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疎水性有機溶媒に対する大腸菌の 耐性機構

道久　則之

　トル エ ン による滅菌や エ タ ノール消毒に利用 されてい

る こ となどか ら分かる ように，多くの 有機溶媒は 生物に

対 して毒性を示す．多量 の 有機溶媒が存在する環境は ，

生物 の 生育に適さない 極限環境の
一

つ で ある，1960年

ご ろ か ら，当時人類に とっ て供給不足が予想 された タ ン

パ ク質資源の確保 とい う目的で，石油系炭化水素を原料

として ，酵母や細菌の タ ン パ ク質を製造 し，食糧 として

利用する試み がなされ，有機溶媒を唯
一炭素源 として 生

育する微生物が数多 く分離された．こ れ らの 微生物を培

養する際には，炭素源として供給する有機溶媒による生

育阻害を回避するために低濃度の 有機溶媒が培養系に供

給され て い た．こ れ らの 研究を通じて ，トル エ ンやキ シ

レ ン などの有機溶媒は微生物にとっ て猛毒で ある と考え

られて きた．と こ ろが，1989年 に井上 と掘越 に よ り，

培地と等量 の トル エ ン が存在する環境で も良好な生 育

を示す1）
seudomon α s　putida　IH−2000株が報告された 1〕．

この 発見以降，トル エ ン 耐性菌な どの微生物が多数分離

され，従来考えられなか っ た毒性の強い 有機溶媒存在下

で 生育可能な有機溶媒耐性菌の存在が明らか とな っ た，

　大腸菌はPseudomonas　rerwvaに準じて有機溶媒耐性

度が高 く，また，遺伝学や生化学の 知見が豊富で あるた

め，細菌の有機溶媒耐性機構を調べ るため の モ デ ル と し

て用 い られてい る．こ れ までに，有機溶媒耐性化した大

腸菌変異株などを用 い て 有機溶媒耐性機構が解析されて

い る
2），

　 また，有機溶媒耐性菌を用 い た有機溶媒存在下におけ

る有用物質生産が期待され て おり，ス テロ イ ド合成や光

学活性なエ ポキ シ ド生産などの さまざまな応用研究がな

され て い る．また，石油分解や石油中の有機硫黄の 分解，

環境汚染物質の 除去な どバ イオ レメ デ ィ エ
ー

シ ョ ン へ の

応 用も期待されて い る，

微生物に対する有機溶媒の 毒性

　抗生物質な ど の薬剤の 微生物に対する増殖抑制効果

は，致死濃度や最小生育阻止濃度などによっ て測定され

る．疎水性有機溶媒はほとん ど水に溶解しない ため，最

小生育阻止濃度の よ うな概念は適用 で きな い ．種々 の 疎

水性有機溶媒を重層 した寒天培地上 で，さまざまな微生

物の コ ロ ニ ー生育能が調べ られ ， 有機溶媒 に よる微生物

の コ m ニ
ー
形成 能は，有機溶媒の log1）。w と負 に相関す

る こ とが示され て い る．legP
。w とは，水とn 一オクタノー

ル との 2相問 におけ る任意 の 物質の 分配孫数P 。w の常用

対数であ り，物質の極性を示すパ ラメ ーターの
一

つ であ

る，極性が高い 有機溶媒 つ ま り疎水性が低 い 有機溶媒

