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病 原性Nocardiaの ア ミノ配糖体抗生物質に対す る感受性
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菌 糸 状 の 微 生 物 で あ るNocardiaを ガ ラ ス ピー ズ を含 む三 角 フ ラス コを用 い て 回転 振 盪培 養 す る

こ とに よ り,感 受 性 試 験 に適 した 均 一 なNocardia接 種 菌 液 を作 製 す る こ とが で きた 。 この方 法 と

ミク ロイ ノキ ュ レー タ ー を用 い る こ とに よ り同時 に多 数 の菌 株 の感 受 性 試験 が可 能 とな った。17種

類 の ア ミノ配 糖 体 抗 生 物 質(AGs)(SM, KM, AKM, FRM, PRM, RBSM, GM, DKB, MCR,

SISO, TOB, AMK, HBK, HAPA-B, NTL, ASTM, SPCM)に 対 す るNocardia(N.aster-

oides 57株,N.brasiliensis 34株)の 感 受 性 試験 を行 な った 結果,以 下 の成 績 を 得 た。

1)N.asteroidesお よびN.brasiliensisの ほ とん どがSM, KM, AKM, FRM, PRM, RBSM

に耐 性 を示 した 。

2)一 方GM, DKB, MCR, SISO, TOBな どの3'-デ オ キ シ誘 導 体 に対 してN.asteroidesは

70%が 耐 性 で あ った がN.brasiliensisは ほ とん どが 感受 性 で あ った。

3)デ オ キ シス トレブ タ ミンのC-1位 の ア ミノ基 が ア シル お よび アル キ ル 化 さ れ たAMK,

HBK, HAPA-B,NTLはN.asteroidesお よびN.brasiliensisの い ずれ に対 して も強 い抗 菌 作 用

を示 し,耐 性 株 は 全 く認 め られ なか った 。

これ らの実 験 結 果 か ら,N.brasiliensisに はAGsの3'-OH基 を リ ン酸 化 して不 活化 す る 酵 素

(AAC(3'))の 存 在 が,ま たN.asteroidesの70%以 上 の株 がAAC(3')ま た は2'-OH基 を ア デ

ニ ル化 す る酵 素(AAD(2"))を 有 して い る こ とが 示 唆 され た。 さ らにAGsの 中 でHBKが 最 も

優 れ た 活 性 を有 す る こ とを 明 らか に した。
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近年,Nocardiaの 感 染症 は増 加 の 傾 向に あ り,特 に

ステ ロイ ド剤 の 投 与 や 全 身 性 エ リテ マ トー デ ス(SLE)

などの免 疫 疾患 の患 者 か ら の分 離 頻 度 が 高 い こ とか ら 日

和 見感 染 菌 と して 関心 が高 ま っ て い る1)。BEAMANに

よれば,米 国 で はAIDS患 者 の0.5～1.0%にNocardia

の感染 がみ られ る との 報 告 もあ る2)。

臨 床材 料 か ら分 離 され るNocwdiaはN.asteroides

N.brasiliensisで あ り,ま れ に1V.otitidiscaviarum

(N.caviae)が 分離 され る。Nocardia症 の 治 療 は,こ

れ までサ ル ファ剤 やST合 剤 を 中心 に行 な わ れ,ま た 最

近では ミノサ イ ク リ ンな どで の成 績 もい くつ か 見 られ る

ように な っ て きた が,耐 性 や 副 作 用 の 問 題 で 必 ず し も満

足す べ き段 階 に は な い3～6)。

我 々は 今 回,当 研 究 室 で 保 存 さ れ て き たNocardia

お よび 新 たに 臨 床 材 料 よ り分 離 同 定 し たNocardia特

にN.asteroidesお よびN.brasiliensisに つ い て,各

種 の ア ミノ配 糖 体 抗 生 物 質(AGS)に 対 す る感 受 性 を検

討 した ので 報 告 す る。

■ 実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

1)使 用 菌 株

1981年 以 降,本 邦 の医 療 機 関 よ り 同定 依頼 され た 新

鮮 分 離 株 を含 むN.astereides 57株 お よびN.brasilien-

sis 34株 を用 い た。

2)使 用 薬剤

Amikacin(AMK,萬 有製 薬),arbekacin(HBK,明

治 製 菓),astromicin(ASTM,協 和 発 酵),bekanamy-

cin(AKM,明 治製 菓),dibekacin(DKB,明 治 製 菓),

gentamicin(GM,Sigma),isepamicin(HAPA-B,東
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Fig. 1. Sensitivity distribution of 57 isolates of

