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研究成果の概要（和文）：近年、多剤耐性菌の蔓延によって人類が使用できる抗菌薬の枯渇が深刻な問題となっ
ている。本研究では、多剤耐性糖非発酵グラム陰性細菌(NFGNR)として代表的な歯周病菌P. gingivalisと多剤耐
性菌S. maltophiliaの代謝機構に重要なペプチド分解酵素の立体構造の解明とその構造に基づいて、阻害活性を
有する化合物の探索及び設計・合成を行い、最終的に抗菌活性を有する化合物を見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Depletion of effective antimicrobials due to antimicrobial abuse is a 
serious threat of worldwide health. This research may lead to the development of new antimicrobials.
We developed compounds having an antibacterial effect against periodontitis bacteria(Porphyromonas 
gingivalis) and multidrug resistant bacteria (Stenotrophomonas maltophilia) using Structure Based 
Drug Design with Automated Research System for Drug Discovery. 

研究分野： 構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2015年に採択されたWHOのアクションプランなどでは、MRSAなど緊急に新規抗菌薬の必要な菌種が取り上げられ
ている。本研究対象のNFGNRであるStenotrophomonas maltophiliaやPorphyromonas gingivalisにも 既存の抗菌
薬への耐性を有する菌株が出現しつつあり、MRSAなどに有効な抗菌薬との重複が見られる。これらNFGNRに対す
る特異的な抗菌薬開発は、単にそれらの菌を原因とする感染症の治療だけでなく、MRSAの治療に用いることので
きる数少ない抗菌薬であるミノサイクリン、ST合剤およびマクロライド;系などの有効使用期間の延長にも繋が
る。 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多剤耐性菌による死亡者は、2014 年には 70 万人であったが、2050 年には 1000 万人に達
すると言われている。そして、グラム陰性細菌に対する新しい作用機序を有する抗菌薬は
1970 年代以降、ほぼ開発されていない。2015 年に採択された WHO のアクションプランな
どでは、MRSA など緊急に新規抗菌薬の必要な菌種が取り上げられているが、これらの菌
種に対する新たな作用機序の抗菌薬を開発することは難しいと考えられる。一方、これら
の耐性菌と同じ抗菌薬を治療に用いる抗菌薬の使用を減らすことは、AMR 対策で行われ
ている抗菌薬の適正使用の観点からも有望であると考えられる。本研究対象の糖非発酵グ
ラム陰性細菌：NFGNR である Stenotrophomonas maltophilia や Porphyromonas gingivalis に
も、 既存の抗菌薬への耐性を有する菌株が出現しつつある。これら NFGNR に対する特異
的な抗菌薬開発は、単にそれらの菌を原因とする感染症の治療だけでなく、MRSA の治療
に用いることのできる数少ない抗菌薬であるミノサイクリン、ST 合剤およびマクロライド
系などの利用可能期間の延長が期待出来る。また、Stenotrophomonas maltophilia は内因性の
β ラクタマーゼを持ち、カルバペネム系を含むほぼ全ての β ラクタム系、フルオ ロキノロン系、アミ
ノグリコシド系、テトラサイクリン系などに耐性を示す院内感染の第 3 番目の起因菌で、肺炎や菌
血症による死亡率は約 5〜7 割に達することから、MRSA と同様に緊急の対策が必要である。 
研究代表者の阪本は、共同研究者である長岡技術科学大学の小笠原渉教授が豆腐工場の廃

