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ニ ュ ー キ ノ ロ ン 薬 に 耐 性 を 示 すStaphylococcus epidermidisか らnorfloxacin(NFLX)耐

性 遺 伝 子 を含 む2.2kbのHind III染色 体DNA断 片 を ク ロ ー ニ ン グ し た。Staphylococcus aur-

eus SA 113に 対 す るNFLX,enoxacin(ENX),ciprofloxacin,ofloxacin ,tosufloxacinお よ

びsparnoxacin(SPFX)のMICは,そ れ ぞ れ0.39,0.39,0.1,0.2,0.01,お よ び0.02μg/

mlで あ っ た が,こ の クロ ー ン化DNA断 片 の 導 入 に よ り そ れ ぞ れ25 ,12.5,3.13,1.56,0.2

お よ び0.1μg/mlとMICは 明 らか に 上 昇 し た。MIC上 昇 の 程 度 は,比 較 的 疎 水 性 のSPFX

が 最 も小 さ か っ た。 ク ロ ー ン化DNA断 片 中 に はNFLX耐 性 遺 伝 子 と思 わ れ る1 ,161塩 基 か

ら な る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 認 め られ,387個 の ア ミ ノ酸 残 基 よ り な る 分 子 量

42,118の ポ リペ プ チ ドを コ ー ドし て い た。 こ の ポ リペ プ チ ド は疎 水 性 ア ミノ 酸 に 富 む 膜 蛋 白

で あ る と推 定 さ れ,S.aureusのnorA遺 伝 子 よ り作 られ るNorAポ リペ プ チ ドよ り1ア ミノ

酸 残 基 少 な く,両 ポ リペ プ チ ドの ア ミ ノ酸 一 致 率 は79%で あ っ た。 ま た,ク ロ ー ン 化DNA

断 片 を 鋳 型 と し てin vitro翻 訳 系 に よ り作 られ た ポ リペ プ チ ドの 分 子 量 は42,000で あ り,塩

基 配 列 か ら推 定 され た 分 子 量 と近 似 して い た。 した が っ て,S.epidermidisよ り ク ロ ー ニ ン

グ し たNFLX耐 性 遺 伝 子 は,S.aureusのnorA遺 伝 子 に 相 当 す る も の と考 え ら れ た 。 標 識

さ れ ニ ュ ー キ ノ ロ ン 薬 を 用 い た ブ ド ウ 球 菌 の 菌 体 内 へ の 薬 剤 取 り 込 み 実 験 に お い て,S.

epidermidis由 来 のnorA遺 伝 子 を保 持 す る 形 質 転 換 株 は,非 形 質 転 換 株 よ りENXの 取 り込

み が 少 な く,carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazoneを 添 加 す る こ と に よ り取 り込 み は

明 ら か に 回 復 し た。 こ れ ら の 成 績 よ り,S.epidermidis由 来norA遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た

NorAポ リペ プ チ ドは,細 胞 膜 上 に 存 在 し て い て,エ ネ ル ギ ー 依 存 的 な ニ ュ ー キ ノ ロ ン 薬 の 汲

み だ し機 構 に関 与 して い る可 能 性 が 示 唆 さ れ た。
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近 年,細 菌検 査 室 に提 出 され る臨 床検 査 材 料 か ら,ニ ュ

ー キ ノロ ン薬 に 耐 性 を示 す 菌 株 の 検 出 率 が上 昇 し つ つ あ

る1～4)。こ の増 加 傾 向 は,本 邦 の み な らず ニ ュ ー キ ノ ロ ン

薬 が使 用 され てい る諸 外 国5～9)に お い て も認 め られ て い る。

そ して,菌 種 の 中 で特 に耐性 化 が著 しい の は,ブ ドウ球 菌

とPseudomonas aeruginosaで あ る。

著者 ら は,1986年 に 入 院 患 者 の尿 よ り分 離 され た ニ ュ

ー キ ノ ロ ン薬 耐 性 のStaphylococcus aureusか らそ の 耐 性

に関 与 して い る と推 定 され る遺 伝 子(norA)を ク ロー ー

ング し,Escherichia coliな らび にS.aureusに お け る形

質 発 現 を報 告 した10)。 さ ら に,norA遺 伝 子 の全 塩 基 配 列

を決 定 し,そ れ に コー ドさ れ て い るNorAポ リペ プ チ ド

の性 質 に つ いて もその 一部 を明 らか に して きた11)。 これ ら

の解 析 に よ る と,norA遺 伝 子 に支 配 され るポ リペ プ チ ド

は疎 水性 の高 い膜 蛋 白 で あ り,S.aureusの 細 胞 質 膜 上 に

存 在 して いて,エ ネル ギー 依 存 的 なニ ュー キ ノ ロ ン薬 の 菌

体 外 排 出機 構(active efflux)に 関 与 して い る こ とが 示 唆

され た。

一 方,菌 種 の 異 な るStaphylococcus epidermidisに お い

て も,S.aureusと 同様 に ニ ュー キ ノ ロ ン薬 に耐 性 を示 す

菌 株 が 分 離 さ れ 始 め て い る。 こ の よ う な こ とか ら,S.

