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緒 言

Ampicillin(ABPC)は,Haemophilus inflmnzae

(以 下.H.influenzaeと 略)感 染症 に 対 し,最 も よ く使

用 され て い る抗 菌 薬 で あ る が,1972年 頃 か ら 欧 州 や 米

国 で は,ABPC耐 性 のH.influenzaeが 髄 膜 炎 の 患 児 か

ら分 離 され 始 め,そ の治 療 上 に 重 要 な 問 題 を提 起 し始 め

た1～7)。 こ の よ うなABPC耐 性 発 現 の機 序 を解 明 す るた

め,欧 米 の 多 くの 研究 者 に よ って 研 究 が な され,現 在 で

はH.inflmnzmのABPC耐 性 はplasmid性 で あ る こ と,

ま た そ れ らの 耐 性 菌 か ら産 生 さ れ る β-lactamaseは,

E.coliのABPC耐 性 菌 か ら産 生 され る β-lactamase

の 一 部 と非 常 に 類 似 し て い る こ と等 が 判 明 し て き て い

る。 さ らに 最 近 で は,H.influenzaeのChloramphenicol

(CP),Tetracycline(TC)お よびKanamycin(KM)に 対

す る耐 性 菌 の 出現 も問 題 に な り始 め て い る8～9)。

一 方,本 邦 に お い て は,ABPC耐 性 のH.influenzae

は 存 在 し な い と極 言 す る研 究 者 もい る反 面,ABPC耐 性

と思 わ れ るH.inflmnzaeが 分 離 され た と い う学 会 報 告

も散 見 さ れ る。 この 真 偽 は と もか くと して,本 邦 で は

ABPC耐 性 のH.influenzaeは 欧 米 ほ ど に 分離 頻 度 が 高

くな く,且 つ 臨 床 上 重 要 な問 題 とな っ て は い な い こ と は

事 実 の よ うで あ り,私 た ち もH.influenzae感 染 症 の患

児 に 対 して,ABPCの 作 用 機 序 の上 か ら生 ず る使 用 上 の

隆 路 を 除 い ては,ABPC耐 性 のH.influenzae感 染 症 に

関 す る治 療 上 の困 難 と い う よ うな経 験 は 有 し て い な か っ

た。

このように,本 邦で何故ABPC耐 性のH.influenzae

が 少ないのかという疑問は極めて興味ある問題で,こ の

疑問への第1の 手掛 りとして,私 たちも1976年 か ら私

たちが扱っている検体から分離されたH.influmzm菌 冠

株に対する各種抗生物質の抗菌力や,薬 物の作用機序等

について検討してきた。それらについては,別 に原著と

して発表する予定であるが,収 集した菌株 の 中 か ら,

ABPC耐 性 のH.influmzml株 を見出し,そ の菌の産

生する β-lactamaseの 性 状やplasmidに ついても謁

べ,欧 米でのそれらについての報告との比較 を 行 な っ

た。本邦で分離されたABPC耐 性のH.influenzaeに つ

いて,こ のような性質を調べた成績の報告は,手 許の文

献を見る限 りにおいては見当らない。おそらく本邦にお

ける最初の成績と思われるので,報 告をしたい。

材 料 と 方 法

1. 使 用菌株

ABPC耐 性のH.influenzae TK156株 は,1977年 初

期に小児の急性気道感染症の咽頭から分離されたもので,

Difco社 製 のH.influenzae用 型別抗血清を用いた成績

では,型 別不能株であった。 この株のABPCに 対 する

最小発育阻止濃度は,原 液接種,100倍 希 釈のいずれで

もTable 1に 示 したように100μg/ml以 上 であった。

薬剤耐性の伝達実験の受容菌には,手持のH.influenzae

の中か ら,ABPCに 感性の株を5株 無作意に選び,そ れ.

