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研究成果の概要（和文）：本研究では、カイコ黄色ブドウ球菌感染モデルでの治療効果を指標に探索された３つの化合
物について、その活性と、作用機序解析を実施した。化合物の抗菌スペクトラムを解析したところ、何れも黄色ブドウ
球菌、及び多剤耐性黄色ブドウ球菌に対して抗菌活性を示した。１つの化合物について、RNA合成を阻害し、RNAポリメ
ラーゼのシグマ因子を標的とする新しいメカニズムで抗菌活性を示すと考えられた。また、マウス黄色ブドウ球菌感染
モデルにおいても、延命効果を示した。これらの結果から、カイコ細菌感染モデルは、天然物だけでなく、有機合成化
合物からの治療効果を有する新規抗菌薬の探索にも有効であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We evaluated antimicrobial activity and mechanistic analysis of the compounds 
which identified by therapeutic effectiveness on silkworm infection model. These compounds showed 
antimicrobial activity against Staphylococci, and one of compound showed prolonged proliferation activity 
on mouse systemic infection model. This compound is implied to have a novel mechanism. These results 
suggest that silkworm infection model is useful model to identity therapeutically effective antimicrobial 
compounds from synthetic compounds library.

研究分野： 微生物学

キーワード： 抗菌薬　化合物ライブラリー　カイコ　作用機序解析
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１．研究開始当初の背景 
	 世界的な多剤耐性菌の蔓延に対抗するた
めに、従来の抗菌薬にはない新奇な標的を有
する治療薬の開発が必要とされている。申請
者等は、治療効果を指標に抗菌化合物を探索
すれば、細菌に対する特異性が高く体内動態
が優れた化合物が選別されると考え、コスト
も安く倫理的な問題が無いカイコの細菌感
染症モデルを用いた、抗生物質の定量的な治
療効果の評価系を確立した。これまでの我々
の研究から、カイコは哺乳動物と同様な薬物
代謝経路を有し、毒性の評価もラットにおけ
る場合と高い相関性を有することを明らか
にしている。実際に、治療効果を指標に、一
般に標的特異性が高いとされる天然物から
新規抗生物質「ライソシン E」を見いだすこ
とに成功している。さらに、研究代表者は、
１０万個に及ぶ化合物ライブラリーからも
スクリーニングを実施し、カイコで治療効果
を示す３つの化合物を見いだしていた。 
 
２．研究の目的 
	 カイコモデルで治療効果を示すこれらの
化合物は、HTSで探索されたものとは異なり、
非特異的なタンパク質への結合が小さく、安
全性も高いと考えられる。また、これらの化
合物は、カイコに対する毒性も示さないこと
から、細菌特異的な作用により、抗菌治療活
性を発揮していると考えられる。そこで、本
研究においては、既存の抗菌化合物とは骨格
が全く異なっている、これらの化合物の標的
を同定し、新奇作用メカニズムを有する抗菌
化合物の創出を実施する。さらに、これらの
化合物の体内動態を明らかにすることによ
り、創薬のモデルとしてのカイコの地位を確
固たるものにする。 
 
３．研究の方法 
	 それぞれの化合物について、抗菌スペクト
ラムを求める。また、化合物の抗菌活性が殺
菌的であるか静菌的であるか検討し、さらに、
DNA 合成などの高分子合成の阻害活性を検
討し、メカニズム解析の端緒を開く。次に、
化合物に対する変異原処理を行った株を用
いて耐性菌を取得し、次世代シークセンサー
を用いた全ゲノム解析により変異部位を同
定し、共通した変異遺伝子を同定する。遺伝
子の変異部位から、作用機序を推定し、生化
学的な解析により、抗菌化合物の作用メカニ
ズムを解明する。また、化合物の血清添加に
よる抗菌活性の低下率、及び、マウスモデル
における治療効果と毒性を検討した。 
	
４．研究成果	
(1)	抗菌化合物の抗菌スペクトラム	
	 本カイコ黄色ブドウ球菌感染モデルでの
治療効果を指標に探索された３つの化合物
について、作用機序解析を実施した。化合物
の抗菌スペクトラムを解析したところ、いず
も黄色ブドウ球菌、及び多剤耐性黄色ブドウ

球菌、Staphylococcus 属に対して抗菌活性を
示したが、他のグラム陰性の菌種には抗菌活
性が弱く、狭域なスペクトラムであると考え
られる（表 1）。化合物 B は抗菌活性がやや低
く、またカイコモデルにおける治療効果も残
りの２つと比べ弱いものであったことから、
今後の解析が困難であると判断し研究の対
象から除外した。化合物 A,	C については、
抗菌スペクトラムがやや狭いものの、多剤耐
性黄色ブドウ球菌に対する効果がメチシリ
ン感受性株と変わらなかった。	
	

Bacteria	
MIC	

(µg/ml)	

Staphylococcus	aureus	MSSA1	 4	
S.	aureus	NCTC	8325	 8	
S.	aureus	RN4220	 4	
S.	aureus	Newman	 4	
S.	aureus	Smith	ATCC13709	 4	
S.	aureus	MRSA4	 4	
S.	aureus	USA300	 4	
Staphylococcus	haemolyticus	 4	
Staphylococcus	pseudintermedius	 4	
Bacillus	subtilis	JCM2499	 128	
Bacillus	cereus	JCM20037	 128	
Listeria	monocytogenes	10403S	 128	
Enterococcus	faecalis	EF5	 >256	
Enterococcus	faecalis	EF1	 >256	
Streptococcus	pneumonia		 >256	
Streptococcus	agalactiae	JCM5671	 >256	
Streptococcus	sanguinis	JCM5678	 >256	
Serratia	marcescens	 >256	
Escherichia	coli	W3110	 >256	
Pseudomonas	aeruginosa	PAO1	 >256	

