
総 説 (REVIEW)

きのこの遺伝子工学*

一木質バイオマスの有効利用に向けて一

本 田 与 -**

GeneEngineeringinMushrooms*

-fortheEfficientUtilizationofWoodBiomass-

YoichiHoNDA**

(平成 8年8月31日受理)

1.はじめに

｢持続可能な社会の形成｣に向けた研究の必要性が,声高に叫ばれるようになってきている｡このことは,

地球環境に負荷を与えないような新 しい文明を可能にする技術体系を開発することの重要性が,社会的に

強く認識されてきたことを意味している｡目先の効率に捕われた従来の尺度ではなく,グローバルなそし

て長期的な視点での環境調和を達成できるような,新 しい科学技術を我々は必要としているのである｡そ

してまた,これまでに蓄積された地球環境の悪化を取 り戻すための,具体的な方法が必要となってきてい

ると言える｡

光合成により再生産可能で,使用時における地球に対する負荷が小さい森林資源は,自然調和型の未来

資源であるといえる｡さらに,生産時には大気中の二酸化炭素を消費 し酸素を供給するとともに,治山治

水等公益的側面を持ち,消費した後には再び水と二酸化炭素に還元されるという1つの理想的な物質循環

サイクルを形成できる｡このような森林姿源をポス ト石油資源の一翼 として持続的に利用していくための

効率的な方法が確立されることは,持続可能な社会の形成を実現するための大きな一歩となるであろう｡

しかしながら,森林資源を取 り巻 く環境は近年悪化の一途を辿っており,森林の大量伐採,未利用森林の

荒廃,木材の低効率利用,酸性雨や砂漠化による森林の成育阻害等の多くの問題を有している｡二れら諸

問題の解決に向けて,総合的な研究を今後重点的に推進 していくことが必要であると考えられる｡

森林資源は,従来よりそのままの形で建材,燃料として利用されることが多いが,その成分を化学物質

として利用する観点から見たとき,｢木質バイオマス｣と呼ぶことができる｡一般に ｢バイオマス｣とは,

エネルギー ･化学工業原料等に利用できる動植物資源のことを指 し,したがって木質バイオマスとは,糖 ･

パルプ ･エネルギー物質等の種々の有用な化学物質を作 り出すプロセスにおける出発物質として森林資源

を捕えた呼び方である｡

* 本報の内容は,第51回木研公開講演会 (平成 8年 5月17日,宇治)において発表した｡

** バイオマス変換分野 (LaboratoryofBiomassConverslOn)
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木質バイオマスの利用方法としては,パルプ産業に代表されるように従来より化学的,物理的処理によ

