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研究成果の概要（和文）：内因性23S rRNAメチル化修飾の機能解明のため、抗菌薬感受性を調べた。肺炎球菌23S rRNA
を標的とするテリスロマイシン感受性化に必要なメチル化酵素RlmAIIの活性に、RlmCDによるメチル化が関与すること
を見出した。又、国内で分離されたLZD耐性ブドウ球菌を調べたところ、LZD結合部位近傍であるG2576がUに変異し、LZ
D耐性高度化にはG2576Uとなった23S rRNAコピー数が増加することに加え、内因性23S rRNA酵素RlmNに変異を見出した
。内因性23S rRNA修飾が変異した菌の病原性を野生株と比較するためゼブラフィッシュの利用を試みたが、その利用は
困難であった。

研究成果の概要（英文）：Some ribosome-targeting antibiotics can inhibit bacterial growth by binding to 
23SrRNA and interfering with protein synthesis. i) We have found that RlmCD-mediated U747 methylation 
promotes efficient G748 methylation by RlmAII, facilitating the binding of telithyromycin, a 
23SrRNA-targeting antibiotic, to the ribosome in Streptococcus pneumoniae. ii) Linezolid (LZD) is an 
antibiotic used for the treatment of serious infections caused by multidrug-resistant Gram-positive 
bacteria including MRSA. We analyzed LZD-resistant CoNS isolated in Japan. Resistance to LZD has been 
associated with a G2576U mutation in 23SrRNA, which is close to the binding region of LZD. Furthermore, 
all LZD-resistant isolates had mutations in the gene encoding RlmN methyltransferase. iii) The infection 
model using zebrafish was difficult to examine the role of the intrinsic methylation of nucleotides in 
23S rRNA for the bacterial pathogenesis.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
細菌 70S リボソームは、30S サブユニット

と 50S サブユニットからなる。50S サブユニ
ットの主要な構成成分は 23S rRNA であり、
ドメイン I-VI から成る。23S rRNA のドメイ
ン Vは、ペプチジルトランスフェラーゼセン
ター（PTC）であり、ペプチド結合形成を触
媒する。PTC で合成された新生ペプチドは、
PTC から伸びる新生ペプチド排出トンネル
（NPET）を通ってリボソーム外に送り出され
る。NPET の入り口は、PTC と 23SrRNA ドメイ
ン II 及びリボソームタンパク質 L4、L22 が
構成される。大腸菌の 23SrRNA はリボソーム
に組み込まれる前に、35 ヌクレオチドが修飾
されるが、この修飾のほとんどは NPET の入
り口部位に集中している。しかしながら、こ
れら修飾がリボソームに与える影響につい
ては、ほとんど解明されていなかった。 
 リボソームを標的とする抗菌薬の多くは、
23S rRNA の PTC 付近に結合することで、タン
パク質合成を阻害する。マクロライド・ケト
ライド系抗菌薬は細菌リボソームの NPET 入
り口に結合し、タンパク質合成を阻害する。
マクロライド系抗菌薬は、ドメインVのA2058
周囲に結合するが、細菌は A2058 を特異的に
ジメチル化する酵素Ermを獲得することによ
りマクロライド耐性となる。一方、ケトライ
ド系抗菌薬、テリスロマイシン（TEL）は、
ドメイン V に加えてドメイン II に結合する
ことにより、Erm を獲得した細菌にも抗菌力
を発揮する。これに加え、我々は先行研究に
おいて、肺炎球菌の内因性 23S rRNA メチル
化酵素であり、ドメイン II に存在するへリ
ックス 35の G748をメチル化する RlmAIIの活
性が、TEL 感受性を増強させることを見出し
た。RlmAIIによる G748 メチル化は多くの菌で
見られるものの、すべての菌に保存されてい
ない。従って、菌種特異的なリボソームのメ
チル化は、抗菌薬活性の調節に関わることが
示唆されているが、他の 23S rRNA メチル化
酵素と薬剤感受性に関する知見はほとんど
なかった。 
  
