
442
CHEMOT HERAPY APR.1983

Rプ ラ ス ミ ド:pNV 13に よ るcarbadox耐 性 機 序 に つ い て

大 前 憲 一 ・米 沢 昭 一

農林水産省動物 医薬品検査所

(昭和57年8月4日 受付)

豚糞便 由来大腸菌か ら検出したCarbadox(Cdx)耐 性形質を有す るRplasmid:pNV13を 用い

てCdx耐 性機構について検討 した。pNV13に よるCdxの 化 学的 修 飾 に 関 す る 検 討 で は,

EscherichiacoliCを 宿主菌 とした場合,培 養液中のCdxの 特異吸収(375nm付 近)が 消失 し

新た な波長(360nm付 近)で の吸収が認め られた。 これ らの変化 はL-cysteineの 存在 に よ り促

進 された。 またE.coliCpNV13か ら得た浸透圧処理粗酵素液を用いたNADPH還 元反応系で,

L-cysteine存 在下でCdxの 還元が認め られた。しか しEcoliC由 来のそれではCdxの 還元は認

め られなか った。他方,E.coli CpNV 13をEDTA処 理 した ときの該菌 のCdxに 対 す る 耐性

度の低下は認め られず,こ の ことか らpNV13に よるCdx透 過 性の低下機構 は否定 さ れ た。な

おE.coli AB 1157(rec+)株 お よび同AB2463(recつ 株を 用 いてPNV13の 宿主菌 のDNA損

傷修復能に与える影響について検討 したが,rec機 能 には直接関係 しない もの と考え られた。

これ らの ことよ りpNV13に よるCdx耐 性機構 と し て は,NADPH依 存Cdx還 元酵素が宿

主菌のperiplasm内 に新 たに出現す ることに起 因す るもの と推定 された。

Carbadox(Cdx)は,quinoxaline-di-N-oxide化 合

物 の一 つ で あ る合 成 抗 菌 剤 で,日 本 に お い て は畜 産 分 野

の 専用 薬 と して1969年 以 降 豚 赤 痢 を 対 象 に使 用 され て

い る1,2)。 また本 剤 の特 徴 の一 つ と して,同 系 の 薬 剤 で

あ る01aquindox(Odx)3)やquindox(Qdx)4)と 同 様

に,嫌 気 性下 で よ り強 い 抗 菌 力 を 示 す こ と も知 られ てい

る5)。 しか し,こ れ ら化 合 物 の抗 菌 力 発現 の 機 序 さらに

本薬 剤 に対 す る耐 性 菌 の出 現 状 況 お よび そ の耐 性機 序 に

つ い て は 不 明 な点 が 多 い 。

最 近,著 者 ら は,豚 糞便 由来 大 腸 菌 か らCdx耐 性 株

を検 出す る と と も に,そ の耐 性 がRプ ラス ミ ド支 配 で あ

っ た こ とを報 告 した6)。

そ こで今 回,Cdx耐 性 形 質 を 有 す るRプ ラス ミ ドの

一 つ で あ るpNV 136)を 用 い て ,そ の 耐 性機 序 に つ い て

検 討 した の で報 告 す る。

I. 材 料 お よ び 方法

1. 供 試Rプ ラス ミ ドお よび 供 試菌 株:

豚 由来 大 腸 菌 か ら検 出 され,Cdx, streptomycin (SM),

spectinomycin (SPC)お よびampicillin(ABPC)耐 性

形 質 を 有 す るpNV136)を 用 い た 。 宿 主 菌 株 に は,E.

coli C,. E.coli ML 1410,.E.coli AB 1157お よびE.

coli AB 2463を 用 い た 。

2. 供 試 薬 剤:

抗 菌 剤 と し てCdx, SM, SPC, ABPC, kanamycin

(KM),Odxお よ びQdxを,ま た 変 異 原 陽 性 対 照 物

質 と し て は4-nitroquinolin-N-oxide(4NQN), N-

methyl-N-nitrosoguanidine(MNNG)お よ びmyto.