Table 1 Susceptibility of test cultures of Haemophilus influenzae to several antibiotics
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らのNalidixic acid(NA)耐 性 菌 を 試 験 管 内継 代 培 養 に

よ り人 工 的 に 作 製 し で用 い た 。 な お,使 用 菌 株 の 型 別 と

各 種 抗 菌 薬 に 対 す る 感受 性 は,Table1に 示 す とお りで

あ る。

2. 培 地

増 菌,薬 剤 耐 性 の 脱 落,お よ び 耐 性 伝 達 実 験 に は,

Bacto Tryptic Soy Broth(Difco)にFildes enrichment

(Difco)を5%の 割 合 に 加 え で 使 用 した(以 下 この 培 地

はTSBF培 地 と略)。 固 型 培 地 とし で 使 用 す る 際 は,

TSBF培 地 に1.5%の 割 合 に 寒 天 を 加 えで 用 い た 。Pla-

smidDNA解 析 の た め の 合 成 培 地 は,以 下 に 述 べ るCY

mediumを 作 製 した 後 にFildes enrichmentを5%の

割 合 に 加 え で使 用 し た 。

CY medium

A:K2HPO4 7.0g

KH2PO4 3.0g

(NH4)2SO4 1.0g

Na3C6H507・2H2O 0.5g

yeast extract 1.0g

カ ザ ミ ノ 酸 2.0g

}
1,000mlの 蒸 留 水に

溶解しでpH7.2に 調

整した後,121℃ で15

分間高圧滅菌する。

B:MgSO4・7H2O 0.25g

10mlの 蒸 留 水 に 溶 解 後,ミ リポ ア フ ィ ル タ ー

(GELMAN,GA-6,pore size 0.45μm)で 濾 過 滅

菌 す る。

C:グ ル コー ス 4.0g

10mlの 蒸 留 水 に 溶 解 し た後Bと 同 様 にご濾 過 滅 菌

す る。

使 用 直 前 にA液9.4ml,B液0.1mlお よ びC液0.5

mlを 無 菌 条 件 の も とに 混 合 す る。37℃ に18時 間 静 置

し,無 菌 で あ る こ とを 確 認 し た 後 に 使 用 し た 。

3. β-lactamaseの 分 離 お よ び 酵 素 活 性 の 測 定

TSBF培 地 に で培 養 し たTK156株 を,対 数 増 殖 の 初

期 にABPC50μg/mlの 濃 度 でinduceし,対 数 増 殖 の

後 期 に 遠 心 集 菌 し た 。 同 菌 は0.01Mリ ン酸 緩 衝 液(pH

7.2)で1度 洗 浄 し た 後,同 緩 衝液 にご浮 遊 し,氷 冷 し な

が ら超 音 波 破 砕 した 。 次 い で12,000r.p.m.30分 遠 心

し た 後,そ の 上 清 を 粗 酵 素 とし で 使 用 した 。

酵 素 活 性 はPERRET10)の 方 法 をmodifyし たMacro-

iodometry法 に よ り測 定 し た 。 酵 素 活 性1unitは,0.05

Mの リン 酸 緩 衝 液(pH6.8)中 で,30℃,1時 間 に

PenicillinG(PCG)の1μmoleを 水 解 す る酵 素 量 とし

で 表 わ した 。 な お,KineticsはMicroiodometry法 に

よ り測 定 した 。

4. 薬 剤 耐 性 の 除 去

TSBF培 地 で37℃,18時 間 培 養 し た 菌1mlを,

acridine orange(Sigma)を1/2MICの25μg/ml含 む

TSBF培 地10mlに 接 種 し,37℃ で1昼 夜 培 養後,そ

の1mlを と り,同 じ 濃 度 のacridine orangeを 含 む

TSBF培 地 に接 種 し,同 様 な操 作 を く り返 し で連 続1週

間 培 養 し た 。 そ の 後,こ れ らの菌 を103/mlに な る よ う

