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研究成果の概要（和文）：本研究では、緑膿菌のクオラムセンシング(QS)機構の総体的理解を目指し、本機構に
おいて中心的な役割を果たすRhlRとQscRの分子機能解析および作用機序の解析を行った。特に、組換え大腸菌を
用いたRhlRの機能解析に重点的に取り組んだ結果、本タンパク質の疎水性アミノ酸残基に富むN末端領域がタン
パク質全体の安定性に与える影響、安定性と機能性の相関等について、多くの重要な知見が得られた。QscRに関
しては、その直接の支配下にある遺伝子の働きを介してQSを抑制していることが判明したため、それら遺伝子の
機能解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, aiming to develop a comprehensive understanding of the quorum
 sensing system in Pseudomonas aeruginosa, we performed molecular characterization and functional 
analyses of RhlR and QscR, which play central roles in the system. We especially focused our energy 
on an analysis of RhlR using recombinant E. coli and, as a result, obtained many important data 
regarding the influence of the highly hydrophobic N-terminal region of RhlR on its stability and the
 relationship between the stability and functionality of the protein. As for QscR, since it has 
recently been revealed that it represses quorum sensing via the function of genes that are under its
 direct control, we conducted a functional analysis of these genes.

研究分野： 細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日和見感染菌である緑膿菌は、病原因子の産生をQS機構によって制御している。従って、QSを阻害すれば本菌を
無毒化・弱体化できるという考えの下、多くの研究者が、QS阻害剤の開発に向けた基礎・応用研究に取り組んで
いる。今回の研究成果は、QS阻害剤の実現に向けた基礎研究の進展に寄与するものであり、特に、RhlRの研究に
おいて最大の障壁となっているタンパク質調製の難しさの問題に解決の糸口をもたらした点に意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 緑膿菌の病原性とクオラムセンシング 
緑膿菌は、免疫不全者や高齢者に難治性の感染症を引き起こす重要な日和見感染菌である。

特に、白人に多く見られる嚢胞性線維症に関しては、本菌による呼吸器の慢性感染が重症度と
予後に大きく影響することから、黄色ブドウ球菌と並び最重要の病原菌と位置づけられている。
本菌は、クオラムセンシング(QS)と名付けられた細胞間情報伝達機構により、自身の密度に応
じて病原性を制御している。即ち、自身の細胞密度が低い状態ではほとんど病原性を示さない
が、細胞密度が一定の閾値に達すると QS 機構の転写因子が活性化し、周囲と同調するように
一斉に病原因子の産生を開始する。 
本菌の QS には、2 種のアシルホモセリンラクトン(AHL)合成酵素(LasI, RhlI)と、3 種の AHL

レセプター(LasR, RhlR, QscR)が関与している。AHL（LasI が合成する 3OC12-HSL と RhlI が合
成する C4-HSL）は常時産生・分泌されており、その濃度は菌の密度と連動している。AHL が
一定濃度に達すると、それを結合したレセプターが転写因子として機能し、結果として病原因
子の産生が開始される。各制御因子は互いに干渉し合いながら、全体として複雑な制御ネット
ワークを形成している。LasR は QS のマスターレギュレーターであり、RhlR を含めた多くの病
原遺伝子の発現を、直接的または間接的に正に制御している。このことから、殺菌や静菌では
なく「病原性の抑制」を目的とした全く新しい薬剤の標的分子として、LasR の研究が特に重点
的に行われてきた。 
 
(2) 近年の研究データに基づくパラダイムシフトと RhlR 研究の重要性 
従来、LasR は QS 機構の最上位に位置する制御因子であり、宿主への感染と定着に欠かせな

いものと考えられてきた。ところが近年、嚢胞性線維症患者を含む慢性的緑膿菌感染症の症例
から高い頻度で LasR の欠損株が単離されることが明らかとなり、その医学的・生物学的意義
と影響に注目が集まっている。比較的最近の研究により、LasR の欠損株は必ずしも QS の機能
を失うわけではなく、RhlR が LasR の働きを相補することにより、野生株と同様に病原因子を
産生し得ることが判明した（文献①）。更に、2,650 株の嚢胞性線維症患者由来の緑膿菌株を用
いた大規模実験では、少なくとも一部の LasR 欠損株においては、RhlR が LasR による制御か
ら完全に独立し、最上位の制御因子として振る舞うことが示された（文献②）。このような背景
から、QS 研究における RhlR の重要性・注目度は急速に高まっている。 
 
