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P.EHRLICHに は じまる実験化学療法の研究は,人 類

誕生以来の原虫,細 菌感染症に対する恐怖から人類を解

放することに成功した。殊にFLEMINGに よるペニシリ

ン(PC)の 発見は土壌微生物生産物にその対象をお くこ

とができるという画期的な手段を吾々に教え,ひ きつづ

き発表されたストレプトマイシン(SM)の 発見によって

その可能性が決定づけられ,人 智による薬の創作と,自

然のつくり出した抗生剤をひろいあげるとい う2つ の手

段で化学療法の黄金時代が生れた。ピポクラテス以来の

医学史の中で最も輝やかしい時代が訪れたと申しても過

言でない。

かくして人類は近代科学の力を用いて,土 壌徴生物に

よる生産物をスクリーニングし,大 量生産に移し,数 百

トンの単位で化学療法剤を生産し,大 量に時には無差別

に使用することが可能となった。

しかしPC発 見から数えて,半 世紀を経た現在,吾 々

はあまりにも多くの耐性菌の出現に驚き,新 薬発見のス

ピードの低下と,新 薬に対してもまた容易に耐性化する

細菌の不死身さに感歎しているのが現状である。

赤痢菌の蔓延が,吾 が国の宿命的な伝染病であったた

めに,結 核研究者と共に,伝 染病研究者は基礎,臨 床を

とわず,吾 が国に極めてすぐれた疫学研究を産み出すに

致った。特にその陰に,陸 海軍の衛生兵として鍛えられ

た衛生検査技師の実力と豊富な人材のあったことも忘れ

ることはできない。

R因 子はこのような地盤から必然的に日本で発見され

たもので,過 去50年 の細菌学史の中で最も大きい発見

の1つ といわれる所以である。

I.　 R因 子の発見とその性状

プロントシールの発見から臨床への利用はわが国では

1940年 頃 からはじまった。プロントシールの作用基が

スルホンアミド剤(SA)に よることが発見され,一 挙に

SA時 代が誕生した。しかし,SAが さかんに利用され,

そ有効性が知られると共に,気 づかないうちにSA耐 性

菌が臨床細菌の中に現われてきた。しかも赤痢が法定伝

染病であったため,赤 痢菌の耐性が最も詳細に研究され

ていた。終戦後さかんに使われたSA剤 に対する,耐 性

菌の 出現状況が異常に急速で,1950年 頃 には90%近 く

の赤痢菌がSA耐 性化し,ほ とんど治療に使えない状態

になってしまった。

1945年 頃からわが国ではストレプトマイシン(SM),

テ トラサイクリン(TC),ク ロラムフェニコール(CP)

の生産が開始され,こ れらの薬剤が臨床上極めて有効で

あった。 ところがSAと 同様に,SM,TCな どに対す

る耐性菌が,僅 かに1例,2例 と出現し,1例 報告とし

て学会に報告されはじめた。この頃最も注目を惹いた発

表は,多 剤耐性赤痢菌の出現であった。A薬 剤に耐性化

する頻度を10-a,B薬 剤のそれを10-bと す る。a,b

は普通5～8位 の価をとる。A,B両 剤に同時に耐性化

する頻度は10-(a+b)と な る。したがって3剤,4剤 に同

時に耐性化することはほとんどおこり得ない筈である。

ところが全国各地から次々と多剤耐性赤痢菌が出現して

きた。その模様を第1表 に示した。

この多剤耐性は1つ の赤痢菌が次々と人に伝染したの

ではないことは,そ れぞれの菌の血清型が異なることで

理解される。われわれが群馬地区で経験した例は大きい

注目を惹いた。4剤 耐性赤痢菌患者から同じ耐性型の大

腸菌が,ま た3剤 耐性赤痢菌,大 腸菌が同一人から分離

された。つまり多剤耐性菌は赤痢菌だけの問題でなく,

腸内細菌全般の問題であることが判明した。多剤耐性赤

痢菌の蔓延はきわめて急速で,臨 床上にも大きい問題と

なってきた。その状況を第1図 に示した。

1959年 落合,秋 葉がそれぞれ独立に耐性が菌か ら菌

1978年10月 東京で行われた日本化学療法学会東日本

支部総会での要望講演として耐性因子の希望が多 く,筆

者がこれを担当した。その後このレビューの印刷希望者

にこたえる意味で化療の編輯委員より本稿の執筆が要請

された。本稿は橋本一,井 上松久,伊 予部志津子,川 辺

晴英氏らとの共同執筆である。
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第1表　 多剤耐性グラム陰性桿菌の分類

*は 同一人より2種 類の菌が分離されたことを示す。

(SA):測 定 されていないがSA耐 性であることが推定された。

第1図　 抗生剤耐性赤痢菌の出現の年度別変化

に移る事実を発表した。東京での研究会では この 内容

が,福 見,井 関などのすぐれた専門家を含めてさかんに

討議されたが,そ のメカニズムは判明しなかった。しか

し,以 後の研究の大きいきっかけを与えた。

遺伝性状が細胞から細胞に伝わるには,当 時次の3つ

の機構のあることが知 られていた。接合,形 質転換,フ

ァージによる導入の3つ である。

われわれは耐性の伝達が,形 質転換か,フ ァージによ

る導入か,接 合かを決定するために次の実験 を 行 な っ

た。第2図 に示すように,試 験管内にシャンベラン炉過

第2図　 薬剤耐伝性達の機構

管を入れ,Aに 多剤耐性赤痢菌を,Bに 感受性大腸菌を

培養し,1晩 の うちに外液 と内液をシャンベラン炉過管

を通して10数 回交換した。しかし,こ れでは耐性の伝

達はみられなかった。 ところが両者を混合培養すると容

易に耐性は伝達した。この炉過管はファージやDNAを

通過させるが,菌 そのものは通過させない。したがって
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耐性の伝達には両者の菌の接触,つ まり接合を必要とす

