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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内、少なくとも
１つをオパールに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子及び黄色ブドウ球菌に
含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞を培養することを特徴とする、より
低温で培養した時に比べて該標的タンパク質の発現量を減少させる方法。
【請求項２】
該細胞が、黄色ブドウ球菌である、請求項１記載の標的タンパク質の発現量を減少させる
方法。
【請求項３】
オパールへの置換が、アルギニン、トリプトファン、システイン、グリシン、セリン又は
ロイシンをコードするコドンからオパールへの置換である、請求項１又は２記載の標的タ
ンパク質の発現量を減少させる方法。
【請求項４】
オパールへの置換が、トリプトファン又はアルギニンをコードするコドンからオパールへ
の置換である、請求項３記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法。
【請求項５】
オパールへの置換が、トリプトファンをコードするTGGからTGAへの置換、アルギニンをコ
ードするCGAからTGAへの置換である、請求項４記載の標的タンパク質の発現量を減少させ
る方法。
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【請求項６】
オパールへの置換が、トリプトファンをコードするTGGからTGAへの置換である、請求項５
記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法。
【請求項７】
標的タンパク質が黄色ブドウ球菌のタンパク質である、請求項１～６いずれかに記載の標
的タンパク質の発現量を減少させる方法。
【請求項８】
請求項１～７いずれかに記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法を含む、標的タ
ンパク質の機能の解析方法。
【請求項９】
請求項１～７いずれかに記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法を含む、該標的
タンパク質を増殖必須タンパク質と同定する方法。
【請求項１０】
請求項９に記載の標的タンパク質を増殖必須タンパク質と同定する方法を含む、該増殖必
須タンパク質をターゲットとした抗菌剤のスクリーニング方法。
【請求項１１】
黄色ブドウ球菌の増殖必須タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコ
ドンの内、少なくとも１つをオパールに置換する工程を含む、黄色ブドウ球菌の温度感受
性致死変異株の作製方法。
【請求項１２】
標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内、少なくとも
１つをオパールに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子及び黄色ブドウ球菌に
含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞。
【請求項１３】
該細胞が、黄色ブドウ球菌である、請求項１２記載の細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、温度依存的にリードスルーの起きる頻度が変化するナンセンス変異を有する
標的タンパク質の発現量の温度による調節方法に関する。また、本発明は、該タンパク質
をコードする変異遺伝子と黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を共に
含有する細胞を容易に作製し、標的タンパク質の機能解析を行う方法に関する。その他、
増殖必須タンパク質の同定を行う方法、及び、同定された増殖必須タンパク質をターゲッ
トとした抗菌剤のスクリーニング方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）は市中、及び病院内の各種感染症の主要病
原菌として重要である。また、多くの食中毒発生において原因因子として同定されてきた
。近年ではメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）に代表されるように、各種抗菌薬
に対して、耐性を獲得した株が増加してきている。これらの耐性菌による院内感染はしば
しば重篤化するため、臨床上大きな問題となっている。
【０００３】
　現在では黄色ブドウ球菌の全遺伝子の解読が終了し、塩基配列が一般公開されている（
NCBI Accession No.NC-002745等）。これらの情報を基に、病気の診断及び治療を目的に
、タンパク質の機能解析が進められている。黄色ブドウ球菌のゲノムＤＮＡには二千数百
のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）が存在し、それぞれが特定のタンパク質をコ
ードしている。大部分の遺伝子は、黄色ブドウ球菌の置かれた環境の変化に対応するため
に機能するものであり、必ずしも必須ではない。事実、多くの遺伝子について、それを欠
損させても細胞が増殖することが知られている。黄色ブドウ球菌の増殖に必須の役割を演
じているタンパク質がどれであるかが分かれば、該タンパク質が、抗菌剤のターゲットの
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候補になるが、該タンパク質を決定することは、従来は困難であった。
【０００４】
　黄色ブドウ球菌の増殖必須遺伝子を検索する方法の一つとして温度感受性突然変異株が
利用されている（特許文献１参照）。「温度感受性突然変異株」とは、低温（例えば、２
５～３４℃）では増殖することができるが、高温（例えば、３５～４５℃）では野生株と
異なり増殖することができない突然変異株のことである。温度感受性突然変異株は、細胞
内のいずれかの遺伝子に温度感受性の原因となる突然変異を持っている。変異した遺伝子
の産物である特定のタンパク質又はRNAは菌の生育又は増殖に不可欠であり、該タンパク
質が、ある温度以上で不安定となり、本来の機能を失うために、菌の表現型が温度感受性
になると考えられている。従って、温度感受性相補性試験等の分子生物学的手法により、
温度感受性突然変異株が持つ変異遺伝子を同定すれば、すなわちそれが増殖必須遺伝子を
同定したことになる。増殖必須遺伝子の同定以外にも温度感受性突然変異株には様々な利
用法がある。例えば、温度感受性突然変異株は培養温度のみを変えることにより特定の増
殖必須タンパク質の機能を喪失させることができるので、それに伴う菌の表現型の変化を
経時的に調べることができ、それによって遺伝子の機能解析が可能となる。又は抗菌活性
を持つ化合物を作用させた時と高温で培養した時とで菌の生理状態の変化と比較すること
によって該化合物が該タンパク質を標的にしているか否かの判定が可能となる。このよう
に温度感受性突然変異株を利用して、増殖必須タンパク質の機能を阻害する薬剤をスクリ
ーニングすることにより、新規作用機序を持った抗菌剤を得ることが可能である。また、
例えばMurC等のペプチドグリカン合成酵素が温度感受性となった変異株の一部では、高温
培養によってUDP-N-アセチルムラミン酸等の合成中間体が蓄積するので、ペプチドグリカ
ン合成酵素の基質の調製にも使用することができる（特許文献２参照）。
【０００５】
　現時点で黄色ブドウ球菌の温度感受性突然変異株を分離する方法としては、低温では増
殖するが高温では増殖しない変異株をレプリカ法で見つけ出す方法がある（特許文献１参
照）。しかし、このようにして得られた温度感受性変異株において、どの遺伝子が変異し
ているかは偶然の賜物である。そのため、特定の遺伝子が変異した温度感受性変異株を分
