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研究成果の概要（和文）：異物排出トランスポーターは抗菌薬を排出することにより細菌多剤耐性化に関与す
る。しかし、これらが持つ生理的役割は、そのほとんどが未知のままである。本研究では、特に、ABC型輸送体
MacABに着目し、生理機能解析を行った。トランスポーターが宿主細胞表面への付着に関すること、酸化ストレ
スへの抵抗性に関与すること、バイオフィルム形成維持に関与すること、腸内の細菌生存に一部関与すること等
の発見があった。また、阻害候補化合物の選定を行った。多くのトランスポーターの生理機能が未知な状況にお
いて、本研究成果は、その生理機能を明らかにしたものであり、新薬開発においても重要な情報が提供できると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：Xenobiotic transporter contributes to bacterial multidrug resistance by 
expelling antibacterial drugs. However, physiological roles of most of these transporters remain 
unknown. In this study, we focused on the ABC type transporter MacAB, and conducted physiological 
function analysis. There were findings that transporters were related with the bacterial attachment 
to the host cell surface, involved in resistance to oxidative stress, involved in maintenance of 
biofilm formation, and partly in bacterial survival in the intestine. In addition, inhibitor 
candidates of transporters were selected by the screening. In the situation where the physiological 
functions of many transporters are unknown, these results clarify their physiological functions and 
these are important information useful for the development of new drugs.

研究分野： 細胞生物学、細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 異物排出トランスポーターは複数の抗菌
薬を細胞外へ排出することにより細菌に多
剤耐性をもたらす。しかしながら、異物排出
トランスポーターが本来持つ生理的役割は、
そのほとんどが未知のままである。グラム陰
性菌において世界で初めて発見された ABC
型異物排出蛋白質 MacAB（図１）を発現させ
た菌はマクロライド系抗菌剤特異的に耐性
を示す。さらに、サルモネラにおいてはマウ
スに対する致死性に MacAB が関与する。サ
ルモネラ MacAB の宿主細胞感染過程におけ
る関与を検討した結果、MacAB はサルモネラ
菌の宿主細胞表面への付着に関与している
事が判明した。そこで、本研究では、MacAB
が線毛形成にどのように機能しているのか
を遺伝学的、生化学的に解析することを目的
とし研究を進め、数多くの排出トランスポー
ターの生理機能が未知な状況において、その
生理機能を明らかにし、新薬開発においても
ターゲティング分子として重要な情報が提
供できると考えられた。 
 

２．研究の目的 
 近年、多剤耐性菌の出現が医療現場におい
て大きな問題となっており、今日もなお感染
症の克服は医学的重要課題の一つである。一
方で、細菌ゲノム配列が次々と解読され、細
菌染色体上には、異物排出蛋白質遺伝子が数
多く潜在していることが明らかとなってき
た（図２）。これまでの研究で、異物排出蛋
白質は薬剤排出のみならず、細胞間情報伝達
や病原性発現制御にも関与していることが
分かってきた（図３）。本研究ではサルモネ
ラをはじめとした病原細菌の染色体上に潜
む排出蛋白質の生理機能解析を行う。特に、
ATP の加水分解をエネルギー源とする ABC
型輸送体である MacAB に着目し、その生理
機能を解明する。 
 

 
図２. サルモネラにおいて同定された異
物排出システム群.これまでに、サルモネ
ラにおいては、少なくとも 10 個の異物排
出トランスポーターが同定されており、本
菌においても MacAB-TolC 異物排出システ
ムが唯一の ABC 型として同定されている。
（図は、Horiyama T, Yamaguchi A, Nishino 
K. TolC dependency of multidrug efflux 
systems in Salmonella enterica serovar 
Typhimurium. J Antimicrob Chemother 
65 :1372-1376, 2010 を一部改変） 

 

図１. MacAB-TolC 薬剤排出システム. 大
腸菌 MacAB（YbjYZ）は、グラム陰性菌にお
いて初めて同定されたABC型異物排出トラ
ンスポーターであり、本トランスポーター
を大腸菌の主要な異物排出トランスポー
ターAcrB を欠損した株で発現させると、大
腸菌が種々のマクロライド系抗菌薬に耐
性を示すことから、MacAB と名付けられた。
また、その機能に外膜タンパク質である
TolC が必要であることも分かっている。
（Kobayashi N, Nishino K, Yamaguchi A. 
J. Bacteriol. Oct. 2001 vol.193 no.19 
5639-5644.） 



