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グラム陽性菌では、抗生物質による細胞壁や細胞膜の機能阻害に対して、共に膜に組み込まれた

センサーによって制御されている、2成 分制御系 とECFシ グマ因子系の2つ のシグナル伝達システ

ムが活性化 される。グラム陽性菌のモデルである枯草菌についても、遺伝子アレイを用いた、抗生

物質に対する転写応答の研究が活発に行われており、3種 のECFシ グマ因子 と5種 の2成 分制御系

の様々な組み合わせが抗生物質により活性化されることが明らかになっているが、その抗生物質耐

性における役割は不明な点が多い。また、LiaRSと 名づけられたセンサーキナーゼ とレスポンスレ

ギュレーターが、多くの抗生物質で活性化され、その制御下にあるLiaHタ ンパク質が大腸菌の細

胞膜ス トレスに対する防御タンパク質PspAと 高い配列相同性 を有す ることから、注目されている

が、その機能も不明である。

申請者は、ペプチ ドグリカンの合成を阻害するエンヂュラシジンに着目し、それに対する枯草菌

細胞の転写応答を、タイリングチップを用いて解析した。同時に、研究が進んでいる、ペプチ ドグ

リカン合成の前駆体の合成を阻害するバシ トラシンについても比較解析を行った。従来の遺伝子ア

レイは、薬剤による遺伝子発現量の変化を、薬剤非存在下での発現量に対する比で測定する。それ

に対 して、タイリングチップは各遺伝子の発現量を定量できる。その特性を生かし、薬剤により発

現量が5倍 以上上昇す る遺伝子に加えて、発現の増加量が閾値以上である遺伝子を抽出することに

より、発現の誘導倍率が低い遺伝子の中から生物学的に意味のある発現誘導を同定することを試み

た。その結果、2つの薬剤のいずれか或いは両方で顕著に発現が誘導される129遺 伝子 を同定 した。

抗生物質による発現誘導が報告されている5種 の2成 分制御系の発現誘導 を我々も確認 したが、

その多くは一過的なものであり、薬剤添加後30分 には低下 した。しか し、LiaRSの 制御下にある遺

伝子群の発現誘導は30分 後 も持続 していた。 さらに、liaオペ ロンに属する遺伝子の破壊株につい

て、その薬剤耐性度を測定した結果、liaRS2成 分制御系遺伝子及びその制御下にあるlialH遺 伝子

の破壊株では、エ ンヂュラシジン耐性が顕著に低下することを見出した。このことは、エンヂュラ

シジンは細胞膜の構造にも影響を与え、その修復のためにLiaHに 加えてLiaIタ ンパク質が必須で

あることを示唆 している。また、ECFシ グマ因子SigMの 制御化 にある多 くの遺伝子の発現が誘導

されることも見出した。その誘導は、エンヂュラシジン存在下で顕著であり、実際、ぷ∫gM破壊株で

もエンヂュラシジン耐性が低下していた。さらに、SigMの 下流にあ り、酸化ス トレスにより誘導

されるSpxレ ギュロンの発現誘導 も見出 したが、spx破 壊株では薬剤感受性が変化せず、その生物

学的意味の解明には今後の研究が必要である。

以上のように、タイ リングチップを用い、発現の増加量の絶対値 も考慮 して、抗生物質により発

現が誘導される遺伝子を同定するという申請者の新たな方法は、抗生物質に対する複雑な転写応答

の解析に非常に有効であることが示 された。また、抗生物質に対する枯草菌の防御機構について、

今後の研究に有用な新たな知見を得ることができた。特に、liaオペ ロンの破壊 に伴 う表現型の発見

は重要である。



論文審査結果の要旨

申請 者 氏 名AndriansjahRukmana

土壌中の細菌は抗生物質を生産することにより、栄養源の獲得において競合する周囲の細菌の増

殖を抑えようとする。同時に、細菌は抗生物質に対する抵抗システムも進化 させている。細菌が生

産する抗生物質は医療において重要な役割を果たしており、細菌の抗生物質に対する応答を分子レ

ベルで解明することは、抗生物質の作用機構とそれに対する耐性菌の発生の機構を解明するために

重要である。グラム陽性菌のモデル細菌である枯草菌についても、細胞壁の合成を阻害する抗生物

質を中心に、様々な抗生物質に対する転写応答を、遺伝子アレイを用いてゲノムワイ ドに解析する

研究が活発に行われている。

申請者は、新たな抗生物質開発への寄与が期待されているエンヂュラシジンに着目し、それに対

する枯草菌の転写応答をタイ リングチップにより解析 した。従来、ゲノムワイ ドな転写応答の解析

に用いられてきた遺伝子アレイは、対象とする細胞での発現変化をコン トロール細胞での発現量に

対する比で測定するとい う限界を持っている。それに対 して、タイ リングチップは各遺伝子の発現

量を定量することができる。申請者は、遺伝子の発現比に加えて、発現量の変化の絶対値が、ある

閾値以上であるという指標を導入 し、発現比が低い遺伝子群の中から、その発現変化が生物学的に

有意であるものを同定することを試みた。その結果、期待通 り、従来の遺伝子アレイによる解析結

果に比して、抗生物質により誘導される、生物学的に重要と考えられる遺伝子セットを明確に同定

できることを示 した。

具体的には、2成 分制御系遺伝子liaRSと その制御下にあるliaFGHI遺 伝子、ECFシ グマ因子遺

伝子 ぷプgMとその制御下にあるSigMレ ギュロン、酸化 ス トレスに応答する転写制御因子遺伝子spx

とその制御下にあるSpxレ ギュロンが、エ ンヂュラシジンによって発現が顕著に誘導される遺伝子

セットの中核と考えられることを申請者は見出した。さらに、こうした遺伝子の発現誘導とエンヂ

ュラシジンに対する抵抗性を遺伝学的に評価した。その結果、liaRS及 びlialH破 壊株では、エンヂ

ュラシジン抵抗性が顕著に低下することを見出し、LiaRレ ギュレーターのDNA結 合部位の解析か

ら、lialHの発現はliaRSに よ り一義的に制御 されることを明らかにした。LiaHは 多 くの細菌に保

存 され、ス トレスに対する細胞膜構造の保護に関与していると考えられているが、この結果は枯草

菌での役割を明らかにする上で重要な発見である。また、ぷ∫gMの破壊 もエンヂュラシジン抵抗性を

低下させることを明らかにした。抗生物質による酸化ス トレスの発生の可能性の発見も、興味深い

知見である。

以上のように、本論文は抗生物質に対する細菌細胞の転写応答の研究に新たな方法を導入したも

のであり、また、枯草菌における抗生物質耐性の分子機構の研究の上で有益な知見を明らかにした

もので、学術上、応用上貢献するところが少なくない。よって審査委員一同は、本論文が博士(バ

イオサイエンス)の 学位論文として価値あるものと認めた。


