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  Mode of action of Kanamycin on Mycobacterium bovis BCG was studied. S-30 

extract as a source of ribosomes and  S-100 fractions as a source of  supernatant factors 

were prepared from BCG cells. Ribonucleic acid (RNA) was extracted from phage f2 

particles and used as a messenger. 
  In BCG ribosomal system employing phage f2 RNA as a messenger, the optimum 

magnesium concentration for 14C-leucine incorporation into polypeptide was 14 mM and 

the synthesis reached maximum at 120 minutes incubation. 

  When Kanamycin was added to the system actively engaged in polypeptide synthesis, 

it caused immediate and intensive inhibition. At various concentrations of Kanamycin, 

the inhibitory effect on polypeptide synthesis was examined. Incorporation of  14C-

leucine into polypeptide decreased to 45.8% of the control at 10 pg per  ml of 

Kanamycine and to 42.0% at 100 pg per  ml. From these evidences it was shown that 

Kanamycin inhibits the chain extension in polypeptide synthesis. By zonal centrifuga-
tion analysis, the changes in distribution of ribosome classes and messenger RNA in BCG 

cells treated with Kanamycin were examined. In BCG cells treated with 100 pg per  ml 

of Kanamycin for one hour, disappearance of polysomes and messenger RNA in the 

same region was observed, indicating the blockage of ribosomal cycle. 

  Kanamycin inhibits polypeptide synthesis, followed by the breakdown of polysomes 

and detachment of messenger RNA.

Kanamycinは ア ミノ糖 類 抗 生 物 質(aminoglucoside

.antibitics,oligosaccharideantibiotics)で,近 縁 物 質

で あ るStreptomycinと 共 に 抗 結 核 剤 と して広 く用 い ら

れている｡

ア ミノ糖類抗生物質の作用機序については主として大

腸菌を用い て研 究 が 進 められ,コ ドンーアソチコドン
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(codon-anticodon)の 誤読(misreading)に 基づ く異常

