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Bacteroides fragili3 NCTC 11295株 のmetronidazole耐 性 と

感 受 性 因 子 の 関 連 に つ い て

井 上 京 市 ・成 川 新 一 ・鈴 木 卓 ・中 村 正 夫

聖 マ リアンナ医科大学臨床検査医学教室*

(昭和63年1月16目 受付)

Bacteroides fragilis NCTC 11295株 は,metronidazole(以 下Mzと 略す)長 期投与息者由来 の

例外的Mz耐 性株である(MICは32μg/ml)。 今回我 々は,こ の株の耐性機作を明らか にす るため

に,こ の耐性株 を含め,6株 のB.fragilisの 培養戸液につ いてMzを 不活化す る因子 を検索 した

が,そ の存在 を明らかにす るこ とは できなかった。さらに,Mz感 受性因子 と考え られ ているnitro-

reductaseお よびpyruvate: ferredoxin oxidoreductase活 性 と培地 中Mz濃 度 との関連か ら,こ

の株の耐性機作 を検討 した。 その結果,こ の耐性株 をMz無 添加培地 で培養 したcellの 抽出液の感

受性因子活性 は,他 の感受性株 との間の差は認め られないが,Mz添 加培地 で培養 したcellの 抽出

液については,明 らかにそ の活性が低下す ることを認めた。また,そ のcellをMz無 添加培地 に継

代 し,培 養 した ところ,低 下 していた感受性因子活性は,1継 代18時 間培養で元に戻 ることが認

め られ た。一般 に,嫌 気性菌 にお いて,感 受性親株か らin vitroでmutagen処 理 に より生ず る耐

性変異株 は,Mz感 受性因子の活性が低下するこ とが知 られてお り,B.fragilis NCTC 11295株 の

耐性機作につ いても培地 中Mzに 対す る,い わゆ る適応 と考 え られ るMz感 受性因子の活性低下

が関与 してい ると推測 され る。

Key words : B.fragilis, Metronidazole, Resistance, Nitroreductase, Pyruvate : ferredoxin 
oxidoreductase

B. fragilis NCTC 11295株 は,1978年,INGHAM

ら に よ って 英 国 で分 離 され た例 外 的Mz耐 性 株 で 実 に3

年 半 に わ た っ て総 量2kgも のMzを 投与 され た 急 性 限

局 性 小 腸 炎患 者 由来 の 株 で あ る1)。 そ の耐 性 機 作 に つ い

ては,Mzの 細 胞 内 取 り込 み 能 お よび 代謝 酵 素 活 性 の 面

か ら,感 受 性 株 と比 較 検 討 した 報 告 が あ る が2,3),現 在 ま

で の と ころ,こ の 株 が耐 性 を 示 す 理 由 は 明 らか に され て

い な い。 今 回 我 々は,Mz不 活化 因子 お よびMz感 受 性

因 子 の活 性 を 測 定 す る こ とに よっ て,こ の株 の 耐 性 機 作

を 検討 した 。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 菌 株

Bacteroides fragilis NCTC 11295株,ATCC 25285株

お よび 本学 病 院 臨 床 検 査 部細 菌 検 査 室 で,臨 床 材 料 か ら

分 離 され,B.fragilisと 同定 され たNo.01113株, 07190

株,11101株,11287株 の計6株 を 用 い た。

2. 使 用 培 地 お よび培 養 条 件

Gifu Anaerobic Medium (GAM;日 水)のbrothと

GAM寒 天 平 板 を 用 い,嫌 気 性 グ ロー ブ ボ ッ クス(Mod-

el 1024,Forma社 製)内 の 嫌 気 条 件(85%N2, 10%

CO2, 5%H2),37℃ で培 養 した 。

3. Metronidazole (化 学 名 は,2-methyl-5- nitro-

imidazole-1- ethanol)

