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Significance and roles of ypoS for formation of
    Eschericカなcoli biofilms

（大腸菌バイオフイルム形成過程におけるrpoSの重要性と役割）

学位論文内容の要旨

  近年、微生物の集合体であるバイオフアルムによって引き起こされる様々誼問題が生じている。

下水道の配管の腐食、水処理用分離膜のファウリング、工業施設の冷却水用配管における熱伝導効

率の低下謡どである。さらに医療分野においても、病原性微生物が体内に形成するバイオフィルム

によって引き起こされる感染症の増加が問題とをっている。これらのバイオフィルムは抗生物質な

どの薬剤に対して高い耐性を持ち、その耐性は浮遊状態の菌と比較して100～1，000倍以上との報

告もあるが、微生物研究の主流は浮遊状態の菌を扱ったものであり、バイオフィルムの薬剤耐性メ

カニズムについては未解明を部分が多く残されている。このようをことから、バイオフィルムを直

接用いた薬剤耐性メカニズムの解明を進める必要があるが、環境中のバイオフィルムは複雑を微生

物コミュニティーとして存在し、構成する種や個々の微生物の代謝活性が多種多様をため、その解

析は非常に困難である。

  本研究では、このようを背景のもと、Escherichia coliをモデル微生物として用い、バイオフィル

ム形成メカニズムや薬剤耐性メカニズムを遺伝子発現レベルで解明することを目的とした。バイオ

フィルムと浮遊系の遺伝子発現パターンの違いを解析し、転写調節因子ワむがパイオフィルム、

浮遊系それぞれのEscherichia coliに及ばす影響を特定した。さらに、螢光タンパク質を用いて沈

situでバイオフィルムを観察することで、バイオフィルム形成や薬剤耐性に対するrpoSの寄与を

明らかにした。

  本論文の各章の内容は以下のようにをっている。

  第1章では、バイオフアルムによって引き起こされる問題や環境中のバイオフィルムを対象とし

た研究例、従来の浮遊系を用いた研究の限界についてまとめた上で、モデル微生物を用いたバイオ

フィルム研究の重要性を述べた。さらに、これまで行われてきたEscherichia coliをどのモデル微

生物を用いたバイオフアルム研究や転写調節因子rpoSについて言及し、本論文の目的と構成につ

いて述べた。

  第2章では、rpoSを欠損させたrpoS変異株を作成し、バイオフアルム形成能や遺伝子発現パ

ターンについて、rpoSを持つ野性株と比較することで、rpoSのバイオフィルム形成における重要

性やその役割について検討した。野性株が40 Um以上の成熟したバイオフィルムを形成する一方、

rpoS変異株が形成するバイオフィルムは5Ltm以下であった。rpoS変異株が形成するバイオフィル

ムの遺伝子発現パターンが野性株のそれとは大きく異毅り、野性株のように成熟したバイオフィル

ムを形成するためには、代謝活性が低下した状態に移行することが重要であることを明らかにし
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た。さらに、rpoSはエネルギー生成や鞭毛合成をどの運動性に関与する遺伝子の発現を抑制し、ス

