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序 壬ム
員同

V ibrio anguillarun1 はグラム陰性短得菌で、魚類のピブリオ病の原因菌として

古くから知られている。本菌は 18世紀の初めイタリア沿岸や汽水域のウナギの

red pest 病あるいは reddisease の原因菌として最初に見い出された。その後、

地中海沿岸のみならず、バルト海や北海沿岸においてもウナギの red pest 病が

しばしば流行したことが報告されている。 Canestrini(1893) がこの redpest 病

の原因が細菌感染症であることを報告し、その原因菌を Bacillus anguillarurn 

と名付けた。その後、 Bergrnan (1 90 9) はこの原因菌を Vibrio属に分類し、

V ibrio anguillaru m と命名した(江草、 1978)。

V ibrio anguillarun1 は海水、汽水および淡水域に広く分布し、本菌による感染

症は養殖魚、のみならず野生魚においても見られるのが特徴である。アメリカおよ

びカナダにおいてニジマス、マスノスケ、サケ、ベニザケおよびカラフトマスな

どにこの菌による感染症例(ピブリオ病)が報告されている (Ross et al.， 

1968: Cisar and Fryer， 1969: Evelyn， 1971: Levin et al.， 1972)。ヨー

ロッパ において野生海産魚やサケ科魚類においてビブリオ病が観察されている

(Srnith， 1961: Holt， 1970: Haastein and Holt， 1972)。日本においても、ウ

ナギ(城・室賀、 1972;室賀ら、 1976)、ニジマス(室賀、 1975)、マダイ(安

氷、 1972) 、ブリ(木村、 1964) などのピブリオ病が挙げられるが、特に産業的

に大きな被害をもたらし、今日もなお各地の養殖場で問題になっているのがアユ

のピブリオ病である。

アユ養殖は日本各地で盛んに行われており、全国の養殖生産量は 1989 年には



13，390 トンに 達 している。 室賀 ら (1967) は浜名湖の海産稚アユのピブリオ病は

V. angui llaruln が起因していることを初め て見 つ けた。次い で利根川 河口および

伊豆の海産稚アユにおいても本菌による感染症を観察している(室賀 ・元信、 19

67)。さらに、室賀らは 1968 年から 1970 年にかけて滋賀県 および長野県下の

淡水養殖中のアユからも本菌を分離し、淡水中に本菌感染症 の存在 することを 確

認している(室賀、江草、 1970) 0 1972 年頃まで各地のアユ養殖場で本菌感 染症

はしばしば発生していたが、水産用医薬品として市販されている薬剤:サルファ

剤、テトラサイクリン、ニトロフラン誘導体およびクロラムフェニコールでその

治療が可能であったため、さほど問題になっていなかった。

しかし、 1973 年に日本各地のアユ養殖場において V. anguillarun1 の薬剤耐性

株による感染症が出現し、養殖業者にとって大きな問題となって来た。 Aoki ら

(1974) は同年に徳島県、静岡県、愛知県、岡山県および東京都下のアユ養殖場

で流行した V. a nguillarun78 株を集め、各種薬剤jに対する感受性を調べたと

ころ、全ての供試薬剤に対して感受性を示したのは 3株のみで、残り 75 株はク

ロラムフェニコール(CP)、ナリジキシン酸(NA) 、ニトロフラン誘導体(NF)、

サルファ期~ (SA)、ストレプトマイシン(SM) あるいはテトラサイクリン(TC) 

を組み合わせた 4剤から 6剤の多剤耐性を示すことを明らかにした。これら多剤

耐性株は伝達性 Rプラスミドによるものであることを初めて明らかにした。検出

された伝達性 Rプラスミドは TC単剤耐性、 CP、SA、SM 3 RlJ耐性あるいは CP、

TC 、SA、SM 4剤耐性をコードしていた。その中でも 4剤耐性をコードする Rプラ

スミドが最も多く検出された O

次いで、 Aoki らは 1974年から 1977 年にかけて全国各地のアユ養殖場におけ

る y. ~nguillaru lTl 薬剤耐性株の疫学調査を行った。分離菌 259 株のうち、

CP、NA、NF、SA、SM、TC、およびトリメトプリム(TMP) のすべての薬剤に対し

て感受性を示したのはわずか 9株のみで、残り 250株は CP、NA、NF、SA、TC



および TMP の 1剤から 6剤の耐性を示した。耐性 250株中 165株は伝達性 R

プラスミドによる耐性で、その耐性マーカーは CP、SA、TC の組み合わせの 1~J 

から 3剤耐性であった(Aok i三i豆1.， 1981)。薬剤耐性株による感染症は 1978

年と 1979 年に一時期低迷したが、 1980 年再度発生し、ますます多剤耐性化し

て来ている。 1980 年に検出された Rプ ラ ス ミ ド は ア ン ピ シ リ ン (AP)、 CP、SA、

SM あるいは TMP耐性をコードしていた。次いで、 1981 年以降に検出された Rプ

ラスミドはさらに TC耐性が加わり、 6~J 耐性の R プラスミドが非常に多く検出

されるようになった (Aoki et al.， 1985)。

薬剤耐性菌の出現は化学療法剤の使用に伴って起こるものと考えられている。

前述したように魚類病原菌のみならず、ヒトおよび家畜病原細菌においても薬剤

耐性株は出現している。耐性菌感染症の治療を目的として種々の化学療法剤が新

たに開発されている。しかし、 2-3年後には必ず開発された薬剤に対して耐性

菌が出現した。

薬剤耐性菌の出現と増加は染色体の突然変異によって生じた少数の耐性株が、

薬剤との接触によって選択され 増殖を繰り返すという縦の系と、接合 (conjuga-

tion)、形質導入(t ransduc t ion) および形質転換 (transforrnation) 等によっ

て耐性遺伝子が伝達され、薬剤によって選択されるという横の系が考えられる

(三橋ら、 1985)。これらのうち、細菌聞において薬剤耐性の広がりに特に重要

の役割を果たすのが Rプラスミドあるいはトランスポゾンである。 1959 年 に落

合ら(1959) 、秋葉ら (1960) が耐性赤痢菌と感受性大腸菌との混合培養により

薬剤耐性が大腸菌に伝達する現象を発見した。薬剤j耐性の遺伝形質を持つ伝達性

の細胞質因子はかつては薬剤耐 性 因 子 (R因子)と呼ばれていたが、今日では R

プラスミドと呼ばれている。その後、各種のグラム陰性およびグラム陽性菌より

R プラスミドが検出されている。魚類病原菌において伝達性 R プラスミドは A. 

hydrophil a 、主 salrnonicid a 、 V. anguillarum、 Edwardsiella tarda、Pseu-

内
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d omonas fluorescen S 、 Pasteurella piscicid a 、 Enterococcus seriolicida 

( S treptococcu s sp.) (青木、 1990) および Yersinia r ucker (De Grandis 

and Stevenson， 1985) の耐性株より検出されている。 Rプラスミドの他、薬剤耐

性遺伝子がトランスポゾン上にあり、 トランスポゾンにより転移されることも薬

剤耐性の広がりのーっと考えられている。

Rプラスミドは細菌の染色体とは独立に自己複製機能を持ち、細胞増殖の過程

で安定に維持される DNA分子で、細胞内で環状二本鎖の構造をなしている。

R プラスミドは接合伝達能を有するものと有しないものがある。接合伝達能をも

っ Rプラスミドは同一菌種間ばかりでなく、他の菌種へも伝達が可能である。 R

プラスミドの基本構造は接合伝達、複製および薬剤耐性の 3つの領域よりなって

いる(飯野ら、 1981)。接合伝達領域には 20個の遺伝子が集合して存在し、そ

れぞれ性線毛の形成、接合体の安定化、プラスミド DNAの代謝活性および接合

伝達の制御等の役割を果たしている。複製領域はほぼ 2， 0 0 0塩基で、そこに

複製開始点、複製開始タンパク質をコードする領域および不和合性遺伝子などが

存在している。薬剤耐性領域には各種の薬剤~ AP、CP、カナマイシン(KM)、 SA、

SM、TC、TMP、マクロライドおよび 2価の重金属 Co+¥Hg+¥Ni++等に対する耐

性遺伝子が存在している(三橋、 1981)0 Rプラスミドにより、薬剤耐性領域に

単一の薬剤に対する耐性遺伝子が存在する場合もあるが、むしろ多剤耐性の形で、

複数の耐性遺伝子が存在する場合が多い。

一方、伝達能のない非伝達性 Rプラスミド(rプラスミドとも言う)もある。

通常分子サイズは伝達性 Rプラスミドより小さい。それ自身は伝達に関する遺伝

子が部分的あるいは全体的に欠損しているが、伝達性プラスミドと共存する場合

同時に rプラスミドも伝達されることがある。この伝達現象は mobi1ization と

呼ばれる(松原、 1976)。魚類病原菌では A. s a 1monicida より非伝達性 Rプラ

スミドが検出されている (Aoki and Takahashi， 1986)。
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薬 剤耐性の生化学的機構として は 菌 が薬 剤を不活化する 酵素 を産生する、細菌

の細胞表層が薬剤jの通過を阻み細胞内の作用点 に到達させない、および 菌 の薬 剤

作用点が変化して薬剤が結合できない等があげられる。いずれも遺伝学 的機構と

組合わさって耐性として表現される。薬剤耐性の中で、最も多く出現するテトラ

サイクリンおよびクロラムフェニコールの耐性機構を以下に述べる。

テトラサイクリンは強い抗菌性を持つ抗生物質である。 1948 年に Dugger によ

り Streptomyces aureofacien S からクロルテトラサイクリンが最初に発見され、

続いで Finlay (1950年)により三 rimosu S からオキシテトラサイクリンが見

出された。 Stephens らにより 1952 年にクロルテトラサイクリンからテトラサイ

クリンが作られた。その後、 レダマイシン、 ドキシサイクリン、 ミノサイクリン、

メタサイクリン等の誘導体が次々と合成された。これらのテトラサイクリン系の

抗菌スペクトルは極めて広く、グラム陰性菌、陽性菌および大型ウイルスに対し

強い抗菌活性を示し、副作用が少 な い の で 、 広 く ヒ ト の 細 菌 感 染 症 の 治 療 剤 とし

て用いられている(渡辺、 1969) 0 

テトラサイクリンの分子式は C22H240aしで、分子量は 444.428 である

(Fig. 1)。テトラサイクリンの抗菌活性は細菌のリボソームに作用し、蛋白質

生合成を 阻 害 す る こ と に よ る 。細菌のリボソームは 70Sで、 50Sと 30 Sの

2つのサプユニットからできている。テトラサイクリンは 3 0 Sのサブユニット

に作用し、アミノアシル tRNA が 3 0 Sサブユニット上の Aサイトへの結合を阻

止することにより、蛋白質の合成を阻害する (CholPra， 1985)。

テトラサイクリンの耐性菌は 1952 年に日本で赤痢菌より初めて発見されて以

来、多くの人畜病原細菌において見いだされている O 魚類病原菌 Aeromonas 

S almonicid a において 1957 年にアメリカでテトラサイクリン耐性株が出現し、

治療上問題になったことが報告されている (Snieszko and Bullock， 1957)。日

r
h
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本においても魚類病原菌 ιhydrophila、 生・笠上E旦叫三辻主、 E. tardaおよび

P. p iscicid aの TC耐性株が養殖場より多く検出されている。 v. a ngui llarum 

においてもすでに記載したようにテトラサイクリン耐性をコードした Rプ ラスミ

ドによる耐性株が 1973年以来多数養殖場で出現している。

OH O OH O 

CONH2(-HCI) 

()H 

CH3 

Fig. 1. The structure of tetracycline. 

テトラサイクリン耐性の多くは Rプラスミド上に存在し、しかも低濃度の TC

によって高度耐性を示す、いわゆる誘導耐性型と誘導されない非誘導型に分かれ

る。テトラサイクリン耐性菌は早くから分離されていたにもかかわらず、その耐

性 機 構 について長らく不明のままであった。テトラサイクリン耐性は菌体内への

膜透過能の低下によるものと推定されていたが、 Levy ら(1974) はテトラサイク

リン耐性遺伝子支配により出現してくる 36Kd のタンパク質が TC耐性発現に関
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h
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唱園田園田・・

与していることを明らかにした O その後、 McMurry ら (1980) は大腸菌において

テトラサイクリン耐性は薬剤の排出によることを 証 明した。

Levy (1988) はテトラサイクリン耐性機構には 3つのタイプがあるこ とを報告

している。その第一 は菌体外へ薬剤jの排出によりテトラサイクリン耐性を 果たす

タイプである。この排出はテトラサイクリン耐性遺伝子にコードされる 膜 タン パ

ク質(Te t) が関与しており、 Tet タンパク質は 2 つの互いに依存する領域Tetα 

および Tetβ よりなっている。いずれもテトラサイクリンの排出にとって不可欠の

ものである。クラス A -E に属するグラム陰性菌はこのタイプの耐性機構である。

また、クラス K、L に属する耐性菌においても類似する排出機構が存在している。

しかし、排出に関与するタンパク質はグラム陰性菌のものと異なっている。第二

のタイプはグラム陽性菌由来のクラス M、N および O の耐性機構である。 1つの

細胞質性タンパク質が関与し、このタンパク質の一部のアミノ酸配列がリボソー

ム伸長因子と類似していることから、テトラサイクリンからリボソームへの作用

を防ぐことにより耐性を発現する。ほとんどの耐性菌は上述の第一、第二 のタイ

プの耐性機構であるが、第三の耐性機構として最近発見されたクラス F の耐性機

構がある。 テトラサイクリンが細胞内で不活化される酵素反応と考えられている。

いずれも明確な実験結果は得られていない。

Chopra (1986) は大腸菌耐性株でのテトラサイクリンの流入および排出のモデ

ルを提唱した (Fig. 2)。排出はテトラサイクリン耐性遺伝子にコードされた耐

性タン パク質(Te t) が介在している。 Tet タンパク質の大部分は細胞膜の脂質二

重層に存在しているが、わずかの親水性の部分が膜外に突出しており、この親水

性の部分がテトラサイクリンの bindingregion に.なると考えられている。また、

テトラサイクリンの binding site は腸内細菌群由来の Tn1721、Tn10 および

pBR322 では Tet タンパク質の N末端から 67/68あるいは 65/66 番目の Ser-

Asp残基だと推定されて い る。

-7 -
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Fig. 2 Model for tetracycline(・) influx(1-3) and efflux(4-5) in 

E scherichi a竺 li. 1. 5， Passive diffusion through outer membrane porins; 

2，3， energy-dependent transport across the cytoplasmic membrane media-

ted either by an ATP-dependent， osmotic shock-sensitive system(2)， or 

by an osmotic shock-insensitive， protonmotive forcedependent system(3). 

4， Protonmotive force-dependent efflux mediated by a tetracycline 

resistance protein. From Chopra(1986). 

山口 (1991) はクラス B に属する Tn立を用い菌体内のテトラサイクリンの輸

送系について検討し、テトラサイクリンの菌体内蓄積と耐性菌による能動的排出

の機構のモデルを提出した (Fig. 3)。

-8 -
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nH+ 

H+ 

TH2~TH-

ぺTH-~T州+ (Co) 

H+ 

Tet 

H+ 

Fig. 3 Proposed rnechanisrn for tetracycline accurnulation in bacteria 

cells. 山口ら (1991) より .

テ トラサイクリンは中性形 THz として脂質二重層を拡散により透過し、菌体内

のより高い pH のため解離し、さ らに MgZ+等の二価カチオンと膜不透過性のキ

レートを形成して蓄積する。耐性 菌の産生する耐性タンパク質 Tet は THMg+ を

基質として、 H+ とのアンチポートにより能動的に排出する。

クロラムフェニコールは 1947 年 Ehrlichらにより Streptornyces venesuelae 



冒園田園田園田

から発見され、翌年に結晶として分離され、 現在 では 合 成 法 に よ り 製 造 さ れ てい

る。クロラムフェニコールも抗菌スペクトルが広く、特に グラ ム陰性菌に顕著な

抗菌活性を持つことより、かつては広く用いられていた。

ク ロ ラムフェニコールの分子 式は CIIH12C12N205 で、分 子量 は 323.13で ある

(Fig. 4)。クロラムフェニコールはテトラサイクリンと同じく、タンパク 質合

成阻害 抗生物質である。但し、クロラムフェニコールは細菌リボソームの 50S

サブユニットに作用し、 peptidyl transferase反応を抑えることにより、タンパ

ク質合成を阻害 する (Russell and Chopra. 1990)。

CHCI2 

O~C\‘E/H 
~ i 

02Nーイ/ ¥〉一一C-C-CH20H

OHH 

Fig. 4 The structure of chloramphenicol. 

クロラムフェニコール耐性菌は人畜病原細菌のみならず、魚類病原細菌において

も多数出現している。 Okamotoand Suzuki (1965) はクロラムフェニコールの耐

性機構は、耐性菌が産生したクロラムフェニコールをアセチル化して、不活化 す

る酵素 (Chloramphenicol acetyltransferase. CAT) によるものであることを明

らかにした o CAT の作用機序については Sykes and Bonner (1984) によって次の

ようなモデルが提案された。
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CPの アセチル化は 1位の OHあるいは 3位の OHがアセチル化される 場合、ま

たは両方の OHが アセ チル 化される場合がある。いずれのアセチル体も抗菌活性

を失う。

CATは種々の細菌の CP耐性株より見つかっており、グラム陰性稗菌に由来し

たものはその酵素学的特徴によ り CAT1、 E、 Eに分類され CShaw， 1983)、普

通 3量体として存在し、サブユニットの分子量は 2:L500-24， 500である (Leslie

et豆1.， 1986; Harding旦豆1.， 1987) 0 Masuyoshi ら (1988) は酵素学的の

方法で Y. a nguillarun1 より分離された CATに つ い て 調 べ た 結 果 、 そ の CATは

他のグラ ム陰 性菌 由来 の CATタイプ I、 E、 皿 と は 異 な り 、 新 し い タ イ プ である

ことを明らかにしている。

CP耐性には CATによるものでないものがある (Gaffneyet al.， 1981)。そ

の耐性メカニズムは分子サイズ が 33.8 キロダルトン (KDa) の比較的疎水性の膜

タンパク質が関与し、 CPの細胞内への透過を阻止することによるものである。

しかしながら分子レベルでの耐性メカニズムについてはまだ明らかにされてい な

し、。

テ トラサイクリン耐性およびクロラムフェニコール耐性はいずれも遺伝子によ

って支配 さ れ 、 各 薬 剤 の 耐 性 を示す。テトラサイクリン耐性タンパク質(Te t) を

コードする遺伝子(.1.三.1.)およびクロラムフェニコール不活性化酵素(CAT) をコ

ードする遺伝子(主主.1.)は分子遺伝学の進歩とともにその分子構造が解明されつつ

ある。

テトラサイクリン耐性遺伝子はグラム陰性菌とグラム陽性菌の間では構造が 異

なっている。グラム陰性得菌がコードするテトラサイクリン耐性遺伝子はほとん

どプラスミドによって支配されており、その耐性遺伝子がコードしている Tetタ

ンパク質の分子サイズはおよそ 36 KDaである。 Mendezet al. (1980) および

。L・h
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し、プラスミド RP1 およびトランスポゾン Tn1721 にコー ドされ たテ トラサイク

Levy (1988) はすでに報 告 されたテトラサイクリン耐 性遺伝子についてそれらの

D N A構造によりクラス A、 B、C、D、E および F のグル ープに分類した。 ク

ラス Aの L旦iは腸内細菌群、 pseudomonads、 全立1・omonaS および Vibri oに分布

リン耐性遺伝子がその代表的なものである。クラス Bの tet は腸 内細 菌群、

Y ersini a、 H aemophilu sおよび Vibri oに広く分布し、 R100(R222) にコードさ

れているト ラ ス ポ ゾ ン Tn10 に代表される。クラス Cの tetは腸内細 菌群、

pseudomonads および Salmonell aより検出されたもので、代表的な tet はプラ

スミド pSC101 および pBR322 にコードされているものである。クラス Dの tet

は A. hydrophil aから検出された プ ラ ス ミ ド RA1 にコードされるもので、他の

魚類病原菌 E. tarda、 P. p iscicid a由来の Rプラスミドにも広く分布してい

る (Aoki and Takashima， 1987)。クラス Eの tet は E. col iから検出され た

プラスミド pSL1456 にコードされていたもので、 Aeromona s sp.からも検出され

ている (Marshall弘主1.， 1 986 )。さらに、 E主主主3roidesfragi 1 i S よりクラス

Fの tet が検出されている (Parket al.， 1987)。

一方、グラム陽性菌 Staphylococcu S 、Streptococcus 、および Enterococcus

由来のテトラサイクリン耐性遺伝子はそれらの DNA構造よりクラスム L、M、

N、0 および P の 6クラスに分けられている。

これら のグループに属するテトラサイクリン耐性遺伝子の内クラス A、B、Cの

代表的なも の の 構 造 が 明 ら か にされている (Waterset al.， 1983・ Hillen and 

Schollmeier， 1983; Postle et al.， 1984; Sutcliffe， 1978; Unger et al.， 

1984a)。ま た 、 ク ラ ス D、Eの調節遺伝子の塩基配列が報告されている (Unger

全よ豆1.， 1984b; Tovar旦i三上， 1988)。

いずれのテトラサイクリン耐性遺伝子でも耐性遺伝子とその遺伝子発現の調節

に関与する調節遺伝子からなっている。調節遺伝子は耐性遺伝子と逆向きに存在

内
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し、 2つ の 遺 伝 子 聞 に プ ロ モ ータ一、オペレーターを含むコントロール 領域が存

在していることが明らかにされているはlock et al.， 1985; Tovar et al.， 19 

88)。さらに、これらの遺伝子聞において塩基配列の相向性が認められている。

グラム陽性菌に由来したテトラサイクリン耐性遺伝子についてもその 一部のも

のは構造がすでに明らかにされている (Hoshinoet al.， 1985; Martin et al.， 

1986; Sakaguchi 主主主1.， 1988)。それらの塩基配列聞においてもある程度の塩

基配列の相向性が認められている。

魚類病 原 菌 由 来 Rプ ラ ス ミ ドにコードされているテトラサイクリン耐性遺伝子

がクラス D に属するものが多いことはすでに述べたが、 v. a nguillarulTl由来 R

プラス ミドがコードしているテトラサイクリン耐性遺伝子について、分離年代に

より違うタイプであることがすでに明らかにされている (Aoki et al.， 1987)。

1977 年以前に分離された V. anguillarUln 由来の Rプラスミドがコードしている

テトラサイクリン耐性遺伝子はクラス Bと強く DNA相向性を示し、同じ構造で

あることが示唆された。一方、 1981 年以降に分離された株に由来するものはクラ

ス A、B、C、Dおよび Eのいずれにも相向性を示さず、新しいタイプであること

が明らかにされている。

クロラムフェニコール不活化性酵素(CAT) をコードするクロラムフェニコール

耐性遺伝子は多数の細菌から発見され、それらは染色体 DNA、 Rプラスミドあ

るいはトランスポゾン上に位置している。グラム陰性梓菌では常に発現している

が、グラム陽性菌では誘導耐性を示すことが明らかにされている (Shaw，1983)。

すでに、いくつかのクロラムフェニコール耐性遺伝子についてその構造が決定さ

れている。 Shaw(1983) らが CAT の物理化学的性状より分類した CAT1、 Eおよ

び田タイプの遺伝子もその DNA構造が異なっていた。グラム陰性菌では、 E.

