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抗生物質,化 学療法剤 の発見 と進歩 は,細 菌感 染症の

治療に大 きい偉力を発揮 し,感 染症 に対 する我々のイ メ

ージを著 るしく変 化 さ せ た。 いつ ぼ う,衛 生環境 の改

善,予 防法の普及 に伴 なつ て,感 染症 を惹 きお こす細菌

の種類に変化が生 じた。 このよ うな変化"細 菌 の種類の

Shift"は この方面 の研究者 に とつ て見 のがす ことので き

ないでき事であるが,さ らに我 々に とつ て大 き い 問 題

は,こ れ らの細菌 の多剤耐性化 の状況 である。

耐性化はあ くまでも細菌遺伝 の問題 で,生 物の示す最

も根本的な課題 であるが,薬 剤 の開発,使 用の面か らす

れば,極 めて面倒 な問題を含ん でいる。本報 においては

ブドウ球菌 のマクロ ライ ド抗生物質 に対 する耐性 の遺伝

学的な問題を記述 し,こ れに対 しての対策 の1つ を理論

的に述べたい。

実 験 方 法

分離株の 由来

分離株はすべてブ ドウ球菌に よる感染免疫 の 研 究 会

(文部省総合研究班:班 長,石 原 恵 三教授,1961, 1962

年)1)及び耐性 ブ ドウ球菌研究会(班 長,市 川篤二博士,

1961年 から継続中)に よつて分離 され た も の,及 び当

教室独 自に蒐集 した菌株 を加え,総 数8,000株 に及ぶ菌

株,米 国及びデ ンマ ークにおいて分離 した ものか らラ ン

ダムに選 んだ ものを用 いた。

耐性の測定

1晩 ブイヨン培養 した菌液 の1白 金耳を,2倍 階段稀

釈した種々の濃度の薬 剤を含む平 板に塗 抹 し,1夜 培養

後,薬 剤を含 まない平 板(cooked meat medium)上 の

発育 と比較 し,菌 の発育が許 され る平板 の最大薬剤濃度

をもつて耐性値 とした(MAC)。

薬 剤

マクロライ ド(Mac)抗 生物質 として,Erythromycin 

(EM), Oleandomycin (OM), Leucomycin (LM), 

Spiramycin (SP), Josamycin (JM), Lincomycin (LCM)

を用いた。

それぞれの薬剤は塩野義製薬,東 洋醸造,協 和醸酵,

山内製薬,日 本アプジ ョンか ら 分 与 さ れ たworking 

standardで あ る。 また 国立予防衛生研究所,梅 沢博 士

から分与 されたworking standardを も併用 した。

実 験 結 果

Mac　 耐性 の分類

吾 々は先にMac耐 性菌をMac A, B, C群 に 分 類 し

た3),Aグ ループは使用 したMac抗 生剤のすべ て に 交

叉 耐性で,そ の大部分 はLCMに も耐性を示 した。 ご く

稀にLCM感 受性菌 もある。 グル ープBびCは その耐性

が誘導 され るものでCグ ループではEMが その誘導剤,

Bグ ル ープ ではEM及 びOMが その誘導剤 となるもの

であ る。

A群 菌は平板上に接種す る菌量 の多少に関係な く,ま

た接 種後の時間が1日 でも2日 で も関係な く明瞭に発育

し,そ のMACあ るいはMIC測 定 には判定者に よる誤

差 がほ とん どお こらない。 このグループの菌の大部分は

Mac抗 生物質に属 さないLCMに 交叉耐性 を示 す点 興

味 が深 い。1966年 の調査 では本邦 で分離 され た ブ菌 も

米 国のそれで も,Mac耐 性菌 の うちA群 が約5%,誘 導

型 の耐 性は約95%ほ どであつ た4)。従がつてA群 菌 に

対 して はMac抗 生剤及びLCMは 治療不適 応の菌であ

る。 この種 の菌 の増 加はMac抗 生剤 に と つて警 戒を要

す る菌 である。

Mac　 誘導耐性菌の性状

Mac　 誘導耐性菌にはEMだ けがinducerと な り得 る

もの,EM, OMの2剤 がinducerと な り得 るもの とが

自然界 から分 離 され る。著者 の1人(S.M)は かつて,

ブ ドウ球 菌のMac耐 性 はAグ ル ープに移行 する型 と2

誘導 剤の種類を増加す るであろ う型 と2つ の方向で変異

してゆ くことを予想 した。 しか し現実 ににA群 は増えつ

第1表　 Mac耐 性 の 分 類,
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つあ るが,inducerがEMあ るいは(EM,OM)以 外に

増 えたブ菌は これ までに分離 され ていない。吾 々が研究

室 で変異誘起物質を使つて,EM,OMの 他 にLMが 誘

導 剤 とな り得 る菌をつ くるこ とに成功 した(大 島,他:

未 発表)。Mac誘 導耐 性菌はinducerに 接触 す る と極

めて短時間(0.5～2時 間)に 耐性 を獲得 し,そ の耐性は

inducerの ない ところで培養 される とじきに消失す る。

Inducerに よつて耐性 を獲 得す る場合,inducerと して

EM,OM,LMの いずれか1剤 を使 つて も獲得 された耐性

は全 マ クロライ ドとLCM耐 性 であ る点注 目すべ きであ

る。 誘導耐性菌に蛋 白合剤阻害剤 を添 加す ると誘導は お

こらない。例 えば,EMが 誘導剤であ るMS537はEM

に触 れ るとMac抗 生剤全 部 とLCMに 耐性化 され るが,

EMと クロロマイセチ ン(CP)を 合 剤 として与え る と誘

導 はお こらない3,5)。

MS 537はEM平 板に ま くと最 初は僅かに,後 には完

全 に増殖 し,EM耐 性菌 として の 様 相 を 示 す。 しか し

inducerに な り得 ないOM,SP,LM,JM平 板 では発育 し

ない。従がつて見掛 け上 はMS537はEM耐 性菌 で あ

る。

MS 537をEMで 誘導後に各薬剤を含む平板 に ま く

と,EM平 板 ではfull growthを 示すが,他 の平 板 で

は うすい増殖を示すが,接 種量 が少ない と発育 しない。

この ことは誘導剤 であるEMが ない ところで分 裂 させ

ると誘導に よつて獲得 した耐 性を全部失な うことに よつ

て説明つ く。す なわ ち,MS 537をEMで 誘 導 後EM

を含む次 の色 々の 薬剤平板(EM,OM),(EM,LM)(EM,

SP),(EM.JM),(EM.LCM)に ま くと菌 はfull growth

を示す。す なわ ち,誘 導に よつて耐性を獲得 した菌 は分

裂に際 して,そ こにinducerで あるEMが 存在す るた

めに耐 性を持 ちつづけ,す べ て のMac耐 性,LCM耐

性菌 として これ らの平板に発育 し続け るこ とになる訳 で

ある。 以上の結果を表2に 示 した。

誘導耐性か ら安定 な耐性への変異

MS 537,MS 537-1,MS 353-C 36の3株 は共 に誘導

耐性株で,MS 537,MS 533-C 36はEMの みがinducer

であ るが,MS 537-1はEM及 びOMが 共 にinducer

と な り得 る。MS 537,MS 353-C 36をSP,LM,JM,

LCMの それぞれ の12.5μg/mlを 含む平板 に接種 した。

この2株 はEMの みがinducerで あるため,も ちろん

これ らの平板に増殖は で きない。 ところがかな りの頻度

で これ らの平板に増殖 で きる変異菌 が出現 した。 その頻

度は ほぼ10-8に 相当す る(表3)。MS 537-1は 橋 本ら

に よつて,M 537か ら得 られ た 変 異 株 で,EMの 他に

OMもinducerと な り得 る菌 であ る。 この菌 をinducer

とな り得 ないLM,SP,JM,LCM平 板に まいて得 られ る

耐性菌 の変異率 も同 じく,ほ ぼ10-8を 示 した。

得 られ た これ らの耐 性変異菌の耐性値を測定 してみ る

と,例 外 な く全 マ クロライ ド(EM,OM,SP,LM,JM)と

LCMに 耐 性であつて,そ の耐性値 は高 く(800μg/ml以

上),し か もその耐 性値 は安 定であつた。測定 の代 表 例

を表4に 示 した。 すなわ ち,い ずれ の薬 剤 平 板 か ら得

第2表　 Mac誘 導耐性菌 の耐性 の模 様

第3表　 Mac誘 導耐性菌 か ら安定 な耐性菌へ の

変異

第1図　 Mac耐 性菌増加 の予想
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られた耐性変異株 も,す べてMac抗 生剤 の す べ て と

