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研究成果の概要（和文）： 

出芽酵母の消毒薬（塩化ベンザルコニウム・グルコン酸クロルヘキシジン）耐性に関与する因

子の検索を行った。これまでに本研究代表者は、トランスポーターのひとつ Sge1 を過剰

発現させた場合に、酵母が塩化ベンザルコニウムおよびグルコン酸クロルヘキシジン

に対し、ともに耐性を示すことを明らかにしている。そこで Sge1 に構造上近い Azr1, 

Vba3, Vba5 の過剰発現が、これら消毒薬の耐性に関与するかどうかを調べたところ、

いずれも野生株と同程度であった。また、Sge1, Azr1, Vba3, Vba5 の遺伝子欠損酵

母もこれら消毒薬に耐性を示さなかった。一方、出芽酵母株の遺伝子欠損酵母株ライブ

ラリーを用いて塩化ベンザルコニウム感受性に関与する因子のスクリーニングを行い、候補と

なる遺伝子欠損株を、耐性株に、感受性株ともに多数得た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
So far I clarified overexpression of SGE1 in yeast confers resistance to benzalkonium 
chloride and chlorhexidine. Effect of overexpression or deletion of AZR1, VBA3 and VBA5 
to antiseptic sensitivity in yeast was examined. Overexpression of these genes did not 
confer resistance to benzalkonium chloride nor chlorhexidine in yeast. Deletion of SGE1, 
AZR1, VBA3 and VBA5 did not affect sensitivity to benzalkonium chloride nor chlorhexidine. 
Yeast deletion mutants showing resistance or sensitive to benzalkkonium chloride were 
screened to obtain numerous candidates. 
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１．研究開始当初の背景 

 真菌症は、人の病気としては、水虫や口

内炎としてなじみが深い。一方、真菌症に

は、内臓に感染する深在性真菌症（内臓真

菌症）が存在し、その感染者数は困ったこ

とに近年増大しつつある。深在性真菌症は

診断が困難であることが多く、患者の予後
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を左右するほど、非常に重篤な症状を示す。 

