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血液培養か ら分離 されたメチシ リン耐性 ブ ドウ球菌 について

-菌の疫学的特徴とβ-ラクタム系薬によるペニシリン結合蛋白-2'の誘導-

野 々 口 律 子

帝京大学医学部臨床病理*

(指導教授:紺 野 昌俊)

(平成元年9月16日 受付・平成元年10月4日 受理)

1.臨 床検 査材料 か ら検 出 され るmethicmin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)の

分離 頻 度 を1980年 か ら1988年 にわ た って調 べた。MRSAの 割 合 は1980年 代 の始 め か ら急速

に高 まった。 この時 期 は新 しい抗 緑膿 菌用penicillinや 第2・ 第3世 代の セ フ ェム系薬 が登場

した時 期 と-致 して いた。

2.同-期 間 内 に お け る血 液 培 養 か らの分 離 菌 の変選 を調 べ る と,グ ラム陽 性 球菌 で は

Saureusの 分 離 率の上 昇 が著 明 で あった の に対 し,グ ラム陰 性桿 菌 の それ は ほ とん ど変 助 し

てい ないか,菌 種 に よって はむ しろ減少傾 向 にあ った。

3.過 去5年 間 に血 液培 養 か ら分離 され たMRSAは,疫 学的 に主 として3つ の群 に分 け

る こ と が 可 能 で あ っ た。 す な わ ち,第1の 群 と したgentamicin(GM)耐 性 を 伴 うGMち

MRSAは フ ァー ジ型1群,コ アグ ラー ゼIV型,エ ンテ ロ トキ シ ンAあ るい はBを 産 生 し,

mcA遺 伝 子 をencodeす るDNAは4.0kbのHind III fragmentで あ った。 第2の 群 と した

tobramycin(TOB)耐 性 を伴 うTOB-MRSAは フ ァー ジ型III群,コ ア グ ラー ゼII型,TSST-

1単 独 あ る い はTSST-1と エ ン テ ロ トキ シ ンCを 産 生 し,mecA遺 伝 子 をencodeす る

DNAは4.3kbのHind III fragmentで あ った。第3の 群 と したGMr+TOB'-MRSAは 疫学 的

には2群 の菌 とほぼ同 じで あった。 これ らの菌 は1群 か ら2群 次 いで3群 の菌 へ と急速 に変遷

して きてい る ことが 示 された。

4.こ の各 群 に属 す るMRSAの β-ラ クタ ム系 薬 に よるPBP-2'の 誘 導状 況 を検 討 す る

と,1群 としたGMr-MRSAで はcefazolinやflomoxef sodium等 で その誘 導の程度が低 か っ

た。 しか しながら,他 の群 のMRSAで はすべ ての被験薬に よってPBP-2'の 誘導がみ られた。

5.以 上 の 成 績 は,使 用 さ れ る抗 菌 薬 の 変 遷 に伴 っ て,そ の環 境 に よ り一 置適 応 した

MRSAに 変わ りつつあ る ことを示 してい ると考 え られた。
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今 日,本 邦の臨床 における感染症領域では,methicillin

(DMPPC)を は じめ とする大部分の β-ラクタム系薬 に耐性

を示すStaphylococcus aureus(MRSA)が 大 き な問 題 と

なっている。本菌 の特徴は,β-ラ クタム系薬のみならず,

ブ ドウ球菌 に対 して抗菌力 を示すアミノ配糖体系薬(AGs)

やマク ロライ ド系薬(MLs)等 の多 くの抗生物質 に耐性を

示 す ことにあ り1～4),臨床 上使用可能な抗生物質がほ とん

どない とい う難題 をかか えている。 そのため,本 菌 によっ

てひとたび発症する と,予 後不良の経過をたどる可能性を

有 している5,6)。

このようなMRSAに おけ る薬剤耐性機 構は,菌 が本来

有 し て い る 細 胞 壁 合 成 酵 素 に 関 わ る4種 類 の

penicmin-binding protein(PBP)以 外 に,新 たなPBP-

2'と 呼ばれ る酵素 を産 生す ることによるもので ある珊 。

しか も,こ の酵素 蛋 白は菌 が β-ラ クタム系薬 に触れ ると

その産生量 が増加 して くる誘導型 であ るこ とに特徴があ

る7,9)。つ まり,MRSAは 耐性 遺伝子(mecA10,11))を 有し

ていて も.β-ラ クタム系薬に触 れない限 りはPBP-2'の 産

生 はご くわずかであるため,β-ラ クタム系薬 に対 して一見

DMPPC感 性のS.aureus(MSSA)と にかよった感受性を
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示すMRSAが み られ るのは このためであ る。 すなわ ち,