り木質成分を選分けて使う方法が一般的であったが,より効率の良 く低公害の,すなわち地球インパクト

の少ないプロセスに対する要求度が高まったことにより,バイオテクノロジーの導入が盛んに研究されて

きている｡ここで言うバイオテクノロジーとは,微生物や微生物が生産する酵素を用いて物質変換を行う

技術である｡最近では,こうした反応を行う鍵となっている酵素を暗号化 している遺伝子の構造にまで踏

み込んで,このような生物機能の仕組みを明らかにし,さらに効率の良い制御を行おうという研究が盛ん

に行われるようになってきた｡とりわけ,木質バイオマスの有効利用の鍵となる難分解性の高分子化合物

リグニンを白色腐朽菌を始めとしたきのこの仲間を用いて分解 しようという試みが,世界中で研究されて

きている｡

例えば,､きのこのリグニン分解能力を,パルプ工業や石油に替わるエネルギーの生産に利用 しようとい

う研究が進んでいる｡現在のパルプ工業では,製造過程で有害な塩素系有機化合物が生 じ,環境保護上問

題になってきている｡きのこのリグニン分解能を用いて紙を作 り津.す ｢バイオパルビング｣では,こうし

た環境汚染物質の削減が期待さjlている｡また,樹木が光合成により固定 した太陽エネルギーを,リグニ

ン分解を鍵 として利用 し,糖化 を行いアルコール燃料などの有用な物質に変えてやれば,再生産可能なエ

ネルギ丁の循環サイクルを作 り出すことができる｡生態系との調和の中で, もっとたくさん樹 を植えて,

無公害の ｢バイオマスエネルギー｣へと変換することにより,我々の生活を本当の意味で豊かにしていく

ことができるであろう｡

ここでは,このような特殊な生物機能を可能にするメカニズムを解明 し,森林資源に根ざした新 しい技

術へとつなげるための切り札といえるきのこの遺伝子工学の現状についてまとめることとする｡

2.木 を溶 かす遺伝子

2. 1 ｢生命の設計図｣一遺伝子

生物の持つ特殊な能力も,もとを辿ればその生物の遺伝子に帰結 している｡では,還伝子は,どんな作

りになっているのであろうか｡遺伝子の本体 (DNA)は,ヌクレオチ ドと呼ばれる二本の細い鎖がお互い

にかみ合ったような構造をしている｡これらの鎖を-･本,-一本に解いてみると,それぞれに構造が違うA,

G,T,Cの4種類の物質 (塩基)からなるいわば ｢文字の並び｣のようなものがあって,その並び方によっ

て生命に必要な情報が暗号化 されている｡そして,それらの情報は特定の時期に適当な量だけ発現する様

に巧妙な調節がされているのである｡人間の遺伝子では約30億 もの ｢文字の並び｣が含まれている｡生命

の神秘的なしくみや生物の持つ様々な能力を,遺伝子のレベルにまでさかのぼって解明しようという研究

が,今盛んに行われてきている｡

では,遺伝子の暗号には何が書かれているのであろうか｡その答えは,タンパク質や RNA と呼ばれる

物質である｡これらの物質は,細胞を形作る部品となるのみならず,細胞のなかで様々な働 きをする装置 (醍

莱)となるのである｡そして,生 き物のからだを構成する様々な物質が酵素の力によって作 り出されるの

である｡言 うなれば,細胞は様々な機械を含んでいるオー トメーション化された巨大な工場であり,遺伝

子はその設計図の様なもので,必要な時に必要なプラントを組み立てて,必要な物を必要な量だけ作 らせ

るのである｡

2.2 木を溶かす遺伝子

遺伝子を調べることで,生物の持っている特殊な機能のメカニズムに迫ることが可能である｡なぜなら

生物の機能を担っているのは酵素であり,遺伝子の文字の並びを解析することによって,酵素の構造や,

生産の調節のしくみを知ることができるからである｡

木材を分解するきのこは,木材中に含まれている ｢天然の防腐剤- リグニン｣を溶かす酵素を菌体外に

分泌 していることがわかってきた｡このために,きのこは他の生き物には真似のできない ｢木を溶かす｣
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という芸当をやってのけることができるのである｡現在では,きのこが分泌するリグニン分解酵素が遺伝

子のレベルで解析されるようになってきた｡このことは人間が,｢木を溶かす｣鍵を手にしたことを意味し

ている｡

リグニンとともに木材の主成分を構成する,セルロース,ヘ ミセルロース等の多糖類 も,きのこによっ

て分解される｡きのこの仲間が生産するセルラーゼ,キシラナ-ゼ等の多糖を分解する酵素遺伝子につい

ても解析が始まってきているが,これらについては他の文献に詳 しい 1)｡

2.3 リグニン分解酵素遺伝子

これまでの研究では,木材腐朽菌が分泌するリグニンペルオキシダーゼ (Lip)やマンガンペルオキシダー

ゼ (MnP),ラッカーゼのようなフェノール酸化酵素が,リグニンの分解に関与しているとされている｡重

要なことは,複雑で多様な化学結合を持つリグニンの分解においては,個々の化学結合に特異的な酵素が

存在するのではなく,これらの酵素によって引き金がひかれるラジカル反応により,次々と開裂反応が起

こるということである｡LiPおよびMnPは,酵素活性の発現に過酸化水素を必要とし補欠分子としてプロ

トヘムⅨを含む鉄酵素である｡一方ラッカーゼの方は,一般に2価の銅を補欠分子として持ち,分子状の

酸素を利用して,フェノール性の基質を酸化 しフェノキシラジカルを生成する｡これらの酵素は,それぞ

れアイソザイムとして複数の遺伝子にコー ドされているものが多く,アイソザイム間の発現制御や生理学

的な役割の違いについては,未解明な部分が多い｡

2,3.1 リグニンペルオキシダーゼ遺伝子 (//〟)

