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研究成果の概要（和文）：抗結核薬の新たな標的として、細菌のペプチドグリカンの構成成分であるジアミノピメリン
酸（DAP）の合成経路に着目し、簡便なペーパーディスクアッセイ法による抗結核物質の探索を行った。放線菌および
糸状菌の培養抽出液約9600サンプルについてスクリーニングを行なった結果、Streptomyces sp. K12-0214の培養液中
にDAP合成経路を阻害して抗結核菌活性を示すと思われる有望な物質を見出した。活性物質の単離には至っていないが
、①活性物質は水溶性であり、酸性条件下で活性が保持される、②抗菌スペクトルは既存の抗結核薬であるリファンピ
シンおよびイソニアジドとは異なっていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To discover anti-tuberclosis drugs with a new mechanisms of action, we invented 
simple screening system that is targeted to biosynthesis pathway of diaminopimelate (DAP). We screened 
approximately 9,600 culture broths of actinomycete and fungi. As a result, we found anti-mycobacterium 
substance produced by Streptomyces sp. K12-0214. This substance is water-soluble, irreversibly 
inactivated under basic condition. Anti-microbial spectrum of this material was different from that of 
existing drug isoniadide and rifampicin.

研究分野： 応用微生物学
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様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景  
 
	 結核は、結核菌(Mycobacterium tuberculosis)
によって引き起こされる感染症である。
WHOのレポートによると、2011年には世界
で約 870万人が結核に罹患し、約 140万人が
結核を原因として亡くなっている。日本にお
いても、1990年代後半に結核患者の発生件
数、罹患率の増加が見られ、さらに最近では
代表的な結核治療薬であるリファンピシン
とイソニアジドに耐性を示す多剤耐性結核
の出現という新しい問題も生じている。その
ため、既存の薬剤とは作用部位が異なる抗結
核薬の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的  
 
	 本研究の目的は、新たな作用機序を持つ抗
結核薬の開発である。われわれは、新たな標
的として細菌のペプチドグリカンの構成成
分であるジアミノピメリン酸（DAP）の合成
経路に着目した。細菌と植物において、DAP
は lysine生合成の中間体である。この経路は
DAP 経路とよばれている(図１)。真菌やミド
リムシなどはアミノアジピン酸を中間体と
する経路（アミノアジピン酸経路）で lysine
を生合成する。また、動物は lysineの合成系
を持っていない。さらに大多数の細菌におい
て、DAPは lysine生合成の中間体であるとと
もに細胞壁の構成成分である。そのため、こ
の経路を阻害する物質は、細菌に対して選択
性が高く、副作用の少ない薬剤になる可能性
が高い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 また、現在使用されている代表的な結核治
療薬であるリファンピシンとイソニアジド
は、それぞれ RNA 合成開始とミコール酸合
成に対する阻害剤であり（表 1）、DAP 経路
は全く新しい標的であることから、この経路
を阻害する物質が見つかれば、多剤耐性結核
に罹患した患者の治療に非常に有効である。
また、作用機序の異なる薬剤を組み合わせて
用いる事は、耐性菌の出現頻度を抑える効果
がある。 
	 抗結核薬物質の探索源として放線菌およ

び糸状菌の培養液を用いた。培養液には、多
様な構造を持つ二次代謝産物が含まれてお
り、候補物質の探索源として非常に有望であ
る。さらに、保有している 280の天然物（化
合物）も合わせて評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法  
	 
(1)	 微生物の培養抽出液を用いたスクリー
ニング	 
放線菌および糸状菌の培養	 
	 液体培地（10	 ml）および固体培地(5	 g)が
入った試験管に、土壌や植物の根などから分
離した放線菌および糸状菌を植菌し、培養を
行なった。培地組成を表２に、培養条件を表
３に示した。培養温度は 27℃、振盪培養は、
300	 rpm で行なった。	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
培養抽出液および検定プレートの作製とペ
ーパーディスクアッセイ	 
	 培養液にエタノール 10ml を加えて混和し、
菌体内の成分を抽出した。その後遠心（3,000 
rpm, 10分）して得た上清（50 % EtOH溶液）
を培養抽出液とし、スクリーニングに供した。
検定プレートは、菌液を混ぜた寒天培地を角

