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研究成果の概要（和文）：２種の白色腐朽菌から木材腐朽の際に、フェノールオキシダーゼ活性

を示す酵素類と協奏的に作用する水酸化ラジカル生成物質を得た。これらの物質はアマドリ化

合物や２価鉄を含む糖タンパク質であった。ゲノムの全塩基配列が公表された Phanerochaete 

chrysosporium から、この物質のタンパク質部分をコードする遺伝子を特定した。また、この

糖タンパク質によって、リグニンモデル化合物の水酸化反応が確認された。 

 

 
研究成果の概要（英文）： White-rot basidiomycetes produce extracellular glycoproteins 
which catalyze redox reaction to produce hydroxyl radical, reduce Fe(III) to Fe(II), and 
strongly bind Fe(II). White-rot fungi degrade wood when the fungi produce at least one 
phenol oxidase in combination with hydroxyl radical. The isolation and characterization 
of DNA sequences that appear to encode these glycoproteins were demonstrated. 
Lignin-model compounds were hydroxylated by the glycoproteins. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)木材を分解できる菌類は腐朽型が異なっ
ても水酸化ラジカルを生成する２価の鉄を
含む糖タンパク質を分泌することを既に明

らかにしていた。 

(2)リグニンを分解できる白色腐朽菌は環境
汚染物質を分解できることが報告されてい
たが、分解機構は解明されていなかった。 
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(3)木材中のリグニンや環境汚染物質の分解
には、木材腐朽菌の分泌する糖タンパク質に
よって生成される水酸化ラジカルが関与し
ているのではないかと考えた。すなわち、水
酸化ラジカルによってリグニンの非フェノ
ール性の末端に水酸基が付与され、酸化還元
電位が低く天然のリグニンに作用できない
マンガンペルオキシダーゼやラッカーゼが
作用できるようになる。この木材中のリグニ
ン分解機構と同様な機構が働いて、環境汚染
物質も分解される。 

(4)白色腐朽菌の Phanerochaete chryso‐
sporium の全ゲノム配列が公表され、また糖
タンパク質のタンパク質部分のＮ末端や内
部アミノ酸配列が解析され、これらの情報を
使用して、遺伝子をすでに特定していた。 

 

２．研究の目的 

(1)糖タンパク質遺伝子の完全長を解明し、こ
の物質の詳細な構造を明らかにする。 

(2)糖や２価の鉄とタンパク質の結合様式を
解明することによって、水酸化ラジカル生成
機構を解明する。 

(3)水酸化ラジカル生成糖タンパク質の大量
発現系を構築する。 

(4)環境汚染物質の分解経路の解明および分
解法を確立する。 

 

 

３．研究の方法 

(1)水酸化ラジカル生成糖タンパク質の詳細
な解析を行うために、成長が早く強力なリグ
ニン分解菌として多数の報告があり、全ゲノ
ムの塩基配列が公表されている白色腐朽菌 

P. chrysosporium を木粉添加培地で培養し、
菌体外に分泌される水酸化ラジカル生成物
質を回収した。その後、Sephadex G-50 によ
るゲルろ過クロマトグラフィー、疎水クロマ
トグラフィーによって精製した水酸化ラジ
カル生成物質を、Tricine-SDS-PAGE 後、PVDF
膜にブロッテイングし、バンドを検出後切り
出し、酵素消化した。Smart システムで分離・
精製後、アミノ酸シークエンサーによってＮ
末端アミノ酸配列および内部配列を決定し
た。この配列を用いて、P. chrysosporium の
ゲノムデータベースに対してTBLASTNを用い
て検索を行ったところ、配列中に高い相同性
を示す配列が検出されたため、その配列を用
いてプライマーを作成した。供試菌から RNA
を抽出し RT-PCR 産物を得、RACE-PCR 産物を
クローニングし cDNA の完全長を得ることを
試みた。さらにゲノム DNA から遺伝子の全配
列を明らかにする。さらに、ゲノム上に似た
ような配列をコードする遺伝子がもう１つ
あることもわかったので、これに関しても
cDNAの完全長およびゲノムDNAから遺伝子の
全配列を明らかにする。 

