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研究成果の概要（和文）：赤痢アメーバ症は世界に蔓延する寄生虫症であり、日本国内でも近年患者が増加して
いる指定感染症の一つである。新たな赤痢アメーバ症治療薬の開発を目指し、赤痢アメーバ特異的なNAD kinase
を標的とする酵素阻害化合物の探索を行った。日本産またはインドネシア産の放線菌および糸状菌の培養液約1,
300サンプルを評価したが、目的の活性を示すサンプルは得られなかった。並行して同じサンプルの赤痢アメー
バ原虫に対する殺虫活性を評価したところ、放線菌培養液からチャートルシンを、糸状菌培養液からテヌアゾン
酸を活性化合物として新たに見出した。

研究成果の概要（英文）：Amebiasis is a diarrheal disease in human, caused by infection with the 
protozoan parasite Entamoeba histolytica. Metronidazole has been a drug of choice against amebiasis 
for decades, however, this drug has several side effects and the resistant strain has been reported.
 Therefore, new drugs with different modes of action or targets have been needed. In this study, we 
established the screening system for inhibitors against E. histolytica NAD kinase. E. histolytica 
NAD kinase has the unique character and the essentiality of its gene has been confirmed. Although 
the screening for Eh NADK inhibitors was conducted using microbial broth extracts, no sample showed 
the inhibition. Concurrently we screened antiamebic samples using microbial broth extracts. We found
 chartreusin as an antiamebic compound with ED50 = 100 microM from a broth extract of one 
Streptomyces strain, and found tenuazonic acid as an antiamebic compound with ED50 = 50 microM from 
a broth extract of Aspergillus nomius.

研究分野：天然物有機化学

キーワード： Entamoeba histolytica　NAD kinase　微生物二次代謝産物　天然化合物　赤痢アメーバ　アメーバ赤痢

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において赤痢アメーバのNAD kinaseを阻害する微生物培養液を見出すことができなかった。評価法あるい
は微生物培養液の調製法を見直す必要があると考えられた。並行して行った赤痢アメーバ原虫を用いた殺虫活性
評価では複数の殺虫活性化合物が得られた。本研究において、赤痢アメーバ原虫の細胞選択的に毒性を示し、多
くの種類の微生物が生産する化合物に関する知見を蓄積できた。今後の新規赤痢アメーバ症治療薬探索研究に活
用されるよう本知見を論文として発表する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 赤痢アメーバ症の現状 
 赤痢アメーバ症は、汚染された水や食物を摂取することでヒト体内に取り込まれた赤痢アメ
ーバ原虫（Entamoeba histolytica）が大腸で潰瘍を形成し、下痢、腹痛など赤痢に似た症状を示す
寄生虫症である。さらに肝臓や肺、脳へ本原虫が移行して膿瘍を形成すると劇症化する。感染者
は開発途上国を中心に全世界で 4,000万人以上存在し、子供を中心に年間 7～10万人が死亡して
いると推定されている。日本でも近年感染者数が増加していることから重要視され、5類感染症
として指定されている感染症の一つである。途上国とは異なり、日本では年間 1,000例前後の感
染例中、男性同性愛者間での性交渉による感染が多数を占めていることが特徴である。 
 赤痢アメーバはヒトの体内ではアメーバ状の「栄養型」で存在し、糞便とともに体外へ排出さ
れるときは硬い外殻を持つ感染型の「嚢子（シス
ト）」となる。現在、抗菌・抗原虫薬のメトロニダ
ゾール（図 1 左）が治療に用いられているが、シ
ストには効かず感染の拡大を抑制できないことに
加え、耐性株の出現、高い催奇形性等の問題があ
る。近年日本でも承認されたアミノグリコシド系
抗生物質パロモマイシン（図 1 右）はシストに効
果を示すが、メトロニダゾールと同様の副作用が
報告されている。そのため、これら既存薬とは異
なる骨格・作用点を持ち、かつ安全な新規治療薬の開
発が望まれている。 
 
