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研究成果の概要： 
緑膿菌の多剤耐性化因子の一つは多剤排出ポンプ(MexAB-OprM)にある。このポンプを阻害し

て、多剤耐性の抑制を試みた。 

（１）OprM の細胞外ループに対する抗体を作成し緑膿菌に作用させると、菌は薬剤に感受性

となった。 
（２）ポンプサブユニットの集合を阻害するためのペプチドを合成した。このペプチドを作用

させると、菌は感受性となった。 
これらの結果は抗体とペプチドはポンプ阻害剤として働くことを示す。 
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１．研究開始当初の背景 
 ペニシリンを代表とする抗生剤が細菌感染
症に劇的な効果を現わしたことから、２０世
紀初頭までは恐ろしい病気であった感染症
も克服されたように思われていた。ところが、
近年、多剤耐性菌が出現するようになり、そ
の頻度が大きくなっている。多剤耐性菌は現
在使用されている抗生剤のほとんどに耐性
を示すので、化学療法の有効性が失われ、臨
床上深刻な問題となっている。その一例とし
て、世界の多くの地域でいまだに重要な感染
症となっている結核においても、多剤耐性結
核菌の出現が大きな問題となっている。 
 緑膿菌は日和見感染症や院内感染症の主
要原因菌で、もともと抗生剤に耐性を示すの
で、その治療に使われる抗生剤も限定されて
いる。さらに、近年、本菌でも多剤耐性菌が
出現するようになり、ほとんどの抗生剤が効
かにいような状況となり、深刻な問題となっ
ている。 
 緑膿菌の多剤耐性化に大きく関与するの
が RND 型の多剤排出ポンプである。このポ
ンプは三つのサブユニットからなり、細胞内
に侵入してきた薬剤を能動的に細胞外に排
出する。それによって細胞内の薬剤の濃度が
減少し、薬剤に耐性となる。さらにこのポン
プは構造が異なる種々の薬剤を認識して排
出するので、菌が多剤耐性化するようになる。 
 緑膿菌で主要な役割を担っているのが、
MexAB-OprM である。MexB は菌の内膜に存
在するトランスポーター、OprM は外膜にあ
って薬剤通過のためのチャネル、および
MexA はこれら二つのタンパクをリンクする
ぺリプラズムタンパクである。このような構
造は薬剤の細胞外への排出に大変適してお
り、効率よく薬剤を排出することができる。
我々はこのポンプの構造と機能に関する研
究を行い、この中で、OprM がチャネル形成
タンパクであることを in vitro 系で証明し、さ
らにこのサブユニットの性質を明らかにし
てきた。 

このような研究成果をもとにして、我々は
新たな多剤排出ポンプの阻害剤を開発する
ことで、緑膿菌の多剤耐性化を抑えることを
試みた。 
 
 
２．研究の目的 
 緑 膿 菌 の 多 剤 排 出 ポ ン プ で あ る
MexAB-OprM の機能を抑えることで、本菌の
多剤耐性を薬剤感受性に変える。それによっ
てこれまで使用できなかった抗生剤を有効
に使えるようにし、緑膿菌感染症の治療に役

立えることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）モノクローナル抗体の作成 
 OprM には細胞外ループが二か所ある。そ
れぞれ１０アミノ酸残基からなる小さな領
域であるが、そのうちの一か所の部分に対す
る抗体の作成を行った。そこでこの部分のア
ミノ酸配列と同じ配列をもつペプチドを合
成し、それを抗原としてマウスに免疫した。 
その後、通常の方法を使って、抗体産生ハイ
ブリドーマを調製した。そして細胞上清に特
異的にペプチドを認識できる抗体があるか
を ELISA で検討した。目的とする抗体が醸成
にあるとわかった場合、アフィニティークロ
マト法を用いてモノクローナル抗体を精製
した。 
（２）タンパク間相互作用を阻害するペプチ
ドの合成 
 MexAB-OprM ポンプでまず MexA と OprM
間の相互作用を阻害することができると期
待されるペプチドをつくる。そのためには
MexA と相互作用し接触している領域が
OprM のどこにあるのかを知る必要がある。
これまでの研究で OprM の赤道ドメインと呼
ばれるがそれに相当すると推定されている
ので、その部分のアミノ酸配列を基にしてペ
プチドを合成する。 
 次に、同じようにして MexB と OprM 間の
相互作用を阻害するためのペプチドを合成
する。この時に使ったアミノ酸配列は、OprM
でぺリプラズムに突出した先端部を構成す
る部分のアミノ酸配列と同じものである。 
（３）抗体およびペプチドのポンプ阻害活性
の測定 
 ほとんど抗菌活性を発現しない低濃度の
抗生剤を緑膿菌に添加した環境で菌を培養
する。一方、この系に抗体あるいはペプチド
を添加し培養する。一定時間の後に菌を寒天
プレートに撒き、一晩培養し、コロニー数を
カウントして、生菌数を見積もる。抗体ある
いはペプチドを添加した時に、生菌数がどの
ように減少するかを調べることで、ポンプの
機能をどの程度阻害するのかを明らかにす
る。 
（４）ポンプタンパク質の精製 
 MexA,MexB および OprM タンパクを精製
するため、これらタンパクにヒスチジンタグ
を付加する。その方法はタンパク遺伝子の３
❜側にポリヒスチジンをコードする塩基配列
を挿入し、この改変遺伝子を大腸菌で発現さ
せるものである。次に、大腸菌を破砕し、得
られたタンパク質の混合液をコバルトカラ



