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１． はじめに

１９２８年フレミングによって人類初めての抗生物質ペニ
シリンが糸状菌 Penicillium noctum の培養液から発見され
て以来，人類はさまざまなタイプの感染症治療薬を創出し
ながら感染症へ対応してきたが，その脅威は今なお制圧し
きれていない．たとえば医療現場での抗生物質の乱用が原
因で生じたメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）を代
表とした薬剤耐性菌の出現，結核など一度は制圧されたと
考えられていた再興感染症，さらに１９７０年以降新たに認
識されるようになった腸管出血性大腸菌（O１５７）や重症
急性呼吸器症候群（SARS）などの新興感染症の出現など，
感染症はいまだに克服すべき大きな課題として存在する．
しかも感染症は世界で第２位，先進国にだけ目を向けても
第３位の死因を占めるにも関わらず，大手製薬企業による
創薬研究は慢性疾患や抗がん剤の開発に注力されており，
抗生物質の開発は後回しになっているのが現状である．そ
の結果として現在使用されている抗生物質に対する耐性菌
が出現したときに使用できる新しい抗生物質が不足するこ

とが懸念されている１）．したがって，アカデミアによる新
しいタイプの感染症治療薬の開拓は社会的にも重要であ
り，発見されたシーズを創薬までに展開できるシステム作
りが強く望まれる．
感染症治療薬のスクリーニングには，古くからペーパー

ディスク法に代表される生物学的検定法（bioassay）や，
微生物の生育に特異的な DNA・RNA合成経路，細胞膜あ
るいは細胞壁の生合成経路などを標的にした in vitro 評価
系が広く用いられてきた．しかし，in vitro 評価系で選択
された化合物が，感染症のモデル動物を用いた in vivo 評
価系では効果を示さなかった例も少なくない．確かにペー
パーディスク法は，試験サンプルの抗菌効果を生育阻止円
として観察でき，多数のサンプルを短時間で評価できるこ
とから，抗生物質のスクリーニングには欠かせない簡便な
方法ではある．しかし，微生物の多くは従属栄養性であ
り，好気的で栄養豊富な in vitro のペーパーディスク法で
の生育条件に比べ，宿主への感染や増殖に必要な栄養，温
度，pHなどの in vivo の条件とは大きく異なる．また微生
物の中には，培地中と宿主内とではで増殖に必要な遺伝子
の発現が異なることも明らかになっている２）．さらに，た
とえ in vitro 評価系で優れた活性と選択性を示した化合物
であっても，in vivo 評価系での体内動態の悪さや毒性な
どが薬効に大きく影響してしまい，薬剤開発の対象から外
れる場合も多々ある．したがって，このような in vitro と
in vivo 評価系での薬剤効果のギャップをいかに小さくす
るかが重要な課題と考えられる．
近年，in vitro と in vivo 評価系でのギャップや，in vivo
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カイコ感染症モデルを利用した微生物資源からの抗生物質の開拓

内田 龍児，供田 洋

近年，抗生物質の簡易的な in vivo の評価方法として，哺乳動物以外の生物を宿主とした感染
評価系が構築されている．著者らは昆虫カイコ５齢虫に，真菌カンジダ・アルビカンス（Can-
dida albicans）とメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）を感染させることにより，３日目
にカイコが感染死する in vivo 類似の評価系を構築した．これをスクリーニングの初期に導入
することで，実際の in vivo でも効果を示す可能性のある抗生物質のリード化合物を微生物資
源に求めた．その結果，従来のペーパーディスク法と比較するとヒットする確率は著しく減少
したものの，実際に単離された化合物は実用化された医薬品やその関連化合物を高頻度で含ん
でいた．さらにMRSAの感染評価系からはノソコマイシンと命名した新規化合物群を発見し，
マウスでのMRSA感染に対する治療効果を示すことができた．
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評価系では大量の哺乳動物を犠牲にするといった倫理面の
問題を解消する手段として，魚類，昆虫，線虫など哺乳動
物以外の生物を代替モデルとし利用する試みがある３～５）．
確かに in vivo 評価系をスクリーニング初期段階に導入で
きれば，治療効果を示す可能性のより高い化合物を選択で
きるが，実際にはその手間や費用を考えると非現実的であ
る．そこで，著者らは関水らが報告したカイコを宿主とし
てカンジダやMRSAなどの病原微生物を感染させた in
vivo 様の評価系（カイコ感染評価系）を抗生物質の１次ス
クリーニング系に利用した．本稿では微生物資源からのス
クリーニングを通じて得られたカイコ感染評価系の有効
性，そして本評価系の導入によって放線菌培養液中より発
見した新規抗MRSA物質ノソコマイシン類について紹介
する．