蛋白の蓄積がその作用機序とされていた1)"3》｡近年,ポ

リU,ポ リAな どの人 工 メヅセンジャーRNAに 代つ

て,よ り自然なメッセ ンジャーとしてファージRNAを

用 いるinvitPtOの 蛋 白合成の実験方法が開発 され,蛋

白合成の詳しいメカニズムす な わ ち 合成開始(initia-

tion),ポ リペプチ ド鎖の延長(extension,e1◎ngati◎n),

終了(terminati◎n)な どの機構が明らかにされ るに つ

れてStreptomycinの 一次作用点 も次第に明確になつて

きている｡

Davisお よ びModolelli)は フ ァP・ジRNAを メッセ

ンジャーRNAと し大腸菌 ライボソームを 用 い たin

vitroの ポ リペプチ ド合成系でStrePtomycinは ポ リペ

プチ ド鎖の延長を急速にしかもほぼ完全に阻止すること

および同時にポ リライボソーム(ポ リソーム)の 崩壊を

起こすことを認めた｡ま たLuzzatoお よびSchlessinger

ら5)はStreptomyci捻 はポ リペプチ ド鎖の延長ではな し

に合成の開始を阻害 しライボソーム分布の扁奇すなわち

ポ リソームの減少 とモノソームの蓄積をもたらすと報告

している｡

以上の成績はすべて大腸菌を用いて得られたものであ

り,抗 酸菌のinvitroで のポ リペプチ ド合成系に 対 す

るKanamycinの 作用機序に関する研究報告はなされて

いない｡

有 路 山口ら6)はKanamycinと 接 触した結核菌の超

微形態についての電顕学的観察を行い,蛋 白合成の阻害

を示唆するライボソームおよびメゾソームの消失が認め

られ ることを報告 している｡

本 研究はウシ型菌BCGを 用 いてKanamycinの 作用

機序を観察したものである16)｡人 工 ホモポリヌクレナタ

イ ドおよび ファージRNAを メ ッセ ンジャーRNAと

して用いた試験管 内ポ リペプタイ ド合 成 系 に 対 す る

Kanamycinと 影響を観察 し,更 にKanamycinに よる

生菌体内のライボソーム分布の変化を薫糖密度勾配遠心

法により観察 した｡

実験材料ならびに方法

材 料:使 用 菌 株;ウ シ型 菌BCG日 本 株 を用 い た｡

放 射 性 ア ミノ酸;MC--L-leucine(U)(比 放 射 能282

mCi/mmole)お よびKC-L-isoleucine(U)(比 放 射 能

270mCi/mmole)は 第 一 化学 薬 品 よ り購 入 した｡3H-L-

phenylalanine(G)(比 放 射 能4.5Ci/mmole)はNew

EnglandNuclear,Bost◎n,Mass.,U,S・A.か ら得 た｡

phospho(eno1)pyruvate,trisodiumsaltお よ び

pyruvatekinase(typeII)はSigmaChemicalCo.,

St.L◎uis,Miss.,U.S.A.製 の もの を 用 い た｡ポ リU

(ポ リウ リジ ン酸 ア ンモ ニ ウ ム塩)はMilesLaboratories,

Inc.,Kankakee,111.,U.S.A.製 を 使 用 した｡
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方法:ラ イボソーム標品としてはS-30extractを,

また上清因子および補助因子標品として はS-100画 分

をそれぞれBCG菌 体 よりModole11,Davisの 方法4)で

調製 した｡

SBOextractの 調製法;ソ ー トン液体培地に2週 間表

面培養 して得た36gのBCG菌 体 を1.5倍 量 の海砂で

20分 間摩砕 し,菌19に つ き2mlの 標準緩衝液(0｡01

MTris,pH7.8,60mMNH4C1,7.5mM酢 酸 マグネ

シウム,6mM2t一 メルカプ トエタノール)を 徐々に加え

糊状としたものを20,0009,15分 遠心 した｡上 清にデ

オキシライボヌクレアーゼを終濃度3Ptg/mlに 加 え,

30,000g,35分 遠 心し,上 清を500倍 量 の緩衝液 で透

析 したのち更に一度遠心 した｡こ の上清を小試験管に分

注 して 一70℃ で凍結保存した｡

S400画 分 の調 製;透 析 前 のS-30extractを,

105,0009,3時 間遠心し,そ の上層2/3を 注意深 く吸

い取 り透析した｡透 析後再び105,000g,3時 間遠心後

の上清をS-30extractと 同様に保存した｡

フ ァージf2の 分離;フ ァージf2粒 子 の 分 離 は,

Websterら7)の 方 法に拠つた｡ポ リペプ トン培 地(pH

7.8)41にE.coli,W1895HfrCの 一 夜培養液40ml

を加え,更 に培養を続けた｡濁 度がプラトーに達 した後

ファージf2を 感染させた｡溶 菌が進み培地が澄んで き

た時点で終濃度が2Mに なるように 固型硫酸アンモニ

ウムを加え4｡Cに 一夜放置 した｡沈 殿を遠心により集め

40mlの 水に浮遊させ,こ れ に100μ9/mlお よ び50

mMの 終濃度になるように卵白リゾチームおよびEDTA

を加 えて溶菌を完成 させた｡更 に粘度を低下させるため

デオキシリボヌクレアーゼ(2μ9ノmり お よび硫酸マグ

ネシウム(0.2M)を 添加 した｡13,000930分 の遠心で

菌体残渣を除いたあと硫酸アンモニウムを2M濃 度に

加え,4℃ に放置してファージ粒子を沈降させた｡沈 殿

を遠心で集め12mlの 水 に懸濁 した｡こ の懸 濁 液 を

26,0009で20分 遠 心し上清をとり,こ れを105,0009

で2時 間遠心 してファージをペ レヅトして集めた｡塩 化

セシウム遠心法による精製過程は省略 した◎

ファージf2RNAの 抽 出;フ ァージペ レットを0.01

Mtris-HCI,pH7.6(O.14MNaCl,1mMEDTA,10

μ9/mlポ リピニル硫酸,0.5%ベ ン トナイ トおよび2%

ナ トリウムドデシル硫酸を含む)に 懸濁 した｡等 量のフ

ェノール溶液(フ ェノール:1mMEDTA=75:25,v/v)

