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研究成果の概要（和文）：本研究では、『試験管内では菌の生育・増殖には影響を与えないが、生体内(組織や
血液内などの感染部位)において菌の発育・増殖に大きな影響を与える因子』を標的にし、これまでの新規抗菌
性物質の検索手法(＝試験管内で菌体の発育・増殖を抑える化合物を検索)とは異なる視点で、今後より問題視さ
れる多剤耐性菌の制御に関する研究(本因子を阻害する化合物の検索、その阻害部位の同定、生体内での効果を
明らかにする)を行った。その結果、血液内でのみ抗菌活性を示す化合物を複数同定し、その化合物が菌の莢膜
の産生を抑えることを明らかとした。以上から、本研究で敗血症といった細菌性血流感染症の新たな治療法に関
する科学的知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on bacterial factors that are essential for their 
bacterial growth and survival (vivoEF) in vivo(infected sites such as tissues and blood), but not 
for in vitro, from a view of emergence and spread of multidrug-resistant bacteria that is considered
 to be a problem in the future. We screened and identified vivoEF inhibitors. We also identified 
their targets in bacteria, and evaluated vivoEF effects using infectious models in mouse. As a 
result, a plurality of compounds showing antibacterial activity only in blood were identified, and 
it was clarified that the compounds suppress the production of bacterial capsule. From the above, we
 obtained scientific findings on new treatments for bacterial bloodstream infections such as sepsis 
in this study.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症といった細菌性血流感染症による死亡率は増加の一途をたどっており、多剤耐性菌はその治療を一層困難
にしている。よって本研究で明らかにした、『生体内菌発育必須因子(vivoEF) 』とその阻害剤の同定から得た
科学的知見は、多剤耐性化や新たな耐性菌を生み出さない新たな感染症治療戦略の確立に寄与する重要な意義を
持つと考えられる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
 
１．研究開始当初の背景 
 
	 各種細菌感染症治療において、多剤耐性菌の問題は日本のみならず世界中で深刻な問題であ 
る。しかし、より多剤および高度耐性化する菌への新たな治療戦略の確立が遅れており、今後
多剤耐性菌感染症治療において有効な抗菌薬の選択が極めて困難になると予測されている (図
１)。 
	 コリスチンやチゲサイクリンは多剤耐性グラム陰性菌への最終選択肢として極めて重要な抗
菌薬である。 
	 しかし、我々のこれまでの研究に 
おいて以下を明らかにしている。 
 
１. これらの抗菌薬に対してもすでに 
	 	 耐性化を示す菌株が臨床現場で 
	 	 出現している。 
 2. これらの菌株は、世界中の臨床 
	 	 現場で広り問題となるクロー 
	 	 ン集団に存在する。 
 3. これらの耐性化は、プラスミド 
	 	 性等の特別な耐性化機構の 
	 	 付与がなくとも、菌の染色体 
	 	 に保存ざれている遺伝子の	 	 	  
	 	 変異により起こる。 
 4. この耐性化には、臨床現場で 
	 	 一般的に使用されている抗菌 
	 	 薬の使用が関連している。 
  
	 	 これらの所見は、多剤耐性菌への最終手段とされる既存の抗菌薬が一部の菌株にはすでに 
  無効であることを意味している。特に、2と 4は我々が初めて明らかにした臨床上極めて重 
  要な所見であり、今後このような菌株が臨床現場でさらに増加していくことが容易に予測で 
  きる。以上のことから、今後さらに問題となる多剤耐性菌への対策案の策定は急務であり、 
	 その策定には、これまでの既存法にとらわれない新たなアプローチによる多剤耐 
	 性菌の出現・増加の制御に関する研究が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 近年の新規抗菌薬開発の停滞といった背景から、多剤耐性菌感染症治療に有効な抗菌薬の選 
択が今後一層困難となることが危惧される。 
	 本研究では以下のことを目的とする。 
『in vitro では菌の生育・増殖には影響を与えないが、生体内(組織や血液内などの感染部位)
において菌の発育・増殖に大きな影響を与える因子= in vivo bacterial essential factor; 
vivoEF』を標的にし、これまでの新規抗菌性物質の検索手法(＝in vitroで菌体の発育・増殖を
抑える化合物を検索)とは異なる視点で、今後より問題視される多剤耐性菌の制御に関する研究
(本因子を阻害する化合物の検索、その阻害部位の同定、生体内での効果を明らかにする)を行
うこと。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、1)-4)の順に従い研究を遂行する(次項 図 3参照)  
 
