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本 月で 分 離 され た ゲ ン タ マ イシ ン耐 性 の 黄 色 ブ ドウ球 菌 に つ い て

第2編 ゲンタマ イシン耐性の黄色ブ ドウ球菌から誘発したファージによる楽剤耐性の導入とブラ

スミドの解折

生 方 公 子 ・紺 野 昌 俊

帝京人学医学部臨床病理

(昭和56年7月30日 受付

1.臨 床 検 査材日 よ り分 雌 され たgcntamicin(GM)耐性 の 黄色 ブ ドウ球 菌の 中 か らTK5553

株を 選 び,そ の 菌 よ り誘 発 した フ ァー ジ液 を川 い て 薬 剤 耐 性 の導入 を試 み た。 そ の結 果,penicilin

G(PCG)-erythromycin(EM)-kanmamycin(KM)GM耐 性 の連 関 導 入が認 め られ た。 また,薬 剤

耐 性 の 除 去 実験 に おい て も,そ れ らの耐 性 は 同時 に 脱 落 した。 この 耐 性 型 を示 す導 入 株 よ りプ ラス

ミ ドDNAを 分 離 し,電 子顕 微鏡 で観 察 したと ころ,分子量32.1×106daltonの 環 状DNAが 見

出 され た 。PCG-EM-KM-GM耐 性 が 支配 され る この ゾ ラ ス ミドは,pTU053と 呼 称 す る こと と

した。

2.TK5568株 よ り誘 発 した フ ァー ジ液 を用 い た導 入 実 験 で は,KMあ る いはGM含 有の 選 択

培地 上 か らはKNIとGMに 同時 に耐 性 を 示 す 集 落 と,PCG-EM-KMに 耐性 を示 す集 落 とが得 ら

れ た 。KM-GM耐 性 が 芝配 され る プ ラス ミ ドは,36.2×106daltonの 環 状DNA(pTU068)で あ

った 。

3.プ ラ ス ミ ドpTU512(PCG-EM-KM耐 性)とpTU053と のHeteroduplex法に よ るDNA

の 相 同性 に 関 す る 実験 的 解 析 て は,pTU053のDNA鎖 の92,9%がpTU512と同 一塩 基 配 列 を

して い る こ とが 示 され た。 しか しな が ら,ご くわ ず か て は あ る が,pTU512のDNA鎖 の方 にpTU

053と は 非 相 同 の部 分 か あ る こ とも見 出 され た。

グ ラ ム陰 性 桿 菌 に おけ る ア ミノ グ リコ ン ド 系(AGS)

抗 生 物質 の耐 性 機構 に関 して は,既 に 多 数 の研 究 報 告 が

な され て い るが,グ ラム陽 性 球 菌 のそ れ らに 関 す る報 告

は そ れ ほ ど多 い もの では な く,ま た そ の多 くは,菌 体 よ

り抽 出 した酵 素 に よるAGs抗 生 物 質 の修 飾 機構 に関 す

る もの で あ り,GM耐 性 の伝 達 に つ い て検 討 した成 績 は

以 外 に少 な い1～2)。 しか も,そ れ ら の伝 達 実 験 に は,す

ベ て タ イ ピ ン グ フ ァー ジが 用 い られ てい る。

上 述 の こ とか ら,著 者 らは 第1編 で報 告 したGM耐

性 の黄 色 ブ ドウ球 菌 を用 い,mitomycinC(MMC)に

よっ て溶 原 フ ァー ジの誘 発 を 行 な い,そ の フ ァー ジ液 を

用 い てGM感 性 菌 へ の薬 剤 耐 性 の導 入 を 試 み た。 また

GM耐 性 が導 入 され た株 よ りプ ラス ミ ドDNAの 単 離 を

行 な い,そ の プ ラス ミ ドDNAの 分子 量 な どに つ い て,

若 干 の解 析 を 行 な った ので報 告 す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用菌 株

第1編 で報 告 を したGM耐 性 黄 色 ブ ドウ球 菌 の 中 か

ら,そ の菌 か ら得 た フ ァー ジ液 に よ ってGM耐 性 の 導 入

が 可 能 で あ ったTK5553株{PCG,tetracycline(TC),

chloramphenicol(CP),EM,KMお よびGM耐 性;

