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研究成果の概要（和文）：Haa1は出芽酵母の酢酸ストレス耐性に重要な役割を果たす転写因子であるが、そのし
くみは不明であった。私は、Haa1が細胞内にグリセロールを一過的に蓄積させることで、酵母は酢酸ストレスか
ら保護され、生存・増殖が可能になることを明らかにした。Haa1は、グリセロール生合成に関わる酵素をコード
するGPP2遺伝子の転写活性化と、グリセロールを細胞外へ排出する働きをするFps1タンパク質の分解誘導などを
通じて、細胞内のグリセロール濃度を上昇させると考えられる。この研究成果は、バイオエタノール製造の高効
率化・低コスト化に寄与する「酢酸耐性化酵母」の育種技術の開発に応用できる。

研究成果の概要（英文）：Budding yeast Haa1 is a transcription factor that plays an important role 
for resistance to acetic acid stress, but its mechanism was unclear. I revealed that Haa1 
transiently accumulates intracellular glycerol, which protects yeast cells from acetic acid stress 
and enables their survival and growth. Haa1 increases intracellular glycerol concentration by 
activating transcription of the GPP2 gene encoding an enzyme involved in glycerol biosynthesis, and 
by inducing the degradation of Fps1 protein that has a role to export glycerol to the outside of 
cells. These results can be applied to the development of a novel breeding technology for "acetic 
acid-tolerant yeast" that contributes to more efficient bioethanol production.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
再生可能エネルギーであるバイオ燃料の効率生産は、低炭素社会の構築に必要不可欠な基盤技術となる。セルロ
ース系バイオマスを原料としたバイオエタノールの生産では、発酵を強力に阻害する酢酸が糖化液に残存するこ
とが大きな問題である。本研究成果をもとにして、酢酸存在下でも増殖や発酵が阻害されない「酢酸耐性化酵
母」を開発することで、糖化液から酢酸を除去する必要が無くなるだけでなく、酢酸が持つ強い抗菌作用により
培地の滅菌という高コスト工程も省くことが可能になる。従って、本研究成果はバイオエタノール製造の大幅な
高効率化・低コスト化に繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

食料と競合しないセルロース系バイオマスを原料とするバイオエタノールの生産では、糖化
処理に莫大なコストがかかることと、糖化液に酢酸を主とする発酵阻害物質が混在することが
非常に大きな問題である。私は酢酸存在下でも増殖や発酵が阻害されない「酢酸耐性化酵母」を
開発することで、この問題の一部を解決しようとしている。バイオエタノールの製造に酢酸耐性
化酵母をもちいることで、糖化液から酢酸を除去する必要が無くなるだけでなく、酢酸が持つ強
い抗菌作用により培地の滅菌という高コスト工程も省くことが可能になる。 
これまでに私は、出芽酵母の酢酸耐性に重要な HAA1 遺伝子の発現を強化して、ワンステッ
プで簡便に酵母に酢酸耐性を付与する技術を開発した（Tanaka et al, Appl Environ Microbiol 
2012, 78: 8161）。さらに、この方法をもちいて酢酸に耐性を持つバイオエタノール生産用産業
酵母を作成し、酢酸耐性酵母は酢酸による阻害を受けずにエタノールを生産すること、同条件で
雑菌の増殖は強く抑制されることを示した（Inaba et al, AMB express 2013, 3: 74）。この技術
は、様々な特徴を有する産業酵母に、簡便に酢酸耐性能を追加付与することができるため、非常
に汎用性が高いものである。しかし、HAA1発現強化株は増殖が遅く、継代培養すると酢酸耐性
を喪失した細胞が優先的に増殖してくるという新たな問題が浮かび上がった。 

HAA1 発現強化株が不安定である原因として、転写因子である Haa1 の標的遺伝子の中に、
酢酸耐性に関わるものと増殖に悪影響を及ぼすものが共存する可能性が想定された。しかし、
Haa1の作用機序が不明であるために、この問題に対する有効な解決策を見いだすことができず
にいた。そこで、Haa1による酢酸耐性化のメカニズムを分子レベルで明らかにし、その知見を
より安定して強い酢酸耐性を持つ酵母の育種技術の開発に繋げることとした。 

