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研究成果の概要（和文）：MRSAの増殖抑制に対する緑膿菌QS分子(3-oxo-C12-HSL、C4-HSL)の影響についてin vitroの
系で解析を行った。ポジティブコントロールとしてバンコマイシン(VCM)を用いた。その結果、緑膿菌QS分子の溶媒で
あるDMSOでは10%以上でMRSA阻害効果を認めたが、緑膿菌QS分子によるMRSA阻害は認めなかった。VCMのMICは1 μg/ml
であった。さらに、3-oxo-C12-HSL、C4-HSLを同時に投与した影響についても解析したが、この刺激においても直接的
なMRSA阻害は認めなかった。以上の結果より、緑膿菌QS分子単独ではMRSA阻害効果を有しない可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We addressed the possible involvement of quorum sensing (QS) molecules, 
3-oxo-C12-HSL and C4-HSL, from Pseudomonas aeruginosa to inhibition of methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA). We used Vancomycin (VCM) as a positive control. More than 10% Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) had the effect of inhibition of MRSA, but on the other hand QS molecules had not that 
effect. In addition, the MRSA growth did not affect by the stimulation of 3-oxo-C12-HSL and
C4-HSL at the same time. Minimum inhibitory concentration of VCM showed 1 μg/ml. These results suggest 
that QS molecules, 3-oxo-C12-HSL and C4-HSL, have not effect to inhibition of MRSA.

研究分野：形成外科学、創傷治癒学
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１．研究開始当初の背景 
 褥瘡や糖尿病性下腿潰瘍など難治性皮膚
潰瘍の約 7割が細菌関連疾患であり、また多
剤耐性菌の検出割合が高い。その中でもメチ
シリン耐性黄色ブドウ球菌 (MRSA) による
創感染は治療を困難にするのみならず、院内
感染の点からも問題視されている。 
現在、感染創の治療は「洗浄」、「デブリー
ドマン」、「抗菌薬入り軟膏」により創部の細
菌数減少に主眼が置かれている。しかしなが
ら、現在の治療法は殆どのMRSAに無効で
あり、加えて、宿主側の免疫応答を活性化さ
せる局所療法は存在しない。また、抗菌薬の
使用は多剤耐性菌を出現させる可能性があ
り、近年では警鐘が鳴らされている。  
申請者は感染創に対する新たな対策とし
て菌をもって菌を制する可能性に着目した。
MRSAと緑膿菌が同時に感染起因菌となる
ことは稀であり、緑膿菌がMRSAの増殖を
抑制するとの報告がある。Cystic fibrosisの
患者の検体を用いた臨床データより、緑膿菌
とMRSAの感染率が負の相関を示したこと
が報告され、また実験的にも緑膿菌がMRSA
の増殖を抑制することが in vitroの研究によ
り示されている。 
しかしながら、MRSA感染創に緑膿菌を投
与することは不可能であり、臨床応用には至
っていない。緑膿菌が他の菌種に対して抗菌
作用を示すことは古くから知られており、こ
れまでに緑膿菌の産生する色素ピオシアニ
ンや低分子の親水性物質 2-Heptyl-4- 
hydroxyquinoline N-oxideによる抗MRSA
活性が報告されている。 
本研究では、MRSA感染制御因子として、
緑膿菌クオラムセンシング (QS) 分子に注
目した。緑膿菌が産生する 2種類の QS分子
は、緑膿菌間の情報伝達、病原因子産生、宿
主の免疫応答に関与することが明らかにな
っている。我々はこれまでに、緑膿菌 QS分
子が創部の好中球、マクロファージの免疫応
答を高め、創傷治癒促進に関与することを明
らかにしている。 
本研究は慢性創傷のMRSA感染制御に対
する緑膿菌 QS分子の効果について、形成外
科学と免疫学を融合し学術的に解明する初
めての試みであり、独創性がある。さらに、
得られた研究成果は創傷以外の分野にも広
く応用が可能であり、研究の意義は非常に大
きい。 
 
