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序論 

感染症による死者数は、細菌やウイルスによる下気道感染症を中心に世界で年間約 1,400

万人と推計されている 1)。これまでに感染症に対しては、様々な治療薬の開発が継続的に

行われてきたが、細菌やウイルスなど病原体の分類によらず薬剤耐性病原体の出現が問題

となっている（Figure 1）。細菌感染症については、1929 年にペニシリンが発見されて以来、

多様な系統の抗菌薬が登場したにもかかわらず、いずれの系統の抗菌薬に対しても耐性菌

の出現が認められており 2)、感染症の原因となる細菌の 70%以上がいずれかの抗菌薬に耐

性を示すことが報告されている 3)。また、複数の抗菌薬に対して耐性を示す多剤耐性菌で

は有効な抗菌薬が限られており、いずれの抗菌薬でも有効性を示さない薬剤耐性菌も報告

されている 4)。以上の通り、薬剤耐性菌に対する治療について難渋することが多いことを

背景として、薬剤耐性菌が関連する感染症による死者数は下気道、血流および腹腔内感染

症を中心に約 500 万人と感染症による死者数全体の 1/3 以上を占めており、2050 年には死

者数が 1,000 万人に達するとも予測されている 5)。この医療上の課題に対して、特に緊急

性が高く脅威となる薬剤耐性菌については、世界保健機関（WHO）6) および米国疾病対策

予防センター（CDC）7) から新規抗菌薬の必要性が訴えられている。また、近年上市され

たセフィデロコルに対してもすでに耐性菌が認められており、新薬に対して次々に出現す

る薬剤耐性菌の脅威が拡大することが懸念されている。したがって、新薬の開発に加え、

既存薬を有効活用することで耐性菌が拡散する前に駆逐することも重要となっている。 
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Figure 1 Timeline of antibiotic and antiviral agent deployment and the evolution of resistance 8-13). 

 

ウイルス感染症においても耐性ウイルスの出現が問題となることがある。例えば、イン

フルエンザウイルス感染症では、2008/2009 年のシーズンにおいて、オセルタミビルに対し

て耐性を示すノイラミニダーゼ H274Y 変異を有するインフルエンザウイルス A/H1N1 の

世界的な流行が認められた 14)。この耐性ウイルスはオセルタミビルによる治療を受けてい

ない患者からも検出され、その耐性率は南アフリカ、東南アジアおよびオセアニアにおい

て 1 年以内に 1%未満から 90%を超えるまでに急速に上昇した 14)。このため、最も広く使

用されていたオセルタミビルが一時的に使用できない状況に陥った。また、2020 年に WHO

から緊急事態が宣言されてから 3 年以上に渡り世界中で猛威を振るった新型コロナウイル

ス感染症（COVID-19）についても、治療薬であるニルマトレビル、レムデシビルおよびエ

ンシトレルビルに対する耐性ウイルスが臨床で認められている 15-17)。抗ウイルス薬は抗菌

薬と比べ種類が少ないため、1 つ 1 つの薬剤に対する耐性ウイルスの出現が治療手段の枯

渇につながりやすく、致命的となる恐れがある。 

本研究は、薬剤耐性を示す細菌感染症およびウイルス感染症に対して有効な新規治療手

段を確立し、薬剤耐性病原体が拡散する前に駆逐する治療戦略を立てることを目的として

実施した。細菌感染症に対しては世界中で感染拡大が危惧されているカルバペネム耐性腸
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内細菌目細菌（CRE）における LpxC 阻害化合物、ウイルス感染症に対しては小児を中心

に下気道感染症が問題となる RS ウイルス（RSV）における F タンパク質阻害化合物につ

いて、新規治療薬としての可能性について薬理作用を検証した。  
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第 I 部  新規 LpxC 阻害化合物 TP0586532 によるカルバペネム耐性腸内細菌目細菌に 

対するメロペネムの抗菌活性増強作用 

 

1.1 緒言 

β-ラクタム系抗菌薬であるカルバペネム系抗菌薬は抗菌活性に優れており、他系統の抗

菌薬と比べて抗菌スペクトラムも広いことから、重症細菌感染症に対する切り札として処

方されてきた。CRE は、我が国では 1991 年に初めて分離されたが 18)、2014 年から感染症

法に基づく 5 類全数把握疾患に指定されている。欧米を中心に腸内細菌目細菌のうち CRE

が占める割合が世界的に増加しており 19)、CRE は WHO および CDC の薬剤耐性菌リスト

において最も緊急性が高い薬剤耐性菌に指定されている 6,7)。 

入院を必要とする CRE 感染症患者数は世界で 270 万～310 万人と推定されており 20)、

CRE 感染症による致死率はカルバペネム感性腸内細菌目細菌（CSE）感染症と比べ高い 21,22)。

CRE 感染症が重症化しやすい原因として、CRE に対する治療選択肢が限られており適切な

治療が施行されていないことが報告されている 21,22)。CRE は、カルバペネム分解酵素であ

るカルバペネマーゼ産生の有無によりカルバペネマーゼ産生 CRE と非産生 CRE に分けら

れるが、米国などではKPC型を中心にカルバペネマーゼ産生CREが問題となっている 23)。

また、カルバペネマーゼ遺伝子はプラスミドに存在することが多いことから接合により異

なる菌種にまで水平伝播発現するため拡散しやすく、NDM 型や KPC 型のカルバペネマー

ゼを産生する CRE では多くの抗菌薬に耐性を示すため 24)、カチオン性のポリペプチド系

抗菌薬であるポリミキシン（コリスチンおよびポリミキシン B）が有効性を示す唯一の治

療薬となる場合もある 25)。しかしながら、ポリミキシンの薬理作用は静電的相互作用によ

り膜破壊を惹起するものであり、哺乳類の細胞膜に対しても同様に作用するため 26)、ポリ

ミキシンが投与された患者の 50～60%で血尿や蛋白尿を主症状とする急性腎障害等の腎毒

性を誘導することが課題である 27)。また、CRE 感染症の治療では CSE 感染症と比べてコ
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リスチンが使用される頻度が高いことから、CRE のコリスチン耐性率が上昇しているとい

う課題もある 28)。近年、CRE 感染症に対して有効で腎毒性の懸念が低い抗菌薬として、セ

フタジジム・アビバクタム、メロペネム・バボルバクタムおよびプラゾマイシンが上市さ

れた 29-31)。しかしながら、これらの抗菌薬に耐性を持つ CRE が臨床ですでに報告されてい

ることから耐性菌の拡大が懸念されており 32-34)、CRE 感染症に有効な新規治療戦略は喫緊

の課題である。 

敗血症診療の国際ガイドライン並びに米国感染症学会および米国胸部学会による院内

肺炎・人工呼吸器関連肺炎の診療ガイドラインにおいて、敗血症、院内肺炎および人工呼

吸器関連肺炎といった重症感染症の治療法としてエンピリックな抗菌薬の併用療法が推奨

されている 35,36)。これは、治療開始時には起炎菌の特定が困難であり、併用療法により起

炎菌をカバーしやすくなるためである。このような背景から、近年、CRE に対する抗菌薬

の in vitro 併用効果の報告が増加している。注目すべきことに、CRE に対して単独では殺

菌活性を示さない濃度の抗菌薬でも、カルバペネム系抗菌薬と併用することで in vitro 殺菌

作用を示すことが報告されている 37-40)。さらに、複数の臨床研究において、致死率の高い

CRE による血流感染症の治療に対して併用療法が有用であることも報告されている 41-45)。

特に、カルバペネマーゼ産生Klebsiella pneumoniaeによる血流感染症のコホート研究では、

カルバペネム系抗菌薬を含む併用療法を行うことで、致死率が単剤治療と比べ大幅に低下

した 41,42)。これら先行研究から、カルバペネム系抗菌薬を含む併用療法は CRE 感染症の治

療において有用であると考えられている。一方で、メロペネムの最小発育阻止濃度（MIC）

が 8 μg/mL を超える高度耐性の CRE による感染症に対しては、メロペネムを含む併用療法

を行った場合でも致死率が高く、有効性の観点で課題となっている 41)。 

UDP-3-O-アシル-N-アセチルグルコサミンデアセチラーゼ（LpxC）は、グラム陰性菌の

外膜構成成分であるリポ多糖（LPS）の膜アンカー部分である Lipid A の合成を担う酵素で

ある 46)。このため、LpxC の阻害によりグラム陰性菌の外膜構成成分の合成を抑制するこ
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とで、菌体膜透過性を亢進させて抗菌作用を発揮することが考えられる。これまでに LpxC

を標的とした創薬研究が行われてきたが、その一つであるヒドロキサム酸誘導体である

ACHN-975（Figure 2）はグラム陰性菌感染症を対象として臨床試験が行われたが、ラット

において代償性頻脈を伴わない低血圧といった心血管毒性が認められて開発が中止になっ

た 47)。この原因として、ヒドロキサム酸化合物には強力な亜鉛キレート作用があることか

ら、ヒト体内の亜鉛酵素を阻害することで副作用を引き起こした可能性が考えられた 48)。

そこで、我々はヒドロキサム酸構造を持たない LpxC 阻害化合物の探索研究を行い、LPS

合成を阻害して CRE である K. pneumoniae、Escherichia coli および Enterobacter cloacae に

対して良好な抗菌活性を示す TP0586532 を見出した（Figure 3 および 4）49)。また、TP0586532

は、モルモットを用いた心血管試験において、血圧、心拍数および心電図のいずれにおい

ても異常を示さなかったことから、CRE 感染症に対する新規治療薬になりうると考えられ

た 50)。 

 

 

Figure 2 Chemical structure of ACHN-975 47). 
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Figure 3 Mechanism of action of TP0586532. 

Modified figure with permission from reference 51) . 

 

 

 

Figure 4 Chemical structure of TP0586532. 

