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　総　　説（一般）

1.　は じ め に

クォーラムセンシングは，定足数（quorum）を感知
（sensing）するシステムとして命名された機構であり，
多くのグラム陰性菌 3,5)，グラム陽性菌 10) において様々
な遺伝子の発現調節システムを持つことが報告されてい
る 4)。オートインデューサー（autoinducer: AI）と呼ば
れるシグナル分子を介することで細菌がその周辺に同種
の菌がどの程度の数，密度で存在するかを感知して様々
な物質の産生やバイオフィルムの形成などを行う。
クォーラムセンシングを行う代表的な細菌には，発光細
菌の一種である Vibrio fi scheriや日和見感染症の原因と
なる緑膿菌などが挙げられる。これらの細菌と病原性な
どとの関連性が注目されており 12,16,19,22)，近年では
クォーラムセンシングを阻害して病原性を抑えるという
志向の研究が多くなされている 1)。クォーラムセンシン
グ阻害方法の確立は大きな可能性を秘めており，次世代
の病原治療法の一つとして期待されている 18)。緑膿菌の
クォーラムセンシングでは，2種類のアシルホモセリン
ラクトン（AHL）を生産し，これらのシグナル分子を
介して情報伝達が行われ，エラスターゼ生産，ラムノリ
ピッド生産，バイオフィルム形成や運動性などが活発と
なる。
海藻の一種である Delisea pulchra から抽出されるハ
ロゲン化フラノン化合物は，一部の細菌に対しクォーラ

ムセンシング阻害剤として働くことが知られている 11)。
特に（Z-）-4- ブロモ -5-（ブロモメチレン）-2（5H）- フラ
ノン（以後，C-30）は，図 1-a のような分子構造をして
いるブロモ化フラノン化合物である。この C-30はマウ
スの肺感染症モデルにおける研究において，緑膿菌
Pseudomonas aeruginosa に対しクォーラムセンシング
を阻害する効果を持つことが報告されている 6)。通常
は，AI と受容体タンパク質（ここでは LasR）が結合す
ると，転写活性化し，それに伴い遺伝子産物の合成が盛ん
になるが，C-30は AI と受容体の結合を阻害することで，
クォーラムセンシング阻害を引き起こすといわれている
（図 1-b）。当研究室では，C-30による P. aeruginosa 

PA14株のクォーラムセンシング阻害効果の持続性を追
究する過程で，C-30が PA14株により変換されている
ことを見出した。本研究では，PA14株によるクォーラ
ムセンシング阻害効果を持つブロモ化フラノン化合物
C-30の代謝を行い，代謝変換後の物質の同定と代謝経
路を追究した。

2.　C-30 のクォーラムセンシング阻害効果

クォーラムセンシングを行う細菌は同菌種間，他菌種
間に関わらず側鎖の炭素数が違う数種の AHL を産生す
ることが知られている 15)。一方で AHL と異なった感知
方法，異なった構造の AI-2や AI-3の存在も報告されて
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いる 9)。本研究では，はじめにクォーラムセンシング阻
害剤として知られている C-30の阻害効果の有無を下記
の手法を用いて確認した。

P. aeruginosaのクォーラムセンシング機構に関わる遺
伝子として，las や rhl などが同定されている 13,14,17,20,21)。
アデノシンの生分解に関わるヌクレオシド分解酵素の発
現は，las システムの転写制御因子 LasR によって制御
されているため，ヌクレオシド分解酵素を産生した緑膿
菌はアデノシンを炭素源として利用することができ
る 22)。したがって，アデノシンを用いた最少培地におけ
る増殖は上述の機能に基づき，クォーラムセンシング経
路に依存的であり，菌の生育を観察することで可視的に
クォーラムセンシングの消長を確認することができる。
そこで 0.1％（w/v）のアデノシンを含む最少培地中で
C-30の有無による PA14株の増殖を観察した。
アデノシンを含む OS最少培地 2) を用いて PA14株を

50 μM の C-30存在下および非存在下でそれぞれ 37°C，
好気状態にて培養し，逐次 600 nm の波長で分光光度計
を用いて菌濁度を測定した。その結果，アデノシン最少
培地中での PA14株の 48時間後の濁度は 50 μM の C-30
存在下では非存在下の場合と比較して 5± 1倍の減少が

