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Purified DNA-dependent RNA polymerase was prepared from BCG and the inhibition of 

 RNA polymerase activity by rifampicin was observed. Uptake of 14C-rifampicin by M. phlei 

sensitive and resistant to rifampicin was studied. Purified DNA-dependent RNA polymerase 

was obtained as follows: 70g of BCG were disrupted by Ribi cell-fractionator, and the homo

genates were centrifuged succesively at 70,000•~g for 40 minutes and then 240min. The 

supernatant was centrifuged at 105,000•~g for 10hours. The sediment was adsorbed to DEAE

-cellulose column and the eluate was fractionated by ammonium sulfate precipitation. Then 

the enzyme was purified further by a linear glycerol density gradient. M. phlei strains sensi

tive or resistant to rifampicin cultured on Sauton's liquid medium were suspended in Dubos liq

uid medium and 14C-rifampicin was added to give a final concentration of 10mcg/ml. Uptake 

of 14C-rifampicin by cells were measured. Rifampicin inhibited purified DNA-dependent RNA 

polymerase activity obtained from BCG cells. Nearly 70% of activity was inhibited by 0.1

mcg/ml of rifampicin. The increase in the concentration of rifampin to 1.0mcg/ml did not 

affect much in the inhibition of RNA polymerase. Rifampin did not affect the chain elongation 

on RNA synthesis but inhibited the chain initiation in RNA synthesis in BCG. In rifampin 

resistant strain of M. phlei, 14C-labeled rifampin was taken up somewhat less degree than 

sensitive strain. The mode of mechanism of resistance seemed not by cell wall permeability 

change but by the change of enzyme conformation of RNA polymerase.

RifampicinはStreptomyces mediterraneiか ら産 生

さ れ たRifarnycinBを 基 礎 に して 作 られ た 広 域 半 合 成

抗 生 物 質 で,グ ラ ム陽 性 菌 に 効 果 が あ り,結 核 菌 に もす

ぐれ た 抗 菌 作 用 を 示 す 。そ の 作 用 機 序 は 主 と してE.coli

で 追 求 さ れ た 。E.coliを 使 用 した 実 験 に お いて,rifam

picinはDNA-依 存 性RNAポ リ メラ ーゼ の活 性 を 阻

害 す る こ とが 明 らか に さ れ た1)～4)。RifampicinはRNA

ポ リメラ ー ぜ と結 合 し,こ のrifampicin-RNAポ リメ

ラーゼ複合体はゲル濾過法によるクロマ トグラフィー,

あ るいは蔗糖密度勾配遠心法によつて分離された5)。 さ

らにrifampicinのRNAポ リメラーゼ活性阻害は,生

物によつて差があることが報告された。すなわちrifam

picinは 細菌由来のRNAポ リメラーゼに対しては低濃

度で阻害を示すが,動 物由来のRNAポ リメラーぜに対

しては高濃度でも阻害を示さなかつた6)。 以上の実験は

すべてE.coliを 用いた実験 で あ る が,Whiteら7)は
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Mycobacterium smegmatisを 用 い てRNAポ リメラ ー

