
はじめに

メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（methicillin-resistant

Staphylococcus aureus，MRSA）はメチシリンが開発さ

れた翌年の１９６１年にすでに出現したが，１９９０年代になっ

て多剤耐性のMRSA，腸球菌，肺炎球菌，結核菌など

による感染症が急増し，１９９７年の報告では，全国の病院

でMRSA平均分離率は６５．５％にのぼっている１‐５）。全て

の抗菌剤に耐性となったバンコマイシン耐性腸球菌が

１９８６年に，バンコマイシン耐性MRSAが１９９６年に出現

し６），医療の現場で深刻な問題となるケースが出てきて

おり，新しい感染症治療薬の開発が急務となっている。

現在用いられている抗菌薬は微生物が産生する抗生物

質を基本母核としたもので，数種の共通の作用機作に基

づいている。他方，この地球上には２５～５０万種の植物が

生存しており，約１０万種の第二次代謝産物（植物の生存

に必須でない代謝産物）を生産しており，微生物に対す

る独自の抗菌物質（フィトアレキシン（phytoalexin）

と呼ばれている）を産生する防衛システムを獲得してい

るものと考えられる。それらは，微生物が産生する抗生

物質とは全く異なった作用機作を有する抗菌物質を産生

していることが期待される７）。

私達は，１９９２年から，生薬の専門メーカーであるアル

プス薬品工業（株）との共同研究を行い，世界各国から

採集した約９００種の昆虫及び生薬植物から抽出した各種

フラボノイド等のなかに，それ自体は，抗菌活性は弱い

か無いが，β‐ラクタム剤によるMRSAに対する殺菌作

用（感受性）を最高で３２，０００倍にも高めることを発見し

た（野性株の感受性菌と同様に低濃度のペニシリン等で

死滅）８‐１５）。この発見は，β‐ラクタム剤に対する高度耐

性菌がそれらの薬剤の存在下で β‐ラクタム剤に対して

感受性に変換されたことを示しており，それらの薬剤に

対して，“β‐ラクタム剤感受性誘導薬（Inducer of

β‐Lactam drugs-Susceptibility in MRSA（ILSMR））”

と命名した１３‐１５）。さらに，生薬から抽出したルチン等を

マウスに経口投与することにより，β‐ラクタム剤に高

度耐性のMRSAを感染させたマウス（感染後１日で

１００％死亡）を β‐ラクタム剤との併用により１００％治癒

させることに成功した。

本稿では，ILSMR作用の機構を明らかにするため，

まず，１．S. aureus の細胞壁の形態形成の仕組み，２．

ペニシリンによる S. aureus の致死効果の仕組み，３．

MRSAの β‐ラクタム剤に対する耐性度を決定する因

子，４．β‐ラクタム剤に対するMRSA高度耐性化仮説

について述べ，ついで，私達の研究室で得られている結

果を中心に，５．生薬から見いだされている抗菌剤，６．

MRSAの β‐ラクタム剤に対する感受性を増強する薬物

（ILSMR）の発見，７．ILSMRの作用機作，８．MRSA

感染マウスに対する ILSMRの治療効果について，概説

した。

１．S . aureus の細胞壁の形態形成の仕組み

１）S . aureus の細胞壁の化学構造１６，１７）

S. aureus の細胞壁は，約２０‐４０nmの厚さからなる。

一層のペプチドグリカンの厚さが約１nmであるの

で，２０－４０層のペプチドグリカン層に相当する。大部分

の臨床分離株の S. aureus の最外層には，現在までに明

らかになっている１１種の多糖の１つが，カプセル層を形

成している１８）。この多糖層の下方に細胞壁がある（図１）。

細胞壁中のペプチドグリカン層は，これらの多様な多糖

とテイコ酸 teichoic acidとよばれるポリオールリン酸よ
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りなる高分子壁物質と共有結合している。テイコ酸は水

