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緒 言

リンコマイシン系抗生物質は主としてグラム

陽性菌感染症の治療に外科領域 を中心 として広

く使用 されている.し か しこれ らの抗生物質は

副作用 として下痢症 と偽膜性大腸炎を惹起する

こ とがあ る.こ れ らの症例 では患者 の便か ら

Clostridium difficileが常在菌数の10～100倍 量

で検 出され,リ ンコマイシン系抗生物質の投与

により腸内細菌叢の菌交代現象がおこ りC. dif

ficileが 異常に増殖 したことが本症の原因である

と示唆 されていた.偽 膜性大腸炎の組織病変 と

して,大 腸粘膜の壊死 を伴 った急性炎症像 とフ

ィブ リン,粘 液,炎 症細胞,脱 落した上皮 より

なる偽膜の形成が特徴的であるが,こ れらはC.

 difficileの産 生す る毒素によることが明らかにさ

れた。 さらに リンコマイシン系抗生物質には,

この毒素産生を増強 させる作用があることが報

告 され,こ の抗生物質が本症の発症病理に直接

的に関与 していることが確実 となった1)～3).

リン コマイシン系抗生物質の この ような細菌

毒素の産生 を増強させ る作用は,コ レラ菌や毒

素原性大腸菌(ETEC)の 易 熱性エンテロ トキシ

ンにおいて も認められている.特 にETECに お

いては,培 地に リンコマイシン(LCM)を 添加

す ると毒素の産生が増強されることが菌種の同

定に応用 されている4)～8).

リン コマイシンは,細 菌 リボソームの50Sサ ブ

ュニ ットに結合 してmRNA上 での リボソームの

トランスロケーションを阻害 し蛋白合成 を阻害

することが知 られている9).しか し,こ の作用だ

けでは,毒 素の産生増強効果のメカニズムを説

明することはで きない.こ れらの毒素はいずれ

もエキソ トキシンであるが,そ の定量測定が煩

雑であるため,こ の現象の定量的な解析が困難

である.そ こで, LCMの 作用 メカニズムを詳 し

く検討するために,測 定が簡便な他の分泌性蛋

白質をモデルにする必要がある.分 泌性蛋白に

対するLCMの 効 果を調べたところ, Escherichia

 coliの β-ラ クタマーゼの産生 を増強することが

わかったので,こ の系をモデルに用いてLCMの

作用 メカニズムについて分子論的に解析検討 し

た.

材 料 と 方 法

1. 菌株及び培養条件

供試 した菌株,プ ラス ミド,バ クテ リオファ

ー ジは
,表1に 示 した とお りである.基 礎培地

にはL培 地を用いた.前 培養は,ア ンピシリン

50μg/mlを 含 んだ5mlのL培 地で, 37℃ にて120

rpmの 振盪で一夜培養 した.本 培養はLCM150

μg/mlを 添加 した100mlのL培 地に前培養液1ml

を接種 し,同 様の条件で培養 を続けた.菌 の生

育は, OD600の 濁度測定によ りモニター した.

2. 酵素 活性の定量

β-ラ クタマーゼ活性はマイクロヨー ド法によ

り10),β-ガラクトシダーゼ活性はSchleifら の 方

法により11),クロラムフェニコール アセチル ト

ランスフェラーゼ(CAT)活 性 はShawの 方 法

により12)それ ぞれ測定 した.
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3. DNAの 組 み換え

各制限酵素, T4 DNAリ ガーゼ, DNAポ リ

メラーゼI Klenowフ ラ グメン ト等の酵素は宝

酒造,東 洋紡績, New England Biolabs製 の も

のを用いた, DNAの 制 限酵素切断,連 結,形 質

転換,電 気泳動等の条件は, Maniatisら の 方法

に準 じて行 なった13).

