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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

人類の繁栄の歴史は，感染症との戦いの歴史でもあ
る。14世紀に猛威をふるったペストのようなヒトに対
する感染症だけでなく，農産物や家畜に対する感染症被
害が原因となる食糧危機も甚大な被害の一つと考えられ
る。これらの被害に対して劇的な効果をもたらしたの
が，抗菌物質により直接病原菌を駆除する化学療法であ
る。ペニシリンに代表される抗生物質は，細菌感染症の
治療に絶大な効果を示し，化学農薬は農産物の生産性を
大幅に向上させた。その一方で，過度な抗菌物質の使用
が様々な問題を引き起こしている。病院などでは抗生物
質が大量に使用されることにより薬剤耐性菌が蔓延し，
残留農薬は健康や環境への悪影響が指摘されている。そ
のため，新しい視点に基づいた感染症対策技術が求めら
れてきた。
細菌は，単独で行動しているものと長らく考えられて
きたが，多くの細菌が周囲の仲間と互いにコミュニケー
ションを取り合い，集団として生命活動を行っているこ
とが明らかとなってきた。その中でも，細胞間コミュニ
ケーションにより病原性発現を制御する細菌の例が数多
く報告されており，コミュニケーションを干渉すること
により病原性発現を抑制する試みが注目を集めている。
本稿では，細菌細胞間コミュニケーションの一種であ
る，細胞密度依存的情報伝達機構（Quorum Sensing）に
着目し，Quorum Sensing 阻害技術を用いた病原性阻害
の可能性について研究成果と共に紹介する。

2.　Quorum Sensing による病原性制御

Quorum Sensing とは，細菌がオートインデューサー
と呼ばれるシグナル物質を介して周囲の細胞密度を感知
し，一定の細胞密度を超えたところで様々な遺伝子の発
現を活性化する機構のことである。オートインデュー
サーの構造は，細菌種によって様々であるが，本研究で
対象としたグラム陰性細菌の場合，主にアシル化ホモセ
リンラクトン（AHL）を用いることが明らかとなって
いる 14)。AHL はホモセリンラクトンに様々な構造のア
シル鎖が結合した構造を取り，3 位の炭素にケト基，水
酸基が結合した AHL も広く用いられている（図 1）。
AHLは，一般的に LuxIファミリータンパク質と呼ばれ
る AHL 合成酵素により，S-アデノシルメチオニンとア
シルキャリアータンパク質から合成される。細胞内で合
成された AHL は，細胞膜を自由に透過すると考えられ
ており，細菌の増殖に従って細胞周囲の AHL 局所濃度
が増加する。AHL が一定の濃度を超えると，細胞内に
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図 1．グラム陰性細菌が生産する AHLの構造例。
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発現した LuxR ファミリータンパク質と呼ばれるレセプ
ターと AHL が複合体を形成する。AHL-LuxR 複合体は
lux box と呼ばれる特定のプロモーター以下の遺伝子の
発現を活性化させる（図 2）。Quorum Sensing が注目さ
れている理由として，多くのグラム陰性病原性細菌が病
原性因子の発現を Quorum Sensing により制御する点が
挙げられる。緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa は，AHL
を介した Quorum Sensingシステムを 2系統有しており，
エラスターゼやラムノリピッド生産，バイオフィルム形
成などの各種病原性因子の発現を制御している 1)。様々な
植物に対する病原性細菌である軟腐病菌 Pectobacterium 
carotovorum は，主要な病原性因子であるペクチナーゼ
の発現を Quorum Sensing により制御している 1)。これ
らの病原性細菌では，AHL 合成遺伝子を破壊すると病
原性発現が大幅に低下することが知られており，
Quorum Sensing を阻害することによる病原性抑制技術
（Quorum Quenching とも呼ばれる）が大きな注目を集め
ている。また，基本的に Quorum Sensing の阻害は細菌
の増殖には影響を及ぼさないことから，Quorum Sensing
阻害剤に対する耐性菌の蔓延のリスクは低いとも考えら
れている。