epidermidisを 含 め た コ ア グ ラ ー ゼ 陰 性 ブ ド ウ 球 菌

(CNS)に も,S.aureusのnorAと 同 じ よ う な遺 伝 子 が

存 在 し,ニ ュー キ ノロ ン薬 の耐 性 に関 わ りを有 して い る 可
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能性が想定された。そして,こ れらを解明してい くこと

が,ブ ドウ球菌に対するキューキノロン薬の作用機序とそ

の耐性機構を明らかにする一つの方法と考えた。

本論文では,S. epidermidisか らのニューキノロン薬耐

性に関わる遺伝子のクローニングと,そ の全塩基配列の決

定,さ らにはその遺伝子にコードされたポリペプチ ドの性

状について報告する。

1.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

臨 床 検 査 材 料 か ら 分 離 さ れ たnorfloxacin

(NFLX)に 種 々の耐性度 を示す3株 のS. epidermi-

disを 実験 に用いた。すなわ ち,Table 1に 示 すよ う

に,NFLXに 対 する耐性 レベルか ら,1)耐 性 度の比

較 的 高 いTK-1223株,2)中 等 度耐 性 のTK-2135

株,3)NFLXに は明らかに耐性であるが,他 のニ ュ

ーキノロン薬 に はややMICが 低 いTK-2291株 を選

択 した。形質転換実験の受容菌 として用いたE. coli

TG1株,な らびにS. aureus SA 113株 に対するニ ュ

ーキノロン薬 のMICはTable 2に 示 した。

2.使 用抗菌薬

実験 に使 用 した抗 菌薬 は,ampicillin (ABPC:万

有 製薬株 式会社),chloramphenicol (CP:三 共 株 式

会 社),NFLX(杏 林 製薬 株式 会社),ciprofloxacin

(CPFX:バ イエル薬品株式会社),onoxacin (OFLX:

第 一 製薬株式会社),tosunoxacin (TFLX:富 山化学

工 業株式会社),enoxacin (ENX:大 日本製薬株 式

会 社),sparfloxacin (SPFX:大 日本製薬 株 式会 社)

の計8薬 剤である。 その他に,大 日本製薬株式会社 よ

り標識化合物の[14C]ENXと[14C]SPFXの 分与 を

受け,実 験 に用いた。

3.被 験菌株か らの染色体DNAの 採 取 と形質転換

上述 した被験菌株 からの染色体DNA採 取 は,す で

に報告 した方法10)に 従 った。精製 したDNAか らの

目的遺伝子の クローニ ング は,常 法12)に 従 った。そ

の際の受容菌 には,前 述 したE. coli TG1株 を用い

た。 クローニングの過程 はFig. 1に 示 したとお りで

ある。

4.プ ラス ミド

E. coliの 形質転換用 に用いたベ クタープラス ミド

はpUC19, S. aureusの 形 質転換用に用いた もの は

pSU 40 (Fig. 1)で あ る。S.epidermidis TK 2135

株,TK 2291株 お よびTK 1223株 の 染色体DNAか

Table 1. Quinolone susceptibility of Staphylococcus epidermidis strains used in this study

MICs were determined with serial twofold dilutions of the agents in sensitivity test agar. 

Bacteria cultured overnight were inoculated onto the agar plates at 104CFU per spot and incubated for 24 h at 37•Ž.

Table 2. Quinolone susceptibility of transformant strains harboring the Staphylococcus epidermidis norA gene

MICs were determined with serial twofold dilutions of the agents in sensitivity test agar. 

