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研究成果の概要（和文）：Compound K (6, 6’-dihydroxythiobinupharidine)による抗菌活性機構及び既存抗菌
薬との併用効果機構について解析を行った。Compound KはDNA複製に重要なtopoisomerase IVを阻害し、その阻
害様式はシプロフロキサシンやノボビオシンとは異なる新しい様式であることが示唆された。またバンコマイシ
ンとの併用効果は、バンコマイシン耐性遺伝子群の発現抑制ではなく、結合標的であるD-alanyl-D-alanineの存
在量を復活させることによることもわかった。

研究成果の概要（英文）：The action mechanism of compound K on MRSA and VRE was investigated. 
Compound K inhibited topoisomerase IV of Staphylococcus aureus. However, this action mechanism was 
different from both ciprofloxacin and novobiocin, already known inhibitors of topoisomerase IV. 
Compound K also showed the combined effect with vancomycin. Expression of vancomycin resistant 
cluster genes was not inhibited with compound K, and exposure to compound K restored 
D-alanyl-D-alanine in VRE cells.

研究分野： 微生物学

キーワード： topoisomerase　vancomycin　キノロン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
ペニシリンの開発以来、抗菌薬の開発は急

速に行われてきた。しかし最近はその開発速
度が鈍化している。その理由は、(1)抗菌薬
の新たなターゲット分子が見当たらないこ
と、(2)抗菌薬耐性菌が継続的に出現するこ
と、である。研究代表者らはこれまで抗菌薬
耐性機構を明らかにすることを目的とし、特
に様々な抗菌薬に対して同時に耐性を付与
する多剤排出ポンプに着目して研究を行っ
てきた（文献①－③など）。一方で、新規抗
菌薬のシーズを見出すため、生薬・ハーブか
らメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（以下、
MRSA）やバンコマイシン耐性腸球菌（以下、
VRE）などの抗菌薬耐性菌に対して抗菌活性
を示す物質の同定を行い、その物質がなぜ抗
菌活性を示すのかを分子生物学的な手法を
用いて明らかにしてきた（文献④－⑥など）。
そしてそれら化合物の中には既存抗菌薬と
同時に作用させると著しい活性増強作用を
含む物質も見つかった。 
 研究代表者らは生薬センコツ（植物名コウ
ホネ, Nuphar japonicum）に含まれる 6, 6’
-dihydroxythiobinupharidine （ 以 下 、
compound K（図 1））が、MRSA や VRE に対し
て、非常に強い抗菌活性を示すことを見出し
た。それだけにとどまらず、単独では抗菌活
性を示さない濃度の compound K と、本来な
らばVREに対して治療効果が全く期待できな
いバンコマイシンを併せて用いると、バンコ
マイシンの効果が著しく増大した（表 1）。ま
た compound K はバンコマイシンとは作用機
構の異なるアミノグリコシド系抗菌薬の抗
菌作用をも増強させる活性を持つ（表 1）。そ
してアミノグリコシド系抗菌薬との併用効
果は、MRSA においても認められた。Compound 
K の作用点は DNA 複製において中心的な役割
を果たす DNA topoisomerase IV であること
を見出しているが、併用効果については、DNA 
topoisomerase IVの阻害だけでは説明ができ
ない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 これらの背景を踏まえ、compound K に関し
て以下のことを明らかにするべく研究を進
めることとした。 
 
(1)Compound K による DNA topoisomerase IV
に対する作用機序のさらなる解明 
(2)Compound K とバンコマイシンとの併用効
果の作用機構の解明 
(3)Compound K とアミノグリコシド系抗菌薬
との併用効果の作用機構の解明 
 
以上の解析結果を踏まえ、抗菌薬耐性菌に

対して効果がある新規物質の作用機序の解
明とともに、同じターゲット分子を持つ新規
化合物の同定への道筋をつけることを最終
目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)Cleavage assay 
Supercoiled plasmid DNA(pBR322) 240 ng

