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研究成果の概要（和文）：本研究では、ライソシンEの抗菌活性を上昇させる宿主因子アポリポプロテインA-I
(ApoA-I)の作用機序を詳細なステップについて明らかにすることに成功した。その結果から、ライソシンEは宿
主因子と微生物因子の相互作用を利用して抗菌活性が上昇し、治療効果にも寄与していると考えられた。宿主環
境下においてより高い活性を発揮するような化合物の報告はこれまでないため、ライソシンEは新しいクラスの
抗菌治療薬であると判断できる。さらに、複数の抗菌化合物が様々な宿主因子によって活性が増強されることを
明らかにし、本現象がライソシンEだけにとどまらないことを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we succeeded in unraveling the mechanism of action of the 
host factor apolipoprotein A-I (ApoA-I), which enhances the antimicrobial activity of lysocin E, 
with a detailed step-by-step description of the mechanism of action. The results suggest that 
lysocin E utilizes the interaction between host and microbial factors to increase antimicrobial 
activity, which also contributes to therapeutic efficacy in mice systemic infection model. Since 
there have been no previous reports of antimicrobials that exhibit higher activity in the host 
environment, it can be concluded that lysocin E is a new class of antimicrobial agent. Furthermore, 
we found that the activity of several antimicrobial compounds was enhanced by various host factors, 
indicating that this phenomenon is not limited to lysocin E.

研究分野： 化学療法学

キーワード： 宿主と微生物の相互作用　新規抗生物質　ライソシンE　アポリポプロテインA-I　lipid II

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ライソシンEの高い治療効果を発揮する理由を明らかにすることができ、その臨床応用性について確証すること
ができた。さらに宿主と微生物の相互作用を利用する、新しいクラスの抗菌薬の存在を明らかにすることができ
た。これまで宿主因子は抗菌活性を阻害する方向で考えられてきたため、宿主環境下においてより高い活性を示
す抗菌治療薬の存在は想定されていない。従って、これまで注目されていない未知の抗菌化合物群の存在が期待
でき、それを示唆するデータが得られてきている。本研究成果をもとに新しい手法の抗菌薬探索法を確立するこ
とが可能である。

※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。



 

 

１．研究開始当初の背景 
多剤耐性菌の蔓延は世界的な保健衛⽣に対する危機となっている。2018 年 2 ⽉には WHO か

ら⻩⾊ブドウ球菌や緑膿菌など 12 種類の菌が多剤耐性化し、治療の選択肢が急速に狭くなって
いると報告された。また、多剤耐性菌が原因の死亡者数は世界において 2013 年時点で 70 万⼈
と⾒積もられているが、対策がされない場合、2050 年には 1000 万⼈を上ると推定されており
医療上の深刻な問題になるという警告がされている。そのため、多剤耐性菌に有効な新しいメカ
ニズムに基づく新規治療薬の開発が喫緊の課題となっている。しかしながら、これまでの試験管
内での抗菌活性を指標とした探索においては、天然物からの治療効果を⽰す新規抗⽣物質の同
定は困難であると考えられている。従って、新しい⼿法による新規抗⽣物質の探索系の確⽴が必
要とされている。我々は、治療効果を指標とした探索系が有⽤であると考え、コストが安く倫理
的な問題がないカイコを⽤いた細菌感染モデルに着⽬した。抗⽣物質の治療効果を定量的に評
価する系を確⽴し、実際に⼟壌細菌の培養上清を対象とした探索を⾏い、複数の新規抗⽣物質を
同定した。その中でもライソシン E は、試験管内での⻩⾊ブドウ球菌に対する既存の抗⽣物質
と⽐較して抗菌活性はそれほど⾼くないが、マウス全⾝感染モデルでは 1０倍以上少ない⽤量で
治療効果を⽰した。さらに、ライソシン E は様々な観点から安全性を評価する前臨床試験の結
果も問題なく、その臨床応⽤性が期待されている。そのライソシン E の標的は、細胞膜上に存
在する電⼦伝達系の補酵素メナキノンであることを明らかにしている。ライソシン E は、メナ
キノンを含む膜を選択的に破壊し、1分以内という極短時間で 99.9%以上の菌が殺菌されるとい
う強⼒な活性を有する。さらにこれまでの研究から、ライソシン E の抗菌活性が、ヒトやマウ
スなどの⾎清中に存在するアポリポプロテイン A-I (ApoA-I)によって促進されることを⾒いだ
していた。この機構は、ライソシン E の治療効果にも寄与していることが明らかにしている。
これらの結果から、ライソシン E の⾼い治療効果は、宿主環境下での抗菌活性の上昇に基づく
と考えられるが、そのメカニズムの詳細については明らかにできていなかった。 
 