に 希 釈 し でTSBF寒 天 培 地 に接 種 し た 。1夜 培 養 した 後

発 育 したcolonyをABPC10μg/ml含 有 のTSBF寒 天

培 地 と薬 剤 無 含 有 培 地 に 同 時 に 画 線 塗 抹 し,耐 性 の 脱落

の有 無 を 調 べ た 。 耐 性 が脱 落 し た と思 わ れ るcolonyに

つ い で は,再 度TSBF培 地 で 培 養 後,寒 天 平 板 希 釈 法に

よ り正 確 にABPCのMICを 測 定 した 。

5. plasmid DNAの 分 離 と電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察

TK156株 お よび4)の 方 法 に よ りABPC耐 性 を脱 落

さ せ たTK/56E株 に つ い で,CY mediumで1夜 培 養

後,10mlのCY mediumに これ らの 菌 を それ ぞ れ0.5

m1接 種 し,37℃ で2時 間 振 盪 培 養 した 。 次 い で,DNA

ラベ ルの た め に[3H]-thymidine(35Ci/m mol;Amer-

sham)を10μCi/mlとdecxyadenosineを250μg/ml

に な る よ うに加 え,さ らに2時 間振 盪 培 養 し た 。終 了後,

冷 却 遠 心 に よ りた だ ちに 集 菌 し,TESbuffer{0.05M

tris(hydroxymethyl)aminomethane,0.05MNaCl,

0.005M ethylenediamine-tetraacetic acid(EDTA),pH

8.0}で3回 洗 浄 した 。 そ の 後 菌 は0.5mlのTESbuffer

中 に 懸濁1し,0.5MとEDTA(pH8.0)0.2m1と1ysozyme

(10mg/m1)0.1mlを 加 え で,37℃ に10分 間保 ち,

次 い でBriz58(70mg/ml)0.1mlを 添 加 し で37℃ に

10分 間保 ち,最 後 にSarkosy1(250mg/ml)を0.1ml

加 え で 完 全 に 溶 菌 さ せ,粘 稠 な透 明 液 とし た 。 この溶 菌

液 は,cesium chloride 6.9g,ethydium bromide 700

μg/ml:2.0ml,蒸 留 水:4.0ml,溶 菌 液:1.0mlと な

る よ うに し で,日 立65P超 遠 心 機 に よ り,40,000rpm,

20℃,40時 間遠 心 した 。 超 遠 心 後 こ の 試 料 は,0.1ml

ず つ の 分 画 とし で 採 取 し た 。 各 分 画 の 放 射 活 性 は,

AlokaLSC-653形 液 体 シ ンチ レー シ ョンに よ り測 定 し

た 。 電 子 顧 微 鏡 用 試 料 作 製 は,上 記 の 方 法 に よ っ で,

satellite DNAの ピ ー クが 認 め られ た も の につ い で実 施

した 。 ま ず10倍 に 希 釈 したSSC液(0.15M NaCl,

0.015M sodium citrate,pH7.0)に でsatellite DNA

分 画 を24時 間 透 析 す る。 次 い で 山 岸11)の 方 法 に 準 じで,

パ ロ ジ オ ン膜 を 張 ったgrid上 にDNAを 広 げ,白 金 パ

ラ ジ ウ ム の シ ャ ドー イ ン グ を施 した 後,日 立11E型 電

子 顕 微 鏡 に よ り観 察 お よび 撮 影 を行 な っ た。DNAの 長

さ は,撮 影 した フ イ ル ム を5倍 の大 き さに 引 き伸 ば し,

map measureに で 測 定 した 。 な お,PlasmidDNAの

分 子 量 は,DNAの1μmが2.07×106daltonと しで 計

算 した 。

6. 薬 剤 耐 性 の 伝 達
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まずdonorと し で のABPC耐 性TK156株 とNA耐 性

