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1.	はじめに

　テトラサイクリン系抗菌薬は細菌のタンパク質
の合成を阻害する薬剤であり，ヒトの感染症治療
に使用されるだけではなく，養鶏場や養魚場でも
多く使用されている。しかし臨床においては耐性
菌が広くみとめられることもあり，耐性機構（薬
剤排出やリボソーム保護）を回避するチゲサイク
リンが開発された。チゲサイクリンはグラム陰性
菌感染症に優れた臨床効果を示し，いくつかの多
剤耐性菌に対しても有効であることが示されて
いる。しかし同薬剤は TetXによって修飾され不
活化されることが報告され（Moore, et al., 2005），
これをコードする遺伝子，及びその変異体の拡散
が懸念される。
　TetXは FADを結合するモノオキシゲナーゼで

あり，テトラサイクリン系抗菌薬を修飾しその
抗菌活性を失わせることにより細菌に耐性を付
与する（Yang, et al., 2004）。1988年に Bacteroides 

fragilis（ヒトの口腔から腸の細菌叢を構成する菌
種の一つ）のテトラサイクリン耐性因子として
報告され，1991年に塩基配列と推定されるタン
パク質の一次構造が報告された（Speer & Salyers, 

1988; Speer, et al., 1991）。それ以降，TetX，及び
その相同タンパク質（構造がよく似ており同様の
機能を持つタンパク質）は環境試料等から検出さ
れるも，その頻度は他のテトラサイクリン耐性因
子に比べて高くはなかった。しかし2013年には，
調査した一医療機関の分離株の21％がTetXをコー
ドしていたとの報告もあり（Leski, et al., 2013），
今日では相当程度の臨床株が有している可能性が
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ある。
　また，突然変異により TetXの活性が上昇し
チゲサイクリンを容易に不活化できるようにな
ると，それは憂慮すべき事態となり得る。変異
により活性が上昇する可能性については，分子
内の ₁ ヶ所のアミノ酸の変化でもそれが起き
ることが既に示されている。Walkiewicz等は，
B.thetaiotaomicronの TetX2（TetXとアミノ酸配列
が99.8％一致する相同タンパク質）のランダム変
異体ライブラリーを作成し解析したところ，N末
から280番目のアミノ酸であるトレオニン（T280）
がアラニン（A）に置換した変異体や，371番目
のアミノ酸であるアスパラギン（N371）がイソロ
イシン（ I）に置換した変異体は耐性度が上昇し
たと報告している（Walkiewicz, et al., 2012）。た
だしこれらの変異体のチゲサイクリン耐性度に関
する報告はない。TetX2と同様に TetXにおいても
280番目のアミノ酸は Tであり，371番目のアミノ
酸はNである。そこで筆者らは，これらのアミ
ノ酸を置換した変異体（TetXの T280をAに置換し
た変異体と，N371を Iに置換した変異体）を作出
してチゲサイクリンに対する感受性を確かめたと
ころ，これらはいずれも活性の上昇がみとめられ
た。
　Walkiewicz等による TetX2のランダム変異体の
解析とは独立に，筆者らは TetXのランダム変異
体を作出し，その中から酵素特性の変化した変異
体を選択し解析を進めてきた。本稿では、これら
の内，活性が上昇した変異体である TetXPS112に
ついて報告する。また，ゲノムデータベースの遺
伝情報を検索した結果も考察し報告する。

2.	材料と方法

2.1. DNAと大腸菌

　TetX，及びその変異体をコードする塩基配列を
合成し，汎用のプラスミドベクターである pUC18
の BamHI-SalIに挿入した。LacZαとの融合タン
パク質が作られないように，BamHIの下流に終
始コドンを配置し，更にその下流から目的のタン
パク質の翻訳が開始されるように設計した。大腸

菌は HB101株を用いた。本稿に記載の実験は微
生物を取り扱う遺伝子組換え実験であり，関連す
る法令・規則を遵守して行った。その上で更に安
全性を担保するために，作出した遺伝子組換え体
が抗菌薬に対して高度耐性を示さないように実験
系を検討し実施した。例えば，TetXをコードす
る遺伝子，及び TetXの変異体をコードする遺伝
子は lacZプロモーターの支配下に配置して発現
量を低く制御できるようにし，宿主には，遺伝子
組換え実験で汎用される大腸菌株の内，当研究室
における経験からテトラサイクリン系抗菌薬に比
較的感受性が高いと思われる株を用いる等の安全
対策を執った。