離するには、多数の温度感受性変異株を分離した上でそれらの株の中から特定の遺伝子が
変異した株を見出すしか方法がない。この方法は、大変にタスクがかかる上、特定の遺伝
子が変異した温度感受性変異株が分離できる保証はなく、非効率的である。
【０００６】
　温度感受性変異株では増殖必須タンパク質の機能が温度による制御を受けるが、これに
関連して、遺伝子の発現を温度で制御する方法として、温度感受性リプレッサーλcI857
を用いる方法が知られている。例えば、λファージプロモータ（λPLプロモータ）を持つ
発現ベクターにおいて、低温ではλPLプロモータの下流にクローニングした遺伝子の発現
は温度感受性リプレッサーλcI857によって抑制されているが、高温ではリプレッサーが
失活するため、遺伝子発現が誘導される（非特許文献１参照）。しかし、本方法では、遺
伝子本来の発現制御下にはないため自然の状態とはかけ離れすぎており、使用目的も遺伝
子を高温で高発現させることに重点が置かれている。一方、大腸菌変異株Ｌ１では、リボ
ソームタンパクに変異が生じると、ストップコドンのリードスルーが温度感受性となるこ
とが示唆されている（非特許文献２参照）。しかし、リボソームに変異を生じた株でのみ
リードスルーが温度感受性となるだけであり、任意の株においてこの現象を利用すること
はできない。
【特許文献１】特開２００１－３０９７９３号公報
【特許文献２】特願２００４－１８６４９４号
【非特許文献１】ジーン（Gene）、２２巻、１０３－１１３頁（１９８３）
【非特許文献２】ジャーナル　オブ　ビロロジー（J. Virol.）、２１巻、１－６頁（１
９７７）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００７】
　本発明は、黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞にお
いてコードする標的タンパク質の発現が温度感受性を示す遺伝子を容易に作製し、該標的
タンパク質の発現量を一定の条件下で調節する方法を提供する。同時に、該方法を含む、
標的タンパク質の機能解析を行う方法を提供する。その他、増殖必須タンパク質の同定を
行う方法、及び、同定された増殖必須タンパク質をターゲットとし、作製された温度感受
性変異株を利用した抗菌剤のスクリーニング方法を提供する。本発明は、かかるスクリー
ニング方法により、簡便かつ迅速に、作用機序が既存の抗菌薬等とは異なる薬剤を見出す
ことを１つの目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、黄色ブドウ球菌の温度感受性致死変異株を解析し、遺伝子中のアミノ酸
をコードするコドンが終止コドン、特にオパール（UGA）へ変異している株が多数存在す
ることを見出した。グラム陽性菌である枯草菌や黄色ブドウ球菌において、UGAは終止コ
ドンとして機能するが、高い頻度（約６％）でリードスルーが起ることが知られている（
Journal of bacteriology, 1991, Vol.173, No.5, p.1810-1812）。その場合、UGAはトリ
プトファンとしてリードスルーされる。このことから、本研究者らは、遺伝子中のアミノ
酸をコードするコドンが終止コドンへ変異することにより、該遺伝子において、低温でリ
ードスルーが起こり、高温ではリードスルーが起らないことを仮定し、鋭意研究を行った
。その結果、標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内
、少なくとも１つをストップコドンに置換することによって、標的タンパク質をコードす
る変異遺伝子を作製し、該変異遺伝子を黄色ブドウ球菌に導入することによって、温度感
受性変異株を作製することができることを見出した。該温度感受性変異株を用いることに
よって、標的タンパク質の発現量の調節、タンパク質の機能解析、増殖必須タンパク質の
同定等を容易に行うことが可能である。また、同定された増殖必須タンパク質をターゲッ
トとした抗菌剤のスクリーニングを行うことができる。
【０００９】
　標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンをストップコド
ンへ置換した場合、大腸菌においてリードスルーは検出されず、枯草菌においてリードス
ルーは検出されたが、温度感受性は示さなかった。従って、ストップコドンのリードスル
ーが温度感受性を示すという現象は、黄色ブドウ球菌に特有の現象であり、黄色ブドウ球
菌に含まれるリードスルーに関与する因子が関連している可能性がある。
【００１０】
　すなわち、本発明は、
（１）標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内、少な
くとも１つをストップコドンに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子及び黄色
ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞を培養することを特徴
とする、より低温で培養した時に比べて該標的タンパク質の発現量を減少させる方法、
（２）該細胞が、黄色ブドウ球菌である、（１）記載の標的タンパク質の発現量を減少さ
せる方法、
（３）ストップコドンへの置換が、アルギニン、トリプトファン、システイン、グリシン
、セリン若しくはロイシンをコードするコドンからオパールへの置換、又はトリプトファ
ン、チロシン、ロイシン、セリン、グルタミン、リジン若しくはグルタミン酸をコードす
るコドンからオーカー若しくはアンバーへの置換である、（１）又は（２）記載の標的タ
ンパク質の発現量を減少させる方法、
（４）ストップコドンへの置換が、トリプトファンをコードするコドンからオパール又は
アンバーへの置換、アルギニンをコードするコドンからオパールへの置換、又はグルタミ
ンをコードするコドンからオーカー又はアンバーへの置換である、（３）記載の標的タン
パク質の発現量を減少させる方法、
（５）ストップコドンへの置換が、トリプトファンをコードするTGGからTGA又はTAGへの
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置換、アルギニンをコードするCGAからTGAへの置換、グルタミンをコードするCAGをTAGに
置換する工程、又はグルタミンをコードするCAAをTAAへの置換である、（４）記載の標的
タンパク質の発現量を減少させる方法、
（６）ストップコドンへの置換が、トリプトファンをコードするTGGからTGAへの置換であ
る、（５）記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法、
（７）標的タンパク質が黄色ブドウ球菌のタンパク質である、（１）～（６）いずれかに
記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法、
（８）（１）～（７）いずれかに記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法を含む
、標的タンパク質の機能の解析方法、
（９）（１）～（７）いずれかに記載の標的タンパク質の発現量を減少させる方法を含む
、該標的タンパク質を増殖必須タンパク質と同定する方法、
（１０）（９）に記載の標的タンパク質を増殖必須タンパク質と同定する方法を含む、該
増殖必須タンパク質をターゲットとした抗菌剤のスクリーニング方法、
（１１）黄色ブドウ球菌の増殖必須タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコー
ドするコドンの内、少なくとも１つをストップコドンに置換する工程を含む、黄色ブドウ
球菌の温度感受性致死変異株の作製方法、
（１２）標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内、少
なくとも１つをストップコドンに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子及び黄