を含む反応溶液（10 mM NaCl, 10 mM DTT, 40 
mM Tris-HCl （pH 7.5）, 6 mM MgCl2, 200 mM 
potassium glutamate, 0.2 mg/mL BSA）にシ
プロフロキサシンもしくは compound K を添
加した。黄色ブドウ球菌の Topoisomerase IV 
1 U を加えた後、25℃で 1 時間インキュベー
ションした。その後、0.2 % SDS、100 μg/mL 
proteinase K を添加し、37℃で 30 分インキ
ュベーションした。反応液を 1 % agarose gel
を用いて電気泳動し、評価した。 
 
(2)ATPase assay 
Topoisomerase IV ATPase kit を用いた。

添付の buffer を用いて終量を 100 μL（50 mM 
Tris-HCl （pH 7.5）, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT, 
2 mM ATP, 350 mM potassium glutamate, 0.05 
mg/ml albumin）とする反応液を作成した。
これに 0.8 mM phosphoenolpyruvate, 0.4 mM 
NADH, 10 nM linearized pBR322, 1 U 
Topoisomerase IV, 1.5 μ L pyruvate 
kinase/lactate dehydrogenase enzyme mix
及びノボビオシンもしくは compound K を添
加した。25℃で 10 分インキュベーションし
た後、2 mM ATP となるように添加した。10 分
毎に 340 nm の吸光度を測定した。 



 
(3)D-alanyl-D-alanine 存在量の測定 
蛍光標識されたバンコマイシンを用いて、

バンコマイシン結合量（D-alanyl-D-alanine
存在量）に与える compound K の影響を評価
した。 
O.D.650≒0.1とした培養液を4本の試験管

に分注し、3本の試験管にそれぞれ、1μg/mL 
バンコマイシン、1μg/mL compound K、1μ
g/mL バンコマイシン + 1μg/mL compound K
を添加した。その後、37℃にて 3時間培養し
た。遠心分離による集菌後、M9 最小塩培地に
て 1回、洗浄した。M9 培地にて懸濁して蛍光
標 識 さ れ た バ ン コ マ イ シ ン
(Vancomycin-BODIPY FL Conjugate)を 2μ
g/mL となるように添加した。室温で 5分イン
キュベートした後、遠心分離により集菌し、
M9 培地で 3 回洗浄した。洗浄後、菌を M9 培
地にて懸濁し、蛍光顕微鏡により観察した。 
 
 

４．研究成果 
 
(1)Compound K による DNA topoisomerase IV
に対する作用機序のさらなる解明 
In vitro 実験系において、Compound K が

黄色ブドウ球菌の DNA topoisomerase IV を
阻害することはすでに明らかにしていた。こ
の作用はターゲットが同じであるキノロン
系抗菌薬（シプロフロキサシン）とほぼ同等
であった。シプロキサシンは topoisomerase
の阻害過程において、DNA と酵素との三者複
合体を形成し、一時的に DNA を切断している
状態で固定するという性質を持つ（cleaved 
complex の形成）。そこで compound K でも同
様の過程を経るのかを Cleavage assay によ
り確認した。その結果、シプロフロキサシン
とは異なり、cleaved complex を形成しなか
った。このことは compound K はシプロフロ
キサシンと同様に topoisomerase IV を標的
とするが、その作用機序は大きく異なること
が示唆された（研究成果①）。 
ノボビオシンは topoisomerase の ATPase

活性を阻害することで抗菌活性を示す。そこ
で、compound K の topoisomerase IV の ATPase
活性に与える影響を評価した。ノボビオシン
では濃度依存性に ATPase 活性の阻害が見ら
れたが、compound K では阻害活性は見られな
かった（図 2）。このことからも compound K
の作用機序は既存抗菌薬とは異なることが
強く示唆された。 
作用機序が既存抗菌薬と異なることは、そ

の化合物が新規抗菌薬としての可能性を秘
めていることを意味する。一方で、作用機序
が分子レベルで明らかにならなければ、抗菌
薬のシーズとしての開発が進めにくい。そこ
で topoisomerase IV における compound K の
結合部位を推定するため、すでに明らかにさ
れている肺炎球菌の topoisomerase IV とキ
ノロン系抗菌薬である clinafloxacin, DNA

