
(57)【要約】

本発明は、微生物病原体の毒性を減弱させる方法、また

は微生物病原体によるコロニー形成を阻害または低減さ

せる方法における環状ジヌクレオチドであるｃ－ジ－Ｇ

ＭＰおよびその環状ジヌクレオチドアナログの使用に関

する。本発明の方法はさらに、微生物のバイオフィルム

形成を阻害し、細菌感染症を処置することができる。阻

害または低減される微生物のコロニー形成またはバイオ

フィルム形成は、皮膚、または鼻または粘膜表面上であ

ってもよい。阻害される微生物のコロニー形成またはバ

イオフィルム形成はまた、医療器具、特に、患者と密接

に接触しているものの表面、および微生物のコロニー形

成およびバイオフィルム形成が関心事である産業および

建設資材の表面上のものであり得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 必 要 と す る 患 者 に お い て 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ せ る 方 法 ま た は 微 生 物 病 原 体 に よ
る コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 必 要 と す る 患 者 に 有 効 量 の ｃ － ジ
－ Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 投 与 し 、 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ
せ る か 、 ま た は 微 生 物 病 原 体 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 の 減 弱 が 細 菌 感 染 症 を 処 置 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 菌 感 染 症 が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ Staphylococcus aureus） 感 染 症 で あ
る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 菌 感 染 症 が 乳 腺 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 で あ る 乳 房 炎 で あ る 、 請 求
項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 ま た は 既 に 形 成 さ れ た 微 生 物 の バ
イ オ フ ィ ル ム を 低 減 さ せ る こ と に よ り 細 菌 感 染 症 が 処 置 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ゴ ニ ス ト
と し て 作 用 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 含 む 、 請 求 項 ５
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム で あ る 、
請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ン タ ゴ ニ
ス ト と し て 作 用 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 含 む 、 請 求 項 ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム が ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ （ Vibrio cholerae） の バ イ オ フ ィ ル ム ま
た は サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ テ ィ デ ス （ Salmonella enteritidis） の バ イ オ フ ィ ル ム で あ る
、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム が 皮 膚 、 ま た は 鼻 ま た は 粘 膜 表 面 上 に あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 菌 感 染 症 を 処 置 す る 際 に 有 効 な 抗 生 物 質 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド 化 合 物 （ Ｉ ） ～ （
Ｘ Ｉ Ｘ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 微 生 物 病 原 体 の コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 害 ま た は 低 減 が 、 微 生 物 病 原 体 に よ り コ ロ ニ ー 形 成 さ
れ る リ ス ク の あ る 患 者 ま た は 微 生 物 病 原 体 に よ り 既 に コ ロ ニ ー 形 成 さ れ た 患 者 を 処 置 す る
こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 阻 害 ま た は 低 減 さ れ る 微 生 物 病 原 体 の コ ロ ニ ー 形 成 が 、 皮 膚 、 ま た は 鼻 ま た は 粘 膜 表 面
上 に あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 微 生 物 病 原 体 が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス で あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 患 者 が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の キ ャ リ ア で あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 固 体 表 面 上 で の 微 生 物 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る 方 法 ま た は
コ ロ ニ ー 形 成 お よ び 既 に 形 成 さ れ た 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム を 低 減 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
固 体 表 面 を 有 効 量 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ に 曝 露 し 、 固
体 表 面 上 で の 微 生 物 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る か 、 ま た は 微 生
物 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム を 低 減 さ せ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 固 体 表 面 が 医 療 器 具 の 固 体 表 面 で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 医 療 器 具 が 患 者 に 移 植 可 能 な も の で あ る か 、 あ る い は 患 者 と 接 触 可 能 な も の で あ る 、 請
求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 医 療 器 具 が 患 者 に 移 植 さ れ て い る か 、 そ う で な け れ ば 患 者 と 接 触 し て い る も の で あ る 、
請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 微 生 物 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の コ ロ
ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム で あ り 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア
ナ ロ グ が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 有 効 成 分 と し て の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ お よ び 医 薬 的
に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 賦 形 剤 を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド 化 合 物 （ Ｉ ） ～ （
Ｘ Ｉ Ｘ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 含 む 、 請 求 項
２ ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 含 む 、 請
求 項 ２ ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 細 菌 感 染 症 を 処 置 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク
レ オ チ ド ア ナ ロ グ の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 コ ロ ニ ー 形 成 お よ び 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る た め 、 あ る い は コ ロ ニ ー 形
成 お よ び 既 に 形 成 さ れ た 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム を 低 減 さ せ る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ せ る た め 、 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す
る た め の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に 関 し 、 こ れ に よ り 、 微 生 物 の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 多
種 多 様 な 微 生 物 種 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 が 制 御 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 技 術 の 記 載
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　 コ レ ラ は 、 深 刻 な 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 と な る ヒ ト の 重 大 な 下 痢 性 疾 患 で あ る （ Pollitze
r, 1959； お よ び Kaper et al., 1995） 。 コ レ ラ は ７ ５ ヶ 国 よ り 多 く の 国 、 そ し て 全 て の
大 陸 を 襲 う （ Communicable Disease Surveillance and Response, World Health Organiz
ation, who. org） 。 小 腸 に コ ロ ニ ー を 形 成 し 、 大 量 の 分 泌 性 下 痢 、 そ し て 処 置 し な い と
死 を 導 く コ レ ラ 毒 素 （ Ｃ Ｔ ） を 放 出 し 得 る 病 原 性 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ （ Vibrio cholerae）
を 含 有 す る 糞 便 で 汚 染 さ れ た 食 物 ま た は 水 を 飲 む こ と に よ り 、 コ レ ラ に 罹 患 （ acquired）
す る （ Kaper et al., 1995） 。 症 例 に 対 す る そ の 高 い 死 亡 率 、 飲 料 水 中 で の 存 続 、 お よ び
爆 発 的 流 行 型 で 生 じ る そ の 能 力 の た め 、 コ レ ラ は 公 衆 衛 生 上 の 関 心 事 で あ る 。 さ ら に 、 食
物 お よ び 飲 料 水 に 対 す る 兵 器 化 さ れ た ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ （ V. cholerae） の 脅 威 の 可 能 性
が あ る た め 、 そ れ は 生 物 テ ロ 防 衛 の 研 究 に お い て 優 先 さ れ る 生 物 で あ る 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ
ラ は 国 際 的 に 輸 送 さ れ る 可 能 性 を 有 し 、 新 た な 地 域 に 船 舶 の バ ラ ス ト 水 を 介 し て 侵 入 す る
こ と が 分 か る と 、 経 済 、 環 境 、 お よ び 人 類 の 健 康 へ の 脅 威 も 高 ま り つ つ あ る （ McCarthy e
t al., 1994） 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ は 環 境 で 存 続 す る こ と が 知 ら れ て い る が 、 ビ ブ リ オ ・
コ レ ラ の 環 境 で の 存 続 を 促 進 す る 因 子 に つ い て は あ ま り 分 か っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ は 、 そ の 表 現 型 を 変 化 さ せ 、 Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｆ ｆ （ 滑 ら か な コ ロ ニ ー 形 態 ）
か ら Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ （ し わ 状 コ ロ ニ ー 形 態 ） （ 細 胞 は 、 細 胞 外 多 糖 ま た は し わ 状 エ キ ソ 多 糖 類
（ ｒ Ｅ Ｐ Ｓ ） に 包 埋 さ れ 、 し わ の 寄 っ た 「 し わ 状 」 コ ロ ニ ー 形 態 （ 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ ） お
よ び 関 連 す る バ イ オ フ ィ ル ム を 呈 す る ） へ 可 逆 的 に 切 り か わ る こ と が で き る （ White, 194
0お よ び Rice et al., 1993） 。 Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ お よ び し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り に よ り 、 バ
イ オ フ ィ ル ム 形 成 が 促 進 さ れ る （ Rice et al., 1993； Morris et al., 1996； お よ び Watn
ick et al., 1999） 。 重 要 な こ と に 、 Ｅ Ｐ Ｓ は ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に
必 須 で あ る 。 し わ 状 変 異 体 は 、 高 度 に 塩 素 耐 性 で あ り 、 か つ 酸 、 紫 外 線 、 お よ び 補 体 介 在
性 血 清 殺 菌 活 性 （ complement-mediated serum bactericidal activity） に よ る 殺 傷 に 対
し て 増 大 し た 抵 抗 性 を 示 す （ Rice et al., 1993； Morris et al., 1996； お よ び Yildiz e
t al., 1999） 。 そ れ ゆ え 、 Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ お よ び し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り は 、 ニ ッ チ の
特 殊 化 お よ び 特 定 環 境 で の 生 存 お よ び 適 応 の 促 進 に 重 要 で あ り 得 る 。 し わ 状 株 は 毒 性 で あ
り 、 ウ サ ギ の 回 腸 ル ー プ に お い て 体 液 貯 留 を 引 き 起 こ し 、 ヒ ト ボ ラ ン テ ィ ア に お い て 下 痢
を 生 じ 、 そ し て 補 体 介 在 性 血 清 殺 菌 活 性 に 対 し て 高 度 に 耐 性 で あ る （ Rice et al., 1993
； Morris et al., 1996； お よ び Yildiz et al., 1999） 。 凝 集 し た 細 胞 か ら な る し わ 状 ま
た は し わ の 寄 っ た コ ロ ニ ー 表 現 型 は 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ カ ・ エ ン テ リ テ ィ デ ス （ S. e
nterica Enteritidis） （ Petter, 1993） 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ カ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム （ S
. enterica Typhimunium） （ Anriany et al., 2001） 、 ビ ブ リ オ ・ パ ラ ハ エ モ リ チ ク ス （
V. parahaemolyticus） （ Gauvener et al., 2003） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （
P. aeruginosa） （ Parsek, 2003） 、 お よ び エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ （ Enterobacter 
sakazakii） （ Farmer et al., 1980） で 報 告 さ れ て い る 。 本 発 明 者 と 他 の 者 か ら な る 研 究
室 に よ る 研 究 に よ り 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 は 、 重 要 な 毒 性 因 子 の 分 泌 に も 関 与
す る Ｉ Ｉ 型 通 常 細 胞 外 タ ン パ ク 質 分 泌 経 路 と 結 び つ く こ と も 示 さ れ た （ Ali et al., 2000
； Davis et al., 2000） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の ｖ ｐ ｓ （ ビ ブ リ オ 多 糖 ） 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 ｒ Ｅ Ｐ Ｓ の 生 合 成 に
関 す る 構 造 遺 伝 子 を 有 す る （ Yildiz et al., 1999） 。 ｖ ｐ ｓ 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 ２ つ
の 、 近 接 し て 位 置 す る が 離 れ た オ ペ ロ ン （ ｖ ｐ ｓ Ａ お よ び ｖ ｐ ｓ Ｌ は 、 そ れ ぞ れ の オ ペ ロ
ン の 第 １ 遺 伝 子 を 表 す ） を 含 む と 考 え ら れ て い る （ Yildiz et al., 1999お よ び 2001） 。
ｖ ｐ ｓ Ａ お よ び ｖ ｐ ｓ Ｌ の 転 写 は 、 あ ま り よ く 分 か っ て い な い 機 序 で Ｖ ｐ ｓ Ｒ （ σ ５ ４ 転
写 活 性 化 因 子 の 相 同 体 ） に よ り 調 節 さ れ る （ Yildiz et al., 2001） 。 Ｖ ｐ ｓ Ｒ は 、 関 連
す る セ ン サ ー キ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 に よ る そ の レ シ ー バ ー ド メ イ ン の リ ン 酸 化 の 後 に 転 写 を
活 性 化 す る Ｎ ｔ ｒ Ｃ 、 Ａ ｌ ｇ Ｂ 、 お よ び Ｈ ｙ ｄ Ｇ 細 菌 エ ン ハ ン サ ー 結 合 タ ン パ ク 質 に 対 す
る 高 い 相 同 性 を 有 す る （ Kern et al., 1999） 。 従 前 の 研 究 に よ り 、 あ る ビ ブ リ オ ・ コ レ
ラ 株 の Ｈ ａ ｐ Ｒ が あ る 未 知 の 機 序 に よ り し わ 状 表 現 型 と 結 び つ く こ と （ Jobling et al., 
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1997） 、 お よ び Ｃ ｙ ｔ Ｒ が ｖ ｐ ｓ 遺 伝 子 の 転 写 お よ び 関 連 す る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 抑 制
し 得 る こ と （ Haugo et al., 2002） が 見 出 さ れ た 。 本 発 明 者 は ま た 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の
し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り は Ｔ ｏ ｘ Ｔ 、 Ｌ ｕ ｘ Ｓ 、 お よ び Ｒ ｐ ｏ Ｓ に 依 存 し な い こ と を
見 出 し た （ Ali et al., 2002） 。 し か し な が ら 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 滑 ら か な 表 現 型 か ら
し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り の 基 礎 を な す 分 子 基 盤 は 、 依 然 と し て あ ま り よ く 分 か っ て い
な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の し わ 状 表 現 型 に つ い て の 初 期 の 研 究 は 、 試 験 し た 条 件 下 で の Ｅ Ｐ Ｓ
ｏ ｎ お よ び し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り が 非 常 に 低 い 頻 度 で あ る こ と に よ っ て 妨 げ ら れ た
（ Morris et al., 1996； Yildiz et al., 1999； お よ び Wai et al., 1998） 。 本 発 明 者 の
研 究 室 は 、 最 近 、 高 頻 度 し わ 状 産 出 （ production） （ Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ ） と 呼 ば れ る 過 程 に お い て
し わ 状 表 現 型 へ の 急 激 な シ フ ト を 促 進 す る （ ～ ８ ０ ％ ） 条 件 を 同 定 し た （ Ali et al., 20
02） 。 流 行 株 間 で の 表 現 型 の 発 現 お よ び 安 定 性 に 違 い が あ る こ と 、 お よ び 高 頻 度 で 切 り か
わ る 能 力 が 非 病 原 性 株 に お け る も の よ り 流 行 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 に お い て 共 通 す る こ と が
見 出 さ れ た （ Ali et al., 2002） 。 こ れ は 、 し わ 状 表 現 型 へ 切 り か わ る 能 力 が ビ ブ リ オ ・
コ レ ラ に お い て 重 要 で あ り 、 特 定 条 件 下 で 適 応 で き る と い う 強 み を も た ら し 得 る こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 バ イ オ フ ィ ル ム は 、 多 く の 細 菌 種 の 存 在 の 主 な 様 式 で あ り 、 そ れ ら の 生 存 、 存 続 、 そ し
て し ば し ば 毒 性 の 中 枢 で あ る （ Costerton et al., 1995； Davey et al., 2000； Donlan, 
2002お よ び Watnick et al., 2000） 。 バ イ オ フ ィ ル ム は 、 バ イ オ フ ィ ル ム な し で 生 存 し て
い る 細 胞 よ り 上 手 く 環 境 ス ト レ ス お よ び 不 利 な 条 件 に 抵 抗 し 、 増 大 し た 栄 養 素 利 用 性 を 有
し 、 そ し て 免 疫 応 答 を う ま く 回 避 す る こ と が で き る （ Anwar et al., 1992） 。 バ イ オ フ ィ
ル ム に 共 通 す る 特 徴 は 、 微 生 物 が Ｅ Ｐ Ｓ を 多 く 含 む 細 胞 外 基 質 に 包 埋 さ れ る こ と で あ る （
Costerton et al., 1981お よ び Wingender et al., 1999） 。 Ｅ Ｐ Ｓ は 、 バ イ オ フ ィ ル ム の
構 造 上 お よ び 機 能 上 の 完 全 性 に 重 要 で あ り 、 そ の 物 理 化 学 的 お よ び 生 物 学 的 特 性 を 決 定 し
、 接 着 、 防 御 に お い て 役 割 を 担 い 、 そ し て コ ミ ュ ニ テ ィ の 相 互 作 用 を 促 進 す る （ Wimpenny
, 2000） 。 Ｅ Ｐ Ｓ は 、 Ｕ Ｖ 照 射 、 ｐ Ｈ シ フ ト 、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 、 お よ び 乾 燥 の よ う な 様 々
な 環 境 ス ト レ ス か ら の 防 御 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 あ る 種 の 病 原 体 の 環 境 で の 存 続 お よ び 伝 播 に お け る バ イ オ フ ィ ル ム の 役 割 も よ く 認 識 さ
れ て い る 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ （ Ali et al., 2002； Morris et al., 1996お よ び Yildiz et
 al., 1999） 同 様 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ カ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム （ Salmonella enterica Ty
phimurium） は 、 増 大 し た バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 能 を 有 し 、 か つ 環 境 で の 増 長 し た 存 続 に お
い て 役 割 を 担 う と 提 案 さ れ る し わ 状 Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 表 現 型 を 形 成 す る 能 力 を 有 す る （ Anriany 
et al., 2001） 。 洗 浄 液 耐 性 の サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ テ ィ デ ス （ Salmonella enteritidis
） の バ イ オ フ ィ ル ム は 、 サ ル モ ネ ラ 症 の 発 症 後 少 な く と も ４ 週 間 、 家 庭 用 ト イ レ で 存 続 す
る こ と が 示 さ れ た （ Barker et al., 2000） 。 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ （ E. coli） お よ び サ ル
モ ネ ラ の バ イ オ フ ィ ル ム が 発 芽 の 際 観 察 さ れ 得 る と い う 知 見 は 抗 菌 化 合 物 で の そ れ ら の 根
絶 を 困 難 な も の と し 、 そ れ ゆ え 、 そ れ ら の 存 続 が 増 長 し 、 摂 取 お よ び 感 染 に 結 び つ く （ Fe
tt, 2000） 。 Ｄ Ｎ Ａ 交 換 が 、 バ イ オ フ ィ ル ム な し で 浮 遊 し て い る 浮 遊 細 胞 間 よ り む し ろ 、
表 面 に 接 着 し て い る 細 菌 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 内 に い る 細 菌 に お い て 増 大 さ れ 得 る こ と を
示 唆 す る 結 果 が 存 在 す る こ と か ら 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 重 要 性 は ま た 水 平 方 向 の 遺 伝 子 移 動
の 過 程 に お い て 際 立 つ （ Ehlers, 2000） 。 こ れ は 、 抗 生 物 質 抵 抗 性 ま た は 毒 性 、 お よ び 総
体 的 な 存 続 の よ う な 機 能 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 移 動 に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 臨 床 上 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 は 、 感 染 症 の 処 置 に お け る い く つ か の 困 難 性 の 確 立 お よ び
存 続 に お け る 鍵 と な る 因 子 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 嚢 胞 性 線 維 症 は 、 多 量 の Ｅ Ｐ Ｓ を
発 現 し 、 肺 で バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る あ る 種 の シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ 株 に よ
り 引 き 起 こ さ れ る （ Davies et al., 1995； Geesey et al., 1993お よ び Govan et al., 19
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96） 。 こ れ ら の シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ 株 の Ｅ Ｐ Ｓ に よ り 、 そ れ ら は 抗 菌 処 置 に
不 応 と な る 。 興 味 深 い こ と に 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｅ Ｐ Ｓ （ Ali et al., 2002お よ び Morr
is et al., 1996） 同 様 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ に よ る ア ル ギ ン 酸 Ｅ Ｐ Ｓ 産 生
は 、 こ れ ら の 株 を 塩 素 か ら 守 り 、 そ し て 塩 素 処 理 さ れ た 水 道 で の こ れ ら の 株 の 生 存 に 寄 与
し 得 る （ Grobe et al., 2001） 。 バ イ オ フ ィ ル ム に よ り 介 在 さ れ る 感 染 症 の 別 の 例 は 、 慢
性 耳 感 染 症 （ 中 耳 炎 ） で あ る （ Dingman et al., 1998） 。 歯 周 病 も バ イ オ フ ィ ル ム に よ り
介 在 さ れ る 疾 患 の 別 の 例 で あ り 、 こ れ は 歯 茎 を 支 え る 組 織 の 慢 性 炎 症 に 起 因 し 、 歯 の 喪 失
を 導 き 得 る 。 こ の 疾 患 を 引 き 起 こ す 主 な 微 生 物 は ポ ル フ ィ ロ モ ナ ス ・ ジ ン ジ バ リ ス （ Porp
hyromonas gingivalis） で あ る （ Lamont et al., 1998） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 バ イ オ フ ィ ル ム の Ｅ Ｐ Ｓ 基 質 は 、 イ オ ン 交 換 体 と し て 作 用 し 、 そ れ に よ り 、 化 合 物 の 外
部 環 境 か ら バ イ オ フ ィ ル ム へ の 分 散 を 制 限 す る こ と に よ り 、 あ る 種 の 抗 菌 剤 の バ イ オ フ ィ
ル ム へ の ア ク セ ス を 物 理 的 に 妨 げ る 可 能 性 を 有 す る （ Goodell et al., 1985； Nichols et
 al., 1988お よ び Nickel et al., 1985） 。 ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ （ Helicobacter pylo
ri） は 、 宿 主 の 防 御 因 子 お よ び 抗 生 物 質 に 対 す る 抵 抗 性 を 増 強 さ せ る 際 、 お よ び イ ン ビ ボ
低 ｐ Ｈ 条 件 下 で の 成 長 を 促 進 す る 際 に 重 要 で あ る と 思 わ れ る バ イ オ フ ィ ル ム を 産 生 す る （
Stark et al., 1999） 。 バ イ オ フ ィ ル ム 細 菌 は 、 浮 遊 状 態 で 成 長 し た 同 じ 生 物 よ り 、 抗 生
物 質 処 置 に ～ １ ， ０ ０ ０ 倍 耐 性 で あ り 得 る （ Gilbert et al., 1997） 。 臨 床 的 な バ イ オ フ
ィ ル ム に よ る 感 染 症 は 、 典 型 的 に は 、 抗 生 物 質 で の 度 重 な る 処 置 の 後 で さ え 再 発 す る 症 状
に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 さ ら に 、 バ イ オ フ ィ ル ム に よ る 感 染 症 は 、 ま れ に 、 宿 主 の 免 疫 系
に よ り 解 決 さ れ る （ Costerton et al., 1999） 。 人 工 弁 上 の 細 菌 の バ イ オ フ ィ ル ム は 、 心
臓 弁 置 換 術 を 受 け た 患 者 で 心 内 膜 炎 を 生 じ る 原 因 で あ る 。 こ れ ら の 感 染 症 を 発 症 す る 患 者
に お い て 、 死 亡 率 は ７ ０ ％ も の 高 さ で あ る （ Hyde et al., 1998） 。 何 百 万 も の カ テ ー テ
ル （ 例 え ば 、 中 心 カ テ ー テ ル 、 静 脈 カ テ ー テ ル 、 お よ び 尿 カ テ ー テ ル ） が 毎 年 患 者 に 挿 入
さ れ 、 こ れ ら の 挿 入 物 が バ イ オ フ ィ ル ム の た め の 可 能 性 あ る 表 面 と し て 働 く 。 全 体 と し て
、 全 院 内 感 染 症 の ６ ０ ％ よ り 多 く が バ イ オ フ ィ ル ム に よ る も の で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ
ら の バ イ オ フ ィ ル ム に よ る 感 染 症 は 、 ２ ～ ３ 日 間 入 院 を 長 引 か せ 、 １ 年 当 た り １ ０ 億 ド ル
よ り 高 い 追 加 コ ス ト と な り 得 る （ Archibald et al., 1997） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ Staphylococcus aureus） は 、 重 要 な ヒ ト お よ び 動
物 の 病 原 体 と し て 長 く 認 識 さ れ て き た 別 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 細 菌 で あ る （ Archer, 1998
； Hermans et al., 2003； Kluytmans et al., 1997お よ び Sutra et al., 1994） 。 ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ S. aureus） は 、 ヒ ト の 皮 膚 お よ び 粘 膜 表 面 、 特 に 、 鼻 孔 前
部 で 見 出 さ れ 得 る 。 時 間 が た つ と 、 ヒ ト 集 団 の ～ ２ ０ ％ は 持 続 キ ャ リ ア ； ～ ６ ０ ％ は 断 続
キ ャ リ ア と な る 一 方 で 集 団 の ～ ２ ０ ％ は コ ロ ニ ー 形 成 さ れ な い （ Peacock et al., 2001）
。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は 、 コ ミ ュ ニ テ ィ で 罹 患 す る 感 染 症 お よ び 病 院 で 罹 患
す る 感 染 症 の 両 方 に 共 通 す る 原 因 で あ る 。 カ ナ ダ の 最 近 の 集 団 ベ ー ス の 積 極 的 （ active）
サ ー ベ イ ラ ン ス に お い て 、 侵 襲 性 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 の １ 年 当 た り の
発 生 率 は １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 人 の 集 団 当 た り ２ ８ ． ４ で あ っ た （ Laupland et al., 2003） 。
血 管 カ テ ー テ ル の 様 な 留 置 医 療 器 具 を 装 着 し た 患 者 、 血 液 透 析 を 受 け て い る 患 者 、 経 静 脈
薬 を 使 用 し て い る 患 者 、 皮 膚 病 お よ び 糖 尿 病 を 有 す る 患 者 を 含 む あ る 種 の 集 団 は 、 一 般 的
な 集 団 よ り 高 い コ ロ ニ ー 形 成 率 を 有 す る （ Kirmani et al., 1978； Tuazon et al., 1975
お よ び 1974） 。 キ ャ リ ア は コ ロ ニ ー 形 成 株 に 感 染 す る リ ス ク が あ る の で 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ ア ウ レ ウ ス キ ャ リ ア の 状 態 は 臨 床 上 重 要 で あ る 。 透 析 を 受 け て い る 患 者 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感
染 症 の 患 者 、 お よ び 血 流 感 染 症 の 患 者 に お け る 研 究 は 、 株 を 分 子 タ イ ピ ン グ に よ り 調 べ る
と 、 感 染 症 の 原 因 と な る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 単 離 物 は 元 々 内 在 性 で あ る と
い う 仮 説 を 支 持 す る も の と な る （ Ena et al., 1994； Luzar et al., 1990； Nguyen et al
., 1999； von Eiff et al., 2001お よ び Yu et al., 1986） 。 ゆ え に 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス ・ ア ウ レ ウ ス の 保 因 お よ び コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 Disease Control and Prevention's National Nosocomial Infection Surveillance sy
stemに よ る と 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は 、 院 内 感 染 症 の 特 に 共 通 す る 原 因 で あ
り 、 手 術 部 位 感 染 症 の 最 も 共 通 す る 原 因 で あ り 、 そ し て 院 内 菌 血 症 の ２ 番 目 に 共 通 す る 原
因 で あ る （ National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) Report, 1998） 。 集
中 治 療 室 で の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 総 数 は 、 １ ９ ８ ７ 年 か ら １ ９ ９ ７ 年
に 増 大 し 、 こ の う ち 大 部 分 の 増 大 が メ チ シ リ ン 耐 性 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 単 離
物 に よ る も の で あ っ た （ Lowry, 1998） 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は 、 し ば し ば
複 数 の 抗 生 物 質 に 耐 性 で あ る 。 メ チ シ リ ン お よ び 複 数 の 抗 生 物 質 に 耐 性 の ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ Ｍ Ｒ Ｓ Ａ ） に よ り 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 は 処 置 す る の が 特 に 難 し く 、
Ｍ Ｒ Ｓ Ａ 感 染 症 は し ば し ば 高 い 死 亡 率 と 関 連 し 、 メ チ シ リ ン 感 受 性 株 よ り 医 療 費 を 増 大 さ
せ る （ Cosgrove et al., 2003） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は ま た 授 乳 中 の メ ス の 乳 腺 内 感 染 （ Ｉ Ｍ Ｉ ） に 共 通 す
る 原 因 で あ り 、 し ば し ば 慢 性 乳 腺 炎 を 生 じ 、 こ れ は ア メ リ カ 合 衆 国 中 で の 乳 牛 の 潜 在 性 乳
房 炎 と 関 連 す る 乳 業 に お け る 毎 年 の 損 失 （ 推 定 約 １ ０ 億 ド ル ） を 伴 う （ Ott, 1999） 。 メ
チ シ リ ン 耐 性 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ Ｍ Ｒ Ｓ Ａ ） に 起 因 す る 感 染 症 に 選 択 さ れ
る 薬 物 は バ ン コ マ イ シ ン で あ る が 、 こ の 抗 生 物 質 は 処 置 の 最 後 の 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 の 細 菌 種 同 様 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 感 染 症 の 確 立 お よ び 存 続
に お い て 鍵 と な る 因 子 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 バ イ オ フ ィ ル ム 中 の 細 菌 細 胞 は 、 浮 遊
状 態 で 成 長 し た 同 じ 細 胞 よ り 抗 生 物 質 処 置 に 対 し て 最 大 １ ， ０ ０ ０ 倍 耐 性 で あ り 得 る 。 こ
の 知 見 と 一 致 し て 、 組 織 ま た は 医 療 器 具 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 は 、 ヒ ト お よ び 動 物 の
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 の 発 病 の 重 要 な 第 １ 工 程 で あ る （ Bradley et al.
, 1991； Cole et al., 2001； Cucarella et al., 2001, 2002お よ び 2004； Goetz, 2002；
Huang et al., 2003； Kluytmans et al., 1997； Mest et al., 1994； Muder et al., 199
1； Peacock et al., 2001； Pujol et al., 1996； お よ び Roghmann et al., 2001） 。 全 体
と し て 、 全 院 内 感 染 症 の ６ ０ ％ よ り 多 く が バ イ オ フ ィ ル ム に 関 与 す る 。 こ れ ら の バ イ オ フ
ィ ル ム ベ ー ス の 感 染 症 は 、 ２ ～ ３ 日 間 入 院 を 長 引 か せ 、 １ 年 当 た り １ ０ 億 ド ル よ り 高 い 追
加 コ ス ト と な り 得 る 。 感 染 の リ ス ク は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に よ る コ ロ ニ ー
形 成 の あ る ヒ ト で 高 い が 、 コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 予 防 す る 別 の 切 実 な
理 由 が あ る 。 そ れ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 他 へ の 伝 播 を 予 防 す る こ と で あ
る （ Muto et al., 2003） 。 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ は 、 既 存 の メ チ シ リ ン 感 受 性 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
ア ウ レ ウ ス か ら 自 然 発 生 的 に は 出 現 し な い 。 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ の コ ロ ニ ー 形 成 を 有 す る 人 々 の 大 部
分 が 、 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ で 一 過 性 に コ ロ ニ ー 形 成 さ れ た （ Ｍ Ｒ Ｓ Ａ 感 染 患 者 ま た は コ ロ ニ ー 形 成 患
者 と の 先 に 接 触 し た こ と に 由 来 す る ） 医 療 従 事 者 の 手 に 曝 さ れ る こ と に よ り 、 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ に
罹 患 す る （ Muto et al., 2003） 。 隔 離 お よ び 手 指 洗 浄 の よ う な 感 染 症 の 制 御 手 段 は こ の
伝 播 を 低 減 す る が 、 消 去 せ ず 、 従 っ て こ れ ら の 方 針 の 順 守 は し ば し ば 低 い も の と な る （ Ri
chet et al., 2003） 。 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ の 根 絶 は 一 般 的 に 一 時 的 な も の で し か な い の で 、 他 へ の
伝 播 を 制 御 す る た め の ア プ ロ ー チ と し て の 除 菌 法 は 一 般 的 に は 不 成 功 で あ っ た 。 そ れ ゆ え
、 コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 予 防 ま た は 阻 害 す る 新 規 介 入 ス テ ー ジ の 開 発
が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ｃ Ａ Ｍ Ｐ ま た は ｃ Ｇ Ｍ Ｐ の 様 な 環 状 ヌ ク レ オ チ ド は 、 真 核 生 物 の 重 要 な 小 分 子 シ グ ナ ル
伝 達 分 子 と し て よ く 認 識 さ れ て い る 。 細 菌 に お い て 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ は グ ル コ ー ス 異 化 代 謝 産 物
抑 制 の 緩 和 に お い て 役 割 を 担 う （ Jackson et al., 2002； Notley- McRobb et al., 1997
） が 、 一 方 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ が シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と し て 作 用 す る こ と は 示 さ れ て い な い 。 し か し な
が ら 、 別 の グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド で あ る 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ ３ ’ ， ５
’ － 環 状 ジ グ ア ニ ル 酸 、 環 状 ジ グ ア ニ ル 酸 塩 、 環 状 ジ グ ア ノ シ ン モ ノ リ ン 酸 塩 、 環 状 ビ ス
（ ３ ’ → ５ ’ ） ジ グ ア ニ ル 酸 、 環 状 ジ グ ア ニ ル 酸 、 ｃ Ｇ ｐ Ｇ ｐ 、 お よ び ｃ － Ｇ ｐ Ｇ ｐ と し
て も 知 ら れ て い る ）
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 上 記 構 造 式 中 の Ｇ は グ ア ニ ン で あ る ） は 、 細 胞 内 の 細 菌 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 で あ る と 数 種
に お い て 報 告 さ れ て お り 、 そ の 構 造 は 既 知 で あ り 、 頭 部 と 尾 部 が 結 合 し た ２ 個 の ｃ Ｇ Ｍ Ｐ
分 子 か ら な る （ Jenal, 2004お よ び Ross et al., 1991） 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 ア セ ト バ ク
タ ー ・ キ シ リ ナ ム （ Acetobacter xylinum） （ グ ル コ ン ア セ ト バ ク タ ー ・ キ シ リ ナ ム （ Glu
conacetobacter xylinum） に 改 名 ） に お い て 最 初 に 同 定 さ れ 、 こ の 種 で セ ル ロ ー ス の 産 生
を 調 節 す る こ と が 示 さ れ た （ Amikam et al., 1989； Mayer et al., 1991； Ross et al., 
1990お よ び 1991） 。 正 確 な 分 子 機 序 は 不 明 な ま ま で あ る が 、 グ ル コ ン ア セ ト バ ク タ ー ・ キ
シ リ ナ ム （ G. xylinum） に お け る 調 節 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 遺 伝 子 発 現 を 活 性 化 す る 膜 タ
ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と を 含 む よ う で あ る 。 セ ル ロ ー ス の 産 生 は 、 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン を
有 す る ２ つ の タ ン パ ク 質 、 ジ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ （ Ｄ ｇ ｃ ） お よ び ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ホ ス
ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｐ ｄ ｅ Ａ ） （ そ れ ぞ れ 、 細 胞 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ レ ベ ル を 制 御 す る ） の
効 果 を 妨 害 す る こ と に よ り 、 調 節 さ れ る よ う で あ る 。 従 っ て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は シ グ ナ ル
伝 達 分 子 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 者 の 研 究 室 お よ び 他 の 研 究 室 に よ る 研 究 に 基 づ き 、 現 時 点 で 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ
、 エ ル シ ニ ア ・ ペ ス チ ス （ Yersinia pestis） 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ テ ィ デ ス ・ チ フ ィ
ム リ ウ ム お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （ Pseudomonas aeruginosa） を 含 む 多 く
の 病 原 体 で の バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 が 、 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ タ ン パ ク 質 と 関 連 す る こ と が 数 多 く 報
告 さ れ つ つ あ る （ Bomchil et al., 2003； D'Argenio et al., 2002； Jones et al., 1999
お よ び Roumling et al., 2000） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 細 菌 病 原 体 に お け る 抗 生 物 質 耐 性 の 出 現 の 増 大 、 お よ び 感 染 過 程 に お け る コ ロ ニ ー 形 成
お よ び バ イ オ フ ィ ル ム の 重 要 性 は 、 代 替 す る 抗 菌 ス ト ラ テ ジ ー の 開 発 を 必 要 と す る 。 本 発
明 ま で に 、 バ イ オ フ ィ ル ム お よ び 可 能 性 の あ る 感 染 症 の 制 御 に お け る 抗 菌 ア プ ロ ー チ と し
て 使 用 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の よ う な 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド の 適 用 は 述 べ ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お け る 任 意 の 文 書 の 引 用 は 、 か か る 文 書 が 直 接 関 係 の あ る 先 行 技 術 で あ る か
、 ま た は 本 願 の 任 意 の 請 求 項 の 特 許 性 を 阻 止 す る 資 料 で あ る こ と を 認 め る こ と を 意 図 す る
も の で は な い 。 任 意 の 文 書 の 内 容 ま た は 日 付 に つ い て の い ず れ の 記 述 も 、 出 願 時 に 出 願 人
が 利 用 可 能 で あ っ た 情 報 に 基 づ き 、 か か る 記 述 の 正 確 さ に つ い て の 承 認 を 構 成 す る も の で
は な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 低 減 さ せ る 方 法 、 ま た は 微 生 物 病 原 体 に よ る コ ロ ニ ー
形 成 を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 微 生 物 病 原 体 が バ イ オ フ ィ ル ム 形
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成 細 菌 で あ る か 否 か に 関 わ ら ず 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ
チ ド ア ナ ロ グ を そ れ ら を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と に よ る も の で あ る 。 こ の 方 法 は 、
細 菌 感 染 症 を 処 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 細 菌 に 関 し て 、 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す
る か 、 あ る い は そ の 存 在 、 す な わ ち 、 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム の 量 を 低 減 さ せ る 。
従 っ て 、 本 発 明 は 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 し 、 あ る い は 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル
ム の 量 を 低 減 し 、 さ ら な る バ イ オ フ ィ ル ム 発 生 を 阻 害 し 、 そ れ に よ り 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形
成 細 菌 病 原 体 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 固 体 表 面 、 特 に 、 患 者 と 密 接 に 接 触 し て い る か 、 あ る い は 接 触 状 態 に な
る 医 療 器 具 の 固 体 表 面 上 で の 、 微 生 物 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す
る 方 法 お よ び コ ロ ニ ー 形 成 を 低 減 さ せ 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 分 解 を 促 進 す る （ 既 に 存 在 す る
コ ロ ニ ー 形 成 お よ び 既 に 形 成 さ れ た か あ る い は 蓄 積 し た バ イ オ フ ィ ル ム を 低 減 さ せ る ） 方
法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 該 固 体 表 面 を ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ
グ と 接 触 さ せ る こ と に よ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 成 分 と
し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ の 滑 ら か な 変 異 体 （ 図 １ Ａ ） お
よ び し わ 状 変 異 体 （ 図 １ Ｂ ） の コ ロ ニ ー 形 態 を 示 す 。 示 し た コ ロ ニ ー は 、 Ｌ Ｂ 寒 天 プ レ ー
ト 上 ４ ８ 時 間 後 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 ２ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 滑 ら か な コ ロ ニ ー 変 異 体 お よ び し わ 状 コ ロ ニ ー 変 異 体 に よ
る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 ３ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ （ 野 生 型 ） 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 （ Ｄ Ｋ ６ ３ ０ ）
、 お よ び Ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 （ Ｄ Ｓ ５ ６ ７ ） の 運 動 性 を 示 す 遊 走 プ レ ー ト ア ッ セ イ （ Swarm pl
ate assay） で あ る 。 プ レ ー ト は 、 ０ ． ３ ％ 　 寒 天 を 添 加 し た Ｌ Ｂ 培 地 を 含 有 し 、 ３ ７ ℃
で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 ４ Ａ お よ び ４ Ｂ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ （ 野 生 型 の 細 胞 を 図 ４ Ａ に 示 し
、 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 細 胞 を 図 ４ Ｂ に 示 す ） の 細 胞 形 態 に 対 す る Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 の 効 果 を 示 す 。 Ａ
ｍ ｉ Ｂ 細 胞 は 形 態 に 差 が あ り 、 全 部 の 細 胞 の 大 き さ が 増 大 し 、 多 数 の 連 鎖 し た 細 胞 が 存 在
す る こ と を 示 す こ と に 注 意 さ れ た い 。 倍 率 は × １ ０ ０ ０ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 ５ Ａ お よ び 図 ５ Ｂ は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 特 性 を 示 す 。 生 成 物 の 純 度 を 、 ｃ － ジ
－ Ｇ Ｍ Ｐ の 合 成 直 後 の 分 析 に よ り 示 す （ 図 ５ Ａ ） 。 ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 、 ４ ℃ で ３ ヶ 月
間 保 存 後 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 純 度 を 、 分 析 に よ り 示 す （ 図 ５ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ６ Ａ ～ ６ Ｆ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 と 細 胞 の 凝 集 に 対 す る ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す 。 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 し た Ｄ Ｋ ８ ２ ５ の ２ ４ 時 間 培 養
物 （ 図 ６ Ａ ） お よ び 無 処 理 対 照 （ 図 ６ Ｂ ） 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 し た 細 胞 （ 図 ６ Ｃ ） お
よ び 無 処 理 の 細 胞 （ 図 ６ Ｄ ） の グ ラ ム 染 色 。 ｂ ａ ｐ 変 異 体 Ｍ ５ ５ ６ の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処
理 し た 培 養 物 （ 図 ６ Ｅ ） お よ び 無 処 理 対 照 （ 図 ６ Ｆ ） 。 図 ６ Ｃ お よ び 図 ６ Ｄ の 倍 率 は × ６
３ ０ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 ７ Ａ ～ ７ Ｃ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の ヒ ト 臨 床 単 離 物 の ポ リ ス チ レ ン 表
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面 （ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い た ） 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 能 に 対 す る ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害
は 、 Ｔ Ｓ Ｂ お よ び ０ ． ２ ５ ％ 　 グ ル コ ー ス 中 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｄ Ｋ ８
２ ５ を 種 々 の 濃 度 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で ２ ４ 時 間 処 理 し 、 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で 染 色 し
て 示 す 。 ウ ェ ル の 外 観 お よ び Ｏ ． Ｄ ． ５ ７ ０ 値 を 示 す （ 図 ７ Ａ ） 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理
し た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 の 用 量
応 答 性 に つ い て の 定 量 的 分 析 （ 図 ７ Ｂ ） 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 し た 高 バ イ オ フ ィ ル ム ス
タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 １ ５ ９ ８ １ で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 に つ い て の 定
量 分 析 （ 図 ７ Ｃ ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ８ Ａ ～ ８ Ｄ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス ウ シ 乳 房 炎 単 離 物 Ｖ ３ ２ ９ （ 図 ８ Ａ
） 、 Ｍ ５ ５ ６ （ 図 ８ Ｂ ） 、 Ｖ ２ ９ ９ （ 図 ８ Ｃ ） お よ び Ｖ ３ １ ５ （ 図 ８ Ｄ ） の ポ リ ス チ レ ン
表 面 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 能 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 に つ い て の 定 量 的 分 析 を
示 す グ ラ フ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 ９ Ａ お よ び ９ Ｂ は 、 ポ リ ス チ レ ン 表 面 上 で の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ
オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 に 対 す る グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ の 効 果 を 示 す 。 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 は 、 Ｔ Ｓ Ｂ お よ び ０ ． ２ ５ ％ 　
グ ル コ ー ス 中 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ を ヌ ク レ オ チ ド ｃ － ジ － Ｇ Ｍ
Ｐ 、 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 、 お よ び ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 し た こ と に よ る も の で あ る 。 ウ ェ ル の 外 観 お よ
び Ｏ ． Ｄ ． ５ ７ ０ 値 を 図 ９ Ａ に 示 す 。 バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 に 対 す る ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ 、 ｃ Ｇ
Ｍ Ｐ 、 お よ び ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 処 理 の 効 果 に つ い て の 定 量 的 バ イ オ フ ィ ル ム 分 析 を 図 ９ Ｂ
に 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 １ ０ は 、 ２ ４ 時 間 既 に バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 し た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に
対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 に つ い て の 定 量 的 バ イ オ フ ィ ル ム 分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 １ １ Ａ お よ び １ １ Ｂ は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 上 皮 細 胞 と 接 着 し た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ
ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 の 効 果 を 示 す 。 図 １ １ Ａ は 無 処 理 対 照 培 養 物 ；
図 １ １ Ｂ は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 培 養 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 １ ２ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ お よ び Ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 に お け る バ イ オ フ ィ
ル ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 、 少 な く と も ３ つ の
独 立 し た コ ロ ニ ー に 基 づ く 平 均 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 １ ３ は 、 バ イ オ フ ィ ル ム 成 長 の 反 応 シ ス テ ム の 略 図 で あ り 、 こ れ は ３ ７ ℃ の イ ン キ ュ
ベ ー タ ー 内 に 完 全 に 入 れ ら れ た ワ ン ス ル ー シ ス テ ム で あ る 。 １ ０ ７ Ｃ Ｆ Ｕ を 反 応 チ ュ ー ブ
に 注 入 し 、 ３ ０ 分 間 接 着 さ せ 、 各 時 点 で フ ロ ー を シ ス テ ム に 戻 す こ と が 可 能 で あ る 。 フ ロ
ー セ ル を 除 去 し 、 シ リ コ ン チ ュ ー ブ を 開 き 、 腔 の 内 側 を 擦 過 す る こ と で 、 バ イ オ フ ィ ル ム
を 回 収 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 １ ４ は 、 図 １ ３ に 示 し た バ イ オ フ ィ ル ム 成 長 反 応 シ ス テ ム に 挿 入 し た イ ン ラ イ ン で あ
り 、 Ｐ Ｂ Ｂ Ａ お よ び ス テ ン レ ス ス テ ィ ー ル を 含 む 種 々 の 表 面 に 接 触 し た バ イ オ フ ィ ル ム 試
料 を 得 る た め に 用 い ら れ る 、 シ ー ル ド フ ロ ー セ ル （ Protofab, Inc., Bozeman, MT） を 示
す 。 バ イ オ フ ィ ル ム の 回 収 の た め 、 挿 入 物 は 容 易 に 取 り 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 １ ５ は 、 マ ウ ス 乳 房 炎 モ デ ル に お け る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｎ ｅ ｗ ｂ ｏ ｕ
ｌ ｄ ３ ０ ５ 株 の Ｃ Ｆ Ｕ 数 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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発 明 の 詳 細 な 説 明



