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Bacteroides fragilis c clindamycin および tetracycline

耐性の伝連に関する研究

渡 辺 邦 友 ・梅 村 厚 志 ・上 野 一 恵

岐阜大学医学部附属織気性菌実験施般

(昭 和59年5月16日 受付)

臨床由来の clindamycin(CLDM),tetracycline(TC) 耐性の Bacteroides fragile,4 株か ら

CLDM,TC 感受性の β.fragilisへのCLDM,TC耐 性伝達実核を行ない,さ らに その耐性伝連に

おける Plasmidの 関与の有無およびその耐性伝連様式について検討 し次の結果を得た。

1)供 与菌4株 は,CLDM,TC耐 性の両方またはいずれか一方をフィルター交 配法 で受容菌に

伝達 した。4株 中3株 では,CLDMITC耐 性 の解離伝連が認められたが・1株 では認められず.

両薬剤耐性は常に連関して伝連された。またTCに よる供与菌の前処理は.TC耐 性伝達頻度を上

昇させた。

2)供 与菌4株 には,1.8Mdaltonか ら35.8Mdalton程 度の鰍 のPLasmid bandsが 認められ

たが,そ れら供与菌と,plasmidを 保有しない受容菌 との交配で得られた耐性伝達株のPlasmid分

析では,CLDM耐 性伝達と関連するPlasmidの 存在を証明できなかった。またplasmidを もたな

い耐性伝達株が,別 の受容菌にその耐性を伝達する現象を認めた。

3)こ れら β.fragilis間におけるCLDM,TC耐 性 の伝達は,そ の伝連にcell to cell contactが

必要であることから conjugation like process でおこっていることが強く示唆された.

著者らは,す でに,我 が国で分離され当施設に保存さ

れている clindamycin(CLDM),erythromycin(EM)

josamycin(JM) と tetracycline(TC)の すべ てに 耐 性

を示 す臨 床 材 料 由 来 のBacteroides fragilis 24株 の う

ち15株 はCLDMとTC耐 性 の両 方 ま た は いず れ か

一 方 をB.fragilisと 近 縁 のB.thetaiotumfcronへ

伝 達 で き る こ とを 報 告 した1)。 こ の 伝 達 は フィ ル ター 交

配 法 に よ っ て行 な わ れ た。 ま た15株 中2株 を用 い て行

な っ た エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドに よる耐 性 の 脱 落 の試 み は