３．研究の方法 
 本研究では、サルモネラ ATCC14028s 株、
大腸菌 MG1655 株、緑膿菌 PAO1 株を各々野生
株として用いた。また、必要に応じて、臨床
分離株を用いて、薬剤感受性試験を行った。 
 各細菌の野生株からゲノムを抽出し、それ
らを鋳型として、目的の遺伝子の上流と下流
にアニーリングするプライマーを用いて PCR
を行った後、適切なベクターに制限酵素で切
断の後、ライゲーションをすることで、遺伝
子のクローニングを行った。 
 遺伝子欠損株の作製は、Datsenkoと Wanner
による One-step inactivation 法（PNAS June 
6, 2000. 97 [12] 6640-6645）により行った。 
 宿主細胞の付着の実験については、HeLa 細
胞を培養した後、サルモネラを加え、一定時
間後、一般的な方法で行った。寒天培地にて
増殖してくる細菌のコロニー数をカウント
することで、付着率を求めた。 
 薬剤感受性試験では、寒天培地ならびに液
体培地を使用し、各種抗菌性物質の各細菌株
に対する最小発育阻止濃度を測定した。寒天
培地使用時には、MIC 測定用装置ミクロプラ
ンター（佐久間製作所）を用いた。また、液
体培地使用時には、96 穴プレートを用いて、
様々な濃度の抗菌性物質を含む培地中での
細菌の増殖を、プレートリーダーInfinite
（TECAN）で計測して、MIC 値を求めた。 
 バイオフィルム形成能の測定は、クリスタ
ルバイオレット法により行った。 

 

４．研究成果 
 異物排出トランスポーターは、生物にとっ
て異物となる毒物等を認識して細胞外に排
出する膜輸送体である。異物排出トランスポ
ーターは複数の抗菌薬を細胞外へ排出する
ことで、細菌の多剤耐性化に関与しているが、
その一方で、異物排出トランスポーターが有
している生理的役割につては未知の部分が
多い。グラム陰性菌である大腸菌で初めて同
定されたABC型異物排出トランスポーターは、
マクロライド系抗菌薬に対する本菌の耐性
化に関与していたことから、MacAB と名付け
られたが、その後、サルモネラにおいて MacAB
異物排出トランスポーターは、マウスに対す
る致死性に関与していることが分かり、抗菌
薬耐性以外にも何からの基質輸送に関与し
ていることが示唆された。数多くの異物排出
トランスポーターの生理機能が未知である
中、特に MacAB に着目して、本トランスポー
ターの機能を明らかにすることを目的に研
究を進めた。 
 サルモネラのABC型異物排出トランスポー
ターをコードする遺伝子の欠損株を作製し、
宿主細胞表面への付着に関する検証をおこ
なった。野生株と遺伝子欠損株のフェノタイ
プを確認したところ、異物排出トランスポタ
ーターが、サルモネラの宿主細胞表面への付
着に関与していることが判明した。精製した
異物排出トランスポーターについて電子顕
微鏡を用いて構造解析を行った。また、蜂蜜
中に含まれている抗菌性成分が異物排出ト
ランスポーターによって認識されているか
どうかについて、臨床から分離された多剤耐
性緑膿菌に対して抗菌性を示すのかについ
て、大腸菌、緑膿菌、サルモネラの複数の異
物排出タンパク質遺伝子欠損株や、臨床分離
株を用いて調査を行った。 
 また、MacAB トランスポーターが、細菌宿
主感染時においてどのような生理的役割を
担っているのかを明らかにする目的で、サル
モネラ野生株ならびに macAB遺伝子欠損株を
作製し、細胞感染実験を行った。その結果、
遺伝子欠損株は宿主細胞中での増殖能力が
低下しており、また、細胞内においてその発
現が大きく誘導されることが明らかになっ
た。遺伝子欠損株は野生株に比べて、酸化ス
トレスに対する抵抗性が低下していること
も分かり、この現象がマウスに対する致死性
の低下と関係していることが考えられた。さ
らなる解析のため、MacAB 発現株を用いた阻
害剤のスクリーニングを行い、いくつかの候
補化合物を得た。また、異物排出トランスポ
ーターが細菌バイオフィルム形成維持に関
与しているなど新しい発見があった。 
 さらには、宿主の腸内において、サルモネ
ラの一部のトランスポーターが細菌の生存
に必要であることが分かってきた。また、病
原性に関与するトランスポーターの阻害剤
のスクリーニングも行い、複数の阻害候補化
合物を同定した。これらの阻害候補化合物を

 

図３.MacAB 薬剤排出システム欠損がサル
モネラ病原性におよぼす影響.BALB/C マウ
スにサルモネラ野生株ならびにmacAB遺伝
子欠損株 105 cfu を胃内に投与した時の結
果。これまでに MacAB は、サルモネラのマ
ウスに対する致死性に関与していること
が報告されている。（Nishino K, Latifi T, 
Groisman EA. Virulence and drug 
resistance roles of multidrug efflux 
systems of Salmonella enterica serovar 
Typhimurium. Mol Microbiol 59 :126-141, 
2006） 

 



用いて、ABC 型異物排出トランスポーターの
機能におよぼす影響について調べた結果、各
種マクロライド系抗菌薬に対して、細菌を感
受性化させること、さらには、細胞への定着
性や細胞内増殖、病原性を軽減させる等の影
響があることが分かった。 
 これらの結果から、抗菌薬耐性因子として
同定されている異物排出トランスポーター
が、病原細菌が宿主に感染する過程において
重要な役割を果たしていることが明らかに
なった。今後は、阻害候補化合物をもとに、
細菌の抗菌薬抵抗性と毒性を軽減すること
のできる創薬につなげたい。 
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