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研究成果の概要（和文）：カイコモデルでの探索によって見いだされたライソシンEのメカニズム解析を行った。また
、ライソシンEの抗菌活性を促進する血清中の因子を精製し同定した。さらに、ライソシンEは種々の動物の血清、及び
カイコの体液によっても抗菌活性が促進されることがわかった。さらに本研究では、臓器に感染した黄色ブドウ球菌の
網羅的な遺伝子発現変動を解析する手法を確立し、発現上昇している遺伝子群を同定した。その中の機能未知遺伝子は
病原性発揮に必要であることがわかった。以上の結果は、本研究の目的である治療効果を指標とした新規抗生物質探索
法に関する原理を確立できたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Primary mechanistic analysis of lysocin E, identified using a silkworm infection 
model was performed. In addition, the serum factors that enhances antimicrobial activity of lysocin E 
were purified and identified. Moreover, serum from various animals including human and silkworm hemolymph 
also enhanced antimicrobial activity of lysocin E. Further, a method was established to analyze 
comprehensive gene expression of bacteria during infection in mouse organs. Disruption of genes, whose 
functions are not known, showed reduced pathogenicity in mouse systemic infection model. These results 
suggested that a principle of a screening system for therapeutically effective antibiotics was 
established.

研究分野： 微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多剤耐性菌による感染症が深刻な問題と
なっている。黄色ブドウ球菌に加え、グラム
陰性菌の緑膿菌やアシネトバクター、病原性
大腸菌においても多剤耐性菌が分離される
ようになり、有効な治療薬が全くない菌株さ
え存在するようになってきた。従って、新規
メカニズムに基づく、感染症治療薬の開発が
切望されている。従来の試験管内での抗菌活
性を指標とした抗菌薬開発法は、様々な理由
で開発の成功率が低下していると考えられ
ている。従って、新たな創薬理論に基づく、
新規感染症治療薬の開発法の確立が必要と
されている。そこで私は、治療効果を指標に
した新規抗生物質の探索系が、新規治療薬の
開発として有効ではないかと考え、それを可
能にする動物モデルとして、カイコに着目し
た。カイコはヒトの手で扱うのに適当な大き
さであり、実験が容易である。また、養蚕業
者から数万頭単位で購入できる産業用動物
であり倫理的な問題も無いことから、治療効
果を指標としたスクリーニングの実施が可
能な唯一の動物である。これまでの研究から、
カイコ病原性細菌感染モデルを用いて、抗生
物質の治療効果が定量的に評価可能であり、
その体重あたりの治療に必要な薬剤量がマ
ウスと一致することを見いだした。従って、
カイコは病原性細菌を用いた、新規抗菌薬の
治療効果評価系として利用可能であると考
えられる。そこで、私は実際にカイコ黄色ブ
ドウ球菌感染モデルを用いて、土壌細菌の培
養抽出物を対象に、治療効果を指標とした探
索を実施し、新規抗生物質ライソシンを発見
した。ライソシンは多剤耐性黄色ブドウ球菌
を含む、グラム陽性に対して有効であった。
またライソシンは、毒性も低く、試験管内に
おけるやや弱い抗菌活性とは対照的に、マウ
スの黄色ブドウ球菌感染モデルにおいて優
れた治療効果を示した。その ED50 値は、優
れた治療効果を示すとされるバンコマイシ
ンと比較しても小さかった。さらに、ライソ
シンは通常の抗生物質と異なり、血清の添加
によって抗菌活性が上昇した。これらのこと
から、ライソシンは試験管内よりも、カイコ
やマウスなどの宿主内の環境で抗菌活性が
高く優れた治療効果を発揮するという、特殊
な性質を有するのはないかと考えられた。ま
た、これらの結果を基に、私は宿主でより必
要とされている因子を標的とすることで、新
規の作用メカニズムの感染症治療薬の開発
が可能となるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ライソシン E の血清存在下で
活性が上昇するメカニズムを明らかにする。
さらに宿主内での遺伝子発現を解析する手
法の確立により、病原性細菌の宿主内での増
殖に必要な因子を明らかにし、新たな感染症
治療薬の標的を同定することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
① 抗菌活性の測定 
 抗菌活性は、CSLI の標準法に従って実施し
た。血清を加える場合は 10%になるように調
製した。 
 
② 血清中のライソシン E の抗菌活性促進因
子の精製 
 ウシ血清から、溶媒抽出、ODS カラム及び
ゲル濾過カラムを用いて精製を行い、活性と
挙動を同一にする２つのバンドを得た。その
バンドについて質量分析を行い、タンパク質
を同定した。 
 
③ 網羅的遺伝子発現解析 
 マウスに黄色ブドウ球菌を感染させ、２日
後に臓器を摘出した。摘出臓器を通常の方法
で破砕し、組織を溶解させた。溶解液から細
菌細胞を回収し、細菌から RNA を抽出した。
抽出した RNA に対して、ゲノム支援の御支援
を受け次世代シークセンサーによる RNA-Seq
解析を実施した。 
 
４．研究成果 
① ライソシン E とメナキノンの相互作用 
 ライソシン E の抗菌活性は培地中へのメナ
キノンの添加によって阻害されることを見
いだした（図１）。メナキノンは細菌の電子
伝達系で利用される補酵素であるが、ヒトの
電子伝達系で利用される補酵素であるユビ
キノンはライソシンの活性を阻害しなかっ
た。従って、ライソシン E はメナキノンと特
異的に相互作用すると考えられる。また、ラ
イソシン Eとメナキノンを混合することによ
って沈殿が生じることが明らかになってい
た。この沈殿形成について定量的に解析した
ところ、メナキノンのライソシン E に対する
濃度の増加に従って、600nm の吸光度が上昇
した。さらに、ライソシン E とメナキノンの
物理的な結合が観察されたこととあわせて、
ライソシン Eの標的はメナキノンであること
が確証された。 
 