この よ うなMRSAの β-ラクタム系薬 に対 する感受性 値

は,菌 が以前 に β-ラクタム系薬 に接触 していたか否か と

い うこと12),そ の菌のpenicillinaseの 産生量13)あるいは培

養温度14)等によって大 きく影響 され るこ とが判 ってきて

い る。

一方
,著 者 らのグルー プによるMRSAに 関 する今 まで

の疫学的検討1,5,15)によると,こ れ らのMRSAの 中には薬

剤耐性型,フ ァージ型,ト キシン型,あ るいはコア グラー

ゼ型等 からみて,疫 学的 に異なった菌株が含 まれ ることが

判明している。

本編 においては,血 液培養か ら分離 されたMRSAに つ

い て,上 述 した疫 学的 に異 な るタイプのMRSAに つい

て,そ の年次的分離 率の推移 を検討 し,あ わせてそれらの

異なったタイ プのMRSAが 変遷 してきた原因を知 る目的

で,耐 性の本態であるPBP-2'の 産生性 とその遺伝子 とを

検討 したので報告する。

I.材 料 と 方 法

1.疫 学 的調査 対 象

1980年1月 か ら1988年12月 までの9年 間 に,帝

京大学 医学部 附属 病院 中央検 査部 細菌 検査室 で扱 った

検査 材料 か ら分 離 され たS.aureusを 対 象 とした。た

だ し,血 液 培 養 に つ いて は,S.aureus検 出例 との比

較の ため に,分 離 され たす べて の細菌 を調査 の対 象 と

した。 血液培 養 の集計 に際 して は,同 一患 者 よ り同 じ

薬剤耐性 型 を示 す同一 菌種 が2回 以上 にわ た って検 出

され た場 合 には,1症 例1検 体 のみ を集計 の対 象 とし

た。

1984年1月 か ら1988年12月 まで の期 間 に血液 培

養 か ら分離 され たS.aureusは,単 離 後 すべ て凍 結乾

燥 して保 存 した。 これ らの菌 株 を実験 に用 い る際 は感

受性測 定 用broth(S.broth:栄 研)に て再培 養 した 。

検 討 したS.aureusは188株 であ る。

2.薬 剤感 受性 の測定

上 記 のS.aureusは,S.brothに て3回 継 代 培 養

(32℃)し た後,薬 剤 感受性 を測定 した 。測定 時の接 種

菌 量,培 地 等 は 日本化 学療 法学会 の標 準法16)に従 った

が,菌 接種 後 の培養 温度 は32℃ とした。

対 象 と した被験 抗菌 薬 はbenzylpenicillin(PCG),

DMPPC,cloxacillin(MCIPC), cefazolin(CEZ),

cefmetazole(CMZ), ceftizoxime(CZX), flomoxef

(FMOX), cefpiramide(CPM), imipenem(IPM), ery-

thromycin(EM), clindamycin(CLDM), kanamy-

cin(KM), lividomycin(LVDM), gentamicin(GM),

amikacin(AMK)お よ びtobramycin(TOB)の 計16

薬剤 であ る。 、

3,エ ンテロ トキシ ン型 とコア グラーゼ型 の測定

エ ンテロ トキ シン型 の測定 には,ブ ドウ球 菌エ ンテ

ロ トキ シ ン検 出 用 キ ッ トとTSST-1検 出 用 キ ッ ト

(デ ン カ 生研)と を用 い,逆 受 身 ラ テ ックス凝 集反 応

(RPLA法)に よ り実 施 した。 コア グラ ーゼ型 は ブ ド

ウ球菌 コア グラー ゼ型 別用 免疫血 清(デ ンカ生研)を

用 い,中 和反応 に よ り実施 した。

4.フ ァー ジ型別

フ ァー ジ型 別 用 標準 フ ァー ジ液 は,-80℃ に保 存 し

て お い た フ ァー ジ原液 か ら新 た な フ ァー ジ液 を作 成

し,1 RTDに 調 整 して型 別 を行 な っ た。 型 別 不 能

(NT)と 判定 された株 につい て は,100RTDの フ ァー

ジ液 を用 い て再測定 した。型 別用 ファー ジの 内訳 は,

1群 が5種 類(29,52,52A,79,80),II群 が4種 類

(3A,3C,55,71),III群 が9種 類(6,42E,

47,53,54,77,83A,84,85),雑 群 が4種 類

(81,94,95,96)で あ る。

5.ア ミノ配 糖体修 飾酵 素の 測定

被 験 菌 を10mlのS.brothに て37℃,一 夜 培 養

し,遠 心 して集菌 した後,超 音 波破砕 して粗 酵素液 を

作 成 した17,18)。そ して,1)3'-リ ン酸 転移 酵素(3'-

APH),2)2"-リ ン酸 転移酵 素(2"-APH)と6'-ア

セ チ ル転 移 酵 素(6'-AAC)の 両 機 能 を有 す る双頭 酵

素,3)4',4"-ア デ ニ リル転 移 酵 素(4',4"-AAD)

の 各AGs修 飾 酵 素 に 対 す る 抗 血 清 を 用 い て

OUCHTERLONY法19)に よ り,形 成 された 沈降線 の有無 か

ら被験菌 が産生 す る酵素 の種 類 を判定 した。

6.β-ラ ク タ ム 系 薬 に よ るpenicillin-binding

protein-2'の 誘 導

MRSAに お け る β-ラ クタム系薬 添加後 のPBP-2'

の誘導産 生 は以下 に述べ る方法 に よ って測 定 した。被

験 菌 のTK388株,TK2566株,TK577株 お よび比 較

のた めに用 いた米 国由来 の85/2215株 は,S.brothに

て32℃ で 一 夜前 培養 した。 多数用 意 した500mlのS.

