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研究成果の概要（和文）：　褐色腐朽菌はリグニンを未分解のままセルロースを完全分解できる微生物として知
られる。したがって、この分解機構を利用した、脱リグニンが不要な新しい植物バイオマス糖化技術が開発可能
である。
　本研究では、褐色腐朽菌の木材分解主要経路である錯体介在フェントン(CMF)反応に関与する鉄結合性ペプチ
ドもしくは低分子タンパク質に着目した。褐色腐朽菌が分泌する鉄結合性ペプチドもしくは低分子タンパク質を
網羅的に解析し、その中から木材分解の制御を可能にするキー因子(ペプチドや低分子タンパク質)を特定するこ
とを目指す。

研究成果の概要（英文）：Brown-rot fungi has been considered as microorganisms which are able to 
remove plant cell wall polysaccharides, such as cellulose and hemicelluloses, together with 
extensive modification of lignin structure, but without lignin metabolism. The wood degradation 
mechanism would be used for the development of new saccharification process which does not require 
the de-lignification process.
We focused that peptides and low-molecular proteins with iron-binding ability, which has been 
considered to be involved in wood degradation system by brown rot fungi. In the present study, we 
selected and analyzed the peptides and low-molecular proteins produced by brown rot fungus in order 
to identify the key factor which enable us to control the brown rot system.

研究分野： 植物細胞壁分解
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１．研究開始当初の背景 
 植物バイオマスのリファイナリーでは効

率的な糖化が不可欠であり、それを実現す

るために植物分解性真菌類の分解酵素を利

用した糖化技術が盛んに研究されてきたが、

依然としてこの糖化プロセスは一連のプロ

セスにおけるボトルネックである。 
 褐色腐朽菌はリグニンを未分解のままセ

ルロースを完全分解できる生物として知ら

れ、酵素分解系に加えて、他の真菌類とは

全く異なる特殊な非酵素的分解メカニズム

を有する。この特殊な分解システムでは、

錯体存在下で二価鉄と過酸化水素間で起こ

る錯体介在フェントン反応（CMF 反応）に

より生成する水酸化ラジカルが、木材細胞

壁成分を攻撃すると理解されている。 
 ところで、木材腐朽菌がペプチドや低分

子糖タンパク質を生産し、それらの幾つか

は鉄還元性を示すと報告されている 1-4)。こ

れらは木材中の三価鉄の還元を通じて

CMF システムにおいて役割を果たす可能

性が示唆されている。代表者は、これらの

ペプチドや低分子糖タンパク質が一連の

CMF 反応に関与する化合物の中で唯一の

遺伝子産物であることに着目し、褐色腐朽

菌の植物分解機構を代謝工学的に制御する

ためのキー因子になり得ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、褐色腐朽菌が木材腐朽時に 
生産するペプチド（もしくは低分子タンパ

