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緒緒  言言  

 
非結核性抗酸菌（NTM）症は、結核菌以外の抗酸菌により引き起こされる感染症であり、近年世界的にその蔓延が

問題となっている。NTM症のうち、肺に感染した肺NTM症がその80％を占め、重症化しやすく、10年生存率は20
～50％程度である［1］。現在NTM症は、公衆衛生上重要なアンメットメディカルニーズの高い感染症として認識され

ている。NTM症治療には、リファンピシン（RFP）、クラリスロマイシン（CAM）、エタンブトール（EB）など既存

の抗結核薬による多剤併用療法がとられているが、1年以上の長期投与の必要性、低い治療効果、また耐性菌出現頻度

の増加から、世界レベルで新たな治療薬の開発が求められている。NTM症はアジア人に特に多いことが報告されてお

り［2］、年間の新規罹患者数は日本、アメリカ、EU でそれぞれ約45,000人、30,000人、5,000人であり［3］、日本

が最も多いことから、我が国で新たなNTM症治療薬の開発を行う意義は大きい。そこで我々は微生物培養液から新規

NTM 症治療薬候補の発見を目的に、スクリーニングの実施及び、以前に発見した創薬シーズと期待する新規 OPMA
物質の各種評価を行った。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．抗抗  NNTTMM  活活性性物物質質ののススククリリーーニニンンググ  
微生物資源は日本各地の土壌及び海洋由来サンプルから分離した放線菌及び真菌を用いた。各微生物の培養液を

EtOH 抽出し調製した培養抽出液をスクリーニングサンプルとした。抗 NTM 活性の評価には MAC 症起因菌

（Mycobacterium avium とM. intracellulare）と最も毒性の強いM. abscessus の3 種を検定菌とした微量液体希釈

法により評価した［4，5］。本研究期間中に新たに放線菌培養液 2,528 サンプル及び真菌培養液1,356 サンプル、合計

3,884サンプルをスクリーニングし、NTMに選択的な抗菌活性を示し、RFP、CAMおよびEBに耐性なM. aviumに

対しても抗菌活性を示したサンプルは37サンプルであった（表1）。これまでにスクリーニングにより選択した放線菌

培養液中からはnicrophorusamide Aや toyocamycin等の既知化合物の他、Streptomyces sp. KKTA-0263株の培養液

中より新規物質として kimidinomycin と命名した 38 員環マクロライド系抗生物質を 1 成分取得した［6］。真菌から

は既知化合物 helvolic acidの他、新規性の高い物質を1成分取得した（図1）。 
 

表1．スクリーニング結果 
微生物 サンプル数 1次通過サンプル数 2次通過サンプル数 3次通過サンプル数 
放線菌 2,528 177 71 12 
真菌 1,356 211 52 25 
合計 3,884 388 （10%） 123 （3.1%） 37 （0.9%） 

  1次通過基準は M. aviumに生育阻害活性を示したサンプル。2次通過基準は、細胞毒性や枯草菌に対する生育阻害活

性を示さなかったサンプル。3次通過基準は薬剤耐性 M. aviumに生育阻害活性を示したサンプル。 
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図1．取得した微生物由来抗NTM活性物質 

Kimidinomycin, nicrophorusamide A 及び toyocamycin は放線菌、

helvolic acidは真菌の培養液中より単離した。 
 

22．．KKKKTTAA--00226633株株のの培培養養及及びび  kkiimmiiddiinnoommyycciinn  のの単単離離精精製製  
放線菌 Streptomyces sp. KKTA-0263 株は千葉県君津市の土壌より分離された放線菌である。ISP2 寒天培地上に

生育した KKTA-0263株のコロニーを可溶性でんぷんを主成分にした種培地10 mLに植菌し、27℃で3日間浸透培養

した。その後、同一の培地組成の生産培地 100 mL に種培地から 1％植菌し、27℃で 7 日間振盪培養を行い、合計   

1.0 L の培養液を得た。取得した培養液に等量の EtOH を加え抽出した後、フィルター濾過を行い、菌体を除去して 

培養抽出液を得た。培養抽出液から EtOH を留去し、HP20 樹脂 50 mL に吸着させ、0％、50％、100％MeOH    

（各150 mL）で溶出し、MeOH 100％溶出画分をロータリーエバポレーターで乾固させ、233 mg の粗精製物を得た。

分取 HPLC（C18 カラム i.d. 20×250 mm、0.05％ TFA入40～60％ CH３CN/H２O、50分 gradient 条件）により

kimidinomycin を分取し、凍結乾燥を行い最終的に21 mgのkimidinomycinを取得した［6］。 
33．．新新規規OOPPMMAA物物質質のの創創薬薬をを目目指指ししたた各各種種評評価価  
当研究室で 2017 年に発見した新規抗MAC 活性物質であるOPMA 物質を用いて各種評価を行った。まず、研究分

担者の長光らによりOPMA物質の全合成が達成され、全合成及び半合成によりOPMA類縁体8成分を取得し抗MAC
活性評価を行った結果、OPMA 物質よりも優れた類縁体は得られなかったため、以降の評価には OPMA 物質を用い