 

本研究では、TP0586532 がグラム陰性菌の外膜を構成する LPS の合成を阻害することに

より菌体の外膜透過性を亢進し、併用したカルバペネム系抗菌薬の抗菌活性を増強すると

いう仮説を立て、TP0586532 とメロペネムの併用療法による CRE 感染症に対する新規治療

手段の可能性を薬理学的に検証した。  
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1.2 方法 

使用菌株、培地、抗菌薬 

K. pneumoniae および E. coli の各菌株は、American Type Culture Collection（Manassas, VA）

または National Collection of Type Cultures（London, United Kingdom）から購入した。抗菌活

性、殺菌作用および膜透過性亢進作用の評価にはカチオン調整ミュラーヒントンブロス

（CAMHB）を使用し、生菌数の測定にはハートインヒュージョン寒天培地（HIA）を使用

した。 

TP0586532 は大正製薬株式会社（Saitama, Japan）にて合成された。アミカシン二硫酸塩、

コリスチン硫酸塩、ピペラシリン、チゲサイクリン水和物およびアジスロマイシン二水和

物は、Sigma-Aldrich（St. Louis, MO）から購入した。セフェピム塩酸塩は、US Pharmacopeia

（Rockville, MD）から購入した。メロペネム三水和物は、US Pharmacopeia または富士フイ

ルム和光純薬株式会社（Osaka, Japan）から購入した。シプロフロキサシン塩酸塩一水和物

は富士フイルム和光純薬株式会社から購入した。 

 

併用での抗菌活性の評価 

Clinical and Laboratory Standards Institute のガイドライン 52) に従って、微量液体希釈法に

より各抗菌薬の単独または TP0586532 との併用での MIC を測定した。CAMHB で

0.5 McFarland 相当に懸濁した菌液を 100 倍希釈して接種菌液を調製した。96 ウェルプレー

トに 2 倍段階希釈した試験物質含有 CAMHB および接種菌液を添加して、35℃で 18 時間

培養した。肉眼で観察し、菌の発育が認められない最も低い試験物質濃度を MIC と判定し

た。以下の数式を用いて MIC から fractional inhibitory concentrations index（FICI）を算出し

た。 

FICI = 試験物質 B との併用での試験物質 A の MIC / 単独での試験物質 A の MIC 

+ 試験物質 A との併用での試験物質 B の MIC / 単独での試験物質 B の MIC 
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既報 53) を参考に、相互作用の定義を次の通りとした。FICI が ≤ 0.5 の場合は相乗効果、

FICI が > 0.5～1 の場合は相加効果、FICI が > 1～2 の場合は不関、FICI が >2 の場合は拮

抗効果とした。 

 

TP0586532 とメロペネムの併用での殺菌作用の評価 

35℃で2時間振盪培養した菌液に、TP0586532 0.5または1 MICおよびメロペネム 8 μg/mL

となるよう各試験物質を単独または併用で添加した。35℃で振盪培養し、試験物質添加後

0、6 および 24 時間に菌液を段階希釈して HIA に塗布した。35℃で 16～18 時間培養した

後、コロニー数を計数して生菌数を算出した（検出下限 1.70 log10 CFU/mL）。既報 54) を参

考に、併用時の相互作用の定義を次の通りとした。TP0586532 またはメロペネムのいずれ

か生菌数をより大きく減少させた試験物質単独と比較して、メロペネムと TP0586532 を併

用した際の生菌数が ≥ 2 log 減少した場合には相乗効果、1～< 2 log 減少した場合には相加

効果とした。また、殺菌作用は、生菌数が試験物質添加時から ≥ 3 log 減少した場合と定

義した 54)。 

 

膜透過性亢進作用の評価 

既報 55) を参考に、エチジウムブロマイド（EtBr）の菌体内取り込みを指標として膜透過

性亢進作用を評価した。35℃で 2 時間振盪培養した菌液に 0.125、0.25 または 0.5 MIC の

TP0586532 またはアジスロマイシンを添加した。35℃で 2 時間振盪培養した後、菌液を

10,000 × g で 1 分間遠心して集菌した。ペレットをリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄

し、PBS またはシアン化カルボニル m-クロロフェニルヒドラゾン（CCCP）20 μg/mL 含有

PBS で 1～2 × 108 CFU/mL となるよう調製した。EtBr を 1 μg/mL となるように添加し、蛍

光強度（励起波長：530 nm/蛍光波長：600 nm）を 60 分間測定した。
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1.3 結果 

TP0586532 による併用薬の抗菌活性増強作用 

TP0586531 が併用薬の抗菌活性を増強するか否かを明らかにするため、メロペネム（セ

フェム系）、アミカシン（アミノグリコシド系）、セフェピム（セフェム系）、シプロフロキ

サシン（ニューキノロン系）、コリスチン（ポリペプチド系）、ピペラシリン（ペニシリン

系）およびチゲサイクリン（テトラサイクリン系）といった様々な系統の抗菌薬（Figure 5）

に TP0586532 を併用して、K. pneumoniae ATCC 13883 および E. coli ATCC 25922 に対する

抗菌活性を評価した（Table 1）。K. pneumoniae ATCC 13883 に対する各抗菌薬の MIC は、

TP0586532 を併用することにより単独時と比べて 1/2～1/8 倍の値であった。さらに、併用

効果の指標である FICIs は 0.375～0.625 であり、TP0586532 をいずれの抗菌薬と併用した

場合においても相乗効果または相加効果が認められた。特に、TP0586532 とメロペネムを

併用した際の FIC index は 0.375 であり、評価した組み合わせの中で最も併用効果が高かっ

た。また、E. coli ATCC 25922 に対する各抗菌薬の MIC は、TP0586532 を併用することに

より単独時と比べて 1/2～1/32 倍の値であった（Table 2）。さらに、シプロフロキサシンお

よびコリスチンを除いた抗菌薬における FICIs は 0.370～0.750 であり、TP0586532 との併

用により相乗効果または相加効果が認められた。一方、TP0586532 をシプロフロキサシン

またはコリスチンと併用した場合は、不関であった。以上より、TP0586532 は様々な系統

の抗菌薬と併用することにより、K. pneumoniae ATCC 13883 および E. coli ATCC 25922 に

対する抗菌活性を増強することが明らかとなった。  
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Figure 5 Chemical structures of antibiotics used in combination with TP0586532. 
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Table 1 FICIs of antibacterial drugs used in combination with TP0586532 against 

K. pneumoniae ATCC 13883a 

Antibiotic 

MICs (μg/mL)  

FICI Outcomeb Antibiotic  TP0586532  

Alone Combination  Alone Combination  

MEM 0.12 0.03/0.015c  4 0.5/1c  0.375 Synergistic 

AMK 1 0.25  4 1  0.500 Synergistic 

FEP 0.12 0.06  4 0.5  0.625 Additive 

CIP 0.06 0.03  4 0.12  0.530 Additive 

CST 2 1  4 0.5  0.625 Additive 

PIP 32 8  2 0.5  0.500 Synergistic 

TGC 1 0.5  4 0.5  0.625 Additive 

a MEM, meropenem; AMK, amikacin; FEP, cefepime; CIP, ciprofloxacin; CST, colistin; PIP, 

piperacillin, TGC, tigecycline; MIC, minimum inhibitory concentration; FICI, fractional inhibitory 

concentration index. 

b FICI interpretation: ≤0.5, synergistic; .0.5 to ≤1, additive. 

c Two MIC pairs of TP0586532 and MEM had the same FICI. 
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Table 2 FICIs of antibacterial drugs used in combination with TP0586532 against E. coli 

ATCC 25922a 

Antibiotic 

MICs (μg/mL)  

FICI Outcomeb Antibiotic  TP0586532  

Alone Combination  Alone Combination  

MEM 0.03 0.015  1 0.25  0.750 Additive 

AMK 4 1  1 0.12  0.370 Synergistic 

FEP 0.06 0.03  2 0.12  0.560 Additive 

CIP 0.008 0.00025  1 1  1.03 Indifferent 

CST 0.5 0.015  1 1  1.03 Indifferent 

PIP 4 0.5  1 0.25  0.375 Synergistic 

TGC 0.25 0.12  1 0.12  0.600 Additive 

a MEM, meropenem; AMK, amikacin; FEP, cefepime; CIP, ciprofloxacin; CST, colistin; PIP, 

piperacillin, TGC, tigecycline; MIC, minimum inhibitory concentration; FICI, fractional inhibitory 

concentration index. 

b FICI interpretation: ≤0.5, synergistic; .0.5 to ≤1, additive; .1 to ≤2, indifferent between antibiotic 

alone or antibiotic + TP0586532 combination. 

 

TP0586532 によるメロペネムの CRE に対する抗菌活性増強作用 

カルバペネム系抗菌薬を含む併用療法は、カルバペネム系抗菌薬の MIC が ≤ 8 μg/mL の

CRE 感染症に対して有効である一方、高度耐性 CRE（カルバペネム系抗菌薬の MIC が

> 8 μg/mL）には有効でないことが報告されている 41,42)。そこで、TP0586532 が高度耐性 CRE

に対するメロペネムの抗菌活性を増強するか否かを明らかにするため、高度耐性カルバペ

ネマーゼ産生 CRE である K. pneumoniae 16 株（blaKPC+ 12 株、blaNDM-1+ 2 株および blaVIM+ 

2 株）および E. coli 5 株（blaKPC+ 1 株、blaNDM-1+ 3 株および blaIMP+ 1 株）に対して、TP0586532

とメロペネムの併用での抗菌活性を評価した（Table 3）。その結果、メロペネムの MIC は、

0.125～0.5 MIC の濃度で TP0586532 を併用することにより、メロペネム単独時と比較して
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1/2～1/512 倍の値であった。さらに TP0586532 とメロペネムの併用により、K. pneumoniae 

7 株および E. coli 5 株に対して相加効果が認められ、K. pneumoniae 9 株に対しては相乗効

果が認められた。以上より、評価した全ての CRE 菌株に対して TP0586532 とメロペネム

の併用による相乗効果または相加効果が認められ、不関または拮抗効果は認められなかっ

た。以上の結果から、TP0586532 は、様々な種類のカルバペネマーゼを産生する CRE に対

してメロペネムの抗菌活性を増強することが明らかになった。 
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Table 3 FICIs of meropenem used in combination with TP0586532 against carbapenem resistant 

Enterobacteralesa 

Strain Resistance 
gene 

MICs (μg/mL) 

FICI Outcomeb MEM  TP0586532 

Alone Combination  Alone Combination 

K. pneumoniae         

ATCC BAA-1705 blaKPC 64 32  2 1 1.00 Additive 

ATCC BAA-1898 blaKPC-2 64 32  2 0.5 0.750 Additive 

ATCC BAA-1899 blaKPC-2 128 0.25  4 2 0.502 Additive 

ATCC BAA-1900 blaKPC-3 32 4  4 1 0.375 Synergistic 

ATCC BAA-1902 blaKPC-3 64 2  2 1 0.531 Additive 

ATCC BAA-1903 blaKPC-2 32 8  4 1 0.500 Synergistic 

ATCC BAA-1904 blaKPC-3 16 0.25  2 1 0.516 Additive 

ATCC BAA-1905 blaKPC-2 32 8  2 0.5 0.500 Synergistic 

ATCC BAA-2078 blaKPC 32 8  2 0.5 0.500 Synergistic 

ATCC BAA-2342 blaKPC 32 8  2 0.5 0.500 Synergistic 

ATCC BAA-2343 blaKPC 32 8  1 0.25 0.500 Synergistic 

ATCC BAA-2344 blaKPC 64 32/16c  2 0.5/1c 0.750 Additive 

ATCC BAA-2470 blaNDM-1 64 16  2 0.5 0.500 Synergistic 

ATCC BAA-2578 blaNDM-1 64 16  2 0.5 0.500 Synergistic 

NCTC 13439 blaVIM-1 32 1  4 2 0.531 Additive 

NCTC 13440 blaVIM-1 64 16/8c  2 0.25/0.5c 0.375 Synergistic 
         

E. coli         

ATCC BAA-2340 blaKPC 16 8  2 1 1.00 Additive 

ATCC BAA-2452 blaNDM-1 64 0.5  1 0.5 0.508 Additive 

ATCC BAA-2469 blaNDM-1 64 2  2 1 0.531 Additive 

ATCC BAA-2471 blaNDM-1 128 64  1 0.5 1.00 Additive 

NCTC 13476 blaIMP 16 8  1 0.5 1.00 Additive 

a MEM, meropenem; MIC, minimum inhibitory concentration; FICI, fractional inhibitory 

concentration index. 

b FICI interpretation: ≤0.5, synergistic; .0.5 to ≤1, additive. 

cTwo pairs of MICs against K. pneumoniae ATCC BAA-2344 and K. pneumoniae NCTC 13440 

had the same FICI, respectively. 
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TP0586532 による CRE に対するメロペネムの殺菌作用の増強効果 

