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研究成果の概要（和文）：緑膿菌の quorum sensing(QS)遺伝子 lasR, lasI および定常期シグマ

因子 rpoS 遺伝子は抗菌薬抵抗性を正に制御しており，Las 系によって誘導される rpoS が直接

的な発現制御を担っていることが示唆された。PQS-QS 遺伝子 pqsA, pqsE, pqsR および rpoN

遺伝子は抗菌薬抵抗性を負に制御しており，さらに PQS 系遺伝子による抵抗性発現抑制は

vqsR によって負に制御されていることが明らかになった。また，新たに付着時およびバイオ

フィルム形成時の抗菌薬抵抗性に影響する遺伝子をそれぞれ 14 および 11 種明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：  It has been suggested that lasR, lasI and rpoS genes of 

Pseudomonas aeruginosa involved in ofloxacin tolerance and the tolerance induced in Las 

quorum sensing system was regulated by rpoS gene. Conversely, rpoN gene and PQS 

quorum sensing genes, pqsA, pqsE, and pqsR, negatively affected the antibiotic tolerance. 
In addition, we have isolated 14 and 11 mutants decreased antibiotic tolerance in 
adherent cells and in biofilm cells, respectively.   
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１．研究開始当初の背景 

 口腔レンサ球菌やブドウ球菌,緑膿菌などの細菌

は義歯や人工関節,人工弁, 尿路カテーテルなとの

人工医用テバイスに付着・定着しバイオフィルムを

形成し,各種の抗菌薬や生体の免疫機構に抵抗性を

獲得し,易感染宿主に慢性難治性感染症を惹起する。

Biofilm形成能を有する細菌の抗菌薬抵抗性の主

たるメカニズムは菌体外に形成される多糖体

glycocalyxによって抗菌薬透過障害と発育速度の

遅滞によると考えられていた。しかし我々は

glycocalyx形成前の固相表面に付着しただけの菌

においても抗菌薬抵抗性を示し、おそらく細菌は
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付着時の何らかのシグナルによって、抗菌薬抵抗性

が誘導される可能性か高いことを明らかにしてきた。

本研究はBiofilm 形成能が高く、口腔・中耳・副鼻

腔等に常在し、呼吸器・耳鼻咽喉腔・尿路系等の慢

性疾患を惹起する緑膿菌を用いて、付着時およびそ

の他のストレス下での抗菌薬抵抗性に関与する遺伝

子を検出し抵抗性発現機構を明らかにすることを目

的とする。これまでに2種の抗菌薬抵抗性に関与して

いる遺伝子tcpおよびpslL(bta)を明らかにし，さら

に,rpoS,rpoNやpvdSなどストレス応答系のグローバ

ル制御遺伝子もまた抗菌薬抵抗性に関与しているこ

とを明らかにしてきた。このようなストレス応答系

やquorum sensing系は多数の遺伝子発現の制御に関

わっており,極めて多様な遺伝子間の相互作用が存

在していることが判明している。従って,抗菌薬抵抗

性の発現は、環境シグナルを感知した細菌が如何な

る経路によって、その生存を維持するに至るか，バ

イオフィルム形成菌のダイナミックなライフスタイ

ルの変換機構に包含されると考えられた。 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、バイオフィルム形成能が高く慢
性難治性感染症を惹起する緑膿菌の抗菌薬抵抗性発
現機構について、これまで明らかにしているストレ
ス応答系や quorum sensing に関与する遺伝子群の
発現制御のネットワークを明らかにし、バイオフィ
ルム感染症の予防と治療法開発への糸口を見いだす
ことである。 

 特に環境適応能が高い緑膿菌の抗菌薬抵抗性はラ
イフスタイルの変化を担う遺伝子群が深く関わって
いると推察されることから，本研究ではこれまでに
知られているグローバル制御系に加えて，付着やバ
イオフィルム形成時の抵抗性に関与する未知の遺伝
子を探索し，より詳細な抵抗性発現機構の解明を目
的とした。 

