
【総 説】

キ ノ ロ ン系 薬 耐 性 の 分 子 遺 伝 学

山 岸 純 一 ・清 水 當 尚

大日本製薬株式会社創薬研究所*

(平成13年4月2日 受付 ・平成13年4月12日 受理)

キ ノロ ン耐性 は,標 的酵 素 で あ るDNAジ ャ イ レー ス(ジ ャ イ レー ス)な ら び にDNAト ポ イ ソ メ ラー

ゼIV(ト ポIV)の 変 異お よ び 外 膜 に よ る 菌 体 内へ の キ ノ ロ ン透 過 性 障 壁 や 排 出 ポ ン プ の 亢 進 に よ る 菌 体

内 キ ノ ロ ン濃 度 の 低 下に よ りお こ る こ とが 明 らか に な っ て い る 。 ジ ャ イ レー ス や トポIVの サ ブ ユ ニ ッ ト

Aを コー ドす るgyrA遺 伝 子あ る い はparC遺 伝 子の キ ノロ ン耐 性 決 定 領 域(QRDR)に 変 異 が 生 じる と,

細 菌 は キ ノ ロ ン耐 性 を獲 得 す る。 大 腸 菌 の場 合,キ ノ ロ ン耐 性 変 異 の ホ ッ トス ポ ッ トは,GyrAで は83

番 目の セ リ ン と87番 目の ア ス パ ラ ギ ン酸 で あ り,ParCで は80番 目の セ リ ン と84番 目 の グ ル タ ミン酸

で あ る。gyrAとparCと の2重 変 異 は キ ノ ロ ンに 高 度 耐 性 を示 す こ とが 知 られ て い る。 ジ ャ イ レー スや

トポIVの サ ブユ ニ ッ トBを コ ー ドす るgyrB遺 伝 子あ る い はparE遺 伝 子の キ ノ ロ ン耐 性 変 異 は,臨 床

分 離 株 で の 検 出 頻 度 は 低 い が,キ ノ ロ ン耐 性 メ カ ニ ズ ム の 解 明 の た め に は 重 要 で あ る,,キ ノ ロ ン耐 性 ト

ポIV変 異 の 変 異 部 位 お よ び ア ミノ酸 変 異 の 種 類 は,ジ ャ イ レー ス 変 異の 場 合 と類 似 して い る こ と よ り,

トポIVの キ ノロ ン耐 性 メ カ ニ ズ ム は ジ ャ イ レー ス と類 似 して い る と思 わ れ る。 キ ノ ロ ンの2種 類 の 標 的

酵 素 の う ち,よ り感 受 性 の よい 酵 素 が 菌 の 感 受 性 を決 定 す る と考 え られ て い る。 キ ノ ロ ンの 一 次 標 的 酵

素 は,グ ラ ム 陽性 菌 で は トポIVで あ り,グ ラ ム 陰 性 菌 で は ジ ャ イ レー ス で あ る。 しか し,肺 炎 球 菌 で は

スパ ル フ ロ キ サ シ ンの 次 標 的 は ジ ャ イ レ ー ス で あ る,,こ の よ うに トポIVあ る い は ジ ャ イ レ ー ス の ど ち

らの 酵 素 が 次 標 的 で あ る か は 菌 種 お よび キ ノ ロ ン の 種 類 に 関 連 して い る。 キ ノ ロ ン耐 性 メ カ ニ ズ ム に

関 し,排 出 ポ ンプ の ノ七進 機 構 は 菌 体 内 キ ノ ロ ン蓄 積 量低 下のkた る 原 因 と な る,,排 出 ポ ンプ と し て 黄 色

ブ ドウ 球 菌 で はNorAそ して 肺 炎 球 菌 で はPmrAが 見 出 さ れ て い る,緑 膿 菌 で は,少 な く と も4種 類 の

異 な っ た マ ルチ コ ンポ ー ネ ン ト型 の 排 出 ポ ンプ シ ス テ ム つ ま りMexAB-OprM,MexCD-OprJ,MexEF

- OprNお よ びMexXY-OprMが 存 在 して お り,そ れ らの 発現 が 多剤 耐 性 化 を 引 きお こす こ とが 知 られ て

いる、キノロン耐性 メカニズムの研究は,耐 性菌に有効な薬の開発あるいは臨床の場での薬剤選択に役立

つのみならず,細 菌の生理機能をより深 く理解することにつながるものと考えられる。
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1962年 にナ リジク ス酸(NA)が 発 見 されて 以 来,キ ノロ

ン薬 と して ピロ ミ ド酸,シ ノキサ シン,ピ ペ ミ ド酸が 次 々 と

開 発 され たが,こ れ らオー ル ドキ ノロ ンは,主 と して グラ ム

陰性 菌 に対 して抗 菌力 を示 し,主 に尿路 感 染症 お よび腸管 感

染症 に使 用 されて いた 、した が って,オ ー ル ドキ ノロ ン時代

(1960年 ～1970年 代)に は,キ ノロ ン薬 の 使 用 量は そ れ ほ

ど多い もので はなか っ た.ま た広域 ペ ニ シ リンや セ フ ェムが

数 多 く開 発 され.全 身感 染症 のみ な らず 尿路 や腸 管 感染症 に

も広 く使 用 されて いた、、この ような環境 下では,キ ノロ ン薬

は 多 くの 使用薬 剤の ひ とつ にす ぎず,キ ノロ ン耐性 菌の 分離

頻 度はあ ま りめだ たなか った また,こ の ころの 薬剤 耐性 菌

の 蔓 延 は,主 と して 多剤 耐性Rプ ラ ス ミ ドの 菌種 間 の伝 達

に よる もの で あ ったが1).キ ノロ ン耐性 の プ ラ ス ミ ドに よ る

伝達 が 認 め られ なか った こ と も2),キ ノロ ン耐性 菌の 出現 頻

度が 低 か った 因 と思 わ れ る、 しか し,1980年 代 に人 り,

スペ ク トルが広 く抗 菌 力の強 いニ ュー キ ノロ ン薬 が次 々 と開

発 され,組 織移 行性 も良好 な こ とか ら,種 々の 感染症 に広 く

使用 され る ように な り,ニ ュー キ ノロ ン薬 の使 用量 は飛 躍 的

に増 大 した。特 に尿路 感 染症で は,ニ ューキ ノロ ン薬 は特効

薬 と して 高頻 度に使 用 される よ うにな り,そ れ に伴 い キ ノロ

ン耐性 菌が 次 第に増 加 した。 と りわ け,黄 色 ブ ドウ菌や 緑膿

菌 な どの 院内 感染菌 では,キ ノロ ン耐性 菌の分 離頻 度が 高 い

こ とが 報告 され てい る3.4)。病 院 内 で は抗 菌薬 の使 用 頻 度 が

高 いため,キ ノ ロ ン薬 も大量 に使 用 され てお り,ま た黄 色 ブ

ドウ球 菌 と りわけMRSAや 緑 膿 菌感 染症 は難 治 で あ る こ と

が耐性 菌の分離 頻度 を高 くしてい る理 由 と考 え られて い る。

以 上の よ うな背 景 に よ り,キ ノロ ン耐性 菌が出現 し増 加 した

もの と思 われ る.キ ノロ ン耐性 菌の耐性 メ カニ ズ ムにつ い て

は,近 年 多 くの研究 者 によ り精 力的 に行 われ,分 子 レベ ルで

解析 が 可能に なって きた。 また 一方その こ とに よ り病 原 菌の

巧み な防御 機構 も明 らか にな りつつ あ る。

一
般的 に抗 菌薬の 耐性 メ カニ ズム として は,!標 的酵 素 の
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変異,2菌 体 内薬剤 蓄積 量の変 化,3薬 剤 不活化 酵素 の産 生,

な どが知 られて い る。キ ノロ ン耐性 は,標 的酵 素で あ るDNA

ジャ イレー ス(ジ ャイ レー ス)な らび にDNAト ポ イソ メラ

ー ゼIV(ト ポIV)の 変 異に よ るキ ノロ ン薬 との 親 和性 の低

下,お よび外膜 に よる 菌体 内へ のキ ノロ ン透過性 障 壁や 排 出

ポ ンプの 亢進 に よる菌体 内キ ノ ロン濃 度 の低下 に よ りお こる

こ とが明 らか にな ってい る。本 総説 では,研 究 の進 ん でい る

大腸 菌,緑 膿 菌,黄 色 ブ ドウ球 菌お よび肺 炎球 菌 な どの キ ノ

ロ ン耐性 メカニ ズム を中心 に概 説す る.