Bacteria cultured overnight were inoculated onto the agar plates at 104CFU per spot and incubated for 24 h at 37•Ž.
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Fig. 1. Cloning of the new quinolone resistance

gene in Staphylococcus epidermidis. Recom-

binant plasmid pTUS 33 was constructed by

inserting a 2.2 kb Hind HI fragment of

chromosomal DNA from S. epidermidis

TK 2135 into a vector plasmid pUC 19 for

Escherichia coli. A 2.2 kb Hind III fragment

purified from pTUS 33 was ligated at the Hind

III site of a vector plasmid pSU 40 to construct

pTUS 105 for Staphylococcus aureus.

ら ク ロ ー ニ ン グ し たNFLX耐 性 遺 伝 子 を含 む と 考 え

られ る2.2kbのHind III DNA断 片 が 挿 入 さ れ たE.

coli用 プ ラ ス ミ ド は,そ れ ぞ れpTUS 33,pTUS 36,

お よ びpTUS 38と 命 名 し た 。 ま た,TK 2135の2.2

kb DNA断 片 をE.coliか ら再 びS.aureusへ 戻 し た

際 に 作 られ たS.aureus用 プ ラ ス ミ ドは,pTUS 105

と命 名 し た。

5.塩 基 配 列 の 決 定

pTUS 33に ク ロ ー ン 化 さ れ た2.2kbのHind III

DNA断 片 は,そ の 塩 基 配 列 を決 定 す る た め に さ ら に

1.0kb以 下 のDNA断 片 と し てM 13mp 18あ る い は

M 13mp 11ヘ サ ブ ク ロ ー ン 化 し,E.coli TG 1株 に

感 染 さ せ た 。 感 染 菌 株 か ら の1本 鎖DNAの 回 収 は,

PEG 6,000に よ っ て 行 い,次 い で フェ ノ ー ル:ク ロ ロ

ホ ル ム抽 出 に よ りそ のDNAを 糟 製 し た 。DNA塩 基

配 列 の 決 定 は,T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ と[36S]

dATPを 用 い,ジ デ イ キ シ 法11)に よ り行 っ た。 そ の

他 の 手技 は,す べ てManiatlsら12)の 方 法 に 準 じ た。

6.薬 剤 の 取 り込 み 実 験

S.aureus SA 113株 とSA 113(pTUS105)に お

け る ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 の 取 り込 み は,0.1mMのcar-

bonyl cyanide m chlorophenyl hydrazone(CCCP)

