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研究成果の概要（和文）：多剤耐性化が国際的な問題となっているグラム陰性病原細菌において、薬剤耐性プラ
スミド上にコードされたcGAS（cyclic GMP-AMP synthase）遺伝子に着目し、cGASを介した生命現象を明らかに
することを企図した。国内医療機関で臨床分離されたAcinetobacter baumannii流行株において、野生株、cGAS
欠損株、cGAS相補株を作出し、薬剤耐性および病原性に与える影響の比較解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Under the global concern regarding antimicrobial resistance in gram-negative
 bacterial pathogens, our objective was to investigate the underlying biological mechanisms 
regulated by the cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) gene, which is encoded on an antimicrobial 
resistance plasmid found in the epidemic strain of Acinetobacter baumannii clinically isolated in 
Japan. Using wild-type, cGAS-deficient, and cGAS-complemented strains of A. baumannii, we conducted 
comparative analyses to evaluate the impact of cGAS on antimicrobial resistance and virulence. 
Considering the strain-specific preservation of cGAS among strains, it is regarded as a potential 
factor contributing to variations in phenotypes and regional/ethnic specificities among strains. 
This study successfully integrated the fields of fundamental bacteriology and molecular epidemiology
 of clinically significant bacterial species, resulting in novel insights.

研究分野： 細菌学

キーワード： 薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
病原細菌において菌株毎に保存性が異なるcGASは、菌株間の表現系の差違や菌株の地域・人種特異性などを説明
することが可能な因子と考えられ、本研究から基礎細菌学と感染症起因菌の分子疫学の知見を結び付ける成果を
得られた。

※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 
cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) から合成される cGAMP (cyclic GMP-AMP) は、原核
細胞と真核細胞、即ち分類学上の⽣物界を超えてクロスキングダムな⽣物活性を有するセカンドメ
ッセンジャーであることが明らかとなってきた。cGAMP は、細菌では cGAMP 結合エフェクターを活性
化し、ファージ感染への防御など様々な⽣命現象に重要であること、また哺乳類細胞では STING
や RECON などに結合して、DNA に対する⾃然免疫応答に重要であることなどが⽰されてきた。 
 
2．研究の目的 
本研究では、薬剤耐性化が国際的な問題となっている Acinetobacter baumannii において、
超多剤耐性流⾏株が保持する薬剤耐性プラスミド上にコードされた cGAS 様酵素に着⽬した。細
菌 cGAS と薬剤耐性・病原性との関連性に焦点を置き、同菌にて cGAMP 標的因⼦の網羅的同
定と機能解析を⾏い、細菌 cGAS を介した⽣命現象の分⼦機構を明らかにすることを企図した。 
 
3．研究の方法 
cGAS 陽性 A. baummannii 流⾏株において、cGAS 遺伝⼦⽋損株の作製を⾏う。アシネトバ
クター属菌-⼤腸菌シャトルベクターに cGAS 遺伝⼦のクローニングを⾏い、構築した cGAS 発現ベ
クターを cGAS ⽋損株に導⼊し、cGAS 相補株を構築する。野⽣株、cGAS ⽋損株、cGAS 相補
株に対して A. baummannii ファージを感染させ、ファージの付着率および増殖率を測定する。野
⽣株、cGAS ⽋損株、cGAS 相補株の RNA-Seq によるトランスクリプトーム解析を⾏い、cGAMP
の存在が遺伝⼦発現に与える影響を解析する。また、市販されているビオチン化 3ʼ3ʼ-cGAMP また
はビオチン化 c-di-GMP とストレプトアビジン結合ビーズを⽤いて、野⽣株の破砕液からプルダウンア
ッセイにて共沈したタンパク質を液体クロマトグラフィー質量分析法 (LC-MS/MS) にて解析し、c-
di-GMP もしくは cGAMP に結合するタンパク質を網羅的に検出し、cGAMP 特異的な標的因⼦
を同定する。patatin 様ホスホリパーゼは cGAMP に結合し、c-di-GMP に結合しないため、実験
系のコントロールとして注⽬する。cGAMP 標的遺伝⼦の⽋損株、その相補株の作製を⾏う。各種
菌株の HeLa 細胞および CHO 細胞への感染実験を⾏い、細胞障害性や⾃然免疫経路 (IFN-
βおよび NF-κB) の影響を観察する。cGAMP 標的因⼦の精製を⾏い、cGAMP との結合性を確
認する。標的因⼦が酵素であれば、cGAMP との結合がその活性に与える影響を検討する。 
 

4．研究成果 

1) 国内医療機関で院内感染アウトブレイクの起因菌となった多剤耐性 A. baumannii 流⾏株
が有する薬剤耐性プラスミド上に cGAS 遺伝⼦のオーソログを検出した。同プラスミドの配列は中国、
台湾、インドから報告されているアシネトバクター属菌の薬剤耐性プラスミドと⾼い相同性を⽰した。
そのため、これらプラスミドは起源を同⼀とし、薬剤耐性とファージ耐性の双⽅を媒介している可能性
が考えられた。cGAS の存在はアシネトバクター感染症に対してファージ療法を⾏う上で懸念材料と
なる。事実、cGAS 遺伝⼦を導⼊した A. baumannii 株はファージ感染に対して抵抗性を⽰した。 
 

2) A. baummannii の cGAS陰性株 (H72721株) において、cGAS 遺伝⼦陽性プラスミドの
導⼊を⾏った。空ベクターを導⼊したコントロール株と GAS 導⼊株を併せて RNA-Seq によるトラン
スクリプトーム解析を⾏い、cGAMP の存在が遺伝⼦発現に与える影響を解析した。また、市販され
ているビオチン化 3ʼ3ʼ-cGAMP またはビオチン化 c-di-GMP とストレプトアビジン結合ビーズを⽤い
て、A. baumannii H72721株の破砕液からプルダウンアッセイにて共沈したタンパク質を液体クロ



マトグラフィー質量分析法 (LC-MS/MS) にて解析し、c-di-GMP もしくは cGAMP に結合するタ
ンパク質を網羅的に検出し、cGAMP特異的な標的因⼦候補を 32 個同定した。 
 
3) 国内で臨床分離された A. baumannii 流⾏株において、cGAS ⽋損株およびその相補株、
cGAMP 特異的な標的遺伝⼦⽋損株およびその相補株を作出し、薬剤耐性および病原性に与え
る影響の野⽣株との⽐較解析を⾏った。病原細菌において菌株毎に保存性が異なるcGASは、菌
株間の表現系の差違や菌株の地域・⼈種特異性などを説明することが可能な因⼦と考えられ、本
研究から基礎細菌学と感染症起因菌の分⼦疫学の知⾒を結び付ける成果を得られた。 
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