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研究成果の概要（和文）：本研究はRNA代謝反応を標的とした新規薬剤の開発を目的としたものである。RNAシャ
ペロンであるHfqの過剰発現はFtsZの発現を抑制することにより細胞分裂を阻害する。その阻害を解除する薬剤
としてアンサマイシン系抗生物質Rifampicinが見出された。Rifampicin以外のアンサマイシン系抗生物質も同様
の活性を示し、RifampicinはHfqの発現量を低下させた。Rifampicin耐性rpoB変異の遺伝的背景ではアンサマイ
シン系抗生物質による細胞分裂阻害は解除されず、アンサマイシン系抗生物質はRNAポリメラーゼを介してHfq過
剰発現を抑制し細胞分裂阻害を解除することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop new antibiotics targeting RNA 
metabolism. We previously reported that overproduction of Hfq, an RNA chaperone, inhibits cell 
division by suppressing expression of the cell division protein FtsZ. It was found that rifampicin, 
an ansamaycin family antibiotic, recovered growth inhibition caused by Hfq-overproduction. Other 
ansamycin family antibiotics also recovered growth inhibition. Western blotting analysis showed that
 expression levels of Hfq were lowered upon rifampicin treatment. In rifampicin-resistant rpoB 
mutants, ansamycin family antibiotics did not recover growth inhibition. These results suggest that 
ansamycin family antibiotics recover growth inhibition by decreasing expression levels of Hfq via 
RNA polymerase.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
細菌感染症において、細菌の進化と新しい

抗生物質の開発はイタチゴッコが続いてい
る。2010 年に既存の薬剤が効かない New 
Delhi metallo-β-lactamase （NDM-1）産生
多剤耐性菌の感染が日本においても確認さ
れ 、 2013 年 に は NDM-1 と OXA-181 型
Carbapenemase 等を同時に産生する広範囲抗
菌薬耐性株が海外より来日した患者から検
出された。また、1996 年から 1997 年にかけ
て発生件数が増加に転じ、「再興感染症」と
されている結核においても、多剤耐性結核菌
の出現が問題となっている。このような問題
に対抗する戦略の一つは、新規標的を有する
薬剤の開発であろう。 
一方、細菌の遺伝子発現の調節は、mRNA の

合成量とタンパク質の合成量がほぼ比例す
ることから、転写レベルでの制御機構につい
て重点的に解析が行われてきた。1998 年に
Fire らにより線虫の転写後遺伝子サイレン
シ ン グ に 二 本 鎖 RNA が 関 与 す る RNA 
interference（RNAi）という現象が報告され、
small RNA による遺伝子発現制御が注目され
ることとなった。大腸菌においても 2000 年
に RNAi と同等の現象が報告されたのを契機
として、細菌においても RNA の転写から翻訳
開始にいたる一連のRNA代謝反応の重要性が
認識されるようになってきた。 
 

２．研究の目的 
我々は、RNA シャペロンである Hfq タンパ

ク質により発現が制御されているタンパク
質を見出した（Wachi et al., Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 1999; Takada et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1999）。
Hfqタンパク質の過剰発現はFtsZタンパク質
の合成低下を引き起こし、細胞分裂を阻害す
る（Takada et al., Genes Cells., 2005）。
この分裂阻害を指標としたスクリーニング
系を構築し、既知の薬剤を用いて探索を行っ
た結果、Rifampicin が濃度依存的に生育を回
復することを見出した（図 1）。さらに、土壌
分離放線菌の抽出物をスクリーニングした
ところ、Streptovaricin C がヒットした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらはともにアンサマイシン系抗生物質
であり、RNA ポリメラーゼに直接作用して、
RNA 合成の開始反応を阻害する。 
そこで、本研究ではアンサマイシン系抗生

物質がHfq過剰発現による細胞分裂阻害を解
除する機構の解明を目的とした。Hfq タンパ
ク質は病原性に重要な酸耐性機構Gadシステ
ムの発現にも関与しており、本機構の解明は、
これまで存在しなかったRNA代謝反応を標的
とした抗菌剤の開発につながることが期待
できる。 
 

