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研究成果の概要（和文）：異種細菌間の情報伝達ネットワークを同定し、ネットワークを形成している分子と、
情報伝達物質や宿主環境に存在する物質との相互作用を明らかにし、異種細菌間の競合・協調の機構や、存在す
る物質の検出・同定を目指す。宿主環境への適応や、異種細菌が存在する中での生存に関与している異物排出ト
ランスポーターについて、異種細菌に存在する数百個ものトランスポーターについて系統発生に関する解析を進
め、菌種ごとのトランスポーターの役割の違いを明らかにし、胆汁酸や脂肪酸抵抗性への関与を解明した。ま
た、腸内で一部の細菌が産生するインドールについて、従来の抽出や濃縮に頼らない方法で検出することにも成
功した。

研究成果の概要（英文）：This project aims to identify the signaling networks among heterologous 
bacteria and to elucidate the interactions between the molecules forming the networks and the 
signaling molecules and substances present in the host environment, and to detect and identify the 
mechanisms of competition and cooperation among heterologous bacteria and the substances present in 
them. In this study, regarding the drug efflux pumps that are involved in adaptation to the host 
environment and survival in the presence of heterologous bacteria, we conducted analyses on 
phylogenetic development of hundreds of pumps in heterologous bacteria, clarified the different 
roles of the pumps in different bacterial species, and elucidated their involvement in bile acid and
 fatty acid resistance. We also succeeded in detecting indole, which is produced by some bacteria in
 the intestine, by a method that does not rely on conventional extraction or enrichment.

研究分野： 細菌学･薬学

キーワード： 腸内細菌　異物排出　トランスポーター　インドール　胆汁酸　脂肪酸　サルモネラ　大腸菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで細菌の異物排出トランスポーターは、耐性化を理解するため研究が進められてきた。本研究により、胆
汁酸や脂肪酸への抵抗性に関与していることが明らかになり、様々な細菌が生存している環境において、環境に
応答するたにもトランスポーターが必要であることが分かった。さらに、数百種におよぶ系統解析は、他細菌や
生物種に存在する未知のトランスポーターをより簡便に分類するためのツールとして役立つ。また、宿主環境適
応におけるトランスポーターの生理的役割を理解する上でも役立つものである。さらに、腸内細菌が産生するイ
ンドールを簡便に検出する方法を開発した。成果は、細菌恒常性を破綻させることのできる創薬にもつながる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 現在、臨床現場において難治性の様々な細菌性感染症が出現し、感染症は未だに医療従事者が
直面する重要な問題である。細菌培養法の確立は、細菌を単離して病気の原因を同定するコッホ
の原則の確立につながった。その後、微生物学が発展し、分子生物学の進歩に伴い、細菌の病原
性や薬剤抵抗性等に関与する遺伝子が同定され、これらフェノタイプを分子レベルで理解する
ことが可能になってきた。しかし、これまで細菌によって引き起こされる様々な現象は、単一菌
種を分離した上で解析されることが多く、純粋培養だけでは説明ができない様々な現象が存在
している。これら腸内細菌には、食物の消化やビタミンの合成、ヒトの免疫系の教育など、様々
な有益な役割があることが分かってきたが、異種細菌間や細菌宿主間でどのような競合･協調作
用があるのか、あまり分かっていない。 
 これまで、細胞間コミュニケーションが同菌種だけで行われるのではなく、異菌種間でも起こ
っている可能性を考えて、研究を進めてきた。その結果、腸内フローラが産生するインドールが、
インドール非産生菌であるサルモネラの病原性と運動性を抑制していることを見出した。最近
の研究によって、微生物コミュニティーにおける情報伝達物質としてのインドールの機能が注
目され、インドールが大腸菌の遺伝子発現を制御することを明らかにしてきたが、今回、新たに、
インドール非産生病原細菌サルモネラにもインドールが影響をおよぼす事実を明らかにした。
腸内には、大腸菌以外にも、複数のインドール産生菌が存在しており、これら腸内フローラによ
って産生されるインドールが、病原細菌による感染を未然に防御していることが明らかになり、
感染防御の観点からも新たな視点が生まれつつある。また、予備的実験の結果、インドールに応
答する制御ネットワークの一部が、宿主環境物質を認識して、細菌の病原性･薬剤抵抗性といっ
たフェノタイプを調節していることが分かりつつある。異種細菌が存在する腸内等の環境にお
いて細菌が産生する情報伝達物質を検出･同定することや、宿主内における細菌の環境適応機構
を明らかにすることが、重要な課題になってきた。 
 
２．研究の目的 
 人体には、自身の細胞数の約１０倍にあたる数の細菌が生息しているが、これまでの細菌学で
は、歴史的に、シャーレを用いて単一種の細菌を分離する純粋培養にもとづく解析がほとんどで
あったため、異種細菌間の競合･協調ならびに複数種の細菌と宿主間の相互作用についての理解
が進んでいない。本計画は、異種細菌が存在している腸内等の環境において細菌が産生している
情報伝達分子の検出･同定を行うとともに、細菌の宿主環境適応機構解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(１）異種細菌が存在する宿主内での環境適応に細菌の異物排出トランスポーターが関与する可
能性を考え、160 種以上の異なる細菌種のトランスポーターについて、系統樹解析を行った。ま
た、これらトランスポーターの内、進化的に古いものと新しいものを選択し、宿主中に存在する
化合物も含めて基質として認識されるかどうかについて、細菌株を構築し解析を行った。 
 
