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研究成果の概要（和文）：多剤耐性菌に対する新規治療法の開発は喫緊の課題となっている。そこで、新規化合
物である緑膿菌クオラムセンシングのオートインデューサーアナログの効果について、先進的実験方法を用いて
検討を行い、その作用機序の解析を行った。その結果、このアナログは抗菌薬と併用することにより抗菌薬の殺
菌作用を増強する効果があることを見出した。また、この作用機序は、クオラムセンシング抑制効果ではなく、
ストレス応答に重要なrpoS遺伝子の発現を抑制し、抗菌薬抵抗性を低下させているためであることが明らかとな
った。本研究で用いたアナログは、新たな感染症治療法の開発につながるリード化合物になることが期待され
る。

研究成果の概要（英文）：In order to advance the development of a new type of drug for the treatment 
of infectious diseases, we herein investigated the effects of a newly synthesized analogue of the 
Pseudomonas aeruginosa quorum-sensing autoinducer named AIA-1 (autoinducer analogue) on antibiotic 
tolerance in P. aeruginosa. Newly developed in vivo and in vitro assays showed that AIA-1 alone did 
not exert any bactericidal effects and also did not affect the MICs of antibiotics. However, the 
combined use of AIA-1 and antibiotics exerted markedly stronger therapeutic effects against mouse 
infection than antibiotics alone. The new compound, AIA-1 did not alter the antibiotic 
susceptibility of P. aeruginosa by itself; however, its addition enhanced the antibacterial activity
 of antibiotics. AIA-1 reduced the antibiotic tolerance of P. aeruginosa by suppressing rpoS gene 
expression. In conclusion, AIA-1 may be a potent drug for clinical treatment of infections caused by
 antibiotic-resistant bacteria.

研究分野： 医歯薬学
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  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
昨今、各種報道において、多剤耐性菌によ

る院内感染事例が大きな社会問題として
度々取り上げられている。多剤耐性緑膿菌感
染症に対しては単剤による治療は困難であ
り、しばしば抗菌薬の併用療法が必要となる。
このような問題への一つの解決策として、ク
オラムセンシング阻害剤（以下、QS 阻害剤）
の開発が、今世紀における感染症治療のブレ
イクスルーとして世界的に注目されている。
遺伝子発現を制御する細胞密度依存的 QS 機
構は、病原因子発現とバイオフィルム形成に
も深く関わっており、この機構の解明は難治
性感染症治療への活路を拓くものと期待さ
れる。緑膿菌をはじめとするグラム陰性菌お
よびグラム陽性菌に関する QS 機構の研究は
急速に進展しており、その拮抗剤・阻害剤の
開発研究が精力的に実施されている。 
岡山大学大学院医歯薬学総合研究科泌尿

器病態学分野では、20 年来尿路バイオフィル
ム感染症に関する研究を推進し、細菌バイオ
フィルムの臨床的意義とその制御法に関す
る橋渡し研究を推進することを重点課題と
位置づけ、先進的 in vitro および in vivo 
実験モデル系の開発（導入・改良）に取り組
んできた。それらの一連の研究成果に基づい
て、緑膿菌性尿路バイオフィルム感染症対策
としての抗バイオフィルム剤の探索を行っ
てきた。 
最先端機器である IVIS Imaging System

は、平成 18～21 年度に岡山大学鹿田キャン
パス動物資源部門に設置された。Caliper 
Life Sciences 社から発光性細菌を購入し、
「IVIS Imaging System の感染症領域への応
用性」について検討を重ねた。IVIS Lumina
を使用する発光性緑膿菌マウス大腿部感染
モデル（急性感染症：感染後 10 時間での評
価系）は、市販の発光性緑膿菌（Xen5 株）を
用いて再現性のある実験系として確立し、経
時的に発光量（フォトン数）を測定すること
で、抗菌薬の効果判定と生菌数測定とに関連
性があることを明らかにした。 
一連の研究成果のなかで特記すべきこと

として、「カルバペネム系抗菌薬（ビアペネ
ム）は QS 阻害剤（オートインデューサーア
ナログ）を併用することで抗菌活性が増強す
る」ことを初めて明確に捉えることができた。 
以上の研究成果を踏まえて、難治性感染症

に対する QS 阻害剤（オートインデューサー
アナログ）の臨床応用に向けて、橋渡し研究
を発展させることが重要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
多剤耐性菌に対する新規治療薬の開発は

