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緒緒  言言  

 
昨今の薬剤耐性菌（AMR）対策で問われているように、多剤耐性菌にも有効な抗菌薬開発や、薬剤耐性菌制御の観

点から新たな薬剤耐性菌を生み出さない科学技術の創世が国際社会全体から求められている。薬剤耐性菌に有効な新規

抗菌薬開発は必須とされるが、開発コストなどの問題からその開発は停滞している。特に、既存検索法・評価法の限界

から『多剤耐性菌にも有効な新たな標的因子の同定』と本因子を阻害する『新系統の抗菌薬開発』は皆無に等しい。す

なわち、これらの薬剤耐性菌を含めた細菌感染症問題の根本を克服するような画期的な新規抗菌薬の開発、といったブ

レークスルーは起きていない。 
東洋医学の代表である漢方薬は生薬（しょうやく）とよばれる植物や動物、鉱物などを2種類以上組み合わされて作

られたものであり、古来から中国や日本などにおいて全人的医療として治癒力の維持・向上や各種疾病の治療・症状緩

和薬として使用されている。一部の漢方薬は主にウイルス感染症に対して有効との報告が存在し、細菌感染症において

もその有効性が散見されるが、細菌因子に着目するような漢方薬の抗菌効果に関する詳細な細菌学的検討は行われてい

ない。 
漢方薬の持つ西洋医学で使用する薬剤との異なる最大の特徴は、成分が全く異なり、漢方薬1処方の中には複数の成

分が含まれることである。漢方薬の持つ本特徴は、我々がこれまで着目し行ってきた「従来の抗菌薬開発法にとらわれ

ない、新たな細菌感染症治療薬」の開発研究に合致する魅力的な対象であり、1）従来の抗菌薬とは全く異なる成分に

よる新たな標的阻害部位の可能性と、2）漢方薬 1 処方に含まれる複数の含有成分が複数の細菌因子を同時に阻害する

可能性から、我々は『漢方薬が今後一層困難に直面するとされている耐性菌を含めた細菌感染症治療・予防薬としての

切り札となる可能性を十分に秘めているのでは？』と考えた。 
本研究では、我々が有する独自の検索・評価系を漢方薬に適用することにより、従来の解析法では見落とされてきた

細菌感染症治療に対する漢方薬の新たな効能（＝感染部位特異的抗菌活性効果）を評価することを目的とする。その最

終目標は、多剤耐性菌感染症を含めた細菌感染治療における東洋医学の新たな位置付けを提供することにある。 
 

方方  法法  

 
本研究では、漢方薬の感染部位特異的抗菌活性を評価するために、市販および医療用の計 126 種の漢方薬を用いた。

各漢方薬原末1 gを10 mLの1％DMSO添加蒸留水にて溶解した。溶解後遠心（10,000 rpm、10分間）し、遠心後の

上清を0.22μmのフィルターにて濾過滅菌をした。本溶液を漢方原液とし、以下の1～3の方法にて評価を行った。 
11..  各各生生体体内内物物質質（（ササーーフファァククタタンントトププロロテテイインン  AA、、血血清清、、尿尿））存存在在下下ににおおけけるる各各細細菌菌種種のの増増殖殖抑抑制制効効果果のの評評価価  
最終濃度が10％（vol/vol）となる漢方薬原液を添加したミューラーヒントン液体培地（MHBⅡ）を調整した（無添

加時とする）。漢方添加MHBⅡに8％（vol/vol）ヒト血清、50 mg/LヒトサーファクタントプロテインA、および87.5％
（vol/vol）ヒト尿を添加したMHBⅡを調整した（これらを各生体内物質添加時とした）。調整した各培地を100μL/well
にて96 well plateに用意し、そこに各種病原性細菌（緑膿菌、肺炎桿菌、大腸菌）を10５cfu/mLとなるように接種し、

37℃で20時間培養した。培養後の培地の濁度（OD 600 nm）をプレートリーダーにて測定し菌の増殖能を評価した。
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菌液未接種の各漢方薬存在下でのMHBⅡのOD600（Background）を測定した。得られたOD600の値から実測値を