ク質）を同定し、さらに褐色腐朽菌の木材

分解に関与するものを特定することで、褐

色腐朽菌の代謝工学を可能にするキー因子

を見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 褐色腐朽材中のシュウ酸濃度およ

び二価鉄濃度の調査 
 スギの丸太から得たカンナ屑10 gを培養

ボトルに入れた後、5 ml の蒸留水を加え、

滅菌した。ポテトデキストロース寒天培地

上で生育した褐色腐朽菌 Gloeophyllum 
trabeum の NBRC6430 株を 3 mm 角に切り

抜き植菌した後、27 ℃で静置培養した。得

られた腐朽バイオマスからの抽出液を用い

て E-キットシュウ酸(E2100)を用いてシュ

ウ酸濃度を測定した。また、フェロジン試

薬を用いたフェロジンアッセイによる鉄還

元能の調査も実施した。 
 
（２） 金属固定化クロマトグラフィー

（IMAC）法による鉄結合性ペプチ

ド（低分子タンパク質）の探索 
 （１）と同様の条件で培養した木材薄片

からの水抽出液を鉄固定化クロマトグラフ

ィーに供した。また、0.5%のセルロースも

しくはスギ木粉（いずれも Aqueous Counter 
Collision 法にてナノフィブリル化したも

の）を含む Highley 培地でそれぞれ 27 ℃で

培養した際の培養液も同様に固定化クロマ

トグラフィーに供した。カラムは HiTrap 
IMAC FF（GE healthcare）に 0.1 M FeCl3溶

液を供することにより調整した。カラムク

ロマトグラフィーにより得られたそれぞれ

の画分を SDS-PAGE により分析した。鉄へ

の強い結合性が示唆される画分をフェロン

ジン法に供し、鉄の還元性を調査した。 
 
（３） RNA-seq 解析による鉄結合性ペプ

チド（低分子タンパク質）の探索 
 ポテトデキストロース寒天培地上で本菌

を培養し、その後、そこから 3 mm 角の菌

糸を 1 箇所切り抜き、0.5 ％の各種炭素源

を含む Highley 培地に植菌した後、27 ℃、

10 日間培養した。炭素源として、D-グルコ

ース、微結晶性セルロース（アビセル）、

スギ木粉を用いた。アビセルと木粉は

Aqueous Counter Collision 法にてナノフィ

ブリル化したものを用いた。得られた菌体

から抽出したRNAを Illumina Hiseq 2000を
用いた RNA-seq 解析に供した。 
 

（４） 鉄結合性低分子タンパク質のクロ

ーニングと異種宿主発現 
 （３）で得た mRNA から合成した cDNA
を鋳型にして、目的の低分子タンパク質を

コードすると考えられた遺伝子を PCR に

よりクローニングした。得られた cDNA を

pPICZαベクターに挿入し、それを用いて

酵母菌 Pichia pastorisKM71H を宿主とした

異種宿主発現に供した。メタノールにより

タンパク質の生産を誘導し、遠心分離で細

胞を除去したものを粗タンパク液とした。

得られた粗タンパク液を、鉄を固定化した

金属固定化クロマトグラフィー（IMAC）



法により精製し、SDS-PAGE 分析に供した。

さらに、フェロジン法を利用して、組換え

体の二価鉄還元能を評価した。 
 
（５） 鉄結合性低分子タンパク質遺伝子

の発現抑制株の作出 
 Gt58158 遺伝子の RNAi 法による発現抑

制株を作出した。すでに研究代表者の研究

室で構築された G. trabeum 発現ベクターの

マルチプルクローングサイトに Gt58158 遺

伝子のセンス鎖 300bp とアンチセンス鎖

250bp を直列に連結させることで、センス

鎖とアンチセンス鎖間にループ構造が形成

されるように設計した。インサートはβチ

ューブリンプロモーター制御下においた。

この RNAi ベクターを用いて G. trabeum を

形質転換し、ハイグロマイシン耐性に基づ

き選抜した。得られた組換え体を液体培地

で培養し、培養液のフェロジンアッセイに

より、鉄還元性を調査した。 
 
（６） ガンマ線照射による鉄還元能抑制

株の作出 
 農研機構・次世代作物開発研究センター

放射線育種場において、寒天培地上で培養

したG. trabeum 6430株の菌糸にガンマ線を

照射した。照射線量は 1500、1200、900、

600、300Gy に設定した。ガンマ線照射後の