TP0586532 が CRE に対するメロペネムの殺菌作用を増強するか否かについて明らかに

するため、高度耐性カルバペネマーゼ産生 CRE である K. pneumoniae 9 株（blaKPC+ 5 株、

blaNDM-1+ 2 株および blaVIM+ 2 株）および E. coli 3 株（blaKPC+ 1 株および blaNDM-1+ 2 株）に

対して TP0586532 とメロペネムの併用での殺菌作用を検討した（Figure 6）。メロペネムは

臨床において血中濃度を参考にして 8 μg/mL、TP0586532 は 0.5 および 1 MIC の濃度で実

施した。メロペネムは K. pneumoniae ATCC BAA-1902 に対して、単独では生菌数を減少さ

せなかった一方で、TP0586532（0.5 MIC）との併用により 6 時間後に生菌数を 3 log 以上

減少させる殺菌作用を示した（Figure 6A）。さらに、メロペネムに TP0586532 を 1 MIC の

濃度で併用することで、24 時間後に生菌数が検出下限以下まで減少した。また、E. coli 

ATCC BAA-2469 に対して、メロペネム単独では 6 時間後まで一時的な静菌効果を示した

ものの、24 時間後には再増殖が認められた（Figure 6B）。これに対して、メロペネムに

TP0586532 を 1 MIC の濃度で併用した場合には 24 時間後まで再増殖は認められず、検出

下限まで生菌数が減少した。メロペネムに TP0586532 を併用した際の 12 菌株の CRE に対

する殺菌作用の評価結果は、Table 4 に示した通りに 10 株に対して相乗効果、1 株に対して

相加効果が認められた。さらに、メロペネムと TP0586532 との併用により 9 株に対して殺

菌作用が認められた。以上より、TP0586532 は様々な種類のカルバペネマーゼを産生する

CRE に対するメロペネムの殺菌作用を増強することが明らかとなった。 
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Figure 6 Time-kill curves of meropenem used in combination with TP0586532 against carbapenem 

resistant K. pneumoniae ATCC BAA-1902 (A) and E. coli ATCC BAA-2469 (B). The bacteria 

were treated with meropenem (MEM, 8 mg/mL) alone or in combination with TP0586532 at 0.5 or 

1 minimum inhibitory concentration (MIC).  

A 

B 
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Table 4 Change in viable cell counts of carbapenem-resistant Enterobacterales treated 

with meropenem in combination with TP0586532a 

Strain 
MEM 
MIC 

(μg/mL) 

Time 
(h) 

Change compared to initial inoculum (log10 CFU/mL)b 

Alone  Combination 

MEM TP 0.5 TP 1  MEM 
+TP 0.5 

MEM 
+TP 1 

K. pneumoniae         

ATCC BAA-1900 32 6 -0.01 -0.36 -1.61  -2.46 -2.38 
  24 3.61 3.46 3.50  -0.07 -0.27 

ATCC BAA-1902 64 6 1.02 0.69 -1.45  -3.35 -3.35 
  24 3.32 2.40 2.63  0.95 -4.26 

ATCC BAA-1904 16 6 -1.81 0.71 -1.11  -3.62 -0.38 
  24 3.53 3.21 3.31  -3.74 -0.49 

ATCC BAA-2078 32 6 -0.73 0.63 -1.55  -3.21 -3.21 
  24 3.32 3.32 3.28  1.71 -0.57 

ATCC BAA-2343 32 6 -0.18 1.97 0.93  -0.86 -3.72 
  24 3.02 2.79 2.79  2.50 2.66 

ATCC BAA-2470 64 6 -1.58 1.66 0.38  -1.53 -0.91 
  24 3.03 3.16 2.70  1.84 -1.70 

ATCC BAA-2578 64 6 -1.39 0.90 0.21  -3.50 -3.20 
  24 3.17 3.20 3.10  -0.86 -1.53 

NCTC 13439 32 6 -1.33 -1.20 -1.37  -3.68 -1.92 
  24 3.24 3.12 3.14  <-4.28 -1.02 

NCTC 13440 64 6 -2.38 1.73 -0.16  -1.64 -4.28 
  24 3.12 2.98 2.72  1.23 -4.28 

E. coli  
    

 
  

ATCC BAA-2340 16 6 -1.96 0.00 -2.30  -2.10 -1.75 
  24 -3.27 2.26 2.39  -3.75 -2.22 

ATCC BAA-2452 64 6 -0.32 0.51 -1.18  -1.73 -2.99 
  24 3.49 3.09 2.72  3.13 2.83 

ATCC BAA-2469 64 6 -0.07 -1.43 -2.79  -3.79 -3.67 
  24 3.29 2.98 2.51  -3.97 -4.27 

a MEM, meropenem (8 mg/mL); MIC, minimum inhibitory concentration; TP 0.5, TP0586532 at 

0.5 MIC; TP 1, TP0586532 at 1 MIC. 

b The dark gray and light gray boxes indicate synergistic (≥2 log10 reduction) and additive (1 to <2 

log10 reduction) effects when used in combination, compared with the effect of the most active 

single agent, respectively. Bold type indicates a bactericidal effect (≥3 log10 reduction compared 

with the initial inoculum).  
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TP0586532 による膜透過性亢進作用 

TP0586532 は LPS 合成酵素である LpxC を阻害するため、菌体膜透過性を亢進して併用

した抗菌薬の抗菌活性を増強することが考えられた。この仮説を検証するため、カルバペ

ネム耐性 K. pneumoniae NCTC 13440 を用いて TP0586532 による EtBr の菌体内取り込み作

用を評価した（Figure 7）。陽性対照として、菌体膜透過性を亢進させるイオノフォアであ

る CCCP を用いた 56)。また、陰性対照としては、タンパク合成阻害薬であり菌体膜透過性

に影響を及ぼさないアジスロマイシンを用いた。EtBr の菌体内取り込みについて蛍光強度

を指標として評価した結果、CCCP を作用させた場合にはコントロールと比べて EtBr の菌

体内取り込みの上昇が認められた一方、アジスロマイシンでは認められなかった

（Figure 7A および B）。これに対して、TP0586532 を作用させた場合には濃度依存的な EtBr

の菌体内取り込みの上昇が認められたことから、TP0586532 は CCCP と同様に EtBr の菌体

内取り込みを促進させたと考えられた（Figure 7A）。以上より、TP0586532 は、CRE の膜

透過性を亢進することにより、併用した抗菌薬の菌体内取り込みを促進させることが示唆

された。  
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Figure 7 Membrane permeability of K. pneumoniae NCTC 13440 treated with TP0586532 (A) or 

azithromycin (B). The bacteria were treated with TP0586532 or azithromycin at 0.125, 0.25, or 

0.5ௗMIC for 2 h, and then prepared at 1 to 2ௗ×ௗ108 CFU/mL in phosphate-buffered saline (PBS). The 

sample of carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP) was prepared in PBS containing 

20ௗμg/mL of CCCP without antibiotic treatment. Data are represented as the means ± standard error 

of the mean (SEM) of three independent experiments.  

A 

B 
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1.4 考察 

CRE 感染症に対して、メロペネムを含む併用療法の治療効果についての臨床研究が行わ

れている 41-45)。これら研究のうち、Daikos ら 41) および Tumbarello らの報告では 42)、カル

バペネマーゼ産生 K. pneumoniae による感染症に対してカルバペネム系抗菌薬を含む併用

療法の有用性が示された。しかしながら、カルバペネム系抗菌薬の MIC が 8 μg/mL を超え

る高度耐性株の場合では、高用量/長時間注入（2 g/3 h）レジメンでも血中濃度が MIC を超

える時間が不十分なため有用性が認められない 57)。一方、本研究では TP0586532 をメロペ

ネムと併用することで、評価した全ての高度耐性 CRE に対する抗菌活性において相乗効

果または相加効果が認められた（Table 3）。さらに、メロペネムの高用量/長時間注入（2 g/3 h）

レジメンで達成可能な血中濃度 8 μg/mL58) に TP0586532 を併用することで、多くの高度耐

性 CRE に対する殺菌作用についても相乗効果または相加効果を示した（Table 4）。また、

メロペネムに TP0586532 を 1 MIC の濃度で併用することで、メロペネムの MIC が 64 μg/mL

である高度耐性菌株（K. pneumoniae ATCC BAA-1902、K. pneumoniae ATCC NCTC 13440 お

よび E. coli ATCC BAA-2469）に対しても、24 時間後まで殺菌作用が認められた。TP0586532

とメロペネムを併用した際に再増殖が認められた菌株も存在したが、それらの 24 時間後

の生菌数はメロペネム単独時と比べ少なかったことから、何れの菌株に対してもメロペネ

ム単独と比較してメロペネムと TP0586532 の併用効果は有用であると考えられた。また、

TP0586532 は濃度依存的に CRE に対するメロペネムの殺菌活性を増強したことから、高濃

度のTP0586532をメロペネムに併用することにより生菌数を速やかに減少させることがで

き、新たな耐性菌の出現の抑制につながることが考えられる。 

これまでに報告された抗菌薬の in vitro 併用効果の中には、臨床における治療効果を反映

できていないものがあったが、臨床では達成できない高濃度で検討が行われていることが

原因として考えられる 59)。実際に、臨床における血中薬物濃度で併用効果が検討された研

究では、臨床での治療成績と相関があることが示されている 60)。TP0586532 を推定臨床用
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量で投与した際の TP0586532 の最高血漿中遊離型薬物濃度（fCmax）は 13.1 μg/mL と算出さ

れている 61)。この濃度は、本研究においてメロペネムと併用した際に殺菌作用が認められ

た TP0586532 の濃度と比べ 3 倍以上高いことから、TP0586532 は臨床においてもメロペネ

ムに併用することで速やかな殺菌作用を発揮することが期待できる。 

メロペネムは、グラム陰性菌の外膜に存在するポーリンを介して菌体内に取り込まれる

ことで、標的分子であるペニシリン結合タンパク質（PBP）に結合して抗菌活性を発揮す

る。しかしながら、カルバペネマーゼ産生 CRE では、菌体内に取り込まれたメロペネムが

カルバペネマーゼにより分解されるため、十分な濃度のメロペネムが PBP に作用すること

ができず抗菌活性が消失すると考えられる。したがって、メロペネムが抗菌活性を発揮す

るためには、菌体内のメロペネム濃度がカルバペネマーゼによる分解を上回る必要がある。

LPS の発現阻害により、Acinetobacter baumannii の膜透過性が増加し、抗菌薬に対する感受

性が亢進することが報告されている 55)。EtBr は膜透過性の亢進により菌体内への取り込み

が促進されることから 55)、その菌体内への取り込みを指標として TP0586532 の膜透過性亢

進作用を評価した。その結果、TP0586532 は、LPS 量を 1/10 以下に減少させる 0.25 MIC 以

上の濃度で 49)、EtBr の CRE 菌体内への取り込みを促進することが示された（Figure 7）。

また、TP0586532 は同じ 0.25 MIC 以上の濃度で併用したメロペネムの抗菌活性増強作用を

示した（Table 3）。したがって、TP0586532 は、LPS 合成阻害により菌体膜透過性を亢進さ

せることで、菌体内に取り込まれるメロペネムを増加させてその抗菌活性を増強させたと

考えられる。 

CRE のカルバペネム耐性機序として、カルバペネマーゼによる分解作用の他に、ポーリ

ンの活性低下や排出ポンプによる抗菌薬の菌体外排出による菌体内濃度の低下も関与する

ことが知られている 62)。TP0586532 とメロペネムを併用した結果、K. pneumoniae に対して

は相乗効果または相加効果が認められた一方、E. coli に対しては相加効果のみが認められ

ており効果が弱かった。カルバペネマーゼ産生 CRE の性状を解析した報告 63) において、
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K. pneumoniae はポーリンが消失している一方、E. coli は排出ポンプの耐性への寄与が大き