ほ どlogP。w は小 さい 値となる．　 logP。w の 値が小 さ い 有

機溶媒，すなわち極性の大 きい 有機溶媒ほど微生物の生

育を強 く阻害する ⊥）、一
般 的 に，logP。w 値が 2か ら4 の

有機溶媒が微生物に対して毒性が強 い とされてい る．微

生物の疎水性有機溶媒に対する耐性は，微生物 の 種類に

よっ て 大 きく異なる．個 々 の 微生物は，ある値以上 の

logP。W を示す有機溶媒存在下 にお い て コ ロ ニ ー
形成が可

能である，こ の 生育阻害
一

　logP。W の 相関則は経験則で

あ り，例外 も存在する．た とえば，著者 らが分離 した

Acinetobaeter　sp．　STL550株は，シク ロ オクタン （logPew　4．5）

やジ フ ェ ニ ル メ タ ン （logP。w 　4．2）存在下で は生育可能で

あるが，こ れ らの 溶媒よ りもlogP。w の値が大 きい ノ ナ

ン （logP。w 　55）やオ ク タ ン （logP。w 　4．9）存在下で は著

しく生育が阻害された 3〕，この ように，生育阻害一logP。w

の相関則は常に成立する とは限らない ．

　有機溶媒に曝露された大腸菌の透過型電子顕微鏡観察

の 結果か ら，広範囲にわた っ て 内膜が外膜か ら遊離した

構造が認め られて い る 4）．有機溶媒が内膜に多量 に蓄積

する と膜構造の 破壊により，菌体内成分の漏出や プ ロ ト

ン 濃度勾配 の減少 が起こ り，細胞は生命活動を維持でき

なくなるこ とが考えられる．

大腸菌の有機溶媒耐性

　大腸菌の有機溶媒耐性度は，Mg2＋

，　Ca2＋，　Sr2＋，　Ba2・な
どの アル カ リ土類金属イオン を5〜10mM 添加する こと

によ っ て向上する．Mg2Tを含むLBGMg 培地 （トリプ

トン 1％，酵母エ キス 0．5％，塩化ナ トリウム 1％，グ ル

コ ース 0．1％，硫酸マ グネシ ウ ム 10mM ）を用い て，　 K −12

株由来の 大腸菌JA300株の有機溶媒耐性が青野 らによっ

て調べ られ て い る 2・5） （表 1）．JA300 株 は，溶媒無添加

の 場合と比 べ て生育頻度は低下するもの の ，n一ヘ キサ ン

（logP。w 　3．9）を重層した LBGMg 寒天培地上 で 生育可能

である．またシクロ オク タ ン，オ ク タ ン，ノ ナン，デ カ

ンなどの logP。W 値が 3．9以上 の 溶媒を重層した寒天培地

上 で は，生育頻度 の低下 は認め られ ない ．一
方，シ ク ロ

ヘ キ サ ン （logP。w 　3．4）を重層 した寒天培地上 で は生育頻

度は著し く低下し，約 10−6〜 10−5 の 低頻度の 生育を示す．

さらに ρ
一キ シ レ ン や トル エ ン 重層下 で は生育で きない ．

また，JA300 株 と同様 に K −12株由来 の 大腸菌で ある

W3110 株 や MGI665 株は，　 JA300 株 よ りも有機溶媒耐
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表 1，大 腸 菌 の 有機 溶媒耐性 度