(2)水酸化ラジカル生成糖タンパク質の大量

発現系の確立するために、完全長の cDNA およ

び遺伝子のゲノム配列を解析する。これらを

用いて大腸菌や酵母に遺伝子を組み換えて、

大量に水酸化ラジカル生成物質を発現させる

系を確立する。遺伝子組み換えによって得ら

れた物質は、タンパク質のみであると考えら

れるので、このままで活性があるかどうか検

討する。あるいはグルコースを添加してグリ

ケーションを起こすことが必要なのか、少量

の２価鉄の添加の必要性について検討する。 

(3) 水酸化ラジカル生成糖タンパク質の構

造解析および詳細な作用機構の解明を行っ

た。選択的リグニン分解菌として注目を集め

ている Ceriporiopsis subvermispora および数
種の腐朽菌からも水酸化ラジカル生成糖タンパ

ク質を分離・精製し、その物理化学的諸性質を

検討した。タンパク質部分のＮ末端および内部

配列アミノ酸解析によって、ゲノムの全塩基配

列がわかっている P. chrysosporium の情報を

用いて遺伝子が特定できないか検討した。 

 (4) 環境汚染物質の代謝経路の解明および

分解法の確立のめに、数種の水酸化ラジカル

生成糖タンパク質の分泌量が多い供試菌を

用いて、モデル化合物分解実験を行った。ダ

イオキシン類などの環境汚染物質のモデル

として、トリクロロジベンゾフランなどを用

いて検討した。中間代謝物の同定をガスクロ

マトグラフィー、高速液体クロマトグラフィ

ー、質量分析計を用いて行い代謝経路を解明

する。過酸化水素と２価鉄を用いたフェント

ン反応によって生成させた水酸化ラジカル

と、白色腐朽菌や褐色腐朽菌の菌体外に分泌

される糖タンパク質によって生成される水

酸化ラジカルによる環境汚染物質の分解実

験を行う。モデル化合物の残存量の測定、中

間代謝物の同定を行い、分解経路を明らかに

する。 

 

 
４．研究成果 
(1) 全ゲノムの塩基配列が公表されている白
色腐朽菌 P. chrysosporium から既に特定し
ていた遺伝子 glp1 と glp2 について、glp1 に
関しては５′末端および３′末端の非翻訳
領域を解析し、転写開始点および２つの異な
る転写終結点を解明した。glp2 に関しては
３′末端は解析できたが、５′末端について
は、glp1 と glp2 の配列が類似しており、glp2
に特異的なプライマーの設計が難しい点が
原因であるが、引き続き解析中である。 
(2) glp１遺伝子を大腸菌に組み換え、タンパ
ク質を発現させるために、pET-32 Xa/LIC ベ
クター系を用いた。その結果、発現は確認出



 

来たが、発現させたタンパク質を精製するの
が困難であった。すなわち、使用する酵素が
誤消化を起こす可能性やその後の精製段階
でかなり長時間を必要とした。そのため、
BIO-RAD 社の新製品である Profinity eXact 
Fusion-Tag System を使用し発現を試み、発
現させることができた。効率よく多量に発現
タンパク質を得るために、培養条件や発現条
件の検討を行い、いくつかの改善点を見出す
ことができた。 

(3) 選択的なリグニン分解菌として知られる
C. subvermispora は、他の白色腐朽菌と異なり
結晶性のセルロースを分解できるエクソ型の酵
素活性が弱いことを既に明らかにしていた。また
リグニン分解には水酸化ラジカル生成糖タンパ
ク質とフェノールオキシダーゼ活性を示す酵素
（マンガンぺルオキシダーゼ、ラッカーゼ）の関
与が考えられたので、この菌からも水酸化ラジカ
ル生成糖タンパク質の分離・精製を行い、物理
化学的諸性質を検討した。その結果、 P. 

chrysosporium のものと同様の性質を示す物
質が得られた。またこの物質のタンパク質部
分のＮ末端アミノ酸配列は P. chrysosporium
のものと 70％の相同性を示した。 

(4) P. chrysosporium と C. subvermispora から
の水酸化ラジカル生成物質は２価の鉄を含む糖
タンパク質で、分子量はいずれも 14000 前後で
あった。この物質は鉄や銅に対する還元力があ
り、アミノケト―ス（アマドリ化合物）を含んでいる
ことがわかった。これまでの結果から水酸化ラジ
カル生成機構を以下のように提案した。タンパク
質部分の側鎖のアミノ基と還元糖が非酵素的に
結合し、シッフ塩基を経てアマドリ化合物を生じ
る。このアマドリ化合物中のエンジオール構造が、
３価の鉄を２価に、２価の銅を１価に還元し、また
酸素をスーパーオキサイドアニオンを経て過酸
化水素にする。さらに２価の鉄と過酸化水素がフ
ェントン反応によって水酸化ラジカルを生成する。
３価の鉄はＮＡＤＨなどの電子供与体の存在下、
再び２価に還元され連続的に水酸化ラジカルを
生成できる。 

 
(5)さらにこの物質を用いた環境汚染物質の
分解法の確立のために、モデル化合物を用い
て分解実験を行い、化合物の水酸化反応が起
こっていることを確かめた。ただし、モデル

化合物が水溶性でないものは反応が進行し
にくく、実験条件の検討が必要であった。 
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