色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞、
（１３）該細胞が、黄色ブドウ球菌である、（１２）記載の細胞、に関する。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明は、黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子と共存している、標
的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内、少なくとも１
つをストップコドンに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子を提供する。該変
異遺伝子はタンパク質発現に関して温度感受性を示す。
【００１２】
　また、本発明は、標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコド
ンの内、少なくとも１つをストップコドンに置換した標的タンパク質をコードする変異遺
伝子及び黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞を提供す
る。該細胞は変異遺伝子のタンパク質発現に関して温度感受性を示す。
【００１３】
　さらに、本発明は、上記細胞を利用して、タンパク質の発現調節方法、機能解析方法、
増殖必須タンパク質の同定方法等を提供する。細菌の温度感受性変異株を作製し、利用す
ることによって、同定された増殖必須タンパク質をターゲットとした新規作用メカニズム
を持つ抗菌剤をスクリーニングすることができる。また、作用メカニズムが不明であった
既存の薬剤の作用機序を解明することもできる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】オパール変異が挿入されたpbp２温度感受性（ＴＳ）変異株におけるPBP２タンパ
ク質のウェスタンブロッティングによる検出
【図２】プラスミドpHY300Cm-trpT176及びプラスミドpTet18-trpT176の構築
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内、少なくと
も１つをストップコドンに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子を以下におい
て、「本発明の変異遺伝子」と称する事もある。該遺伝子は、黄色ブドウ球菌に含まれる
リードスルーに関与する因子と共存することによって、温度依存的にリードスルーの起き
る頻度が変化する。特に、温度を上昇させるとリードスルーが起こりにくくなるという特
徴を持つ。
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【００１６】
　「標的タンパク質」とは、本発明において標的とするタンパク質であり、本発明により
、温度依存的に発現量を調節することができるタンパク質を意味する。すなわち、本発明
により、より低温で培養した時に比べて発現量が減少するタンパク質を意味する。例えば
、標的タンパク質として、遺伝子配列が公知の全てのタンパク質等を使用することができ
るが、特に限定されない。具体的には、黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与す
る因子と共存し、該因子によるリードスルーが起こり得る遺伝子配列を持ったタンパク質
である。好ましくは、細菌のタンパク質、さらに好ましくは、黄色ブドウ球菌のタンパク
質が挙げられる。また、プラスミドDNAの複製タンパク質、ファージDNAの複製タンパク質
、トランスポゾンのトランスポゼース等も挙げられる。
【００１７】
　「コドン」とは、核酸の塩基配列が、タンパク質を構成するアミノ酸配列へと生体内で
翻訳される際に、各アミノ酸に対応する核酸の塩基配列（遺伝子コード）のことである。
DNAの配列において、ヌクレオチド３個の塩基の組み合わせが、１個のアミノ酸を指定す
る対応関係が存在する。
【００１８】
　「アミノ酸をコードするコドン」とは、ストップコドン以外の全てのコドンを意味し、
２０種の異なるタンパク質をコードしている。
　「少なくとも一つ」とは、標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコード
するコドンが１～１０個、ストップコドンに置換することを意味する。特に、１～２個が
ストップコドンに置換したものや、１個がストップコドンに置換したものが好ましい。
【００１９】
　「ストップコドン」とは、遺伝コードを構成するコドンの内、対応するアミノ酸及びｔ
RNAがなく、最終産物であるタンパク質の生合成を停止させるために使われているコドン
である。ストップコドンには、オパール（TGA；Opal）、オーカー（TAA；Ocher）、アン
バー（TAG；Amber）があるが、本発明の変異遺伝子の作製において、いずれのストップコ
ドンも利用できる。
【００２０】
　本発明は、標的タンパク質中のアミノ酸をコードするコドンをストップコドンに置換す
ることにより行うことができるが、標的タンパク質中のアミノ酸をコードするコドンとし
ては、特に制限はない。
【００２１】
　例えば、１塩基置換により標的タンパク質中のアミノ酸をコードするコドンをストップ
コドンに置換する場合、アルギニン、トリプトファン、システイン、グリシン、セリン又
はロイシンからオパールへの置換、トリプトファン、チロシン、ロイシン、セリン、グル
タミン、リジン、グルタミン酸からオーカー又はアンバーへの置換が利用できる。
【００２２】
　２塩基置換により標的タンパク質中のアミノ酸をコードするコドンをストップコドンに
置換する場合は、さらに利用できるアミノ酸は増え、3塩基置換の場合は全てのコドンが
利用可能である。
【００２３】
　特に、１塩基置換により標的タンパク質中のアミノ酸をコードするコドンをストップコ
ドンに置換する場合が好ましく、上記の中でも特に、トリプトファン、アルギニン又はグ
ルタミンをコードする遺伝子をストップコドンに置換する場合が好ましい。特に、トリプ
トファンをコードする遺伝子をストップコドンに置換する場合が好ましい。
【００２４】
　具体的には、トリプトファンをオパール又はアンバーに置換する場合、アルギニンをオ
パールに置換する場合、又はグルタミンをオーカー又はアンバーに置換する場合が好まし
い。具体的には、トリプトファンをコードするTGGをTGA又はTAGに置換する場合、アルギ
ニンをコードするCGAをTGAに置換する場合、グルタミンをコードするCAGをTAGに置換する
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工程、又はグルタミンをコードするCAAをTAAに置換する場合等が挙げられる。特に、トリ
プトファンをコードするTGGをTGAに置換する場合が好ましい。
【００２５】
　「黄色ブドウ球菌株」としては、例えば、ＲＮ４２２０、Ｃｏｗａｎ、Ｖ８、Ｎｅｗｍ
ａｎ、Ｌ１２、Ｒｅｙｎｏｌｄｓ、ＪＬ０２２、Ｎ３１５、ＲＮ８８４６、ＳＲＭ５５１
、ＳＲＭ５６３、ＳＲ１５８７、ＦＤＡ　２０９Ｐ　ＪＣ－１、ＡＴＣＣ２５９２３、Ｓ
ＭＩＴＨ、ＮＣＴＣ８３２５、ＲＮ２６７７、ＲＮ４５１、ＲＮ２９０６、ＭＷ２、ＣＯ
Ｌ、２５２、４７６等が挙げられる。
【００２６】
　「リードスルー」とは、mRNAの翻訳中の作業がストップコドンで終了せず、さらに下流
部分まで翻訳してしまうことを意味する。通常、サプレッサーｔRNA（他の遺伝子に起き
た突然変異による翻訳過程の誤りを抑圧するｔRNA。ｍRNA上の特定のコドンの読み方が変
わる。）又はリボソームに生じた突然変異等によって引き起こされる。
【００２７】
　「黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子」とは、ストップコドンをア
ミノ酸コドンとして認識する際に関与する因子を意味する。例えば、tRNA（例えば、トリ