いことが示されている。このことから、K. pneumoniae では TP0586532 の併用によりメロペ

ネムの菌体内濃度が上昇しやすく抗菌活性が増強された一方、E. coli では TP0586532 を併

用しても排出ポンプの影響でメロペネムの菌体内濃度が比較的上昇しにくかった可能性が

考えられた。また、TP0586532 による抗菌活性増強作用の強さは菌株間で異なっていた。

この原因についても、菌株によってポーリンや排出ポンプの有無や発現量が異なり、

TP0586532 を併用した際のメロペネムの菌体内濃度の上昇の程度が異なっていた可能性が

考えられた。TP0586532 によるメロペネムの抗菌活性増強作用の詳細な機序を解明するた

めには、今後、使用菌株のポーリンおよび排出ポンプの発現解析や、メロペネムの菌体内

濃度の LC/MS による測定 64) が有用であると考えられる。 

TP0586532 は K. pneumoniae および E. coli 感性株に対して、メロペネム以外の抗菌薬と

併用した場合においても相乗効果または相加効果を示した（Table 1、2）。これは、併用し

たアミカシン、セフェピム、シプロフロキサシン、ピペラシリンおよびチゲサイクリンの

標的分子はいずれも菌体内で作用するため、メロペネムと同様に TP0586532 により菌体膜

透過性が亢進した結果、各々の抗菌薬の標的分子に作用する濃度が上昇したためであると

考えられた。併用した抗菌薬によって併用効果が異なった原因としては、併用薬の分子量

や物性の違いによりTP0586532を併用した際の菌体内への取り込まれやすさが異なる可能

性が考えられた。一方、コリスチンと TP0586532 の併用は不関または相加効果を示し、そ

の併用効果は評価した全ての抗菌薬の中で最も弱かった。この原因として、コリスチンは

LPS に結合することで抗菌活性を生み出すのに対し 65)、TP0586532 は LPS レベルを低下さ

せるため 49)、TP0586532 はコリスチンの抗菌活性に及ぼす影響が小さいことが考えられた。 

本研究は in vitro での TP0586532 の抗菌活性増強作用の検討にとどまっているが、我々

はこれまでに、TP0586532 が K. pneumoniae 肺感染マウスにおいて肺内 LPS 量および肺内

生菌数を減少させることを明らかとしている 61,66)。このことから、TP0586532 は、in vivo
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においても in vitro と同様に LPS 合成阻害による菌体膜透過性を亢進して併用したメロペ

ネムの菌体内取り込みを促進することが期待できる。さらに、我々は、K. pneumoniae 肺感

染マウスにおいて、メロペネムの作用により菌体外に放出された LPS による IL-6 誘導を

TP0586532 が抑制することを明らかとしている 66)。したがって、TP0586532 はメロペネム

の抗菌活性を増強するのみならず、メロペネムによって誘発される炎症を軽減することも

期待できる。 

β-ラクタマーゼはアミノ酸配列に基づく Ambler の分類によりクラス A～D に分類され

るが、そのうちカルバペネマーゼはクラス A、B および D に分類される 67)。アビバクタム、

バボルバクタムおよびレレバクタムなどの β-ラクタマーゼ阻害薬は β-ラクタム系抗菌薬と

の合剤として上市されているが、全てのクラスのカルバペネマーゼを阻害する β-ラクタマ

ーゼ阻害薬は見出されていない。また、特に活性中心に亜鉛を有するメタロ β-ラクタマー

ゼであるクラス B のカルバペネマーゼを産生する CRE は多剤耐性の傾向があり、プラゾ

マイシンやエラバサイクリンといった比較的新しい抗菌薬に対しても耐性を示す。

TP0586532 は、クラス A の KPC 型またはクラス B の NDM、VIM または IMP 型のカルバ

ペネマーゼを産生する CRE に対するメロペネムの抗菌活性を増強した（Table 3）。メロペ

ネムは、単独で CRE に作用させた場合、カルバペネマーゼによる分解を受けるため抗菌活

性を示すことができない（Figure 8A）。一方、TP0586532 を併用した場合、膜透過性の亢進

により菌体内へのメロペネムの取り込みが促進されるため、菌体内のメロペネム濃度がカ

ルバペネマーゼによる分解を上回り抗菌活性を示したことが示唆された（Figure 8B）。した

がって、TP0586532 はカルバペネマーゼの産生の有無や産生するカルバペネマーゼの種類

によらずメロペネムの抗菌活性を増強すると考えられた。しかしながら、本研究ではクラ

ス A および B のカルバペネマーゼ産生 CRE のみを使用したため、クラス D のカルバペネ

マーゼ産生 CRE およびカルバペネマーゼ非産生 CRE に対しても TP0586532 が同様の抗菌

活性増強作用を示すかについては今後の検討課題である。  
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Figure 8 Mechanism of action of the potentiating effects of TP0586532. 

Meropenem alone (A) cannot show antibacterial activity against CRE, but when combined with 

TP0586532 (B), it can show antibacterial activity. 
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第 II 部  新規 F タンパク質阻害化合物 TP0591816 の F タンパク質変異耐性 

RS ウイルスに対する薬理作用 

 

2.1 緒言 

RSV は年齢を問わず呼吸器感染を引き起こすが、乳幼児への感染時には細気管支炎およ

び肺炎に重症化して入院や呼吸管理が必要となる場合がある 68)。世界で年間 3,380 万人の

5 歳未満の子供が RSV による急性下気道感染症に苦しんでおり、そのうち 340 万人以上が

入院を必要とし 66,000～199,000 人が死亡していると推計されている 69)。RSV の乳幼児に

対する死亡リスクはインフルエンザウイルス感染症よりも高く 70)、早産児や心肺系の基礎

疾患または免疫不全がある場合には、重症化リスクが上昇することが報告されている 71)。

成人についても、乳幼児と同様に心肺系の基礎疾患や免疫不全が RSV 感染症の重症化の

リスク因子となるが 72)、特に 65 歳以上の高齢者の致死率は人口 10 万人当たり 46.8 人と、

インフルエンザウイルス感染症と同程度に高い 70)。また、ウイルスが排泄される期間は通

常 7～10 日間であるが重症度によっては 30 日間ウイルス感染が持続する場合もあり 73)、

接触感染と飛沫感染により家庭内や保育施設において感染が広がりやすく問題となる 74,75)。

感染対策については、RSV 感染症のワクチンとして、妊婦への能動免疫による新生児およ

び乳児向けのものや高齢者向けのものが 2023 年に承認された。また、予防抗体について

は、高リスク患者の感染予防に使われてきた RSV の F タンパク質（fusion protein）に対す

るモノクローナル抗体パリビズマブに加え 76,77)、長期間の予防効果が期待できるニルセビ

マブも承認された。RSV 感染症による症状を緩和する治療薬として、RNA 依存性 RNA ポ

リメラーゼ（RdRp）を阻害するグアノシン誘導体であるリバビリンが承認されているが、

抗ウイルス活性が弱いことから臨床における有用性については依然として課題が残されて

いる 78)。また、リバビリンは毒性濃度と有効濃度の乖離が小さく 79)、催奇形性および遺伝

毒性も報告されていることから 80)、安全性についても懸念されている。したがって、予防
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抗体やワクチンによる RSV の感染予防対策は進んでいる一方で、RSV 感染症に対する有

用な治療薬は依然として医療ニーズが満たされておらず、安全で有効性の高い新規治療薬

が必要とされている。 

RSV は、ニューモウイルス科オルソニューモウイルス属に属するマイナス一本鎖 RNA

ウイルスであり、宿主細胞由来の脂質二重膜（エンベロープ）を有している。ウイルス粒

子の表面に発現する G タンパク質（attachment glycoprotein）の血清型により、大きく A 型

と B 型に分類される。RSV のライフサイクルは、G タンパク質による気道上皮細胞への吸

着から始まり、次に F タンパク質を介したウイルスエンベロープと宿主細胞膜との融合に

よる細胞内への侵入が起こる（Figure 9）81)。その後、リボヌクレオプロテイン複合体が感

染細胞の細胞質に放出され、RdRp によりウイルスの mRNA 転写とゲノム複製が行われる。

最終的に、形成された子孫ウイルスが感染細胞から放出され、新たな細胞に感染すること

で感染を拡大する 82)。さらに、RSV は F タンパク質を介して感染細胞と隣接する細胞との

膜融合によっても感染を広げ、これにより特徴的な合胞体を形成する 83)。このように、F

タンパク質は RSV の感染拡大において重要な役割を担っている一方で、同じくウイルス

侵入時に機能する G タンパク質と比べて宿主の免疫応答により生じる変異の頻度が低い

ことが知られている 84)。このような背景から、F タンパク質の機能阻害が RSV 感染症の拡

大抑制につながると考えられ、新規 F タンパク質阻害化合物の研究が多く行われてきた。 
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Figure 9 The life cycle of respiratory syncytial virus. 

Reprinted figure with permission from reference 82). 

 

F タンパク質阻害化合物として、2000 年代から BMS-433771 や VP-14637 などの開発が

行われてきた 85,86)。近年、presatovir（GS-5806）、rilematovir（JNJ-53718678）および sisunatovir

（RV521）が健康成人を対象とした RSV チャレンジ試験で臨床症状スコアの改善およびウ

イルス量の減少を示すなど、臨床試験においても有効性を示す化合物が見出されてい    

る 87-89)。特に、最も開発が進んでいる ziresovir（AK0529）は、RSV 感染症の小児患者を対

象とした phase 3 臨床試験においてプラセボ対照群に対して有意な症状の軽減およびウイ

ルス量の減少を示しており、海外で新薬承認申請が行われた 90)。このように、F タンパク

質阻害化合物は RSV 感染症治療薬として期待されている一方、F タンパク質のアミノ酸点

変異により耐性化が生じることが課題である。F タンパク質阻害化合物に対する耐性株は

fusion peptide および heptad repeat A 領域に変異を有する例も報告されているが、多くの場
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合は cysteine-rich 領域の 392～401 番目のアミノ酸または heptad repeat B 領域の 486～489

番目のアミノ酸に変異を認める 91)。Ziresovir 耐性株として、ziresovir 存在下での感染細胞

の継代培養実験において heptad repeat B 領域に D486N、D489A、D489V または D489Y 変

異株の出現が認められている 92)。さらに、RSV 感染症が原因で入院した小児を対象とした

ziresovir の Phase 2 臨床試験では、cysteine-rich 領域の T400I 変異株が出現したとの報告も

ある 93)。このため、ziresovir が上市された後に様々な耐性変異株が拡散する可能性が考え

られ、その場合には RSV 感染症に対する治療薬を失うことになる。したがって、これらの

耐性変異株が拡散する前に RSV 感染症を駆逐するための対策が必要であると考える。 

ピラゾロ[1,5-a]ピリミジン化合物である presatovir は、初めて RSV ヒトチャレンジ試験

において有効性を示した F タンパク質阻害化合物である 94)。我々は、このピラゾロ[1,5-a]

ピリミジン化合物をマクロサイクル化して活性コンフォメーションを固定化することで、

F タンパク質の D486N 変異株に対しても抗ウイルス活性を示す化合物を見出した 95)。さら

に、このマクロサイクル化合物のリンカー部位および側鎖の置換基を最適化することで、

RSV 野生株および D486N 変異株に対する抗ウイルス活性を向上させた新規環状化合物

TP0591816 を創出した（Figure 10）。 

 