旦 1i由来トランスプゾン Tn 9 ，こコードされたクロラムフェニコール耐性遺伝子
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(タイプ 1) (Alton and Vapnek. 1979)、 Proteus m irabili S 由来の cat

(Charles豆i主1.. 1985)、 Shigella flexner i由来プラスミド R 3 8 7にコー

ドされた立主主 (タイプ m) (Murray. 1988)、 E.. c旦上Lおよび Haemophilus 

i nfluenza e由来の日1.(タイプ II) (Murray. 己主上.. 1990) および Campy-

l obacter c♀1 i由来プラスミド pNR9589 にコードされた三三1.(Wang and Taylor. 

1990) はそれぞれすでに塩基配列が決定されている。

グラム陽性菌では、 Staphylococcus aureu S 由 来プラスミド pC194 にコードさ

れた主主1.(Horinouchi and Weisblum. 1982)、同じ菌種由来プラスミド pC221

および pUBl12 に コ ー ド さ れ た cat(Shaw et al.. 1985; Bruckner and Matzura 

1985)、Bacilluspumilu S の染色体 DNA由来 ca1t (Harwood et al.. 1983)、

C lostridium perfringen S および C. d ifficil e由来 cat(Steffen and Matzura. 

1989; Wren et al.. 1989)等の塩基配列が明らかにされている。これらのクロ

ラムフェニコール耐性遺伝子の由来は異なるが、構造上に類似した点がいくつか

認められ て お り 、 特 に 、 こ れ らの塩基配列に基づき翻訳されたアミノ酸配列の C

末端には共通の配列が存在する ことが注目されている (Shaw. 1983; Lesilie et 

al.. 1988)。

魚類病原菌由来 Rプラスミドがコードするクロラムフェニコール耐性遺伝子 に

ついては A. h ydrophil a、 A. s almonicid aおよび E. tarda由来のものは CAT

11クラスに、 P. p iscicid a由来のものは CAT 1クラスに属することがすでに明

らかにされている (Aoki. 1988) 0 V. anguilla rum 由来 R プ ラスミドにコード

されたクロラムフェニコール耐性遺伝子について、 Aoki(1988) は DNA-DNA

hybridization により調べたところ、その DNA構造が菌の分離年代によって違

うタイプを示し、 1977年以前に分離されたものは報告された既知 CAT 1、 11 お

よび 111のクロラムフェニコール耐性遺伝子とは DNA構造が異なり、新しいタ

イプであることを明らかにしている。
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v. a nguillaru1Tl 由来 Rプラスミドがコードするテトラサイクリンおよびクロラ

ムフェニコール耐性遺伝子は分離年代によって既知のものと異なることはすでに

述べたが、いずれも、その耐性遺伝子の構造については明らかにされていない。

そこで、本研究は、 V. anguillaru1T1 由来 Rプラスミドがコードする新しいテトラ

サイクリン耐性遺伝子およびクロラムフェニコール耐性遺伝子の塩基配列を決定

し、その DNA構造の解析を行った。決定された塩基配列およびアミノ酸配列 を

他のタイプの耐性遺伝子と比較することにより、その起源および進化について検

討した。さらに、これらの耐性遺伝子にコードされた遺伝子産物を調べた。次い

で、 1989年よ り ア ユ 養 殖 場 においてピプリオ病の予防のために浸漬ワクチンが使

用されるようになり、アユの養殖場においてピプリオ病の発生率が減少する兆候

がある。それに伴って薬剤の使用が少なくなって来ているものと思われるので、

1989年以降アユより分離され た V. anguillaru1T1 について薬剤耐性株の疫学調査

を行い、耐性株の出現頻度、 Rプラスミドによる耐性株の有無および Rプラスミ

ドの構造について検討した。
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第一章 テトラサイクリン耐性遺伝子について

序 Eゴ

V. anguillarulT1 由来 Rプラ ス ミ ド が コ ー ド す る 新 し い タ イ プ の テ ト ラ サ イク

リン耐性遺伝子 (Tet Gと命名した)の構造解析を中心に行った。

V. a nguillarulTI MZ8122 株由 来 Rプラスミド pJA8122 よりクローニングした

Te t G を含む巴旦d111 9 Kb断片について、制限酵素地図を求め、その制限酵素

切断サイトを用いてサブクローニングおよびデレーションミュタントの作製を行

い、 Tet G の塩基配列を決定した。決定した塩基配列より Tet G遺伝子の耐性発

現機序を考察した。さらに、決定した塩基配列および推定したアミノ酸配列を既

知のクラス A、B、C、D、Eおよび他のテトラサイクリン耐性遺伝子のものと相 向

性を求め、その起源および進化について考察した。さらに、 Tet Gが産生する遺

伝子産物についてマキシセル法により調べた。

材料および方法

1 .使用菌株およびプラスミド

円
，
『

e
Iム



本実験に用いた菌株およびプラスミドは Tab1e 1に示した。

v. a ngui11arum MZ8122 株は Tet G をコードする Rプラスミドの元株として用

いた。プラスミド pUCl18、119および E. co1 i HB101、MVl184 株はサブクロー

ニングのベクターおよび形質転換の宿主菌として用いた。 E. co1 i CSR603 株は

マキシセル法の宿主菌として用いた。また、 Tet Gの DNA構造を比較するため、

V. a ngui11aru m 由来 Rプラスミド pJA7601、pJA8115、pJA8120、pJA8122、pJA

8202、pJA8325 および P. aeruginosa 由来プラスミド RP1 (クラス A)、 S. 

f 1exner i由来プラスミド R222 (クラス B)、 pBR322(クラス C)、 A. hydro-

ph i 1 a由来プラスミド RA1 (クラス D) および E. coli 由来 pSL1504(クラス

E) を用いた。

2 .使用培地

V. angui11arulT1 の増菌用培地として、 0.5%NaC1 添加ハートインフュジョン培

地 (lHI) (日水製薬〉を用い、 E. c旦日ーの増菌用培地は L培地 (po1ypepton

10g、NaC1 5g 、yeast extract 5g 、dH20l， OOOm1) および 2xYT (po1ypepton 

16g、yeast extract 10g、NaC1 5g、dH201. OOOml) を用 いた 。ま た、 マキ シセル

法に用いた E. 主主1i CSR603 株を培養する際、 M9培 地 ( Na2HPO. 旬、 KH2PO.

旬、 NaC1 0.5g、 NH.C1 19、dH20で 11 にした後、 pH 7. 0 になるように調節し、

滅菌後、それに別々に滅菌した O.OlMCaC12 10ml、 1M MgSO. 1ml および 20完

glucose 10ml を添加)および K培地 (1%casamino acid、O.1μg/ml thiamine 

を含む M9 培地)を使用した。

さ ら に、これらの菌の分離用培地として、上述の液体培地(1 H 1、L、 2X YT) に

1. 5% の濃度になるように寒天を加えたものを使用した。
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3 .プラスミド DNAの調製

(a) Rプラスミド DNAの調製

Rプラスミド DNAの小量調製は Kadoand Liu (1981) の方法及びその変法に

より行った。 v. anguillarun1 は 5ml の 1H 1および E. coli は同量の L ブロ

ースに接種し、一晩振塗培養を行った。菌液を 8，000 rpmで 10 分間遠心し、集

菌した。ペレットを 1ml TAE 溶液 (40mMTris-acetate pH7.4、2mMEDTA) に懸

濁し、 2ml の Lysing solution (SDS 旬、 Triso.旬、 2NNaOH 6.4ml に dH20

を100ml になるように加えたもの〉を加え、穏やかに混合させ、ときどき撹祥し

ながら 60.Cで 1時間保温した。フェノール/クロロホルム(1 : 1 )を 6ml 加え、

上下転倒 して(50-100 回)よく混ぜ、 12，000 rpmで 15 分間遠心した。プラス

ミド DNAを含んだ水層を新しいチュープに移し、 2容量の冷 99% エタノールを

加え、 -20.Cで 2-3 時間放置した。次いで 13，000 rpmで 15 分間遠心し、沈澱

を O.5 m 1の 50mMTris-HCl (pH 8.0)、 O.1M酢酸ナトリウム溶液に溶かし、

1. 5m 1の微量遠心チューブに移した。さらに、 1ml の冷 99完エタノールを加え、

-2 O. Cに 1時間放置した。 13，000 rpmで 10 分間遠心し、ペレットを冷 75% エ

タノールでリンスした後、真空乾燥を行った。抽出した DNAは TE buffer (10 

mM Tris-HCl pH 7.5、1mMEDTA) に溶かし、 -2O. Cにて保存した。

Rプラスミド DNAの大量抽出は簡易アルカリ法により行った。菌を 200ml の

上述の液体培地で一晩振塗培養し、 6，000 rpmで 10 分間遠心し、集菌した。菌

体に1.2 m 1の Solution 1 (50mM glucose 、10mMEDTA、25mMTris HCl、pH8. 0) 

および 800μl の lysozyme solution (10mg lysoヮ yme/ml Solution 1) を加え、

氷上に 30 分間放置した。 Solution 11 (0. 2N NaOH 、 l%SDS) を4ml添加し、よ

く撹祥し、氷上に 5分間放置した。さらに、 5M酢酸カリウム (pH 4.8) を 3ml

加え、氷上に 1時間放置した。 13，000 rpmで 10 分間遠心した後、上清を新しい
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チュープに移し、二容量の冷 99% エタノールを加え、 -8O' Cで 30分間放置した。

13，000 rpmで 10 分間遠心した後、沈澱を適量の O.1M酢酸ナトリウム， 50mM 

Tris-HCl (pH 8.0) 溶液に溶かし、さらに、二容量の冷 99完エタノールを加え、

-2 O' C にて 10 分間放置した。 13，000 rpmで 10分間遠心した後、上清を捨て、

真空乾燥した。ペレットを適量の TEbuffer で溶かし、一部をアガロースゲル電

気泳動によりプラスミド DNAの存在を確認した。

次いで抽出されたプラスミド DNAを RNaseA(20μg/m 1 )で処理後、総量 6.4

ml になるように TE buffer を加え、これに 6.90 g の塩化セシウムおよび 1ml

のエチジウムブロマイド溶液 (2.5mg/ml) (Et. Br.)を加え、よく撹持した後、

36，000 rpmで 36 時間、 20'Cで平衡密度勾配遠心を行った。遠心後、 uvランプ下

で 21G 注射針で目的の DNAバンドを採取した。その DNA溶液に 5MNaCl で

飽和したイソプロパノールを加え、 Et. Br.を完全に除去した。この溶液を透析

チューブに入れ、 2 1の TE buffer の中でど C にて一晩透析した。精製した D

NA溶液は -2O' C にて保存した。

( b) リコンビナントプラスミド DNAの調製

リコンビナントプラスミド DNAの調製はアルカリ法 (Birnboimand Doly 、

1979) により行った。宿主菌の大腸菌を 10m1 Lまたは 2x YT プロースに接種し、

一晩振塗培養をした。菌液を 6，000 rpmで 10 分間遠心し、菌体を沈澱させた。

上清を捨て、菌体に 120μl の Solution 1および 80μlの lysozyme solution 

を加え、よく混ぜた後、室温で 5分間放置した。次に 400μl の Soluton 11 を

入れ、上 下転倒によりよく混ぜ、 氷 上 で 10 分間放置した後、 5M酢酸カリウム

(pH 4.8) を 300μl 加え、氷上にて 15分間置いた。 13，000 rpmで 10 分間遠心

し、上清を新しい微量遠心チュープに移し、等量の TE飽和フェノールを加え、

上下転倒により混合した後、 13，000 rpmで 5分間遠心した。上清に等量のクロ
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ロホルム/イソアミルアルコール (24:1) を加え、転倒混合後、 13.000 rpmで

5分間遠心した O 上清を新しい微量遠心チューブに移し、二容量の冷 99% エタノ

ールを加え、-8 O. Cにて 15分間放置した。さらに、 13.000rpmで 10分間、 4. C 

で遠心した後、ペレットを 75%の冷エタノールでリンスし、真空乾燥した。

次に、ペレットを 100μ1TE buffer に溶かし、 RNaseA (500μg/ml) を5μl

加え、 37
0

Cにて 30分間インキュベートしたo 20% PEG-2. 5M NaCl 溶液を 60μl 加

え、 4.Cにて 6時間以上放置した。 13.000rpmで、 5分間遠心し、沈澱物を冷

75%エタノールでリンスし、真空乾燥した。

4. 制限酵素によるプラスミド DNAの切断

プラスミド DNAに 10x 制限酵素反応 buffer を 10分の l容量加え、次い

で各々の制限酵素(ニッポンジーン、宝酒造)を:2-4unit を加え、至適温度で

1時間反応させた。反応終了後、約 1/10量の色素混合液 (0.25%bromo-

phenol blue 、0.25%xylene cyanol (XC)、 50完 glycerol) を加え、制限酵素に

より切断されているかどうかをアガロースゲル電気泳動により確認した。

5. 電 気泳動

( a) アガロース電気泳動

目的により、 O.問、 0.7%，0.8%あるいは1.2%の濃度になるようにアガロース

1 (和光純薬)粉末を電気泳動用 TBEbuffer (0. 089M Tris base、0.089M

boric acid、0.002MEDTA) に加え、 115.Cで 5分間加温溶解し、溶解したアガロ

ースゲルの一部をゲル床の脚部に注ぎ底固めをした。次に、試料の数に合わせて

コームの数およびその大きさを決め、コームをゲル床に固定し、加温溶解したア
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ガロースゲルに気泡が入らないようにゆっくり 注 ぎ、 試 料 溝 を作った。ゲルが固

まった後、コームをはずしてゲル床を泳動タンクに 置 き、 両 側のタンク に TBE

buffer を加えた。試料溝に TBEbuffer を満たし、 DNA試料に 1/10容量 の色

素混合液 を 加 え 、 マ イ ク ロ ピ ペットを用い試料溝からもれないように 静かに 入 れ

た。分子量 の標準マーカーとして、制限酵素 Hi nd 1 1 1で消化した λ DNA断片 を

使用した。 60-80mA で、 2-3 時間電気泳動を行った後、ゲルをゲル床から取り出

し、 0.5mg/ml の Et. Br.を含む dH30に入れ、 40分間染色を行い、紫外線ランプ

台上に載せ、 DNAバンドを観察した。

( b) ポリアクリルアミドゲル電気泳動

8% ポリアクリルアミドゲルの作製は以下の手順で行った。 30完アクリルアミド

保存液(アクリルアミド 29g、ピスアクリルアミド 19、dH30 を 100mlになるよう

に加えたもの) 9.58ml、5xTBEbuffer 7.2ml および dH2019.0ml を混合し、真

空ポンプで脱気した。次に、 400μl の 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 お よ び 20

μl の TEMED を加え、 20x20xO.2cm の 2枚のガラス板の間に流し込んだ。アク

リル製コームをガラス板上部の聞に挿入し、 1時間以上静置した。 50V で 30 分

間程度予備泳動し、試料溝内の TBEbuffer を 新 し い も の と 取 り 換 え て か ら 試料

を各溝に入れた。分子量のマーカーとして、 pBR322 DNA の HinfI 消化断片を使

用した。 50Vで、プロムフェノールブルーのバンドが流れきる直前まで泳動した。

泳動終了後、ガラス板よりゲルをはがし、 0.5mg/ml Et. Br.溶液に入れ染色を行

っアこ。

6. 制限 酵素地図の作成

クローニングした DNA断片を適当な制限酵素で切断し、アガロースあるいは
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ポリアクリルアミドゲル(切断した DNA断 片 が 1Kb以下の場合)電気泳動を

行い、それぞれの DNA制限酵素による切断箇所がいくつ存在するかを調べた。

次に、制 限サイトが認められた制限酵素を用いて同時に切断し、その相互の切断

パターンの比較から、制限酵素の切断箇所の位置を決定した。

同じ反応液で 2種類の制限酵素 を 作 用 さ せ 得 る 場 合 は 同 時 に 2つの制限酵素を

加えた。 しかし、酵素反応液が異なる場合は、まず、低塩濃度要求の制限酵素で

消化した後、 NaCl を加え、塩濃度を変えるか、あるいは TE飽和フェノールで抽

出後、クロロホルム / イソアミルアルコール処理、エタノール沈澱および真空乾

燥を行って、再び新しい酵素反応液を加えてから別の制限酵素で消化した。

7 .塩基配列決定法

Tet G遺伝子の塩基配列の決定 は、 クロ ーニ ング され た Tet G遺伝子を含む D

NA断片をサプクローニングおよびデレーションミュタントを作製した後、ジデ

オキシシークエンス法 (Sangeret al.， 1977) により行った。

( a) サ ブク ロー ニン グ

Tet Gを含む 9Kb HindIII DNA断片を制限醗素地図により制限酵素切断 サ

イトを持つ適当な制限酵素で切断した。また、ベクタープラスミド pUC118 また

は 119をインサートしようとする DNA断 片 の 切 断 に 用 い た の と 同 じ 制 限 酵素で

切 断 し 、アルカリフォスファターゼで処理し末端の脱リン酸化を行った O この二

つの DNA溶液を混合し、滅菌dH:zOで全量 200μlにした。 TE飽和フェノール、

クロロホルム / イソアミルアルコール処理し、エタノール沈澱、 リンス、真空乾

燥後、 17μl の滅菌dH:zOに溶かし、 2μl の 10x Ligation bufferおよび 1μl

の T4Ligase (宝酒造)を加え、 16.Cにて 24時間反応させた。
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一方、 E. coli MVl184株を 10ml の 2x YT ブロースに接種し、 37
0 

Cで一

晩培養した。この培養菌液 O.1 m 1を 10ml の新しい 2x YT ブロースに接種し、

ODfifiO=0.4 に達するまで 37
0

Cで振塗培養を行い、 5.000 rpmで 5分間、 4
0

Cで

遠心集菌した。菌体を氷温の transformation buffer (0.5% glucose 、 10mM 3-N 

-morpholino propanesulfonic acid、 75mMCaCl2) 5ml に懸濁し、 5.000 rpmで

5分間、 40 Cで遠心した。菌体を 1ml の transformation buffer に懸濁し、 氷 水

中に 5分間放置し、コンピテントセルとした。

200μl のコンビテントセルにリコンビナントプラスミドを加え、氷中に 45 分

間放置した。次いで 42
0

C中に 45 秒間放置後、 500μl の 2x YT プロースを加

え、 37.Cで 1時間培養し、形質転 換 を 行 っ た 。 こ の 培 養 液 O.1 m 1を ampicillin

50μg/mlと X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) 28μg/ml 

を含む 2x YT培地に塗抹し、 37
0

Cで 1昼夜培養し、形質を発現させた。さらに、

2 x YT 培地上に増殖した白色のコロニーを滅菌したつま楊子で同じ平板に穿刺し、

37. Cで 1昼夜培養を行った。

( b) デレーションミュータントの作製

デレーションミュータントの 作 製 は 宝 酒 造 の キ ロ シ ー ク エ ン ス 用 デ レ ー シ ョン

キットを用いて行った。原理的には Henikoff(1984) の 方 法 を 改 良 し た も のであ

る。 リコンビナントプラスミドのインサート DNAのシークエンス用プライマー

をアニーリングさせる側の末端から順次デレーションを行いミュータントを得た。

このミュータントを得るために 、プライマーのアニーリングサイトとインサート

D N Aとの聞を 2つの制限酵素〈インサート DNA側を a、プライマーのアニ ー

リング側を bとする)で切断した。 aの酵素は DNAを切断した後 5'末端が突

出したものまたは平滑末端になるもの、 bの酵素は 3' 末端が突出するものが必

要である。また a、 b両酵素ともインサート DNAにその制限酵素サイトはな い
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ことが必要である。本実験では、 a酵素は XbaI、 b酵素は SacI および KpnI を