以下の式にて算出した。 
[実測値（OD600）]＝[各漢方薬存在下での培養後の培地濁度（OD600）]－[Background（OD600）] 
同時に漢方薬非存在下における菌の増殖 [NC（OD600）]を測定した。得られた値およびから菌の増殖能を以下の式

にて算出した。 
各漢方薬存在下での菌の増殖能＝[実測値（OD600）]／[NC（OD600）] 

各漢方薬存在下での菌の増殖能が＜0.5となるものをヒット漢方とした。 
22..  各各細細菌菌種種にに対対すするる生生体体内内物物質質存存在在下下ででのの漢漢方方薬薬のの増増殖殖抑抑制制増増強強能能のの評評価価  
各生体内物質添加時における菌の増殖抑制効果は、方法1同様に[実測値（OD600）]／[NC（OD600）]にて求めた。

各体内物質存在下での漢方薬の増殖抑制増強能は以下の式で算出した。 
各体内物質存在下での漢方薬の増殖抑制増強能 

＝[各生体内物質添加時における菌の増殖能]／[各漢方薬存在下での菌の増殖能] 
各生体内物質添加時における菌の増殖能抑制増強能が＜0.5となるものをヒット漢方とした。 
33..  漢漢方方薬薬存存在在下下ででのの増増殖殖にに必必須須ととななるる細細菌菌因因子子のの網網羅羅的的推推定定  
トランスポゾンは細菌遺伝子にランダムに挿入されるため、各遺伝子が破壊された変異株を無作為に複数作製できる。

緑膿菌トランスポゾン変異株ライブラリーを最終濃度が10％（vol/vol）となる漢方A またはB を添加したMHBⅡに

接種し、37℃で20時間培養した。培養後に菌体DNA抽出を行い本DNAを用いてTransposon-directed sequencing
（TraDIS 法）を行った。TraDIS 法は、トランスポゾンが導入された遺伝子部位を標的に次世代シークエンス解析を

行う技術である［1］。CLC genomic workbenchを用いてControl（無処理）DNAと漢方薬存在下で抽出したSample 
DNA を TraDIS 解析で比較することにより、Sample DNA で有意に減少したトランスポゾン挿入遺伝子を検出した

（本遺伝子は漢方薬存在下で減少した緑膿菌の遺伝子であり、漢方薬存在下での菌の増殖や生存に重要な因子と推定で

きる）。 
 

結結  果果  

  

11．．各各生生体体内内物物質質（（ササーーフファァククタタンントトププロロテテイインン、、血血清清、、尿尿））存存在在下下ににおおけけるる各各細細菌菌種種のの増増殖殖抑抑制制効効果果のの評評価価  
各生体内物質と漢方薬の両存在下で菌の増殖抑制効果は、緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）において最も多く認

められた（図1）。各菌種において菌の増殖が認められた漢方薬数は、P. aeruginosaでは、無添加時で34、サーファク

タントプロテイン A（SPA）添加時で、33、血清（Serum）添加時では 0 であった（表 1）。肺炎桿菌 （Klebsiella 
pneumoniae ）では、無添加時、SPA、Serumのいずれの添加時でも本菌の増殖を抑制する漢方は認められなかった。

大腸菌では、無添加時およびSerum添加時では本菌の増殖を抑制する漢方薬は認められなかったが、尿（Urine）添加

時に本菌の増殖を抑制する漢方薬が 1 種類認められた（表1）。一方で、P. aeruginosa やK. pneumoniae では血清存

在下では漢方薬添加により、菌の増殖能が顕著に増加した（図1）。 
 

 
図1. 各生体内物質存在下における各細菌種の増殖抑制効果 

MBⅡ：ミューラーヒントン培地Ⅱ、SPA：サーファクタントプロテインA、Serum：血清、Urine：尿 
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表1. 各細菌種で増殖抑制が認められた漢方薬数の比較 

 
 
