
1.　はじめに

21世紀が直面している問題として，環境，医療，食
料問題が挙げられる。これらの全ての分野において細菌
はこれまでに深く関わっている。したがって，細菌を深
く理解していくことは，これらの問題に貢献していくこ
とだと思われる。細菌の生態を考える際に重要となって
くるのはそこの場でその細菌が生育できるか否かであ
り，細菌のエネルギー生産を制御する因子として酸素濃
度，温度，pH などの物理化学な環境要因がこれまでに
研究されてきた。これら物理化学的なマクロな環境の他
に，細菌を取り巻く環境には周囲の細菌の存在というミ
クロな環境が形成されると考えられる。しかしながら，
周囲に細菌が存在することによる細菌間情報伝達機構に
よってエネルギー生産にどのような変化がおこるのかに
ついてはほとんど研究されていない。
近年，細菌間の情報伝達という全く新しい概念が提唱
され細菌学の歴史が一変した。これに端を発して，様々
な細菌で細胞間の情報伝達が発見されると同時にいまま
での研究も見直され，抗生物質についても情報伝達とし
ての役割が提唱されている2)。細菌間の情報伝達とは一
体何なのか，研究者によって若干見解が異なるものの，
大方の研究者は細胞外に排出された低分子化合物が他細
胞の受容体によって受け取られ，遺伝子の転写調節に影
響を与える現象のことを指していると思って差し支えな
いだろう。
この細菌間の情報伝達は 1970年初頭に Vibrio 属細菌
を用いた発光の研究により始まった。発光は試験管を用
いて培養を行うと，対数増殖期後期から定常期にかけて
増幅することが観察されていたが，定常期の培養上清を
添加すると，対数増殖期初期で発光が誘導された。そこ

で，上清中に発光を誘導する化合物が生産されていると
仮定され，その後の研究によってそれはアシル化ホモセ
リンラクトン（AHL）の一種であることが明らかとなっ
た5)。この AHL の発見以降様々なグラム陰性菌で側鎖
のアシル基が異なる AHL が発見され，それぞれの
AHL と特異的に結合する受容体も同定された。現在で
はグラム陰性菌，陽性菌を問わず様々な細菌で情報伝達
物質が発見されており，その構造も多岐にわたる14)。ま
た，細菌の持つ情報網も同種間から異種間，さらには動
植物との間にまで広まって来ている。今後，さらにこの
よう化合物を介した情報伝達は増えていくことが予想さ
れる。
長い間，多細胞生物は様々な細胞が集合して組織，個
体を形成しているのに比べ，細菌は集団の中でそれぞれ
の細胞が独立して生活していると考えられてきたが，こ
のような情報伝達物質を介して細菌が集団生活を営んで
いることが明らかとなってきている12)。一部の細菌では
集団となることにより，毒素生産，抗生物質耐性などが
変化することが報告されており，集団を形成することは
様々な環境への適応，動植物への感染などに密接に関与
していると考えられている11)。このように，細菌の集団
中としての挙動を解明していくことは細菌の生態を深く
理解し，また制御していく上でとても重要であると思わ
れる。例えば細菌はバイオフィルムとよばれる細菌の家
のような構造物を形成するがその形成過程においても，
情報伝達物質が重要であることが多数報告されてい
る12)。
しかし，これまでに細菌間情報伝達は宿主に感染する
際に重要であることが明らかとなっている一方で，病原
性以外との関連についてはあまり分かっていない。そこ
で，我々は細菌間情報伝達が宿主への感染のみならず
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様々な役割を果たしていると考え，生物の根幹的な基礎
代謝であるエネルギー生産のための呼吸に着目し研究を
進めている。それは，環境中の細菌の生態を理解するた
めに重要であり，環境分野への細菌間情報伝達の概念の
礎となるはずである。