使用した。まず、インサート DNA断片 の両 側か らデ レー ショ ンさ れた ミュ ータ

ントを得るため、サブクローニ ン グ に よ り 得 ら れ た 4.3 kb Xho 1 D N A断片をリ

コンビナントフラスミドから切り出し、 MungBean nuclease および Klenow

enzyme により両側を平滑末端にし、 pUC119の HincII サイトにクローニングし

た。その D N A断 片 上 の 制 限 酵素サイトを利用して、逆向きの 2つのクローンを

得た。アルカリ法によりプラス ミ ド DNAを抽出し、それぞれ上述の a、 bの酵

素で消化 した o TE飽 和 フ ェ ノ ール、クロロホルム / イソアミルアルコール処理、

エタノール沈澱、 リンス、次いで真空乾燥を行った。ペレットを 100μl の Exo-

nucleaseill buffer (50mM Tris-KCl pH 8.0， 100mM NaCl， 5mM MgC12， 10mM 2ー

メルカプトエタノール〉に溶解し、 男IJのチュープに MBnuclease buffer (40mM 

Sodium acetate， pH 4.5， 100mM NaCl， ZmM ZnC12・10%glycerol.)を 100μl

入れ以下の操作を行った。 DNA溶液に 2μ1(160 units) の Exonucleaseillを

加え、よく撹祥し、 37'Cにてインキュベー卜した。 Exonucleaseill で処理した

D N A 10μl を 30秒毎に MBnuclease bufferに順次に移した。次に、 65'Cで

5分間イ ンキュベートして Exonucleaseillを失活させ、 37'Cに戻した。 2μ1(50 

units) の MungBean nucleaseを加え、 37'Cにて 45分間インキュベートした O

TE飽和フェノール、クロロホルム / イソアミルアルコール処理、エタノール沈澱、

リンス、次いで真空乾燥を行った後、 50μl の Klenowbuffer に溶解し、 1μl

(2units) の Klenowenzyme を加え、 37'Cにて 15分間インキュベートした。

2. 5倍量のエタノールを加え、遠心して沈澱を回収し、 リンス後、真空乾燥した。

得られた DNAを 40μl の TEbufferで溶解し、そのうちのト10μlを100μl

の Ligationsolution Aに加え、 12μi の Ligationsolution Bを加え、よく

撹祥した後、 16・Cにて一晩反応させた。エタノール沈澱、 リンス、さらに、真空

乾燥 を行い、その DNA沈澱を 数 un i tの制限酵素 aで切断し、そのままコンビ
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テントセルに形質転換させた。

サブクローニングおよびデレーションにより得られたクローンを 5ml の 2x YT 

ブロースで培養し、アルカリ法によりプラスミド DNAを抽出した。抽出した D

NAを 50μl の TEbuffer で溶解した。アガロースゲル電気泳動によりそれぞ

れの分子サイズを確認し、分子サ イ ズ の 差 が お よ そ 200-300 bp のものを選んで、

シークエンスに供試した。二本鎖テンベレートを変性させるため、上述のプラス

ミド DNA溶液を 8μl 微量遠心チュープに取り、 2μl の 2NNaOH を加え、室

温で 10分間インキュベー卜した。 3MSodium acetate (pH 4.5) を 3μl および

dH20 7μl を加え、冷 99% エタノールを 60μl 加え混合し、 -8O. Cで 15 分 間

放置した。 13，000 rpmで 10 分間遠心し、上清を除き、ペレットを冷 75完エタノ

ールでリンスし、真空乾燥した。変性させた DNAは -2O. C に保存し、ジデオキ

シシークエンス反応に用いる直前に 10μl のdH20で溶解した。

( c) シークエンス用ゲルの作製

8% シークエンス用ゲルの作製は、まず尿素 16.8， g ，こ dH20を 14ml 加え、スタ

ーラーで溶かし、 8ml の 40% アクリルアミドゲル保存液(アクリルアミド 38g、

ピスアクリルアミド 2g を dH20で 100mlにしたもの)、 4ml の 10x TBE buffer 

(Tris base 121.1g、 EDTA 7.旬、ホウ酸 53.4 gを 1リットルの dH20で溶解した

もの)および 350μl の 10完過硫酸アンモニウム (APS) を加え、アスピレータ

により脱 気 し た O 次に、 17μ!の TEMED を加え、よく混合した後、 0.35mm のシャ

ーク型コー ムとスペーサーをはさんだ 40 x 20cm のガラス板の間に静かに注ぎ、

ゲルが完全に固まるまで 1時間 以 上 放 置 し た 。 ま た 、 日 の ゲ ル は 40完ゲル保存 液

9ml、尿 素 25.2 g、 10xTBE buffer 6ml、 10完 APS 360 μl、TEMED 60μl を混合

し、同じように作製した。
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( d) ジデオキシシークエンス反応

アニーリングおよびジデオキシシークエンス反応は T7 Sequencing Kit 

(Pharmacia) を用い以下の反応を行った。 1本鎖に変性させた DNAを 10μl

の dH20 に溶かし、 2μlの annealingbuffer と 2μl のプライマー溶液を加え、

37' Cで 20 分間インキュベートし、プライマーをアニールさせた後、少なく とも

10 分間室温に放置した。

一 方 、冷却した enzymedilution buffer を用いて必要量の T7 DNA polymerase 

を1.5units/μi になるように希釈した。また、 4本の微量遠心チューブに A、

T、G、Cの印をつけ、 4種類の sequencingmix を 2.5μl ずつ対応するチュー

ブに分注した。アニーリングしたテンプレートとプライマーが入っているチュー

ブに 3μl の Labellingmix を入れ、続いて 1μ1 (10μCi) の [α_35S]dATP

(New England Nuclear Corp. Boston， Mass) および 2μlの T7 DNA polymera-

se希釈液を加え、室温で 5分間インキュベー卜した。このインキュベーション

を行って いる聞に、分注した 4種の sequencingmix を温めるため、微量遠心 チ

ューブを少なくとも 1分間 37'Cに置いた。 5分 間 ラ ベ リ ン グ 反 応 を さ せ 、 こ の反応

液を 4.5μl ずつ 4種の sequencingmix に移し、穏やかに撹祥し、 37'Cで 5

分間インキュベートした。 5μlの stop solution を各々のチューブに加え、 穏 や

かに撹祥 し 、 軽 く 遠 心 し て 内 容物を底に集めた。これらのチューブを 75-80'Cで

2分間加熱し、反応液をそれぞれ 2μl シークエンスゲルのウェルに入れた。

( e) 電気泳動及びオートラジオグラフィー

作製したゲルを1， OOOV で 30 分間予備泳動を行い、さきに調製した DNAサ

ンプルをウェルに入れ、放熱板をガラス板につけ、1， 500-2， OOOV で泳動を行った。

キシレンシアノールが流れきった所で、 ~B 泳動を止め、同じサンプルを別の試

料溝に注ぎ、再度泳動を行った。そのサンプルのプロモフェノールブルーが流れ
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きった時泳動を終了した。ゲルを注意 深くガラス板よりは がし、 ゲ ル固定液

( 10%メタノール、 10%酢酸)に 30分間 浸 した。その後、ゲルを 3MM鴻紙の上に載

せ、ゲル乾燥機を用い、 8O' Cで 1時間乾燥させた。乾燥させたゲルを X線 フ ィル

ムとともに X線フィルムカセットに入れ、 室 温にて 一 晩オートラジオグラ ム を行

った。次に、フィルムの現像、 定着を行い、水洗、乾燥 した 後、塩 基 配 列 を読み

取った。

( f) 塩基配列の解析

決定した塩基配列は塩基配列解析用データベース Genetyx (Software Develop 

ment Co.. Ltd. Japan) により解析を行い、他のテトラサイクリン耐性遺伝子と

比較した。

8. 転写開始点の解析

転写開始 の 解 析 は プ ラ イ マ ー伸長法 (Sambrooket al.. 1989) により行った。

シー クエンスデータにより、転写開始点より下流に存在し、転写される RNA と相

補性 を持つような約 20塩基の 1本鎖 DNA を DNA合成装置を用い合成し、プラ

イマーとした。

( a) RNA抽出法

リコンビナントプラスミドを持つ大腸菌を 10ml Lブロースに接種し、 37.Cで

1晩振動培養を行った。この培養液を 10mlprotoplasting buffer (15mM Tris 

-HCl. pH 8.0、 0.45MSucrose 、8mMEDTA) で溶解し、 80μiの lysozymesolutio 

n(50mg/ml) を加え、氷中に 15分間放置した o 4.000 rpmで 10分間遠心し、

沈澱に 0.5ml lysing buffer (10mM Tris'HCl. pH 8.0、10mMNaCl 、1mM クエ
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ン酸ナトリウム、1.5% SDS) および 15μl の Diethyl pyrocarbonateを加え、

よく混合した後、 37
0

Cで 5分間放置した。 250μl の飽和食塩水を添加し、氷

中に放置した後、 10分間遠心した。上清を新しいチューブに移し、 1ml 冷 99%

エタノールを加え、-20
0 

Cで 1晩放置した。 40 Cで 15分間遠心し、ペレットを

100μl滅菌dH20で溶解した。

( b) 反 応

RNA (数十 μg) とプライマーに 10mMTris-HCl (pH 8.3)、1mMEDTA、0.25mM

KClで、 20μl となるように調製した。 60
0

Cで、 1時開放置した後、室温で 10 

5時間ハイブリダイゼーションを行った。この混合液を希釈し、最終濃度 75mM

KCl、0.25mM EDTA、10mMMgC12 、20mMTris-HCl (pH 8.3)、10mMDTT、O.25 mM 

4 dNTP、アクチノマイシン 100μg/ml および逆転写酵素 100 units/mlになる

ように、それぞれ添加し、 37
0

Cで 1時間反応させた。冷 99% エタノールを加え、

沈澱した後、 75% エタノールで洗浄し、乾燥した。沈澱を色素混合液(ホルムア

ミド 90%、BPB0.05%， EDTA 5mM、XC0.05%) に溶かし、 90
0

Cで 30分間熱処理

後、ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。

9 0 遺伝子産物の分析

( a) マキシセルの作製および標識

リコンビナントプラスミド pUC19(1三tGを含む〉および対照とした pUC19 を

それぞれ CSR603株に形質転換し、それらの形質転換株を 10ml の K培地(2 0 

使用培地を参照〉に接種し、 37
0

Cで一晩振塗培養をした。その培養液 O.1 m 1を

10ml の新しい K培地に接種し、 ODaaoam が 0.2 になるまで 37
0

Cで振塗培養を

行った。その培養液を滅菌シャーレに入れ、紫外線ランプ (15W) の真下約 50cm
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の距離で、手で動かし菌液を混ぜながら、 10 秒間照射した。照射後の 培 養 液を

L字管に戻し、 37'Cで 1時間振塗培養を行った。 cycloserine を 100μg/ml にな

るように添加し、 37'Cで 8-12 時間振塗培養した。さらに、 cycloserine を

200μg/ml になるように入れ、 37'Cで 1時間培養した後、 4.000 rpmで 10 分間遠

心集菌した。菌体を Hershey sal t (NaCl 5.旬、 KC 1 3.旬、 NH.Cl 1. 19、CaC 1 2・

2H20 15mg 、 MgC12・6H200.2g 、 Fe C 1 3・6HaO0.2mg: 、KH2PO. 87mg 、Trimzabase 

12. 1 g、dH20で1， OOOml にしたもの、 pH7.4) で 2回洗浄し、 5ml の Hershey培

地 (Hersheysalt 100ml につき、 20完 glucose 2ml、 2完 threonine 1ml、は

leucine 1ml、2%proline 1ml、2完 arginine 1ml および O.1完 thiamineO.lml 

を加えたもの)に懸濁し、 37'Cで 1時間振塗培養した。 L-[3I1SJmethionine ( 

New England Nuclear Corp. Boston. Mass) を 50μCi/ml になるように力日え、

37' Cで 1時間培養した。 6.000 rpmで 10 分間遠心集菌し、 O.1 m 1のサンプルバ

ッファー (0.0625M Tris-HCl pH 6.8、 2%SDS、 5% 2-ME.、 10完グリセロール、

0.001% ブロムフェノールブルー)に懸濁した後、1.0 O' Cで 4分間加熱処理した。

(b) SDS ポリアクリルアミドゲルの作製および電気泳動

SDS ポリアクリルアミドゲルおよび buffer の組成は Table 2に示した。まず、

12. 5 %の separatinggel (下層)を作り、 20x20xO.2 cm のガラス板に流し込

み、 O.1M の SDS溶液で飽和したブタノールを静かに重層し、 30分間放置した。

ゲルが固まった後、ブタノールを捨て、 dH20で洗い、 stackinggel (上層〉を入

れ 、 す ぐにアクリル製コームをガラス板の間に挿入し、ゲルが固まるまで静置し

た。ガラス板を泳動装置にセットし、 1x泳動用 bufferを入れ、 15mA で 30分間-

1時間予備泳動した。加熱処理したサンプルト10μlを試料溝に注ぎ、 25mA で泳

動を行った o その時、サイズマー カ ー と し て [1 • C] でラベルしたタンパク質分子

量マーカー (Amersham、 CFA.626) をサンプルとともに泳動した。 泳動終了後、
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ゲルをガラス板からはがし、シークエンスゲルと同様に固定、乾燥し、オートラ

ジオグラフィーにより標識された タ ン パ ク 質 を 検 出 し 、 分 子 サ イ ズ を 求 め た 。
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study 

Bacteria1 strain 

and p1asmid 

pUC19 

pUCl18， 

pJA7601 

pJA8115 

pJA8122 

pJA8202 

pJA8325 

RPl 

R222 

pBR322 

RAl 

pSL1501 

C600 

MVl184 

CSR603 

119 

Relevant characteristics 

TCr Apr CMr SMr Sur 

型 pE44，主主14，旦l!2，詮cUl，区坐2，

旦三1.20，主15，世上1， recA13，巴工主+，区rB-
t h r -1， s u r E 4 4， 1 e u B 6， 1 a c Y 1， t 0 nA 21， 
mcrA-，mcrB一，入一

笠豆一，些i-，旦三L，ゆ 80d担cZ-M15

盟主主6，竺主主1，也工，生工，並立，区旦，足立，

生i，笠豆・注三，包1，主主，立1，巴1，竺工

AP r， 

AP r ， 

TCr 

TCr 

TCr 

TCr 

TCr 

TCr 

TCr 

TCr 

TCr 

TCr 

1 acZ' 

1 acZ' 

CMr 

CMr 

CMr
， 

CMr 

CMr
， 

KMr
， 

CMr
， 

SUr 

Apr 

Apr 

Apr， 

AP r， 

Apr 

SMr
， 

SMr 

SMr 

SMr 

SMr 

SUr 

SUr 

SUr 

SUr 

SUr 

32 

Reference or 

derivation 

Aoki et al.， 1987 

Bo1ivar and Baclman， 1979 

Young and Davis， 1983 

Vieira 

Sancar 

and Messing， 1987 

et al.， 1979 

Yanisch-Perron et a1.， 1985 

Vieira and Messing， 1987 

Aoki et al.， 1987 

tet A， 

tet B， 

tet C， 

tet D， 

Mendez et al.， 1980 

tet E， c10ned from pSL1456， 

Marshall et al.， 1986 



Teble 2. Compositions of SDS-polyacrylamide gel solutions 

Separating gel component (12.5%) 

acrylamide solution(30%) 

ammonium persulfate(10%) 

separating gel buffer 

7. 5 m 1 

280μ1 

4.75ml 

12. 5μ1 

6.25ml 

TEMED 

dH20 

Separating gel buffer (per 100ml) 

Tris base 18.17g 

10% SDS 4 ml 

pH to 8.8 with 12N HCl. to a final volume of 100ml with dH20 

Acrylamide(30%) (per 100ml) 

acrylamide 

bisacrylamide 

30g 

O. 8 g 

to a final volume of 100ml with dH20 
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300μ1 

28μ1 

444μl 

5μ1 

1. 0 m 1 

stacking ge1 buffer(per 100m1) 

10% SDS 

6. 06 g 

4m1 

Tris-base 

pH to 6.8 wi th 12N HC1 to a fina1 vo1ume of 100m1 wi th dH20 

10x running buffer (per 11) 

Tris 

glycine 

SDS 

30.25g 

144g 

10 g 

to a fina1 vo1ume of 11 with dH20 
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結 果

1 .制限酵素地図および塩基配列決定の strategy

v. a nguillarUIT1由来 Rプラスミド pJA8122 よりクローニングされた Hi旦d111 

切断断片の制限酵素地図および塩基配列決定の strategy は Fi g. 6に示した。

Fig. 6 (a) に 9kb巴旦dIII D N A断片の制限酵素地図で、 ( b) に今回塩基配

列を決定した部分の地図および strategyを示した。 L主主 Aおよび tetRはそれ

ぞれ TetGの耐性遺伝子およびレプレッサー(調節遺伝子〉の位置を示した。

塩基配列の決定はサブクローニングで得られた E主mHI一位oI 約 3.4 kbの DN

A断片を含むクローンを用い、 deletionmutant を作製して行ったが、オーバー

ラップしな か っ た 部 分 に つ い て 、制限酵素 E三tI、主工主11Iおよび Xh旦i切断サイ

トを利用し、サプクローニングして得られたクローンを使用した。

2. Tet G遺伝子の塩基配列

今回決定した約 2.600base pair (bp) の塩基配列には、 2つの openread-

ing frame (ORF) が確認された。 1つは1.179bp よりなる ORFで Tet Gの耐

性遺伝子 tetA (G) にあたり (Fig. 7)、それにコードされたアミノ酸が 393残

基であった 。 算 出 さ れ た 遺 伝 子 産物の分子量は 40.895 ダルトンであった。また、

この ORF の GC含量は 57.7 %であった。

この ORF の開始コドンの上流にー10領域 TATATG (5' 末端より 435-440塩
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Fig. 6 Restriction map of a Hind工工1 fragment cloned from pJA8122 
(a) and a sequencing strategy for the Tet G determinant 
nucleotide sequence within a 2.6 kb region (b). The 
large arrow shows the extent and the dlirection of transcrip-
tion of the tet A(G) and tet R(G) genes. 
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CGGCGTCCTCGGACGAAAAGCCCTCCGCGCAGAGAAAGCGTATTTGCGTCTCGGCGGTGCCAAAATTCGGTTCTGTCGGTCGAGTGCCGGCATGGATACG 100 

CGCGCCGTCCCGATAAGAGAGCAACGCCGTTCTGAAGCTCAGGGCATTCTCl寸TCAGGAACACCCGCCAGTCCTCAl寸CTCTTCGGGTAGCGAGCGGGTA 200 

TGGCGTTCCCGCAGCATCGCCTCGGGCAGCGCATCAAGCAGCGCTCGTTTGTTCTGGAAATGCCAGTAAAGCGCAGGCTGCTGAACCTTGAGGCGTTCAG 300 

CGAGCTTCCGCGTCGTCAGGCTGTCCATGCCAACCTCGTTCAACAGCTCTAGGCCCGCCGCGATCACGGTGCCCTTGTCCAGTTTGGTCATTCACGTTCC 400 

TTCGCCAGTGCTTGACAATTTATCACCGATAAGTTATATGTCCATCTCCTTATCGl寸GATAAAGTCGCTCCATTGAGCGGCGCTGGAGTTTCAGGTGCGC 500 

-35 -10 --tet A ITY副A ValArg 

AGCTCTGCCATCATTGCCCTGCTGATCGTGGGTCTTGACGCCATGGGTCTCGGCCTCATCATGCCCGTCCl寸CCGACGC了fCTGCGTGAGCTTGTGCCAG 600 
SerSerAlaIleIleAlaLeuLeuIleValGlyLeuAspAlaMetGlyLeuGlyLeuIleMetProValLeuProThrLeuLeuArgGluLeuValProAla 

CAGAGCAGGTCGCTGGACACTATGGTGCCTTGCTGTCGCTCTATGCATTGATGCAGGTCGTC打CGCGCCCATGCTTGGACAGCTTTCGGATTCTTACGG 700 
GluGlnValAlaGlyHisTyrGlyAlaLeuLeuSerLeuTyrAlaLeuMetGlnValValPheAlaProMetLeuGlyGlnLeuSerAspSerTyrGly 

TCGGCGTCCGGTACTTCTGGCTTCTerTGCAGGAGCCGCAGTCGA了fACACGATTATGGCATCAGCGCCGGTCTTATGGGTGCTCTATATCGGCCGACTC 800 
ArgArgProValLeuLeuAlaSerLeuAlaGlyAlaAlaValAspTyrThrIleMetAlaSerAlaProValLeuTrpValLeuTyrIleGlyArgLeu 