(２）また、異種細菌間の情報伝達物質にも関係し、異物排出トランスポーターによっても輸送
されることが知られているインドールについて、簡便に検出･同定することのできる方法につい
て検証を行った。 
 
(３）さらに、腸内細菌科に属する複数の細菌がどのようにして脂肪酸の存在する環境で生存で
きるのか、その機構を明らかにする目的で、研究を進めた。脂肪酸は、静菌作用や殺菌作用を発
揮し、細菌の増殖や生存を抑制するが、細菌がそれに適応するための機構を解明するための実験
を行った。 
 
４．研究成果 
(１）近年の研究から大腸菌をはじめとする細菌の RND 型薬剤排出ポンプ AcrB が、宿主環境への
適応や、異種細菌が存在する中での生存に関与していることが明らかになりつつある。そこで、
本研究では、異種細菌に存在する数百個もの RND 型薬剤排出ポンプについて系統発生に関する
解析を進めた。 
 その結果、インフルエンザ菌の多剤排出ポンプ AcrB（AcrB-Hi）が、進化上、比較的古い排出
ポンプであることを明らかにし、新しいポンプである大腸菌 AcrB（AcrB-Ec）との機能を比較し
て解析を行った。様々なポンプ阻害剤が開発されているが、本研究では、これら阻害剤が進化的
に古いインフルエンザ菌のポンプに効力を示さない等、全ての RND 型の多剤排出ポンプを阻害
できない可能性があることが分かった。また、排出ポンプ AcrB に加えて、外膜タンパク質 OmpP2
との組み合わせで、インフルエンザ菌のβ-ラクタム系抗菌薬感受性が決定されていることを分
子的に証明し、新たな知見を提供することができた。インフルエンザ菌の多剤排出ポンプ AcrB



（AcrB-Hi）が、と大腸菌 AcrB（AcrB-Ec）は、共通して多くの抗菌薬を認識する能力があった
が、異なる点として、AcrB-Ec は胆汁酸塩を認識し本菌の胆汁中での生育に関与するのに対して、
AcrB-Hi は胆汁酸塩の認識能を有していなかった。この基質認識性の違いは、菌の生育環境に依
存していることが考えられ、大腸菌が腸内環境で生存するためにも胆汁に耐性を持つことが必
要であり、AcrB-Ec が胆汁酸認識能力を持つことになったことが示唆された。数百種類にもおよ
ぶ排出ポンプの系統解析は、これまでに研究されていなかった他の細菌や生物に存在する排出
ポンプの機能と分類を予測するのにも役立つと考えられる[1]。 
 
(２）腸内等の異種細菌が存在する環境の中で、インドール産生菌を判別するための技術開発に
取り組んだ。細菌が産生するインドールはトリプトファンに由来するシグナル分子であり、細菌
の呼吸ガスに存在する。インドールは、細菌の増殖に影響を与えるだけでなく、炎症へのプラス
の効果や病原体からの保護など、人間の健康にも影響をおよぼす。細菌が産生するインドールを
分析するには、その収集と検出が必要である。従来の方法では、サンプルからインドールを抽出
する必要がある。今年度の研究では、細菌から直接ガス含有量を特定する可能性を考えその方法
を確立し、遠心分離や抽出を必要とせずに細菌種やその遺伝型の違いを区別することを目的と
した。液体培養物の上に配置された吸収シートを使用して、細菌から直接ガス含有量を収集する
ことができた。分析には GC-MS を使用した。結果は、野生型大腸菌のインドールに起因する明確
なピークを示す一方で、トリプトファンからインドールを産生するのに関与するタンパク質
TnaAB をコードする遺伝子を欠損させた株からは検出されなかった。インドールは、低 nmol 範
囲で存在することが測定された。この方法は、細菌ゲノムに tnaAB 遺伝子が含まれているかどう
かを識別でき、細菌培養物からガス化合物を迅速かつ簡単に収集するために使用できる[2]。 
 
(３）腸内細菌科に属する複数の細菌がどのようにして脂肪酸の存在する環境で生存できるのか、
その機構を明らかにする目的で、研究を進めた。脂肪酸は、静菌作用や殺菌作用を発揮し、細菌
の増殖や生存を抑制する。細菌は、これらの抗菌効果を克服するために、未定義のメカニズムに
よって環境に適応している。グラム陰性菌では、薬物排出系が様々な物質に対する耐性と関連し
ていることが知られており、これまでの研究により大腸菌やサルモネラにおいて複数の排出系
が同定されている。本研究では、これらの細菌の脂肪酸耐性に薬物排出系が寄与しているかどう
かを調べた。サルモネラおよび大腸菌の薬物排出トランスポーターの欠失株と過剰発現株を用
いて、脂肪酸に対する感受性を測定した。その結果、サルモネラでは acrAB, acrEF, emrAB, tolC
が脂肪酸に対する抵抗性に寄与することが明らかとなった。さらに、TolC とともに機能するこ
とが知られている EmrAB は、TolC とは独立した形サルモネラの脂肪酸耐性に寄与しているが明
らかになった。注目すべきは、通常、EmrAB は TolC 依存的に抗菌薬耐性に関与しているが、脂
肪酸耐性には、TolC 非依存的に関与していることが判明し、EmrAB による TolC 利用が基質依存
的であることが示されたことである[3]。 
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