2.2.発育阻止円の測定

　構築したプラスミドを定法に従って HB101
に導入し，得られた形質転換体の懸濁液（0.5 
McFarland）をMueller-Hinton寒天培地に塗布し，
KBディスク TGC（栄研化学）を配置した。これ
を終夜37℃で培養し，ディスクの周囲に形成され
た発育阻止円の直径を測定した（n＝₄）。チゲサ
イクリン感受性試験では，寒天培地を調製してか
ら使用するまでの保存時間が試験結果に影響を
及ぼすことが知られているため（Bradford, et al., 

2005），寒天培地は調製してから12時間以内（試
験結果に影響を及ぼさない範囲）に使用した。細
菌の抗菌薬に対する耐性度は，寒天培地上で抗菌
薬により細菌の発育が阻止される領域の大きさを
測定し解析する方法や，抗菌薬ごとに細菌の発育
を阻止できる最小濃度（最小発育阻止濃度）を決
定し解析する方法などを用いて評価する。筆者の
所属する研究室では，これらの試験をともに複数
回実施して解析することを常としているが，本稿
では，前者の方法にて得た結果について記載する。
この方法では，試験菌を寒天培地に塗布し，その
中央に所定濃度の抗菌薬を含むペーパーディスク
を配置し，この状態で培養する。培養後には，ディ
スクの周囲に試験菌が発育しない円形の領域（発
育阻止円）がみとめられる。試験菌の耐性度が高
い場合は発育阻止円は小さく，耐性度が低い場合



47薬剤耐性因子の変異と耐性度の上昇 -TetXの解析

は発育阻止円は大きくなるため，発育阻止円の直
径を測定することで試験菌の耐性度を評価でき
る。評価の基準は，それぞれの抗菌薬について菌
種別に定められており，測定した数値をそれに照
らして「耐性」「中間的」あるいは「感性」と判
断する。一般に学術論文等では耐性か否かを判定
するために測定した発育阻止円の直径を記載する
が，本稿では試験菌が高度耐性を示さないように
デザインした実験系である故に，直径ではなく，
直径の相対値を記載する。

2.3.データベースとソフトウェア

　遺伝情報の検索にはKyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes （KEGG）を用いた。検索により得ら
れた情報の解析には多重整列プログラム ClustalW

を用いた。

2.4.機関承認

　本研究は，岩手大学遺伝子組換え生物等安全管
理委員会にて審査され了承された「フラビン含有
モノオキシゲナーゼの構造解析及び機能解析（機
関承認番号201701）」の一部であり，関連法令や
規則を遵守して行った。

3.	結果と考察

3.1. E266とM359の変異

　構築したプラスミドをHB101に導入して発育
阻止円の直径を測定し，TetXを導入した HB101
の発育阻止円の直径を ₁として，他の試験菌の発
育阻止円の直径の相対値を求めた。
　チゲサイクリンによる発育阻止円の直径の相
対値は，TetXPS112を導入したHB101では0.838±
0.179であり，TetXよりも有意に小さい値であっ
た（p＜0.01）。この結果は，TetXPS112を導入し
たHB101の方が TetXを導入したHB101よりチゲ
サイクリンに対して抵抗性があるということを示
しており，TetXPS112の方が TetXより耐性因子と
しての活性が高いことを示している。先述の通り，
本稿に記載の実験は耐性因子の活性が低いレベル
を維持するようにデザインされている。そうしな

い場合，例えば TetXPS112を別の宿主に導入した
場合はチゲサイクリンに対して明確に耐性を示す
ことが，当研究室の別の実験により分かっている。
　TetXPS112は，266番目のグルタミン酸（E266）
と359番目のメチオニン（M359）がそれぞれリジン
（K）とイソロイシン（ I）に置換している。これ
らの 2つのアミノ酸のうちいずれか一方が活性の
上昇に寄与しているのか，あるいは両方とも変異
していることが上昇に必要なのかを確かめるた
めに，アミノ酸を ₁つずつ置換した変異体（TetX

の E266を Kに置換した変異体，及び TetXのM359

を Iに置換した変異体）を構築した。構築したプ
ラスミドをそれぞれHB101に導入してチゲサイ
クリンの発育阻止円の直径を測定したところその
相対値は，E266をKに置換した変異体では0.868±
0.204であり，M359を Iに置換した変異体では0.936
±0.115であった。従って，TetXPS112の活性の上
昇は，E266がKに置換したことによる貢献の方が
大きいものの，2つのアミノ酸置換のいずれか一
方のみによるのではなく，ともに置換しているこ
とによると判断した。

