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研究成果の概要（和文）：生体内に形成されたバイオフィルムは、慢性感染症を引き起こす。この原因として、
抗菌薬抵抗性が注目されており、そのメカニズムを解明することを目的として、2成分制御系を中心に研究を行
った。
cbrBやphoB欠損株では、バイオフィルム形成後、抗菌薬抵抗性が非常に低下していた。CHIP-seq解析により直接
制御する遺伝子を見出そうとしたが、達成することはできなかった。また、環境ストレスにより抗菌薬抵抗性が
上昇することが明らかとなり、2成分制御系の関与が示された。緑膿菌はバイオフィルム形成などの環境ストレ
スにより、抗菌薬抵抗性を獲得し、その中で2成分制御系が重要な役割を担っていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Biofilms formed in the body cause various chronic infections. Antibiotic 
tolerance has attracted attention as a reason why antibiotics are ineffective. We have reported that
 two-component regulatory systems also play important roles. To clarify the mechanism of antibiotic 
tolerance, we focused on the two-component regulatory systems, such as cbrA-B and phoB-R. 
Compared to the PAO1, the cbrB and phoB-deficient mutant showed low antibiotic tolerance in biofilm 
cells. We attempted to find genes directly controlled by the cbrA-B and phoB-R systems by CHIP-seq 
analysis, but could not achieve these results in this time. It was also revealed that antibiotic 
tolerance increased by environmental stress. These results indicate that P. aeruginosa acquires 
antibiotic tolerance due to environmental stresses such as biofilm formation, and that the 
two-component regulatory systems play an important role in this process. 

研究分野：細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
緑膿菌バイオフィルムによる感染症は、慢性呼吸器感染症をはじめとして、医療の現場では問題となることが多
い。現在の治療薬では十分な効果が得られないものの、新たな治療薬の開発の停滞は、世界的にも大きな問題と
なっており、感染症を取り巻く現状は非常に厳しい。我々の研究はまだ基礎的な段階であるものの、新たな治療
薬の創出に向け、これまでにない薬剤のターゲットが存在することを示唆しており、新規治療薬の開発に大きく
貢献することができるものと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
抗菌薬抵抗性とは遺伝子の変異を伴う耐性菌とは異なり、遺伝子発現の異なる細胞が一時的に

抗菌薬の殺菌作用から免れる現象である。単細胞生物である細菌があたかも多細胞生物のよう

に振る舞い、バイオフィルムなどの集団の中で一部のものが生き残る非常に高度な生存戦略で

あると考えられている。しかし、そのメカニズムについてはほとんど明らかになっていない。生

体内に形成されたバイオフィルムは除去することが困難であり、呼吸器疾患、尿路感染症、副鼻

腔炎など様々な慢性感染症を引き起こす。バイオフィルム形成菌に対し、抗菌薬は十分な効果を

示さないものの、そこから分離した細菌は、薬剤感受性試験では抗菌薬に対し“感受性”を示す

ことが知られている。この理由として、長い間バイオフィルムの物理的なバリヤー効果のためで

あると考えられて来たが、近年一部の抗菌薬を除き、ほとんどの抗菌薬はバイオフィルム内部に

浸透することが明らかとなり、抗菌薬が効かない理由として、抗菌薬抵抗性が注目されている。 
 これまでに、慢性感染症や難治性感染症の原因となる緑膿菌において、RNA ポリメラーゼσ因

子、c-di-GMP や psl 遺伝子が抗菌薬抵抗性に重要な役割を果たしていることを明らかにしてき

た。さらに、２成分制御系なども重要な役割を担っていることを報告してきた（K. Murakami*, T. 
Ono, Y. Noma, I. Minase, T. Amoh, Y. Irie, K. Hirota and Y. Miyake. Explorative gene analysis of antibiotic 
tolerance related genes in adherent and biofilm cells in Pseudomonas aeruginosa. J Infect Chemother, 23 
(5), 271-277, 2017）。２成分制御系は、細胞膜に存在するセンサータンパク質と細胞質内に存在す

るレギュレータータンパク質からなり、細胞外からの環境ストレスなどの刺激を、リン酸化によ

り細胞内に伝達し、標的遺伝子の発現を制御するシステムであり、緑膿菌では６９個のセンサー

と、８９個のレギュレーターの存在が推測されているが、その多くは詳細な機能が明らかとなっ

ていない。今回、この２成分制御系に着目して研究を実施した。 

 
２．研究の目的 
 抗菌薬抵抗性メカニズムを解明することを目的として 2 成分制御系研究を中心にその解析を

行った。これまでにトランスポゾン変異株を用いたスクリーニングにより、２成分制御系である

cbrA-B や phoB-R がバイオフィルム形成菌における抗菌薬抵抗性に重要な働きをしていることを

報告している。そこで、cbrA-B や phoB-R 系を中心とした、2 成分制御系に着目し、これらの情

報伝達経路を明らかにし抗菌薬抵抗性メカニズムを解明することを目的としている。 

 
３．研究の方法 
（１）cbrB, phoB 遺伝子欠損株、相補株の作製とバイオフィルム形成菌における抗菌薬

抵抗性の測定 

cbrB, phoB 遺伝子の in-frame 欠損株を作製し、pJN109 を使用した相補株を作製する。

これらの株を使用し、ペグバイオフィルムシステムを利用し、バイオフィルム形成菌に、

ビアペネムを作用させた後、生存菌数を測定し、抗菌薬抵抗性を測定する。 

 