ることを示す結果になった。

この頃,偶 然われわれの研究室で次の重要な事実が発

見された。沢山の多剤耐性赤痢菌を患者から集め,研 究

室に保存していた。ある目的で保存菌株をとり出し研究

に使 う前に,そ の耐性を確認させたところ,耐 性菌の中

の20～40%が 完全に耐性を失なっているという報告を

受けた。最初研究者のミスと思って,再 び耐性菌を純粋

に分離し,も う1度 保存にまわすと,同 じように耐性が

脱落する事実を確認した。菌の接合を支配する遺伝因子

(プラスミド)にF因 子のあることがLEDERBERGに よ

って発見されていた。広田(遺 伝研)に よってF因 子を

持つ菌をアクリフラビン色素で処理すると,F因 子が脱

落して接合能を失な うという大きい発見がな さ れ て い

た。われわれは多剤耐性が保存中に脱落する事実をさら

に確認するためアクリフラビン色素による処 理 を試 み

た。まった く同じく,多 剤耐性が高率に赤痢菌から脱落

することを認めた。

次に吾々は,当 時既にLEDERBERGに よって発見され

ていたF因 子との異同を明らかにせねばならなかった。

F因 子そのものも菌から菌に接合で移るが薬剤耐性遺伝

子をもってはいない。しかしFを もつ菌(F+菌),ま た

はF因 子が細菌の染色体にくみこまれた菌は高い頻度で

その菌がF-の 菌と接合し,そ の染色体が移ることが知

れていた。この菌はhigh frequency of recombination

を おこすことからHfr菌 と名づけられていた。すなわ

ちF因 子を介しておこる耐性の伝達はF+か らF-菌 へ,

またはHfrか らF-菌 へ と1つ の方向性がある筈であ

る。そこで多剤耐性をF-菌 に うつし,耐 性の伝達の方

向性(polarity)を 調べた ところ,耐 性はPか らF+菌

へ も,F-か らHfr菌 に も伝達することが明らかになっ

た。つまり耐性を支配する遺伝体はF因 子と異なるもの

第3図

(a)Rプ ラ ス ミ ドの電 子 顕 微 鏡 像:Rプ ラス ミド

RP4(TC.KM.CBPC)。 バ ーは1μmを 示 す。

(b)rプ ラ ス ミ ドの 電 子 顕 微鏡 像:rプ ラス ミ ド

r(SA)。 バ ーは1μmを 示す 。

(c)細 菌 の接合の電子顕微鏡像。両菌の間にまた

がって性線毛がみられる。

(d)緑 膿 菌 にお け るCBPCト ラ ンス ポ ー ゾ ン:緑

膿 菌 フ ァー ジP29とCBPC耐{生 遺 伝 子 を と りこ

ん だ ファ ー ジP92(CBPC)と の 間 に形 成 され た

ヘ テ ロ二 重鎖DNA。 矢 印 はCBPCト ラン ス ポ

ー ゾン部 分 を 示 す
。 バ ーは1μm。
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であることが明らかになった。

そこで筆者は,多 剤耐性を支配する遺伝因子はF因 子

のように,菌 に寄生的に存在し,そ の伝達は接合による

ものであると結論し,耐 性因子にR(resistance)の 略号

を与えR因 子と呼ぶことを提唱した。現在このような因

子を国際的にR factor,も し くはRplasmidと 呼ぶこ

とが決まっている。F因 子,R因 子,Col因 子のように

細胞に寄生的に存在する遺伝因子をプラスミドと呼ぶこ

とが国際的な討議の上で決まっているoR因 子DNAを

菌体からとり出し電顕で撮影したものを 第3図 に示 し

た。二重鎖のDNAか らなる環状構造をしている。

R因 子をもつ菌は雄の性状を獲得しRを もたない菌と

性線毛(第3図)を 介して接合しR因 子は複製しながら

雌菌に移行する。R因 子を うけとった菌は,耐 性を獲得

すると共に 新たに接合によってR因 子を伝達する能力

を獲得する。

混合培養による耐性の伝達 という発見はR因 子発見の

大きいきっかけをつ くった。しかし吾々は多剤耐性菌の

4o～50%に ど うしても耐性が移らないものの あ ること

に気づいていた(1959年,未 発表)。 この詳細は次項(非

伝達性耐性因子)に 譲る。

当時R因 子の研究に対して文部省の総会研究班が組織

され,数 カ月毎の会議で驚く程の新事実が次々に発表さ

れた。これらの結果はBacteriological Reviewを とお

して国際的に紹介され,海 外に大きい反響をよんだ。こ

の際 日本国内で発表された事実を文献的に正しく紹介し

なかったため大きい誤解が後々まで残る結果になった。

当時吾が国の学者によって発見された重要な事実を第2

表に総括した。

II.　 非伝達性耐性因子の発見

グラム陰性菌の薬剤耐性が問題にな り出した頃,石原

恵三(群 大医)を 班長 としたブ ドウ球菌研究班(文部省)

が組織され,ブ 菌のファージ型を用いた疫学,感 染免疫

を中心とした研究が進められた。ついでブ ドウ球菌の多

剤耐性が臨床家の間で問題とな り,そ の研究会(班 長:

市川篤二博士)が 組織され,吾 々の教室で沢山のブドウ

球菌をとり扱 う機会が与えられた。最も多く出現する耐

性はSA,SM,TC,PCの4剤 であった。

SA耐 性菌は分離菌の96～99%に 達する高率で,驚

異的に効いたPCも70～78%の 菌が耐性を示した。上

記4薬 剤耐性と,その他のマクロライド系抗生剤(Mac),

カナマイシン(KM),合 成 ペニシリン(DMP),ノ ホビオ

シン(NB)耐 性の関係を調べた。上記4薬 剤の3～4剤

耐性菌ほどこれらの新薬剤に耐性を示す頻度の高いこと

が うかがわれる。

ブ ドウ球菌はなぜこのようにすみやかに多剤耐性化す

るのであろうか。グラム陰性菌におけるR因 子の発見に

ひきつづいて,わ れわれの大きい研究テーマとなった。

多 くのブ ドウ球菌を観察しているうちに次の3つ の事実

に気づいた。(1)フ ドウ球菌のほとんどすべての菌は,

菌体内にファージをもっている。すなわち溶原菌であ

る。(2)フ ドウ球菌の薬剤耐性は容易に溶原ファージに

よって導入される。(3)ブ ドウ球菌の耐性はR因 子のよ

うに菌と菌との接合によって伝達しない。

そこで耐性遺伝子のブ菌内の存在様式を知る目的でア

クリフラピンによる耐性脱落実験を試 みた。1963年幸

第2表　 R因 子 発 見 の 歴 史
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第3表R因 子 の 検 出 頻 度

