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臨床分離の緑膿菌を用いて,ニ ューキ ノロン剤,特 にNFLX耐 性について,薬 剤感受性,血

清型,フ ァーシ型を検1けし,さ らに耐性変異株およびその外膜 タンパク質を検討した.

1)1986年 頃 より使用量の増加に伴いNFLX耐 性 緑膿菌の分離頻度の増1川を認めた。

2)血 清型 ではNFLX耐 性 株および感受性株においても,B型,G型 ,分 類不能 型が 多

く,特 定の型別の増加はなかった、ファージ型で も両者共に,Hh8型 が最 も多 く,血 清型 と同

様,院 内感染による特定の型別の増加はなかった、

3)感 受性株 を用いた耐性変異抹ではnfx C typeの 分離頻度が最 も多かったが,他 のタイ

プ,nfx A, nfx B, nal B typeの 分離頻度 も大差はなかった。

4)臨 床分離のNFLX感 受 性株の外膜タンパ ク質においては,Omp Dに 相 当す る外膜タン

パ ク質て様々なパ ターンを示すことかわかった、

nfx A typeの 変 異株で外膜 タンパ ク質の変化はな く,nal B typeで は約48KDの タンパ ク

質の新生,nfx B typeで は約50,52 KDの タ ンパ ク質の新生がみられた。nfx C typeで は外

膜タンパ ク質の新生および消失など種々であった。
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mutation

近 年 ヒ リ ドンカ ルポ ン酸 系抗 菌剤 は,抗 菌 力 ・抗 菌 スペ ク

トル と もに 一段 と優 れ,こ とに 良 好 な組 織 移 行性 を示 す 薬

剤 と して一 躍 注 目 され て い る.1964年 に 論alidixic acid

(NA)か 開 発 され て以 来,piromidic acid (PA), pipemidic

acid (PPA), cinoxacin (CINX)が 市販 され てい るか,近

年 ニ ュー キ ノロ ン剤 と呼 称 され,グ ラム陽 性 菌お よび グ ラ

ム 陰性 菌,特 にPseudomonas aeruginosaに 対 して も高 い

抗菌 力 を有 す るnorfloxacin (NFLX), ofloxacin (OFLX),

enoxacin (ENX), ciprofloxacin (CPFX)が 開発 され て き

た。

我 々は 群 馬大 学 付属 病 院 に お い て分 離 され た緑 膿 菌 を用

いて,薬 剤感 受性 ,血 清 型 お よび フ ァー ジ型 につ い て 報告 し

た1～4)。

そ こで今 回 は,緑 膿 菌の ニ ュ ー キ ノロン剤,特 にNFLX

耐 性 に つ いて,上 記 の 生物 型 を ま とめ,さ らに 臨床 分 離 株 が

NFLX耐 性 化変 異 をす る場 合,そ れ が どの よ うな機 構 で 出

現 す るか を解 析 した の で,そ の 結 果 を報 告 す る。

1.材 料 と 方 法

1.菌 株 と同 定

1984年4月 か ら1988年3月 ま で に 群 馬 大 学 付 属 病

院 に お い て分 離 さ れ た 緑 膿 菌479株(一 患 者1株),お

よ び 標 準 株 と し て 微 生 物 学 教 室 保 存 の 緑 膿 菌PAO 1

お よ びPAO 2142を 対 象 と した.

2.使 用 薬 剤

Carbenicillin (CBPC,台 糖 フ ァ イ ザ ー),piperacillin

(PIPC,富 山 化 学),cefsulodin (CFS,武 田 薬 品),

ceftazidime(CAZ,日 本 グ ラ ク ソ),imipenem

(IPM, メ ル ク 万 有),aztreonam(AZT,エ ー ザ

イ),kanamycin(KM,武 田 薬 品),gentamicin

(GM,日 本 シ ェ ー リ ン グ),amikacin(AMK,メ ル ク

万 有),nalidixicacid(NA,第 一 製 薬),norfloxacin

(NFLX,杏 林 製 薬),tetracycline(TC,台 糖 フ ァ ィ

ザ ー),chloramphenicol(CP,三 共)を 用 い た 。

耐 性 限 界 に つ い て は,Mueller-Hinton寒 天 培 地 を

用 い て,寒 天 平 板 希 釈 法(日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法5))