I.標 的 酵 素 の 変 異

キ ノ ロ ン薬 の 標 的 酵 素 は,長 い 間 ジ ャ イ レー ス の み で

あ る と考 え られ て き た が,現 在 で は トポIVも キ ノ ロ ン薬

の 標 的 酵 素 で あ る こ とが 明 確 に な っ て い る。 これ ら標 的

酵 素 に 変 異 が お こ る と,作 用 部 位 の 荷 電 や 局所 構 造 が 変

化 して キ ノ ロ ン薬 に対 す る 親 和 性 が 低 下し,そ の 結 果 キ

ノロ ン薬 との 結 合 が 弱 まる こ と に よ り,標 的酵 素 は キ ノ

ロ ン薬 に耐 性 化 す る と考 え られ て い る。

1.DNAジ ャ イ レー ス変 異

ジ ャ イ レー ス は,1976年,Gellertら に よ り発 見 さ れ

た 酵 素 で あ る5。 こ の 酵 素 は,2本 鎖DNAを 一時 的 に

切 断 し再 結 合 す るII型 トポ イ ソ メ ラ ー ゼ で,DNAス ー

パ ー コ イ リ ン グ反 応 な ど を触 媒 す る こ と に よ り,DNA

の 高 次 構 造 を 変 換 す る6。Table1に 示 す よ う に,大 腸

菌 の ジ ャ イ レー ス は,gyrA遺 伝 子7〓9(染 色 体 地 図 上48

分 に位 置)が コ ー ドす るGyrAサ ブ ユ ニ ッ ト(875ア ミ

ノ酸,分 子量97kDa)2分 了一と,gyrB遺 伝 子10.11(83

分 に位 置)が コー ドす るGyrBサ ブ ユ ニ ッ ト(804ア ミ

ノ酸,分 子量90kDa)2分 子か ら な る4量 体 で あ る12。

GyrAサ ブ ユ ニ ッ トのN末 端 側59KDaの ドメ イ ンが,

DNAの 切 断 と再 結 合 活 性 を 担 っ て お り,GyrBサ ブ ユ

ニ ッ トのN末 端 側43KDaの ド メ イ ン に は,ATP加 水

分 解 活 性 を 有 し て い る13～15)(Fig.1参 照)。 ジ ャ イ レー

ス は,DNA複 製,転 写,組 換 え と い う重 要 な 機 能 に 関

係 して お り,細 菌 が 生 存 す る た め に必 須 の酵 素 で あ る。

この 酵 素 は,真 核 生 物 に 存 在せ ず,細 菌 に特 有 の 酵 素 の

ため,抗 菌 薬 の 優 れ た ター ゲ ッ トで あ る 、、キ ノロ ン作 用

機 構 の 初 期 の 研 究 で,NAが 細 菌 のDNA複 製 を 阻 害 す

る こ と が 見 出 さ れ た16.17。そ こ で,DNA複 製 に 関 与 し

て い る 蛋 白,た と え ばDNA polymerase I,endonucle-

ase Iな ど に 対 す る 作 川 が 検 討 さ れ た が,NAが 阻 害 作

用 を 示 す もの は 認 め られ ず,キ ノロ ンの 標 的酵 素 は 不 明

の ま まで あ っ た.し か し ジ ャ イ レー スが 発 見 され る と,

ジ ャ イ レー ス の ス ー パ ー コ イ リ ン グ活 性 がNA,オ キ ソ

リ ン酸(OA)に よ っ て 阻 害 さ れ る こ とがGellertや 杉

野 らに よ り見 出 され,NA耐 性 菌 よ り精 製 され た ジ ャ イ

レー ス の 場 合OAの 感 受 性 が 耐性 化 す る こ とが 報 告 さ れ

Fig. 1. Proposed domain structure of Escherichia coli
DNA gyrase. The gyrase proteins are represented as
linear blocks, with the positions of various amino acids
shown. Quinolone-resistance mutations are indicated
at positions  67, 83, and 106 of the GyrA protein and
426 and 447 of the GyrB protein. The active tyrosine
site is also shown at position 122 of the GyrA protein.
Adapted from reference 15.

Table 1. Properties of Escherichia coli DNA gyrase and  Escherichia coli DNA  topoisomerase
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た18.19。こ れ ら の こ と よ り,キ ノ ロ ン の 標 的 酵 素 は,ジ

ャ イ レー スで あ る こ と が 明 らか に な っ た,、ま た,NA耐

性 遺 伝 子nalAが コ ー ドす るNalA蛋 白 が,ジ イ レー ス

のGyrAサ ブ ユ ニ ッ トと 同 一で あ る こ と19),な らび に ク

ー マ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子couが コー ドす るCou蛋 白 が

ジ ャ イ レー ス のGyrBサ ブ ユ ニ ッ トで あ る こ と20)が明 ら

か に され る に伴 い,ジ ャ イ レー スのGyrAサ ブユ ニ ッ ト

変 異 が キ ノ ロ ン耐 性 を 惹 起 し,GyrBサ ブユ ニ ッ ト変 異

は,ク ー マ マ イ シ ン耐 性 に 関係 して い る と思 わ れ た 。 し

か し,新 しいNA耐 性 遺 伝 子nalCお よ びnalDが 山 岸

らに よ って 解 析 され た 結 果,こ れ らの 耐 性 遺 伝 子はgyrB

遺 伝 子 の 対 立遺 伝 子変 異で あ る こ とが 判 明 し た21.22。現

在 で は,キ ノ ロ ン耐 性 は,gyrAあ る い はgyrB遺 伝 子

の い ず れ の 変 異 に よっ て も生 じる こ とが 知 られ て い る。

大 腸 菌GyrAの キ ノ ロ ン 耐 性 変 異 は,gyrA遺 伝 子 内

の 点 変 異 に よ っ て 惹 起 され,そ の 変 異 部 位 はGyrA蛋 白

のN末 端 近 くの ア ミノ酸 番 号67～106番 目 ま で の 比 較

的狭 い 領 域 に 局 在 す る こ とが 吉 田 ら に よ り明 らか に な っ

た9)。 こ の 領 域 は,キ ノ ロ ン耐 性 変 異 が 生 じや す い ホ ッ

トス ポ ッ トで あ り,quinolone resistance-determining

region(QRDR)と 名 づ け ら れ て い る9}。 キ ノ ロ ン 耐 性

度 はGyrA変 異 の 種 類 や キ ノ ロ ン薬 に よ り異 な る が,83

番 目 の セ リ ン(Ser-83)が ロ イ シ ンや トリ プ トフ ァ ン

に 変 異 し た場 合,お よ び87番 目の ア ス パ ラギ ン酸(Asp

- 87)が ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 した 場 合,一 般 に 高 い 。 キ