溶性ポリマーで，ホスホジエステル結合を介してリビ

トールまたはグリセロールが連結したもので，細胞壁の

質量の５０％占めている。テイコ酸の大部分は，細胞壁中

に存在しているが，一部は細胞膜と会合しており，膜の

糖脂質に共有結合している。この物質は，膜テイコ酸

membrane teichoic acidともリポテイコ酸 lipoteichoic

acidとも呼ばれる。テイコ酸は，グラム陽性菌の主な

表層抗原であり，またその抗体との反応性からこの物質

が，ペプチドグリカン層の外表面にもあることがわかる。

ペプチドグリカン層にも多量のテイコ酸がある。テイコ

酸の機能は解っていない。テイコ酸は細胞表層に高密度

の規則的に配向した電荷を与えているので，外表層をイ

オンが通過するのに影響を与えていることは確かである。

細胞表層の蛋白質は，３つの機構で結合している１６）：

１）リポ蛋白質は，N端のシステインを介してリピドと

結合。２）大部分の表層蛋白質は，C端領域の共通配列

LPXTGモチーフのスレオニンとペプチドグリカンと共

有結合。３）いくつかの蛋白質は，表層中の疎水的かイ

オン的な相互作用により結合している。

２）S . aureus の細胞壁加水分解酵素１９）

S. aureus は，３種以上の細胞壁加水分解酵素（cell wall

hydrolases），N -acetylglucosaminidase，N -acetylmuramidase，

と endopeptidaseを持っており，細胞分裂の際に高度に

制御された様式で，細胞壁のある特定の部位で細胞壁を

開裂させている２０）。最近，二つの機能を持つ自己溶菌酵

素（autolytic enzyme）をコードしている atl 遺伝子が，

クローニングされた２１）。この酵素は，N -acetylmuramyl-

L-alanine-amidaseと N-acetylglucosaminidase活性

を持っている。これらの酵素複合体は，細胞壁の円周上

に２列（おそらく，隔壁の上部円周上）に局在しており，２

つの娘細胞の分離を行う重要な酵素であると考えられ

る２２）。

３）ムロソームと隔壁形成における役割１９）

直径３０～４０nmの小胞構造が，細胞分裂の際に完成し

た隔壁（septum，cross wall）の上部の周辺の細胞壁中

に２個ずつ観察される（図２eおよび図３）。この細胞

壁のオルガネラは，細胞壁中で，細胞壁の種々の分解活

性を保持しており，隔壁形成と二つの娘細胞が分離する

ときに主要な役割をするもので，ムロソーム（murosome）

と名付けられている。ムロソームは隔壁の両端の細胞壁

に各々１列ずつ小さな孔をパンチして行き，丁度紙の切

取線のミシン目のように，娘細胞の剥離を助ける。

４）隔壁形成１９）

隔壁形成の開始は，細胞壁のただ一つの開始点から非

対称に行われる（図２c）。他の原核細胞と同様に，

staphylococcusの隔壁形成は，中心に向かって同心円上

図１ グラム陽性菌の細胞壁の主要な表
面構造１７）

TA，テイコ酸，LTA，リポティ
コ酸
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に進行し（図２d），最終的に完全に閉じた隔壁となる

（図２e）。閉じた隔壁は，一見コンパクトで均一に見え

るが，抗生物質で作用させると，細胞壁と隔壁は，二層

からなっていることが解る（図２f）：（１）外層“一次

細胞壁（prW， primary wall， parent wall）”と（２）

内層“二次細胞壁（scW，secondary wall，daughter wall）”。

一次と二次の細胞壁に挟まれている部分は，“剥離装置

（Str，stripping system）”と呼ばれるもので，出来た

ての２つの娘細胞を互いに剥離する役割を持っている。

隔壁形成装置を模式的に示したのが，図３である。

２．ペニシリンによる S . aureus の致死効果の仕組

み１９）

Alexander Flemingが１９２９年にペニシリンを発見

し，１９４１年にはじめて臨床応用されて以来，多くの研究

者がこの抗生物質による細菌死の機構を説明することを

試みた。しかし，その謎を解くために５０年以上もかかる

とは誰も予測していなかった。

ペニシリンの最初のターゲット分子は細胞膜の外側表

面に露出している蛋白質で，PBPs（penicillin binding

proteins）と呼ばれている。β‐ラクタム剤と PBPsとの

相互作用は，ペプチドグリカンの架橋（cross-linking）

を通常の８５％から６０％に低下させることが知られている。

ペニシリンはバクテリアのプロトプラストの外側で

PBPsと反応する。

４種の PBPsが S. aureus で同定され，PBP１～４と

名付けられている。

ここで，S. aureus の PBP１～４の生理的な役割を簡

単にまとめた。

図２ Staphylococcusの走査型電子顕微
鏡像（a）と超薄切片像（b～ f）１９）

Sp，剥離装置（splitting system）；
MuS，ムロソーム（murosomes）
（f）は抗生物質 batumin（１µg／
ml）で２時間作用させた。
説明は本文。
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PBP１（８７kDa）：ペプチドグリカンの transpeptidase

