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l）要旨

バイオフィルムは微生物の集合体であり、細菌が固体表面に接着し、それらの細菌

が産生する細胞外マ トリクスに覆われながら菌膜（バイオフィルム）を形成している。こ

のようなバイオフィルムに守られた細菌は、抗生物質や免疫宿主に耐性になるため、バ

イオフィルムは慢性感染症の原因となりうる。このようなバイオフィルムを根絶させる

ためには、より効果的な抗生物質やバイオフィルムの形成メカニズムに基づいた阻害薬

開発の戦略が必要になってきている。この論文では、網羅的な解析から分子シャペロン

DnaKが大腸菌のバイオフィルムの形成に重要であることを見出し、 DnaKの活性を抑え

る低分子化合物によって、バイオフィルム形成を抑制できるか検証した。

遺伝子学的、微生物学的、分子生物学的および電子顕微鏡を用いた解析から、大腸

菌のバイオフィルム形成に重要な細胞外アミロイドである curliの産生に DnaKが必要で

あることを見出した。さらに、 DnaKの阻害剤の中から Myricetin、Telmisartan,Pancuronium 

bromide, Zafirlukastを用いてcurli依存的なバイオフィルム形成を抑制できるか検証した。

すると植物由来のフラポノイドである Myricetinだけが、大腸菌の増殖を阻害せず濃度依

存的にバイオフィルム形成を抑制できることを見出した。さらに透過型電子顕微鏡を用

いた観察から、Myricetinを用いることで curliの産生が抑制されていることが明らかにな

った。また、 Myricetin添加時には温度感受性を示す、細胞骨格タンパク質である FtsZのリン

グ構造が異常になり細胞が長くなる、熱ショック転写因子で、ある RpoH の量が増加するなど、

dnaK欠損株と同様の表現型が観察されたことから、 Myricetinは DnaKの機能を阻害すること

で curliに依存したバイオフィルムの形成を抑制することが示唆された。また、Myricetinを添加

することでグラム陰性菌には効かないとされていた抗生物質であるパンコマイシンが有効に

なることが明らかになった。

さらに M戸icetinにより、 Methicillin耐性株を含むグラム陽性菌の黄色ブドウ球菌のバ

イオフィルム形成も抑えることを示した。この場合も大腸菌の時と同様、黄色ブドウ球

菌の増殖には影響しなかった。これらのことから、バイオフィルム形成における DnaK

の重要性を明らかにし、 DnaKがグラム陰性菌のみならずグラム陽性菌の抗バイオフィルム

薬の標的となりうることが示された。
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3) ｜略語一覧

AAA: ATPases assosiated with diverse cellular activeties 

ADP: adenosine 5’－diphosphate 

ATP: adenosine f・triphosphate

BODIPY: boron-dipyrromethene 

CBB: Coomassie brilliant blue 

csg: curli specific gene 

DAPI: 4’，6・diamidino-2・phenylindole

DMSO: dimethyl sulfoxide 

EPS: extracellular polymeric substance 

GFP: Green Fluorescent Protein 

kDa: kilodalton 

NBD: nucleotide-binding domain 

Myr: Myricetin 

Pan: Pancuronium bromide 

PBS: phosphate bufferd saline 

中m:revolutions per minute 

SBD: substrate binding domain 

SDS・PAGE:sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

Tel: Telmisartan 

TEM: Transmission日ectronMicroscope 

VAN: vancomycin 

Zaf: Zafirlukast 

アミノ酸 l文字表記

D＝アスパラギン酸

L＝ロイシン

N＝アスパラギン

V＝／てリ ン

Y＝チロシン
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5）研究の背景と目的

5)-1バイオフィルム

5)-1・lバイオフィルムと感染症

20世紀前半からパスツールやコッホらによって次々と伝染病の病原菌が発見され

てきた。その後、液体培地における浮遊細菌を対象にした微生物の生理学的な研究が盛

んに行われ、抗菌剤の発見につながってきた。これらの抗菌剤は細菌の急性感染症に対

しては機能し、人類を救ってきた。つまり、対数増殖期の菌に対しては機能したのであ

る。しかし、このような浮遊細菌は、地球上における全細菌の 0.1%にも満たないことが

これまでの研究から分かつてきており、大部分の細菌は、増殖停滞期の状態であり、細

胞外マ トリックスに固まれたバイオフィルムを形成していることが判明してきた。多く

の細菌は、自己の生息にとって不利な環境の場合、菌体表面に細胞外マトリックスであ

る多糖・タンパク質・DNAなどの ExtracellularPolymeric Substance (EPS）を産生し、バイオ

フィルムを形成する。バイオフィルムは細菌が固体表面に付着し、増殖後に形成する集

合体であり、バイオフィルム内で多層にわたり細胞が付着し、マトリックスの保護作用

により、極端な温度・pHや紫外線などの環境ストレスだけでなく（Stoodleyet al., 2002）、

抗菌薬や宿主の免疫機構から細菌を守っている（Coste1ionet al., 1999）。バイオフィルムを

形成した細菌が抗菌薬や宿主の免疫に抵抗性を示す機序として、この他にもバイオフィ

ルム内での細菌の遺伝子発現の変化や増殖速度の低下、 EPSによる細菌表面のマスキン

グ、 persister（一時的に抗生物質が効きにくくなった細菌の一部の集団）の出現などが考え

られている（Leszczynskaet al., 2013）。したがって、いったん生体組織や医療機器（カテー

テル、固定器具、コンタクトレンズや人工心臓弁など）にバイオフィルムができると（図

1）、 化学療法では取り除くのが難しくなり、難治性感染症・慢性持続感染症を引き起こ

す。その他にも生体組織にバイオフィルムが形成されると、 う蝕、歯周病、中耳炎、細

菌性前立腺炎や嚢胞性線維症肺炎などを引き起こすことが知られている。特にカテーテ

ルによる血液の感染症や、 人工関節・人工心臓の感染症が取り扱いが難しく今後の課題と

なっている（DePozo and Patel, 2009）。バイオフィルムに関連する感染症を根絶するために

は、より効果的な抗菌薬やバイオフィルムの形成メカニズムに基づいた戦略（例えば細胞

外マトリ ックスの形成遺伝子を制御するような化学物質の開発）が必要になっている。
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Catheter contamination 

Implant contamination 

図 l生体内におけるバイオフィルム感染症の例（Hall-Stoodleyet al., 2004より一部改変し

て引用）

矢印（紺色）は、バイオフィルム（緑色）から拡散した細菌が、どのように体内を広がってい

くのかを示している。バイオフィルムから拡散した細菌や塞栓（赤色）により、血流（水色）

が悪くなる。

（閥l注 Gumdisease：歯周病）

5)-1・2バイオフィルムの形成

バイオフィルムの構造研究は、走査型共焦点顕微鏡を用いた研究から明らかになり

始めてきた（Caldwellet al., 1992）。これまでの研究により、細胞外多糖から成るマ トリッ

クスに閉じ込められた細菌のマイクロコロニーが存在し、マイクロコロニーの形成によ

り細菌問コミュニケーションシステム（quorum-sensing system）が働きだす。

Quorum-sensing systemは菌の密度を感知し、細菌間で低分子物質をやり取りすることに

より、細菌の遺伝子発現を変化させ、 EPS産生を開始させる。また、マイクロコロニー

聞は密度の低いポリマーによって埋められており 、そこが水が自由に動ける water

channelを作っているということも明らかになりつつある（Lawrenceet al., 1991）。細胞外

マトリックスの主成分は水であり、含水率が 97%以上だという報告もある（Zhanget 
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al.,1998; Yamamoto et al., 2005）。これらの高い水分保持率は、自然環境で乾燥から微生物

