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ア ミ ノ配 糖 体 薬 に 耐 性 の ブ ドウ 球 菌 に 対 す るHBKの 抗 菌 作 用

山 下 直 子 ・生 方 公 子 ・野 々 口律 子

後 藤 朗 ・松 下 真 理.紺 野 昌 俊

帝京大学医学部臨床病理

1983年1月 か ら4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に提 出され

た臨床検査 材料 よ り分離 されたgentamicin(GM)に 耐性を示す ブ ドウ球菌237株(Saureus:

102株,コ ア グヲーゼ陰性 ブ ドウ球菌(CNS):135株)と,GMに は感性で あるがamikacin(AMK),

tobramycin(TOB)に 耐性を示すS.aureus 6株 とCNS 11株 とを対象 とし,HBKの 抗菌力に

ついて検討 を加え,以 下 の成績を得た。

1.HBKは その他のア ミノ配糖体薬(AGs)に 比較 して上述 した耐性菌に対 して最も優れた抗

菌力を有 してお り.S.aumsお よびCNSに おいてそのMICの ピー クはいずれも1.56μg/ml前

後にあ り,一 峰性 の分布であった。

2.ま たHBKに6.25μg/ml以 上のMICを 示す菌株 もわずかなが ら認め られたが,100μg/ml

以上のMICを 示す高度耐性株は極 く少数であ った。

3.GM,AMK,あ るいはTOBに 耐性を示す菌株か ら抽出した粗酵素液を用いて,AG8修 飾

酵素の基質特異性を調べたが,HBKは これ らの ブ ドウ球菌が産生す る2"-リ ン酸転移酵 素,6'-ア

セチル転移酵 素,あ るいは4,4"-ア デ ニ リル転 移酵素のいずれに よっても最 も修飾を受 け難い こと

が明 らか にされた。

4.こ のよ うに,各 修飾酵 素の基質 として,HBKの 利用効率が最も低い ことが,ブ ドウ球菌に

対するHBKの 抗菌力が優れてい る最大の原因 と考 えられた。
'5

.GM耐 性の ブ ドウ球菌に対するHBKの 殺菌効果を測定 した成績では,MIC以 上のHBK

添加に よ?て 生菌数 は経時的に減少 した。 その殺菌効果をAMKやnetilmicia(NTL)の それ と

比較す ると,HBKで はMICが 優れ てい る分だけ,低 濃度か ら殺菌作用が認め られた。"

近年,臨 床 検 査 材 料 か ら分離 され る ブ ドウ球 菌 は,従

来 か ら市 販 され て い るtetracycline系,macmlide系,

penicillin系,.あ るい はkanamycin(KM)と い っ た薬

剤 に対 す る耐 性 に加 え て,gentamicin(GM)耐 性 菌 が高

率 に検 出 され,そ れ らの 耐 性菌 の 多 くは さ らにmethi-

cillin,cephem系 薬剤 に も耐 性 を 示 す よ うに な っ て き

て い る1)。 こ の よ うな動 勢 の 中 で,私 達 は臨 床材 料 の中

か ら,最 近,GMに は感 性 を示 す が,amikacin(AMK)
鳳 と

tobramycin(TOB)に は耐 性 を 示 す 菌 が検 出 され 始

鱒 た こ とに 気 付 い た。{そ して,そ れ らの ブ ドウ球 菌 は,

従 来,本 邦 で は検 出 され た とい う報 告 の な か っ た ア デ ニ

リル転 移 酵素 を 産生 す る菌 で あ る こ とを 見 出 し,こ れ ら

ア デ ニ ウル転 移酵 素 を産 生 す る菌 に つ い て の一 連 の疫 学

的 考 察 を 行 い,AG8耐 性 の ブ ドウ球 菌 が 本 邦 に お い て

も多 様 化 しつ つ あ る こ とを 報 告 して きた2,3)。HBKは,

dibekacin(DKB)の1位 の ア ミ ノ基 に(S)-4-ア ミ ノー

2-ヒ ドロキ シ酪酸(AHB)を ア ミド結合 させ た 新 しい

ア ミノ配糖体薬 であるが,そ の化学構造の特徴か ら,こ

れ らの多様化 してい るAG8耐 性 のブ ドウ球菌 中に存在

す るAG8修 飾酵素の基質 とは な り難い ことが予想 され

る。我 々は,明 治製菓中央研究所からHBKの 提 供 を

受け,GM。AMK,あ るいはTOBに 耐 性を 示す ブ ド

ウ球菌に対す る抗菌力 に ついて検討す る機 会 を 得た の

で,そ の成績について報告 する。

I.材 料および方法

1)使 用菌株

1983年1月 か ら 同年4月 までの4か 月間に,当 大学

附属病院中央検査部細菌検査室で扱 った臨床検査材料か

ら分離 された ブ ドウ球菌 の うち,デ ィス クに よる感受性

測定でGMま た はAMKに 耐 性 を 示 し たSaurm

108株 お よび コアグラーゼ陰性 ブ ドウ球菌(CNS)146

株を対象 とした。これ らの菌株の産生す るAGs修 飾酵
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素については くわ し く調 べてあるが,別 に発衰嚇してい

