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　　 Micreorganisms　which 　produce　antibiotics 　rnust 　be　protected　from 　the 　］ethal 　effects 　of

their　 own 　prGducts．　 The 　 present　paper　 reviews 　 several 　 of 　our 　 studies 　 concerning 　 self
−

resistance 　mechanisms 　ln　actinomycetes 　which 　produce　antibiotic 　inhibitors　of　protein　syn −

thcsis ：i）Establishment　of 　an 　in　L・ガtro　protein−synthesizing 　system 　in　Streptomlces．　 ii）Investiga ・

tion　of 　the　inhibitory　effect 　oftheir 　own 　antibiotics 　on 　in　vitro 　protein　sアnthesis ．　As　a　resuit ，
it　 was 　 shown 　 that　 though 　 the　 producers　 oF 　 streptomycin ，　 neomycin ，　 streptothricin ，
purom アcin 　 and 　blasticidin　S　aU 　possessed　dnユg−sensitive 　ribosomes ，　 the 　protein　 syntheses

could 　be　protected　from　the　act 三〇 n　of 　the　dn 肛gs　by　phosphorylation　or 　acetylation 　of 出 eir

own 　antibiotics ．　 ili）In　streptomycin （SM ）
−producingStreptom］‘es8riseus 　HUT6037 ，the 　pro・

posal 　of 　another 　SM −resistant 　mechanism 　in　addition 　to　the 　mechan ｝sm 　of 　inactivation　of

SM 　with 　SM 　6−phosphotransferase，　 Our 　study 　strongly 　suggested 　that 　 a　decrease　in　 cell

permeability　to　SM 　which 　develops　with 　cell　grow 山 plays 　a　role 　i員 the　self−protection，　 iv）
Puri且cation 　and 　properties　 of 　 the 　 antibiotic 　 inactivating　 enzymes （streptomycin 　6・

phosphα ransferase ，　 puromycin　 2
’L八Lacetyltransfcrase 　and 　b｝asticidin 　S　 acetyltransferasc ）

which 　p】a アan 　important　role 　in　self−protection　of　the 　producers ，　 v ）α oning 　of 　two 　genes
coding 　for　the 　 streptomycin −phosphorylating　 enzyme5 　frQm　3，　griseus　 HUT6037 ．　 vi）
Analysis　of 　the　finding　that 　when 　protoplasts　of 　streptomycin ・sensitive ∫，8riseus　KSN 　were

regenerated 　to　the 　mycelium 　form，　SM −resistant 　colDnies 　appeared 　at　a　high　frequency．
The 　resistance 　mechanism 　of 　these 　regenerated 　cultures 　was 　di∬erent 　fromしhat　of 　ancestral

SM −producing　S　 griseus　HUT6037 ，　from　 which 亡he　parent ∫．　gri∬ u ∫ KSN 　 was 　derived．
While　 the　 resistance 　 to　 SM 　 of　 the 　 HUT6037 　 strain 　 was 　 due 　 mainly 　 to　 the　 SM −

phosphorylatingactivity 　ofSM 　6−phosphotransferase　preduced　in　the 　cells，　the 　SM −resistant
c 山 ures 　 regenerated 　 from　 protoplasts　 produced　 no 　 SM 　 6・phesphotransferasc　 but　 the

ribosomes 　changed 　and 　became 　resistant 　to　SM ．

　
一

般的に ，抗生物質 とは ，微 生 物に よ っ て 生 産 され ，

微生物や癌細胞を始 め とす る 細胞 の 増殖を 阻害す る物

質と定義 され る ．こ れ ま で 見い だ され た 抗生物質 は

5000 とも6000と も言 わ れ て い る が，それ ら の 大多数 は

土壌微生物の
一

群 で ある放線菌に よ っ て つ くられ る．

＊
連絡先 C 。 ・ ・e・p 。・di・g ・ uth 。・．

放線菌 は ，栄養菌糸 の ほ か ，気生菌糸や 胞 子 を 形成す

るな ど ， 形態的 に は カ ビ に 類似 して い る が ， 細胞壁 や

リ ボ ソ ーム の 特徴 な ど か ら細菌群 に 位置づ け られ て い

る．ま た，こ の 微生物 は ，抗 生 物質 以 外 に も，免 疫抑

制剤 な どの 生理 活性物質や有用 酵素の 生産菌と して工

業的 に も重要 な地位を 占め て い る，

　
一

方，分 子 生物 学 の 発展 は 抗生物質の 作 用機序 の 解
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明に 大 きな イ ン パ ク トを 与 え た ．そ の 成果 と して ，抗

生物質 に は DNA
，
　RNA

，
タ γ パ タ 質，細胞壁 な どの 合

成阻害 や 細胞膜透過障害，エ ネ ル ギー代謝阻害 とい っ

k 多様多種 な作 用 の あ る こ とが 分 か っ て きた．

　と こ ろで ， 感染症や癌など の 臨床治療 に 使わ れ る ，

よ り有効な新規抗生物質 の 探索 や 既存抗生物質 の 改

良，な らび に 生産性 の 向上 を 目的 と し た 菌株育種 は ，

企業 レ ベ ル で 精力的 に 行われ て きた．が ，「微生物 が

い か に 自己生産抗生物質 の 致死 的作用を受け る こ とな

く生 きな が ら え る の か 」 と い った 純 生 物 学 的 で 素 朴 な

疑問 を 解決す る た め の 研究は ，積極的 に は 行わ れ て い

なか っ た．

　本研究は ，放線菌 の 自己生産抗生物質に 対す る 生体

防御 の 機構 （こ れを 自己耐性機構 と呼 ぶ ）を体系的 に

明 らか に す る 目的で 行 っ た もの で あ る．

1． 1η 祕 r・ タ ン パ ク質合成系の 開発

　著者 の 所属 して い た 研究室 で は，当時 ス ト レ プ ト

マ イ シ ン の 生合成 の 研究を進 め て い た 関係か ら，まず，

本 抗 生 物質生 産菌 の 自己耐性機構 の 解明を 目的 と し た

研 究 か ら着手 した．

　ス ト レ プ ト マ イ シ ソ （Fig．1）は，細菌型 （70S　type ）

リ ボ ソ ーム の 30S サ プ ユ ニ
ッ トに 結合 し ，タ ン パ ク

し
一S宦「cptose

H
　

　

OH

0

NH ，
1　

齟

C＝NH
，

NH

OH

Streptidinc
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L
−
glucosamine

　　　 Fig ．1．　Stlucture 　of 　streptomycin ．

NHzIH

質合成 を 阻害す る ．本抗生物質 を 生産す る微生物の 自

己 耐性機構 を 明 らか に す る 第一
段階 と し て ，ス ト レ プ

ト マ イ シ ン 生産 菌 StrePtemJces　griseus　HUT6037 の in

viiTO タ ン パ ク 質合 成 系の 確立 を め ざ した ，一
般的な in

vitTO タ ソ パ ク 質合成系 の 調製法 と して は ，まず菌体を

破壊 し て 無細胞抽 出 液 を 調製後，150 ，0GO ×g，3h の 遠

心 に か け ， リ ボ ソ ーム を ペ レ
ッ ト と して 取得す る．遠

心 上清に つ い て は，遠心管の 上 か ら 3 分 の 1 の 上 清を

採取 し て S・150 画 分 とす る．リボ ソ ーム は ，lM 塩 化

Table 　 l．CompositiDn　of 　reaction 　mixture 　used 　in　in　vitro 　polyphcnγlalaninc　syn 匸hesis．

　 　 2．O

　 　 O．4

　 　 4．0

　 　 0．6

　 　 20．0

　 　 56，9

　 　 25．0

　 　 0．5

　 　 2

　 　 5

　 　 5each

　 O．1

　 　 0，1

　 170

　 　 4

　 　 M

　 　 M

　 　 M

　 　 M

　 mM

　 mM

　 mM

　 　 M

皿 9／mlmg

／mlmg

！ml

　 mM

　 mMA26

。
！m 】

mg ／ml

Tris／HC1 （pH 　7．8）
Mg −acetate

NH 与Cl2

−rnercaptoethanol

Sperrnidine

Adenosine　5
’−triphosphate （ATP ）

Guanosine　5
’−triphosphate （GTP ）

Phosphoenolpyruvatc （PEP ）

Pyruvate　kinase

t−R．NA 　from　E．‘o〜ゴMRE600

Polyuridylate

19L −amino 　acids 　 mixturc
＊

1℃ −L・phenylalanine（100　rCVpm ・1）
70S　 ribosomes

Sr150　fraction

H20

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　TOta1

　3．75 μ1

　 2、5

　 2．5

　 1．25

　 2．5

　 2

　 1

　 1

　 1

　 5

　 5

　 5

　5
　 56022

．5125

．0 μ

　
＊ 19L −amino 　acid 　miXture ；正！a】anine

，
レ valine ，　L −leucine，レ isoleucine，　L −proline，　L−

tryptophan ，　 glycine，　 L −methionine
，　 L−serine ，　 L−threonine ，　 L−cystcinc ，　 L，tyrosine，レ

asparagine ，　 L・glutamine，　 L −aspartic 　 acid ，　 L −glutamic　 acid ，　 L−1ysine，　 L −arginine ，　 L −
histidine．
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Fig．2．　Binding　 of ［
3Hldih