ムを用いたアフィニティークロマトで精製
した。 
（５）タンパク間相互作用の検出 
 Native PAGE (poly acrylamide gel 
electrophoresis)を用いて、ポンプサブユニット
間の相互作用を調べた。二種類の精製したタ
ンパク質を混合して電気泳動にかけると、も
とのタンパク質のバンド以外にタンパクバ
ンドが見られた場合、これがタンパク間相互
作用の結果生じた複合体であるとわかる。こ
の系にペプチドを添加して複合体のバンド
の変化を調べることで、ペプチドの複合体形
成を阻害するのかどうかがわかる。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

        図２ ４．研究成果 
  
図２は OprM の二次構造を示している。これ
から明らかなように OprM れぞれ１０アミノ
酸残基からなる小さな領域である。これらル
ープがポンプの機能に関与しているかどう
かを調べるために、これらループに対してシ
ステインスキャンニングを行った。このうち
の E2 のアミノ酸配列を以下に示す。 

 
 
 
 
 
 
 

Arg-Gln-Lys-Ser-Gly-Leu-Phe-Asp-Ala-Gly  
この配列で端から順に一つづ Cys 残基に置

換した変異体を構築した。そのためにプラス
ミドに挿入されている OprM 遺伝子に部位特
異的変異導入法により変異を導入した。塩基
配列を決定し、正確に変異が導入されている
ことを確認した。次に、この変異 OprM 遺伝
子をもつプラスミドを OprM 欠損緑膿菌株に
導入し、その結果、タンパク質が発現してい
るかどうかを、抗 OprM 抗体を用いたウエス
タンブロット法で調べた。すべての変異株で
正常に OprM タンパク質が発現されているこ
とが確認された。 

 
 
 
 
 

図１ 
 
緑膿菌の主要な多剤排出ポンプである

MexAB-OprM を図１に示す。本ポンプは細胞
内にある薬剤あるいはぺリプラズムにある
薬剤を内膜を介して形成されたプロトン濃
度勾配を利用して、能動的に細胞外に排出す
る。このとき、内膜と外膜の二つの膜を一度
に通り越して細胞内にある薬剤を排出する
という特徴を持っているので、非常に効率の
良いポンプである。また、本ポンプは構造が
異なる種々の抗生剤を認識するので、ポンプ
が働くだけで菌は多剤耐性化する。従って、
このようなポンプの機能が阻害できれば、多
剤耐性を抑えることができ、そうなれば耐性
菌には使用できなかった抗生剤が緑膿菌感
染症の治療に使えるようになる。 

 次に、このようにして作成した１０種類の
変異株のポンプ機能が変化して以下を検討
した。その方法として菌の抗生剤感受性試験
を用いた。もし薬剤排出ポンプの機能が損な
われていた場合、薬剤を排出できず、その結
果、薬剤が効くようになるので、菌の薬剤感
受性を指標にすれば、ポンプの機能変動を知
ることができる。 
感受性試験として２倍希釈系列の抗生剤

を含む寒天培地に菌を殖える方法を用いた。
抗生剤の濃度が下がるにつれて、ある濃度か
ら菌の発育が見られた時、その濃度より２倍
の抗生剤が最小発育阻止濃度(MIC)となる。
MIC が高くなると、抗生剤に耐性になってい
ることを示す。この方法を用いて、モノバク
タム系抗生剤であるアズトレオナムに対す
る変異株の感受性変化を調べ、その結果を図
３に示す。図から明らかなように、311, 312, 
317, 318, 319, 320 番目のアミノ酸が置換され
たときに、菌は感受性化していることがわか
る。特に Arg311,Gln312,Asp318 の変異が顕著

