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〈対象論文〉

Lysocin E is a new antibiotic that targets menaquinone in the bacterial membrane.
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〈要 約〉

　多剤耐性細菌に対し有効な治療効果のある新規の抗生物質の新しい探索法が必要とされている．カイコの細菌感染モデルは，治療に必要な抗生物質の用量が哺乳動物における値とよく一致することから，抗生物質の薬物動態を反映した治療効果の評価が可能である．筆者らは，カイコの黄色ブドウ球菌感染モデルを用いて，土壌細菌の培養抽出物を対象に治療効果を指標として抗生物質を探索した．その結果，すでにこの手法により見い出されていたノソコマイシンにくわえ，新規の抗生物質ライソシンEを見い出した．これらの抗生物質はマウスの黄色ブドウ球菌感染モデルにおいても治療効果を示した．さらに，ライソシンEは黄色ブドウ球菌の細胞膜に存在するメナキノンに結合して細胞膜の破壊をひき起こすという新規の作用機序をもつことが判明した．カイコの細菌感染モデルは哺乳動物において治療効果を示す新規の抗生物質の探索系として有用と考えられる．

はじめに

　多剤耐性細菌の蔓延は臨床の現場において深刻な問題になっており，既存の抗菌薬とは異なる作用機序をもつ治療薬がもとめられている．一方で，近年，治療効果を示す新規の作用機序をもつ治療薬の開発は停滞している．この原因として，従来の試験管内における細菌の増殖の阻害を指標とした天然物からの探索，あるいは，細菌の増殖に必須のタンパク質に対するハイスループットスクリーニングによる化合物ライブラリーからの探索は，治療効果を示す化合物を得る効率が非常に低いことが指摘されている．この問題を克服するためには，探索の早い段階において治療効果を評価することが必要である．しかしながら，探索の初期の段階において哺乳動物を利用することは費用や動物愛護の視点から問題がある．そこで，費用が安く倫理的な問題がなく取り扱いの容易なモデル生物としてカイコに着目した．これまでに，筆者らは，カイコの細菌感染モデル1) を用いて抗生物質の定量的な評価が可能であり，体重あたりの治療に必要な薬剤量はカイコとマウスでほぼ一致していること2)，また，カイコにおいても哺乳動物と同様に，外来の化合物はP450および抱合反応による代謝をうけ排泄されることを見い出していた3)．さらに，カイコを用いて化合物の毒性も同時に評価が可能である．そこで，土壌細菌の培養抽出物からカイコモデルにおける治療効果を指標として抗生物質を探索した．

1．カイコの細菌感染モデルを利用した抗生物質の探索および同定

　これまでに，カイコの黄色ブドウ球菌感染モデルを利用してカイコにおいて治療効果を示す新規の抗生物質ノソコマイシンが見い出されている4)．さらに，14,651株の土壌細菌の培養抽出物を調製し抗生物質を探索した．2794個が抗菌活性を示し，そのうち23個がカイコの黄色ブドウ球菌感染モデルにおいて治療効果を示した．そのなかで，系統分析によりLysobacter属細菌であると推定されたRH2180-5株の培養抽出物から，カイコの黄色ブドウ球菌感染モデルにおける治療効果を指標として抗生物質を精製した．最終段階のODSカラムによるHPLCにおいて，紫外線スペクトルのパターンの類似した9個のピークが認められた．もっとも回収量の多かったピークの構造を解析し，新規の構造をもつ抗生物質であることを見い出し，ライソシンEと命名した（図1）．この抗生物質は，12個のD体あるいはL体のアミノ酸残基，および，脂肪酸鎖から構成される環状リポペプチドであった．

