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キ ノロン薬 の ジ ャイ レー ス阻害作 用機 作 を解明 す るた め に,DNAジ ャイ レース の キノ ロ ン

耐性 変異部位 を明 らか に し,各 種 ジ ャイ レース蛋 白 を精 製 して,ジ ャイ レース活性 および ジ ャ

イ レース-DNA複 合 体 とエ ノキサ シン との結合 を調 べ た。大 腸菌KL16株 由来 キ ノ ロン耐性

gyzA変 異株(10株)の8yrA遺 伝子 上 の点変異 は耐性 度 の高 い もの か ら順 に,Ser-83→Leu

(4株),Ser-83→Trp,Asp-87→Asn,Gly-81→Cys,Ala-84→Pro,Ala-67→Serお よび

Gln-106→Hisで あ った。 これ らの 変異 部 位 はGyrA蛋 白 のN末 端付 近 に局 在 し,DNAと

の共 有 結合 部 位Tyr-122に 近 か った。KL16株 由 来 キ ノ ロ ン耐 性gyrB変 異 株(13株)は,

耐性 パ ター ンか ら2つ のタ イプ に分 類 され た。 第1タ イプ は調 べたす べて のキ ノロ ンに耐性 を

示 し,Asp-426→Asn(9株)の 変 異で あ った。第2タ イプ は酸性 キ ノロンに は耐 性 であ るが

両性 キ ノロンに は高感受性 を示 し,Lys-447→Glu(4株)の 変異 を有 してい た。gyrA,gyrB

いずれの変異 もコー ドす る蛋 白の表 層構造 の変 化 を惹 起 す ると推定 された。野 生型 お よび変 異

型GyrA,GyrB蛋 白の大腸 菌大量 発現 系 を構築 し,精 製 した蛋 白か ら再構 成 した ジャイ レー

スのスーパ ーコ イ リング活性 を調 べ た とこ ろ,GyrA変 異 ジ ャイ レース(ALe-83+Bwlld-type)

お よび第1タ イプGyrB変 異 ジ ャイ レー ス(Awlld-type+BAsn-426)は 調 べ たす べ ての キ ノロ ン

に耐性 を示 した のに対 し,第2タ イプGyrB変 異 ジ ャイ レー ス(Awlld-type+BGlu-447)は 酸性

キノロ ンに は耐性 を示 したが,両 性 キ ノロ ンに は高感 受性 を示 した。各 ジ ャイ レー スの キノ ロ

ン感受 性 は対応 す る変 異株 の キ ノロ ン感受 性 とよ く相 関 して いた。 ジャイ レー ス-DNA複 合

体 と3H-エ ノキサ シン との結 合 をゲ ル濾過法 によ り測定 した と ころ,GyrA変 異 ジ ャイ レース

で は野生株 に比 べ結 合 量 は変 わ らな いが結 合親 和性 は約1/10に 低下 し,第1タ イ プGyrB変

異 ジャイ レー スで は結 合量 は約1/7に 低下 し,第2タ イ プGyrB変 異 ジ ャイ レースで は結合量

はほ とん ど変わ らないが結 合親和 性 は約5倍 高 くな ってい た。 この結果 は各 ジ ャイ レース の感

受 性 の変 化 を矛 盾 な く説 明 してい る。 キ ノロ ン はジ ャイ レース-DNA複 合体 へ の結合 に よ り

ジ ャイ レー ス活性 を阻害 し,キ ノロ ンの結 合量 お よび結 合 親和 性 はGyrAお よびGyrB蛋 白

によ り支配 され てい る と考 え られ る。
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キノロン薬は細菌感染症の治療 に現在 広 く使用 されてい

