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研究成果の概要（和文）：グラム陰性病原性細菌の三型分泌機構を阻害する物質を独自の評価系

（腸管病原性大腸菌 EPEC を使用）を用いて微生物代謝産物より探索し、放線菌 2 株の培養液

よりそれぞれ aurodox および新規ペプチド化合物を取得した。このうち aurodox が三型分泌機

構に関連するタンパク質（Tir、EspB、Map および EspF）の発現を特異的に阻害することを

見出した。また aurodox は TTSS 関連タンパク質の正の転写調節因子 ler の転写を有意に抑制

していることも見出した。さらに aurodox は in vivo 実験においても TTSS を阻害することで

腸管へ付着、炎症の惹起を抑制することで細菌を感染させたマウスに対して治療効果を示した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：As a part of screening by the assay utilizing TTSS-induced 

hemolysis in enteropathogenic Escherichia coli (EPEC), we have screened 20,250 microbial 

extracts and found that the extracts of the strain Streptomyces sp. K06-0806 and KK-88 

showed potent TTSS inhibitory activity. After the fermentation and purification of the 

active compound, linear polyketides, aurodox and KK-88 compound, novel peptide, were 

isolated as TTSS inhibitors from the culture broths of K06-0806 and KK-88, respectively.   

 The SDS-PAGE study showed that aurodox inhibited the expression of TTSS-related 

proteins, Tir, EspB, Map and EspF without the inhibition of EPEC viability and the 

expression of the house-keeping protein, GroEL  The RT-PCR study of the genus of LEE 

(locus of enterocyte effacement) showed that aurodox reduced the transcription of many 

T3SS-related genes such as ler (LEE-encoded regulator), eae (LEE2: Type III apparatus), 

espA, espD, espB, espF (LEE4) and tir (LEE5) without reducing T3SS-nonrelated genes 

such as rrsB, one of 16S rRNA gene.  Aurodox significantly reduced the transcription of ler, 

a gene of positive regulator of LEE, even at 0.5 µg/mL.  This result suggests the specific 

inhibition of aurodox against the expression of T3SS-related proteins is caused by the 

inhibition of transcription of ler. 

 In vivo study was carried out using C3H/HeJ mice infected by Citrobacter rodentium.  

Orally administrated aurodox caused murine survival with the repression of bacterial 

colonization in the intestinal mucosa.  Therefore, aurodox is suggested to reduce the 

bacterial pathogenesis by the inhibition of T3SS. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 三型分泌機構（以下 TTSS）はグラム陰性
病原細菌に高度に保存されている病原因子
宿主移行メカニズムであり、これら細菌が宿
主に感染し病原性を発現する際に本機構が
必須であることが近年明らかにされつつあ
る(Anna KM. Chem Biol 10: 241-249 (2003))。 
 
(2) これまでに TTSS 阻害剤として天然化合
物 1種、合成化合物 4種が報告されているが、
いずれも活性の強さ(IC50がμMオーダー)が
十分ではない、正常細菌の鞭毛などにも影響
を及ぼすなどの問題により実用化に至って
い な い (Gauuther A. Antimicrob Agents 
Chemother 49: 4101-4109 (2005)他)。 

 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では TTSS 阻害物質を天然物資源
より探索し、新たなメカニズムの抗細菌症薬
を開発することを目的としている。そのため
に TTSS 阻害活性を示す物質を天然物資源、
主に微生物代謝産物より探索する。本研究で
目的としている三型分泌機構を標的とした
抗細菌症薬は従来の抗菌薬と異なり菌を殺
さずに病態の進行を抑制できると考えられ
る。そのため従来の抗菌薬の持つ「耐性菌の
出現」、「毒素の大量放出」、「正常細菌叢の撹
乱」などの問題を克服できると予想される。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 独自に開発したアッセイ系（Abe. A., 

Jpn J Antibiot., 55, 331-336 (2002)））を用い
て天然物資源、主に微生物代謝産物をスクリ
ーニングした。本検定系は腸管病原性大腸菌、
緑膿菌および百日咳菌を検定菌として用い、
TTSS に依存した赤血球の溶血反応阻害を指

