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研究成果の概要：ある種の病原性細菌はアシル化ホモセリンラクトン(AHL)をシグナル物質とし

た情報伝達機構(クオラムセンシング)により病原性の発現を制御している。本研究では、AHL

分解細菌 Shewanella sp. MIB015 株から AHL 分解遺伝子(aac)のクローニングに成功し、病原性

細菌に aac 遺伝子を導入すると、病原性細菌が AHL を生産できなくなり、病原性因子の発現が

極度に低下することが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

細菌は単独で活動するだけでなく、周囲の
細菌とコミュニケーションを取り合い、集団
として様々な挙動を示すことが明らかとな
ってきた。このような細胞間コミュニケーシ
ョンの一つにクオラムセンシングと呼ばれ
る機構がある。クオラムセンシングとは、細
菌がオートインデューサーと呼ばれる情報
伝達シグナル物質を菌体外に放出し、オート
インデューサー濃度の上昇を個体密度の増
加として感知し、個体密度がある一定値を超
えると、様々な遺伝子の発現を活性化する機
構のことである。特にグラム陰性細菌の場合、

オートインデューサーとして様々な構造の
アシル化ホモセリンラクトン(AHL)を用いて
いることが明らかとなっている。クオラムセ
ンシングに制御される機能は様々であるが、
特に病原性細菌の場合、その病原性因子の発
現がクオラムセンシングにより制御される
例が多数報告されている。これらの病原性細
菌の AHL 合成遺伝子を破壊すると、クオラム
センシングが活性化せず、病原性因子の発現
が極度に低下することから、クオラムセンシ
ングを人為的に阻害することによる病原性
抑制技術が注目を集めている。 

近年、環境中から AHL を分解する能力を有
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する細菌の存在が報告され、これらの細菌
が 2種類の AHL 分解機構を有することが明ら
かとなった。1 つは AHL の基本骨格であるホ
モセリンラクトン環部位を加水分解するこ
とで開裂させる AHL ラクトナーゼであり、も
う 1つは AHL のアシル鎖とホモセリンラクト
ンの結合部位であるアミド結合を切断する A
HL アシラーゼである。これらの AHL 分解酵素
により分解された AHLはシグナル物質として
認識されないため、個体密度が上昇してもク
オラムセンシングは活性化しない。この AHL
分解酵素や遺伝子を利用することにより、病
原性細菌の病原性発現を大きく低下させる
ことが可能である。 
 
２．研究の目的 

これまでに、様々な研究グループにより、
多様な AHL 分解細菌や AHL 分解遺伝子が単離
されてきたが、環境中には未だに発見されて
いない数多くの AHL 分解遺伝子が眠っている
と考えられる。本研究グループでは、環境中
に存在する多様な細菌群の中から、未知の A
HL 分解資源の探索を行ってきた。その中で、
これまでに AHL分解細菌の単離源として全く
注目されていなかった淡水魚(アユ)の腸内
フローラから、AHL 分解能を有する Shewanel
la sp. MIB015 株を単離する事に成功した。
そこで本研究では、MIB015 株から未知の AHL
分解遺伝子のクローニングを行い、取得した
AHL 分解遺伝子の機能解析を行うとともに、A
HL 分解遺伝子を用いて魚病細菌のクオラム
センシングを阻害する事による感染症予防
技術を検討することを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1)Shewanella sp. MIB015株からのAHL分解
遺伝子のクローニング 

本実験に先駆けて、ゲノムが既に解読され
た Shewanella 属細菌である S. oneidensis 
MR-1 株には、既知の AHL アシラーゼと相同性
の高い遺伝子(aculeacin A acylase; aac)
が存在することを明らかにした。そこで、M
R-1 株の aac 塩基配列を基に、MIB015 株の a
acホモログを縮合PCRとインバースPCRを用
いて取得を試みた。縮合 PCR には、プライマ
ーDG-F4(5'-CAAGCYGAYAACYTAGAAAGCYTWGGTT
TTGGTAG-3')と DG-R4(5'-TTYTCGGCRTACATAGT
GTTRTTGAARATRACSCC-3')、または DG-F1(5'-
TTTAACAAAGAYTTAGCNTGGACYCATACCTTCTC-3')
と DG-R3(5'-AAGYTCACCGCCATCATCCAACTNGAAC
CRTAACG-3')を用い、DNA ポリメラーゼには G
o Taq(プロメガ)を使用した。熱サイクル
は、94℃で 1 分間を 1サイクル、94℃で 1分
間、53℃で 45 秒間(1 サイクル毎に 0.5℃下
げる)、72℃で 2分間を 10 サイクル、94℃で 1
分間、45℃で 45 秒間、72℃で 2分間を 25 サ
イクルで行った。取得した PCR 増幅産物は、

