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研究成果の概要（和文）：膜破壊型殺菌消毒剤である第四アンモニウム塩に対する大腸菌耐性株のプロテオーム解析を
行い、野生株に比べ耐性株に特異的に発現量が増大したタンパク質を複数確認した。これらのタンパク質が大腸菌の多
剤耐性を担うmarオペロンの転写調節因子と相互作用している可能性がある。バイオインフォマティクス解析により、m
arオペロンの転写抑制因子MarRの点変異が立体構造を変化させ、標的のmarOとの結合性が変化して、結果として耐性化
因子の発現活性化を引き起こすことが示唆された。以上から、marOと親和性が高いDNA結合性の物質によりmarオペロン
の転写を抑制し、多剤耐性菌の出現を制御できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The proteomic analysis was done for Escherichia coli resistant to quaternary 
ammonium compounds (QAC), cell membrane-disrupting biocides. It showed that acquiring the resistance to 
QAC leads to overexpression of various stress proteins that may correlate to transcription factors in mar 
operon closely relating to multidrug resistance in E. coli. Furthermore, bioinformatic analysis revealed 
that several point mutations found in marR gene of the resistant strains bring a steric alteration in 
MarR, transcription repressor in mar operon and inhibit binding to marO, operator in mar operon, 
resultantly lead to high-level resistance to biocide. Therefore, DNA-binding substances, which have high 
affinity to marO, could repress transcription of mar operon, and consequently control multidrug resistant 
bacteria.

研究分野： 衛生薬学
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１．研究開始当初の背景 
これまでに研究代表者は、典型的な界面

活性剤系の膜破壊型殺菌消毒剤である第
四アンモニウム塩に関する構造活性相関、
新規化合物の分子設計、病原性細菌の耐性
化試験等を行ってきた。その過程で膜破壊
型殺菌消毒剤に対する細菌の耐性化機構
として、排出システムとともに外膜透過障
壁、特に薬剤との疎水的相互作用が重要で
あることを見出した（Maeda, T. et al.: 
Biocontrol Sci., 10, pp.139-145 (2005)、前田
拓也ら: 食品のストレス環境と微生物（サ
イエンスフォーラム）, pp.289-292 (2004)）。
しかしながら、疎水的相互作用を制御する
細菌の薬剤ストレス応答システムに関す
る情報はほとんどない一方で、界面活性剤
系殺菌消毒剤は逆性石鹸として汎用され
ており、耐性菌が多く検出されているにも
関わらず耐性化機構は未解明である。また
その耐性菌は、多剤耐性の傾向を示し、臨
床的に重大な問題を引き起こしている。 
一方、細菌の薬剤耐性化機構において、

MarA のような転写調節因子が深く関わっ
ていることが知られている（Alekshun, M. 
N. and Levy, S. B.: Cell, 128, 1037 (2007)）。
MarA は、大腸菌の多剤耐性を担う mar オ
ペロンのメンバーとして同定され、通常は、
同じオペロンの他の因子 MarR によって負
の制御を受けているが、MarR が marR 遺伝
子の変異（Alekshun, M. N. and Levy, S. B.: 
Antimicrob. Agents Chemother., 41, 2067 
(1997),）や化学物質との相互作用（Alekshun, 
M. N. et al.: J. Bacteriol., 181, 4669 (1999)）
により不活化されると、MarA を含む mar
オペロンの発現が活性化され、薬剤耐性に
関わる様々な因子の発現に関与している
ことが明らかになっている。 
研究代表者らの検討でも、大腸菌の

MarA 高発現株において、通常株に比較し
て膜破壊型殺菌消毒剤である第四アンモ
ニウム塩に対する耐性化が確認され、また
一方で膜破壊型殺菌消毒剤の耐性株（実験
室で取得）が多剤耐性を示し、また marR
遺伝子に自身の発現を不活化する変異を
確認した（前田拓也ら: 日本生物工学会平
成 13 年度大会講演要旨集 P.348、前田拓也
ら: 日本農芸化学会 2003 年度大会講演要
旨集 P.158、前田拓也ら: 日本防菌防黴学会
2005 年度秋季合同シンポジウム要旨集
P.41）。さらに、報告されているMarR変異体
の解析結果と我々のバイオインフォマティクス
解析によるドッキング・シミュレーション結果か
ら、mar オペロンの転写調節因子の個々のア
ミノ酸残基の多剤耐性獲得に及ぼす役割を
調べることが可能であることが明らかになっ
た。 

