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序章

細菌の化学言語と細胞間コミュニケーション　多くの細菌は,低分子化合物の

｢言語｣を有しており､その化学言語を用いて同種もしくは異種の細菌種とコ

ミュニケーションする能力を持つ｡これまでに分子構造,生物機能およびその

分子機構が解明されてきた化学言語には､アシル化ホモセリンラクトン(グラ

ム陰性細菌)､環状ペプチド(グラム陽性細菌)､ γ-プチロラクトン(放線菌),

ホウ酸フラノシル(グラム陽性および陰性細菌) (Fig-1)などが明らかとなって

いる(l,2,3)｡
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Fig.1細菌の化学言語
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細胞間コミュニケーションの分子機構を現在もっとも研究が進んでおり,ま

た､本研究でも研究対象としているPseudomonas aeruginosaで説明する｡ P.

aerugmosaはIas及びrhl系という2つの細胞コミュニケーション系を有してい

る｡これら細胞コミュニケーション系の主要なコンポーネントは3つある｡そ

れは､化学言語であるアシル化ホモセリンラクトン,アシル化ホモセリンラク
●

トンを合成する"Ⅰ"タンパク質(Inducer合成のⅠをとった)およびアシル化ホモ
●

セリンラクトンに応答して遺伝子発現を制御する"R"タンパク質(Regulatory

protein)であるIas及びrhl系のIタンパク質はLasIおよびRhllで､それぞれ,

7V-3-oxo-dodecanoyl-L-homoserine lactone(PAI-1)および7V-butanoyl-しhomoserine

lactone(PAI-2)(Fig. 2)の生合成を触媒する. Rタンパク質はLasR(to系)および

RhlR(rW系)である｡ P. aeruginosaは常時pAI-1およびPAI-2を生産している｡
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Fig.2P.aeruginosaが生産するアシル化ホモセリンラクトンの化学構造

PAI-1およびPAI-2はその化学的特性から､細胞質膜を受動的に容易に通過する

ことが可能である｡したがって､ P. aeruginosaの細胞密度が低い場合には､細

胞周囲のPAI-1およびpAI-2濃度は低いので,生産されたpAI-1およびPAI-2

は菌体外に拡散してしまい,細胞内のPAI-1およびPAI-2の濃度は低いままで

ある｡ PAI-1およびpAI-2を生産･分泌している細胞の密度が高まると､当然細

胞周囲のPAト1およびPAト2濃度も増加する｡細胞密度が十分高まって細胞外

のPAI-1およびPAI-2濃度がサブFLMオーダーに達すると細胞内のPAI-1およ

びPAト2濃度も間借を超える｡そのとき, pAト1およびpAト2はそれぞれLasR

およびRhlRに結合する.対応するアシル化ホモセリンラクトンが結合した

LasRおよびRhlRは活性型となり,特定の塩基配列を持ったプロモーターに結

合し,転写を促進するo　このように､ P.aeruginosaiの(そして多くの細菌の)

細胞間コミュニケーションは､細胞密度をセンシングして遺伝子発現を制御す

るシステムなのである｡細胞密度を感知して､ある細胞密度以上になったら遺

伝子発現をonにする制御系であることからquorum sensing(quorumとは法律用

語の定足数)と呼ばれている｡

p. aeruginosaのIas系およびrhl系によって制御されている遺伝子は,エラス

ターゼ遺伝子(lasAおよびIasB),アルカリプロテアーゼ遺伝子(apr), exotoxinA

合成遺伝子(exoA), HCN合成遺伝子(hen)､細胞毒性レクチン合成遺伝子(lecA),

ラムノリビッド合成遺伝子(MAおよびrhlB)､ピオシアニン合成遺伝子(phs)な

どいずれも病原性因子をコードする遺伝子である｡また､ P. aeruginosaの難治

に寄与するバイオフィルムの生合成もquorumsensingの制御下にある｡

細胞間コミュニケーションを標的にした生物機能の制御　細胞間コミュニケ-
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ションの制御下にある病原性因子は､細胞間コミュニケーションを標的とした

人為操作で制御できるのではないかという発想が注目を集めている｡それが注

目を集めているのは､抗生物質など病原性菌の殺滅する対処法が抱える耐性菌

の出現の問題を回避することができると期待されているからである｡細胞間コ

ミュニケーションは細胞増殖に影響を及ぼさない｡だとすれば,もし細胞間コ

ミュニケーションの人為的妨害に耐性な菌が出現したとしても,その変異株は

増殖面での優位性は保持していないと考えられる｡すなわち､細胞間コミュニ

ケーションを対象にした対処法ならば､その耐性菌が優勢になるとは考えにく

い｡

DongらはErwnia carotovoraのquorum sensingを標的とした対策でこの菌に
よるタバコおよびジャガイモ-の感染を有効に防除できることを報告している

(4)0 E. carotovoraによる植物-の感染はquorum sensingの制御下にある｡そこ

でDongらはBacillus sp.が有するアシル化ホモセリンラクトン加水分解酵素の

酵素をタバコおよびジャガイモに移入し､ E. carotovoraのquorum sensingを妨

害する機能を持つトランスジェニック植物を作成した｡このトランスジェニッ

ク植物の葉(タバコ)や塊茎(ジャガイモ)は確かにE.carotovoraの感染に対

して耐性になった｡

自然界でも細胞間コミュニケーションを標的にした感染防御機構を持つ生物

が存在する｡海洋性の大型藻類Delisea pulchraはSerratia属細菌やvibrio属細

菌の感染を受ける｡この感染もアシル化ホモセリンラクトン依存のquorum

sensingの制御下にある｡ D. pulchraはアシル化ホモセリンラクトンに対するア

ンタゴニスト活性を有するハロゲン化フラノン

を分泌してquorumsensingをかく乱し､

serratia属細菌やVibrio属細菌の感染を

防除している(5).

このように､細菌の細胞間コミュニケ

ーションは､細菌の生物活動を制御する

ための有効な標的となりうる｡とするな

らば､細胞間コミュニケーションを支え

ている化学言語と同等の意味もしくは逆

の意味を持つ人工化学言語を創造すれば

H

0

海藻が生産するハロゲン化フラノン

細菌の生物活動を人為的に制御することが可能になろう｡また､化学言語はあ

る程度種特異性があることから,複合生物系における特定細菌種のダイレクト

レギュレーションも可能になるかもしれない｡本研究では､細菌の細胞間コミ

ュニケーションの有効な人工化学言語を作成すること､また､その化学言語の

分子設計に資する基盤技術を確立することを目的としている｡
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第1章　人工化学言語の創製

