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___________________________________________________________________________ 

Abstract: Legionella pneumophila causes respiratory diseases including severe pneumonia, called 

Legionnaires' disease, and Pontiac fever. L. pneumophila have ability to infect alveolar macrophages 

and grow in them. To approach L. pneumophila in macrophages, effective antimicrobial agents are 

limited. Once L. pneumophila develops a resistant to antibiotics, treatment becomes extremely difficult. 

The analysis of drug resistance mechanisms of L. pneumophila is important. One of such mechanisms, 

the multidrug efflux pump, is common to bacteria and contributing to multidrug resistance. We cloned 

lpg1323 from L. pneumophila subsp. pneumophila JCM7571.The putative protein of Lpg1323 has 12 

trans-membrane segments and belongs to Major Facilitator superfamily. It shows 64% similarity to 

NorA, a known multidrug efflux pump in Staphylococcus aureus. Escherichia coli KAM32, a drug 

hypersensitive strain, cells harboring a plasmid carrying lpg1323 become resistant to many kinds of 

antimicrobial agents.  
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緒言 

グラム陰性桿菌の Legionella pneumophila は，

1976 年に在郷軍人病の病原体として見出された

1）． L. pneumophila は通性細胞内寄生性であり，

沼や湖沼などの水中や土壌中において，原生生物

や藻類に寄生，共生している．さらに，多量の貯

留水を必要とする空調設備や入浴設備などの人

工環境でも生息できる事が知られている．そのよ

うな施設において発生した L. pneumophilaを含む

エアロゾルをヒトが吸入した場合に感染を引き

起こす．吸入された L. pneumophila は肺胞マクロ

ファージによって貪食されるが殺菌機構を逃れ，
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肺胞マクロファージ内で増殖が可能である 2）．感

染すると全身性倦怠感，頭痛，食欲不振，筋肉痛，

高熱や肺炎を引き起こし，有効な抗菌薬が投与さ

れない場合には，7日以内に死亡することが多い

3）．そのために，L. pneumophila 感染症の治療薬と

して，マクロファージに浸透しやすい抗菌薬を選

択する必要がある．すなわち，macrolide 系の

erythromycin，new quinolone 系の ciprofloxacin，

rifamycin 系の rifampicin などである．しかし，L. 

pneumophila はこれらの抗菌薬に対して耐性を獲

得するという報告がある 3）． 

細菌は様々な機構で抗菌薬に対して耐性を獲

得することが知られている．抗菌薬の不活性化，

抗菌薬の作用点の変化，代替酵素の産生，抗菌薬

の膜透過性の低下，抗菌薬の菌体外への能動的排

出の 5つが主に知られている 1）．これらの中でも

抗菌薬の菌体外への能動的排出に分類される多

剤排出ポンプは，１つのポンプで構造上類似性

が見られない複数の抗菌薬を排出することが

できるため，多剤耐性に関与している． 

多剤排出ポンプの解析結果より，細菌は複数の

多剤排出ポンプを持つことが知られている 4）．さ

らに，それらが発現することで細菌は多剤耐性化

する．しかしながら，L. pneumophila の多剤排出

ポンプについては全く解析が行われていない．そ

こで我々は，L. pneumophila の多剤排出ポンプを

コードすると推測される遺伝子をクローニング

し，その解析を行った． 

 

方法 

菌株 理 研 BRC か ら 提 供 さ れ た L. 

pneumophila subsp. pneumophila JCM7571を用いた．

制限修飾系と主要な多剤排出ポンプ遺伝子を欠

損した Escherichia coli KAM32 株を用いた 5)． 

培養条件  L. pneumophila の培養には L-

システインを添加した BCYE 培地（BD）を用 

いた．E. coliの培養には L培地 (1.0 % polypeptone，

0.5 % yeast extract，0.5 % NaCl，pH 7.0) 及び L寒

天培地を使用した．必要に応じて終濃度 100 

g/mLとなるように ampicillinを添加した． 

ハイドロパシー解析 GENETYX ver.13 の

ハイドロパシー解析ソフトを使用した． 

DNA 操作  NucleoSpinTissu （ MACHEREY – 

NAGEL ）を使用し，染色体 DNA の調製を行っ

た．KOD-Plus-Neo(TOYOBO)を使用して目的遺伝

子の増幅を行った．PCR の条件は 94℃で 2 分，

98℃で 10秒と 68℃で 30秒と 68℃で 7分を 35サ

イクル，68℃で 7分の条件を用いた．PCRに使用

した primer は，lpg1323-F: GATGGATCCGC 

GCTACTGTTAAGAACAC，lpg1323-R: GATGTCG 

ACTGCAGCCTTATTGCCT である．QIAprep Spin 

Miniprep Kit（QIAGEN）を用いて pBluescriptII 

KS(+)を調製した．BamHI，SalI（TOYOBO）を用

いて DNAの切断を行い，ライゲーション反応は

Ligation-Convenience Kit（Nippon Gene）を用いた．

ユーロフィンジェノミクス（株）DNA シーケン

ス部門に委託し，塩基配列を決定した．RbCl2法

で調製した E. coli のコンピテントセルにプラス

ミド DNAを導入した ． 

最小生育阻止濃度（MIC）の測定 Clinical and 

Laboratory Standards Institute の標準法に基づいて

測定した 6)．  

 