塩 野義 製 薬(株)か ら,分 与 され た フ ラ ンスの ロー ヌ ・

プ ー ラ ン社 製 の研 究 用 原 末 を用 い た。

4. Mz感 受 性 の測 定

被験 菌 株 に対 す るMzのMICは,寒 天 平板 希釈 法で

測 定 した。 菌 の接 種 は,マ ル チ イ ノキ ュ レー タを用い,

接 種菌 数 は,1ス ポ ッ ト当 り約104個 と した4)。

5. 培 養 戸 液 に よ るMzの 不 活 化 活性 の測 定

成 川 ら と同様,培 養戸 液 に よるbroth中 のMzの 減少

速 度 を不 活 化 活 性 と して 測 定 した5)。 な おMzは,WOOD

の 方 法6,に 従 い,brothに 溶 け て い るMzを 抽 出 して ト

リメチ ル シ リル化 し,GLCを 用 い て定 量 した 。

6. 無細 胞 抽 出液 の作 製

GAM平 板 培 地,お よびMzを そ の濃 度 が1, 2,4,

8,16μg/mlと な る よ うに添 加 したGAM平 板 培地 を作

製 し,24時 間 培 養 した 被 験菌brothを 接 種 し,18時 間
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培 養 を行 な った。 発 育 して きた 菌 体 を,コ ン ラー ジ 棒 を

用 いて集菌 し,100mM phosphate buffer pH7.0に 浮

遊 させ,8,000g10分 間 遠 心 した 。1回 洗 浄 後,buffer

に再 浮遊 さ せ,こ れ を 窒 素 噴射 下 で 超 音 波 細 胞 破 砕 器

(Sonifier,model W-200P,Branson社 製)に よっ て20

KHz,20分 間超 音 波 処 理 し,菌 体 を破 砕 した 。 この 抽 出

液 の遠心 上 清 を メ ム ブ ラ ン フ ィル タ ー(pore size 0.45

μm)で 炉過 減 菌 し,cell-free extract(以 下,抽 出 液 と略

す)と し,蛋 白量 をLOWRY法7)に よ り定 重 した 。

7. Nitroreductase活 性 の測 定

酵 素活 性 は,菌 の 抽 出液 お よび 培 養 源 液 に つ い て,

MCLAFFERTYら と同様,P-nitrobenzoi cacidを 基 質 と

して生成 され るP-ninobenzoic acidを 定 量 す るこ と

に よ り測 定 した8)。 比 活 性 は,成 川 らの単 位 で示 した5)。

8. pyruvate:ferredoxin oxidoreductase活 性 の 測

定

LINDMARK&MOLLERお よびBRITZ&WILKIN-

SONの 方 法 に従 い,酵 素 活 性 は 菌 の 抽 出液 につ い て メチ

ル ビオ ロゲ ンの還 元 を 計 るこ とに よ り測 定 し た8)。 比 活

性は,TABAQCHALIら の単 位 で示 した9)。

9. 統 計 処理 法

卓上 電子 計算 機(Casio fx-3600P)を 用 い て 保温 時 間

と反応 量 の回 帰直 線 を求 め,各slopeの 比 較 を 行 な っ

た3)。

II. 成 績

Table1は 各被験菌株 の培 養戸液 に よ るMzの 不活

化活性 お よびnitroreductase活 性 を 示す。B.fragilis

NCTC11295株 も,他 の感受性株 と同様に,Mzを 不活

化 する因子 の存在は認め られなか った。なお,通 性嫌気

性菌 におけ るMz不 活化因子 とさ れ るnitroreductase

活性 も測定 したが,認 め られ なか った。

Table2は 各被験菌株 をMz無 添加培地 で18時 間培

養 した 菌体抽出液のMz感 受性 因子 の 活性(3回 測定

し,そ の平均値)と,そ れ ぞれ の菌株のMICを 示す。

耐性株 の感受性因子活性 は,他 の株 と同様の値を示 し,

何 らMICと の間 に相関はみ られなかった。

Table3はB.fragilis NCTC11295株 をMz添 加培地

(濃度は,1,2,4,8お よび16μg/ml)で18時 間培養

した菌体抽出液のMz感 受性因子活性(3回 測定 し,そ

の平均値)を 示す。Pyruvate:ferredoxin oxidoreduc-

tase活 性は,Mz濃 度8μg/mlで 影響 を受け始め,無 添

加～4μg/ml培 養時 の 約1/4に 低下 した。 さ らに,16

μg/mlで は活性が認め られ なか った。一方,nitroreduc-

tase活 性は,Mz濃 度1μg/mlで も影響を受け,無 添加

培養時の1/3に 低下 し,さ らに,2μg/ml以 上添加 した

場合には,1/6の 活性に低下 した。 なお,16μg/mlで 培

Table 1. Metronidazole-inactivating and nitroreductase activities of cell-free filtrates 