本研究ではP. aeruginosa PAOl株のquorum sensingを対象に細胞間コミュニ

ケーションの人工化学言語の創製を行った｡

1. 1.負の人工化学言語yFoctanoyleyelopentylamide(CIO-CPA)の発見

以前､池田宰教授と共同研究を行い､いくつかのアシル化ホモセリンラクト

ンアナログの人工化学言語としての活性について検討した(6)｡まず,アシル化

ホモセリンラクトンのアンタゴニストの候補として天然のアシル化ホモセリン

ラクトン(N-butanoyl-L-homoserine lactone, PAI-2)の光学異性体である

7V-butanoyl-D-homoserine lactone(D-PAI-2)を合成して検討した.アンタゴニスト

活性は, rhl系の制御下にあるrhlAとIacZとの融合遺伝子を有するレポーター

プラスミドpβ2を導入したP. aeruginosa PAO-MWl (pβ2)を用いて評価した｡

この株はIaslおよびrhUの二重変異株であるので､外部からアゴニスト活性を

持つアシル化ホモセリンラクトンを加えないとquorum sensing制御下の遺伝子

は発現しない｡合成したPAI-2, D-PAI-2を10/zM添加した培地でP. aeruginosa

(pβ2)を定常期まで培養し､その後β.ガラクトシダーゼ活性を測定した(Fig.3)｡

倉
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ControI C4　　C4-D C4　　C4-HCT

(L+ D)　　　C4-D-H CT

(10 ^M)

0

/〈＼/人

H

D-PAI-2

0

i
H

C 4-HCT

Fig.3　PAI-2アナログのアゴニストノアンタゴニスト活性

c4, PAI-2; C4-D, 7V-butanoyl-D-homoserine lactone; C4-HCT, A^-butanoyl-L-homo-

cysteine thiolactone; C4-D-HCT, N-butanoyl-D-homocysteine thiolactonec　これらの

化合物を10/zM添加してP. aeruginosa(pβ2)を定常期まで培養した後､ β-ガラ
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クトシダーゼ活性を測定した｡

天然型のPAI-2を添加することでrhlA転写は増加したが､ D-PAI-2では転写の

誘導は起こらなかった　D-PAI-2がrhl系に影響を及ぼさずただ感知されていな

いのか､それともPAト2に対するアンタゴニスト活性を有しているのかを検討

するため, PAI-2とD-PAト2を同時に添加したところ, PAI-2単独添加時と同等

のrhlA転写であったo　このことから, D-PAI-2はアンタゴニストとしては機能

しないことが分かった｡この研究では､ 7V-butanoyl-L-homocysteine

thiolactone(C4-HCT)がアゴニストとして機能することが分かった｡面白いこと

に､ 7V-butanoyl-D-homocysteine thiolactone(C4-D-HCT)はD-PAI-2と同様にrhlA

の転写には何ら影響を及ぼさなかった｡

この研究を通じて､ 7V-octanoylcyclopentylamide(C8-CPA, Fig. 4F)がIas系およ

びrhl系のアンタゴニストとして機能することが分かった｡そこで､本研究で

はC8-CPAをリード化合物として様々な誘導体を合成し､強力なアンタゴニス

トもしくはアゴニスト活性を有する化合物のスクリーニングを行った｡まず,

c8-CPAのアシル側鎖の鎖長をC3-12まで変えた誘導体を作成した(Fig.4A-F)｡

そして､ Ias系の制御を受けているIasBとIacZの融合遺伝子をレポーター遺伝

子として有するpβ 1を導入したP. aeruginosa PAOl(pβ 1)をそれぞれの化合物

250〃M添加した条件で培養した｡ 24時間培養後､ β-ガラクトシダーゼ活性を

計測した結果を　Fig. 5　に示す｡この結果から､ N-decanoylcyclopentyl-

amide(CIO-CPA)が最も強いアンタゴニスト活性を有することが分かった(Fig.

5)｡ついで､アシル鎖はCIOに固定して環状構造部分の誘導体を作成した

礎　　　-R
n= 1　A

2　　B

3　　C

4　　D

5　　E

6　F(C8-CPA)

7　　G

8　H(CIO-CPA)
9　I

10 ∫

-㍗ -HANDH

L M

-が○ -ン○
N

-N^/3

HI

p

Fig.4　合成した人工化学言語候補化合物
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(Fig. 4K-0)<　やはり, P. aeruginosaPAOl (pβ 1)を用いてアンタゴニスト活性

を計測したところ,五員環であるCIO-CPAが最も強いアンタゴニスト活性を示

した(データ省略)0 P.aeruginosaPAOl (pβ 1)をレポーター株として用いてrhl

系に対するアンタゴニスト活性を調べたところ,やはりCIO-CPAが最もアンタ

ゴニスト活性が強かった(データ省略)0

Fig.6はCIO-CPAを250/zM添加した時のP. aeruginosaPAOl (pβ 1)の増殖と

IasB-lacZ発現(β-ガラクトシダーゼ活性)の経時変化を示したものである.

clO-CPA添加時の増殖は対照区と同等であった｡さらに高濃度(-lmM)の

clO-CPAを添加して増殖を測定したが,やはり対照区と同等の増殖を示した(デ

ータ省略)｡このことから､ CIO-CPAは増殖には影響を及ぼさないことが分か

った.対照区(CIO-CPA無添加区)では､ IasB-lacZの発現は定常期から開始し,

培養24時間後まで増加している｡それに対し､ CIO-CPA添加区では増殖は対

照区と遜色ないもののNlasB-lacZの発現は強い抑制を受けている.このように,

clO-CPAは増殖を阻害することなしにIasBの転写を抑制することが分かった｡

ついで､CIO-CPAのquorum sensing抑制効果の濃度依存性について検討した｡

種々の濃度のCIO-CPAを添加した培地でP. aeruginosa PAOl (pβ 1)およびP･

aeruginosa (pβ2)を24時間培養し､ β-ガラクトシダーゼ活性を測定した｡

clO-CPAはIasB-lacZおよびrhlA-lacZの発現とも濃度依存的に抑制した(Fig. 7)0
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Fig. 5　アシル化シクロペンチルアミド類のIasB発現誘導に対するアンタゴニ

スト活性

それぞれの化合物を250AM添加した培地でP. aeruginosa PAOl (pβ 1)を24時

間培養した後､ β-ガラクトシダーゼ活性を計測した　Cont,コントロール｡
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IasB-lacZおよびrhlA-lacZ発現に対するC210-CPAの50%抑制濃度はそれぞれお

よそ75及び30〃Mであった｡
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抑制効果
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次にP. aeruginosa PAOlが産生するquorum sensing依存性の病原因子発現に

及ぼすclO-CPAの影響について検討した｡ラムノリビッド､エラスターゼおよ

びピオシアニンの生産はいずれも濃度依存的にCIO-CPAにより抑制された(Fig.