トレス応答やEPS合成に関与する遺伝子を誘導することで、バイオフアルム形成過程後期の成熟

段階に寄与しているてとを明らかにした。

  第3章では、バイオフィルム形成過程におけるゅおの発現をmぎぬで観察し、バイオフアルム‘

内における局所的をrpoSの発現が他の遺伝子の発現に及ばす影響を検討した。緑色螢光タンパク

質発現遺伝子をEscherichia coliゲノム上のrpoS下流に組み込み、rpoSの発現と同時に緑色螢光

タンパク質を発現するEscherichia coli変異株を作成し、バイオフアルム形成過程におけるrpoSの

発現を沈situで観察した。rpoSはバイオフィルム形成過程初期における付着段階から発現し、バ

イオフィルム形成過程後期における成熟段階においては、バイオフィルムの表層部でのみ発現して

いた。また、´ヾイオフィルム表層部では深部よルrpoS発現量が4倍以上高く、細胞の接着に関与

する遺伝子や、ストレス応答に関与する遺伝子、薬剤をどの異物を細胞外に排出するタンパク質の

合成に関与する遺伝子の発現量が増加していた。一方、深部では遺伝子発現量が全体的に低下し、

代謝活性が著しく抑制された状態であった。これらのことから、バイオフィルムが成熟する過程で

rpoSの発現に伴い、バイオフィルム深部においてEscherichia coliが様々をストレスに応答可能を

状態に移行することを明らかにした。

  第4章では、バイオフィルムの形成過程におけるEscherichia coliの薬剤耐性の獲得について、

薬剤感受性や遺伝子発現パターンを浮遊系と比較することで検討した。異をる作用機序を持つ抗

生物質であるアンピシリン、カナマイシン、オフロキサシンを用いて薬剤感受性試験を行い、バイ

オフィルム形成過程における付着段階、増殖段階、成熟段階における遺伝子発現解析を行った。従

来行われてきたバイオフィルムの薬剤感受性試験においては、酸素、基質の枯渇やEPSなどのバ

イオフィルム構成成分による薬剤に対する防御機構と微生物個々の薬剤耐性とを区別して評価す

ることが出来をかった。本研究では、これらの要因を排除し、バイオフィルムの深部の細胞のみを

対象とした実験手法を確立し評価を行った。カナマイシン、オフロキサシンはバイオフィルム内の

Escherichia coliに対しても有効であったが、アンピシリンについては、バイオフィルム深部に感

受性が著しく低下するコロニーが形成され、バイオフィルムの再増殖が生じた。また、アンピシリ

ンに対する感受性の低下はバイオフアルム形成過程後期の深部において誘導され、この感受性の低

下にrpoSが関与していることを明らかにした。バイオフィルム形成過程初期は浮遊系の増殖期と、

バイオフィルム形成過程後期は浮遊系の安定期と近い遺伝子発現パターンを示し、バイオフアルム

形成過程後期ではストレス応答に関与する遺伝子や薬剤をどの異物を細胞外に排出するタンパク質

の合成に関与する遺伝子が主に誘導された。用いた抗生物質の作用機序の違いから、バイオフアル

ム深部において感受性が低下するコロニーは、増殖活性が低下する一方、何らかの代謝活性を維持

している状態であることを明らかにした。

  第5章では、本論文の結論と今後の展開、課題について述べた。

  本研究は、Escherichia coliのバイオフアルム形成過程における転写調節因子rpoSの重要性とそ

の役割を明らかにした。バイオフィルム形成過程後期において、rpoSの発現量が増加し、代謝活性

の低下やストレス応答能の誘導が生じることによってバイオフィルムが成熟する。rpoSはバイオ

フィルム形成過程初期より発現するが、形成過程後期においてはパイオフィルム表層部でのみ発現

し、rpoSの発現に伴ってストレス応答可能を状態に移行し、抗生物質耐性能を獲得するコロニーが

バイオフィルム深部で形成される。ワががバイオフィルム形成、薬剤耐性双方において重要であ

ることが明らかとをり、バイオフアルムの制御法を確立する上で有望菰ターゲットにをり得ること

が示唆された。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

Significance and roles of rpoS for formation of
              Escherichia coli biofilms

（大腸菌バイオフイルム形成過程におけるrpoSの重要性と役割）

  細菌は単独で存在することも可能ではあるが、多くの場合、ありとあらゆる固体表面に付着し
“バイオフィルム”を形成して存在することから、バイオフアルムが細菌の最も効率的を生息形態
であると考えられる。生理学的特徴の違いにかかわらず、ほば全ての細菌がバイオフアルムを形成
することが可能である。バイオフィルム形成により、様々を問題が生じる。例えば、配水管内の病
原’陸微生物による汚染、下水管の腐食、水処理用分離膜のファウリング、冷却水用配管の熱伝導効
率の低下誼どである。さらに、医療分野でも多くの問題が生じている。細菌感染症の多くは、病原
性微生物が体内に形成するパイオフィルムによって引き起こされる。一度、バイオフィルムが形成
されると、抗生物質をどの薬剤に対して高い耐性（浮遊細菌の耐性の100－1000倍）を持つ。このよ
うに、バイオフィルム形成は水環境分野および医療分野をどにおいて極めて重要であるが、これま
での研究の主流は、浮遊細菌を対象としたものであり、バイオフアルム形成に係わる遺伝子発現や
薬剤耐性メカニズムの獲得については未解明を部分が多く残されている。このようを背景から、遺
伝子発現レベルでのパイオフアルム形成メカニズムやバイオフィルムの薬剤耐性メカニズムを解明
する必要がある。しかしをがら、水環境中および生体内のバイオフィルムは、複雑な微生物コミュ
ニティーとして存在し、構成する細菌種や個々の代謝活性が多種多様をため、その解析は非常に困
難である。
  本研究では、このようを背景のもと、Escherichia coliをモデル細菌として用い、バイオフィル
ム形成ヌカニズムや薬剤耐性獲得メカニズムを遺伝子発現レベルで解明することを目的としてい
る。本研究では、DNAマイクロアレイによる網羅的を遺伝子発現解析技術を駆使し、バイオフイ
ルムと浮遊状態におけるE． coliの遺伝子発現パターンを解析し、転写調節因子rpoSがバイオフイ
ルム、浮遊系それぞれのE． coliに及ばす影響を特定した。さらに、緑色螢光タンパク質(GFP)を
用いて血situでバイオフィルムを観察することで、バイオフアルム形成や薬剤耐性に対するrpoS
の寄与を実験的に明らかにしたものである。
  本論文の各章の内容は以下のようにをっている。
  第1章では、バイオフアルムによって引き起こされる問題や水環境中のバイオフィルムを対象と
した研究例、従来の浮遊系を用いた研究の限界についてまとめた上で、モデル微生物を用いたバイ
オフィルム研究の重要性を述べている。さらに、これまで行われてきたE． coliをどのモデル細菌
を用いたバイオフィルム研究や転写調節因子rpoSについて言及し、本論文の目的と構成について
述べている。
  第2章では、rpoSを欠損させたrpoS変異株を作成し、′ヾイオフィルム形成能や遺伝子発現パ
ターンについて、rpoSを持つ野性株と比較することで、rpoSのバイオフアルム形成における重要
性やその役割について検討している。実験結果として、野’陸株が40 pm以上の成熟したバイオフイ
ルムを形成する一方、rpoS変異株が形成するバイオフアルムは5fnn以下であった。rpoS変異株
が形成するバイオフアルムの遺伝子発現パターンが野性株のそれとは大きく異をり、野性株のよう
に成熟したバイオフアルムを形成するためには、代謝活性が低下した状態に移行することが重要で
あることを明らかにしている。さらに、rpoSはエネルギー生成や鞭毛合成をどの運動性に関与す