を守る働きをしていると考えられている。

土、h:t~.凶吊

、．． 
“， 

図2バイオフィルムのライフサイクル（モンタナ州立大学Centerfor Biofilm Engineering 

HP htto ://www.biofilm.montana.edu/biofilm-basics-section-l .htmlより引用）

バイオフィルムは、浮遊細菌が固体・生体表面へと結合し（1）、そこで成熟後（2）、解離す

る（3）。単独で自由に動き回れる細菌（赤色）、バイオフィルムを形成している細菌（白色）。

このような細菌のバイオフィルムの発達には3つのステップが必要になってくる（図

2）。それは、最初の固体 ・生体表面への結合と、成熟、そして解離である。バイオフィ

ルムを形成するバクテリアはEPSを産生し（Flemmingand Wingender, 2010）、これらのEPS

が最初の固体表面への結合や細胞同士の接合に重要な役割を果たしている。 EPSの組成

や量は、成育環境（栄養状態、温度や塩濃度）、遺伝的背景によって決まってくる（Mikaand 

Hengge, 2014）。例えば、大腸菌の場合LB培地で 30°C以下で培養すると、 口型線毛依存

的なバイオフィルムを形成するが、 YESCA培地で30°C以下で培養すると curli依存的な

バイオフィルムを形成することが報告されている（Cegelsket al., 2009）。そして、バイオフ

ィルムの成熟後には、 EPS を破壊する物質（例えば D－アミノ酸、プロテアーゼ、

Phenol-Soluble Modulinなど）を出したりするが、バイオフィルムの分離が起こるメカニズ

ムはよく分かつていない。最終的に、分離した細菌が体内の違う部位や、異なる環境に

移動し、増殖していく。

5）ー1・3Curli依存的なバイオフィルム

EPSの構成成分である、 I型線毛（Prattand Kolter, 1999）、コラン酸（Denseet al., 2000）、

セルロース（Zogajet al., 2001）、 poly-N-acetylglucosamine(Itohet al., 2005）、 curliなどが固体

表面や細胞同士の最初の接着に重要であると言われている。そのなかでも curIiは細菌に

おける機能性細胞外アミロイドであり、大腸菌やサルモネラ菌などの多くの腸内細菌が

産生する（Mikaand Hengge, 2014）。 Curliは1980年代の終わりに最初に見つかり、細胞接

着分子であるフィブロネクチンや細胞膜にある表面抗原である主要組織適合遺伝子複合
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体などの様々な宿主の因子に結合することで知られている（Collinsonet al., 1993; Herwald 

et al., 1998）。。近年、 curliに依存したバイオフィルム形成が尿路感染症に深くかかわって

いることが分かつてきた（図 3)(Kai・Larsenet al., 2000; Bian et al., 2000; Kudinha et al., 2013）。

図3尿路感染症の患者から検出した curliを産生した大腸菌（左）と curli（右）（Kai・Larsenet 

al.,2010より引用）

興味深いことに Curliは、アルツハイマー病、パーキンソン病や狂牛病などの神経変

性疾患で見られる多くのアミロイド線維と生化学的 ・物理化学的特徴が似ていることが

知られている（Chapmanet al., 2002; Hammer et al., 2007; Wang et al., 2007）。アミロイド線維

の例として、もっともよく知られているのがアルツハイマー病の原因タンパク質である

APのアミロイド線維である。この線維を電子顕微鏡で観察すると、数～十数m のゆる

やかならせん構造をとっており、pシート構造を認識する蛍光色素であるチオフラビンT

やコンゴーレッ ドが結合することがよく知られている (Naikiet al., 1989; Levine et al., 

1997）。Curliの場合も同様、生化学的な解析から、このような構造をとっていることが示

唆されてきた（Hammeret al., 2007; Wang et al., 2007）。このような特徴を持つアミロイド線

維は、プロテアーゼKなどのタンパク質分解酵素や SDSのような界面活性剤にも極めて

安定であり、 curliの場合も同じような特性をもつことが示唆されている（Collinsonet al., 

1999）。よって curliに依存したバイオフィルムは、 口型線毛やセルロースに依存したバイ

オフィルムに比べて取り除くことが難しいことが考えられており、 curli依存的なバイオ

フィルムを化学物質によって制御することが非常に重要になってきている。

5)-1-4 Curliの発現に重要なαg遺伝子

Curli線維の産生は、 csgBACオペロンと csgDEFGオペロンの 2つの特異的なオペロ

ンによって高度に制御されていることが知られている（Hammaret al., 1995; Romling et al., 

1998）。 CsgDは curli発現におけるマスターレギュレーターであり、 csgBACオペロンの

発現に必須である。また、 csgDEFGオペロンの発現は増殖停滞期特異的なシグマ因子で

ある RpoS(Amqvistet al., 1994,0lsen et al., 1993）や RpoSの活性化因子である Crl(Amqvist

et al., 1992; Bougdour et al., 2004; Chirwa et al., 2003）などによって制御されている。
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図4 Curli形成のモデル図 (Blanco et al., 2012より引用改変）

CsgDを除くすべての遺伝子は SecYEGを通って、 Curliの産生に関与する。下に Curiの

発現に重要な 2つのオペロンを示す。 CsgDは、 csgBACオペロンのポジティブレギュレ

ーターである。

CsgDを除くすべての curli遺伝子は Sec輸送シグナルを持っており（Ban吐1artand 

Chapman, 2006; Karp et. al., 2007）、内膜からペリフラズムに移行するのを可能にしている
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(Barnhart and Chapman, 1992; Karp et al., 2007）。細胞質で合成されアンフォールドした状

態の CsgAとCsgBが内膜に存在する膜通過チャネルである SecYEGを経由し、ペリプラ

ズムを通って、外膜に局在するCsgGチャネルを通って細胞外に輸送される。CsgEとCsgF

はCsgGに結合し、 CsgAとCsgBの輸送を手助けすると言われている（図 4)(Epsteinet al., 

2009; Robinson et al., 2006）。輸送された CsgBは、外膜でアンカーとなり、そこに CsgA

が重合し curliを形成する。この際、細胞外にでた CsgBが外膜に結合するのに CsgFが

必要であると言われている（Hammeret al., 2007, Nenninger et al., 2009）。また、 CsgCは、

curliの形成にに必須ではなく不明な点が多いが、 CsgCの変異体では curli線維が太くな

るとの報告もある（Gibsonet al., 2007）。このように CsgCを除くすべての curli遺伝子は、

curliの形成に必要であり、これを制御する csgオペロンの発現には、少なくとも 2つの

制御タンパク質である CsgDと増殖停滞期のシグマ因子である RpoSが必須であり、CsgD

や RpoSのような curliの産生を正に制御する因子をターゲットにすることで、バイオフ

ィルム限害剤のターゲットになる可能性を持つ。

5)-2 DnaKシャペロン

5）・2・lDnaKの多彩な機能

分子シャペロン DnaK(Hsp70）は、熱ショックタンパク質として知られており、 一般

的な機能としてタンパク質のフォールディングを助けるという重要な役割を担っている

(Hartl, 1996 ）。 DnaKは最も豊富な分子シャペロンで（細胞内濃度～30μM）、 様々な細胞ス

トレスに応答して発現する（Genevauxet al., 2007）。

substrate 
binding pocket 

OnaK 

期的LLLD;ioo

ATPase ¥I SBD 

------638 
剛DOW臥EFEEVKDK~

図5DnaKの結晶構造（左）とアミノ酸配列（右）。（Castainie・Cometet al., 2014より引用改変）

DnaKは、 638アミノ酸残基から構成され、 N末端の 41kDaのヌクレオチド結合ド

メイン(NucleotideBinding Domain: NBD）と C末端の 26kDaの基質結合ドメイン（Subs凶 te

Binding Domain: SBD）の 2つから成り立っている（図 S)(Mayerand Bukau, 1998）。NBDは、

4つのサブドメイン IA, IIA, I B, II Bに分けられ、それぞれに ATP結合部位がある。

(Harrison et al., 1997）。NBDとSBDは、よく保存されたリンカ一部位（aa381-397）でつな

がっており、特徴的な 3ssDVLLLD393という疎水的な領域を持ち、これはNBDとSBDの

アロステリックな構造変化に必須であることが知られている（Mayeret al., 2005; Swain et 

al., 2007; Vogel et al., 2006）。さらに、 DnaKの C末端にもよく保存された配列部位（aa
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624・638）があり、アンフォールドした基質への結合において補助的な役割を果たす