14,530株 か らの調 査 結 果

aTC
,CP,SM,SAの4薬 剤 耐 性 型

いにもブ菌のMac耐 性が非可逆的に脱落し,プ ラスミ

ド上にあることが結論され,つ いでPC,TC,SA耐 性

もプラスミド上にあることが判明した。しかし,ブ 菌の

耐性プラスミドはR因 子と異なって菌と菌との間を接合

で伝達しない極めて小さなプラスミドであることが後に

なって明らかになった(第3図)。 仮に筆者はR因 子に対

し,ミ ニプラスミド(r因 子)と よぶことにしている。

その後の研究で耐性ブドウ球菌の85%も がr因 子によ

る耐性であることが明らかになった。r因 子はRプ ラス

ミドと異な り,単 剤耐性のものが多 く,し たがってブド

ウ球菌は各種のr因 子を1細 胞内に多様に保持して多剤

耐性化している。

その後の研究でグラム陰性菌にもr因 子は高頻度に発

見され,病 巣由来菌の多剤耐性はR因 子,ま たはrプ ラ

スミドの存在によって与えられているといって過言でな

い。また最近,イ ンフルエンザ菌からも溶血連鎖球菌,

淋菌からもr因 子が発見され,r因 子による耐性菌の増

加が心配されている。

先に述べたように多剤耐性菌の全部がR因 子によるも

のではない。TC,CP,SM,SA耐 性型からみたR因 子

の検出率を第3表 に示した。4剤 ないし3剤 耐性菌から

R因 子の検出率が高 く,2剤,1剤 耐性菌ではR因 子の

検出率が著るしく低い。ところが1剤 または2剤 の非伝

達性耐性菌から高率にr因 子が検出されるこ とが 分 っ

た。KM,GM,ABPC耐 性は多 く多剤耐性菌として上記

4薬 剤に附加した形で出現する。これらの菌からのR因

子の検出率(70～80%)は 高い。しかし通算して多剤耐

性菌の30～40%は 非伝達性耐性因子によっている。R

因子の検出率の低い2剤,1剤 耐性菌を選んでr因 子の

分布を検討した結果を第4表 に示した。グラム陽性菌か

らは伝達性のR因 子は検出されず,殆 んどは非伝達性の

ミニプラスミド(r)に よる耐性である。グラム陰性菌

でも,非 伝達性耐性の60～90%は 非伝達性の耐性因子

(多 くは ミニプラスミド)に よっていることが多い。

従って臨床分離菌の耐性の多くは第4図 に示すタイプ

第4表 非伝達性耐性菌からr因 子の検出頻度

非伝達性の1剤 ないし2剤 耐性菌からr因 子を検出

した。

第4図 プラス ミドによる耐性型

1. R

2. R1+R2

3. R+r

4. r

5. r1+r2+r3

R,伝 達性耐性因子,r,非 伝達性耐性因子。

の耐性型を示し,例 外を除いてその殆んどはプラスミド

による耐性と申すことができる。

グラム陽性菌は図の4か5型 である。ブ ドウ球菌の多

くは5型 である。グラム陰性菌は1種 のR因 子をもつも

の,2種 のR因 子(R1+R2)を もつもの,(R+r)に よ

るものと多彩である。NA耐 性はプラスミドによらない

染色体遺伝子による耐性の代表である。

III.R因 子(伝 達性耐性因子)の 構造

R因 子のもつ種々の遺伝学的性状,耐 性の生化学的機

構について第5表 にまとめた。

伝達性Rプ ラスミドは,第3図 に示すとおり,2本 鎖

DNAの 環状構造 よりなり,そ の上に3種 の遺伝子群を

もつ。1つ はプラスミドとして宿主染色体 とは別個に存

在することを可能にしている複製遺伝子repで あ り,第

2に は種々の耐性遣伝子,例 えばcml,tet,str,sul,

amp,kanお よび水銀剤耐性遺伝子merな どである。
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第5表　 R因 子 の 遺 伝 学 的 性 状

