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1. は じ め に

｢バイオマス (Biomass)｣とは ｢ある一定の環境下における生物の現存量｣と定義される｡バイオマスの

最も大きな特徴は再生産が可能であるということである｡したがって,バイオマスを一つの資源として見た

場合,化石資源が消費の一途に辿るのとは大きな相違がある｡バイオマス生産の基本は光合成であり,これ

により地球上で生産されるバイオマスは年間1,550億 トンに達し,その凡そ50%が森林あるいは林地におい

て行なわれるという｡また,別の統計によれば,バイオマスの約90%が森林に存在するとされている｡

森林で生産されるバイオマスのほとんどは樹木である｡ただし,ここでは樹木,木材,これらの廃棄物を

含めて木質バイオマスと称することにする｡一方,産業の分類から,農産 (系)ノミイオマス,水産 (系)

バイオマスなどと並んで,林産 (系)バイオマスという言葉が用いられるが,木質バイオマスと同義語とし

て扱うことにする｡木質バイオマスの主たる構成成分は言うまでもなく,セルロース,-ミセルロースおよ

びリグニンである｡また,抽出成分も重要な構成成分であり,これらの内には生理活性を有するものもあ

る｡木質バイオマスはしばしばリグノセルロース系バイオマスとも呼ばれる｡これは,木質バイオマスの主

成分がセルロースとリグニンの混合物であり,利用もこれらの成分が基質になることによる｡

木質成分の利用のためには種々の方法が可能であり,微生物あるいはそれらの生産する酵素を利用した変

換法もその一法である｡しかし,このような生物的変換法の実用化のためには,用いる微生物あるいは酵素

の能力をより一層高める必要がある｡そのためには遺伝子工学的な手法が重要になろう｡ここでは,セルロ

ースとリグニンの分解と変換に焦点をあてることにしたい｡

2.木質バイオマス利用の概要

2.1 木質バイオマスの種類

木質バイオマスには他のバイオマスにおけると同様に,利用の対象となり得る量の資源が存在する｡この

ような資源は他のバイオマスと同様に,生産系と未利用系に分けることができる (表 日｡生産系において

ほ,選択育種の結果,その生育速度が通常の株のそれよりもはるかに高くなり,伐採までの栽培期間の短縮
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表 1 利用の対照となる木質バイオマスの分類

生産系 単伐期材 ポプラ,カンパ,プラタナス,ユーカリなど

炭化水素含有材 ユーカリ,アオサンゴなど

未利用資源系 低利用広葉樹 クヌギ,ナラなど

その他の低利用植物 ササなど

廃棄物 林地残材 (間伐材,小径木,枝条など)

製材廃棄物 (端材,鋸鳳 バークなど)

された,いわゆる早生樹や超短伐材に関する研究が注目されている｡一方,未利用の資源としては,林地把

放置されている残材,製材の過程に発生する種々の廃棄物などがあり,これらは莫大な量に達する｡

2.2 木質バイオマスの前処理と利用の形式

木質バイオマスを利用するためには,材料に対して,目的に応じて何等かの前処理を行なうことが必要と

なる (蓑2)｡前処理の目的は,①木材を適当な大きさ,あるいは粒度,にすること,②木材組織を破壊す

ること,③特定の成分を抽出すること,④特定の成分を分解すること,などである｡このうち,担子菌のリ

ニソ分解能を用いる前処理法は省エネルギー的な処理法であり,パルプ製造 (バイオロジカルパルビング)