２． カイコを宿主としたカンジダおよびMRSA評価系

浜本，関水らはカイコ５齢虫を宿主として黄色ブドウ球
菌を感染させ，現在臨床で使用されているさまざまなタイ
プの抗生物質を投与しその治療効果，吸収や代謝などを調
べた結果，従来の哺乳動物を宿主とした場合をよく再現し
ていると報告した５～７）．その一部を表１に抜粋させていた
だいたが，抗生物質の治療効果の指標である ED５０値（５０％
有効濃度）をカイコとマウスを用いた評価系間で比較する
とよく一致していることから，カイコ感染評価系の有用性
が期待された．そこで著者らはこのカイコ感染評価系を１
次評価系として用い，微生物の培養液中より新しい抗真菌
剤と抗MRSA剤の探索を実施することにした．抗真菌剤
は抗細菌剤と比較して圧倒的に薬剤数の少ないことと，
MRSAは院内感染の原因菌として社会的に問題視されて
いることから，この二つの病原微生物に焦点を当てた．
浜本，関水らの方法を参考に７），まず，カイコに病原真

菌カンジダ・アルビカンス（Candida albicans）を感染さ
せた評価系を構築した．実際のスクリーニングではサンプ
ルが示す毒性も同時に評価するために，菌液接種後３日目
にカイコが感染死する条件を設定した．すなわち臨床分離
株 C. albicans TIMM１７６８株の培養液（１×１０６細胞／mL）を
哺乳類の血管に相当するカイコ５齢虫の背脈管に５０L接
種し感染させ，その直後にサンプル（１０％ジメチルスル
ホキシド溶液）を５０L投与し，２７℃のインキュベーター

中で経過を観察する方法を用いた．本評価系を用いてア
ゾール系抗真菌剤ミコナゾール（MCZ）とフルコナゾー
ル（FLCZ）の治療効果を比較してみた結果，FLCZの方
が低濃度で効果を示した．これは一般に知られていること
ではあるが，その効果を本評価系でも再現できたことに感
心させられた．このことから１次スクリーニングで，より
in vivo で治療効果の高い化合物やカイコの体内で代謝を
受け活性化するプロドラッグ様の化合物が選択される可能
性も期待した．
次いで，同様にしてカイコにMRSAを感染させた評価

系も構築した．試験菌には敗血症患者より分離された
MRSA K-２４株を用いた．カイコにMRSA（２．５×１０８CFU／
カイコ／５０L）を接種後３日目に黒化して感染死し，これ
にバンコマイシン（VCM）を最終投与量１g／カイコで背
脈管から投与した場合，すべてのカイコが生存することを
確認した．