(Smock et al., 2011）。通常、 DnaKは疎水性の高いアミノ酸領域を含む部位に結合し

(Gragerov et al., 1994; Rudiger et al., 1997）、この結合により新生ポリペプチド鎖や変性タン

パク質の誤った疎水的結合を阻害することにより、タンパク質の凝集を防ぎ、ネイテイ

ブ構造に導くと考えられている。

DnaKシャペロンシステムは、変性状態にあるタンパク質の選択的分解にも関与し

ている。通常、変性状態にある細胞内タンパク質の分解は、 ClpXP/APやLon,HslUV, FtsH 

などの AAA(ATPasesassosiated with diverse cellular activeties）プロテアーゼによって行わ

れていると考えられているが、この分解活性は DnaKシャペロンシステムに変異がある

と大幅に変化する（Strauset al., 1990; Tatsuta et al., 1998; Loewen et al., 1998）。

また、生体内において様々なストレスにより生じた凝集タンパク質は、 AAAシャペ

ロン ClpBとDnaKシステムにより、元の活性のある状態に修復できる。このとき ClpB

は、ポリペプチド鎖を中央の孔に通しながら、凝集体から引き抜く（図的。この作用には

ATPase活性と共に中央の孔で保存された芳香族残基が必須である（Weibezahnet al., 2004; 

Schlieker et al., 2004）。DnaKは、 ClpBより先に凝集タンパクに結合し、 ClpBをリクルー

トする（Sayfferet al., 2010; Wi凶cleret al., 20 l 0）。ClpBは、 2つのAAAドメインを持ち、

その聞に脱凝集に必須であるとされるコイルドコイル構造をした Middle(M）ドメインを

持つ。DnaKはこのM ドメインに結合し、 ClpBを活性化していると言われている（Sayffer

et al., 2012）。変性タンパク質は、シャペロンによる修復 ・再活性化とプロテアーゼによ

る分解という運命をたどると考えられ、DnaKは積極的かつ協調的な働きで変性タンパク

質の修復 ・分解を行っていると考えられている（Gottesmanet al., 1997）。

v － ~ 長

llj司~ff~絹tl"Ci protdn unfoldrd prnlrin nalnc prolcオn

図6ClpBによる脱凝集作用（Weibezahnet al., 2004から引用）。

ClpBがDnaKシャペロンシステムと協力してアモルファスな凝集体を解きほぐすモデル

図。

青：ClpB，黄色：DnaK，撞色：DnaJ

このようにDnaKは様々な細胞内プロセスに関与しているため、dnaK欠損株は、20°c

以下や 35°C以上で生育速度が遅くなったり（Bukauand Walker, 1989）、栄養飢餓（Spenceet 

al., 1990）や浸透圧ス トレス（Meuryand Kohiyama, 1991）に感受性になることが知られてい

る。特に、 DnaKは熱ショ ック応答においてすべての熱ショックタンパク質の発現に関わ
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るRpoHの安定性に関与していることで有名である（Mogket al., 2011）。

5）・2-2DnaKシャペロンシステム

~~：：·~愛国·~.，

、被ヨマ空 母済的酬nity

図 7DnaKシャペロンシステムのモデル図

(Genevaux et al., 2007より引用）

青：DnaK，燈色： DnaJ，紫色： GrpE

DnaKは、コシャペロン DnaJや GrpEと協同して DnaKシャペロンシステムとして

働いていることが知られている（Mayerand Bukau, 1998）。特にこれらのコシャペロンは、

DnaKのヌクレオチドサイクルに関与しており、 DnaJは、DnaKのIA, II Aサブドメイ

ンに結合することにより DnaKのATPase活性を上昇させるが（Grassleret al., 1998; Jiang et 

al., 2007）、 ADPの解離速度は制限されている。 GrpEはDnaKのIB, II Bサブドメイン

に結合し ADPの解離を促進する（Langeret al., 1992, Harrison et al., 1997）。DnaKは単独で

も弱い ATPase活性を持つが、これら 2つのコシャペロンと協働することでその活性は

10・100倍に増大することが知られている（Libereket al., 1991; McCa町 etal., 1995; Chang et 

alユ011）。このように DnaKの活性化にはこれらのコシャペロンが必須であるがために、

dnaJやgψEの欠損株も dnaK欠損株と同様の表現型を示す（Anget al., 1986; Sell et al., 

1990）。このような表現型は DnaKと DnaJが結合できなくなった場合にも示される

(Grassler et al., 1998）。これらコシャペロンが同時に働くことで、 DnaKのヌクレオチド状

態がDnaK-ATP→DnaK-ADP→DnaK・nucleotidefreeへと容易に変化する。基質と DnaKの

結合は、ヌクレオチド状態によって変化するため（Bukauand Horwich, 1998）、DnaKと基

質の相互作用状態も結合→安定→解離となる。 DnaKは、 ATPと結合した状態では基質

との結合も速いが解離も速い。 ADPが結合した状態では結合も解離も遅くなる。この結

合力の違いは、ヌクレオチドの状態によって DnaKの基質結合ドメイン近くの構造が変

化することにより実現されている。

5)-2・3DnaK阻害剤

上にも述べたように、 DnaK-DnaJ相互作用をなくすことで DnaKシャペロンシステ

ムの機能は、破たんする。特に、 DnaK心 naJの相互作用はDnaK・GrpEよりも弱く（Harrison

et al., 1997; Alunad et al., 2011; Slepenkov et al., 2002）、この部位を阻害する阻害剤を見つけ

ることは、難しいと考えられている。近年、 DnaK・DnaJ相互作用やDnaK-GrpE相互作用

を特異的に阻害する薬剤がスクリーニングによって見つかった（Cesaet al., 2013）。
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Myricetin (Myr）と Zafirlukast(Zaf)は、 DnaK-DnaJ相互作用を阻害し、 Telmisartan(Tel）と

Pancuronium bromide (Pan）はDnaK-GrpE相互作用を阻害する。Zafは、 DnaKのADP結合

フォームに結合し、基質との結合力も高める。また、 TelはDnaKのサブドメインである

I Bに結合し、可逆的に GrpEの活性を抑える（Cesaet al., 2013）。また、M戸はDnaKの

I BとEBのサブドメインに結合し、DnaJとの相互作用を防ぐ働きがあることが知られ

ている（図 8)(Changet al., 2011）。これらの部位は、DnaK・DnaJの相互作用の部位から 20・30

A離れており、なぜ影響するのか明らかになっていない。 IとEのドメインはATPの加

水分解の問に員のような動きをしており、 Myrにより IBとEBの動きが妨げられるこ

とにより、IAとEAの距離に違いが出ることで DnaKとDnaJとの結合が弱くなってい

るのではないかというモデルが提唱されている。
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図8MyricetinのDnaKへの結合部位（Changet al., 2011より引用）

