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研究成果の概要（和文）：本研究は、感染症の難治化・慢性化をもたらす抗菌薬抵抗のdormant cellに作用する
治療薬の創生を目指して、候補化合物の探索を行った。原理は、ClpPがdormant cellの増殖再開に関与すること
を示した我々の研究成果に基づいており、ClpP活性化化合物を探索し、ヒット化合物について抗菌活性を評価し
た。候補化合物のひとつACP1bは、排出ポンプ阻害剤との併用により、緑膿菌を含む多種の細菌に抗菌活性を示
した。本結果は、ClpP活性化物質がdormant cellに作用して抗菌活性を発揮しうることを示唆しており、難治性
慢性感染症治療薬の開発に貢献するものである。

研究成果の概要（英文）：Chronic infection is often difficult to treat, even when caused by a 
pathogen that is not resistant to antibiotics. In most cases, chronic infections are accompanied by 
dormant persisters. In this study, we aim to identify anti-persister compounds toward a goal of 
development of antibiotics for chronic infection. Our previous studies on ClpXP protease allowed us 
to hypothesize that the dysregulation of proteolysis by activation of ClpP core in the absence of 
the regulatory ClpX may corrupt physiology of dormant persisters. We conducted high-through-put 
screening of compounds with activity provoking ClpP by exploiting the chemical libraries. We have 
found that one of the hit-compounds, ACP1b with originally no anti-bacterial activity can kill a 
variety of bacteria including an opportunistic pathogen P. aeruginosa, in combination with an 
inhibitor of bacterial efflux-pump. This study will provide innovative perspectives on developing a 
new class of antibiotics to treat chronic infection.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 

World Health Reportは、世界の年間死亡

数は約 5700万人（2008年統計）、その最大

の死因は感染症であると報告している。日

本では、肺炎による死亡者数が、がん、心

疾患に次いで第 3位となった（2011年の人

口動態統計）。感染症の制御は、地球規模

で対応すべき喫緊の課題となっている。日

本を含む先進国での感染症の特徴のひとつ

は、医療の高度化に伴う慢性化・難治化の進

行である。この現象には、様々な因子が関連

しているが、とりわけ抗菌薬による化学療法

が功を奏しない事態は最も深刻である。抗菌

薬で慢性感染菌を排除できない根本的な理

由は、細菌が慢性感染部位で代謝を止めて休

眠状態をとっていることにある。すなわち、

既存の多くの抗菌薬は、増殖中の細菌の代謝

に作用して菌を死滅させるが、休眠中の細菌

（dormant cellあるいは persisterと呼ばれる）

は、代謝を止めているがゆえに抗菌作用から

逃れ、持続的な感染を可能にしている。従っ

て難治性慢性感染症の治療には、休眠状態の

菌の増殖を再開させ、既存の抗菌薬への感受

性を誘導する薬剤(Anti-persister drug)の開発

が不可欠と考えられる。本研究では、難治性

慢性感染症治療法の創成を目指して、治療薬

のシードとなる Anti-persister化合物の探索・

同定を企図した。 

本研究の着想は、申請者らの長年にわたる

ClpPに関する研究成果に基づいている。ClpP

は多くの細菌に高度に保存された重要な

ATP-dependent Proteaseである。我々はこれま

で、ClpPが細菌の多様な機能タンパク質を特

異的に認識・分解することにより、細菌の生

育に重要な役割を果たすことを報告してき

た。中でも本課題に関連する重要な発見は、

飢餓状態で一旦増殖を停止した細菌が、栄養

を得て増殖を再開するために ClpP によるタ

ンパク分解が重要となることである（Fig.1）

この事実は、ClpP 活性化物質が dormant cell

を抗菌薬感受性の増殖細胞に転換させる可

能性を示唆している。 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、上記の事実に基づき、ClpP活

性化物質の中から、dormant cellの増殖を再開

させて抗菌活性を発揮する薬剤、あるいは既

存の抗菌薬の有効性を高める薬剤のシード

となる Anti-persister化合物を同定することを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) in vitro ClpPプロテアーゼ活性測定システ 

