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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験試料の存在下における
配列番号：１又は２に示される塩基配列を有する遺伝子、配列番号：４又は５に示される
塩基配列を有する遺伝子及び配列番号：７又は８に示される塩基配列を有する遺伝子から
なる群より選ばれた少なくとも１種の遺伝子の発現量と、該被験試料の非存在下における
該遺伝子の発現量とを比較し、該被験試料の存在下において、該遺伝子の発現量が減少す
ることを指標として被験試料を選別する、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法。
【請求項２】
　配列番号：１又は２に示される塩基配列を有する遺伝子、配列番号：４又は５に示され
る塩基配列を有する遺伝子及び配列番号：７又は８に示される塩基配列を有する遺伝子か
らなる群より選ばれた少なくとも１種の塩基配列の一部に変異を有する遺伝子を有する、
黄色ブドウ球菌の温度感受性変異株。
【請求項３】
　（１）請求項２記載の温度感受性変異株及び野生株それぞれに、被験試料を接触させる
ステップ、及び
（２）野生株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象と、請求項２記載の温度感受性
変異株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象とを比較するステップ、
を含み、温度感受性変異株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象と、野生株に該被
験試料を接触させた場合に生じる現象との間で変化を生じることを指標として被験試料を
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選別することを特徴とする細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法であって、前記被験試
料を接触させた場合に生じる現象が細胞死又は細胞増殖抑制である、細菌の増殖抑制剤の
スクリーニング方法。
【請求項４】
　（１）請求項２記載の温度感受性変異株を、該温度感受性変異株の起源となる野生型の
細菌の生育至適温度下で培養した場合に生じる現象と、該野生型の細菌は生育でき、かつ
該温度感受性変異株の生育が影響を受ける温度下に培養した場合に生じる現象との間の差
を観察するステップ（ここで、前記現象が菌の形態変化、基質、菌体成分の生合成中間体
の蓄積、又は代謝産物の蓄積である）、
（２）該温度感受性変異株を、該生育至適温度下に、被験試料非存在下で培養した場合に
生じる現象と、該生育至適温度下に、被験試料存在下で培養した場合に生じる現象との間
の差を観察するステップ（ここで、前記現象が菌の形態変化、基質、菌体成分の生合成中
間体の蓄積、又は代謝産物の蓄積である）、
（３）該野生型の細菌を、被験試料非存在下で培養した場合に生じる現象と、被験試料存
在下で培養した場合に生じる現象との間の差を観察するステップ（ここで、前記現象が菌
の形態変化、基質、菌体成分の生合成中間体の蓄積、又は代謝産物の蓄積である）、及び
（４）前記ステップ（１）で得られた結果と（２）で得られた結果との間又は前記ステッ
プ（１）で得られた結果と（３）で得られた結果との間で比較し、実質的に同一の現象が
検出されることを指標として、細胞増殖阻害及び／または細胞死を引き起こす候補物質を
選別することを特徴とする、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
　本発明は、細菌の増殖抑制剤のスクリーニングのための手段に関する。より詳しくは、
細菌に対する増殖抑制効果の評価方法、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法並びに黄
色ブドウ球菌の温度感受性変異株に関する。
【背景技術】
　近年、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌、バンコマイシン耐性ブドウ球菌等の院内感染を
引き起こす黄色ブドウ球菌等に代表されるように、薬剤に対して、耐性能を獲得する細菌
の出現が注目されている〔Ａｐｆａｌｔｅｒ　Ｐ．，Ｗｉｅｎ　Ｍｅｄ．Ｗｏｃｈｅｎｓ
ｃｈｒ．１５３，１４４－１４７（２００３）；チ（Ｃｈｉ　ＣＹ．），Ｊ．Ｎｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．，３７，１６－２３（２００４）〕。
　細菌の薬剤耐性は、抗菌薬の作用標的、あるいは作用機作に由来する場合が多い。例え
ば、β－ラクタム薬はその基本骨格であるβ－ラクタム環が開裂して標的であるペニシリ
ン結合タンパク質に共有結合して不活化することにより、抗菌作用を発揮している。この
場合、細菌のβ－ラクタム薬耐性機構としてペニシリン結合タンパク質の変異よる薬剤親
和性の低下、β－ラクタム環を開裂するβ－ラクタマーゼ産生による薬剤の不活化などが
知られている。同様に、キノロン耐性においても作用標的であるＤＮＡジャイレースの変
異による耐性化が知られている。
【発明の開示】
　本発明によれば、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰性菌等の
細菌の増殖を、効率よく抑制しうるアンタゴニスト又はインヒビターをスクリーニングす
るための新しい標的が提供される。
　本発明は、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰性菌等の細菌に
対する増殖抑制効果を簡便、迅速に評価すること、細菌増殖抑制剤の薬理評価を行なうこ
と等のいずれかを少なくとも達成する、細菌に対する増殖抑制効果の評価方法を提供する
ことに関する。
　また、本発明は、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰性菌等の
細菌に対して、有効であり、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰
性菌等の細菌の増殖を、効率よく抑制しうるアンタゴニスト又はインヒビターを、効率よ
くスクリーニングすること、作用機序が既存の抗菌薬等とは異なるアンタゴニスト又はイ
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ンヒビターをスクリーニングすること、既存の薬剤耐性細菌の薬剤耐性メカニズムの影響
をうけにくいアンタゴニスト又はインヒビターをスクリーニングすること等の少なくとも
１つが可能な、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰性菌等の細菌
の増殖抑制剤のスクリーニング方法を提供することに関する。
　さらに、本発明は、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰性菌等
の細菌に対して、有効であり、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム
陰性菌等の細菌の増殖を、効率よく抑制しうるアンタゴニスト又はインヒビターを、効率
よくスクリーニングすること、作用機序が既存の抗菌薬等とは異なるアンタゴニスト又は
インヒビターをスクリーニングすること、既存の薬剤耐性細菌の薬剤耐性メカニズムの影
響をうけにくいアンタゴニスト又はインヒビターをスクリーニングすること等の少なくと
も１つを行なうことを可能にする、黄色ブドウ球菌の温度感受性株を提供することを目的
とする。
　本発明の要旨は、
〔１〕　被験試料存在下における下記Ａ．及び／又はＢ．：
Ａ．　配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列
番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９
に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少
なくとも１種の遺伝子を介して生じる事象、
Ｂ．該遺伝子によりコードされたポリペプチド若しくはその断片の動態、
を評価することを特徴とする、被験物質による細菌の増殖抑制効果の評価方法、
〔２〕　被験試料の存在下及び非存在下において、下記Ａ．及び／又はＢ．：
Ａ．配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番
号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９に
示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少な
くとも１種の遺伝子を介して生じる事象、
Ｂ．該遺伝子によりコードされたポリペプチド若しくはその断片の動態、
を評価し、それにより、被験試料の存在下におけるＡ．の事象及び／又はＢ．の動態と被
験物質の非存在下におけるＡ．の事象及び／又はＢ．の動態との間の変化に基づき、アン
タゴニスト又はインヒビターを選別することを特徴とする、細菌の増殖抑制剤のスクリー
ニング方法、
〔３〕　被験試料の存在下における
配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：
６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９に示さ
れるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少なくと