喫緊の課題となっている。細菌クオラムセン
シング（QS:細胞密度依存的）機構を阻害す
る QS 阻害剤は、単に革新的な難治性感染症
の治療法として注目されているだけでなく、
作用機序の異なる従来の抗菌薬との併用で
相乗効果も期待される。そこで本研究課題で

は、難治性感染症に対する QS 阻害剤の臨床
応用に向けての橋渡し研究として、先進的リ
アルタイムイメージング法による実験モデ
ル系と分子生物学的手法を駆使して、新規 QS
阻害剤（以下、オートインデューサーアナロ
グ）の作用機序解明を目指す。具体的には、
IVIS Lumina を使用して、発光性緑膿菌（各
種欠損変異株）によるマウス大腿部感染モデ
ルにおいて、オートインデューサーアナログ
（単独および各種抗菌薬との併用）の作用機
序を解析する。さらに、分子生物学的実験（マ
イクロアレイ）など in vitro 実験において
もオートインデューサーアナログ（単独およ
び各種抗菌薬との併用）の作用機序を解析す
る。高度化・複雑化した今日の医療現場には、
多剤耐性緑膿菌が致死的となる患者は少な
くなく、新規治療法の開発の意義は大きい。 
 
３．研究の方法 
（1）緑膿菌 QS オートインデューサーアナロ
グのマウス感染実験における抗菌薬併用効
果の検討 
①発光性緑膿菌の作製 
IVIS Lumina（以下、IVIS）を用いる in 

vivo リアルタイムイメージング解析におい
て、オートインデューサーアナログの作用機
序解明を行うためには、発光強度がより高く
安定な発光性緑膿菌が必要であった。そこで、
緑膿菌 PAO1 株を親株として、染色体上の att 
site に lacプロモーターとプラスミド pXen5
由来発光遺伝子、luxCDABE遺伝子を挿入した
株を作製した。 
②薬剤感受性試験 
微量液体希釈法により、抗菌薬およびオー

トインデューサーアナログの緑膿菌に対す
る MIC（最小発育阻止濃度）を測定した。 
③マウス大腿部感染実験 
ICR 系マウスを用い、シクロホスファミド

を感染 4日前と前日に投与し、免疫不全状態
を惹起させた。マウス左大腿部に約 106 CFU
の緑膿菌を接種し、感染 2時間後から 2時間
ごとに4回抗菌薬をマウス背部皮下に投与し
た。オートインデューサーアナログは腹腔内
に投与した。IVIS を使用して、感染から 2
時間ごとにイソフルラン麻酔下で経時的に
観察した。感染 10 時間後にはマウス大腿部
を切り出し、ホモジネート後組織内生菌数を
コロニー形成能により評価した。 
④殺菌試験 
緑膿菌を対数増殖期まで培養し、抗菌薬と

オートインデューサーアナログを加え、37℃
で振盪培養を行った。経時的にCFUを測定し、
抗菌薬を加える直前を 100%として生存率を
算出した。 
⑤病原因子の産生試験 
QS により直接発現が制御されている病原

因子であるエラスターゼ、ラムノリピッド、
ピオシアニンの産生能について、オートイン
デューサーアナログの添加による影響を検
討した。 



⑥バイオフィルム形成およびバイオフィル
ム形成菌での抗菌薬感受性試験 
ペグバイオフィルムシステムを用いて、オ

ートインデューサーアナログの添加による
バイオフィルム形成能への影響を検討した。
さらにバイオフィルム形成後、オートインデ
ューサーアナログを1時間作用させ、その後、
ビアペネムを 24 時間作用させ、オートイン
デューサーアナログ作用前の菌数を 100％と
して生存率を算出した。 
 
（2）オートインデューサーアナログの緑膿
菌に対する作用機序の解析 
①緑膿菌 QS 欠損株の作製 
緑膿菌 PAO1 株を親株として、QS オートイ

ンデューサーの産生に関与する lasI 遺伝子
と rhlI 遺伝子 2 重欠損株を in-flame 
deletion により作製した。 
②殺菌試験 
QS 欠損株を用いてビアペネムによる殺菌

試験を行った。 
③qRT-PCR による遺伝子発現の解析 
緑膿菌 PAO1 株を対数増殖期まで培養し、

オートインデューサーアナログを加え、37℃
で 8 時間振盪培養後、total RNA を精製、逆
転写反応により cDNA を合成し、リアルタイ
ム PCR により QS 関連遺伝子の発現を検討し
た。 
④ウェスタンブロット法によるタンパク質
の発現解析 
pRT-PCRの実験と同様に培養したPAO1株の

