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新 らたに開発 された ア ミノ配糖 体抗生物質 の抗菌 作用 と耐性 の機構につい て

川辺晴英 ・三橋 進 ・近藤捷嘉 ・新島端夫

微生物化学研究所 ・群大医学部微生物 ・岡山大医学部泌尿器科

(昭和50年4月15日 受付)

新 ア ミノ配 糖 体 抗 生 物 質3',4'-dideoxykanamycin B

(DKB)1),6'-methyl-DKB(6-Me-DKB)が 梅 沢 ら2)に よ

っ て,ま たamikacin(AK)が 川 口 ら3>に よ っ て 開 発 さ

れ た 。 これ ら のi新抗 生 剤 は,ア ミノ配 糖 体 抗 生 剤 を 不 活

性 に す る酵 素 を もつ ほ とん どの 細 菌 に 有 効 で あ る。

今 回,DKBの 臨 床 的検 討 の 際 に 得 られ た 緑 膿 菌 か ら

DKB耐 性 菌 を選 択 し,そ れ らに 対 す るAK,6-Me-DKB

の抗 菌 力 な ら び に薬 剤 耐 性 機 作 に つ い て検 討 した の で 報

告 す る。

実 験 方 法

(1) 抗 菌 スペ ク トラ ム:臨 床 か ら分 離 され た 緑 膿 菌

を ペ プ トン水 に うえ,18時 間培 養 し,そ の100倍 希 釈

液1白 金 耳(105/ml)を 薬 剤 含有 平 板 培 地 に 接 種 し,37

℃18時 間 培 養 後,最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 測 定 し

たQな お,培 地 に はHeart infusion(HI)寒 天 培 地(栄

研)を 使 用 した 。

(2) 使 用薬 剤:Kanamycin(KM),Streptomycin

(SM),3',4-dideoxykanamycin B(DKB)は 明 治 製 菓

か ら分 与 を うけ た 。fiabramycin(TM)はEli Lilly社,

gentamicin C complex(GM)は シ オ ノギ 製 薬,genta-

micin C1(GM-C1)はJ.WEINsTEIN, amikacin(AK)

は ブ リス トル 万 有 研 究 所,tetracycline(TC)は 台 糖 フ

ァイザ ー,Sulfisomidine(SA)は 大 日 本 製 薬,6'-Me-

DKBは 梅 沢純 夫 博 士 か ら,そ れ ぞ れ 分 与 を うけ た 。

(3) Acetyltransferaseの 調 製 と酵 素 活 性 の 測 定:

菌 体 はmedium B(Na2HPO4,7g:KHZPO4,2g:(NH4)2-

SO4,1.2g:MgSO4・7H2O,0.4g:glucose,2g:ペ プ ト

ン(栄 研),10g:yeast extract(Difco),1g:精 製 水,

1,000ml)で 振 盪 培 養 し,遠 心 に よ り集 め た 。Trisbuf-

fer(pH 6.0)で 洗 滌 後,同 じbufferで 菌 体 を 懸 濁 し,

音 波 処 理(20KH2,5min.)後,30,000×g30分,次 い

で そ の 上 澄 を105,000×g30分 遠 心 し得 ら れ た 上 澄 を

粗 酵 素 液 と して使 用 した 。 酵 素 活 性 は,ATP,CoA,Mg-

(CH3COO)2を 加 え,37℃ で 反 応 後,残 存薬 剤 量 をbio-

assayで 測 定 した。14C-acetateの 薬 剤 へ の取 り込 み は,

phosphocellulose paperに 反 応 液 を吸 着 させ,遊 離 の

isotopeを 洗 浄 後,ト ル エ ン系 シ ンチ ン ー タ ー を 加 え て,

測 定 した 。

実 験 成 績

(1) 臨床分離緑膿菌に対する抗菌活性:臨 床分離の

Fig. 1 MIC distribution of GM and DKB in P. 

