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研究成果の概要（和文）：　大腸菌細胞の塩耐性に対する様々な薬剤の効果を調べたところ、翻訳阻害剤であるクロラ
ムフェニコール、カスガマイシン、テトラサイクリンの添加は細胞の塩耐性を上昇させることを明らかにした。qRT-PC
Rを用いて、膜関連のシグマ因子であるシグマEの一過的発現が早まることを明らかにした。
　さらに、細胞の塩耐性は細胞内セカンドメッセジャーであるppGppを産生させるセリンハイドロキサメートによって
も引き起こされることを明らかにした。最終的に、細胞の浸透圧（塩）耐性に至る経路には、ppGpp依存経路とppGpp非
依存経路の２つの異なった経路があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  Effects of various kinds of drugs on Escherichia coli cell were examined and we 
found inhibitors of protein synthesis such as chloramphenicol, kasgamycin or tetracycline increase resista
nce to osmotic (salt) stress. By using qRT-PCR, we also found that these protein synthesis inhibitors prem
aturely and transiently activate these membrane-related sigma factor, sigma E. 
  Resistance to osmotic (salt) stress is also provided by serine hydroxamate, which produces ppGpp. We fin
ally found that there are two pathways for salt resistance, ppGpp-dependent and ppGpp-independent pathways
. 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究は、以下に記す「ある種の翻訳阻害
剤が細胞の塩耐性をもたらす」という予備的
な研究結果を基礎とするものである。培地に
高濃度の塩（1.0 M NaCl）を加えると大腸菌
の生育は停止するが、あらかじめ特定の翻訳
阻害剤を加えて培養した大腸菌は高濃度の
塩を加えても生育を続けた。 
 これまで、浸透圧（塩濃度）の上昇に対す
る細胞応答は、EnvZ-OmpR の二成分系による
シグナル伝達、細胞内膜に結合している転写
開始因子（シグマ E）の細胞質への放出によ
る活性化、カリウムイオンの急激な取り込み
に続く細胞内オスモライト濃度の上昇など
の経路により説明されてきた（次ページ図）。
このような既知の浸透圧耐性システムの中
で、転写制御や non-coding RNA による特定
の mRNA の翻訳制御が関与することは知られ
ていたが、一般的な翻訳における制御が関わ
るという報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、予備的な研究結果をもとにして
「翻訳阻害剤による浸透圧抵抗性獲得」とい
う概念を確立し、遺伝学的手法、生理学的手
法ならびに生化学的手法を駆使してそのメ
カニズムを解明する。さらに、既知の浸透圧
ストレス応答メカニズムとの関連性を明ら
かにすることを通して、新しい浸透圧耐性遺
伝子発現のネットワークの全体像を明らか
にする。また、翻訳阻害剤のターゲットとな
っている翻訳装置（リボソーム）に注目し、
高浸透圧ストレス下におけるサブユニット
の解離会合、翻訳能、翻訳阻害剤による阻害
効果、リボソームタンパク質の組成を解析す
ることを通して、この現象の原因を追究する。 
 
３．研究の方法 
 まず、浸透圧ショックに対する各種翻訳阻
害剤の効果を調べる。浸透圧ショックの前後
の遺伝子発現に顕著な差が出る遺伝子を探
索し、その遺伝子発現の浸透圧ショック前後
の時間的経過を解析する。特に、セカンドメ
ッセンジャーやシグマ因子に着目する。次に、
そこで明らかにされた遺伝子について、「翻
訳阻害剤による細胞の浸透圧耐性獲得」に対
する遺伝子破壊の影響を解析する。これによ
り、「翻訳阻害剤による細胞の浸透圧ストレ
ス応答」のネットワークを明らかにし、「翻
訳阻害剤による細胞の浸透圧耐性獲得」の原
因を探る。 
 
４．研究成果 
 まず、細胞の塩耐性に対する様々な薬剤の
効果を調べた。翻訳阻害剤であるクロラムフ
ェニコール、カスガマイシン、テトラサイク
リンの添加は細胞の塩耐性を上昇させた。翻
訳阻害剤でも、ストレプトマイシン、ネオマ
イシン、フシジン酸は効果がなかった。また、
転写阻害剤やDNA合成阻害剤も効果がなかっ

た。 
 次に、各種翻訳阻害剤存在下におけるシグ
マ E（膜結合型シグマ因子）の遺伝子発現に
ついて qRT-PCR を用いて調べた。まず、通常
の状態（翻訳阻害剤非存在下）においては、
浸透圧ショック後数時間経過した後、シグマ
E の一過的発現が見られた。シグマ E の一過
的発現は塩濃度が高いほど、その開始が遅く
なっていた。おもしろいことに、翻訳阻害剤
存在下においては、シグマ Eの一過的発現が
早く始まるようになっていた。 
 細胞の浸透圧（塩）耐性がセリル tRNA 合
成酵素の阻害剤であるセリンハイドロキサ
メートによっても引き起こされることを明
らかにした。セリンハイドロキサメートは、
細胞内のセカンドメッセンジャーである
ppGpp を生産させることが知られており、本
研究では、翻訳阻害剤による浸透圧（塩）耐性
に対する ppGpp の効果を解析した。まず、
ppGpp 合成酵素である RelA と SpoT を欠損し
た細胞を作製した。この ppGpp 非生産細胞で
は、セリンハイドロキサメートの効果はなく
なったが、カスガマイシン等の翻訳阻害剤の
効果は依然として見られた。これらの薬剤と
ppGpp 欠損との相乗効果なども考慮し、最終
的に細胞の浸透圧（塩）耐性に至る経路には、
ppGpp 依存経路と ppGpp 非依存経路の２つの
異なった経路があることを結論づけた。 
 なお、シグマ E（膜結合型シグマ因子）の
一過的活性化が通常より早期におこるとい
う現象は、ppGpp 依存経路と ppGpp 非依存経
路のどちらで同じように起こることを明ら
かにした。 
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