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研究成果の概要（和文）：病原性細菌の病原性機能の進化を理解するためには、様々な感染環境のストレスに対
する細菌の回避機構を理解する必要がある。本研究では、様々な感染環境において細菌が暴露されるストレスに
ついて、細菌の耐性に関わる遺伝子の探索をおこなった。免疫細胞による殺菌に関わる亜鉛について大腸菌の耐
性株を探索することにより、リボソームタンパク質の欠損が大腸菌の亜鉛耐性化をもたらすことを明らかにし
た。また、抗菌ペプチドであるコリスチンについて感受性株を探索することにより、AMP合成に関わるアデニロ
コハク酸合成酵素の欠損が大腸菌の抗菌ペプチド感受性、ならびに抗生物質感受性をもたらすことを見出した。

研究成果の概要（英文）：To understand the evolution of bacterial virulence functions, it is 
necessary to understand the mechanisms by which bacteria evade the stresses of various infectious 
environments. In this study, we searched for genes involved in bacterial resistance to stresses to 
which bacteria are exposed in various infectious environments. By searching for resistant strains of
 Escherichia coli for zinc, which is involved in bactericidal activity by immune cells, we found 
that a deficiency of ribosomal proteins leads to zinc resistance in E. coli. We also searched for 
susceptible strains of colistin, an antimicrobial peptide, and found that a deficiency in 
adenylosuccinate synthase, which is involved in AMP synthesis, causes antimicrobial peptide 
susceptibility in E. coli.

研究分野： 分子生物学

キーワード： リボソームタンパク質　アデニロコハク酸合成酵素

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リボソームタンパク質の遺伝子欠損株が亜鉛耐性を示した知見から、リボソームの構造異常や翻訳機能の異常が
感知され、亜鉛ストレスに対する細菌の耐性を発動させる機構が存在すると推定される。
これまでに複数の細菌種において、アデニロコハク酸合成酵素の遺伝子欠損株が病原性を低下することが知られ
ていたが、そのメカニズムは明らかではなかった。本研究の知見から、アデニロコハク酸合成酵素欠損株の病原
性低下の一要因として、宿主体内で暴露される抗菌ペプチドに感受性となることが考えられる。薬剤によるアデ
ニロコハク酸合成酵素の阻害は、宿主免疫に対する感受性、病原性低下、抗生物質感受性を引き起こすと期待で
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 
病原性細菌は動物の体内に侵入し、免疫システムに抵抗しながら増殖し、動物を殺傷する。一方、
土壌などの環境には非病原性の環境細菌が多数存在しており、少なくともこれらの細菌の一部
が多細胞生物の体内環境で生存・適応するために進化することで、病原性を獲得してきたと考え
られる。しかしながら、細菌の病原性機能獲得が進化上どのようになされてきたのかは未だほと
んど理解されておらず、病原性細菌の進化プロセスを理解するためには、様々な病原体の進化情
報を収集する必要がある。 
 
２．研究の目的 
感染環境に存在する様々なストレスに対して細菌が耐性を獲得するメカニズムを明らかにする
ことで、病原性進化の鍵となる細菌−環境間の相互作用を理解する。さらに、薬剤投与や病原体
以外の微生物の存在など様々な感染環境において病原性細菌の実験的進化を行い、病原性細菌
の多様な進化パターンを分子レベルで網羅的に捉え、病原性機能獲得を引き起こす細菌分子群
とその作用の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 病原性上昇を引き起こす遺伝子変異の網羅的探索：感染環境で細菌が暴露される様々なス
トレス（金属イオン、抗菌ペプチド等）に対して細菌の耐性に関わる遺伝子変異を探索する。ま
た、様々な感染環境を模したカイコ（抗生物質投与、競合細菌存在、糖尿病状態）および通常の
カイコに対して、変異原処理をした細菌（大腸菌、緑膿菌、枯草菌、黄色ブドウ球菌）を注射し、
感染死したカイコから細菌を分離する操作を繰り返す。得られた高病原性変異株の全ゲノム解
析と遺伝学的解析を行い、病原性上昇を導く遺伝子変異を網羅的に同定する。病原性上昇はマウ
ス感染モデルでも検討し、哺乳動物に対しての病原性上昇を明らかにする。 
 
(2) 病原性上昇の分子メカニズムの解明：遺伝子変異による細菌分子群の変化（RNA、タンパク
質、多糖類、代謝物）と宿主との相互作用プロセスの変化（宿主細胞の傷害性、免疫機構からの
防御能、宿主細胞への接着能、宿主免疫の過剰活性化能）を解析し、病原性上昇の原因となる分
子メカニズムを解明する。アミノ酸置換変異が起きた遺伝子産物については、遺伝子産物の生化
学的性状の変化を解析する。 
 
(3) 病原性細菌進化の特異性と普遍性の解析：高病原性変異株の表現型と遺伝子型の時系列変
化（感染環境、細菌種、病原性上昇を導く遺伝子変異、細菌分子の発現、免疫反応、病原性）に
ついてデータベース構築を行い、進化の起源として用いた細菌種の違い、ならびに感染環境の違
いが病原性上昇メカニズム対して与える影響を解析し、病原性細菌の進化メカニズムの普遍性
と特異性を明らかにする。  
 
