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【概要】 

 酸性環境は、細菌が頻繁に経験する化学的ストレスである。本研究では、大腸菌が酸性ス

トレスで増殖不均一性を誘導し、細菌集団中の抗菌薬抵抗性を確保することを示す。酸性ス

トレスは、病原性細菌の抗菌薬抵抗性を向上させる報告があるが、その詳細な分子機構は解

明されていない。酸性 pH は大腸菌の増殖を一過的に停止させ、その阻害度合いの菌体間ば

らつきを増大させた。酸性から中性環境に戻ると大腸菌は増殖を再開した。機能未知遺伝子

である hdeD を調べた結果、酸性適応増殖に必要な膜レギュレーターであることが示唆され

た。酸性を経験した大腸菌は、集団としてのβラクタム系抗菌薬への感受性が高くなる一方

で、確実に生き残る菌体が存在した。これらの結果は、酸性ストレスで誘導される HdeD が

抗菌薬抵抗性獲得する菌体で重要な働きをしている可能性を示唆した。 

【研究方法】 

１．異なる pH 条件における大腸菌生存率、増殖、および個体差の測定 

 一晩培養した大腸菌を異なる pH に調製した M9-Glc-Cas 培地（pH7.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 

3.5, 2.5）に加えて 100 倍希釈した後、37℃で 24 時間振とう培養し、OD600を測定した。生

存率は、培養前と一晩培養液を段階希釈したのちに CFU を測定した。増殖個体差は、異な

る pH に調製した M9-Glc-Cas 培地で一晩培養した大腸菌を位相差顕微鏡で観察し、細胞伸

長度合いから変動係数を算出した。 

２．酸性ストレス経験後の βラクタム系抗菌薬への抵抗性 

 βラクタム系抗菌薬として、アンピシリンを用いた。M9-Glc-Cas (pH7.0) 培地で一晩培

養した大腸菌を pH 7.0 または pH 4.5 の新しい培地に 100 倍希釈した後、37℃で 24 時間振

とう培養した。その後アンピシリン添加培地 (pH 7.0)に、菌数が同程度になるよう加え、

37℃で 24 時間暴露した。生存率は、暴露前および 24 時間後の培養液を段階希釈したのち

に CFU を測定した。 
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３．トランスクリプトーム解析 

 大腸菌野生株と hdeD 欠失株をそれぞれ培養後、全 RNA の回収を行った。野生株から得られた

cDNA を Cy3 で、hdeD 欠失株から得られた cDNA を Cy5 で、それぞれ精製後に標識し、DNA

アレイにハイブリダイズさせた。アレイスキャナーによって各スポットの蛍光強度を測定し、全蛍

光強度に対する割合を算出した。 

４．透過型電子顕微鏡による大腸菌べん毛観察 

 大腸菌野生株と hdeD 欠失株を M9-Gly-Cas (pH7.0) 培地で一晩培養し、菌体表面のべん毛数を

透過型電子顕微鏡で観察した。 

【結果と考察】 

１）異なる酸性 pH に対する大腸菌集団の増殖 

 異なる酸性 pH 環境における大腸菌増殖度合いを調べた結果、培地の pH が低くなるほど OD600

の濁度が小さくなり、pH に相関して増殖が阻害されていることが示された。また、pH4.5 以下の

条件では培養液の濁度が全く確認できないことから、増殖していない、または死滅したことが示唆

された。各 pH における大腸菌の生存率を調べたところ、pH 4.5 から 3.5 では、培養前と同程度の

菌数であり、生存が確認された。一方で、pH 2.5 では菌数が 100 倍以上減少した。これらの結果

より、pH 4.5 から 3.5 の範囲では増殖を停止しているが生きている一方で、pH 2.5 は致死 pH で

あることが示された。 

２）異なる酸性 pH に対する大腸菌の増殖個体差 

 各 pH 環境で一菌体における増殖の影響を調べるため、菌体の形態を位相差顕微鏡で観察した。

その結果、pH 5.5 から pH 4.3 の範囲では細胞が伸長し、細胞分裂が阻害されていた。また、細胞

伸長度合いは、プロトン量増加に伴いばらつきが大きくなり、増殖状態がヘテロな集団となった。

pH 3.9 以下では、酸性に移行する前の形態と同等であり、菌体間でのばらつきは確認されなかっ

た。 

３）酸性ストレスによる大腸菌の βラクタム系抗菌薬抵抗性の獲得 

 βラクタム系抗菌薬であるアンピシリンに対する大腸菌感受性調べた。pH 7.0、pH 5.0、およ

び pH 4.5 の環境で大腸菌を 24 時間培養し、10 g/ml のアンピシリンを含む培地に 24 時間暴露し

た。その結果、0 時間（暴露前）に比べて pH 7.0 で培養した細菌の生存率は 2.5%、pH 5.0 では

1.2%、pH 4.5 では 0.1% 以下であった。酸性ストレスを経験した細菌集団において、アンピシリ

ン抵抗性の向上は見られなかったが、確実に生き残る菌体がいることが示された。 

４）酸性ストレス後の適応増殖に必要な膜タンパク質 HdeD 

 酸性ストレスを経験した大腸菌の生理機能は、ストレス前と比べ大きく変化していると予想され

る。酸性時に発現誘導される機能未知遺伝子 hdeD について調べた。トランスクリプトーム解析か

ら hdeD 欠失株では、べん毛合成遺伝子の発現量が増加した。さらに透過型電子顕微鏡観察によ

り、hdeD を欠失した菌体のべん毛本数が増加することを確認した。以上より、HdeD は酸性で発

現後、中性 pH に移行した大腸菌が増殖する時にべん毛合成を抑制する膜レギュレーターであるこ

とが明らかとなった。 

【まとめ】 

本研究で、大腸菌は、環境中のプロトン量増加に協調して増殖を停止することが示され、増殖停

止度合いの異なる多様な個体形成を可能にすると考えられる。増殖を一旦停止した菌体は、中性環

境に戻ると見かけ上変わりなく増殖を再開させる。この時、膜レギュレーターHdeD がべん毛合成

を積極的に抑制することで細胞エネルギーを分裂へ集約していると示唆される。酸性を経験した大

腸菌は、集団としてのβラクタム系抗菌薬への感受性が高くなる一方で、確実に生き残る菌体が存



在する。βラクタム系抗菌薬は、増殖している菌体の細胞壁合成に作用することから、増殖に有利

な菌体が淘汰されると予想される。そのため、酸性ストレスによる抗菌薬抵抗性の獲得には、酸性

適応増殖に必要な HdeD 活性状態が重要な要因であることが示唆され、今後の解析に期待され

る。 
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