アdrostreptomyci鳳 to　 ribo −

　　 somal 　subunits 　from　S．　g アiseus．　 The 　dissociated　ribo −

　　 sQmal 　preparation　incubated　with 【
3H

］d止ydrostrep−

　　 tomycin 　was 　layered 　onto 　density 　gradients　of 　10−

　　30％ sucrose 　in　 a　buffer［10mM 　Tris1HCI （pH

　　7．65），30mM 　NH
忌
Cl，0．3mM 皿 agne8ium 　acetate

　　 and 　 6　mM 　 2−mercaptoethanol1 ，　 centrifuged 　 at

　　 70
，
000 × 8for　17h

，
　fbllowed　by　f辷actionation ．

ア ン モ ニ ウ ム で の 洗浄に よ っ て 精製 し，S−150 画分 と

組み 合わ せ て 用 い る．in　vitro タ ン パ ク質合成系 に 加 え

る基本的 な試薬を Table　1 に 示 し た ．

　 ま ず，従 来 真 正 細 菌 で 行 わ れ て き た 方 法
1）で ，S．

griseusの in　vitro タ ソ パ ク 質合成系 を 調製 した ．メ ッ セ

ソ ジ ャ
ーRNA と して ポ リ ウ リジ ル 酸 を用 い た と こ

ろ， コ ン ト ロ ール と して 用 い た 大腸菌 （E ∫chcrichia　coli

Ql　3）で は ，確 か に ，ポ リ 7 エ
ニ ル ア ラ ニ ソ 合 成 が 認

め られ たが，放線菌 で は ，そ の ポ リペ プ チ ドは ほ とん

ど合成 され な か っ た．こ の こ とは ，放線菌 の 場 合，大

腸 菌 と 同 じ方法 で は 活性 を 持 つ in　 vitro タ ソ パ ク 質合

成系は 得 られ な い こ とを示 して い る ．事実，それまで

は ，ス トレ プ ト マ イ シ ン 生産菌の 無細胞抽出液中 に は

タ ソ パ ク 質合成 を 阻害す る 因 子 が存在す る と して ，in

vitre タ ン パ ク 質合成系 の 確立 は 困 難 で あ る と され て き

た ．2）著者は ，放線菌 が一
般的 に プ ロ テ ア ーゼ 活性 の

高 い こ とか ら，彼 らの 指摘した タ ン パ ク 質合 成 の 阻害

因 子 は プ P テ ア
ー

ゼ で あ ろ う と 考 え ，S．　grisetts
HUT6037 の 無細胞抽出液を 調製する に あ た っ て ，プ

卩 テ ア
ー

ゼ 阻害剤 の 添 加 を検討 した ．S）表在性 の プ ロ

テ ア
ーゼ の 存在 を 考慮 に 入 れ て，S．　griseusの 菌体 を
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Fig ．3． 　Effect　ofconcentratien　ofprotease　inhib 藍tors 　 o

　　in　vitTo　po］yphenylalanine 　synthesis， 　The　concentra
　　tion 　of 　protease 　inhibitors【 PMSF （3．45 　 mM）， 　

M

| 　　Titriplex （ 5 　mM ）andDFP（0 ， 2mM）］contained　i

@a 　　buffer 【10 　rnM　Tris ／HCI（pH　7．65 ） ， 30mM 　N

蹐 l 　 　 10 皿M　 magnesium 　acetate ，6mM 　2 − mer

p − 　 　toethanol ，3． 45 　mM 　
PMSF ， 5mM 　 Mg−Titri

ex 　　and 　 O ．2mM 　DFP ］was 　 de 丘ned 　as　

D0 ． 1MKC1 で 洗浄 後 ，石英 砂 を 加えて その 菌

を 破砕 し た．5mM
　
EDTAK2Mg 　 salt （Mg − Titriplcx ）， 3

45　mMphenylmethylsulfonyl 　fluoride （ PMSF ） お

び0．2mMdiisopropy1Huorophosphate （ DEP ） と

っ た 3 種 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤 を 含 む緩 衝液［10mM

Tris！HC1 （pH 　 7 ． 65 ）， 10mM 　 magnesium 　acctate

30 　 mM　 am 一 皿。nium ¢hl。ride 　and 　6 　mM　2− mercapto

hanol 】を用 い て 無細 胞 抽
出液 を得 たのち，リボ

ー ム 及 び S − 150 画 分 を 調 製 し た． マ グネシ ウ

イ オ ンの濃 度 を 10mM から 0 ． 3mM
｝こ下 げ ると，リ

ソ ー ム は 30S と 50S の 両 サ ブ ユニ ット に 解 離

る ．こ う して解 離させたリボ ソームと［3H］ dihydrostreptom

in （3HDSM ） の結合親 和 性 を 調べ た

結
果 ，Fig

2 に 示 す よ う に， 3HDSM は 本 菌 の リ ボ ソ ー ム

30S サ ブ ユ＝ット に 結 合 す るこ と が
解った ． S ） この

果 は ，ス ト レブ ト ’・T イシン生産 菌の リボソー

が 自 己 生産 抗生物質 に 対し

感
受

性 を 示 す こと を 意 味 し てい る ． 　 一 方 ，

ロ テアーゼ 活 性を阻
害するため

に用 い た そ の 阻 害剤が ， in 　

tre 　 S ン パ ク 質 合成 の阻害剤として作 用す る こ とを

いだ し飯 Fig ． 3 ） ，阻害剤を用い て 調製 し た リボ

ームお
よ
び S − 150 画 分 から ，8 時間 の 透 析 N 工 工 一
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操作に よ り，ブ ・ テ ア
ー

ゼ 阻害剤を除 い た ．こ の よ う

に して ，大 腸菌の 系に 匹敵す る ほ ど の 高 活性 を 持つ in

vitro タ ソ パ ク質合成系を放線菌 に お い て 確立す る こ と

に 成功 した ．

IL　 ス トレプ トマ イ シ ン 生産菌の 自己耐性機構

　 こ の よ うに して 開発 され た fη 癬 ro タ ソ パ ク 質 合 成

系を用 い て ，ス ト レ プ ト マ イ シ ン 生産 菌 S．　griseus

HUT6037 に お け る ス ト レ ブ ト マ イ ツ ソ の 影響を調べ

た ．そ の 結 果，100 μg！ml の 抗 生 物質存在 下 で は ，確

か に タ ソ パ ク 質合成 が阻害 され た が ，阻 害 の 程 度は ，

対数増殖期 の 細 胞 か ら調製 され た 加 訛 ro タ ン パ ク 質

合成系 に お い て 高 く，定常期 の それ に お い て 低 くな る

傾向 を示 した ．

　ス ト レ プ ト マ イ シ ン は ，Fig．1 に 示す よ うに ，
ス ト

レ プ チ ジ ン
，

ス ト レ プ ト
ース お よび N 一メ チ ル ・L・グ ル

コ サ ミ ソ と い う 3 つ の 糖 よ り構成 され る 抗生物質 で あ

り，すべ て の 糖部分は D一グ ル コ ース を 出発物質と し

て 生合成 され る．5）そ の 生合成 に お い て は ，fi
−12）　pm酸化

され た ス ト レ プ トチ ジ ン （strePtidine 　6−phosphate）に ジ

ヒ ドロ ス ト レ プ ト
ース が 結合 し た 後，Ar一メ チ ル ・L・グ

ル コサ ミ ン が カ ッ プ リ ソ グ して ジ ヒ ド ロ ス トレ プ ト マ

イ シ ン 6燐 酸 が 生 成 され る （Fig．4），こ の 物質 は そ の

後細胞膜付近で 酸化 され て 13）燐酸化ス ト レ プ ト マ イ

シ ソ （Streptomycin　6・phosphate ）とな り，そ れ が細 胞

膜 を 通 過す る 際，OsmOtic処 理 に よ っ て 容 易 に 細 胞 外

に 放 出 さ れ る ペ リ プ ラ ズ ミ ッ ク な Streptomycin　6−

phosphataseH｝ （ア ル カ リ性 フ
ォ ス フ

ァ タ
ー一

ぜの
一

種）

の 作用 を 受 け て 脱燐酸化 され ，活性 型 ス ト レ プ トマ イ

シ ソ と して 細 胞 外 に 分泌 され る。

　と こ ろ で ，S、　griseus　HUT6037 の 無細胞抽 出液中 に

は，ATP 共存下 で ス ト レ プ ト マ イ シ ソ を燐酸化す る

酵素の 存在す る こ とが ，当研究室 の 研究成果 と して ，

すで に 明らか に され て い た ．こ の 酵素 は，ス ト レ プ ト

マ イ シ γ 分子 の ス ト レ プ チ ジ ソ 部 C −6 位 の OH 基 の

燐酸化 を 触媒 す る こ と か ら，ス ト レ プ トマ イ シ ン 6・

燐酸化酵素 （Streptornycin　6
−
phosphotTansferase ＞と命名

された ．著者は ，本 菌 の S−150 画 分 中 の Streptomycin

myO −lnOSIto 且
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Fig・5．　 Inhibition　of 　pQlyphenyialan三ne 　synthesis 　by

　　 streptomycin 　in ピπ し
1蜘 sγstems 　 prepared　 from　 a

　　 streptomycin 　producer 　and 　non −
producing 　mutant ．

　　1，S．　griseus　HUT6037 ；2，∫，　griseus　KSN ．

6−phosphotransferase活性 を 測定 し ，こ の 比活性 が 発

育 の 対数増殖期 よ り定常期 に お い て 高 い こ とを 確認 し

た．’）こ の 結果 は，ス ト レ プ トマ イ シ ソ 生産菌の 定常

期 の 細胞 か ら調製 され た in・vitre タ ン パ ク 質合 成 系 の

ス ト レ プ トマ イ シ ソ に よ る 阻害の 程 度が 対数期 の そ れ

に 比べ 低 い の は ，菌 の 発育 と共 に 高 ま る 本酵素活性と

関係が ある の で は ない か と考察 した ．そ うな ら ぽ，本

酵 素活性 を 有 しな い 変異株 を 育種すれ ば，こ の 株 は ス

ト レ プ ト マ イ シ ン に 対 して 高い 感受性 を 示 す に 違 い な

い ．そ こ で ，S．　griseus　HUT6037 を親株 と して，ス ト

捕
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Fig、7．　Release　 of 　r量bosome −bound ［
3H

