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(57)【要約】
【課題】抗生物質等の「抗菌活性を有する薬剤」の標的
たんぱく質を同定する方法を提供すること、及び、薬剤
耐性を得る原因になった塩基置換の同定方法を提供する
こと。
【解決手段】抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質を
同定する方法であって、該薬剤に対する薬剤耐性変異株
の中から温度感受性変異株を単離し、該温度感受性変異
株におけるアミノ酸変異が導入されたたんぱく質を同定
し、該アミノ酸変異が導入される前のたんぱく質を、該
抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質であると同定す
ることを特徴とする標的たんぱく質の同定方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質を同定する方法であって、該薬剤に対する薬剤
耐性変異株の中から温度感受性変異株を単離し、該温度感受性変異株におけるアミノ酸変
異が導入されたたんぱく質を同定し、該アミノ酸変異が導入される前のたんぱく質を、該
抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質であると同定することを特徴とする標的たんぱく
質の同定方法。
【請求項２】
　上記単離された温度感受性変異株の温度感受性に寄与する遺伝子の変異部位を同定する
ことにより、上記アミノ酸変異が導入されたたんぱく質を同定する請求項１に記載の標的
たんぱく質の同定方法。
【請求項３】
　以下の工程１乃至工程４を有する請求項１又は請求項２に記載の標的たんぱく質の同定
方法。
工程１：菌を薬剤の存在下で培養し、薬剤耐性変異株を単離する。
工程２：工程１で単離された薬剤耐性変異株の中から、温度感受性変異株を単離する。
工程３：工程２で単離された薬剤耐性かつ温度感受性変異株に、上記菌のゲノムライブラ
リーを導入して、温度感受性が抑圧された株を単離する。
工程４：配列決定（sequence　determination）して、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の
温度感受性を抑圧する遺伝子領域Ａを同定する。
工程５：該遺伝子領域Ａでコードされるたんぱく質を、上記薬剤の標的たんぱく質である
と同定する。
【請求項４】
　薬剤耐性変異株が、該薬剤耐性を得る原因になった「標的たんぱく質のアミノ酸置換を
導く塩基置換」の同定方法であって、以下の工程１乃至工程４を有することを特徴とする
薬剤耐性を得る原因になった塩基置換の同定方法。
工程１：菌を薬剤の存在下で培養し、薬剤耐性変異株を単離する。
工程２：工程１で単離された薬剤耐性変異株の中から、温度感受性変異株を単離する。
工程３：工程２で単離された薬剤耐性かつ温度感受性変異株に、上記菌のゲノムライブラ
リーを導入して、温度感受性が抑圧された株を単離する。
工程４：配列決定（sequence　determination）して、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の
温度感受性を抑圧する遺伝子領域Ａを同定する。
工程５：薬剤耐性かつ温度感受性変異株の該遺伝子領域Ａを配列決定（sequence　determ
ination）してアミノ酸置換を導く塩基置換を同定する。
【請求項５】
　請求項１乃至請求項３の何れかの請求項に記載の標的たんぱく質の同定方法を使用して
同定された標的たんぱく質を標的とみなして改めて新たにスクリーニングすることを特徴
とする抗菌活性を有する薬剤のスクリーニング方法。
【請求項６】
　請求項１乃至請求項３の何れかの請求項に記載の同定方法を使用して同定された標的た
んぱく質を標的とみなして改めて新たにスクリーニングする工程を有することを特徴とす
る抗菌活性を有する薬剤の製造方法。
【請求項７】
　請求項１乃至請求項３の何れかの請求項に記載の同定方法を使用して同定された標的た
んぱく質を標的とする薬剤であって、該標的たんぱく質の同定方法の確立に使用した抗菌
活性を有する薬剤以外の薬剤であることを特徴とする抗菌活性を有する薬剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質を同定する方法に関し、更に詳しく
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は、抗生物質等の「抗菌活性を有する薬剤」に対し薬剤耐性であり、かつ温度感受性であ
る変異株を解析することに基づいた、該「抗菌活性を有する薬剤」の標的たんぱく質を同
定する方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　抗生物質等の「抗菌活性を有する薬剤」は、様々な細菌感染症の治療薬として用いられ
ている。かかる抗菌活性を有する薬剤は、通常、細菌等の特定の機能を阻害するものであ
り、これまでに、ＤＮＡ複製、ＲＮＡ合成、リボソームの形成、細胞壁生合成機構等を阻
害する「抗菌活性を有する薬剤」が開発されており、臨床においても使用されている。
【０００３】
　抗生物質等の開発においては、当然、抗菌活性の有無を指標として、抗生物質である薬
剤がスクリーニングされる。そして、該薬剤の標的たんぱく質を同定する方法としては、
例えば、その薬剤に対する薬剤耐性菌を用い、遺伝子の差異を特定することによって、該
抗生物質等の薬剤の標的分子を同定する方法がある。
　しかしながら、多くの場合、その薬剤の標的たんぱく質を同定することは極めて難しい
。
【０００４】
　一般に、薬剤耐性菌の薬剤耐性機構は、増殖に必要な標的たんぱく質分子の変化、薬剤