broth入 り三 角 コル ベ ン に被 験 菌 を10mlず つ接 種

し,32℃ で1時 間 振盪 培 養 した。 次 い で各種 の β-ラ

ク タム系抗菌 薬 を,最 終 濃度 が それぞ れ0.2μg/ml,

1μg/ml,5μg/ml,25μg/mlと な る よ うに添 加

し,さ ら に6時 間 培 養 を行 な っ た。3,000rpm,4

℃,10分 間 の遠 心 に よ り菌 を回収 した後,そ れ らを

超 音波 破砕 した。 そ して,さ きに述べ た 方法7)に よ り

膜 画分 を採 取 した。得 られた膜 画 分 はBRAOFORDの 方

法20)に よ り蛋 白量 を測定 し,す べ ての検体 が同 じ蛋 白

量 とな る ように調 整 した。 そ して,各 検体 は50μlず

つ を エ ッペ ン チ ュ ー ブ に 分 注 し,5μlのsodium

lauryl sarcosynate(20%wt/vol)を 加 え て20分
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間室 温 にて蛋 白 を溶解 させ た。 次 いで,12,000rpm,

4℃,30分 間 の遠心 を行 な った後,上 清部 分50μlず

つ を別 の エ ッペ ンチ ュー ブに採取 した。2-メ ル カプ

トエ タノ ール10μlとSDS-buffer25、 μlとを加 えた

後,た だ ちに100℃2分 間 の熱処 理 を行 な って蛋 白 を

変 性 させ た。 これ らの膜 画 分 は,SDSポ リア ク リル

ア ミ ドゲル 電 気 泳 動(SDS-PAGE)に よって 分 画 し

た。 た だ し ラ ン ニ ン グ ゲ ル はacrylamide7.4%

(wt/vol),bisacrylamide0.06%(wt/vol)の 濃 度 とし

た。SDS-PAGE終 了後 の ゲ ル板 はCoomassie染 色

した後,PBP-2'に 相 当す る部 位の 濃度 を クロモ スキ

ャナ ー(JOYCE-LOEBEL)に よ り測 定 した。 各薬 剤

に よ るPBP-2'の 誘 導 量 は最 も産生 量 の 多 か った検

体 の もの を100%と して,そ の総体 量 で表わ した。

7.ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン に よる薬 剤 耐性 遺 伝

子,mecAの 検 索

プ ロー ブ として用 い たDNAは,PBP2'の 産 生 を

支 配 す る遺 伝 子,mecAの 存 在 す る4.3Kb Hind III

DNA断 片 で あ る。 こ のDNA断 片 は,MRSAの

TK784株 か らす で にvector plasmid pUC19ヘ ク ロ

ー ン化21)さ れ て い る もの を精製 して用 い た。 ハ イ ブ

リダイ ゼ ー シ ョ ンは,す で に述 べ られ てい る方法22)

に従 っ たが,DNAの 標 識 に は[35S]-dCTPを 使 用

した。

一 方
,検 索 したい菌株 のDNAは,さ きに述べ た方

法7)に 従 って 抽 出,精 製 し た。 そ して,そ れ らの

DNAは 制 限酵 素 のHind IIIで切 断 した後,ア ガロ ー

ス ゲル 電 気 泳 動 に よ り分 画 した。次 いで,ゲ ル 中 の

DNAは メ ンブ レン フ ィル ター へ転 写 し,固 定化 後,

前述 の標 識 プ ローブ とハ イ ブ リダ イズ した。 そ して,

この メ ンブレ ンフ ィル ター につい て,オ ー トラジオ グ

ラ フィー を行 な った。

II.結 果

1.血 液培 養 か ら検 出 され るMRSAの 年次 的推移

1980年1月 か ら1988年12月 まで の9年 間 に わた

って帝 京大学 医学 部附 属病 院 中央検 査 部細 菌検査 室で

扱 った全検 査材 料 中 に占 め るMRSAの 分離 率の 年次

的 推 移 はFig,1に 示 す.こ の 成績 は,日 常 業 務 で用

い て い る 薬 剤 感 受 性 デ ィス ク の う ち,CEZ(5

μg/ml含 有),MCIPC(2μg/ml)あ る い はCMZ

(5μg/ml)に 耐 性 と判 定 され た 薗株 をMRSAと し

て集計 した もの で あ る.図 の 下 方 に は,1980年 以降

に臨 床 へ 登場 した主 な β-ラ ク タム系薬 を記 したが,

MRSAの 急速 な増 加 は抗 緑 膿 菌 用 のPIPCお よび第

2.第3世 代 の β-ラ クタム 系薬 が 臨床 の 場 に多数登

場 した1980年 代 の 初期 に一 致 して い る.そ れ 以降,

少 な くとも昨 年 まで は分離 率 の上昇 が認 め られた。

この よ うな背景 を踏 まえて,血 液 培 養か ら分離 され

る各種 細 菌 の動 向 を検 索 した成 績 をFig.2に 示す。

菌 検 出 陽 性 例(■)は 調 査 開 始 時 の1980年 には

12.0%で あ った が,1984年 まで は急 速 に増 え続 け,以

後,横 ば い とな りなが ら も30%台 の 陽 性 率が 継続 し

て い る。 こ れ ら の 検 出 さ れ た 菌 を グ ラ ム 陽性 菌

(GPC:●)と グ ラ ム 陰 性 桿 菌(GNB:□)と に分

け,そ の 年次 推移 を見 る と,GPCの 分離 は1987年 ま

で ほぼ 一貫 して 上昇 傾 向 にあ った が,1988年 に はや

や頭 うち とな った よ うで あ る。9年 間 の分離 成績 につ

いて の相 関計 数 は γ=0.8682と 高 か った。 特 に注 目さ

れ たの は,1982年 にGPCの 分離 率 がGNBの 分離率

を上 回 り,以 後,こ の状 態が現 在 も続 い てい るこ とで

あ る。 これ に対 し,GNBで は相 関 計 数 は γ=0.2346

で あ り,検 出 率 は ほ ぼ横 ば い,言 い換 えれ ば10%台

の分離 率が 継続 してい る ことが示 された。 この 内訳は

こ こ に は示 さ なか った が,Escherichia coliで は γ=

MRSA/Total clinical isolates of

Staphylococcus aureus

Fig.1. Yearly changes in MRSA isolated from clinical materials at

the Teikyo University Hospital
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Fig.2. Yearly changes in bacteria from blood cultures at the Teikyo University Hospital

