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研究成果の概要（和文）：これまでで最もかさ高い化合物であるlauryl maltose neopentyl glycol (LMNG, MW 
1,005)の排出ポンプ内部の結合位置を明らかにすることができた。詳細な変異体解析の結果、排出ポンプは化合
物の単純な分子量・かさ高さによって認識する結合ポケットを決めているのではなく、化合物個々の特性や構造
によって２つの結合ポケットを使い分けていることが示された。排出ポンプ内部、特に基質結合部位の詳細が明
らかになることで、効果的な排出ポンプ新規阻害剤の開発につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The binding position inside the efflux pump of lauryl maltose neopentyl 
glycol (LMNG, MW 1,005), the bulkiest compound to date, has been clarified. The detailed mutant 
analysis showed that the efflux pump does not determine the binding pocket it recognizes based on 
the simple molecular weight and bulkiness of the compound, but uses two different binding pockets 
depending on the individual properties and structure of the compound. The clarification of the 
details inside the efflux pump, especially the substrate binding site, is expected to lead to the 
development of effective new inhibitors of the efflux pump.

研究分野： 細菌学

キーワード： 耐性菌　感染症　排出ポンプ　細菌　抗生物質　抗菌薬　薬剤耐性　多剤耐性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界中の医療従事者が直面している薬剤耐性菌感染症の克服、および大規模な耐性菌パンデミックの回避に向
け、耐性化に大きく寄与している細菌の薬剤排出ポンプとその発現制御因子に着目した分子標的創薬の実現に大
きく寄与することができる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
依然、微生物感染症で多くの人が命を落としており、薬剤耐性菌感染症は、世界各国で大きな

問題となっている。特に多剤耐性化の原因として、様々な薬剤を菌体内から菌体外へと排出する
細菌のもつタンパク質である、薬剤排出ポンプが注目されている。 
これまでに、排出ポンプの構造・排出機構を明らかにしてきたが、その発現制御機構の全貌は

解明されておらず、そもそも本来担うべき生理的役割の詳細は未だ分かっていない。さらに、近
年の多剤耐性菌の出現により、膨大な種類の化合物を実際に試していく現在の創薬方法には限
界が見え始めている。 
 
 
２．研究の目的 
 
排出ポンプは、耐性菌でない細菌にも存在するタンパク質であるが、抗菌薬暴露という限定的

な環境のためだけに、これだけ多くの遺伝子資源を割いているとは考えにくい。実際に申請者の
研究から、排出ポンプが病原性発現や生理基質の排出にも関わることが分かってきている。以上
より、排出ポンプの生理的役割を解明することが、細菌感染症を克服する上で重要な課題となっ
てきたため、環境因子の探索を含めた、発現制御ネットワークおよび生理的役割の解析を行うこ
とを決めた。 
一方、こちらも申請者の研究から、排出ポンプの薬剤認識機構および阻害剤感受性決定因子が

明らかとなったが、依然として、臨床的に有効な阻害剤は得られていない。そこで本研究では、
これまでに得られた排出ポンプのタンパク質構造情報を利用して、新規阻害剤の探索・開発を効
率的に行う基盤技術を構築することを決めた。 
 
 
３．研究の方法 
 
各菌種の全ゲノム配列から既に作製済みである網羅的プラスミドライブラリーを用いて、様々

な遺伝子を高発現させた菌株を作製し、薬剤入り寒天培地および 96 穴プレートを用いて大規模
な薬剤感受性試験を行う。 
薬剤耐性能の変化を指標として、新たな排出ポンプ発現制御因子を複数同定し、タンパク質定

量、定量的 RT-PCR、薬剤排出活性測定、Biacore や iTC を利用した分子間相互作用解析等によ
り、細菌ゲノムに潜在する多剤耐性制御ネットワークの全体像を明らかにする。 
研究機関・製薬企業等が保有する様々な化合物ライブラリーの化学構造データを用いて、申請

者の研究で得られた排出ポンプのタンパク質構造情報（Nature, 2011 および 2013）を利用して、
新規阻害剤の探索・開発を効率的に行う基盤技術を構築する。 
 
 
４．研究成果 
 
これまでで最もかさ高い化合物である lauryl maltose neopentyl glycol (LMNG, MW 1,005)

の排出ポンプ内部の結合位置を明らかにすることができた（図１）。詳細な変異体解析の結果、
排出ポンプは化合物の単純な分子量・かさ高さによって認識する結合ポケットを決めているの
ではなく、化合物個々の特性や構造によって２つの結合ポケットを使い分けていることが示さ
れた（図２）。 
排出ポンプ内部、特に基質結合部位の詳細が明らかになることで、効果的な排出ポンプ新規阻

害剤の開発につながることが期待される。 
 
また、MexB と ABI-PP の結合様式を明らかにするため、阻害剤結合部位近傍で ABI-PP との結

合に大きく影響すると予想されるアミノ酸を選び出し、これらを変異させた菌を作製し、阻害剤
が効くかを調べた。その結果、抗菌薬エリスロマイシン存在下で、該当するアミノ酸の Trp 変異
体は、ABI-PP が効かないことを明らかにし、阻害剤の効き目に影響を与えるアミノ酸変異を新
たに４つ同定した。 
これは 2013 年の Nature 誌における重要アミノ酸報告数を上回っており、耐性菌検出法およ

び新規阻害剤開発に大きく貢献できると考えている。 
 
さらに、臨床分離株の公開ゲノムデータと実験で得た排出ポンプデータを組み合わせ、薬剤耐

性緑膿菌に存在する共通の変異を複数発見した。特に多くの菌株で見られた 3つの点変異は、ア
ミノ酸変異を伴わず（サイレント変異） 、codon usage は元のコドンと比較して高くなってい



ることが判明した。また、排出ポンプの発現制御に関わる遺伝子にも共通の変異が広く見られる
ことが明らかとなった。こちらの変異もアミノ酸変異を伴わず（サイレント変異） 、codon usage
は元のコドンと比較して低くなっていることが判明した。 
アミノ酸変異を伴わない点変異（サイレント変異）による新たな薬剤耐性化メカニズムの解明、

迅速な耐性菌判定手法の実用化に大きく貢献できると考えている。 
 
 

 
 

図１ lauryl maltose neopentyl glycol と排出ポンプとの共結晶構造 
 

図２ ２つの結合ポケットと各化合物の排出ルート 
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