LCMに 耐性 であ るこ とを示 している。

Mac誘 導耐性株か らA群 菌への変異の阻止

Mac誘 導耐性株か らA群 菌へ の変異 は,す べてのMac

抗生剤を無効に し,さ らにはLCMも 無 効 に な る とい

う極めて注 目すべ き変異であ る。Mac耐 性 菌 の大部分

を占めるMac耐 性誘導株が,Mac耐 性A群 菌 に変異す

ることは,研 究室内で確認 された事実 であ るが,疫 学 的

に も近年Mac耐 性菌の中にA群 菌が増え つつ あるこ と

は事実であ る。そ こで誘導耐性株か らA群 へ の変異 を阻

止する実験を行なつた。先に使用 したMS 537及 びMS

537-1を 用い,誘 導剤 とな り得 な い,LM,SP,JM及 び

LCMの 単独12.5μg/mlを 含 む平板 と上記 の各薬 剤 に

CP(5.0μg/ml)あ るい はKM(5.0μg/ml)の 合剤 を含

む平板に濃厚に菌を塗抹 し,A群 菌への変異 の模様 を調

べた(表5)。

109～1010個 の菌を平板に塗 抹 した範囲内 ではCPな

いしはKMを 加 えた合剤 を含む平板 から は 耐性菌 は出

現 しなかつた。

討 議

Mac抗 生剤,LCMは 共にす ぐれた抗生剤 として特に

グラム陽性菌感 染症の治療に使われて いる。 ブ菌は近年

著 る しくSA,SM,TC,PCな どに耐 性化 し,い つ そ う

Mac,LCMの 重要性は高 く,合 成 ペニ シ リン,セ フアロ

スポ リン系薬 剤な ど と共に使用量 が増 えつつあ るのが現

状 であ る。

Mac耐 性 の中に は誘導型 と安定なconstitutiveの 型

のあ ることが明 らか にされ,Mac耐 性 の中後度が多 いこ

とが判明 してか ら,吾 々はMac耐 性菌は図1に 示す と

お り,誘 導剤 の数 を増 やす方向で の変異(II)とMac A

群菌へ の変異(I)と2つ あ ることを予想 した。

しか し,最 近 までの調 査では(皿)の 方 向の変異 は極 め

て少な く,橋 本 らに よれ ばIIの 方向 の変異は研究室 内で

は得 られて いるが その変異率のほぼ10-10の オーダーに

あ るこ とが 明らかに された6)。この条件 では治 療を うけ

つつ ある1個 体 からそ う頻繁にA群 菌が 出現 しない こと

を示 してい る。吾 々は 研究室 内 でMS 537(EMが 誘 導

剤)→MS 537-1(EM,DMが 誘 導 剤)→MS 537-59(EM,

OM,LMが 誘導剤)の 変異株を得てい る(大 島,他:未

発表)。

しか し変異誘起剤,紫 外 線な どを用い て研究室 内で得

られ るもので病巣 か らは(EM,OM)以 外 のMac抗 生剤

がinducerに な り得 る菌 は得 られていない。

いっぽ う,Mac Aへ の変異(1)は 研究 室内で も容易に

得 られ,お そら く病 巣内 で も治 療 中SP,LM,JM,LCM

な どで治療 中比較的容易に得 られ るであろ うことは疫学

的調査 でMacA群 菌の増加か らも推測 され る。

Mac抗 生 剤耐性の遺伝学的 構造は充分には 明 ら か で

ないが,誘 導耐 性菌にはinducerが 加 えられ るか,42

℃ 程度 に加熱 す ると誘導 され て耐 性が発現す る7,8)。ま

た誘導 はCPの ような蛋白合成阻害剤 で阻止 され る3,5)。

以上 のこ とから耐 性誘導 株ではi遺 伝 子 か ら 出 され る

repressorに よつてoperator遺 伝子(Mac,LCM耐 性)

が作用 して いない。Repressorが こわ され るかinducer

の添 加で作用 しな くなる とoperator遺 伝 子が 作用 をは

第4表　 Mac誘 導耐性菌か ら得 られた変異菌 の耐性

第2図　 Mac耐 性 の遺伝 構造

第5表　 Mac誘 導耐性菌か らA群 菌への変異 の阻止
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じめMac耐 性,LCM耐 性 が発現す ると考 えられ る。

