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「糸状菌が生産する新規樹木成分の分解酵素の探索とその利用」 
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＜研究の背景や目的＞ 

微生物セルファクトリーを用いた有用物質生産において、環境負荷の低い植物

資源（植物バイオマス）から炭素源を供給することが今後のライフサイエンス

産業分野において期待されている。植物バイオマスとである植物細胞壁は、多

糖類（セルロースやヘミセルロース）やリグニンといった複雑なポリマーの集

合体である。したがって植物バイオマスから微生物資化可能な糖を得るために

は、樹木成分の分解の速度と効率を高める必要がある。本研究では、環境中で

植物を効率的に分解する木材腐朽菌から、これら樹木成分の分解に関与する新

規酵素を発見することを目指した。 

 
＜研究の方法や結果＞ 
① 種々の樹木成分を培地に添加した際に生産される細胞外タンパク質のプロ

テオーム解析 

担子菌の中でも針葉樹分解能力が優れている Phlebiopsis gigantea につい

て、セルロース培地に樹木成分を添加して培養した。得られた細胞外および

細胞内タンパク質について、LC-MS/MS を用いたプロテオーム解析を行い、菌

体外に分泌されたタンパク質を網羅的に同定した。顕著に誘導されたタンパ

ク質を 1個を選抜した。 

 

② 同定された機能未知タンパク質の機能解析 

1 個の酸化還元酵素タンパク質をコードする遺伝子をクローニングにより取

得した。得られた遺伝子を発現ベクターに導入し、大腸菌発現系によって、

リコンビナントタンパク質を調整した。得られたタンパク質をフラビンや

NADPHと共に種々の基質に対して反応させた。反応過程での NADPHの消費量

から活性を測定した。この際に、コントロールベクターを形質転換した大腸



菌粗酵素と反応させた場合をコントロールとして差し引いた。その結果、こ

れまで報告されていない活性が検出された（図１）。 

 

 

図１. リコンビナント酵素の比活性測定結果 

 

以上、見出した新規酵素について酵素学的特徴を解明しバイオマスの酵素分解

性を向上させる予定である。 
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〇針葉樹䛾構造

・両菌で生育阻害 ・樹脂酸(DAA、AA)が生育阻害

・Pgi䛿５日間でDAAを40%消費

・Pgi䛿Pchと比較して樹脂酸へ䛾耐性を保持

<抽出成分䛾組成比>

<粗抽出液䛾抗菌性試験> <各種抽出成分䛾抗菌性試験>

<A㻾Hとホモログ䛾構造比較> <8㻾2㼀が触媒する反応>

<各真菌䛾DAA代謝試験> <Pgi䛾DAA代謝経路䛾予測>

・Pgi䛿Pchと比較して抽出成分耐性を保持

抽出成分が菌体に与える影響を明らかにすることを目的として、抽出成分䛾抗菌性試験を行った。粗抽出液、
各種抽出成分を0mg～2mg個体培地に塗布し、2種䛾真菌(Pgi:橙、Pch:青)で䛾菌糸䛾成長を測定した。

最も高い抗菌性を示したDAAに対して、
Pgi独自䛾代謝活性を試験するために、
培養液中䛾DAA䛾消費量をGC-M㻿解析に
よって定量した。

〇白色腐朽菌䛾樹種選択性

白色腐朽菌： 最も効率的に木材を分解する真菌群。
　　　　　　　　  優れたリグニン分解能を持つ。

針葉樹分解性白色腐朽菌
(写真：Phlebiopsis gigantea
⇒Pgi)

広葉樹分解性白色腐朽菌
(写真：Phanerochaete chrysos-
porium⇒Pch

Pgi䛿樹脂酸(DAA)䛾代謝機構を有する

DAA䛾代謝経路や代謝酵素䛿本菌(真菌)において
明らかになっていない。先行研究で判明している
Pgi由来䛾DAA䛾代謝中間産物をもとに、DAA䛾代
謝経路を予測した。

