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概要：
　【背景・目的】細菌感染症の動物モデルを用いた解析では，多数の個体の特定時点における侵襲的かつ平均的な
解析方法が一般的であるが，同一個体内の経時的な病態変化を評価することは困難である。In vivo イメージング
法は，非侵襲的かつ経時的に同一個体に定着している細菌数の変化を解析可能であるため，感染症病態や治療薬
の有効性をより正確に評価することに繋がるだけでなく，使用する動物個体数の削減も可能である。しかしなが
ら，肺のような深部臓器に定着している細菌を，高感度かつ汎用性高く検出するin vivo イメージング法は十分に
確立されていない。従来の病原細菌のin vivo イメージング法は，海洋細菌由来の自家発光ルシフェリン-ルシフェ
ラーゼシステム（LuxCDABE）1）が頻用されるが，放出される光が体内で吸収されやすいこと2，3），煩雑なゲノム編
集が必要であること，常時的な菌体内物質の消費による高いフィットネスコストがあることなどが問題であっ
た4，5）。そこで我々は，体内透過性の高い近赤外領域の発光（650～900 nm）2）とプラスミドによるホタルルシフェ
ラーゼ（Luc2）発現細菌を用いて，マウス肺感染モデルにおける肺定着菌を高感度かつ汎用性高く検出可能な新
規in vivo イメージングシステムの構築に挑戦した。
　【方法】Luc2 をコードするプラスミドを構築し，世界的に薬剤耐性菌として問題となっているAcinetobacter 
baumannii に導入した。次に，cyclophosphamideによる免疫抑制マウスへ気管支内投与することで細菌性肺炎を
惹起した。感染後，Luc2 との反応で近赤外領域の発光（650～900 nm）が可能なD-luciferin 誘導体「TokeOni」6）

を観察時に腹腔内投与し，科学的相補型金属酸化膜半導体（sCMOS）カメラを搭載したin vivo イメージング装
置で肺に定着した細菌の検出を試みた。
　【結果】A. baumannii ATCC 17978 株を用いた検討の結果，一般的な Luc2 の基質であるD-luciferin（波長約
560 nm）や長波長基質CycLuc1（波長約 600 nm）の投与，および従来から病原細菌のin vivo イメージングに頻
用されてきた細菌の自家発光システムであるLuxCDABE7）では肺に定着している細菌をほとんど検出できなかっ
たのに対し，近赤外発光基質TokeOni を投与することで，肺に定着している細菌の検出に成功した。また，肺の
発光強度と肺定着菌数は正の相関があった。さらに，本システムの検出限界は，4.2×106 CFU/g（肺）であった。
　次に，Luc2 をコードするプラスミドをカルバペネム耐性A. baumannii 臨床分離株に導入し，抗菌薬による治
療効果を経時的に可視化することができるかを検討した。抗菌薬は imipenem/cilastatin（IPM/CS），および
minimal inhibitory concentration（MIC）測定で感性を示した levofloxacin（LVFX）を使用した。近赤外発光を
用いたin vivo イメージングの結果，生理食塩水および IPM/CS 投与で経時的に肺内発光強度が上昇し，マウス
は全例死亡した。一方，LVFXの投与では経時的に肺内発光強度が減少し，マウスの生存期間は有意に延長した。
以上のことから，本システムは臨床分離株でも適用可能な高い汎用性を有しているだけでなく，MICの結果に準
じた抗菌薬の有効性評価にも応用可能であることが明らかになった。さらに，Luc2発現プラスミドの複製起点を
グラム陰性菌全般に導入可能なRSF1010 oriへ変更することで，A. baumannii だけでなくKlebsiella pneumoniae
にも本システムは適用可能であった。
　【考察・結論】我々は，Luc2プラスミド発現細菌と近赤外発光基質を用いた新たなin vivo イメージングシステ
ムを構築した。本システムは，従来法と比較して汎用性に優れ，かつ高感度に深部臓器であるマウス肺に定着し
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ている細菌の経時的観察が可能であった。抗菌薬は薬物動態の影響などによりin vitro で効果を示すものが，in 
vivo で効果を示さないことも多い。本システムは抗菌薬による有効性評価として，肺定着菌数の変化と生存期間
を同時に解析することが可能であり，さらなる高感度化により，薬物動態などを考慮した新規抗菌薬の有効性ス
クリーニングや細菌の病原性評価系などにも応用が期待できる。
　利益相反自己申告：申告すべきものなし。
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　この内容は，2023 年 11月 10日に開催された第 71回日本化学療法学会西日本支部総会で「Acinetobacter bau-
mannii 臨床分離株を用いた肺炎モデルでの深部in vivo イメージング」として発表し，第 18回日本化学療法学会
西日本支部支部長賞を受賞した演題に一部内容を追加した論文の概要である。

図 1.　本研究の概略図
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