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研究成果の概要（和文）：　多剤耐性緑膿菌のアミノ配糖体耐性をRND型多剤排出系MexXY依存的に阻害するベル
ベリンの作用機構を解析し、さらにベルベリンの作用を増強するベルベリン誘導体を構築した。ベルベリンは、
１）MexXY系の基質であること、２）MexXY系依存的にアミノ配糖体と相乗的に作用すること、３）アミノ配糖体
とベルベリンのMexYに対する推定結合部位は近接していることが示唆された。ベルベリン誘導体XとYが、ベルベ
リンと比較して4から16倍低濃度で多剤耐性緑膿菌のアミカシン耐性を阻害した。化合物XのMexXY系阻害活性は
ベルベリンと同程度であり、化合物YのMexXY系阻害活性はベルベリンの約16倍であった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of action of berberine, which inhibits 
aminoglycoside resistance of multidrug - resistant Pseudomonas aeruginosa in a manner dependent on 
RND - type multidrug efflux system MexXY, and further berberine derivative which enhances the action
 of berberine was constructed. We suggested that 1) berberine seems a substrate of the MexXY pump, 
2) berberine acts synergistically with aminoglycoside depending on the MexXY system, 3) the putative
 binding site of berberine to MexY is close to aminoglycoside. Berberine derivatives (X and Y) 
inhibited amikacin resistance of multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa at concentrations as low
 as 4 to 16 times lower than berberine. The MexXY inhibitory activity of compound X was about the 
same as that of berberine, and the MexXY system inhibitory activity of compound Y was about 16 times
 that of berberine.

研究分野：微生物薬品科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）多剤耐性緑膿菌感染症は、有効な抗菌
薬がほとんどないため、治療は非常に難渋し
死亡例も報告されており、新規治療薬の開発
が社会的に急務である。しかしながら緑膿菌
は本態的に抗菌性物質に耐性を示す。その主
因の一つに多剤排出ポンプによる抗菌薬の
能動的排出が挙げられる。 
 
（２）研究代表者は、生薬であるオウレンや
オウバクおよびそれらの主成分であるベル
ベリンが多剤耐性緑膿菌のアミノ配糖体耐
性を、MexXY 多剤排出ポンプ依存的に軽減す
ることを見出した。しかしながら耐性阻害に
必要な濃度は非常に高く、臨床応用できると
は考えられない。 
 
２．研究の目的 
 ベルベリンをリード化合物としてMexXY阻
害剤を開発するための基盤研究を行う。 
 
（１）MexXY は、親水性が極めて高い抗菌薬
であるアミノ配糖体を基質とする点で、ユニ
ークなresistance nodulation cell division 
(RND) 型多剤排出ポンプである。しかしなが
ら、MexXY によるアミノ配糖体排出機構は、
タンパク質の分子構造レベルではほとんど
分かっていない。アミノ配糖体耐性に関与す
る MexXY のアミノ酸残基を同定し、MexXY の
アミノ配糖体基質認識機構を分子レベルで
理解する。 
 
（２）ベルベリンは、植物由来のイソキノリ
ンアルカロイドであり、抗菌活性を含むさま
ざまな生物学的活性を有する。MexXY 阻害活
性の増強したベルベリン誘導体を合成する。
またはベルベリンのMexXY阻害活性に関する
構造・機能相関を調べ、MexXY 阻害剤開発の
基盤とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ベルベリンとアミノ配糖体の併用作用
を最少発育阻止濃度（MIC）から算出
fractional inhibitory concentration（FIC）
やベルベリンの菌体内蓄積量の測定により
評価した。 
 突然変異処理またはシミュレーションに
基づく部位特異的変異導入により構築した
MexXY 変異体を産生する緑膿菌変異株のうち、
①アミノ配糖体耐性を消失したもの、②アミ
ノ配糖体耐性は保持するが、ベルベリンによ
るアミノ配糖体耐性阻害作用の消失したも
のを寒天培地上で選択した。 
 
