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グ ラ ム 陰 性 桿 菌 の 薬 剤 耐 性 の 研 究(2)

1966年 に分離されたグ ラム陰 性桿菌の同定 と薬剤耐性 の動 向について

グラム陰性桿菌感染症研究会

班 長:石 山 俊 次

班員:藤 井 良 知 ・北 本 治 ・河 盛 勇 造 ・桑 原 章 吾

真 柄 正 直 ・真 下 啓 明 ・三 国 政 吉 ・三 橋 進

中 村 正 夫 ・大 久 保 滉 ・大 越 正 秋 ・柴 田 清 人

白 羽 弥 右 衛 門 上 田 泰 ・吉 利 和(ABC順)

(昭和43年6月24日 受付)

化学療 法の発展に伴な う宿命的 な現象 として耐性菌 の

増加 が著明 とな り,こ れ らの菌 はます ます多剤耐性 化 し

てきた。更に生体内細菌叢 の変化,な らびに菌 交代現象

等多 くの問題をかか えて,臨 床医学 は新 しい観点 に立つ

て これ らの課題 と積極的に とりくまなければ な らない事

態 が訪れて きた。1965年 に各科 の専門16名 の班員か ら

なる グラム陰性桿菌(GNB)研 究 会が組織 され 数年 の継

続 研究 が企画 された。前鞭)に おいて,1965年 に分離 さ

れ たGNBの 同定 と薬剤耐性調査結果 につい て 報 告 し

た。今 回は1966年 中 これ らの班員に よつて,分 離 され

たGNBが 群大微生物学教室(三 橋班員)の も とに送 ら

れ,そ の同定 と薬剤耐性 の測 定 結 果 につい てここに報

告 する。

材料お よび方法

供試 したGNBは すべて人の病巣か ら分離 されその疾

病 の起 因菌 と考え られた938株 でその分離内訳は東大分

院小児科(110),日 大外科(98),東 大 医 科 研(128),

日本医大産婦人科(64),北 大 内科(40),新 潟 大 眼 科

(21),国 立東京第一病 院(108),慶 大 泌 尿 器科(69),

関西医大臨床病理(105),大 阪市大外科(73),慈 恵医大

内科(57),東 大 内科(47),お よ び群大微生物(18),

であつた。 また938株 中7株 は保存中発育不能 とな り,

931株 が精査 の対 象 となつた。

分離菌 の同定法=主 と し てBERGEY'sManualof

DeterminativeBacteriology2)に よ り,他 の成 書3～5,も

参 考に して同定 した。

薬剤お よびその略号:第1報1)記 載の15種 の 薬剤 と

そ の略 号を用いた。

薬 剤耐性検査法:第1報1)記 載の方 法に よつ て菌の耐

性値 を求めて表記 した。ただ し耐性 限界のふれ を防 ぐた

め,本 年 度 よ り薬剤加寒天平板 に接種す る菌量 は 約104

個 とした。従 がつて各薬剤 に対す る各菌種 の耐性 限界を

表1の 如 く改 めた。 またSA及 びAB-PC耐 性 値 の限

界 は 臨床 面 か らみ た そ の 治 療 限 界 の 薬 剤 濃 度 と一見 矛盾

す る よ うな 高 い 値 を 示 す 菌 種 もあ るが,細 菌 の示 す 純 粋

に遺 伝 学 的 な 立 場 か ら求 め たcriteriaで 将 来 細 菌 の高

度 耐牲 の 問題 を 研 究 す る必 要 か ら こ こに 加 え られ た もの

で あ る。

結 果

分 離 菌 群 の 同 定:分 離 菌 群931株 の 同 定 結 果 を表2に

・…一`・括 提 示 した 。 分 離 菌 群 は腸 内 細 菌 科 の8属 とPseudo・

monas属 に 分 け られ,さ らに腸 内 細 菌 科 の8属 の菌 群 を

そ れ ぞ れ15の 種 に 同定 した 。 分 離 頻 度 はEscherichia

(46.1%),・Pseuaomenas(24.0%),Klebsiella(12.1%),

Proteus(11.4%),Aerobacter(4.4%e)お よび そ の他(2.0

%)の 順 序 で 高 く,そ の 他 の 中 に はSerratia,Salmo-

neila,Arizonaお よびShigella等 が 少 数 含 ま れ た 。

Eseherichiaで はEceliが 最 も多 く,全 分 離 菌 群 の約

43%を 占 め た。Klebsiellaで はK・Pneumoniaeが ほ と

ん ど で あ り,Aerobacterで はA・aerogenesが 多 か つ