表１　主要抗結核薬の作用機序

イソニアジド Catalase-peroxidase 活性阻害

ミコール酸（細胞壁成分）合成阻害

リファンピシン RNA合成開始阻害

ストレプトマイシン タンパク合成阻害

エタンブトール アラビノガラクタン（細胞壁成分）
合成阻害

ピラジナミド 脂肪酸合成阻害

レボフロキサシン DNAジャイレース阻害

その他

培地 培養条件

30, 51, 54, 57 27 ℃、６日間振盪培養

F8, F40 27 ℃、６日間振盪培養

F38 27 ℃、3日間振盪培養後、
室温(25℃)で10日間静置培養

F36 室温(25℃)で13日間静置培養

放線菌

糸状菌

表３　培養条件
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図１　細菌や植物の !"#$%&'合成経路

F8Q 培地 
 
Soluble starch  3.0%  
Glycerol   1.0%  
S.B.M,   2.0%  
Dry yeast   0.3%  
KCl    0.3%  
CaCO3   0.2%  
MgSO4・7H2O  0.05%  
KH2PO4   0.05%  
Quercetin   0.03%  
 Tap water　 pH 6.5 

F36 培地  
 
イタリア米  5g/本  
昆布茶溶液*  5mL/本  
 
*昆布茶溶液  5g/50 mL 

F40 培地 
 
リブレフラワー  3.0%  
Sucrose   1.0%  
Yeast extract   1.0%  
Glycerol   0.5%  
NaNO3   0.5%  
Ammonium acetate  0.2%  
FeSO4・7H2O   0.001 % 
 ZnSO5・7H2O  0.001 % 
Sodium valproate  0.02% 
 Tap water  pH 6.0 

F38 培地 
 
Sucrose   3.0%  
Soluble starch  3.0%  
Malt extract   1.0%  
Ebios    0.3 %  
MgSO4・7H2O  0.05%  
KH2PO4   0.5%  
 Tap water  pH 6.0 

30 培地   
 
Glucose   0.1% 
Starch   2.4% 
Peptone   0.3% 
Meat extract   0.3% 
Yeast extract   0.5% 
CaCO3    0.4% 
Trace metals sol.     1mL / L   
Tap water,   pH無調整        

57 培地 
  

Glucose  2.0% 
Peptone  0.5% 
Dry yeast  0.3% 
Meat extract  0.5% 
NaCl   0.5% 
CaCO3  0.3%      
 Tap water,      pH7            

     　   51 培地 
  

          Glucose        0.5% 
 C. S. P.        0.5% 
 Oatmeal        1.0% 
 Pharmamedia      1.0% 
 K2HPO4        0.5% 
 MgSO4・7H2O     0.5% 
 Trace metals sol.     1mL / L   

 　　　　　Tap water,      pH7                        

　　　 54 培地 
 

 Soluble starch  2.0% 
 Glycerol   0.5% 
 （特）脱脂小麦胚芽  1.0% 
 Meat extract   0.3% 
 Dry yeast   0.3% 
 CaCO3    0.3% 