３． カイコ感染評価系を利用した微生物資源からのスク
リーニング

構築した各カイコ感染評価系を利用して，真菌および放
線菌を中心とした微生物の培養液を１次スクリーニングに
供した．表２には，同一サンプルをカイコ感染評価系と
ペーパーディスク法でスクリーニングした結果を比較して
示した．ペーパーディスク法ではカンジダに対し６５４サン
プル（全体の３．３％）が，MRSAに対し３２７サンプル（全
体の６．１％）が生育阻止円を示した．しかし，カイコ／カン
ジダ感染評価系ではわずか２９サンプル（全体の０．１４％），
カイコ／MRSA感染評価系でも２１サンプル（全体の０．４％）
だけが治療効果を示し，ペーパーディスク法と比較して著
しく選択率が低下した．すなわちペーパーディスク法で選
択された９割以上のサンプルがカイコ感染評価系では治療
効果を示さないことになる．つまり課題の一つとしてあげ
た生体内での安定性や体内動態の悪い化合物を除外できた
可能性がある．また，中には菌液だけを接種したコント
ロールよりも早く死に至るカイコも存在し，毒性を示すサ
ンプルも早期に除外されたと判断された．したがってカイ
コ感染評価系は，in vivo で治療効果を示す可能性の低い
偽陽性のサンプルを初期スクリーニング段階で排除でき，
効率よく精製候補サンプルを選択できると考えられた．

表１ カイコおよびマウスを宿主とした黄色ブドウ球菌感染評価系における抗生物質の治療効果７）

抗生物質名

ED５０
MIC

（g／mL）カイコ
（g／g・カイコ）

マウス
（g／g）

セフェム系
テトラサイクリン系
グリコペプチド系

オキサゾリジン系

フロモキセフ
ミノサイクリン
テイコプラニン
バンコマイシン
リネゾリド

０．２
４．０
０．３
０．３
９．０

０．３
１．０
０．１
１．０
４．０

０．４
０．４
０．５
１．０
４．０

５９６
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４． カイコ／カンジダ評価系から単離した抗真菌化合物

図１にカイコ感染評価系を用いたスクリーニングで選択
された培養液中より単離した抗真菌化合物をまとめた．ス

クリーニングを始めてまもなくポリエン系抗真菌薬アムホ
テリシン Bやリポペプチド系抗真菌薬ミカファンギンの
前駆化合物であるエキノキャンディン類縁化合物が単離さ
れてきた．また，過去にマウスを用いた感染評価系での治
療効果が報告されたペプチド化合物 SCH６４３４３２もこれま
でに選択された．このようにカイコ感染評価系で得られた
化合物の中にはすでに臨床応用されている化合物が含まれ
ていることから，コピアマイシン（copiamycin），チロシェ
リン（tyroscherin）や CAF-６０３のような既知化合物であっ
ても哺乳動物を用いた感染評価系での再評価に値すると考
えている．これら既知化合物の中でも現在著者らは，トリ
コデルミン（trichodermin）やエピイソロリジン E（epiiso-
roridine E）などの治療効果を示したトリコテセン類に注
目している．トリコテセン類は真菌が生産するマイコトキ
シンと広く理解されており８），実際にベルカリン A（verru-
carin A）はカイコに毒性を示す．しかし，トリコデルミン
やエピイソロリジン Eはほとんど毒性を示すことなく治
療効果を示すことを明らかにした．図２に示したようにト
リコデルミンとエピイソロリジン Eは，in vivo と in vitro
（ペーパーディスク法）評価系での抗真菌活性は逆転する
もののともに治療効果を示すMCZと FLCZ様の活性を示
した．一方，ペーパーディスク法でエピイソロリジン E
と同程度の生育阻止円を示したベルカリン Aは，同一骨
格を有しながらカイコ感染評価系では治療効果を示すこと