 さらに，臨床検査の分野においては、臨床的には
重要であるにもかかわらず、抗菌薬抵抗性菌の検出
は全く行われていない現状から、より有効な抗菌薬
投与を行うことを目的とした薬剤感受性検査法への
応用を目指したものである。 

３．研究の方法 

［抗菌薬抵抗性発現におけるストレス応答系グロー

バル制御遺伝子間相互関連性］ 

① AHL 系 quorum sensing の抗菌薬抵抗性への

関与と rpoS との階層性の解析 

 quorum sensing 調節遺伝子(lasR, rhlR)およ

び autoinducer 合成酵素遺伝子(lasI, rhlI)ノ

ックアウト変異株を作製し，キノロン作用後

の生存率（CFU）を測定 

 lasR 変異株に plasmid 上に rpoS 遺伝子を挿

入し rpoS 強制発現株を作成し，キノロン抵抗

性発現経路の階層性について解析 

② PQS quorum sensing と rpoN および vqsRの

抗菌薬抵抗性に対する相互関連性 

 PQS 合成系オペロン遺伝子 pqsA, pqsE, 

制御遺伝子pqsRおよびvqsR欠失変異株

を作製し、抗菌薬抵抗性の解析 

 pqs 変異による vqsR 転写に及ぼす影響

を qRT-PCR 法を用いて解析 

 pqs, vqsRおよび rpoN間の複数の二重欠

失変異株を作製し，抗菌薬抵抗性と病原

因子発現における相互関連性の解析 

［セカンドメッセンジャーと抗菌薬抵抗性］ 

① 環境シグナルを感知し緑膿菌のライフス

タイルの変化を担っているセカンドメッ

センジャーc-di-GMP の合成能が亢進し

た株は皺状の小型の集落（wrinkly small 

colony variant: WSCV）を形成する。臨

床分離株より WSCV を示す株を分離し、

キノロンおよびカルバペネム抵抗性の解

析。 

② WSCV を示す株の変異遺伝子を同定し，

標準株 PAO1 株由来変異株を作製し，抗

菌薬抵抗性への影響を解析。 

［ライフスタイルと抗菌薬抵抗性］ 

① 緑膿菌標準株PAO1株由来miniTn5挿入

変異株ライブラリーを作製 

② 付着時抗菌薬抵抗性低下変異株の分離 

 Tn5 挿入変異株ライブラリーより付着時

の抗菌薬に対する抵抗性（付着時 MBC）

が低下した株を探索し，変異部位の塩基

配列により，付着時抗菌薬抵抗性に関与

する遺伝子を同定する。 

③ バイオフィルム形成時抗菌薬抵抗性低下

変異株の分離 

 Tn5 挿入変異株を Peg-Biofilm 法により

バイオフィルムを形成させた後，抗菌薬

に対する抵抗性が低下し Peg バイオフィ

ルムの生菌数が減少した株を分離し、変

異遺伝子を同定する。 

 
４．研究成果 
［抗菌薬抵抗性発現における副次的σ因子およ
び quorum sensing 関連遺伝子間相互関係］ 
① lasR, lasI, rpoS 変異株はいずれもキノロン

抵抗性が低下する（図１）。しかし，lasR

変異株に rpoS 遺伝子を tacP 下流に挿入し
た plasmid を形質転換した株は IPTG によ
り rpoS 遺伝子を強発現させることにより，
抗菌薬抵抗性が復帰した（図２）。したが
って，Las quorum sensing system は rpoS を
介して抗菌薬抵抗性に導く経路を担って
いることが判明した。 



 

 

 
 