フ ァー ジ型81;フ ロフ ァー ジ型80/81}な ら び にTK

5568株(PCG,TC,EM,KMお よ びGM耐 性;フ ァ

ー ジ型81;プ ロ フ アー ジ型80/81をdonorと した。

recipientに はKM耐 性 の 導 入実 験 に 際 して 用 い た既

報8)のMS353株(フ ァー ジ型52、52A/80/81)を 使用

した 。な お,後 述 す ろHeteroduplex法 に よ るDNAの

解 析 に あ た っ ては,PCG,EMお よびKM耐 性が連関

導 入 され て い るMS353(pTU512)株 を使 用 した。

2. 薬 剤 耐 性 の 導 入

donorと したTK5553株 お よびTK5568株 は,あ

らか しめ37Cで 一 夜 前 培 養 し,そ の 菌 液0.5mlを9

mlのheart infusion broth(HI broth,日 水)に 接種

して,37℃ で2時 間 培 養 を行 な い,MMC(協 和醸酵工

業 よ り分 与)を 最 終 濃 度 が1μg/mlと な る よ うに 添 加

し,1時 間 作用 させ た 。 そ の 後,被 験 菌 はHI brotM

1回 洗浄 した後,新 しいHI broth 10 ml中 に移 し,さ

らに37℃ で4時 間 培 養 した 。 次 い で ,10,000rpmで

10分 間 遠 心 を 行 な って 上 清 を 採 取 し,口 径0.45μmの

ミリポ ア フ ィル タ ーを 通 して 無 菌 フ ァ ー ジ液 を 作 製 し
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た。 な お,フ ァ ー ジ 液 の 力 価 は ― 応 の 口 安 と し て,