Table1. Antimicrobial resistamce of Staphylococcus aureus is olated from blood cultures

* Antibiotic resistance: PCG
, penicillinase positive; DMPPC, methicillin and other ƒÀ-lactams; EM,

macrolides and lincomycins; KM, producing a 3'-phosphotransferase; GM, producing a dual enzyme

having 6'-acethyltransferase and 2"-phosphotransferase; TOB, producing a 4', 4"-adenylyltransferase.

GM: gentamicin, TOB: tobramycin, PCG: benzylpenicillin, DMPPC: methicillin, EM : erythromycin,

KM: kanamycin

0.6178,Klebsiella spp.で は γ=0.8327で あ った が,

Serratiamrcescensで は γ=-0.7539,Pseudomonas

aeruginosaで は γ=-0.5845と 明 らか に減少傾 向 にあ

ることが示 された 。

一 方
,分 離 率 の上 昇 したGPCの 内訳 をみ る と,連

鎖球菌 等の分 離率 に は著 明 な変 化 はな く,増 加 したの

はS.aureusと コ アグラー ゼ 陰性 ブ ドウ球 菌(CNS)

であ っ た。 図 中 にはS.aureus(○)の 成績 の み を示

した が,1980年 か ら1981年 に か けて は0.6%台 であ

った分 離 率 が,1982年 に は3%台 へ と上 昇 し,以 後

その状 態 が続 き,さ ら に1986,1987年 に は5%台 ま

で上昇 した が,1988年 以 後 はや や頭 うちの傾 向が 見

られて い る。9年 間 のS.aureusの 分離 率 は,相 関 計

数 γ=0.9349と 非 常 に高 い上 昇率 を示 して い る。

な お,Candidaを 含 む真 菌 類 の分 離 状 況 も図 中 に

示 したが,こ れ も相 関 計数 は γ=0.8449と 高 く,特 に

1986年 以 降 急 上 昇 して きて い る点 が注 目 され た 。

1988年 に はS.aureusよ りも分離 率 が 上 回 っ て きて

お り,今 後の傾 向 を注 目す る必要 があ ろ う。

2.血 液 培養 か ら分 離 され たS.aureusの 薬 剤耐性

型

Table1に は,1984年1月 か ら1988年12月 まで

の5年 間 に血 液培 養 か ら分 離 されたS.aureusに つ い

て の薬剤 耐性型 の成績 を示す。 これ らの耐性 型 は,方

法 の2)項 に記 した薬 剤 に対 す る感受 性 を測定 し,同

じ耐 性機 構 に基 づ く薬 剤群 の耐 性 につ いて は,そ の代
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表 的薬 剤 名 で裏 配 した。 その 中のAGsに 対す る耐 性

について は,薬 剤感 受性 の他 に,方 法の5)項 に従 っ

て修飾 酵素 の検 索 を行 ない,耐 性機構 を確 認 した。

表 記 した 耐 性 は,1)penicillinaseに よ る耐性:

PCG,2)PBP-2'の 産 生 に よる β-ラ ク タム 系 薬 耐

性:DMPPC,3)MLs系 お よ びCLD系 薬 耐 性:

EM,4)3'-APH産 生 に よ る耐性:KM,5)双 頭

酵 素 産 生 に よ る耐性:GM,6)4',4'-AAD産 生 に

よ る耐性:TOBで ある。

さ ら にAGs耐 性 の 特 徴 か ら,i)GMしMRSA

群,ii)TOB'-MRSA群,iii)GM'+TOB'-MRSA

群,iv)そ の 他 のMRSA群,v)DMPPC感 性 のS.

aureus群 の5群 に分 け た。MRSAの 中 で最 も高 い検

出 率 を示 した の は,TOB'-MRSAで あ り,総 計188

株 中54株(28.7%)と 約3割 を占 め て い た。 次 い で

GM'+TOB'-MRSAが39株(20,7%),GM'-MRSA

は32株(17.0%)で あ った.ア ミノ配 糖体 系 薬耐 性を

伴 わ な いMRSAは わず か4株(2,1%)に 過 ぎなかっ

た,こ れ らのMRSAを 合 計 す る と129株(68.6%)と

な り,血 液 培 養 か ら検 出 され たS.aureusの7割 は

MRSAで,MSSAは59株(31.4%}に 過 ぎな い とい

う成績 であ っ た。

Fig.3に は 各 薬 剤耐 性 型 の 菌株 の 年次 的 推移 を分

離 菌株 数 で示 し た。MSSAの 分 離 につ い て は5年 間

を通 して著明 な変 動 はみ られ てい な いが,各 グル ープ

に分 けたMRSAは 年次 によ って著明 に変化 して きて

い る こ とが うか が え た。 す な わ ち,検 索 を開 始 した

1984年 か ら1985年 に かけ てはGM'-MRSAの 占 める

割 合 が 高か った が,1986年 以 降 に な る とこの耐 性型

の 菌 は急速 に減少 し,変 わ ってTOB'-MRSAの 割合

が 急速 に増 加 して きた。 そ して1988年 代 に は,徐 々

に増 えつつ あっ たGM'+TOB'-MRSAが,そ れ に変

Fig.3. Yearly changes of different resistant-type MRSA from blood cultures

Fig.4. Coagulase,enterotoxin,and phage types of MRSA isolated from blood cultures
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Fig.5. Coagulase,enterotoxin, and phage types of MSSA isolated from blood cultures