を添 加 し た際 と,非 添 加 時 に お け る細 胞 内[14C]ENX

と[14C]SPFXの 濃 度 を 調 べ る こ と に よ り 測 定 し

た11)。

7.サ ザ ン ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

臨 床 分 離 のCNSに お け るnorA遺 伝 子 に 類 似 し た

遺 伝 子 の 検 索 は,検 査 材 料 か ら分 離 さ れ たCNSよ り

無 作 為 に 菌 株 を選 び,既 報 に 従 っ て 行 っ た12)。

II.結 果

1.NFLX耐 性 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

NFLXに 耐 性 を 示 し たS.epidermidisの3株 か ら

抽 出 し た 全DNAを 制 限 酵 素 のHind IIIで 切 断 し,そ

れ ら を 用 い て 目的 とす る 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を行 っ

た 。 い ず れ の 場 合 も,NFLX 2μg/mlを 含 有 す る 選

択 培 地 上 に形 質 転 換 株 と思 わ れ る コ ロ ニ ー の 発 育 が 認

め ら れ た 。NFLXに 対 す る感 受 性 が 変 化 し た と思 わ

れ る これ らの コ ロ ニ ー を 無 作 為 に 釣 菌 し て,そ れ らの

菌 の プ ラ ス ミ ドDNAを 抽 出 し,組 み 込 ま れ たDNA

断 片 を 解 析 す る と,検 索 し た72株 の 形 質 転 換 株 は,

す べ て2.2kbのHind III DNA断 片 を持 っ プ ラ ス ミ

ドを 有 し て い た。 各 被 験 菌 株 由 来 の2.2kbDNA断 片

を持 っ プ ラ ス ミ ドで 形 質 転 換 さ れ たE.coli TG 1株

の 各 種 ニ ュ ー キ ノ ロ ン 薬 に 対 す る 感 受 性 成 績 を,

Table 2に 示 す 。 表 中 に 記 し たpTUS 33,pTUS 36,

お よ びpTUS 38は,そ れ ぞ れS.epidermidis

TK 2135株,TK 2291株 な ら び にTK 1223株 か ら の

2.2kb Hind III DNA断 片 が 組 み 込 まれ た プ ラ ス ミ ド

で あ る。3株 の 形 質 転 換 株 は,ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 に対

し て 同 じ よ う なMICを 示 し た。 す な わ ち,NFLXに

対 し て は 受 容 菌TG 1株 のMIC 0.1μg/mlの16～

31倍 のMICで あ る1.56か ら3.13μg/mlの 値 を 示

し,ENXに 対 し て は31倍 の1.56μg/ml,CPFXに

対 して は10～20倍 の0.1か ら0.2μg/ml,OFLXに

対 し て は2～4倍 の0.1か ら0,2μg/mlのMICを 示

し た 。 しか しな が ら,TFLXとSPFXに 対 す るMIC

に は 変 動 を認 め な か っ た 。 つ ま り,こ の 成 績 か ら,ク

ロ ー ン化 さ れ た そ れ ぞ れ の2.2kb DNA断 片 上 に は,
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NFLXを 始 めとするニ ューキノロン薬 の感受性 を左

右する何 らかの遺伝子が存在 している可能性が示唆さ

れた。

さらに,耐 性発現の面か ら遺伝子の存在を再確認す

る目的で,S. epidermidis TK 2135株 か らクロー ン

化 した2.2kbのDNA断 片 をS. aureus用 のベ クタ

ープラスミドであるpSU 40へ 再 結合 し,そ の組み換

えDNA分 子pTUS 105でS. aureus SA 113株 を形

質転換 した(Fig. 1の 下 方部分)。 形質転 換株 のS.

aureus SA 113 (pTUS 105)株 は,Table 2に 示 した

ように,受 容菌 としたSA 113株 に較べ,NFLXに は

約64倍 のMIC (25μg/ml)を 示 し,ENXに は32

倍(12.5μg/ml),CPFXに は31倍(3.13μg/ml),

OFLXに は8倍(1.56μg/ml),TFLXに は20倍

(0.2μg/ml)お よ びSPFXに は5倍(0.1μg/ml)

のMICの 上 昇 を認 めた。 この結果か らみられ るよう

に,得 られた形質転換株 は,比 較的疎水性 といわれる

ニ ューキ ノロ ン薬 に較 べ,NFLX, ENXあ る い は

CPFXの よ うな比較的親水性 のニ ューキノロ ン薬 に

対するMICの 上昇が より著明であった。 この成績 か

ら,ク ロー ン化 され た2.2kbのHind III DNA断 片

上には,ニ ューキノロン薬の耐性に関わ りを有すると

考えられ る遺伝子がコー ドされている可能性が示唆さ

れた。

2.2.2 kbのHind III DNA断 片 の全塩基配列の決

定

前述 したpTUS 33に ク ロー ン化 された2.2kbの

DNA断 片 は,Fig. 2に 示 した方法に従 ってその全塩

基配列 を決定 した。解析 され た結果 はFig. 3に 示 し

たが,上 段 に記した記号 は塩基 を表 し,下 段に記 した

3文 字 は塩基か ら翻訳され るア ミノ酸 の略号 である。

2.2kb DNA断 片 上の571番 目の塩基か ら1,731番 目

の塩基にわたって,1個 のオープンリーディングフレ

ームが認め られ,こ のフレームは387個 の アミノ酸か

らなるポ リペプチ ドをコー ドしていた。 また,こ のア

ミノ酸残基か ら推定 され るポ リペプチ ドの分子量 は

42,118で あ った。In vitro翻 訳 系により生産 されたポ

リペ プチ ドの分子 量測定 で は,42,000と 算 出 され

(データ省略),ア ミノ酸配列より推定 した分子量 と近

似 していることから,上 述 したオープン リーディング

フレームは,実 際 にポリペプチ ドをコー ドしていると

考えられた。

一方
,こ の遺伝子 における推定 プロモ ーター領域

は,Fig. 3に ア ンダー ラインで示 してあ るよ うに,

塩 基番号453か ら458 (TACAAT)と 塩 基番号429

か ら435 (TTGTCAT)に 見 い だされた。それ らは

E. coliに お けるプ ロモー ター の-10お よび-35領

域 にお けるコンセ ンサス シー クエ ンス(TATAAT

とTTGACAT)に 類 似 していた。 また,リ ボゾーム

の推定結合部位 は,開 始 コ ドン(ATG)の 上 流域8

か ら14塩 基 のところに存在 し(AAGGGGG), Shine

-Dalgarno配 列 (AAGGAGGT)に 非 常 に似通 って

いた。

ポリペプチ ドの転写終結部位 として機能すると思わ

Fig. 2. Restriction map of the 2.2 kb Hind III fragment derived from pTUS 33 

and the strategy for determining the nucleotide sequence. The arrows 

below the map indicate the direction and extent of sequence analysis.
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Fig. 3-1. Nucleotide sequence of the 2.2 kb fragment containing the norA gene. The nucleotide
sequence of the sense strand of the norA gene from the 5' (left) to 3' (right) end is shown. The