recipient MS 353株 を用 いて,重 層 法 に よ り測定 した値

で表 現 す る こ と と した。 上 述 の フ ァー ジ液 とrecipient

MS353株 を 感 染 多重 度(MOI)が1以 下 に な る よ うに

混 合 し,30℃ で30分 間 静 置 した 後,集 菌 してHI broth

で3回 洗 浄後,選 択 培 地(PCG:1μg/ml,TC:10μg/

ml,CP:5μg/ml,EM:2μg/ml,KM:20μg/ml,

GM:10μg/mlを 各 々含 有 す るHI agarを 使 用)に 塗

抹 した。 そ して,37℃ で24時 間 培 養後 に,選 択培 地 上

に 生 した 集落 を 釣 菌 して,数 回 選 択 培 地 上に 継 代 培 養 し

た後,薬 剤感 受 性 を 測定 した。

3. 薬 剤耐 性 の除 去

HI brothに37℃ で18時 間 培 養 した 菌 を,ethydlum

bromide(EB,Sigma)を625～12.5μg/ml含 有 す る

HIbrothに 接種 し,44℃ で3日 間 培 養 を 行 な った 。 同

一条 件 で3代 継 代培 養 した後,被 験 菌 を103/mlに な る

よ うに希 釈 してHI agar上 に塗 抹 し,37℃ で 一 夜 培 養

した 。そ して,発 育 した 集 落 を2)の 項 に 記 載 した 薬 剤

含有 の培 地 と,薬 剤 を 含 有 しな い培 地 に同 時 に 画 線 塗抹

し,そ の 培地 上 で の 発 育 の 有 無 の対 比 か ら,薬 剤 耐 性 の

脱 落 の有 無 を調 べ た 。 耐 性 の脱 落 した と思 わ れ る集 落 に

つ い ては,再 度HI agar上 で 継 代 培 養 した 後,寒 天 平

板 希釈 法 に よ り正 確 に そ のMICを 測 定 した 。

4.プ ラス ミ ドDNAの 分 離 と電 子 顕 微 鏡 に よる観 察

2)の 方 法 に よ りrecipient MS 353株 へGM耐 性

が 導入 され た 株MS353(pTU053,PCG-EM-KM-GM

耐性)とMS353(pTU068,KM-GM耐 性)に つ い

て,DNAの 解 析 を行 な った 。DNAの 分 離 は 既 に 報

告3)し た方 法 に 準 じて い る が,溶 菌 に はlysostaphin

(Sigma)を 最 終 濃 度 が50μg/mlに な る よ うに加 え て

行 な った。satellite DNAの ピ ー クが認 め られ た もの に

つ い ては,電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察用 の試 料 を 山岸4)の 方

法 に準 じて作 製 し,日 立12U型 電 子顕 微鏡 で 観 察 お よ

び撮 影 を行 な った 。 な お,プ ラス ミ ドDNAの 分 子 量

は,DNAの1μmを2.07×106daltonと して 計 算 し

た5)。

5.Heteroduplex法

プ ラ ス ミ ドDNAの 相 同性 につ い ては,DAVIS6)お よ

びSHARP7)ら のHcteroduplex法 に 準 じて 行 なっ た。

pTu053とpTU512のDNAを,各 々20μl(1μgd/

mlのDNA含 有)ず つ と,0.2M ethylenediamine-

tetraaceate(EDTA,pll8.5)を20μl混 合 し,1N

のNaOHを 加 えて 室 に7分 間 放 置 してDNAを 変 性

させ た 。 次 い で,1MのTrizma-HCl20μlと0.2M

EDTAを100μl加 え て 中 和 させ た後,透 折 チュ ー ブに

入 れ て,下 記の 透 析 液 中 て2時 間 室 温 に て)透析 し,DNA

の 再結 合 を 行 な った。

透 析液

ホ ル ム ア ミ ド 70ml

1 M Tris・HCl-0,1 M EDTA(pH8.5) 10ml

4 M NaCl 6.2ml

蒸 留 水 13.8mI

計 100ml

続 いて,下 記 の反 応 停 止 液 中 に移 し,4℃ で2時 間 透

析 した 。

反 応 停 止液

ホ ル ム ア ミ ド 50ml

1 M Trls・HCl-0.1M EDTA(pH8.5) 10ml

蒸 留 水 40ml

計 100ml

上 述 の操 作 で得 られ たDNA液 は,前 項 の 電 子 顕 微

鏡 用 試料 作 製 方 法 と同 様 に して メ ッシ ュ上 に 展 開 し,

uranyl acetateに よるpositlve染 色 後,白 金 パ ラ ジ ウ

ム に よる蒸 着 を 行 な った後,電 子 顕 微鏡 に よる観 察 を 行

な った。

II. 結 果

1. 薬 剤 耐 性 の 伝達 な らび に 除 去

TK5553株 をdonorと し,recipientMS353株 へ

薬 剤 耐 性 の 導 入 を 行 な っ た際 の 実 験成 績 はTable1に 示

Table 1 Transduction from strain TK 5553 to strain MS 353 
Resistance pattern: (PC, TC, CP, EM, KM, GM), Phage type: 81, Prophage type: 80/81
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Table 2 Transduction from strain TK 5568 to strain MS 353 
Resistance pattern: (PC, TC, EM, KM, GM), Phage type: 81, Prophage type; 80/81

Table 3 Ebmination of drug resistancc from strain TK 5553 and TN 5568 after growth at 44•Ž with 

etiridium bromide

Table 4 Minimal inhibitory concentrations of aminoglycoside antibiotics against Staphylococcus aureus 