過程-の利用法1)が開発されている｡前処理に使用する担子菌の能力の改良には遺伝子工学的な手法が必要

である｡このことについては後述する｡木質バイオマスの利用には種々の可能性が考えられるが,その方式

は全体利用と成分利用に分類することができよう｡全体利用としては,例えば,木材をチップ化した後に,

蒸煮･爆砕などの処理により木材組織を壊し,家畜飼料に用いる技術などがある｡また,木粉を培地にして

キノコを栽培することもこの範時に入る利用法である｡

蓑2 木質成分分解微生物の育種に用いられる
バイオテクノロジー

選抜 (スクリーニング)- 自然界,既存株から

変異- 幅射線,変異誘発剤など

交雑 (交配,かけあわせ)- 主として同種間

細胞融合- 同種間,異種間

組換え DNA一同種問,異種間

一方,セルロースやリグニンなどの各成分の特徴を活かした利用のためには,まづ効果的な成分分離技術

が必要となる｡蒸煮･爆砕処理は高温･高圧の水蒸気により木質試料の組織を崩すことによりヘミセルロー

スを可溶化し,セルロース,リグニンを分離することを可能にする2'｡ したがって,この処理は成分分離の

目的によく合致する｡森林総合研究所の開発プロジェクト3)によれば,蒸煮･爆砕した試料は反勿動物の飼

料に,水に抽出された-ミセルロースからはオリゴ糖が,溶媒あるいはアルカリ抽出されたリグニンは炭素

繊維に加工される.また,残液セルロースはセルラーゼにより糖化され,得られた糖液は酵母を用いる発酵

によりアルコールに変換される｡この過程は木質バイオマス利用の基幹工程になる可能性がある｡また,木

成分のそれぞれから誘導される可能性のある化合物については総説を参照されたい 4)0

3.木質バイオマス利用への微生物の利用

3.1 木材成分を分解する微生物

木質バイオマスの利用に微生物の能力を応用する目的は,①木質バイオマスとその成分を有用物質に変換
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すること,および,②木質バイオマスあるいはその成分の利用のための前処理を行なうこと,にある｡この

よな利用日的においては,まず木質の主要成分を分解 ･変換する微生物を考慮の対象にする必要がある｡

木材腐朽菌と称される一群の担子菌にセルロース,-ミセルロースおよびリグニンを分解する能力がみら

るが,それぞれの成分の分解能は菌により異なる｡また,セルロースや-ミセルロースの分解は,ある種の

細菌や糸状菌 (子のう菌,不完全菌など)にもみられる｡

3.2 遺伝子工学的および細胞工学的な手法

木材成分の分解能の高い,例えばセルラーゼやリグニン分解酵素生産能など,の高い菌株を得るためには

表3に示すような種々の方法が考えられる｡このうち,スクリーニングは従来から行なわれ,目的とする微

生物を獲得するための最も基本的な方法である｡変異の手法も恒常的によく用いられるが,変異は遺伝子上

でランダムに起こるため,目的の性質を持つ変異株 (種)を変異を受けていない細胞から効率よく選択する

めの方法の開発が付随して重要になる｡細胞の生殖サイクルを利用した交雑も従来から食用担子菌の優良菌

株の育種に用いられ,大きな成果を挙げてきている｡ 新 しいテクノロジーとしては,細胞融合 と組換え

DNA の技術が重要となってきている｡

表3 木材試料の前処理

分類 操作

裁断

機械的処理 粉砕- ボールミル,ロールミルなど各種 ミル,凍結粉砕

摩砕 ･解繊

物理化学的処理

化学的処理

蒸煮

爆砕

マイクロ波照射

幅射線照射

酸- 硫酸,塩酸,亜硫酸,リン酸,過酢酸など

アルカリ- 水酸化ナトリウム,アンモニア,カドキセンなど

オゾン

有機溶媒- UCT溶剤,オルガノソルブ法など

生物的処理 木材腐朽菌 (担子菌)など

新しい技術のうち,細胞融合は組換え DNA とは異なり, 遺伝子の導入にベクター系を必要としないと

いう利点はあるものの,世代を経るにつれて何れかの形質に分離する場合が多く,融合した細胞中で遺伝子

DNA を安定に保つ方策が重要である｡ 目的とする形質を飛躍的に高めるためには組換え DNA の手法が

最も効果的と考えられる｡さらに,この手法を用いて遺伝子を改変することにより,機能の改善された酵素

蛋白質を得ることにも可能になる｡

以下,組換え DNA技術の応用について,セルロースとリグニンの分解に関与する酵素の生産を例にと

って説明する｡

4. セル ロース分解酵素とその遺伝子

4.1 セルラーゼ

セルロースは酵素的な加水分解を受け,最終的にはセロビオースやグルコースを与える｡この反応に関与
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する酵素をセルラーゼと総称している｡ 糸状菌のセルラーゼは Trichodermareeseiにおいて最も詳細に研