これまでに,Phanerochaete.chrysosporium (和名なし)の分泌する各アイソザイム遺伝子をはじめとして,

phlebiaradiata (コガネシワウロコタケ)や Trametesversicolor(カワラタケ),Bjerkandeγaadusta (ヤケイ

ロタケ)のIiP遺伝子のクローニングについて多数の報告がある2~4)｡アミノ酸 レベルでの相同性は,P.

chrysosporiumのアイソザイム間で約70%以上,他の担子菌由来のLipとの間では,55-600/oとなっている｡

とくに,ペルオキシダーゼ間で保存性の高い,活性中心付近のアミノ酸配列は高い相同性を有 しているo

また,p.chrysosPorium のIip遺伝子は, 8ないし9個のイントロンを持つが,これらのイントロンの挿入

位置にも保存性が見られる5)｡

Iip遺伝子のプロモーター領域には,TATAA配列,ccAAT配列が存在 しており,cAMPや芳香族炭化

水素に反応 して転写を活性化する配列を含むものが存在 していた｡p.chrysosporiumのリグニン分解系の発

現 と細胞内のcAMP濃度の上昇に相関があるとする報告6･7)もあり,LiPの発現制御系解明の糸口として

興味深い｡それぞれの遺伝子が単離されて,転写レベルでの解析が可能となってきた今,アイソザイムご

との発現調節と機能の解析 も可能になってきた｡実際,LiPのアイソザイム間では培地中の窒素や炭素源

の影響で,それぞれ発現パターンが異なっていることが,メッセンジャーレベルで解析されている2)｡

また,これらの坤 遺伝子のうち3つは,約20kbの範囲内に存在している8)｡RFLPmappingやCHEFを

用いた研究でも,坤 遺伝子は染色体上でクラスターをつ くって存在 していることが報告されている9)｡今

後,ゲノム上でのそれぞれの遺伝子の存在位置が,各アイソザイムの発現制御になんらかの影響を与えて

いるかについても関心が持たれる｡

2.3.2 マンガンペルオキシダーゼ遺伝子 (m叩 )

p,chrysosPoriumのOGCIOl株からMnPをコー ドする3つの遺伝子 (mnpl.mnp2a,m7ゆ2b)がクローニン

グされている5)｡これらの間での相同性は,塩基配列で約70%,アミノ酸レベルでは88%であった｡また

坤 とは,それぞれ約60%および50-60%の相同性 を有 してお り,やはり活性中心は保存されていた｡

mnp2には7つのイントロンが存在 しているが, 1つを除けばmnf,1の6つのイントロンと同じ位置に存在

している｡しかし坤 との間では,イントロンの位置は保存されていない｡

p.chrysosporiumでは, リグニン分解酵素系は二次代謝で発現 し,培地中の窒素源欠乏を必要とするとさ

れてきた｡遺伝学的な実験からは,LiP~で MnP+の ミュータントが単離されたことから,LiPとMnPの
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制御系にはかな り大 きな隔た りがあることも考えられるl(')｡実際,それぞれのプロモーター領域の配列の

特徴 はかな り異なっていた｡mnj,]のプロモーター領域 にはTATAA配列,ccAAT配列の他 に,SP11の

認識 配列 (GGGCGG) さらに 4つ の heatshockelement(HSE:CHGAAHTTC-G) と 5つ の metalre-

sponseelement(MRE‥TGCRCYCG)が含 まれていた ｡こうした配列は mnp2のプロモーター内にも存在 し

ていることが確認 された｡

MnPの発現については,培地中への Mnイオンの添加が転写 レベルで発現 を誘導す ること, また菌体 を

45℃ にさらしてやることによって もmRNAの誘導が相加的に起 こることなどが明 らかにされた日 ,12)｡ ま

た,Godfreyらは, mlWIの上流約1500bpのプロモー ター領域 に Schimf,hylLumcommulW (スエ ヒロタケ)

