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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、簡便な蛍光検出高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用い、3 位にカルボニル

基を有する炭素数 6～14 個の脂肪酸からなる 3-oxo-acyl-HSL の高感度一斉分析法を構築すると
ともに、緑膿菌をモデルに QS 機構解析への適用を検討した。緑膿菌 QS 機構の解析のため、
QS 機構により誘導合成されるエラスターゼの簡便な活性測定系も合わせ構築した。これらを
用いて緑膿菌の増殖とAI分子の 3-oxo-C12-HSL濃度およびエラスターゼ活性の相関を検討した。
その結果、連関する 2 つの QS 機構をもつ緑膿菌においては、上位の QS 機構(Las 系)は菌の増
殖と直接的な関連が認められた。一方、下位の QS 機構(Rhl 系)の産物であるエラスターゼの産
生は約 2 時間の time-lag をもって開始されるが、その産生は上位の QS 機構の AI 分子濃度の低
下と同調していたことから、上位の QS 機構の制御下にあるようにも見受けられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this project we have developed a convenient and simultaneous determination system of 
3-oxo-acyl-HSLs, those are autoinducer molecules of Gram-negative bacteria, by high-performance 
liquid chromatography with fluorescence derivatization. Then we have clarified the relation of AI 
concentration, elastase activity and cell density using Pseudomonas aeruginosa, one of 
Gram-negative bacteria. The results are that AI concentration was well synchronized with cell 
growth and there were 2 hours-time lag between increasing of AI concentration and that of elastase 
activity. 
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クロマトグラフィー、蛍光誘導体化、エラスターゼ活性測定法、 
 
１．研究開始当初の背景 

近年、多剤耐性の緑膿菌などの院内感染に
よる日和見感染症が社会問題になっている。

多剤耐性菌が感染すると、敗血症を発症して
治療困難な病態を呈することから、新規作用
メカニズムに基づく治療薬の創製が望まれ



ている。敗血症の原因菌の毒素は主に菌体外
に分泌される高分子化合物であり、これら毒
素の合成はクオラムセンシング(QS)機構によ
り制御されている。それゆえ、QS 機構の制
御物質には菌の毒性低減効果が期待できる。
この阻害物質の探索には、QS 機構に関連す
る適当なマーカー物質の動態解析法が必要
であり、煩雑な前処理を必要としない簡便な
方法論の開発が不可欠であった。 

 
２．研究の目的 

QS 機構では菌が自ら菌体密度を感知し、
菌体密度が閾値を超えると菌種に特有な
様々な反応が惹起される。例えば緑膿菌では、
タンパク質分解酵素であるエラスターゼや
ピオシアニンのような毒素の分泌、バイオフ
ィルムの形成などが観察される。この際、菌
体密度の感知に用いられるのが低分子化合
物でオートインデューサー (AI)と呼ばれて
いる。AI 分子は、それ自身菌により産生され
る物質で、その合成酵素や受容体タンパク質
の転写も QS 機構により制御されており、菌
体密度の上昇に伴い急激に AI 分子の濃度が
増大する。グラム陰性菌では、3 位にカルボ
ニル基を有する、あるいは有しない直鎖脂肪
酸のホモセリンラクトンアミド(acyl-HSL)が
AI 分子として機能しており、菌種により脂肪
酸部が異なる。そこで本研究では、簡便な蛍
光検出高速液体クロマトグラフィー(HPLC)
を用い、3 位にカルボニル基を有する炭素数
6～14 個の脂肪酸からなる 3-oxo-acyl-HSL の
高感度一斉分析法を構築するとともに、緑膿
菌をモデルに QS 機構解析への適用を検討す
ることとした。 
 
３．研究の方法 

カルボニル基の発蛍光性誘導体化試薬と
して、ヒドロキシルアミンあるいはヒドラジ
ンを反応基とする化合物を検討した。前者は
当研究室で合成したアントラセンを発蛍光
部とするもので、後者は市販のベンゾオキサ
ジアゾールを発蛍光部とするものである。こ
れら試薬を用いて作成した各 3-oxo-acyl-HSL
の発蛍光性誘導体の HPLC による分離を検討
した。また、各 acyl-HSL 誘導体の保持時間に
基づき、種々検討の結果、内標準物質(IS)と
して 3-oxo-8-phenyloctanoyl-HSL を選定し、試
料の前処理法も含めて高感度測定系を構築
した。さらに、QS 機構の活性化により誘導
合成される緑膿菌のエラスターゼの酵素活
性を簡便に測定するため、FRET (fluorescence 
resonance energy transfer)を利用する基質を合
成し、それを用いたエラスターゼ活性測定系
を構築した。 

