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研究成果の概要（和文）：イオン液体は、生体触媒の新たな反応溶媒として注目される。しかし親水性・疎水性
イオン液体による細菌の生育阻害が問題であり、解決策が模索されている。本研究では、独自に単離したイオン
液体耐性菌Bacillus sp. CMW1を用いて、イオン液体耐性に関わる遺伝子を解明して、イオン液体耐性に優れた
細菌宿主の開発を目的とした。
その結果、本菌株のイオン液体耐性には、多剤排出トランスポーター遺伝子が関与することを見いだした。本遺
伝子をBrevibacillus 属細菌に導入して、イオン液体耐性に優れた細菌宿主を構築できた。CMW1株の形質転換系
を構築して、疎水性イオン液体耐性に優れた変異株を取得した。

研究成果の概要（英文）：Ionic liquids have physical properties for use as reaction solvents. To 
solve the problems of growth inhibition of microorganisms by ionic liquids, we isolated the ionic 
liquid-tolerant Bacillus sp. CMW1. The first objective of this study is to identify the gene which 
are responsible for ionic-liquid tolerant. The second objective is to develop the novel bacterial 
host which exhibits tolerance to  ionic liquids. 
Consequently, I identified MFS transporter gene from strain CMW1 and showed that the gene is 
responsible for an ionic-liquid tolerant. The gene of CMW1 was transformed into Brevibacillus sp. 
bacterium and the recombinant strain could grow in the presence of an ionic liquid. Using 
tetracycline, pHY300PLK was successfully electroporated into strain CMW1 with the efficiency. I 
obtained the mutants which were able to grow in the presence of hydrophobic ionic liquids. The 
results will provide a basis for the future work in biocatalysis with various ionic liquids in 
industry.

研究分野： 応用微生物学
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ゲノム解析　イオン液体耐性酵素　RNA-seq

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
イオン液体耐性宿主を開発できれば、イオン液体存在下でイオン液体耐性酵素を菌体外に生産できる。イオン液
体で難分解性バイオマスを溶解できるため、イオン液体耐性酵素により、溶解したバイオマスを分解できる。イ
オン液体存在下で本宿主細菌は、得られた分解産物から有用化合物を発酵生産できる。
これまで工業的に利用可能なBacillus属細菌が育種されているが、イオン液体はこれらの微生物の生育を阻害す
るため、実用的ではない。世界中でイオン液体耐性細菌の探索が進む中、独自のイオン液体耐性Bacillus属細菌
とイオン液体を活用した有用物質変換系を開発することは、バイオマスの利用技術の開発につながる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

イオン液体は液体の有機塩であり、親水性と疎水性イオン液体に分類できる。現在、これ
らのイオン液体を溶媒に利用して、化学製品群、医薬品などの様々な生産プロセスの開発が
進んでいる。申請者はこれまでに、疎水性イオン液体を溶媒として、抗ガン作用を示す 3-
Cyclohexylpropyl caffeate などの酵素合成技術を開発してきた[①]。 

 
Fig. 1. イオン液体の構造 

イオン液体は、様々なカチオン
とアニオンを 組み合わせて構成さ
れる。(a)親水性イオン液 体  1-
Butyl-3-methylimidazolium 
chloride（[BMIM][Cl]）、(b)疎水性
イ オ ン 液 体  1-Butyl-3-
methylimidazolium 
bis(trifluoromethylsulfonyl)imi
de（[BMIM][NTf2]）、(c) 1-Butyl-
3-methylimidazolium 
hexafluorophosphate （[BMIM]PF₆）。 

 
 

 
 
 

すでに米国エネルギー省では、親水性イオン液体存在下でバイオマスを溶解させてバイオ
エタノールなどの有用物質の変換に利用できる、新規の細菌宿主が検討されつつある[②]。
一方、申請者は親水性イオン液体を用いた場合、各種の細菌（Escherichia coli K-12、
Bacillus subtilis 168 など）の生育阻害、市販の多様な酵素の失活を見いだし、変換系に
利用できるイオン液体と酵素や微生物の組み合わせに制限があることを示した[③]。そのた
め現在、イオン液体を用いた有用物質変換系の開発では、新たな親水性イオン液体耐性宿主
の育種、耐性酵素の取得が必要である。 

この問題への対策として、申請者は耐塩性細菌に注目し、独自に選択培地を開発してイオ
ン液体耐性酵素を生産する微生物を探索した。その結果、親水性・疎水性の多様なイオン液
体存在下で良好に生育する耐塩性 Bacillus sp. CMW1 を獲得し、ゲノム解読を行った[④]。
本菌株の親水性・疎水性イオン液体耐性酵素を解析して、イオン液体と使用できる酵素の基
準を示し、各種イオン液体中で利用できる酵素を開発してきた[⑤]。 