MCIPC: cloxacillin, DMPPC: methicillin, CPM  cefpiramide, CMZ: cefmetazole, CEZ: cefazolin,

CZX: ceftizoxime, IPM: imipenem, CZON: cefzonam, FMOX: flomoxef sodium

Fig. 6. Induction of PBP-2' by ƒÀ-lactams in Staphylococcus aureus TK388 strains (GMr-MRSA)

わって増加 して きた 。

3.コ ア グラーゼ型,エ ンテロ トキ シ ン型,お よび

フ ァー ジ型 と薬 剤耐性 型 との関係

上 述 したMRSA3群 にお け るコア グ ラー ゼ型,エ

ン テ ロ トキ シ ン型 お よび フ ァー ジ型 に 関す る成績 は

Fig.4に 示 す。 な お,MSSAの そ れ は比較 のた め に

Fig.5に 示 した。各 群 のMRSAに は疫学 的 に明 瞭 な

相 違 が 認 め ら れ た。 す な わ ち,GM'-MRSAで は

70%以 上 の株 が コア グ ラー ゼIV型 で,エ ンテ ロ トキシ

ンA産 生,フ ァー ジ型別 で はI群 に属 す る もの が多

か ったの に対 し,TOBr-MRSAで は コア グラー ゼII

型 で トキ シ ッ ク シ ョ ッ ク シ ン ドロ ー ム トキ シ ン1

(TSST-1)と エ ン テ ロ トキ シ ンCと の両 毒 素 を同 時

に産 生 す る株 か,あ るい はTSST-1の み を産 生 す る

株 の両者 で90%以 上 を 占め て いた 。 フ ァー ジ型 もIII

群 が50%台 で,そ の 他 は大 部 分 が型 別 不 能株 とい う

成績で あ った。

一 方
,GMr+TOBr-MRSAに 属 す る菌 株 は,そ の

ほ とん どがTOBr-MRSAと 同 じコア グ ラー ゼII型,

エ ンテ ロ トキ シ ンCとTSST-1産 生,フ ァー ジ型 は

III群か 型 別 不 能 で あったが,そ の 中 に10%程GM「

-MRSAに 近 い コア グ ラ ー ゼIV型 ,エ ンテ ロ トキ シ

ンAの 菌株 が認 め られた。

これ に対 し,MSSAで は,コ ア グ ラ ー ゼ型 はII,

III,IV,V,VIIへ ほぼ均一 に分 布 して お り,エ ンテ ロ

トキ シ ン もAあ るい はB産 生 株 が合 わ せ て30%程

度,そ の他 はエ ンテ ロ トキ シ ン非産生 株 であ った。 フ

ァー ジ型 も,II群,III群,混 合 群,型 別不 能 とい った

各群 に幅広 く分布 す る とい う成 績で あ った。

4.MRSAに お けるPBP-2'の 誘導状 況

Fig.6か らFig.9に か けて は,疫 学 的 に異 な る と

考 え られ る3つ の群 のMRSAの 中 か ら,代 表 的 な菌

株 を選 び,各 種 の β-ラ クタム系 薬 に よっ て誘 導 した

後 のPBP-2'の 産生状 況 を検討 した成績 を示 す。

Fig,6に 示 したGMr-MRsAのTK388株 で は0.2

μg/mlのMCIPCに 接触 した場 合 にPBP-2'の 産生量

が最 も高 く,こ の産生 量 を100%と して他薬剤 による

誘 導 時 の 成 績 を 比 較 す る と,DMPPC,CPM,

CMZ,IPM等 は1～5μg/ml程 度の 濃度 でPBP-2'

を 最 も誘 導 しや す く,そ の 産 生 量 は相 対 量 と して

60%～80%程 度 であ った。

これ に対 し,CEZ,CZON,FMOX等 は,PBP-2'

を誘 導 す る ことは明 らかで あ るが,そ の産 生 量 はや や

少 な か った。特 にFMOXで は0.2～5μg/mlの 濃 度

に お い て もPBP-2'の 産生 量 は20%台 で あ り,他 薬

剤 とは多少異 な って いる こ とが示 され た。

一方
,Fig.7に 示 したTOBLMRSAで は,い ず れ

の β-ラ ク タム 系薬 に よっ て もPBP-2'は 相 対 的 に高

く誘 導 さ れ,CEZ,CZONお よびFMOXに おい て

も1～5μg/mlの 濃 度域 で50%以 上 の産生 量 とな っ
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Fig.7. Induction of PBP-2' by β-lactams in Staphylococcus aurms TK 2566 strain(TOBr-MRSA)

Fig.8. Induction of PBP-2' by β-lactams in Staphylococcus aurms 85/2215(TOBr-MRSA)from the USA