】dihydrostrep−

　　 tomycin 　by　phosphorylation．1，co 凱 rQ1 ；2，ATP ；3，
　　S−150 ；4 ，ATP 　plus　S一コ50．

レ ブ ト マ イ シ ン 燐酸化酵素活性 を 有 し な い 変異株 の 取

得を試 み た ．そ の 成果 と して ， 紫外線照射 に よ り， S、

griseus　KSN と命名 し た 変異 株 の 取得に 成 功 した ．本

変異 株 は 燐酸化酵素活性 を有しな い ば か りか ，ス ト レ

プ トマ イ シ ソ も ま っ た く産生 し な か っ た ．ま た ，S．

griseus　HUT6037 が 200 μgfml の ス ト レ プ ト マ イ シ ン

を 含む寒天培地 で 発育 で きる の に 対し，S．　griseus　KSN

は 20 μg／ml の ス ト レ プ ト マ イ シ ン 存在 下 で 完 全 に 生

育が 阻害 され ，明 らか tc本抗生物質 に 対 して 非常 に 高

い 感受 性 を 示 した ，そ こ で ，本 変異株 の in　vitro タ ソ

パ ク 質合 成に 及 ぼす ス ト レ ブ ト マ イ シ γ の 影響 を親株

の それ と 比較 し た ．Fig．5 に 示 す よ うに ，親株 で は ，

3 μg！m ］の 濃度 の ス ト レ プ トマ イ シ ン に 対 して 耐性 を

示 した が，S、8加 撚 KSN で は わず か 0．5 μg！ml の 低濃

度 で 完全 に 阻害 され た ．こ の in　vitr・ タ ン パ ク 質合成

の 反 応液中に は ，Table　1 に 示 す ご と く，
＝ ネ ル ギ ー

源 と し て 加 え た ATP が存在す る の で，　 S−150 画 分 中

の 燐酸化酵素 と ATP の 共存下 で ス ト レ プ トマ イ シ ン

が 燐酸化 され る と考 え ら れ た ，も し そ う な ら ば ，燐酸

化 ス ト レ プ ト マ イ シ ソ は タ ソ パ ク質合成 を 阻害 しな い

に 違 い な い ．こ の 仮説 を 証 明 す る た め に ，ス ト レ プ ト

マ イ シ ン 6一燐酸 の in　vitro タ ン パ ク 質合成 へ の 影響 を

測 定 した ．期待 した よ うに ， 酵素的に 合成 した 燐酸化

ス ト レ プ ト マ イ シ ソ は タ ン パ ク 質合成を阻害 せ ず，IS）

リボ ソ ーム へ の 結合 も認 め られ なか っ た 双 Fig．6）．さ

らに ， 著者 は ， S，　gri∫eus 　HUT6037 の リ ボ ソ
ー

ム に 結

合 させ た 3HDSM が ATP 存在下 で S−150 画分を添加
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す る と， リボ ソ ーム か ら効率 よ く遊離 され る こ とを 見

い だ し （Fig．7），ス ト レ プ トマ イ シ ン 6・燐酸化酵素 が，

生産菌 の 自己 耐性 の 因子 の ひ とつ で あ る こ と を 明 らか

に した ．4）

Table　 2．　 Characteristics　of 　strains 　used ，

HUT6037 E1−1

III． ス トレプ トマ イ シ ン の 細胞膜透過 と 自己耐性

　所定時間液体培養 した S．griseus　HUT6037 の 菌体を

O．5％ NaCl で 洗浄後，こ の 菌体を O．5％ NaC 】に 再懸

濁し，300 μg〆ml の ス ト レ プ トマ イ シ ン を 添 加 した と

こ ろ ，添 加 し た 抗生物質 の 減少 量 に 見合 うだ け，ス ト

レ プ トマ イ シ ン 6一燐酸 が 培地中 に 蓄積す る 現象を見

い だ した ．】E）そ の 際，蓄積量は 定常期 の 菌体 よ り対数

増殖期 の 菌体 に お い て か な 幅 か っ た （Fig，8）．こ の

こ とは ，外か ら添加 され た ス ト レ プ トマ イ シ ン は，細

胞 内に 取 り込 まれ る可 能性 の あ る こ とを示す と と も

に ，細胞内に 取 り込 まれ た 抗生物質は 燐酸化 され，ス

ト レ プ トマ イ シ ン の 燐 酸 エ ス テ ル と して 細胞外 に 排 出

され る こ と を示唆して い る．そ こ で ，3HDSM
を 用い

SM 　resistance （μ9〆m 】）

SM 　production （μg／m1 ）

Speci且c　activity 　Qf

SM 　6−phosphotransferase

　 85120

−150

0．61（18h ）

0．91 （48h ）

　 45

　 200

．24 （18h ）

1．09 （48h ）

　Streptom
γcin （SM ）produc こion　is　expressed 　as　the　con −

centration 　accumulated 　in　tbe 　culture 　grown　for　120　h．
Speci丘c　act 三vity 　of 　the 　cnzyme 　is　expressed 　as μ mo 】of

SM 　6−phosphate　produced 丘 om 　SM 　in　l　h　by　l　mg 　pro −
・ei ・ ・Th … ll−f・e… t… t・ p ・ep … dfr・ m ・d1・ 9r・ 糊 at

gi・ ・ n
　
tim ・・ （18 ・・ d　48　h）w ・・ e　cent 曲 9・ d ・ ・ 30，000 ・ 9

for　30min 　and 　the τesulting 　supernatant 　Huids　were 　used

as 　 cnzvme 　fraCtions．

て 細胞 内へ の ス ト レ プ トマ イ シ ン の 透過量 を 測定して

み た ．そ の 結果 ，対数期 の 菌体は 定 常期 の そ れに 比 べ

て 高 く， 菌 が 発育す る に した が っ て 減少 し て い っ た ．
こ の よ うな，抗生 物 質生 産期 に か け て 起 こ る抗生物質
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の 細胞 内取 り込み の 減少も，ス ト レ プ ト マ イ シ ン 生 産

菌 の 自己 耐 性 に 関与 し て い る の か も知 れ な い と考 え

た ．著者 は ，S，　griseus　HUT6037 を親株 と して ，ス ト

レ プ ト V イ シ ン に 対す る 耐性 が 親株 よ りは 低 い が，S．

griseus　KSN よ りは 高 い 変 異 株 S、　griseus　E1 −1 を 取得 し

た ．の KSN 株 は ス ト レ プ トマ イ シ ソ 非生産性 で ， か つ
，

ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 燐酸化酵素活性 を 有 しな か っ た が，

E1 −1 株は ，親株 に 比 べ 自己 耐性 が 低 い に も か か わ ら

ず ，ほ ぼ 親株 と同 程 度 の 燐 酸化酵素活性 を 示 し た

（Table　2）． こ の 変 異 株 の 取 得 に よ り ，S、　griscus
HUT6037 の 自己 耐性 は ス ト レ プ ト マ イ シ ン 燐酸化酵

素以外 に ，別 の 因子 も存在す る可能性 を 示 した ，そ こ

で ，親株 と E1 −1株 に お け る耐性度 の 差 を 明 らか に す

るた め ，両株で
SHDSM

の 細胞内透過性 を 調査 して み

た ．Fig．9 ｝こ 示す よ うに ，親株 ε，　griseus　HUT6037 で

は ，菌 の 発育 と共 に 抗生物質 の 細 胞内透過性が 減少 し

て い く の に 対 し ，E1・1 株 で は 定 常 期 に 至 っ て も

3HDSM
の 透 過 性 の 減少 は あ ま り認 め られ な か っ た ．

次 に ，抗生物質 の 細胞 内透過 に お け る Km と Vmax 値

を両株 で 測定 した ．そ の 結果，HUT6037 と E1 −1 株

に よ る ス ト レ プ ト マ イ シ ン 透過 の Km 値 は 発育 の 対数

期 と 定 常 期 で ，そ れ ぞ れ ，平均 0，47mM と 0、70　mM

で あ っ た ．こ れ らの 値 は 両 株 で ほ ぼ 同 じで ，発育 に と

もな うKm の 変化 も認 め られ な か っ た．一
方，親株に

お け る V ＿ 値 は 菌 の 発育 と共 に 減 少 した が ，E1 −1 株

で は ，増殖中ず っ と親株 の V ＿ 値 よ り高い 値を 示 し

た （Table　3）．結局，親株 で は ，ス ト レ プ ト マ イ シ ン

の 生産が 増加す る定常期 に は 細 胞 内 へ の 抗 生 物質 の 流

入 を抑制す る 機構 が 働 くが，El −1 で は ，そ の 抑制 が

起 こ らず，高濃度 の ス ト レ プ ト マ イ シ ソ が細胞内に 流

入 して し ま う．こ の よ うな，菌 の 生育 と と もに 発 達 す

る ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 取 り込 み の 減少（あ る い は 抑制）

も ス トレ プ ト マ イ シ ン 生産菌の 自己耐性 ｝こ
一

つ の 役割

を演 じて い る と考 え て い る ．

　著者は ，ス ト レ プ トマ イ シ ソ 生産菌が ，発 育 の 盛 ん

な時期 に 多量の ス ト レ プ トマ イ シ ソ を細胞内に 取 り込

005

OD1

（
呂

宅
コ

廿

雪
と）

　

　

　

　
霜
日

30
』

O

A

0 20

500

100

B

40 　　　 　　　　　 　0　 　　　　　 　 20

　　Cultivation 　time 　（h ）

40

　 　 裾

（

　  5M
　　1コ

5　 、o

　象 ミ

認 5　 　　 　 5

量宴
『L 　E
　　 巳　　）

　　　　 0 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　0　　　　　 亠　　　　　 4　　　　　　　　　　　 0　　　　　2　　　　　 4

　　　　　　　　　　　　　　　　　1ncubation 　titne 　（皿 in）

Fig．9．　 Time 　courses 　 of　growth　of 　S．8n
’
seus 　HUT6037 （A）and 　S．　g厂iseus　E1−1 （B），　 and 　uptake 　 of

　　［
3H

】Clihydrostreptomycin（［
3H

】DSM ）by　these 　cells，　 The　symbols （○ ，
ロ

，
and △ ＝・

　expenential 　phase；

　　● and ▲ 署 statiQnary 　phase （in　the　curves 　fbr　antibiotic 　uptalce 　correspond 　with 　the 　symbols 　shown 　in

　　the　growth　curves 、

　　
＊ Dry　cell　weight ．
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Table　3．　 Uptake 　of ［
sH