 
② PQS quorum sensing を担う autoinducer 合成

系オペロン遺伝子pqsA,pqsE,pqsRを欠失した
変異株はいずれも親株に比べカルバペネム作
用後の生存率が 2〜５倍高く，抵抗性が上昇し
た。一方 PQS QS 制御因子をコードする vqsR
欠失変異株はカルバペネム抵抗性が親株の
1/10 に低下した。vqsR と pqsA, pqsE,pqsR と
の二重変異株はいずれも生存率が上昇し、
vqsR 変異による抵抗性の低下が抑制された。
また，pqsA および pqsE 変異は rpoN 変異株の
カルバペネム抵抗性を低下させる。このこと
から，vqsR は PQS 系 QS 関連遺伝子の発現にネ
ガティブに影響を及ぼしていると推察される
（図３）。 

 
［c-di-GMP と抗菌薬抵抗性］ 

③ 恒常的に細胞内 c-di-GMP が高濃度に蓄積される

wspF 変異株はカルバペネムに対する抵抗性が

高く，wspF 変異株にプラスミドにより wspF を

相補した株および c-di-GMP 分解酵素遺伝子

PA2133 を導入した株はカルバペネム抵抗性が

低下することから c-di-GMP が抗菌薬抵抗性に

深く関与していることが明らかになり，この抵

抗性が c-di-GMP により発現調節されている菌

体外多糖 Psl による可能性が推察されたた

め,wspF変異株にpsl欠失変異を導入した二重変

異株を作製しその影響を調べた。その結

果,wspFpsl 二重変異株は親株に比べ抗菌薬抵抗

性が 100 分の 1 以下に低下したことから，

c-di-GMP を介して発現誘導される Psl が直接的

な抗菌薬抵抗性因子であることが示唆された

（図４）。 
 

 

④ 細菌は種々の環境要因に応答し多数の遺伝子

発現を変化させることによってその環境に適

応するシステムを有している。抗菌薬も環境ス

トレスの一つであると考えられることから，抗

菌薬による c-di-GMP 蓄積の指標となる小さな

皺状集落(rugose small coly variants:RSCVs)形成

に及ぼす影響を検討した。その結果，クラリス

ロマイシンおよびトブラマイシンが RSCVs を

誘導することが判明し，この現象は c-di-GMP

分解酵素遺伝子を導入した株では誘起されな

いことから，抗菌薬は c-di-GMP 合成を誘導し

バイオフィルム形成へと向かうシグナルとし

て作用していること推察される。 
 
［付着時およびバイオフィルム形成時の抗菌薬
抵抗性関連遺伝子］ 
① 緑膿菌標準株 PAO1 株に miniTn5 を挿入し

た変異株ライブラーを約 8000 株作製し，
その中から 14 株の付着時 MBC(MBCAD)が低
下した株および 11 株のバイオフィルム形
成時の抗菌薬抵抗性が低下した変異株を
分離した（表 1， 図５）。バイオフィルム
形成時の抵抗性が低下した株は1株のみバ
イオフィルム形成能が低下しており、バイ
オフィルムの主要な菌体外マトリクス合
成系オペロンに属する pslJ 内の挿入変異
であることが判明した。その他 8種の遺伝
子にはチトクローム系および電子伝達系
を担うタンパクをコードするものが複数
存在しており、酸化ストレスとの関連性が



 

 

推察された。またライフスタイルの変換に関わ
るシグナル伝達系 cbrA/B のセンサー遺伝子
cbrA 変異株が 2 株含まれていた。さらにバイオ
フィルム形成能が親株レベルであり抗菌薬抵
抗性が低下した変異株は浮遊時および付着時
の抗菌薬抵抗性には影響を及ぼしておらず、ま
た、逆に付着時抵抗性低下株はいずれもバイオ
フィルム形成能が低下していることから、バイ
オフィルムの抗菌薬抵抗性を担う遺伝子はバ
イオフィルム形成過程と強くリンクしており
付着時および浮遊時の抵抗性とは異なったメ
カニズムが存在することが示唆された。 

 

 
［抗菌薬抵抗性関与する遺伝子発現ネットワーク］ 
 以上の研究成果およびこれまでの著者らのより，

図6に示す抗菌薬抵抗性発現に至る遺伝子間のネット
ワークモデルが示唆された。 
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