る主要抗菌剤 グルー プの一 つであ る。Gellertら1)お よび

Suginoら2)が ナ リジクス酸や オキ ソ リン酸がDNAジ ャ

イレース活性 を阻害すること,ナ リジクス酸耐性株か ら精

製したDNAジ ャイレースはナ リジクス酸,オ キソリン酸

に耐性であることを見 出して以来,キ ノロン薬の作用の標

的はDNAジ ャイレースであろうと考 えられ るようになっ

てきた。ニューキノロンについて も標的酵素 はオール ドキ

ノロン同様DNAジ ャイレースであると考 え られ ている3)。

しかし,キ ノロン薬 はDNAジ ャイ レース とは結合せ ず,

DNAと は弱 く結合 することか ら,キ ノロン薬の作用機 序

はDNAと の結合で あるとの考 えも出 され4).そ の分子 レ

ペルにおける作用機序 については混乱が見 られる現状であ

る。Shenら は最近 ジャイレース-DNA複 合体 に新たなキ

ノロン結合部位 の生ず ることを見出 し5),こ の部位 が阻害

作用発現 に重要であ り,キ ノロンはこの部位 内に出現 した

切断DNAの 一本鎖部分に結合 するとのDNAポ ケッ トモ

デル を提出 している6)。我々のグルー プは大腸菌gyrAお

よびgyrB遺 伝子上のキノロン耐性変異の遺伝学的解析結

果7,8)から,キ ノロン-ジャイレース-DNA三 者相互作用に
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おいて酵素活性阻害上重要なの はジャイレースサ ブユニ ッ

ト上の特定部位の高次構造 とキノロンの化学構造であ るこ

とを明らかに し,キ ノロンとジャイレースサブユニ ッ トと

の相互作用を仮定 したキノロンポケッ トモデルを提唱 して

い る9,10)。今 回,我 々は糟 製 した 野 生 型 お よ び変 異 型

GyrAお よびGyrB蛋 白より再構成 したジ ャイレー スを用

いて,キ ノロン感受性 を調べ ると共に,3H-エ ノキサ シン

のジ ャイ レース-DNA複 合体 への結合性 を調べ,い ずれ

もキノロンポケットモデルを支持する結果 を得たので,こ

こに報告す る。 〔本研究の一部 は既発表であ り,第2回 上

田記念感染症 ・化掌療法研究奨励賞(1991年6月)の 受賞

対象とされたもの壱ある。〕

I.　材 料 と 方 法

1.　 使用 菌株 お よびプ ラス ミ ド

gyrdAお よびgyrB遺 伝 子 の クロー ニ ング に用 い た

野 生型 の 大腸 菌KL16株 はエ ー ル大 学 のBachmann

博士 よ り供与 され た。 キノ ロ ン耐 性gyrA変 異株(N
-51

,N-112,N-118,N-119,P-18,N-113,N-97,P

-5
,P-10,N-89)お よびgyrB変 異 株(N-24お よび

N-31を 含 め て13株)はKL16株 か ら キ ノ ロ ンを含

む寒 天平板 上 にて一段 階で選択 した。 これ ら耐性 株 の

gyr変 異の有 無 は野 生型gyr遺 伝子 の導入 に よるキ ノ

ロ ン感 受 性 化 試 験 に よ り決 定 した9,10)。プ ラス ミ ド

pBR322お よ びpHY300PLKは 宝 酒 造 よ り購 入 し

た。

2.　 試 薬

ナ リジ クス酸,オ キ ソ リン酸,シ ノキサ シ ン,ピ ロ

ミ ド酸,フ ル メ キ ン,ピ ペ ミ ド酸,ノ ル フ ロキ サ シ

ン,エ ノキ サシ ン,オ フロキサ シ ン,シ プ ロ フロキサ

シ ン,ト ス キサ シンお よびスパ ル フロキサ シ ンは大 日

本 製薬(株)探索研 究所 にて合成 した標 品で あ る。3H-エ

ノキサ シンはアマ シ ャム社 か ら購 入 した。

3.　 プ ラス ミ ドの調製

Wilkieら の方 法11)も し くはHolmesら の方法12)に

準 じて行 った。

4.　 塩 基配 列の決 定

M13フ ァー ジ を用 い て ジデオ キ シ法13)に よ り行 っ

た。

5.　 MIC測 定

LB寒 天培 地 を用 い14),日 本 化学 療 法学 会最 小発 育

阻止濃 度測定 法15)に準 じて行 った。

6.　 GyrAお よびGyrB蛋 白の大量生 産

Fig.1に 示 した よ う に,プ ラ ス ミ ドpHTP31816)

か らtrpプ ロモ ー ター を含 む1092dp PstI-DmI DNA

断 片 を切 り出 し た。 これ にgyrAの 場 合(Fig.1A)

