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緒 言 

 
細菌感染は依然として人類の健康にとって重大なリスクであるが、近年抗生物質の開発ペースは低下してきており、

迅速に抗生物質を開発する新たな手法の確立が望まれる。現在までに開発されてきた抗生物質のほとんどは低分子化合

物であるが、低分子化合物の改良を化学的手法によって行おうとすれば、そのハイスループット性には限界がある。そ

こで、本研究では分子生物学的な手法によってハイスループットに改変可能なペプチドを用いることによって、新規抗

生物質の獲得を試みる。ペプチドはリボソームによる翻訳系を用いることにより非常に大きなライブラリーの作製が可

能であり、新たな医薬品開発のシードとして注目されている［1］。しかし、実際にはランダムな配列を持つペプチドラ

イブラリーを用いると機能を持つペプチドの割合が低く、機能性ペプチドのセレクションにはしばしば困難を伴う。そ

こで本研究では、細胞内で働くタンパク質の部分構造を元にペプチドライブラリーを作製することで、効率の良い抗菌

ペプチド開発に挑んだ。 
 細菌RNAポリメラーゼは細菌の増殖に必須の酵素であり、リファンピシンなどのいくつかの代表的な抗生物質の標

的分子である。また、最近でもRNAポリメラーゼを標的とする新たな抗生物質の発見が報告されており［2］、今後も

細菌RNAポリメラーゼを抗生物質開発の標的に選ぶことは合理的であると言える。我々はこれまでの研究で、転写制

御タンパク質による細菌RNAポリメラーゼの活性阻害機構をX線結晶構造解析を用いて明らかにしてきた［3，4］。
そこで本研究では、これらの転写阻害タンパク質のうちgp39の部分構造・作用機構を模倣することで、効率的な抗菌

ペプチド開発を目指した。gp39 の部分構造を元にしたペプチドライブラリーを mRNA ディスプレイ法を用いて作製

し、細菌の転写開始因子（σ因子）に強固に結合するペプチドのスクリーニングを行ったところ、σ因子に結合するペ

プチド（KD 20 nM程度）を効率よくスクリーニングすることができた。今後スクリーニングされたペプチドによる細

菌の転写・増殖阻害実験を行っていく予定である。 
 

方法および結果 

 

1． バクテリオファージ由来のタンパク質を模倣した転写阻害ペプチドのデザイン 
RNA ポリメラーゼ（RNAP）は細胞の遺伝子発現を担う酵素で、その活性は細胞の増殖に必須である。そのため、

細菌のRNAPは様々な抗生物質の標的にもなっている。細菌の転写では、まずRNAP（図1A）が転写開始因子σ（図

1B）と結合してホロ酵素を形成する（図1C）。さらに、このホロ酵素上でσ因子の領域2（σ2）と領域4（σ4）がそ

れぞれプロモーターの－10領域と－35領域を認識すると（図1D）、RNA合成が開始される。Thermus thermophilus
に感染するバクテリオファージP23～45 由来のタンパク質gp39 は、ホロ酵素上でσ4 とRNAP 本体の2 箇所に結合

することによって、σ4を大きく移動させる（図1E）。これによってホロ酵素はプロモーターを正しく認識できなくな

り、宿主の遺伝子の転写が阻害される［4］。 
我々が解明したRNAPホロ酵素・gp39複合体の結晶構造では（図1H、PDB: 3WOD）、①σ4、②gp39 c-helix、③

RNAP β-flap tipの3要素が相互作用していた。そこで、仮にgp39 c-helixとβ-flap tipを連結し、相対位置を調整・ 
固定することが出来れば（図 1F）、σ4 に強固に結合するペプチドを開発出来ると考えられる（図 1G）。本研究では、
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このようなσ4 結合ペプチドを開発し、σ4 とRNAP の結合を阻害することで、細菌の増殖阻害を試みることにした。 
 

 

 
図1．細菌の転写開始制御と阻害ペプチドの開発 

A～D）通常のσ因子による転写開始 
E） gp39による転写開始阻害 
F～G） gp39を模倣した転写阻害ペプチドのデザイン 
H） RNAPホロ酵素・gp39複合体の結晶構造（PDB：3WOD） 

 
2． σ4を標的としたmRNAディスプレイ法の確立 
本研究では mRNA ディスプレイ法［5，6］を用いて新規抗菌ペプチドの探索をおこなう。mRNA ディスプレイ法