mycin-C(MT-C)を 用 いた 。Cdxは,少 量 の1NNa

OHで 溶 解 した の ち 滅 菌 精 製 水 で所 定 の 濃度 に希釈 して

用 い た 。 ま た4 NQNお よ びMNNGは,dimethyl-

sulfoxideで 溶 解 し,他 の残 りの 薬 剤 はす べ て 滅菌精製

水 を 用 い て 溶 解 した 。

3. 薬 剤 の 膜 透 過 性 に 関 す る 試 験 法;

薬 剤 の 膜 透 過 性 低 下 の 有 無 は,ethylenediamine-

tetraacetic acid (EDTA)処 理 に よる生 菌数 の 減 少か ら

判 定 した7,8)。す なわ ちpNV13を 保 有す るEcoliC

(E.coli C pNV 13)をTrypticase soy broth(BBL)

で37°,18～24時 間培 養後,新 鮮 な 同 培地 に 移 植 し,

37°,5時 間 振 盪 培 養 した もの を 出発 材 料 と し た 。培養

菌 液 は,遠 心 集 菌 した の ち,EDTA-Tris buffer(EDTA

0.001M,Tris 0.01M, pH7.5)に 再 浮遊 し,37° で

10分 間 反 応 させ た 。 そ の 後 直 ちに 滅菌 生 理 食塩液で希

釈 した の ち,Cdxを1.56μg/ml含 有 す るDHL寒 天

平 板 に 塗 抹 した 。 平 板 を37°,18～24時 間Gaspack

system(BBL)で 嫌 気 培 養 後,発 育 した集 落数 を 測定 し

た 。 対 照 実験 と して は,E.coli Cに つ い て同 一 操作で

処 理 した の ち発 育 した 集 落 数 を 同様 に 測 定 した。

4.DNA損 傷 性 お よび そ の 修 復 に 関す る試 験法:

Cdx, Odxお よびQdxのDNA損 傷性 は,組 み換え

能 を 有 す るE.coli AB 1157株(rec+)お よ び 同能欠
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損変異株E.coli AB 2463株(rec-)を 用 い て,該 薬

