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1983年1月 か ら同年7月 までの期間に,帝 京大学医学部附属 中検 細菌検査室で扱 った検査材料 よ

り検出され た,種 々の ア ミノ配糖体薬(AGの に耐性を示す ブ ドウ球 菌 と,本 学以外の5施 設にお

いて1983年9月 か ら同年11月 までの間に分離 されたAGs耐 性の ブ ドウ球菌 とを 研究の 対 象と

した。そ して,AGsに 対す る感受性を測定す るとともに,そ れ らの菌株 中か ら抽出 した菌株 より粗

酵素液を作製 し,ヲ ジオアイ ソ トープ ・ア ヅセイ法 と私達が作製 した抗血清を用いた 免疫学的 方法

とに よ り,AGs修 飾酵 素を検索 し,以 下に述べ るような成績 を得た。

1.上 述 したAGs耐 性菌は,そ の 薬剤耐性 バター ンか ら,3つ の グル ープに分け ることがで き

たが,そ の中の今回の酵素学的検索の対象 とした第2と 第3の グル ープに属す る菌株は.ほ ぼその

耐性 パターンか ら推 測され る通 りのAG8修 飾酵素 を産生 してい ることが 明 らかに され た。すなわ

ち,KM,GM,AMKな どに耐性の第2の グル ープの菌 は,さ らにLVDMに 射す る 感受性か ら.

LVDMに 耐性の2)-aとLVDMに 感性 の2)-blと に分け ることがで きた。2)-aに 属す る菌は・

2〃-APHと6r-AACのbifunctiona1な 活性を有す る酵素 と,3-APHと を産 生 し,2)-bに 属する

菌はbifunctiOnalな 酵素のみを共通 して 産 生 す る 菌 で あった。 第3の グル ープとしたKMと

AMKに 耐性 の菌株は,す べて4´,4"-AADの みを産生する菌であ った。

2.4´,4〃-AADを 産 生す る菌は,第2の グル ープの 中に も見出 されたが.そ れ らの 菌 は2種 以

上のAGs修 飾酵 素を産生す る菌であ った。 それ らの酵素活性は ラジ才アイソ トー プ ・ア ヮセイ法

と免疫学的方法に よって確認できた。

a4,4"-AADを 産生す る菌は,本 学附属病院 の み ならず,日 大附属駿河台病院か らの菌株中

にも高頻度に見出された。 また,そ れ らの産生菌は,北 海道,岡 山 あるいは鹿 児島地区 か らの菌株

中に も見 出された。 そ して,4′,4"-AADを 産 生す る菌 は,5aureusよ りもS.epiderrmidisに 多 く

見出され る傾 向が見られ た。

4.異 菌種間における機能を同 じくする ところのAGs修 飾酵素は,私 達 が作製 した抗 血清を

用いた免疫学的方法に よって,抗 原性 としても同一 であ ることが示唆 された。

私達は,1975年 に小児の重症 ブ ドウ球菌感染症 か ら

kanamycin耐 性 の Staphylococcus aureus(S.aureus)

を 分離1)し て以 来,本 菌 の 薬 剤 耐 性 の 動 向 に 注 圏 し,機

会 あ る ご とに そ の疫 学 的 検 索 を 進 め て きた 。 さ らに,そ

の ア ミ ノ配 糖 体 薬(AGs)に 対 す る耐 性機 構 の メ カ ニ ズム

に つ い て も,GM耐 性 菌 が 分離2)さ れ た の を 契 機 に,そ

れ らの 菌 よ り抽 出 した 酵 素 に よる 薬 剤 の 修 飾 部 位 を

nuclear magnetic resonance(NMR)に ょっ て解 析 して

い る3)。一 方,欧 米 で は比 較 的 早 く出 現 の み られ た4',4"一

ア デ ニ リル 転 移 酵 素(4',4"-AAD)を 産 生 す る と推 定 さ

れ る ブ ドウ球 菌4,5)が,最 近,私 達 の 中 検 細 菌検 査 室 で

扱 う検 査 材 料 の 中か ら分 離 され る よ うに な って きた こと

か ら,1983年1月 か ら約7か 月 間 に わ た っ て,私 達 が

扱 っ て い る臨 床 材 料 か ら 分離 され た ブ ドウ琢 菌 に つ い

て,AGsに 対 す る感 受 性 を溺 べ,そ の解 析 を 行 な った。

そ の 結 果,私 達 の病 院 で 分離 さ れ るS.agreusのAGs

に 対 す る耐 性 パ ター ンに は,大 き く分 け て3つ の タイ ブ

が あ る こ とを 見 出 した6)。 す な わ ち,第1の グル ー プは,

ka論amycinに 耐 性 を 示 す 菌 群,第2の グル ー プは,

kanamycinに 加 え てgentamicin,dlbekacin,tobra-

mycinお よ びsisomicinな どに も耐性 を 示 す のみ なら

ず,amikacinに も中 等 度 以 上 の 耐 性 を 示 す 菌 群,第3

の グル ー プは,tobramycinとamikacinに 高 度 の 耐

性,な らび にdibekacinに は 中等 度 の眠 性 を 示 す が,

gentamlcmやSlsomlcinに は感 性 で あ る菌 群 で あ る。

そ して,こ の よ うな 耐 性 パ タ ー ンの 特徴 は,コ ア グ ラー
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ゼ陰性のブ ドウ球菌(coa跡 陰性 ブ ドウ球菌)に おいて