菌体を超音波処理により破砕し、SDS-PAGE に
よる電気泳動後、抗 RpoS 抗体を用いてウェ
スタンブロットにより解析を行った。 
 
（3）緑膿菌 QS オートインデューサーアナロ
グの抗菌薬耐性緑膿菌に対する併用効果の
検討 
①抗菌薬耐性緑膿菌の作製、薬剤感受性試験 
および臨床分離株の解析 
PAO1 株を親株として、抗菌薬の取り込みに

関与するポーリン OprD をコードする oprD遺
伝子の欠損株を作製した。また、ビアペネム、
レボフロキサシン、トブラマイシンに耐性を
示す緑膿菌臨床分離株を選択し、PCR、ウェ
スタンブロット等により薬剤耐性メカニズ
ムの解析を行った。 
②マウス大腿部感染実験 
oprD 欠損株に発光遺伝子を挿入した菌株

を作製し、マウス感染実験を行った。 
③殺菌試験 
QS 欠損株を用いてビアペネムに対する殺

菌試験を行った。 
 
４．研究成果 
（1）緑膿菌 QS オートインデューサーアナロ
グのマウス感染実験における抗菌薬併用効
果の検討 
①発光性緑膿菌の作製 

lacプロモーターの活性により、常に高い

発光強度を示す PAO1 株由来の緑膿菌
PAO1plac-lux 株の作製に成功した。 
②薬剤感受性試験 
オートインデューサーアナログの緑膿菌に
対する MICは 128μg/ml と弱い抗菌活性を示
した。また、1/4 MIC である 32μg/ml のオー
トインデューサーアナログを添加しても、ビ
アペネム、レボフロキサシン、トブラマイシ
ンそれぞれの MIC に変化は見られなかった。 
③マウス大腿部感染実験 
ビアペネム、トブラマイシン、それぞれ単

独投与では、PAO1plac-lux 株の増殖を抑制す
ることは出来ない濃度であっても、オートイ
ンデューサーアナログを併用することによ
り、細菌の増殖を抑制することが IVISを使
用して確認された。生菌数の測定でも、オー
トインデューサーアナログの併用群では、抗
菌薬単独使用群と比較し、有意に生菌数は減
少していた。 
④殺菌試験 
ビアペネム単独使用の場合と比べ、32μ

g/ml のオートインデューサーアナログを併
用した場合は 24 時間後の生存率が、約 1/100
と大きく低下することが明らかとなった。ま
たトブラマイシンでは4時間後の生存率が約
1/10、レボフロキサシンでは約 1/1000 に低
下した。 
⑤病原因子の産生試験 
オートインデューサーアナログはエラス

ターゼ、ラムノリピッド、ピオシアニン産生
に影響を与えなかった。 
⑥バイオフィルム形成およびバイオフィル
ム形成菌での抗菌薬感受性試験 
オートインデューサーアナログの添加に

よるバイオフィルム形成能への影響は認め
られなかった。しかしながら、バイオフィル
ム形成菌に対し、オートインデューサーアナ
ログを作用させることにより、ビアペネム、
トブラマイシン、レボフロキサシン、いずれ
の抗菌薬においても、抗菌薬単独と比較し、
生存率は約 1/10 程度減少した。 
 
（2）オートインデューサーアナログの緑膿
菌に対する作用機序の解析 
①緑膿菌 QS 欠損株の作製 
lasI 遺伝子と rhlI 遺伝子、2 重欠損株の

作製に成功した。 
②殺菌試験 
QS 欠損株を用いてビアペネムによる殺菌

試験を行ったが、親株と生存率にほとんど差
は認められなかった。 
③qRT-PCR による遺伝子発現の解析 
lasR, rhlR, vqsR, qscR, rsmA, gacA, pqsA, 

rpoN, rpoSなどの遺伝子発現を qRT-PCR で解
析したところ、rpoS遺伝子以外の遺伝子の発
現に差は認められなかった。しかしながら
rpoS 遺伝子の発現はコントロールと比較し
約 1/10 に抑制されていた。 
④ウェスタンブロット法によるタンパク質
の発現解析 



ウェスタンブロットにより RpoS タンパク
質の発現を解析したところ、明らかに RpoS
タンパク質の発現がオートインデューサー
アナログの添加により減少していた。 
 
