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研究成果の概要（和文）：一酸化窒素 (NO)は内因的な感染防御系の一つとして注目されている。ただし、NO 単独では
生体内寿命が短く、安定性や体内動態における課題を残している。そこで、感染時に生合成が亢進するNOとα1-酸性糖
タンパク質(AGP)の反応物であるS-ニトロソ化AGP(SNO-AGP)の新規抗菌剤としての可能性について検討した。その結果
、SNO-AGPは、薬剤感受性菌のみならず、多剤耐性菌や結核菌に対しても優れた増殖抑制効果を発揮し、敗血症におけ
る生存率を有意に向上させた。これらの結果より、SNO-AGPは、多剤耐性菌に対しても有効性を示す新規作用機序の抗
菌剤としての応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Treating infections with exogenous NO, with broad-spectrum antimicrobial activity,
 seems to be effective. Similar to NO biosynthesis, biosynthesis of alpha-1-acid glycoprotein variant A (A
GPa), with a reduced cysteine, increases markedly during inflammation and infection. The purpose of this s
tudy was to determine whether S-nitrosated AGPa (SNO-AGPa) may be the first compound of this novel antibac
terial class against multidrug-resistant bacteria. AGPa was incubated with activated RAW264.7 cells. Resul
ts indicated that endogenous NO generated by activated RAW264.7 cells caused S-nitrosation of AGPa at Cys1
49. SNO-AGPa strongly inhibited growth of Gram-positive, Gram-negative, and multidrug-resistant bacteria a
nd was an extremely potent bacteriostatic compound. Treatment with SNO-AGPa markedly reduced bacterial cou
nts in blood and liver in a mouse sepsis model. The sialyl residues of AGPa seem to suppress the antibacte
rial activity, since SNO-asialo AGPa was more potent than SNO-AGPa.
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１．研究開始当初の背景 
 WHO の報告では、人類の死亡原因の第一
位は微生物感染症であり、世界が多くの感染
症の脅威に曝されている。加えて、臨床現場
で特定の抗菌薬が大量に使用される結果、メ
シチリン耐性黄色ブドウ球菌 (MRSA)や多
剤耐性肺炎球菌等の耐性菌が蔓延し、猛威を
ふるっている上、最近ではほとんどの抗菌薬
が効かない多剤耐性緑膿菌、スーパー耐性結
核菌など薬剤耐性菌への警戒感が強まって
いる。これらの菌に対する感染症の課題を克
服するためには、① 既存の抗菌薬とは異な
る新規作用機序、② 薬剤耐性克服効果、あ
るいは③ 両者を併せ持つ難治性感染症対策
用の新規抗菌剤、いわゆる First-in-Class 薬
の開発が世界中で切望されている。しかしな
がら、抗菌薬の低い収益性が企業 (特にメガ
ファーマ)の開発意欲を削ぎ、新規薬剤の開発
速度は鈍化している。本邦でも、新規抗菌薬
の候補は皆無であり、感染症対策は危機的状
況にあるといっても過言ではない。 
 感染時には、シグナル分子である一酸化窒
素 (NO)が過剰産生される。NO はユニーク
かつ多様な生物活性を有しているが、中でも
抗菌作用は内因的な感染防御系の一つとし
て注目されている。また、NO は分裂期の菌
だけでなく、定常期の菌に対しても効果を発
揮する。ただし、NO 単独では生体内寿命が
短く、標的部位への集積が乏しいなど、安定
性や体内動態における課題を残し、これが臨
床開発におけるボトルネックとなっている。 
 
２．研究の目的 
 上記背景を踏まえると、感染部位で NO を
持続的に放出するシステムを構築できれば、
従来にないユニークかつ多面性をもった抗
菌剤となり得る。 
 α1-酸性糖タンパク質 (AGP)は、183 個の
アミノ酸と 5 本の N-結合型糖鎖からなる分
子量 40 kDa の血清糖タンパク質である。
AGP は代表的な急性期タンパク質の一つで
あり、健常時において 10~20 M の血漿中濃
度が、感染症や炎症時などに血液中において
約 2~5 倍増加するとともに、炎症組織中にお
いても主に単球やマクロファージにより産
生され、局所的に高い濃度となる。 
本研究では、感染時に生合成が亢進する NO
と AGP の反応物である S-ニトロソ化 AGPa 
(SNO-AGPa)のユニークな生物活性を基盤と
した多剤耐性菌に対する新規抗菌剤の開発
を最終目的とし、その基礎情報となる抗菌作
用の特性を in vitro及び in vivoで解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) SNO-AGPa の作製 
まず、AGP の A 体に存在する遊離型システ
イン (Cys)残基の-SH 還元を目的とし、タン
パク濃度の3倍量の1,4-dithiothreitol (DTT)
を加え、37℃、5min 反応させた。DTT 処理
によるタンパク質の SH 基還元を確認するた