見られた（図 2）。一方で LB 培地を用いた同様な培養
において，C-30存在下でも増殖阻害は見られなかった。
したがって，従来の報告の通り，C-30がクォーラムセ
ンシング経路に作用し PA14株の生育を阻害したことが
分かる。

3.　C-30 代謝物の同定

C-30のクォーラムセンシング阻害効果の持続時間を
観察する過程で，C-30は PA14株によって性質が異な
る化合物に変換されることが分かった。C-30によって
クォーラムセンシングが阻害されている環境に細菌が適
応して生じた現象であるとすれば非常に興味深い現象で
あると考えられる。そこでこの現象の意義を明らかにす
るために，代謝変換物の構造の同定を行った。

M9緩衝液を用いて PA14株を 50 μM の C-30存在下
で 37°C，好気状態にて 2時間培養し，培養前及び培養
後の上清に対し高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
による機器分析を行ったところ，C-30のピークが減少
し，リテンションタイムが C-30のものより短い新規
ピークが出現した（図 3）。
この代謝物の同定を行うため，ガスクロマトグラ
フィー－質量分析法（GC-MS）による測定を行った。
その結果，m/z 174と 176にほぼ 1：1のイオンを持つ
ピークが得られた（図 4）。これは代謝物の構造内に 1
つの臭素が含まれていることを意味している。したがっ
て，図 5に示したように，C-30の構造内にある 2個の
臭素のうち，一つが脱離した構造が推定された。しかし
ながらこの段階では代謝物が図 5のどちらの構造かを同
定できなかったため，筆者らは推定された構造のうち 1
つの構造 C-56を合成した 7)。この C-56に対しても
HPLC と GC-MS による機器分析を行った（図 6，7）。
C-56と C-30の代謝変換物の HPLC クロマトグラム及
び GC-MS のリテンションタイムとマススペクトルの比
較を行ったところ，これらが一致したことから C-30の
代謝産物が C-56の構造と一致することが明らかになっ
た。

C-56はまだクォーラムセンシング阻害効果を持つこ
とがすでに報告されており 7)，現在 C-30と C-56のどち
らが高い阻害効果を持つか検討中である。

図 1．C-30の構造（a）およびクォーラムセンシングの阻害機構（b）。
 （a）クォーラムセンシング阻害剤 C-30の構造，（b）クォーラムセンシングの遺伝子的機構とクォーラムセンシング阻害剤 C-30

による阻害機構を示した。

図 2．緑膿菌 PA14株の 0.1％アデノシンを含む OS 最少培地に
おける C-30存在下，非存在下での増殖。

 0.1％アデノシンを含む OS 最小培地を用いて PA14株を
50 μM の C-30存在下，非存在下でそれぞれ 37°C，好気状
態にて連続培養し，逐次 600 nm の波長で分光光度計を用
いて菌濁度を測定した結果をプロットした。
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4.　C-30 代謝物のさらなる代謝の可能性の追求

C-30は PA14株によって C-56に代謝変換されること
が明らかになった。細菌による化合物代謝は一般に段階
的に水溶性の高い化合物に分解されていくため，今回の
現象についても同様のことが起こり得ると考えられる。
そこでここでは C-30の代謝物である C-56がさらに代
謝変換される可能性を追求するため，PA14株に C-56
を曝露させ，HPLCを用いて構造変化が生じるかを観察
した。

M9緩衝液を用いて PA14株を 50 μM の C-56存在下
で 37°C，好気状態にて培養し，培養前の上清と 2，24
時間培養後の上清に対し HPLC による機器分析を行っ
たところ，2時間培養後の上清ではピークに変化は見ら
れなかったものの，24時間培養後の上清では C-56の

図 3．C-30と代謝物のHPLCクロマトグラム（左）培養前 ,（右）
2時間培養後。

 M9緩衝液を用いて PA14株を 50 μM の C-30存在下で
37°C，好気状態にて 2時間培養し，培養前及び培養後の上
清に対し HPLC による機器分析を行った結果を示した。
左が培養前，右が 2時間培養後の上清に対する HPLC ク
ロマトグラムである。