amino acid residues of the norA gene product are given below the DNA sequence.The-35 and
-10 sequences of the promoter, the Shine-Dalgarno (SD) sequence, and a possible transcription

terminator are underlined.
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Fig. 3-2. Nucleotide sequence of the 2.2 kb fragment containing the norA gene . The nucleotide
sequence of the sense strand of the norA gene from the 5' (left) to 3' (right) end is shown. The
amino acid residues of the norA gene product are given below the DNA sequence . The -35 and

-10 sequences of the promoter, the Shine-Dalgarno (SD) sequence , and a possible transcription
terminator are underlined.
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Fig. 4. Amino acid sequence homology between NorA polypeptides from Staphylococcus aureus (A)
and from Staphylococcus epidermidis (B). Matched amino acids (:) and gaps (-) introduced for

optimal alignment are indicated.



1008 CHEMOTHERAPY NOV. 1991

れ るインバー トリピー ト配列 は,終 止コ ドン(塩 基番

号1,732～1,734の 位 置)の 下 流1,801番 目 か ら

1,837番 目(配 列のア ンダーライ ン部分)に 位置 して

いた。

次 に,こ のS. epidermidis由 来 の遺 伝 子 と,S.

aureus由 来 のnorA遺 伝 子11)と の相同性 をア ミノ酸

残基か ら比較 した成績 をFig. 4に 示 す。図中 にコロ

ンで示 した箇所は両遺伝子間で同じア ミノ酸であった

ことを表している。両遺伝子にコー ドされるポ リペプ

チ ドは,S. epidermidisの それが387個 の アミノ酸残

基か らなるのに対 し,S. aureusの それは388個 で あ

り,ア ミノ酸残基数では1個 の相違であり,ま た,両

者 のア ミノ酸配列には79%の 非 常 に高 い相 同性が認

め られた。

この ような成績か ら,S. epidermidisのNFLX耐

性 遺伝子 はS. aureusのnorA遺 伝子 に相当すると考

えられたので,以 後 この遺伝子 をS. epidermidis由

来 のnorA遺 伝子 と呼称することにした。

3.NorAポ リペプチ ドの性状

S. epidermidis由 来 のnorA遺 伝 子から演繹される

NorAポ リペプチ ドのア ミノ酸組成をS. aureus由 来

のそれ と比較 した成績 をTable 3に 示 す,両 者 とも疎

水性 のア ミノ酸であるロイシン,イ ソロイシン,フ ェ

ニルアラニ ン,バ リンおよびメチオニ ン等に富むのが

特徴である。S. epidermidisで は,387個 のア ミノ酸

の うち,疎 水性 のア ミノ酸 が44.7%を 占 めていた。

この割合 はS. aureusの 場 合 もほとん ど同様 で あっ

た。

次 に,Kyteお よびDoolittleの ア ル ゴ リズム14)を

用 い て,S. epidermidisお よ びS. aureusのNorA

Table 3. Amino acid composition of the deduced NorA polypeptides of Staphylococcus epider-

midis and Staphylococcus aureus
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A Index

B Index

Fig. 5. Hydropathic profiles of the predicted

amino acid sequence of the NorA polype-

ptides. The hydropathy was calculated

according to the algorithm of Kyte and

Doolittle14) A, Staphylococcus cpidermidis;

B, Staphylococcus aureus

ポリペ プチ ド疎水性プロ ファイルを解析 した成績 を

Fig.5に 示 す。図中のプラス側は疎水性であることを

表 し,マ イナス側 は親水性 を表 している。両ポリペプ

チ ドとも12個 の疎水性領域 を有 している。 また,両

ポリペプチ ドの平均ハイ ドロパ シーが0.5以 上 である

ことから,こ れ らは膜蛋白であることが示唆された。

4.norA形 質転換株 におけるニューキノロン薬の

菌体内への取 り込み

norA形 質転換株のS.aureus SA 113(pTUS 105)