のウラシル生合成酵素 oDase(orotid)′latedecarboxylase)遺伝子 をレポーター遺伝子 として連結 した組換

えプラス ミドを作成 し,ODaseを欠失 しているP.clwJ,sosf'oriumに形質転換 を行 った13)｡こうして得 られた

クロー ンで は,ODase活性が培地中-の Mnイオ ンの添加 によって発現 し,その活性 の消長は内在性の

MnP活性の変化 と同調 していた｡ この結果 は,mnf'1の発現 を制御す る配列がこの1500bpの領域内に存在

していることを意味 している｡今後,この領域内に存在 している HSE配列やMRE配列などの調節配列の

機 能が 明 らか に されてい くだろ う｡ さらに, 同 じグループは P.cJwysosPoriumのgpd (glyceraldehyde-

3-phosphatedehydrogenese)プロモーターを用いて,-一次代謝においてMnPを 発現 させることに成功 し

ている'4)｡この系では,内在性の MnPと人工的に導入 した組換 え MnPを別々に発現することが可能であ

り,部位特異的突然変異 によって,酵素の構造 と活性の相関について明らかにす る研究が始 まってお り,

基質である2価のマ ンガンイオンを認識するア ミノ酸残基の特定が行われている15)｡

pleurotusostreatus (ヒラタケ)では, クローニ ングされた遺伝子の塩基配列解析の結果,全体 としては

p.chrysosJwiumの LiPとMnPに対 して500/o程度の相同性 を示 したが,活性発現に必須 と考えれているヒス

チジン残基等の部位では著 しい保存性が示 された16)｡プロモーター領域には,やは りHSE配列や MRE配

列 などの調節配列の存在が複数確認 されている｡ また,最近 coriolushirsutus (アラゲカワラタケ)で も

mnp遺伝子が クローニ ングされ,gpdプロモーターの制御~Fで 大量発現系 を構築す る実験が進め られてい

る17)｡

木材腐朽菌の中には,1,entinulaedodes(シイタケ)早,P.ostreatusのようにMnP活性は発現 しているが,

LiP活性 を持たない種 も存在 している｡ また,Dichomt-tussqualensでは,MnPの発現 とリグニ ンの分解が

いずれ もMnイオンの存在Tでのみ起 こることが報告 されている.8)｡こうした種の存在は, リグニ ン分解

において MnPが果た している役割が,従来考えられて きたものより重要であることを示す ものである｡

2.3.3 ラッカーゼ遺伝子 (/oc)

これ まで に,C.hirsutusのラ ッカーゼに相当するフェ ノールオキ シダーゼをコー ドする遺伝子 とその

cDNAがクローニ ングされ塩基配列が決定 されている19)｡その結果,10個のイン トロンによって分断 され

るエキソンが499個のア ミノ酸 をコー ドしてお り,補欠分子である銅 を配位すると考えられる領域が予想 さ

れた｡

また,P.ostreatusでは,実に ]9個のイン トロンを含み,シグナルペプチ ドを含めて 529ア ミノ酸 をコー

ドするl'oxlと,この遺伝子に84%の相同性 を示すpox2と名付けられた cDNAが単離 されている20)｡

さらに最近,白色腐朽菌 pycIWl)oruscumabarilWS (ヒイロタケ)においては,菌体外に 1種類のラッカー

ゼを大量に生産す ること, またこの菌が LiP活性,MnP活性共に持 たない種である21)ことから, この菌

における木材腐朽で リグニ ン分解 を引 き起こしている鍵 となる主要な酵素が,ラ ッカーゼであることが示

唆 された｡こうしたことは,再びラッカーゼの リグニ ン分解における強要性にスポ ットを当てると同時に,

脱 リグニ ン反応に応用することの可能性 を支持するものである｡

以上に示 した, リグニ ン分解酵素の遺伝子解析 を含めたこれ までの一連の実験結果か らは,一口に白色

腐朽菌によるリグニ ン分解 と言 って も,生物種によって分解のメカニズムは様々であ り,高分子 リグニ ン
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の分解メカニズムを明らかにするためには,リグニン分解系の諸反応を総合的に解析 していくことが重要

