
上原記念生命科学財団研究報告集, 38（2024） 

 
 

104. 細胞外膜標的抗生物質に対する緑膿菌の耐性機構の解明 

今井 優 

信州大学 先鋭領域融合研究群 バイオメディカル研究所 

Key words：緑膿菌，薬剤耐性，細胞外膜，抗生物質，ダロバクチン 

緒緒  言言  

 
薬剤耐性菌が大きな社会問題となっている。近年では新薬の開発が難しく、このまま何も対策がなされない   

場合、2050 年には感染症による死者が 1,000 万人を上回ると推測されている。細菌性感染症の中でも特にグラム

陰性細菌は治療が困難とされている。グラム陰性細菌が有する外膜は、分子量が 600 ダルトン以上の化合物の  
細胞内への侵入を物理的に防いでいる。またこれに加え、同菌は発達した薬剤排出ポンプ（AcrAB-TolC 系など）

を有している。これによりグラム陰性細菌はほとんどの抗生物質に対して耐性を獲得している。実際に、2017 年

に世界保健機関により公表された「抗生物質の開発が急がれる病原菌リスト」では、12 種の内 9 種がグラム陰性

細菌であった。現在グラム陰性細菌に対する特効薬として臨床の現場に導入されている抗生物質コリスチンは、

1950 年に発見された抗生物質であるが、今日までコリスチンより効果的な抗生物質は発見されていない。一方、

そのコリスチンにおいても腎毒性という問題点があり、新薬の開発が早急に求められていた。 
従来の抗生物質探索研究は、放線菌や糸状菌といった特定の微生物が探索源として利用されてきた。これを背

景に我々は、“これまで抗生物質の探索源として見落とされてきた微生物にも、有用な抗生物質を生産する能力が

あるのではないか？”と考え、線虫共生細菌 Photorhabdus 属細菌を探索源とした抗生物質探索研究に取り組ん

できた。その結果、Photorhabdus khanii からグラム陰性細菌に特異的な活性を示す抗生物質ダロバクチンを発

見している［1］。ダロバクチンはグラム陰性細菌の BamA タンパク質（新生外膜タンパク質の折りたたみと外膜

への挿入に関与する）に結合し、その働きを阻害することが知られている［2］。実際に、大腸菌 Escherichia coli
において分離されたダロバクチン耐性株は全て bamA 遺伝子に変異を有していた。一方、緑膿菌 Pseudomonas 
aeruginosa からダロバクチン耐性株を分離してその変異点を調べたところ、bamA 遺伝子に変異は認められず、

機能未知遺伝子 PA2784 の上流 86 塩基のチミンが欠失する変異（PA2784-86del 変異）を有することが判った。

これを背景に本研究では PA2784-86del 変異の特性解析を行い、ダロバクチン耐性メカニズムの解明を目指した。 
 

方方  法法  

 
11．．PPAA22778844 遺遺伝伝子子破破壊壊株株かかららののダダロロババククチチンン耐耐性性株株のの分分離離  

P. aeruginosa の PA2784 遺伝子破壊株を寒天培地に接種し、シングルコロニー化した。これを 5 mL のミュー

ラーヒントンⅡ液体培地（MHIIB）を用いて 37℃で振とう（220 rpm）し、一晩培養した。前培養液 1 mL を

100 mL の新しい MHIIB に接種し、37℃で対数増殖期まで振とう（220 rpm）培養した。遠心分離により培養上

清を除去し、10 mL の PBS バッファーに懸濁後、これを MIC の 8 倍（16μg/mL）のダロバクチンを含む        
ミューラーヒントンⅡ寒天培地（MHIIA）に塗布し、37℃で 4 日間培養した。 

  
22．．ダダロロババククチチンンにによよるる  PP..  aaeerruuggiinnoossaa  のの死死滅滅曲曲線線  

P. aeruginosa PAO1 を 3 mL の MHIIB を用いて 37℃で振とう（220 rpm）し、一晩培養した。前培養液       
5μL を 5 mL の新しい MHIIB に接種し、37℃で 1 時間振とう（220 rpm）培養した。培養液 2 mL を新しい   
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カルチャーチューブ 2 本に分配し、MIC の 16 倍（32μg/mL）のダロバクチン添加もしくは非添加条件下で培養

した。各培養時点（0、0.5、1、2、4、8 および 24 時間）で培養液 100μL を回収し、遠心分離により培養上清

を取り除いた。PBS バッファーで菌体を洗浄し、遠心分離により再度上清を取り除いた。洗浄作業を 2 回行った

後、PBS バッファーに再懸濁し、段階希釈サンプルを調製した。これを LB 寒天培地に塗布し、37℃で一晩培養

後、出現したコロニー数（CFU：コロニーフォーミングユニット）を計測した。 
  

33．．外外膜膜透透過過性性のの評評価価  
P. aeruginosa PAO1、PA2784-86del 変異株および PA2784 遺伝子破壊株を 3 mL の MHIIB を用いて 37℃で