　 本 発 明 者 は 、 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ ３ ’ ， ５ ’ － 環 状 ジ グ ア ニ ル
酸 、 ｃ － Ｇ ｐ Ｇ ｐ ） が 、 微 生 物 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 影 響 し 、 病 原 性 細 菌 の コ ロ ニ ー 形
成 、 運 動 性 お よ び 毒 性 に お い て 顕 著 な 役 割 を 担 う 、 天 然 に 存 在 す る シ グ ナ ル （ エ フ ェ ク タ
ー ） 分 子 で あ る こ と を 見 出 し た 。 純 粋 に 化 学 合 成 さ れ た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 溶 解 性 か つ 安
定 で あ り 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 処 理 は 、 劇 的 に 低 減 し
た バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 細 胞 と 表 面 と の 相 互 作 用
、 お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 に 対 す る 印 象 的 な 抗 凝 集 効 果 （ 細 胞 と 細 胞
の 細 菌 相 互 作 用 を 阻 害 す る ） を 示 す 。 本 発 明 者 が 得 た 結 果 に よ り 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の ヒ ト 上 皮 細 胞 へ の 接 着 を 高 度 に 阻 害 し 、 い く つ か の 細 胞 株
に お い て 有 意 な 毒 性 を 示 さ ず 、 か つ 生 物 学 的 に 適 切 な 用 量 で マ ウ ス に お い て 致 命 的 で は な
か っ た こ と が さ ら に 示 さ れ る 。 従 っ て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ
ウ ス で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 し 、 そ の 毒 性 お よ び コ ロ ニ ー 形 成 能 を 低 減 ま た は 減 弱
さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら な る 実 験 に よ り 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に お け る 多 数
の 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 例 え ば 、 ク オ ラ ム セ ン シ ン グ （ quorum sen
sing） 遺 伝 子 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ 、 毒 素 産 生 、 毒 性 、 接 着 、 お よ び コ ロ ニ ー 形
成 と 関 連 す る 遺 伝 子 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 毒 性 、 毒 素 、 コ
ロ ニ ー 形 成 に お け る 既 知 の 役 割 を 有 す る 調 節 因 子 と し て の ク オ ラ ム セ ン シ ン グ 遺 伝 子 お よ
び バ イ オ フ ィ ル ム 関 連 遺 伝 子 の 役 割 と 一 致 し 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 コ
ロ ニ ー 形 成 、 細 胞 凝 集 、 毒 素 活 性 、 お よ び 毒 性 を 減 弱 さ せ る と い う 知 見 を さ ら に 支 持 す る
も の と な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 細 菌 細 胞 は 、 ク オ ラ ム セ ン シ ン グ と 呼 ば れ る 過 程 の 成 長 フ ェ ー ズ と 関 連 す る 低 分 子 量 の
シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を 分 泌 す る こ と に よ り 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 能 力 を 有 す る 。
ク オ ラ ム セ ン シ ン グ に よ り 制 御 さ れ る 生 理 的 過 程 は 多 様 な 種 の 細 菌 で 生 じ 、 生 物 発 光 、 抗
生 物 質 合 成 、 病 原 性 ま た は 毒 性 、 タ ン パ ク 質 分 泌 、 莢 膜 エ キ ソ 多 糖 類 合 成 、 バ イ オ フ ィ ル
ム 形 成 、 お よ び 運 動 性 を 含 む （ Miller et al., 2001； Schander et al., 2001； Whitehea
d et al., 2001） 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ に お い て 、 毒 性 に 重 要 な バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 お よ び
い く つ か の 他 の 表 現 型 は 、 ク オ ラ ム セ ン シ ン グ に お け る 小 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 に よ り 調 節 さ
れ る こ と が 知 ら れ て い る （ Hammer et al., 2003； Miller et al., 2002； Zhu et al., 20
02） 。 し か し な が ら 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 か か る ク オ ラ ム セ ン シ ン グ の シ グ ナ ル 伝 達 分 子
と し て 同 定 さ れ て い な か っ た 。 細 胞 密 度 お よ び 毒 性 の 制 御 は ク オ ラ ム セ ン シ ン グ の 顕 著 な
特 性 の １ つ で あ り 、 ク オ ラ ム セ ン シ ン グ に 欠 失 を 生 じ る 化 合 物 は 抗 菌 活 性 を 有 す る だ ろ う
。 従 っ て 、 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 病 原 性 細 菌 に お け る ク オ ラ ム セ ン シ ン グ の コ ミ ニ ケ ー
シ ョ ン 調 節 シ ス テ ム を 破 壊 ま た は 阻 害 す る た め に ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ
オ チ ド ア ナ ロ グ を 用 い る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス を 用 い た 結 果 か ら 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 細 菌 （ 細 菌 が バ
イ オ フ ィ ル ム 形 成 細 菌 で あ る か 否 か に 関 わ ら な い ） に お け る 普 遍 的 な シ グ ナ ル 伝 達 分 子 で
あ り 、 そ れ ゆ え ま た 、 病 原 性 細 菌 に お け る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 毒 素 産 生 、 コ ロ ニ ー 形 成
、 お よ び 毒 性 の よ う な 生 理 的 過 程 に 関 与 す る 。 本 発 明 は 、 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ せ
る 方 法 、 ま た は 微 生 物 病 原 体 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 方 法 を 提 供 し 、
該 方 法 は 、 そ れ を 必 要 と す る 患 者 、 す な わ ち 、 微 生 物 病 原 体 に 曝 露 さ れ た 患 者 、 コ ロ ニ ー
形 成 さ れ た 患 者 、 ま た は 感 染 し た 患 者 に 有 効 量 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の
環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 投 与 す る こ と を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 微 生 物 病
原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ せ る こ と に よ り 、 細 菌 感 染 症 を 処 置 す る こ と が で き 、 そ れ は 、 ｃ － ジ
－ Ｇ Ｍ Ｐ （ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ） を 単 独 で 、 あ る い は 別 の 抗 生 物 質 ／ 抗 菌 剤 と
組 合 せ て 相 乗 的 に 用 い る こ と に よ る 。 例 え ば 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 は 、 確 実 に 病 原
性 細 菌 を 病 原 体 特 異 的 な 感 染 症 を 処 置 す る た め に 通 常 用 い ら れ る よ う な 別 の 抗 生 物 質 ／ 抗
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菌 剤 の 作 用 に 非 常 に 影 響 を 受 け や す い も の と す る だ ろ う 。 用 語 「 処 置 」 、 「 処 置 す る 」 、
お よ び 「 処 置 す る こ と 」 は 、 活 性 ま た は 確 立 し た 細 菌 感 染 症 を 指 示 す る だ け で な く 、 感 染
症 を 導 く 発 症 の 初 期 ス テ ー ジ の 阻 害 を 指 示 す る こ と も 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 と し て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 形 成 が そ の 病 原 性 、 す な
わ ち 、 そ の 毒 性 お よ び そ の コ ロ ニ ー 形 成 能 に 必 須 で あ る 微 生 物 病 原 体 に お け る バ イ オ フ ィ
ル ム 形 成 を 阻 害 す る 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に 関 し て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が そ れ
を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 さ れ 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ
イ オ フ ィ ル ム 形 成 が 阻 害 さ れ （ ま た は コ ロ ニ ー 形 成 お よ び 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム
が 低 減 さ れ る ） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 が 処 置 さ れ る 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は 、 多 種 多 様 な ヒ ト お よ び 動 物 の 感 染 症 を 生 じ る こ と が 知 ら れ て お り 、
こ れ は 、 膿 痂 疹 、 乳 腺 炎 、 食 中 毒 、 敗 血 症 、 骨 髄 炎 、 関 節 炎 、 心 内 膜 炎 、 お よ び 肺 炎 を 含
む が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。 感 染 症 （ 乳 房 炎 ） の 動 物 モ デ ル の 予 備 デ ー タ は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ
Ｐ が 乳 腺 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 で あ る 乳 房 炎 を 阻 害 す る こ と を 示 し て
い る 。 乳 牛 の 乳 房 炎 （ ウ シ 乳 房 炎 ） は 、 酪 農 業 に お い て 特 に 関 心 事 で あ り 、 経 済 上 重 要 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス を 例 と し て 用 い る と 、 病 院 環 境 下 で の ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 存 在 は 、 入 院 患 者 お よ び 職 員 で の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び 感 染 の リ ス ク を
有 す る 。 従 っ て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 入 院 患 者 お よ び 職 員 、 な ら び に 新 た に 来 院 し た 患 者
に 投 与 さ れ 得 る （ す な わ ち 、 皮 膚 、 鼻 腔 お よ び 粘 膜 表 面 に ス プ レ ー す る こ と で 、 患 者 で の
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 し 、 ス
タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の キ ャ リ ア で あ る 個 体 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル
ム 形 成 を 低 減 さ せ る ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 他 に 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る （ す な わ ち 、 ｃ － ジ
－ Ｇ Ｍ Ｐ と 同 じ 効 果 を 有 す る ） そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 用 い て 、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 が 阻 害 さ れ （ ま た は 、 既 に
存 在 す る コ ロ ニ ー 形 成 お よ び 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム が 低 減 さ れ ） 、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 が 処 置 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 意 外 な こ と に 、 本 発 明 者 は さ ら に 、 細 菌 に 依 存 し て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が バ イ オ フ ィ ル ム
形 成 を 阻 害 す る 効 果 を 有 し 得 る か 、 あ る い は バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 誘 導 す る か 、 ま た は 増
強 す る 反 対 の 効 果 を 有 し 得 る こ と を 見 出 し た 。 例 え ば 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ お よ び サ ル モ ネ
ラ ・ エ ン テ リ テ ィ デ ス （ 共 に グ ラ ム 陰 性 で あ る ） に お い て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は バ イ オ フ ィ
ル ム 形 成 を 誘 導 す る か 、 ま た は 増 強 し 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 で あ る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ
レ ウ ス に お い て は 反 対 の 効 果 で あ る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 は 、
細 菌 特 異 的 で あ る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る か 、 あ る い は 増 強 す
る か に 関 わ ら ず 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は や は り 、 細 菌 に お け る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 調 節 す る
シ グ ナ ル 伝 達 エ フ ェ ク タ ー 分 子 と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 異 な る 細 菌 に お け る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 反 対 効 果 の 現 象 は 、 細 菌 が グ ラ ム 陽 性 で あ る か 、
グ ラ ム 陰 性 で あ る か に 起 因 し 得 る 可 能 性 が あ る 一 方 、 こ れ は 単 な る 思 索 で あ り 、 容 易 に 試
験 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 以 下 で 開 示 さ れ る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は 試 験 管
お よ び フ ラ ス コ で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 ／ 阻 害 ア ッ セ イ は 、 特 定 の 細 菌 に 対 す る ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 決 定 す る 迅 速 か つ 容 易 な ア ッ セ イ で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 に つ い て の 多 く の 異 な る 種 類 の 細 菌 （ す な わ ち 多 く の 異 な る 株 、 種
、 お よ び ／ ま た は 属 ） の 試 験 を ハ イ ス ル ー プ ッ ト で 同 時 に で き る 。 従 っ て 、 い ず れ か の バ
イ オ フ ィ ル ム 形 成 細 菌 に 関 し て 、 そ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果
に つ い て 容 易 か つ 迅 速 に 試 験 さ れ 得 る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る
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こ と が 見 出 さ れ る と 、 次 に 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 活 性 を 有 す る 環 状 ジ ヌ
ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ （ ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る ） を 用 い て 、 バ イ オ フ ィ
ル ム 形 成 が 阻 害 さ れ る か 、 あ る い は 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム が 低 減 さ れ 得 る （ 並 び
に 、 毒 性 が 減 弱 さ れ 、 コ ロ ニ ー 形 成 が 阻 害 お よ び 低 減 さ れ る ） 。 同 様 に 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ
が 代 わ り に バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 増 強 す る か 、 あ る い は 誘 発 す る と 、 次 に 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ
Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 有 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ （ ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 と 反 対 に 作 用 す る ） を 用 い て 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 が 阻 害 さ れ る か 、 あ る い
は 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム が 低 減 さ れ る （ 並 び に 、 毒 性 が 減 弱 さ れ 、 コ ロ ニ ー 形 成
が 阻 害 お よ び 低 減 さ れ る ） 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ お よ び サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ テ ィ デ ス （ S.
 enteritidis） は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 添 加 さ れ た ｃ － ジ － Ｇ
Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る 、 細 菌 の 非 限 定 的 な
例 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 迅 速 か つ 容 易 な バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 ／ 阻 害 ア ッ セ イ を 用 い て 、 試 験 し た 細 菌 に 対 す る ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 迅 速 に 決 定 で き る だ け で な く 、 該 ア ッ セ イ を 用 い て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ
Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の ア ゴ ニ ス ト で あ る か 、 あ る い は ア ン
タ ゴ ニ ス ト で あ る か を 単 に 日 常 的 な 実 験 で 決 定 で き る こ と を 当 業 者 は 理 解 す る だ ろ う 。 ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ の 非 限 定 的 な 例 は 、 化 合 物 （ Ｉ ） ～ （ Ｘ Ｉ Ｘ
） と し て 以 下 に 示 さ れ る 。
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実 施 態 様 の み で あ っ て 、 制 限 す る こ と を 意 図 さ れ い て い な い 。 例 え ば 、 グ ア ニ ン 塩 基 は 、
他 の 基 で 置 換 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 固 体 表 面 上 で の 微 生 物 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害
す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 固 体 表 面 を 有 効 量 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク
レ オ チ ド ア ナ ロ グ に 曝 露 し 、 医 療 器 具 、 よ り 好 ま し く は 患 者 に 移 植 可 能 で あ る か 、 移 植 さ
れ る 医 療 器 具 （ す な わ ち 、 人 工 関 節 、 ス テ ン ト な ど ） 、 ま た は そ う で な け れ ば 患 者 に 接 着
し て い る か 、 密 接 に 接 触 し て い る 医 療 器 具 （ す な わ ち 、 カ テ ー テ ル 、 留 置 器 具 、 静 脈 管 系
、 イ ン ス リ ン ポ ン プ な ど ） の 表 面 上 で の 微 生 物 の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成
を 阻 害 す る か 、 ま た は そ の 存 在 を 低 減 さ せ る こ と に よ る も の で あ る 。 固 体 表 面 は 、 バ イ オ
フ ィ ル ム 形 成 細 菌 の 存 在 が 改 善 を 必 要 と す る 問 題 を 生 じ 得 る 産 業 パ イ プ ラ イ ン 、 お よ び 建
築 ま た は 建 設 資 材 の よ う な 非 医 薬 向 け の 器 具 上 で あ り 得 る こ と も 意 図 さ れ る で あ ろ う 。 医
療 器 具 の 固 体 表 面 上 で ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に よ り 形 成 さ れ た 微 生 物 バ イ オ フ
ィ ル ム が 特 に 関 心 事 で あ る の で 、 本 発 明 の こ の 態 様 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 表 面 を 有 効 量
の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ゴ ニ ス ト に 曝 露 す る こ と に よ る 、 医 療 器 具 の 固 体 表 面 上 で の ス タ フ ィ
ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る か 、 あ る い は そ の 存 在 を 低 減 さ
せ る こ と で あ る 。 上 述 の 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ せ る 方 法 お よ び コ ロ ニ ー 形 成 お よ び
バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る 方 法 と 同 様 、 こ の 方 法 に お い て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ
の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ （ ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か ） が 、 特 定
の 表 面 に つ い て の 関 心 事 で あ る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 細 菌 の 種 類 に 基 づ き 選 択 さ れ 得 る 。 例
え ば 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス ま た は バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に よ
り 阻 害 さ れ る 細 菌 が 主 な 関 心 事 で あ る 場 合 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 用 い ら れ 得 る 。 他 の 例 で は
、 関 心 事 で あ る 細 菌 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に よ り 増 強 ／ 誘 発 さ れ る が 、
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ り 阻 害 さ れ る 場 合 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト
と し て 作 用 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 当 業 者 は 、 当 業 者 に 既 知 の あ ら ゆ る 方 法 で 固 体 表 面 が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ
ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ に 曝 露 さ れ 得 る こ と を 理 解 す る だ ろ う 。 あ る 方 法 と し て は 、 ｃ － ジ
－ Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 固 体 表 面 に 接 着 ま た は 固 定 す る こ と で
あ る か 、 ま た は 表 面 に ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 取 り 込 む
こ と で あ る 。 別 の 方 法 と し て は 、 固 体 表 面 を ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ
ド ア ナ ロ グ を 含 有 す る 溶 液 で 流 す こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 適 当 な 病 原 性 お よ び 非 病 原 性 の 両 方 の 種 々 の 細 菌 種 の 非 限 定 的 な 例 は 、
ビ ブ リ オ ・ ハ ー ベ イ （ Vibrio harveyi） 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 、 ビ ブ リ オ ・ パ ラ ヘ モ リ テ ィ
カ ス （ Vibrio parahaemolyticus） 、 ビ ブ リ オ ・ ア ル ギ ノ リ テ ィ カ ス （ Vibrio alginolyti
cus） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ル オ レ ッ セ ン （ Pseudomonas fluorescens） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス
・ ア エ ル ギ ノ ー サ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア シ ド ボ ラ ン ス （ Pseudomonas acidovorans） 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス ・ ア ル カ リ ゲ ネ ス （ Pseudomonas alcaligenes） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ プ チ ダ
（ Pseudomonas putida） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ シ リ ン ゲ （ Pseudomonas syringae） 、 シ ュ ー
ド モ ナ ス ・ オ ー レ オ フ ァ シ エ ン ス （ Pseudomonas aureofaciens） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ フ ラ
ギ （ Pseudomonas fragi） 、 フ ソ バ ク テ リ ウ ム  ナ ク レ タ ム （ Fusobacterium nucleatum）
、 ト レ ポ ネ ー マ ・ デ ン テ ィ コ ラ （ Treponema denticola） 、 シ ト ロ バ ク タ ー ・ フ ロ イ ン デ
イ （ Citrobacter freundii） 、 ポ ル フ ィ ロ モ ナ ス ・ ジ ン ジ バ ー リ ス 、 モ ラ ク セ ラ ・ カ タ ラ
ー リ ス （ Moraxella catarrhalis） 、 ス テ ノ ト ロ ホ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ ア （ Stenotropho
monas maltophilia） 、 バ ー コ ホ ル デ リ ア ・ セ パ シ ア （ Burkholderia cepacia） 、 エ ロ モ
ナ ス ・ ハ イ ド ロ フ イ ラ （ Aeromonas hydrophilia） 、 サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ （ Salmonella ty
phi） 、 サ ル モ ネ ラ ・ パ ラ チ フ ス （ Salmonella paratyphi） 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ テ ィ
デ ス 、 シ ゲ ラ ・ デ ィ ゼ ン テ リ エ （ Shigella dysenteriae） 、 シ ゲ ラ ・ フ レ ッ ク ス ネ リ （ Sh
igella flexneri） 、 シ ゲ ラ ・ ソ ン ネ イ （ Shigella sonnei） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア

