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研究成果の概要（和文）：白色腐朽菌は強力なリグニン分解系を持ち、木質リグニンやダイオキ

シンのような難分解性有機物を効率的に分解できることで知られている。これを利用すること

により、環境に与える負荷が少ない状態で木質を有望な燃料資源へと変換、または、環境汚染

物質を除去する新規バイオリアクターの構築が可能であると考えられる。しかし、白色腐朽菌

のリグニン分解系は多くの既知、および未知遺伝子からできており。しかも、それら遺伝子の

発現は誘導性であるのだが、誘導因子の詳細は不明である。白色腐朽菌のリグニン分解能につ

いての知識は不十分であり、このことがバイオリアクター開発の大きな障害となっている。も

し、リグニン分解系全体を調節するマスターレギュレーター遺伝子を特定することができれば、

リグニン高分解菌育種のためのターゲットとなるばかりでなく、リグニン分解系を研究する上

でも重要な手掛かりになるだろう。 
 本研究においては、世界で最も広く研究されている白色腐朽菌である Phanerochaete 
chrysosporium を供試菌として用いて、リグニンペルオキシダーゼ（LiP）およびマンガンペ
ルオキシダーゼ（MnP）の発現初期の菌体を用いたトランスクリプトーム解析を行った。LiP
および MnP は典型的なリグニン分解酵素であり、リグニン分解系発現の良い指標と考えられ
ている。解析の結果、カルモデュリン（CaM）をコードする遺伝子が lipおよびmnp遺伝子と
並行に発現していることが明らかとなった。そこで、CaMの役割について考察するため、CaM
阻害剤であるW-7が LiPおよびMnPの発現に与える影響について調査した。その結果、CaM
は LiPおよび MnPアイソザイム遺伝子群の発現において重要な役割を持ち、cAMPシグナル
は CaM 遺伝子転写の活性化を通して LiP および MnP アイソザイム遺伝子群の転写を活性化
することが示唆された。現在、我々は、新規リグニン高分解菌育種のターゲットを同定するこ

とを目的として、CaM相互作用タンパクについて解析を行っているところである。 
 
研究成果の概要（英文）：White-rot fungi are known to have a powerful ligninolytic system 
that can completely degrade wood lignin as well as persistent organic pollutants such as 
dioxin. This ability may be applicable to the construction of a novel potent bioreactor 
system to convert wood to potent materials and energy sources with low environmental 
load and to bioremediate polluted environments. However, the ligninolytic property of 
these fungi is attributable to many known and unknown enzyme genes, expression of 
which is inductive, and the factors that determine this expression are not completely 
understood. The lack of knowledge regarding the ligninolytic property of these fungi is an 
impediment to the development of a highly effective lignin-degrading fungal strain for the 
construction of an efficient bioreactor system. The identification of a master regulator that 
regulates the entire ligninolytic system in white-rot fungi could be used as a target for 
breeding a high lignin-degrading strain and for furthering our understanding of the 
lignin-degradation system in these fungi. 

In this study, we conducted a transcriptome analysis during the early development of 
Lignin peroxidase (LiP) and manganese peroxidase (MnP) in Phanerochaete 
chrysosporium, which is one of the most widely researched white-rot fungus in the world. 
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LiP and MnP are typical ligninolytic enzymes and considered good indicators for 
ligninolytic system expression. The transcriptome analysis indicated that the gene 
encoding calmodulin (CaM) was expressed in parallel with the lip and mnp genes. Then, we 
investigated effects of a calmodulin (CaM) inhibitor, W-7 on the expression of LiP and MnP 
genes in P. chrysosporium in order to consider the role of CaM. As a result, it was suggest 
that CaM has an important role for the expression of isozyme genes of LiP and MnP at the 
transcription level and that cAMP signaling functions to increase the transcription of LiP 
and MnP through the induction of cam transcription. We are currently investigating 
CaM-interacting proteins to analyze the downstream pathway regulated by CaM with the 
aim to identify a breeding target for construction of novel high lignin-degrading strains. 
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研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード： 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 木質は世界で最も豊富な再生可能資源で
あり、年間数百億トンから千数百億トン生産
されていると言われている。しかし、液化燃
料、樹脂などへ加工することが難しく、石油
代替資源としての利用は進んでいない。木質
を有効利用することは植林地の保全や、森林
面積の減少を食い止める動機付けにもなる。 
 白色腐朽菌は強力なリグニン分解系を持
ち、木質リグニンやダイオキシンのような難
分解性有機物を効率的に分解できることで
知られている。これを利用することにより、
環境に与える負荷が少ない状態で木質を有
望な燃料資源へと変換、または、環境汚染物
質を除去する新規バイオリアクターの構築
が可能であると考えられる。しかし、白色腐
朽菌のリグニン分解系は多くの既知、および
未知遺伝子からできており。しかも、それら
遺伝子の発現は誘導性であるのだが、誘導因
子の詳細は不明である。白色腐朽菌のリグニ
ン分解能についての知識は不十分であり、こ
のことがバイオリアクター開発の大きな障
害となっている。もし、リグニン分解系全体
を調節するマスターレギュレーター遺伝子
を特定することができれば、リグニン高分解
菌育種のためのターゲットとなるばかりで
なく、リグニン分解系を研究する上でも重要
な手掛かりになるだろう。 
 
