
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２１

若手研究(B)

2013～2011

抗生物質に対する耐性メカニズムの分子構造論的研究と創薬への応用

Structural studies on antibiotic-resistance mechanisms and their application to drug
 design

１０５４６５７６研究者番号：

近藤　次郎（Kondo, Jiro）

上智大学・理工学部・助教

研究期間：

２３７９００５４

平成 年 月 日現在２６   ６   ３

円     3,400,000 、（間接経費） 円     1,020,000

研究成果の概要（和文）：アミノグリコシドは様々な細菌に対して殺菌効果を示す抗生物質であり、細菌リボソームの
活性部位Aサイトに結合することでタンパク質合成の正確性を低下させる。これに対して細菌は、リボソームRNAの1408
番目のAをGまたは1-methyl-Aに変異させることで薬剤耐性を獲得する。申請者は本研究で、薬剤耐性菌がもつ変異型リ
ボソームRNAの立体構造をX線結晶解析によって明らかにし、薬剤耐性獲得メカニズムを分子レベルで解明した。さらに
得られた構造情報を基に、薬剤耐性菌や感染性原虫にも効く新規薬剤のデザインにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Aminoglycosides are broad spectrum antibiotics acting against a variety of Gram-ne
gative and certain Gram-positive bacteria. Aminoglycosides specifically bind to one of the active sites of
 the bacterial ribosome called the A site, and disturb the fidelity of the decoding process in protein syn
thesis. Bacteria acquire high-level resistance against aminoglycosides by mutating the position 1408 of th
e ribosomal RNA A site, from A to G or 1-methyl-A. In the present study, we have performed X-ray analyses 
of the ribosomal RNA A sites with these antibiotic-resistant mutations and revealed structural bases for t
he antibiotic resistance conferred by the point mutatations. In addition, we have successfully designed an
d synthesized a new compound with high activity against antibiotic-resistant bacteria and parasitic protoz
oa. 
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１．研究開始当初の背景 
リボソームの活性部位 A サイトに存在す

る RNA 分子スイッチは、そのコンフォメー
ションを ON/OFF の間で切り替えることで正
しいアミノアシル tRNA を選別して取り込み、
正確なタンパク質合成を可能にしている。
様々な細菌感染症に対して処方されるアミ
ノグリコシド系抗生物質は、バクテリアの
RNA分子スイッチのON状態に特異的に結合
してスイッチの OFF への切り替えを妨げ、バ
クテリアが正確なタンパク質合成を行えな
いようにして殺菌する。しかしそれに対して
バクテリアは、主に以下の 2 つの様式で耐性
を獲得する。 
1. 修飾酵素による抗生物質の不活性化 
2. 抗生物質作用点の RNA スイッチの変異 
以前に研究代表者らは、耐性獲得様式 1 に

よる問題を克服するために、抗生物質がどの
ようにバクテリアの RNA 分子スイッチに作
用するのかをＸ線結晶解析によって詳しく
調べ（Kondo et al., 2007 Biochimie）、得られた
構造情報を基に Structure-Based Drug Design
を行い、従来の抗生物質よりも殺菌効果が高
く、しかも修飾酵素によって不活性化されに
くい新規薬剤の開発に成功した（Kondo et al., 
2007 ChemMedChem など 3 報）。以上の研究
によって、アミノグリコシド系抗生物質に対
する耐性菌問題の一端を克服することがで
きた。しかし、研究開始当初は上述の耐性獲
得様式 2 による問題が残っていた。 
 
 
 
２．研究の目的 
研究代表者は本研究で、上述の耐性獲得様

式 2 による問題の克服を目指した。 
バクテリアは抗生物質の作用点であるリ

ボソーム RNA 分子スイッチの構成塩基を自
ら変異させることによって、自身の生命を維
持しながら巧妙に薬剤耐性を獲得する。塩基
の変異のさせ方としては、染色体レベルの突
然変異（A1408G 変異など：図 1）や、メチル
化酵素による塩基の修飾（アデニンの 1 位の
メチル化による A1408methyl-A 変異など）が
報告されている。 
耐性菌がもつ A1408 メチル化酵素につい

ては、2010 年に入って結晶構造がいくつか報
告された（Macmaster et al., 2010 など）。しか
し、変異した耐性型 RNA 分子スイッチその
ものの結晶構造を調べ、その働きを分子構造
論的に明らかにしなければ、耐性獲得様式 2
による問題を根本的に克服することはでき
ないと考えた。 
そこで研究代表者は、耐性菌がもつ変異型

RNA 分子スイッチのＸ線結晶解析を行い、ま
ずは①耐性メカニズムと②耐性菌の生命維
持メカニズムを分子レベルで解明し、得られ
た構造情報を基にして③耐性菌をターゲッ
トとした新規薬剤の設計・開発を進めること
を本研究の目的とした。 

３．研究の方法 
薬剤耐性菌がもつリボソーム RNA 分子ス

イッチの配列（図 1）を導入した比較的小さ
な RNA モデル分子を設計・合成して実験に
用いた。化学合成した RNA をポリアクリル
アミドゲル電気泳動とC18逆相カラムクロマ
トグラフィーで精製した。RNA の結晶化は、
研究代表者らが独自に開発した「塩溶効果を
利用した核酸分子結晶化用スクリーニング
キット」（近藤＆竹中. 2005）を用いて行った。
Ｘ線回折実験は高エネルギー加速器研究機
構 Photon Factory の構造生物学ビームライン
で行った。構造決定は分子置換法および多波
長異常分散法を用いて行った。 
構造解析によって得られた結晶構造から