10

20

30

40

50

(17) JP 2007-500697 A 2007.1.18



カ （ Enterobacter cloacae） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ エ ー ロ ジ ェ ネ ス （ Enterobacter aerog
enes） 、 エ ル シ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ チ カ （ Yersinia enterocolitica） 、 エ ル シ ニ ア ・ ペ
ス チ ス 、 エ ル シ ニ ア ・ シ ュ － ド ツ ベ ル ク ロ － シ ス （ Yersinia pseudotuberculosis） 、 エ
ル シ ニ ア ・ イ ン テ ン － ネ ジ ア （ Yersinia inten-nedia） 、 ボ ル デ テ ラ ・ ペ ル ツ ー シ ス （ Bo
rdetella pertussis） 、 ボ ル デ テ ラ ・ パ ラ ペ ル ツ ー シ ス （ Bordetella parapertussis） 、
ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ （ Bordetella bronchiseptica） 、 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ 、
サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ （ Haemophilus influenzae
） 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ パ ラ イ ン フ ル エ ン ゼ （ Haemophilus parainfluenzae） 、 ヘ モ フ ィ ル ス
・ ヘ モ リ チ ク ス （ Haemophilus haemolyticus） 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ パ ラ ヘ モ リ チ ク ス （ Haem
ophilus parahaemolyticus） 、 パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ （ Pasteurella multocida） 、 パ
ス ツ レ ラ ・ ヘ モ リ チ カ （ Pasteurella haemolytica） 、 ガ ー ド ネ レ ラ ・ バ ジ ナ リ ス （ Gardn
erella vaginalis） 、 バ ク テ ロ イ デ ス 種 （ Bacteroides spp） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ
フ ィ シ ル （ Clostridium difficile） 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ビ ウ ム （ Mycobacterium a
vium） 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ イ ン ト ラ セ ル ラ ー （ Mycobacterium intracellulare） 、 マ
イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ レ プ ラ （ Mycrobacterium leprae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ア ・ ジ プ リ テ リ
ア （ Corynebacterium diplitheriae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ア ・ ウ ル セ ラ ン ス （ Corynebacter
ium ulcerans） 、 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー ロ ノ フ ィ ラ （ Legionella pneurnophila） 、 リ ス テ
リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス （ Listeria monocytogenes） 、 ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ 、 バ チ ル
ス ・ サ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） 、 バ チ ル ス ・ ア ン ト ラ シ ス （ Bacillus anthracis
） 、 ボ レ リ ア ・ ブ ル グ フ ド ル フ ェ リ （ Borrelia burgfdorferi） 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ
テ ィ デ ィ ス （ Neisseria meningitidis） 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ ー エ ー （ Neisseria gonorr
hoeae） 、 ボ レ リ ア ・ ブ ル グ ド ル フ ェ リ （ Borrelia burgdorferi） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・
フ ェ ト ゥ ス （ Campylobacter fetus） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ （ Campylobacter j
ejuni） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ コ リ （ Campylobacter coli） 、 デ イ ノ コ ッ カ ス ・ ラ ジ オ デ
ュ ラ ン ス （ Deinococcus radiodurans） 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ Mycob
acterium tuberculosis） 、 デ ス ル フ ビ ブ リ オ 種 （ Desulfvibrio spp.） 、 ア ク チ ノ ミ セ ス
種 （ Actinomyces spp.） 、 エ ル ビ ニ ア 種 （ Erwinia spp.） 、 キ サ ン ト モ ナ ス 種 （ Xanthomo
nas spp.） 、 キ シ レ ラ 種 （ Xylella spp.） 、 ク ラ ビ バ ク テ ル 種 （ Clavibacter spp.） 、 デ
ス ル ホ モ ナ ス 種 （ Desulfomonas spp.） 、 デ ス ル フ ォ ヴ ィ ブ リ オ 種 （ Desulfovibrio spp.
） 、 デ ス ル ホ コ ッ カ ス 種 （ Desulfococcus spp.） 、 デ ス ル フ ォ バ ク タ ー 種 （ Desulfobacte
r spp.） 、 デ ス ル ホ ブ ル ブ ス 種 （ Desulfobulbus spp.） 、 デ ス ル ホ サ ル シ ナ 種 （ Desulfos
arcina spp.） 、 デ ス ル フ ロ モ ナ ス 種 （ Desulfuromonas spp.） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー ・ カ ル
コ ア セ チ カ ス （ Acinetobacter calcoaceticus） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー ・ ハ エ モ リ チ ク ス （ A
cinetobacter haemolyticus） 、 エ ン テ ロ コ ッ ク ス ・ フ ァ エ カ ル ス （ Enterococcus faecal
ls） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ （ Streptococcus pneumoniae） 、 ス ト レ プ ト ー
コ ッ カ ス ・ パ イ オ ジ ェ ネ ス （ Streptococcus pyogenes） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク
テ ィ ー （ Streptococcus agalactiae） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ エ ピ デ ル ミ デ ス （ Staphylococcus epidermidis） 、 ク レ ブ シ エ ラ ・ ニ ュ ー モ ニ エ
（ Klebsiella pneumoniae） 、 ク レ ブ シ エ ラ ・ オ キ シ ト カ （ Klebsiella oxytoca） 、 セ ラ
チ ア ・ マ ル セ セ ン ス （ Serratia marcescens） 、 フ ラ ン シ セ ラ ・ ツ ラ レ ン シ ス （ Francisel
la tularensis） 、 モ ル ガ ネ ラ ・ モ ル ガ ニ （ Morganella morganii） 、 プ ロ ビ デ ン シ ア ・ ア
ル カ リ フ ァ シ エ ン ス （ Providencia alcalifaciens） 、 プ ロ ビ デ ン シ ア ・ レ ッ ト ゲ リ （ Pro
videncia rettgeri） 、 プ ロ ビ デ ン シ ア ・ ス チ ュ ア ル テ ィ イ （ Providencia stuartii） 、
プ ロ テ ウ ス ・ ミ ラ ビ リ ス （ Proteus mirabilis） 、 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ ル ス （ Proteus vul
garls） 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 種 （ Streptomyces spp.） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 種 （ Clostrid
ium spp.） 、 ロ ド コ ッ カ ス 種 （ Rhodococcus spp.） 、 テ ル マ ト ガ 種 （ Thermatoga spp.）
、 ス フ ィ ン ゴ モ ナ ス 種 （ Sphingomonas spp.） 、 ザ イ モ モ ナ ス 種 （ Zymomonas spp.） 、 ミ
ク ロ コ ッ カ ス 種 （ Micrococcus spp.） 、 ア ゾ ト バ ク タ ー 種 （ Azotobacter spp.） 、 ノ ル カ
ル ジ ア 種 （ Norcardia spp.） 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム 種 （ Brevibacterium spp.） 、 ア ル カ
リ ゲ ネ ス 種 （ Alcaligenes spp.） 、 ミ ク ロ ビ ス ポ ラ 種 （ Microbispora spp.） 、 ミ ク ロ モ
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ノ ス ポ ラ 種 （ Micromonospora spp.） 、 メ チ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ オ ル ガ ノ フ ィ ル ム （ Methylo
bacterium organophilum） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ レ プ チ リ ボ ラ （ Pseudomonas reptilivora
） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ カ ラ ギ エ ノ ボ ラ （ Pseudomonas carragienovora） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス
・ デ ン チ フ ィ カ ン ス （ Pseudomonas dentificans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 種 （ Corynebacte
rium spp.） 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ラ ン 種 （ Propionibacteriurn spp.） 、 キ サ ノ ト モ ナ
ス 種 （ Xanothomonas spp.） 、 メ チ ロ バ ク テ リ ウ ム 種 （ Methylobacterium spp.） 、 ク ロ モ
バ ク テ リ ウ ラ ン 種 （ Chromobacteriurn spp.） 、 サ ッ カ ロ ポ リ ス ポ ラ 種 （ Saccharopolyspo
ra spp.） 、 ア ク チ ノ バ チ ル ス 種 （ Actinobacillus spp.） 、 ア ル テ ロ モ ナ ス 種 （ Alteromo
nas spp.） 、 ア エ ロ モ ナ ス 種 （ Aeronomonas spp.） 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ
ン ス （ Agrobacterium tumefaciens） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ エ ピ デ ン ニ ジ ス （ Staphylococcus epidennidis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ オ ミ ニ
ス （ Staphylococcus hominis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヘ モ リ チ カ ス （ Staphylococcus h
aemolyticus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ワ ル ネ イ （ Staphylococcus warneri） 、 ス タ フ ィ
ロ コ ッ カ ス ・ コ ー ニ イ （ Staphylococcus cohnii） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ プ ロ フ ィ テ
ィ ッ ク ス （ Staphylococcus saprophyticus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ ピ チ ス （ Staphylo
coccus capitis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ル グ ド ゥ ネ ン シ ス （ Staphylococcus lugdunens
is） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ イ ン テ ム ジ ウ ス （ Staphylococcus intemedius） 、 ス タ フ ィ
ロ コ ッ カ ス ・ ハ イ カ ス （ Staphylococcus hyicus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ ッ カ ロ リ チ
ク ス （ Staphylococcus saccharolyticus） 、 お よ び リ ゾ ビ ウ ム 種 （ Rhizobium spp.） 、 お
よ び そ れ ら の 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ せ る 方 法 ま た は 微 生 物 病 原 体 に よ る コ ロ ニ ー 形 成
を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 方 法 、 好 ま し く は 哺 乳 類 に お い て 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に お い て
用 い ら れ る こ と が 意 図 さ れ て い る （ ト リ の よ う な 他 の 動 物 に お い て も 用 い ら れ 得 る ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 微 生 物 病 原 体 の 毒 性 を 減 弱 さ せ る 方 法 ま た は 微 生 物 病 原 体 に よ る コ ロ ニ ー 形 成
を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 方 法 を ふ ま え て 使 用 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ
オ チ ド ア ナ ロ グ を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 は 、 １ 種 以 上 の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 賦
形 剤 を 用 い た 通 常 の 方 法 で 製 剤 さ れ 得 る 。 担 体 は 、 組 成 物 の 他 の 成 分 と 影 響 し 合 わ な い と
い う 意 味 で 「 許 容 さ れ 」 な け れ ば な ら ず 、 か つ そ の 受 け 手 に 有 害 で あ っ て は な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 担 体 、 投 与 経 路 、 投 薬 形 態 の 以 下 の 例 は 既 知 の 可 能 性 を 有 す る の で 挙 げ ら れ 、 そ れ ら の
中 か ら 担 体 、 投 与 経 路 、 投 薬 形 態 な ど が 本 発 明 で 用 い ら れ る た め に 選 択 さ れ 得 る 。 し か し
な が ら 、 当 業 者 は 、 任 意 の 指 定 の 剤 形 お よ び 選 択 さ れ た 投 与 経 路 が 最 初 に 試 さ れ 、 そ れ が
所 望 の 結 果 を 達 成 す る か 否 か が 決 定 さ れ る べ き で あ る こ と を 理 解 す る だ ろ う 。 ｃ － ジ － Ｇ
Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド が 有 効 成 分 と し て 単 独 で 、 あ る い は 細 菌 感 染 症 を 処 置
す る た め に 通 常 用 い ら れ る よ う な 別 の 抗 性 物 質 ま た は 抗 菌 剤 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ て も
よ い こ と も 理 解 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 「 担 体 」 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド が 一 緒 に 投 与 さ れ る 、
希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 ま た は ビ ー ク ル を 意 味 す る 。 医 薬 組 成 物 に お け る 担 体 は
、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ ポ リ ビ ド ン ま た は ポ ビ ド ン ） 、 ト ラ ガ カ ン
ト ゴ ム 、 ゼ ラ チ ン 、 ス タ ー チ 、 ラ ク ト ー ス ま た は ラ ク ト ー ス 一 水 和 物 （ monochydrate） の
よ う な 結 合 剤 ； ア ル ギ ン 酸 、 メ イ ズ ス タ ー チ な ど の よ う な 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ
ウ ム ま た は ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 滑 沢 剤 ま た は 界 面 活 性 剤 ； コ ロ イ ド 状 二 酸 化
ケ イ 素 の よ う な 潤 滑 剤 ； ス ク ロ ー ス ま た は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 料 ； お よ び ／ ま た は
ペ パ ー ミ ン ト 、 メ チ ル サ リ チ ル 酸 塩 、 ま た は オ レ ン ジ 香 味 料 の よ う な 香 味 料 を 含 ん で い て
も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 投 与 方 法 は 、 非 経 腸 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 経 粘 膜 （ 例 え ば 、 経 口
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、 経 鼻 、 口 腔 、 膣 、 直 腸 、 眼 内 ） 、 く も 膜 下 、 局 所 お よ び 皮 内 経 路 を 含 む が 、 こ れ ら に 限
ら な い 。 投 与 は 全 身 ま た は 局 所 の い ず れ で も あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 経 口 投 与 用 の 医 薬 製 剤 は 液 体 形 態 （ 例 え ば 、 液 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 ま た は 懸 濁 剤 ） で あ っ て
も よ い し 、 あ る い は 使 用 前 に 水 ま た は 他 の 適 当 な ビ ー ク ル で の 再 調 製 用 薬 剤 製 品 と し て 提
供 さ れ て も よ い 。 か か る 液 体 製 剤 は 、 懸 濁 化 剤 （ 例 え ば 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ
ー ス 誘 導 体 ま た は 水 素 化 食 用 脂 ） ； 乳 化 剤 （ 例 え ば 、 レ シ チ ン ま た は ア ラ ビ ア ゴ ム ） ； 非
水 性 ビ ー ク ル （ 例 え ば 、 ア ー モ ン ド オ イ ル 、 油 性 エ ス テ ル 、 ま た は 植 物 油 ） ； お よ び 保 存
剤 （ 例 え ば 、 メ チ ル ま た は プ ロ ピ ル － ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 塩 、 ま た は ソ ル ビ ン 酸 ） の
よ う な 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 添 加 剤 を 用 い た 通 常 の 方 法 で 製 剤 さ れ て も よ い 。 医 薬 組 成 物 は
、 例 え ば 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 あ ら か じ め ゼ ラ チ ン 化 し た メ イ ズ ス タ ー チ 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ
リ ド ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） ； 充 填 剤 （ 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 微
結 晶 セ ル ロ ー ス ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ） ； 滑 沢 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ
ウ ム 、 タ ル ク ま た は シ リ カ ） ； 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ で ん ぷ ん ま た は ナ ト リ ウ ム ス
タ ー チ グ リ コ ー ル 酸 塩 ） 、 ま た は 湿 潤 剤 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） の よ う な 医
薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 用 い た 通 常 の 方 法 で 例 え ば 錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 の 形 態 で 製 剤
さ れ て も よ い 。 錠 剤 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 で コ ー テ ィ ン グ （ す な わ ち 、 腸
溶 性 コ ー テ ィ ン グ ） さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 経 口 投 与 用 製 剤 は 、 活 性 化 合 物 の 制 御 し た 放 出 を 生 じ る よ う に 適 当 に 製 剤 さ れ て も よ い
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 局 所 投 与 の た め 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ は 、 膏 薬 ま た
は 軟 膏 の よ う な 局 所 に 適 応 し た ビ ー ク ル に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 口 腔 内 投 与 の た め 、 組 成 物 は 通 常 の 方 法 で 製 剤 さ れ た 錠 剤 ま た は ト ロ ー チ 剤 の 形 態 を と
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 組 成 物 は 、 注 射 （ 例 え ば 、 ボ ー ラ ス 注 射 ま た は 持 続 注 射 ） に よ り 非 経 腸 投 与 用 に 製 剤 さ
れ て も よ い 。 注 射 用 製 剤 は 、 単 位 投 薬 形 （ 例 え ば 、 ア ン プ ル 剤 ） ま た は 保 存 剤 を 添 加 し た
多 用 量 容 器 に て 提 供 さ れ て も よ い 。 組 成 物 は 油 性 ま た は 水 性 ビ ー ク ル 中 の 懸 濁 剤 、 液 剤 、
ま た は 乳 剤 の よ う な 形 態 を と っ て も よ く 、 懸 濁 化 剤 、 安 定 化 剤 お よ び ／ ま た は 分 散 剤 の よ
う な 製 剤 化 用 の 剤 を 含 有 し て い て も よ い 。 あ る い は 、 有 効 成 分 は 、 使 用 前 に 適 当 な ビ ー ク
ル （ 例 え ば 、 清 潔 な パ イ ロ ジ ェ ン フ リ ー 水 ） で 調 製 す る 粉 剤 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 組 成 物 は ま た 、 座 剤 ま た は 停 留 浣 腸 剤 （ 例 え ば 、 カ カ オ 脂 ま た は 他 の グ リ セ リ ド の よ う
な 通 常 の 座 剤 基 剤 を 含 有 す る ） の よ う な 直 腸 用 組 成 物 の 形 で 製 剤 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の た め 、 本 発 明 に よ り 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 適 当 な 高 圧 ガ ス （ 例 え ば 、
ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン
、 炭 酸 ガ ス 、 ま た は 他 の 適 当 な ガ ス ） を 使 用 し て 、 加 圧 パ ッ ク ま た は 噴 霧 器 か ら の エ ア ゾ
ー ル ス プ レ ー の 形 で 通 常 も た ら さ れ る 。 吸 入 ス プ レ ー と し て 加 圧 パ ッ ク ま た は 噴 霧 器 を 必
要 と し な い 鼻 用 ス プ レ ー が 、 鼻 腔 内 投 与 の た め に 代 わ り に 用 い ら れ て も よ い 。 加 圧 エ ア ゾ
ー ル の 場 合 、 定 量 を 運 ぶ バ ル ブ を 用 意 す る こ と で 投 薬 単 位 が 決 定 さ れ て も よ い 。 吸 入 器 ま
た は 吸 入 器 （ insufflator） に お い て 用 い る た め に 例 え ば ゼ ラ チ ン か ら な る カ プ セ ル 剤 お
よ び カ ー ト リ ッ ジ が 製 剤 さ れ て も よ く 、 こ れ は 化 合 物 の 粉 剤 混 合 物 お よ び ラ ク ト ー ス ま た
は ス タ ー チ の よ う な 適 当 な 粉 剤 基 剤 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 典 型 的 な 処 置 計 画 は 、 数 日 間 な い し １ 週 間 か ら 約 ６ ヶ 月 間 を 含 む 期 間 ま で に わ た る 有 効
量 の 投 与 を 含 む 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 コ ロ ニ ー 形 成 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 ま た は 感 染 部 位 で の 有 効 用 量 は 、 約 １ μ Ｍ か ら ９
９ ０ μ Ｍ 、 好 ま し く は 約 ２ ０ μ Ｍ か ら ５ ０ ０ μ Ｍ 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ０ ０ μ Ｍ か ら ３ ０
０ μ Ｍ の 間 の よ う な μ Ｍ の 範 囲 内 に あ る よ う で あ る 。 当 業 者 は 、 何 用 量 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ
ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ が 、 投 与 経 路 に 依 存 し て か か る 有 効 量 を バ イ オ フ
ィ ル ム 形 成 ま た は 感 染 部 位 に 運 ぶ の に 必 要 で あ る か を 日 常 の 実 験 で 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 イ ン ビ ボ で 投 与 さ れ る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ま た は そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ の 投 薬 量
は 、 受 け 手 の 年 齢 、 性 別 、 健 康 状 態 、 お よ び 体 重 、 併 存 処 置 の 種 類 、 必 要 に 応 じ て 処 置 の
頻 度 、 お よ び 所 望 の 医 薬 効 果 の 性 質 に 依 存 し 得 る こ と は 理 解 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 有
効 用 量 範 囲 は 、 限 定 的 な も の で は な く 、 好 ま し い 用 量 範 囲 を 表 す も の で あ る 。 し か し な が
ら 、 最 も 好 ま し い 投 薬 量 は 個 々 の 対 象 に 合 わ せ ら れ 、 こ の こ と を 当 業 者 は 理 解 し 、 決 定 で
き る 。 例 え ば 、 Berkow et al., eds., The Merck Manual,16t h  edition, Merck and co.,
 Rahway, N. J., 1992； Goodman et al., eds., Goodman and Gilman's The Pharmacolog
ical Basis of Therapeutics, 8t h  edition, Pergamon Press, Inc., Elmsford, N.Y. (1
990)； Katzung, Basic and Clinical Pharamacology, Appleton and Lange, Norwalk, Co
nn., (1992)； Avery's Drug Treatment: Principles and Practic of Clinical Pharmaco
logy and Therapeutics, 3r d  edition, ADIS Press, LTD., Williams and Wilkins, Balt
imore, MD (1987), Ebadi, Pharmacology, Little, Brown and Col, Boston, (1985)（ 引
例 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 完 全 に 取 り 込 ま れ る ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ れ ま で 本 発 明 を 一 般 的 に 説 明 し た が 、 そ れ ら が 以 下 の 実 施 例 （ 説 明 の 目 的 で 提 供 さ れ
る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い ） を 通 じ て よ り 簡 単 に 理
解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
実 施 例 １
　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ （ お よ び 他 種 ） の し わ 状 表 現 型 を 研 究 し て い る 研 究 者 は 、 イ ン ビ ト ロ
で の 滑 ら か な 細 胞 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｆ ｆ ） と し わ 状 細 胞 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ ） と の 切 り か わ り の 頻 度 が
非 常 に 低 い （ ＜ １ ％ ） こ と に よ り 邪 魔 さ れ て き た （ Morris et al., 1996； Wai et al., 1
998； White, 1940お よ び 1938； Yildiz et al., 1999） 。 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 滑 ら か な
細 胞 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｆ ｆ ） か ら し わ 状 表 現 型 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ ） へ の 高 頻 度 の シ フ ト を 生 じ る 培 地
お よ び 条 件 で あ る Ａ Ｐ Ｗ ＃ ３ （ １ ％ 　 プ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン ＃ ３ 、 １ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ
　 ８ ． ５ ） を 同 定 し た 。 こ の 過 程 は 高 頻 度 し わ 状 産 出 （ Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ ） と 呼 ば れ る （ 表 １ ） （
Ali et al., 2002） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
表 １ 　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 に よ る し わ 状 Ｅ Ｐ Ｓ 産 出 （ Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ ） へ の 切 り か わ り 頻 度
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ ま た は 自 然 発 生 し た し わ 状 コ ロ ニ ー を 示 す 株 の み を 挙 げ る
ｂ Ｃ 、 臨 床 ； Ｅ 、 環 境 ； 括 弧 内 は 単 離 し た 年 で あ る
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 高 頻 度 で の し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り は 、 非 病 原 性 株 に お い て よ り 流 行 株 に お い て 共
通 す る も の で あ る こ と を 見 出 し た 。 時 間 上 お よ び 地 理 上 無 関 連 の ６ ／ １ ９ の 毒 素 産 生 単 離
物 （ ３ ２ ％ ） お よ び 無 関 連 の １ ／ １ ６ の み の 非 毒 素 産 生 株 （ ６ ％ ） が 、 し わ 状 表 現 型 （ Ｅ
Ｐ Ｓ ｏ ｎ ） へ シ フ ト で き 、 Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ を 示 す こ と を 見 出 し た （ Ｔ 検 定 ； ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） （ 表
１ ） 。 試 験 し た 全 て の 株 の う ち 、 Ｅ ｌ 　 Ｔ ｏ ｒ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ が 最 も 高 い 切 り か わ り 率 （
８ ０ ％ ま で ） で あ っ た 。 よ り 低 い 頻 度 で あ る が し わ 状 表 現 型 か ら 滑 ら か な 表 現 型 へ の 逆 の
も の も 見 出 さ れ 、 こ れ は 表 現 型 の 切 り か わ り が 条 件 付 き で 一 過 性 で あ る こ と を 示 し て い る
。 こ れ ら の 特 徴 は 、 切 り か わ り 過 程 が フ ェ ー ズ バ リ エ ー シ ョ ン （ phase variation） 様 機
序 と 関 連 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 流 行 株 が 全 て 高 頻 度 で 切 り か わ る こ と が で き る わ け
で は な い が 、 高 頻 度 で の 切 り か わ り が 毒 素 産 生 株 と よ り 相 関 す る こ と を 示 す 結 果 は 、 そ れ
が ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ に お い て 重 要 で あ る こ と を 示 唆 し 、 そ し て ま た こ の 過 程 と 毒 性 と の 間
の 結 び つ き を 示 唆 し て い る 。 従 前 の 研 究 （ Morris et al., 1996） と 一 致 し て 、 し わ 状 表
現 型 へ の 低 頻 度 （ ＜ ０ ． ５ ％ ） の シ フ ト を い く つ か の 株 で 見 出 し た 。 非 病 原 性 株 は 、 Ｅ Ｐ
Ｓ ｏ ｎ し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り を 刺 激 す る た め の 異 な る 条 件 下 で 成 長 さ せ ら れ な け れ
ば な ら な い 可 能 性 が あ る 一 方 、 こ の こ と は 、 そ れ に も 関 わ ら ず 臨 床 上 の 株 と 非 病 原 性 株 と
の 間 に 差 が あ る こ と を 依 然 と し て 示 す も の で あ る 。 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 ６ 番 目 の 世 界 的
流 行 （ 古 典 的 バ イ オ タ イ プ ） 株 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ が 高 頻 度 （ ４ ８ ％ ま で ） で し わ 状 表 現
型 に 切 り か わ っ た こ と を 見 出 し た 。 Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ は 、 滑 ら か な 表 現 型 か ら し わ 状 表 現 型 へ の シ
フ ト が ＞ ３ ％ で あ る と 定 義 し た （ Ali et al., 2002） 。 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ の し わ 状 変 異
体 が ｒ Ｅ Ｐ Ｓ を 発 現 す る こ と を 確 か め る た め に 、 ル テ ニ ウ ム レ ッ ド 染 色 し た 薄 片 に つ い て
透 過 電 子 顕 微 鏡 法 （ Ｔ Ｅ Ｍ ） を 行 っ た 。 Ｔ Ｅ Ｍ の た め 、 Ｌ Ｂ 培 地 上 ２ 日 目 の 滑 ら か な コ ロ
ニ ー お よ び し わ 状 コ ロ ニ ー を ０ ． ５ － ｃ ｍ ２ の ブ ロ ッ ク と し て 取 り 出 し 、 次 に 、 固 定 し 、
０ ． １ Ｍ 　 カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 中 の ２ ％ 　 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ０ ． ０ ７ ５
％ 　 ル テ ニ ウ ム レ ッ ド 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 リ ジ ン 塩 酸 塩 溶 液 中 で １ 時 間 、 室 温 、 次 に 、 １ ８ 時 間
、 ４ ℃ に て 染 色 し た 。 試 料 を ０ ． １ Ｍ 　 カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 中 で ２ 回 洗 浄 し
、 ２ ％ 　 溶 解 Ｎ ｏ ｂ ｌ ｅ 寒 天 に て 包 埋 し 、 ０ ． １ Ｍ 　 カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 中
の １ ％ 　 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム で 一 晩 、 ４ ℃ に て 後 固 定 し た 。 次 に 、 試 料 を ３ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、
７ ０ ％ 、 お よ び ９ ０ ％ 　 Ｅ ｔ Ｏ Ｈ に て そ れ ぞ れ １ ０ 分 間 、 １ ０ ０ ％ 　 Ｅ ｔ Ｏ Ｈ に て そ れ ぞ
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れ １ ０ 分 間 を ２ 回 、 脱 水 し た 。 次 に 、 そ れ ぞ れ プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド で １ ５ 分 間 ２ 回 処 理 の
後 、 プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド と エ ポ ン の １ ： １ 溶 液 を 用 い て ２ 時 間 室 温 に て 、 次 に ３ ： １ 　 エ
ポ ン ／ プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド に て 一 晩 浸 透 さ せ た 。 次 に 、 試 料 を 純 粋 な エ ポ ン 中 に １ 時 間 置
き 、 エ ポ ン で 包 埋 し 、 ６ ０ ℃ の オ ー ブ ン に ２ 日 間 入 れ 、 次 に 薄 切 し た （ 厚 さ 　 ５ ０ ～ ８ ０
ｎ ｍ ） 。 切 片 を 酢 酸 ウ ラ ニ ル で ２ ０ 分 間 染 色 し 、 く え ん 酸 塩 を ２ ０ 分 間 導 入 し た 。 試 料 を
、 Ｊ Ｅ Ｏ Ｌ 　 １ ２ ０ ０ 　 Ｅ Ｘ 　 Ｉ Ｉ 透 過 顕 微 鏡 下 ８ ０ ｋ Ｖ で 調 べ た 。 し わ 状 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６
５ ８ ５ の Ｔ Ｅ Ｍ は 、 細 胞 間 の 細 胞 外 多 糖 の 存 在 、 お よ び 滑 ら か な 細 胞 に は こ の 物 質 が 存 在
し な い こ と を 示 し た 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 全 て の 主 要 な 流 行 コ ロ ニ ー （ 古 典 、 Ｅ ｌ 　 Ｔ ｏ
ｒ お よ び ０ １ ３ ９ ） は し わ 状 表 現 型 に シ フ ト で き る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ｒ Ｅ Ｐ Ｓ の 産 生 は 、 塩 素 、 Ｕ Ｖ 照 射 、 過 酸 化 水 素 の よ う な 種 々 の 環 境 ス ト レ ス お よ び 補
体 介 在 性 細 菌 活 性 に 対 す る Ｅ ｌ 　 Ｔ ｏ ｒ 株 の 耐 性 を 促 進 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Morris
 et al., 1996； Rice et al., 1993； Watnick et al., 1999お よ び Yildiz et al., 1999
） 。 ６ 番 目 に 世 界 的 流 行 の 古 典 的 バ イ オ タ イ プ 株 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ の し わ 状 細 胞 が 環 境
ス ト レ ス に 対 す る 耐 性 を 促 進 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 滑 ら か な 変 異 体 お よ び し わ 状
変 異 体 を 塩 素 に 曝 露 し た 。 塩 素 耐 性 を 新 鮮 な Ｌ Ｂ （ Miller） 培 地 ３ ｍ ｌ 中 で の Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　
６ ５ ８ ５ 一 晩 培 養 物 の １ ： ５ ０ 希 釈 物 を 用 い て ア ッ セ イ し た （ ４ 回 の 独 立 実 験 ） 。 次 に 、
培 養 物 を ３ ７ ℃ に て ３ 時 間 、 ～ ２ × １ ０ ８ Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ ま で 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
、 細 胞 を 遠 心 に よ り 回 収 し 、 ３ ｍ ｇ ／ Ｌ 　 遊 離 塩 素 （ 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム ， Sigma） 含
有 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） に 再 懸 濁 し た 。 ３ ｍ ｇ ／ Ｌ 　 塩 素 に ５ 分 間
曝 露 し た 後 、 培 養 物 を 連 続 希 釈 し 、 Ｌ Ｂ 寒 天 上 に 播 種 し た 生 存 細 胞 数 を 決 定 し た 。 Ｅ ｌ 　
Ｔ ｏ ｒ 株 ９ ２ Ａ １ ５ ５ ２ と 一 致 し て （ Yildiz etal., 1999） 、 し わ 状 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５
細 胞 は 滑 ら か な 細 胞 よ り １ ０ ， ０ ０ ０ 倍 塩 素 （ ５ 分 間 、 ３ ｍ ｇ ／ Ｌ に 曝 露 ） 耐 性 で あ っ た
。 こ れ ら の 知 見 は 、 古 典 的 な バ イ オ タ イ プ 株 に よ り し わ 状 表 現 型 を 報 告 す る 最 初 の も の で
あ り 、 ｒ Ｅ Ｐ Ｓ は ま た 古 典 的 な バ イ オ タ イ プ 株 の 生 存 を 促 進 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ お よ び し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り は バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 促 進 す る
　 し わ 状 表 現 型 は Ｅ ｌ 　 Ｔ ｏ ｒ お よ び ０ １ ３ ９ 株 に お け る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 促 進 で き
る の で 、 Ｎ １ ６ ９ ６ １ （ Ｅ ｌ 　 Ｔ ｏ ｒ ） 、 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ （ 古 典 的 ） 、 お よ び Ａ ｌ ｄ
ｏ ｖ ａ （ 非 ０ １ ／ 非 ０ １ ３ ９ ） 株 の 滑 ら か な 変 異 体 お よ び し わ 状 変 異 体 の バ イ オ フ ィ ル ム
形 成 能 を 、 上 記 方 法 を 用 い て 試 験 し た （ Watnick et al., 2001） 。 Ｌ Ｂ 培 地 ５ ０ ０ μ ｌ を
含 有 す る ガ ラ ス 試 験 管 に 、 各 変 異 体 の 一 晩 培 養 物 の １ ： １ ０ ０ 希 釈 物 を 植 え 付 け た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 次 に 、 こ れ ら の 培 養 物 を 室 温 に て ２ ４ 時 間 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に 、 培 養
上 清 を 破 棄 し 、 蒸 留 水 で 激 し く 洗 浄 し て 未 接 着 の 細 胞 を 除 去 し 、 ０ ． １ ％ 　 ク リ ス タ ル バ
イ オ レ ッ ト （ Sigma） ６ ０ ０ μ ｌ で 満 た し 、 ３ ０ 分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 に
水 で 再 び 洗 浄 し た 。 定 量 的 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 、 細 胞 関 連 ダ イ を Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ Sigma） ６
０ ０ μ ｌ で 抽 出 し て 生 成 し た 溶 液 の ５ ７ ０ ｎ ｍ で の 吸 高 度 を 測 定 す る こ と に よ り ア ッ セ イ
し た 。 他 の 研 究 （ Yildiz et al., 1999） と 一 致 し て 、 結 果 は 、 試 験 し た 全 て の 株 の し わ
状 変 異 体 が 、 滑 ら か な 細 胞 よ り 有 意 に 高 い （ ～ ７ 倍 ） バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 能 を 有 す る こ と
（ 図 ２ ） 、 お よ び Ｅ Ｐ Ｓ が ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 必 須 で あ る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ は 環 境 下 で し わ 状 表 現 型 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ ） へ 切 り か わ る こ と が で き る
　 Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ お よ び し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り が 環 境 下 で の ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 生 存 を
促 進 す る と い う 仮 説 は 、 Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ へ の 切 り か わ り が 環 境 下 で 起 こ る と い う 前 提 に 基 づ く
も の で あ る 。 し か し な が ら 、 し わ 状 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ を 環 境 （ ま た は 臨 床 上 ） 供 給 源 か ら
検 出 し た と い う 報 告 は な い 。 不 運 な こ と に 、 し わ 状 株 を 環 境 か ら 単 離 す る 現 行 の 濃 縮 方 法
は な い 。 Ｔ Ｃ Ｂ Ｓ は ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 選 択 お よ び 鑑 別 培 地 で あ る が 、 本 発 明 者 の 研 究 室
は 、 Ｔ Ｃ Ｂ Ｓ が し わ 状 表 現 型 を 阻 害 （ 遮 断 ） す る こ と を 見 出 し た （ Ali et al., 2002） 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 滑 ら か な 細 胞 が 天 然 環 境 の 水 試 料 中 で し わ 状 表 現 型 に 切 り か わ る か 否 か を 試 験 す る た め
に 、 Columbia, Howard County, Marylandの 市 の 端 に 位 置 す る Kittamaqundi湖 の 天 然 の 湖
水 を 用 い た 。 Kittamaqundi湖 は 、 お よ そ 長 さ １ マ イ ル 、 幅 １ ／ ８ マ イ ル 、 最 深 ７ フ ィ ー ト
の ２ ７ エ ー カ ー の 人 造 湖 で あ る 。 お よ そ 数 マ イ ル の み 離 れ た チ ェ サ ピ ー ク 湾 は 、 ビ ブ リ オ
・ コ レ ラ の 天 然 の 保 有 所 で あ る と 知 ら れ て い る 。 新 鮮 な 水 試 料 を ２ ０ ０ ２ 年 の ３ 月 か ら ９
月 の 暖 か い 間 に 湖 か ら 集 め た 。 集 め る 際 、 湖 水 は 、 ｐ Ｈ ７ ． ６ 、 そ し て Ｎ ａ ＋ 濃 度 お よ び
Ｃ ｌ － 濃 度 は そ れ ぞ れ ６ ｍ Ｍ お よ び ２ ｍ Ｍ で あ っ た 。 湖 水 を 使 用 に 先 立 ち １ 時 間 オ ー ロ ク
レ ー ブ に か け た 。 こ の 研 究 に お い て 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ を Ｌ Ｂ 培 地 中 で 一
晩 、 ３ ７ ℃ に て 成 長 さ せ 、 遠 心 し て 、 ０ ． ８ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で ２ 回 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸
濁 し 、 適 当 に 希 釈 し 、 湖 水 １ ０ ０ ｍ ｌ に 植 え 付 け 、 最 終 濃 度 １ ０ ４ ～ １ ０ ５ ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ
を プ レ ー ト カ ウ ン ト で 確 か め た 。 微 生 物 を 室 温 、 暗 所 に て 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、
適 当 な 時 間 間 隔 で 一 定 分 量 を Ｌ Ｂ 寒 天 上 に 播 種 し 、 プ レ ー ト カ ウ ン ト お よ び コ ロ ニ ー 形 態
を 決 定 し た 。 約 ６ ヶ 月 間 試 料 採 取 し た 後 の 予 備 的 な 結 果 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ Ｎ １ ６ ９ ６
１ が こ れ ら の 条 件 下 で 存 続 で き 、 生 存 力 は １ 　 ｌ ｏ ｇ の み 低 減 し て こ と を 示 唆 し て い る 。
重 大 な こ と に 、 Ｎ １ ６ ９ ６ １ は 、 こ れ ら の 条 件 下 で ５ ０ 日 ま で 高 頻 度 （ １ ６ ％ ま で ） で 滑
ら か な （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｆ ｆ ） 表 現 型 か ら し わ 状 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ ） 表 現 型 へ 切 り か わ る こ と が で き
た 。 こ れ ら の 研 究 の 利 点 は 、 そ れ が 本 来 の 環 境 シ ナ リ オ お よ び Ｎ １ ６ ９ ６ １ の 野 生 型 株 の
切 り か わ り を し っ か り と 模 倣 し て い る と い う こ と で あ る 。 こ れ ら の 研 究 を 拡 大 す る こ と が
で き る 一 方 、 こ れ ら の 結 果 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ が 天 然 環 境 下 で し わ 状 表 現 型 に シ フ ト で
き る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ で の ｒ Ｅ Ｐ Ｓ の 組 成 分 析
　 本 発 明 者 の 研 究 室 の 上 記 知 見 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 古 典 的 （ ６ 番 目 の 世 界 的 流 行 ） バ
イ オ タ イ プ 株 で の し わ 状 表 現 型 を 報 告 す る 最 初 の も の で あ っ た 。 古 典 的 な バ イ オ タ イ プ 株
Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ の し わ 状 変 異 体 の 構 造 組 成 を 決 定 し 、 そ れ を 他 の 種 の 多 糖 と 比 較 す る
た め に 、 古 典 的 な バ イ オ タ イ プ 株 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ の し わ 状 コ ロ ニ ー を Ａ Ｐ Ｗ ＃ ３ に 植
え 付 け 、 Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 促 進 す る 静 的 条 件 下 ３ ７ ℃ に て ３ 日 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｅ Ｐ Ｓ を 回 収 す る た め に 、 培 養 物 を 大 き な （ １ ０ μ ｍ ） 孔 サ イ ズ
フ ィ ル タ ー （ Ｖ Ｗ Ｒ ） を 用 い て 濾 過 し た 。 バ イ オ フ ィ ル ム を １ 回 Ｐ Ｂ Ｓ で 軽 く 洗 浄 し 、 浮
遊 細 胞 を 除 去 し 、 新 し い チ ュ ー ブ に 移 し 、 ３ ｍ ｍ の ガ ラ ス ビ ー ズ を 加 え 、 バ イ オ フ ィ ル ム
を 崩 壊 し た 。 次 に 、 試 料 を ２ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ ５ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ ） で １ ６ 時 間 ４ ℃ に て
遠 心 し 、 細 胞 片 お よ び 他 の 混 合 物 を 除 去 し た 。 上 清 を Detoxi-Gel Affinitypakカ ラ ム （ ア
ガ ロ ー ス カ ラ ム に ポ リ ミ キ シ ン Ｂ を 固 定 し た も の ） （ Pierce） に 通 し 、 試 料 由 来 の Ｌ Ｐ Ｓ
の 痕 跡 を 全 て 除 去 し 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ お よ び Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ （ 最 終 濃 度 　 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 添
加 し 、 次 に 、 ３ ７ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 最 終 濃 度 　 １
０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 、 次 に 、 ６ ０ ℃ に て １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 。 ９ ５ ％ 　 エ タ ノ ー ル 　 ３ 容 量 を 添 加 後 、 混 合 物 を 一 晩 ４ ℃ で 沈 殿 さ せ 、 次 に 、 １
２ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ ０ 分 間 遠 心 し た 。 遠 心 し た Ｅ Ｐ Ｓ を ２ 回 洗 浄 し 、 ま ず ８ ０ ％ 　 エ タ
ノ ー ル で 、 次 に ９ ５ ％ の エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。 Ｅ Ｐ Ｓ 沈 殿 物 を 、 Ｍ Ｑ 　 ０ ． ５ ｍ ｌ に 再
懸 濁 し 、 － ８ ０ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ４ 時 間 凍 結 乾 燥 さ せ 、 次 に 、 複 合 ガ ス
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ／ 質 量 分 析 （ Ｇ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ） （ Atlanta, Georgiaに あ る Complex Carboh
ydrate Research Centerに よ り 行 っ た ） に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 以 下 の 表 ２ の 分 析 は 、 ６ 番 目 の 世 界 的 流 行 株 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ の し わ 状 Ｅ Ｐ Ｓ （ ｒ Ｅ
Ｐ Ｓ ） が 、 主 要 な 糖 と し て グ ル コ ー ス を 有 す る ７ 番 目 の 世 界 的 流 行 株 ９ ２ Ａ １ ５ ５ ２ （ Yi
ldiz et al., 1999） お よ び 主 要 な 糖 と し て マ ン ノ ー ス を 有 す る 株 Ｔ Ｓ Ｉ － ４ （ Wai et al
., 1998） の Ｅ Ｐ Ｓ と 顕 著 に 異 な る こ と を 示 し て い る 。 組 成 分 析 結 果 は ま た 、 本 明 細 書 に
記 載 の 細 胞 外 炭 水 化 物 が 、 典 型 的 に は 多 量 の ペ ロ サ ミ ン （ perosamine） お よ び ク イ ノ ボ サ
ミ ン （ quinovosamine） を 含 有 す る ０ １ 　 Ｌ Ｐ Ｓ と 非 常 に 異 な る こ と を 示 唆 し て い る （ Raz
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iuddin, 1980） 。 Ｅ ｌ 　 Ｔ ｏ ｒ 株 ９ ２ Ａ １ ５ ５ ２ の 結 果 （ ４ 結 合 ガ ラ ク ト ー ス お よ び ４ 結
合 グ ル コ ー ス が 主 要 な 結 合 で あ る ） （ Yildiz et al., 1999） と は 対 照 的 に 、 古 典 的 バ イ
オ タ イ プ 株 に つ い て 行 っ た ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー － 質 量 分 析 （ Ｇ Ｃ － Ｍ Ｓ ） を 用 い た グ
リ コ シ ル 結 合 分 析 は 、 主 要 な 結 合 が ４ 結 合 ガ ラ ク ト シ ル 残 基 で あ り 、 糖 骨 格 を 表 し 得 る こ
と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
表 ２ 　 株 Ｎ Ｃ Ｔ Ｃ 　 ６ ５ ８ ５ 由 来 の ｒ Ｅ Ｐ Ｓ の グ リ コ シ ル 組 成 お よ び 結 合 分 析
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 全 て の 残 基 は ピ ラ ノ ー ス （ ｐ ） 型 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ は 、 エ キ ソ 多 糖 類 （ Ｅ Ｐ Ｓ ） 基 質 、 し わ の 寄 っ た コ ロ ニ ー 形 態 、 増 加
し た バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 お よ び 特 定 の 条 件 下 で の 増 大 し た 生 存 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 「 し
わ 状 」 表 現 型 に 切 り か わ る こ と が で き る 。 し わ 状 Ｅ Ｐ Ｓ （ ｒ Ｅ Ｐ Ｓ ） の 生 合 成 に 関 与 す る
ｖ ｐ ｓ 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 Ｖ ｐ ｓ Ｒ に よ り 正 に 制 御 さ れ る 。 Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 お よ び し わ 状 表
現 型 を 促 進 す る 培 地 （ Ａ Ｐ Ｗ ＃ ３ ） を 同 定 し 、 流 行 株 が 非 病 原 性 株 よ り 高 頻 度 で 切 り か わ
る こ と を 見 出 し 、 こ の こ と は 、 こ の 切 り か わ り お よ び 細 胞 外 多 糖 が コ レ ラ の 疫 学 に 重 要 で
あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 実 施 例 の 実 験 に お い て 、 滑 ら か な ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 上 の
ト ラ ン ス ポ ゾ ン 変 異 誘 発 を 用 い て 、 切 り か わ り の 分 子 基 盤 を よ り 理 解 す る た め に 誘 導 条 件
下 で し わ 状 表 現 型 に シ フ ト で き な い 変 異 体 を 同 定 し た 。 本 発 明 者 は 、 し わ 状 表 現 型 と す で
に 関 連 す る と さ れ て い る ｖ ｐ ｓ Ｒ 、 ｇ ａ ｌ Ｅ 、 お よ び ｖ ｐ ｓ を 同 定 し 、 Ｌ Ｐ Ｓ 合 成 に お い
て 役 割 を 担 う ｒ ｆ ｂ Ｄ お よ び ｒ ｆ ｂ Ｅ 、 お よ び 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 合 成 に お い て 役 割 を 担 う ａ
ｒ ｏ Ｂ お よ び ａ ｒ ｏ Ｋ を 含 む 、 こ れ ま で に 関 連 す る と は さ れ て い な い 遺 伝 子 も 同 定 し た 。
さ ら に 、 Ｎ － ア セ チ ル ム ラ モ イ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン ア ミ ダ ー ゼ を コ ー ド す る ａ ｍ ｉ Ｂ に お け
る 変 異 は 、 切 り か わ り 、 運 動 性 、 お よ び 細 胞 形 態 に お け る 欠 失 を 引 き 起 こ し た 。 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ
Ｆ お よ び Ｅ Ａ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る Ｒ ｏ ｃ Ｓ と 呼 ば れ る 新 規 調 節 タ ン パ ク 質 （ 細 胞 シ グ ナ
ル 伝 達 の 調 節 ） を コ ー ド し 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と 関 連 す る 遺 伝 子 が 、 し わ 状 表 現 型 、 Ｅ Ｐ Ｓ
、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 お よ び 運 動 性 に 重 要 で あ る こ と も 見 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
材 料 お よ び 方 法
し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り に お い て 役 割 を 担 う 遺 伝 子 の 変 異 誘 発 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 者 の 研 究 室 は 高 頻 度 で し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り を 促 進 す る 培 養 条 件 （ Ｈ Ｆ Ｒ
Ｐ ） を 既 に 同 定 し （ Ali et al., 2002） 、 こ れ を 滑 ら か な 表 現 型 か ら し わ 状 表 現 型 へ の 分
子 切 り か わ り に 関 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る ア ッ セ イ の 開 発 に お い て 利 用 し た 。 従 前 の 研 究
に お い て 、 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 Ａ Ｐ Ｗ ＃ ３ と 呼 ば れ る 培 地 中 で の 細 胞 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン が 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 滑 ら か な Ｎ １ ６ ９ ６ １ 細 胞 の し わ 状 表 現 型 へ の 高 頻 度 （ ８ ０
％ ま で ） の 切 り か わ り を 生 じ る こ と を 報 告 し た （ All et al., 2002） 。 Ｎ １ ６ ９ ６ １ は 、
バ ン グ ラ デ シ ュ で 単 離 さ れ た 野 生 型 で ７ 番 目 に 流 行 型 （ Ｅ ｌ 　 Ｔ ｏ ｒ 株 ） で あ る （ Levine
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実 施 例 ２