(3) QscR の病原性抑制因子としての機能と医学的重要性 

LasR や RhlR とは対照的に、QscR は菌の病原性を抑える働きを持つことが示されている（文
献③）。qscR 遺伝子の破壊株は、QS のスイッチが入るタイミングが野生株よりも早く、強毒性
を示す。QscR の解析は、緑膿菌 QS の理解に必須であるだけでなく、菌固有の抑制機能を利用
した革新的な病原性抑制薬の開発に結び付く可能性もある。このことから、QscR は基礎・応用
の両面から非常に重要かつ興味深い研究対象であると言える。 
 
２．研究の目的 

RhlR と QscR は、LasR と比べいくつかの点で解析が大きく遅れている。例えば、RhlR はこ
れまで構造と機能を保持した「ネイティブな状態」で精製・解析された例がなく、その性質は
未だ明らかとなっていない。QscR に関しては、分子レベルの解析は進んでいるが、臨床分離株
における普遍性や生理的役割、作用機序に関して不明な点が多い。そこで、RhlR に関しては組
換え大腸菌を用いた発現方法の検討と機能解析に取り組むこととした。一方、QscR に関しては、
本課題への取り組みを開始する直前に、米国・ワシントン大学の研究者らと共同で進めた研究
により、その作用機序に関する革新的な知見が得られた（文献④）。即ち、これまで、QscR は
多数の遺伝子の発現を直接制御し、結果として QS の抑制が起こると考えられていたが、本研
究により、QscRの直接の制御下にある遺伝子は PA1895, PA1896, 1897の 3つ（以降、PA1895-1897
と表記）のみである可能性が示唆されるとともに、QscR による QS の抑制はこれら 3 遺伝子の
発現を介して起こることが明確となった。そこで、当初は普遍性や生理的役割に焦点を当てる
計画であったが、作用機序の解明を優先させるべきと判断し、PA1895-1897 の機能解析に取り
組むこととした。  
 
３．研究の方法 
(1) 大腸菌を用いた RhlR の発現と機能解析 
 RhlR の大腸菌を宿主とした発現と精製、および、精製タンパク質に対する機能解析を試みた。
まず、pET システムによる大腸菌発現系を構築し、発現条件の検討を行った。発現条件として、
特に、発現誘導温度の影響とアシルホモセリンラクトンの添加の効果を検討した。また、N 末
端配列がタンパク質の安定性に及ぼす影響を検証するため、N 末端を一部切り縮めた形での発
現を試みた。可溶性画分への発現に成功した N 末端短縮型 RhlR については、精製とゲルシフ
トアッセイによる DNA 結合能の検討を行った。次に、完全長または N 末端短縮型 RhlR の転写
促進因子としての活性をレポーターアッセイにより検証した。本実験では、pJN105-rhlR（アラ
ビノース誘導型プロモーターの下流に rhlR を配置した RhlR 発現用ベクター）と、pQF50-PrhlA

（rhlAプロモーターの下流に lacZ 遺伝子を配置したプラスミド）を保持する大腸菌 DH5株を



使用し、-ガラクトシダーゼの蓄積量により RhlR の活性を評価した。更に、N 末端領域の機能
とその存在が RhlR の安定性に与える影響をより詳細に調べるため、N 末端を 1 残基ずつ異な
る長さで切り縮めた N 末端短縮バリアントの作製と解析を試みた。 
 
