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研究成果の概要（和文）：高齢社会を迎え，誤嚥性肺炎を含めた肺炎により毎年国内で10万人が死亡している．
肺炎の原因細菌は，黄色ブドウ球菌と肺炎球菌であるが，ともにMRSAとPRSPと別称が付くほどに薬剤耐性が深刻
化している．そこで本研究では，一価イオン存在下で立方体構造へと3D転換するDNA配列を選出した．また，DNA
配列の中から，各種のタンパク質と特異的に結合する配列（=アプタマー）も検索した．そして，MRSAの薬剤耐
性タンパク質PBP2’に特異結合し，かつ一価イオン依存的に立方体化するDNA配列と連結させ，MRSAの抗菌因子
を立体阻害するDNA製抗菌薬の作製に挑戦した．

研究成果の概要（英文）：pneumonia cause 100,000 deaths among the elderly with weak immunity in Japan
 every year. The major causative bacteria of pneumonia are Staphylococcus aureus and Streptococcus 
pneumoniae. And both bacteria have advanced drug resistance. Therefore, in this study, we selected a
 DNA sequence that changes its shape into a cubic structure in the presence of monovalent ions. We 
also searched the DNA sequences for sequences that specifically bind to various proteins which 
express bacteriial surfaces. We then attempted to construct a DNA antibacterial drug that sterically
 inhibits the methicillin‐resistant Staphylococcus aureus antibacterial factor by binding to the 
DNA sequence in a monovalent ion-dependent manner.

研究分野：口腔細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国のMRSA院内感染は深刻な状況であり，現在でも年間1万人以上が死亡していると推計されている．さら
に，2050年以降は世界で毎年1000万人の耐性菌による感染死者が出るとWHOが警告している．しかし，新規抗菌
薬の開発は困難さから世界中で停止し，挑戦するグループは殆ど存在しない．本研究で新規のMRSA治療薬の開発
研究アイデアを発信できれば，世界的な研究を誘発することもあり得る．また，MRSA治療薬の素材としてDNAを
活用する着想も，国内外へ波及する可能性を秘めている．

※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 
 MRSA（methicillin‐resistant Staphylococcus aureus；メチシリン耐性黄色ブドウ球菌）に
代表される薬剤耐性菌は，抗菌薬の開発と頻用によって出現してきた．しかも，耐性の出現サイ
クルは短縮化する傾向にあり，多剤耐性化も加速している．具体例を挙げると，新規抗菌薬の耐
性菌出現期間は既に数年となっており，研究開始当初の時点でもスーパー耐性菌と称される超
多剤耐性の NDM-1 型細菌は実用化薬の全てに耐性を獲得していた．そして，スーパー耐性菌は世
界中に拡散し，近年では日本でも複数名の感染死者が発生した．それにも関わらず，抜本的な治
療法は皆無であった．また，MRSA による国内の院内感染では，高齢者を中心に毎年 1 万人以上
が死亡する緊急事態が生じていた． 
 研究開始当初の前年に閣議決定された「薬剤耐性アクションプラン」で警鐘されたように，国
内外で新規抗菌薬の開発は停滞していた．その理由として，天然物や化学化合物ライブラリのス
クリーニングが概ね完了し，新たな抗菌物質の発見が困難なこと，薬剤耐性菌の進化が早く，創
薬のライフサイクルが短く開発コストが回収できないこと，等が挙げられていた．一方で，本研
究では抗菌薬開発の素材を既存ライブラリに求めるのではなく，全ての生物が保有する DNA に
求めた．既報あるいは未知，さらには将来の耐性因子も構成素材はタンパク質である．生物のタ
ンパク質は，全て DNA を鋳型に合成されることから，DNA と結合する領域を有する．言い換える
と，薬剤耐性因子のタンパク質には，特異結合する DNA 配列が１つ以上存在するはずである．時
を同じくして，分担研究者の１名は，一価陽イオン存在下で直鎖から立方体へ構造転換する DNA
配列が存在することを示唆していた．そこで本研究チームでは，MRSA の薬剤耐性因子のタンパ
ク質へ特異結合させた DNA を一価陽イオンで立体化し，細菌の生存機能に構造障害を起こさせ
る新規抗菌薬を検索する目標を立てた． 
 