に てMIC測 定 を 行 い,耐 性 限 界 値 を制 定 した 。限 界 値

はPIPC, CFS, CAZ, AZT, AMK, 100μg/ml; GM ,

50μg/ml; IPM, 12.5μg/ml; NFLX, 3.13μg/mlと

*前 橋 市昭 和 町3-39-22
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制 定 し,そ れ 以 上のMICを 小4株 を耐 性 株 と した,緑

膿 菌 の 場 合,薬 剤 感 受 性1の 分 布 の 山 か 広 い の でIPM,

NFLX以 外 の 塾 網 に 対 し て け 明 ら か な 耐 性 と い え る

の は 上記 限 界 値 以 上の 株 で あ る。

3.血 清 型別

緑 膿 菌 型等中1し妻ニノ フロ ー ノル 抗 体(明 治 製 菓)を 用

い.そ の 使 川 法 に 準 じて ス ノで ド凝 染 法 に て 施 行 し た。

1.フ アー一ジ 塑 別

フ ァー ジ お よ び そ の 増 殖 用 菌 性 は 町 団 法 人 発酵 研 究

所 よ り 人 手 し,型 別 の 方法 は 既 報:略}のこ と く 行 つ た 。培

地 はPYN(1%ポ リフ ソ トン,0.3%酵 母 エ キ 煮,0.2

%塩 化 ナ ト リ ウ ム,pH7.2),PYNK(0,4%硝 酸 カ リ

ウ ム 加PYN), PYNA (1.5%寒 人加PYN)お よ び 軟

寒 天(0.8%寒 天 加PYN)を 使 川 し た、

5.NFLX耐 性 変 異 株 の 選 択

臨 床 由 来の 感 受 性 株38株,臨 床 分 離 株GUiGunma

universitv)6086,標 準 判、PAo1,PAo2142を 被 検

菌 と して,MUeller Hinton液 体 培 地 で 一 晩 培 養 後,そ

の0.1mlを そ の 菌 株MICの4倍 濃 度 のNFLXを 含

有 したMueller-Hinton寒 天培 地 に 接 種 し,得 ら れ た

コ ロ ニ ー を 純 粋 培 養 後 に 安 定 な耐 性 株 を選 択 し た。 耐

性 菌 分 離 頻 度 はNFLXを 含 有 し な いMueller-

Hinton寒 天 培 地 とCFU(colony formiing unit)を 比

較 して 求 め た 。

6.耐 性 変 異 株 の タ イ プ 別

元 株 と耐 性 変 異 株 の 薬 剤 感 受 姓 の 変 化 を 比 較 し,

NFLX耐 性 の タ イ フ を 平 井 らト8)の 分 類 を 用 い てnfx

A, nfx B, nfx C, nal B, non-typableに 分 け た.

nfx At ypeは ピ リ ドン カ ル ポ ン 酸 系 抗 菌 剤 の み に

耐 性 化 す る もの で あ り,nfx B typeは ピ リ ドン カ ノしホ

ン酸 系 抗 菌 剤 の 耐 性 化 に 伴 い β-ラ クタ ム 剤,ア ミ ノグ

リ コ シ ド剤 の 感 受 性 化 を認 め る も の と し た 。nfxC

typeは ピ リ ドン カ ル ポ ン 酸 系 抗 菌 剤 に 加 え て,IPM,

CPの 耐 性 化 を 認 め,一 方 β-ラ ク タム 剤,ア ミ ノ ク リ

コ シ ド剤 に 感 受 性 化 した もの で あ り,nalBtypeは ピ

リ ドン カ ル ポ ン 酸 系 抗 菌 剤 の ほ か に β-ラ ク タ ム 剤,

TC,CPに 対 し て 感 受 性 の 低 下 を認 め る もの と し た、

7.外 膜 タ ンパ ク質 の 電 気 泳 動

a)外 膜 蛋 白 の 抽 出(POxtonら9)の 方 法)