Mac,LCM耐 性遺伝子 が異 なる もの と考え る のは,野

外株 にMae耐 性でLCM感 受性菌が得 られ るからで,

充分 な遣 伝学的解析は終つ ていない。

変異は従 がつ てi-の 方 向 かO° の方向か,inducer

の数を増やす方 向に起 ることが理論的 に考 えられ る。 し

か しそ の 変異率 の比較 から誘導 耐性か ら,i-あ る いは

O° の方 向への変異がお こ り易い こ とを示 してい る。

一般にA薬 剤 に対 する耐 性菌出現 の変異率 を10-a ,B

の それ を10-bと す る。 それぞれの変 異 が 独 立 とす れ

ば1個 の細胞 がAとB薬 剤に耐性 となる率 は10-(a+b)と

な る。従が って誘導 耐性株か らMacA群 への変異をお

さえ るため には変異に無関係 な他 の薬剤 を添 加すれば よ

い。そ の際,他 の薬 剤が添加 され たために相乗効果が期

待 されれ ば,い つそ う望 ましい。 もちろん,合 剤に した

ために生体へ の毒 性が高 まることは警戒 しな くてはな ら

ない。

誘導耐性株 の場合 で も蛋白合成阻害剤 を添 加す ると誘

導が お こらない ことか ら,誘 導 の阻害 も今 後の重要な研

究課題 であ る。

結 論

1.　 Mac耐 性菌にはMac誘 導耐性株 とMac A 群菌

とあ る。

2.　 Mac誘 導耐性株か らMacA群 菌の変 異 は 研 究

室 内で非誘導剤であ るLM, SP, JM, LCM平 板 で容易に

お こす ことがで きる。

3.　 疫学 的なデ ータか らもMac A 群菌 の増加は この

変 異の方向の確実 さを推測 させる。

4.　 上記非常誘導剤 にCP, KMな どを添 加 す る と,

当然の ことなが らA群 菌へ の変異 は阻止 され る。

5.　 Mac耐 性 の非誘導 剤を合剤 として使 用 す べ き理

論 的根拠を述べた。

6.　 Mac耐 性 誘導株 に誘導剤を与 え た場合 も蛋 白合

成阻害剤 があ ると誘導がお こらない ことか ら,こ の方面

の研究の必要性を討議 した。

文 献

1) 石 原 恵 三:ブ ドウ球 菌 感 染 症 の流 行 学 的 細 菌 学 的

研 究 な らび に これ らの 治 療 対 策 につ い て。37年 度

文 部 省 研 究 報 告 集 録(医 学 及 び薬 学),125～134,

昭27

2) 市 川 篤 二:ブ ドウ球 菌 の薬 剤耐 性 。Chemotherapy 

14: 1～8, 1966; 14: 392～396, 1966; 14: 633～

640, 1966; 15: 195～197, 1967

3) K0N0, M., HASHIMOTO, H. & MITSUHASHI, S. : 
Drug resistance of staphylococci. III. Resis-
tance to some macrolide antibiotics and in-
ducible system. Japan. J. Microbiol. 10 : 59-
66, 1966

4) KONO, M., KASUGA, T. & MITSUHASHI, S. : 
Drug resistance of staphylococci. IV. Resistance 

patterns to some macrolide antibiotics in Sta-
phylococcus aureus isolated in the United Sta-
tes. Japan. J. Microbiol. 10 : 109-113, 1966

5) WEAVER, J. R. & PATTEE, P. A.: Inducible 
resistance to erythromycin in Staphylococcus 
aureus. J. Bacteriol. 88 : 574-580, 1964

6) HASHIMOTO, H., OSHIMA, H. & MITSUHASHI, 
S.: Drug resistance of staphylococci. IX. 
Inducible resistance to macrolide antibiotics 
in Staphylococcus aureus. Japan. J. Microbiol. 
12 : 321-327, 1968

7) SAITO, T., HASHIMOTO, H., OSHIMA, H. & 
MITSUHASHI, S.: Inducible resistance to mac-
rolide antibiotics in staphylococci. Induction 
by leucomycin and its derivatives. Japan. J. 
Microbiol. in press.

8) SHIMIZU, M., SAITO, T., HASHIMOTO, H. & 
MITSUHASHI, S.: Spiramycin resistance in 
Staphylococcus aureus. Decrease in spiramycin-
accumulation and the ribosomal affinity of spira-
mycin in resistant staphylococci. J. Antibio-
tics 23 : 63-67, 1970



VOL. 18 NO. 3 CHEMOTHERAPY 251

THEORETICAL ASPECTS OF COMBINED THERAPY. I

An Application to the Strains of Staphylococci Resistance to 

Some Macrolide Antibiotics

SUSUMU MITSUHASHI, KODO MORI and KEN WATANABE 

Department of Microbiology, School of Medicine, Gunma University, Maebashi, Japan

According to the epidemiological studies of staphylococci, it was found that there are two types of 
resistance to macrolide (Mac) antibiotics ; constitutive and inducible-resistance. Constitutive-resistant 
strains show stable and high resistance to all Mac antibiotics and most of them are found to be 
resistant to lincomycin (LCM), called group A of Mac-resistant strains. Inducible-resistant strains 
acquired high resistance to both Mac and LCM after prior treatment with subinhibitory concentration 
of inducers such as erythromycin (EM) and oleandomycin (OM). Resistance of the induced population 
was lost when they were grown in the media without inducers. Inducible-resistant strains are clas-
sified into two groups ; group B and C, in which both EM and OM, and only EM are active inducers, 
respectively. 

It was found that high rate of mutation from inducible-to constitutive-resistance took place when 
inducible-resistant strains were inoculated in the media containing either one of Mac antibiotics except 
for inducers. This fact is in accordance with the epidemiological studies of yearly increase in the isola-
tion frequency of group A strain. 

According to these results, it was concluded that the combined therapy is necessary for Mac anti-
biotics except for inducers ; josamycin (JM), leucomycin (LM), spiramycin (SP), etc., to suppress the 
mutation from inducible-to constitutive-resistance.


