
臨床分離緑膿 菌(Pseudomonas aeruginosa)由 来 ス トレプ トマイ シン耐性の

大腸 菌における発現 と耐性上昇 について

濱 島 肇 ・佐 野 敏 ・川崎 秀且

駒 木 葉子 ・新井 武利

昭和薬科大学微生物学研究室'

(平成3年8月26日 受付 ・平成4年3月3日 受理)

臨床分離のPseudomonas aeruginosaか ら分離されたRプ ラス ミドに支配されるス トレプ ト

マイシン(SM)耐 性 の発現 と耐性上昇 について大腸菌(Esckerickia coli)を 用 いて解析 し

た。

(1)P.aemginosaのSM耐 性 プラスミド(pSA1700)をEcoliの 形 質転換により導入

する際,得 られるSM耐 性形質転換株のSMのMICは 選択薬剤の種類による影響 を受けた。

(2)SM耐 性 形質転換株のSMのMICはSMに よ る前処理後,未 処理時に比 べ2～8倍

に上昇 した。

(3)プ ラ ス ミドの解析か らSM耐 性上昇 に関与 する遺伝子 はpSA1700のBamHI断 片

(3.5kb)に 存在 した。

以上のことからPaemginosaST1700に はSM前 処理によりSM耐 性値が上昇する性質が

あることが明 らか となった。
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細菌の主な薬剤耐性を支配しているRプ ラスミドによる

薬剤耐性機構は詳細に解析 され,Rプ ラスミドは遺伝子組

換えに応用されるに至っている。しかし,一 方でテトラサ

イクリン(TC)1),マ クロライド系薬剤2)あるいはフォスフ

ォマイシン3)においてプラスミド性の不活化による耐性機

構が見いだされるなど,新 たな耐性機構も発見されてい

る。著者らはPseudomonas aeruginosaの 薬剤耐性プラス

ミドについて検討してきたが4)その過程でストレプ トマイ

シンの前処理によりSM耐 性値が上昇するという現象を新

たに見いだしたので報告する。

1.材 料 と 方 法

1.供 試菌株およびプラス ミド

臨床分離P,aeruginosa ST1700株 に は32.6kbの

プラス ミドpSA1700(SM「,ス ペ クチノマイシン耐性

SPCM「,塩 化第二水銀耐性HgCl2「 お よびサルファ剤

耐性)と68.5kbの プ ラス ミドpSA1701(TC「,カ ル

ベニシリン耐性)が 存在 している4)。この うちプラス

ミドpSA1700DNAをBirnboimとDolyの 方 法5)に

よ り精製 して本実験 に使用 した。 プラスミドDNA受

容 菌としてEsckerickia coliC600,E.coli JM109お

よびP.aeruginosa PAO4141を 用いた。 またSM耐

性プラスミドのN36),R17)お よびR4838)が それぞれ

存在するEcoli K12J53も 使 用した。クローニング

ベ クター としてア ンピシリンABPC耐 性 のpUC19

を用 いた。

2.使 用培地および薬剤

細菌の増殖にはL-brothお よ びL寒 天 を用いた9)。

MIC測 定 はMueller-HintonAgar(Diffco)を 用 い

た。薬剤 はいずれ もSigma社 の製品を用いた。

3.SM耐 性遺伝子 のクローニング

プ ラス ミ ドpSA1700DNAを 制 限 酵素BamHI

(TOYOBO)に よ り切断 し,pUC19のBamHI部 位

にT4Ligase(TOYOBO)を 用 いて連結 した。その

後 このDNAをHamashimaら の 方 法10)に よ りE

coliの 形 質転換を行 い導入株 を得た。

4.最 小発育阻止濃度(MIC)測 定法

日本化学療法学会標準法 に準 じて寒天平板希釈法で

測定 した。

5.SM前 処理 の菌の増殖に与 える影響の検討

Fernandesら の方法11)によ り行 った。すなわち対数

増 殖期 の菌液 を低濃度 のSM(MICの1/128～1/16

濃 度)で37℃,一 定時間処理 し,種 々の濃度 のSM

*東 京都町田市東玉川学園3
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の一 定量 を加 え菌 の増殖をバ イオ フォ トレ コーダー

