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研究成果の概要（和文）：近年、病原細菌の薬剤耐性化が深刻な問題となっており、治療の難渋化や医療経済の悪化を
招いている。よって既存の抗菌薬療法とは異なるコンセプトを基に、治療・予防戦略を執ることが急務となっている。
そこで本研究では、抗菌薬の“殺菌性”に着目するのではなく、宿主の病態に大きく関わる細菌の“病原性”を抑制す
ることによる新たな治療法を提案することを目的とし種々の検討を加えた。その結果、既存の抗菌薬であるアジスロマ
イシンは緑膿菌の生育を抑制する抗菌薬であるが、低濃度で使用することにより病原性制御機構（cyclic di-GMPシグ
ナル伝達機構）を抑制することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Macrolides have been reported to exert a variety of effects on both host 
immunomodulation as well as repression of bacterial pathogenicity. In this study, we report that the 
3′,5′-cyclic diguanylic acid (c-di-GMP) signaling system, which regulates virulence to the host, was 
affected by the macrolide azithromycin (AZM). Using DNA microarray analysis, we selected two Pseudomonas 
aeruginosa genes related to c-di-GMP metabolism that were significantly affected by AZM treatment. The 
expression of these genes was significantly repressed by AZM in a time- and dose-dependent manner, 
whereas no difference in pde gene expression was observed in the absence of AZM. In-frame deletion of the 
pde gene affected both virulence factors and the quorum-sensing system and significantly decreased total 
bacteria in a mouse pneumonia model compared to the wild-type strain. These results suggest that 
macrolides affect virulence factor production via the c-di-GMP regulatory system.

研究分野：微生物・感染症学
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１．研究開始当初の背景 
（１）これまでに多数の抗菌薬が開発されて
きたが、開発とともに薬剤耐性菌が出現し、
2004 年の時点では約 70％の病原細菌が少な
くとも１つの抗菌薬に対して耐性を獲得し
ていると推定されている。このことからも、
従来の“抗菌薬の殺菌性”を基に新規治療薬
を開発することは非常に厳しい状況にあり、
かつ既存の抗菌薬を使用した感染症治療に
おいても新たな治療戦略を模索することが
急務となっている。 
 
（２）マクロライド系抗菌薬は、細菌リボ
ソームをターゲットとする静菌的抗菌薬で
あるが、これとは異なる新たなターゲット
分子もいくつか報告されている。申請者の
所属する研究グループでは、本来抗菌活性
を示さない緑膿菌に対して低濃度のアジス
ロマイシンを作用させることによって、後
述の Quorum-sensing（QS）機構を介した病
原因子の抑制効果を報告している 
 
（３）多くの細菌は、QS 機構と呼ばれる菌
と菌との細菌間コミュニケーションシステ
ムを介して自身のおかれた環境を認識（主に
細菌密度）し、応答（病原性因子の発現）す
ることが知られている。一方、細胞内情報伝
達分子として環状ビス(3’-5’)ジグアニル酸
（3,5-cyclic diguanylic acid: c-di-GMP）を介し
た病原性の制御機構は、近年注目されている
新たな病原因子制御機構であり、細胞内の
c-di-GMP の濃度により病原性等が制御され
ている。 
 
２．研究の目的 
（１）これまでの抗菌薬の開発が“細菌に対
する殺菌性の向上”を目的としていたが、薬
剤耐性菌などの問題により開発が滞ってい
るのが現状である。一方、“細菌の病原性”
に着目しそれを抑制することができれば、宿
主の免疫機構とともに細菌を排除すること
が可能である。よって、上記 QS 機構や
c-di-GMP シグナリング伝達機構は病原性制
御機構であるため、新たな化学療法のターゲ
ット分子として機能する可能性が高い。 
 
（２）新たに候補分子を選抜するのではなく、
既に市販され安全性が確保されており、かつ
本来の抗菌力とは異なる新規な作用が発見
されつつあるマクロライド系抗菌薬を候補
化合物として用いることにより、迅速に治療
法の評価を行うことができる。 
 
（３）上記（１）と（２）の背景から、既存
のマクロライド系抗菌薬を中心に、緑膿菌の
病原性制御機構（QS 機構および c-di-GMP
シグナル伝達機構）に対する作用を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）候補遺伝子の選抜および遺伝子欠損株

の作出：予備的検討により選抜された２つの
候補遺伝子について、それらの機能およびマ
クロライド剤への反応性などを考慮し、遺伝
子欠損株を作製する。 
 
（２）遺伝子欠損株の評価：候補遺伝子は、
病原性制御機構に関わる主要な遺伝子であ
るため、遺伝子欠損により病原性に強く影
響を及ぼすと予測される。そこで、緑膿菌
の主要な病原因子に対して及ぼす影響を定
量的 realtime-PCR法により測定する。 
 
