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Viomycinresistant mutants were isolated from Mycobacterium smegniatig. Ribosomes were 

isolated and tested for drug resistance in subcellular systems containing poly (U) as messenger 

RNA. Resistance to viomycin in these strains was due to altered ribosomes. Further analysis 

showed that viomycin resistance was due to either altered 50 S or altered 30S subunits depending 

on the resistant strain (21). Viomycinresistant mutants with high level showed coresistance to 

streptomycin and kanamycin even though they were selected by viomycin only. On the contrary, 

streptomycin resistance with high level, selected by streptomycin only, did not show coresistance 

to viomycin (20).

Viomycin reduced the amounts of dihydrostreptomycin to ribosomes of M. smegrnatis and 

Escherichia coli, although they have different modes of action. The dihydrostreptomycin binding 

to ribosomes could be exchanged with streptomycin or dihydrostreptomycin, but not with unrelated 

antibiotics, kanamycin, neomycin, spectinomycin, capreomycin, tuberactinomycin-N, chloramphenicol 

and erythromycin. It was suggested that there is a significant interaction between the binding sites 

of viomycin and streptomycin on ribosomes (26).

From these evidence, biochemical basis of oneway cross resistance between streptomycin and 

viomycin was discussed.

1.　 は じ め に

平均寿命 の年次推移をみ ると,昭 和 の初期か ら急速に

のびてい る。感染症に よる死亡率 の激減がその主な原因

であることが統計的 データか ら うかがわれ る。あいつ ぐ

抗生物質 の発見,化 学療法 の進歩が,こ のよ うな医学の

勝利 を もた らした。

特 に結核症 での死亡者数 の減少 はこれ まで不治 の病 と

され ていただけ に特筆 に値す る。例 えば,統 計に よると,

1930年 には,人 口10万 人 当 り,結 核死亡者数は 日本で

185.3人,1940年209.6人 であつたが,1950年 には146.4

人 に減少 し,更 に1960年 に は34.2人 に減少 してい る。

1944年 にWaksmanに よ りス トレプ トマイ シソ(SM)が

発 見され,1952年 にはINHの 治療効果がわか り,有 効

な薬 剤が実用 化され て きた時期 を考え ると,成 程 と うな

ずけ る。 しか し,そ の後 これ らの薬剤 に対す る耐性菌が

急速にふえ,化 学 療法の前 に大 き く立 ちはだ か り,再 び

医療の前進 を妨げ ることとなつた。
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図 1 ス トレ プ トマ イ シ ン耐 性 の生 化 学 的 機 構 (Clowes 原 図 )
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a) リボソーム, messenger RNA, aminoacyl tRNAは 蛋白合成に必要なmain componentで あ る。 b)

もしSMが 存在すれば30Ssubunitに 結合 し蛋白合成を阻害するが,c)の よ うに,S12の 変異を受けた リボ

ソー ムには結合 しえない。d)し かしR因 子による耐性機構 は これ と異な り,SMがadenylylation,あ るいは

phosphorylationさ れ ることに より,リ ボ ソームに結合 しえな くな る。

図 2 結核菌における各薬剤間の交叉耐性

矢印の先の耐性菌に

(工藤原図)