本研究で構築したこれら測定系を用いて、

緑膿菌をモデルに菌の増殖と AI 分子濃度お
よび QS 機構の活性化の相互関係を精査し、
QS 機構に影響を与える薬物スクリーニング
の基礎的検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 誘導体化の条件は種々検討した結果、

0.25%TFA 含有 CH3CN を反応溶媒として
30 oC で 1 時間の震盪が最も再現性の良い
ピーク高さを与えた。分離カラムには
ODS を、移動相には 0.025%TFA 含有
CH3CN：H2O を用い、励起波長 450 nm、
蛍光波長 565 nm で検出を行なった。移動
相に 0.025%TFA 含有 CH3CN：H2O (70:30, 
v/v)を用いる時、各 3-oxo-acyl-HSL 誘導体
の保持時間は、脂肪酸の炭素数が 6、8、
10、12、14 でそれぞれ 7.8 分、9.2 分、9.6
分、17.6 分、21.7 分であり、IS のそれは
11.2 分とほぼ満足できるものであった。な
お、CH3CN の割合を高めると分子量の小
さい誘導体間でも良好な分離が観察され
た。また、緑膿菌の AI 分子である
3-oxo-C12-HSL の本誘導体化法による検出
限界は数十 fmol/injection であり、本法は
十分な感度を有していることが判明した。
また、3-oxo-C12-HSL と IS のピーク高さ比
の変動を検討したところ、ピーク高さに変
動は見られたものの、それらの比は 9 日間
一定値を示したことから、ピーク高さ比を
用いる検量線法により信頼性の高い測定
値が得られること、さらに抽出溶媒を酢酸
エチルとした時の LB 培地からの添加・回
収試験では 96.4～101.5%の範囲の回収率
であったことから、前処理法を含め本法は
簡便で優れた 3-oxo-acyl-HSL 測定法であ
ることが明らかになった。 

(2) 次いで、緑膿菌をグラム陰性菌の応用例と
することとし、QS 機構を介して産生され
るマーカー毒素としてエラスターゼを選
択した。しかし、緑膿菌のエラスターゼ活
性を簡便かつ高感度に検出する適当な合
成基質が市販されていないことから、
FRET を利用した基質を合成して用いた。
本測定法は、ペプチド結合が切断され発蛍
光団と干渉団の分子間距離が大きくなる
ことにより回復した蛍光強度を基に緑膿
菌エラスターゼの活性を算出するもので、
濃度 400 μM の本基質を用いた場合、加水
分解率 50%までの酵素活性は信頼性の高
い測定値を得ることができる。さらに、生
成物混合物を用いる検量線法により、絶対
値で酵素活性を求めることも可能である。 

(3) 引き続き、これら測定系を用いて、緑膿菌
の増殖と 3-oxo-C12-HSL濃度およびエラス
ターゼ活性の相関を検討した。緑膿菌



PAO1株をLB培地中、35 oCで振盪培養し、
菌の増殖の指標である 600 nm における吸
光度と共に 3-oxo-C12-HSL濃度およびエラ
スターゼ活性の経時的変化を調べた。
3-oxo-C12-HSL 濃度は、培養開始 12 時間目
に菌体密度の上昇が始まると同時に上昇
し始め、15 時間目をピークに低下に転じ、
培養終了時の 24 時間目にはピーク濃度の
ほぼ 1/20 にまで低下した。一方、エラス
ターゼ活性は 3-oxo-C12-HSL濃度の上昇か
ら約 2 時間遅れて上昇が始まり、
3-oxo-C12-HSL 濃度が低下し始めた 16 時
間目には酵素活性の上昇が急速に弱まっ
た。なお、600 nm における吸光度は 17 時
間目まで急速な上昇が観察され、それ以降
は緩やかな上昇へと変化した。 

 以上の結果から、連関する 2 つの QS 機構
をもつ緑膿菌においては、上位の QS 機構
(Las 系)は菌の増殖と直接的な関連が認め
られた。一方、下位の QS 機構(Rhl 系)の
産物であるエラスターゼの産生は約 2 時
間の time-lag をもって開始されるが、その
産生は上位の QS 機構の AI 分子濃度の低
下と同調していたことから、上位の QS 機
構の制御下にあるように見受けられた。 
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