プトファンｔRNA等）、リボソーム、PrfB（オパールを認識して翻訳を終結させるタンパ
ク質）、EF-Tu等が挙げられる。特に好ましくは、ストップコドンをアミノ酸コドンとし
て認識するtRNA、さらに好ましくはオパールをトリプトファンコドンとして認識するtRNA
である。
【００２８】
　本発明の変異遺伝子と黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を共に含
有する「細胞」（以下、「本発明の変異細胞」と称することもある。）としては、原核細
胞、酵母、動物細胞、植物細胞、昆虫細胞等、標的タンパク質をコードする遺伝子を発現
できるものであればいずれも用いることができる。黄色ブドウ球菌には限定されない。
【００２９】
　本発明の変異遺伝子と黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を共に含
有する「細胞」を使用して本発明を行うことができる。黄色ブドウ球菌に含まれるリード
スルーに関与する因子は、当然のことながら黄色ブドウ球菌に含まれる因子であるので、
本発明は以下の態様も包含する。すなわち、本発明の変異遺伝子を含有する黄色ブドウ球
菌を培養することによって本発明を行うことができる。
【００３０】
　「黄色ブドウ球菌のタンパク質」とは、該タンパク質をコードする遺伝子として、bir 
A、gcaD、llm、menE、pbp2、SA0013、SA0674、SA1511、tagA、pgm、dnaA、dnaJ、hemA、S
A1575、murA等が挙げられる。ここで、遺伝子名は、NCBIのS. aureus N315 ゲノムデータ
ベースに登録されているものを用いた。
【００３１】
　黄色ブドウ球菌の遺伝子は染色体上とプラスミド上に存在する。「プラスミド」は宿主
染色体とは物理的に独立して自律複製し、安定に遺伝することのできる染色体外遺伝因子
である。その大きさは２～３ｋｂから数百ｋｂに及ぶものまである。染色体上の遺伝子の
コピー数は常に１コピーであるが、プラスミド上の遺伝子のコピー数は細胞当たり１～２
コピーのものから、１００コピー程度のものまで知られている。また、外来のプラスミド
を、特定の遺伝子をクローニングし、発現させるための遺伝子操作において利用すること
もある。そのため、本発明の変異遺伝子に関しては染色体上に存在する場合とプラスミド
上に存在する場合がある。例えば、細胞の増殖や生存に必須のタンパク質をコードしてい
るほとんどの遺伝子は染色体上に存在するので、菌株を温度感受性化させる変異遺伝子は
染色体上にある。一方、プラスミド上の遺伝子は通常、細胞の生存にとって必ずしも必須
なものではないので、本発明の変異遺伝子がプラスミド上に存在する場合には、菌株は温
度感受性化しない。しかし、そのような場合でも、該遺伝子の発現を温度によって調節す
ることができる。特に、該変異遺伝子がプラスミドDNAの複製に必須の遺伝子である場合
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には、プラスミドはその複製が温度感受性となり、遺伝子操作の様々な場面で利用するこ
とができる。
【００３２】
　以下、本発明を詳細に説明する。なお、本明細書において、特に指示のない限り、遺伝
子組換え技術、細胞での組換えタンパク質の生産技術、発現タンパク質の分離精製法、分
析法、分子生物学的手法及び免疫学的手法等は公知の方法が採用される。
【００３３】
　本発明は、標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内
、少なくとも１つをストップコドンに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子及
び黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞を培養すること
を特徴とする、該標的タンパク質の発現量を調節する方法である。
【００３４】
　「アミノ酸をコードするコドンをストップコドンに置換する」方法は、正確に変異を導
入する方法であれば使用可能であり、例えば、ｃＤＮＡライブラリーを利用した部位特異
的突然変異導入方法が挙げられる。部位特異的突然変異導入方法は、例えば、タンパク質
の構造と機能における特定のアミノ酸残基の重要性を評価するための突然変異体を作製す
る上で、強力なツールとして使用されている。この部位特異的突然変異導入方法としては
、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ法）を用いた様々なプロトコールが確立されている。
【００３５】
　ＰＣＲ法に基づくプロトコールのうち、ＰＣＲとDpnIを用いた2段階法（Biotechniques
.;23(4): 588-592. (1997)）は簡便で効率がよいため、現在頻用されている部位特異的変
異導入の方法である。この方法を用いて部位特異的変異を導入し、大腸菌に形質転換した
後、変異プラスミドを抽出精製し、該発現ベクターに適合した宿主細胞に導入する。必要
な場合には、さらに組換えを利用して、染色体上の野生型遺伝子をプラスミド上のストッ
プコドンを持つ変異遺伝子と置換する。
【００３６】
　該変異遺伝子と黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を共に含有する
「細胞」を得る方法としては、細胞にＤＮＡを導入する方法であればいずれの方法も用い
ることができ、例えば、エレクトロポレーション法〔Nucleic Acids Res. 16: 6127 (198
8)、FEMS Microbiol. Lett. 94: 133 (1992)、Cytotechnology, 3, 133 (1990)〕、カル
シウム法(J. Bacteriol. 115: 139 (1973)、リン酸カルシウム法（特開平2-227075）、リ
ポフェクション法〔Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413 (1987)〕、Virology, 52, 4
56 (1973)に記載の方法等の方法をあげることができる。細胞に導入する際の発現ベクタ
ーとしては、上記宿主細胞において自立複製が可能、又は染色体中への組込みが可能なも
の、場合によっては本発明の変異遺伝子の転写に適した位置にプロモーターを含有してい
るものが用いられる。
【００３７】
　「細胞を培養する」条件としては、該細胞を培養することのできる条件であれば、公知
の条件を用いることができる。例えば、黄色ブドウ球菌の細胞培養条件は、温度等の特記
事項を除いて、「図解微生物実験マニュアル（技報堂、１９９２年）」等に記載されてい
る野生株を培養するための通常の培養条件を使用することができる。通常ｐＨ６～８で、
１～３日間培養する。また培養中必要に応じて、クロラムフェニコール、テトラサイクリ
ン、ペニシリン、カナマイシン、ストレプトマイシン等の抗生物質を培地に添加してもよ
い。培地は、一般に使用されている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、１重量％　塩化ナトリウム（ｐＨ７．０）〕、スタフィロコッカ
ス培地１１０（酵母エキス：０．２５％、ペプトン：１％，ゼラチン：３％、乳糖：０．
２％、マンニット：１％、塩化ナトリウム：７．５％、リン酸水素二カリウム：０．５％
、脱脂カンテン：１．５％　ｐＨ７．０）、トリプトソイ寒天培地（トリプトン：１．５
％、ソイペプトン：０．５％、塩化ナトリウム：０．５％、カンテン：１．５％　ｐＨ７
．３）、ミュラーヒントン培地（牛肉抽出液：３０％、カゼイン水解物：１．７５％、可
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溶性デンプン：０．１５％、カンテン：１．７％　ｐＨ７．３）等が用いられる。
【００３８】
　温度条件は、標的タンパク質によって異なる。本発明の変異遺伝子は、タンパク質発現
が高温感受性であり、ある温度条件下ではリードスルーが起こるが、温度を上昇させると