この耐性菌の征服は,わ れ われ に残 され た次 の大 きな

課 題 となつてい る。 この課題 を解 決するために は,ま ず

耐性の獲 得が どの ような機構 で行 なわれ ているか を十分

に理解す ることが先決 であ り,そ れ をふ まえて理論的に

対 策をたて ることが確実 な道 であろ う。

事実,こ のために多 くの研究者 の努力が集中 され, 幾

多の優れ た業 績が報告 され て きた。 この方面 の研究業績

について,現 在 次の ように まとめるこ とが できる。

a) グラム陰 性桿菌 は主 として,R因 子 によ り薬剤耐

性を伝達す る。

b) ブ ドウ球 菌お よび連鎖球菌 はプ ラス ミッ ドに薬剤

耐性の遺伝子を持 つてい るが,R因 子 と異 な り,接 合に

よ り耐性を伝達す ることがで きない。 おそ らくbacterio-

phageに よ り他 の菌へ伝達 され るのであろ う。

c) 淋菌の薬 剤耐性は菌体 クロモ ソームの変異 とそ の

選択に よると考え られ てい る。

d) 結 核菌 の耐性獲 得は菌体 クロモ ソームの突然変異

とその選 択に よるものか,あ るい はR因 子 によるものか,

未だ不明であ るが,抗 酸菌 でのR因 子に関す る確実 な報

告は未だない。

菌体 クロモ ソームの変異 とそ の選択に よる薬剤耐性 の

機構 と,R因 子お よびプ ラス ミッ ドに起 因す る薬剤 の不

活 化の機構 を理解す るた めに,SM耐 性 の場合を例に と

り,図1に 示 した。 腸内細菌 におけ るR因 子に起因す る

SM不 活化に よる耐性 の機構は,山 田ら1)2)の研究結果

を資料 とした ものであ り,菌 体 ク ロモ ソームの変異に よ

る耐性機構 は,野 村 ら3)の研究成果 をもとに してい る。

この ような一般論 を念頭 においた上で,以 下本稿では

特 に抗酸菌に関す る薬剤耐性研究 の現状 に つ い て,著

者 および共同研究者に よる研究成果を中心に話をすすめ

てい きたい。抗結核剤 の うちで も,バ イオマ イシン(V

M),ツ ベ ラクチ ノマ イシン(TUM),ス トレプ トマイシ

ン(SM),カ ナ マイ シン(KM),カ プ レオマイシン(CP

M)等 蛋白合成阻害剤に話題の焦点を しぼ ることにする。

2. 結核菌におけ るVM,SM,CPMお よびKMの

交叉耐性の関係

結核菌の交 叉耐性についての報告 は複雑 を 極 め て い

る4)～19)。実験に用いた菌株お よび報告者に よ り,少 しず

つ異な るが,図2の よ うに まと め られ る。VM耐 性は

SM,KM,CPMに も同時に耐性にな るが,SM耐 性は

VM耐 性 とな らない。 これ は一 方交通 の交叉耐性 と して

知 られてい る。 この ような一 方交通 の交叉耐性 はどのよ

うな機構で起 こつてい るのか,誰 も明 らか にす ることが

で きず,た だ不思議な現 象 として扱われ てきた。

病原性の強い結核菌 は生菌 の取 り扱い に際 して感染 の

危険性が高いため,生 化学的研究 の発展 を妨げ てい る。

加熱死菌 を使用 しうるcell wall画 分,リ ピッ ド画分 を

材料に した研究は,免 疫,毒 素 研究 の領域 で 目ざま しい

進歩を とげたが,加 熱す ると失 活す るような酵素反応 の
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表1　 各種抗生物質のM.smegmatisに 対する最小阻止濃度