も両様に見 られる ことも報告 してきた1)oさ らに は,こ

れらのAGs耐 性菌の申か ら,耐 性 パター ソの員なるい

くつかのS.aureusとcoag.陰 性ブ ドウ球菌 とを 遇 び

出 して,そ れぞれの薗が巌生† るAGs修 飾酵素の精製

法を確立 し,そ れに基 づいてそれぞれ の酵素に対する抗

血清を も作製 して,AGs修 飾酵素 の免疫学的 伺 一 性に

ついて も検討を行なった9)。その 給 果,ブ ドウ球菌が魔

生す るAGs修 飾酵 素には3'-リ ン酸転移酵素(3'-APH),

2"-リ ソ験転移酵素(2´-APH)と6´-ア セ チル転移酵素

(6-AAC)の 両機能 を有す る酵素,お よ び43,4"-AAD

の3つ の酵素があ ることが明 らかとなった。 そ して,ブ

ドウ球菌であれは,薗 種にかかわらず,薬 剤 の修飾部位

を同 じくす る酵素は,そ の分子 量や停電点 は同 じであ る

こと,そ して,免 疫学的に も同一 であることが示唆 され

たのである。

これ らの修飾部位を異にす る酵素は,AGsに 対 す る

耐性パターソの特徴か らも,あ る程 度推測 することは可

能であるが,し か しなが ら,そ の ような解析 は,前 述 し

た ように私達の病院における中検細 菌検査室 で分離 され

たAGs耐 性菌の中か ら選んだ少数株 につ いて検討 した

ものであ り,臨 床検査材料か ら分離 される多 くの菌株に

っいて調ぺた ものでは ない。 また,他 施設か ら分離 され

るAGs耐 性のブ ドウ球菌において も同様の成績が見 ら

れるものなのか否かを確かめ ることも必要 であった。 そ

のため,私 達は,先 に発表 した1983年 の1月 か ら7か

月間にわた って側べた ブ ドウ球菌の中から,さ らに多 く

の菌株を選 び,加 え て本邦5か 所の施設 よりAGsに 耐

性を示すブ ドウ球菌の分与を受け,そ れ ら の菌 のAGs

に対す る耐性 パターソを調ぺ ると と も に,AGs修 飾酵

素を後に述べ るラジオアイソ トー プ ・アッセイ法(ラ ジ

オ ・アッセイ法)と 抗血清を用いた免疫学的手法とを用

いて検索 し,耐 性 パター ソとの関連性について調 ぺたの

で報告す る。

I. 材 料 と 方 法

1.使 用菌 株

1)本 学附属病院 よ りの分離菌株

5aure粥 に つ い て は1983年1月 か ら 同年4月,

coag.陰 性 ブ ドウ球菌 については1983年1月 か ら同 年

7月 までの期 間中に,帝 京大学 医学部 附属病院中央検査

部細菌検査室 で扱 った臨床検査材料 より分離 され た株の

中で,後 に述 ぺる薬剤 感受性測 定方法 に従 ってAGsに

対す る感受性を調べた既報6.7)のAGs耐 性菌の中か ら,

前述 した第2の グル ープ と第3の グル ープに属す ると思

われる菌66株 を選 び,酵 素学的検索 に供 した。抽出 し

た菌株 の内訳 は,Saureusが 入院患者 由来16株,外 来

患者 由来10株,coag.陰 性 ブ ドウ球菌は入院患者 由来

24株,外 来息 者由来16株 であ る。

2)他 施設 よりの分離菌株

下記の5施 般 において1,1983年9月 か ら同年11月 ま

での期間に収集され たKanamycin(KM),genbmicin

(GM)あ るいはamlkscin(AMK)の いずれかに 耐 性

を示すS.aureusお よびcoag,陰 性 ブ ドウ球菌の分与を

受け,実 験に用いた。分与 を受けた施設は,1)旭 川医科

大学小 児科学教室(Saureus 4株,:coag.陰 性 ブ ドウ球

菌8株),2)日 本大学附属駿河台病院中央検査部細菌検

査室(Saureus 17株,coag.陰 性 ブ ドウ球菌1株),3)