 
 

Fig. 2. [BMIM][Cl] 添加培地での B. 
amyloliquefaciens CMW1 の生育 
CMW1 株の生育 (●)、培地中の
[BMIM][Cl] 濃 度  ( ◯ ) 。 1% 
[BMIM][Cl]存在下では E. coli や 
B. subtilis の生育を確認できなか
った。 

 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 

親水性イオン液体を溶媒に用いた有用物質の生産技術が注目されているが、親水性イオン
液体は酵素を失活させて細菌の生育を阻害するため、親水性イオン液体の利用には困難があ
る。その困難の克服のため、申請者は独自にイオン液体耐性細菌を発見している。本研究の
目的は、独自に見いだしたイオン液体耐性細菌を対象に、細菌のイオン液体耐性機構を解明
して、イオン液体耐性の細菌宿主を開発することである。 

 
３．研究の方法 

親水性イオ ン液体として 1-Butyl-3-methylimidazolium chloride ([BMIM][Cl] Fig.1 
(A))を用いた。 [BMIM][Cl]は、セルロースやケラチン等の難 水溶性バイオマスの溶解に用い
ら れ る [⑥ ] 。 一 方 、代表的な 疎 水 性 イ オ ン 液 体 1-Butyl-3-methylimidazolium 
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide （ [BMIM]NTF₂ ） と 1-Butyl-3- methylimidazolium 
hexafluorophosphate （[BMIM]PF₆）を用いた。 



本研究の目的達成のため、独自に単離した Bacillus sp. CMW1 を対象に、(1)イオン液体
耐性遺伝子の同定、(2)形質転換系の構築、(3)ゲノム情報を活用したイオン液体耐性を示す新
たな細菌宿主の育種を実施した。 

 
(1)イオン液体耐性遺伝子の同定 

Bacillus sp. CMW1 を用いて、[BMIM]Cl添加条件で発現量が増加・減少している遺伝子
を探索した。RNesy Plus Universal kit（Qiagen;Venlo,Netherland）を用いて、 10%[BMIM]Cl
添加・無添加条件、対数増殖期中期で CMW1株の菌体から Total RNAを抽出した。 

Total RNA から Ribo-zero rRNA Removal Kit（Bacteria）（illumina;CA,USA）を用いて
rRNAを除去し、続いて RNAの断片化を行った。その後、逆転写反応を行い、２本鎖 cDNAを
合成して 3‘末端にポリ A配列とアダプタを付加した。 

PCR による増幅と AMPure XP ビーズによる精製を行って、10%[BMIM]Cl 添加・無添加条
件の RNA-seq ライブラリを調製した。次世代シークエンサー（Hiseq、Illumina）を用いた
Paired End法で、それぞれの RNA-seq ライブラリを網羅的にシーケンシングして、[BMIM]Cl
添加、無添加条件の Read を取得した。 

独自に解読した CMW1株のゲノム DNA（3908571 bp）に得られた Read をマッピングして、
10%[BMIM]Cl 存在下で発現量が２倍以上に増加した遺伝子、もしくは 1/2倍以下に減少した
遺伝子を探索した。 

 
(2)イオン液体耐性細菌宿主の形質転換系の構築 

独自に見いだした CMW1株は、菌体外にプロテアーゼを生産した。そこで CMW1株を細菌
宿主として開発するために、対数増殖期の菌体を対象に UV 照射（15 W、30 min）を行って
変異バンクを取得して、プロテアーゼ活性の低下した菌株を探索した。 

一方、テトラサイクリン、エリスロマイシンを用いて、CMW1株の薬剤耐性試験を行った。
その後、プラスミド pHY300PLK（Takara）を用いて、エレクトロポレーション法よる CMW1株
の形質転換系の構築を試みた。 

 
(3)ゲノム情報を活用したイオン液体耐性の細菌宿主の育種 

RNA-seq 分析から、CMW1株のイオン液体耐性に関与する遺伝子を探索した。独自に見い
だした遺伝子を、[BMIM]Cl 感受性細菌宿主である Brevibacillus choshinensis（Takara）
に形質転換して、5%  [BMIM][Cl]に対する耐性の付与を検討した。 

 
 
４．研究成果 

(1) イオン液体耐性遺伝子の同定とタンパク質機能解析 
10%[BMIM]Cl 添加・無添加条件、対数増殖期中期で CMW1 株の菌体を回収し、89.4 ng/