TN-112D(東 洋科学産 業株式会社)を 用いて記録 し

た。

6.SM前 処 理後のMICの 測 定

小林 らの β-lactamaseの 誘 導法12)を一 部変 更 して

行 った。す なわ ちSMの 前処 理濃度 (1.56μg/ml)

を含むMueller- Hillton brothに 前培養 液 を10% (v/

v)接 種 し.37℃,2時 間 振温培 養 した。 この培養液

についてSMのMICを 上 記(4)のMIC測 定 法 に

よ り測定 した。

7.SM春 活化酵素の検出

Konoら13)の 方 法に したが って行 った。すなわ ち

SML56μg/mlに よ り2時 間 前 処 理 し た 細 胞 を

TMK溶 液(100mMト リス ・塩酸緩衝液,60mM塩

化 カ リウム,10mM塩 化 マグ ネシウム,6mM2-メ

ル カプ トエ タノール、pH7.8)で 洗 浄後,同 溶液 に

懸濁 した。 この懸濁液 を超音波処理 し,遠 心上清を粗

酵素液 としてSM不 活化反応 を行 った。粗酵素 液,

40mMATPお よ びSMを37℃,24時 間 反応 させ た

のち,反 応液中のSMの 残存活性 をBacilus subtilis

ATCC6633株 を検定菌 として用いた微生物検定法で

測 定 した。上 記 の方 法 にお けるSM検 出 限界値 は

6.25μMで あった。不活化 が認め られた反応液 につ

いては100℃,5分 間加熱 した後 の遠心上清にアルカ

リ性 フ ォス ファターゼ(シ グマ社)を 加 え37℃, 24

時間 反応後,さ きの微生物検定法で抗菌活性 を測定 し

た。

II. 結 果

1.選 択薬 剤の形質転換株 のSM耐 性 におよぼす

影響

プラス ミドpSA 1700DNAを 用 いたE. coli C 600

の形 質転換の際,選 択薬剤により得 られる形質転換株

のSMのMICに 差 が認 められた。すなわちSMで 選

択 して得 られた もの はMIC 200μg/ml,一 方, Hg-

C12で 選 択 して得 られた ものはMIC25μg/mlを 示 し

た( Table1)。 さ らに詳細 に解 析 を進 めるため に

pUC19にpSA1700のBamHI断 片(3.5kb)を 組

み込みSM・SPCM耐 性 を示すpSA330を 作 製 し,形

質転換 によ りこの組換 え体 を2種 類のE. coliに 導入

し,以 後 の実験 に用 いた(Fig.1)。 選択薬剤 による

SMのMICの 発現の差をTable1に 示 す。受容菌が

C600あ るいはJM 109に お いて もSMで 選択 された

ほ うが高いMIC値 を示 した。SM耐 性発現の差 はC

600(2倍)よ りJM109(16倍)に おいて明確であっ

た(Table1)。

受容菌にEcoJiJM109を 用いたとき選択薬剤に

Table  I. Influence of selective drugs on SM MICs of 

transformants

Fig. 1. Barn HI restriction endonuclease analysis 
of plasmid pSA 1700 (A) , and the chimeric 

plasmid pSA 330 (B) and pUC 19 (C) .
Fragment patterns were obtained by agarose 

gel electrophreisis. The sizes (in kb) of 
lambda Hind III fragments are indicated on the 
right.