であることが,今後ますます認識されてくるであろう｡ したがって,リグニン分解酵素自身のアイソザイ

ムレベルでの発現制御と,反応機構を明らかにしていくとともに,ラジカル反応による高分子 リグニンの

連鎖的な分解を制御 している生物機能の解明が期待される｡

3.きのこの形質転換系

これまでに,きのこの細胞から遺伝子を取 り出して,その構造を分析することが可能となってきた｡し

かし,これらの遺伝子を切 り貼 りして組換え遺伝子を作 り,それを人間の思うがままに自由に発現させる

ことは,現在の技術ではまだできていない｡それは,きのこの遺伝子が機能する際には,きのこ独特の ｢文

法｣のようなものがあって,大腸菌や酵母のような今日遺伝子の発現によく用いられている他の生物の細

胞を借 りた状態では,うまく機能を果たさないからである｡そこでもし,きのこ自身の細胞のなかで,自

在に遺伝子を発現させる技術が手に入れば,組換え遺伝子を導入して有用な酵素を大量に発現させたり,

特定の遺伝子を破壊 したりして,新 しい性質をもったスーパーきのこを作 り出すことが可能になる｡その

ためには,きのこの細胞の中に自由に遺伝子を出し入れする新 しい方法 (形質転換法)を開発 しなければ

ならない｡

3.1 きのこの遺伝マーカー

生きている細胞の中に人工的に遺伝子を入れるには,その遺伝子を取 り込んだ細胞と,他の細胞を,あ

とで簡単に見分ける方法を開発することが重要である｡こうした目的のために,細胞に入ると外から簡単

に見分けられるような性質を持った ｢マーカー遺伝子｣と呼ばれる遺伝子を利用する方法がある｡我々の

研究室では,きのこの細胞の中に入ると特定の薬剤に対 して抵抗性を与えるマーカー遺伝子 (薬剤耐性マー

カー遺伝子)の開発を行っている｡このマーカー遺伝子を細胞内に取 り込んだきのこは,通常のきのこは

生えることができない抗菌剤入 りの培地の上でも生えることができるようになるのである｡したがって人

工的に遺伝子を導入した細胞だけを,薬剤選択培地上で簡単に選び汁け ことができる｡このようなマーカー

遺伝子は,様々な有用遺伝子をきのこの細胞の中に導入 してやるのに必要となるベクターを構築する際に

必ず必要とされる｡マーカー遺伝子を用いて形質転換操作を行うことで,特定の酵素を大量に発現するな

どの新 しい機能をもったきのこを次々作 り出すことが可能になって くるであろう｡また,きのこの特殊な

機能のメカニズムを遺伝子のレベルで解析 し,その原理を応用していくことに役立つのである｡

本稿では,きのこの形質転換系において用いられている栄養要求性および薬剤耐性の遺伝マーカーにつ

いてまとめることとする｡

3.1.1 栄養要求性マーカー遺伝子

一般に菌類は,外界から得た栄養素をもとに細胞内で,生命に必要とされる様々な物質を合成 (生合成

と呼ばれる)する能力を持っているが,様々な変異原による突然変異を持つものの中には,こうした生合

成経路の一部が遺伝的に遮断されているために,培地にアミノ酸やビタミンなどの成長因子を補わなけれ

ば成育できないものがあり,それらは栄養要求性突然変異株と呼ばれている｡栄養要求性マーカー遺伝子は,

そうした突然変異株が最小培地上で成育することを可能にする遺伝子で,具体的には突然変異により不活

性化されている生合成系の特定の酵素に対する野生型の酵素をコー ドしている｡担子菌類の形質転換にお

いても,これまでにトリプ トファンやアルギニン,ロイシンといったアミノ酸やアデニン,ウラシルとい

った核酸の栄養要求性変異株を野生型に復帰させるマーカー遺伝子が用いられてきた (表 1)｡

これらの栄養要求性マーカー遺伝子は,形質転換の宿主となった生物固有のものもあるが,近縁の他の

種由来の遺伝子を用いたものもある｡いずれの場合も,宿主細胞にあらかじめ当該栄養要求性の変異を導

入しておく必要があり,汎用性といった面ではやや難 しい問題を抱えているといえる｡
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表 1 きのこの形質転換で用いられた主なマーカー遺伝子