排出トランスポーターの生成、修飾酵素・分解酵素による薬剤の分解若しくは不活性化、
細胞表面の変質による薬剤透過性の変化（菌への取り込み阻害）等、多岐にわたっている
。
【０００５】
　従って、薬剤の標的たんぱく質を同定することが極めて難しい原因のひとつとして、薬
剤耐性菌を用いて遺伝学的に「抗菌活性を有する薬剤」の標的分子を同定する際に、細菌
の増殖抑制に直接寄与する標的分子ではない、例えば、上記した薬剤排出トランスポータ
ー等が候補として取れてしまうという問題点が挙げられる。すなわち、薬剤排出トランス
ポーター等に係る遺伝子部分が差異部分として認識されてしまい、該「抗菌活性を有する
薬剤」が標的とする増殖に必要な化合物分子、すなわち標的たんぱく質のみを同定するこ
とは難しかった。
【０００６】
　本発明者は、温度感受性変異株の単離による「黄色ブドウ球菌の増殖に必要な遺伝子」
の同定に成功している（非特許文献１～７）。
　それによると、温度感受性変異株においては、増殖に必要な遺伝子にアミノ酸変異を導
く塩基置換変異が起こっている。そのため、高温になると（変異株でない場合には正常に
増殖を維持できる程度の温度であっても）、変異が導入されたたんぱく質は、正常に働け
なくなる。
【０００７】
　一方、抗生物質の一種であるリファンピシン（Rifampicin）において、薬剤耐性菌は、
リファンピシンとの結合部位にアミノ酸置換変異が導入されることにより、ファンピシン
耐性となることが報告されている（非特許文献８）。
【０００８】
　このように、特定の抗生物質においては、耐性菌の有するたんぱく質にアミノ酸置換変
異が起こっているものが知られており、その場合には、該抗生物質の標的たんぱく質が同
定されているが、一般的に広く利用・適用が可能な方法としての「抗菌活性を有する薬剤
の標的たんぱく質を同定する方法」は知られていなかった。
【０００９】
　近年、薬剤耐性の、特に多剤耐性の黄色ブドウ球菌や緑膿菌が病院等で分離され、重篤
な敗血症等を引き起こす事例が多数報告されている。
　そこで、一般的に広く利用・適用・応用が可能な「抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱ
く質を同定する方法」が望まれており、更には、標的たんぱく質が同定されたことによる
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、新たな作用機序の抗生物質等の薬剤の開発促進が望まれている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Li Y, Kurokawa K, ReutimannL, Mizumura H, Matsuo M, SekimizuK., 
Microbiology. 2007 Oct;153(Pt 10):3370-9.
【非特許文献２】Ishibashi M, Kurokawa K, Nishida S, Ueno K, Matsuo M, Sekimizu K
., FEMS Microbiol Lett. 2007 Sep;274(2):204-9. Epub2007 Jun 30.
【非特許文献３】Murai N, Kurokawa K, Ichihashi N, MatsuoM, Sekimizu K., FEMS Mic
robiolLett. 2006 Jan;254(1):19-26.
【非特許文献４】Li Y, Kurokawa K, Matsuo M, Fukuhara N, Murakami K, SekimizuK., 
Mol Genet Genomics. 2004 May;271(4):447-57.
【非特許文献５】Matsuo M, Kurokawa K, Nishida S, Li Y, Takimura H, Kaito C, Fuku
hara N, Maki H, Miura K, Murakami K, Sekimizu K., FEMS Microbiol Lett. 2003 May 
16;222(1):107-13.
【非特許文献６】Kaito C, Kurokawa K, Hossain MS, AkimitsuN, Sekimizu K., FEMS Mi
crobiolLett. 2002 Apr 23;210(1):157-64.
【非特許文献７】Inoue R, Kaito C, Tanabe M, Kamura K, Akimitsu N, Sekimizu K.,Mo
l Genet Genomics. 2001 Dec;266(4):564-71.
【非特許文献８】Campbell EA, Korzheva N, Mustaev A, Murakami K, Nair S, Goldfarb
 A, Darst SA., Cell. 2001 Mar 23;104(6):901-12.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は上記背景技術に鑑みてなされたものであり、その課題は、抗生物質等の「抗菌
活性を有する薬剤」の標的たんぱく質を同定する方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者は、上記の課題を解決すべく鋭意検討を重ねた結果、薬剤耐性かつ熱感受性と
なった株では、増殖に必要な標的遺伝子に変異が導入されているのではないかと考え、薬
剤耐性株の中から、温度感受性変異株が単離できるのではないかと考えた。そして、薬剤
耐性変異株の中から温度感受性変異株を単離すれば、その変異は、増殖に必要なたんぱく
質にアミノ酸変異が導入された結果もたらされたものであるから、そのたんぱく質が標的
たんぱく質であるといえることを見出した。
【００１３】