活性を有する。増殖には必須で，大腸菌の PBP１機

能の類推から細胞伸長（elongation）に関わっている

と推測される２３）。

PBP２（８０kDa）：ペプチドグリカンの transpeptidase

活性を有する。cefotaximeと選択的に結合し２４），細

胞質の放出と溶菌を起こす２４）。

PBP３（７５kDa）：ペプチドグリカンの transpeptidase

活性を有する。cephalexin（その同族体，cephradine，

cefaclor）と選択的に結合し２４），細胞の巨大化と隔壁

形成の停止を起こす２４）。従って，隔壁形成に関わって

いると考えられる。

PBP４（４１kDa）：欠損変異株では，細胞壁の架橋が

低密度であった。逆に，高発現株では，それは高密度

となり，β‐ラクタム剤に対する耐性度が増加した２５）。

Transpeptidase活性と carboxypeptidase活性を有す

る。

後述するMRSAでは，外来性の遺伝子 mec カセット

がゲノム遺伝子に組み込まれており２６），上記の４種の

PBPsに加えて，β‐ラクタム剤に対する親和性が低下し

た PBP２’（欧米では PBP２Aと呼ばれている）が発現

している２７，２８）。

さて，低濃度のペニシリン（０．０１µg／ml）で処理する

と，staphylococciの細胞壁の架橋の程度が減少し，剥

離装置の形成が阻止され，コンパクトな隔壁のかわりに

緩くなった繊維質の隔壁が形成される（図４a）１９）。そ

のような緩くなった細胞壁でも内部圧により破裂するこ

とはない。この点は，以前から推測されている“ペニシ

リンは細菌を破裂させる”という考えとは異なるもので，

細胞の増殖と分離は，未処理の staphylococciと同様に

事実上進行する（図４a～c）。さらに，細胞壁の繊維質

は，内部圧に抗することができるタフで相互に連結した

ネットワークからなっている。

低濃度のペニシリン処理によるもう一つの特徴は，

PBPsが局在していると考えられる隔壁中の剥離装置が

消失していることである。この消失は，PBP１を含む４

種の PBPsのうちの２つにペニシリンが結合している結

果である。しかし，staphylococciはこの剥離装置が無

い状態でも増殖と細胞分離を行うことができる。

ペニシリンは，成長し細胞分裂を行っている感受性菌

のみを死滅させることができ，休止細胞には何ら作用し

ない。さらに，ペニシリンが作用するポイントは，成長

している細菌の細胞壁の全ての部分ではなく成長しつつ

ある細胞壁の一部分のみである。したがって，ペニシリ

ンの作用部位は，次の２カ所である：（１）桿菌の周辺

細胞壁が縦方向に成長している局所，と（２）全ての細

菌の細胞壁合成の中心である成長過程にある隔壁上で，

他の細胞壁合成の“休止部位”とプロトプラストそれ自

体は，ペニシリンによって影響は受けない。

ペニシリンによる細菌の死は，同調培養の実験から，

細胞周期のどの時期に薬剤を添加するかに依存している

ことが明らかになっている。これらの研究から，薬剤の

添加後，２回目の細胞周期の開始時に，ペニシリンによ

る細胞死が起こる。ペニシリンが添加される細胞周期の

時期に無関係に，staphylococciは抗生物質を添加後１

周期のみは生存できるが，次の細胞周期の最後，すなわ

ち娘細胞の分離を行う際に溶菌が起こり菌は死滅する。

図３ Staphylococcusの隔壁の構成成分の模式図１９）

（A）細胞分裂の開始状態を示す
２個の娘細胞を分離する前の新しく形成された隔壁を保持
している分裂状態の staphylococcusを示している。図では，
内部が見えるようにするため，右側の娘細胞は通常の位置
から右にずらせて描写されている。細胞分裂は，ムロソー
ム（MuS）が細胞壁の周辺部に二列の穴（po）をパンチす
るとともに，中心に向かって溶解を行い，スポーク状の管
（spo）を形成することによって，開始される。

（B）細胞分裂の開始後の状態を示す。
dW，娘細胞の細胞壁；pW，親細胞の細胞壁；Str，剥離装
置
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そこで，staphylococciに対するペニシリンの致死効果