 

Figure 10 Chemical structure of TP0591816.  
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本研究では、TP0591816 の RSV に対する薬理学的評価を行うことにより、TP0591816 の

RSV 治療薬としての有効性について検証した。まず、ziresovir などの F タンパク質阻害化

合物に耐性を示す F タンパク質変異株に対する抗ウイルス活性を評価することで、

TP0591816 の耐性変異株に対する有効性を明らかとした。また、感染細胞における阻害過

程を検討することで TP0591816 の作用機序を解析し、TP0591816 耐性変異株の遺伝子解析

により F タンパク質が標的であることを検証した。さらに、RSV 感染マウスに対する in vivo

薬効を評価し、耐性 RSV 感染症に対する TP0591816 の臨床有効用量を算出することで臨

床における有用性を予測した。  
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2.2 方法 

試験物質 

TP0591816 は大正製薬株式会社（Saitama, Japan）にて合成された。BMS-433771、VP-14637、

リバビリンおよびシナジス（パリビズマブ）は、それぞれ Sigma-Aldrich、Cayman Chemical

（Ann Arbor, MI）、東京化成工業株式会社（Tokyo, Japan）およびアッヴィ合同会社（Tokyo, 

Japan）から購入した。 

 

使用細胞および使用ウイルス株 

RSV の細胞感染実験での使用されている HEp-2 細胞 96) を DS ファーマバイオメディカ

ル株式会社（Osaka, Japan）から購入し、10%ウシ胎児血清（FBS）、50 μg/mL ゲンタマイシ

ンおよび 600 μg/mL L-グルタミンを添加した minimum essential medium で培養した。RSV 

A2（ATCC VR-1540, subgroup A）および RSV 18537（ATCC VR-1580, subgroup B）は、American 

Type Culture Collection から購入した。RSV A2 の F タンパク質 T400I、D486N または F488L

変異株は、既報 97) の通り、ピラゾロ[1,5-a]ピリミジン誘導体 9c または 14e の存在下での

RSV A2 の培養により取得した。 

 

抗ウイルス活性および細胞毒性の評価 

HEp-2 細胞を 1 × 104 cells/ウェルで 96 ウェルプレートに播種して一晩培養した。2% FBS、

100 U/mL ペニシリン、100 μg/mL ストレプトマイシンおよび 300 μg/mL L-グルタミンを添

加した最小必須培地（維持培地）で各試験物質溶液を調製した。細胞を PBS で洗浄して、

試験物質を添加した。RSV A2 を感染多重度（MOI）0.5 または他のウイルス株を MOI 0.75

でそれぞれ接種した。5%CO2 存在下、37°C で 4 日間培養した後、細胞増殖キット II（Sigma-

Aldrich）を使用して、2,3-ビス-（2-メトキシ-4-ニトロ-5-スルホフェニル）-2H-テトラゾリ

ウム-5-カルボキサニリド塩（XTT）アッセイにより細胞変性効果（CPE）を定量した。細
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胞毒性は、同様の方法でウイルス感染を行わずに評価した。試験物質の EC50 および EC95

を最小二乗法により算出した。 

 

試験物質の添加時間による抗ウイルス活性への影響 

HEp-2 細胞を 12 ウェルプレートに播種し、コンフルエントになるまで培養した後、

MOI 0.5 で RSV A2 を感染させた。1 時間吸着させた後、感染細胞を PBS で 3 回洗浄した。

5%CO2 存在下、37℃で培養し、各試験物質をウイルス接種後 0、6 または 24 時間（hpi）に

EC50 の約 20 倍濃度となるよう添加した。5%CO2 存在下、37℃で 3 日間培養後、培養上清

中のウイルス力価を次の通りプラークアッセイにより測定した。12 ウェルプレートにてコ

ンフルエントまで培養した HEp-2 細胞に培養上清を添加して１時間吸着させた後、0.75%

メチルセルロース含有培地を添加した。5%CO2 存在下、37℃で 5 日間培養した後、細胞を

ホルマリンで固定し、ヘマトキシリン・エオシン染色した。プラーク数を計数し、培養上

清中のウイルス力価を算出した。 

 

吸着および膜融合阻害作用の評価 

感染細胞を、吸着のみを誘導する 4℃から膜融合を誘導する 37℃に温度変化させて、試

験物質を各温度で添加した際の抗ウイルス活性を評価した。HEp-2 細胞を 12 ウェルプ   

レートに播種し、コンフルエントになるまで培養した。各試験物質を終濃度が EC50 の約 20

倍濃度となるよう調製した。試験物質含有培地（4℃で試験物質を添加する条件）または試

験物質不含有培地（37℃で試験物質を添加する条件）で RSV A2 ウイルス液を調製し、

MOI 0.5 で細胞に接種した。4℃で 1 時間吸着させた後、感染細胞を氷冷 PBS で 3 回洗浄

し、試験物質不含有培地（4℃で試験化合物を添加する条件）または試験物質含有培地（37℃

で試験化合物を添加する条件）を添加した。5%CO2 存在下、37℃で 3 日間培養した後、培

養上清中のウイルス力価を上記と同様にプラークアッセイにより測定した。 
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合胞体形成阻害作用の評価 

HEp-2 細胞を 1 × 104 cells/ウェルで 96 ウェルプレートに播種し、一晩培養した。PBS で

洗浄した後、維持培地で調製した RSV A2 ウイルス液を MOI 1 で接種した。各試験物質を

24 hpi に感染細胞に添加した。感染細胞を 5%CO2 存在下、37℃で 3 日間培養し、形成され

た合胞体を顕微鏡下で観察した。 

 

TP0591816 耐性株の取得と遺伝子解析 

HEp-2 細胞を 12 ウェルプレートに播種し、コンフルエントになるまで培養した。細胞を

PBS で洗浄し、TP0591816 0.3 nM 存在下で RSV A2 を MOI 0.05 となるよう接種した。5%CO2

存在下、37℃でインキュベートし、CPE が観察されたときに細胞を懸濁液して回収した。

この感染細胞懸濁液を、同濃度または 3 倍濃度の TP0591816 を含有する培地で 10 倍希釈

し、新たに培養した細胞に接種した。同様に、TP0591816 の濃度が 72.9 nM となるまで感

染細胞の継代培養を繰り返した。コントロールについては、TP0591816 不含有培地を用い

て感染細胞の継代培養を同様に繰り返した。取得した TP0591816 耐性株および野生株の

RNA を抽出して逆転写し、F 遺伝子に特異的なプライマーを用いて PCR により増幅した。

PCR 産物のシーケンス解析を行い、TP0591816 耐性株の遺伝子配列を野生株と比較して変

異箇所を同定した 85)。 

 

RSV 肺感染マウスに対する薬効評価 

本研究における全ての動物実験は、大正製薬株式会社 動物実験委員会によって実施前

に承認を受け、動物実験の適正な実施に関するガイドライン（日本学術会議、2006）に準

拠して実施した。 

雌性の 8 週齢の BALB/c マウスを日本チャールス・リバー株式会社（Kanagawa, Japan）

から購入して使用した。TP0591816 を 10%ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリンに溶
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解し、ウイルス接種の 1 時間前に 1、10 および 100 mg/kg の用量でマウスに皮下投与した。

ケタミン（62.5 mg/kg）・キシラジン（12.5 mg/kg）の筋肉内注射によって麻酔したマウス

に、100 μL 培地中 1 × 107 PFU の RSV A2 を経鼻接種した。RSV 接種後 4 日（dpi）にマウ

スを安楽死させて肺を採取した。肺ホモジネート中のウイルス力価を、上記と同様にプ   

ラークアッセイによって測定した。TP0591816 投与群と媒体対照群の間で、Steel の検定に

より統計解析を行った。 

 

並行人工膜透過性試験（PAMPA） 

PAMPA Evolution 装置（Pion, Inc., Woburn, MA）を使用して TP0591816 の膜透過性を評価

した。室温で 4 時間インキュベートして人工膜を通過した TP0591816 を UV プレートリー

ダーで測定した。PAMPA Evolution ソフトウェア（Pion, Inc.）を使用して pH 6.2 における

透過係数（Papp）を算出した。 

 

In vitro 代謝安定性試験 

ヒト肝ミクロソームのプール品（XenoTech, LLC, Lenexa, KS）を使用して、TP0591816 の

代謝安定性を測定した。0.25 mg/mL ヒト肝ミクロソームおよび NADPH 生成系（1.3ௗmmol/L 

β-NADP+, 3.3ௗmmol/L グルコース-6-リン酸, 3.3ௗmmol/L MgCl2, 0.4 U/mL グルコース-6-リン

酸デヒドロゲナーゼ）を含む 100 mmol/L リン酸カリウムナトリウム緩衝液（pH7.4）中で、

NADPH 再生成系を添加して TP0591816 のインキュベートを開始した。37℃で 5、10、15

および 30 分間インキュベートした後、アセトニトリル/メタノール（体積比 9:1）を添加し

て反応を停止した。得られた反応物を 4℃、3,974 × g で 10 分間遠心した。上清を液体クロ

マトグラフ-タンデム質量分析計（LC-MS/MS）に注入した。肝固有クリアランス（CLint）

は Obach 98) らの方法により算出し、ヒト肝ミクロソーム反応液中の非結合型分率（fu,mic）

は Hallifax および Houston のアルゴリズムを使用して推定した 99)。 
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血漿タンパク結合 

ヒトにおける TP0591816 の血漿タンパク結合を平衡透析法により評価した。12～14 kDa

カットオフの透析膜を用いて、96 ウェル平衡透析装置（HTDialysis, LLC, Gales Ferry, CT）

で平衡透析を実施した。ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解した TP0591816 をブラン

ク血漿に終濃度 1 μg/mL となるよう添加した。血漿サンプルをリン酸緩衝液（pH 7.4）で

5%CO2 存在下、37℃で 4 時間平衡化した。透析後、TP0591816 の血漿濃度（Cp）および非

結合型濃度（Cu）を LC-MS/MS により測定し、fu,p（血漿中非結合率）を次の数式から算出

した。 

fu,p = Cu/Cp 

 

サルにおける薬物動態評価 

雄のカニクイザルに TP0591816 を静脈内投与して、薬物動態と尿中排泄を評価した。

TP0591816 を 20% 2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリンに溶解し、絶食状態のカニ

クイザルの伏在静脈に 0.25 mg/kg の用量で静脈内投与した。投与前、および投与後 0.0833、

0.25、0.5、1、2、4、6、8、および 24 時間に動物の橈側皮静脈から採血し、遠心して血漿

を分離した。また、投与後 24 時間に採尿した。 

各血漿および尿サンプル中の TP0591816 濃度を LC-MS/MS により測定した。薬物動態

解析ソフトウェア Phoenix WinNonlin v8.0（Certara, Princeton, NJ）を用いてノンコンパート

メント解析法により TP0591816 の血漿濃度-時間曲線を解析し、全身クリアランス（CL）

および見かけの定常状態の分布体積（Vdss）を算出した。尿中排泄率は、尿中排泄量を投与

量で除して算出した。腎クリアランス（CLR）は、CL に尿中排泄率を乗じて算出した。 

 

生理学的薬物動態（PBPK）モデリング 

Simcyp software v17 release 1（Simcyp, Sheffield, UK）を使用して PBPK モデリングを行
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い、ヒトにおける TP0591816 の血漿濃度-時間曲線を予測した。TP0591816 の Simcyp モデ