　温度感受性変異株となる割合は、変異株全体に対しては、通常は約１／１０００である
が、約６種類の薬剤の薬剤耐性変異株のそれぞれについて温度感受性試験を実施した結果
、同時に温度感受性変異株ともなっている割合は、驚くべきことに、薬剤耐性変異株全体
に対しては、全て約１／１５に極端に上昇していることを見出した。
　このことは、温度感受性となる原因であるアミノ酸変異が起こっているたんぱく質が、
標的たんぱく質である可能性が高いからであると考え、下記するように実際に検証した結
果、本発明に至った。
　すなわち、単離された変異株の温度感受性に寄与する遺伝子（変異株でない場合には正
常に増殖を維持できる程度の温度であっても、正常な増殖を維持できなくなる性質の原因
となる遺伝子）の変異部位を同定することにより、菌の増殖に必要な、「抗生物質等の『
抗菌活性を有する薬剤』の標的たんぱく質」が同定できることを見出し、本発明に至った
。
【００１４】
　本発明を用いて、抗生物質の一種であるリファンピシンの標的たんぱく質として既に知
られているｒｐｏＢの同定が行えることが検証された。すなわち、本発明の有効性が、既
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知の「抗生物質－標的たんぱく質」の系で立証された。
【００１５】
　更に、本発明を用いて、抗菌活性を有する化合物である＃１８（図１１の化学構造を示
す。標的たんぱく質は知られていない。）の標的たんぱく質の候補として、ＨＭＧ－Ｃｏ
ＡレダクターゼであるＭｖａＡを同定し、新規の系で本発明の有効性を立証した。
【００１６】
　すなわち、本発明は、抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質を同定する方法であって
、該薬剤に対する薬剤耐性変異株の中から温度感受性変異株を単離し、該温度感受性変異
株におけるアミノ酸変異が導入されたたんぱく質を同定し、該アミノ酸変異が導入される
前のたんぱく質を、該抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質であると同定することを特
徴とする標的たんぱく質の同定方法を提供するものである。
【００１７】
　また、本発明は、上記単離された温度感受性変異株の温度感受性に寄与する遺伝子の変
異部位を同定することにより、上記アミノ酸変異が導入されたたんぱく質を同定する上記
の標的たんぱく質の同定方法を提供するものである。
【００１８】
　また、本発明は、以下の工程１乃至工程４を有する上記の標的たんぱく質の同定方法を
提供するものである。
工程１：菌を薬剤の存在下で培養し、薬剤耐性変異株を単離する。
工程２：工程１で単離された薬剤耐性変異株の中から、温度感受性変異株を単離する。
工程３：工程２で単離された薬剤耐性かつ温度感受性変異株に、上記菌のゲノムライブラ
リーを導入して、温度感受性が抑圧された株を単離する。
工程４：配列決定（sequence　determination）して、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の
温度感受性を抑圧する遺伝子領域Ａを同定する。
工程５：該遺伝子領域Ａでコードされるたんぱく質を、上記薬剤の標的たんぱく質である
と同定する。
【００１９】
　また、本発明は、薬剤耐性変異株が、該薬剤耐性を得る原因になった「標的たんぱく質
のアミノ酸置換を導く塩基置換」の同定方法であって、以下の工程１乃至工程４を有する
ことを特徴とする薬剤耐性を得る原因になった塩基置換の同定方法を提供するものである
。
工程１：菌を薬剤の存在下で培養し、薬剤耐性変異株を単離する。
工程２：工程１で単離された薬剤耐性変異株の中から、温度感受性変異株を単離する。
工程３：工程２で単離された薬剤耐性かつ温度感受性変異株に、上記菌のゲノムライブラ
リーを導入して、温度感受性が抑圧された株を単離する。
工程４：配列決定（sequence　determination）して、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の
温度感受性を抑圧する遺伝子領域Ａを同定する。
工程５：薬剤耐性かつ温度感受性変異株の該遺伝子領域Ａを配列決定（sequence　determ
ination）してアミノ酸置換を導く塩基置換を同定する。
【００２０】
　また、本発明は、上記の「標的たんぱく質の同定方法」を使用して同定された標的たん
ぱく質を標的とみなして改めて新たにスクリーニングすることを特徴とする抗菌活性を有
する薬剤のスクリーニング方法を提供するものである。
【００２１】
　また、本発明は、上記の「標的たんぱく質の同定方法」を使用して同定された標的たん
ぱく質を標的とみなして改めて新たにスクリーニングする工程を有することを特徴とする
抗菌活性を有する薬剤の製造方法を提供するものである。
【００２２】
　また、本発明は、上記の「標的たんぱく質の同定方法」を使用して同定された標的たん
ぱく質を標的とする薬剤であって、該標的たんぱく質の同定方法に用いた抗菌活性を有す
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る薬剤以外の薬剤であることを特徴とする抗菌活性を有する薬剤を提供するものである。
【発明の効果】
【００２３】
　本発明によれば、前記問題点や課題を解決し、一般的に広く利用・適用・応用が可能な
「抗生物質等の『抗菌活性を有する薬剤』の標的たんぱく質を同定する方法」を提供する
ことができる。
　また、本発明によれば、例えば、薬剤排出トランスポーター等の菌の増殖に関わらない
物質が候補として取れる可能性がないので、的確に標的たんぱく質を同定することができ
る。
　また、本発明によれば、通常は数年かかる標的たんぱく質の同定が、極めて短期間で可