２．研究の目的 

（１）Haa1の標的因子の同定 

Haa1による酢酸耐性化のメカニズムを明らかにするため、はじめに Haa1による制御を受け
る標的分子や標的遺伝子を同定する。 

① 酢酸ストレスに応答して発現量が変化する遺伝子の探索 

Haa1は転写因子であることが示唆されているため、標的遺伝子の発現を調節することで酢酸
ストレスに対する応答を引き起こす可能性が高い。そこで、酢酸ストレスによって転写が誘導あ
るいは抑制される遺伝子を探索する。 

② 酢酸ストレスに応答して細胞内濃度が変動する低分子化合物の探索 

酢酸ストレスに対する応答は遺伝子発現を介して起こるだけとは限らず、酵素活性の調節な
どにより起こる可能性も十分に考えられる。①の遺伝子発現量の変化では見えてこない標的を
探るために、酢酸ストレスによって細胞内濃度が増加あるいは低下する細胞内成分を探索する。 

③ Haa1の標的因子の絞り込み 

①と②で見いだされた遺伝子発現の変化や細胞内成分の濃度変化の中から、Haa1の働きによ
って引き起こされる変化を絞り込む。 

（２）酢酸ストレス耐性化に寄与する Haa1標的因子の同定と作用機序の解明 

背景で述べたように、Haa1標的因子の中には酢酸ストレス耐性に関わるものの他に、増殖遅
延に関するものも含まれていると考えられる。Haa1標的因子の中から酢酸耐性化に関与するも
ののみを選び出すとともに、酢酸耐性化に果たす役割について解析を進める。 

（３）新たな酢酸耐性化技術の開発 

Haa1標的因子の中から選びだした酢酸耐性化に関与する因子を利用して、HAA1遺伝子の発
現強化に代わる新たな酢酸耐性化技術を開発する。 

３．研究の方法 

（１）Haa1の標的因子の同定 

酢酸ストレスを与える前と与えた後の細胞から mRNA や細胞抽出液を抽出し、定量 PCR や
高速液体クロマトグラフィーをもちいて、酢酸ストレスに応答して発現量が変化する遺伝子や
細胞内濃度が変動する低分子化合物の同定を進める。次に、haa1遺伝子破壊株をもちいて同様
の実験を行うことで、Haa1に依存的な因子と非依存的な因子を区別する。 

（２）酢酸ストレスに対する耐性化に寄与する Haa1標的因子の同定と作用機序の解明 

Haa1依存的に発現量が変化する遺伝子や、Haa1依存的に細胞内濃度が変動する低分子化合
物の生合成に関わる遺伝子の破壊株を作製し、同定した Haa1 標的因子が酢酸ストレス耐性に
必要とされる因子か否かを確認する。さらに、遺伝学的な解析や生化学的な解析を組合せてそれ
ぞれの因子の関係性を調べることで、Haa1 による酢酸耐性化の分子メカニズムを解き明かす。 

 
 



（３）新たな酢酸耐性化技術の開発 

（２）で同定した Haa1標的遺伝子の過剰発現株や、Haa1標的因子を過剰生産する株を作製
し、酢酸ストレス耐性をもつようになるかどうかを解析する。 

４．研究成果 

（１）出芽酵母は酢酸ストレスに応答して細胞 
内にグリセロールを蓄積する 

野生型株の培養液を 3本に分け、そのうちの
2 本に終濃度 0.1%と 0.2%となるように酢酸を
添加して培養を続けた。経時的にサンプリング
した細胞から抽出液を調整し、高速液体クロマ
トグラフィーをもちいて細胞内成分の分析を
行ったところ、酢酸ストレスに応答して細胞内
濃度が顕著に増加する化合物を 1 種見いだし
た。種々の解析の結果、この化合物はグリセロ
ールであることが示された。酢酸ストレスを与
えない状態で培養を続けても細胞内グリセロ
ールの量は変動しないが、酢酸を終濃度 0.1%で
添加すると約 2.5倍、0.2%で添加すると約 3倍
まで増加が見られた（図 1A）。しかし、このグ
リセロール蓄積は一過的であり、0.1%酢酸の場
合は添加後 1 時間、0.2%酢酸の場合は添加後
1.5時間をピークとして、その後再び低下した。
このときの細胞増殖について調べてみると、酢
酸添加後 15～30 分間程度増殖の停滞が観察さ
れたが、その後増殖を再開し、非添加サンプル
とほぼ同じ速度で増殖を続けることが分かっ
た（図 1B）。興味深いことに、細胞内グリセロ
ールの蓄積と増殖の再開のタイミングが一致
していた。このことから、細胞内グリセロール
の蓄積は酢酸ストレスによって誘導された増
殖停止を解除する働きをする可能性が示唆さ
れた。 