Nocardia asteroides to aminoglycoside anti-

biotics, AKM, FRM, KM, PRM, RBSM

and SM

洋醸 造),kanamycin(KM,Sigma),micronomicin

(MCR,協 和 発 酵),neomycin(FRM,Sigma),netil-

micin(NTL,三 共),paromomycin(PRM,協 和 発 酵),

ribostamycin(RBSM,明 治 製菓),sisomicin(SISO,

山 之 内 製 薬),spctinemycin(SPCM,Sigma),strepto-

mycin(SM,Sigma),tobramycin(TOB,Sigma)の 各

薬 剤 を 滅菌 蒸 留 水 に 溶 解 し,1,000μg/mlの 標 準 液 を作

製 し,さ ら に2倍 希 釈系 列 で 目的 とす る濃 度 に調 整 し用

い た。

3)感 受 性 測 定 法

被 験 液 作製 以 外 は化 学 療 法 学 会 標 準 法ηに 準 じ,感 受

性 測 定 培 地(ニッ ス イ)を 用 いた 寒天 平 板 希 釈 法 で 行 な

った 。 接 種 被験 液 は 直径3mmの ガ ラ ス ピー ズ8個 と3

%グ ル コ ー ス添 加BrainHeart Infusion Broth(Difco)

を5mlを 入れ た10mlの 三 角 フ ラ ス コに 植菌 し,回 転

振 盪 培 養 機(Envirenmental Incubator ShakerG24,

New Brunswick Scientific Co.,U.S.A.)を 用 い,250

rpm,30℃,4日 間 培 養 し,菌 数 を108/mlに 調 整 し接 種

菌 液 と して用 いた 。 菌 液 は 薬剤 添 加 培 地 に ミク ロイ ノキ

ュ レー タ ー(Multipoint Inoculator A400,Sussex,

England)を 用 い て接 種 し,27℃,7日 間 培 養 を行 な い,

肉 眼 的 に菌 の発 育 が 全 く認 め られ な い 最低 濃 度 を最 小 発

Fig. 2. Sensitivity distribution of 34 isolates of

Nocardia brasiliensis to aminoglycoside an-

tibiotics, AKM, FRM, KM, PRM, RBSM

and SM

育阻 止 濃 度(MIC)と した 。

II. 実 験 成 績

1)SM, KM, FRM, AKM等 のAGSのNocardia

に対 す る薬 剤 感受 性

N.asteroidesの これ らAGSに 対 す るMIC値 の分 布

をFig.1に 示 した 。こ の図 か ら も明 らか な よ うに,こ の

グル ー プのAGsはNocardiaに 対 す る 抗 菌 作用 が 弱

く,100μg/ml以 上 のMICを 示 す 菌 株 数 がSM,KM,

AKM, FRM, PRM, RBSMで,各 々11,32,29,3,

5,36と 多 く み ら れ た 。MICgo値 で比 較 した場 合 も

KM,AKM,sMお よびRBSMで は100μg/ml以 上 を

示 し,ま たFRMとPRMで は各 々25お よび90μg/

mlのMIC90値 を 示 し た。 こ れ ら グル ー プの 中 では

FRMとPRMが 比 較 的 低 いMIC値 を示 す こ とが 明 ら

か とな った 。

Fig.2に 同 じ グル ー プのAGSのN.brasiliensisr..対

す るMIC値 を 示 した。 この 図 か ら明 らか な よ うに,N.

