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研究の目的 

 生態系にインパクトを与える環境問題は、その原因が複合的であり、解決のためにもあら

ゆる学術分野からのアプローチが必要となる。本研究は環境浄化の技術開発を睨み、微生物

の機能向上付与を目的とした基礎的な面を含んでおり、環境問題の原因解明から問題解決に

至る、複合的な学問体系において重要な一翼を担うことを意味する。生物を用いた環境浄化

技術「バイオレメディエーション」の技術革新を目指すべく、我々がすでに開発した糸状菌

の遺伝子標的化技術をもとにした環境浄化微生物の分子育種の方法を開発する。 

 環境インパクト物質とは、大気、水系、土壌に含まれており、生態系にインパクトを与え

る物質のことである。具体的には、重金属、エアロゾル、農薬など人間の活動によって環境

中にもたらされ、その他の環境問題、例えば地球温暖化、オゾン層破壊などによって引き起

される物質の動態の変化、物質流動の移り変わりなどと絡めて複合的に解明されるべきであ

ると考えられている。このような環境インパクト物質についての動態解析と併せ、このよう

な物質の処理についても各大学、研究機関において解析が進められている。生物（微生物、

植物）の機能を用いた環境浄化は、バイオレメディエーション、ファイトレメディエーショ

ンと称し、さまざまなアプローチにより多くの知見が得られている。微生物を利用したバイ

オレメディエーションについても基礎的なデータの蓄積が得られているが、実現のためには

幾つかの関門がある。一つは微生物自体の機能の不足、もう一つが土壌の中での分解対象物

質の動態把握不足である。 

 本研究では、これらの問題点に新たな提言を与えるために、環境浄化微生物の分子育種を

試みる。我々は糸状菌の遺伝子標的化技術を発展させ、糸状菌の分子育種の分野において一

石を投じた。この成果により遺伝子の破壊、プロモーターの改変による発現の調節などあら

ゆる可能性を示すことができた。この技術を環境浄化微生物に対して応用し、環境浄化に対

する機能を付与することを目標とする。 

 また、本学において土壌中の環境インパクト物質についての研究者とも連携を図り、浄化

対象物質の土壌中での物質動態を把握し、微生物による環境浄化の実際に対する具体的な提

案を行なうことも将来的な目的としている。 

 

研究の進め方 

 我々はアカパンカビの DNA 二本鎖切断の

修復に関わる遺伝子を欠損させたバック

グラウンドを持った株において、相同組換

え頻度の上昇が起こることを予想し、その

予想の通りに相同組換え頻度、すなわち遺

伝子標的化効率が飛躍的に上昇すること

を証明した。具体的には 2kb の相同領域の

組換えに関して、アカパンカビの ku70 ホ

モログ遺伝子すなわち mus-51遺伝子欠損株では形質転換体は100％の遺伝子標的化効率を示



し（PNAS 2004）、さらに lig4 ホモログ遺伝子、mus-53 遺伝子欠損株ではより短い相同領域

（50bp）についても高い遺伝子標的化を達成した（PNAS 2006）。また、コウジカビを扱う東

北大学の共同研究者らによっても、この生物において高い遺伝子標的化を達成している。こ

の遺伝子標的化技術がアカパンカビやコウジカビと同じ糸状菌であり、環境浄化に資する微

生物生物において効率的に働くことを示そうと考えた。 

 白色腐朽菌（きのこ）は担子菌類の中でもリグニン（木の成分で、セルロースに次いで含

有量が多く、難分解性の高分子）を酵素的に分解する能力がある。リグニン分解活性をもつ

生物はそれほど多くないが、白色腐朽菌は突出してその活性が高い。リグニンを構成する分

子種が芳香族化合物であること、白色腐朽菌が分泌するリグニン分解酵素は芳香族化合物を

ラジカル反応によって分解する能力があること、以上の二点より、白色腐朽菌が環境中に残

留する芳香族化合物を分解する可能性が予想され、様々な基質（毒性芳香族化合物、環境ホ

ルモンなど）に対する白色腐朽菌の分解活性が調査された。その結果白色腐朽菌がこれら環

境問題の原因となる物質を分解する能力があることが示された。 

 本研究では、１）アカパンカビにおける非相同末端結合関連遺伝子のホモログを白色腐朽

菌等担子菌のゲノムデータベースを用いて探索し、２）ホモログ遺伝子をクローニング、３）

導入マーカー（薬剤耐性遺伝子）の検討、および４）ホモログ遺伝子を破壊するための DNA

導入方法の検討、５）非相同末端結合関連遺伝子破壊株の作出、６）遺伝子標的化効率の測

定、という流れに従って進行する。 

Ninomiya et al,  Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 101 pp12248 
Ishibashi et al,  Proc Natl Acad Sci U S A. 2006 103 pp14871 

分担者間の連携 

 アカパンカビを用いた遺伝指標的化技術を開発した、代表者によって担子菌ホモログ遺伝
子を探索・同定する。また、担子菌を扱い遺伝子導入を行なうにあたっては科学分析支援セ

ンターの畠山講師が行なう。本プロジェクトの役割分担は下記のとおりになる。 

 井上弘一（代表者）理工学研究科・教授：研究統括、ホモログ遺伝子の探索、遺伝子導入

効率の測定。 
 畠山晋 科学分析支援センター・講師：担子菌への遺伝子導入法の開発、ホモログ遺伝子の

破壊株の選抜。 

 

