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緒論 

薬剤排出ポンプの薬剤耐性における機能 

細菌はヒトを含む宿主に感染し寄生することで自身の生存を維持してきた。一方の宿主

側においても 20 世紀半ばより、細菌の攻撃から身を守るべく、人類は抗菌薬を次々と開発

し対策を講じてきた。結果として、人類が新たな抗菌薬を開発すると、それほど間を置か

ずに抗菌薬が効かない薬剤耐性菌が出現し、新たな火種を生む、という構図が現在まで続

いている。近年、多数の抗菌薬に対して耐性を獲得した多剤耐性菌が出現し、その強靭か

つ狡猾な生存能力がヒトを含む環境に多大な影響を及ぼしており、大きな社会問題となっ

ている。 

細菌が薬剤耐性を獲得する機構としては、①薬剤排出ポンプによる薬剤の能動的排出、

②作用点の突然変異による薬剤親和性の低下、③修飾酵素や分解酵素による薬剤の不活性

化、④細胞膜周辺構造の変化やバイオフィルム形成による薬剤透過性の低下、等が知られ

ている（図 1）。多くの場合、これらの要因が複雑に絡み合った結果として多剤耐性がもた

らされるが、薬剤排出ポンプは様々な抗菌薬を認識・排出し、単独で多剤耐性化を引き起

こすことで注目されている 1。 

 

 
図 1. 細菌の薬剤耐性化機構 

 

細菌の薬剤排出ポンプは、その構造およびエネルギー共役機構の違いによって、大きく 5

つのファミリーに分類される。①ATP の加水分解をエネルギーとして異物を排出する「ABC

（ATP binding cassette）型」、②TolC 等の外膜チャネルおよびペリプラズム空間に存在する

膜融合蛋白質と三者複合体を形成するプロトン駆動の「RND（ resistance nodulation 

cell-division）型」、③プロトン駆動型で最も主要なファミリーである「MFS（major facilitator 

superfamily）型」、④4 回膜貫通構造をもつプロトン駆動の「SMR（small multidrug resistance）

型」、⑤MFS 型とは相同性がなく、ナトリウムもしくはプロトンを駆動力とする「MATE
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（multidrug and toxic compound extrusion）型」の 5 つである 2。このように細菌は、それぞれ

の種ごとに固有の薬剤排出ポンプ群を有しており、薬剤排出ポンプの各々が様々な抗菌薬

に対する基質認識性並びに排出能力を発揮することで、自身の生存優位性を獲得する役割

を担っている。 

 

薬剤排出ポンプの生理的機能 

細菌が有する薬剤排出ポンプは、菌自身が生存するために細胞内に取り込まれた抗菌薬

を細胞外へ排出する重要な働きを担っており、薬剤耐性化を引き起こす原因の一つと位置

付けられている。一方で、薬剤排出ポンプは抗菌薬が世の中に広まるよりはるか昔より細

菌自身が有する細胞膜蛋白質として存在していることから、薬剤耐性における役割に加え

て、細菌自身が様々な環境下において有利に生存するために必要な生理学的な機能を担っ

ていることが明らかとなりつつある。例えば、細菌が宿主に寄生するためには、宿主細胞

への接着及び侵入が必要である。また、細菌は様々な厳しい外部環境に順応しながら、自

身の生存を確立し続ける必要がある。このように、細菌は外部を攻撃するための機能及び

自身を守るための機能と関連して、薬剤排出ポンプの生理学的機能を発揮していると考え

られる。 

 

本研究の目的 

様々な菌種の各薬剤排出ポンプの生理的な機能については、これまでに主に細菌学分野

の研究者らにより報告されてきた。しかしながら、それぞれの知見を合わせて、各細菌の

薬剤排出ポンプの生理的役割について包括的にまとめた近年の報告はない。自身の研究を

始めるにあたり、まず初めにこれまでに報告されている最新の知見を精査し、当研究室の

専門であるグラム陰性菌のサルモネラ、大腸菌及び緑膿菌における薬剤排出ポンプの生理

的な機能について知識を集約した（第一章）。 

その上で、本研究では、細菌の生存にとって必須の糖への耐性（第二章）、並びに脂肪酸塩

への耐性（第三章）に着目し、それぞれの生理的機能における薬剤排出ポンプの同定及び

役割の解明を試みた。 
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薬剤排出ポンプの生理的機能 
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第 1 節 諸言 

 

薬剤排出ポンプは、菌体内から細胞外へ抗菌薬を排出する主要な蛋白質として働き、薬

剤耐性を獲得することで、細菌の生存維持に寄与している。一方で、薬剤排出ポンプは抗

菌薬が出現する以前より、細菌に備わり遺伝学的に維持されている蛋白質ファミリーであ

ることを踏まえると、薬剤排出ポンプとしての役割とは別に、感染宿主細胞内の厳しい環

境下で生存優位性を獲得するために重要な役割を担っていると考えられる。近年、薬剤排

出ポンプは、自身の生存優位性を獲得するために外部への攻撃並びに自身を外的環境から

防御するための機能と関連して働くことが明らかとなってきている。 

菌が外部を攻撃するための機能との関連としては、毒性物質の産生及び放出に必要な多

数の病原性因子を有すること、宿主への細胞接着及び侵入を促すこと、等が挙げられ、そ

の都度で外部環境に応じた反応が可能となるように複雑な調節をおこなっている。また、

菌が自身を守るための機能との関連としては、自律的な運動能を保持すること、秩序化し

た三次元構造のバイオフィルムを形成すること、生理的作用物質を排出すること、等が挙

げられ、厳しい外的環境から逃れるための機能を有している。また、さまざまな細菌種が、

広範囲のクオラムセンシング（QS）システムを用いて細胞間コミュニケーションの場を確

立しており、薬剤排出ポンプが QS システムの調節に関与していることも報告されている。 

ゲノムプロジェクトの進行により種々の生物のゲノム配列が解読され、薬剤排出ポンプが原核生

物から真核生物まで幅広い生物のゲノム上にコードされていることが推定されている。サルモネラ

菌、大腸菌及び緑膿菌は、細菌研究のモデル生物としてよく使用されるグラム陰性菌であ

り、これらグラム陰性菌においても、数々の薬剤排出ポンプの存在が報告されてきた。現

在までに、サルモネラ菌では 10 種類 3, 4、大腸菌では 20 種類 5、緑膿菌では 12 種類 6の薬

剤排出ポンプが同定されている。 

様々な菌種の各薬剤排出ポンプの生理的な機能については、これまでに主に細菌学分野

の研究者らにより報告されてきた。しかし、それぞれの知見を合わせて、各細菌の薬剤排

出ポンプの生理的役割について包括的にまとめた近年の報告はないことから、今回私はこ

れまでに報告されている最新の知見を精査し、我々の研究室の専門であるグラム陰性菌の

サルモネラ、大腸菌及び緑膿菌における薬剤排出ポンプ（図 1-1）の生理的な機能について、

知識の集約に努めた。 
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図 1-1. サルモネラ菌、大腸菌及び緑膿菌における薬剤排出ポンプ 

 

 

第 2 節 サルモネラ菌における薬剤排出ポンプの役割 

 

サルモネラ菌（Salmonella enterica serovar Typhimurium）は、ヒトを含む動物に常在する通

性嫌気性の腸内細菌である。サルモネラ菌は、細菌胃腸炎から生命を脅かす全身感染症ま
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で様々な疾患を引き起こす。サルモネラ菌の 10 種類の薬剤排出ポンプのいくつかにおいて、

これまでに報告されている生理学的機能について以下に記す。また、サルモネラ菌の生理

学的機能及び基質については表 1-1 に要約を示す。 

 

2-1.  AcrAB-TolC 

 

acrAB‐tolC は、サルモネラ菌において定常状態で発現がみられる最も主要な薬剤排出ポン

プである。このポンプは、acrA、acrB 及び tolC の 3 つの蛋白質を構成要素にもつ。acrA は、

外膜と内膜を架橋する膜融合蛋白質として分類されるペリプラズムリポ蛋白質である。acrA

は脂質のモチーフを介して内膜に固定されている 7。acrB は、12 本の膜貫通 αヘリックスを

有する内在性膜蛋白質であり、細胞膜に位置する 8。tolC は、エンベロープ蛋白質のファミ

リーに属する外膜蛋白質であり、すべてのグラム陰性菌に発現がみとめられている 9。 

これまでに、このポンプの生理的役割を調べるために、遺伝子操作によって遺伝子ノッ

クアウト株又は過剰発現株を構築し、表現型を解析する実験が行われてきた。 

Salmonella SL1344 の tolC 欠損株では、ヒト腸上皮細胞（hEC）及びマウス単球マクロフ

ァージへの接着能及び浸潤能が低下した。acrB 欠損株では、正常な接着がみられる一方で、

hEC 及びマクロファージへの浸潤能が低下していた。In vivo において、acrB 欠損株及び tolC

欠損株では、鳥類の消化管におけるコロニーの形成及び維持が低下し、サルモネラ菌数の

低下が認められた 10。acrB 欠損株及び tolC 欠損株を用いた転写解析においては、走化性及

び運動性遺伝子が広範囲に抑制され、acrB 欠損株では運動性の低下がみられた 11。また、

acrA はヒト腸管細胞への細胞浸潤にも必要であったが、その寄与は acrB 及び tolC の寄与よ

りも小さいと考えられた 12。 

acrAB‐tolC システムは宿主細胞に対する病原性にも影響を与えている。acrB 欠損株及び

tolC 欠損株では、III 型分泌系毒性因子の様々な構成要素に関与する SPI-1 遺伝子の遺伝子

発現の低下が認められている 11。一方で、tolC 欠損株では毒性関連因子の発現低下がみられ

るが、acrB 欠損株では影響がなく hEC への浸潤能の低下もみられなかったという報告もあ

る 13。このように結果に差が生じるのは、用いた細胞株により感受性が異なることが要因の

一つと考えられている。 

バイオフィルム形成は、サルモネラ菌を含む細菌種において頻繁にみられる現象であり、

多剤耐性を引き起こす要因となる。Baugh らは、10 の薬剤排出ポンプ欠損株では、バイオ

フィルムを形成できないことを示した 14。バイオフィルム形成不全を引き起こす一つの要因

として、細胞外マトリックスの主要成分である繊毛（Curil）遺伝子の転写抑制が挙げられ

ている 15。 

サルモネラ菌に acrAB‐tolC が存在しない状態にすると、代償性調節機構として他の薬剤

排出ポンプが働くことが知られている。acrAB 欠損株では、他の薬剤排出ポンプである acrF、

acrD、mdsB、mdtB、macA、emrA 及び mdfA 遺伝子の発現亢進がみられた 16, 17。しかしなが
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ら、近年、acrAB 遺伝子のアミノ酸 D408 点変異を与えた株においては、マウス及び Galleria 

mellonella モデルにおいて腸管上皮細胞及びマクロファージへの浸潤能及び生存能の低下が

認められたが、他の薬剤排出ポンプの発現には影響を及ぼしていなかった 18。このように、

遺伝子欠損モデルと遺伝子変異モデルでは得られる表現型が異なる可能性があり、臨床的

観点から発生確率が高い遺伝子変異株を用いた研究の進展が望まれている。 

acrAB‐tolC は、宿主のストレス化環境で生存優位性を獲得するために、胆汁酸塩、脂肪酸、

インドール、パラコート及びステロイドホルモンなどの宿主内生理活性物質の排出におい

ても役割を果たしている 19。胆汁及びインドールによって acrB 及び tolC の発現が亢進する

ことが報告されている 19-21。 

 