結果・考察 

ゲノムプロジェクトが行われた生物の膜輸送

タンパク質の予測を行っている Transporter Data 

Base （ http://www.membranetransport.org/transport 

DB2/index.html）を利用し，L. pneumophila の推定

多剤排出ポンプの検索を行った．多剤排出ポンプ

は主に 5 つの family に属することが知られてい

るが，その中でも多くの細菌に存在している

major facilitator (MF) superfamilyに着目した．この

family に属する多剤排出ポンプは細胞質膜に存

在し，H+の電気化学的ポテンシャルをその駆動力

とする．また，構造上，12回膜貫通型と 14回膜

貫通型に分類される事が知られている．それぞれ

の例として，Staphylococcus aureus の NorA7）や

QacA8）が挙げられる．NorAは 388アミノ酸残基 
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より構成され，キノロン系抗菌薬や色素系抗菌薬

などを主な基質としている．一方，QacA は 514

アミノ酸残基より構成され，消毒薬や色素系抗菌

薬などのカチオン性の物質を主な基質としてい

る．そこで，L. pneumophila の MF superfamilyに

属する 11種類の推定多剤排出ポンプと，NorAま

たは QacA との類似性を調べた（表 1）．その結

果，Lpg1323，Lpg0177，Lpg2438 は NorAとそれ

ぞれ約 64％，62％，57％，Lpg1454 は QacAと約

54％と比較的高い類似性を示した．そのため，他

の細菌同様に L. pneumophila も MF superfamilyに

属する複数の多剤排出ポンプを保有していると

推測された．それらの中でも，最も高い類似性を 

 

表１．L. pneumophila の推定多剤排出ポンプと

NorA，QacAとの類似性 

示した Lpg1323 について解析を進めた． 

膜輸送タンパク質の膜貫通領域には疏水性ア

ミノ酸残基が多く含まれ，その逆に膜貫通領域以

外には親水性アミノ酸残基が多く含まれる．

Lpg1323はNorA とほぼ同じ 386アミノ酸残基か

ら構成されているが，NorA と同様にその構造中

に膜貫通領域をもつかハイドロパシー解析を行

うことで推測を行った（図 1）．その結果，Lpg1323 

のアミノ酸配列中には疏水性アミノ酸残基が高

頻度に局在する領域が 12 ヶ所見つかった．いず

れの領域も膜貫通に必要な長さがあるため，

Lpg1323 は 12 回膜貫通領域をもつ膜タンパク質

であると推測された．  

次に，標準株である L. pneumophila subsp. 

pneumophila JCM7571の染色体DNAを鋳型とし， 

lpg1323-F ，lpg1323-Rのプライマーを用いて，自

身のプロモーターを含むように lpg1323 の PCR

を行った． pBluescriptII KS(+)の lac プロモータ

ーと逆向きに lpg1323 を組み込み，得られたプラ

スミドを pLKS1323 とした．シーケンスを確認し 

たところ，クローニングした lpg1323 およびその

推定のプロモーター領域において変異はなかっ

た． 

pLKS1323 を抗菌薬高感受性 E. coli KAM32 株

に導入し，種々の抗菌薬に対する MIC の測定を

複数回行った（表 2）．抗菌薬高感受性 E. coli 

KAM32株は主要な多剤排出ポンプを欠損した E. 

coli 株であり，抗菌薬耐性のバックグラウンドが

低い．そのため抗菌薬耐性度の解析に適した宿主

である．KAM32 / pLKS1323 の MICは imipenem

推定多剤排出 

ポンプ 

アミノ酸 

残基数 

類似性(%) 

NorA QacA 

Lpg0061 392 28 5 

Lpg0177 382 62 37 

Lpg0610 435 43 5 

Lpg0637 423 32 26 

Lpg0652 430 27 4 

Lpg1323 386 64 12 

Lpg1454 461 16 54 

Lpg2061 401 25 28 

Lpg2234 455 38 23 

Lpg2438 396 57 19 

Lpg2841 399 35 20 

1 78 155 232 309 387 (aa) 