Fig.9. Induction of PBP-2' by β-lactams in Staphylococcus mreus TK 577 strain(GMr+TOBr-MRSA)
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てい た。本 菌 に対 す る β-ラ クタム系薬 のMICも 相 対

的 に高 い傾 向が認 め られた。

な お,比 較 の た め に米 国 由来 のTOBr-MRSAの

85/2215株 に お けるPBP-2'の 誘 導状 況 をFig.8に 示

した が,こ の 菌株 におい て も各 β-ラ クタ ム系薬 の誘

導 に よ るPBP-2'の 産生 量 は相 対 的 に高 か った。

Fig.9に は,GMr+TOBr-MRSAに お け る 各

β-ラ ク タ ム 系薬 に お け る誘 導 後 のPBP2'の 相対 的

産 生 状 況 を示 した。MCIPCの5μg/mlの 濃 度 に よ

って最 も高 いPBP-2'の 誘導 がみ られた。 これ に比 し

て は,CEZやFMOX,CZONな どで はや や低 い産生

量 で はあ った が,1～5μg/mlの 濃 度域 にお いて,

いず れ も相 対量 で50%以 上 のPBP-2'産 生 が 認 め ら

れ,こ れ らの薬 剤 に よって もPBP-2'が 誘 導 され るこ

とは明 らかで あっ た。

5.ハ イ プ リダイ ゼー シ ョ ンに よ るmecA耐 性 遺

伝子 の比較

前 述 した疫 学 的 に異 な る3つ の群 のMRSAの 中か

ら,無 作為 に菌株 を選 び,耐 性遺 伝子 を検索 した成績

をFig.10に 示 す。 それ ぞ れの 菌 株 か らのDNAは,

制限 酵素 のHind IIIで切 断 した後,プ ロー ブ と した

TOBr-MRSA TK784株 由来 のmecA遺 伝 子DNA

断 片(4.3kb)と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た。 す べ て の

MRSA由 来 のDNAに お い て,4.4kbの マ ー カー 付

近 にプ ロー ブ とハ イブ リダ イズ したDNA断 片が検 出

され た。 しか しな が ら,MRSAか らmecA遺 伝 子 が

脱 落 した変 異 株 のTK784E株 に お い て は,ハ イ ブ リ

ダ イ ズす るDNA断 片 は認 め られ なか っ た。 な お,

TOB'-MRSAとGMr+TOBr-MRSAで 検 出 され た

DNA断 片 は,GMr-MRSAの そ れ に比 べ03kb程 長

か った が,こ の 部 分 のDNAはmecA遺 伝 子 には関

TK784E:vanant of MSSA:85/2215,MRSA from USA

TK731E:variant of PCase negative and methlcillinr

Fig.10. Southern blot hybridization

連の ない こ とが判 って いる。 なお,こ こには示 して い

な いが,外 国 由来 のMRSAに つ いて も同様 の検索 を

行 な い,そ れ ら に お い て もmecA遺 伝 子 の の った

DNA断 片 に同様 の違 い を認 め られ て いる鋤.

