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研究成果の概要（和文）：リグニン分解酵素は、環境汚染物質の分解やセルロース系バイオマス

の前処理への応用が期待されている。本研究では、その一種であるマンガンペルオキシダーゼ

の高効率生産を目指し、白色腐朽菌の増殖形態と生産性の関係について検討した。培養条件と

増殖形態、マンガンペルオキシダーゼ生産量との関係を遺伝子発現量から解析したところ、増

殖により形成される菌糸体ペレットの直径が一定値（0.7mm）以下の場合に遺伝子発現量が高

くなることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Ligninolytic enzymes are expected as an agent for the degradation 
of environmental pollutant and/or for the pretreatment of cellulolytic biomass. The purpose 
of this study was to produce high amount of manganese peroxidase, a kind of ligninolitic 
enzymes, by the optimization of growth morphology of white-rot fungus. The expression 
level of manganese peroxidase gene was high when the diameter of mycelial pellet was 
below 0.7 mm.    
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１．研究開始当初の背景 

ダイオキシン類などの難分解性有害化学
物質の分解に関して、現在精力的に研究が進
められている物理化学的処理法（溶融固化な
ど）は、処理速度は高いが高温・高圧の反応
条件を必要とする。このため、消費エネルギ
ーが大きいことや設備コストが高いこと、処
理後の溶融固化物（ガラス状物質）が産業廃
棄物となるため土壌の埋め戻しができない
こと、などの弱点がある。一方、特殊な微生
物（Sphingomonas 属細菌など）を用いて有
害物を分解する生物処理についても研究さ

れているが、処理速度が低く実用レベルには
達していない。 

このため、新たな有害物質処理方法として
白色腐朽菌、あるいは白色腐朽菌が生産する
リグニン分解酵素を利用したバイオレメデ
ィエーションが期待され、国内外で多くの研
究が進められている。しかしながら、現在ま
で実用化には至っていない。この原因として
は、分解酵素生産性の高い優良株が得られて
いないことや、効率の良い培養方法が見出さ
れていないことが挙げられる。 

そこで、我々は酸化還元酵素を用いたバイ
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オレメディエーションの実用化を目指し、新
規微生物のスクリーニングから酸化還元酵
素の生産及び環境浄化への利用について研
究を進めてきた。その結果、腐朽木材を含む
土壌からリグニン分解酵素の一つであるマ
ンガンペルオキシダーゼの生産性が高い白
色腐朽菌を得ることに成功した。この白色腐
朽菌の培養特性を予備検討したところ、増殖
形態によりマンガンペルオキシダーゼの生
産性が大きく変化する傾向が見られた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、mRNA の発現量を指標として
マンガンペルオキシダーゼの生産に適した
白色腐朽菌の増殖形態を明らかにすること、
及びそのための培養条件を明らかにするこ
とを目的として検討を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1)培養方法 
 マンガンペルオキシダーゼ生産用の白色
腐朽菌としては、当研究室で自然界からスク
リーニングした Bjerkandera sp. L-25 株を
用いた。これを 500ｍL のバッフル付き三角
フラスコ内の液体培地 100mL に植菌し、液
体振盪培養法により培養した。 
(2)分析方法 
 マンガンペルオキシダーゼ活性は、キレー
トによる吸光度変化（マロン酸―Mn 法）に
より測定した。mRNA の発現量については、
増殖した菌糸体からRNAを ISOGENで抽出
し、realtime RT-PCR 法を用いて解析した。
PCR 用のプライマーとしては、F: 
TCGACTGACCTTCCACGATG、R: 
CGCCTGCGAATTGAATAAAG を用い、リ
ファレンスとしては αチューブリン（F: 
GACACCGTGATGGACAAGG、R: 
GCCTCGTTRTCGACCATGGA）を用いた。
また、realtime PCR には SYBR GreenⅠを
用いたインターカレータ法を用いた。 

増殖した菌糸体の形態は、フラスコ中の培
養菌糸体の全量をシャーレに取り出し撮影
した後、Sigma scan と ImageJ を用いて画
像解析した。 
 

４．研究成果 
(1)マンガンペルオキシダーゼ生産の経時変
化 
液体振盪培養法でマンガンペルオキシダ

ーゼ生産を行った場合の経時変化を Fig.1に
示す。150rpm で培養を行った場合には、約
10 日間の培養で最大マンガンペルオキシダ
ーゼ活性 2.5U/mL が得られたが、100rpm、
50rpmで培養を行った場合には 1.0～1.5U/mL
であった。 

Fig.1 振盪培養法によるマンガンペルオ
キシダーゼの生産（振盪速度 150rpm） 
 

 
Fig.2 振盪培養 8日目の菌糸体の様子 
振盪速度が異なる条件で培養した場合の
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of 
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[mm] 