表1　 菌 株,プ ラ ス ミ ド,お よびバ クテ リオ フ ァー ジ

4. λ フ アージによる形質導入

アンピシリン添加L培 地で前培養 したE. coli

 K-12 C600 λbb/pTY 980.5mlを,ア ンピシリ

ン50μg/mlを 含 むL培 地50mlに 接種 し30℃, 120

rpmで 振盪培養 した.菌 の生育が0.30D600に 達

した とき,培 養液を45℃ で15分 間加温 しファ-

ジ を誘導後,さ らに37℃, 180rpm, 90分 間 の振

盪培養 を行 った.培 地に クロロホルム を数滴加

えて溶菌 させ λbb浮 遊液 とした.こ の液のファ

ージ力個は
, E. cali Ymelを 用 いて測定 した.

E. coli K-12C600を λ培地で37℃, 14時 間培

養後4mlの 菌 液を25℃, 2,100×gで20分 間遠

心 し集菌 した.菌 体 を10mM MgSO4 0.4ml中 に

懸濁 し,λbb浮 遊 液0.6mlを 加 えた後, 30℃ にて

15分 間静置した. L培 地4.2mlを 加 え, 30℃ にて

2時 間の振盪培養後,ア ンピシリン25μg/mlを 含

んだL平 板培地(15g/lの 寒天末をL培 地に加

えたもの)に,そ の100μlを 接種 して一夜培養 し

アンピシ リン耐性菌 を選択 した.

得 られた溶原菌(E. coli K-12 C600λbb::

Tn3)か ら上記 と同様の方法でファージを調製 し,

 E. coli K-12 C600に 形質導入 し,形 質導入効率

を求めた.
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5. bta mRNAの 定 量

a) RNAの パ ル ス ラベ ル

ア ン ピ シ リン添 加L培 地 で前 培 養 したE. coli

 K-12 YA21/pBR322 50μlを, 10μg/mlの ア ン

ピ シ リ ン を 添 加 したT10Y1培 地(11中Bacto-

Tryptone 10g, Bacto-Yeast Extract lg,

 NaCl 5gを 含 む) 5mlに 接 種 し, 16時 間 の2

次 前 培 養 を行 な っ た.リ ン コマ イ シ ン80μg/mlを

含 むT10Y1培 地 お よ び リ ン コ マ イ シ ン を 含 まな

いT10Y1培 地 各100㎜lに そ れ ぞれ1mlの2次 前 培

養 菌 液 を 接 種 し, 37℃ で 振 盪 培 養 し,そ の5ml

を,あ ら か じめ100μCiの[3H]-Uridineを 入 れ

た50mlの 遠 心 管 に移 し, 37℃ で1分 間振 盪 した.

氷 冷 し た 反 応 停 止 液(lOmM Tris-HCI(pH

 7.3), 10mM NaN3, 5mM MgCl2,ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ ー ル150μg/ml) 30mlを 加 え て 反 応 停 止

後, 4℃, 8,000×g, 10分 間 の 遠 心 を行 い 集 菌

した.菌 体 を 溶 菌 緩 衝 液(10mM Tris-HCl(pH

 7.3), 10mM NaN3, 5mM MgCl2, DNase I

30μg/ml, Lysozyme 0.6㎎/ml) 3mlに 懸 濁 し,

ドラ イ ア イ ス ・エ タ ノー ル 中 で 凍 結 融 解 を3回

繰 り返 し溶 菌 させ た.こ れ に0.1M CH3COONa

(pH 5.2) 100μlと5%SDS 200μlを 加 え,つ

い で,フ ェ ノー ル(10mM Tris-HCl(pH 7.3),

 10mM NaN3, 5mM MgCl2で 飽 和) 3.5mlを

加 え, 60秒 間 激 し く振 盪 し 混 和 し た. 25℃,

 3,500×g, 10分 間 遠 心 し,水 層2.5mlを50ml遠 心

管 に 移 し,エ タ ノ ー ル 沈 澱 を2回 繰 り返 した.