ゼ の 部 分 精 製 酵 素 を 作 り,rifampicinは や は りDNA依

存 性RNAポ リメラ ーゼ の活 性 を 阻 害 す る ことを 報 告 し

て い る。 結 核 菌 を 用 いてrifampicinの 作 用 機 序 を 観

察 した 報 告 は な い の で,わ れ わ れ はMycobacterium

bovis,BCGよ りRNAポ リメ ラ ーゼ を精 製 し,rifarnp

icinに よ る 阻 害 を 確 か め た 。 ま たRifampicin感

性 お よ び 耐 性 のMycobacterium phleiを 用 いて,放

射 性rifampicinの 細 胞透 過 性 を 観 察 した 。

実 験 材 料 な ら び に 方 法

使 用 菌 株:RNAポ リメ ラ ー ゼ活 性 の 実 験 に は,BCG

日本 株 を 用 い た 。放 射 性rifampinの と り込 み の 実験 に

は,M.phleiを 用 い た 。

材 料:ア デ ノ シ ンー8-14C5'-三 燐 酸,四 ナ トリウ ム塩

(比 放 射 能52mCi/mM)お よ び ウ リジ ン-5-3H5'-三 燐

酸,四 ナ ト リウ ム塩(比 放 射 能22.2Ci/mM)は,New-

England Nuclear,Boston,Mass.,U.S.A.よ り購 入

した 。 ライ ボ ヌ ク ン オサ イ ド 三 燐 酸,仔 牛 胸 線DNA

は,Sigma Co.St.Louis,Miss.,U.S.A.よ り購 入 し

た 。14Cで ラベ ル したRifampicin(-14CH=N,比 放 射

能6.7mCi/mM)は,第 一 化 学 株 式 会 社 東 京 よ り提 供 を

受 け た 。

方 法

RNAポ リメ ラー ゼ の 調 製 お よび精 製 法:RNAポ リ メ

ラ ーゼ は,ほ ぼFuchsの 方 法8)に 従 つ た 。BCGを ソー ト

ン 培 地 に2週 間 表 面 培 養 し,70gを350mlのTMA

緩 衝 液(0.01Mト リス-酢 酸,0.01M酢 酸 マ グ ネ シ ウ

ム,0.022M塩 化 ア ンモ ニ ウ ム,0.001M2'-メ ル カ プ

トエ タ ノ ール,pH7.3)に 浮 遊 し,Ribiの 細 胞 分 画 器

で 菌 を 破 砕 した 。遠 心 は す べ て2℃Cの 状 態 で 実 施

した 。Ribiの 細 胞 分 画 器 で 破 砕 した 菌 は,70,000gで

40分 遠 心 し,そ の上 清 を70,000gで240分 遠 心 した 。

そ の 上 清 を さ らに105,000gで10時 間 遠 心 し,そ の

沈 渣 を とつ た 。 沈 渣 を 少量 のTMA緩 衝 液 に 溶 解 し,あ

らか じめTMA緩 衝 液 で 平 衡 したDEAE-セ ル ロー ズ カ

ラ ム(直 径3.0cm,長 さ25cm)に 吸収 さ せ た 。 そ れ

をKC1の0か ら1Mの 直 線 濃 度 勾 配 法 に よ り,蛋 白

お よびRNAポ リメラ ー ゼ活 性 を分 画 した 。10mlず っ

の40分 画 と し,RNAポ リメラ ー ゼ活 性 の あ る部 分 を 集

め て,さ らに 硫 安 沈 殿 で 活 性 の 多 い 部 分 を 求 め た 。す な

わ ち 硫 安30～65%飽 和 で 沈 殿 した 蛋 白を 少 量 のTMA

緩 衝 液 に 溶 解 し,同 緩 衝 液 に 対 し透 析 を 行 つ た 。 こ れ

を 部 分 精 製RNAポ リメ ラー ゼ と した 。 そ れ を さ らに精

製 す るた め,直 線 グ リセ ロー ル濃 度 勾 配遠 心 法(30～5

%v/v)で 日立RPS25Aロ ー タ ーを 用 い,24,000rev/

min,13時 間 遠 心 して精 製 した 。 こ れ を 精 製RNAポ

リメ ラ ーゼ と した 。

RNAポ リメ ラ ーゼ 活 性 測 定 法:部 分 精 製RNAポ リ

メ ラ ーゼ お よび 精 製RNAポ リ メラ ーゼ 活 性 は,14Cあ

るい は3Hで ラベ ル した ラ イ ボ ヌ ク レオ サ イ ド 三 燐 酸

が,冷 ト リク ロル 酢 酸 不 溶 部 分 に と り込 まれ る量 を 測 定

した 。 わ れ わ れ の 標 準 のRNAポ リメ ラー ゼ 測 定 法 は 次

の ご と くで あ る。 ト リス塩 酸 緩 衝 液pH7.9,10μ モ ル,

MgCl22μ モ ル,ATP(Adenosine triphosphate),

GTP(guanosine triphosphate)お よびCTP(cytosine

 triphosphate)200mμ モル,14C-ATP(50μCi/μmol)