た。 
 

 
図2．M. smegmatis 感染カイコモデルを用いた OPMA物質の延命効果 

■：生理食塩水のみを注入したカイコ、◆：M. smegmatis （2.5×10７CFU/larva） のみ、□：M. smegmatis 
＋OPMA 3.12μg/larva、●：M. smegmatis＋OPMA 12.5μg/larva、▲: M. smegmatis ＋OPMA    

50μg/larva。M. avium ではカイコが感染死しないため M. smegmatis を用いた。 
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In vivo での治療効果をアカデミア研究室でも簡易的に評価できる方法として、カイコを用いた NTM 感染モデル 
［4，7］を開発してきた。すなわち、2.0 gまで飼育した5齢虫のカイコの背脈管に滅菌シリンジを用いて M. smegmatis 
（2.5×10７ CFU/larva、n＝5）を注入後、37℃で飼育することによりカイコは 43 時間後に全て感染死した。この条

件下、M. smegmatis感染直後にOPMA物質を背脈管より投与し、経時的にカイコ生存数をカウントした（図2）。そ

の結果、OPMA 物質を投与したカイコは、用量依存的に延命され、50μg/larva投与群では最大12時間以上の延命効

果を示した。このようにOPMA物質はより高次の動物実験でも治療効果を示すことが期待される。 
次にOPMA物質の作用機序を明らかとするために、放射標識前駆体の取り込みに対する影響を評価した。すなわち、

OPMA物質の存在下、培養開始時に放射標識前駆体である[３H]チミジン、[３H]ウリジン、[３H] L-ロイシンおよび[３H]N-
アセチルグルコサミンを与え、これらの高分子画分を経時的に回収し液体シンチレーションカウンタで測定することに

より、DNA、RNA、タンパク質、細胞壁生合成に対するOPMA物質の影響を調べた。その結果、OPMA物質は[３H]
チミジンおよび[３H] L-ロイシンの取り込みを強力に阻害した（図3）。 

 

 
図3．OPMA物質の放射標識前駆体の取り込みに対する影響 

M. avium が最小培地では生育しなかったため、M. smegmatis を用い

た。T：[3H]チミジン、U：[３H]ウリジン、lle：[３H]L-ロイシン、

GlcNAc：[3H]N-アセチルグルコサミン 
 
加えて、半合成により取得したビオチン標識化 OPMA 物質を用いてプルダウンアッセイを行った。すなわち、   

M. avium 又は M. smegmatis を液体培養後、遠心分離により菌体を回収し、超音波破砕によりライセートを調製し

た。ビオチン標識化OPMA物質とストレプトアビジンビーズを反応させ、ライセートとインキュベートした。その後

ビーズを回収し、結合タンパク質をOPMA物質で競合させ溶出した。溶出液を電気泳動し結合タンパク質を分離した。

その結果OPMA物質に特異的に結合するタンパク質として4種を同定した。 
さらに、OPMA物質に耐性なM. avium を作製し、遺伝子変異部位を調べることで薬剤標的を明らかにしようと試

みた。しかし、MIC の 2 倍量のOPMA 物質を含んだ寒天培地にM. avium を塗布してもコロニーを得ることが出来

なかった。そこでMIC の 1／16 倍量の OPMA 物質を含んだ液体培地で培養し、徐々に OPMA 物質の濃度を上げて

いくことで耐性菌の取得を試みた。最終的に8倍耐性菌を3株取得し、得られた耐性菌のゲノム解析を行うことで3株

に共通して見られた変異箇所を1箇所同定した。 
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考考  察察  

 
スクリーニングで、M. avium の薬剤耐性菌にも有効なサンプルは真菌由来のものが多かった理由として、CAM や

RFPは放線菌由来の抗生物質を最適化したものであり、放線菌の生産する活性物質の多くは、CAM やRFPと関連す

る化合物であり、その標的も同じである可能性が高く、従って耐性菌には効果を示さなかったと推定される。 
カイコを宿主とした NTM 感染モデルを用いた OPMA 物質の評価の結果、カイコの NTM 感染死を延命させた。  

このことはOPMA 物質はさらに高次のマウスを宿主とした in vivo でのNTM 感染系でも、治療効果を示すことを期

待させる。また、毒性という観点からも、OPMA 物質投与により、カイコが早期に死亡することはなく、少なくとも

60時間まではカイコに対して毒性を示さない。これらの結果からOPMA物質は安全性の高い化合物であることが考え

られた。現在、臨床分離された複数の薬剤に耐性のM. avium株に対するOPMA物質の効果や、細胞内へのM. avium
の持続感染の評価系でのOPMA物質の有効性を研究中である。 

OPMA 物質の放射標識前駆体の取り込みに対する影響を評価した結果、チミジンとL-ロイシンの取り込みを強力に  
阻害したことから、OPMA 物質は DNA 合成とタンパク質合成に影響を与えていることが推定され、複数の標的を    
持つことが考えられた。そのため、耐性菌の取得実験において、耐性菌がほとんど出現しなかったのではないかと考え

られる。今後、プルダウンアッセイの結果や、耐性菌の変異箇所の結果で得られた標的候補を精査することで、OPMA
物質の作用機序を明らかとしていきたい。 
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