brasiliensisはN.asteroidesよ りも さ らに これ らAGSに

非 感 受 性 で,試 験 し た菌 株 の す べ て がSM,KM,

PRM,RBSMに 対 し100μg/ml以 上 のMIC値 を 示 し,

またAKM,FRMに 対 して も半 数 の菌 株 が100μg/ml

以 上 のMIC値 を示 した 。
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Fig. 3. Sensitivity distribution of 57 isolates of

Nocardia asteroides to aminoglycoside an-

tibiotics, DKB, GM, MCR, SISO and TOB

2)3'-デ オ キ シお よび3',4'-デ オ キ シAGSに 対 す る

Nocardiaの 薬 剤 感受 性

Fig.3はN.asteroidesの デ オ キ シ ス トレプ タ ミ ン

(2-DOS)含 有 抗 生 物 質 の3'-デ オ キ シ 誘 導 体 で あ る

GM,DKB,MCR,SISO,TOBな ど のAGsに 対 す る

MIC分 布 を示 した。 これ ら 抗 生 物 質 に対 す るN.aste-

roidesのMlcが100μg/ml以 上 を示 す 菌 株 は,GMで

は17株,DKBで13株,MCRで27株,TOBで22

株 と多 く認 め られ た。 しか し,GM,TOB,MCRな どに

対 してか な り低 いMIC値 を 示 す 株 も あ り,こ れ らの

AGsに 対 す るN.asteroidesの 感 受 性 パ タ ー ンの特 徴 と

して,二 峰 性 のMIC値 の分 布,す な わ ち,感 受 性 株 と

耐性株 が 存在 す る こ とが 明 らか とな った 。 また,こ の こ

とが結 果 的 に 累積MIC値 を高 く して い る と思 わ れ る。

Fig.4に 同 じGMグ ル ー プ のAGsに 対 す る1).