も１種の遺伝子の発現量と、該被験試料の非存在下における該遺伝子の発現量とを比較し
、該被験試料の存在下において、該遺伝子の発現量が減少することを指標として被験物質
を選別する、前記〔２〕記載のスクリーニング方法、
〔４〕　被験試料の存在下における
配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：
６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９に示さ
れるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少なくと
も１種の遺伝子によりコードされたポリペプチドの発現量と、該被験試料の非存在下にお
ける該ポリペプチドの発現量とを比較し、該被験試料の存在下において、該ポリペプチド
の発現量が減少することを指標として被験物質を選別する、前記〔２〕記載のスクリーニ
ング方法、
〔５〕　被験試料の存在下における
配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：
６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９に示さ
れるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少なくと
も１種の遺伝子によりコードされたポリペプチドの機能と、被験試料非存在下における該
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ポリペプチドの機能とを比較し、該被験試料の存在下において、該ポリペプチドの機能が
低下することを指標として被験物質を選別する、前記〔２〕記載のスクリーニング方法、
〔６〕　配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配
列番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：
９に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた
少なくとも１種の塩基配列の一部に変異を有する遺伝子を有する、黄色ブドウ球菌の温度
感受性変異株、
〔７〕　前記〔６〕記載の温度感受性変異株を用いて、被験物質の存在下及び非存在下に
おける変化を検出することを特徴とする、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法、
〔８〕　（１）前記〔６〕記載の温度感受性変異株及び野生株それぞれに、被験試料を接
触させるステップ、及び
（２）野生株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象と、前記〔６〕記載の温度感受
性変異株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象とを比較するステップ、
を含み、温度感受性変異株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象と、野生株に該被
験試料を接触させた場合に生じる現象との間で変化を生じることを指標として被験試料を
選別する、前記〔７〕記載の細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法、
〔９〕　（１）配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４
）、配列番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列
番号：９に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選
ばれた少なくとも１種の遺伝子によりコードされたポリペプチド又はその断片と、被験試
料を接触させ、混合物を得るステップ、
（２）前記ステップ（１）で得られた混合物において、該ポリペプチド又はその断片と結
合する被験試料の有無を検出し、それにより、該ポリペプチド又はその断片と結合する被
験試料を細菌の増殖抑制剤の候補物質として得るステップ、
（３）前記ステップ（２）で得られた候補物質と、ＳＡ０５４４、ＳＡ１２９３及びＳＡ
１５１１からなる群より選ばれた少なくとも１種の遺伝子を保持する細胞とを接触させる
ステップ、及び
（４）前記（３）で得られた細胞における細胞増殖阻害及び／又は細胞死の有無を検出し
、それにより、細胞増殖阻害及び／又は細胞死を引き起こすことを指標として候補物質を
選別するステップ、
含む、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法、並びに
〔１０〕　（１）前記〔６〕記載の温度感受性変異株を、該温度感受性変異株の起源とな
る野生型の細菌の生育至適温度下で培養した場合に生じる現象と、該野生型の細菌は生育
でき、かつ該温度感受性変異株の生育が影響を受ける温度下に培養した場合に生じる現象
との間の差を観察するステップ、
（２）該温度感受性変異株を、該生育至適温度下に、被験試料非存在下で培養した場合に
生じる現象と、該生育至適温度下に、被験試料存在下で培養した場合に生じる現象との間
の差を観察するステップ、
（３）該野生型の細菌を、被験試料非存在下で培養した場合に生じる現象と、被験試料存
在下で培養した場合に生じる現象との間の差を観察するステップ、及び
（４）前記ステップ（１）で得られた結果と（２）で得られた結果との間又は前記ステッ
プ（１）で得られた結果と（３）で得られた結果との間で比較し、実質的に同一の現象が
検出されることを指標として、細胞増殖阻害及び／または細胞死を引き起こす候補物質を
選別することを特徴とする、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法、
に関する。
【発明を実施するための最良の形態】
　本発明の１つの側面は、被験試料存在下における下記Ａ．及び／又はＢ．：
Ａ．　配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列
番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９
に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少
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なくとも１種の遺伝子を介して生じる事象、
Ｂ．該遺伝子によりコードされたポリペプチド若しくはその断片の動態、
を評価することを特徴とする、被験物質による細菌の増殖抑制効果の評価方法に関する。
　なお、本明細書において、前記配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝
子（ＳＡ０５４４；アクセッション番号：ＮＰ＿３７３７９８）、配列番号：６に示され
るアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３；アクセッション番号：ＮＰ＿３７４
５７４）、配列番号：９に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１；ア
クセッション番号：ＮＰ＿３７４７９９）を、「指標遺伝子」と総称する場合もある。
　前記「指標遺伝子」としては、具体的には、例えば、配列番号：１又は２に示される塩
基配列を有する遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：４又は５に示される塩基配列を有す
る遺伝子（ＳＡ１２９３）、配列番号：７又は８に示される塩基配列を有する遺伝子（Ｓ
Ａ１５１１）等が挙げられる。
　また、本明細書においては、前記指標遺伝子の産物のうち、該指標遺伝子によりコード
されるポリペプチド、具体的には、例えば、配列番号：３に示されるアミノ酸配列を含有
するポリペプチド（ＳＡ０５４４）、配列番号：６に示されるアミノ酸配列を含有するポ
リペプチド（ＳＡ１２９３）、配列番号：９に示されるアミノ酸配列を含有するポリペプ
チド（ＳＡ１５１１）を、「指標ポリペプチド」という。
　さらに、本明細書において、「アンタゴニスト」又は「インヒビター」とは、前記指標
遺伝子又は指標ポリペプチドの発現、機能若しくは生理活性、前記指標遺伝子又は指標ポ
リペプチドと他の遺伝子又はその遺伝子産物との相互作用等を、中和、低減又は阻害しう
る化合物をいう。
　本発明の評価方法によれば、生存に必須の遺伝子を介して生じる事象及び／又はポリペ
プチドの動態に対する被験物質の作用が評価できる。
　したがって、本発明の評価方法によれば、細菌、特に、黄色ブドウ球菌をはじめとする
各種グラム陽性菌、グラム陰性菌に対して、有効であり、黄色ブドウ球菌をはじめとする
各種グラム陽性菌、グラム陰性菌の増殖を、効率よく抑制しうる、細菌、特に黄色ブドウ
球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰性菌の増殖抑制剤として有用なアンタゴ
ニスト又はインヒビターを、簡便、かつ迅速に、効率よく評価することができる。
　本明細書において、「温度感受性変異株」とは、低温、例えば、３０℃では前記温度感
受性変異株の起源となる野生型の細菌と同様増殖できるが、高温、例えば、４３℃では野
生型細菌とは異なり、増殖できないような変異株をいう。また、前記温度感受性変異株は
、野生型の細菌の通常の生育温度では、該野生型の細菌と同様の挙動を示すが、前記生育
温度より高い温度では、増殖に関連する酵素の機能阻害、高温下に発現するタンパク質の