2.　Pseudomonas aeruginosa における

細菌間情報伝達機構

P. aeruginosaは様々な環境に存在する環境常在菌で，
日和見感染菌としても医学分野で着目されており，細菌
間情報伝達あるいはバイオフィルムの研究のモデル細菌
として世界中で研究が盛んに行われている。そのような
背景より，その全ゲノムの解読また種々のマイクロアレ
イ解析など，多くの有用なデータが蓄積されている。P. 
aeruginosa の細菌間情報伝達においては，2種類の
AHL に加えてキノロン系の化合物である Pseudomonas 
quinolone signal（PQS）が同定されている。また，ペプ
チド系の情報伝達物質が同定されている8)。
一方，P. aeruginosaは嫌気呼吸能も有しており，様々
な環境に対応することができる。そこで我々は，本細菌
をモデルとして細菌間情報伝達と嫌気呼吸能の関係につ
いて詳細に研究を進めた。

2.1. P. aeruginosa における AHL を用いた細菌間情報

伝達機構

P. aeruginosa が生産する AHL の一つは N-(3-oxo-
dodecanoyl)-l-homeserine lactone（3-oxo-C12-HSL）であ
り13)，LasI が 3-oxo-C12-HSL の合成過程の最後の反応
を触媒し，転写調節タンパクである LasR が 3-oxo-C12-
HSL と結合して複合体を形成することにより転写調節
を行う。もう一方の AHL は N-butanoyl-l-homoserine 
lactone（C4-HSL）であり13)，RhlI が合成過程の最後の
反応を触媒し，RhlR-C4-HSL 複合体が転写調節を行う。
最近では様々な AHL を認識する受容体，QscR も同定
されており，異種間との情報伝達での役割が推定されて
いる10)。ところで，細菌間情報伝達物質の中では濃度依
存的に働くものが多く含まれ，AHLもその一つである。
AHL は自身の生産を促進し，その濃度は菌体密度が高
ければ高い程上昇するため，AHL によって菌体密度を
モニタリングしていると考えることができる。これら菌
体密度に応答する機構はクォラムセンシングと呼ばれて
いる5)。P. aeruginosa においては AHL により 300以上
の遺伝子が制御を受けていることが網羅的な解析により
示唆されており22)，毒素生産に大きく関与していること
から，クォラムセンシングは P. aeruginosa が動植物に
感染する際に重要であると考えられている。

2.2.　P. aeruginosa における PQS を用いた細胞間情報

伝達

PQSについては，その受容体として PqsRが同定され
ており，機能未知であるが PqsE も PQS への応答に関
与していることが明らかとなった6)。PQS の前駆体であ
る 2-heptyl-4-quinolone（HHQ）も培養上清に生産され
ており，PqsR とともに遺伝子の発現制御を行うことか
らその情報伝達物質としての役割が考えられている。興

味深いことに，HHQ は P. aeruginosa 以外の細菌も生
産することが確認されており，異種間の情報伝達物質と
して注目を浴びている3)。この HHQ の合成には pqsA-
D オペロンが関与しており，HHQ から PQS への変換
は pqsA-D オペロンとゲノム上離れた位置に存在する
pqsHによって行われる。したがって，pqsA-Dと pqsH
は異なる制御を受けており，pqsA-Dは PQS自身によっ
て誘導されるのに対して，pqsH は las システムによっ
て制御されている。さらには，PQSは rhlシステムを制
御しており AHL と PQS を用いた情報伝達機構はお互
いを制御している21)。

3.　P. aeruginosa における細菌間情報伝達機構

による呼吸の制御

我々は，細菌が集団あるいは群集を形成したときの呼
吸制御を明らかにするために細菌間情報伝達に注目し，
細菌間情報伝達物質の呼吸への影響を解析した。将来的
な応用を見据え，脱窒をモデルに細菌間情報伝達物質に
よる呼吸の制御について研究を行なった18)。