　　　    Tap water,   pH無調整

表２　スクリーニンングに用いた培地の組成



形シャーレに流し込んで作製した。丸形紙片
（ペーパーディスク）に培養抽出液 50 µℓ	 を
しみこませ、風乾した。プレートにのせて培
養（37 ℃、24-48時間）した後、ディスクの
周りに形成された阻止円を観察し、判定した。	 
一次スクリーニング	 	 
	 	 結核菌と同じ Mycobacterium属に属し、非
病原性である M. smegmatis を用いてペーパ
ーディスクアッセイを行った。阻止円を示す
サンプルを一次スクリーニング通過とした。	 
二次スクリーニング（5種抗菌アッセイ）	 
	 DAP 合成経路の違い（図 1 参照）を利用し
て、Mycobacterium と同じスクシニラーゼ経
路をもつ菌に抗菌活性を示すようなサンプ
ルを選択した。すなわち、スクシニラーゼ経
路を持つ M. smegmatis, E. coli,	 アセチラーゼ
経路を持つ S. aureus,アミノアジピン酸経路
を持つ M. racemosus と C. albicans の計５種
の菌を用いてペーパーディスクアッセイを
行い、M. smegmatisと E. coliにのみ阻止円を
示すサンプルを二次スクリーニング通過と
した（図２）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(2)	 活性物質の単離、精製	 
酢酸エチルまたは n-ブタノールによる抽出	 
	 培養抽出液をエバポレーターにかけてエ
タノールを留去した後、等量の酢酸エチルま
たは n-ブタノールを加えて混和し、有機溶媒
層と水層に分配した。	 
性状確認試験及び再培養	 
	 スクリーニングで選択した候補サンプル
について、中性、酸性、塩基性の条件で酢酸
エチルによる抽出試験を行い、有機溶媒層と
水層を用いてペーパーディスクアッセイを
行なった。さらに三角フラスコを用いて再培
養を行い、抗菌活性の再現性を確認した。	 
活性炭カラムを用いた分画	 
	 酢酸エチルで分配した水層を、活性炭カラ
ムを用いて分画した。溶出は、H2O, 50% 
acetone, 100% acetone（いずれも塩酸で約 pH3
に調整した）で行なった。	 
薄層クロマトグラフィー	 (TLC)	 による分離、
かきとりと抽出	 
	 活性炭 50% acetone溶出画分を、セルロー
ス TLC (Microcrystalline cellulose CEL 400-10, 
MACHEREY-NAGEL, 20 x 20 cm)	 を用いて分

離した。開始点より 1 cmずつ区切って樹脂を
かきとり、試験管に入れた。0.1% TFA溶液を
加えて混和し、遠心後上清を回収して抽出液
とした。抽出は３回行った。 
HPLCによる分離	 
	 TLC 画分の抽出液をポリマー系逆相カラ
ム（Shodex ODP-2 HP-4E, Showa Denko, 4.6 φ x 
250 mm）を用いて HPLC で分離した。溶出は、
MeOH / 0.1% TFA	 (アイソクラティックモー
ド)	 で、カラム温度は 40℃、流速は	 1 ml / min、
検出は 254 nmで行なった。	 	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 スクリーニング結果	 
	 放線菌および糸状菌培養抽出液、化合物、
計約 9600 サンプルについてスクリーニング
を 行 な っ た 。 ５ 種 の 菌 (Mycobacterium 
smegmatis, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Mucor racemosus, Candida albicans)	 
に対してペーパーディスクアッセイを行い、
結核菌と同じスクシニラーゼ経路をもつ M.	 
smegmatis と E. coliの２菌にのみ生育阻害を
示すサンプル（二次通過サンプル）が、放線
菌より 11、糸状菌より１、計 12 サンプル見
出された。また、化合物（約 280）では、
pyridomycin	 が二次スクリーニングを通過し
た（表４）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(2)	 二次通過サンプルの性状確認試験及び
再培養	 
	 二次通過サンプル（12 サンプル）について、
中性、酸性、塩基性の条件で酢酸エチルによ
る抽出試験を行った。その結果、放線菌のサ
ンプルは、全て水層に活性が見られたことか
ら、これらの活性物質は極性の高い水溶性物
質であると予測された。糸状菌のサンプルで
は酢酸エチル層に活性がみられたことから、
活性物質は極性の低い脂溶性物質であると
予測された。このうち放線菌の 4 サンプル
（K12-0214 (30), K12-0214(54), K15-0178(57), 
K15-0182 (57)）、および糸状菌の１サンプル
（FKI- 7277(F8Q)）について三角フラスコ（培
養容量は 100 ml / 本）を用いて再培養を行っ
た。その結果、放線菌のサンプルK12-0214 (30), 
K12-0214(54)	 は三角フラスコ培養抽出液で
も活性が再現した。糸状菌のサンプル
FKI-7277(F8Q) は、三角フラスコ培養では活
性が再現せず、大試験管（培養容量は 10 ml / 
本）で培養したサンプルにのみ活性が見られ
た 。 放 線 菌 の サ ン プ ル K15-0178(57), 
K15-0182(57) は三角フラスコ、大試験管培養
のいずれにおいても活性が再現しなかった

図2　スクリーニングの手順

表４　スクリーニング結果

サンプル数 一次通過 二次通過

放線菌

糸状菌

!"#$

%&$'

!(%)*

&)""

%)

!"+#!,(-'!./

"()!,'-$!./　

!(*&

+!,01234561738/!