ノ ロ ン耐 性 臨 床 分 離 株 か らgyrA変 異 株 と りわ けSer-

83変 異 株 が 高 頻 度 に 検 出 さ れ る が,こ れ はSer-83変

異株 の 耐 性 度 が 高 く,そ の た め 選 択 さ れ や す い と考 え ら

れ る。gyrA変 異 株 は 一般 に す べ て の キ ノ ロ ン薬 に 耐 性

を 示 す が,シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン(CPFX)に 耐 性 でNA

に 感 受 性 を示 す 特 異 なgyrA変 異 株(Q-2)も 報 告 さ れ

て い る。 こ の 変 異 は,81番 目 の グ リ シ ンが ア ス パ ラ ギ

ン酸 に 変 化 して い る23)。ま た キ ノ ロ ン耐 性gyrA変 異 遺

伝 チは 野 生 型gyrA対 立遺 伝 子に 対 し劣 性 で あ る こ と が

知 られ て い る24)。Table2お よびFig.2に 大 腸 菌,緑 膿

菌,淋 菌,黄 色 ブ ドウ菌,肺 炎 球 菌,腸 球 菌 な ど の キ ノ

ロ ン耐 性GyrA変 異 に つ い て,そ の 変 異 部 位 お よび 変 異

ア ミノ酸 の 種 類 に つ い て 比 較 した 。 こ の他 に 種 々の 菌 種

に つ い て は,中 村 お よ びPiddockの 総 説 を 参 照 さ れ た

い55.56)。結 論 と して,種 々 の 菌 株 の キ ノ ロ ン耐 性GyrA

変 異 は い ず れ もQRDR内 に 局 在 し,変 異 部 位 や 変 異 ア

ミ ノ酸 の 種 類 は 大 腸 菌 の 場 合 と同 様 で あ る こ とが 判 明 し

た 。

大 腸 菌GyrBの キ ノ ロ ン耐 性 変 異 と して現 在 まで に,

426番 目の ア スパ ラ ギ ン酸(Asp-426)が ア スパ ラ ギ ン

に 変 わ る 変 異 と447番 目の リ ジ ン(Lys-447)が グ ル

タ ミ ン 酸 に 変 わ る 変 異 が 見 出 さ れ て い る10)。Asp-426

変 異 株 はす べ て の キ ノ ロ ン薬 に 耐 性 で あ る が,Lys-447

変 異 株 はNAの よ う な 酸 性 キ ノ ロ ン薬 に 耐 性 で あ る

が,ニ ュー キ ノロ ン薬 の よ う な 両性 基 の キ ノ ロ ン薬 に は

高 度 感 受 性 を示 す57)。キ ノ ロ ン耐 性 臨 床 分 離 株 か らgyrB

変 異 株 は ほ と ん ど検 出 され な い が,こ れ はgyrB変 異株

の キ ノ ロ ン耐 性 度 がgyrA変 異 株 よ り低 い た め と考 え ら

れ る 。 実 験 室 内 で適 当 な 選 択 条 件 を用 い れ ばgyrB変 異

株 は,gyrA変 異 株 と は ほ ぼ 同 じ頻 度 で 検 出 さ れ る24)。

キ ノ ロ ン耐 性gyrB変 異 遺 伝 チ も野 生 型gyrB対 立遺 伝

子に 対 し劣 性 で あ る こ とが 知 ら れ て い る24)。Table3お

よ びFig.3に 大 腸 菌,サ ル モ ネ ラ,淋 菌,黄 色 ブ ドウ

菌,肺 炎 球 菌 の キ ノ ロ ン耐 性GyrB変 異 を 示 す が,そ れ

らの 変 異 部 位 や 変 異 ア ミノ酸 の種 類 は 大 腸 菌 の 場 合 と同

様 で あ る。 種 々 の 菌 種 の キ ノ ロ ン耐 性 株 のGyrAお よ び

GyrB変 異 が 類 似 して い る とい う こ とは,キ ノ ロ ン耐 性

メ カニ ズ ムが 菌 種 問 で 類 似 して い る こ と を類 推 させ る も

の で あ る。

Maxwellら は,大 腸 菌GyrAのN末 端 側59KDaド

メ イ ンの 三 次 元 構 造 を 決 定 した63)。そ の 結 果,DNA鎖

が 十分 に通 過 で きる ホ ー ルが 形 成 され て い る こ と,DNA

との 結 合 に 関 与 して い る122番 目 の チ ロ シ ンが 上部 サ

ドル 様 構 造 の くぼ み に 存 在 して い る こ と,さ ら にGyrA

の キ ノ ロ ン耐 性 変 異 の ホ ッ トス ポ ッ トつ ま りQRDR

が,活 性 中 心 で あ るTyr-122と 非 常 に 近 い 位 置 に 局 在

して お り,キ ノ ロ ン耐 性 変 異 の大 多 数 は ダ イマ ー)ヒ部接

合 部 の 境 界 面 で あ るHead dimmer interfaceと 呼 ば れ

る 領 域 に 存 在 し て い る こ と が 判 明 し た(Fig.4に 示 す

酵 母 トポ イ ソ メ ラ ー ゼII断 片 の模 式 図 を 参 照)。 そ の 他

の 遺 伝 学 的,生 化 学 的 解 析 デ ー タ を ふ ま え て 考 え る

と64～661,QRDRに お け る 変 異 がGyrAダ イ マ ー に よ り

形 成 さ れ る サ ドル 様 構 造 上 で のDNAとTyr-122と の

共 有 結 合 状 態 に 影響 を与 え,キ ノ ロ ン ・ジ ャ イ レー ス ・

DNAの 三 者 複 合 体 が 形 成 さ れ に く くな る と推 測 で き

る 。 一方,大 腸 菌GyrBに つ い て もN末 端 側43KDa

ドメ イ ンの 三 次 元 構 造 が 明 らか に な っ た が67),GyrBの

キ ノ ロ ン耐 性 変 異 はC末 端 側47KDaド メ イ ン 内 の 末

端 部 位 に 存 在 し,43KDaド メ イ ン内 に 認 め られ な い

(Fig.1参 照)。 そ こ で,Wangら が 報 告 した酵 母 トポ イ

ソ メ ラ ー ゼIIの92KDa断 片(GyrBのC末 端 側47

KDaド メ イ ン とGyrAのN末 端 側59KDaド メ イ ンが

連 結 した もの に 相 当)の 三次 元 構 造 の デ ー タを参 考 に す

る と68),意 外 な こ と にGyrBの キ ノ ロ ン耐 性 変 異 部 位 に

対 応 す る 部 位 は 活 性 中 心 で あ るTyr-122お よ びGyrA

のQRDRと 離 れ て い る こ とが 判 明 し た 。 こ れ らGyrB

変 異 が どの よ うに して キ ノ ロ ン と ジ ャ イ レー ス との 結 合

に 影 響 をお よぼ す の か 不 明 で あ っ た が,最 近Fassら に

よ りコ ンフ ォー メー シ ョ ン変 化 の構造 が 示 さ れ,そ れ に

よ る とGyrB変 異 部 位 がQRDRと 空 間 的 に 接 近 す る 可

能 性 が 示 唆 され て い る69)。

2.DNAト ポ イ ソ メ ラー ゼIV変 異

トポIVFは,1990年,加 藤 ら に よ り見 出 され た 新 しい
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Table 2. Quinolone resistance mutations in GyrA and ParC (Gr1A) subunits

