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研究成果の概要（和文）：キノロン系抗菌薬は結核症の治療に有用であり、その標的部位はDNAジャイレースである。
近年、キノロン系抗菌薬に耐性を示す結核菌の出現が問題となっており、DNAジャイレースの変異が耐性菌出現の要因
となっている。DNAジャイレースの変異と耐性獲得機構の詳細な関連性を明らかにするためには、DNAジャイレースの立
体構造情報が必要不可欠である。それで本研究では、結核菌由来DNAジャイレース上のアミノ酸置換とキノロン耐性と
の関係を明らかにすることで結核菌由来DNAジャイレースの立体構造を決定するとともに詳細な構造と機能の相関を明
らかにすることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Emergence of multidrug-resistant (MDR) tuberculosis is becoming an increasing 
public health problem and poses a serious threat to TB control. Therefore, novel anti-TB drugs are needed 
urgently. The outbreak of MDR-TB leads fluoroquinolones to becoming an important second-line anti-TB 
agent. The major target of FQs is DNA gyrase consisted of two subunits GyrA and GyrB. FQs-gyrase 
interaction site is thought to be located at QRDRs in GyrA and GyrB where the majority of mutations 
conferring resistance to FQs exist. Recently, FQs-resistant M. tuberculosis is dramatically increased. 
However, the mechanisms of correlation between MtDNA gyrase and FQs-resistance are still not clearly 
understood. In this study, we examined and investigated an association between FQs and mutants GyrA 
subunits from Beijing strain by using inhibition assays. Furthermore, we demonstrated the different 
structures of MtDNA gyrases, between H37Rv and Beijing strain DNA GyrA (N-term) from structural analysis.

研究分野： 細菌学、薬剤耐性結核学

キーワード： 結核菌　薬剤耐性菌　X線回析　立体構造解析　DNAジャイレース　ニューキノロン
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１．研究開始当初の背景 

