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研究成果の概要（和文）：トリプロペプチン (TPPC) は、院内感染で問題となっている薬剤耐性菌 MRSA に対し、動物
実験においても非常に優れた治療効果を示す。我々は、どのような機構で TPPC が、耐性菌 MRSA に作用するかを明ら
かにすることを目的に検討を行った。その結果、TPPC の分子内のカルボン酸が抗菌活性に必須であること、ならびに
既に明らかにしている標的分子と TPPC の結合の強さを明らかにした。さらに固体 NMR を利用して詳細な分子レベル
での作用機序を明らかにするため、安定同位体でラベルした TPPC などを発酵生産した。

研究成果の概要（英文）：Natural lipopeptide antibiotic tripropeptin C (TPPC) exhibits excellent in vivo ef
ficacy in a mice-MRSA septicemia model. MRSA is well-known as multi-drug resistant, major nosocomial patho
gen. The purpose of this study was to reveal how TPPC acts against MRSA. We found carboxylic acids in TPPC
 molecule are essential to exhibit antimicrobial activity. And we revealed the dissociation constant betwe
en TPPC and its target molecule UPP. We accomplished to produce isotope-labeled TPPC for the analysis of m
olecular based interaction by using solid-state NMR.  
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様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 
(MRSA) は、重症院内感染症の主要な起因菌
として知られ、多くの既存薬に耐性を獲得し
ており、有効な薬剤が限定されている。これ
までバンコマイシンが切り札として MRSA
の治療に使用されてきたが、バンコマイシン
耐性菌や低感受性菌が臨床から分離される
ようになり、新たな薬剤が求められていた。 

 
（２）我々は、MRSA に有効な化合物を探
索し、土壌細菌の代謝産物からトリプロペプ
チン C (TPPC) を発見した。TPPC は、試験
した全ての臨床分離株に対して優れた抗菌
活性を示し、既存薬と交差耐性を示さず、マ
ウスの MRSA (ATCC33591) 全身感染モデ
ルでバンコマイシンよりも低容量で優れた
治療効果を示した。既存薬と交差耐性を示さ
なかったことは、 TPPC が既存薬にはない
新しい機序で活性を示すことを強く示唆し
ている。また、TPPC は、構造学的にも既存
薬とは異なる全く新しいクラスの骨格を有
していることが特長である。 

 
（３）我々の検討から、TPPC は細胞壁合成
の重要な中間体であるウンデカプレニルピ
ロリン酸 (UPP) と複合体を形成して細胞壁
合成を阻害することを明らかにしている。ま
た、これに加え TPPC/UPP 複合体が、細胞
壁合成経路に影響を与える可能性が示唆さ
れていた。 
 
２．研究の目的 
 
	
 TPPC は既存薬と交差耐性を示さないこ
とから、既存薬と異なる新しい作用機序を持
つことが期待され、その作用機序を明らかに
することは社会的な問題となっている 
MRSA に対抗する極めて有用な知見を与え
ることが期待される。 
そのため、本研究では、（１）TPPC のどの
構造部位がどのように黄色ブドウ球菌に対
し、作用しているか明らかにすること、（２）
関連が予想される酵素を過剰発現した黄色
ブドウ球菌株を作成し、感受性の変化からよ
り詳細な作用機序を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 
	
 次の３つの方法で、	
 TPPC	
 の作用機序をよ
り詳細に明らかにすべく検討を行った。	
 
	
 
（１）TPPC	
 が黄色ブドウ球菌とどのように
相互作用して、抗菌活性を発現するかを明ら
かにすべく、固体	
 NMR	
 を利用して構造学的
な作用機序を明らかにする。	
 

	
 
（２）TPPC	
 の構造活性相関研究から、活性

に必須な部位を明らかにすることである。前
者は、13C-，15N-，19F などで標識した TPPC	
 が
固体	
 NMR	
 解析のためのプローブとして必要
であることから、これらを効率よく発酵生産
する条件検討を行なった。後者は、微化研日
吉支所との共同研究で、半合成誘導体を合成
し、その抗菌活性を調べることで	
 TPPC	
 の構
造活性相関を検討した。	
 
	
 
（３）これまでの検討結果から細胞壁合成の
終盤の基質蓄積パターンから関与が示唆さ
れた	
 mraY,uppP,pbp2	
 などの過剰発現株を
構築し、感受性の変化を検討した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）13C	
 および	
 15N-安定同位体もしくはフ
ッ素標識した	
 TPPC	
 を発酵生産して、固体	
 
NMR	
 を利用して分子レベルで	
 TPPC	
 の作用
機序を解析するために、上記標識体の発酵生
産条件を検討し、発酵生産を行なった。その
結果、TPPC	
 生産菌を培養する際に、13C-グル
コースあるいは 15N-アンモニアを貧栄養培地
に添加することで、それぞれマルチ安定同位
体標識された	
 TPPC	
 を発酵生産することが
できた（図１および図２。なお、天然型の TPPC	
 