2mμ モ ル,仔 牛 胸 腺DNA25μgお よ びRNAポ リ

メラ ー ゼ酵 素 標 品,反 応 液 全 量0.2mlと し た 。3H-UTP

(uridine triphosphate,0.45mμ/moles,22.2μCi/mμ

mole)を 使 用 した 際 は,他 の3つ の 非 放 射 性 の ライ ボ ヌ

ク レオ サ イ ド三 燐 酸 は1/5の 濃 度 で実 験 を 行 つ た 。 反

応 液 を37℃ にincubateし,一 定 時間 後 に8.0%の 冷

トリク ロル酢 酸(TCA)1mlを 加 えて 反 応 を 停 止 させ

た 。 ウ シ血 清 アル ブ ミン10mg/mlの1滴 を キ ャ リア と

して 加 え,試 験 管 を 氷 水 中に30分 放 置 して 沈 殿 を 完 成

させ た 。 冷TCA不 溶 物 は メンブ ラ ン フ ィル タ ー(ミ リ

ポ ア,typeHA,孔 サ イ ズ0.45μ)で 集 め5%TCA5

mlで2回 洗 浄 し,さ らに0.5%TCA30mlで 洗 浄 し

た 。 フ ィル タ ーは 乾 燥 し,15mlの トル エ ン シ ソチ レ ー

タ ー(2.5-Diphenyloxazole(PPO)5g,1.4-Bis[2-4(-

methy1-5-phenyloxazolyl)]-benzene(POPOP)0.4gを

トル エ ソ1lに 溶 解 した 。)に 入 れ,Beckman LS150

液 体 シ ソ チ レー シ ョン カ ウ ン タ ーで 測 定 した 。

Rifampicin感 性 お よび 耐 性M.phleiの14C-rifam

picinの と り込 み:Rifampicin100mcg/ml耐 性 のM.

phlei株 を,Rifampicinを 低濃 度 か ら 高 濃 度 に 含 む

Dubos液 体 培 地 に継 代 培 養 して作 つ た 。Rifampicin感

性 株(1mcg/ml)お よ び 耐 性 株(100mcg/ml)を,ソ

ー トン液 体 培 地 に7日 間表 面 培 養 した 後 に集 菌洗 浄 し,

Dubos培 地 で50mg/mlに な る よ うに 均 等 浮 遊 液 を 作

つ た 。 そ の浮 遊 液 に14C-rifampicinを10mcg/mlに な

る よ うに加 え,一 定 時 間 ご とに 一 定 量 の浮 遊 液 を と り,

メ ンブ ラ ンフ ィル タ ーで 菌 を 濾 過 し,150mlの 蒸 留 水

で洗 浄 し,さ らに0.5%TCA50mlで 洗 浄 した 。 濾 紙

は乾 燥 し,放 射 能 を液 体 シ ン チ レー シ ョン カ ウ ン タ ーで

測 定 した 。

結 果

DEAE-セ ル ロー ズ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ ブ ィー お よ

び硫 安 分 画 に よる 部 分 精 製RNAポ リメ ラ ー ゼ 活 性:

図1に 示 す ご と くDEAE-セ ル ロー ズ カ ラ ム ク ロマ トグ

ラ フ ィー で は,RNAポ リメ ラー ゼ 活 性 は蛋 白濃 度 の高

い 最 初 の 部 分 に は な く,次 の小 さ い が鋭 角 的 な蛋 白濃 度
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Fig. 1. DEAE-cellulose Column Chromatographic

 Separation, of RNA  Polymerase

Crude enzyme particles were applied to a column(3•~25

cm) of DEAE-cellulose and eluted by an application of a 

linear concentration gradient approaching one molar potas 

sium chloride. RNA polymerase activity was detected in 

the portion coinsiding with the second narrow sharp peak 

of protein.•\

: Protein concentration:Radioactivity

Fig. 2. RNA Polymerase Activity of the DEAE

-cellulose Eluate Fractionated by Ammonium

 Sulfate Saturation

The major part of the enzyme activity was precipitated 

by the addition of ammonium sulfate between 30 to 65 per

cent saturation.

