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研究成果の概要（和文）：クォーラムセンシング阻害は、菌を殺菌する効果を持つ抗生物質などとは異なり、菌を死滅
させることなく病原性発現を抑制することができるため、次世代の感染症治療法として期待されている。
本研究では、細菌はクォーラムセンシング阻害に対する環境適応機能を持っていないのかという疑念のもと、クォーラ
ムセンシングが働くことでアデノシンを同化できる条件下におき、クォーラムセンシング阻害に対する耐性菌の探索を
行ったところ、mexRとnalC遺伝子に変異を持った緑膿菌の菌株がクォーラムセンシング阻害に対して耐性を示すことが
わかった。また、緑膿菌はクォーラムセンシング阻害剤を変換することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Inhibition of quorum sensing is a promising approach as a next-generation 
infection treatment unlike antibiotics which kill bacteria.
In this study, it was investigated if bacteria can have a certain ability to alleviate or avoid 
repression effect by quorum sensing inhibition. Therefore, a resistant strain to quorum sensing 
inhibition was screened under the condition in the presence of adenosine as a sole carbon source as 
utilization of adenosine is required by the function of quorum sensing. As a result, mexR and nalC genes 
in Pseudomonas aeruginosa were related to the resistance to quorum sensing inhibition and also 
Pseudomonas aeruginosa was able to biotransform a quorum sensing inhibitor.
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１．研究開始当初の背景 
 クォーラムセンシングとは、簡潔に述べる
と菌密度の増加（具体的には、オートインデ
ューサーの濃度増加）に依存して、遺伝子発
現が活性化する仕組みである。このクォーラ
ムセンシングは、病原因子、酵素、色素など
の産生に密接に関わっているため、クォーラ
ムセンシング機構を阻害するアプローチは、
従来の抗生物質などによる細菌処理（細菌の
増殖抑制や阻害などをもたらす）とは異なっ
た病原因子抑制処理法として期待されてい
る。なぜなら、クォーラムセンシング阻害剤
による細菌処理は、細菌の増殖抑制をもたら
す抗生物質などとは違い、細菌に対して選択
圧を付与しない優れた細菌の病原抑制技術
として考えられているためである。 
 
２．研究の目的 
現在のところ、クォーラムセンシング阻害

剤による病原処理は、細菌に対して選択性を
付与したいので耐性菌などが出現しないと
報告されている（文献①）。本研究では、本
当にクォーラムセンシング阻害に対して、細
菌は環境適応する術を持ち合わせていない
のかという疑問を追究するための取組みで
ある。その研究コンセプトは図１に示したと
おりであり、クォーラムセンシング阻害に対
する耐性菌の出現可能性を追究することが
目的となっている。 
本研究期間内で、①クォーラムセンシング

阻害剤に対する耐性菌株の取得、②耐性に関
わる遺伝子の同定、③耐性機構の解明を行い、
どのようにクォーラムセンシング阻害を回
避できるのかなどを追究し、細菌のクォーラ
ムセンシング阻害剤に対する環境適応機能
を分子レベルで明らかにすることが本研究
の最終目的であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 本研究を進めるにあたり、細菌が環境して
いくための選択圧をかける必要がある。そこ
で、図２に示したように、緑膿菌のアデノシ
ンを炭素源として利用する経路（ヌクレオシ
ドヒドラーゼの酵素発現）がクォーラムセン
シングに依存しているという知見（文献②）
をもとに、クォーラムセンシング阻害剤の存
在下では、緑膿菌の増殖が抑制されるという

選択圧をかけ、環境適応する進化の機会を促
す。通常緑膿菌がアデノシンを同化して利用
するためには、ヌクレオシドヒドラーゼとい
う酵素活性が必須であるが、この酵素の遺伝
子発現がクォーラムセンシングに依存して
いる。したがって、この条件下でクォーラム
センシングが阻害されるとヌクレオシドヒ
ドラーゼの遺伝子発現が抑制され、結果的に
アデノシン条件下で増殖できなくなる。この
コンセプトを実証するために、実際にクォー
ラムセンシング阻害剤として知られている
C-30（ブロモ化フラノン化合物の一種）（文
献③）をアデノシン最少培地に添加して、緑
膿菌の増殖を確認したところ、C-30 存在下で
顕著に緑膿菌 PA14 株の増殖が低下すること
が明らかとなり、上述の選択圧をかける研究
戦略の実証に成功している状況である。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では、この手法を用いて、使用可能

なあらゆるクォーラムセンシング阻害剤に
対する耐性菌株の探索を行い、環境適応メカ
ニズムを追究する。 
 具体的な研究方法は、以下の通りである。 
①使用するクォーラムセンシング阻害剤の
選択圧の確認 
 本研究では、クォーラムセンシング阻害剤
C-30 を用いて、選択圧の有無を確認すること。 
②クォーラムセンシング阻害剤に対する耐
性菌株の探索 
ランダムトランスポゾンなどを用いて遺