そ の 沈 渣 を, 2×SSC(300mM NaCl, 30mM

 Sodium citrate) 1mlに 溶 解 してRNA画 分 とし

た 。

b) bla mRNAに 対 す るssDNAプ ロ ー ブ

の 調 製

M13mp19をE. coli JM105に 感 染 させ, Birn

boimら の 方 法14)に よ りReplication Form DNA

を抽 出 し, CsCl-EtBr密 度 平 衡 勾 配 遠 心 法 で 精

製 し た. pBR322プ ラ ス ミ ドDNAは,同 様 の 方

法 でE. coli HB101/pBR322よ り精 製 し た.そ

れ ぞ れ のDNAを, EcoRl, PstIで 切 断 後,β

-ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子(bla)断 片(約0.75kb:

 bla mRNA全 長 の 約3分 の2を 含 む)を, M13

 mp19ベ ク タ ー にT4 DNAリ ガ ー ゼ を用 い て 挿

入 し, E. coli JM105に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し

た.得 ら れ.た組 み 換 え フ ァ ー ジMl3mp19bla'が

bla遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス鎖 を持 つ こ とは,制 限

酵 素 地 図 の 作 成 お よ び 塩 基 配 列 の 決 定 で 確 認 し

た.こ の フ ァ ー ジー 本 鎖DNAをMessingの 方

法15),16)でフ ァー ジ粒 子 よ り精 製 し, TE緩 衝 液(10

mM Tris-xcr(pH 8.0), 1mM EDTA)に 溶

解 しプ ロー ブ と し て供 試 した 。

c) bla mRNAの 定 量

15mlの ポ リプ ロ ピ レ ン遠 心 管 に, a)で 調 製 し

た[3H]-RNA標 品30μlとb)で 調 製 し た ブ ロ

ー ブ60μl(M13mp19bla'ssDNA 20μg/ml)を

と り, 2×SSCを 加 えて 全Bを200μlと し) 67℃,

 3時 間DNA-RNAハ イブ リダ イゼ ー シ ョン を行

な つ た.氷 冷 後, RNase溶 液(DNase free

 RNaseA 10μg/750μ12×SSC) 750μlを 加 え,

 20秒 混 和 の 後, 37℃, 30分 間 保 温 し,ハ イ ブ リ

ダ イ ズ して い な いRNAを 消 化 した.氷 冷 後,洗

浄 用 緩 衝 液(10mM Tris-HCl(pH 7.5), 0.5

MKCl) 5mlを 加 え, DNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド

を ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル ター(Schleicher and

 Schuell BA85)に 濾過 吸 着 させ た.フ ィ ル ター

を40mlの 同 緩 衝 液 で 洗 浄 し,乾 燥 後,そ の 放 射

活 性 を シ ン チ レ ー タ ー(2,5-diphenyloxazole

 15.1g, 1, 4-Bis-2-[4-methyl-5-phenyl-

oxazolyl]-benzene 0.388を1 lのtolueneに

溶 解) 8ml中 で,シ ン チ レー シ ョ ン ・カ ウ ン タ

ー(Aloka LSC-1000)に よ り測 定 し た。 ま た,

非 特 異 的 に フ ァー ジDNAに ハ イブ リダイ ズ しフ

ィル タ ー に 結 合 す るRNA量 を測 定 す る た め,

 RNA標 品 を同 量 のM13mp19ベ クター の 一 本 鎖

DNA(bda遺 伝 子 断 片 を含 ま な い)と ハ イ ブ リ

ダ イ ズ させ フ ィ ル ター に 濾 過 吸 着 させ て,両 者

の放 射 活 性 の差 をbla mRNAの ハ イ ブ リダ ィゼ

ー シ ョ ン量 と した
.な お,こ の 実 験 は ト リブ リ

ケー トで 行 な っ た.ま た,あ ら か じめssDNAブ

ロー ブ がbla mRNAを 飽 和 す る条 件 を予 備 実 験

で 調 べ,ブ ロー ブ に 使 用 す るssDNA量 を決 定 し

た.