め、タンパク質と DTT 等の不純物を
Sephadex G-25 ゲルろ過カラムにて分離し
た後、5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoic acid 
(DTNB)法を用いて、SH の定量を行い、A 体
に存在するすべての遊離型Cys残基の SH基
が還元されていることを確認した。 
次に、DTT 処理 AGPa を S-ニトロソ化する
た め に 、 タ ン パ ク 質 の 10 倍 量 の
S-Nitrosoglutathione (GS-NO)を加え、37℃、
30 min 反応させた。この時、S-ニトロソタン
パク質は光照射により S-ニトロソ基の脱離
の可能性があるため、これ以降の操作はすべ
て遮光して行った。その後、Sephadex G-25 
ゲルろ過カラムにて過剰な GS-NO を除去し、
-80℃で凍結保存した。このように調製した
SNO-AGPaを用いて、以後の実験を行った。 
 
(2) SNO-AGPa の抗菌活性評価（グラム陽性
細菌、グラム陰性細菌） 
 Escherichia coli 、 Salmonella 
typhimurium LT2 、 Bacillus subtilis 、
Streptococcus pyogenes 、 Pseudomonas 
aeruginosa PAO1、Klebsiella pneumoniae 
MGH78578、Staphylococcus aureus OM481、
S. aureus OM584、S. aureus OM505 および
S.aureus OM623 に対する抗菌活性を評価し
た 。 培 養 に は グ ラ ム 陰 性 菌 で は M9 
(Na2HPO4 12 g, KH2PO4 6 g, NaCl 1 g, 
NH4Cl 2 g/L) + 2 mM MgSO4, 0.2 % 
glucose,0.2 mM CaCl2, 0.02 % Vitamin B1
を、グラム陽性菌では上記培地にさらに 0.1% 
ペプトンを加えたものを使用した。M9 培地
中で、細菌を OD630 = 0.05 ± 0.01 に調製
し、実験に供した。各 sample 25 μM を培
地上清に加え、37℃、9 h 反応後、その濁度 
(OD630)を測定し、PBS を加えた群と比較す
ることで濁度率 (%)を算出した。 
さ ら に 、 今 回 観 察 さ れ た 抗 菌 活 性 が
SNO-AGPa 本体による作用であることを確
かめるため、以下の実験を行った。まず、60 
nM SNO-AGPa に UV を 2 h 照射し、S-NO
基を特異的に分解させた。その後、E. coli 
ATCC 株と 9 h インキュベートさせ、その抗
菌活性を UV 照射前の SNO-AGPa と比較し
た。 
 
(3) 細菌内 NO の検出 
M9 培地中にて大腸菌を OD630 = 0.05 ± 
0.01 に調製し、各 RS-NOs を培地上清に加え、
37°C、7 h 反応させた。その後、DAF-FM DA 
(10 M)を加え、37℃、1 h 反応させた後、遠
心にて上清を除去した。大腸菌を M9 培地に
て再懸濁し、蛍光強度及び OD630 を測定し
た。測定には、SPECTRA FLUOR XFluor 4  
(TECAN)を用い、励起波長 485 nm、蛍光波
長 535 nm でモニタリングした。 
 
(4) SNO-AGP の抗菌活性評価 (in vivo) 
盲腸結紮穿孔 (CLP)モデルの作製 
盲腸結紮穿孔モデルは、Hubbard らの方法に



準じて作成した(Hubbard WJ. Shock. 2005)。
ICR 系雄性マウス (6 週齢, 約 32 g)の腹部を
正中線に沿って開腹し、盲腸を内容物の進行
を阻害しないように結紮し、21 ゲージの注射
針で 2 箇所穴を空けた。縫合後、皮下に生理
食塩水を 1 mL/匹となるように注入した。そ
の後、生存率の観察を行った。 
 