MyrはDnaKのNBDのIBとEBのサブドメインに結合する。結合部位はNMRにより

同定した。

5)・3 研究の目的

バイオフィルムにより様々な難治性の慢性感染症を引き起こすことが問題になってい

るがそのメカニズムはまだ不明な点が多い。本研究では、バイオフィルム形成における

分子シャペロンの機能に着目し研究を開始した。これまでの分子シャペロンの研究の大

部分は対数増殖期を対象としたものであり、バイオフィルムのような停滞増殖期を対象

にした研究は少ない。そこで、バイオフィルム形成に関わる分子シャペロンを見出すた

め、大腸菌の Keioクローン（大腸菌ー遺伝子欠損株）を用いて、バイオフィルムに関わる

分子シャペロンを網羅的に解析した。これらのお株の分子シャペロン欠損株のうち、最

もバイオフィルム形成量が少なかったf..dnaK株に着目し、バイオフィルム形成における

DnaKをターゲットにした新規バイオフィルム臨害剤の開発と DnaK機能解明を目的に、

この研究を開始した。

本研究では、バイオフィルム阻害剤の新規ターケeツトとして分子シャペロンDnaKに着

目し、以下の実験を行った。
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(1）大腸菌の curli依存的なバイオフィ ルムアッセイ系の構築

(2) DnaK阻害剤を用いたバイオフィルム限害剤としての評価

(3) DnaK阻害剤が大腸菌内（invivo）で効いていることの証明

6）実験方法

6)-1大腸菌株および培養液

本研究で使用した菌株を表 1に示した。

大腸菌の前培養には、基本的にLB培地(1% bacto・tryptone,0.5% yeast extract, 0.5% NaCl, 

pH7.4）を使用した。薬剤耐性マーカーによる選択のために、必要に応じて20μg/mlカナ

マイシンを培養液に添加した。

バイオフィルムを形成させる際には、 YESCA 培地(1% Casamino acids, 0.1 % yeast 

extract）を用いた。

表 1使用した菌株

大腸菌株 遺伝子型

も~W25 ヘ 13 /:,.(a田 D-a泊 8)567.、む／acZ478 7(:.rmB－号、にゆか1,/::,. ~巾aD-rha8)568, hsdR514 

K・12wild ty問 strain

JW0013 BW25113 /::,.dnaK::KmR 

JW1025 BW251131::,.csgA:KmR 

JW1024 BW25113 l::,.csgB:KmR 

JW4277 BW25113 t,.肋叫：：附TIR

JW4283 BW25113ムルmH::KmR

菌株は、ナショナルバイオリソースから分与された。

6)-2プラスミド

pFtsZ・GFPuvプラスミド（Sugimotoet al., 2010）は、 細胞分裂タンパク質 FtsZの局在を

調べるために用いた。

6）・3バイオフィルムアッセイ

大腸菌

シングルコロニーから、30°Cで LB培地で一晩前培養した。前培養液を YESCA培

地に 111000希釈し、 96穴プレートで30°Cで7日間培養した。必要に応じて、 YESCA培

地に 1% DMSOおよびDnaK阻害剤を添加した。培養液を取り除き、 PBSで洗浄した。

0.2%クリスタルバイオレッ トで5分間染色した。再びPBSで2回洗浄した。 70%エタノ

ールで染色したバイオフィルムから抽出し、 595nmの吸光度を測定した。

ブドウ球菌
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ブドウ球菌は 37°CでBrainheart infusion培地で一晩前培養した。前培養液を 3%の

NaClと0.5%のグルコースを含む trypticsoy培地で 37°Cで24時間置きバイオフィルム

を形成させた。必要に応じて、この培地に 1%DMSOおよびMyrを添加した。培養液を

取り除き、 PBSで二回洗浄した。0.05%クリスタルバイオレットで 1分間染色した。再び

PBSで 1回洗浄した。 70%エタノールで染色したバイオフィルムから抽出し、 595nmの

吸光度を測定した。

6)-4コンゴーレッドプレートアッセイ

シングルコロニーから、 30。Cで一晩前培養した。前培養液を 2%のアガロース、 10

μg/ml Congo red、10μg/ml CBB(G・250）を含む YESCAプレートに 5μIスポットし、 30°C

で2日間培養した。 コロニーの画像はEpson社のスキャナー（G下X970）を用いて取り込

んだ。

6)-5ウエスタンブロッティング

RpoHの解析は以下のように行った。シングルコロニーから、 30°Cで一晩前培養し

た。前培養液を YESCA培地に 1/1000希釈し、 30°Cで2日間培養した。 必要に応じて、

YES CA培地に 1%DMSOおよびMyrを添加した。 OD6ooで菌体量を合わせ、培養液を遠

心して集菌し（8000xg,15 min, 4°C)、ペレットを 2xsamplebu百erに懸濁し 10minボイルし

た。サンプルを 5%・20%グラジエントゲルで電気泳動した。ウエスタンプロッティング

は、 Tatsutaet al., ( 1998）に従った。

CsgAの解析は以下のように行った。シングルコロニーから、 30°Cで一晩前培養し

た。前培養液を 2%アガロースを含むYESCAプレー トに前培養液を 500μI取り、プレー

トに広げた。30°Cで3日間培養した後、スクレイパーを用いて回収し、 PBSに懸濁した。

集菌後（8000xg,15 min, 4°C)、菌体 5mgあたり 50μIのギ酸（90%）を加え、ボルテックス

後、氷浴中で 30分インキュベー卜した。真空乾燥機を用いてギ酸を除いた後、 8M urea 

で溶解し、 2xsamplebufferに懸濁し 10minボイルした。サンプルを 5%・20%グラジエン

トゲルで電気泳動した。ウエスタンプロッティングはChibaet al., (2014）に従った。

6）・6透過型電子顕微鏡を用いた細胞外アミロイドの観察

シングルコロニーから、 30°Cで一晩前培養した。2%アガロースを含むYESCAプレ

ートに前培養液を 5μI取り、 30°Cで2日間培益した後、菌体回収し、 PBSに懸濁した。

PBS 5 μIをカーボンコートの銅グリッドに乗せ、3分インキュベー トした。2%の酢酸ウ

ラニルで 1分間染色後、 Hitachi社のTEM(H・7500）を用いて lOOkVで観察した。

6) -7 DnaK阻害剤を用いたバイオフィルム阻害アッセイ

Myricetin (Myr), pancuronium bromide (PaBr), telmisartan (Tel), and zafirlukast (Zaf)は、
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それぞれ東京化成、 SantaCruz Biotechnology, AK scientific, Cayman Chemicalで購入した。

ス トックとしてそれぞれが 100mMになるように 100%DMSOに溶かし調製した。必要

に応じて、 100倍希釈時（1%DMSO）に最適な濃度になるように DMSOで希釈したそれぞ

れのス トックを調製した。

6)-8温度感受性試験

シングルコロニーから、 30°Cで一晩前培養した。前培養液を LB培地で 10倍になる

よう希釈していった。それぞれの菌液を 1%アガロースおよび 1%DMSO、必要に応じて

Myrを含むLBプレー トに5μlずつスポットし、 30°Cおよび44°Cで 36時間培養した。

6）・9蛍光顕微鏡による FtsZリングの観察

大腸菌の野生株に pFtsZ-GFPuvをトランスフォーメーションした。その後、LB培地

30°CでM戸添加時／非添加時において、 一晩培養した。培養液を室温で 10,000xgで 5分

遠心分離し、2μg/mlのDAPIを含むPBSに懸濁した。染色した大腸菌をスライドに乗せ、

蛍光顕微鏡で観察した。

6)-10蛍光顕微鏡による大腸菌の膜の観察及びBODIPY-VANの観察

大腸菌の野生株と 企dnaK株を LB培地で 30°Cで一晩前培養した。前培養液を LB培地

に 1/1000となるように加え、 00660が 0.5になった時に培養液を室温で 10,000xgで 5分

遠 心 分離し、 1.5 μM FM4-64 および 2 μg/ml DAPI 及び 40 μM BODIPY 

(boron-dipyrromethene )-VANを含むPBSに懸濁した。30°Cで 20分インキュベート後蛍光

顕微鏡で観察した。BODIPY-VANの観察の際には、結合していない BODIPY-VANを除

くため PBSで洗浄後観察した。

6）・11 VAN感受性試験

大腸菌の野生株と企dnαK株をMyr添加時／非添加時において、30°Cで一晩前培養した。

前培養液を Myr添加／非添加の LB培地に 1/1000となるように加え、VANを加えた。そ

れから 30°Cで 24時間培養し、 10倍となるよう希釈した培養液を 5μIをLBプレートに

スポットし、 30°Cで 24時間培養した。
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7）実験結果