川略医科大学産婦人科学 教室(S.aureus 1株,cosg.陰

性 ブ ドウ球菌9株),4)久 留米大学医学部小児科学 教室

(Saureus 3株,coag。 陰性 ブ ドウ球菌11株)お よび

5)鹿 児島市医師会 臨床検査 センター(S.aureus 21株,

coag陰 性 ブ ドウ球菌9株)の 合計84株 である。 これ

らの菌株は,後 に述べ る薬剤感受性測定法に従 って,感

受性を再度測定 し,AGsに 耐性を 示 した菌株の 中から

29株 を無作為に 抽 出 して,前 述の本学附属病院由来の

菌か ら抽出 した66株 とともに酵 素学的検討に供 した。

他施設 由来の 菌株 から 抽 出 した29株 の 内 訳 は,S

aureusが15株,S.epidermidisが14株 であ ったが,

酵素学的検討 を行 な った これ らの菌については,SP-18

(日水製薬)を 用 いて菌種の同定を行 なったものである。

2.薬 剤感受性測定方法

上述 した菌株 につ いて,日 本化学療法学会標準法9)に

従い,各 種抗生物質 に対す る感受性を測定 した。対 象 と

した被験抗生物 質 は,AGsの うち,KM,lividomycin

(LVDM),GM,dibekacin(DKB),tobramycin(TOB)

AMKの6剤,そ の 他 に,beuzylpenicUUn(PCG),

cloxacillin(MCIPC), cefazolin(CEZ),cefmetazole

(CMZ),ceftizoxime(CZX),tetracycline(TC),clindas

mycin(CLDM)で,い ずれ も,そ れ ぞ れ の 薬剤を製造

している製薬会社 よ り提供 を受けた ものである。培地は

感受性 ディスク用培地(日 水)を 使用 し,最 小発育阻止

濃度(MIC)の 測定は,被 験菌を感受性brothで37℃

18時 間培養 した菌の原液 と,そ の原液を100倍 に希釈

した菌液 とについて行 な った。

3.酵 素の抽出

被験菌株 は,GMあ るいはTOB 10μg/mlを 含 む

Tryptic Soy broth(TS broth)10ml中 に接種 し,37℃

で18時 間前培養を行ない,そ の菌液5mlを150ml

のTS broth中 に接種 して対数増殖期 の後期 まで37℃

で振盈培養を行な った。そ して,4℃,8,000r.P.m.,10

分 の 遠心 に よ り集菌 し,菌 体 を0.1M PMK buffer

{0.1M phosphate buffer,60mM KC1,10mM
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Mg(CH8COO)8・4H3O,6mM β-mercaptoethsnol.

10%glycerol pH 6,8}で 一 度洗 浄 した。 次 に,菌 体 を

5～6mlのPMK bufferに 懸 濁 し,氷 冷 しなが ら30分

2回 の超 音 波 破 砕(9KH,KUBOTA 200M)を 行 な っ

た。 破 砕 液 は,4℃,8,000r.P,m.,10分 間 の遣 心 を 行 な

い,上 清 部 分 を さ らに4℃,40,000r.p.m.,60分 遣 心

し,得 られ た 上 清 を粗 酵 素 液 と して使 用 した 。

4.酵 素活性の測定

1)ラ ジオアイ ソ トープ ・ア ッセイ法

粗酵 素液中に存在す るAGs修 飾酵素の種頬は,特 定

の標識化合物 を用 いて。その反応系に用いるAGsの 基

質特異性によって推測す ることが可能である ことか ら働,

以下の 標識 化合物を 用いた。すなわち,ア セチル 転 移

酵素の解析には[14C]-acetyl coenzymeA(14C-acetyi

CoA 2.2Ci/mmd),リ ン醸転移酵素 の 解析 に は 「γ-

ssp]-adenosine-triphosphate(γ-32P ATP 3,000Ci/

mmol)お よび アデニ リル転移酵素の 解 析に[14C]ATP

(1.0mCi/mmol)を 使用 した。瀧 測定のためのそれぞ

れ の組成は下 記のとお りである。

A. アセチル転移酵素の反応系

B.2"位 の水酸基 あるいは3'位 の水酸基の リン酸 転

移酵素の反応系

C.ア デニ リル転 移酵素の反応系

各粗酵素液 について,上 述 したすべての反応系 の検索

を実施 した。 各 々の反応液は,37℃ で60分 間incuba-

tionし た 後,ワ ッ トマ ン の 濾 紙(phosphocellulose

paper P 81)上 に20μlず つ滴下 して乾燥 させ た。続いて,

72℃ の湯水 で3回 洗浄 しなが ら酵素反応を停止 させ,次

いで冷水で4回 洗浄 した後乾燥 させ た。それ らの濾紙片

の 放射 活性 は 液体 シンチ レー ションカウンター(Aloka

LSC-700型)に よ り測定 レ コン 卜ロール(碁 質 を加

えないサ ンプル)と の"比 に よ り,そ れぞれの編験 化倉

物の薬剤への取 り込 みの有無を検討 してAGs絡 飾酵素

を推定 した。

2) 免疫掌的手法による絡飾酵素の検索

既に報告 した ように,3'-APHに 対す る抗血清{S.