能となる。
　また、本発明によれば、温度感受性の抑圧を指標とするので、標的たんぱく質の遺伝子
の同定が容易である。
【００２４】
　更に、本発明の「増殖に必要な標的たんぱく質の同定方法」や「薬剤耐性を得る原因に
なったアミノ酸置換を導く塩基置換の同定方法」が、一般的に広く適用可能なものである
ため、本発明の同定方法は、抗菌活性を有する薬剤の作用機序を解明する方法としても一
般的であり広く有用なものである。
【００２５】
　更には、標的たんぱく質や、薬剤耐性を得る原因になったアミノ酸置換を導く塩基置換
が同定されることで該薬剤の作用機序（抗菌活性を示すメカニズム）が明らかになれば、
「細菌にのみ効く」等の好ましいメカニズムと、「副作用等をもたらす可能性の高い」等
の好ましくないメカニズムが予め判明するので、薬剤の探索・開発や薬剤の実用化への指
針になる。
　また、本発明の同定方法を使用して得られた結果は、薬剤としての承認を得るためにも
有用となる。
【００２６】
　更には、標的たんぱく質や塩基置換を同定することによって、新たな作用機序が分かり
、その新たな作用機序に基づく「抗菌活性を有する薬剤」の開発方法、スクリーニング方
法又は製造方法を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】薬剤耐性変異株の中から温度感受性変異株を単離するまでの工程の一例を示す流
れ図である。
【図２】薬剤耐性かつ温度感受性変異株（以下、「RifR　TS　mutant」と略記する場合が
ある）の単離から、標的たんぱく質の同定及び薬剤耐性を得る原因になった塩基置換の同
定までの工程の一例を示す流れ図である。
【図３】RifR　TS　mutantにゲノムライブラリーを導入して、ｒｐｏＢ遺伝子を含むプラ
スミドが単離されたことを示す図である。
【図４】ｒｐｏＢ遺伝子の導入により、RifR　TS　mutantの高温感受性が抑圧されたこと
を示す図である。　「ＲＮ４２２０」は野生株、「ＲｉｆＲＴＳ」はリファンピシン耐性
かつ温度感受性変異株（RifR　TS　mutant）を示す。
【図５】RifR　TS　mutantのゲノム中のｒｐｏＢ遺伝子に、アミノ酸置換を導く１塩基置
換変異が見いだされたことを示す図である。
【図６】＃１８耐性かつ温度感受性変異株（以下、「#18R　TS　mutant」と略記する場合
がある）の単離について示す図である。
【図７】#18R　TS　mutantにゲノムライブラリーを導入して、ＭｖａＡ遺伝子を含むプラ
スミドが複数単離されたことを示す図である。
【図８】ＭｖａＡ遺伝子の導入により、#18R　TS　mutantの高温感受性が抑圧されたこと
を示す図である。
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【図９】#18R　TS　mutantのゲノム中のＭｖａＡ遺伝子に、アミノ酸置換を導く１塩基置
換変異が見いだされたことを示す図である。
【図１０】メバロン酸によって、ＭｖａＡ遺伝子変異株の温度感受性が抑圧されたことを
示す図である。　「ＬＢ０」は培地、「ＬＢ０＋Ｍｅｖ（１ｍＭ）」はメバロン酸１ｍＭ
を添加した培地、「ＲＮ４２２０」は野生株、「＃１８Ｒ，ＴＳ」は＃１８耐性かつ温度
感受性変異株（#18R　TS　mutant）を示す。
【図１１】＃１８、ＭｖａＡの基質であるＨＭＧ－ＣｏＡ、並びに、ＨＭＧ－ＣｏＡレダ
クターゼ阻害薬であるシンバスタチン（simvastatin）及びフルバスタチン（fluvastatin
）の化学構造を示した図である。
【図１２】＃１８による黄色ブドウ球菌細胞質画分のＭｖａＡ活性の阻害効果を示すグラ
フである。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　以下、本発明について説明するが、本発明は、以下の具体的態様に限定されるものでは
なく、技術的思想の範囲内で任意に変形することができる。
【００２９】
　本発明は、抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質を同定する方法であって、該薬剤に
対する薬剤耐性変異株の中から温度感受性変異株を単離し、該温度感受性変異株における
アミノ酸変異が導入されたたんぱく質を同定し、該アミノ酸変異が導入される前のたんぱ
く質を、該抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質であると同定することを特徴とする標
的たんぱく質の同定方法である。
【００３０】
　本発明において、「抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質」とは、抗菌活性を有する
薬剤が変異を生じさせる「菌中の菌の増殖に必要なたんぱく質」をいい、特に、抗菌活性
を有する薬剤が、タンパク質のアミノ酸変異を生じさせる「菌の増殖に必要な菌中のたん
ぱく質」をいう。
　本発明において、「アミノ酸変異」とは、たんぱく質を構成するアミノ酸のうち、１つ
又は２つ以上のアミノ酸が、別のアミノ酸に入れ替わる、除かれる、又は、追加されるこ
とをいう。本発明における「アミノ酸変異」は、別のアミノ酸に入れ替わることが多い。
【００３１】
　本発明において、「温度感受性」とは、野生株であれば正常に増殖を維持できる程度の
温度であっても、正常な増殖を維持できなくなっている性質のことをいい、「温度感受性
変異株」とは、温度感受性を有する変異株のことをいう。
　かかる温度としては、特に限定はないが、３０℃～５０℃が、一般の病原性細菌の増殖
可能温度等の点から好ましく、４０℃～４３℃が特に好ましい。
　以下、「温度感受性」を単に「ＴＳ」と略記することがある。
【００３２】