ルは、物理化学的パラメータ、in vitro データおよび予測薬物動態パラメータを使用して設

定した。Vdss は、サルのデータから数式 1 100) を使用して単純アロメトリックスケーリング

により予測した。 

Vdୱୱ,୦୳୫ୟ୬ = 0.79 × Vdୱୱ,୫୭୬୩ୣ୷（数式 1） 

 

肝クリアランスは、ヒト肝ミクロソームにおける固有クリアランスから予測した。CLR

は、サルのデータから数式 2 101) を使用して単純なアロメトリックスケーリングにより予

測した。 

CLୖ,୦୳୫ୟ୬ = 0.407 × CLୖ,୫୭୬୩ୣ୷（数式 2） 

 

バイオアベイラビリティは、TP0591816 が主に CYP3A4 によって代謝されるという仮定

に基づいて、PAMPA 透過性とヒト肝ミクロソームにおける固有クリアランスを使用して

予測した。TP0591816 を 200 mg の用量で経口投与した際の血漿濃度-時間曲線は、100 人

の被験者（10 被験者 × 10 試験）を対象としてシミュレーションした。 

 

RSV 感染症に対する TP0591816 の臨床有効用量の予測 

RSV A2 野生株および F タンパク質 D486N、F488L または T400I 変異株による感染症を

治療する際の TP0591816 の臨床有効用量を予測した。トラフ血漿濃度の目標値となる各ウ

イルス株に対する血漿補正 95%有効濃度（paEC95）を数式 3 から算出した。 

目標濃度 = 
ଽହ%有効濃度

血漿中非結合率
（数式 3） 

 

TP0591816 200mg を 1 日 2 回（BID）経口投与した際にトラフ値となる 12 時間後の血漿
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濃度を、上記のように Simcyp を使用して PBPK モデリングによってシミュレーションし

た。薬物動態が線形である仮定に基づいて、予測有効用量（mg/day）を数式 4 から算出し

た。 

用量 =
目標血漿濃度

୘୔଴ହଽଵ଼ଵ଺ ଶ଴଴ ୫୥ 経口投与時の平均シミレーション血漿濃度
 × 200（数式 4） 
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2.3 結果 

TP0591816 の F タンパク質変異耐性株に対する抗ウイルス活性 

RSV の野生株および F タンパク質変異株に対する TP0591816 の抗ウイルス活性を明ら

かにするため、HEp-2 細胞を使用した XTT アッセイにより評価した（Table 5）。その結果、

A 型 RSV A2 および B 型 RSV 18537 に対する TP0591816 の 50%有効濃度（EC50）はそれぞ

れ 0.255 および 0.0824 nM であり、対照物質である F タンパク質阻害化合物 BMS-433771

および VP-14637、RdRp 阻害薬リバビリンと比べ強い抗ウイルス活性が認められた。注目

すべきことに、BMS-433771 および VP-14637 は F タンパク質変異株に対して抗ウイルス活

性を示さなかった一方で、TP0591816 は D486N、F488L および T400I 変異株に対する EC50

がそれぞれ 0.549、5.09 および 2.97 nM と、変異株に対しても抗ウイルス活性を維持してい

た。また、非感染細胞を用いた XTT アッセイにより細胞毒性を評価した結果、TP0591816

の 50%細胞毒性濃度（CC50）は > 30,000 nM であり、BMS-433771 および VP-14637 と同様

に細胞毒性は認められなかった。 

 

Table 5 Antiviral activities against wild-type and F protein mutant RSV, and cytotoxicity of 

TP0591816 and known RSV inhibitors 

Compound 

EC50 (nM)a for: 

CC50 (nM)a A2 
(subgroup A) 

 18537 
(subgroup B) 

WTb D486N F488L T400I  WTb 

TP0591816 0.255 0.549 5.09 2.97  0.0824 >30,000 

BMS-433771 50.0 >1,000 >1,000 >1,000  68.4 >30,000 

VP-14637 0.467 >1,000 >1,000 >1,000  0.458 >30,000 

Ribavirin 11,700 12,700 13,700 9,710  8,450 159,000 

a All 50% effective concentration (EC50) and 50% cytotoxic concentration (CC50) values are 

represented as the geometric means of the results of at least four independent experiments. 

b WT, wild-type   
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TP0591816 による細胞侵入時のウイルスエンベロープと細胞膜の融合阻害  

TP0591816 が RSV のライフサイクルにおいて何れの過程を阻害することで抗ウイルス

活性を示すか否かを明らかとするため、HEp-2 細胞を用いた RSV 感染実験においてウイル

ス接種後に TP0591816 を継時的に添加することで抗ウイルス活性への影響を評価した

（Figure 11）。非処置コントロールの 3 dpi における培養上清中ウイルス力価は

6 log10 PFU/mL 以上であったのに対し、TP0591816 を 0 hpi に添加した際の培養上清中ウイ

ルス力価は 3 log10 PFU/mL 以下に減少した。一方、TP0591816 による抗ウイルス作用は添

加時間を遅くするほど減弱した。同様に、F タンパク質阻害化合物 BMS-433771 および VP-

14637 の抗ウイルス作用も、添加時間を遅くするほど減弱した。この結果から、TP0591816

は RSV のライフサイクルにおける最初の過程である細胞へのウイルス侵入を阻害するこ

とが示唆された。  
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Figure 11 Effect of time of addition of TP0591816 and known fusion inhibitors on the antiviral 

efficacy. HEp-2 cells were infected with RSV A2, and 4.5 nM TP0591816, 900 nM BMS-433771, 

or 9 nM VP-14637 was added at 0, 6, or 24 h post-infection (hpi). The virus titers in the supernatants 

were determined at 3ௗdays post-infection (dpi). Data are represented as the means ± standard errors 

of the means (SEM) from three independent experiments performed in triplicate. 

 

RSV は 4℃で細胞に吸着するが、ウイルスエンベロープの細胞膜との融合には 18℃以上

の温度が必要である 102)。このことを利用して、TP0591816 が吸着と膜融合のいずれを阻害

するか否かを明らかとするため、感染細胞に吸着のみを起こす 4℃から膜融合を誘導する

37℃に温度変化させて TP0591816 を各温度で添加した際の抗ウイルス活性を評価した

（Figure 12）。その結果、対照物質として用いた RSV 吸着阻害作用のあるヘパリン 103) は

4℃で添加した場合に抗ウイルス活性を示し、37℃で添加した場合には抗ウイルス活性を

示さなかった。一方、F タンパク質阻害化合物 BMS-433771 および VP-14637 は、37℃で添

加した場合に抗ウイルス活性を示した。同様に、TP0591816 も 37℃で添加した場合に抗ウ

イルス活性を示し、4℃で添加した場合には抗ウイルス活性を示さなかった（Figure 12）。
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この結果から、TP0591816 は RSV の細胞侵入時において、ウイルスエンベロープと細胞膜

の融合を阻害することで抗ウイルス活性を発揮することが示唆された。 

 

Figure 12 Temperature shift assay of TP0591816 and known fusion inhibitors. HEp-2 cells were 

infected with RSV A2 at 4°C for 1 h, and the temperature was shifted to 37°C; 4.5 nM TP0591816, 

900 nM BMS-433771, or 9 nM VP-14637 was added only at 4°C, only at 37°C, or for the entire 

duration of the experiment (4°Cௗandௗ37°C). The virus titers in the supernatants were determined at 

3ௗ days post-infection (dpi). Data are represented as the means ± standard errors of the means (SEM) 

from three independent experiments performed in triplicate. 

 

TP0591816 による合胞体形成阻害 

RSV は細胞内に侵入する際にエンベロープと細胞膜を融合するだけでなく、感染後に感

染細胞と隣接する細胞との膜融合を F タンパク質を介して誘導することにより合胞体を形

成して感染を拡大する。そこで、この合胞体形成に対する TP0591816 の阻害作用を検討し

た（Figure 13）。RSV の細胞への侵入が完了したと考えられる 24 hpi に TP0591816 を添加
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して評価した結果、1.5 nM により合胞体形成は阻害され、0.75 nM でも部分的な阻害が認

められた。BMS-433771 および VP-14637 も同様に合胞体形成を阻害した一方、リバビリン

では阻害がほとんど認められなかった。この結果から、TP0591816 は合胞体形成を阻害す

ることが明らかとなり、TP0591816 が RSV F タンパク質の機能を阻害することが示唆され

た。 

 

 

Figure 13 Inhibitory effect of TP0591816 and known RSV inhibitors on syncytium formation. HEp-

2 cells were infected with RSV A2, and 0.75 or 1.5 nM TP0591816, 300 nM BMS-433771, 3 nM 

VP-14637, or 100,000 nM ribavirin was added at 24 hpi. The inhibition of syncytium formation was 

evaluated at 3 days post-infection (dpi). Syncytium scores are shown as follows: −, no syncytium; +, 

<1/3; ++, ∼1/3 to 2/3; +++, ≥2/3 of syncytium compared to uninfected control. Each image is 

representative of two independent experiments.   
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TP0591816 耐性 RSV の解析 

次に、TP0591816 耐性株を取得してその遺伝子を解析することにより、TP0591816 の標

的が F タンパク質であることを検証した。TP0591816 の添加濃度を上昇させながら RSV 感

染細胞の継代培養を行い、EC50 の約 300 倍濃度の TP0591816 存在下で増殖する耐性株を取

得した。この耐性株のシーケンス解析を行った結果、F タンパク質の fusion peptide 領域に

L141F 変異が認められた。なお、ziresovir 耐性株において変異が認められていた cysteine-

rich 領域や heptad-repeat B 領域には変異が認められなかった。 

取得した L141F 変異株に対して、TP0591816 および既知の RSV 阻害物質の抗ウイルス

活性を評価した（Table 6）。その結果、リバビリンおよび F タンパク質の 258～275 番目の

アミノ酸に結合する予防抗体であるパリビズマブは、L141F 変異株に対して親株と同程度

の抗ウイルス活性を示した（Table 6）。一方、TP0591816 および既知の F タンパク質阻害化

合物の L141F 変異株に対する EC50 は、親株と比べそれぞれ 4,000 倍以上および 10 倍以上

上昇した。したがって、TP0591816 の標的分子は F タンパク質であることが確認された。 

 

Table 6 Susceptibility testing of TP0591816-resistant virus 

Compound 

EC50 (nM)a for 
 EC50 fold 

difference (×)b for: 

Parent 
virus 

Untreated 
control 
virus 

TP0591816- 
resistant 

virus 
(L141F) 

 
Untreated 

control 
virus 

TP0591816- 
resistant 

virus 
(L141F) 

TP0591816 0.212 0.459 >1,000  2.17 >4,720 

BMS-433771 54.8 242 >1,000  4.41 >18.3 

VP-14637 0.502 0.846 5.57  1.69 11.1 

Ribavirin 11,900 17,000 14,000  1.42 1.17 

Palivizumab 0.317 0.657 0.398  2.07 1.26 

a All EC50 values are represented as the geometric means of the results of at least three independent 

experiments. Values are expressed as nM for all compounds except palivizumab (μg/mL). 

b Relative to the value for the parent virus.  
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RSV 肺感染マウスに対する TP0591816 の有効性 

TP0591816 が RSV に対して期待される in vitro 抗ウイルス活性を示したことから、次に、

TP0591816 の RSV 肺感染マウスに対する in vivo 薬効を評価した（Figure 14）。TP0591816

をマウスに皮下投与した 1 時間後に RSV A2 を経鼻接種し、4 dpi の肺中ウイルス力価を測

定した。その結果、TP0591816 は、1、10 および 100 mg/kg の用量で肺中ウイルス力価を用

量依存的に減少させることが示された（Figure 14A）。TP0591816 投与群の肺中ウイルス力

価は、いずれの用量においても媒体対照群と比べ統計学的に有意な低下が認められ、

100 mg/kg 投与群では 2.04 log の減少が認められた。さらに、RSV 感染マウスの肺重量に

ついても TP0591816 投与群の全ての用量で媒体対照群と比べ有意に減少した（Figure 14B）。

以上より、TP0591816 は RSV 肺感染マウスに対して高い抗ウイルス作用を示すことが明ら

かとなった。 
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Figure 14 Efficacy of TP0591816 in a mouse model. TP0591816 was administered subcutaneously 

to mice at doses of 1, 10, and 100ௗmg/kg at 1 h before virus inoculation. The mice were then 

inoculated intranasally with 1ௗ×ௗ107 PFU of RSV A2, and the lung virus titers (A) and lung weights 

(B) were determined at 4 days post-infection (dpi). Data are represented as the means ± standard 

errors of the means (SEM) (nௗ=ௗ8 mice per group). 