結 果

1. LCMに よ る β-ラ ク タマ ー ゼ 産 生 増 強 効 果

E. coli K-12株 は,染 色体 上94分 の 位 置 に ア ン

ピ シ リン 耐 性 遺 伝 子(ampC)を 持 っ て い る こ と
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が知 られている17).この遺伝子産物がTEM型 の

β-ラ クタマーゼ活性値の測定に影響 を及ぼして

いる可能性があるので, TEM型 β-ラ クタマー

ゼ遺伝子 を持たないE. coli K-12 YA21を 用 い

て β-ラ クタマーゼ活性の測定を行なった.そ の

結果は,図1に 示 したように,ア ンピシ リンを

基質 としたミクロヨー ド法では染色体由来の β-

ラ クタマーゼ活性は検出できなかった.

次 に, E. coli K-12 YA21/pBR322を 用 いて

増殖,β-ガ ラクトシダーゼおよび β-ラ クタマー

ゼ活性に対す るLCMの 効 果を調べた.図2に

示 したように, LCMは150μg/mlの 濃 度で,菌 の

増殖 を約46%に 抑制 した.こ のときβ-ガ ラクト

シダーゼ活性は約24%に 抑制 されたが,β-ラ ク

タマーゼ活性は約2.6倍 の活性増加が観察された.

2. プラス ミドコピー数の影響

pBR322上 のbla遺 伝 子はTn3に 由来 している

が18),こ のTn3を λ ファージを用いて染色体上

に組み込んだ.得 られた溶原菌は,ア ンピシ リ

ン(25μg/ml)耐 性,カ ナマイシン(25μg/ml)

感受 性を示 した.ま た,こ の菌を誘導 して得た

ファージは, E. coli K-l2C 600λbb/pTY98か

ら得 たファージの約106倍 の頻度でア ンピシリン

耐性の形質導入が可能 であうた.さ らに,こ の

株からはBirnboimら の方法ではプラスミドを得

られなかった.こ れ らのことか ら,こ の株はE.

 coli K-12 C600λbb::Tn3で あ るとした.こ の株

をL培 地にて30℃ で培養 し, LCMの 効 果を調べ

た.図3に 示す ように発育は約80%に 抑制 され

たが,活 性は約1.6倍 の増加を認めた.なおE. coli

 K-12 C600/pBR322か らの β-ラ クタマーゼの産

生は, E. coli K-12 YA21/pBR322の 場合 と同

様にLCMに よつて増強された.こ れらの結果は,

染 色体上にbla遺 伝 子を組み込んだ場合でもプラ

ス ミドの場合 と同様に, LCMは β-ラ クタマー

ゼの産生を増強す ることを示 している.

図1　 E. coli K-12 YA21のampC由 来 β-ラ クタ

マ ー ゼ 産 生 に 対 す るLCMの 効 果.図 中 の

Open SymbolはLCM非 存 在 下(LCM(-))

での, Closed SymbolはLCM存 在 下(LCM

(+))で の結 果 を表 わ して い る. LCM(-)

のOD(○),β-ラ クタマー ゼ 活牲(△)とLCM

(+)のOD(●),β-ラ クタマ ー ゼ活 性(▲)

を経 時 的 に測 定 した.い ずれ の 時期 にお い て

も,ま た, LCMの 存 否 を問 わず,β-ラ クタマ

ー ゼ 活性 は見 られ な か っ た.

図2　 E. coli K-12 YA21/pBR322の β-ラ ク タマ
ーゼ
,β-ガ ラ ク トシダー ゼ 産生 に紺 す るLCM

の効 果.

LCM(-)のOD(○),β-ラ クタマ ーゼ 活性

(△),β-ガ ラ ク トシ ダー ゼ(△

)とLCM(+)のOD(●),β-ラ ク タ

マ ーゼ 活 性(▲),β-ガ ラ ク トシダー

ゼ(△)を 経 時的 に測 定 した.

