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研究成果の概要（和文）：国内のMRSA院内感染の死者推計は，年間1万人以上である．さらに，最新の院内感染
対策サーベイランスでは，国内医療機関におけるMRSA検出率が約100%となった．それにも関わらず，耐性菌の新
薬開発研究は，国内外で不十分という現実に直面している．そこで本研究では，CRISPR-Casゲノム編集技術を応
用し，MRSAの耐性因子PBP2’を特異的に削除するDNA製抗菌薬の開発に挑戦した．DNA（CRISPR-Cas発現プラスミ
ド）を素材とすることで，副反応の可能性が低く，耐性進化に合わせガイドRNA配列を変更するだけで薬剤標的
を変更できる簡便さに富み，安価で安定な新抗菌薬となり得るからであった．

研究成果の概要（英文）：The estimated death by MRSA infections in Japan is more than 10,000 per 
year. Furthermore, in the latest infection control surveillance, the MRSA detection rate at domestic
 medical institutions was approximately 100%. Nevertheless, research and development of new drugs 
against drug-resistant bacteria is facing the reality of inadequacy. Therefore, in this present 
study, we applied CRISPR-Cas genome editing technology to develop a DNA antibacterial drug that 
specifically deletes the resistance factor PBP2' in MRSA. By using DNA (CRISPR-Cas expression 
plasmid) as a material, the possibility of side reactions will be low, and the drug target will be 
able to exchange simply by changing the guide RNA sequence according to the evolution of resistance.
 This was because it could be an antibacterial drug.

研究分野： 病態系口腔科学関連

キーワード： MRSA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，歯科臨床にも関連深いMRSA対策を足掛りとし，成果の波及を期すのは，WHOが予測する2050年にお
ける世界の耐性菌問題である．将来の耐性菌により推計される被害，すなわち“年間約1兆円の社会的・経済的
損失と約1000万の人命（WHO試算）”を救う挑戦であり，そのための「芽生え期」の計画である．また，耐性菌
を生まない万能抗菌薬を求める既存の研究から，新たな耐性菌の出現を前提とする着想に切り替え，その次の対
策を事前想定したオンリーワンの研究でもある．　

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 直近の 5ヵ年は，米国で「薬剤耐性 MRSA 等の対策」，日本で「薬剤耐性アクションプラン」，
そしてサミットと国連総会で「MRSA 等の耐性菌対策」が提示され続けている．背景にあるのは，
耐性菌の増加に伴い，治療困難となった感染者の死亡数が増加している現状である．一方で，国
内外の医歯薬学領域では，腫瘍や再生等の分野に研究資源が集中し，耐性菌に対する新薬開発が
停滞している．2019 年 10 月時点で，本申請者が国内外の新規抗菌薬開発の特許出願ならびに論
文検索を実施したところ，同開発は 17 のグループで進められていることが明らかとなった．し
かし，それらは全てβラクタマーゼを阻害する着想であり，MRSA の耐性進化を予見すると心許
ない． 
(2) そこで本研究では，CRISPR-Cas 発現のプラスミド DNA を素材とすることで ①副反応の可
能性が低く，②耐性進化に合わせ ガイド RNA 配列を変更するだけで薬剤標的を変更できる簡便
さに富み，③安価で安定な，MRSA 用の新抗菌薬の開発に挑戦することとした．さらに，所属機
関にビッグデータセンターを開設した利点を活用し，将来の発生が懸念される新たな耐性機構
を持つ MRSA までを in vitro  および in silico で推測し，それらに対する CRISPR-Cas 型の新
規抗菌薬を予測開発するアルゴリズムを確立することに挑戦する． 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は，2ヵ年で計画する．研究初年度は，高齢者の肺炎/誤嚥性肺炎の主たる起因菌で
ある MRSA を対象菌に選び，かつ MRSA の主要なペニシリン耐性因子 PBP2’に標的を絞る．PBP2’
に相補なガイド RNA 配列を含む CRISPR-Cas プラスミドを作製し，in vitro と in vivo の両実験
系で効果測定と副反応の検証を実施し，CRISPR-Cas 型抗菌薬の構築サイクルを確立させる． 
(2) 計画 2年目は，まず MRSA 生育に必須な GAPDH のガイド RNA 配列を設計し，次いで，その他
の耐性因子および増菌因子についてもガイド RNA を設計し，in vitro と in vivo の MRSA 殺菌デ
ータを集積する．そして，集積データの解析により，将来の新型 MRSA を予測し，新しい抗菌薬
を選出するシミュレートを試みる． 
 