不 成 功 に終 っ た。1981年 頃PRIVITERAら2｝ とWELCH

ら8)は そ れ ぞ れ 別 個 に フ ラン スで 分 離 され たCLDM,TC

耐 性 のB.fralgflisか らplP 410,pBF 4と 名 付 け ら

れ たCLDM耐 性 を 暗 号 し た27.2 Mdal.の 同一 の

plasmidを 分離 した。 ま たTALLYら4)は ア メ リカ で分

離 され たCLDM,TC耐 性 の 」a〃08沼3か らpBFTM

10と 名 付 け られ た 同 じ くCLDM耐 性 を暗 号 した10.3

MdaLのPlasmidを 分 離 した。 これ ら2つ のPlasmid

は いず れ も伝 達 性 であ る。 ま たMALAMYら5)とMAc-

RIMら6)は,そ れ ぞ れ 別個 にPlasmidが 関 連 し ない と

考 え られ るCLDM,TC耐 性 の接 合性 の伝 達 が あ る こ と

を 報 告 した。

著 者 らは,本 邦 で分 離 され たCLDM,TC耐 性 の β

fragflisの 耐 性 伝 達 が どの よ うな 機 構 で 行 な わ れ るか

を 明 らか に す る た めCLDM,TC耐 性 の 且 〃48ゴ'f34

株 の耐 性伝 達 をTALLYか ら 分与 さ れ たpla3midの な

いB.fragilisを 受 容 菌 と して再 検 討 した。 同時 に供与

菌 お よび その トラン シ ピエ ン トのplasmidの 分析 を行

な った 。

1. 實験材料および方法

1)使 用 菌 株:使 用 菌株 と そ の表 現 型 お よ び 由来 を

Table 1に 示 した。 これ らは ス キ ム ミ'しクを 保護 剤 とし

て-70℃ に 凍 結 保 存 され た。

2)使 用 培 地:嫌 気 性 菌 培 養 用 の 液 体 培 地 に は0.5%

Yeastextract,0.005%Hemin添 加 のBrain heart in-

fusion(BBL)(以 下BHISと 略 す),ま たはGAM broth

(ニ ッス イ)を 用 い た。 固 形 培 地 に はBHISに1.5%

に な る よ うに 寒 天 末 を 加 え たBHISAま た はGAM agar

(ニ ノス イ)を 用 い た。8.fragilis用 の 最 小 培 地(Anae-

robic minimal medium,AMMと 略 す)はVARELら

の 方 法7)に 準 じて 作 製 した 。BHS,BHSAお よびGAM

agarに は 必 要 に 応 じて 各 種 化 学療 法 剤 が,AMMに は

各 種 化 学 療 法 剤,Histidine,Arginineが 添 加 され た。

3)供 試 薬 剤:TC,CLDM,rifampicin(RFP)が 用

い られ た。 使 用 した 濃 度 は 固 形 培 地 で それ ぞれ10μgl

ml,10μg/mlお よび50μg/mlで あ っ た。TCはin-

ductionの た め に1/10～1/25MICに 相 当 す る1μg/ml
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Table 1  Bactemides fmRilis strains used and relevant properties