3.2.アミノ酸の互換性

　生物のタンパク質を構成するアミノ酸の種類
は，基本的には20種である。これらの中には生化
学的な性質が互いに似たアミノ酸もあり，そのよ
うなアミノ酸はタンパク質内で置換してもタンパ
ク質の機能に大きな影響を与えないことがある。
筆者らは，リジンをそれと似たアルギニン（R）
に置換した場合の影響と，イソロイシンをそれと
似たロイシン（L）に置換した場合の影響を調べ
るためにプラスミドを構築してアッセイした。
　その結果，R266と I 359を有する変異体，K266と L359

を有する変異体，R266と L359を有する変異体では
それぞれ0.803±0.362，0.866±0.267，0.850±0.308
であった。これらの変異体の間では有意な違いは
みとめられないものの，K266と I 359，または，R266

と I 359，という組み合わせが活性上昇に寄与する
ようであり，生化学的な性質が似たアミノ酸と互
換性があるとは単純には判断できない。
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3.3.相同タンパク質の検索

　KEGGを用いて TetXに相同なタンパク質を
検索し，それらの266番目のアミノ酸と359番目
のアミノ酸について比較した。グラム陰性菌で
ある Myroides odoratimimus，Chryseobacterium 

taklimakanense，及び Parabacteroides属の ₁種が
コードする TetX相同タンパク質は，いずれも266
番目のアミノ酸が Eで，359番目が Iであった。
これらについてのチゲサイクリン感受性の報告は
見出せなかった。
　また，アヒルやカモの感染症の起因菌である
Riemerella anatipestiferがコードする TetX相同タ
ンパク質は ₅種類が登録されており（いずれも
TetXのアミノ酸配列と90％以上一致），その内の
₄種では266番目のアミノ酸は Kであり，359番
目は Iである。その一つを発現する R.anatipestifer 

CH3株は，チゲサイクリンの最小発育阻止濃度が
12 μg/mLであり，当該タンパク質の遺伝子の変
異株ではチゲサイクリンの最小発育阻止濃度が
2μg/mLに低下することが報告されている（Li et 

al., 2017）。すなわち，R.anatipestifer CH3株が示
す高いチゲサイクリン耐性は，K266と I 359を有す
る TetX相同タンパク質によりもたらされている
と判断できる。ただし，このタンパク質の分子内
には他にも TetXと異なるアミノ酸があり , K266と
I 359のみがチゲサイクリン耐性に寄与していると
は限らない。なお，他の R.anatipestifer TetX相同
タンパク質については報告されていないが，いず
れも耐性度が上昇していることが推測される。こ
のように，新たに検出される TetX相同タンパク
質は耐性度が上昇する方向に変異している。チゲ
サイクリンに高い耐性を示す TetX相同タンパク
質の増加と拡散が懸念されるため，モニタリング
が必要であると思われる。

4.	終わりに

　本研究で示した変異体はいずれもチゲサイクリ
ンの最小発育阻止濃度の上昇がみとめられた。テ
トラサイクリン系抗菌薬が流出している環境中で
は TetXの突然変異によってチゲサイクリン耐性

度の上昇が起こると考えられる。このような事態
はテトラサイクリン系抗菌薬を使用している養鶏
場や養魚場，その周辺の水域で起こり得ることで
あり，身近な問題としてとらえなければならない。
　筆者が所属する研究室は教育学部の中にありな
がら耐性菌についての研究をしており，日々，耐
性因子の分子生物学的知見を集積するための遺伝
子組換え実験を行っている。現在，世界規模で耐
性菌が増加しており，感染症の治療が困難になり
死亡者が増加することが懸念されている。被害を
拡大させないためには生命科学分野や医療分野で
の基礎研究や臨床研究だけでなく，教育分野での
対応も必要である。筆者を含む本学部の卒業生の
多くは学校教員として生徒の指導にあたる。生徒
たちに耐性菌に関する知識と，耐性菌を増やさな
いことの重要性を伝えることも，教員の役割であ
ると考える。生徒たちに耐性菌の増加が身近な問
題であるという意識づけを行い，耐性菌対策に対
する関心を高めることを目的として教育指導した
いと考えている。
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