はDraI-SacIサ イ ト,gyrBの 場 合(Fig.1B)は

Dml-EcoRIサ イ トを両端 に持 つ合 成DNAを 連 結 し

た後,制 限酵 素ScaIで 消 化 し,そ れ ぞれ915bpお よ

び866bpのDNA断 片 を調 製 した。 さ らに,野 生 型

gyzAの 場 合 は プ ラ ス ミ ドpAW0129)由 来 の7.3kb

ScaI-SacI断 片,野 生 型8yrBの 場 合 は プ ラ ス ミ ド

PJB118〕 由来 の5.3kb ScaI-EcoRI断 片 を調製 し,上

記 のDNA断 片 を連 結 して発 現 プ ラ ス ミ ドを作 製 し

た。 変 異型gyrAお よ びgyrBの 場 合 も同様 に して発

現 プ ラス ミドを作製 した。 その後,こ れ らをク ローン

化gyr遺 伝 子 の 由来 す る元 の 大 腸 菌 株 に導 入 して

Gyr蛋 白大量生 産菌 株 とした。 い ずれ もイ ン ドールア

ク リル酸(20μg/ml)を 添加 した培 地 で24時 間培養

して,目 的蛋 白 を大 量生産 した。

7.　 GyrAお よ びGyrB蛋 白の精製

GyrAお よ びGyrB生 産 菌 の培 養 液(各 々0.5～2

リ ッ トル)か ら集 菌 後,Gellertら の 方 法17)に よ り

cleared lysateを 調 製 し,除 核 酸,硫 安 分 画 の後,5

リッ トルの緩衝 液 に対 して4時 間透 析 した。GyrA蛋

白 はDEAE-セ フ ァ ロー ス カ ラム(2.6×7cm)お よ

びヘ パ リンセ フ ァロー スカ ラ ム(2.6×5cm)の クロ

マ トグラ フ ィー に よ り,GyrB蛋 白の場 合 はヘパ リン

セ フ ァロー スカ ラム(2.6×7cm)お よび ヒ ドロキ シ

アパ タ イ トカ ラム(1×7cm)の クロマ トグラ フィー

に よ り精 製 した。

8.　 DNAジ ャイ レース の スーパ ー コイ リング活性

の測定

佐 藤 ら の 方 法18)に 準 じ,精 製GYrAお よ びGyrB

蛋 白各 々20単 位 よ り再 構 成 したDNAジ ャイ レース

を用 いて活性 を測 定 した。基 質DNAと してプ ラス ミ

ドpBR322な らび にpHY300PLKを 使 用 した。 ジ

ャイ レー ス1単 位 は,30℃,1時 間 の反応 で リラック

ス型 基質 の50%を スー パ ー コイル 型 に変 化 させ る酵

素量 で あ る。GyrAの 比 活性 は,GyrB(20単 位)の

存在 下 でGyrAの 量 を約20単 位 か ら漸 減 し,ス ーパ

ー コイ リン グ活 性 が50%に な る時 の 酵 素量 か ら算出

した。GyrBの 場 合 は,GyrA(20単 位)の 存 在下で

同様 に して求 め た。 なお,蛋 白量 はBCA蛋 白ア ツセ

イ キ ッ ト(Pierce社)を 用 い て,牛 血 清 ア ル ブ ミン

を標 準 として定 量 した。

9.　 3H-エ ノ キサ シン とジャ イレー ス-DNA複 合体

との結合 量 の測定

Shenら の反 応 系5)を 用 い た。 た だ し,反 応液(全

量50μl)はGyrAお よ びGyrB蛋 白(各 々11

pmol),EcoRI消 化 直鎖pBR 322 DNA(1pmol)お

よ び3H-エ ノ キ サ シ ン(5～500pmol,1.8×105～

1.8×106dpm)を 含 む よ う に し た。 こ の 反 応 液 を
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A)

B)

Fig. 1. Construction of the expression plasmids for the wild-type Escherichia 

coli GyrA (A) and GyrB (B) proteins.
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30℃,2時 間 イ ンキ ュベ ー ト後,セ フ ァデ ッ クスG-