るので,こ こで はその詳細は略す。

2)薬 剤感受性測 定法

最小発育阻止濃度(MIC),の 測定 は。 日本化学療法学

会標準法5}に従 って 行 った。 培地は 感受性 測定用 培地

(日水)を 使用 し,被 験菌の接種は感受性broth(日 水)

で37℃,18時 間培養 した菌液(約108CFU/ml)と,

それを100倍 希釈 した菌液(約105CFU/ml)と を作製

して,そ の両者について感受性を測 定した。MICを 測

定 した薬剤は,KM,GM,TOB,DKB,AMKお よび

HBKの 計6剤 であ る。

3)AG8修 飾酵 素の抽 出と基質特 異性の測定

AGs耐 性の ブ ドウ球菌の 産生す るAGs修 飾酵素 の

種類 は,MICの 測定に よってAG8に 対す る耐性 パター

ンか ら3つ の グル ープに 分ける ことができる2～4)。その

各 グループの中か ら教株 を選 び,そ れぞれ粗酵素液を抽

出 し,そ の粗酵素液中の リン酸転移酵素活性,ア セチル

転 移酵素活性,お よび アデニ リル転移酵素活性をHAA8

らの方法6)に準 じて 測定す る と岡時 に,そ れぞれの酵素

の基質特異性を調べた7)ひな お,リ ン酸転移酵素活性お

よびアセチル転移酵素 活 性 はGMの 修 飾 率 を100%

とし,ア デニ リル 転 移 酵 素 活 性 はTOBの 修 飾 率 を

100%と して,他 のAG8の 修飾率を算出した。'

4)殺 菌効果

ブ ドウ球菌に対するHBKの 殺菌効果は,堵 地中に薬

剤を添 加後,2、4,6,8時 間後に生菌数 を測定 し,AMK

あるいはmetilmicin(NTL)の それ と比較した。菌 の撞

種方法 は,37℃ で一夜培養 したのち,9.9mlの 感受性

Fig.1 Correlation between MICs of Gentamicin and Tobramycin, Amikacin, or HBK for S. aureus

Inoculum size : 10•CFU/m/ No. of strains: 108

Fig. 2 Correlation between MICs of Gentamicin and Tobramycin, Atmikacin, or HBK for Coagulase

Negative Staphylococci

Inoculum size:, 106CFU/m/ No. oUstriine: 146-
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brothに0.1ml接 種 して2時 間 前培 養 を 行な い,被 験

