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臨床分離緑膿菌のホスホマイシン不活化酵 素

小 原 康 治 ・小 竹 次 郎 ・大 宮 敬 一 ・河 野 恵

東京薬科大学第二微生物学教室*

(昭和63年7月30日 受付)

日本 に お け る臨床 分 離 緑 膿 菌192株 にお け る ホ スホ マ イ シ ン(FOM)感 受 性 を 調べ,FOM高 度

耐性 の2株(T-75,T-92)がFOM不 活化 酵 素 を持 って い る こ とを 明 らか と した。 これ ら の う ち

T-75株 を用 い てFOM不 活 化酵 素 の性 状 を検 討 した。FOM不 活 化 酵 素 は 細胞 膜 近 傍 に 存 在 して

い る こ とが 示 唆 され た 。また,FOM不 活 化 酵 素 を810倍 精 製 した 。 この酵 素 の分 子 量 はSephadex

G-100カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー で32kdで あ り,SDS-ポ リア ク リル ア ミ ドゲル電 気 泳 動 で は11

kdで あ った。 ま た,FOM不 活 化反 応 の 至 適 反 応 温 度,pHお よび 等 電 点 は各 々25℃,pH7.8,

pl5.4で あ った 。
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FOM1)は 細 菌 の 細 胞 壁 合 成 の 初 期 段 階 の酵 素(UDP-