剤 の最小発 育 阻止 濃 度(MIC)の 比 較 で 検 討 した 。 また

pNV13がCdxに よ るDNA損 傷 の 修 復 に 関 与 す る

か否かに つい て は,pNV13を 保 有 す るrec+株 お よ

びrec-株 を 混合 培 養 法 に よ り作 出 し,本 菌 株 に 対 す る

Cdxお よびDNA損 傷 陽 性 対 照 薬 剤 のMICの 比 較 よ

り判定 した。

5. Cdxの 化学 的 修 飾 に 関 す る試 験 法:

(1) 培 養菌 液 中 で のCdxの 吸 光 度 の 変 化

pNV13の 宿 主 菌 と してE.coli Cを 用 い た 。E.coli

C pNV 13をTrypticase soy broth 100 mlで37°,

18～24時 間 培 養後5。,4,000 rpm15分 間 遠 心 し 集 菌

した。次 いで冷 滅 菌 生 理 食 塩液 を用 い 同様 の 操 作 で2回

洗浄 した のち,Cdx25μg/mlとL-cysteine 0.1%を

同時に含有 す るTrypticase soy broth 2mlな ら び に

Cdx25μg/mlの み を 含有 す る 同 培 地 に そ れ ぞ れ 再 浮 遊

した。菌 浮遊 液 は氷 中 に10分 間 放 置 し,次 い で37。 で

20分 間お よび40分 間 培 養 後,冷ethanol 6mlを 加

え5°,4,000rpm15分 間 遠 心 し,そ の 上 清 を 吸 光 度 測

定試料 とした 。 な お吸 光 度 の 測 定 は,自 記 分 光 光 度 計

(日立124型)を 用 い波 長400nmか ら280nmま で 走

査した 。測 定時 の対 照 キ ュ ベ ッ トに は,Trypticase soy

brothま た は0.1%L-cysteine含 有 同 培 地 をethanol

で同様 に処理 した ものを 用 い た 。

(2) 菌 体抽 出粗酵 素 液 に よるCdxの 還 元

ア.粗 酵 素 液 の 作 成:E.coli C pNV 13をCdx 1

μg/ml含 有High-phosphate-glycerol medium(pH

7.1)9),200mlで37。,16時 間 培 養 後5。,4,000rpm

15分 間 遠心 して 集 菌 した。 次 に冷 滅菌 生 理 食 塩 液 を 用

い同様の操 作 で2回 洗 浄 した の ち,同 生 理 食 塩 液15mI

に再浮遊 した。 菌 浮 遊 液 は,超 音 波 破 砕 機(Tomyseiko,

K.K.UP200P)で20kHz10分 間 処 理 し た の ち,

4°,17,000G20分 間 遠 心 し,そ の上 清 を 超 音 波 処 理 粗

酵素液 とした。 一 方 浸 透 圧 処 理 粗 酵 素 液 は,NEU ら9)

の方法に準 じて調 製 した 。 す な わ ち,同 様 に 培 養 し,冷

滅 菌 生 理 食 塩 液 で2回 洗 浄 し たE.coli C pNV 13を

1M NaCl,1m MEDTA含 有0.03 M Tris-HCl (pH

7.3)80mlに 再 浮 遊 し,21°5分 間反 応 させ た 。 次 に 同

浮 遊 液 を4,000rpm15分 間遠 心 集 菌 し,冷 滅 菌 蒸 留 水

15mlに 再 浮 遊 して,4°,5分 間 浸透 圧 シ ョヅ クを 加 え

た 。 そ の後4°,17,000G 20分 間 遠 心 しそ の 上 清 を 浸 透

圧 処 理 粗 酵 素 液 と した 。

イ. Cdxの 還 元 反 応 系:Cdxの 還 元 は,nicotinamide

adenine dinucleotide(NADH)お よ びnicotinamide

adenine dinucleotide phosphate (NADPH)を 用 い た

2つ の 反 応系 に よ り実 施 した 。

NADH反 応 系: NADH 386nmol, ethanol 172 nmol,

alchohol dehydrogenase 18単 位,ATP 20μmol, Mg

Cl2 32μmol, Cdx 200μgお よび 菌 体 抽 出粗 酵 素 液500

μ1と し,0.13%L-cysteine含 有0.067M phosphate

buffer(pH7.2)ま た はL-cysteineを 除 いた 同buffer

に て 総 量4mlと した 。 各 系 は,37°,30分 間 反 応 させ

た の ち,各 々1mlを 取 り,こ れ に 冷ethano14mlを

加 え4°,7,000 rpm 15分 間遠 心 しそ の 上 清 を375nm

で 測 定 した 。 な お 測 定 時 の対 照 キ ュ ベ ッ トに は,0.06M

phosphate bufferま た は0.13%L-cysteine含 有 同

bufferを 冷ethanol処 理 した もの を 用 いた 。

II. 実 験 成 績

1. 薬 剤 の 膜 透 過 性 へ の影 響

Cdxの 宿 主 菌 内へ の 透 過 性 に 与 え るpNV13の 影 響

を検 討 した 成 績 は,Table 1に 示 した 。 す な わ ち,Cdx

含有 平板 上 に お け るEDTA処 理 前 お よび 処 理 後 のE.

coli C pNV 13の 生 菌 数 を 比 較す る と,前 者 が1.5×

109個,後 者が7.8×108個 で あ り,両 者 間に 特 別 な 差

は 見 出せ な か った 。 な おpNV13を 保 有 しな いEcoli

Cは,EDTA処 理 とは無 関 係 にCdx 1.56μg/mlで そ

の 発 育 が 阻 止 さ れ た。

2. Cdxに よるDNA損 傷 性 とpNV13

Table2は,rec+株 お よびrec一 株 に 対 す るCdx,

Odx,Qdxお よびKMのMICを 好 気 性 お よび 嫌 気性

Table 1 Effect of EDTA treatment on viable cell count

1) Cells in the early exponential phase were tested with ethylenediaminetetraacetic

acid (EDTA)-Tris buffer (pH 7. 5) at 37•‹ for 10 minutes.