　本発明は、抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質の同定方法であり、また、薬剤耐性
を得る原因になった「標的たんぱく質分子内で起こった塩基置換」の同定方法である。
　抗菌の対象となる菌は、特に限定はないが、細菌であることが好ましく、細菌であれば
、技術常識から何れの菌でも本発明の対象となり得る。中でも、黄色ブドウ球菌、大腸菌
、緑膿菌、アシネトバクター、結核菌等の細菌は、実際に本発明が適用できることが確か
められている、又は、技術常識から、当然に適用でき得るものである。
【００３３】
　本発明の同定方法の一例を工程に沿って示した流れ図を、図１及び図２に示した。
　まず、本発明においては、薬剤に対する薬剤耐性変異株の中から温度感受性変異株を単
離する。ここで、培養方法、培地等は特に限定はなく公知のものが使用される。また、培
養温度、圧力、光、環境気体、培養期間等の培養条件も特に限定はない。
　菌は、特に限定はないが、種々の方法で変異誘導されることも好ましい。変異誘導剤と
しては特に限定はなく公知のものが使用できる。
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【００３４】
　培養した株の中から、まず薬剤耐性変異株を単離する。単離方法も特に限定はなく公知
の方法で行われる。
　単離された複数の薬剤耐性変異株を上記した温度で培養して、その中から、正常な増殖
を維持できなくなっている温度感受性変異株、すなわち、温度感受性を有する変異株を単
離する（これを「温度感受性試験」と略記することがある）。この工程で単離された変異
株は、薬剤耐性かつ温度感受性変異株である。
【００３５】
　例えば、図１における温度感受性試験において、３０℃では３個の薬剤耐性変異株は何
れも増殖したが、４３℃では、右下と左下の２個の薬剤耐性変異株は温度感受性を示し、
４３℃では増殖できなかったことを示している。
【００３６】
　薬剤耐性変異株ではない変異株について温度感受性試験を実施した場合、温度感受性変
異株となっている割合は、通常は約１／１０００である。
　しかしながら、驚くべきことに、薬剤耐性変異株について温度感受性試験を実施した場
合、同時に温度感受性変異株ともなっている割合は、後記の表１に示した通り、１／１３
～１／１５に上昇していることが新たに分かった。
　このことは、温度感受性となる原因であるアミノ酸変異が起こっているたんぱく質が、
標的たんぱく質であることを示唆している。
【００３７】
　次いで、単離された該温度感受性変異株、すなわち、単離された「薬剤耐性かつ温度感
受性変異株」における「アミノ酸変異が導入されたたんぱく質」を同定し、該アミノ酸変
異が導入される前のたんぱく質を、該抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質であると同
定する。
　「アミノ酸変異が導入されたたんぱく質」の同定方法は、特に限定はなく公知の方法が
用いられ、例えば、以下の方法が挙げられる。
【００３８】
　すなわち、上記の「薬剤耐性かつ温度感受性変異株」に、ゲノムライブラリー（例えば
、プラスミドライブラリー）を導入した後に培養し、温度感受性が抑制された株、すなわ
ち、例えば４３℃で増殖するようになった株を単離する。
　次いで、該プラスミドをシークエンスして、プラスミド中の遺伝子又は遺伝子領域を同
定する。この遺伝子（領域）でコードされるたんぱく質が標的たんぱく質である。
【００３９】
　「薬剤耐性かつ温度感受性変異株」の上記遺伝子又は遺伝子領域を配列決定（sequence
　determination）すれば、単離された株において、特定のたんぱく質分子（標的たんぱ
く質分子）においてアミノ酸置換を導く塩基置換が導入されている。
【００４０】
　本発明の標的たんぱく質の同定方法の典型的な好ましい工程で示すと以下である。
工程１：菌を薬剤の存在下で培養し、薬剤耐性変異株を単離する。
工程２：工程１で単離された薬剤耐性変異株の中から、温度感受性変異株を単離する。
工程３：工程２で単離された薬剤耐性かつ温度感受性変異株に、上記菌のゲノムライブラ
リーを導入して、温度感受性が抑圧された株を単離する。
工程４：配列決定（sequence　determination）して、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の
温度感受性を抑圧する遺伝子領域Ａを同定する。
工程５：該遺伝子領域Ａでコードされるたんぱく質を、上記薬剤の標的たんぱく質である
と同定する。
【００４１】
　工程１及び工程２の一例を図１に示した。工程１では、変異誘導した菌を薬剤の存在下
で培養することも好ましい。工程２で、薬剤耐性かつ温度感受性変異株を単離する。
【００４２】
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　工程３の一例を図２に示した。工程３では、「薬剤耐性かつ温度感受性変異株」に、ゲ
ノムライブラリー（例えば、プラスミドライブラリー）を導入し、温度感受性ではなくな
った変異株（温度感受性が抑制された変異株）を単離する。導入方法は公知の方法が可能
である。
【００４３】
　工程４の一例も図２に示した。工程４では、プラスミドをシークエンス（配列決定（se
quence　determination）し、プラスミド中の挿入配列を求める。ある遺伝子領域を含ん
でいるので、その遺伝子領域でコードされるたんぱく質を同定できる。シークエンス（配
列決定）の方法は特に限定されず、公知の方法が用いられる。
　工程５の一例も図２に示した。工程５では、上記遺伝子領域Ａでコードされるたんぱく
質を、上記薬剤の標的たんぱく質であると同定する。
【００４４】