た 。ProteUSで はP.mirabilis,Rmo㎎ganii,P.vul-

garis,P.rettgeriお よ びP.inconstans(PrOvidence>

の 順 序 で 検 出 され,特 にP.mirilbilisが 多 か つ た6

薬 剤 耐 性 検 査 成 績:化 学 療 法 お よび 耐 性 菌 出現 の歴 史

的 背 景 を 考慮 に 入 れ て4剤(TC,CP,SMお よびSA)と

そ の 他 の 薬 剤(KM,FRM,GM,AB-PC,CER,CET,CLS,

CLM,PM-B,NAお よびFT)と に 区 分 し,そ の 耐 性 検

査 結 果 を 集 約 して 記 述 す る。 な お前 述 した 分 離 菌 群 中

Shigella(15株)は 薬 剤 耐 性 赤 痢 研 究会(会 長,江 崎唯

人)に ゆ ず り,Shigella以 外 のGNB916株 を検 査 の対

象 に した 。

は じめ に常 用4剤 に つ い て述 べ る。 腸 内細 菌 科 に属 す

る菌 株 で4荊 に 対 して す べ て感 受 性 の 菌 はE.coli(23.8

%),E.freundii(29.0%),Kiebsiella(32.7%),Aero.

baeter(29・3%),ProtePtS(70・8%)お よび そ の 他(100%)

に 認 め られ た 。 一 般 に 耐 性 型 は2剤 以 上 の 多 剤 耐 性 菌 が
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表1各 菌種 の各薬 剤の耐性限 界値
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表2病 巣由来 グラム陰性桿菌

の同定成績(1966)

同 定 結 果 分離 の割
1合(%)
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耐性限界値(mcg/m1,*はu/m1)は 最高発育許容濃度を示す
計

表3腸 内細菌に.おけ る常用4剤 耐性型 とその分布(1966年)
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分離菌株数931株 を基に した結

果を示 した
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多 く,単 剤 耐 性 菌 は 少 い 。 また4剤 のす べ て の組 合せ に

一対 応 す る 耐性 型(15種)の 存 在 が認 め られ ,そ の 種 類 は

き わ め て 多 彩 で あ つ た 。 各 菌 種 の 耐性 菌(100%)中,4

剤(TC,CM,SM,SA)耐 性 菌 が 最 も検 出 率 高 く,E・coli

}ま56.7%,E.freundiiを ま77・3%,KlebsiellaQま61・8

%,Aerobacterは51・7%お よ びPアoteusは54・8%a(

の割合でそれぞれ認 め られた。Pseu--

demonasは 前報1}に も述べた とお り

上記4剤 に対 しておおむね 自然耐性

であることが知 られて い るが,SM

感受性菌(61%)群 の存在に注 目し

たい。 このSM感 受性菌群のSM耐

性値のSM範 囲は0.8～50mcglm1

でそ の ピー クは.12.5mcg/mlに あ・

つた。

次に上記4剤 以外の薬剤に対す る

耐性結果について述べ る。E.co露 に

属す る菌株の これ ら薬剤に対す る耐

性はすべて10%e以 下で少なかつた。

そ の 中 で もAB-PC(9.1%),FT

(8.5%e)お よびNA(6・8%)が 比較

的多 く認め られた に過 ぎないQE

freundiiはGMお よび コ リスチ ン

系薬剤(CLS,CLM,PM--B)に は す

べて感受性であ るがFT(3.2%)以 外の薬剤には 多 くの

耐性菌の出現が認め られた。特にKMお よびセファロ

スポ リン系(CER,CET)の 薬剤に対 す る耐性 化が顕著

であつた。KlebsiellaはNA(23.9%)お よびAB-PC

(12.4%)の 耐性 菌が多い。 特 にAB-PC耐 性菌検 出の

割 合は高度耐性菌(>200mcg/m1)の みを示 したもので.
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表4上 記4剤 以外の薬 剤に対す る耐性分布 (1966年)