brasiliensisのMIC値 の分 布 を示 した 。GMで は例 外 的

と思わ れ る4株 が50Ptg/ml以 上 のMIc値 を示 した が,

他の菌株 のMlcはo.39～25μg/mlに 分 布 して いた 。他

の4薬 剤 もほ ぼ 同様 のMIC分 布 を 示 し,こ れ ら3'-,4'-

デオキ シ体 のAGsは 特 にN.brasiliensisに 対 して平 均

して強 い抗 菌 活 性 を 示 す こ とが 明 らか とな った。GMに

対 し50μg/ml以 上 のMIC値 を 示 し た 菌 株,IFM

0075,IFM0188,IFM0189,IFM0191株 は 他 の4薬 剤

に対 して も交 叉耐 性 を 示 す こ とが 明 らか とな った(Ta-

Fig. 4. Sensitivity distribution of 34 isolates of

Nocardia brasiliensis to aminoglycoside an-

tibiotics, DKB, GM, MCR, SISO and TOB

ble1)。 これ ら4菌 株 を除 外 したMICgoはGM2.61μg/

ml,DKB3.13μg/ml,MCR8.13μg/ml,SISO2.93

μg/ml,TOB1.37μg/mlで あ った。

3)AMK, HBK, HAPA-B, NTLグ ル ー プ のAGs

に 対 す るNocardiaの 薬 剤 感 受 性

AMK, HBK, HAPA-Bお よびNTLは2-DOSの

C-1位 の ア ミノ基 が 修 飾 され たAGsで あ る。Fig.5に

そ れ らAGsのN.asteroidesに 対 す る累 積MIC値 を

示 したが,AMKで は6.25,HBKで は12.5ま た

HAPA-Bで12.5,NTLで は25μg/ml以 上 のMIC値

を示 す 菌 株 は 認 め られ ず,こ れ らのAGsはNocardia

に対 して極 め て 強 い抗 菌 作 用 を示 す こ とが 明 らか とな っ

た。 また,こ れ らの薬 剤 のMIC90はAMK3.13μg/ml,

HBK1.25μg/ml,HAPA-B5.21μg/ml,NTL5.62μg/

mlで あ り,HBKはAMKよ りも さ らに 強 い抗 菌 活 性

を示 した 。 またFig.6に 示 した よ うに1V.brasiliensisの

これ らAGsに 対 す るMIC値 も0.39～25μg/mlの 間

に 分布 してお り,N,asteroidesと 同様,試 験 したす べ

て の菌 株 が 感 受 性 で あ った。 これ らの 薬 剤 の それ ぞ れ の

MIC90値 はAMKで は7.5μg/ml,HBKで1.46μg/

ml,HAPA-Bで6.7μg/m1,ま たNTLで は8.3μg/ml

で あ り,HBKがN.asteroidesと 同様 極 め て 強 い 活性 を

示 して いた 。
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Table 1. In vitro susceptibility of Nocardia brasiliensis to 3'-deoxy-type

aminoglycoside antibiotics

4) 二 糖 類 のAGsに 対 す るNocardiaの 薬 剤 感 受 性

Fig.7a,bにN.asteroidesお よびN.brasiliensisの 二

糖 類 のAGs,SPCMお よびASTMに 対 す るMIC値

を示 した。SPCMに 対 して,N.asteroidesの ほ とん どの

菌 株 が100μg/ml以 上 のMIC値 を 示 した が,ASTM

のMIC値 は1.56～50μg/mlと 中程 度 に分 布 し,MIC90

は23.3μg/mlと 幾 分 強 い抗 菌 活 性 を 示 し た。 ま た,

MIC値 の分 布 では,い ずれ の抗 生 物 質 に対 して もNe

asteroidesは 二 峰 性 の感 受 性 パ タ ー ンを示 し,感 受 性株

と非 感 受 性株 の存 在 が 示 唆 され た。

N.brasiliensisに 対 す る二 糖 類 のAGsのMIC値 の分

布 も,N.astereidesと 同様 でSPCMに 対 してほ とん ど

の菌 株 が100μg/ml以 上 のMIC値 を示 した が,AsTM

に対するMIC90は80μg/mlで,全 体的 にN.tzsteroides

の場 合 よりも感受性が低 かった。

III. 考 察

Nocardiaは 通常,液 体培養 しても菌糸状の形態 を示

し,MIC測 定 に適 した均一 な菌懸濁液が得 られず,従

来は寒天表面に培養 した菌 体を寒天 の一部 とともにか き

とり,ガ ラス玉 を入れた試験管な どでホモジナイズして

接種菌液を調整 していた6)。 しか し,こ の方法では菌数

の正確な測定が困難 であるばか りでな く,接 種菌液の調

整 に時間がかか り一度 に多数 の菌株 を処理す ることにも

問題 点が あった。今 回我々は,三 角 フラス コにガ ラスビ

ーズを入れ て培養す る方 法を 用い ることによ りNocar-

diaの 均一 な接種菌液を得るこ とが できた。 また本方法
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Fig. 5. Sensitivity distribution of 57 isolates of

Nocardia asteroides to aminoglycoside an-

tibiotics, AKM, HAPA-B, HBK and NTL

Fig. 6. Sensitivity distribution of 34 isolates of

Nocardia brasiliensis to aminoglycoside an-

tibiotics, AKM, HAPA-B, HBK and NTL

Fig. 7. Sensitivity distribution of Nocardia asteroides ( a ) and Nocardia brasiliensis ( b ) to
aminoglycoside antibiotics, ASTM and SPCM
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Fig. 8. Possible inactivation sites of SM and SPCM by Nocarida asteroides