　本発明の、薬剤耐性変異株が薬剤耐性を得る原因になった「たんぱく質のアミノ酸置換
を導く塩基置換」の同定方法を工程で示すと以下である。
工程１：菌を薬剤の存在下で培養し、薬剤耐性変異株を単離する。
工程２：工程１で単離された薬剤耐性変異株の中から、温度感受性変異株を単離する。
工程３：工程２で単離された薬剤耐性かつ温度感受性変異株に、上記菌のゲノムライブラ
リーを導入して、温度感受性が抑圧された株を単離する。
工程４：配列決定（sequence　determination）して、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の
温度感受性を抑圧する遺伝子領域Ａを同定する。
工程５：薬剤耐性かつ温度感受性変異株の該遺伝子領域Ａを配列決定（sequence　determ
ination）してアミノ酸置換を導く塩基置換を同定する。
【００４５】
　工程１～４は、前記した「本発明の標的たんぱく質の同定方法」の工程と同一である。
　工程５は、図２にその一例を記載したように、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の該遺伝
子領域Ａを配列決定（sequence　determination）してアミノ酸置換を導く塩基置換を同
定する工程である。
【００４６】
　本発明は、薬剤耐性かつ温度感受性変異株を用いて、抗生物質等の標的を同定する新た
な方法である。本発明の効果は前記した通りである。
【００４７】
　実際に、本発明の「標的たんぱく質の同定方法」を使用して、リファンピシン（Rifamp
icin）の直接の標的たんぱく質であるｒｐｏＢが同定できた。
　同定された変異部位であるｒｐｏＢのＤ４７１、Ｈ４８１、Ｒ４８４は、結晶構造解析
から、リファンピシンとの結合に重要な役割を果たすアミノ酸であることが報告されてい
る（非特許文献８）。
　よって、本発明の方法を用いて、抗生物質であるリファンピシンの標的たんぱく質を同
定できること、及び、標的たんぱく質内において、リファンピシンとの結合に必要なアミ
ノ酸の同定ができることが示された。
【００４８】
　更に、本発明の有用性を検証するために、標的が不明な薬剤の標的たんぱく質が同定で
きるか否かを検討した。
　実施例で詳述するが、化合物＃１８は、化合物ライブラリーから同定された抗生物質で
あり、標的たんぱく質も抗菌性を示す作用機序も不明であった。本発明の方法を用いて、
＃１８の標的たんぱく質として黄色ブドウ球菌のＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼが同定され
た。
【００４９】
　＃１８の添加により、Ｖｍａｘは変わらないが、Ｋｍが増加したことから、＃１８がＭ
ｖａＡ活性を競合的に阻害することが分かった。
　黄色ブドウ球菌のＭｖａＡ遺伝子は、増殖に必要であることが報告されている。
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　また、黄色ブドウ球菌のＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼは、真核生物のＨＭＧ－ＣｏＡと
基質特異性が異なり、ｓｔａｔｉｎが効かないことが報告されている。
　よって、細菌のＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ阻害剤として、＃１８は、新たな作用機序
の抗生物質として新しいシーズである可能性があることが分かった。
【００５０】
　本研究は、抗菌活性を有すが、標的が不明であった抗生物質等の「抗菌活性を有する薬
剤」の作用機序を解明することに貢献できる。また、作用機序が不明な抗生物質を用いた
温度感受性変異株の網羅的取得により、増殖に必要な新たな遺伝子の同定ができる可能性
がある。
【００５１】
　少なくとも、＃１８の標的たんぱく質として黄色ブドウ球菌のＨＭＧ－ＣｏＡレダクタ
ーゼが新たに同定されたことは、本発明の標的たんぱく質の同定方法が有用であることを
示している。
　また、本発明の標的たんぱく質の同定方法を使用して同定された標的たんぱく質（ＨＭ
Ｇ－ＣｏＡレダクターゼ）を標的として、抗菌活性を有する薬剤をスクリーニングするこ
とによって、新たな抗菌活性を有する薬剤をスクリーニングできる可能性があることは明
らかである。
【００５２】
　本発明の方法を使用して同定された標的たんぱく質を標的とみなして、改めて新たにス
クリーニングすれば、新たな抗菌活性を有する薬剤がスクリーニングでき、新たな抗菌活
性を有する薬剤が製造できる。
【００５３】
　上記のスクリーニング方法で選択された、又は、上記方法で製造された薬剤、すなわち
、本発明の同定方法を使用して同定された標的たんぱく質を標的とする薬剤（本発明の標
的たんぱく質の同定方法の確立に使用した抗菌活性を有する薬剤は新規な薬剤ではないの
で除かれる）は有用である。
【実施例】
【００５４】
　以下に、実施例及び比較例を挙げて本発明を更に具体的に説明するが、本発明は、その
要旨を超えない限りこれらの実施例に限定されるものではない。
【００５５】
実施例１
＜用いた細菌＞
　黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株(Novick　et.al.,1993)は、Luria-Bertani(LB)　medium
(1%　Bactotryptone(BD),　0.5%　yeast　extract(BD),　and　1%NaCl)で培養された。温
度感受性の表現型は、NaCl-depleted　LB　mediumを用いて実験された。
【００５６】
＜細菌株とプラスミド＞
　薬剤耐性変異株は、薬剤添加ＴＳＢ培地上でコロニーを形成したEtylmethansulfonate