of metronidazole-resistant and -susceptible Bacteroides fragilis

*

Mz: metronidazole 

Cultures were incubated for 18 h.

Table 2. Pyruvate: ferredoxin oxidoreductase and nitroreductase activities of cell-free extracts of 

metronidazole-resistant and -susceptible Bacteroides fragilis

*

Mz: metronidazole
**

PABA: paraaminobenzoic acid 

Cultures were incubated for 18 h.
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Table 3. Pyruvate: ferredoxin oxidoreductase and nitroreductase activities of cell-free extracts of the 
resistant Bacteroides fragilis NCTC 11295 incubated at various concentration of metronidazole

*

Mz: metronidazole
*

* PABA: paraaminobenzoic acid 

Cultures were incubated for 18 h

養 した菌体 については,集 菌,洗 浄後,再 びMz無 添加

培地 に接種,培 養 し,同 様 に活性を測定 した ところ,両

感受性因子活性は,1継 代,18時 間培養でほぼ元 の活性

に戻 るこ とが認め られた。

III. 考 察

B.fragilisNCTC11295株 のMz耐 性機作を明らか に

す るためには,ま ずMzの 抗菌作用 の機序を手がか りと

して検討す る方 法が考え られる。Mzは,嫌 気性菌 にの

み抗菌力を示 し,そ の耐性菌 の出現が極めて稀であるこ

とか ら,特 異 な作用機序が考 えられ てい る。 しか しなが

ら,そ の詳細につ いては,完 全には明 らかにされ てお ら

ず,現 在の ところ大別 して2つ の説があ る。一 つは嫌気

性菌 のみが 酸 素感受性 のnitroreductase活 性 をもち,

Mzの5位 のnitro基 を還元 して,nitroso基 あ るいは

N-hydroxyamino基 を生 じ,嫌 気性菌のDNAと 結合す

るとい う説10,11)で,nitroreductaseをMz感 受性因子

とす る考え方である8,12,13)。した が っ て,TALLYら は

NCTC11295株 はnitroreductase活 性が低い とのデー

タを報告 し2),MCLAFFERTYら も同様 にnitroreductase

活性 の 低い ことを,Mz耐 性の一つ の 要因 と 考えてい

る3)。今回,我 々が用いた被験菌6株 については,nitro-

reductase活 性 とMICと の間に何 ら関連がみ られず,

彼 らの成績 と異 なるが,そ の理 由の一つ と して,彼 らが

対照 と して 用 いたMz感 受性株 が1株 だけであ った こ

とが考え られ る。 また,こ の耐性株のDNAに 関 して

は,詳 細な検討 はなされていないが,extrachromosomal

DNAい わゆ るR因 子の存在は,TALLYら によって否定

され,当 然のこ となが ら,そ の耐性 の伝達 も不可能であ

った と報告 され ている2}。一方,成 川 らは,Enterococcus

faecalisの 生菌 お よび抽 出液にMzを 不活化す る因子の

存在 を報告 してい るが5),そ の後 の検討に よ り,こ の因

子 の活性は通 性嫌気性菌 にお け るnitroreductase活 性

の存在 と一致 してお り,Mzの 抗菌活性化を誘導 しない

5位 のnitro基 の還元 であ ることを示 唆 している14)。嫌

気性菌 に お いては,こ の ような 不活化因子の 報告はな

く8,15),今回,我 々も被験菌 の培養戸液を用いて,nitro-

reductaseも 含め不活化因子 の検索を行なったが,そ の

ような活性は見出せなかった。Mzの 作用機序のもう一

つの説 は,嫌 気性菌はエネルギー産生 における電子伝達

系で,ferredoxinと 呼ばれ る酸化還元電位の低 い電子運

搬体 を利用す るが,Mzの5位 のnitro基 が還元型fer-

redoxinよ り電子 を うば い,嫌 気性菌は電子伝達系を阻

害 され る とい う説 であ る8,10,15)。Mzが嫌気性菌 を殺菌す

るとき,5位 のnitro基 が還 元され るのは前述 の説と共

通であるが,そ の還元に関与する と思われ る電子伝達系

の酵素であ るpyruvate:ferredoxin oxidoreductaseを

Mz感 受性因子 とす る 考 え 方 で あ る9)。したがって,

TABAQCHAIIら は,NCTC11295株 も含めMzのMIC

が少 しずつ異な るB.fragilis54株 のpyruvate:ferredo-

xin oxidoreductase活 性 を測定 したが,そ の活性 とMIC

との間に何 ら相関を認 めなか った と し16),今回の我々と

同様 の成績を報告 している。 しか し,今 回我 々は,さ ら