また, pBR322と 同 じくColEI由 来の複製開始

領域を持ち,さ らに クロラムフェニコール ア

セチル トランスフェラーゼ遺伝子(cat)を コー

ドしているプラスミドPJL319)を 保 有したE. coli



リンコマイシンのβ-ラ クタマーゼ産生増強効果の解析　 459

K-12 C600を 用 いて, CAT活 性 に対するLCM

の効果 を調べた.図4で 示 したようにLCMは,

 K-12 C600/PJL3か らのCAT産 生 は増強させな

かった.

図3　 E. coli K12 C600λbb::Tn3の β-ラ ク タマ

ー ゼ産 生 に対 す るLCMの 効 果 .

LCM(-)のoD(○),β-ラ クタマー ゼ 活性

(△)とLCM(+)のOD(●),β-ラ クタマ
ー ゼ 活 性(▲)を 経 時 釣 に 測定 した.

図4　 E. coti K-12 C600/pJL3の クロ ラム フェ ニ コ

ー ル アセ チ ル トラ ンス フ ェ ラー ゼ産 生 に対 す

るLCMの 効 果.

LCM(-)の0D(○), CAT活 性(△)と

LCM(+)のOD(●), CAT活 性(▲)を

経 時 的 に測 定 した.

図5　 E. cola K-12 YA21/BR322の β-ラ クタマ ー

ゼ産 生 とbla mRNAの 測 定時 期. LCM(-)

のOD(○),β-ラ ク タマーゼ 活 性(△)とLCM

(+)のOD(●),β-ラ クタマ ー ゼ 活性(▲)

を経時 的 に 測定 した.図 中矢 印 で示 した5, 6,

 7時 間後 に, bla mRNAを パ ル ス ラベ ル法 で

測定 した.

表2　 E. coli K-l2 YA21/pBR322のbla mRNA量

に対 す るLCMの 効 果

3. 転 写 に対する影響

a) blam RNAの 定量

bla遺 伝子の転写に対するLCMの 影 響を調べ

るため, blam RNAを パ ルスラベル法で測定し た. LCM 80μg/mlを 含 むヌクレオチ ド含量の低

いT10Y1培 地 で培養を行った.こ の ときの培養

時間 と,増 殖,β-ラ クタマーゼ活性の関係 を図

5に 示 した. LCMの β-ラ クタマーゼ産生増強

効果が,こ の条件において もL培 地の場合 と同

様に認め られた.β-ラ クタマーゼの活性が増加

す る5, 6, 7時 間後に, [3H]-Uridineを 用 いて

bla mRNA量 を測定 した.結 果は表2の ように,

いずれの時期において も, LCMの 添加により培

地1ml中 の菌体に含 まれるblam RNA量 が約
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1. 8～2.4倍 に 増加 していた.

b) 転 写 リプレッサー存在の可能性

bla遺 伝 子からの転写開始を抑制するようなリ

プレッサーの存在を仮定すると,次のようにLCM

の効 果が説明できる.す なわち,通 常の状態で

はbla遺 伝子の転写が リプレッサーによって抑制

されているが, LCMは この リプ レッサーの産生

を抑制することで,結 果的にblaの 発 現の抑制を

解除している可能性がある.染 色体上にbla遺

伝 子を持つE. coliに, blaの プ ロモ-タ ー領域

のみを多量に投与 した場合,も しリプレッサー

が存在す るならば,投 与 したプロモー ター領域

が リプ レッサー分子を消費 して,染 色体上のbla

遺伝 子からの β-ラ クタマーゼ産生を増強させる

可能性がある。そこで図6で 示 すようにpBR322,

及 びその高コピー数プラス ミドであるpAT15320)

のbla構 造遺伝 子の下流側約4分 の3を 含む711

塩 基対をDra Iを 用 いて欠失させ,プ ロモータ

ー領域は持つが β-ラ クタマーゼ産生能はないプ

ラス ミドを作製 した.こ のプラス ミドを,染 色

体約5～6分 の位置にTn3を 持つE. coli 112-2

に 形質転換 して遺伝子投与実験 を行 なった.い

ずれの場合に も,プ ラス ミド投与によるβ-ラ ク

タマーゼ活性の有意な増加は観察 されなかった.

