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研究成果の概要（和文）：ゲノムマイニング技術を用いて新たな擬天然化合物生合成経路を確立、得られた化合
物群から抗HIV活性を発揮する化合物を同定した。また、有用な治療薬スクリーニング系が存在しないAdVや結核
菌に対する迅速・簡便なスクリーニング系の開発を行った。更に、世界中で増加傾向にある薬剤耐性菌 (AMR) 
に対して有効な治療薬の開発基盤を構築するために既存の抗菌薬とは異なるタンパクを標的とした化合物の同定
や作用機序の解明に成功した。本成果は、今後起こり得るパンデミックや、現在問題となっているAMRといった
様々な感染症災害から国民の衛生・健康を守り、創薬分野が抱える問題解決に資する成果である。

研究成果の概要（英文）：Molecular and structural diversities of natural compound have been required 
to expand for drug development. Here, we produced novel natural derivatives by the biosynthetic 
pathway remodeled by genome mining technology and identified novel anti-HIV agent. We established a 
simple and rapid screening method to develop antiviral agents against adenovirus, which caused 
epidemic keratoconjunctivitis. Additionally, we also identified several novel classes of 
antibacterial agents, which blocked uridine kinase, thymidine synthetase and serine hydroxymethyl 
transferase. Moreover, anti-viral and -bacterial mechanisms of compounds we identified were analyzed
 by time-of-addition method and crystal structural analysis. These results are important not only to
 expand molecular and structural diversities of natural compounds but also to develop therapeutic 
agents against antimicrobial resistances, unpredictable outbreaks and wildly destructive health 
consequences. 

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス学　薬学　感染症　天然物　化学合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究における天然物の生合成経路を人工的に拡張させる手法は、現在、創薬分野で問題となっている化合物の
多様性枯渇に対する有効な解決手段となる。新規作用機序を持つ抗HIV薬や抗菌薬の新規標的タンパクの同定と
いった研究成果は、薬剤耐性を有する微生物に対する新薬開発の発展に資する。流行性角結膜炎の原因となるア
デノウイルスに対して簡便かつ迅速に治療薬候補の同定が可能となるスクリーニング系を開発した。化合物ライ
ブラリーの多様化、標的タンパクの同定、スクリーニング系の開発や治療薬候補化合物の同定など本研究成果は
重要な創薬基盤であり、将来、パンデミックを起こし得る新興・再興感染症への対策に資する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ノーベル賞受賞につながった抗 PD-1 抗体などの抗体医
薬、そして CAR-T 療法などの細胞療法は、その有効性と
引き換えに医療費高騰を招いている。また基盤となる小分
子新薬は、近年、多様性に富む化合物ライブラリーが枯渇
しつつあり、開発数が年間 20 剤を下回るようになった。 

これまで日本が中心的に行ってきた植物・微生物から地
道に分離・精製された未知の構造を有する天然物は、アカ
デミア独自の有用なライブラリーである（図 1）。ノーベル
賞を獲得した大村博士が開発したイベルメクチンだけで
なく、ペニシリン（抗生剤）、タクロリムス（免疫抑制剤）、
パクリタキセル（抗がん剤）、スタチン（高脂血症治療薬）
など臨床使用されている薬剤の約4割は天然物由来であり、
さらなる化学修飾・改変を加え、強力な薬効と安全性を確
保した薬剤が多数実用化されている。このように植物・微

生物は、我々が想定できない複雑な天然物を生合成する能力を有しているが、以前と比べて新規
天然物の分離は限られてきている。多様性に富んだ植物・微生物の宝庫である東南アジアやアフ
リカ諸国なども現在では植物資源の輸出に非常に慎重で制限をかけており、新たな天然物を見
出すことを困難にしている。このままでは、画一的なコンビケム・クリックケミストリーに留ま
り、画期的な創薬研究は不可能となってしまう (図 2)。 

興味深いことに動物細胞と同様に、植物や微生物においてもそのゲノムに含まれる半数以上
の遺伝子は平時にサイレンシングされている。それらは成長の一過程もしくは感染などの非常
時に発現が誘導され、個体にとって有利（生体防御など）に機能する。これらの遺伝子群には天
然物の合成酵素も多くコードされている。特に強力かつ画期的な生物活性を有する天然物を生
合成する酵素などは、平時の発現が制限もしくは発現自体されていないことが容易に想定され
る。つまり、サイレンシングされている遺伝子群の活性化や覚醒は、重要な生物活性を有する多
様性に富んだ天然物の取得に資するはずである。 
 