、温度の影響を受け、リードスルーが起こりにくくなることにより、標的タンパク質が発
現しなくなる。その結果、本発明の変異細胞は、温度を徐々に調節することにより、野生
型から変異型へ、変異型から野生型への表現型の変化を経時的に調べることができる。そ
のため、該細胞の使用方法によって、温度条件は適切な温度に調節し、培養することが必
要である。
【００３９】
　温度条件において「ある温度条件下」とは、野生型遺伝子も本発明の変異遺伝子も共に
タンパク質を発現する温度をいう。特に、該遺伝子が増殖必須遺伝子の場合には、野生型
細胞も本発明の変異細胞も増殖できる温度をいう。例えば、黄色ブドウ球菌の場合、２０
～３７℃であるが、好ましくは２５～３４℃であり、特に好ましくは３０℃である。それ
に対して「温度を上昇させる」ということは、野生型遺伝子のタンパク質の発現量に比較
し、本発明の変異遺伝子では温度上昇の前後で菌の生理状態が著しく変化する程度までタ
ンパク質の発現量が低下する温度まで上昇させることをいう。特に、該遺伝子が増殖必須
遺伝子の場合には、野生型細胞は増殖できるが本発明の変異細胞は増殖できない、又は増
殖速度が著しく遅い温度まで上昇させることをいう。例えば、標的タンパク質が黄色ブド
ウ球菌のタンパク質である場合、３５～４５℃まで上昇させることであるが、好ましくは
４０～４５℃であり、特に好ましくは４３℃まで上昇させることである。
　本発明においては、より低温で培養した時に比べて標的タンパク質の発現量が減少する
ことが特徴である。標的タンパク質の発現量は、例えば、抗体を用いた該タンパク量の測
定、酵素活性値の測定等により、測定することができる。
【００４０】
　また、本発明の標的タンパク質の発現量を減少させる方法を用いて、標的タンパク質の
機能を解析することができる。すなわち、温度を上昇させて、標的タンパク質の発現を減
少させた上で、本発明の変異細胞に生じた生理的変化を調べれば、その標的タンパク質の
機能を知ることができる。例えば、黄色ブドウ球菌の場合、高温（例えば、３５～４５℃
）下で温度感受性変異株を培養し、代謝産物の蓄積又は合成前駆体の菌体成分への取り込
み量の減少といった生理的変化等を調べればよい。例えば、ペプチドグリカン合成前駆体
の蓄積や3Ｈ－Ｎ－アセチルグルコサミンのペプチドグリカンへの取り込みの減少という
生理的変化が現れる場合、その標的タンパク質は、ペプチドグリカン合成機能を有すると
言える。また、3Ｈ－チミジンのDNAへの取り込みの減少が認められれば、その標的タンパ
ク質はDNA合成機能を持つと推測できる。また、特定の抗菌薬に耐性の本発明の変異細胞
を高温（例えば、３５～４５℃）下で培養した時、耐性度が低下すれば、その標的タンパ
ク質は該抗菌薬に対して菌を耐性化する機能を有すると言える。これらの生理的変化の内
、ペプチドグリカン前駆体の蓄積は、菌の粗抽出液を分子量１万以上の物質をカットする
フィルターで濾過し、ＨＰＬＣで濾過液に含まれる成分を分析すれば検出できる。Ｎ－ア
セチルグルコサミンやチミジンの取り込みは、菌抽出液にトリクロル酢酸を加えて沈殿を
生じさせ、沈殿中の放射能を測定すれば検出できる。抗菌薬に対する耐性度は、該抗菌薬
存在下での菌の増殖の有無で判定できる。この際、培養条件としては、上記記載の培養条
件及び温度条件が挙げられる。また、温度を調節することにより、タンパク質の機能を解
析し、該機能に必要なタンパク質量を測定することができる。
【００４１】
　従来から行われているタンパク質の機能解析方法として、温度条件に関わらず、遺伝子
を欠損させた変異株と野生株の比較から、黄色ブドウ球菌のタンパク質の機能を調べる方
法も存在する。但し、この従来法では、遺伝子が全く発現しない変異株と通常通りに遺伝
子が発現している野生株との比較であるため、タンパク質の発現量の違いによる生理的変
化を調べることができない。また、増殖必須タンパク質の場合に適応できない。一般的に
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、タンパク質によって、機能を果たすための必要量が異なると考えられており、本発明で
あれば、徐々に温度を上昇又は下降させることにより、タンパク質の発現量を調節するこ
とができ、遺伝子の機能の量的な解析も可能である。さらに増殖必須タンパク質にも適応
できる。
　また、キシロースのような低分子量化合物で誘導制御されるプロモータを持つプラスミ
ドを用い、該プロモータの下流に特定の遺伝子をクローニングして菌に導入し、該低分子
化合物を該菌株が増殖している培地に添加することによって該遺伝子の発現を誘導するこ
とは従来から行われていた。しかし、この方法では遺伝子の発現を止めるときには培地か
ら該低分子化合物を除かなくてはならず、煩雑な操作が必要であった。本発明であれば、
培地の温度を上昇させるだけで遺伝子の発現を止めることができ、操作を簡便化すること
が可能である。
【００４２】
　本発明の標的タンパク質の発現量を減少させる方法を用いて、細胞の増殖必須タンパク
質の同定を行うことができる。細胞の増殖に必須か否かを調べるには、必須性を調べよう
とするタンパク質（標的タンパク質）をコードする遺伝子にストップコドンを導入する。
このようにして作製した本発明の変異細胞が、温度を上昇させた際に生育できるか否かを
調べればよい温度を上昇させた際に該変異細胞が生育できなければ、該標的タンパク質は
増殖必須タンパク質として同定される。例えば、本発明の変異遺伝子を含有する黄色ブド
ウ球菌をＬＢ培地上で生育させ、温度を上昇させた場合、ＬＢ培地上に黄色ブドウ球菌が
コロニーを形成しなければ、該標的タンパク質は黄色ブドウ球菌の増殖必須タンパク質で
あるとわかる。
　さらに、同様の手法を使えば、特殊な環境下でのみ菌の生存、増殖に必須な遺伝子の探
索ができる。調べようとする非必須タンパク質（標的タンパク質）をコードする遺伝子に
ストップコドンを導入し、種々の環境下に菌を置いて温度感受性を調べる。菌が特定の環
境下で温度感受性となっていれば、該標的タンパク質はその環境下では菌の生存増殖に必
須と言える。また、このことによって該標的タンパク質の機能を推定することが可能とな
る。
【００４３】
　上記方法で同定された増殖必須タンパク質をターゲットとした抗菌剤のスクリーニング
を行うことができる。具体的には、本発明の変異細胞と野生型細胞に被検物質を接触させ
、許容温度下にて、標的タンパク質をコードする遺伝子を介して生じる事象や標的タンパ
ク質の動態を比較評価し、アンタゴニスト又はインヒビターを選別することができる。ま
た、野生型細胞に当該被検物質を接触した場合に現れる生理的変化と、温度を上昇させた
場合に本発明の変異細胞に現れる生理的変化を比較すればよい。すなわち、同じ生理的変
化が現れていれば、当該被検物質は、標的タンパク質に作用していると言える。本利用形
態は、作用機序が不明の既存の薬剤の作用機序を解明する上でも有用である。つまり、既
存の薬剤を接触させた細胞と同様の生理的変化を、温度を上昇させた時に現す本発明の変
異細胞を探索することによって、既存の薬剤の作用機序を解明することができる。また、
抗菌薬の二次評価系を組み立てる際に、標的となる遺伝子産物を失活させた時の菌の生理
的変化を調べるのに有益である。
【００４４】
　「被験物質」は、特に限定されない。例えば、化学的に合成された化合物のみならず、
生物（例えば、植物、動物、微生物）等の細胞抽出物や単離精製された化合物、微生物の
発酵液、タンパク質、ペプチド、ペプチドミメティックス、アミノ酸、核酸等を使用する
ことができる。
【００４５】
　「標的タンパク質をコードする遺伝子を介して生じる事象や標的タンパク質の動態」と
しては、細胞増殖の遅延、阻害、細胞死、細胞の形態の変化、指標遺伝子以外の遺伝子の
転写の促進、細胞の代謝活性の変化等が挙げられる。細胞増殖阻害は、例えば、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