２．研究の⽬的 
 本研究では、宿主因⼦によるライソシン E の抗菌活性の活性化メカニズムの詳細を明らかに
するとこを⽬的とする。また、ライソシン E のような宿主環境下で⾼い抗菌活性を⽰す抗⽣物
質は、従来の試験管内での抗菌活性を指標としたアッセイ系では発⾒されにくいために、これま
での探索では⾒落とされている化合物群の存在が期待される。そこで、明らかにしたメカニズム
を元に、宿主因⼦が治療効果に寄与する新規治療活性物質の同定法を確⽴する。 
 
３．研究の⽅法 
(1) 相互作⽤解析：BLI法の場合は、アビジンセンサーチップを⽤いて、ビオチン化ライソシン
E またはビオチン化メナキノンをセンサーチップ上に固定した。そのセンサーチップを、ApoA-
Iまたはメナキノン溶液に浸し際の結合スピード、及び、さらに洗浄後の脱離スピードからキネ
ティクス解析を⾏った。pull down assayは His-tag 付加した ApoA-I、もしくは、ビオチン化体
ライソシン E を、ミセル化したメナキノン、lipid II、及びライソシン E の混合ミセルと混和さ
せ、Dynabeads (His-Tag magnetic beads、もしくはストレプトアビジンビーズ)を⽤いて⾏った。
定量は、UPLC/QTof-massを⽤いて⾏った。 
 
(2) リポソーム膜の調製：リポソームの調製は、10mLの丸底フラスコに 30μlの PG（50mM、
メタノール/クロロホルムに溶解）に、7.5μlの CL(50 mM, 同溶媒に溶解) 500μLのクロロホ
ルムを加えた。この混合液に脂質（1.0 mol % MK-4 および/または 0.1 mol % lipid II）を加え、
エバポレーションし、2.5 mMカルセインを含む緩衝液で懸濁することでリポソームを調製した。
また、脂質を含まないコントロールリポソームも同じプロトコルで調製した。このリポソーム懸
濁液を 5回凍結融解し、Sephadex G-50 カラムでろ過し、遊離カルセインを除去した。得られた
リポソーム画分を緩衝液で 5 倍希釈し、各抗菌化合物を添加した後の蛍光強度（励起：310 nm, 
蛍光：530 nm）を分光蛍光光度計で測定した。各サンプルに Triton X-100 を添加し、100%破砕
した場合の蛍光値を推定した。 
 
(3) 抗菌活性と膜破壊活性の測定：⾎清の場合は 10%、ApoA-Iの場合は 25µg/mL、その他の宿
主因⼦については抗菌活性を⽰す濃度の 1/10濃度を培地に加え、微量希釈法によって最⼩阻⽌
濃度を求め、宿主因⼦を含まない培地での値と⽐較した。⻩⾊ブドウ球菌の各抗菌薬による膜破
壊活性は、LIVE/DEADTM BacLightTM Bacterial Viability kit (Thermo Fisher Scientific)を⽤
いて⾏った。 
 
 
４．研究成果 
(1) ApoA-Iによるライソシン E の抗菌活性の上昇 
 これまでの研究より、ウシ⾎清から精製した ApoA-I 及びヒトリコンビナント ApoA-Iがライ
ソシン E の抗菌活性を上昇させることを明らかにしていた。また、マウス ApoA-I 遺伝⼦⽋損マ
ウスにおいて、ライソシン E の治療活性が低下することを明らかにしている。そこで、マウス



 

 