イタリックで示した数字は最小阻止濃度が親株の4倍 あるいはそれ以下であることを表し,太文字で示した数字は最小阻止濃度が親株の4倍 よりも高

いことを表す。

研究 は長い間放置 され てい る。著者 らは まず抗酸菌の基

本的 な薬剤耐性機構を明 らかにす るため,感 染の危 険性

のないMycobacterium smegmatisを 取 り上げ,薬 剤

耐性 の遺伝生化学的実験を行なつた。

3.　 VM耐 性の多様性20)

M.smegmatisか らVM耐 性株6株 お よびSM耐 性

3株 を分離 し,他 の薬 剤に対 す る感受性を調 べた。 おの

おのの最小阻止濃度を求め,表1に 示 した。N株 お よび

O株 はVMを 含む寒天培地の上でone-stepselection

に よつて得 られ た 耐 性 株 で あ る。VM高 度 耐性株 は

one-step selectionに よつ て分離 するこ とが で きない。

この事実 はVM高 度耐性は複数のmutationに よつ て

起 こることを示唆 してい る。 このNお よびO株 はVM

のみな らず,TUM,CPM,SM,KM等 に も低度 ではあ

るが,同 時 に耐性を示す ので,Pleiotropic drugresistance

であ ると考え られ る。multiple step selectionに よ り,

よ り高度なVM耐 性株,O-1,E,M,A株 が得 られた。

いずれ の株 もTUM,CPM,SMに 対 し耐性であ る。KM

にはA株 のみ感受性を示 し,他 の株 は耐性 で あ つ た。

VM耐 性株 のSM耐 性度をみ ると,E株 の場合は極 め

て低い同時耐性を示 すが,O-1,A,M株 では高い耐性度

を示 した。 このよ うにVMの みで選 択 した突然変異株

であ るに もかかわ らず,他 の薬剤 に も同時 に耐性 を示す

こと,し か もその耐性度 には多様 性が ある ことが興味 あ

る現 象 として,浮 き彫 りにされ てきた。一方,SMを 含

む寒天培地で選択 されたSM耐 性株(KS,K-1,K-2)に

はその ような現 象はみ られ ない。 図2に 示 した疫学的研

究結果 とよく一致す る。 この不思議 な現 象を理解す るた

めに,わ れわ れは菌 体の内部 に立 ち入 り,詳 細 に検討す

ることを始めた。

図 3 VM感 受性お よび耐性M.smegmatisの

無 細胞 系でのpolyphenylalanine合 成に

及ぼすVMの 影響

4. VM耐 性 は リボ ソー ム の 変 異 で 起 こ る21)

VMが 抗 酸 菌 の蛋 白合 成 を 優 先 的 に 阻 害 す る こ とは す

でに 知 られ てい る22)。 蛋 白合 成 は リボ ソー ムの上 で 行 な

わ れ るが,こ れ に は リボ ソー ム以 外 にmessenger RNA

(mRNA), transferRNA(tRNA),少 な く と も10種 の

non-ribosomalfactorお よび 酵 素 の 働 きを 必 要 とす る。

まずtRNAと ア ミノ酸 はaminoacyl tRNA synthetase

の働 きで 反 応 し,aminoacyl tRNAを 作 る。 こ れ は

Initiation Factor, Eiongation Factor, Translocation

 Factorの 働 きで,mRNA ribosomeの 複 合体 に特 異 的

に 配 列 し,peptideを 作 る。 出 来 上 が つ た蛋 白 はRelease

 Factorの 働 きで,リ ボ ソー ムか らreleaseさ れ る(図1)。
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表2　 リボ ソー ムにおけるVM耐 性 の局在

表3　 リボ ソーム ・サ ブユニ ッ トにお け るVM高

度耐性(A株)の 局在

この一連 の蛋 白合成 の過 程 で どのstepにVMが 作用

す るのであ ろ うか。 またVM耐 性株で はどのstepが

VMの 作用に抵抗す るよ うにな るのであろ うか。 この問

題を解明す るために以下の実験 を行なつた。

M. smegnatisな 培 養 し,対 数 期で集菌 し,超 音波処

理に よ りcell extractを 作 り,こ れ にpolyuridylic acid

 (polyU)をmRNAと して加え,polyphenylalanine

を合成す る系を作つた23)24)。この系にVMを 加 え ると

polyphenylalanineの 合成が 明瞭に阻害 され ることが図

3で わ かる。VMと リボ ソームのモル比が1:1の とき,

ほぼ完全 な阻害がみ られた。 これに対 しVM耐 性株で

は,VMに よる阻害 がみ られ ない。以上 の実験結果か ら

蛋 白合成系 の リボ ソームに耐性 の原因があ るのか,あ る

いは上 清画分に含 まれ る酵 素お よびFactorな どに原 因

があるのか,と い う疑 問が生'じて くる。

感受性菌 お よび耐性菌 のcell extractを 遠心沈殿 し,

リボ ソー ムとその上清 画分に分離 した。 おのおのの画分

をそれぞれ の菌株 の問で相互 に交換 し,ヘ テ ロの組 み合

わせ の系を作つた。 どのよ うな 組み 合わ せの系 がVM

に抵抗す るかを調べ ることに よ り,ど の画分 に耐性が局

在 す るか判明す るであろ う。表2に 実験結果 を示 したが,

耐性株 の リボソー ムを含 む系に のみVM耐 性が認 め ら

れた。すな わちVM耐 性菌 は リボ ソー ムの変 異 に よつ

てVMの 作用 を受け な くなつ てい るこ とが明 らかに な

表4　 リボ ソー ム ・サ ブユ ニ ッ トに おけ るVM中

等度耐性(E株)の 局在

表5　 細菌の リボ ソー ム阻 害剤

つ た 。 した が つ てVMは リボ ソー ムの 機能 を阻 害 す る

薬 剤 で あ る こ とが 示 唆 され る。

5. VM耐 性 は30Sリ ボ ソー ムの 変 異 で も50Sリ ボ

ソー ムの 変 異 で も起 こ る21)

