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研究成果の概要（和文）：本研究では、小胞体ストレス、その応答と真菌の薬剤耐性に寄与する薬剤排出ポンプ
との関連について、出芽酵母のポンプによる排出が耐性の原因となっているモデル抗真菌薬のドデカノールを用
いて検証した。解析の結果、ドデカノールは出芽酵母に対して活性酸素種を発生させ、その活性酸素種が小胞体
ストレスを引き起こすことが分かった。また、小胞体ストレスを解消するための応答反応を開始する遺伝子IRE1
の欠損株を用いた実験により、小胞体ストレス応答は薬剤排出ポンプPDR5 の発現量およびドデカノールの排出
量を減少させることで出芽酵母のドデカノール耐性を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated the relationship between endoplasmic reticulum
 stress, its response, and drug efflux pumps that contribute to drug resistance in fungi, using a 
model antifungal drug, n-dodecanol, whose efflux by pumps is the cause of resistance in 
Saccharomyces cerevisiae. The analysis revealed that dodecanol produced reactive oxygen species in 
the yeast, and these reactive oxygen species induced endoplasmic reticulum stress. In addition, 
experiments using a strain lacking IRE1, a gene that initiates a response to relieve endoplasmic 
reticulum stress, revealed that the endoplasmic reticulum stress response probably restricted the 
drug resistance against dodecanol in the yeast by decreasing the expression level of the drug efflux
 pump PDR5 and the efflux of dodecanol.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 真菌　薬剤耐性　小胞体ストレス応答　薬剤排出ポンプ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞小器官は薬剤を含む様々なストレスに応答し、そのストレスに対処する。小胞体では蓄積した異常タンパク
質の除去や代謝ストレスに対する適応機構が働く。一方、小胞体ストレス応答と真菌の薬剤耐性化との相関に関
する報告はほとんど無い。本研究で、小胞体ストレス応答系の欠損が、薬剤耐性化を加速化させることが判明し
た。つまり、真菌の薬剤耐性に関しては、小胞体ストレス応答はネガティブに作用する可能性がある。このよう
な報告は従来なく、独自性が高い。逆に、小胞体ストレス応答を誘導する薬剤は真菌の耐性化を抑制できる可能
性が高く、今後、さらなる研究・開発が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
病原性真菌の多剤耐性に関わる薬剤排出ポンプの過剰発現機構の解明は、薬剤耐性を抑制す

る薬の開発にとって重要である。真菌の薬剤排出ポンプ遺伝子の発現に関わる 2 つの転写因子
のうち、真菌に特異な転写因子 Pdr3 タンパク質には薬剤と相互作用する部位が存在しないため、
転写誘導メカニズムの詳細は未だ不明である。本研究では、小胞体ストレスに起因するシグナル
伝達の遮断によって Pdr3 が転写誘導されるという想定の下に、真菌の薬剤排出に関わる転写因
子の新たな活性化機構を提案することを目的とする。 
 
２．研究の目的 
真菌の薬剤排出ポンプ遺伝子の発現に関与する 2 つの転写因子の 1 つ、真菌に特異な転写因

子 Pdr3 タンパク質には薬剤と相互作用する部位が存在しないため、転写誘導メカニズムの詳細
は未だ不明である。我々の先行研究において、Pdr3 が転写誘導される際に、小胞体の形態異常が
おこるとともに、小胞体ストレス応答関連遺伝子欠損株は薬剤耐性となった。本研究では、薬剤
が小胞体にストレスを与え真菌特異的な転写因子 Pdr3 の過剰発現を通して薬剤耐性化を促進す
るシグナル伝達系を、生化学的、細胞生物学的および分子生物学的手法を用いて評価し、新たに
提案することを目的とする。さらに、小胞体およびその周辺をターゲットとした真菌特異的な薬
剤排出抑制剤・開発の提案も目的としている。 