8)｡さらにバイオフィルムの形成にも抑制効果があった(Fig.9),以上のように,

clO-CPAは病原因子の発現抑制効果を持つことが確認された｡
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Fig.8　ラムノリビッド(A),ピオシアニン(B)およびエラスターゼ(c)の生産に及

ぼすCIO-CPAの影響

Fig. 9　P. aeruginosaPAOlのバイオフィルム形成に及ぼすclO-CPAの影響

(A)コントロール､ (B)250〃MCIO-CPA添加｡
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1. 2. CIO-CPAの標的となるステップ

p. aeruginosaは2つのquorum sensing系(las系およびrhl系)を有している｡rhl

系の"R"および"Ⅰ"遺伝子をコードするrhlRIはIas系の制御下にあることから､

2つのquorum sensing系は独立した制御系ではなく､ Ias系がrhl系の上位に位

置するカスケードを形成しているとされている(7).第1章の研究から､CIO-CPA

はIasBおよびrhlAの転写とエラスターゼ､ピオシアニン､ラムノリビッドの

生産､バイオフィルムの生成を阻害することが分かった｡このうちNlasB転写,

ェラスターゼ生産およびバイオフィルム生成は主にIas系によって制御されて

いる｡また､ rhlA転写,ピオシアニンおよびラムノリビッド生産は主にrhl系

により制御されている｡ Ias系がrhl系の上位にある以上CIO-CPAはIas系のい

ずれかのステップを標的としているはずである｡そこで､まずclO-CPAがいず

れのステップを標的にしているかを検討した｡

Iasl遺伝子の転写は､ RhlR/Iの影響は受けず､ LasR/Iの制御下にある(8)｡そ

こでIasI-lacZおよびrhll-lacZのレポーター遺伝子を持つpβ3およびpβ4を
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Fig. 10 lasI-lacZ(POおよびrhlI-lacZOOの転写に及ぼすCIO-CPAの影響

p. aeruginosa PAOl (p β 3)および(p β 4)を+/-250/zM CIO-CPAの条件で培養し､

β-ガラクトシダーゼ活性を測定した｡
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p. aeruginosa PAOlに導入してCIO-CPAの影響を調べた｡その結果, CIO-CPA

はIaslおよびrhllの転写をともに抑制することが分かった(Fig. 10)<　この結果

から､ CIO-CPAはIas系を阻害することが確認された　Fig. 10Bの結果から､

clO-CPAはrhllの転写をも阻害することが示された｡しかし､このデータから

はCIO-CPAが直接rl系を阻害しているのか､それとも､ Ias系を阻害した間接

的な結果としてrhl系が阻害されているのかについては断定

できない｡

Ias系がclO-CPAの標的となっていることが分かった.そこで,次に､どの

Ias系のどのステップを阻害しているのかについて検討を行った｡まず,

clO-CPAがLasIの酵素活性(アシル-ACPとS-アデノシルメチオニンからpAI-1

を合成する)の阻害(ステップa)について検討した.もし, CIO-CPAがLasI

の活性のみを阻害してPAI-1によるLasRの活性化過程に影響を及ぼさないなら

ば､ clO-CPAによるIaslの転写の阻害はPAI-1の添加で回復するはずである｡

そこで､ 250MMCIO-CPA添加区の培養の途中で0.1及びIAiMのPAI-1を添加

しP. aeruginosaMWl株におけるIasI-lacZの発現を調べたoその結果､ o･1およ

び1/xMのPAI-1の添加でIasI-lacZの発現は回復した｡この結果は, CIO-CPA

のIas系阻害がLasRをめぐる阻害(PAI-1結合の括抗阻害, LasR活性化[DNA

結合活性もしくは転写活性化の活性]の阻害)に由来するのではなく､ LasIの酵

素活性の阻害に起因することを示唆する.さらに､ IasB-lacZを有する　P.

aeruginosaPAOl株についても同様な検討を行った結果､pAI-1はCIO-CPAによ

る阻害効果を回復することが分かった｡厳密には精製したLasIを用いたinvitro

での試験結果でないと明確な判断はできないものの､ここまでの遺伝学的解析

結果は､LasIの酵素活性がCIO-CPAの標的となっていることを強く指示するも

のである｡

これまで天然のアシル化ホモセリンラクトン(PAI-1, PAI-2　および

3oxo-C6-HSL)や真核生物が生産するquorum sensing擾乱物質(ハロゲン化フラ

ノン)をリード化合物としていくつかのquorumsensingのアゴニスト,アンタゴ

ニストが構築されてきた｡このうちハロゲン化フラノン誘導体はLuxRタンパ

ク質のターンオーバー速度(分解速度)を高めることにより､ quorum sensing

を阻害すると報告されている(9),また､ P. aeruginosaのquorum sensingに対す

る人工化学言語は親株pAOlにおける病原性因子生産とIasl rhll二重変異株

PAO-JP2+PAI-1/PAト2の条件での種々のレポーター遺伝子の発現を指標に評価

されている(10,ll)｡ PAI-1の環構造アナログはいずれもPAO-JP2+PAI-1/PAI-2の

条件でIasl, rhll,エラスターゼもしくはピオシアニンの発現を阻害することか

ら, LasRもしくはRhlRもしくはその両方の活性化を阻害していると考えられ

る｡これらのアナログに関する報告で､ "Ⅰ"タンパク質の阻害に言及したものは

今のところない｡本研究で得られたCIO-CPAとそれに関する知見は,人工化学

言語を構築する場合, "Ⅰ"タンパク質の阻害も考慮すべき点であることを指摘す

るものである｡
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第2華　人工言語設計のための基盤ツール

化学言語による細胞間コミュニケーションにはいくつかのステップがある｡

アシル化ホモセリンラクトン/quorumsensingを例にとってみるとそれらステッ

プは下記のようになる｡

a."I'タンパク質によるアシル化ホモセリンラクトンの合成

b.アシル化ホモセリンラクトンの細胞膜透過性

c.アシル化ホモセリンラクトンの"R"タンパク質との結合

d. "R"タンパク質の標的DNA結合活性の活性化

令. "R"タンパク質の転写活性可能の活性化

正の人工化学言語の場合には､ b-eが効率よく(でき得れば天然アシル化ホモ

セリンラクトンよりもさらに効率的に)なるよう化学構造を設計する必要があ

る｡また､負の人工化学言語の場合は､ a-eのステップいずれもが阻害の標的

となる｡

これまでquorumsensingの人為的干渉を目指し我々が作成したCIO-CPAを含

め多くのアシル化ホモセリンラクトンが合成されてきた(付録【アシル化ホモセ

リンラクトンホモログに関する既報の情報】)｡合成された人工化学言語は､主

に親株のquorum sensing制御産物の生産やレポーター遺伝子の発現に対する影

響､ "Ⅰ"遺伝子を欠損した変異株でのレポーター遺伝子の発現に対する影響を描

標に評価がなされてきた｡これらの評価は簡便であることやハイスループット

な測定にも耐えうることから､便利な評価ツールであることには違いない｡し

かし,上記のステップを区別して評価することは難しい｡そのため､得られた

評価結果だけからは､人工化学言語を合理的に設計する指針を導き出すことは

困難である｡それを反映してか,これまでの人工化学言語合成は､天然アシル

化ホモセリンラクトン(PAI-l,PAI-2および3oxo-C6-HCL)をリード化合物とした

試行錯誤的な方法に依っている｡

人工化学言語を合理的に設計するためには､それぞれのステップを評価する

手法を構築して多様な化合物を評価し､構造活性相関を構築する必要があろう｡

そこで本章では,特にc-eのステップの評価に必要となるLasRおよびRhlR

の調製を行った｡

2. 1. LasRの発現･精製

一般的に"R"タンパク質を過剰発現させると容易に封入体(inclusion body)

を形成してしまうため､その精製は極めて難しい｡封入体形成を克服するため

には､シヤベロニンであるGroELの共発現､天然アシル化ホモセリンラクトン

の添加､低温培養などの工夫がなされている｡ P. aeruginosaPAOlのLasRの精

製についてもそれのことを勘案し,精製プロとコールを検討した｡
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LasRの発現は,T7プロモーターを有するE. coli発現ベクターpET21bを用い,