第5図

Rms201の 欠損変異株マップ。A,B… はRms201

を制限酵素EcoR1で 切断したときの断片の長さと

その配列を示す。その外側に各遺伝子の位置を示し

た。但しtraはBよ りDま でに位置する15程 の遺

伝子群よりなるが図では省略してある。内側の弧線

は各欠損変異株の位置を示したもので,各 マーカー

の存否は第6図 の如き制限酵素切断図より作成した。

第3に は伝達性を支配するtra遣 伝子群である。これら

は殆んど常にそれぞれ群をなして配列 して い る。Rms

201の 例で言えば第5図 のとおり,mer,sul,str,cml

遺伝子群は1つ の領域に集まり,repを 挾 んで他の側に

traが 全体のほぼ1/3を 占める領域(BTD)に 集 ってい

る。この場合ではampとtetだ けが他の耐性遺伝子群

とはなれている。

(1) 大きさと数,共 存性 、

伝達性Rプ ラスミドの大きさは,26Md(メ ガ ダル ト

ン)か ら120Md以 上のものまで知られている。しかし

最も多く60～70Md附 近の分子量をもつ。非伝達性の

小さいプラスミドに比べて細胞内数は少く,染 色体当り

数個であるが,宿 主によっても異なる。変形菌でのよう

に宿主染色体とRと のDNA密 度が異なる場合は,密度

勾配平衡遠心法で全Rプ ラスミドDNA量 が測れる。し

かし大腸菌でのように,Rプ ラス ミドと宿主染色体との

DNA密 度が近いと,物 理的に分離することは難しく,

両者に対 して親和性の異 なるEthidium bromideの よ

うな色素を加えて密度をかえることにより,プ ラスミド

DNAだ けを分離す る試みがなされている。この場合,

測定しているのは閉鎖環状DNAの みであって,DNA

分離操作により開鎖になり易いRプ ラスミドの場合は,

全DNA量 の推察が難しい。

多剤耐性菌の場合は,2種 以上のRプ ラスミドの共存

の例が多 く,た とえ2つ の耐性遺伝子が共に接合伝達し

た としても,同 一遺伝体上にあるとは限らない。導入や

形質転換による同時伝達があれば,よ り信頼性がますが

最後には電子顕微鏡による同一種の確認が必要となる。

その場合でも,同 一種Rプ ラスミドがmonomer,dimer

となっている場合もあるので注意が必要である。2つの

Rプ ラス ミドの共存の可否は,不 和合性において同一群

に属するかどうかによりきまる。たとえある多剤耐性が

別 々の耐性にわかれて伝達しても,そ れらが不和合であ

れば,同 一遺伝体の解離とみなされる。

(2) ISとTn

各遺伝子間の配列順序をきめるのは,主 に欠失変異を

おこさせ,共 に失われ,ま たは共に残ることで連関性を

きめてゆ く(第5図)。 しかし欠失の部位はいつこも均等

ではなく,あ る遺伝子(群)が 特に高い頻度で失われ易

いのが普通である。例えばRms201やR100で は,サ

ルモネラを宿主 とした とき,ま たはP1フ ァージによる

導入で,(mer,sul,str,cml)の クラスターが失われ

易い。Rms312で はtetが 失われ易い。このことより,

これらの遺伝子(群)の 両側には,特 殊の座位があって

欠失に関係していることが推察されるが,R100で は近

年IS1と い う800塩 基対の部分が2カ 所同一方向に挿入

されていることがわかった。Rms201も 同様であり,
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第5図 にIS1の 位置を示してある。同方向のISの 繰 り

かえし部分の間で分子内組換えがおこり,そ れに挾まれ

た部分が失われ易い。tetの 両側にもやはり同一方向の

ISの 繰りかえし部分があ り,tetの 欠損変異もそれによ

ると考えられている。

Rプ ラスミド上には欠失変異の他に,他 の遺伝体上に

転移し易い耐性遺伝子があり,こ の場合,そ の両側には

逆方向のISの 繰 りかえし部分があることが知られてい

る。R100のTC耐 性の場合は,IS3と い う1400塩

基対のISが 両側にあり,RP4のABPC耐 性 の場 合

は,140塩 基対のISが 両側に逆方向の繰 りかえしを示

している。これらの繰 りかえしのIS部 分に挾まれた1

っの遺伝単位をtransposonと いい,Tnと 略して番号

がっいている。上のTC,ABPCの 例ではTn10,Tn1

といわれ,1つ の単位 として遣伝体から他の遺伝体へ転

移してゆく。このようなISやTnが プラスミドの組換

や進化に関係しておると考え られ,第5図 のRms201

の如きは,R100のEcoR1Bフ ラグ メン トにABPC

transposonが 他の遺伝体 より転移してきて出来たもの

と考えられる。

(3) Rプ ラスミドの構造

Rプ ラスミドの遺伝学的構造は,種 々の欠失変異株を

えて,各 遣伝子間の連関性を調べることによりきめられ

る。最もよく用いられるのは,各 宿主固有の導入ファー

ジによってえられた導入株の中に欠失変異株を探す方法

である。

更に近年,物 理化学的にRプ ラスミド間の異同を調べ

るのに,Heteroduplex法 や,制 限酵素で切断されるパ

ターンをみる方法が進歩し 殊に後者が簡便でよく用い

第6図

A B

制 限酵 素EcoR1に よ る各 種Rプ ラ ス ミ ドの 切 断

図。 ア ガ ロ ―ズ ゲ ル内 で の泳 動 図 で 示 した 。A図1

ほR100,2はRms201,3はR100のCMs株,

4はRms312,5は そ のTCs株 で あ る。B図 は

Rms312の 種 々の 欠 損 異 変 株 の 泳動 図 を示 す。

られている。第6図 にその例を示した。図6Aに みる如

く,EcoR1切 断片では大きい順にA-Fがrepやtra

部分,G-MがIS1で 挾 まれた耐性部分と明らかに区別

される。3種 の伝達法プラスミドR100,Rms201,Rms

312で はIS1で 囲まれた部分(G-M)が 共通である。

Rms312で はKLが 異なるがその和はR100のK+L

と同じであり,切 断部位が異なるだけである。図6Aの

#3はR100のCP感 受性変異株でJが な く,#2の

Rms201はABPC遺 伝子を余分にもつのでBが より大

きいが,あ とは全 く同じであることがわかる。図6Bは

Rms201の 種々の変異株を切断したもので,こ れらの結

果からRms201の 遺伝子地図を第5図 の如 く構成した

わけである。

IV. 非伝達性薬剤耐性プラスミドの構造とそ

の特徴

薬剤耐性菌の中には,前 に述べた接合伝達するRプ ラ

スミドのほかに,伝 達機能の一部または全体を欠いた,

いわゆる非伝達性薬剤耐性プラスミドが比較的高頻度に

存在する。便宜上,こ の非伝達性薬剤耐性プラスミドを

rプ ラスミドと呼ぶことにする。rプ ラスミFは,Rプ

ラス ミド中の伝達機能を司る遺伝子群(tra)の 内の一部

や,あ るいはtra遺 伝子群全てを欠 くため,接 合により

細菌から細菌へとは移 らない。さらにRプ ラス ミドが,

そのプラスミド上に多剤耐性遺伝子をもつのに比べ,r

プラスミドはその多 くが表現型としては単剤,あ るいは

2剤 耐性を示すものが圧倒的に多い。

先に示した ように(3,4表),1剤,2剤 耐性菌か ら

のR因 子の検出率は低 く,そ れに代ってr因 子の検出率

が高い。その結果,接 合伝達しない薬剤耐性遺伝子は,

そのほとんどがrプ ラスミド上に存在することが明らか

にされた。

グラム陽性菌の薬剤耐性は,グ ラム陰性菌に比べ著し

く異なる。というのは,グ ラム陽性菌では接合伝達の機

能は存在しないものがほとんどであ る。1963年 吾 々に

よって報告されたMacプ ラスミド,続 いて報告された

PC,TC,(Mac,PC)プ ラスミドの発見に端を発し,

黄色ブ ドウ球菌から次々とrプ ラスミドが見出されてい

る。第6表 および第7図 にプラスミドの幾つかをまとめ

た。

rプ ラスミドは第7図 からもわかるように比較的小さ

な分子量を示し,そ の多くが2～10×106ダ ル トンであ

る。 中には20×106ダ ル トンを示すものもある。 なお

106ダ ル トンはメガ(M)ダ ル トンとも記載される。tra

遣 伝子をもつRプ ラスミドの分子量は約60×106ダ ル ト

ン,こ の内tra遺 伝子群の分子量40×106ダ ル トン,従

ってRプ ラスミド中の薬剤耐性遺伝子群は,60×106-40
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第6表　 多剤耐性菌から検出される非伝達性 プラス ミド