を加え混合液を10分 間激 しく振 とうした｡3,000rpm

で10分 間遠心 したのち水層を分離 した｡フ ェノール層

から更に2回 抽出し,3回 分の水層を合わせ酢酸カリウ

ムを0.1Mに 添加 し,2倍 量のエタノpaル を加えて 一一

20℃ に置きRNAを 沈殿させた｡沈 殿を遠心して集め

乾燥したのち 一20℃ に保存した｡

転 移RNA(t・RNA)の 調製;Holleyら8)の 方 法を若
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干 変 更9)し て ア ミ ノ酸 受 容 能 を 有 す るRNA(transfer

RNA,tRNA)を 酵母 よ り調 製 した｡酵 母9009を1｡2

1の 脱 イ オ ン水 に 浮 遊 し フ ェ ノー ル 溶 液(フ ェ ノー ル:

水=78:28v/v)X81を 加 え1時 間 麗 搾 し た の ち4℃

に 一 夜 放 置 した｡3,000rpm15分 の遠 心 で水 層 お よ び

中 間 層 を 集 め 再 び遠 心 した｡水 層 を 注 意 深 く集 め,こ れ

に1/10容 の20%酢 酸 カ リウ ム液,pH5お よ び2.5

容 の 冷95%エ タ ノー ル を 加 え た｡混 合 液 を 麗搾 した の

ち4℃ に一 夜 放 置 した｡上 澄 を捨 て,残 りを遠 心 し 沈

殿 を 集 め た｡こ れ を 等 容 の70%お よび90%の 冷 エ タ

ノー ル で 洗 い,更 に エ ー テ ル で 洗 つ た◇ 洗 浄 後 の沈 渣 を

200mlのO・02M酢 酸 カ リウ ム緩 衝 液pH5.6に 溶 き

不 溶 物 を8,000rpm5分 の遠 心 で除 い た｡こ の 溶 液 を

あ ら か じめ上 記 の緩 衝液 で処 理 したDEAE一 セル ロ_ス

159の カ ラ ム(直 径3cm長 さ15cm)に 吸 着 させ た

の ち 溶 出液 の260mμ に おけ る吸 光 度 が0.05に な る ま

でO・3Mの 塩 化 カ リウ ム溶 液 で カ ラ ムを 洗 浄 し た｡洗

浄 後400mlのO.8M塩 化 カ リウム 溶 液 でt-RNAの

溶 出 を行 つ た｡t-RNAを 含 む 画 分 を 集 め2倍 容 の 冷 エ

タ ノ ール を加 え 一20℃ に 放 置 し沈 殿 を 完 成 させ た｡上

澄 を捨 て た 残 りを 遠 心 し 沈 渣 を 集 め,こ れ を1mM

EDTAを 含 む0・05MTris--HC1,pH9.o,100mlに 溶

き37℃ に1時 間 置 き,t-RNAと 結 合 して い る ア ミノ

酸 を 遊 離 させ た｡再 び 溶 液 に2M酢 酸 カ リウ ム,pH

5.0を 加 え て 酸 性 に した の ち2容 の 冷 エ タ ノー ル を 加 え

一20℃ に一 夜 置 き遠 心 に よ り沈 漬 を 集 め た
｡沈 渣 を 等

容 の70%エ タ ノPtル,エ タ ノ ール お よび エ タ ノ ー ル ー

エ ー テ ル(1:1)で 洗 い 乾燥 した の ち 一70｡Cに 保 存 し

た｡

ポ リペ プ チ ド合 成;フ ァー ジf2RNAを メ ッセ ンジ ャ

ー とす る ポ リペ プ チ ド生 成 観 察 のた め の反 応 系 の 組 成 は

Modole11,Davis4)の 方 法 を踏 襲 した｡反 応 液 の 組 成 は 次

の ご と く50mMTris--HCI,pH7.8,60mMNH4Cl,12

mMMagnesiumacetate,10mMreducedglutathione ,

1mMadenosinetriphosphate(ATP) ,0.02mMga-

nosmetriphosphate(GTP),3mMp◎tasiumphos-

phoenolpyruvate,30μg/mlpyruvatekinase,0.0355

mMl4c-leucine,o・05mM19種 ア ミ ノ酸,22.5μ9/

mlフ ァ ー ジf2RNA,1.12mg/mlのt-RNA,1ノ10

容 の プ レイ ンキ ュペ ー ト し たS-30extract*(蛋 白 量

2・65mg/ml)お よ び2/10容 のs-100画 分(3.6mg/ml)

