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研究成果の概要（和文）：我々が天然より発見した新規化合物トリプロペプチンC(TPPC) は、βラクタム剤のメ
チシリン耐性黄色ブドウ球菌 MRSA に対する抗菌活性を復活させ、相乗的に強い抗菌力を示した。ペニシリンな
どのβラクタム剤は、 高い有効性と安全性のある理想的な薬剤であるが耐性菌の出現で有用性が著しく狭めら
れた。本研究では、βラクタム剤に耐性を持つMRSAがなぜTPPC により再度感受性化したのかを明らかにした。
すなわちTPPC は、MRSA の薬剤耐性に重要な遺伝子を選択的に発現抑制することでβラクタム剤が再び殺菌力を
示すようになった。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we discovered tripropeptin C (TPPC) from microbial 
metabolite and we also found that this compound revitalizes and synergistically potentiates the 
activity of beta-lactams against MRSA. Beta-lactams are essential for our public health because of 
their potent antibacterial activity and safety. But recently drug resistant bacteria emerged and 
widespread, the availability of beta-lactams are severey restricted.  In this research, we revealed 
its mode of action, i.e., how TPPC exhibits these activity. As a results, it was revealed that TPPC 
selectively inhibited the expression of beta-lactam-inducible beta-lactam resistant genes of blaZ
(beta-lactamase) and mecA (foreign penicillin-binding protein). 
In a mouse/MRSA septicemia model, subcutaneous injection of a combination of TPPC and ceftizoxime 
demonstrated synergistic therapeutic efficacy compared with each drug alone. 

研究分野：微生物学、分子生物学、天然物化学

キーワード： tripropeptin C　βラクタム剤　薬剤耐性菌　MRSA　耐性克服　機序解析　感染症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今や世界的な耐性菌の蔓延により感染症対策は危機的な状況に入りつつある。本研究では、我々の見出したトリ
プロペプチンが薬剤耐性菌である MRSA のβラクタム剤に対する耐性を克服する機構を明らかにした。耐性化並
びにそれを解除する方法を知ることは耐性菌を克服する上で大いなる一助になる。さらに驚くべきことにマウス
のMRSA 全身感染モデルにおいてもトリプロペプチンとβラクタム併用で優れた相乗的治療効果を示した。これ
らの結果は今後の耐性菌克服を志向した創薬研究に対して重要な知見と新たな方向性を示したと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 常在性のグラム陽性細菌であるメチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)は、院内感染の主

要な起因菌であり、高齢者や術後患者などの易感染性宿主に感染し、皮膚疾患、髄膜炎、

心内膜炎、肺炎、敗血症などの重篤な感染症を惹き起こす。MRSA は、β ラクタム剤を始

め多くの薬剤に耐性を獲得しており、有効な薬剤はバンコマイシン等わずかな薬剤に限定

されるが、近年ではそれら薬剤に対する低感受性菌の増加により、新薬開発あるいは新規

の治療手段によるMRSAの克服が世界的に求められるようになった。 

 トリプロペプチン(TPPC、図 1)は、我々の発見した新規ペプチド系抗生物質で、マウス

のMRSA全身感染モデルにおいて、臨床で最も使用されるバンコマイシンよりも優れた治

療効果を示した。さらに TPPC が既存薬と異なる作用機序で細胞壁合成を阻害して抗菌活

性を示し、既存薬と交差耐性を示さないことに加え、マウスに２週間にわたる静脈内連続

投与(100 mg/kg/day)を行なったところ、全く異常が認められず、安全性が高いことが明ら

かとなり、新規抗 MRSA 薬開発にむけて前臨床研究を進めている。 

 TPPC の生物活性に関して様々な検討を重ねた結果、下記の興味深い薬剤の併用効果を

見いだした。すなわち、安全性にすぐれ、最も臨床使用される抗菌剤クラスである βラク

タム剤と TPPC 併用処理によって顕著な抗 MRSA 活性を示したことである。具体的には、

臨床分離した MRSA５株（市中型、院内型含む）と感受性株(MSSA)３株に対する１４種

の βラクタム剤（ペナム、セフェム、カルバペネム等）と TPPCの併用処理での抗菌活性

をチェッカーボード法により測定したところ、いずれのMRSAに対しても著しい相乗的な

抗菌活性を示した。TPPC とセフォチアムの相乗性を経時殺菌曲線にて検討した結果例を

図２に示した。

すなわち、単

剤では増殖に

ほとんど影響

を及ぼさない

最小阻害濃度

MICの 1/4濃

度の TPPC と

1/16濃度のセ

フォチアムを

併用すると相乗的に生菌数の著しい減少が認められた。一方で MSSAに対して TPPCと β

ラクタム剤の併用で相乗的抗菌活性は認められなかった。また、興味深いことにアミノグ

リコシドやグリコペプチドを含む他の抗菌剤と TPPCを併用してもMRSAに対して相乗性

は認められなかった。 

 TPPC と β ラクタム剤の作用機構は、ともに作用段階は異なるものの、細胞壁合成を阻

害することが明らかになっている。一方、我々の予備的な検討において、標的との結合能

ならびに抗菌活性が消失した TPPC誘導体による βラクタム剤の抗MRSA活性の賦活化が

認められた。このことは、TPPC の既知の作用機序の他に別の作用点が存在し、それが β

ラクタム剤の賦活化ならびに併用時の相乗性に関与することを示唆している。TPPC と β

ラクタム剤の相乗性の機構を明らかにすることは、MRSA感染症の克服に向けた極めて重

要な知見を与えるものと期待される。 

 