MarR は二量体構造で、殺菌消毒剤 P-12
（塩化ドデシルピリジニウム）は二量体界
面に安定に結合していると推定される。
P-12 は固定し た α- ヘリ ックス上 の

Ala70Thr(soxQ1)の変異により嵩高くなり、
立体反発で結合できなくなるが、Asp67 は
柔軟なループ上に位置しているのでP-12の
結合に影響しない。 
そこで、本研究では、これらの知見から

膜破壊型殺菌消毒剤がいわばmar オペロン
に対する活性化因子として振舞っている
ことに着目し、いかにして膜破壊型殺菌消
毒剤が細菌の多剤耐性獲得に寄与してい
るのか、特に、mar オペロンのメンバーで
ある転写調節因子の分子機構を解明し、得
られた知見から多剤耐性菌の新規制御法
を提案することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細菌の多剤耐性獲得に

関する転写調節因子の役割を、膜破壊型殺
菌消毒剤との相互作用に着目して、分子生
物学的およびタンパク化学的な手法やバ
イオインフォマティクスの手法により明
らかにし、さらに得られた知見をもとに新
規制御法を提案することである。 
そこで、研究期間内に以下の(1)～(7)のよ

うな各テーマを設定し、順次遂行すること
を計画した。 
(1)膜破壊型殺菌消毒剤に対する大腸菌耐
性株を実験室内で取得し、その微生物学的
性質を確認する。 
(2)プロテオーム解析により耐性獲得への
関与が考えられる特異的タンパク質群を同
定する。 
(3)アフィニティーカラムを用いて転写調
節因子と親和性のあるタンパク質を同定す
る。 
(4)遺伝子破壊実験により、耐性獲得に関与
し転写調節因子と親和性のタンパク質を同
定する。 
(5)上述タンパク質とmar オペロンの転写調
節因子との相互作用解析およびドッキン
グ・シミュレーションによるバイオインフ
ォマティクス解析を行う。 
(6)成果を総括して細菌の膜破壊型殺菌消
毒剤に対する耐性化機構の全体像を明らか
にする。 
(7)得られた知見から多剤耐性菌の新規制
御法を提案する。 
 
３．研究の方法 
(1)平成 23 年度： 
①大腸菌の染色体を鋳型にしてPCR法でmar
オペロンメンバー：MarR、MarA、MarB の遺
伝子を取得、分子生物学的手法により高発現
株を作製する（担当：前田、佐藤）。次に、
それらのタンパク質を単離、アフィニティー
カラムを作製する（担当：前田）。以降の分
子生物学的実験は、PCR 装置（現有設備）、
クリーンベンチ（現有設備）、恒温培養器（現
有設備）、吸光度計（現有設備）を用いて実
施する。 
 



②被検菌について、実験室内で各種の膜破
壊型殺菌消毒剤の存在下で馴養培養しな
がら薬剤感受性を測定することにより耐
性株の取得を行う（担当：前田）。耐性化
実験には、クリーンベンチ（現有設備）、
恒温振盪培養器（現有設備）、恒温培養器
（現有設備）、吸光度計（現有設備）を用
いて行う。膜破壊型殺菌消毒剤としては、
カチオン性の第四アンモニウム塩である
塩化セチルピリジニウム、塩化ベンザルコ
ニウム、両イオン性のアルキルジ（アミノ
エチル）グリシンなどを使用する。 
 
③薬剤に対する耐性株および野生株のプ
ロテオーム解析を、タンパク質電気泳動シ
ステム（申請設備：等電点電気泳動装置、
スラブ型電気泳動装置）、電気泳動ゲル撮
影装置（申請設備：プリントグラフ）、ア
ミノ酸配列解析などにより行い、両者で相
違が見られ耐性獲得に関連していると考
えられる特異的なタンパク質群を単離、同
定する（担当：前田）。 
 
(2)平成 24 年度： 
①膜破壊型殺菌消毒剤に対する耐性株の
菌体破砕物（膜、細胞質内に分画）を超音
波破砕機（現有設備）、遠心機（現有設備）
で調製する（担当：前田）。 
 
②その試料を作製したmarオペロンメンバ
ーのアフィニティーカラムを用いて、液体
クロマトグラフィー装置（FPLC、現有設
備）にかけ、各転写調節因子と親和性のあ
る物質を単離、同定する。カラムの操作は
低温室（現有設備）で行う（担当：前田）。 
 