50カ ラム(約1.4ml樹 脂)に よ りゲ ル濾 過 し,void

volume画 分(高 分 子画 分)の 放 射活 性 よ り複 合 体 と

結合 した3H-エ ノキサ シン量 を算 出 した。

II.結 果

1.大 腸菌gyrA遺 伝子 の キノ ロン耐性 変 異

大 腸 菌KL16株 の キ ノ ロ ン耐 性gyrA変 異 株(10

株)か らクロー ン化 したgyrA遺 伝 子 の塩 基配 列 決定

によ り,こ れ ら耐性 菌 のgyrA遺 伝子 はいず れ も点変

異 を有 してお り,GyrA蛋 白 の単 一 ア ミノ酸 の変化 に

よ り キ ノ ロ ン に 耐 性 化 し て い る こ とが 判 明 し た

(Table1)。 変 異株 は調 べた キ ノロ ンに対 して2～125

倍 の耐性度 を示 してい る。耐性 度 の最 も高 い5株 の う

ち4株 はN末 端 よ り83番 目の セ リン(Ser-83)が ロ

イ シ ン(Leu)に,1株 はSer-83が トリプ トフ ァ ン

(Trp)に 変化 して い た。次 いで 耐性 度 の 高 いN-113

株 は87番 目のア スパ ラギ ン酸(Asp-87)が アスパ ラ

ギ ン(Asn)に,相 対 的 に耐性 度 の低 いN-97株 は81

番 目 の グ リ シ ン(Gly-81)が シ ステ イ ン(Cys)に,

P-5株 は84番 目 の ア ラニ ン(Ala-84)が プ ロ リ ン

(Pro)に,P-10株 は67番 目 の ア ラ ニ ン(Ala-67)

がSerに,N-89株 は106番 目 の グ ル タ ミ ン(Gln-

106)が ヒス チジ ン(His)に 変化 して いた。

これ らの変異 の存在 す る領域,す なわ ちア ミノ酸番

号67番 目か ら106番 目 まで の領 域(以 後,キ ノロ ン

耐性 決 定 領域 と称 す る)はGyrA蛋 白 のN末 端近 く

にあ り,ジ ャイ レー スの作 用 によ り一時 的 に切 断 され

たDNAと の共 有 結 合部 位 で あ る122番 目 の チ ロ シ

ン19)の近 くに位置 してい る。GyrA蛋 白の キノ ロン耐

性決 定領域 付近 の局 所構造 をコ ン ピュー ター を用 いて

解析 す る と,変 異 は ほ とん どの場合,タ ー ン周 辺 に位

置 して お り,親 水性 の極 大部位 の近 くであ った(デ ー

タ省略)。 この ような部 位 は水 溶液 中 で は蛋 白の 表層

を構 成 してい る と考 え られ る。 したが って,キ ノロン

耐 性 変 異 に よ るア ミノ酸 変 化 はGyrA蛋 白の 表層 部

位 に起 きてい る と考 え られ る。 また,耐 性 度 の高 い変

異ほ ど局 所高 次構 造 の変 化 の大 きい傾 向が見 られ た。

2。 大腸菌gyrB遺 伝 子 の キノ ロン耐性 変異

大 腸 菌KL16株 の キ ノ ロ ン耐 性gyrB変 異株(13

株)は,薬 剤感受 性パ ター ンか ら2種 類 に分類 された

(Table2)。 第1の タ イ プ(9株)は 調 べ た す べ ての

キ ノロ ンに耐性 を示 し,第2の タイ プ(4株)は ナ リ

ジクス酸,オ キ ソ リン酸 な どの酸 性 キ ノロ ンに耐性 を

示す が,ピ ペ ミ ド酸 やい わゆ るニ ュー キノ ロンな どの

両性 キ ノロ ンに は親株 以上 の高感 受性 を示 す。塩基配

列 の決定 によ り,第1の タ イプの株(9株)は すべて

Asp-426→Asn,第2の タ イプ の株(4株)は すべて

Lys-447→Gluの 変異 で ある こ とが判 明 した。

キ ノロ ン耐性 決定 領域 はGyrB蛋 白のほぼ中央部 に

位置 し,y蛋 白(GyrB蛋 白のC末 端側 断 片 〔ア ミノ

酸番 号394-804〕 でGyrA蛋 白 と共 に スー パー コイ リ

ン グ活 性 の ない トポイ ソメ ラー ゼII'を 形成 す る)の

N末 端 近 くに存 在 して い る。 コ ン ピ ュー ター解 析で

は,GyrB蛋 白 のキ ノロ ン耐 性 変異 も親 水性 ター ン部

位 の近 くに位 置 して い るこ とか ら,こ れ らの変異 によ

り蛋 白表層部 位 の変化 が生 じて い る と考 え られ る(デ

Table 1. Quinolone-resistant mutations in the gyrA gene of Escherichia coli KL 16
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ー タ省略)
。第1の タ イプ の変異 で は荷 電 と局 所構 造

