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clndamycinに100μg/ml以 上 の 高度 耐 性 を示 す 臨 床 材 料 由来 のBacte
roides fragilis group 42

株 を用 い て,clindamycn耐 性 決 定 基 のSequence homologyが 検 討 され た
。

clndamycn耐 性DNA probeは
,clndamycn耐 性 の 伝 達 性 因 子 であ るpBFTM10のEcoR

1 B fragmentをc1・nngさ れ たE. coliのvector plasmid pMJS100を 用 いた
.clndamycinに耐 性

の42株 中41株 は,tetracyclineに も耐 性 を示 した
。 そ して42株 中39株 は,pBFTM10

のclndamycin耐 性 決 定 基 とhomologyを 示 した
。pBFTM10のclindamycin耐 性 決 定 基 との

homologyを 欠 い た3株 は ,い ず れ もclndamycn耐 性 を 伝 達 しなか っ た。

これ らの成 績 は,ア メ リカ でF . P. TALLYら に よ っ て発 見 され そ して特 徴 づ けが な され たplasmid

pBFTM10に あ るclndamycin耐 性 決 定 基 が ,広 く 躰 のclndamycin耐 性B. fragilisに も分

布 して い る こ とを 示 した 。

1976年,敗 血 症 の2例 か ら初 め てclndamycn耐 性

のBacteroides fragilisが 分 離 され た1)。 そ し て1979

年・ このclndamycin耐 性 がB, fyagilisの 間 で 伝達

す る ことが 報 告 され た2～4)。clndamycn耐 性 の 伝達 は,

pBFTM10,pBF4(=pIP410)と 名 付 け られ たPlas-

raidsが 関 連 して い た5,6)。 ま た このpBFTM10に 存 在

す るclndamycn耐 性 決 定 基 は,ア メ リカ本 土 の 異 な

る地域 で分 離 され たclndamycin耐 性 のB . fragitisと

その近 縁 の菌 種 の 菌 株 のPlasmidま た はchromosome

regionに 非 常 に 優 勢 に 存在 し て い る こ と が 示 さ れ

た7～10)。

著 者 ら は,す でに 本 邦 で分 離 され たB. fyagilis3株

(GAI-1213,2385お よび6434)のclndamycn耐 性

オ:・mtermatng法 で伝 達 す る こ とを報 告 した15・16)
。

本 報 で は,本 邦 で分 離 され たclndamycn耐 性 のE

fragilis, B. thetaiotaomicron, B. distasonisのclin-

damycin耐 性決 定 基 と ア メ リカ で 分 離 され たB .fra-

gilisのclndamycin耐 性 伝 達 因 子pBFTM10の

clndamycin耐 性 決 定 基 との 関連 を 調 査 した
。

1.材 料 と 方 法

1)供 試 菌 株

Table1に 供 試 菌 株 を 示 した 。 本 邦 で 分 離 さ れ た

clndamycnに 高 度 耐 性(MIC100pug/ml以 上)の

8acteroides 42株 を対 照 と してclndamycinに 感 受 性 の

7株 とア メ リカ で 分 離 され たclndamycinに 高度 耐 性

の2株 の合 計51株 であ る。

clndamycn耐 性 のBacteroides 42株 はBacteroides

fragilis40株,B. thetaiotaomicron1株 お よびB . dista-

sonis1株 か ら な る。42株 中 ,10株 は 岐阜 大学 医学 部 附

属病 院4株 は長 崎 大 学 医 学 部 附 属病 院,3株 は愛 媛 大

学 医学 部 附 属 病 院,22株 は東 京 都 内 の4病 院 残 りの

3株 はそ れ ぞ れ 富 山,福 岡 お よび 埼 玉 県 内 の病 院 由 来 で

あ る。 これ らclndamycn耐 性 の42株 中41株 は,

tetracyclineに も 耐 性(MIC12 .5μg/ml以 上)を 示

した 。GAI-2360の1株 のみ はtetracyclineに 感 受 性

(MIC0.78μg/ml)で あ った 。

対 照 に用 い た9菌 株 の うちGAI-6064(=TM4003) ,

GAI-6068(-TMPlo) ,お よびGAI-7001(-JC-101)