pGEM-T easy ベクター(プロメガ)を用いてク
ローニングし、BigDye Terminator v.3.1 キ
ット(Applied Biosystems)および ABI pris
m 3100(Applied Biosystems)を用いて塩基
配列を決定した。 

次に、aac の周辺配列を取得するためのイ
ンバース PCR には、テンプレートとして MI
B015 株染色体を制限酵素 DraI で消化後、セ
ルフライゲーションしたものを用いた。プラ
イマーには aacの部分配列をもとに設計した
inv1(5'-CCAAAGTACATAGAACGCTGAGAGTTGGC
C-3')、inv2(5'-GCCACCTTCGCTCGCACCTTTTGGT
TGGGA-3')、inv3(5'-TACATGGGCGAGAAGTACGTC
AGTGGCTCG-3')、inv4(5'-GCCTCAGGCATGACGGC
CAAGGGTTACCAA-3')を用いた。DNA ポリメラー
ゼには Go Taq を使用し、熱サイクルは、98℃
で 5秒間、68℃で 15 分間を 27 サイクルで行
った。取得した PCR 増幅産物は、pGEM-T eas
y ベクターにクローニングし、同様に塩基配
列を決定した。MIB015 株由来 aac の全長は P
CR により増幅した。プライマーには、aacMI
B-F (5'-TCGTGCATCAGGAAGCGACATACGACTATTG
CTCC-3')と aacMIB-R(5'-CCAAGCACCTAAGTTGC
GACATCGACATGTCGTCG-3')を用い、DNA ポリメ
ラーゼには Go Taq(プロメガ)を使用した。熱
サイクルは、94℃で 2分間を 1サイクル、94℃
で 45秒間、50℃で 45秒間、72℃で 3分間を27
サイクルで行った。取得した PCR 増幅産物は、
pGEM-T easy ベクターにクローニングし、pG
MB15 と命名した。 
 

(2)MIB015 株由来 aac の AHL 分解能の解析 
 作製したpGMB15をEscherichia coli BL21
(DE3)に形質転換し、LB 培地にて一晩前培養
した。新しい LB 培地に前培養液を 1%(v/v)
植菌し、2 時間振とう培養した後に IPTG を添
加し、さらに 5時間振とう培養して aac の発
現を誘導した。次に各種 AHL(C4-HSL, C6-HS
L, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL 3-oxo-C6-HS
L, 3-oxo-C8-HSL, 3-oxo-C10-HSL, 3-oxo-
C12-HSL)を最終濃度10 Mとなるように添加
し、30分毎に120分まで培養上清を採取した。
培養上清中の AHL の検出には、AHL に応答し
て紫色色素を生産する Chromobacterium vio
laceum レポーター株(CV026 株または VIR07
株)を用いた。各時間に採取した培養上清は、
AHL レポーター株含有 LB 寒天培地に 5 l ス
ポットし、紫色色素の応答ゾーンの直径を測
定した。残存 AHL 濃度は、既知濃度の AHL を
用いて作製した検量線と比較することで計
算した。 
 
(3)MIB015 株由来 aac による AHL 分解産物の
構造解析 
AHL分解産物の構造解析の基質として C10-

HSL を用いた。E. coli BL21(DE3)の pGMB15
形質転換体を IPTG 存在下で 24 時間振とう培



 

 

養後、培養液 500 l を遠心分離し、生理食
塩水 1 ml に再懸濁後した。C10-HSL を 500 
M となるように添加し、37℃にて 7 時間イン
キュベート後、遠心分離して上清を回収した。
上清はメンブレンフィルターで濾過した後、
等量の 0.8 mg/ml o-フタルアルデヒド（OPA）
溶液と混合した。サンプルは展開溶媒に 20 
mM 酢酸ナトリウム、0.009%トリエチルアミ
ン、20% アセトニトリル, 20% メタノールを
用いた HPLC により、波長 340 nm の吸光度を
測定することで解析した。 
 

