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研究成果の概要（和文）：環境ゲノム由来16S rRNA遺伝子を大腸菌欠損株に導入し、生育を相補する16S rRNAをライブ
ラリー化した。この際、PCRプライマーにより19番目の塩基と916番目の塩基との間でミスマッチが生じる場合、ミスマ
ッチの種類や16S rRNA配列全体によってはスペクチノマイシン耐性が現れることが判明した。また、ミスマッチを含ま
ないように設計したPCRプライマーを用いて得た16S rRNA遺伝子置換大腸菌ライブラリーを種々の抗生物質存在下でス
クリーニングしたところ、スペクチノマイシン（4）、G418（10）、テトラサイクリン（2）、アプラマイシン（1）に
対して耐性を示す株が得られた。

研究成果の概要（英文）：We have constructed a metagenomic library of 16S rRNA, which complemented the 
growth of the null mutant of Escherichia coli. When we used a forward primer, which could generate 
unwanted mismatch between 19 and 916 bases, we found some of the mutant strains happened to obtain a 
spectinomycin resistance. When a primer, which would not generate mismatch at the site, no such 
resistance was observed. From the metagenomic library of the 16S rRNA genes, we identified a various 
antibiotic resistant strains: spectinomycin (4 clones); G418 (10 clones); tetracycline (2 clones); and 
apramycin (1 clone). These clones contained some new nucleotides that provide the resistance on the host 
strain.

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景 
抗生物質耐性機構の解明は、細菌感染症の予
防・治療にとって極めて重要な研究課題であ
り、最近では耐性遺伝子の網羅的解析（レジ
ストーム解析）が盛んに行われている。その
結果、新規耐性遺伝子の発見や、それらが従
来想定していなかったような環境等（例えば
院内ではなく自然環境）にも流布しているこ
となど、耐性獲得機構の一端が明らかにされ
た。このように大きな進展を見せているレジ
ストーム研究であるが、解析対象が失活酵素
等をコードする遺伝子に限定されており、抗
生物質の標的分子の代表格であるリボソー
ム変異などは研究されていない。これはリボ
ソーム機能解析が本質的に困難なためであ
る。	
	 リボソームは 3 つの RNA と 57 もの蛋白質
からなる分子量 270 万の超分子複合体であり、
構成要素のどれに変異が入ったかを同定す
るのは極めて困難である。また、耐性の主要
因となる rRNA も研究歴が長いにもかかわら
ず変異情報は圧倒的に不足している。16S	
rRNA 遺伝子配列を単純に並べたところで耐
性変異を推定することは不可能に等しい。さ
らに、rRNA オペロンはゲノム内に複数コピー
存在する（例えば大腸菌では 7コピー）ため、
そのうちの一つに耐性変異が生じたとして
も表現型として現れないことが多い。	
	 これに対し我々は、大腸菌の rRNA オペロ
ン欠損株（Δ7株）を用いることで、単一 rRNA
オペロン機能解析システムを開発した。本シ
ステムを用いて異種由来の 16S	rRNA 遺伝子
の機能をハイスループットスクリーニング
したところ、大腸菌の遺伝子欠損を相補可能
な異種 16S	rRNA を次々と発見した
（Kitahara	&	Miyazaki,	Nature	Commun,	
2011;	Kitahara	et	al.,	PNAS,	2012）。そこ
で我々は、rRNA のレジストーム研究に本シス
テムを適用すれば rrn 遺伝子中の耐性変異を
極めて効率的に発見できるのではないかと
着想した。	
 
２．研究の目的 
本研究課題では、以下の流れに従い、rRNA 変
異に起因する耐性変異を網羅的にスクリー
ニングする。	
(1) 各種環境ゲノムを鋳型に 16S/23S	rRNA

遺伝子を PCR 増幅する。	
(2) (1)で得た異種生物由来の rRNA をΔ7 株

に導入し、生育に基づきスクリーニング
する。	

(3) (2)で得られた変異株ライブラリーを抗
生物質の存在下で培養する。	

(4) 生育の見られた変異株の rRNA 遺伝子解
析により耐性変異を明らかにする。本研
究では 16S,	23S	rRNA ライブラリーの大
規模スクリーニングにより、rRNA に起因
する抗生物質耐性変異の集大成となる
データベースを構築することを目指す。	

 