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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、評価することができる。
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、評価することができる
。
【００４６】
　スクリーニングに使用される培地としては、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、１重量％　塩化ナトリウム（ｐＨ７．０）〕、Ｌ－ｂ
ｒｏｔｈ（トリプトン：１％、酵母エキス：０．５％、塩化ナトリウム：０．５％　ｐＨ
７．０）、スタフィロコッカス培地１１０　（酵母エキス：０．２５％、ペプトン：１％
，ゼラチン：３％、乳糖：０．２％、マンニット：１％、塩化ナトリウム：７．５％、リ
ン酸水素二カリウム：０．５％、脱脂カンテン：１．５％　ｐＨ７．０）、トリプトソイ
寒天培地（トリプトン：１．５％、ソイペプトン：０．５％、塩化ナトリウム：０．５％
、カンテン：１．５％　ｐＨ７．３）、乳糖ブイヨン（肉エキス：０．３％、ペプトン：
０．５％、乳糖：０．５％　ｐＨ６．９）、臨床用チオグリコレート培地（トリプトン：
１．７％、ソイペプトン：０．３％、ブドウ糖：０．６％、塩化ナトリウム：０．２５％
、チオグリコル酸ナトリウム：０．０５％、Ｌ－シスチン：０．０２５％、亜硫酸ナトリ
ウム：０．０１％、寒天：０．０７％　ｐＨ７．０）、ミュラーヒントン培地（牛肉抽出
液：３０％、カゼイン水解物：１．７５％、可溶性デンプン：０．１５％、カンテン：１
．７％　ｐＨ７．３）、テトラチオネート液体培地（ペプトン：０．２５％、カゼインペ
プトン：０．２５％、デソキシコール酸ナトリウム：０．１％、チオ硫酸ナトリウム：３
％、炭酸カルシウム：１％　ｐＨ８．４）、マンニット食塩培地（肉エキス：０．２５％
、ペプトン：１％、マンニット：１％、塩化ナトリウム：７．５％、フェノールレッド：
０．００２５％、カンテン：１．５％　ｐＨ７．４）、ＰＥＡアザイド培地（肉エキス：
０．５％、トリプトン：１．５％、塩化ナトリウム：０．５％、フェニルエタノール：０
．１５％、窒化ナトリウム：０．０１％、カンテン：１．５％　ｐＨ７．４）、ＹＣＣ液
体培地（酵母エキス：０．５％、ペプトン：１．５％、ブドウ糖：０．４５％、リン酸二
カリウム：０．２％、亜硫酸ナトリウム：０．０２％　ｐＨ７．２）、トリプトソイブイ
ヨン培地（トリプトン：１．７％、ソイペプトン：０．３％、ブドウ糖：０．２５％、塩
化ナトリウム：０．５％、リン酸二カリウム：０．２５％　ｐＨ７．３）等を使用するこ
とができる。
【００４７】
　本発明の標的タンパク質の発現量を減少させる方法は、以下のように利用することもで
きる。黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞（例えば、
黄色ブドウ球菌）中で複製することのできるプラスミド、該細胞中で感染増殖できるファ
ージのDNAのRepタンパク質又は複製開始タンパク質をコードする遺伝子、該細胞中で転移
できるトランスポゾン又はinsertion sequence （ISエレメント） のトランスポゼースを
コードする遺伝子に、ストップコドンを導入する。こうして得られた変異プラスミドを該
細胞に導入すると、該プラスミドは温度感受性となり、温度を上昇させることによって容
易に脱落させることが可能となる。変異ファージを該細胞に感染させると、細胞内での該
ファージの増殖を温度によって調節することが可能となる。変異トランスポゾン若しくは
変異ＩＳを、プラスミドに組み込んだ形で該細胞に導入する又は該細胞の染色体上に導入
すると、該プラスミドから染色体への転移又は染色体上での転移は温度感受性となり、高
温にすることによって転移を阻止することが可能となる。このようにして上記の変異プラ
スミド、変異ファージ、変異トランスポゾン、変異ＩＳはいずれも分子生物学的手法の有
用なツールとなる。
【００４８】
　また、本発明の標的タンパク質の発現量を減少させる方法は、変異遺伝子が代謝経路の
酵素をコードしている場合、該酵素、又は代謝経路の中で該酵素より上流に位置する酵素
の基質調製にも使用することができる。該酵素としては、例えば、UDP-N-アセチルムラミ
ン酸等のペプチドグリカン合成酵素を挙げることができる（特願２００４－１８６４９４
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）。例えば、本発明の変異遺伝子を含有する黄色ブドウ球菌の温度感受性致死変異株を利
用する場合、非許容温度で培養した場合に目的とする基質を蓄積する温度感受性株を許容
温度で培養して菌数を増加させた後、非許容温度で培養することによりその基質を蓄積さ
せ、基質の調製をすることが可能である。
　上記のように、本発明の標的タンパク質の発現量を減少させる方法を利用して、一部の
標的タンパク質についてはその基質を大量に生産することもできる。この大量生産された
基質を用いることにより、増殖必須タンパク質に対して阻害作用を持つ薬剤をスクリーニ
ングすることが可能になる。つまり、非許容温度で培養した場合に目的とする基質を蓄積
する温度感受性変異株を作製し、許容温度で培養して菌数を増やす工程、該温度感受性変
異株を、非許容温度で培養して該基質を菌体内に蓄積させる工程、及び菌体内から該基質
を抽出する工程を含む、目的とする基質の調製方法も存在する。
【００４９】
　既知の増殖必須タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内
、少なくとも１つをストップコドンに置換することにより、又は上記方法で黄色ブドウ球
菌の必須タンパク質を同定する過程で黄色ブドウ球菌の温度感受性致死変異株を作成する
ことができる。
【００５０】
　また、本発明には、黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子と共存して
いる、標的タンパク質をコードする遺伝子中の、アミノ酸をコードするコドンの内、少な
くとも１つをストップコドンに置換した標的タンパク質をコードする変異遺伝子も含まれ
る。該遺伝子は、温度依存的にリードスルーの起きる頻度が変化する遺伝子であり、温度
を上昇させるとリードスルーが起こりにくくなる遺伝子である。これらの変異遺伝子及び
黄色ブドウ球菌に含まれるリードスルーに関与する因子を含有する細胞、例えば、これら
の変異遺伝子を含有する黄色ブドウ球菌も、本発明に包含される。
【実施例１】
【００５１】
温度感受性変異株の分離
　黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株を、０．４％　エチルメタンサルフェート　を含む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（ｐＨ７．０）〕中で一晩培養して変異処理し、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、　
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
ロニーを、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】
【００５２】
温度感受性遺伝子の解析
　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。
【００５３】
　得られたゲノムＤＮＡを、各種制限酵素又はデオキシリボヌクレアーゼＩで消化し、つ
いで、得られた消化ＤＮＡ断片を、シャトルベクターｐＳＲ５１５に組込み、エレクトロ
ポレーション法で大腸菌ＤＨ１０Ｂ株に導入した。その大腸菌を寒天培地上で一晩培養し
、生じた形質転換体のコロニーを全て掻き取ってプールした。そこから慣用の方法でプラ
スミドを調製し、ゲノムＤＮＡプラスミドライブラリーとして使用した。
【００５４】
　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