aurtus MS 353(pTU 512) 株産生 の3'-APHを 用 いて

作製},6'-AACお よび2〃-APHのbifunctlonalな 機能

を有す る酵素に対す る抗血 清{S.aureus MS 353(pru

068)株 産生の酵素を用いて作製}お よび4',4.なAADに

対す る抗血清(S.aureus TK 729株 産生の4',4"-AAD

を 用いて 作製)を 使 用 して,粗 酵究液中 に 存在 す る

AGs修 飾酵素の検索をimmunodiffugion法 によ り行な

ったoimmunodiffusion用 の ゲル板(直 径5cmの シャ

一 レ を 使 用)は,Sigma agarose 0.5g,Difco agar

0.5g,お よび窒化ナ トリウム0.19を0.1Mべ ロナー

ルbuffer(pH 8.6)100mlに 溶解 した ものを5mlず つ分

注 して使用 した。 ゲル板には,中 央に抗血清を入れるた

めの φ0.5mmのwellを 作 り,さ らに その 周囲に

5mmの 幅をあけて,4個 の抗原用wellを 作製 した。抗

血 清および抗原 となる粗酵素液は,各 々30μ ずつwell

に注入 し,3日 間冷蔵庫に放置 した後,沈 降核の有無を

観察 した。

II. 結 果

1. 本学附属病院由来のAGs耐 性菌におけるAGs

修飾酵素について

本学附厩病院中検 細菌核査室 で扱 う臨床検査 材料から

分離 されたAG8耐 性の ブ ドウ球菌 より,酵 素学的検討

をす るために 選んだ66株 の 内訳 は,Table 1お よ び

Table 2に 示 したとお りであ る。

すなわ ち,S.aureusに ついては,第2の グル ープに翼

す ると考え られ るパ ター ンを示 した菌株の中か ら,入 院

患者由来10株,外 来患者 由来10株 の計20株 を無作

為に抽出 し,第3の グル ープに属す ると考え られる耐性

バ ター ンを示 した菌株は,検 索期間中に検出 し得た入院

息 者由来 の6株 全株 を抽 出 した。coag陰 性 ブ ドウ珠菌

について も,同 様 に して第2の グル ープに属する と推定

される菌株 か らは,入 院患者 由来12株,外 来患 者由来

io株 の計22株 を無作為に選び,第3の グループに属

す る と推定 され る菌株は,入 院患者由来株か ら12株,

外来息者 由来株 か ら6株 を無作為に 選んだ。 つま り,

AG8に 対 する耐性 パター ンか ら,第2の グル ープ に 属

す る と考 えられ る菌は,計298株 と多数 検出され た こと

か ら,無 作為に計42株 を選 び,第3の グル ー プに属す

る と考え られ る菌については.計32株 と検出頻 度が鷹

い ことか ら,ほ とん どの菌株 についてAGsの 修飾酵素
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Table 1  Resistance patterhs to aminoglycosides of Staphylococcus aureus isolated from clinical materials
at Teikyo University Hospital

Table 2  Resistance patterns to aminoglycosides of coagulase negative staphylococci isolated from clinical

materials at Teikyo University Hospital

を検索 した ことになる。

こ れ らのAGs耐 性菌 の うち.S.aureusに ついての

AGsに 対す る耐性 パター ンと,ラ ジオ ・ア 哩セ イ法 に

基づ くAGs修 飾酵素 との関係についての検討成績 を,

Table　3に 示す。　AGsに 対す る耐性パ ター ンか ら第2の

グループに属す ると推定 され た菌株は,そ の推 測の とお

り,確 かに2"-APHと6'-AACの 両機能を有 する酵 素

の産生が認め られ たが,そ の他に,第1の グルー プに属

す る菌 に見出され る3'-APHを も産生す る菌 と,産 生 し

ない菌 とに 大別 され た。 それ らの 菌株は,Table 3に

2)-aお よび2)-bと して示 した ように,LVDMに 対す

る感受性を調べ ることに よって区別す ることが可能であ

った。 また,こ れ らの菌の中には,さ らに,第3の グル

一 ブに属する菌が産生す る4',4"-AADを も産 生す る菌

も,少 数株ではあ るが認め られ たが,第3の グループ と

した菌が,こ の4',4"-AADの みを産 生す る菌 であるこ

とと対比 して考 えると,各 種AGsに 対す る耐性 パター

ンの意味 は,か な り明確にその菌の産 生す るAGs修 飾

酵素を反映 している もの と考え られた。

coag陰 性 ブ ドウ球菌 についての成績 を,Table 4に

示す。第2の グルー プに属する と考 え られた外来患者 由

来株の うち1株 はS.cohnii,2株 はS.haemolyticusと

同走され,そ の他の菌株はすべ てS.epidermidisで あ っ

た。 これ らの菌 にお いても菌種 に よる違 いは見 られず,

Saureusと 同様 に,第2の グル ープは2"-APHと6'-

AACの 両機 能を有 する 酵 素 と3'-APHと を 産生す る

2)-aと,2"-APHと6'-AACの 両機能を有す る酵素の

みを共通 して産 生す る2)-bと に分け ることがで きた。

そ して,こ れ らの菌株 には,さ らに,4',4"-AADを も

産生す る菌株がS.aureusよ りも 多 く認め られ,特 に

入院由来株(8/12=66.7%)で,外 来 由 来 株(2/10=

20.0%)と 比べ てそれ らの産 生菌 が多いとい う印象を受

けた。

一
方,第3の グル ー プに 属 す る 菌 は,す べ て4',4"-

AADの 産 生能 のみを 有 している ことが 明らかに され

た。

2. 本学以外の他施設より分離されたブドウ球菌にお

け るAGs耐 性 とAGs修 飾酵素について

他施設か ら分与を受けたAGs耐 性のブ ドウ球菌につ

いては再度薬剤感受性を測定 したが,AGsの いずれかの

薬剤に耐性を示 した菌株 は,S.aureus46株,S.epider-

midis 38株 であ り,そ の他の菌種に同定され たcoag.