２．研究の目的 
これまでに確立した天然物単離法

を学理的に発展、効率化させ、分離さ
れた天然物の微生物や悪性腫瘍に対
する薬効スクリーニングを行い、ヒ
ット化合物の作用機序を順次明らか
とする。そのため天然物分離・同定の
専門家と生物活性を検討するグルー
プが分野横断的に協働で行う。 

本研究の独自性・創造性は、サイレ
ンシングされている遺伝子群を活性
化・覚醒させ、重要な生物活性を有す
る天然物の単離を容易化・効率化に
する点とこれまで検討されてこなか
った微生物などに独自のスクリーニ
ングを行う点の 2 点である。 
 
３．研究の方法 
概要： 東北大学大学院薬学研究科・附属薬用植物園では多様な植物を所有している。本園で栽
培される種々の植物から新たな微生物を分離する。これらの培養において既存の tricostatine 
A （TSA）や 5-aza-2'-deoxycytidine（5-aza-dC）に限らず、新規に同定されたサイレンシング
阻害剤を試す。本法で得られる微生物抽出物に含まれる成分を HPLC で分析し、半精製抽出物の
抗微生物・抗ガン作用等の生物活性を調べる。また、外来遺伝子を導入し二次代謝産物の生合成
経路を改変・再設計し、人工的な天然化合物 (擬天然化合物) の生合成を行う。得られた化合物
の抗菌活性、抗ウイルス活性の評価および作用機序解析を行った (図 3)。 

◆ 擬天然化合物の合成： 近年明らかになった糸状菌のゲノム情報を基に、糸状菌が生成する二
次代謝産物の生合成経路を改変し擬天然化合物の合成を行った。様々な外来遺伝子を導入し
生合成経路を改変した糸状菌から二次代謝産物を抽出、ライブラリーを構築した。また、サ

 

図２. 本申請の創薬・chemical biology の方針 
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イレンシング阻害剤を加えた培養液中 (ストレス環境下) で培養した細菌由来の抽出物に含
まれる化合物を、HPLC を用いて分離精製し化合物ライブラリーを構築した。 

◆ 抗ウイルス活性評価： ヒト免疫不全ウイルス (HIV)、B型肝炎ウイルス (HBV)、ヘルペス
ウイルス (HSV)、アデノウイルス (AdV)、EB ウイルス (EBV)、新型コロナウイルス (SARS-
CoV-2)に対する抗ウイルス活性評価を実施した。HIV と AdV に関しては MT-2 細胞、HBV は
HepG2.2.15 細胞、HSV は RPMI8223 細胞、EBV については KAI-3 細胞、SARS-CoV-2 に関しては
VeroE6/TMPRSS2 を使用した。各細胞株をウイルスおよび種々の濃度の化合物存在下で培養 
(37℃, 5% CO2, 5 日間インキュベート)した。 活性評価は、定量 PCR (qPCR) 法を用いた培
養上清中のウイルス量検出、MTT 法による細胞生存率の測定を使用した。HIV に関しては、
MAGI 細胞を用いた作用機序の同定も行った。 

◆ 抗菌活性評価： Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis
および Escherichia coli の 4菌種に関して活性評価を行った。各細菌を羊寒天培地に塗布
し、一昼夜 37℃で培養した。培養後の細菌を McF 0.5 (E. faecium と E. faecalis は 1.0) 
となるように調整した菌液を、 Mueller-Hinton (MH) 培地を使用し 200 倍に希釈した。希釈
後の菌液を化合物存在下、非存在下で 37℃、18 時間 (E. faecium と E. faecalis は 24 時
間) 培養した。 培養後の菌液の濁度 (OD600) を測定し化合物の活性を評価した。 

◆ 結晶構造解析： 抗ウイルス活性または抗菌活性を示した化合物の内、標的タンパクが特定
できたものに関しては、標的タンパクを分離・精製し化合物とともに結晶化を行った。得ら
れた結晶に X 線を照射して得られた回折画像をもとに三次元構造を特定した。X 線を用いた
実験は、兵庫県播磨市にある大型放射光施設 (SPring-8) で行った。 

 
４．研究成果 
◆ 新規化合物の合成 

 ・ 擬天然化合物の合成： 遺伝子情
報を基にしたゲノムマイニング技
術を用いて天然物合成経路の再構
築を行った。糸状菌に外来遺伝子
を導入し、天然経路に本来糸状菌
が持たない酵素を追加して合成経
路を拡張した。糸状菌の持つ
decalin-containing diterpenoid 
pyrones (DDPs) の合成経路を拡
張し新たに複数の新規 DDPs 誘導
体が生合成性されたことを確認し
た  (Nature communications, 
2020, doi:10.1038/s41467-020-
15664-4)。サイレンシング阻害剤
を加えた培養液中で培養した細菌
由来の抽出物に含まれる化合物を、HPLC を用いて分離精製し化合物ライブラリーを構築し
た。 

