
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25 年 5 月 23 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：我々の国際特許出願を可能にした世界初の有機溶媒耐性酵母の転写因

子 PDR1 の変異による多様な有機溶媒（親水的及び疎水的有機溶媒）耐性の表現型を分類し、こ

れらの中から包括的に取得した制御因子群と多様な有機溶媒耐性との対応を整理し、有機溶媒

耐性ストレスへの情報伝達システムのカスケード検索ならびに転写制御因子間の相互作用を基

礎的に解析して、育種につなげることを目的とした。PDR1-R821S 変異を導入することにより野

生型酵母に有機溶媒耐性を付与することができたが、R821S 変異をもった Pdr1p の制御下で、

PDR1の変異により転写レベルの上昇したABCトランスポーター群と細胞壁タンパク質に着目し、

ABC トランスポーター群は疎水性有機溶媒と親水性有機溶媒のそれぞれに対する耐性への関与

によって分類することができた。このような分類は、薬剤排出の時と同じような機構によって

有機溶媒排出が行われている可能性を示唆した。 

研究成果の概要（英文）：As solvents for the chemical reactions are usually highly toxic 
to the catalytic carrier organism, organic solvent tolerance is necessary for effective 
bioproduction. Specific expression of the identified genes would improve the tolerance 
to particular organic solvents for practical use. We demonstrated the PDR1 R821S mutant 
is tolerant to hydrophilic organic solvent, DMSO, as well as hydrophobic organic solvents. 
Furthermore, we identified and discriminated genes encoding ABC transporters and cell 
wall proteins involved in tolerance to hydrophobic or hydrophilic organic solvents. 
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１．研究開始当初の背景 

これまでのところ有機溶媒耐性を有する 真核微生物についての研究はほとんどない。 
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このような状況の中で、当研究室で有機溶媒

存在下でのドライイーストの連続培養から、 

イソオクタンに対して耐性を有する酵母

Saccharomyces cerevisiae KK-211 株を世界

で初めて単離した。この株は親株の生育でき

ないイソオクタン (logPow=4.8) 存在下に

おいて生育することができる。また、この株

においては細胞膜脂質中の飽和脂肪酸の割

合が増加していることが確認された。親株と

KK-211 株では細胞表層のイソオクタンに対

する親和性が異なり、また、この株はイソオ

クタンを資化できず、耐性のみを持つ。この

ような特性を持つ KK-211 株における有機溶

媒に対する耐性機構を明らかにするため、2

種類の方法で遺伝子発現を行った。一つがｍ

RNA Differential Display 法 (DD-PCR) を用

いた転写解析、もう一つが DNA チップを用い

た解析である。その結果、多数の遺伝子の転

写レベルの変化が確認された。 

 
２．研究の目的 

微生物、ここでは特に、真核微生物の機能

を有機溶媒の中でも発揮できるように改変

するために、我々が世界で初めて発見し、国

際特許出願（PCT/JP2007/0638876）にまで評

価された有機溶媒耐性酵母の分子育種法で

ある「転写因子変異による細胞機能改変手

法」を展開する。具体的には、国際特許出願

の鍵となった転写因子 PDR1 の網羅的変異に

よる多様な有機溶媒耐性の表現型を分類し、

これらの中から包括的に取得した制御因子

群と多様な有機溶媒耐性との対応を整理し、

有機溶媒耐性ストレスへの新たな情報伝達

システムのカスケード検索ならびに転写制

御因子間の相互作用を基礎的に解析にして、

その成果を真に実用的な株の育種につなげ

る。 

 