2-2.  AcrAD-TolC 

 

acrD が機能するためには、acrB と同様に acrA と tolC が必要であるが、acrA は acrB と同

じオペロンに位置しており、acrD の遺伝子座とは隣接していない 22。 

acrAD-tolC は acrAB-tolC とは異なる生理的機能を有する。acrD 欠損株では、代謝、毒性

及びストレス反応に関わる遺伝子発現の変化を生じた。例えば、鞭毛回転の方向転換に必

要な因子である代謝産物のフマル酸の産生が低下し、細胞運動性の低下がみとめられた。

一方で、acrD 欠損株は野生型株と同等以上の生存優位性がみられたことから、薬剤排出ポ

ンプがないことによって環境に適応するために消費するエネルギーを節約でき、結果とし

て好都合となる場合もあることが示唆された 23。 

acrAD-tolC は生理活性物質として、インドール、銅、亜鉛を基質として認識し、他ポンプ

mdtABC と協働してストレス環境下での適応に寄与した 24。 

 

2-3.  MdsAB-MdsC/TolC 

 

mdsAB はサルモネラ菌特異的な蛋白質であり、mdsC 又は tolC と協調して働く 4。サルモ

ネラ菌に感染したマクロファージでは、mdsABC の発現が亢進し、細菌数の増加にともなう

宿主の細胞死がみられた。一方で、mdsABC 欠損株では、感染マクロファージにおける細菌

数が低下した。mdsABC が過剰発現すると 1-パルミトイル-2-ステアロイル-ホスファチジル

セリン（PSPS）の分泌増加を引き起こし、宿主細胞への侵入能及び生存能が高くなること

が示された 25。 

mdsAB-mdsC/tolC の生理活性物質における役割としては、金及び酸化ストレスに対する耐

性化に寄与していると考えられている 26。 

 

 

2-4.  MacAB-TolC 
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macAB-tolC は、サルモネラ菌の各薬剤排出ポンプの欠損株を BALB/c マウスの胃内に播

種した我々の研究において、最も高い致死作用を示した 3。macAB と毒性の関連性について

の詳細は未だ解明されていないが、マウスの炎症腸細胞及びマクロファージを用いた実験

により、macAB は H2O2 によってアップレギュレートすることが示され、H2O2 減少因子で

あるエンテロバクチンの代謝物を放出することによって活性酸素種 ROS の解毒に寄与する

ことが報告されている 27, 28。 

 

 

 

表 1-1. サルモネラ菌における多剤排出ポンプの生理的役割及び基質 

排出ポンプ 生理学的機能 基質 

AcrAB-TolC 

・細胞接着 10, 17、細胞浸潤 10, 

12, 17, 18、毒性 11、12、18、3、バイオ

フィルム形成 14、インドール耐

性 19, 21, 29、胆汁耐性 20, 21 

ACR, ETBR, CIP, NAL, CHL, TET, NOV, 

FUS, ATM, CAZ, CTX, ERY, FLU, OXA, 

MIN, NOR, AMX, CRO, AMP, TRIC, CYC, 

CLO, NAF, LVX, TMP, R 6 G, CV, BENZ, 

DOC, DXR, FAM, RIF, LZD, TRC, CAR, 

TPP, MB, SDS, Triton X-100, anti-histamine 

agent, plant alkaloids, anti-depressants, 

anti-psychotic drugs, anti-protozoal drugs 3, 

12、18、30-36 

AcrAD-TolC 

・細胞接着 17、細胞浸潤 17 

運動性 23、バイオフィルム形

成 14、生存優位性 23、銅耐性

24、亜鉛耐性 24, 

OXA, CLO, NAF, CAR, SB, ATM, SDS, 

NOV22 

AcrEF-TolC 
・細胞接着 17、細胞浸潤 17、毒

性 3、バイオフィルム形成 14 

ERY, NOV, TET, CHL, NAL, NOR, DXR, 

ACR, CV, ETBR, MB, R6G, TPP, BENZ, 

SDS, DOC3 

MdsAB-MdsC/TolC 

・細胞接着 17、細胞浸潤 17, 25、

毒性 25, 3、バイオフィルム形成

14、金耐性 26, 37 

CV, MB, ACR, R6G, NOV, ETBR, TPP, 

BENZ, SDS3, 25 

MacAB-TolC 
・細胞接着 17、細胞浸潤 17、毒

性 3、バイオフィルム形成 14 
- 

MdtABC-TolC 
・細胞接着 17、細胞浸潤 17、毒

性 3、バイオフィルム形成 14 
NOV, SDS, DOC3, 36 

EmrAB-TolC 
・細胞接着 17、細胞浸潤 17、バ

イオフィルム形成 14 
NOV, NAL, R6G, DOC, TRC3, 36 
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MdfA 
・細胞接着 17、細胞浸潤 17、バ

イオフィルム形成 14 
TET, CHL, NOR, DXR3, 36 

MdtK ・バイオフィルム形成 14 NOR, DXR, ACR3, 36 

SmvA - ACR38 

    

ACR, acriflavine; AMP, ampicillin; AMX, amoxicillin; ATM, aztreonam; BENZ, benzalkonium 

chloride; CAR, carbenicillin; CAZ, ceftazidime; CHL, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; CLO, 

cloxacillin; CRO, ceftriaxone; CTX, cefoxitin; CV, crystal violet; CYC, cyclohexane, DOC, 

deoxycholic acid; DXR, doxorubicin; ERY, erythromycin; ETBR, ethidium bromide; FAM, 

cefamandole; FLU, fluoroquinolone; FUS, fusidic acid; LVX, levofloxacin; LZD, linezolid; MB, 

methylene blue; MIN, minocycline; NAF, nafcillin; NAL, nalidixic acid; NOR, norfloxacin; NOV, 

novobiocin; RIF, rifampicin; OXA, oxacillin; R6G, rhodamine 6G; SB, sulbenicillin; TET, 

tetracycline; TMP, trimethoprim; TPP, tetraphenylphosphonium bromide; TRIC, triclosan 

 

 

第 3 節 大腸菌における薬剤排出ポンプの役割 

 

大腸菌（Escherichia coli）は、細菌研究のモデル生物としてよく使用される細菌である。

大腸菌の特定の菌種は、特定の菌株は消化管、尿路等で感染症を引き起こす。大腸菌の 20

種類の薬剤排出ポンプのいくつかにおいて、これまでに報告されている生理学的機能につ

いて以下に記す。また、大腸菌の生理学的機能及び基質については表 1-2 に要約を示す。 

 

3-1.  AcrAB-TolC 

 

acrAB‐tolC は、大腸菌における主要な薬剤排出ポンプである。 

acrB 欠損株では、運動性及び鞭毛生合成関連遺伝子の発現が亢進し、運動性が高くなっ

た 39。また、acrB 欠損株では野生型株より増殖速度が増加し、結果としてより高い細胞密

度となり、静止期への移行が遅延した。逆に、acrB 過剰発現株では、低い細胞密度のまま

定常状態に入った 40。これは、acrAB の過剰発現で QSS を細胞外に放出することで、細胞

増殖の定常状態を制御する定常期 σ因子RpoSの早期の発現亢進を誘導して低細胞密度の定

常期の状態に導いていると考えられた。 

acrB 単欠損株では、正常なバイオフィルム形成がみとめられている 41。ところが、我々

の研究室は acrB に加えて mdtABC を欠損させた株においては、それぞれの単欠損株におい

てはみられないバイオフィルムの維持能の低下を見出した 42。この acrB mdtABC 両欠損株

では、バイオフィルム形成期においては正常なバイオフィルムを形成するが、時間が経過

するにつれてバイオフィルムが維持できなくなり、最終的にバイオフィルムが消失するこ
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とを示した。 

acrB は、隣接細菌細胞に結合して細胞増殖を阻害する蛋白質毒素を送達する接触依存性

増殖阻害（CDI）にも関与する。CDI の機序において、acrB は低分子を細胞外環境に排出す

る機能を有していた 43。 

また、近年、acrAB‐tolC の発現増加によって、修復遺伝子 mutS の発現を低下させること

でDNAミスマッチによる細菌の突然変異をきたす可能性を増加させて薬剤耐性を獲得する

ことが報告されている 44。 

acrAB‐tolC は、胆汁酸、脂肪酸、ステロイドホルモンなどの内因性生理活性物質の排出ポ

ンプとして作用すると考えられている 45。 

 

3-2.  AcrAD-TolC 

 

acrD 欠損株では、emrD, emrE, emrK, acrE 及び mdtE 欠損株と同様にバイオフィルム形成

を顕著に低下した 46。また acrD は、コール酸及びプロゲステロンを排出し、インドールや

小胞体ストレスによって発現誘導されることが明らかとなっている 45, 47, 48。 

 

3-3.  AcrEF-TolC 

 

acrEF は、acrAB と高い相同性を有している。acrEF 欠損株では、acrA の発現が増加し、

細胞分裂における形態学的異常がおこる 49。acrEF は正常な増殖条件下で発現し、acrAB と

協調して細胞分裂を正常に維持する上で重要な役割を果たしていると考えられる。acrEF は、

acrAB と同様に QS 受容体である sdiA を過剰に発現する細胞において、遺伝子発現が亢進

するため、QS システムへの関与も示唆されている 50。 

 

3-4.  MdtEF–TolC 

 

mdtEF は、ほ乳類の腸内環境等の嫌気性環境下において発現が亢進し、ニトロシルインド

ール誘導体を菌体外に放出することによってニトロソ化損傷から自身を保護し、嫌気性条

件下での正常な細胞増殖に寄与している 51。また、酸性条件下においても mdtEF の発現は

上昇し、酸への耐性に寄与し細菌のホメオスタシスを調節している 52, 53 

mdtEF‐tolC の生理活性物質における役割としては、インドール及び糖類に対する耐性化

に寄与していると考えられている 47, 54。 

 

3-5.  MacAB-TolC 

 

macAB 欠損株では、水溶性下痢を引き起こす毒性物質エンテロトキシンの排出が低下す



17 
 

る 55。また、macAB 欠損株では、宿主細胞への侵入時に鉄バランスを保つために菌自身か

ら産生される PPIX が細胞内に蓄積し、光環境下で活性酸素 ROS を生成して細胞死してし

まう 56。macAB-tolC は生理活性物質として、リポ多糖を基質として認識し、環境適応に寄

与する 57。 

 

3-6.  MdfA 

 

mdfA は、Na+又は K+依存性プロトン輸送を触媒する。mdfA は、増殖や細胞死の停止が

起こりやすい極端なアルカリ性環境（pH 10）においても抵抗性を示し、苛酷な外部環境下

で内部 pH を安定化させることにより、形質転換細胞の増殖を可能にする 58。さらに、mdfA

の過剰発現株では、内膜蛋白質を損失するほどのプロトン駆動ストレス下において、高温

度への抵抗性を獲得し、細胞分裂異常から自身を保護した 59。 

 