よ り成 る｡こ の反 応 液 中 の マ グネ シ ウ ム の終 濃 度 は プ レ

イ ンキ ュペ ー トしたS-30extractお よびS-100画 分 の

*S-3◎extractのe益dogenousメ ッセンジャーの影響をなくすた

め0.2mlのS-30extractに4μ1のTris-HC!,pH7.8と

1◎mMATP,02揃MGTP,50mMphosphoenolpyruvate

および3◎μ9/mlのpyruvateki=aseを 含む溶液20μ ♂加え,

水で ◎、3mlと し37℃ に30分 間インキaべ ■一一トしたものをプレイ
ソキ藷ベートS-30extractと したo
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添 加 に よ り,13.75mMに な る｡polyU(100μ9加Z)を

メ ッセ ンジ ャー と した 場 合 はO.0037mMのMC-is◎1eu-

cineお よびO.OlllmMの3H-phenylalanineをlsC--

is◎leucineの 代 りに 用 い た｡

反応 液 を37℃ に イ ンキ ュペ ー トし一 定 時 間 ご とに 一

定 量 を と り,こ れ に5%e冷 トリ クPtル 酢 酸 を加 え,反 応

を 停止 させ た の ち90℃75分 間 加 熱 し て,熱 ト リク ロ

ル 酢 酸 不 溶 性 物 質 を メ ン ブ ラ ン フ ィル ター(ミ リポ ア,

typeHA,孔 サ イ ズ0.45μ)上 に 集 め5%ト リ クrr

ル 酢 酸5mlで2回,更 に0.5%液30mlで 洗 浄 し

た｡フ ィル ター を 乾 燥 し15mlの トル エ ン シ ンチ レー

タPt(2,5-diphenyloxaz◎1(DPO)59,1,4・-Bis〔2-4

(-methyl-5-phenyl◎xaz◎1y1)〕-benzene(POPOP)0.49

を トル ェ ン11に 溶解)に 入 れBeckmanLS150液 体

シ ンチ レー シ ョン カ ウ ンタ ー で測 定 した｡

Kanamycin処 理前 後 のBCG菌 体 中 の ライ ボ ソー ム

ク ラス お よび メ ッセ ンジ ャーRNAの 分 布;Dub◎s液

体 培地 に2週 間 培養 のBCGを 用 い10mg/mlの 浮遊 液

を 調製 した｡KC-uracilをo.2μCi/mlに 添加 し24時

間37℃ に置 き ラ イ ボ ソー ム中 のRNAに まず ラベ ル し

て置 き,Kanamycinを100μ9/mlに 添 加,3H-uracil

を20μCi/mlに 加 え,20分 間 パ ル ス ラペ リ ンを行 つ

た｡菌 体 を遠 心 で集 め,冷 食 塩 水 で 洗浄 した の ち ドラ イ

ア イ ス で冷 却 しなが ら海 砂 と共 に摩 砕 し,少 量 の10mM

MgSO4含 有 のTris-HC1,pH7.5を 加 え8,000910分

間遠 心 して抽 出液 を 得 た｡こ れ の1.Omlを15～30%

の直 線 蕉 糖 密 度 勾 配 の上 に重 層 し 日立RP25Aス ウ ィ

ング ロー タ ーで25,000rpm5時 間2℃ で 遠 心 した の

ち,32の 画 分 に 分 画 したsそ れ ぞ れ の画 分 の 放 射 活 性

Fig,1.TimeCourseoff2RNADirected14C-

1eucineIncorporatio箕intoAcidIns◎1uble

MaterialsbyBCGRib◎so搬es
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をBeckmanLS150型 液 体 シ ンチ レー シ ョ ンカ ウ ンタ