を解析するためには，薬剤の添加後最初の３回の細胞周

期，９０分（１細胞周期，３０分）にフォーカスをあてなけ

ればならない。これらを図にまとめたのが，図５である１９）。

３．MRSAのβ‐ラクタム剤に対する耐性度を決定

する因子

先に述べたように，MRSAは，通常の４種の PBPs

に加えて新たに PBP２’を発現している。PBP２’は，

架橋活性を持っているが，β‐ラクタム剤に低親和性の

ため，β‐ラクタム剤に対して耐性を獲得しているとい

われている。ところが，PBP２’の発現量とは無関係に，

β‐ラクタム剤に対する耐性度の程度は，MRSA臨床分

離株で，MIC（最少発育阻止濃度）４～１６００µg／mlと様々

である２９）。この耐性度の違いは何に起因するのであろう

か。単純に考えると，十分量の PBP２’が発現している

と，いずれの菌も β‐ラクタム剤に対して高度に耐性に

なっているはずである。この原因を考えるため，次にト

ランスポゾンによるMRSA変異実験について調べてみ

る。

トランスポゾン Tn５５１（あるいは Tn９１８）をゲノム

遺伝子に導入することにより個々の遺伝子を破壊させ，

MRSAの β‐ラクタム剤に対する耐性度を低下させた変

異遺伝子が明らかにされた（表１）３０）。予想に反して，

これらの耐性度が低下した変異株は，極端に耐性度が低

下しているにもかかわらず，いずれも無傷の mecA 遺伝

子を保持しており，その産物である PBP２’の量にも変

化がなかった２９‐３８）。耐性度を低下させたトランスポゾン

挿入遺伝子は，いずれもペプチドグリカンの生合成に関

図４ ペニシリン処理した staphylococ-
cusの超薄切片像１９）

（a）低濃度のペニシリン（０．０１µg／
ml）存在下では，剥離装置の形成
が，阻害されており，繊維質の細
胞壁の素材が，通常のコンパクト
な隔壁のかわりに合成されている。
（b）１対の溶解部位が，娘細胞
の分離の際における隔壁の分解に
かかわっている。（c）０．０１µg／ml
のペニシリンの存在下で，隔壁の
中心部分（矢じり）が剥離装置の
関与なしに溶解されている。
（d）と（e）０．１µg／mlの ペ ニ シ
リンで処理した隔壁の切片像。菌
の周辺に数個のムロソームによる
融解部位が観察される（矢印）（d）。
溶解部位が，菌の中心に向かって
伸長している（矢じり）（e）。（f）
０．１µg／mlのペニシリンと細胞分離
の阻害剤 liquoid（２�／ml）の共
存下では，細胞分離を起こすこと
なく，隔壁が分解しているのが観
察される。
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図５ ペニシリンによる staphylococcusの細胞死と溶菌の時間経過の模式図。１９）

増殖している対照の菌（A）と０．１µg／mlのペニシリン添加後の菌（B）の３細胞周期（９０分）のイベントが，模式的に示されている。１
細胞周期は３０分。
第１細胞周期：（A１から A２まで）：未処理の菌では，コンパクトで高度に組織化された完全な隔壁が第１分裂面に形成される。そして
その隔壁中には，剥離装置（splitting system）が見られる。この隔壁が完成して後，ムロソームが第１分裂面の細胞壁の円周上に無数の
連続した小孔を開け，細胞の分離を開始する。つづいて，これらの小孔の部位を破り，２つの娘細胞を剥離させる。（B１から B２まで）：
staphylococciは，致死濃度のペニシリンの添加後，ほとんど同時に剥離装置を形成する能力を失う。さらに，細胞は，もはや正常なコン
パクトな隔壁を作ることができないが，むしろ厚くて変型した不完全な欠陥隔壁中に配置された繊維質のネットワークを合成する。それ
にもかかわらず，staphylococciはムロソームによる周辺細胞壁上に穿孔を開け，あたかも最初の隔壁がインタクトで完全であるかのごと
く細胞分離を開始する。しかしながら，細胞分離は起こらなくて，むしろ，大きなムロソームによってできた空洞が，第１回目の分裂面
の細胞壁の周辺部に現れる。
第２細胞周期：（A３）未処理の娘細胞の分離の際に，第２分裂面に新しい隔壁の形成が，前回のものに対して９０°の角度で開始される。
（B３）ペニシリンの存在下において，第２分裂面の形成が（A３）と同様に開始されるが，隔壁の構築はここでは起こらない。第２分
裂面に結合した隔壁の素材は第１分裂面に沈積するため，変形した不完全な第１隔壁は厚くさえなる。
（A４）隔壁の完成の後のみ，次の細胞分離がムロソームによる第２分裂面の細胞壁の周辺部の穿孔を経て開始される。（B４）正常な
staphylococciの場合と同様に，第２分裂面における細胞分離が，ムロソームによる細胞壁の周辺部における小孔のパンチングによって開
始される。しかし，ペニシリン存在下では，隔壁素材がこの部位に無いにもかかわらず細胞分離が起こるため，高い内部圧によって細胞
ははじけて，ムロソームや限定量の細胞質の構成成分を放出する（動脈瘤の原理）。このムロソームによる形態的な死は，ペニシリンを
添加後約５０分で起こる。
第３細胞周期：（A５，A６）：（A３）と同様に第３分裂面に隔壁ができる。（B５，B６）：細胞壁の分解と溶菌が，ペニシリンによる死後
約３０分で開始する。その結果，破裂した細胞壁の大きな断片，細胞質の残骸が散乱する。
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わる遺伝子であった（表１）。これらの遺伝子は，mecA