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実施例１で得られた変異株に導入した。得られた菌液を、１０％スクロースを含むブレイ
ンハートインフュージョン培地で３０℃にて１時間培養後、クロラムフェニコール含有Ｌ
Ｂ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、４３℃で１～２日
培養した。
【００５５】
　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。
【００５６】
　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
基配列と相同な配列を、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株の塩基配列中で探索した。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、前記探索の結果に基づき、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。
【００５７】
　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、前記変異株の温
度感受性を相補する遺伝子であると考えられる。
【００５８】
　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。
【００５９】
　前記相補性試験の方法は段落番号（００５４）記載の方法に準じた。ただし、菌液は形
質転換体を選択する二枚のＬＢ寒天培地に塗布し、一方を３０℃、他方を４３℃にインキ
ュベートした。
　このようにして見出された温度感受性を相補する遺伝子の配列と、該当する温度感受性
株の遺伝子の配列を比較し、温度感受性を相補する遺伝子中にストップコドンが生じるナ
ンセンス変異により温度感受性を獲得している株を見出した。結果を表１に示す。
【００６０】
【表１】

【００６１】
　以上のことから、bir A（配列番号：１）、gcaD（配列番号：２）及びllm（配列番号：
３）が、黄色ブドウ球菌の増殖のための必須遺伝子であることがわかった。なお、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：４、５及
び６に示す。
【実施例３】
【００６２】
温度感受性変異株の作製
　実施例２で得られた知見より、特定の遺伝子にストップコドンを導入することにより、
温度感受性が獲得されると考え、特定の遺伝子にストップコドンを導入した株（以下の表
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２に示す）を得て、その菌株の温度感受性を調べた。温度感受性の確認は、実施例１と同
様の培地を用い、３０℃でのインキュベーションでは生育するが、４３℃でのインキュベ
ーションでは生育しないこと、又は生育が著しく遅いことを基準とした。生育状態は、各
温度条件下においてＬＢ寒天培地上で２４時間培養した際に、コロニーを形成するか否か
又は生じたコロニーの大きさで判断することが可能である。その結果、表２に示す株が温
度感受性を獲得していることを確認した。
【００６３】
【表２】

【００６４】
　以上のことから、menE（配列番号：７）、pbp2（配列番号：８）、SA0013（配列番号：
９）、SA0674（配列番号：１０）、SA1511（配列番号：１１）、tagA（配列番号：１２）
、pgm（配列番号：１３）、dnaJ（配列番号：１４）及びhemA（配列番号：１５）が、黄
色ブドウ球菌の増殖必須遺伝子であることがわかった。なお、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：１６、１７、１８、１９、２
０、２１、２２、２３及び２４に示す。
【実施例４】
【００６５】
温度感受性変異遺伝子の発現
ウエスタンブロット法により、opal変異が導入されたpbp2高温感受性変異株におけるPBP2
タンパク質の発現を測定した。
【００６６】
高温感受性pbp2変異株TS0059は、培地へのNaCl（６%）の添加により増殖の高温感受性が
抑圧される。本実験では、LB培地を用いて３０℃で一晩培養した培養液を、LB６０（６％
NaCl添加LB）培地５mlに４０μl接種して、３０℃と４３℃でlog phaseになるまで培養し
た培養液を用いた。
【００６７】
細胞破砕によるサンプル調製方法、及びウェスタンブロッティング法は主にMurakamiらの
方法（FEMS Microbiol Lett., 117, page 131-136.）に従った。培養液を遠心により集菌
し、PBSで洗浄した後、リゾスタフィン(200U）及びDNase(40U)を含むPBSを添加し３７℃
で４０分間インキュベーションした。サンプルバッファー(６％ＳＤＳ、１５％mercaptoe
thanol、０．０１％ＢＰＢ、３０％g lycerol in ５０mMTris-HCl（ｐＨ６．８）)を添加
後５分間ボイルしたものを、ウェスタンブロッティングのためのSDSポリアクリルアミド
ゲル電気泳動用のサンプルとした。各レーンのサンプル量は、細胞の濁度（OD値）を合わ
せて調整した。
【００６８】
ウェスタンブロット解析には、ラット抗PBP2抗体（抗血清）をプローブとして用いた。RN
4220PBP2に対する本抗血清の特異性は、吸収抗体とラット抗SRM710膜画分抗体（抗血清）
により確認した。ただし、抗ＳＲＭ７１０膜画分抗体（抗血清）とは、ＳＲＭ７１０株（
PBP2欠失株）（Antimicrob Agents Chemother., 31, page 1423-1425.）の膜画分を抗原
にして産生した抗血清のことであり、吸収抗体とは、抗PBP2抗体をＳＲＭ７１０株膜画分
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【００６９】
抗PBP2抗体（抗血清）を用いたウエスタンブロットにより、低温（３０℃）培養時のTS00
59細胞破砕液ではPBP2タンパク質が検出された。一方、高温（４３℃）培養時のTS0059細
胞のPBP2タンパク質量は、３０℃のそれに比べて著しく減少していた。RN4220株では高温
と低温とでPBP2タンパク質量に大きな差はなかった。抗ＳＲＭ710（PBP2欠失株）膜画分
抗体を用いると、抗PBP2抗体を用いて検出されていた図1に示したバンドは、激減した。
従って、図1で示したバンドはPBP2タンパク質を検出していると判断される。
非特異的に検出されるタンパク質のバンドの発光強度をみると、各レーンで大差なかった
。従って、PBP2タンパク質量の差はトータルタンパク質量の差すなわち、各レーンのサン
プル量の差ではない。
【００７０】
以上の結果は、「低温ではopal終止コドンがリードスルーされているが、高温ではリード
スルーされない」ことを示している。
【実施例５】
【００７１】
大腸菌のサプレッサーtRNAによるopalの高温感受性変異株の温度感受性の抑圧
　大腸菌ではtRNAtrpのアンチコドンに塩基置換が生じたopal（UGA）のサプレッサー変異
（trpT176）が分離されている。TS0059株はpbp2遺伝子の59番目のトリプトファンがopal
に置換される変異をもつ高温感受性変異株である。この株の温度感受性がopal変異に基づ
くのであれば、その温度感受性はtrpT176により抑圧されることが予想される。そこで、T
S0059の温度感受性に対するtrpT176の影響を調べた。
【００７２】
　trpT176がクローンニングされているプラスミドpISM3000を用いた。ベクターはシャト
ルベクターpHY300Cmを用いた。pHY300CmのEcoRIサイトにtrpT176を含むDNA断片（pISM300
0のEcoRI切断により生じる0.3kbpの断片）を組込み、大腸菌に形質転換し、Amp耐性の形
質転換体を得た。得られた形質転換体からプラスミドを抽出し、プラスミドp HY300Cm-tr