2．カイコにおいて治療効果を示す抗生物質のマウスにおける治療効果

　カイコの黄色ブドウ球菌感染モデルにおける探索により発見された2つの新規の抗生物質，ノソコマイシンおよびライソシンEについて，マウスの黄色ブドウ球菌感染モデルにおける治療効果について検討した．その結果，ノソコマイシンの50％効果量は静脈注射で12 mg/kg，ライソシンEの50％効果量は皮下投与で0.5 mg/kgであった．すなわち，カイコの細菌感染モデルにおける治療効果を指標に探索された2つの新規の抗生物質は，マウスの細菌感染モデルにおいても治療効果を示した．さらに，ライソシンEについては，単回投与における急性毒性は400 mg/kg以上，かつ，50 mg/kgの投与でも臓器毒性は認められなかった．したがって，ライソシンEは安全性の高い抗生物質と考えられ，臨床への応用が期待できた．

3．ライソシンEの作用機序

　ライソシンEの抗菌スペクトラムをもとめたところ，メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）を含むグラム陽性細菌の一部に対し有効であることがわかった．一方で，グラム陰性細菌および真菌に対しては無効であった．ライソシンEの黄色ブドウ球菌に対する作用は殺菌的であり，生菌数が1分間で99.99％も減少するという，既存の抗生物質にはみられないほど短時間で強力なものであった．また，ライソシンEは黄色ブドウ球菌の細胞膜に対する障害性をもっていた．ライソシンEの作用標的を同定するため，ライソシンEの耐性株を取得しその責任遺伝子を解析した結果，細菌の電子伝達系の補酵素であるメナキノンの合成にかかわる遺伝子が同定された．メナキノンの合成にかかわるmenA遺伝子およびmenB遺伝子を破壊するとライソシンEに対し高度の耐性を示すようになり，細胞膜の障害に対する感受性も消失した．また，ライソシンEの黄色ブドウ球菌に対する抗菌活性は培地にメナキノンを添加することにより阻害され，ライソシンEとメナキノンの混合により沈殿の形成が認められた．さらに，マイクロカロリメトリーによる定量的な解析から，ライソシンEとメナキノンは1対1で相互作用することが示された．哺乳動物において用いられている電子伝達系の補酵素はユビキノンであるが，ライソシンEはユビキノンとは相互作用しなかった．これらの結果から，ライソシンEが細菌の細胞膜に存在するメナキノンと直接に結合して細胞膜の破壊をひき起こす可能性を考えた．人工リポソームの破壊においてメナキノンの効果を検討したところ，ライソシンEはメナキノンを含有する人工リポソームを選択的に破壊することが判明した．したがって，ライソシンEは細胞膜のメナキノンに特異的に結合して細胞膜の破壊をひき起こすと考えられた（図2）．一方，細胞膜に対する障害性をもつことが知られているダプトマイシンは，人工リポソームを破壊したがメナキノンの有無による差は認められなかった．以上の結果から，ライソシンEは細胞膜に存在するメナキノンを特異的に標的とし，細胞膜の破壊をひき起こすことが示された．

おわりに

　この論文においては，新規の抗生物質の探索系として治療効果を指標としたカイコの細菌感染モデルの有用性が明らかにされた．カイコの魅力は，ショウジョウバエや線虫とは異なり，人間の手で自在に扱えるほど個体が大きいため，定量的かつ再現性の高い実験が可能である点にある．それにくわえ，カイコは万頭の単位での飼育が可能で，費用も安く倫理的な問題がないため，マウスでは不可能な治療効果を指標とした探索が可能である．カイコを用いた高血糖モデル5) やSPR欠損症モデル6) なども提案されており，最近では，遺伝子組換えを用いた疾患モデル7) の構築も可能であることが示されるなど，さまざまな疾患に対する治療薬の探索系として応用が可能である．

　さらに，今回，見い出された新規の構造をもつ抗生物質ライソシンEは，これまでの抗生物質とは異なり，作用標的が細胞膜に存在するメナキノンであり，すぐれた殺菌活性を示した．治療効果も高く毒性も低いため臨床への応用が期待される．この研究が，臨床の現場において深刻な問題になっている多剤耐性細菌に対する問題の解決の一助になれば幸いである．
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〈図説明〉

図1　ライソシンEの構造

図2　ライソシンEの予想される作用機序