（３）マウス感染モデルを用いた候補遺伝子
の評価：マウス肺炎感染モデルを使用して、
遺伝子欠損株の評価を行う。具体的には、遺
伝子欠損株もしくはその野性株をマウスに
経気道的に感染させ、感染細菌数、各種サイ
トカインの変動、病理所見などから総合的に
遺伝子欠損の影響を評価する。 
 
４．研究成果 
（１）これまでに我々は、低濃度のアジスロ
マイシンが緑膿菌の QS 機構に影響を及ぼす
ことを、DNAマイクロアレイを用いて検討し
報告してきた。一方、緑膿菌のゲノムデータ
ーベース上では、40種の c-di-GMP関連遺伝
子が公開されている。そこで既に実施済みの
上記 DNA マイクロアレイのデータおよび定
量的リアルタイム PCR法を用いて、アジスロ
マイシンが c-di-GMP 関連遺伝子に対して影
響を及ぼすかどうかを調べたところ、緑膿菌
の全 5500遺伝子の中から 1つの c-di-GMP合
成酵素遺伝子と 1 つの c-di-GMP 分解酵素遺
伝子の発現に大きく影響を及ぼすことが分
かった。またアジスロマイシンに対して濃度
依存的に発現量が変化（分解酵素遺伝子は発
現量が増加し、分解酵素遺伝子の発現量は低
下）することも分かった（Table 1）。2つの候
補遺伝子について酵素活性機能ドメイン構
造について調べたところ、c-di-GMP分解酵素
遺伝子は分解活性ドメインのみを保有して
いたが、c-di-GMP合成酵素遺伝子は合成活性
ドメインのみではなく分解活性ドメインも
保有していた。そこで、2 つの候補遺伝子の
中から c-di-GMP 分解酵素遺伝子のみに着目
して以下検討することとした。 

（２）各種マクロライド系抗菌薬の c-di-GMP
分解酵素遺伝子への作用を調べたところ、ア
ジスロマシンと同様に臨床で治療効果の高
いクラリスロマイシン、エリスロマイシンは
発現量の有意な低下が見られたが、臨床での
使用頻度の低いジョサマイシン、オレアンド

 



マイシンでは発現量の低下が見られなかっ
た（Figure 1A）。緑膿菌の主な病原性因子と
してエラスターゼ（lasA）やアルカリプロテ
アーゼ（aprA）が知られているため、これら
に対しても各種マクロライドの作用を調べ
た。その結果、c-di-GMP分解酵素遺伝子の発
現量の低下と相関して、lasA（Figure 1B）や
aprA（Figure 1C）の発現量の低下が観察され
た。以上のことから、マクロライド系抗菌薬
が直接もしくは間接的に c-di-GMP シグナル
伝達機構を介した病原性の低下を招いてい
ることが予測された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（３）c-di-GMP分解酵素遺伝子の機能を調べ
るため、本遺伝子欠損株（Δpde）を作製した。
緑膿菌野生株とΔpde 株とを用いて生育に及
ぼす影響を調べたところ、両者に差は見られ
なかった。一方、バイオフィルム（細胞外多
糖：EPS）産生を確認したところ、野生株と
比較してΔpde株では EPSの産生が有意に増
加していた（Figure 2）。また QS機構におよ
ぼす作用を調べたところ、野生株と比較して
Δpde株では QS機構を制御している LasIと
いう分子の発現量が低下していた（Figure 3）。
一方、RhlI については同様にΔpde 株で発現
量の低下傾向が見られたが有意差はなかっ
た。さらにマウス肺炎モデルを用いて野生株
とΔpde 株との肺内での増殖性の違いを比較
したところ、Δpde 株では肺内菌数の低下が
見られた（Figure 4）。以上のことから、アジ
スロマイシンなどのターゲットとなる
c-di-GMP 分解酵素遺伝子（pde）は病原性の
低下に関わることが予測された。 

（４）今回作製した c-di-GMP シグナル伝達
機構の欠損株（Δpde）と既に我々が保有して
いる QS 機構欠損株（ΔlasI、ΔrhlI）とを用
いて、両病原性制御機構の関連性を調べた
（Figure 5）。野生株と比較してΔlasI、ΔrhlI
では c-di-GMP分解酵素（pde）の発現量の低
下が観察された。一方、野生株と比較してΔ

 

 

 

 

 

 



pde株では、rhlIおよび lasIの発現量が低下し、
特に rhlIでの発現量の低下が著しかった。以
上のことから、c-di-GMPシグナル伝達機構と
QS 機構とは相互に作用し、病原性を制御し
ている可能性が示された。 
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