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臨床分離ス トレプトマイシン(SM)耐 性株のSM不 活化酵素活性測定には,粗 酵素液を用いた

アミノグリコシド(AG)修 飾酵素活性測定法が用いられている。 本研究では,AG-3〃-フ ォスフォ

トランスフェラーゼ[APH(3")]産 生菌Pseecdomonas aeruginosa(P.aeruginosa)K-Ps94株

を用いて生菌によるSM不 活化酵素の測定を可能 としたことについて述べる。また,本 反応を利用

したSM不 活化酵素活性簡便測定法の至適条件の検討 を 行なった結果,そ の反応pHは7.8～

8.4,ATP濃 度は32mMで あ り,反 応温度は45℃ であった。さらに,本 簡便法を臨床分離SM

耐性P.aeruginosaに 適用 したところ,APH産 生株に対 して本法が有用 であることが 実証 され

た。

臨床分離株 におけ る ア ミノ グ リコ シ ド(AG)耐 性 機

構の一つとしてAG不 活 化 酵 素 に よ るAG不 活 化 が知

られている1,2)。1965年 にR因 子 を もつ4剤(ク ロ ラ ム

フェニコール(CP),テ トラサ イ ク リン,ジ ヒ ドロ ス ト

レプトマイシ ン(DSM) ,サ ル フ ァ剤),耐 性 大 腸 菌 の

細胞抽出液中にDSM不 活 化 酵 素 活 性3)が 発 見 さ れ て

以来,現 在まで20数 種 のAG修 飾 酵 素 が 知 られ て い

る4.5)。しか し,AG耐 性 菌 は,他 の ペ ニ シ リ ンやCP

耐性菌と異 な り,生 菌 状態 で はAGの 抗 菌 力 を消 失 さ

せない。このためAG耐 性菌 の 修 飾 酵 素 活 性 測 定 は ,

菌体を破砕 し,そ の遠 心 上 清(粗 酵 素 液)を 用 い て行 な

われている6～8)。

この論文では,PSeudomonas aeruginosa(P.aeru-

ginosa)K-Ps94株 を 用 いて そ の 生 菌 状 態 下 で のSM

不活化酵素活性測 定法 の 基 礎的 検 討 を行 な い
,そ の測 定

条件を決定す ると ともに
,本 簡便 法 の臨 床 分 離 株 へ の 適

用性について検討 した
。

1・ 材 料 と 方 法

使用菌株:SMリ ン酸 化 酵 素 産 生 菌 と して 当 研 究 室

保存株 で あ るSM高 度 耐 性P.aeruginosaK-Ps94

株6,9,10)を用いた。本 株 に よるSMリ ン酸 化 物 は 日本 薬 学

会主催 ・第4回 微生物 をめ ぐ る分 子 生 物 学 と そ の 薬 学

領域における 応用 面 シ ンポ ジ ウ ム(講 演 要 旨 集
,11-

14,1978:八 王子)で 発 表 され て い たP
.putidaK_Ps45

株11)のSM-3''-リ ン酸化 物 と薄 層 ク ロマ トグ ラ フ
ィ ー のR

f値が 一致 した
。 この こ とか ら,K-Ps94株 がAPH

(3")産 生株であると決定 した。

適用性の検討に は,臨 床分離 さ れ たP.aerecginosa

200株 の うちSMに 耐性を示 した株を用いた。

使用培地:細 菌の増殖には,普 通液体培地(NB:栄

研)お よび普通寒天培地(NA:栄 研)を 用いた。最小発

育阻止濃度(MIC)の 測 定 に は,ミ ューラーヒントン

(MH)培 地 およびMH寒 天培地(BBL社)を 用いた。

試 薬 お よび 抗 生 物 質:ア デ ノ シ ン-5'-三 リ ン酸(ATP)

は,ATP・2Na(和 光 純 薬)を 用 い た 。ア ル カ リ性 フ ォス

フ ァ タ ーゼ(E.C.3.1.3.1.;44unitslmg;ALP)お よ

び フ ォス フ ォジ エ ス テ ラ ーゼ(E.C.3.1.4.1.;0.022

units/mg;PDE)は シ グマ社 の もの を 用 い た 。sMは

SM sulfate(シ グ マ社)を 用 い た 。

生 菌 に よるSM不 活 化 反 応:600nmに お け る吸 光 度

(OD600nm)0.7の 培 養 液5mlを 遠 心 集 菌(4,000×g,

15分)し,こ の菌 体 をTMK溶 液(100mMト リス ・

塩 酸 緩 衝 液,60mM塩 化 カ リ ウム,10mM酢 酸 マ グ ネ

シ ウム,6mM2-メ ル カ プ ト エ タ ノー ル,pH7.8)7,12)

