
京都工芸繊維大学・工芸科学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０３

挑戦的萌芽研究

2013～2011

ポリアミン取り込み阻害を利用したバイオフィルム形成阻害剤の開発

Development of Inhibitors of Biofilm Formation Using Inhibition of Polyamines

１０２０２１３６研究者番号：

鈴木　秀之（Suzuki, Hideyuki）

研究期間：

２３６５８０７９

年 月 日現在  ３   ８ １８

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：大腸菌のバイオフィルム(BF)形成にスペルミジンが必須であることを示した。スペル
ミジンアセチルトランスフェラーゼを欠失させた株で、培地にスペルミジンを添加すると、スペルミジンはアセ
チルスペルミジンに代謝されないため、菌体内のスペルミジン濃度が上昇し、それに伴ってBF形成量も増大し
た。スペルミジンを合成できない株で、スペルミジンインポーターPotABCDを欠失した株が、スペルミジンを取
り込み、それをプトレッシントランスポーターとされていたPotFGHIがになっていることを明らかにした。さら
にスペルミジンだけでなくPotDタンパク質が存在することがBF形成に必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have shown that spermidine is essential for E. coli biofilm formation. In
 a strain lacking spermidine acetyltransferase, when spermidine was added to the medium, spermidine 
was not metabolized to acetylspermidine, so that the concentration of spermidine in the cells 
increased, and the amount of biofilm formed increased accordingly. It was revealed that a strain 
that could not synthesize spermidine and lacked the spermidine importer PotABCD took up spermidine 
and became PotFGHI, which was considered to be a spermidine transporter. Furthermore, it was 
clarified that the presence of PotD protein as well as spermidine is essential for biofilm 
formation. 

研究分野：農学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
尿路感染症やカテーテルを介した感染において病原菌がバイオフィルムを形成すると難治性に陥りやすく、バイ
オフィルム形成を阻害する薬剤は重要である。本研究成果は、バイオフィルム形成を阻害する薬剤開発のターゲ
ットとしてPotDタンパク質が重要であることを明らかにした。

※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 
病原性細菌には、バイオフィルムを形成することにより、抗生物質や生体防御機構から免れ、
難治性感染症を引き起こすものが知られている。そこで、細菌のバイオフィルムの形成を特異
的に阻害する選択毒性の高い医薬が嘱望されている。 
 
２．研究の目的 
ポリアミンがバイオフィルム形成に重要であることが報告されていた。しかし、ポリアミンは
ヒトの細胞増殖に必須であり、ポリアミンの合成阻害剤は選択毒性がなく、医薬として用いる
ことはできない。研究代表者らは、「ポリアミンがバイオフィルム形成に関与するクオラムセン
シングのシグナル伝達物質であるオートインデューサーとして機能しているのではないか」と
いう仮説をたてている。そこで、ポリアミンをオートインデューサーとして取り込む大腸菌の
ポリアミントランスポーターを特定し、大腸菌をモデルにそのトランスポーターの特異的阻害
剤を化合物ライブラリーから選抜することを目的として研究を行った。ヒトは細菌のポリアミ
ントランスポーターと相同性の高いトランスポーターを持っていないことから、このトランス
ポーター阻害剤は選択毒性の高いバイオフィルム形成阻害剤として、医薬のシードとなること
が期待される。 
 
３．研究の方法 
ポリアミンの測定 
陽イオン交換樹脂を充填した TSKgel Polyaminepak（ 4.6 X 50 mm, 東ソー ）カラムを装着した
HPLC（ LC-20A, 島津製作所 ）でポリアミンを分離し、ポストカラム法により o-フタルアル
デヒドで修飾し、励起波長 340 nm、蛍光波長 470 nm に調節した蛍光検出器で発生した蛍光強
度を測定し、定量した。 
 
バイオフィルムの形成実験 
M9 0.2%ガラクトース培地で 37℃, 140 min-1 で 1 晩振盪培養した。25℃で集菌し、培地を捨て
た後、M9 0.2%ガラクトース培地に再懸濁した。本培養開始時の Ab590 = 0.05 となるように M9 
0.2%ガラクトース培地で希釈し、Polystyrene 製のマイクロプレートのウェルに 100 μL ずつ植
菌し（ ８連 ）、30℃で 24 時間、静置培養した。 
 
バイオフィルム量の測定 
マイクロプレート内で 24 時間培養後、上清を別のマイクロプレートに移し、培養液の吸光度
(Abs590)をプレートリーダー(VERSAmax, Molecular Devices)を用いて測定した。 
培養に用いたマイクロプレートに付着したバイオフィルを 0.1%クリスタルバイオレットで染
色、PBS で洗浄したのち、バイオフィルムをエタノール：アセトン( = 4:1 )の混合液で溶解し、
溶解液の Abs590を測定した。 
 