22．．各各細細菌菌種種にに対対すするる生生体体内内物物質質存存在在下下ででのの漢漢方方薬薬のの増増殖殖抑抑制制増増強強能能のの評評価価  
各生体内物質存在下で菌の増殖抑制効果が増強された漢方薬は、P. aeruginosa および E. coli において認められた 

（図2）。P. aeruginosaではSPA添加時に計11種の漢方が、大腸菌においては尿添加時に1種の漢方が各生体内物質

存在下において各細菌種の増殖抑制効果を増強した（表2）。 

 

図2．各生体内物質存在下による各細菌種の増殖抑制増強能の評価 
MBⅡ：ミューラーヒントン培地Ⅱ、SPA：サーファクタントプロテインA、Serum：血清、Urine：尿。 

 
 

表2. 各生体内物質添加時に増殖抑制効果の増強が認められた漢方薬の数 

 
 
33．．漢漢方方薬薬存存在在下下ででのの増増殖殖にに必必須須ととななるる細細菌菌因因子子のの網網羅羅的的推推定定  

結果 1 および 2 よりP. aeruginosa で良好な増殖抑制効果を示した漢方A およびに着目し、TraDIS 解析を行った

（図3）。 
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図3．TraDIS解析の結果 

漢方非存在下に対して漢方薬A（a）または漢方薬B（b）存在下で減少

した細菌因子（トランスポゾン挿入部位）を抽出した。 
 
有意差検定の結果、漢方薬 A で 3 および漢方薬 B で 19 の各漢方存在下での生存や増殖に重要となる細菌因子を   

抽出した（FDRp＜0.05）。アノテーションした結果、oxyR, pvdE および fpvA が両漢方薬において共通して抽出され

た遺伝子であった（表3）。 
 
 
表3．TraDISで明らかとなった漢方薬A（a）および漢方薬B（b）存在下での生存や増殖に重要となる細菌因子 

 
 

考考  察察  

 
以上から、本研究によって漢方薬の各種病原性細菌に対する増殖抑制効果を明らかにした。特に、P. aeruginosa に

おいてはSPA存在下でも良好な増殖抑制効果を示す漢方薬が複数認められたことから、SPA が存在する肺胞内では漢

方薬の抗菌効果を期待できると考えられた。一方で、P. aeruginosa において血清存在下では漢方薬との供培養におい

て菌の増殖を促進させることを示唆する結果が得られた。本促進効果は、K. pneumoinae の血清存在下においても複

数の漢方薬で認められたことから、P. aeruginosaおよびK. pneumoinaeによる血流感染症における漢方薬の影響をよ

り詳細に検討していく必要があると考えられた。 
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菌の増殖抑制効果が認められた漢方薬のうち、漢方薬AはP. aeruginosaにおいて良好な増殖抑制効果を示し、本効

果は P. aeruginosa と比較すると弱いものの K. pneumoinae や E. coli においても同様な効果が認められた。また、  

漢方薬B は特にP. aeruginosa においてSPA 存在下で菌の増殖抑制効果を増強する効果が認められたことから、漢方

薬BはP. aeruginosaによる呼吸器感染症に対して有効な治療効果を示すことが示唆された。 
TraDIS解析の結果、漢方A薬および漢方薬B共にP. aeruginosaの複数の細菌因子を標的にしていることが明らか

になり、特に3因子（OxyR、PvdEおよびFpvA）は、漢方薬Aおよび漢方薬B存在下での生存や増殖に重要となる

共通の細菌因子であることが明らかとなった。OxyR は Oxidative stress regulator であり、ピオペルジン介在性の  

Fe３＋イオンの取り込みやH２O２存在下での生存に重要な役割を果たすことが知られている［2］。また、PvdEはピオペ

ルジンであり［3］、FpvAは ferripyoverdine receptorでありPvdEの生合成に関与する［4］。これらの細菌因子が肺

胞などの特定の生体内環境下における漢方薬 A および漢方薬 B 存在下での増殖や生存に関連しているとの報告は存在

せず、本研究によってこれらの細菌因子が漢方薬を用いた感染部位特異的治療法の確立に向けた有用な標的候補となる

ことを明らかにした。 
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