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当検査室 にお いて過去2年 間に,喀 痰,咽 頭粘液,耳 漏 な どか ら分離 され た30株 のMoraxella

subgenus B.catarrhalisの う ち28株(93%)はpenicillinase産 生 株 で あ り,4株(13%)は

tetracycline(TC)耐 性,う ち3株 はpenicillinase陽 性,AP,TCに 対 しともに感受性株はただ1

株のみであった。

任意 に選んだpenicillinase陽 性18株 を供与菌 と しTY101(APB,TCr)株 の変異株 を受容菌 と

してpenicillinase産 生因子(APr因 子)に 関す る 接合伝達実験 を行 なった ところ,す べ ての供与

菌か ら,供 与菌 当 り10-3～10-7の 頻度 でAPr因 子 の一次,二 次伝達が認め られた。 また,4株 の

TCr耐 性株 を供 与菌 と してTC'因 子の接合伝達を行な った ところ,す べ ての供与菌株 につい て約

10-4の 頻度でTCr因 子 の伝 達が認 め られた。

AP,TC両 剤耐性株 を供 与菌 と して行 なった実験 ではAPr,TCr両 因子 が 互 いに分離 して伝達 さ

れることが認 め られた。 上記 の薬剤耐性 因子 の伝 達がPlasmidに よるものか 否か 現在検討中であ

る。

Moraxella属 の亜 属 で あ るBranhamella catarrhalis

は以前は ヒ トの上 部 気 道 に常 在 す る非 病 原 菌 と考 え られ

ていたが,松 本 ら(19811),19822))の 指 摘 以 後,本 菌 は ヒ ト

の気管支炎,髄 膜 炎,中 耳 炎 まれ に 敗 血 症 な ど さ ま ざ まの

感染症の起因菌 で あ る こ とが確 認 され て い る1～7)。また,

近年,B.catarrhalis臨 床 分 離 株 の 多 くは β-lactamase

産生株であ り2,3,5～7),本 菌 の保 持 す る β-lactamaseが

本菌特有のpenicillinase型 で あ る とい う酵 素 学 的 特 徴

棚 らかに され て い る8.9)。 しか し,本 菌 に おけ る薬 剤 耐

性因子の接合 伝 達 に つ い て の 報 告 は 極 め て乏 し い。

B.catarrhalisに お け る β-lactamase産 生 の接 合 伝

達については,KAMME et al.(1983 10),1984 11))に よ

って初めて報 告 され た が,私 ど もの 知 る範 囲 で は,そ の

後の報告は ない よ うで あ る。

私どもの検 査室 で過 去2年 間 に30株 のB.catarrhalis

が分離 され,そ の う ち28株(93%)はpenicillinase

陽性であった 。 そ れ らの うち か ら任 意 に 選 ん だ18株 を

供与菌 として,penicillinase産 生 因 子 の 接 合 伝 達 実 験

を行なった と ころ,す べ て の 供 与 菌 か ら他 のB.catar-

rhalis株 へ本 因 子 が一 次 ,二 次 伝 達 され る こ と が 確 認

された。 また,分 離株 の う ち4株(13%)はtetracycline

(TC)耐 性 であ っ た が,こ れ ら のTC耐 性 因 子 も一 次,

二次接合伝 達 す る こ と が 確 認 され た。B.catarrhalis

におけるTC耐 性 因 子 の 接 合 伝 達 に つ い て は,私 ども

の知 る限 りでは,こ れまで報 告がない。

上記の薬剤耐性因子を媒介 す る 可 能 性 の あるPlas-

midの 分離実験 は現在進 行中でまだ発表 の段階 に至 って

い ないが,こ れ までに得 られた接 合伝達 実験成績 につ い

て報告す る。

I.材 料 と 方 法

1.供 与菌株

Penicillinase産 生因子の 接合伝 達では任意 に選 ん だ

18株 のpenicillinase陽 性株を,TC耐 性因子 の伝達実

験 では4株 のTC耐 性株を供与菌 として用 いた。

2.受 容菌株

耳漏か ら分離 されたTY101株 および本菌 に由来す る

各種の変異株(Table1)を 受容菌 と して用いた。

3.受 容菌 の薬剤耐性マー カー

一 次伝 達ではrifampicin(RIF)耐 性株(MIC>500

μg/ml)を,二 次伝達 ではnalldixic acid(NA)耐 性株

(MIC 100μg/ml)を 用いた。

TCr因 子 の伝達実験 におけ る供与菌 と 受容菌 との 組

合 せは後 でその都度示す。

4.接 合伝 達実験 法

i)混 合培養 法:供 与菌(約108/ml)と 受 容 菌(約

109/ml)を 各1m1ず つ混合37。Cで2時 間培養後,適 宜

希釈 し適 当な選択薬剤(AP,0.025μg/ml;Tc,3.1μg/

ml;RIF, 25μg/ml;NA,25μg/mlの 組合せ)を 含む