8 9 14 187 0.66 401 0.43 

10 8 12 228 0.62 328 0.48 

13 7 13 218 0.71 340 0.5 

Table 1  振盪速度と増殖形態の関係 

100 rpm50 rpm

150 rpm 
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菌糸体の状態は、Fig.2 に示すように、
150rpm と 100rpm では、100rpm で僅かに
ペレット経が大きくなる程度であったが、
50rpm では極端にペレット経が大きくなっ
た。これらの画像を解析した結果を Table 1
に示す。100rpm では平均ペレット経は
0.7mm 程度で、ペレット数は 200 程度であ
った。150rpm では平均経は 0.5mm 程度に
低下するが、ペレット数は 350 程度まで増加
した。150rpm での生産性の高さは、ペレッ
ト数の多さによるものかもしれない。 
(2)振盪速度と遺伝子発現の関係 
次に振盪速度と最大マンガンペルオキシ

ダーゼ活性、遺伝子発現量の関係を Fig.3 に
示す。最大マンガンペルオキシダーゼについ
ては、50rpmと 100rpmでは 150rpmの 60％
程度まで低下し、これらの間に大きな違いが
見られなかった。一方、遺伝子発現量につい
ては、150rpm と 100rpm では大きな違いが
見られず、50rpmでは 40％以下に低下した。
150rpm と 100rpm では遺伝子発現量に大き
な違いはないが、最大マンガンペルオキシダ
ーゼ活性に大きな違いが見られた。また、
100rpm と 50rpm を比較すると、遺伝子発現
量に大きな違いがあるが、最大マンガンペル
オキシダーゼ活性に大きな違いが見られな
かった。これらの結果から、マンガンペルオ
キシダーゼの生産には、マンガンペルオキシ
ダーゼ遺伝子の発現以外にも影響を与えて
いる因子があることが示唆された。 

Fig.3 振盪速度と最大マンガンペルオキ
シダーゼ活性、遺伝子発現量の関係 
 

(3)培地成分と遺伝子発現の関係 
 振盪速度によるマンガンペルオキシダー
ゼ活性の違いについては、遺伝子発現以外の
因子の可能性が示唆されたため、培地成分に
よるマンガンペルオキシダーゼ活性の上昇
と遺伝子発現の関係について検討した。マン
ガンペルオキシダーゼ活性を誘導する培地
成分として Mn を加えた場合の経時変化を
Fig.4 に示す。Mn の添加によりマンガンペル
オキシダーゼ活性が 10倍以上になっており、
酵素活性の誘導に Mn が非常に有効であるこ

とが分かる。 

Fig.4 Mn 添加によるマンガンペルオキシダ
ーゼ活性の誘導 
 
遺伝子発現に及ぼす Mn 添加の影響を整理し
たところ、Fig．5 に示すように遺伝子発現量
の違いが最大マンガンペルオキシダーゼ活
性に影響していることが明らかになった。し 
かし、遺伝子発現量の差に比べて酵素活性の
違いが小さいことから、遺伝子発現量以外の
要因が影響していると考えられる。 

Fig.5 Mn 添加と遺伝子発現量、最大マンガ
ンペルオキシダーゼ活性の関係 
 
 

Fig.6 SDS-PAGE による菌体外タンパク質の
確認 
 
そこで、菌体外に分泌されるタンパク質につ
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いて、SDS-PAGE により解析した。その結果、
Fig.6 に示すように、培養 9日目、11 日目と
もにマンガンを添加した場合には、マンガン
ペルオキシダーゼの分子量である 40ｋDa 付
近に濃いバンドが確認された。一方、マンガ
ン未添加の場合には 40ｋDa 付近のバンドは
薄く、50～70ｋDa 付近に濃いバンドが確認さ
れた。この結果から、マンガンの添加により
マンガンペルオキシダーゼの生産が誘導さ
れるだけでなく、他のタンパク質の生産が抑
制されていることが明らかとなった。 
(3)まとめ 
 マンガンペルオキシダーゼ生産に最適な
増殖形態を検討した結果、0.5mm 程度のペレ
ット状に増殖する場合が最も適しているこ
とが明らかとなった。また、その場合にマン
ガンペルオキシダーゼ遺伝子の発現量が多
くなる傾向にあったが、これ以外の因子も影
響していた。 

マンガンペルオキシダーゼ遺伝子の発現
量とマンガンペルオキシダーゼ生産性の相
関関係は弱いため、マンガンペルオキシダー
ゼ以外のタンパク質の生産を抑制すること
が生産性向上に重要であると考えられる。 
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