③プロテオーム解析およびアフィニティ
ーカラム実験の結果から、marオペロンの
転写調節因子と相互作用している可能性
のあるタンパク質の主なものをピックア
ップし、大腸菌においてそのタンパク質の
遺伝子破壊株を作製する（担当：前田、佐
藤）。 
 
④遺伝子破壊株の作製が成功した場合は、
膜破壊型殺菌消毒剤に対する耐性化試験
を行う（担当：前田）。 
 
⑤遺伝子を破壊して耐性化しない実験デ
ータが得られた場合、その遺伝子のコード
するタンパク質を耐性獲得に関与するタ
ンパク質として同定する。一方、遺伝子破
壊株の作製が成功しなかった場合は、遺伝
子破壊の候補としたタンパク質を耐性獲
得に関与するタンパク質として扱う（以上、
担当：前田、佐藤）。 
 
(3)平成 25 年度： 
①耐性化に関与していると考えられるタ
ンパク質とmarオペロンの転写調節因子と

の相互作用を分子間相互作用解析装置（現
有設備）で解析する（担当：前田、佐藤）。 
 
②そのタンパク質とmarオペロンの転写調
節因子との結合、また転写調節因子とオペ
レーターmarOとの結合状態を、コンピュー
ター・モデリングによるドッキング・シミ
ュレーションによりバイオインフォマティ
クス解析を行う。さらに、転写調節因子と
marOとの結合を阻害するようなペプチドの
分子設計を行う（以上、担当：佐藤）。 
 
③得られた成果を総括して、細菌の膜破壊
型殺菌消毒剤に対する耐性化機構の全体像
を明らかにするとともに、多剤耐性菌の新
規制御法を提案する（担当：前田）。 

 
４．研究成果 
平成 23 年度は、膜破壊型殺菌消毒剤であ

るカチオン性の第四アンモニウム塩の存在
下で馴養培養しながら薬剤感受性を測定す
ることにより大腸菌耐性株の取得を行った。
結果、塩化セチルピリジニウム、塩化ベンザ
ルコニウムについて耐性株を取得すること
が出来た。その他、タンパク質電気泳動シス
テムを用いてプロテオーム解析を実施する
準備を行った。 
平成 24 年度は、得られた耐性株および野

生株を用いてタンパク質電気泳動システム
を用いてプロテオーム解析を開始した。また
プロテオーム解析を含むバイオインフォマ
ティクス解析システムの構築も同時に行っ
た。その他、mar オペロンメンバー：MarR、
MarA、MarB の高発現株の作製準備を行った。 
平成 25 年度は、平成 24 年度に開始した耐

性株のプロテオーム解析を継続し、また、同
年度に構築を試みたバイオインフォマティ
クス解析システムの、耐性化因子の作用機作
解析への適用を試みた。その他、mar オペロ
ンメンバー高発現株、遺伝子破壊株の作製準
備を行った。 
平成26年度は、継続中の耐性株のプロテオ

ーム解析の結果、野生株に比して耐性株に特
異的に発現量が増大したタンパク質を複数
確認することができた。さらに鮮明な電気泳
動像を得て、詳細に解析するために、タンパ
ク質試料の精製など改善の余地があったた
め、プロテオーム解析を継続実施した。他に
高発現株、遺伝子破壊株の作製準備および耐
性化因子に関係するタンパク質を取得する
ためのアフィニティカラムの作製準備を行
った。また平成25年度に構築を試みたプロテ
オーム解析を含むバイオインフォマティク
ス解析システムを用い、大腸菌の多剤耐性を
担うmarオペロンの転写調節因子の一つで
ある転写抑制因子MarRの複数の変異体に見
出された点変異の多剤耐性獲得に及ぼす影
響を調べた。その結果、MarR変異体の点変
異が染色体DNA上のオペレーター配列であ
るmarOとの結合部位として知られている領



域にある場合、MarR上のmarOとの結合部位
の立体構造が直接変形することにより、それ
以外の領域にある場合、marOとの結合部位
以外のMarR上の二次構造が変形することに
よりmarOとの結合部位の立体配置が変化す
ることにより、それぞれMarRとmarOとの結
合性が変化し、marオペロンの転写の抑制が
弱まり、結果として転写が活性化され、主に
MarAの高発現から様々な多剤耐性に関与す
る耐性化因子の発現活性化を引き起こすこ
とが示唆された。 
以上から、marO と親和性が高い、DNA 結

合性の物質（例えばタンパク質）により mar
オペロンの転写の抑制を行うことにより、多
剤耐性菌の出現を制御できる可能性が示さ
れた。 
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