２．研究の目的 

 申請者らが見出した TPPC による MRSA の βラクタム剤への耐性克服の機構を明らか

にする。さらに申請段階では動物モデルにおいて、このような魅力的な耐性克服並びに相

乗的抗菌活性が発現されるかについては不明であったので、これについても明らかにする。

特に耐性克服の機序解明は、今後の耐性菌克服を目指す新薬創製に向けて新たな標的分子

や方向性を提供することが強く期待される。 

 

３．研究の方法 

（１）マウスの黄色ブドウ球菌全身感染モデル系の構築および感染治療試験 

 我々の見出した in vitroでの TPPC によるMRSA の βラクタム耐性克服ならびに併用に

よる相乗性がマウス体内においても観察され、治療効果の改善が見られるかは重要な課題

である。そこで動物チームと協力してマウスのMRSA全身感染モデルを構築し、併用効果

を検討した。 

 

（２）TPPC 分子中の活性必須部位の特定 

 TPPC の構造中、２つあるカルボン酸は標的であるウンデカプレニルピロリン酸との結

合に必須であり、TPPC 単剤での抗菌活性発現に不可欠である。一方で、分子中のアルギ

ニンのグアニジル基は、修飾しても抗菌活性は保持された。そこで、カルボン酸誘導体、

並びにグアニジル基誘導体を有機合成グループに合成してもらい、β ラクタムとの併用効

果をチェッカーボード法により検討した。 

 

（３）人工 MRSA の作製 

 MRSA は薬剤感受性菌 MSSA が外来の耐性遺伝子 mecA を獲得したものである。今後

の解析のために MSSA ATCC29213 株に pHY300PLK-dBla（βラクタマーゼ遺伝子欠損）シ

ャトルベクター上にクローニングした mecA 遺伝子を導入(29213-mecA)し、以降の実験に

利用した。 

 

（４）βラクタマーゼ活性阻害試験ならびに βラクタマーゼ発現誘導阻害試験 

 相乗性を示す機序として TPPC がMRSA の βラクタム分解酵素である βラクタマーゼ

を阻害する可能性が考えられた。あるいは、TPPC が βラクタム剤による βラクタマーゼ

の発現誘導に影響を及ぼすことが考えられた。そこで、ニトロセフィンを用いて TPPC の

βラクタマーゼ阻害活性ならびに発現誘導に対する影響を評価した。 

 

（５）遺伝子発現解析 

 TPPC によるMRSA の影響を解明すべく、遺伝子発現解析を行った。すなわち TPPC, β

ラクタムあるいは併用の様々な濃度を MRSA に１０分間処理し、ビーズ破砕後に mRNA 

を抽出し、逆転写後に real time PCR にて細胞壁合成関連、耐性遺伝子、二成分制御系の

遺伝子に注目して遺伝子の発現量の変化を観察した。 

 

（６）相乗性非表現型株の取得ならびに全ゲノム解析 

 チェッカーボード法で相乗効果の低い株を連続的に取得・培養を繰り返し、相乗性非表

現型株を取得した。また、相乗性を示す濃度の TPPC と βラクタムを含んだ観点平板上で



生育してくるコロニーを拾い、相乗性非表現型であることを確認したのちに以降の実験に

用いた。またこれら２方法で得られた株の全ゲノムをイルミナ社のMiSeq を用いて解読し、

親株との比較を行った。 

 

４．研究成果 

（１）マウスの黄色ブドウ球菌全身感染モデル系の構築および感染治療試験 

MRSA ATCC33591 株の全身感染モデルが構築できたので、TPPC ならびに βラクタム剤

の治療効果を検討した。なお、本モデルは薬剤投与なしでは、翌日にマウスが全て致死す

る。β ラクタム剤は多数上市されているが、検討の結果 in vitro でセフチゾキシム(ZOX)

が最も併用効果が高かったので、これを使用した。また、投与経路は皮下投与とした。単

剤での ED50値は、TPPC; 50mg/kg および ZOX; >50 mg/kg であった。一方併用投与では、

濃度依存的に治療効果が改善し、TPPC; 12.5および ZOX; 25mg/kg の併用投与で感染 10日

目の生存率は 100％であった。以上のように TPPC によるMRSA の βラクタム耐性克服な

らびに併用による相乗性がマウス体内においても観察されることが明らかとなった。 

 