図１ メナキノン添加によるライソシン Eの
抗菌活性の阻害 
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② ライソシン E の活性化因子の同定 
 これまでの研究からライソシン Eはウシ血
清によって、その抗菌活性が亢進することが
明らかにされていた。その活性化される菌種
を同定したところ、Staphylococcus 属、及び
Bacillus 属の病原性細菌に対して血清によ
るライソシン Eの抗菌活性の促進が認められ
た。また、本研究では、その活性化因子を生
化学的にライソシン Eの抗菌活性促進活性と
して精製した。その結果、ウシ血清から２つ
のアポリポタンパク質が同定された。同定さ
れたアポリポタンパク質について、ヒト型の
リコンビナントタンパク質を調製し、そのラ
イソシン Eの抗菌活性の促進活性を検討した
ところ、図２に示すようにタンパク質の添加
によってライソシン Eの抗菌活性が上昇した。
従って、アポリポタンパク質によってライソ
シン Eの抗菌活性が促進されていると判断で
きた。また、ウシ以外のヒトの血漿や、マウ
ス、ヒツジの血清の添加によっても、ライソ
シン E の抗菌活性が亢進した。従って、ライ
ソシン Eは宿主内で同定した因子によって活
性化されるために、低用量でも優れた治療効
果を示すと考えられる。また、カイコの体液
でライソシン Eの抗菌活性の上昇が認められ
た。これは、カイコモデルでの治療効果を指
標とした探索によって、ライソシン E が見い
だされた理由の一つであると考えられる。 

 
図２アポリポタンパク質による黄色ブドウ
球菌に対するライソシン E 抗菌活性の促進 
 
③ 肺サーファクタントによる黄色ブドウ球

菌の遺伝子発現解析 
 黄色ブドウ球菌は肺炎を引き起こす。肺に
は肺サーファクタントが存在しており、ダプ
トマイシンの抗生物質の抗菌活性を阻害す
る。また、ライソシン E は肺サーファクタン
トによって活性化されることが明らかにな
っており、肺サーファクタントと黄色ブドウ
球菌との相互作用の存在が考えられた。そこ
で、肺サーファクタントによる黄色ブドウ球
菌の遺伝子発現に対する影響を検討した結
果、142 遺伝子の発現量が増加していた。そ
こでこれらの遺伝子を破壊し、その病原性へ
の寄与を検討したところ、hlgA, essC, psiA
遺伝子についてマウス肺感染モデルにおけ
る病原性の低下が認められた。その遺伝子発
現は、肺サーファクタント中のパルミチン酸
によって誘導されており、ストレスに応答す
る転写因子である sigB 遺伝子の影響を受け

ることを明らかにした。 
 
④ マウス臓器における黄色ブドウ球菌の遺

伝子発現解析の確立 
 細菌感染に対抗するためには、細菌が宿主
にどのように振る舞っているかを明らかに
する必要があるが、これまで宿主内での細菌
の遺伝子発現を解析する手法は確立されて
いなかった。そこで、本研究で新しい解析方
法の確立に着手した。まず、マウスの臓器を
破砕する通常の条件では、黄色ブドウ球菌は
破砕できないことを明らかにした。黄色ブド
ウ球菌を感染させたマウスから臓器を摘出
し、生菌数を計測したところ、腎臓において
最も多く存在していたことから、腎臓におけ
る黄色ブドウ球菌の網羅的遺伝子発現解析
を実施した。その結果、解析により得られた
リードのうち５％が黄色ブドウ球菌由来で
あることがわかり、標準ゲノムに十分な量の
リード数がマッピングされることがわかっ
た。さらに、２個体のバイオロジカルリプリ
ケート間、及び２回のテクニカルリプリケー
ト間で再現性の高い結果が得られた。従って、
マウスの臓器に感染した環境における病原
性細菌の遺伝子発現を初めて確立できたと
考えられる。さらに、生菌数が少ない臓器に
おいても、リボソームを除去することによっ
て解析が可能になることも明らかにした。 
 
⑤ マウス臓器における黄色ブドウ球菌の遺

伝子発現解析 
 確立した手法を利用して、マウスの腎臓、
肝臓、心臓において感染している黄色ブドウ
球菌の網羅的な遺伝子発現解析を実施した。
３つの臓器間で共通して、215 個の遺伝子が
有意に 2倍以上上昇していることを明らかに
した(図 3)。 

図３ 各臓器に感染している黄色ブドウ球
菌の発現上昇した遺伝子数 
 
 これらの遺伝子を機能で分類した。その結
果、血清の添加によって上昇する鉄代謝に関
わる遺伝子群は、ほぼすべてが宿主環境にお
いても上昇が確認できた。一方、血清の添加
ではほとんど上昇してこない毒素生産に関
わる遺伝子群は、宿主環境ではほとんどすべ
てが発現上昇していた。また、アミノ酸代謝
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や糖代謝、及び膜輸送に関わる遺伝子群の顕
著な発現上昇が認められた。さらに、機能未
知遺伝子についても 20 遺伝子の発現上昇が
認められ、それらの破壊株を作製し、マウス
における病原性の寄与を検討した。その結果、
一つの遺伝子の破壊株について病原性が低
下することを見いだした。このように、本解
析によって発現上昇する遺伝子群から、新規
の病原性遺伝子を発見・同定することができ
ることがわかった。このような遺伝子産物を
標的とした阻害薬を開発することで、新しい
メカニズムを有する新規抗菌薬を開発する
ことが可能になると考えられる。 
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