の3株 は,F.P.TA肌Yよ り分与 され た も の であ る
。

GAI-6068は,plasmid pBFTM10のorignal hostで あ

り,GAI-6064はGAI-6068とGAI-7001と のfilter

matingに よ って 得 られ たtransconjugantでpBFTM

10の み を有 す る株 であ る
。

これ らの菌 は,Virgnia Polytechnic Instituteで 開 発

され た基 準 に従 って 同 定 され,ス ミム ミル ク を保 護 剤 と

して 一70。Cに 保 存 され て い た も の で,使 用 に 先立 ち,

API20A(ア ス カ純 薬)を 用 いて 菌 種 の 確認 を 行 な
っ

た 。嫌 気 培 養 は,す ぺ て嫌 気 性 グ ロー ブボ ッ クス(For -

ma)で 行 な った。

2)DNA probeの 作 製
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Table 1 Bacteroides strains

* The isolates were tested f
or their ability to transfer clindamycin resistance to the sensitive 

recipient, B. fragilis 7001. The limit of detectable transfer was 10-8 resistant transconjugants 
per recipient eclls; (+) indicates that the isolate was able to transfer resistance and (-) 
indicates that the isolate was uable to transfer resistance .
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Probe DNAと して はplasmid pMJS100を 用 い

た8)｡plasmid pMJS100を 有 す るEscherichia coli

RVSmc/100-2は,F.P.TALLYよ り 恵 与 さ れ た 。

pMJS100はchimeric plasmidで.E.coliのPlasmid

pMC1403にpBFTM10のEcoR 1B fragmentが

cloningさ れ た も の で あ る13)｡

pMJS100 DNAは,CLEWELL and HELINSKIの 方 法 に

準じて,CsCl EtBr超 遠 心 分 離 法 に よ っ て 精 製 し た｡

DNAの 標 識 は,Nick translation system[32P]

(New England Nuclear. Boston)を 用 い て 行 な っ

た17)｡

3)Cotony hybridization

Colony hybridizationは,Cold Spring Harbor Labo-

ratoryのmanuatに 準 じ て 行 な っ た12)。

Nitrocellulose filterは,membrane filter BA85/20

(0.45μm φ 82mm,Schloicher & Schul, w Germany)

を用いた 。 被 験 菌 の 純 培 養 菌 の1 colonyをfilter上 の 所

定の位置 に2mm～3mm滅 菌 つ ま よ う じ を 用 い て 画 線

した。菌 を 接 種 し たfilterは,菌 の 接 種 面 を 上 に し て,

GAM寒 天 平 板 上 に 密 着 させ,18時 間 嫌 気 培 養 さ れ た 。

GAM寒 天 培 地 上 のfilterは,ま ず10%Sodium

dedoxy sulfonate(SDS)溶 液 で 飽 和 さ れ た 炉 紙(What-

man 3MM)上 で3分 間.次 い で0.5M NaOH,1.5M

NaClか ら な るDNA変 性 用 溶 液 で 飽 和 さ れ た 炉 紙 上 で

5分 間,最 後 に1.5M NaCl,0.5M Tris・Cl(pH8.0)