(表3)

図6　biaの 構造遺伝子部分を欠失させたプラスミド

の作製.

欠失断片は,黒 色の太線(〓)で 表わして

いる.

表3　 染色体上のTn3由 来 β-ラクタマーゼ産生に

対するblaプ ロモーター投与の効果

LCM(150μg/ml)存 在下および非存在下で培

養を行い1時 間おきにβ-ラクタマーゼ活性を

測定して,そ の量大値を表中に示した。

c) プ ロモー ターに特異的な転写開始の促進

pBR322のbla遺 伝 子は2つ のプロモーターか

ら転写開始 されている.一 つは本来のプロモー

ターP3で あ り,他 の一つは,人 工的に連結 され

たテ トラサイクりン耐性遺伝子領域に存在する

P1プ ロモー ターである21).

も しLCMが 特定のプロモーターか らの転写開

始を特異的に促進させ るのであれば,そ の部位

を欠失させればLCMの 効 果は認めちれなくなる

はずである.そ こで図7の ようにpBR322か らP1

プ ロモーターを含むEcoRI-BamHI断 片(約0.38

kb),ま たは, P3プ ロモ-タ ーを含むEcoRI-Ssp

I断 片(約0.19kb)を 欠失 させたプラス ミドを作

製 し,そ れぞれ をpBR322△P1, pBR322△P3

と名づけた.こ れらのプラス ミド上のbla遺 伝 子

は, P3ま た はP1プ ロ モー ターのみか ら転写開始

される.両 者のプラス ミドをE. coli K-12 C600

に形 質転換 し, L培 地 にてLCMの 効 果を調べる

と,転 写開始部位の違いにかかわらず β-ラ クタ

マーゼの産生が増強 された.(表4)

考 案

Stringent型 のRP4プ ラスミド上には,β-ラ ク

タマーゼ遺伝子 を持 ったTnlが 存在 している.

 RP4を 保 有 したE. coliをLCM存 在 下で培養す

ると,β-ラ クタマーゼ活性が増加 した.こ の現

象は,酵 素蛋白の産生の増加によるものであ り,

酵素蛋白の分解掬制 による見かけ上の活性増加

によるものではなかった22).

LCMは 複 製,転 写のいずれかの段階で,β-ラ

クタマーゼの産生 を増強す ると考 えられた.さ

らに詳細にLCMの 作 用メカニズムを解析 しよう

としたが, RP9は 約36Mdaltonの 巨大プラスミ

ドであり,遺 伝学的手法を用いた解析 は困難で

あると思われた. RP4上 の β-ラクタマーゼはTnl

に 由来し, pBR322上 の β-ラクタマーゼはTn3に

由来 しているが,両 者の トランスポゾンはTnA

グループに属 し,こ れらの β-ラ クタマーゼ蛋 白

には高い類似性がある.そ こで,す でに全塩基

配列の決定 されている小型プラスミドpBR322を

用 いてLCMに よ るβ-ラ クタマーゼ産生増加の

メカニズムを検討 した.

β-ラ クタマーゼの活性測定は,ア ンピシリン
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を基質 とした ミクロ ヨー ド法で行なった.染 色

体上のampC遺 伝 子産物であるβ-ラクタマーゼ

の活性が,こ の方法 では検出されなかったこと

か ら,こ の方法によるβ-ラ クタマーゼの活性測

定は, TEM型 β-ラ クタマーゼに特異的である

と判断 した.ampC由 来の β-ラ クタマーゼは,

そ の産生量が低 いためかまたは反亦条件が異な

るためにその活性が観察 されないのではなかろ

うか,

図7　 pBR322上 の各々のプロモーターを欠失させた

プラスミドの作製.