III.考 察

MRSAの 出現 は古 く,DMPPCが 開 発 され た翌 年

の1961年 には すで に報 告23)が 見 られ る。当時 の 菌は

英 国Central Public Health Laboratoryに 保 存 され

てお り,我 々は その分 与 を受 けて遺 伝学 的解析 を試 み

た。 そ して,今 日問題 とな って い るMRSAの 本態 で

あ るPBP-2'を 支 配 するmecA遺 伝 子 を す で に有 し

て いる菌株 で あった こ とを明 らか に して いる24)。この

よ うな菌 が出現 の初期 には欧 州 に分布 し,次 いで米 国

で急速 に分離 され,院 内感 染の原 因菌 として問 題 とな

って いた25～31)。本邦 で は1980年 代 の初 頭 か ら特 に大

きな病院 で急速 に分離 され始 め,院 内感 染 と して深刻

な問 題 とな っ て き たの は何 故 で あ ろ うか?そ れ以

降,増 加 した後 のMRSAに 対 する疫 学的 調査1,2,32)や

薬 剤感 受 性1～4)に関 す る成績 は多数 み られ るが,ど の

よ うな理 由 によって増 えて きたの か とい う点 に関 して

は,患 者 の背景 因子 あ るいは使用抗 生剤 との関 連で総

合 的に解析 した大成 の報告5)があ るのみ であ る。

本 論 で はその 成績 を継 い で,そ の後 のMRSAの 動

向 を も含 めて,過 去9年 間 にわ た るMRSAの 疫学 的

検討 をま とめ た もの であ る。

今 日問 題 となって い るMRSAが 急 速 に広 が り始 め

た の は,1980年 代 の始 めか らで あ る15)が,そ の 分離

状 況 の変 化 をFigs.1,2に 示 した よ うに,抗 生 物 質

の開発 状況 と重 ね合わ せ る と,大 変 に興 味深 い。 すな

わ ち,MRSAの 増 加 は,従 来 使 用 されて いた 抗緑膿

菌 用penicillinと は異 な っ た タイプ のpiperacillinや

cefoperazoneが 開 発 され,さ ら に は第2・ 第3世 代

の セ フ ェム系 薬 が次 々 と登場 して きた時 期 と一 致 す

る。 つ ま り,こ れ らの 薬剤 の急激 な使用 量の増 加が,

グ ラム陰性 桿菌,こ とに緑膿 菌の検 出率 を減 少 させ た

反 面,グ ラム陽性 球菌 の 中 で も と りわ けMRSAを 増

加 させ た とい う ことが 言 えよ う。

血液 培 養 か ら検 出 され たS.aureusに 限 ってで はあ

るが,MRSAの 諸 性状 を調 べ て み る と,著 者 らが 従

来 か ら指 摘 して い る通 り1,5),疫 学 的 に は主 と して 性

状 の 異 な る3つ の群 に分 ける こ とが で きる。 す な わ

ち,第1の 群 は薬 剤 耐 性型 の上 か らはGMr-MRSA

とした菌 群 で,フ ァー ジ型 は主 として1群,コ ア グラ

ーゼ型 はIV型
,エ ンテ ロ トキ シ ンAあ るい はBを 産

生 す る菌 で あ る。 第2の 群 は,TOBr-MRSAと した

菌群 で,フ ァー ジ型 は主 と してIII群,コ ア グラー ゼ型
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はII群,TSST 1を 単 独 あ る いは エ ン テ ロ トキシ ン

Cと 共 に 産 生 す る菌 で あ る。 第3の 群 は,GMr+

TOBr-MRSAと した菌 群 で,第1群 と第2群 の混 合

型 とで も醤 うべ き菌 群 であ り,フ ァー ジ型 は川群 あ る

い は型 別 不能,コ ア プラー ゼ型 はII群,TSSTlを

単 独 あ る い はエ ンテ ロ トキ シ ンCと 共 に産生 す る菌

で あ る。 しか も,こ れ らの菌群 は,1群 の 菌か ら2群

の菌,さ らには3群 の菌 へ と急速 に変遡 してい る こ と

が注 目され る。

PHLCか ら分与 を受 けた,1985年 か ら1986年 にか

け て欧 米 各 地 で 分 離 され たMRSAか ら推 測 す る限

り,最 も多いMRSAの 耐 性 型 は著者 らの分類 で い う

1群 に属 す る タイプで あ り,そ の他 に本 邦で は さらに

古 い耐性 型 に属 す るKM耐 性33)かあ る い はそ れす ら

も伴 っ て いな い,1970年 代 に見 られ て いた 古 い耐性

型 の菌 にDMPPC耐 性 が付 加 され た もの で あ る。2

群 に属 す る菌株 は,分 与菌 株中 に はわず かに米 国由来

の2株 だけ に過 ぎず,3群 に属 す る菌株 は1株 も見 出

され ていな い(未 発 表)。 しか も,欧 米 におい ては これ

らのMRSAが 院 内感 染 の原 因菌 と して問 題 とな る こ

とが あっ た と して も,全 体 的 に眺 め る とMRSAの 検

出 率 は10%台 で あ る と言 わ れ る。 本邦 に おい ての み

MRSAは 急 速 に 増 加 し,し か も新 しい 耐 性 型 の

MRSAが 次 々 と出現 しつつ あ る とい え る。 そ の原 因

と して は,大 成5)が指 摘 した よ うに,第2・ 第3世 代

の セ フェム系薬 が臨床 で使 用 され始 めた こ とが直 接的

な 引金 に なった ことは否 めないが,紺 野34)はそれ よ り

も以 前 に,寝 た 切 り老人 にお い てGMr-MRSAが か

な りの頻度 で定 着 しつつ あ った ことが,さ らにその温

床 と な っ て い た と 指 摘 し て い る。 問 題 は この

GMr-MRSAが な ぜ 急 速 にTOBr-MRSAあ るい は

GMr+TOBr-MRSAに 変 わ って い った のか とい う こ

とで あ る。

MRSAに お け るDMPPC耐 性 の 本 態 は,

PBP-2'7,8),PBP-2a9,36)あ る い はMRSA-PBPI1)と 呼

ばれ るペ プチ ドグ リカ ン合 成 に関わ る代 替酵 素 の出現

にあ る とい うの が定説 とな って きてい るが,こ の新 た

な酵 素 の産生 機構 が 通常 誘 導型 で あ る7)とい う点 に特

徴 が あ る反 面,多 くの 問題 を も有 してい る。 つ まり,

MRSAは β-ラ クタ ム薬 に触 れ な い限 り,PBP-2'の

産 生 は わ ず かで あ り,β-ラ クタ ム薬 に触 れ る とそ の

産 生 が 著 しく高 ま るので あ る7,12,37,38)。このPBP-2'