重層 した有機溶媒

Dec　Non　Oct　Hep　Hex　Cyc　Xy 】

（6，0＞　（5．5）　（4．9）　（4．4）　（3．9）　（3．4）　（3．1）

JA300 ∠」tolC　　　＋

JA300 ∠ acrAB 　　 ＋

JA300 　 　 　 　 　 　 ＋

OST3408 　　　　　　　＋

OST3121　　　　　　＋

十　　　 十　　　 十　　　 十

十　　　 十　　　 十　　　 十　　　 十

十　　　 十　　　 十　　　 十　　　 十　　 　十

各有機溶媒を重層 した LBGMg 寒天培地 上 で 生育した 場合 を

＋ ，生 育 し な か っ た 場合 を 一で 示 し た．（ ）内 の 数 値 は

logP。w 値を示す．　 Dec ，デ カ ン ； Non，ノ ナ ン ； Oct，オ ク タ ン ；

Hep ，ヘ プ タ ン ；Hex ，ヘ キサ ン ；Cyc ，シ ク ロ ヘ キ サ ン ；Xyl，　p・
キ シ レ ン ．

性度が高く，n一ヘ キサン ： シ ク ロ ヘ キサ ン （111，　v ！v ）の

混合溶媒存在下におい て も低頻度で あるが生育を示す，

　jA30ei＊か ら有機溶媒耐性化 した大腸菌変異株が取得

され て い る，自然突然変異 により，シ ク ロ ヘ キサ ン存在

下 で も高 い 頻度で 生 育で きる OST3408 株 などの 変異株

が取得されてい る．また，変異剤処理 によ り，p一キシ レ

ン存在下で も生育可能なOST3121株も取得されて い る．

こ れらの 変異株を用 い た解析に より，大腸菌の 有機溶媒

耐性は遺伝学的支配を受けて い る こ とが示されて い る．

大腸菌の有機溶媒耐性機構

　こ れ まで に大腸菌の有機溶媒耐性に関与するさまざま

な遺伝子が同定され て い る．これ らの うち，い くつ か に

つ い て 表2に ま とめた 6），

　排出ポ ンプ　 上記の ∫A300株 由来の シク ロ ヘ キサ

ン耐性変異株の耐性付与遺伝子は．ミス セ ン ス 変異 した

marR 遺伝子で あっ た 2，．　 marR 変異に よっ て marRAB 発

現が脱抑制され，marA に コ
ー

ドされ るMarA タ ン パ ク

が高発現される．MarA は mar −sox レ ギ ュ ロ ン と呼ばれ

る遺伝子群の 転写を活牲化する。こ の 遺伝子群の なかで

AcrAB −TolC薬剤排出ポ ン プ をコ ー
ドする acrAB ，　 tolC

が溶媒耐性化 に関わる こ とが知 られて い る．AcrAB ・

TolC は RND フ ァ ミ リーに属 し，内膜に存在する 】・ラ ン

ス ポータ ーAcrB ，外膜 に存在 して チ ャ ネル を形成する

TolC，　 AcrB とTolC とを連結する ペ リプラズ ム タ ン パ

ク質 A 。rA の 3種類の タ ン パ ク質によ っ て 構成 され，膜

貫通型の薬剤排出ポ ン プを形成する （図1＞．m α r−sox レ

ギ ュ ロ ン発現は MarA だ けで な くSoxS ，　 Rob に よっ て

も活性化 される．したが っ て marA
，
　 soxS ，　 robA 　in

’
伝子 を

高発現させ る こ とで もacrABt 　tolC の発現が活性化され，

大 腸 菌は シ ク ロ ヘ キサ ン 耐性 を獲i得す る 2）．AcrAB −

TolC 排出ポ ン プ は両親媒性の抗生物質な どを排出 し，

こ れ らに対する耐性を付与す る が，シ ク ロ ヘ キ サ ン，n 一

ヘ キサ ン
T

ヘ プ タ ン などの疎水性有機溶媒を排出する こ

240

表 2．大腸菌の 有機溶媒耐性に関与す る遺伝子

遺伝子　　 機能 文献

marAro

み

soxSacritBtolC

α crEFyhi

σvemrABpspAostAglpc

purRmanl
｝｛ZCPPcya

，d

Multiple　antibiotic 　resis 融 ce

R重ght　oriC 　bindhユ9　Protein
Superoxide　resistance

EMux 　pump （RND 　family）
Ou．ter・membrane 　c

’
hannel

EfTlux　pump （RND   ily）
Pu帆tive　e跏 x　p  P（RND 　family）
E田 ux 四 mp （MFS   ily）
Pllage　shock 　protein　A

LPS 　transport

Allaerobic　glyceroレ3−phosphate
de1〕ydrogenase　subu 血it
Pur重ne　n し1cleotide　synthesis 　repressor

Maninose　PTS　permease
Catabolite　repression

cAMP 　biosynthetic　process

）

）

）

）

）

）

）

）

）

）

7775585590　

　

　

　

　

　

　

　