２．研究の目的 
 2014 年 9月 アメリカ合衆国大統領府は，「薬剤耐性 MRSA 等の対策」を国家政策として世界に
発信した．続いて，日本政府は 2016 年 2月に「感染症基本計画」を策定し，MRSA 等の耐性菌対
策を重要政策に据えた．その後，4月には「薬剤耐性アクションプラン」が閣議決定され，6月
の伊勢志摩サミットでは MRSA 等の耐性菌対策が国際社会に重要議題として提示された． 9月に
は国連総会の場で，世界規模の緊急課題として MRSA 等の耐性菌対策が採り上げられた．そして，
これら一連の耐性菌対策について，日本政府は世界でリーダーシップを発揮すると国際的に公
約した．背景にあるのは，耐性菌の増加に伴い，感染死亡者が年々増加している現状であった．
一方で，わが国の医歯薬学分野では，腫瘍や再生医療等の特定分野に研究費と人材が集中し，海
外でも耐性菌の新規治療薬の開発が停止しているという問題に直面していた．そこで，本研究で
は，DNA を素材とすることで ，副反応の可能性が低く，配列の多様性と変更の簡便さに富み，
作用の新メカニズムと更新性が期待でき，安価で安定な抗菌薬開発に挑戦することにした． 
 
３．研究の方法 
 本研究は，二ヵ年の計画にて遂行した．国内院内感染の約 9割を占める薬剤耐性菌 MRSA を対
象に選び，かつ MRSA の主要な耐性因子 PBP2’に治療標的を絞った．DNA 製の抗菌薬を作製し，
in vitro と in vivo の両実験系で効果測定と副反応の検証を実施し，DNA 製抗菌薬の構築サイ
クルの確立を目指した． 詳細方法を以下に記す． 
 
(1) 約 40 塩基長の DNA 鎖を網羅的に人工合成した．その際に，後の配列決定実験を考慮し，M13
ユニバーサル配列から成るシークエンスプライマータグを DNA 鎖の両端に付加し，DNA アプタマ
ーライブラリとした．具体的には，フォワードシークエンスプライマータグとしては 5’-
GTAAAACGACGGCCAGT-3’を付加し，リバースシークエンスプライマータグとして 5’-
CAGGAAACAGCTATGAC-3’を付加した． 
 
(2) 薬剤感受性の通常型の黄色ブドウ球菌を基に，ノーマルな PBP の組換えタンパク質を His-
Tag 型にて作製した．併せて MRSA を基に，薬剤耐性に変異した PBP2’の組換えタンパク質も
His-Tag 型にて作製し，それぞれを His-Tag 精製用の Ni-NTAアフィニティ−カラムに吸着させて
おいた．具体的なそれぞれのプライマー配列は，5'-CGCGGGATCCTATGCTTCCAAAGATAAAGA-3'と 5'-
CCCAAGCTTGCTTCACTGTTTTGTTATTC-3'とした．PCR による増幅断片は，PBP2’コード遺伝子の 67〜
2007 bp（終止コドン TAA を含む）までの 1974 bp であった．結果として，PBP2'のシグナル配列
無しのアミノ酸残基 23〜668 番目までを組換え体として発現させた．  
 
(3) DNA アプタマーライブラリをノーマルのPBPを結合させた Ni-NTAアフィニティ−カラムに通
した後，未反応画分を耐性因子PBP2’を結合済みのNi-NTAアフィニティ−カラムと反応させた．
吸着した DNA は，シークエンスタグを利用して塩基配列決定した．そして，この一連ステップを
20 以上回繰り返すことで，PBP2’へ特異結合する DNA 群を配列データと共にプールした． 
 
(4) 一価陽イオン存在下で直鎖から立方体へ構造転換する DNA 配列（規則的な G リッチ配列）
を PBP2’結合 DNA 群に順次付加し，DNA 製抗菌薬候補群としていった．得られた DNA 製抗菌薬候
補群に対し，収集した MRSA 株および組換え PBP2’タンパク質を作用させ，Biacore 解析を行っ



た．DNA 製抗菌薬候補群の中から，MRSA および組換え PBP2’と結合性の高い分子を選出し，順
次，DNA 製抗菌薬候補の MRSA に対する最小発育阻止濃度（MIC）を二段階希釈法で測定した．そ
して，最小発育阻止濃度に優れた DNA 製抗菌薬候補を MRSA 感染マウスに投与し，生存率を観察
した．併せて血液を採取し，血中の残存 MRSA 数をコロニー培養法で計測した．同時に，抗 DNA
抗体価は ELISA 解析し，サイトカインの増減は Luminex 装置で多検体同時解析した．血液中の投
与 DNA 残留については，M13 ユニバーサルのシークエンスタグを利用して PCR 検出した． 
 