GTGTCCGGCGTCACGGGCGCAACCGGAGCTGTAGCAGCCTCAACCATTGCCGATTCGACGGGGGAAGGTTCTCG∞CACGCTGGTTCGGCTACATGGGGG 900 
ValSerGlyValThrGlyAlaThrGlyAlaValAlaAlaSerThrlleAlaAspSerThrGlyGluGlySerArgAlaArgTrpPheGlyTyrMetGlyAla 

CCTGl寸ATGGGGCGGGCATGATTGCCGGGCCAGCAerTGGTGGCATGCTCGGTGGTATCTCTGCTCATGCCCCGTTTATCGCCGCCGCCCT寸CTCAACGG 1000 
CysTyrGlyAlaGlyMetIleAlaGlyProAlaLeuGlyGlyMetLeuGlyGlyIleSerAlaHisAlaProPheIleAlaAlaAlaLeuLeuAsnGly 

Gl寸CGCGTTCCTGCTTGCCTGCAl寸TTCCTCAAGGAGACTCATCACAGCCATGGCGGGACCGGAAAGCCGGTT∞CATCAAACCAl寸CGl寸CTGl寸ACGG 1100 
PheAlaPheLeuLeuAlaCysIlePheLeuLysGluThrHisHisSerHisGlyGlyThrGlyLysProValArgIleLysProPheValLeuLeuArg 

CTGGATGATGCATTGCGCGGGCTAGGTGCGCTTTTCGCAGT了rrCTTCATTATTCAACTGATC~GCCAAGTGCCTGCAGCCCTATGGGTCATATATGGCG 1200 
LeuAspAspAlaLeuArgGlyLeuGlyAlaLeuPheAlaValPhePheIleIleGlnLeuIleGlyGlnValProAlaAlaLeuTrpValIleTyrGlyGlu 

AGGACCGγTTTCAGTGGAACACCGCGACCGTTGGTTTGTCGCTCGCGGCGTTTGGGGCAACACATG∞ATCTTCCAAGCGTTTGTTACCGGCCCGCTTTC 1300 
AspArgPheGlnTrpAsnThrAlaThrValGlyLeuSerLeuAlaAlaPheGlyAlaThrHisAlallePheGlnAlaPheValThrGlyProLeuSer 

AAGCCGGCTTGGAGAGCGGCGCACGCTGCTGTTTGGCATGGCTG∞GATGGCACTGGC1寸CGTTCTTCTGGCTTTTGCCACGCAGGGATGGATGGTGTTC 1400 
SerArgLeuGlyGluArgArgThrLeuLeuPheGlyMetAlaAlaAspGlyThrGlyPheValLeuLeuAlaPheAlaThrGlnGlyTrpMetValPhe 

CCGATTCTGTTGCTGC1寸GCCGCCGGGGGTGTTGGCATGC∞GCerTGCAGGCAATGCTCTCAAACAATGTCAGCAGTAACAAGCAAGGGGCTTTGCAAG 1500 
ProIleLeuLeuLeuLeuAlaAlaGlyGlyValGlyMetProAlaLeuGlnAlaMetLeuSerAsnAsnValSerSerAsnLysGlnGlyAlaLeuGlnGly 

GAACGCTAACGAGCCTCACCAATCTAAGCTCTATCGCAGGACCGCTTGGerTCACAGCACTCTATTCTGCCAC∞CCGGGGCATGGAACGGl寸GGGTTTG 1600 
ThrLeuThrSerLeuThrAsnLeuSerSerIleAlaGlyProLeuGlyPheThrAlaLeuTyrSerAlaThrAlaGlyAlaTrpAsnGlyTrpValTrp 

GATTGTCGGCGCGATCCTCTATTTAATATGTCTGCCAATACTACGCAGACCATTCGCAAerTCATTGGTGATTTAGTCATGGCGAT1寸GGCATGCGTAGA 1700 
IleValGlyAlaIleLeuTyrLeuIleCysLeuProlleLeuArgArgProPheAlaThrSerLeuVallle 

CTTAGGAGAAATGACGGATTAAATCTGTTGAGCAATCATCTC丁丁TCGGGGCGAGTGCCAATGATGA CCTT AGTTCACA CTGCTCTGTCGCCGAA TATCTC 1800 

AACTTCCGTCACGCCGCCAACGCGCTCGGCGTTGCACAGTCCAGCGTCAGCGCCCGCGTGAAGGCACTGGAAGAAGACCTCGGCATCCTC丁目廿CGAGC 1900 

GTCATGGCCGCGGCGTTCGGCTGACCGAGGCCGGACGCCATTTCGTCGAGCGGATAGCCGTAGGTATTGACCAACTCGACCAGTCGGTGAAACACGCGGC 2000 

ATGGCGGCCAGCCGGAGAAAGCGGCCGGCTTCGTATCGGTATCCATGCCCTGATTCGCATAGC~rrCCTCGCAAAGCTGATCGGCCAATACCGCAAGGATT 2100 

ACCCCGATGTTGAAGTCGAGATCGCCGAAGGCCCGGCCCGTGAAGCGGTGGTGCACGTTCGCGCCGGCAGGTTGGACGTGGCGTTCGTCGCGGCACGCCC 2200 

CAACCACCCGACTGCCATTCCCGT 2224 

Fig. 7 Nucleo七idesequence of a 2，224 bp DNA fragmen七 con七aining
七hetet A(G) resistance gene and predic七edamino acid 
sequence. 
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GCTGCGCACCTGAAACTCCAGCGCCGCTCAATGGAGCGACTTTATCAACGATAAGGAGATGGACATATAACTTATCGGTG 80 
-35 

ATAAATTGTCAAGCACTGGCGAAGGAACGTGAATGACCAAACTGGACAAGGGCACCGTGATCGCGGCGGGCCTAGAGCTG 160 

-10 - tetR nぜ制A MetThrLysLeuAspLysGlyThrVal 1 leAlaAlaGlyLeuGluLeu 

TTGAACGAGGTTGGCATGGACAGCCTGACGACGCGGAAGCTCGCTGAACGCCTCAAGGTTCAGCAGCCTGCGCTTTACTG 240 
LeuAsnGluValGlyMetAspSerLeuThrThrArgLysLeuAlaGluArgLeuLysValGlnGlnProAlaLeuTyrTrp 

GCATTTCCAGAACAAACGAGCGCTGCTTGATGCGCTGCCCGAGGCGATGCTGCGGGAACGCCATACCCGCTCGCTACCCG 320 
HisPheGlnAsnLysArgAlaLeuLeuAspAlaLeuProGluAlaMetLeuArgGluArgHisThrArgSerLeuProGlu 

AAGAGAATGAGGACTGGCGGGTGTTCCTGAAAGAGAATGCCCTGAGCTTCAGAACGGCGTTGCTCTCTTATCGGGACGGC 400 
G 1 uAsnG 1 uAspTrpArgVal PheLeuLysG 1 uAsnAlaLeu'SerPheArgThrAl aLeuLeuSerTyrArgAspG ly 

GCGCGTATCCATGCCGGCACTCGACCGACAGAACCGAATTTTGGCACCGCCGAGACGCAAATACGCTTTCTCTGCGCGGA 480 
AlaArgIleHisAlaGlyThrArgProThrGluProAsnPheGlyThrAlaGluThrGlnIleArgPheLeuCysAlaGlu 

GGGCTTTTGTCCGAAGCGCGCCGTTTGGGCGCTCCGGGCGGTCAGTCACTATGTGGTCGG1寸CCG了fCTCGAGCAGCAGG 560 
GlyPheCysProLysArgAlaValTrpAlaLeuArgAlaValSerHisTyrValValGlySerValLeuGluGlnGlnAla 

CATCTGATGCCGATGAGAGAGγfCCGGACAGGCCAGATGTGTCCGAGCAAGCACCGTCGTCCTTCCTGCACGTACTGT廿 640
SerAspAlaAspGluArgValProAspArgProAspValSerGluGlnAlaProSerSerPheLeuHisValLeuPhe 

CACGAGTTGGAAACAGACGGCATGGATGCTGCGTTCAACTTCGGACTCGACAGCCTCATCGCTGG廿TCGAGCGGCTGCG 720 
HisGluLeuGluThrAspGlyMetAspAlaAlaPheAsnPheGlyLeuAspSerLeuIleAlaGlyPheGluArgLeuArg 

TGCTGCAGTGCTAGCGACAGAT寸GAGAGGCTTCTTGCCCTTTGCCGCCCCAACTGCCACGACACCGATCCGCTTTGCACG 800 
AlaAlaValLeuAlaThrAsp 

ATGCCCATGACCTCACGGCCGAGCTGGCGGTGCGATGACCGGCCGCCACGGGACAAAGGGAAATGAGCGGTATCTTGCCA 880 

GACAGGATAC 890 

Fig. 8 Nucleotide sequence of a 890 bp DNA fragment 
containing the tet R(G) repressor gene and 
predicted amino acid sequence. 
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01 02 

-35 -10 
tetA 

-35 ー一一一10 一ーーーー 園田園~

TCATTCACGTTCCTTCGCCAGTGCTTGACAATTTATCGCCGATAAGTTATATGTCCATCTCCTTATCGTTGATAAAGTCGC 
ーー・・・田園ー・一ー 一ーーー

AGTAAGTGCAAGGAAGCGGTCACGAACTGTTAAATAGCGGCTATTCAATATACAGGTAGAGGAATAGCAACTATTTCAGCG 

4・-
tet R 

-10 -35 

Fig. 9 Por七ionof七hecon七rolregion (posi七ionof 388 七o 468 in 

Fig. 7) of the Te七 G determinant. The palindromic 

operator sequences 01 and O2 are marked by bars. 
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基)、 -35領域 TTGACA( 5 '末端より 412-417塩基)が認められた。

転写開始点を解析するため、このシークエンスデータより 20塩基のプライマ

一、 5' -GCTGCGCACCTGAAACTCCA (GTG開始コドンの +9 から一11 に相当する

部分)を合成した。このフライマーを用い、担 vi t巴 transcription(Sarnbrook 

et al.， 1989) を行ったところ、 Tet G耐性遺伝子の転写開始点は 5'側 448番

目 (GTG開始コドンより 47bp上流〉に位置する Cであることが明らかとなっ

Tこ。

一方、もう 1つの 630bpよりなる ORF は耐性遺伝子と逆向きに存在し、 Tet

Gの調節遺伝子 tetR (G)であることが判明した (Fig. 8)。それにコードされ

たアミノ酸は 210残基で、算出した分子量は 23，595 ダルトンであった。この

ORFの GC含量は 60.1 %であった。この ORF の翻訳開始コドンの上流に -10領

域 TAAATT (5' 末端より 82-87塩基)、ー35領域 TGGACA (69 -74塩基)

が認められた。

Tet G調節遺伝子の転写開始点について、 20塩基の合成プライマ 5' -AACC 

TCGTTCAACAGCTCTA (ATG開始コドンの +64から +41 に相当する部分)を用い調

べたところ、 ATG開始コドンの 20bp上流に位置する Gより転写されることが

明らかとなった。

2つの遺伝子の聞に位置するコントロール領域には 3つのプロモータ一様配列

が存在していることがコンビューター解析により明らかとなった。そのうちの 2

つは構造遺伝子 (tetA)用、 他の 1つは調節遺伝子 (tetR)用と推定された。

さらに、この領域には、 2つの palindrornicsequenceが存在していることが確

認できた (Fig. 9)。

3 .他の tet遺伝子との比較
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決定した Tet G耐性遺伝子および調節 遺 伝子の塩基配列、さらにそ れより推定

したアミノ酸配列をデーターベースを用いて今までに報告された他のグラム 陰性

菌 およびグラム陽性菌由来の tet遺伝子と比較し、ホモロジーの解析を行 った。

耐性遺伝子 L三1A (G) はグラム陰性菌由来の RP1/Tnl1l1(クラス A) (Waters 

et al.. 1983)、 Tn1旦(クラス B) (Hillen and Schollmeier. 1983) および

pBR322 (クラス C) (Sutcliffe. 1978) 聞において、塩基配列レベルで RP1/Tn

1721 と 64.2覧、 Tn10 と 55.2 %および pBR322 と 6，1.2完のホモロジーが認、めら

れた (Table3)。アミノ酸レベ ルでは RP1/Tn1721 と 61.0 %、 Tn10 と 50.4 %、

pBR322 と 60.4%のホモロジーが，示された0・調節遺伝子主主1R (G) は RP1/

Tn1721、 Tn10、 pSC101(クラス C、Ungeret al.. 1984a)、 RA1 (クラス D)

( Unger弘至上. 1984b) および pSL1456(クラス E) (Tovar旦込. 1988) 由来

のものとは塩基配列レベルではそれぞれ 65.1 %、 53.1覧、 61.0 %、 56.1 %および

54. 8 %のホモロジーが認められ、アミノ酸レベルではそれぞれ 58.0%、48.8 %、

56. 6 %、 47.8 %および 46.7 %のホモロジーが認められた (Table3)。

一方、 Campylobacter jejun i由来の tet遺伝子 (Manavathuet al.. 1988) 

およびグ ラム陽性菌由来の tet遺伝子 Bacillu s由来の R プラスミド pTHT15

および pNS1981(Hoshino et al.. 1985: Sakaguchi et al.. 1988) に由来した

巳よ遺伝子、 Staphylococcus mutan s (LeBlanc etal.. 1988)、 Streptomyces 

r imosu s (Reynes et al.. 19.88) に由来した tet遺伝子とは全体的な類似性は

認められなかった O

Tet G遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 耐性タンパク質のアミノ酸配列はクラス A、B、C

と、レプレッサータンパク質のアミノ酸配列はクラス A、B、C、Dおよび Eのも

のとそれぞれ比較し、同じアミノ 酸 配 列 を 示 す 箇 所 が 149個 お よ び 61個認めら

れた( Fig. 10、Fig. 11)。
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Tab1e 3 Homo工ogyof nuc1eo七ideand amino acid sequences of class 

G compared with classes A， B， C， D and E 

Nucleotide homology (老) Amino acid homology (号)
C1ass 

tet A tet R tet A 亡etR 

G A 64.2 65.1 61.0 58.0 

G B 55.2 53.1 50.4 48.8 

G C 61.2 61.0 60.4 56.6 

G : D 56.1 47.8 

G : E 54.8 46.7 
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Tet G耐性タンパク質とクラス A、B、Cのものとの codon usage の比較を

Table 4に示した。 Tet Gの一部の codon例 え ば Phe、Leu、Ala および Asn の

各コドンを構成する塩基の出現頻度はクラス A および C と類似していることが

明らかとなった。

推定したアミノ酸配列から算出した Tet耐 性 タ ン パ ク 質 の 親 水 性 、 疎 水 性 につ

いて、 Tet G はクラス A、Bおよび C と類似しており、ほぼ 20 残基程度の疎水

性クラスターが 12 個存在し、中央に大きな親水性領域が存在した。 Fig. 12 は

Tet G と Tet A との耐性タンパク質のアミノ酸配列の親水性、疎水性の比較を

示した。親水性の高い領域の位置および中央に大きな親水性領域が存在する点、で

両者は類似していた。

Fig. 13 は Tn1721 (クラス A)、 Tn10(クラス B) および pBR322(クラス C)

の Tet タンパク質上のテトラサイクリン bindingregion (Chopra， 1986) およ

びその部位と相応する Tet G の部分アミノ酸配列を示した。 Tet Gのこの親水性

の部分のアミノ酸配列はクラス A、Bおよび C とかなり類似していた。推定され

た TCbinding sites (67/68 残基あるいは 65/66 残基の Ser-Asp、Chopra， 19 

86) と相応する Tet Gの 65/66 残基は同じ配列(Ser-Asp) であった。しかし、

Te t G のこの親水性部分のアミノ酸配列の 67、68 残基は Ser-Tyr であり、クラ

ス A、Bおよび C のそれ (Arg-Phe) と異なっていた。

Te t Gのプロモーターを含むコントロール領域には、 2つの palindromic

sequence が存在することをすでに述べたが、クラス A、B、C、D、および Eの 2

つの palindromic sequence はほぼ同じ位置に存在していること、さらに、それ

らの塩基配列の組成とは若干異なっていることが明らかになっている。 Fig. 14 

に示したように tet Gの 2つの palindromic sequence はコンビュータ検索によ

り同定されたものであるが、 operator 2 (02) の塩基配列の組成はクラス A およ

び C と類似していた。 01 の位置にクラス A および C と か な り 類 似 す る 配列

rh.u 

an官



〈ーTTTATCACCGATAA-) が認められたが、 palindromeの中心となる配列が異 なって

~ ¥ t;こ。

4. 遺伝子産物の分析

Tet G耐性遺伝子にコードされる遺伝子産物についてマキシセル法により調べ

たところ、約 35 キロダルトンの Tet タンパク質が検出された (Fig. 15)。
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Comparison of the codon usage of tet resistance genes 

of four classes of A. B. C and G 
Table 3 
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Fig. 12 Comparison of hydropathic profiles of the Tet G and RP1 
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Class A(川刀!) ーPro-Val-Leu-Gly-AlatLeu-Ser-Asp一川-Phe-Gly一川一川↓Pro-Ile-

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 

Class B(TnJ{l，l -Pro-Trp-L叶GI山巾t-Se山川rg-Phe-Gly-Arg-ArgiPrO-Val-

59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 

Class C(pBR322) ーPro-Trp-Leu-Gly-Al計Leu-Ser-Asp-Arg-Phe-Gly-Arg-Ar計Pro-Val-

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 

Class G -Pro-Met-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Asp-Ser--Tyr-Gly-Arg-Arg-Pro-Val-

59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 

Fig. 13 Comparison of the regions that supposed to be tetracy-
cline binding sites in amino acid sequence of various Tet pro-
teins. Boxed regions are those predicted to be hydrophilic 
containing the putative binding sites (serine:-aspartate dipep七ide
residues: 67/68 or 65/66)(Chopra， 1986). The amino acid se-
quence of Tet G is the portion correspond~ng to the possible 
tetracycline binding sites of class A， B and C. 
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tet R fet A 

01 02 

TGCAACTTTGTCATGCTTGACACTTTATCACTGATAAACATAATATGTCCACCAACTTATCAGTGATAAAGAATCCGCGCG 

A ACGTTGAAACAGTACGAACTGTGAAATAGTGACTATTTGTATTATA CAGGTGGTTGAATAGTCACTATTTCTTAGGCGCG C 

TAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAATG 
B . 

ATTAAGGATTAAAAACAACTGTGAGATAGTAACTATCTCAATAAAATGGTGAGGGATAGTCACTATCTCTTTTCACTTTAC 

TCGCGAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTC 
C 

AGCGCTTAAGAGTACAAACTGTCGAATAGTAGCTATTCGAAATTACGCCATCAAATAGTGTCAATTTAACGATTGCGTCAG 

G CA CGTTCCTTCG CCAGTGCTTGACAATTTAT CACCGATAAGTTATATGTCCATCT CCTTATCGTTGATAAAGTCG CTCCAT 
ー--・ーー --

GTGCAAGGAAGCGGTCACGAACTGTTAAATAGCGGCTATTCAATATACAGGTAGAGGAATAGCAACTATTTCAGCGAGGTA 

Fig. 14 Comparison of nucleo七idesequences of 七heclass A 
through E and G controlregions-The Palindromic operator se-
quences ol and 02are marked by bars ; .in vitro transcription 
starts are-marked~by arrows. 
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Fig. 15 Autoradiogram of polyacrylamide gel showing the tet A(G) 
gene product in Maxicells. Lane A， SiZE~ marker; B， pUC19; C， 
pUC19-tet A(G). 
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察考

ドされド上にコーのほとんどは Rプラスミン 耐性 遺伝 子(t e t) テトラサイクリ

t
h
a
 

-アドされているものもある。染色体あるいはトランスポゾン上コーているが、

ン耐性遺伝子は種々のグ ラ ム 陰 性 菌 お よ び グ ラ ム 陽 性 菌 よ り 発 見 さ れラサイクリ

起源および進化などについてまだ不分布、機能、現在それらの構造、

明な点、が多い。

ているが、

determi-resistance 
al. 1989) 
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family， 

Enterobacteriaceae; Aeromonas， Pseudomonas， Vibrio 
Enterobacteriaceae; Yersinia， Haemophilus， Vibrio 
Enterobacteriaceae; Pseudomonas， Vibrio 
Enterobacteriaceae; Aeromonas， Pasteurella， 
Escherichia， Aeromonas 
Bacteroides fragilis 
Vibrio anguillarum 
staphylococcus 
Bacillus， Staphylococcus， 
cus 
Clostridium， Enterococcus， Staphylococcus， 
tococcus， Gardnerella， Kingella， Neisseria， 
pエasma， Ureaplasma， Eikenella， Veillonella， 
bacterium， Peptostreptococcus 
streptococcus agalactiae 
Campylobacter， Streptococcus， 
Clostridium perfringens 

Enterococcus 

or 

streptococcus， 

ge:nus， Representa七iveClass 

A
B
C
D
E
F
G
K
L
 

はそれらの DNA構造より

グラム陽性球菌さらに、

tet 

に分類されている。

ドするドがコー

G 

グラム陰性稗菌由来 Rプラスミ

およびF E 、D 、C 、B 、A、ク ラ ス
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由来の te t はそれらの DNA構造よりクラス K、L、M、N、0 および P に分けら

れている (Levy三L豆1..1989 )。クラス A、Bおよび Cの l三Lにつ いて最も よ

く研究されており、それらのクラスの代表的な耐性遺伝子の DNA構 造 がす で に

明らかにされている。

クラス A に属する tet として、 P seudomona s ae ruginos a由来 RP1および

RP4、 E. E2ii由来 pIP15、 P roteus morgani i 由来 R446b 、s almonell a並立工主主

由来 pIP7 および S.E anam a由来 pIPl13等の Rプラスミドにコードされたもの

がある (Mendez et al.. 1980)0 RP1/Tn1721 由来の te tは 2.709 塩 基 の DN

A断片に 2つの open reading frame が存在し、 1つは耐性遺伝子で、他は調節

遺伝子で あ る 。 両 遺 伝 子 は コ ントロール領域を境に向きを反対にしてつながって

いる。耐性遺伝子は 399 アミノ酸よりなる耐性タンパク質 (Tet A タンパク質〉

をコードし、調節遺伝子は 216 アミノ酸よりなる Tet R タンパク質をコードし

ている (Waters et al.. 1983)。

クラス B に属する tet は Shigell a由来 R100(R222)、 Providenc e由来 R6

88、 S almonella typhimuriu m 由来 R64 および R126 等の Rプラスミドにコード

されている。その代表的なものとして R100 のトランスポゾン Tn止にある巳l

は全塩基配列が明らかにされている (Hillen et al.. 1983; Postle et al.. 

