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研究成果の概要： 

抗酸菌に特異的なヒストン様蛋白質である Mycobacterial DNA-binding protein 1 (MDP1)の薬

剤感受性にかかわる作用を調べた。その結果、MDP1 は抗酸菌の薬剤感受性に関わることが判明

した。この作用は MDP1 分子による直接的な薬剤の競合阻害ではなく、リボゾームに結合するこ

とによって生じる構造変化や、複数の薬剤代謝経路を遺伝子発現を介して制御する作用による

ものであると推察された。 
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１．研究開始当初の背景 
 現在、結核菌は、人類の 32%に一部休眠状
態で潜伏感染しているといわれている。成人
型肺結核の多くが潜伏感染菌による内因性
の再燃であり、毎年２００万人が結核で死亡
している。さらに近年では現行の抗菌薬に耐
性を示す多剤耐性菌の出現により、結核はも
はや過去の病気とはいえない状況である。ま
た、ヒト型結核菌はヒト以外の生体や自然環
境中で生育するのは困難であり、ヒトは結核
菌の唯一の宿主と考えられていることから、
結核菌の宿主からの完全な駆逐が待ち望ま
れている。 

 実際、現行の結核治療は最短でも６ヶ月を
要するとされており、長期にわたる治療は患
者への負担も大きく、また薬剤の選択と投与
法を誤ると薬剤耐性菌の出現にもつながり
かねない。そこで、結核菌の薬剤耐性獲得機
構を解明し、耐性菌出現を防ぐことにより速
やかな除菌を可能とすることが結核治療に
おいて重要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 抗酸菌における薬剤耐性メカニズムを解
明することにより、新規結核治療法の開発へ
の糸口をさぐることを目的とする。 
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３．研究の方法 
【薬剤感受性試験】速育型抗酸菌である
Mycobacterium smegmatis mc2155 株およびそ
れを親株とした MDP1 欠失株、さらにその株
に MDP1 を入れ戻した MDP1 相補株を培養し、
600 nm における吸光度が 0.04 になるように
菌液を調製した。この菌液 10 l を、さま
ざまな濃度の薬剤を含む培地 90 l に接種
し、一定時間 37℃にて培養した。その後、寒
天培地に接種し生菌数を測定することで薬
剤への感受性を比較した。 
【リボゾーム結合試験】M. smegmatis MDP1
欠失株を培養し、回収した菌体を石英砂にて
破砕し、得られた抽出物を遠心して沈殿を回
収した。その後、ショ糖密度勾配遠心にてリ
ボゾーム画分を回収した。得られたリボゾー
ムは組換え MDP1 の存在下もしくは非存在下
にて 3H-streptomycin と反応させた。その後、
リボゾーム非結合 3H-streptomycin を除去し、
リボゾームに結合した 3Hの量を定量した。 
【RNA 抽出】M. smegmatis mc2155 株および
MDP1 欠失株をそれぞれの条件で培養し、細胞
を遠心して集め，1mlのTRIzolで再懸濁した。
そして、菌を BeadBeater で物理的に破砕し
た。0.2ml のクロロホルムを加えた後，菌の
懸濁液を遠心し、上清を回収した。フェノー
ルクロロホルム抽出は抽出された核酸から
タンパク質を除くために行った。含まれた
DNA を取り除くためにDNaseI で処理し、それ
ぞれのサンプルの total RNA を RNeasy mini 
spin column を用いて精製した。 
【マイクロアレイ解析】DNA マイクロアレイ
はロシュ・ダイアグノスティックス株式会社
のなんでもアレイを用いた。ハイブリダイゼ
ーションには MAUI hybridization system を
用い、スキャニングは GenePix Scanner 4000B
を 用 い て行 っ た。 得ら れ たデ ー タは
GeneSpring GX にて解析した。 
 
４．研究成果 
 M. smegmatis 野性株、MDP1 欠失株および
MDP1 相補株についてストレプトマイシンに
対する薬剤感受性試験を行った結果、MDP1 欠
失によりタンパク合成阻害剤であるストレ
プトマイシンに対する感受性が増強するこ
とがわかった。これまでの研究により MDP1
にはリボゾーム結合能があることがわかっ
ている。一方ストレプトマイシンは細菌のリ
ボゾーム上の 23s rRNA に結合し、リボゾー
ム上でのポリペプチド鎖の合成の開始を阻
害することでタンパク質の合成を阻害する
作用がある、そこで、MDP1 はストレプトマイ
シンと競合的にリボゾームに結合すること
で薬剤の作用を阻害しているのではと考え、
精製リボゾームを用いてストレプトマイシ
ンの結合に対する MDP1 の影響を調べたとこ

ろ、MDP1による薬剤の結合阻害は認められな
かった。以上のことから、MDP1 が直接的に薬
剤の作用部位への結合を阻害しているので
はなく、MDP1 が薬剤感受性に関わる何らかの
遺伝子群の発現を調節しているためである
可能性が示唆された。 
 そこで、他のタンパク合成阻害剤について
も MDP1 による影響を調べたところ、ストレ
プトマイシンと同じアミノグリコシド系抗
生物質であるアミカシンでも MDP1 欠失によ
り感受性が増強されることがわかった。それ
に対して、エリスロマイシンやクラリスロマ
イシンなどのマクロライド系抗生物質にお
いては、反対に感受性の減弱が観察された。 
 次に、マイクロアレイ解析を行い MDP1 欠
失による遺伝子発現の変化を調べたところ、
aminoglycosides/ 
tetracycline-transport integral membrane 
protein (MSMEG_3069)、MATE efflux family 
protein (MSMEG_2631) 、 small multidrug 
resistance family protein (MSMEG_3670)な
どの遺伝子の発現が MDP1 欠失により減少す
ることがわかったが、ストレプトマイシンの
低 度 耐 性に か かわ ると い われ て いる 
methyltransferase Gid (MSMEG_6940)につい
ては発現に変化がなかった。 
 以上の結果から、MDP1 がリボゾームに結合
することでの構造変化に加えて、アミノグリ
コシド系抗生物質についてはこれらの遺伝
子の発現の低下による薬剤排出機能の低下
によって感受性の増強が起こるのではない
かと推察される。マクロライド系抗生物質も、
同様の機構が考えられるため、さらなる解析
を行う予定である。 
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