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Table 1 Derivative strains obtained from a clinical isolate of B. catarrhalis, strain 

TY 101, isolated from an otorrhea of a patient with acute otitis media

Note. Abbreviations used: AP, ampicillin; TC, tetracycline; RIF, rifampicin; 

NA, nalidixic acid.

Table 2 Transfer frequencies of the penicillinase 

production in B. catarrlialis 

(Mixed culture method) 

Recipient: TY 101 APs. TCr

§ In the secondary transfer, the transconjugants 

obtained in the primary experiment were used 

as the donors.
*

Not tested.

HI寒 天 培地 を 用 い接 合伝 達菌 数 を定 量 検 定 した 。

ii) メン ブ ラ ン ・フ ィル ター 法:供 与 菌 と受 容 菌 を混

合後 直 ち に ミ リポ ア ・フ ィル タ ー(直 径2cm,ボ アサ

イズ0.3μm)で 濾過 し,フ ィル ター ・メンブランを血

液 寒天培地 上に置 き37℃ で16時 間培養す る。培養時

間後 メンブ ラン上 の培養菌 を5m1の ブイヨン中に再浮

遊 させ,適 宜希釈 し,適 当な選択薬剤 を含む寒天培地を

用 いて接合伝達菌 の定量検定 を行 なった。伝達頻度は供

与菌 当 りの接合伝達菌 の比 率で示 した。

5. 最小抑制濃度(MIC)測 定法は化学療法学会の標

準法(寒 天希釈法)に よった。

6. APr,TCr両 因子 に関す る 接合伝 達実験に お け

る,接 合伝達菌の薬剤耐性型の判別は以下 のように行な

った。TC(3.1μg/ml)を 含む選択培地上 に発育 した接

合伝達菌 については ヨー ド殿粉法で各集落 のpenicillin-

ase産 生の有無 を しらべた。一 方,AP(0.025μg/ml)を

含む選択培地上 に発 育 した集落につ いては,集 落の一部

をTC(3.1μg/ml)を 含む培 地上に塗抹 してTC耐 性の

有 無を確認 した。

7. 本論文 においては,例 えば,AP感 受性,TC耐 性

株 の薬剤耐性型 をAP8,TCrと い うように 表わす。 ま

た,penicillimse産 生因子をAPr因 子,TC耐 性因子

をTCr因 子 と呼ぶ ことにす る。

II. 成 績

1. 臨床分離B.catarrhalis株 のMIC分 布

患者検体か ら分 離 さ れ た30株 のB.catarrhalisの

AP,TCお よびcefoxitin(CFX)に 対す るMIC分 布

をFig.1に 示す。30株 中28株(93%)は ヨー ド殿粉

試験 でpenicillinase陽 性 を 示 しAP耐 性 を 示 した。
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Table 3 Comparison of the transfer frequencies of APr determinants from 

penicillinase positive clinical isolates of B. catarrhalis either to 

TY102 or to TY105 (Membrane-filter method)

*

See Table 1.

§Not tested.

Table 4 Transfer frequencies of AP r determinant from the transconjugants 
obtained in the primary transfer (Table 3) to either TY 102 or 
TY105 (Membrane-filter method)

§ Not tested.
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Fig. 1 MIC distributions of clinical isolates of B. catarrhalis

Ampicillin

Cefoxitin

Tetracycline

Broken lices indicate MICs assayed with bacterial suspensions 
of 108 cells per ml, and solid lines those with lower bacterial 
suspensions of 106 per ml. Noce that MICs of penicillinase positive 
B. catarrhalis against to ampcillin (upper right) were affected 
markedly by the inoculum doses .