の変化 が推 測 され,第2の タイ プの変異 で は,荷 電 の

変化 のみ が起 きる と推測 され る(デ ー タ省 略)。

3.精 製GyrAお よびGyrB蛋 白 の純 度 と比活性

大 腸 菌KL16株(野 生 型),N-51株(gyrA変 異

株),N-24株(第1タ イ プ 砂rB変 異株)お よ びN-

31株(第2タ イプgyrB変 異株)よ りクロー ン化 した

gyrAお よびgyrB遺 伝 子 を有 す るプ ラス ミ ドか ら,

材料 と方法 の項 で述 べ た よ うに,発 現 プラス ミ ドを構

築 しGyrAお よびGyrB蛋 白 を大 量 生 産 し,精 製 し

た。

野 生型大腸 菌KL 16株 お よび キノ ロン耐 性gyrA変

異株N-51のgyrA遺 伝 子 か ら生産 され たGyrA蛋 白

(以 後AKL16お よ びAN51と 記 載)お よ びKL16株,

キノ ロ ン耐性gyrB変 異株Nー24,N-31の 各gyrB遺

伝子 か ら生産 され たGyrB蛋 白(以 後BKL16,BN24お

よびBN31と 記載)はSDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル

電気 泳動 に よるチ ェ ックで は,90%以 上 の純 度 で あっ

た。(Fig.2)。 しか し,DNAス ーパ ー コ イ リング活

性 で測定 した各 蛋 白の比活 性 はAKL16:2.0×106単 位/

mg,AN51:3.6×106単 位/mg,BKL16:8,5×104単 位/

mg,BN24:2.3×104単 位/mg,BN31=3.6×104単 位/mg

で あ り,GyrB蛋 白の比 活性 はGyrA蛋 白 の比 活性 の

1/20～1/100程 度 であ った。 この 結果 はGyrB蛋 白標

Fig. 2. SDS-polyacrylamide gel electrophoreto-

gram of purified GyrA and GyrB proteins of 

4scherichia coli. About 1-2ƒÊg proteins each 

were subjected to SDS-polyacrylamidegel 

electrophoresis. lane 1, GyrA of KL 16; lane 

2, GyrA of N-51; lane 3, GyrB of KL 16; lane 

4, GyrB of N-24; lane 5, GyrB of N-31.
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品中 に は不活 性蛋 白が 多量存 在 す る こ と,GyrA螢 白