（2）抗 CbrB および抗 PhoB ポリクリナール抗体の作製 

 cbrB, phoB遺伝子を pQE-1 に導入し、His-tag融合 CbrB および PhoB タンパク質を、大腸菌

に発現させる。次に、Ni-Ti カラムを用いて精製を行い、ウサギに免疫し、抗 CbrB および抗 PhoB
ポリクリナール抗体を作製する。 
 
（3）CHIP-seq解析 

 コロニーバイオフィルム法を用いて、バイオフィルムを作製し、得られた菌体を架橋反応によ

りタンパク質の DNAへのクロスリンクを行い、菌体の溶解後、ソニケーションにより DNA の断片

化を行う。その後、抗 CbrB および抗 PhoB 抗体を用いて免疫沈降し、CbrB や PhoB タンパク質

と結合している DNA を回収する。精製後、次世代シークエンンサーを用いて、DNA の塩基配列

を決定し、CbrB および PhoB タンパク質が直接制御する遺伝子を検索する。 

 

（4）2成分制御系欠損変異株の作成とストレスによる抗菌薬抵抗性 

 cbrA-B や phoB-R 系に加え, gacS/retS/ladS-gacA, wspR-E, cpxA-P-R, eraR-S, copR-S, rocA2-
S2, irlR, pprA などの 2成分制御系の欠損変異株を作成し、ペグバイオフィルムや 加圧に



よるストレスによる抗菌薬抵抗性の変化について検討した。 

 

（5）マイクロアレイを用いたトランスクリプトーム解析 

 PAO1 株を用いて，2 成分制御系に関わる遺伝子について、抗菌薬添加後の遺伝子発現の

変動を GeneChipを用いて解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）PAO1 株と比べ，cbrB および phoB 欠損株では、バイオフィルム形成後、ビアペネム

に６時間作用させた後の生菌数は，約 1/1000 程度にとどまり、抗菌薬抵抗性が非常に低下して

いることが明らかとなった。さらに、これらの遺伝子の相補株では、生菌数はほぼ親株と同程度

まで回復していた。ビアペネム添加前の生菌数は、いずれも親株と同程度であったことから、

cbrB および phoB 遺伝子が、バイオフィルムにおける抗菌薬抵抗性に重要な役割を担っ

ていることが確認された。 

 

（２）His-tag融合 CbrB および PhoB タンパク質の、大腸菌での大量発現に成功し、精製を行っ

た。Ni-Ti カラムを用いた精製では、様々な条件検討を行ったが、完全な単一タンパク質として

の精製は困難であった。そこで、SDS-PAGE、CBB 染色後、アクリルアミドゲルから、切り出す

ことにより、タンパク質を回収した。回収したタンパク質をウサギに免疫し、ポリクロナール抗

体を作製した。得られたポリクロナール抗体について、ウェスタンブロッティングを行い、

得られたポリクロナール抗体が、CbrB や PhoB タンパク質に反応することを確認した。 
 

（３）コロニーバイオフィルム から回収した緑膿菌について、CHI-Seq 解析を実施した。しか

しながら、CbrB および PhoB タンパク質結合 DNA 配列を特定することが出来なかった。CHIP-

seq 解析では、多くのステップが存在するため、様々な条件で検討を実施したものの、DNA の回

収に成功することが出来なかった。今後はこの抗体を用いて、さらに条件検討を行い、CbrB お
よび PhoB タンパク質が直接制御する遺伝子を解析したいと考えている。 

 

 (４) cbrA-B や phoB-R 系以外の 2成分制御系に着目し、１０個の in-frame 欠損変異株の作製

に成功した。それらの株について、ペグバイオフィルム システムを用いて、バイオフィルム形

成後の抗菌薬抵抗性について検討したものの、抗菌薬抵抗性が大きく低下した株は見つからな

かった。続いて、加圧ストレスを加えた菌の抗菌薬抵抗性について検討したところ、PAO1 株で

は、ストレスにより、抗菌薬抵抗性が大きく上昇する現象が確認された。そこで、2成分制御系

の欠損変異株について検討したところ、cbrA-B, gacS/retS/ladS-gacA, cpxA-P-R 系が、抗菌薬

抵抗性に関与していることが分かった。 

 

（５）マイクロアレイを用いたトランスクリプトーム解析では、抗菌薬添加後の 2成分制御系遺

伝子の発現について検討したが、明かに大きく変動した遺伝子を見出すことは出来なかった。今

後は、抗菌薬添加後の経時的な変動も含め、詳細な検討を実施する予定である。 
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以上の結果から，緑膿菌はバイオフィルム形成などの環境ストレスにより、抗菌薬抵抗性を獲得

し、その中で 2成分制御系が重要な役割を担っていることが明らかとなった。今後さらなる詳細

なメカニズムの検討が必要であるが、2成分制御系はバイオフィルム感染症治療薬の開発におい

て，新たなターゲットとなる可能性が示された。 
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