pT176を得た（図２）。pHY300CmのEcoRIサイトを挟むように設計したプライマーを用いて
、pHY300Cm-trpT176にtrpT176が挿入されていることを確認している。
　同様の方法でpTet18（pHY300CmのTc遺伝子に変異（W18opal）をもつ）のEcoRIサイトに
trpT176を組み込んだプラスミドpTet18-trpT176を構築した（図２）。
【００７３】
　　大腸菌でtrpT176の影響を調べる場合には、pTet18-trpT176を塩化カルシウム法によ
り形質転換しTc平板培地でのコロニー形成能を調べた。
　TS0059株に対するtrpT176の影響を調べる場合には、エレクトロポレーション法によりp
HY300Cm-trpT176を導入し、Tc平板培地でのコロニー形成能を調べた。
【００７４】
pTet18はこのプラスミド上のTc遺伝子にopal 変異が導入された変異Tc遺伝子をもつプラ
スミドで、pTet18を導入した大腸菌はTc平板培地で増殖できない。
そこで、まず、trpT176がopalサプレッサーtRNAとして機能することを確認するため、pTe
t18を導入した大腸菌のTc感受性に対する影響を調べた。
その結果、pTet18導入大腸菌株のTc感受性は、trpT176により抑圧された。この結果は、t
rpT176がopalサプレッサーtRNAとして機能することを示している。
【００７５】
TS0059株にtrpT176を導入すると、TS0059の温度感受性は抑圧された。結果を表４に示す
。
【００７６】
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【表４】

【００７７】
　この結果は、TS0059の温度感受性がopal変異に基づくことを示唆しており、黄色ブドウ
球菌においては、「低温ではopalがリードスルーされ、高温では終止コドンとして機能す
る」ことを示している。
【００７８】
　また、同様の方法により、TS3820（birA:W177opal）、TS9218（menE :W205opal）、TS7
238（SA1511:W130opal）、TS20010（SA0013:R382opal）とTS20412（pgm:W195opal）の高
温感受性の抑圧が確認された。結果を表５に示す。
【００７９】
【表５】

【００８０】
以上の結果もまた、これら変異株の温度感受性がopal変異に基づくことを示唆している。
【実施例６】
【００８１】
リードスルーの頻度
　CAT（chloramphenicol acetyltransferase )活性の測定から、黄色ブドウ球菌における
opalのリードスルーの頻度を推定した。
【００８２】
　活性測定には、１１番目のトリプトファンがopalに変異したCm耐性遺伝子を含むpCAT11
-Tcプラスミドと野生型Cm耐性遺伝子を含むpSR515-TcをＲＮ４２２０に導入した株及び、
プラスミドを持たないＲＮ４２２０株を用いた。
【００８３】
　培地は、プラスミドを導入した株にはテトラサイクリン（５μg/ml）を添加したLB培地
を、プラスミドを導入してないＲＮ４２２０株はLB培地を使用した。
　３０℃と４３℃で一晩培養した培養液をそれぞれ１／２００に希釈し、３０℃と４３℃
でOD値が０．５になるまで培養した。菌液を遠心により集菌し、PBSで洗浄した後、リゾ
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スタフィンを添加し凍結解凍して細胞抽出液を調製し、活性測定用サンプルとした。
【００８４】
　CATアッセイはSeedらの方法に従い（Gene, 67, page 271）、14CでラベルしたCmと補酵
素n-Butyryl CoAを用いて３７℃で１時間反応させた後、反応産物をキシレンで抽出し、
液体シンチレーションカウントにより反応産物の放射活性を測定した。結果を表３に示す
。
【００８５】
【表３】

【００８６】
　Cmにopal変異を持つpCAT11-Tcプラスミドを導入した黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０株で
の CATの比活性は３０℃で２．８ pmol/min/μg of proteinと算出された。これは野生型
Cmr遺伝子を持つRN4220/pSR515-Tc株の比活性の約１０%に相当した。この値は、opalのリ
ードスルーが報告されている黄色ブドウ球菌RN450株に野生型CAT-86遺伝子を持つ株に対
する、opal変異導入CAT-86遺伝子を持つ株のCATの比活性の比率（４％）（J. Bacteriol.
, 173, page 1810-1812）と大差なかった。
【００８７】
　一方、４３℃でのRN4220/pCAT11-Tc株の比活性はバックグランドの数値以下であった。
以上の結果は、黄色ブドウ球菌において、低温ではopalがリードスルーされ、高温ではop
alとして認識されることを示している。
【実施例７】
【００８８】
　opalが翻訳されるアミノ酸の決定
　CATの11番目のトリプトファンにopal変異を導入したCAT11にFLAGタグ（配列番号：２５
）を付加したFLAG-CAT11タンパクを黄色ブドウ球菌で30℃で発現させ、Anti-FLAG affini
ty gelを用いて精製した。その精製画分をSDS-ポリアクリルゲル電気泳動後PVDF膜に転写
し、CBB染色すると、FLAG-CAT（FLAGタグを付加した野生型CAT）の分子量に相当する27Kd
aとほぼ一致するタンパク質が検出がされた。このタンパク質のバンドを切り出し、アミ
ノ酸シークエンサーにより分析した。
　解析したタンパク質の18番目までのアミノ酸配列は塩基配列から予想されるFLAG-CAT11
タンパク質のアミノ酸配列と一致していた。さらに、20番目以降の配列もまたFLAG-CAT11
タンパク質のアミノ酸配列と一致していた。この解析結果から、目的のFLAG-CAT11タンパ
ク質のアミノ酸配列が解析できていると判断された。この時、opalを導入した部位に相当
する19番目のアミノ酸はトリプトファンであった。
　この結果は、黄色ブドウ球菌では、低温ではopalがトリプトファンに翻訳されるが、高
温では翻訳されず終止コドンとして機能することを示している。つまり、この高温感受性
のopalリードスルーの機構には、tRNAtrpが関与することを示唆している。
【実施例８】
【００８９】
抗菌剤のスクリーニング方法
　ｌｌｍ温度感受性変異株ＴＳ２４０８と親株ＲＮ４２２０をそれぞれＬＢ液体培地で３
０℃で一晩培養し、同培地で５×１０６ＣＦＵ／ｍＬになるように希釈した。一方、被験
試料として、化合物ライブラリーの化合物あるいは微生物の発酵液を９６穴プレート上で
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２倍系列希釈した。９６穴プレートの各穴にミュラーヒントン液体培地を８０μＬ、被験
試料の２倍系列希釈液を１０μＬ、５×１０６ＣＦＵ／ｍＬの菌液を１０μＬ加えてよく
混ぜ、約２０時間３５℃でインキュベートした。
【００９０】
　培養後、培養液の吸光度によって菌の発育阻止を判定し、被験化合物のＭＩＣ、あるい
は被験発酵液の最大発育阻止希釈倍率を測定した。
【００９１】
　その結果、親株ＲＮ４２２０よりも温度感受性変異株ＴＳ２４０８に対してより強い抗
菌力を示した該被験試料をｌｌｍ阻害剤の候補として選別した。
【産業上の利用可能性】
【００９２】
　本発明の標的タンパク質の発現量を減少させる方法により、標的タンパク質の発現量を
容易に調節することができ、標的タンパク質の機能解析等に応用できる。また、増殖必須
タンパク質の同定が可能であり、同定された増殖必須たんぱく質をターゲットとした抗菌
剤のスクリーニング方法を提供する。さらに、標的タンパク質が増殖必須遺伝子の場合は
、産生した菌株は温度感受性となり、抗菌剤のスクリーニングに利用できる。

【図１】 【図２】
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