E. coli Rosetta(DE3)pLysSで行った｡ E. coli Rosetta(DE3)pLysSは､ pLysSRARE

がコードするT7リゾチームによりT7プロモーターのは転写を厳密に制御する｡

さらにpLysSRAREはE. coliにとって希な6つのコドンに対するtRNAも供給

する.このRosetta(DE3)pLysSにIasR遺伝子を組み込んだpET21b-LasRを導入

し､ LasRの高発現を試みた.種々培養条件を検討したところ, PAI-1添加条件

下､ IPTGの誘導をかけた後に低温(17℃)で培養することにより､可溶性のLasR

が著量発現することが分かった｡しかし,同じ条件で培養しても､培地にPAI-1

を添加しないと発現したLasRは不溶化してしまった｡

LasRの精製は,硫安沈殿､ついで, Hitrap Q FFをプレカラムとして用いた

Hitrap heparin HPカラムクロマトグラフィーで95%以上の精製標品を得ること

ができた(Fig. ll)｡LasR結合領域を持つIaslプロモーター領域(12)に対するLasR
精製標品の結合活性をゲルシフトアッセイにより検討した｡その結果､精製し

たLasRは結合反応の際にPAI-1を添加しなくとも､ Iaslプロモーター領域に結

合することが分かった｡また､結合反応時にCIO-CPAを添加しても結合活性は

影響を受けないAgrobacterium tumefaciensの"R"タンパク質であるTraR -の天

然アシル化ホモセリンラクトン(3oxo-C8↓-HSL)の結合は極めて強固であるこ

とが報告されている(13)｡おそらく､ pAト1のLasR-の結合も極めて強固であ

A
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3oxoC 12H S L -L
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+ -
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Fig. 1'1精製したLasRのSD-PAGE(A)およびねsIプロモーター領域を用いたゲ

ルシフトアッセイ(ち)

(A) M,サイズマーカー; PF, Hitrap heparin HPの精製画分(B)精製したLasR

を用い, Cy3標識したIaslプロモーター領域に対してゲルシフトアッセイを行

った｡
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ると予測されるo精製したLasRを8日間にわたり透析を行っても､Iaslプロモ

ーター領域-の結合活性は減少しないことを確認したが,この結果は前述の考

えを支持するものである｡

LasR-PAト1の結合が強固であることから､今回用いた精製法で精製したLasR

に人工化学言語を曝露してもLasR-PAI-1の結合の阻害(ステップc)の評価は極

めて困難であるし,また, LasRに人工化学言語が結合したときのLasR結合部

位-のLasR-人工化学言語複合体の結合活性や転写促進活性を調べるのも難し

い｡ステップ　c-e　の評価を行うためには､ E. coli Rosetta(DE3)pLysS

(pET21b-LasR)の培養をpAI-1の代わりに人工化学言語を添加した培地で行い,

その菌体からLasR-人工化学言語複合体を調製すればよいと考えられる｡また,

LasR-PAI-1複合体形成-の阻害効果はPAI-1と人工化学言語を同時に添加して

培養した菌体からLasRを調製し､たとえば､ MALDI-TOF-MASなどでLasR内

のPAI-1と人工化学言語の存在比率を求めることにより評価すればよいと考え

られる｡これらは,今後の課題である｡

2. 2. RhIRの発現丁調製

pAト1の添加と培養温度の制御するのみで､ LasRの大量発現は比較的容易に

達成できた｡それに対し､ RhlRの大量発現は困難を極めた｡当初は精製の際の

便宜をはかるため,pET21bやpIVX24などのHisタグ付加発現ベクターを用い,

Hisタグを付加したRhlRの大量発現を試みた｡可溶性のHis-RhlRを著量発現

させるために下記のような条件を試したが､いずれの条件でもほとんどが不溶

性のHis-RhlRしか生産できなかった｡

･低温培養(20-28℃)

･低温培養+エタノールの添加

･アシル化ホモセリンラクトンの添加

･プロモーターの検討: T7,lac,tacプロモーター

pKJE7(dnaK dnajgroE)やpGrol(groES groEL)を用いたシャペロンの共発現

･誘導条件の検討: IPTG濃度､ラクトトスの使用, Overnight Expression

Autoinduction System (タカラバイオ)の使用

･宿主菌株の検討: E. coli MVl184, BL21(DE3)pLysS, Rosetta(DE3)pLysS, P.

aeruginosa PAO 1 , PAO-MWl [lasf rhlf]

Invitroタンパク質発現系RTSシステム(ロシュ)

このうちGroELを共発現させた系では可溶性のHis-RhlRの割合が顕著に増加

したものの､それらはほとんどすべてGroELに結合した状態であり､特異的

DNA結合能は検知できなかった｡

p. aeruginosaPAOlのrhlR変異株にHis-RhlR遺伝子を導入したところ､部分

的にしか変異を相補しなかった｡このことから､ HisタグがRhlRタンパク質の

ホールディングに悪影響を及ぼしている可能性があると考えた｡そこで､ His

タグを付加しない天然型のRhlRの発現を試みたo　その結果､ MR遺伝子をT7

1
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プロモーターの下流に連結したpET21b-RhlRを導入したRosetta(DE3)pLysSを