］DSM ．

Strain 　 Growth
（K ］ett 　units ）

K
，，1

（mM ）
Vma．

＊

HUT6037

El ・1

2503504803353754700．4SO

．540

、420

．730

，710

，67

15．010

．G6

，333

．025

．012

．O

　
＊ Vm 。x 　value 　 is　cxpressed 　 as 　 cpm 　x　10

−3
ドH ］DSM

talcen　up 　by　each 　s亡rain 　in　l　min 　in　l　mg 　drアcell　wcight ．

む こ とに 興味 を抱い た ．そ こ で ，輸送 の メ カ ； ズ ム を

知 る た め に ，抗 生 物質 の 膜透過性 が，電 子 伝達系の 阻

害 剤 や 酸化的燐酸化 の 阻害剤 さ らに SH 基阻害剤など

を 加え る こ とに よ っ て い か な る影響を受け るか 調 べ て

み た．そ の 結果 ，ス ト レ プ ト マ イ シ ン 生 産菌 に よ る

sHDSM の 細 胞内透過 は KCN
，
　NaNs ，2，4−dinitrophenel

に よ っ て 強 く阻 害 さ れ た ．また ，モ ノ ヨ ード酢酸 や ク

卩 ラ ム フ ェ
ニ コ ール に よ っ て も明 らか に 阻害を受けた

が，後者 に よる 阻害 は 50％程 度で あ っ た ．こ れ らの 結

果 は ，
ス ト レ プ ト マ イ シ ソ の 細胞膜 透過 が ACtive

transport に よ る もの である こ とを示唆 して い る ．こ

の 仮 説 を 明 ら か に す る た め ， ま ず ，S．　griseus
HUT6037 の 対数増殖期 の 菌体 F＝ 　 3HDSM を加 え ，

28 °C で 5　min 　incubateし て抗生物質を取 り込 ま せ た

の ち，プ 卩 トプ ラ ス トを調 製 した．抗生物質を取 り込

ん だ プ 卩 トプ ラ ス ト の OsmOtie　lysis後 に 得 られ た 細

胞質 の ト リチ ウ ム 放射能 は 細胞外 の そ れ と 比 ぺ て 2，6

倍高か っ た こ とか ら，ス ト レ プ トマ イ シ ン は
一

時 期 細

胞内に 濃縮 され た形 で 存 在 す る こ とが わ か る．著者は ，

さ らに ，ス ト レ ブ トマ イ シ ソ 生産菌 に よ る本抗生物質

の 細胞内透過 が ポ リア ミ ン の
一

種 ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ

て 阻害され る こ とを確認 した．対 数増殖期 と定常期の

細 胞 を 用 い た 際 の ス ペ ル ミ ジ ン に よ る ス ト レ プ ト マ イ

シ ン 取 り込 み の 阻 害は 拮抗的 で あ り （Fig ．10），そ の

一2
’
　 　 −1o1 　　 　 2　　　 3

　 　 　 　 　 　 −l
　 l／［S 】 ｛rnM　 　 　 　 　 　 　 》

一2　 　 −1 o1 　　 　 2　 　　 3
　 　 　 　 　 　 鬯1
　 1／【S 】 ｛mM　 　 　 　 　 　 　 ）

　
一2 −10123 　 閘2 −1 012 3

　　　　　　　　　　　　1／ ［・】 〔mM
−1

）　 　 　 　 　 　 　 ・／【・ 1 く刪
一・

｝

Fig
　

lO・ Li・・w ・av ・r −B ・ ・k　recip ・ ・蜘 1・… f・h・ i・ i・ial・ ・1。 ・i・y ・f・h・ up ・・k・ ・f［・H 】DSM 　i・ 出 ・ p ，。，，n 、e

　　（° ）。・ ab ・e… （° ）。f ・perm 三di・ … ihyd・。 ・hl・ ・id・ （0．45　mM ）．　 A −1，・・p ・n ・n ・ial−ph ・・e ・e11・ ・f

　　HUT6037 ・t・ai・；A −2・・… i。・ ary ・ph ・ ・e ・ell・ ・f　HUT6037 ・t・ ・i・ ；B−1，・xp 。・ … ial−ph… cdl 、 。 f　E1 −1
　　strain ；B −2，　 stationary −phase　cells 　of 　E1一ユs匸rain ．

　　
’

vi ・ e・p・esscd 　i・ ・pm 　x （mi ・ ）
』1x

（mg 　d ・y ・ ell　w ・ight）
−1．
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Fig，ユ1．　Uptake 　of ［
’℃ 】sperrnidine 　by　S：　griseas　HUT6037 （A ）and 　S．　griseus　E　1−1（B）at　different　stages 　of

　　growth、　 0 ，exponential −phase； ●，statlonary −phase．

Kl値は 対数期 で 0．45　mM ，定常期 で 0，39mM で あ っ

た ．ま た ， 親株 （S．　gn
’
seus 　HUT6037 ）に お け る ス ペ ル

ミ ジ ソ の 細胞 内取 り込 み は 菌 の 発育 と と もに 減少す る

が ，E1−1 株 で は ，発育 の 定常 期 に 至 っ て もそ の 取 り

込み の 低下 は ほ とん ど認め られなか っ た （Fig．11）．こ

の 細胞 age と ス ペ ル ミ ジ ソ の 取 り込み との 関係 は ，両

株 と も，ス ト レ プ ト マ イ シ ソ の 取 り込 み の 場合 と一
致

す る ．し た が っ て ，ス ト レ プ ト マ イ シ ソ は ス ペ ル ミ ジ

ン の 輸送系 に 載 っ て 細胞内に 透過す る もの と考 え られ

る．

　 以 上 の 結果 を も と に し て ，ス ト レ プ トマ イ シ ン 生産

菌 の 自己 耐性 メ カ ニ ズ ム を考え て み る （Fig．12）．ス ト

レ プ ト マ イ シ ン の 燐酸化物 と して 細胞 内 で 生 合成 され

た抗生物質は 口 細胞外に 分泌 さ れ る 際，Streptomycin

6−ph 。 sphatase の 作用 で 脱燐酸化 され 活性型 ス ト レ プ

ト
ー
t イ シ ソ と して 培 地 中 に 蓄 積 され る．蓄 積 され た ス

ト レ プ ト マ イ シ ン は ，ポ リ ア ミ ン の 輸送系に 載 っ て 細

胞内に 取 り込 ま れ て し ま うが ， 細胞 内 に 存 在す る

Streptomycin　6・phosphotransferase に よ り燐酸化 され ，

再 び ，細胞外 へ 排 拙され る とい う運命 を た ど る ．た と

え，ス ト レ プ トマイ シ ソ が リボ ソ
ー

ム に 結合 した とし

て も，燐酸化酵素 の 働 きに よ り，抗生物質は ，その 燐

酸 エ ス テ ル と して リボ ソ ーム か ら遊離 され る ．さ らに ，

抗生物質生産 の 盛 ん な定 常期 の 細胞 で は ，ポ リ ア ミ ン

の 輸送系の 活性 も低下す る た め，それ に 連動す るか の

よ う に ス ト レ プ トマ イ シ ソ の 細 胞 内透過 も減少 す る結

Ribosome

50S
4 ・・ 6−… sp ・一 ・・e

■，
5 ：調 ． ・，：純．■響　　 　m ・RNA

●

Inskle

30S
．

　 　 ATP

　　 ADP 拶

●

  飃
　　今6SM　6やh。叩 h・t・

Cytoplasrrlic　membrane

phosphatase ｝ Periplasm 4 − SM 　6−Phosp

Cell　wall

Ou 蝕 de
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　● 　 　 　 　 　● 　 　 　 　 　 ●

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 SM

Fig．12，　 Model 　of 　self−protection　by　streptomycin 　6−phosphDtransferase，

　　6−phosphate．
● ，streptomycin （SM ）；Y，

　SM
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果，細胞内 の ス ト レ プ トマ イ シ ン 濃度を低下 させ る の

に 役立 っ て い る．18｝

IV ． 各種タ ン パ ク質合成阻害剤生産菌の

　　　　　　 自己耐性因子

　88 プガ蜘 5 に お い て 確立 しt：　in　 vitro タ ン パ ク 質合成系

を用い て ，
ス ト レ ブ トマ イ シ ソ 以外の タ ソ パ ク 質合成

阻害抗生物質生産菌の 自己 耐性機構を明らか に す る こ

とを試 み た ．そ の 際，生産す る 抗生物質 の 化学構造 上

の 差異 に よ り，自己耐性機構 が 異な る か 否か 調査 した

か っ た，以下 に その 成果を示す．

L 　 リボ ソ
ーム の 感受性

　 ネ オ マ イ シ ン は，ス ト レ ブ トマ イ シ ン と 同様 ， 水溶

性 基 性 抗 生物質に 分類 さ れ る ．本抗生物質は 別名 フ ラ

ジ オ マ イ シ ソ と も呼 ば れ ，StrePtomJcesfradieに よ っ て

作 られ る こ とが 知 られ て い る ．著者は ，S．　fradfas
HUT6096 の fπ 謡 rσ タ ン パ ク 質合成 系 を調製 しネ オ マ