（２）酢酸ストレスに応答したグリセロール蓄 
積は Haa1によって制御されている 

細胞内グリセロール蓄積とHaa1との関係を
明らかにするために、HAA1 発現強化株と
haa1 遺伝子破壊株をもちいて先ほどと同様の
実験を行った。その結果、HAA1発現強化株で
は酢酸を添加する前から野生型株の約 4 倍も
のグリセロールの蓄積が見られ、酢酸添加後は
さらに約 7倍まで増加した（図 2）。一方、haa1
遺伝子破壊株では酢酸添加後もグリセロール
の蓄積が全く起こらなかった。この結果は、酢
酸ストレスに応答した細胞内グリセロールの
増加はHaa1によって制御されていることを示
している。 

（３）細胞内グリセロールの蓄積が酢酸スト 
レス耐性を誘導する 

前述のように、酵母細胞は酢酸ストレスに
応答して Haa1 依存的にグリセロールを蓄積
することが明らかとなったが、グリセロール
と酢酸ストレス耐性との関係は不明である。
そこで、細胞内にグリセロールを蓄積するこ
とが酢酸耐性化に必要かどうかを確認する実
験を行った。出芽酵母はグリセロール 3-リン
酸デヒドロゲナーゼをコードする遺伝子を 2
つ（GPD1、GPD2 ）有しており、両方を同
時に破壊した株（gpd1 gpd2）はグリセロ

図 1 酢酸ストレスに応答したグリセロール蓄積 

図 2 グリセロール蓄積は Haa1に依存する 

図 3 グリセロール蓄積が酢酸耐性化を誘導する 



ールを合成できなくなる。この株を酢酸添加培地で培養したところ、haa1遺伝子破壊株（haa1）
と同じくらい強い酢酸感受性を示した（図 3A）。従って、細胞内グリセロールの蓄積は酢酸耐性
化に必要不可欠な現象であると言える。 
次に、人為的なグリセロール増加が酢酸耐性化を誘導できるかどうかを確かめる実験を行っ
た。GPD1 遺伝子の発現を強化した株は細胞内に高濃度のグリセロールを蓄積することがわか
っている。この株を酢酸添加培地で培養したところ、HAA1発現強化株と同等かそれ以上の酢酸
ストレス耐性を示した（図 3B）。先の結果と考え合わせると、細胞内グリセロールの蓄積は酵母
の酢酸耐性化に必要かつ十分であることが明らかとなった。 

（４）Haa1は GPP2遺伝子の転写誘導を介してグリセロール生合成を促進する 

酢酸添加の前後の細胞から抽出したmRNAをもちいて行ったトランスクリプトーム解析によ
り、酢酸ストレスに応答して転写量が変化する遺伝子が約 650種見いだされている（Mira et al, 
Microb Cell Fact 2010, 9:79）。その中に、グリセロール生合成経路で重要な役割を果たす酵素
（グリセロール 3-リン酸フォスファターゼ）をコードする GPP2遺伝子が含まれていた。そこ
で、GPP2遺伝子の発現に対する Haa1の役割を調べた。野生型株に終濃度 0.2%の酢酸を与え
ると、GPP2遺伝子の mRNAレベルは 30分～45分後をピークとして約 16倍まで急激に増加
し、その後速やかに低下した（図 4）。また、HAA1発現強化株における GPP2遺伝子のmRNA
レベルは、酢酸ストレスを与える前から野生型株の約 4 倍程度高い状態にあり、酢酸を添加す
るとさらに約 11倍まで上昇した後に徐々に低下した。一方、haa1遺伝子破壊株における GPP2
遺伝子のmRNAレベルは、酢酸を添加した直後の急激な増加は見られなかったが、1～2時間か
けて緩やかに約 9倍まで増えることが明らかとなった。 
酵母には GPP2 遺伝子と同じ酵素をコー
ドするパラログの GPP1 遺伝子が存在する
が、GPP1 遺伝子の転写は酢酸ストレスや
Haa1 による制御を受けていなかった。ま
た、グリセロール 3-リン酸デヒドロゲナー
ゼをコードするGPD1遺伝子とGPD2遺伝
子の転写も Haa1 による制御を受けていな
いことが示された。以上の結果より、GPP2
遺伝子は Haa1 の主要な標的であり、酢酸
ストレスにより活性化した Haa1 が GPP2
遺伝子の転写を活性化することでグリセロ
ール生合成が促進される可能性が示唆され
た。また、酢酸ストレス存在下での GPP2遺
伝子の転写活性化は Haa1 だけに依存して
いるのではなく、Haa1以外の因子も関与し
ていると考えられる。 