株 におけるニ ューキ ノロン薬の菌体内への取 り込 み

を,受 容菌のSA 113株 と比較 しながら検討 した。標

識化合物 として[14C]ENXを 用 いた成績 をFig.6に

示 す。norA形 質 転換株 において は,SA 113株 に比

してENXの 取 り込 みは約50%程 度 に減少 していた

が,CCCPの 添 加によって,取 り込み量 は両菌株 とも

増 し,norA形 質転換株 ではSA 113株 の約70%程 度

までその取 り込みが回復 した。

一方
,[14C]SPFXを 用 いた場合は,Fig.7に 示す

ように,norA形 質 転換株 とSA 113株 との間 にほ と

んど差 を認めなかった。

5.S.epidernidisを 含 めたCNSに お けるnorA

遺伝子の検索

pTUS 33に クロー ン化 され た2.2kbのDNA断 片

をプローブとして,CNSに お けるnorA遺 伝 子 と相

同性のある遺伝子の検索 を行 った。その成績 はFig.

8に 示す。カラムのAか らHま でがS.epidermidis,

IとJがS .haemolyticus,KとLがS.Simulansで

あ る。これ らの菌株のうち,S.epidermidisのD,E,

Fig. 6. Uptake of [14C] enoxacin by StaPhylococ-

cus aureus cells with or without 0.1mM

CCCP •œ, S. coccus SA 113 (recipient

strain); •›, S. aurcus SA 113 (pTUS 105)

containing the norA gene from Staphylococcus

epidermidis

Fig. 7. Uptake of [14C] sparfloxacin by Sta-

phylococcus aureus cells. •œ, S. aureus

SA 113 (recipient strain) •›, S. aureus

SA 113 (pTUS 105) containing the norA

gene from Staphylococcus cpidermidis

F,Gお よ びH,S.haemolyticusとS.simulansの 菌

株 は,ニ ュ ー キ ノ ロ ン 薬 感 性 の 菌 株 で あ る。Mは コ

ン トロ ー ル の ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 耐 性 のS.aureusか ら

得 た5.5kbのHind III DNA断 片,Nは こ の 実 験 に

使 用 した プ ロ ー プDNAで あ る。 こ の 図 か ら も明 ら か

な よ う に,DNA断 片 の 長 さ は菌 種 に よ り 異 な る が,

菌 種 の い か ん に 関 わ ら ず,S.epidermidis由 来 の プ ロ

ー ブDNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す るDNA断 片 が 認 め ら

れ た 。

III.考 察

1980年 代 の 初 期 よ り臨 床 に 登 場 し た ニ ュ ー キ ノ ロ

ン薬 は,従 来 の キ ノ ロ ン 薬 に較 べ,抗 菌 ス ペ ク トラ ム

の 飛 躍 的 な 拡 大 と,抗 菌 力 の 著 し い 増 強 が そ の 特 徴 で
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Fig. 8. Southern blot hybridization of Hind III-
digested chromosomal DNA isolated from
coagulase negative staphylococci. Purifica-
tion of total DNA from each strain and subse-
quent hybridization procedures were done by
the method described previously10). The sam-

ples in each lane are as follows: A through H
are from Staphylococcus epidermidis; A,
TK 2135 (NFLXr); B, TK 2291 (NFLXr);
C, TK 1223 (NFLXr); D, TK 1166
(NFLXS); E, TK 2198 (NFLXS); F,
TK 2155 (NFLXs); G, TK 2214 (NFLXS);
H, TK 2331 (NFLXS); I and J are from
Staphylococcus haemolyticus; I, TK 2384
(NFLXS); J, TK 1350 (NFLXS); K and L
are from Staphylococcus simulans; K,
TK 1284 (NFLXS); L, TK 1286 (NFLXS);
M, 5.5kb DNA fragment containing the
norA gene from Staphylococcus aureus; N,
probe DNA containing the norA gene from
S. epidermidis.

あ る15)。それ は,基 本骨格の6位 の側鎖 にフッ素,7

位 にピペ ラジニル基,あ るいはそれに近似 した置換基

を導入することによ りもたらされたものである。 これ

らのニューキ ノロン薬 は,グ ラム陰性桿菌のみな ら

ず,グ ラム陽性球菌や嫌気性菌 にも優れた抗菌活性 を

示すことから臨床の場 において広 く使用 されてい る。

ことに,経 口薬であ りながら,入 院患者に対 して も感

染予防をも含めて使用されていることが特徴である。

これ らのニューキ ノロン薬 は,試 験管内実験で は,

自然耐性菌の出現頻度 が低 い16)と言 われているのに

も関わらず,入 院患者においては,比 較的早い時期か

ら耐性 菌 が 出 現 して き た。 そ して,そ の 代 表 が

MRSAに み られ るニ ュー キ ノロ ン薬耐 性 菌 で あ

る1)。

言 うまで もな く,ニ ューキノロン薬 の主 たる標的

は,細 菌細胞 内においてDNA合 成 に関わ る酵素 の

DNAジ ャイレースであ り,薬 剤が この酵素活性を阻

害す ることによって抗菌力が発揮 され ることは,E.

