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研究成果の概要（和文）：胆汁酸がRamR/Aの制御系を介して、多剤排出システムacrABとtolC遺伝子の発現を誘導する
ことを明らかにした。多剤排出トランスポーターが、バイオフィルムの形成維持において重要な役割を担っていること
を明らかにした。細菌体内で合成された鉄キレーターであるエンテロバクチンを、多剤排出トランスポーターが輸送し
ている事実を突き止めた。メチルグリオキサールの多剤耐性緑膿菌に示す抗菌性や、消毒剤のトリクロ酸耐性における
多剤排出トランスポーターの役割について明らかにした。細菌が保持するトランスポーター制御因子による胆汁酸認識
機構を構造レベルで明らかにするとともに、トランスポーターの新たな基質を決定した。

研究成果の概要（英文）：We found that the bile-mediated activation of the acrAB and tolC multidrug efflux 
genes occurs mainly through transcriptional derepression of ramA in Salmonella. It was revealed that 
multidrug efflux pumps contribute to E. coli biofilm maintenance. It was discovered that AcrB, AcrD, and 
MdtABC multidrug efflux systems are involved in enterobactin export. We also investigated the effect of 
methylglyoxal on multidrug-resistant P. aeruginosa, and roles of Salmonella multidrug efflux pumps in 
decreased susceptibility to triclosan. The structures of the regulator bound with bile acids were also 
solved, and we performed the phenotype microarray analysis of the drug efflux systems in Salmonella 
enterica serovar Typhimurium.

研究分野：生体分子制御科学研究分野

キーワード： トランスポーター　薬剤耐性　サルモネラ　大腸菌　緑膿菌　遺伝子発現制御　バイオフィルム　構造
生物
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１．研究開始当初の背景 
	
 多剤耐性菌は院内感染等でたびたび死者

を出し、新聞報道等で問題になっているが、

有効な治療薬は存在しない。多剤耐性には複

数の耐性機構が関与しているが、その中でも

多剤排出トランスポーターは単独で多剤耐

性化の原因となるため問題となっている。あ

らかじめ、潜在的多剤耐性遺伝子をスクリー

ニングすることができれば、将来出現する耐

性菌を新薬開発段階で予測しておくことも

可能になるのではないかという考えに基づ

き、ゲノム情報を利用した薬剤耐性研究に取

り組み、複数の細菌に数多くの多剤排出トラ

ンスポーターが存在することを実験的に証

明してきた（Science	
 307:	
 864,	
 2005;	
 Mol.	
 

Microbiol.	
 59:126,	
 2006）。また、細菌の多

剤排出トランスポーターによる抗菌薬認識

機構を明らかにするとともに（ Nature	
 

480	
 :565,	
 2011;	
 Nature	
 500:102,	
 2013）、

その発現制御ネットワークの解析を進めて

きた（図１）。	
 

	
 一方で、マウスとサルモネラ多剤排出トラ

ンスポーター遺伝子欠損株を用いた実験か

ら、トランスポーターは多剤耐性だけでなく

マウスに対する致死性に関与していること

が分かってきた（Mol.	
 Microbiol.	
 59:126,	
 

2006）。また、これら多剤排出トランスポー

ターは、通常発現しておらず、細菌間情報伝

達物質であるインドールや宿主環境に存在

する胆汁酸等により発現誘導が起こること

を明らかにした（J.	
 Biol.	
 Chem.	
 283:24245,	
 

2008;	
 Gut	
 Pathog.	
 4:5,	
 2012）。多剤排出ト

ランスポーターが抗菌薬ではなく、宿主に存

在する環境物質により誘導されることから

考えても、これらトランスポーターは多剤耐

性のためだけに存在するのではなく、本来は

細菌恒常性維持等の生理機能に関与してい

ることが強く示唆される。	
 

	
 サルモネラが感染時に定着する腸内には
胆汁酸等の環境シグナルが存在する。感染の
場において実際にどのような形で多剤排出
トランスポーターの発現を制御して、多剤耐
性化と病原性をコントロールしているのか

を知ることは重要な課題である。これまでに、
胆汁酸がサルモネラの RamR/RamA という制御
ネットワークを介して多剤排出トランスポ
ーターAcrAB の発現を誘導することを明らか
にしており、また、最上流に位置する環境感
知センサー・レギュレーターである RamR の
構造も明らかにした（Nature	
 Commun.	
 4:	
 2078,	
 