RNA 分子スイッチ部分を抽出し、これらを
Protein Data Bank に登録されているバクテリ
ア・リボソーム全体の結晶構造の中に当ては
めて耐性菌リボソームモデルを作成した。さ
らに、そのモデルのスナップショットを線形
補間によって繋ぎ合わせてスムーズに動く
動画を編集することで、耐性型 RNA 分子ス
イッチの動きを観察した。 
以上の実験で得られた耐性型 RNA 分子ス

イッチの立体構造および動的構造変化の情
報を基に新規抗生物質の設計を行った。設計
した薬剤の化学合成と薬理効果の検討は、研
究協力者であるモントリオール大学（カナ
ダ）の Stephen Hanessian 教授およびテクニオ
ン工科大学（イスラエル）の Timor Baasov 教
授の研究グループと共同で行った。 

 
図 1. 野生型と薬剤耐性型スイッチの比較 

 
 
 
４．研究成果 
(1) 薬剤耐性獲得メカニズムの解明（A1408G
変異をもつ薬剤耐性菌の場合） 
まず、臨床現場で最も問題となっている

A1408G 変異をもつ薬剤耐性菌を研究対象と
した。A1408G 変異型スイッチの ON/OFF 両
方の状態の立体構造を解析することに成功
した。さらに、断熱モーフィング解析によっ
てスイッチの動的構造変化を観察すること
にも成功した。 

Ring Iの6’位にNH3
+基をもつアミノグリコ

シドは、野生型細菌が持つ分子スイッチの
A1408 と 2 本の水素結合を介して安定な擬塩
基対を形成できるが（図 2）、薬剤耐性菌が持
つ変異型分子スイッチの G1408 とは擬塩基



対を形成できないことがわかった。これは、
G1408 の N1-H、N2-H とアミノグリコシドの
6’- NH3

+基の間で反発が起こるためである。
これが A1408G 変異による薬剤耐性獲得メカ
ニズムである。また、変異型分子スイッチは
野生型スイッチとまったく同じ動き方をす
ることもわかった。つまり、薬剤耐性菌は自
身の RNA 分子スイッチの働きを正常に保っ
たままアミノグリコシドの作用を免れるこ
とを明らかにした。 

 
図 2. 野生型スイッチの A1408 と 
抗生物質の Ring I との擬塩基対 

 
(2) A1408G変異型分子スイッチに結合する新
規薬剤の Structure-Based Design 
 研究成果(1)に基づいて、A1408G 変異型ス
イッチに結合する新規薬剤の開発を行った。
まずアミノグリコシドの中で特に殺菌効果
が高いシソマイシンを設計の出発物質とし
て選び、野生型分子スイッチとの複合体の構
造を解析した。その結果、シソマイシンの 6’- 
NH3

+基を 6’- OH基に置換することでA1408G
変異型スイッチにも強く結合しうることが
わかった。 
次 に 、 設 計 し た 新 規 薬 剤 6’-hydroxy 

sisomicin をモントリオール大学との共同研
究で化学合成し、変異型スイッチと共結晶化
させて構造を解析したところ、この薬剤が予
想通り変異型分子スイッチに強く結合する
ことを確認できた（図 3）。さらに、この薬剤
が細菌だけでなく感染性原虫に対しても殺
傷効果を示すことを明らかにした。 

 
図 3. 薬剤耐性型スイッチの G1408 と 

抗生物質の Ring I との擬塩基対 
 

(3) 薬剤耐性獲得メカニズムの解明（A1408 
methyl-A 変異をもつ薬剤耐性菌の場合） 
つぎに、A1408methyl-A 変異をもつ薬剤耐

性菌を研究対象とした。A1408methyl-A 変異
型スイッチの ON/OFF 両方の状態の立体構造
および ON/OFF スイッチングの動的構造変化
を観察することに成功した。 

A1408G 型薬剤耐性変異の場合と同様に、
Ring Iの6’位にNH3

+基をもつアミノグリコシ
ドは、野生型細菌が持つ分子スイッチの
A1408 と安定な擬塩基対を形成できるが、薬
剤耐性菌が持つ変異型分子スイッチの
1-methyl-A1408 とは擬塩基対を形成できない
ことがわかった。これは、1-methyl-A1408 の
メチル基とアミノグリコシドの 6’- NH3

+基の
間で反発が起こるためである。これが
A1408methyl-A 変異による薬剤耐性獲得メカ
ニズムである。 
一方で、G418 やパロモマイシンといった

Ring I の 6’位に OH 基をもつ抗生物質は
1-methyl-A1408 とも擬塩基対を形成できるこ
とも明らかになり、今後の薬剤設計に有用な
情報が得られた。 
 
(4) 耐性菌の生命維持メカニズムの解明 
上述の A1408G または A1408methyl-A のよ

うに、細菌が RNA 分子スイッチの 1408 番目
をプリン塩基Aから同じくプリン塩基Gまた
は1-methyl-Aに変異させる場合には生命を維
持できるが、ピリミジン塩基 C や U に変異さ
せると生命を維持できないことが報告され
ている。そこで、致死型の変異 A1408C およ
び A1408U をもつ RNA 分子スイッチの立体
構造・動的構造変化を解析し、野生型および
薬剤耐性型分子スイッチのそれと比較した。 
その結果、薬剤耐性型スイッチ（A1408G、

A1408methyl-A）は野生型スイッチと同様の
ON/OFF スイッチングの動きをするが、致死
型スイッチ（A1408C、A1408U）は OFF 状態
の構造が安定に形成されるために ON 状態へ
の構造変化が起こりにくい、つまりはスイッ
チとしての機能が失われることがわかった。
以上のことから、薬剤耐性菌は分子スイッチ
を巧妙に変異させて、スイッチの働きを正常
に保ったまま抗生物質の作用を免れること
を明らかにした。 
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