3-7.  EmrAB-TolC 

 

emrB は H+流入により駆動される MFS トランスポーターであり、emrA はペリプラズム膜

融合蛋白質である。emrAB-tolC は、強酸性条件下（pH 2）における抵抗性に寄与しており、

宿主の胃を通過する必要がある大腸菌にとって重要な役割を果たしている 60。また、

emrAB-TolC は、過酸化時において正常な細胞増殖を保つために必要であることが知られて

いる 61。emrAB-TolC は、胆汁酸、エストラジオール及びプロゲステロンなどの内因性生理

活性物質の排出ポンプとして作用すると考えられている 45, 5。 

 

 

表 1-2. 大腸菌における薬剤排出ポンプの生理的役割及び基質 

排出ポンプ 生理学的機能 基質 

AcrAB-TolC 

・細胞増殖 40, 62、運動性 39、バイオフ

ィルム形成 42、QS システム応答 63、

脂肪酸耐性 64、胆汁酸耐性 64、突然

変異誘発 44 

CHL, TET, MIN, ERY, FLU, NAL, 

NOR, ENO, DXR, CIP, NOV, RIF, 

TMP, ACR, CV, ETBR, R6G, TPP, 

BENZ, SDS, DOC5, 40, 65 

AcrAD-TolC 
・バイオフィルム形成 46、インドール

耐性 47、銅耐性 48 

Aminoglycosides, KAN, NOV, SDS, 

DOC5 

AcrEF-TolC 
・細胞増殖 49、バイオフィルム形成

46、QS システム応答 50、 
DOC、ACR、ETBR、R6G、SDS、DOC5 

MdtEF–TolC 

・細胞増殖 66、バイオフィルム形成

46、インドール耐性 47、ニトロソ化スト

レス耐性 51、酸耐性 53 

TPP, ERY, NOV, DOX, CV, ETBR, 

SDS, DOC, BENZ, R6G, OXA, CLO5, 

52, 67 
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MacAB-TolC ・毒性 55, 56、活性酸素耐性 56 Macrolide ERY, oleandomycin 57 

EmrE 
・バイオフィルム形成 46、浸透圧スト

レス耐性 68 
ACR, CV, ETBR, BENZ, MET5 

MdfA 
・細胞増殖 59、アルカリ性 pH 環境耐

性 58 

Flu、chl、tet、doc、tmp、acr、etbr、tpp5, 

40 

EmrAB-TolC 
・細胞代謝 45,酸性 pH 環境耐性 60, 

過酸化ストレス耐性 61 
R6G, MET, CCCP, SDS, DOC5 

MdtABC-TolC 
・バイオフィルム形成 42、インドール

耐性 47、銅耐性 48、亜鉛耐性 69, 70 
NOV, DOC5 

CusCBA ・銅耐性 71, 銀耐性 72 - 

EmrKY-TolC ・バイオフィルム形成 46 - 

emrD ・バイオフィルム形成 46 SDS5 

bcr - TET, KAN, ACR, Fosfomycin5 

MdlAB - - 

YdgEF - - 

YjiO - - 

YidY - - 

YceL - - 

YdhE - - 

YceE (mdtG) - - 

    

 

 

第 4 節 緑膿菌における薬剤排出ポンプの役割 

 

緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）は、AIDS、嚢胞性線維症、全身性関連肺炎、カテーテ

ル又は火傷による慢性尿路感染症に罹患した免疫不全患者において日和見感染症を引き起

こす病原細菌である。緑膿菌は臨床株において高頻度に変異を起こすため、治療抵抗性を

獲得しやすく、特に肺への感染が大きな問題となっている。緑膿菌の 12 種類の薬剤排出ポ

ンプのいくつかにおいて、これまでに報告されている生理学的機能について以下に記す。

また、緑膿菌の生理学的機能及び基質については表 1-3 に要約を示す。 

 

4-1.  MexAB-OprM 

 

mexAB-oprM は、RND ファミリーに属しており、緑膿菌において唯一常時発現している

主要な薬剤排出ポンプである。 



19 
 

mexAB-oprM は、QS の 3OC12-HSL 因子の受動拡散による細胞間コミュニケーションを

媒介し、細胞毒性及びバイオフィルム形成を制御する 40。nalB 変異により誘導される mexAB

の過剰発現株では、3 OC12‐HSL の生産が低下することで、ピオシアニン、カゼインプロテ

アーゼ及びエラスターゼといった毒性因子の発現が低下して Caenorhabditis elegans モデル

における毒性を減弱した 73, 74。mexAB 欠損株又は mexAB 阻害剤で処理した株では、イヌ腎

臓（MDCK）細胞への浸潤能又は遊走能が有意に低下し、その寄与は他ポンプである mexXY

欠損株よりも大きかった。また、野生型株に感染した MDCK 細胞の培養上清を mexAB 欠損

株に添加したところ、細胞への浸潤能が回復したことから、緑膿菌は mexAB-oprM システ

ムを介して浸潤能に関連する因子を菌体外に排出していることが示唆された 75。さらに、マ

ウス敗血症モデルでは、野生型株で感染による致死がみられたが、mexAB 欠損株では宿主

の生存が維持された 76。 

緑膿菌のバイオフィルム形成は、抗菌薬耐性を促して、ヒト組織における緑膿菌の慢性

的なコロニー形成に必要とされる。2000 年頃には、遺伝子欠損株及び過剰発現株を用いた

実験により、mexAB-oprM を含む薬剤排出ポンプはバイオフィルムの形成能には影響を及ぼ

さないと考えられていた 77。しかし、近年、mexAB 及び mexEF の両欠損株においてバイオ

フィルム形成時の薬剤感受性が増加し、どちらかの遺伝子の過剰発現により、耐性を再獲

得することが示された 78。 

 

4-2.  MexCD-OprJ 

 

mexCD‐oprJ は、RND 成分である mexD、外膜貫通チャンネル oprJ 及び膜融合蛋白質 mexC

から構成される。 

mexCD‐oprJ 及び mexEF-oprN のいずれかの過剰発現株では、pcrv、exoT 及び exoS などの

T3SS 関連遺伝子の転写が減少し、病原性化合物を宿主哺乳類細胞の細胞質に直接運ぶため

に必要な III 型分泌系 T3SS の発現が低下した 79。 

nfxB 変異により誘導される mexCD の過剰発現株では、野生株と混合培養したところ、野

生型よりも生存優位性を示し、運動能及び毒性物質の産生低下がみとめられた 80。さらに、

nfxB 変異により誘導される mexCD の過剰発現株では、マウス肺における菌感染時に、宿主

の補体活性化（C3 オプソニン化）により感受性を示し、生存能が低下したことから、mexCD‐

oprJ が哺乳類による宿主免疫反応に対抗していたことが示唆された 81。 

mexCD‐oprJ 及び mexGHI‐opmD は、宿主防御免疫ペプチドから保護するための防御的役

割を果たす。ヒトの主要な宿主防御ペプチドの一つである外因性 LL-37 を添加した株では、

mexCD‐oprJ 及び mexGHI-opmD の発現が亢進し、毒性代謝物及びプロテアーゼなどの毒性

因子の産生を高め、環境に適応することが明らかとなった 82。 

AZM は CF における慢性緑膿菌感染に対するマクロライド系抗生物質の 1 つであるが、

その耐性はしばしば観察される。mexAB‐oprM 又は mexCD‐oprJ がある程度発現している株
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では、AZM の存在下においてバイオフィルムが形成された。一方で、mexAB‐oprM 及び

mexCD‐oprJ の両欠損株では AZM の存在下においてバイオフィルムが認められず、両薬剤

排出ポンプはバイオフィルム形成時に AZM に対する耐性を付与できることが示された 83。 

 

4-3.  MexEF-OprN 

 

nfxC 変異により誘導される mexEF の過剰発現株では、QS 因子である C4-HSL、並びに毒

性因子であるピオシアニン、エラスターゼ、ラムノリピドの産生が低下した 84。また、別の

実験系において nfxC 変異により誘導される mexCD の過剰発現株では、T3SS 及び T6S など

の病原性因子の転写発現が抑制され、Caenorhabditis elegans において感染宿主の生存率を向

上した 85。mexEF-oprN の抑制遺伝子である mexS に変異を有する株では、mexEF‐oprN が発

現が亢進し、運動性、ピオシアニン産生及びバイオフィルム形成がそれぞれ低下した 86。こ

の条件では、mexEF-oprN による QS 因子の排出が毒性低下の理由の一つであることが示唆

された。 

mexEF‐oprN の発現は、LysR ファミリー転写調節因子である機能的活性化因子蛋白質

mexT によって増強される。mexT 欠損株では、mexEF-oprN の発現抑制がみとめられ、野生

型よりも生存優位性を獲得することが示された 87。また、mexT の上位シグナルである parS

又は parR の欠損株においても同様に mexEF-oprN の発現抑制がみられ、運動性の向上及び

ピオシアニンの発現亢進がみとめられた 88。 

mexEF-oprN は、ジスルフィド、低酸素、ニトロソ化といった様々なストレス環境下にお

いて菌自身を守るために中心的な役割を果たしている。例えば、低酸素条件下では、 緑膿

菌の臨床株において mexEF‐oprN が発現亢進し、mexAB‐oprM 及び mexCD‐oprJ の発現亢進

は認められなかった 89。 

 

4-4.  MexXY-OprM 

 

mexXY‐oprM は、リボソーム機能又は蛋白質合成の障害、あるいはリボソーム機能を阻害

する抗菌薬に応答して発現が亢進し、リボソームへの攻撃に対する防御のために重要な役

割を果たす 90, 91。また、mexXY‐oprM は、酸化ストレスによっても誘導される。緑膿菌感染

に起因する嚢胞性肺線維症等の活性酸素過剰存在下において、mexXY の発現が亢進し、ア

ミノグリコシドなどの抗菌薬に対する耐性に寄与する 92。 

 

4-5.  MexGHI-OpdM 

 

mexGHI‐opmD は、バナジウム耐性を付与する排出ポンプとして発見された。mexI 又は

opmD 欠損株では、C4-HSL 及び 3OC12-HSL といった QS の排出能、細胞増殖及び運動能、
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エラスターゼ、ラムノリピド及びピオシアニンなどの毒性物質産生がそれぞれ低下した 93, 94。

さらに、mexI 又は opmD 欠損株を感染させた植物及びラットにおいて毒性の減弱が確認さ

れた。mexGHI‐opmD は、生理活性物質として、毒性物質バナジウム及びヒト宿主防御因子

LL-37 を基質として認識し、環境適応に寄与する 82 

 

 