N-acetylglucesamine enolpyruvyltransferase)に 不

可逆 的 に結 合 し細 胞 壁 合 成 を 阻 害 し2),グ ラ ム陽 性 菌 や

Serratia, Pseudomonas, Shigella, Proteus属 を含 む

グラム陰 性菌 に広 い抗 菌 性 を示 す3)。

FOM耐 性 に関 して は 高 頻 度 で 染 色 体 性FOM耐 性 変

異 株が 出 現 す る こ と,お よび そ のFOM耐 性 機 構 が 膜 変

化に よ るFOM透 過 阻害 に よ る こ と な どが 報 告 され て い

る4.5)。 そ し て,今 ま で にSerratia marcescensに お

け るプ ラス ミ ド性FOM耐 性 株6,7)のFOM耐 性機 構 が

研究 され て い る8,9)。 そ の 結果,11.8キ ロベ ー ス の トラ

ンスポ ゾ ンTn 2921 10,11)上 のFOM耐 性 遺 伝 子 か ら作

られ る16kd12)な い し18kd7)蛋 白 に よるFOM不 活

化反応 に お い て,補 酵 素 の 必 要 性 が示 唆 され て い る13,14)。

しか しなが ら,FOM不 活 化 酵 素 の 性 状 に 関 して は全 く

知 られ てい ない 。

一 方,緑 膿 菌 のFOM耐 性 に関 しては,そ の感 受 性 試

験が 行 なわ れ15,16),耐 性 株 の存 在 が報 告 され て い るの み

であ る8)。 こ の論 文 で は 臨 床 分 離 緑 膿 菌 のFOM高 度 耐

性株 にお け るFOM不 活 化 酵 素 の存 在 お よ び精 製FOM

不活 化酵 素 の酵 素 学 的 性 状 に つ い て述 べ る。

I. 材 料 と 方 法

使用 菌 株:臨 床 分 離 緑 膿 菌 の192株 を用 い た。 これ ら

の内,T-75株 をFOM不 活 化 酵 素 産 生 株 の代 表 と して

用 いた。耐 性伝 達 実験 に お け る受 容菌 に はFOM感 受 性

株 の緑 膿 菌K-Ps 47 rif(K-Ps47の リフ ァ ン ピシ ン耐

性 変 異 株)17)を 用 い た。 また,FOM力 価 測 定 の 微 生物

検 定 にはProteus sp.MB 838を 用 い た。

使 用 培 地:通 常 の場 合 は普 通 ブイ ヨ ン培 地(NB),普

通 ブ イ ヨ ン寒 天 培 地(NA,栄 研化 学)を,最 小 発 育 阻 止

濃 度(MIC)の 測 定 に は ミ ュ ー ラ ー ヒ ン トン液 体 培 地

(MB,BBL社,USA)を 用 い た。 微 生 物 検定 用 培 地 は 日

本 医 薬 品 基準 解 説 に 従 って調 整 した18)。

薬 剤:ホ ス ホ マ イ シ ンナ トリ ウム(FOM)は 明 治製

菓 株 式会 社 の 製 品 を使 用 した 。

試 薬 の調 製:TMK溶 液19)は100mM Tris-HCI緩 衝

液pH7.8,10mM Mg(CH.COO)2,60mM KCI,6

mM2-mercaptoethanolを 用 いた 。

MICの 測 定:MIC2000(DynatechLaboratories,

Inc.,Alexandria,Va.,USA)を 用 い て行 な った。す なわ

ち,MBを 用 い て各菌 を37℃,一 夜 培 養 した 。こ の培 養

液 をMBで10倍 希 釈 して,各 薬剤 濃 度 含 有MB0.1

m1に5μl接 種 した。37℃,18時 間 培 養後,菌 の増 殖 を

判 定 した 。

粗 抽 出 液 の 調製:NB500mlの37℃,一 夜 培 養 液 を

用 い て調 製 した19)。蛋 白 含量 測 定 はLOWRYら の方 法20)

に よ り行 な った。

FOM不 活 化 反 応:生 菌 を用 いた 場 合 は,河 野 らの方

法21}に 従 って調 製 した 菌 体 をTMK溶 液0.36mlに 懸

濁 し,31.3μg/mlFOMを0.04ml加 え て0.4ml反 応

液 と し,37℃,一 夜 反 応 させ た。 粗 酵 素 液 を用 い た場 合

は,粗 酵 素 液0.18mlにTMK溶 液0.18mlと125
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μg/mlFOMを0.04ml加 え て0.4ml反 応 液 と し,37