究され,これにおいて得られた知見が他の菌種にも適用されることが多い｡糸状菌においてはセルラーゼ

は,

①ェンド型セルラーゼ (CMC ア-ゼ):セルロースの β-1,41グルコシド結合をエンド様式で分解,

②エキソ型セルラーゼ (セロビオヒドロラーゼ, アビセラーゼ):セルロースの p-グルコシド結合をエキ

ソ様式で分解し,その非還元末端からセロビオースを生成,

③β-グルコシダーゼ :セルロースの非還元末端に作用しグルコースを生成,また,セロビオースなどオリ

ゴ糖の β-グルコシド結合を分解,

の3つの型の酵素の混合体として生産され,セルロースが低分子糖にまで分解されるのは,これら酵素の複

合的な作用によるとされている｡ このほか,Aspergillusaculeatusは還元末端からエキソ型で分解する酵素

を生産する5)｡

セルラーゼの工業的な生産には Trichodermareesei,Aspergillusm'gerなどの糸状菌が用いられている｡

4.2 セルラーゼ遺伝子のクローニング

近年,Trichodermareesei,Aspergillusaculeatusや PhanerochaelechrJSOSPorium などの木材腐朽菌を含む

糸状菌,Cellulomonasjmi,Clostridiumihermocellum,Ruminococcusalbusなどの細菌でセルラーゼ遺伝子や

キシラナ-ゼ遺伝子のクローニングとその遺伝子 DNAの塩基配列の解析が進展している｡さらに,DNA

の塩基配列からアミノ酸の配列が演鐸され,それらの比較によりリンカー (1inker)によって結合した ド

メイン (domain,蛋白質の機能に必要な最小のペプチドの配列),すなわち,セルロース結合 ドメイン

(cellulose-bindingdomain)と触媒 ドメイン (catalyticdomain)には保存性の高い領域 (複数の菌種に

わたって相似性の高いアミノ酸配列が共通して存在している領域)が存在することが明らかにされてきた｡

この保存されているアミノ酸の配列の類似性により,セルラーゼは9つ (あるいは6つ)のファミリーに分

けられている｡以上の知見については最近の文献6)に詳しい｡

遺伝子工学的な手段によりセルロース分解能を高めようとする場合,変異株の誘導,組換え DNA によ

る育種,蛋白工学的な酵素の改良などが開発の対象となっている｡セルロースからのアルコールの生産を図

るプロジェクトにおいて,変異により T.reeseiのセルラーゼ生産が顕著に高められている｡さらに,組換

え DNA の手法を用いてセルラーゼ遺伝子を大腸菌や酵母に導入する形質転換の研究が行なわれている｡

すでに T.reeseiのエキソ型およびェソド型両セルラーゼの遺伝子が酵母に導入され,セルラーゼが培地中

に生産されている7)｡また,A.aculeatus酵素も酵母に導入されている｡一方,細菌の遺伝子が大腸菌や酵

母で発現した実験例が蓄積されてきている｡

5. リグニン分解酵素とその遺伝子

5.1 リグニン分解酵素

リグニン分解酵素としてはリグニンペルオキシダーゼ (リグニナ-ゼ)(以下 LiP),Mn(ⅠⅠ)ペルオキ

シダーゼ (以下 MnP),フェノールオキシダーゼ (ラッカーゼ)(以下 Lac)の3種類の酵素が挙げられて

いる｡担子菌によって生産されるこれらの酵素はいずれも菌体外に分泌生産される糖蛋白質である｡

反応の上での重要な性質は,前2着は反応の電子受容体として過酸化水素を,また後者は分子状酸素を必

要とするということである｡これらの酵素による初発反応はアリルカチオンラジカルあるいはフェノキシラ

ジカルの生成であり,それ以降は電子の移動により側鎖のα位の酸化,炭素間結合の切断,芳香環の開裂な

ど多様な反応を行なうとされている｡これら3種類の酵素の機能と主な性質を表4に示す｡

5.2LiPを生産する担子菌のスクリーニング

LiPとMnPは最初に P.chrJSOSPosriumで見出だされたが,その後いくつかの担子菌で存在が示されて
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表4･ リグニン分解酵素とその機能

iZI8
--:-

棟能

基質

ラッカーゼ リグニン
ペルオキシダーゼ

子実体形成,色素形成,細胞間接着, リグニン分解
リグニン分解,分解物の解毒

フェノール性物質

電子受容体 分子状酸素

酵素蛋白質 鋼,多分子塑

Mn(ⅠⅠ)
ペルオキシダーゼ

非フェノール性物質
フェノール性物質8)