3.　AHL 分解による Quorum Sensing 阻害技術

これまでに，様々な手法による Quorum Sensing 阻害
技術が提案，研究されてきた。これらの中には，AHL-
LuxR複合体の形成を阻害するような化合物や，AHLを
系内から除去する AHL トラップ剤を用いた研究例も含
まれるが，AHL を酵素的に分解することで Quorum 
Sensing を阻害する手法については世界各国で様々な研
究が行われ，ここ十数年の間に，AHL を分解する能力
を有する細菌が次々に発見されてきた 17)。これらの細菌
による AHL 分解機構には主に 2種類が知られており，
AHL のラクトン環を加水分解して開裂する AHL ラク
トナーゼと，AHL のアミド結合を切断して脂肪酸とホ
モセリンラクトンに分解する AHL アシラーゼが代表的
な AHL 分解酵素である（図 3）。これらの AHL 分解系
を用いて病原性細菌の Quorum Sensing を阻害すること
により，病原性発現の抑制が可能である。Bacillus 属細
菌からクローニングした AHL ラクトナーゼ遺伝子であ
る aiiA を軟腐病菌に導入すると，自らが生産する AHL
が自己分解されて Quorum Sensing が活性化せず，ペク
チナーゼ発現が阻害され，病原性が大幅に低下する 3)。
また，aiiA をジャガイモやタバコに導入した組み換え

作物は，軟腐病菌を接種しても腐敗症状が見られなくな
る 2)。また，AHL 分解細菌と軟腐病菌を共接種するこ
とでも Quorum Sensingの阻害が可能であることから 4)，
AHL 分解細菌を微生物農薬として用いる技術への応用
が期待されている。また，環境中には，AHL 合成細菌
と AHL 分解細菌が個々に生息するのではなく，複合微
生物系の中で両者が共生してコミュニティーを形成して
いることが明らかになってきた。筆者らの研究グループ
では，様々な環境中の複合微生物系から AHL 分解細菌
を単離し，それらの細菌を用いた Quorum Sensing 阻害
技術について検討を行ってきたので，本稿でその研究成
果を報告したい。

4.　植物由来 AHL 分解細菌を用いた 
Quorum Sensing 阻害

筆者らの研究グループでは，植物の中でも特にジャガ
イモを対象とし，ジャガイモ表面に生息する細菌群の中
から AHL合成細菌と AHL分解細菌の分布について解析
を行ってきた 9,16)。ジャガイモは，平成25年度の統計デー
タでも自給率が 7割以上であり，日本国における重要な
基幹畑作物の一つである。ジャガイモ栽培に被害をもた
らす病原性真菌及び細菌には様々な種類が知られている
が，本研究では，その中でも軟腐病菌 Pectobacterium 
carotovorum subsp. carotovorumにターゲットを置いた。
前述のように，軟腐病菌において，ジャガイモを腐敗さ
せる酵素であるペクチナーゼ生産が AHL を介した
Quorum Sensingにより制御されることから，AHL の人
為的な分解により腐敗活性を阻害することが可能であ
る。まず，ジャガイモ葉及び根からランダムに単離した
菌株を用い，AHL 分解活性の検証を行った。AHL 分解

図 2．グラム陰性細菌による AHLを介した Quorum Sensingの模式図。

図 3．AHL ラクトナーゼ及び AHL アシラーゼによる AHL 分
解機構。
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細菌のスクリーニング方法を図 4に示す。AHL を混合
した培地にジャガイモ単離菌株を接種し，一定時間培養
後，培養上清中の残存 AHL を AHL レポーター株を用
いて検出することにより AHL 分解活性を評価した。
AHL レポーター株には，外部の AHL に応答して紫色
色素（violacein）を生産する Chromobacterium violaceum 
CV026株及び VIR07株を用いた 5,7)。AHL 分解活性を有
しない菌株の場合，培養上清中に AHL が残存している
ため，この残存 AHL に応答して AHL レポーター株が
紫色色素を生産する。それに対し，AHL 分解活性を有す
る菌株の場合，培養上清中には AHL が残存しないため，
AHL レポーター株は紫色色素生産を示さない。この原理
を利用して，ジャガイモ葉より分離した 406株の中から
AHL 分解細菌を 32株，ジャガイモ根より分離した 413
株の中から AHL 分解細菌を 41株単離することに成功し
た。これらの細菌の 16S rRNA 塩基配列を決定し，菌種
の同定を行ったところ，ジャガイモ葉由来 AHL 分解細
菌は Microbacterium 属細菌及び Solibacillus 属細菌が，
ジャガイモ根由来 AHL 分解細菌は Chryseobacterium
属細菌が主要な構成細菌であることが明らかとなっ
た 9,15)。次の項目では，これらの細菌による AHL 分解
機構に関する研究例を紹介する。