からなる中 和 用 溶 液 で 飽 和 さ れ た 炉 紙 上 に5分 間 置 か れ

た。 この よ うに 処 理 され た 炉 紙 は,30～60分 間 の 乾 燥

(室温)の 後.80℃ で2時 間 真 空 オ ー ブ ン 中 でbaking

され.次 のhybridization studyに 使 用 され た 。

hybridizationは ,plastic meat bagを 用 い,0.9M

NaCl,0.09M Na citrate(6×SSC) ,0.2% Ficol400,

0.2% Polyvinylpyrrolidone ,0.02% geratin,cat thy-

mus DNA25mg/ml,32 pで ラ ベ ル し たProbe DNA

からな るhybridization solution中 で65℃18時 間 行 な

われ た。filterは,洗 浄 後,Kodak AR filmを 用 い,

-80℃ で2日 ～7日 間 露 出 さ れ た 。

なお,hybridization studyに お い て は,常 に 一つ の

filter上 に 陽 性
,陰 性2つ のcontrotsを 置 い た 。 陽 性

controlと して
,pBFTM10を 有 す るclindamycin耐 性

tetracycline感 受 性 のB.fragilis GAI-6064
,陰 性con-

trolと してclindamycinお よ びtetracyctineに 感 受 性 の

B.fragilis GAI-7001を 用 い た
｡

4)耐 性 伝 達 実 験

一部 の 菌 株 に つ い て
,clindamycineとtetracycline

の耐性伝 達 能 の有 無 を 調 査 し た
。

耐性 の伝 達 は
,前 報 に 示 した よ うにfilter mating法

で 行 な われ た12)｡Recipientと して は ,B.fragilis GAI-

7001を 用 い ,donorは,recipientと の交 配 に 先立 ら1

μg/mlのtetracycline加 ブイ ヨ ンで前 処 理 した 。

耐 性 伝 達 の 検 出 限 界 は,10-8/input donor cellsで ,伝

達 が認 め られ た もの を陽 性.認 め られ な か った もの を陰

性 と した 。

II.成 績

1,pMJS100 probeの 特 異 性

供 試 菌 株 の 中 か らclindamycin耐 性 のB.fragilis 3

株(GAI-6286,6346お よび6068)とclindamycin感 受

性 の6株(GAI-7034,7100,7154,8139,10001お よび

10015).更 に 陽 性controlと してclindamycin耐 性 で

pMFTM10を 有 す るGAI-6064,陰 性controlと して

clindamycin感 受 性 のGAI-7001を 用 い ,得 ら れ た

pMJS100 probeの 特 異性 を検 討 した。

成 績 はFig.1に 示 した。clindamycin耐 性 の菌 株 は

pMJS100 probeに 対 して 強 いhomologyを 示 したが,

clindamycin感 受 性 の菌 株 は 全 くhomologyを 示 さなか

った。clindamycin感 受 性 の菌 株 の中 にerythromycin

に耐 性(100μg/ml以 上)の 株 が,3株 存 在 し た が,

pMJS100と のhomologyは 認 め られ なか っ た｡

2.DNA homology study

わ が 国 の 異 な る地 域(岐 阜,長 崎,福 岡,愛 媛,富

山,埼 玉,東 京)の10施 設 由来 のBacteroides42株 中

Fig. 1 32P labelled pMJS 100 was used as a probe.
1, 2, 3: clnr, eryr, tetr strains; GAI-6068 (=
TMP 10), GAI-6286, GAI-6346, 3, 5, 6: clns,
eryr, tetr strains; GAI-7034, GAI-7154, GAI-
7100, 7, 8, 9: clns, erys, tets strains; GAI-10001,
GAI-8139, GAI-10015,+: positive control
which contains pBFTM 10; GAI-6064 (=TM
4003),-: negative control; GAI-7001 (=JC-
101)
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Fig. 2 Colony hybridization with the pMJS 100

probe. The clnr; tetr B. fragilis strains tested
were as followed : 1, GAI-6225; 2, GAI-6235;
3, GAI-6250; 4, GAI-6281; 5, GAI-6286; 6,
GAI-6346; 7, GAI-6354; 8, GAI-6355; 9, GAI-
6357; 10, GAI-6359; 11, GAI-6423; 12, GAI-
6425; 13, GAI-7001 (=JC-101, negative con-
trol); 14, GAI-6064 (=TM 4003, positive
control containing pBFTM 10)

39株 はpMJS100probeと の明 らか なhomologyを 認

め た。pMJS100probeと のhomologyを 欠 い た3株

は,岐 阜 由来 のB.fragilis GAI-0605,長 崎 由 来 のB.

fragilis GAI-2360,東 京B病 院 由来 のB.fragilis GAI-

6434で あ った｡

3.clindamycin耐 性 お よびtetracycline耐 性 の 伝 達

能

42株 中21株 は,clindamycin耐 性 とtetracycline耐

性 のB.fragilis GAI-7001へ の 伝 達能 の有 無 が 調 べ られ

た｡

21株 中17株 はclindamycin耐 性 を 伝 達 し,19株 は

tetracycline耐 性 を伝 達 した 。

pMJS100probeと のhomologyを 欠 如 した3株 中2

株 はGAI-2360とGAI-6364は,clindamycin耐 性 と

tetracycline耐 性 の 両 方 を 伝 達 しなか った 。GAI-0605

は,tetracycline耐 性 のみ を伝 達 した 。

III.考 按

Bacteroides fragilisのclindamycin高 度耐 性 株 は,

1976年 に 初 め て認 識 され,そ して そ の耐 性 が 伝 達 す る

とい う 事 実 が1979年 に 初め て 報 告 され た2勘4)。最 初,

こ のclindamycin耐 性 の 伝 達 はpBF4(=pIP410),

pBFTM10と 名 付 け られ た2つ の 伝 達 性 因 子 と 関連 し

て い た｡し か し,い ま で は 伝 達 性 因 子 と 関 連 し な い

Clindamycin耐 性 伝 達様 式 があ る こ と も 知 ら れ て い

る13～14)｡

さ てpBF4とpBFTM10の2つ の 伝達 性 因子 は,

DNA-DNA hybridizationに よ り,共 通 のclindamycin

耐 性 決 定 基 を 共有 して い る こ とが示 され た7)｡近 年,D.