宿主 きのこ マーカー遺伝子 由来 特徴 文献

S.commune TRPl

hph

URAi

ble

C.cilWreuS TRPl

C.biLanatus

P.ostreatus

P.flonda

2

2

2

一

一

叶

mJ
:小

.‥

A.aegerita URA1

H.cylindrosPourum hf)h

L laccata hph

P.chrysosporium ade2,adeS

adel

KanlI

URA3

ble

S.commune トリプ トファン要求性

E.coli ハイグロマイシン耐性

S.commune ウラシル要求性

st.hindustalutS ブレオマイシン耐性

C.cinereus トリプ トファン要求性

C.cilWreuS トリプ トファン要求性

C.cinereus トリプ トファン要求性

E.coli ハイグロマイシン耐性

F.velutipes ロイシン要求性

A.aegerita ウラシル要求性

E,colt ハイグロマイシン耐性

E.coli ハイグロマイシン耐性

S.commune アデニン要求性

p.chrysosf,m'um アデニン要求性

E.coli カナマイシン耐性

p.chrysosporium ウラシル要求性

st,hiluuStanuS フレオマイシン耐性

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

3.1.2 薬剤耐性マーカー遺伝子

薬剤耐性マーカー遺伝子は,前述の通 り特定の薬剤に対する抵抗性 をきのこに与える遺伝子であ り,こ

れまでにハイグロマイシン,ブレオマイシン,ビアラフオス等の抗菌別に対する抵抗性遺伝子を用いたき

のこの形質転換が試みられてきた (表 1)｡薬剤耐性マーカー遺伝子は,形質転換 した細胞をポジティブセ

レクションできるだけでなく,宿主側の遺伝的なバ ックグラウンドを必要 とせず,その応用範囲は,栄養

要求性マーカー遺伝子に比べて格段に広い｡ しか しながら従来試みられてきた薬剤耐性マーカー遺伝子は,

元来担子菌類以外の生物に由来するものが多 く,その発現は形質転換 されるきのこの種類によって大 きく

違ってお り,形質転換効率 も著 しく低い｡そこで, きのこ自身に由来する薬剤耐性マーカー遺伝子の単離

が必要となって くる｡

我々は,担子菌類に幅広い抗菌スペク トルを持つカルボキシンの類縁体でイネの紋枯柄やジャガイモの

冥あざ病等の予防薬 として広 く用いられているフル トラニルを用いた遺伝マーカーの単離に成功 した｡ヒ

ラタケやシイタケなどの担子菌類は,通常フル トラニルに対 して感受性であ り,同薬剤が 3ppm入った寒

天培地上では,成育することができない｡我々は,紫外線照射による突然変異処理により100ppm以上の

濃度のフル トラニル存在下でも成育可能な耐性変異株を多数得た (図 ノL)｡これらの耐性変異は,遺伝的に

優性の形質を示 し (表 2),体細胞分裂あるいは減数分裂を経ても,安定に伝えられることが明らかにされ

た39)｡原生担子菌類に属する トウモロコシの病原菌として知 られるクロボ菌 (usttlagomaydts)では,カル

ボキシンに対する耐性 を付与する変異遺伝子としてコハク酸デヒドロゲナーゼの IPサブユニ ットをコー ド

する遺伝子が単離され,マーカー遺伝子 としてベクターの構築に用いられている｡この変異遺伝子では,

酵素の活性中心 を構成する3つのシステインに富むクラスターをコー ドする領域のうち, 3番 目のクラス

ター内部に位置する253番 目のヒスチジンがロイシンに変化する点突然変異によってカルボキシン耐性が発

硯することが確かめられている｡我々は, ヒラタケにおけるフル トラ二ル耐性の原因遺伝子として想定さ

れるコハク酸デヒドロゲナーゼの Ipサブユニ ット遺伝子を野生型のヒラタケから単離 し,塩基配列を決定

した (図 2)40)｡その結果, 3番 目のシステインリッチなクラスター内のヒスチジンは保存 されているこ

とが明らかになった｡現在,フル トラニル耐性変異株におけるIPサブユニ ット遺伝子の解析 を行うととも

- 日!-



木材研究 ･姿料 第32号 (1996)

0

0

0

0

0

0

7

6

5

4

3

2

(∈
∈
)8
0
U

elS!P
L

IPO
J6

(∈
∈
)8
0
u
e

lS
!P

Llt
N
LO
L6

0

0

0

6

5

4

0

0

0

0

3

2

1

l+ #261十 MA203･+ MA206--1｢ MA219+ MA2-5

0 2 4 6 8 10 12

incubationperiod(days)

PDA+f山tolanil

0 2 4 6 8

incubationperiod(days)

