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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌の主要細胞壁構成成分であるペプチドグリカンを特異的に認識するモノクロ
ーナル抗体と光感受性物質を結合させた化合物および近赤外光の照射によって、モノクローナル抗体が標的特異的に結
合する細菌（黄色ブドウ球菌）のみを選択的に殺菌することが可能であった。MRSAやVISAのような薬剤耐性黄色ブドウ
球菌に対しても、抗ペプチドグリカンモノクローナル抗体の特異的な結合によって殺菌効果が誘導可能であった。標的
特異的な感染症治療として今後臨床応用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed a method for treating Staphylococcus aureus bacteria by 
photosensitizer-antibody conjugates against peptidoglycan, the major component of the cell wall of the 
Gram-positive bacteria, and near-infrared light. Specific binding of photosensitizer-antibody conjugates 
to the cell wall led to kill the cells specifically upon near-infrared light irradiation in 
methicillin-susceptible, methicillin-resistant and vancomycin intermediate-susceptible Staphylococcus 
aureus in vitro. Further studies are warranted for future clinical translation.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 

1940 年代にペニシリンが実用化され暫く

して薬剤耐性菌が確認されて以来、細菌感染

症に対する治療は抗菌薬の進歩と耐性菌の

出現を繰り返している。薬剤耐性のメカニズ

ムとして薬剤の酵素分解や修飾、細胞膜透過

性の低下、薬剤排出機構、作用点変異などが

広く知られているが、近年になり、複数の耐

性メカニズムを発現する細菌（多剤耐性緑膿

菌など）も検出されるようになり、耐性菌に

対する感染症治療は全世界的な問題となっ

ており、新規抗菌薬の開発とならび、新たな

治療法の出現が望まれている。 

研究代表者らはがん分子標的モノクロー

ナル抗体に近赤外光を吸収し蛍光や熱など

を産生する蛍光プローブであるIR700を結合

させ、正常細胞に障害を与えず、がん細胞の

みを分子標的特異的に生体に無害な近赤外

光 で 破 壊 す る 方 法 を 開 発 し 、

photoimmunotherapy(PIT)と名付けて発表し

(下図：引用文献①)、その有用性につき引き

続き報告してきた(引用文献②、③、④、⑤)。 

 

２．研究の目的 

本研究では、研究代表者らが開発したがん

に対するPITの方法論を感染症治療へ応用す

ることを目的とする。つまり、細菌の細胞膜

や細胞壁に存在する分子を特異的に認識す

るモノクローナル抗体を探索し、モノクロー

ナル抗体と蛍光プローブ IR700 を結合させ、

細菌と反応後に近赤外光を照射して、細胞膜

（壁）破壊から治療効果が得られるか検討し

た。 

現在広く用いられている抗菌薬の作用機

序と全く異なり、本方法では、モノクローナ

ル抗体の認識する分子を発現する菌に対し

て選択的に、蛍光プローブ IR700 の産生する

エネルギーによる機械的な殺菌効果を期待

できることから、周囲の組織に対する近赤外

光による細胞障害性は少なくなり、また、対

応するモノクローナル抗体の選択で抗生剤

無効の多剤耐性菌に対しても有効な方法と

なることが期待された。 

 

３．研究の方法 

(1) 細菌株 

①グラム陽性球菌：黄色ブドウ球菌 

JCM2874 

MR14 (MRSA;Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus) 

MU3 (VISA; Vancomycin-intermediate 

Staphylococcus aureus) 

②グラム陽性球菌：表皮ブドウ球菌 

JCM2419 

Epi28 

③グラム陰性桿菌：大腸菌 

DH5α 

 

(2) モノクローナル抗体-IR700 結合化合物

の合成 

黄色ブドウ球菌の細胞壁主要構成成分で

あるペプチドグリカンに対するモノクロー

ナル抗体 15704(QED bioscience)と IR700DX 

NHS ester(LI-COR)を混和し、ゲルろ過にて

化合物(mAb15704-IR700)を抽出した。ゲルろ

過した mAb15704-IR700 は、分光光度計を用

いて吸光度測定を行い、1分子の mAb15704 に

対して約 3分子の IR700 が結合するように調

整した。 

 

