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研究成果の概要（和文）：細菌集団の一部でpersisterと呼ばれる休眠状態の細菌が存在しており、抗菌薬から
生き残ることが知られている。本研究では、大腸菌をモデル細菌株として用い、ldhA発現を起点としたエネルギ
ー蓄積型persisterの形成メカニズムを明らかにすることを目的とした。ldhAを過剰発現させた結果、SOS応答の
制御遺伝子recAの発現量が有意に増加すること、および抗菌薬処理後のヒドロキシラジカルの産生量が抑制され
ていることが示された。これらの結果から、ldhA発現によりATPが蓄積され、DNA損傷時にSOS応答を介したDNA修
復が活発に起こり、抗菌薬投与下でも生存できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：There exists dormant bacterial population called "persisters" which survive 
from antimicrobial agents. The objective of this study is to clarify the mechanism of formation of 
energy-accumulating persisters induced by ldhA expression. The overexpression of ldhA significantly 
increased the expression of recA, a regulatory gene of SOS response, and suppressed the production 
of hydroxyl radicals after antimicrobial treatment. These results suggest that ldhA expression leads
 to accumulation of ATP and active DNA repair via the SOS response upon DNA damage, enabling 
survival under antimicrobial treatment.

研究分野： 細菌学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
persisterは感染症患者内に長期間潜伏することによって耐性菌形成を促進させるため、persisterを効率よく根
絶させることが重要な課題となっている。従来、persisterはエネルギー代謝が枯渇した状態にあることが一般
的であるとされていたが、本研究成果からエネルギー代謝が増加することによって抗菌薬に備える新たな
persisterの生存戦略獲得メカニズムが明らかとなった。本研究の成果を活用し、既存のエネルギー枯渇型
persisterと新規なエネルギー蓄積型persisterの分子標的薬剤の開発により、感染症の治療期間が短縮化でき、
耐性菌の出現を抑制することが期待される。

※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 
 細菌集団の中には一部で表現型を変化させた休眠状態の細菌が存在しており、抗菌薬から生
き残ることが知られている（引用文献①）。生き残った個体（persister）は抗菌薬が除かれると
覚醒し、増殖を開始するため、感染症の難治化および再燃を引き起こす（引用文献②）。さらに、
persister は感染症患者内に長期間潜伏することによって耐性菌形成を促進させるため、
persister を効率よく根絶させることが重要な課題となっている（引用文献③）。persister を根
絶させるためには、（１）persister の形成を阻害する（２）persister を強制的に覚醒させること
が必要がある。しかしながら、persister を標的とした感染症治療法は確立されていない。 
 我々はこれまで persister を見分ける大腸菌マーカー株の開発を行い、分取された細胞集団の
トランスクリプトーム解析から、乳酸デヒドロゲナーゼ遺伝子（ldhA）の発現を介した新規な
persister 形成メカニズムの発見に成功した（引用文献④）。さらに、ldhA 発現量が増加した環
境ではエネルギー活性が増加することを見いだした（引用文献⑤）。従来、persister はエネルギ
ー代謝が枯渇した状態にあることが一般的であるとされていたが、本研究成果から persister を
形成する経路は単一ではなく、エネルギー代謝が増加することによって抗菌薬に備える新たな
persister の存在が示唆された。しかし、エネルギー蓄積による細菌の生存戦略獲得メカニズム
は未知である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では大腸菌をモデル細菌株として用い、ldhA 発現を起点としたエネルギー蓄積型
persister の形成メカニズムを分子レベルで明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)各遺伝子発現量の評価 
 遺伝子の発現量の定量には qRT-PCR 法を用いた。Total RNA を抽出するために対数増殖期ま
で培養した後、cDNA に逆転写した。続いて、リアルタイム PCR システムを用いて cDNA を鋳
型とした定量 PCR を行い、目的遺伝子の相対発現量を測定した。内部標準のハウスキーピング
遺伝子として ftsZ を使用した。 
 
(2)抗菌薬処理後の生存率の評価 
 本研究では、大腸菌 K-12 MG1655 株およびその変異株を使用し，培養には LB 培地を使用
した。まず、対数増殖期のサンプルを準備するため、一晩培養した各株を 0.1 mM IPTG を含む
LB 培地を用いて 1,000 倍に希釈した後、37˚C で 3h 振とう培養した。培養後のサンプルの OD
（600 nm）が 0.5〜0.8 であることを確認した後、抗菌薬処理前のサンプルとして培養液 100 
µL を分注しておき、残りの培養液に 5 µg/mL オフロキサシンを添加した。オフロキサシン処理
前のサンプルおよび処理後 1, 2, 3, 5 h のサンプル 100 µL を 1 x PBS に置換および段階希釈し
た後、LB 寒天培地上にスポットして一晩 37˚C で静置培養した。翌日、各時点における CFU を
処理前の CFU で割ることで生存率を算出した。 
 
(3)persister の再増殖活性の評価 
 対数増殖期まで培養した大腸菌（ldhA 過剰発現株およびコントロール株）の培養液に 5 µg/mL
のオフロキサシンを加えて 1, 2, 3 h 処理した後、1 x PBS に置換した。適切に希釈した後、20 
µL を LB 寒天培地上にスポットし、37˚C で一晩静置培養した。形成されたコロニー領域の面積
を画像解析により測定した。 
 