の分子量は、	
 1153.6	
 m/z である）。上記条件
で	
 TPPC	
 標識体の大量培養および単離精製
後に抗菌活性を確認したところ、天然型の	
 
TPPC	
 と同等にグラム陽性菌に強い抗菌活性
を示した。	
 
	
 
図１	
 13C 標識	
 TPPC	
 の陽イオンモードでの
質量分析結果	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
図２	
 １５N 標識	
 TPPC	
 の陰イオンモードでの
質量分析結果	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
４位にフッ素が導入されたプロリンを	
 TPPC	
 
生産培地に培養３２時間後に10	
 mg/L	
 で添加
し、培養を行なったところ、生産量は僅かで



はあったが、フッ素ラベルされた７種の	
 
TPPC	
 新規類縁体が生産された。フッ素導入
TPPC	
 類縁体の単離精製を行い、NMR,	
 質量分
析および構成アミノ酸のマーフィー法によ
る解析から、フッ素が導入されていること、
ならびにどの部位にフッ素が導入されたか
について推測できた。一方で、いまだに生産
量ならびに収量が微量である。そこで、発酵
生産条件および精製条件の改良を継続して
いる。特に、4-フルオロプロリンは、TPPC	
 生
産菌に対し、培養開始後短時間であるほど、
毒性の影響が顕著に表れるため、添加時間と
添加量について様々な条件検討を進めてい
る。13C-,	
 15N-,	
 フッ素化標識体を必要量確保
した後に、共同研究先にサンプルを送り固体	
 
NMR	
 を利用して、	
 TPPC	
 のどの部位が黄色ブ
ドウ球菌に対してどのように作用している
かを明らかにする予定である。なお、フッ素
導入体は、いずれも抗菌活性を示したが、親
化合物である	
 TPPC	
 と比較して１０分の一
程度の抗菌活性であった。	
 
	
 
（２）これと並行して、微化研	
 日吉支所と
の共同研究で TPPC	
 の半合成誘導体を調製し、
構造活性相関研究を行った。TPPC	
 の分子内
には特徴的な官能基として、２つのカルボン
酸とグアニジル基が存在する。まずはカルボ
ン酸の役割を明らかにすべく、カルボン酸に
種々の化学修飾を行なったところ、どちらか
一方のカルボン酸をメチルあるいはジフェ
ニルメチルエステル化すると活性が８倍程
度低下し、双方のカルボン酸を修飾すると抗
菌活性が完全に消失することが明らかとな
った（表１）。このことから、分子内に２つ
存在するフリーカルボン酸が抗菌活性に必
須であることが強く示唆された。さらに興味
深いことに、上記ビスメチルエステル-TPPC	
 
（図３）は、標的分子との複合体形成能を失
っていることが明らかとなり（図４）、TPPC	
 
分子内のカルボン酸が、標的との結合に必須
であることが明らかとなった。（The	
 Journal	
 
of	
 Antibiotics	
 (2014)	
 67,	
 265–268;	
 
doi:10.1038/ja.2013.128）	
 
	
 
表１	
 TPPC	
 とビスメチルエステル-TPPC	
 
(BM-TPPC)の臨床分離 MRSA１０株に対する抗
菌活性	
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100

    1.56
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図 ３ 	
 TPPC	
 と ビ ス メ チ ル エ ス テ ル
-TPPC(BM-TPPC)の構造	
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図４	
 TPPC	
 とビスメチルエステル-TPPC の
質量分析による標的 UPP との結合試験	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

 
	
 
（３）メチシリン感受性黄色ブドウ球菌であ
るスミス株を用いて、細胞壁合成下流の酵素
の過剰発現株を作成したが、	
 TPPC	
 はいずれ
の変異株に対してもベクターコントロール
や親株と同じ感受性を示し、酵素過剰発現に
よる低感受性化は認められなかった。なお、
陽性対照化合物として用いたツニカマイシ
ン、バシトラシン、モエノマイシンでは対応
する標的遺伝子の過剰発現株に対し明確な
低感受性化が認められた。	
 
この他、TPPC の生物活性の検討の過程で、
TPPC	
 と既存のMRSA薬を併用することでMRSA	
 
に対し相乗的な抗菌活性を示すことを見出
し、これを特許出願した。薬剤の併用療法は、
投与量の低減による副作用の回避、耐性菌出
現の抑制、ひいては社会保障費・医療費の削
減につながるため、本知見は極めて重要なデ
ータである。	
 
今後さらに多面的に検討を重ね、作用機序の
より詳細な解明と実用化に向けた知見を積



み重ねていきたいと考えている。	
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