 
（１） そこで我々はどのようにすれば排出
ポンプの機能を阻害できるかを考えて、研究
と続けてきた。その過程で排出ポンプの外膜
成分で薬剤透過のチャネルを形成する OprM
の構造の中で、細胞外に露出しているループ
があるが、これがただ単に膜貫通領域をつな
ぐコネクションとして働くだけでなく、ポプ
の機能で重要な役割を果たす可能性を考え
てその検証を行った。 
 



な感受性化をもたらした。この原因の一つは
荷電をもつアミノ酸の変異によってその荷
電が消失する効果が甚大であったことが示
唆される。これらの結果は、OprM の細胞外ル
ープは単に膜貫通領域をジョイントするだ
けでなく、ポンプが排出機能を果たす上で、
重要な役割を担っていることを示す。どのよ
うな役割を持つかはこれからの研究によっ
て明らかになると思われるが、一つの可能性
としてこれらループは薬剤透過の際のゲー
トとして機能し、必要な時にゲートを開くこ
とが考えられる。 

図３ 
 そこで考えたことは、このループの働きを
抑えることができれば、ポンプの機能を阻害
できるのではないかということである。では
どのようにすればその働きを抑えることが
できるのか。我々は抗体を用いれば、それが
可能であると考えた。抗体は生体高分子であ
るので細胞膜を通過できないが、この場合、
ループは細胞外に露出しているので、抗体は
問題なく標的に到達できるという特徴があ
る。そして抗体がループに特異的に結合する
ことで、ループの動きが制限され、その働き
が抑えられるのではないかと期待した。 
 そこで我々はOprMのループE2に対するモ
ノクローナル抗体の作成を試みた。その際、
E2 のアミノ酸配列と同じ配列をもつペプチ
ドを合成し、それを抗原とした。このペプチ
ドをマウスに抗原として投与し、免疫した。
その後、通常の方法を用いてハイブリドーマ
を作成し、目的とする抗体を産生しているか、
ELISA でチェックした。これによって陽性反
応を示す細胞を数株得ることができた。それ
ら細胞を大量に培養し、培養上清を得た。そ
れを protein G カラムにかせ、抗体を精製した。 
 次に、このモノクローナル抗体のポンプ阻
害活性を調べた。それには低濃度の抗生剤を
添加した緑膿菌臨床分離株を培養する。この
ような濃度では菌は問題なく生育する。一方、
この状態のものにモノクローナル抗体を加
えて、同じように培養し、菌の生育がどのよ
うに変化するかを調べる。このときに、生菌
数を調べることで、抗生剤の殺菌作用を検討
した。モノクローナル抗体を加えていない場
合の生菌数を、モノクローナル抗体を加えた

時の生菌数を比較してその効果を検討した。
その結果を図４に示す。 

       図４ 
図の結果は、臨床分離株 PA2104 にモノクロ
ーナル抗体 209-7 を加えた時の、生菌数の減
少を示したものである。これから明らかなよ
うに、抗体の添加によって、菌の発育は減少
し、その活性は抗体の濃度に依存して大きく
なることが分かった。この結果から、モノク
ローナル抗体は OprM に結合することでポン
プの機能を阻害し、その結果、菌は抗生剤に
感受性化したことを示唆している。 
 従って、OprM の細胞外ループに対する抗
体は、薬剤排出ポンプの阻害剤をして作用す
るということが示されたと考えている。 
 
（２）次にペプチドをポンプ阻害剤として使
用できるのではないかということに関して
成果が得られたので、報告する。 
 MexAB-OprM ポンプは三つのサブユニッ
トが一つのユニットを形成したときにはじ
めて、ポンプとして排出機能を発揮すること
ができる。従って、サブユニット間相互作用
が阻害されて、正常なユニット形成に至らな
いと、ポンプとして機能しないことになる。
それならば、サブユニット間相互作用を外か
ら積極的に阻害するようなことを起こせば、
ポンプ阻害になるはずである。ではどうすれ
ばそのような相互作用を阻害できるか。我々
はペプチドを使用すれば、それが可能になる
と考えた。その原理を図５に示す。      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 
 



この場合のタンパク間相互作用において
protein Bと相互作用しているprotein Aの領域
を丸で示しているが、その領域の構造を形成
しているアミノ酸配列と同じ配列をもつペ
プチドを作用させた時、このペプチドは
protein B に結合すると考えられる。そうした
時には protein A はもはや protein B と相互作
用できなくなることから、ペプチドはタンパ
ク間相互作用の阻害剤となり得る。 
 そこでまずMexAB-OprMポンプでのMexA
と OprM 間の相互作用を阻害することを考え
た。 
 ここでまず必要となる情報は、タンパク間
相互作用部位のアミノ酸配列である。MexA
と相互作用する部位はこれまでの研究から
OprMの赤道ドメインと呼ばれる部位（239 番
アミノ酸から 272 番アミノ酸までの部位）で
あることが推定されている。この部位は 34
アミノ酸残基からできているので、これと同
じペプチドではあまりに長すぎるので、図６
に示すような形のペプチドをつくって、その
作用を調べることにした。それぞれのペプチ
ドは１０から１１アミノ酸残基からできて
おり、これらペプチドで赤道ドメインをすべ
てカバーするようにした。この図では省略し
たMA1とMA2を含めると全てこの領域はカ
バーされている。 