菌糸のごく一部をグルコースを炭素源とす

る液体培地に植菌した後で培養し、菌糸が

増殖したところで菌糸を回収し、ワーリン

グブレンダーにより菌糸を懸濁した。この

懸濁液 1ml を 10ml の Highley 液体培地に接

種し、26℃で 13 日間静置培養した。培養期

間中に鉄還元能を定期的に測定した。 

 
４．研究成果 
（１） 褐色腐朽材中のシュウ酸濃度およ

び二価鉄濃度 
 シュウ酸は褐色腐朽菌が有する木材分解

メカニズムにおいて、三価鉄の可溶化やキ

レートといった機能を通じて CMF システ

ムに重要な役割を果たしていると考えられ

ている。そこで本研究では、培養 3 か月後

のスギカンナ屑からシュウ酸を抽出し、そ

の濃度を測定した。その結果、G. trabeum

では約 1g の木粉あたり約 3.5mg ものシュ

ウ酸が検出された。これは同条件で培養し

た白色腐朽菌 T. versicolor と比較して顕著

に高い値であり、本菌の木材分解における

シュウ酸の重要性を支持する。また、同条

件で培養した腐朽材における鉄還元能をフ

ェロジン法で評価した結果、G. trabeum で

腐朽した場合、T. versicolor と比較して、約

５倍以上の鉄還元能が検出された。 
 
（２） IMAC 法および RNA-seq 法による

鉄結合性ペプチド（低分子タンパク

質）の探索 
 各種培養液に対して鉄を固定化したカラ

ムを用いたアフィニティクロマトグラフィ

ーを実施した。その結果、セルロース液体

培地、木粉液体培地、木材薄片培地いずれ

の場合においても鉄固定カラムに結合する

ペプチドもしくは低分子タンパク質が得ら

れたものの、いずれのものもフェロジンテ

ストにおいて鉄還元性が陰性であった。 
 そこで、本研究では RNA-seq による遺伝

子発現解析により鉄結合性ペプチドを探索

することとした。RNA-seq 解析で得られた

シークエンスデータからグルコース培地、

アビセル培地、スギ木粉培地間で異なる発

現挙動を呈する遺伝子を求めた。それぞれ

の培地間での発現変動遺伝子を MA plot し
たところ、それぞれの培地間で多くの発現

変動遺伝子が見られた。そのパターンを培

地間で比較したところ、スギ木粉培養系と

図１ 各培地で検出された発現変動遺伝子
のクラスタリング（n=3 で試験した） 

   Glu：グルコース培地 
   AVI:アビセル培地 
   SUGI：スギ木粉培地 



アビセル培養系における発現変動遺伝子は

発現パターンの類似性が比較的高く、一方

グルコース培養系はやや異なっていること

が示された（図１）。また、アビセル培地と

木粉培地における発現変動遺伝子数は、ア

ビセル培養系で発現が増加した遺伝子が

83 個であるのに対してスギ木粉培養系に

おいては 2150 個と多く見られた。一方、

発現が特異的に減少した遺伝子は、スギ木

粉培養系が 365個に対してアビセル培養系

では 3184 個であった。 
 これまでに報告されている白色腐朽菌

Phanerochaete chrysosporium 由来の菌

体外鉄還元性低分子タンパク質GLP1と相

同性を示すものとして G. trabeum のゲノ

ム中に存在する５つの遺伝子はそれぞれ

Gt58158、Gt101715、Gt104526、Gt130687、
Gt132851 であり、そのうち Gt58158 がもっ

とも高い相同性を示した（図２）。これらの

遺伝子の発現量を RNA-seq データから抽

出し、各培地条件における発現量を比較し

た。その結果、Gt58158、Gt132851、Gt101715
についてはセルロース培地で発現が誘導さ

れ、Gt104526 については、セルロース培地

およびスギ木粉培地において発現が誘導さ

れた（図３）。このことから、これらの遺伝

子が木材腐朽で重要な役割を果たすタンパ

ク質をコードしていると考えられた。 

 
（３） 組換え体の異種宿主発現とその機

能解析 

 RNA-seq によりセルロースもしくは木粉

で誘導されることが明らかとなった５種の

低分子タンパク質遺伝子 Gt58158 、

Gt101715、Gt104526、Gt132851 について、

酵母菌 P. pastoris による異種宿主発現を試

みた。SDS-PAGE の結果、いずれも可溶性

の組換えタンパク質として生産することが