PAI-2存在下､低温(28℃)で培養することにより, LasRよりは発現量は劣るが

著量の可溶性RhlRを生産させることに成功した｡

Rosetta(DE3)pLysS (pET21b-RhlR)で発現したRhlRは､硫安沈殿-Histrap

heparinHP-MonoSPEカラムクロマトグラフィーで精製度95%程度に精製する

ことができた(Fig. 12)｡精製RhlRの標的DNA(r/zMプロモーター領域)-の結合

活性をゲルシフトアッセイで検討したところ､特異的結合活性を有することが

分かった｡

14
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結論

CIO-CPA(7V-octanoylcyclopentylamide)がp. aeruginosa PAOlに対して負の人工

化学言語の機能を発揮することを発見した｡

CIO-CPAの標的は, PAI-1(N-3-oxododecanoyl-L-homoserinelactone)合成酵素

LasIであることが示唆された｡

E. coliRosetta(DE3)pLysSとpET21bの宿主ベクター系を用いて人工化学言語

の評価に必要なLasRとRhlRタンパク質を著量発現する系を構築した｡ま

た,発現したタンパク質の精製手法も開発した｡

今後の課題

人工化学言語の合理的設計に有効な構造活性相関モデルを構築すること,さ

らには､そのモデルを活用して高性能な人工化学言語を創製することが中間ゴ

ールであり,創製した人工化学言語を活用して複合微生物系における特定細菌

のダイレクト制御の手法を確立することが最終的なゴールとなる｡近々の課題

としては､次のような事項があげられる｡

◎"Ⅰ"タンパク質酵素活性の評価系の開発

本研究で初めて"Ⅰ"タンパク質の酵素活性阻害を通じて人工化学言語機能を

発揮する化合物が存在することが示唆された｡これまでは､ "R"タンパク質機

鰭-の影響のみを評価の対象にしてきたが, clO-CPAの発見により,人工化学

言語の評価系を"Ⅰ"タンパク質にまで拡張する必要があることが分かった｡そこ

で､精製"Ⅰ"タンパク質を用いるin vitro評価系を構築することが､今後の課題

のひとつになる｡

◎"R"タンパク質-の影響評価系の開発

本研究により, LasRおよびRhlRタンパク質の発現･精製系を確立すること

ができた.その手法を活用して､天然アシル化ホモセリンラクトンが"R"タン

パク質-結合する際の阻害効果, "R"タンパク質の標的DNA配列結合活性化に

及ぼす影響評価､ "R"タンパク質の転写促進活性に及ぼす影響評価の系を確立

することが次に必要となろう｡リガンドフリーの"良"タンパク質の調製は非常

に困難なことから､天然アシル化ホモセリンラクトンが"R"タンパク質-結合

する際の阻害効果の評価は," R"タンパク質を発現させたwholecellを用いて

行うのが有効であると思われる｡また､ "R"タンパク質の転写促進活性に及ぼ

す影響をin vitroで評価するためには､ in vitro転写系の確立が必要となる｡そ

の代替として," R"遺伝子およびレポーター遺伝子を持つwholecellを利用し

て有効に評価ができるかもしれない｡

◎確立した評価系を用いた情報の収集

評価系が確立できたら､人工化学言語ライブラリーに対し評価を行う｡
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付録　実験手法

[菌株]

菌株 特性 ●遺 伝 形 質 文献

E . co // M V l184

E . co liR o setta(D E 3)p L y sS

P . aerug ino sa P A O l

a ra A (la c-p roA B ) rp sL thi (¢80 /a cZ A M 15) (1)

A (srl-recA )30 6 ::T n lO(T cT) f [traD 3 6 p roA B "

la cP /a cZ A M IS]

om p T h sd SB (re" m e") g a l dcm (D E 3)

pL y sSR A R E (C m r)

W ild一typ e strain

P . a erug ino sa P A O -M W l PA O l deriv ativ e; lasI::tetA , r/z//::T n5 0 7(H gr) (5)

[プラスミド]

プラスミド 特性･遺伝形質　　　　　　　　　　　　　　　　　　文献

pUCl18

pBluescnptll KS+

pUC4K

pET21b

pQF50

pβ1

pβ2

pβ3

pβ4

pMRP9- 1

E. coli cloning vector; Ap

E. coli cloning vector; Ap

E. coli cloning vector, donor ofkan cassette; Ap , Km

E. coll expression vector; PT?, Ap

Broad-host-range plasmid; Cbr, mob , lacZ, Inc P

PQFSO derivative containing the lasB-lacZ fusion gene

PQFSO derivative containing the rhlA-lacZ fusion gene

PQFSO derivative containing the lasI-lacZ fusion gene

PQFSO derivative containing the rhll-lacZ fusion gene

Broad-host-range GFP expression vector; gfp, Cb

(1)

(2)

l
i
d
 
E
i
d
 
E
i
i
Z
]

つ

J

　

4

　

4

i
Z
5
　
i
Z
g
 
i
Z
q

(12)

Apr:アンピシリン耐性, cmr:クロラムフェニコール耐性, Kmr:カナマイシン耐

性､ Tcr:テトラサイクリン耐性

[培地]

LB培地

ペプトン､ log/L;酵母エキス､ 5g/L;NaCl､ 5g/L

2xYT培地

ペプトン､ 16g/L;酵母エキス, log/L;NaCl､ 5g/L

【プラスミドの作成]
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pβ1およびpβ2

lasBおよびrhlAとその上流領域を含むPAOlゲノム領域をプライマーセット

LASBF/LASBR(5 '-CCAGAAAGCGTGCAACTGATGATCG-3 V5 '-ACACCTGAACT

TTAGACCGGGTTCG-3')およびRHLAF/RHLBR (5'-CAGATGCTCTTCCTGCA-

ATCCGACG-3'/5'-CACCATAGGCGTAGTAATCGAAGCC-3')でPCR増幅した｡

LASBF/LASBRで増幅した2.Okb断片はSail消化した後IasBの5'末端領域とIasB

上流331bpを含む1.Okb断片をpuCl18のSmal-Satiサイト間にクローニングし

た｡得られたプラスミドをKpnl/Hindlllカットし､生じたl.OkbKpnl-Hindlll断

片をpQFSOのKpnl-Hindlll間に導入しpβ 1を作成した｡ RHLAF/RHLBRで増

幅した3.Okb断片はBamHL消化後rhlAの5'末端領域とrhlA上流524bpを含む

o.6kb断片をpucl18のSmal-BamRlサイト間に導入したo得られたプラスミド

をKpnl/Hindlllカットし､生じたl.Okb Kpnl-Hindlll断片をpQFSOのKpnl-Hindlll

間に導入しpβ2を作成した｡

pβ3およびpβ4

P. aeruginosa PAOlのゲノムDNAをIas!f(5'-GCCCGGAAGGCCATGTTTTG-3')

およびIaslr(5'-GGGCCAGTGGTATCGAGAAT-3')をプライマーとしてPCRで増

幅し､増幅産物をpQFSOのSmalサイトにクローニングしpβ3を構築したo

また､ rhllf(5'-CAGAAGAAGTTCGACGCGCC-3 ')およびrhl!r(5'-CTCATGGCGAC

GATGTAGCG-3')をプライマーとしたPCRにより増幅したMIプロモーター領

域をpGEM-Teasyにクローニングした｡ついで得られたpGEM-Teasy組み換え

プラスミドのSphl-SaK断片をpQFSOにサブクローニングすることでpβ4を構

築した｡

pET21b-LasRおよびpET21b-RhlR

lasRとrhlRをそれぞれIasRf/lasRr(5'-GAATTCGATGGCCTTGGTTGACGG-3 ラ/

5'-AAGCTTTCAGAGAGTAATAAGACCC-3 ')およびrhlRf/rhlRr(5'-GAATTCGA

TGAGGAATGACGGAGGCTT-3 '/5 '-AAGCTTTCAGATGAGACCCAGCGCC-3 ')で

増幅した.増幅断片をEcoRI-Hindlllで消化後, pET21bにクローニングし､

pET21b-LasRおよびpET21b-RhlRを作成した｡

[アシル化ホモセリンラクトンおよびそのアナログの合成]

Fig. 4に示したアシル化シクロアルキルアミドはアシルクロライドとシクロ

アルキルアミンを脱水縮合して合成した｡ 2mmolのシクロアルキルアミンを含

む2mL無水ジクロロエタンにアシルクロライドをImmol添加し, 4-6時間撹

拝した｡エバポレーションでジクロロエタンを除去した後､残留物を20mLの

ジエチルエーテルに溶解し､ 5%NaHCOs､ 0.2MHClおよび飽和NaCl水溶液で

洗浄した｡ MgSO,で脱水した後濃縮してアシル化シクロアルキルアミドを得た｡

7V-decanoyl-L-homoserine lactone　は文献(4)に従い､ 1-ethyl-3-(3-dimethyl-
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aminopropyl)-carbodiimideを用いて合成した｡合成化合物の純度は元素分析と
500MHz lH-および125 MHz lJc-NMRで確認した｡

[酵素活性等の定量]