液から発見したジペプチド高生産菌 Pseudoxanthomonas mexicana の産生する DPP 群 (J. 
Bacteriol. 178: 6288 1996)が関わるペプチド代謝機構の分子レベルでの解明とその応用を目指し
て、共同研究を 2005 年に開始した。ある種の糖非発酵グラム陰性菌の DPP はヒトに類縁酵素の
ある MEROPS Clan SC S9 に属する酵素 (DPP4, POP(PTP) (プロリルオリゴペプチダーゼ))とヒト
に類縁酵素 のない Clan PA S46 ファミリーの酵素 (DPP7, DPP11)に二分される。Clan PA S46 に
属する DPP は、小笠原博士が発見した疎水性・塩基性アミノ酸に特異的な DAP BII (微生物
DPP7)が最初であり、阪本らが立体構造を世界で初めて決定した (Sci. Rep. 4: 4977 2014)。 ま
た、他のグループによって歯周病原菌 DPP 群の欠失株の増殖に影響することが示され (J. 
periodontal Res. 44: 362 2009)、酸性アミノ酸に対して特異的で、歯周炎の炎症の一因とな る短
鎖脂肪酸の生成に関与する歯周病原菌 PgDPP11 が見出された (J. Biol. Chem. 286: 38115 
2011)。阪本らは Clan PA S46 の DPP を持つ病原菌がないか調べ、Pseudoxanthomonas mexicana
の類縁菌である多剤耐性菌 Stenotrophomonas maltophilia などの糖非発酵グラム陰性菌 が該当
したことから、抗菌薬の創薬標的としての DPP へと研究目的を大きく転換した。その後、PgDPP11
の立体構造を世界で初めて決定し、Clan PA S46 酵素の分子レベルでの基質認識 機構を提唱
した (Sci. Rep. 5: 11151 2015)。 
 
２．研究の目的 
糖非発酵グラム陰性細菌のペプチド代謝系を標的とする抗菌薬開発のための創薬基盤構築 
抗菌薬の濫用や新薬開発の停滞によって、糖非発酵グラム陰性細菌による感染症に対する
有効な抗菌薬が失われつつある。本研究で着目している NFGNR のペプチド代謝系は、既
存の抗菌薬の標的経路とは異なる経路に着目している点で全く新しい。NFGNR のペプチ
ド代謝系における細菌外からの窒素源の取り込みに最初に関与する NFGNR に特有な分子
種である S46 ファミリーの DPP は、共同研究者の小笠原らが世界で初めて同定された。さ
らに、阪本らとの共同研究によって、S46 ファミリーの DPP の構造が世界で初めて明らか
にされた。本研究では、NFGNR のペプチド代謝経路に関わる S46 ファミリーの DPP を中
心としつつも、ペプチド代謝系の関連分子について分子レベルで明らかにし、抗菌薬開発
のための創薬基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
糖非発酵グラム陰性桿菌（NFGNR）のペプチド代謝に重要なジペプチド産生酵素群の構造
生物学的研究を通じた創薬研究を進める。 
(１)各種 DPP の発現、精製、結晶化について: 多剤耐性菌及び歯周病菌由来の DPP 群７種
の発現系及び精製条件を確立し、結晶化スクリーニングを進めている。結晶化スクリーニ
ングの一部については、高エネルギー加速器研究機構の自動結晶化ロボットを使用するこ
とと In situ での回折実験を併用することによって、複合体結晶の結晶化条件の最適化の短
縮化を行った。 
(２)インシリコスクリーニングによる化合物探索: 歯周病菌由来 DPP11 の立体構造と大阪
大学の配布している LigandBox（200 万個の化合物データベース）を用いて、AutoDock Vina
によるインシリコスクリーニングを実施した。そのうち、計算上の Binding Affinity を参考
にして 13 種類の化合物を選び、活性測定を実施した。 
(３)各種化合物との共結晶化と結晶構造解析: 歯周病菌由来ペプチド分解酵素及び類縁酵
素の複合体結晶を用いて、大型放射光施設（SPring-8 BL41XU, BL44XU, PF BL17A, BL1A）
にて 80 セット以上の回折強度データを収集した。上記インシリコスクリーニングで得られ
た化合物との共結晶からは 1.44A 分解能の回折強度データを収集した。多種の化合物やペ
プチドと DPP 群との複合体の回折強度データ収集に成功し、阻害化合物の設計・最適化に
向けた知見が得られつつある。 
(４ )糖非発酵グラム陰性桿菌である歯周病菌 Porphyromonas gingivalis、多剤耐性菌
Stenotrophomonas maltophilia に対して、阻害候補化合物および阻害候補化合物に基づき、
設計・合成した化合物を用いて抗菌活性評価を行った。 
 
 