では、まずペプチドライブラリーをコードしたDNA（図2A）を in vitro転写し、さらにmRNAの3’末端にピュー

ロマイシンを付加する（図2B）。このmRNAを無細胞翻訳系で翻訳すると、ピューロマイシンと翻訳されたペプチド

のC末端が結合し、mRNA-ペプチド複合体が作られる（図2C）。このmRNA-ペプチド複合体を標的分子が付加され

た磁気ビーズへの吸着によって選択すれば（図2D）、標的分子に結合するペプチドとそれをコードするmRNAが回収

できる。更にmRNAの配列をRT-PCRによって増幅して、ディスプレイの工程を繰り返すことで、より強固な結合能

をもつペプチドを選択する。本研究では、ライブラリーとしてgp39 c-helixとRNAP β-flap tipをランダム配列リン

カー（10アミノ酸程度）を準備して、σ4を付加した磁気ビーズへの吸着によって、σ4に強固に結合するペプチドを

試みた。 
mRNA ディスプレイ法による mRNA-ペプチド複合体の形成効率は発現させるペプチドや mRNA の配列にも依存

する。そこで、本研究でもまず c-helix・β-flap tip融合ペプチドライブラリーの配列調整（タグの位置変更等）を行っ

た。その結果、十分なmRNA-ペプチド複合体形成効率 （10%程度）のmRNAディスプレイ系を立ち上げることが出

来た。さらに、T. thermophilus σ4を付加した磁気ビーズを用いて、予備的なペプチド選択実験を行ったところ、ペ

プチドを含まない mRNA のみを加えた場合でも大量の mRNA（投入量の数％）がビーズに結合してしまうことが分

かった。これは、核酸結合タンパク質であるσ4 とmRNA との不特異的な相互作用によると考えられた。そこで、実

験系にヘパリンを加えたところ、非特異的RNA回収を0.0001%程度に抑えることが出来き（表1、Round 1、negative 
control）、σ4結合ペプチド選択実験が可能になった。 
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図2．mRNAディスプレイ法を用いたσ4結合ペプチドのセレクション 
A） ペプチドライブラリーをコードしたDNAの in vitro転写 
B） mRNA3’末端のピューロマイシン修飾 
C） gp39を模倣した転写阻害ペプチドのデザイン 
D） RNAPホロ酵素・gp39複合体の結晶構造（PDB：3WOD） 

 
確立させたプロトコルを用いて、2 ラウンドにわたるペプチド選択実験を行った。第 1 ラウンド目では 0.001%程度

だった mRNA-ペプチド複合体の回収率が第 2 ラウンドでは約 30 倍（0.03%）に上昇した（表 1、Round 1、 2、 
selection）。この間、非特異的な結合の上昇などは見られず（表1、Round 1、2、 negative control）、σ4結合ペプチ

ドが効率よく選択されていることが確認できた。通常のペプチド選択実験で初期ラウンドからこれほど効率よく結合ペ

プチドが回収されることは少ない。よって、RNAPホロ酵素・gp39複合体の結晶構造によって解明された天然の結合

様式を模倣することで、合理的なσ4結合ペプチドライブラリーのデザインに成功したと言える。現在までに、さらに

セレクションを進め、いくつかのσ4結合ペプチドペプチドに成功している（KD 約20 nM）。 
 

 
表1．4結合ペプチドのセレクション 

 
考 察 

 
本研究では、天然の転写調節因子の構造を模倣することで、効率的に標的結合ペプチドを選択することが出来た。今

後、選択されてきたペプチドの RNA ポリメラーゼ阻害活性を調べる予定である。また得られた転写阻害ペプチドと

RNAポリメラーゼの標的部位のX線結晶構造解析を行い、ペプチドと標的の相互作用様式を確認する。構造情報をも

とに新たなペプチド変異体ライブラリー作製することで、さらに抗菌ペプチドの性能を効率的に高めることが出来ると

期待される。 
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また、今後は今回得られたペプチドを改良することで様々な細菌種を標的にした転写阻害ペプチドの開発を計画して

いる。ペプチドは通常の低分子抗生物質に比べてサイズが大きく、標的との接触面積も大きくなることから、高い標的

特異性をもたせることが出来ると考えられる。そこで、細菌の種ごとに特異的な抗菌ペプチドを開発することが出来れ

ば、人体に共生する有用な細菌群には影響を与えずに、標的の細菌のみを死滅させる抗菌ペプチドも開発できると考え

られる。皮膚や腸内の細菌群の健康に及ぼす影響の高さが昨今注目されており、種特異性の高い抗生物質の需要は今後

高まると考えられる。RNAポリメラーゼやσ因子は全ての細菌で保存されているが、表面のアミノ酸はそれぞれに少

しずつ異なる。このため、ある種の細菌に特異的なペプチドを作製することは可能である。なおかつ、一度ある細菌に

作用するペプチドを開発すれば、それを改変することによって別種の細菌に作用するペプチドを迅速に取得できると考

えられる。よって、本研究のアプローチによって高効率な抗生物質開発が可能になると期待される。 
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