(3) 各細菌株に対する抗ペプチドグリカン

抗体 mAb15704-IR700 の結合性評価 



Overnight culture の細菌懸濁液 OD 0.5 = 

108 CFU/mL から、106 CFU/mL のサンプルを用

意した。サンプルに 10 µg の抗ペプチドグリ

カン抗体 mAb15704-IR700 を添加し、4℃遮光

下で振盪しながら 1時間反応させた。反応後

のサンプルを洗浄し、以下の検討を行った。 

① 蛍光顕微鏡 

オリンパス社製倒立顕微鏡 IX73 を用いて

蛍光顕微鏡観察下にてIR700プローブの細菌

に対する結合性を評価した。 

② フローサイトメーター 

Miltenyi Biotec 社製 MACSQant analyzer

を用いて、IR700 プローブの細菌に対する結

合性を定量的に評価した。 

③ 電子顕微鏡 

抗体の特異的結合部位を確認するために、

電界放出形走査電子顕微鏡 FE-SEM（日立社

製）を用いて、mAb15704 と反応後のサンプル

に対して金コロイド結合 anti-mouse IgG2 次

抗体を添加し、サンプル洗浄後にイメージン

グを行った。 

 

(4) 光線照射処置と殺菌効果の評価 

細菌懸濁液と抗ペプチドグリカン抗体

mAb15704-IR700 を反応後に近赤外光(LED ラ

イト、波長ピーク 690 nm)を照射した。照射

後にサンプルは vortex し、平板培地に段階

希釈法にて滴下した。37 ℃で 24 時間培養を

行い、コロニー形成の評価から抗体と光線治

療による殺菌効果を評価した。 

 

４．研究成果 

(1)各種細菌株に対する抗ペプチドグリカン

抗体 mAb15704-IR700 の結合性 

黄 色 ブ ド ウ 球 菌 株 に 対 し て

mAb15704-IR700 を添加し、洗浄後の蛍光顕微

鏡写真およびフローサイトメトリーの結果、

さらに、金コロイド結合抗マウス IgG 二次抗

体を用いた電界放出形走査電子顕微鏡の結

果以下に示す。 

 

JCM2874 DIC:通常光顕微鏡像、Control:抗

体未反応の細菌に対する蛍光顕微鏡像、

mAb15704-IR700:細菌に結合・局在した IR700

の蛍光像、mAb15704-IR700 with mAb15704 

blocking: cold antibody（mAb15704）添加

によるブロッキング後の蛍光顕微鏡像 

 

JCM2874とmAb15704-IR700の反応によるシ

グナル(mean fluorescence intensity; MFI)

比はコントロールと比べて57.72倍であった。 

 
MR14 の細胞壁に結合した mAb15704 と反応し

た金コロイド 2次抗体の局在を認めた。 



 mAb15704-IR700 の各種細菌株細胞壁に対

する結合性は菌株によって異なり、フローサ

イトメトリーのコントロールと比較した MFI

比は以下の通りであった。 

細菌株 MFI 比 

JCM2874 57.72 

MR14 62.00 

MU3 61.89 

JCM2419 35.16 

Epi28 76.1 

DH5α 2.57 

 

(2) 光線照射処置と殺菌効果の評価 

 

 

 

 各種細菌株と mAb15704-IR700 を反応後に

近赤外光を照射し、処置後のサンプルを限界

希釈法にて平板培地へ添加し培養した結果

を示した。上段 JCM2874、中段 MR14、下段 DH5

α。図に示した通り、mAb15704-IR700 と近赤

外光照射により、JCM2374 および MR14 では、

光線殺菌効果が誘導され、その効果は cold

の抗体である mAb15704 によるブロッキング

で減弱した。一方で、mAb15704-IR700 との結

合性をほとんど認めなかった DH5αにおいて

は光線殺菌効果が誘導されなかった。以上の

ことから、抗ペプチドグリカン抗体化合物

mAb15704-IR700 はブドウ球菌の細胞壁に標

的特異的に結合し、近赤外光の照射を受けた

mAb15704-IR700 による細胞障害性が誘導さ

れることが分かった。 

 

(3) 考察と今後の展望 

 研究代表者が開発してきた、がんに対する

分子標的特異的な蛍光イメージングとイメ

ージングをガイドとして、近赤外光照射によ

って細胞破壊を誘導する治療法であるPITは、

黄色ブドウ球菌の主要細胞壁構成成分であ

るペプチドグリカンを特異的に認識する抗

体によって標的特異的な感染症治療として

応用できる可能性が in vitro の条件におい

て示唆された。治療効果は抗ペプチドグリカ

ン抗体の特異的結合性に依存していること

から、副作用の少ない特異的な治療となり得

る一方で、多彩な菌種に有効な治療法とはい

い難い。光のアクセスが良い部位（臓器）に

おける、多剤耐性菌感染症が良いターゲット

になると考える。今後は、感染動物モデルを

利用して実際の治療法としての実現可能性

を評価していく予定である。 
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