(5) SNO-AGPa がバイオフィルム形成に及ぼ
す影響 
バイオフィルムは、96 穴マイクロプレート
(Cellstar 96 well cell culture plate, greiner 
bio-one)を用いて調製した。96 穴マイクロプ
レートの各well内に入れたM9培地(100 L)
中で OD630 = 0.05 に調整した。そこに、各
濃度の SNO-AGPa を培地上清に加え、9~48
時間、37°C で静置培養した。培養後に培地
を静かに取り除いた後に well 上に残ったも
のをバイオフィルムとした。培養の後、培地
を静かに取り除き、200 L の 2%(w/v)クリ
スタルバイオレット水溶液で 30 分間染色し
た。その後、クリスタルバイオレット溶液を
静かに除き、250 L 滅菌水を注入し、電動ピ
ペッターで 10 回ピペッティングし、その後
水を除いた。この操作を 2 回繰り返すことで
洗浄とした。洗浄直後に 200 L の 95%エタ
ノールを添加し、室温で 30 分間静置するこ
とで脱色した。上清のエタノール 100 L を
他の 96 穴マイクロプレートに移し、570 nm
にて吸光度を測定することでバイオフィル
ムを定量した。 
 
４．研究成果 
(1) SNO-AGPa の作製と抗菌活性評価 
本研究により、AGP が RAW264.7 細胞培養
系にて産生される内因性NOによるS-ニトロ
ソ化の標的分子となることを初めて見出し
た。また、pH8 溶液中において、AGP の 10
倍量の GS-NO を 30 min 反応させることで、
A 体 の Cys-149 に NO が 付 加 し た
SNO-AGPa を作製することに成功し、この
ときのNO付加率はA体の約40%であった。
物理学的性質に関する検討より、作製した
SNO-AGPa は、乾燥及び凍結状態での保存
が可能であることが判明した。In vitro 実験
系で、AGPa は S-ニトロソ化により抗菌活性
を新たに獲得することが明らかとなった。さ
らに、SNO-AGPa の抗菌活性は、これまで
に報告されている S-ニトロソ化タンパク質
の中で最も強力であった。SNO-AGPa は、
薬剤感受性菌のみならず、多剤耐性菌や結核
菌に対しても優れた増殖抑制効果を発揮し
た。 
盲腸結紮穿孔による敗血症モデルマウスで
の検討において、SNO-AGPa はモデル作成
後 3時間目の後投与においても生存率を向上
させた。また、SNO-AGPa 投与群において
有意な血中及び肝臓中菌量の減少が確認さ
れた。これらの結果より、SNO-AGPa によ
る細菌増殖抑制作用が in vivo においても再

現されること、また、この細菌増殖抑制作用
は感染症後の延命にも寄与することが示唆
された。 
抗菌活性メカニズムに関する検討より、
AGPa の糖鎖末端のシアル酸をノイラミニダ
ーゼにて酵素的に除去したアシアロ AGPa
の S-ニトロソ化体 (SNO-asialo-AGPa)は、
SNO-AGPaよりも約 80倍強力な抗菌活性を
示した。また、SNO-AGPs の抗菌活性は細菌
内へのNO輸送能に依存することが認められ
た。さらに、このNO輸送メカニズムとして、
SNO-AGPa から菌体表面のチオール基への
S-ニトロソ転移反応の関与が示唆された。細
菌内へ輸送された NO は、細菌における ROS
産生を誘導する可能性が示された。加えて、
SNO-AGPa は細菌内 ATP レベルを低下させ
た。また、NO 消去剤である Carboxy-PTIO
処理によりこれらの作用は減弱し、同時に
SNO-AGPa による増殖抑制効果の低下が観
察された。これらの結果から、菌内への NO
供給に伴い細菌で惹起された ROS 産生およ
び ATP レベルの低下が、SNO-AGPa の増殖
抑制メカニズムに関与する可能性が示唆さ
れた。 
 