３．研究の方法 
まず、大腸菌の rRNA オペロンの完全欠損株
（Δ7株）を宿主として、異種由来の 16S	rRNA、
23S	rRNAにより生育の相補された変異株を取
得する。16S	rRNA、23S	rRNA 遺伝子の給源と
しては種々の環境ゲノムを用い、ライブラリ
ー規模の拡大を図る。次に変異株ライブラリ
ーをアミノグリコシド系、テトラサイクリン
系、マクロライド系など、リボソーム攻撃型
の抗生物質存在下で網羅的にスクリーニン
グする。得られた耐性株の rRNA 遺伝子の配
列解析から耐性変異を推定するとともに、大
腸菌 rRNA への変異の組み込みを行い、耐性
をもたらす変異を特定する。全く新規な変異
点が現れることも予想されるが、大腸菌 rRNA
とのキメラ創成等の手法により変異点を含
む領域の限定を行う。上記研究を通じ、rRNA
レジストームに関する情報を統合・体系化す
る。	

	

	
４．研究成果	
まず、種々の環境より調製した環境ゲノムを
鋳型に16S	rRNA遺伝子をPCR法により増幅し
た。この際、増幅プライマーとしては、遺伝
子開始直後に位置する系統群ごとに特徴的な
部位を含むもの、含まないものの2種類を用い、
ミスマッチの影響を合わせて解析した。	
	 ゲノムデータベースに登録されている遺伝
子情報からは、大腸菌の属するγープロテオ
バクテリア細菌は、19番目の塩基としてAを有
するものが多く、その他の系統群ではCを有す
るものが多い。この塩基は916番目の塩基と対
合しているが（19A-916Uまたは19C-916G）、
本来の組み合わせと異なる場合、機能に影響
が出る恐れがある。そこで、19A-916Gまたは
19C-916Uとなる人工的な16S	rRNAの機能を配
列既知の微生物由来の16S	rRNAを用いて評価
した。その結果、塩基対の組み合わせによっ
てはリボソーム活性をほぼ失うものや、温度
感受性の変化するものなどが出現した。さら
に興味深いことに、ミスマッチを含む変異体
の幾つかにスペクチノマイシン耐性を示すも
のが出現した。	
	 上記検討とは別に、ミスマッチを含まない
ように設計したプライマーを用いて得た 16S	
rRNA 遺伝子のうち、大腸菌欠損株内での機能
相補性、引き続いて様々な抗生物質存在下で
耐性スクリーニングを行ったところ、新規変



 

 

異を見いだすことができた。取得したクロー
ンにつて塩基配列解析を行った結果、微生物
の起源としては、γープロテオバクテリアの
ものや門レベルで異なるものが含まれてい
た。	
	 種々のリボソーム攻撃性の抗生物質を使
用してライブラリーをスクリーニングした
結果、スペクチノマイシン（4株）、G418（10
株）、テトラサイクリン（2 株）、アプラマ
イシン（1 株）に対して耐性を示す株が得ら
れた。さらに、いくつかの薬剤に対して多重
耐性を示すものも存在した。推定された変異
点を大腸菌 16S	rRNA に導入した結果、同様
の耐性を示す結果が得られる場合が大多数
であったが、逆に異種 16S	rRNA の推定耐性
変異を大腸菌型に戻した場合にも、完全に耐
性が消失しない場合も散見された。これは、
耐性の発現機構が一塩基支配ではないこと
や複合的な構造の歪みなどによりもたらさ
れたためと考えている。	
	 従来、rRNA は水平伝播しない分子として信
じられていたが、本研究で示されたように、
水平伝播により、抗生物質耐性という新たな
有用形質を獲得する可能性が強く示唆され
た。我々は、生物情報解析により、16S	rRNA
が異種微生物間で頻繁に水平伝播している
のではないかという予備的な結果を得てい
る。上述の通り、rRNA はゲノム中に複数コピ
ー存在するため、耐性の発現には「潜伏期」
があると思われる。すなわちゲノム中の全て
の rRNA が水平伝播とそれに引き続くゲノム
内組換えにより乗っ取られて初めて強い耐
性が現れると考えられる。このモデルを想定
すると、抗生物質耐性変異を 1	rRNA レベル
で知り、その出現前に適切な対策を取ること
が耐性の爆発的な蔓延に重要であると思わ
れる。	
	 今回の課題では 23S	rRNA については、技
術的な困難（PCR プライマーの設計）により
16S	rRNA を中心に研究を行ったが、16S	rRNA
について上記耐性発現メカニズムについて
早急に論文成果などにまとめ公表するとと
もに、耐性変異 DB についても構築していき
たい。	
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