‚¤•œ-•œ: RNA polymerase activity in the protein precipi

tated between 30 to 65 per cent saturation (1mg  protein).

•£-•£:between 0 to 30 per cent saturation (0.6mg

 protein).

Fig. 3. RNA Polymerase Activity of Partially

 Purified Enzyme

Reaction mixture consisted of 22. 4mg protein of partially 

purified enzyme preparation, 70 p moles of Tris-HC1, pH

7.9,17. 5ƒÊ moles of ƒÀ-mercaptoethanol, 14ƒÊ moles MgCl2, 14

ƒÊ moles of MnCl2, 175mcg of calf thymus DNA, each 1.4

ƒÊ moles of GTP, UTP and CTP, and 14ƒÊ moles of 14C-ATP, 

in a final volume of 1.4ml. At intervals, 0.2ml was 

withdrawn for the assay. The peak of reaction products 

was at 30 minutes and decreased rapidly, suggesting the 

possible contamination of decomposing enzyme of the 

reaction product.

Fig. 4. Distribution of Protein and RNA Polymerase

 after Centrifugation through a Linear 

Glycerol Density Gradient

Partially purified enzyme was further purified by a 

linear glycerol density gradient (30 to 5 per cent v/v) 
centrifugation at 24,000 rev./min. for 13 hours. The 

portion showing RNA polymerase activity and inactive 

protein were fairly well separated.
------:RNA polymerase activity-

: protein concentration
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Fig. 5. RNA Polymerase Activity of Purified 

Enzyme Obtained by Centrifugation through

 a Linear Glycerol Density Gradient

Reaction mixture consisted of 6mg protein of enzyme 

preparation, 40ƒÊ moles of Tris-HC1, pH7.9,10ƒÊ moles of ƒÀ-

mercaptoethanol, 8ƒÊ moles of MgC12, 8ƒÊ moles of MnC12, 

100mcg of calf thymus DNA, each 800mƒÊ moles of GTP, UTP 

and CTP, and 8mƒÊ moles of 14C-ATP in a final volume of

 1.6ml. At intervals an aliquot of 0.2ml was withdrawn 

for the determination of radioactivity incorporated into 

acid insoluble material. Purified enzyme contained no 

more contamination of enzyme which decomposes the 

reaction product.

