
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）

８２６０３

若手研究(A)

2015～2013

多剤耐性細菌のVI型分泌機構を標的とした抗菌薬の開発

Analysis of the type VI secretion system in Acinetobacter baumannii

７０４４４０７３研究者番号：

鈴木　仁人（Suzuki, Masato）

国立感染症研究所・その他部局等・研究員

研究期間：

２５７１３０１７

平成 年 月 日現在２９   ６ ２３

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：高度に進化を遂げた多剤耐性菌のモデルとしてAcinetobacter baumannii（Ab）に注
目し、国内医療機関から収集した株のゲノム解析を行った。大規模な比較解析の結果、Ab流行株ST2株に特異的
に存在するDNA領域にVI型分泌機構（T6SS）依存的に分泌する抗菌エフェクターTseXとその抗菌活性を阻害する
免疫タンパク質TsiXをコードする遺伝子対を発見した。SNPを用いた系統樹解析から、ST2株は複数のcladeに細
分類可能で、tseXとtsiX遺伝子のオペロンがコードされたDNA領域はclade毎で多様性があり、個々のエフェクタ
ーは異なる抗菌活性を有していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Whole genome sequencing of clinical isolates of Acinetobacter baumannii 
collected in Japan was performed. Comparative genome-wide association studies using A. baumannii 
isolates collected and isolates in public databases was performed to identify genetic traits of the 
pandemic lineages. Most of the pandemic lineages conserved an intact type VI secretion system (T6SS)
 gene cluster, whereas drug-susceptible non-epidemic isolates frequently lacked the gene clusters. 
Whole-genome single nucleotide polymorphism-based phylogenetic analysis revealed that pandemic 
international clone II (IC2) isolates are further divided into several distinct genetic clades. 
Comparative genomic analysis between IC2 isolates identified that each IC2 clade harbors own 
specific antibacterial T6SS substrates. Given that T6SS-mediated bacterial competition is known to 
affect conjugative transfer of drug resistance genes-carrying plasmids, T6SS could be an important 
key factor for development of high-risk clones.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、抗菌薬に対して耐性を有する薬剤耐
性菌が惹起する難治性の感染症が問題とな
っている。一般にグラム陰性菌では、臨床上
汎用性の高いカルバペネム系、フルオロキノ
ロン系、およびアミノグリコシド系の三系統
の抗菌薬に対して耐性を示すことを「多剤耐
性」と定義され、2000 年代に急激に増加して
きた多剤耐性菌による院内感染は極めて大
きな問題となっている。 
 
 アシネトバクター・バウマニは自然環境中
から頻繁に分離される弱毒性のグラム陰性
菌で、2000 年代から広範な抗菌薬に耐性を獲
得した多剤耐性株が臨床検体から分離され
るようになり、医療現場では院内感染の起因
菌として極めて重大な関心事となっている。
近年、欧米・アジアを含む世界の医療機関に
おいて多剤耐性アシネトバクターによる院
内感染アウトブレイクが頻発しており、日本
の医療機関においても本新興感染症の院内
感染アウトブレイクが継続的に報告されて
いる。本菌のハウスキーピング遺伝子配列を
用いた MLST (multilocus sequence typing) 
による分子疫学的解析により、世界の医療機
関で急速に広がった多剤耐性株は、仏パスツ
ール研究所の MLST 分類において主に ST2 
(sequence type 2) の遺伝型に分類可能であ
り、日和見感染症ながら同菌株はパンデミッ
ク (世界的流行) を引き起こしていること
が明らかとなっている 
 
２．研究の目的 
 多剤耐性アシネトバクターや多剤耐性緑
膿菌など既存の抗菌薬が効かない病原細菌
は国境を越えて伝播し、多剤耐性グラム陰性
菌による院内感染は国際的な公衆衛生の問
題となっている。現在、グラム陰性菌に対し
て新規の作用点を有する抗菌薬候補はほと
んど存在しない。将来の感染症対策のために
も、細菌学者の叡智を結集し、革新的な着想
を用いた抗菌薬開発の知的基盤を築くこと
が急務である。本研究ではグラム陰性菌に広
く保存され、細菌-細菌間での生存競争の競
合に重要な役割を果たしている VI 型分泌機
構を標的とした全く新しい抗菌薬の創成を
企図した。 
 
３．研究の方法 
 アシネトバクター流行株の VI 型分泌機構
による殺菌作用に対して自己免疫を担う免
疫タンパク質を、流行株のゲノム断片を組み
込んだ大腸菌ライブラリーを用いたスクリ
ーニングにより同定し、更に免疫タンパク質
と対となる抗菌エフェクターも同定する。抗
菌エフェクターの活性部位を詳細に解析し
て、抗菌活性は無いが免疫タンパク質と結合
可能な点突然変異体を作製する。β-ガラク
トシダーゼの N末端と C末端のそれぞれを抗
菌エフェクター変異体と免疫タンパク質に

結合させ、両者が結合している場合にのみβ
-ガラクトシダーゼの酵素活性が発揮される
Enzyme Fragment Complementation Assay の
系を大腸菌にて構築し、両者の結合を阻害す
るが、菌生育は阻害しない化合物を公的化合
物ライブラリーにて探索する。導き出された
抗菌薬のリード化合物候補の結合阻害効果
を確認し、種々の院内感染菌の流行株に作用
させ、殺菌効果を評価する。 
 
４．研究成果 
高度に進化を遂げた多剤耐性菌のモデルと
してアシネトバクター・バウマニ（Ab: 
Acinetobacter baumannii）に注目し、国内
医療機関から収集した152株のゲノム解析を
行った。さらに公共データベース (PATRIC) 
から海外医療機関由来の150株のゲノム配列
を加え、計 302 株を用いた大規模な比較ゲノ
ム解析を行った。Ab 流行株 ST2 株の完全ゲ
ノ ム 配 列 を リ フ ァ レ ン ス に 用 い た
BLASTatlas 解析から、Ab 流行株 ST2 株に特
異的に存在する DNA 領域に VI 型分泌機構
（T6SS）依存的に分泌する抗菌エフェクター
TseX とその抗菌活性を阻害する免疫タンパ
ク質TsiXをコードする遺伝子対を発見した。
SNP を用いた系統樹解析から、Ab ST2 株は複
数の clade に細分類可能で、tseX と tsiX 遺
伝子のオペロンがコードされた DNA 領域は
clade 毎で多様性があり、個々のエフェクタ
ーは異なる抗菌活性を有していることが明
らかとなった。また、国内医療機関または農
場から分離された緑膿菌（ Pseudomonas 
aeruginosa）40 株と GenBank に登録された緑
膿菌の海外臨床分離株について比較ゲノム
解析を行い、T6SS 抗菌エフェクターTse1 と
その免疫タンパク質 Tsi1 はほとんど全ての
菌株に保存されていることを確認した。その
ため、Tse1-Tsi1 複合体は緑膿菌に対する抗
菌薬開発のよい標的と考えられ、in silico
スクリーニングを経て、阻害化合物候補を同
定した。さらに緑膿菌流行株 ST235 株に特異
的に存在する DNA 領域に新規の T6SS エフェ
クター候補遺伝子を発見した。BLAST による
ホモロジー解析では、同遺伝子は緑膿菌流行
株でのみ存在することから、流行株の迅速な
診断法にも応用可能であり、ST235 株を標的
とした抗菌薬開発ではよい標的となること
が予想された。 
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