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研究成果の概要（和文）：細胞壁を脆弱化し薬剤排出ポンプを破壊して細胞内に流入保持される汚染物質濃度を
高めることで、これまで作出した汚染物質検出バイオアッセイ酵母を高感度化した。Cre-loxP法を用いて細胞壁
マンナンタンパク質遺伝子、薬剤排出ポンプを破壊した。おもにCwp1, Cwp2、Pdr5、Pdr10の破壊の組み合わせ
により、ダイオキシン受容体、エストロゲン受容体α、エストロゲン受容体β、アンドロゲン受容体、プロゲス
テロン受容体、グルココルチコイド受容体、ミネラルコルチコイド受容体、ビタミンD受容体リガンド活性検出
酵母の8株で検出感度が改善した。細胞壁消化酵素によるプロトプラスト化で性能向上した酵母もあった。

研究成果の概要（英文）：We have developed a wide variety of bioassay yeasts to detect trace 
contaminants. In this project, we digested/disrupted the yeast cell wall to increase contaminants 
influx, and disrupted the drug efflux pump gene to keep the contaminants in the cell. Cell wall 
mannan protein genes Cwp1, Cwp2, drug efflux pumps Pdr5, Pdr10, Pdr11, Pdr12, Snq2, Yor1, Ste1, and 
Aus1 were disrupted with the Cre-loxP method for 12 yeast strains. As a result, sensitivities of 8 
receptor ligand activity detection strains (dioxin receptor, estrogen receptor alpha, estrogen 
receptor beta, androgen receptor, progesterone receptor, glucocorticoid receptor, mineralocorticoid 
receptor, and vitamin D receptor) were improved with mainly combined disruption of Cwp1, Cwp2, Pdr5,
 and Pdr10 genes. In some case, yeast protoplast after enzymatic cell wall digestion showed higher 
performance. Unexpectedly, there are strains of which sensitivity were not improved the at all, so 
further sturdy should be required.

研究分野： 環境分子毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
安価迅速簡便な本法はHRGC/HRMS法と組み合わせて利用または機器分析法を補完する研究手法として求められて
いる。HRGC/HRMSを導入するには数千万円-億円単位の初期費用が必要となるが、この微生物によるバイオアッセ
イは数十万円の初期投資（高校理科室程度の設備）で始めることができ、ランニングコストも数万円未満、操作
技量も高校生程度で実施できるほど実験は簡便である。世界へ目を向けると、ベトナムでは、ベトナム戦争中に
散布された枯葉剤により21世紀の今日でも様々な影響が出ている。測定施設が少なく大量の検体が汚染チェック
を待っている。本課題の成果は国内だけでなく多くの発展途上国に展開可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
化学物質は産業界において重要な役割を担っており日々の生活になくてはならないものである

