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研究成果の概要（和文）：既存の抗結核剤に抵抗性を示す潜在性結核菌に有効な新しい抗結核物質の創出を目的として
、結核菌感染部位での菌の特性に着目して構築したスクリーニング方法を用いて探索研究を実施した。その結果、海洋
生物の抽出物または海洋由来微生物の培養抽出物ライブラリーから、医薬シーズとして期待できる、数種の新規化合物
を含む複数の活性天然物を見出した。さらに、ゲノムDNAライブラリー形質転換微生物を用いる手法、遺伝子変異解析
または合成したプローブ分子を用いて見出した抗菌物質の標的分子を解析し、潜在性結核菌に対する新しい薬剤標的を
開拓した。

研究成果の概要（英文）：In order to search for new anti-microbial substances against the dormant 
Mycobacterium tuberculosis, which shows tolerance to the conventional anti-Tuberculosis drugs, we 
constructed several screening systems focusing on the characteristic phenotypes of mycobacteria at the 
infected region. On the guidance of the screening from the extract library of marine sponges and 
marine-derived microbes, we could explore several anti-microbial compounds including structurally new 
compounds, which are expected to be a new medicinal seed. In addition, we could clarify the target 
molecules of some isolated anti-microbial compounds by the method utilizing the transformants 
overexpressing genomic DNA library, the analysis of gene mutation and/or the pull-down assay using a 
synthetic probe of the active compound. The clarified target proteins are expected to become a new drug 
target against the dormant M. tuberculosis.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 結核菌（Mycobacterium tuberculosis）感
染は他の細菌感染症と異なり、感染後も多く
の場合、宿主の免疫応答により結核の発症は
回避される。しかし一部の菌は、免疫細胞に
より形成される肉芽腫（granuloma）内でそ
の性状を変化させ、非分裂状態の潜在性菌と
して長期に渡り生存する。そして、老化、HIV
感染、抗がん剤や免疫抑制剤の使用による免
疫力の低下をきっかけに再び活動を開始し
発症する。またこのような特殊な性質が、多
剤併用による最低６ヶ月間の化学療法が必
要な主因となっている。このことから、次世
代の抗結核剤には、granuloma 内に存在する
潜在状態の結核菌にも効果を示し、短期間で
治療できることが求められていた。また同時
に、潜在化した結核菌に対する新しい薬剤標
的分子の創出も重要な課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、結核菌感染部位とその微小環
境での菌の特性（低酸素環境、低 pH 環境、
炭素源要求性変化およびバイオフィルム産
生）に着目した、４つのスクリーニング法を
用いて、海綿を中心とする底生海洋生物の抽
出エキスおよび海洋由来微生物の培養物ラ
イブラリーから、潜在性結核菌に有効な新し
い抗菌物質を見出すことを目的の一つとし
た。また、見出した抗菌物質の医薬シーズと
しての有用性を検証するとともに、その標的
分子を明らかにすることを通して、潜在性結
核菌に対する新しい薬剤標的を開拓するこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では以下の検討を行った。 
（１）潜在性結核菌に有効な抗菌物質の探索
を目的として、検定菌（Mycobacterium 
smegmatis および M. bovis BCG）を低酸素、
低 pH または脂肪酸を炭素源とする条件で培
養することにより、これらに潜在状態を誘導
した。そして、潜在状態を誘導した検定菌に
対して抗菌活性を示す化合物を、底生海洋生
物の抽出エキスおよび海洋由来微生物の培
養物ライブラリーから探索した。さらに、
Mycobacterium 属細菌のバイオフィルム形成
を阻害する化合物の探索についても合わせ
て実施した。 
（２）見出した抗菌物質の医薬シーズとして
の有用性は、バイオセーフティーレベル３の
施設を有する研究協力者と連携して、病原性
を有する M. tuberculosis ならびにその薬剤
耐性株や臨床分離株に対する効果を評価す
ることで検証した。 
（３）見出した抗菌物質の標的分子の解析は、 
ゲノムDNAライブラリー形質転換株を用いて
見出した活性物質に耐性を付与する遺伝子
を同定する手法、抗菌物質に対する自然耐性
株を取得して次世代シーケンサーにより変
異を同定する手法等を用いて実施した。 

４．研究成果 
（１）潜在性結核菌に有効な抗菌物質の探索 
 潜在性結核菌に有効な抗菌物質を探索し
た結果、低酸素培養条件で潜在状態を誘導し
た検定菌に対して抗菌活性を示す化合物と
して、Neamphius 属海綿の抽出物から新規環
状デプシペプチド neamphamide Bを発見した。
また、Aaptos 属海綿の抽出物からは、
2-methoxy-3-oxoaaptamine と命名した新規化
合物を含む、数種の aaptamine類を見出した。
さらに良好な活性を示した aaptamine 類につ
いて、病原性を有するM. tuberculosisに対す
る効果を評価したところ、多剤耐性株を含む
M. tuberculosis 株にも良好な抗菌活性を示す
ことが明らかとなった。さらに、海洋由来真
菌の培養抽出物からは、phomaligol A を単
離・同定した（下図）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                neamphamide B 
         (MIC= 1.56~12.5 µg/mL) 
 
