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研究成果の概要（和文）：大腸菌の有機溶媒耐性の改善は、有機溶媒様化合物などの様々な物質の生産に有用で
ある。本研究により、メナキノン（ビタミンK）の生合成中間体である1,4-ジヒドロキシ -2-ナフトエ酸
（DHNA）が大腸菌の有機溶媒耐性を向上させることが示された。また、DHNA添加における大腸菌の有機溶媒耐性
化はAcrAB-TolC多剤排出ポンプの増加が要因の一つとなっていることが示された。さらに、MarAやSoxSなどの転
写活性因子によってAcrAB-TolCの発現が促進されることも示された。

研究成果の概要（英文）：Biotechnological applications for the synthesis of various valuable 
chemicals can reduce wastes, save raw materials, and conserve energy. Enhancement of organic 
solvent-tolerance in microorganisms is expected to enhance the production level of valuable 
chemicals in the presence of organic solvent. AcrAB-TolC efflux pump plays an important role in 
organic solvent-tolerance in E. coli. Three homologous transcription activators MarA, SoxS, and Rob 
regulate a common set of genes known as the mar-sox-rob regulons such as acrAB, and tolC involved in
 organic solvent-tolerance in E. coli. In this study, we found that 1,4-dihydroxy-2-naphthoic acid 
(DHNA) increases organic solvent-tolerance in E. coli. AcrAB-TolC pump was found to be involved in 
the improvement of organic solvent tolerance by DHNA. In addition, it was found that homologous 
transcription factors MarA and SoxS are involved in the expression of AcrAB-TolC efflux pump.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 有機溶媒　大腸菌　キノン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオ燃料や化学製品等の有用物質生産の効率化のため、微生物の有機溶媒耐性機構が注目されている。化学製
品の製造プロセスにおいて一般的に使用されている有機溶媒の存在下では、有機溶媒の細胞毒性のため、生産効
率が著しく低下する。このため、用いる細胞に有機溶媒耐性を付与することが重要な課題である。本研究の成果
はバイオ燃料や化学製品を製造する幅広い産業分野に普及す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 
資源の枯渇や環境汚染などの社会問題を背景に、石油物質の代替資源の開発や環境修復の研究
が盛んになり、新たな微生物機能の開発や微生物の工学的利用が着目されている。これまでに、
石油を炭素源として微生物由来のタンパク質を生産する目的や、環境中に流出した有害な有機
溶媒を分解する目的から有機溶媒を単一炭素源として生育する微生物が数多く分離されている。
しかし、トルエンやベンゼンといった有毒な有機溶媒を多量に培地に添加した場合に、生育でき
る微生物は報告されていなかったが、1980 年代後半に、培地と等量のトルエンが存在する環境
において良好な生育を示す Pseudomonas putida IH-2000 株が報告された。この発見を契機に有機
溶媒耐性菌を用いた有機溶媒存在下における有用物質の生産などの非水系バイオプロダクショ
ンの研究が盛んに実施されるようになった。 
 大腸菌や Pseudomonas 属細菌の主要な
有機溶媒耐性機構として、薬剤排出ポン
プによる溶媒分子の排出が知られている
[1]。大腸菌の場合には AcrAB-TolC 排出
ポンプが溶媒耐性に関与する。AcrAB-
TolC ポンプは、内膜に存在するトランス
ポーター(AcrB)、外膜のチャネル(TolC) 
およびそれらを繋ぐアダプタータンパク
質(AcrA) からなる(図 1)。これら 3 者複
合体は膜貫通型の薬剤排出ポンプを形成
し、プロトン駆動力をエネルギー源とし
て抗生物質や有機溶媒などを菌体外へ排
出する。我々は、acrAB や tolC 遺伝子の
発現に関与する転写制御因子である
marR と acrR の両遺伝子に変異を導入す
ると、AcrAB-TolC ポンプが高発現化し、
大腸菌が高度に有機溶媒耐性化すること
を見出した。この研究で構築された変異
株は、強毒性の p-キシレンを含む有機溶
媒存在下で生育可能であり、国内外のグループ
から報告されている溶媒耐性大腸菌よりも非
常に高いレベルの溶媒耐性を示した。この他
に、申請者らは、浸透圧調節に関与する proV 遺伝子や lon 遺伝子を欠失させた大腸菌の有機溶
媒耐性度が、顕著に向上することも見出していた[2,3]。 
  acrAB や tolC は mar-rob-sox レギュ
ロンに属しており、MarA、Rob、SoxS
などの転写活性化因子によって
AcrAB-TolC の発現が促進される（図 2）
[4]。そのため、MarAや Rob および SoxS
の発現量は、大腸菌の AcrAB-TolC ポ
ンプの発現量ならびに有機溶媒耐性に
大きく影響する。mar オペロンは
MarR、MarA、MarB の 3 つのタンパク
質をコードしている[5]。MarA は標的
遺伝子の発現を向上させるアクチベー
ターとして作用する。MarA の発現はリ
プレッサーの MarR によって抑制され
ている。MarA の発現誘導物質としてサ
リチル酸が知られているが、サリチル
酸は MarR に結合して、MarR のリプレ
ッサーとしての作用を抑制することに
より、MarA の発現を向上させる。 
  sox オペロンは酸化ストレス応答に
関与することが報告されている。スー
パーオキシドなどの酸化ストレスから
細胞を保護する役割がある。sox オペロ
ンは SoxR、SoxS の 2 つのタンパク質をコードしている[6]。SoxR は通常はリプッレサーとして
働くが、細胞内でスーパーオキシドなどの酸化ストレスが発生すると活性型となり、SoxS の発
現を向上させる。SoxS の誘導物質として酸化剤のパラコートやプルンバギンが報告されている。 
 rob の発現は構成的である[7]。Rob の C 末端にビピリジルやデカン酸のような誘導物質が結合
すると、重合体から単量体の Rob 分子に変化する。単量体となった Rob 分子は活性型であり、
標的遺伝子の発現を誘導する。 
 