3.1. P. aeruginosa の脱窒機構

脱窒は酸素（O2）の代わりに最終電子受容体として
硝酸（NO3

–）や亜硝酸（NO2
–）などの窒素酸化物を用

いて行う呼吸である。P. aeruginosa は NO3
– から N2ま

での還元に関与する NAR, NIR, NOR, NOS の 4つの末
端酸化酵素を持つ完全脱窒菌であり，脱窒のモデル生物
として広く研究されている。その P. aeruginosa におい
ては酸素によって脱窒が阻害されることが明らかとなっ
ており，酸素濃度の低いところでは，脱窒と酸素呼吸の
両方を同時に行う17)。ここで，酸素を感知して脱窒関連
遺伝子発現の制御を行っているのは ANR 転写調節因子
である。ANR は Fe-S クラスターを持つことから，酸素
を感知すると考えられており，ANR を欠損させた株は
脱窒条件下で生育することができない1)。その ANR は
硝酸を亜硝酸に還元する NAR の発現を誘導し，脱窒に
関与する他の制御因子の発現を介して NIR や NOR を
誘導する。したがって，ANR が脱窒における主要な制
御因子であると言える。この他にも ANR はグローバル
な制御因子として，嫌気条件下で様々な遺伝子の発現を
調節していることが明らかとなってきている。

P. aeruginosaにおける脱窒関連遺伝子は，ANR を介
して酸素濃度に依存して発現することを述べたが，酸素
の他に窒素酸化物によって制御されている。多くの細菌
の環境応答には二成分制御系が関与するが，P. aerugi-
nosa においても二成分制御系 NarX/L によって硝酸，
亜硝酸が感知される。硝酸や亜硝酸に応答して NarL は
硝酸呼吸関連遺伝子や転写制御因子 DNR，また亜硝酸
呼吸に関与する nirQ の発現を促進する。DNR は O2を
感知する ANR と NO3

–, NO2
– に応答する NarXLによっ

て発現が誘導されるが，DNR 自身も NO や NO2
– に応

答し，NAR, NIR, NOR の誘導を行う15)。
以上のように脱窒は O2と NO3

–, NO2
– や NO のよう

な窒素酸化物によって制御されていることがこれまでに
明らかになっている。このような制御は P. aeruginosa
に限定されたものではなく，硝酸呼吸を行なう細菌も含



77細菌間情報伝達機構の呼吸代謝への関与

めて幅い種に保存された調節機構である。

3.2.　AHL による脱窒の制御

前述したように P. aeruginosa は脱窒過程において，
NO3

– を N2まで還元する。そこで，AHL が脱窒を制御
しているか詳しく調べるために，∆ rhlI 株（C4-HSL を
生産できない株）および∆ lasI 株（3-oxo-C12-HSL を生
産できない株）を用いて，NO3

– の消費量ならびに N2の
生産量を測定した。その結果，∆ rhlI 株および∆ lasI 株
の両株は親株の PAO1株よりも高い NO3

– の還元能なら
びに N2の生産能を示した（図 1A）。それぞれの変異株
に AHL を添加し，相補実験を試みたところ，C4-HSL
は∆ rhlI 株の NO3

– の還元を 50％まで抑制し，N2生産
に至っては顕著な抑制が観察された。3-oxo-C12-HSL を
∆ lasI 株に添加したところ，C4-HSL 程の添加効果は観
察されなかったが，NO3

– 還元ならびに N2生産の抑制が
観察された。以上の結果より，細菌間情報伝達で用いら
れる AHL 類によって脱窒が抑制されることが示され
た。∆ lasI株は親株よりも顕著に脱窒活性が上昇してい
たにも関わらず，3-oxo-C12-HSL の添加効果がそれほど
顕著に観察されなかったのは 3-oxo-C12-HSL の膜透過
性によるものと考えられる。
脱窒は細菌にとっては呼吸であるため，窒素酸化物の
還元は呼吸鎖の活性と関連している。前述の実験結果よ
り AHL 類が P. aeruginosa の窒素酸化物の還元を抑制
することが示されたが，呼吸鎖の活性を調べることによ
り，実際に呼吸が AHL 類によって抑制されているのか
を検証した。硝酸呼吸において，複合体 I が NADH よ
り電子を受取り，電子伝達が開始され，最終的に NAR
を介して電子が NO3