 et al., 1981） 。 滑 ら か な （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｆ ｆ ） 表 現 型 か ら し わ 状 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ ） 表 現 型 へ
の 分 子 切 り か わ り に 関 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 ｍ ｉ ｎ ｉ － Ｔ ｎ ５ ｋ ｍ ２ 変 異 誘 発
を 用 い た （ de Lorenzo et al., 1990お よ び Herrero et al., 1990） 。 Ｔ ｎ ５ は 、 自 殺 ベ
ク タ ー ｐ Ｇ ７ ０ ４ に 由 来 す る Ｒ ６ Ｋ ベ ー ス の プ ラ ス ミ ド ｐ Ｕ Ｔ ／ ｍ ｉ ｎ ｉ － Ｔ ｎ ５ Ｋ ａ ｎ
（ ま た は ｐ Ｕ Ｔ Ｋ ｍ ） 上 に 含 有 さ れ （ Miller et al., 1988） 、 Ｒ ６ Ｋ お よ び そ れ に 由 来
す る プ ラ ス ミ ド に 必 須 の 複 製 タ ン パ ク 質 で あ る Ｒ ６ Ｋ 特 異 的 λ ｐ ｉ ｒ タ ン パ ク 質 を 産 生 す
る 宿 主 株 （ 例 え ば 、 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ の λ ｐ ｉ ｒ 溶 原 ） に お い て た だ 維 持 さ れ 得 る 。 そ
れ は ま た 、 有 効 な 接 合 伝 達 を 可 能 と す る プ ラ ス ミ ド Ｒ Ｐ ４ の 伝 達 供 給 源 で あ る ｏ ｒ ｉ Ｔ を
有 す る 。 宿 主 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｕ Ｔ Ｋ ｍ の レ シ ピ エ ン ト 細 胞 へ の 送 達 は 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 外
側 の 部 位 に あ る プ ラ ス ミ ド 上 に コ ー ド さ れ る 同 族 ト ラ ン ス ポ サ ー ゼ に よ り 仲 介 さ れ る 。 こ
の 変 異 誘 発 シ ス テ ム の 利 点 は 、 同 族 ト ラ ン ス ポ サ ー ゼ が 転 位 中 の ト ラ ン ス ポ ゾ ン に 付 随 し
な い の で 、 Ｔ ｎ ５ 挿 入 が 安 定 な こ と で あ る 。 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の 変 異 体 は ス ク リ ー ニ ン グ
す る た め に １ つ の Ｔ ｎ ５ の み を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ Ｓ １ ７ 　 λ ｐ ｉ ｒ （ ｐ Ｕ Ｔ ／ ｍ ｉ ｎ ｉ － Ｔ ｎ ５ 　 Ｋ ｍ ） を 、 滑 ら か
な Ｎ １ ６ ９ ６ １ （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｆ ｆ ） 細 胞 と か け 合 わ せ 、 ３ ０ 種 の 独 立 し た 同 族 体 か ら １ ４ ，
５ ０ ０ 種 の ｍ ｉ ｎ ｉ － Ｔ ｎ ５ 変 異 体 を 得 、 続 い て マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 で
保 存 し た 。 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 変 異 体 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 Ａ Ｐ Ｗ ＃ ３ 培 地
　 ２ ０ ０ μ ｌ に 植 え 付 け 、 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Ｌ Ｂ 寒 天 に 植 え か え 、 ２ ４ ～
４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る と 、 コ ロ ニ ー 形 態 を 視 覚 的 に 観 察 で き る 、 ハ イ ス ル ー プ
ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ 変 異 体 に つ い て 行 っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 し わ 状
コ ロ ニ ー を 全 く 産 出 し な い Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ 陰 性 と 操 作 上 定 義 さ れ た ４ ３ 種 の 変 異 体 を 同 定 し た 。
こ れ ら の 変 異 体 は 、 ガ ラ ス 試 験 管 中 Ａ Ｐ Ｗ ＃ ３ 　 ３ ｍ ｌ に コ ロ ニ ー を 植 え 付 け 、 ４ ８ 時 間
３ ７ ℃ で 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ る 、 Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ 誘 発 条 件 下 で の し わ 状 表 現
型 へ の 切 り か わ り に お い て 安 定 か つ 欠 失 で あ る こ と を さ ら に 確 か め た 。 次 に 、 清 潔 な ガ ラ
ス ビ ー ズ （ 直 径 　 ４ ｍ ｍ ） を 加 え 、 培 養 物 を し わ 状 細 胞 の 凝 集 を 破 壊 し な い よ う ボ ル テ ッ
ク ス し た 。 そ れ ぞ れ の 培 養 物 の 適 当 な 希 釈 物 を Ｌ Ｂ 寒 天 に 播 種 し 、 コ ロ ニ ー を 標 準 的 プ レ
ー ト カ ウ ン ト に よ り カ ウ ン ト し 、 し わ 状 細 胞 の ト ー タ ル の Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ お よ び 頻 度 を 決 定
し た 。 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 同 定 し 、 試 験 し た ４ ３ 種 の 変 異 体 は 、 し わ 状 誘
発 （ Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ ） 条 件 下 で 検 出 可 能 な し わ 状 コ ロ ニ ー を 産 出 せ ず 、 こ れ ら を さ ら に 研 究 し た
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 部 位 の 配 列 決 定 、 お よ び 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 の 同 定
　 こ れ ら の 変 異 体 に お け る ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 部 位 を 同 定 す る た め に 、 困 難 で は な い 任 意
の １ 次 Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 次 に 、 既 に 記 載 の も の （ Bahrani-Mougeot et al., 2002） に 類 似 し た Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 用 い た 。 簡 単 に い う と 、 任 意 の Ｐ Ｃ Ｒ を ２ 工 程 で 行 っ た 。 第 １ の 反 応 に お
い て 、 変 異 体 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 両 サ イ ド を 読 み 取 る プ ラ イ マ ー 、 お よ
び ２ つ の 任 意 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ の 鋳 型 と し て 用 い た 。 こ れ ら の １ 次 反 応 に よ り
、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 体 の 接 合 部 に 由 来 す る い く つ か を 含 む 多 数 の 単 位 複 製 配 列 が 生 じ た
。 １ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を Ｇ ｅ ｎ ｅ ｃ ｌ ｅ ａ ｎ で 精 製 し 、 第 １ ペ ア の 外 側 に あ る 外 方 向 ト ラ
ン ス ポ ゾ ン プ ラ イ マ ー の 第 ２ ペ ア 、 お よ び オ リ ジ ナ ル の 任 意 の プ ラ イ マ ー の 一 定 領 域 に 対
応 す る 任 意 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し た 。 こ の 第 ２ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 接
合 部 を 含 む 第 １ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 増 幅 す る た め に 特 異 的 に 作 用 す る 。 増 幅 し た フ ラ グ メ ン ト
は １ ０ ０ ～ ８ ０ ０ ｂ ｐ の 範 囲 で あ っ た 。 最 も 強 力 な 結 合 を 生 じ る 産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か
ら 回 収 し 、 第 ２ の Ｐ Ｃ Ｒ で 用 い た の と 同 じ ト ラ ン ス ポ ゾ ン プ ラ イ マ ー お よ び 任 意 の プ ラ イ
マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 配 列 決 定 を 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー （ ３ ７ ３ Ａ モ デ ル ， Ap
plied Biosystems） に て Prism ready reaction dye deoxy terminationキ ッ ト （ Applied 
Biosystems） を 用 い て 製 造 元 の 指 示 に 従 い 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ｖ ｐ ｓ Ｒ の ク ロ ー ニ ン グ
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　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー Ｋ Ａ Ｒ ４ ８ ６ （ ５ ’ － Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ
Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ： ３ ） お よ び Ｋ Ａ Ｒ ４ ８ ７ （ ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ
Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ － ３ ’ ； 配 列 番 号 ： ４ ） を 用 い て 、 ２
． ６ １ ｋ ｂ の Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト 上 に Ｎ １ ６ ９ ６ １ の ｖ ｐ ｓ Ｒ 遺 伝 子 を 得 た 。 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ
グ メ ン ト を Ｂ ａ ｍ Ｈ 　 Ｉ お よ び Ｓ ａ ｃ 　 Ｉ Ｉ で そ れ ぞ れ 切 断 し 、 低 コ ピ ー ベ ク タ ー ｐ Ｗ Ｓ
Ｋ ２ ９ に 適 当 に ク ロ ー ニ ン 化 し （ Wang et al., 1999） 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｋ １ ０ ４ を 得 た
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
運 動 性 ア ッ セ イ
　 等 量 の ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 細 胞 （ Ｌ Ｂ ブ ロ ス で 成 長 さ せ た も の ） を ０ ． ３ ％ 　 寒 天 含 有 Ｌ
Ｂ 培 地 に 突 き 刺 し 、 ３ ７ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の そ れ ぞ れ の 区 域 の 群 直 径
を 測 定 す る こ と で 、 群 プ レ ー ト ア ッ セ イ に て 運 動 性 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 株 の 顕 微 鏡 分 析
　 野 生 型 Ｎ １ ６ ９ ６ １ お よ び ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 株 Ｄ Ｋ ６ ３ ０ 由 来 の Ｌ Ｂ プ レ ー ト 上 シ ン グ ル
１ ８ 時 間 コ ロ ニ ー を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 　 １ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し 、 ア リ コ ー ト 　 ５ ０ μ ｌ を ガ ラ ス ス ラ イ
ド 上 に 塗 抹 し 、 熱 固 定 し 、 次 に 、 ０ ． １ ％ 　 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で ３ ０ 秒 間 染 色 し た
。 次 に 、 ス ラ イ ド を ｄ Ｈ ２ Ｏ で 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ 、 Zeiss Axioskopエ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 （ Carl
 Zeiss, Inc. NY） を 用 い て 細 胞 形 態 を 観 察 し た 。 画 像 を AxioCam Mrmカ メ ラ （ Carl Zeiss
, Inc. NY） を 用 い て 取 り 込 ん だ 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
結 果 お よ び 考 察
　 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 滑 ら か な 表 現 型 か ら し わ 状 表 現 型 へ 切 り か わ る こ と が で き な い ４
３ 種 の ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 変 異 体 の ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 部 位 の 配 列 決 定 お よ び 同 定 に 成 功 し
た 。 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 公 開 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ Ｎ １ ６ ９ ６ １ ゲ ノ ム に 対 す
る Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 検 索 （ Heidelberg et al., 2000） の 概 略 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
表 ３ 　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ Ｎ １ ６ ９ ６ １ の 代 表 的 な Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ 変 異 体
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 括 弧 内 の 数 は 同 じ 遺 伝 子 座 に 挿 入 物 を 有 す る ｍ ｉ ｎ ｉ － Ｔ ｎ ５ 変 異 体 の 数 を 示 す
ｂ 遺 伝 子 座 お よ び 推 定 タ ン パ ク 質 は ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ Ｎ １ ６ ９ ６ １ 　 Ｔ Ｉ Ｇ Ｒ 配 列 決 定 プ
ロ ジ ェ ク ト か ら も た ら さ れ た も の で あ る
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 従 前 の ト ラ ン ス ポ ゾ ン 変 異 誘 発 研 究 に よ り 、 安 定 な し わ 状 か ら 滑 ら か な 変 異 体 を 生 じ る
遺 伝 子 変 異 が 同 定 さ れ て い る （ Watnick et al., 1999； Yildiz et al., 1999； お よ び Ali
 et al., 2000） 。 対 照 的 に 、 本 発 明 者 の 研 究 室 が 開 発 し た し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り
を 促 進 す る 条 件 を 利 用 し て 、 Ｎ １ ６ ９ ６ １ の 滑 ら か な 株 上 で の ト ラ ン ス ポ ゾ ン 変 異 誘 発 を
行 い 、 し わ 状 誘 発 条 件 下 で の し わ 状 表 現 型 へ 切 り か わ る こ と が で き な い 安 定 な 変 異 体 を ス
ク リ ー ニ ン グ し た 。 該 知 見 に よ り 、 い く つ か の 生 合 成 の よ う な し わ 状 表 現 型 に お い て 役 割
を 担 う と 既 に 同 定 さ れ て い る 遺 伝 子 （ ｖ ｐ ｓ オ ペ ロ ン ） 、 お よ び 調 節 遺 伝 子 （ ｖ ｐ ｓ Ｒ ）
お よ び Ｌ Ｐ Ｓ 遺 伝 子 （ ｇ ａ ｌ Ｅ ） に お け る 欠 損 を 有 す る 変 異 体 が 明 ら か と な る 一 方 、 こ の
ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 ま だ 同 定 さ れ て い な い 遺 伝 子 の 挿 入 物 を 支 持 す る 変 異 体 も 同 定 し
た 。 こ れ ら の 新 た に 同 定 し た 変 異 体 を 、 Ｌ Ｐ Ｓ を コ ー ド す る い く つ か の 機 能 群 （ ｒ ｆ ｂ Ｄ
お よ び ｒ ｆ ｂ Ｅ ） （ あ る 種 の 糖 結 合 の 付 加 の 触 媒 に お い て 役 割 を 担 い 、 そ れ に よ り Ｌ Ｐ Ｓ
構 造 物 に お け る 置 換 が ま た し わ 状 （ Ｅ Ｐ Ｓ ｏ ｎ ） 表 現 型 の 活 動 停 止 と 結 び つ く 遺 伝 子 ； 芳
香 族 ア ミ ノ 酸 生 合 成 に 関 与 し 、 そ れ に よ り 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 生 合 成 遺 伝 子 が し わ 状 表 現 型 と
直 接 的 ま た は 間 接 的 に 関 連 し 得 る 遺 伝 子 （ ａ ｒ ｏ Ｂ お よ び ａ ｒ ｏ Ｋ ） ； 細 胞 壁 加 水 分 解 に
関 与 す る 遺 伝 子 （ ａ ｍ ｉ Ｂ ） 、 お よ び Ｎ １ ６ ９ ６ １ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に お い て 「 ｐ ｄ ｅ
Ａ 様 」 と 指 定 し た 新 規 遺 伝 子 座 Ｖ Ｃ ０ ６ ５ ３ （ 本 発 明 者 は 、 こ こ で 、 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ お よ び Ｅ
Ａ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る 仮 想 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を コ ー ド す る Ｒ ｏ ｃ Ｓ （ 細 胞 シ
グ ナ ル 伝 達 の 調 節 用 ； 配 列 番 号 ： １ ） と 呼 ぶ ） ） に ク ラ ス タ ー 形 成 さ せ る こ と が で き た 。
Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ お よ び Ｅ Ａ Ｌ ド メ イ ン の 正 確 な 機 能 は あ ま り よ く 分 か っ て い な い が 、 シ グ ナ ル
伝 達 に お い て い く つ か の 役 割 を 担 う と 考 え ら れ 、 こ れ ら の ド メ イ ン を 含 有 す る タ ン パ ク 質
が 原 核 生 物 種 に 広 く 行 き わ た り 、 多 く の 種 の 調 節 お よ び 生 物 学 に お い て 鍵 と な る 機 能 を 担
う と 思 わ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
Ｖ ｐ ｓ Ｒ は し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り に お い て 重 要 な 役 割 を 担 う
　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ に お い て ｖ ｐ ｓ 生 合 成 遺 伝 子 を 調 節 す る 際 の 重 要 性 か ら 、 本 発 明 者 は
Ｄ Ｋ ５ ６ ２ お よ び Ｄ Ｋ ５ ８ １ と 呼 ば れ る い く つ か の ｖ ｐ ｓ Ｒ ト ラ ン ス ポ ゾ ン 変 異 体 を さ ら
に 研 究 し た 。 遺 伝 子 座 Ｖ Ｃ ０ ６ ６ ５ に よ り コ ー ド さ れ る Ｖ ｐ ｓ Ｒ は 、 Ｎ ｔ ｒ Ｃ 、 Ａ ｌ ｇ Ｂ
、 お よ び Ｈ ｙ ｄ Ｇ の よ う な δ ５ ４ 応 答 制 御 因 子 フ ァ ミ リ ー に 高 度 に 類 似 す る 仮 想 の ４ ４ ４
個 の ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 で あ る （ Yildiz et al., 2001お よ び Ali et al., 2000） 。 本 発
明 者 の 研 究 室 は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｋ １ ０ ４ 上 で の ｖ ｐ ｓ Ｒ 供 給 が 、 こ れ ら の ｖ ｐ ｓ Ｒ 変 異
体 両 方 に お い て し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り を 保 持 で き る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 知 見
に よ り 、 こ れ ら の 変 異 体 に お け る し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り の 欠 失 は ｖ ｐ ｓ Ｒ の 変 異 が
原 因 で あ る こ と が 確 か め ら れ た 。 Ｖ ｐ ｓ Ｒ は 転 写 活 性 化 因 子 で あ る と 予 測 さ れ る の で 、 本
発 明 者 は 、 そ れ が ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 運 動 性 を 制 御 す る か 否 か を 思 索 し た 。 Ｖ ｐ ｓ Ｒ 変 異
体 （ Ｄ Ｋ ５ ６ ２ お よ び Ｄ Ｋ ５ ８ １ ） に つ い て 行 っ た 運 動 性 試 験 は 、 変 異 体 が 親 Ｎ １ ６ ９ ６
１ と 比 較 し て そ の 運 動 性 を 常 に ～ ５ ０ ％ 低 減 し て い る こ と を 示 し た （ デ ー タ は 示 し て い な
い ） 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 細 胞 は 典 型 的 に は 運 動 性 で あ り 、 運 動 性 は 毒 性 に 重 要 で あ る （ Ya
ncey et al., 1978お よ び Richardson, 1991） の で 、 Ｖ ｐ ｓ Ｒ が ま た ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の
毒 性 に お い て 役 割 を 担 い 得 る か を 思 索 す る こ と を 試 み た 。 Ｖ ｐ ｓ Ｒ は Ｅ Ｐ Ｓ （ ｖ ｐ ｓ ） 生
合 成 遺 伝 子 お よ び 可 能 性 の あ る 他 の 表 現 型 を 調 節 す る 際 に 重 要 で あ る が 、 Ｖ ｐ ｓ Ｒ 発 現 を
促 進 す る 条 件 お よ び ｖ ｐ ｓ 遺 伝 子 を 調 節 す る そ の 機 序 は あ ま り よ く 分 か っ て い な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
Ａ ｍ ｉ Ｂ ア ミ ダ ー ゼ は し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か わ り に お い て 役 割 を 担 う
　 Ａ ｍ ｉ Ｂ （ Ｎ － ア セ チ ル ム ラ モ イ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン ア ミ ダ ー ゼ ） タ ン パ ク 質 は 、 ａ ｍ ｉ
Ｂ 遺 伝 子 （ Ｖ Ｃ ０ ３ ４ ４ ） に よ り コ ー ド さ れ る 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の し わ 状 株 は 運 動 性 が
影 響 さ れ て い る こ と が 既 に 見 出 さ れ て い る （ Ali et al., 2002） の で 、 ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 を
試 験 し 、 そ の 運 動 性 が 影 響 さ れ て い る か を 確 か め た 。 運 動 性 ア ッ セ イ は 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体
（ 株 Ｄ Ｋ ６ ３ ０ ） が そ の 親 Ｎ １ ６ ９ ６ １ （ 領 域 ２ ６ ｍ ｍ ） と 比 較 し て そ の 運 動 性 を 常 に ～
５ ０ ％ 低 減 さ れ て い る （ 領 域 １ ０ ｍ ｍ ） こ と を 示 し た （ 図 ３ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ａ ｍ ｉ
Ｂ が ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 運 動 性 お よ び し わ 状 表 現 型 に 影 響 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 細 菌 細 胞 壁 は 、 典 型 的 に は 、 ム レ イ ン ま た は ペ プ チ ド グ リ カ ン と し て 知 ら れ て い る ヘ テ
ロ ポ リ マ ー か ら な る 。 多 く の グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 、 １ 世 代 当 た り そ の ム レ イ ン の ５ ０ ％ ま で
を 退 化 さ せ 、 そ れ を 繰 り 返 し て 新 た な ム レ イ ン を 形 成 す る （ Goodell, 1985； Park, 1993
） 。 Ｎ － ア セ チ ル ム ラ モ イ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン ア ミ ダ ー ゼ は 、 し ば し ば 、 自 己 溶 解 ま た は 微
生 物 の 細 胞 壁 加 水 分 解 と 関 連 す る 。 意 外 な こ と に 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ の よ う な 中 隔 を 開 裂 す る グ ラ
ム 陰 性 細 菌 の 酵 素 は 、 最 近 で も 数 種 で 研 究 さ れ て い る の み で あ り 、 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ に
お い て 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 は 分 離 し て い な い 細 胞 か ら な る 長 い 鎖 と し て 成 長 す る こ と が 見 出
さ れ た （ Heidrich et al., 2001お よ び Holtje et al., 2001） 。 ア ゾ ト バ ク タ ー ・ ビ ネ ラ
ン ジ ー （ Azotobacter vinelandii） に お い て 、 Ｎ － ア セ チ ル ム ラ モ イ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン ア
ミ ダ ー ゼ は 、 ア ゾ ト バ ク タ ー ・ ビ ネ ラ ン ジ ー の そ の 細 胞 壁 を 再 利 用 す る 能 力 に よ り ア ル ギ
ン 酸 産 生 と 結 び つ く （ Nunez et al., 2000） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 検 索 に よ り 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ａ ｍ ｉ Ｂ 配 列 が 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル
ギ ノ ー サ （ ７ ｅ － ７ ８ ） 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ カ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム （ Salmonella enter
ica Typhi） （ ７ ｅ － ６ ９ ） 、 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ Ｏ １ ５ ７ ： Ｈ ７ （ ６ ｅ － ５ ７ ） 、 お よ
び エ ル シ ニ ア ・ ペ ス チ ス （ ６ ｅ － ５ ０ ） を 含 む 多 種 多 様 な 種 に お い て 見 出 さ れ る Ｎ － ア セ
チ ル ム ラ モ イ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン ア ミ ダ ー ゼ に 高 度 に 類 似 す る こ と が 示 さ れ た 。 ビ ブ リ オ ・
コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ の Ａ ｍ ｉ Ｂ は 、 セ リ ン （ ９ ． ５ ％ ） 、 プ ロ リ ン （ ６ ％ ） 、 お よ び ス
レ オ ニ ン （ ６ ％ ） が 異 常 に 濃 縮 し た ５ ９ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 で あ る と 推 定 さ れ る 。 か か る
組 成 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 細 胞 壁 と 関 連 す る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に 共 通 し （ Fischetti et
 al., 1991） 、 ラ ク ト コ ッ カ ス ・ ラ ク チ ス （ Lactococcus lactis） の 推 定 ペ プ チ ド グ リ カ
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ン 加 水 分 解 酵 素 （ ａ ｃ ｍ Ｂ ） に 類 似 す る （ Huard et al., 2003） 。 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ お
よ び エ ル シ ニ ア ・ ペ ス チ ス に お い て と 同 様 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ に お い て 、 ａ ｍ ｉ Ｂ は 、 Ｄ Ｎ
Ａ ミ ス マ ッ チ 修 復 に お い て 役 割 を 担 う ｍ ｕ ｔ Ｌ の 直 ぐ 上 流 に 位 置 す る （ Tsui et al., 200
3お よ び Parkhill et al., 2001） 。 Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ を 用 い た コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 に よ り 、 ビ ブ
リ オ ・ コ レ ラ の Ａ ｍ ｉ Ｂ は 切 断 可 能 な Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る と 予 測 さ れ 、 Ｔ Ｍ ｐ ｒ
ｅ ｄ を 用 い た 分 析 に よ り 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ が ２ つ の 膜 貫 通 型 ド メ イ ン （ ス コ ア ２ ３ ６ ３ ） （ 一 方
は Ｎ 末 端 （ ア ミ ノ 酸 １ ０ ～ ２ ９ ） に 位 置 し 、 こ れ は Ｎ 末 端 シ グ ナ ル ア ン カ ー 配 列 も 表 し 得
、 も う 一 方 の 膜 貫 通 型 ド メ イ ン は Ｃ 末 端 （ ア ミ ノ 酸 ４ ４ ６ ～ ４ ６ ５ ） に 位 置 す る ） を 有 す
る こ と が 強 く 予 想 さ れ る 。 ｓ ｅ ｃ 依 存 性 シ グ ナ ル 配 列 が ま た 予 測 さ れ る と 、 Ｔ ｍ ｐ ｒ ｅ ｄ
は Ｎ 末 端 に あ る 膜 貫 通 型 領 域 を 推 測 す る と 予 測 さ れ る 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ａ ｍ ｉ Ｂ は ま
た 、 そ の Ｃ 末 端 に あ る Ｌ ｙ ｓ Ｍ （ リ ジ ン モ チ ー フ ） ド メ イ ン を 含 有 す る と 予 測 さ れ 、 そ し
て こ れ は 細 胞 壁 分 解 に 関 与 す る 酵 素 に お い て 見 出 さ れ た も の で あ る （ Bateman et al., 20
00） 。 興 味 深 い こ と に 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ａ ｍ ｉ Ｂ は 、 種 々 の 哺 乳 類 接 着 タ ン パ ク 質 の
表 面 結 合 ド メ イ ン と し ば し ば 関 連 す る Ａ ｒ ｇ － Ｇ ｌ ｙ － Ａ ｓ ｐ （ Ｒ Ｇ Ｄ ） モ チ ー フ を 含 有
す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ａ ｍ ｉ Ｂ は 、 エ ス ケ リ キ ア ・ コ リ の よ う な 他 種 に お い て 中 隔 と 関 連 す る （ Heidrich et 
al., 2001お よ び 2002） の で 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 は 、 そ の 細 胞 形 態 な ら
び に し わ 状 表 現 型 が 影 響 さ れ て い る か ど う か を 決 定 し た 。 細 胞 を 調 べ る と 、 細 胞 の 形 態 お
よ び 配 列 に お い て Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 （ 図 ４ Ｂ ） と 野 生 型 株 （ 図 ４ Ａ ） と の 間 に 明 ら か な 違 い
が 示 さ れ た 。 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 の 多 く の 細 胞 は 形 が 変 化 し 、 い く つ か は 細 胞 の 大 き さ （ 長 さ
お よ び 幅 ） が 劇 的 に 増 大 し て い た 。 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 は 、 鎖 状 の 細 胞 の 割 合 が 高 い よ う で あ
っ た 。 こ の 知 見 に よ り 、 細 胞 分 裂 ま た は 中 隔 が 影 響 さ れ 得 る こ と が 示 唆 さ れ る 。 野 生 型 と
Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 Ｄ Ｋ ６ ３ ０ と の 間 で 成 長 速 度 の 差 は 観 察 さ れ ず （ デ ー タ は 示 し て い な い ）
、 こ の こ と は 細 胞 構 造 の 差 が 成 長 速 度 の 差 に 関 与 し な い こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｌ Ｂ プ レ ー
ト 上 で 成 長 さ せ た 細 胞 の 知 見 は 継 代 培 養 に お い て 形 質 を 維 持 す る も の で あ る 一 方 、 Ｌ Ｂ ブ
ロ ス で 成 長 さ せ た 株 の 間 で 明 ら か に 劇 的 な 差 は 観 察 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い
） 。 例 え ば 、 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 の 細 胞 構 造 お よ び 形 態 を よ り 詳 細 に 分 析
す る た め に さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る が 、 こ の 実 施 例 に 示 す 研 究 結 果 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ
ラ の 細 胞 分 裂 、 構 造 ま た は 中 隔 と し わ 状 表 現 型 と の 間 に 結 び 付 き が あ る こ と を 示 唆 し て い
る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 原 核 生 物 の ア ミ ダ ー ゼ の 新 た な 機 能 、 す な わ ち し わ 状 表 現 型 へ の 切
り か わ り お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 重 要 で あ る こ と の 証 拠 を も た ら す も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｒ ｏ ｃ Ｓ ： Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ お よ び Ｅ Ａ Ｌ ド メ イ ン を 有 す る 保 存 さ れ た 調 節
タ ン パ ク 質 は し わ 状 表 現 型 を 調 節 す る
　 本 発 明 者 の 研 究 室 が 特 に 興 味 を 持 っ た 別 の 種 類 の 変 異 体 は 、 Ｒ ｏ ｃ Ｓ （ 前 述 の デ ー タ ベ
ー ス に お け る 「 Ｐ ｄ ｅ Ａ 様 」 タ ン パ ク 質 ） と 呼 ば れ 、 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ お よ び Ｅ Ａ Ｌ ド メ イ ン 含
有 推 定 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 座 Ｖ Ｃ ０ ６ ５ ３ に お け る 欠 失 を 有 す る も の で あ っ た
。 ３ 種 の 独 立 し た 接 合 体 か ら ｒ ｏ ｃ Ｓ に お い て 変 異 を 含 有 す る ３ 種 の 独 立 し た 変 異 体 が 単
離 さ れ た こ と に 注 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 結 果 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｒ ｏ ｃ Ｓ が
、 ｒ Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 、 し わ 状 表 現 型 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 お よ び お そ ら く 他 の 表 現 型 に お い
て 重 要 な 役 割 を 担 う こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 変 異 体 に お け る し わ 状 表 現 型 の 欠 失 は 、 野
生 型 Ｎ １ ６ ９ ６ １ と Ｒ ｏ ｃ Ｓ （ Ｄ Ｋ ５ ６ ７ ） 細 胞 間 の 成 長 速 度 の 差 に よ っ て は 説 明 さ れ な
い （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 は し わ 状 表 現 型 へ の 切
り か わ り が 欠 失 し て い る よ う で あ る と い う 知 見 は 、 上 記 の 運 動 性 の 試 験 を 促 す も の で あ っ
た 。 運 動 性 ア ッ セ イ に よ り 、 Ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 （ Ｄ Ｋ ５ ６ ７ ） が 、 そ の 親 で あ る Ｎ １ ６ ９ ６
１ （ 領 域 ２ ６ ｍ ｍ ） と 比 較 し て 常 に そ の 運 動 性 が ＞ ５ ０ ％ 低 減 し て い る こ と が 示 さ れ 、 こ
の こ と は 、 こ の 遺 伝 子 座 が ま た ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 運 動 性 に 影 響 す る こ と を 示 唆 し て い る
（ 図 ３ ） 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ き 、 本 発 明 者 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｒ ｏ ｃ Ｓ （ お よ び ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ） が 、 種 の 毒 性 、 バ イ オ フ ィ ル ム お よ び 存 続 に お い て 役 割 を 有 す る も の を 含

