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論文の内容の要旨

　近年，クォラムセンシングシステムと名付けられた，微生物の細胞密度依存的な遺伝子発現制御機構が知

られてきている。このクォラムセンシングシステムは，対数増殖後期から定常期に，特定のシグナル因子で

あるオートインデューサー（畑）を産生することで，その細胞外濃度依存的に100以上の遺伝子が誘導され

ることが明らかになってきている。緑膿菌では，用として，W一（3－oxo－dodec鋤oy丑）一L－homosedne玉act㎝e

（3－oxo－C1。一貰SL）と凡b漁独oyl－L－ho㎜oserine丑＆ctoむe（C。一HSL）が存在し，それら畑の誘導により毒素・

プロテアーゼなどが産生される。一方，緑膿菌において，その細胞膜に存在する異物排出ポンプが薬剤排出

を担い，多剤耐性化を引き起こすことが明らかになってきた。本研究では，緑膿菌の多剤耐性化を制御する

ため，クォラムセンシングによる異物排出ポンプ遺伝子調節機構について解析をした。

　まず，異物排出ポンプ遺伝子（刎倣畑一〇似〃　オペロン）の発現を調べるため，腕脇蝸一〇μ〃にレポー

ター遺伝子を組込んだTNP090株を構築した。そのTNP090株を基に，種々の畑合成遺伝子破壊株や異

物排出ポンプ調節遺伝子破壊株を構築することで，クォラムセンシングによる㈱必遍一〇卯〃オペロンの

発現への関与について調べた。それらの結果，物倣蝸一〇μ〃オペロンの発現は，growth－depeΩde就で

あることが明らかとなり，つまりそれがクォラムセンシングにより発現調節されていることが示唆され

た。そこで，クォラムセンシングのシグナル因子C。一HSLをO．05mM以上添加したところ，添加しない

時に比べ舳鰯一〇ψ〃オペロンの発現は，3倍以上転写されることが明らかとなった。以上より，異物

排出ポンプの誘導がクォラムセンシングより転写レベルで制御されていることを初めて明らかにした。

　また，緑膿菌の炊C型変異株（異物排出ポンプ遺伝子調節タンパクMexT発現株）における菌体密度

依存的な榊必君一〇卯”オペロンの転写量は，野生株のおよそ半分に低下している。そこで，TNP090株に

おいてプラスミド由来のMexTタンパクを過剰発現させ，C4－HSLの添加・無添加で比較したところ，C。一

HSL添加・無添加それぞれにおいても榊脇畑一〇卯”オペロンの発現は，野生株の半分に低下した。よって，

MexTタンパクが，榊畑一〇似〃オペロンのクオラムセンシングシステムによる発現促進効果を抑制して

いることを明らかにした。

　さらに，舳畑一〇ク〃オペロンの発現は，その調節タンパクMexRによって転写を抑制されていること
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が報告されているので，C。一HSLを加えたときに起こる㈱畑一〇卯〃オペロンの誘導がMexRを介するか

どうかを調べた。そこで，榊炊，κ鮒（Cゲ肥L合成遺伝子）を破壊したときの榊棚一〇卯〃オペロンに

対するC。一HSLの添加効果を測定することで，CぺHSLによる誘導がMexRを介するか調べた。その結果，

C。一HSLの添加による榊畑一〇似〃オペロンの誘導効果が確認され，また，㈱服破壊株においてもMexT

タンパクがC。一HSL添加効果を打ち消すことが示唆された。よって，クォラムセンシングシステムによる

舳α畑一〇μ”オペロンの誘導機構はMexRを介さずに行われているものであることが示された。

　本研究は，C。一HSLが濃度依存的に異物排出ポンプの誘導を行っていることを示す初めての報告である。

応用面では，畑の制御により，薬剤耐性から病原性の発現，さらには溶媒耐性の獲得といった人為的制御

の可能性を強く示唆するものである。

　　　　　　　　　　　　　　　　審査の結果の要旨

　本研究は，緑膿菌の多剤耐性化を制御するため，クォラムセンシングによる異物排出ポンプ遺伝子調節機

構について解析することを目的として行われた。まず，クォラムセンシングによる脇倣畑一〇ψ〃オペロン

の発現への関与について調べ，榊蝋畑一〇似〃オペロンの発現がgrO帆h－depende武であることを見いだし，

それがクォラムセンシングによるものであることを確認している。具体的には，クオラムセンシングのシグ

ナル因子であるC。一HSLをO．05mM以上添加した場合，添加しない時に比べ物脇畑一〇枇〃オペロンの発現

が，3倍以上転写が促進されることを明らかにしている。この結果は，C。一HSLが濃度依存的に異物排出ポ

ンプの誘導を行っていることを示、しており，クォラムセンシングと異物排出ポンプの誘導を結びつける初め

ての報告をしている。さらに，異物排出ポンプ遺伝子の調節タンパクMexTが，榊α畑一〇μ〃オペロンのクォ

ラムセンシングシステムによる転写促進効果を抑制することも突き止めている。また，肋脇畑一〇似〃オペ

ロンの発現はその調節タンパクMexRによって転写を抑制されていることが報告されているが，本研究で

見いだしているクォラムセンシングによる異物排出ポンプ誘導は，MexRタンパクを介さずに行われている

ものであることを明らかにした。このことは，クォラムセンシングによる榊畑一〇μ”オペロンの転写制

御の重要さを示すとともに，異物排出ポンプがさらに未知の機構により複雑に制御されていることを示唆す

るものである。

　以上のように，本研究は，クォラムセンシングと異物排出ポンプとの関係を見出し，クォラムセンシング

のシグナル因子の制御が，薬剤耐性や病原性発現などの人為的制御に繋がる直接の可能一性を示している。特

に農学・医学分野においては，従来の抗生物質を用いる処理とは異なった方法による病原性発現の抑制のた

めの基礎的知見を提供しており，’その成果は大きいと判断する。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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