― 700 -



る遺伝子の発現を抑制し、ストレス応答やEPS合成に関与する遺伝子を誘導することで、バイオ
フィルム形成に寄与していることを明らかにしている。
  第3章では、バイオフィルム形成過程におけるrpoSの発現を血situで観察し、バイオフィルム
内における局所的をrpoSの発現が他の遺伝子の発現に及ぼす影響を検討している。緑色螢光タン
パク質(GFP)遺伝子をE．coliのゲノム上のrpoS下流部に組み込み、rpoSの発現と同時に緑色螢
光タンパク質が発現するE． coli変異株を作成し、′ヾイオフアルム形成過程におけるrpoSの発現を
in situで観察した。rpoSはバイオフアルム形成過程初期における付着段階から発現し、バイオフイ
ルム形成過程後期における成熟段階においては、バイオフィルムの表層部でのみ発現していること
を発見している。また、バイオフィルム表層部では深部よりrpoS発現量が4倍以上高く、細胞の
接着に関与する遺伝子や、ストレス応答に関与する遺伝子、薬剤をどの異物を細胞外に排出するタ
ンパク質の合成に関与する遺伝子の発現量が顕著に増加していた。一方、深部では遺伝子発現量が
全体的に低下し、代謝活性が著しく抑制された状態であった。これらのことから、バイオフアルム
が成長する過程でrpoSの発現に伴い、バイオフィルム深部においてE．coliが様々をストレスに応
答可能を状態に移行することが重要であることを明らかにしている。
  第4章では、バイオフィルムの形成過程におけるE．coliの薬剤耐性の獲得メカニズムについて、
薬剤感受性や遺伝子発現パターンを浮遊系と比較することで検討している。異をる作用機序を持つ
抗生物質であるアンピシリン、カナマイシン、オフロキサシンを用いて薬剤感受性試験を行い、バ
イオフアルム形成過程における付着段階、増殖段階、成熟段階における遺伝子発現解析を行った。
従来行われてきたバイオフアルムの薬剤感受性試験においては、酸素、基質の拡散律速やEPSを
どのバイオフィルム構成成分による薬剤に対する防御機構と細菌個々の薬剤耐性とを区別して評価
することが出来ていをい。、本研究では、これらの要因を排除することにより、バイオフィルムの深
部の細胞のみを対象とした実験手法を確立し評価を行っている。その結果、カナマイシン、オフロ
キサシンはバイオフィルム内のE． coliに対しても有効であったが、アンピシリンについては、バイ
オフィルム深部に感受性が著しく低下する群集が形成され、これらが生存、再増殖し、バイオフィ
ルムの再増殖が生じた。また、アンピシリンに対する感受性の低下はバイオフィルム形成過程後期
の深部においてのみ誘導され、この感受性の低下にrpoSが関与していることを明らかにしている。
バイオフィルム形成過程初期は浮遊系の増殖期と、バイオフィルム形成過程後期は浮遊系の安定期
と近い遺伝子発現パターンを示し、バイオフアルム形成過程後期ではストレス応答に関与する遺伝
子や薬剤をどの異物を細胞外に排出するタンパク質の合成に関与する遺伝子が主に誘導されてい
た。使用した抗生物質の作用機序の違いから、バイオフィルム深部において感受性が低下する群集
は、増殖活性が低下する一方、何らかの代謝活性を維持している状態であると結論付けている。
  第 5章 で は 、 本 論 文 全体 の 結論 と 今 後の 展 開、 課 題 につ い て 述べ て いる 。
  これを要するに、著者は、Escherichia coliのバイオフィルム形成過程において網羅的を遺伝子発
現解析を行い、バイオフアルム形成における転写調節因子rpoSの重要性およびその役割を遺伝子
発現レベルで明らかにしたものであり、環境微生物工学および水環境工学の発展に貢献するところ
大をるものがある。よって著者は、北海道大学博士（工学）の学位を授与される資格あるものと認
める。
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