 深在性真菌症の原因となる真菌の多く

は、日和見感染を行い、通常は健常者には

あまり害を及ぼさない。しかしながら、近

年の医療の高度化に伴い、高齢者や末期が

ん患者など免疫機能が衰えた状態の患者

でも生存・治療が可能となったこと、エイ

ズの出現に伴い、特に海外では免疫機能の

低下した患者が増加したことなどから、深

在性真菌症の問題が顕在化した。 

 真菌症の治療にはもっぱら抗真菌剤が

用いられる。しかし、真菌は真核生物であ

るため、細菌と比べ、細胞の構造が人を含

む動物と類似している。そのため細菌用抗

生物質とは異なり、用いることのできる抗

真菌薬が非常に限られている。さらに、近

年では、最も頻繁に使われるアゾール系の

薬剤に対して耐性を示す真菌も感染者か

ら散見されつつあり、用いることのできる

抗真菌薬が少ないことを考えると大きな

問題である。 

 一方、いままでにあまり着目されていな

い問題として、院内で汎用される消毒剤に

対して、病原微生物が耐性を獲得しつつあ

ることが挙げられる。たとえば、消毒剤の

一つであるクロルヘキシジンは、各医療施

設で幅広く用いられているが、多用に伴い、

強い抵抗性を持つ細菌が増加しているこ

とも知られている。クロルヘキシジンの有

効濃度は一般に細菌よりも真菌の方が高

く、真菌にとっては比較的毒性の低い濃度

の消毒剤に常に暴露されるために、真菌に

ついても同様に耐性を獲得したものが生

じている可能性は非常に高い。また、最近

では歯磨き粉にも、逆性石けん等の消毒剤

が添加されている例も多々見受けられ、口

内に存在する真菌にも耐性を与えやすい

状況となっていると考えられる。 

 細菌では消毒剤に対する耐性機構の解

析は、以前には比較的よく解析が行われて

いた。しかしながら、意外なことに、真菌

に関してはこれら消毒剤に対する耐性に

関与する遺伝子の解析は、調べた限りでは

全くといってよいほど行われていない。 

 近年における細菌の多剤耐性機構の中

には、消毒剤をも含め耐性となっている例

もあり（例えば、MRSA の 60%が消毒薬耐性

遺伝子を持つ）、消毒剤が真菌においても

抗真菌薬耐性をも含めた多剤耐性と深い

関わりを持つ可能性も否定できない。 

したがって、本研究では、消毒剤耐性とい

う観点から真菌の薬剤耐性機構に関与す

る因子（遺伝子産物）を、出芽酵母を用い

て検索する。 

（ここで述べる消毒剤とは、病院内や日常

生活で汎用される消毒剤、すなわち塩化ベ

ンザルコニウムやクロルヘキシジンなど

を指す。） 

 
２．研究の目的 

 本研究では、消毒剤耐性を付与するトラ

ンスポーターSge1 のホモログについて過

剰発現および遺伝子欠損の効果を調べる

とともに、出芽酵母の消毒剤耐性機構に関

与する因子（遺伝子産物）を、出芽酵母の

遺伝子欠損株を用いてスクリーニングす

る。 

 
３．研究の方法 

 出芽酵母の培養は、YPAD 培地（YPD 培地 

+ Adenine 0.08 mg/ml ）または合成培地

である SD 培地を用い、30℃で行った。酵

母へのプラスミドの導入は酢酸リチウム

法により行った。出芽酵母は BY4742 株

（MATα ; his3Δ leu2Δ lys2Δ ura3

Δ）を用いた。出芽酵母では、ゲノム上の

全遺伝子約 5000 個について、それぞれの

遺伝子をノックアウトした遺伝子欠損酵

母株ライブラリーが利用可能である（ただ

し致死となる遺伝子は除く）。遺伝子欠損

株ライブラリーは BY4742 株を元に遺伝子

欠損されたものを用い、EUROSCARF から有

償で分与されたものを用いた。 

 また、各因子の過剰発現株については、

酵母のマルチコピープラスミド pRS425 を

用いて行った。PCR 法により各遺伝子のゲ

ノム断片を増幅した後、pRS425 に組み込

み、BY4742 株に導入した。コントロール

として用いた株は、pRS425 のみを導入し



 

 

