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研究成果の概要：緑膿菌の多剤排出ポンプのひとつである MexHI-OpmD について、緑膿菌におけ

る抗菌薬耐性への寄与度を明らかにした。また、MexHI-OpmD の抗菌薬耐性以外の機能のひとつ

として、酸性環境下の生育に関与していることを明らかにした。さらに、mexHI-opmD 大量発現

変異株を用いて、どのようにクオラムセンシング関連の制御因子に制御されているのかを明ら

かにしつつある。 
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１．研究開始当初の背景 
 緑膿菌は、院内感染の起因菌であり、新生

児、高齢者、術後患者等の易感染者に感染し、

髄膜炎や敗血症を引き起こす。特に、欧米で

は嚢胞性繊維症患者に重篤な呼吸器疾患を

引き起こす起因菌として大きな問題となっ

ている。そのため、臨床現場において、

infection control を行うことが重要視され

ている菌のひとつである。その背景として、

緑膿菌の持っている 3つの性質があげられる。 

(1) 抗菌薬や消毒薬に抵抗性を示す。そのた 

 め、治療薬の選択が難しく、消毒薬を介し 

 た院内感染の起因菌となりやすい。 

 

(2) 抗菌薬や消毒薬に対して高度耐性を獲得 

 しやすい。そのため、様々な治療薬に耐性 

 を示す多剤耐性緑膿菌が出現している。 

 

(3) 環境常在菌であり低栄養状態でも生存可 

 能である。そのため、医療施設、入院患者、 

 医療従事者から広く検出され、緑膿菌の感 

 染を完全に抑えることは難しい。 
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 特に、多剤耐性緑膿菌の出現は、その治療

に困難を来すことから医療施設での大きな

脅威になっており、多剤耐性緑膿菌対策が急

務である。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究により、緑膿菌の多剤耐

性機構として最も重要な役割を果たしてい

るのは、構造や作用機序が異なる複数の抗

菌薬を細胞外に排出することができる多剤

排出機構であると考えられている。この多

剤排出機構を明らかにし、抗菌薬の排出を

阻害することができれば、既存の抗菌薬に

も感受性となり、多剤耐性緑膿菌感染症の

治療に新たな道が開かれることが期待され

る。 

 ゲノム解析により、緑膿菌には複数の多

剤排出機構が存在することが確認されてい

る 。 現 在 、 MexAB-OprM 、 MexCD-OprJ 、

MexEF-OprN、MexXY、MexJK、MexHI-OpmD、

MexVW、MexMN、MexPQ-OpmE、MuxABC-OpmB

等の遺伝子がクローニングされ、様々な抗

菌薬耐性に関与することが報告されている。

私は、多剤耐性緑膿菌から、新規の多剤排

出ポンプ MexHI-OpmD をコードする遺伝子

群をクローニングし、その産物がキノロン

系抗菌薬、色素系抗菌薬に対する耐性獲得

に関与していることを明らかにした。本研

究では、次の 2 つを明らかにすることを目

的とする。 

(1) MexHI-OpmD の機能を明らかにし、多剤

耐性緑膿菌における抗菌薬耐性への寄

与度を明らかにする。 

 

(2) MexHI-OpmD の発現制御機構とクオラム

センシング機構との関係を明らかにす

る。 

 

 
 
 
３．研究の方法 
(1)多剤耐性緑膿菌における MexHI-OpmD の 

 機能解析 

  MexHI-OpmD と MexAB-OprM、MexCD- 

 OprJ、MexEF-OprN、MexXY をコードする 

 遺伝子を様々な組み合わせで欠損させた 

 多重欠損株を作製した。上記の遺伝子欠 

 損株の作製方法には、緑膿菌の遺伝子欠 

 損株作製方法として確立されている Flp 

 -FRT recombination system を用いて行 

 った。 

  そして、多重欠損株について、β-ラク 

 タム系抗菌薬、アミノグリコシド系抗菌 

 薬、マクロライド系抗菌薬、テトラサイ 

 クリン系抗菌薬、キノロン系抗菌薬など 

 に対する最小生育阻止濃度を測定した。 

 

(2)タンパク質レベルでの MexHI-OpmDと他の 

 多剤排出ポンプとの関連性の解析 

  MexHI および OpmD、さらに、これらの変 

 異体を単独で発現させるプラスミドを作 

 製した。これらのプラスミドを MexAB-OprM、 

 MexCD-OprJ、MexEF-OprN、MexXY、MexHI- 

 OpmD の多重欠損株に導入し、それらの株 

 について様々な抗菌薬に対する最小生育 

 阻止濃度を測定した。 

 