β-ガラクトシダーゼ活性

β-ガラクトシダーゼ活性はMillerの方法により計測した(6)｡ただし､反応

は37℃で行った｡

エラスターゼ活性

ェラスタ-ゼ活性はエラスチン.コンゴレッドを基質として測定した(7)　菌

体細胞をLB培地で24時間振とう培養した｡ 1mLの培養上清にIOmgのエラス

チン.コンゴレッド(Sigma)と2mLのAバッファー(0.1M Tris-HCl [pHT.O】 ImM

cacl2)を添加し､37℃で2時間振とうした｡0.7Mリン酸ナトリウム緩衝液(pH6.0)

を2mL添加して反応を停止させた後､沈殿物を遠心分離で除き､遠心上清の

A495を測定した｡

ラムノリビッド定量

培養液中のラムノリビッドの定量は, orcinol法で行った(7,8)｡

ピオシアニン定量

ピオシアニンの定量は比色法(9)で行った　5mLの培養液上清に3mLのクロ

ロフォルムを添加しピオシアニンを抽出した｡有機相を新たなチューブに移し

て1mLの0.2MHClを添加した後遠心分離し､上清のA52oを計測した｡

[バイオフィルム可視化]

バイオフィルムはonce-through continuous-culture biofilm reactor system (10)を

用いた連続培養法により形成させた｡培地はFAB培地(ll)を用いた.フローセ

ル(チャンネルサイズ3x3.2x40mm)に　GFP標識したP. aeruginosa PAOl

(pMRP9-1)を植菌し､一晩培養した｡その後170/zL/minで培地を流し,バイオ

フィルムを形成させた.バイオフィルムは,共焦点レーザー顕微鏡(Fluoroview,

オリンパス)で観察した｡

[LasRおよびRhlRの発現と精製]

LasR

形質転換後のプレートのE. coli Rosetta(DE3)pLysS(pET21b-LasR)を2xYTに植

菌し, 37℃､ 12時間振とう培養する｡ジャーファーメンター中の1Lの本培養

培地dog/Lペプトン､ 5g/L酵母エキス､ 5g/L NaCl, 50 mM MOPS【pH7.0】,

IOOmg/Lカルペニシリン､ 20mg/Lクロラムフェニコール､ 3･5〃MPAI-1)に前
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培養液を植菌し､37℃で通気撹拝培養する　OD600がo.5になった時点で0.4mM

IPTGを添加､培養温度を17℃に制御してさらに14時間培養する｡培養終了後､

遠心分離(7500rpm,30min)で菌体を回収し､後に使用するまで-80℃で保存し

た｡

保存菌体(700mL分)を取り出し氷上で融解した｡融解した菌体を12mL LRP

バッファー(25mM Tris-HCl[pH7.8], 150mM NaCl, ImM DDT, ImM EDTA, 10%

Glycerol, 0.05% Tween20)に懸濁し､ソニケ-ションで菌体を破砕した｡菌体破

砕液を超遠心(10000xg, SOmin, 4℃)で分離し,無細胞抽出液(CFE)を得た　CFE

に(NH4)2S(Xを40%飽和添加した後,遠心分離で沈殿を回収した｡回収した沈
殿は4mLLRPバッファーに懸濁した｡LRPバッファーに対して4℃,8時間透析

した｡透析サンプルをLRPバッファーで平衡化したHitrap Q FF(5mL)-Hitrap

heparinHP(lmL)直列カラムに流した｡ LRPバッファーで洗浄後､ Hitrap heparin

HPのみを取り出し, 150mM-500mM NaCl(35mM/mL)の濃度勾配で溶出した｡

LasRはおよそ95%の精製度でNaC1200-350mMの画分に溶出した｡

RhlR

形質転換後のプレートのE. coli Rosetta(DE3)pLysS(pET21b-RhlR)を2xYTに植

菌し､ 37℃､ 12時間振とう培養する｡ジャーファーメンター中の1Lの本培養

培地dog/Lペプトン､ 5g/L酵母エキス, 5g/LNaCl､ 50 mM MOPS【pHT.O]､

IOOmg/Lカルペニシリン, 20mg/Lクロラムフェニコール, 50/ZMPAI-2)に前

培養液を植菌し､37℃で通気撹拝培養する　OD6ooがo.5になった時点で0.4mM

IPTGを添加､培養温度を28℃に制御してさらに4時間培養する｡培養終了後,

遠心分離(7500rpm,30min)で菌体を回収し､後に使用するまで-80℃で保存し
た｡

保存菌体(750mL分)を取り出し氷上で融解した｡融解した菌体を30mLMOPS

バッファー(25mM MOPS[pH7.0], lOOmM NaCl, ImM DDT, ImM EDTA, 10%

Glycerol, 0.05% Tween20)に懸濁し､ソニケ-ションで菌体を破砕した｡菌体破

砕液を超遠心(10000xg, 30min, 4℃)で分離し､無細胞抽出液(CFE)を得た｡ CFE

に(NH4)2SO4を40%飽和添加した後､遠心分離で沈殿を回収した｡回収した沈

殿はIOmLMOPSバッファーに懸濁した　MOPSバッファーに対して4℃, 8時

間透析した｡透析サンプルをMOPSバッファーで平衡化したHitrap heparin

HP(lmL)カラムに流した｡ MOPSバッファーで洗浄後､ IOOmM-SOOmM

NaCl(40mM/mL)の濃度勾配で溶出した｡ RhlRを含む画分をSDS-PAGEで確認

し､その溶出サンプルをMOPSバッファーで平衡化したMono S PE4.6/100に

流した.そしてNaC1 100-500mM (40mM/mL)の濃度勾配で溶出した　LasRは

およそ95%の精製度でNaC1400-500mMの画分に溶出した｡精製試料はHitrap

Desaltingカラム(5mL)で脱塩した後､ AmiconmwlOOOOで約5倍に濃縮した｡
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[アシル化ホモセリンラクトンホモログに細する既報の情報]

構造

良＼ X
N
H

0

文献 E berhard,A .,W idrig,C .A .M cB ath,P.,and Schineller J.B .A nalogs ofthe

autoinducer of biolum inescence in Vibrio fischeri. A rch. M icrobiol.

146‥35-40 (1986).

特性 ◎アゴニス ト活性

A utoinducer傭 である V.fischeriB -6 1株をアツセイ株 として使用0 天然

A I (3oxoC 6-H SL )0.001m g′L における発光 と比較

◎アンタj 1ニス ト活性 (L uxR に対す る阻害)

O.O lm g′L A I(47nM )における B -6 1株の発光を 50% 阻害す るアナログの

濃度

側鎖 (R ) (X ) アゴニスト% アンタゴニスト1C5om g′L

3oxo-C 6 O 100

I I
5 o x o -C 6 O 1 0

3 o x o -C 6 -4 e n e O 10 0●2

I 10 I

, 3 I

C 7 0 1 0●1

3 oxo -C 4 O 0●3 0●1

C 5 0 0●3 0 .03

0●3 I

2ox o-C 8 O 0 .03 0●2

l 0 .03
㌔

2 oxo -C 4 O 0 .02 10

C 4-4ーm ethylester O 0●5

3OX O-C 6 caprolactam 0●5

2ox o-C 6 O 0●2

C 4 0 0●1

I I
C 6ー2 ene O < 1

3 O H -C 6 O < 1

側鎖が重要
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構 造

Rs*N 'H ,X

0

文 献 Schaefer,A .L .,H anzelk a, B .L .,E b erhard,A ., an d G reenb erg, E .P .Q u oru m

sen sing in Vibrio fisch eri: p rob ing auto in du cer-L u xR interaction s w ith

auto in du cer an alo g s.J.B acteriol. 17 8 :2 897 -2 90 1 (199 6).