（２）ベルベリンの構造を基軸に類縁体を活
用しながら有効母核構造ならびに官能基の
探索を行った。さらに、構造活性相関から得
られる情報を基に有効母核構造・官能基を活
用しながら、新しい化合物ライブラリーをデ
ザイン・合成した。 

４．研究成果 
（１）緑膿菌 PAO1 株から mexXY 遺伝子のリ
プレッサー遺伝子 mexZ と mexXY 以外の 4つ
の RND 型多剤排出系遺伝子(mexAB, 
mexCD-oprJ, mexEF-oprN, mexVW)を破壊した
株 PAGUg1929 と PAGUg1929 株から mexXY 遺伝
子を破壊した株 PAGUg1933 を構築した。さら
に両株にアミノ配糖体アセチル化酵素遺伝
子（aacC1）遺伝子を導入した株 PAGUg1927 及
び PAGUg1931 を構築した。以上 4つの緑膿菌
遺伝子改変株を用いて、ベルベリンとゲンタ
マイシンの FIC を測定したところ、mexXY 遺
伝子を持つ株のみ 0.5以下の FIC値を示すこ
とから、ベルベリンは MexXY 依存的なゲンタ
マイシン耐性を相乗的に阻害することが分
かった（Table 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 主要な RND 型多剤排出系遺伝子 acrB を欠
損した大腸菌変異株にmexXY遺伝子を導入し
た遺伝子改変株を用いて、ベルベリンの大腸
菌細胞内蓄積量を測定したところ、MexXY の
ベルベリン排出活性は、ゲンタマイシンによ
り濃度依存的に阻害された。大腸菌の主要な
多剤排出ポンプ AcrB の結晶構造を参考に、
MexY の分子モデルを構築した。分子モデルか
らもベルベリンとアミノ配糖体の相互作用
が確認された。以上の結果から、ベルベリン
は、MexXY のアミノ配糖体排出を競合的に阻
害すると考えている。現在部位特異的変異導
入法により MexY 変異体を構築し、分子構造



モデルの妥当性を検証している。 
 
（２）ベンジル塩酸塩を水素化ホウ素ナトリ
ウムで還元したのち、ヨウ化カリウム存在下、
種々のベンジルブロミド誘導体を作用させ、
13 位に各種のベンジル側鎖の導入を検討し
たところ、新規化合物６種を含めて計 12 種
類の誘導体を系統的に合成することができ
た。得られた化合物のうち、５種類はベルベ
リンより強い MexXY 阻害活性を示した。特に
ベンジル基の側鎖として o-methyl 基を置換
基として導入したものは、多剤耐性緑膿菌
NCGM2.S1のアミカシン耐性を4倍低濃度でベ
ルベリンと同程度阻害し、ベルベリンより約
16倍強い MexXY阻害活性を示した（Table 2）。
これは、p-methyl 基や m-methyl 基を置換基
とした場合では観察されなかったことから、
MexXY 阻害活性増強の原因は単純な疎水性の
増大ではないと考えられた。o-phenyl 基を置
換基とした誘導体が最も低濃度（ベルベリン
の 16 倍）で多剤耐性緑膿菌 NCGM2.S1 のアミ
カシン耐性を阻害したが、MexXY 阻害活性は
ベルベリンと同程度であった。o-phenyl 基を
置換基とした誘導体は、MexXY 以外の活性を
阻害することで、緑膿菌のアミカシン耐性を
ベルベリンより強く阻害したと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 興味深いことに、o-methyl 基や o-phenyl
基を置換基として導入したものは、メチシリ
ン黄色ブドウ球菌（MRSA）や主要な多剤排出
ポンプを欠損した緑膿菌変異株に強い抗菌
活性を示した。今後、さらにベルベリン誘導
体のMexXY阻害作用を分子レベルで解明した
い。 
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