2) DHL agar was used. 3) Carbadox
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Table 2 Minimum inhibitory concentration of quinoxaline-di-N-oxide compounds in rec+

and rec- Escherichia coli

1) Rec+ : E. coli AB 1157(recombination-proficient strain)

2) Rec : E. coli AB 2463(recombination-deficient strain)

3) ƒÊg/ml

Table 3 Change of carbadox minimum inhibitory concentration by plasmid pNV 13 at

anaerobic condition

1) Rec+ strain : E. coli AB 1157(recombination-proficient strain)
2) Rec- strain : E. coli AB 2463(recombination-deficient strain)
3) pg/ml
4) 4 NQO : 4-nitroquinolin-N-oxide
5) MNNG : N-methyl-N-nitrosoguanidine

培養下で比較検討 した成績である。 なおKMは, DNA

損傷陰性対照 とした。Cdxの 両 菌 株 に対す る嫌気性下

でのMIcは, rec+株 で0.78μg/ml, rec-株 で0.025

μg/mlで あ り,そ のMIC値 の比 率は32:1で あ った。

また これ らDNA損 傷性 は,同 時に供 試 したOdxお

よびQdxで も認め られその程度 もCdxの それ とほぼ

同程度 であ った。 なお これ ら薬剤のDNA損 傷 性は,

好気性下 でも認 め られた。

Table 3は, pNV 13を 保有 した場合の各種薬剤に対

す る嫌気性下での感受性を示 した ものである。す なわち

rec一 株では, pNV 13を 保有する こ と に よ りCdxの

MIcは, 0.025μg/mlか ら0.78μglmlへ と約32倍

の上昇が,ま たrec+株 で も0.78μg/mlか ら12.5 μgl

mlへ と約16倍 のMIC値 の上昇が 同様 に 認 め ら れ

た。

一 方,同 時に 供試 した4NQN, MNNGお よびMT-C

ではpNV 13保 有に よる各薬剤のMIC値 に 顕著な上

昇 は認め られなか ったo

3. Cdxの 化学的修飾

Fig. 1 Absorption spectrum of carbadox treated by
E. coli C(pNV 13) or E. coli C.

a : E. coli C(pNV 13), L-cysteine
b : E. coli C, L-cysteine
c: E. coli C (pNV 13)
d: E. coli C
e: None bacteria, L-cysteine
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Table 4 Effect of NADH and NADPH on the reduction of carbadox in the extract of E. coli C
(nNV 13) and E. coli C with or without L-cysteine

The carbadox concentration was expressed as fig/mi. t he initial concentration of carbadox used
was 50 genii. The carbadox concentration was determined as described in method after incubation of
30 min.

