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研究成果の概要（和文）：近年、抗生剤の重要性が医学的・社会的にますます大きくなっている。本研究では、
ノンコーディングRNAとされている原核生物リボソームRNA（rRNA）が遺伝子情報を内在的にコードし、生存危機
回避などの特殊な状況においてポリペプチドに翻訳されるという『r-Peptide』仮説の解明を目指し、rRNA配列
由来のポリペプチド（r-peptide）の同定と機能について研究を実施した。バイオインフォマティクス解析より
得られたr-peptideが特異的な抗-抗菌活性を有し、その作用機序モデルを示した。さらに、質量分析解析によ
り、抗生物質存在下において酸化型r-peptideの発現が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In recent years, antibiotics have become increasingly important in medicine 
and society. In this study, we investigated the identification and function of polypeptides derived 
from rRNA sequences (r-peptides) to elucidate the "r-Peptide" hypothesis that prokaryotic rRNA, 
which is supposed to be a non-protein-coding RNA, intrinsically encodes genetic information, and is 
translated into polypeptides under special circumstances such as when survival is threatened. The 
identification and function of rRNA-derived polypeptides (r-peptides) were studied to elucidate the
 "r-Peptide" hypothesis. Bioinformatics analysis showed that the r-peptides had specific 
anti-bacterial activity and provided a mechanistic model for their action. In addition, mass 
spectrometry analysis suggested the expression of oxidized form of the r-peptide in the presence of 
the antibiotics.

研究分野：生体分子化学

キーワード： ポリペプチド　ストレス　翻訳　コーディング　抗菌活性　r-Peptide仮説
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、大腸菌の危機状態対応への進化の解明として大きな意味を持つばかりでなく、医療に対しても
極めて重要な意義を持つ。本研究により、原核生物の危機回避メカニズムが解明され、この新規メカニズムに基
づいた、全く新しいタイプの抗生物質の開発への展開も期待される。
さらに、本研究は、タンパク質をコードしないノンコーディングRNAとされているrRNAが、特定の条件下で翻訳
され機能性ポリペプチドを発現するという、生命科学・分子生物学のセントラルドグマの拡張も示すこととなっ
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 抗生物質は細菌などの微生物に対する増殖抑制、あるいは殺菌作用を有しており、多くの

感染症の治療に広く利用されている。抗生物質は多様な作用部位、作用機序を有しており、

DNA の合成阻害、タンパク質合成阻害、細胞壁合成阻害などのメカニズムが知られている。

細菌は抗生物質に対する耐性機構を有しており、酵素による分解・修飾、標的分子の変異、

外膜変化による透過性減少、トランスポーターによる排出など様々な防御メカニズムが知ら

れている。薬剤耐性菌の存在は抗生物質による感染症の治療を妨げ、院内感染など重大な健

康被害を引き起こす要因となるため、医学的、社会的に大きな問題となっている。このため、

新規な薬剤耐性機構の解明が強く求められている。 
 
 生命科学・分子生物学の『セントラルドグマ』において、生命現象を主として担うポリペ

プチド（タンパク質）は、遺伝情報を有する DNA から転写されたメッセンジャーRNA（mRNA）

にコードされ、mRNA からの翻訳によって生合成される。タンパク質をコードしないノンコ

ーディング RNA であるリボソーム RNA（rRNA）は、大腸菌 E. coli では 16S, 23S, 5S の 3 種

が存在し、膨大な量が生合成されており、全 RNA のうち重量比で約 80%以上を占める。ま

た、大腸菌が危機状態になったとき、rRNA の不安定化や分解などにより分子構造的な変化

が起きることが知られている。 
 大腸菌をはじめとする原核生物は、真核生物と比較してゲノム上に非常に密に遺伝子を有

し、生体機能を極めて効率良く維持している。このため、膨大に合成されている rRNA が、

特殊な条件下で翻訳の反応場以外の機能を有することが強く推察される。また、大腸菌にお

ける翻訳には、真核生物のように mRNA 修飾が翻訳開始に必須ではなく、RNA 中の Shine-
Dalgarno配列に、リボソームが直接的に結合して翻訳が開始される。 
 
 以上より、ノンコーディング RNA とされている原核生物リボソーム RNA（rRNA）が遺伝

子情報をコードする潜在的な Open Reading Frame（latent ORF）を有し、生存危機回避などの

特殊な状況においてポリペプチドに翻訳され機能するという『r-Peptide』仮説を提唱している。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、原核生物 rRNA が潜在的にコード情報を有し、生存危機回避などの特異な状

況においてポリペプチドに翻訳されるという新規な『r-Peptide 仮説』に基づき、生存危機ス

トレスにより rRNA の latent ORF より翻訳されるポリペプチド（r-Peptide）を同定し、それら

の危機防御における機能とその機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 

(1) ペプチド合成 
 すべてのペプチドは、Fmoc固相合成法により化学合成した。HPLC で精製した後、MALDI-
TOF MS により分子量を確認した。 

 
(2) 抗菌活性 
 抗菌活性は、野生型大腸菌株 E.coli MG1655 を用いて、液体培地による濁度測定法により

分析した。 
 

(3) 形態変化解析 
 r-Peptide による大腸菌の形態変化は、顕微鏡観察により実施した。各種条件における大腸

菌はアクリジンオレンジ染色後、蛍光顕微鏡によって得られた画像により分析した。 
 
(4) 抗体作製 
 rabbit に抗原 Peptide を投与し、血清を得た。抗原 Peptide には r-Pep2 の 8 位 Ala置換体を

使用し、KLH conjugate により免疫した。得られた抗血清を、r-Pep2 の N末端および C末端
フラグメントを結合したアフィニティカラムにより精製した。得られた精製抗体は、ELISA
により特異性と親和性を測定した。 
 