の三者から構成される cleaved complex（文
献⑦）内におけるキノロン結合ポケットに対
して、docking simulation を行った。しかし
この部位には結合しないと予想された。この
結果は compound K が未知の作用機序を持っ
ていることを示唆している。今後、黄色ブド
ウ球菌の topoisomerase IV との共結晶を用
いての構造解析などを行うことで、その作用
機序が明らかになると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)Compound K とバンコマイシンとの併用効
果の作用機構の解明 
Compound K は調べた 20 株程度の VRE にお

いて、バンコマイシンとの併用効果が見られ
た（表１）。この効果はバンコマイシン感受
性腸球菌では見られなかったことから、VRE
が保有するバンコマイシン耐性遺伝子群に
原因があると考えられた。 
バンコマイシン耐性遺伝子群は一部の株

ではバンコマイシン存在下で発現誘導され
る。この発現制御は遺伝子群に含まれる二成
分制御系であるVanRSによって行われている。
このVanRSに何らかの影響を与えることで併
用効果が見られるのではないかと予想し、
VanRS の制御下にある vanA 及び vanB の発現
状態を RT-PCR により調べた。しかし、両遺
伝子の発現は減少していなかった（図 3）。こ
のことは compound K の作用機構はバンコマ
イシン耐性遺伝子群の発現抑制ではないこ
とを示している。 
 また細胞膜上においてバンコマイシンが
結 合 す る D-alanyl-D-alanine （ 以 降 、
D-Ala-D-Ala）の存在量が変化するかどうか
を調べた。バンコマイシン存在下では結合標
的である D-Ala-D-Ala の量は著しく減少し
た。バンコマイシンと compound K を共存さ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
せた場合ではD-Ala-D-Alaの存在量は増えて
い た 。 こ の こ と か ら compound K は
D-Ala-D-Ala の存在量を増やし（復活させ）、
バンコマイシンの結合量を増加させること
でバンコマイシンに対する感受性を与えて
いることが強く示唆された。 
 以上の結果から、compound K は、バンコマ
イシン耐性に関与する酵素（VanA など）の活
性を阻害することでバンコマイシンに対し
て感受性を与えていることが予想された。そ
こでバンコマイシン耐性遺伝子群の中で、
D-Ala-D-Ala の分解や、D-Ala-D-Ala の代替
でありバンコマイシンが結合できない
D-alanyl-D-lactate の産生に関与する酵素
を選び、タンパク質の精製を開始した。現在
それらタンパク質の精製は完了しており、評
価系の確立を進めている。 
 
 
(3) Compound K とアミノグリコシド系抗菌薬
との併用効果の作用機構の解明 
 Compound Kはバンコマイシンだけではなく、
アミノグリコシド系抗菌薬との併用効果も
見られる（表 1）。バンコマイシンとアミノグ
リコシド系抗菌薬はターゲットが異なって
おり、併用効果の機構も異なっていると考え
られる。 
 アミノグリコシド系抗菌薬はターゲット
がリボソームであるため、細胞内濃度が上昇
すれば効果は強くなる。したがって細胞膜の
透過性が上昇すれば併用効果が得られると
考えられた。そこで細胞膜の傷害に関して解
析を進めた。Compound K に曝露した細胞を走
査型電子顕微鏡で観察したところ、明らかな
差は観察されなかった。また細胞内の DNA と
結合することで蛍光強度が増大するエチジ
ウムブロマイドを用いて、細胞膜透過性試験

を行ったが、透過性の上昇は見られなかった。
Compound K は静菌的に作用することからも、
細胞膜の透過性による影響ではないと考え
られた。 
 現在、compound K に曝露した細胞から調製
した mRNA を用いて、RNA-seq 法による発現状
態を調べている。発現状態が明らかとなれば、
アミノグリコシド系抗菌薬との併用効果の
機構を解明する糸口にもなると考えている。 
 
 以上 compound K による抗菌効果及びバン
コマイシンおよびアミノグリコシド系抗菌
薬との併用効果の機構を明らかにすべく研
究を進めた。今後さらに研究を進めることで、
新規抗菌薬のシーズとして開発を進めるこ
とができるとともに、同様の作用を持ちなが
らも化学合成が行いやすい化合物のスクリ
ーニングを行うことができると期待される。 
 