過酸化水素

-ム,多分子型

リグニン分解

フェノール性物質

過酸化水素

-ム,多分子型

生産微生物 C･versicolor,L･edodes,S･commune, P . chrJ SOSPorium,C ･ uers- P.cjw_Vsosporium,C.Uers-
A.bisporu.-,R･rigTl0Su∫,F･anosus, 1'color,P･radiala, icolor,P.radiata,L.
N.cra∫saその他多数 B. adusia edodes,P.oslreaius

いる｡しかし,木材腐朽菌の多くにこの酵素活性の存在が確かめられているわけではない｡これまで, リグ

ニン分解菌のスク1)-ニソグとしてバペソダム反応が用いられてきている｡これは適当な組成の寒天培地に

フェノール性化合物を加え,菌の生育に伴ってコロニーの周辺に生成する褐色の発色をもってリグニン分解

性の指標とするものである｡ しかし, この反応は主としてフェノール酸化酵素活性の生産を示 し,LiPあ

るいは MnPの生産能とは必ずしも-･致しない｡ また,LiPに限らず, 1)グニソ分解酵素活性の測定は従

来白色腐朽菌とされている菌株の液体培養を酵素標品として行なわれている｡しかし,これまでに行なわれ

ている方法は必ずしも LiP生産菌のスクリ-ニソグとして正確な方法とは言い難い｡それは,① LiPや

MnP の生産は培地の栄養条件,特に窒素源の濃度に影響されることが多く,場合によっては酵素生産に不

適当な条件で培養している可能性がある,② リグニン分解酵素の生産は菌の生育期により大きく変動するた

め,適切な培養期間を逸している可能性がある,③ LiP活性をベラトリアルコールの酸化をもって測定 し

た場合,高いアルコール酸化酵素活性に LiP活性が隠されることがある,④プロテアーゼが同時に生産さ

れている場合,酵素蛋白が分解されている可能性がある,などの理由による｡

以上の方法に代わる方法として,われわれは,後述する P.chrJ∫OSPorium の LiPDNAの塩基配列の--JbHミ

(0.59kb)をプローブとして (図 1),各種の担子菌の染色体 DNAの制限酵素分解断片とノ､イブ1)ダイゼ

ーショソを行なった9)｡ これは,後に述べるように,LiP遺伝子の DNA の塩基配列が担子菌の菌種にか

かわらず相同性が高いと推定されることに依っている｡ その結果, 白色腐朽菌ヤケイロタケ (Bjerkandel･a

adusia)などに LiP遺伝子が存在する可能性を認めた｡従来これは LiPを生産しない菌として報告され

ていたものであったIO)｡実際,本菌はグルコース-ペプトン培地において,アリルアルコール (ベラトリル

0 0.5 1.0 1.5kb

Haell

L･LJ阜
Xhol KpnI SmaJ

EE･?十十･------十十十～･咽 を
E又onN0.. 1 2 3 4 5 6

lntronNo. 1 2 3 4 5 6

7 8 9

7 8

図 1 P.chrJSOSPorium の LiP遺伝子 (H8)の制限地図9)

圏,イントロン;口,-クソソ;-00-,オ1)ゴヌクレオチ ドプローブの調製に用
いたフラグメント;L, リーダー配列
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2 4 6 8 2 4 6 8

lncubatlon tlrne (days)

図2 B･adusiaによる LiPおよびベラトリルアルコール酸化酵素生産に及ぼす培養条件の影響9)
△,グルコースーペプトン培地 ;●,Kirklの高濃度窒素源培地 ;○,Kirkの低濃度窒素源培地

