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研究成果の概要（和文）：強い薬剤抵抗性を持ち，多剤耐性化しやすく，院内感染の主要な原因菌となっている
緑膿菌が鉄欠乏状態で分泌するヘム鉄獲得蛋白質HasAに、ガリウムフタロシアニンを捕捉させた人工金属蛋白質
を開発した。人工金属蛋白質を緑膿菌に作用させると、10分間の赤色光を照射するだけで99.999％以上の緑膿菌
を光殺菌できる、既存の抗生物質とは作用機序が異なる新規殺菌手法である。多剤耐性緑膿菌も殺菌できること
を確認するとともに、緑膿菌のみを高選択的に殺菌可能な手法であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pseudomonas aeruginosa, one of the more notorious opportunistic human 
pathogens, which has been classed with the highest priority level of “critical” by the World 
Health Organization (WHO). We demonstrated that bacterial heme transport systems can be exploited 
for the delivery of antimicrobials to the intracellular space of target bacteria with high 
specificity. We demonstrated that, analogous to heme uptake, HasA can specifically traffic an 
antimicrobial, gallium phthalocyanine (GaPc), into the intracellular space of Pseudomonas aeruginosa
 the interaction of HasA with its outer membrane receptor HasR. HasA enables water-insoluble GaPc to
 be mistakenly acquired by Pseudomonas aeruginosa, permitting its sterilization (>99.99%) by 
irradiation with near-infrared (NIR) light, irrespective of antibiotic resistance. This specific 
route of antimicrobial transport enables the efficient sterilization of P. aeruginosa, including its
 multidrug-resistant strains (MDRP).

研究分野： 生物無機化学

キーワード： ヘム獲得蛋白質   　緑膿菌 　ポルフィリン　フタロシアニン　光殺菌　増感剤 　多剤耐性菌 　結晶
構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
緑膿菌はヒトに日和見感染する病原菌であり，高い薬剤抵抗性や薬剤耐性化しやすい性質から，既存の抗生物質
が効かない薬剤耐性緑膿菌が多く発生している．世界保健機関(WHO)は最も危険な薬剤耐性菌の1種としてカルバ
ペネム系抗生物質に耐性化した緑膿菌をあげており，従来の抗菌薬とは作用機序が異なり耐性化されにくい，緑
膿菌感染症の新たな治療法開発が強く望まれている．本研究では，日和見感染菌の緑膿菌を標的とし，合成金属
錯体を内包させた人工金属蛋白質を構築し，従来の抗菌薬とは全く異なる作用機序の緑膿菌高選択的な光殺菌法
を開発した．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
緑膿菌は，日和見感染を引き起こすグラム陰性菌で，強い薬剤抵抗性を持ち，多剤耐性化しやす
く，院内感染の主要な原因菌となっている．発症率が極めて高く（白人の乳児の 2〜3 千人に 1
人），呼吸困難や細菌感染症により成人に達するまでに多くの患者が亡くなる常染色体劣勢遺伝
の「嚢胞性線維症」では，緑膿菌の呼吸器感染治療が特に重要となっている．緑膿菌は，鉄欠乏
状態になるとヘム獲得蛋白質(HasA)を分泌し，鉄源としてのヘムを宿主から獲得するシステムを
作動させる．HasA は，菌体外でヘモグロビンなどのヘム蛋白質からヘムを獲得し，緑膿菌外膜
の特異的受容体の HasR にヘムを受け渡す役割を持つ．HasA を介するヘム獲得を阻害すること
ができれば，緑膿菌の鉄獲得経路の一つを遮断することができる．また，HasA に合成金属錯体
を取り込ませて緑膿菌にヘムとは異なる金属錯体を積極的にとりこませることにより，緑膿菌
を殺菌できると考えられる．例えば，光照射によって一重項酸素を発生させる金属錯体を取り込
ませることで，緑膿菌を選択的に死滅させることも可能となる．また，金属錯体に抗菌薬を連結
して，「トロイの木馬」の手法によって緑膿菌に抗菌薬を取り込ませることができれば，鉄獲得
の遮断との相乗効果が期待できる．これまで，ヘム以外の金属錯体を取り込ませた HasA を利用
する緑濃菌の殺菌を視野に入れた研究を進め、HasA がヘムとは構造の異なる骨格の合成金属錯
体と複合体を形成することを，結晶構造解析により明らかにするとともに，鉄フタロシアニンや
鉄ジフェニルポルフィリンとその誘導体を取り込ませた HasA を作用させるとヘムの獲得が阻
害されることを明らかにしてきた． 
 