図 4．C-30の代謝物の GC-MS 測定結果（上）GC クロマトグ
ラム ,（下）MSスペクトル。

 図 3で得た上清から塩化メチレンに抽出し，GC-MSによっ
て測定を行った結果を示した。上が GC クロマトグラム，
下が MSスペクトルである。

図 5．GC-MS によって推測された代謝経路。
 図 3，図 4から推測されるクォーラムセンシング阻害剤

C-30の PA14株による代謝変換後の構造式を示した。

図 6．C-56の HPLCクロマトグラム。
 PA14株によるクォーラムセンシング阻害剤の代謝変換産

物として推測された構造のうちの一つ C-56に対し HPLC
によって成分分析を行った結果を示した。

図 7．C-56の GC-MS 測定結果（上）GC クロマトグラム ,（下）
MSスペクトル。

 C-56に対し GC-MS によって測定を行った結果を示した。
上が GC クロマトグラム，下が MSスペクトルである。
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ピークが減少し，さらにリテンションタイムが短い新規
ピークが出現した（図 8）。これは C-56が代謝変換され
たということであり，C-30の二次代謝物が存在する可
能性を示唆している。この二次代謝産物は，素早くさら
に分解される，もしくは水中における安定性が低いため
か微量にしか検出されず，現在のところこの化合物の単
離には至っていない。今後この化合物の単離，同定を
行っていきたいと考えている。

5.　臭素イオンの定量

C-30が PA14株により代謝されるとその構造内に存
在する 2つの臭素のうち 1つが脱離した構造に変換され
ることが分かった。また，代謝産物 C-56も代謝される
ことから，全ての臭素が最終的に C-30の構造から脱離
していることが予想された。そこで C-30の代謝経路を
さらに実証するために，C-30代謝変換後の上清におけ
る臭素イオンの定量を行った。

M9緩衝液を用いて PA14株を 50 μM の C-30存在下
で 37°C，好気状態にて連続培養し，1，2，4，8，20，
24時間培養後の上清に対し HPLC による逆相クロマト
グラフィーを用い臭素イオンの定量を行った。その結
果，実験開始直後から 2時間時点まで臭素イオンの急激
な濃度増加が見られ，この時点で約 50 μM であった。
その後 20時間まで緩やかに濃度が増加しており，最終
的に約 100 μM に達した。このことから，2時間までに
素早い C-30の分解が起こり，その後緩やかに二次代謝
物へと変換されたと考えられる。また 50 μM の C-30に
対し 2倍量の 100 μM の臭素イオンが検出されたことか
ら，二次代謝物は C-30が構造内に持つ 2つの臭素が全
て脱離した構造を持つものと考えられる。

6.　ま　と　め

シュードモナス属細菌は，これまでの報告から有機塩
素化合物などの生分解に対して優れた機能を発揮してお
り，バイオレメディエーション技術を支える立役者の一
つといえる。今回筆者らが用いたクォーラムセンシング

阻害剤 C-30は，PA14株によりすばやく代謝変換され
ることが確認された。代謝物は C-30の構造内にある 2
つの臭素のうち，一つが脱離した化合物 C-56に変換さ
れることが同定された。すなわち，緑膿菌が保持する脱
ハロゲン化反応によるものと考えられる。その一方，
C-56はまだ QS阻害効果を持つこと，及び緑膿菌によっ
て C-56はさらに変換されることが明らかになった。現
在 C-30と C-56のどちらが高い阻害効果を持つか追究
しているところである。仮に C-56に変換されることで
クォーラムセンシング阻害効果が減少していた場合，菌
が防御機構として C-30を代謝変換する働きを行った可
能性がある。クォーラムセンシング阻害は殺菌せずに病
原性のみを抑制する手法であるため，一般にクォーラム
センシング阻害は耐性を獲得しにくいと考えられてい
る。従ってこれは菌の環境適応能力という観点から考え
ると非常に興味深い現象であり，医療分野への応用，実
用化に向けて重要な情報と成り得ると考えている。
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