・A㻾H䛿リグニン、抽出成分䛾
分解産物と反応した。

・これまでA㻾H䛿リグニン䛾分解産
物䛾変換に関与すると言われてい
たが、抽出成分䛾分解産物䛾変換
にも関与することが示唆された。

・リギダマツに豊富に含まれる
抗菌成分であるDAA䛾分解経路䛿
フェナントレン䛾分解経路と
類似したモデルが提唱されている。

Pgi

実際にPgiがDAA䛾代謝に用いている酵素を特定するため、DAA添加条件下で誘導される
タンパク質䛾発現量をプロテオーム解析により明らかにした。

33% 67%

背景

Pgiが保有する抽出成分耐性䛾分子機構を解明する

Phlebiopsis gigantea(Pgi)䛾ような針葉樹分解性白色腐朽菌䛿抽出成分
に耐性を有するために、針葉樹にコロニー形成が可能な䛾で䛿ないか。

目的

結果④　プロテオーム解析を用いたDAA代謝に関わるタンパク質䛾探索

<菌体内タンパク質䛾プロテオーム解析による発現量比較>

DAA添加
(DAA+)

非添加
(DAA-)

タンパク質発現量比較
タンパク質定量
(LC-M㻿/M㻿)5日培養 DAA+ DAA-

菌体内
タンパク

菌体外
タンパク

結果①　リギダマツに含まれる抽出成分䛾分離・定量

同定された主成分䛿8種であった。
主成分䛿、樹脂酸、グリセロ脂質、脂肪酸、
ステロールに大別にされた。

41%

17%

21%

2%

Pgi䛾腐朽対象であるリギダマツにおける抽出成分䛾組成を明らかにすることを目的として、抽出成分䛾分離・定量を行った。
木材䛾破砕後、70%アセトンを用いて抽出したサンプルを濃縮し、GC-M㻿解析を行った䛾ち、各種抽出成分䛾重量を測定した。

結果②　抽出成分䛾抗菌性試験

結果③　各菌䛾抗菌成分代謝能 PgiによるDAA代謝経路䛾予測

Van Beek et al., 2007 Martin & Mohn, 2000

Krah et al., 2018 Hori et al., 2014Pch,Pgi 画像：JGI

一部䛾白色腐朽菌䛾みが針葉樹を
分解する

プロテオーム解析によってDAAを水酸化する酵素候補を選抜した。

Pgi䛾抽出成分へ䛾耐性䛿樹脂酸耐性に起因する䛾で䛿ないか

DAA䛾代謝に䛿炭素環䛾水酸化
酵素が関与すると考えられる。

ステロール
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19%

針葉樹選択性白色腐朽菌Phlebiopsis giganteaが保有する
樹木䛾抽出成分耐性機構䛾探索

〇村上健太1 岩田莉奈2 森川正章3 堀千明3 (1北大・理、2北大院・総化、3北大院・環境科学)

** ** ** ** ** **

** *** *

*P<0.05 **P<0.01**P<0.01

針葉樹䛿抗菌性を持つ抽出成分を
豊富に含む

Linoleic 
acid

Erucamide Diolein

㼀rioleinβ-sitosterol

Dehydroabietic acid

Abietic
acid

Oleic acid

<本研究によって明らかになったA㻾H䛾基質由来䛾推測>

Fold change
(+DAA/Control)

Expression
levelPutaƟve funcƟonProtein ID

Inf2.162Histone H2B19953
Inf0.995Ras GTPase85237
Inf0.711AromaƟc-ring hydroxylase97607
Inf0.668Prefoldin127812
Inf0.624Alcohol dehydrogenase 6269176
Inf0.54Phosphatase, SS10870
Inf0.52Cystathionine-β-synthase30807
Inf0.389Methyltransferase type 1229844
Inf0.334short-chain dehydrogenase113309
Inf0.311F1F0-ATP synthase92915
Inf0.311Guanylate kinase119800
Inf0.292Lipid metabolism19073
Inf0.292Aldo/keto reductase112316
Inf0.212Transaminase78063
Inf0.17GH31130090
Inf0.155GH37α,α-trehalase101146

Inf0.155Ribosome biogenesis106506

Inf0.141RNA polymerase II27674
Inf0.141Beta-TrCP/Slimb proteins105153
Inf0.136Mitochondrial inheritance102803

Inf0.11Cystathionine β-synthase101938

Fold change
(+DAA/Control)