℃,1時 間反 応 させ た 。 いず れ の場 合 に お い て も,100

℃,3分 加 熱 した遠 心 上 清 のFOM抗 菌 活 性 を微 生物 検

定 した 。

浸 透 圧 シ ョッ ク法 に よ るFOM不 活 化 酵 素 の 存在 位

置 の検 討:培 養液300ml(OD.600nm,0.7)を 用 い て

NEUら の方 法 に準 じて21,22)行な った 。そ して,各 分 画 の

FOM不 活 化酵 素 活 性 と ミク ロ ヨー ドメ トリー 法231に よ

る β-lactamase活 性 と を測 定 した。FOM不 活化 酵 素 活

性 は 各分 画 に同 量 のK-Ps 47rifの 粗 抽 出液 を加 え,最

終FOM濃 度12.5μg/mlと し37℃ で1時 間 反 応 させ,

微 生 物 検 定 に よ り測 定 した。 こ の反 応 系 は,部 分 精製

FOM不 活 化酵 紫 標 品 の 活性 測 定 に 関 し て も用 い られ

た。

FOM不 活化 酵 素 の 至 適反 応 条 件 の検 討:T-75株 の

FOM不 活 化酵 素 を用 い検 討 した。 至適pH測 定 に は

0.1Mの 酢 酸 緩 衝 液(pH4～6),リ ン酸 緩 衝 液(pH6～

8),Tris緩 衝 液(pH7～10)を 用 い,10mMMg(CHs

COO)2,60mM KCI,6m M2-mercuptoethanolと と も

に反 応 させ た 。

等 電 点電 気 泳 動:等 電 点 は 等 電 点 電 気 泳動 装 置FEB

3000(フ ァル マ シ ア)と フ ァル マ ラ イ ト(pH3～10,フ

ァル マ シ ア)を 用 いて 行 な っ た24)。泳 動 後 ゲル を20等

分 し試 験 管 に入 れ,TMK溶 液0.3mlを 加 え4℃ で一

夜 放 置 した 。 この 液 を用 い てFOM不 活 化 反 応 を 行 な っ

た。 ゲル 板 のpH測 定 はplカ リブ レー シ ョンキ ヅ ト

pH3～10(フ ァル マ シ ア)を クマ ー シー ブ ル ーで 染 色 し

て行 な った 。

0.2%SDS-14%ポ リ ァ ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動

(SDS-PAGE):HANCOCKら の方 法25)で 行 な った。分 子

量(MW)測 定 用 マ ー カー と し て は 牛 血 清 アル ブ ミ ン

(MW,68kd),オ ブ ア ル ブ ミン(MW,45kd),キ モ ト

リプ シノ ー ゲ ン(MW,25kd),チ トクロ ムC(MW,

12.5kd)を 用 い た。 そ して,MERRILら の方 法26)に よ

って蛋 白 を銀 染 色 した 。

FOM不 活 化酵 素 の精 製:硫 安分 画(20,40,60%),

DEAE-Sephadex A-50(フ ァル マ シア)とSephadexG-

100カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィーお よび14%PAGEに よ

り行 な った。

II. 結 果

日本 で 分 離 さ れ た 臨 床 分 離 緑膿 菌192株 に つ い て

FoM感 受 性 を 調 べ た とこ ろ,FOM耐 性(MIC800μg/

ml以 上)の14株(7.3%)が 見 出 され た(Fig.1)。 そ

して,こ れ ら耐性 株 に関 して生 菌 お よび粗 抽 出液 を調 整

し,FOM不 活 化 に つ い て検 討 した ところ,粗 抽 出液 を

用 いた 場 合 に 高 度耐 性(MIC:≧12,800μg/ml)のT-

Fig. 1. MIC distribution of FOM against 192

strains of P. aeruginosa

75株,T-92株 の2株 においてFOMが 各 々100,74%

不活化 された。

この内,FOM不 活化酵素活性の より高いT-75株 に

関 してFOM不 活化機 構を検討 した。この不活化反応は

直線的 に進行 し,2-mercaptoethanol,KCIが 必要 とさ

れた。 また,粗 酵 素液の透析内液(酵 素液)と 透析外液

(補酵素 の凍結乾燥濃縮液)が 同時に 必 要であることが

明 らか となった。透析外液 は凍結乾燥後,TMK溶 液で

元の粗酵素液量 と同量に して用 いた。 この補酵素は耐性

株特有のものでは な く感受性株 にも存在 し,熱 に不安定

な ものであった。

また,FOM耐 性 の誘導 に関 しては種 々濃度 のFOM

で前処理 したが,FOM耐 性上昇は観察 されなかった。

また,不 活化活性 も上 昇 しなか った。す なわち,FOM

不活化酵素産生は非誘 導型 であることがわか った。

このFOM不 活化酵素 の 局在性が 浸透圧 ショック法

に よって調べ られた(Table 1)。 このFOM不 活化酵素

活性 は β-lactamaseの 存在す る 細胞間隙部位にも 検出

されたが,粗 酵素分画(crude enzyme sollltion)と細胞

破砕断片分画(cell debris)に も検 出された。 このこと

は,FOM不 活化酵素 の 存在位置が 細胞間隙 よ りも 内

側,す なわち,細 胞膜近傍 であることを示唆 していた。

FOM不 活化酵素 の精製に関 しては,NB10リ ッター

培養液 を用いて行なった(Table 2)。Stage IIで は硫安

分画 を透析用セル ロースチュー ブ(seamlesscellulose

tubing, size 27/32, unien Carbide corp.)を 用 いて

10倍 希釈TMK溶 液 で4℃,一 夜透析 した。 この液を

DEAE-Sephadex A-50ヵ ラム(stage III)に 充填 し,

10倍 希 釈TMK溶 液200ml,続 いて0～1MNaCl含

有同溶液400ml(直 線濃度勾配)でFOM不 活化酵素を

流出 させた。 そ して,各 分画(5ml)をOD.280nmで
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Table 1. Liberation of FOM-inactivating enzyme by osmotic shock from P. aerukinosa T 75

*1

 

: 7,000 •~g for 15min at 4•Ž

*2

 

: Suspended .for 10 min at 0•Ž periplasmic enzyme fraction obtained by osmotic shock

*3

 

: 5.9 units nmol of FOM inactivated h at 25•Ž , pll 7.8

*4

 

: 4.4 units of penicillin G hyclrolyzed h at 37•Ž, pH 7.0

*5

 

: 20.000 for 30min at 4•Ž crude enzviny solution

Table 2. Summary of the purification of FOM-inactivating enzyme from

P. aiiruginosa T-75

*1
 :1 unit ; 1 nmol of FOM inactivated/h at 25•Ž, pH 7.8

*2
 :105,000 •~ g for 2h at 4•Ž

*3

 