薬 剤 の最 終 濃 度 が そ れ ぞれ1/4MIC,1/2MIC,MIC,

あ る い は2MIC,4MICに な る よ うに 加 えた 。

II. 結 果

1) 薬 剤 感 受 性

デ ィス クに よる 感 受性 測 定 で,GMあ るい はAMK

に耐 性 を 示 したS.aureusのAG3に 対 す る 感受 性 成 績

をTable1に 示 す 。 これ らの 菌 株 は,KM,TOB,

DKBお よびAMKに 対 し て ほ ぼ す べ て の 菌 株 が

106CFU/mlの 菌 液接 種 で6.25μg/ml以 上 のMICを

示 し,耐 性 であ る とみ な され たが,HBKに 対す るMIC

の み は比 較 的 良 好 な 分布 を 示 した 。す なわ ち108CFU/

mlの 菌 液 接 種,106CFU/mlの 菌 液 接 種 の い ずれ に お

い て もHBKに 対 す るMICの ピー クは1.56μg/mlに

あ り,一 峰 性 の分 布 で あ った 。HBKに 対 して6.25μg/

ml以 上 のMICを 示 した 菌 株 は,108CFU/mlの 菌 液

接 種 で38/108株(35.2%),106CFU/mlの 菌 液 接 種 で

5/108株(4.6%)認 め られ た が.そ れ らの 菌 株 のMIC

は,6.25～25μg/mlで あ り,い わ ゆ る 高 度耐 性 菌 と は

言 い難 か った 。一 方,表 中 に()で 示 した6菌 株 は,

後 述 す るAGs修 飾 酵 素 の うち,4',4"-ア デ ニ リル 転 移

酵 素(4',4"-AAD)を 産 生 す る菌 株 で あ る。 これ らの菌

株 は,KM,TOB,DKB,AMKに 対 し て は耐 性 を示

す が,GMとHBKに 対 して は 高 い 感 受 性 を示 した 。

Table2に はCNSに 対す るAGsの 感 受 性 成 績 を 示

す 。S.aureusの 場 合 と同 様 に,GMに 耐 性 の 菌 はKM,

TOB,DKB,お よびAMKに も耐 性 を 示 した 。HBK

に 射 して は6,25μg/ml以 上 のMICを 示 す 株 が 若 干認

あ られた もの の,MICの ピー クは108CFU/mlの 菌 液

接 種 で1,56μg/ml,106CFU/mlの 菌 液接 種 で0.2～

0.78μg/mlに あ り,AGs感 性 菌 に 対す るMICと ほ と

ん ど差 異が み ら れ なか った 。 表 中 に()で 示 した 菌

は,Table1と 同様 に4',4"-AADを 産 生 す る こ とを 確

か めた 菌 株 で あ るが,そ れ らの 菌 株 に対 して もHBKは

優れ たMICを 示 した。

2) 感 受 性 相関

S. aureusに お け るTOB,AMKあ る いはHBKと

GMと の 感 受性 相関 はFig.1,CNSに お け る同 様 の 成

績 はFig.2に 示 す 。 黒 丸 は主 として リン酸 転 移 酵 素 と

ア セ チ ル 転 移酵 素の 両 方 を 産 生す る(GMに 耐 性 を 示

す)菌,白 丸 は4',4"-AADを 産 生 す る(GMに 感 性 で

TOBに 耐 性 を 示す)菌 であ る。 い ず れ のGM耐 性 菌

も,TOBに は 高 度耐 性 を示 して お り,完 全 な 交 叉 耐 性

を 示 したが,AMKに は交 叉耐 性 を 示 す もの の,試 験 管

で3～4本,AMKのMICが 低 い傾 向が み られ た 。 こ

れ らGM耐 性 菌 に 対 す るHBKの 感 受 性 は,AMKよ

りも さ らに 良好 で,GM耐 性 とはあ る程 度 の 相 関 関 係 が

み られ る ものの,そ の 係 数 はS.aureusで0.2311.CNS

Fig. 3 Comparison of aminoglycosides as substrates for modifying enzymes from S. aureus

MS 353 (pTU 053) strain

Modifying enzyme: 3'-APH and bifunctional enzyme of 2"-APH and 6'-AAC
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で0.1084と 有意な もの で は な か った。 なお,4',4"-