Abbreviations of amino acids: Ala: alanine, Cys: cystein, Asp: aspartic acid, Glu: glutamic acid, Phe: phenylalanine, Gly: glycine, His:

histidine, lle: isoleucine, Lys: lysine, Leu: leucine, Met: methionine, Asn: asparagine, Pro: proline, Glu: glutamine, Arg: arginine, Ser:

serine, Thr: threonine, Val: valine, Trp: tryptophan, Tyr: tyrosine

II型 トポ イ ソ メ ラ ー ゼ で あ る70),Table1に 示 す よ う に

大 腸 一菌の トポIVは,ジ ャ イ レー ス と同 様 に デ カ テ ネ ー シ

ョ ン活 性 な らび に リ ラ ク シ ン グ活 性 を 有 して お り,デ カ

テ ネー シ ョ ン活性 は,ジ ャ イ レー ス よ りも強 い こ とが 知

られ て い る。 しか し,ジ ャ イ レー ス とは 異 な り,ス ー パ

ー コ イ リ ン グ活 性 を 保 持 して い な い 。 大 腸 菌 の トポIV

は,parC遺 伝 子(染 色 体 地 図 上 約65分 に 位 置)が コ

ー ドす るParCサ ブ ユ ニ ッ ト(752ア ミノ酸,分 子量84

kDa)2分 子 とparE遺 伝 子(約65分 に 位 置)が コ ー

ドす るParEサ ブ ユ ニ ッ ト(630ア ミ ノ酸,分 子 量70

kDa)2分 子か ら構 成 され る4量 体 で,ジ ャ イ レー ス と

相 同 性 が 高 い70.71)。ParC蛋 白 は,GyrAと36%,ParE

はGyrBと49%の ア ミ ノ酸 配 列 が 同 一で あ る。 トポIV

は,DNA複 製 終 了直 後 の 娘DNAを デ カ テ ネ ー ト して

分 離 させ る とい う重 要 な機 能 を もっ て お り,細 菌 が 生 存

す る た め に必 須 の酵 素 で あ る72。 最 近 トポIVも ジ ャ イ レ

ー スと協調してDNA複 製に重要な役割を担っているこ

とが 明 らか に な っ た73。 トポIV発 見 後,間 もな く,加 藤

らお よ びPengら は,キ ノ ロ ンが トポIVの リ ラ ク シ ン グ

活 性 を 阻 害 す る こ と を 見 出 し た が72.73),そ の 阻 害 濃 度

は,ジ ャ イ レー スの 場 合 よ り も30倍 以 上高 か っ た、、 ま

た,星 野 らは,ト ポIVの デ カテ ネ ー シ ョ ン を阻 害 す る キ

ノロ ン濃 度 と抗 困活 性 との 問 に相 関 関 係 を認 め,ト ポIV

にお け る デ カテ ネー シ ョ ン活 性 の 重 要性 を示 し た74。 し

か し,ト ポIV変 異 を もつ キ ノ ロ ン耐 性 株 が 分 離 さ れ な か

っ た こ とか ら,ト ポIVが キ ノ ロ ンの標 的 酵 素 で あ る の か

否 か は 不 明 で あ っ た,,

1994年,Ferreroら は 黄 色 ブ ドウ 球 菌 よ りgyrase-

1ike遺 伝 子を ク ロー ニ ン グ し,grlAお よ びgrlBと 命 名

し,こ れ ら遺 伝 子の コ ー ドす る蛋 白 の 混 合 物 が トポIV特

有 のDNAリ ラ ク シ ン グ活 性 お よ びDNAデ カ テ ネ ー シ

ョ ン活 性 を有 す る こ と を 見 出 し た町,一 方,小 島 らは,



VOL.49 NOL8  Mechanisms of quinolone resistance  473

Fig. 2. Alignment of the quinolone-resistance-determining regions of GyrA and ParC (Gr1A) and a
comparison of mutation sites responsible for quinolone resistance. The major mutation sites are
numbered on either the top or bottom of the wild-type amino acid sequences of GyrA and ParC in
Escherichia coli. Identical and conserved amino acids aligned with all sixteen QRDR sequences
are represented in the GyrA group and ParC group by stars  (★)  and dots (• ) , respectively. Sites

associated with quinolone-resistance are indicate by squares
r

(囗 )

Table 3. Quinolone resistance mutations in GyrB and ParE  Gr1B) subunits

Fig. 3. Alignment of the amino acid sequences of GyrB and ParE (Gr1B) and a comparison of mutation

sites responsible for quinolone-resistance.
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キ ノロ ン耐 性MRSA株 か ら新 規 キ ノロ ン 耐性 遺 伝 子を

ク ロ ー ニ ング し,そ の うち の ひ とつ が 変 異grlA遺 伝 子

で あ る こ とを 明 らか に した761。こ の こ と よ り,ト ポIV変

異 が キ ノ ロ ン耐 性 を 惹 起 す る こ とが 証 明 され た と 同 時

に,ト ポIVも また キ ノ ロ ンの標 的 酵 素 で あ る こ とが 明 ら

か に な っ た 。 臨 床 分 離 キ ノ ロ ン耐 性 株 の す べ て にgrlA

変 異 が 認 め られ た が,gyrA変 異 は,耐 性 度 の 高 い 株 で

しか 検 出 で きな か っ た 。 ま た,実 験 室 内 で 黄 色 ブ ドウ球

菌 か ら段 階 的 に耐 性 株 を 分 離 す る とgyrA変 異 株 よ り も

grlA変 異 株 が 優 先 的 に選 択 され る こ とが 明 らか に な っ

た77)。こ れ らの こ と よ り,黄 色 ブ ドウ 球 菌 の 場 合,ト ポ

IVが キ ノ ロ ンの 一次 標 的 酵 素 で あ り,ジ ャ イ レー ス は,

Fig. 4. A hypothetical molecular model for the catalytic

reaction of yeast DNA topoisomerase II . This figure

shows the T-segment transport step into the central

hole according to the two-gate model. The B' and A'

subfragments of the yeast DNA topoisomerase II 

correspond significantly with the C-terminal 47 kDa

domain of GyrB and the N-terminal 59 kDa domain of

GyrA, respectively. The active tyrosine site is

indicated by Y . Adapted from reference 68.