1)菌 株 を0,5%NaCl加1.0%proteose peptone

No.2 (Difco)10 ml中 で,37℃,一 夜 培 養 し,そ れ

を同 様 のbroth 200 mlに 加 え て,37℃,6時 間 振 と う

培 養 。

2)菌 体 を7000rpm,4℃,15分 遠 心 に て 集 菌 し,

10mMHEPESbuffer(pH7。4)20mlに て1回 洗 浄 。

次 に 同 じbuffer4mlに 懸 濁 し,約10分 超 音 波 に て 破

砕 。

3)破 砕 液 を7,000 rpm, 4℃,15分 遠 心 し,上 滴 液

にSarkosylを 加1え て,41方1川(lrPm,4c,40分 超 遠 心

を2111術 い,沈 澱 物 を と り さ ら に 蒸 留 水 で21叫 洗 浄,

沈 澱 物 を 超 遠 心 に よ り採 集、

4)沈 査 を0.5mlの 蒸 留 水 に 懸 濁 し凍 紀 保 存

5)電 気{水 勅 前 処 埋 と して,60μg蛋 白 に 同 量 のsam-

plc buffer (46% SDS.10%mercaptocthano1, 20%

glycetol,1.59％ Tris buffer, 10%bromophcnol blue,

pH6.8)を 混 和,100に て2分 間 煮 沸 。

b)SDS polyacrylamide gel電 気 泳 動

1)ス タ ソ キ ン グ ゲ ノしけ5%ア ク リ ル ア ミ ド,8%

ア ク リ ル エ イ ド ク ロ λ リ ン カ ー(タ カ ラ),0.1%

SPS, 1.5% Trls bufferを 加 え て 混 含 し,セ バ レ ー ト

ゲ ル は14%ア ク リル ア,22%ア ク リ ル エ イ ドク

ロ ス リ ン カ,0.1%,SDS, 45% Tris bufferを 加 え

て 混 合 し た.そ れ ぞ れ の ゲ ルは 過 硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム を

触 媒 と し て,TEMED(N,N,N).N tdramethyl-

ethylenediamhle)を 重 合 開 始 剤 と し た.

2)泳 動 はLaemmli罰 の 方 法 に 準 し て 行 い,0.192

Mglycine,0,025M Trib buffer,0.1%SDSの 緩 衝

液 を 用 い て,2{lmAで8～ 川 時 間 行 っ た

3)染 色 は0.1%Coomassie brlIhant blue,10%

acetic acid, 50%mcthand染 色 液 に 室 温 で2時 間 浸

し,つ い で10%methanol, 10%acetic acld脱 色 液

て 処 理 し た.

II.結 果

1.NFLXに 対 す る薬 剤 感 受 性

1984年 か ら1987年 ま で に 群 馬 大 学 付 属 病 院 で分 離

され た 緑 膿 菌 に つ い てNFLXに 対 す る 薬 剤 感 受 性 分

Fig. 1. Susceptibility distribution of  Pseudoino-

nas aeruginosa against norfioxacin
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布 をFig.1に 示 す 。1984年 に は0.39μg/mlを 中心1ヒ

し た一 峰 性 の 分 布 を 示 して い た が,1985年 い は4倍 高

いMICを 示 す 薗 が 増 加 し は じめ て い た 、198{1年.1987

年 は 三 峰 性 以 上 の 分 布 を 示 し,明 ら か な耐 性 菌 の 出 現

も認 め られ た 。 そ して1987年 に はMICが100μg/ml

以 上 の 高 度 耐 性 株 の 出 現 を 認 め た 。

MIC 3.13 μg/ml以 主 の 面士性 菌 の 年 次 変 化 をTable

1に 示 す.1984年 に は1.2%し か 分 離 ざれ て い な い が,

以 後 経 年 的 に3.9%,16.4%,21.4%と な り,fr々 耐 性

菌 の 分 離 頻 度(の)の著 し い 増 加 を認 め た.

2.NFLX耐 性 株 の 血 清 型1と フ アー ジ 型1

1984年4月 か ら1987年9月 ま で のNFLX耐 性 株

42株 と 感 受 性 株37株 を 対 象 と し た.抗 緑 膿 菌 剤

(PIPC, CFS, CAZ, IPM. AZT, GM, AMK, NFLX)

に 対 す る 耐 性 型 別,お よ び 血 清 型 別 に つ い て,Table2

に 示 す 。NFLX耐 性 株 お よ び 感 受 件 株 に お い て,同 様

Table 1. Isolation frequency of  norfloxacin-resistant

strains (%)

にB型G型,分 類 不能型か 多く,耐 性株にはH型 が

少なかったか,感 受性 株 に且おて著明な相達を認め な

かった.