μl RNA(10%[BMIM]Cl 添加)、76.5 ng/μl RNA(10%[BMIM]Cl 無添加)を 抽出した。
10%[BMIM]Cl 添加条件で得た RNA の RIN 値は 4.9、[BMIM]Cl 無添加で得た RNA の RIN 値は
7.7であった。10%[BMIM]Cl添加条件の Total RNA 7.0 µg と、[BMIM]Cl無添加条件の Total 
RNA 8.0 µgから、それぞれ RNA-seq ライブラリーを構築した。 

それぞれの RNA-seq ライブラリーを対象に RNA-seq を行い、10%[BMIM]Cl添加条件では 
46503904 本、[BMIM]Cl無添加条件では 44402576 本の Read を取得できた。CMW1 株の全
ゲノム（3908571 bp）に対して、 10%[BMIM]Cl添加条件の read の 99.15%、[BMIM]Cl無添
加条件の read の 99.11%をマッピングできた。 
遺伝子の発現頻度解析をした 結果、CMW1株のタンパク質をコードする遺伝子 9175 個で

は 931 個の遺伝子で発現量が変化しており、2 倍以上に発現量が増加していた遺伝子（548
個）、1/2倍以下に発現量が減少していた遺伝子（383個）を確認できた。転写量が増加した
遺伝子の分析から、CMW1株のイオン液体耐性機構として以下の内容を明らかにできた。 

まず転写因子 SigB の転写量は 3.5 倍に増加しており、10%[BMIM]Cl によるストレスに応
答していた。補償溶質である Glycine betaine と Proline や Na⁺の取り込みに関わる遺伝子
の転写量が、それぞれ 2.5 倍、6.0 倍、5.0 倍に増加していた。Proline や Glutamate への
合成の転写が促進されるように関連遺伝子の転写量が、それぞれ 3.0 倍、４．２倍に増加し
ていた。さらに、２．８倍に転写量が増加した多剤排出ポンプ遺伝子を発見でき、本遺伝子
が[BMIM]カチオンの排出に関与していることが考えられた。 
以上の結果から、転写因子 SigB によって輸送体、アミノ酸の代謝、多剤排出ポンプに関

連する遺伝子の転写量が増加しており、細菌のイオン液体耐性として浸透圧調節機構と多
剤排出ポンプ機構が関与していることを明らかにできた。 

 
(2) イオン液体耐性細菌宿主の遺伝子組み換えベクターの構築 

CMW 株は菌体外プロテアーゼ活性を示した。細菌宿主を開発するために、プロテアーゼ
活性の低下した CMW1株の取得を試みた。対数増殖期の CMW1 を用いてに UV 照射（15 W、30 
min）を行って変異バンク（生残率 3.3〜4.0%）を取得して、得られた変異株のプロテアー
ゼ活性が低下した菌株を選抜した。その結果、プロテアーゼ活性が 30%に低下した菌株を見



いだした。一方、CMW1株は 50μg/mL のテトラサイクリンもしくはエリスロマイシンに感
受性を示すことを見いだした。 

そこで、テトラサイクリン耐性プラスミド pHY300PLK を用いて CMW1 株の形質転換系の
構築を試みた。その結果、対数増殖期前〜中期の菌体から調製したコンピテントセルを用い
て、エレクトロポレーション法（1000V、25μF、200Ω）によって形質転換効率 2.7×10-
1.4×10^3 (cfu/µg)で組み換え CMW1株を得ることができた。独自に見いだしたイオン液体
耐性菌 CMW1株の形質転換系を構築できた。 

 
(3) ゲノム情報を活用してイオン液体耐性の細菌宿主の育種 

本研究では、 CMW1 株で BMIM カチオンの排出への関与が示唆される多剤排出ポンプ遺
伝子を見いだした。[BMIM]Cl感受性 Brevibacillus choshinensis を用いて、本遺伝子によ
る B. choshinensis への[BMIM][Cl]耐性の付与を検討した。B. choshinensis 株に多剤排
出ポンプ遺伝子（1197 bp）を導入した結果、5%[BMIM][Cl]添加培地で組み換え株の生育と、
多剤排出ポンプの発現を確認できた。 
5%[BMIM][Cl]添加培では、組み換え B. choshinensis 株の生育は遺伝子導入前の本菌株

の生育より 5.2 倍良好であった。全ゲノム解読と RNA-seq で得られた遺伝子情報に基づい
て、新たなイオン液体耐性菌を開発することができた。 
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