(2) 赤痢アメーバの NAD kinaseはなぜ創薬標的として優れているか 
 上述の背景のもと、抗赤痢アメーバ症治療薬シーズ化合物を天然化合物から見出すことを目的
に、赤痢アメーバの生存に必須なシステインの生合成を担い、かつ赤痢アメーバ特異的な 2種類
の酵素、セリン-アセチル転移酵素（serine-acetyltransferase、SAT と略）とシステイン合成酵素
（cysteine synthase、CSと略）の阻害化合物を微生物二次代謝産物より探索した（基盤研究 C、
H26-H28）。その結果、約 20 種の酵素阻害化合物を見出すことができた。しかし（1）いずれの
化合物も赤痢アメーバ原虫に対し in vitroで抗原虫活性を示さなかったこと、（2）標的としたシ
ステイン生合成酵素の発現を抑制しても、外部からシステインを取り込める環境下では赤痢ア
メーバは死滅しないという実験データが得られたこと、の 2点から、新たな創薬標的への切り替
えの必要性を感じ、標的分子の探索を行った。 
 発現を抑制すると赤痢アメーバが死滅、あるいはノックアウト株を作製できない酵素を探し
た結果、ニコチンアミドアデニンジヌクレオ
チドキナーゼ（NAD kinase）を見出した
（Jeelaniら、Biochimie 2013）。NAD kinaseは
NAD(H)を NADP(H)へとリン酸化する酵素
であり、NAD(H)、NADP(H)は酸化還元反応
に関わる分子として細胞内のエネルギー代
謝やシグナル伝達に重要な役割を持つ。
NAD kinase は生物種により利用できるリン
酸基ドナー分子に違いがあり（図 2）、（1）
ATPのみをドナーとして用いるもの（ヒトの
NAD kinase）、（2）ATPの他にポリリン酸を
ドナーとして用いることができるもの（グラ
ム陽性菌の NAD kinase）、（3）ATPと他のヌ
クレオシド 3リン酸（GTPなど）を用いるこ
とができるもの（グラム陰性菌、酵母の
NAD kinase）、のいずれかに分類される。
赤痢アメーバの NAD kinaseは ATP の他に GTPをリン酸基ドナーとして用いることができるた
め、（3）型に属するが、系統樹を作成するとグラム陰性菌である大腸菌や酵母 Saccharomyces 
cerevisiae とは大本から異なるクレードに分類される。アミノ酸配列の相同性はヒトや大腸菌、
結核菌とは 15-20%と非常に低いが、寄生虫の中でも特に系統樹で近傍に位置するトリパノソー
マ原虫とは 88%、リーシュマニア原虫とは 85%と高い。ただし赤痢アメーバの NAD kinaseは分
子量が両原虫に比べ小さく、これらの事実から明らかにどの生物とも異なる酵素であることが
示唆されたため、創薬標的として優れていると考えた。 
 

図 1. 既存の赤痢アメーバ症治療薬. 

図 2. NAD kinaseのリン酸基ドナーは生物により異なる. 



２．研究の目的 
 
 確実に赤痢アメーバに作用する、即戦力となる治療薬シーズを見出すことを目的に、赤痢アメ
ーバの生育に必須で、ヒトを含む他生物のものとは異なる性質を持つ酵素 NAD kinaseを標的に
選び、阻害化合物を探索する。探索源には構造多様性に富む微生物代謝産物を用いて、赤痢アメ
ーバの NAD kinaseを選択的に阻害する天然化合物を見出す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) スクリーニング用微生物培養液の調製 
 所属機関保有の放線菌および糸状菌は日本国内で採集された。インドネシア産微生物（放線菌
および糸状菌）はインドネシア技術評価応用庁（BPPT）がインドネシア国内で採集したものを
輸入した。微生物は 1 種につき 4 種類の培地を用いて試験管で培養した。液体培養は 6 日間振
とう（300 rpm, 25˚C）し、固体培養は 3日間前述の条件で振とう後 10日間 25˚Cで静置、または
13 日間静置した。培養終了後に培養物と等量のエタノールを加えて 30 分以上振とうし、遠心
（3,000 rpm x 10 min）して上清をスクリーニングに用いた。 
 