5.　ジャガイモ由来 AHL 分解細菌からの 
AHL 分解遺伝子のクローニング

まず，ジャガイモ葉から単離した Microbacterium 属
細菌の中から M. testaceum StLB037株を用い，AHL分
解遺伝子のクローニングを行った。AHL 分解遺伝子の
クローニングを効率的に行うため，AHL 分解を発光強
度の減少によって検出可能なレポータープラスミド
pLux28を構築した 18)。pLux28は海洋性発光細菌 Vibrio 
fischeri ES184株の AHL合成遺伝子（luxI），AHLレセ
プター遺伝子（luxR）及び発光遺伝子クラスター
（luxCDABEG）を有するプラスミドである。pLux28を
保有する大腸菌は，自ら AHL を生産して応答し，生物
発光を示す。その一方で，pLux28と AHL 分解遺伝子
を共存させた場合，AHL が自己分解されることで生物
発光が消失する（図 5）。この原理を利用して，StLB037
株ゲノムから AHL 分解遺伝子のクローニングを試み
た。StLB037株の染色体ライブラリーを作成するため，
抽出した染色体を Sau3AI で部分消化し，3 kbp から
10 kbp の断片を BamHI で消化した pUC118とライゲー
ションさせ，染色体ライブラリーを作成した。染色体ラ
イブラリーと pLux28の両プラスミドを E. coli DH5aに

図 4．AHL分解細菌のスクリーニング方法の概要。

図 5．pLux28プラスミドを用いた AHL分解遺伝子スクリーニングシステムの概要。
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形質転換してコロニー形成させ，各コロニーを 96穴発
光アプリケーションプレートに分注した 200 mlの LB液
体培地に植菌し，30°C で一晩振とう培養を行った。各
ウェルの発光強度をプレートリーダーで測定し，発光強
度が著しく減少したコロニーをポジティブクローンとし
て選択した。約 3000クローンを調べたところ，一つの
ポジティブクローンが得られ，このクローンに挿入され
た StLB037株染色体断片の塩基配列を決定したところ，
断片中には 4つの ORF が存在し，その中でも aiiM と
命名した遺伝子のみで AHL 分解活性を示すことが明ら
かとなった 18)。AiiM により分解された AHL の構造を
HPLC 解析により決定したところ，AiiM は AHL のラ
クトン環を加水分解する AHL ラクトナーゼとして機能
することが明らかとなった。さらに，aiiM を軟腐病菌
に導入することで AHL が自己分解され，ジャガイモス
ライスへの腐敗症状を抑制可能であることが明らかと
なった。aiiM 遺伝子ホモログは，今回単離したジャガ
イモ葉由来 Microbacterium 属細菌株がすべて保有して
いたが，AHL 分解活性が低いカルチャーコレクション
由来 Microbacterium 属細菌株は保有していなかったこ
とから，ジャガイモ葉由来 Microbacterium 属細菌株が
示す高い AHL 分解活性は，aiiM遺伝子に起因する可能
性が示唆された 20)。AiiM は，既知の AHL ラクトナー
ゼの中で最も主要なタンパク質ファミリーである
Metallo-b-lactamase ファミリーには属さず，a/b hydro-
lase fold ファミリーに属している（図 6）。AHL 分解活
性を有する a/b hydrolase foldファミリータンパク質に
関しては，本研究が世界で初めての報告となる。
次に，ジャガイモ葉から単離した Solibacillus 属細菌
の中から S. silvestris StLB046株を用い，新規 AHL分解
遺伝子のクローニングを試みた。StLB046株に関しては，
次世代シークエンサーを用いて全ゲノム配列を決定し，
既知の AHL 分解酵素のアミノ酸配列を基に相同性検索
を行った。その結果，StLB046株ゲノム中に Bacillus 属
細菌由来 AHL ラクトナーゼ遺伝子（aiiA）と相同性を
示す遺伝子が存在することが明らかになり，この遺伝子
を ahlS と命名した 10)。AhlS も AiiM と同様に AHL ラ
クトナーゼとして機能し，ジャガイモ軟腐病菌に導入す
ることで腐敗症状を抑制することが可能である。AhlS
は，AiiA と同じく Metallo-b-lactamase ファミリーに属

するが，系統的な位置が他の AiiA 型 AHL ラクトナー
ゼとは若干異なるだけでなく，国際塩基配列データベー
スを用いた BLAST サーチを行ったところ，様々な細菌
が ahlS 遺伝子ホモログを有していることが明らかに
なった。例えば，マリアナ海溝から単離された海洋性好
熱菌 Thermaerobacter marianensis JCM 10246株のゲノ
ム上に ahlS 相同性遺伝子が存在することが明らかにな
り，この遺伝子を aiiT と命名した。AiiT の酵素的性質
を調べたところ，AHL 分解の至適活性温度は 70°C 付
近と高く，80°C で 10分間のプレインキュベート後も，
50％程度の酵素活性を維持しており，AiiT は従来の酵
素と比較して熱安定性が高いことが明らかとなった 11)。
また，ahlS遺伝子ホモログは，コアグラーゼ陰性ブドウ
球菌 Staphylococcus carnosus，Staphylococcus haemolyti-
cus，Staphylococcus saprophyticus や，殺虫性タンパク
質を生産する種も存在する Lysinibacillus 属細菌のゲノ
ム中にも存在することが明らかとなり，AhlS は Metallo-
b-lactamase ファミリーに属する AHLラクトナーゼの中
で新たなサブファミリーを形成する可能性が示唆された
（図 6）。
また，ジャガイモ根から単離した主要な AHL 分解細

