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研究成果の概要（和文）：　全ての真正細菌において見られる16S rRNAの7-メチルグアノシン修飾は、メチル化酵素Rs
mGによって触媒される。大腸菌においてはRsmGによるメチル化が未知の因子(タンパク質)により著しく促進をされるこ
とを見いだしている。本研究では、大腸菌のメチル化促進因子を遺伝生化学的手法により同定することを目指した。
　メチル化促進因子の精製を試みたが、精製過程における失活が著しく、電気泳動上で特定のバンドとして確認できる
レベルの精製を達成することが困難であった。一方、遺伝学的手法により、RsmGと相互作用する因子の探索を行い、候
補として機能不明の遺伝子であるtasを同定した。

研究成果の概要（英文）：Bacterial rRNAs have many modified nucleotides. Among them, a 7-methylguanosine 
(m7G) modification in 16S rRNA is highly conserved among eubacteria. This m7G modification is catalyzed 
by the RsmG methyltransferase. In Escherichia coli, the methylation reaction catalyzed by RsmG is 
significantly promoted by an unknown protein factor. Here, we conducted biochemical and genetic analyses 
of this methylation-promoting factor. We have identified the Tas protein as a candidate.

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）リボゾーム攻撃性の抗生物質であるス
トレプトマイシンは、1943 年の発見以来、
抗結核薬として長年使用されてきた。しかし
ながら、耐性菌の蔓延により、近年はその有
効性の低下が問題となっていた。 
 
（２）ストレプトマイシン耐性には高レベル
耐性および低レベル耐性の二種類が存在す
ることが発見当初から知られていた。高レベ
ル耐性は、リボゾーム蛋白質 S12 あるいは
16S リボゾーム RNA（rRNA）の変異によっ
て付与されることが明らかにされていた。一
方、低レベル耐性の原因（変異）については
60年来不明のままであった。 
 
（３）研究代表者らは、二次代謝産物（抗生
物質）を過剰生産する低レベルストレプトマ
イシン耐性放線菌変異株を分離すると共に
その諸性質について解析を行ってきた。その
過程において、以下に示す成果を挙げていた。 
 
①ゲノム解析により、低レベルストレプト
マイシン耐性の原因となる変異を機能未
知の遺伝子 rsmGに見いだすことに成功し
た。 
 
②本遺伝子は放線菌のみならず、真正細菌
に普遍的に存在しており、その変異により
大腸菌、枯草菌、さらには結核菌も低レベ
ルストレプトマイシン耐性を獲得するこ
とを証明した。 
 
③臨床分離ストレプトマイシン耐性結核
菌において多数の rsmG 変異を見いだし、
60 年来のミステリーであった低レベルス
トレプトマイシン耐性の謎を解明するこ
とに成功した。 
 
④rsmG遺伝子は 16S rRNAの 7-メチルグ
アノシン（m7G）修飾を司るメチル化酵素
をコードすること、さらには、rsmG 変異
に起因する m7G 修飾の消失により低レベ
ルストレプトマイシン耐性が付与される
事も明らかにした。 
 
④試験管内酵素反応において、精製 16S 
rRNA は大腸菌 RsmG の良い基質では無
く、30Sサブユニット中の 16S rRNAを効
率的にメチル化することを示した。 

 
 
２．研究の目的 
16S リボゾーム RNA（rRNA）分子中の 7-
メチルグアノシン（m7G）修飾は、全ての真
正細菌に存在し、その欠失は低レベルストレ
プトマイシン耐性の形質をもたらす。申請者
らにより、m7G 修飾はメチル化酵素 RsmG
によって触媒されることが明らかにされて
いる。本メチル化酵素の生化学的性質に関し

ては、大腸菌（代表者らのグループ）および
好熱菌 Thermus thermophilus（米国ブラウ
ン大学のグループ）の酵素を用いて検討され
ている。その中で、好熱菌の酵素はリボゾー
ムから精製したフリーの RNA を基質とする
ことが報告されている。一方、我々は、大腸
菌の酵素が 30Sサブユニットを基質とし、フ
リーの RNA をメチル化できないことを見い
だしている。さらには、大腸菌の粗リボゾー
ム画分に RsmG によるメチル化反応を促進
する因子を確認している（未発表）。このメ
チル化促進因子を精製・同定することにより、
両微生物における RsmG 作用機作の違いを
解明することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）メチル化促進因子の精製を試みた。精
製の出発材料としては、大腸菌 rsmG破壊株
由来の粗リボゾームより調製した、1M 塩化
アンモニウム洗浄画分を用いた。そこから、
各種クロマトグラフィーによりメチル化促
進因子の精製を行う事とした。アッセイ系と
しては、精製(His)6-RsmG、洗浄リボゾーム
および[methyl-3H]S-adenosylmethionineを
用いる方法により行った。具体的には、測定
サンプルを含む反応液にてメチル化反応を
行った後、TCA 不溶画分（RNA）への 3H-
メチル基の取り込みを液体シンチレーショ
ンカウンターにより測定した。また、ラベル
化合物を使用しないメチル化アッセイ系と
して methyltransferase assay kit（ケイマ
ン・ケミカル社）を用いた。 
 
（２）rsmG 遺伝子と遺伝学的に相互作用す
る 因 子 を 同 定 す る た め に 、 大 腸 菌 
two-hybrid system（アジレント社）および
Synthetic sick assayによる解析を実施した。 
 