次 にNFLXI肘 性 株 と感受性株Tの ジァー ジ型別 を

Tablc 3に 小lNFLX耐 性十等.およひ感受性1株のファ

ージ型は 多彩であ り,Hh 8型1つ まり型1別不能株が最 も

多かった。感受性1株は37株 中9株(2.1%)がHh8型

で あった。NFLX耐 性上桝 全1本では42株 中19株(45

%)がHh8型 であったが,そ の うちNFLX単 独 耐性

株についてみると24株 中9株(38%)がHh8型 で あ

った.NFLX耐'骨 株4)他 の 薬剤に対する耐性 を考慮に

大 れると,GM耐 性 を示すNFLX耐 性1株9株 中8株

(90%)がHh8型 であ り,NFLX耐 性 株にHh8型 が

45%と 多いのは,GM耐 性 のNFLX耐 性株に よる も

の と号えられる.NFLX単 独 耐性株 と感受性株 とでは

統計学的 有意差は認め られなかった。

3.NFLX耐 性変 異株

臨床山 来の感受性株38株 を用い,そ れぞれの株 を

NFLXの4倍MIC濃 度 で選択 して得られたコロニー

を任意にとり,各 々の株から1株 ずつ耐牲変異株を分

離 した。各変異株について他の種々の薬剤感受性 を調

べ,各MICの 変 化からNFLX耐 性変 異株のそれぞれ

をタ イプ別に分類した。各タイプの分離頻度の結果を

Table 4に 示す.タ イプ別にみるとnfx C typeが 最 も

多く23株(66.5%)で あ った。変異抹出現頻度は,nfx

Ctypeが 得 られた1株 か約10-7で 高頻度であったが,

Table 2. Serotype of  norfloxacin resistant and -sensitive strains

Drugresistancepattern

No. of strains IR each serotype

PIPC : piperacillin, CFS cefsulodin, CAZ : ceftazidime, IPM imipenem, AZT: aztreonam,: gentamicin,

AMK: amikacin, NFLX : norfloxacin
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Table 3.Phage type of norfloxaein tesistant and seasｌtrve sttains

PIPC piperacillin, CPS cefsulodin, CAZ ceftazidime, 1PM imipenem, AZT AitretirlAm. GM gentamicin.

AMK. amikacin, NFLX : norfloxacin

Table 4. Norfloxacin-resistant mutation in clinical isolates

NT: non-typable

*: according to Hirai6～8)

Table 5. Norfloxacin-resistant mutation in GU-6086,

PAO 1, PAO 2142

NT:non-typable

ほ か は す べ て 約10-9で あ っ た.NT non-typable/の

1株 は,そ の 薬 剤 感 受 性 の 変 化 が,NFLXの 耐 性 に加

え て ゲ ラ ク タ ム 剤 の 感 受 性 の 主 昇 お よ び ア ミ ノ グ リ

コ ン ド剤 の 感 受 性 の 低 下 を示 し,既 報 に そ の 例 の な い

もの で あ っ た.

次 に 臨 床 分 離 抹GU 6086,標 準 殊PAO 1, PAO

2は2を 用 い,任 意 の1コ ロ ニ ー で な く,得 られ た 多数

の 耐 性 変 異 コ ロ ニ ー に つ い て,薬 剤 感 受 性 の 変 化 を み

た 結 果 をTable5に 示 す 。 臨 床 分 離 株GU-6086の72

株 の 耐 性 変 異 株 の タ イ プ 別 は,nfx A, nfx B, nfx C

の3種 類 でnfx B, nfx Cが そ れ ぞ れ37株(51.4

%),28株(38.9%)と 多か っ た.標 準 株PAO1の73

株 の 耐 性 変 異 株 の タ イプ 別 は,nfx A, nfx B, nfx C,

nal B, NT(non-typable)の5種 類 で,nfx Cが 最

も 多 く56株(76.80。)で あ っ た。NT(non-typable)

