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研究成果の概要（和文）：アゾール薬剤耐性に関わる2種類の転写因子AtrRとSrbAがエルゴステロール生合成酵
素遺伝子のプロモーター領域の同じまたは非常に近接したDNA配列に結合することが示された。また、AtrRの構
成的核局在が明らかになるとともに、BiFC法によりAtrRとSrbAが相互作用している可能性が示唆された。一方、
麹菌の転写関連因子破壊株ライブラリーを用いて細胞壁合成阻害薬剤であるコンゴーレッドおよびカルコフロー
ルホワイトに感受性を示す転写因子破壊株を2種類見出すことができ、これらの転写因子が細胞壁構成成分の生
合成酵素遺伝子の発現を制御していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Two transcription factors involved in azole drug resistance, AtrR and SrbA, 
bind to the same or very close DNA sequences in the promoter region of the ergosterol biosynthetic 
enzyme gene cyp51A. A possible interaction between AtrR and SrbA was observed by Bimolecular 
Fluorescence Complementation method. On the other hand, by using the library of A. oryzae 
transcription-related factor-disrupted strains, two types of disruption strains that were 
susceptible to the cell wall synthesis inhibitors Congo red and Calcofluor white were identified. 
These transcription factors were found to regulate the expression of biosynthetic enzyme genes for 
cell wall constituents.

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
A. fumigatusではエルゴステロール生合成酵素遺伝子cyp51Aが高発現することによりアゾール薬剤耐性となる株
があり、この高発現株ではプロモーター領域の34 bpがタンデムに重複している（TR34）ことが知られている。
AtrRとSrbAが結合する配列はこの34 bpの領域に存在していることが分かったことにより、AtrRとSrbAが結合す
る配列がタンデムに重複することによってcyp51Aが高発現する結果、アゾール薬剤耐性を獲得するものと考えら
れ、アゾール薬剤耐性機構の一端を解明することができたと言える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真菌（糸状菌）の中にはいもち病菌 Magnaporthe grisea のように植物に感染する病原菌や

Aspergillus fumigatus のようなヒトや動物に感染して病気を引き起こす病原菌が多く存在する。
糸状菌による感染症に有効な抗真菌薬としては、アゾール系、ポリエン系、キャンディン系、ピ
リミジン系の 4 種類の薬剤が知られているが、細菌感染症に比べて効果のある薬剤の種類は前
記の薬剤に限られている上に、これらの薬剤の使用に従って薬剤耐性菌の発生が報告されてき
ている。特に、日和見感染症の 1つであるアスペルギルス症の主な原因菌 A. fumigatusに対する
有効な抗真菌薬としてアゾール系薬剤が頻用されているが、近年この薬剤に対する耐性菌が頻
繁に分離され始めており、医療上深刻な問題となっている。糸状菌の薬剤耐性機構に関しては、
薬剤の作用点であるタンパク質の変異とそれらの遺伝子の高発現ならびに薬剤排出トランスポ
ーターの亢進による薬剤不感受性化が主要因と考えられているが、これらの薬剤耐性関連遺伝
子群の発現制御機構に関してはほとんど知見がなかった。近年になってアゾール系薬剤の標的
酵素であるステロール-14α-デメチラーゼ（Erg11/ Cyp51）を含む複数のエルゴステロール生合成
酵素遺伝子群の発現を制御する basic helix-loop-helix（bHLH）型転写因子 SrbA が見出され、こ
の転写因子破壊株がアゾール薬剤に関して超感受性になることから、SrbA が糸状菌において初
めて薬剤耐性関連遺伝子の発現に関わる転写因子として報告された 1,2)。一方、研究代表者は、
麴菌 Aspergillus oryzaeのアゾール薬剤耐性自然突然変異株の単離を端緒に、糸状菌のアゾール薬
剤の排出に関与する ABC トランスポーターを見出す 3)とともに、その遺伝子発現を制御する
Zn2Cys6型転写因子 AtrRを世界で初めて発見し、A. fumigatusにおいてもこのオーソログが同様
にアゾール薬剤耐性に関わっていることを明らかにした 4)。RNA-seq解析や qRT-PCR解析から、
AtrR は ABC トランスポーターだけでなくアゾール薬剤の標的であるエルゴステロール生合成
酵素遺伝子群の発現にも関与しており、これらの遺伝子群は SrbAによって制御されている遺伝
子群と一致しているという興味深い結果が得られ、これらの 2 種類の転写因子が協調的に発現
を制御している機構の存在が示唆された。転写因子間の協調的な遺伝子発現制御機構を解明す
ることにより、アゾール薬剤耐性の分子機構が明らかにできるものと考えられる。さらに、今後
増加する可能性のある他の抗真菌薬剤（キャンディン系、ポリエン系など）に対する耐性に関わ
る遺伝子の発現に関与する転写因子の探索と機能解析も併せて行うことにより、糸状菌の薬剤
耐性に関する遺伝子発現制御ネットワークが解明できることが期待される。 