(2) PA1895-1897 の機能解析 

PA1895-1897 の解析を進めるにあたって、まず、これらの既知タンパク質との類似性に着目
した。PA1896 のアミノ酸配列には機能を類推できるような既知モチーフは見出されなかったが、
PA1895 と PA1897 はそれぞれ fatty acid desaturase、fatty acid hydroxylase と相同性を有しており、
これらの脂質関連酵素としての働きを介して QS の阻害が起こるものと考えられた。そこで、
PA1895-1897 の QS 阻害メカニズムに関する仮説として、PA1895-1897 が 3OC12-HSL に直接作
用し分解または修飾する可能性（仮説①）、PA1895-1897 が LasI 阻害物質の産生に関与する可
能性（仮説②）を考え、それらの検証を行った。仮説①の検証実験では、PA1895-1897 を大腸
菌(DH5α pJN105-PA1895-1897)または緑膿菌(PAO1 ΔlasI, ΔrhlI, pJN105-PA1895-1897)内で発現さ
せたのち、菌体ごと 3OC12-HSL に作用させた。反応後の 3OC12-HSL 残存量を、pJN105-lasR
（アラビノース誘導型プロモーターの下流に lasR を配置した LasR 発現用ベクター）と、
pQF50-PlasI（lasI プロモーターの下流に lacZ 遺伝子を配置したプラスミド）を保持する大腸菌
DH5株を用いたレポーターアッセイにより定量し、3OC12-HSL が酵素的な分解または変換を
受けるかを検証した（分解・変換を受ければ LasR との親和性が低下し、レポーター株の応答
が消失または低下すると仮定した）。仮説②の検証実験では、緑膿菌が培養初期から中期にかけ
PA1895-PA1897 の機能を介して産生すると予想されるLasI阻害物質の検出を試みた。実際には、
lasI を導入することにより 3OC12-HSL 合成能を付与した大腸菌株(DH5α pJN105-lasI)を使用し、
その 3OC12-HSL 合成活性が、PAO1 培養上清の培地への添加により阻害されるかを検証した。
なお、阻害物質が細胞内に局在する可能性も否定できないが、本実験では特に放出が起こる可
能性に照準を合わせ検証を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 組換え大腸菌を用いた RhlR の発現と機能解析 
① pET システムによる RhlR 発現の試み: まず、pET システムを用いて RhlR 高発現大腸菌株
(Rosetta 2(DE3)pLysS pET24a(+)-rhlR)を作製の上、発現条件の検討を行った。一般に、組換え大
腸菌によるタンパク質発現実験では、発現量と可溶性画分への発現の成否は発現誘導温度によ
り大きく左右される。また、AHL レセプターはリガンド非結合状態では極度に不安定なため、
可溶性画分への発現には、培地への AHL の添加を必要とすることが知られている（文献⑤）。
以上のことを踏まえ、2 つの発現温度(37C, 16C)と培地への C4-HSL の添加の効果を検討した
が、いずれの条件においても、RhlR は不溶性画分にのみ発現し、可溶性画分への蓄積は認めら
れなかった。 
 
② RhlR の N末端配列に関する考察と N末端短縮型 RhlR の発現実験: RhlR の不溶化の原因を
探るべく、本タンパク質のアミノ酸配列を精査したところ、RhlR の配列は、LasR や QscR に比
べ N 末端側に 6~8 残基分突出しており、かつ、N 末端付近に疎水性アミノ酸残基の連続する特
徴的な領域を持つことを発見した。そこで、この突出した N 末端配列が RhlR の不溶性の一因
であると推察し、2~8 番目の残基を欠失させた状態での発現を試みた。結果、興味深いことに、
当該タンパク質（N 末端短縮型 RhlR）は、C4-HSL の培地への添加の有無にかかわらず、37C
での誘導で可溶性画分に顕著に発現することを発見した。 
 
③ N 末端短縮型 RhlR の精製と DNA結合活性の検討: 大腸菌無細胞抽出液からの N 末端短縮
型 RhlR の単離・精製に取り組んだ。結果、硫安沈殿による分画と複数のカラムクロマトグラ
フィーを組み合わせることにより、本タンパク質を高純度に精製することに成功した。次に、
本精製標品を用いて、ゲルシフトアッセイによる DNA 結合活性の検出を試みた。しかし、反
応液への AHL の添加の有無に関わらず、精製標品に目的の活性は検出されなかった。 
 
④ レポーターアッセイによる転写促進活性の検証: 完全長、および、N 末端短縮型 RhlR の転
写促進因子としての活性を、大腸菌レポーターアッセイにより比較・検討した。結果、完全長
の RhlR は C4-HSL 依存的に顕著な活性を示したのに対し、N 末端短縮型 RhlR は C4-HSL の添
加の有無にかかわらず全く活性を示さなかった。以上のことから、RhlR の N 末端の数残基は、
本タンパク質の転写促進因子としての機能に不可欠であることが示された。一般に、AHL レセ
プターの転写促進機能は、AHL の結合、二量体化、DNA との結合、RNA ポリメラーゼとの相
互作用という段階的な結合反応を経て発揮される。今回作製・解析した N 末端短縮型が活性を
示さなかった理由として、N 末端領域の欠失により上記プロセスのいずれかに支障が生じた可
能性が考えられた。なお、系統的に RhlR に近縁な大腸菌の SdiA においては、6 番目と 7 番目
の両フェニルアラニン残基は二量体形成に関与することが示されている（文献⑥）。RhlR にお
いてこれらの残基に対応するのは 7 番目のフェニルアラニン残基(Phe7)と 8 番目のロイシン残
基(Leu8)であり、それらの残基を失い二量体化できなくなったことが、N 末端短縮型が活性を
示さなかった原因であると推察した。 