a. 培養菌液中のCdxの 吸光度の変化

Fig.1は,E.coli C pNV13お よびE.coli C培 養

菌液中のCdxの 吸光度の変化をL-cysteine存 在下 ま

たは非存在下で経時的に測定 した もので あ る。 まずL-

cysteine存 在下のE.coli C PNV 13を 用 いた反応系 を

みると,Cdxの 特異吸収で ある375nm付 近の 吸収は

反応20分 ですでに消失 し,新 たに360nm付 近の吸収

のみが出現 した。一方,pNV13非 保有のEcoliCの

場合をみると,反 応時間の経過 とともに375nmと360

nmの 吸収が同時に 出現 した。次にL-cysteine非 存在

下でのE.coli CpNV 13反 応系をみる と,反 応20分

では375nm付 近 の吸収が認め られるが,時 間 の 経過

とともに360nmの 吸収のみが 認め られ るだ け とな っ

た。他方pNV13非 保有のE.coli Cで は反応40分

でも375nm付 近の吸収が認め られた だけであ った。

b. 菌体抽出粗酵素に よるCdxの 還元

E.coli CpNV 13お よびE.coli Cか ら得 られた超音

波処理粗酵素液お よび浸透圧処理粗酵素液を用 いた各還

元反応系でのCdxの 残存量はTable4に 示 した とお り

である。NADH反 応系では,超 音波処理お よび 浸透圧

処理粗酵素ともCdx量 の低下が認め られた。 しか し,

これらCdx量 の低下 は,両 粗酵素を 除 い たethanol,

alchohol dehydrogenaseを 含む対照で も認 め られた。

したがってこれら対照での残存Cdx量 を100%と す る

と,各反応系でのCdx残 量 は62.5～89.4%と な り,

E.coli CpNV13由 来粗酵素 お よびE.coliC由 来の

それとの差は明確ではなか った。

一方
,NADPH反 応系にお い て は,浸 透圧処 理粗酵

素液のCdx還 元活性に差が認め られた。

すなわち,E.coli C pNV13の 粗酵 素液 を用 いた系

では,Cdxの 残存量が約60%に 低下 し た が,E.coli

C由 来のそれではCdx残 存量 の低下 は認め られなか っ

た。またこれ らの反応は,L-cysteine存 在 下 でのみ認

められた。 しか し,超 音 波処理粗酵素液では,E.colic

由来のそれに もCdx残 存量の低下が認め られた。

III. 考 察

SUTERら は,ニ トロソグアニジン処理に よ り得 た 大

腸菌 の耐性変異株を用いてCdxを 含 むquinoxaline-

di-N-oxide化 合物の作用機序 を検討 し,本 化 合 物 の

di-N-oxide部 の還元過程で生ず る中間体が 抗 菌力の本

体 であろ うと結論 してい る10)。またBEUTINら は,本 化

合 物の抗菌 力とDNA損 傷性 との間に密接な関連 の あ

る ことを報 告して い る11)。同 様 にYOSHIMURAら は,

Cdxお よびOdxのDNA損 傷性が,E.coli NIHJ株

の超音波処理粗酵素に よ りNADPH存 在下で 減弱され

る ことを報 告 している12)。これ ら一連の報 告は,quino-

xaline-di-N-oxide化 合物の抗菌 力発現 にdi-N-oxide

部 の還元が重要 な役割を果 している ことを示 している。

一方,自 然界に存在す るCdx耐 性 菌 に よるCdx耐

性機構に関 しては,こ れ まで まった く不 明であ った。そ

の理 由は,Cdx耐 性株が検 出され なか ったためである。

しか し最近,著 者 らは,豚 由来大腸 菌か らCdx耐 性株

を検 出す るとともに,本 耐性が伝達性Rプ ラス ミド支配

であ った ことを報告 した6)。そ こで 本Rプ ラス ミドの一

つ であるpNV13に よるCdx耐 性機構を検 討 した と

ころ,pNV13を 保有 し たE.coli Cは,L-cysteine

存在下 においてCdxを 著 明に分解す る ことが,培 養液

中のCdx特 異吸収波長の変化か ら明らか とな った。 こ

の ことか ら,酸 化還元電位が低い条件下 でCdxを 他 の

化 合物へ変化 させ る反 応 系 がpNV 13保 有E.coliC

において存在す るこ とが指摘 された。

次に,菌 体抽出粗酵素液を用いた還元反応系で得られ

た成績は以下の ことを示 唆 している。NADH系 に おい

ては,E.coli C pNV 13お よびE.coli Cと も浸透圧

処理で得 られた粗酵素液が超音波処理のそ れ と ほ ぼ 同

様のCdx残 存量の低下を示 した こ と,ま たE.coli C

pNV 13とE.coli Cと の間にそれほ ど大差を 認 め な

い ことか ら,こ れ らの 還元酵素はpNV13に かかわ り
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な くE.coli C固 有 の酵素であ り,Periplasmic enzyme