1ll

）

12）
13）
14）
14）

転写制御因 子

soxS ，　marA ，　rob 遺伝子
の多コピー化

　　羅
fη a「  S3xre 彎ulO 瞬

　　騨
　　鷲

F

　　；gpc
驪

　 　 etc，、，

AerAB − TolC 排出ポンプが溶媒分子 を排出

　 有機溶媒 分子

　 　 谿　　　　 靆

ポ多糖

外膜

図1．AcrAB −To1Cに よる有機溶媒分子の 排 出

恥 騰

AcrA

プラズ厶

AcrB

とによっ て有機溶媒耐性にも寄与する，また，acrAB あ

る い は tolC が欠損すると大腸菌の有機溶媒耐性は著 し

く低下 し，n 一ヘ キサ ン （logP。w 　3．9），オクタ ン （logP。w 　4．9），
ノ ナ ン （logP。w 　55 ）などに感受性となる

5） （表 1＞．した

が っ て，AcrAB −TolC排出ポ ン プは，大腸菌の 疎水性有

機溶媒耐性に 寄与す る 主要な機構で あ る と考え られ る．

　 また，acrB が IS30の 挿入によ り欠損する こ とによ り，

溶媒に感受性とな っ た変異株か ら，有機溶媒耐性が 向上

した変異株が取得 され た 9）．こ の菌株の発現する タ ンパ

ク質が解析された結果，AcrEF の 高発現化が認め られた．

こ れ らの 結果 か ら
，
AcrAB −TolCポ ン プ 以外に，　 AcrEF −

TolCポ ン プによっ て も溶媒耐性化する こ とが示された．

AcrE とAcrF は それぞれ AcrA と AcrB に顕著な相同性

を示す．acrEF オペ U ン の プ ロ モ
ー

タ
ー

は低活性 の ため T

通常 AcrEF の 発現量 は著し く低 い ，ま た，　 AcrAB と相

同性 を示す YhiUV を コ ードする遺伝子 をJA300 株 由来
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で ありノ ナ ン （109P  5．5）感受性の acrAB 欠損株に導入

し発現 させた ところ，ノ ナ ン に耐性を示 した 5），しか し，

本菌株は オ ク タ ン （logP。w 　4．9）に は感受性で あ り，著し

い 耐性 の 向上 は認め られなか っ た．MF フ ァ ミ リーに属

する EmrAB −TolC排 出ポ ン プ もさま ざまな薬剤 を排出

する こ とが知られて い る．emrAB 遺伝子 をacrAB 欠損

株で高発現化させ た と こ ろ
，

オ ク タ ン 耐性とな っ たが，

ヘ プタ ン （logP。w 　4．2）に は感受性で あっ た．

　ost4 ／
「imp　 JA300株とヘ キサ ン感受性の OST4251

株 と の 接 合解析お よ びPl形質導入 実験 に よ っ て，

JA300 株の ヘ キサ ン耐性を支配する遺伝子の 1つ が染色

体 L1分 の座位に存在する こ とが明らか とな っ て い た 2），

本遺伝子 はク ロ
ーニ ン グ され て os ・tAと命名 されたが，

後に i〃lp （increased　membrane 　permeabjlity）遺伝子と

同
一

である こ とが分か っ た，ostA を導入した OST4251

株 はヘ キサ ン 耐性 となっ た．OST4251 株 の ostA 領域の

遺伝子配列が解析 された結果，ostA 遺伝子上流 に挿入

配列 IS2が挿入され，　 ostA 遺伝子の発現が抑制されて い

る こ とが示 された．OstA は リ ボ多糖の輸送に関わ る タ

ンパ ク質で あり，生育に必須で ある．

　炭素代謝に関与する遺伝子　　本多らは，DNA マ イ

ク ロ ア レ イを用 い た遺伝子発現解析によ っ て大腸菌の 有

機溶媒耐性に関与す る 遺伝子 を調 べ た 11−14），こ の 結果 t

炭素代謝に関与す る複数の遺伝子が同定 され て い る．

Glycerol・3−phosphate　dehydrogenaseをコ ードするglpC
や糖 の 輸送に 関与する manXYZ な ど の 遺伝子 を高発現化