一方、健康影響や環境汚染をひきおこす潜在的危険性をもっている。したがって化学物質のもつ

潜在的危険性を正しく理解することが肝要である。 

 先進国の化学物質汚染は、多種類の微量な化学物質によることが特徴である。微量化学物質に

よる汚染状況の調査や複数の微量化学物質による複合的な健康影響解明は緒についたばかりで

ある。これまでは健康障害や環境汚染等の問題が顕在化して初めて、化学物質の潜在的危険性が

認識されてきた。しかしこれからは北欧諸国が実践し始めているように、なにか問題が表面化し

てから対処するのではなく、将来起こりうる問題の芽を事前に摘み取る予防的対処が必要であ

る。 

 健康障害や環境汚染の原因となる化学物質が特定されている場合は、高分解能ガスクロマト

グラフ/質量分析計(HRGC/HRMS)などによる機器分析法により、高感度にその化学物質を生体・環

境中に検出できる。しかしこの方法は検出・測定対象が既知の場合のみ適用できる。環境汚染の

原因となる化学物質が特定されていない場合には、機器分析法は無力である。 

【バイオアッセイは未知物質の検出が可能かつ安価・簡便】 

 こうした機器分析法に対し、生物個体や細胞を用いて生物学的な応答を分析するバイオアッ

セイでは、化学物質が特定されている必要はない。被験物質が惹起する生物応答そのものを評価

するため、構造が未知の化学物質をも検出できる。被験物質の単離も不要で、環境試料など混合

物の複合影響の測定が可能である。したがって上述の問題の解決に活用できる。 

 また HRGC/HRMS を導入するには数千万円〜億円単位の初期費用が必要となるが、後述するよ

うに微生物によるバイオアッセイは数十万円の初期投資で始めることができ、ランニングコス

トも数万円未満、高校生程度の技量で実施できるほど実験操作は簡便である。世界へ目を向ける

と、例えばベトナムでは、ベトナム戦争中に散布された枯葉剤により 21 世紀の今日でも様々な

影響が出ている。中部都市ダナンではオレンジ剤のドラム缶が大量に放置され内容物が土壌に

漏洩、微量化学物質の典型であるダイオキシン汚染の風評被害により農産物の輸出が困難で同

国の経済発展を阻害している。測定施設が少なく大量の検体が汚染チェックを待っている。現地

では簡便・安価な測定法が強く求められている。 

【酵母はバイオアッセイに適した生物】 

 微生物の酵母は真核生物の一種であり、同じ真核生物としてヒトの生物応答を調べることが

できる。また、単細胞生物であるため培養や取り扱いが容易で、必要な機材もとりわけ安価であ

る。つまりバイオアッセイに用いる生物としてふさわしい特徴を備えている。 

【バイオアッセイ酵母の致命的弱点である細胞壁を除去できないか？】 

 しかしながら酵母には、ヒト細胞にはない細胞壁が存在する。酵母細胞を取り囲む分厚い細胞

壁により細胞内と外界との物質移動が妨げられる。バイオアッセイにおいては、被験物質の酵母

細胞内への浸透を阻害し、検出感度の著しい低下の原因となっている。このことは、微量化学物

質を測定する上で致命的弱点である。 

 
２．研究の目的 
【目的１：細胞壁破壊バイオアッセイ酵母を作出】 
そこで、細胞壁を破壊したバイオアッセイ酵母を作出する。また、防御機構として酵母に備わ



っている薬剤排出ポンプの遺伝子群も破壊する。これら操作により、物質の浸透性が高まる一方、

外来異物の排出能力を欠くことで、バイオアッセイにおいて酵母細胞内の被検物質濃度が飛躍

的に上昇することが期待される。こうして、微量化学物質の測定に適したきわめて高感度バイオ

アッセイ酵母を作出する。 
【目的２：内分泌かく乱作用・神経伝達かく乱作用などを微量検出】 
 下表に示す、これまでに私たちが作出したバイオアッセイ酵母の細胞壁・薬剤排出ポンプ遺伝

子群を破壊する。これらは、種々の核内受容体結合作用（内分泌かく乱作用）から神経伝達かく

乱作用、昆虫変態かく乱作用、DNA 損傷性、重金属様作用まで、広範な生物活性を評価できる

バイオアッセイ酵母群である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
【酵母プロトプラスト（細胞壁破壊酵母）の作製】 