1984) 0 Tn10 にコードされている Tet A タンパク質および Tet R タンパク質は

それぞれ 401、207 アミノ酸残基からなっている。

クラス C に属する tet は E. coli 由来 pSC101、Salmonell a由来 SP219、

pR120、R144等がある。 pSC101/pBR322 ，こ由来する tet の塩基配列はすでに決定

されている (Sutcliffe. 1978; Unger et al.. 1984a)。それにコードされている

Tet A タンパク質および Tet R タンパク質はそれぞれ 397、 21 9アミノ酸残基

からなっている。

クラス D は Aeromona S 由来の RA1 の tet に、クラス E は E.coli 由来の

内
、

u
r
h
u
 



pSL1456 の L主主に代表される。これら 2つの遺伝子は調節遺伝子の塩基配列の

みが明らかにされており (Unger弘主1.， 1984b; Tovar弘主1.， 1988)、それぞ

れ 218 アミノ酸残基(クラス D) および 211 アミノ酸残基(クラス E) よりな

る TetR タンパク質をコードしている。クラス F は Bacteroides fragili S より

発見され (Park主主主1.， 1987)、その民主の塩基配列はまだ解明されていない。

これらの解明された tet にはいくつもの共通点がある。いずれも耐性遺伝子と

調節遺伝子 2つの遺伝子から構成されている。両遺伝子は隣合って逆方向に転 写

される。両遺伝子の聞に位置するコントロール領域には 2つの palindromic

operator が存在しているは lock弘豆1.， 1985)。クラス A、B および C の耐性

遺伝子の遺伝子産物である耐性タンパク質はそれぞれ 34 KDa 、 36 KDa 、34KDa と

分子サイ ズがほぼ一致している(塩基配列から推定された分子量はそれぞれ 42

KDa、43K Da、42 KDa である)。それに決定されたクラス A、B、C、D および E

の塩基配列および推定したアミノ酸配列にはある程度のホモロジーがあることが

確認されている (Levy， 1988; Tovar己主1.， 1988 )。

これらの異なる tet は細菌の中での分布が極めて不均ーである。 Marshall

et al. (1983) がヒトおよび動物より分離された 225 株テトラサイクリン耐性大

腸菌を用い、 クラス A、B、Cおよび Dに特異的な DNA断片をプロープとして、

コロニーハイプリダイゼーション法によりその耐性遺伝子のタイプを調べたとこ

ろ、最も検出頻度の高いのがクラス B (Tnl旦タイプ)であった (73.3%)。 次い

でクラス A(RP1) (21.7幻、クラス C(pSCI0l) (8完〉の順であった。また、

3. 5誌の耐性株は A、B および Cの中の 2つ の 耐 性 遺 伝 子 を 保 有 し て い た 。 しか

し、クラス D(RA 1) は検出されなかった。クラス B の L三iは大腸菌以外の菌種

にも多く分布しており、 S almonell a、 Shigell a、Haemophilu s (Levy， 1988) 

および V. a nguillarun1 (Aoki 弘主1.， 1 9 8 7) より検出されたという報告がある。

'1... ~nguillarun1 由来 R プラスミド pJA8122 にコードされた Te t G は 9Kb 

an官
民
u



H i nd 1 1 1断片上に存在していた。今回決定した約 2，600 bp の塩基配列には、 2

つの ORF が確認された。 1つは1.179 bp よりなる ORF は耐性遺伝子 tet A(G) 

で、 393 アミノ酸よりなる耐性タンパク質をコードしている。もう 1つは 630

bp よりなる調節遺伝子 tet R(G) で、 210 アミノ酸よりなるタンパク質をコー

ドしている。両遺伝子の間にあるコントロール領域に 2つの palindrornic

seQuence が存在し、 L主主 A(G) および l主.!.R(G) のプロモーターと互いに重なり

合っている。 DNA構造はクラス A、B、C、D および E と類似していることが明

らかになっ Tこ。

tet A (G) に コ ー ド さ れ た 耐 性タンパク質について、マキシセル法により測定し

た分子サイズは約 35 KDa で、アミノ酸配列から算定したのは 41 KDa であった。

また、アミノ酸配列はクラス A、B および C と 50.4-61.0% のホモロジーが認

められた。さらに、 Tet G とクラス A、B および C 4つのアミノ酸配列聞におい

て149 個アミノ酸残基が共通で、機能的に重要な部位が高いホモロジーを示し、

保存されていることから、 Tet G は他のグラム陰性得菌由来のものと同じ起源で

あることが示唆された。

これらの耐性遺伝子はテトラサイクリンに対する耐性レベルにも若干の差が認

められた。 Mendez ら(1980) はクラス A、B、C および D のグループに属する

Rプラスミドを保持する E. coli C600 株のテトラサイクリンに対する耐性レベ

ル (M1 C) を調べたところ、 25 (pSC101) 、 75 (RP1)、 100 (RA1) および

150 (R222)μg/rnl と い う そ れぞれ異なる耐性値であった。さらに、クラス E に

属する tet をコードする pSL1456 に対してテトラサイクリンの耐性値は 60-70

μg/mlであった (Marshall et al.， 1986) 0 Tet G をコードする Rプラスミド

pJA8122 を保有する E. coli C600 株のテトラサイクリンに対する耐性値は 50

μg/ml であった (Aoki et al.， 1987)。
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一方、グラム陽性球菌由来のテトラサイクリン耐性遺伝子はいくつかのタイプ

に分類されている(クラスム L、M、 N、0、P)。 ク ラ ス Kは Staphylococciに共

通なプラスミド pT181 由来する L三iである (Khan and Novick， 1983)。クラス

Lの te t は Streptococcu S 、

(Polak and Novick， 1982)。

B acillu S、 Staphylococcu S 等 に 分 布 し て い る

クラス M の tet は最も多くの菌種に分布してお

り、 Streptococcu S 、 Staphylococcu s (Levy， 1989) のみならず、 Mycoplasma 、

Ureaplasm a 、Gardnerella vaginali s (Roberts and Kenny， 1986)、 Neisseri a 、

K ingell a、Eikenell aの 一部の種 (Morse旦三1.， 1986; Knapp弘主1.，1 988)、

C lostridium difficil e (Hachler et al.， 1987)、FusobacteriulT1、 Peptos-

t reptococcu S および V eillonell a からも検出されている (Robertsand 

Moncla， 1988)。この tet は Enterococcu s faecalis 由 来 R プ ラ ス ミ ド の ト ラ

ンスポゾン Tn916 より最初に見 い出されたものである (Franke and Clewell， 

1981)。 クラス O の tet は Streptococc i等より発見された。クラス P の

tet は Clostridium perfringen S より発見されたが、他の Clostridium の種か

らは見つかっていない。

これら のグラム陽性菌由来の各 クラスの tet 間で DNA相向性が認められてい

る。クラス K と L はアミノ酸レベルでは約 65% の ホ モ ロ ジ ー が あ り (Ishiwa

and Shibahara， 1985)、 クラス M と 0 との間では塩基配列レベルで 76完のホ

モロジー があ るこ とが すで に明 らかにされている (Sougakoffet al.， 1987)。

しかし、 こ れ ら の グ ラ ム 陽 性 菌 由来の tet はグラム陰性菌由来のものとホモロジ

ーを示さず、それにコードされて い る タ ン パ ク 質 も グ ラ ム 陰 性 菌 由 来 の Tet とは

異なっている (Martinet al.， 1986; Hachler et al.， 1987; Levy， 1988; 

Schwarz et al.， 1992)。 今 回 決定した Tet G は上述のグラム陽性菌由来のもの

と塩基配列お よ び ア ミ ノ 酸 配 列の比較を行ったが、全体的な類似性は認められな

かった。
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テトラサイクリン耐性機構は 耐 性株 が吸収 した テ トラサイクリンの菌体外への

排出によることが 1980年に McMurry と Levy によ って証明さ れた。 その排出を

担うタンパク質 Tet は Tn1721、Tn1旦および pBR322 ではそれぞれ 405、402お

よび 397 アミノ酸残基よりなる 単一 の 膜タ ンパ ク質 であ る。 分子 サイズ は電気泳

動的には 34KDa 、 36KDa および 34KDaで、塩基配列より推定 された分子量は

それぞれ 42KDa 、43kDaおよび 42KDaである (Chopra， 1985)。 最近、 Tn

10 の Tet タンパク質が精製された (Hickrnanet al.， 1990) が、精製タンパク

質からの再構成が成功していなし1。また、 Tn10 の Tet タンパク質について、ハ

イドロパシー解析によりほぼ 20残基程度の疎水性クラスターが 12個存在し、

中 央に 大きな親水性領域を持つことが示されている。この構造は Tn1721 および

pBR322 にコードされた Tet タン パ ク 質 に も 認 め ら れ 、 二 次 性 膜 輸 送 体 の 基 本構

造として考えられている。 Tet タンパク質は α、 β両領域が存在し、中央ループ

を境にして区分される。 tet はシストロン内相補性を示すことがすでに報告され

ており (Curialeet al.， 1984)、 αに欠損を持つタンパク質と、 β に欠損を持

つタンパク質を同時に発現させると正常な機能が回 復 される。この性質から Tet

タンパク質が多量体として機能していることが示唆されている。

Chopra (1986) は Tet タンパク質中央ループの Serd5-ASpd6残基はテトラ

サイクリン結合部位と推定した。 ま た 、 山 口 (1991) は中央ループの保存性の 高

いアミノ酸 残 基 に つ い て 、 部 位 特異変異導入の方法で、それぞれの機能を調べた

ところ、 Serdll を置換した場合は輸送活性に大きな変化がなかったが、 Ar g 7 0 を

Trp、Ala、Leu に置換した場合には、いずれも輸送活性は消失したので、 Ar g 7 0 

は輸送に重要な残基であることを提唱した。

Tet G耐性遺伝子にコードされた Tet タンパク質のアミノ酸は 393残 基 で あ

った。算出された分子量は 40，895 ダルトン、マキシセル法により、 SDS ポリア

クリルアミドゲルで求めた分子サイズは 35，000 ダルトンであった。ハイドロパ
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シー解析により、このタンパク質は同じく 12 個のクラスターがあり、中央に親

水性のループが存在することが明らかになった。また、アミノ酸組成、特にテト

ラサイクリン binding site などの機能残基がクラス A、B および C に属する

Tet タンパク質と類似しており、アミノ酸配列の 6~;- 66 番目が Ser-Asp であり、

70 番目は Aぼであることは他の Tet タンパク質と一致した O

これらの結果より Tet G がコードする Tet タンパク質が機能上他のグラム陰

性菌由来のものと同じことであるが考えられた。すなわち、 TetGの耐性機構は

他のグラム陰性菌由来のテトラサイクリン耐性遺伝子と同様に、 Tet タンパク質

を介在してテトラサイクリンを 菌体外へ能動的に排出することによるものであ る

ことと推定された。

Tet G の調節遺伝子がコードしているタンパク質は 210 アミノ酸残基よりなり、

推 定 し た分子サイズは 23.6 KDa であった。今まで報告されたクラス A、B、C、

Dおよび Eの調節タンパク質は 207 から 219 アミノ酸より構成されており、分

子サイズは 23.4-24.4 KDa であった。 Tet Gの調節遺伝子が作るタンパク質は

これらの調節遺伝子のタンパク質の分子サイズとほぼ一致した。

Unger et al. (1984b) および Levy (1988) は、クラス A、B、C および D の

Tet の調節遺伝子の相向性を調べ た と こ ろ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で は ク ラ ス A と C 聞

は 60%，クラス B と D の聞は 63完のホモロジーが存在したことが確認された。

しかし、この 2つのグループの間では 45% のホモロジーしか存在しなかった。一

方、クラス Eの調節遺伝子はクラス A、B、Cおよび Dのいずれとも約 50% のホ

モロジーが存在し、上述の 2つのグループの間に位置することが明らかとなった

(Tovar et al.. 1988)。耐性遺伝子において、クラス A、Bおよび C3つの

包よ耐性遺伝子のみ決定されているが、同じ傾向が示されている。 RP1/Tn立21 

(クラス A) は pBR322 と塩基配列では 74%、アミノ酸配列では 78.3 %のホモロ

ジーが認められたのに対して、 Tn10 (クラス B) とのホモロジーはそれぞれ 48%
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と 45.1 %であった。 (Waters立1主1-.1984)。

今回決定した Tet G耐性遺伝子 のクラス A、Bおよび C と、 調節遺伝子 の ク

ラス A、B、C、Dおよび E とのホモロジーを調べたところ、ア ミノ酸レベル で は、

Te t G はクラス A、C のものとそれぞれおよそ 60% のホモロジーを 示 し、ク ラス

B、D および E とそれぞれ 50%前後のホモロジーを 示 したことから、 Tet G は

構造上クラス A および C と比較的類似していることが示唆された。

Class A -
47.50/0 

-Class B 

78.8γ。 50.4ツ。

" 

47.20/0 

Class C-

¥、

ー ClassG 
61.40/0 

Fig. 16 Amino acid homology in the resistance proteins for 

tetracycline resistance determinants A. B. C and G. 

Fig. 16に Tet G の耐性遺伝子とクラス A(RP1/Tn1721) 、 B(Tnl0) および

C (pBR322) の耐性遺伝子とのホモロジーを示した。

以上の結果より、筆者は Tet G は現在までに報告されたグラム陰性菌のテトラ

サイクリン耐性遺伝子と共通の起源で、進化の過程で、クラス A、C と同じ祖先
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配列を持ち、さらに、突然変異を蓄積することにより異なる配列に分岐したもの

だと推察した (Fig. 17)。

Class A 

Class C 

Class G 

Class B 

Class 0 

Class E 

Fig. 17 Supposed phylogenetic relationships of the 

tet genes form Gram-negative bacteria. 
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テトラサイクリン耐性遺伝子 は各 種 の魚類病原菌由来の R プラスミドより多 く

検出されているが、塩基配列はほとんど決 定 されていなし1。 他のグラム 陰性得菌

由来の te t遺伝子についても、すでに述べたようにごく少数のもののみ、 塩基配

列が解析されている。 Tet G はどのような経路で由 来 し、どのように拡散し て行

くのか、関連するデータが少なくまだ不明であるが、 Tet G耐性遺伝子の GC 含

量は 57.7 %、調節遺伝子では 60.1 %と、いずれも V.a nguillarum ゲノム DN

Aの GC含量 (44-46幻よりかなり高い値を示したので、この遺伝子は他の 菌種

から由来したものである可能性が示唆された。 V.a nguillarulT1 は他の菌種例え

ば腸内細菌群とは異なり、海洋、河口(汽水)、河川〈淡水)すべての環境水域

に分布しているので、異種細菌から外来遺伝子を受け入れる機会が多いと考えら

れる。

現 在まで報告されたテトラサイクリン耐性遺伝子の宿主域から見ると、グラム

陰性菌由来のクラス B とグラム陽性菌由来のクラス M が種々の菌種から検出さ

れ、最も広い宿主域を持っている。この 2つのタイプの tet はそれぞれトランス

ポゾン Tn辺、 Tn916 および Tn1545 上にコードされ、 トランスポゾンにより異種

細菌へ転移され、拡散したことが推察された。魚類病原菌では、 A. S alrnonicida 

の非伝達性 Rプラスミドはトランスポゾンの機能を有することが証明されている

が、他の魚類病原菌からはトランスポゾンは検出されていない (Aoki and Taka一

hashi， 1986) 0 Tet G の起源あるいは由来を究明するのにこの遺伝子をコードす

るRプラス ミドの構造、機能、伝 達 等 に つ い て も 研 究 す る 必 要 が あ る と 考 え ら れ

る。
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第二章 クロラムフェニコール耐性遺伝子について

序 Eコ

V ibrio anguillaru m 由来 Rプラス ミ ド が コ ー ド す る 新 し い タ イ プ の ク ロ ラ ム フ

ェニコール耐性遺伝子(主主.1)の構造解析を行った。

v. a nguillarulTI PT 2 4株由来 Rプラスミド pJA7324 (CP、SA、SM、TC耐性)

よりクローニンクした主主iを含む DNA断片を用い、サブクローニングおよびデ

レーションミュタントの作製を行い、主主i遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 し

た塩基配列および推定したアミノ酸配列をデーターベースにより既知の cat と相

向性を求め、 DNA構造を比較し、その機能、起源および進化を考察したo c a t 

の遺伝子産 物についてマキシセル法により調べた。さらに、この cat が分離由来

が異なる V. a nguillarum の Rプ ラスミドに広く分布しているかどうかを調べる

ため、この三主iを含む DNA断片をプロープとして、コロニー・ハイプダイゼー

ション法 CGrunsteinand Hogness. 1975) により求めた。

材 料および方法

1 .使用した菌株およびプラスミド
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本実験に使用した菌株およびプラスミドは Table 6に示 した O

V. a nguiJ laruTlI PT 2 4株由来 CP、SA、SM および TC耐性の Rプ ラス ミド

pJA7324 は主主主の由来菌株として用いた。 pJA7324 より cat をベクタープ ラス

ミド pUC19 にクローニングしたものを今回塩基配列解析および遺伝子産物分析に

用いた。プラスミド pUCl18、pUCl19 および E. coli HB101、MVl184 株はそれ ぞ

れサブクローニングのベクターおよび形質転換の宿主菌として使用した。 E.

coli CSR603 株はマキシセル法の宿主菌に用いた。また、このタイプの cat は

V. angui llaruTl1 の Rプラスミドが保持しているかどうかを調べるため、分離年代

の異なる 1・ anguillaruTl1 由来の Rプラスミド pJA7601、pJA8122、pJA8202、pJ

A8325、pPT85045、pPT86029、pPT8789、 pAC8903、pSH89114、pSH90060、pSH900

75、pSH91037、pWA91011、pWA91025、pWA91026 および Rsm 418 (群馬県水産試

験場林 不 二 雄博士より分与〉を使用した。

2. コ ロニーハイフリダイゼーション

( a) プ ロープの作成および標識

三三Lを含むリコンビナントプラスミドを制限酵素 Pvu11 および BamHI により

切断し、ア ガロースゲル電気泳動を行った。インサート DNAバンドを含むゲル

片を切り出し、透析チューブに入れ、 TE buffer を適量に加えた後、 40 から 60

mA で数時間泳動し、ゲル内の DNAを溶出させた O 泳動終了直前に電極の(+ ) 

( -)を逆にし、 30 秒間泳動した。透析チューブ中の TE buffer をエッペンド

ルフチューブに移し、フェノール処理、次いでクロロホルム / イソアミルアルコ

ール処理後、エタノール沈澱により DNA断片を回収した。その DNA断片を

Random PrimerDNA Labeling Kit (宝酒造)を用い、 S2 P による標識を行った。

DNA溶液 5μl、 randomprimer 2μl、 10x buffer 2.5μl、dNTP混合液
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(dGTP、dATP、dTTP) 2.5μl、dH207μl、 [α_32PJdCTP(ICN Biornedicals Inc. 