表 1-3. 緑膿菌における薬剤排出ポンプの生理的役割及び基質 

排出ポンプ 生理学的機能 基質 

MexAB-OprM 

・細胞浸潤 75, 76、バイオフィル

ム形成 83、QSシステム応答 40, 

73,74, 95, 96,、毒性 73, 74, 76、生存

優位性 97 

quinolones, macrolides, tetracyclines, 

lincomycin, chloramphenicol, novobiocin, 

sulphonamides, trimethoprim, -lactams 

except imipenem 111 

MexCD-OprJ 

・運動性 80、バイオフィルム形

成 83, 98、QS システム応答 40、

毒性 79, 80, 81,99、生存優位性 78, 

97, 98, 100、宿主免疫ペプチド耐

性 82、酸化ストレス耐性 101 

quinolones, macrolides, tetracyclines, 

lincomycin, CHL, NOV, penicillins except 

CAR and SB, cephems except CAZ, 

flomoxef, meropenem, S-4661 , biocides, 

dyes, detergents, organic solvents 111,112 

MexEF-OprN 

・運動性 86、バイオフィルム形

成 102、QS システム応答 40, 83, 

85, 86、毒性 79, 84, 86, 87, 103、生存

優位性 97, 104、ニトロソ化ストレ

ス耐性 105、低酸素ストレス 89、

ジスルフィドストレス耐性 106 

CIP, LVX, EtBR, ACR, CHL, TET, TRI, 

TMP113 

MexXY-OprM 

・細胞浸潤 76、生存優位性 97、

リボソーム阻害耐性 90, 91、酸

化ストレス耐性 92  

quinolones, macrolides, tetracyclines, 

lincomycin, chloramphenicol, 

aminoglycosides, penicillins 

exceptcarbenicillin, sulbenicillin, cephems 

except cefsulodin and ceftazidime, 

meropenem, S-4661111 

MexGHI-OpdM 

・細胞増殖 93, 94, 107, 108,、運動

性 93, 94、バイオフィルム形成

107, 108、QS システム応答 40, 93, 

94、毒性 93, 94、宿主免疫ペプチ

ド耐性 82 

NOR, ETBR, ACR, R6G114 

CzcCBA ・亜鉛耐性、銅耐性 109, 110 - 

MexPQ-OpmE - - 
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MexVW-OprM - FQ, TET, CHL, ERY, ETBR, ACR115 

MexJK-OprM/OpmH - TRC, ERY116 

MexMN - CHL, THI117 

MuxABC-OpmB - - 

TriABC - - 

    

 

 

第 5 節 考察 

 

今回私はこれまでに報告されている最新の知見を精査し、我々の研究室の専門であるグ

ラム陰性菌のサルモネラ、大腸菌及び緑膿菌における薬剤排出ポンプ（図 1-1）の生理的な

機能について、知識の集約に努めた。その結果、それぞれの菌における薬剤排出ポンプに

おいて、菌が外部を攻撃するための機能との関連（宿主への細胞接着及び侵入、毒性物質

の産生及び放出、クオラムセンシングによる細胞間コミュニケーションの促進、等），並び

に菌が自身を守るための機能との関連（自律的運動能の獲得、バイオフィルムの形成、生

理的物質の代謝、外部環境変化への適応力の獲得、等）を支持する事実を抽出・整理する

ことができた。生理学的な機能の側面から細菌をみたとき、arcAB や mexAB などの主要な

薬剤排出ポンプだけでなく、他の薬剤排出ポンプも、宿主の生体内における厳しい環境を

生き延びるために機能を発揮していることがわかった。 

結論として、各細菌は各薬剤排出ポンプの発現を調節することで、さまざまな環境に応

答・適応して菌自身の生存優位性を獲得していると考えられた。今後の研究においても、

生理学的機能を発揮するメカニズムの解明や未だ不明な点が多いいくつかの薬剤排出ポン

プにおける機能解析を進めることで、薬剤排出ポンプにおける生理学的機能の包括的な知

識が得られることを強く望む。 
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第二章 

 

糖への耐性における大腸菌特異的薬剤排出

ポンプ MdtEF の発現誘導機構の解析 
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第 1 節 諸言 

 

大腸菌における薬剤排出ポンプ mdtEF-tolC は、通常の実験室条件下ではほとんど発現し

ていないが、様々な抗生物質、抗腫瘍薬、色素及び界面活性剤に対する薬剤耐性獲得に寄

与している 5, 118, 119。さらに、嫌気性環境下でのニトロソ化ストレス 51や酸 53 から菌自身を

守るために必要であること、生理活性物質としてインドール 47、糖類 57 を認識し、環境適

応に寄与することを第一章で述べた。嫌気性条件下にある哺乳類の腸環境では、mdtEF の発

現が亢進し、ニトロシルインドール誘導体を放出することによりニトロ化ストレスから菌

自身を保護する役割を果たしている 51。酸条件下においては、細菌の二成分シグナル伝達系

evgSA を介して mdtEF の発現が亢進することが知られている 52。また、大腸菌が自己産生す

るインドールによって、gadX 依存的に mdtEF 遺伝子の発現が誘導され、Rhodamine 6G（R6G）

に対する薬剤耐性を獲得する 47。さらに、細胞増殖期においては、rpoS 並びに hfq、gadY 及

び gadX 等の rpoS 依存性シグナル伝達経路を介して mdtEF の転写発現亢進がみとめられて

いる 66。 

我々の研究室では、糖類により mdtEF の発現が誘導されることを報告した 57。この研究

では、糖類の一つである N-acetyl-D-glucosamine（GlcNAc）による mdtEF の誘導に関与する

因子としてサイクリック AMP（cAMP）-cAMP 受容体蛋白質（CRP）複合体が mdtEF とオ

ペロンを形成している gadEのプロモーター領域に結合することによってmdtEF遺伝子発現

を負に制御していることを同定した。GlcNAc は nagE により細胞内に取り込まれるが、こ

れまでに cAMP を制御するアデニル酸シクラーゼは glucose（Glc）の糖取り込み機構に必須

の PTS（Phosphotransferase system）for glucose（PTSGlc）を介して活性化されることが報告さ

れていたため、GlcNAc による mdtEF 発現誘導シグナルにおいても nagE から PTSGlcへとリ

ン酸化カスケードが伝達されてアデニル酸シクラーゼが活性化するという仮説を立ててい

た（図 2-1）。 

本研究では、その制御機構の詳細についてさらなる解析を進め、仮設の検証を試みた。 
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図 2-1. 本研究室がこれまでに報告した糖類による mdtEF の遺伝子発現誘導機構の概要図 

 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

 

2-1.  菌株，プラスミド，及び培養条件 

 

E. coli K-12 株由来の大腸菌を使用した。生菌体を用いた解析には KAM3 株および KAM3 か

ら遺伝子を欠損させた株を用いた。これらの大腸菌株の遺伝子型を表 2-1 に示した。なお長期保

存する菌株はグリセロールストック（菌の培養液 1 mL + sterilized 80% glycerol 0.2 mL）にして

-80℃で保存した。一部の菌株については 20% skim milk に保存した。本実験では PCR の DNA 

template として E. coli MG1655 のクロモソームを調製して用いた 120。図 2-1 の IIAGlcをコードする

crr 変異株の作成には、ファージをベクターとして細菌の遺伝物質を供与菌から受容菌へ受け渡

す形質導入（transduction）法により、普遍形質導入を行った。本実験におけるプラスミド DNA の調

製としてアルカリ-SDS 法、ノックアウトプラスミドの構築確認時に SV Minipreps DNA Purification 

System（Promega）をそれぞれ使用した。本実験におけるコンピテントセルの調製として，高効率マ

ンガン法を用いてコンピテントセルを作成しプラスミドの構築に使用した。また、エレクトロポレーショ

ン法を用いて作成したコンピテントセルはその他の形質転換に用いた。本実験における形質転換

の方法として，Heat Shock法およびElectroporation法を用いた。TaKaRa Ligation Kit Ver2 (I)（タカ
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ラバイオ）又は 2 × Ligation Mix（和光純薬）を用いたライゲーションの後に行う形質転換では高効

率マンガン法コンピテントセルを用いた Heat Shock 法により行った。その他の形質転換については

Electroporation 法を用いた。DNA の増幅を目的とした PCR 反応に用いる DNA polymerase は

TaKaRa LA Taq（タカラバイオ）および KOD polymerase（TOYOBO）を用いた。抗生物質としては、

プラスミドの薬剤耐性マーカーとしてアンピシリン、クロラムフェニコール、カナマイシン（いずれもナ

カライテスクより購入）を使用した。アンピシリンは 100 µg/mL、カナマイシンは 25 µg/mL、クロラムフ

ェニコールはプラスミドの構築と遺伝子のノックアウトの場合には 20 µg/mL の濃度で使用した。 

 

 

表 2-1：実験に使用した大腸菌の遺伝子型 

 

 

 

2-2.  定量的リアルタイム RT-PCR 

 

大腸菌を LB broth にて 37℃で OD = 0.3 になるまで培養し、その後 Glc 又は GlcNAc を終

濃度 10 mM になるように添加しさらに 2 時間培養を行った。大腸菌の total RNA 抽出にお

いて，SV total RNA Isolation System（Promega）を使用した。抽出した RNA を cDNA へ逆転写す

るために、MultiScribe Reverse Transcriptase（PE Applied Biosystems）を用いて cDNA を調製した。

定量的リアルタイム PCR には SYBR Green Master Mix（PE Applied Biosystems）を使用し、ABI 

PRISM 7000 Sequence Detection System（PE Applied Biosystems）により測定した。反応に用いた

プライマーの塩基配列を表 2-2 に示した。 

 

 

表 2-2. RT-PCR で用いたプライマー 
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2-3.  cAMP 定量 

 

大腸菌を LB broth にて 37℃で OD = 0.3 になるまで培養し、その後 Glc 又は GlcNAc を終

濃度 10 mM になるように添加しさらに 2 時間培養を行った。菌体内の cAMP 量測定のため

に cAMP Biotak Enzymeimmunoassay System（Amersham Pharmacia Biotech）を用いた。分光光度

計 VERSA max microplate reader（Molecular Devices）で 450nm の吸光度を測定し、検量線か

ら cAMP 量を測定した。 

 

2-4.  Survival Rate Assay 

 

大腸菌を LB broth にて 37℃で OD = 0.3 になるまで培養し、その後 Glc 又は GlcNAc を終

濃度 10 mM になるように添加しさらに 2 時間培養を行った。大腸菌の薬剤に対する感受性

の指標として、DNA とのインターカレーションにより毒性を発揮する Rhodamine 6G（R6G）

（150 μg/mL）に 30 分間暴露させた後の生菌数（cfu）を測定した。 

 

 

第 3 節 結果 

 

3-1.  crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株での PTSsugar 添加による mdtEF

の発現誘導 

 

本研究室では、大腸菌において PTS sugar の GlcNAc、Glc 及び glucosamine（GlcN）が

CRP-cAMP 複合体の減少を介して mdtEF の発現を誘導することを示した。また、crp 遺伝子

欠損変異体において mdtEF の発現が特異的かつ顕著に上昇することを明らかにした。 

大腸菌において GlcNAc の添加による mdtEF 発現誘導は、cAMP レベルの減少により調節

されている。これまでの本 cAMP 減少メカニズムの仮説は以下の通りである。まず、GlcNAc

はトランスポーターである nagE によって大腸菌の細胞内スペースに取り込まれる。次に、

GlcNAc がリン酸化される際に GlcNAc の感作及び取り込みを担う酵素である IICNag が脱リ

ン酸化され、続いて IIBNag が脱リン酸化される。これまでに Glucose の PTS 系である ptsG

の IIAGlc のみがアデニル酸シクラーゼと直接相互作用してその調節を行う分子として知ら

れており 121、かつ IIAGlcは他の PTS システムともクロストークしていることが報告されて

いることから 122、脱リン酸化された IIBNag が IIAGlcの脱リン酸化を誘導していると推測した

123。脱リン酸化された IIAGlcはアデニル酸シクラーゼを活性化できないため、細胞内 cAMP

濃度が低下し、CRP‐cAMP 複合体量が減少することで、mdtEF が発現誘導されると考えら

れた。つまり、GlcNAc による mdtEF 発現誘導は、脱リン酸化カスケード（IICNag→IIBNag

→IIAGlc）によってGlucoseの PTS sugarを活用していることが推測されていた。本研究では、
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本仮説を確かめるために、GlcNAc による mdtEF 発現誘導における Glucose PTSsugar システ