◆ 化合物スクリーニング系の構築 

 ・ 抗 AdV 薬の簡便・迅速なスクリーニング系を構築： AdV は様々なヒトの組織に感染し、
胃腸炎、結膜炎、心筋炎、肺炎及び肝炎を引き起こす。健常人に感染した場合、大部分の AdV
感染症は自然に治癒するが、免疫抑制患者にとって AdV 感染症は生命を脅かす疾患となり
うる。また、AdV の角膜及び結膜への感染は流行性角結膜炎 (EKC) の原因として知られて
いる。本研究では、抗 AdV 活性を有する化合物を簡便にスクリーニングする実験系の構築
を行った。ヒト白血球由来の MT-2 細胞株に AdV を感染させ、5 日後に MTT 試薬を用いて生

担当： 菊地・浅井          児玉・林               児玉 

 

図３．研究代表者と分担者の具体的な研究の流れ 

図 4 ゲノムマイニングによる生合成経路の拡張 
(Nature Communications, 2020, doi:10.1038/s41467-020-15664-4) 



存細胞を検出する手法を新たに構築した (Antiviral Chemistry & Chemotherapy, 2020, 
doi: 10.1177/2040206620921319)。これまで AdV の抗ウイルス活性評価には、接着細胞を
用いたプラーク法や qPCR 法を用いていきたが、本手法では浮遊細胞である MT-2 細胞を用
いており、抗ウイルス活性の検出も MTT 法を使用するため実験にかかる時間や煩雑な実験
操作を必要とせず迅速な化合物スクリーニングが可能となる。 

 ・ 抗結核菌薬の簡便なスク
リーニング系を構築： 
試験管内での結核菌の増
殖速度が遅い事を利用
し、結核菌に対して殺菌
効果有する化合物を迅速
にスクリーニングする手
法の開発を行った。殺菌
効 果 の 検 出 に は 、
Microbial Viability 
Assay Kit-WST 
(Dojindo) を使用した。
実験系の構築には結核菌
ではなく BCG を用いた。
結核や BCG に対し殺菌作
用が報告されているリフ
ァンピシン (RFP) を陽性コントロールとし、5-fluoro-2'-deoxyuridine (5-FdU) が BCG
に対して殺菌作用を発揮するかどうかを検討した。薬剤存在下で BCG を 24 時間培養後、染
色試薬を添加、24 時間後に OD450を測定した (図 5)。結果、陽性コントロールとして用いた
RFP は BCG に対して殺菌作用を示した。また、5-FdU (EC50 = 1.1 μM) に関しても RFP (EC50 
= 0.16 μM) より殺菌効果は弱いものの BCG に対して薬効を示した。本研究により、殺菌
効果を発揮する化合物に関しては48時間という短期間で BCGに対する化合物の抗菌活性を
検出するスクリーニング系が構築できた。 

◆ 化合物スクリーニング 

 ・ 新規抗 HIV 剤の同定： 分担研究者の浅井等によって合成された擬天然化合物を用いて様々
なウイルスに対する活性評価を実施した結果、HIV に対して高い活性を発揮する化合物を同
定した。MAGI 細胞を用いた time of addition 法により作用機序の解析を行った結果、同定
した化合物がウイルス感染における前期過程を阻害することを明らかにした (Nature 
Communications, 2020, doi:10.1038/s41467-020-15664-4)。日本たばこ産業 (JT) によっ
て合成された化合物が HIV のインテグラーゼを阻害し、既存のインテグラーゼ阻害剤とは
異なる作用機序を示すことを明らかにした (Journal of Virology, 2022, doi: 
10.1128/JVI.01843-21)。 