 
３．研究の方法 
 出芽酵母 BY4741 株およびそれ由来の欠損株を用い、培養は YPD 培地を用いて行った。活性
酸素種の産生量は DCFH-DA 法により見積もった [1]。蛍光顕微鏡を用いて GFP-Ire1p の小胞体
への集合を観察した。薬剤排出活性はローダミン 6G を用いる方法により行った [2]。遺伝子転
写量はリアルタイム PCR を用いて行った [3]。 
 
４．研究成果 
ドデカノールの抗菌活性と活性酸素種の

産生量の関係について検証した。ドデカノ
ールが出芽酵母の細胞内において活性酸素
種を産生させたことと、脂溶性抗酸化剤ビ
タミン E とドデカノールを同時に処理した
際に活性酸素種産生量が減少し（図 1）、生
菌数が回復したことから、ドデカノールの
抗菌活性は細胞内に産生する活性酸素種に
起因する酸化ストレスによるものだと示唆
された。 
ドデカノール処理により小胞体膜におけ

る小胞体ストレス応答タンパク質 Ire1pの集
合が蛍光観察された（図 2 (a)）一方で、脂溶
性抗酸化剤ビタミン E とドデカノールの同
時処理により小胞体膜上に Ire1pが集合した
細胞の割合が減少したこと（図 2 (b)）から、
活性酸素種の産生がドデカノールによって  
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図 1. Effects of dodecanol, vitamin E and their combination on the 
ROS production in S. cerevisiae BY4741 cells.

S. cerevisiae BY4741 cells were pre-incubated in YPD liquid medium 
supplemented with 20 mM DCFH-DA at 30°C for 30 min. Following the pre-
incubation, 31 μM dodecanol, 31 μM vitamin E or their combination were 
added to the culture medium. Data are means ± standard deviations of 3 
independent experiments.
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図 2 (a). Ire1p subcellular localization visualized by GFP.  

S. cerevisiae Ire1-GFP cells were incubated in minimal liquid medium at 
30°C in the presence of 31 μM dodecanol or 5 mM DTT for 2 h. After 
the incubation, GFP-Ire1p in the ER membrane was visualized using 
fluorescence microscopy. Arrows indicate oligomerized Ire1p. 
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図 2 (b). Effects of vitamin E on Ire1p oligomerization in the ER 
membrane induced by dodecanol.

S. cerevisiae Ire1-GFP cells were incubated in minimal liquid
medium at 30°C in the presence of no drug,  31 μM dodecanol, 31 μM

vitamin E, 31 μM dodecanol＋ 31 μM vitamin E or 5 mM DTT for 2 h. 
After the incubation, GFP-Ire1p in the ER membrane were visualized using 
fluorescence microscopy. More than 200 cells were selected at random to 
calculate the percentage of Ire1p-oligomerized cells among the total cells. 
Data are means ± standard deviations of 3 independent experiments.



起こる小胞体ストレスの原因となることが示唆された。 
小胞体ストレス応答遺伝子 IRE1 を欠損させると、ドデカノールに耐性となることが示唆され

た（図 3 (a)）。一方で、IRE1 の欠損株においてドデカノールによって産生する活性酸素種の量は
減少しなかった（図 3 (b)）。この結果より、Ire1p タンパク質による小胞体ストレス応答は、活性
酸素種産生の抑制に依存することなく、他の経路によりドデカノール耐性機構の抑制に関与し
ていることが示唆された。 

ire1Δ 株は親株と比べて R6G 排出活性が高く（図 4 (a)）、ドデカノールによって誘導される
PDR5 の発現量が増加していることがわかった（図 4 (b)）。しかし、PDR5 の転写因子である PDR1
と PDR3 の発現量には親株と差が見られなかった（図 4 (b)）。これらの結果から、IRE1 による小
胞体ストレス応答は、転写因子 PDR1 と PDR3 の発現量とは関係なく PDR5 の発現量を減少させ
ることで、薬剤排出ポンプに依存するドデカノール耐性機構を抑制する可能性が示唆された。 
以上より、ドデカノールは出芽酵母に対して活性酸素種の産生を介して小胞体ストレス応答