４．研究成果 
(1)多剤耐性菌 S. maltophilia の S46 ペプチダーゼ阻害剤開発を進め「SmDPP7 の X 線結晶構造
解析」、「阻害率 90%以上の阻害化合物 21 種類の導出」および「5 種の阻害化合物との共結晶構
造解析」に成功し、2017 年には、神戸学院大学日高興士博士、長岡技術科学大学小笠原渉教
授らと SmDPP7 のペプチド系阻害剤の特許を出願した（特願 2017-156345）（論文投稿準備中）。
また、このペプチド系阻害剤は、歯周病菌 P. gingivalis の増殖能を 53%抑制した。さらに、昭和大
学の田中信忠博士、産総研の阪下日登志博士、石原司博士らとの共同研究による in silico、in 
vitro 探索及び産総研の医薬候補化合物自動探索装置を活用することで、初期スクリーニングに
よる化合物①を見出し、構造情報に基づく分子を探索し②、薬理活性比が約 20 倍となる抗菌活
性を有する化合物の合成に成功し PgDPP11 特異的非ペプチド系阻害剤や基質特異性の異なる
PgDPP7, PgDPP11 の両方を阻害する 2 種類の S46 ペプチダーゼ万能阻害剤（非ペプチド系）の
創出に成功した。（特許出願および論文投稿中（図３：下図））。 
これらの化合物は、S46 ペプチダーゼを持たない大腸菌には作用しないが、歯周病菌の生育を
数 µM の濃度で阻害するという選択的抗菌活性を示した (未発表データ 図４：右図 ■P. 
gingivalis、○E. coli)。また、S. maltophilia の DPP7 を標的とする化合物でも抗菌活性が見られた
（未発表）。 

(2)糖尿病薬である DPP4 阻害薬のオフターゲットであり、炎症性細胞死に関与する DPP8、
DPP9 の類縁酵素とヒト DPP4 阻害剤複合体の立体構造を決定した。 
ヒト DPP8/9 は、経口糖尿病薬として処方機会が急増しているグリプチン類の分子標的であ

る DPP4 の類縁酵素およびオフターゲットとして知られている。DPP4 阻害剤によるヒト DPP8/9 の
阻害は糖尿病薬の副作用発現を引き起こすことから、本研究による DPP8/9 ファミリ
ーと DPP4 阻害剤複合体の立体構造から得られた知見は、副作用の少ない糖尿
病薬や抗がん剤の開発、炎症性細胞死のメカニズム解明に役立つと考えられる。
研究開始当初は、微生物 DPP を標的とする抗菌薬開発に着目し、研究を進めてき
たが、微生物 DPP4 に関しては、その立体構造解析をきっかけにヒト DPP8/9 との構
造および基質認識機構の類似性を明らかにした。 
これまでに、本研究対象の Pseudoxanthomonas mexicana  DAP IV と近縁の

Stenotrophomonas maltophilia DPP4 の化合物の結合していない構造は 2008 年に
決定されていたものの、微生物 DPP4 と化合物の複合体構造は未知であった。今
回、新たに明らかとなった微生物 DPP4 と化合物の結合した構造から、化合物の結
合していない構造では見えていなかった 20 アミノ酸残基ほどの領域が α ヘリックス
構造をとり、基質認識に重要であることを明らかにした。また、ヒト DPP4 では基質結
合時と非結合時の構造に大きな違いはないが、微生物 DPP4 では、基質結合時と
非結合時に構造に違いがあることを明らかにした。 
これまで、ヒト DPP8/9 とヒト DPP4 阻害剤複合体の構造は得られておらず、本研

究は、ヒト DPP8/9 ファミリーとヒト DPP4 阻害剤複合体構造として最初の例である。 
本研究は、微生物 DPP4 を選択的に阻害するような抗菌薬の開発のみならず、DPP8/9 を阻害せ

ず DPP4 を選択的に阻害する副作用の少ない糖尿病薬（武田薬品工業・ヒト DPP4 阻害薬イニシ
ンクの医療機関向け資料に本研究内容が掲載された。）や DPP8/9 を選択的に阻害することで抗
腫瘍効果を有する薬剤の開発への貢献が期待される。 
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