ABPCを 用 いて得 られる形質転換株のSMのMICは

受容菌のそれとほとんど差がなかった。これについて

はさ らに以下 の実験 を行 った。選択薬剤 としてSM

あ るいはABPCを 用いて得 られたそれぞれの形質転

換株 からプラス ミドを精製 し,E. coli JM 109の 再形

質転換 を繰 り返 した。得 られた形質転換株 について

SMのMICを 測 定 した。 さきのTable 1に 示 したよ

うにSMのMICが 低 い(6.25μg/ml)形 質 転換株か

ら得 た プラ ス ミ ドを用 い て も,SMで 選 択 す ると

MICの 高 い形質転換株が得 られた。逆 に, MICの 高

い(100μg/ml)形 質 転換株のプラス ミドを用いても

SMで 選択 しなけれ ば得 られ る形質転換株 のSMの



VOL.40 NO.6 ス トレプ トマイシン(SM)前 処理 によるSM耐 性上昇 717

Table 2. MICs of SM against transformant strains with and without SM-pretreatment

a: Cells grown in the presence of 1.56 Al g/m1 of SM per ml.

SM, streptomycin; SPCM, spectinomycin.

MICは 低 かった。

2.SM前 処 理の菌の増殖に与える影響

菌の増殖 速度 の増加 は前 処理SM濃 度 が0.39～

3.13μg/mlの 範 囲 で起 こ り,至 適 濃 度 はSM1.56

μg/m1で あ った。 この前処理 に よ りMICの2～4倍

濃度のSMを 加 えて も未処理の場合 に比 べ増殖速度

が速 く,SM前 処 理 の効 果が 明 らか に認 め られ た

(Fig.2)。

3.SM前 処理後のMICの 測定

まず,SM処 理 に よるSMとSPCMのMICに お

よぼす影響 をP.aeruginosa ST 1700とP.aeruginosa

Fig. 2. Growth curves of Escherichia coli C 600

(pSA 330) strain in the presence or absence of

streptomycin (SM).

E. coli C 600 (pSA 330) was cultured in SM-

free medium ( x ) or in broth containing 50,

100, 200 and 400 fig of SM per ml with(•œ,•¡,

▲,◆)or　 without(○,□,Δ,◇)SM-pre-

treatment. SM-pretreatment was performed by

incubation in the presence of 1.56 pg/ml of SM

per ml.

PAO 4141(pSA1700)に つ いて調べた。 しか し,と

もにMICが ≧1,600μg/m1と 高 くSM処 理 の効果 を

MICの 差 として検 出で きなかった。 よって,以 後の

実験 はEcoliに つ いて行 った。SM1.56μg/ml,2

時 間処理後,SMとSPCMのMICを 未処理の ものと

比較 した。Tabie2に 示 す ように,C600株 に おいて

はpSA1700,あ るいはpSA330を 保 持する株 はいず

れ もSM処 理 に よ りSMのMICが100～200μg/m1

まで上昇 し,耐 性値の上昇が認め られ た。JM 109株

においても6.25μg/mlか ら25μg/ml(4倍)の 上昇

が認 められた。SPCMのMICもSM処 理 により2～

3倍 の耐性上昇が認め られ た。一方,対 照 に用 いた

N3,R1あ る い はR483を 持 つ株 で はSMのMIC

値 の上昇 はまったく認められなかった。

4.SM不 活 化酵素の検出

SM前 処理後の粗酵素についてSM不 活化酵素活性

を検討 した結果をTable3に 示 す。paeruginosaST

Table 3. Inactivation of streptomycin

Crude extract, ATP and SM were mixed and in-

cubated at 37•Ž for 24 h. Symbols: (+), inactivated;

(-), not inactivated.
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1700お よびP.aeruginosa PAO4141(pSA1700)に