を誘発し、その小胞体ストレス応答が PDR5 発現量の減少を介してドデカノール耐性を抑制す
る可能性があることがわかった。 

小胞体ストレスが誘導された場合、Ire1p タンパク質は後生動物では XBP1、出芽酵母では
HAC1 の mRNA のスプライシングを触媒することにより小胞体ストレス状態を解消するための
反応を活性化させる[4]。そのほか、膜タンパク質や分泌タンパク質の合成を抑制するため、Ire1p
タンパク質は小胞体膜に局在する mRNA を直接切断する Regulated Ire1-dependent decay (RIDD) 
と呼ばれる反応を起こす[5]。RIDD は哺乳類や植物のほか、分裂酵母などでも報告されてきたが、
出芽酵母では起こらないとされていた[6]。しかし、その後、出芽酵母由来の Ire1p が複数種の
mRNA を分解する活性を持つことを確認したという報告がされている[7]。 

Pdr1p と Pdr3p は核に局在する[8]。一方で、ABC トランスポーターである Pdr5p は細胞膜表面
に局在する[9]ことから、タンパク質が合成される際、PDR5 の mRNA は小胞体膜上に局在する
と考えられる。よって、本研究において ire1Δ 株と比較した親株において PDR1 および PDR3 の
発現量が低下せず、PDR5 の発現量のみが低下していた原因として、PDR1, PDR3 および PDR5
の 3 つの mRNA のうち、Ire1p が小胞体に局在する PDR5 の mRNA のみを切断する可能性が想
定される。 
また、Hac1p を介する小胞体ストレス応答により、複数遺伝子の発現が抑制されることが報告
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図 3 (a). Sensitivity to dodecanol in S. cerevisiae ire1Δ cells.

The cell sensitivity to dodecanol was determined using CFU. S. 
cerevisiae BY4741 cells of parental (filled triangles) and ire1Δ (filled 

circles) strains were incubated in YPD liquid medium at 30°C for 2 h or 

24 h in the presence of 62 μM or 125 μM dodecanol. After incubation, 

cell suspensions were 101- to 103-fold diluted, spread on YPD agar plates, 
and then incubated at 30 ℃ for xx h. Data are means ± standard 

deviations of 3 independent experiments.
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図 3 (b). Effect of dodecanol on the ROS production in ire1Δ cells. 

S. cerevisiae BY4741 cells of parental and ire1Δ cells were pre-

incubated in YPD liquid medium supplemented with 20 mM 

DCFH-DA at 30°C for 30 min. Following the pre-incubation, the 

indicated concentrations of dodecanol were added to the culture 
medium. Data are means ± standard deviations of 3 independent 

experiments.
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図 4 (a). Efflux of rhodamine 6G from S. cerevisiae ire1Δ cells.

Incubation time (min)

S. cerevisiae BY4741 cells of parental (filled triangles) and ire1Δ 
(filled circles) strains were incubated without shaking at 30℃ in 
PBS. The fluorescence intensity of the supernatant was measured 
using a GENios microplate reader with 485 nm excitation and 535 
nm of emission filters. Data are means ± standard deviations of 3 
independent experiments.
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図 4 (b). Relative expression of PDR1, PDR3 and PDR5 in ire1Δ
and their parental strain.

S. cerevisiae BY4741 cells of parental (BY4741) and ire1Δ cells were 
incubated in YPD liquid medium supplemented with 31 µM dodecanol
at 30°C for 4 h. Total RNA was then extracted and analyzed by RT-
qPCR. Gene expression is shown relative to ACT1 expression. Data 
are means ± standard deviations of 3 independent experiments. * p < 
0.05.
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されたが、そのほとんどが細胞外に分泌されるタンパク質および細胞膜を含む細胞表面タンパ
ク質の遺伝子であった [10]。よって、PDR5 がその発現抑制のターゲットとなり、発現量が減少
した可能性もある。 
しかし、現時点では ire1Δ 株における PDR5 の発現量の減少の原因を明確にするすることは困
難であるため、さらなる研究が必要であると考えられる。 
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