ApoA-Iのライソシン E の抗菌活性に対する影響について検討した。その結果、マウスリコンビ
ナント ApoA-Iもヒト及びウシ型と同等の活性を有することを明らかにした。⼀⽅、⾼濃度のヒ
トリコンビナント ApoA-I、及びウシ⾎清を培地に添加しても、⻩⾊ブドウ球菌の増殖には影響
しなかった。この結果より、ApoA-Iの培地への添加によるライソシン E に対する抗菌活性の上
昇は、幅広い動物種で保存されていると考えられる。 
 
(2) ApoA-Iとライソシン E の相互作⽤解析 
 ApoA-Iのライソシン E の抗菌活性を上昇させる機序を明らかにするため、通常培地下では抗
菌活性が低下せず、かつ⾎清存在下での天然型(LE)で認められる抗菌活性の促進が低下するラ
イソシン E の誘導体を探索した。東京⼤学⼤学院薬学系研究科の井上将⾏教授らのグループと
の共同研究によって合成された誘導体ライブラリーの中から、図 1 に⽰す脂肪酸鎖が天然物よ
りも短い LE-Buを同定した。最初の作業仮説として、LE とその標的であるメナキノンの複合体
が ApoA-I と相互作⽤することで、LE の膜破壊活性が亢進し、抗菌活性が上昇すると考えた。
そこで、LE と LE-Buについて、ApoA-Iとメナキノンのそれぞれの相互作⽤を BLI法により解
析した。その結果、予想に反して LE と LE-Bu のそれぞれの因⼦との相互作⽤は⼤きな差がな
かった。また、ApoA-Iと LE とメナキノンを混合すると、LE とメナキノンの両者で認められた
る沈殿形成が促進されるものの、これは ApoA-Iを⽤いたプルダウンアッセイにおいてはMKの
量が増加しなかったこと、また ApoA-Iとメナキノンの相互作⽤が予想にくらべ弱かったことか
ら、本仮説は ApoA-Iによる LE の抗菌活性の増強を説明できないと考えられた。次に、ライソ
シン E の相互作⽤因⼦として、Santiagoらのグループにより lipid IIが報告された。lipid IIは細
胞壁合成の中間体であり、ナイシンなど複数の抗⽣物質が直接の標的としている。lipid II を培
地に添加したところ、ライソシン E に対する ApoA-Iの効果が消失した。つまり、ApoA-Iを添
加した状態でも、lipid IIをさらに添加することによって、ライソシン E の抗菌活性が通常培地
下と同等にまで戻ることがわかった。この結果から、LE の Sub-MICにおいて、ApoA-Iもしく
は LE、あるいは両⽅が lipid II と相互作⽤することが⽰唆された。そこで、LE 及び LE-Bu の
lipid II との相互作⽤を pull down 法により評価した。その結果、メナキノン存在下において、
lipid IIによって LE の ApoA-Iに対する結合量の増加が認められた(図 2a)。この現象は、LE-Bu
では起こらず、また lipid II以外の脂質でも認められなかった。さらに、メナキノン⾮存在下で
は lipid IIに依存した LE の ApoA-Iに対する結合量の増加は認められなかった。また、ライソシ
ン E の lipid IIとメナキノンの結合は排他的であり、lipid IIの⽅がメナキノンよりも LE に対す
る結合能が⾼いことがわかった（図２b）。しかしながら、メナキノン合成酵素に関する遺伝⼦を
⽋損しメナキノンを全く合成しない menA 遺伝⼦破壊株は、ライソシン E に対する抗菌活性が
⼤きく減弱することがわかっている。メナキノン合成が⽋失した株では lipid IIがほとんど合成
されていない可能性が指摘されていたが、lipid II は細胞壁合成に必須な中間体であり、実際
menA 遺伝⼦破壊株でも野⽣型株と⽐較し log phase において 13%程度が存在していた。この
menA 遺伝⼦破壊株の lipid IIを標的とする抗菌薬ナイシンに対する感受性は野⽣型株と変化が
なかった。従って、menA
遺伝⼦破壊株に対するラ
イソシン E の抗菌活性の
発揮においては、lipid II
ではなくメナキノンが必
須因⼦であると考えられ
た。この仮説は、⼈⼯リポ
ソームを⽤いた膜破壊ア
ッセイにおいて、ライソ
シン E が lipid II ではな
くメナキノンを含む⼈⼯
膜を選択的に破壊するこ
と、及び、ライソシン E
と lipid II の細胞膜から
出ている構造とは相互作
⽤が認められないことか
らも⽀持される。これら
の結果から、ライソシン
E は細胞膜中に存在する
メナキノンによって膜上
に誘導され、lipid IIはメ
ナキノンと結合したライ
ソシン E からメナキノン
を引き剥がすことでライ
ソシン E と ApoA-I との
相互作⽤を増強している