以外のMRSAの β‐ラクタム剤に対する耐性に関わる新

たな遺伝子と考えられている。しかし，そのような遺伝

子が，どのような機構で β‐ラクタム剤に対する耐性度

に関わっているかに関する明確な説明はなされていない。

これらの実験結果に基づき，次に β‐ラクタム剤に対

するMRSAの高度耐性化の作業仮説を提出した。

４．β‐ラクタム剤に対するMRSAの高度耐性化仮説

前述したように，β‐ラクタム剤に対する耐性を低下

させたトランスポゾン挿入遺伝子は，いずれもペプチド

グリカンの生合成に関わる遺伝子であった。

さて，PBP２’は，ペプチドグリカン生合成の最終反

応であるムレインペンタペプチド（N -acetyl-muramyl-

pentapeptide）の D-Ala（１）-D-Ala（２）を結合して，隣の

ムレイン鎖のリジン残基の ε‐アミノ基に結合している

ペンタグリシンの末端と D-Ala（１）とをペプチド結合さ

せ，D-Ala（２）を遊離させる酵素である。PBP１～４の

いずれもこの酵素活性を有するが，β‐ラクタム剤があ

るとその β‐ラクタム環の構造が D-Ala（１）-D-Ala（２）の構

造と類似しているため，PBP１～４は，間違って β‐ラ

クタム剤を結合してしまい，架橋反応を行うことができ

ない。しかし，PBP２’は β‐ラクタム剤との親和性が極

端に低いため，β‐ラクタム剤により阻害されないため

耐性になっていると説明されている。もしこの説明が正

しいなら，PBP２’を発現している staphylococcus株は，

全て高度耐性となっているはずである。ところが，前述

したように，PBP２’の発現量とは無関係に，β‐ラクタ

ム剤に対する耐性度の程度は，MRSA臨床分離株でMIC

４～１６００µg／mlと様々である。

この矛盾点を説明するため，筆者らは次の作業仮説を

たてた。すなわち，PBP２’の β‐ラクタム剤に対する親

和性の低下は，本来の基質であるムレインペンタペプチ

ドの D-Ala（１）-D-Ala（２）に対する親和性も低下している

はずである。なぜならば，酵素は，D-Ala（１）-D-Ala（２）

の構造に類似した β‐ラクタム剤の β‐ラクタム環の共通

構造を認識しているため，β‐ラクタム剤に対する親和

性が低下している場合，D-Ala（１）-D-Ala（２）に対しても

親和性を低下させていると考えられる。そこでMRSA

が β‐ラクタム剤に対して高度に耐性化するためには，

成長過程の隔壁中におけるムレインペンタペプチドの濃

度を高める変異が起こっており PBP２’との反応性を高

め，高度耐性になったと仮定した。この仮説は，ペプチ

ドグリカンの成分を解析した実験結果とよく一致してい

る６１，６２）。

この作業仮説によれば，上述のトランスポゾンの挿入

による耐性度の低下は，ムレインペンタペプチドの生合

成に何らかの形で関わる遺伝子の変異で，隔壁中におけ

るムレインペンタペプチドの濃度が低下したためもはや

PBP２’が架橋に関わることができないことから，基質

に対して親和性の高い本来の PBPsが主として架橋に関

わることになり，低濃度の β‐ラクタム剤により菌を死

滅させたと説明される。

５．生薬から見いだされている抗菌剤

生薬由来の抗菌物質として，現在までに，図６に示す

化合物が見いだされている。３９‐４２）

私達は，世界各国から採集した約９００種の昆虫及び生

薬植物から成分を３種の溶媒で抽出した２７００画分（エー

テル抽出画分，n‐ブタノール抽出画分，水抽出画分）

表１ トランスポゾン導入によりMRSA（COL株）のmethicillinに対する耐性度を低下させた遺伝子３０）。
MRSA（COL株）のmethicillinに対するMIC＝１６００µg／ml。説明は本文。

Gene Relevant function Site of Tn５５１（or Tn９１８）insertion
Reduction in methicillin
resistance from MIC＝

１６００µg／ml

glmM

murE

femA and femB

femC

Sigma B

PBP２
fmt

llm

Synthesis of GlucNac-１-PO４
Addition of lysine to muropeptide

Synthesis of pentaglycine cross-links

Regulation of glutamine synthetase

Stress response

Major wall synthetic enzyme

PBP-like protein

Lipid-linked wall precursor?

In open reading frame

３nulceotides from end carboxy terminus

At carboxy terminus

In promoter

In open reading frame

１５０-nucleotide deletion at carboxy terminus

At carboxy terminus

３３amino acid residues to C terminus

１．５
２５．０
１．５
３‐６
２５．０
１２．０
６４．０
１２．５
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について，ヒト株化細胞に対する細胞毒性とMRSA