Expression
levelPutaƟve funcƟonProtein ID

4.960.72TranslaƟon iniƟaƟon factor29871
4.730.52Epoxide hydrolase, SS13159
4.570.41Arginine biosynthesis97112
4.494.18Cytochrome c oxidase114891
4.230.17Flavin monooxygenase64238
4.169.0040S ribosomal protein S2920277
3.8870.9740S ribosomal protein S2511664
3.610.70Unknown (DUF757)28275
3.480.54Methyltransferase type 11103094
3.460.50SGNH hydrolase104992
3.4320.54Tyrosinase299779
3.350.37Reductases, SS124243
3.280.29NEDD8482064
3.270.85TranslaƟon iniƟaƟon factor515500
3.210.20Vesicle coat complex COPII96685
3.170.18Vesicle coat complex COPII62476
3.120.13Nuclear transport receptor95597
3.0012.34UDP-glucose 4-epimerase129912

OthersLyase

HydrolaseOxidoreductase Transferase

結果⑤　候補酵素䛾基質予測

結果⑥　異種発現酵素䛾活性測定

芳香環ヒドロキシラーゼ(A㻾H)䛾基質を推測するため、Gelatoporia subvermispora由来䛾酵素ホモログ
である芳香環脱炭酸酵素(8㻾2㼀)と構造を比較した。

A㻾H䛾機能を特定するため、大腸菌を用いてリコンビナントタンパク質を生産し、様々な物質と反応させた。
活性䛿NADPH䛾消費によって計測した。

A㻾H䛿p位が水酸化されたヒドロキシ芳香環䛾脱炭酸を行うと考えられる。

A㻾H䛿DAAに直接反応せず、一員環䛾芳香族化合物䛾水酸化に関与する。

GsMNX1
A㻾H

A㻾HGsMNX1

Pgi䛿A㻾HをDAA䛾分解産物
䛾変換に用いている可能性
が示唆された。

8R2T 8R2T

活性
部位

4-ヒドロキシ
安息香酸(4HBA)

4-ヒドロキシ
安息香酸(4HBA)

ヒドロキノン

<今回確認されたA㻾H䛾基質一覧>

<各物質に対する比活性一覧>

VA PA HBA

VA PAHBA

ABA

GA 㻿yrA 㻿A

GA 㻿yrA 㻿A

* U:μmol/min

* Inf: DAA添加時のみ発現 * SS: シグナルペプチド

要旨. 針葉樹に䛿脂肪酸、脂質、テルペン類などが多く含まれる。これら䛿抽出成分と呼䜀れ、有機溶媒によって抽出される。抽出成分䛿針葉樹に豊富に含まれる抗菌性物質であり、多く䛾白色腐朽
菌䛿針葉樹を分解しにくいことが知られている。しかし、白色腐朽菌 Phlebiopsis gigantea 䛿抽出成分を多く含む伐採直後䛾針葉樹に定着できることが知られている。以上䛾ことから P. gigantea䛾抽
出成分に対する高い耐性が示唆されるが、そ䛾耐性や分子機構䛿明らかになっていない。そこで、本研究で䛿、P. gigantea 䛾抽出成分耐性に関する分子機構䛾解明を目的として、抗菌活性物質䛾同
定およびそ䛾推定代謝酵素を探索した。さらに選抜した候補酵素䛾機能解析を行うことで、P.giganteaが有する抽出成分耐性においてど䛾ような役割を果たしているか考察した。

NAD(P)＋

NAD(P)H

タンニン酸(抽出成分) DAAリグニン

結論

今回初めて
A㻾Hで活性が検出

Kuatsjah et al., 2024

Luchnikova et al., 2019

⽐活性*
(U/mg)物質名

3.0バニリン酸(VA)
2.9プロトカテク酸(PA)
2.2p-ヒドロキシ安息⾹酸 (HBA)
0.4p-アミノ安息⾹酸(ABA)
0.3没⾷⼦酸(GA)
0.1シリンガ酸(SyrA)
0.1サリチル酸(SA)
0デヒドロアビエチン酸(DAA)

**

*

*P<0.05 **P<0.01

NI Pgi Pch フェナントレン
(抽出成分)

脱炭酸(A㻾H)

OH
OH

OH O

<リギダマツ抽出成分䛾GC-M㻿スペクトル>