で洗 浄 後,同 溶 液0.5mlに 懸 濁 し,20μMSM,16

mMATP下 で37℃ に て 反 応 させ た 。

反応液中のSM抗 菌 活 性は検定菌 としてBacillus

subtilisATCC6633株 を用いた微生物検定で測定 した。

タンパク質の定量:タ ンパ ク質の定量はLOWRYら の

方法13)を用 いて行なった。

SM不 活化酵素の局存性:対 数増殖期の菌 体100ml

をNEWら の方法14)を用 いてオスモティック・ショック

処理 し,各 分画のSM不 活化酵素活性を測定 した2,10)。
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Table 1 Isolation of SM-inactivating enzymes by
osmotic shock

* Supernatant .
** Periplasmic enzyme fraction .

MICの 測定:日 本化学療法学会標準法151に 準 じて測

定 した。

臨床分離株の産生するSM不 活化 酵 素の判定:SM

耐性株について超音波破砕上清の粗酵素液を用いた従来

法12)によるSM不 活化反応を行ない,抗 菌力の変化を微

生物検定で測定 した。そ して,SMの 抗菌力が低下 した

株をSM不 活化酵素産生株 と判定 した。また,SM不 活

化酵素産生株については,SMを 完全に不活化させた後

100℃,5分 間加熱 した。そ して,遠 心上清にALP 2μ1

(0.1unit),ま たはPDE(1m units)を 加 えて37℃,

24時 間反応後,抗 菌活性が戻った株をそれぞれAPH産

生株,AAD産 生株と判定した。

II.結 果

生菌によるSM不 活化反応:K-Ps 94株 の培養液1

mlに 新 たにNB 9mlお よび最終濃度50μg/mlのSM

を加えて37℃,24時 間培養 したところ,菌 の増殖は認

めたが,SMの 抗菌力は消失しなかった。また,こ れら

の菌株の培養液(OD 0.7)5mlを 集菌 し,TMK溶 液

500μlに 懸濁してSM(20μM)を 加 えて37℃
,24時

間反応させたが,SMは 不 活化 しなかった。しか しなが

ら,K-Ps 94株 の生菌 とATPと を用いて,SM不 活化

反応を行なった結果,SMを 完全に不 活 化 した。次い

で,こ の不活化酵素の局在性について検討 した
。その結

果,K-Ps 94株 のオスモティック・ショックによる各分

画中のSM不 活化酵素活性は,Table1に 示 したとお り

蕨糖LEDTA溶 液 および冷水分画に見出され,後 者は最

も強い活性を示した。この結果よりK-Ps 94株 のAPH

は細胞間隙酵素であることが分かった。

生菌を用いたSMリ ン酸化酵素活性簡便測定法に関

する至適反応条件の検討:OD 0.7の 培養液の使用菌量

や,TMK溶 液組成,ATP濃 度および反応温度やpH
,

Fig. 1 Optimum conditions of SM-inactivation

with living cells

Table 2 SM-inactivation with living cells of clinically

isolated SM resistant P. aeruginosa

* Determined by the treatment with 
phosphatase

alkaline or phesphodiesterase.
** No . of strains.

* * * Percentage
.