studied

す。KMあ るいはGM含 有の選択培地上に発育 した集

落は,す べてPCG,EM,KMお よびGMに 同時に耐

性を示 し,こ の耐性型の導入頻度は1.4～2.3×10-8で

あ った。EM含 有の選択培地上に発育した集落は,上 述

した耐性型を示す集落が約1/3で あ り,残 りの約2/3は

EMの みに耐性を示す集落であった。それらを含めての

EM耐 性の導入頻度は,1.4×10-7で あった。その他に

は,TC単 独耐性の導入が1.0×10-7,CP単 独耐性の

導入が2.0×10-8の 頻度で認められたが,TCとCPの

連 関導入,あ るいはその他の薬剤耐性 との連関導入は認

められなかった。

TK5568株 か らMS353株 への薬剤耐性の導入に関

する成績はTable2に 示す。GMを 含有させた選択培地

上に発育した集落は,KMとGMに 同時に耐性を示し,

その導入頻度は4.9×10-7で あった。一方,KMを 含有

させた選択培地上に発育した集落の中には,KMとGM

に 同時に耐性を示す集落が95.7%と 大部分を占めてい

たが,ご くわずかながらGM耐 性を含まず,PCG,EM

お よびKMに 同時に耐性を示す集落が43%認 められ

た。EMを 含有させた培地上 に は,KM含 有培地上で

43%に み られたもの と同一 つ耐性型を示 す 集落 と,

EMの みに耐性を示す集落 とが,ほ ぼ同頻度で認められ

た。EM耐 性の導入頻度は8.2×10-8で あ った。TC含

有の選択培地上に発育 した集落は,す ベてTC単 独耐性

であ り,そ の耐性導入頻度は6.8×10-8程 度であった。

この際にも,TCと 連関 して他の薬剤耐性が導入された

集落は見出されなかった。

EBと 温度処理の併用によるTK5553株 とTK5568

株か らの薬剤耐性の除去実験についての成績は,Table

3に 示 したが,前 者の株では調ベた500集 落中,468集

落(93.6%)に おいて,PCG,EM,KMお よびGM耐

性 の脱落が同時に認められた。後者のTK5568株 では,

調 ベた732集 落 中,GM耐 性の脱落 した集落が9集 落

(1.2%)認 められ,PCGとEMの 耐性が同時に脱落し
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Fig, 1 EB-CsCl ultracentrifugation of the DNA
from strain MS 353(pTU 053) labeled with

[3H] thymidine
Cells were grown into logarithmic phase

in defined medium(CY medium) in the

presence of [3H]thymidine. Radioactive
cultures were lysed and analyzed separately
on ethidium bromide-cell gradients. Note
the change of scale between fraction 31

た 集落 が448集 落(61.2%),そ の 他 にPCGの み が単

独 で脱 落 した 集 落 が137集 落(18.7%)認 め られ た。

上 記 の爽 験 成 繊 か ら,TK5553株 よ りPCG,EM,KM

お よびGMの 耐性 が連 関 導 入 され た株 はMS353(pTU

053),TK5568株 か らKMとGMの 耐性 が 導 人 され た

株 はMS353(pTU068)と 呼 称 す る こ とに した。 ま た,

TK5568株 か らPCG,EMお よびKMの 導 入 され た株

は,MS353(pTU069)と した 。 これ1らのtransductant

とそ のdonorな らびにMS353(pTU512)株 の 各 種

AGs抗 生 物 質 に対 す る感 受 性 は,Table4に 示 した通 り

で あ る が,そ れ ぞれ の 株 に よ って,耐 性 を 示 す薬 剤 が若

干 異 な って い た。

2.プ ラス ミ ドDNAの 解 析

GM耐 性 の 導 入 され たMS353(pTU053)株 と,MS

353(pTU068)株 に つ い て,[3H]-thymidineに よ る

DNAの 標 識 を 行 な い,溶 菌 操 作後 超 遠 心 に よ っ て 核

DNAと プ ラス ミ ドDNAを 単離 した 。 得 られ た成 績 の

うち,MS353(pTUO53)に つ い て の成 績 をFig.1に

示 した が,核DNAと は 別 に 明 瞭 なsatellite DNAが

認 め られ た。 また,そ の部 分 を 電 子顕 微鏡 下 に 観 察 す る

と,pTU053はFig.2に 示 した よ うに,比 較 的 大 きな

環 状DNAが 見 出 され た。MS353(pTU068)に お い

Fig. 2 Electron micrograph of open circular DNA from MS 353 (pTU 053)
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Table 5 Contour length  and estimated molecular