特 性 ◎ ア ンタ ゴニ ス ト活 性 (L ux R 結 合 に対す る阻 害 )

L ux R を発 現 した 大腸 菌 へ の 23 0nM 3H -A I結 合 の阻 害 (x l,x 5,x lO 濃 度)

L u x op eron (-luxl)を発 現 した大 腸菌 で の生 物発 光 誘 導 活性

側 鎖 0 ) (X ) LuxR アゴニストlOOnM 発光

A 3ox o-C 4 -

B 3ox o-C 5 b 500 0

C 3ox o-C 6 i 1500 0

D 3ox o-C 8 ■l 4 50

E b 1●5

F 3 oxo一C 14 b 1●5

G C 4 I

H C 5 d 3

Ⅰ C 6 C 50

J ■■
∴■ 10

K C 8 C 5

L ∴亀 b 5

M fe rt
C 1●5

N 5oxo -C 6 b 20 00

0 4p heny l-C 4 b 1●5

P 3ox o-C 6 -4ene b 10

q C 6-2ene b 3●5

R C 6ー2y ne b 1

S 2ox o二C 6 b

T 2 oxo -C 8

U 3 oxo -C 6 b 150

Ⅴ 3 oxoーC 6 aza-H SL

W

Ⅹ

C 6 C叩rolactam

C 6 succinim idyl

Y 3ox o-C 12 S 1.5

LuxR-の結合: 3oxo､ C6-8､ HSLが重要

結合-活性化ではない,阻害: 20nMAI, E>Y>J>L>M
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構 造

R v*N 'H ,X

0

文 献 P assado r,L .,T u cker,K .D ., G u ertin, K . R .,Journet,M .P .,K en de,A .S ., and

Iglew ski, B . H . F u n ction al an aly sis of th e P seudo m on as a erug in osa

autoin du cer PA L J.B acteriol. 17 8 ‥59 95 -6 000 (199 6).

特 性 ◎ ア ゴ ニ ス ト活 性

P tSiC-lasR la sB -lacZ を有 す る 大 腸 菌 を レ ポ ー タ ー と して 使 用 ○

◎ ア ン タ ゴ ニ ス ト

la sR groE L S を持 つ 大 腸 菌 (培 養 液 中 ) に ア ナ ロ グ に 0 ~ 180 分 曝 露 し

た 後 に 'H -PA I-1 に 曝 露 0

側 鎖 (R ) (X ) アゴニス ト
iiii jLasR 結合括抗

A 3ox o-C 12
I I

B 3 oxo -C 14 I
珍

C S oxo -C IO I -&

D 3 ox o-C 8 150

I

�"

二十■【

I

E 3ox o-C 6

F C 4

G 3ox o-C 12-6ene ∴
nrlHXU

H C 12 &

Ⅰ 3 O H -C 12

∫

K

3 -E D -C 12

3-E D -C 10

L 3-E D -C 14

M

N

0

P

q

R

3ox o-C 12
I

3ox o一C 12 N 4 00

* -

C 15 -

C 10 2 50 @

C 9 - @

S 5ox o-C 6 -

T 2ox o一C 6 一

U 3C l-C 3 -2 en e -

ED :ethylenedioxy, * ‥ 5-(3-oxododecanoyl)-2,2-dimethyl- l ,3-dioxane-4,6-dione
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文 献 K lin e, T ., B o w m an , J., Iglew ski, B . H ., d e K ievit, T ., K ak ai, Y ., an d

P assador, L . N ovel synthetic an alo gs o f th e P seud om onas au tom du cer.

B ioo rg .M ed . C hem .L ett.9 ‥3 44 7-34 52 (1999 ).

特 性 ◎ ア ゴ ニ ス ト活 性

P . a erug inosa JP 2 (la sI-la cZ ):lasl M I m utant

◎ ア ン タ ゴ ニ ス ト活 性

JP 2 (/o s/-/a cZ )+ 4 0nM P A I-l+ lO pM ア ナ ロ グ

構 造 アゴニス ト LasR 結合括抗

1

o H ,VH ,OO

C8H 17 OH

■

2

ク o H ,V ^ N ^ -ーH O

C ォH8n 17 O CH ,

I

8

C 9H i9 んと Å H xN 1 ,0<y

H
0

-

ll

∈ 篭H 1も 抑

-

12

∈ ぢ ft H ,N "H ,00

-

15

O H O H ,0

C oH 19 AF F NH 1O
w eak +

16

0 0 Ⅰ㌧ ■ 0

C 9H 19X' AF F ISTH o
w eak +

アンタゴニスト活性は認められなかった｡
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化 学名 5-(brom om eth ylene)-2(5H )-furano ne

構 造 H

-B r

V 0

0

文献 H entzer, M ., R iedel, K ., R asm u ssen, T . B ., H eydron , A ., A nd ersen, J. B .,

P arsek, M . R ., R ice, S. A ., E b erl, L ., M o lin, S ., H oib y, N ., K jelleb erg , S .,

an d G iv sk ov, M . In hib itio n o f qu orum sen sing in P seu do m on as a erug inosa

bio film b acteria by a halo g en ated furano ne co m p ou nd . M icrobio lo gy

14 8‥87-102 (2 00 2).

特性 P. a erug in osa JP 2 P A I-1 の E C 50 は 2 50 nM

(la sB -gfp [A $V ]) ●0○1トiM PA I-1 の とき 1C 50は 11.4 |iM

●完 全 には 阻 害 され ない

P . a erug ino sa PA O l

(lasB -gfp [A $ V ])

2 8 .5 uM で 4 0% 阻 害 ､ 濃 度 依 存 的

JP 2 protease activ ity PA I-1, -2(1 & 3 (aM ) IC 50: 17 .1|iM 濃

度 依存 的

JP 2 ch itin ase activity PA I-1, -2 (1 & 3 fiM ) IC 5o‥28 .5 jiM 濃

度 依 存 的

JP 2 (Ia sB -gft >[A .SV ]) pA ト1 4 0nM , ll .叫 M で バイ オ フ ィル

ム 内 の ′α∫β発 現 を抑制

P A O l (la sB -gfp [A $ V ]) バ イ オ フ ィル ム の形 成 が 阻 害

レポーター遺伝子はシングルコピー
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構 造
H

R l ノク B r
R i R 2

B r C 4

//R . O

0

B r 1O H -C 4

30 B r H

56 H H

文 献 M ane field , M ., R asm u ssen, T . B ., H entzer, M ., A n dersen, J. B ., N .,

K jelleb erg , S ., and G iv sko v, M . H alog en ated furano nes in hibit quo ru m

sensing throu gh accelerated L ux R tum ov er. M icrobio lo gy 14 8:1119-1127

(20 02 ).