ムの構築：ClpP 高発現大腸菌を用いて、

ClpPの大量精製を行った。ClpXPの特異的

基質タンパク質として用いる GFP-SsrA を

高発現大腸菌より分離し精製した。ClpPの

非特異的基質として FTC-caseinを用いた。 

(2) ClpP活性化化合物の探索：「千葉大学分子

キラリティ研究センター」より提供された

化合物ライブラリィを対象に、ClpP 活性

化物質の探索を行った。 

(3) 抗菌活性の測定：候補となった化合物の 2

段階系列希釈液を用い、定法に基づきMIC

（最小発育阻止濃度）を測定した。  

 

４．研究成果 

(1) in vitro ClpPプロテアーゼ活性測定システ

ムの構築：ClpPの高発現系を構築し、これを

用いて大量精製に成功した。ClpP の活性を、

特異的基質 SsrAの分解活性で確認した。SsrA

は、シャペロン ClpX により特異的に認識さ

れた後、ClpPプロテアーゼドメインに輸送さ
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Fig.1 ClpP is responsible for restarting growth of 
glucose-starved cells. 



れて分解される（Fig.2）。 
 

 
 
Fig. 2. Schematic presentation of recognition and 
degradation of specific substrate by ClpP protease with 
ClpX Chaperones. ClpP is a cylindrical serine protease, 
which can form complexes with the ATPase chaperone, 
ClpX. The chaperones bind to target proteins, unfold 
them, and thread them into the ClpP proteolytic 
chamber. In the absence of the chaperones, ClpP alone 
can efficiently degrade small peptides of up to about 
30 amino acids.  
 

蛍光タンパク質 GFP を融合させた SsrA の

ClpXPによる分解反応（蛍光の消失）は時間

に依存して進行したことから、ClpPは活性体

として精製されたと結論付けた（Fig.3）。 

 
 

 

ClpPは、ClpX ATPase非存在下では非特異

的基質 caseinを分解することができる。あら

かじめ FTC で標識した FTC-casein を基質、

精製した ClpP 標品を用いて、ClpP 活性化化

合物のスクリーニング系を構築した。 

 

(2)ClpP 活性化化合物の探索：構築した in 

vitro ClpP プロテアーゼ活性測定法を用い、

「千葉大学分子キラリティ研究センター」よ

り提供された化合物ライブラリーについて

ClpP 活性化物質のスクリーニングを行った

が、用いたライブラリーの中からは顕著な活

性を示すものは見出せなかった。 

 

(3)カナダ Toronto大学Houry教授との ClpXP

に関する共同研究過程で見出された ACP1b

は、ClpPによる FTC-caseineの分解を濃度お

よび時間依存的に増加させた（Fig. 4）。 

 

 
Fig. 4. Degradation of FTC-casein by ClpP protease in 
the presence of different amounts of ACP1b 
 

(4) ACP1b の抗菌活性および排出ポンプ阻害

剤併用効果：黄色ブドウ球菌と大腸菌に対す

る ACP1b の MIC（最小発育阻止濃度）は、

ともに 128mg/L であり、抗菌活性は認めら

れなかった。 

多くの抗菌薬がグラム陰性菌に作用しな

い要因として、RND型排出ポンプの存在が知

られている。本研究では RND 型排出ポンプ

構成因子である AcrB を欠損させることによ

り大腸菌は ACP1bに感受性（MIC,  1mg/L）

となることを見出した。さらに、RND型排出

ポンプ阻害剤 PAβNとの併用により、ACP1b

は大腸菌に抗菌活性を示すことを見出した。

すなわちMICは、ACP1b単独では 128mg/L

であったのに対し、併用により  1mg/Lに低

下した。又、ACP1bはポンプ阻害剤との併用

により、病原性大腸菌 O157、サルモネラ、

さらに各種の抗菌薬に耐性な日和見感染菌

の緑膿菌にも抗菌活性を示すことが明らか

となった。 

 本研究の結果は、ClpP活性化化合物が、新

たな作用機構に基づく抗菌薬の候補となる

可能性を示唆しており、難治性慢性感染症治

療薬の開発に大きく貢献するものである。 
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Fig. 3. Specific degradation of GFP-SsrA by ClpP 
protease in the presence of ClpX chaperone  
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