!++!,!*-"$!./

!+!,!*-*"!./

!+%!,*-+'!./

精製品



（表５）。 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(3)	 Streptomyces sp. K12-0214	 株が生産する
活性物質の精製	 
	 Streptomyces 属と推定された K12-0214 株
の(54)培地培養抽出液から、活性物質の精製
を進めた。この候補サンプル中に含まれる活
性物質は、酢酸エチル、n-ブタノールを用い
た抽出試験では水層に分配され、限外ろ過
（Amicon Ultra 0.5 ml 3K, Millipore）による分
画では、分子量 3K 以下の画分に活性が見ら
れたことから、水溶性低分子物質であると予
測された。また、塩基性条件下では、加熱
（50℃、１時間）により活性が消失すること
が明らかになった。	 
	 活性物質を単離するために、三角フラスコ
（培養容量は 100 ml / 本）にて大量培養し、
活性物質の精製を進めた結果、活性物質は酢
酸エチル抽出後の水層に含まれ、活性炭に吸
着し、酸性 50 %アセトンで溶出された（図２）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 酸性 50 %アセトン画分をセルロース薄層
板を用いてピリジン：n-ブタノール：酢酸：
水を種々の割合で混合した溶液で展開条件
を検討した。その結果、n-BuOH : ピリジン : 
酢酸	 : H2O = 15 : 10 : 3 : 11の条件で夾雑物と
分離することができた。また、活性物質は
Shodexカラム（ポリマー系逆相カラム）で非
吸着画分に溶出された（図３）。	 
	 また、Shodexカラムで分画する際に酸を添
加しない条件で溶出すると活性が消失する

こと、分取後に酸を添加しても活性は回復し
ないことから、中性および塩基性状態で不可
逆的な変化（分解や構造の変化）が起ってい
る可能性が示唆された。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
 
(4) 粗精製画分（50 %アセトン溶出画分）と
既知物質との抗菌スペクトルの比較 
	 凍結乾燥した粗精製画分（50 %アセトン溶
出画分）を用いて発育を阻止する最少量を測
定し、他の抗生物質の抗菌スペクトルと比較
した（表５）。 

rifampicin 

RNA polymerase inhibitor

isoniazid 

enoyl-ACP reductase (InhA) inhibitor

pyridomycin

M. smegmatis�

M. racemosus�

C. albicans�

S. aureus�

E. coli �

rifampicin isoniazid

minimun inhibitory amount  ( mg/disk)

> 100 > 100

< 0.0064 > 100

0.8 > 100

> 100 > 100

4

pyridomycin

> 100

20

4

> 100

0.8

gentamicin

> 100

0.16

0.032

100

0.80.8

assay strains
K12-0214 

50 % acetone 画分

> 100

> 100

20

> 100

40

表５　既存薬剤との最少発育阻止量の比較

 
 
	 その結果、スクシニラーゼ経路を持つ M. 
smegmatis, E. coli, に対してそれぞれ 40, 20 
µg で発育を阻止したが、アセチラーゼ経路
を持つ	 S. aureus,	 アミノアジピン酸経路
を持つ M. racemosus と C. albicans に対して
は、100 µgでも発育を阻止しなかった。この
抗菌スペクトルは、今回検討した 4つの抗生
物質のいずれとも異なっていた。また、化合
物の中で唯一、二次スクリーニングを通過し
た pyridomycin もM. smegmatisと E. coliの２
菌に活性を示した。Pyridomycinは isoniazid
と同様に enoyl-ACP reductase (InhA) inhibitor
であると報告されている（Hartkoorn R.C. et al. 
EMBO Molecular Medicine 4, 2012, 1032-1042）。
しかし、今回の結果から、pyridomycinは InhA
の他にも作用点を持つことが考えられ、この

表５. 抽出試験、再培養の結果

K12-0214 (30),(54)
K14-0050 (56),(57)
K14-0095 (51),(54),(57)
K14-0102 (51)
K14-0158 (51)
K15-0178 (57)
K15-0182 (57)
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図２　精製スキーム　①
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スクリーニングの標的である DAP経路を阻
害している可能性も示唆された。 
	 また、発育を阻止する最少量の測定には至
っていないが、Shodexカラムによる分離で得
られた活性画分も同様の特性を保持してい
ることが確認された。さらに回収率のよい精
製方法を検討し、構造決定に必要な量の獲得
をめざしていく。 
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