: Purification factor

測定 し,FOM不 活化活性画分 を凍結乾燥 した。 これ を

TMK溶 液0.6mlに 溶解 しSephad G-100カ ラム

(Stage IV)に 通 した。活性 分画No.15(2ml)に おける

本酵素の分子量は32kdで あった。この分画を同 カラム

で再分画す ると32kdの 部分 と約11kdの 部分の二方

性ピー クを示 し,前 者はFOM不 活化活性 を示 したが,

後者は示 さなか った。 この部分精製酵素 を 用 いて14%

PAGEを 行ない,泳 動 ゲルを20分 画 しTMK溶 液1

mlを 加え4℃ で一夜放置 した。この不活化活性画分 は,

810倍 精製 され ていた。

精製段階 におけ るSDS-PAGEをFig.2に 示 した。

Fig.2左 側 に示 した標準蛋 白の分子量 と比較 した最終精

製標品の分子量は11kdで あった。

一方
,部 分精製酵素(Table2, Stage IV)を 用いた

FOM不 活化反応に より,こ の不活化反応の至適反応温

度は25℃,至 適反応pHは7.8で あ るこ とが明 らか と

な った。 また,こ の酵素の等電点(pl)は5.4で あった

(Table3)。

III. 考 察

臨床分離緑膿菌のFOM耐 性機構 にはFOM不 活化

酵素型 と 非不活化酵 素型が 存在 して いるこ とがわか っ

た。
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Table 3. Procrites of FOM witclivating rozyliu. from P. deruginim T 75

*Incubatcd at 25C

Fig. 2. SDS-PAGE pattern of FOM-inactivating

enzyme at various stages of purification.

Lane A stage II, lane B : stage III, lane,

C : stage IV, lane D : stage V

この うち,FOM不 活化酵 素型耐性緑膿菌に 関 し て

は,細 胞膜近傍に存在 してい るFOM不 活化酵 素によ り

FOMが 抗菌性 を失 うもの と考えられ る。 また,こ の型

のFOM耐 性は,FOM非 不活化型耐性(MIC:800～

6,400μg/ml)と ともに 存在 し よ り高度耐性化(MIC:

≧12,800μg/ml)し てい ることが考え られ る。

このFOM不 活化酵素型耐性はFOM感 受性株K-

Ps47rifへ 接合伝達 しなか った。更 に,42℃ 処理やエ チ

ジウムブロマイ ド処理 に よってもFOM耐 性 の 脱落は

見 られず,プ ラス ミドDNAも 検出 され なか った。

FOM耐 性緑膿菌T-75株 のFOM不 活化酵 素の精製

過程において,本 酵素(32kd蛋 白)が11kdの サ ブユ

ー ッ トか らな っていることが示唆 された。 また,酵 素精

製過程における低収率の原因は,こ の酵素のサ ブユ ニッ

トへの解離や安定性が関与 してい るこ とが考え られ る。

一方,FOM感 受性菌粗酵 素液 の透析外液を補酵 素含

有物 として 用 い たFOM不 活化酵 素反応がEDTA,

NADPH2,NaNO3-に より部分阻害 された。 したが っ

て,こ の不活化反応 の補酵素 としては2価 金属や酸化還

元反応が関 係 している可能性があるが 今の ところ不明 て

あ る。

以上 より,FOM高 度耐性緑膿1均におけ るFOM不 活

化酵 素の存在お よびその酵 素件状が初めて明らか とな っ

たり
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FOSFOMYCIN-INACTIVATING ENZYME FROM

CLINICALLY ISOLATED PSEUDOMONAS AERUGINOSA

KOJI O'HARA, JIRO KOTAKE, KEIICHI OHMIYA and MEGUMI KONO

Department of Microbiology, Tokyo College of Pharmacy,

1432-1, Horinouchi, Hachioji, Tokyo 192-03, Japan

We clinically examined the fosfomycin (FOM) susceptibility of 192 strains of clinically isolated

Pseudomonas aeruginosa. FOM-inactivating enzyme was detected in two strains (T-75 and T-92)

showing high FOM-resistance. The enzymological properties were investigated using strain T-75.

We suspected that the FOM-inactivating enzyme was located near the inner membrane of the cell.

The enzyme was purified to 810-fold. Molecular weight of the enzyme estimated by Sephadex G-100

gel filtration and SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was 32 Kdal and 11 Kdal, respectively. The

optimum temperature, optimum pH for the inactivation of FOM and isoelectric point of the enzyme,

were 25•Ž, pH 7.8, and pl 5.4, respectively.