（EMS;　Sigma,　St.　Louis,　MO,　USA）０．２％で処理したＲＮ４２２０から単離さ
れた。
　Ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＳＲ５１５は、大腸菌と黄色ブドウ球菌で複製可能なシャトルベク
ターである。
　ゲノムＤＮＡライブラリーは、黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株のゲノムＤＮＡフラグメ
ントを、ＳｓｐＩ、又はＤＮａｓｅＩで処理し、ｐＳＲ５１５のＳｍａＩサイトに挿入さ
れた。
　遺伝子の同定は、プラスミドの内部配列及び黄色ブドウ球菌のゲノムをシークエンスし
て決定した。
【００５７】
＜本発明である、薬剤耐性変異株の中から温度感受性変異株を単離することによる標的た
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　薬剤耐性かつ高温感受性変異株（以下、「DrugR　TS　mutant」と略記する場合がある
）を単離する方法を図１に示す。
　まず、変異誘導剤であるメタンスルホン酸エチル（ethyl　methanesulfonate）（以下
、「ＥＭＳ」と略記する場合がある）で処理した黄色ブドウ球菌を、薬剤を含有する寒天
プレートで培養し、薬剤耐性変異株を複数分離した。
【００５８】
　次いで、温度感受性テスト（Temperature　sensitive　test）（以下、「ＴＳテスト」
と略記する場合がある）を行なった。
　すなわち、薬剤耐性変異株の中で、４３℃という高温状態で生育できない変異株（温度
感受性変異株）を単離した。４３℃は、野生株では増殖を阻害されない温度である。
　本実施例では、「温度感受性」とは、４３℃で生育できないことを言い、「温度感受性
が抑圧された」とは、４３℃で生育できるようになったことを言う。
【００５９】
　薬剤耐性かつ温度感受性を得る原因になった塩基置換の同定、標的たんぱく質（の塩基
配列）の同定、薬剤耐性を得る原因になった塩基配列の同定の方法を図２に示す。
【００６０】
　黄色ブドウ球菌ゲノムライブラリーを導入して、すなわちプラスミドが導入されて温度
感受性が抑制された変異株を単離した。
　シークエンスして（配列決定して）、薬剤耐性かつ温度感受性変異株の温度感受性を抑
圧する遺伝子（領域）を同定した。薬剤耐性かつ温度感受性変異株のゲノム中に変異が導
入されているかを確認し、その塩基配列の変異に対応したアミノ酸変異が導入されたたん
ぱく質を同定した。
　そして、該アミノ酸変異が導入される前のたんぱく質を、該抗菌活性を有する薬剤の標
的たんぱく質であると同定した。
【００６１】
実施例２
＜既知の抗生物質であるリファンピシンの既知の標的たんぱく質が、本発明の方法で同定
できたことの実施例＞
　上記した「標的たんぱく質の同定方法」を用いて、公知の「抗菌活性を有する薬剤」の
既に知られている標的たんぱく質の同定ができるか否かを、公知の抗生物質であるリファ
ンピシンを使って検証した。
　リファンピシンは、ＲＮＡポリメラーゼのＢサブユニットであるｒｐｏＢを標的たんぱ
く質に直接結合し、酵素活性を阻害することが報告されている（非特許文献８）。また、
ｒｐｏＢ遺伝子に変異が入ることにより、リファンピシン耐性となることが知られている
（非特許文献８）。
【００６２】
　まず、リファンピシン耐性株の中から、温度感受性の株が分離できるか否かを検討した
。変異誘導剤であるＥＭＳに暴露された黄色ブドウ球菌を、リファンピシン含有寒天培地
に塗布した。リファンピシン含有寒天培地上で生育した２８２株の温度感受性を試験した
結果、２１株が４３℃で生育できなかった（表１参照）。
【００６３】
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【表１】

【００６４】
　リファンピシン耐性かつ温度感受性変異株（以下、「RifR　TS　mutant」と略記する場
合がある）に、黄色ブドウ球菌のゲノムライブラリー（プラスミドライブラリー）を導入
し、温度感受性が抑圧された株を単離した。
　シークエンスした結果（配列決定（sequence　determination）した結果）、プラスミ
ド中の挿入配列は、ｒｐｏＢ遺伝子領域を含んでいた（図３）。
【００６５】
　リファンピシン耐性かつ温度感受性変異株において、アミノ酸変異が導入されたたんぱ
く質であって標的たんぱく質であると同定されたたんぱく質が、既にリファンピシンの標
的たんぱく質として知られたｒｐｏＢであった。このことから、本発明の有効性が示され
た。
　このことは、更に、分離されたリファンピシン耐性かつ温度感受性変異株（RifR　TS　
mutant）に、ｒｐｏＢ遺伝子を導入する（図４における「ＲｉｆＲＴＳ／ｐＳｒｐｏＢ」
）ことにより、温度感受性が抑圧されたことにより確認された（図４）。
【００６６】
　リファンピシン耐性かつ温度感受性変異株（RifR　TS　mutant）のゲノム中のｒｐｏＢ
遺伝子領域を配列決定（sequence　determination）した結果、分離された株のすべてで
、アミノ酸置換を導く塩基置換が導入されていた（図５）。
【００６７】
　同定されたｒｐｏＢ遺伝子の変異は、３種類（Ｄ４７１Ｎ、Ｈ４８１Ｙ、Ｒ４８４Ｈ）
であった。結晶構造解析から、ｒｐｏＢのＤ４７１、Ｈ４８１、Ｒ４８４は、リファンピ
シンとの結合に重要な役割を果たすアミノ酸であることが報告されており、これらのアミ
ノ酸変異がリファンピシン耐性を導くことが報告されている（非特許文献８）。
【００６８】
　以上の結果から、本発明の「標的たんぱく質の同定方法」を用いて、抗生物質であるリ
ファンピシンの標的たんぱく質を同定でき、このようにして同定された標的たんぱく質は