**, Pௗ<ௗ0.01 versus vehicle (Steel’s test).  
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TP0591816 の臨床有効用量の予測 

TP0591816 が in vivo においても有効性を示したことから、臨床における有効性を予測す

るためヒトシミュレーションを行い、臨床有効用量を算出した（Table 7 および Table 8）。

まず、TP0591816 の in vitro 薬物動態パラメータを評価した（Table 7）。TP0591816 の pH 6.2

における見かけの Papp を PAMPA から算出した結果、63.7 × 10−6 cm/秒であった。また、ヒ

ト肝ミクロソームを用いた代謝安定性試験において TP0591816 は一次反応により消失し、

その CLint は 182 μL/min/mg protein であり、fu,mic は 0.966 と推定された。さらに、TP0591816

のヒト血漿タンパク結合率は 90.7%であり、fu,p は 0.093 と算出された。 

次に、TP0591816 の in vivo 薬物動態パラメータについてカニクイザルを用いて評価した

（Table 8）。TP0591816 の血漿濃度-時間曲線から薬物動態パラメータを算出した結果、

TP0591816 の Vdss および CLR は、それぞれ 1,800 mL/kg および 241 mL/h/kg であった。得

られた物理化学的パラメータ、in vitro および in vivo 薬物動態パラメータを用いて、PBPK

モデルにより、TP0591816 のヒトにおける血漿濃度-時間曲線をシミュレーションした

（Table 7）。シミュレーションから、TP0591816 の BID 経口投与時の臨床有効用量として、

トラフ血漿濃度が paEC95 となる用量を算出した。その結果、RSV A2 野生株による感染症

の治療に必要な TP0591816 の用量は、1 日 2 回の用法で 26.9 mg と算出された。また、

TP0591816 は、D486N、T400I および F488L 変異株による感染症に対しても 55.5～955 mg

の用量で有効性を示すと予測された（Table 9）。  
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Table 7 Input parameters used for TP0591816 in a human PBPK model 

Parametera Value or condition 
Physicochemical properties and blood binding 
Molecular weight  539.03 
Compound type  Neutral 
LogD (pH 7.4)  1.54 
fu,p 0.093 
B/Pb 0.7 
  

Absorption  

Absorption model ADAM 
Formulation  Solution 
fu,gut

b 1 
Peff,man (10-4 cm/sec)c 5.32 
Fac  0.995 
ka (h-1)c  2.32 
PAMPA Papp (10-6 cm/sec)  63.7 
  

Distribution  

Distribution model Full PBPK Model 
Vdss (L/kg)d  1.45 
  

Elimination  

Clearance type Enzyme kinetics 
CLint (μL/min/mg protein)  182 
fm,CYP3A4

b  1 
fu,mic

d 0.966 
CLR (L/h)d 7.88 

a D, distribution coefficient; fu,p, fraction unbound in plasma; B/P, blood-to-plasma ratio; ADAM, 

advanced dissolution, absorption, and metabolism; fu,gut, fraction unbound in the gut; Peff,man, 

effective permeability in humans; Fa, fraction absorbed; ka, absorption rate constant; PAMPA, 

parallel artificial membrane permeability assay; Papp, apparent permeability; PBPK, physiologically 

based pharmacokinetic; Vdss, steady-state volume of distribution; CLint, hepatic intrinsic clearance; 

fm,CYP3A4, fraction metabolized by CYP3A4; fu,mic, fraction unbound in fraction unbound in human 

liver microsomes; CLR, renal clearance. 

b Assumed. 

c Calculated from the PAMPA in Simcyp. 

d Predicted.  
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Table 8 Pharmacokinetic parameters of TP0591816 in the male cynomolgus monkeyb 

Parametera Value 

CLtot (mL/h/kg)  1,770 ± 170 

Vdss (mL/kg)  1,800 ± 220 

t1/2 (h)  1.3 ± 0.3 

AUC0-∞ (h･ng/mL)  140 ± 13 

Urinary excretion (% of dose)  13.6 ± 1.8 

CLR (mL/h/kg)  241 

a CLtot, total clearance from plasma; Vdss, steady-state volume of distribution; t1/2, terminal-phase 

half-life; AUC0–∞, area under the concentration-time curve from time zero to infinity; CLR, renal 

clearance. 

b TP0591816 was administered intravenously to male cynomolgus monkeys at a dose of 0.25ௗmg/kg. 

Data are represented as the means ± standard deviation (SD) (nௗ=ௗ3 monkeys per group). 

 

 

 

Table 9 paEC95 and predicted clinical effective dose of TP0591816 

Parameter 
F protein type 

WTa D486N F488L T400I 

paEC95 (ng/mL) 3.23 6.67 115 84.6 

Predicted dose (mg BID)b 26.9 55.5 955 705 

a WT, wild-type. 

b Dose required to achieve a trough plasma concentration greater than the paEC95.  
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2.4 考察 

F タンパク質阻害化合物は RSV 感染症に対する有効な治療薬となることが期待されて

いる一方、課題として F タンパク質阻害化合物間の交差耐性がある 104,105)。これまでに、

様々な化合物クラスの F タンパク質阻害化合物の F タンパク質との複合体の X 線結晶構

造が解析されている 105)。その報告によると、いずれの化合物も、融合前コンフォメーショ

ンの F タンパク質の 3 量体が形成する中央部ポケットに結合することが示されている。こ

のことから、異なる化合物クラスの F タンパク質阻害化合物であっても共通の結合領域の

変異によって交差耐性を示すと考えられる。その耐性変異のうち、特に、heptad repeat B 領

域の D486N および F488L、cysteine-rich 領域の T400I が多く報告されている。In vitro にお

いて、D486N 変異は ziresovir、JNJ-2408068 および TMC353121 によって 92,106,107)、F488L 変

異は presatovir および VP-14637 によって 96,108)、また、T400I 変異は VP-14637 および P13

によって 96,109)、それぞれ誘導されることが報告されている。さらに、T400I 変異株は、開

発が最も進んでいるFタンパク質阻害化合物である ziresovirのPhase 2臨床試験において、

ziresovir を投与した RSV 感染患者から検出されている 93)。BMS-433771 および VP-14637

は heptad repeat B 領域および cysteine-rich 領域の変異株に対して抗ウイルス活性を失うこ

とが報告されており 85,96,110)、本研究において評価したいずれの F タンパク質変異株に対す

る EC50 も > 1,000 nM と、抗ウイルス活性を示さなかった。一方、TP0591816 は、D486N、

F488L および T400I 変異株に対する EC50 が 0.549～5.09 nM と（Table 5）、ziresovir の RSV 

A2 野生株に対する EC50 2 nM 92) と同程度であり、抗ウイルス活性を維持していた。以上

より、TP0591816 は、既知の F タンパク質阻害化合物に対して耐性を示す F タンパク質変

異株に対しても、高い抗ウイルス活性を有する F タンパク質阻害化合物であると考えられ

た。 

細胞感染実験において TP0591816 を RSV 接種後の様々な時間に添加して抗ウイルス活

性評価した結果、TP0591816 の抗ウイルス活性は、0 hpi に添加した場合に比べ 6、24 hpi と
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添加時間を遅らせるにつれて減弱した（Figure 11）。この結果から、TP0591816 が RSV 感

染の最初の過程である細胞内への侵入を阻害することが示唆された。しかしながら、ウイ

ルス接種 6 および 24 時間後の添加においても TP0591816 の抗ウイルス活性は一部残って

いた。RSV の子孫ウイルスの感染細胞からの放出は 10～12 hpi に始まり、24 hpi にピーク

となった後、30～48 hpi まで持続することが報告されている 111)。このことから、TP0591816

は 6 および 24 hpi に添加した場合においても子孫ウイルスの新たな細胞への感染を阻害し

た可能性が考えられた。また、TP0591816 による RSV の細胞侵入阻害の詳細を明らかとす

るため、感染細胞の温度を 4℃から 37℃に変化させて 4℃または 37℃で TP0591816 を添加

した際の抗ウイルス活性を評価した。その結果、TP0591816 は 37℃での添加により抗ウイ

ルス活性を示したことから（Figure 12）、TP0591816 が RSV の細胞侵入時の膜融合を阻害

すると考えられた。また、TP059186 は感染細胞と隣接する細胞との膜融合による合胞体形

成も阻害したことから（Figure 13）、TP0591816 が F タンパク質の機能を阻害することが示

唆された。さらに、TP0591816 耐性変異株の遺伝子を解析した結果、F タンパク質に変異

が認められ、標的が F タンパク質であることが確認された。 

TP0591816 耐性株として認められた F タンパク質 L141F 変異株は既知の F タンパク質阻

害化合物 presatovir および sisunatovir に対する耐性株としても報告されていることか     

ら 89,112)、TP0591816 がこれらの F タンパク質阻害化合物と類似する F タンパク質の箇所に

結合することが示唆された。一方、ziresovir 92,93)、presatovir 96,112) および sisunatovir 113) 存在

下で出現した cysteine-rich 領域や heptad repeat B 領域の変異株は TP0591816 によって選択

されず、TP0591816 はこれらの領域の変異株に対して抗ウルイス活性を維持していた。し

たがって、TP0591816 の RSV F タンパク質に対する結合箇所は、ziresovir などの既知の F

タンパク質阻害化合物とはやや異なる可能性が示唆された（Figure 15）。また、Fusion peptide

領域は RSV のエンベロープが細胞膜に融合する際に細胞膜に挿入される部分に当たるた

め、膜融合において重要な領域と考えられる 114)。一方、アミノ酸違いの L141W 変異 F タ
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ンパク質の膜融合活性は野生型と比べ低下することや 105)、L141F 変異株は野生株と比べ細

胞内増殖能が低下することが報告されている 115)。したがって、141 番目のロイシンは F タ

ンパク質の膜融合活性に重要なアミノ酸であり、L141F 変異株は野生株と比較して感染能

が低下して拡散しにくい可能性が考えられる。 

 

 

Figure 15 Mutation region of F protein in TP0591816 or ziresovir-resistant strains. 

Although ziresovir-resistant strain has D486N, D489A or D489V in heptad-repeat B (HRB) or 

T400I in cysteine-rich region, TP0591816-resistant strain has L141F mutation in fusion peptide. 

Reprinted figure with permission from reference 91). 