weight of plasmid pTU 053 and pTU 088

* S. D.: Standard deviation

" ** Molecular weight of the plasmid were cal-

culated by assuming 1 ƒÊm of DNA to be

equivalent to 2.07 •~ 106 daltons

て も 明瞭 なsatemteDNAが 認め られ,電 子 甑 微鏡 下

で もMS353(pTU053)と 同様 の プ ラ ス ミ ドDNAの

存在 が確 認 され た。 それ らのDNA分 子 の 中 か らよ それ

ぞれ20個 を 無 作為 に 選 び,環 状分 子 と して の 大 き さを測

定 した。 そ の 結 果 はTable5に 示 した が,pTU053が

15.5±1.04μmの 大 き さで あ り,こ の 長 さか ら推 測 さ

れ る分 子量 は32.1×106daltonで あ った 。 また,pTU

068で はDNAの 大 き さは17.5±1.21μmで あ り,分

子 量 は36.2×106daltonと 計 算 され た 。

3回 の繰 り返 し実験 に よる核DNAに 対 す る プ ラス ミ

ドDNAの 割 合 は,pTU053が 平 均5.3%,pTU068

で 平 均1.7%で あ った。GILLISら40の 報 告 に よる箕色 ブ

ドウ球 菌 の 核DNA3×109daltonを 基 に,両 ブラスミ

ドの 細 胞 当 りの 個数 を 算 出 す る と,pTU053が5個,

pTU068が3個程 度 と計 算 され た｡

3.Heleroduplex法 に よ る ゾ ラ スミ ドpTU053と

pTU512の 解 析

GM耐 性 遺 伝子 を 含 むpTUO53(PCG-EM-KM-GM

耐 性)と 含 まな いpTU512(PCG-EM-KM耐 性)を 茸

それ ぞれ 等 量 ず つ 混 合 し,方 法 の5)項 に 従 って,DM

の アル カ リ処 理 に よ る変 性,再結 合 を 行 な い,得 られた

DNAに つ い て電 子 顕 微鏡 下 でのDNAの2本 鎖 部分と

1本 鎖部 分 に つ い て の 解 析 を 行 な った。Fig.3に 示 した

よ うに,pTU053(15,5μm)とpTU512(14,4μm)

のDNA鎖 は,92.9%の 鶴分 が 同 一塩 基配 列 を してい

るが,矢 印 で 示 したaか らbの3.5%の 部分 に お いて,

pTU512のDNA鎖 にpTU053と は 異 な った 塩基配

列 部 分 の あ る ことが 認 め られ た。

III.考 察

黄 色 ブ ドウ球 菌 に お け るGM耐 性 の 導 入に関 す る綴

告 は既 に い くつか 散 見 され るが1,2,9,10),そ の 中 では1978

年 にVOGELら2,に よ って な され た報 告 中 に 多 少詳 し い

Fig. 3 Electron micrograph of heteroduplex pTU 512 and pTU 053. Aloms a and b are the junctions

of duplex DNA with single stranded DNA. Bar = 1 ƒÊm •~ 52,800
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記載がみられる。すなわち,彼 らはタイピングフアージ