の2株 の 薬 剤 感 受 性 は,β-ラ ク タム 剤 の 感 受 性 の 上 昇

お よ び ア ミ ノグ リ コ シ ド剤 の 感 受 性 の 低 下 を示 した も

の で あ っ た.標 準 殊PAO2142の32株 の 耐 性 変 異 株 の

タ イ プ 別 は,nfx A, nfx Bの2種 類 て,nfxAが や

や 多 か っ た 。 臨 床 分 離 抹GU-6086,標 準 株PAO1,

PAO2142の 耐 性 変 異株 を 比 較 す る と,菌 株 毎 に タイ

プ 別 は 様 々 で あ っ た 。

4.外 膜 タ ンパ ク質 の 変 化

臨 床 由 来 の 感 受 性 株38株 の う ちGU-1か らGU-16

の 元株 とそ の 耐 性 変 異 株 の 外 膜 タ ン パ ク 質 をSDS-ア
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Tabie 6. MICM of NFLX resislant rautilnts

NFLX: norfloxacin, PIPC piperacillin, CIiPC carbenicillin, CFS: cefsulodin, imipenem, GM gentamicin,

KM: kanamycin, TC : tetracycline, CP: chloramphenicol

ク リル ア ミ ド電 気 泳 動 を 用 い解 析 した 。Table6に は

各株 の 薬 剤 感 受 性 の 変 化 を 示 した 。DNAgyraseの 変

化 と考 え ら れ るnfx A typeの も の は す べ て 外 膜 タ ン

パ ク 質 に 変 化 が 認 め ら れ な か っ た(GU-2 , 4, 6, 9,

13)。

他 の タ イ プ に は 外 膜 タ ン パ ク質 の 増 減 が あ り,そ の

結 果 をFig.2に 示 し,実 際 例 をFig.3に 示 した 。

感 受 性 株 に つ い て み る と,分 子 量 約36KDalton以

下 の 外 膜 タ ンパ ク 質(Omp F, G, Hに 相 当)に お い て

はす べ て 同 様 な パ タ フ ン で あ るが,分 子 量 約48K～60

KDaltonの 外 膜 タ ン パ ク質(Omp Dに 相 当)に 関 し

て は 菌 株 毎 に 相 違 を 認 め,主 に2種 類 に 分 類 され た 。

す なわ ち1本 の バ ン ドを示 す もの(GU-1, 5, 10, 11, 12,

15,16)と2本 の バ ン ドを 示 す もの(GU-3, 7, 8, 14)

が 認 め ら れ た。

Fig. 2. Comparison of outer membrane proteins

of norfloxacin resistant mutants
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Fig. 3. Comparison of outer membrane proteins
of Pseudomonas aeruginosa strains by SDS-
PAGE
Lane S: molecular weight standards.
Lane 1: wild strain No.13.
Lane 2: mutant (nfx A type) of No.13.
Lane 3: wild strain No.14.
Lane 4: mutant (nfx B type) of No.14.
Lane 5: wild strain No.15.
Lane 6: mutant (nal B type) of No.15.
Lane 7: wild strain No.16.
Lane 8: mutant (nfx C type) of No.16.

膜透過性の変化に よる耐性変異株(nfx B, nfx C,

nal B type)で は分子量約48K～60KDaltonの タン

パ ク質(Omp Dに 相 当)に 元株 との相違が認め られた

が,分 子量約36KDalton以 下 では元株 と同様なパタ

ーンであった。nfx B typeの2株(GU-7,14)で は新

たなバン ドの出現を認め,そ れぞれ約52Kお よび50

KDaltonの タ ンパ ク質であった。nfx C typeで は,

外膜 タンパ ク質の様々な相違が認め られ,新 たなタン

パ ク質が出現するもの(GU-1,3)や 減少ないし消失す

るもの(GU-8)や 元 株のパン ドが消 え,分 子量が異な

るものが新 しく現れるもの(GU-10,11,12,16)が 認

め られた。GU-10,11,12,16の 菌株では元株の外膜タ

ンパ ク質のパ ターンが同様であ り,耐 性変異株(nfxC

type)の 外膜 タンパ ク質の変化 もほぼ同じパ ターンを

示 していた。na1 B type(GU-5,15)で は両者 とも同

様であり,約48K Daltonの 新 しいタンパ ク質の出現

が認め られた。

PAO耐 性 株 と1っ の臨床分離株GU-6086か ら得

られた種々の耐性変異株について共に外膜 タンパ ク質

を調べ た(Fig.4)。 分 子量約36KDalton以 下 の外

Fig. 4. Comparison of outer membrane proteins
of Pseudomonas aeruginosa strains by SDS-
PAGE
Lane S: molecular weight standards.