and Nocardia brasiliensis

Fig. 9. Possible inactivation site of KM by

Nocardia brasiliensis

を 用 い る こ とに よ り,多 数 の菌 株 の処理 を短 時 間 で行 な

うこ とも可 能 とな った 。

SM,KMな ど主 と して結 核 の 治療 剤 と して 用 い られ

るAGsのMIC値 はN.asteroidesお よびN.brasilien-

sisの 菌 株 に 対 し て100μg/ml以 上 を示 し,こ れ らの

AGsは 同 し抗 酸 菌 な が らNocardia症 の治 療 に は 全 く

無 効 と思わ れ る。 またAKMやRBSM,さ ら には 四 糖

類 のFRMやPRMは いず れ のNocardiaに 対 して も

弱 い抗 菌 作 用 しか 示 さな か った 。

一 方3'-ま た は3' ,4'-デ オ キ シ体 のAGsで あ るGM,

TOB, DKB, MCR, SISO, MCRは,例 外 的 な菌 株 を

除 いてN.brasiliensisに 対 して 極 め て強 い活 性 を 示 した

が,一 方N.asteroidesの 場 合 は 約70%以 上 が100μg/

ml以 上 のMIC値 を示 す な ど,菌 株 間 で差 が 著 明 で あ っ

た。

AMKな どの2-DOSの1位 の ア ミノ基 が 修 飾 され た

AGsはN.asteroides, N.brasiliensis両 菌 種 に 対 して

とも に 低 濃 度 で強 い 抗 菌 活 性 を 示 した。 特 に これ らの

AGsに 対 しては 全 く耐 性菌 も 確 認 され て お らず,ま た

N.asteroidesお よびN.brasiliensisの いず れ に対 して も

同 様 に 強 い抗 菌 活 性 を 示 す こ とか ら,臨 床上,原 因菌 の

同 定 前 で も 使 用 す る こ とが で き る 利 点 が あ る と 思 わ れ

る。 これ らのAGsの 中 で も,HBKはDBKか ら誘 導

され た 新 しいAGsで あ るが,AMKよ りもか な り強 い

抗 菌 活 性 を 示 す こ とが 明 らか とな り,今 後 の詳 細 なin

Fig. 10. Possible inactivation sites of KM by

Nocardia asteroides

vivoで の 研 究 と とも に,Nocardia症 の 治療 薬 と して特

に 期 待 され る も ので あ る。

細 菌 のAGsに 対 す る耐 性 機構 は そ の 修 飾酵 素 につ い

て よ く研 究 され てお り,主 にAGリ ン酸 転 移酵 素phos-

photransferase (APH),AGア デ ニル転 移 酵 素adenyl-

transferase (AAD),そ してAGア セ チル 転移 酵 素ace-

tyltransferase (AAC)の3種 の不 活化 酵 素 の存 在 が報告

され て い る9～10)。我 々 も現 在,部 分 的 な不 活 化酵 素 の研

究 を進 め て い るが,N.asteroidesお よびN.brasiliensts

に お け るSM,SPCMの 感 受 性 試 験 結果 は,Fig.8に 示

した よ うに,ほ とん どの菌 株 がAAD(3"),す なわ ち,

SMの3'-OHお よびSPCMの9-OH基 を ア デ ニル化

な どを す る酵 素 を持 ち,そ の結 果,こ れ らの薬 剤 に耐 性

にな る こ とを示 唆 してい る。 ま たKMお よびGMな ど

に対 す る感 受性 の 実験 結果 はN.brasiliensisの 約90%

以 上 の菌 株 が3'-OHを リン酸 化 して不 活化 す る酵素

す なわ ちAPH(3')を 有 して い る こ とを 示 した(Fig.

9)。 そ の こ とは さ らに,不 活 化 され る 部 位 を 持 たな い

3'-デ オ キ シ体 のAGsはN.brasiliensistc強 い活 性 を示

す こ とや,ま たAMKやHBKの よ うに,立 体 的 な障 害

に よ りAPH(3')に よ る酵 素的 修 飾 を受 け に くい とされ

て い るAGsで は 強 い 活 性 が 観察 さ れ て い るこ とか ら

も,そ の 仮説 が支 持 され る。

一 方 ,N.asteroidesで は約20%の 株 がAPH(3')を

有 して い る と考 え ら れ る。 また50%以 上 のN.aster-
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oidesがAAC(3)ま たはAAD(2")を 有 して いるこ