振とう（220 rpm）し、一晩培養した。前培養液 50μL を 5 mL の新しい MHIIB に接種し、37℃で振とう      
（220 rpm）培養した。細胞濁度（OD６００）が対数増殖期後期（0.8）に達するまで培養後、MHIIB を用いて     
OD６００が 0.5 となるように希釈した。MIC の 4 倍（4μg/mL）のコリスチン添加もしくは非添加条件下で 1 時

間振とう（220 rpm）培養後、遠心分離により菌体を回収した。5 mM のグルコースを添加した 5 mM HEPES
バッファー（5 mM GHEPES バッファー）を添加して菌体を洗浄後、遠心分離により再度上清を取り除いた。  
洗浄作業を 2 回行った後、菌体を 5mM GHEPES バッファーに再懸濁し、96 ウェルプレートに分配した。       
終濃度が 10μM となるように N-フェニル-1-ナフチルアミン（NTN）を添加し、プレートリーダーを用いて蛍光

強度を測定した（Ex350、Em460）。 
  

44．．各各種種抗抗生生物物質質のの PP..  aaeerruuggiinnoossaa にに対対すするる最最小小生生育育阻阻止止濃濃度度（（MMIICC））のの評評価価  
P. aeruginosa PAO1、PA2784-86del 変異株および PA2784 遺伝子破壊株を 5 mL の MHIIB を用いて 37℃で

振とう（220 rpm）し、一晩培養した。前培養液 50μL を 5 mL の新しい MHIIB に接種し、37℃で振とう      
（220 rpm）培養した。細胞濁度（OD６００）が対数増殖期（0.1～0.9）に達するまで培養後、MHIIB を用いて   
OD６００が 0.001 となるように希釈した。様々な濃度の各種抗生物質溶液 2μL を含む 96 ウェルプレートに       
P. aeruginosa 細胞を含む MHIIB 98μL を分配し、混合後、37℃で一晩培養した。P. aeruginosa の生育の有無

を目視により確認し、生育の阻害が認められた濃度を MIC とした。 
  

55．．PP..  aaeerruuggiinnoossaa  PPAAOO11 おおよよびび PPAA22778844--8866ddeell 変変異異株株のの RRNNAA シシーーケケンンスス解解析析  
P. aeruginosa PAO1 および PA2784-86del 変異株を 3 mL の MHIIB を用いて 37℃で振とう（220 rpm）し、

一晩培養した。前培養液 50μL を 5 mL の新しい MHIIB に接種し、37℃で振とう（220 rpm）培養した。細胞

濁度（OD６００）が対数増殖期（0.2～0.5）に達するまで培養後、ダロバクチン添加（32μg/mL）または非添加条

件下で 10 分間培養し、 遠心分離により上清を除去した後、－80℃で菌体を保存した。RNA の抽出は、FastGene 
RNA Premium Kit（日本ジェネティクス株式会社）を用いて行い、RNA シーケンス解析は株式会社 Rhelixa に

委託した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  
11．．PP..  aaeerruuggiinnoossaa ににダダロロババククチチンン耐耐性性をを付付与与すするる PPAA22778844--8866ddeell 変変異異  
上述したように E. coli を対象とした先行研究では、bamA 遺伝子における変異がダロバクチン耐性に寄与する

ことが判っている。一方、P.aeruginosa において自然突然変異法により分離されるダロバクチン耐性株は全て

PA2784-86del 変異株であった（ダロバクチン耐性株の出現頻度 4.5×10－９）。このことから、P. aeruginosa に 
おいては bamA 変異よりも PA2784-86del 変異が高頻度で生じ、その結果 bamA 変異株の出現がマスクされて

いることが示唆された。P. aeruginosa の PA2784 遺伝子破壊株［3］（トランスポゾン変異株であるため、同一 
オペロン上に存在する PA2785 遺伝子および PA2786 遺伝子も機能していないと考えられる）から自然突然変異

法により、ダロバクチン耐性株の取得を試みたところ、同菌からダロバクチン耐性株を分離することができなか
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った（ダロバクチン耐性株の出現頻度 1.8×10－１０未満）。BamA タンパク質はグラム陰性細菌における生存必須

タンパク質であることを考慮すると、E. coli とは異なり P. aeruginosa においては、bamA 変異の多くが致死変

異となるため、同遺伝子に変異を有するダロバクチン耐性株が出現せず、PA2784-86del 変異が唯一のダロバク

チン耐性獲得変異であることが示唆された。またダロバクチンで処理された E. coli の死滅曲線では、同菌が     
3～4 度の細胞増殖後に死滅することが判っている［1］。これは BamA の働きが阻害され、外膜タンパク質の    
合成が滞るためと考えられている。一方 P. aeruginosa の死滅曲線では、細胞数が増えることなく死滅すること