機能増大、高温下で発現する毒素の代謝阻害、タンパク質の異常なフォールディング若し
くは異常な立体構造の発生、該異常なフォールディングの校正能の阻害、通常の温度で行
なわれる転写の阻害、高温で行なわれる転写の促進、ＤＮＡ複製エラーの発生の増大、Ｄ
ＮＡ複製エラーの修復能の阻害等の種々の事象又は該事象を介して、増殖が阻害若しくは
抑制され、又は死にいたる細胞等が含まれる。
　なお、本明細書において、
（ａ）配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列
番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）、配列番号：９に
示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）を、「指標遺伝子」と総称す
る場合もある。前記「指標遺伝子」としては、具体的には、例えば、配列番号：１又は２
に示される塩基配列を有する遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：４又は５に示される塩
基配列を有する遺伝子（ＳＡ１２９３）、配列番号：７又は８に示される塩基配列を有す
る遺伝子（ＳＡ１５１１）等が挙げられる。
　また、前記指標遺伝子の産物のうち、該指標遺伝子によりコードされるポリペプチド、
具体的には、例えば、配列番号：３に示されるアミノ酸配列を含有するポリペプチド（Ｓ
Ａ０５４４）、配列番号：６に示されるアミノ酸配列を含有するポリペプチド（ＳＡ１２
９３）、配列番号：９に示されるアミノ酸配列を含有するポリペプチド（ＳＡ１５１１）
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を、「指標ポリペプチド」という。
　前記指標遺伝子は、黄色ブドウ球菌、例えば、黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株を、ニト
ロソ化合物、例えば、ニトロソグアニジン等、エチルメタンサルフェート等で処理し、３
０℃で生育し、４３℃で生育しない細菌を選別することにより得られる温度感受性変異株
のうち、当該指標遺伝子に温度感受性変異を持つ株の４３℃での増殖機能を相補する増殖
機能を相補する遺伝子である。
　前記指標遺伝子は、黄色ブドウ球菌の増殖に対して機能を発揮するものであれば、該指
標遺伝子のバリアントであってもよい。かかる指標遺伝子のバリアントは、例えば、前記
ＳＡ０５４４、ＳＡ１２９３及びＳＡ１５１１のいずれかが変異した黄色ブドウ球菌の温
度感受性変異株（例えば、ＳＡ０５４４について、ＴＳ１１２４株、ＴＳ５８１５株、Ｓ
Ａ１２９３について、ＴＳ４３１０株、ＴＳ２００５株、ＳＡ１５１１について、ＴＳ４
５３０株、ＴＳ８２２９株等）を用いて、増殖機能の相補性試験を行なうことにより、容
易に選別されうる。
　前記増殖機能の相補性試験は、慣用の遺伝子導入方法で、前記変異株に、前記指標遺伝
子のバリアントを導入し、得られた形質転換体を、野生型の黄色ブドウ球菌は生育し、温
度感受性変異株は生育できない条件下に培養することにより行なわれうる。ここで、前記
形質転換体が生育した場合、当該指標遺伝子のバリアントが、本発明に用いられうるもの
であることの指標として選別する。
　前記「野生型の黄色ブドウ球菌は生育し、温度感受性変異株は生育できない条件」とし
ては、例えば、ＬＢ培地〔組成：１重量％　バクトトリプトン、０．５重量％　酵母エキ
ス、（ｐＨ７．０）〕中、４３℃で培養すること等が挙げられる。
　前記指標遺伝子のバリアントとは、自然界において、天然の遺伝子が自然発生的に変異
を起こして生じるものであり、コードされる産物が、本来の機能を発揮する程度のバリア
ントをいう。かかるバリアントとしては、例えば、（ｂ）前記指標遺伝子の塩基配列にお
いて、少なくとも１つの塩基の変異（置換、欠失、挿入、付加等）を有する塩基配列を有
し、かつコードされるポリペプチドが、前記増殖機能の相補性試験において、増殖機能を
相補するものである塩基配列、すなわち、前記（ａ）の塩基配列において、少なくとも１
塩基の置換、欠失、付加又は挿入を有する塩基配列であり、かつコードされたポリペプチ
ドが細菌の増殖に作用するものである塩基配列、
（ｃ）前記指標遺伝子の塩基配列からなる核酸のアンチセンス鎖とストリンジェントな条
件、好ましくは、中ストリンジェンシーの条件、より好ましくは、高ストリンジェンシー
な条件下にハイブリダイズしうる核酸の塩基配列を有し、かつコードされるポリペプチド
が、前記増殖機能の相補性試験において、増殖機能を相補するものである塩基配列、すな
わち、前記（ａ）の塩基配列からなる核酸のアンチセンス鎖とストリンジェントな条件で
ハイブリダイズする核酸の塩基配列であり、かつコードされたポリペプチドが細菌の増殖
に作用するものである塩基配列を有する遺伝子、
（ｄ）前記指標遺伝子の塩基配列に対し、ＨｉｇｇｉｎｓらによるＣｌｕｓｔａｌＷ法に
よるマルチプルアラインメント（例えば、Ｇａｐ　ｐｅｎａｌｔｙ　５、Ｆｉｘｅｄ　Ｇ
ａｐ　ｐｅｎａｌｔｙ　１０、ｗｉｎｄｏｗｓｓｉｚｅ　５、Ｆｌｏａｔｉｎｇ　Ｇａｐ
　１０）により適切にアライメントした場合、少なくとも７０％、好ましくは、９０％以
上、より好ましくは、９５％以上の配列同一性を有する塩基配列を有し、かつコードされ
るポリペプチドが、前記増殖機能の相補性試験において、増殖機能を相補するものである
塩基配列、すなわち、前記（ａ）の塩基配列と少なくとも７０％の配列同一性を有する塩
基配列であり、かつコードされたポリペプチドが細菌の増殖に作用するものである塩基配
列等が挙げられる。
　本明細書において、前記「少なくとも１塩基」とは、１若しくは数個の塩基、すなわち
、ヌクレオチド残基を意味する。かかる変異は、自然界において、天然の遺伝子に自然発
生的に生じる変異に倣い、慣用の部位特異的変異導入法により、人為的に生じさせたもの
であってもよい。
　本明細書において、前記「ストリンジェントな条件」としては、６×ＳＳＣ（１×ＳＳ
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Ｃの組成：０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍ　クエン酸ナトリウム、ｐＨ７．０）と
０．５％　ＳＤＳと５×デンハルトと１００μｇ／ｍｌ　変性断片化サケ精子ＤＮＡと５
０％　ホルムアミドを含む溶液中、プローブとともに４２℃で一晩保温し、低イオン強度
、例えば、２×ＳＳＣ、よりストリンジェンシーには、０．１×ＳＳＣ等の条件及び／又
はより高温、３７℃以上、ストリンジェントには、４２℃以上、よりストリンジェンシー
には、５０℃以上、より一層ストリンジェントには、６０℃以上等の条件下での洗浄を行
なう条件が挙げられる。
　本発明の評価方法においては、細菌に対する増殖抑制効果を評価するための指標として
、前記Ａ．指標遺伝子を介して生じる事象、及び／又は
Ｂ．指標ポリペプチドの少なくとも１種若しくはその断片の動態、
が用いられる。
　前記「Ａ．　指標遺伝子を介して生じる事象」としては、遺伝子の発現量、すなわち、
指標遺伝子（ＤＮＡ、ｍＲＮＡ）の転写活性の増減、遺伝子量の増減等が挙げられる。
　また、前記「Ｂ．指標ポリペプチドの少なくとも１種若しくはその断片の動態」として
は、指標ポリペプチドの発現量の変化、指標ポリペプチドの機能、例えば、酵素活性、レ
セプター結合能等が挙げられる。
　本発明の評価方法によれば、細菌、特に、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽
性菌、グラム陰性菌に対して、有効であり、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽
性菌、グラム陰性菌の増殖を、効率よく抑制しうる、細菌、特に黄色ブドウ球菌をはじめ
とする各種グラム陽性菌、グラム陰性菌の増殖抑制剤として有用なアンタゴニスト又はイ
ンヒビターを、効率よくスクリーニングすることもできる。
　本発明の細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法は、１つの実施態様では、被験試料の
存在下若しくは非存在下において、下記Ａ．及び／又はＢ．：
Ａ．配列番号：２に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、
　配列番号：４に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）、及び
　配列番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）、
からなる群より選ばれた少なくとも１種の遺伝子を介して生じる事象、
Ｂ．該遺伝子によりコードされたポリペプチド若しくはその断片の動態、
を評価し、アンタゴニスト又はインヒビターを選別することを１つの大きな特徴とする。
　本発明のスクリーニング方法は、黄色ブドウ球菌の増殖に必須の遺伝子若しくはその断
片の動態と、該遺伝子を介して生じる事象と、該遺伝子によりコードされたポリペプチド
若しくはその断片の動態とのいずれかを評価するため、本発明のスクリーニング方法によ
り選別されるアンタゴニスト又はインヒビターは、黄色ブドウ球菌に対して、有効であり
、黄色ブドウ球菌の増殖を、効率よく抑制しうる増殖抑制剤であるという優れた効果を発
揮する。さらに、前記遺伝子のホモログが、他のグラム陽性菌、さらにはグラム陰性菌に
も存在する場合には、本発明のスクリーニング方法で得られる抗菌剤は、それらの菌種に
対しても優れた増殖抑制効果を発揮する。また、本発明のスクリーニング方法に用いられ
る遺伝子が、既存抗菌剤の標的となっている遺伝子とは異なるため、本発明のスクリーニ