の53を 用いてGM耐 性の導入実験を試み て い るが,

donorと す る株がファージ型III群あ るいはIII群を含む

混合群の場合 に は,recipientに も同一のファージ型の

株を用いた方が導入頻度が高 く,そ の頻度は5×10-6～

4×10-8程 度であったと述ベている。 しかしながら,そ

れらの報告中には臨床材料から分離 したGM耐 性の黄

色ブドウ球菌をdonorと して用いた成績はみられず,

GM耐 性菌か ら溶原ファージを誘発 してGM感 性菌

への薬剤耐性の導入を試み,そ の詳細について述べたの

は,恐 らくこの報告が最初であろうと思われる。

この実験におけるGM耐 性の導入頻度は,TK5553

株で14～23×10-8,TK5568株 で4.3～4.9×10-7程

度であったが,ブ ドウ球菌の溶原ファージによる薬剤耐

性の導入頻度としてはそれほど低い成績てはなかった。

その中で最も注目されたのは,TK5553株 か らMS353

株への耐性導入で,PCG,EM,KMお よびGMの 連 関

導入がみられたことである。そして,そ れらの耐性遺伝

子がひとつのプラスミド上に存在していることは,薬 剤

耐性の除去実験あるいは電子顕微鏡によるプ ラ ス ミ ド

DNAの 解析などによっても明らかにてきたと考えてい

る。

既に報告のみられる黄色ブ ドウ球菌のGM耐 性の多

くは,薬 剤耐性の除去実験2,11,12)やその耐性型9,11,13)か

ら推測すると,薬 剤耐性に関 してはAGs抗 生物質耐性

遺伝子のみが存在 しているプラス ミドによって支配され

ているものが多いと思 わ れ,TK5568株 に見出された

pTU068が その大きさは異なるもの の,そ れらに近い

ものであろうと推察された。このことは,今 までに報告

されているGM耐 性を支配するプラス ミドの大きさか

らも推測できよう。すなわち,VOGELら2)は プラスミド

の大きさを11×106dalton(35S),LEGOFFICら14)は

27×106dalton(1.4μm)お よびWooDら12)は50S

と報告し,い ずれのプラス ミドもそれほど大 き くは な

く,著 者らが見出した2つ のプラス ミドは黄色ブ ドウ球

菌のプラスミドの中では大きい方に属するものである。

いずれにしても,著 者らが分離 したプラスミドが欧米

のそれらに比較して大 きいこと,そ れに加えて多種類の

薬剤耐性の連関がみられたことは,か つてのKM耐 性に

関するプラスミドの違いにその端緒があるものと考えら

れる。すなわち,1976年 当 時,著 者ら15)が小児の重症

ブドウ球菌感染症の病巣より分離 した黄色ブ ドウ球 菌

(PCG,TC,CP,EM,KM耐 性)は,す べてPCG-EM-

KM耐 性 を支配するプラスミドを保有していることが推

定された。そして,そ の うちの1株 について詳細に検討

した結果明らかにされたのがpTU512(PCG-EM-KM

耐性)と 呼称したプラス ミドであ り,29,8×106dalton

の大 きなプラスミドであった3)。 一方,欧 米におけるそ

れは大きさの点でもかなりの相違があり,そ れによって

支配されている薬剤耐性はKMの みてあった16,17)。

上述したようなことから,今 回検川されたGM耐性が

支配されるpTU053の 出現 した背景を推察 す るた め

に,pTU512とpTU053のDNAの 相同性を検討 し,

その関連性を追求したものである。得られた成 績 か ら

は,2つ のプラスミドはごくわずかの1)NA鎖 部分が非

相同である以外は完全に相同であることが見川 され た

が,こ の事実 はpTU053は かつてのPTU512にGM

耐性を支配する遺伝子がさらに組み込 まれたものである

可能性を示唆している。この詳細については,第3編 で

報告するAGs抗 生物質の耐性機構の成績,と併せて,さ

らに第3編 で考察 したいと考えている。

いずれにしても,こ のような特徴を有する耐性菌出現

の背景には,欧 米と本邦における医療制度の相違による

抗生物質の使用頻度あるいは使用量の違いが強く反映 さ

れていることが想像 される。
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GENTAMICIN RESISTANCE IN 

STAPHYLOCOCCUS AULEUS ISOLATED IN JAPAN

PART2:  TRANSDUCTION OF DRUG RESISTANCE BY PHAGE LYSATE AND ANALYSIS OF 

PLASMID FROM GENTAMICIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS

KIMIKO UBUKATA and MASATOSHI KONNO 

Department of Clinical Pathology, School of Medicine, Teikyo University

For the transduction of drug resistance, strains TK 5553 and TIC 5568 were selected from gentamicin 

(GM)-resistant Staphylococcus aureus as donor. Strain MS 353 which has already been shown to lack 

plasmid deoxyribonucleic acid(DNA), was used as a recipient. Transduction experiments were per-

formed by the phage lysate induced from donor strain with mitomycin C. Analysis of plasmid DNA 

was attempted to the resulting GM-resistant transductants. 

The results were as follows: 

1. In the transduction experiments by use of the phage lysate induced from strain TK 5553, resis-

tance to penicillin G(PCG), erythromycin(EM), kanamycin(KM) and GM was always transduced 

to recipient strain simultaneously, and the transduction frequency was 1.4•`2.3•~10-8. It was also 

found that the quadruple drug resistance was jointly eliminated by the treatment with ethidium bro-

mide. Moreover, a single class of plasmid DNA was isolated from a transductant and found to be 

32.1•~106 daltons in molecular weight. From the above findings, it was strongly suggested that PCG-

EM-KM-GM resistance was located on a single plasmid(named pTU 053). 

2. In the transduction experiments by use of the phage lysate induced from strain TK 5568, tran-

sductants obtained from selective plates containing KM or GM could be classified into two resistant 

types: PCG-EM-KM resistance, KM-GM resistance. The transduction frequency of KM-GM resistance 

was about 4.9•~10-7, and the plasmid DNA was 36.2•~106 daltons(named pTU 068). 

3. In heteroduplex experiments of two DNA's pTU 512(PCG-EM-KM resistance) and pTU 053 

(PCG-EM-KM-GM resistance), 92.9% of pTU 053 DNA was found to be homologous with pTU 512 

DNA.