 
２．研究の目的 
麴菌 A. oryzae を対象として、AtrR と SrbAによるエルゴステロール生合成酵素遺伝子の協調
的発現制御の分子機構ならびに他の抗真菌薬剤に対する耐性に関わる遺伝子の発現に関与する
転写因子の探索とその機能について解析することにより、糸状菌の薬剤耐性機構に対する基盤
的な知見を得ることを目的とした。具体的には、（1）転写因子 AtrR と SrbA が結合するシスエ
レメントを同定するとともに、AtrRの細胞内局在の解明および AtrRと SrbA間の結合の有無や
シスエレメントを含む DNA断片を介した相互作用の有無を明らかにする。（2）麴菌の転写因子
遺伝子破壊株ライブラリーを利用したキャンディン系、ポリエン系、ピリミジン系等の抗真菌薬
剤に対して感受性または耐性を示す破壊株のスクリーニングにより、これらの薬剤の耐性（感受
性）に関わる転写因子の同定とその機能解析を行う。 

 
３．研究の方法 
（1）AtrRが共通に制御する ABCトランスポーター遺伝子（atrA）と代表的なエルゴステロール
生合成酵素遺伝子（erg11/ cyp51）のプロモーターの欠失変異体のレポーターアッセイにより、発
現に関与するシスエレメントの存在領域を特定し、それらを含む DNA断片や塩基置換した変異
型 DNA断片をプローブに用いたゲルシフトアッセイを行う。（2）AtrRの N末端側と C末端側
にそれぞれ GFPを連結した融合タンパク質の発現株を作製し、さまざまな条件下における AtrR
の細胞内局在を蛍光顕微鏡により観察を行う。また、AtrRと SrbA の相互関係を調べるために、
atrRおよび srbA破壊株においてそれぞれの GFP融合体を発現させ、細胞内局在への影響やプロ
セシングやリン酸化修飾などによる分子量変化の有無を調べる。（3）AtrRと SrbAのそれぞれに
myc または FLAG タグを付加して宿主株に導入・発現させ、共免疫沈降法により両転写因子の
複合体形成の有無を検出する。また、AtrRと SrbAのそれぞれに GFPの N末端と C末端を連結
させたコンストラクトを麴菌に導入し、両転写因子の分子間の相互作用の有無を BiFC
（Bimolecular Fluorescence Complementation）法により検出する。（4）アゾール系、キャンディン
系、ポリエン系薬剤ならびに細胞壁合成阻害薬剤であるコンゴーレッド（CR）とカルコフロー



ルホワイト（CFW）を含む寒天培地に、麴菌の約 600 種類の転写因子遺伝子を網羅したライブ
ラリーの破壊株を植菌し、超感受性または耐性を示す株をスクリーニングすることにより、これ
らの薬剤の耐性（感受性）に関わる転写因子を同定する。 
 
４．研究成果 
（1）転写因子 AtrRと SrbAが結合するシスエレメントの同定 
 麴菌の ABC トランスポーター遺伝子 atrA のプロモーター領域の欠失変異体の解析の結果、
AtrRが結合する領域は翻訳開始点の上流 600 ntから 550 ntの間に存在することが予想されたこ
とから、この領域の塩基配列をもとに分割した DNA断片をプローブに用いたゲルシフトアッセ
イを行った。ゲルシフトアッセ
イは DIG ラベルしたプローブ
に加えて同じ配列の DNA 断片
をコンペティターとして用い
て行った結果、CGGトリプレッ
ト を 含 む 配 列 5′-
CGGN5CGGN12CCG-3′に結合す
ることが示された（図 1）。また、
この CGG トリプレット配列が
発現に重要なのか明らかにす
るため、上流と下流の CGG
（CCG）配列を AAA に置換し
たプロモーターを作製し、GUS
レポーターアッセイを行った
ところ、いずれも atrAの発現に
必要であることが示唆された。
ただ、その中でも上流の CGG配
列の寄与度が若干弱い傾向があ
るように思われた（図 2）。一方、
アイ オワ 大学 など と の A. 
fumigatus の AtrR に関する国際
共同研究によっても AtrR が結
合するシスエレメントが同様の
配列であることが示された。 

 
 
 

 
 
 