２．研究の目的 
褥瘡や難治性皮膚潰瘍、糖尿病性下腿潰瘍

など慢性創傷の創面には複数の細菌が存在
することが報告されているが、複数が同時に
増殖することは少なく、不思議と感染起因菌
は限定されることが多い。 
本研究では、治療に難渋するMRSA感染
に対し、緑膿菌 QS分子による感染制御の可
能性を明らかにすることを目的とした。緑膿
菌 QS分子は緑膿菌間の情報伝達分子であり、
この QS分子の濃度に応じて緑膿菌は毒素因
子の産生等を決めていることが知られてい
るが、MRSA間の情報伝達には用いられてお
らず、MRSAの毒性を高めることはないと考
える。具体的には、以下の点について検証す
る。 
緑膿菌QS分子がMRSA感染を制御する可
能性の検証：MRSAと緑膿菌 QS分子
(N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone 
(3-oxo-C12-HSL)と N-butanoyl-L- 
homoserine lactone (C4-HSL)を共培養し、
細菌数、MRSAの virulence factor (α
-hemolysin、Panton-Valentine leukocidein)、 
に与える影響の解析 

 
３．研究の方法 
本研究では、MRSAに対し、緑膿菌クオラ
ムセンシング (QS) 分子がMRSA抑制効果
を有するか否かを明らかにする。 

in vitroの系でMRSAに対する緑膿菌 QS
分子の効果について検証する。 

 
(1) 細菌：メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 

(MRSA) 臨床分離株 
・-80℃でストックしていた菌液を普通寒
天培地上でコロニー化（37℃、18h） 
・コロニー20個をM-H液に添加し増菌
（37℃、18h） 
・OD 0.1の菌液をM-H液 10mlに添加
し、インキュベーション（37℃、2h） 
・2h後の OD値を測定 
 

(2) 緑膿菌 QS分子：
N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine 
lactone (3-oxo-C12-HSL)および
N-butanoyl-L- homoserine lactone 
(C4-HSL) 
 

(3) 刺激：96 well プレートに菌液 5μlと以
下の試薬 100μlを加え、インキュベーシ
ョン（37℃、20h） 
① 3-oxo-C12-HSL：1 mM、500μM、250μM、

125μM、62.5μM、31.25μM、16.0μM、
8.0μM、4.0μM、2.0μM、1.0μM、0.5μM 



② C4-HSL：1 mM、500μM、250μM、125μM、
62.5μM、31.25μM、16.0μM、8.0μM、
4.0μM、2.0μM、1.0μM、0.5μM 
③ HSLの希釈溶媒であるジメチルスルホ
キシド(DMSO)：10%、5%、2.5%、1.25%、
0.62%、0.31%、0.16%、0.08%、0.04%、
0.02%、0.01%、0.005% 
④ MRSAに対し抗菌作用を有するバンコマ
イシン (VCM)：128 ug/ml、64 ug/ml、
32 ug/ml、16 ug/ml、8 ug/ml、4 ug/ml、
2 ug/ml、1 ug/ml、0.5 ug/ml、0.25 ug/ml、
0.125 ug/ml、0.0625 ug/ml 

 
得られた結果は当該分野の国内・国外学会
にて発表すると共に、論文として公表し臨床
応用を目指す。また、適宜ホームページ上で
公開し、社会に還元する。 
 
４．研究成果 

MRSA臨床分離株を用いて、in vitroの系
でMRSAに対する緑膿菌QS分子の阻害効果
を検証した。 
その結果、緑膿菌 QS分子の溶媒である

DMSOでは 10%以上でMRSA阻害効果を認
めたが、緑膿菌 QS分子(3-oxo-C12-HSLと
C4-HSL) による直接的なMRSA阻害は認め
なかった。VCMのMICは1μg/mlであった。
さらに、3-oxo-C12-HSL、C4-HSLを同時に
投与した影響についても解析したが、この刺
激においても直接的なMRSA阻害は認めな
かった。 
以上の結果より、緑膿菌 QS分子単独では

MRSA阻害効果を有しない可能性が示唆さ
れた。 
緑膿菌 QS分子は、直接的に好中球の集積
促進や炎症性サイトカイン産生誘導に関与
することが報告されているため、白血球の活
性化を介してMRSA阻害に働く可能性があ
る。また LPSなど緑膿菌が有する他の毒素
因子がMRSA阻害に働く可能性もあり、こ
の点について今後検証していく必要がある
と考える。 
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