1) 新たに考案したスクリーニング系を用いて vivoEF阻害物質の検索を行う。 
2) 候補化合物に対し、vivoEFの阻害による多剤耐性菌制御への評価を行う。 
3) 候補化合物の vivoEF阻害機構の解析を行う。 
4) 生体内での vivoEF阻害剤としての有用性を評価する。 
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４．研究成果	
	
1) vivoEF阻害物質の検索と多剤耐性菌制御への評価 
		現存する抗菌薬または新規抗菌薬となる化合物のスクリーニングでは「in	vitroで抗菌活性
を示し、かつ、in	vivo でも抗菌活性を示す」ものを標的としている。しかし、申請者の着目
する vivoEF を阻害する物質(vivoEF 阻害剤)は「in	vitroでは抗菌活性を示さないが、特定の
in	vivo では抗菌活性を示す」という独自性を持つ。この独自性に着目することにより、既存
の抗菌薬のスクリーニング法では抗菌活性が無いと見逃されてきた化合物を新たな耐性菌治療
薬の候補とすることが可能となる(特許出願中)。申請者は多剤耐性大腸菌をモデルとし、約 21
万化合物の中から21の血流感染症時におけるvivoEF阻害剤(培地に血清を添加した時のみ抗菌
活性を示す化合物)を同定している(表 1)。	
	
	

	
	
	 これらの vivoEF 阻害剤には以下の特徴が認められた。	
・一般的な培地への vivoEF 阻害剤の添加だけでは菌の増殖に変化はない。	
・血液成分の血清存在下でのみ抗菌活性を示す。	
・既存抗菌薬とは異なる化学構造を有する。	
・既存抗菌薬とは作用点が異なる。	
・多剤耐性菌にも有効である。	
・一部は大腸菌以外の多菌種にも有効である。	
	
 
2) 候補化合物の vivoEF阻害機構の解析 
	 	
	 血液内での vivoEF に莢膜	
が知れている(莢膜を有する 菌	
株は血液内成分の補体によ	
る菌体膜傷害を回避するこ	
とで増殖し血流感染症を成	
立させる)。	
	 約半数(10/21)の vivoEF	
阻害剤はこの莢膜の発現を	
抑制することを明らかした。	
	 しかし、残り 11 の vivoEF	
阻害剤では莢膜発現の抑制	
効果は認められず、未知	
の vivoEF に作用している	
ことが示唆された(図 3	
	化合物 B)。	
	
	
	
	
	
	

assay
	

	
	

1st	assay 2nd	assay
< >
		Core	Library 9,600 102 2 2 0 0
		Validated				
		Compound	Library 4,904 99 18 18 3 0

		Full	library 195,961 86 60 55 14	 7
< >

Library 1,600 88 21 14 3 3
			 Library 1,600 8 2 1 1 0
total 213,665 383 103 90 21 10
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					いくつかの vivoEF 阻害剤	
については培地添加時に変動	
のあった遺伝子を RNA-Seq に	
より、網羅的に解析を行った	
(図 4)。	
	 	 その結果、一部は莢膜合成	
に関与する遺伝子群の発現量	
が低下していることを明らか	
とした。	
	 これらの候補遺伝子を今後	
より詳細に解析し、vivoEF	
阻害の標的部位を同定して	
いく予定である。	
	
	
3) 生体内での vivoEF阻害剤としての有用性を評価	
	 	 生体内での vivoEF 阻害剤の有効性	
を評価する準備として、血管内皮細胞	
(HUVEC)での細胞増殖(CCK8)および細胞	
毒性(LDH)を評価した。	
	 		その結果、細胞増殖性に影響を与	
えない vivoEF 阻害剤(化合物 50uM で	
活性値が>65%のもの)は 15、細胞毒	
性(LDH)に影響を与えない vivoEF 阻害	
剤(化合物 50uM で活性値が<20%のもの)	
は 14 認められた(例.	図 5)。	
			 今後細胞毒性に影響が認められなかった
vivoEF 阻害剤において生体内での	

効果および、その標的部位の同定を行う	
予定である。	
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図 5. 血管内皮細胞における vivoEF阻害剤の 
	 	 	 細胞増殖性および細胞毒性試験 

7.	RNA-Seq 	:	
図 4 
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