4菌 種の例を挙げたが,こ の他の菌種においても非

伝達性薬剤耐性菌から,同 様の非伝達性プラスミド

が検出されている。多剤耐性ブドウ球菌からは多く

の場合,単 剤耐性の非伝達性プラス ミドが検出され

ている。

第7図　 プ ラス ミ ドの大 き さ

×10 6=20×10 6ダ ル ト ンとい うこ とに な り,rプ ラス ミ

ドの分 子 量 が 小 さい こ と も納 得 ゆ く数字 で あ る。 さ ら

に,rプ ラ ス ミ ドの 特 徴 は そ の コピ ー数 がR子 プ ラ ス ミ

ドに 比 べ 多 い。Rプ ラ ス ミ ドの 細 胞 当 りの コピ ー数 ,数

個 に 比べ,rプ ラ ス ミ ドは 細 胞 当 り少 な く とも25～100

第8図　 CP処 理 に よ るr(ABPC)プ ラス ミドのコ

ピ ー数 の 増 幅

(A) (B)

(A)CP無 処理:プ ラスミドDNA量 は染色体あ

た り4%で ある。

(B)CP(150μg/ml)処 理:プ ラスミドDNA量 は

染色体あたり約89%に まで増幅される。

個 くらい存在する。薬剤耐性の中にはこのコピー数を反

映し,薬 剤耐性値との間に相関関係の見 られる場合があ

る。例えば伝達性ABPC耐 性 プラス ミドを例にとれば,

ABPCのMICは25μg/mlで あ ったものが,ABPC耐

性遺伝子を後述する トランスポーゾンを用い,非 伝達性

スルホンアミド耐性プラスミドr(SA)に 転移させると,

そのABPCのMICは1,600μg/mlと 約60倍 近い上

昇を示した。事実,自 然界から分離したr(ABPC)プ ラ

ス ミドのABPCのMICは 概 して1,600μg/mlか 中に

は6,400μg/mlのMICを 示すものが分離されている。

KM耐 性についても同様の結果を得ている。伝達機能を

欠 くrプ ラスミドはそれ自身の数を増やすこ とによっ

て,薬 剤に耐えているといえる。

更に興味ある事実は,r(ABPC)プ ラスミドやr(SA)

プラス ミドにおいて判明したことであるが,薬 剤存在下

とか,栄 養条件の悪い環境下におかれると,こ れらのプ

ラスミドの数は異常複製し,宿 主染色体DNA合 成停止

後も,プ ラスミドは増えつづけ,最 終的には細胞当り数

千個にも達するものが多い。この代表的な例 として,

Col因 子ColE 1プ ラス ミドが広 く知られている。われ

われが分離したr(ABPC)やr(SA)プ ラスミドはいつ

れのCol因 子 とも交差しないことより,全 く別のプラス

ミドということができる。第8図 にr(ABPC)プ ラスミ

ドがCP投 与による宿主染色体DNAの 合成停止して

いるにもかかわらず複製しっづけ,最 終的には染色体

DNAの3～4個 分にも相当するプラスミドDNA量 と

なる模様を示している。

rプ ラス ミドは菌と菌の接触による接合伝達しえない

ため,そ の検出法はRプ ラス ミドの場合とやや異なる。

最も簡便な方法としては,自 然脱落や人工的にプラスミ

ドを不可逆的に除去する方法が挙げられる。人工的にプ

ラス ミドを除去するために用いられる薬剤としては,ア
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第9図　 形質転換による非伝達性薬剤耐性プラスミ

ドの宿主域

クリフラビン色素,リ ファンピン,エ チジウムプロマイ

ド或いはある種の鎮経剤なども用いられる。積極的にプ

ラスミドを証明するには,プ ラスミドDNAの 自律的増

殖という性質を利用し,あ る種の 変 異株 にプラスミド

DNAを 形質転換させ,得 られた形質転換株から再びプ

ラスミドDNAを 証明する方法が用いられる。 この方法

により,私 共は第9図 に示 した如く,多 くの臨床分離細

菌の非伝達性薬剤耐性がプラス ミド上に存在することを

明らかにした。このことは,多 くの細菌に於ける薬剤耐

性が,プ ラスミドDNA上 に存在する可能性を強 く示唆

しているといえよう。

V.　 耐性因子の疫学

先に述べたようにグラム陽性菌からは伝達性のあるR

因子は検出されていない。しかしこれに代って非伝達性

のr因 子が多種類,数 多く1細 胞内に存在しているのが

ブドウ球菌の多剤耐性の特徴である。グラム陰性桿菌で

はR因 子が菌と菌との間を伝達するのでR因 子による耐

性のひろがりは大きい。しかし,r因 子も広 汎 に分 布

し,(R+r)の タイプの耐性の多いことは先 に述べた。

非伝達性のr因 子はそれ自身菌と菌の間を移らないがR

因子が存在すると容易に移 り出す(mobilization)と い

う注目すべき現象が知られ,r因 子の伝播に パ ク テ リ

オ,フ ァージによる導入と共存するR因 子による伝播が

見のがせない事実である。

R因 子は幅広い宿主域をもつため菌種間を 容 易 に 移

る。しかし仔細にみると各菌種の間にそれぞれプラスミ

ド耐性の特徴がある。 例えばSalmonellaに はCP耐

性が少く,P.mirabilisのTC耐 性 は殆んど伝達性が

ない。各菌種について述べるだけの紙数がないので特に

緑膿菌のR因 子について述べてみたい。緑膿菌のRプ ラ

スミドは緑膿菌間にしか伝達しないという特徴がある
。

第10図　 緑膿菌におけるGMお よびCBPC耐 性菌

の分離頻度

GM CBPC

第7表　 新薬に対する耐性緑膿菌の分離頻度

このために緑膿菌の血清型,フ ァージ型,お よびそのR

因子を調べることによって1つ の診療科の中の耐性菌分

布の状況を知ることが可能だからである。

なお耐性プラスミドは ヒトの病巣菌のみでなく家畜,

養殖魚から分離される細菌にも高率に分布していること

が知られており,畜 産,養 殖水産の大きい課題となりつ

つある。

緑膿菌は多くの薬剤に抵抗性を示し,従 ってその感染

症は化学療法上重要な問題となっている。TC,CP,SM,

SA,KM,ABPCな ど細菌に有効な薬剤も緑膿菌には効

力を示さず,β-ラ クタム系の種々の新薬およびア ミノ配

糖体系の各種薬剤が 目下さかんに使用されている。しか

しいずれの薬剤に対しても耐性菌は増加しつつあり,第

10図 に示す如 くGMま たはCBPC耐 性菌の分離頻度

は年々増えてくる傾向にある。

更にその他のアミノ配糖体系新薬,DKB,AK,TBお

よび β-ラクタム系新薬,T-1551,PIPCは いずれも緑

膿菌に有効な薬剤であるが,第7表 はそれらに対する耐

性菌の各施設毎の分離頻度を示している。新薬に対する
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耐性菌の出現の様相は施設により異なり,全 く分離され