G.GUINEYら に よ り 新 し く 発 見 さ れ たpCP1もC .J.

SMITHら に よ り発 見 され たpBI136もpBF4やpBFTM

10と 同一 のclindamycin耐 性 決 定基 を有す ることが示

され た9～11)。

F.P.TALLYら,お よびD.G.GUINEYら は,彼 らの分

離 した それ ぞれpBFTM10,pCP1のclindamycin耐

性 決定 基 をE.coliのplasmid vectorにligateし た

chimeric plasmidを 用 い てclindamycin resistance

DNA probeを 作 製 しよ このclindamycin耐 性決定基が

ア メ リカ の国 内 に,ま た フ ラ ンス,オ ラ ン ダ,ブ ラジル

に広 く分 布 して い る こ と を明 らか に した8～10)。

私 共 は,F.P.TALLYら に よ り 開 発 さ れ たDNA

probeを 用 い て,わ が 国 の 地 理 上 の 異 な る地 点か ら分離,

され たclindamycin耐 性 株 に つ い て,そ のclindamy-

cin耐 性 決定 基 の 存 在 を サ ー ベ イ した と こ ろ,42株 中

39株(93%)に そ の 存 在 が 確 認 され,わ が国 でもアメリ

カ同 様 一 つ のclindamycin耐 性 決定 基 が 優 勢である こ

とが 明 らか とな った｡

しか し,F.P.TALLYら がす で に報 告 してい るように,

pBFTM10のclindamycin耐 性 決 定 基 とhomologyを

欠 く菌株 も3株(GAI-0605,GAI-2360お よ びGAI-

6434)認 め られ た 。 しか し これ らの3株 は,い ずれ もぞ.

れ らのclindamycin耐 性 をB.fraglis GAI-7001に 伝達

す る こ とが で き なか っ た。GAI-0605だ け はtetracy

cline耐 性 の み を 伝 達 した 。pBFTM10上 にあるclin-

damycin耐 性 決 定 基 と異 な る 耐 性 決 定 基が 存在すると

思 わ れ る。

さ てpBFTM10のclindamycin耐 性 決定基 はery

thromycin耐 性 も同 時 に交 配 す る。私 共 は,今 回clinda

mycinに は,0.10～0.78μg/mlと 感 受 性 であ るがery

thromycinに は100μg/ml以 上 と耐 性 であ るB.fragili.

3株 が,pBFTM10のchndamycin耐 性 決定 基 とho

mologyの な い こ とを確 認 した｡erythromycin耐 性を支

配 す る別 のgenesが あ る と考 え られ,こ れ らが伝達性て

あ るか 否 か も含 め て さ ら に検 討 され る必 要 があ る｡
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DNA HOMOLOGY OF CLINDAMYCIN RESISTANCE 

DETERMINANTS IN CLINICAL ISOLATES 

OF BACTEROIDES SPP IN JAPAN 

KUNITOMO WATANABE, KAKUYO SAWA, MASAYUKI MIYAUCHI, 

KAZUKIYO YAMAOKA and KAZUE UENO 

Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University 
School of Medicine

The sequence homology of clindamycin resistance determinants was studied in 42 clindamycin re-
sistant Bacteroides strains isolated from different geographical areas, that is Gifu, Nagasaki, Fuku-
oka, Ehime, Toyama, Tokyo and Saitama. These isolates were surveyed for homology with the 
clindamycin resistance determinant of the plasmid pBFTM 10. The clindamycin resistance DNA probe 
used in colony hybridization were pMJS 100, a plasmid derivative containing an EcoRl B fragment 
of pBFTM 10 cloned into E. coli. All of the strains resistant to clindamycin also carried tetracycline
resistance except one strain and a total of 39 of 42 clindamycin resistant strains showed homology 
with the clindamycin resistance determinant of pBFTM 10. These data revealed that the same din- 
damycin resistance determinant dominant in U. S. A. is also widely distributed in japan.