の誘 導 は,penicillinaseの 誘 導 と連動 した誘 導機構 に

よ るもので あ る こ とがpenicillinase plasmidの 脱 落

実験7),ク ロー ン化 したmecA遺 伝 子 のMSSAに お

け る発 現実験21)等に よって確 認 され た。当然 の ことな

が ら,mecA遺 伝 子 はMRSAに の み 見 い だ され,

MSSAと な っ た 変 異 株 中 に は 見 い だ され て い な

い35).加 え て,本 邦 で 最初 に 見 い だ され た タ イプの

GMr-MRSAで は,mecA遺 伝 子は 一 様 に4.0kbの

Hind lllDNA断 片 上 に存 在 す るが,他 の タイ プでは

4.3kbのHind lll DNA上 に乗 って お り,こ れ ら耐性

型 の 異 な る タイ プのMRSAが 疫掌 的 に 異な った もの

であ る こ とを褒 付 ける結 果 とな った。 しか しなが ら,

PBP-2'の 構造 遺 伝子 であ るmecA遺 伝 子 その ちのに

は現 在 の とこ ろ相 違 点 は 見 い だ され て い な い。 しか

し,GMrMRSAに お い て は,CEZ,FMOXあ るい

は 本 編 に は 示 さ な か っ た が,cephalothin等 で

PBP-2'の 誘 導 能 は低 い37).PBP2'の 誘 導 能 が極め

て低 く,な おか つ菌本 来のPBP,す なわ ち β-ラ クタ

ム 系薬 の作 用 標的 であ るPBPに 対 す る親 和性 が高け

れ ば。PBP-2'の 誘 導 が起 こる以 前 に菌 は溶菌 してし

ま う とい う こ とは理 論 的 には あ り得 る。 そ の代 表が

FMOXで あ る39)。

一 方
,TOBr-MRSAあ る い はGMr+TOBr-MRSA

に お い て は,FMOXに よっ て も明 ら か にPBP-2'の

誘導 が 生 じて お り,MICも 確 実 に 劣 っ て きて い る。

この よ うにMRSA中 にPBP2'の 誘 導能 の異 なった

菌株 が 存 在 す る こ とが,MRSAがGMr-MRSAか ら

TOBr-MRSA,さ ら に はGMr+TOBr-MRSAへ と

急速 に 変化 して きた 最 も大 き な理 由 で あ ろ う と考 え

る.そ の証 拠 に,今 日第2・ 第3世 代 の セ フェム系薬

や抗 緑 膿 菌 用piperacillin系 統,あ るい はimipenem

等が繁 用 され てい る病院 ほ ど,臨 床検 査材 料 か ら分離

され るMRSAは コア グラー ゼII型 の 菌 であ る ことが

指 摘 され て お り,そ れ らの 菌 は本 編 で 述 べ たTOBr-

MRSAか,も し くはGMr+TOBr-MRSAで あ る と

推 測 され る.し たが っ て,現 実問 題 として は,重 症の

MRSA感 染症 に対 して は,β-ラ クタ ム系薬 単 独では

も は や 対 処 不 可 能 で あ ろ う.加 え て,大 部 分 の

MRSAがTSST-1の 産 生 菌 で あ る ことか ら,こ の ト

キ シンに よ る と考 え られ る急 激 な下痢 症 も散見 され始

めて い る40～42)。憂慮 す べ き問題 で あ る。

本邦 にお ける現行 の医 療体 制下 で は,環 境 に適応で

き得 る耐性 型 を もった菌 が い ち早 く選 択 され,病 院内

に広 まる ことを如実 に物 語 って い る もの で ある。

著 者 が ここ に示 した3つ の耐 性 型 の異 な るMRSA

に お い て,な ぜ β-ラ クタ ム系 薬 に よるPBP-2'の 誘

導 に差 が生 ず るの か とい う原 因 につ い ては,ま だ明確

な解答 を得 られ て いな い。 しか し,こ れ らの菌 群 にお

いて,誘 導能 に相違 の あ る ことは ま ぎれ もない事 実で

あ り,今 後 の解 析 が必 要で あ ろ う。
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深謝 致 します。 また,菌 株 の 収集 に ご協 力頂 いた本 学
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METHICILLIN -RESISTANT STAPHYLOCOCCI ISOLATED

FROM BLOOD CULTURE

EPIDEMIOLOGIC CHARACTERISTICS AND INDUCTION OF

PENICILLIN - BINDING PROTEIN-2' BY ƒÀ- LACTAMS

RITSUKO NONOGUCHI

Department of Clinical Pathology, Teikyo University School of Medicine,

(Director : Prof. KONNO M), 2-11-1, Kaga, Itabashi-ku, Tokyo 173, Japan

1. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) was investigated for its isolation
frequency from clinical materials from 1980 to 1988. The rapid increase of MRSA from the

beginning of 1980 coincided with the introduction into the market of new antipseudomonal

penicillins and second- and third-generation cephems.
2. The change in the rate of isolates obtained from blood culture in the aforementioned period

showed that S. aureus, of gram-positive cocci, was evidently increasing, whereas the isolation rate

of gram-negative bacilli changed little or, in some species, even showed a slight decrease.
3. MRSA strains isolated from blood culture during the past five years were epidemiologically

classifiable into three major groups: gentamicin-resistant (GM) MRSA, group 1, was typed
using bacteriophage group I and coagulase IV , which produced enterotoxin A or B. Chromosomal
DNA encoding the mecA gene was a 4.0 kb Hind III fragment ; tobramycin-resistant (TOBr)
MRSA, group 2, was typed using phage group III and coagulase II , which produced toxin shock

syndrome toxin 1 (TSST-1) alone or TSST-1 and enterotoxin C. The DNA encoding the mecA

gene was a 4.3 kb Hind III fragment ; GMr+TOBr-MRSA, group 3, was similar to group 2
epidemiologically. These MRSA strains indicated rapid changes from group 1 to group 2, then to

group 3.
4. Induction of penicillin-binding protein (PBP)-2' in MRSA of these three groups by

β-lactam antibiotics was investigated. Ingroup 1, GMLMRSA, the induction degree by cefazolin

or flomoxef was low, whereas in the other MRSA groups, PBP-2' induction was prevalent with

all the compounds tested.

5. From these results, it appears that MRSA are acquiring more adaptability to new

environments along with the change in the use of antibiotics.