ない施設,非 常に高頻度で分離される施設がある。施設

Bは 前者の例であ り,施 設Kは 後者の例でこの施設には

特にGM,TBに 同時に耐性の菌が多い。

薬剤耐性菌の遺伝学的背景を調べると,過 去10年 以

上の腸内細菌におけるデータはそのほとんどが伝達性ま

たは非伝達性プラスミドによるものであることを示 して

いる。伝達性のRプ ラスミドは接合により菌から菌へと

増える能力を持つために耐性菌のひろが りに大きな役割

を荷っている。腸内細菌科のRプ ラス ミドはいずれも大

腸菌に伝達が可能であり,こ れらの遺伝学的性状は良く

研究されている大腸菌の系で詳細に調べ られてきたが,

緑膿菌のRプ ラスミドはわずかの例外を除いて,ほ とん

どが大腸菌には伝達が不可能である。従って緑膿菌のR

プラスミドの解析はすべて緑膿菌の系で行われてきてい

る。薬剤感受性緑膿菌を受容菌 として緑膿菌の薬剤耐性

の伝達性を調べると,各 種薬剤について20～30%前 後

の頻度で伝達することが分かった。この頻度は他の腸内

細菌科の菌に比べて低いが,R因 子の他に非伝達性rプ

ラスミドが高頻度に存在している。

一方伝達性薬剤耐性を示す菌の分離頻度は施設により

異 り,ま た分離Rプ ラスミドの耐性パターンも施設によ

り特徴があることが分かった。これは特定の病室に特定

の緑膿菌かR因 子が定着していることを示すもので,院

内汚染という観点から注目される。第11図 は特に高頻

度にGMま たはCBPC耐 性菌が分離された2つ の施設

第11図 2施 設におけるGMま たはCBPC耐 性R

プ ラスミドの分離

Rプ ラス ミ ドの耐 性 パ ター ン(%)

GM.TB.DKB.KM.SM.SA (89,5)
GM.TB.DKB.KM.SA (5.2)
、GM.TB.DKB.KM.CP.SA.CBPC (5.2)
TC.CP.SM,SA.CBPC (91.6)
TC.CP.SA.CBPC (8.3)

においてRプ ラスミドを調べた結果を示すが,分 離耐性

菌の60～70%か らRプ ラスミドが分離されており,、、

ずれもRプ ラスミドによる耐性であることを示 してし、

る。しかす耐性パターンを調べると,い ずれの施設にお

いても同一のパターンを持つ多剤耐性Rプ ラスミドにょ

る耐性菌の蔓延が明らかになった。このように特定のR

プラス ミドによる汚染という立場から各病室における耐

性緑膿菌のRプ ラス ミドを調べると,施 設特有のRプラ

スミドの姿が捉えられる。

A～D4施 設 から分離されたRプ ラスミドの耐性型を

第12図 に示した。A施 設では基本的に(TC.CP.SM.

SA)耐 性をもつR因 子と,こ れにCBPC耐 性の加わっ

たものとが病室内の緑膿菌R因 子の大半を示している。

C施 設緑膿菌R因 子の大半は(SM.SA.Hg)と いう緑

膿菌によくみられるR因 子にアミノ配糖体耐性遺伝子の

加わったものである。D施 設のそれはHg単 剤耐性とい

う特徴を示している。

各施設の緑膿菌のファージ型の調査から,病 室内に緑

膿菌それ自体によるひろが りと,菌 とは無関係にR因子

そのものによる伝播による菌の耐性化が証明された。従

って従来"hospitalstrain"と い う言葉に対し"hospital

Plasmid"の 概念を提唱したい。

以上の結果はいずれもわが国における病巣分離緑膿菌

の姿を1973～1978年 にわたって調査した2,184株 の緑

膿菌の姿を示したものであるが,緑 膿菌の特徴,病 室内

の定着性,固 有のRプ ラスミドの存在による耐性緑膿菌

の蔓延の問題は諸外国でも共通である。緑膿菌のRプラ

スミドは不和合性とい う遺伝学的特性から分類されてお

り,ま たその分子量も明らかにされ整理されつつある。

更にRプ ラスミド上の耐性遺伝子についてはその耐性発

第12図　 分離Rプ ラス ミドの施設による相違

A B

c D
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現の機構,耐 性機作,プ ラスミド間を転移する能力,な