（２）TPPC 分子中の活性必須部位の特定 

有機合成グループが合成したカルボン酸誘導体、並びにグアニジル基誘導体を、チェッカ

ーボード法により βラクタムとの併用効果を検討した。その結果、いずれの誘導体ともに

相乗効果が認められた。一方で、TPPC のエステル開裂体についても同様の検討を行った

ところ、抗菌活性および相乗性のいずれもが消失していた。このことから、TPPC のカル

ボン酸やグアニジル基は相乗性に必須ではないこと、ならびに環状構造が相乗性発現に重

要であることが強く示唆された。 

 

（３）人工 MRSA の作製 

親株に使用したMSSA ATCC29213 株は βラクタム誘導型の耐性機構 bla system (blaZ/I/R)

を保有おり、実験的にも β ラクタム処理で β ラクタマーゼが誘導されることを確認した。

本株に mecA 遺伝子を導入したところ、この人工 MRSA 株(29213-mecA)は各種 β ラクタ

ム剤に対し 32−512 倍の耐性を獲得した。また遺伝子発現解析により β ラクタム剤処理に

より mecA の発現上昇が確認できた。 

 

（４）βラクタマーゼ活性阻害試験ならびに βラクタマーゼ発現誘導阻害試験 

 ニトロセフィンを用いた βラクタマーゼ活性阻害試験については、陽性対象のクラブラ

ン酸およびスルバクタムがそれぞれ 0.37, 5.7 µg/ml の IC50 値を示したのに対し、TPPC は

MIC 値の 100倍濃度である 100 µg/mL でも阻害を示さなかった。 

 次にMRSA ATCC33591 株に βラクタム剤のセフォチアム(MIC; 512 µg/mL) を１µg/mL 

処理し、同時に TPPC あるいはバンコマイシン、アルベカシンを処理し、培養１時間後の

培養液中の βラクタマーゼ活性をニトロセフィン法にて検討した。その結果、対象である

バンコマイシンおよびアルベカシンは MIC 値でも阻害が見られなかったのに対し、TPPC 

は強い阻害を示し、その IC50 値は 1/16 x MICという低濃度であった。 

 

（５）遺伝子発現解析 

MRSA は β ラクタム剤を感知して外来の β ラクタム耐性遺伝子である β ラクタマーゼ



(BlaZ)およびβラクタムに低親和性の細胞壁重合酵素である mecA (Pbp2A)の発現が誘導さ

れ、βラクタム剤に耐性を示す。この 2種の耐性遺伝子 BlaZ, Pbp2A は、構造類似性の非

常に高い感知機・シグナル伝達酵素によって相互に制御され、一方の経路が活性化するこ

とで双方の耐性遺伝子の発現が誘導される。（４）の結果から、TPPC が βラクタムによる

耐性遺伝子の発現誘導を阻害する可能性が示唆されたため、BlaZ, Pbp2A シグナル伝達経

路およびその他の薬剤耐性に関わる因子の発現量を検討した。その結果、TPPC は β ラク

タムによる耐性遺伝子発現を選択的に非誘導時のレベルにまで低下させた。このほか、先

に作成した人工MRSA (29213-mecA)についても同様の実験を行なった。ベクターコントロ

ールである 29213-vector は、TPPC とβラクタム剤併用で相乗性を示さなかったことから、

相乗性発現には  mecA の存在が必須であることが示唆された。また人工 MRSA 

(29213-mecA)株について遺伝子発現解析を行ったところ、野生株 ATCC33591 の時と同様

に TPPC が βラクタムによる耐性遺伝子発現を選択的に非誘導時のレベルにまで低下させ

た。 

BlaZ, Pbp2Aの発現がないと βラクタム耐性を示さないことはすでに知られていることか

ら、TPPC による上記２つの耐性遺伝子発現抑制が βラクタム剤のMRSA に対する抗菌力

を復活させた要因であることが明らかになった。 

 

（６）相乗性非表現型株の取得ならびに全ゲノム解析 

上記（５）のように耐性克服する機構は明らかとなったが、TPPC がどの分子と作用して

そのような生物活性を示すかについては明らかとなっていない。そこで、MRSA野生株を

親株として人工的に相乗性を示さない株を作成し、全ゲノム解析で親株との変異点を調べ

ることで、作用分子の解明を試みた。その結果、細胞壁合成を調節する２成分制御系の vicK, 

RNA polymerase subunit rpoB, rpoC, 環境ストレス応答シグマ因子の sigB、排出タンパクの 

vraDE に共通して変異が見られた。現在これらの候補遺伝子群の発現解析ならびに変異導

入を行い、βラクタム耐性克服に関する知見を収集している。 
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