ング方法で得られる抗菌剤は、新規の作用機序を持ち、したがって、耐性菌にも抗菌活性
を持つことが期待される。
　本発明のスクリーニング方法により選別されるアンタゴニスト又はインヒビターは、好
ましくは、前記指標遺伝子の発現量を減少させる物質、前記指標遺伝子によりコードされ
たポリペプチドの発現量を減少させる物質、又は前記指標遺伝子によりコードされたポリ
ペプチドの機能を低下させる物質である。
　本発明のスクリーニング方法に供しうる被験試料としては、例えば、生物（例えば、植
物、動物、微生物）等の細胞抽出物、該生物の無細胞抽出物、該生物の細胞培養物、該生
物の組織培養物等の試料中に含まれた物質、化学的に合成された化合物、生物学的に産生
された物質等が挙げられる。
　前記被験試料には、例えば、ｃＤＮＡ発現ライブラリー等の発現ライブラリー、ペプチ
ド、ペプチドミメティックス、ホルモン、他のタンパク質、核酸、核酸アナログ〔例えば
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、ペプチド核酸（ＰＮＡ）等〕、コンビナトリアルケミストリーにより得られたコンビナ
トリアルライブラリーの化合物、前記指標遺伝子のアンチセンス核酸、前記指標遺伝子に
特異的なリボザイム、前記指標遺伝子に特異的なＲＮＡｉ、前記指標ポリペプチドに対す
る抗体、前記指標ポリペプチドに対するＤＮＡアプタマー、他の化合物等も包含される。
さらに、前記核酸、核酸アナログ、ＰＮＡ、アンチセンス核酸、リボザイム、ＲＮＡｉ及
び抗体は、より優れた適合性を呈する物質をスクリーニングする観点から、種々の修飾、
誘導体化等を行なってもよい。
　また、例えば、被験試料として、細胞抽出物、無細胞抽出物、細胞培養物、組織培養物
等のように、複数の物質の混合物を用いる場合、被験試料に含まれる物質の中から、目的
の作用を呈するアンタゴニスト又はインヒビターをさらに選別するために、被験試料を適
切な方法、例えば、各種クロマトグラフィー、塩析、有機溶媒抽出等による物質の化学的
性質及び／又は物理的性質の同一性若しくは類似性に基づく分画等により、被験試料中に
含まれる物質を細分化させた画分を得、再度、該画分のそれぞれを本発明のスクリーニン
グ方法に供し、目的の作用を呈する画分を選別することにより、アンタゴニスト又はイン
ヒビターを選別することができる。なお、前記分画とスクリーニング方法とは、必要に応
じて繰り返し行なってもよい。
　本発明のスクリーニング方法においては、アンタゴニスト又はインヒビターを選別する
ための指標の１つとして、Ａ．指標遺伝子を介して生じる事象、及び／又は
Ｂ．指標ポリペプチドの少なくとも１種若しくはその断片の動態、
を評価する。
　前記Ａ．の動態を評価するスクリーニング方法（態様１）としては、１つの側面では、
　被験試料の存在下における
配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：
６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９に示さ
れるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少なくと
も１種の遺伝子（指標遺伝子）の発現量と、該被験試料の非存在下における該遺伝子の発
現量とを比較し、該被験試料の存在下において、該遺伝子の発現量が減少することを指標
として被験物質を選別する、スクリーニング方法が挙げられる。
　前記スクリーニング方法において、指標遺伝子の発現量は、例えば、レポーター遺伝子
を用いた転写活性の測定、ＲＴ－ＰＣＲ若しくはノーザンブロット法による発現産物の定
量解析等により測定されうる。
　レポーター遺伝子を用いて、前記指標遺伝子の発現量を測定する場合、前記指標遺伝子
の下流に、慣用の定量可能なレポーター遺伝子を作動可能に連結させ、得られた構築物を
、適切な手段により直接的又は間接的に、宿主に導入し、前記レポーター遺伝子の発現産
物を定量することにより測定されうる。
　前記レポーター遺伝子としては、例えば、β－ガラクトシダーゼ遺伝子、クロラムフェ
ニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子、ルシフェラーゼ遺伝子等が挙げられる。
　前記宿主としては、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　Ｃｏｌｉ　Ｋ－１２系統のＨＢ
１０１株、Ｃ６００株、ＪＭ１０９株等）、酵母（サッカロミセス・セルビジエ等）等が
挙げられる
　前記構築物の宿主細胞への導入は、例えば、該構築物を、慣用のベクターに連結して、
宿主細胞に導入すること、該構築物を直接的に宿主細胞に導入すること等により行なわれ
うる。
　前記ベクターは、用いられる宿主細胞に応じて適宜選択することができ、例えば、大腸
菌を宿主細胞とする場合、ｐＵＣ誘導体（例えば、ｐＵＣ１９等）、商品名：ｐＢｌｕｅ
ｓｃｒｉｐｔＩＩ〔ストラタジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）社製〕、ｐＢＲ３２２、ｐ
ＣＲ３、ｐＣＭＶＳＰＯＲＴなどのプラスミドベクター；λＺＡＰＩＩ、λｇｔ１１など
のファージベクターが挙げられる。宿主細胞が酵母細胞の場合、ベクターとしては、ｐＹ
ＥＳ２、ｐＹＥＵｒａ３等が挙げられる。宿主細胞が昆虫細胞の場合、ｐＡｃＳＧＨｉｓ
ＮＴ－Ａ等が挙げられる。宿主が動物の場合、ｐＫＣＲ、ｐＥＦＢＯＳ、ｃＤＭ８、ｐＣ
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ＥＶ４などが挙げられる。
　前記構築物の宿主への導入方法としては、例えば、塩化カルシウム法、エレクトロポレ
ーション法等に代表される慣用の遺伝子導入方法等が挙げられる。
　レポーター遺伝子の発現産物量は、該レポーター遺伝子の種類に応じた手段により測定
されうる。例えば、レポーター遺伝子の発現産物が酵素である場合、酵素活性を測定する
こと、酵素の基質の分解産物等の生成量を測定すること、蛍光強度等を介して測定するこ
と等が挙げられる。
　ｍＲＮＡを測定するＲＴ－ＰＣＲの場合、前記指標遺伝子又はその特徴的な部分を特異
的に増幅するプライマー対を用い、前記指標遺伝子又はその特徴的部分を増幅し、慣用の
手法により定量することにより行なわれうる。
　なお、前記「特徴的な部分」とは、公知のデータベースに登録された配列には実質的に
見出されない指標遺伝子の部分を意味する。
　前記プライマー対は、前記指標遺伝子の塩基配列と公知データベースに登録された配列
とを参照して、慣用のプライマーデザイン用ソフトウェア等によりデザインされうる。前
記プライマー対は、適宜、検出に適した標識物質（蛍光物質、放射性物質等）により標識
されうる。プライマーの鎖長は、特に限定されないが、例えば、好ましくは、連続した少
なくとも１５ヌクレオチド、さらに好ましくは、１５～４０ヌクレオチド、より好ましく
は、１７～３０ヌクレオチドであることが望ましい。
　ＲＴ－ＰＣＲによる増幅産物の量は、例えば、エチジウムブロマイドに基づく蛍光強度
、標識物質の量等を介して定量されうる。
　ノーザンブロット法の場合、前記プライマー対の場合と同様に、前記指標遺伝子の塩基
配列と公知データベースに登録された配列とを参照してデザインされた指標遺伝子に特異
的なプローブを用いて行なわれうる。前記プローブは、検出に適した標識物質（蛍光物質
、放射性物質等）により標識されうる。プローブの鎖長は、特に限定されないが、非特異
的なハイブリダイゼーションを防止する観点から、好ましくは、連続した少なくとも１５
ヌクレオチド、より好ましくは、連続した１８ヌクレオチド以上であることが望ましい。
　ノーザンブロット法による指標遺伝子のｍＲＮＡ量の測定は、ハイブリダイズしたプロ
ーブに由来する標識物質の量を介して、定量されうる。
　前記スクリーニング方法においては、被験物質の存在下の場合において、被験物質非存
在下の場合に比べ、指標遺伝子の発現量が減少していた場合、当該被験物質が、細菌の増
殖抑制剤としての作用を有することの指標となる。
　本発明のスクリーニング方法によれば、例えば、前記指標ポリペプチドに結合できるこ
とが知られていない被験試料を試験することができる。かかる試験は、被験試料の存在下
、大腸菌の高産生株より調製した（精製又は部分精製品）を、該指標ポリペプチドに結合
することが知られているリガンドの結合を可能にする条件と同様の条件下に維持し、該被
験試料が、該指標ポリペプチドへの前記リガンドの結合を阻害するか否かを調べること、
すなわち、前記「Ｂ．指標ポリペプチドの少なくとも１種若しくはその断片の動態」を評
価する。
　前記Ｂ．の動態を評価するスクリーニング方法（態様２）としては、
（１）前記指標ポリペプチド又はその断片と、被験試料とを接触させ、混合物を得るステ
ップ、及び
（２）前記ステップ（１）で得られた混合物において、該ポリペプチド又はその断片と結
合する被験試料の有無を検出するステップ、
を含む方法が挙げられる。なお、かかる態様２のスクリーニング方法は、前記態様１と組
み合わせて行なってもよい。また、態様１のスクリーニング方法と組み合わせる場合、ス
テップ（Ａ）に先立って行なってもよく、ステップ（Ｂ）の後、同定されたアンタゴニス
ト又はインヒビターについて、態様２のスクリーニング方法を行なってもよい。
　態様２の方法において、被験試料は、前記共鳴プラズモン解析等を行なうことにより選
別されうる。
　また、共鳴プラズモン相互作用解析の場合、例えば、
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▲１▼　被験試料又は指標ポリペプチドを固定化したチップに、対応して、指標ポリペプ
