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研究成果の概要（和文）：多くのグラム陽性病原細菌は、環状ペプチドを自己誘導因子（クォル

モン）とするクオラムセンシング（QS）により、病原因子の発現を巧みにコントロールして宿

主の感染を効率よく成立させている。本研究では QS 阻害剤を、天然物のスクリーニングおよ

びペプチドデザイン合成の２つのアプローチを組み合わせた戦略で分子創製し、グラム陽性病

原細菌の病原性発現を効率的に抑制する新しいタイプの抗感染症剤を創出することを目的とし

ている。天然物のスクリーニング研究においては、まず、ブドウ球菌の agr クオラムセンシン

グ系をモニターするアッセイ系と腸球菌の fsr クオラムセンシング系をモニターするアッセイ

系を併用したハイスループットスクリーニング系を構築し、約 1000 の放線菌およびカビの祖抽

出物をスクリーニングし、計 3 株の祖抽出物が有効的に両菌のクオラムセンシングを阻害する

ことを見出した。ペプチドデザイン合成においては、独自のリバースアラニンスキャン法とい

う独自のペプチドアンタゴニストの分子デザイン法により、100 nM で腸球菌のクオラムセンシ

ングを遮断する ZBzl-YAA5911 を得ることに成功した。ZBzl-YAA5911 は、ウサギ眼内炎モデル

実験において、腸球菌の硝子体から水晶体への移行を有意に阻害し、in vivo における有効性が

実証された。ZBzl-YAA5911 は病原菌の増殖には影響を与えず、その病原因子の発現のみを抑

制する抗生物質とはことなる作用機作を有し、新しいタイプの抗感染症化学療法への応用が期

待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Quorum sensing with thiolactone or lactone peptide as an autoinducer is 
common among a number of Gram-positive bacteria and controls the expression of virulence in some 
pathogens, e.g., staphylococci, enterococci and listeria.  In this context, the validity of anti-pathogenic 
agents targeting this type of quorum sensing has been proposed. In this study, to aim inhibitors targeting 
the cyclic peptide-mediated quorum sensing in Gram-positive bacteria, we have been employing two 
approaches, that are random screening of microbial secondary metabolites and drug design of peptide 
antagonists. For the screening, we have established an efficient screening system using an  gelatinase 
assay of Enterococcus faecalis. Thus far, we have tested more than a thousand extracts of fungi and 
actinomycetes and more than a hundred natural and synthetic compounds and found several compounds 
to efficiently inhibit either or both staphylococci agr and enterococci fsr quorum sensing systems. For 
the design of peptide antagonist, we took our original approach, called reverse alanine scanning, during 
which more potent antagonists were led step by step from receptor-binding scaffold that is [Ala4, 5, 6, 8, 9, 

11]]Z-GBAP (GBAP is an autoinducing lactone peptide of E. faecalis fsr system). In consequence, 5th, 
9th and 11th residues in GBAP were found to be antagonist pharmacophore and with this information, 
we have eventually created a potent antagonist, named ZBzl-YAA5911 (IC80 = 0.1 μM). To elucidate the 
availability of ZBzl-YAA5911 as an anti-infective agent, the efficacy of this peptide for endophthalmitis 
was assessed with an aphakic rabbit endophthalmitis model. As a result, ZBzl-YAA5911 suppressed the 
translocation of E. faecalis from the aqueous humor into the vitreous cavity more than one order 
magnitude and also significantly reduced the retinal damage of animals, suggesting that ZBzi-YAA5911 
would be useful as anti-pathogenic agent to attenuate virulence expression more than eliminate the 
opportunistic pathogen. 
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１．研究開始当初の背景 
クォーラムセンシング（QS）は細菌界

で多々見られる菌密度依存的制御機構で、

近年の細菌学において大変注目されてい

る現象である。それは、同種菌の菌密度

が高くなった時に、同種菌細胞間で化学

シグナル“クォルモン”を分泌しあいなが

らコンセンサスをとり、特定の遺伝子発

現をタイミングを合わせてオンにし、集

団行動を開始するというものである。病

原細菌では、病原因子の発現やバイオフ

ィルムの形成などを、QS により巧みに制

御している。院内感染菌などは、時には

この集団性を巧みに利用し、抗生物質の

包囲網をも打ち破る。QS 阻害剤は、この

ような細菌のコミュニケーションネット

ワークをブロックし、猛威を振るう細菌

を沈静化させる作用が期待され、ポスト

抗生物質として注目されている。 
申請者は、環状ペプチドをクォルモン

とするグラム陽性細菌の QS に興味を持

ち、基礎から応用まで研究を長年にわた

り続けており、本助成研究開始時には、

以下の研究成果を挙げていた。 
１）腸球菌の病原因子であるゼラチナー

ゼの発現制御を行う QS の環状ペプチ

ドクォルモンである GBAP(gelatinase 
biosynthesis-activating peptide)を発見し、

世界に先駆けて構造解析に成功した

(Mol.Microbiol.,2001)。また GBAP の化

学 合 成 に も 成 功 し た

(Biosci.Biotechnol.Biochem., 2001)。 
２）未知の環状ペプチドクォルモンを

LC/MS により検出するシステムを確立

し、乳酸桿菌やリステリア菌の培養液

中に、環状ペプチドクォルモンが存在

することを示し、さらにそれらの構造

決 定 に 成 功 し た (J.Bacteriol.,2005; 
ASM3rd Conf. Cell-Cell Communication 
in Bacteria, 2007）。 