陰性 ブ ドウ球菌はなか った。 これ らの菌株 のAGsに 対

する耐性パ ター ンは,Table 5お よびTable6に 示す。

菌株数が少な く,各 施設問の比較はできなかったが,全

体を 集計 して 眺める と,Table 5に 示 し たSaureus

では,第1の グル ープに 属す ると考 え られ るKM,

LVDM耐 性菌 は6株(13.0%)で あ り,第2の グルー

プに属する菌 は30株(65.2%)と 最 も多 く,第3の グ

ル ープに属す る菌は 日大附属駿河台病 院か ら分与を受け

た10株(21.7%)の みであ った。 これ らの菌 のAGs

に 対 す る耐性 パター ンは,本 学附属病院で 検 出された

AGs耐 性菌 の耐性パ ターンと 基本的には 差 は見 られな

か ったが,第3の グル ープに属する と考 え られ る菌が,
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Table 3 AG in Ii olzymes fruiShiphylocorel(S(ncPCUS imolitted from clinical material, at Teikyo Univ. Hospital

* Enzyme: 3'-APH=3'-phosphotransferase

2"-APH = 2"-phosphotransferase

6'-AAC = 6 '-acetyltransferase

4',4"-AAD 4',4"-adenylyltransferase

本学 と同 じ東京地区であることが注 目され た。

Table6に 示 したS.epidemidisのAGs耐 性 パター

ンも,基 本的にはS.mreusの 耐性パター ンと大差はな

か ったが,こ の菌種では,鹿 児島医師会セ ンターか ら分

与 され た1株 が第3の グループに属す ると思われ る菌で

あ った。

上述 したS.mrmsか ら 産生さ れ るAGs修 飾酵素

とAGs耐 性パ ター ンとの 関係に つ いて 調べた 結果を

Table7に 示す。 第2の グルー プに属す る被験菌株は,

すべてLVDM耐 性を含む第2の グル ープの2)-aに 属

す る菌で,2"-APHと6'-AACの 両機能を有する酵素

と,3LAPHの2種 類の酵素を産生する菌であ り,第3

の グルー プに属す ると思われ る日大附属駿河台病院由来

株は,す べて4',4"-AADを 産 生する菌で あ った。 な

お,こ れ らの菌株中には,本 学附属病院で分離 された菌

株中に見 られ たよ うな,第2の グル ープに属す る菌の中

に,4',4"-AADを も同時 に 産生す る菌は 見出されなか

った0

S.epidermidisに つ いての成績はTable8に 示す。本

学附属病院か ら検出 されたAGs耐 性菌 と同様に,第2

の グル ープに属す る菌は,LVDM耐 性 の有無に従 って

2"-APHと6'-AACの 両機能を有す る酵素の他に,さ ら

に3'-APHを も産生する菌 と産 生 しない菌,す なわち,

2)-aと2)-bと に分 ける ことができた。また,鹿 児島医

師会セ ンターか ら分与 された第3の グル ープに属すると

考え られ た菌は,4,4"-AADの みを 産 生する菌であっ

た。そ して,そ の他に,第2の グル ープに属する菌では

あ るが,旭 川医大か らの1株 と川崎医大か らの1株 に,

4',4"-AADの 産生能を も 有 して いる株のあ ることが見

出された。全体 として眺 める と,本 学で検出 されたAGs

耐性菌における酵素 と同 じ機能 を有す る酵 素を産 生する

菌が,他 施設において も認め られた こととな る。
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Table 4 AG-mcdifyingenlymes fromcoagulase negativestaphylococci  isolated from clinical materials at Teikyo
Univ.Hospital

＊ Scohnii, ＊＊ S.haemolyticus

なお,久 留米大学か らの1菌 株(No.60)で,酵 素活

性が見出せなか ったが,そ の原因は,耐 性が脱 落 しやす

く酵素の産 生量 が極端 に少ないためか,あ るいは,菌 体

膜の透過性の変化等に よる耐性菌である可能性 が考 え ら

れた。

3. 免疫学的検索方法による酵素の同一性

上述 した ラジオ ・ア ッセイ法 によるAGs修 飾酵素を

検討 した本学附属病院分離株 と他施設か ら分与された菌

株 のすベて よ り抽出 した粗酵 素液 を 用 いて,3'-APH,

6'-AACと2"-APHの 両機能を有 する酵素 および4',

4"-AADに 対 して作製 した抗血清を反応 させ,沈 降線の



18 CHEMOTHERAPY JAN. 1985

Table 5 Resistance patterns to aminoglycosides of Staphylococcus aureus isolated from clinical materials at five