標とした簡便な系である。すなわち微生物代
謝産物を含む天然物資源をマイクロプレー
トにまき、次いで各菌の前培養液および赤血
球液を添加し 37℃、1.5 時間インキュベート
することで TTSSに依存した溶血反応を進行
させ、次いで吸光度を測定することで添加サ
ンプルの溶血阻害活性を算出した。この際、
抗菌活性により見かけ上溶血阻害活性を示
すサンプルを除外するため各菌に対する抗
菌活性も測定した。 

 
(2) スクリーニングで選択されたサンプル
についてTTSS阻害活性を指標に精製を行い、
取得した阻害物質について各種機器分析に
より構造決定を行った。 

 

(3) 取得した TTSS 阻害物質について生化学
的手法を用いた作用機序の解析を行った。 
 
(4) 取得した TTSS 阻害物質のうち有望な物
質については感染モデル動物を用いて in 
vivoの評価も行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 既に確立済みの評価系で微生物の培養
液など約 20,250 サンプルをスクリーニング
した結果、バングラディシュ土壌由来放線菌
K06-0804株およびKK-88株の培養液に本活
性を見出した。 

 

(2) まず Streptomyces sp. K06-0804 株培養
液の精製を行った結果、TTSS 阻害物質とし
て aurodox（Gullo, V. P. et al., J. Antibiot., 

35, 1705-1707 (1982)）を単離同定した(また、
別の放線菌培養液から aurodox の類縁物質
である factumycin を活性物質として単離同
定した)。Aurodox は TTSS に依存した溶血



反応を選択的に抑制(溶血阻害活性: IC50=1.2

μg/mL, 抗菌活性: IC50=40μg/mL、選択性
32 倍)した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Aurodox の構造 

 

 続いて Streptomyces sp. KK-88 株培養液
の精製を行った結果、TTSS 阻害物質として
ペプチド性の新規物質 KK-88 物質を単離し
た。KK-88 物質は TTSS に依存した溶血反応
を選択的に抑制 (溶血阻害活性 : IC50=7μ
g/mL, 抗菌活性: IC50=35μg/mL、選択性 5

倍)した。 

 

(3)Aurodox の作用点を明らかにするために
SDS-PAGE および Western Blotting による
解析を行った結果、aurodox が三型分泌機構
に関連する病原性タンパク質の発現を特異
的に阻害することが明らかとなった（Fig. 2）。
さらに Real-Time PCR を用いて病原性遺伝
子の転写量を調べた結果、aurodox は三型分
泌機構関連の遺伝子領域(LEE領域)を調節す
る regulator である ler の転写量を有意に抑
制していた。この結果は aurodox が三型分泌
機構の転写に関与する何らかの因子に影響
を及ぼして阻害活性を示すことが示唆して
いる。 

 

 

 

Fig. 2. Aurodox の TTSS 関連タンパク質の
発現に対する影響 

 

 

 

(4) Aurodox は Citrobacter rodentium を用

いた C3H/HeJ マウスの感染実験系において
菌の腸管への付着を抑えることで高い治療
効果を示した（Fig. 3）。これまで数例の三型
分泌機構阻害剤の報告があるが in vivo で治
療効果が報告されている物質は本研究で見
出した aurodox が初めてであった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Fig. 3. Aurodox の in vivo における治療
効果 
(a) CR-WT感染マウスの生存曲線、(b) 
CR-WT による大腸内の出血に対する薬剤の
影響（矢印：大腸内の出血）、(c) 菌の定
着により引き起こされる大腸重量の増加
に対する薬剤の影響、(d) 大腸への定着菌

数に対する薬剤の影響  
[A 群: 非感染、B 群: CR-ΔespB、C 群: CR-WT 
+ 10% DMSO 水溶液、D 群: CR-WT + 100 mg/kg 
tetracycline、E群: CR-WT + 200 mg/kg 
tetracycline、F群: CR-WT + 25 mg/kg aurodox、
G 群: CR-WT + 100 mg/kg aurodox] 
 
 
(5) また放線菌 K01-0509株より既に取得し
ていた新規 TTSS阻害物質 guadinomine 類に
ついても biotin 誘導体を調製して標的タン
パク質の探索を行ったが現在のところ候補
となるタンパク質の同定には至っていない。 
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