ー で 測 定 した｡

結 果

ファージf2RNAを メヅセンジ ャーRNAと して用

いた際のBCGラ イボソームによるMC-1eucineの ポ リ

ペプチ ドへの取 り込 み の 経時的推移を図1に 示 した｡

BCGラ イボソーム系による至適Mgイ オン濃度は予備

実験の成績から14mM付 近にあることが知 られ,こ れ

はE.coliラ イボソーム系におけ るそ れ の2倍 強であ

る｡図1に みられ るごとくポリペプチド生成は経時的に

増加 し120分 で プラトーに達 した｡

Fig.2.KineticsofInhibitionbyKa獄amycin

of14C-1eucineI捻corporation
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At25】minutesi難cubati｡簸periodthereactionmixt縫re

wasdividedintotwoportio魏s,Kana鵬ydnwasadded

toaportio1}atafinalconce1}trationofl00Pt9/1n1・Atin・

terva1$salnpleswerere鵬ovedfortheassay.Thedata

havebee轟correctedforthes憩aUdilutioncausedbythe

add三tioRofkanamycinsolutio益.

KC-1eucineの ポ リペ プチ ドへ の 取 り込 み が 進 行 して い

るf2RNAを メ ッセ ンジ ャー とす る合 成 系 へKanamycin

を 添 加 す る と,そ れ 以 後 のi4C-1eucineの 取 り込 み は 強

力 に 阻 止 され る(図2)｡こ の こ と はKanamycinが ラ

イ ボ ソー ム上 の ポ リペ プ チ ド鎖 の伸 長 を阻 止 す る こ とを

示 す もの と考 え られ る｡

フ ァ ー ジf2RNAま た はP◎1yUを メ ヅセ ン ジ ャー

と した 場 合 の ポ リペ プ チ ド生 成 に対 す るKanamycinの

種 々の 濃 度 に お け る阻 害 効果 を 観 察 した 結 果 を 表1Aお

よびBに 示 した｡

表1Aに み られ る ご と くf2RNAを メ ッセ ンジ ャー

と した 場 合i4C-leucineの ポ リペ プtド へ の 取 り込 み は

反 応 系 で のKanamycin濃 度 が10μg/mlの と き対 照 の

45.8%に 減 じ,100μg/mlの と きに は 対 照 の42%に

減 少す る(表1A)｡こ れ に 対 し 人 工 メ ッセ ンジ ャー

polyUの 存 在 下 で の3H-phenylalanineのPolyphe・

nylalanineへ の取 り 込 み は10μ9/mlのKanamycin

を 添 加 した 場 合,対 照 の81・4%o,100μg/mlの と き で

も対 照 の80.8%eに 減 ず る に と どま つ た(表1B)｡す な

わ ちKanamycinに よ る ポ リペ プ チ ド生 成 阻 害 は よ り生

理 的 で 自然 に 近 い フ ァ ー ジf2RNAを メ ッセ ン ジ ャー

と して 用 い た と きの ほ うが 人 工 メ ヅセ ン ジ ャー で あ るホ

モ ポ リマー を 用 い た 場 合 よ り遙 か に顕 著 で あ る こ とが 知

TablelA.AminoAcidIncorp◎rati◎ninto

PolypeptidewithPhagef2RNAby

theRibosomesfromM.bovis,BCG

inthePresenceofKanamycin

Concentratio轟 Phagef2 RNAdirected

of Ka轟amycin

(μ9/m!)

ユ4C -Leucine

c・p・m・

の ●

mcorporatlon
(%)

0 1,425 (100)

1 822 (57.7)

10 653 (45.8)

100 599 (42.0)

250 526 (36｡9)

500 407 (28.6)

TablelB. Amin◎AcidIncorporationintoPolypeptidewithHomopolynucleotide(polyU)

bytheRibosomesfromM.bovis,BCGinthePresenceofKanamycin

Co簸ce轟tration PolyUdirected

ofKa轟a斑ycin

(μ9/鵬 の

3H-Phe織ylala轟i益eincorporation

c、P.nリ｡(%)

14C-Isoleロcineincorporation

c｡P｡m｡(%)
i

0 13,070(100) 550(100)

1 13,250(101.4) 620(112.7)

10 10,640(81.4) 1,050(190.9)

100 10,560(80.8) 1,620(294.5)