を 付 加 さ れ たrecipient菌 株 は,そ れ ぞ れTSBF培 地10

憩l中 に0.5mlず つ 単 独 に 接種 され,37℃ で4時 間 振

盪 培 養 され た 。 次 に,donorとrecipientを1:1に な

る よ うに よ く混 合 し,millipore filterを 通 し で 菌 を

飢ter上 に 固定 す る よ うにこした 。 この 飢terは,TSBF

寒 天 培 地 上 に 背 面 を 培 地 上 に 密 着 す る よ うに し で お き,

6時 間 あ るい は18時 間37℃ 中 で 保 存 した 。 そ の後 この

filterはTSBF培 地5m1の 中 に 入 れ,ミ キ サ ー で 強 く

攪 拌 し で菌 を遊 離 させ た 。 そ し で,遠 心 の 後 も う1度

TSBF培 地 で 洗 浄 した 後ABPC20μg/mlとNA10μg/

mlを 同 時 に 含 む 選 択 培 地 に 接 種 し た 。37℃,48時 間培

養 後,生 じたcolonyを さ らに 耐 性 を 確 認 す るた め に,

ABPCとNAを 含 有 す る培 地 上 にreplicateし た 。

結 果

1. TK156株 か ら分 離 した β-lactamaseに つ い で

TK156株 か ら分 離 され た β-lactamaseに よ る 各 種

Penicillin(PC)系 お よびCephalosporin系 抗 菌 薬 の 基

質 特 異 性 はFig.1に,ま た 一 部 の 抗 菌 薬 に つ い で のVmax

お よ びKm値 はTable2に 示 し た。PCGの 加 水 分 解 率

を100と し で 表 わ す と,PC系 抗 菌 薬 の 中 で はABPC

(128),Mezlocillin(119),Piperacillin(118),Amo-

xycillin(AMPC;110)の 順 でPCG以 上 に 水 解 され る

が,Carbenicillin(CBPC;17.5)やSulbenicillin(SB-

PC;6.6)は や や 低 い 被 水 解 率 を示 し た 。penicillinase

(PCase)耐 性 半 合 成PCのCloxacillin(MCIPC)や

Oxacillin(MPIPC)は ほ と ん ど水 解 さ れ ず 極 め で 安 定 で

あ った 。Cephalosporin系 抗 菌 薬 の 中 で はCephaloridine

(CER),Cefazolin(CEZ)お よびCephalexin(CEX)に

ついで検討したが,そ の中ではCERがABPCと 同程度

に水解された。CEZとCEXは 比較的安定であった。上

記の基質特異性の点か ら,TK156株 か ら分離された β一

lactamaseは,L型PCaseに ご属するTEM型 で あろう

と推測された。

2. TK156株 か らのABPC耐 性 の脱落

TK156株 についでacridineorange処 理による薬剤

耐性の脱落を調べた成績は,Table3に 示 した。なお,

この実験には,当 初ethidiumbromideで 処理すること

に より,耐 性の脱落の有無を検討したが,耐 性の脱落は

全 く認められず,次 にacridineorangeで1回 処理した

が,耐 性の脱落は認められないので,こ のような長期間

処理の方法を採用したものである。acridineorange無

処 理で1週 間植え継いだ場合には,耐 性の脱落は認めら

れな か った が,1/2MIC濃 度のacridineorange25

μg/mlを 加えた培地で1週 間にわたっで毎 日植 え継 ぐ

と,表 の下段に示したように,約 半数のcolonyでAB-

PC耐 性の脱落が認め られた。 耐性脱落後のcolonyに

対 するABPCのMICは,感 性菌と全 く同じく,106/ml

の菌接種で0.39μg/mlで あった。

3. PlasmidDNAの 分離

TK156株 お よびTK156株 か らABPC耐 性 を脱落さ

せたTK156E株 の2株 についで,実 験方法の項に述べ

た順序に従っでPlasmidDNAを 抽 出した。得られた成

績はFig.2に 示 したが,ABPC耐 性のTK156株 では,

Fig. 1 Relative rates of hydrolysis of various R-
lactam antibiotics by penicillinase isolated from 
H. influenzae TK 156

Table 2 Kinetics for hydrolysis of several R-lactam 
antibiotics by penicillinase isolated from 
H. influenzae TK 156

Table 3 Elimination of ABPC resistance from H. 
influenzae TK 156
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核DNAと は別に明瞭なsatellite peakが 認 め られ,