AADの み を産生するTOB耐 性でGM感 性の 菌株 に対

して も,HBKは 高い感受性を示 していた。

3)AGs修 飾酵素の基質特異性

Fig.3は,S.aureus MS353(pTU053)株 か ら抽 出

した粗酵 素液 のAG8基 質特 異性 を,GMの 修飾率 を

Fig. 4 Comparison of aminoglycosides as substr-

ates for modifying enzyme from S. aureus 

TK 729 strain 

Modifying enzyme: 4', 4"-AAD

100%と して表わした ものである。 この菌株のAGsに

対するMICは,図 の下方に示 したが,本 菌は3'-リ ン酸

転移酵素(8'-APH)の 他に,2"-リ ン酸転移酵索(2"-

APH)と6'-ア セチル転移酵 素(6LAAC)の 両活性を有

するbifunctionalな 酵素の2種 類の 酵 素を 産生する菌

株である。3'-APHと2"-APHの 両酵案の基質にな り

得るKMとAMKに 対す るAPH活 性は,区 別 して測

定す ることは不可能であ り,両 者が一緒に測定 されてい

るが,図 に示 したGM,SISO,TOB,DKB,NTLお よ

びHBKの リン酸転移酵素に よる修飾部位は,2"位 の

OH基 のみである。 この酵 素によって,被 験薬剤の大部

分が50%以 上の修飾 を 受 け る が,HBKの 修飾率 は

11%で あ り,他 剤に較べて 著 しく修飾され難 いことが

明 らかに された。

一方,6'-AACに 対す る基質 として は,薬 剤に よって

多少の強弱は認められ るものの,被 験薬剤の大部分が リ

ン酸転移酵素 と同様に50%以 上の修飾を受 けるのに対

し,HBKの みが特 異的に4霧 程度の働 率であ った。

Fig.4に 示 したS.aureusTK729株 は,図 の下方に

MICを 示 した よ うに,GM感 性でTOBとAMKに 耐

性の菌株である。 この菌株には,4',4"-AAD活 性のみ

が認め られ,TOBの 修飾率を100%と した 時の相対的

被修飾率はKM,TOB,DKBお よびAMKが70%

以上であるのに対 して,4,4"位 に単独の水酸基を有 し

ないGM,SISO,NTLと5"位 の一CH20Hな らびに1

位にAHBを 有す るH甥Kの 被修飾率はいずれ も10%

Fig. 5 Comparison of aminoglycosides as substrates for modifying enzymes from S. epidermidis 

TK 406 strain 

Modifying enzyme: bifunctional enzyme of 2"-APH and 6'-AAC, 4', 4"-AAD
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以 下 とい う成 績 で あ った 。

Fig.5に は,S.epidermidisTK406株 か ら抽 出 した 酵

素 に 対 す るAGsの 基 質特 異性 を 示 す 。こ の菌 株 は,2"-

APHと6'-AACのbifunctionalな 酵 素 の 他 に,4',4"-

AADを も産 生す る菌 株 で あ るが,被 験 薬 剤 の 大 部 分 が

いず れ か の 酵 素 に よ って50%以 上 の修 飾 を 受 け る の に

対 し,HBKの み は2"-APHに よ って14%の 修飾 を受

け た もの の,そ の 他 の6'-AAC,4',4"-AADに よって は

ほ とん ど修 飾 され ず,い ず れ のAGs修 飾 酵 素 に対 し て

も,基 質 とは な り難 い こ とが 示 され た。

Fig.6に 示 したS.epidermidisTK1043株 は,先 に述

Fig. 6 Comparison of aminoglycosides as substr-

ates for modifying enzyme from S. epider-

nzidis TK 1043 strain

Fig. 7 Bactericidal effect of HBK and Amikacin
on Gentamicin-resistant S. aureus MS 353

(pTU 053) strain

Fig. 8 Bactericidal effect of HBK and Amikacin

on Tobramycin-resistant S. epidermidis

TK 1074 strain

べたS.aureusTK729株 と同様 に4',4"-AADの みの

産生がみ られ る菌株である。 この酵素の基質特異性のパ

ターンはTK729株 のそれ とまった く同 じで あ り,

GM,SISO,NTLに 加えて,HBKも 本酵 素の基質には

な り得なか った。

4) 経時的殺菌作用 の比較

GMに 耐性を示すS.aureus MS353(pTU053)株 と

S.epidermidis TK406株 ならびにGMに 感性でTOB

に耐性を示すS.epidermidis TK1074株 に対す るHBK

の経時的殺菌効果は,そ れぞれFig.7,Fig.8,Fig.9に

AMKあ るいはNTLと 比較 した成績を示す。Fig.7と

Fig.9に 示 したGM耐 性菌であるMS353(pTU053)

株 とTK406株 に対 して,そ れ ぞ れ のMICで ある

6.25あ るいは0.78μg/ml以 上のHBKの 添加に よっ

て,菌 数は経時的 に減 少す るが,そ の殺菌作用 は他剤に

比 べて極端に優れているとい うわけでな く,MICが 優

れてい る分だけ生菌数の減少 し始め る薬剤濃度が低い と

い うことであった。

一方,Fig.8に 示 したGMに 感性でTOBとAMK

に は耐性のTK1074株 においては,MIC以 上のHBK

の添加に よって 短時間に 急速な 生菌数 の 減 少が認め ら

れ,こ れ らの耐性菌 に対 して はHBKは 殺菌作用の強い

ことが推察 された。 比 較の た めに耐性を 示 したAMK

の経時的殺菌効果 も測定 し て い る が,そ の 成 績では

1/2MIC濃 度(12.5μg/ml)で 一時的な生菌 数の減少が

認め られる ものの,MIC以 上のAMKの 添 加に よって

も生菌数の減少はHBKに 比 して劣っていた。

III. 考 察

近年,本 邦では臨床検査材料か らのGM耐 性菌の分

離増加に加えて,GMに は感性であるがAMKやTOB

に は耐性の新 しい耐性型を示す ブ ドウ球菌が分離 され始
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Fig, 9 Bactericidal effect of HBK, Amikacin, and Netilmicin on Gentamicin-resistant