表 1	化合物 C の抗菌スペクトラム	

	
(2)	抗菌活性の作用機序解析	
	 ２つの化合物 A,	C について、黄色ブドウ
球菌に対する作用様式を検討した。その結果、
化合物 Aは弱い殺菌性を示し、化合物 Cは静
菌的であった（図 1）。両者の黄色ブドウ球菌
の DNA、RNA、タンパク質、及びペプチドグリ
カンの高分子合成に対する阻害活性を検討
したところ、化合物 Aは RNA 合成が阻害され、
タンパク質合成が部分的に阻害された。また
化合物 C は RNA 合成が主に阻害され（図 2）、
及びタンパク質合成が部分的に阻害された。	

図１	 化合物 C の静菌的活性	
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従って、両化合物とも RNA 合成経路を主に阻
害すると考えられた。	
	

図２	 化合物 C の RNA 合成阻害	
	
(3)	耐性菌の遺伝子変異部位解析	
	 化合物 A,	C の作用機序を明らかにするた
め、黄色ブドウ球菌を変異原処理し、薬剤含
有寒天培地上で生育した耐性株を取得し、そ
の遺伝子変異部位を、次世代シークセンサー
を用いた全ゲノム解析により解析した。化合
物 Aに対する耐性菌株については、耐性株間
で共通した遺伝子変異が認められず複数の
要因によって耐性化していると考えられ、メ
カニズム解析に必要な情報は得られなかっ
た。化合物 Cについては、独立に取得された
株間で共通して sigA 遺伝子に変異が認めら
れた。sigA 遺伝子の変異が化合物 Cの耐性化
に必要十分な遺伝子であるか、ファージトラ
ンスダクションによる解析によって検討し
た結果、sigA 遺伝子の 1 遺伝子変異が化合物
C に対する耐性化に必要十分であることがわ
かった。なお、本耐性菌の増殖速度を検討し
たところ、増殖性は野生型に比べ劣っており、
細菌の増殖機能には障害が生じていること
がわかった。	
	

表２	 ファージトランスダクション解析	
	
(4)	生化学的なメカニズム解析	
	 化合物 C について、作用機序解析を実施し
た。次世代シークセンサーの解析から、sigA
遺伝子の変異が耐性化に必要十分であるこ
とがわかったため、sigA 遺伝子産物である、
RNA ポリメラーゼのσサブユニットが標的で
はないかと仮説を立て、検討を行った。まず、
野生型株と sigA 遺伝子変異型株における、

RNA 合成に対する化合物 C の効果を検討した
ところ、野生型は RNA 合成が阻害されるのに
対して、耐性変異株は化合物の添加による
RNA 合成能の低下が抑制されていた。	
	

図 2	 化合物Cの野生株とsigA遺伝子変異株
に対する RNA 合成阻害における効果	

	

	 また、部分精製した RNA ポリメラーゼの試
験管内における活性についても、化合物 Cは
野生型由来の RNA ポリメラーゼのプロモータ
ーからの転写は阻害するが、変異株由来のも
のは化合物 C に対して耐性を示した。また、
大腸菌の RNA ポリメラーゼのコア酵素に、黄
色ブドウ球菌の野生型と変異型のσサブユ
ニットを加えてホロ酵素を形成させ、化合物
C に対する感受性について検討したところ、
変異型は化合物 Cに対して耐性を示した。さ
らに、化合物 Cは RNA ポリメラーゼのσサブ
ユニットに結合した。これらの結果から、化
合物 C は、RNA ポリメラーゼのσサブユニッ
トを標的として抗菌活性を示していると推
察される。これまで、σサブユニットを標的
とする小分子の抗菌化合物は知られておら
ず、本化合物は新しいメカニズムを有してい
ることが明らかになった	
	
(5)	化合物 Cのマウスモデルにおける治療効
果と安全性の解析	
	 化合物 Cについてマウス黄色ブドウ球菌感
染モデルにおける治療効果を検討した。その
結果、化合物の投与により全数生存するよう
な治療効果は認められなかったが、有意な延
命効果が見いだされた。血清による抗菌活性
に対する影響を検討したところ、10%のウシ
血清の添加により最小発育阻止濃度が 4倍上
昇したことから、本化合物はやや血清に結合
しやすく、そのためにカイコ、及びマウスに
おける ED50値が MIC の 10 倍以上になると考
えられる。また、治療効果を示す濃度より高
い、化合物の溶解性の限界の濃度のサンプル
を投与しても急性毒性は認められなかった。
従って、本化合物は抗黄色ブドウ球菌薬のシ
ード化合物として有用であると考えられ、本
研究の目的は達成できたと考えられる。	
	
以上の結果は、カイコ細菌感染モデルが、天
然物からの治療効果を示す化合物の探索だ
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けでなく、創薬における重要なソースの一つ
である有機合成された化合物ライブラリー
に対しても有用であることを示していると
考えられる。	
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