7)・1大腸菌ー遺伝子欠損株を用いたバイオフィルム形成における網羅的解析

序論で述べたように、大腸菌のバイオフィルムの主要な細胞外構造体の種類は、培

養条件に依存する。これまでの研究ではムdnaK株は大腸菌のバイオフィルム形成にほ

とんど影響がないと言われており、curliの産生にも DnaKは重要でないと言われていた

(Niba et al., 2007）。 Nibaet al., 2007の研究では、数多くの大腸菌のー遺伝子欠損株を

用いて、 LB培地、 25。C、24hという条件でバイオフィルムを形成させているが、この

ような条件では curliでなく I型線毛依存的なバイオフィルム形成が起こっていると考

えられる（Nibaet al., 2007; Cegelski et al., 2009）。また、 curliの産生の確認は Congo

redプレートによる解析のみであるので（Nibaet al. 2007）、ウエスタンブロッティ ング

やTEM観察による直接的に curliの産生を確認する手法が必要であると考えられる。そ

こで、 Cegelskiet al., 2009の手法を用いて（四SCA培地、 30°C）、大腸菌のー遺伝子欠

損株におけるバイオフィルムの形成量を比較した。この条件下では、curliの産生に必要

な遺伝子の欠損株であるムcsgA株やムcsgB株ではバイオフィルムが形成されず、 type

I型線毛の産生に必要な遺伝子の欠損株であるムfimA株やムfim H株でバイオフィルム

が形成されていることから（図 9）、curli依存的なバイオフィルムが形成されていると恩

われる。この条件下で、分子シャベロン遺伝子欠損株 23株を用いて網羅的にバイオフィ

ルム形成能を比較したところAdnαK株においてバイオフィルム形成能が著しく低下するこ

とが分かった（未発表データ）。また、プラスミド相補実験により、 curIiの産生にDnaKが必須

であることを確認した（datanot shown）。これらの結果より分子シャペロンDnaKがcurIiの産

生において重要な役割を担っていることが示唆された。

A 

B 3 

'°12.s 
<n 
∞ 
~ 2 

s 
T舌 1.5
E 
、g 1 

ε 
室0.5
∞ 。

4~函
WT LldnaK LlcsgA LlcsgB LlfimA LlfimH 

WT LldnaK LlcsgA LlcsgB LlftmA LlftmH 

図9 DnaKは curli依存的なバイオフィルムの形成に重要である。 仏）大腸菌ー遺伝子

欠損株（Keioクローン）を用いてYESCA培地で 30。Cで7日間培養し、curli依存的なバ

イオフィルムを形成させた。その後、バイオフィルムをクリスタルバイオレットで染色

した。（B）クリスタルバイオレッ トを70%エタノールで抽出し、 595nmの吸光度を測定

することでバイオフィルム量を定量した。
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7)-2大腸菌ー遺伝子欠損株を用いた curli産生の解析

次に、これらの菌株におけるcurliの産生をCongoredプレートを用いて解析した（図

IOA)。curliを産生しているコロニーは赤色となることが知られている（Hammeret alリ

1995）。 WTやムfimA株．ムfimH株ではコロニーが赤色となった。しかし、ムcsgA株

やAcsgB株ではコロニーは白色であった。このことからこれまでの報告と同様

(Hammer et alリ 1995）、 curliを産生しない菌株ではコロニーは赤くならないことを示し

た。この条件では、これまでの報告と異なり（Nibaet al. 2007）、ムdnaK株ではほとん

ど curliが出ていないことが示唆された。さらに、 curliの産生を評価するため、 CsgA

のペプチド抗体を用いて CsgAの量をウエスタンプロッティングにより評価した（図

lOB）。アミロイド線維である curliは、ギ酸処理によって解離する。 CsgAのモノマーは

WTやム五島4株、ムfimH株では検出されたが、ムdnaK株およびムcsgA株、ムcsgB株

では検出されなかった。

A 

WT l:idnaK /JcsgA /JcsgB l:ifimA l:ifimH 

B 

WT l:idnaK /JcsgA l:icsgB l:ifimA t.fimH 

の量を確認した。

J CsgA 

図 10 Curliの産生にはDnaKが必

須である。 (A)Congoredプレートを用

いて、大腸菌を 30°Cで2日間培養し、

curliの産生を確認した。 (B）大腸菌

をYESCAプレートで30°Cで3日間

培養し、 curliの産生させた後、 curli

をギ酸処理により脱会合させた後、ウ

エスタンブロッティングにより CsgA

また、 curliの産生を評価するため大腸菌ー遺伝子欠損株（Keioクローン）における細

胞外構造体を TEMで観察した（図 11）。図 10の結果と同様、 WTやムfimA株、ムfimH

株ではcurliが観察されたが、ムdnaK株およびムcsgA株、ムcsgB株では curliが観察

されなかった。

WT 6.dnaK 

・ 4・色、
． 4・・・・・・
ι..－.－ 

E・E ～.，..ー …．．． ’ ‘・p ・也

6.fimH 

・． ． 

図 11 DnaKはcurliの産生に必要である。YESCAプレートで30°Cで2日間培養後、
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大腸菌ー遺伝子欠損株（Keioクローン）における curliの産生を TEMを用いて観察した

(Scale bar 500 nm）。

7)-3 DnaK阻害剤を用いたバイオフィルム形成及びcurliの抑制

図9-11の結果より、 curli依存的なバイオフィルム形成およびcurliの産生において

DnaKが必須であることが示された。そこでこれまでにmvit1。でDnaKの機能を阻害

することが分かつている小分子化合物（Myricetin、Telmisartan,Pancuronium bromide, 

Zafirlukast）を用いて（Cesaet al., 2013）、 curli依存的なバイオフィルム形成およびcurli

の産生が抑制できるか検証した。 MyrとZafは DnaKのNBDに結合し、 DnaK-DnaJ

複合体になるのを防ぐが、 DnaK・GrpE複合体形成には影響しない。また、 PaBrとTel

はDnaK-GrpE複合体形成のみを阻害する（Cesaet al., 2013）。阻害剤を加え、大腸菌を

YES CA培地で 30°C、7日間培養させバイオフィルムを形成させるという実験系では、

Myrのみがバイオフィルム形成阻害効果を示した（図 12）。

A 

B ~ a 

~ 2.5 
〈

c: 2 。
ii; 1.5 

E 
ε 
喜0.5
0 

∞ 。

届ぶ~石海副副

control Myr PaBr Tel Zaf 
inhibitors (100μM) 