アルコール)酸化酵素とともに,LiPを生産することを見出している (図2)｡ このような DNA レベル

でのスクリーニング法を用いることにより,培養条件や生育の時期などにかかわらず,LiPの生産能を判定

することがざきる｡

一方,著者らは従来の方法を用い,種々の培養条件での,この2つの酵素の生産能のスクリーニングを行

なっているが,LiPよりもMnPが広く担子菌に分布するという傾向を認めている (未発表)｡たとえば,

食用担子菌であるシイタケ (Lentinusedodes)やヒラタケ (Pleurotusosireatus)では MnPは生産されるも

のの LiP活性は検出されない11,12)｡P･chrJsosporiumでは LiPとMnPの活性は同一の培養中に検出さ

れているので,これらの菌においては,LiPは生産されていないと判断される｡われわれは,B.adu∫taに

適用した DNA をプローブを用いる方法を担子菌でも検討している｡

Lacはこれまで担子菌に限らず多くの糸状菌に見出だされているが,ここでは省略する｡

5.3 アイソザイムの生産

LiPとMnPは,一つの菌において単一の酵素としてではなく,基本的な性質を同じくする酵素蛋白質

(アイソザイム)の混合物として生産される｡例えば,P.chrysosporiumでは,アニオン交換 HPLCに よ

り6つの LiP,すなわち,Hl(Lips),H2(LiP2),H6(LiP4),H7(Lips),H8(LiPl)および HIO(LiP6)

が,また,4つの MnP,すなわち,H3(MnPl),H4(MnP2),H5(MnP3)および H9(MnP4)が分離さ

れている13)｡これらの酵素は,それぞれの等電点を異にしている｡

前述のように,LiP活性の検出された B･adustaをグルコースーペプトン培地で培養し,その粗酵素液

を DEAE-Sepharoseクロマトグラフィーにより分離すると,図3に示すように,4つの活性ピークが得

られた｡このピークに分離された酵素蛋白は等電点電気泳動により,pIの異なることが示された9)｡
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図3 B･adusia(グルコース-ペプトン培養 ;6日間)

の培養液中に生産される LiPの DEAE-セファp-ース

カラムクロマ トグラフィ- 9)

溶lHj溶媒 :I,20mM コ-ク酸緩衝液 (p714.5);Tl+
0･lM NaCl;1日 +0.5M NaCI

Lacにおいても,複数の酵素蛋白が同-備 により生産されることが認められており,等電点の相違によ

りグループ分けされ LacA およびBと称されている｡また,カワラタケ (Coriolusversicolor)においては

LacI,ⅠⅠ,HⅠなどと称されている｡ 後者の場合 LacIIに高分子 リグニンを分解する活性があると報告さ

れている14)0

5.4 リグニン分解酵素遺伝子のクローニングと塩基配列

a.LiP遺伝子

P･chrJSOSPorium:

LiPをコードする遺伝子は P･chrJ∫OSPorium の cDNA及び染色体 DNA からクロー-ニソグされ,塩基

配列が決定されている｡図4にわれわれが同菌の染色体 DNA からクローニングした遺伝子の塩基配列と

それから予測されるアミノ酸の配列15)を示す｡これによれば,酵素の菌体外-の分泌生産を指示する28個の

7ミノ酸からなるシグナルペプチ ドと,酵素蛋白本体を構成する Alaに始まる344個のアミノ酸をコードす

る配列が示された｡これらの配列は,50-60個の短い塩基対からなるイントロン′より分断されていることも

示された｡N-グリコシル化の部位は配列から1個所のみで,Asn(257)と考えられる｡また,上流域には,

t'CAAT''ぉよび ttTATA"配列が認められた｡

先に述べたように,本菌においては LiP は少なくとも6つのアイソザイムが生産されるが,それぞれを

コードする遺伝子が存在するか否かが問題となる｡Zhang16) らによれば,P.chry∫osporium の DNA のサ
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GGCACCGCACCAACTCGCTCACAGGCrGCGTrrrGGCAGCGTCCTCATTGGCTGGCGCAGTGTTGTGCATGTCCGCTGCACCGCGTCAq;TCGATrOGACAm AC
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CCTGGT GACTTC Arc GceTTCGCTGGTGCTGTCGCGCrCAGCAACTGC CCTGetGce
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Ar舌 GlyThr AIR PheProGly SerGly GlyAsn GinGlyGlu ValGluSer ProI例Pro
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1360 1370 1380 1390 1400 1410