３．研究の方法 
(1) 2020 年度 
①耐性因子 PBP2’の DNA 配列から，Cas 酵素が結合できる PAM 配列（5’-NGG）を全て選出し，
その上流から約 20 塩基（15〜25 塩基）の配列をそれぞれガイド RNA 候補とする．その後，ゲノ
ム編集の成功率を高めるため，フリーウエアの“CRISPRdirect”および“CHOPCHOP”にて，最終
的な塩基長を二重検証し確定する．次いで，3’末端側に PAM 配列（-NGG）を付加したうえで，
人工合成する“PAM＋ガイド RNA 配列”を決定する． 
②合成した PAM＋ガイド RNA 配列が，MRSA 内で標的のみを切断するかを in vitro の確認キット
にてスクリーニングする． 
③CRISPR/Cas9 Knockout Plasmid 等の専用プラスミドをメーカー別に複数購入し，上記手順に
て in vitro 検証した PAM＋ガイド RNA 配列を網羅的に組み込む．そして，PAM＋ガイド RNA 配列
を Cas タンパク質と共に同時発現するプラスミドを構築する．さらに前回の萌芽研究で同定し
た細胞膜透過 DNA 配列も組み込む． 
これらを“CRISPR-Cas 型抗菌薬”候補とし，ガイド RNA 配列および使用プラスミドの種類と共
に並べたデータベースを構築する． 
④CRISPR-Cas 型抗菌薬の候補をペニシリンと共に MRSA へ添加し，最小発育阻止濃度（MIC）の
変化を二段階希釈法にて算出し，MIC 値を上記データベースへ入力する． 
初年度のバックアッププラン：MRSA の別の抗菌因子であるβラクタマーゼのタンパク質を標的
とし，上記手順の①〜④を進める．MRSA への透過性が低い場合は，グラム陽性菌の遺伝子取込
み効率を高めるコンピテンスペプチドを添加する． 
⑤次に，CRISPR-Cas 型抗菌薬を MRSA 感染マウスに投与し，生存率を観察する．併せて血液を採
取し，血中の残存 MRSA 数をコロニー培養法で計測する．同時に，抗 DNA 抗体価は ELISA 解析し，
サイトカインの増減は Luminex 装置で多検体同時解析する．血液中の投与 DNA 残留については，
プラスミド中の M13 シークエンスタグを利用して PCR 検出する． 
(2) 2021 年度 
⑥初年度の手順①〜④に従い，MRSA 生育に必須な GAPDH 等に結合する DNA 配列を選出する．そ
の際には，ヒトおよび常在細菌の同名タンパク質へ副反応を起こさないよう，生物種別のタンパ
ク立体構造解析を行う．そして，MRSA に特異的なドメインの配列を選出する． 
⑦初年度の手順①〜⑤に従い，CRISPR-Cas 型抗菌薬の効果判定を行い，データを蓄積する． 
⑧In vitro の MIC 試験を繰り返し，やがて耐性が生じる CRISPR-Cas 型抗菌薬のガイド RNA 配列
を検索する． 
 
 



 
４．研究成果 
MRSA に代表される薬剤耐性菌は，抗菌薬の開発と頻用によって出現してきた．しかも，耐性の

出現サイクルは短縮化する傾向にあり，多剤耐性化も加速している．具体例を挙げると，新規抗
菌薬の耐性菌出現期間は 1〜数年となっており，スーパー耐性菌と称される超多剤耐性の NDM-1
細菌は実用化薬の全てに耐性を獲得している．そして，スーパー耐性菌は世界中に拡散し，日本
でも複数名の感染死者が発生したにも関わらず，抜本的な治療法は皆無である．また，MRSA に
よる国内の院内感染では，高齢者肺炎/誤嚥性肺炎を中心に毎年 1万人以上が死亡する事態とな
っている．申請者は，薬剤耐性菌への対策薬が開発されない理由を以下の 2点として考察した． 
1 点目：細菌の耐性獲得スピード >> 旧来の新薬開発法のスピード． 
2 点目：細菌の耐性獲得バリエーション >> 旧来の新薬開発法のバリエーションと拡張性．  
そして，これら 2 点の抗菌薬開発の課題を解決するため，配列変更等の構築改変が容易でスピ