どが調べられ,将 来緑膿菌 という固有の環境におけるR

プラスミドの特性が明らかになると考えられる。

VI.　 トランスポーゾン(Tn)

吾々の教室で原田がSalmonella菌 の中のR因 子をイ

プシロン(ε)フ ァージで導入したところ,R因 子 の

TC耐 性遺伝子部分が細菌の染色体に くみこまれたもの

がとれた。この菌にF因 子や,他 のR因 子を伝達す ると

TC耐 性は容易にF-TCま たはR-TCと して染色体か

らプラスミド上に転位する。また近藤がE.coliでR因

子をP1フ ァージで導入した ところ活性なP1ファ ージ

にCP耐 性がついたP1-CPフ ァージが分離された。こ

のCP遺 伝子はまた容易にF因 子や,細 菌の染色体や,

他のR因 子に転位する。当時この本態は不明 で あ った

が,容 易に転位する耐性遺伝子を仮 りに"糊 づけ耐性遺

伝子"と 呼んでいた。最近になってこのように転位し易

い(transposable)な 耐性遺伝子を トラ ンスポー ゾ ン

(Tn)と 呼ぶことがCold Spring Harborの 研究会で決

った。この単位はプラスミドと異なり自己複製ができな

いが,他 のプラスミド,バ クテリオファージなどの自己

複製遺伝因子の間を転位する能力を持ち,大 きさは数 ミ

クロンの長さである。この トランスポーゾンには種 々の

大きさの同一ヌクレオチ ド配列を持つ両端(IS)が 存在

し,こ の部分が転移する際に必須な部分である。更に転

移に関係する遺伝子の他に耐性遺伝子をもつ。現在 トラ

ンスポーゾン上に存在する耐性遺 伝子 にはTC,CP,

SM,SA,KM,ABPC,Hgな どの耐性遺伝子が見出さ

れている°したがって トランスポーゾンはRやrプ ラス

ミドの更に下の遺伝体 として耐性遺伝子の伝播に重要な

役割を荷ってお り,Rま たはrプ ラスミドの進化 とい う

観点からも見逃がすことができない。 トランスポーゾン

の検出にはバクテリオファージがしばしぼ用いられる。

すなわち,ト ランスポーゾンをファージDNAに 転移さ

せ,そ こからDNAを 分離する(第13図)。 このDNA

を熱またはアルカリ処理により単鎖DNAの 状 態 に す

る。同様にしてもとのファージそのものからDNAを と

り単鎖DNAに す る。次にこれらDNAを 混ぜ合せ,温

度の低下またはホルム ・ア ミド処理により再 び二 重 鎖

DNAに アニーリングする。ここにおいてDNAは お互

いにプラス・マイナスの糸が結合し合 うので,元 のDNA

同士が結合した場合は元と同様の二重鎖が再 現 さ れ る

が,異 なる相手同士,つ まりトランスポーゾンが挿入さ

れているファージDNAと 挿 入されていないフ ァージ

DNAが 結合すると,相 同部分のみが二重鎖を形成し ト

ランスポーゾン部分が単鎖DNAの ル ープとして残 る

(ヘテロ二重鎖)。 この残 った単鎖部分を測定す ることに

第13図　 トラ ンス ポ ー ゾ ン(Tn)の 証 明

より挿入された トランスポーゾンの大きさが分る(第13

図)。第3d図 は緑膿菌のファージDNAとCBPC耐 性

トランスポーゾンを組み込んだ同じファージDNAと の

間のヘテロ二重鎖を示している。丸くとび出た輪が トラ

ンスポーゾンに担当する。

VII.　 薬剤耐性の機構

薬剤耐性菌が高頻度に分離されているが,そ の多くは

薬剤耐性プラスミドによる耐性である。このようなプラ

スミドによる薬剤耐性機構が研究室で実験的につ くられ

た耐性菌のそれと著し く異っていることは周知のことで

ある。そこで病巣から分離された薬剤耐性菌の耐性機構

についてのべる。

1)ペ ニシリン系,セ ファロスポリン系抗生物質の耐

性機構

ペ ニ シ リン,セ フ ァ ロス ポ リン系 薬 剤 の β-ラ ク タ ム

環 を 開環 す る水 解 酵 素 を β-ラ ク タマ ー ゼ とい う。 β-ラ

ク タマ ー ゼ には,そ の 基 質 とし て セ フ ァ ロス ポ リ ン類 よ

りペ ニ シ リン類 を よ り分 解 す る もの を ペ ー シ リナ ー ゼ

(PCase)と い い,ペ ニ シ リ ン類 よ りセ フ ァ ロ スポ リン類

を よ く分 解 す る もの を セ フ ァ ロス ポ リナ ーゼ(Sase)と

呼 んで い る。 グ ラ ム陽 性 菌 の産 生す る β-ラ ク タ マ ーゼ

はRCaseに 属 す る。 また,ア ン ピシ リ ン耐 性 を もつR

因子 に よる β-ラ ク タマ ー ゼ はPCaseで あ る。R因 子 に

よ り産 生 さ れ るPCaseは,そ の 酵 素 学 的 性 質 か ら4群

に 分 類 さ れ て い る。I型PCaseは,オ キ サ シ リン,フ

ェネ チ シ リンな どは ほ とん ど水 解 し な い がII型PCase

は 両 薬 剤 を よ く水 解 す るの で オ キ サ シ リ ン水 解 酵 素 と も

いわ れ る。Bordetella菌 由来 のR因 子 か ら,基 質 特 異

性 ではII型 に 近 いが,他 の 酵 素 学 的 性 状 が 異 な るPCase
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第8表　 ア ミ ノ 配 糖 体 不 活 化 酵 素