にMz添 加培地を用いて実験 を進 めた ところ,そ こに発

育 して きた菌 体の抽出液 のnitroreductaseお よびPyru-

vate:ferredoxin oxidoreductase活 性は,明 らかに培地

中Mzに 対す る適応 と思われ る低下 を示 した。一般に嫌

気性菌 にお いて,感 受性親株か らin vitroでmutagen

処理 によ り生ず る耐性変 異株 は,Mz感 受性因子の活性

が低下す るこ とが知 られて お り8,15),B.fragilisNCTC

11295株 の耐性機作 も同様である と考え られる。さらに

Mz感 受性 因子 の うち,pyruvate:ferredoxin oxidore-

ductaseは 嫌気性菌におけ るエネルギー産生系にかかわ

る酵 素であるため,こ の耐性株がMz添 加培地で発育し

て くるために利用す る代替エ ネルギ ー産生系について,
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現在検討中である。
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RELATIONSHIP BETWEEN METRONIDAZOLE 

RESISTANCE AND SUSCEPTIBILITY FACTORS 

IN BACTEROIDES FRAGILIS NCTC 11295 

KYOICHI INOUE, SHINICHI NARIKAWA, TAKASHI SUZUKI and MASAO NAKAMURA 

Department of Laboratory Medicine, St. Marianna University School of Medicine, 

2-16-1 Sugao, Miyamae-ku, Kawasaki 213, Japan 

Bacteroides fragilis NCTC 11295-which was isolated from the faeces of a patient who was on long-

term therapy with metronidazole for Crohn's disease-is known to be exceptionally resistant to met-

ronidazole (The minimum inhibitory concentration is 32 ƒÊg/ml of metronidazole). 

We studied why this strain is so resistant. First, we searched for possible metronidazole-inactivat-

ing factors in cell-free filtrates from six Bacteroides fragilis strains, including NCTC 11295. No 

such factors were detected. We then cultured the test strain on agar plates containing metronidazole, 

and determined nitroreductase and pyruvate: ferredoxin oxidoreductase activities (both being regarded 

as susceptibility factors) in its extract. 

Extract of the test strain grown in the absence of metronidazole showed similar activities of both 

enzymes to those of susceptible strains. However, the extract of the resistant strain grown in the 

presence of metronidazole showed lower activity than in the absence of the drug. 

The cells with lower activity were transferred to plates without metronidazole and cultured for 18 

hours. The extract of this strain showed activity of both enzymes similar to those grown in the 

absence of the drug from the beginning. In general, metronidazole-resistant mutants of anaerobic 

bacteria, isolated after mutagenesis from the sensitive parent strains, showed lower activity of the 

susceptibility factors than did the parents. 

The metronidazole resistance of Bacteroides fragilis NCTC 11295 is presumably attributable to 

decreased activity of the two enzymes as adaptation to the drug.