３．研究の方法 

DNAチップによるKK-211株の遺伝子転写パ

ターンの調査結果を分析したところ、転写因

子 PDR1 (YGL013c) の変異株におけるパター

ンと強い類似性が見られた。PDR1 は薬剤耐性

に関連する多くの遺伝子の発現を制御し、こ

のタンパクの特定のアミノ酸に変異をかけ

ると薬剤耐性が向上することが報告されて

いる。また、PDR1 の制御を受ける遺伝子はそ

の 上 流 配 列 に PDRE (Pleiotropic Drug 

Response Element) を持つことが知られてい

るが、KK-211 株で発現が増加した遺伝子の多

くがこれに該当したので、この PDR1 という

転写制御因子を中心に相互作用因子の検索

を試みる。 

PDR1 変異株が様々な薬剤に対して耐性を

持つことから、KK-211 株についても薬剤耐性

を調べる。ここでは最も代表的な抗真菌剤で

あるシクロヘキシミドを用い調査する。これ

まで、細菌において、有機溶媒耐性と薬剤耐

性の関連性が数多く報告されていることか

ら、KK-211 株の有機溶媒耐性の原因もこの

PDR1 にあるのではないかと考え、この配列の

分析を行う。初歩的な配列分析では、KK-211

株は親株や実験室株とアミノ酸レベルで数

ヶ所の差異が見られ、特に注目すべきなのは、

821 番目のアミノ酸アルギニンがセリンに置

換している (R821S) 部位である。これと同

一の残基に変異が入った株MS35 (R821H) が、

薬剤耐性を持つことが以前に報告されてい

る。この遺伝子は複数の遺伝子の転写を制御

していることが考えられているので、相互作

用因子を網羅かつ包括的に取得するために、

この PDR1 と相互作用の考えられる因子を各

相互作用検出法で取得していく。 

PDR1 を中心に、KK-211 株の薬剤および有

機溶媒耐性の原因を特定した後、実験室酵母

に変異型の PDR1 をプラスミドとして導入し、

プラスミドにより変異型 PDR1 (F815S) を導



 

 

入した酵母を用いて、有機溶媒耐性を確認す

る。 

 
４．研究成果 

有機溶媒存在下での長期連続培養中に単

離した有機溶媒耐性酵母 S. cerevisiae 

KK-211 株のトランスクリプトーム解析を行

っていく中で、耐性の原因となる転写因子の

1 アミノ酸変異を同定することができた。

KK-211株ではABCトランスポーターや各種細

胞表層タンパク質をコードする遺伝子の転

写レベルの上昇が見られ、これらの遺伝子の

上流配列を調べたところ、幾つかの遺伝子で

の Pleiotropic Drug Response Element 

(PDRE)という転写因子 Pdr1p 認識配列の存在

が原因因子同定の手掛かりとなった。Pdr1p

は通常条件下では制御下の遺伝子の転写抑

制を行っているが、薬剤存在下では

Xenobiotic Binding Domain (XBD)を介して

様々な薬剤と相互作用し、薬剤排出ポンプ遺

伝子など各種薬剤剤耐性関連遺伝子の転写

を活性化させる転写因子である。KK-211 株の

PDR1遺伝子配列を調べたところ4ヵ所のアミ

ノ酸変異が見られ、その中で 821 番目のアミ

ノ酸変異(R821S)を実験室株に導入すること

によって、実際に有機溶媒耐性を示すことが

明らかとなった。したがって、このようなア

ミノ酸変異を導入することにより、任意の酵

母株に有機溶媒耐性付与が可能となる。さら

にこの PDR1-R821S 変異株を用い、水/有機溶

媒二相系中での 3-オキソブタン酸ブチルの

還元反応を行ったところ、野生株では有機溶

媒毒性により反応がほとんど進行しなかっ

たのに対して、変異株では全ての基質を還元

することができた。 

 PDR1-R821S 変異により転写活性化された

Pdr1p の下流の遺伝子の中で、さらに直接有

機溶媒耐性に関与しているものを明らかに

するため、Pdr1p 下流の遺伝子を個々に過剰

発現させた株を構築し、耐性試験を行った。

その結果、4 種の ABC トランスポーター遺伝

子(YOR1, PDR15, PDR10, SNQ2)が直接有機溶

媒耐性に関与していることが分かった。しか

も興味深いことに、有機溶媒の種類によって

耐性に有効な ABCトランスポーターが異なっ

ており、疎水性有機溶媒と親水性有機溶媒の

それぞれに対応したグループ分けが見られ

た。個々の ABC トランスポーターを過剰発現

した株はいずれも有機溶媒耐性を示したが、

PDR1-R821S 変異株と比べて耐性は弱いため、

1 種のトランスポーターだけでなく複数の因

子が同時に転写活性化することが耐性獲得

に重要であると推察された。 

 従来の耐性育種戦略としては、外来遺伝子の

導入や元来細胞が有している遺伝子の強化･破

壊といった個々の遺伝子に着目したものが主で

あった．しかし、本研究のように、複数の遺伝

子発現を制御している転写因子を改変すること

によって、下流の複数遺伝子の発現を同時に変

えることができるため、個々の遺伝子の制御だ

けでは効果が表れにくい耐性などの様々な表現

型を付与する上で効果的な戦略であると考えら

れる。 
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