(4)細胞内ヒドロキシラジカル量および遺伝子損傷レベルの評価 
 細胞内の活性酸素（ROS）レベルを評価するため、ROS の一種であるヒドロキシラジカル特
異的に蛍光を示す Hydroxyphenyl Fluorescein (HPF) を使用した。一晩培養した大腸菌（ldhA
過剰発現株およびコントロール株）を 1,000 倍希釈した後、37˚C で 3 h 振とう培養した。対数
増殖期まで培養した各株に対して 5 µg/mLの オフロキサシンを加えて 0, 1, 2, 3 h 処理した後、
培養液から菌体を回収し、1 x PBS に置換した後、フローサイトメーターで HPF 蛍光を測定し
た。HPF の蛍光検出には Alexa Fluor 488-A をパラメータとして使用した。つぎに、フルオロ
キノロン系抗菌薬による遺伝子損傷レベルを可視化するため、transferase (TdT)-mediated 
dUTP nick end labeling (TUNEL) 法を用いて損傷 DNA の蛍光検出を試みた (引用文献⑥)。
一晩培養した大腸菌（ldhA 過剰発現株およびコントロール株）の培養液、および各培養液を 1000
倍希釈した後、37˚C で 3 h 回復培養したサンプルをそれぞれ用意し、5 µg/mL オフロキサシン
で 3 h 処理したサンプルを回収し 1 x PBS で置換した後、フローサイトメーターで TUNEL 蛍
光 (Alexa Fluor 488-A) を測定した。 
 
 



４．研究成果 
(1)各遺伝子発現量の評価 
 ldhA 発現によって誘導された persister の ATP レベルが高いことを踏まえ、persister 形成に
関与することが報告されている経路のうち、ATP を消費する経路であるヒートショック応答、
緊縮応答、薬剤排出ポンプ、酸化ストレス応答、SOS 応答経路に着目し、ldhA 過剰発現株にお
ける各遺伝子の発現量を qRT-PCR で測定した。その結果、薬剤排出ポンプ関連遺伝子である
acrA および tolC、酸化ストレス応答遺伝子である soxS および oxyR の発現量に関しては、ldhA
発現による影響は見られなかった。一方、緊縮応答に関与する dksA、obgE、relA の発現量は
ldhA 発現によって増加したことから、ldhA 発現によって緊縮応答が活性化されている可能性
が示唆された。また、SOS 応答の関連遺伝子である recA の発現量は、ldhA 発現によって有意
に増加したことから、ldhA 発現によって SOS 応答が活性化されることがわかった。このことか
ら、ldhA 発現により抗菌薬投与前に ATP が蓄積されることによって、DNA 損傷時に SOS 応
答を介した DNA 修復が活発に起こり、抗菌薬投与下でも生存できることが推測された。 
 
(2)抗菌薬処理後の生存率の評価 
 recA が ldhA 発現による persister 形成にどのような影響を及ぼしているのか調べるため、大
腸菌の recA 欠損株および recA 欠損+ldhA 過剰発現株を用い、抗菌薬処理後の生存率を比較し
た。その結果、recA 欠損株と比較して recA 欠損+ldhA 過剰発現株の persister の増加は見られ
なかった。したがって、recA 遺伝子は ldhA 発現の下流で persister 形成に関与することが示唆
された。 
 
(3)persister の再増殖活性の評価 
 ldhA 発現による persister 形成の誘導には recA が必要であることが明らかになったが、recA
遺伝子によってどのようなメカニズムで抗菌薬から逃れて生存しているのかは依然として不明
である。我々は ldhA 発現による SOS 応答の活性化に伴い、遺伝子修復機構が活性されること
によって再増殖が可能になると予想した。そこで、オフロキサシン処理後に生き残った persister
を再増殖させた際のコロニーサイズを比較して再増殖のしやさすさを評価した。その結果、空ベ
クターを入れたコントロール株ではオフロキサシン処理後のコロニーサイズが小さくなったの
に対し、ldhA 過剰発現株ではオフロキサシン処理後のコロニーサイズ減少量が抑えられ、コン
トロール株に比べてコロニーサイズが大きいことが明らかになった。また、SOS 応答阻害剤で
ある ZnAc を添加して培養した場合は、ldhA 発現によるコロニーサイズの増加が見られなくな
ったことから、ldhA 発現を起点とした SOS 応答の活性化によって細菌の再増殖が促進される
ことが示唆された。 
 
(4)細胞内ヒドロキシラジカル量および遺伝子損傷レベルの評価 
 オフロキサシン処理によって損傷した DNA の修復能を調べるため、DNA 損傷を促す活性酸
素の一種であるヒドロキシラジカルを蛍光で測定した。その結果、ldhA 過剰発現株ではオフロ
キサシン処理後に産生されるヒドロキシラジカルの増加量がコントロール株よりも抑制された。
また、オフロキサシン処理した集団およびオフロキサシン処理後の集団を回復培養させた際の
DNA 損傷レベルの変化を TUNEL 法で測定した。その結果、予想に反して、オフロキサシン処
理中および回復培養時に関してはコントロール株と比較して ldhA 過剰発現株における TUNEL
蛍光の顕著な減少は見られず、むしろ一部の集団で TUNEL 蛍光が増加した。今回行った
TUNEL 蛍光分布は抗菌薬未処理の対数増殖期サンプルでも高い状態にあったことから、今回
ldhA 過剰発現による TUNEL 蛍光の増加が見られたのは DNA 損傷が誘導されたというよりは
細胞内の遊離核酸に反応したことによるバックグラウンド蛍光が増加したことが原因であると
考えられる。 
 
 (1)〜(4)の結果から、ldhA が発現すると recA 発現を活性化させることで DNA 修復応答を誘
導し生存に寄与する一方、ヒドロキシラジカル産生を抑制することで DNA 損傷を抑制している
ことが推察された。 
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