 ・ 新規抗菌薬の同定： 近年、これまでに開発されてきた種々の抗菌薬に対する多剤耐性菌 
(AMR) の出現が人類の新たな脅威となっている。AMR に起因する死亡者数は、このまま何も
対策が講じられない場合、2050 年には現在の癌の死亡者数を大きく上回り、1000 万人を超
えると予想されている。今回、我々はピリミジン誘導体が薬剤耐性グラム陽性菌に高い抗菌
効果を発揮し、既存の抗菌薬と交叉耐性を持たない事を示した (ACS Infectious Diseases, 
2020, doi: 10.1021/acsinfecdis.9b00305)。 ピリミジン誘導体を含む核酸誘導体は、抗
ウイルス薬や抗がん剤として使用されている。本研究では、5-FU に代表されるピリミジン
系抗癌剤をプローブとして用い、ピリミジン系の核酸医薬品が薬剤耐性を獲得したグラム
陽性菌に高い抗菌作用を示す事を明らかにするとともに、これらの化合物が細菌のチミジ
ン合成酵素を標的としチミジン合成阻害によるチミン欠損死 (thymineless death) 誘導
により抗菌活性を発揮する事を明らかにした。一方で、同じくピリミジン系抗癌剤であるゲ
ムシタビン (dFdC) は、他のピリミジン誘導体とは異なりチミジン合成酵素ではなくシチ
ジンリン酸化酵素を阻害していた。本研究成果は、AMR に対抗する新たな抗菌薬開発に資す
る。 

 ・ 新規抗菌薬標的の同定： 葉酸サイクルを介した 1炭素 (1C) 代謝は、原核および真核細
胞に共通する代謝経路であり、葉酸サイクルを介して生命活動に必須となるアミノ酸や核
酸の合成、エピゲノム制御に関与している。1C 代謝において重要な役割を果たすセリンヒ
ドロメチルトランスフェラーゼ (SHMT) と呼ばれる酵素は、近年、抗マラリア薬や抗がん
剤の標的として注目されている。一方で、抗菌薬の標的タンパクとしての評価は行われてい
ない。我々は、SHMT を標的とする抗がん剤として開発された(+)-SHIN-1 という化合物を用
いて、SHMT が抗菌薬の標的タンパクとして有用であると共に、SHMT 阻害剤と核酸系化合物

図 5 BCG に対する化合物スクリーニング系の構築 



の併用により相乗効果が発揮されることを明らかにした (Communications Biology, 2022, 
just accepted)。 

◆ 結晶構造解析 

 ・ E. faecium 由来 SHMT (efmSHMT) と
(+)-SHIN-1 の相互作用様式解明： 
(+)-SHIN-1 が E. faecium に対して
非常に強力な抗菌活性 (EC50 = 0.05 
nM) を発揮したので、その相互作用
様式を明らかにするために efmSHMT
と(+)-SHIN-1 からなる複合体を結
晶化し、構造解析を行った (図 6)。
構造解析の結果、(+)-SHIN-1 は
efmSHMT と複数の水素結合と疎水性
結合を形成し、SHMT の構造中で不安
定な構造部分を安定化させること
で強力に結合していると示唆され
た。また、ヒト由来 SHMT と細菌由来
SHMT の活性中心部位を比較するこ
とで、ヒトと細菌の SHMT に構造的
な 違 い を 確 認 し た 
(Communications Biology, 2022, 
accepted)。これ等の成果は、より強
力で細菌特異的な SHMT 阻害剤の開
発に資するだけでなく、新たな抗が
ん剤や抗マラリア薬開発に有用な
知見となる。 

・ SARS-CoV-2 由来メインプロテアーゼ (Mpro) 阻害剤の構造解析：  
国立国際医療研究センターの満屋博士等によって開発された新規Mpro阻害剤 GRL-2420と

Mproの相互作用様式を解析するため、Mproと GRL-2420 の複合体を結晶化し構造解析を行った 
(Nature Communications, 2021, doi: 10.1038/s41467-021-20900-6)。解析の結果、GRL-
2420 は Mpro の活性中心近傍に結合し、中心付近に存在するシステイン残基と可逆的な共有
結合を形成していた (図 7)。 

図 6 efmSHMT と(+)-SHIN-1 からなる複合体の構造
解析 (a) 複合体全体の三次元構造、(b) efmSHMT に結
合した(+)-SHIN-1 とその電子密度、(c) efmSHMT と
(+)-SHIN-1 間で形成される水素結合、(d) (+)-SHIN-
1 と疎水性結合を形成するアミノ酸残基を示す。 

図 7 Mpro と新規化合物の結
晶構造解析: 新規化合物
は Mpro の活性部位周辺で水
素結合を形成してその酵素
活性を阻害し SARS-CoV-2
の感染・増殖をブロックす
る。Mpro の Cys-145 と新規
化合物間での共有結合形成
も明らかとなった（右下赤
矢 印 ） 。 Nature 
Communications, 2021, 
doi: 10.1038/s41467-021-
20900-6 
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