２．研究の目的 
本研究では、まず、23S rRNA 標的抗菌薬の

耐性化における内因性メチル化酵素活性の
関与の解明を目指し、（１）肺炎球菌の新規
23S rRNA メチル化酵素の同定と TEL感受性メ
カニズムについて検討した。（２）難治性感
染症原因菌の一つである、メチシリン耐性黄
色ブドウ球菌（MRSA）の治療薬として用いら
れる 23S rRNA 標的抗菌薬、リネゾリドの薬
剤耐性機構に 23S rRNA 修飾が関与する可能
性について検討した。（３）我々は、臨床分
離耐性菌の研究から、内因性リボソーム修飾
が、感染症発症における病原因子産生制御に
関わる可能性を考えた。この仮説の証明のた
めに、感染症発症モデルとしてゼブラフィッ
シュ感染モデルの構築を目指した。 
 

３．研究の方法 
（1）肺炎球菌 23S rRNA メチル化酵素 RlmCD
の同定：DNA およびアミノ酸配列が公開され
ている肺炎球菌TIGR4の情報を用いて大腸菌
RlmC のホモログを検索し、Sp_1029 および
Sp_1901 を得た。各遺伝子欠損株を構築し、
rRNA を抽出後、LC-MS/MS により 23S rRNA の
メチル化を解析した。 

（2）肺炎球菌および臨床分離コアグラーゼ
陰性ブドウ球菌の薬剤感受性試験：各種薬剤
の感受性を調べるため、微量液体希釈法また
寒天平板希釈法により最小発育濃度（MIC）
を測定した。 

（3）臨床分離株の薬剤耐性遺伝子変異解
析：薬剤耐性に関わる遺伝子をPCRで増幅し、
遺伝子配列を解析し、標準株の配列と比較し
た。 

（4）in vitro メチル化アッセイ：GST 融合
RlmAIIを調製し、FactorXaで切断することで、
精製 RlmAIIを得た。肺炎球菌野生株と RlmCD
欠損株から rRNA を抽出し、それぞれ RlmCD 
modified-23S rRNA お よ び RlmCD 
unmodified-23S rRNA として基質に用いた。
G748 のメチル化はプライマーエクステンシ
ョンアッセイにより評価した。 

（5）ゼブラフィッシュ感染実験：黄色ブド
ウ球菌を PBS で調製し、2 日胚の血管から感
染させた。28℃で培養し、12 時間毎に感染
72 時間まで生存数を調べた。 

 
４．研究成果 
（１）肺炎球菌 23SrRNA メチル化酵素 RlmAII

とRlmCDによるテリスロマイシン感受性制御 

肺炎球菌 23SrRNA のへリックス 35 にある
G748は内因性のメチル化酵素RlmAIIによりメ
チル化され、このメチル基がケトライド系抗
菌薬、テリスロマイシン（TEL）のリボソー
ム結合を安定化させることを、先行研究で見
出している。大腸菌において G748 に隣接す
る U747 はメチル化酵素 RlmC によりメチル化
される。TEL 感受性に U747 のメチル基が関与
する可能性を検討した。 

①肺炎球菌における23SrRNAのU747/U1939
メチル化酵素 RlmCD の同定：まず、肺炎球菌
の 23SrRNA の U747 のメチル化とメチル化酵
素 RlmC を同定するため、大腸菌 RlmC のホモ
ログを検索した。その結果、肺炎球菌 TIGR4
ゲノム上に、2 つのホモログ、SP_1029 と
SP_1901 を見出した。これらは、大腸菌の
23SrRNAのU1939メチル化酵素RlmDのホモロ
グでもあった。そこで、TIGR4 株の SP_1029
および SP_1901遺伝子内にスペクチノマイシ
ン耐性遺伝子を導入することで各遺伝子破
壊株を構築し、野生株および各欠損株から
rRNA を抽出した。抽出した rRNA を RNaseT1
で処理し、LC-MS/MS で解析したところ、野生
株および SP_1901 欠損株では U747 および
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