3.5 

0 

-3.5 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

図 1．Lpg1323のハイドロパシー解析 
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が 0.5µg/mL ， tetracycline が 0.25 µg/mL ，

erythromycinが4 µg/mL，norfloxacinが0.06 µg/mL，

acriflavine が 5.6 µg/mL，ethidium bromide が 8 

µg/mL，rhodamine 6G が 8 µg/mLと，コントロー

ルの KAM32 / pBluescriptII KS(+)に比べ，いずれ

も 2倍，上昇していた．その中には，耐性機構が

排出ポンプ以外は知られていない acriflavine，

ethidium bromide， rhodamine 6G が含まれていた．

以上のことより，Lpg1323 は L. pneumophila の多

剤排出ポンプであると考えられた．未だ MF 

superfamily に属する多剤排出ポンプの候補の結

晶構造解析は行われていないが，RND family の

多剤排出ポンプの結晶構造解析から，多剤認識機

構が明らかにされつつある 9)．多剤排出ポンプは

基質認識にある程度の空間を利用している．その

空間の中でも基質によって認識に利用する部位

が異なるために，一つの空間で多種類の構造の異

なる基質を認識できると考えられている．そのた

め， ciprofloxacin と norfloxacin のように構造の

わずかな違いで Lpg1323 の基質認識空間の特定

部位との適合に差がうまれたと考えられた．その

結果，MIC において norfloxacin は 2 倍の耐性度

の差が見られた一方で，ciprofloxacin は耐性度の

差が 2倍未満，すなわち，耐性度に差が見られな

かったと考えられた．doxycyclineと tetracyclineに

おいても同様の事が考えられた．数少ない L.  

pneumophila 感染症治療薬である quinolone 系抗

菌薬において多剤排出ポンプの基質のなりやす

さがその構造によって異なることは，治療薬の選

択に重要であり，Lpg1323 の解析に意義があると

考えられた．また，KAM32 / pLKS1323 では細胞

壁の生合成を阻害する imipenemのMICが 2倍上

昇していた．しかしながら，MF suprefamilyに属

する Lpg1323 は細胞質膜（内膜）に存在している

と考えられ，imipenem を細胞内からペリプラズ

ムに排出しても imipenem 耐性には影響を与えな

いはずである．そのため，Lpg1323 は E .coliの多

剤排出ポンプ EmrB のように外膜に存在する

outer membrane protein（OMP）と協働し，細胞内 

表 2．各種抗菌薬に対する MIC 

 *TPPCl; tetraphenylphosphonium chloride 

 

の基質を外膜の外に直接，排出できる可能性が考

えられた 10)．Transporter Data Base によると，L. 

pneumophila には 3 つの OMP が存在することが

推測されている． 

本研究ではいくつかの抗菌薬の MIC が 2 倍の

み上昇していた．この理由としては，プラスミド

上の lpg1323 は lac プロモーターと逆向きに位置

しており，このために lpg1323 のプロモーター活

性が低下し，Lpg1323 の発現量が少なくなってい

る可能性が考えられた．また，宿主の違いによる

可能性も考えられた．L. pneumophila と E. coliは

ともにグラム陰性桿菌であるが，その生活様式は

大きく異なる．L. pneumophila は通性細胞内寄生

性であり，通常の栄養培地での生育は困難である．

そのような性質に由来する膜構造の違いなどの

ために，L. pneumophilaの多剤排出ポンプは E. coli

において，本来の機能を発揮できない可能性が考

えられた．S. aureus の多剤排出ポンプ MdeA で

抗菌薬 

MIC (g/mL) 

KAM32/ 

pBluescriptII 

KS(+) 

KAM32/ 

pLKS1323 

Imipenem 0.25 0.5 

Doxycycline 0.2 0.2 

Tetracycline 0.125 0.25 

Erythromycin 2 4 

Chloramphenicol 0.5 0.5 

Ciprofloxacin 0.008 0.008 

Norfloxacin 0.03 0.06 

Rifampicin 4 4 

Acriflavine 2.8 5.6 

Ethidium Br 4 8 

Rhodamine 6G 4 8 

Benzalkonium Cl 2.4 2.4 

TPPCl* 8 8 



就実大学薬学雑誌 第 4巻 （2017） 

 

53 

 

は，E. coliと S. aureusを宿主として解析した場合

に，基質特異性や抗菌薬耐性度への影響が異なる

ことが報告されている 11)．そして，本来の宿主で

ある S. aureus における解析のほうが多剤排出ポ

ンプの基質が多く見出され，その活性も高かった．

そのため，Lpg1323 の本来の機能を解析するため

には，L. pneumophilaを宿主に用いて解析する必

要がある．E. coli において，Lpg1323 は L. 

pneumophila 感染症の治療薬の erythromycin に対

する耐性に関与していた．また，今回の解析では

new quinolone 系の norfloxacin 耐性にも関与して

いた．そのため，将来の抗菌薬耐性 L. pneumophila 

の出現に備えるため Lpg1323 のさらなる解析や

他にも多く存在している未知の多剤排出ポンプ

の解析を行うことが重要である． 
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