欠失断片は,黒 色の太線(〓)で 表わして

いる.

表4　 単一のプロモーターから発現したβ-ラクタマ
ーゼ産生に対するLCMの 効果

LCM(150μg/ml)存 在下および非存在下で培

養を行なった.リ ンコマイシンの添加により

菌の増殖はどの場合も約60%に 抑制された.

 2時 間おきに培地の一部を-80℃ で保存し,

β-ラクタマーゼ活性を測定 してその最大値を

表中に示した.

LCMの 添 加によりpBR322か らの β-ラクタマ

ーゼの活性はRP4の 場 合 と同様に増加 した,こ

の とき培養のStationary phaseに お いてβ-フ

クタマーゼ活性が減少 しているが,こ れは培地

栄養の枯渇に よる蛋 白分解 であろう。

pBR322は, ColE1プ ラ ス ミド由来の複製開始

領域 を持ち,複 製開始に新たな蛋白合成を必要

としないため,ク ロラムフェニ コールなどの蛋

白合成阻害剤によって,そ の コピー数 を増加 さ

せ ることができる24). LCMも 蛋 白合成阻害剤で

あり,同 様の作用によリプラス ミドの コピー数

を増加 させ て,そ の上にコー ドされているβ-ラ

クタマーゼの産生を増加させる可能性がある.

そこでpBR322の β-ラクタマーゼが由来するTn3

を,λ ファージを用いて染色体上に組み込み,

 bla遺 伝 子数 を固定 してLCMの 効 果 を調べ た

が,こ の場合でもβ-ラ クタマーゼの産生は増強

され た. pBR322の 場合 に比 しLCMの 増殖抑制

効果がやや低 くそれにともなってβ-ラ クタマー

ゼ産 生増強効果がやや弱いのは,温 度感受性

(clts)で あ る溶原化 ファージの誘導をさける自

的で30℃ での培養 を行 なったため と考えられた.

しか し,ト ランスポゾンはゲ ノム上の他の位

置への転移が可能であるので, LCM存 在下の培

養で転移が頻発 し,β-ラ クタマーゼの遺伝子数

が増加 した可能性が否定 しきれない.そ こで複

製開始領域が同じである上,定 量の容易なCAT

をコー ドしているpJL3を 用い, CAT活 性 に対

するLCMの 効 果を調べたが,こ の酵素の活性 は

LCM添 加 による増強を受けなかった.こ れらの

実験から, LCMの β-ラ クタマーゼ産生増強効

果は, gene-dose効 果 によるものではないと結論

した.

そこで次にbla遺 伝 子の転写に対するLCMの

効果 を検討 した. [3H]一UridineでmRNAを ラ

ベルするには,十 分な比活性を得 るために培地

中のヌクレオチ ド濃度を下げる必要がある. L培

地 のYeast Extract含 量 を5分 の1に 下げた

T10Y1培 地 を用いてパルスラベル実験を行なった.

 1分 間 でパルスラベルされたbla mRNA量 を培

地あたりで比較する と, LCMの 添加により2倍

前後に増加 していた.

遺伝子発現の制御は一般に最初の段階である

転写開始時でなされることが多い。そこでLCM

の転写開始に対する効果 を検討 した. bla遺 伝 子

に対す る転写 リプレッサーの存在 を作業仮設 と

し,blaプ ロモー ター領域を大腸菌細胞に投与 し

転写 リプレッサ-を 結合させ て,染 色体に組み

込ん だTn3の 発 現 に対す る効 果 を調べ た.

 pAT153の 場合 コピー数は1細 胞あたり約45コ ピ

ーであると言われているが,こ れだけの数のプ

ロモーター領域が1細 胞内に存在 してもβ-ラ ク

タマーゼ産生量はほとんど増加 しなか った.し
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たがって転写 リプレッサーの存在は否定的であ

ると判断された.