plasmidDNAの 存 在が示唆され た。耐性脱落のTK

156E株 ではそれに匹敵するsatellite peakは 認められ

なかった。 また対照 としたTK117株 で もこの よ うな

satellite peakは 認められなかった。

さらに,TK156株 で見 られたsatellite peak部 分の

DNAを 電子顧微鏡によ り観 察 し,代 表的なplasmid

DNA分 子 をFig.3に 示 した。また観察したDNA分 子

の うちから無作為に20個 を選び,環 状分子 としでの大

きさを測定した。結果はTable4に 示 したが,DNA分

子 の長さは148±0.58μmで あ り,こ のDNAの 長さ

か ら推測される分子量は,1μmを2.07×106 daltonと

す ると,30.6×106daltonと 換 算された。

この実験は3回 繰返しでいるが,こ の3回 の実験にお

いで,核DNAに 対するsatelliteDNAの 割 合はほぼ同

じで,平 均2.6%で あ り,こ のことからGI肌IS等12)の

成績によるH.influenzaeの 核DNA1.66×10g dalton

を基 に,細 胞あた りのPlasmidDNAの 数を計算すると

1.4個 となった。なお,こ のABPC耐 性 を有するpla-

smidは,pTK156と 名付けた。

4. ABPC耐 性の伝達

TK156株 をdonorと し,Table1に 示 した感性菌に

NA耐 性を付加した菌をrecipientと しで,混 合培養に

よりABPC耐 性の伝達の有無を検討したが,耐 性の伝達

は成功しなかった。すなわち,filter上 での混合培養後

に,1度 菌を洗浄しで選択培地に塗布し,37℃ にで48

時 間培養した時点では,確 かに10-5程 度に菌の発育は

認めるのであるが,そ の菌をpickupし,さ らに抗菌薬

含有の選択培地にreplicateす る と,そ れ らの菌はまっ

た く発育が認められなくなっでしまった。 このような現

象は,recipientにE.coli W3104(Rifampicin耐 性),

J56(NA耐 性)お よびPseudomonas aeruginosa ML

4262を 用 いた際も同様で,一 見10-5～10-6の 頻 度で伝

達したようにも見えたが,colonyの 出 現が一様ではな

く,replicateす る と,ABPC耐 性 を獲得した と思われ

る株は1株 も認められなかった。

なお,こ の実験の 初 期 に は,recipientと し でH.

parainfluenzaeを も用いたが,H.parainfluenzaeは 液

体培地中で菌塊を形成しやす く,ま たconjugation後,

H.parainfluenzaeだ けが生えるように培地を調整しで

も,donorの 菌が培地上に発育の 悪 い 極 め で微 細 な

ccbnyと しで残っでいるため,完 全にH.parainflmnzae

だけを単離することは不可能であり,一 見耐性が伝達さ

れたように も見えるが,実 はdonorの 産生する β-lac-

tamaseに よる影響と考えられた。本実験に 舳erを 用

いたのは,何 回か実験を繰返しでも耐性の伝達が確認で

きなかったので,donorとrecipientの 接触頻度をより

高めたかったか らである。

考 察

H.influenzae感 染症に対する治療としでは,各 種抗

菌薬の抗菌力の点か ら,あ るいは薬物の毒性の面から,

ABPCが 第1選 択の薬物 としで使用されで きた。 しか

し,欧 米でABPCに 耐性を示すH.influenzaeが 分離さ

れるようにな り,と くに小児科領域で,化 膿性髄膜炎から

分離されるtypebのH.influenzaeにABPC耐 性菌が

Fig. 2 Ethidium bromide-CsC1 density gradient 

centrifugation of DNA from strains of H. 

influenzae. Cells were grown into logari- 

thmic phase in defined medium (CY medium) 

in the presence of [3H] thymidine. Radio-

active cultures were lysed and analyzed. 

separately on ehidium bromide-cell gradi- 

ents. Symbols : (•›) DNA from strain TK 

156 (ABPC resistant) ; (•œ)DNA from strain 

TK 156 E (ABPC-susceptible variant of TK 

156) . Note the change of scale between 

fractions 36 and 37 in each case.

Table 4 Contour length and estimated molecular 
weight of plasmid from ABPC-resistant H. 
infiuenzae TK 156
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見 出 され た こ とに よ り,に わ か に 注 目を 集 め 始 め た1-7).