を示す部分と一致して存在した。酵素活性の高い部分を

集めて硫安分画を行 つた。その結果は図2に 示 す ご と

くで,RNAポ リメラーゼ活性の強 い部分は,硫 安30

～65%飽 和で沈殿する蛋白画分に認められた。沈殿 を

TMA緩 衝液に溶解し,同 緩衝液で透析し,そ れを部分

精製RNAポ リメラーゼとした。その酵素液の 純 度 を

みるために,時 間ごとに活性を追求した。図3に みられ

るごとく,RNAポ リメラーゼ反応生成量は30分 で最大

に達し,そ の後急速に減少する。この事実は部分精製酵

素の中に,RNAを 壊すRNAaseの ようなものが混 在

していることを示す。

直線グ リセロール密度勾配遠心法によるRNAポ リメ

ラーゼの精製:部 分精製RNAポ リメラーゼを直線グリ

セロール密度勾配遠心法で分画した結果は,図4に 示 し

たごとくである。RNAポ リメラーゼ活性の高い画分は,

非活性の高濃度蛋白画分から比較的よく分離された。高

い酵素活性を示す画分を集め緩衝液に対 し透析してグリ

セロールを除いた後,再 び105,000g,10時 間遠心の

沈渣 として酵素を回収 し,こ れを緩衝液に溶解 したもの

を精製酵素標品とした。精製酵素標品を用いて反応生成

量を経時的に観察 した ところ,生 成量は150分 まで経時

的に増加し,さ きの部分精製酵素を用いた際に観察され

たようなRNAを 分解する酵素の混在を示唆するごとき

現象は認め られなかつた。

精製RNAポ リメラーゼに 対 す るrifampicinの 効

Fig. 6. Effect of Time of Addition of Rifampin

 on RNA Polymerase Reaction

Reaction mixture contained 0.776mg protein of purified 

enzyme preparation, 60ƒÊ moles of Tris-HC1, pH7.9, 25

ƒÊ moles ofƒÀ-mercaptoethanol, 20ƒÊ moles of MgCl2, 10ƒÊ moles 

of MnC12, 250mcg of calf thymus DNA, each 200 mƒÊ moles 

of GTP, ATP and CTP, and 0.45mƒÊ moles of 3H-UTP in a 

final volume of 1.0ml. At intervals, an aliquot of 0.2 ml 

was withdrawn for the assay of the enzyme activity.•œ

-•œ:control,•£-•£: rifampin was added 30min

utes after the start of the reaction (at the point indicated 

by an arrow) at a final concentration of 1mcg/ml,•œ------•œ

: enzyme was preincubated with the drug for 30 minutes 

at 37•Ž and then reaction was started by addition of miss

ing components.

Fig. 7. Effect of Rifampin on RNA

 Polymerase Activity

Each reaction mixture consisted of 0.155mg protein of 

purified enzyme preparation,8ƒÊ moles of Tris-HC1, pH7.9, 

5ƒÊ moles of ƒÀ-mercaptoethanol, 4ƒÊ moles of MgC12, 4ƒÊ moles 

of MnC12, 50mcg of calf thymus DNA, each 40mƒÊ moles of 

GTP, ATP and CTP, 0.045 mƒÊ moles of 3H-UTP.Rifampin 

was added to give a final concentration of 0,0.1, 0.25, 0.5 

and 1.0mcg/ml to each reaction mixture respectively.

 Final volume was O.2ml. The enzyme was preincubated 

with the drug for 30 minutes and the reaction was started 

with addition of the missing components. The mixture was 

incubated at  37•Ž for further 150 minutes.
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Fig. 8. Uptake of 14C-rifampin by M. phlei and 

M. phlei Resistant to Rifampin

 14C-rifampin was added to the cell suspension to a fin

al concentration of 10 pg/ml. At intervals an aliquot of the 

suspension was removed and washed on millipore filter 

membrane. The radioactivity remained on the filter was 

determined.

•œ -•œ: M. phlei sensitive to rifampin.