hospitals other than Teikyo Univ. Hospital

Table 6 Resistance patterns to aminoglycosides of Staphylococcus epidertniflis isolated from clinical materials at five

hospitals other than Teikyo Univ. Hospital

Table 7 AG-modifying enzymes from Staphylococcus aureus isolated from clinical materials at five hospitals other

than Teikyo Univ. Hospital

有無に よ りAGs修 飾酵素の免疫学的同一性 につ いて検

索 した。その結果は,Table3,Table4,Table7お よび

Table8に 示 した ラジオ ・ア ッセイ法で得 られ た酵素活

性の有無 とすべて一致 した。その中か ら,い くつかの例

を示す。Fig.1に は4',4"-AADの 産生が明 らか にされ

た他施設 よ り分与 された菌株の成績 を示す。中心のwell

にはそれ ぞれ のAGs修 飾酵素に対す る抗血清が注 入さ

れ てお り,A,B,Cと 名付けたwellに は,そ れ らの抗血

清を作製す るた めに,抗 原 として用 いた精製 され たAGs

修飾酵 素液 を注 入 してあ る。 そ して,aのwellに は鹿

児島医師会 センターか ら分 与 され たS.epidermidis No.8

株 より得 た粗酵素液,bとcのwellに は 日大附属駿河

台病院から分与 された5.aureus No.79株 とNo.81株

か ら得た粗酵素液をそれぞれ注入 してあ る。いずれの被

験菌株 において も,4',4"-AADに 対 する 抗血清 との間

にのみ明瞭 な沈降線が形成 された。

Fig.2に は,4',4"-AADだ けではな く,そ の他の酵素

の産生 も見 られ た,旭 川医大か ら 分与 されたS.epider
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Table 8 AG•modifying enzymes from Slaphylocoems epidermidis isolated from clinical materials atfour hospitals

other than Teikyo Univ. Hospital

Fig.1 Immunodiffusion patterns of antisera to AG-modifying enzymes and enzyme

solutions extracted from KM, AMK, and TOB resistant staphylococci

I II III

I: Antiserum to 3'-APH, II: Antiserum to bifunctional enzyme of 6'-AAC and
2"-APH, III: Antiserum to 4', 4"-AAD.

A: 3'-APH III from MS 353(pTU 512), B: Bifunctional enzyme of 6'-AAC and
2"-APH from MS 353(pTU 068), C: 4', 4"-AAD from TK 729.

a: Enzyme sol. extracted from S. e pidermidis No.8 strain from Kagoshima.
b: Enzyme sol. extracted from S. aureus No.79 strain from Surugadai Hosp.,

Nippon Univ.
c: Enzyme sol. extracted from S. aureus No.81 strain from Surugadai Hosp.,

Nippon Univ.

midis No.75 株  (well: d) と川崎医大から分与された

S. epidermidis No. 44 株 (well: f) の 成績を 示 した。

welleに は.抗 原 と して 用 い た6'-AACと2''-APH

の両機能を有する酵素のみを産生する S. epidermidis の

酵素液 を対照 として注入 してあ る。 複数 のAGs修 飾酵

素を産生 している菌株で も,こ の ように明瞭な沈 降線 が

形成 され,産 生 されてい るAGs修 飾酵 素を検定 する こ

とと同時に,そ れ らの酵素の免疫学的同一性についての

確認がなされ た。

III.考 察

ブ ドウ球菌のAGs修 飾酵 素に関す る研究は,本 邦に

おける S. aureus お よび S. epidermidis の3'-APHの 解

明が始 ま りである11)。しか しなが ら,欧 米 でのGMや

TOBに 耐性を示す ブ ドウ球菌 の出現は本邦 よ りも早 く,

1970年 代には,GMに 耐性 を示す菌 には リン酸転移酵

素 とアセチル転移酵素の活性12～4),TOB耐 性の菌にはア

デニ リル転移酵素 の活性5,15)が見出 され る との 報告がな

され た。 そ して, hospital strain  16～22) としてこれ らの耐
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Fig.2 Immunodiffusion patterns of antisera to AG-modifying enzymes and enzyme

solutions extracted from AGs resistant Staphylococcus epidermidis

I II III

I: Antiserum to 3'-APH, II: Antiserum to bifunctional enzyme of 6'-AAC and
2"-APH, III: Antiserum to 4', 4"-AAD.

A: 3'-APH III from MS 353 (pTU 512), B: Bifunctional enzyme of 6'-AAC and
2"-APH from MS 353(pTU 068), C: 4', 4"-AAD from TK 729.

d: Enzyme sol. extracted from S. epidermidis No.75 strain from Asahikawa
Univ. Hosp.

e: Enzyme sol. extracted from S. epidermidis TK 307 strain from Teikyo Univ.
Hosp.

f: Enzyme sol. extracted from S. epidermidis No.44 strain from Kawasaki Univ.
Hosp.