Penicillinase陽 性株 の対APMIcは,試 験 菌 濃 度106/

mlで は0.05～3.1μg/ml,菌 濃 度10s/mlで は3.1～50

μg/mlの 範 囲 に分 布 し,試 験 菌濃 度 に よ り数 十 倍 の 差 を

示 した 。 これ に 対 し,CFXに 対 しては 試 験 菌 濃 度 差 に

よ る影 響 は 認 め られ ず,MICは0.2～0.4μg/mlで あ っ

た。 これ ら の 成 績 は 本菌 の 保 持 す る β-lactamaseが

penicillinase型 であ る と い うELIASSON & KAMME

(1985)8)お よびYOKOTA et al.(1986)9)の 成 績 にほ ぼ符

合 す る。

分 離 株 の うち4株 はTC耐 性 を 示 し,MICは12.5～

25μg/ml,そ の うち3株 はpenicillinase陽 性 で あ った 。

TC耐 性 株 の うち の1株,TY101株 はpenicillinase陰 性

でAPに 対 す る 感 受 性 が 高 く(MIC0.006μg/ml)APr

因 子 の受 容 菌 と して 高 い 感受 性 を示 した。

2. Penicillinase産 生 因 子 の接 台伝 達

供 与 菌:臨 床 分 離株 の うち か ら任 意 に選 ん だ18株 の

penicillinase陽 性株 を 供 与菌 と した。

受 容菌:TY102株 ～TY105株(RIFあ るい はNA

耐性 変 異株)(Table1)を 用 いた 。

成 績 をTable2,3,4に ま とめ て示 す 。 ここ にみ られ る

よ うに,受 容菌 と してTY102株,TY103株 を用 いた

場 合,混 合培 養 法 で は 一 次 伝 達 で は 供 与菌 当 り10-3～

10-7,二 次伝 達 で は10-3～10-5の 頻 度 でpenicillinase

産 生 因 子 が 接 合 伝 達 され る こ とが 確 認 さ れ た(Table

2)。

一 方 ,メ ン プ ラ ン ・フ ィル ター 法 で は伝 達 頻 度は,一

次,二 次 共 や や 高 く 供 与 菌 当 り10-3～10蝉5で あった

(Table3左 欄)。

受 容 菌 と して(TCr因 子 を 欠 く)TY104株TY105

株 を用 い,メ ン ブ ラ ン ・フ ィル ター 法 で行 な った伝 達実

験 では,伝 達 頻 度 は一 次,二 次 とも10-4～10-5の オ ーダ

-(Table3右 欄)で ,(TCr因 子 を 持 つ)TY102株
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Table 5 Transfer frequency of TCr determinant in B. catarrlialis in the primary 

and secondary conjugations (Membrane-filter method)

§Donor: TY 101 AP TCr. RIFs. NAs; Recipient: TY 105 APs TCs. RIFr 

NAs.
*

Donor: Transconjugant obtained in the primary transfer whose drug 

resistance type was APs. TCr. RIFr. NAr. 

Recipient: TY 106 APs TCs. RIFs. NAr. (see Table 1)

Table 6 Segregation of Apr and TCr determinants in double drug resistant 

strains of B. catarrhalis during conjugal transfer

Note: •˜ Artificially prepared double drug resistant strains(see Table 1).

* Double drug resistant clinical isolates.