３）GBAP の生合成機構に関して研究を

進め、前駆体ペプチド(FsrD)からのプロ

セシングと環化が FsrBと命名されたタ

ンパク質のシステインプロテアーゼ様

の作用により行われていることを示し

た (J. Bacteriol., 2006)。 
４）腸球菌の QS を標的とした阻害剤のス

クリーニングを行い、放線菌の二次代

謝産物であるシアマイシンおよび糸状

菌の二次代謝産物である ambuic acid に

QS 阻害活性があることを見出した。シ

アマイシンは GBAP のシグナル伝達ユ

ニットである二成分制御系(FsrC-FsrA)、
ambuic acid は GBAP の生合成酵素 FsrB
を標的とすることを明らかにした。

ambuic acid は他のグラム陽性細菌の環

状ペプチドの生合成も阻害し、グラム

陽性細菌の QS を広く阻害することも

見出している (J.Bacteriol.,2007; Mol. 
Membr. Biol.2008; Antimicrob. Agent 
Chemother., 2009)。 

５）GBAP の構造活性相関研究を行い、

受容体との結合に必須な Phe-7 と環状

部分のコンフォーメーションの維持に

必須な Trp-10 の２残基の芳香族アミノ

酸残基の重要性を見出した(J. Bacteriol., 
2009)。 

以上の研究成果から、①多くのグラム陽



性細菌が環状ペプチドを用いた QS 制御

系を有していること、②スクリーニング

によりこれらの QS を標的とする阻害剤

を見出せること、が判明し、さらに③環

状ペプチドクォルモンの詳細な生合成の

分子機構および環状ペプチドクォルモン

の詳細な受容認識の分子機構が解明され

るつつあった。本助成研究では、それら

の研究を背景に、QS 阻害剤の創製研究を

さらに標的分子指向に展開させる、つま

り、環状ペプチドクォルモンの生合成酵

素および受容体を標的とした阻害剤分子

創製研究に発展させることを目標とした

ものである。 
 
２．研究の目的 
病原菌を死滅させるのではなく、その

病原性の発現を止める作用が期待される

QS 阻害剤は、近年問題となる、薬剤耐性

菌の出現を助長することなく、また、生

体内あるいは環境の優良な微生物フロー

ラを破壊することなく、感染症を予防あ

るいは治療できる薬剤として期待される。

QSをターゲットとした抗感染症薬の開発

研究は、グラム陰性菌を中心に国内外で

盛んに行われている。しかしグラム陽性

菌を対象とした研究はそれほど多くない。

本助成研究では、天然物のスクリーニング

とペプチドデザイン合成の２つのアプロー

チを組み合わせた戦略で分子創製し、グラ

ム陽性病原細菌の病原性発現を効率的に抑

制する新しいタイプの抗感染症剤を創出す

ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）天然物化合物を対象とした QS 阻害剤

のスクリーニング 
まず、QS 阻害剤を効率よくハイスループ

ットにスクリーニングができるアッセイ系

を確立した。Agr クオラムセンシング系によ

り発現誘導される RNA III のプロモーター

配下に二つのレポーター（ルシフェラーゼ

と GFP）の遺伝子を挿入し、黄色ブドウ球

菌に形質導入した株を本アッセイ系に用い

ることにした。このレポーター株の利用に

より、化学発光と蛍光による二つの検出系

を有効的に利用できるハイスループットス

クリーニングが可能となった。さらに、広

くグラム陽性細菌の QS を標的とできる阻

害剤をスクリーニングするために、二次ス

クリーニングとして、従来の、腸球菌の fsr
クオラムセンシング系により発現誘導され

るゼラチナーゼの活性を指標としたアッセ

イを組み合わせた。以上のアッセイ系によ

り、約 1000 の放線菌あるいは糸状菌の培養

抽出物とさらには約100の化合物のQS阻害

活性を調べた。 
（２）GBAP アンタゴニストのドラッグデ

ザイン 
これまでの GBAP 構造活性相関解析によ

り GBAP ring 領域中に存在する Phe7 および

Trp10 は受容体との結合に必須であること

が示されている。この結果を踏まえ、我々

はまず、GBAP ring 領域中で結合に必須でな

い 残 基 全 て を Ala に 変 換 し た 
[Ala4,5,6,8,9,11]Z-GBAP を推定受容体結合スキ

ャフォールドとして化学合成した。このペ

プチドのゼラチナーゼ生産阻害活性を評価

した結果、腸球菌のゼラチナーゼ発現を微

弱ながら阻害したことから、合成されたペ

プチドは受容体結合型アンタゴニストの基

本骨格となり得ることが示された。次に、

このペプチドを基に各アミノ酸残基を 1 つ

ずつ GBAP に近付けていくことでアンタゴ

ニスト活性を段階的に向上させる、独自の

阻害剤設計戦略「リバースアラニンスキャ

ン」を行った。 
 

４．研究成果 
（１）天然物化合物を対象とした QS 阻害剤