aeruginosa

Table 1 Minimum inhibitory concentrations of 

aminoglycoside antibiotics against P. aeru-

ginosa

Table 2 Inactivation of DKB, 6-Me-DKB and AK 

by resistant strains of P. aeruginosa

a) Two strains acquired drug resistance by 
conjugation in the experiment shown in Table 4.
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緑 膿 菌355株 に 対 す る ア ミ ノ配 糖 体 抗 生 剤 のMICを 測

定 した 。Fig.1に 示 す よ うに,DKBの 感 受 性 分 布 は

1.6μ9/m1に ピー クが あ っ た が,GMは6.2～12.5μ9/

m1に 感 受 性 の ピー クを 示 した 。 こ の こ とか ら緑 膿 菌 に

対 してDKBはGMと と もに 極 め て す ぐれ た 抗 菌 作 用

を 示 す こ とが 判 明 したQこ れ ら緑 膿 菌355株 か らDKB

に 耐 性 を示 した.Ps. 4とPs. 33を 選 び,6'-N-acetyla-

ting enzymeを もつGN 315, GN 269を 対 照 と して,

GM-C1, AK, 6-Me-DKBの 抗 菌 力 を み る と,(DKBr,AKr,

6-Me-DKBs)と(DKBr, AKs, 6-Me-DKBr)の 耐 性 型 に

分 れ た(Table 1)。

(2) 薬 剤 の不 活 性 化:DKB, AKは6'-NH2基 を も

つ が,6-Me-DKBはC-6'の ア ミ ノ基 に メチ ル 基 が 入

っ て い る。 従 来,知 られ て い る6'-N-acetylating enzy-

meを もつGN 315, GN 269は6-Me-DKBに 感 受 性

を 示 す こ とは 考 え られ る こと で あ る。 しか しPs. 4, Ps.

33はAKに 感 受 性 で6-Me-DKBに 耐性 を示 した 。 そ

こで 次 に,粗 酵 素 液 を 調 製 して薬 剤 の 不 活 化 を 調 べ た

(Table 2)。 ア ミ ノ糖 抗 生 剤 に 感 受 性 の場 合 は,そ の 薬

剤 の 不 活 化 は 全 く認 め られ ず,耐 性 で あ る 時 は薬 剤 の 不

活 化 を 認 め た 。 こ れ らの 反 応 に は,CoAが 必 要 な こ と,

ま た,ATP, CoA は acety l CoAに お きか え られ る こ と

か らPs. 4は ア セ チ ル 化 に よ り薬 剤 を不 活 化 して い る と

結 論 さ れ る。 さ らに14C-acetateを 用 い て基 質 特 異 性 を

調 べ た(Table 3)。6-NH2基 を 欠 くKM-C, GM-C1に

はisotopeの と りこみ が なか っ た 。 しか し,AKは6'-

NH2基 を もつ に もか か わ らず14C-acetateの と りこみ

が み られ な か った 。

(3) 耐 性 遺 伝 子 の 存 在 場 所:こ れ ら ア ミノ配 糖 体 抗

生 剤 の 耐 性 を支 配 す る遺 伝 子 が 伝 達 性plasmid上 に 存

在 す るか 否 か を 調 べ た 。Table 4に 示 した よ うに6'-N-

acetyltransferaseを もつGN 315, GN 269で は(KM,

DKB, AK, GM, SA)耐 性 が 伝 達 した 。 このGM伝 性 は

低 く(MIC 3.1μ9/m1),GM-Cia, -C2が6'-N-acety1a-

tingenzymeに よ り不 活 化 を うけ て い る。 また,KM,

DKB,AK,GM耐 性 を 支 配 す る遺 伝 子 は 同 一 の 酵 素 に よ

る もの で あ る。Ps-4は(KM, DKB, GM, SM, SA)耐 性

が,Ps.33は(KM, DKB, TC, CM, SM, SA)耐 性 が 伝 達

した 。 従 が って,こ れ ら の 薬 剤 耐 性 を 支 配 す る遺 伝 子

は,R因 子 上 に 存 在 す る。

(4) 不 活 化 さ れ たDKBの 構 造:粗 酵 素 液 を 用 い て

Table 3 Incorporation of 14C-acetic acid into vari-

ous aminoglycoside antibiotics and their 

inactivation by Ps. 4

The S-105 fraction was prepared from Ps. 4.