、報告されている標的タンパク質と同一であった。これにより、本発明の「標的たんぱく
質の同定方法」を用いれば、抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質を同定することがで
きることが示された。
【００６９】
　また、リファンピシン耐性の原因になったアミノ酸変異も同定され、本発明の「薬剤耐
性を得る原因になった塩基置換の同定方法」も有効であることが分かった。
【００７０】
実施例３
＜新規抗生物質の未知の標的たんぱく質が、本発明により同定できたことを示す実施例＞
＜＜本発明が標的たんぱく質の同定に有用であることを、新規の例を挙げて立証＞＞
　本発明の「標的たんぱく質の同定方法」を用いて、これまで標的たんぱく質が不明であ
った抗生物質の標的たんぱく質を同定できるか否かを検討した。
　これまでに、本発明者らは、１０３，８７３個の化合物から、黄色ブドウ球菌に対して
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抗菌活性を有する抗菌化合物を３，３８３個得ている。
　その中から、既存の抗生物質の骨格を有していない抗生物質である「＃１８」に着目し
た。
【００７１】
　変異誘導剤であるＥＭＳに暴露された黄色ブドウ球菌を＃１８含有寒天培地に塗布し、
生育した耐性株から、温度感受性変異株を分離した（図６）。
　なお、この＃１８耐性かつ温度感受性変異株（以下、「#18R　TS　mutant」と略記する
場合がある）は、＃１８に耐性であったが、他の抗生物質に対しては耐性を示さなかった
。
【００７２】
　＃１８耐性かつ温度感受性変異株（#18R　TS　mutant）に、黄色ブドウ球菌のゲノムラ
イブラリー（プラスミドライブラリー）を導入し、温度感受性が抑圧された株を単離した
。シークエンスした結果（配列決定（sequence　determination）した結果）、プラスミ
ド中の挿入配列は、ＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼをコードするＭｖａＡ遺伝子領域を含ん
でいた（図７）。
【００７３】
　分離された＃１８耐性かつ温度感受性変異株（#18R　TS　mutant）に、ＭｖａＡ遺伝子
を導入することにより、温度感受性は抑圧された（図８、３．～７．）。
【００７４】
　＃１８耐性かつ温度感受性変異株（#18R　TS　mutant）のＭｖａＡ遺伝子領域をシーク
エンスした結果、Ｍ７７にアミノ酸置換を導く塩基置換が導入されていた（図９）。
【００７５】
　また、寒天培地に、ＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼの生成物であるメバロン酸を存在させ
ることにより、＃１８耐性かつ温度感受性変異株（#18R　TS　mutant）の温度感受性は抑
圧された（図１０）。
　このとき、リファンピシン耐性かつ温度感受性変異株（RifR　TS　mutant）の温度感受
性は抑圧されなかった。
　以上の結果から、抗生物質である＃１８の標的たんぱく質として、黄色ブドウ球菌のＨ
ＭＧ－ＣｏＡレダクターゼであるＭｖａＡを同定できた。
【００７６】
実施例４
　次に、＃１８の構造、ＭｖａＡの基質であるＨＭＧ－ＣｏＡの構造、並びに、真核生物
のＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ阻害薬であるシンバスタチン（simvastatin）及びフルバ
スタチン（fluvastatin）の構造を比較した。
　その結果、＃１８は、シンバスタチンが有するclosed　type　statin構造を分子内に含
んでいることが分かった（図１１）。
【００７７】
　そこで、＃１８が、黄色ブドウ球菌のＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ活性を阻害するか否
か検討した。
　黄色ブドウ球菌の野生株（ＲＮ４２２０）の細胞質画分中のＨＭＧ－ＣｏＡレダクター
ゼ活性を測定した。＃１８の添加により、このＭｖａＡ活性は競合的に阻害された（図１
２）。このときの阻害定数（ＫＩ）は、２５０μＭであった。
　＃１８耐性かつ温度感受性変異株（#18R　TS　mutant）の細胞質画分のＭｖａＡ活性は
、＃１８では阻害されなかった。
【００７８】
　以上の結果から、本発明の標的たんぱく質の同定方法を用いることによって、抗菌活性
を有する薬剤である抗生物質＃１８の標的たんぱく質は、黄色ブドウ球菌のＨＭＧ－Ｃｏ
Ａレダクターゼであることが分かった。
　すなわち、本発明の標的たんぱく質の同定方法は、抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱ
く質を同定する方法として確立していること及び新たな薬剤探索の指標を得るのに有用で
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【００７９】
　また、本発明の標的たんぱく質の同定方法を使用して同定された標的たんぱく質を標的
とみなして、改めて新たにスクリーニングすることによって、新たな「抗菌活性を有する
薬剤」をスクリーニングできる可能性や、新たな「抗菌活性を有する薬剤」の製造方法と
なる可能性が認められた。
【産業上の利用可能性】
【００８０】
　本発明の同定方法を使用して、抗菌活性を有する薬剤の標的たんぱく質や、薬剤耐性を
得る原因になった「標的たんぱく質のアミノ酸置換を導く塩基置換」が同定されれば、新
たな抗菌活性の作用機序の発見に結びつき、その新たな作用機序に基づく抗生物質等の探
索に広く利用されるものである。

【図２】

【図３】

【図５】
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