KM:カ ナ マ イ シ ン,NM:ネ オ マ イ シ ン,PM:パ ロ モ マ イ シ ン,RM:リ ボ ス タ マ イ シ ン,

LV:リ ピ ド マ イ シ ン,BT:プ チ ロ シ ン,SM:ス ト レ ブ トマ イ シ ン,GM:ゲ ン タ マ イ シ ン,

DKB:デ ィ ペ カ シ ン,TM:ト プ ラ マ イ シ ン,AK:ア ミ カ シ ン,SS:シ ソ ミシ ン

が見出されこれを皿型PCaseと した。 緑膿菌からR因

子が多 く見出されているが,こ れらのR因 子による β-

ラクタマーゼはPCaseで あ るが,カ ルベニシリンをよく

水解するカルペニシリナーゼが多い。これをy型PCase

に分類した。CSaseを 生産するR因 子は極めて少く,そ

の多 くは菌の染色体上の遺伝子によって支配 さ れ て い

る。従ってCSaseは は菌種に特有である。

2)ア ミノ配糖体系抗生物質の耐性機構

ア ミノ配糖体系抗生物質の耐性機構には,薬 剤不活化

酵素によるものと不活化によらない機構があるが,前 者

の耐性機構が大部分である。不活化酵素は,薬 剤に リン

酸をつける酵素(phosphotransferase),薬 剤に酢酸を

つける酵素(acetyltransferase),薬 剤 にヌクレオチジ

ル基(主 にアデ ノシン1リ ン酸)をつけて薬剤を不活性に

する酵素(adenylyltransferase)の3つ に大別される。

これらの酵素は,薬 剤を不活化する部位,基 質特異性な

どから更に細分類される。現在までに見出されているア

ミノ配糖体不活化酵素をまとめて第8表 に示した。表か

らも分るようにア ミノ配糖体抗生物質の不活化は多種多

様である。例えば,ア セチル化酵素はその不活化部位に

よりAAC(6'),AAC(2'),AAC(3')に 分類され,AAC

(6'),AAC(3)に ついては,薬 剤に対する感受性,菌 体

から抽出された酵素の基質特異性から更に細分されてい

る。ア ミノ配糖体不活化の部位と酵素の種類の多様性を

KM,GMを 用いて第14図 に示した。

3)マ クロライ ド系抗生物質の耐性機構

マクロライ ド系抗生剤(Mac)は グ ラム陽性菌に有効

であ り,グ ラム陰性菌には無効である。病巣 由来Mac

耐性 ブドウ球菌には,構 成型耐性と誘導型耐性がある。

前者は,エ リスロマィシン,ジ ョサマイシン等すべての

Mac抗 生剤に高度耐性を示す。後者の誘導耐性菌は,薬

剤のない状態では,菌 は感受性のようにみえるが,低 い

濃度のエリスロマイシンやオレアンドマイシンの存在で

耐性が誘導され,す べてのMac抗 生剤に高度耐性化す

る。これらMac抗 生剤の耐性機構は,50Sリ ボゾーム

を構成している23Sリ ボ ゾームRNAの アデニンのメ
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第14図　 a,KMと そ の 不 活 化 部 位;b,GMと そ の不 活 化 部 位

(a)

Kanamycn A. R1 NH2 R2=OH

Kanamycn B. R1 NH2 R2=NH2

Kanamycin C. R1 OH, R2=NH2

矢 印 は 不 活 化 部 位 を 示 すac:acetylation, ph: phosporylation
, ad: adenylylation

(b)

チル化により薬剤が50Sリ ボゾームに結 合 し な くな

り,菌 は耐性化すると考えられている。

4)テ トラサイクリン系抗生剤の耐性機構

テトラサイクリン(TC)耐 性は,Mac耐 性における

誘導型耐性菌の場合と同じように,低 濃度のTCに よっ

て,TC耐 性をもつR因 子,TC耐 性 ブ ドウ球菌,TC

耐性緑膿菌のTC耐 性は,誘 導され耐性値は上昇する。

TC系 抗生剤に対する耐性機構は,膜 透過能の低下によ

るもので,TC耐 性を与えるR因 子をもつと,そ の菌の

表層にTCを 透過させない蛋白質が新たに作られること

が明らかになった。この蛋白質は,TCの 菌体内への能

働輸送を阻止し,TC耐 性を発現させる。

5)ク ロラムフェーコールの耐性機構

R因 子によるクロラムフェニコール(CP)耐 性 機構

は,不 活化酵素(Chloramphenicol acetyltransferase,

CATase)に よる薬剤の不活化 と,不 活化酵素によらな

い耐性機構,つ まり菌体内へのCPの 透過性の減少の2

つに大別されるが大部分は前老である。CATaseはCP

の プロパンジオール部分の3位 のOHを アセチル化し,

次いで1位 のOHも アセチル化する。CPは ジアセチル

化のみならずモノアセチル化によっても全 く抗菌力を消

失する。CATaseはR因 子による耐性菌のほか,CP耐

性 ブドウ球菌,緑 膿菌のR因 子にも見つけられている。

6)サ ルファ剤の耐性機構

サルファ剤(SA)は 葉酸代謝系の酵素(dihydropte-

roate synthetase,DHPS)を 阻害するが,R因 子 によ

るSA耐 性機構の1つ には,こ の酵素がSAに 耐性に

な りSAに よって阻害を うけない酵素の産生によるもの

が知られている。今1つ の機構には,薬 剤の菌体内不透

過によるものがある。

7)不 活化によらない耐性機構

TC耐 性,SA耐 性のあるものは薬剤の菌体 内侵透性

の低下によると思われる耐性がある。 この他 β-ラクタ

ム剤,CP,ア ミノ配糖体耐性の中に薬剤の菌体内侵透性
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の低下によると思われる耐性が知 られている。しかし各

菌種のもつ細胞壁構造の研究は,ブ ドウ球菌,大 腸菌を

除いて,充 分ではなく,こ の領域の発展は今後に残され

た問題が多い。

結 び

化学療法剤の普及は医学の世界に革命的な変化を与え

た。しかしその広汎な普及 と大量の薬剤の消費は多剤耐

性菌の出現 と,そ の濃厚な汚染を惹きおこしてきた。一

方これ らの問題を背景として,薬 剤耐性因子が発見され

た。伝達性(R),非 伝達性(r)と を とわず耐性因子は

細胞間における遺伝情報の交換 という仕組がいかに巧妙

に行われているかを吾々に教えた。

更に トランスポーゾンの発見はまた過去の遺伝学には

知 られなかった新 らしい事実を明らかにし,DNAの 変

化 と進化を知る上で,新 らしい手がかりを得 る に到 っ

た。耐性因子の発見 と,そ の濃厚な侵襲は,化 学療法剤

の使用をより高次の立場から考えなおす機会を与え,病

院,畜 舎,鶏 舎,養 魚場の衛生管理に新 らしい問題を提

供するに到 った。基礎,臨 床家が共に手を結んで新 らし

い視野からの対策が考えられねばならない時期に立ち到

ったものと考えられる。

これほど強力な遺伝子の運び屋 の存在は,一 方基礎研

究者にとって今後遺伝子工学の上での最もす ぐれた研究

対象として,ま た遺伝子進化の仕組を知る重要な材料と

な り得るであろう。
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DRUG RESISTANCE PLASMIDS

SUSUMU MITSUHASHI
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School of Medicine Gunma University

One of the most important discoveries in bacteriology since the introduction of antibiotic substances
for treating bacterial infections has been the occurrence and spread of the resistance (R) factors .
The R factors were discovered from the epidemiological studies of multiple resistance in Shigella
strains in Japan, where the incidence of Shigella infections had not decreased remarkably by the
mid- 1960 s with the situation remaining much the same as it is in developing countries in the tropics .

The nonconjugative resistance (r) plasmids were also discovered from the epidemiological studies of
multiple resistance in Staphylococcus aureus. The R and r plasmids have been found to be the most
important factors responsible for the spread of multiple resistance in bacteria .

The histological background of R plasmid discovery, genetics and molecular biology of R plasmids
are described in this review. Biochemical mechanisms of plasmid- mediated resistance are also inclu-
ded. The discovery of transposon resulting from the R plasmid research is the intriguing findings in

genetics and will be one of the most important fields for gene evolution.