ATC Gce CGC GAG TAGCGC Ace GCGTGTGAATGG GAGTCC TrC GTCAACAAC CAG TCCAAG
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GCCCTCACC CAG CTC GGC CAG GACCCGAbc GCG ATGAce GAC TGCTCGGAYGTrATC CCG
AlaLeuThr Gュn LeuGly Gin Asp ProAsn Ala netThr Asp CysSerAspVal lle Pro

275 280 285 290

AspSer GIAThePhe VatGluThrGlnLeu205 210
1330 1340 1350
GGCGALAftCGCArcGAGTCCGAGCACACT

GlyGluIloArg主主;61nSerAspHisThr240

1420 1430 1440
CTCGTCGAYGACTrCCABTrCArcTTCCrC

louYalAspAsp誌言GlnPheIloPheLew270

1510 1520 1530
CAGTCCAAGCCCArcCCTGGCAACCTCCCA
GinSerLysProlleProGlyAshLedPro

295 300

TTCl暑さ芸T,CTTCCb853cTG｡CAA去56AgCATCAAGl昌ZgGT,GAGC主監‰郡戚oTTm｡戚 occA,m器 ｡G血鮎 C.遜 ,vA
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340 344
図4 P.chrJ∫OSPoriumLiP遺伝子 (H8)の塩基配列とそれから演辞されるアミノ酸配列15)
イソトロンはイタリック体で,また,シグナルペプチ ドに相当するアミノ酸配列は大文字で示し

た｡ttCAAT''ぉよび ttTATA"ボックスは長方形で困った｡詳細については文献15)を参照｡

- 19-



木材研究 ･資料 第27号 (1991)

ザソハイブリダイゼーションは6個以上の異なる遺伝子がこの菌に存在することを示している｡われわれの

実験においても,この菌の染色体 DNA を各種の制限酵素で切断し,次のオリゴヌクレオチド

プローブ 1(リーダー配列の一部に相当)‥5'-CAGCTCTTCGCAGCTATCTCT_3,
プローブ 2 (N-末端の山部に相当)‥5'-GCCACCTGTTCCAACGGCAAG_3,

プローブ 3 (C-末端周辺部分に相当):5'-CGCCTCCGGGTGCTTAAATGA_3,

を混合したプローブでサザン-イブリダイゼ-ショソを行なったところ,制限酵素 HindIII断片において

は5つの,また,Ps川 断片においては4つのシグナルが得られ,遺伝子が複数存在することを認めている｡
B.adustaI

われわれは,前述のように DNA ブロー-ブを用いるスクリーニングによりB･adustaに LiP遺伝子の

存在を認め,染色体 DNA および cDNA より本遺伝子のクローニソグと塩基配列の決定を行なった｡得ら

れた塩基配列の概要を図5に示すo塩基配列から,23個のアミノ酸からなるシグナルペプチ ドと,酵素蛋白

質の349個のアミノ酸配列を演鐸した18)○ア<-/酸配列から算出される分子量は約37,000であり,精製され

た酵素の41,000とは差が認められたが,これは蛋白に結合する糖に由来するものと判断される｡ また,N-

グルコシル化の部位は Asn(103)の1個所であることを推定した｡ また,一方, この菌の生産するアイソ

ザイムを精製し,その N-末端付近のアミノ酸配列を決定し,その配列と塩基配列とを比較した結果,この

遺伝子 (LPO-1)は最も活性の高いアイソザイム LiP-2をコードしていることを認めた｡

cDNAclone(lLPO-1)

X p H X V p ら R

′ヒ≡≒ ≠ ‥=l..I.I千"I=i:--- i - - ≡ ≒ ∃【====================｣≡コ
L---+二ttÌ tl

260 /: 215 糾8 :.BS:･JI I.
′. ･･ .･ ● ･ I･. 1

ぎー-･･ 年 J■ - 斗 ･.･ユ ･目上 一･･･一･一･･･一 三 ･範 ･.一一L
l I I II I I I

ArTdnoacldpoBltJon-231 6464 135136 317318330330

Llgnh peroxlda8egene(PLPO-1)