THORNSBERRY等13)に よれ は,髄 液 や 血 液 か ら分 離 さ

れ るABPC耐 性 菌は,圧 倒 的 にtypebか 多 く,呼 吸 器

や 耳漏 か らはuntypableの 耐 性 菌 か 多い と も報 告 され

て い る。

一 方,本 邦に お い ては,ABPC耐 性 のH.influenzae

は1977年 まて は ほ とん ど問 題 と な って お らず,一 部に

耐性 菌 か 見 出 され た とい う学 会報 仏 もあ った か,そ の 菌

か確 実 に耐 性 菌 て あ る とい う。証明 は ま った くな され てい

な か った 。 事実,私 た ちは1977年 に 数 例 のH.influenzae

に よ る化 膿 竹 髄 膜 炎を 経 験 した か,起 炎 菌 は 幸い に もす

へ てtypebのABPC感 性 菌 て あ った 。 し か し,1973

年 か ら1974年 に か け て のABPC消 費 量の急 速 な 伸 ひ か

ら推 測 して も14),本 邦 にABPC耐 性 のH.influenzae

か ま った く存 在 しな い とは 考 え難 い。 そ こて 私 た ちは,

そ れ らを 明 らか に す る 目的 て,1976年 の 後 半か ら1977

年 に か け て,臨 床 材 料 か ら分離 され るH.influenzaeの

収 集 を 開 始 した 。 収 集 した 菌数 の抗 菌 薬 感 受 偶 や そ の他

の 基 礎 的 検 討 に 関 し ては,別 に 原 箸 と して 発 表の 予定 て

あ るの で,こ こで は 省 略 す る か,そ れ らの 株 の 中 に は,

新 鮮 分 離 当初 はABPCに 而控}を 示 す と思 わ れ る株 も数%

以 内 の 頻 度 て 存 在 し たか,確 認 の た め の2～3代 の 継 代

て 耐 恒 は 脱 落 し,明 らか にABPCに 安 定 した 耐 性 を 小 す

菌 株 は1株 て あ った 。 この株 は,小 児 の 急 性 気 道 感 染 症

の 患 児の 咽 頭 か ら分 離 され た 菌 で あ り,型 別 て はunty-

pableて あ っ た。

分 離 当 初ABPC耐 性 て あ って も,2～3代 の継 代 で 耐

性 を 脱 落 す る 菌 株 に つ い て の 問 題 は,い ず れ 改 め て報 名

した い と考 え て い るか,そ れ は さて お き,私 た ち か 分 離

し た 風 定 なABPC耐 性 菌 の 耐 性機 作 が,今 ま て 欧 米 の 多

くの 研 究 者 に よ って 報名 され て きた もの と,同 一 の機 構

に よ る も の な の か 否 か とい う点 に つ い て,先 つ 解 明 し た

い と考 え た の で あ る。 欧 米 で 分 離 され た 耐 性 菌 は,分 離

当 初 か ら β-lactamase産 生 能 を 有 す る こ とが 指 摘 され

て い た が7)13)15),そ の 後 の 研 究 に よ り,こ の不 話化 酵 素

の 型 は,PCasem型 に 属 す るTEM型 で あ る こ とか 明 ら

か に な って い る16)17)。私 た ち が 分 離 したABPC耐 性 菌

TK156株 に つ い て の 成 績 て も,こ の 菌 の産 生 す る β-

lactamaseは,欧 米 の そ れ ら と同 じ よ うに,基 質特 異 凶

の 点 か ら,PCaseIII型 に 属 す るTEM型 の不 盾 化 酵 素 て

あ る こ とが 明 らか に され た。

さ らに,こ のABPC耐 性 は,acrldlne orange処 理 に

よ り脱 落 す る こ とが 判 明 し,ま た このABPC耐 性 菌 と

ABPCを 脱 落 させ た菌 株 等 を用 い て のplasmldDNAの

分 離 お よび 解 析 に よ っ て,ABPC耐 性 因 子 は 分 子 量306

×106 daltonの 環 状DNA中 に 存 在 して い る こと が ほ ぼ

Fig 3 Electron micrograph of extrachromosomal DNA from H znfluenzae TK156 Bar represents 1 ,am
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証 明 され た と考 え る。 欧 米 で の 今 ま で の 報 告 に よれ ば,