10

20

30

40

50

(30) JP 2007-500697 A 2007.1.18



む い く つ か の 表 現 型 を 調 節 す る と 考 え る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン は 、 セ ル ロ ー ス （ β － １ ， ４ － グ ル カ ン ） 合 成 の
調 節 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 に お い て 示 さ れ た （ Ausmees et al., 2001
） 。 ア セ ト バ ク タ ー ・ キ シ リ ナ ム 、 リ ゾ ビ ウ ム ・ レ グ ミ ノ サ ル ム 生 物 型 ト リ ー フ ォ リ ー （
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii） お よ び ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス
に お け る セ ル ロ ー ス 産 生 は 、 ２ つ の 酵 素 、 ジ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ （ Ｄ ｇ ｃ ） お よ び ｃ －
ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ジ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｐ ｄ ｅ Ａ ） （ そ れ ぞ れ 、 細 胞 に お い て 新 規 シ グ ナ ル 伝 達 分 子
で あ る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の レ ベ ル を 調 節 す る ） の 逆 効 果 に よ り 調 節 さ れ る （ Amikam et al.,
 1989お よ び Ross et al., 1990お よ び 1991） 。 ジ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ は 、 セ ル ロ ー ス 産
生 を 特 異 的 に 活 性 化 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 形 成 を 触 媒 す る こ と に よ り 正 の 調 節 因 子 と し て
作 用 し 、 一 方 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 消 化 し 、 セ ル ロ ー ス を 負 に 調 節 す
る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 分 子 は 、 セ ル ロ ー ス 生 合 成 の 可 逆 ア ロ ス テ リ ッ ク 活 性 化 因 子 （ エ フ ェ
ク タ ー ） で あ る と 予 測 さ れ る （ Ross et al.,1991） 。 さ ら に 、 共 通 す る 唯 一 の エ レ メ ン ト
と し て Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 異 な る 種 由 来 の 遺 伝 子 を 用 い
た 遺 伝 的 相 補 性 研 究 に よ り 、 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン が ジ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 に お い て
役 割 を 担 い 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 調 節 に お い て 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る （ Ausmee
s et al., 2001） 。 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｒ ｏ ｃ Ｓ タ ン パ ク 質 が 、 Ｅ
Ｐ Ｓ 様 物 質 の 産 生 お よ び 増 大 し た バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 と 関 連 す る し わ 状 表 現 型 へ の 切 り か
わ り に お い て 鍵 と な る 役 割 を 担 う こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｒ ｏ ｃ Ｓ の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 検 索 に よ り 、 そ れ が 高 度 に 保 存 さ れ 、 シ ュ ー
ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （ Ｐ Ａ ０ ５ ７ ５ ； ４ ２ ％ 　 ｉ ｄ ； ５ ｅ － ９ ２ ） 、 バ チ ル ス ・ ア
ン ト ラ シ ス （ Ｂ Ａ ５ ５ ９ ３ ； ３ ７ ％ 　 ｉ ｄ ； ６ ｅ － ９ ０ ） 、 ラ ル ス ト ニ ア ・ ソ ラ ナ セ ア ル
ム （ Ralstonia solanacearum） （ Ｒ Ｓ ｃ ０ ５ ８ ８ ； ３ ６ ％ 　 ｉ ｄ ； ４ ｅ － ８ ８ ） 、 お よ び
ア セ ト バ ク タ ー ・ キ シ リ ナ ム （ A. xylinum） （ ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ジ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 　
Ｄ ｇ ｃ ； ４ ０ ％ ， ９ ｅ － ８ ２ ） を 含 む 多 種 多 様 な 他 の 種 に お い て 見 出 さ れ た 推 定 タ ン パ ク
質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 ｄ ｇ ｃ お よ び ｐ ｄ ｅ Ａ 遺 伝 子 は い く ら か の 相
同 性 を 有 し 、 類 似 の ド メ イ ン 構 築 物 を 有 す る が 、 ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 は Ｅ Ｐ Ｓ 様 物 質 を 産 生 で
き な い と い う 本 明 細 書 で の 知 見 は 、 セ ル ロ ー ス を 産 生 で き な い ジ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ （
ｄ ｇ ｃ ） 変 異 体 と 一 致 す る 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の Ｒ ｏ ｃ Ｓ は 、 Ｐ ｄ ｅ Ａ よ り ア セ ト バ ク タ
ー ・ キ シ リ ナ ム の Ｄ ｇ ｃ と 有 意 に 高 度 な 類 似 性 を 有 す る （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 最 近
の 報 告 に よ る と 、 「 Ｒ ｏ ｃ Ｓ 」 相 同 体 を シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （ こ れ は バ イ オ
フ ィ ル ム 形 成 に 必 須 な よ う で あ る ） （ Connolly etal., 2003） お よ び ビ ブ リ オ ・ パ ラ ハ エ
モ リ チ ク ス に お い て （ こ れ は 莢 膜 多 糖 産 生 を 調 節 す る ） （ Gauvener et al., 2003） 同 定
さ れ た 。 加 え て 、 疫 病 細 菌 で あ る エ ル シ ニ ア ・ ペ ス チ ス （ Y. pestis） の 自 己 凝 集 表 現 型
（ し わ 状 表 現 型 の 典 型 で あ る ） は 、 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ 含 有 タ ン パ ク 質 Ｈ ｍ ｓ Ｔ を 必 要 と す る （ Jo
nes et al., 1999） 。 相 同 な 調 節 （ Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ 含 有 ） タ ン パ ク 質 が い く つ か の 種 で 見 出 さ
れ 、 し わ の 寄 っ た コ ロ ニ ー 、 Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 、 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 と 関 連 付 け ら れ た が
、 こ の 過 程 を 調 節 す る 際 の そ れ ら の 役 割 は あ ま り 研 究 さ れ て い な い （ 一 部 は 、 利 用 可 能 な
試 薬 が な い こ と に 起 因 す る ） 。 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ 含 有 タ ン パ ク 質 は ヌ ク レ オ チ ド シ ク ラ ー ゼ 活 性
を 有 し （ Ausmees et al., 2001； Ross et al., 1987； Pei et al., 2001お よ び Tal etal.
, 1998） 、 細 菌 に お い て 広 が っ て い る （ Croft et al., 2000お よ び Galperin et al., 200
1） こ と を 示 唆 す る 証 拠 は 増 え て い る 。 原 核 生 物 に お け る こ の タ ン パ ク 質 の 相 同 体 お よ び
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 可 能 性 の あ る 広 範 囲 の 出 現 は 、 共 通 す る 調 節 系 、 お よ び そ れ ら が 、 ビ ブ
リ オ ・ コ レ ラ に お け る Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 、 し わ 状 表 現 型 、 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 含 む 表 現
型 お よ び 多 種 の 表 現 型 を 調 節 す る 際 に 重 要 な 機 能 を 有 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 し わ 状 様 表 現 型 は 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ カ ・ エ ン テ リ テ ィ デ ス （ Petter, 1993） 、 サ
ル モ ネ ラ ・ エ ン テ リ カ （ Anriany et al., 2001） 、 ビ ブ リ オ ・ パ ラ ハ エ モ リ チ ク ス （ Gauv
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ener et al., 2003） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （ D'Argenio et al., 2002） お
よ び エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ サ カ ザ キ （ Farmer et al., 1980） を 含 む い く つ か の 種 で 報 告 さ
れ て い る 。 現 在 、 し わ 状 表 現 型 は ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ お よ び い く つ か の 他 の 種 で 重 要 な 役 割
を 有 し 得 る こ と が 次 第 に 認 め ら れ つ つ あ る 。 こ の こ と は 、 こ れ ら の 「 変 異 体 」 が 「 氷 山 の
一 角 」 を 表 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 し わ 状 変 異 体 が バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 特 に ニ ッ チ
ま た は 特 に 環 境 下 で 特 異 的 な 役 割 を 満 た す こ と を 示 唆 す る デ ー タ が 増 え て い る 。 ビ ブ リ オ
・ コ レ ラ の 場 合 、 ｒ Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 、 し わ 状 表 現 型 、 お よ び Ｈ Ｆ Ｒ Ｐ は 、 特 に 環 境 下 で の 細 胞
亜 種 に 対 す る い く つ か の 進 化 的 ま た は 適 応 し た 利 点 を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 示 す 研 究 に お い て 、 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 滑 ら
か な 表 現 型 か ら し わ 状 表 現 型 へ の 高 頻 度 で の 切 り か わ り を 促 進 す る 条 件 を 同 定 し 、 こ れ を
利 用 し て 、 滑 ら か な 表 現 型 と し わ 状 表 現 型 と の 間 の 分 子 切 り か わ り に 関 与 す る 遺 伝 子 を 同
定 し 、 研 究 し た 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 の い く つ か は 、 特 定 の 条 件 下 で の Ｅ Ｐ Ｓ 産 生 、 増 大
し た バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 お よ び 増 大 し た 細 胞 生 存 と 関 連 す る し わ 状 表 現 型 へ の 高 頻 度 シ
フ ト の 有 効 な 機 序 を 引 き 出 し た よ う で あ る 。 増 大 し た バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 導 く こ と が で
き る 切 り か わ る 能 力 は 、 特 に 、 株 が 同 じ 生 態 学 的 ニ ッ チ に つ い て 競 い 合 い 、 耐 性 、 増 大 し
た コ ロ ニ ー 形 成 、 ま た は 細 胞 凝 集 を 促 進 す る 表 現 型 の 若 干 の バ リ エ ー シ ョ ン が 適 応 お よ び
生 存 に 重 要 で あ る 環 境 下 で 適 応 す る 利 点 を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 ３
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は ヒ ト お よ び 動 物 の 重 要 な 病 原 体 で あ り 、 そ の 抗 生 物
質 耐 性 は 公 衆 衛 生 の 関 心 事 で あ る 。 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 は 発 病 に 必 須 で あ り 、 バ イ オ フ ィ
ル ム を 形 成 し 、 伝 統 的 な 抗 生 物 質 処 置 に 抵 抗 す る 能 力 に よ り 、 し ば し ば 処 置 は 困 難 な も の
と な り 、 感 染 が 持 続 す る 。 従 っ て 、 新 規 抗 菌 ア プ ロ ー チ は 科 学 、 医 療 、 お よ び 農 業 コ ミ ュ
ニ テ ィ ー に と っ て 非 常 に 興 味 を 引 く も の で あ る 。 本 発 明 者 は 、 実 施 例 １ に お い て 環 状 ジ ヌ
ク レ オ チ ド シ グ ナ ル 伝 達 分 子 で あ る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ ３ ’ ５ ’ － 環 状 ジ グ ア ニ ル 酸 ） の レ
ベ ル を 調 節 す る こ と が 原 核 生 物 の 表 現 型 を 調 節 す る 際 に 適 用 で き る と 提 案 し た 。 こ の 実 施
例 の 以 下 に 記 載 す る 実 験 に お い て 、 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 メ チ シ リ ン 耐 性 （ Ｍ Ｒ Ｓ Ａ
） 株 を 含 む ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の ヒ ト 臨 床 お よ び ウ シ 乳 房 炎 に 対 す る 活 性 を
示 す 。 本 実 施 例 に よ り 、 化 学 的 に 合 成 し た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 生 理 食 塩 水 に 溶 解 性 か つ 安 定
で あ り 、 沸 騰 、 お よ び 酸 お よ び ア ル カ リ に 曝 露 し た 後 も 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 細 胞
外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 処 置 は 、 無 処 置 対 照 と 比 較 し て
、 液 体 培 地 に お け る 細 胞 と 細 胞 （ 細 胞 間 ） の 接 着 相 互 作 用 を 阻 害 し 、 ヒ ト お よ び ウ シ 単 離
物 に お け る 細 胞 と 表 面 の 相 互 作 用 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 低 減 （ ＞ ５ ０ ％ ） し た 。 ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の ヒ ト 上 皮 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と の 接 着 を 阻
害 し 、 そ し て ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 へ の 明 ら か な 毒 性 を 示 さ ず 、 マ ウ ス に お い て
致 命 的 で は な か っ た 。 グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ Ｇ Ｍ Ｐ は 、 バ イ オ フ ィ ル ム に 対 す
る 効 果 は 劣 っ て お り 、 一 方 ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ は 効 果 を 有 し て い な か っ た 。 本 明 細 書 に お け る デ
ー タ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス が 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ シ グ ナ ル に 感 受 性 で あ
り 、 応 答 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 単 独 、 あ る い は 他 の 抗 菌 剤 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ
る 場 合 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の よ う な 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド は 、 バ イ オ フ ィ ル ム の 阻 害 お よ び 制
御 、 な ら び に 感 染 症 の 制 御 お よ び 処 置 に お け る 新 規 か つ 魅 力 的 な ア プ ロ ー チ と な る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
材 料 お よ び 方 法
　 用 い た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 、 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ お よ び ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ジ
ア ン モ ニ ウ ム 塩 を 純 粋 か つ 高 収 率 で 製 造 す る 最 近 記 載 さ れ た 新 規 合 成 方 法 を 用 い て 、 本 実
施 例 の 研 究 に お い て 用 い る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 純 粋 な 形 で 生 化 学 的 に 合 成 し た （ 図 ５ Ａ ） （
Hayakawa et al., 2003） 。 使 用 前 に 、 ま ず 分 子 を ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 に 再 懸 濁 し 、 ２
ｍ Ｍ 　 溶 液 を 調 製 し て 、 凍 結 乾 燥 さ せ た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 純 度 お よ び 安 定 性 を 決 定 し 、 次
に Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 お よ び Ｅ Ｓ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 分 光 計 に よ り 確 認 し た 。 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ （ グ ア ノ シ
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ン ３ ’ ， ５ ’ － 環 状 モ ノ リ ン 酸 塩 ， Sigma #G7504） お よ び ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ （ グ ア ノ シ ン ５ ’
－ モ ノ リ ン 酸 塩 ， Ｔ Ｃ Ｉ ， Tokyo Kasei Kogyo Co.） ヌ ク レ オ チ ド も 用 い た 。 別 段 述 べ て
な い 限 り 、 そ れ ぞ れ の ヌ ク レ オ チ ド の ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 の ４ ｍ Ｍ 　 ス ト ッ ク 溶 液 を 調
製 し 、 必 要 に な る ま で ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 用 い た 細 菌 株 お よ び 成 長 培 地 　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の ヒ ト 臨 床 単 離 物 を 本
研 究 に お い て 用 い 、 － ７ ０ ℃ 、 ５ ０ ％ 　 グ リ セ ロ ー ル 中 で 保 存 し た 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス
・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ は 、 Veterans Affairs Medical Center（ Baltimore, MD、 緊 急
処 置 ベ ッ ト 数 お よ そ ２ ０ ０ 床 ） の 患 者 の 血 液 培 養 物 か ら ２ ０ ０ ３ 年 に 単 離 さ れ た も の で あ
る 。 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ は Ｖ Ａ Ｍ Ｃ の 診 断 的 微 生 物 学 研 究 室 に よ り 単 離 さ れ 、 標 準 的 な プ レ ー テ ィ
ン グ 技 術 、 コ ア グ ラ ー ゼ 検 出 用 BactiStaph Latex 150試 験 キ ッ ト （ Remel） を 用 い た ラ テ
ッ ク ス 凝 集 、 お よ び 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 に よ り 、 メ チ シ リ ン 耐 性 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア
ウ レ ウ ス （ Ｍ Ｒ Ｓ Ａ ） で あ る と 確 認 さ れ た （ Sensititre plates, Microbiology Systems
） 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 １ ５ ９ ８ １ は 、 Universitaria de Navarra, Spai
n（ Inigo Lasa、 パ ー ソ ナ ル コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン ） の 臨 床 研 究 室 に よ っ て 耳 炎 患 者 か ら １
９ ９ ９ 年 に 単 離 さ れ た 高 接 着 性 高 バ イ オ フ ィ ル ム ヒ ト 臨 床 株 で あ る （ Valle et al., 2003
） 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス １ ５ ９ ８ １ は 、 天 然 の ａ ｇ ｒ 変 異 体 で あ り 、 Ｍ Ｅ Ｔ
、 Ａ Ｍ Ｘ 、 Ｃ Ｌ Ｉ 、 Ｅ Ｒ Ｙ 、 Ｄ Ｏ Ｘ 、 Ｆ Ｏ Ｆ 、 Ｖ Ａ Ｎ 、 Ｃ Ｉ Ｐ に 感 受 性 で あ り 、 Ｇ Ｅ Ｎ に
耐 性 で あ る 。 本 研 究 で 用 い た 野 生 型 ウ シ 潜 在 性 乳 房 炎 株 は 、 Ｖ ３ ２ ９ （ 高 バ イ オ フ ィ ル ム
株 ） （ Cucarella et al., 2001） 、 Ｖ ２ ９ ９ （ ｂ ａ ｐ 陰 性 ｉ ｃ ａ Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 陽 性 ） （ Cucare
lla et al., 2004） お よ び Ｖ ３ １ ５ （ ｂ ａ ｐ 陰 性 お よ び ｉ ｃ ａ Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 陰 性 ） （ Cucarell
a et al., 2004） で あ っ た 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｍ ５ ５ ６ （ Ｖ ３ ２ ９ の ア
イ ソ ジ ェ ニ ッ ク な ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 ｂ ａ ｐ 変 異 体 ） （ Cucarella et al., 2001） も 用 い
た 。 別 段 示 し て い な い 限 り 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 は 、 ３ ７ ℃ 、 ヒ ツ ジ 血 液
寒 天 プ レ ー ト 上 、 ま た は ０ ． ２ ５ ％ 　 グ ル コ ー ス 添 加 ト リ プ テ ィ ッ ク ソ イ ブ ロ ス （ Ｔ Ｓ Ｂ
， Difco） 中 で 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 安 定 性 試 験 　 用 語 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 本 明 細 書 で 用 い る が 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ
Ｐ ジ ア ン モ ニ ウ ム 塩 （ 遊 離 二 リ ン 酸 で は な い ） を こ れ ら の 安 定 性 試 験 の た め に 用 い た 。 （
ｉ ） 沸 騰 水 中 ： ２ ｍ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 水 中 溶 液 を 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 　 ２ ． ４ ２ ｍ ｇ （ ３
． ３ μ ｍ ｏ ｌ ） を イ オ ン 交 換 ／ イ オ ン を 含 ま な い 水 （ 蒸 留 水 を イ オ ン 交 換 樹 脂 を 通 し て 調
製 し た ） １ ． ６ ５ ｍ Ｌ に 溶 解 し て 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を １ ０ ０ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 し 、 次 に
減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 生 じ た 残 渣 を 、 以 下 に 示 す 条 件 下 で Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の 対 象 と し た 。 （ ｉ
ｉ ） ｐ Ｈ ３ の 溶 液 中 ： 上 記 の ２ ｍ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 水 溶 液 　 ５ ０ ０ μ ｌ （ １ μ Ｍ 　 ｃ －
ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 含 有 ） を １ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ 　 ２ ０ ｍ Ｌ 中 に 溶 解 し 、 ｐ Ｈ ３ （ ｐ Ｈ メ ー タ ー で 確
か め た ） を 得 た 。 得 ら れ た 溶 液 を 室 温 に て １ 時 間 攪 拌 し 、 次 に 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 　
２ ０ ０ ｍ Ｌ を 添 加 し て 中 和 し た 。 水 を 減 圧 下 で 蒸 発 さ せ 、 得 ら れ た 残 渣 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の
対 象 と し た 。 （ ｉ ｉ ｉ ） ｐ Ｈ １ ０ の 溶 液 中 ： 上 記 ２ ｍ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 水 溶 液 　 ５ ０ ０
μ ｌ （ １ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 含 有 ） を 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 水 溶 液 　 ２ ０ ０ ｍ Ｌ 中
に 溶 解 し 、 ｐ Ｈ １ ０ （ ｐ Ｈ メ ー タ ー で 確 か め た ） の 溶 液 を 得 た 。 得 ら れ た 溶 液 を 室 温 に て
１ 時 間 攪 拌 し た 。 反 応 物 を １ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ 　 ２ ０ ｍ Ｌ を 添 加 し て ク エ ン チ し た 。 得 ら れ た
中 和 溶 液 を 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 残 渣 物 質 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の 対 象 と し た 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 を 、 Wa
ters 2996 Photodiode Array Detectorを 備 え た Waters 2695 Separation Module上 で 次 の
条 件 下 で 行 っ た 。 カ ラ ム ： Nacalai Tesque COSMOSIL 5C18-AR-IIカ ラ ム （ ４ ． ６ ｍ ｍ （ 直
径 ） × ２ ５ ０ ｍ ｍ （ 長 さ ） ） ； 検 出 ： ２ ５ ４ ｎ ｍ の 紫 外 線 ； 温 度 ： ４ ０ ℃ ； 溶 出 ： Ａ ＝ ０
． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ （ 水 溶 液 ） 、 Ｂ ＝ 水 ： ア セ ト ニ ト リ ル 　 ２ ０ ： ８ ０ 混 合 物 ； 流 速 ； １ ｍ
Ｌ ／ 分 ； ０ ～ １ ０ 分 ： Ａ 　 １ ０ ０ ％ ； １ ０ ～ ６ ０ 分 ： Ａ 　 １ ０ ０ ％ ／ Ｂ 　 ０ ％ か ら Ａ 　 ４
０ ％ か ら Ｂ 　 ６ ０ ％ へ の 直 線 的 勾 配 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 抗 生 物 質 感 受 性 試 験 　 感 受 性 試 験 を 、 Sensititreマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に て 製 造 元
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（ Microbiology Systems） の 指 示 に 従 い 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 成 長 速 度 に 対 す る 効 果 　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ
レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ を 、 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク か ら 血 液 寒 天 プ レ ー ト 上 に 継 代 培 養 し 、 ３ ７
℃ で １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に 、 シ ン グ ル コ ロ ニ ー を Ｔ Ｓ Ｂ ブ ロ ス （ ０ ． ２
５ ％ 　 グ ル コ ー ス 添 加 ） ５ ｍ ｌ に 植 え 付 け 、 ３ ７ ℃ で ４ 時 間 ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ で 振 盪 し な が ら
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 一 晩 培 養 物 の １ ０ － ３ 希 釈 物 １ ０ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト を 、 Ｔ Ｓ Ｂ
ブ ロ ス 　 ５ ｍ ｌ 含 有 試 験 管 に 開 始 細 胞 カ ウ ン ト 　 １ ０ ５ ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ （ プ レ ー テ ィ ン グ に
よ り 確 か め た ） で 植 え 付 け た 。 「 処 置 」 試 料 の た め 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 適 当 な ア リ コ ー ト
を 添 加 し 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ 最 終 濃 度 ） と し た 。 負 の 「 無 処 置 」 対 照 と し て
、 Ｔ Ｓ Ｂ 含 有 試 験 管 お よ び 等 量 の ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 研 究 に 含 め た 。 時 間 ０ で 、 そ れ ぞ
れ の 試 料 ５ ０ μ ｌ を 血 液 寒 天 プ レ ー ト に 播 種 し 、 開 始 ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ を 測 定 し た 。 次 に 、 試
験 管 を ３ ７ ℃ で ８ 時 間 、 振 盪 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 全 試 験 管 由 来 の ア リ コ ー ト
を ３ ０ 分 毎 に 播 種 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
試 験 管 凝 集 ア ッ セ イ お よ び 光 学 顕 微 鏡
　 １ ８ 時 間 後 の 血 液 寒 天 プ レ ー ト 由 来 コ ロ ニ ー を Ｐ Ｂ Ｓ 　 １ ｍ ｌ に 植 え 付 け 、 ～ ５ × １ ０
８ ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ （ プ レ ー ト カ ウ ン ト で 確 か め た ） 含 有 ０ ． ５ 　 McFarland標 準 と し た 。 次
に 、 ０ ． ５ 　 McFarland標 準 由 来 の ア リ コ ー ト 　 ５ μ ｌ を 、 Ｔ Ｓ Ｂ 　 １ ｍ ｌ 含 有 ５ ｍ ｌ 　
ポ リ ス チ レ ン チ ュ ー ブ に 植 え 付 け 、 ～ １ ０ ５ ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ （ プ レ ー ト カ ウ ン ト で 確 か め た
） と し た 。 こ れ ら の チ ュ ー ブ を 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 　 ５ ０ μ ｌ と 共 に 植 え 付 け て 、 最 終 濃 度
２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 得 る か （ 「 処 置 」 試 料 を 表 す ） 、 ま た は 対 照 と し て ０ ． ９
％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ５ ０ μ ｌ と 共 に 植 え 付 け た （ 「 無 処 理 」 対 照 を 表 す ） 。 培 養 物 を ３ ７ ℃ で
２ ４ 時 間 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ れ ら の 培 養 物 を 肉 眼
的 お よ び 顕 微 鏡 （ Zeiss Axioskop） で 調 べ 、 視 覚 可 能 な 細 胞 と 細 胞 の 凝 集 の 存 在 ま た は 不
存 在 を 調 べ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 作 用
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 を 、 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク か ら 血 液 寒 天 プ レ ー ト に
継 代 培 養 し 、 ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 シ ン グ ル コ ロ ニ ー を 、 Ｔ Ｓ Ｂ ブ
ロ ス 　 ５ ｍ ｌ に 清 潔 な ル ー プ で 植 え 付 け 、 ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ で 攪 拌 し な が ら
、 分 光 光 度 計 （ SpectraMAX 250, Molecular Devices） を 用 い て 分 光 学 的 に 測 定 し て Ｏ ．
Ｄ ． ６ ６ ０ 値 が ３ ． ０ に 達 す る ま で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培
養 物 を 新 し い Ｔ Ｓ Ｂ で １ ： ２ ５ ０ 希 釈 し 、 希 釈 し た 培 養 物 　 ２ ０ ０ μ ｌ を 平 底 ポ リ ス チ レ
ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Evergreen Scientific） の ウ ェ ル に 移 し た 。 バ イ オ フ ィ ル
ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の １ ０ 倍 希
釈 物 を 含 有 す る 「 処 置 」 試 料 の 連 続 希 釈 物 を Ｔ Ｓ Ｂ 中 に セ ッ ト ア ッ プ し た 。 こ れ は 次 の 最
終 濃 度 （ ０ 、 ２ 、 ２ ０ 、 お よ び ２ ０ ０ μ Ｍ ） の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 含 有 す る も の で あ っ た 。
こ れ ら の バ イ オ フ ィ ル ム 実 験 に お い て 、 ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 等 量 、 異 な る ウ ェ ル セ ッ ト
に 加 え 、 こ れ は 「 無 処 置 」 対 照 試 料 を 表 す も の と し た 。 次 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
を ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 ま た は ４ ８ 時 間 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
後 、 上 清 を 注 意 し て 捨 て 、 ウ ェ ル を Ｐ Ｂ Ｓ 　 ２ ６ ０ μ ｌ で ２ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 プ レ ー ト
を 、 ペ ー パ ー タ オ ル 上 で ３ ０ 分 間 乾 燥 さ せ 、 そ の 後 ０ ． １ ％ 　 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 　
２ ６ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト を 室 温 に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト を 捨 て 、 プ レ ー ト を 水 で 簡 単 に 洗 浄 し 、 ウ ェ ル を ３ ０ 分 間 乾 燥 せ
、 次 に 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 　 ２ ６ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 １ 時 間 軽 く 振 盪 し 、 Ｏ ． Ｄ ． ５ ７ ０