250 10,490(80.3) 2,390(434.5>

500 10,490(80｡3) 2,720(494.5)
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Fig・3・DisapPearanceofPolysomesConsistentwithmRNA

inthatRegionandAccumulationof70SMonosomewere

ObservedintheCellsTreatedwithKanamycin

for60Minutes
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○ ……OmRNA(Labeledwith3H一 縫racilf｡r20minutes)

○ 一 〇StableRNA(Labeledwith鱒C-uracilfor24hours)

られ た｡

一 方Kanamycinの コ ドンー ア ンチ コ ドン誤 読(mis-

reading)活 性 をpolyU下 で のpolyisoleucine生 成 か

ら 観 察 し た｡10μg/mlのKanamycin存 在 下 で は

polyisoleucineの 生 成 は 対 照 の190.9%に 増 加 し,100

μ9/m1お よび250μ9/mlのKanamycin濃 度 で は それ

ぞ れ 対 照 の294.5%お よ び434.5%に ま で増 加 した｡

こ の よ うにpolyU存 在 下 で のpolyisoleucine生 成 が

み られ る こ と か ら,KanamycinはBCGラ イ ボ ソー ム

系 に おい て も コ ドンの誤 読 を 惹 起す る こ とが 知 られ た｡

BCG生 菌 をKanamycinと 接 触 させ た場 合 の ライ ボ

ソ ー ム ク ラ ス と メ ッセ ンジ ャーRNAの 分 布 状態 の 変 化

を観 察 した｡

Kanamycinと 接 触 して い な い対 照 菌 体 中 のBCGラ

イ ボ ソー ム お よび メ ッセ ンジ ャーRNAの 分 布 の状 況 は

図3に 示 す ごと くで 遊 離 の50Sお よび70Sラ イ ボ ソ

ー ム粒 子 の ピー クに加 え て ポ リソー ム と して主 に二 量体

(ダ イ マ ー),三 量 体(ト ライ マ ー)の ピー クが 明 瞭 に認

め られ る｡こ れ に 対 し図3Bに 示 す ご と くKanamycin

と1時 間 接 触 した 菌体 中 の ライ ボ ソー ム ク ラス 分 布 の パ

タ ー ンに は 大 きな 変 化 が 認 め られ る｡す な わ ち ポ リソー

ム,特 に 二 量 体,三 量 体 の ピー クの 消 夫 が 著 し く,こ れ

に 相 応 して70Sお よび50S粒 子 の蓄 積 が 顕 著 と な り

KaRamycinに よ りラ イ ボ ソ ー ムサ イ クル が ブ ロ ック さ

れ た こ とを 示 して い る｡

考 案

ア ミノ糖類抗生物質の制菌作用機序は

ペプチ ド合成の場におけるgeneticcode

の誤読によると想定されていた｡す なわ

ちDNAか ら復写された情報を蛋白合成

の場に伝えるメヅセンジャーRNAの 指

令がアミノ糖類抗生物質がもたらすライ

ボソームの解読機能の変調より誤つて翻

訳される結果,菌 体内に異常蛋白が蓄積

するとい う考え方である｡

このコドン誤読説(codonmisreading

theory)はPolyU,polyAな ど の人

工ホモポ リヌクレオタイ ドをメヅセンジ

ャーRNAと して代用した実験成績に立

脚したもの で あ る｡最 近,こ れに代つ

て,フ ァー一ジRNAを メヅセ ンジャー

RNAと して用いるポ リペプタイ ド合成

系が開発され実験が進むに従い,コ ドン

の誤読のみでは説明できない現象が知ら

れてきた｡

すなわちウイルスRNAを メッセンジャ

・…一.とした ポ リペ プ ト合 成 の 場 にStreptomycinを 添 加

す る と,ポ リペ プチ ドの合 成 は ほ とん ど瞬時 に しか も完

全 に 停 止 す る4)｡し た がつ て 異常 蛋 白 が 生成 され,こ れ

が 体 内 に 蓄積 さ れ る い とま は な い もの と思 え る｡ま た 後

に 述 べ る ご と くE.coliの 生 菌 体 中 で はStreptomycin

の 添加 に よ り ライ ボ ソー ム ク ラス の 分布 に著 しい 偏 りが

み られ る よ うに な る｡こ の よ うな 事 実 か ら コ ドンの誤 読

とポ リペ プチ ド合 成 の阻 害 は ア ミノ糖 類 抗生 物 質 の作 用

の 異 な つ た 二 面 を表 現 した もの と考 え られ る よ うに な つ ・

て きた｡

誤 読 説 に 対 す る反 証 と し てBrownsteinお よびLe-

wandowskiiO)は ライ ボ ソー ム レ ペ ル で の 実 験 で は

Streptomycinの 影 響 を強 く受 け て コ ド ンの誤 読 が 高 度

に 認 め られ る が,Streptomycinの 発 育 阻 止 は 全 く受 け

な いE.coliの 変 異 菌 の存 在 を 示 し た｡Tanakaら11)

はdeoxystrePtamine部 分 は 強 い コ ドン誤 読 効 果 を 示

す が,制 菌 効 果 を示 さ な い 事 実 か ら コ ドンの 誤 読 と制 菌

効 果 とは互 い に 独立 した 作用 で あ る こ とを報 告 し て い

る｡

Davis一 派 はStreptomycinのE.coliに 対 す る 作

用 機 序 に つ い て 次 の よ うな考 え方 を示 して い る12)13)｡す

な わ ちStreptomycinは ラ イボ ソ ー ムの30S亜 粒 子 の

A-site(aminoacy1-siteま た はacceptor-site)に ひず

み(dist｡rti｡n)を 与 えaminoacy1-tRNAが 結 合 す る

の を 妨 げ る｡そ の 結 果 合 成 途 上 に あ るペ プチ ド鎖 はP-

site(pePtidylsiteま た はdomorsite)に 凍 結 さ れ べ
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プ チ ド鎖 の延 長 は 止 ま る｡Streptomycinに よ るA-site