coliやP.aeruginosaの 研 究で明 らかにされているこ

とであ る17～21)。しか しなが ら.そ のために は薬剤が

まず細胞内の標的酵素に到遠す ることが必要であり,

薬 剤の膜透過性の良否 も重要な要素であることが知ら

れている。 この ことを耐性機構の面か ら考えると,(1)

膜透 過性の レペルにおける耐性,(2)DNAジ ャィレー

スのレベルにおける耐性,(3)あ るいはそれらが重複し

た耐 性,等 が考 え られ る。事実,E.coli22～27)やP.

aeruginosa26～21),あ る いはその他の腸内細菌において

は,そ のような耐性機構による耐性菌の存在が報告さ

れている。 しか しながら,グ ラム陽性球菌におけるこ

のようなニ ューキノロン薬の耐性機構 は,ほ とんど未

解明であった。

その ようなことか ら,著 者らはMRSAの 研 究過程

において,1986年 にNFLX耐 性 のS.aureusの 分離

状況 を1年 間にわ たって検索 し,そ の報告を行うと同

時に,な ぜMRSAに お いてニューキノロン薬耐性菌

が多 く出現 して くるのか ということをも論及 した。ま

た,NFLX耐 性 のS.aureusか ら耐性 に関わる遺伝

子のクローニ ングを行い10),ク ローン化されたnorA

遺伝 子は,ニ ューキノロン薬に感性のS.aureusを 中

等度耐性へ と変化 させる こと,さ らにはNorAポ リ

ペプチ ドは薬剤の菌体外排出機構 に関わ りを有する膜

蛋 白であ るこ とが推測 され る ことをも報告 してき

た11)。

一 方
,S.aureusと 同 じく耐性菌が増加しつつある

CNSに お いて も,ニ ューキノロン薬 に対 して耐性度

の低 い菌 と比 較 的高 い菌 とが存 在す る ことから,

CNSに お いて も同様 の耐性機構が働いているのでは

ないか と考えた。すなわち,そ の耐性 を支配する遺伝

子を解析すれば,冒 頭 に述べたようにブドウ球菌のニ

ューキノロン薬耐性の一端が明らかにで きるのではな

いか と考えたのである。

結果の項で示 したように,ニ ューキノロン薬耐性の

S-epidermidisに おいて も,S.aureusのnorAと き

わめて高い相同性 を示す遺伝子が存在 しており,そ れ

にコー ドされたNorAポ リペプチ ドは,S.aureusの

それ と同 じ働 きをしていることが示唆 された。しかし

なが ら,こ の遺伝子 はニューキノロン薬耐性菌のみな

らず,感 性のブ ドウ球菌に も存在 していることがサザ

ンハ イブ リダイゼー シ ョンに より示唆 された。つま

り,当 該遺伝子 はブ ドウ球菌 に広 く分布しているもの

と思われ,そ の遺伝子にコー ドされた疎水性の高いポ

リペプチ ドは,膜 貫通性の蛋白として,本 来 は物質透

過のチャンネル として,も しくは菌体外への能動的な
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物質汲みだ し系 として機能 しているもの と推察 され