図 12 Myrはcurli依存的なバイオフィルムの抑制に有効である。(A)1%DMSOを含む

YES CA培地に DnaK阻害剤を加えて 30°Cで 7日間培養し、バイオフィルムを形成さ

せ、クリスタルバイオレットで染色した。（B）クリスタルバイオレッ トを70%エタノー

ルで抽出し、 595 nmの吸光度を測定することでバイオフィルム呈を定量した。

Curli依存的なバイオフィルムにはMyr（図 13A)が有効であることが示唆されたの

で（図 12）、 Myrの濃度依存的にバイオフィルム形成を抑制するか検証した（図 13B,C）。

Myrは濃度依存的にバイオフィルム形成量を抑制し（図 13B,C）、大腸菌の成育には影響

を与えないことを確かめた（図 13D）。
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A 。” 図13 Myrの濃度依存的にcurli

v :: 依存的なバイオフィルムを抑制す

る。 (A)Myrの化学構造。（B)1 % 

B 
DMSOを含むYESCA培地でMyr

臨幽従通話kl{ご叫 を加えて 30°Cで 7日間培養し、
。 10 20 50 100 200 300 400 バイオフィルムを形成させた。パ

c 
白 ncen回目。not Myr (11M) 

イオフィルムをクリスタルバイオ
3 

3畠~ 2.: 

レットで染色した。（C）クリスタ

ルバイオレットを 70%エタノー

ルで抽出し、 595nmの吸光度を測

定することでバイオフィルム量を1 

i 0.5 定量した。（D)YESCA培地中に各
。 。 10 20 50 100 200 300 400 濃度のMyr添加時の大腸菌の増殖

C町1時n甘富割onof Myr (μM) 
曲線を示した。

D 

1.4 

1.2 

lo.: 

／ 
・・刊守 + OμMMyr 

+ 10μMMyr J 0.6 関 μMMyr

0.4 + 200μMMyr 

0.2 
400μM Myr 

。。5 10 15 20 25 

Ti町田 (h)

また、 Myr添加時のcurliの産生を確かめるために Myr添加時あるいは非添加時の

curliの産生を TEMで観察した（図 14）。 Myrにより、 curliの産生が抑制されることが

示された。

。μMMyr 300 μM Myr 

‘． 
， 

図 14 Myrは、 curliの産生を抑制する。 Myr非添加時（左）および、添加時（右）におい

てYESCAプレートで 30°Cで2日間培養後、野生株における curliの産生を TEMを用
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いて観察した（Scalebar 500 nm）。

’7)-4 In四・voにおける Myricetinによる DnaKの機能阻害

Myrは、 J刀打bりの実験でDnaKとDnaJの結合を阻害しATPase活性を下げるこ

とが知られているが（Cesaet al., 2013; Chang et al., 20ll）、 in町内における詳しい解析

はされていない。そこで野生株の大腸菌がMyr添加時にAdnaK株と同様の表現系を示

すか確かめるため、①温度感受性、②細胞骨格タンパク質である FtsZのリング構造の局

在、③熱ショック転写因子である RpoHの虫について解析した。

DnaKは、大腸菌の高温での生育に必須である（Itikawaet al., 1979; Peak et al., 

1987）。そこで、Myr添加時および非添加時における高温での生育を確認した（図 15）。

その結果、 Myr添加時において 30°Cでは生育に影響がないが、 44°CではムdnaK株と

同様に成育できなくなっていた。これにより、 MyrがDnaKの機能を阻害している可能

性が示唆された。

WT 

[),,dnaK 

WT 

[),,dnaK 

30°C 44°C 

10-11σ210什0-410-51o-6 1 o汁O♀10-11Q-41 Q・51Q-6 

0 μM Myr 

500 ~tM Myr 

図 15 Myr添加により大腸菌は温度感受性を示す。野生株とムdnaK株を Myrを含む

あるいは含まないLBプレートで、 30°Cで36時間培養した。大腸菌は一晩前培養した

ものを、 10倍ずつ希釈し、スポッ トした。

熱応答における転写因子である RpoHは、DnaKの基質であることが知られている。

DnaKは、 AAAプロテアーゼである FtsHによる分解を促進するため、ムdnaK株では

野生株より RpoHの量が増加する（Tatsutaet al., 1998）。そこで、YESCA培地中におけ

るRpoHの量を野生株とAdnaK株で、比べると、ムdnaK株では RpoHの量がおよそ二

倍になっていた（図 16A）。また、 Myr非添加時と添加時における RpoHの量を比較して

もMyr添加時には、RpoHの量がおよそ二倍になっていた（図 16B）。このことから、 Myr

がDnaKの機能を阻害している可能性を示唆した。
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A 図 16 細胞内 RpoHの量は、

Myrの添加によって増加する。(A)

野生株とムdnaK株あるいは、 MyrWT  f).dnaK WT  WT  Strain 
＋ My『 非添加時と添加時における RpoHの

＋ ＋ DMSO 

B ~ 250 
量を RpoH抗体によって検出した。

p<0.01 p<0.01 
(B) A におけるバンドの強度を

εコ6200 

川n 』:;: 150 
lmageJによって、定量した。野生

~ 100 株あるいは Myr非添加時における
喜』 50 バンド強度を 100%として計算した。
~ 。

WT f).dnaK WT WT  Strain 
＋ Myr 

＋ ＋ DMSO 

これまでに DnaKの機能が働かなくなると、細胞分裂が異常になることが知られてい

る（Bukauet al., 1989; Sugimoto et al., 2008）。また、多くのバクテリアでは細胞骨格タ

ンパク質である FtsZは細胞分裂において重要な役割をしている。通常、分裂面に Zリ

ングと呼ばれるリング状の構造をとることが知られている。しかし、ムdnaK株やDnaK

の機能が働かなくなった株ではFtsZの構造が異常になる（Sugimotoet al., 2008）。そこ

で Myr非存在下および存在下における細胞分裂を観察した。すると Myr存在下でも、

FtsZの構造が異常になり、細胞分裂もおかしくなっていた（図 17）。このことからも Myr

はDnaKの機能を in円切で阻害していることが示唆された。

Phase cont悶st GFP DAPI Merge 

H
コO
Z
H
芦
〉

」

KA2l I 

工二

三

図17 細胞分裂と FtsZ

の局在は、 Myrによって阻

害される。 FtsZの局在を明

らかにするため、野生株に

FtsZ-GFPuvを発現させる

株を作製し、 Myr非存在下

および存在下において、蛍光

顕微鏡で観察した。 DNAは

DAPIで染色した。（Scale

bar 5 μm) 
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7) ・ 5 Myricetin添加時における大腸菌へのパンコマイシンの有効性

通常、バンコマイシン（VAN）はグラム陽性菌には殺菌薬として有効とされているが、

大腸菌のようなグラム陰性菌には効かないとされている。 VANは、細胞壁合成酵素の基

質である D・アラニル・D・アラニンに結合することで、 細胞壁合成酵素を阻害し、菌の増

殖が抑えられる。 しかし、このようなアミノグリ コペプチド系の抗生物質はその巨大な

分子サイズのため、グラム陰性菌においては外l撲を通過できず、細胞壁に届かないため

有効でない。今回の研究により、大腸菌の野生株は膜の染色試薬である FM-464で染色

されるが、ムdnaK株はこの試薬で染色されないことを発見した（図18 A)。この現象は、

DnaKの機能が膜の形成をも担っている可能性が考えられる。実際に、マイクロアレイ

解析から膜の形成に関する遺伝子の発現レベルが減少していた（datanot shown）。この

ことから、ムdnaK；株では異常な外膜構造のためVANが結合できるのではないかと考え、

蛍光プロープでラベルしたパンコマイシン（BODIPY.VAN）を用いて、大腸菌との結合を

確認した（図 18B）。野生株では、蛍光が確認、できなかったが、 AdnaK株では強い蛍光を

示した。この結果により、ムdnaK株では BODIPY.VANは外膜を通過し、ペリプラズ

A Phase contrast DAPI FM4-64 

ト
:;;: 