S. epidermidis TK 406 strain

HBK Amikacin Netilmicin

め2,3),従来か ら分離 さ れ て い たKM耐 性菌 も含める

と,本 邦における ブ ドウ球菌のAGs耐 性は明 らかに多

様化 しつつある。 これ らの耐 性菌に対 して,HBKは 良

好 な抗菌力を示 し,GM耐 性菌に対 して もAMKよ り

試験管で さらに3～4段 階優れたMICを 示し,GM感

性車に対す るMICと ほぼ同 じレペルのMICを 示 す こ

とが注 目された。その理 由は,HBKの3'位 と4位 に

修飾を受け る水酸基が ないことと,新 たにア ミド結合 し

だAHBが 修飾 され 易 い2"位 の 水 酸 基 を は じ め6'

位の ア ミノ基を 防 禦 し七 い るもの と推定 される。HBK

と同 じよ うにAHBを 有す るAM耳 の抗 菌 力 が,NTL

やHBKよ り劣る理 由は,31位 お よび4位 の水酸基が

あ るため,修 飾酵素がAMKと 結合 しやすいため と考

え られる。

この ことは,S.aureusとCNSの 各菌株か ら抽出 した

2"-APHと6'-AACのbifunctionalな 酵 素 や4,4"-

AADに 対す るAG8の 基質特異性の 検討に よって も,

HBKが 明らかに基質 とな り難 いことか らも裏付け られ

た。しか しなが ら,2"-APHと6'-AACの 両活性を有す

る酵 素に よって,HBKは まった く修飾 を受けないので

はな く,GMの 被修飾率を100%と した時に10%前

後 の被修飾率を示す ことか ら,in vivoに おいてactive

transport systemに よって 菌体内へ取 り込 まれたHBK

が徐 々にAGs修 飾酵素の作用を 受け る可能性 も考え ら

れ る。経時的殺菌効 果の成績か らは,GM感 性の ブ ドウ

球菌に対 しては,HBKの 殺菌効果 は 非常に優れた もの

であ ったが,GM耐 性のブ ドウ球 菌 に 対 しては,MIC

以上のHBK濃 度であれば殺菌作用 は示す ものの,そ の

殺菌効果 は 翼IC以 上のAMKやNTLを 作用 させた

場 合とほぼ同等であった。 この ことは,GM耐 性の プ ド

ウ球菌に対 して,AMKやNTLに 較べる と,HBKは

0.78～1.56μg/mlと い う低濃度で殺 菌効果を 示す とい
う し モ メ

うことである。 、

したが ってHBKは その使用量 ならびに使用方法によ

っては,GMやAMKを 含む従来のAG8に 耐性を示

す ブ ドウ球菌に対 して,そ の有 効性がかな り期侍できる
1もの と考え られた

。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF HBK AGAINST

STAPHYLOCOCCI RESISTANT TO AMINOGLYCOSIDES

NAOKO YAMASHITA, KIMIKO UBUKATA, RITSUKO NONOGUCHI

AKIRA GOTOH, MARI MATSUSHITA and MASATOSHI KONNO

Department of Clinical Pathology, Teikyo University, School of Medicine

We investigated the antibacterial activity of HBK using 237 strains of gentamicin (GM)-resistant

staphylococci (S. aureus: 102 strains
, coagulase negative staphylococci (CNS): 135 strains) and 17

strains of tobramycin (TOB)-resistant staphylococci (S. aureus: 6 strains, CNS: 11 strains) isolated

from clinical materials submitted to the Central Clinical Laboratory, Teikyo University Hospital from

January to April 1983. The results obtained are as follows.

1. Compared with other aminoglycosides (AGs), HBK has the most excellent antibacterial activity

against the above-described clinical isolates, and its MIC for S. aureus peaked at 1.56ƒÊg/mt whe-

reas the MICs of HBK for CNS ranged from 0.2 to 0.78ƒÊg/ml.

2. A few of the strains tested had MICs of 6. 25ƒÊg/ml or higher, but of these only very small

number had MICs higher than 100 pernl.

3. The substrate specificity of AGs-modifying enzymes extracted from strains resistant to GM,

AMK, or TOB was also examined, HBK was the least modified by 2"-phosphotransferase, 6'-ace-

tyltransferase, and 4', 4"-adenylyltransf erase.

4. It is considered from these results that the lowest modification of HBK by enzymes produced

by staphylococci is the most important factor leading to the high antibacterial activity of HBK

against these organisms.

5. When the bactericidal activity of HBK against GM-resistant staphylococci was determined with

time, the viable cells were reduced by the addition of HBK at concentrations higher than the MIC.