性菌が問題 にされた ことか ら,AGsを 修飾す る 酵素の

検討に加 えて,耐 性伝達に 関す る 解析 も行な わ れ て

きた。 その中で も 注 目され た の は,S.aureusとS.

epidermidis間 における耐性 プラス ミドの相似性23,24)と

conjugationに よる耐性伝達の成績25～27,であ った。しか

しなが ら,AGs修 飾酵素の 相似性 を 直接証明す るに必

要な,前 段階 と しての酵 素の単離法につ いてはい くつか

の困難さが あ り,そ の単離を 目的 とした報告5,28)は散見

され たが,い ずれ も酵素蛋 白の精製度が充分ではな く,

免疫学的 な同一性を云々す るまでの抗血清の作製 には至

っていなか った。この ような ことを踏 まえて,私達 は既に

報 告2)した ように,欧 米に比べ約5年 程遅れてのことで

はあるが,本 邦においても,GMに 耐性を示す ブ ドウ球

菌 を臨床検査材料か ら見出 したのを機 会に,AGs修 飾酵

素 の精製法を確立 して,免 疫学的 な同一性を証 明す るた

めの研究に踏み出 したのである。 しか しなが ら,こ の研

究 の初期に対象 としたAGs耐 性菌の中か らは,KMに

耐性 を示す3'-APHを 産生する菌 と,KMとGMを 含

む大部分のAGsに 耐性 を示す2"-APHと6'-AACの

両活性の 見出 され る菌のみが 分離 され,4',4"-AADを

産生す ると推 定され る菌は,私 達 のところをも含めて本

邦 では分離 されておらず,そ の点が 欧米におけるAGs

耐性菌の相違点 とも考え られたのである。

しか しなが ら,1983年 の始め頃 よ り,本 学附属病院

の中検細菌検査室 で扱 う検査材料か ら分離 され るブ ドウ

球菌の中に,GM含 有デ ィス クの周囲には明瞭 な阻止円

が見 られるが,KMとAMKの ディス クの周囲には阻

止 円の見 られない菌株 が,稀 にではあるが見出される よ

うにな ってきたのであ る。つ ま り,臨 床検査材料か ら分

離 され るAGs耐 性菌は,日 常業務に使用 しているKM,

GMお よびAMKの3種 頬のデ ィス クに対す る感受性を

調べる ことに よ り,KMの みに耐性を示す第1グ ル ープ,

KM,GMに は耐性 を示 し,AMKに も耐性 を示すか,

あるいは感性菌に比べ て阻止 円が著 しく小 さい第2の グ

ループ,そ して上述 したKMとAMKに は耐性 を示す

がGMに は感性を示す第3の グル ープに分 けられ,そ

れ らの耐性 パターンか ら それ ぞれの 菌が産生するAGs

修飾酵素をあ る程度推 測す ることが可能である と述べで

きたのであ る6,7)。

そ して,こ の 第3の グル ープ に 属 する 菌が4',4"-

AADを 産生する菌 であることは既に報告 した とお りで

ある7,8)。1983年 の 本学附属病院 で の4',4"-AADを

産 生す る菌の 分離状況は,S.aureusで 入院 由来株中

1.0%,外 来 由来株中0%,coag.陰 性 ブ ドウ球菌で入

院 由来株中0.9%,外 来由来株中6.3%と い う成績であ

ったが,そ れ らの菌 が,い わゆるhospital strainと して

本学附属病院のみに見出され る菌 なのか,ま た,AGsに

対す る耐性パ ター ンのみか らAGs修 飾酵素を推 測 して

よいのかな どについては,ま だい くつかの問題点 も存在

していたのである。

その よ うな ことか ら,私 達 は,AGs耐 性菌か らAGs

修飾酵素を抽出 し,そ の精製法 と精製ずみのそれぞれの

酵素を単一の抗 原 とした抗血清の作製を試み,そ れ らが

ブ ドウ球菌におけるAGs修 飾酵素の有無のみな らず,

酵素の性状な らびに抗原 と しての同一性を調べ るのに有

用であ ることを見出 したのである8)。 したが って,AGs
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修飾酵素に関連 した研究において後に残 された問題 は,