値 を 分 光 光 度 計 （ SpectraMAX 250, Molecular Devices） を 用 い て 測 定 し た 。 こ れ ら の バ
イ オ フ ィ ル ム ア ッ セ イ の 結 果 は 、 デ ュ プ リ ケ ー ト で 試 験 し た 少 な く と も ３ 種 の 独 立 し た コ
ロ ニ ー か ら 得 ら れ た デ ー タ に 基 づ く も の で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ
Ｍ Ｐ の 作 用 　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ を 、 グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク か ら
血 液 寒 天 プ レ ー ト に 継 代 培 養 し 、 ３ ７ ℃ で 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 シ ン グ ル コ ロ
ニ ー を Ｔ Ｓ Ｂ ブ ロ ス （ ０ ． ２ ５ ％ 　 グ リ コ ー ス 含 有 ） ５ ｍ ｌ に 植 え 付 け 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 、
２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ で 振 盪 し な が ら 、 培 養 物 が Ｏ ． Ｄ ． ６ ６ ０ 値 ～ ３ ． ０ に 達 す る ま で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 物 を 、 新 た な Ｔ Ｓ Ｂ ブ ロ ス で １ ： ２ ５ ０ 希
釈 し 、 希 釈 し た 培 養 物 　 ２ ０ ０ μ ｌ を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 移 し 、 ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 培 養 物 を 有 す る ウ ェ ル を 含 有 す る プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ２ ４ 時
間 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 適 当 量 添 加 し 、 最 終 濃
度 ２ ０ ０ μ Ｍ と し 、 こ れ を 「 処 置 」 試 料 を 表 す も の と し た 。 「 無 処 置 」 の 対 照 と し て 、 ０
． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 同 量 を 独 立 し た ウ ェ ル に 加 え た 。 次 に 、 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で さ ら に ２ ４
時 間 静 的 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 物 を 捨 て 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト を １ × Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し た 。 等 量 （ ２ ６ ０ μ ｌ ） の １ × Ｐ Ｂ Ｓ を 洗 浄 の
た め 各 ウ エ ル に 加 え た 。 次 に 、 プ レ ー ト を ペ ー パ ー タ オ ル 上 で ～ ３ ０ 分 間 乾 燥 さ せ た 。 ０
． １ ％ 　 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 　 ２ ６ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 バ イ オ フ ィ ル ム 中 の
細 胞 を 染 色 し 、 プ レ ー ト を 室 温 に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ク リ ス タ ル バ イ オ
レ ッ ト を 捨 て 、 プ レ ー ト を ｔ ａ ｐ 水 で 軽 く 洗 浄 し 、 ペ ー パ ー タ オ ル 上 で ３ ０ 分 間 乾 燥 さ せ
た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 　 ２ ６ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 １ 時 間 軽 く 振 盪 し た 。 バ イ オ フ ィ ル ム の
量 を 定 量 的 に ア ッ セ イ す る た め 、 Ｏ ． Ｄ ． ５ ７ ０ を 分 光 光 度 計 （ SpectraMAX 250, Molecu
lar Devices） に よ り 測 定 し た 。 結 果 は 、 デ ュ プ リ ケ ー ト で 試 験 し た 少 な く と も ３ 種 の 独
立 し た コ ロ ニ ー に 基 づ く も の で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 上 皮 細 胞 ア ッ セ イ 　 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ ２ ） を 完 全 培 地 （ グ ル タ ミ ン （ In
vitrogen） お よ び ５ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む １ ０ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ （ Sigma） Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ） 中 コ ン フ レ ン ト に な る ま で 成 長 さ せ 、 ０ ． １ ％ 　 ト リ プ シ ン － Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で
ト リ プ シ ン 処 理 し た 。 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 約 １ × １ ０ ５ を チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド の 各 ウ ェ ル に 播 種
し 、 次 に 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 中 で 少 な く と も １ ８ 時 間 、 ８ ５ ％ 　 コ ン
フ レ ン ト と な る ま で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 感 染 に 先 立 ち 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を 温 Ｐ Ｂ Ｓ で
２ 回 洗 浄 し 、 次 に 、 温 Ｆ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ 　 ５ ０ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 細 菌 接 着 ア
ッ セ イ の た め 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ の 一 晩 培 養 物 を Ｌ Ｂ ブ ロ ス
中 、 ３ ７ ℃ 、 ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ で 振 盪 し な が ら 一 晩 成 長 さ せ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 一 晩
培 養 物 　 １ ｍ ｌ を ペ レ ッ ト 化 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 　 １ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し た 。 ウ
ェ ル 中 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 　 ５ ０ ０ μ ｌ で ２ 回 洗 浄 し 、 所 望 の 濃 度 （ ０ 、 ２ 、 ２ ０
、 お よ び ２ ０ ０ μ Ｍ ） の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 　 ア リ コ ー ト を 調 製 し た 。 各 濃 度
の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ ５ ０ ０ μ ｌ ） を Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 含 有 ウ ェ ル に 植 え 付
け 、 次 に ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 　 １ ０ μ ｌ （ ～ １ ０ ７ ） （ Ｍ Ｏ Ｉ 　 Ｈ ｅ Ｌ ａ ：
細 菌 ～ １ ： １ ０ ０ ） を 添 加 し た 。 上 皮 細 胞 ア ッ セ イ を Ｃ Ｏ ２ 中 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 　 ５ ０ ０ μ ｌ で ２ 回 洗 浄 し 、 ２ ％ 　 ホ ル
マ リ ン で ２ ０ 分 間 固 定 し た 。 細 胞 を 再 び Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ０ 秒 間 ギ ム ザ 染 色 し 、 Ｐ
Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 次 に 細 胞 を 水 中 の ９ ０ ％ 　 グ リ セ ロ ー ル 　 ４ ０ μ ｌ で 覆 い 、 カ バ ー ス
ラ イ ド を 置 い た 。 ス ラ イ ド を 光 学 顕 微 鏡 （ Zeiss Axioskop） 下 、 ６ ３ ０ × ｍ ａ ｇ で 観 察 し
た 。 １ ０ ０ 個 の 個 々 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と の 細 菌 の 接 着 レ ベ ル を 、 そ れ ぞ れ デ ュ プ リ ケ ー ト の
処 理 に つ い て 計 測 し 、 平 均 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 安 全 性 お よ び 毒 性 ア ッ セ イ 　 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 毒 性 研 究 の た め 、 種 々 の 濃 度 （ ０ 、 ２ ５ 、
５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 お よ び ４ ０ ０ μ Ｍ ） の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 、 完 全 培 地 （ 細 菌 を 含 ま
な い ） 中 上 記 の よ う に 調 製 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 含 有 チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド の 別 々 の ウ ェ ル に て
試 験 し た 。 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 形 態 を １ ２ 、 ２ ４ 、 お よ び ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、
顕 微 鏡 で 調 べ た 。 マ ウ ス に 投 与 し た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 可 能 性 の あ る 致 死 性 も 調 べ た 。 こ れ
ら の 研 究 に お い て 、 成 体 メ ス Ｃ Ｄ － １ マ ウ ス お よ び 生 後 ５ 日 間 の マ ウ ス に 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　
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ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 　 ５ ０ μ Ｌ を 経 口 で 植 え 付 け 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 の ２ ４ 時 間 後 に 調 べ た
。
【 ０ １ ０ ８ 】
結 果 お よ び 考 察
　 医 療 器 具 の よ う な 種 々 の 表 面 上 ま た は 組 織 上 で バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 能 力 は 、 疾 患 の 発 病 に お い て 重 要 か つ 必 須 の 第 １ 工 程 で あ る 。 コ ミ
ュ ニ テ ィ ー お よ び 病 院 内 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 総 合 的 普 及 率 、 バ イ オ フ ィ
ル ム を 形 成 す る そ の 能 力 、 お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス が 複 数 の 抗 生 物 質 に し
ば し ば 耐 性 で あ る と い う 事 実 に よ り 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は 主 要 な 公 衆 衛 生
の 課 題 と な る 。 従 っ て 、 ヒ ト お よ び 動 物 に お け る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 低 減 さ せ る 新 規 介
入 お よ び 抗 菌 方 法 は 、 対 応 す る 抗 生 物 質 感 受 性 の 増 大 、 お よ び よ り 有 効 な 予 防 お よ び 処 置
ス ト ラ テ ジ ー と な り 得 る 。 こ の 研 究 は 、 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア
ウ レ ウ ス の ヒ ト お よ び 動 物 単 離 物 に お け る 細 胞 と 細 胞 と の 相 互 作 用 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム
形 成 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に お け る Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン の 同 定 は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ
と の 結 び つ き を 示 唆 す る 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ア ミ ノ 酸 ド メ イ ン を 含 有 す る タ ン
パ ク 質 と 関 連 す る 。 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン は 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 様 折 り た た み を 有 し 、
環 状 ジ グ ア ニ ル 酸 合 成 酵 素 と し て 作 用 す る ～ １ ８ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト
で あ る 。 こ れ ら の ド メ イ ン は 、 保 存 さ れ た Ｇ Ｇ （ Ｄ ／ Ｅ ） Ｅ Ｆ モ チ ー フ （ 配 列 番 号 ： ５ ）
を 有 す る が 、 ま た 多 く の 他 の 保 存 さ れ た 残 基 も 有 す る （ Galperin, 2001お よ び 2004） 。 Ｇ
Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ タ ン パ ク 質 は 、 細 菌 の エ キ ソ 多 糖 類 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 コ ロ ニ ー 形 成 、 お よ
び 接 着 の 調 節 に お い て 重 要 で あ る と い う 知 見 が 増 大 し て い る （ Bomchil et al., 2003； D'
Argenio et al., 2002； Jones et al., 1999お よ び Roumping et al., 2000） 。 こ れ ら の
種 類 の タ ン パ ク 質 は 細 菌 に 広 く 行 き わ た っ て お り 、 こ れ は 、 広 範 囲 の 種 が 標 的 と し て の 可
能 性 を 有 し 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ レ ベ ル を 調 節 す る こ と で 調 節 さ れ る 表 現 型 お よ び 多 く の 種 が
Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン を 含 む 多 数 の タ ン パ ク 質 を 有 す る こ と を 示 唆 し て い る （ Galperin, 20
01お よ び 2004） 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｃ Ｏ Ｇ デ ー タ ベ ー ス の 検 索 に よ り 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス ・ ア ウ レ ウ ス が 、 Ｃ 末 端 に Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン を 含 む た だ １ つ の タ ン パ ク 質 （ Ｓ Ａ ０ ７
０ １ 、 Ｃ Ｏ Ｇ ２ １ ９ ９ ） 、 お よ び 修 飾 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン を 含 む 別 の タ ン パ ク 質 （ Ｓ Ａ ０
０ １ ３ 、 Ｃ Ｏ Ｇ ３ ８ ８ ７ ） を 有 す る こ と が 示 さ れ る （ Tatusov et al., 2001） 。 Ｐ ｆ ａ ｍ
分 析 （ pfam. wustl. edu） に よ る と 、 Ｓ Ａ ０ ７ ０ １ の Ｎ 末 フ ラ グ メ ン ト は 、 ５ Ｔ Ｍ － ５ Ｔ
Ｍ Ｒ ＿ Ｌ Ｙ Ｔ タ イ プ （ ５ 個 の 推 定 膜 貫 通 型 セ グ メ ン ト 、 Ｐ ｆ ａ ｍ エ ン ト リ ー 　 Ｐ Ｆ ０ ７ ６
９ ４ ） の 不 可 欠 な 膜 感 覚 ド メ イ ン で あ る と 予 測 さ れ 、 そ れ ゆ え 、 ジ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ
ア ウ ト プ ッ ト ド メ イ ン を 含 む 膜 受 容 体 で あ る と 予 測 さ れ る 。 不 運 な こ と に 、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 中 の こ れ ら の 推 定 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 の 役 割 、 お よ び そ れ ら が ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と 結 び つ く 可 能 性 が あ る か 否 か 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア
ウ レ ウ ス に よ り 作 ら れ る か 否 か 、 お よ び ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 調 節 効 果 が 全 て の 種 で 類 似 す る
か 否 か は ま だ 分 か っ て い な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 安 定 性 　 種 々 の 物 理 的 条 件 下 お よ び 処 置 下 で の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 安 定
性 は あ ま り わ か っ て い な い 。 し か し な が ら 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 抗 菌 ス ト ラ テ ジ ー の 一 部 ま
た は 抗 菌 剤 と し て 用 い ら れ る べ き も の で あ る と 、 そ の 安 定 性 は よ り 研 究 さ れ る こ と を 必 要
と す る 。 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 数 種 の 保 存 条 件 下 で の 保 存 後 、 次 に 熱 、 酸 （ ｐ Ｈ ３ ） お よ
び ア ル カ リ （ ｐ Ｈ １ ０ ） 処 理 を 含 む 種 々 の 曝 露 後 に ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 安 定 性 を 決 定 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 イ オ ン を 含 ま な い 蒸 留 水 （ 蒸 留 水 を イ オ ン 交 換 樹 脂 カ ラ ム を 通 し て 調 製 さ れ る ） に Ｈ Ｐ
Ｌ Ｃ 分 析 の 直 前 に 再 懸 濁 さ れ 、 ２ ｍ Ｍ 　 ス ト ッ ク と な る 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の き ち ん と し た
（ 凍 結 乾 燥 粉 末 由 来 物 ） 形 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 は 、 数 日 間 － ７ ８ ℃ で の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の き ち
ん と し た 形 の 保 存 は 凝 集 分 子 （ 構 造 は 現 時 点 で は わ か っ て い な い が 、 決 定 さ れ つ つ あ る （
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デ ー タ は 示 し て い な い ） ） を 形 成 す る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 希 釈 剤 と し て 水 を 含 む ２ ｍ
Ｍ 　 ス ト ッ ク 溶 液 の 任 意 の 温 度 （ １ ０ ～ ２ ０ ℃ ） で の 幾 日 間 か の 保 存 は 、 凝 集 産 物 の 形 成
を 生 じ る 。 し か し な が ら 、 興 味 深 い こ と に 、 溶 液 を ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 に 調 節 す る と
、 凝 集 分 子 は モ ノ マ ー 型 に 戻 る こ と を 見 出 し た （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ お よ び Ｅ Ｓ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 分
光 分 析 に よ り 決 定 ） （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸
バ ッ フ ァ ー 中 で 少 な く と も １ ヶ 月 間 － ７ ８ ℃ 、 ４ ℃ 、 お よ び ２ ５ ℃ で 安 定 で あ り 、 構 造 も
変 化 し な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 溶 液 中 で 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析
に よ り 、 モ ノ マ ー 構 造 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 － ７ ８ ℃ 、 ４ ℃ 、 お よ び ２ ５ ℃ で 少 な く と も
３ ヶ 月 間 保 存 後 非 常 に 安 定 で あ っ た （ 図 ５ Ｂ ） 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は ま た 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 酢
酸 ア ン モ ニ ウ ム バ ッ フ ァ ー 中 、 少 な く と も １ ヶ 月 間 、 － ７ ８ ℃ 、 ４ ℃ 、 お よ び ２ ５ ℃ で 安
定 で あ り 、 構 造 も 変 化 を 受 け な い こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の ス
ト ッ ク 溶 液 が 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 安 定 で あ り 、 少 な く と も 数 ヶ 月 間 モ ノ マ ー 型 で 残 る よ う
に 、 ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 に 調 製 さ れ る べ き で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 セ ル ロ ー ス 産 生 を 活 性 化 す る 際 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 役 割 を 調 べ た グ ル コ ン ア セ ト バ ク タ
ー ・ キ シ リ ナ ム に お け る Ross等 の （ Ross et al., 1991） 従 前 の 研 究 と 一 致 し て 、 こ の 研
究 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は １ ０ ０ ℃ に １ ０ 分 間 曝 露 し た
後 安 定 で あ る こ と を 示 し た 。 Rossは 、 「 活 性 化 因 子 」 （ セ ル ロ ー ス 活 性 化 活 性 に よ り 測 定
） が 比 較 的 強 い ア ル カ リ （ ０ ． ２ Ｎ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 ｐ Ｈ ～ １ ３ ． ５ 、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 ） で
の 処 置 の 後 も 不 安 定 で あ る こ と を 見 出 し た が 、 本 研 究 で 行 っ た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 は 、 ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ が 中 程 度 の ア ル カ リ （ ０ ． ０ ０ ０ １ Ｎ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 ｐ Ｈ １ ０ 、 ２ ０ ～ ２ ５ ℃ で １ 時
間 ） で の 処 置 後 安 定 で あ る こ と を 示 唆 す る も の で あ っ た 。 Ross等 （ Ross et al., 1991）
に よ る 従 前 の 研 究 に お け る 知 見 と 一 致 し て 、 本 発 明 者 の 研 究 室 の デ ー タ は 、 化 学 的 に 合 成
さ れ た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 酸 処 理 （ ０ ． ０ ０ １ Ｎ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ３ 、 ２ ０ ～ ２ ５ ℃ で １ 時 間
） 後 安 定 で あ る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 研 究 に 基 づ き 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 安 定 で あ り 、 溶
解 性 の 低 分 子 量 の 分 子 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ の 抗 生 物 質 感 受 性
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ を さ ら に 特 徴 付 け る た め に 、 抗 生 物 質 感 受
性 試 験 を 通 常 用 い ら れ る 抗 生 物 質 に 対 し て 行 っ た 。 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ に つ い て の 抗 生 物 質 感 受 性
試 験 を 次 の Ｍ Ｉ Ｃ プ ロ フ ィ ル （ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 行 っ た ： ペ ニ シ リ ン ， Ｐ Ｅ Ｎ 　 ＞ ８ ； ア ン
ピ シ リ ン ， Ａ Ｍ Ｐ 　 ４ ； オ キ サ シ リ ン ， Ｏ Ｘ Ａ 　 ＞ ２ ； テ ト ラ サ イ ク リ ン ， Ｔ Ｅ Ｔ 　 ＞ ３
２ ； リ フ ァ ン ピ ン ， Ｒ Ｉ Ｆ 　 ＞ ２ ； ク ラ リ ス ロ マ イ シ ン ， Ｃ Ｌ Ｒ 　 ＞ ４ ； レ ポ フ ロ キ サ シ
ン ， Ｌ Ｖ Ｘ 　 ２ ； シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン ， Ｃ Ｉ Ｐ 　 ＞ ２ ； モ キ シ フ ロ キ サ シ ン ， Ｍ Ｘ Ｆ 　 ２
； ク リ ン ダ マ イ シ ン 　 Ｃ Ｌ Ｉ 　 ＞ ２ ； エ リ ス ロ マ イ シ ン ， Ｅ Ｒ Ｙ 　 ＞ ４ ； バ ン コ マ イ シ ン
， Ｖ Ａ Ｎ ＜ 　 ０ ． ５ 。 こ れ ら の 知 見 は さ ら に 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２
５ が 通 常 用 い ら れ る 多 数 の 抗 生 物 質 に 耐 性 で あ る が 、 バ ン コ マ イ シ ン 感 受 性 で あ る こ と を
示 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 と 細 胞 の 相 互 作 用 を 予 防
す る 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 に つ い て の １ 次 実
験 に よ り 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 成 長 速 度 に 対 す る 効 果 を
有 す る か 否 か を 調 べ た 。 ８ 時 間 ま で の 成 長 速 度 を １ 時 間 毎 に 調 べ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ が 成 長 速 度 に 対 し て 明 ら か な 効 果 を 有 さ な い こ と を 示 し た 。 次 に 、 本 発 明 者 の 研 究
室 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 が 、 液 体 培 地 中 で の ２ ４ 時 間 静 的 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 の 肉 眼 的 成 長 お よ び 出 現 に 影 響 を 及 ぼ す か 否 か を 試 験 し
た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 処 理 し た 培 養 物 お よ び 無 処 理 培 養 物 を 、 視 認 で き る 細 胞 と 細
胞 の 凝 集 （ clumping） お よ び 凝 集 に つ い て 視 覚 的 に 調 べ た 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ
ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ で の 結 果 は 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 し た 培 養 物 は 、 明 ら か に
視 認 可 能 な 細 胞 凝 集 ま た は 管 底 部 で の ペ レ ッ ト を 現 さ な か っ た （ 図 ６ Ａ ） が 、 無 処 理 培 養
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物 は 明 ら か な 細 胞 凝 集 お よ び ペ レ ッ ト を 示 し た （ 図 ６ Ｂ ） 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 し た 培
養 物 お よ び 無 処 理 培 養 物 を 播 種 す る と 、 培 養 物 間 で の 最 終 細 胞 カ ウ ン ト （ ６ × １ ０ ８ Ｃ Ｆ
Ｕ ／ ｍ ｌ ） に 差 は な か っ た 。 こ の こ と は 、 細 胞 と 細 胞 の 相 互 作 用 の 阻 害 が 成 長 速 度 ま た は
最 終 細 胞 数 の 主 要 な 差 に 寄 与 し な い こ と を さ ら に 示 唆 し て い る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に 応 答 し
た 管 底 部 で の 細 胞 凝 集 に 対 す る 同 様 の 効 果 を 、 い く つ か の 独 立 し た 野 生 型 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ ア ウ レ ウ ス ウ シ 乳 房 炎 株 （ Ｖ ３ ２ ９ 、 Ｖ ２ ９ ９ 、 Ｖ ３ １ ５ ） で 観 察 し た （ デ ー タ は
示 し て い な い ） 。 Cucarella等 （ Cucarella et al., 2001） に よ る 最 近 の 研 究 に よ り 、 管
底 部 で の 細 胞 凝 集 の 蓄 積 を 、 野 生 型 Ｖ ３ ２ ９ に つ い て 肉 眼 で の み 観 察 し 、 ア イ ソ ジ ェ ニ ッ
ク な ｂ ａ ｐ 変 異 体 Ｍ ５ ５ ６ で は 観 察 し な か っ た 。 株 Ｍ ５ ５ ６ で の そ れ ほ ど 多 く な い 視 認 可
能 な 凝 集 を 観 察 す る 一 方 で 、 本 明 細 書 で の 結 果 は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 は 、 無 処 理 培 養 物 と
比 較 し て 管 底 部 で の Ｍ ５ ５ ６ 細 胞 の 細 胞 凝 集 を 阻 害 す る こ と を 明 ら か に 示 唆 し て い た （ 図
６ Ｅ お よ び ６ Ｆ ） 。 ｂ ａ ｐ 変 異 体 で あ る Ｍ ５ ５ ６ 株 が ｉ ｃ ａ 陽 性 で あ る こ と に 気 づ く こ と
も 重 要 で あ る （ Cucarella et al., 2001） 。 こ れ ら の ２ つ の 研 究 に お け る 知 見 を 説 明 し 得
る ２ 点 の 可 能 性 は 、 Cucarella等 の 結 果 が 振 盪 培 養 物 に 基 づ く も の で あ る こ と 、 ま た は 異
な る 供 給 源 か ら 得 ら れ た Ｔ Ｓ Ｂ が 細 胞 成 長 お よ び 細 胞 相 互 作 用 に 影 響 し 得 る こ と で あ る 。
細 胞 凝 集 の 阻 害 は 一 貫 し 、 同 様 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 （ 用 い た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 独 立 し て
合 成 さ れ た も の で あ る ） 後 観 察 さ れ た 。 こ の 肉 眼 的 分 析 結 果 は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア
ウ レ ウ ス が 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に 応 答 す る こ と 、 お よ び ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が ヒ ト お よ
び 動 物 単 離 物 に お い て ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 凝 集 を 阻 害 す る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 上 記 の 処 理 培 養 物 お よ び 無 処 理 培 養 物 間 で 観 察 さ れ る 肉 眼 的 な 違 い に 横 た わ る 基 盤 を さ
ら に 研 究 す る た め に 、 こ れ ら の 培 養 物 に お け る 細 胞 を ボ ル テ ッ ク ス 処 理 し 、 グ ラ ム 染 色 し
、 光 学 顕 微 鏡 に よ り 視 覚 化 し た 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス と い う 名 前 は 、 「 ブ ド ウ の 房 」 を 意
味 す る ギ リ シ ア 語 に 由 来 す る 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 培 養 物 の
グ ラ ム 染 色 試 験 は 、 典 型 的 な ブ ド ウ 様 ク ラ ス タ ー を 示 す 無 処 理 細 胞 （ 図 ６ Ｄ ） よ り 液 体 培
地 中 で の 細 胞 と 細 胞 の 相 互 作 用 お よ び 凝 集 （ 図 ６ Ｃ ） を 劇 的 に 減 少 し た こ と を 示 し た 。 図
６ に お け る 知 見 と 同 様 に 、 そ し て 肉 眼 的 分 析 と 一 致 し て 、 少 な い 細 胞 間 相 互 作 用 お よ び 凝
集 を 野 生 型 ウ シ 乳 房 炎 株 （ Ｖ ３ ２ ９ 、 Ｖ ２ ９ ９ 、 Ｖ ３ １ ５ ） の グ ラ ム 染 色 お よ び 光 学 顕 微
鏡 像 に よ り 観 察 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 野 生 型 株 Ｖ ３ ２ ９ は ｂ ａ ｐ 陽 性 ｉ ｃ ａ Ａ
Ｄ Ｂ Ｃ 陽 性 で あ り 、 一 方 野 生 型 株 Ｖ ２ ９ ９ お よ び Ｖ ３ １ ５ は 、 そ れ ぞ れ ｂ ａ ｐ 陰 性 ｉ ｃ ａ
Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 陽 性 、 ｂ ａ ｐ 陰 性 ｉ ｃ ａ Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 陰 性 で あ る こ と に 気 づ く こ と が 重 要 で あ る （ Cu
carella et al., 2004） 。 ｂ ａ ｐ 遺 伝 子 は ウ シ 乳 房 炎 単 離 物 に お い て 少 な い 率 で の み 存 在
す る と 思 わ れ る の で 、 大 抵 の ウ シ 乳 房 炎 単 離 物 は ｂ ａ ｐ 陰 性 で あ る と 思 わ れ 、 ｂ ａ ｐ は ヒ
ト 単 離 物 に も 存 在 し な い よ う で あ る （ Cucarella et al.,2001） 。 こ の 実 施 例 の 実 験 に お
い て 、 ア イ ソ ジ ェ ニ ッ ク な ｂ ａ ｐ 変 異 体 株 Ｍ ５ ５ ６ に お け る 細 胞 凝 集 は そ の 親 Ｖ ３ ２ ９ よ
り ず っ と 少 な い が 、 デ ー タ は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が Ｍ ５ ５ ６ に お け る 細 胞 凝 集 を 阻 害 す
る こ と を 示 唆 し て い る （ 図 ６ Ｅ お よ び ６ Ｆ ） 。 野 生 型 お よ び 変 異 体 株 の 分 析 の こ の デ ー タ
は 、 細 胞 相 互 作 用 の 阻 害 が ｂ ａ ｐ お よ び ｉ ｃ ａ Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 独 立 で あ る こ と
を 含 意 し て い る よ う で あ る 。 重 要 な こ と に 、 肉 眼 的 分 析 結 果 は 顕 微 鏡 観 察 と 相 関 し 、 ｃ －
ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が 、 ヒ ト お よ び ウ シ 単 離 物 に お い て ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞
と 細 胞 （ 細 胞 間 ） 接 着 性 相 互 作 用 を 阻 害 で き る こ と を さ ら に 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 ヒ ト お よ び ウ シ ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に お け る バ イ オ フ
ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 と 細
胞 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る と 考 え 、 本 発 明 者 は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害
す る と 予 測 す る 。 定 量 的 バ イ オ フ ィ ル ム の 結 果 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が 、 無 生 物 ポ リ ス
チ レ ン 表 面 上 で の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 用 量
に 依 存 し て 阻 害 す る こ と を 示 し た （ 図 ７ Ａ お よ び ７ Ｂ ） 。 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 阻 害 効
果 を 、 ２ ０ μ Ｍ （ ～ ５ ０ ％ 低 減 ） 、 ２ ０ ０ μ Ｍ （ ～ ６ ５ ％ 低 減 ） 、 お よ び ４ ０ ０ μ Ｍ （ ～
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８ ５ ％ 低 減 ） で 観 察 し た 。 処 理 培 養 物 と 無 処 理 培 養 間 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 同 様 の 違 い
を 、 ４ ８ 時 間 の 測 定 後 観 察 し た 。 こ れ は 、 処 理 耐 性 の 選 択 が 生 じ な か っ た こ と を 示 唆 し て
い る （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 結 果 は 、 試 験 し た 濃 度 で 高 度 に 接 着 性 の 高 バ イ オ フ ィ ル
ム ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 １ ５ ９ ８ １ に お い て ２ ４ 時 間 の 時 点 で 同 様 の バ イ オ
フ ィ ル ム 形 成 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に よ る 阻 害 も 示 し た （ 図 ７ Ｃ ） 。 コ ア グ ラ ー ゼ は 、 宿 主 組
織 に 対 す る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の コ ロ ニ ー 形 成 に 重 要 で あ る と 示 さ れ て き た
が 、 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ に お け る 処 理 細 胞 と 無 処 理 細 胞 間 の コ ア グ ラ ー ゼ 産 生 の 違 い は 見 出 さ れ な
か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 定 量 的 バ イ オ フ ィ ル ム の 結 果 は 、 肉 眼 的 デ ー タ お よ び
肉 眼 的 な 細 胞 と 細 胞 の 凝 集 デ ー タ と 相 関 し 、 こ の こ と は 、 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ヒ ト 単
離 物 に お い て 細 胞 相 互 作 用 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 定 量 的 バ イ オ フ ィ ル ム 分 析 は ま た 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ウ シ 潜 在 性 乳 房 炎 株 の バ イ オ フ ィ
ル ム 形 成 を 阻 害 す る こ と も 示 し た （ 図 ８ Ａ ～ ８ Ｄ ） 。 野 生 型 ウ シ Ｖ ３ ２ ９ 株 は 、 ポ リ ス チ
レ ン 表 面 で の 強 力 な バ イ オ フ ィ ル ム 産 生 体 で あ る こ と が 既 に 示 さ れ て い る が 、 ア イ ソ ジ ェ
ニ ッ ク な ｂ ａ ｐ 変 異 体 Ｍ ５ ５ ６ は こ の バ イ オ フ ィ ル ム 能 が 減 弱 し て い た （ Cucarella et a
l., 2001） 。 本 明 細 書 に お け る 分 析 は 、 こ の 知 見 を 支 持 す る が 、 重 要 な こ と に 、 ヒ ト 単 離
物 と 同 様 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 、 こ れ ら の 野 生 型 お よ び 変 異 体 ウ シ 株 、 な ら び に 野 生 型 ｂ ａ ｐ
陰 性 株 Ｖ ２ ９ ９ お よ び 野 生 型 ｂ ａ ｐ 陰 性 ｉ ｃ ａ Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 陰 性 株 Ｖ ３ １ ５ （ 非 常 に 低 レ ベ ル
で バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る ） に お い て バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 劇 的 に 阻 害 す る こ と を 示 し
て い る （ 図 ８ Ｃ お よ び ８ Ｄ ） 。 同 様 に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が バ イ オ フ
ィ ル ム 形 成 に 関 与 す る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 細 胞 と 細 胞 の 相 互 作 用 お よ び 細
胞 と 表 面 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す た め の さ ら な る 説 得 力 の あ る 証 拠 を 提 供 す る 。
こ れ ら の 知 見 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の よ う な 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド が 、 医 療 器 具 の よ う な 臨 床
上 関 連 す る 表 面 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム を 防 止 す る の に 有 用 で あ り 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 感 染
症 の 制 御 に お い て 可 能 性 を 有 す る こ と も 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 関 与 す る 調 節 機 序 は 、 完 全 に
は 分 か っ て い な い 。 し か し な が ら 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム 形
成 は 、 ｉ ｃ ａ Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 遺 伝 子 に よ り 合 成 さ れ 、 細 胞 凝 集 に お い て も 役 割 を 担 う 細 胞 外 多 糖
細 胞 間 接 着 （ Ｐ Ｉ Ａ ／ Ｐ Ｎ Ａ Ｇ ／ Ｐ Ｓ Ａ ） の 産 生 に よ り 仲 介 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る （
Cramton et al., 1999； Maira-Litran et al., 2002お よ び McKenney et al., 1999） 。 Ｓ
ａ ｒ Ａ 調 節 因 子 は 、 Ｂ ａ ｐ タ ン パ ク 質 を 有 し て い る （ Cucarella et al., 2001お よ び 2002
） の で 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 重 要 で あ る と 示 さ れ た （ Beenken et al., 2003； Blevins 
et al., 2002お よ び Valle et al., 2003） 。 作 用 の 正 確 な 機 序 が 依 然 と し て 決 定 さ れ る べ
き で あ る が 、 株 １ ５ ９ ８ １ の 結 果 は 機 序 が ａ ｇ ｒ 独 立 で あ り 得 る こ と を 示 唆 し 、 ウ シ 単 離
物 で の 初 期 研 究 は 機 序 が ｂ ａ ｐ お よ び ｉ ｃ ａ Ａ Ｄ Ｂ Ｃ 独 立 で あ り 得 る こ と を 示 唆 し て い る
。
【 ０ １ １ ９ 】
　 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る ｃ Ｇ Ｍ Ｐ お よ び ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 観 察 さ れ た 効 果 に 基 づ き 、 本 発 明 者 の 研 究 室 は 、 次 に 同 じ 濃 度 （ ２ ０
０ μ Ｍ ） の ｃ Ｇ Ｍ Ｐ （ グ ア ノ シ ン ３ ’ ， ５ ’ － 環 状 モ ノ リ ン 酸 塩 ） お よ び ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ （
グ ア ノ シ ン ５ ’ － モ ノ リ ン 酸 塩 ） の よ う な 細 胞 外 グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ で 処 理
し た 培 養 物 が 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 も 阻 害
で き る か 否 か を 試 験 し た 。 こ れ ら の 実 験 を 行 い 、 こ の 実 施 例 の 研 究 に お い て 観 察 さ れ た バ
イ オ フ ィ ル ム に 対 す る 効 果 が 、 一 般 的 な 細 胞 外 グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド ま た は 環 状 グ ア ノ
シ ン （ モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ） ア ナ ロ グ の 存 在 に 単 に 起 因 す る 可 能 性 を 除 外 し た 。 ｃ － ジ － Ｇ
Ｍ Ｐ の 構 造 が 頭 部 と 尾 部 （ ３ ’ － ５ ’ ） で 結 合 し て い る ２ つ の ｃ Ｇ Ｍ Ｐ に 幾 分 類 似 し 、 ５
’ － Ｇ Ｍ Ｐ は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 既 知 の 崩 壊 産 物 で あ る の で 、 こ れ ら の ２ つ の 特 定 の ヌ ク レ
オ チ ド も 選 択 さ れ た （ Ross et al., 1991） 。 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ の 成 長 培 地 へ の 添 加 に よ り 、 バ イ
オ フ ィ ル ム 形 成 は 阻 害 （ ～ ４ ０ ％ ） さ れ た が 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ よ り ず っ と 狭 く 、 一 方 ５ ’
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－ Ｇ Ｍ Ｐ は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と 比 較 し て バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る 効 果 を 有 し て い な か っ
た （ 図 ９ Ａ お よ び ９ Ｂ ） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ と 比 較 し て ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 観 察 さ
れ た 阻 害 効 果 は 、 事 実 た だ 単 に グ ア ノ シ ン 塩 基 を 有 す る か 、 ま た は た だ 単 に 環 状 で あ る 分
子 に 寄 与 す る も の で は な い が 、 そ の 環 状 ジ ヌ ク レ オ チ ド 構 造 が ど う い う わ け か 独 特 で あ る
こ と を 示 し て い る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と 比 較 し て ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス で の バ イ
オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る そ の 能 力 に お け る ｃ Ｇ Ｍ Ｐ お よ び ５ ’ － Ｇ Ｍ Ｐ の 可 能 性 の 総 合
的 な 欠 如 は 、 細 胞 に 対 す る 作 用 お よ び 効 果 の そ の 機 序 に お け る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 重 要 性 、
新 規 か つ お そ ら く 特 異 性 お よ び 親 和 性 を さ ら に 高 め る 。 分 子 の 一 般 的 で な い 形 お よ び 構 造
を 考 慮 す る と 、 そ れ は 特 定 の 細 胞 （ ま た は 細 胞 壁 ） 標 的 ま た は 受 容 体 に 対 す る あ る 種 特 異
性 を 伴 っ て 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 事 前 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム に 対 す る ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 の 効 果 　 本 実 施 例 で 示 す デ ー タ は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス
・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ お よ び １ ５ ９ ８ １ に お け る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る の で
、 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 事 前 に 形 成 さ れ 、 確 立 し た バ イ オ フ ィ ル ム に 対 す る 効 果 を 有 す
る と い う 仮 説 を 試 験 し た 。 得 ら れ た 結 果 は 、 ２ ４ 時 間 前 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム の ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 （ ２ ０ ０ μ Ｍ ） が 無 処 理 対 照 と 比 較 し て さ ら な る バ イ オ フ ィ ル ム 展 開 を
ブ ロ ッ ク （ ～ ７ ５ ％ 低 減 ） す る こ と を 示 し た （ 図 １ ０ ） 。 こ れ ら の デ ー タ に 基 づ く と 、 ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が バ イ オ フ ィ ル ム の 初 期 形 成 お よ び 既 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム の さ ら な
る 展 開 の 両 方 を 阻 害 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の ヒ ト 上 皮 細 胞 へ の 接 着 を 阻 害
す る 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 上 皮 細 胞 単 層 へ の 接 着 お よ び 接 着 を 阻 害 す る 可
能 性 の あ る 治 療 剤 の 効 果 を 調 べ る 研 究 を 行 っ た （ Balaban et al., 2003； Cucarella et a
l., 2002； Matsuura et al., 1996； Miyake et al., 1989お よ び 1991； Roche et al., 20
03； お よ び Wyatt et al., 1990） 。 本 明 細 書 の 研 究 の デ ー タ は 、 ２ お よ び ２ ０ μ Ｍ 　 ｃ －
ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で の 処 理 が 接 着 に 対 す る 明 ら か な 効 果 を 全 く 示 さ な か っ た こ と を 示 し て い る 。
し か し な が ら 、 無 処 理 対 照 （ 図 １ １ Ａ ） と 比 較 し て 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で の 処
理 は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に 接 着 し て い る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 細 胞 数 を 低 減 さ せ
た （ 図 １ １ Ｂ ） 。 デ ー タ は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が 接 着 を 平 均 １ ２ 細 菌 ／ 細 胞 か ら ４ 細 菌
／ 細 胞 低 減 さ せ た （ ～ ６ ６ ％ 低 減 ） こ と を 示 し た 。 完 全 培 地 （ 細 菌 不 存 下 ） に て 上 記 の よ
う に 調 製 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に 対 す る 種 々 の 濃 度 （ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 お よ
び ４ ０ ０ μ Ｍ ） の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 は 、 １ ２ 、 ２ ４ お よ び ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 時 点 で 顕 微 鏡 で 調 べ た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 形 態 に 対 し て 明 ら か な 目 に 見 え る 効 果 を 示 さ な か
っ た 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス と 上 皮 細 胞 と の 接 着 を 阻 害 す る
分 子 機 序 は ま だ 分 か っ て い な い が 、 こ れ ら の イ ン ビ ト ロ の デ ー タ は 、 ポ リ ス チ レ ン （ 抗 菌
） 表 面 を 用 い た 従 前 の バ イ オ フ ィ ル ム 結 果 と 非 常 に 一 致 し 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 用 い て 、 上
皮 細 胞 （ 細 菌 ） 表 面 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 が 阻 害 さ れ 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 安 全 性 お よ び 毒 性 試 験 　 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 分 析 に よ り 、 ４ ０ ０ μ Ｍ ま で の 濃 度 で の ｃ － ジ
－ Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が ２ ４ 時 間 曝 露 後 、 細 胞 形 態 に 明 ら か な 変 化 を 全 く 引 き 起 こ さ な か っ た こ と
が 示 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ４ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 さ れ た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 は 、
４ ８ 時 間 曝 露 後 形 態 学 的 変 化 を 受 け た よ う で あ っ た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 濃 度 ＜ ４ ０ ０ μ Ｍ
で ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 試 験 し た 条 件 下 で こ れ ら の 上 皮 細 胞 に 対 し て 比 較 的 毒 性 が 低 い よ う で
あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 安 全 性 お よ び 可 能 性 の あ る 致 死 率 を 、 Ｃ Ｄ － １ マ ウ ス に て さ ら に 調 べ
た 。 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 （ ２ ０ ０ μ Ｍ 、 ５ ０ μ Ｌ 、 経 口 ） の ２ ４
時 間 後 に マ ウ ス を 調 べ た と こ ろ 、 全 て の マ ウ ス が 生 存 し て お り 、 致 命 的 な 効 果 は 観 察 さ れ
な か っ た 。 屠 殺 後 、 種 々 の 組 織 、 組 織 液 を 後 の 組 織 学 的 分 析 お よ び 生 化 学 的 分 析 の た め に
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回 収 し た 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 後 の 組 織 分 布 レ ベ ル お よ び 可 能 性 の あ る 組 織 毒 性 は ま だ 分
か っ て い な い が 、 現 在 研 究 中 で あ り 、 イ ン ビ ボ の 研 究 に よ り 、 こ の 濃 度 で の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ
Ｐ の 処 置 が マ ウ ス に お い て 致 命 的 で な く 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 比 較 的 安 全 で あ り 毒 性 が 低 い
こ と を 示 す 本 発 明 者 の 研 究 室 の デ ー タ を 支 持 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 作 用 の 可 能 性 の あ る 機 序 　
グ ラ ム 陰 性 細 菌 種 で あ る ア セ ト バ ク タ ー ・ キ シ リ ナ ム で の 研 究 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 細 胞
内 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 で あ り 、 こ れ ら の 細 菌 細 胞 に 侵 入 で き な い よ う で あ る こ と を 示 し た 。
グ ラ ム 陽 性 種 で あ る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に お け る 本 明 細 書 記 載 の 知 見 に 基 づ
き 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に 感 受 性 で あ り 、 応 答 で き
る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 お よ び 生 じ た 細 胞 と 細 胞 の
相 互 作 用 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 が 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 受 容 体 （ お そ ら く 、 細 胞
表 面 に 提 示 さ れ て い る ） へ の 結 合 に 関 与 し 、 こ れ が シ グ ナ ル 伝 達 現 象 調 節 遺 伝 子 お よ び タ
ン パ ク 質 発 現 の 引 き 金 を 引 く こ と を 示 唆 し て い る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 真 核 細 胞 に 侵 入 で き
る と 報 告 さ れ て き た の で （ Steinberger et al., 1999） 、 別 の 可 能 性 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ
が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に 侵 入 し 、 タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 の 引 き 金 を 引 く こ と
が で き る こ と で あ る 。 関 与 す る 分 子 機 序 に も か か わ ら ず 、 こ の 実 施 例 で の 知 見 は 、 ｃ － ジ
－ Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に お け る 細 胞 と 細 胞 の 相 互 作 用 お よ び
バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る こ と を 明 ら か に 示 し て い る 。 細 菌 標 的 部 位 の 抗 生 物 質 に 対
す る 感 受 性 を 増 大 さ せ る の で 、 こ の 能 力 は 抗 菌 処 置 に 対 す る 有 用 な 補 助 特 性 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 ４
　 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 す る 。 異 な る バ
ッ フ ァ ー お よ び 温 度 下 で の 分 子 の 安 定 性 を 調 べ る 試 験 に よ り 、 そ れ は 生 理 食 塩 水 中 、 ４ ℃
に て 少 な く と も 数 ヶ 月 間 安 定 で あ り 、 １ ０ 分 間 沸 騰 さ せ た 後 も 安 定 で あ り 、 そ し て 酸 （ ｐ
Ｈ ３ ） お よ び ア ル カ リ （ ｐ Ｈ １ ０ ） 中 で １ 時 間 処 理 し た 後 も 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
種 々 の 濃 度 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 添 加 し た Ｌ Ｂ ブ ロ ス 含 有 ガ ラ ス 試 験 管 に て ２ ４ 時 間 静 的 に
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 標 準 的 な ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト を 用 い て 定 量 的 バ イ オ フ ィ
ル ム ア ッ セ イ を 行 い 、 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 無 処 理 対 照 と 比 較 し て ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ Ｎ
１ ６ ９ ６ １ に お い て バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 用 量 に 依 存 し て 増 大 さ せ る こ と を 見 出 し た （ 図
１ ２ ） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 増 大 し た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ レ ベ ル が セ ル ロ ー ス 産 生 を 増 大 さ せ る
グ ル コ ン ア セ ト バ ク タ ー ・ キ シ リ ナ ム に お け る 知 見 と 一 致 す る 。 得 ら れ た 結 果 は 、 処 理 培
養 物 と 無 処 理 培 養 物 と の 間 の 成 長 の 差 に 関 与 し な い よ う で あ っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｒ ｏ
ｃ Ｓ 変 異 体 は 、 野 生 型 株 と 比 較 し て 低 い バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 能 を 示 し 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に
応 答 し て 増 大 し た バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 活 性 を 示 し た 。 Ｒ ｏ ｃ Ｓ は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と 結 び つ
く と 、 細 胞 外 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ は 変 異 体 に お い て 野 生 型 バ イ オ フ ィ ル ム レ ベ ル を 保 持 す る こ
と が で き ず 、 こ れ は Ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 調 節 ば か り で な く 、 バ イ オ フ ィ ル ム
形 成 と 関 連 す る 他 の 特 性 に お け る 欠 失 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ５
　 カ テ ー テ ル の 表 面 の よ う な 生 理 的 環 境 下 で 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス は 、 コ ロ
ニ ー 形 成 し 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 す る と 予 測 さ れ 、 こ れ に よ り 細 胞 の フ ロ ー 条 件 下 で の 存
続 を 可 能 に す る 。 イ ン ビ ト ロ で こ れ ら の 条 件 を 模 倣 し 、 新 規 抗 バ イ オ フ ィ ル ム 剤 と し て の
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 可 能 性 の あ る 使 用 を さ ら に 探 る た め に 、 連 続 培 養 フ ロ ー セ ル バ イ オ フ ィ
ル ム モ デ ル を 用 い て 、 シ リ コ ン 表 面 お よ び ス テ ン レ ス ・ ス テ ィ ー ル 表 面 上 で の ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 を 研 究 す る 。 ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 単 独 、 お よ び 通 常 用 い ら れ る 抗 生 物 質 オ キ サ シ リ ン と 組 み 合 わ せ た ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ で の 処 置 の 感 受 性 を 増 大 さ せ 、 シ リ コ ン お よ び ス テ ン レ ス ・ ス テ ィ ー ル 上 で の バ イ
オ フ ィ ル ム 形 成 を 低 減 さ せ る 効 果 も 試 験 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
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　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果
を 試 験 す る た め の フ ロ ー セ ル バ イ オ フ ィ ル ム モ デ ル
ｉ ． 成 長 条 件
　 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の た め 、 ダ イ ナ ミ ッ ク フ ロ ー 下 の シ リ コ ン 表 面 上 で 培 養 物 を 成 長 さ
せ 、 シ リ コ ン チ ュ ー ブ の セ ク シ ョ ン 　 １ ｍ の 内 部 表 面 （ サ イ ズ １ ６ 、 容 量 ７ ｍ ｌ を 生 じ る
、 Masterflex） を 接 触 表 面 と し て 用 い る （ 反 応 器 の 図 に つ い て は 図 １ ３ を 参 照 ） 。 バ イ オ
フ ィ ル ム が フ ロ ー セ ル 内 で 成 長 さ せ ら れ る べ き で あ る 実 験 に お い て 、 Protofab Sealed Fl
owcellを 用 い た （ 図 １ ４ ） 。 こ の フ ロ ー セ ル は 反 応 系 の シ リ コ ン チ ュ ー ブ の セ ク シ ョ ン 　
１ ｍ の 中 程 に 取 り 込 ま れ る こ と が で き 、 接 着 性 の バ イ オ フ ィ ル ム の た め 取 り 外 し 可 能 か つ
回 収 可 能 な イ ン サ ー ト （ Ｐ Ｍ Ｍ Ａ ま た は ス テ ン レ ス ・ ス テ ィ ー ル の い ず れ か ） を 有 す る 。
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 は 、 ａ ） シ リ コ ン お よ び ス テ ィ ー ル 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害
し 、 ｂ ） シ リ コ ン お よ び ス テ ィ ー ル 上 の 事 前 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム を 低 減 す る と い
う 仮 説 を 試 験 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
ｉ ｉ ． バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る 効 果
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ 培 養 物 を 一 晩 ３ ７ ℃ Ｔ Ｓ Ｂ 中 で 振 盪 し な が
ら 成 長 さ せ る 。 次 に 、 一 晩 培 養 物 を 新 鮮 な Ｔ Ｓ Ｂ で １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 し 、 対 数 成 長 フ ェ ー
ズ に 達 す る ま で 試 料 を 振 盪 し な が ら ３ ７ ℃ で 成 長 さ せ る 。 こ の 対 数 フ ェ ー ズ 培 養 物 （ ～ １
０ ７ Ｃ Ｆ Ｕ ） （ ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ 処 理 ） 含 有 ） の ア リ コ ー ト 、 お よ び ０ ． ９
％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 同 じ ア リ コ ー ト で 植 え 付 け た 試 料 （ 無 処 理 ） を チ ュ ー ブ に 注 入 し 、 Ｔ Ｓ Ｂ
フ ロ ー （ ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ あ り お よ び ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ な し ） （ ０ ． ７ ｍ ｌ ／ 分 ） を 開 始 す る
３ ０ 分 前 に 接 着 さ せ る 。 残 り 時 間 ７ ． ５ 分 （ バ ッ チ 成 長 条 件 下 で の 細 菌 の 倍 加 時 間 は ３ ０
～ ４ ０ 分 未 満 ） 以 降 は 、 接 着 し た 生 物 の み が 表 面 に 保 持 さ れ る 。 全 て の バ イ オ フ ィ ル ム 実
験 を ３ ７ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 行 い 、 か つ 全 て の 試 料 を ト リ プ リ ケ ー ト で 行 う 。 シ リ
コ ン お よ び ス テ ィ ー ル 表 面 を 擦 過 し 、 そ れ に よ り バ イ オ フ ィ ル ム を 剥 離 さ せ て バ イ オ フ ィ
ル ム 試 料 を 植 え 付 け た ２ ４ 時 間 後 に 回 収 す る 。 そ れ ぞ れ の 試 料 を Ｐ Ｂ Ｓ 　 ２ ｍ ｌ に 懸 濁 し
、 ボ ル テ ッ ク ス し て 任 意 の 凝 集 細 胞 を 解 離 さ せ る 。 処 理 試 料 お よ び 無 処 理 試 料 の ｃ ｆ ｕ ／
ｍ ｌ を 数 え る た め に ボ ル テ ッ ク ス し た 試 料 の 連 続 希 釈 物 を 血 液 寒 天 プ レ ー ト に 播 種 し 、 そ
れ に よ り シ リ コ ン お よ び ス テ ィ ー ル の モ デ ル バ イ オ フ ィ ル ム シ ス テ ム に お け る ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 生 存 力 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 試 験 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
ｉ ｉ ｉ ． 事 前 に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム に 対 す る 効 果
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ を 一 晩 ３ ７ ℃ で Ｔ Ｓ Ｂ 中 に て 振 盪 し な が ら
成 長 さ せ る 。 次 に 、 一 晩 培 養 物 を 新 鮮 な Ｔ Ｓ Ｂ で １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 し 、 対 数 成 長 フ ェ ー ズ
に 達 す る ま で ３ ７ ℃ で 振 盪 し な が ら 成 長 さ せ る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 含 ま な い こ の 対 数 フ ェ
ー ズ の 培 養 物 （ ～ １ ０ ７ Ｃ Ｆ Ｕ ） の ア リ コ ー ト を チ ュ ー ブ に 注 入 し 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ 処
理 ） を 含 む Ｔ Ｓ Ｂ ま た は ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ Ｌ （ 無 処 理 ） 同 じ ア リ コ ー ト を 含 有 す る Ｔ Ｓ Ｂ
フ ロ ー （ ０ ． ７ ｍ ｌ ／ 分 ） を 開 始 す る ３ ０ 分 前 に 接 着 さ せ る 。 残 り 時 間 ７ ． ５ 分 （ バ ッ チ
成 長 条 件 下 で の 細 菌 倍 加 時 間 は ３ ０ ～ ４ ０ 分 未 満 ） 以 降 、 接 着 し た 生 物 の み が 表 面 に 保 持
さ れ る 。 全 て の バ イ オ フ ィ ル ム 実 験 を ３ ７ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 行 い 、 か つ 全 て の 試
料 を ト リ プ リ ケ ー ト で 行 う 。 次 に 、 シ リ コ ン お よ び ス テ ィ ー ル 表 面 を 擦 過 し 、 そ れ に よ り
バ イ オ フ ィ ル ム を 剥 離 さ せ て 、 バ イ オ フ ィ ル ム 試 料 を 植 え 付 け た ２ ４ 時 間 後 に 回 収 す る 。
そ れ ぞ れ の 試 料 を Ｐ Ｂ Ｓ 　 ２ ｍ ｌ に 懸 濁 し 、 ボ ル テ ッ ク ス し て 任 意 の 凝 集 細 胞 を 解 離 さ せ
る 。 処 理 試 料 お よ び 無 処 理 試 料 の ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ を 数 え る た め に ボ ル テ ッ ク ス し た 試 料 の 連
続 希 釈 物 を 血 液 寒 天 プ レ ー ト に 播 種 し 、 そ れ に よ り シ リ コ ン お よ び ス テ ィ ー ル の モ デ ル バ
イ オ フ ィ ル ム シ ス テ ム に お け る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 生 存 に 対 す る ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 試 験 す る 。 実 施 例 ３ の 結 果 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が 、 細 胞 と 細 胞 の 相 互
作 用 、 細 胞 と 表 面 の 相 互 作 用 （ プ ラ ス チ ッ ク と 上 皮 細 胞 と の 接 着 ） を 低 減 し 、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 の 生 存 力 を 低 減 さ せ る こ と を 示 唆 し て い る の で 、 本 発 明 者 は 、
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が シ リ コ ン お よ び ス テ ィ ー ル 表 面 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 阻 害 し 、 既
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に 形 成 さ れ た バ イ オ フ ィ ル ム の レ ベ ル も 低 減 す る こ と を 見 出 す と 予 測 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
感 受 性 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ お よ び 抗 生 物 質 の 効 果 を 試 験 す
る た め の フ ロ ー セ ル バ イ オ フ ィ ル ム モ デ ル
　 本 発 明 者 の 研 究 室 の 予 備 デ ー タ に 基 づ き 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
ア ウ レ ウ ス の 抗 生 物 質 感 受 性 を 増 大 さ せ る と 予 測 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 「 抗 バ イ オ フ ィ ル ム
」 剤 と し て ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ を 用 い る 可 能 性 が あ る か を さ ら に 調 べ る た め に 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ
Ｐ 処 理 が 抗 生 物 質 感 受 性 を 増 大 さ せ る と い う 仮 説 を 試 験 す る 。 ま ず 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 単 独
、 お よ び 通 常 用 い ら れ る 抗 生 物 質 で あ る オ キ サ シ リ ン と 組 み 合 わ せ た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の バ
イ オ フ ィ ル ム 関 連 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 感 受 性 を 増 大 さ せ る 効 果 を 試 験 す る
。 こ れ ら の 研 究 は 、 上 記 の 連 続 培 養 フ ロ ー セ ル バ イ オ フ ィ ル ム モ デ ル を 用 い 、 単 独 ま た は
組 み 合 わ せ た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 存 在 下 で の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ
ル ム 形 成 を 分 析 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ お よ び オ キ
サ シ リ ン か ら な る 任 意 の 組 合 せ 抗 菌 活 性 （ 相 乗 作 用 ） の 可 能 性 を 研 究 す る た め 、 上 記 の フ
ロ ー セ ル バ イ オ フ ィ ル ム モ デ ル の 変 形 版 を 用 い る 。 ま ず 、 National Committee for Clini
cal Laboratory Standard（ Ｎ Ｃ Ｃ Ｌ Ｓ ） を 用 い て 濃 度 １ － １ ， ０ ２ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 試 験
す る こ と に よ り 、 標 準 的 チ ュ ー ブ ア ッ セ イ を 用 い て オ キ サ シ リ ン の Ｍ Ｉ Ｃ を 決 定 す る 。 ２
０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 存 在 下 で の オ キ サ シ リ ン の Ｍ Ｉ Ｃ を 定 量 し 、 感 受 性 お よ び 相 乗
作 用 に お け る 低 減 が な い か ど う か を 決 定 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 バ イ オ フ ィ ル ム モ デ ル に お け る 研 究 の た め 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２
５ を 一 晩 ３ ７ ℃ 、 Ｔ Ｓ Ｂ 中 に て 振 盪 し な が ら 成 長 さ せ る 。 次 に 、 一 晩 培 養 物 を 新 鮮 な Ｔ Ｓ
Ｂ で １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 し 、 対 数 成 長 フ ェ ー ズ に 達 す る ま で 、 試 料 を ３ ７ ℃ で 振 盪 し な が ら
成 長 さ せ る 。 こ の 対 数 フ ェ ー ズ の 培 養 物 （ ～ １ ０ ７ Ｃ Ｆ Ｕ ） ア リ コ ー ト （ ５ ｍ ｌ ） （ ｉ ）
２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の み 、 ｉ ｉ ） ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ＋ オ キ サ シ リ ン （ 上 で 決 定 し た
濃 度 ） 、 ｉ ｉ ｉ ） オ キ サ シ リ ン の み 、 お よ び ｉ ｖ ） ０ ． ９ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の み を 含 有 ） を チ
ュ ー ブ に 注 入 し 、 Ｔ Ｓ Ｂ フ ロ ー （ 上 記 と 同 様 の 条 件 ） （ ０ ． ７ ｍ ｌ ／ 分 ） を 開 始 す る 前 ３
０ 分 間 接 着 さ せ る 。 残 り 時 間 ７ ． ５ 分 （ バ ッ チ 成 長 条 件 下 で の 細 菌 の 倍 加 時 間 は ３ ０ ～ ４
０ 分 未 満 ） 以 降 、 接 着 し て い る 生 物 の み が 表 面 に 保 持 さ れ る 。 全 て の バ イ オ フ ィ ル ム 実 験
を ３ ７ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 行 い 、 か つ 全 て の 試 料 を ト リ プ リ ケ ー ト で 行 う 。 シ リ コ
ン 表 面 を 擦 過 し 、 そ れ に よ り バ イ オ フ ィ ル ム を 剥 離 さ せ 、 バ イ オ フ ィ ル ム 試 料 を 植 え 付 け
た ２ ４ 時 間 後 に 回 収 す る 。 そ れ ぞ れ の 試 料 を Ｐ Ｂ Ｓ ２ ｍ ｌ 中 に 懸 濁 し 、 ボ ル テ ッ ク ス し て
任 意 の 凝 集 細 胞 を 解 離 さ せ る 。 処 理 試 料 お よ び 無 処 理 試 料 の ｃ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ を 数 え る た め に
、 ボ ル テ ッ ク ス し た 試 料 の 連 続 希 釈 物 を 血 液 寒 天 プ レ ー ト に 播 種 し 、 そ れ に よ り 、 抗 生 物
質 感 受 性 お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 に 対 す る ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 試 験 す る 。 Domaracki等 （ Domaracki et al., 2000） の 方 法 に 類 似
の 時 間 － 殺 菌 曲 線 も 行 い 、 上 記 の バ イ オ フ ィ ル ム モ デ ル に お け る １ ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン を 通 じ て Ｍ Ｒ Ｓ Ａ 株 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ の 成 長 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ お よ び オ キ サ シ リ ン
の 組 合 せ の 効 果 を 研 究 す る 。 Ｔ Ｓ Ｂ ＋ ２ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 、 半 Ｍ Ｉ Ｃ 濃 度 の オ キ サ シ リ ン 単
独 （ 用 い ら る べ き 濃 度 は 上 で 決 定 ） ま た は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ ２ ０ ０ μ Ｍ ） と の 組 合 せ に よ
り 株 を 試 験 す る 。 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 フ ロ ー セ ル シ ス テ ム 由 来 の 試 料 を 血 液 寒 天 に 播
種 し て 、 生 存 力 の カ ウ ン ト を ０ 、 ３ 、 ６ お よ び １ ２ 時 間 に 行 う 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 実 施 例 に 使 用 し た バ イ オ フ ィ ル ム モ デ ル シ ス テ ム は 臨 床 上 の セ ッ テ ィ ン グ （ 例 え ば
、 医 療 器 具 ） を 模 倣 し て お り 、 一 定 濃 度 の 「 薬 物 」 が フ ロ ー シ ス テ ム に よ り 投 与 さ れ る と
、 そ の 後 の イ ン タ ー バ ル で の 薬 物 再 投 与 を 回 避 す る 。 上 の 実 施 例 ３ の デ ー タ は 、 ｃ － ジ －
Ｇ Ｍ Ｐ が 細 胞 の 生 存 力 を お よ そ １ － ｌ ｏ ｇ 阻 害 し 、 既 に 試 験 し た 条 件 下 で 細 胞 と 細 胞 の 相
互 作 用 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム を 阻 害 す る こ と を 示 唆 す る の で 、 こ の モ デ ル バ イ オ フ ィ ル ム
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シ ス テ ム に お け る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 理 で 低 減 さ れ る と 予 測 さ れ る 。 一 方 、 オ キ サ シ リ ン 感
受 性 に 対 す る 拮 抗 作 用 は な い と 予 測 可 能 で あ る 。 ま た 、 疑 わ し い こ と に 、 細 胞 と 細 胞 の 相
互 作 用 を 阻 害 す る と 、 抗 菌 標 的 へ の ア ク セ ス が よ り 良 好 に な り 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 相 乗 的
に な ら ず 、 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ の 抗 菌 感 受 性 を 増 大 さ せ な い 。 し か し な が ら 、 本 発 明 者 は 、 組 合 せ
ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 は 相 乗 効 果 を 生 じ 、 オ キ サ シ リ ン ま た は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 単 独 と 比
較 し て ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス に お け る 抗 菌 感 受 性 の 測 定 可 能 な 増 大 を 引 き 起 こ
す こ と を 見 出 す と 予 測 す る 。 か か る 相 乗 効 果 は 、 抗 菌 活 性 を 増 大 さ せ る た め に ｃ － ジ － Ｇ
Ｍ Ｐ を 他 の 薬 物 と 組 合 せ て 用 い ら れ る こ と を 示 す 。 感 受 性 の 差 を こ の シ ス テ ム に お い て 見
出 し た 場 合 、 こ れ ら の 知 見 は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 有 用 な 抗 菌 活 性 を 有 す る こ と を 支 持 し 、 異
な る 抗 生 物 質 を 用 い て さ ら な る 感 受 性 研 究 を 行 う 。 時 間 － 殺 菌 曲 線 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と
オ キ サ シ リ ン の 組 合 せ の 存 在 下 で の 殺 菌 の 増 強 を 示 す と 予 測 さ れ る 。 例 え ば 、 ２ － ｌ ｏ ｇ
の 殺 菌 を ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 摂 取 開 始 と 比 較 し て 観 察 し た 場 合 、 こ れ は 相
乗 作 用 を 示 す 。 本 研 究 は 半 Ｍ Ｉ Ｃ の オ キ サ シ リ ン が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と 一 体 と な っ て 、 殺 菌
に お い て 有 効 で あ る か 、 ま た は Ｍ Ｒ Ｓ Ａ の 感 受 性 を 少 な く と も 増 大 さ せ る 際 に 有 効 で あ る
こ と を 示 し 得 る 。 相 乗 作 用 を 観 察 し た 場 合 、 動 物 モ デ ル を 用 い た さ ら な る 調 査 を 行 い 、 ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ ・ オ キ サ シ リ ン の 組 合 せ が イ ン ビ ボ に お い て 相 乗 的 で あ る か ど う か を 観 察 す
る 。 さ ら な る 試 験 も 行 い 、 異 な る 種 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス お よ び 臨 床 上 の ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス 集 団 に お い て 相 乗 効 果 の 普 及 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 ６
　 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ の 配 列 決 定 （ Heidelberg et al., 2000） は 、 こ の 病
原 体 を 研 究 す る 新 た な ア プ ロ ー チ を 可 能 に す る 。 ３ ８ ８ ４ の オ リ ゴ （ １ オ リ ゴ ／ ゲ ノ ム 遺
伝 子 ） に よ り 表 さ れ る Ｎ １ ６ ９ ６ １ ゲ ノ ム の マ イ ク ロ ア レ イ を 、 ポ リ ス チ レ ン コ ー ト ガ ラ
ス マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド （ Corning） 上 に マ イ ク ロ ア レ イ マ ー カ ー Ｐ Ｓ ５ ２ ０ ０ （ Carte
sian Technologies） を 用 い て プ リ ン ト し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を ２ ０ ｍ Ｍ 　
Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ６ ． ５ 、 ５ ０ ％ 　 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ プ リ ン ト バ ッ フ ァ ー ） に
懸 濁 し 、 次 に 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に ア レ イ し 、 適 当 な 条 件 の 温 度 お よ び 湿 度 の 下 ス ポ ッ
ト し た 。 プ リ ン ト 後 、 ス ラ イ ド を 乾 燥 さ せ 、 次 に 、 ス ポ ッ ト し た Ｄ Ｎ Ａ を Stratalinker（
Stratagene） を 用 い て ６ ０ ｍ Ｊ に て Ｕ Ｖ 架 橋 結 合 に よ り ス ラ イ ド に 結 合 さ せ 、 ８ ０ ℃ で ２
時 間 焼 い た 。 標 的 核 酸 を Ｃ ｙ ３ ま た は Ｃ ｙ ５ 蛍 光 ダ イ の い ず れ か で 標 識 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 は 調 節 す る 役 割 を 有 し 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ と 関 連
す る と 考 え ら れ る 。 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ は 、 約 ４ １ 種 の Ｇ Ｇ Ｄ Ｅ Ｆ タ ン パ ク 質 を 含 有 す る （
Galperin et al., 2001） の で 、 本 発 明 者 は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 毒 性 を 含 む 多 く の 遺 伝 子 お
よ び ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ （ お よ び 他 の 病 原 体 ） の 重 要 な 過 程 を 調 節 す る と 予 測 す る 。 こ の 仮
説 を 、 転 写 プ ロ フ ァ イ ル ア プ ロ ー チ を 用 い て 試 験 し 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ の
ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム を 研 究 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ れ ら の 最 初 の 研 究 に お い て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 存 在 下 お よ び 不 存 下 で 成 長 さ せ た 野 生
型 細 胞 を 比 較 し て 、 発 現 が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に よ り 影 響 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る 。 Ｌ Ｂ ブ ロ
ス 中 、 ３ ７ ℃ に て 振 盪 さ せ て 成 長 さ せ た 対 数 フ ェ ー ズ の 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｏ Ｄ ６ ０ ０