の ひず み はA-siteが 同時 に コ ドンーア ンチ コ ド ンの 認 識

の部 位(recegnitionsite)で もあ るの で,polyU,poly

Aな どの 人 工 メ ッセ ンジ ャー を用 い た 場 合 のStrepto-

mycinに よ る コ ドン誤 読 の 原 因 と もな る◎更 に この 後 の

彼 ら の 報 告K)に よれ ば,Streptomycinは ペ プ チ ド合 成

開 始 時 の イ ニ シ ェ ー タ ー で あ る フ ォル ミル メチ オ ニル ー

tRNAをEcoliの70S-initiationcomplexか ら離 脱

させ る の で30Sラ イボ ソ ー ム 上 のP-site(peptidyl-

siteま た はPuromycin-reactivesite)の ひ ず み を も ひ

き起 こす もの と考 え られ る と い う｡

フ ァー ジRNAを メ ッセ ンジ ャー と したBCGラ イ ボ

ソ ー ム 系 で の ポ リペ プ チ ド合 成 反応 は120分 で プ ラ トー

に 達 す るが,こ れ はE.coli系 の反 応速 度 に 比 ぺ る と非

常 に 緩 徐 で あ る｡す で にMC-leucineの ポ リペ プ チ ド

へ の取 り込 み を 行 つ て い るBCGラ イ ボ ソー ム系 に

Kanamycinを 終 濃 度100μ9/mZrc添 加す る と,取 り込

み は 直 ち に,し か も強 力 に阻 害 さ れ た｡こ の 事 実 は

Kanamycinは 形 成 途 上 の ポ リペ プ チ ド鎖 の伸 長 を 妨 げ,

ペ プ チ ド鎖 の 完 成 を 阻 止 す る こ とを 示 す｡

フ ァー ジRNAま た は 合 成 ポ モ ポ リヌ ク レオ タ イ ド

〈polyU)を メ ッセ ンジ ャー とす る系 に 種 々 の 濃 度 に

Kanamycinを 添 加 して ポ リペ プチ ド生成 に 対 す る 阻 害

効 果 を み る と,polyUを 用 い た 場 合 のpolyphenyl・

alanine生 成 阻 害 に比 し フ ァー ジRNAを 用 い た 際 の

1eucineの ポ リペ プ チ ドへ の取 り込 み の ほ うが 遙 か に強

く阻 止 され た◎ またpolyUを 用 い てKanamycinの

コ ド ンーア ンチ コ ドンの 誤 読(misreading)活 性 を観 察 し

た と こ ろ,本 来polyU(U,U,U,… …)と い う コー ドに

相 当 しな い はず のisoleucineの ポ リペ プチ ドへ の取 り

込 み が250Ptg/mlのKanamycin存 在 下 で は 非 添 加対

照 の434%に も促 進 され た｡し か し コー ドpolyUに 相

当す るphylalanineの 取 り込 み阻 害 は 軽 度 で あ つ た｡

こ の コ ドンの 誤 読 は ラ イ ボ ソー ム上 のA-siteがKana・

mycinに よ り機 能 障 害 を起 こ した た め と説 明 し うる が,

これ が 直 ち に 制 菌 作 用 と は結 び つ き え な い 理 由 は 先 に 述

べ た ご と くで あ る｡

Modole11,Davis4)14)お よびLuzzatto,Schlessinger

ら5)i5>はEcoliにStreptomycinを 作用 さ せ た 場 合 に

み られ る ポ リソ ー ム の崩 壊 を観 察 し報 告 して い る｡

Kanamycinを1時 間作用させたBCG生 菌 を体中の

ライ=ボソームクラスおよびmRNAの 分布を観察 したと