USA) 5μ1 (50μCi) および klenow fragrnent 1μl を混合し、 370 Cで 3時間

保温した。次に、 65.Cで 5分間加熱し、酵素を滅活させた後、 95.Cで 3分間

加熱変性させ、直ちに氷水に移し急冷し、一本鎖 DNAを得、プロープとした。

(b) D N Aのニトロセルロースフィルターへの固定

v. a nguillaru m由来 CP耐性の R プラスミドをそれぞれ E. coli C600 株に混

合培養により伝達させた。これらの R プラスミドを保有する E. coli C600 株 を

L寒天培地上に載せたニトロセルロースフィルターに接種し、 37.Cで一晩培養

した。フィルターを平板よりはがし、 0.5MNaOH溶液に 10 分間浸し、 1MTris 

HCl (pH 7.4) 溶液に 5分間浸した。さらに、新しい 1MTris HCl (pH 7.4) 溶液

に 5分間 2回浸した後、 O.5MTris HCl， 1. 5M NaCl 溶液に浸した。フィルター

を 2x SSC溶液で洗浄し、 30 分間風乾させ、 8O. Cで 2時間ベーキングを行い、

DNAをフィルターに固定させた。

( c) ハイプリダイゼーション

DNAを 固 定 し た ニ ト ロ セ ル ロースフィルターを耐熱ビニール袋に入れ、予め

68. C にストックした 4x SSC-O.1% SDS、 10 x Denhardt 溶液および 50μl

サケ精子 DNAの混合液を入れ、 68・Cで 3-4 時間保温した。次いで、この溶液

を取り出した後、 hybridizationbuffer (4X SSC-0.5% SDS、 10x Denhardt、

50μl サケ精子 DN A) を入れ、予め 32 Pでラベルし、熱変性してあった DNA

プロープを添加した。時々よく混ぜ、 68.Cで 24 時間反応させた O その後、

hybridization buffer を捨て、 4x SSC-0.1% SDS 溶液を適量添加し、洗浄後、

3x SSC-0.1完 SDS 溶液を入れ、 68.Cで 30分間洗浄した。次いで、 2x S S C-

0.1% SDS 溶液で 68.Cで 30 分間、 1x SSC-0.1完 SD:S溶液で 68.C にて 30 分
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間洗浄した。パックグランドの比活性値を確認後、フィルターを 出 し、漉紙で十

分に溶液を吸収させた。次いで新しい漉紙にはさみ、乾燥機中で 30 分 間乾燥 し

た。乾燥したフィルターを漉紙に固定し、サランラップで包み、フジ X線フィル

ムとともに X線フィルムカセットに収納した。次に、 -80・C の フ リ ー ザ ー に 入 れ、

6時間から 2日間露出させ、オートラジオグラフィーを行った。フィルムを 現像、

定着した後、水洗、乾燥した。

使用培地、プラスミド DNAの調製、制限酵素によるプラスミド DNAの消化、

電気泳動、制 限酵 素地 図の 作製 、塩基配列決定法、転写開始の解析および遺伝子

産物の分析法は第二章に述べた方法に従って行った。
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strains and plasmids used in this study Bacterial Table 6. 
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Apr cpr SAr SMr TCr 

CP r SMr TMP r 

cpr SAr SMr TMpr 

cpr SAr SMr TMpr 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

CP r KM r SA r SM r TC TMP r 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

cpr KMr SAr SMr TCr TMpr 

cpr SAr SMr TCr 

R plasmid from V. 

pJA7324 

pJA7601 

pJA8122 

pJA8202 

pJA8325 

pPT85045 

pPT86029 

pPT8789 

pAC8902 

pAC8903 

pSH89114 

pSH90060 

pSH90075 

pSH91037 

pWA91011 

pWA91025 
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Rms418 1988 Masuyoshi et al.. 
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結果

1 .制限酵素地図

V. a nguillaru m 由来 R プ ラ ス ミド pJA7324 よりクローニングした BamHI 切断

断片の制限酵素地図は Fig. 18 に示した。 この 2.6 Kb D N A断片上、 Dr a 1 、

EcoRI 、~豆 I および Eヱ u 1 1サ イトがそれぞれ 1箇所、主三o1サイトが 2箇所存在

した。 さらに、サプクローニングし た と こ ろ 、 E主旦H1 - Pエ旦11断片を含むクロー

ン (pVA 2) は CP 耐性を発現したが、 E主旦H1 - E主主RI D N A断片を含むクローン

は 感 受 性 を 示したので、 cat 遺伝子が BamHI -Pvu 11 約 2.0 K b 断片上に存在 す

ることが確認できた。

bp 
。

箆)()() 20∞ ぉ∞

ca t 

B P N DN EH B 
LJ LI 

Fig. 18 Restriction enzyme map of a 2.5 Kb Ba旦HI DNA fragment cloned 

from pJA7324. The restriction sites are: B. BamHI; D. DraI; E. 

EcoRI; H. !!.旦主1; P. PvuII and N. NcoI. 
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Fig. 19 Sequencing strategy of a specific DNA fragrnent cloned frorn 

pJA1324. pVC 1 was a 2.6 Kb DNA fragment frorn pJA1324 of y. 

a nguillaru rn inserted in pUC19. pVC 2 was obtained by sub-

cloning frorn pVC 1. 

2. c a t の塩基配列

塩基配列決定の strategy は Fig. 19 に示した。塩基配列の決定は Eエ旦11 -

~HI D N A断片 (pVC 2) を用い、 deletionrnutant の作製および EcoRI サイ

トを利用してサプクローニングにより得られたクローンを使用した。
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決定した塩 基 配 列 お よ び そ の 塩基配列より推 定 したアミノ酸配列は Fig. 20 ，こ

示 した。決定した 1348 bpの塩基配列には 5'側 478 番目から 648 bp よ りな

る openreading frameが確認された。それにコードされているアミノ酸は 216

残基であった。算出された遺伝子産物の分子量 は 25，470.5Da であった。また、

主主Lの構造遺伝子の GC含量は 38.9 %であった。

プロモーター領域には -10 領域 TATAAT(391-396塩基)、および -35領域

ATGACA (368-373塩基)が認められた。

竺よの転写開始点を解析するため、このシークエンスデータより、 2 4塩基

5' -ATTATTTTCTCCTAATCATCATA (ATG翻訳開始コドンの +2 から -22 に相当す

る部分〉を合成し、これをプライマーとして、上旦工斗工.2.transcriptionを試みた。

この主主i遺伝子の転写開始点は 5'側 405番目(ATG開始コドンより 73bp上

流に位置する)の A からであることが明らかとなった O

3 .他の cat との比較

決定した 旦よの塩基配列および推定したアミノ酸配列(CAT)をもとにデータ

ーベースにより、いままで報告された他のグラム陰性菌およびグラム陽性菌由来

のものと比較し、ホモロジー解析を行った。

nulu 

n
h
U
 



GGATCCCAAGGAGCTTGCCAAGATTATTAACTGGGCAAAGCAGCAGGAACGGGAGCAGCCAGTGGCCGTCTGTGCTCGTT 80 

CACCTCCTGAGCTTGCTTTGGTGTAGGTATAATACCCAAAAACGAAGTTTATGCGGAACAGGATAACACCTCGAAATCGG 160 

AGTTTATATGGCTTCGTGGGGGAGTTATGTGTTTGAGCTTTGTCGCATTAACGCGAATCAGGGGTTGACGGCAGAAATAG 240 

ACTGGAATTACACTTCTTGGAGTCGGCGTTGCCGGAAAATTCTGATTGGATTAG1寸GTTCGGGGTGCGAAAACAGTCGTA 320 

GTTCGGGGGAAAAACCGAATTTTGACCCGAAACCGCAAAAAACCCGAAATGACAGTTCCTATCAGTATCAGTATAATGTC 400 
一35 -10 

TATAAGAGCCGGGGAAAAAACAACAACATATAAACGATTTTCAAAGGCTATATGGATATGTATGATTAGGAGAAAATAAT 480 

← cat rt前NA 50 Met 

GGAGTTTCGTTTGGTTGATCTGAAAACATGGAAAAGAAAAGAGTACTTTACGCATTATTTTGAATCTGTGCCTTGCACAT 560 
GluPheArgLeuValAspLeuLysThrTrpLysArgLysGluTyrPheThrHisTyrPheGluSerValProCysThrTyr 

ATAGCATGACCGTAAAGCTGGATATTACTACGATAAAAACCGGTAAAGCGAAATTGTATCCCGCCCTTTTGTATGCCGTT 640 
SerMetThrValLysLeuAspIleThrThrIleLysThrGlyLysAlaLysLeuTyrProAlaLeuLeuTyrAlaVal 

TCAACAGTAGTTAACCGGCATGAAGAATTCCGTATGACTGTGGACGATGAAGGTCL~TCGGGATATTTAGTGAAATGAT 720 
SerThrValValAsnArgHisGluGluPheArgMetThrValAspAspGluGlyGlnIleGlyIlePheSerGluMetMet 

GCCGTGCTATACAATTTTCCAAAAGGACACGGAGATGT11寸CAAATATCTGGACCGAGTATATCGGTGATTATACGGAGT 800 
ProCysTyrThrIlePheGlnLysAspThrGluMetPheSerAsnIleTrpThrGluTyrIleGlyAspTyrThrGluPhe 

TCTGCAAACAGTATGAAAAAGATATGCAGCAATACGGTGAAAACAAGGGCATGATGGCAAAGCCAAATCCGCCTGTGAAT 880 
CysLysGlnTyrGluLysAspMetGlnGlnTyrGlyGluAsnLysGlyMetMetAlaLysProAsnProProValAsn 

ACTTTCCCAGTCTCTATGATTCCATGGACAACCT廿GAAGGA1寸TAATTTAAA了n~GCAAAAGGGATATGGGTATCTGCT 960 
ThrPheProValSerMetIleProTrpThrThrPheGluGlyPheAsnLeuAsnLeuGlnLysGlyTyrGlyTyrLeuLeu 

TCCCATTTTTACGTTTGGACGATATTATGAAGAAAACGGGAAATATTGGAT寸CCG1寸ATCTATTCAGGTACATCATGCGG 1040 
ProIlePheThrPheGlyArgTyrTyrGluGluAsnGlyLysTyrTrpIleProLeuSerIleGlnYalHisHisAlaVal 

TATGCGATGGATTTCATACCTGCCGTTTTATCAATGAATTACAGGATGTAATCCAAAGTTTACAAAACCATGGAGGTGAC 1120 
CysAspGlyPheHisThrCysArgPheIleAsnGluLeuGlnAspValIleGlnSerLeuGlnAsnHisGlyGlyAsp 

GAAGAATGAGTGAGGAACAGGGACTGACCCCGTATGAAACCAGAGAAATCCTAACAGCATAGTGCAAAAGCTAACAATCT 1200 

GluGlu 

TTTATTACTATACTCAAGTAAGATTGAAGGGTAATAACTACTACATCTGTACAATAAAATACCTTGAACGAATAATACTA 1280 

TAAAATAATAATCCAGTTACAAGTGTATGTTTTGTT丁TGCACAATTAAGTATCGAAGCATACCTTCAA 1348 

Fig. 20 Nucleo七ide sequence of 七heDNA fragrnen七 containing
七he cat frorn v. anguillarum and predi.c七ed arnino 

acid sequence of CAT. 
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塩基配列レベルでは、 V.a nguillarulTlの cat は E.coli由来の Tn9に コー

ドされた cat(CAT タイプ 1)とは 56.4 %、 E. col iおよび Haemophilus 

i nfluenza e由来の三主1(CAT タイプ II)とは 51.5%， S higella flexner i由来

の R387 の主主1(CAT タイプ皿)とは 53%のホモロジーが認められた O また、他

の主主よとも塩基配列レベルでは 50%前後のホモロジーが確認できた。 Clostri-

生辺旦 difficil e由来の主主tD遺伝子とは 65.5 %、 Campylobacter coliプラスミ

ド C-589 由来の三豆iとは 69.4 %、これら両 cat とは高いホモロジーがあること

が明らかとなった。

アミノ酸配列レベルでは V. anguillarulT1 C a tの推定アミノ酸配列(CAT) は

CATタイプ Iとは 42.9完、 CAT タイフ。 Eとは 38.7 %、 CAT タイプ皿とは 37%のホ

モロジーが認められた。他の CAT ともおよそ 40完前後のホモロジーが認められ

た。 Clostridium difficil e由来の CAT とは 60.5 %、 Campylobacterco 1 i由来

の CAT とは 68.9 %と高いホモロジーが確認できた。

Fig. 21 に V. anguillarulT1 C a tのアミノ酸配列は一部の代表的な CATのアミ

ノ酸配列との比較を示した。 V. anguillarulT1 CAT は全体にわたって他の CAT と一

致するかあるいは類似するアミノ酸残基が認められた。とくに、 C 末端の近くに

ある配列 -IPLSIQVHHAVCDGFHーが (N末端より 178-198番目)他の CAT とほとん

ど一致した。さらに、データーベースによる検索で、 CAT タイプ Iの 193番目の

アミノ酸残 基および CAT タイプ E の 188番目のアミノ酸残基と相応する V.

anguillaruln CATのアミノ酸残基は 186番目であった O その残基は CAT タイプ

Iおよびタイプ E と同様にヒスチジンであった (Fig. 22)。

V. anguillarulT1 CATのアミノ酸配列の 45番目のリジンと 46番目のロイシン

の聞に、 4つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失していることが明らかになった。高いホモロ

ジーを示した C. d ifficil eお よび巳 coli 由来の CATにも同じ位置に 4つの

アミノ酸残基の欠失が認められている。

-
E
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CAT-VA. ME--一一一FRLVDLKTWKRKEYFTHYFESVPCTYSMTVKLDITTIKTGKAK--一一LYPALLYAVSTVVNRHEEFRMTVDDE
ECOI. MEKKITGYTTVDISQWHRKEHFEAFQSVAQCTYNQTVQLDITAFLKTVKKNKHKFYPAFIHILARLMNAHPE印 刷MK-D
PMIR. MDTKRVGILVVDLSQWGRKEHFEAFQSFAQCTFSQTVQLDITSLLKTVKQNGYKFYPTFIYIISLLVNKHAEFRMAMK-D 
ECO 11. MN一一一-FTRIDLNTWNRREHFALYRQQIKCGFSLTTKLDITALRTALAETGYKFYPLMIYLISRAVNQFPE印刷LK-D
ECO 111. MN一一一一YTKFDVKNWVRREHFEFYRHRLPCGFSLTSKIDITTLKKSLDDSAYKFYPVMIYLIAQAVNQFDELRMAIK-D
CCOLI. 剛一一一QFTKIDINNWTRKEYFDHYFGNTPCTYSMTVKLDISKLKKDGKK一一LYPTLLYGVTTIINRHEEFRTALDEN
pC194. MN一一--FNKIDLDNWKRKEIFNHYLNQQT-TFSITTEIDISVLYRNIKQEGYKFYPAFIFLVTRVINSNTAFRTGYNSD
pC221. MT一一一FNIIKLENWDRKEYFEHYFNQQT-TYSITKEIDITLFKDMIKKKGYEIYPSLIYAIMEVVNKNKVFRTGINSE
CAT -86. M一一一FKQID-ENYLRKEHFHHYMTLTRCSYSLVINLDITKLHAILKEKKLKVYPVQIYLLARAVQKIPEFRMDQVND
CATD. MV一一一一FEKIDKNSWNRKEYFDHYFASVPCTYSMTVKVDITQIKEKGMK一一LYPA~YYIAMIVNRHSEFRTAINQD
CATP. MV一一--FEKIDKNSWNRKEYFDHYFASYPCTYSMSLKVDITQIKEKGMK一-LYPAMLYYI釧 IVNRHSEFRTAINQD
CATQ. MK一一一一FNLIDIEDWNRKPYFEHYLNAVRCTYSMIANIEITGLLREIKLKGLKLYPTLITIITTVVNRHKEFRTCFDQK
SACR. MDAPIPTPAPIDLDTWPRRQHFDHYRRRVPCTYAMTYEYDVTAFAAALRRSPRKSYLAQVWALATVVNRHEEFRMCLNSS 

キ キキ 宇 キ

CAT-VA. GQIGIF印刷PCYTIFQKDTEMFSNIWTEY IGDYTEFCKQYEKDMQQYGENKG削AKPNPPVNTFPVSMIPWTTFEGFNL
ECOI. GELVIWDSVHPCYTVFHEQTETFSSLWSEYHDDFRQFLHIYSQDVACYGENLAYFPKGFI-ENMFFVSANPWVSFTSFDL 
PMIR. GELVIWDSVNPGYN1 FHEQTETFSSLWSYYHKD1 NRFLKTYSEDIAQYGDDLAYFPKEFI-ENMFFVSANPWVSFTSFNL 
ECOII. NELIYWDQSDPVFTVFHKETETFSALSCRYFPDLSEFMAGYNAVTAEYQHDTRLFPQGNLPENHLNISSLPWVSFDGFNL 
ECOIII. DELIVWDSVDPQFTVFHQETETFSALSCPYSSDIDQFMVNYLSVMERYKSDTKLFPωVTPENHLNISALPWVNFDSFNL 
CCOLI. GQVGVFSEMLPCYTVFHKETETFSSIWTEFTADYTEFLQNYQKDIDAFGERMGMSAKPNPPENTFPVSMIPWTSFEGFNL 
pC194. GELGYWDKLEPLYTI FDGVSKTFSG IWTPVKNDFKEFYDLYLSDVEKYNGSGKLFP KTPIPENAFSLSIIPWTSFTGFNL 
pC221. NKLGYWDKLNPLYTVFNKQTEKFTNIWTESDNNFTSFYNNYKNDLLEYKDKEEMFPKKPIPENTIPISMIPWIDFSSFNL 
CAT -86. -ELGYWE ILHPSYTI LNKETKTFSS IWTPFDENFAQFYKSCVAD IETFSKSSNLFPKPI脚 ENMFNISSLPWIDFTSFNL
CATD. GELGIYDEMIPSYTIFHNDTETFSSLWTECKSDFKSFLADYESDTQRYGNNHRMEGKPNAPENIFNVSMIPWSTFDGFNL 
CATP. GELGIYDEMIPSYTIFHNDTETFSSLWTECKSDFKSFLADYESDTQRYGNNHRMEGKPNAPENIFNVSMIPWSTFDGFNL 
CATQ. GKLGYWDSMNPSYTVFHKDNETFSS IWTEYDENFPRFYYNYLEDI RNYSDVLNFMPK TGEPANTINVSSIPWVNFTGFNL 
SACR. GDPAVWPVVHPAFTVFNPERETFACVWAPYDPDFGTFHDTAAPLLAEHSRATDFFPQGNPPPNAFDVSSLPWVSFTGFTL 

キ 本 キ 宇 キキ本キキキ

CAT-VA. NLQKGYGYLLP1 FTFGRYYEENGKYWIPLS1 QVHHAVCDGFHTCR一一一一FINELQDVI-QSLQNH-GGDEE- 216 
ECO 1. NVANMDNFF APVFTMGKYYT∞DKVLMPLAIQVHHAVCDGFHVGR一一一一MLNVLQQYC-DEWQGG-A---- 219 
PMIR. 川仏NINNFFAPVFTIGKYYTQGDKVLMPLAIQVHHAVCDGFHVGR一一一一LLNEIQQYC-DE-GC--K一一 217 
ECOII. NITGNDDYFAPVFTMAKFQQEGDRVLLPYSVQVHHAVCDGFHAAR-一一一FINTtQLMC-DN--IL-K---- 213 
ECOIII. NVANFTDYFAPIITMAKYQQEGDILLLPLSVQVHHAYCDGFHVAR---一一一FINRLQELC-NS一KL-K-- 213 
CCOLI. NLKKGYDYLLPIFTFGKYYEEGGKYYIPLSIQVHHAVCDGFHVCR一一一一FLDELQDLL-N一一一一-K一一一 207 
pC194. NINNNSNYLLPIITAGKFINKGNSIYLPLSLQVHHSVCDGYHAGL-----FMNSIQELS-DR--PNDWL一一L 216 
pC221. NIGNNSNFLLPIITIGKFYSENNKIYIPVALQLHHAVCDGYHASL一一一一FMNEFQDII-HK--VDDWI-- 215 
CAT-86. NVSTDEAYLLPIFTIGKFKVEEGKIILPVAIQVHHAVCDGYHAGQYVEYLRWLIEHCDEWL-ND-SLHIT-- 220 
CATD. NLQKGYDYLIPIFTMGKIIKKDNKIILPLAIQVHHAVCDGFHICR一一一一FVNELQELI-IV--TQVCL一一一 212 
CATP. NLQKGYDYIIPIFTMGKIIKKDNKIILPLAIQVHHAVCDGFHICR一一一一FVNELQELI-IV--TQVCL一一 212 
CATQ. NIYNDATYLIPIFILGKYFQQDNKILLPMSVQVHHAYCDGYHISR一一一一FFNEAQELA-SN--YETWLGEK- 219 
SACR. DIRDGWDHLAPIFTLGRYTERDTRLLLPLSVQIHHAAADGFHTAR----一一LTNELQTLLADP--AW--L---- 220 

本 宇 本キキ 牢キ本

Fig. 21 A1ignmen七 ofthe amino acid sequence of the V. 
anguillarum CAT with the sequences of CAT varian七s from 
other bacteria. CAT abbreviations are as defined in the 
Tab1e 9. Asterisks indicate conserved amino acids in 
a11 CAT monomers. 
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CAT 1 

CAT 111 

CAT-YA 

ーGln-Yal-His-主主-Ala-Yal-Cys-Asp-Gly-Phe-His-
190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 

-Gln-Yal-His-主三一Ala-Yal-Cys・-Asp-Gly-Tyr-His-
185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 

-Gln-Yal-His一主主-Ala-Yal-Cys-Asp-Gly-Phe-His-
183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 

Fig. 22 Regions of the CAT type I， type 111 and CAT-YA chlorarnphenicol 
acetyl transferases surrounding the active site histidine. 