リボ ソー ム は50Sのparticleと30Sのparticleか ら

構 成 され て い る。 これ らがassociateし,70Sの 蛋 白 合成

能 の あ る リボ ソー ムを 形 成 す る。 耐 性 株 で は そ の い ず れ

のsubunitが 変 異 してい る のか を 知 る た め に,お の お

の の株 か ら30Sと50Sのsubunitを 分 離 し,相 互 に
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交 換 してhybrid70Sribosomeな 作 り,ど の よ うな組

み 合 わ せ のhybrid ribosomeがVM耐 性 で あ る か な

cell-freesystemで 調 べ た 。 表3に 示 す よ うに,VM高

度 耐 性A株 で は5OSリ ボ ソ ー ム の 変 異 がVM耐 性 の

原 因 であ る こ とな 示 してい る。 しか しVM耐 性 度 の比

較 的 低 いE株 の 場 合 は 表4に 示 す よ うに,30Ssubunit

の変 異 が 耐 性 の原 因 と なつ てい る。

30Sリ ボ ソ ー ムは 高 濃 度 のCsClで 処 理 す る と5～7

コの蛋 白(split protein)と 不 完 全 なcore particleに 解 離

し,CsClな 除 去 す る と30Sリ ボ ソー ム が 再 構 成 され

る。 この 性質 な利 用 して,core particleとsplit proteins

な そ れ ぞ れVM感 受 性 株 お よび30Sに 耐 性 が 局 在 す る

VM耐 性 株 か ら分 画 し,お の お の の 間 で各 分 画 な相 互 に

交 換 し30Sリ ボ ソー ム な再 構 成 す る。 こ の よ う に して

得 た再 構 成30Sリ ボ ソー ム の薬 剤 耐性 度 な調 べ た 結 果,

core particle部 分 にVM耐 性 が 局 在 す る こ とが わ か つ

た25)。

以上 の よ うに 耐 性度 の 低 い 場 合 に は30Ssubunltの

変 異 に よ り,一 方 高度 耐 性 の場 合 に は50Ssuもunitの 変

異 に よつ て,VM耐 性 に な る とい うこ とは 異 例 の現 象 で

ある。表5に われわれが得た結果な総括 した。

従来,腸 内細菌 におけ るSM,KM,カ スガマイ シン,

スペクチ ノマイ シ ン等 のchromosomalな 耐性 は,30S

リボ ソームの変異 に起因す ることが知 られてお り,ま た

エ リス ロマイシ ン(macrolide),サ イオス トレプ トソに対

しては50Sの 変異 で耐性 となることが 知 られて い る。

VMの 場 合はそ のい ずれ の変異 で も耐性 とな るので,表

5のCに 記載 した。 この ような事実 はVM耐 性が複雑

な現 象である ことな示 唆 してい るが,ま た非常に興味深

い現 象である。

6. VM耐 性 リボ ソームは一方交通 の交 叉耐性 を示す

さてこのVM耐 性株 は培養 のレベルでTUM,CPM,

SM,KMに も耐性を示 し,そ の様相 は多様 であること

な前述 したが,リ ボソームの上で もこれが反 映 され てい

るであ ろ うか。 もし リボソームに一・方交通 の交 叉耐性が

反映 され てい るな らぼ,わ れわれは今後 この リボ ソー ム

な更に深 く解析す ることに よ り,一 方交通 の交 叉耐性の

機構を解 明す ることがで きよ う。表6に 実験 結果の一部

汐示 した。VM耐 性度 の比較的低いM株 では30Ssubunit

表6 VM耐 性30Sリ ボ ソームの他 の薬剤 に対す る感受性
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表7　 ジ ヒ ドコス トレ プ トマ イ シ ン と30Sリ ボ ソー ム の結 合 に 及 ぼ すVMの 影 響