(2) 酵素ベーススクリーニング 
 大腸菌で発現させた赤痢アメーバの NAD kinase（rEhNADK）および NADPH-dependent 
oxidoreductase（rEhNO1）は東京大学大学院医学研究科野崎智義教授から供与を受けた（Jeelani
ら、Biochimie 2013）。NAD kinaseを用いて、96穴プレートで酵素反応を行い、生成した NADPH
を NADPH-dependent oxidoreductaseと反応させて検出した。 
 微生物培養液は 1 wellあたり 10 l使用し、減圧下で溶媒を除去した後、50%DMSO水溶液 10 
lで溶解して酵素反応を行った。 
 酵素反応用溶液は基質（それぞれ終濃度 -NADH 2 mM、ATP 1 mM）、発色試薬
iodonitrotetrazolium chloride（INT、0.5 mM）、酵素（rEhNAD kinase 1 g、rEhNO1 1 g）を Tris-
HCl buffer（pH 7.5, 25 mM）中に混合し、1 wellあたり 90 lを微生物培養液サンプル 10 lの入
った wellに添加して行った。37˚Cで 30分インキュベートし、490 nmの吸光度を測定して阻害
活性を調べた。 
 
(3) 細胞ベーススクリーニング 
 赤痢アメーバの細胞ベーススクリーニングは既報の方法（Moriら、Frontiers Cell Infect Microbiol 
2018）に従って行った。赤痢アメーバ（Entamoeba histolytica）をシステイン含有培地で培養し、
そこへ微生物培養液を添加して赤痢アメーバの生死を顕微鏡観察および WST-1 を用いた発色試
験を行い確認した。 
 
(4) ヒト正常細胞に対する細胞毒性試験 
 スクリーニングで阻害活性を見出した微生物培養液および化合物は、ヒト正常細胞である繊
維芽細胞MRC-5に対する毒性を調べた。定法で細胞を培養し、微生物培養液および化合物を添
加して細胞毒性を評価した（Moriら、Frontiers Cell Infect Microbiol 2018）。 
 
(5) 阻害化合物の精製 
 スクリーニングで選択した微生物培養液は三角フラスコを用いてスケールアップ培養し、活
性の再現性を調べた後、溶媒抽出、各種カラムクロマトグラフィーなどにより精製を行った。化
合物は各種機器分析を行い、得られた測定データを文献値と比較して同定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) スクリーニング系の構築 
 スクリーニング系の構築は東京大学大学院医学研究科野崎智義教
授の研究グループと行った。赤痢アメーバの酵素は大腸菌で発現させ
た。一段目の反応として、リコンビナントEh NAD kinaseによりNADH
から NADPHを生成させる（図 3赤）。次の反応では、生成した NADPH
をリコンビナント Eh NADPH-dependent oxidoreductaseで NADPに変
換する（図 3青）。この過程に INT（iodonitrotetrazolium chloride）を組
み合わせたカップリングアッセイで反応の進行を検出する方法を 96
穴プレートに適用した。初めに酵素と基質の添加量、反応時間の最適
化を行い、酵素反応による NADPH生成が検出されることを確認した。 
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ATP
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図 3. 酵素反応の流れ. 



 
(2) 微生物培養液のスクリーニング 
 日本産の微生物を用いて調製した微生物培養液 640 サンプルを用いて実際にスクリーニング
を行ったところ、全体に INT が還元されて生成するホルマザン色素が沈殿しやすくなる傾向が
見られた。 
 次にインドネシア産の微生物を用いて調製した微生物培養液 700 サンプルを用いてスクリー
ニングを行った。INTホルマザン色素の沈殿は認められなかったが、ヒットサンプルは見出され
なかった。 
 
(3) 赤痢アメーバ細胞を用いたスクリーニング 
 並行して赤痢アメーバ細胞に対して選択的に毒性を示す微生物培養液のスクリーニングを行
った。 
 13,000超の日本産微生物培養液（約 11,500サンプル）およびインドネシア産微生物培養液（約
1,700 サンプル）をスクリーニングした。日本産微生物培養液からは 191 サンプル（ヒット率
1.7%）、インドネシア産微生物培養液からは 42 サンプル（ヒット率 2.5%）を選択した。NAD 
kinase阻害活性を確認できなかったサンプルからも、本スクリーニングで殺赤痢アメーバ活性を
示すサンプルを複数見出した。 
 