したJA300株は，ヘ キサ ン存在下 にお ける生育頻度が

100倍程度向．上した，また，炭素代謝に 関わる転写制御

因子の 有機溶媒耐性へ の 関与が調べ られ た結果，砿ρや

cyaZi などの カ タ ボ ライ ト制御に 関わ る転写制御因子 の

溶媒耐性へ の 関与が明らか とな っ て い る．

　その他　　有機溶媒耐性変異株では細胞表層の疎水性

度が低下 して お り，この 疎水性度の 低下 は リボ多糖の 増

加に よる こ とが報告されて い る．また，有機溶媒耐性変

異株で は OmpF ポー
リ ン タ ン パ ク質 の 減少が認め られ

た．OmpF は疎水性の β一ラ ク タ ム系抗生物質の 透過に

関与するため，OmpF が有機溶媒分子の透過に も関与す

る こ とが考えられた。しか し，ompF 欠損株を用い た実験

結果な どか ら，OmpF は有機溶媒耐性に関与しない こ と

が示 されて い る
且S）．こ の他に も，有機溶媒で あるテ トラ

リン に対して耐性化 した大腸菌変異株 の テ トラリン 耐性

化機構が調べ られ て お りtalky ］hydroperoxide　reductase

オ ペ ロ ン を コ ードす る akpCF 遺伝子が 関与する こ とが

報告 され て い る 16〕．テ トラ リ ン が細胞内に侵入する と
，

ア ル キ ル ペ ル オキ シ ドとな り，こ れが細胞に対 して 強い

毒性 を示すが，AhpCF に よっ て ア ル キ ル ペ ル オキ シ ド

が還元され る こ とにより，そ の 毒性が低 下する とい う機

構が考えられて い る．取得され た変異株で は ahpC 遺伝子
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に生 じた変異に よりAhpCF の 触媒効率が 向上 して，テ

トラリン に対する耐性を獲得 した こ とが示唆されてい る．

有機溶媒耐性大腸菌の利用

　化学製品の製造プ ロ セ ス に生体触媒を導入する と，多

数の 反応工 程を必要とする製造プロ セ ス が簡略化される

た め ，省資源 ・省エ ネル ギ
ー化が 図れ る．しか し，水に

難溶性の化学製品原料を用い る場合には，原料を有機溶

媒に溶解 して 反応系に添加する方法が考えられるが，用

い る有機溶媒の種類 に よ っ て は微生物に対 して 強い毒性

を示すとい う欠点がある．特に，補酵素の再生を必要と

するような生菌体を用 い た生体触媒反応を，有機溶媒存

在下で実施する と，有機溶媒の 毒性によ り菌株の 生育が

阻害され補酵素が再生 され な くなることか ら，反応効率

は著 しく低下する。有機溶媒存在下で効率よく変換反応

を行 うためには，有機溶媒存在下で も生育可能な有機溶

媒耐性の微生物が必要となる，有機溶媒存在下における

効率的な有用物質生産法を確立するため に，有機溶媒耐

性微生物を目的とする難溶性基質の 変換酵素遺伝子を発

現させ る ための宿主 として用い る方法が考えられる．筆

者らは，オ伽 8’oわσc’邵 属細菌由来の フ ェ ノール ヒ ドラ
ー

ゼ 遺伝子を導入 した有機溶媒耐性大腸菌変異株を用 い

て，有機溶媒存在
’．
ドにおけるイ ン ド

ー
ル か らイ ン ジ ゴの

生産の効率化を行 っ た 17＞．大腸菌の有機溶媒耐性機構が

さらに解明されれば，こ の ような応用にとっ て有用な知

見となる こ とが期待される．
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