（MRSA感染患者から単離した２４株）に対する抗菌活

性のスクリーニングを行っており，現在までのところ，

槐花（Sophora japonica）等１８種の生薬成分中に，ヒト

細胞に対しては毒性が無いが，MRSAに対して選択的

に強力な抗菌力を発揮する抗菌物質が含有されているこ

とを明らかにしている。これらの生薬抽出画分から有効

成分を単離精製し構造決定を行い，訶子から gallic acid

と ethyl gallate８），蒼耳葉から xanthatin９），半枝蓮から

apigeninと luteolin１０）等を明らかにしている。

６．MRSAのβ‐ラクタム剤に対する感受性を増強

する薬物（ILSMR）の発見

私達はMRSAに対する apigeninの作用機作を明らか

にするため，各種抗生物質との併用効果を調べている過

程で，次に述べる興味深い現象を見出した。“MIC未満

の濃度の apigeninを培地に加えたとき，MRSAにおけ

るmethicillinに対する感受性を大幅に増強する。”すな

わち，多剤耐性MRSA（methicillinに対するMIC値，

１，０２４µg／ml）に単独ではほとんど抗菌活性のない５µg／

ml apigeninを添加することにより，methicillinに対す

るMIC値を８µg／mlと大幅に感受性を増強した。そこ

で，各種フラボノイド化合物について，β‐ラクタム剤

感受性増強効果を指標としてスクリーニングし，

apigenin，luteolin，kaempferol，flavone，６，７‐dihydroxy

flavone，７，８‐dihydroxyflavone，３’，４’‐dihydroxyflavone

等を発見し（表２），これらの薬剤に対し“β‐ラクタム

剤感受性誘導薬（Inducer of β‐Lactam drugs-Susceptibility

in MRSA（ILSMR））”と名付けた１３‐１５）。flavoneによる

感受性化は，最高で３２，０００倍に達した（表３）。

表２に示されるように，flavoneは，MRSA No．１～

９株（高度耐性ホモ株）に対するmethicillinの感受性

を増強しているが，No．１２と COL株に対してはそのよ

図６ 植物から見い出された抗菌物質の
化学構造３９）
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うな効果は弱いか無い。No．２１と２２株（いずれもヘテロ

株）に対しては，逆に耐性度を上昇させていることが解

る。luteolin，３’４’‐dihydroxyflavone，そして現在開発

中の TA２４２は，いずれの株に対してもmethicillinや

oxacillinに対する感受性化を増強していることが解る。

現在，これらの菌株の遺伝子発現の違いをマイクロチッ

プにより，解析中である。

本研究室で発見した flavone等の他に，併用効果のあ

る物質として報告されているものは，epigallocatechin

gallate４３‐４５），epicatechin gallate４６），Triton X‐１００４７‐５１），

polidocanol５２）， baicalin５３）， polyoxotungstates５４，５５），

tellimagrandin５６），diterpenes５７）など様々である。

７．ILSMRの作用機作

１）フラボンの菌体内分布

flavoneが実際，菌のどの部位に結合あるいは作用し

て感受性誘導効果を引き起こしているのか，［３H］-flavone

を用いて調べた。

一晩培養し，集菌・洗浄後蛋白量を測定し，０．１� of

protein／mlとなるように調製した菌液を使用した。

flavoneは２５０µM（＝５５．６µg／ml）となるように作用さ

せた。作用後，３回洗浄した菌液に浸透圧を高く保った

外液中で lysostaphinを作用させ，細胞壁のみを取り除

いた protoplast（グラム陽性菌の細胞壁のみが取り除か

れた状態であり，細胞膜と細胞質のみから成る）を作成

した。その場合，細胞壁が分解されていくので，一定の

レベルまでは濁度が下がっていくが，それ以上には下が

らない。低張液中（Tris-HCl）で lysostaphinを作用さ

せると，３０～４０分程度で溶菌し，濁度は下がりきってし

まう。等張下で，lysostaphin処理した菌液を６，０００×g，１５

表３ MRSA（No．５）における flavoneによる各種 β‐ラクタム
剤に対する感受性化の誘導。

MIC（µg／ml）of antibiotics Potentiation of

susceptibilityAntibiotics －Flavone ＋Flavone＊

methicillin

oxacillin

cephapirin

panipenem

１，０２４
５１２
１２８
６４

４
１
＜０．０１６
０．００２

（fold）
２５６
５１２

＞８，０００
３２，０００

＊flavone５０µg／ml

表２ ILSMR効果を有する flavone誘導体と TA２４２。説明は本文。

Methicillin MIC（µg/ml） Oxacillin MIC（µg/ml）

Strain No. None
Apigenin

５µg／ml

Flavone

５０µg／ml

Luteolin

４０µg／ml

Kaempferol

５０µg／ml

６，７‐diOH

１２．５µg／ml

７，８‐diOH

５０µg／ml

３’，４’‐diOH

５０µg／ml
None

TA２４２
２５µg／ml

MRSA

MSSA

１
２
３
４
５
６
８
９
１２
１６
１８
２１
２２

COL

１０１０
１０２０
１０２３
１０２９
１０３２

１，０２４
１，０２４
１，０２４
１，０２４
１，０２４
２５６
５１２
１，０２４
１，０２４
＞１，０２４
１，０２４
３２
８

１，０２４
２
１
２
２
１

２５６
６４
１２８
３２
８
２
１６
２５６
＞１，０２４
６４
３２
１２８
１２８
１，０２４
２
２
２
１
１

４
４
２
４
４
０．５
０．５
０．５
１２８
４
４
６４
１２８
１，０２４
２
２
２
１
１

４
２
４
４
２
２
４
４
８
４
２
４

＜０．０６３
８
２
２
２
１
１

３２
３２
８
４
４
４
３２
２
５１２
４
４
１２８
１２８
１，０２４
２
２
２
１
１

４
０．２５
０．２５
４
０．２５
８
４
－
４
８
８
０．２５
２
４
０．２５
０．２５
０．２５
０．２５
０．２５

８
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
１，０２４
１，０２４
＜２
１６
３２
－
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２

＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
１６
＜２
＜２
１６
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２
＜２

＞２５６
２５６
２５６
２５６
２５６
＞２５６
２５６
＞２５６
＞２５６
＞２５６
＞２５６
１２８
６４
＞２５６
４
４
８
８
＜０．５

６４
０．５
０．０６３
８
０．０６３
１
０．０６３
４
４
４
１６
０．５
１
２
０．２５
０．２５
０．２５
０．５
０．２５

diOH : dihydoroxyflavone
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分遠心を行い，intact cellなどを取り除いた上清の総

flavone濃度は３．２nmol／mlであった。これを４８，２００×

g，１５分間遠心し，protoplastを集めた。この時の上清

の flavone濃度は３．０２nmol／mlであり，これは全体の

９４％以上をしめた。さらに protoplastを低張液である

Tris-HCl中で lysostaphin処理し，遠心して膜画分を沈

殿させた。上清側に最初の約３．３％の flavoneが存在し

ており，細胞膜には２．７％であった。細胞膜への flavone

の結合量は約４．３nmol／� of proteinであった（滝雪歩ら

未発表）。

以上の結果より，flavoneの多くは細胞壁あるいは細

胞壁と細胞膜の間に存在していることが示された。また，

細胞膜への結合や細胞質への分布も認められた。

２）mecA の転写およびPBP２’の発現に及ぼすフラボ

ンの影響１５）

flavoneの併用効果の作用機作として，MSSAが

MRSAになるために重要な役割を果たしている mecA

の発現を抑制していることが考えられた。そこで，mecA

発現量および，mecA にコードされている PBP２’の発

現量に及ぼす flavoneの影響について検討を行った。臨

床分離MRSA株（No．５）より bla 遺伝子を含む plasmid

を脱落させた菌株（No．５‐１０）を作製し実験に用いた。

まず，mecA 発現量に及ぼす影響について，ノーザン

ハイブリダイゼーション法を用いて解析した。Strain

No．５‐１０を対数増殖期初期まで増菌培養後，終濃度１００

µg of flavone／mlとなるように添加し，０，３０，６０，９０

分後に，total RNAの単離・精製を行った。その後常法

に従い，mecA mRNAの検出を行った。プローブには

mecA PCR産物（３１０bp）を用いた。いずれの場合も約

２kb付近に１本のバンドが検出され，ORFの長さも考

慮して mecA mRNAであると判断した。発現量はコン

トロールと比較して各時間後とも有意差は認められな

かった。

PBP２’断片ペプチド（４７４‐４９８）に対する抗体５８）を作

成して PBP２’の検出を行った。Strain No．５‐１０の膜画

分，１６，８，４，２µg proteinを１２％アクリルアミドゲ

ルで電気泳動後，ウエスタンブロッティングし，ラジオ

イムノアッセイ法を用いて検出した。それぞれの蛋白量

に対して定量性があることを確認後，flavoneの影響に

ついて検討を行った。

Strain No．５‐１０を対数増殖期初期まで増菌培養後，

終濃度１００µg of flavone／mlとなるように添加し，０，

３０，６０，９０分作用させた。その後，膜画分を調製し，４

µg proteinをスロットブロット法とラジオイムノアッセ

イ法を用いて検出した。コントロールと比較して，終濃

度１００µg of flavone／ml添加後の PBP２’発現量はそれぞ

れの作用時間において有意差は認められなかった。

Strain No．５‐１０は β‐ラクタム剤非存在下（コントロー

ル）においても mecA および PBP２’を発現している。

PCR法により No．５‐１０には mecRI および mecI が確認

され，誘導的に mecA を発現していると予測されていた

が，構成型に近い形で発現していることが明らかとなっ

た。

mecA mRNAおよび PBP２’の発現量に flavoneが影

響していないことが，ノーザンハイブリダイゼーション

法およびウエスタンブロッティング法により確認された。

これらの結果は，前述したトランスポゾン導入による遺

伝子破壊により，β‐ラクタム剤に対する耐性度を低下

させた実験結果と一致している。

３）flavone により遺伝子発現がUp，Down 制御された

MRSA遺伝子の同定

MRSA（No．５‐１０株）の染色体 DNAの EcoRI完全

消化断片から約２０００個の genomic libraryを作製した。

flavone（２００µg／ml）存在下に培養した本菌株から total

RNAを抽出し，Differential Hybridization法により，

flavone投与による遺伝子発現パターンの変化を解析し，

発現差が見られた遺伝子配列の決定とホモロジー検索を

行った。その結果，遺伝子の転写量が flavoneによって

Up制御されたゲノム断片を１６個，逆に Down制御され

たゲノム断片を１０個得た。現在，これらの遺伝子断片に

ついて詳細に解析中であるが，S. aureus の全ゲノム配

列のデータベース５９）を用いた解析により，ペプチドグリ

カンの生合成に関係した遺伝子が含まれていることが明

らかになった（荒井勉ら未発表）。

４）MRSAの高度耐性化仮説による ILSMR効果の説明

先に提案したMRSAの高度耐性化仮説に基づくと，

ILSMRによるMRSAの β‐ラクタム剤に対する感受性

化は，次のように説明される。

（１）ILSMRは，遺伝子の発現レベルあるいは酵素

反応レベルで，ペプチドグリカンの生合成を抑

制することにより，ペプチドグリカンの生合成

部位である細胞膜の外側と隔壁中の N -acetyl-

muramyl-pentapeptideの濃度を低下させる。
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（２）PBP２’は，N -acetyl-muramyl-pentapeptideに