 
 
 
 
 
 2-methoxy-3-oxoaaptamine          phomaligol A 
   (MIC= 6.25 µg/mL)          (MIC= 12.5 µg/mL) 
 
 一方、脂肪酸を炭素源とする培地で培養す
ることにより検定菌に潜在状態を誘導し、本
条件においても抗菌活性を示す化合物を探
索した結果、Melophlus属海綿の抽出物から、
テトラミン酸誘導体 melophlin 類を見出した
（下図）。 
 
 
 
 
               melophlin A (MIC= 0.8~3.0 µg/mL) 
               
 さらに、Mycobacterium 属のバイオフィル
ム形成を阻害する化合物として、海洋由来真
菌 Emericella variecolor から単離した、
ophiobolins類にその活性を見出した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
             ophiobolin K (MIC= 4.1~8.2 µM) 



（２）見出した抗菌物質の標的分子解析 
 以前の研究において潜在性結核菌に有効
な抗菌物質として見出した、海綿由来のジテ
ルペンアルカロイド agelasine D、海洋由来
放線菌の二次代謝産物 nybomycin、さらに本
研究で見出した melophlin A の標的分子解析
を実施した。 
 
① Agelasine D の標的分子解析 
 Agelasine D の標的分子解析には、ゲノム
DNA ライブラリー形質転換株を用いる解析方
法を適用した。すなわち研究代表者が構築し
た、ランダムに M. bovis BCG ゲノムを高発
現する約 4,000 株の M. smegmatis 形質転換
株の中から、agelasine D に耐性を示す形質
転換株をスクリーニング後、agelasine D 耐
性株に含まれる M. bovis BCG ゲノムの配列
を解析した。さらに、解析したゲノムをさら
に断片化するとともに、それらの高発現株を
作成し、agelasine D に対する感受性を確認
した。そして、本操作を繰り返すことにより、
agelasine D に対して耐性を付与している遺
伝子を明らかにした。その結果、agelasine D
に 耐 性 を 付 与 し て い る 遺 伝 子 は 、
dioxygenaseと予想されるBCG3185cタンパク
質であることが明らかとなった。さらに、リ
コンビナント BCG3185c タンパク質との結合
親和性解析から、agelasine D は、BCG3185c
タンパク質と直接結合することを証明した
（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② Nybomycin の標的分子解析 
 Nybomycin の標的分子解析については、ま
ず初めに、ゲノム DNA ライブラリー形質転換
株を用いる方法を適用した。その結果、４株
の nybomycin 耐性株の獲得に成功した。しか
し、耐性を付与する遺伝子の解析段階で、全
く異なる機能を有する複数の遺伝子が、
nybomycin 耐性に関与する結果が得られた。
さらに、nybomycin 自然耐性株を取得し、次
世代シーケンサーによる網羅的変異解析を
実施した。その結果、先の方法で見出された
遺伝子とは全く異なる遺伝子に変異を有す
ることが明らかとなった。以上の結果から
nybomycin は、特定のタンパク質と結合して
その機能を阻害する化合物ではなく、ランダ
ムに Mycobacteria ゲノムに結合することで
抗菌活性を示すことを予想した。 
 そこで、nybomycin プローブならびにダミ
ープローブを合成し、プラスミド DNA との結
合親和性を検討した(右上図)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     S:probe と結合しない B:probe と結合する 

 
 その結果、nybomycin probe (2)はプラス
ミドDNAと直接結合することが明らかとなり
（lane 4）、この結合は、nybomycin を競合物
質として添加することで部分的に阻害され
ることも確認された（lane 5）。以上結果か
ら、nybomycin の標的分子は DNA であると結
論付けた。 
 
③ Melophlin A の標的分子解析 
 Melophlin A の標的分子解析には、
agelasine D と同様、ゲノム DNA ライブラリ
ー形質転換株を用いる方法を適用した。その
結果、melophlin A に耐性を示す 5 株の形質
転換株を得ることに成功した。また、得られ
た melophlin A 耐性株に含まれる、M. bovis 
BCG ゲノムの配列を解析した結果、melophlin 
A に耐性を付与する遺伝子は、M. bovis BCG
ゲノムの 1422.304 kb〜1448.713 kb および
1169.370 kb〜1183.760 kb の 2 つの領域に存
在することが明らかとなった。現在、さらに
標的分子候補となる遺伝子の絞り込みを進
めている。 
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