お よびGyrB蛋 白の比活 性 はいず れ もキ ノロ ン耐 性変

異 に よ り大 き く変 化 しない ことを示 してい る。

4.　 再構 成DNAジ ャイ レー スの キ ノロ ン感受性

Table 3は,種 々の再 構成 ジ ャイ レー ス の スーパ ー

コイ リング活性 の キノ ロンに よる阻害 を2種 の リラ ッ

クスDNAを 基質 として調 べ た もの であ る。 スーパ ー

コイ リング活性 の キノ ロン感 受性 は,pBR 322,pHY

300PLKい ず れ の プ ラス ミ ドDNAを 用 い て も大 き

な差 は認 め られず,ジ ャイ レー スの キノ ロン感 受性 は

DNA分 子 の種類 に はほ とん ど影響 され なか った。

一 方
,GyrA変 異 ジ ヤ イ レー ス(AN51+BKLl6)お

よ び第1タ イ プのGyrB変 異 ジ ャ イ レー ス(AKL16+

BN24)は 調 べ たすべ て のキ ノロ ンに耐 性 化 してい た。

ま た,第2タ イ プ のGyrB変 異 ジ ャ イ レ ー ス

(AKL16+BN31)は ナ リジ クス酸,オ キ ソ リン酸 の よ う

な酸性 キ ノロ ンに は耐 性 を示 したが,エ ノキ サ シ ン,

スパ ル フロキサ シ ンの よ うな両性 キノ ロンに は高感 受

性 を示 した。 これ はTable 1お よび2に 示 すMIC値

か ら見 た各変 異株 の キノロ ン感 受性 とよ く相 関 して い

る。

5.　 3H-エ ノキサ シン とジャイ レース-DNA複 合 体

との結合

3H-エ ノキサ シ ンの ジャイ レース-DNA複 合体 との

結合 をゲル濾過 法 に よ り調 べ た(Table 4)。 ジ ャイレ

ー ス
,あ るいはpBR 322 DNA単 独 で は,結 合 はほ と

ん ど見 られ なか った。一 方,エ ノキサ シ ンとジ ャイ レ

ー ス-DNA複 合体 との結合 は, GyrA変 異 ジャイ レー

ス(AN51+BKL16)で は野 生 型 の場 合 とほぼ 同 量 のエ

ノ キサ シ ンの結 合 が 見 られ たが,結 合親 和 性 は1/10

に低 下 して いた。第1タ イ プのGyrB変 異 ジ ャイ レー

ス(AKL16+BN24)で は野 生 型 の約1/7農 の結 合 しか

見 られ なか った。両性 キ ノロ ンには高感受 性 を示 す第

2タ イ プ のGyrB変 異 ジ ャ イ レ ー ス(AKL16+BN31)

で は結合 量 は野 生型 と同程 度 であ ったが,結 合親和性

は野 生型 よ り5倍 高 くな ってい た。 これ らの変化 はジ

ャイ レース のキ ノロ ン感 受性 の変化 とよ く相関 してい

る。

III.　考 察

遺 伝学 的解析 の結 果,ジ ャイ レー ス上 の キ ノロン耐

性 変 異 は キ ノ ロ ン耐 性 決 定 領 域(GyrA:ア ミノ酸番

号67-106,GyrB:ア ミノ酸番 号426-447)と 名付 けた

ジ ャイレー スサ ブユニ ッ ト上 の極 めて限 られ た領域 に

生 じて いた。GyrAの キ ノロン耐 性 決定 領域 は一次構

造 上DNAと の共 有 結 合 部 位Tyr-12219)の 近 くにあ

るが,こ の こと とキ ノロ ンが切 断 され たDNAの 再結

Table 3. Quinolone sensitivity of wild-type and mutant Escherichia coli gyrases in the supercoiling reaction

KL16: E. coli KL 16 having the wild-type gyrA and gyrB genes. 

N-51: E. coli N-51 having the mutant gyrA gene (Ser-83 to Leu) 

N-24: E. coil N-24 having the type 1 mutant gyrB gene (Asp-426 to Asn). 

N-31: E. coli N-31 having the type 2 mutant gyrB gene (Lys-447 to Glu). 

pBR 322 and pHY 300 PLK: plasmids for E. coli and B. subtilis, respectively.
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Table 4. Binding of 3H-enoxacin with the gyrase-DNA complexes

a Kd values for the binding of enoxacin were estimated by Scatchard plot analyses .

合 を阻害 す る事 実1,2)を考 え あわ せ る と,両 者 は立 体

構造 的に も隣接 して い る可 能性 が 高 い。GyrBの キ ノ

ロン耐性決 定領 域 はDNAト ポイ ソメ ラー ゼII'の サ

ブユニ ッ トで あ るv蛋 白(GyrBのC末 端 断 片)17,20)