（3）緑膿菌 QS オートインデューサーアナロ
グの抗菌薬耐性緑膿菌に対する併用効果の
検討 
①抗菌薬耐性緑膿菌の作製、薬剤感受性試験、
および臨床分離株の解析 
oprD遺伝子欠損株の作製に成功した。この

株は、ビアペネムの MIC が 8μg/ml と耐性を
示した。また TUH44、TUH81、TH5 の 3株の薬
剤耐性臨床分離株を用いて検討を行った。
TUH44 はビアペネム、レボフロキサシン 2 剤
耐性で，oprDにトランスポゾンの挿入が確認
され、gyrA遺伝子の変異も認められた。また
TUH81 はビアペネム耐性で、薬剤排出ポンプ
が過剰発現している nfxC 型の耐性菌である
ことがウェスタンブロットにより確認され
た。TH5 はトブラマイシン耐性を示した。 
②マウス大腿部感染実験 
ビアペネムの濃度を12.5mg/kgに設定し投

与したところ、単独投与では細菌の増殖を抑
制出来なかったが、オートインデューサーア
ナログとの併用により、細菌の増殖は有意に
抑制された。 
③殺菌試験 
ビアペネム耐性菌については、3 菌株とも

に MIC が 64 または 128μg/ml であったが、
オートインデューサーアナログとの併用に
より生存率は 1/100 以下に低下した。また、
キノロン耐性 2 株もレボフロキサシンの MIC
は 64μg/ml であったが、併用により 1/10 以
下に低下した。トブラマイシン耐性株につい
てもトブラマイシンの MIC は 64μg/ml であ
ったが、併用により 1/10 以下に低下した。 
 
（4）考察 
QS 機構は様々な病原因子の発現を制御し

ていることから、新たな感染症治療薬の開発
において注目すべき標的である。そこで我々
は緑膿菌 QS のシグナル分子であるオートイ
ンデューサーのアナログを用いて抗菌薬と
の併用効果について検討を行った。その結果、
このオートインデューサーアナログには抗
菌薬の殺菌効果を増強させる効果があるこ
とが、マウス大腿部感染モデル実験で明らか
となり、in vitroの殺菌試験でもその効果が
確認された。このオートインデューサーアナ
ログを併用しても、抗菌薬の MIC は変化がな
いことから、感受性そのものには影響を与え
ていないことが明らかとなった。その事から、
オートインデューサーアナログは抗菌薬感
受性ではなく、抗菌薬抵抗性に影響を与えて
いると推測される。抗菌薬抵抗性とは、抗菌
薬存在下で細菌は増殖出来ないものの、死滅
せずに生き残ることができる現象であり，抗
菌薬が無くなると再び増殖を始めるために、
慢性感染症や難治性感染症の原因として注

目されている。バイオフィルムに対して抗菌
薬が十分な効果を発揮出来ない理由として
も、この抗菌薬抵抗性は重要である。オート
インデューサーアナログの作用機序につい
ては、当初 QS を抑制するためだと予想して
いたが、本研究で用いた緑膿菌に対しては、
QS 抑制効果は確認出来なかった。しかしなが
ら、QS に関連する RNA ポリメラーゼσサブユ
ニットの１つであり、定常期やストレス応答
に重要な役割を果たす rpoS 遺伝子の発現が
有意に抑制されていることが確認された。こ
の事から、このオートインデューサーアナロ
グは、rpoS遺伝子を抑制することにより、細
菌の抗菌薬抵抗性を低下させ、その結果、抗
菌薬の殺菌効果を増強していると推察され
る。今後さらに詳細な作用機序を解析してい
く予定である。 
 
（5）結語 

緑膿菌 QSオートインデューサーアナログ
は抗菌薬との併用により、抗菌薬の殺菌作用
を増強する効果があることを、in vivo、in 
vitro それぞれの実験系で確認することが出
来た。この効果は、抗菌薬耐性緑膿菌に対し
ても有効であった。その作用メカニズムは、
QS 抑制効果ではなく、RNA ポリメラーゼσ因
子の１つである rpoS 遺伝子の発現を抑制す
ることにより、抗菌薬抵抗性を低下させてい
ることが推察された。今後さらに詳細なメカ
ニズムを解析する予定である。 

本研究で用いたオートインデューサーア
ナログは，新たな感染症治療法の開発につな
がるリード化合物になるとことが期待され
る。 
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