73 



v. a nguillarurr1 CAT の codon usage および他の CAT との比較は Table 8 に

示した。比較に用いた CAT タイプ I、タイプ皿、 C. d ifficil e CAT 、C. coliCA 

Tおよび V. a nguillarurr1 CAT において一部のコドンの出現頻度が類似すること

が認められたが、いずれとも特に類似するものが認められなかった。

また、 V. anguillaru rn CAT のハイドロパシー解析の結果および CAT タイプ I、

C.主主li CAT との比較は Fig. 23 に示した。 3つの CAT の親水性、疎水性領域

は類似することが認められた。

4. 遺伝子産物の同定

V. anguillaru m の cat にコードされる遺伝子産物について、 2.6 Kb BarnHI D 

NA断片を 含むリコンビナントプラスミドを E. col i CSR603 株に導入したもの

を用い、マキシセル法により測定した結果、約 22，5010 Da の遺伝子産物が検出さ

れた (Fig. 24)。

5 . コロニーハイブリダイゼーション

cat を含む巳旦11 -BarnH 1 D N A断片 (pVC 2) が一部の Rプラスミド pPT860

29、pPT8789、pAC8903、Rrns418 およびと強いハイブリットを形成し、これら Rプ

ラスミドがコードする cat は同じあるいはかなり類似するものであることが確認

された。また、 pJA7601、pJA8202、pJA8325、pAC8902、pSH89114、pSH90060 およ

び pSH90075 とは弱い相向性が示された。しかし、使用したプロープは pPT850

45、pSH91037、pWA91011、pWA91025 および pWA91026 とは全く相向性を示さなか

っ Tこ (Fig. 25)。
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Comparison of the codon usage of the pJA7324-encoded 

CAT with the CAT variants from other bacteria 

Table 8. 

CATD 皿 VA 

Phe UUU 

UUC 
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Fig. 23 Comparison of hydropathic profiles of the 
v. anguillarum CAT(CAT-VA)， CAT type 工 andCompy-
lobacter coli CAT(CCOL工CAT)• 
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Fig. 24 Autoradiogram of polyacrylamide gel electrophoresis 
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Fig. 25 Colony hybridization of a 32p labeled DNA probe with E. coli 

C600 containing the R plasmid from different isolates of 

V ibrio anguillaru ~. The used R plasmids from V. a nguillarum 

isolates: 1， SG7601; 2， MZ8122; 3， SG8202; 4， PT8325; 5， PT 

85045; 6， PT86029; 7， PT8789; 8， AC8902; 9， AC8903; 10， SH89 

114; 11， SH90060; 12， SH90075; 13， SH91037; 14， WA91011; 15， 

WA91025; 16， WA91026; 17， Rms418 and 18， pVC 2. 
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考 察

クロラムフェニコール耐性菌は多くの菌種より見つかっている。その耐性機構

は耐性菌が産生したクロラムフェニコール不活化酵素(CAT) によるものであるこ

とが 1965 年に Okarnoto、Suzuki により発見された。その後、種々の菌が産生す

る CATに関し生物学、酵素学的な特徴について研究がなされている。 Shaw ら

( Sha w、1967、 1975、 1979、 1983 Foster and Shaw， 1973) は CAT について精

力的に解明し、 CATは 3量体の形で 存 在 し 、 サ プ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 は 22，500-24，

500 で、クロラムフェニコールをア セ チ ル 化 す る こ と に よ り 不 活 化 す る こ と を 解

明している (Fig. 4)。

一方、分子遺伝学の進歩とともに、 CAT を コ ー ド す る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐

性遺伝子(主主1.)は種々のグラム陰性稗菌およびグラム陽性球菌より発見され、そ

れらの構造、機能、起源および進化などについて多くの研究がなされている。

Table 8 は現在まで塩基配列が明らかにされた主主iおよび由来菌について示

した。これらの主主iのうち、 5つはグラム陰性樗菌由来のもので、残り 12の遺

伝子はグラム陽性菌、特に Staphylococci および立担stridium より検出された

ものであった。

グラム陰性樗菌由来の CAT は酵素学的な特徴およびそれらをコードする cat

によりタイプ I、 Eおよび E に分類されている。タイプ 1 CAT をコードする

主主Lは E. c旦1i由来トランスポゾン Tn9 に代表される (Alton and Vapnek、 19 

79)。タイ プ Hとして E. 三旦1iおよび Haernophilus in fluenza e由来の CAT を
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コードする cat (Murray三1~.， 1990) およびタイプ E として、 R387 由来の

CAT を コードする三三(Murray主主主1.， 1988) の塩基配列が明らかにされ て い

る。さらに、 Proteus mirabili S 由来の cat (Charles et al.， 1985)、 およ

び Campylabacte r主主1i由 来 の cat についても塩基配列が報告されている

(Wang and Taylor， 1990)。

Table 9 Sources of cat sequences 

Organism n
 

o

d
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p
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e
r
 

D

O

 

Reference 

Escherichia coli 
Escherichia coli 
Shigella flexneri 
Proteus mirabilis 
Campylobacter coli 

T
-

工
工

T
4
Tム

T

ム

e
e
e
 

p
p
p
 

y
y
y
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』
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』

十

」

了

占
R

L

 

T

T

T
工
O

A

A

A

M

C

 

C

C

C

P

C

 

A工七on & Vapnek， 工979
Murray et al.， 1990 
t-1urray et al.，工988
Charles et al.， 1985 
Wang & Tay工or，1990 

Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus intermedius 
Staphョエococcushaemolyticus 
Staphylococcus aureus 
Bacillus pumilus 
Clostridium difficile 
Clostridium perfringens 
Clostridium perfringens 
Streptomyces acrimycini 

pC221 
pUB112 
pC223 
pC194 
pSCS1 
pSCS5 
pSCS7 
cat-86 
CATD 
CATP 
CATQ 
SACR 

Shaw et al.，工985
Bruckner & Ma七zura，1985
Steffen & Ma七zura，工989
Horinouchi et al.， 1982 
Schwarz e亡 al.，1991 
Schwarz & Cardoso， 1991a 
Schwarz & Cardoso， 1991b 
Harwood et al.，工983
~lren e亡 al.，1989 
S七effen& Ma七zura，1989 
Bannarn & Rood，工991
Murray et al.， 1989 

グラム陽性球菌において、 Staphylococci 由来の ca tは 5.2 K b以下の 小さ

なプラスミドにコードされ、それらの CP耐性プラスミドは制限酵素解析および

DNA hybridizaton により S. a ureu S 由 来 の pC221(Projan三i主1.， 198 5 )、

PC194 (Horinouchi and Weisblum， 1982) および pC223(Novick， 1976) に代表
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される 3つのグループに分けられている。また、 S. a u工旦旦三由来の pUBl12

(Bruckner and Matzura， 1985)、 S. i ntermediu s由来の pSCS1 (Schwarz et 

三上.， 1991)、三. h aemolyticu S 由来の pSCS5 (Schwarz and Cardoso， 1991a) お

よび S. a ureu S 由来の pSCS7(Schwarz and Cardoso， 1991b) の CP 耐性プラス

ミドおよびそれらがコードしている主主iについても解析されている。 さらに、

他のグラム陽性菌 Bacilluspumilu s由来の主主1-86(Harwood et tl.， 1983) 、

Clostridium difficil e由 来 の 旦1D (Wren旦 ι， 1989) 、~. .2erfringens 

由来主主1(Steffen and Matzura， 1989)、および Streptomyces acrimycin i由

来三豆i遺伝 子 (Murray主上主1.， 1989) の構造についても解明されている。

これらの主主iはグラム陰性菌由来あるいはグラム陽性菌由来が異なるのみなら

ず、それぞれ遺伝子はプラスミド、染色体あるいはトランスポゾンにコードされ

ている点でも異なっている。しかし、塩基配列解析により、 cat の一次構造の一

部が類似し、アミノ酸配列にも共通する部分が存在している。

CAT の機能的な構造について、 Shaw(1983、1984) はタイプ 1CAT のアミノ酸配

列の 193 番目のヒスチジン残基がクロラムフェニコールの不活化には重要な役割

を演ずることを明らかにしている。さらに、タイプ m CAT のアミノ酸配列のタイ

プ Iと相同する部位にヒスチジン残基が存在し、その前後のアミノ酸配列もタイ

プ Iと類似していることを解明している (Fig. 22)。その後、数多くのグラム

陰性菌およびグラム陽性菌由来の CAT が解析され、それらのアミノ酸配列の C末

端のほぼ同じ場所にも類似する配列が存在することが確認されている (Fig. 21)。

いずれの主主iにおいてもよく保存さ れ て い る 部 分 は CAT の activecenter と考

えられている (Shaw， 1983; Leslie et al.， 1988)。また、タイプ皿 CAT アミノ

酸配列の 13 番目 (Ar g) と193 番目 (Asp) が CAT の安定性に必要な構成である

ことも解明されている (Lewendonet豆1.， 1988) (Fig. 21) 0 
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魚類病原菌において検出された R プラスミドの多くは主主よをコードしている。

それらの主主主は DNA構造により分類されている。 Pasteurella pisiscicid a由

来 Rプラスミドがコードする三旦iは CAT タイプ Iに、. A eromonas salmonicida 

および Edwardsiella t主工互主由来の主主Lは CAT タイプ Hに分類されている

(Aoki， 1988)。一方、 V. a nguillarurn 由来 Rプラスミドがコードする cat に

ついて、前述したテトラサイクリン耐性遺伝子と同じく、分離年代により異なる

タイプであることが明らかにされている o 1980 年前後に検出された R プラスミド

がコードする主主主 は CAT タイプ Eに、 1977 年以前に検出された Rプラスミドが

コードする主主iは CAT タイプ I、 Hおよび E のいずれのものとも相向性を示さ

ない、新しいタイプであることが明らかにされている (Aoki， 1988) 0 

一方、 Masuyoshi ら (1988) は 1976 年 に分離された V. a nguillarun1 に由来

の CP、 SA、TC耐性の Rプラスミド Rms418 が産生するクロラムフェニコールア

セチルトランスフエラーゼの物理化 学 的 性 状 を 既 知 の も の と 比 較 し 、 CAT タイプ

I、 E、 E とは異なり、新しいタイ プ の CATであることを明らかにしている。

本研究では 1973 年に分離された V. anguillarun1 由来 R プラスミド pJA7324

よりクローニングした主主lに つ いて塩基配列決定を行い、その DNA構造を明ら

かにした。この乏生iは Rms418 を含む 1977 年以前分離された V. a nguillarum 

の Rプラスミドがコードする主主iと同一構造であることを、コロニーハイブリダ

イゼーション法により明らかにした。

今回決定した V. a nguillarurn の主主iは 648 bp よりなっている。塩基配列か

ら推定した CAT は 216 個のアミノ 酸 を 含 み 、 算 出 し た 分 子 サ イ ズ は 25.470.5

Da であった。マキシセル法により測定した分子サイズは約 22.500Da であった。

この主主iの open reading frame の GC含量は 38.9 %で、 V. a nguillaru m ゲノ

ム DNAの GC含量 (44-46%) よりやや低かった。。

決定された V. anguillarurn の主主Lの塩基配列はデーターベースにより、他の



c a t と比較し 、 ホ モ ロ ジ ー を 求 め たところ、 前述の 1 7個の cat と D N A構造

が異なるものであ る こ と が 明 ら か と なった。

Table 10 Relationships between CAT rnonorners 

Arnino acid sequence sirnilarity (完)

Deterrninant 

4 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

1. CAT-VA 100 43 39 37 44 59 44 44 44 40 44 41 45 38 61 59 45 41 

2. ECO 100 46 47 76 44 38 38 40 39 37 35 38 39 45 44 41 38 

3. ECO 11 100 65 47 42 37 38 39 42 37 37 38 41 45 44 40 42 

4. ECO 111 100 47 41 37 37 38 40 36 36 36 41 43 43 41 40 

5. PMIR 100 44 40 39 40 41 39 38 39 38 44 43 45 35 

6. CCOL 1 100 45 45 46 44 44 43 45 41 59 58 50 40 

7. pC221 100 98 80 54 98 78 80 42 44 44 51 31 

8. pUB112 100 80 53 99 77 80 43 44 44 51 31 

9. pC223 100 57 80 86 95 41 45 46 51 33 

10. pC194 100 53 54 57 42 46 46 48 39 

11.pSCS1 100 77 80 42 44 44 49 30 

12.pSCS5 100 85 41 47 47 45 30 

13.pSCS7 100 42 47 47 49 32 

14. CAT-85 100 43 43 44 32 

15.CATD 100 98 53 39 

16.CATP 100 53 38 

17. CATQ 100 39 

18. SACR 100 

CAT abbreviations are as defined in the Table 9. 

V. a nguillaru~1 CAT (CAT-VA) は現在まで報告された大部分の CAT とは 37-

45児のホモロジーが存在した。~. ~ erfringen S 由来の CATP とは 59完、 ι

d iffici 1 e 由来の CATD とは 61%、 2 三♀上上由来の CAT とは 69完 、 割 合 高 いホモ

ロジーが存在 す る こ と が 明 ら か と なった CTable 10)。

V. a nguillaru rn 'CAT は 他 の 12 の CAT とは 23 個の共通のアミノ酸残基が認
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められた O 一部の機能残基、 13番目のアルギニン、 190番目(CA T IIIの 193番

目と相当する残基)のアスパラギン酸は保存されいた。さらに、 178-183番目の

配列 -PLSIQVHHAVCDGFHーは他の CATの activecenter と考えられている C末端

の配列とほぼ一致した (Fig. 21) 0 

V. anguillaurr1 CAT は 216 アミノ酸残基より構成し、 SDS ポリアクリルアミド

ゲルにより測定した分子サイズは 22.500Daであった。分子サイズは Masuyoshi

ら (1988) の Rms418 の CAT(22.000 Da) とほぼ一致した。さらに、既知の CA

T (207-220残基、 22.500-24.500Da) と類似していた。これらの類似点から、 V.

anguillarunc主iの機能は他の CAT遺伝子と同じであると考えられた。

V. anguillarun1 CATのアミノ酸配列の 45番目のリジンと 46番 目 の ロ イ シ ン

の間に、 4つのアミノ酸残基は欠失していることが認められた (Fig. 20)。高い

ホモロジーを示した♀ perfringen s CATP、C. d i f f i cile CATDおよび C. coli 

由来の CATのアミノ酸配列ほぼ同じ位置にも 4つのアミノ酸残基の欠失してい

るので、この 3つの CAT とは最も類似していることが明らかとなった。これら類

似する CATをコードする主主iは日tPおよび ca t Dグラム陽性菌由来のもの

で、なお、主主tPはプラスミド pIP401 ，こコードされ、 catDは染色体由来のも

のであった。 C. coli主主iはプラスミド pNR9589 ，こコードされ、その由来菌株

は日本で分離されたものであった (Wangand Taylor. 1991)。これらの cat は分

類上異なる菌種から発見され、また、それらはプラスミドあるいは染色体にコー

ドされた点でも異なるが DNA構造上類似していることは、 cat の起源および機

能を考察する点で興味が持たれる。

筆者は V. a nguillarun1主主iは他の主主Lと構造および機能上類似することから、

その起源は同じではないかと推察した O なお、 Clostridiumの catPおよび ca

1 D、C. 三旦1iの主主iとは高いホモロ ジ ー を 示 し た こ と 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に も 共 通

の特徴が認めら れ て い る こ と 、 お よび V. anguillarum cat の GC含量 (38.9%)
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は主主1P (36%) および c.三旦1i c旦1(37.5%) と類似していることから、これら

の遺伝子は他の三主i遺伝子と同じ起 源から分岐した後、ある共通の祖先配列を経

て、さらに突然変異の蓄積により現在 の cat の構造ができあがったものではない

かと考えられる。
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第四章 1989年から 1991年にかけて分離された Vibrioanguillaru mの

薬剤耐性の動向と検出された R プラスミドについて

序 Eゴ

1989年から 1991年にかけて日本各地の養殖アユより分離された V.

angui llarulTI 114株について、 10薬剤に対する最小発育阻止濃度 (M1 C) を測定

し、伝達性 Rプラスミドの有無および Rプラスミドの耐性マーカ一等について調

べた。さらに、検出された Rプラスミドについて制限酵素切断パターンの比較お

よびサザーンハイプリダイゼーション法 (Southern， 1~~75) により、以前 Y.

anguillarulT1 より検出された Rプラスミドとその構造を比較検討した。

材料および方法

1 .使用した菌株および Rプラスミド

V. a nguillarulT1 は 1989年から 1991年にかけて各地のアユ養殖場から分離さ

れた 114株を使用した (Table11)。伝達性 Rプラスミドを検出する際、受容菌

として E. 三旦liRC85株および C600株を使用した。また、 Rプラスミドの構造

を比較するため、 V. anguillarulT1 の 19 76、1982 および 1986年の分離株由来の

Rプラスミド pJA7601、pJA8202 および pPT86029 を使用した。

2 .使用培地



v. a nguillarum分離用培地は 1%食塩 添加 H1培 地を使用 した〈 第 一 章 )。乳

糖分解能をもっ E. 三旦1iの分離用培地として BTB乳糖添加寒天培地 (poly-

pepton 10g 、beef extract 5g 、NaCl 10g 、 lactose 10g 、20%BTB solution 40 

m 1、agar 15g、dH20 1000 ml) を使用した。

3 .使用薬剤

薬剤感受性試験に用いた薬剤はクロラムフェニコール(CP) (三 共薬品〉、テ

トラサイク リン(T C) (日本レダリー)、カナマイシン (KM) (明治製菓〉、ス

ルファモノメトキシン(SA) (第一製薬)、アンピシリン (ABP) (藤沢薬品)、

ナリジキシン酸 (NA) (第一製薬)、ストレプトマイシン(SM) (明治製菓)、

フロルフェニコール(F F) (武田)、フラゾリドン(N F) (上野)およびトリメ

トプリム(TMP) (武田)であった。

4. 薬剤j感受性試験

MIC の測定は日本化学療法学会 MIC測定委員会の定める方法(日本化学療法学

会. 1981) に従って行った。 MIC測定用培地は SA および TMP用としてはにな

るように食塩を添加した感受性ディスク用培地(日水)を用い、他の薬剤の場合

は 1% 食塩添加 H1寒天培地を用いた。

5. Rプラスミドの伝達性試験

伝達性 Rプラスミドの検出は混合培養法を用いた o V. anguillarurr1 の供与菌株



および受容菌の E. 巴 li RC85 株 をそれぞれは食塩加 HIおよび L培地で

O.D.550 が 0.4 になるまで振塗培養を行った。各 1m 1ずつ試験管内で混合させ、

30・C で一昼夜静置培養した。供与 菌および受容菌の耐性マーカーの薬剤を含む

BTB乳糖添加寒天培地に混合液を塗抹し、 37・Cで一昼夜培養した (Aoki et al.. 