たものであり、培養はロイシンをふくまな

い SD 培地を用い 30℃で行った。薬剤の感

受性については、寒天培地中に薬剤（塩

化ベンザルコニウムまたはグルコン

酸クロルヘキシジン）を加え、コロニー

の出現の有無により耐性を調べた。 

 遺伝子欠損酵母株ライブラリーを用い

た、塩化ベンザルコニウムに対する感受性

に関与する遺伝子のスクリーニングでは、

YPAD 培地を用いた。酵母株は、いったん

96 穴プレートで各遺伝子の欠損株ごとに

full growth となるまで培養した後に、400

倍に希釈し用いた。この希釈培養液に塩化

ベンザルコニウムを添加して 30℃で培養

し、24時間後と48時間後に観察を行った。

培地に加えた塩化ベンザルコニウムの濃

度は 3 X 10-4 %および 4 X 10-4 %の２通

りでそれぞれの遺伝子欠損株について行

った。このときコントロールである酵母野

生株よりも増殖を示すものを消毒剤耐性

株、野生株よりも増殖が遅いものを消毒剤

感受性株の候補とした。 

 
４．研究成果 

 真菌のモデル生物である出芽酵母

を用いて、汎用消毒剤である逆性石け

ん（塩化ベンザルコニウム、グルコン

酸クロルヘキシジン）に対する耐性機

構を解析した。これまでに本研究代表

者は、 トラ ンスポ ータ ーの ひとつ

Sge1 を過剰発現させた場合に、酵母

が塩化ベンザルコニウムおよびグル

コン酸クロルヘキシジンに対し、とも

に耐性を示すことを明らかにしてい

る。Sge1 は、トランスポーターの中でも

major facilitator superfamily に属し、

crystal violet 等の色素の排出を行うと

推測されている（Ehrenhofer-Murray AE, 

et al. (1998) Yeast 14(1):49-65）。しか

しながら、Sge1 の生理的機能や，抗真菌

剤、消毒剤への耐性に関しては明らかに

なっていない。そこで、まず Sge1 に構

造上近い 3 個のタンパク質 Azr1, 

Vba3, Vba5 が、Sge1 同様に酵母の逆

性石けん耐性に関与しているかどう

かを調べた。 

 これらの因子のうち、Azr1 は、Sge1

と最も相同性が高く（40％のアミノ酸相同

性を示す）、抗真菌剤であるアゾール系の

抗真菌薬に対して耐性を付与することが

報告されており（Tenreiro S, et al. 

(2000) Yeast 16(16):1469-81）、逆性石

けん耐性との関連が興味深い。一方、

Vba3 と Vba5 はともに酵母の液胞に塩

基性アミノ酸を輸送するトランスポ

ーターとして同定された因子である。 

 まずは、これら因子 Azr1, Vba3, 

Vba5 について、Sge1 の場合と同様、

酵母のマルチコピープラスミドにそ

れぞれの因子をコードする遺伝子断

片を挿入し、酵母に導入することで、

これら因子の過剰発現株を作製した。

その結果、これらいずれのタンパク質

を過剰発現させた場合にも、酵母の逆

性石けん耐性度は、塩化ベンザルコニ

ウム、グルコン酸クロルヘキシジンに

ついて、ともに野生株と同程度であっ

た。したがって、Sge1 類似分子のう

ち逆性石けん耐性に関与し，おそらく

逆性石けんの排出を行うのと考えら

れるは、Sge1 のみであることが明ら

かとなった。 

 さらに、Sge1 およびその類似分子

である Azr1, Vba3, Vba5 について、

酵母遺伝子欠損株ライブラリーを利

用し遺伝子欠損株をそれぞれ単離し、

遺伝子欠損が酵母の塩化ベンザルコ

ニウムおよびグルコン酸クロルヘキ

シジンに対する感受性に及ぼす影響

を調べた。その結果、Sge1, Azr1, Vba3, 

Vba5 について、いずれの遺伝子欠損

株も塩化ベンザルコニウムおよびグ

ルコン酸クロルヘキシジンに対する

感受性が酵母野生株よりも高くなる

ことは無かった。過剰発現では逆性石

けん耐性を付与する Sge1 についても

遺伝子欠損では逆性石けんに対し高

感受性を示さなかったことから、逆性

石けん排出に関与し機能的に重複す

る因子 が  Sge1 以 外に も存 在し、

Sge1 遺伝子欠損株では、その因子が



 

 

Sge1 の機能を補うため、逆性石けん

耐性度が野生株と変わらないと推察

される。 

 一方、遺伝子欠損により酵母の塩化ベン

ザルコニウム感受性が変化する遺伝子を

検索する目的で、出芽酵母株の遺伝子欠損

酵母株ライブラリーを用いて塩化ベンザ

ルコニウム感受性スクリーニングを行っ

た。方法は、培地に塩化ベンザルコニウム

を添加した条件で、各遺伝子の欠損株ごと

に培養を行い、コントロールである出芽酵

母野生株よりも早い増殖を示すものを塩

化ベンザルコニウム耐性株、野生株よりも

増殖が遅いものを塩化ベンザルコニウム

感受性株とした。現在までに、約 1500 株

についてスクリーニングを終え、候補とな

る遺伝子欠損株を、耐性株については 46

株、感受性株については 227 株を得た。一

方、今回のスクリーニングでは、操作ごと

に菌量にぶれが出てしまっている可能性

や、そもそも遺伝子欠損により細胞増殖が

非常に遅くなっている欠損株も含まれて

いることが考えられるため、得られた薬剤

感受性候補欠損株については再度、薬剤感

受性を確認する必要があると考えられる。 
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