(2) AGP による多剤耐性克服効果 
多剤耐性菌である肺炎桿菌 (K. pneumoniae 
MGH78578)、緑膿菌 (P. aeruginosa PAO1)、
黄 色 ブ ド ウ 球 菌  (MRSA) (S. aureus 
OM623)に対する SNO-AGPa の抗菌活性を
既存の抗菌剤 (β-ラクタム系; オキサシリン, 
イミペネム、セフェム系; セフメタゾール、
フルオロキノロン系; ノルフロキサシン、マ
クロライド系; エリスロマシン、アミノグリ
コシド系; カナマイシン、テトラサイクリン、
クロラムフェニコール)と比較したところ、
SNO-AGPa の IC50 は上記 3 種の菌に対し
てそれぞれ0.06 M、3 M及び1 Mであり、
他の抗菌剤と比較しても低濃度で細菌の増
殖を抑制した。 
上述した 3 種類の多剤耐性菌に対する
SNO-AGPa と既存の抗菌剤の併用による増
殖抑制効果が相乗的か否かを isobologram法
を用いて判定した。SNO-AGPa との併用で
相乗効果が観察された抗菌剤を以下に示す。 
K. pneumoniae MGH78578; イミペネム、ノ
ルフロキサシン、エリスロマイシン、テトラ
サイクリン 
P. aeruginosa PAO1; オキサシリン、セフメ
タゾール、ノルフロキサシン、エリスロマイ
シン、テトラサイクリン、クロラムフェニコ
ール 
S. aureus OM623; オキサシリン、イミペネ
ム 
さ ら に 、 肺 炎 桿 菌 に 関 す る 検 討 で 、
SNO-AGPa は、自身が抗菌活性をほとんど
示さない濃度において、テトラサイクリンや
オキサシリン、イミペネム、ノルフロキサシ
ン及びエリスロマイシンの IC50 を、それぞ
れ約 40、32、25、14、7 倍まで回復させた。 



これらの結果より、SNO-AGPa は上記の幅
広い抗菌剤に対する多剤耐性を克服する可
能性が示唆された。 
SNO-AGPa は、多剤排出ポンプの基質であ
るローダミン 6G、EtBr およびノルフロキサ
シンの細菌内蓄積性を有意に上昇させ、この
効果は SNO-AGPa が増殖抑制効果を示さな
い低濃度でも観察された。また、SNO-AGPa
によるローダミン 6G 蓄積の上昇作用はイン
キュベーション後 3 時間目から観察され、6
時間目まで持続していたが、その後 9 時間目
までには消失していた。これらの結果より、
SNO-AGPa は、これらを基質とする多剤排
出ポンプを制御する可能性が示唆された。 
 SNO-AGPa が多剤排出ポンプである
AcrAB-TolC の排出活性に影響を及ぼすか否
か 明 ら か に す る た め 、 肺 炎 桿 菌  (K. 
pneumoniae ATCC10031)の AcrAB-TolC の
構 成 成 分 で あ る AcrAB 欠 損 株  (K. 
pneumonia SKY2/pSTV28)及び AcrAB 導入
株 (K. pneumonia SKY2/pKAC28)を使用し
た。その結果、SNO-AGPa は、AcrAB を発
現するK. pneumonia SKY2/pKAC28におい
ては、濃度依存的にローダミン 6G 蓄積を上
昇させたのに対し、AcrAB を欠損した K. 
pneumonia SKY2/pSTV28 に対しては効果
を示さなかった。このことより、SNO-AGPa
は多剤排出ポンプ AcrAB-TolC を抑制するこ
とで、基質の蓄積性を上昇させている可能性
が示唆された。 
SNO-AGPa は肺炎桿菌のバイオフィルム形
成を有意に低下させた。さらに、各時間にお
いて SNO-AGPa 濃度を変化させて評価した
ところ、濃度依存的な形成抑制が確認され、
これらの効果は AGPa 添加では観察されな
かった。 
 
本検討結果より、急性期に増加する AGP と
NO の反応産物である SNO-AGPa が、炎症
時における内因的な抗菌作用の一端を担っ
ている可能性が示された。SNO-AGPa は菌
体表面のシステイン残基を介して細菌内へ
NO を供給し、細菌の ROS 産生誘導や細菌
内 ATP レベルの低下を介して、薬剤感受性
菌のみならず多剤耐性菌や結核菌に対して
も増殖抑制作用を発揮する。さらに、
SNO-AGPa は、致死性の敗血症モデルに対
しても有効性を示した。加えて、SNO-AGPa
は、多剤耐性菌のバイオフィルム形成や多剤
排出ポンプ AcrAB-TolC を抑制し、併用する
既存の抗菌剤の活性を相乗的に増強させ、耐
性克服効果を発揮する可能性が示唆された。 
以上、SNO-AGPa は、多剤耐性菌による難
治性の感染症治療における新規抗菌剤とし
ての応用が期待できる。 
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