　 ０ ． ３ ～ ０ ． ４ に 調 節 し た 後 RNA Easy kit（ Qiagen） を 用 い て 抽 出 し 、 標 識 前 に DNase 
I（ Qiagen） で 処 理 す る 。 標 識 反 応 の た め 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を Ｃ ｙ ３ ま た は Ｃ ｙ ５ ダ イ の い ず れ
か で 標 識 す る 。 両 方 の 標 識 反 応 を 全 て の 試 料 で 行 い 、 標 識 反 応 お よ び ダ イ の 特 徴 に 基 づ く
シ ス テ ム 上 の 変 動 を 評 価 す る 。 ア ミ ノ ア シ ル 標 識 ヌ ク レ オ チ ド で の 逆 転 写 酵 素 を 含 む 標 準
的 方 法 を 用 い て 蛍 光 標 識 を 取 り 込 む 。 未 取 り 込 み の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ お よ び オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー
を エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 除 去 す る 。 第 ２ の 工 程 に て 標 識 を 取 り 込 む 。 ア ミ ノ ア シ ル 標 識 は
対 照 試 料 に お い て 試 料 か ら 試 料 へ の 一 様 な 産 物 を も た ら す こ と が 分 か る 。 シ グ ナ ル を 最 大
に し 、 バ ッ ク グ ラ ン ド を 最 小 と す る た め に 、 １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ
７ ． ０ 、 ５ ０ ％ 　 ホ ル ム ア ミ ド 、 １ ０ ％ 　 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 お よ び １ ％
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　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 中 、 １ 時 間 ４ ２ ℃ に て マ イ ク ロ ア レ イ を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン す る 。 標 識 標 的 核 酸 を ９ ５ ℃ で ５ 分 間 変 性 し 、 ４ ℃ に 冷 却 し 、 次 に 、 ス ラ イ ド を 含 有 す
る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン チ ャ ン バ ー に 加 え た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を ４ ２ ℃ で
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 行 う 。 ス ラ イ ド を チ ャ ン バ ー か ら 取 り 出 し 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ お よ び ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ で ５ 分 間 室 温 に て 洗 浄 す る 。 次 に 、 ス ラ イ ド を 空 気 乾 燥 さ せ
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た マ イ ク ロ ア レ イ を Scan Array 3000（ GSI Lumonics）
ス キ ャ ナ ー に て ス キ ャ ン す る 。 ス キ ャ ナ ー で は 、 Ｃ ｙ ３ お よ び Ｃ ｙ ５ を そ れ ぞ れ 位 置 決 定
す る た め に ６ ３ ３ ｎ ｍ お よ び ５ ４ ３ ｎ ｍ で レ ー ザ ー 操 作 す る 。 光 分 解 に 対 す る 感 受 性 が 高
い の で 、 Ｃ ｙ ５ を 最 初 に ス キ ャ ン す る 。 そ れ ぞ れ の 蛍 光 チ ャ ン ネ ル の デ ー タ を Ｔ Ｉ Ｆ Ｆ フ
ァ イ ル と し て 別 々 に 保 存 す る 。 Imagene（ Biodiscovery） ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 、 そ れ ぞ
れ の ス ポ ッ ト の 位 置 を 同 定 し 、 ス ポ ッ ト 識 別 子 を つ け 、 各 ス ポ ッ ト の 周 り の バ ッ ク グ ラ ン
ド 密 度 を 測 定 し 、 蛍 光 強 度 を 単 純 な フ ラ ッ ト フ ァ イ ル に 記 録 す る 。 複 製 ス ポ ッ ト お よ び 同
じ 値 （ taxa） を 示 す ス ポ ッ ト の デ ー タ を 比 較 し 、 異 常 値 を 除 去 し 、 そ の 他 を ソ フ ト ウ エ ア
GeneSight（ Biodiscovery） を 用 い て 平 均 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ 分 析 の 実 験 設 計 　 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ あ り 、 お よ び な し で 成 長 さ せ た
細 胞 の 発 現 特 性 を 比 較 す る た め に 、 ラ テ ン 方 格 法 を 用 い る 。 そ れ ぞ れ の ペ ア の 試 料 （ ｃ －
ジ － Ｇ Ｍ Ｐ あ り 、 お よ び な し ） の ２ つ の ア リ コ ー ト （ す な わ ち 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ な し の 試
料 由 来 の ２ つ （ Ａ １ お よ び Ａ ２ ） お よ び ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ あ り の 試 料 由 来 の ２ つ （ Ｂ １ お よ
び Ｂ ２ ） ） を 調 製 す る 。 第 １ の ア レ イ は 、 レ ッ ド で 標 識 し 、 グ リ ー ン で 標 識 し た 第 ２ の 処
理 試 料 （ Ｂ １ ） で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 第 １ の 未 処 理 試 料 （ Ａ １ ） か ら な る 。 第
の ア レ イ は 、 レ ッ ド で 標 識 し 、 グ リ ー ン で 標 識 し た 未 処 理 の 試 料 （ Ａ ２ ） で ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン さ せ た 第 ２ の 処 理 試 料 （ Ｂ ２ ） か ら な る 。 ラ テ ン 方 格 法 の レ イ ア ウ ト を 以 下 の
表 ４ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
表 ４
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の 設 計 は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ あ り 、 お よ び な し そ れ ぞ れ の 比 較 の た め ダ イ バ イ ア ス を 除
去 す る 際 に 非 常 に 効 果 的 で あ る 。 ラ テ ン 方 格 法 は そ れ ぞ れ ト リ プ リ ケ ー ト の ペ ア の 試 料 に
適 用 す る の で 、 ６ 個 の チ ッ プ を 用 い た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 デ ー タ 処 理 　 典 型 的 に は 、 マ イ ク ロ ア レ イ イ メ ー ジ の バ ッ ク グ ラ ン ド は ア レ イ 全 体 に わ
た り 一 様 で は な い 。 局 所 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 の 抽 出 方 法 を 使 用 す る 。 そ れ ぞ れ の ア レ
イ か ら の ２ つ の チ ャ ン ネ ル 由 来 の （ バ ッ ク グ ラ ン ド を 引 い た ） 強 度 を 互 い に プ ロ ッ ト し 、
デ ー タ （ す な わ ち 、 転 写 レ ベ ル が 本 質 的 に 変 化 し て い な い 全 て の 遺 伝 子 の デ ー タ ） の ク オ
リ テ ィ ー を チ ェ ッ ク す る （ 直 線 と な る べ き で あ る ） 。 値 の 範 囲 は 、 全 て の チ ャ ン ネ ル に つ
い て ほ ぼ 同 じ と な る べ き で あ り 、 い ず れ の チ ャ ン ネ ル も 満 た さ れ な け れ ば な ら な い 。 Ｌ ｏ
ｇ 転 換 に よ り 、 デ ー タ が そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に お い て お よ そ 正 常 な 分 布 で あ る こ と を 確 か め
、 そ し て そ れ は 分 散 分 析 の 統 計 的 実 施 を 改 良 す る 。 方 法 は 正 常 か ら 逸 脱 し た も の に 対 し て
公 平 な も の で あ る 。 転 換 後 の そ れ ぞ れ の 単 位 が ２ 倍 差 に 対 応 す る の で 、 底 ２ の ｌ ｏ ｇ ス ケ
ー ル を 分 析 に お い て 用 い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 校 正 　 個 々 の 遺 伝 子 の デ ー タ に バ イ ア ス 影 響 を 生 じ る 実 験 幅 系 統 的 効 果 を 説 明 す る た め
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、 そ の ま ま の 蛍 光 強 度 値 を ダ イ お よ び ア レ イ の 機 能 と 合 わ せ る Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ を 用 い て 校 正 を
行 う （ Wolfinger et al., 2001） 。 遺 伝 子 ｇ 、 幅 ｉ （ ｉ ＝ １ 、 ２ ） 、 ダ イ ｊ （ ｊ ＝ １ 、 ２
） お よ び ア レ イ ｋ （ ｋ ＝ １ 、 ＊ 、 ６ ） 由 来 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で 補 正 し た 強 度 値 の 底 ２ の
対 数 を ｙ ｇ ｉ ｊ ｋ と す る 。 校 正 モ デ ル は ：
【 数 １ 】
　
　
（ 式 中 、 μ は 全 体 の 平 均 、 Ｄ は ダ イ の 主 な 効 果 、 Ａ は ア レ イ の 主 な 効 果 、 Ｄ Ａ は ア レ イ と
ダ イ の 相 互 作 用 効 果 、 ε は ラ ン ダ ム な エ ラ ー で あ る ） で あ る 。 モ デ ル （ １ ） に お い て 、 主
な 相 互 作 用 効 果 を ラ ン ダ ム 効 果 と し て 処 理 し て も よ い 。 効 果 に つ い て 適 合 し た 値 を ｙ ｇ ｉ

ｊ ｋ 値 か ら 引 い て 計 算 し た こ の モ デ ル の 残 り を 、 試 料 平 均 に 対 す る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 相
対 的 蛍 光 強 度 と 見 な す こ と が で き る 。 校 正 モ デ ル の 基 本 的 考 え 方 は 、 ダ イ 間 お よ び ア レ イ
間 の 全 体 的 な 差 を 除 去 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 遺 伝 子 特 異 的 な 有 意 モ デ ル 　 処 理 細 胞 と 無 処 理 細 胞 と の 間 で 異 な っ て 発 現 し た 遺 伝 子 を
同 定 す る た め に 、 遺 伝 子 特 異 的 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ （ Wolfinger et al., 2001） を 行 う 。 ｒ ｇ ｉ ｊ

ｋ は モ デ ル （ １ ） の 残 り （ す な わ ち 、 遺 伝 子 ｇ の 相 対 的 蛍 光 光 度 ） を 示 す も の と す る 。 遺
伝 子 モ デ ル は ：
【 数 ２ 】
　
　
で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 全 て の 効 果 を ｇ に よ り 指 標 化 し 、 モ デ ル （ １ ） で の も の と 同 じ 役 割 を な す と 思 わ れ る が
、 遺 伝 子 レ ベ ル に お い て 、 Ｖ は バ リ エ ー シ ョ ン の 主 要 な 効 果 で あ る 。 Ｖ 以 外 の 他 の 効 果 は
、 ラ ン ダ ム な 効 果 と し て 扱 わ れ 得 る 。 第 １ の 対 象 の 概 算 は 、 Ｖ ｇ ｉ 効 果 の も の で あ り 、 そ
れ は そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て の 様 々 な 効 果 を 測 定 し た も の で あ る 。 こ れ ら の 効 果 の 差 を
、 遺 伝 子 内 Ｐ Ｒ Ｏ Ｃ 　 Ｍ Ｉ Ｘ Ｅ Ｄ の よ う な Ｓ Ａ Ｓ 手 順 を 用 い て 試 験 す る 。 こ の 統 計 的 ア プ
ロ ー チ に 基 づ き 、 カ ッ ト オ フ 値 を 確 立 す る 。 最 終 的 に 、 異 な っ て 発 現 し た 遺 伝 子 の リ ス ト
を そ れ ぞ れ の 比 較 の た め に 選 択 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 代 替 分 析 　 マ イ ク ロ ア レ イ の 有 意 な 分 析 （ Ｓ Ａ Ｍ ） （ Tusher et al., 2001） は 、 Ａ Ｎ
Ｏ Ｖ Ａ ア プ ロ ー チ の 代 わ り と な る 。 Rob Tibshirani, Stanford Universityに よ り 開 発 さ
れ た Ｓ Ａ Ｍ は マ イ ク ロ ア レ イ に 特 に 適 合 し た 統 計 的 方 法 で あ る 。 Ｓ Ａ Ｍ は 、 そ れ ぞ れ の 遺
伝 子 を 、 遺 伝 子 に つ い て 示 さ れ た 測 定 値 の 標 準 偏 差 に 対 す る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 に 基 づ く ス
コ ア で 指 定 す る 。 閾 値 よ り 高 い ス コ ア を 有 す る 遺 伝 子 は 、 有 意 で あ る 可 能 性 が あ る と 考 え
る 。 こ の 手 順 に よ り 、 過 誤 発 見 率 （ false discovery rate） （ Ｆ Ｄ Ｒ ） が 提 供 さ れ 、 か か
る 遺 伝 子 の 割 合 は 偶 然 同 定 さ れ た 。 正 確 な Ｆ Ｄ Ｒ （ ０ ． ０ ５ の よ う な ） を 制 御 す る こ と で
、 異 っ て 発 現 し た 遺 伝 子 の セ ッ ト を そ れ ぞ れ の 比 較 に つ い て 同 定 す る 。 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ の 結 果
と の 比 較 に お い て 、 両 方 の 方 法 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 に 注 意 が 向 け ら れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 予 測 結 果 と 解 釈 　 こ れ ら の 転 写 プ ロ フ ァ イ ル 研 究 に よ り 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に よ り 調 節 さ
れ る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に よ り 有 意 に 活 性 化 さ れ 、 抑 制 さ れ る 興 味 あ る
特 定 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 調 節 お よ び 毒 性 ） を 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 確 認 し 、 さ ら な る 研 究
に 用 い る 。 た と え ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が 既 知 の 毒 性 遺 伝 子 を 調 節 す る と し て も 、 こ れ は 毒 性 を
制 御 す る 新 規 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 表 す だ ろ う 。 同 様 の ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 他 の 病
原 体 の 低 減 で の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ お よ び ア ナ ロ グ の 効 果 を 研 究 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 単 位 複 製 配 列 に 基 づ く マ イ ク ロ ア レ イ を Ｔ Ｉ Ｇ Ｒ （ Th
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e Institute for Genomic Research, Rockville, MD） に よ り 構 築 し 、 こ れ は 、 ス タ フ ィ
ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｃ Ｏ Ｌ （ 参 考 株 ） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｍ Ｕ ５
０ 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｍ Ｗ ２ 、 お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス
株 Ｎ ３ １ ５ 由 来 の ２ ４ ８ ０ 個 の Ｏ Ｒ Ｆ の セ グ メ ン ト を 表 す 単 位 複 製 配 列 を 含 有 す る 。 マ イ
ク ロ ア レ イ も 対 照 転 写 ス ポ ッ ト で プ リ ン ト す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 以 下 の 表 ５ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 株 Ｄ Ｋ ８ ２ ５ で の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ （ ２
０ ０ μ Ｍ ） の 効 果 に つ い て 得 ら れ た マ イ ク ロ ア レ イ の デ ー タ の サ ブ セ ッ ト を 示 す 。 発 現 （
転 写 レ ベ ル ） が ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ に 応 答 し て 異 な っ て 調 節 さ れ る （ ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ
る か 、 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ） 既 知 の 調 節 、 毒 性 、 お よ び バ イ オ フ ィ ル ム 関 連
遺 伝 子 の い く つ か の み を こ の 表 に 示 す 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 無 処 理 対 照 か
ら 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 と 比 較 し て 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｃ －
ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で 処 理 し た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス か ら 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る マ
イ ク ロ ア レ イ 上 で の 単 位 複 製 配 列 ス ポ ッ ト の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 に よ り 決 定 さ れ
る 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 発 現 の 倍 増 ま た は 減 少 を 提 示 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】

【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
　 デ ー タ は 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 に
影 響 す る こ と を 示 す 。 特 に 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 分 子 は ク オ ラ ム セ ン シ ン グ （ ａ ｇ ｒ ） 遺 伝 子
、 毒 性 に お け る 既 知 の 役 割 を 担 う 調 節 因 子 、 毒 素 遺 伝 子 お よ び コ ロ ニ ー 形 成 お よ び バ イ オ
フ ィ ル ム 関 連 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 す る 。 デ ー タ は 、 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 、 コ ロ ニ ー 形 成 、
細 胞 凝 集 、 毒 素 活 性 、 お よ び 全 体 的 （ 調 節 ） 毒 性 に つ い て 減 弱 さ れ て い る ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の も の と 一 致 す る 。 ｒ ｓ ｂ Ｗ 遺 伝 子 は 、 完 全 な 毒 性 に 重 要 で あ る シ グ マ
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Ｂ の 発 現 を 表 す 抗 シ グ マ Ｂ 因 子 を コ ー ド す る 。 そ れ ゆ え 、 ｒ ｓ ｂ Ｗ の 増 大 し た 発 現 は 減 少
し た 毒 性 と 一 致 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｎ ｅ ｗ ｂ ｏ ｕ ｌ ｄ ３ ０ ５ 株 を 用 い た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 の マ ウ ス 乳 房 炎 モ デ ル （ Brouillette et al., 2003、 2004aお よ び 2
004b） を 用 い て 、 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で の 処 置 の 有 効 性 を 示 し た 。 １ 群 当 た り ３ 匹 の マ ウ ス お
よ び １ マ ウ ス 当 た り ２ つ の 乳 腺 を 用 い 、 １ 処 置 当 た り ト ー タ ル ６ 試 料 と し た 。 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｎ ｅ ｗ ｂ ｏ ｕ ｌ ｄ ３ ０ ５ 株 １ ０ ０ Ｃ Ｆ Ｕ （ コ ロ ニ ー 形 成 単 位 ） を そ
れ ぞ れ の 乳 腺 に 植 え 付 け た 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 　 ５ ま た は ５ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ を 、 時 間 ０ （ 容 量 １
０ ０ μ ｌ 、 す な わ ち 、 ５ ０ ま た は ５ ０ ０ μ Ｍ 濃 度 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 接 種
材 料 と あ ら か じ め 混 合 し た も の ） お よ び 感 染 の ４ 時 間 後 （ ５ ０ μ ｌ 中 、 す な わ ち 、 １ ０ ０
ま た は １ ０ ０ ０ μ Ｍ ） で そ れ ぞ れ ２ 回 乳 腺 に 注 射 し て 投 与 し た 。 ミ ル ク を 含 ん だ 乳 腺 の 容
量 は 約 ２ ５ ０ μ ｌ で あ る と 考 え ら れ る た め 、 各 注 射 時 の 乳 腺 中 の ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 最 終 濃
度 は ２ ０ μ Ｍ ま た は ２ ０ ０ μ Ｍ で あ る と 推 定 さ れ た 。 ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ で の 処 置 は 、 ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の 乳 腺 に お け る 増 殖 ま た は コ ロ ニ ー 形 成 す る 能 力 に 対 す る ｃ －
ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 有 意 な 用 量 依 存 性 抑 制 効 果 （ Ｃ Ｆ Ｕ カ ウ ン ト の 低 減 ） を は っ き り と 示 し て い
る （ 図 １ ５ ） 。 結 果 は 、 乳 腺 に 注 射 さ れ た ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 　 ５ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ が イ ン ビ ボ に お
い て 乳 腺 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 感 染 症 を 少 な く と も １ ０ 倍 （ Ｔ 検 定 ： ｐ ＝ ０
． ０ ０ ４ ； マ ン ホ イ ッ ト ニ ー Ｕ 検 定 ： ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ９ ） 有 意 に 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 十 分 に 本 発 明 を 説 明 し た が 、 そ れ は 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 か
つ 適 切 な 実 験 な し で 、 均 等 な パ ラ メ ー タ ー 、 濃 度 、 お よ び 条 件 の 広 い 範 囲 内 で 行 わ れ 得 る
こ と を 当 業 者 は 理 解 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 特 定 の 実 施 態 様 と 関 連 し て 記 載 さ れ て い る が 、 さ ら な る 修 飾 が 可 能 で あ る こ と
は 理 解 さ れ る だ ろ う 。 本 願 は 、 一 般 的 な 本 発 明 の 原 理 に 従 い 、 か つ 当 該 技 術 分 野 内 で 既 知
ま た は 慣 習 的 な 実 施 内 に 入 る 本 発 明 の 開 示 か ら 本 発 明 が 関 連 す る も の へ の 逸 脱 お よ び 添 付
の 請 求 の 範 囲 内 と な る 上 述 の 必 須 の 特 徴 に 適 合 し 得 る 逸 脱 を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の バ リ エ
ー シ ョ ン 、 使 用 、 ま た は 適 用 を カ バ ー す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 文 献 、 抄 録 、 公 開 ま た は 対 応 す る 米 国 ま た は 外 国 の 特 許 出 願 、 公 開 米 国 ま た は 外 国 特 許
、 ま た は 任 意 の 他 の 引 用 文 献 を 含 む 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ る 全 て の 引 用 文 献 は 、 本 明
細 書 に お い て 引 用 に よ り 完 全 に 取 り 込 ま れ 、 こ れ は 、 引 用 文 献 に お い て 提 示 さ れ た 全 て の
デ ー タ 、 表 、 図 、 お よ び テ キ ス ト を 含 む 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ る 引 用 文 献
に お い て 引 用 さ れ た 引 用 文 献 の 全 て の 内 容 も 引 用 に よ り 完 全 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 既 知 の 方 法 工 程 、 通 常 の 方 法 工 程 、 既 知 の 方 法 、 ま た は 通 常 の 方 法 へ の 言 及 は 、 本 発 明
の 任 意 の 態 様 、 記 載 ま た は 実 施 態 様 が 従 来 技 術 に お い て 開 示 さ れ 、 教 示 さ れ 、 あ る い は 示
唆 さ れ て い る こ と を 決 し て 許 可 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 の 上 述 の 記 載 は 、 第 三 者 が 、 当 業 者 の 知 識 （ 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ
る 引 用 文 献 の 内 容 を 含 む ） を 適 用 し て 、 適 切 な 実 験 を 行 う こ と な く 、 本 発 明 の 一 般 的 な 概
念 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 か か る 本 発 明 の 実 施 態 様 を 容 易 に 修 飾 し 、 お よ び ／ ま た は 種 々
の 応 用 を 適 合 さ せ 得 る こ と が で き る 、 本 発 明 の 一 般 的 な 性 質 を 十 分 に 明 ら か に す る で あ ろ
う 。 そ れ ゆ え 、 か か る 適 合 お よ び 修 飾 は 、 本 明 細 書 に お い て 提 示 さ れ た 教 示 お よ び 指 針 に
基 づ き 、 開 示 の 実 際 態 様 と 均 等 な 意 味 お よ び 範 囲 内 に あ る こ と が 意 図 さ れ る 。 本 明 細 書 に
お け る 用 語 ま た は 専 門 用 語 は 、 説 明 の 目 的 の た め の も の で あ っ て 、 制 限 す る た め の も の で
は な く 、 本 明 細 書 の 専 門 用 語 ま た は 用 語 は 、 本 明 細 書 に 提 示 の 教 示 お よ び 指 標 に 照 ら し て
、 当 業 者 の 知 識 と 組 み 合 わ せ て 、 当 業 者 に よ っ て 解 釈 さ れ る べ き で る こ と は 理 解 さ れ る べ
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き で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
引 用 文 献
　 Ali, A., Johnson, J.A., Franco, A.A., Metzger, D.J., Connell, T.D., Morris, J.
G.J. and Sozhamannan, S. (2000) Infection and Immunity 68,1967-1974.
　 Ali, A., M.H. Rashid, and D. K. R. Karaolis. 2002. High-frequency rugose exopo
lysaccharide production in Vibrio cholerae. Appl Environ Microbiol. 68: 5773-577
8.
　 Ali, A., Mahmud, Z.H., Morris, J.G., Jr., Sozhamannan, S. and Johnson, J.A. (2
000) Infection and Immunity 68, 6857-6864.
　 Ali, A., Rashid, M.H. and Karaolis, D. K. R. (2002) Applied and Environmental 
Microbiology 68, 5773-5778.
　 Altschul, A.F., W. Gish, W. Miller, E.W. Myers, and D. J. Lipman. 1990. Basic 
local alignment search tool. J. Mol. Biol. 215: 403-410.
　 Amikam, D., and M. Benziman. 1989. Cyclic diguanylic acid and cellulose synthe
sis in Agrobacterium tumefaciens. J. Bacteriol. 171: 6649-55.
　 Anriany, Y. A., R. M. Weiner, J. A. Johnson, C. E. De Rezende, and S. W. Josep
h. 2001. Salmonella enterica serovar Typhimurium DT104 displays a rugose phenoty
pe. Appl Environ Microbiol. 67: 4048-4056.
　 Anriany, Y.A., Weiner, R.M., Johnson, J.A., De Rezende, C.E. and Joseph, S.W. 
(2001) Applied and Environmental Microbiology 67, 4048-4056.
　 Anwar, H., J.L. Strap, and J. W. Costerton. 1992. Establishment of aging biofi
lms: possible mechanism of bacterial resistance to antimicrobial therapy. Antimi
crob Agents Chemother. 36: 1347-1351.
　 Archer, G.L. 1998. Staphylococcus aureus: a well-armed pathogen. Clin Infect D
is. 26: 1179-81.
　 Archibald, L., L. Phillips, D. Monnet, J. E. J. McGowan, F. Tenover, and R. Ga
ynes. 1997. Antimicrobial resistance in isolates from inpatients and outpatients
 in the United States: increasing importance of the intensive care unit. Clin In
fect Dis. 24: 211-5.
　 Ausmees, N., Mayer, R., Weinhouse, H., Volman, G., Amikam, D., Benziman, M. an
d Lindberg, M. (2001) FEMS Microbiol Lett 204, 163-7.
　 Bahrani-Mougeot, F.K., Buckles, E.L., Lockatell, C.V., Hebel, J.R., Johnson, D
.E., Tang, C.M. and Donnenberg, M.S. (2002) Mol Microbiol 45, 1079-93.
　 Balaban, N., Y. Gov, A. Bitler, and J. R. Boelaert. 2003. Prevention of Staphy
lococcus aureus biofilm on dialysis catheters and adherence to human cells. Kidn
ey Int. 63: 340-5.
　 Barker, J., and S. F. Bloomfield. 2000. Survival of Salmonella in bathrooms an
d toilets in domestic homes follwoing salmonellosis. Journal of Applied Microbio
logy. 89: 137-144.
　 Bateman, A. and Bycroft, M. (2000) J Mol Biol 299,1113-9.
　 Beenken, K. E., J. S. Blevins, and M. S. Smeltzer. 2003. Mutation of sarA in S
taphylococcus aureus limits biofilm formation. Infect. Immun. 71: 4206-11.
　 Blevins, J. S., K. E. Beenken, M. O. Elasri, B. K. Hurlburt, and M. S. Smeltze
r. 2002. Strain-dependent differences in the regulatory roles of sarA and agr in
 Staphylococcus aureus. Infect. Immun. 70: 470-80.
　 Bomchil, N., P. Watnick, and R. Kolter. 2003. Identification and characterizat
ion of a Vibrio cholerae gene, mbaA, involved in maintenance of biofilm architec
ture. J. Bacteriol. 185 :1384-90.
　 Bradley, S. F., M. S. Terpenning, M. A. Ramsey, L. T. Zarins, K. A. Jorgensen,