二次 標 的 酵 素 で あ ろ う と推 定 さ れ た。 由 岸 ら は,grlA

変 異 と キ ノ ロ ン耐 性 との 関 係 を ク ロ ー ン化grlA遺 伝 子

を 用 い た 相 補 性 試 験 で 解 析 した78)。Table4に 示 す よ う

に,キ ノ ロ ン感 受 性RN4220に 変 異grlA遺 伝 子を も

つ プ ラ ス ミ ド(pRK3)を 入 れ る とキ ノ ロ ンに 耐性 化 し,

染 色 体 上のgyrA変 異 に よ り さ ら に 耐 性 化 す る.と こ ろ

が,こ の 高 度 耐 性 株 か らpRK3プ ラ ス ミ ドを 脱 落 させ

る と,染 色 体 上に は8yrA変 異が あ っ て も,キ ノ ロ ン に

感 受 性 化 す る こ とが 明 らか に な っ た.こ の 結 果 か ら,変

異grlA遺 伝 子は ジ ャ イ レー スの 場 合 とは 異 な り野 生 型

対 立遺 伝 子に 対 し優 性 で あ る こ と,キ ノ ロ ン高 度 耐性 を

惹 起 す る た め に はgrlA変 異 とgyrA変 異 の 両 方 が 必 要

で あ る こ と,さ ら に ノル フ ロ キサ シ ン(NFLX)やCPFX

の 一 次 標 的 は トポIVで あ る こ とが 結 論 づ け られ た。 両 標

的 酵 素 の う ち,キ ノ ロ ン薬 に よ り感 受 性 の 高 い酵 素(一

次 標 的 酵 素)が 菌 の キ ノ ロ ン 感 受 性(MIC)を 決 定 す

る と考 え られ た、,そ こで,小 由 田 お よ び 藤 本 らは ジ ャ イ

レー ス 単独 変 異株 お よ び トポIV単 独 変 異 株 の 抗 菌 力 を比

較 す る こ と に よ り,各 種 キ ノ ロ ン薬 の 一次 標 的 を推 定 し

た79.80)。そ の 結 果,Table5に 示 す よ う に,黄 色 ブ ド ウ

球 菌 で はNFLX,CPFXお よ び レ ボ フ ロ キ サ シ ン

(LVFX)な ど の 大 部 分 の キ ノ ロ ン薬 の 一次 標 的 は トポ

IVで あ っ たが,ナ ジ フ ロ キ サ シ ン(NDFX)の 場 合 は ジ

ャ イ レー ス で あ り,ス パ ル フ ロ キサ シ ン(SPFX)の 場

合 は トポIVと ジ ャ イ レー ス の 両 方 を 一次 標 的 に して い る

こ とが 推 測 され た 。 こ の結 果 は 酵 素 レベ ル の 実 験 デ ー タ

に よ って も裏づ け され た。

Fisherら は,実 験 室 内 で段 階 的 にSPFX耐 性 肺 炎 球

菌 を分 離 す る と,parC変 異 よ り もgyrA変 異 が 優 先 的

に 選 択 さ れ る こ とか ら,肺 炎 球 菌 で はSPFXの 一次 標

的 は ジ ャ イ レー ス で あ る と推 察 し た81)。ま た 福 田 ら も

SPFXお よび ガ チ フ ロ キ サ シ ン(GFLX)の 一次 標 的 は

ジ ャ イ レー ス で あ り,ト ロ バ フ ロ キ サ シ ン,LVFX,

NFLX,CPFXの 一 次 標 的 は トポIVで あ る こ と を 報 告 し

Table 4. Increase in quinolone susceptibility of quinolone-resistant gyrA mutants of Staphylococcus aureus

RN 4220 caused by eliminating the plasmid carring the mutated  grlA gene

S 84 L, Ser-84•¨.Leu: S 85 P, Ser-85•¨Pro: S 80 F, Ser-80•¨Phe: E 84 K,

SPFX: sparfloxacin, NFLX: norfloxacin, CPFX: ciprofloxacin

First-step and second-step gyrA mutants of RN 4220 with pRK 3 carrying the mutated grlA gene (S 80 F and E 84 K(, RN 4220-G 1/pRK

3, and RN 4220-G 2/pRK 3 were transformed with pUB 110, a plasmid that lacks the grlA gene and is incompatible with pRK 3. All

transformants became as quinolone-susceptible as the transformant of the parent strain, RN 4220/pUB 110.
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Table 5. Quinolone  susceptibllity of quinolone-resistant mutant of Staphylococcus aureus RN 4220

and inhibitory activity of quinolones on DNA gyrase and DNA topoisomerase IV

ENX: enoxacin, NFLX: norfloxacin, CPFX: ciprofloxacin, LVFX: levofloxacin, SPFX: sparfloxacin, NDFX: nedifloxacin

1 wild—type strain

2 GrlA (Ser-80•¨Phe) mutant of RN 4220

3 GyrA  (Ser-84•¨Leu) mutant of RN 4220 

4 MIC against RN 4220—T 1/MIC against RN 4220—G 1

5 inhibition on supercoiling activity

6 inhibition on decatenation activity

7 IC50 against DNA  gyrase/IC50 against DNA topoisomerase IV decatenation

た82)。 ク リナ フ ロ キ サ シ ンはgyrA変 異 あ る い はparC

変 異 を もつ キ ノ ロ ン耐 性 肺 炎 球 菌 に 対 し親 株 と ほ ぼ 同 等

の 抗 菌 力 を 示 す こ と,さ ら にgyrA変 異 株 の 分 離 頻 度 は

5～8.5x10-10と 低 い こ とか ら,ク リ ナ フ ロ キ サ シ ンの 一

次 標 的 は ジ ャ イ レー ス と トポIVの 両 酵 素 で あ る と考 え ら

れ て い る83)。最 近,一 次 標 的 が トポIVで あ るCPFXの7

位 の ピペ ラ ジ ン基 を ベ ンゼ ンス ル ホ ン ア ミ ド基 に 置換 す

る と,一 次 標 的 が トポIVか ら ジ ャ イ レー ス に 変換 す る こ

とか ら,7位 の 置換 基 が 一次 標 的 酵 素 の 選 択 に 関 与 して

い る と 考 え られ 興 味 深 い84)。

淋 菌 の キ ノ ロ ン 高 度 耐 性 株 で は,gyrA変 異 とparC

変 異 の 両 変 異 が 認 め られ た が85.86),キ ノ ロ ン低 度 耐 性 株

で は 黄色 ブ ドウ 菌の 場 合 と は 異 な りgyrAに 変 異 が 見 出

され た 。 こ の こ と は,淋 菌 の 場 合,キ ノ ロ ンの 一 次 標 的

酵 素 は,ジ ャ イ レー ス で あ る こ と を 示 唆 して い る。 す な

わ ち,キ ノ ロ ンの 一次 標 的 酵 素 は,グ ラム 陰 性 菌 と グ ラ

ム 陽 性 菌 で は 異 な る 可 能 性 が あ る。Heisingら お よ び

Khodurskyら は,大 腸 菌 の 場 合,ト ポIVは キ ノ ロ ン の

二次 標 的 酵 素 で あ る と結 論 づ け て い る87.89)。また,parC

単独 の 変 異株 は検 出 され て い な い が,gyrA変 異 にparC

変 異 が 加 わ る こ とに よ りさ ら に 高 度 耐 性 化 す る こ とが 知

られ て い る。以 上の こ と よ り,ジ ャ イ レー ス と トポIVは,

いず れ もキ ノロ ンの 標 的 酵 素 で あ る が,ど ち らの 酵 素 が

キ ノ ロ ンの 一次 標 的 に な るか は,キ ノ ロ ン薬 の 種 類 に よ

っ て も,ま た 菌種 に よ っ て も異 な る こ とが 明 らか に な っ

て きた 、,

Table2お よ びFig.2に 大腸 菌,緑 膿 菌,淋 菌,黄 色

ブ ドウ 菌,肺 炎球 菌,腸 球 菌 の キ ノロ ン耐性parC(grlA)