 
⑤ N 末端短縮バリアントの作製と解析: 上記の結果を受け、RhlR の N 末端配列に関し更に一
歩踏み込んだ解析を行う必要があると考え、N 末端を 1 残基ずつ切り縮めた一連のバリアント
の作製と解析に取り組んだ。結果、2~5 番目の残基を除去した分子種はいずれも極度の不溶性
と正常な転写促進活性を示したのに対し、6 番目以降の残基を削除した分子種には高い可溶性
と活性の消失が認められた。これにより、活性と不溶性には正の相関があることが明らかとな
った。このような現象が観察される理由として、N 末端短縮バリアントの活性の有無が二量体
化するか否かで決まるという仮説の下、二量体化自体が凝集の引き金になっている可能性があ
るものと推察した。 
 
(2) PA1895-1897 の機能解析 
① PA1895-1897 が AHL に直接作用し分解または修飾する可能性（仮説①）の検証: まず、宿
主として DH5α、ベクターとして pJN105 を用いてアラビノース誘導型の PA1895-1897 発現大腸
菌を作製した。次に、PA1895-1897 を誘導発現させたのち、菌体を 3OC12-HSL に作用させ、分
解または修飾が起こるかを検討した。結果、休止菌体反応液から回収された 3OC12-HSL の総
量は PA1895-PA1897 を保持しない菌体で同様の操作をした場合とほとんど差がなく、本仮説を
支持するデータは得られなかった。次に、大腸菌内で PA1895-PA1897 が正常に発現・機能しな
い可能性を考え、緑膿菌 PAO1 のシグナル合成酵素欠損株である PAO1 ΔlasI, ΔrhlI を宿主とし
て同様の実験を行った（なお、本実験では、緑膿菌が自ら産生する AHL の影響を排除するた
め AHL 合成酵素の欠損株を用いた）。結果、大腸菌を用いて行った実験と同様、PA1895-PA1897
発現株と非発現株の間に大きな差は見られず、仮説は立証できなかった。 
 
② PA1895-1897 が LasI 阻害物質の産生に関与する可能性（仮説②）の検証: まず、大腸菌 DH5α 
に pJN105-lasI を導入することにより、3OC12-HSL 産生能を有する大腸菌株を作製した。次に、
緑膿菌の培養上清中に LasI 阻害物質が含まれるかを、本菌株を用いて検証した。具体的には、
菌を一定の濁度に達するまで MOPS (pH7.0)-LB 液体培地で培養後、PAO1 培養上清の添加の
有・無の 2 条件で 3OC12-HSL の産生を誘導し、一定時間培養を継続したのち、培養液中の
3OC12-HSL 蓄積量を測定・比較した。結果、PAO1 培養上清を添加した場合に 3OC12-HSL 産
生量の若干の低下が見られたものの、LasI 阻害物質以外の成分が間接的に引き起こした差異で
ある可能性等を否定しきれず、仮説の立証には至らなかった。 
 
(3) 総括と今後の展望 
今回、我々は、緑膿菌の QS の総体的理解に向け、重要であるがこれまで十分に解析が行わ

れてこなかった RhlR と QscR に着目し研究を行った。RhlR に関しては、特に特徴的な N 末端
領域に着目して解析を進めた結果、本領域がタンパク質全体の安定性に与える影響、安定性と
機能性の相関等について、多くの新しい知見が得られた。今後は、Phe7、Leu8 のアミノ酸置換
変異体を作製・解析することなどにより上述した二量体化と凝集の関係に関する仮説を検証す
るとともに、AHL の結合が RhlR の性質に与える影響等の解析を実施するため、活性を維持し
た状態で RhlR を調製する方法の検討を進めていきたい。PA1895-PA1897 の作用機序に関して
は、2 つの仮説について検証を行ったが、それらを支持するデータは得られなかった。ただし、
今回の結果は仮説を完全に否定するものではなく、結論を導くには異なる方法を用いた更なる
検証が必要となる。また、上記仮説の他にも、例えば、3OC12-HSL の生合成の前駆物質である
3OC12-acyl carrier protein を枯渇させることにより、本 AHL の合成を抑制する可能性、細胞膜
の脂質組成を変化させることにより 3OC12-HSL の細胞内外への透過性を低下させる可能性な
ど、検証すべき仮説は多く残されている。あらゆる可能性が考えられる中で真実を突き止める
ことは簡単ではないが、PA1895-PA1897 の作用機序の解明に向け粘り強く研究に取り組んでい
きたい。 
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