イ シ ソ の 影響 を調 べ た ．、9）こ の 結 果 ，100pg ／ml の ネ オ

マ イ シ ソ を添加す る こ とに よ っ て ，タ ソ パ ク 質合成 が

阻害され た こ とか ら，本菌の リボ ソ
ーム は ス ト レ プ ト

マ イ シ ン 生産菌 と 同 様感受性 を示 す こ とを 明 らか に し

3
（
マ
oHx

巳
u

）

2
℃
Φ

日
掬

o
旧
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三

菷
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応

瓢
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且
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Fig ．13．　 Inhibitory　 cffcct 　 Qf 　 streptomycin 　 on 　 poly−

　　phenyla】anine 　synthesis 　by　the　in　vitro　protein
・syn 幽

　　 thesizing 　system ．　 Symbols ； ●
，
control ； O ，s亡rep −

　　 tQmycin 　 E （0，8mM ）； ▲，　 acctyl 　 CoA ； △ ，　 Strep ・

　　tothricin　E　plus　acetyl　CQA ．

た ．ネ ォ マ イ シ ソ 生産菌は ，自己 生産抗生 物質を 燐 酸

化 お よ び ア セ チ ル 化す る 酵素 を 保有 して お り，こ れ ら

の 酵素が 自己耐性 に 寄与 し て い る こ とは そ の 後の 他の

グ ル ープの 研究 で 明 らか に され た．20）

　次に ，同 じ水 溶性塩基性抗生物質で ある ス ト レ プ ト

ス ラ イ シ ン 生 産 菌 （StrePtom7ce∫ y7avotricini　 subsp ．

P・eud ・ch ・・m ・genes　V
−13−1）

21｝ の i・ 　・ itroタ ン ・9 コ 質 合

成系を 調製し，本抗生物質 に よる 影響を調査 しtt　．　？2）

そ の 結果，本 菌 の in　 vitro タ ン パ ク 質合成 は ，ス ト レ

ブ ト ス ラ イ シ ソ に よ っ て 阻 害 され た が，こ の 系 に ア セ

チ ル コ ＝V ザ イ ム A を加え た と こ ろ ，そ の 阻害が完

全 に 解除 され た （Fig、13）．し た が っ て ，本菌の リ ボ ソ
ー

ム は ス ト レ プ ト ス ラ イ シ ン に 対 し て 感受性 を 示 す が，

細胞 内 に 存在す る ス ト レ ブ トス ラ イ シ ン ア セ チ ル 化酵

素 が 本菌 の 自己耐性 に 重要 な 役割 を演 じて い る と思わ

れ る ．
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Fig．14．　 Inhibitorア　 effect 　 of 　puromycin 　 on 　the

　　polyphcnylalanine
−synthesizing 　system 　derivedfrQm

　　S．　atbeniger 　and 　elimination 　of 　the 　inhibition　by

　　 acet アl　 coenzyme 　 A ．　Symbols ： O ，　 contro1 ； △，

　　puromycin （O．18mM ）； ● ，purom ｝
・cin 　 p】us 　 acetyl

　　CoA （2　mM ）．
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Fig．15，　Binding　of 　［
sH

］puromycin 　to 　ribosomal

　　subunits 　 from 　 a　 puromycin−producing　 strain ，　 S．

　　albon 　iger．　 The 　dissociated　ribosomal 　preparation　in−

　　cubated 　with 【
3H

］puromycin 　was 　layered　onto 　densi−

　　ty　gradients　of 　10　to　30％　sucrose 　in　the 　buffer

　　［10mM 　Tris／HCI （pH 　7．65）， 30mM 　 NH ρ

　　0，3mM 　magnesium 　 acetate 　and 　6　mM 　2−mercap ・

　　t。 c出 an 。1L　cent ・ifuged　at 　70，00   x8 飴 r　17h ，　f。 ll・ w −

　　 ed 　by　fraα ionation・

　 と こ ろで ，タ ソ パ ク 質合成阻害剤 と して は ，上 記水

溶性塩基性抗生物質 の ほ か に ，こ れ ら とは 化学構造 の

異 な る，ク ロ ラ ム フ ェニコ
ー

ル 系，テ トラ サ イ ク リ ソ

系，ヌ ク レ オ シ ド系 の もの が 存在す る ．

　そ こ で ，こ れら抗生物質生産菌 の うち，ピ a
一ロ マ

イ シ ソ お よ び プ ラ ス テ ィ
シ ジ ン S と い っ た ヌ ク レ オ

シ ド系抗生物質生産菌の 自己耐 性機構 の 解明 を 次 の 目

的 と した ．

　Fig．14 に 示 す よ う に ，ビ ュ
ー P マ イ シ ソ 生産 菌

3 ’アψ’oηり ‘85 励 伽 聖齶 KCC 　S−0309 の in　vztro タ ソ パ ク 質

合 成 系 は ピ ュ
ー ロ マ イ シ ン に よ り強 い 阻 害 を 受 け

た ．2s ，ま た ，3H で 標識 し た ビ ュー卩 マ イ シ ン と 本菌

の リ ボ ソ
ーム と の 結合親和性 を測定 した と こ ろ ， 3DS

お よ び 50S の 両 P ボ ソ
ー

マ ル サ ブ ユニ
ッ ト と結合す

る こ と が わ か っ た （Fig．15）、

HOH2C
　 　 4°

　 N（CH3 ）2

聯
鳳

〒 
゜

  ・

ぽ
゜＝ 9，r〒H

−CH ぺ i
”

°CH
・

　 　 　 NH ，R 　　　9
”
　s「「

　　 R ：
・H　　　　 ：puromyCln

　　　　 −COCH3 　 ：acetylpuromycin

Fig．16，　Structure　of 　puromycin 　 and 　ace 匸y］puromycin ．

　 こ の よ うに ，ピ ＝L 　
一 ロ マ イ シ ン 生産 菌 の リボ ソ ーム

は 自己 生産抗生物質に 対 し て 明 ら か に 感受性 を示 し

た ．と こ ろ が ，本菌 の in　vitro タ ン パ ク 質合成系 に ア

セ チ ル コ エ ソ ザ イ ム A を 添加 し た と こ ろ ，ピ a
一

ロ

マ イ シ ン に よ る阻害 が 完全 に 解除 された こ とか ら ， 本

菌 の 自己耐性 は 細胞内に 存在す る ピ ＝
一ロ マ イ シ ン ア

セ チ ル 化酵素 で あ る こ とを 示唆 した （Fig．14）．次 の 実

験として ，本酵素 に よ る ビ ューPt マ イ シ ン の ア セ チ ル

化 の 部位 を調査 し た ，酵素的 に ア セ チ ル 化 され た

ビ ュ
ー

卩 マ イ シ ン を精製 し，機器 分析 に か け た と こ ろ，

Fig．16 に 示 す よ うに ピ ＝一卩 マ イ シ ン 分子 の 0一メ チ

ル チ ロ シ ソ 部分 の ア ミ ノ 基が ア セ チ ル 化 されて い た ．

ア セ チ ル 化 の 部位 が 明 らか とな っ た こ とか ら本酵素を

Puromycin 　2
厂厂一N ・

acety ］trarisferase と命名 した．23 ）

　次 に ，ブ ラ ス テ a シ ジ ソ S 生産菌 StrePtoverticiiiium

sp ．JCM4673の in　vitro タ ソ パ ク 質合成系を調製 し，
ブ

ラ ス テ ィ
シ ジ ン S （Fig．17）に よ る 阻害 の 有無 を 調 べ

た ．そ の 結果，ピ ュー
ロ マ イ シ ン 生産菌 の 場合 と 同様，

タ ン パ ク 質合 成 が 阻害 さ れ た こ とか ら，本 菌 の リ ボ

ソ ーム も また ，自己 生産抗生物質に 対 して 感受性で あ

る こ とが わか っ た ．2｛）また ，ア セ チ ル コ エ ン ザ イ ム A

の 添加 に よ りそ の in　vitro タ ソ パ ク 質合成 の プ ラ ス テ

ィ
シ ジ ソ S に よ る 阻害 は 解除 され た ．こ の よ うに ，

　　　　　　　　 H 　　 　 gH3

喰
」訳駆

）

黛

Fig．　17．　Structure　ofblasticidin 　S．
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Table　4 ．　Substrate　 kinetics　 of 　 streptomycin 　6−

　　ph 。 sph ・ 匸ransferase ．

、誨）
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ε
。

三
¢

応

目

。

暑
 

琶

論
。

暑
ぐ

H】

2

Substrate

SM 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3．5

DihydrOStreptomycin　ll

Streptidinc　　　　　　　　28

28．622

，211

、1

8．172

．020

．4e

ス ト レ プ トス ラ イ シ ン ，ビュー
卩 マ イ シ ソ お よ び ブ ラ

ス テ ィ
シ ジ ァ S 生産菌 の 自己耐性 に か か わ る 因子 の

ひ とつ は ，と も に，抗生物質を ア セ チ ル 化す る こ とに

よ り不 活性化す る酵素 で あ っ た ．

2． 抗生物質不活化酵素 の 物理化学的諸性質

　抗生物質生産菌 の 自己耐性因子 と して 明らか Oこ した，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　h

StrePtomlcin　6「メ＞hosphotアαη£〆lerase，　Pure〃1アcin 　2 一ハん acety1 −

transferase お よ び ブ ラ ス チ シ ジ γ S ア セ チ ル 化酵素に

つ い て 精製を 行い ，そ の 物理 化学 的性質を 調べ た ．

　StreptDmycin　6−phosphotransferaseは ，約37000の 単

量体酵素 で あ り，そ の 等電点 は 6，6で あ っ た ．25）ATP ，

GTP ，CTP ，　TTP とい っ た 5
’一モ ノ ヌ ク レ オ チ ドの うち ，

ATP が ス ト レ プ ト マ イ シ ン 燐酸化 の た め の 供与体 と

して 最適 で あ っ た ，本酵素 の ス ト レ ブ F マ イ シ ン お よ

び ATP に 対す る Km 値 は ， そ れぞ れ ，
3．5mM と

0、4mM で あ っ た ．酵素活性 は ，マ グ ネ シ ウ ム イ オ ソ

（10mM ）に よ り活性 化 さ れ た が，　 EDTA や AgNQ3 に
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Fig ．18．　Heat　 stabi ］ity　of 　 puromycin 　2

”−N −acetyl −

　　 transferase ．　 The 　enzyme 　activities 　wcre 　determined

　　at　609C （O ），70°C （● ）and 　800C （△ ）．

Fig．19 ．

1

0
　 0　　　　　 10 　　　　 20

　 　 　 1ncubation 　time 　（min ）

ProtectiQn 　of 　polyphenylaユanine

30

synthesis

from　blas匸icidin　S （BS ）inhibition　by　the　acety 】ating

enzyme ．　 Ten μI　of 　500 μg！ml 　BS 　hydrochbride　was

incubated　overnight 　at　28 °C 　 with 　purified　 enzyme

sQlution
，　in　the　presence　or 　absence 　or 　10ttl　of

20mM 　acetyl 　CoA ．　 The 　reaction 　mixture 　was 　add −

ed 　tDthe 　p 〔｝lyphenylaユanine −synthesizingsystem 　con 齢

taining 　ribosomes 　and 　a　S150　fraction　from　S．　griseus
PSR −2．　Symbols： ■ ，c◎ntrol ；