•£-•£: M. phlei resistant to rifampin

果:BCG由 来の精製RNAポ リメラーゼ活性に対する

効果を観察するにあたつて,rifampicin添 加 の時期に

ついての実験 を行 つ た。図6に み られ る ご と く,

rifampicinのRNAポ リメラーゼに対する阻害効果は,

酵素とrifampicinを あ らか じめ37℃ に30分 イ ソキ

ュベー トした後,他 の反応液構成成分を加えて反応を開

始させた場合に発現 し,反 応開始30分 後にrifampicin

を添加しても阻害効果は観察されなかつた。この結果か

らrifampicinはRNA生 合成の各段階のうちRNA鎖

延長の過程には影響を与えず,合 成開始の段階に作用す

ることが知 られた。 次 い で 反応液中の最終濃度が0.1

mcg/mlか ら1mcg/mlに 至 る濃度になるような 量 の

rifampicinと 酵素をあ らか じめ30分 間37℃ にインキ

ュベートした後,他 の構成成分を加えて反応を開始させ

150分 イ ンキュベー トした際の反応生成量を比較して,

各濃度でのrifampicinの 阻害効果を観察した。図7に

示すごとく,BCGよ り得られた精製RNAポ リメラー

ゼ活性に対するrifampicinの 阻 害は,0.1mcg/mlの

終 濃度で70%で あつた。rifampicinの 濃 度 をさらに

高くしても阻害の程度はあまり増加せず,1mcg/mlで

73%の 阻 害を示すにとどまつた。

Rifampicin感 性 お よび 耐性M.phleiの 放 射 性

rifampicinの と り込み:抗 酸菌のrifampicin耐 性機構

の一端を知るために,rifampicinに 対 す る細胞壁の透

過性をM.phleiの 感性菌および耐性菌とで比較 した。

図8に 示すごとく,感 性菌 と耐 性 菌 の 間 に は,14C-

rifampicinの と り込みの うえで顕著な差異は認め られ

なかつた。すなわちrifampicin耐 性の機序は耐性菌に

おける細胞壁の透過性の変化に基づ くもの で は な く,

RNAポ リメラーゼ自体の構造上の変化にご起因すること

が想像された。

考 案

E.coliを 用 いた実験 か ら,rifampicinはDNA依

存性RNAポ リメラーゼ活性を阻害することが明らかに

された。RNAポ リメラーゼはDNAの 遺伝性を写しと

る段階,す なわち転写(transcription)に 関与する酵素

で,ト ランスクリプターゼ(転 写酵素)と も呼ばれる。

本酵素はDNAを 鋳 型として4つ のライボヌクレオタイ

ド(ATP,GTP,UTP,お よびCTP)をRNAの 分 子

内に重合させ,大 きな分子量をもつDNAに 貯えられて

いる遺伝情報の一部をRNA分 子に写しとり,蛋 白合成

の場に伝える。本酵素が触媒する反応は,4段 階 を 経て

行 われ る ことが主としてE.coliの 実験系で明らかに

されている。すなわち(1)DNAと 酵素が結合 し複合体

が形 成 され る反 応(会 合,association)。(2)次 い で

DNA-酵 素複合体に最初の2コ の ライボヌクレオタイ ド

が結合 し,こ の間にホスホジェステル結合を成立させる

(合成開始,initiation)。(3)さ らに基質ライボヌクレオ

タイ ドが付加され,RNA鎖 が 延 長 する(重 合,poly-

merizationま たは延長elongtion)。(4)反 応 の終結(終

結termination)の4段 階である。以上の4段 階のうち

rifampicinが 阻害するのは合成開始の段階で,い つ た

ん合成が開始されたあとのRNA鎖 の延長段階では阻害

は認め られない2)3)。rifampicinはRNAポ リメラーゼ

と結合し複合体を形成 し,こ の複合体はセファデ ックス

カラムにより単離された6)。以上の事実はすべてE.coli

を用いた実験か ら知 られたものである。抗酸-菌に対する

rifampicinの 作 用 機 序 に つ い て,Whiteら はM.

smegmatisよ り部分精製 したRNAポ リメラーゼを用

いて実験した成績か ら,1mcg/mlのrifampicinで90

%阻 害を示すことを報告している7)。

今回のわれわれの報告はM.bovis,BCGか らDEAE・

セルローズ,硫 安分画,さ らにグ リセロール密度勾配遠

心により精製したDNA依 存 性RNAポ リメラーゼに

対するrifampicinの 阻害効果を観察 したものである。

DEAE-セ ル ローズカラムおよび硫安分画による部 分 精

製の段階ではRNA分 解 酵素の混在がみられたが,グ リ

セロール密度勾配遠心によりこれを除きえた。精製酵素

は透析によりグ リセロールを除去した あ と,105,000g

10時 間の遠心で沈渣として 回 収し,緩 衝液に溶解し,

少部分ずつ-70℃ にご保存したが,活 性は数週間の観察

期間中良く保たれた。

このBCG由 来の精製DNA依 存 性RNAポ リメラ
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ー ゼ活 性 は ,0.1mcg/mlのrifampicinで70%阻 害