2013）。	
 
 
２．研究の目的 
	
 多剤排出トランスポーターは、細菌におい

て多剤耐性化の原因になることが知られてい

る。これら多剤排出トランスポーター遺伝子

は、人類が抗菌薬を使用する前から存在して

おり、地球上の様々な環境に細菌が適応する 
ために必要な最も基本的な生存戦略因子であ

ると考えられる。しかしながら、多剤排出ト

ランスポーターが細菌にとって生理的にどの

ような役割を担っているのかは、ほとんど明

らかにされていない。そこで、本研究では宿 
主環境適応や細菌宿主間相互作用における多

剤排出トランスポーターの役割を明らかにす

る。さらに、トランスポーター阻害剤を用い

た細菌恒常性維持機構の破綻により、多剤耐

性と病原性の両方を軽減することのできる新 
たな治療戦略を確立する。 
 
３．研究の方法 
	
 AcrABは多剤耐性化に関与しているトラン

スポーターとされているが、遺伝子欠損株は

胆汁酸存在下では生存できず、生理的には腸

内で細菌が生育するために必要な環境適応因

子であると考えられる。これまでに胆汁酸が

細菌の遺伝子発現におよぼす研究は複数のグ

ループから数多くの論文で報告されていたが、

何が胆汁酸を感知しているのかは不明であっ

た。これまでに、胆汁酸によるAcrAB誘導	
 

にはRamR/RamA制御ネットワークが関係して

いるこが明らかになっている。RamRには基質

を認識すると思われるポケットが存在してい

たが、どのような環境物質が認識されるのか

は不明であった。そこで、本計画では、多剤	
 

排出トランスポーター制御を行っているRamR

による胆汁酸感知機構について解析を行う。

また、本計画ではRamRと胆汁酸の共結晶構造

解析に取り組み、細菌の環境感知センサーに

よる宿主環境物質の認識分子機構について明	
 

らかにする。	
 

	
 細菌が病原性ならびに抗菌薬耐性を発揮す

るのには、決められた場所で適時に必要な因

子を発現させることが必要である。そこで、

本計画では、宿主環境中におけるトランスポ

ーターの遺伝子発現の変化や生理的役割につ

いて解析する。トランスポーターが宿主環境

中においてどのような生理機能を担っている

のかは未知の部分が多い。病原細菌は、貪食

されたマクロファージ、樹状細胞内で生存、	
 

 
図１.	
 これまでに同定した多剤排出トラン

スポーター制御ネットワーク.	
 宿主環境に

存在するインドールや胆汁酸などが、これ

ら発現制御ネットワークを介して、トラン

スポーター発現を誘導することが分かって

きた.	
 



 

 

増殖することができる宿主の殺菌機構を回避

する種々の特徴を有している。宿主細胞はサ

イトカインの産生によりマクロファージを活

性化して細胞内殺菌能を亢進させるなどして、

細菌に対する防御を発揮する。本計画では	
 

、このような宿主の保有している免疫機構か

らの回避において、細菌の多剤排出トランス

ポーターがどのような役割を担っているのか

を明らかにする目的で、マクロファージのサ

イトカイン（TNF-α）産生におよぼす影響を	
 

調べる。予備的実験の結果、トランスポータ

ー欠損株は野生株に比べTNF-α産生誘導能が

高いことが分かっているが、今後、各

Toll-like	
 receptor欠損マウスからマクロフ

ァージを採取して、どのTLRがトランスポータ

ーによるマクロファージ産生抑制に関与して

いることを明らかにする。	
 

	
 
４．研究成果	
 
	
 宿主環境におけるトランスポーターの役
割に注目して解析を進めた結果、胆汁酸が
RamR/A の制御ネットワークを介して、多剤排
出システムをコードしている acrAB と tolC
遺伝子の発現を誘導し、サルモネラの耐性化
を上昇させることを明らかにした（ J	
 
Antimicrob	
 Chemother 誌にて発表）。また、
大腸菌の多剤排出トランスポーターが、薬剤
耐性だけでなく、バイオフィルムの形成維持
において重要な役割を担っていることを明
らかにした（Int	
 J	
 Antimicrob	
 Agents 誌に
て発表）。また、鉄欠乏時に細菌体内で合成
された鉄キレーターであるエンテロバクチ
ンを、外環境から鉄を獲得するために多剤排
出トランスポーターが輸送している事実を
突き止めた（PLoS	
 One 誌にて発表）。また、
薬剤耐性の観点から、メチルグリオキサール
の多剤耐性緑膿菌に示す抗菌性（ Front	
 
Microbiol 誌にて発表）や、消毒剤のトリク
ロ酸耐性におけるサルモネラ多剤排出トラ
ンスポーターの役割について明らかにする
ことができた（Int	
 J	
 Antimicrob	
 Agents 誌
にて発表）。	
 

	
 また、宿主相互作用における多剤排出トラ

ンスポーターの生理的役割を明らかにする

ため、免疫との関連について調べた。マクロ

ファージからのサイトカイン産生誘導能は、

サルモネラ野生株よりもトランスポーター

遺伝子欠損株の方が高いことが判明した。ま

た、トランスポーター阻害剤を用いて調べた

結果、トランスポーターの機能を阻害すると、

マクロファージからのサイトカイン産生量

が高くなることが分かり、この産生誘導能の

差がどこに起因するのかを調べるために、

Myd88 や Toll-like	
 receptor ノックアウトマ

ウスから採取したマクロファージを用いて

解析を行った。Myd88 ノックアウトマウスか

ら採取されたマクロファージでは、サルモネ

ラ野生株とトランスポーター遺伝子欠損株

の間でサイトカイン産生誘導能の差が無く

なったが、各 Toll-like	
 receptor ノックア

ウトマウスではその差が無くならなかった

ことから、産生誘導の差は、複数の Toll-like	
 

receptor によって生み出されている可能性

が考えられた。そこで、Toll-like	
 receptor

の多重欠損株を用いて解析したところ、２つ

の Toll-like	
 receptor が、サルモネラ野生

株とトランスポーター遺伝子欠損株の間で

生じる差を認識していることが分かった（論

文投稿準備中）。この他にも、細菌が保持す

るトランスポーター制御因子による胆汁酸

認識機構を構造レベルで明らかにし（論文投

稿済・審査中）、フェノタイプマイクロアレ

イを用いて、トランスポーターの新たな基質

を決定する（J	
 Infect	
 Chemother誌掲載予定）

等の成果があった。また、細菌の排出トラン

スポーターの阻害候補化合物を得ることに

成功した。これらの研究成果は、新たな耐性

菌感染症の治療戦略につながることが高く

期待できる。	
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