(1) 結核は全世界で毎年約960万人の新規登

録患者と、約 150 万人の死亡者を出している

重 要 な 慢 性 感 染 症 で あ る (Global 

tuberculosis control 2015, WHO)。近年、

薬剤に耐性を示す結核菌（多剤耐性及び超多

剤耐性結核菌を含む）が報告されるようにな

り、耐性獲得機構の解明が急務となっている。 

(2) キノロン系抗菌薬は結核症の治療に有

用であり、その標的部位は DNA ジャイレース

である。DNA ジャイレースは細菌が持つ DNA

トポイソメラーゼ II 型の一種であり、細菌

のDNA複製には欠かせないため生育には必須

である。結核菌由来の DNA ジャイレースは

GyrA、GyrB と呼ばれる 2種類のサブユニット

2 組の 4 量体を形成しており、活性の発現に

は多量体の形成が必要である。DNA ジャイレ

ースのA サブユニットは二本鎖DNAの巻き戻

しに関与しており、キノロン結合部位である

Quinolone Resistance-Determining Regions 

(QRDRs)を持っている。Bサブユニットは ATP

加水分解活性を有しており、DNA ジャイレー

スの活性化を誘導する機能を担っている（参

照、図 1）。近年、キノロン系抗菌薬に耐性を

示す結核菌の出現が世界中で問題となって

おり、DNA ジャイレースのアミノ酸変異が耐

性菌出現の要因となっていることが知られ

ている。キノロン耐性結核菌の多くでは

QRDRs にアミノ酸変異が存在しているが、そ

の以外の部位にアミノ酸変異が存在してい

る例も少なくない。しかしながら、これまで

の研究においてはDNAジャイレース上の変異

部位同定までが主に行われており、アミノ酸

変異とキノロン耐性機構との関連を明らか

にする研究は進んでいない。そのため、DNA

ジャイレースの変異とキノロン耐性獲得機

構の詳細な関連性を明らかにするためには、

DNA ジャイレース変異体の立体構造情報が必

要不可欠である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、キノロン耐性結核菌の遺伝

子変異検出を基盤とした迅速なニューキノ

ロン感受性試験を可能とするために、キノロ

ンのターケットである結核菌のDNAジャイレ

ース上のアミノ酸置換とキノロン耐性との

関係を明らかにすることで結核菌由来DNAジ

ャイレースの結晶化を行い、得られた結晶を

用いた X線結晶構造解析により、その立体構

造を決定するとともに詳細な構造と機能の

相関を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 北京株の変異株由来結核菌DNAジャイレ

ース Aサブユニット遺伝子構築、発現及び精

製：実験用株である結核菌 H37Rv 株とキノロ

ン耐性株である結核菌北京株から、DNA ジャ

イレースである GyrA の N末端部分（502 アミ

ノ酸残基分）をコードする遺伝子をそれぞれ

PCR 反応によって増幅させた後、発現用ベク

ターに挿入したプラスミドを構築した。作製

したプラスミドをそれぞれ発現用の大腸菌

（Rosetta- gami2(DE3)pLysS）に導入して発

現系を構築し、IPTG 誘導による目的タンパク

質の過剰発現が確認された株について大量

培養を行った後、菌体を集菌した。超音波破

砕装置を用いて細胞内画分を抽出した後、

FPLC を用いて 2種類のカラム（ニッケルガロ

ースカラムアフィニティークロマトグラフ

ィーとゲルろ過クロマトグラフィー）操作に

より、SDS-PAGE 上でほぼ目的タンパク質のみ



が検出される状態になるまで、H37Rv 株由来

GyrA（N 末端）と北京株由来 GyrA（N 末端）

の精製を行った。 

 

(2）北京株の変異株由来結核菌 DNA ジャイレ

ースの酵素活性：野性型及び変異型 DNA ジャ

イレースはRelaxed DNA及びSupercoiled DNA

を用いた DNA Supercoiling assay 及び DNA 

Cleavage assay で活性を評価した。さらに色

んなキノロンを加え阻害実験も行った。 

 

(3）北京株由来結核菌 DNA ジャイレースの結

晶化：得られた精製 H37Rv 株由来 GyrA（N末

端）と北京株由来 GyrA（N 末端）について、

市販の結晶化スクリーニングキットを用い

て、約 1,000 種類の結晶化条件の中から最適

な結晶化条件を決定した。得られた結晶を用

いて高エネルギー加速器研究機構でX線回折

データの収集を行い、結晶学的諸性質を決定

した。 

 

４．研究成果 

(1）変異型 (H37Rv標準株と 北京株)の組換

えDNAジャイレースを用いて酵素学的諸性質

を決定することとともに、キノロン耐性獲得

機構との関連についての解析。変異型DNAジ

ャイレースは活性を持つことを確認した。さ

らにキノロンを加えた阻害実験を行った結

果、キノロン耐性決定領域（QRDRs）外側に

存在している２つのアミノ酸残基（74番目と

95番目のアミノ酸残基）がキノロン耐性獲得

に重要な役割を果たしていることを明らか

にした（参照、図2）。 

 

(2）北京株由来結核菌 DNA ジャイレースの精

製と結晶化。組換え DNA ジャイレースはニッ

ケルガロースカラムアフィニティークロマ

トグラフィーとゲルろ過クロマトグラフィ

ーを用いて 2段階で精製を行った（参照、図

3-A）。精製した H37Rv 株由来 GyrA（N末端）

と北京株由来 GyrA（N末端）のそれぞれにつ

いて、結晶化条件のスクリーニングを行った。

その結果、X 線測定が可能な結晶を作製する

ことができた（参照、図 3-B） 

 

(3) 北京株由来結核菌の結晶構造解析。

H37Rv株由来GyrA（N末端）と北京株由来GyrA

（N末端）の結晶は主に空間群C2221に属して

いることが示された。さらに、収集したX線

回折データから結晶学的諸性質と統計値を

求めた結果、得られた結晶は立体構造の決定

に適していることが示された。そこで、すで

に報告されている結核菌標準株（H37Rv株）

由来GyrA（N末端部分）の構造情報（PDB番号：

3IFZ）を用いて、分子置換法による北京株由

来GyrA（N末端部分、502アミノ酸残基）の立

体構造決定を実施した。CCP4プログラム、並

びにPHENIXプログラムを用いてモデルの構

築と精密化を行い、最終的に2.1Åの分解能で



北京株株由来GyrA（N末端部分）の立体構造

を決定した。決定した北京株株由来GyrA（N

末端部分）の立体構造をH37Rv株由来GyrA（N

末部分）の立体構造と比較すると、N末端部

分の構造が異なっていることを明らかにし

た（参照、図4）。 

 

(4) 本研究において結核菌由来DNAジャイレ

ースの立体構造を決定し、その詳細な構造と

機能の相関を明らかにすることはキノロン

系抗菌薬に対する耐性獲得機構の解明に結

びつくことが期待される。さらに将来的には、

得られた成果を利用することによって、キノ

ロン耐性結核菌の迅速な検出法の開発や既

存のキノロン系抗菌薬を改良した新規抗結

核薬の開発に発展することが期待される。今

後、キノロン耐性を示す北京株の変異株由来

GyrA変異体の立体構造をX線結晶構造解析に

よって決定し、GyrA の native 体との構造比

較を行う予定である。また、GyrA 変異体と

DNA 並 び に 各 種 キ ノ ロ ン 系 抗 菌 薬

（ Ciprofloxacin, Moxifloxacin 及 び

Sitafloxacin 等）との複合体の立体構造解析

も試みる。 
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