TY103株 を受容菌 として用いた場合 の頻度10-3～10-5

(Table3左 欄)に 比べやや 低い結果が 得 られた。この こ

とは受容菌がTCr因 子 を 保持 している 場 合 にはAPr

因子の伝達頻度が高 くな ることを示 唆 す る。 ただ し,

APr因 子の二次伝達では受容菌がTCr因 子 を 持 つ か

否かは伝達頻度 にほ とん ど影響を与え な か った(Table

4)。

3. 接合伝達菌 の対APMICに ついて

上記の実験 でAP(0.025μg/ml)を 含む選択 培地上に

発育した接合伝達菌集落 はす べて ヨー ド殿粉試験陽性を

示し,それ らのAPに 対 す るMICは0.05～0.4μg/ml

の範囲に分布 していた。 また,数 個の接 合伝 達菌 につ い

て集落分離を繰 り返 した後,延 べ約2,000個 につ いて ヨ

ード殿粉法で検査 した結果
,す べ て陽性 で あ り,peni-

cillinase産生能の脱落 は認め られ なか った。このこ とは

本酵素産生因子 は接 合伝達菌内 で安定 して存在 す るこ と

を示 して い る。

受 容 菌 と して そ れ ぞ れTY104お よびTY105株 を用

い た場 合 の一 次,二 次 接 合 伝 達 菌 のAPに 対 す るMIC

の変 化 をみ た とこ ろ,接 合 伝 達 菌 のAPに 対 す る耐 性

ば 原 株 に比 べ1/2～1/4に 低下 して い る こ とが 認 め ら

れ た 。 しか し,上 に述 べ た よ うに,す べ ての 接 合菌 は

penicillinase陽 性 を示 した 。

4. TC耐 性 因 子 の 接 合伝 達

供 与菌 と し てTC耐 性 の 臨 床 分 離 株TY101株

(Table1)を 用 い,受 容 菌 と してTY104株,TY105

株(Table1)を 用 い た 接 合伝 達実 験 成 績 をTablc5に

示 す 。一 次,二 次 伝 達 とも,供 与菌 当 り約10-4の 頻 度 で

TCr因 子 の伝 達 が 認 め られ た 。 得 られ た 接 合伝 達 菌 の

Tcに 対 す るMlcは 供 与 菌(12.5μg/ml)に 比 べ1/2

に 低下 し,一 次,二 次 と も6.25μg/mlで あ った 。

5. APr・TCr両 耐 性 因 子 を 保 持 す るB.catarrhalis
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株 か らの 両 因子 の接 合 伝 達

供 与 菌:臨 床 分 離株TY15, TY24, TY36株 の ほ か

誘 導 株,TY102-7, TY102-8株(Table 1)の 計5株 を

用 いた 。

受 容 菌:TY104株(Table 1)を 用 い た。

成 績 を ま とめ てTable 6に 示 す 。 こ こに み られ る よ う

に,APr因 子 お よびTC'因 子 は,各 因子 を 単 独 で伝 達

させ た 場 合 と同 レベ ル の,そ れ ぞ れ 供 与 菌 当 り10う お

よび10轍4の 頻 度 で伝 達 され た が,TY24株 を供 与 菌 と

した場 合 を除 き,他 のす べ て の供 与菌 と受 容 菌 の組 合 せ

で 両 因 子 の分 離 伝 達 が み られ た 。 接 合伝 達菌 間 に おけ る

耐 性 因 子 の分 離 の程 度 は 供 与菌 ご とに 異 な るが,こ れ ら

の 成績 はAPr因 子 とTCr因 子 は(TY24株 を 除 き)

互 い に異 な る伝 達 性 因 子 に よ って媒 介 され る こ と を示 唆

して い る。

III.考 察

B. catarrhalisに おけ る β-lactamase産 生 因 子 の 接 合

に よ る伝 達 につ いて はKAMME et al.(198310),198411))