研究の成果 

 １）非相同末端結合関連遺伝子の探索 

 遺伝子標的化を検討する担子菌として Ustilago maydis（クロボ菌）、 Phanerochaete 

chrysosporium（和名なし）を選択した。この２株は全ゲノム配列が明らかになっており、無

性胞子を利用することができる、また U. maydisは半数体の胞子を有することから遺伝子破

壊による形質の解明が容易であること、などの利点により、これらの２株を用いて遺伝子導

入方法の検討、標的化の可能性の検討を試みることにした。 

 P.chrysosporium、U.maydis のゲノムデータベースを検索し、非相同末端結合に関与する

ku70、ku80、lig4 のホモログを同定した。U.maydisのホモログ遺伝子産物のアミノ酸配列と、

アカパンカビ、P.chrysosporium、Coprinus cinereus（ウシグソヒトヨタケ）との相同性の

比較を下の表にまとめた。Lig4 のみ期待値（表中 expect）が、0.0 を示さなかったものの、



これらの糸状菌の間で、非相同末端結合に関わる遺伝子は高度に保存されていることが示さ

れた。 

  

  表 非相同末端結合に関わる遺伝子の生物（糸状菌）間の比較 

 
 ※GPD は遺伝子発現のプロモーターとして用いた GPD 遺伝子（参考） 

 

２）ホモログ遺伝子のクローニング 

 探索・同定したこれらの遺伝子を含むゲノム領域を約 7kbp に渡って PCR によって増幅し、

pGEM-T ベクターにクローニングした。 

 

３）遺伝子導入マーカーの作製 

 糸状菌において選択性が良い、大腸菌のハイグロマイシン耐性遺伝子をマーカーとして用

いることにした。この遺伝子を発現させるために、GPD(glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase)遺伝子のプロモーター領域をハイグロマイシン耐性遺伝子の読み枠につない

だマーカーのコンストラクトを作成した。このコンストラクトをそれぞれの担子菌に導入し

たが、良好な形質転換体は得られなかった。さらなる検討として GPD 遺伝子のプロモーター

領域にエキソン１とイントロン１を取り出し、これにハイグロマイシン耐性遺伝子の読み枠

につないだ DNA 断片を担子菌に導入した。この DNA 断片により多数のハイグロマイシン耐性

の形質転換体が得られたので、これを遺伝子導入マーカーとすることにした。なお、U.maydis

は A.nidulansの TrpC 遺伝子のプロモーターを用いてハイグロマイシン耐性遺伝子を発現で

きることも明らかとなった。 

 

４）遺伝子導入方法の検討 

 ①電気穿孔法 

 電気穿孔法とは、細胞に電気パルスをかけることによって細胞膜に微小な孔を一時的に開

け、DNA を細胞内部に送り込んで、形質転換を行なう方法である。U.maydisの無性胞子に対

して電気穿孔法の条件検討のために、電気穿孔遺伝子導入装置（ECM600、BTX 社製）を用い

た。電気穿孔の条件を、直流の電気パルスの電圧、電気量、電極間のパルス出力前後の抵抗

値の３条件を割り振って検討を行った。マーカー遺伝子の取り込みをもとにして、電気穿孔

法の最適条件を探索した結果、1.5V、25μF、186Ωの条件において形質転換体が得られた。 

 ②プロトプラスト法 

 プロトプラスト法による形質転換は、細胞壁を部分消化したところに、導入 DNA を混ぜ、

PEG（ポリエチレングリコール）とカルシウムイオンによる細胞壁の再生を促したときに、細



胞が融合し、その際に DNA 分子が細胞質に取り込まれることを利用するものである。 

 P.chrysosporiumのプロトプラスト化

のためには、セルラーゼオノズカ、ヤ

タラーゼを組み合わせて処理すること

によってプロトプラスト化が達成で

き、形質転換体が得られた。また、

U.maydis のプロトプラスト化には、

Westase が有効であることが明らかに

なった。図２はプロトプラスト法によ

って、U.maydisに対してマーカー遺伝

子を導入した結果である。 

 

5)形質転換体の解析 

 得られた形質転換体は、宿主ゲノム

にマーカー遺伝子（ハイグロマイシン

耐性遺伝子）が組み込まれている場合

にハイグロマイシン耐性を維持でき

る。今回得られた形質転換体は遺伝子

導入直後にハイグロマイシン耐性を

有しているが、植継ぎを繰り返すとこ

の耐性を失う。つまり、宿主ゲノムに

マーカー遺伝子が組み込まれていな

いことが考えられる。しかしながら、

僅かにゲノムに組込まれるケースもある（図３）。本研究のゴールを考慮した場合、宿主ゲノ

ムに組込まれる割合が非常に低いことは、宿主開発が困難であることを意味している。この

現象に関して、次の要因を考えた。 

① 担子菌類は外来遺伝子の組込みを排除する仕組み（DNA のメチル化など）が、アカパ
ンカビのような子嚢菌類よりも発達している。 

② 組込みをサポートする二本鎖切断が起こりにくい。 

 これらの要因を解明する為に、DNA メチル化の確認、プロトプラストと制限酵素の両方を

用いた遺伝子導入、などを検討している。 

 

結語 

 我々の開発した高効率遺伝指標的化技術は糸状菌において有効であることが示唆されてき

たが、担子菌ではまだ成功していない。それには担子菌が有する外来遺伝子排除機構が大き

く関与することが予想される。この機構を解明し技術的に遺伝子標的化が担子菌において可

能になるということは、同時に遺伝子組込みについての基礎的な知見を得られるということ

になる。この知見は原生生物から動物・植物にいたる真核生物において共通であり、基礎的

研究の面でも有益なものとなると考える。 