分 離 菌 数
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調査株数

398(100)
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113(100)

41(100)

106(100)
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223(100)

薬 剤 耐 性(%)

KM

1.8

51.6

8.0

19.5

15.1

0

*
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1.8

29.0

7.1

19.5

13.2

0
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6.2

0

0

0

1.4
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29.0
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17.1
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0

*
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3.5

82.9

42。5

0
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1.0
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43.4

0

*
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0

1.4
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0

1.8

0.8

0
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0

1.4
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6.8
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12.2

12.3

0

*

lF・

8.5

3.2

0

2.4

73。6

0

*

*ほ とん どが高度耐性で感受性,耐 性 の限界が定め られ なかつた

表5上 記4剤 耐性 とその他 の薬剤耐 性の関係 (1966年)

4剤(TC,CP,SM,SA)

耐 性 型

剤

剤

剤

剤

性受

4

3

2

1

感

計

調査株数

268(100)

63(100)

50(100)

72(100)

232(100)
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6。9
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12.5
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15.3

12.7

12.1

12.5

17.7

15.3

CET

13、4

14.3

12。1

6.9

17.2

14.0

CLS

9.0

9。5

25.9

15.3

31.9

18.8

CLM

8.6

9.5

25.9

15.3

31.9

18。6

PM-BlNA

8.2

9.5

25.9

15.3

31.5

18.3

20.8

11.1

10.3

11.1

1.7

11.7

FT

7.5'