 細胞壁溶解酵素ザイモリエイスで酵母株を処理し、酵母プロトプラストを作製した。細胞壁消

化状態を顕微鏡による形状観察と、細胞壁が完全溶解したときには 60%減少することが知られて

いる波長 800nm での光学密度 OD800から評価した。ザイモリエイスの至適濃度、至適消化時間を

レポーター酵母株ごとに検討した。細胞壁破壊により酵母は浸透圧感受性となる。このため浸透

圧の調整に最適な化合物、例えば D-ソルビトール、リン酸ナトリウム、酒石酸ナトリウムなど、

と濃度をバイオアッセイ酵母株ごとに検討した。 

【薬剤排出ポンプ遺伝子の破壊】 

 外来異物の細胞外への排出をおこない、薬剤排出ポンプとして知られる、ABC トランスポータ

ーに属する一群のたんぱく質遺伝子を破壊した。遺伝子破壊には部位特異的組換え法の一つ

Cre-loxP 法を用いた。標的すると薬剤排出ポンプは Pdr5、Pdr10、Pdr11、Pdr12、Snq2、Yor1、

Ste1、Aus1 などである。ポンプの排出対象物とレポーター酵母の想定リガンドの関係を考慮し、

バイオアッセイ酵母株ごとに破壊遺伝子と、複数破壊する場合はその組み合わせを検討した。ま

た細胞壁部分消化条件では細胞壁たんぱく質 Cwp1、Cwp2 遺伝子破壊も検討した。 

【最適な試料前処理法を開発し超高感度検出アッセイを確立】 

 細胞壁の破壊により酵母は脆弱となり、バイオアッセイ時に妨害物質の影響を受けやすくな

る。これを補償するため試料前処理法を開発した。溶媒抽出法や市販の濃縮・精製カラムを組み

合わせ、遺伝子破壊酵母プロトプラストに最適な前処理法を検討した。 
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４．研究成果 

細胞壁の消化による破壊では、温和な消化状態では細胞壁の再生、過酷な条件では酵母の死滅

が予想されたため、消化酵素によるプロトプラスト作製に先立ち、遺伝子破壊による改良を専攻

した。つまり、薬剤排出ポンプ遺伝子の破壊→プロトプラストの順に実験した。前掲の表中の酵

母株、核内受容体結合活性、神経伝達物質様活性、昆虫変態ホルモン様活性、DNA 損傷応答誘発

性、重金属応答誘発性を検出する酵母のうち 12 種類のアッセイ酵母株に対して、Cre-loxP 法を

用いて細胞壁マンナンタンパク質遺伝子 Cwp1, Cwp2、薬剤排出ポンプ Pdr5、Pdr10、Pdr11、Pdr12、

Snq2、Yor1、Ste1、Aus1 を破壊した。その結果おもに Cwp1, Cwp2、Pdr5、Pdr10 の破壊の組み

合わせにより、ダイオキシン受容体、エストロゲン受容体α、エストロゲン受容体β、アンドロ

ゲン受容体、プロゲステロン受容体、グルココルチコイド受容体、ミネラルコルチコイド受容体、

ビタミン D受容体 8株で検出感度が改善した。 

次いでプロトプラスト作製実験では、国内法（ダイオキシン類対策特別措置法）による規制が

存在するため、まずダイオキシン受容体を対象にした。細胞壁消化酵素ザイモリエース処理によ

る OD800の低下を確認した。また光学顕微鏡観察では、酵母形状が消化前のだ円形から酵素処理

後の膨潤した真円形への変化も観察した。消化酵素の至適濃度、至適消化時間を決定した。また

至適な浸透圧調整剤と濃度を決定した。細胞壁消化による細胞バイアビリティ低下の軽微なこ

とを細胞増殖率と蛍光色素保持で確認した。細胞壁染色酵素カルコジルホワイトによる染色量

から細胞壁量の低下を、また細胞内へ物質透過性の向上を細胞壁非透過性の蛍光色素透過量で

評価し、変化を確認した。 

安価な市販のディスポーザブル・シリカ／アルミナ複合カラム、シリンジを組み合わせた簡易

試料前処理法を使用し、環境試料のクリーンアップと濃縮をおこなった。このようにして準備し

た酵母細胞と前処理方法で、汚染が既知の実際の森林土壌試料をもちいて測定したところ、土壌

のダイオキシン汚染を検出できた。 

以上により、本方法は高感度・簡便・安価なアッセイ・トータルパッケージとして有効に機能

することがわかった。一方で、細胞壁β(1,6)グルカン消化では、意外なことに、全く高感度化

しないアッセイ酵母株も存在することがわかってきた。その理由を解明することが今後の課題

となる。 
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