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研究成果の概要（和文）：抗生物質の広範な使用とともに、多剤耐性菌の蔓延が世界中で問題と

なっており、抗生物質を使わない新たな制御法の確立が求められている。近年の研究から、細

菌では、多剤耐性から毒素発現までを、quorum-sensing 機構と言われるシグナル伝達機構が

制御していることが明らかになってきた。そこで、このシステムの制御が、新たな多剤耐性菌

の制御法として注目されている。我々は、この QS 機構のインヒビターをスクリーニングする

方法を構築し、その阻害剤の開発を行った。コンピューターを用いてモデリングし、25 種の新

たな候補阻害剤を合成したところ、その一つに QS 機構の C4-HSL 系および 3oxoC12-HSL 系

を主に特異的にかつ強く阻害する活性があることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：With the widespread appearance of antibiotic-resistant bacteria, 
there is an increasing demand for novel strategies to control infectious diseases.  The 
discovery that many bacteria use quorum-sensing (QS) systems to coordinate virulence has 
pointed out a new, promising target for antimicrobial drugs. We constructed a screening 
system of QS inhibitor, which enabled us to identify a number of novel QSIs among 
synthetic 25 compounds by computer modeling. The most active one had inhibited C4-HSL 
and 3oxoC12-HSL dependent virulences in Pseudomonas aeruginosa specifically and 
stron gly. 
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１．研究開始当初の背景 
抗生物質の広範な使用とともに、多剤耐性菌
の蔓延が世界中で問題となっており、抗生物
質を使わない新たな制御法の確立が求めら
れている。近年の研究から、細菌では、多剤
耐性から毒素発現までを、quorum-sensing 

機構と言われるシグナル伝達機構が制御し
ていることが明らかになってきた。そこで、
このシステムの制御が、新たな多剤耐性菌の
制御法として注目されている。 
２．研究の目的 
quorum-sensing 機構の阻害剤を開発して、多

機関番号：16101 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2008～2010   

課題番号：20590447 

研究課題名（和文）クォラムセンシング機構を利用した多剤耐性病原菌の制御剤の開発と解析 

                     

研究課題名（英文） Development of quorum quenchers for the control of multidrug 

resistant strains  

研究代表者 

間世田 英明（MASEDA HIDEAKI） 

徳島大学・大学院ソシオテクノサイエンス研究部・准教授 

     研究者番号：10372343 

 

 



 

 

剤耐性菌を含めた感染症の原因菌の新たな制
御剤の開発を行う。 
３．研究の方法 

エラスターゼ活性の測定法 
被検菌を LB 培地 5 ml に接種し、37 ℃、

190 rpm、14 h 培養したものを新しい LB 培
地 5 ml に 1/100 量 (50 µl)加えた。さらに終
濃度 1 mM になるように DMSO で溶解させ
た薬剤を添加し、37 ℃、170 rpm、10 h 本培
養 (PERSONAL-11 TAITEC) した。本培養液
200 μlを 1.5 ml容エッペンドルフチューブに
移 し 、 高 速 遠 心 機 (Centrifuge 5424 
eppendorf)で遠心分離(15,000 rpm、2 min)し
た。エッペンドルフチューブにエラスチンコ
ンゴレッド 0.0030 g (20 mg/ml)、上清 100 μl
および Tris-HCl buffer 50 μlをそれぞれ加え、
37℃、800 rpm、2 h 反応 (LD-40 LABINCO) 
させた。その後、反応液 60 μl と sodium 
phosphate 40 μl をエッペンドルフチューブ
に混合することで反応を停止させ、遠心分離
(15,000 rpm、5 min)した。その上清の吸光度
495 nm を測定 (U-1900 Spectrophotometer 
HITACHI) し、エラスターゼ活性とした。 

ピオシアニン産生量の測定法 
被検菌を LB 培地 5 ml に接種し、37 ℃、

190 rpm、14 h 培養したものを新しい LB 培
地 5 ml に 1/100 量 (50 µl)加えた。さらに終
濃度 1 mM になるように DMSO で溶解させ
た薬剤を添加し、37 ℃、170 rpm、10 h 本培
養した。本培養液 1 ml を 1.5 ml 容エッペン
ドルフチューブに移し、高速遠心機で遠心分
離(15,000 rpm、5 min)した。上清 600 µl をエ
ッペンドルフチューブに移し、クロロホルム
360 µl と十分混合させた後、遠心分離(15,000 
rpm、3 min)した。上清を除き、クロロホル
ム層 300 µl をエッペンドルフチューブに移
し、0.2 N HCl 100 µl と十分混合させた後、
遠心分離(15,000 rpm、1 min)した。上層( HCl
層 )の吸光度 520 nm を測定し、ピオシアニ
ン相対産生量とした。 
 
４．研究成果 
①阻害活性を示す化合
物をスクリーニング 
 構築した QS 機構阻害
剤のスクリーニングシ
ステムを用いて、合成し
た薬剤の阻害活性を目
視で測定した。その結果
Fig.1 に見られる様に、
目視において明らかに、
QS 機構を阻害する化合物の合成に成功した。
合成した薬剤のうち、少なくとも 12 種にお
いて、阻害活性が認められた。 
 
②阻害経路の同定 
 阻害活性の認められた化合物について、そ

の阻害経路を明らかにするために、緑膿菌の
2 つの QS 機構の内、一つだけを欠損させた、
ΔlasI 株およびΔrhlI 株を構築し、それぞ
れを用いて、阻害活性を測定した。その結果、
化合物 6, 7, 8, 9, 10において、rhl 系
阻害活性が著しく高いことが示された(Fig. 
2)。 
 

Fig. 2 PAO1-∆lasI 株でのエラスターゼ活性 
 
Fig. 3 PAO1-∆rhlI 株でのエラスターゼ活性 

 
一方、化合物 6 において、las 系阻害活性が
高いことが示された(Fig. 3)。一方、予想し
ないことであったが、合成薬剤において、Rhl
系や Las 系の活性高める薬剤も確認された。
このことは、コンピューターによる解析で基
質の結合ポケットには結合するが、活性のな
い薬剤の合成を目指したため、抑制せずに活
性だけを高めてしまったためと思われた。以
上のことから、合成した薬剤のうち化合物 6
が Las系も Rhl系も活性をよくする効果があ
ることが明らかになり、Quorum-sesnsing の
効果的な新規の薬剤であることが示された。 
５．主な発表論文等 
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Fig. 1 QS 阻害活性 
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