た。

ただ し,こ の遺伝子 によるニ ューキノロン薬耐性

は,NorAポ リペプチ ドの産生が量的に増加するよう

に変化 したために菌体外へ汲みだされ る薬剤量が相対

的 に多 くな った結果生 ず る ものなのか,あ るい は

norAの 特 定部位 の塩基が変異 したことによって菌体

外への薬剤の汲みだしが高まったものなのかについて

は,今 回の実験成績か らは明 らかにできなかった。い

ず れ に し て も,比 較 的 親 水 性 のNFLX,ENX,

CPFX,OFLXに 比 して,比 較 的疎水性 のSPFXに

お いてMICの 変 動が少な く,菌 体外へ汲み出され る

薬剤量が著 しく異なるとい う現象 は,き わめて興味あ

る点 である。E.coliに お いて もNFLX菌 体 外排出

機構 の存在が知 られ てい る32)が,そ れ らを含めて今

後解明されるべき重要な現象である。

もうひ とつ,今 回の実験か らMRSAに 限 らずブ ド

ウ球菌 のニューキノロン薬耐性機構を考える際に重要

な ことが示唆 された。それ は,耐 性度 の異 なった菌株

を用いてnorA遺 伝子の クローニ ングをして も,MIC

は確 かに上昇するもののその値にはほ とん ど差がみら

れなかった こと,お よびnorA遺 伝 子のみでは必ずし

も親株 と同 じ耐性度 を惹起で きなかったことである。

S.aureusのnorA形 質 転換株 はNFLXに 対 して は

MIC25μg/mlと 非 形質転 換株 よ り64倍 耐性 であっ

た が,ENXに は12.5μg/ml(32倍 のMIC上 昇),

OFLXとCPFXに は1.56～3.13μg/ml(10～31

倍 のMIC上 昇)のMICを 示 し,TFLXに は0.2

μg/ml(20倍 のMIC上 昇),SPFXに は0.1μg/ml

(5倍 のMIC上 昇)のMICで あ っ た。この よ うに,

耐 性菌で はあるがMICと してはやや低い値 を示す菌

株 は,ニ ューキノロン薬耐性のブ ドウ球菌が出現 し始

めた1986年 頃 に多 く分離されていた菌株であ り,現

在 検 出 され て い るTFLXやSPFXに 対 して も25

μg/ml以 上 のMICを 示 す高度耐性菌 とは大 きく異な

っている。 この ようなMICの 違 い は,本 論文で述べ

た薬剤の透過性 レベルにおける耐性機構 だけで は到底

説明がつかない。膜透過性の変化 は,臨 床 においてブ

ドウ球菌がいち早 くニューキノロン薬 に耐性を示す主

因で はあったとしても,現 在みいだされる高度耐性菌

は,DNAジ ャイレースの レベルにおける耐性が主た

る耐性機構であるとも考 えられ るのである。

しかしなが ら,ブ ドウ球菌 のDNAジ ャイレースに

関する研究33)と そ の遺伝子の解析 は緒 についたばか

りである。今後 それ らを解明 してい くことによって,

ブ ドウ球菌におけるニ ューキノロン薬 の作用機序 とそ

の耐性機構 とが明 らかにで きるもの と考 えている。

本論文 は,1990年5月 に長崎 において開催 され た

第38回 日本化学療法学会総会 において受賞 した,第

1回 「上田 泰学術奨励賞」の援助 により達成された

ものである。
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THE norA GENE CONFERRING NEW QUINOLONE RESISTANCE

IN STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS

Kimiko Ubukata, Mutumi Sugiura and Masatoshi Konno
Department of Clinical Pathology, Teikyo University, School of Medicine,

2-11-1, Kaga, Itabashi-ku, Tokyo 173, Japan

A 2.2-kb Hind III DNA fragment containing the norfioxacin (NFLX) resistance gene was cloned

from chromosomal DNA of new quinolone-resistant Staphylococcus epidermidis. The cloned DNA

fragment was introduced into quinolone-susceptible Staphylococcus aurcus SA 113, for which MICs of

NFLX, enoxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, tosufloxacin and sparfloxacin were 0.39, 0.39, 0.1, 0.2,

0.01 and 0.02ƒÊg/ml, respectively. The resultant transformant was resistant to the above new

quinolones with MICs of 25, 12.5, 3.13, 1.56, 0.2 and 0.1ƒÊg/ml, respectively. The cloned DNA

fragment has an open reading frame of 1,161 base pairs that encoded a polypeptide of 387 amino acid

residues with the molecular weight of 42,118. This polypeptide was rich in hydrophobic amino acids

and was estimated to be membrane-associated. The amino acid sequence of the polypeptide was one

amino acid fewer than that of the NorA polypeptide of S. aureus in numbers, and showed 79%

amino acid identity with the latter polypeptide. The polypeptide produced by DNA-directed transla-

tion using the cloned DNA fragment as a template showed the molecular weight of about 42,000

which was consistent with the estimated value. Therefore, the open reading frame was considered

to be the norA gene of S. epidermidis, a homologue of the S. aureus norA gene cloned previously.

The cells of S. aureus SA 113 having the S. epidermidis norA gene uptook less enoxacin (about 50

% of S. aureus SA 113 lacking the norA gene) and the uptake was recovered to about 70% when

carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone was added. These results suggest that the NorA

polypeptide encoded by the norA gene of S. epidermidis is located in the cell membrane and concerns

energy-dependent active efflux of hydrophilic new quinolones.