▲ ，　 e卩 zyme 　fraction

incubated　with 　BS 　and 　acetyl 　CoA ；△ ，　enzy 皿 e　frac−

tiQn 　 incubated　 with 　 BS　 but　 without 　 addition 　 of

acetyl 　CoA ．

よ っ て 強 く阻害を受 け た ．Streptomycin　6−phospho・

trar・sferase は ，ス ト レ プ ト マ イ シ ン の C −6 位 の OH 基

を燐酸化す る ほ か ジ ヒ ド P ス ト レ プ トマ イ シ ソ や ス ト

レ プ チ ジ ソ を燐酸化す る．た だ し，ス ト レ プ チ ジ ン や

ジ ヒ ド ロ ス ト レ プ トマ イ シ ン の 燐酸化 の た め の 親和性

は ス ト レ プ トマ イ シ ン に 比べ ，そ れぞれ約 20倍お よ び

4 倍低か っ た （Tablc 岳）．

　次 に ，Puromycin　2
”−N −acetyltransferase を 精 製 し，

そ の 性 質 を調 べ た ．26〕本 酵 素 の 分 子 量 は ，SDS 電 気 泳

動 に よ り 21000
，
　Sephadex　G −150 を用い た ゲ ル ろ 過 に

よ り85000で あ り，4 つ の サ ブユニ
ッ トか らな る オ リ

ゴ マ ー酵素 で あ る こ とが 示唆 され た ．また ，等電点 お

よ び 反応 の 至 適 pH は それぞれ ， 6，2お よ び 7．7で あ っ

た ．本酵素の ビ ュ
ー卩 マ イ ツ ン と ア セ チ ル コ エ ン ザ イ

ム A に 対す る Km 値 は そ れ ぞれ 40 μM お よ び 67 μM

で あ っ た ．ま た ，こ の 酵 素 は 70°C ，12min の 熱 処 理

に 対 して ，安定で あ っ た （Fig ，18）．実際，単一タ ン パ

ク パ ン ド ま で 生 成 さ れ た Puromycin 　2
”−N −a ⊂ etyl 一
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transferase は ， ビ ュ
ーロ マ イ シ ソ に 対 し て感受性を 示

す放線菌の in　vitro タ ン パ ク 質合 成 の ピ ュ
ー ロ マ イ シ

ソ に よ る阻害を完全に 解除した．

　同様 に，StrePt・Vtrtthiltium 　sp ．JCM4673の 産生す る ブ

ラ ス テ ィ
シ ジ ン S ア セ チ ル 化酵素 の 精製を行 っ た ．27）

本 酵素 の SDS 電 気 泳 動 に よ る分 子 量 は 15000 で あ り，

Toyopearl　HW −55S カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ー

で は

13000と見積 られ た．本酵素 の 等電点 は 7．2で あ っ た ．

ブ ラ ス テ ィ シ ジ ソ S に 対す る Km 値は 2mM で あ り，

ア セ チ ル コ エ ン ザ イ ム A に 対す る それ は 3mM で あ

っ た．ま た ， 酵素反応 は コ エ ン ザ イ ム A に よ り拮抗

的 に 阻害 され，そ の Ki 値 は 99　mM で あ っ た ．　 S．

griseus　PSR −2 か ら調製 した in　vitre タ ン パ ク 質合成系

は ，ブ ラ ス テ ィ シ ジ ソ S に 対 し て 感受性 を 示 す が

（Fig．19），精製した酵素標品を ア セ チ ル コ エ ン ザ イ ム

A とともに 加 え る こ とに よ っ て，ブ ラス テ ィ シ ジ ン S

に よ る阻害が 解除 され た こ とか ら （Fig．工9），自己耐性

へ の ア セ チ ル 化酵素 の 寄与が 証明 され た，

3． 抗生物質不活性化酵素遺伝子の ク 卩
一

ニ ン グ

　1970年代初期か ら始 ま っ た 遺伝子組換え技術 は ，大

腸菌を宿主 と して精力的に 行わ れ て い っ た ．1980年代

に な る と，放線菌を宿主 とした 遺伝子操作 も盛 ん に な

り．著者 の 所属 した研究室 で も自己耐性遺伝子 の 取得

に 取 り組ん だ．

　ま ず ，
ス ト レ プ ト マ イ シ ン 生 産 菌 S．griseus

HUT6037 の全 DNA を BamHI で 切断後，＆ n で 切断

した pU703 に 連結 して S．　lividens　1326 の プ 卩 トブ ラ ス

トに 導入 した ．HUT6037 株 は 200 μg！ml の ス ト レ プ

ト マ イ シ ソ を含む寒天培地で 生育 で きるが ， 宿主 と し

て 用 い た S．　livldans　1326　｝t　5　pg！ml の 濃度 で 生育 で き

な い ．そ こ で ，20 μglmlの ス ト レ プ トマ イ シ ン 存在下

で も生育 で き る 形質転換株 を選択 した ．そ の 結果，

2．5kb の 挿入 断片 を持つ プ ラ ス ミ ド pSP6 を保有する

S．tividuilSは，200 μgtml の ス ト レ ブ トマ イ シ ソ 存在下

で も生育可能だ っ te．za）そ し て ， こ の 形質転換株 は ，

ス ト レ プ トマ イ シ ン 燐酸化酵素活性を有 して い た ．著

20V910v9

20P910

μ9

RNA 　fro 瑚 　　　　　　　　　　 RNA 　fro 皿

5齢9TiseusH 耳 T6037 　　　5．ヱ ividans （psp6 ）

0 ．5　　1　　　2　　3　　 4　　　⊥　　　　（day ）

●

● 9
●　 P ・。be
　 　 　 smk

●

IiQt　b］〔〕じ　analvst ＄

s 亡rA

Fig．21．　　　　　　　　　　　　　RNAs 　were 　eXtraCted

　　frorn　the　cells　Df 　S．　iivial　ns　harboring　plasmid　pSP6
　　 and 　 S．　 griSeus　 HUT6037 　 harvested　 at　 the 　 times

　　given．　 Shik跏 d　strA　genes　were 　used 　as　dhe　probes．
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者 らの 研究 とほ ぼ 同 じ頃，別 の ス トレ プ トマ イ シ ン 生