 
<引用文献> 
①Matsuo, T. et al., Overexpression of 
vmeTUV encoding a multidrug efflux 
transporter of Vibrio parahaemolyticus 
causes bile acid resistance., Gene, 541(1), 
2014, 19-25. 
②Onishi, M. et al., Suppression of stop 
codon UGA in acrB can contribute to 
antibiotic resistance in Klebsiella 
pneumoniae ATCC10031., Gene, 534(2), 2014, 
313-9. 
③Tanaka, Y. et al., Structural basis for 
the drug extrusion mechanism by a MATE 
multidrug transporter., Nature, 496(7444), 
2013, 247-51. 
④Eerdunbayaer et al., Structures of new 
phenolics isolated from licorice, and the 
effectiveness of licorice phenolics on 
vancomycin-resistant enterococci.,  
Molecules, 19(9), 2014, 13027-41. 
⑤Liu, M.H. et al., Synergistic effect of 
kaempferol glycosides purified from 
Laurus nobilis and fluoroquinolones on 
methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus., Biol Pharm Bull, 32(3), 2009, 
489-92. 
⑥ Otsuka, N. et al., Anti-methicillin 
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
compounds isolated from Laurus nobilis.,  
Biol Pharm Bull, 31(9), 2008, 1794-7. 
⑦Veselkov, D.A. et al., Structure of a 
quinolone-stabilized cleavage complex of 
topoisomerase IV from Klebsiella 
pneumoniae and comparison with a related 
Streptococcus pneumoniae complex. Acta 
Crystallogr D Struct Biol, 72, 2016, 
488-96. 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に



は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計２件） 
①黒田照夫，小川和加野 新規抗菌薬のシー
ズ発掘と標的探索，薬学雑誌，査読無，137(4), 
2017, 383-388. 
DOI: 10.1248/yakushi.16-00235-3 
 
②Okamura, S., Nishiyama, E., Yamazaki, T., 
Otsuka, N., Taniguchi, S., Ogawa, W., 
Hatano, T., Tsuchiya, T., Kuroda, T. 
Action mechanism of 6, 
6’-dihydroxythiobinupharidine from 
Nuphar japonicum, which showed anti-MRSA 
and anti-VRE activities., Biochim. 
Biophys. Acta (General subject), 査読有, 
1850, 2015, 1245-1252. 
DOI: 10.1016/j.bbagen.2015.02.012 
 
〔学会発表〕（計４件） 
①Okamura, S., Nishiyama, E., Yamazaki, T., 
Horikoshi, Y., Otsuka, N., Taniguchi, S., 
Ogawa, W., Hatano, T., Tsuchiya, T., 
Kuroda, T. Novel anti-MRSA and anti-VRE 
compound from Nuphar japonicum, 
International Union of Microbiological 
Societies (IUMS) 2017, Singapore, 
2017/7/17-7/21 
 
②黒田照夫，耐性菌に効く薬を創るというこ
と，第28回微生物シンポジウム（招待講演），
名古屋，2016/9/2-9/3 
 
③黒田照夫，小川和加野 新規抗菌薬のシー
ズ発掘と標的探索，日本薬学会第 136 年会，
横浜，2016/3/27-3/29 
 
④岡村真弥，西山永理，山崎智弘，大塚菜緒，
谷口抄子，波多野力，小川和加野，土屋友房，
黒田照夫 コウホネに含まれる抗 MRSA, VRE
活性を有する成分の単離と解析，第 27 回微
生物シンポジウム，岡山，2015/9/4-9/5 
 
〔産業財産権〕 
○取得状況（計１件） 
名称：抗菌剤、及び抗菌活性増強剤 
発明者：黒田照夫、波多野力、土屋友房 
権利者：国立大学法人岡山大学 
種類：特許 
番号：特許第 6084084 号 
取得年月日：平成 29 年 2月 3日 
国内外の別：国内  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
https://www.hiroshima-u.ac.jp/pharm/res
earch/lab/Microbiology 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

 黒田 照夫（KURODA, Teruo） 
  広島大学・大学院医歯薬保健学研究科 
・教授 

 研究者番号：８０３０４３２７ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