チド又は被験試料を含有した溶液を、一定の流速で、送液するステップ；及び
▲２▼　適切な検出手段〔例えば、光学的検出（蛍光度、蛍光偏向度など）、質量分析計
との組み合わせ（マトリックス支援レーザー脱離イオン化－飛行時間型質量分析計：ＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ、エレクトロスプレー・イオン化質量分析計：ＥＳＩ－ＭＳ等）〕
により相互作用を検出するステップ；
を行なえばよい。ここで、被験試料と指標ポリペプチドとからなる複合体の形成を示すセ
ンサーグラムが呈示された場合、被験試料と指標ポリペプチドとが結合することの指標と
なる。
　また、本発明のスクリーニング方法においては、被験試料存在下での指標遺伝子若しく
はその断片又は指標ポリペプチド若しくはその断片の動態の評価の際、ランダム化された
ペプチドをファージからディスプレイし、固定化受容体に対するアフィニティークロマト
グラフィーによりスクリーニングを行なうファージディスプレイ法〔例えば、国際公開第
９１／１７２７１号パンフレット、国際公開第９２／０１０４７号パンフレット、米国特
許第５，２２３，４０９号明細書等〕、チップ上に固定されたペプチド、化合物等のコン
ビナトリアルケミストリー〔例えば、米国特許第５，１４３，８５４号明細書、国際公開
第９０／１５０７０号パンフレット、国際公開第９２／１００９２号パンフレット等〕、
ペプチドライブラリーの合成及びスクリーニング〔例えば、クレーマー〔Ｋｒａｍｅｒ，
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，８７、２５－３９，（１９９８）等〕、クラスタ
ー化アミノ酸ペプチドライブラリーを用いるペプチド－抗体相互作用のフィンガープリン
ト解析〔例えば、クレーマー（Ｋｒａｍｅｒ）、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，３２、４５
９－４６５、（１９９５）〕、ペプチドミメティックコンビナトリアルライブラリーの作
製及び利用〔例えば、オストレッシュ（Ｏｓｔｒｅｓｈ）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎ
ｚｙｍｏｌｏｇｙ、２６７、２２０－２３６（１９９６）；ドスナー（Ｄｏｓｎｅｒ）、
Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．，４、７０９－７１５（１９９６）；ニーリー（Ｂｅ
ｅｌｅｙ）、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ．，１２、２１３－２１６（１９９４）；
アル－オバイディ（ａｌ－Ｏｂｅｉｄｉ）、Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎ．，２０５－２２
３、９（１９９８）；ウイリー（Ｗｉｌｅｙ）、Ｍｅｄ．Ｒｅｓ．
　Ｒｅｖ．，１３、３２７－３８４（１９９３）；ボーム（Ｂｏｈｍ）、Ｊ．Ｃｏｍｐｕ
ｔ．Ａｉｄｅｄ　Ｍｏｌ．Ｄｅｓ．，１０、２６５－２７２（１９９６）；及びフルビー
（Ｈｒｕｂｙ）、Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ、４３、２１９－２６６（１９９７）等〕等を
行なってもよい。
　なお、ファージディスプレイの方法で、指標ポリペプチド又はその断片に結合する短い
ペプチドを同定し、次に同定されたペプチドをプローブにしてインヒビターをスクリーニ
ングする方法も含まれる。
　また、前記態様２のスクリーニング方法は、別の側面では、
被験試料の存在下における
配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：
６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９に示さ
れるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少なくと
も１種の遺伝子（指標遺伝子）によりコードされたポリペプチドの発現量と、該被験試料
の非存在下における該ポリペプチドの発現量とを比較し、該被験試料の存在下において、
該ポリペプチドの発現量が減少することを指標として被験物質を選別する、スクリーニン
グ方法（態様２’）；
被験試料の存在下における
配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列番号：
６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９に示さ
れるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少なくと
も１種の遺伝子によりコードされたポリペプチドの機能と、被験試料非存在下における該
ポリペプチドの機能とを比較し、該被験試料の存在下において、該ポリペプチドの機能が
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低下することを指標として被験物質を選別する、スクリーニング方法（態様２’’）が挙
げられる。
　前記態様２’のスクリーニング方法において、ポリペプチドの発現量は、該ポリペプチ
ドに特異的な抗体を用いた免疫化学的方法、例えば、慣用のウエスタンブロット法、慣用
のＥＬＩＳＡ法等により測定されうる。
　前記抗体は、ポリペプチドに特異的に結合する能力を有するものであればよい。前記抗
体は、例えば、ジョン　Ｅ．コリガン（Ｊｏｈｎ　Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ）編集、カレント
　プロトコルズ　イン　イムノロジー（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）、１９９２等に記載の方法にしたがい、前記指標遺伝子によりコー
ドされるポリペプチド又はその一部を用いてウサギやマウス等を免疫することにより、容
易に作製され得る。また、前記抗体は、公知技術により修飾された抗体や抗体の誘導体で
あってもよい。さらに、前記抗体は、得られた抗体をペプチダーゼ等により処理すること
により得られる抗体の断片であってもよい。前記抗体は、慣用の標識物質（例えば、蛍光
物質、ペルオキシダーゼ等）により標識されうる。
　前記態様２’のスクリーニング方法においては、被験物質の存在下の場合において、被
験物質非存在下の場合に比べ、指標遺伝子によりコードされるポリペプチドの発現量が減
少していた場合、当該被験物質が、細菌の増殖抑制剤としての作用を有することの指標と
なる。
　態様２’’のスクリーニング方法では、例えば、指標遺伝子を適切なベクターに連結し
、得られた発現ベクターを指標ポリペプチドの発現に適した宿主に導入し、該指標ポリペ
プチドの発現に適した条件下に該宿主を培養することにより、指標ポリペプチドを発現さ
せ、得られた指標ポリペプチドについて、機能を評価すればよい。
　前記ベクター及び宿主は、前記と同様である。また、宿主への発現ベクターの導入は、
前記遺伝子導入方法により行なわれうる。
　なお、前記指標ポリペプチドは、Ｈｉｓタグ、ＧＳＴ等との融合タンパク質として発現
させてもよい。
　発現した指標ポリペプチドは、慣用のタンパク質精製方法（例えば、遠心分離、塩析、
透析、イオン交換カラムクロマトグラフィー、吸着カラムクロマトグラフィー、アフィニ
ティークロマトグラフィー、クロマトフォーカシング等）により適宜精製されうる。
　指標ポリペプチドの機能は、例えば、酵素活性、リガンドの結合能等が挙げられる。
　また、本発明によれば、前記指標ポリペプチドと、該指標ポリペプチドに結合するリガ
ンド、例えば、アンタゴニスト、インヒビター等との結合部位に基づき、細菌感染症又は
細菌感染症に関連する障害若しくは疾患を治療するためのアンタゴニスト又はインヒビタ
ーをデザインすることができる。上記のようにデザインされた物質も本発明のスクリーニ
ング方法における被験物質として用いることができる。したがって、前記アンタゴニスト
又はインヒビターのデザイン方法も本発明に含まれる。
　本発明の細菌感染症又は細菌感染症に関連する障害若しくは疾患を治療するためのアン
タゴニスト又はインヒビターのデザイン方法は、下記ステップ（ｉ）～（ｉｉｉ）：
（ｉ）前記指標ポリペプチドの少なくとも１種又はその断片へのアンタゴニスト又はイン
ヒビターの結合部位を同定するステップ、
（ｉｉ）前記ステップ（ｉ）で同定された結合部位と、該ポリペプチドの構造との両方の
分子モデリングを行ない、それぞれ、分子モデルを得るステップ、及び（ｉｉｉ）前記ス
テップ（ｉｉ）で得られた分子モデルに基づき、該アンタゴニスト又は該インヒビターを
改変し、それにより、該ポリペプチドに対する結合特異性又は親和性を改良するステップ
を含む方法である。
　本発明のデザイン方法は、前記指標ポリペプチドの少なくとも１種又はその断片へのア
ンタゴニスト又はインヒビターの結合部位が用いられることに１つの大きな特徴がある。
かかる結合部位を用いるため、細菌感染症又は細菌感染症に関連する障害若しくは疾患に
対してより適合する性質を発揮しうる構造をデザインすることが可能になるという優れた
効果を発揮する。
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　また、本発明のデザイン方法は、前記結合部位と指標ポリペプチドの構造との両方の分
子モデリングを行なうため、細菌感染症又は細菌感染症に関連する障害若しくは疾患に対
してより適合する性質を発揮しうる構造をデザインすることが可能になるという優れた効
果を発揮する。
　前記細菌感染症としては、例えば、黄色ブドウ球菌、肺炎球菌、大腸菌、インフルエン
ザ菌等による感染症等が挙げられる。