私達が作製 したそれぞれのAGs修 飾酵素に対す る抗血

清が実際に分離 され る多 くの野生株におけ るAGs修 飾

酸素の検索に役立つか ど うか とい うこと,当 初の閥題提

起 としたAGsに 対す る 感受性測定値か ら読 み 取れ る

AGs耐 性パ ター ンか ら,そ の菌 の産 生す るAGs修 飾酵

素を推定す ることは本 当に妥 当なのか とい うこと,さ ら

には,も し妥当だ とす るならば,4',4'-AADを 遼生す

る菌が,本 学附属病院のみ ならず本邦に も広 く分 布 し始

めているのか とい う3点 に重点がおかれたのである。 こ

のことか ら,北 は北海道か ら,常 は鹿児島に至る 日本の

い くつかの医療施設 によ り,そ の御好意に よ りAG3耐

性菌の分与を受 け,私 達が本学附属病院で分離 した菌 と

ともに,AGsに 対す る感受性を調べ ると 同時に,多 く

のAG8耐 性菌 について,菌 を破砕 してAG8に 対す る粗

酵素を抽出 し,そ れ らの粗酵素液中に含 まれるAGs修

飾酵素の同定を ラジオ ・ア ッセイ法 と抗血清を用 いての

免疫学的手法によ り検索を行 なったのであ る。

その結果,私 達がAG8鯵 飾酵 素を精製 して作製 した

それぞれの抗血清を用 いて得 られた成績は,多 くの菌株

でラジオ ・ア ッセィ法 と完全に一致 した成 績を示 す こと

が実証 された。 また,本 研究 の 目的の一つ と した4',4'-

AADを 産生す る菌は,本 学附属病 院のみならず,日 大

附属駿河台病院では より高頻度に見出 され,し か も北海

道や鹿児島で分離 された菌株中に もそれ らの菌 を見 出す

ことができること,し か も4´,4´-AADを 産 生する菌 は.

Saumsよ りもSepidemidisに 多 く見出され るこ と,

そ して,SaumsとS.epidemzidisの ような異菌種間 に

おけるAGs修 飾酵素 であって も,抗 原 としては同一 で

あることが 明らかに されたのである。 さ らに興味 あるこ

とには,AGs耐 性菌の中には,複 数のAGs修 飾酵素 を

産生する菌が 高頻度に 見出された ことであ り,そ れ ら

は,ラ ジオ ・ア ッセイ法 と免疫 学的 手法の 両老 を 用 い

て,初 めて明確に 解 析で きた ことである。 しか し なが

ら,そ の中の3-APHの 有無については,臨 床 ではほ と

んど使用 されていないが,薬 剤感受性試験 にLVDMを

加えることで,少 な くとも第2グ ル ープ のa)と した

2'-APHと6-AACの 両機能を有す る酵素お よび3-

APHの2種 類 の酵素 を産生す る菌 であるこ とを推定す

ることは可能 であ った。

そ して,今 後,臨 床 におけ る薬剤 の使われ方 によって

は,GMに 耐性を示す ブ ドウ球菌 だけ でな く,AMKや

TOBに 耐性 を示 す4',4-AADを 産生す る菌の増加す

る可能性のあ ることが示唆 され るのであ る。

本論文の要 旨は,第32回 日本化学療法学会総会に お

いて発表 した。

稿 を終わ るに臨 み,御 撫導 を賜 った紺野昌俊教授に深

謝致 し雲す。 また,菌 株の収集に御協力いた超きま した

中央検査部細菌検査室の皆様,な らびに臨床病理 の生方

公子,山 下直子の両民に感謝 します。 貴重な菌株 を快 く

御 分与下 さい 雲した施設の諸先生に感鮒致 し重す。
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AMINOGLYCOSIDE-MODIFYING ENZYMES

IN STAPHYLOCOCCI

AKIRA,GOTOH

Department of Clinical Pathology,Teikyo University School of Medicine

Kaga 2-11-1,Itabashi-ku,Tokyo,Japan

The organisms used in the present study were staphylococci resistant to various aminoglycosides(AGs)
isolated from clinical materials handled at Bacteriological Department,Central Clinical Laboratory,
Teikyo University Hospital between January and July 1983,and that obtained through the courtesy of
five outside institutions between September and November 1983.The sensitivities to AGs of the above
strains were determined,then crude enzyme solutions were prepared from some of them.The activi-
ties of AG-modifying enzymes were assayed by radioisotope-assay and an immunological test with the
antiserum prepared by us.The results were as follows:

AGs-resistant strains could be divided into 3 groups according to their AGs resistance patterns.
Group 2 and group 3 strains,that were subjected to the present enzymological assays,were confirmed
to produce AG-modifying enzymes which roughly agreed with the prediction based on their resistance

patterns.The group 2 strains,resistant to kanam.ycin(KM),gentamicin(GM)and amikacin(AMK),
could be divided into 2 subgroups according to their sensitivity to lividomycin(LVDM).LVDM-resis-
tant strains classified into 2-a produced a 3'-phosphotransferase in addition to a bifunctional enzyme
acting as 2"-phosphotransferase and 6'-acetyltransferase,while all the 2-b strains sensitive to LVDM

produced a bifunctional enzyme alone.Group 3 strains,resistant to KM and AMK,all produced a
4',4"-adenylyltransferase(4',4"-AAD).

4',4-"ADD-producing staphylococci were found in group 2 and such strains all produced two or more
AG-modifying enzymes. Their enzyme activities were confirmed by radioisotope-assay and immunolo-

gical test.4',4"-AAD-producing staphylococci were also detected with a high frequency from AGs-
resistant strains isolated from patients at the Surugadai Hospital,Nippon University School of Medi-
cine.In addition, they were found among strains from Hokkaido, Okayama and Kagoshima areas.
4',4"-AAD-producing strains tended to be detected more frequently in S.epidermidis than in S.au-
reus.The functionally identical AG-modifying enzymes each produced by a different species of staph-

ylococci were suggested to be immunologically identical with each other.