産菌 に お け る ス ト レ プ ト マ イ シ ン 燐酸化酵素遺伝子 の

ク ロ
ーニソ グ の 報告 が なされ た が ，29

−3i ）著者 らに よ っ

て 報告 され た 燐酸化酵素遺伝 子 の 制限酵素切断 マ
ッ

プ

（Fig．20）お よ び 決定 さ れ た 塩基配列
32）は ， 彼らの 報告

と ま っ た く異な っ て い た ，そ の 後 の 研究 で ， 著者らの

ク ロ ーニ ン グ した遺伝子 は ，Heinzel ら
33）が報告 し た

Strept。 mycin 　3
”−ph 。 sphotransferase 遺伝子 と 同 じで あ

り ， 自 己 耐 性 ；
・C 係 わ る 酵 素 Streptomycin　6−

phosphotransferaseを コ
ードす る遣伝 子 とは 異 な っ て

い た．著者 らは ク 卩 一ニ ン グ した 燐酸化酵素遺伝子 を

smk と命名 し，　 Strept。 mycin 　6・phosph。 transferasc 遺伝

子 tl　strA29 ） あ るい は aPhD 遺伝子
31） と命名 され た ．そ

の 後，著者 ら も，S．　griseus　HUT6037 か ら strA に 相 当

す る 遺伝子 を 取得す る こ と に 成功 し た ．黝 こ の こ と

は ，ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 生産菌 に は 少 な くとも 2 つ の

ス ト レ プ ト マ イ シ ン 燐酸化酵素遺伝子が存在す る こ と

を 示 す も の で あ るが ，こ れ まで ，ス ト レ プ トマ イ シ ン

生産菌 に は ，Srreptemycin　3
’Lphosphetransferase

の 存

在す る こ とは 知 られ て い な か っ た ．そ こ で ，88 厩 螂

HUT6037 の 菌体か ら Total　RNA を 抽 出 し，5滋 お よ

び strA 遺 伝子 を プ ロ ーブ と して
，

ノ ーザ ソ プ ロ
ッ トハ

イ ブ リダ イ ゼ ーシ
ョ

ン 分析を行 っ た．そ の 結果，Fig．

21 に 示 すよ うに ，strA の 転写産物 は 検出 され た が ，

smk の 転 写 産物 は 認 め られ な か っ た ．こ の 結果 は ，

strA 選伝 子 は ，　 S．　griseus　HUT603 　7 の 細胞内 で 発現す

るが ，smk 遣伝子は 発現 しな い か，あ る い は 発現 して

もご くわ ずか で あ る こ とを 示 して い る．した が っ て，

S．tfvidans　1326 を 宿 主 と し て ク P − ＝ン グ した smk 遺

伝子 は，ス トレ プ トマ イ シ ン 生産菌 の 細胞内で は 休眠

状態 に あ る と言 え る．こ の よ うな放線菌 に お け る 休眠

遺伝子 は ，最 近 ，い くつ か 報告 され て お り，35−37）そ れ

を追求す る こ とは ，放線菌研究に 新 た な 展 開を もた ら

す も の と思 わ れ る ，

Table　5．　 SM 　 resistance 　 in　 strains 　 obtained 　 by

　　 regeneration 　ofpl1 α oP 】asts 　frorn　S．　griseus　KSN ．

Strains Level　ofSM 　resistance

　　　（μ9！ml ）

HUT6037

KSNPSR

−1PSR
−2PSR
−3PSR4PSR

−5PSR
−6PSR
−7PSR
．8PSR
・9PSR
−10

　 200

＜ 20

　 230

　 350

　 ユ80

　 180

　 300

　 75

　 120

　 100

　 100

　 120

V ． プ ロ トプ ラ ス ト再生 に よ リ誘導 され る

　　　　　　 抗生 物質耐性

　放線菌を宿主 と した 遺伝子操作は ，大腸菌 の そ れ に

比 べ て 煩雑で ある ．なぜ な ら，大腸菌 で は 細胞 を カ ル

シ ウ ム 処 理 す る こ とで 容易 に DNA を導入で きる が ，

放線菌 へ の DNA へ の 導 入 に は ，宿 主 の プ ロ ト プ ラ ス

ト 化と，そ れ に 続 く，プ 卩 ト ブ ラ ス トの 菌糸 へ の 再 生

が 必 要 と され る か らで ある ．

　前述 した ご と く，＆ 癖 蜘 ∫ KSN は ，
ス ト レ ブ ト マ

イ シ ソ 生産菌 S．　griseus　HUT60S7 を 親株 と し て，紫外

線照射 に よ り分離さ れ た ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 6一燐酸

化酵素欠損変異株 で あ る．本変異株は ，ス ト レ ブ ト マ

イ シ ソ を 産 生 せ ず，ス ト レ プ トマ イ シ ン に 対 して 非 常

に 高い 感受 性 を 示 す ．事実，こ れ らの 性質 は 継代培養

に よ っ て 変化す る こ とは な い が，本 菌 か ら プ Pt トプ ラ

ス トを調 製し ， そ れ を 菌糸 に 再生 させ る だ け で ，約 1

％の 高頻度 で ス ト レ プ ト マ イ シ ン 耐性 が 復帰す る こ と

を 見い だ した 、こ の こ とは，放線菌の 遺伝子組換え実

験 に 不可避 なプ P トプ ラ ス ト再 生操作が，人 工 的遣伝

子変異を もた らす可 能性 の ある こ とを 暗示 して い る ．

　著 者 は ，Streptomycin　6−phosphotransferase活 性 を

50

40

20

（
試り
　

＝
O［←騨囗一
＝

に［

▲

　 　 　 　 0
　 　 　 　 　 0 　　　　0．1　　　　　　　 0．5　　　　　　　　D．5

　 　 　 　 　 　 　 　 　 StrePtomVCIn　　｛刀9／m1 　〕

Fig．22．　 Inhibition　 Qf 　po】yphenylalanine　synthes 三s　by

　　strep 亡omycin 　in ごπ vitre　protein −synthesizingsystems

　　prepared　frQm　HUT6037 ，　KSN 　 and 　PSR 　 strains ．

　　The 　inhjbidon （％）with 　 a　giveロ concentration 　of

　　 streptomycin 　is　expressed 　as 　the 　ratio 　of 　the　reduced

　　amount 　of 　po】yphenylalanine　synthesis 　to　that　syn 一

　　山 esized 　in　the　respective 　streptomycin −free　reaction

　　 mixture ．　Symbo 】s： ▲ ，　 KSN ； ○ ，　 HUT6037 ； ● ，
　　pSR −1； 口 ，PSR ・2；△ ，　PSR4 ； ■ ，PSR ・5．
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Fig・23・　Binding　　of 　　［
3H

】dihydrostTeptomycin　　to

　 　   bosomes　 i501ated　 from　 KSN 　 and 　 PSR 　 strains ．

　　Siロce 血e　binding　a 伍nity 　of 　ribosomes 　for　dle　an ・

　　tibietic　is　afftcted 　by　monovalent 　cations 　such 　as 　K ＋

　　and 　NH
馨

＋

，
　the　binding　was 　exarnined 　wi 【h　varieus

　　concentratiens 　of 　potassium　chbride ．　 Symbo18　arc

　　the　same 　as 玉n　Fig．22．　　　　　　　　　　　　　　　
．

有しな い に もか か わ らず ス ト レ プ トマ イ シ ン 耐性 を示

す こ の 耐性復帰変異 に 興味を抱い た ．そ こ で，こ の 耐

性機構 を 明 ら か に す べ く研 究 を 進 め た ．　・・）　S．　9 ・ts・us

KSN の プ ロ トブ ラ ス トを 再生 し ， 出現 した コ 卩 ニ ー

か ら ラ ン ダ 厶 に 1325個を選 び 調べ た とこ ろ ，50pgtml

の ス ト レ プ トマ イ シ ン に 対 して 耐性を示 す コ 卩 ニ ーが

12個 あ っ た ．Table　5 に は ，そ の うち の 10個 の ス ト レ

プ トマ イ シ ソ 耐性変異株に つ い て ，耐性度 を 詳 し く調

ぺ た 結果を示 して ある．こ の 衷 に 示 す よ うに ， こ れ ら

復帰変異株の ス ト レ ヅ ト マ イ シ ン 耐性 は 8 幽 弼

KSN よ り 高 い ば か りか ，　KSN 株 の 親 株 で あ る S．

8  ∫6郡 HUT6037 よ り も高い 株も認 め られた ．また，

これ らス ト レ プ トV イ シ ン 耐性復帰変異株は す べ て

Strcptomycin　6−phosphetransferase活 性 を 有 しな か っ

た ．薯者は ， 耐性 度 の 高 い 4 つ の 変異 株 （S．ρ 輸鄭

PSR −1，　PSR −2，PSR4 ，　PSR・5）の in　vitTO タ ソ パ ク 質合

成系を調製し，ス ト レ プ トマ イ シ ソ に よ る タ ン パ ク 質

合成 の 影 響 を調 査 した ．そ の 結果，5遭廊 卿 PSR ・2 お

よ び PSR ・5 で は ，
ポ リ ウ リジ ル 酸を m −RNA と した

in　vitre ポ リ7 ＝
ニル ア ラ ニソ 合成が ま っ た く阻害され

なか っ た （Fig．22）．次 に ，こ れ ら変異株 の リ ボ ソ ーム

と 3HDSM
との 結合親 和 性 を 測 定 し た ．そ の 結果，ス

ト レ プ ト マ イ シ ン に 対 し高 い 感受性を示す 8 鮮 5邸

KSN で は ， リ ボ ソ
ー

ム 1Pmol あた り 0．7 ρm 。1 の

iHDSM
を結合 した が ，　 PSR −2 お よび PSR．−5 両株 の

KSN

AI

戸ド噌 肇　 …di，

　　tte／ビ

痛 慕覊繍覊
ttI
纛

節　　 瀞

　 　 　 　 　 ヂ

　　　　　　解
　 　

−tdき
’
驫 驫 磁漁飾 ゴ瓦

Fig．24．　Two ・d三me 那 孟onal 　polyacry】amide 　gel　de α ro ・

　　phoresis（2D −PAGE ）of 　the　70S　ribosomal　proteins
　 　 from　 KSN 　 and 　PSR 　 strains ．　 The 　 arrQw 　indicates

　　thc　protcin　shifted 　to　the　left　as　cornpared 　to 　the 　cor ・

　　responding 　protein　from　S．　griSettS　KSN ．

リ ボ ソ ーム は ま っ た く結合 しな か っ た （Fig．23＞．し た

が っ て ，こ れ ら耐 性復帰変異株の 耐性 の 原因は ， リボ

ソ
ーム に あ る こ とを示 して い る．そ こ で ，5 轟 ∫鄭

KSN と S．　griseZtS　PSR −2 お よ び PSR −5 の リ ボ ソ
ー

ム タ

ソ パ ク質を二 次元 ボ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 で

比較 した．Fig．24 に 示す よ うに ，51♂ 蕗麟 PSR −2 お よ

び PSR −5 の 70S リ ボ ソ ーム タ ン パ ク 質の
一つ b：　S．

griseus　KSN の そ れ と電気泳動 の 移動度 に お い て 異 な

っ て い る こ とが わか っ た ．こ の 変化を 確認す べ く， S．

grisens　KSN と S．　griSeus　PSR ・2
， あ る い は ，　 S．　griseus

KSN と S．　gn
’
seas　PSR −5 の 70S リボ ソ

ー
ム タ ソ パ ク質

を そ れ ぞれ 混合 し， 二 次元電気泳動 に か けた、そ の 結

果，S．　griSeus　PSR・2の 70S リボ ソ ーム タ ン バ ク 質 の ひ

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　
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F孟g，25．　 2D −PAGE 　of 　a 　mbcture 　of 　thc 　70S　ribesoma1

　　pmteins　 from　 tw 。　 strains ．　 Ribos。塒 es　 from　 S．

　　grtSeus　PSR・20r　PSR −5　 were 　mixed 　with 　 seme 　frem
　　51grkeus　KSN 　 and 　subjected 　te　 co −electrophoresis．

　　［［1ic　arrow 　indicates　thc　protein　from　S．　griretcs　PSR −

　 　20r 　PSR −5　whidh 　 was 　 shifヒed 　to　the　lcft　in　electro−

　　phoret重c　mob 韮ity　as 　compared 　with 山 e　correspond −

　　ing　protein　from　S．　griSeas　KSN 。

とつ は，そ れ に 相当す る ＆幽 榔 KSN の タ ソ パ ク 質

に 比 ぺ ，明らか に ，移動度 が ゲ ル の 左側に シ 7 ト して

い た （Fig．25）．こ の 結果 は ，　 S，　griSeus　PSR −5 の 場合で

　 　 　 　 　 　 ．＿　 　 　二雲

黐繍 1
齢靉ぎ繰變曇羅

’
、
’