図 4 M.smegmatisの 薬剤 耐性に関する遺伝

子地 図 と リボ ソー ムの関係

にVM耐 性が局在 するが,同 時 にTUM,CPM,SM,KM

に も耐性 となつてお り,培 地 上での薬剤 耐性の関係 は十

分に リボ ソー ムに反 映 されてい る。E株 に お い て は,

TUM,CPM,KMに 同時に耐性になつてい るが,培 地 の

レベルでみ られたSMに 対 す る極 めて低い耐 性は この系

では検出で きなかつた。

一方
,SM耐 性菌 な高 濃度SMな 含 む プレー ト上 で

分離 しテス トす ると,培 養の レベルで も,リ ボ ソー ムの

レベルで も,SMの みに耐性な示 し他の薬 剤には耐性な

示 さない。 この よ うに一方交通 の交 叉耐性は リボ ソー ム

のレベルで実証 された。

7.　 リボ ソームの上でvMの 結合サイ トとSMの 結

合サイ トの間にはinteractionが あ る26)

一方交通 の交叉耐性は なぜ起 こるか。その機構な うか

がい知 るた めの資料にな る一つの興味深い現象があ る。

[3H]で ラベル したジ ヒ ドロス トレプ トマイ シ ンな リ

ボ ソームに結合 させた後,過 剰 のVMな 加え,Millipome

 Filterで 濾過 し,フ ィル ター上に保持 された リボ ソー ム

なbufferで 十分に洗浄 した後,放 射能 な測 定 する と,

VMな 加えなかつたcontrolの リボ ソームに比べ て,ジ

ヒ ドロス トレプ トマイシンの結合量が少ない ことがわか

つた(表7)。 この事実 は リボ ソーム上 のVMの 結合サ

イ トとジ ヒ ドロス トレプ トマイシンの結合サ イ トはお互

いにinteractionが あ り,VMが リボ ソーム と結 合す る

ことに より,SMと リボ ソームの親和 力は減少す る こと

な示唆 してい る。

なおVMの 結合サ イ トと ジヒ ドロス トレ プ トマイ シ

ンの結合サ イ トは同 じ部位ではな く違 う部位であろ うと

考え ざるなえない データが遺伝子地図 と リボ ソームの研

究か ら得 られ てい る27)～29)。す なわ ちM.smegnatisの

クロモ ソームの上 でVM耐 性 のlocusが 二つあ る。一

つ は50Sリ ボ ソームの変 異な支配す る も の で,vicA

と呼ぼれ,も う一つ は30Sリ ボ ソー ムの変異な 支 配す

るもので,vicBと 名付 け られ ている。 これ に対 し,SM

耐性 の10cusは 全 く違 う場 所 に あ り,30Sリ ボ ソー ム

の変更 な支配 してい る(図4)。 このことはVM耐 性 も

SM耐 性 も リボ ソームのおのおの異 なるcomponentの

変異 に結びつ くものであ り,し たがつ て リボ ソー ム上の

結合 サイ トも異 なると考えた方が理論的であ ろ う。

8.　 なぜ一方交通の交 叉耐性が起 こるか

リボ ソーム上 におい て,VMの 結合 サイ トとSMの

結 合サイ トは互い にinteractionが あ ることは 前述 した

通 りであるが,実 はこのinteractionが 一方交通 の交 叉

耐性 の原 因となつ てい ることが,以 下に述べ る水 口,須

賀両博士 との共 同研究 の結果か らよ うや く明 らかになつ

て きた30)～ 3 3 ) 。

VM耐 性A株 はmulti-stepselectionで 分離 した株で

あ り,この ようなVM高 度耐性株 はmulti-step selection

に よつてのみ得 られ る。 したがつ て多数 のmutationが

高度耐性 の発現に必要であ ることが考え られ る。A株 と

雌 となるPM-5株(VM感 受性)の 間でconjugationな
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行 なわせ,低 度 お よび高度VM耐 性 のrecombinantな