４．研究成果 
どのポリアミンがバイオフィルム形成に重要か 
プトレッシン、カダベリンの合成遺伝子（それぞれ、speAB, C, F と cadA, ldcC）を欠失したポ
リアミン合成欠損株を作成し、この菌株を、最少培地、最少培地にプトレッシン、カダベリン、
スペルミジンをそれぞれ添加した培地を用いてバイオフィルム形成量を比較した。 
いずれの場合も、培地に添加したポリアミンが菌体内に観察され、プトレッシン添加時にはス
ペルミジンも観察された。一方、バイオフィルムの形成はプトレッシンあるいはスペルミジン
を添加した場合にのみ、見られた。プトレッシンがバイオフィルム形成を促進しているのか、
取り込まれたプトレッシンから菌体内で合成されたスペルミジンがバイオフィルム形成を促進
しているのか判断できない。 
そこで、上記の変異に加え、プトレッシンからスペルミジンを合成するスペルミジンシンター
ゼの遺伝子（speE）欠失を上記の菌株に導入した。この株をプトレッシン添加条件で培養する
と、菌体内のプトレッシン濃度は上昇したがスペルミジンは検出されず、バイオフィルム形成
も見られなかったことから、スペルミジンのみが、バイオフィルム形成を促進できると結論づ
けた。 
 
mdtJ +/-の違いによるバイオフィルム形成量の比較 
MdtJI はスペルミジンエキスポーターであると報告されている。そこで、野生株に mdtJ 欠失を
導入した。培地にスペルミジンを添加した場合の菌体内スペルミジン量とバイオフィルム形成
量を MdtJ +/- 株で比較したが、違いは見られなかった。少なくともバイオフィルム形成条件下
では MdtJI は働いていないのではないかと考えられた。 



 
スペルミジンアセチルトランスフェラーゼとグルタチオニルスペルミジンシンセターゼ/アミ
ダーゼのバイオフィルム形成に及ぼす影響 
前述のようにバイオフィルム形成にスペルミジンが必須であることが分かった。大腸菌は菌体
内濃度が高くなりすぎた際には、その生合成を抑えるとともにスペルミジンをアセチル化して
不活化することが知られている。また、スペルミジン濃度の調節機能としてグルタチオンと結
合させグルタチオニルスペルミジンを合成したり分解したりすることが知られている。speA, B, 
C, F 遺伝子欠失株をさらにこれらの酵素の遺伝子である speG と gss を欠失にした株を作成し、
培地にスペルミジン添加、無添加条件下でバイオフィルム形成実験を行った。speG+株では菌体
内にスペルミジンとアセチルスペルミジンが観察され、バイオフィルム形成が見られた。一方、
DspeG 株では gss+/-に関わらず、著しいスペルミジンの蓄積が見られ、バイオフィルム量が顕著
に増大した。バイオフィルム生成条件下では Gss は機能しておらずもっぱら SpeG によって菌
体内のスペルミジン濃度を調節しており、speG 欠失により菌体内のスペルミジン濃度が上昇す
るとバイオフィルム形成量も上昇することが分かった。さらに、菌体内のスペルミジン濃度が
上昇しても菌体外からのスペルミジンの取り込みに制御がかからないことも分かった。 
 
スペルミジントランスポーター欠失の影響 
speA, B, C, E 遺伝子欠失株にスペルミジントランスポーターの遺伝子 potABCD の欠失を導入し、
培地にスペルミジン添加、無添加条件下でバイオフィルム形成実験を行った。培地にスペルミ
ジンを添加した場合、驚いたことにDpotABCD 株も potABCD+株と同程度のスペルミジンを菌体
内に取り込んでいた。しかし、potABCD+株でのみバイオフィルムの形成が見られた。 
 
DpotABCD 株においてスペルミジンを菌体外から取り込むトランスポーターについて 
speA, B, C 遺伝子欠失で、さらにDpotABCD とこれまでに明らかになっているプトレッシンイン
ポーター5 種類の内いずれか１つを除いてすべてを欠失した株を作成して、スペルミジン添加、
無添加条件下でバイオフィルム形成実験を行った。PotFGHI だけが＋の株が、PotABCD だけが
＋の株と同程度のスペルミジンを菌体内に蓄積していた。PotFGHI はプトレッシンに特異的な
トランスポーターであるとされていたので、PotFGHI がスペルミジンも取り込むことは新しい
知見である。しかし、PotFGHI だけが＋の株はバイオフィルムを形成しなかった。このことか
ら、バイオフィルム形成には単に菌体内にスペルミジンが存在している以外に PotABCD のタ
ンパク質が必要であることが示唆された。 
speAB, C, F, cadA, ldcC 株でかつDpotD となった株を作成した。potD 遺伝子は potABCD オペロン
の最後の遺伝子であり、このDpotD は PotC までが発現するように設計されている。PotD はス
ペルミジントランスポーターのペリプラズミックバインディングタンパク質であるが、他の遺
伝子の制御も担っているのではないかと報告されている。メカニズムは不明であるが、PotD タ
ンパク質がバイオフィルム形成に重要であることが明らかとなった。 
 
結論 
PotD タンパク質に結合して離れなくなるような物質がバイオフィルム形成を強く阻害すると
考えられ、そのような物質の検索が必要である。 
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