1985)。受容菌の増殖が認められたクローンを 2回同じ薬剤jの入った平板で再分

離した。得られたクローンの耐性マーカーをディスク法にて調べた。次いで Rプ

ラスミドの抽出のため、再度 E. C旦li C600株にも接合伝達させた。

6 .制限酵素による Rプラスミドの切断/-eターンの比較

Rプラスミド DNAに 1/10 の濃度になるように制限酵素反応 buffer に加え、

制限酵素を 2-4 units添加した後、至適温度で一時間反応させた。約 1/10量の

色素混合液 (0.25%bromophenol blue. 0.25% xylene eyanol， 50% glycerol) を

加え、 O.8 %アガロースゲルにより電気泳動を行った。泳動後、ゲルを O.5μg/m 

1エチジウムブロマイドを含む溶液で染色し、紫外線ランプ上に乗せ、 DNAバ

ンドを観察した。

7 . サザーンプロットハイプリダイゼーション

DNAをニトロセルロースフィルターへの固定は次のように行った。

Rプラスミド DNAを制限酵素 Hi旦dI I Iで切断し、 0.8% アガロースゲルで電

気泳動を行った。泳動終了後、ゲル中の DNA切断パターンを uvランプ照射下

で写真撮影した。ゲルをパットの中に移し、次いでパットの中に O.25N HCl 溶液

250 ml を加えた。室温にて 15分間放置し、アスピレーターにより溶液を取り

除 き、蒸留水で洗浄した後、再度 0.25NHCl 溶液に入れこの操作を繰り返した。



次いで O.25N NaOH-0.6M NaCl 溶液約 250ml を入れ、室温で 20分間置き、 DN

Aのアルカリ変性を行った。一度溶液をアスピレーターにより捨て、さらに同じ

溶液をいれ、この操作を繰り返した O 次に、 0.2NTris HCl (pH 7.4)、0.6MNaC 

i溶液 250ml を加え、室温で 20分間放置した。この操作を 2回行い、 DNA

を中和させた。

てットの中に 6x S SC溶液を入れ、同溶液に浸した 2枚の Whatman3MM漉紙を

ガラス板の上に載せ、その両端は 6x SS C溶液に浸るように置いた。その上に変

性させたゲルを置き、ゲルの大きさより縦横 5mm程度大きく切ったニトロセルロ

ースフィルターをゲルの上に載せた。ゲルの載っていない漉紙の部分をパラフィ

ルムで覆い、フィルターの上に 3mm漣紙を 4枚、さらに、ペーパータオルを 15 

枚ほど載せ、その上にガラス板を置き、室温で 1時間ゲルの脱水を行った。濡れ

たペーパータオルを乾いたものと取り替え、ガラス板の上に 1-2 Kg荷重をかけ、

6時間以上放置した。フィルターを 2x SS C溶液で洗浄し、漣紙でフィルターの

水分を除き、室温で 30分間乾燥し、 60・C乾燥機の中に 30分間放置した後、 8

O' Cで 2時間置き、 DNAをフィルターに固定した。

プロープ DNAの標識、ハイブリダイゼーション反応およびオートラジオグラ

フィ一等の操作は第三章に述べた方法に従って行った O



Table 11 Sources of tested strains of Vibrio anguillarum 

Years 
Areas To七al

1989 1990 1991 

Aichi 4犬 5 9 

Gifu 1 1 

Shiga 6 23 29 

Shizuoka 35 14 9 58 

Tokushima 8 8 

Wakayama 工 8 9 

To七al 45 43 26 114 

* Number of s七rains.
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結果

1 .薬剤j感受性

1989年から 1991年にかけて分離された v. anguillarulT1 に対する 10薬剤の

最小発育阻止濃度 (M1 C )は Fig. 26 に示した。

AP の 114株に対する MIC は 0.2-12.5μg/ml を示す感受性 5株と、 25 か

ら1， 000μg/ml を示す耐性 109株が認められた。

CP の MIC は 0.2-1. 6μg/ml を示す感受性 93株と、 6.3μg/ml から 25

μg/ml を示す耐性 21株とに分かれた。

FF は供試 114株すべてに 0.2-0.8μg/ml の MIC を示し、強い抗菌力を示

した。

KM、 SM、TC および TMP の MIC のヒストグラムは、 2峰性を示し、感受性群

93株と耐性群 21株 に 分 か れ た 。 それぞれの MIC は KM で1.6 -25μg/ml の

感受性群と 500-1000μg/ml の耐性群 SM で 3.2-12.5μg/ml の感受性群

と 25-100μg/ml の耐性群 TC で 0.2-3.2μg/ml の感受性群と 12.5-25 

μg/ml の耐性群; および TMP で 0.1-12.5μg/ml 感受性群と 1000μg/ml

以上の耐性群であった。

NA の MIC値は 3つのグループに分かれ、 0.2-1.6μg/ml を示す感受性 28

株、 3.2-50μg/ml を示す中等度耐性 62株 お よ び 100μg/ml 以上の高度耐性

を示す 24株が認められた。

NF は 0.0125 から 0.8μg/ml を示す感受性 23株と 3.2から 25μg/ml を



示す耐性 91株が認められた。

SA は 0.8-25μg/ml を示す感受性 65株および 50-1000μg/ml 以上を

示す耐性 49株に分かれた。

全ての薬剤jに対して、感受性を示したものは 1株のみで、全供試菌株の O.9% 

に過ぎなかった。

各薬剤jに対する耐性株の出現率は、 AP に対し最も高く、 112株中 109 株、

95. 6 %を占めた。次いで NFで 79.8%(91株)、 NA は 75.54%(中度耐性と高度

耐性株あわせて 86株)、 SA は 43.0%(49株)、 CP、TC、KM、SMおよびTMP は

同じ出現率を示し、全体の 18.4%(21株)であった。

2. 耐性菌株及び検出された Rプラスミドの耐性マーカー

供試 114株のうち 113株は AP、CM、FF、KM、NA、NF、SA、SM、TCおよび

TMP に対して 1剤から 9剤耐性を示した (Table12)。そのうち、 1剤 耐 性 は 全

体の 6.1 % (7株)、 2~J 耐性を示した菌株は 1 9株で、全体の 16.7 %を占めた。

3 ~J 耐性は 59 株で、 56. 1 %であった。 4~J耐性株は 7 株で、 6. 1 %を占めた。

7 ~J耐性株は 2 株で、1. 8 %で、 8剤耐性株は 1株で、 O.9%で、 9~J 耐性は

18株で、全体の 15.8 %を占めた。

7 ~J 以上耐性を示した 21 菌株より伝達性 R プラスミドが検出された O これら

のRプラスミド全て CP、KM、SA、SM、TCおよび TMP 6剤耐性マーカーであった

(Table 12)。
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Fig， 24 Minimal inhibitory concentrations (μg/ml) of 10 chemo-

therapeutics for 114 strains of V ibrio anguillaru m. 

Strains were isolated in 1989(~) ， 1990(亡コ) and 1991(・・)• 



Table 12. Resistance markers and transferable R plasmids of Vibrio anguillarum 

Resistance marker of Year Total Resistance marker of 

original strain 1989 1990 1991 of plasmid 

Sensitive strains 0/1大 0/1 

SA大大 0/2 0/2 
AP 0/2 0/5 
AP SA 0/2 0/7 
AP NF 0/1 
NA NF 0/1 
NF SA 0/1 0/1 
AP NA NF 0/26 0/23 0/56 
AP NA SA 0/1 
AP NF SA 
NA NF SA 0/1 
AP NA NF SA 0/5 0/2 0/7 
CP KM NF SA SM TC TMP 2/2 CP KM SA SM TC TMP 
AP CP KM NF SA SM TC TMP CP KM SA SM TC TMP 
AP CP KM NA NF SA SM TC TMP 8/8 6/6 18/18 CP KM SA SM TC TMP 

Total 6/25 21/114 

大 R+ strains/strains studied. 

大* Abbreviations: AP， ampicillin; CP， chloramphenicol; KM， kanamycini NA， 
nalidixic acidi NF， furazolidonei SA， sulfamonomethoxinej SM， streptomycin; 
TC， tetracycline and TMP， trimethoprim. 
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3. Rプラスミドの制限酵素切断パターンおよび相向性

検出された 21 の Rプラスミドは制限酵素 Hi nd 1 1 1で切断後、アガロースゲル

電気泳動により、その切断パターンを調べたところ、全ての Rプラスミドは類似

するパターンを示した。そのうちの pSH89114、pSH90060、pWA91011 および pSH

91037、さらに、比較のために以前 v. a ngui 11 arulTl より検出された pJA7601、

pJA8202 および pPT86029 の巴旦d111 切断パターンを Fig. 27 に示した。これ

らの Rプラスミドの由来および耐性マーカーは Tab1e 13 に示した。 pSH89114、

pSH90060、 pWA91011 および pSH91037 は極めて類似するパターンを示した。以

前検出された pJA8202 および pPT96029 とは 2.4 k b、4.5 k b と分子サイズが一

致するバンドが認められたが、全体としては異なっていた。

1991 年分離された Rプラスミド pSH91037 の Hi nd 1 1 1切断断片をプロープと

して、サザーンプロットハイブリダイゼーションを行ったところ、プロープは

pSH89114、pSH90060、pWA91011 および pSH91037 とは強く相向性を示し、同じ構

造であることが示唆された。一方、 pJA7601、pJA8202 および pPT86029 とは一部

のバンドのみ相向性が認められたが、全体ではその構造は異なっていることが明

らかとなった (Fig. 27)。



Tab1e 13 R plasmids from Vibrio anguillarum 

Origin of V. anguillarum 
R plasmid Resistance marker 

Date Area 

pJA7601 CP犬， SA， TC， 1976 Shiga 

pJA8202 AP， CP， SA， SM， TC 1982 Shiga 

pPT86029 AP， CP， SA， SM 1986 Tokushima 

pSH89114 CP， KM， SA， SM， TC， TMP 1989 Shizuoka 

pSH90060 CP， KM， SA， SM， TC， TMP 工990 Shizuoka 

pWA91011 CP， KM， SA， SM， TC， TMP 1991 Wakayama 

pSH91037 CP， KM， SA， SM， TC， TMP 1991 Shizuoku 

会 Abbrevia七ions: AP， ampici工lin; CP， chloramphenico工; KM， 
kanamycine; SA， sulfamonomethoxine; SM， s七rep七omycin; TC，七e七ra-
cyc1ine and TMP，七rimethoprim.
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Fig. 27 Southern blot hybridization of a 32p la民 ledpSH91037 to R plasmids detected Vibrio anguillaruffi. 
Panel 1 is an agarose gel electrophoretic profiles of R plasmid 凶Asditested by Hind工工工 Panel2 
is an autoradiogram of a nitrocellulose filter blotted wi廿1廿1ernA戸 nel1 and hybridizeヨwith
pSH91 037. Standard mole∞lar size of入印刷laneA) was digested均単旦d工工工. 工品neB，工， pJA7601 i 
lane C， J， pJA8202i lane D， K， pPT86029i lane E， L， pSH89114i lane F， M， pSH90060i lane G，N ， pWA91011 i 
and lane H， 0， pSH91 037. 
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考 察

V ibrio anguillaru m の Rプラスミ ドによる薬剤耐性株は 1973年にはじめてア

ユ養殖場において出現した。 1973年に出現した当初の Rプラスミドの耐性マー

カーは CP、 SA、 SM、および TC 4剤耐 性 で あ っ た (Aoki et al.， 1974) 0 1974 

年から 19 7 7年にかけて日本各地で分離された V. 主旦丘uillaruJT1 259株のうち 9

株 (3.5%) のみが感受性で、残りの 250株は 1~J から ß ~J 耐性を示した。なお、

165耐性株より 伝達 性 Rプ ラス ミドが検出され、その耐性マーカーは主に CP、

SA および TC 3剤耐性であった (Aoki et al.， 1981)。次いで、 1978 および

1979年には耐性株の出現率は 一 時期低迷したが、 1980年になると、再度多剤耐性

株が出現し、 114株中 75株が伝達性 Rプラ ス ミ ド に よ る も の で 、 そ の 耐 性 マ ー

カーは AP、CP、SA、SM、TMP あるいは AP、CP、SA、TMP が主であった。 1978年

から 1980年までに V. a nguillarum から検出された Rプラスミドのいずれも TC

耐性 を コ ー ドしていなかった (Aoki et al.， 1984)。

さらに、 1981 年から 1983 年にかけ て 各 地 で 分 離 さ れ た 139株のうち、感受

性は 2株(1.4%) のみで、 137株は 1剤から 8~J 耐性を示した。 30 耐性株より

Rプ ラスミドが分離され、その耐性マ ー カ ー は AP、CP、 SA、SM、TC および TMP

が最も多かった (Aoki et al.， 1985)。

NA および NF 耐性株はいずれの年にも多く検出された。 NA 耐性株は 1974 か

ら 19 7 7年、 1978 から 1980 年、 1981から 1983年の分離株にそれぞれ 88%，

80. 1 %、 60.1 %を占めた。 NF耐性株はそれぞれ 93.8%，70.4%、 54.7 %を占めた。

また、これらの耐性は Rプラスミドによるものではなかった。
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V. anguillarulT1 の多剤耐性株は各地の養殖場に広く蔓延しており、新しく開発

された NA、TMP あるいは APがアユ養殖場で多く使用されると必ず 1-2年後

にそれらの薬剤に対して耐性株が出現して来ている。

薬剤耐性株の耐性マーカーは分離年代により若干異なるが、 AP、CP、NA、NF、

SA、SM、TC及び TMP のうち、 4 ~J から 6 ~J の異なる組み合わせの場合が最も多

かっ Tこ。

Rプラスミドの構造について、制限酵素切断パターンの比較およびサザーンプ

ロットハイブリダイゼーションにより、 1970年代に検出されたものと 1981-

1983年に検出されたものとは異なることが解明されている (Mitomaet al.. 19 

84)。第一章あるいは第二章において、 TCおよび CP耐性遺伝子は 1970年代

と 1980年代で異なることをすでに述べた。

本実験は 1989 から 1991年にかけて、各地の養殖場で病魚より分離された V.

a nguillarulT1 114株に対して 10薬剤の MIC を調べた。供試 114株のうち 1

株のみ全ての薬剤jに対し感受性を示した。残りの 113株は AP、CP、KM、NA、NF、

SA、SM、TCおよび TMP に対し、 1 ~J から 9 ~J 耐性を示した。 1989 年よりアユ養

殖場においてワクチンが使用され、ピプリオ病の発生の低下に伴い、化学療法剤

の使用が減少していることが考えられたが、 V. anguillarum の多剤耐性株が各

地のアユ養殖場で流行していることはかなり化学療法剤が使用されていることを

示唆するものである。

供試 10薬剤のうち、 FFは全ての菌株に対し強い抗菌力を示した。このことは

FF はアユのピプリオ病に対して有効であることが明らかとなった。

7剤以上耐性を示した菌株から伝達性 Rプラスミドが検出され、その耐性マー

カーは共通であり、いずれも CP、KM、SA、SM、TCおよび TMPであった。

今回供試した 1989年から 1991年まで各地のアユ養殖場で分離した V.

anguillarulT1 の薬剤耐性株および耐性株より検出された Rプラスミドは以前報告



されたものと下記の点で異なった。

今回 v. a nguillarulT1 より検出された Rプラスミドは KM耐 性 を コ ー ド し て い

た。すでに KMをコードする Rプラスミドは魚類病原菌 Pasteurella piscicida 

(Takashima弘主1.. 1985) および Aeromonashydrophil a (Akashi and Aoki. 

1986) より検出されている。 カナマイシンは水産用薬品として全く使用されてい

ないが、なぜ KM耐 性 が 出 現 し た のか、その起因を究明するのは興味深いことで

ある。 R プラスミドが構築する際にカナマイシン耐性遺伝子は他の耐性遺伝子

( CP、SA、TC) と連座して伝達された可能性が充分に考えられる。

AP耐性は V. anguillarulT1 において 1980年に初めて出現した。それらの多く

はRプラスミドにコードされていた。しかし、本実験では、 AP耐性は NA、NF と

ともに E. 主主上ょに伝達しなかったので、伝達性 R プラスミドによるものではない

点で以前と異なった。

今回のデータに示さなかったが、今回検出された 6剤耐性の Rプラスミドがコ

ー ド し て いたテトラサイクリンおよびクロラムフェニコール耐性遺伝子は、本論

文の第二章および第三章で述べた TetGおよび cat-ya とは異なるものであった。

これらの耐性遺伝子がいずれのタイプに属するかについては今後検討する必要が

ある。

今回検出された伝達性 Rプラスミドは同じ耐性マーカーを持ち、また、制限酵

素切断パターンおよびサザーンプロットハイブリダイゼーションにおいても相向

性を示し、 同じ構造であることが明らかとなった。即ち、同一 Rプ ラ ス ミ ド を 保

有する V.a nguillarulT1 が各地のアユ養殖場で流行していることが示唆された O

一方、この耐性マーカーは以前検出 さ れ た も の と 比 較 す る と 、 若 干 の 変 化 が 認 め

られた (Table14) 0 Rプラスミドの構造も 1976、 1982 および 1986年検出さ

れた Rプラスミドと異なっていた。しかし、 Rプラスミドを構成する一部の DN
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A断片に 類 似性が認められた。 これらの DN A 断片は V. a nguillaru m の Rプラ

スミドの共通 のものと考えられ、今 後この断片がどのような機能を有するかを検

討するこ とは R プラスミドの構築を考える上で興味深い。

さらに、 R プラスミドを構成する接合伝達領域および複 製領域についても今後

検討する必要があろう。

Table 14 Change of drug resis七ancemarkers of R plasmids 
de七ec七edfrom Vibrio anguillarum 

Year 
Resis七ancemarker 
of R P工asmid 1973 1976 1980 1983 工989 1990 1991 

TC 1* 3 
SM 工
SA 工 1 
CP TC 2 
CP SM 3 
CP ABPC 2 
TC SA 2 
CP TC SA 84 
CP SM ABPC 工
CP SM SA 2 工
CP ABPC SA 5 
ABPC SA TMP 工
CP TC SM SA 62 
CP SM SA TMP 工O 工
CP ABPC SA TMP 7 
SM ABPC SA TMP 1 
CP TC SM ABPC SA 3 
CP SM ABPC SA TMP 20 1 
CP TC SM ABPC SA TMP 1 
CP TC KM SM SA TMP 9 6 6 

To七a工 65 91 52 8 9 6 6 

* Number of R plasmids. 



要約

V ibrio anguillarun1 はグラム陰性樗菌で、魚類のピブリオ病の病原菌である O

1973 年以降、テトラサイクリン、クロラムフェニコールおよびサルファ剤等をコ

ードする伝達性 Rプラスミドによる v. anguillarum の多剤耐性株による感染症

が全国各地のアユ養殖場で流行し、化学療法剤による治療が困難となって来てい

る。本研究は V. anguillarum 由来 Rプラスミドが構築するテトラサイクリン耐

性遺伝子(1.立主)およびクロラムフェニコール耐性遺伝子(c a t) について、その

塩基配列を決定し、遺伝子産物の同定およびその耐性メカニズムを検討し、次い

で既知の 1三iおよび主主エと比較した。さらに、 1989 年から 1991 年にかけて各

地で発生したピブリオ病のアユより分 離 し た V.anguij larum における薬剤耐性

動向および R プラスミドの構造について既知のものと比較検討した。

V. a nguillaru m株由来 Rプラスミド pJA8122 がコードする tet (クラス G)

は耐性遺伝子 (l主1A) および調節遺伝子 (1三1R) より構成され、両遺伝子は隣

合って存在し、逆方向に転写された。主主tA の open reading frame (ORF) が

1. 179 塩基(bp) よりなり、それに コ ー ド さ れ た 耐 性 タ ン パ ク 質 (Te t) は 393

アミノ酸残 基 で 、 推 算 さ れ た 分 子 サイズは 40，895 Da であった。マキシセル法に

より測定した遺伝子産物の分子サイズは約 35 KDa であった。

l旦tRの ORF は 630 bp よりなり、それにコードされたリプレッサータンパク質

は 210 アミノ酸残基で、その分子サイズは 23，595 Da と算定された。 2つの遺

伝子の聞に位置するコントロール領 域には 2つの palindromicoperator が存在

していた。 決定された Tet G は他のグラム陰性菌由来の Tet とクラス A、お
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よび Cで約 60%，クラス B、D、および Eで約 50%のホモロジーであった。こ

れらのホモロジー値より既知の tet とは異なるものであることが明らかとなった。

Te t Gは他のグラム陰性菌由来 tet と同じ起源で、クラス A、Cと共通の祖先配

列があり、また分岐したものと推定された。この遺伝子による耐性機構はクラス

A、B、C、Dおよび E と同様に Tet タンパク質を介在して、テトラサイクリン

を能動的に菌体外への排出によるものと考えられた。

y. ~ nguillarulTl 由来 Rプラスミド pJA7324 がコードする cat遺伝子(c a t-

va) は648bp よりなり、推定したアミノ酸配列は 216残基で、推算した分子サ

イズは 25.471Daであった。マキシセル法により測定した遺伝子産物の分子サイ

ズは 22.500Daであった。この分子量は Masuyoshi(1988) らは酵素学的な方法

で調べた V. a nguillarulT1 由来 R プラスミド Rms418にコードされたクロラムフェ

ニコール不活化酵素(CAT) の 分 子量と一致した。今回決定した塩基配列および推

定したアミノ酸配列は既知のグラム陰性菌および陽性菌由来 cat

( CA T) と比較したところ、アミノ酸レベルでは V. an guillaru m由来の CAT

(CAT-VA) は大部分の CAT と約 40%、Clostridium由来の CATD、CATP および

C ampylobacte r c旦1i由来の CAT と 60%前 後 の ホ モ ロ ジ ー が 認 め ら れ た O アミ

ノ酸配列では、 CAT活性に重要な機能残基、特に activecenter と考えられる

C末端に存在する一部の配列は CAT-VA には良く保存されており、機能に関して

他の CAT と同様であることが示唆された。なお、 CAT-VA アミノ酸配列の 45番

目と 46番目の問、 4つ の ア ミ ノ 酸残基の欠失が認められた。高いホモロジーを

示した CATD、CATP および C. c叫よ CAT アミノ酸配列の同じ位置にも 4つのアミ

ノ酸残基の欠失が存在したことより、この 4つの CAT は起源および進化上に密接

な関連があると考えられる。 主主主-vaを含む DNA断片をプロープとして、 V.

anguillarum 由来 Rプラスミドとハイプリダイゼーションを行ったところ、一部

の分離年代の異なる Rプラスミド (Rms418 を含む〉は強い相向性を示し、同じあ
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るいは類似する構造の主主iの存在が示唆された。

1989年から 1991年にかけて各地のアユ養殖場で分離された V. a nguillarum 

114株に対する 10薬剤jの最小発 育阻止濃度 (M1 C) の測定により、フロルフェ

ニコールは全ての供試菌株に対し強い抗菌力を示した。供試株中 1株のみが全て

の供試薬剤に対して感受性を示した 。残り 113株は 1~J から 9 ~J の耐性を示し、

アンピシリン 、ナ リジ キシ ン酸 およびフラゾリドン 3剤耐性が最も多かった。 7

~J 以上耐性を持つ 21 株より伝達性 R プラスミドが検出された。その R プラスミ

ドの耐性マーカーは全てクロラムフェニコール、カナマイシン(KM)、スルファ

モノメトキシン、ストレプトマイシン、テトラサイクリンおよびトリメトプリム

で、 KM耐性が V. anguillarun1 において初めて見つけられた。制限酵素切断/-eタ

ーンおよびサザーンプロットハイブリダイゼーションにより、これらの Rプラス

ミ ド が 同 一構造であることが示唆された。分離地域が異なっても同一 DNA構造

を持つ Rプラスミドが広くアユ養殖場において分布していることが示唆された。

なお 、 今 回検出された Rプラスミド は 既 知 の V. 主旦豆ui 1 1 a r unl 由来の Rプラスミ

ドのものと DNA構造が異なった。
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