 
        図６ 
 
 次に、これらペプチドが実際に MexA と
OprM の相互作用を阻害しているかを調べた。
その方法としてヒスタグを付加した MexA と
OprM タンパクを精製し、その相互作用を
naitve PAGE で検出する方法を用いた。両方
のタンパク質を混合すると、複合体形成にと
もなって見られるタンパク質のバンドが観
察された。そこでこの系にペプチドを加えた
時に、そのバンドがどのように変化するかを
調べた。その結果、MA1, MA2, MA3 ペプチ
ドでは、複合体の形成量に変化は認められな
かった。一方 MA4, MA5, MA6 ペプチドを添
加したとき、複合体のバンドはほぼ消失する
のが観察された。すなわちこれらペプチドが
MexA と OprM 間相互作用を阻害できるとい
うことが示された。 
 そこで次に、このようなペプチドが緑膿菌
に作用し、そのポンプの集合を阻害できるの
かを検討した。ペプチドの標的部位は緑膿菌

のぺリプラズム領域にあるので、そこに到達
するためには、外膜を通過することが必要で
ある。一般には、ペプチドは膜を通過しにく
いことが分かっているので、何らかの方法で
外膜を通過できるようにすることが必要と
なる。ここではキレート剤である EDTA を添
加することによって外膜の物質透過性を上
昇させる方法を用いた。実験系として、まず
低濃度の抗生剤と EDTAを加えた状態で緑膿
菌を培養する。一方、この系にさらにペプチ
ドを加えた条件で、菌を培養した。そしてそ
れぞれで生菌数を数え、比較検討した。その
結果を図７に示す。ここではペプチドとして
MA6 を用いた結果で、その濃度を変えて緑膿
菌の生菌数がどのように変化するかを調べ
たものである。図から明らかなように、MA6
ペプチドの濃度に依存して緑膿菌が殺菌さ
れていることがわかる。すなわち、はポンプ
の集合を効率的に阻害して、その機能を阻害
する。その結果ポンプの機能は低下し、薬剤
を効率的に排出できなくなるので、抗生剤の
感受性となり殺菌されたことを示している。 

図７ 
この結果は、ポンプ機能を阻害するうえで、
MexA と OprM 間相互作用部位は有効な標的
になることを明瞭に示したものと考えられ
る。 
 次に、MexB と OprM 間相互作用の阻害を
考えた。MexB と相互作用する OprM の部位
は、その構造の特徴から図８に示した領域で
あると推定された。この二つの領域はそれぞ
れ４アミノ酸残基からなる非常に小さな部
位である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
     
 

       図８ 



これら部位のアミノ酸配列と同じ配列をも
つペプチド MB1 と MB2 を合成して、その活
性を先と同様にして調べた。その結果、MB1
ペプチドには何ら効果が見られなかった。一
方、MB2 ペプチドでは顕著な活性が認められ
た（図９）。この図から明らかなように、MB2
ペプチドの濃度に依存して殺菌作用の増強
が見られた。この結果は MexB と OprM 間相
互作用を MB2 が阻害し、その結果、ポンプ
が機能不全に陥り、抗生剤に感受性になった
ことを示している。従って、MexB と OprM
間相互作用部位もポンプ阻害剤と開発する
上で、非常に良い標的になると考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図９ 
 以上の結果から以下のようなことが結論
できる。緑膿菌の多剤耐性因子の一つである
多剤排出ポンプを直接阻害することで、本菌
の多剤耐性を抑制することができ、これにと
もなってこれまでの抗生剤の有効性が回復
され、緑膿菌感染症の治療が可能となる。こ
のためのポンプ阻害剤として、OprM に対す
るモノクローナル抗体を使用できることが
明らかとなった。将来的にはこのような抗体
はヒト化することで臨床応用につなげるも
のと大いに期待できる。一方、ポンプサブユ
ニットの相互作用に的を絞って、それを阻害
するペプチドはやはりポンプの機能を阻害
することが明らかとなった。将来的にはこの
ようなペプチドが外膜を透過できるような
ことができれば、臨床応用が可能になると期
待できる。 
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