ころKanamycin作 用菌ではポリソームの消失とこれに

相当する部分でのmRNAの 消失が認められた｡こ のこ

とか らKanamycinはBCG菌 体中のライボソームサイ

クルをブロックすることが知られた｡

以上の実験成績からウシ型菌BCGに 対 す るKana・

mycinの 作用機序はポ リペプチ ド合成阻害とこれ に 引

き続 くポ リソームの崩壊とmRNAの 離脱にあると結論

された｡

文 献

1) Davies, J., Gilbert, W. and Gorini,  L.: Proc. 
 Natl. Acad. Sci., 51  :  883, 1964. 

2) Davies, J., Gorini, L. and Davis, B.  D.:  Mol. 
   Pharmacol., 1 : 93, 1965. 

3) Masukawa, H. and Tanaka,  N.: J. Antibiotics, 
   Ser. A, 21  :  70, 1968. 

4) Modolell, J. and Davis, B.  D.: Proc.  Natl. Acad. 
   Sci.,  61  :  1279, 1968. 

5) Luzzatto, L., Apirion, D. and  Schlessinger, 
 D.: Proc.  Natl. Acad. Sci.,  60: 873, 1968. 

6) Ariji, F., Yamaguchi, J. and Oka,  S.:  Kekka-
   ku, 46 : 53, 1971. 

7) Webster, R. E., Engelhardt, D. L. and Zinder, 
   N.  D.: J. Mol. Biol., 29 : 27, 1967. 

8) Holley, R. W., Apgar, J., Doctor, B. P., Far-
   row, J., Marini, M. A. and Merrill, S.  H.: J. 

   Biol.  Chem., 236 : 200. 1961.
9)河 田 昌東:蛋 白質 核 酸 酵 素,15:1201,1970.

10) Brownstein, B. L. and Lewandowski, L.  J.: J. 
 Mol. Biol.,  25  :  99, 1967. 

11) Tanaka, N., Masukawa, H. and Umezawa, 
 H.: Biochem. Biophys. Res. Comm., 26 : 544, 

    1967. 
12) Davis, B.  D.: Proceedings of the  6th inter-

    national congress of chemotherapy, vol. 1, 
    page 10, Univ. Tokyo Press, 1970. 

13) Modolell, J. and Davis, B.  D.: Nature, 224  : 
    345, 1969. 

14) Modolell, J. and Davis, B.  D.: Proc.  Natl. Acad. 
    Sci.,  67: 1148, 1970. 

15) Luzzatto, L., Apirion, D. and  Schlessinger, 
 D.: J.  Mol.  Biol.,  42  : 315, 1969. 

 16)7  Konno, K., Oizumi, K., Kumano, N. and Oka, 
 S.: Amer. Rev. Resp. Dis.,  108: 101, 1973.