と,さ らに また,AAD(4")の 存在 をも示唆す るデータ

が得 られてい る(Fig.10)。 しか し,こ れ までの実験結

果からN.brasiliensisで はAAC(3)やAAD(2")な

どの酵素の存在を示唆す る結果は得 られ ていない。

東村はNocardiaを 近縁微生物 であるRhodococcus

やMycobacteriumか ら区別す る場合,マ イ トマ イシン

Cや フルオ ロウラシルな どの制癌剤に対す る感受 性パ タ

ーンを用いるこ とが優れた方法 であ ることを報告 してい

るnl。本研究で もまた,放 線菌 の薬剤感受性のパ ター ン

は安定 してお り,再 現性 が極め て高 いこ と,さ らに,我

々が現在進めているプラス ミ ドの検索で もN.brasilien-

sisに関 して必ず しもすべての 耐性 の 菌株 においてその

存在が証明で きないこ となどか らNocardiaの 薬剤感受

性パター ンは,今 後同定 法の一 手段 として用 いることが

可能であると思われ る。

GMな どに対す るN.asteroidesの 感受性株,耐 性株

の存在はN.asteroidesが すで にいくつかの研究者 によ

って指摘され ているよ うに,ヘ テ ロジーナスな属 である

ことを支持す るもの で あ る。最近 出版 されたBergey's

Manual of Systematic Bacteriology (vol.2)12)に よれば,

N.asteroidesは さ らにN.asteroidesとN.farcinicaの

2種 に分割されて いる。実際,今 回用いたN.asteroides

菌株の我 々の予備的 な実験結果 では,GMに 対 して耐性

である株はN.farcinicaに 属す るものが多 いことを示 し

ていた。 したが ってこれ らの感受性試験はN.asteroides

の細分類に も有効 な手段 となる可能性が ある。

種 々の細菌 において,AGsを 含め抗生物質 の 耐性機

構は多 くの場 合,プ ラス ミドに よるこ とがわか ってい る

が,我 々の予備的 な実験 に よれ ば,Nocardiaに 関 して

は,そ の可能 性はこれ までの ところ少 ない ように思われ

る。同 じ放線菌 グループがこれ らAGsの 生産菌 であ る

ことを考え ると,こ れ ら耐性機 構の解 明はAGsの 生合

成の面か らも興味 ある研究課題 である。
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IN VITRO SUSCEPTIBILITY OF NOCARDIA

ASTEROIDES AND NOCARDIA BRASILIENSIS

TO 17 AMINOGLYCOSIDE ANTIBIOTICS
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Fifty-seven strains of Nocardia asteroides and thirty-four of Nocardia brasiliensis were tested by
agar dilution for their susceptibility to 17 aminoglycoside antibiotics (AGs). The inoculum used in
the study was prepared by increasing the homogeneity of the organism suspension using sterile glass
beads in Erlenmeyer flasks.

Both N. asteroides and N. brasiliensis were generally insensitive to SM, KM, AKM, FRM, PRM
and RBSM group AGs. 3'-Deoxy type AGs, such as GM, DKB, MCR, SISO and TOB were effective
against N. brasiliensis, whereas most of them were not effective against N. asteroides. C-1-N-
Acylated or acetylated AGs, such as AMK, HBK, HAPA-B and NTL, were highly effective against
both N. asteroides and N. brasiliensis and no resistant strains were observed.

These results indicate that all N. brasiliensis strains have an inactivating enzyme, APH (3') and
about 50% of N. asteroides strains have either adenyltransferase ADD (2") or phosphotransferase
A AC (3').

Among the 17 AGs tested, HBK was found to be most effective, followed by AMK, and the MICH
values of HBK against N. asteroides and N. brasiliensis were 1.25 and 1.46 pg/ml, respectively.

Our studies suggest that a test for the susceptibility of Nocardia to aminoglycosides is useful to
differentiate between species of N. asteroides and N. brasiliensis. Our data also suggest that strains
of N. asteroides sensu stricto could be divided into at least two subgroups by their reaction to 3'-
cleoxy type aminoglycoside antibiotics.