ExonSize(bp) /

図 5 B･adustaの cDNA および染色体 DNA からクローニングされた LiP遺伝子の制限地図と塩基配
列分析のストラテジー18)

口,イントロン;圏,エクソン

b･MnP遺伝子および LiP遺伝子の相似性

p･chrJSOSPoriumによって生産される MnPアイソザイムの一つ (MnP-1)をコードする遺伝子 (map-1)

の一つがクローニングされ･その塩基配列から,21個のアミノ酸からなるシグナルペプチドと,酵素蛋白に

相当する357個のアミノ酸配列が演鐸されている19)｡また,N-ブルコシル化の部位と考えられる Asnは-

個所であった｡ この遺伝子の塩基配列中には,57-72bpのサイズの6個のイントロンを含むことが見出さ

れたo塩基配列の比較から,P,chrJSOSPorium の MnP と3種類の LiPのアミノ酸組成は約50%の相似性

を示した｡また,ヌクレオチドの相似性は約60%であった｡

もう一つ重要なことは,-ムの結合部位に存在するヒスチジ/(proximalHis)と過酸化水素の開裂に関
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Distalhistidine

LP0-2 3BAHQA I

LipH8 38AHES 1

LipH2 30AHWAL

hPH4 37AHEV I

HRP 33AASIL

Turnip 33GAS IL

CCP 43GPVLV

Proximalhistidine

LET
LEL
IET
ドEV
SDL
RDM
REV

WGLIA

WMLSA

W LLSA

SLLAS

ALSGG

ALSGA

ALMGA

TVG 18 0

SVA 17 8

S IA lO O

TVA 17 6

TFG 17 3

T IG 17 1

ALG17 7

図6 B.adustaLiPと他のペルオキシダーゼのヒスチジン周辺のアミノ酸配列の相似性｡詳しくほ文

献18)および19)を参照｡

与するヒスチジン (distalHis)周辺のアミノ酸配列が,LiP と MnPの間でも, また, これらと担子菌

以外から精製されているペルオキシダーゼの間でも極めて相似性が高いということである｡これは,ペルオ

キシダーゼが-ムを配位し,過酸化水素を電子受容体とするという共通の性質を持つことからすれば当然の

ことかも知れない｡P･chrJsosporium および B･adustaの LiP,P･chrJSOSPorium の MnPお よび西洋ワ

サビなどのペルオキシダーゼの His周辺のアミノ酸配列を図6に示す18)｡

C.LiPおよび MnP遺伝子の発現

LiP と MnPの生産は二次代謝過程であるという特徴がある｡これは, これらの酵素の生産が,菌体の

栄養生長が停止するか,あるいは,停止に近づいた状態において行なわれることを意味する｡また,二決代

謝は培地中の栄養源,特に窒素濃度の低下によって引き起こされる｡ したがって,両酵素の生産のために

は,窒素濃度の低い培地での培養を行なうことが必要となる｡このような特徴は,P･chrJSOSPorium などに

見出されるが,かならずLもすべてのリグニン分解菌に普遍的に適用できるとは限らないようである｡

この二次代謝の引金となる遺伝的な要因は未だ明確ではない｡cDNAを プローブとするノーザン-イブ

リダイゼ-ショソの実験は,mRNA が低窒素原濃度の培養においてのみ検出されることから,これら酵素

の発現は共通して転写 (transcription)のレベルで窒素により制御されることを示している｡さらに,ノー

ザン-イブ1)ダイゼ-ションによって,MnPは基質の一つである Mnによっても転写の段階で制御され

ることも明らかにされた20,21)｡

d.Lac遺伝子

Lac遺伝子構造の解析は担子菌以外の微生物で詳細に行なわれている｡木材腐朽菌では Coriolushirustus

(アラゲカワラタケ)や C･uersicolorで構造が検討されている｡C･hirustusでは,決定された塩基配列から,

21個のアミノ酸からなるシグナルペプチ ドと,酵素蛋白に相当する499個のアミノ酸配列が清輝されている｡

また,この塩基配列中には10個のイントロンが認められている22)｡

5.5 形質転換系

担子菌での酵素の生産能は発酵工業に用いられる微生物に比べて極端に低い.そのため,これら酵素の生

