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研究成果の概要（和文）：　本研究によって、当初から開発を目指していた細菌薬剤排出ポンプの生理基質同定
技術として、新たに、様々な蛍光基質を用いた簡便・迅速な手法を複数確立することができた。
　当手法を活用した細菌薬剤排出ポンプに関する研究により、カチオン性の平面芳香族小分子の排出に特化して
いる第３の薬剤排出ルートを解明することができた。
　また、自ら開発した細菌薬剤排出ポンプ阻害剤スクリーニング手法（特願2016-028653）を用いることで、細
菌の病原性発現に関与する薬剤排出ポンプ阻害剤候補を実際に複数見出すことに成功した。詳細な解析の結果、
感染症治療上有用であることが判明したため、現在特許申請の準備中である。

研究成果の概要（英文）：　As a result of this research, as techniques for identifying the 
physiological substrate of bacterial drug efflux pump, I established simple and rapid methods using 
various fluorescent substrates.
 Through research on bacterial drug efflux pumps utilizing this technique, I elucidated the third 
route excreting cationic planar aromatic small molecules.
 In addition, I finded out drug efflux pump inhibitor candidates involved in bacterial pathogenicity
 by using inhibitor screening method (Japanese Patent Application No. 2016-028653). These are useful
 for treatment of infectious diseases.
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１．研究開始当初の背景 
近年、様々な薬剤に対して耐性を示す多剤
耐性菌、食中毒等で深刻な症状を引き起こす
病原性菌が次々と出現し、臨床現場において
大きな問題となっている。依然、感染症によ
って年間約 1500 万人が命を落としており、
細菌感染症の克服は今なお医療分野におけ
る喫緊の課題である。 
 
多剤耐性化の原因として、抗菌薬を含む
様々な化合物を菌体内から菌体外へ排出す
る細菌薬剤排出ポンプが特に注目されてい
る。これまでの自らの研究により、排出ポン
プの排出機構が世界で初めて解明され 
[Nature 480, 565-9, 2011]、自ら世界初と
なる抗菌薬排出阻害剤の開発を進める段階
にまで来ている[Nature 500, 102-6, 2013]。 
 
しかしながら、高病原性菌による食中毒等
の場合、しばしばメディアで報道されるよう
に、抗菌薬等による治療が間に合わず死亡す
るケースがみられる。また、新たに腸内細菌
と精神疾患・生活習慣病・がん等との関連も
明らかになりつつあり、特に米国で研究が進
んでいる。ここに至って、菌体外に排出され
様々な病気を引き起こす原因となっている、
細菌の生理活性化合物を同定・解析し、早期
に診断する方法が必要となってきた。 
 
これまでの自らの研究から、排出ポンプの
基質認識性はとても幅広く、実際にある種の
生理活性化合物を排出することで、薬剤耐性
だけでなく病原性・定着性にも深く関与する
ことが分かりつつある[Int J Antimicrob 
Agents 45, 439-41, 2015]。そこで本研究で
は、重要な生理活性化合物の同定・各疾患と
の関係解明・早期検出法の確立までの一連の
研究開発を行うことで、成果の早期実装によ
る細菌関連疾患の克服を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
 
世界各国の医療従事者が直面している細
菌が関与する各疾患の克服に向け、細菌が持
つ薬剤排出ポンプとその生理基質に着目し
た基礎研究と、研究成果を活かした新たな検
出診断法の開発を行う。 
 
具体的には、実際に自らの研究から、排出
ポンプが薬剤耐性だけでなく病原性・定着性
にも深く関与し、細菌と精神疾患・生活習慣
病・がん等との関連も明らかになりつつある
ため、菌体外に排出され様々な病気を引き起
こす細菌の重要な生理活性化合物を同定し、
各疾患との関係について明らかにする。 
 
さらに、得られた情報を活用して、発症リ
スク早期検出診断法の確立に向けた研究も
行う。 

３．研究の方法 
抗菌作用のない生理活性化合物に関して
は、従来の薬剤感受性試験を用いた基質同定
法は利用できないため、新たな基質同定技術
の創出が必要不可欠である。具体的には、細
菌培養液に基質候補化合物である生理活性
化合物を添加し、各培養時間で培養上清を回
収する。この上清中に含まれる候補化合物濃
度を、LC-MS/MS を用いた超高感度多種因子同
時分析技術等によって測定し、排出ポンプ発
現株と欠損株で比較することで、排出ポンプ
の基質かどうかを効率的に調べる。 
 
 同定した排出ポンプの生理基質が、実際に
各病気を引き起こす疾患関連因子として宿
主に対して働いているかどうかも調べる。具
体的には、細菌が持つ排出ポンプを一つずつ
高発現させるための各プラスミド（大腸菌・
サルモネラにおいては、すでに全て構築済
み）を用いて、同定した生理基質を高排出す
る遺伝子組み換え菌株を探索し、当基質を排
出する排出ポンプを同定する。基質排出量の
測定には、LC-MS/MS による超高感度分析技術
等を用いる。構築した基質高排出遺伝子組み
換え菌株を実験動物に感染させ、生存率・行
動・体重等がどのように変化するかを観察し、
各疾患への関与を調べることも検討する。 
 
現在、得られた研究成果に基づく早期の社
会実装が求められている。具体的には、これ
までに開発したナノデバイスに改良を加え、
同定した疾患関連因子をバイオマーカーと
した、発症リスク早期検出診断法を開発する。
検出試薬としては、疾患関連因子存在下で変
色・発色するものを想定しており、もはや USB
カメラや顕微鏡も必要としない、目視で判別
できる簡便な検出法の開発を考えている。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究によって、当初から開発を目指して
いた細菌薬剤排出ポンプの生理基質同定技
術として、新たに、様々な蛍光基質を用いた
簡便・迅速な手法を複数確立することができ
た。 
 
当手法を活用した細菌薬剤排出ポンプに
関する研究により、カチオン性の平面芳香族
小分子の排出に特化している第３の薬剤排
出ルートを解明することができた。 
 
また、自ら開発した細菌薬剤排出ポンプ阻
害剤スクリーニング手法（特願 2016-028653）
を用いることで、細菌の病原性発現に関与す
る薬剤排出ポンプ阻害剤候補を実際に複数
見出すことに成功した。詳細な解析の結果、
感染症治療上有用であることが判明したた
め、現在特許申請の準備中である。 
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