分離 し,そ の性状 な調べ る と,高 度耐性 のrecombinant

は常 にSM耐 性な随伴 してい るが,低 度 耐性のrecom

-binantはSM耐 性は示 さない。SM耐 性が脱落 してい

る低度VM耐 性株にSM耐 性 な入 れ る と,VM高 度

耐性株に転換す る。

リボソームのレベルで この現象が起 こつてい ることが

次 の実験か らわか る。 す なわち50Sリ ボ ソームにあ る

低度VM耐 性はSM耐 性な もつ30Sリ ボ ソ ー ム と

associateす ることに よつて高度VM耐 性 となる。現在

進行 しつつある実 験 結果 はKM耐 性 も高度VM耐 性

の発現 に必要であ ることな示 している。

この ように,VM高 度 耐性獲 得の過程 で,SM,KMに

耐性にな るこ とが必要 であるこ とが理解 できるよ うにな

つて きた。一 方,高 度SM耐 性の獲 得にはVM耐 性 の

助け は全 く必要が ない と考 え られ る。

9.　 薬剤耐性菌 を感受性菌に転換 させ ることは可能で

あ る

第49回 日本結核病学会総会34)において,結 核病学の未

来についての特別講演で,山 村雄一先 生は薬 剤耐性菌 な

感受性菌に転換で きるだろ うか,と い う疑 問なわれ われ

に提 示 され ました。

リボ ソームの変異 は 多 様であ る。30Sリ ボ ソームは

21コ の リボ ソーム蛋 白 と16Sの1本 のRNAか らでき

てい る。50Sリ ボ ソームは34種 の蛋 白と23Sお よび5S

の1本 ずつ のRNAか らで きてい る。 この ように多数 の

componentは いずれ も突然変異 に よ り変 化 し うる。 リ

ボ ソームの構成成分 であ る蛋 白 またはRNAの 変 化は

種 々の薬剤 に対す る リボソーム全体 の反応性な変え,薬

剤耐性 の発現 とい う形な とることにな る。お の お の の

componentは 互 いに影 響 し合つ てい るの で,リ ボ ソー

ム全体 と しては変異 したcomponentに 対応す る形質 に

止 まることな く,複 雑多岐 にわ た る構成成分 の相互作用

に よつて多様な形質の発現 となつてあ らわれ る。

したがつて複数 の突然 変異 の組 み合わせ 如何によつ て

は,一 つの変異 の発現,例 えぼあ る特定 の薬剤 に対す る

耐 性が消 える可能 性 も十分 に考 え られ る。 この ような議

論 なお しすす めてい くと,理 論的 には,あ る薬剤 に対す

る耐性 の発現 な消す ために,他 のある特定 の薬剤 に耐性

に させ ることに よ りコン トロールす ることが可能 であ る。

このよ うな可能性な示唆す るもの として,次 の よ うな

実験事実が報告 され てい る。 すなわちApirionら35)は

50Sリ ボ ソームに変異 のあるエ リス ロマ イシ ン耐 性 大

腸菌は,30Sリ ボ ソームにSM,ス ペ クチ ノ マ イ シ ン

耐性な獲 得 させ ることに より,エ リス ロマイシン感受 性

に転換す る事 実な示 した。

10.　お わ り に

以上述べた よ うに,抗 酸菌 におけ る一方交通 の交叉耐

性の機構な,geneお よび リボ ソームの レベルで理解す

ることが可能な時代な迎 えた。 同時 に将来,一 般論 とし

て,薬 剤耐性 リボ ソームな人為的 に コン トロール して感

受 性に転換 で きる光 明な見出 しうる もの と確信 してよい

残 され た問題 は,患 者 由来結核菌 の薬剤耐性獲得 に,

どの程度 の頻度 で リボ ソームの変異が 関与 してい るか と

い うこ とであ り,ま たR因 子に よる伝達機構があ るのか

もしあれぼそ の耐 性度 と頻度 はどの程度か,と い うこと

であろ う。われわれが示 した遺伝子 および リボ ソームの

レベルでの一方交通 の交叉耐性 の現象 は疫学的 データと

一致す ることか ら
,結 核菌におい ては高頻度で クロモソ

ーマルの耐性が関与 してい ることは十分予測で きる
。い

ずれに しても,薬 剤耐性 とい う化学療法で最後に残 され

た問題な解決す るためには,基 礎的な研究成果な積 み重

ね ることが,遠 まわ りではあ るが確実な道 であ る。梅 沢

博士 らがR因 子に よる不活化機構 の基礎 的研究 か ら出発

して,deoxykanamycinな 作 り出 した ことな大 きな教訓

としなけれ ぼな らない。
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