(4) 精製対象サンプルの選択方法 
 赤痢アメーバ選択的細胞毒性サンプルが多数ヒットしたため、これまでに殺アメーバ活性が
見出されていないサンプルを精製対象とするためのデレプリケーションを行った。 
 スクリーニングサンプルを Seppak ODSカートリッジ（Waters）を用いて簡易分画し、活性化
合物の性質（水溶性、脂溶性）を調べた。活性を確認できた画分は LC-UVで分析し、既知殺ア
メーバ化合物の存在を調べた。 
 生産微生物の属を簡易同定し、属の情報も化合物同定やグルーピングに活用した。 
 このようにデレプリケーションを行い、過去に殺アメーバ活性が報告されていないと考えら
れた化合物の生産菌を選択し、スケールアップ培養を行い目的の化合物が生産されている微生
物培養液から活性化合物を各種クロマトグラフィーにより精製した。 
 
(5) 放線菌培養液から見出した殺赤痢アメーバ活性化合物 
 活性を示した放線菌培養液の殆どは、活性化合物として
cycloheximide が含まれていた。グルタルイミド系化合物
cycloheximide は種々の生物活性が報告されているタンパク質合
成阻害化合物であり、殺赤痢アメーバ活性を ED50 値約 10 ng/ml
（約 36 nM）で示す（Moriら、未発表データ）。デレプリケーショ
ンを行い、cycloheximideではないと推定される活性化合物を含む
放線菌培養液を選択し、活性化合物を単離し各種機器分析を行っ
た結果、chartreusin（図 4）と同定した。Chartreusinはタンパク質
合成を阻害し、抗ガン活性を示すことが知られている。また、種々
の生物活性を示す。ED50値は約 100 Mと強くはなかったが、本
化合物の殺赤痢アメーバ活性は初の知見であった。 
 
(6) 糸状菌培養液から見出した殺赤痢アメーバ活性化合物 
 デレプリケーションにより、殺赤痢アメーバ活性が既知である fumagillinを含む微生物培養液
を多数ヒットサンプルから除いた。 
 インドネシアの糸状菌培養液から、マイコトキシンとして広く知られ
る citrinin（図 5）を活性化合物として同定した。本化合物はヒト細胞に
対する毒性（ED50値約 60 M）と赤痢アメーバに対する細胞毒性（ED50

値約 30 M）との間に大きな差が認められなかった。 
 この 2 化合物は高頻度で見出されたため、同様のスクリーニングを
行い、微生物培養液から殺赤痢アメーバ化合物を探索しているインド
ネシアの研究グループに、fumagillinと citrininのデレプリケーション法を技術移転した。 
 さらに、インドネシア産糸状菌 Aspergillus nomiusの培養液からマイコ
トキシンである tenuazonic acid（図 6）を単離した。本化合物の殺赤痢ア
メーバ活性は初の知見であり、ED50値は約 50 Mであった。ヒト細胞に
対する毒性（ED50値約 500 M）との間に 10倍の選択性を確認できた。
日本産の Alternaria 属など複数の異なる属の糸状菌も、tenuazonic 
acid を殺赤痢アメーバ化合物として生産していることを LC-UV デ

図 4. Chartreusinの構造. 

図 5. Citrininの構造. 

図 6. Tenuazonic acidの構造. 



ータで確認でき、tenuazonic acidも本探索でデレプリケーションすべき化合物の一つと考えられ
た。 
 
(7) 今後の展望 
 NAD kinase アッセイでは、INT 試薬を用いると沈殿が生成し検出が難しくなる事象が認めら
れたことから、可溶性ホルマザン色素であるWST-8へ換えて系を構築する。 
 微生物の生産する殺赤痢アメーバ化合物の中から、デレプリケーションをすべき高頻度ヒッ
ト化合物が複数明らかになり、各化合物のデレプリケーション方法を構築できた。デレプリケー
ション方法を簡便化してスクリーニングに含め、新規化合物を効率よく見出せるようにしたい。 
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