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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.