に よ り最 初 に 報 告 され た。 彼 らは 寒 天 ゲ ル電 気 泳 動 法 に

よ り伝 達 性 因 子 と推 定 され る2本 のextra-chromosomal

DNAバ ン ド(分 子 量 は そ れ ぞ れ2×106お よび30×106

daltons)が 得 られ た と述 べ て い る11}。 しか し,奇 妙 な こ

とに 彼 ら11}の記 載 に よれ ぼ,そ れ ら のDNA分 画 は供 与

菌 か らは 分離 され ず,か え っ て受 容 菌 か ら得 ら れ て お

り,ま た,こ れ らのDNA分 画 が 耐 性 因 子 を 伝 達 す るか

否 か の 実験 は な され て い な い。 した が って,B. catar-

rhalisに お け る β-lactamaseの 伝 達 がplasmidに よ る

も のか 否 か は 今後 に残 され て い る と考 え られ る。

B. catarrhalis株 か ら抽 出 され た β-lactamaseは 等 電

点 電 気 泳 動 法 に よ り淋菌 あ る い はHaemophilus inflmn-

zaeの β-lactamaseと は 異 な り8),ま た,そ れ がpeni-

cillinase型 で あ る こ とが 明 らか に され て い る9)。Fig. 1

に 示 した 成績 も本菌 の β-lactamaseがpenicillinase型

で あ る こ と を示 唆 して い る。

任 意 に 選 ん だ18株 のpenicillimase産 生 株 を 供 与菌 と

して行 な った接 合伝 達実 験 で は,す べ て の 試験 株 か ら

APr因 子 の一 次,二 次伝 達 が 起 る こ とが 確 認 さ れ た

(Table 2～4)。 こ の こ とは 本 菌 に おけ るpenicillinase

産 生 因 子 は,そ の すべ て では な い に して も,大 部 分 は伝

達 性 因 子 に よ って感 受 性 菌 に伝 達 され 得 る こ とを 示 して

い る。 当検 査 室 で分 離 され たB. catarrhalis株 の93%

はpenicillinase陽 性 で あ った が,こ れ らのpenicillin

耐 性 菌 はin vivoに お い て耐 性 因 子 が 伝 達 され て 生 じた

可 能 性 が あ る。

B. catarrhalisに おけ るTCr因 子 の 接 合 伝 達 に つ い

て は,私 ども の知 る限 りでは,こ れ ま で報 告 が な い 。 当

検査室 で分離 され た30株 の本菌 の うち4株(13%,す

べ て異なる患者 か ら分離)はTC耐 性 であ り,MICも

12.5～25μg/mlと かな り高い値を示 した。また,そ れ ら

の うち3株 はpenicillinase陽 性 であった。

上記 の ように,本 菌 においてはAPrお よびTCr獲

得が伝達性 因子 に よる と考 え ら れ る こ と か ら,今 後

AP,TC両 剤耐性株が臨床分離株間に増加することが予

想 され る。

私 どもが用 いたB. catarrhalis株 における上記の薬剤

耐性因子 の 伝達がplasmidに よるものか否か 現在追求

中 である。

本研究 の うちB. catarrhalisのPenicillinase産 生

因子の接合伝達につい ては昭和60年10月,第32回 日

本臨床病理学会総会(松 本)に おい て,ま たTC耐 性因

子の伝達については昭和61年3月,第59回 日本細菌学

会総会(名 古屋)に おい てそれ ぞれ発表 した。
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た,長 崎大学熱帯医学研究所内科 松本慶蔵教授 より貴

重な御教示を 受け ました。 録 して深甚 の 謝意を表しま

す。
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CONJUGAL TRANSFER OF PENICILLINASE PRODUCTION 

AND TETRACYCLINE RESISTANCE DETERMINANTS 

IN BRANHAMELLA CATARRHALIS

AYAKO TAKAHASHI, SACHIE YOMODA and YOH TANAMI 

Clinical Laboratory, Gunma University Hospital 
School of Medicine, Gunma University

The present paper describes conjugal transfer experiments where the transfer of penicillinase 

production (APr) and tetracycline resistance (TCr) determinants have been demonstrated with 
clinical isolates of Branhamella catarrhalis. 

Transfer of APr determinant from arbitrarily chosen 18 penicillinase positive B. catarrhalis strains 
to a susceptible strain of the same genus has been demonstrated, with all strains tested, in both 

primary and secondary conjugations at a frequency between 10-3 and 10-7 per donor. 
Transfer of TCr determinant from 4 TC resistant strains to a susceptible B. catarrhalis was also 

demonstrated at a frequency of 10-4 to 10-5 per donor. 
In conjugation where some double resistant strains carrying both APr and TCr determinants 

were used as the donors, segregation of these determinants among the transconjugant cells was 
observed, suggesting that these two may be mediated by different transferable factors, each other.