伝子変異を導入して、クォーラムセンシング
阻害剤に対して耐性を示す変異株や適応菌
株などを探索すること。 

図３．探索したクォーラムセンシング阻害
に対する耐性菌株(mexR、nalC 変異株)
によるアデノシン最少培地での増殖 

図１．本研究の基本コンセプトと研究内容 
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図２．QS 阻害に対する耐性菌セレクション方法 
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③耐性に関わる遺伝子の特定 
 取得したトランスポゾン変異株などから、
トランスポゾン挿入部位の周辺の塩基配列
を同定することで、クォーラムセンシング阻
害に関わる遺伝子を明らかにすること。 
④クォーラムセンシング阻害の生分解 
 クォーラムセンシング阻害剤が緑膿菌に
よって変換されるのか明らかにすること。 
⑤クォーラムセンシング阻害に対する耐性
メカニズムの解明 
 得られたクォーラムセンシング阻害に対
して耐性を示す菌株を用いて、耐性メカニズ
ムの解明を遺伝子発現レベルで行う。また、
耐性の持続性やその耐性の実現可能性を実
証すること。 
⑥異なったクォーラムセンシング阻害シス
テムの構築 
 本研究で使用してきた拮抗阻害によって
クォーラムセンシングを阻害する C-30 の他
に、クォーラムセンシングシグナル分子を分
解してクォーラムセンシングを阻害する
AHL ラクトナーゼによるクォーラムセンシ
ング阻害を実現するため、ラクトナーゼの発
現系の構築を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究で得られた大きな成果は次の二つで
ある。 
①クォーラムセンシング阻害に対する耐性株
の獲得とその環境適応メカニズム 
本研究により得られた緑膿菌の増殖がアデ

ノシン存在下ではクォーラムセンシングに依
存することに着眼して、トランスポゾン変異
導入手法によりクォーラムセンシング阻害剤
であるＣ－３０存在下で増殖が回復する変異
株の探索を行った。その結果、数株の変異株
が分離でき、遺伝子変異部位がmexRとnalC遺
伝子であることがわかった。図３に示したよ
うに、これらの変異株では、クォーラムセン
シング阻害剤を添加したアデノシン最少培地
での増殖が、野生株における阻害度合よりも
回復していることがわかる。これは、クォー
ラムセンシングの阻害が起こりにくくなって
いることを示している。次に、これらの遺伝
子は、細胞内から細胞外へと排出を盲進する
ポンプ活性の抑制に関わる機能を持っており、
Ｃ－３０による阻害効果の減少は、これらの
遺伝子変異によりＣ－３０の細胞外への排出
が盲進されたことが原因であることが示唆さ
れた。 
 さらに、その仮説を検証するため、クォー
ラムセンシング阻害剤の排出盲進の度合を試
験した結果、mexR変異株においては、野生株
と比較して、クォーラムセンシング阻害剤C30
を細胞外への放出が盲進しており、平成25年 
度の成果で考察した「阻害剤が細胞外へ排出
されることで阻害効果が低減し耐性を持つ」
というメカニズムを明らかにした。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②クォーラムセンシング阻害剤の緑膿菌によ
る代謝変換 
次に、緑膿菌野生株において、クォーラム

センシング阻害剤C30が代謝変換されている
ことを見出し、C30の分子内にある二つのブロ
モ基が外れている化合物に変換されているこ
とを明らかにした。図４に示したように、ク
ォーラムセンシング阻害剤であるC-30は、緑
膿菌により数時間以内で完全に変換されてい
ることがわかった。また、同時に臭素イオン
も反応液中に検出されており、特にC-30の濃
度の2倍量が検出された。そもそもC-30分子の
中にはブロモ基を持っており、緑膿菌による
代謝の過程で、これら二つのブロモ基が外れ、
臭素イオンとして反応液中に存在しているこ
とがわかった。また、GC-MSなどを用いた分析
により、ブロモ基が一つ外れた化合物を同定
し、この化合物では、依然クォーラムセンシ
ング阻害効果が確認された。また、ブロモ基
が二つ外れた化合物ではクォーラムセンシン
グ阻害効果が消失することが示唆された。 
③AHLラクトナーゼ遺伝子の発現系の構築 
ＡＨＬラクトナーゼ存在下で起こるクォー

ラムセンシング阻害に対する耐性機構を明ら
かにするために、必要な過剰発現システムを
構築した。今後は、ラクトナーゼ酵素の精製、
およびその精製酵素を用いたクォーラムセン
シング阻害効果の確認、および耐性菌の探索
などを行う予定である。 
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