産には遺伝子工学的な手法はきわめて有利である｡形質転換系の開発は,①工業的なレベルでリグニン分解

酵素を生産すること,②リグニン分解酵素遺伝子の強化された菌株を育種すること,の意味を持つ｡①の場

合は,白色腐朽菌のリグニン分解遺伝子を大腸菌あるいは酵母に導入し,このような生育速度のたかい微生

物によりリグニン分解酵素を生産させることを目的としている｡また,②の場合では, リグニン分解遺伝子

を,本来それを有する菌株中で増幅させ,リグニン分解能を強化することを目的としている｡

これまでのところ,LiP遺伝子が大腸菌 (Esherichiacoli)および酵母 (Saccharomγcescereuisiae)に導入さ

れ,LiPが菌体内で産生されている23)が,菌体外に分泌生産されたという報告は見られない｡ しかし, ど
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く最近になって,昆虫の培養細胞系を用いてLiP24)および MnP25)が発現することが報告された｡これは,

酵素蛋白の合成系と同時に-ムの合成系も機能するためと考えられる0-万,C･hirusiusの Lac遺伝子も

酵母に導入され,La｡が菌体内で産生されている｡ しかし, これらの酵素は工業的なレベルでの生産には

到達していない｡

以上のような異種遺伝子の発現系の確立した大腸菌や酵母の系(宿主-ベクター系)を用いるのではなく,

担子菌や担子菌に近い遺伝子発現系を有する糸状菌に目的とする遺伝子を導入する試みは成功しているとは

言えない｡この場合,宿主となる担子菌の形質転換に用いるベクターの開発が第一に必要でである｡これま

で,P.chrJSOSPorium の形質転換について2つの試みが行なわれている｡まず,-一つは染色体組込み型ベク

ター-の作成である｡Gold らのグループ26)は スエヒロタケ (Schizopkyllum comm,une)の形質転換系で作成さ

れているにアデニン合成遺伝子を組込んだプラスミドを P.cf"J50SPorium のアデニン要求株 (Ade-)に導

入 し,アデニン要求性を示さなくなった株 (Ade-)を得ている｡この時,プラス ミドは宿主の染色体 DNA

にその複数が組込まれていた｡もう一方は 自律増殖型ベクタ一一の作成である｡Reddyらのブル-プ27)は酵

母において自律増殖する P.chrysosporium の染色体断片とカナマイシン耐性遺伝子 (Kanr)を組込んだ酵

母系プラスミドが,P.chrJ･"SPorium で染色体に組込まれることなく,長期間染色体外で環状に保持される

ことを見栂している｡以上の2つのベクタ-系を用いての, リグニン分解担子菌の遺伝子による担子菌の形

質転換は遠からず達成されるもの期待される｡

十方,i.edode∫や P･OstreaLusのミトコンドリア中にはプラス ミド様の DNA が見出され,その自律増

殖配列 (ARS)が クローニングされている28)｡ このような ARSを組込んだベクターが作成できれば,担

子菌の形質転換に利用できるものと考えられる｡

お わ り に

現在,木質バイオマスはリグノセルロース系バイオマスとして取扱われる場合が多い.このことは,この

イオマス中のセルp-スの利用,特にセルロースの酵素糖化と,それから得られる糖からのアルコールの生

産が当面の開発課題となっていることを意味している｡この工程に微生物を用いるための遺伝子工学的な研

究においては,現在のところ,セルラーゼに関する研究がリグニン分解酵素に関する研究よりも進展してい

る｡さらに,発酵過程については,発酵に用いる酵母にセルラーゼ遺伝子を導入 し,糖化と発酵を同時に行

なわせることが試みられている｡これと同様に,キシロース発酵性酵母にヤシラナ-ゼ遺伝子を導入,キシ

ラン分解を行いながら発酵させるというプロセスも検討されている｡

以上のような糖化-発酵の工程に限らず,木質バイオマスの利用に微生物やその酵素を利用す るために

は,その能力を格段に高めるための遺伝学的な基礎研究の蓄積がさらに必要と考えられる｡さらに,前処理

技術,反応工学的技術,生産物の分離技術など,各種の技術を総合的に開発することが必要である｡
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