206

株を用いた。 

③菌種の簡易同定 

菌の同定は、各菌株からゲノム DNA を抽出し、28S rDNA-D1/D2 領域、ITS 領域を PCR 法によ

り増幅し塩基配列を決定後 BLAST 検索により、既知種の遺伝子配列と 99％以上相同性のあった

ものを同じ種であるとした。 

④ゴム分解産物の同定  

ゴムを含む YNB 培地と、ゴムを含まない YNB 培地に菌を接種し、ゴムを含む YNB 培地で顕著

な増殖を示した菌株 (ゴム分解候補株) については、ゴム分解産物の構造解析を行った。薄相

クロマトグラフィー (TLC)、ゲル浸透クロマトグラフィー (GPC) 解析，フーリエ変換赤外分光

分析 (FT-IR)，核磁気共鳴分光法 (NMR) により，ゴム分解による分子量の減少の測定，ゴム分

解産物の構造解析を行った。菌による固形ゴムの分解物の解析は、走査型電子顕微鏡 （JEOL） 

により表面構造を解析した。 

⑤ゴム代謝時に関わる遺伝子群の次世代シークエンサー技術を用いた同定 

ゴム分解菌を、天然ゴムラテックス添加 YNB 培地、グルコース添加 YNB 培地に植菌し、25℃1

カ月培養後、菌体を回収した。回収した菌体から total RNA を抽出し、トランスクリプトーム

解析を行った。次世代シークエンスはユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼し、

Strand-specific mRNA ライブラリーのシークエンス結果を得た。 

⑥リグニン分解酵素群の酵素活性測定 

菌をラテックス平板培地、及びグルコース平板培地に植菌し、2 週間、25C で培養した。菌

培養物を、2 mL の 50 mM マロン酸緩衝液（pH4.5）または 20mM のコハク酸緩衝液（pH3.0）で

ホモジネートした。遠心分離後、上清を粗酵素液として使用した。酵素活性測定は粗酵素液 0.9 

mL に反応液を 0.3 mL 加え混ぜ、270～465 nm の吸光度を測定した。タンパク量は Nano Drop Lite

（Thermo Fisher Scientific）（280 nm）で測定した。 

〈反応液及び吸光度〉 

・マンガンペルオキシダーゼ活性測定用反応液 

0.8 mM MnSO4・5H2O, 1 mM H2O2, 50 mM マロン酸二ナトリウム溶液（pH4.5）, A270 nm 

・リグニンペルオキシダーゼ活性用反応液 

16 mM ベラトリルアルコール, 20 mM コハク酸緩衝液（pH3.0）, 1 mM H2O2, A315 nm 

・ラッカーゼ活性測定用反応液 

0.8 mM 2, 6-dimethylphenol, 20 mM コハク酸緩衝液（pH3.0）, A465 nm 

酵素活性は、単位 gタンパク質当たり、1分当たりの吸光度変化量を酵素活性値として用いた。 

⑦天然または非天然のエステルについて分解可能なリパーゼ活性を有する菌株の獲得 

リパーゼ活性を有する菌株のスクリーニングリパーゼ活性の検出は、Kouker & Jaeger(1987)

により考案された rhodamine B を用いたリパ ーゼ活性を有するバクテリアをスクリーニング

する方法を改良し、コロニーの呈色反応から目的の菌を獲得した。 得られた菌株を用いて、リ

パーゼの検出は Native PAGE によりタンパク質の分離を行った後、rhodamine B による呈色か

ら酵素の検出を行った。 

⑧ゴム分解酵素の細胞外分泌メカニズムの解析 

細胞外分泌に関与すると期待される CAP64 遺伝子産物の細胞内局在性について解析を行った。

タンパク質 Cap64 と標識タンパク質 mcherry、あるいは His-tag との融合タンパク質を担子菌



酵母 Cryptococcus neoformans の細胞内で合成させ、CAP64 の細胞内局在性を蛍光顕微鏡にて

観察した。 

 