ABPC耐 性 のH.influenzaeに はABPC耐 性遺 伝 子 が の

ったplasmidDNAは2種 類 あ る こ とが 判 って い る。 ひ

とつ は30×106 dalton前 後 の環 状DNAで あ り18～20),も

うひ とつ は3×106 dalton程 度 の 小 さい 環 状DNAで あ

る18)19)21)。大 きい ほ うのDNAに は,腸 内細 菌 のR因 子

上 に 存 在 す るABPC耐 性 遺 伝 子(TnA)部 位22)23)が 完 全

に 含 まれ て い る こ とが 明 らか に な って い る が,小 さい ほ

うのDNAに はTnA部 位 の1/3だ け し か含 ま れ て い な

い とい わ れ て い る18)19)。私 た ち がABPC耐 性 のTK 156

株 か ら見 出 した 環 状DNAのpTK156は,分 子 量 か ら

して 前 者 の大 きいPlasmid DNAに 属 す る もの で あ ろ う

と推 測 され る の で あ る。

た だ,彼 等 の 報 告 に あ る30×106 daltonのDNAと,

私 た ち が 見 出 した ほ ぼ 同 じ大 き さの 環 状DNAと の 相 違

は,彼 等 の そ れ は 腸 内細 菌 の場 合 と 同様 に,conjugation

に よ ってH.parainfluenzaeやE.coli,Pseudomonas

aeruginosa等 へABPC耐 性 の 伝 達 が 可 能 で あ る と報 告

して い る こ とで あ り16)20)21)24)25),私 た ち の 実 験 で は,

conjugationに よ るABPC耐 性 の 伝 達 は 成 功 しな か った

こ とで あ る。 彼 等 の 報 告 に よれ ば,conjugationに よ る

耐 性 の 伝 達 頻 度 は10-5～10-6程 度 で,必 ず し も低 い 頻

度 で は な い と い う こ とで あ るが,一 面 非 常 に 不 安 定 で あ

る ら し く,薬 剤 存 在 下 で な い と耐 性 が 脱 落 し易 い と報 告

し て い る。 そ し て,そ れ らの 報 告 を 詳 細 に 検 討 す る と,

conjugationに よ って 得 られ たABPC耐 性株 を 用 い て

は,不 活 化 酵 素 を証 明 して い る報 告 が あ る だけ で16)21),

DNAの 解 析 等 は ほ とん どの 場 合transformationに よ っ

てABPC耐 性 を獲 得 した 菌 を用 い て 行 な っ て い る。 腸 内

細 菌 の よ うに,conjugationに よ って 耐 性 が 容 易 に伝 達

す る とな れ ば,臨 床 上 に お い て も耐 性 菌 が 急 速 に増 加 す

る こ と も予 想 され,こ の 点 に つ い て は,私 た ち は 繰 返 し何

回 も検 討 を 重 ね た 。recipientに はH.parainfluenzae,

E.coli,Pseudomonas aeruginosa,さ らに はNA耐 性

を付 加 したH.influenzaeを も作 製 して 種 々の 検 討 を試

み た が,結 果 の 項 で 述 べ た とお り,実 験 は 常 に 一 見,

10-5～10-6の 頻 度 でABPC耐 性 を 伝 達 し得 る よ うに 見 え

る の で あ るが,replicateし たcolonyか らは,conju-

gationに よ っ てABPC耐 性 を 確 実 に 伝 達 す る とい う実

証 を 得 る こ とは で き なか った 。

私 た ち の 用 い たTK156株 のABPC耐 性遺 伝 子 が,30

×106 dalton前 後 のplasmid DNAに 存 在 す る と考 え ら

れ る に もか か わ らず,conjugationに よ る伝 達 が 不 可能

で あ った 点 に つ い て は,い くつ か の 推 測 が 可 能 で あ る。

ひ とつ に は 耐 性 伝 達 に 関 与 し て い る遺 伝 子 の一 部 が欠 損

し て い る 可 能 性 が 考 え られ,も うひ とつ に は,recipient

が 適 当 で なか っ た とい う こ と もあ るが,少 な く と も,

recipientに 関 して は 充 分 な 検 討 を 加 えた つ も りで あ る。

一 方
,今 まで に 欧 米 で の 報 告 に あ ったconjugationに 関

す るdataに つ い て 考 察 す る と,彼 等 はconjugationに

よ りABPC耐 性 は 伝 達 す る と し なが ら も,そ のincom-

patibilityに 関 す る 報 告 は 手 許 の 文 献 か らは 見 出 す こと

が で きず,こ の 点 に つ い て は 多 少 の 疑 問 が あ る。conju-

gationに よ るABPC耐 性 の 伝 達 の 有 無 に つ い ては,で

きれ ば さ らに 耐 性 菌 分 離株 を 加 えて 再検 討 した い と考 え

て い る。

以上,私 た ち が 本 邦 に お い て 分 離 した,ABPC耐 性の

安 定 なH.influenzaeに つ い て,そ の 耐 性 の 性 状 に つい

て,不 活 化 酵 素 やplasmidDNAの 面 な どか らそ の 特徴

を 述 べ て きた が,こ れ は お そ ら く本 邦 に おい て分 離 され

たABPC耐 性H.influenzaeに つ い て,詳 し く性 状 を調

べ た 第1報 と思 わ れ る の で,と くに 注 意 を喚 起 す る意味

もあ って 報 告 した 次 第 で あ る。 私 た ち が 分 離 したABPC

耐 性 のPlasmid DNA pTK156に つ い て 残 され た 検査