２．研究の目的 
日和見感染を引き起こす緑膿菌をはじめとするグラム陰性菌の鉄獲得システムは，その作
用機序の理解および鉄獲得阻害による殺菌への応用を視野に入れた研究が報告されている
が，ヘムとは構造が大きく異なる合成金属錯体とヘム獲得蛋白との相互作用や取り込みに
関しては我々の研究成果以外にはほとんど報告がない．本研究では、合成金属錯体を取り込
ませた HasA によるヘム鉄獲得阻害，光照射殺菌，そして抗菌薬修飾を組み合わせることに
よる緑膿菌殺菌システムを開発することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
大腸菌を宿主とする蛋白質の過剰発現系によって，ヘム獲得蛋白質(HasA)を発現し，各種カラム
クロマトグラフィーによって精製し，単離した．結晶化には，さらにイオン交換クロマトグラフ
ィーによって高度に精製した蛋白質を用いた．X 線結晶構造解析は，SPring-8 のビームライン
BL26B1/B2 によって行った．緑膿菌の増殖阻害は、緑膿菌培養液の濁度測定によって評価し、合
成金属錯体を取り込ませた HasA とヘムを取り込ませた通常の HasA を同時に加えることによ
り、ヘム獲得阻害との関連を調べた。緑膿菌の光殺菌は、人工金属酵素を作用させたあとに、緑
膿菌に対して赤色光を照射し、照射後の菌体をプレートに塗布して培養し、コロニー形成数より
殺菌率を算出した。合成金属錯体の取り込みは、蛍光顕微鏡観察によって、緑膿菌に取り込まれ
た合成金属錯体の蛍光により評価した。緑膿菌の生死判定は，SYTO-9（全細胞染色）と Propidium 
Iodide（死菌のみ染色）により二重染色した緑膿菌の蛍光顕微鏡観察でも行い，蛍光が緑色から
橙色に変化した場合に，近赤外光の照射によって緑膿菌が死滅していると判断した．緑膿菌によ
るガリウムフタロシアニンの取り込みの機構を詳しく調べるため，蛍光分子のフルオレセイン
を化学修飾した HasA（FL-HasA）を作成した．FL-HasA は，ガリウムフタロシアニンが内包さ
れている場合，FRET（Fluorescence Resonance Energy Transfer）によりフルオレセインの蛍光が消
光するよう設計し，ガリウムフタロシアニンを内包した FL-HasA（FL-GaPc-HasA）を緑膿菌に
直接作用させることにより，HasR を介してガリウムフタロシアニンが緑膿菌に取り込まれる様
子をガリウムフタロシアニンの放出に伴うフルオレセインの蛍光回復として検出した．  
 
４．研究成果 
HasA がヘムとは構造の異なる骨格の合成金属錯体と複合体を形成することを，結晶構造解析に
より明らかにするとともに，鉄フタロシアニンや鉄ジフェニルポルフィリンとその誘導体を取
り込ませた「偽の HasA」を作用させるとヘムの獲得が阻害されることを明らかにした．合成金
属錯体を内包させた「偽の HasA」を用いて，緑膿菌のヘム獲得を阻害する新たな緑膿菌の増殖
抑制法を確立したが、緑膿菌の増殖を一時的に止める静菌的な効果のみを発揮し，殺菌的な作用
はない．鉄フタロシアニンの代わりに非消光性のガリウムフタロシアニンを HasA と複合化し
て，鉄欠乏状態で培養した緑膿菌の培養液に添加したのち，可視光(680nm)を照射することによ
り緑膿菌を殺菌できることを見出した．10 分間の可視光照射で 99.999%の緑膿菌を殺菌できる
ことを確認した。蛍光顕微鏡観察により，ガリウムフタロシアニンが緑膿菌に取り込まれている
ことを確認した．菌体内に取り込まれたガリウムフタロシアニンが可視光照射により励起され，
一重項酸素が生成し緑膿菌を死に至らしめたと考察している．多剤耐性緑膿菌も同様に殺菌で
きることを確認している．フタロシアニンは生体由来組織への影響が最も少ない 650nm-700nm
に非常に強い吸収を持つ理想的な光増感剤であり，肺がん，食道がん，子宮頸がんを治療する光
線力学療法における第二世代の光増感剤としてその利用が検討されており，肺や食道に感染し



ている難治性の多剤耐性緑膿菌の殺菌法として有効と考えられる．また，殺菌が非常に難しいバ
イオフィルムを形成した緑膿菌であっても高効率に殺菌することができることも明らかにした。
緑膿菌外膜の特異的受容体の HasR を欠損させた緑膿菌に HasA－ガリウムフタロシアニン複合
体を作用させたのち，蛍光顕微鏡によりガリウムフタロシアニンの蛍光を観察すると，標準株の
緑膿菌のみ蛍光が観測され，HasR を欠損させた緑膿菌では，蛍光は観測できなかった．また，
HasR を持たない大腸菌とセラチア菌は光殺菌されないことを確認しており，HasA－ガリウムフ
タロシアニン複合体を用いる殺菌手法は，緑膿菌のみを高選択的に殺菌可能な手法であること
を明らかにした。 
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