のスクリーニング 
 ２株の放線菌ブタノール抽出物および１

株の糸状菌抽出物が有効的にブドウ球菌の

agr および腸球菌の fsr の両クオラムセンシ

ング系を有効的に阻害することを見出した。

さらに、逆相 HPLC を中心に用いる精製に

より、それぞれの抽出物から単一のピーク

で活性を示すフラクションを得ることに成

功した。 
 
（２）GBAP アンタゴニストのドラッグデ

ザイン 
アンタゴニストスキャフォールド 

[Ala4,5,6,8,9,11]Z-GBAP (25%阻害)からリバー

ス ア ラ ニ ン ス キ ャ ン に よ り 、

[Ala4,5,6,9,11]Z-GBAP （ 27% 阻 害 ） → 
[Ala5,6,9,11]Z-GBAP （ 44% 阻 害 ） → 
[Ala5,9,11]Z-GBAP（57%阻害）と段階的に阻



害活性を向上させることに成功した（カッ

コ内は野生株培養液に各ペプチドを 100 μM
添加した際のゼラチナーゼ生産阻害活性）。

次に、 [Ala5,9,11]Z-GBAP 配列中、5 番目残基

を種々のアミノ酸に置換することで阻害活

性の向上を試みた。その結果、非常に強い

阻 害 活 性 （ IC80 = 100 nM ） を 示 す

[Tyr(Bzl)5,Ala9,11]Z-GBAP (ZBzl-YAA5911 と

命名)を獲得することができた。最後に、こ

のペプチドの生体内での QS 阻害作用を調

べるため、愛媛大学鈴木崇助教協力の下、

ZBzl-YAA5911 が及ぼすウサギ眼内炎モデ

ルへの影響を調べた。この感染モデルは白

内障手術によって引き起こされる眼内炎を

模したものであり、腸球菌が生産するゼラ

チナーゼによって病態は進行する。結果的

として ZBzl-YAA5911 は眼内炎モデルにお

いて腸球菌の前眼房から硝子体への侵入を

有意に阻害し、また網膜機能の低下を有意

に抑えた。この事から ZBzl-YAA5911 は生体

内においても QS 阻害を示すことが明らか

となった。 
以上、我々は腸球菌の QS 阻害剤創製を目

指し、GBAP アンタゴニストのデザインを

試みた。まず我々は独自の阻害剤設計戦略

であるリバースアラニンスキャンを行う事

で、受容体バインディングスキャフォール

ドのもつ阻害活性を段階的に高めることに

成功した。今回、このような結果が得られ

たのは、ペプチドの立体構造が徐々に GBAP
に近づくことで受容体との親和性が向上し

たためであると考えられる。次に我々はこ

こで得られたペプチドの５番目残基にさら

なる修飾を加えたところ、100 nM という非

常に低濃度でも 80%（コントロール群との

比較）のゼラチナーゼ生産阻害活性を示す

アンタゴニスト ZBzl-YAA5911 の獲得に成

功した。また、このペプチドはウサギ眼内

炎モデルにおいても QS 阻害作用を示し、そ

れによって病状の悪化を防ぐ効果があるこ

とが証明された。以上の事から今回得られ

た ZBzl-YAA5911 は QSを標的とする抗感染

症剤として有効であることが示された。今

後、得られたペプチドにさらなる修飾を加

えることでより強いアンタゴニストの獲得

が可能であると期待される。  
近年、薬剤耐性菌の出現、あるいはそれ

らによる院内感染が医療の現場で大きな問

題となっている。抗生物質耐性菌の出現を

抑えるにはその使用量を減少させることが

有効であると考えられており、このことか

ら QS 阻害剤開発への期待は高まっている。

本研究で QS 阻害剤によって腸球菌の感染

を抑えることが可能であると示されたこと

から、さらなる研究が進むことで将来的に

は殺菌作用を示さず、毒性遺伝子発現のみ

抑える薬剤が開発されることが考えられる。 
 

 
図１. Effects of various concentrations of GBAP 
derivatives on gelatinase production by E. 
faecalis OG1RF. The wild type strain, E. faecalis 
OG1RF, was grown for 5 h in the presence of 
different concentrations of 
[Ala4,5,6,8,9,11]Z-GBAP (opened circle), 
[Ala5,9,11]Z-GBAP (triangle) and  
ZBzl-YAA5911 (closed circle), and then 
gelatinase activity at A540  in the culture 
supernatant were determined. The data are 
averages ± standard deviations of duplicate 
determinations.  
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