４．研究成果 
(1) リボソームタンパク質の欠損による亜鉛耐性化 
 環境中のストレスに対して耐性化を引き起こす遺伝子変異の中から、病原性上昇を導く遺伝
子変異を同定する目的で、金属ストレスに対する耐性化をもたらす遺伝子変異の探索をおこな
った。亜鉛は細菌にとって必要不可欠であると同時に過剰量では毒性を示す。また、免疫細胞は
侵入した病原性細菌を高濃度亜鉛に暴露することで、殺菌するシステムを有している。そのため
細菌は取り込みや排出を調節して細胞内亜鉛濃度を維持している。大腸菌遺伝子欠損株ライブ
ラリーを用いて亜鉛耐性株を探索した結果、リボソームタンパク質 RpmJ の欠損が大腸菌の亜鉛

 

図１ rpmJ 欠損株は亜鉛耐性を示す 
野生株（WT/pMW118）、rpmJ 欠損株（ΔrpmJ/pMW118）、rpmJ 遺伝子で相補した rpmJ 欠損株（Δ
rpmJ/pMW118-rpmJ）、アミノ酸置換変異型 rpmJ 遺伝子で相補した rpmJ 欠損株（Δ
rpmJ/pMW118-rpmJ_C27S、ΔrpmJ/pMW118-rpmJ_H33S）の一晩培養液の 10 倍段階希釈液を亜
鉛を含む寒天培地、および亜鉛を含まない寒天培地にスポットし、培養した。 
（PLOS ONE 18(3):e0277162.2023） 



耐性を導くことを見出した（図１）。rpmJ 欠損株はタンパク質合成阻害剤に対する感受性を示し、
翻訳の忠実度が変化していたことから、RpmJ の欠損によりリボソーム機能が変化していると考
えられた。過剰亜鉛条件下において、rpmJ 欠損株の細胞内亜鉛濃度が低下していたことから、
RpmJ の欠損は細胞内亜鉛濃度の低下によって亜鉛耐性を導くことが示唆された。さらに、RpmJ
以外のリボソーム関連因子が亜鉛耐性に関与するか解析したところ、複数種類のリボソームタ
ンパク質やリボソーム成熟因子の欠損株が亜鉛耐性を示すことが明らかとなった。以上の結果
は、リボソームの機能異常が大腸菌の亜鉛耐性化を導くことを示唆している。 
 rpmJ 欠損株の病原性をカイコ感染モデルにおいて評価したところ、病原性の変化は認められ
なかった。今後は、亜鉛暴露による殺菌がおこる感染局面に焦点をあてて、亜鉛耐性化による病
原性上昇がみられるか引き続き検討していきたい。 
 
(2) アデニロコハク酸合成酵素の欠損による抗菌ペプチド耐性化 
 カイコ感染モデルにおいて高病原性を示す細菌の遺伝子変異株が陽イオン性の抗菌物質に耐
性を示すことから、細菌の病原性上昇には宿主免疫系の陽イオン性抗菌ペプチドに対する細菌
の耐性化が関わると想定される。大腸菌遺伝子欠損株ライブラリーを用いて、カチオン性の環状
ペプチドであるコリスチンに対して感受性を示す株の探索をおこなった結果、de novo プリン
塩基合成の最終段階である、IMP からアデニロコハク酸の合成を担う酵素 PurA の欠損株がコリ
スチン感受性株の 1 つとして得られた。アデニロコハク酸は AMP となり、ADP へ変換されたあ
と、ATP の基質となる。purA 欠損株においては、細菌内の ATP 量が野生株に比べ減少しているこ
とが明らかとなった。ATP 合成はプロトン輸送と共役し、膜電位形成に関わる。蛍光色素 DiOC2(3)
の標識アッセイにより膜電位を測定したところ、purA 欠損株においては野生株に比べ細胞膜が
過分極していることが示唆された（図２）。さらに、脱共役剤である CCCP を添加したところ、
purA 欠損株における過分極は失われ、コリスチンに対する感受性も失われた（図３）。purA 欠損
株は膜電位依存に取り込まれることが知られるアミノグリコシド系抗生物質であるカナマイシ
ンとゲンタマイシンにも感受性を示した。以上の結果は、AMP 合成酵素 PurA の欠損が ATP 合成
の低下と細胞膜の過分極を導き、大腸菌のコリスチン感受性化を引き起こすことを示唆してい
る。 
 purA 欠損株は野生株に比べ栄養培地中での増殖速度の低下が観察されたため、カイコ感染モ
デルにおける病原性への影響は検討しなかった。 

 
 
 

 
図３ purA 欠損株のコリスチン感受性は CCCP 処
理により失われる 
野生株（WT）、purA 欠損株（ΔpurA）、purA 遺伝
子で相補した purA 欠損株（ΔpurA-purA）を培養
し、CCCP存在下または非存在下でコリスチン（0.8 
µg/mL）に暴露した後、生菌数を測定した。 
（FEMS Microbiol Lett. 371:fnae007. 2024） 

 
図２ purA 欠損株は過分極を示す 
野生株（WT）、purA 欠損株（ΔpurA）、
purA 遺伝子で相補した purA 欠損株
（ΔpurA-purA）を培養し、CCCP で
処理または未処理後、膜電位依存に
取り込まれる蛍光色素 DiOC2(3)で
染色をおこなった。 
（FEMS Microbiol Lett. 
371:fnae007. 2024） 
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