４．研究成果 

ゴム分解菌のスクリーニング 

自然界より分離した分離株 200 株と，市販の 6 菌株について，天然ゴムラテックス添加培

地に植菌し菌の増殖を観察したところ，206 株中 21 株が生育した。これら菌株からゲノム DNA 

を抽出し，ITS 領域の塩基配列を用いた菌の同定を行った。その結果，7 株は子嚢菌であり植

物病原菌であった。他の 14 株は担子菌のハラタケ亜門に属した。これら 21 株を用いて，YNB 

平板培地と天然ゴムラテックス添加培地に植菌し，菌の伸長量をゴムの有無により比較した。

最も生育が良かった菌株は，Hyspsizyqus  marmoreus (ブナシメジ) で 2.46 倍，次いで 

Phanerochaete sp. 1.69 倍であった。 

TLC によるゴム分解産物の検出 

天然ゴムラテックス添加培地での菌糸伸長が著しかった菌株は，天然ゴムラテックスを分解

し，炭素源として利用したと考えられる。そこで，天然ゴムラテックス添加培地で菌を培養後，

天然ゴムラテックス分解物を回収し TLC により分解産物の検出を行った。その結果，コントロ

ールでは検出されない特徴的なスポットが確認できた。  

ゴム分解産物の構造解析 

天然ゴムラテックスに、菌を作用させたゴム試料と菌を作用させていないゴム試料を用い、

分子量の比較を GPC により行った。天然ゴムラテックス平均分子量は，47.6 × 104 だったが，

Phanerochaete sp.，ブナシメジをそれぞれ作用させた場合，平均分子量は約 1/6 から 1/7 ま

で減少し，8 × 104， 7.3 × 104 となった。他方，FT-IR 測定を行ったところ，アミスギタ

ケを作用させた試料では，1,300 cm-1 付近に，-OH の伸縮振動と思われる新たなピークが確認

され，これは，H1-NMR 測定によっても 3.8 ppm に –OH のピークが確認された。つぎに，ブナ

シメジを作用させた試料では，FT-IR 測定により，1,750 cm-1 付近に，H1-NMR 測定によっても

0.98 ppm にごくわずかではあるが –CHO のピークが確認された。これらのことから，ブナシメ

ジ，あるいはアミスギタケによる天然ゴムラテックスの分解では，分解産物が異なっており，

分解メカニズムが異なることが予想された。Phanerochaete sp. については現在解析を行って

いる。 

Phanerochaete sp.による固形ゴムの分解 

ゴム製品は，天然ゴム，合成ゴム，合成樹脂が用いられており，強度と弾力性を得るために，

加硫し鎖状のゴム分子を結合させる加工が行われる。そこで，Phanerochaete sp.を用い，固形

ゴムの資化性について検討を行った。YNB 培地に固形ゴム片を添加し、菌培養後，ゴム片を取

り出し，ゴム表面を走査型電子顕微鏡により観察したところ，菌を作用させていない固形ゴム

と比較し，IR，BR，SBR ではゴムの内部まで菌糸が入りゴム表面の崩壊が観察された。NR につ

いては，ゴム表面の崩壊が激しく，菌糸体を確認することはできなかった。これらのことから，

Phanerochaete sp. は天然ゴムラテックスの分解だけではなく，固形ゴムも分解する可能性が

ある。 

ブナシメジによるラテックス培地培養時に発現する遺伝子群の同定 

ゴムラテックス添加培地、対象培地としてグルコース添加培地を用い、H. marmoreu あるい

は Phanerochaete sp.を培養し、トランスクリプトーム解析を行った。その結果、リグニン分

解酵素群の Versatile peroxidase、Peroxidase、Aldehyde oxidase、Alcohol oxidase、Glucose 



oxidase をコードする遺伝子がゴムラテックス添加培地培養で多く発現していたことが判明し

た。また、リグニン分解酵素であるラッカーゼ、マンガンペルオキシダーゼ、リグニンペルオ

キシダーゼの酵素活性を測定したところ、いずれの酵素においても、グルコース添加培地培養

よりもゴム添加培地培養の方が高い活性値となった。これらの酵素が天然ゴムラテックスの分

解に関与する可能性は大変高い。 

難分解性物質分解酵素の候補としてのリパーゼのスクリーニング 

日本産酵母 171 株を用い、細胞外へリパーゼを産生する菌のスクリーニングを行ったところ、

39 株は、炭素源がオリーブオイルである Rhodamine B 培地で陽性であった。これらのうち 5株

は炭素源を菜種油、あるいは Triolein としても Rhodaine B 培地で陽性であり、かつ 4℃での

培養でも陽性であった。これら 4株について D1/D2 領域の DNA 塩基配列を用いた系統解析の結

果、2 株は 1 つのクラスターを形成し、かつ既知の配列との一致はみられなかった。生理生化

学的性状試験の結果、グルコースを発酵し、炭素源資化性試験において 4つの炭素源で W. alni

と違いがあった。これら 2株は同種であり新種である可能性が示唆された。また、これら 2株

について TLC により Triolein の分解生成物と思われる物質を検出できた。これらのことから、

2 株は脂質分解酵素を産生する未記載種であることが期待される。さらに、低温でも活性のあ

る酵素であった。 

細胞外分泌酵素の分泌メカニズムの解析 

担子菌酵母 Cryptococcus neoformans を用い、リグニン分解酵素ラッカーゼを含む細胞外分

泌酵素の分泌系と CAP64 遺伝子産物との関与について解析を行った。CAP64 遺伝子欠失株を 

YPD 液体培地で定常期まで培養を行い、細胞形態を観察すると、液胞の体積が大きくなる場合

や小胞の数の増加がみられ、酸性オルガネラ染色液キナクリンにより染色されないことが明ら

かとなった。CAP64 欠失株では野生株と比較して、対数増殖期において細胞の不分離がみられ

た。さらに、定常期のある細胞ではラッカーゼの活性の上昇とラッカーゼをコードする遺伝子

LAC1 遺伝子転写量増加がみられた。細胞外分泌酵素などの輸送は細胞内小胞輸送によるもので

あると知られていることから、輸送に関与する遺伝子転写量を CAP64 欠失株と野生株とで比較

した。野生株と比較して欠失株では、それら細胞輸送に関与する遺伝子転写量に異常がみられ

た。そこで、Cap64 タンパク質に蛍光タンパクを付加し、その細胞内の局在性を調べたところ、 

CAP64 遺伝子は液胞/小胞に局在していると判明した。このことは CAP64 遺伝子が細胞内小胞

輸送に関与する可能性を示唆する結果となった。 
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