Lane 1: PAO 4009.
Lane 2: KH4013E (nfx B).
Lane 3: KH4014a (nfx C).
Lane 4: wild srtain No.6086.
Lane 5: mutant (nfx A type) of No.6086.

Lane 6: mutant (nfx B type) of No.6086.
Lane 7: mutant (nfx C type) of No.6086.

膜タンパ ク質は同様であるが,分 子量約48K～60K

Daltonの 外 膜タンパ ク質に種々の変化がみ られた。同

じnfxCtypeで も標準株 と臨床株 では相違が認め ら

れた。この場合 もnfxAtypeは 外 膜タンパク質が変化

せず,nfxBtypeで は 同様なタンパ ク質の新生があっ

たが,nfxCtypeで は 変化が一定 でなかった。

m.考 察

Norfloxacinに 始 まるニュー キノロン剤は,広 い抗

菌スペ クトルならびに優れた抗菌 力をもち,MRSAを

含 む耐性ブ ドウ球菌か ら緑膿菌に まで抗菌活性を有 し

てお り,抗 緑膿菌作用 を有する唯一の経 口抗菌剤であ

る。1984年 にnorfloxacinが 承認発表されて以来,年

毎にニューキノロン剤の年間消費量が増加 し続けてお

り,さ らに新 しいキノロン剤 も開発が続け られている。

当院において もピリドンカルポン酸系抗菌剤の購入量

をみるとFig.5に 示 す ように,1985年 頃 よりNムPPA

に代 わ りニュー キノロン剤のNFLX,OFLXの 使用量

が増加 してい る。一方1984年 に は1%し か なか った

NFLX耐 性株が,1986年,1987年 において著 しい増加
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GUnma University Hospital

NA: nalidix{c acid, PPA pipmidic acid,

NFLX: norfloxacin, OFLX: ofloxacin, ENX enoxacin

Fig.5. Used quantities of pyridonecarboxylic acid agents

を示 し,ま た感受性分布では三峰性 を示し,明 らかな

耐性菌の峰が認め られ,高 度耐性菌の出現 も認め られ

ている。 したがってこれ ら耐性菌の出現は新薬の広汎

な使用による選択蔓延の結果 と考えられた、

血清型ではNFLX耐 性 株でも感受性株において も,

同 じようにB型,G型,分 類不能型が多 く,ま たファ

ー ジ型では,NFLX耐 性 株お よひ感受性株のそれは共

に多彩であ り,型 別不能株の 多いの も同様であ り,両

者の型別で特定の型の増加かなかった.こ れらのこ と

か ら,1986年 以 降耐性菌の増加が,院 内感染の発生に

よるものではない と考えられた,

ピリドンカノしホン酸系抗 菌剤には,現 在まで薬剤の

不活化による耐性機構やプラスミドによって伝達 され

うる耐性機構は報告 されていない,主 な耐性機構は,

染色体性の変異に よるDNAgyraseの サ プユニ ッ トA

の変化によるものと,膜 透過性の変化によるもの とさ

れている。前者の変異はnfxAと して報告 され,膜 透

過性の変化による ものにはnfx B, nfx C,nal Bな ど異

なる変異が報告 されている6周 。

臨床分離の感受性株を用いてNFLX耐 性 変異株 を

分離すると,標 準株PAO株 を用いた場合に得 られた

諸変異nfx A, nal B, nfx B, nfx Cと 同様 な薬剤感受

性パターンを示す タイプを認めたか,そ れらとは異な

るタイプ も見いだ された。この既報 と異なる株は今後

の解析課題である。

種々の臨床株 を用いた耐性変異ではnfxCtypeの

出現頻度が最 も多かったが,他 のタイプ と出現頻度に

著しい相違はなかった。

nfxCtypeはIPMお よびCPが 共 に感受性の低下

を示すため,こ の結果から,今 後NFLX耐 性 の増加 と

共にIPMに 感受性の低 トを示す菌株か蔓延す る可能

性が示唆された。 しか し現在我々が集めた臨床分離株

の中では,NFLXとIPMと が 共に耐性ゐ株は1株 し

か認め られなかった.