表２ カイコ感染評価系およびペーパーディスク法のスク
リーニング選択率の比較

（A） 抗真菌剤

培 養 液 カイコ感染
評 価 系

ペ ー パ ー
ディスク法系 統 サンプル数

放線菌
真 菌

７，１１６
１２，３１７

４
２５

２９０
３６４

総 数 １９，４３３ ２９ ６５４

選択率 （１００％） （０．１４％） （３．３％）

（B） 抗MRSA

培 養 液 カイコ感染
評 価 系

ペ ー パ ー
ディスク法系 統 サンプル数

放線菌
真 菌

２，９４０
２，４００

１５
６

１８４
１４３

総 数 ５，３４０ ２１ ３２７

選択率 （１００％） （０．４％） （６．１％）

図１ カイコ感染評価系より単離された既知の抗真菌化合物

５９７
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なく， 逆に５０g／カイコの投与で毒性を示してしまった．
このように in vitro 評価系では同一活性と一括りにされる
化合物でも，カイコ感染評価系ではそれぞれ異なる結果を
示す例もある．したがってカイコ感染評価系を利用したこ
とで，再評価に値する化合物も存在する可能性を示すこと
ができた．今後，トリコデルミンとエピイソロリジン E
についてはマウスなどの哺乳動物を用いた in vivo 評価系
での検討を視野に入れ，抗真菌剤としての可能性を見きわ
めたいと考えている．

５． カイコ／MRSA感染評価系から発見した新規抗
MRSA剤ノソコマイシン類

１） ノソコマイシン類の発見
著者らがカイコ感染評価系を利用したスクリーニングの

中で一つの成功例を紹介する．約５，０００のスクリーニング
サンプルの中から選択された放線菌ストレプトミセス・シ
スラブダニカス（Streptomyces cyslabdanicas）K０４-０１４４株
の培養液中より，ノソコマイシン（nosokomycin）と命名
した４成分（Aから D）の新規化合物を発見することがで
きた９，１０）．ノソコマイシンの名前は，この生産菌が沖縄県
石垣島の野底（nosoko）ダムの土壌より分離されたことと，
nosocomial infection（院内感染）に由来する．図３に示し
たように，プレニル基由来のセスタテルペン鎖からなるリ

ピド構造と４ないし５個から構成される糖鎖構造が３-ホ
スホグリセリン酸を介して結合した構造を持つ，両親媒性
のホスホグリコリピドファミリーの抗生物質である．この
類縁化合物としては，これまでに主にグラム陽性菌に対し
て強力な抗菌活性を有するモエノマイシン（moenomycin）
類が２０成分以上報告されており，ノソコマイシン類の R２
位にシクロペンタノン環が存在するものがほとんどであ
る１１）．残念ながらモエノマイシン類は，ノソコマイシン生
産放線菌 K０４-０１４４株の培養液中には生産されていなかっ
たが，これまでにモエノマイシン関連化合物の構造を完全
に明らかにした報告は少なく，NMRでの帰属を含めたノ
ソコマイシン類の機器データはほかのモエノマイシン類の
構造解析の糸口になると考えている．また，ノソコマイシ
ン Bはモエノマイシン Aの全合成過程の誘導体として１２），
さらに近年Walkerらは，ノソコマイシン類がモエノマイ
シン Aの生合成遺伝子や酵素などの包括的な解析から生
合成中間体として存在する可能性を報告しているが１０，１３），
本研究では実際に放線菌の最終代謝産物として単離するこ
とができている．

２） ノソコマイシン類の抗菌スペクトル
ノソコマイシン類のMRSAを含む各種グラム陽性およ

び陰性菌に対する抗菌スペクトルを表３に示した．MIC
（最小発育阻止濃度）値の測定には寒天平板希釈法を用い

図２ トリコテセン類の抗真菌活性および治療効果
（A）トリコデルミン，エピイソロリジン Eおよびベルカリン Aの構造，（B）ペーパーディスク法による各化
合物の生育阻止円径，（C）カイコ感染評価系による各化合物の治療効果．

５９８

生化学 第８６巻第５号（２０１４）



た．その結果，ノソコマイシン類はグラム陰性菌にはほと
んど抗菌活性を示さず，八連球菌（Micrococcus luteus）を
除くグラム陽性球菌に対し強い抗菌活性を示した．中でも
メチシリン，イミペネム，シプロフロキサシンやトブラマ
イシンに対して耐性を獲得した多剤耐性MRSA（N３１５

IR９４HR-１株）や VCM耐性腸球菌（NTCT１２２０１VanA株）
にも抗菌活性を示し，そのMIC値が VCMより低い値を
示したことは興味深い．特に B成分はノソコマイシン類
の中で最も強い抗菌活性を示し，いずれのグラム陽性菌に
対しても０．２５g／mL以下のMIC値を示し，次いで D成