ーディ，かつ多様性とバリエーション展開が幅広い DNA/RNA に新規抗菌薬の素材を求めること
にした(＝約 20 塩基のガイド RNA 配列を変更すれば，高精度に作用標的が変更できる CRISPR-
Cas を応用)．さらに，1世代が 50〜100 年のヒトに対し，細菌の 1世代は概ね 15〜30 分である．
このような細菌の世代交代と形質獲得の進化スピードに対抗する術として，ヒトの手と頭脳だ
けでは不十分と判断した．そこで，耐性の進化と変化は必ず生じるとの前提に立ち，人工知能 AI
の自動化ディープラーニングによる予測開発も試みる．過去 100 年の細菌学研究では対応不可
能な課題であるからこそ，過去に例がない新たな創薬素材（DNA）で挑戦すべきであるという本
着想に至った． 
世界の先端研究の潮流として，多機関間や多領域間の融合研究が進んでいる．新型分析機器が

高々度化し，専門領域が細々分化した現況の学術界では，新規性とインパクトに優れる研究は多
様な専門家の協働が必須となりつつある．イノベーションや独創性を求める研究についても 融
合研究を起点にすべきだと考えた．本研究組織は，医歯学と理学の研究者から構成されており，
異分野統合研究に挑戦する申請とした．標的とした分子は，MRSA や薬剤耐性肺炎球菌に共通的
に認められる PBP2’である．この PBP2’を細菌遺伝子から排除することで，抗菌薬への抵抗性
を減弱させることを目標とした．その遺伝子排除法として選んだのが，CRISPR-Cas システムで
ある．高精度なゲノム編集に頻用される CRISPR-Cas システムは，細菌に感染するウイルス遺伝
子を除去する細菌の免疫機構として発見された．この CRISPR-Cas を利用し，MRSA の特定遺伝子
を除去するためには，“PAM＋ガイド RNA 配列”と“Cas 酵素”の 2 要素が必要となる．そこで，
PAM 配列（MRSA では 5'-NGG）と隣接する標的遺伝子に相補的なガイド RNA 配列を設計し，Cas 発
現プラスミドに組込み MRSA へ導入した．導入された PAM＋ガイド RNA は，ゲノム上の標的配列
に相補結合する．次いで，PAM に結合できる Cas 酵素が，ガイド RNA に導かれ標的配列を切断す
る．切断部位には修復機構も働くが，Cas 酵素を過剰発現させるため，修復エラーが頻発し標的
遺伝子のみが破壊される． 
MRSA の PBP2’遺伝子配列の内部に，CRISPR-Cas 用の PAM＋ガイド RNA 配列を設計した（下図）． 
 

 
実験の成功率を高めるために，合成した PAM＋ガイド RNA が MRSA 内で標的のみを切断するか

を in vitro の確認キット（Guide-it Complete sgRNA Kit，TaKaRa 社）にてスクリーニングし
た．事前に検証された配列は，Cas 酵素を同時発現するプラスミドに組み込み（CRISPR/Cas9 
Knockout Plasmid, サンタクルズ社），CRISPR-Cas 型抗菌薬候補とした．MRSA 菌体に同抗菌薬候
補をペニシリンと組合せて添加し，細菌の最小発育阻止濃度（MIC）の変化を二段階希釈法にて
算出した．  In vitro で MRSA 殺菌効果が高まれば，マウス MRSA 感染モデルにて CRISPR-Cas
型抗菌薬候補の効果を順次測定した．併せて副反応を調べるため，抗 DNA 抗体やサイトカインの
異常増減を ELISA 法ならびに Luminex 装置で計測した．また，マウス生体内におけるプラスミド
DNA の残存日数も，プラスミド中の M13 配列を PCR 検出して調べた．以降は同様の手法で，他の
薬剤耐性タンパク質や代謝系分子に特異作用する抗菌薬候補を検索し，配列データを集積し解



析した．2ヵ年の期間終了時までには，in vivo で安全かつ有効な配列の決定までには至ってい
ない．しかしながら，挑戦的な実験系を確立させられたことから，期間終了後には基盤研究へと
発展させ，マウスモデルで有効かつ生体為害性が低い配列の同定を目指す． 
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