反応時間などについて種々検討 した結果,Fig.1に 示す

ような系が最適不活化反応条件であることが分かった。

平板コロニーを用いたSM不 活化反応:反 応液150

μ1(SM最 終濃度:10μM)に 平板 コロニー1エ ーゼ分

を懸濁 し,30分 間反応させた。1エ ーゼ分とはOD0.7

の菌 液に換算 し約5mlに 相 当している。その結果,SM

を明確に不活化した。

臨床分離株への応用:臨 床分離P.aeruginosaのSM

に対するMICの 測定結果からMIC 800μg/ml以 上を

示 した45株 をSM耐 性菌として以下の実験に用いた。

SM耐 性と判定された45株 の 内訳 は,APH産 生菌

13株,AAD産 生菌24株,不 活化 したSMがAH

で もPDEで も再活性化 しない不活化酵素の種別不明の

もの4株,従 来法によってもSM不 活化を認めなかっ

た不活化酵素非産生株の4株 であった。これらのうち,

APH産 生株については本簡便法によっても13株 すへ

て(100%)がSM不 活化酵素産生株 と判定された。ま

た,本 簡便法によってAAD産 生菌や不活化機構不明の

菌のうちSM不 活化酵素産生株 と判定されたのは,各

々24株 中4株(17%) ,4株 中1株(25%)で あった。
一方,SM不 活化酵素非産生菌ではすべて不活化は観雰

されなかった(Table2)。
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III.考 察

AG耐 性機構の一つとしてAG修 飾酵素による抗菌力

の不活性化が知られているが,AG耐 性菌は生菌状態で

は薬剤の抗菌力を消失させないため,AG修 飾酵素活性

の測定は,こ れまで粗酵素液標品で行なっていた。

グラム陰性菌のSM不 活化酵素は,菌 体の細胞間隙

あるいは細胞内膜上に存在 しており,細 胞外膜や細胞壁

のマトリックスを通って細胞間隙に達したSMを,細

胞内膜を通過する以前に不活化する1,16)か,ま たは菌体

内で不活化する4,17)と考 えられている。本研究に用いら

れたK-Ps94株 のSMリ ン酸化酵素も細胞間隙酵素で

あることが明らかとされた。しか し,こ れらのSM耐 性

菌は,SMを 含む培養液中で増殖 して も,培 養液中の

SMの 抗菌活性を低下させなかった。

本研究で我々は,菌 体を濃縮洗浄し,ATPを 加える

ことによって,菌 体の破砕処理を行な うこ とな くSM

を不活化させることができた。

データは示していないが,不 活化反応時には溶菌など

によるSMリ ン酸化酵素の菌体外への遊 離 は な く,

SMの リン酸化は菌体内(細 胞外膜の内側)で 行なわれ

ていることが分かった。また,リ ン酸化されたSMは

反応上清から検出された。ATPを 加えた反応系では,

加えない系に比較して反応上清の漏出タンパク質の量が

多 く,ATPの 存在により菌体の膜透過に変化を生 じて

いることが示唆された。

したがって,い ままでに膜 構 造18)とSM耐 性 機

構1,4,19)の関係がいろいろ考察されているが,本 反応系に

おいては,SMが 外膜を透過 し,そ のSMが 細胞間隙部

分でATP存 在下で リン酸化され,そ の リン酸化SMが

ATP処 理 で外膜変化をきたしている部分から菌 体 外へ

漏れ出すことにより(Fig.2),通 常の状態では観察され

ないSMの 不活化が,本 簡便法で測定可能になったも

のと考えられる。

反応における諸条件の検討の際には,反 応途中の抗菌

力の変化を見るためにSM初 濃度を20μMと したが,

SM初 濃度を5μMと すれば2時 間で抗菌力が消失 して

いた。このことから,不 活化の有無だけを定性的に見る

のであれば20μMよ りも低濃度で反応を開始 した方が

より早 く判定できるものと考えられる。

また,本 簡便法を,臨 床分離SM耐 性P.aeruginosa

に対 して適用 した ところ,そ れらのうちAPH産 生株に

対 して,本 法が有用であることが実証された。本簡便法

は,従 来法に比べて操作も簡単なため,所 要 日数を大幅

に短縮でき,ま た超音波破砕機や超遠心機 といった特殊

な機器を必要 としない。 したがって,臨 床検査室などで

多数の菌株についてその産生するSM不 活化酵素活性

を測定す る際に有用であると考えられ る。

Fig. 2 Schematic diagram of SM-phosphorylation with living cells

SM: Streptomycin

SM-P: Streptomycin phosphate

APH: Aminoglycoside phosphotransferase

LPS: Lipopolysaccharide

P: Protein

O.M.: Outer membrane

I.M.: Inner membrane
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今後,こ の測定法が他のAG修 飾酵素産生株へも適

用されることにより,臨 床での薬剤選択や,新 抗生剤開

発への応用が期待される。

(謝辞)実 験に協力 していただいた,泉 屋彰彦氏に感

謝 します。
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SIMPLE ASSAY FOR DETERMINING STREPTOMYCIN

INACTIVATION WITH INTACT CELLS OF

BACTERIA, AND ITS APPLICATIONS TO

P.AERUGINOSA CLINICALLY ISOLATED

MEGUMI KONO, KOJI O'HARA, KAORU SATO and KEIICHI OHMIYA

Department of Microbiology, Tokyo College of Pharmacy

Streptomycin(SM)-inactivating enzymes from SM-resistant strains in clinical isolates have been

assayed by using crude enzyme solution. In this paper, SM was inactivated by ATP with living

cells of Pseudomonas aeruginosa K-Ps 94 producing APH(3••). Optimum pH and ATP concentration

of this reaction were 7.8-8.4 and 32mM, respectively, and optimum temperature was 45•Ž.

From the results of applications to P.aeruginosa clinically isolated, it was demonstrated that this

simple method was useful for detection of SM-phosphotransferase-producing strains.