（５）GPP2遺伝子の発現強化だけでは酢酸耐性化を誘導できない 

HAA1 遺伝子の発現強化が引き起こす酢酸耐性化について、これまでの結果から最もシンプ
ルに考えると、Haa1 が GPP2 遺伝子の転写を活性化することでグリセロール生合成が促進さ
れ、細胞内に蓄積したグリセロールが酢酸ストレスに対する耐性を付与するというモデルが想
定される。HAA1発現強化に代わる新たな酢酸耐性化技術として、GPP2遺伝子の発現強化が使
えるかどうかについて検討した。GPP2遺伝子過剰発現株を作製し、酢酸添加培地で培養したが、
有意な酢酸ストレス耐性を見いだすことはできなかった。GPP2 のパラログである GPP1 遺伝
子を同時に過剰発現する株も作製したが、結果は同じであった。また、HAA1発現強化株では酢
酸ストレスが無い状態でも細胞内グリセロールのレベルが野生型株の 4 倍程度高い現象が見い
だされたが、GPP2 発現強化株や GPP1 GPP2 発現強化株ではそのような傾向は見られなかっ
た。更に、gpp2遺伝子破壊株においても、酢酸ストレスに応答した細胞内グリセロールの蓄積
が起こることが明らかとなった。以上の結果は、Haa1が制御する細胞内グリセロールの蓄積現
象において、GPP2遺伝子が唯一無二の標的というわけではなく、GPP2遺伝子の転写活性化以
外にも別の標的が存在することを示唆している。 

（６）Haa1はアクアグリセロポリン Fps1の分解を誘導してグリセロールを蓄積する 

アクアグリセロポリンは生体膜を介して水やグリセロールなどの低分子物質の選択的透過お
よび輸送を司るチャネルタンパク質であり、出芽酵母では FPS1遺伝子にコードされている。酵
母は高浸透圧ストレスに曝されると脱水により一時的に収縮し、細胞内に適合溶質のグリセロ
ールを蓄積することで再び水を吸収して元のサイズに戻る。高浸透圧ストレスに応答して細胞
内にグリセロールを蓄積する際は、グリセロールを細胞外に排出する Fps1の分解が起こること
が報告されている。これまで示してきたように、酢酸ストレスに曝された際にも同様にグリセロ
ールの蓄積が見られたことから、Haa1が Fps1の分解を誘導することでグリセロールの蓄積を

図 4 Haa1に依存したGPP2遺伝子の転写活性化 



促進する可能性を検証した。酵母の培養液に酢酸
を添加し、経時的にサンプリングしてウエスタン
ブロッティング法をもちいて細胞内の Fps1レベ
ルを解析した。野生型株においては酢酸添加後 30
分以内に Fps1の分解が誘導されたが、haa1遺伝
子破壊株（haa1）では全く分解が起こらなかっ
た（図 5）。この結果は、転写因子である Haa1が
何らかの方法で Fps1の分解に関わることを示唆
している。 