のN末 端側 に位 置 す るが,こ の こ とはDNAト ポ イ

ソメ ラー ゼII'活 性 が キ ノ ロン薬 に よ り阻 害 され る事

実21)と関係 が あ るの か もしれ な い。 キ ノ ロ ン耐 性 決

定領域 は コン ピュー ター解析 に よ りいずれ も蛋 白質 の

表層部位 に位置 し,変 異 に よ りそれ らの局所 高次 構造

や荷電状 態が変 化す る こ とが推定 された。

野 生型 お よび 変 異 型GyrAお よ びByrB蛋 白 を遺

伝子工学 的 に大量 生産 し,高 度 に精製 してスー パー コ

イ リング活 性 を測定 す る と,野 生 型,変 異 型 のGyrA

蛋白 はい ず れ も2～4×106単 位/mgの 高 い 比 活 性 を

示 したが,GyrB蛋 白2～9×104単 位/mgの 相 対 的 に

低 い比 活性 を示 した。SDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル

電気 泳動 で は,い ず れ の蛋 白 も90%以 上 の純 度 な の

で,精 製 不十 分 なた め比 活性 が低 い可能 性 は少 な い。

GyrB蛋 白 は大量 発現 時 に不溶 化 す るの で,そ の抽 出

操作の際 に不 活性体 が で きやす いのか もしれな い。 キ

ノロン耐性変 異 に よ り各 サ ブユ ニ ッ トの比活性 が あ ま

り変わ らない こ とは,そ れ らの変異 が スー パー コイ リ

ング活性 自体 に は大 きな影響 をお よぼさ ない こ とを示

してい る。

再構 成 した野 生型,変 異型 ジャイ レース のキ ノロ ン

感受性 を2種 のDNAを 基 質 と して測 定 した とこ ろ,

いず れの ジャイ レー スのキ ノロ ン感受 性 もDNAの 種

類 に関係 な くほぼ 同 じで あっ た。DNAの 種類 に よ り

切 断部位 の塩 基配列 は異 な る と推 測 され るので,こ の

結 果 はDNA切 断部位 の塩基 配列 が ジャイ レー スの キ

ノ ロン感 受性 にはほ とん ど影響 しない こ とを示唆 して

い る。一 方,ジ ャイ レースの キ ノロ ン感受性 はジ ャイ

レー スの種類 お よび キノ ロン薬 の種類 によ り大 き く変

化 した。 す なわ ちGyrA変 異 ジ ャイ レー ス お よび第1

タイ プのGyrB変 異 ジャイ レース は調 べ たすべ ての キ

ノロンに耐性 化 してい たが,第2タ イ プのGyrB変 異

ジ ャイ レー ス は酸性 キノ ロンに耐性化 す る と同時 に両

性 キ ノロンに は高感 受性 化 してい た。 これ は対応 す る

キ ノロ ン耐性 変異株 の キ ノロ ンによる増殖 阻害 に関 す

る変化 と同一 方 向の変化 で あ る。 また,各 キ ノロ ン薬

のID5。 値 はMIC値 と よ く相 関 し て い た。 し たが っ

て,ジ ャイ レー スの キノ ロン感 受性 はサ ブユニ ッ トの

変 異 とキ ノ ロ ン薬 の種 類 に依 存 して い る と考 え られ

る。

3H-エ ノキサ シン とジ ャイ レー スーDNA複 合体 の結

合 をゲル濾過 法 に よ り調 べ た結果,各 変 異型 ジ ャイ レ

ース のキ ノロ ン感 受性 の変化 は,ジ ャイ レー スーDNA

複 合体 の キノ ロン親 和性 あ るい は結 合量 の変化 と相 関

して い るこ とが判 明 した。 また,用 い た実験条 件下 で

は,3H-エ ノキサ シ ンはDNA単 独,ジ ャイ レー ス単

独 とはほ とん ど結合 せ ず,ジ ャイ レー ス ーDNA複 合

体 にキ ノ ロ ン結 合部 位 の 出現 す る こ とが 再 確 認 され
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た。