(4)Vibrio anguillarum TB0008 株へ MIB015
由来 aacの導入とバイオフィルム形成の解析 
魚病細菌 V. anguillarum TB0008 株は、栃

木県水産試験場においてビブリオ病で死亡
したアユから単離したものを用いた。この T
B0008株にMIB015株由来aacを導入するため、
広範囲宿主ベクターである pJN105Z への aac
のクローニングを行った。まず、両末端に制
限酵素 SacI サイトを有する aac を増幅する
ため、プライマーaacMIB-SacI-F(5'-GAGCTCG
AAGCGACATACGACTATTGCTCC-3')と aacMIB-Sac
I-R(5'-GAGCTCAGTTGCGACATCGACATGTCGTC
G-3')を用いた PCR を行った。DNA ポリメラー
ゼには Go Taq を使用し、熱サイクルは、95℃
で 2分間を 1サイクル、95℃で 45 秒間、50℃
で 45 秒間、72℃で 3分間を 27 サイクルで行
った。取得した PCR 増幅産物は pJN105Z の制
限酵素 SacI サイトに挿入し、pJN105Zaac プ
ラスミドとした。pJN105Zaac およびコントロ
ールプラスミド pJN105Z は、エレクトロポレ
ーション法により TB0008 株に導入した。 
MIB015 株由来 aac の導入が TB0008 株の AH

L 生産に及ぼす効果を調べるために、TB0008
(pJN105Zaac)株および TB0008(pJN105Z)株を
LB 培地にて一晩培養後、培養上清 5 l を VI
R07 株含有 LB 寒天培地にスポットし、紫色色
素の応答により培養上清中の AHL を検出した。
次に、バイオフィルム形成への影響を調べる
ため、30℃で一晩前培養した TB0008 株を、
新しい LB 培地で 100 倍希釈し、ポリプロピ
レン製丸底 96 穴マイクロタイタープレート
に 200 l ずつ分注し、30℃、24 時間静置培
養した。培養後、1 wt% クリスタルバイオレ
ット溶液を加えて 15 分静置した後、蒸留水
により洗浄し、エタノール 200 l を加えて
バイオフィルムを溶解した。溶解後 150 l
をポリスチレン製平底 96 穴マイクロタイタ
ープレートに移し、波長 570 nm の吸光度を
測定することでバイオフィルム形成量を測
定した。 
 

４．研究成果 
 

(1)Shewanella sp. MIB015株からのAHL分解
遺伝子のクローニングと塩基配列の決定 

ゲノムが解読されている Shewanella onei
densis MR-1 株の aac 配列を基に、PCR によ
り MIB015 株から aac ホモログの取得を試み
たところ、アミノ酸 856 残基からなる ORF の
取得に成功した。この MIB015 株由来 Aac ホ
モログと、他の菌株の AHL アシラーゼホモロ
グのアミノ酸配列と比較したところ、S. one
idensis MR-1 株の AAC、Ralstonia sp. XJ12
B 株の AiiD、P. aeruginosa PAO1 株の PvdQ
とそれぞれ 95.6%、31.9%、31.9%の相同性を
有することが明らかとなった。Shewanella s
p. MIB015 株由来 aac の塩基配列は国際塩基
配列データベースにアクセッション番号 A
B306517 で登録した。 

 
(2)MIB015 株由来 Aac の基質特異性 
MIB015由来Aacの AHL基質特異性を調べる

ため、Aac を発現させた E. coli BL21(DE3)
を用いて各種 AHLに対する分解活性を測定し
た。その結果、アシル鎖が 8 以上の AHL は時
間経過に伴って残存量が減少し、アシル鎖長
が長くなるほど速く分解された（図１）。ア
シル基の 3位に酸素原子が置換した AHL の場
合、3-oxo-C12-HSL のみが分解されたが、無
置換の C12-HSLと比較して分解活性は低下し
ていた。また、C4-HSL や C6-HSL のような短
アシル鎖を有する AHLの場合は全く分解され
なかった。これらの結果は、これまでに報告
されている既知の AHLアシラーゼの特徴と類
似していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ MIB015 由来 aac 導入大腸菌による C6-HSL(■), 