菌である Chryseobacterium 属細菌は，16S rRNA 塩基
配列と AHL 分解活性の比較から，複数のグループに分
類できることを明らかにしている 15)。その中でも，最も
AHL分解活性が高いグループに属するChryseobacterium 
sp. StRB126株を用い，前述のスクリーニングシステム
を用いて AHL 分解遺伝子のクローニングを試みたとこ
ろ，aidC と命名した新規 AHL 分解遺伝子を取得する
ことに成功した 19)。AidC も，AiiA と同様に Metallo-b-
lactamase ファミリーに属する AHL ラクトナーゼとし
て機能するが，系統的には AiiA や AhlS とは離れたサ
ブファミリーを形成する可能性が示唆された（図 6）。

6.　その他の複合微生物系からの AHL 分解遺伝子の 
クローニング

筆者らの研究グループでは，植物だけでなく，様々な
複合微生物系からも AHL 分解細菌のスクリーニング及
び AHL 分解遺伝子のクローニングを行ってきた。アユ
腸内フローラから AHL 合成細菌と AHL 分解細菌のス

図 6．AHLラクトナーゼのアミノ酸配列を基にした系統解析。括弧内は由来の細菌種または単離源を示す。
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クリーニングを行った結果では，AHL 合成細菌として
は Aeromonas 属 細 菌 が，AHL 分 解 細 菌 と し て は
Shewanella 属細菌が多数を占めていることが明らかと
なった 6)。そこで，アユ腸内フローラ由来 Shewanella 
sp. MIB015株から AHL 分解遺伝子のクローニングを
行ったところ，Aculeacin A acylase と相同性を示す新規
AHL 分解遺伝子 aac を取得することに成功した 8)。Aac
は AHL のアミド結合を切断して分解する AHL アシ
ラーゼとして機能することが明らかになり，aac を魚病
細菌 Vibrio anguillarum に導入すると，AHL 生産及び
バイオフィルム形成が阻害されることが明らかとなっ
た。さらに，活性汚泥からも AHL 合成細菌と AHL 分
解細菌のスクリーニングを行った。その結果，AHL 合
成細菌としては Aeromonas 属細菌が大部分であり，
AHL分解細菌としては Acinetobacter属細菌が半数を占
めることが明らかとなった 12)。そこで，AHL 分解活性
が比較的高い Acinetobacter sp. Ooi24株を対象として
AHL 分解遺伝子のクローニングを行ったところ，
Amidase ファミリーに属する新規 AHL 分解遺伝子
amiE をクローニングすることに成功した 13)。HPLC 解
析の結果，AmiE も AHL アシラーゼとして機能し，
amiEを緑膿菌に導入することで，AHL により制御され
るエラスターゼ活性の発現を阻害することが可能であっ
た。既知の AHL アシラーゼは，Aculeacin A acylase と
Penicillin G acylase の 2種類のタンパク質ファミリーの
どちらかに分類されていたが，本研究で明らかにした
AmiEのように，Amidaseファミリーに属する AHLアシ
ラーゼに関する報告は，本研究が初めてである（図 7）。

7.　お わ り に

筆者らの研究グループでは，植物（ジャガイモ）表
面，アユ腸内フローラ，活性汚泥といった様々な複合微
生物系を対象として AHL 分解細菌のスクリーニングを
実施し，これらの細菌から数多くの新規 AHL 分解遺伝
子をクローニングすることに成功した。また，これらの
AHL 分解遺伝子を用いることで，様々なグラム陰性病
原性細菌の Quorum Sensing を阻害し，病原性因子の発
現を抑制可能であることを明らかにしてきた。環境中に
は，本稿で紹介した以外にも多種多様な複合微生物系が
存在し，さらに多様な AHL 分解細菌や AHL 分解遺伝
子が眠っていると考えられる。これらの生物資源，遺伝
子資源を発掘することで，より効果的な Quorum 
Sensing 阻害技術の開発に繋がると考えられ，医療や産
業など，様々な分野で活用されることを期待している。
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