17.5

20.7

9、7

27.6

16.5

これ 以外の分離菌のほ とん どが治療可能限界を越 える耐

性値 を示す 自然耐性菌であ るこ とは注 日すべ きであ る。

AerobacterはGM(10%),FT(2.4%)お よびNA(12.2

%)を 除いて一般に これ らの薬剤耐性菌 の検 出率が高か

つた。 特にセ フ7ロ スポ リン系(CER,CET)薬 剤に対 し

て最 も耐性化が顕著 であ るこ とが わかつたQProteusは

他 の菌 株に比較 してGMを 除 く多 くの薬剤 に耐性 を 示

す ものが多 く,コ リスチ ン系(CLS,CLM,PM・-B)薬 剤に

対 してはほ とん ど耐性で,ま たFTに は分離菌の73.6

%,AB-PC,CER,CETに は約40%以 上耐性菌が 検 出

され た。 その他の腸 内細菌科の分離菌は菌株数が少 く,

今後 の分離蒐 集の増加を待つて調査 し論 じたい。Pseudo-

monasは 多 くの新 薬に対 してやは り自然耐性を 示 す が

GMお よび コ リスチ ン系(CLS,CLM,PM-B)薬 剤には

感受性 を示 し耐性菌の出現 も約2%以 下であつた。

4剤(TC,CP,SM,SA)耐 性 とこれ以外の薬剤耐性 と

の関係:化 学療 法の歴史的背景を考慮 して,上 記4剤 耐

性 とそれ 以外の薬 剤耐性 との間には密接な関係があ る ら

しい1)。 この年度 の分離菌群 もま たKM,FRMお よ び

NA耐 性菌は上記4剤(TC,CP,SM,SA)の1剤 または

多剤耐性菌群 に,4剤 感受性菌群 よ りも高率に発見 され

る ことがわか つた。 すなわ ち上記4剤 の耐性菌群におけ

るKM耐 性菌 は11.1%e,FRM耐 牲 菌 は9.5%o,NA

耐性菌 は16・7%検 出 され るの に反 して,上 記4剤 感受性

菌群 ではKM耐 性菌 が2.2%e,FRM耐 性菌 が0.9%,

NA耐 性菌が1.7%の 低 頻度に検 出され 両群の間で顕著

な差異が認 め られ た。 しか し上記4剤 の各耐性型間 では

KM・FRM・NA等 の耐性は特定 の耐性型 と連関 し ない9

次にAB-PC,CER,CET,CLS,CLM,PM-Bお よびET

等に対す る耐性菌 の出現頻度は,上 記4剤 に関係す る耐

性菌群にか た よる よ うな現象は認 め難 い。 しか し上記4

剤耐性型に さ らに他の薬剤耐性標 識が付加 されて さ らに

多剤耐性化 の過程 が進行 し,耐 性型 が よ り複雑多彩 とな

つてゆ くこ とに注 目したい。

考 察

細菌 の薬剤 耐性 の遺伝学的背 景 として染色体性 と細胞

質性 の遺伝 子の支配が知 られ てお り,細 胞質性 の耐性遺

伝因子 としては感染性のR因 子e>が 特に薬剤 耐 性 あ 伝

播 および普遍 化に重要 な役割を果 してい るで あろ うこと

が実験的 に予見 されたη。 し た がってグ ラム陰性桿菌 の

薬剤耐性 は遺伝子 レベル で染色体性耐性,細 胞質性遺伝

子が重複 した多剤耐性が 出現 してきている もの と考 え ら

れ,そ の耐性機 構 もまた複雑 である と類 推 され る。腸 内

細菌 の分離菌群(693株)中 ・先 に示 した4剤 関係 の耐
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性菌は66.5%(461/693)の 割合 で存在し,う ち4剤 耐性

型が高率に検出 され,本 邦 におけ る赤痢菌のR因 子の耐

性型分布調査8)の結果 と一致す る。事実 こ れ ら4剤 関係

の耐性菌は耐性の感染 的伝達 能を有す る菌 株 が 約70%

証明され16),R因 子 を主 とした耐性に よるもの であるこ

とが理解 された。

それ な らば4剤 以外の薬 剤耐性は ど うであろ うか。R

因子のGenomeに 発見 され て い る上記4剤 以外 の薬剤

耐性を支配す る遺伝 子は,AB-PC,KMお よびFRM等

の耐性 が知 らされてい る9'-11)。当研究会 の調 査結果 か ら,

前述した これ らの薬剤耐性でKM,FRMお よびNA等

の耐性 は上記の4剤 関係の耐性菌群 に関連 し て 検 出 さ

れ,感 受性菌群か ら分離 され るこ との少いこ とが示 され

た。 またAB--PC耐 性 は上記4剤 の耐性菌群(17.3%)