ムの関与を調べた。 

GlcNAc による mdtEF の発現誘導にⅡAGlc が必要であるかどうか検討する目的で、ⅡAGlc

をコードしている crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株を用いて、Glc 又は GlcNAc の

存在下での mdtEF 発現レベルの変化を検討した（図 2-2）。crr 欠損株及び ptsG 欠損株では、

Glc 添加時に mdtEF の発現がほぼ完全に抑制された。この結果から、Glc による mdtEF の誘

導はⅡAGlcに依存するアデニル酸シクラーゼの活性化の低下によって引き起こされることが

示された。一方で、crr 欠損株及び ptsG 欠損株に GlcNAc を添加した場合、予想と反して野

生株と同様に mdtEF の発現量が顕著に上昇した。したがって、GlcNAc による mdtEF の誘

導は、ⅡAGlcに依存しないことが明らかになった。さらに nagE 欠損株では、Glc を添加する

と mdtEF の発現は観察されたが、GlcNAc を添加すると mdtEF の発現はほとんど抑制され

ていた。以上のことから、GlcNAc と Glc による mdtEF の発現誘導はⅡANag 及びⅡAGlcがそれ

ぞれ独立に制御していると考えられる。 

 

 

 

 

 

図 2-2. crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株での PTS sugar による mdtEF の発現量の変

化 

野生株、crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株を 10 mM PTSsugar 存在下で培養した時の mdtEF

の発現量の変化を定量的リアルタイム RT-PCR により測定した。crr 欠損株及び nagE 欠損株の
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データとエラーバーはそれぞれ、3 回の独立した実験の平均値と標準偏差に対応している。 

 

3-2.  crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株での PTSsugar 添加による cAMP

量の変化 

 

次に、GlcNAc と Glc による mdtEF の発現誘導がⅡANag 及びⅡAGlcがそれぞれ独立に制御し

ていることを検討するために、野生株、crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株に Glc お

よび GlcNAc を添加した場合の cAMP 量を測定した（図 2-3）。野生株では Glc および GlcNAc

を添加すると、何も添加していない場合と比較すると、いずれも菌体内の cAMP 量は約半

分まで減少した。crr 欠損及び ptsG 欠損株に対して、Glc を添加した場合は、何も添加して

いない場合と比較して cAMP 量の減少は観察されなかったが、GlcNAc を添加した場合には

cAMP 量はそれぞれ約 4 分の 1 程度まで減少した。nagE 欠損株に Glc を添加すると cAMP

量は何も加えてない時の約 10 分の 1 まで減少したが、GlcNAc を添加した場合は cAMP 量

の減少は認められなかった。以上のことから、ⅡAGlc とⅡANag はそれぞれ独立にそれぞれの

PTSsystem を介して独立にアデニル酸シクラーゼの活性低下をもたらすことが示された。 
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図 2-3. crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株での PTS sugar による cAMP 量の変化 

野生株、crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株を 10 mM の PTSsugar 存在下で培養した時の

cAMP 量の変化を cAMP Biotak Enzymeimmunoasay システムにより測定した。データとエラーバ

ーはそれぞれ、3 回の独立した実験の平均値と標準偏差に対応している。 

 

 

3-3.  crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株での GlcNAc 添加による薬剤耐性

化 

 

crr欠損株及びptsG欠損株では、GlcNAcを添加してもmdtEFの発現量は増加した（図2-2）。

次に、crr 欠損株及び ptsG 欠損株では GlcNAc による mdtEF の発現誘導が薬剤耐性に影響を

及ぼすかを調べる目的で、薬剤を用いた Survival Rate Assay により生菌数を測定した（図 2-4）。

薬剤としては、mdtEF の基質であり、mdtEF を過剰発現させた大腸菌において高度な耐性を示

す Rhodamine 6G（150 g/mL）を用いた。 

野生株、crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株に Glc および GlcNAc を添加しない場合の

Rhodamine 6G の生存率は薬剤処理前に比べるとほとんど 0％で薬剤感受性であった。野生株に

Glc および GlcNAc を添加した場合の生存率は増大し、各実験において 50％以上であった。crr

欠損株及び ptsG 欠損株では、GlcNAc を添加した場合の生存率は野生型株と同様に高くなり薬

剤耐性を示した。一方で、Glc を添加した場合の生存率は、10%程度と低く薬剤感受性であった。

また、nagE 欠損株では、Glc を添加した場合の生存率は野生型株と同様に高くなり薬剤耐性を示

した。一方で、GlcNAc を添加した場合の生存はほぼ認められず、薬剤感受性であった。 

結果として、GlcNAc と Glc による mdtEF の発現誘導はⅡANag 及びⅡAGlcがそれぞれ独立に

制御し、mdtEF の基質に対する薬剤耐性を誘導することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 



33 
 

 

 

図 2-4. crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株での PTS sugar による薬剤耐性への影響 

野生株、crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株を 10 mM PTSsugar 存在下で培養した時の

Rhodamine 6G（150 g/mL）による薬剤耐性に及ぼす影響を評価した。 

 

 

3-4.  crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株での PTS 糖存在下における cAMP

添加時の薬物耐性への影響 

 

Glc 及び GlcNAc 添加によって菌体内 cAMP 量が低下することで mdtEF が誘導されること

を確認した。最後に、cAMP の強制添加により mdtEF 依存的な薬剤耐性が打ち消されるの

かを調べる目的で、crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株に外因性の cAMP を添加し、

Rhodamine 6G に対する薬剤耐性への影響を検討した（図 2-5）。その結果、crr 欠損株及び ptsG

欠損株では、GlcNAc 添加時にみられていた Rhodamine 6G に対する薬剤耐性が、cAMP 添加群

において薬剤感受性となった。また、nagE 欠損株では、Glc 添加時にみられていた Rhodamine 6G

に対する薬剤耐性が、cAMP 添加群において薬剤感受性となった。なお、野生株において、Glc

及び GlcNAc 添加時にみとめられた mdtEF 依存的な Rhodamine 6G に対する薬剤耐性能につい

ても、cAMP を添加した場合にそれぞれ消失した。以上より、cAMP の強制添加により mdtEF

依存的な薬剤耐性が打ち消されることが示された。 
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図 2-5.  PTS 糖存在下での crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株における cAMP によ

る薬剤耐性の消失 

野生株、crr 欠損株、ptsG 欠損株及び nagE 欠損株を 10 mM PTSsugar 存在下で cAMP 添加培養し

た時の Rhodamine 6G（150 g/mL）による薬剤耐性に及ぼす影響を評価した。 

 

 

第 4 節 考察 

 

本研究はモデル微生物として大腸菌を用い、RND 型薬剤排出ポンプである mdtEF の発現

制御機構の解明を目指して行われたものである。本研究室では mdtEF の発現誘導物質は薬

剤ではなく、細胞壁の構成成分である GlcNAc が誘導物質であることを明らかにし、その制

御機構についての研究を進め、CRP-cAMP 複合体によって mdtEF 遺伝子の発現が制御され

ていることを見出してきた。私は、CRP-cAMP 複合体を介した Glc 及び GlcNAc による mdtEF

発現誘導の詳細な機構を解明することを目的に研究を進めた。前提として、GlcNAc 添加に

よる菌体内の cAMP 量の減少は、Glc の PTSsystem であるⅡAGlcを介してアデニル酸シクラ

ーゼの活性の低下を引き起こすことによって生じるというこれまでの知見を踏まえて、

GlcNAc による mdtEF 発現誘導にはⅡAGlcが関与していると仮説を立て、本研究において検

証を進めた 121-123。それぞれのトランスポーター欠損株を用いて実験をおこなった結果、Glc

及び GlcNAc による mdtEF の発現誘導は、ⅡAGlc及びⅡANag がそれぞれ独立に制御している

ことが明らかとなった。得られた結果から推定されるモデル図について図 2-6 に示す。

GlcNAc による mdtEF の発現誘導過程において、ⅡANag が直接的にアデニル酸シクラーゼを

活性化しているのか、今後の研究の発展が望まれる。 
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mdtEF の生理的役割については全く解明されていないが、本研究より mdtEF はその役割

として、糖代謝で産出される有害な代謝産物を排出し、糖の添加による代謝亢進によって

有害産物が蓄積されることを防ぐ働きをしている可能性を支持するものと考える。 

 

 

図 2-6.  Glc 及び GluNAc 活性化による mdtEF 発現調節モデル 
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第三章 

 

脂肪酸塩への耐性における薬剤排出ポンプ

の役割の解明 
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第 1 節 諸言 

 

両親媒性を有する脂肪酸塩は抗菌活性を示すことが報告されている。生体系において、

脂肪酸塩は典型的には 4～28 の炭素原子の鎖長を有する 124。脂肪酸塩のうち、炭素数 8 未

満のものを短鎖脂肪酸とし、炭素数 8～12 のものを中鎖脂肪酸、炭素数 12 超のものを長鎖

脂肪酸とする 125。ラウリン酸やミリスチン酸は飽和脂肪酸で、強力な抗菌活性をもってい

ることが報告されている 126。脂肪酸塩の抗菌活性は、主として細菌細胞膜を不安定化する

ことで、細胞透過性の増加、細胞の増殖阻害及び溶解誘導を引き起こす 127。 

一方で、それぞれの細菌は、脂肪酸塩の抗菌作用に対して耐性を有していることが知ら

れている。例えば、グラム陰性菌種は、細胞膜をより強く帯電させ、細胞表面の疎水性を

変化させることによって、脂肪酸塩の細胞内膜への浸透を防ぐことが知られている。また、

細菌の膜に局在するカロチノイドは抗酸化物質であり、流動性を低下させることにより細

胞膜を安定化させる 128。しかしながら、脂肪酸塩の抗菌活性に対する細菌の耐性機構はま

だ完全に解明されておらず、薬剤排出ポンプの役割についても不明である 129。 

薬剤排出ポンプは、胆汁酸塩と脂肪酸塩に消化される胆汁塩が細胞内に蓄積するのを防

ぐために必要であることが報告されている 130, 131, 132, 133, 134。私は、脂肪酸塩の抗菌作用に対

する細菌の耐性機構としても、薬剤排出ポンプが重要な役割を果たしているのではないか

と考え、サルモネラ、大腸菌、緑膿菌における薬剤排出ポンプが脂肪酸塩耐性に及ぼす影

響を調べるために、本研究を進めた。 

 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

 

3-1.  菌株，プラスミド，及び培養条件 

 

Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC14028s をサルモネラ菌野生型株として用いた

135。E. coli strain MG1655 を大腸菌野生型株として用いた 136。P. aeruginosa PAO1 を緑膿菌

野生型株として用いた 137。これらの遺伝子欠損株の遺伝子型を表 1-1 に示した。長期保存

する菌株は 10% skim milk（Difco skim milk、BD）溶液に保存した。また、長期保存するプラ

スミドは Tris-HCl（EB buffer、QIAGEN）に溶解し−30℃で保存した。サルモネラ菌及び大腸菌の

遺伝子欠損株の作成は、Datsenko らの方法に準じた 3, 22, 138, 139。pKD46 vector を有する

Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC14028s 及び E. coli strain MG1655 からエレクト

ロコンピテントセルを得て、PCR 反応を行った。PCR 生成物は QIAquick PCR Purification Kit 

（QIAGEN）を用いてクリーンアップを行った。制限酵素処理後、アガロースゲル電気泳動

及び QIAEX II Gel Extraction Kit による PCR 産物の精製を行った。最終的にクロラムフェニ

コール及びアンピシリンによる菌の選択を行った。P. aeruginosa PAO1 由来の遺伝子欠損株
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は、土屋友房 教授（岡山大学）から分与していただいた株を用いた 140。サルモネラ菌のプラ

スミド構築は、Horiyama らの方法に準じた 4。大腸菌のプラスミド構築は、Nishino らの方

法に準じた 118。緑膿菌のプラスミド（pMMB67HE and pmexABM）は、中江太治 教授（東海

大学）から分与いただいた。抗生物質としては、プラスミドの薬剤耐性マーカーとしてアンピシリ

ン、クロラムフェニコール、カナマイシン（いずれもナカライテスクより購入）を使用した。アンピシリン

は 100 µg/mL、カナマイシンおよびクロラムフェニコールは 25 µg/mL の濃度で使用した。 

 

 

表 3-1：実験に使用したサルモネラの遺伝型 

Strains  Characteristics Source or reference 

S. enterica   

 ATCC 14028s S. enterica serovar Typhimurium wild-type Nishino et al., 2006 

 NKS175 ΔacrAB  Nishino et al., 2006 

 NKS181 ΔacrABΔacrEF Nishino et al., 2006 

 NKS183 ΔacrABΔacrEFΔacrD Nishino et al., 2006 

 NKS185 ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABC Nishino et al., 2006 

 NKS186 ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABC::CmR Nishino et al., 2006 

 NKS188 ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABCΔemrAB::CmR Nishino et al., 2006 

 NKS190 ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABCΔemrAB::CmR ΔmdfA::KmR Nishino et al., 2006 

 NKS195 ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABCΔemrABΔmdfAΔmdtK::CmR Nishino et al., 2006 

 NKS196 
ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABCΔemrABΔmdfAΔmdtK::CmR 

ΔmacAB::KmR 
Nishino et al., 2006 

 NKS174 ΔtolC Nishino et al., 2006 

 NKS133 ΔemrAB::CmR This study 

 NKS825 ΔtolCΔemrAB::CmR This study 

 NKS845 ΔtolCΔemrAB::CmR/vector (pUC118) This study 

 NKS846 ΔtolCΔemrAB::CmR/pemrAB This study 

 NKS148 ΔacrB::KmR Nishino et al., 2006 

 NKS442 ΔacrB::KmR/vector (pUC118) Nishino et al., 2006 

 NKS773 ΔacrB::KmR/pacrAB Nishino et al., 2006 

 NKS757 ΔacrB::KmR/pacrD Nishino et al., 2006 

 NKS756 ΔacrB::KmR/pacrEF Nishino et al., 2006 

 NKS484 ΔacrB::KmR/pmdsAB Nishino et al., 2006 

 NKS758 ΔacrB::KmR/pmdtABC Nishino et al., 2006 

 NKS443 ΔacrB::KmR/pemrAB Nishino et al., 2006 

 NKS759 ΔacrB::KmR/pmdfA Nishino et al., 2006 
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 NKS447 ΔacrB::KmR/pmdtK Nishino et al., 2006 

 NKS446 ΔacrB::KmR/pmacAB Nishino et al., 2006 

 EG15129 ΔemrAB–lacZY+ KmR Nishino et al., 2006 

E. coli   

 MG1655 Escherichia coli wild-type Horiyama et al., 2010 

 NKE96 ΔacrB This study 

 NKE126 ΔacrBΔacrD This study 

 NKE1316 ΔacrBΔacrDΔmdtABC This study 

 NKE1326 ΔacrBΔacrDΔmdtABCΔmdtEF This study 

 NKE1328 ΔacrBΔacrDΔmdtABCΔmdtEFΔacrEF::KmR This study 

 NKE95 ΔtolC::CmR This study 

 NKE128 ΔacrABΔtolC This study 

 NKE1529 ΔacrABΔtolC/vector (pMMB67HE) This study 

 NKE1530 ΔacrABΔtolC/pmexAB-oprM This study 

 NKE348 ΔacrAB Horiyama et al., 2010 

 NKE473 ΔacrAB/vector (pHSG399) Horiyama et al., 2010 

 NKE386 ΔacrAB/pacrAB Horiyama et al., 2010 

 NKE388 ΔacrAB/pacrD Horiyama et al., 2010 

 NKE390 ΔacrAB/pacrEF Horiyama et al., 2010 

 NKE391 ΔacrAB/pmdtABC Horiyama et al., 2010 

 NKE474 ΔacrAB/pmdtEF Horiyama et al., 2010 

 NKE393 ΔacrAB/pemrAB Horiyama et al., 2010 

 NKE395 ΔacrAB/pmacAB Horiyama et al., 2010 

 NKE397 ΔacrAB/pemrE Horiyama et al., 2010 

 NKE396 ΔacrAB/pmdfA Horiyama et al., 2010 

 NKE399 ΔacrAB/pmdtK Horiyama et al., 2010 

 NKE398 ΔacrAB/pydgEF Horiyama et al., 2010 

P. aeruginosa   

 PAO1 Pseudomonas aeruginosa wild-type Horiyama et al., 2011 

 NKP4 ΔmexAB-oprM Horiyama et al., 2011 

 NKP5 ΔmexAB-oprMΔmexXY Horiyama et al., 2011 

 NKP12 ΔmexAB-oprMΔmexXYΔmexCD-oprJ Horiyama et al., 2011 

 NKP14 ΔmexAB-oprMΔmexXYΔmexCD-oprJΔmexEF-oprN Horiyama et al., 2011 

 NKP16 ΔmexAB-oprMΔmexXYΔmexCD-oprJΔmexEF-oprNΔmexHI-opmD Horiyama et al., 2011 

 NKP6 ΔmexAB-oprM Horiyama et al., 2011 

 NKP25 ΔmexAB-oprM/vector (pMMB607HE) This study 
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 NKP26 ΔmexAB-oprM/pmexAB-oprM This study 

 

 

3-2.  最小発育阻止濃度（MIC: minimum inhibitory concentration）測定 

 

使用した菌株の各薬剤に対する MIC は、sodium hexanoate（C6）、sodium octanoate（C8）、

sodium decanoate（C10）、及び sodium dodecanoate（C12）（Sigma-Aldrich, St Louis, MO、USA） 

のいずれかを様々な濃度で含有する LB 寒天培地を用いて測定した。寒天培地は Nishino ら

の方法に従い、寒天平板培地希釈法によって調製した 141。菌株を 37℃の LB 液体培地で一

晩培養し、同じ液体培地で 105 cfu/µL の濃度に希釈した後、マルチポイント・イノキュレー

ター（佐久間製作所）を用いて各寒天培地に接種し、37℃で 20 時間培養後、細菌の増殖を

示すコロニーの有無を調べた。各薬剤に対する MIC は、細菌の増殖が阻害され、コロニー

が観察されなかった最小の化合物濃度とした。 

 

3-3. β-galactosidase assay 

 

β-galactosidase assayは目的の遺伝子のプロモーター活性を、プロモーターに lacZを連結するこ

とで測定するものである。本実験では Miller の方法を一部改変して行った 142。 

 

3-4. 細菌の増殖実験 

 

96well-plate（Tissue culture plate、Falcon、BD）の各ウェルに、適切な薬剤を含む 200 μL の

LB 培地をアプライし、37℃で一晩振とう培養した菌液を加えた。細菌の増殖は VERSA MAX 

（Molecular Devices）を用いて 600 nm の吸光度で菌の濁度を測定し、培養液中の菌量の指標と

して用いた。 

 

 

第 3 節 結果 

 

3-1.  薬剤排出ポンプ欠損株又は過剰発現株の各種脂肪酸塩に対する感受性 

 

サルモネラ菌、大腸菌及び緑膿菌において、脂肪酸塩耐性に対する各薬剤排出ポンプの

関与を調べる目的で、薬剤排出ポンプ欠損株又は過剰発現株の各種脂肪酸塩に対する感受

性を MIC により検討した。脂肪酸塩としては、炭素数が 6、8、10、12 のヘキサン酸ナトリ

ウム、オクタン酸ナトリウム、デカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウムを用いた。

なお、炭素数 14 以上の脂肪酸塩は希釈が困難であった。 
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MIC の結果を表 3-1 に示す。各菌種において脂肪酸塩に対する薬剤感受性は、脂肪酸塩の

炭素数が増加するにつれて高くなった。 

サルモネラ菌では、acrAB 遺伝子の欠失により、デカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナト

リウムに対する感受性が増加した。また、ΔacrAB acrEF acrD mtdABC 変異株から emrAB 遺

伝子を欠失させると、デカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウムに対する感受性が増

加し、ドデカン酸ナトリウムに対してはその増加が顕著であった。一方で、emrAB 単欠損

株においては，野生型株と比較して脂肪酸塩に対する感受性の増加は認められず、EmrAB

は AcrAB が存在しない状態のときにデカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウムに対す

る耐性に寄与していることが示唆された。tolC 欠損株は、炭素数の増加に依存して感受性が

高くなった。また、tolC emrAB 両欠損株では tolC 単欠損株よりも高い感受性がみとめられ

た。さらに、emrAB 遺伝子の過剰発現株では、tolC emrAB 両欠損による高感受性株の脂肪

酸塩に対する耐性の回復がみられた。acrB 欠損株に acrAB、acrEF 又は emrAB 遺伝子を過

剰発現させた株では、acrB 欠損株と比較してデカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウ

ムに対してそれぞれ 4 倍及び 8 倍の耐性をもたらすことがわかった。また、acrB 欠損株に

acrD 又は mdfA 遺伝子を過剰発現させた株では、acrB 欠損株と比較してドデカン酸ナトリ

ウムにして 4 倍の耐性がみとめられた。 

大腸菌では、acrAB 遺伝子の欠失により、デカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウム

に対する感受性が高くなることが示された。ΔacrB acrD mtdABC 変異株から mdtEF 遺伝子

を欠失させると、デカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウムに対する感受性がわずか

に増加した。tolC 欠損株では、炭素数の増加に依存して感受性が高くなった。大腸菌の tolC

欠損株はサルモネラ菌の tolC 欠損株よりもデカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウム

に対してより高感受性であり、大腸菌では脂肪酸塩に対する耐性には TolC の寄与が大きい

ことが示唆された。acrAB tolC 両欠損株では、tolC 欠損株よりデカン酸ナトリウム及びドデ

カン酸ナトリウムに対するさらなる感受性の増加はみられなかった。acrAB tolC 両欠損株に

mexAB-oprM を過剰発現させた株では、acrAB tolC 両欠損による高感受性株の脂肪酸塩に対

する耐性の回復がみられた。acrAB 欠損株に acrAB、acrEF、mdtABC、又は emrAB 遺伝子を

それぞれ過剰発現させた場合、acrB 欠損株と比較してドデカン酸ナトリウムに対する 4～8

倍の耐性がみとめられた。最も耐性の回復がみとめられたのは、emrAB 遺伝子過剰発現株

であった。また、acrAB 欠損株にインフルエンザ菌由来の acrAB 遺伝子を過剰発現させた大

腸菌株についてもその影響を検討したが、見かけ上の変化は認められなかった（データ非

表示）。 

緑膿菌では、mexAB-oprM 遺伝子の欠失により、デカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナト

リウムに対する感受性が増加した。mexAB-oprM 欠損株に mexAB-oprM を過剰発現させた株

では、耐性の回復がみとめられた。緑膿菌の mexAB-oprM 欠損株における脂肪酸塩に対する

感受性増加の程度はサルモネラ菌及び大腸菌の主要な薬剤排出ポンプである acrAB 欠損株

における脂肪酸塩に対する感受性増加よりも小さく、緑膿菌においては脂肪酸塩に対する
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耐性への薬剤排出ポンプの影響は大きくないことが示唆された。 

 

 

表 3-1. 各種薬剤排出ポンプの変異を有する細菌株の界面活性剤に対する感受性 

サルモネラ菌 MIC（μg/mL） 
 

C6 C8 C10 C12 

野生型 10000 10000 10000 ＜5000 

ΔacrAB 10000 10000 1250 1250 

ΔacrABΔacrEF 10000 10000 1250 1250 

ΔacrABΔacrEFΔacrD 10000 10000 1250 1250 

ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABC 10000 10000 1250 1250 

ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABC 10000 10000 1250 1250 

ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABC 

ΔemrAB 

10000 10000 313 39 

ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABC 

ΔemrABΔmdfA 

10000 10000 313 39 

ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABC 

ΔemrABΔmdfAΔmdttK 

10000 10000 313 39 

ΔacrABΔacrEFΔacrDΔmtdABCΔmdsABC 

ΔemrABΔmdfAΔmdtKΔmacAB 

10000 10000 313 39 

ΔtolC 10000 2500 313 156 

ΔemrAB 10000 10000 10000 > 5000 

ΔtolCΔemrAB 5000 2500 156 20 

ΔtolCΔemrAB/pBR322 5000 2500 156 20 

ΔtolCΔemrAB/pemrAB 5000 2500 1250 156 

ΔacrB 10000 5000 625 625 

ΔacrB/pBR322 10000 5000 625 625 

ΔacrB/pacrAB 10000 5000 2500 5000 

ΔacrB/pacrD 10000 10000 1250 2500 

ΔacrB/pacrEF 10000 10000 2500 5000 

ΔacrB/pmdsAB 10000 5000 1250 625 

ΔacrB/pmdtABC 10000 5000 1250 625 

ΔacrB/pemrAB 10000 5000 2500 5000 

ΔacrB/pmdf 10000 10000 1250 2500 

ΔacrB/pmdtK 10000 5000 625 625 
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ΔacrB/pmacAB 10000 5000 625 625 

大腸菌 MIC（μg/mL） 
 

C6 C8 C10 C12 

野生型 20000 10000 10000 ＜5000 

ΔacrB 10000 10000 2500 2500 

ΔacrBΔacrD 10000 10000 2500 2500 

ΔacrBΔacrDΔmdtABC 10000 10000 2500 2500 

ΔacrBΔacrDΔmdtABCΔmdtEF 10000 10000 1250 1250 

ΔacrBΔacrDΔmdtABCΔmdtEFΔacrEF 5000 10000 1250 1250 

ΔtolC 5000 625 39 10 

ΔacrABΔtolC 5000 625 39 10 

ΔacrABΔtolC/pMMB67HE N.D. N.D. 39 10 

ΔacrABΔtolC/pmexAB-oprM N.D. N.D. 2500 5000 

ΔacrAB 5000 5000 1250 625 

ΔacrAB/pHSG399 5000 5000 1250 625 

ΔacrAB/pacrAB 5000 5000 2500 2500 

ΔacrAB/pacrD 5000 5000 1250 1250 

ΔacrAB/pacrEF 5000 5000 1250 2500 

ΔacrAB/pmdtABC 10000 10000 2500 2500 

ΔacrAB/pmdtEF 5000 5000 1250 1250 

ΔacrAB/pemrAB 5000 5000 2500 5000 

ΔacrAB/pmacAB 5000 5000 1250 1250 

ΔacrAB/pemrE 10000 5000 1250 1250 

ΔacrAB/pmdfA 5000 5000 1250 1250 

ΔacrAB/pmdtK 5000 5000 1250 1250 

ΔacrAB/pydgEF 10000 10000 1250 1250 

緑膿菌 MIC（μg/mL） 
 

C6 C8 C10 C12 

野生型 20000 20000 10000 ＜5000 

ΔmexAB-oprM 20000 20000 5000 5000 

ΔmexAB-oprMΔmexXY 20000 20000 2500 5000 

ΔmexAB-oprMΔmexXYΔmexCD-oprJ 20000 20000 2500 5000 

ΔmexAB-oprMΔmexXYΔmexCD-oprJ 

ΔmexEF-oprN 

20000 20000 2500 5000 

ΔmexAB-oprMΔmexXYΔmexCD-oprJ 

ΔmexEF-oprNΔmexHI-opmD 

20000 20000 2500 5000 
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ΔmexAB-oprM N.D. N.D. 2500 5000 

ΔmexAB-oprM/pMMB607HE N.D. N.D. 2500 5000 

ΔmexAB-oprM/pmexAB-oprM N.D. N.D. 5000 ＜5000 

C6 ヘキサン酸ナトリウム; C8 オクタン酸ナトリウム; C10 デカン酸ナトリウム; C12 ドデカン酸ナトリウム

太字の値は、対応する親株の値より有意に大きいか小さい。 

MIC 測定は少なくとも 3 回繰り返した。 

N.D., not determined  

 

 

3-2.  脂肪酸ナトリウムによる emrAB 転写活性の変化 

 

次項以降は、脂肪酸塩に対する細菌の耐性能を検討するにあたり、表 3-1 で最も顕著な感

受性の変化を示したサルモネラ菌における emrAB 遺伝子に焦点を当てて研究を進めた。 

我々の研究室はこれまでに、emrAB 遺伝子の発現は実験室条件下において何らかの刺激

によって誘導する必要があることを報告した 3。また、大腸菌において CCCP、Nalidixic acid

及び他の化学物質が emrAB 遺伝子の発現を誘導することが知られている 143。表 3-1 のとお

り、emrAB が脂肪酸塩への耐性を与えることが明らかとなったが、脂肪酸塩が emrAB の発

現を誘導するかは不明である。 

そこではじめに、脂肪酸塩がサルモネラ菌における emrAB 遺伝子の発現誘導を制御する

かを調べる目的で、emrAB レポータープラスミドを担持している野生型のサルモネラ菌を

培養し、脂肪酸塩添加後に β‐ガラクトシダーゼアッセイにより emrAB 発現誘導能を評価し

た（図 3-1）。脂肪酸塩としては、表 3-1 のとおり MIC 測定において最も高い抗菌活性を示

した炭素数 12 のドデカン酸ナトリウムを用いた。その結果、emrAB はドデカン酸ナトリウ

ムによって転写が誘導され、その発現誘導能は脂肪酸塩を添加しない場合の約 3 倍であっ

た。 
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図 3-1. 脂肪酸ナトリウムによる emrAB 転写活性の変化 

ドデカン酸ナトリウム（C12）の存在下及び非存在下での emrAB 遺伝子の染色体コピーを lacZY

遺伝子に置換したサルモネラ菌の β-ガラクトシダーゼ活性を測定した。データとエラーバーは

それぞれ、5 回の独立した実験の平均値と標準偏差に対応している。*P<0.01. 

 

 

3-3.  サルモネラ菌における薬剤排出ポンプの段階的遺伝子欠損株におけるド

デカン酸ナトリウムに対する感受性 

 

次に、脂肪酸塩に対する耐性について emrAB を含む各薬剤排出ポンプの寄与をさらに調

べる目的で、ドデカン酸ナトリウムを用いたサルモネラ菌の薬剤排出ポンプを 9 つ段階的

に欠損させた株について細胞増殖活性を測定した（図 3-2）。その結果、ΔacrB acrD mtdABC 

mdsABC 変異株から emrAB 遺伝子を欠失させると、ドデカン酸ナトリウムに対して顕著に感

受性化することが明らかとなった。この結果は、表 3-1 の MIC 測定結果とも一致しており、

emrAB がサルモネラ菌におけるドデカン酸ナトリウムに対する耐性維持に大きく寄与して

いることを示していた。 
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図 3-2. サルモネラ菌における異物排出トランスポーター段階欠損株のドデカン酸ナトリウ

ム添加による細胞増殖への影響 

ドデカン酸ナトリウム存在下及び非存在下でのサルモネラ菌の薬剤排出ポンプ段階的欠失株の

増殖を測定した。データは同様の結果が得られた 3 回の独立した実験のうちの 1 回を示す。 

 

 

3-4.  薬剤排出ポンプ EmrAB の TolC 非依存的な寄与 

 

 

表 3-1 のとおり MIC 測定において、サルモネラ菌の ΔacrB acrD mtdABC mdsABC 変異株か

ら emrAB 遺伝子を欠失させた株においてみられたデカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナト

リウムへの感受性は、tolC 欠損株でみられた同脂肪酸塩への感受性と同等または高かった。

emrAB は膜融合蛋白 emrA を持つことから、emrAB-tolC として薬剤排出を行うとされてい

る異物排出トランスポーターである 3。しかしながら、tolC emrAB 両欠損株は、tolC 単欠損

株又はΔacrB acrD mtdABC mdsABC変異株から emrAB遺伝子を欠失させた株よりも高感受性

を示した。本結果は、emrAB-tolC として機能する emrAB が、デカン酸ナトリウム及びドデ

カン酸ナトリウムに対する耐性化にあたっては tolC とは独立して作用する可能性を示唆し

ている。 

emrAB が tolC と独立して作用するかを検討する目的で、tolC 単欠損株、emrAB 単欠損株

及び tolC emrAB 両欠損株を用いて、ドデカン酸ナトリウム存在下における細胞増殖活性を
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測定した（図 3-3）。その結果、tolC 欠損株は細胞増殖活性を示したが、tolC emrAB 両欠損

株は細胞増殖活性を示さなかった。さらに、tolC emrAB 両欠損株に emrAB 遺伝子を過剰発

現させた株では、ドデカン酸ナトリウムに対する感受性が回復し、細胞増殖活性を示した。

以上のことから、tolC 非存在下でも emrAB がドデカン酸ナトリウム耐性を与えることが明

らかとなり、emrAB が脂肪酸塩の存在下で tolC と独立して作用していることが示された。 

 