感受性株の外膜タンパ ク質の電気泳動においては,

分 子量約36KDalton以 下 のOmpF,G,Hに 相 当す

る外膜 タンパ ク質においてはほ とん どが同様なpaし

ternで あ るが,分 子量約48K～60 K DaltonのOmp

Dに 相 当す る外膜タンパ ク質に関しては,主 に2種 類

に分類され,1本 のバン ドを示す もの と2本 ゐバン ド

を示す ものが認め られた。 しか し,そ れぞれの場合に

おいても,外 膜 タンパ ク質の分子量には多少ずつの相

違が認められ,菌 株毎にOmp D相 当の タンパ ク質は

多様であった。

元株 とその耐性変異株を比較すると,DNAgyrase

の変化 と考えられるnfxAtypeの 耐性変異株の外膜

タンパクの泳動パター ンは親株 と同 じであったか,膜

透過性の変化による耐性変異株nal B, nfx B, nfx C

typeで は それぞれに分子量約48K～60KDaltonの

タ ンパク質に変化が認められた。nalBお よびnfxB

typeで は それぞれ約48K,約50～52KDaltonの タ

ンパ ク質の新生が認め られたか,nfxCtypeの 場 合は,

外 膜タンパ ク質の変化は複雑 で新 たに出現する ものや

減少ない し消失するもの等種 々であった。
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近年経日抗 菌剤の中でーユー キ ノロン剤の占める割

合は 暑しく増ljl!して いるとい う報{1児卜陶か 多数あ る,

ー方ニューキ ノロン剤の耐性菌も次弟に増加 している

とい う報告 も多い。鈴 本らの報告16)では 複雑判尿路感

染症におけ る二。ビーキ ノロン剤の繁川によって,練 膿

菌の感受性低 下,臨床効果の低 下傾向が1987年 よ り認

められ,NFLXのMICが12.5μg/ml以 上の耐性菌の

頻度が1980flに0%で あ ったものか,1987年 い は59

%に 連 してい た とい う。また 前川 らの 報ll児ηでは

MIC80か100 μg/ml以 上であ り,著 明な耐性化が,認め

られた とい う。上田ら18)によ ると,そ の耐性菌の頻度は

MRSAが 最 も多く,次 いで緑膿菌,セ ノチアの順であ

るとい う

血清型およびファージ 型等 の型別は院内感染の追求

として有用であると報告 されている19～２1)。しかし今回

NFLX耐 性 においては,院 内感染を疑わせ るものは認

めなかった、NFLX耐 性 はプ ラス ミドに よる耐性の伝

達は認めないため,そ れぞれの耐性菌はそれぞれ別の

感受性菌より変異によって生 じた と号えられた。

上 田22)に よ る と,本 系 剤に対 す る細 菌の耐 性 は

NFLX耐 性 がプ ラス ミドに よって獲得 されるもので

はな く,突 然変異によるため,耐 性菌は急増 しないと

推測 しているし,Neuに よれば 本系剤は耐性が起こり

に くい特性 をもっているのて,院 内感染防止の うえで

価値が高い としている1樹 しか し今回の糺 梁より,耐性

菌の出現増加は薬剤発売直後から始 まっているこ とが

認め られ るので,た とえ低頻度の突然変異の結果であ

っても,薬 剤の多用,乱 用では突然変異による耐性菌

の出現増加,ま た高度耐性化を引 き起こすことは避け

られないと考えられる。そのため臨床における経口抗

菌剤の使用に対して,今 後の慎重な配慮が必要である

と考 えられる。

感受性株38株 を用 いた耐性変異株ではIPMお よ

びCPが 共 に感受性の低下 を示すnfxCtypeの 頻 度

が最 も多い結果か ら,今 後NFLX耐 性 の増加 と共に

IPMの 感受性の低下 を示す菌株が蔓延す る可能性が

示唆 された。 しか し今回の臨床分離株の中に,NFLX

とIPMと が共に耐性の株は1株 しか認め られなか っ

た。 これはnfxCtypeと いえども,臨 床株のIPM耐

性 値が元来低いため,4倍 程度の耐性値の上昇では,耐

性株の限界値 である12.5μg/mlを 超 えるものか少な

いためである。NFLX感 受 性臨床分離株 を用いて分離

した耐性変異株では菌株毎に種 々のタイプの ものが得

られたが,標 準株か らの耐性変異株 とは得られる頻度

も外膜タンパ ク質の変化 も異なってお り,こ の間の関

係は さらに解析中である。

臨ll、山 来のNFLXl的 搾1株 について,攣 剤感受性の

パターンか ボ,NFLX耐 性 の諸 タイプ別に分類すると,

明 らかにnfx A, nfx B, nfx C, na Hうtypcぃ 属す る

と思われる菌桝児、認め られる.し か し,プ ラス ミド等

の細胞質性戯伝 手に よる影響などかあるため,す べて

を明確に分類す ることは し可能である、また外膜タン

パ ク竹から術Jl為 こ とら,本 承の外膜 タンバ ク質の

パ ター ンか 不明であるため,DNA gyraseの 変 化によ

る1、のか,膜 透過列の変化に 数るものかを分けること

は,川 鞍である.