　細菌感染症に関連する障害若しくは疾患としては、例えば、気管支炎、肺炎、腎盂腎炎
、尿道炎、浅在性化膿性皮膚疾患、中耳炎等が挙げられる。
　前記ステップ（ｉ）において、「アンタゴニスト又はインヒビター」には、本発明のス
クリーニング方法により同定されたアンタゴニスト又はインヒビターが包含される。また
、前記アンタゴニスト又はインヒビターは、本発明のスクリーニング方法により同定され
たアンタゴニスト、インヒビター等を基に、前記ペプチドミメティックス作製技術、コン
ビナトリアルケミストリー技術等により、修飾、誘導体化等を行ない得られた誘導体化合
物であってもよい。
　前記ステップ（ｉ）において、前記結合部位は、例えば、前記アンタゴニスト又はイン
ヒビターが、ポリペプチドの場合、慣用の部位特異的変異導入方法により作製した変異型
アンタゴニスト又はインヒビターと、前記指標遺伝子若しくはその断片又は指標ポリペプ
チド若しくはその断片との結合親和性を調べること、あるいは、前記アンタゴニスト又は
インヒビターから作製されたキメラペプチドと、前記指標遺伝子若しくはその断片又は指
標ポリペプチド若しくはその断片との結合親和性を調べることにより決定されうる。
　前記アンタゴニスト又はインヒビターが、ポリペプチドを除く化合物である場合、指標
ポリペプチドについて、慣用の部位特異的変異導入方法により変異型指標ポリペプチドを
作製し、得られた変異型指標ポリペプチドと、前記アンタゴニスト又はインヒビターとの
結合親和性を調べ、結合が検出されない変異型指標ポリペプチドの改変アミノ酸残基に対
応する指標ポリペプチドのアミノ酸残基に対して相互作用（例えば、共有結合、イオン性
相互作用、イオン－双極子間相互作用、双極子－双極子間相互作用、水素結合、ファンデ
ルワールス力、疎水性相互作用等）を生じる前記アンタゴニスト又はインヒビター内の官
能基を決定することができる。
　なお、前記相互作用を生じる官能基を決定するための指標の例として、
Ｉ．　共有結合は、例えば、アルキル化、アシル化、リン酸化などを受けやすい官能基に
より生じうる
ＩＩ．　イオン性相互作用は、ポリペプチド上の正に荷電したアミノ酸残基又は負に荷電
したアミノ酸残基と、かかる残基とは反対の電荷を有する官能基との間で生じうる
ＩＩＩ．　イオン－双極子間相互作用及び双極子－双極子間相互作用は、例えば、強い電
気陰性度の原子と弱い電気陰性度の原子との結合により電荷の片寄りが生じた双極子が存
在する場合に生じうる
ＩＶ．　水素結合は、例えば、ＮＨ－、ＯＨ－などと、非共有電子対を有する電気陰性基
との間で生じうる
Ｖ．　ファンデルワールス力は、２つの中性な分子の間に生じうる。前記疎水性相互作用
は、非極性分子間、分子の非極性部位間で生じうる
が挙げられる。
　なお、かかる結合部位の同定においては、例えば、慣用のソフトウェアを用いた構造シ
ミュレーション等をさらに行なってもよい。
　ついで、ステップ（ｉｉ）において、前記結合部位と、前記指標ポリペプチドのそれぞ
れについて、分子モデリングを行なう。
　前記分子モデリングは、例えば、核磁気共鳴（ＮＭＲ）、例えば、二次元ＮＭＲ等によ
る構造解析、Ｘ線回折による構造解析等により行なわれうる。
　前記分子モデリングにおいて、細菌感染症又は細菌感染症に関連する障害若しくは疾患
に対してより適合する性質を発揮しうる構造をデザインする観点から、好ましくは、前記
アンタゴニスト又はインヒビターと指標ポリペプチドとを混合して、複合体を形成させ、
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得られた複合体について、前記ＮＭＲによる解析を行なうこと、又は該複合体を結晶化し
、得られた結晶について、Ｘ線構造解析により、３次元座標を得ることが望ましい。
　ついで、ステップ（ｉｉｉ）において、前記ステップ（ｉｉ）で得られた分子モデルに
基づき、アンタゴニスト又はインヒビターを改変し、それにより、該ポリペプチドに対す
る結合特異性又は親和性を改良する。
　前記ステップ（ｉｉｉ）において、アンタゴニスト又はインヒビターの改変は、前記ス
テップ（ｉｉ）で得られた分子モデルに基づき、
１）　アンタゴニスト又はインヒビターの官能基と指標ポリペプチドとの間の結合力を分
子力場計算により算出し、より強い結合力を発揮しうる官能基と置換すること又は修飾基
を導入すること、
２）　アンタゴニスト又はインヒビターの官能基と指標ポリペプチドとの間の相互作用に
ついて、より強い相互作用を発揮しうる官能基と置換すること又は修飾基を導入すること
、
３）　溶媒分子等もさらに考慮し、分子動力学法を用いて自由エネルギーを求め、安定し
て相互作用しうる化合物へ誘導すること、
等により行なわれうる。
　本発明のデザイン方法によれば、例えば、指標ポリペプチドに対するＩＣ５０が５０μ
Ｍ以下、好ましくは、５μＭ以下、より好ましくは、０．５μＭ以下となるアンタゴニス
ト又はインヒビターを設計することが可能になる。
　本発明のデザイン方法により得られたアンタゴニスト又はインヒビターについて、細菌
感染症又は細菌感染症に関連する障害若しくは疾患に対する治療効果は、例えば、種々の
グラム陽性菌、グラム陰性菌に対する最小発育阻止濃度の測定、全身感染、肺炎、尿路感
染等の感染モデル動物を用いた治療効果の測定、各種動物における体内動態の測定等によ
り評価され得る。
　また、本発明には、前記ＳＡ０５４４、ＳＡ１２９３及びＳＡ１５１１からなる群より
選ばれた遺伝子の塩基配列を有し、かつ該塩基配列によりコードされたポリペプチドが、
細菌の増殖に関連する核酸又は該ポリペプチドの、細菌感染症等の疾患の治療又は予防の
ための医薬の製造のための使用も含まれる。
　さらに、本発明の１つの側面は、前記温度感受性変異株に関する。本発明の温度感受性
変異株は、具体的には、配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ
０５４４）、配列番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）
及び配列番号：９に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる
群より選ばれた少なくとも１種の塩基配列の一部に変異を有する遺伝子を有する、黄色ブ
ドウ球菌の温度感受性変異株が挙げられる。
　本発明の温度感受性変異株に関する記載における「変異」とは、高温、例えば、４３℃
において、菌の増殖に必須の機能を発揮することができない産物を生じる変異をいい、ア
ミノ酸レベルで大きく構造、活性機能を変性させるような塩基の置換、欠失、付加又は挿
入をいう。
　本発明に用いられる温度感受性変異株は、より具体的には、例えば、ＴＳ１１２４株、
ＴＳ５８１５株、ＴＳ２００５株、ＴＳ４３１０株、ＴＳ４５３０株、ＴＳ８２２９株等
、具体的には、配列番号：３のアミノ酸配列（ＳＡ０５４４）のアミノ酸番号：２０４の
セリンに対応するコドンがロイシンに対応するコドンに置換された塩基配列（ＴＳ１１２
４株）、
配列番号：３のアミノ酸配列（ＳＡ０５４４）のアミノ酸番号：１８９のグリシンに対応
するコドンがアスパラギン酸に対応するコドンに置換された塩基配列（ＴＳ５８１５株）
、
配列番号：６のアミノ酸配列（ＳＡ１２９３）のアミノ酸番号：１００のグルタミン酸に
対応するコドンがリジンに対応するコドンに置換された塩基配列（ＴＳ２００５株）、
配列番号：６のアミノ酸配列（ＳＡ１２９３）のアミノ酸番号：９３のグリシンに対応す
るコドンがアルギニンに対応するコドンに置換された塩基配列（ＴＳ４３１０株）、
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配列番号：９のアミノ酸配列（ＳＡ１５１１）のアミノ酸番号：７５のフェニルアラニン
に対応するコドンがロイシンに対応するコドンに置換された塩基配列（ＴＳ４５３０株）
；及び
配列番号：９のアミノ酸配列のアミノ酸番号：６のグリシンに対応するコドンがアスパラ
ギン酸に対応するコドンに置換された塩基配列（ＴＳ８２２９株）
からなる群より選ばれた塩基配列を有する、温度感受性変異株が挙げられる。
　また、上記の温度感受性変異株には、遺伝子工学的手法、例えば、部位特異的変異導入
法であるオーバーラップエクステンション法等で作製された上記変異を持つ株、天然に生
じる上記変異を持つ株も含まれる。
　なお、本発明においては、本発明の温度感受性変異株を用いることにより、細菌の増殖
抑制剤をスクリーニングすることができる。
　したがって、本発明の他の側面は、本発明の温度感受性変異株を用いて、被験物質の存
在下及び非存在下における変化を検出することを特徴とする、細菌の増殖抑制剤のスクリ
ーニング方法（態様３）に関する。
　本発明の態様３のスクリーニング方法は、
（１）前記温度感受性変異株及び野生株それぞれに、被験試料を接触させるステップ、及
び
（２）野生株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象と、前記温度感受性変異株に該
被験試料を接触させた場合に生じる現象とを比較するステップ、
を含み、温度感受性変異株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象と、野生株に該被
験試料を接触させた場合に生じる現象との間で変化が生じることを指標として被験試料を
選別する、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法が挙げられる。
　本発明の態様３のスクリーニング方法において、「被験試料を接触させた場合に生じる
現象」としては、例えば、細胞死、細胞増殖抑制、菌体成分の生合成中間体の蓄積、代謝
産物の蓄積等が挙げられる。
