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成果の概要/本田与一 

 

 現在、白色腐朽菌によるリグニン分解機構の分子遺伝学的研究は主にヒラタケを用

いて行われている。これは、本研究室による形質転換法の開発（Honda et al., 2000）

や Salame ら(2012) によって遺伝子ターゲティング実験が可能になり、逆遺伝学的な

手法により特定の酵素をコードする遺伝子を破壊した場合の、木質中のリグニン分解

への影響を解析することが可能になったことに起因する。一方で生化学的研究や近年

のトランスクリプトーム研究により、白色腐朽菌によるリグニン分解機構の多様性が

示唆されてきており、これらをより深く理解するためにはヒラタケだけでなく様々な

種における分子遺伝学研究、ならびに研究知見の比較が必要であることが考えられる。

しかしヒラタケと同様の非相同性末端修復に関与する遺伝子破壊株の取得を通じた分

子遺伝学的実験系を、多くの種で確立させる事は困難である。対して CRISPR/Cas9 を

用いたゲノム編集法は、Cas9 と gRNA を発現させれば、遺伝子変異を導入可能である

点で、多様な白色腐朽菌種において遺伝子変異を導入できる可能性がある。本研究は、

ヒラタケ及び Ceriporiopsis subvermispora に CRISPR/Cas9 系を導入し、これらの菌

における遺伝子変異の導入を試みた結果について報告する。 

【結果】 

 腐生菌ウシグソヒトヨタケのゲノム編集において利用された Cas9、gRNA 発現カセッ

ト、ハイグロマイシン耐性遺伝子 (hph) をコードした pCcPef3-126 プラスミド

（Sugano et al., 2017）を用いた。ヒラタケの fcy1 遺伝子［変異すると

5-Fluorocytosine (5-FC) 耐性になる］の ORF 内部配列を標的とした gRNA を発現する

プラスミドを染色体上に導入した結果、得られたハイグロマイシン耐性株の 90.9%（44

株中 40 株）が 5-FC 耐性を示した。C. subvermispora については一過性のハイグロマ

イシン耐性形質転換法を用いて、同様に fcy1 遺伝子 pyrG 遺伝子［変異すると 5-フル

オロオロチン酸 (5-FOA) 耐性になる］を標的とした gRNA を発現させるプラスミドを

導入した結果、得られたハイグロマイシン耐性株の内 39.5％ (43 株中 17 株) が 5-FOA

耐性を示した。ゲノム PCR で確認したところ、上記 5-FC（ヒラタケ）および 5-FOA（C. 

subvermispora）耐性株では、標的遺伝子付近の断片が増幅されなかった。また、C. 

subvermispora では得られた fcy1、pyrG 変異株のうち 29.9% (97 株中 29 株) で継代

によるハイグロマイシン耐性の喪失が観察された。ゲノム PCR で確認したところ一部

のハイグロマイシン耐性が喪失した株で hph 遺伝子を含む断片が増幅されなかった。

また同様の方法でヒラタケおよび C. subvermispora において、複数のリグニン分解関

連遺伝子の破壊も行った。 

【考察】 

 本研究では、白色腐朽菌 2 種における CRISPR/Cas9 を用いた高効率遺伝子ターゲ



ティング実験に成功した。他の生物種を用いた研究では、この手法では一般的に小規

模な変異が発生するとされているが、今回用いた種においては、大規模な欠損（もし

くは組換え）が発生することが示唆された。周辺遺伝子を巻き込んだ欠損などが生じ

ている可能性も考えられ、この大規模欠損を抑制する方法を検討することは、今後の

課題である。また、C. subvermispora においては導入したプラスミドがゲノム中に組

込まれることなく一過性に発言して、ターゲット領域においてゲノム編集を起こした

後で脱落したことが示唆された。このことは、ゲノム上への外来プラスミドの導入の

影響を考慮する必要がなく、くり返し使用して多重破壊を導入する事が可能であるこ

とを意味している。また、異種生物由来のＤＮＡの導入を伴う、従来の遺伝子組換え

とは異なるゲノム編集が本菌を含めた担子菌類で実施可能であることを示唆している。 
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なお、本研究の成果は、平成 30 年 3 月 14−16 日京都市にて開催された第 68 回日本木

材学会大会にて発表された。 