DNAポ ケ ッ トモ デ ル61と キ ノ ロ ンボ ケ ツ トモ デ

ル10)は キ ノ ロン-ジ ャイ レース-DNA三 者 複合 体 が形

成 され る点で は一致 して い るが,分 子 レペ ルの相 互作

用様 式 は互 いに異 なっ てい る。 す なわ ち,前 者 で はキ

ノロ ンは切 断 され たDNAの 一本鎖 部分 の塩 基 と水素

結 合す る と共 に キ ノロン分 子 同志 の重 な り合 いに よ り

相 互 作 用 が強 め られ る と考 え るの に対 し,後 者 で は

DNAと の結合 は否 定 しない もの の,キ ノ ロ ン とジ ャ

イ レースサ ブユ ニ ッ トとの相互 作用 が よ り重要 で ある

と考 え るので ある。サ ブユ ニ ッ ト上 の変異 によ りキ ノ

ロンの ジ ャイ レー ス-DNA複 合体 への 結合 量 あ るい

は親 和性 が大 き く変 化 す る とい う今 回 の実験 結 果 は,

キノロ ン とジャイ レースサ ブユ ニ ッ トとの相互 作用 の

存在 を強 く示唆 して い る。

キ ノロ ンとGyrB蛋 白 との分子 レペ ルの結合 様式 に

関 し,我 々 はさ きにキ ノロ ンの7位 ピペ ラジニル基 と

GyrB蛋 白の426番 目のア スパ ラギ ン酸(第2タ イプ

の変 異GyrB蛋 白 で は447番 目のグル タ ミン酸 の可能

性 もあ る。)の カル ボ キ シル 基 との イオ ン結 合 の可 能

性 を指摘 してい る10)。第1タ イ プGyrB変 異 ジ ャイ レ

ース(GyrBめ426番 目のア スパ ラ ギ ン酸 が アスパ ラ

ギ ンにな る ことによ り負荷 電が 消失す る)で はエ ノ キ

サ シン結 合性 が低下 し,第2タ イ プGyrB変 異 ジャ イ

レー ス(GyrBの447番 目の リジ ンが グル タ ミン酸 に

な る こ とに よ り正荷 電 か ら負 荷電 へ の 変化 が見 られ

る)で はエ ノキサ シン結合 親和性 が高 くな るとい う今

回の結 果 は,こ の可能性 を実験 的 に裏 付 け るもので あ

る。 キ ノ ロ ン とGyrA蛋 白 との分 子 レペ ル の結 合 様

式 につい て は今 の とこ ろ不 明 であ るが,GyrA変 異 ジ

ャイ レー ス(GyrAの83番 目のセ リ ンが ロイ シ ン に

な ってい る)で はエ ノキサ シ ン結合親 和性 が低下 して

い る こ とか ら,83番 目の セ リン周辺 の ア ミノ酸 との

結 合 の可能性 が高 い。

分子 レベ ル の結 合様 式 につい て は今後 さらに検 討 す

る必 要が あ るが,現 在 まで に得 られて い る種 々の実験

結果 は キノ ロンポ ケ ッ トモ デル を強 く支 持 してい る。

これ らの一連 の研究 は大 日本製 薬(株)生物科学 研究 所

の坊垣 真 弓,中 村 美佳,小 島 毅,伊 藤 秀明,お よび

山岸純 一氏 との共同研 究 であ る。 御指 導頂 いた服部 宏

昭微 生物研 究部長,中 村信一 生物 科学研 究所 長 に深 謝

致 します。
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Mechanism of action of quinolones on Escherichia coli DNA gyrase

Hiroaki Yoshida 

Bioscience Research Laboratories, Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd., 

Enoki 33-94, Suita, Osaka 564, Japan

Seven point mutations were detected in 10 quinolone-resistant gyrA mutants of Escherichia coli KL 

16, i.e., Ser-83 to Leu (4 strains) , Ser-83 to Trp, Asp-87 to Asn, Gly-81 to Cys, Ala-84 to Pro, Ala 
-67 to Ser and Gln-106 to His . Among 13 quinolone-resistant gyrB mutants of E. coli KL 16, 2 point 
mutations were detected, Asp-426 to Asn (9 strains) and Lys-447 to Glu (4 strains). The former 
mutation (type 1) confers resistance to all the quinolones tested, while the latter mutation (type 2) 
results in resistance to acidic quinolones and hypersusceptibility to amphoteric quinolones. Almost 
all the gyrA and gyrB mutations are believed to occur on protein surfaces, based on cpmputer 

analysis. Mutant DNA gyrases reconstituted from wild-type GyrA (or GyrB) and mutant GyrB (or 
GyrA) proteins were resistant to or hypersensitive to quinolones as expected from the MICs for the 
corresponding mutants. 3H-enoxacin was bound to gyrase-DNA complexes but not to gyrase alone 
or to DNA alone. The amount of enoxacin bound to the GyrA mutant gyrase-DNA complex was the 
same as that bound to the wild-type gyrase-DNA complex, but the binding affinity to the former was 

one-tenth of the binding to the latter. The amount of enoxacin bound to the type 1 GyrB mutant 

gyrase-DNA complex was one-seventh that bound to the wild-type complex. Enoxacin was bound 
to the type 2 GyrB mutant gyrase-DNA complex in the same amount as to the wild-type complex 
with five-times greater affinity for the former than the latter. These data suggest that quinolone-

resistance of DNA gyrase can be explained by the decreased amount of quinolone binding or 
decreased quinolone binding affinity to gyrase-DNA complexes.