変 異 を示 す 。 そ れ らの 大 部 分 の 変 異部 位 は 大 腸 菌GyrA

のQRDRに 対 応 す る 領域 に 局 在 し て い た が,例 外 と し

て 黄 色 ブ ドウ球 菌でGrlAの116番 目の ア ラ ニ ンか ら グ

ル タ ミ ン酸 あ るい は プ ロ リ ンへ の 変 異 が 認 め られ た95)。

この 変 異 は 黄 色 ブ ドウ球 菌 のGrlAとGyrAで 高 度 に 保

存 さ れ た 領 域 に あ り,大 腸 菌GyrAの 活 性 中 心 で あ る

Tyr-122に 対 応 す る120番 目 の チ ロ シ ン の 近 傍 に あ

る。 さ らに 黄 色 ブ ドウ球 菌 で 珍 しい 変 異 つ ま りGrlAの

43番 目の ア ル ギ ニ ン か ら シ ス テ イ ンへ の 変 異,157番

目の プ ロ リ ンか ら ロ イ シ ンへ の 変 異 お よ び176番 目の

ア ラニ ンか ら ス レオ ニ ンへ の 変 異 が 見 出 され た97)。こ れ

らの 変 異 は,い ず れ も 大 腸 菌GyrAのQRDRに 対 応 す

る 領域 に 局 在 しな い こ とか ら,こ れ ら変 異 株 の 選 択 に 用

い た プ レマ フ ロ キ サ シ ンが 従 来 の キ ノロ ン薬 と は異 な っ

た 作 用 様 式 で トポIVと 相 互 作 用 をす る とい う メ カ ニ ズ ム

が 想 定 され て い る 。

Hooperら は,大 腸 菌 でNFLXに 耐 性 を 示 すnfkD変

異 を見 出 した が,こ の 変 異 はparE遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子

変 異 で あ っ た99}。nfxD変 異 は,445番 目 の ロ イ シ ンが

ヒ ス チ ジ ンへ 変 化 して お り,gyrA遺 伝 一子の 変 異 に伴 い

キ ノ ロ ン 耐 性 を 惹 起 し た 。Fig.3に 示 す よ う に,こ の

変 異 は大 腸 菌GyrBの451番 目の ロ イ シ ン に 対 応 して

お り,447番 目の リジ ンの4ア ミ ノ酸 下 流 に位 債 して い

た。 黄 色 ブ ドウ 球 菌GrlB変 異 と して,432番 目の ア ス

パ ラ ギ ン酸 か らア ス パ ラ ギ ンへ の 変 異 お よ び470番 目

の ア ス パ ラ ギ ンか らア ス パ ラ ギ ン酸 へ の 変 異 が 見 出 さ

れ,こ れ らの 変 異 は キ ノ ロ ン に低 度 耐 性 を示 した99)。興

味 深 い こ と に,470番 目の 変 異 は キ ノ ロ ン耐 性 を 示 す と

共 に ノボ ビ オ シ ンに 高 感 受 性 を 示 した99)。この よ う な耐

性 パ ター ン を示 す 特 殊 な 変 異 は,GrlAの116番 目の ア

ラニ ンか ら グ ル タ ミン酸 に変 わ る変 異 で も見 つ か っ て お

り95),キ ノ ロ ン薬 と は ジ ャ イ レー ス の作 用 点 が 異 な る ノ

ボ ビ オ シ ンの 感 受 性 に どの よ う に し て 影 響 を 与 え る の

か,関 心 が も た れ る。parE(grlB)変 異 株 もgyrB変

異 株 と 同様 に キ ノ ロ ン耐 性 度が 低 い た め に,キ ノロ ン耐

性 株 か らほ とん ど分 離 さ れ な い 。 い ま まで に検 出 され た

parE(grlB)変 異株 は 少 ない が,Fig.3に 示 す よ う に,

ParE(GrlB)変 異 部 位 も ほ とん ど大 腸 菌GyrBの426



476 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 AUG.2001

番 目あ る い は447番 目 の 近 傍 に 局 在 して い る 。 以 上の

こ とか ら,ト ポIVの キ ノロ ン耐性 メ カ ニ ズ ム は,ト ポIV

変 異が 多 くの場 合 ジ ャ イ レー ス変 異 と対 応 して い る こ と

よ り,ジ ャ イ レー スの 場 合 と類 似 して い る 可 能性 が 高 い

と 考 え られ る 。

II.菌 体 内 薬 剤 蓄 積 量 の 変 化

グ ラ ム 陰性 菌 で は,外 膜 の透 過性 障 壁 に よ る キ ノ ロ ン

耐 性 が 以 前 か ら指 摘 され て い た が100),最 近 キ ノロ ンの

菌体 外 へ の排 出 を亢 進 させ る こ とに よ り,菌 体 内 の キ ノ

ロ ン濃 度 を低 下させ る と い う薬 剤排 出 蛋 白 質 に 僕子す る研

究 が 緑 膿 菌や 黄 色 ブ ドウ球 菌 な どで 著 し く進 展 して い

る。

1.グ ラ ム陰 性 菌

大 腸 菌 に お い て は,Fig.5に 示 す よ う に,外 膜 の リ

ポ ポ リサ ッカ ラ イ ド(LPS)や 物 質透 過 孔 で あ るポ ー リ

ン蛋 白 質 の 変 異 に よ る透 過 性 障 壁 お よび排 出 蛋 白 質 に よ

る 汲 み 出 し機 能 亢 進 な どの メ カ ニ ズム の 連 携 に よ り,キ

ノ ロ ン耐 性 を惹 起 す る こ とが 知 られ て い る。 ポ ー リ ン蛋

白 質OmpFは,キ ノ ロ ン,ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル,テ

トラサ イ ク リ ンお よ び β-ラ ク タム の 上要 透 過 孔 と 考 え

られ,そ の 欠損 あ る い は 減 少 変 異 株 は 多 剤 耐 性 を 示 す こ

とが 報 告 され て い る102)。さ ら に,MarRABオ ペ ロ ン と

SoxRSオ ペ ロ ン の 両 方 が,キ ノ ロ ン を 含 む 多 剤 に 耐 性

を 与え る こ とが 知 られ て い る。 抗 菌 薬 の 存 在 あ る い は リ

ブ.レ ッサ ー で あ るMarRの 変 異 に よ りMarA蛋 白 質 が

発 現 し,micF遺 伝 子の 転 写 活 性 化 に よ り,ポ ー リ ン蛋

自 質OmpFが 減 少 して透 過 性 が 低 下す る.同 時 にMarA

は 他 の 遺 伝 子の 転 写 活性 化 に関 与 して 薬 剤排 出 蛋 白 質 の

充 進 も惹 起 す る103.105,大 腸 菌 の 排 出 ポ ンプ は,acrAB-

tolCシ ス テ ム で あ り,AcrBは 細 胞 質 膜,AcrAは ペ リ

プ ラ ズ ム に 存 在 し,TolCは 外 膜 蛋 白 質 で あ るl06.l07)。

方 酸 素 ス トレ ス に 対 して 活 性 化 さ れ たsoxRSオ ペ ロ ン

は,リ プ レ ッサ ー で あ るSoxR変 異 に よ りSoxS蛋 白 質

の 発現 を促 し,各 種 遺 伝 子の 転 写 活性 化 を引 きお こす と

と も に,marRABオ ペ ロ ン に も働 き か け てMarA蛋 白

質 の 発 現 を 亢 進 させ る108と い う 複 雑 な メ カ ニ ズ ム が 明

らか に な っ て い る,

緑 膿 菌 に お い て は,キ ノ ロ ンの 菌 体 内 蓄 積 量を減 少 さ

せ る 変 異 と して,nalB,nfxBお よ びnfxC変 異が 知 ら

れ て い る。nalB変 異株 は,キ ノ ロ ンの 他 に構 造 の 異 な

る β-ラ ク タム,ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル な どに 耐 性 で あ

るが,ア ミ ノ配 糖 体 に は 高 感 受 性 を 示 すm～}」,キノ ロ ン