– に渡される。そこで，硝酸呼吸活
性を測定するために細胞の膜画分を採取し，NADH を
電子供与体として用いて NO3

– の還元産物である NO2
–

を定量した。硝酸呼吸が測定出来ているか否かは複合体

I の阻害剤であるロテノンの添加により確かめられた。
ロテノンを膜画分に添加したところ NO2

– の生産が 70％
に抑制されたことから，この実験系により呼吸鎖の活性
が測定されていることが確認された。∆ rhlI 株の硝酸呼
吸活性は親株と比較して 1.4倍上昇し，C4-HSL を添加
して培養を行なうと，硝酸呼吸活性は 50％に抑制され
た（図 1B）。また，∆ lasI 株の硝酸呼吸活性は 3.5倍上
昇しており，3-oxo-C12-HSLを添加して培養を行なうこ
とによって活性が 70％抑制された。これらの結果によ
り，AHL 類による NO3

– 還元の抑制は呼吸鎖と結びつ
いていることが明らかとなり，AHL 類によって脱窒が
抑制されることが明らかとなった。
冒頭で述べたように AHL 類はそれぞれ特異的な受容
体を持っており，受容体と複合体を形成することによっ
て様々な遺伝子の転写制御を行っている。P. aeruginosa
においては，C4-HSL は RhlR, 3-oxo-C12-HSL は LasR
によってそれぞれ受容される。AHL 類による脱窒の制
御はこれら受容体を介したものであるか調べるために，
受容体および AHL 生産を欠損させた二重遺伝子欠損株
（∆ rhlI ∆ rhlR 株，∆ lasI ∆ lasR 株）を作製し，AHL
類の影響を解析した。∆ rhlI ∆ rhlR 株，∆ lasI ∆ lasR
株においてそれぞれ C4-HSL あるいは 3-oxo-C12-HSL
を添加して培養を行ったところ，脱窒の抑制は観察され
なかった（図 2）。このことは，AHL 類がそれぞれの受
容体を介して脱窒の制御を行なうことを示している。さ
らに調べるため，受容体（RhlR, LasR）をコードする遺
伝子を pUCP24プラスミドに導入し（pUCP-rhlR, 
pUCP-lasR），各遺伝子欠損株に対して相補実験を試み
たところ，C4-HSL あるいは 3-oxo-C12-HSLによる脱窒
の抑制が観察された。以上の結果より，AHL 類は受容
体を介して脱窒を抑制することが明らかとなった。興味
深いことに，∆ rhlI ∆ rhlR 株に pUCP-rhlR を導入した
株では C4-HSL が存在していないにも関わらず，脱窒
が抑制された。これはプラスミド上で rhlR を過剰発現
させたために観察された可能性が高く，このような現象
が自然条件下で起きているかどうかは不明ではある。し
かしながら，RhlR がある一定量存在すれば，C4-HSL
非存在下で単独で脱窒を制御すること示している。
RhlR 単独により遺伝子発現の調節は他にも報告されて
おり，脱窒関連遺伝子の調節も同様な制御を受けている
可能性がある。

図 1．AHL類が脱窒に与える影響18)

（A）■，AHL 類の NO3
– 還元への影響；□，AHL 類の

N2生産への影響。（B）AHL 類の硝酸呼吸活性への影響。
C4-HSL, 3-oxo-C12-HSL はそれぞれ 10 μM, 1 μM の濃度
になるように添加した。

図 2．RhlR, LasR 転写調節因子が脱窒に与える影響18)