10 12

図1 ヒラタケのフル トラニル耐性変異株の成長速度

フル トラニル添加,および無添加培地上での菌糸成長速度を測定 した結果,野生型のヒラタケは,フル トラ

ニル添加培地上で成育を示さなかったが,耐性突然変異株では速度は遅 くなるものの安定して成長を続けた｡

表 2 フル トラニル耐性変異株の交配結果

交配の組み合わせ フル トラ二ル耐性

MA203h (R) X MA203r

MA203h (氏) x MA203Ll

MA203h (R) Ⅹ ♯261-21

MA203h (R) Ⅹ ♯261-26

X

X

X

X

!p.1
1-
･･.J.
､･~･

R

R

氏

R

t

t11
■I

I

k

k

k

k

3

3

3

3

0

0

0

0

2

2

2

2

A

A

A

A

M

M

M

M

MA203r

MA203Ll

♯261-21

♯26ト26

ー

･1ー一

T

T

T

T

I

,.･
f

=

/.,

:,
=

?

MA206a (R) x ♯261-20 (WT)

R

R

R

R

R

R

R

R

ヒラタケのフル トラこル耐性 (R)のモノカリオンを,感受性 (S)および野生型 (wT)のモノカリオンと交配

させてできたダイカリオンは,すべてフル トラニル耐性を示 した｡このことはこれらの耐性変異が,遺伝

的に優性であることを示 しているo
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1 : atatttctcctcttcaccatcGTCGACGACGTCCCGGGAACACACAAA