が明らかとなった（図 1）。このことから、P. aeruginosa には E. coli とは異なるダロバクチンの作用メカニズム

が存在することが示唆された。 

図 1．ダロバクチンで処理した P. aeruginosa の死滅曲線 
各培養時点で P. aeruginosa 細胞を回収し、CFU を計測した。 

  
22．．PPAA22778844--8866ddeell 変変異異がが抗抗生生物物質質耐耐性性にに及及ぼぼすす影影響響  

PA2784-86del 変異により P. aeruginosa の細胞外膜の透過性が変化し、結果的にダロバクチン耐性の獲得に 
つながったのではないかと考え、P. aeruginosa PAO1、PA2784-86del 変異株および PA2784 遺伝子破壊株の   
外膜透過性を評価した。本研究で使用した NTN は、細胞膜の疎水性領域に結合し蛍光を発する。そのため外膜

の損傷などにより膜透過性が向上している細胞においてはその蛍光を強く検出することができる。コリスチン 
（外膜に作用する抗生物質）添加および非添加条件下で各 P. aeruginosa の NTN の取り込み率を調べたところ、

親株の PAO1 とこれら変異株とでは同様であることが明らかとなった（図 2）。このことから、PA2784-86del 変
異による外膜の透過性の向上は認められないことが判った。またこれを裏付けるように、P. aeruginosa に対する

種々の抗生物質［DAR：ダロバクチン、MUR：ムレパヴァディン、POL：ポリミキシン B、COL：コリスチン

（それぞれ細胞外膜を標的とする）、MER：メロペネム、VAN：バンコマイシン（それぞれ細胞壁合成を阻害す

る）、CIP：シプロフロキサシン（DNA 合成を阻害する）、TOB：トブラマイシン、CHL：クロラムフェニコー

ル、ERY：エリスロマイシン（タンパク質合成を阻害する）］の MIC を評価したところ、ダロバクチン以外の    
抗生物質の MIC は同様であることが判った。これらの結果から、PA2784-86del 変異がダロバクチン耐性にのみ

関与することが示唆された。 
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図 2．P. aeruginosa の膜透過性 

P. aeruginosa における NTN の蛍光強度を測定した。 
Daro-5：PA2784-86del 変異株（自然突然変異株）。 

 
表 1．P. aeruginosa に対する各種抗生物質の MIC 

Daro-1、Daro-5、Daro-9：PA2784-86del 変異株（自然突然変異株）。 
 
33．．PP..  aaeerruuggiinnoossaa  PPAAOO11 おおよよびび PPAA22778844--8866ddeell 変変異異株株のの RRNNAA シシーーケケンンスス解解析析  
先行研究から、PA2784-86del 変異株においては、PA2784 遺伝子と近接する PA2785 遺伝子および PA2786 

遺伝子が、PA2784 遺伝子とともに高発現していることが判っている（図 3a）。このことから、これら遺伝子は

同一オペロン上に存在することが示唆されている。これら 3 つの遺伝子は機能未知タンパク質をコードするとさ

れているが、PA2785 タンパク質は DNA 結合ドメインを、PA2786 タンパク質はタンパク質結合ドメインを有す

ることが判っている。このことから、これら遺伝子の高発現により、他遺伝子の発現やタンパク質の動態が変化

し、結果的にダロバクチン耐性の獲得に繋がっていることが示唆された。そこで、ダロバクチン添加および非添

加条件下で PA2784-86del 変異株の RNA シーケンス解析を実施したところ、ダロバクチン存在下では、転写調 
節因子遺伝子（PA1196：transcriptional regulator DdaR）、輸送に関連する遺伝子（PA1719：typeⅢ export 
protein PscF）、ペプチダーゼ遺伝子（PA0277：putative Zn-dependent peptidase）、機能未知遺伝子（PA4517：
conserved hypothetical protein）や細胞壁の合成に関与する遺伝子（PA4201：D-アラニル-D-アラニンリガーゼ）

など数多くの遺伝子の発現が変動していることが判った（2 倍以上の発現量の上昇および減少が認められた遺伝

子数はそれぞれ 484 遺伝子および 1,029 遺伝子）（図 3b）。一方、これまでの検討では遺伝子発現変動の全体像

を知ることはできたものの、「PA2784-86del 変異により P. aeruginosa がいかにしてダロバクチン耐性を獲得し

ているのか？」を解明するまでには至っていない。そのため、これら発現変動遺伝子から、ダロバクチン耐性に

関与する遺伝子を絞り込むため、今後は検体数を増やし、データの精度をさらに高めた上で、個々の遺伝子につ

いて検討していく。 
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図 3．P. aeruginosa の RNA シーケンス解析 

a) P. aeruginosa PAO と PA2784-86del 変異株の発現変動遺伝子。 
b) ダロバクチン存在下または非存在下における PA2784-86del 変異株の発現変動遺伝子。 
青丸は 2 倍以上の発現量の低下が認められた遺伝子を示し、赤丸は 2 倍以上の発現量の上昇が

認められた遺伝子を示す。黒丸は顕著な変化が認められなかった遺伝子を示す。 
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