　前記ステップ（１）において、温度感受性変異株又は野生株と、被験試料との接触は、
例えば、温度感受性変異株及び野生株の培養に適した培地に、適切な希釈率で、被験試料
を添加し、培養に適した条件下に温度感受性変異株又は野生株を培養することにより行な
われうる。
　前記「培養に適した条件」は、例えば、「図解微生物実験マニュアル（技報堂、１９９
２年）」等に記載の培養条件に準じ、適宜設定されうる。
　また、本明細書において、「温度感受性変異株」とは、起源となる野生株（すなわち、
野生型の細菌）における変異により、温度感受性を示す、又はしめすようになった変異株
をいう。
野生型の細菌を意味する。
　野生株としては、例えば、黄色ブドウ球菌株、例えば、ＲＮ４２２０、Ｃｏｗａｎ、Ｖ
８、Ｎｅｗｍａｎ、Ｌ１２、Ｒｅｙｎｏｌｄｓ、ＪＬ０２２、Ｎ３１５、ＲＮ８８４６、
ＳＲＭ５５１、ＳＲＭ５６３、ＲＳ１５８７、２０９Ｐ、ＪＣ－１、ＡＴＣＣ２５９２３
、ＳＭＩＴＨＮＣＴＣ８３２５、ＲＮ２６７７、ＲＮ４５１、ＲＮ２９０６、ＭＷ２、Ｃ
ＯＬ、２５２、４７６、大腸菌株、例えば、Ｋ１２、ＢＬ２１、ＨＢ１０１、ＪＭ１０９
、Ｍ６６、ＤＨ１０、ＣＦＴ０７３、Ｏ１５７、ＭＶ１１８４、Ｂ、ＭＬ、ＫＵ６４０１
、ＡＴＣＣ２６、ＡＴＣＣ２５９２２等が挙げられる。
　前記ステップ（１）において、細胞と、被験試料との接触は、例えば、被験試料を含有
した培地、具体的には、Ｌ－ｂｒｏｔｈ（トリプトン：１重量％、酵母エキス：０．５重
量％、塩化ナトリウム：０．５重量％　ｐＨ７．０）、スタフィロコッカス培地１１０（
酵母エキス：０．２５重量％、ペプトン：１重量％，ゼラチン：３重量％、乳糖：０．２
重量％、マンニット：１重量％、塩化ナトリウム：７．５重量％、リン酸水素二カリウム
：０．５重量％、脱脂寒天：１．５重量％　ｐＨ７．０）、トリプトソイ寒天培地（トリ
プトン：１．５重量％、ソイペプトン：０．５重量％、塩化ナトリウム：０．５重量％、
寒天：１．５重量％　ｐＨ７．３）、乳糖ブイヨン（肉エキス：０．３重量％、ペプトン
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：０．５重量％、乳糖：０．５重量％　ｐＨ６．９）、臨床用チオグリコレート培地（ト
リプトン：１．７重量％、ソイペプトン：０．３重量％、ブドウ糖：０．６重量％、塩化
ナトリウム：０．２５重量％、チオグリコル酸ナトリウム：０．０５重量％、Ｌ－シスチ
ン：０．０２５重量％、亜硫酸ナトリウム：０．０１重量％、寒天：０．０７重量％　ｐ
Ｈ７．０）、ミュラーヒントン培地（牛肉抽出液：３０重量％、カゼイン水解物：１．７
５重量％、可溶性デンプン：０．１５重量％、寒天：１．７重量％　ｐＨ７．３）、テト
ラチオネート液体培地（ペプトン：０．２５重量％、カゼインペプトン：０．２５重量％
、デソキシコール酸ナトリウム：０．１重量％、チオ硫酸ナトリウム：３重量％、炭酸カ
ルシウム：１重量％　ｐＨ８．４）、マンニット食塩培地（肉エキス：０．２５重量％、
ペプトン：１重量％、マンニット：１重量％、塩化ナトリウム：７．５重量％、フェノー
ルレッド：０．００２５重量％、寒天：１．５重量％ｐＨ７．４）、ＰＥＡアザイド培地
（肉エキス：０．５重量％、トリプトン：１．５重量％，塩化ナトリウム：０．５重量％
、フェニルエタノール：０．１５重量％、窒化ナトリウム：０．０１重量％、寒天：１．
５重量％　ｐＨ７．４）、ＹＣＣ液体培地（酵母エキス：０．５重量％、ペプトン：１．
５重量％、ブドウ糖：０．４５重量％、リン酸二カリウム：０．２重量％、亜硫酸ナトリ
ウム：０．０２重量％　ｐＨ７．２）、トリプトソイブイヨン培地（トリプトン：１．７
重量％、ソイペプトン：０．３重量％、ブドウ糖：０．２５重量％、塩化ナトリウム：０
．５重量％、リン酸二カリウム：０．２５重量％　ｐＨ７．３）等中、適当な温度で培養
することにより行なわれうる。
　前記培地中における被験試料の含有量は、適切な連続希釈率となるように設定されうる
。
　前記ステップ（２）において、野生株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象と、
前記温度感受性変異株に該被験試料を接触させた場合に生じる現象との比較は、例えば、
肉眼観察、溶菌液のＨＰＬＣ分析、溶菌液のＬＣ／ＭＳ分析、共焦点顕微鏡観察等により
行なわれうる。
　前記ステップ（２）において、現象として、細胞増殖阻害を比較する場合、細胞増殖阻
害は、ＤＮＡへの３Ｈ－チミジンの取り込み、ＤＮＡへのＢｒｄＵの取り込み、培養中に
おける培養物の吸光度の変化、生菌数カウント、菌集落の有無等を指標として、評価され
うる。
　また、細胞死は、ＤＮＡへの３Ｈ－チミジンの取り込み、ＤＮＡへのＢｒｄＵの取り込
み、細胞の形態、生菌数カウント、コロニー形成能等を指標として、評価されうる。
　具体的には、細胞、特に、黄色ブドウ球菌の増殖の評価は、例えば、
－　該黄色ブドウ球菌を適切な培地中で培養して、増殖させ、
－　細胞が、対数増殖期の状態になった時点、例えば、培養開始２時間後、ＤＮＡ合成及
び細胞増殖に対するパラメーターとして、３Ｈ－チミジン、５－ブロモ－２’－デオキシ
ウリジン（ＢｒｄＵ）等のＤＮＡ前駆体を添加し、適切な時間（例えば、３０分）培養し
、
－　その後、培養物から培地成分を除去し、その後、菌体を洗浄し、
－　得られた菌体について、該黄色ブドウ球菌のＤＮＡに取り込まれた３Ｈ－チミジン、
ＢｒｄＵ等のＤＮＡ前駆体の量を測定する
ことにより行なわれうる。前記３Ｈ－チミジンは、得られた菌体を溶解させ、得られた溶
解物について、シンチレーションカウンター等を用いて、放射活性を計測することにより
評価されうる。また、前記ＢｒｄＵの量は、該ＢｒｄＵに対するモノクロナール抗体（抗
ＢｒｄＵ抗体）を用いて検出され得、酵素、蛍光物質等の標識物質で標識された２次抗体
を介して測定されうる。抗ＢｒｄＵ抗体と２次抗体との免疫反応は、用いられた標識物質
に応じて、分光測光法、蛍光測定法等により定量化される。また、細胞、特に、黄色ブド
ウ球菌の増殖の評価は、慣用の方法、例えば、濁度の変化、コロニー形成、生菌数カウン
ト等で行われてもよい。
　黄色ブドウ球菌に対する被験試料の増殖阻害能は、前記「黄色ブドウ球菌の増殖の評価
」を行なう方法において、該黄色ブドウ球菌の培養に際して、被験試料を含有した培地を
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用いることにより行なわれうる。なお、対照として、被験試料を含有しない培地を用いた
培養を行なえばよい。また、前記増殖阻害能は、例えば、ドリューズら〔Ｄｒｅｗｓ、Ｍ
ｉｋｒｏｂｉｏｌ．Ｐｒａｋｔｉｋｕｍ，Ｂｅｒｌｉｎ，１９７６〕に記載の方法等に基
づき、被験試料存在下及び非存在下における細菌の増殖を測定することにより、評価され
うる。
　前記「細胞死」は、例えば、吸光度等を指標にして測定した一定量の細胞を、寒天培地
と混ぜ合わせ、又は寒天培地上に植菌し、適当な温度で培養し、生じたコロニー数をカウ
ントすること、あるいはコロニーの有無を観察することによって測定することができる。
被験試料存在下に、細菌を、例えば、５時間培養後、例えば、上記の方法で細胞死を測定
することによって、評価されうる。
　また、本発明のスクリーニング方法には、下記スクリーニング方法：
（１）配列番号：３に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ０５４４）、配列
番号：６に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１２９３）及び配列番号：９
に示されるアミノ酸配列をコードする遺伝子（ＳＡ１５１１）からなる群より選ばれた少
なくとも１種の遺伝子によりコードされたポリペプチド又はその断片と、被験試料を接触
させ、混合物を得るステップ、
（２）前記ステップ（１）で得られた混合物において、該ポリペプチド又はその断片と結
合する被験試料の有無を検出し、それにより、該ポリペプチド又はその断片と結合する被
験試料を細菌の増殖抑制剤の候補物質として得るステップ、
（３）前記ステップ（２）で得られた候補物質と、ＳＡ０５４４、ＳＡ１２９３及びＳＡ
１５１１からなる群より選ばれた少なくとも１種の遺伝子を保持する細胞とを接触させる
ステップ、及び
（４）前記（３）で得られた細胞における細胞増殖阻害及び／又は細胞死の有無を検出し
、それにより、細胞増殖阻害及び／又は細胞死を引き起こすことを指標として候補物質を
選別するステップ、
を含む、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法も含まれる。
　前記ステップ（１）及び（２）は、前記態様２のスクリーニング方法と同様に行なわれ
うる。
　また、前記ステップ（３）及び（４）は、前記態様１のスクリーニング方法と同様に行
なわれうる。
　また、本発明のスクリーニング方法には、
（１）本発明の温度感受性変異株を、該温度感受性変異株の起源となる野生型の細菌の生
育至適温度下で培養した場合に生じる現象と、該野生型の細菌は生育でき、かつ該温度感
受性変異株の生育が影響を受ける温度下に培養した場合に生じる現象との間の差を観察す
るステップ、
（２）該温度感受性変異株を、該生育至適温度下に、被験試料非存在下で培養した場合に
生じる現象と、該生育至適温度下に、被験試料存在下で培養した場合に生じる現象との間
の差を観察するステップ、
（３）該野生型の細菌を、被験試料非存在下で培養した場合に生じる現象と、被験試料存
在下で培養した場合に生じる現象との間の差を観察するステップ、及び
（４）前記ステップ（１）で得られた結果と（２）で得られた結果との間又は前記ステッ
プ（１）で得られた結果と（３）で得られた結果との間で比較し、実質的に同一の現象が
検出されることを指標として、細胞増殖阻害及び／または細胞死を引き起こす候補物質を