 

 

図 3-3. ドデカン酸ナトリウム存在下における tolC 及び emrAB 欠損株（a）並びに tolC emrAB

両欠損株への emrAB 強制発現株の細胞増殖への影響 

（a）ドデカン酸ナトリウム存在下及び非存在下でのサルモネラ菌の野生型株、tolC 欠損株、

emrAB 欠損株及び tolC emrAB 両欠損株の増殖を測定した。（b）ドデカン酸ナトリウム存在下

及び非存在下でのサルモネラ菌の tolC emrAB 両欠損株、tolC emrAB 両欠損株に pBR322 遺伝子

又は emrAB 遺伝子を過剰発現させた株の増殖を測定した。データは同様の結果が得られた 3

回の独立した実験のうちの 1 回を示す。 

 

 

 

 



49 
 

3-5.  各薬剤排出ポンプの TolC 依存性 

 

tolC は多機能外膜チャネルとして機能し、RND ファミリー薬剤排出ポンプの内膜及び膜

融合蛋白質と複合体を形成することが知られている 144。そこで、サルモネラ菌の tolC 欠損

株が emrAB を含む各薬剤排出ポンプと協働しているかを検討する目的で、tolC 及び各薬剤

排出ポンプの両欠損株を用いて、ドデカン酸ナトリウム存在下における細胞増殖活性を測

定した（図 3-4）。その結果、ドデカン酸ナトリウム存在下において tolC emrAB 両欠損株の

みが顕著な感受性を示し、他の薬剤排出ポンプとの両欠損株において感受性の増加は認め

られなかった。以上より、これはサルモネラ菌の薬剤排出ポンプの中で emrAB のみが脂肪

酸塩の存在下で tolC と独立して作用していることを強く支持する結果であると考える。 

 

 

 

図 3-4. tolC 及び各薬剤排出ポンプの両欠損株におけるドデカン酸ナトリウム添加時の細胞

増殖への影響 

ドデカン酸ナトリウム存在下及び非存在下でのサルモネラ菌の野生型株、tolC 欠損株及び tolC

及び各薬剤排出ポンプの両欠損株の増殖を測定した。3 つの実験のうち、同様の結果が得られ

た 1 つの実験結果を示す。データは同様の結果が得られた 3 回の独立した実験のうちの 1 回を示

す。 
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3-6.  薬剤排出ポンプ EmrAB における各基質添加時の TolC 依存性 

 

上述のように、emrAB は tolC 非依存的にドデカン酸ナトリウムに対する耐性を付与する

ことが明らかとなった。最後に、ドデカン酸ナトリウム以外の基質に対する耐性への emrAB

の影響並びに tolC への依存性を検討する目的で、tolC 単欠損株、emrAB 単欠損株及び tolC 

emrAB 両欠損株を用いて、emrAB の各基質の存在下における細胞増殖活性を測定した（図

3-5）。emrAB の基質としては、大腸菌 emrAB の耐性化に寄与することがわかっているナリ

ジクス酸、ノボビオシン及び胆汁酸ナトリウムを用いた。その結果、ナリジクス酸やノボビオ

シン存在下においては tolC 欠損株と tolC emrAB 欠損株の感受性がほとんど同じであった。

一方で胆汁酸ナトリウムについては、tolC 欠損株と比較して tolC emrAB 欠損株でより高い感

受性を示した。 

胆汁酸ナトリウムは、コリン酸ナトリウム及びデオキシコールナトリウムの混合物である。

tolC emrAB 両欠損株を用いてデオキシコール酸に対する感受性を MIC により検討した結果、

tolC 単欠損株よりも高い感受性がみられ、tolC emrAB 両欠損からの emrAB 遺伝子の過剰発

現株において耐性の回復がみとめられた（MIC：野生株> 40000 µg/mL、tolC 欠損株 156 µg/mL、

tolC emrAB 両欠損株 39 µg/mL、tolC emrAB 両欠損上での emrAB 過剰発現株 156 µg/mL）。 

 

 
 

図 3-5. 様々な薬剤存在下での tolC 及び emrAB 欠損株の細胞増殖への影響 

ナリジクス酸、ノボビオシン又は胆汁酸ナトリウム存在下でのサルモネラ菌の野生型株、emrAB
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欠損株、tolC 欠損株、tolC emrAB 両欠損株の増殖を測定した。データは同様の結果が得られた

3 回の独立した実験のうちの 1 回を示す。 

 

 

第 4 節 考察 

 

グラム陰性細菌であるサルモネラ菌、大腸菌及び緑膿菌の各薬剤排出ポンプ変異株を用

いて、炭素数 6～12 の脂肪酸塩に対する感受性を MIC にて測定した（表 3-1）。ヘキサン酸

ナトリウム及びオクタン酸ナトリウムの存在下では、tolC 欠損株を除くすべての菌株で感受

性の差はみとめられなかった。一方で、デカン酸ナトリウム及びドデカン酸ナトリウムで

は菌株ごとに感受性の差がみられた。特に、サルモネラ菌の emrAB tolC 両欠損株並びに大

腸菌の tolC 単欠損株において、デカン酸ナトリウムと比較してドデカン酸ナトリウムにお

いてより高い感受性がみとめられた。そこで、ドデカン酸ナトリウム存在下での emrAB と

tolC の耐性活性を明らかにすることを目的に研究を進めることとした。 

いくつかの細胞増殖アッセイの結果、サルモネラ菌の emrAB がドデカン酸ナトリウムに

対する耐性化に大きく寄与していることが示された。さらに、ドデカン酸ナトリウムに対

する耐性化への emrAB の関与は、tolC 非依存的に働いていることが明らかとなった。サル

モネラ菌では、tolC の欠失により多くの抗菌薬及び化学物質に対する高い感受性をもたらす

と報告されている 3, 145。 

MFS 型異物排出トランスポーターである emrAB は、外膜蛋白である tolC と共役して機能

すると考えられてきた 4。近年、大腸菌においては emrAB-tolC 薬剤排出ポンプの結晶構造

解析も明らかにされている 146。しかしながら本研究より、ラウリン酸ナトリウムや胆汁酸

ナトリウムといった界面活性化合物種では tolC 非依存的、ナリジクス酸やノボビオシンとい

った抗菌剤では tolC 依存的であることが示され、サルモネラ emrAB の tolC 依存性は基質と

する化合物によって異なることが明らかとなった。emrAB の tolC 依存性については、細胞

質で毒性を示す化合物の薬剤排出ポンプとして機能するためには emrAB‐tolC 複合体として

働くことが必須である一方、脂肪酸塩のような細胞膜上の膜傷害性物質に対する保護作用

に対しては、tolC が必須ではないと考えられる。脂肪酸塩添加時の emrAB の転写発現誘導

の結果（図 3-1）を踏まえて、emrAB は、脂肪酸塩による膜傷害性に備えるために脂肪酸塩

の存在下で発現が亢進すると推察される。以上の結果より、emrAB が基質に依存して外膜

蛋白質 tolC の利用可能性を選択し、機能を発揮することが示唆された。 

本研究では、サルモネラ菌において emrAB が tolC 非依存的な機能により脂肪酸塩の抗菌

活性からの生存に役割を果たすことを示した。今後の課題として、emrAB が脂肪酸塩に対

してどのような機構で耐性の獲得に寄与しているかについては不明なままであり、薬剤排

出ポンプの生理的役割を見出すために意義があると考え、今後の研究の発展に期待したい。 
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総括 

薬剤排出ポンプは様々な物質への耐性を細菌に与えることにより、様々な環境下で生育

することを可能にするシステムであるといえる。しかし近年では、薬剤排出ポンプの薬剤

耐性における機能にくわえて、様々な生理機能を持つということが明らかにされつつある。

本研究では生理機能の解明を目的として、細菌の糖耐性及び脂肪酸耐性に着目し、これら

の過程における薬剤排出ポンプの役割を中心に解析を行った。 

1 章より、サルモネラ、大腸菌及び緑膿菌における薬剤排出ポンプの生理的な機能につい

てこれまでに報告されている知見を包括的にまとめた結果、各薬剤排出ポンプは菌が外部

を攻撃するための機能並びに菌が自身を守るための機能と関連した生理学的機能の発揮を

サポートしていることが明らかとなった。また、3 種のグラム陰性菌が保持する薬剤排出ポ

ンプは、それぞれに特異的な働きをしていた。このことは、たとえ同じ蛋白ファミリーに

属する薬剤排出ポンプであっても、各菌種の生育環境に適応する形で各薬剤排出ポンプが

進化を遂げてきたことを推察できる知見であると考える。 

2 章より、細菌の糖耐性の解明を目的として、Glc 及び GlcNAc といった糖類による mdtEF 

遺伝子発現シグナル経路の詳細について解析した結果、Glc 及び GlcNAc はそれぞれ独立し

たシグナル経路により mdtEF の発現を誘導することが明らかとなった。本研究は、mdtEF

の役割として、糖代謝で産出される有害な代謝産物を排出し、糖の添加による代謝亢進に

よって有害産物が蓄積されることを防ぐ働きをしている可能性を支持するものと考える。

mdtEF の遺伝子の周辺には酸耐性に関与して遺伝子が多く、また、培地に糖を添加して培養

すると培地の pH は酸性に傾くことから、mdtEF は酸性の代謝産物を排出している可能性が

考えられる。今後の研究により、mdtEF の生理的な意義の解明がさらに進むことを望む。 

3 章より、細菌の脂肪酸塩耐性の解明を目的として、炭素数が 8～12 の脂肪酸塩の対する

各グラム陰性菌における薬剤排出ポンプの寄与について解析した結果、いくつかの薬剤排

出ポンプは脂肪酸塩に対する耐性において重要な役割を果たすことが明らかとなった。特

に、薬剤排出ポンプの寄与が大きいドデカン酸ナトリウムに対する耐性において、emrAB

がその耐性化に重要な役割を果たしていることを示した。また、ドデカン酸ナトリウムに

対する耐性化への emrAB の関与は、tolC 非依存的に働いていることが明らかとなり、emrAB

は基質に依存して最適な機能を保つために、複合体形成を使い分けて環境適応に寄与して

いることが示唆された。今後の研究により、emrAB の生理的な意義の解明がさらに進むことを

望む。 

これまでに、薬剤排出ポンプの生理的機能について多くのことが明らかとなったが、未

だに機能が全く明らかとなっていない薬剤排出ポンプも存在する。薬剤排出ポンプに着目

した分子標的薬は、細菌の獲得耐性や病原性発現を抑えるだけでなく、薬剤自然抵抗性の

低下やバイオフィルム形成の抑制といった効果も期待できるため、今後より詳細に生理的
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機能を解析することで、最良の耐性菌感染症の治療薬の開発に貢献することができると考

える。近年の遺伝子工学技術の発展により、より簡便に遺伝子発現系を制御した研究がお

こなえるようになりつつある。今後の網羅的な解析により、遺伝子制御の引き金となる原

因因子の同定、遺伝子制御メカニズムの解明などが進み、薬剤排出ポンプの生理的機能の

解明につながることを期待する。 
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