V
4

司亡、。

B Phase contrast BODIPY-VAN Merge 

ト

~ 

足
時
chud

c 10-’10・21Q-3 1 Q-4 10-5 

Oμg/mlVAN 

WT I 50 μg/ml VAN 

100 μg/ml VAN 

Oμg/mlVAN 

W川 yrl 50 μg/『T

100 μg/『nlVAN

Oμg/mlVAN 

MnaKI刷 g/mlVAN

100 μg/ml VAN 

ムに局在する脂質に結合できることが

示された。このことから、AdnaK株

にVANを作用させたところ有意に増

殖を阻害した（図 18C）。また、この

効果は野生株に Myrを作用させた時

にも有効であった（本実験は、東京慈

恵会医科大学の杉本真也講師が実施）。

図 18 Myricetinの添加により、パ

ンコマイシンが大腸菌にも効果的にな

る。 (A)WTとAdnaK株は膜の染色試

薬である FM-464で染色した。 DNA

はDAPIで染色した。（B）対数増殖期に

おける WT と A dnaK 株を

BODIPY・VAN により染色した（Scale

bar 5 μm). (C) WTとムdnaE株をパン

コマイシンの存在下、非存在下におい

てLB培地で30℃で24時間培養した。

その際、必要におい時てMyrを添加し

た。培養後、10倍づずつ希釈し、 LB

アガロースプレー トにスポッ トし、

30°Cで24時間培養した。
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7)-6 Myricetinによる黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成の抑制

黄色ブドウ球菌はカテーテル感染症で見つかる主要なバクテリアである。そこで、 Myr

が大腸菌のバイオフィルム形成と同様に黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成を抑える

か調べた。これまでに SHlOOO株では、バイオフィルム形成に DnaKが重要であること

が報告されている（Singhet al., 2012）。 MR-2は、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌の臨床

分離株であり、同様にバイオフィルムを形成する。これらの株で、 Myrが生育に影響し

ない濃度で、濃度依存的にバイオフィルム形成を抑制できることを見出した（図 19）。（本

実験は、東京慈恵会医科大学の杉本真也講師が実施）。
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SH1000 MR2 
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E 0.4 
ち
函 0.2
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1 0.8 
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雪0.4

e 。0.2

。

SH1000 MR2 
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• 0 μM Myr 

・1μM Myr 

5 μM Myr 

・10”MMyr ・25μM Myr 

50 μM Myr 
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5 μM Myr 
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・25μM Myr 

50 μM Myr 

図 19 My rice tinは黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成も阻害する。 (A）黄色ブドウ球

菌のバイオフィルムは TSBNG培地で 37°Cで 24時間培養した。必要に応じて Myrを

それぞれの濃度で添加した。バイオフィルムは 0.05%のクリスタルバイオレットで染色

した。（B)Aにおけるバイオフィルム量を定量した。（C）ブドウ球菌の成育における Myr

の影響を調べた。
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8）考察

8)-1バイオフィルム形成における分子シャペロン研究の重要性について

細菌における分子シャペロンの研究は、熱ショック応答の発見からタンパク質フォ

ールディングを介添えするという概念の提唱に至るまでの重要な発見を成し遂げてきた。

さらに近年では、様々な細胞機能の制御においても分子シャペロンが重要な役割を果た

していることが明らかとなり、分子シャペロンの概念の拡大に繋がっている。

しかし、これらの研究の成果ほとんどが、盛んに分裂を繰り返している対数増殖期

の細胞という限られた研究対象を用いて得られたものであり、細菌のライフスタイルか

ら見れば、ほんの一握りの機能を解析してきたに過ぎない。実際に自然界では、細菌は

常に活発に分裂を繰り返しているのではなく、貧栄養やス トレス環境下で耐え忍んでい

る時期が最も長い。つまり、ほとんどの細菌は増殖停滞期において虎視耽々と増殖や宿

主への感染の機会を伺っていると考えられている。このような増殖停滞期における細菌

のライフスタイルのうち、細菌学的および医学的に重要なのがバイオフィルムである。

序論でも述べたように、実際に水中に存在する細菌の 90%以上がバイオフィルムで存在

するれており、医学的にもバイオフィルムにより様々な慢性感染症を引き起こすことが

問題になっている。 このことからもバイオフィルム形成における分子シャペロンの

機能解明は、これまでに知られていなかった増殖停滞期における分子シャペロンの機能

や分子機構が明らかになる可能性が高いだけでなく、医学的にも重要な発見つながる可

能性が高い。

我々は、尿路感染症に深くかかわっているとされる curli依存的なバイオフィルム

形成に関わる分子シャペロンを見出すため、大腸菌の Keioクローン（大腸菌ー追伝子欠

損株）を用いて、 curli依存的なバイオフィルムに関わる分子シャペロンを網羅的に解析

した。使用した 23株の分子シャペロン欠損株のうち、最もバイオフィルム形成量が少な

かったAdnaK株に着目し、バイオフィルム形成における DnaKの機能に着目した。

DnaKの機能を阻害する低分子化合物を用いることでバイオフィルム形成が抑えられる

ことが示された。今回のバイオフィルムを形成させた条件は細胞外アミ口イドである

curliに依存したものであり、今後、I型線毛依存的なバイオフィルムを形成する条件や

多糖依存的なバイオフィルムを形成する条件で同様の解析を行えば、バイオフィルム形

成における新たなメカニズムの発見や分子シャペロンの新たな機能が見つかるかもしれ

ない。分子シャペロンの多くは、成育に必須でないのでこれらの分子シャペロンをター

ゲットにした限害剤を用いることで耐性菌が出現し難いバイオフィルム阻害剤の開発に

つながっていくと考えられる。

8)-2 csgBAC遺伝子の発現における DnaKシャペロンの重要性

Curliは腸内細菌である大腸菌やサルモネラ菌の主要な細胞外構造体である。我々

はDnaKが curliの産生に重要であることを初めて示した。しかし、 DnaKシャペロン
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がどのように curliの産生メカニズムにかかわっているのか分かつていない。序論にも述

べたように curliはCsgBが外膜に結合し、そこに CsgAが重合しポリマーを形成するこ

とで線維となる。これらを構成する CsgAとCsgBの発現にはマスターレギュレーター

である CsgDが必要になってくる。これまでの研究から、 DnaKはcurliの産生に重要な

因子である CsgDのフォールディングに重要であることがPUREsystemを用いた網羅

的なmη'troの研究から示唆されている（Niwaet al., 2012）。このことから一つの可能性

として、 DnaKがCsgDのフォールディ ングに関わっている可能性がある。 Niwaet al., 

2012によると PUREsystemの系ではCsgD単独よりもDnaKシャペロンシステムを加

えた方が可溶性の CsgDの量は六倍まで上昇する。また、もう一つの可能性として CsgD

の発現における正の制御因子である RpoSの分解抑制にも DnaKが関わっているとの報

告がある（Rockbrandet al., 1998）。この報告によれば、大腸菌の増殖停滞期においてム

dnaK株では RpoSの量が野生株に比べて大幅に減少する。ムdnaK株にプラスミドで

DnaKを相補すると RpoSの量が増加することから、ClpXPによるRpoSの分解をDnaK

が抑制しているのではないかということが予測されている（Rockbrandet al., 1998; 