の 取 り込 み を 調べ る と,キ ノ ロ ン の 蓄 積 量の 低 下が 見 ら

れ るが,こ の低 下がcarbonylcyanide m-chlorophenyl-

hydrazone(CCCP)添 加 に よ り解 除 さ れ る こ とか ら,

菌体 外 へ の排 出 促 進 に よ っ て キ ノ ロ ン耐性 を獲 得 して い

る と結 論 され た.,こ のnalB変 異 株 で は,OprM外 膜 蛋

白質 の 増 加 が 認 め られ て お り,こ れ が キ ノ ロ ンの 排 出 促

進 に か か わ っ て い る と 考 え ら れ た。OprM蛋 白 質 は,

mexAB-oprKオ ペ ロ ン のoprKの 遺 伝 子産 物 で あ る こ

と が 後 藤 ら に よ り判 明 し,mexAB-oprMと 修 正 さ れ

た110.111)。オ ペ ロ ン の 塩 基 配 列 解 析 か ら,MexB(1046

ア ミ ノ酸 残 基)は 細 胞 質 膜 に,MexA(383ア ミ ノ酸 残

基)は ペ リプ ラ ズ ム に 存 在 して,外 膜 のOprM(477ア

ミノ酸 残 基)と 協 力 して,薬 剤 を 菌体 外 へ 排 出 す る とい

う シ ス テ ム が 考 え られ て い る,OprMは,野 生 株 にお い

て も 一定 量 の 発 現 が 認 め られ て お り,こ れ が 緑 膿 菌 の 自

然 耐 性 の 原 因 で あ る と 考 え られ て い る112)。nalB変 異 は

mexAB-oprMオ ペ ロ ン の リ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子mexR

の 対 立Z遺伝 子変 異 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 、mexR

Fig. 5. Schematic model of the cell envelope showing the major outer membrane uptake systems
and the multidrug efflux systems. Adapted from reference 100.
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(nalB)変 異 に よ りMexA,MexB,OprMが 過 剰 発 現

し,そ の 結 果,大 量の 薬 剤 排 出 ポ ン プが 構 築 され,キ ノ

ロ ン に耐 性 化 す る もの と 考 え られ る113(Fig.6参 照)。

nfxBB変 異 株 で は,β-ラ ク タ ム や ア ミ ノ 配 糖 体 に 高

感 受 性 を 示 す と と も に キ ノロ ン耐 性 を 示 し,NFLXの

蓄 積 量 の 減 少１14ならび に,OprJ外 膜 蛋 白 質 の 出現 が 認

め ら れ て い るll5。nfxB変 異 を 相 補 す る遺 伝 子 と して 野

生 株 か ら クロ ー ン化 さ れ た 野 生 型nfXB遺 伝 子は,す で

に 知 られ て い るDNA結 合 蛋 白 質 と相 同性 が 高 く,何 ら

か の 遺 伝 子の 調 節 遺 伝 子 と推 測 さ れ て い た,後 藤 ら は

OprJの 部 分 ア ミ ノ酸 配 列 を 用 い て,mexAB-oprMと

類 似 したmexCD-oprJオ ペ ロ ンを ク ロー ン化 した116。

さ ら に,mexR(nalB)遺 伝 子がmexAB-oprMの 上

流 に 存 在 す る こ と と 同 様 に,nfxB遺 伝 子がmexCD-

oprJの 上流 に位 置 し て い る こ とが 判 明 し た(Fig.6参

照).nfXC変 異 株 で は,キ ノ ロ ン,イ ミペ ネ ム,ク ロ

ラ ム フ ェニ コ ー ル に 耐 性 を 示 す が,β 一ラ ク タ ム や ア ミ

ノ 配 糖 体 に は 高 感 受 性 で あ る117)。nfxC変 異 株 で は,

OprN外 膜 蛋 白 質(50KDa)の 出 現 と と も に,OprD

外 膜 蛋 白 質(46KDa)の 減 少 が 見 ら れ たll7.118)。OprD

の 減 少 は キ ノ ロ ン 感 受 性 と 関 係 な い と 考 え ら れ て い

る119).精 製 され たOprNの 部分 ア ミノ酸 配 列 を 用 い て,

3番 目 の オ ペ ロ ンmexEF-oprNが ク ロ ー ン 化 さ れ

た120。Fig.6に 示 す よ う に,こ の場 合 も 上流 にnfxC遺

伝 子が 存 在 す る こ とが 明 らか に な っ たMexEF-OprN

の そ れ ぞ れ の 遺 伝 子が コ ー ドす る ア ミ ノ 酸 配 列 は,

MexAB-OprMお よ びMexCD-OprJの そ れ ぞ れ と 約

50%の ホ モ ロ ジ ー を も って い た,、最 近,mexAB,mexCD

お よ びmexEFと 類 似 し た 排 出 蛋 白 遺 伝 子 と し て

mexXYが ク ロ ー ン化 さ れ た122)。MexXYはOprMを 利

用 す る こ と に よ りマ ルチ コ ンポ ー ネ ン ト型 の 排 出 シ ス テ

ム を構 築 し,ア ミノ配 糖 体 や テ トラ サ イ ク リ ンを排 出 す

る こ とが 判 明 し た123)。以 上の こ と よ り緑 膿 菌 に は 少 な

く と も4種 の マ ルチ コ ンポ ー ネ ン ト型 の 排 出 シ ス テ ム

が 同 定 さ れ た が,今 後 そ れ らの発 現 調 節 機 構 の 総 括 的 な

解 明 が 期 待 さ れ る 。

2.グ ラム 陽 性 菌

1989年,生 方 らは 臨 床 分 離 キ ノ ロ ン耐 性 黄 色 ブ ドウ

球 菌か ら,キ ノ ロ ン耐 性 遺 伝 子norA遺 伝 チを ク ロ ー ン

化 し た124)。塩 基 配 列 の 解 析 か ら,NorA蛋 白 は 分 子量 約

4.2万 の疎 水 性 蛋 白 で,12個 の 膜 貫 通 領 域 を 有 し て お

り,グ ラ ム 陰 性 菌 の テ ト ラ サ イ ク リ ン 排 出 ポ ン プ

(TetA,B,C)と 高 い 相 同 性 を持 つ 膜 蛋 白 質 で あ る こ

とが 判 明 した125。norA遺 伝 子 を プ ラ ス ミ ド 上に保 有 す

る形 質 転 換 体 は,NFLXやCPFXな どの 親 水 性 キ ノ ロ

ン薬 に 中 等 度 耐 性 を示 す が,NA,OA,SPFXな どの 比

較 的 疎 水 性 の キ ノ ロ ン薬 に は,ほ と ん ど 耐 性 を 示 さ な

い125.126)。しか し,竹 之 内 ら に よ りキ ノ ロ ン 分 子全 体 の

親 水性 あ る い は疎 水 性 の 程 度 が,NorAポ ン プ に よ り排

出 され や す さの 要 因 で な く,キ ノ ロ ン骨 格 の7位 置 換

基 の 嵩 高 さ お よ び8位 置 換 基 の 親 水 性 お よ び 嵩 高 さが

関係 して い る こ とが 明 らか に さ れ た127)。NorA発 現 ノ`進

株 はNFLXを エ ネ ル ギ ー 依 存 的 に菌 対 外 へ 汲 み 出 す の

で,norAは キ ノ ロ ン排 出 ポ ンプ の 構 造 遺 伝 子で あ る と

考 え られ て い る 。NorAは キ ノロ ンの み な らず,エ チ ジ

ウ ム プ ロ ミ ド(EtBr),ア ク リ ジ ンオ レ ン ジ(AO),ピ

Fig. 6. Three multidrug efflux operons on the chromosome of Pseudomonas aeruginosa