(5) 封入体の調製と質量分析解析 
 大腸菌の培養ペレットを、フレンチプレスおよびソニケーター超音波処理したサンプルか

らまず 4℃、2040 G、5 min で遠心し、上清と沈殿を得た。その後、上清を 4℃、9877 G、10 
min で遠心し、上清とペレットを回収し、不溶性画分を封入体とした。得られたサンプルを



SDS-PAGE で分離後、銀染色を行った。 
 また、上記で得られた封入体をショットガン法により nLC-MS/MS を用いてプロテオーム

解析を実施した。 
 
４．研究成果 

(1) r-Peptide の活性解析 
 バイオインフォマティクス解析により大腸菌 MG1655株の rRNA配列から latent ORF を推

定し、詳細かつ寛容な r-Peptide データベースを構築した。そのうちさらに選択した 4 種のペ

プチド r-Pep1〜4 を化学合成した。 
  

化学合成した r-Pep について、大腸菌に対する効果を解析した。その結果、r-Pep1 が抗菌活性

を示すことが明らかとなった。さらに、r-Pep2 が、大腸菌に対するカナマイシンの抗菌活性

を阻害する、抗-抗菌活性を有することを明らかとした（図１）。 

 
(2) 抗カナマイシン活性における r-
Pep2 の構造活性相関 
 r-Pep2 による大腸菌の抗カナマイ

シン活性に N 末端のホルミル Met 残
基は重要でないことを明らかとした

（図２）。また、Ala-Scanning 解析によ

って、9 位 Trp、11 位 Arg、14 位 His
が活性に重要であることを明らかと

した（図３）。 
 
 さらに、プラスミドベクターを用い

て r-Pep2 を内部発現させた大腸菌を

カナマイシン添加条件で培養した結

果、内部発現した r-Pep2も外部から添

加した r-Pep2 と同様の抗カナマイシ

ン活性を有することを明らかとした

（図４）。 
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図１ r-Pep2の抗-抗菌活性 
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図３ r-Pep2の Ala-scanning 
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図４ 内部発現 r-Pep2の活性 図５ r-Pep2の抗生物質に対する特異性 



さらに興味深いことに、抗-抗菌活性

がアミノグリコシド系に極めて特異

的であり、β-ラクタム系やマクロラ

イド系など、他の作用機序を有する

抗生物質に対しては作用しないこと

を明らかとした（図５）。 
 
 
(3) r-Pep2 による大腸菌形態変化 
 カナマイシンおよび r-Pep2添加時
の大腸菌の形態変化を顕微鏡観察に

より解析した。その結果、カナマイシ

ン存在下において r-Pep2 の添加によ

り、大腸菌の菌長が伸長することが

明らかとなった（図６）。さらに、

separation stage の増加が観察された

（図７）。 
 

(4) r-Pep2 による封入体形成 
 興味深いことに、 カナマイシン存

在下において r-Pep2 が大腸菌の封入

体形成を促進することが明らかとな

った（図８）。封入体の個数によって

大腸菌を分類し、それぞれの割合を

定量した結果、カナマイシン存在下

において r-Pep2添加により、片側に

封入体を有する大腸菌が 70%以上も

観察された。 
 
 さらに、蛍光性アクリドン r-Pep2アナローグをデザインし合成した。この蛍光性アナロー

グを大腸菌に投与した結果、大腸菌内に取り込まれ、封入体に局在することが示された（図

９）。 
 
 
(5) r-Pep2依存性封入体の解析 
 カナマイシン存在下で r-Pep2依存的に形成される封入体の構成成分を解析するため、封入

体を精製し、銀染色を実施した。その結果、各条件において特有のバンドが検出された（図

10）。封入体の構成タンパク質の候補としてシャペロンタンパク質が nLC-MS/MS 解析により

検出された。 
 
 

図６ r-Pep2による菌長の変化 

図７ r-Pep2の separation stageへの効果 

図８ r-Pep2による封入体形成 図９ 蛍光性 r-Pep2の局在 
 



 
(6)内在性 r-Pep2 の同定 
 rabbit ポリクローナル r-Pep2 抗体を作製し、r-
Pep2 のペプチドフラグメントを用いたアフィニ

ティ精製により、r-Pep2 の N末端あるいは C末端
をそれぞれと極めて特異的に結合する抗体を調

製した。 
 カナマイシン存在下で培養した大腸菌 lysate を

用いて r-Pep2 抗体による pull-down assay を実施

し、nLC-MS/MS により解析した。その結果、ホル

ミル Met が付加し、酸化修飾された r-Pep2 に相当

するペプチドフラグメントが検出された。 
さらに、in vitro で酸化処理を行なった r-Pep2 を用

いて、抗カナマイシン活性を解析した結果、酸化

型 r-Pep2が抗カナマイシン活性を維持することを

明らかとした（図 11）。 
 
 
 
 
 

 
 以上の本研究の結果より、r-Peptide が極めて興味ある機能を持ち、抗生物質などの危機ス

トレスにより、大腸菌内で発現する可能性が示唆された。 
 本研究の成果は、大腸菌の危機状態対応への進化の解明として大きな意味を持つばかりで

なく、医療に対しても極めて重要な意義を持つ。本研究により、原核生物の危機回避メカニ

ズムが解明され、この新規メカニズムに基づいた、全く新しいタイプの抗生物質の開発へと

展開も期待される。 
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