選別することを特徴とする、細菌の増殖抑制剤のスクリーニング方法も含まれる。
　なお、本明細書において、「温度感受性変異株の起源となる野生型の細菌は生育でき、
かつ温度感受性変異株の生育が影響を受ける温度」は、具体的には、３７℃～４５℃であ
り、好ましくは、４０～４５℃であり、特に好ましくは、４３℃である。
　また、「野生型の細菌の生育至適温度」は、野生型の細菌により異なる場合もあるが、
例えば、３０℃等をいう。
　かかるスクリーニング方法では、前記温度感受性変異株を、高温、例えば、３７℃又は
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４３℃で培養した場合に生じる現象と、野生型の細菌を被験物質存在下に培養した場合に
生じる現象との間の類似性が指標となる。かかるスクリーニング方法における「現象」と
しては、菌の形態変化、基質、菌体成分の生合成中間体の蓄積、代謝産物の蓄積等が挙げ
られる。
　本発明の黄色ブドウ球菌の必須遺伝子を標的にした増殖抑制剤のスクリーニング方法に
よれば、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、陰性菌、なかんずく耐性菌に
対して有効であり、これらの菌の増殖を、効率よく抑制しうるアンタゴニスト又はインヒ
ビターを、効率よくスクリーニングすることができるという優れた効果を奏する。また、
本発明の細菌感染症又は細菌感染症に関連する障害又は疾患を治療するためのアンタゴニ
スト又はインヒビターのデザイン方法によれば、細菌感染症又は細菌感染症に関連する障
害若しくは疾患に対してより有効に、効率よく作用しうるアンタゴニスト又はインヒビタ
ーを、効率よく、得ることができるという優れた効果を奏する。また、本発明の細菌の増
殖に関連する核酸によれば、黄色ブドウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、グラム陰
性菌等の細菌の増殖を、効率よく抑制しうるアンタゴニスト又はインヒビターをスクリー
ニングするための新しい標的とすることができ、細菌の増殖の抑制に利用できるという優
れた効果を奏する。さらに、本発明の黄色ブドウ球菌の温度感受性株によれば、黄色ブド
ウ球菌をはじめとする各種グラム陽性菌、陰性菌、なかんずく耐性菌に対して有効であり
、これらの菌の増殖を、効率よく抑制しうるアンタゴニスト又はインヒビターを、効率よ
くスクリーニングすることができるという優れた効果を奏する。
　下記実施例により、本発明をより詳細に説明するが、本発明は、かかる実施例により何
ら限定されるものではない。なお、特に断りのない限り、反応条件、操作等について、用
いた試薬に添付の説明書、モレキュラークローニング　ア　ラボラトリーマニュアル〔ザ
ンブルーク（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，（２００１）〕等の記載が参
照されうる。
【実施例１】
　黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株を、ＬＢ液体培地〔組成：１重量％　バクトトリプトン
、０．５重量％　酵母エキス、１重量％　塩化ナトリウム、０．４％　エチルメタンサル
フェート（ｐＨ７．０）〕を用いて変異処理し、ＬＢ寒天培地〔組成：１重量％　バクト
トリプトン、０．５重量％酵母エキス、１重量％　塩化ナトリウム、０．４重量％　エチ
ルメタンサルフェート　１．５重量％　寒天（ｐＨ７．０）〕に塗布し、３０℃で培養し
た。ついで、生じたコロニーについて、前記ＬＢ寒天培地に、レプリカ法で播種し、２枚
のレプリカプレートを作製した。
　前記レプリカプレートの一方を３０℃で一夜インキュベートし、他方を４３℃で一夜イ
ンキュベートした。
　その結果、４３℃でのインキュベーションでは、生育せず、３０℃でのインキュベーシ
ョンで生育したコロニーを、温度感受性変異株として得た。
【実施例２】
　黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株から、慣用の方法で、ゲノムＤＮＡを単離した。
　得られたゲノムＤＮＡを、ＳｓｐＩ、ＥｃｏＲＶ等の制限酵素又はデオキシリボヌクレ
アーゼＩで部分消化し、ついで、得られた消化ＤＮＡ断片を、ベクタープラスミドｐＳＲ
５１５に組込み、ゲノムＤＮＡプラスミドライブラリーを得た。
　得られたゲノムＤＮＡプラスミドライブラリーを、エレクトロポレーション法で、前記
実施例１で得られた変異株に導入し、得られた形質転換体を、クロラムフェニコール含有
ＬＢ寒天培地〔組成：１重量％　バクトトリプトン、０．５重量％　酵母エキス、１重量
％　塩化ナトリウム、１．５重量％　寒天（ｐＨ７．０）〕に塗布した。その後、前記平
板培地を、４３℃で維持し、形質転換体を培養した。
　２４時間培養後、前記平板培地上、４３℃で形成されたコロニーからプラスミドＤＮＡ
を抽出した。その後、ゲノムＤＮＡに由来する挿入断片の解析を行なった。
　ゲノムＤＮＡに由来する挿入断片の両端の塩基配列を決定した。ついで、決定された塩
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基配列と、すでにゲノムプロジェクトにより全ゲノムＤＮＡの塩基配列が決定されている
黄色ブドウ球菌Ｎ３１５株の塩基配列とを比較した。前記Ｎ３１５株のゲノムＤＮＡの塩
基配列は、前記ＲＮ４２２０株のゲノムＤＮＡの塩基配列とほぼ相同であると考えられて
いる。そこで、前記比較の結果に基づき、ＲＮ４２２０株のゲノムＤＮＡ由来の挿入断片
の全塩基配列を推定した。
　ゲノムＤＮＡプラスミドライブラリーを温度感受性変異株に導入した結果４３℃で増殖
できるようになった形質転換体は、通常、複数株分離できるので、挿入断片の塩基配列を
解析できるプラスミドも複数ある。解析することにより複数の挿入断片中に共通して見出
された遺伝子は、前記変異株の高温感受性を相補する遺伝子であると考えられる
　なお、挿入断片中に２種以上の遺伝子が共通して見出された場合、ＲＮ４２２０株のゲ
ノムＤＮＡをテンプレートにしてそれぞれの遺伝子をＰＣＲ法により増幅し、得られた各
断片をそれぞれ別のプラスミドに組込み、単一の遺伝子を含有した組換えプラスミドを構
築し、前記実施例１で得られた温度感受性変異株に該組換えプラスミドを導入して、４３
℃における増殖能の相補を評価することにより、相補性試験を行なった。
　前記相補性試験において、培地として、ＬＢ培地〔組成：１重量％　バクトトリプトン
、０．５重量％　酵母エキス、（ｐＨ７．０）〕を用いた。
　その結果、配列番号：１又は２に示される塩基配列を有する遺伝子、配列番号：４又は
５に示される塩基配列を有する遺伝子及び配列番号：７又は８に示される塩基配列を有す
る遺伝子のそれぞれが、黄色ブドウ球菌の増殖に機能を果たす遺伝子（生存に必須の遺伝
子）として得られた。また、前記遺伝子によりコードされるポリペプチドのアミノ酸配列
を、それぞれ、配列番号：３、６及び９に示す。
【実施例３】
　細胞増殖阻害を評価する場合、被験試料として、化合物ライブラリーの化合物を含有し
たＬＢ培地中、３０℃又は３７℃で、黄色ブドウ球菌温度感受性株を培養する。また、対
照として、前記条件下で黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株を培養する。
　培養後、吸光度若しくは菌集落の有無によって細胞増殖阻害を評価する。
　その結果、被験試料の存在により、ＲＮ４２２０株よりも温度感受性株の増殖がより強
く阻害された場合、あるいは３０℃よりも３７℃の方が温度感受性株の増殖がより強く阻
害された場合、該被験試料が、アンタゴニスト又はインヒビターとして選別される。
【実施例４】
　温度感受性変異株を、ＬＢ培地中、温度感受性変異株の起源となる野生型の細菌は生育
でき、かつ該温度感受性変異株の生育が影響を受ける温度（例えば、３７～４３℃）の範
囲の各温度および３０℃で培養する。また、前記温度感受性変異株に対応する野生株を前
記温度で、あるいは前記温度感受性変異株を３０℃で、各種濃度の被験物質存在下あるい
は非存在下でＬＢ培地中で培養する。
　培養後、得られた温度感受性変異株及び野生株それぞれの細胞の形態を観察する。また
、得られた温度感受性変異株及び野生株それぞれから、同じ細胞数単位の細胞抽出物を調
製し、得られた細胞抽出物について、二次元電気泳動、ＨＰＬＣ等により、該細胞抽出物
中に含まれる成分量、その組成比等を解析する。
　次に、３０℃で培養した時と比較して、温度感受性変異株の起源となる野生型の細菌は
生育でき、かつ該温度感受性変異株の生育が影響を受ける温度で培養した時の温度感受性
株の形態変化、細胞抽出物中に含まれる成分量、その組成比等の変化を調べる。さらに、
該温度感受性株あるいは温度感受性変異株の起源となる野生株を被験物質非存在下で培養
した時と比較して、被験物質存在下で培養した時の細胞の形態変化、細胞抽出物中に含ま
れる成分量、その組成比等の変化を調べる。
　その結果、両変化が実質的に同一の場合、該被験物質が、温度感受性変異した指標遺伝
子もしくはそれによりコードされるポリペプチドのアンタゴニスト又はインヒビターとし
て選別される。
【産業上の利用可能性】
　本発明により、細菌の増殖に必須の新規遺伝子及びその産物を標的として抗菌化合物の
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スクリーニングに利用することが可能になり、その結果、既存抗菌薬とは異なる基本骨格
と異なる作用機作を持ち、耐性が交叉しない新規抗菌薬を見出すことが可能となった。
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