図３ ノソコマイシン類の構造と生産菌
（A）ノソコマイシン A～Dの構造，（B）生産放線菌 Streptomyces cyslabdanicas の電子顕微鏡写真．

表３ ノソコマイシン類および臨床薬の抗菌スペクトルの比較（寒天平板希釈法）

試 験 菌
ノソコマイシン

バンコマイシン アルベカシン リネゾリド
A B C D

グラム陽性菌
S. aureus FDA２０９P
MRSA N３１５ IR９４
MRSA N３１５ IR９４HR-１
MRSA K２４
S. aureus ISP４４７
S. aureus８３２５（pEP２１０４）
S. epidermidis IFO１２６４８
M. luteus ATCC９３４１
E. faecalis ATCC２１２１２
E. facecalis NTCT１２２０１（VanA）

１
０．０６
０．１２５
０．１２５
０．２５
０．０６
４

＞１６
１
１

≦０．２５
≦０．２５
≦０．２５
０．１２５
≦０．２５
≦０．２５
≦０．２５
＞１２８
≦０．２５
≦０．２５

２
０．１２５
０．１２５
０．１２５
０．５
０．０６
８

＞１６
２
２

１
≦０．２５
≦０．２５
０．１２５
≦０．２５
０．５
１

＞１２８
０．５
０．５

１
０．５
０．５
NT
１
２
１
１
４

＞３２

≦０．２５
０．５
１
NT
≦０．２５
≦０．２５
≦０．２５
≦０．２５
＞３２
＞３２

１
１
２
NT
２
２
２
２
２
２

グラム陰性菌
E. coli NIHJ JC-２
C. freundii ATCC８０９０
K. pneumoniae NCTN９６３２
P. mirabilis IFO３８４９
P. vulgaris OX-１９
M. morganii IID Kono
S．marcescens IFO１２６４８
E．cloacae IFO１３５３５
E．aerogenes NCTC１００６
P．aeruginosa４６００１
P．aeruginosa E-２
A．calcoaceticus IFO２５５２

＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
１６

８
６４
８
８
８
３２
３２
３２
３２
３２
３２
８

＞１６
＞１６
＞１６
１６
４

＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
＞１６
８

８
６４
８
８
４
３２
３２
３２
３２
３２
３２
８

＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２

＞３２
０．５
≦０．２５
２
２
０．５
１
０．５
≦０．２５
１
４
≦０．２５

＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
８

＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２
＞３２

NT；未試験

５９９

生化学 第８６巻第５号（２０１４）



分，Aと C成分は同等の抗菌活性を示した．
次にノソコマイシン類の抗MRSA活性をより詳しく調

べるために，臨床より分離された５４株のMRSAを用いて
ポピュレーション解析（母集団解析）を行った（図４）１４）．
終濃度を０．２５～８．０g／mLに調製したノソコマイシン類
および各種臨床薬（VCM，アルベカシン，リネゾリド）を
含むミューラーヒントン平板培地に５４株のMRSAを塗布
し，３７℃で４８時間培養後に生育する菌株を観察した．そ
の結果，抗菌スペクトルの結果と同様にノソコマイシン B
が最も効果が高く，０．２５g／mLの濃度で５４株すべての
MRSAの生育を阻止した．その他のノソコマイシンにつ

いては A，D，C成分の順にそれぞれ０．５，１．０および２．０
g／mLの濃度ですべてのMRSAの生育を阻止し，VCM
は C成分と同程度であることが明らかとなった．これら
の結果よりデータは少ないが構造活性相関を考察すると，
R１位には水酸基よりグルコース，R２位には水酸基よりア
ミノ基の存在がより強い抗菌活性を示すといえる．
ノソコマイシン類の作用点については，モエノマイシン