PAO and their regulation. Adapted from reference 121.
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ユ ー ロ マ イ シ ン,ク ロ ラ ム フ ェニ コ ー ル の よ う な キ ノ ロ

ン とは構 造 的 に ま っ た く関 係 の ない 化 合 物 も排 出 す る機

能 を もっ て い る125)。

NorAポ ンプ の 亢 進 に よ る キ ノ ロ ン耐 性 化 は,野 生 型

NorA蛋 白 の増 加 に よ りお こ る と 考 え られ て い る128)。キ

ノ ロ ン耐 性flqB変 異 はnorA遺 伝 子 の プ ロモ ー ター 領

域 の 変 異 で あ り,そ の 結 果,norA遺 伝 子 の 転 写 活 性 化

が お こ る こ とが 証 明 され て い る129)。さ ら に キ ノ ロ ン耐

性 臨 床 分 離 黄 色 ブ ドウ 菌 に お い て,norA遺 伝 子 の プ ロ

モ ー タ ー 領 域 に トラ ンス ポ ゾ ンTn4001由 来 の 挿 入 配

列IS256が 挿 入 さ れ て い る こ とが 見 出 さ れ た76)。IS256

に は 強 力 な プ ロモ ー ター が 存 在 し,そ れ に よ りnorAの

転 写 活 性 化 が お きて い る こ とが 推 測 さ れ て い る 。 この 他

にNorAの 発 現 亢 進 が 低 濃 度 のNFLXに よ っ て 誘 導 さ

れ る キ ノ ロ ン耐 性 株 も報 告 され て い る130)。最 近,Hooper

ら に よ り,NorAの 発 現 調 節 機 構 が 報 告 さ れ た131)。そ れ

に よ る と,NorAの 発 現 調 節 に は二 成 分 情 報 伝 達 系 で あ

るarlR－arlSが 関 与 して お り,ArlS(histidine kinase)

に 変 異 が 生 じる と,18KDa蛋 白 質 がnorAプ ロ モ ー タ

ー上 流 領 域 に 結 合 し
,norA遺 伝 子 の 転 写 が 亢 進 さ れ る

と い うこ とで あ る。 こ の よ うに 二成 分 情 報 伝 達 系 に よ る

薬 剤 耐性 の 制 御 は ま っ た く新 しい 耐 性 獲 得 メ カニ ズ ムで

あ り興 味深 い 。

III.お わ り に

現在,約30種 類の微生物について全ゲノム配列が決

定 されてお り,さ らに約100種 類の全ゲノム配列がま

もなく決定されようとしている。このような状況をふま

え,細 菌の薬剤耐性 メカニズムの研究方法 も変貌しつつ

ある。全ゲノム配列の情報にもとづき,バ イオインフォ

マティクス解析により興味深い知見が得 られている。た

とえばキノロン耐性に関連のあるもの として,結 核菌や

ピロリ菌では トポIVが 存在 しないこ と132.133),緑膿菌で

はマルチコンポーネン ト型排出蛋白質が10個 も存在 し

ていること134)などである。今後,キ ノロン耐性 メカニ

ズムの研究も,全 ゲノム配列の知見を活用しながら,菌

種特異的なメカニズムの検討が行われ,全 体像の解明に

向けて進むものと考えられる。

細菌は,キ ノロン薬の作川に対 し,外 膜透過性障害や

排出ポ ンプ亢進のほか2種 類の標的酵素の変異 を菌種

特異的に巧妙に組み合わせることにより,高 度耐性 を獲

得する。 しかし,キ ノロン高度耐性株は一段階で起こる

ものではなく,多 段階の変異によりはじめて出現する。

キノロン高度耐性株を出現 させないためには,キ ノロン

低度耐性株を段階的に選択 しないようにすることが不可

欠である。そのためにはキノロン薬を各種感染症に使用

する場合,キ ノロン間の耐性 メカニズムの相違 を考慮

し,耐 性菌の生じにくい適切なキノロンを用いる工夫が

必要と思われる。ひとたび高度耐性変異を生 じた標的分

子に強い作用を有する薬剤を創製するのは容易でない。

作用メカニズムの異なる新 しい骨格の抗菌薬 を探索する

ことは,な おさら時間がかかることが 予想 される。現在

市販の薬剤で作川機構が異なるものを組み合わせて使用

する薬剤ローテーションも,耐 性菌抑制 上重要であると

考えられる。耐性 メカニ ズムなどの基礎研究の成果が,

耐性菌に有効な薬の開発あるいは臨床の場での薬剤選択

に生かされることが大切であると思われる。 一方抗菌作

用機作,耐 性機構,菌 の防御機構などが分 子レベルやゲ

ノムレベルで解明されてゆくことは,細 菌の営みへのよ

り深い理解につながるであろう。
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Quinolone resistance is induced by mutations on target enzymes such as DNA gyrase (gyrase) and DNA
topoisomerase IV (topo IV) , and by mutations that prevent drug accumulation due to changes in outer

membrane permeability and/or activation of the efflux pump. Mutations in the quinolone resistance-—
determining region (QRDR) of the gyrA gene, which encodes A subunits of gyrase, and in the parC gene,
which encodes A subunits of topo IV , usually cause resistance specifically to quinolones. In Escherichia

coli , the hotspots most favored for causing high-level resistance to quinolones are at serine-83 and aspartic

acid-87 of GyrA, and at serine-80 and glutamic acid-84 of ParC. Mutations in both gyrA and parC are

common in clinical isolates highly resistant to quinolones. Mutations in the gyrB gene, which encodes B

subunits of gyrase, and in the parE gene, which encodes B subunits of topo IV , are rare in clinical isolates

but important to understanding the molecular mechanism of quinolone resistance. This mechanism in topo

IV may be similar to that in gyrase; sites and amino acid changes in quinolone-resistant topo IV mutations

are similar to those of quinilone-resistant gyrase mutations in most cases. Quinolones have 2 target
enzymes, i.e., gyrase and topo IV , and the more sensitive enzyme determines the quinolone susceptibility

of organisms. The primary target of most quinolones appears to be topo IV in gram-positive bacteria and has

been described as a secondary target in gram-negative bacteria, but primarily in Streptococcus

pneumoniae, sparfloxacin targets gyrase. Thus, whether topo IV or gyrase is the primary quinolone target

depends on both the organisms and the compound tested. Another mechanism of resistance, the expression

of efflux-pump systems, is attracting much attention in current antibiotic resistance research. Quinolone
efflux of appears to be the major cause of decreased drug accumulation; for Staphylococcus aureus, the
efflux pump involved in norfloxacin resistance is NorA, and for Streptococcus pneumoniae, PmrA.

Pseudomonas aeruginosa possesses at least 4 different efflux pumps—MexAB—OprM, MexCD—OprJ,

MexEF—OprN, and MexXY—OprM  systems-whose activation produces an antibiotic multiresistant

phenotype. The genetic landscape of quinolone resistance is more complicated than previously thought, but

a new feature in this approach is the availability of the nearly complete genome sequences of major humam

pathogens.


