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学位論文内容の要旨

【序論】

細菌性感染症の治療にはこれまで多種多様な抗生物質が使われてきた。しかしながら、細菌は

様々な機構によりこのような薬物に対し耐性を獲得してきた。現在までに知られている耐性機

構は次の3っに大別される。それらは薬物の分解及び修飾、薬物標的部位の変異、膜透過性の

低下及び能動的排出による薬物の細胞内蓄積量の減少である。

腸内連鎖球菌Enterococcus属は自然耐性を獲得しており、もともと多くの薬物に耐性を示す。

近年、パンコマイシン耐性を示す腸球菌（VRE）が発見され、事態は深刻化している。筆者ら

の研究室ではEnterococcus hiraeから20 LtMemidiumbromideに対する耐性株を単離し、一次性

能動排出システムの存在を見出した。また、同属のbf｜Bmcoccus′aeca仏にedlidiumの一次性及

び二次性能動排出システムが存在することも見いだした。emidiumは多くの多剤排出輸送担体

の基質であることから、E．ロre｜．r。cDccus属には多剤排出系が存在することが予想される。

【結果及び考察】

！ 2： ヨ 型 ヒ 擾 22聖 二 三 2望 法 ヒ よ る  E. hiraeQethidium耐 性 国 王 Q固 定

Enter。coccus舶・aeに存在する薬剤耐性因子を同定すべく、大腸菌を宿主細胞とし、ethidium耐

性株のゲノムライブラリーを用いて400州etIlidium存在下でショツ卜ガンクローニング法を

行った。その結果、2つのクローンpSG18とpSG35を単離した。両者は同一領域を含み、その

部分は16SrRNAgeneの領域であった。emidium以外の薬物に対する耐性をサパイパル実験で

検討した結果、pSG18及びpSG35の導入された大腸菌はethidiumの他、acnnau他にも耐性を

示した。単離されたプラスミド中の耐性に必須な領域を調べるため、欠失変異体を作成し、サ

パイパル実験を行った。16SrI玳Ageneの上流部分に存在する安定化に関わる配列を欠失させ

たプラスミドpSGDはethidium及びacnnaVineに対する耐性能を失っていた。また、16Sr恥JA

geneの3・端の欠失体はacriflauneに対する耐性能は保持していたが、ethi量umに対しては大き

く低下していた。16SrRNAの転写後の安定化に関わるboxA配列を欠失させると両者に対して

耐性能を失うことを考慮すると、クローン中に存在する薬剤耐性因子は16Sr王玳Aであると推

察される。薬剤耐性能が他の細菌の16Sr恥弧にも備わっているかを検討するため、枯草菌及

び緑膿菌の16SrRNAgeneを用いてサパイパル実験を行った結果、どの細菌の16SrRNAも
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ethidium、acriflavine耐性を示す傾向にあり、この性質が16S rRNAに一般的なものであること