 

本研究では TP0591816 の F タンパク質との複合体構造解析を実施しなかったが、

TP0591816 のプロトタイプである大環状ピラゾロ[1,5-a]ピリミジン誘導体は、F タンパク質

との結合シミュレーションにおいて野生型および D486N 変異の F タンパク質に対してほ

ぼ重なるように結合することが示されている 91)。これは、マクロサイクル化により分子構

造が活性コンフォメーションに固定化されたことで、D486N 変異 F タンパク質に対しても

コンフォメーションが変わることなく結合できるようになったためであると考察している。
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さらに、今回の研究において TP0591816 は D486N 変異株に加え、F488L および T400I 変異

株に対しても抗ウイルス活性を維持していた。このため、これらの変異 F タンパク質に対

しても野生型 F タンパク質と同様に結合して阻害した可能性が考えられる。TP0591816 が

これらの変異株に対して抗ウイルス活性を示す機序の詳細を明らかとするためには、

TP0591816 と変異 F タンパク質の複合体構造解析を行うなどの詳細検討が必要である。 

Ziresovir は、RSV 肺感染マウスに対して、1 日 2 回 50 mg/kg（100 mg/kg/day）の経口投

与により肺中ウイルス力価を病態対照群と比べ 1.86 log 減少させることが報告されてい   

る 92)。TP0591816 は、100 mg/kg の単回経口投与により、RSV 感染マウスの肺中ウイルス

力価を病態対照投与群と比べ 2.04 log 減少させた（Figure 14）。実験条件が異なるため単純

比較は難しいものの、TP0591816 は RSV 肺感染マウスに対して ziressovir と遜色ない有効

性を示す可能性が考えられた。さらに、TP0591816 は、RSV 肺感染マウスに対して肺重量

の減少作用を示した。RSV 感染は肺の炎症を誘導するため 116)、RSV 肺感染マウスではイ

ンフルエンザウイルス感染と同様に肺に炎症細胞が浸潤して肺重量が増加することが報告

されている 117,118)。したがって、TP0591816 は RSV の感染ウイルス量を減少させ、その結

果として炎症反応による呼吸器系の傷害も抑制することが示唆された。また、TP0591816

をカニクイザルに 0.25 mg/kg 静脈内投与した際の PK パラメータは CLtot 1,770 mL/h/kg、

Vdss 1,800 mL/kg および t1/2 1.3 h であり（Table 8）、ziresovir をサルに 2 mg/kg 静脈内投与し

た際の CLtot 1,560 mL/h/kg、Vdss 1,900 mL/kg および t1/2 1.0 h 92) と同程度であった。した   

がって、経口吸収性を加味する必要はあるものの、TP0591816 は ziresovir と同程度のヒト

PK プロファイルを示すことが期待できる。 

ヒトチャレンジ試験の結果から、presatovir の薬効は血漿中薬物濃度のトラフ値に依存す

ることが示されている 87)。この試験においてコホート 7（負荷用量として 10 mg、その後

5 mg を 1 日 1 回投与）では血漿中薬物濃度が paEC95 に達しなかったものの、有意なウイ

ルス量の減少および症状スコアの低下が認められた。このことから paEC95 は薬効発現に十
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分な血漿中薬物濃度と考え、TP0591816 の臨床有効用量を算出する際の薬効基準濃度と考

えた。薬物動態パラメータを用いた PBPK モデルにより TP0591816 のヒト血漿濃度-時間

曲線のシミュレーションを行い、トラフ値の血漿中薬物濃度が paEC95 となる用量を臨床有

効用量として算出した。その結果、TP0591816 の BID 臨床有効用量は、RSV 野生株に対し

て 26.9 mg、F タンパク質変異株に対して 55.5～955 mg とそれぞれ推定された（Table 9）。

Ziresovir は、Phase 3 臨床試験において、RSV 感染症を罹患した乳児に対して 10、20 また

は 40 mg（体重に基づく用量）の BID によりウイルス量を 77%減少させ、症状スコアを 30%

低下させることが報告されている 119,120)。TP0591816 の RSV A2 に対する EC50 は 0.255 nM

と ziresovir の 2 nM と比べ強く、サル PK パラメータは同程度であったことから、推定され

た TP0591816 の RSV 野生株に対する有効用量 26.9 mg が ziresovir の有効用量 10～40 mg

と同程度であることは妥当であると考えられる。また、ヒトには F タンパク質と相同性の

高い因子がないため、F タンパク質阻害化合物は一般的に忍容性が高いことが想定される。

実際に、ziresovir および JNJ-53718678 は、Phase 1 臨床試験において健康成人に対して

1,000 mg 以上の用量で重篤な有害事象を示さなかった 121,122)。さらに、TP0591816 の細胞

毒性は他の F タンパク質阻害化合物と同程度に低く（CC50: >30,000 nM）、有効濃度と細胞

毒性濃度は大きく乖離していた（CC50/F488L 変異株 EC50: >5000）。したがって、TP0591816

は、既知の F タンパク質阻害化合物と同様に忍容性が高く、推定有効用量 26.9～955 mg は

投与可能であることが期待される。  
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小括 

第 I 部 新規 LpxC 阻害化合物 TP0586532 によるカルバペネム耐性腸内細菌目細菌に  

対するメロペネムの抗菌活性増強作用 

欧米を中心に世界的に、腸内細菌目細菌のうち CRE が占める割合が増加している。ま

た、CRE は多剤耐性を示すことが多いため有効な抗菌薬が限られており重症化する傾向が

ある。さらに、近年上市された新規抗菌薬に対しても耐性を示す CRE がすでに出現してお

り、有効な新規治療戦略は喫緊の課題である。TP0586532 は、グラム陰性菌の外膜の構成

成分である LPS の合成を担う LpxC の阻害化合物として見出された。本研究では、

TP0586532 が CRE の外膜透過性を亢進することによって併用した既存抗菌薬の抗菌活性

を増強するという仮説を立て、TP0586532 とメロペネムの併用療法による CRE 感染症に対

する新規治療手段の可能性を薬理学的に検証した。まず、カルバペネマーゼを産生する高

度耐性 CRE である K. pneumoniae および E. coli に対して TP0586532 とメロペネムを併用し

て抗菌活性を評価した結果、TP0586532 によるメロペネムの抗菌活性増強作用が認められ

た。さらに、これらの菌株に対してメロペネムの高用量/長時間注入（2 g/3 h）レジメンで

達成可能な血中濃度 8 μg/mL に TP0586532 を併用して殺菌作用を評価した結果、TP0586532

またはメロペネムそれぞれ単独では殺菌作用が認められなかった菌株に対しても殺菌作用

が認められた。また、TP0586532 の抗菌活性増強作用の機序を解析するため EtBr の菌体内

取り込みを指標として膜透過性亢進作用を評価した結果、TP0586532 による CRE 菌体内へ

の EtBr の流入量の増加が認められた。さらに、TP0586532 は菌体内因子を標的とするメロ

ペネム以外の抗菌薬の抗菌活性も増強したことから、TP0586532 が CRE の菌体膜透過性を

亢進してメロペネムの抗菌活性を増強したことが示唆された。 

以上より、TP0586532 とメロペネムの併用療法は、それぞれの単独療法よりも強い殺菌

作用を発揮し、高度耐性 CRE が拡散する前に駆逐する有用な新規治療手段になりうるこ

とが期待される。 
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第 II 部 新規 F タンパク質阻害化合物 TP0591816 の F タンパク質変異耐性 RS ウイルス 

に対する薬理作用 

RSV 感染症は、特に、早産児や心肺系の基礎疾患または免疫不全がある小児において細

気管支炎や肺炎に重症化しやすい。また、高齢者においても致死率がインフルエンザウイ

ルス感染症と同程度に高く、RSV 感染症が問題となる。しかしながら、RSV 感染症に対す

る有用な治療薬は依然として医療ニーズが満たされておらず、安全で有効性の高い新規治

療薬が求められている。このような状況の中で、F タンパク質阻害化合物である ziresovir

は Phase 3 臨床試験において RSV 感染症に罹患した小児患者に対して有意な症状の軽減お

よびウイルス量の減少を示した。しかしながら、ziresovir 耐性株が臨床試験においてすで

に認められており、ziresovir が上市された後に様々な耐性株が拡散することが懸念される。

したがって、これらの耐性変異株が拡散する前に駆逐するための対策が必要である。我々

は、既知の F タンパク質阻害化合物に対して耐性を示す F タンパク質 D486N 変異株に対

しても抗ウイルス活性を示す TP0591816 を見出した。本研究では、TP0591816 の RSV に

対する薬理学的評価を行うことにより、TP0591816 の RSV 治療薬としての有効性について

検証した。TP0591816 は、D486N 変異株に加え、ziresovir の臨床試験で出現が認められた

T400I 変異耐性株に対しても良好な抗ウイルス活性を示した。また、TP0591816 は、細胞侵

入時のウイルスエンベロープと細胞膜の融合や、感染細胞と隣接する細胞の膜融合による

合胞体形成といった F タンパク質の機能を阻害することが示唆された。さらに、TP0591816

耐性変異株では F タンパク質に変異が認められたことから、TP0591816 が F タンパク質を

標的とすることが検証された。また、この TP0591816 耐性株は ziresovir 耐性株とは異なり

F タンパク質の fusion peptide 領域に L141F 変異を有していた一方、ziresovir などの既知の

F タンパク質阻害化合物の耐性株で認められた cysteine-rich 領域や heptad repeat B 領域の変

異株は TP0591816 によって選択されなかった。このことから、TP0591816 の RSV F タンパ

ク質に対する結合部位は、ziresovir などの既知の F タンパク質阻害化合物とはやや異なる
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可能性が示唆された。TP0591816 は RSV 肺感染マウスに対して肺中ウイルス力価を減少さ

せる作用を示し、その結果として炎症反応による呼吸器系の傷害も抑制することが示唆さ

れた。さらに、ヒト血漿濃度-時間曲線のシミュレーションから、TP0591816 が RSV 感染

症患者に対して投与可能な用量で有効性を示す可能性が示唆された。 

以上より、TP0591816 は ziresovir とは異なる様式で F タンパク質を阻害する可能性が示

唆され、ziresovir 耐性株に対しても有効な F タンパク質阻害薬になりうることが明らかと

なった。  
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総括 

細菌およびウイルス感染症に対して様々な治療薬が開発されてきたが、いずれの治療薬

に対しても薬剤耐性病原体の出現が認められており、薬剤耐性病原体の出現を防ぐことは

困難である。したがって、薬剤耐性病原体に対する治療戦略として、有効な新薬を開発す

ることに加え、出現した薬剤耐性病原体が拡散する前に駆逐することを考える必要がある。

本研究では、単独でも CRE に対して良好な抗菌活性を示す TP0586532 をメロペネムと併

用することで、それぞれの単独療法よりも強い殺菌作用を発揮することを明らかとした。

これにより、世界中で危惧されている CRE 感染症の拡大の食い止めにつながることが期

待される。また、TP0591816 は、RSV 野生株だけでなく F タンパク質阻害化合物の開発先

行品に対する耐性変異株に対しても抗ウイルス活性を示した。さらに、TP0591816 は、臨

床においても投与可能な用量で耐性変異株に対して有効性を示すと予測された。したがっ

て、将来、開発先行品に対する耐性変異株が出現した場合においても、TP0591816 がその

拡散を防ぐことで治療手段の確保につながると考えられる。 

以上より、TP0586532 とメロペネムの併用療法および TP0591816 による治療が、それぞ

れ耐性病原体である CRE および F タンパク質変異耐性 RSV が拡散する前に駆逐する治療

戦略として有用であることを提案する。  
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