Clnr:100 pg/ml or more,Ter:12.5 pg/m1-25 pg/ml,

On':0.20 pg/mI or less,Tet':0.39 pg/ml or less,

Rifr.100 perni or more.His:Histidine,Arg: Arginine

AMM:Anaerobic minimal media

が液体培地中に加えられた。

4)耐 性伝達法:主 にTALLYら に より行なわれたフ

ィルター法8⊃を用いたが,液 体培地法および 軟寒天培地

法も用いられた。 フィルター法は 以下の 如 く行なわれ

た。BHISで の一夜培養菌をBHISで 約50倍 に希釈

後,さ らに3～4時 間培養を続けて得た対数増殖期の供

与菌と受容菌を1:10の 混合比で ミリポアフィルター

(Diameter40mm,Pore size 0.45μm)上 に 密着させ

た。フィルターをBHISA上 に置き20～24時 間培養 し

た。1mlのBHISま たはGAM broth中 に フィルター

を投じ,サ ーモ ミキサーで激しく混合し濃厚菌液を作製

した。0.85%NaCl加0.066Mリ ン酸緩衝液で適当に

希釈し,そ の0.1mlを 各種選択培地に塗抹培養した。

供与菌の一夜培養菌をTC 1μg/ml含 有BHISで 希釈し

て得たものについても同様に行なった。選択培地として

は供与菌,受 容菌数の算出のためにそれぞれCLDM加

BHSA,RFP加BHISAを 用 い,ト ランシピエン ト数

の算出のためにCLDM,RFP加BHISA,TC,RFP

加BHISAお よびCLDM,TC,RFP加BHISAを 用

いた。 耐性を 獲得 した受容菌で あることは,こ れらの

Histidine,Arginine要 求性を確認することにより証明 し

た。なお,伝 達頻度はCLDM加BHISA上 の集落数を

分母とし,CLDM,RFP加BHISAま たはTC,RFP

加BHISA上 の集落数を分子として表わ した。

軟寒天培地法は,50℃ に保温 したBHIS軟 寒天(寒

天含有量0.7%)4mlに フィルター法の場合と同様に調

整した供与菌液0.1mlと 受容菌液1mlを 加えよく混合

した後BHISA上 に重層 し,培 養した。20～24時 間培養

後,軟 寒天部を コンラージ棒でかきとり滅菌試験管に移

し,そ の後の操作を行なった。供与菌液 ・受容菌液 と同

時 にDNaseを100μg/m1に 加 え た 実験 も 行 な っ た。

ま た 供 与 菌 を 密 着 さ せ た フ ィル タ ー(Diameter

25mm,Pore size0.45μm)を 菌 液 を の せ た 状 態 で

BHISA上 に 置 き,さ らに その 上 に 受 容 菌 を密 着 させ た

フ ィル ター(Diameter40mm,Pore size 0.45μm)を

同 様 に菌 液 を の せ た状 態 で25mmの フ ィル ター をす っ

か りおお うよ うに 重 ね て 培 養 した場 合 に,耐 性 の 伝達 が

お こ るか 否 か も検 討 した 。

5)Plasmidの 分 析:MARsHら に よ るTriton X-100

を 用 い るminilysis法 に よ り行 な った9)。

II. 実 験 成 績

1)CLDMお よびTC耐 性 の伝 達 実 験

CLDMお よびTCに 耐性 を 示す 供 与菌B.fragihs 4

株 か ら受 容 菌B.fragilis GAI-7000ま たは7001へ の フ

ィル タ ー法 に よ るCLDMお よび,ま たはTC耐 性 の 伝

達 頻 度 と解 離 伝 達 の 有 無 をTable 2に 示 した。

B.fragilis GAI-0605で は,TCで 供 与 菌 を 前処 理 した

場合 に のみ,TC耐 性 の 伝 達 の み が10-4の 頻 度 で認 め

られ たoB.fhagilis GAI-2385,1213お よび6069で は,

供与 菌 のTCに よる前 処 理 の有 無 に か か わ らずCLDM,

TCの 耐性 伝 達 が認 め られ た。GAI-2385は,TCで 前

処 理 され た時,前 処理 され な い 時 の1,000倍 の 伝 達 頻

度 を 示 した。GAI-1213お よ びGAI-6069は,TCの

前 処 理 に よ る影 響 を ほ とん ど受 け な か った。

ま たCLDM耐 性 とTC耐 性 の 解 離 伝 達 は,GAI-

2385お よびGAI-1213で 認 め られ た が,GAI-6069で は

確認 で き なか った 。'

2)供 与 菌,受 容 菌 お よ び そ の トラ ン シ ピエ ン トの

plasmid分 析

供 与 菌4株 とそ れ らの トラ ン シ ピェ ン トのTriton X-
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Table 2 Transfer of resistance to tetracycline and clindamycin among old,

fmgilis strains

Cln: Clindamycin, Tet: Tetracycline, r: resistance

* No. of transcipient input donor cells

** No. of Clnr or Tet' progeny 100 selected progenies

100 minilysis 法による plasmid 分 析 の 結 果 は,Fig.

1,2,3に 示 し た 。

(1)  B. fragilis  GAI-0605とGAI-7001の 交 配:

Fig.1に 示す よ うに,GAI-0605に は3.7 Mdaltonの

plasmid が認められた。耐性伝達株4株 中1株 に供与菌

の plasmid が認められたが,残 りの3株 には plasmid

は認められなかった。

(2)  B. fragilis GAI-2385 と GAI-7000の 交 配:

Fig.1

1: donor; GAI-0605

2: recipient; GAI-7001

3, 4, 5, 6: cln8 tetr progeny; KW-113, KW-114,

KW-115, KW-116

Fig.2に 示す よ うに,GAI-2385に は2.6 Mdaltonの

plasmidとpBFTM10(10.3 Mdalton)よ り 大 き な

plasmidが 認 め られ た。CLDM耐 性.TC耐 性 伝 達 株の

3株 中2株 に,TC耐 性 伝達 株 の3株 中1株 に2.6M

daltonのplasmidが 認 め られ た。

Fig2

1: donor; GAI-2385

2: recipient; GAI-7000

3, 4, 5: clnr tetr progeny; KW-101, KW-102,

KW-103

6, 7, 8: cln8 tetr progeny ; KW-104, KW-105 ,
KW-106

9: control; GAI-6064

Ch: chromosomal band
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Fig,3

1 : donor ; GAI-1213 

2 : recipient ; GAI-7001 

3, 4, 5 : clnr tetr progeny ; KW-136, 137, 138 

6, 7, 8 : clns tet' progeny ; KW-139, 140, 141 

Ch : chromosomal band

(3)B.fragilis GAI-1213とGAI-7001の 交 配:

FiZ3に 示 す よ うに,GAI-1213に は2.6Mdaltonと

1.8MdaltonのPlasmidとpBFTM10よ り 大 き い

plasmidが 認 め られ た。CLDM耐 性TC耐 性 伝達 株3

株 のす ベ て に1.8MdaltonのPlasmidが,ま た そ の う

ち2株 に2.6MdaltonのPlasmidも 認 め られ た。TC

耐性 伝 達株3株 の す ベ て に1.8Mdaltonのplasmid

が,そ の うち2株 に2.6Mdaltonのplasmidも 認 め ら

れ た0

(4)B.fragilis GAI-6069とGAI-7001の 交 配

図に は示 さ なか った が,GAI-6069に は,3.7Mdalton

のplasmidとpBFTM10よ り大 き なplasmidが 認 め ら

れ た。CLDM耐 性.TC耐 性 伝 達 株 に は,時 に3.7

Mdaltonのplasmidの み が 認 め られ る の み で あ った 。

Fig.4

1 : donor ; KW-118 

2 : recipient ; GAI-7000 

3,4,5: clnr tetr progeny from KW-118 •~ GAI-

 7000 mating 

6 : donor ; KW-119 

7,8,9,10 : clnr tetr progeny from KW-119 •~ 

 GAI-7000 mating 

11 : original donor ; GAI-6069 

12 : control ; GAI-6068 

KW-118, KW-119 : clnr tetr progeny from GAI-

 6069•~GAI-7001 mating 

Ch : chromosomal band

3)8.fragiis GAI-6069のCLDMお よびTC耐 性

の 伝 達 に つ い て

CLDMとTCの 耐 性 を 常 に連 関 して受 容 菌 に伝 達 し

たGAI-6069に つ いて 二 次 伝達 の 有 無 お よび その 伝 達

のkineticsを 検 討 した。 ま た 伝 達 様 式 に つ い て も 検 討

した。

GAI-6069とGAI-7001の 交 配 で得 られ た耐 性 伝 達 株

KW-118,119,122,123お よび124の5株 はTable3

に示 す よ うに,い ず れ もそれ らのCLDM,TC耐 性 を

GAI-7000に 伝 達 す る こ とが で きた。 またFig.4に 示 し

Table 3 Transfer of resistance to tetracycline and clindamycin secondary transfer

KW-118,119,122,123 and 124: Transconjugant from GAI-6069 •~ GAI-7001 mating
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た よ うにPlasmidが 認 め られ な いCLDM・TC耐 性 の

KW-118と119とGAI-7000株 との 交配 で 得 られ た

CLDM,TC耐 性 伝連 株 にはPlasmidは 認 め られ な か っ

た 。

GAI-6069とGAI-7001と の 交 配 に お け る 耐性 伝 連 様

式 を 検 討す る ため に 以 下 の 実験 を行 な っ た。 供 ケ菌 の培

養 液(対 数 増 殖 期)を ミ リボ ア フ ィル タ ー(Poresize

0,45μm)で 炉過 し,そ の 炉液 と受 容 菌 を 混 合 した場 合

に はCLDMお よびTCの 耐 性 伝 連 は お こ らな か った。

供 与菌 体 を クロロホ ル ム で 処埋 した後,受 容 菌 と混 合 し

た 場 合 には 耐 性 の 伝 連 は お こ ら なか っ た。 液 体培 地 中 で

供 与菌 と受 容 菌 を 混 合培 餐 して も耐 性 の 伝連 は お こ ら な

か った。 軟 寒 天(寒 天0.75%)中 で 供 与菌 と受 容 菌 を 混

合培 養 した場 合,10'7と 頻 度 は 低 か った がTC・CLDM

の 耐 性 伝 達 を 認 め た。 この 交 配 で 軟 寒 天 中 にDNase

(100μg/ml)を 加 えて も,加 え な い場 合 と異 な ら ない 伝

達 頻 度 で あ った。 供 与菌 と受 容 菌 を寒 天培 地 上で ミ リボ

ア フ ィル タ ー(Pore size0.45μm)で 境 して 培 餐 した 場

合 には 耐 性 の 伝逆 は 認 め られ な か った。

III.考 捜

著者 らは,B.fragilisのCLDM・TC耐 性 の 両 方 また

は い ずれ か 一 方 が,そ の 近 縁 の 菌 種 で あ るB.thetaio-

taomicronに フ ィル ター交 配 法 に よ って伝 達 す る こ とを

報 告 した1)。 そ の時,B,fragilisGAI-0605お よびGAI-

1213を 用 いて 耐 性 の脱 落試 験 が 試 み られ たが 不 成 功 で

あ った こ とか ら,こ の 耐 性 伝 達 にPlasmidが 関 与 して い

る か 否か 不 明 の ま まで あ っ た。

そ こで 今回 は,前 回 箸 者 らが 使 用 した 菌株 の中 か ら供

与 菌 と し てB.fr08ilis GAI-0605,GAI-1213お よ び

GAI-2385を 選 び,新 規 にB,fragilisGAI-6069を 加 え

CLDM・TCの 耐 性 伝 達 に お け るPlasmidの 関 与 の 有

無 を 検索 した。GAI-0605とGAI4213は,前 回,耐 性

脱 落試 験 が 行 なわ れ た株 で あ る こ と,ま たGAI-2385と

GAI-6069は,予 備実 験 に お い て 大 きめのplasmidを 有

して い る こ とが 確 か め られ て い た こ とが,今 回 これ らの

4株 を選 択 した理 由 で あ る。

GAI-0605,GAI-1213お よびGAI-2385は,B.fragi-

lisを 受 容 菌 と した場 合 に も,前 報 の如 くB.thetaiotao-

micronを 受 容 菌 と した場 合 と同 様 にCLDM・TC耐 性

の 両 方 ま た は一 方 を 伝 達 で き た。 新 規 に 加 え たGAI-

6069もCLDM・TC耐 性 をB.fragilisに 伝達 可能 であ

った。 ま た これ ら供 与 菌 と受 容菌 との 交 配(一 次伝 達)