Aの研究成果から推測できる．モエノマイシン Aは，細
菌の細胞壁を構成しているペプチドグリカン生合成過程の
最後から２番目のステップに関わるペプチドグリカングリ
コシルトランスフェラーゼ（PGT）を直接阻害することが
すでに報告されている．また近年，二つの研究グループに
よって PGTの結晶構造が明らかにされ，モエノマイシン
Aが PGTの活性部位に結合することも報告された１５）．し
たがって，類似構造を有するノソコマイシン類もおそらく
PGTを阻害することで細胞壁の生合成過程を阻害するこ
とが考えられる．

３） カイコおよびマウス／MRSA感染モデルでの延命効果
カイコ感染評価系を用いて，in vitro で強い抗MRSA活

性を示すノソコマイシン Aの治療効果を調べた．ノソコ
マイシン A（５０g／カイコ）を単独でMRSA未感染のカ
イコに投与したところ，７２時間の観察期間中ですべての
カイコが生存していたことから，この濃度では毒性を示さ
ないと判断した（図５B）．次に，MRSAに感染させたカイ
コが７２時間までにすべて感染死する条件下で（図５A），
毒性を示さない濃度のノソコマイシン A（５０g／カイコ）

図５ カイコMRSA感染評価系におけるノソコマイシン Aおよびバンコマイシンの
治療効果（MRSA感染７２時間後）

（A）MRSAに感染したカイコ，（B）ノソコマイシン A単独（５０g／カイコ），（C）
MRSA感染カイコにノソコマイシン A（５０g／カイコ）を血中投与，（D）MRSA／感
染カイコに VCM（５０g／カイコ）を血中投与．

図４ 臨床分離MRSA株（５４株）に対するノソコマイシン類
および臨床薬の生育阻害活性（ポピュレーション解析）
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を投与すると VCMと同様すべての生存が確認され（図５
Cおよび５D），延命効果が確認できた．そこでマウスを宿
主とした感染評価系でノソコマイシン Aの治療効果を確
かめた結果，ノソコマイシン Aを静注した場合，濃度依
存的にマウスの生存を確認することができた．しかし，皮
下投与ではその効果は認められなかった．VCMでは皮下
投与でも治療効果を示すことからノソコマイシン Aは血
中移行性がよくないと推定された．
このように，哺乳動物以外の感染モデルを利用した評価

系を用いたスクリーニングから，最終的に動物レベルで治
療効果を示す新規化合物を発見することができた例はおそ
らくノソコマイシン類が初めての報告となる．カイコ感染
評価系は，今回著者らがスクリーニングの標的とした真菌
とMRSA以外のさまざまな病原微生物あるいはウイルス
にも応用可能なことから，今後，ほかの感染症にもスク
リーニングが拡大されることで，抗生物質のリードとなり
うる化合物を効率よく発見できればと考えている．

６． おわりに

本稿では哺乳動物の代替生物としてカイコを利用した簡
易的な in vivo 様感染症評価系を抗生物質の１次スクリー
ニングに導入した結果について述べ，カイコ感染評価系の
有用性を検証した．カイコ感染評価系はサンプルをカイコ
の血中に投与しなければならない煩雑さはあるものの，治
療効果を指標とした評価系であることから，ペーパーディ
スク法に代表され in vitro 評価系で発見さる化合物よりも
高確率で薬に近いものに到達できる可能性を示すことがで
きたと著者らは考えている．実際にノソコマイシン類の発
見においては，ペーパーディスク法では３２７のものサンプ
ルが選択されており，これを一つずつ精製していてはよほ
ど運がよくなければ発見には至らなかったはずである．ま
た，これまでにさまざまな in vitro 評価系を利用したスク
リーニングから数多くの抗生物質が報告されているが，こ
れらをカイコ感染評価系で再検証することで抗生物質の
リードとして見直される化合物も出てくる可能性も十分あ
りうる．今後，カイコ感染評価系が新たな抗生物質の開拓
のために有効な評価系として広く利用されることを期待し
ている．
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