Studemann et al., 2003）。これらのことから、 DnaKはcurliの産生経路において、 2つ

の重要な因子のフォールディングや安定性に関わっていることが予想される（図 20）。ま

た、 Myrを用いた解析からも、 DnaKの機能を特異的に阻害することで curliの産生を

抑制し、バイオフィルム形成が抑えられることからも、 DnaKの機能がcurliの産生に関

わってることが示唆された。 Myrは、 DnaKとDnaJの結合臨書する活性を持つため、

DnaJもバイオフィルム形成に関わっている可能性がある。実際に、ムdnaJ株はバイオ

フィルム形成量が大幅に減少し（datanot shown）、 RT-PCRの結果からも curliの産生に

関わる遺伝子のmRNA量が少なくなっていることが示唆されている（datanot shown）。

また、ムdnaK株にプラスミドとして DnaKを相補した場合には、羽庁と同程度にバイ

オフィルム形成量が回復するが、 DnaKの yt45Nt47Dt4sをすべてアラニンに変えた

(DnaK-YND）変異体を相補した場合には野生型DnaKを相補した場合に比べてバイオフ

ィルム形成量は半減する（datanot shown）。これらのことから、 DnaKだけでなく DnaK

シャペロンシステムが、 RpoSや CsgDの安定性に関わっており、 curliの産生およびバ

イオフィルム形成に必須となっていることが考えられる。現在、 DnaKがそれぞれにど

う関わっているのか解析中である。
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図20 予想される curli産生経路における DnaKの機能。

DnaKは、 csgBAオペロンのレギュレーターである CsgDのフォールディングや、 CsgD

の正の制御因子である RpoSのClpXによる分解を抑えている可能性が考えられる。

8) -3慢性感染症とDnaK阻害剤

これまでのバイオフィルム阻害剤の研究は、 EPSを分解する酵素に注目されてきた。

例えば、たとえばgulycolytic酵素である dispersinBや、プロテアーゼの一種であるセ

リンプロテアーゼ Eps、DNA分解酵素である DNaseIなどが様々なバクテリアにおけ

るバイオフィルム破壊因子として注目されてきた。さらに、低分子化合物により特異的

なEPS形成阻害をするものが報告されてきた。 例えば、 I型線毛の形成を阻害するもの

や（Cumanoet al., 2011; Lo et al., 2014）、curliの形成を阻害するものである（Cegelskiet 

al., 2009; Andersson et al., 2013）。また、最近の新たなバイオフィルムの阻害法として、

バイオフィルムの発達に重要な分子である（p)ppGppを阻害する抗バイオフィルムペプ

チドが見つかった（dela Fuente-Nunez et al., 2014）。（p)ppGppはバイオフィルム形成

に重要な因子であり、これがが働らかなくなることで、バイオフィルム形成が阻害され

る。また、 ADEP4と呼ばれる低分子化合物により、 ClpPプロテアーゼを活性化させて
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やることで、大腸菌内のタンパク質分解を促進させ、 細胞内の必須なタンパク質をも分

解することで、菌を殺菌し、様々な抗生物質と組み合わせる方法でバイオフィルム中の

peristerをも殺菌する方法が報告されている（Colonet al., 2013）。このように、バイオフ

ィルム形成を制御している上流の因子を阻害するという手法や他の薬剤と組み合わせる

など、バイオフィルム感染症を防ぐ新たな手法が開発されつつある。今回報告したよう

な、 curliの上流遺伝子の調整を担うタンパク質の品質管理に関わっていることが示唆さ

れる DnaKをバイオフィルム形成阻害のターゲッ トにするという新たな戦略は、今後も

バイオフィルム感染症の新たな予防法として考えられていくだろう。

Myrに代表されるようなフラボノイドは、アミロイド形成を阻害したり、アミロイ

ドを破壊したりするという報告がある。フラボノイドの一つである EGCG は、 α

・synucleinや APのアミロイド形成を阻害することや形成した線維を破壊することが報

告されている（Bieschkeet al., 2010）。Myrは、 DnaKの機能を阻害してcurliの産生を

阻害するだけでなく、 Myrが直接 curliの形成を阻害したり、 curliの線維を破壊する可

能性も考えられる。 Myrがcurliの線維を破壊する可能性を考え、 curli依存的なバイオ

フィルムを形成させた後に Myrを加えるという実験を行った。この結果、 Myr添加によ

り curli依存的なバイオフィルムが破壊させるという結果は得られなかった（datanot 

shown）。しかし、この実験では、 curli以外の EPS、例えば多糖などによって curliが保

護されている可能性もあるので、curliのアミロイ ド線維破壊にMyrが効果があるかは、

in vitroでの解析が必要になってくる。今後、 CsgAを精製し curliのアミロイド線維形

成への影響やアミロイド線維への Myrの効果を調べることにより、 MyrはDnaKだけ

に効いているのか、DnaKだけでなく curli形成にも直接効いているのか明らかになるで

あろう。

DnaKは外膜の正常性を保つのに重要であることが示唆された（図 18A）。また、

DnaKを阻害することで外膜を異常な構造にすることにより、グラム陰性菌には効かな

いとされていたパンコマイシンが有効になることを見出した（図 18C）。この機構の発見

は、その他のアミノグリコペフチド系の抗生物質がグラム陰性菌にも有効にになるかも

知れないことを示唆するものであり、今後さらなる実験が必要になってくる。

また、 persisterと呼ばれる休眠状態にある細菌の集団はバイオフィル中で生育して

いると考えられている。これらの細胞は、代謝が低いために抗生物質などが効きにくく、

感染症において問題になっている。これまでに網羅的な解析から persisterにも DnaK

が重要であると示唆れている（Hanseet al., 2008）。我々 の結果から、 MyrはDnaKの機

能を invivoで阻害することが示唆された（図 15-18）。よって、 Myrにより DnaKを限害

することでpersisterの出現率を減らすのにも効果的かもしれないと考え、Maisonneuve

et al., 2013らの手法を参考にして、実験を行った。いくつかの抗生物質を用いて Myr

により persisterが抑制されるか確認したが、有意差があったのは一部の抗生物質のみで

あった（datanot shown）。今後、 DnaKが重要であると示唆れている条件（Hanseet al., 
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2008）を用いて、再度実験を行っていきたいと考えている。

Myrは大腸菌のバイオフィルム形成だけでなく、グラム陽性菌である黄色ブドウ球菌の

バイオフィルム形成も抑制した。黄色フドウ球菌はカテーテル感染で見つかる主要な細

菌であり、問題になっている。黄色ブドウ球菌のバイオフィルム形成のメカニズムは、

あまりよくわかっていないが、 Myrが黄色フドウ球菌の EPSをも減らす可能性がある

ことが示唆された。

今後はミリセチンをリード化合物としたより活性が高く、より汎用性でかつ低毒性の

薬の開発が重要になってくる。たとえば、Myr-DnaK複合体をもとにms1Jico予測など

が重要になってくる。これらの情報を元に invifroでのATPase活性測定やコシャペロ

ンとモデル基質との相互作用、 I力円切での機能解析後にバイオフィルムやpersisterの

抑制剤として開発れていくだろう。
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9）結言語

本研究において、遺伝子学的、微生物学的、分子生物学的および電子顕微鏡を用い

た解析から、大腸菌のバイオフィルム形成に重要な細胞外アミロイドである curliの産生

にDnaKが必要であることを見出した。さらに、 DnaKの機能を阻害する低分子化合物

である Myrを用いることで curliの産生およびcurli依存的なバイオフィルムを抑制で

きることを見出した。さらに、 Myrによりブドウ球菌のバイオフィルム形成も抑えるこ

とができることを示唆した。また、 Myrを用いることでグラム陰性菌には効かないとさ

れていた抗菌薬である VANが有効になることを見いだした。

ヒトの培養細胞を用いた実験では、 Myrは高濃度で毒性を示すため（Chenet al., 

2014）、今後の臨床応用に向けて、より活性が高くかっ低毒性の化合物の開発が必要にな

ってくる。すでに Myrの類似体でDnaKの機能をmvitroで阻害するものがいくつか報

告されているので、これらの化合物を用いてバイオフィルム形成を抑制できるかを今後

検証していきたい。
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