として存在する もの と考え られ た。一 方,NADPH系

では,L-cysteine含 有 の系 でE.coli C pNV 13の 浸

透圧処理粗酵素 は 強 く Cdxを 還元す る が,EcoliC

のそれで はCdxの 還元 は認め られなか った。

一方,超 音波処理粗酵素で は,EcoliC由 来 の粗酵

素で もCdxの 還 元が認 められた。 こ れ ら の 結果か ら

pNV13を 保有す ることに よ り,NADPH-L-cysteine

依存のCdx還 元酵素が,新 たに 宿主菌 のPeriPlasmic

enzymeと して存在す るこ とが示 された。 この ことは,

Cdxの 還元が,periplasm内 でNADH依 存 還元酵素

に加 えてNADPH依 存還元酵素でも進行す ることとな

り,そ の結果E.coli C pNV13はCdx還 元過程で生

ず る中間体の影響を受け難 くなるためCdx耐 性 とな る

ものと考え られた。

しか し,こ のNADPH依 存還元酵素が,本 来E.coli

Cのcytoplasmic enzymeと して 存在 し,pNV 13に

よ りPeriplasmic enzymeに なるのか,ま た はま つた

く異な るものかは現在の ところ不 明で ある。 これ らにつ

いて は,さ らに各酵素の定量的 な検討を含めた詳細な酵

素学的な検索が今後必要である と思われた。

次に,quinoxaline-di-N-oxide化 合物のDNA損 傷

性につ い て は,OHTAら13),YOSHIMURAら14)お よ び

BEUTINら11)の 報 告が あ り,塩 基置換 型 お よ びframe

shift型 の変 異原物質であ ることが知 られて い る。今回

pNV13が 宿主菌 のDNA損 傷修復に関与 し て いるか

について も検討 したが,pNV13を 保有 した菌 株 と元株

に対す るCdxの MICの 比がrec+株 およびrec+-株

でそれぞれ16倍 また は32倍 と大差のない こ と か ら

rec機 能 とは直接 関係がない もの と考え られた。

なお,pNV13に より宿主菌 内へのCdxの 透過性が

低下する ことも否 定的で あった。
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STUDIES ON THE MECHANISM OF CARBADOX RESISTANCE

WITH R PLASMID (pNV 13)

KENICHI OHMAE and SHOICHI YONEZAWA

National Veterinary Assay Laboratory, Kokubunji, Tokyo 185

Studies were made on the mechanism of carbadox (Cdx) resistance by using R plasmid (pNV 13)
which encoded Cdx-resistance substance and was detected from Escherichia coli of porcine fecal origin.

The chemical modification of Cdx with pNV 13 was investigated. When E. coli C was used as a
host, the specific adsorption (at about 375 nm) disappeared from the culture fluid and another absorp-
tion appeared at a new wavelength (at about 360 nm).

These changes were induced distinctly by E. coli C pNV 13 and stimulated in the presence of L-
cysteine. Also in the presence of L-cysteine, the reduction of Cdx was noticed in the system of
NADPH reduction with a crude enzymatic fluid obtained from E. coli C pNV 13 by treatment with
osmotic shock. It was not noticed, however, in the fluid obtained from E. coli C.

On the other hand, when treated with EDTA, E. coil C pNV 13 showed no decrease in Cdx resis-
tance, indicating that the mechanism of reduction of Cdx permeability in pNV 13 might be negative.
Moreover, the E. coli AB 1157(rec+) and E. coil AB 2463(rec-) strains were used to examined the
effect of pNV 13 on the ability of the repair of damage of DNA. No effect was found, however, on
stimulating it, pNV 13 was not related to recombination-proficient.

In conclusion, it was presumed that the mechanism of Cdx resistance by pNV 13 might be derived
from NADPH-depended, Cdx-reducing enzyme contained in the bacterial periplasm newly.