は,transformationに よ る耐 性遺 伝 子 の 伝 達 に つ いて

の 検 討 で あ るが,こ れ は 前 述 したconjugationに よ る耐

性 の 伝 達 の有 無 とあ わ せ て検 討 した い と考 えて い る。

要 約

1977年 に 帝 京 大 学 医 学 部 付 属 病 院 小 児 科 外 来 を 訪 れ

た 急 性 気 道 感 染 症 の 患 児 の 咽 頭 か ら分 離 さ れ たABPC

耐 性 のH.influenzaeTK156株 に つ い て,β-lactamase

産 生 性,plasmidDNAの 存 在 の有 無,耐 性 の 伝 達 等 を

検 討 し,考 察 を行 な った 。

1. TK156株 は,III型penicillinaseに 属 す るTEM

型 の β-lactamaseを 産 生 す る。

2. TK156株 のABPC耐 性 は,25μg/mlのacridine

orangeで1週 間 処 理 す る こ とに よ り63.9%が 脱落 し

た 。

3. TKI56株 と この 株 か ら耐 性 を 除 去 したTK156E

株 に つ い て,plasmidDNAの 解 析 を行 な っ た が,耐 性

菌 だ け にsatelliteDNAが 認 め られ,電 子顕 微 鏡 に よ り

長 さ14.8土0.58μm,分 子 量30.6×106 daltonの 環 状

DNA(pTKI56)が 確 認 さ れ た 。 従 ってTK156株 の

ABPC耐 性 は プ ラ ス ミ ド性 の もの で あ る こ とが推 測 され

た 。

4. TK156株 をdonorと し,H.influenzae,H.

parainfluenzae,E.coli,Pseudomonasaeruginosaを

recipientに した 場 合 のconjugationに よ る耐 性 伝 達 実

験 は 陰 性 結 果 に終 った 。

5. これ ら のABPC耐 性 の 性 状 に つ い て,欧 米 で の

H.influenzaeのABPC耐 性 の それ との 比較 を 文 献 的 な

考 察 の 上 か ら行 な った 。
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CHARACTERIZATION OF AN AMPICILLIN-RESISTANT STRAIN 

OF HAEMOPHILUS INFLUENZAE ISOLATED IN JAPAN 

KIMIKO UBUKATA, HIROKO TAKAHASHI and MASATOSHI KONNO 
Department of Pediatrics, School of Medicine, Teikyo University

An ampicillin-resistant strain TK 156 of Haemophilus influenzae, isolated from pharynx of a 

patient with acute respiratory infection at Teikyo University Medical School Hospital in 1977, was 

examined for the 8-lactamase production, plasmid DNA and the transferability of drug resistance, 

and attempted some discussion on these subjects. 

1. The strain TK 156 produces TEM type j9-lactamase of the group of Type III penicillinase. 

2. Ampicillin resistance of the strain TK 156 was eliminated for 63.9% of the total cells when 

treated with 25 mg/ml acridine orange for 1 week. 

3. TK 156 and TK 156 E (ampicillin-susceptible variant of TK 156) strains were examined for the 

presence or absence of plasmid DNA. The strain TK 156 contained 30.6•~106 dalton plasmid DNA, 

but TK 156 E did not contain satellite DNA. From this finding, it was strongly suggested that the 

ampicillin-resistant gene of TK 156 strain was located on plasmid. 

4. In the transfer experiment of drug resistance by conjugation with TK 156 strain as a donor 

and ampicillin-sensitive strains of H. influenzae, H. parainfluenzae, E. coli and Pseudomonas aeru-

ginosa as recipients, resistance transfer failed to take place. 

5. The aforesaid characteristics of ampicillin resistance of the strain TK 156 were compared with 

those of ampicillin resistance of H. infiuenzae reported in Western countries.