Lysocin E (LE) Lysocin E Bu-type (LE-bu)
図1 ライソシンEと本研究で⽤いた誘導体の構造
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と考えられる。さらに、ApoA-Iと各因⼦との相互作⽤を検討するため、ライソシン E の抗菌活
性の増強活性が低下する変異体を検討したところ、ApoA-I ∆NM を⾒出した。lipid II による
ApoA-Iに対する LE の結合量の増加は、ApoA-I ∆NM変異体では認められなかった。また、lipid 
II の ApoA-I に対する結合量も野⽣型に⽐べ∆NM 変異体では有意に減少していた。従って、
ApoA-Iと lipid IIの相互作⽤も、本現象において必要であると考えられる。これらの結果から、
図３に⽰すような ApoA-I によるライソシン E の抗菌活性の上昇メカニズムを明らかにするこ
とができた。 
 
(3) 他の抗菌薬に対する ApoA-Iの効果 
 ApoA-I によって抗菌活性が上昇するのはライソシン E に特有の現象であるか否か検証した。
他の lipid II結合性抗菌薬について抗菌活性の評価培地に対する⾎清の添加の影響を評価したと
ころ、ナイシン及び他１化合物の抗菌活性も⾎清によって上昇することを⾒出した。ナイシンの
抗菌活性は ApoA-I 25µg/mLの添加によって４倍上昇し、もう⼀つの化合物は 100 倍以上の上
昇が認められた。ナイシンの場合においても ApoA-Iの添加依存にライソシン E と同様な膜破壊
活性や、殺菌活性の上昇が認められた。さらにプルダウンアッセイにおいて、ApoA-I への結合
量が lipid II 添加依存に増加した(図 4)。ナイシンと他 1 化合物は殺菌活性を⽰すが、lipid II結
合性の静菌化合物については、ApoA-I による抗菌活性の促進は認められなかった。従って、
ApoA-I による抗菌活性の上昇は、ライソシン E だけでなく lipid II 結合性の殺菌性抗菌物質に
おいて共通の現象であると考えられる。 
 
(4) 宿主因⼦によって抗菌活性が上昇する他の抗菌薬の同定 
 臨床で使⽤されている抗菌治療薬について、⾎清などの宿主成分によって抗菌活性が上昇す
るものが存在するか検討した。その結果、複数の宿主因⼦が抗菌活性を上昇させることを⾒出し
た。また、lipid II 結合性抗菌化合物ではない他の複数の種類の抗菌薬において、宿主因⼦によ
る活性の上昇が認められた。さらに、ApoA-Iの添加によって抗菌活性が上昇する⼟壌細菌の培
養上清の有無を検討したところ、これまでのところ 1 つのサンプルについて抗菌活性が上昇す
ることを⾒出した。これらの結果は、ライソシン E で⾒出された宿主と微⽣物の相互作⽤を利
⽤した抗菌活性の亢進は特殊な事例ではないことを⽰している。また、これまで探索されたこと
のない未知の化合物群の存在が⽰唆された。 

 

lipid IIによりライソシンEと
ApoA-Iの相互作用が促進

ApoA-I によってライソシン Eの膜破壊が拡大し
殺菌活性が上昇する

低濃度でも小さな膜破壊が起こる

ライソシン Eが lipid II に受け渡される

ApoA-I

メナキノン

ライソシンE
lipid II 

ライソシン Eがメナキノンによって
細胞膜上に誘導される

図3 推定されるApoA-IによるライソシンEの抗菌活性の活性化モデル
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