♪r

　　
「1・、

ミ
了

マ
轟

廴尸

罵

籔
灘黙蘿撃 訟 縅驫灘 灘

Fig．26． 2D ・PAGE 　of 　the 　30S　ribesema弖protcins　from

　　S．griSetts　HUT6037 ．　 The 　protein　iロd玉catcd 　by 亡he

　　arrow 　cQrresponds 　to　tbat　in丘gures　24　and 　25．

も同様であ っ た （Fig．25）．　 s．画 5飾 HUT6037 の 30S

リポ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質の 電気泳動 に よ る分析の 結果，

S．　griseus　PSR ・2 お よ び PSR ・5 に お い て 変化 し た タ ソ

パ ク 質は ， 30S リポ ソ ーム タ ン パ ク 質で あ っ た （Fig．

26）．大腸菌に お け る ス ト レ プ ト マ イ シ ン 耐性変異株

の リ ボ ソ
ー

ム が 調 べ られた 結果，こ れら変異株で は ，

30S リボ ソ
ーム タ γ バ ク質 の ひ とつ S12 タ ン パ クが 変

異 して い る こ と が報告さ れ た ．S9）こ の こ とか ら ，
　 S．

grfsettsの ス ト レ プ トマ イ シ ン 耐性獲得に関与す る上 記

リ ボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質は ，大腸菌 の S12 タ ソ パ ク質

に 相当 す る の か も知 れ な い ．い ずれ に せ よ ，StreP−

tom）¢ es 属に お け る リボ ソ
ーム 変異の 例 と し て は ，本報

告が初 め て で ある．また，放線菌の リボ ソ ーム タ ン パ

ク 質 に 関 し て は ，大腸 菌 リ ボ ソ ーム タ ソ パ ク 質

L7／L12 に 相当す る 3 炉 5鄭 HUT6037 に 由来す る タ ソ

Tabie　6．　Extent　of 　amino 　acid 　sequence 　sim 輒arlt γ in　amino −terminal 　 vegien 　of 　prokaryotic　ribosemal 　acidic

　 　 prctems ・

NRCC 　　 EI ‘o’‘　　 区 ‘o∫‘．　　 CPast・　　 β．　stea．　　 盟．ウ30．　　 β．5μわ．　　 A．81ac．　　 S．幽 8．

NRCCE

．‘ o ’ゴ

既 ‘O」‘．

c．ρ観 ．

β．5‘餌 ．

〃．ウ∫・．

β．sub ．

」4．glas．
s．griSe．

100746853584755384974100795055503928366879100505050373136535050

コ008478635141

58555084100827449

軅

47505078821007449

弱

5539376374741004646382831514949461007

壬

49363641

弱

444674ioe

　 NRCC ．，　NRCC 　11227 ；E ．‘o’ら Es‘ゐeldehia ‘oJら 臥 ‘o∫乱，レ1
’
brfe‘osticela ；α p衂 ，

， α o∫師4fμ腿 ρ衂 eurianum ；β．∫伽 ．，
β娠 ”邸 ∫‘‘邵 o‘加 況 ψ彪μ配5；M ．砂∫o．、M 伽 θω ‘cas 　llsedげ漏 ‘as 　MA112 ；β．5麗6．，　BeciUtts　subtilis ；A ．glac．，　Arthrobac‘crg ‘α ‘血’誌；5 

grise．，3’κμo〃ワ‘es　griSettS．
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バ ク 質を 取 り上げそ の 構造決定に 関す る研究 を 広島大

学 原爆放射能 医 学研究所伊藤卓爾博士 （現広島県立大

学 教授 ） と 行 っ た ．　−ID〕 こ の L7 ／L12 は リ ボ ソ ー
！・の

50S サ ブ ユ ニ
ヅ

ト1．こ含 まれ る 著し く酸性 度の 高い タ ソ

パ ク 質で あ り，フ ァ ク ター依存性 の GTPase 活性 に 関

与 す る ．S，　griseus　HUT6037 の 70S リ ボ ソ ーム か ら 抽

出 した タ ン パ ク 質混合物を DEAE −Ce】luloseカ ラ ム ク

ロ マ トグ ラ 7
イ
ー

に か け て こ の 酸性 タ ノ パ ク 質 を単 離

し た ．ア ミ ノ 酸 の 配 列 は ，ベ
ッ ク マ ン シ ーク エ ネータ ー

を用い た ＝ ド マ ン 分解法 と各種 タ ン パ ク 質消化酵素を

用 い て 決定 し た ．こ の 酸 性 リ ボ ソ
ー

ム タ ソ パ ク 質

（SA1 と 命名 ） は Asp 　7，Thr　5，　Ser　5，　Glu　18，　Gln　4，

Pro 　4，　Gly　8，Ala 　2些，　Va113 ，　Met 　1，1］e　4，　Leu 　12，Phe　5
，

Lys　14 お よ び Arg　1 の 計 125ア ミ ノ 酸残基か ら構 成 さ

れ ，そ の 分 子 量 は 13069 で あ っ た．こ の SA1 タ ン パ ク

質 の ア ミ ノ 酸配 列 を 各 種細菌 の L7 ／L12 タ イ プ の リ ボ

ソ
ーム タ ン パ ク 質 と比較 し た ．N 一末端領域 の ア ミ ノ

酸配列 （最初 の 39残基 の 比較） の 類似性 を ％で 表 した

結果tz　Tab ］e　6　e一 示 した が ，　 S．　griseusの SA1 タ ン パ ク

質 は ，Althrobacterglacialisの それ と も っ と も高い 類似性

を示 し （74％），ほ か の 細菌 との 間 の 類似性 et36−46％

と 低 か っ た ，最 近 ，英 国 の グ ル
ープ に よ り，Ar一

伽 oわ4‘伽 に お け る 宿 主・ベ ク タ ー
系 が 研究 され ，StreP−

tem
コces の 代表的 ク P 一ニ ソ グ ベ ク タ ー

plJ　702 を 使 用

で きる こ とが わ か っ て きた ．41 ） ま た，Arthrobacterの エ

リ ス ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 が StrePtomlcesに お い て 発

現 で き る こ と も 明 らか とな って い る ．こ の こ と は ，

Arthrobacter ゲ ノ ム の GC 含量 が StrcPtomycesの それ と

類似 して い る こ とと，著者らの 研究 に よ り明らか とな

っ た ，両 種間で の リ ボ ソーム タ γ バ ク 質の 相同性 が 高

い こ と
40 ）か ら判断す る と当然 の 結果 と言える ．

VL お わ り に

　 ス ト レ プ トマ イ シ ン 生産菌 ＆ 8厂細 ∫ は 生産 量 に 匹 敵

す る濃度 の ス ト レ プ ト マ イ シ ン をあらか じめ 培地中に

添 加 して 培養す る と，そ の 発育 が著 し く抑制され る．

こ の こ とは ，自 己 耐 性 機 構 が 生 育 初 期 か ら構 成 的な も

の で ぱ な く，菌 が 発育 し て 抗生物質生産期 に 至 る 間 に

形成 さ れ る こ とを 示 唆 して い る．こ の よ うな ，発育進

行に と もな う 自己 耐性機構の 獲得は ，エ リス ロ マ イ シ

ソ や チ オ ス ト レ プ ト ソ 生 産 菌 で 示 され た よ うな，単 な

る，．抗生物質 の
一

次 作 用 点 で あ る リ ボ ソ ーム の 耐 性 化

に よる 機構で は 説 明 で きな い ，事実，著者の 研究結果

は ，菌 の 発育 と共に 増 加 す る ス ト レ ブ ト マ イ シ ア 不 活

化酵素 と抗生物質生産期 に か け て 起 こ る 細胞膜透過性

の 変化 が ス ト レ プ ト マ イ シ ン 生産菌の 自己 耐性 に 重要

な 役 割 を 演 じて い る こ とを 示 した．

　
一

方，抗生物質生産量 の 高 い 株 は ，当然，自己耐性

も高 い こ とか ら，生産菌 の 自己耐性能を高 め ，抗生物

質生産量 の 増産 を 図 ろ う とす る研究は ，工 業的 に も有

益 で あろ う．そ れ に つ い て ，現在，パ リ ・パ ス ト ゥ
ー

ル 研究所教授 で あ る Julian　E、　Davies博 士 は ，ク P 一

ニ ン グ した amin 。glyc。 side 　ph。sphotransferase 遺伝子

を pIJ702 に 連結 し て 生産菌 に 導 入 し，カ ナ マ イ シ ソ

お よ び ネ オ マ イ シ ン の 生産量 の ア
ッ

プ を 実 現 さ せ

た ．＋L｝

　著者 は ，パ ス ト ゥ
ール 研 究 所 生 物 工 学 部 門 の

Davies 教 授 の 研 究 室 lca
．
い て ，抗癌抗生物質 の ひ と

つ で あ る ブ レ オ マ イ シ ン に つ い て ， そ の 生産 rk　StreP−

tDmllces　verticillus か ら二 種類 の 自己 耐 性 遺伝 子 を ク P 一

ニ ン グ す る こ とに 成功 した．43｝ しか も，
こ の 遺伝子 は

隣接 して 存在す る こ とを 見い だ した．こ れ ら遣伝 于 の

塩基 配 列 の 決 定 も，帰 国 後，Jul｛an 　E 、　Davies教授 と

の 共 同研究 と して 開始 され，す で に 終 了 した ．そ の 成

果 は ，学 術論文 と して ，近 く公表す る 予定で ある ．プ

レ オ マ イ シ ソ 遺 伝 子 の ひ とつ に よ っ て コ
ー

ドされ る タ

ソ パ ク 質は ブ レ オ マ イ シ ン を ア セ チ ル 化す る酵素で あ

っ た ．本 抗生 物質は ，こ れ まで 述べ て きた タ ン パ ク 質

合成阻害抗生物質 とは 異 な り，DNA 合 成 阻 害剤 で あ

る ．作用 点 が 異 な る抗生物質 に もか か わ らず ， 自己耐

性 因 子 の ひ と つ が ア セ チ ル 化酵素 で あ っ た こ とに ，「ま

た し て もか 」 とい う感が あ る．

　本研 究 の ほ とん ど は ，広 島大 学工 学部醸酵 工 学 教室 在職 中 に 行

った もの で あ り，ご指 導，ご鞭撻 を賜 った 能美良作広 島大学教授

（現 在 名 誉教授 ） に 深 く感 謝 申 し上げ ます．ま た ，研 究遂行 中，
温か い 励 ま し と ご 指導を 賜 りま し た 広 島大学 新 見 　治教授，室岡

義勝教授 に 心 か らお 礼申し上 げ ま す．また ，共 同研 究者 で あ りま

した 新 川英 典 博士 （現 広 島大学 工 学 部 助 手 ），白　舜 英博 士 な ら

びに 醸 酵 工学 生合 成 化学研 究室 の 卒業生 に 感謝致 しま す，さ ら に ，
現在 私が 所属 して お り ます 広 島大 学医 学部総合薬学科の ス タ ッ

フ

の 皆 様 の 日頃 の 温 か い 励 ま しに 心 よ ワお 礼 申 し上 げます．
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