A. fumigatusの ABCトランスポーター遺伝子 abcG1のプロモ―タ―領域の配列を用いた DNase I
フットプリンティングアッセイにより、隣接する 5′-CGGN12CCG-3′配列の両方に AtrRが結合す



ることが示された（図 3）5) 。さらに、興味深いことに、AtrRが発現制御するエルゴステロール
生合成酵素遺伝子 cyp51Aのプロモーター領域を用いて、AtrRと SrbAを使用したゲルシフトア
ッセイの結果、両方の転写因子が結合する領域が重複していることが示唆された（図 4）5)。す
なわち、AtrRと SrbAが結合する配列が近接して存在しており、cyp51Aが発現する際には AtrR
と SrbA がこの領域に結合する必要があり、何らかの相互作用があることが予想される。また、
A. fumigatusでは cyp51Aが高発現することによりアゾール薬剤耐性となる株があり、この高発現
株ではプロモーター領域の 34 bpがタンデムに重複している（TR34）ことが知られている。これ
も興味深いことであるが、AtrRと SrbAが結合する配列はこの 34 bpの領域に存在していること
が分かった。したがって、AtrR と SrbA が結合する配列がタンデムに重複することによって
cyp51Aが高発現する結果、アゾール薬剤耐性を獲得するものと考えられる。 
（2）AtrRの細胞内局在の解明 
AtrRの N末端側と C末端側にそれぞれ GFPを連結した融
合タンパク質を麴菌に導入し、蛍光顕微鏡により AtrRの細
胞内局在を観察したところ、アゾール薬剤の有無にかかわ
らず AtrRは核内に局在していることが明らかとなった（図
5）。SrbAは核膜または小胞体に局在しており、アゾール薬
剤存在下でゴルジ体に移行してプロセシングを受けた後に
核に移行することが分かっているので、SrbA の核移行に
AtrR が関与しているか調べるために、atrR破壊株で SrbA-
GFP融合タンパク質を発現させたが、SrbAの核局在には影
響が認められなかった。 
（3）AtrRと SrbAの相互作用の解明 
（1）で述べたように、AtrR と SrbAは cyp51Aのプロモー
ター領域に存在する 34 bpの配列に結合することが示唆
されたことから、両転写因子の相互作用が予想される。
そこで、AtrRと SrbAのそれぞれに 3×FLAGタグと GFP
を付加して麴菌に導入・発現させ共免疫沈降を行った
が、明瞭な共沈降は認められなかった。一方、AtrR と
SrbA のそれぞれに GFP の N 末端と C 末端を連結させ
たコンストラクトを麴菌に導入し、両転写因子の分子間
の相互作用の有無を BiFC法により調べたところ、クロ
トリマゾール添加後に核と考えられるオルガネラに蛍
光が検出できたことから、AtrRと SrbAが相互作用して
いる可能性が示唆された（図 6）。 
（4）薬剤感受性・耐性に関わる新規転写因子の探索と
その機能解明 
約 600 種類の麴菌転写関連因子遺伝子の破壊株ライブ
ラリーを用いて、アゾール系（クロトリマゾール）、キ
ャンディン系（ミカファンギン）、ポリエン系（アムホテリシン B）薬剤ならびに細胞壁合成阻
害薬剤である CRと CFWコンゴーレッド（CR）とカルコフロールホワイト（CFW）を含む寒天
培地で野生株に比べて生育が抑制または旺盛になる株のスクリーニングを行った。その結果、ア
ゾール系薬剤に対しては atrRおよび srbA以外に耐性に関与する転写因子遺伝子は見出されなか
った。また、ミカファンギンとアムホテリシン B に対して耐性または感受性に関わると考えら
れる転写因子は残念ながら見出されなかった。一方、CRと CFWについては、MedAと SfgAの
2種類の転写因子が耐性に関わっている可能性が見出された（図 7）。それぞれの転写因子遺伝子
の破壊株を用いて、細胞壁合成に
関わる遺伝子の発現を調べたとこ
ろ、medA破壊株ではガラクトサミ
ノガラクタン（GAG）の生合成酵
素遺伝子の発現が低下している一
方で、sfgA破壊株では逆に発現上
昇している傾向が認められた。ま
た、α-1,3-グルカン（AG）生合成
酵素遺伝子については、medA破壊



株と sfgA破壊株のいずれでも発現が低下していることが分かった。さらに、これらの破壊株を
用いた RNA-seq解析を行って遺伝子発現プロファイルを調べたところ、medA破壊株ではアミラ
ーゼ系酵素遺伝子の発現が低下していることが示唆され、qRT-PCR によって発現量を確認した
結果、α-アミラーゼやグルコアミラーゼ遺伝子の発現が減少していることが明らかとなった。 
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