10

20

30

40

50

(49) JP 2007-500697 A 2007.1.18



 W. S. Sottile, D. R. Schaberg, and C. A. Kauffman. 1991. Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus: colonization and infection in a long-term care facility. 
Ann Intern Med. 115: 417-22.
　 Brouillette E., Talbot B.G., Malouin F. 2003. The fibronectin-binding proteins
 of Staphylococcus aureus may promote mammary gland colonization in a lactating 
mouse model of mastitis. Infect Immun. 71 (4): 2292-2295.
　 Brouillette E, Martinez A, Boyll BJ, Allen NE, Malouin F. 2004a. Persistence o
f a Staphylococcus aureus small-colony variant under antibiotic pressure in vivo
. FEMS Immunol Med Microbiol. 41(1) :35-41.
　 Brouillette E, Grondin G, Lefebvre C, Talbot BG, Malouin F. 2004b. Mouse masti
tis model of infection for antimicrobial compound efficacy studies against intra
cellular and extracellular forms of Staphylococcus aureus. Vet Microbiol. 101 (4
): 253-62.
　 Cole, A. M., S. Tahk, A. Oren, D. Yoshioka, Y. H. Kim, A. Park, and T. Ganz. 2
001. Determinants of Staphylococcus aureus nasal carriage. Clin Diagn Lab Immuno
l. 8: 1064-9.
　 Connolly, J. P., Kuchma, S.L. and O'Toole, G.A. (2003) in: 103rd General meeti
ng of the American Society for Microbiology, Washington, D.C.
　 Cosgrove, S. E., G. Sakoulas, E. N. Perencevich, M. J. Schwaber, A. W. Karchme
r, and Y. Carmeli. 2003. Comparison of mortality associated with methicillin-res
istant and methicillin-susceptible Staphylococcus aureus bacteremia: a meta-anal
ysis. Clin Infect Dis. 36: 53-9.
　 Costerton, J. W., P. S. Stewart, and E. P. Greenberg. 1999. Bacterial biofilms
: a common cause of persistent infections. Science. 284: 1318-1322.
　 Costerton, J. W., R. T. Irvin, and K. J. Cheng. 1981. The bacterial glycocalyx
 in nature and disease. Annu Rev Microbiol. 35:299-324.
　 Costerton, J. W., Z. Lewandowski, D. E. Caldwell, D. R. Korber, and H. M. Lapp
in-Scott. 1995. Microbial biofilms. Annu Rev Microbiol. 49: 711-745.
　 Cramton, S. E., C. Gerke, N. F. Schnell, W. W. Nichols, and F. Gotz. 1999. The
 intercellular adhesion (ica) locus is present in Staphylococcus aureus and is r
equired for biofilm formation. Infect. Immun. 67: 5427-33.
　 Croft, L., Beatson, S. A., Whitchurch, C.B., Huang, B., Blakeley, R.L. and Mat
tick, J.S. (2000) Microbiology 146 (Pt 10), 2351-64.
　 Cucarella, C., C. Solano, J. Valle, B. Amorena, I. Lasa, and J. R. Penades. 20
01. Bap, a Staphylococcus aureus surface protein involved in biofilm formation. 
J. Bacteriol. 183: 2888-2896.
　 Cucarella, C., M. A. Tormo, C. Ubeda, M. P. Trotonda, M. Monzon, C. Peris, B. 
Amorena, I. Lasa, and J. R. Penades. 2004. Role of biofilm-associated protein ba
p in the pathogenesis of bovine Staphylococcus aureus. Infect. Immun. 72: 2177-8
5.
　 Cucarella, C., M. A. Tormo, E. Knecht, B. Amorena, I. Lasa, T. J. Foster, and 
J. R. Penades. 2002. Expression of the biofilm-associated protein interferes wit
h host protein receptors of Staphylococcus aureus and alters the infective proce
ss. Infect. Immun. 70: 3180-6.
　 D'Argenio, D. A., M. W. Calfee, P. B. Rainey, and E. C. Pesci. 2002. Autolysis
 and autoaggregation in Pseudomonas aeruginosa colony morphology mutants. J. Bac
teriol. 184: 6481-9.
　 Davey, M. E., and G. A. O'toole. 2000. Microbial biofilms: from ecology to mol
ecular genetics. Microbiology and Molecular Biology Reviews. 64: 847-867.
　 Davies, D. G., and G. G. Geesey. 1995. Regulation of the alginate biosynthesis

10

20

30

40

50

(50) JP 2007-500697 A 2007.1.18



 gene algC in Pseudomonas aeruginosa during biofilm development in continuous cu
lture. Appl Environ Microbiol. 61:860-867.
　 Davis, B. M., Lawson, E. H., Sandkvist, M., Ali, A., Sozhamannan, S. and Waldo
r, M. K. (2000) Science 288,333-5. 
　 de Lorenzo, V., M. Herrero, U. Jakubzik, and K. N. Timmis. 1990. Mini-Tn5 tran
sposon derivatives for insertion mutagenesis, promoter probing, and chromosomal 
insertion of cloned DNA in gram-negative eubacteria. J. Bacteriol. 172: 6568-72.
　 Dills, W. L., C. D. Goodwin, T. M. Lincoln, J. A. Beavo, P. J. Bechtel, J. D. 
Corbin, and E. G. Krebs. 1979. Purification of cyclic nucleotide receptor protei
ns by cyclic nucleotide affinity chromatography. Adv Cyclic Nucleotide Res. 10: 
199- 217.
　 Dingman, J. R., M. G. Rayner, S. Mishra, Y. Zhang, M. D. Ehrlich, J. C. Post, 
and G. D. Ehrlich. 1998. Correlation between presence of viable bacteria and pre
sence of endotoxin in middle-ear effusions. J Clin Microbiol. 36: 3417-3419.
　 Domaracki, B. E., A. M. Evans, and R. A. Venezia. 2000. Vancomycin and oxacill
in synergy for methicillin-resistant staphylococci. Antimicrob. Agents Chemother
. 44: 1394-6.
　 Donlan, R. M. 2002. Biofilms: microbial life on surfaces. Emerging Infectious 
Diseases. 8: 881-890.
　 Donnenberg, M. S., and J. B. Kaper. 1991. Construction of an eae deletion muta
nt of enteropathogenic Escherichia coli by using a positive-selection suicide ve
ctor. Infect. Immun. 59: 4310-4317.
　 Ehlers, L. J. 2000. Gene transfer in biofilms, p. 215-256. In D. G. Allison, P
. Gilbert, H. M. Lappin-Scott, and M. Wilson (eds), Community structure and co-o
peration in biofilms. General Society for Microbiology, Cambridge.
　 Ena, J., J. R. Boelaert, L. D. Boyken, H. W. Van Landuyt, C. A. Godard, and L.
 A. Herwaldt. 1994. Epidemiology of Staphylococcus aureus infections in patients
 on hemodialysis. Infect Control Hosp Epidemiol. 15: 78-81.
　 Fang, L., Z. Gan, and R. R. Marquardt. 2000. Isolation, affinity purification,
 and identification of piglet small intestine mucosa receptor for enterotoxigeni
c Escherichia coli k88ac+fimbriae. Infect. Immun. 68: 564-9.
　 Farmer, J.J., 3rd, Asbury, M.A., Hickman, F.W., Brenner, D.J. and Group, E.S. 
(1980) International Journal of Systematic Bacteriology 30, 569-584.
　 Fett, W. F. 2000. Naturally occurring biofilms on alfalfa and other types of s
prouts. J. Food Protection. 63: 625-32.
　 Fischetti, V.A., Pancholi, V. and Schneewind,O. (1991) in: Genetics and molecu
lar biology of Streptococci, Lactococci and Enterococci, pp. 290-294 (Dunny, G.M
., Cleary, P.P. and McKay, L.L., Eds.) American Society for Microbiology, Washin
gton, D.C.
　 Galperin, M. Y. 2004. Bacterial signal transduction network in a genomic persp
ective. Environ Microbiol. 6: 552-67.
　 Galperin, M. Y., A. N. Nikolskaya, and E. V. Koonin. 2001. Novel domains of th
e prokaryotic two-component signal transduction systems. FEMS Microbiol. Lett. 2
03: 11-21.
　 Geesey, D. G., A. M. Chakrabarty, and G. G. Geesey. 1993. Exopolysaccharide pr
oduction in biofilms: substratum activation of alginate gene expression by Pseud
omonas aeruginosa. Appl Environ Microbiol. 59: 1181-1186.
　 Gilbert, P., J. Das, and I. Foley. 1997. Biofilm susceptibility to antimicrobi
als. Adv Dent Res. 11: 160-7.
　 Goodell, E. W. 1985. Recycling of murein by Escherichia coli.J Bacteriol. 163:

10

20

30

40

50

(51) JP 2007-500697 A 2007.1.18



 305-10.
　 Goodell, E.W. and Schwarz, U. (1985) J Bacteriol 162, 391-7.
　 Goutz, F. 2002. Staphylococcus and biofilms. Mol. Microbiol. 43: 1367-1378.
　 Govan, J. R. W., and V. Deretic. 1996. Microbial Pathogenesis in cystic fibros
is: mucoid Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia cepacia. Microbiol Rev. 60: 5
39-574.
　 Grobe, S., J. Wingender, and H. C. Flemming. 2001. Capability of mucoid Pseudo
monas aeruginosa to survive in chlorinated water. Int J Hyg Environ Health. 204:
 139-142.
　 Guvener, Z.T. and McCarter, L.L. (2003) in: 103rd General Meeting of the Ameri
can Society for Microbiology, Washington, D.C.
　 Hammer, B. K., and B. L. Bassler. 2003. Quorum sensing controls biofilm format
ion in Vibrio cholerae. Mol. Microbiol. 50: 101-4.
　 Harlow, E., and D. Lane 1988. Antibodies: A laboratory manual. Cold Spring Har
bor Laboratory. Cold Spring Harbor.
　 Haugo, A.J. and Watnick, P.I. (2002) Molecular Microbiology 45, 471-483.
　 Hayakawa, Y., R. Nagata, A. Hirata, M. Hyodo, and R. Kawai. 2003. A facile syn
thesis of cyclic bis(3'-5')diguanylic acid. Tetrahedron. 59: 6465-6471.
　 Heidelberg, J. F., J. A. Eisen, W. C. Nelson, R. A. Clayton, M. L. Gwinn, R. J
. Dodson, D. H. Haft, E. K. Hickey, J. D. Peterson, L. Umayam, S. R. Gill, K. E.
 Nelson, T. D. Read, H. Tettelin, D. Richardson, M. D. Ermolaeva, J. Vamathevan,
 S. Bass, H. Qin, I. Dragoi, P. Sellers, L. McDonald, T. Utterback, R. D. Fleish
mann, W. C. Nierman, O. White, S. L. Salzberg, H. O. Smith, R. R. Colwell, J. J.
 Mekalanos, J. C. Venter, and F. C. M. 2000. DNA sequence of both chromosomes of
 the cholera pathogen Vibrio cholerae. Naure. 406: 477-483.
　 Heidrich, C., Templin, M.F., Ursinus, A., Merdanovic, M., Berger, J., Schwarz,
 H., de Pedro, M.A. and Holtje, J.V. (2001) Molecular Microbiology 41, 167-78.
　 Heidrich, C., Ursinus, A., Berger, J., Schwarz, H. and Holtje, J.V. (2002) Jou
rnal of Bacteriology 184, 6093-6099.
　 Hermans, K., L. A. Devriese, and F. Haesebrouck. 2003. Rabbit staphylococcosis
: difficult solutions for serious problems. Vet. Microbiol. 91: 57-64.
　 Herrero, M., de Lorenzo, V. and Timmis, K.N. (1990) Journal of Bacteriology 17
2, 6557-6567.
　 Holtje, J.V. and Heidrich, C. (2001) Biochimie 83, 103-108.
　 Huang, S. S., and R. Platt. 2003. Risk of methicillin-resistant Staphylococcus
 aureus infection after previous infection or colonization. Clin Infect Dis. 36:
 281-5.
　 Huard, C., Miranda, G., Wessner, F., Bolotin, A., Hansen, J., Foster, S.J. and
Chapot-Chartier, M.P. (2003) Microbiology 149, 695-705.
　 Hyde, J. A., R. O. Darouiche, and J. W. Costerton. 1998. Strategies for prophy
laxis against prosthetic valve endocarditis: a review article. J Heart Valve Dis
. 7: 316-326.
　 Jackson, D. W., J. W. Simecka, and T. Romeo. 2002. Catabolite repression of Es
cherichia coli biofilm formation. J. Bacteriol. 184: 3406-10.
　 Jenal, U. 2004. Cyclic di-guanosine-monophosphate comes of age: a novel second
ary messenger involved in modulating cell surface structures in bacteria? Curr O
pin Microbiol. 7: 185-91.
　 Jobling, M.G. and Holmes, R.K. (1997) Molecular Microbiology 26, 1023-1034.
　 Jones, H. A., J. W. Lillard, Jr., and R. D. Perry. 1999. HmsT, a protein essen
tial for expression of the haemin storage (Hms+) phenotype of Yersinia pestis. M

10

20

30

40

50

(52) JP 2007-500697 A 2007.1.18



icrobiology. 145 (Pt 8): 2117-28.
　 Jones, H.A., Lillard, J.W., Jr. and Perry, R.D. (1999) Microbiology 145 (Pt 8)
, 2117-28.
　 Kaper, J.B., Morris Jr., J.G. and Levine, M.M. (1995) Clinical Microbiology Re
views 8, 48-86.
　 Kern, D., Volkman, B.F., Luginbuhl, P., Nohaile, M.J., Kustu, S. and Wemmer, D
.E. (1999) Nature 402, 894-8.
　 Kirmani, N., C. U. Tuazon, H. W. Murray, A. E. Parrish, and J. N. Sheagren. 19
78. Staphylococcus aureus carriage rate of patients receiving long-term hemodial
ysis. Arch Intern Med. 138: 1657-9.
　 Kluytmans, J., A. van Belkum, and H. Verbrugh. 1997. Nasal carriage of Staphyl
ococcus aureus: epidemiology, underlying mechanisms, and associated risks. Clin.
 Microbiol. Rev. 10: 505-20.
　 Laemmli, U. K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of th
e head of bacteriophage T4. Nature. 227: 680-685.
　 Lamont, R. J., and H. F. Jenkinson. 1998. Life below the gum line: pathogenic 
mechanisms of Porphyromonas gingivalis. Microbiol Mol Biol Rev. 62: 1244-1263.
　 Laupland, K. B., D. L. Church, M. Mucenski, L. R. Sutherland, and H. D. Davies
. 2003. Population-based study of the epidemiology of and the risk factors for i
nvasive Staphylococcus aureus infections. J. Infect. Dis. 187: 1452-9.
　 Levine, M.M., Black, R.E., Clements, M.L., Nalin, D.R., Cisneros, L. and Finke
lstein, R.A. (1981) in: Acute enteric infections in children. New prospects for 
treatment and prevention (Holme, T., Holmgren, J., Merson, M.H. and Mollby, R., 
Eds.) /Elsevier/North-Holland Biomedical Press, Amsterdam.
　 Lincoln, T. M., W. L. Dills, Jr., and J. D. Corbin. 1977. Purification and sub
unit composition of guanosine 3': 5'-monophosphate-dependent protein kinase from
 bovine lung. J. Biol. Chem. 252: 4269-75.
　 Lowy, F. D. 1998. Staphylococcus aureus infections. N. Engl. J. Med. 339:520-3
2.
　 Luzar, M. A., G. A. Coles, B. Faller, A. Slingeneyer, G. D. Dah, C. Briat, C. 
Wone, Y. Knefati, M. Kessler, and F. Peluso. 1990. Staphylococcus aureus nasal c
arriage and infection in patients on continuous ambulatory peritoneal dialysisi 
N. Engl. J. Med. 322: 505-9.
　 Maira-Litran, T., A. Kropec, C. Abeygunawardana, J. Joyce, G. Mark, 3rd, D. A.
 Goldmann, and G. B. Pier. 2002. Immunochemical properties of the staphylococcal
 poly-N-acetylglucosamine surface polysaccharide. Infect. Immun. 70: 4433-40.
　 Matsuura, T., Y. Miyake, S. Nakashima, H. Komatsuzawa, Y. Akagawa, and H. Sugi
naka. 1996. Isolation and characterization of teichoic acid-lake substance as an
 adhesin of Staphylococcus aureus to HeLa cells. Microbiol. Immunol. 40: 247-54.
　 Mayer, R., P. Ross, H. Weinhouse, D. Amikam, G. Volman, P. Ohana, R. D. Calhoo
n, H. C. Wong, A. W. Emerick, and M. Benziman. 1991. Polypeptide composition of 
bacterial cyclic diguanylic acid-dependent cellulose synthase and the occurrence
 of immunologically crossreacting proteins in higher plants. Proc Natl Acad Sci 
U S A. 88: 5472-6.
　 McCarthy, S. A., and F. M. Khambaty. 1994. International dissemination of epid
emic Vibrio cholerae by cargo ship ballast and other nonpotable waters. Appl Env
iron Microbiol. 60: 2597-2601.
　 McKenney, D., K. L. Pouliot, Y. Wang, V. Murthy, M. Ulrich, G. Doring, J. C. L
ee, D. A. Goldmann, andG. B. Pier. 1999. Broadly protective vaccine for Staphylo
coccus aureus based on an in vivo-expressed antigen. Science. 284: 1523-7.

10

20

30

40

50

(53) JP 2007-500697 A 2007.1.18



　 Menard, R., P. J. Sansonetti, and C. Parsot. 1993. Nonpolar mutagenesis of the
 ipa genes defines IpaB, IpaC, and IpaD as effectors of Shigella flexneri entry 
into epitheial cells. J. Bacteriol. 175: 5899-5906.
　 Mest, D. R., D. H. Wong, K. J. Shimoda, M. E. Mulligan, and S. E. Wilson. 1994
. Nasal colonization with methicillin-resistant Staphylococcus aureus on admissi
on to the surgical intensive care unit increases the risk of infection. Anesth A
nalg. 78: 644-50.
　 Miller, V.L. and Mekalanos, J.J. (1988) Journal of Bacteriology 170, 2575-2583
.
　 Miller, M.B., and B.L. Bassler (2001) Quorum sensing in bacteria, Annu Rev Mic
robiol 55: 165-99.
　 Miller, M. B., K. Skorupski, D. H. Lenz, R. K. Taylor, and B. L. Bassler. 2002
. Parallel Quorum Sensing Systems Converge to Regulate Virulence in Vibrio chole
rae. Cell. 110: 303-314.
　 Miyake, Y., A. Kohada, I. Fujii, M. Sugai, and H. Suginaka. 1989. Aminoglycosi
des enhance the adherence of Staphylococcus aureus to HeLa cells. J Antimicrob C
hemother. 23: 79-86.
　 Miyake, Y., A. Kohada, M. Sugai, and H. Suginaka. 1991. Mechanism of aminoglyc
oside enhancement of Staphylococcus aureus adherence to HeLa cells. J Antimicrob
 Chemother. 28: 811-7.
　 Morris Jr., J. G., M. B. Sztein, E. W. Rice, J. P. Nataro, G. A. Losonsky, P. 
Panigrahi, C.O. Tacket, and J. A. Johnson. 1996. Vibrio cholerae 01 can assume a
 chlorine-resistant rugose survival form that is virulent for humans. J Infect D
is. 174: 1364-1368.
　 Muder, R. R., C. Brennen, M. M. Wagener,R. M. Vickers, J. D. Rihs, G. A. Hanco
ck, Y. C. Yee, J. M. Miller, and V. L. Yu. 1991. Methicillin-resistant staphyloc
occal colonization and infection in a long-term care facility. Ann Intern Med. 1
14: 107-12.
　 Muto, C. A., J. A. Jernigan, B. E. Ostrowsky, H. M. Richet, W. R. Jarvis, J. M
. Boyce, and B. M. Farr. 2003. SHEA guideline for preventing nosocomial transmis
sion of multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus and enterococcus. I
nfect Control Hosp Epidemiol. 24: 362-86.
　 Nakajima, H., Y. U. Katagiri, N. Kiyokawa, T. Taguchi, T. Suzuki, T. Sekino, K
. Mimori, M. Saito, H. Nakao, T. Takeda, and J. Fujimoto. 2001. Single-step meth
od for purification of Shiga toxin-1 B subunit using receptor-mediated affinity 
chromatography by globotriaosylceramide-conjugated octyl sepharose CL-4B. Protei
n Expr Purif. 22: 267-75.
　 National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) Report. 1998. Data summary 
from October 1986-April 1998, issued June 1998. Am J Infect Control. 26: 522-33.
　 Nguyen, M. H., C. A. Kauffman, R. P. Goodman, C. Squier, R. D. Arbeit, N. Sing
h, M. M. Wagener, and V. L. Yu. 1999. Nasal carriage of and infection with Staph
ylococcus aureus in HIV-infected patients. Ann Intern Med. 130: 221-5.
　 Nichols, W. W., S. M. Dorrington, M. P. Slack, and H. L. Walmsley. 1988. Inhib
ition of tobramycin diffusion by binding to alginate. Antimicrob Agents Chemothe
r. 32: 518-523.
　 Nickel, J. C., I. Ruseska, J. B. Wright, and J. W. Costerton. 1985. Tobramycin
 resistance of Pseudomonas aeruginosa cells growing as a biofilm on urinary cath
eter material. Antimicrob Agents Chemother. 27: 619-624.
　 Notley-McRobb, L., A. Death, and T. Ferenci. 1997. The relationship between ex
ternal glucose concentration and cAMP levels inside Escherichia coli: implicatio

10

20

30

40

50

(54) JP 2007-500697 A 2007.1.18



ns for models of phosphotransferase-mediated regulation of adenylate cyclase. Mi
crobiology. 143 (Pt 6): 1909-18.
　 Nunez, C., Moreno, S., Cardenas, L., Soberon-Chavez, G. and Espin, G. (2000) J
ournal of Bacteriology 182, 4829-4835.
　 Ott, S. L. 1999. Costs of herd-level production losses associated with subclin
ical mastitis in U.S.dairy cows. National Mastitis Council 38th Annual Meeting.
　 Park, J.T. (1993) J Bacteriol 175, 7-11.
　 Parkhill, J. et al. (2001) Nature 413, 523-7.
　 Parsek, M. R. 2003. The role of EPS in Pseudomonas aeruginosa biofilm structur
e and function. 103rd General meeting of the American Society for Microbiology, 
Washington, D.C.
　 Peacock, S. J., I. de Silva, and F. D. Lowy. 2001. What determines nasal carri
age of Staphylococcus aureus? Trends Microbiol. 9: 605-10.
　 Pei, J. and Grishin, N.V. (2001) Proteins 42, 210-6.
　 Petter, J.G. (1993) Appl Environ Microbiol 59, 2884-90.
　 Pollitzer, R. (1959) Monograph Series 43. Geneva: World Health Organization.
　 Pujol, M., C. Pena, R. Pallares, J. Ariza, J. Ayats, M. A. Dominguez, and F. G
udiol. 1996. Nosocomial Staphylococcus aureus bacteremia among nasal carriers of
 methicillin-resistant and methicillin-susceptible strains. Am J Med.190: 509-16
.
　 Rajanna, C., J. Wang, D. Zhang, Z. Xu, A. Ali, Y.-M. Hou, and D. K. R. Karaoli
s. 2003. The Vibrio pathogenicity island of epidemic Vibrio cholerae forms preci
se extrachromosomal circular excision products. J. Bacteriol. 185: 6893-6901.
　 Rashid, M. H., C. Rajanna, A. Ali, and D. K. R. Karaolis. 2003. Identification
 of genes involved in the switch between the smooth and rugose phenotypes of Vib
rio cholerae. FEMS Microbiol. Letts. 227: 113-119.
　 Raziuddin, S. 1980. Immunochemical studies of the lipopolysaccharides of Vibri
o cholerae: constitution of O specific side chain and core polysaccharide. Infec
t Immun. 27: 211-215.
　 Rice, E.W. et al. (1993) International Journal of Environmental Health Researc
h 3, 89-98.
　 Richardson, K. (1991) Infection and Immunity 59, 2727-2736.
　 Richet, H. M., M. Benbachir, D. E. Brown, H. Giamarellou, I. Gould, M. Gubina,
 P. Heczko, S. Kalenic, M. Pana, D. Pittet, S. B. Redjeb, J. Schindler, C. Starl
ing, M. J. Struelens, W. Witte, and W. R. Jarvis. 2003. Are there regional varia
tions in the diagnosis, surveillance, and control of methicillin-resistant Staph
ylococcus aureus? Infect Control Hosp Epidemiol. 24: 334-41.
　 Roche, F. M., M. Meehan, and T. J. Foster. 2003. The Staphylococcus aureus sur
face protein SasG and its homologues promote bacterial adherence to human desqua
mated nasal epithelial cells. Microbiology. 149: 2759-67.
　 Roghmann, M. C., A. Siddiqui, K. Plaisance, and H. Standiford. 2001. MRSA colo
nization and the risk of MRSA bacteraemia in hospitalized patients with chronic 
ulcers. J Hosp Infect. 47: 98-103.
　 Roumping, U., M. Rohde, A. Olsen, S. Normark, and J. Reinkoster. 2000. AgfD, t
he checkpoint of multicellular and aggregative behaviour in Salmonella typhimuri
um regulates at least two independent pathways. Mol. Microbiol. 36: 10-23.
　 Ross, P. et al. (1987) Nature 325, 279-281.
　 Ross, P., R. Mayer, and M. Benziman. 1991. Cellulose biosynthesis and function
 in bacteria. Microbiol. Rev. 55: 35-58.
　 Ross, P., R. Mayer, H. Weinhouse, D. Amikam, Y. Huggirat, M. Benziman, E. de V

10

20

30

40

50

(55) JP 2007-500697 A 2007.1.18



room, A. Fidder, P. de Paus, L. A. Sliedregt, and et al. 1990. The cyclic diguan
ylic acid regulatory system of cellulose synthesis in Acetobacter xylinum. Chemi
cal synthesis and biological activity of cyclic nucleotide dimer, trimer, and ph
osphothioate derivatives. J. Biol. Chem. 265: 18933-43.
　 Ross, P., Y. Aloni, C. Weinhouse, D. Michaeli, P. Weinberger-Ohana, R. Meyer, 
and M. Benziman. 1991. An unusual guanyl oligonucleotide regulates cellulose syn
thesis in Acetobacter xylinum. FEBS Lett. 186: 191-196.
　 Schauder, S., and B.L. Bassler (2001) The languages of bacteria, Genes Dev 15:
 1468-80.
　 Stark, R. M., G. J. Gerwig, R. S. Pitman, L. F. Potts, N. A. Williams, J. Gree
nman, I. P. Weinzweig, T. R. Hirst, and M. R. Millar. 1999. Biofilm formation by
Helicobacter pylori. Lett. Appl. Microbiol. 28: 121-126.
　 Steinberger, O., Z. Lapidot, Z. Ben-Ishai, and D. Amikam. 1999. Elevated expre
ssion of the CD4 receptor and cell cycle arrest are induced in Jurkat cells by t
reatment with the novel cyclic dinucleotide 3',5'-cyclic diguanylic acid. FEBS L
ett. 444: 125-9.
　 Sutra, L., and B. Poutrel. 1994. Virulence factors involved in the pathogenesi
s of bovine intramammary infections due to Staphylococcus aureus. J. Med. Microb
iol. 40: 79-89.
　 Tal, R. et al. (1998) Journal of Bacteriology 180, 4416-4425.
　 Tatusov, R. L., D. A. Natale, I. V. Garkavtsev, T. A. Tatusova, U. T. Shankava
ram, B. S. Rao, B. Kiryutin, M. Y. Galperin, N. D. Fedorova, and E. V. Koonin. 2
001. The COG database: new developments in phylogenetic classification of protei
ns from complete genomes. Nucl. Acids Res. 29: 22-8.
　 Tsui, H.C., Zhao, G., Feng, G., Leung, H.C. and Winkler, M.E. (1994) Mol Micro
biol 11, 189-202.
　 Tuazon, C. U., A. Perez, T. Kishaba, and J. N. Sheagren. 1975. Staphylococcus 
aureus among insulin-injecting diabetic patients. An increased carrier rate. Jam
a. 231: 1272.
　 Tuazon, C. U., and J. N. Sheagren. 1974. Increased rate of carriage of Staphyl
ococcus aureus among narcotic addicts. J. Infect. Dis. 129: 725-7.
　 Tusher, V. G., R. Tibshirani, and G. Chu. 2001. Significance analysis of micro
arrays applied to the ionizing radiation response. Proc Natl Acad Sci U S A. 98:
 5116-21.
　 Valle, J., A. Toledo-Arana, C. Berasain, J. M. Ghigo, B. Amorena, J. R. Penade
s, and I. Lasa. 2003. SarA and not sigmaB is essential for biofilm development b
y Staphylococcus aureus. Mol. Microbiol. 48: 1075-87.
　 von Eiff, C., K. Becker, K. Machka, H. Stammer, and G. Peters. 2001. Nasal car
riage as a source of Staphylococcus aureus bacteremia. Study Group. N. Engl. J. 
Med. 344: 11-6.
　 Wai, S. N., Y. Mizunoe, A. Takade, S. I. Kawabata, and S. I. Yoshida. 1998. Vi
brio cholerae 01 strain TSI-4 produces the exopolusaccharide materials that dete
rmine colony morphology, stress resistance, and biofilm formation. Appl Environ 
Microbiol. 64: 3648-3655.
　 Wang, R. F., and S. R. Kushner. 1999. Construction of versatile low-copy-numbe
r vectors for cloning, sequencing and gene expression in Escherichia coli. Gene.
 100: 195-199.
　 Watnick, P. I., and R. Kolter. 1999. Steps in the development of a Vibrio chol
erae E1 Tor biofilm. Mol Microbiol. 34: 586-595.
　 Watnick, P. I., and R. Kolter. 2000. Biofilm, city of microbes. J Bacteriol. 1

10

20

30

40

50

(56) JP 2007-500697 A 2007.1.18



82: 2675-2679.
　 Watnick, P. I., C. M. Lauriano, K. E. Klose, L. Croal, and R. Kolter. 2001. Th
e absence of a flagellum leads to altered colony morphology, biofilm development
 and virulence in Vibrio cholerae 0139. Mol Microbiol. 39: 223-235.
　 White, P.B. 1938. The rugose variant of vibrios. Journal of Pathol. Bacteriol.
 46: 1-6.
　 White, P. B. 1940. The characteristic hapten and antigen of rugose races of ch
olera and E1 Tor vibrios. Journal of Pathol. Bacteriol. 50: 160-164.
　 Whitehead, N.A., A.M. Barnard, H. Slater, N.J. Simpson, and G.P. Salmond (2001
) Quorum sensing in Gram-negativebactria, FEMS Microbiol Rev 25: 365-404.
　 Wimpenny, J. 2000. An overview of biofilms as functional communities, p. 1-24.
 In D. G. Allison, P. Gilbert, H. M. Lappin-Scott, and M. Wilson (eds), Communit
y structure and co-operation in biofilms. Society for General Microbiology, Grea
t Britain.
　 Wingender, J., T. R. Neu, and H.-C. Flemming 1999. What are bacterial extracel
lular polymeric substances? In J. Wingender, T. R. Neu, and H.-C. Flemming (eds)
, Microbial extracellular polymeric substances. Springer, Berlin.
　 Wolfinger, R. D., G. Gibson, E. D. Wolfinger, L. Ennett, H. Hamadeh, P. Bushel
, C. Afshari, and R. S. Paules. 2001. Assessing gene significance from cDNA micr
oarray expression data via mixed models. J. Computational Biolog. 6: 625-637.
　 Wyatt, J. E., S. M. Poston, and W. C. Noble. 1990. Adherence of Staphylococcus
 aureus to cell monolayers. J. Appl. Bacteriol. 69: 834-44.
　 Yancey, R.J., Willis, D.L. and Berry, L.J. (1978) Infection and Immunity 22, 3
87-392.
　 Yildiz, F. H., and G. K. Schoolnik. 1999. Vibrio cholerae 01 El Tor: identific
ation of a gene cluster required for the rugose colony type, exopolusaccharide p
roduction, chlorine resistance, and biofilm formation. Proc Natl Acad Sci USA. 9
6: 4028-4033.
　 Yildiz, F. H., and G. K. Schoolnik. 1999. Vibrio cholerae 01 El Tor: identific
ation of a gene cluster required for the rugose colony type, exopolysaccharide p
roduction, chlorine resistance, and biofilm formation. ProcNatl Acad Sci USA. 96
: 4028-4033.
　 Yildiz, F.H., Dolganov, N.A. and Schoolnik, G.K. (2001) Journal of Bacteriolog
y 183, 1716-1726.
　 Yu, V. L., A. Goetz, M. Wagener, P. B. Smith, J. D. Rihs, J. Hanchett, and J. 
J. Zuravleff. 1986. Staphylococcus aureus nasal carriage and infection in patien
ts on hemodialysis. Efficacy of antibiotic prophylaxis. N. Engl. J. Med. 315: 91
-6.
　 Zhang, D., Z. Xu, W. Sun, and D. K. Karaolis. 2003. The Vibrio Pathogenicity I
sland-Encoded Mop Protein Modulates the Pathogenesis and Reactogenicity of Epide
mic Vibrio cholerae. Infect. Immun. 71: 510-515.
　 Zhu, J., M. B. Miller, R. E. Vance, M. Dziejman, B. L. Bassler, and J. J. Meka
lanos. 2002. Quorum sensing regulators control virulence gene expression in Vibr
io cholerae. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 99: 3129-3134.
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ の 滑 ら か な 変 異 体 （ 図 １
Ａ ） お よ び し わ 状 変 異 体 （ 図 １ Ｂ ） の コ ロ ニ ー 形 態 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ の 滑 ら か な コ ロ ニ ー 変 異 体 お よ び し わ 状 コ ロ ニ ー 変 異
体 に よ る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ （ 野 生 型 ） 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 体 （ Ｄ Ｋ ６
３ ０ ） 、 お よ び Ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 （ Ｄ Ｓ ５ ６ ７ ） の 運 動 性 を 示 す 遊 走 プ レ ー ト ア ッ セ イ （ Sw
arm plate assay） で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ お よ び ４ Ｂ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ （ 野 生 型 の 細 胞 を 図 ４ Ａ
に 示 し 、 Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 細 胞 を 図 ４ Ｂ に 示 す ） の 細 胞 形 態 に 対 す る Ａ ｍ ｉ Ｂ 変 異 の 効 果 を 示
す 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ お よ び 図 ５ Ｂ は ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 特 性 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ Ａ ～ ６ Ｆ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 細 胞 と 細 胞 の 凝 集 に 対 す る ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ Ａ ～ ７ Ｃ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス の ヒ ト 臨 床 単 離 物 の ポ リ ス チ
レ ン 表 面 （ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い た ） 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 能 に 対 す る ｃ
－ ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ Ａ ～ ８ Ｄ は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス ウ シ 乳 房 炎 単 離 物 Ｖ ３ ２ ９ （
図 ８ Ａ ） 、 Ｍ ５ ５ ６ （ 図 ８ Ｂ ） 、 Ｖ ２ ９ ９ （ 図 ８ Ｃ ） お よ び Ｖ ３ １ ５ （ 図 ８ Ｄ ） の ポ リ ス
チ レ ン 表 面 上 で の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 能 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 に つ い て の 定 量 的
分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ Ａ お よ び ９ Ｂ は 、 ポ リ ス チ レ ン 表 面 上 で の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス
の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の 阻 害 に 対 す る グ ア ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ２ ４ 時 間 既 に バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 し た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ
レ ウ ス に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 に つ い て の 定 量 的 バ イ オ フ ィ ル ム 分 析 を 示 す グ ラ フ
で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ Ａ お よ び １ １ Ｂ は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 上 皮 細 胞 と 接 着 し た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
ア ウ レ ウ ス Ｄ Ｋ ８ ２ ５ に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ 処 置 の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ 株 Ｎ １ ６ ９ ６ １ お よ び Ｒ ｏ ｃ Ｓ 変 異 体 に お け る バ
イ オ フ ィ ル ム 形 成 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 バ イ オ フ ィ ル ム 成 長 の 反 応 シ ス テ ム の 略 図 で あ り 、 こ れ は ３ ７ ℃ の
イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に 完 全 に 入 れ ら れ た ワ ン ス ル ー シ ス テ ム で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 図 １ ３ に 示 し た バ イ オ フ ィ ル ム 成 長 反 応 シ ス テ ム に 挿 入 し た イ ン ラ
イ ン で あ り 、 Ｐ Ｂ Ｂ Ａ お よ び ス テ ン レ ス ス テ ィ ー ル を 含 む 種 々 の 表 面 に 接 触 し た バ イ オ フ
ィ ル ム 試 料 を 得 る た め に 用 い ら れ る 、 シ ー ル ド フ ロ ー セ ル （ Protofab, Inc., Bozeman, M
T） を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 マ ウ ス 乳 房 炎 モ デ ル に お け る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス Ｎ ｅ
ｗ ｂ ｏ ｕ ｌ ｄ ３ ０ ５ 株 の Ｃ Ｆ Ｕ 数 に 対 す る ｃ － ジ － Ｇ Ｍ Ｐ の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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