できなかった。大腸菌の発現系についても

試みたが、酵母菌と同様に可溶性タンパク

質として生産することはできなかった。一

方で、セルロースや木粉で誘導されなかっ

た Gt130687 は、酵母菌 P. pastoris での異種

宿主発現において明確なバンドとして観察

された。SDS-PAGE で観察されたバンドの

移動度から算出した分子量はアミノ酸配列

から予想される分子量よりも大きかったこ

とから、糖鎖が付加された糖タンパク質で

あると考えられた。この組換え Gt130687
をフェロジンテストに供したものの、鉄の

還元性は見出されず、また、鉄固定カラム

への結合性も見られなかった。Gt130687 は

他の４つの相同遺伝子と遺伝子発現パター

ンは異なるものの、相同性の観点から、他

の４つのタンパク質も同様の性質を有して

いる可能性が高いと考えられる。 
  
（４） Gt58158 遺伝子発現抑制株の性質 
 分子系統解析の結果、P. chrysosporium 由

来の GLP と最も高い相同性を示した

Gt58158 遺伝子について、RNAi による発現

抑制株を作出した。得られた変異株の培養

図２ P. chrysosporium 由来の GLP と相
同性を示す遺伝子がコードするタ
ンパク質の分子系統解析 

図３ G. trabeum 由来 GLP の発現挙動 



液を用いてフェロジン法による鉄還元能を

調査した結果、野生株とほぼ同程度の還元

能が検出された（図４）。 
 
（５） ガンマ線照射により変異導入され

た株の鉄還元能 
 G. trabeum へのガンマ線照射によりゲノ

ムにランダム変異導入し、得られた変異株

の培養液を用いてフェロジン法による鉄還

元能を調査した結果、線量 900Gyと 1500Gy
の試験区において、鉄還元能の低下した株

が得られた。これらの株の Gt58158、
Gt101715、Gt104526、Gt130687、Gt132851
遺伝子の発現を RT-PCR によって調査した

結果、いずれの株においてもこれらの遺伝

子の明確な発現低下は見られなかった。こ

のことは、本菌においてこれらの低分子タ

ンパク質ではない何らかの鉄還元能を有す

る物質が存在することを示唆する。 
 
（６） まとめ 
 過去の文献において、木材腐朽菌がペプ

チドや低分子糖タンパク質を生産し、それ

らの幾つかは鉄還元性を示すことが報告さ

れている 1-4)。しかしながら、これらについ

ては、その機能について生理学的に解析さ

れた例はほとんど無い。本研究では、IMAC
を用いたペプチドーム（プロテオーム）解

析、RNA-seq による選抜と組換え体の機能

解析、RNAi によるノックダウン解析、ガ

ンマ線照射によるランダム変異導入解析な

ど様々な角度から鉄還元性のペプチドや低

分子糖タンパク質の特定および機能解析を

試みた。しかしながら、いずれの解析にお

いても明確な鉄還元能を有するペプチドや

タンパク質を検出することはできなかった。

RNA-seq により特定された白色腐朽菌 P. 
chrysosporium 由来の GLP と相同性を示す 
Gt58158、Gt101715、Gt104526、Gt130687、
Gt132851 遺伝子のうち Gt58158、Gt101715、
Gt104526、Gt132851 遺伝子が木材細胞壁分

解に重要である可能性が示唆されたが、本

研究の結果からは鉄還元能によって腐朽に

関与するとは言い難い。 
 これまで腐朽菌で報告されてきた鉄還元

性ペプチドやタンパク質の存在を、本研究

が否定するものであると結論付けることは

できないが、少なくとも褐色腐朽菌のモデ

ル菌の一つとして様々な研究がなされてき

た G. trabeum においては、鉄還元性ペプチ

ドやタンパク質を介した鉄還元システムが

生理的に重要な役割を果たしているとは言

い難い。これまでの研究において、G. 
trabeum は 2,5-ジメトキシヒドロキノンが

主要な鉄還元物質として報告されており、

その他の褐色腐朽菌でも同様に各種低分子

芳香族化合物の関与が示唆されていること

から、それらの腐朽菌においては、低分子

芳香族化合物の鉄還元系が発達しており、

ペプチド・タンパク質による鉄還元系が未

発達である可能性がある。 
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