(3) MexHI-OpmD の発現制御機構とクオラム 

 センシング機構との関連 

  PAO1 株、YM64 株（ΔmexAB-oprM、Δ 

 mexCD-oprJ、ΔmexEF-oprN、ΔmexXY）に 

 ついて、対数増殖期初期、中期、定常期の 

 3点におけるmexHI-opmDの発現量の変化を 

 測定した。また、MexHI-OpmD 大量発現変異 

 株において、lasR、rhlR の発現量の変化を 

 測定した。上記の mexHI-opmD の発現量の 

 測定方法には、RT-PCR 法を用いた。 

  次に、LasR、RhlR 等のクオラムセンシン 

 グに関連する制御タンパク質と変異株で 

 変異がみられたプロモーター領域との間 

 でゲルシフトアッセイを行い、mexHI-opmD 

 の発現制御に関連するクオラムセンシン 

 グ機構を検索した。 

 

 

 

 

４．研究成果 

(1)  MexHI-OpmDの抗菌薬耐性への寄与度を

明らかにするために、MexHI-OpmD の単独

欠損株および他の多剤排出ポンプ遺伝子

（mexAB-oprM、mexCD-oprJ、mexEF-oprN、

mexXY）との多重欠損株のシリーズの作製



 

 

を行った。YM64 株(⊿mexAB-oprM、⊿

mexCD-oprJ、⊿mexEF-oprN、⊿mexXY)か

ら mexHI-opmD を欠損させた PMX52 株がキ

ノロン系抗菌薬や色素系抗菌薬に対して

感受性を示したのに対して、緑膿菌の野

生株 PAO1 や多剤排出ポンプ欠損株 YM24

株 ( ⊿ mexCD-oprJ 、 ⊿ mexEF-oprN 、 ⊿

mexXY) 、 YM63 株 ( ⊿ mexAB-oprM 、 ⊿

mexEF-oprN 、 ⊿ mexXY) 、 YM62 株 ( ⊿

mexAB-oprM、⊿mexCD-oprJ、⊿mexXY)、

YM34 株(⊿mexAB-oprM、⊿mexCD-oprJ、⊿

mexEF-oprN)から mexHI-opmD を欠損させ

た株の抗菌薬感受性はほとんど変化がみ

られなかった。これは、緑膿菌の主要な

多剤排出ポンプである MexAB-OprM や

MexXY-OprM の機能にマスキングされてい

るためだと考えられる。このことから、

緑膿菌の野生株 PAO1や他の多剤排出ポン

プ が 機 能 し て い る 株に お い て は 、

MexHI-OpmD の抗菌薬耐性への寄与度は低

いことが考えられた。 

 

(2)  次に、抗菌薬耐性とは異なる観点から、

MexHI-OpmD の機能の解析を行った。その

結果、PAO1 株や YM64 株が pH5.0 の酸性環

境下においても十分生育できたのに対し

て、mexHI-opmD を欠損させた PMX52 株は

全く生育ができなかった。このことから、

緑膿菌が pH5.0 の酸性環境下で生育する

ために MexHI-OpmDが必要であることがわ

かった。多剤排出ポンプは抗菌薬耐性に

関与しているが、抗菌薬耐性以外にも別

の役割を担っていると考えられている。

しかし、まだその役割のほとんどが明ら

かにされていない。MexHI-OpmD の本来の

役割を明らかすることは、多剤排出ポン

プの本来の役割を明らかにする点でも重

要であると考えられる。 

 

(3)  さらに、排出ポンプ MexHI および外膜

タンパク質 OpmD、さらに、これらの変異

体を単独で発現させるプラスミドを作製

した。このプラスミドを緑膿菌の野生株

PAO1 や多剤排出ポンプ欠損株から

mexHI-opmD を欠損させた多重欠損株に導

入し、抗菌薬感受性の変化を調べた。し

かし、MexHI、OpmD を単独で発現させた多

重欠損株においては、大きな抗菌薬感受

性の変化は見られなかった。一方、PAO1

株において mexHI-opmD の発現量は対数増

殖期初期、中期ではほとんど変化がない

が、定常期に大きく増加した。そこで、

MexHI-OpmD の発現がクオラムセンシング

機構により制御されるかという点を調べ

た。まず、MexHI-OpmD 大量発現変異株に

おいて、lasR、rhlR の発現量の変化を調

べたが、差は見られなかった。次に、LasR、

RhlR 等のクオラムセンシングに関連する

制御タンパク質と変異株で変異がみられ

たプロモーター領域との間でゲルシフト

アッセイを行い、mexHI-opmD の発現制御

に関連するクオラムセンシング機構を検

索している。MexHI-OpmD の機能とクオラ

ムセンシング機構との関連性の解明は、

感染の初期段階の接着時期、バイオフィ

ルム 形成時期、慢性的な感染時期に、

多剤排出ポンプがどのように関与してい

るかを明らかにできると考えられる。 
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