対する親和性を低下させているため，N -acetyl-

muramyl-pentapeptideの濃度が低下すると，

基質を結合できないため，隣のムレイン鎖のペ

ンタグリシンとペプチド結合を行うことができ

ない。

このような状況下では，N-acetyl-muramyl-pentapeptide

に対する親和性が高い生来の４種の PBPsが主として，

架橋反応を行うため，β‐ラクタム剤に感受性となる。

８．MRSA感染マウスに対する ILSMRの治療効果

in vitro での感受性誘導効果が in vivo でも反映される

のか，４週令のマウスを使って，検討を行った。

フラボン又はルチンをマウスに経口投与することによ

り，β‐ラクタム剤に高度耐性のMRSAを腹腔に注入し

感染させたマウス（１群５匹，感染後１日で１００％死亡）

を β‐ラクタム剤との併用により１００％治癒させることに

成功した。この治癒効果は，マウスにMRSAを感染さ

せる前にあらかじめルチンを経口投与しても著効を示し

た（柴田洋文ら，未発表）。

ルチンは酸化防止作用，血管補強作用，毛細血管拡張

作用などがあり，マウスに対する毒性も LD５０（ip）＝

１７，０００�／�と低く，治療薬としてすでに認可されてい
る化合物であることから，MRSA感染治療薬となるこ

とが期待されるが，β‐ラクタム剤との併用による毒性

試験や投与設計など詳細に検討する必要がある。

展 望

各種生薬から抽出した成分中に，MRSAの β‐ラクタ

ム剤に対する感受性を増強する成分が多数見いだされて

きていることから，選択毒性に優れた β‐ラクタム剤が

再び，効力を発揮する時が訪れるものと期待される。

また，他の作用機作を有する抗菌剤に対しても感受性

を増強する薬物が，薬剤排出ポンプ活性を阻害する成分

をスクリーニングすること等により見いだされてくるも

のと思われる６０）。
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The new method for the drug tolerance conquest : with the aim of the invention of induc-
er medicine of β-lactam drugs-susceptibility in methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (ILSMR)

Tomihiko Higuti
Faculty of Pharmaceutical Sciences, The University of Tokushima, Tokushima, Japan

SUMMARY

Here we demonstrated that flavone and its derivatives had no or week antibacterial

effect on methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), but dramatically induced sus-

ceptibility to β-lactam antibiotics in most strains of MRSA isolated clinically, even up to a

32,000-fold increase. We named these flavones “inducer of β-lactam drugs-susceptibility in

MRSA”, abbreviated as “ILSMR”.

We also proposed the model for the mechanism of high resistance of MRSA to β-lactam
drugs in which we assumed as follows : ( 1 ) PBP2’ (PBP2A) has low affinity not only to the

β-lactam ring in β-lactam drugs, but also to D-Ala-(D)-Ala in N -acetyl-muramyl-pentapeptide

and that ( 2 ) PBP 2’ can cross-link between N -acetyl-muramyl-pentapeptide and penta-glycine

only when MRSA has been mutated such as the concentrations of these substrates have been

greatly increased in the cross wall of staphylococcal cell. Based on the model, we could ex-

plain that ILSMRs increased susceptibility to β-lactam drugs in MRSA by decreasing the con-

centration of N-acetyl-muramyl-pentapeptide and/or penta-glycine in the growing cross wall.

In such conditions, only normal PBP1～4 could work for the cross-link. This could be the

reason why ILSMRs increased the susceptibility to β-lactam drugs in MRSA.

We also found that flavone and its derivatives were highly active against systemic infec-

tions by MRSA in mice.

Key words : β-lactam drugs-susceptibility, methicillin-resistant Staphylococcus aureus , ILSMR,

penicillin binding protein, PBP 2’
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