特性 E . co li X L -1 B lu e (V t̂ -luxR ,g roE L S)

IP T G 存在 下 で培 養 した 後 洗浄 して IP T G を除去 し､ アナ ログ を添 加 し

て培 養 ○ 経 時 的 に菌 体 を回収 し W estern b lot解 析 0

ア ナ ログの 存在 で Lu xR の 消失 が促 進 ○

L ux R の消 失 と l0 l-gfp [A $ V ]の阻 害 が相 関0

3ox o-C 6 -H SL が共 存 して も tu rnov er は 早 ま る0

文献 H entzer, M .,W u , H ., A nd ersen, J.B .,R ied el, K ., R asm u ssen, T .B ., G ag ge,

N ., K u m ar, N ., S ch em bri,M . A ., So ng ,Z .,K ristoffersen, P., M an e field, M .,

C o sterto n, J. W ., M olin, S ., E b erl, L ., Steinb erg, P ., K jelleb erg , S ., H oby,

N ., and G iv sko v, M . A ttenu atio n o f P seud om ona s a erug in osa viru lence b y

qu oru m sensing in hib itors.E M B O J.2 2‥3 803 -3 8 15 (2 00 3).

特性 C o m p ou nd 3 0

PA O 1: lOu M で ､ exo protease, 1/5 ; pyo verdin, ほ ぼ 10 0% 阻 害 chitin ase,
50% 阻 害
バ イオ フ ィル ム を形 成す る もの の､tobram y cin に対 す る感 受 性 は増 大 0

0.7 u g/g の投 与 で マ ウス肺 にお ける P. A erug in osa の生 残 性 を シ ャ ツ ト

ダ ウン0
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文 献 Sm ith, K .M .,B u , Y , an d Su g a, H .Indu ction and inh ib itio n o f P seud om o nas

a erug in osa quoru m sen sing by sy nth etic autom du cer an alo g s. C hem . B io l.

10 :8 1一89

特性 P .a erug in osa JP 2

PA I-1: 1ト⊥M , PA I-1 Ijj,+ PA I-2 10|aM , lasl,M I

PA I-1, -2 :2 5u M , ピオ シ ア ニ ン､ エ ラス ターゼ

構 造 アゴニスト アンタゴニスト

1

R l＼NH q PA O -JP 2

(la cl-gfp )

PA I-1 の

1′10 0

2
≡巨
[コ

JP2 では阻害せず
PA O 1 のバイオフィルム生成は阻害 しないも
のの､ バイオフィルムの様相が大きく変化0

H
O H

3 R 1＼N

H
0

JP2/葉頼 ‥2.5:l[PA I-2]で 50% 阻害

4

R 1＼去々

0 H

pA ト1 の
■ ■

5

R 2＼NH q PA O -JP 2

(rh ll-gfp )

P A I-2 の
I

7 R 2＼N

H
0

PA I-2 の
■

8 ~; ^

0 H

PA ト2 の

1′100

R!- C9Hi9COCH2CO-, R2- C3H7CO-
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文 献 Sm ith , K .M ., B u, Y , and Su g a, H . L ib rary screen ing for synth etic ago nists

and antago nists o f a P seud om o nas a erug in osa au to m du cer. C hem . B iol.

10 :5 63-57 1 (2 00 3).

特 性 ◎ ア ゴニス ト活 性

P. a erug in osa JP 2 (lasl-gfp )

◎ ア ン タ ゴニ ス ト活 性

JP 2 (la sI-g fp)0 ¥iM .PA I一1, 0 */*//-g# ?)+ l:10 (P A I-l‥一2 )

JP 2′エ ラス ターゼ ､ 5 :10 (PA I-1‥-2)

構 造

ア
ゴ

～
ス
ト

R s N̂ 1H R.O 召 R TO H § 訂

ア

R , V … T+

H O H

特 性

JP 2/to / :10 uM で 6 0% 阻 害

JP 2/r/*// : lOu M で 7 0% 阻 害

ン′

タ

ゴ

JP 2/エ ラス ター ゼ ､ 10u M で 35% 阻 害 ○濃 度 非 依

R = C 3H 7C O -の 存 的 ○

場 合 ､ rh U 転 写 PA O 1/エ ラス ター ゼ ､ 10 uM で 60% 阻 害 0 濃度 非 ■

I
ス

阻 害 活 性 を 示 依 存 的 0

ト さない ○ ピオ シ アニ ンは 阻害 せ ず ○

PA O 1 のバイオフィルム生成は阻害 しないものの､ バイオ

フイルムの様相が大きく変化(Fluffy)c

R- C9Hi9COCH2CO-

29



平成16-17年度科学研究費補助金

基盤研究(c)報告書

付録文献

(1)　Vieira, J. and Messing, J. 1987. Production of single-stranded plasmid DNA.

Methods Enzymol. 153:3-ll.

(2)　Vieira, J. and Messing, J. 1982. The PUC plasmids, an M13mp7-denved system

for insertion mutagenesis and sequencing with synthetic universal primers｡

Gene 19:259-268.

(3)　Farinha, M. A., and Kropinski, A. M. 1990. Construction of broad-host-range

plasmid vectors for easy visible selection and analysis of promoters. J.

Bactenol. 172:3496-3499.

(4) Ikeda, T, Kajiyama, K., Kita, T., Takiguchi, N., Kuroda, A., Kato, J., and Otake,

H. 2001. The synthesis of optically pure ena山iomers of 〃｣acyl-homoserme

lactone autoinducers and their analogues. Chem. Lett. 3 14-3 15.

(5)　Whiteley, M., Lee, K. M., and Greenberg, E. P. 1999. Identification of genes

controlled by quorum sensing in Pseudomonas aeruginosa. Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 96:13904-13909.

(6)　Miller, J. H. 1972. Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y.

(7)　Pearson, J. P., Pesci, E. C., and lglewski, B. H. 1997. Roles ofPseudomonas

aeruginosa las and rhl quorum sensing system in cotrol of elastase and

(8)

(9)

rhamnolipid biosynthesis genes. J. Bacteriol. 179:5756-5767.

Juhas, M., Eberl, L., and T也mmler, B. 2005. Quorum sensing: the power of

cooperation in the world ofPseudomonas. Environ. Microbiol. 7:459-471.

Essar, D. W., Eberly, L., Hadero, A., and Crwford, I. 1990. Identification and

characterization of genes for a second anthranilate synthase in Pseudomonas

aeruginosa: interchangeability of the two anthranilate synthase and

evolutionary implications. J. Bactenol. 172:884-900.

(10) Christensen, B., Sternberg, B. C., Andersen, J. B., Palmer, R. J., Nielsen, A. T.,

Gibkov, M., and Molin, S. 1999. Molecular tools for study of biofilm

physiology. Methods Enzymol. 3 10:20-42.

(ll) Heydorn, A., Nielsen, A. T., Hentzer, M., Sternberg, C., Givskov, M., Ersboll, B.

K., and Molin, S. 2000. Quantification of biofilm structures by the novel

computer program COMSTAT. Microbiology 146:2395-2407.

(12) Parsek, M. R., and Greenberg, E. P. 1999. Quorum sensing signals in

development of Pseudomonas aeruginosa biofilms. Methods Enzymol.

310:43-55.

30