49 : TCATTGAACCAでGCAGGCGCTCACCTCCAGGTCGTTGGCTCGCTCATCTCGCTCGATTCG
M Q A L T S R S L A R S S R S I R

109 : TGCTTTCTCCACCTCGCCTGGAAGAでGGCAGGCTGAGCCCCTCCAGAAGCCCGTCCTCCA

A F S T S P G R W Q A E P L Q K P V L Q
TGT

169 : GAAAGAATTCAAGATCTACCGTTGGGTGAGCTGAGACCCTTGGATATCCAGACGTGTTGC
K E ど 冗 I Y R W

229 : TCACTCGCGGTACAGAACCCAGATGAGCCCGCCAAGAAGCCTCATCTCCAATCGTACACC
N P D E P A K K P H L Q S Y T
G C C GC

289 : ATTGACTTGAACCAGACAGGCCCCATGGTACGTACAATTCAAAGGCGATTGTCTCCATGC
I D L N Q T G P M

A C
349 : TCACGGGCTCGTAGATTCTGGATGCTCTTATCAAGATCAAGAACGAAATTGATCCTACGC

I L D A L I K I K N E I D P T

409 : TCACATTCCGTCGでTCGTGCAGAGAGGGGATCTGCGGCTCGでGTGCGATGAACATTGACG_
L T F R R S C R E G I C G S C A M N I D

469 : GACAGAACACGTTGGCでTGCCTGTGCCGAATでGACCGCAACGCCAGCAAGGACAGCAAGA

G Q N T L A C L C R I D R N A S K D S K
529 :.TCTACCCTTでGCCGCACAGTATGACAでGTCTTCCAGCTCCでAATTGCATCGGCでGACAGT

I Y P IJ ど H
589 : CGGCAACAGでGTACATCGTGAAAGACCTCGTACCCGATCTCACCCTGTTCTACAAGCAGT

H Y I V K D IJ V ど D IJ T IJ ど Y K Q
649: ACAAGTCCATCAAGCCTTACCTGCAGAACGACAATGTTCCCGAGAGGGAGCACCTCCAGT

Y K S I K ど Y I｡ Q N D N V ど E 良 E H IJ Q
709: CGCCAGAGGACCGCAAGAAGCTGGATGGGATGTATGAATGCATCCTGTGCGCGTGCTGCA

S P E D R K K L D G M Y E C I L C A C C
769: GCACGTCGTGCCCCAGTTATTGGTGGAACCAAGACGAGTATCTGGGGCCGGCTGCATTGA

S T S C ど S Y W W N Q D E Y IJ G ど A A 工J
829: TGGCTGCATACAGGでGGATTGCGGACTCGCGAGTGCGTTGTGAでGTCGTCAGCGCATACで

M A A Y R W I A D S R
889: CCCATAGACTAACATCTCGでAGGATACGTACGGCGCGCAACGCAAGGAACACでTCCAGAA

D T Y G A Q R K E H F Q N
T

949: CGAGCTGAGTCTGTTCCGCTGCCACACAATCTTCAAでTGTAAGTGGCでTTCGCCTTGでTA
E L S L F R C H T I F N

I009: TTCACCGACGCTAATCATATCCGTでATCAAGGCTCTCGCACTTGTCCAAAGGGCCTCAAC
C S R T C P K G L N

IO69: CCTGCCAAAGCCATTGCGGAAATCAAGCTCGCGCTTGCCACGGAGTAAACACAAGTTAAC
P A K A I A E I K L A L A T E
G T

l129: AGCCACGGATTAM GCACCGAGTCAGAGGCAGATTTCTTTCCTGTAGCAGTTGACAGTT
l189: CTTTCCACTTCATCATACAGTGTCCATCACGAGCATCAAATCATATTCATTCでATAAcat
1249: ccacttgttcttgagcctgtctgaggtaggtataccctcggtttcacttgcgatgct

図 2 ヒラタケの野生型コハク酸デヒドロゲナーゼ Ipサブユニ ット遺伝子の塩基配列

下線を引いてある部位が翻訳領域 (エキソン),斜字体の部位は対立遺伝子の配列,アスタリスクは,転写

開始点を示 している｡

に,人工的にヒスチジンをロイシンに変換するような突然変異を導入 して,フル トラ二ルに対する抵抗性

が発現するかどうかについて解析を行っている｡

3.2 きのこの形質転換法

きのこの形質転換法としてもっとも多く用いられているのが,PEG/CaCl2法である｡この方法は,きの

この細胞をセルラーゼやキテナーゼなどの細胞壁溶解酵素で処排 して得られるプロ トプラス トと呼ばれる

細胞膜で囲まれた球状の細胞を,導入 しようとするDNAの存在下で,PEG (ポリエチレングリコール)

と塩化カルシウム溶液につけて処理する方法で,細菌や酵母など他の生物の形質転換においても広 く用い
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られている方法である｡ プロ トプラス ト化 される細胞 としては,比較的成長の速い菌糸体や,未発芽の胞

子あるいは発芽 している胞子,場合によっては分生胞子が用いられる｡形質転換の効率は 1マイクログラ

ムの導入 DNAあた り,p.chrysosf'oriumで最大約300程度35),きのこ類の中では効率の高いほうのS,com-

muluで1000程度41)であ り大腸菌や酵母等と比較すると著 しく低 く,このことがきのこの仲間に遺伝子工

学的な実験手法を導入 していく際の障害となっているといえる｡

この他にも,他の生物同様にプロ トプラス トを電場にかけることによってDNA を導入するエ レクトロ

ポーレーション3'･42),また酢酸 リチウムで処理する方法26),さらに菌糸体そのものを使って,パーティク

ルガンにより微細な金またはタングステンの粒子にDNA をまぶ したものを直接細胞の中に打ち込む方

法43)などが,報告されているがその効率はいずれも,PEG/CaC12法と同程度かそれ以下である｡今後,き

のこの細胞内でより安定にマーカー遺伝子を発現 し,複製効率が高 く安定に分配されるのに必要なDNA

フラグメントを挿入することによって,形質転換効率を飛躍的に高めるようなベクターの開発が期待 され

る｡

4.おわりに

最近の研究では,きのこのリグニン分解酵素系には,木材中のリグニン以外にもビニールやプラスチ ック,

またダイオキシンや PCBといった難分解性の環境汚染物質を分解する能力を持つものがあることがわかっ

てきた｡このように生物の持つ能力を使って環境を浄化 ･修復 しようという考え方は,バイオリメデイエー

ションと呼ばれ,現在様々な汚染に対応 した応用技術が開発されてきている｡

ここで述べてきたような,遺伝子工学を中心とする現代科学の最先端の技術を導入することによって,

きのこの基礎科学についてさらに理解を深め,他の生物には見られない ｢木を溶かす芸当｣を様々な産業

や環境保護に活かして,木質資源をさらに有効に活かしていくことが可能になるであろう｡このことはまた,

これまでに石油,石炭などの化石燃料を無造作に使用することによって,大気中に溜まった二酸化炭素の

削減を進め,地球上の生き物たちに酸素と安 らぎを供給することにも役立つでのである｡
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