■，NO3
– 還元量；□，N2生産量。C4-HSL, 3-oxo-C12-

HSL はそれぞれ 10 μM, 1 μM の濃度になるように添加し
た。
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C4-HSL を情報伝達物質として用いる rhl システムと
3-oxo-C12-HSL を情報伝達物質として用いる las システ
ムの細菌間情報伝達機構は，お互いの転写を正に制御し
ていることが我々（未発表データ）やこれまでの研究に
よって明らかとなっている13)。したがって，C4-HSL と
3-oxo-C12-HSLによる脱窒の制御はどちらかがもう一方
のシステムを介して行われている可能性が考えられる。
そこで，∆ rhlI ∆ lasI の二重遺伝子欠損株を用いて C4-
HSL と 3-oxo-C12-HSL の脱窒への影響を解析した（図
3A）。∆ rhlI ∆ lasI 株に C4-HSL を添加したところ，脱
窒が抑制されたのに対して，3-oxo-C12-HSL を添加して
も脱窒の抑制は観察されなかった。以上の結果より，
rhl システムと las システムの細菌間情報伝達機構のう
ち，C4-HSL を情報伝達物質として用いる rhl システム
は las システムを介さずに脱窒を制御し，一方の 3-oxo-
C12-HSL による脱窒の制御は，3-oxo-C12-HSL により
誘導された las システムがさらに rhl システムの転写を
誘導して，その結果脱窒を抑制していることが示された。
脱窒過程において，NO3

– は 4つのステップを経て，
N2まで還元される。その各ステップに関わっているの
は，NAR, NIR, NOR, NOSの 4つの末端酸化酵素であり，
それぞれの酵素はゲノム上の独立したオペロンによって
コードされている。そこで，情報伝達物質による脱窒の
制御は脱窒過程のどのステップで起きているのか，各末
端酸化酵素の転写を測定することによって解析を試み
た。それぞれのオペロンのプロモーター領域（nark1, 
nirS, norC, nosR）を pMEX9プラスミドにクローニン
グし，プロモーター活性に応じて転写される xylE 遺伝
子の産物のカテコール 2,3- ジオキシゲナーゼ活性を測
定した。コントロールとして，プロモーターを導入して

いない pMEX9プラスミドを用いた。各プラスミドを∆
rhlI ∆ lasI 株に導入し，C4-HSL および 3-oxo-C12-HSL
の影響を解析したところ，C4-HSL によって，nark1, 
nirS, norC, nosRのすべてのプロモーター活性が抑制さ
れた（図 3B）。一方，図 3A の結果と同様に，∆ rhlI ∆
lasI 株に対して 3-oxo-C12-HSL を添加しても脱窒関連
遺伝子の抑制は観察されなかった。以上のように，C4-
HSL は転写レベルで脱窒に関わる 4つの酵素を抑制し
ていることが示された。この結果は，以前に示された，
rhlR破壊株で NAR, NIR, NOR酵素の活性が親株よりも
上昇しているという結果とも相関性がとれるものとなっ
た25)。
以上，P. aeruginosaにおいて AHLが脱窒に関与する
ことが生化学レベルおよび遺伝子レベルで示された。

3.3.　AHL による脱窒制御のバイオフィルム形成への

関与

AHL による脱窒の制御はどのような状況で重要であ
るかを考えたとき，細菌の集合体であるバイオフィルム
が思い浮かぶ。そこで，AHL による脱窒の制御がバイ
オフィルム形成に与える影響について次に調べてみた。
まず，フローセルシステムによりバイオフィルムを形成
させた結果，硝酸の培地への添加によりバイオフィルム
形成は促進され，脱窒がバイオフィルム形成に関与して
いることが示された。ここに AHL による脱窒の制御が
関与しているのか調べた結果，C4-HSL（∆ rhlI）を生
産しない株は親株（PAO1）よりも 2倍量のバイオフィ
ルムを形成した（図 4A）。さらに，脱窒がこのバイオフィ
ルム形成の違いに関与しているかどうか検証するために
両株のバイオフィルム中での nirS 遺伝子の発現を測定