と感受性菌群(12・5%)と の聞 に顕 著な検 出率の差をみ出

し難かつたが,や は り上記4剤 耐性菌 群のほ うに高 く検

出され る。そ こでこれ らの耐性 が伝達性 があ るか否かの

調査の結果,KMお よびAB-PC耐 性は上記4剤 関係 の

耐性 と連関 して感染 的に伝達 す るR因 子が多数検出で き

た こと16)からみ て,こ れ らの薬剤耐性 もまたR因 子に よ

り伝播 され る ものである ことがわかつた。FRMはKM

と交叉耐性を有す るので上記4剤 関係の耐性菌群 との関

連を理解す ることが できるが,NA耐 性は まだR因 子上

にのつていない。 その他の新薬耐性につ いて上記4剤 関

係の耐性菌群 との間に特に関連性は見い 出し難 いが,こ

れ らの耐性 が将 来感染的伝達能を獲得 して伝播す る可能

性 もまた否定で きない。その理 由は,三 橋 ら12)の因子 お よ

びPhageに よる耐性遺伝子 の と りこみに よるF-TC,F-

CM及 びPI-CMの 形成等 の実験事実,さ らに発展 して

ANDERSONの 伝達 因子の検出 とこれ の関 与 で の 非伝達

性耐性因子の伝達性 の回復 があげ られ る。三橋 ら14,15)に

よれば伝達(T)因 子は腸内細菌科各属菌株に高率(約

40%)に 検 出され遺 伝物 質伝達の役割を果 して いるこ と

がわか つた。 さ らにT因 子は染色体性お よび細胞質性 の

各薬 剤耐性遺 伝子をつ ぎつ ぎに と りこん で多剤耐性 を形

成してゆ くこともわかつて きた。 このよ うな感染性薬 剤

耐性 因子の実験的形成の成功は多 くの新 薬剤耐性 がT因

子に とりこまれて感染的伝達能 を獲得す る可能性 を強 く

示唆 してい るもの と考え られ る。

結 論

1966年 中,本 研究会 で分離 した グラム陰性桿菌(GNB)

セよE.coli(42.8%),Klebsiella〈12・1%),})roteus(11・5

%)お よびPseudomonas(24.0%)等 が特に高頻度に分離

され,1965年 分離菌群 の検 出頻度の傾向 とほ と ん ど一

致す る結果 を得た。 これ らの分離菌群の薬剤耐性は4剤

耐性(TC,CP,SM,SA)を 基盤 に して さ らにその他の薬

剤耐性が付加 され複雑 な多剤耐性を形成してゆ く動向が ・

認め られ る。 また上記4剤 耐性はR因 子に起因す るもの

が多い。その他 の薬剤耐性中特にKM,FRM,AB-PCお ・

よびNA等 は上 記4剤 耐性 と関連 し て 出現 し,さ らに

KM,FRM,AB-PC等 の耐性遺伝子は このGNBか ら検

出したR因 子上に証 明され る。

その他 の薬剤耐性菌 の各属,各 種への分布傾向はおお

むね1965年 の結果に一致 し,ま たE.freundii,Aero一

肱c渉θγ等に上 記4剤 以外 の薬剤耐性菌が比較的多 く検出

され る。 またR因 子に よるこれ らの薬剤耐性の伝播の可

能性 を考慮 してGNBの 薬 剤耐性結果を考察 した。
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DRUG RESISTANCE OF GRAM NEGATIVE BACTERIA OF 

         CLINICAL SIGNIFICANCE (II)

  Research Committee of Gram-negative Bacteria Infection 

 (Chief  :  SHUNJI ISHIYAMA, Department of Surgery, Nihon University, Tokyo)

  Many isolates belonging to gram-negative rod bacteria were collected in 1966 from the inpatients at 

geographically scattered hospitals in Japan. Nine hundred and  thirty one strains included Escherichia 
 ,coli  (42.  8%),  Escherichia  freundii  (3.  3%),  Klebsiella  (12.1%)  , Aerobacter (4.5%), Proteus  (11.  5%), 

 Pseudomonas  (24.0%)  cultures and others  (2.  0%). They were found to be resistant to tetracycline 

(TC),  chloramphenicol (CP), streptomycin (SM) and sulfanilamide (SA), or to various combinations 
thereof. Among the strains resistant to TC, CP, SM and SA, triply and quadruply resistant strains 
-were  isolated most frequently and many of them carried R factors which are transferable by  mixed 
-cultivation . However, the R factors were not detected so far from the strains belonging to the  Pseudo-
inonas group. Among the strains resistant to AB-PC or KM, the R factors which carry resistance 
to AB-PC or KM were isolated. The strains resistant to other drugs than the aforementioned 4 drugs, 
TC, CP, SM and SA, were not so remarkable and they included the strains resistant to  KM(8.  1%), 

 FRM(6.  6%),  GM(1.  2%),  AB-PC  (15.  7%), CER  (15.  3%), CET  (14.  0%), CLS  (18.  6%), PMB  (18.  3%), 
 NA(11.  7%) and  FT(16.  5%)  . It should be noted that the  Pseudomonas cultures were resistant to many 
 (drugs except for CLS, CLM, PBM and GM. It was found that triply and quadruply resistant strains 

 among those resistant to TC, CP, SM and SA, become resistant easily and consequently multiply resi-
stant when a new drug is introduced.