また, LCMの 存在によりRNAポ リメラーゼ

が修飾 を受けたり,σサブユニットが交換される

ことで,特 定のプロモーターか らの転写開始が

選択的に促進 される可能性がある. bla遺 伝 子の

プロモーターを交換 してLCMの 効 果を調べれば

プロモーターに特異的な作用を検討できるが,

 pBR322の 場 合bla遺 伝 子は2つ のプロモーター

から発現 しているため, 1つ の プロモータ-を

欠失させ他方のプロモーターでbla遺 伝 子を発現

させれば,欠 失 させたプ ロモー ターに特異的な

LCMの 効 果を検討す ることが可能である.この

ような目的で作成 した2つ のプラス ミドからの

bla遺 伝 子発現に対す るLCMの 作用はどちらの

場合 もpBR322と ほ とんど同じであった.し たが

って, LCMは プ ロモーターに特異的な転写開始

の促進によりbla mRNAの 産 生を増強するので

はない と考 えられた,

bla mRNAの 半減期は, 30℃ で菌の培養 を行

なった場合,約3分 であると報告 されている24).

 37℃ においてはさらに短い半減期が予想される

ので, 1分 間 のパ ルスラベルに よ り測定 した

mRNA量 は,産 生量のみならず,分 解量も反映

していると考えられ る.転 写開始の促進に対す

るLCMの 効 果が否定的であるので, LCMはbla

 mRNA分 解 を抑制す ることに よ り, 1分 子 の

mRNAか らの翻訳量を増加させていると推察さ

れた.

結 論

1. LCMは, E. coliの β-ラ クタマーゼの産生

を増強した.

2. このLCMの 効 果は,β-ラ クタマーゼ遺伝

子の コピー数 とは関係がない.

3. LCMに よ って,β-ラ クタマーゼのmRNA

量が 増加 していた。 しかし,こ の現象が転写開

始 とは無関係であることを示唆する実験結果を

得た.

4. LCMの 効 果は,β-ラ クタマーゼのmRNA

の安 定性が増加することが原因 らしい.
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The effect of lincomycin on the production of TEM ƒÀ-lactamase by E. coli was studied to 

elucidate the mechanism of the stimulation by this antibiotic of the production of enterotoxins 

by certain bacteria. TEM ƒÀ-lactamase was consistently measurable by a microiodometric 

assay. Lincomycin enhanced the activity of the enzyme encoded on the plasmid pBR322 2.4 

times, while chromosomal ƒÀ-galactosidase activity was inhibited. Lincomycin also stimulated 

the production of ƒÀ-lactamase coded for by the bla gene integrated into the chromosome, but 

the antibiotic did not stimulate that of chloramphenicol acetyltransferase encoded on a 

ColEl-derived plasmid. The effect was independent of the copy number of the gene, suggesting 

that the effect takes place after transcription.

The amount of bla mRNA was measured by [3H]-uridine pulse-labeling of mRNA followed 

by DNA-RNA hybridization. Lincomycin caused a 1.8 to 2.4-fold increase in the amount of bla 

mRNA. The possible presence of the repressor of the bla gene was examined by transducing 

the excess bla promoter region into E. coli 112-2, which carries Tn3 on its chromosome, but 

the repressor was not detected. The effect of bla promoters was examined by the construction 

of promoter deletion mutants of pBR322, each of which lacked one of two bla promoters. 

Lincomycin stimulated the production of ƒÀ-lactamase coded by these plasmids at the same level 

as that coded by original pBR322, indicating that the effect was not due to increased tran

scription initiation. Preliminary examination of the degradation rate of bla transcripts 

showed that lincomycin increased half-life of bla mRNA.