２．研究の目的 
 

 白色腐朽菌におけるリグニン分解機構を
調節するマスターレギュレーター遺伝子を
特定することを最終的な目的として、LiP お
よび MnP 発現に関わるシグナル伝達経路に
ついて解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
 供試菌として、世界で最も広く研究されて
いる白色腐朽菌である P. chrysosporiumを
用いた。LiPおよびMnPの活性発現直前の
菌体（培養 2日目）、直後の菌体（培養 3日
目）、および cAMP阻害剤を入れた培養 3日
目の菌体から RNAを抽出し、Long Serial 
Analysis of Gene Expression法によるトラ
ンスクリプトーム解析を行った。 
 LiPおよびMnP発現におけるCaMの働き、 
cAMPシグナリングとの関連性を調べるため
に、培養 2日目の培養物に 10 mMの cAMP
とホスホジエステラーゼ阻害剤として 500 
µMの IBMXを添加した条件、または CaM
阻害剤として 100 µM のW-7を加えた条件
などを設定して、酵素活性の経時変化を測定
した。 
 
４．研究成果 
 
 3 種のライブラリーを比較し、酵素発現時に p
値が 0.05 以下かつ発現量が二倍以上変化した
ものについて検索した結果、発現量が増加した
遺伝子が 71個、減少した遺伝子が 22個現れた。
発現量が増加した遺伝子には、リグニン分解酵



 

 

素遺伝子（LiP H8 遺伝子、mnp2、mnp3）、CaM
遺伝子などの Ca2+シグナリング関連遺伝子など
が含まれていた。またクラスター解析の結果、そ
れら遺伝子はクラスターを形成し、さらに、mnp2
とカルモデュリン、mnp3 とホスホリパーゼ D、リシ
ンBレクチン、シトクロームP450、カレオシンがそ
れぞれサブクラスターを形成した。各遺伝子の
詳細な働きは未だ不明であるが、これら遺伝子
はリグニン分解酵素発現において重要な働きを
することが示唆された（発表論文(1)参照）。 
 CaMの役割につて考察するため、CaM阻
害剤であるW-7が LiPおよびMnPの発現に
与える影響について調査した。培養物に 10 
mM の cAMP とホスホジエステラーゼ阻害
剤として 500 µMの IBMXを添加したところ、
有意にLiP活性およびMnP活性が増加した。
これにより、cAMP シグナルが LiP および
MnP 活性に関与する直接的な証拠が初めて
得られた（Fig.1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Fig. 1 酵素活性経時変化 
 
 
cAMP、IBMX に加えて CaM 阻害剤として
100 µMのW-7を添加したところ、酵素活性
は消失した。また、100 µM W-7添加では細
胞内 cAMP濃度に変化は生じなかった。以上
のことは、LiP および MnP 発現において、
CaM シグナルが cAMP シグナルの下流に位
置することを示唆している。 

 次に、P. chrysosporiumが持つ全 LiPおよ
び全 MnP アイソザイム遺伝子の転写物量に
ついて、上記薬剤に対する影響を調べた。そ
の結果、W-7は転写レベルで全 LiPおよび全
MnP アイソザイム遺伝子の発現を抑制する
ことが判明した。また、cAMPと IBMXの添
加は CaM の転写を増加させることが分かっ
た（発表論文(2)、(3)参照）。これはトランス
クリプトーム解析の結果とも一致する。 
 以上の結果から、CaMは LiPおよびMnP
アイソザイム遺伝子群の発現において重要
な役割を持ち、cAMP シグナルは CaM 遺伝
子転写の活性化を通して LiPおよび MnPア
イソザイム遺伝子群の転写を活性化するこ
とが示唆された（Fig. 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 2 リグニン分解酵素発現機構 
 
 
 現在、我々は、新規リグニン高分解菌育種
のターゲットを同定することを目的として、
CaM 相互作用タンパクについて解析してい
る。具体的には、ファージディスプレイ法を
用いて CaM 結合性のタンパク質を網羅的に
検出し、プルダウン法にて CaM 結合性の確
認を行い、検出されたタンパク質機能につい
て考察を行っているところである。 
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