を 受 け た が,rifampicin濃 度 を さ らに上 げ て も 阻 害 の

程 度 の上 昇 は 著 明 で な く"dosedependency"は あ ま り

明 らか で な か つ た。 最 近E.coliの 精L製RNAポ リ メ

ラ ー ゼ に よるDNA依 存 性 の ア デ ノシ ソ重 合 体 形 成9)10)

お よびDNA非 依存 性 の ア デ ノシ ン重 合 体,ユ リジ ン重

合 体 形 成11)12)が 報 告 さ れ,こ れ らの 酵素 はRNAポ リ メ

ラ ー ゼ と分離 不 能 で あ る とい う。BCGよ り精 製 し た

RNAポ リメラ ー ゼ に も非 依 存 性 の ポ リAお よ び ポ リ

U形 成 能 を 認 め た の で,こ れ がrifampicinの 濃 度 を 上

げ て も阻 害 率 が 増 加 しな い理 由 と して考 え られ る 。RNA

ポ リメ ラ ーゼ 活 性 阻 害 を 観 察 す る際 のrifampicin添 加

の 時 期 に つ い て の 実 験 成 績 か ら,BCG由 来 の 精 製 酵 素

に 対 す る阻 害 効 果 の 発 現 に は 酵 素 とrifampicinの プ レ

イ ンキ ュベ ー シ ョンが 必 要 で,rifampicinはRNA合

成 の 開 始 の 段 階 を 阻 害 し,合 成 が 開 始 されRNA鎖 が 伸

長 しつ つ あ る重 合 の 段 階 に は 作 用 しな い こ と が 知 ら れ

た 。

豊 原 ら13)は結 核 菌 を 用 い て14C-rifampicinの と り込

み を 感 性 菌 と耐 性 菌 とで 比 較 して い る。 今 回の 実 験 で も

rifampicin耐 性 のM.phleiが14C-rifampicinを 感 性

菌 と大 差 な くと り込 んで い る こ とか ら,耐 性 の 機 構 は 薬

剤 に対 す る細 胞 壁 透 過 性 の変 化 に よ る もの で な く,RNA

ポ リ メラ ー ゼ 自体 の構 造 上 の変 化 に 基 づ くrifampicin

と酵 素 の結 合 性 の変 化 に よる こ とが推 定 され た 。

結 論

結 核 菌 に対 す るrifampicinの 作 用 機 序 を 明 らか にす

る た め,Mycobacterium bovis,BCGよ り精 製 したDNA

依 存 性RNAポ リメラ ー ゼ 活 性 に 対 す るrifampicinの

阻 害 を 観 察 した 。 またrifampicin耐 性 の 機構 を知 る た

め,M.phleiのrifampicin感 性 お よ び耐 性 菌 を用 い,

14Cで 標 識 したrifampicinの と り込 み を み た 。

そ の 結 果rifampicinはBCGよ り精 製 したDNA依

存 性RNAポ リメ ラ ーゼ 活 性 を0.1mcg/mlの 濃 度 で

約70%阻 害 した 。Tifampicinの 濃 度 を 上 げ て も阻 害

率 は 増 加 しなか つ た 。rifampicinはRNA合 成 の 開 始

(initiation)を 阻 害 した が 延 長(chain elongation)は

阻 害 しな か つ た。rifampicin耐 性 のM.phleiは,耐

性 菌 よ りわ ず か に劣 る程 度 に14C-rifampicinを と り込

む 。 した が つ てrifampicinの 耐 性 機 構 は 膜 透 過 性 の 変

化 に 基 づ く もの で は な く,RNAポ リメ ラ ー ゼ 自体 の構

造 上 の 変 化 に よる もの と考 え られ た 。
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