図 3．脱窒制御における AHL間の関係18)

（A）AHLが∆ rhlI ∆ lasI株の脱窒活性に与える影響。■，
NO3

– 還元量；□，N2生産量。（B）AHL が∆ rhlI ∆ lasI
の脱窒関連遺伝子の転写に与える影響。C4-HSL, 3-oxo-
C12-HSL はそれぞれ 10 μM, 1 μM の濃度になるように添
加した。

図 4．AHLによる脱窒制御のバイオフィルム形成への関与
（A）∆ rhlI 株および PAO1株によるバイオフイルム形成。
（B）∆ rhlI 株および PAO1株バイオフィルムにおける
nirS の発現量。
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したところ，∆ rhlI 株の方が親株に比べ高い転写量を示
した（図 4B）。一方で，硝酸を加えなかった培地では∆
rhlI 株と親株の間にバイオフィルム形成量の差はみられ
なかったため，∆ rhl 株によるバオイフィルムの過剰形
成には脱窒が関与していることが考えられる。以上より，
AHLは脱窒を介して P. aeruginosaのバイオフルム形成
に影響を与えることが示唆された。当研究室ではバイオ
フィルム形成とその脱窒活性を同時にモニタリングでき
る新規手法を最近開発しており24)，今後のさらなる解析
が期待される。

4.　お わ り に

P. aeruginosa において，細菌間情報伝達に利用され
る情報伝達物質 C4-HSL および 3-oxo-C12-HSL がエネ
ルギー生産に関与する基礎代謝である呼吸の一つである
脱窒を抑制することが明らかとなった。我々は，P. 
aeruginosaの生産するもう一方の細菌間情報伝達物質で
ある PQS が AHL とは別の機構により硝酸呼吸を阻害
することも見出しており19)，それについての詳細は別に
報告させて頂く。
これまでに細菌間情報伝達が呼吸を制御していること
を明らかにした論文はなく，今後，他の細菌においても
このような制御が行われているのか興味深いところであ
る。いくつかの細菌においては，細菌間情報伝達が生育
に影響を与えることが観察されており，例えば，Serra-
tia や Gluconacetobacter で醗酵が制御されていること
が報告されている9,20)。また，Rhizobium においても細
菌間情報伝達の生育への影響が観察されているが，その
機構は明らかにされていない7,23)。
本研究は嫌気条件下において行なわれたが，Wagner

らによるマイクロアレイの結果22)，好気条件下において
も脱窒関連遺伝子が AHL 類によって制御されているこ
とが示唆されており，脱窒は好気，嫌気問わず AHL 類
によって制御されている可能性がある。また，細菌はバ
イオフィルムとよばれる集合体を形成することが明らか
となっているが，好気条件下で形成されたバイオフィル
ムにおいても内側は O2が消費されており，嫌気的な場
が作り出されている。図 4で示したように C4-HSL を
生産しない株のバイオフィルム形成が好気条件下におい
ても NO3

– の添加によって変化することが明らかとなっ
た。これに関連して，バイオフィルム形成において NO
が関与していると報告されており，Yoon らは AHL 類
が NO の生産を調節しており，それを介してバイオフィ
ルム形成に影響を与えることを明らかにしている25)。以
上の結果より，AHL 類による脱窒の制御は集団を整え
るために用いられていると考えられる。

C4-HSL の生産は P. aeruginosa 以外にも Aeromonas 
hydrophila, A. salmonicidaや Serratia liquefaciensで報
告されており4,16)，今後，複合微生物系で AHL をはじめ
他のシグナルによる呼吸制御の役割を解析することは複
合微生物系の制御の面からも興味深いと思われる。
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