３．研究の方法 
Hfqタンパク質は細胞分裂タンパク質FtsZ

の合成低下を引き起こし、細胞分裂を阻害す
る 。 こ の 分 裂 阻 害 を Rifampicin と
Streptovaricin C が解除し、コロニー形成を
回 復 す る こ と を 見 出 し た。 そ こ で 、
Rifampicin 以外のアンサマイシン系抗生物
質がHfq過剰発現による細胞分裂阻害を解除
するか検定を行った。具体的には、Hfq タン
パク質の発現を IPTG 誘導可能な菌株
JM109/pHFQ701 を寒天プレートに添加し、寒
天上に検定サンプルを染み込ませたろ紙を
置き、37℃で培養し、サンプルの周辺にコロ
ニー形成が見られるか調べた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、図 2の方法により、非アンサマイ

シン系の RNA 合成阻害剤について、Hfq 過剰
発現による細胞分裂阻害を解除するか検定
した。 
また、アンサマイシン系抗生物質による

Hfq 過剰発現による細胞分裂阻害の解除は、
Hfq タンパク質の発現を制御している可能性
があるため、抗生物質作用時の Hfq および細
胞分裂タンパク質 FtsZ の発現状態をウエス

図 2 Hfq 阻害剤のスクリーニング 

図 1  Rifampicin によるコロニー形成回復 



タンブロッティングにより確認した。 
本スクリーニング系では、アンサマイシン

系抗生物質が高頻度でヒットする可能性が
考えられたため、RNA ポリメラーゼβサブユ
ニットをコードし Rifampicin に耐性を示す
rpoB変異の遺伝的背景においてHfq過剰発現
株を構築し、アンサマイシン系抗生物質を排
除できるようにスクリーニング系の改良し、
改良したスクリーニング系を用いて土壌分
離放線菌サンプルについて探索を行った。 
 
４．研究成果 
Rifampicin 以外のアンサマイシン系抗生

物質（Rifamycin SV、Rifabutin、Rifapentine,、
Rifaximin）が Hfq 過剰発現による細胞分裂
阻害を解除するか検定した結果、検定した
Rifampicin 以外アンサマイシン系抗生物質
によりコロニー形成が回復した。一方、非ア
ン サ マ イ シ ン 系 の RNA 合 成 阻 害 剤
（Actinomycin D、Chlomomycin A3）はコロ
ニー形成を回復しなかった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ま た 、 ア ン サ マ イ シ ン 系 抗 生 物 質

（Rifampicin）による Hfq 過剰発現による細
胞分裂阻害の解除は、Hfq タンパク質の発現
を制御している可能性がある。抗生物質作用
時のHfqタンパク質および細胞分裂タンパク
質 FtsZ の発現状態をウエスタンブロッティ
ングにより確認した結果、コロニー形成の回
復がみられる濃度において、Hfq タンパク質
の発現が減少していた。したがって、アンサ
マイシン系抗生物質はHfqタンパク質の発現
を抑制することにより、細胞分裂タンパク質
FtsZ の合成を上昇させ、コロニー形成を回復
すると考えられた。 
アンサマイシン系抗生物質はRNAポリメラ

ーゼに直接作用して、RNA 合成の開始反応を
阻害する。そこで、RNA ポリメラーゼβサブ
ユニットをコードし Rifampicin に耐性を示
す rpoB 変異の遺伝的背景において Hfq 過剰
発現株を構築した。その結果、構築した rpoB
変異株においても、Hfq 過剰発現による細胞
分裂阻害が引き起こされたが、コロニー形成
の回復は見られず、細胞分裂阻害は解除され
なかった（図 4）。これより、新たに構築した
Rifampicin 耐性の rpoB 変異株を用いたスク
リーニング系はアンサマイシン系抗生物質
を排除できると思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
改良したアッセイ系を用いて、土壌分離放

線菌サンプルについて、RNA 代謝阻害剤のス
クリーニングを開始したが、これまでのとこ
ろ新規抗生物質は得られていない。 
また、構築した Hfq タンパク質を過剰発現

した rpoB変異株において、Hfq タンパク質の
発現状態をウエスタン解析により調べた結
果、Rifampicin の添加による Hfq タンパク質
の量的な変化はみられなかった。したがって、
アンサマイシン系抗生物質はRNAポリメラー
ゼを介して Hfq 過剰発現を抑制し、細胞分裂
阻害を解除することが示唆された。更に、RNA
ポリメラーゼ機能とHfqタンパク質発現量の
バランスにより細胞分裂阻害が解除される
という予備的な知見が得られた。このバラン
スを詳細に解明することにより、RNA 代謝を
標的とするより高機能な薬剤の開発が期待
できると考えられる。 
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