に よ り,耐 性 を 獲 得 した 株 は,そ れ らの 耐性 を適 当 な受

容 菌 に再 伝 達(二 次 伝 達)す る ことが で きた。

これ らの 交 配 に お け る 耐性 伝 達 様 式 をGAI-6069と

GAI-7001と の交 配 を対 象 と して 検討 した ところ ,供 与

菌 と受 容 粥 の 漏 合液 をDNageで 処 理 し ても仏 達 頻 度 が

不変 で あ る こ と,供 与菌 を ク ロ ロホル ム処 理 後 受 容 菌 と

接 触 させ て も耐性 伝 達 は 認 め られ な い こ と,供 与菌 と受

容 菌を メン ブ ラ ン フ ィル ター で境 して 平板 上 で培 養 して

も耐 性 伝 連 は 認 め られ な い こ と な どか ら,TALLYら に よ

り報告 され て い るTM2300とJC101と の 交 配 に お け

る耐 性 伝 達 と同 様 にconjugation like processに よ り耐

性 伝 達 が 行 な わ れ て い る もの と考 え られ た。

供 試 したCLDM・TC耐 性 株4株 は,TritonX-100を

川 い るminilysis法 に よるPlgsmid分 析 の結 果,い ずれ

もE.coli(V-517)のPlagmid DNAを マ ー カ ー と した

場 合,1.8Mdal.か ら35.8MdaLあ る いは そ れ 以 上

(止 確 に は 人 き さを決 定 して い な い)のplasmidを 有 し

て い る こ とが 示 され た。 しか し,こ れ ら供 与菌 とPlas-

midfreeの 受 容 菌 との 聞 の 交配 で 得 られ た耐 性 伝連 株

のPlasmid分 析 の 結 果,現 時 点 で はGAH213の もつ

1.8Mdal.のPlasmidとTC耐 性 の 関 連 性 を'1定 でき

な い ものの,そ れ 以 外 の い ず れ のPlasmidもCLDM

耐性 の 伝 達 とは 無関 係 であ る こ とが 示唆 され た。 また

GAI-1213の1。8Mda1、 のPbsmidはTCに 耐性 を示

さ な いB.fragilisに 多 く分 布 してお り(未 発 表).こ れ

ら とTC耐 性 との 関 連 性 は うす い もの と考 え られ る。

またPlasmid保 有 株GA1-6069とGAI-7001と の交

配 で 得 たPlasmidの 証 明 され な いCLDM・TC耐 性 株が

そ のCLDM・TC耐 性 をGAI-7001のi9ogenicstr3血

で あ るGAI-7000に 伝達 す る こ とが知 ろれ た。

これ ら の結 果は,わ が 国 の 感 染 症 病 巣 か ら分 離 され た

8.fragilisのCLDM・TC耐 性 の 伝達 は,既 にMALA-

MY5)お よびMAc則NA6,が 鞭告 した よ うに,Plasmidの

関 連 しな い 形式 で行 なわ れ る こ と を強 く示 唆 した。
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TRANSFERABLE RESISTANCE TO CLINDAMYCIN AND

TETRACYCLINE IN  BACTEROIDES FRAGILIS

KUNITOMO WATANABE, ATSUSHI UMEMURA and KAZUE UENO

Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University School of Medicine

Transferability of resistance to clindamycin(CLDM)and tetracycline(TC)was studied in four clini-
cal isolates of Bacteroides fragilis.Plasmids of donors and transconjugants were also analysed using
the modified Triton X-100 cleared lysate procedure.

Resistance to TC and/or CLDM was transferred from four donor strains(GAI-0605,GAI-1213,GAI-
2375 and GAI-6069) which were resistant to both CLDM and TC to a recipient strain of B.fragilis

(GAI-7001)by the filter mating procedure.Its transfer frequency was significantly elevated in two
strains(GAI-0605 andGAI-2385)and slightly elevated in the remaining strains by TC induction.
Resistance to both drugs was always transferred en bloc in one donor strain(GAI-6069).The secondary
transfer of resistance was also successful. Four donor strains contained several plasmids ranging 1.8
Mdalton to Mdalton or more.But there found no involvement of particular plasmid in transfer
of CLDM resistance.One plasmid-less transconjugant was shown to transfer its resistance to an isogenic
strain of GAI-7001.This transfer seemed to occur by conjugation since it required the cell to cell
contact of filter mating,was insensitive to DNase and was not mediated by chroloform-treated donor

cells and culture-filtrate of donor cells.