図 1. 大腸菌の細胞表層構造と AcrAB-TolC 排
出ポンプによる様々な物質の排出  

図 2. 大腸菌の AcrAB-TolC の発現制御 
転写活性化因子である MarA や Rob および SoxS は、AcrAB-
TolC の発現を促進させる。赤矢印は、転写活性化因子として転
写を活性化することを表し、青矢印は、転写抑制化因子として転
写を抑制することを表している。 



２．研究の目的 
これまでの研究によって、メナキノン（ビタミン K）の生合成中間体である 1,4-ジヒドロキシ -
2-ナフトエ酸（DHNA）が大腸菌の有機溶媒耐性を向上させることが示された。メナキノンは原
核生物の呼吸鎖における電子伝達体として重要な役割を果たしている。本研究では、大腸菌のキ
ノンと有機溶媒耐性の関係を明らかにするとともに、キノンによる溶媒耐性化機構への AcrAB-
TolC ポンプの関与について調べ、そこで得られた知見を基に高度な有機溶媒耐性を示す大腸菌
を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）有機溶媒耐性度評価 
大腸菌の有機溶媒耐性度評価はスポット法により行った[1]。 
（2）AcrAB-TolC 多剤排出ポンプの発現量の測定 
acrAB や tolC のプロモーター領域を含む標的遺伝子を pMC1403 に導入したプラスミドを用い
て、発現した β ガラクトシダーゼの酵素活性を測定するレポータージーンアッセイを行った。 
（3）MarA、Rob、SoxS の発現量の測定 
MarA、Rob、SoxS の発現量の測定のため、プロモーター領域を含む標的遺伝子を pMC1403 に導
入したプラスミドを用いて、発現した β ガラクトシダーゼの酵素活性を測定するレポータージ
ーンアッセイを（3）と同様に行った。 
 
４．研究成果 
（1）DHNA による有機溶媒耐性度の向上化 
大腸菌 BW25113 株の有機溶媒耐性度評価をスポット法により行った (図 3) 。n-Hexane : 
Cyclohexane (9:1) 混合溶媒を重層した
LBGMg 寒天培地を用いて、DHNA の
最適添加量を調べた。有機溶媒を重層
しない場合、平板培養において DHNA
を培地に添加しても大腸菌の生育へ
の影響は認められなかった。n-Hexane : 
Cyclohexane (9:1) を用いた場合、
DHNA を添加することにより有機溶
媒耐性度が向上し、DHNA の終濃度  
0.25 mM において最も高い生育頻度が
認められ、無添加時に比べて 100 倍ほ
ど生育頻度が向上した。液体培養によ
る大腸菌の有機溶媒耐性度評価を行った
ところ同様な結果が得られた。 
 
（2）DHNA の AcrAB-TolC ポンプへの影響 
DHNA による有機溶媒耐性化に AcrAB-TolC 多剤排出ポンプが関与するかを調べるため、AcrAB-
TolC ポンプを構成している acrB が欠失した ΔacrB::Km 株を用いて有機溶媒耐性度評価を行っ
た。この結果、有機溶媒[ n-Nonane:n-Octane (1 : 1) ] 重層下において、ΔacrB::Km 株は DHNA を
添加しても有機溶媒耐性度は向上せず、有機溶媒を重層しない場合と同様に 101倍希釈程度の生
育しか示さなかった。したがって、DHNA 添加による有機溶媒耐性化は AcrAB-TolC ポンプに依
存することが示された。 
 
（3）AcrAB-TolC の発現
レベルの測定 
DHNA の添加により、
AcrAB-TolC の発現量が
向上するかを調べた。標
的遺伝子のプロモータ
ーの発現を βガラクトシ
ダーゼの酵素活性を調
べることにより測定す
る方法であるレポータ
ージーンアッセイを行
った (図 4) 。レポーター
ジーンアッセイにより BW25113 株の
AcrAB および TolC の発現レベルを測定した。DHNA を添加することにより、AcrAB および TolC
の発現レベルは、約 2 倍増加していることが示された。以上から、DHNA 添加における大腸菌
の有機溶媒耐性化は AcrAB-TolC 多剤排出ポンプの増加が要因の一つとなっていることが示唆
された。 
 

図 3. 大腸菌の有機溶媒耐性に対する有機溶媒の影響  

図 4． AcrAB-TolC の発現レベルの測定 



（4）DHNA による MarA、Rob、SoxS の発現誘導 
培地に DHNA や、対照として Mar 系の誘導物質であるサリチル酸を添加し、MarA、Rob、SoxS
の発現レベルを調べた (図 5) 。レポータージーンアッセイの結果、サリチル酸と DHNA の両方
が MarA の発現に関与することが示された。また、SoxS の発現に関与したのは、DHNA のみで
あった。本実験で用いた物質において Rob の発現に関与する物質はなかった。この結果から、
DHNA はサリチル酸とは異なり Mar 系と Sox 系の両方を活性化することが示された。DHNA は
プロバイオティクス分野において注目されているが、有機溶媒耐性化を誘導する新たな物質と
して、活用できることが期待される。 
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図 5． DHNA とサリチル酸による MarA、Rob、SoxS の発現量の変化 
AcrAB-TolC ポンプの発現に関与する転写活性化因子の MarA、Rob、SoxS の発現量を、
DHNA およびサリチル酸を添加して比較した。エラーバーは標準偏差を示す (n=3) 。 
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