が分かった。同様に23S rRNAについて検討した結果、23S rRNA geneの導入はethidiumには耐

性を与えるが、acriflavmeには耐性を示さなかった。欠失変異体の結果とあわせて考慮する

と、RNA分子による耐性機構はedlimumとacrinavi弛で完全に同一ではないことが分かった。

これまでemidiu亅・nやacnnavmeのような脂溶性カチオンに対する耐性機構は能動的排出による

細胞内蓄積量の低下に限られた。emidiumの細胞内蓄積量を比較した結果、16SrRNAgemの

導入による蓄積量の低下は見られなかった。このことは、，RNA分子による耐性化が従来の機構

とは異なっており、新たな耐性機構の存在を示唆している。

≧ 星 faecalisゲ ノ ム iニ 空 垈 ニ 丕 童 恩 ！ ≧ た ぶ 理 駆 動型 墓 剖挑 出 担 佳Q固定

E hiraeと同属に含まれるEfaeca仏の全ゲノム解析がTIGR（TheIhsntuteforGenomicR鮗earch）

で終了している。このデータベースをもとにATP駆動型多剤排出ポンプLmrAに相同な遺伝子

を検索した。機能の不明な上位13個の遺伝子をクローン化し大腸菌に導入後、10種の薬物に

ついてmminluminhibit0ヴconcentranon（MIC）を測定した結果、13個中1つの遺伝子、e比Aを

導入した大腸菌だけがacnnavmeに対して2倍の耐性を示した。acrmavmeの細胞内蓄積量を検

討した結果、ベクターのみを導入した大腸菌の約70％まで低下していた。濃度を変え蓄積量を

比較すると、低濃度側では70％の蓄積量を維持していたが、高濃度になるにつれてその差は消

失した。このことは排出系の飽和を意味し、この遺伝子産物がacrlnavmeを排出し耐性を与え

ていると考えられる。El仏のwalkerA配列中のルジン残基をメチオニンに置換し、ATPを加水

分解できない変異体を作成し解析したところ、この変異体はべクターのみと変わらないacrma．

vme蓄積量を示した。このことは、この蛋白質が配列から予想されるとおりATPの加水分解エ

ネルギーを利用してacnnavineを排出していることを示す。

！量 ： faecalis2Zム 呈 ニ空 ベ ース童 歴！≧た 2璽ヒ2駆動 型墓剤排 出担佳Q固 定

ATP駆動型薬剤排出担体の同定と同様にE. faecaぬゲノムデータベースを利用し、プロトン駆

動型多剤排出ポンプNorAと相同な配列を検索した結果、60％以上の相同性を示すものは1つ

しか存在しなかった。この遺伝子ennをクローン化後、大腸菌に導入しMICを測定した結

果、nomo期cinに4倍、acnnavmeに2倍、tetraphenylphosphonium（TPP゙ ）に8倍の耐性を示

し、Ennが多剤排出ポンプであると推察された。TPP＋の細胞内蓄積量をTPP＋電極を用いて測

定したところ、クローン導入株の蓄積量はべクターのみの約15％まで低下していた。同様に

nomoxacinの細胞内蓄積量を測定した結果、ベクターのみの約30％まで低下していた。また、

この低下はプロトノフォアの添加により大きく上昇することから、En从はこれら薬物の二次性

能動排出担体であると考えられる。実際、TPP゙ 輸送時のプロトンの動きをquinacrmeを用いて

観察した結果、薬物とプロ卜ンの輸送が共役することがわかり、この蛋白質がプロトンと薬物

のアンチポー夕一であることが明らかとなった。この遺伝子をE．′aeca仏へ導入すると、norI

noxacinに8倍、acdnavineに4倍の耐性を示し、この蛋白質がE．′aecaぬ中で機能する事が示

された。・
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学 位 論 文 題 名

E7zterococcusの薬剤耐性に関する因子の同定及び

    その性質に関する研究

  腸内連鎖球菌であるEnterococcus属の細菌は，日和見感染により，敗血症や心

内膜炎を引き起こすことが知られているヒト常在菌である．他の腸球菌に比べ自然

耐性を獲得しており，もともと多くの薬物に比較的弱い耐性を示す．また，理由は

省略するが，ベニシリン系抗生物質やアミノ配糖体抗生物質に対して自然耐性を持

っている，また，最近では，アンピシリン，アミノ配糖体及びバンコマイシンに耐

性を示す腸球菌が集中治療室から分離され，このような多剤耐性化した細菌による

感 染 症 は 治 療 が 困 難 で ，臨 床 上極 めて 深 刻な 問 題を 投 げか け てい る．

  このような背景で，申請者はEnとerococcus属の薬剤耐性に関わる因子を同定す

る目的で本研究を行った．学位論文は2つの部分にわけることが出来，第一部では

Enterococcusカiraeのゲノムライブラリーからショットガンク口ーニングによ

って単離された因子の解析結果を，第二部ではEnteroccus faecaユISのゲノム

データベースを利用して薬剤排出に関わるトランスポーターの同定結果を報告して

いる．

  Enterococcus hiraeに，薬剤耐性に関わるトランスポー夕（多剤排出輸送体）

があるのかどうかを調べるため，エチジウムプロマイドの存在下で生育できる耐性

株を分離している．この事実は，E．．hiraeに多剤排出輸送体が存在することを意

味している．そこで，申請者は大腸菌を宿主細胞とし，エチジウムブ口マイド存在



下でショットガンクローニング法をおこない，薬剤耐性因子を同定しようとした．

その結果，2つのク口ーンをえた．両者は同一の領域を含み，その部分は16S rRNA

geneの領域であった．16S rRNA gene領域を導入した大腸菌は，エチジウムプ口

マイドの他アクリフラピンにも耐性を示した．興味あることに，枯草菌や緑膿菌の

16S rRNA geneを大腸菌に導入しても耐性を示した．23S rRNA geneの導入で

は，エチジウムブロマイドに対して耐性を示すが，アクリフラビンには耐性を示さ

なかった．種々の理由からgeneは翻訳されてタンバクになっているのではなく，RNA

として細胞に存在していると考えられる．実際，導入菌では菌体表面に核酸がより

多くあることを示している．すなわち，これらの核酸と相互作用する薬物は，菌体

表面に存在するRNAに吸着し，細胞内に薬物を入れない事により耐性を発現してい

ると考えられる．初期の目的とは異なったが，新しい耐性機構を発見したことにな

る・

  ついで，全ゲノム解析が終わっているE．カユraeと同族のE.  faecaユユsのデー

タを用いて，輸送体の検索を行っている，他の細菌で分かっているATP駆動型多剤

排出ポンプLmrAに相同な遺伝子を検索した，機能不明な上位13個の遺伝子をク

口ーン化して大腸菌に導入して，その機能を調べた．そのうちの1つについて，ATP

駆動型排出ポンプ活性を認めている．

  ブロトン駆動型多剤排出ポンプNo rAと相同な配列を同様に検索し，申請者がenlA

と命名した遺伝子の産物が多剤排出ポンプであることをMIC (minimum

inhibitoでyconcentでation）実験より明らかにしている．また，輸送に伴うpH

変 化 等 の 測 定 から ， プ 口 ト ン駆 動 型 で あ るこ と を 確 認 して い る ．

  このように，本論文は，1）RNAの菌体表面存在による新規耐性機構の発見，2）

E．  faecalユsのATP駆動型排出ポンプの同定，3）E．faecaユ1Sのブロトン駆

動型多剤排出ポンプの同定を明らかにしたものであり，薬学博士の称号を授与す

るに十分値するものと認めた．