４．研究成果 
 DNA は，タンパク質合成に関わる転写
領域を有するほか，酵素タンパク質に
よる DNA 複製および修復を受けるため
の タンパク質結合配列を保有する．そ
して DNA の結合特異性は，標的タンパ
ク質との相互配列により規定される．
本計画では，MRSA のペニシリン耐性を
担う PBP2’タンパク質（変異型）と 薬
剤感受性の黄色ブドウ球菌の PBP タン
パク質（ノーマル型）をヒスチジンタグ
の組換え体として発現させ，同タグ精
製用のアフィニティーカラムにそれぞ
れ吸着させた（右上図）． 
 網羅的に人工合成した約 40 塩基の
DNA 配列を PBP カラムで吸着ろ過させ
た後，未反応 DNA 液を PBP2’カラムに
吸着させることで，“PBP2’特異的な DNA
アプタマー群”を得た．この DNA アプ
タマーには，M13 ユニバーサルプライマ
ーの配列を含ませることで，in vitro
および in vivo 実験での高感度検出が
できる工夫も凝らしているうえ，簡便
にPCR増幅ができるようにもしている． 
 続いて，一価の陽イオン依存的に立
方体構造へと変化する DNA 配列群を検索後（規則的な Gリッチ配列），PBP2’特異的な DNA アプ
タマーと連結し，「DNA 素材の MRSA 抗菌薬候補群」とした（右下図）． MRSA 菌体に DNA 製抗菌薬
候補群を添加し，Biacore を用いて相互親和性を解析し，最も強固に結合する DNA 製抗菌薬候補
を決定した．次に，選出した DNA 製抗菌薬を MRSA に添加し，K+ならびに Ca+イオン存在下での
MRSA の最小発育阻止濃度（MIC）を二段階希釈法にて算出した．In vitro で MRSA 殺菌効果が検
証できた配列は，マウス MRSA 感染モデルにおいて DNA 製抗菌薬候補の MIC を測定した．併せて，
抗 DNA 抗体やサイトカインの異常増減を ELISA 法ならびに Luminex 装置で計測した．また，生
体内での DNA 残存日数も調べた．以降は同様の手法で，他の薬剤耐性タンパク質に特異作用する
DNA 配列を検索し集積を行った．以上の研究成果の発表論文リストは，次々頁以降の「５．主な
発表論文等」に記載した． 
 本報告書を作成している 2020 年 4 月時点において，国内外の新規抗菌薬開発の特許出願なら
びに論文検索を実施したところ，新規抗菌薬開発の研究は 17 のグループで進められていること
が明らかとなった．しかし，それらは全てβラクタマーゼを阻害する着想であり，MRSA の耐性
進化を予見すると心許ない．
その一方で本研究では，DNA
を素材とすることにより 副
反応の可能性が低く，耐性進
化に合わせDNA配列を変更す
るだけで薬剤標的を変更で
きる簡便さに富み，安価で安
定な，MRSA 用の新抗菌薬の開
発に挑戦することとした．そ
れでも，1世代が 50〜100 年
のヒトに対し，細菌の 1世代
は概ね 15〜30 分であり，こ
のような細菌の世代交代と
形質獲得の進化スピードに
対抗する術として，ヒトの手
と頭脳だけで行った本研究
では未だ不十分と予測され
る．そこで，耐性の進化と変



化は必ず生じるとの前提に立ち，人工知能 AI の自動化ディープラーニングによる予測開発も試
みることが必要になると推察する．過去 100 年の細菌学研究では対応不可能な薬剤耐性菌問題
であるからこそ，過去に例がない新たな創薬素材（DNA）と新たな創薬ツール（AI）で挑戦すべ
きであるという将来研究への考察を行うに至っている．今後はさらに，AI 等を活用し，将来の
発生が懸念される新たな耐性機構を持つ MRSA までを in vitro および in silico で推測し，そ
れらに対する DNA 素材の新規抗菌薬を予測開発する AI アルゴリズムを確立する研究へと繋がる
ことを期待している． 
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