（７）Haa1は酢酸ストレス条件下においてストレスMAPキナーゼ Hog1を活性化する 

酵母のストレス活性化プロテインキナーゼ Hog1は、高浸透圧ストレスを感知したキナーゼカ
スケードによるリン酸化を受けて活性化され、様々な標的タンパク質のリン酸化を介して細胞
のストレス応答を引き起こす。アクアグリセロポリン Fps1 の N 末端領域には MAP キナーゼ
のリン酸化部位が存在し、Hog1によるリン酸化によりエンドサイトーシスが促進される可能性
が示唆されている。先述のように、Haa1 が Fps1 の分解に必要であることが示されたため、
Haa1が Hog1の活性化に関与する可能性について検討した。先ほどの実験と同様に、酵母の培
養液に酢酸を添加し、経時的にサンプリングしてウエスタンブロッティング法により Hog1のタ
ンパク質量と活性化レベル（活性化に必要なリン酸化レベル）を検出した。野生型株では酢酸添
加後速やかに Hog1のリン酸化が誘導され、活性化が起こっていることが示された。一方、haa1
遺伝子破壊株ではリン酸化がほとんど見られないため、Hog1の活性化が起こっていないことが
示唆された。 

hog1 遺伝子破壊株は酢酸ストレスに対して弱い感受性を示したが、haa1 遺伝子破壊株ほど
ではなかった。一方、高浸透圧ストレスに対しては、hog1 遺伝子破壊株は非常に強い感受性を
示したが、haa1遺伝子破壊株では全く影響は見られなかった。 
以上の結果より、酵母の酢酸ストレスに対する応答においては Haa1がストレスMAPキナー
ゼである Hog1の上流で機能し、Hog1の活性化を通じて Fps1の分解を誘導することで、グリ
セロールの蓄積を促進することが示唆された。Haa1は Hog1を介さない別の経路（GPP2遺伝
子の転写活性化など）でもグリセロール蓄積を制御していると考えられる。 

（８）まとめと展望 

本研究により明らかとなった酵母の酢酸ス
トレス応答の分子機構を図 6に示す。 
酢酸の酸解離定数 pKa は 4.8 であり、酸性
条件では非解離型の酢酸が多くなる。非解離
型の酢酸が細胞膜を通過して細胞内に侵入す
ると、細胞内は中性であるため解離してプロ
トンを放出し、酢酸ストレスを生じる。ストレ
スにより活性化された Haa1 は GPP2 遺伝子
の転写を誘導し、グリセロールの生合成を促
進する。しかし、グリセロール排出チャネルで
ある Fps1 が存在すると合成したグリセロー
ルが排出されてしまう。そこで、Haa1はスト
レスMAPキナーゼであるHog1の活性化を誘
導し、Fps1の分解を促進することでグリセロ
ールの排出を抑制する。その結果、細胞内に一
過的にグリセロールが蓄積し、酢酸ストレス
に対する耐性化が起こると考えられる。グリ
セロールがどのようにして酢酸耐性化に寄与
しているかはまだ不明であるが、細胞内構造や
種々の酵素タンパク質を酸ストレスによる変性から保護する役割があるのではないかと考えて
いる。グリセロールは浸透圧ストレスへの耐性に重要な適合物質であるが、酸ストレスに対する
耐性にも作用することは本研究により初めて見いだされた新事実である。 
本研究課題の最終的な目的は HAA1 遺伝子の発現強化に代わる新たな酢酸耐性化技術を開発
することであったが、残念ながらそこまで到達することができなかった。しかしながら、出芽酵
母の酢酸耐性化には細胞内グリセロールの蓄積が必要かつ十分であることが明らかとなったこ
とは非常に重要なヒントとなる。実際に GPD1 遺伝子の発現を強化して人為的に細胞内にグリ
セロールを蓄積させた株はHAA1発現強化株と同等かそれ以上の酢酸耐性を示した（図 3）。こ
のことは、GPD1 発現強化が次世代の酢酸耐性化技術における有力な候補であることを示唆し
ている。また、FPS1遺伝子を破壊することでも細胞内グリセロールの蓄積が促進されると考え
られるため、fps1遺伝子破壊株の活用や GPD1発現強化と組み合わせることで、さらに強力な
酢酸耐性化を誘導できる可能性がある。 

図 5 Haa1は Fps1の分解を誘導する 

図 6 酵母の酢酸ストレス応答機構のモデル 
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