Table 4 Conjugal transfer of drug resistance in P. aeruginosa
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不活化DKBを 得た。得られた不活化DKBはAmber-

lite CG 50(NH4+form)カ ラムで精製した。この不活化

DKBの 構造は近藤(微 化研)に より,C-6'の ア ミノ基

に酢酸が入っていることか ら明らかにされたO

討 論

薬剤耐性菌の遺伝学的研究および耐性機構の生化学的

研究によって,DKB,AKな どのすぐれた薬剤が開発さ

れ,す でに三橋ら4,5)によ って発表され た ように,緑 膿

菌にも極めて有効で,KM耐 性菌にもす ぐれた抗菌力を

示すことが明らかにされている。たまたまDKBの 基礎

的研究の際,極 めて稀ではあったが,DKB耐 性 菌 が検

出された◎これまでの調査 では,緑 膿 菌 に はKMを

acetyl化 す ることによって耐性化 している菌(KMr)は

極めて多い。GMの 普及によって,KMとGMを とも

にacetyl化 す る菌(KM「,GM「)が 出現 した。これらの

菌に対しDKBは 有効で あ る。しかし今回(KM,GM,

DKB)を ともにacetyl化 す る菌(KMr,GMr,DKBr)が

発見された◎これらの菌がDKB使 用前に分離されてい

ることから,緑 膿菌を含め,病 巣菌の中には,か な り幅

広 く,多 くのアミノ配糖体抗生剤をacetyl化 で きる菌

が存在 していることを示 している。DKBの 使 用によっ

て,こ のような菌が選択され.病 院内管理の不手際でこ

の菌が他の患者への感染,仮 りに定着 しなくとも,こ の

菌のもつR因 子が,感 染患者の緑膿菌に伝達 される可能

性は大である◎新薬の開発が重要であることはもちろん

であるが,そ の新薬の寿命を長くして有効性を持続する

ためには,耐 性菌の遺伝学的性状を知って,そ の伝播を

阻止することは,次 の大きい課題と考えられる◎

結 論

1. 新 らたに開発されたDKB,AKは 緑膿菌に対 し極

めて有効である。

2. DKBの 使用前に分離 され た 緑膿菌から,KM,

GM,DKB耐 性菌が検出された。

3. この菌のSM,KM,GM,DKB耐 性 はR因 子上に

あることが判明した。

4. KM,GM,DKB耐 性 の機 構 は6'-NH2のacetyl

化に よることが結論された。

本研究の遂行に,梅 沢浜夫博士の指導を頂いた。また

不活化物の最終的な構造決定は微化研 近藤博士 に よっ

た。ここに謝意を表する。
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF DKB AND MECHANISM 

OF ITS RESISTANCE AGAINST PSEUDOMONAS 

AERUGINOSA 
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and TADAO NIIJIMA 
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We compared the antibacterial activity of DKB (3', 4'-dideoxykanamycin B) and that of gentamicin 
on 355 strains of Pseudomonas aeruginosa, and the mechanism of resistancl to DKB was studied .
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1) The newly introduced semisynthetic aminoglycoside antibiotics, i. e., 3', 4'-dideoxykanamycin 
B(DKB), 6'-N-methyl DKB(6'-Me-DKB) and amikacin have been found to be effective against Pseudo-
monas aeruginosa which are resistant to the known aminoglycoside antibiotics. 

2) DKB resistant Pseudomonas aeruginosa strains were isolated from clinical specimens before DKB 
was used. 

3) The strain resistant to DKB and 6'-Me-DKB disclosed that the enzyme catalyzing inactivation 
of both DKB and 6'-Me-DKB was mediated by an R factor. 

4) Enzymatic studies of inactivation reaction and chemical studies of the inactivated products 
indicated that DKB and 6'-Me-DKB were inactivated by acetylation of the 6' amino group of the drugs.