臨 床分離株の耐性化に関 る 文献は少なく,Dalkos

らa3)はciprofloxacinの 冶療の醐に分離 された耐性緑

膿菌3性 の うち2株 に冶療前の縁膿 菌と比鮫し,31な

い し32 K Daltonの 外 膜 クンバ ク質ノノ滅少か認められ

た と報告し,こ の外膜 タンパ ク彼がキノロン剤の膜透

過び)機能的役割を果たしているといってレる.し か し

この報告は他の諸耐性の変化 との関逮が 不明 てあり,

我 々のテー タとの比較は困難である また腋透過性の

変化による耐性 が認め られてい るIPMで は45な い

し46KDaltonの 外膜 タンバ ク質ゐ減少をホ唆する報

告が認め られ る24,25).我々 もIPMに よる耐性変異株を

分離 しているが,そ の場合はNFLX耐 性 を伴わす,

nfxCtypeの 変 異とは異なる、膜透過性の変化には,

選択に用いる薬剤毎に他の薬剤感受性 ゐ変化も,外 膜

タンパ ク質の変化する部位に もそれぞれ異なる特徴を

認め られる。 しか し本実験 に も認め られるご とく,

NFLX感 受 性菌株毎にOmp D相 当外膜 タンパ ク質は

様々なものであって も,そ の酎性に よる変化はやはり

約48K～60KDaltonの 範 囲のOmp Dの 部位であっ

た.NFLXの 膜透過性による変化はこれ らの外膜タン

パ ク質が1体 てあると考えられた

稿 を終えるにあた り,御 懇切 なる御指導,御 校閲を

賜 りました長町幸雄教授お よび橋 本 一教 授に深甚な

る謝意を表 します。

なお,仁 論文の要 旨は第35回 北関 東医学会総会およ

び第37回 日本化学療法学会総会において発表した。

本研究は昭和61年 度文部省科学研究費一般研究B

(課題番号61480142>の 援 助を受けた.
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NEW QUINOLONE  RESISTANT MUTATION IN CLINICAL

ISOLATES OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Hiroyuki Katoh, I liroshi Tsuzuki" and Shizuko Iyobe"

Department of Surgery 1, Gunma University School of Medicine,

3-39 22 Showa cho, Maehashi, Gunma -ken, Japan
" Department of klicrubiulogy , Gunma University School of Medicine

We investigated the susceptibility to norfloxacin (NFLX), and serotype and phage type of clinical
isolates of Pseudomonas aeruginosa. From NFLX sensitive strains we obtained NFLX-resistant
mutants and demonstrated sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis of outer
membrane proteins of those strains.

1) Since 1986, NFLX-resistant P. aeruginosa strains have been increasing in Gunma University
Hospital parallel with increasing use of NFLX.

2) Serotypes of both NFLX-resistant and -sensitive strains were B, ( and non typable, and their

phage types mostly Hh8 (non-typable). There was no suspicion of nosocomial infection of NFLX
resistant Pseudomonas aeruginosa.

3) Four major types (nfx A, DNA gyrase type mutant; nfx B, nfx C and nal B, permeability type
mutants) of NFLX-resistant mutants were obtained from drug-sensitive clinical isolates. Nfx C type

mutants with concomitant IPM resistance were isolated easily, but the isolation frequency was
similar to that of others.

4) Outer membrane proteins of NFLX-sensitive strains from clinical isolates showed a little
difference between each other.

Nfx A type mutation did not show any change in outer membrane proteins. In nfx B type mutants,

new 50 to 52 KD outer membrane proteins were detected. In nal B type new 48 KD protein appeared.
Nfx C type mutants showed various patterns of appearance and disappearance of outer membrane

proteins.