C8-HSL(□),C10-HSL(●), C12-HSL(○)分解の経時変化 

 
(3)MIB015 株由来 Aac の AHL 分解機構 

MIB015 株由来 Aac による AHL 分解機構を
調べるために、Aac を発現させた E. coli B
L21(DE3)による C10-HSL分解物の構造解析を
HPLCにより行った。サンプルはOPAと混合し、
OPA 誘導体とした後に HPLC 解析を行った。そ
の結果、保持時間 7.5 分から 8.5 分の間に 2
つのピークが検出された。比較として、ホモ
セリンラクトンの OPA誘導体についても解析
を行ったところ、同じ保持時間に 2 つのピー
クが検出された。これらのピークに関しては、
検出時間の早いピークはホモセリンラクト
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ンが開裂したホモセリンであり、後に現れる
ピークはホモセリンラクトンであることが
過去の報告から明らかになっている。また、
Aac を発現させていない E. coli BL21(DE3)
に C10-HSLを添加したサンプルについても解
析を行ったが、これらの 2つのピークは観察
されなかった（図２）。以上の結果より、MI
B015 株由来 Aac は AHL をアシル鎖とホモセ
リンラクトンに分解する AHL アシラーゼであ
ることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 

図２ MIB015株由来AacによるC10-HSL分解物のOPA誘

導体に対する HPLC 解析。(A)Aac を発現させていない大

腸菌サンプル(B)Aac を発現させた大腸菌サンプル(C)ホ

モセリンラクトン標品 

 

(4)Vibrio anguillarum TB0008 株への MI
B015株由来aacの導入とクオラムセンシング
阻害 
 魚病細菌 V. anguillarum 株は、AHL を介し
たクオラムセンシングにより、プロテアーゼ
生産、バイオフィルム形成など、種々の病原
性因子の発現を制御していることが報告さ
れている。そこで、MIB015 株由来 aac を V. 
anguillarum に導入して AHL を自己分解させ
ることで、病原性因子の発現が抑制されるか
検証を行った。まず、広範囲宿主ベクターpJ
N105Zに aacをクローニングしてTB0008株に
導入し、培養上清中の AHL の存在を AHL レポ
ーター株である VIR07 株を用いて検出した。
その結果、コントロールベクターである pJ
N105Zを導入したTB0008株ではAHL生産が見
られたのに対し、aac を導入すると AHL 生産
が完全に消失することが明らかとなった（図
３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ pJN105Z または pJN105Zaac を導入した V. anguil

larum TB0008株により生産されたAHLの VIR07レポータ

ー株による検出 

 
次に、各菌株のバイオフィルム形成能を調

べたところ、pJN105Z を導入した TB0008 株の
バイオフィルム形成量に対し、pJN105Zaac を
導入した TB0008 株のバイオフィルム形成量
は約 40%程度にまで低下することが明らかと
なった(図４)。これは、aac の導入により AH
L が自己分解されたことでクオラムセンシン
グが活性化せず、クオラムセンシングに制御
されるバイオフィルム形成が抑制されたも
のと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ pJN105Z または pJN105Zaac を導入した V. anguil

larum TB0008 株によるバイオフィルム形成量 

 
(5)結言 

本研究では、アユ腸内フローラ由来 Shewa
nella sp. MIB015株から新規AHLアシラーゼ
遺伝子である aac のクローニングに成功し、
aacを魚病細菌V. anguillarumに導入するこ
とで、AHL 生産およびバイオフィルム形成を
阻害することに成功した。本研究を通じて、
環境中には aac以外にも未だに発見されてい
ない新規 AHL 分解遺伝子が数多く存在する可
能性が示唆され、それらを利用することで、
より効果的な細菌病制御技術に繋がること
が予想される。また、AHL 分解細菌の環境中
での役割を詳細に調べることで、複合微生物
系における AHL の役割や、異種細菌間シグナ
リングの解明に繋がり、天然の複合微生物系
の生態を知る上でも非常に重要であると考
えられる。 
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