 
４．研究成果 
（１）rsmG遺伝子は、これまでにゲノム解
析が行われた全ての真正細菌、さらには、マ
イコプラズマにも見いだされている。また、
そのゲノム上の位置も複製開始点近傍の保
存性の高い領域に共通している。このような
高い共通性にもかかわらず、大腸菌の RsmG
はリボ30Sサブユニット中の16S rRNAを、
一方、好熱菌 T. thermophilusの RsmGはフ
リーの 16S rRNAを基質とする。この性質の
違いが生じる構造的基盤を明らかにするた
めの第一歩として、各種細菌の RsmG蛋白質
のアミノ酸配列を比較した（図１）。 
 その結果、メチル基供与体である S-アデノ
シルメチオニン（SAM）との結合に関与する
機能領域は高度に保存されているものの、そ
れ以外の領域ではそれほど保存性が高くな
いことが確認された。この保存性の低い領域
が基質特異性の違いに関与するものと推測
された。 



 

図１．各種細菌由来 RsmG蛋白質のアミノ酸
配列の比較 
SAM 結合モチーフは赤い四角で囲った。
BACSU, Bacillus subtilis 168; THETH, 
Thermus thermophilus HB27; ECOLI, 
Escherichia coli W3110; HAEIN, 
Haemophilus influenzae Rd; STRCO, 
Streptomyces coelicolor A3(2); MYCTU, 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv; 
MYCPN, Mycoplasma pneumoniae M129  
 
 
（２）メチル化促進因子の精製を試みた。精
製の出発材料としては、RsmG蛋白質自身の
混入を防ぐために、rsmG 破壊株由来の粗リ
ボゾーム画分を用いることとした。 
 
① 粗リボゾーム画分からのメチル化促進
因子の抽出に適した条件について検討した
ところ、1M 塩化アンモニウムによる洗浄が
最的であることが分かった。続いて、硫安
（硫酸アンモニウム）沈殿による粗分画を
検討した。硫安濃度 0-45%および 45-80%の
条件で分画を行い、各画分のメチル化促進
活性を測定した（図２）。 

 
図２．硫安沈殿によるメチル化促進因子の粗
分画 
分画した蛋白質は透析後、一定量を反応液に
添加した。コントロールは RsmG蛋白質のみ

を含む反応である。AS, 硫酸アンモニウム 
 
 
 メチル化促進因子は硫安濃度 0-45%および
45-80%の両画分にまたがって分画された。分
画の条件をさらに検討したが、大きな改善が
見られなかったことから、80%飽和濃度の硫
安で処理した画分を次の精製ステップに用
いることにした。 
 
② 硫安分化に続いて各種クロマトグラムに
よる精製を検討した。試した担体は、陰イオ
ン交換（Q）、陽イオン交換（S）およびヘパ
リン（H）である。硫安分画後のサンプルを
透析によりバッファー交換を行った後、各種
クロマトグラムに供した。蛋白質の溶出は
1M 塩化ナトリウムを含むバッファーにより
行った。非吸着画分および吸着画分を回収し、
メチル化促進活性を測定した（図３）。 
 

図３．各種クロマトグラムによるメチル化促
進因子の精製 
硫安分画後のサンプルを透析によるバッフ
ァー交換後、各種クロマトグラムに供した。
FT, 非吸着画分、Bound, 吸着画分 
 
 
 陰イオン交換体を用いたクロマトでは吸
着画分に明確な活性が認められた。一方、陽
イオン交換体およびヘパリンでは非吸着画
分、吸着画分のどちらも活性は見られなかっ
た。この結果を受け、硫安分画の後は陰イオ
ン交換体による精製を行うことにした。常法
に従い、塩化ナトリウムの濃度勾配による溶
出を試みた。その結果、溶出画分にメチル化
促進活性は認められるものの、著しい活性の
低下が観察された。 
 
③ 上記の結果を受け、メチル化促進因子の
安定化を検討した。バッファー組成、陰イオ
ン交換クロマトの条件等、種々の検討を行っ
たが、クロマト後の活性の低下を劇的に改善
する方策は見出せなかった。 
 
 
（３）これまでに述べたように、メチル化促
進因子の精製を試みたが、精製過程における
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失活が著しく、電気泳動上で特定のバンドと
して確認できるレベルの精製を達成するこ
とが困難であった。そこで、遺伝学的手法に
より、RsmGと相互作用する因子の探索を行
うこととした。 
 
① 大腸菌Two-hybrid systemにより、RsmG
と物理的に相互作用する因子の探索を行っ
た。本アッセイ系では、baitとしてcIレプ
レッサーと RsmGの融合蛋白質を用い、ター
ゲットは RNA ポリメラーゼサブユニット
との融合蛋白質として発現させ両者の相互
作用を His3 遺伝子発現の活性化、すなわち
ヒスチジン要求性の相補で評価する。ランダ
ムに切断した大腸菌ゲノムをターゲット発
現プラスミドに挿入したライブラリーを作
製し、baitプラスミドと共にレポーター株に
導入、ヒスチジン非要求性となるクローンを
スクリーニングした。 
 約 5万株を調べたが，条件を満たす株は見
出せなかった。 
 
② 上記とは別に、rsmG欠損変異合わさるこ
とにより著しい生育阻害を示す変異の探索
を試みた。具体的には、染色体上の rsmGを
欠失させた株にインタクトな rsmG遺伝子を
持つプラスミドを持たせて遺伝子機能を相
補させておき、そこにトラスポゾンによりラ
ンダムな変異を導入した。得られたトランス
ポゾンライブラリーの中から、プラスミドを
失いにくい株を探索した。 
 その結果、機能不明の遺伝子である tasが
候補として同定された。現在、発現タンパク
質を用いてTasのメチル化促進活性について
検討を行っている。 
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