SMの 不 活化活性 が認 められたが,E.coliに お いて

はいずれ もSM不 活化酵素活性 は検 出されなかった。

不活化活性 が認められたP.aeruginosa ST1700とP

aeruginosa PAO4141(pSA1700)の 反応液 について

アルカリ性フ ォスフォターゼによる脱 リン酸化反応を

行 ったが,SMの 再 活性化は起 こらなかった。

III.考 察

P.aeruginosaか ら精製 したプラス ミドpSA1700

を用 いたE.coliの 形 質転換において,形 質転換株の

選択の際に用いる薬剤の影響 と考 えられる耐性発現の

差が認め られ,SMを 選択に用いない場合 に比較 して

MICに2～16倍 もの差 が見 られた。プラス ミドpSA

1700か らBamHI断 片 としてSM・SPCM耐 性領域を

pUC19に 組 み込んだプラス ミドpSA330を 使 用 した

場合 で もSM耐 性発現の差が認め られた。 また受容

菌を変 えて も同様 の現 象が認 められ た。 しか し,P

aemginosa由 来 の プ ラ ス ミ ドpSA1700あ る い は

pSA330を 持 つ株で も形質転換株 を選択 す る際 に,

HgCl2あ る いはABPCを それぞれ選択薬剤 を用いた

場合 はSM耐 性 の上昇 は認 められなか った。 したが

って,SM・SPCM耐 性遺伝子が存在するにもかかわ

らず,SMに よる選択圧 を受 けないか ぎりその高 い

MIC値 は発現 しない もの と考 えられる。

前処理に用 いる至適SM濃 度 は1.56μg/mlで あ っ

たが,よ り低濃度で もSMの 耐性値の上昇 は起 こり

得た。 これはSM感 受性 と思われる株 でも微量のSM

に よってSM耐 性が引 き起 こされる可能性 を示 して

いる。薬剤前処理による耐性上昇現象は耐性誘導 とし

てテ トラサイクリン14),エ リスロマイシン11),ク ロラ

ムフェニコール15),β-ラ クタム剤12),お よびバ ンコ

マイシン16)等に知 られてい る。今回検討 したSM耐

性上昇はどのようなメカニズムによるのかについては

詳細 に検討中である。

SMに よる耐性上昇に関する遺伝子 はpSA1700の

制 限酵素BamHI断 片(3.5kb)にSM耐 性領域 とと

もに存在 し,解 析に用いた受容菌あるいはプラス ミド

の影響を受けないことが再形質転換実験により明 らか

になった。Paemginosaの 薬 剤耐性あるいはRプ ラ

スミドにっいてはこれ まで詳細 に検討 されてきてお り

報告 も数多い17)。しかし,我 々の知るかぎりにおいて

は,P.aeruginosaのRプ ラスミドによるSM耐 性 に

限 らず,SM前 処理 によるアミノ配糖体の耐性上昇現

象に関する報告はこれ までない。 さらに実験方法を検

討中であるが,こ れ までの ところPaemginosaの 前

処理 によるMICの 差 が検出で きず,Paemginosaに

お いては耐性上昇が発現 しているのか不明であった。

また対照 として用 いたSM耐 性のRプ ラス ミドはP

aeruginosa由 来 ではないが,こ の現象 は認 められな

かった。以上のことか らSM・SPCM耐 性上昇現象は

実験に用いたプラス ミドpSA1700の 特徴的な性質な

のか,P,aeruginosaのRプ ラス ミドを含め,耐 性上

昇に関与する遺伝子の分布 についても検討が必要であ

る。SM耐 性機構 はアデニル化酵素12,18),リ ン酸化酵

素13.19)などの修飾酵素による不活化,あ るいは不活化

酵素によらないもの20)が知 られている。実験に使用し

たSM耐 性 はPaemgino5aに おいてのみ不活化活性

が検 出 された。不活化 が認 め られ たPamginosa

ST1700とP.aeruginosa PAO4141(pSAl700)の

反応液 についてアルカ リ性 フォスフォターゼによる脱

リン酸化反応を行った。SMの 再活性化は起こらなか

ったこ とか らSM耐 性機構 はアデニル化酵素 による

もの と示唆 され る。 さらにE.coliで はSM耐 性 を発

現するものの不活化酵素が検出されない点については

EcoliのSM耐 性値がP.aemginosaほ ど上昇 しな

いことか ら,Bryan18)が 述 べているように不活化酵素

の産生量がE。coliで はかなり低いために検出されな

いのではないかと思われ る。

前処理により耐性が上昇する現象がSM,SPCM耐

性 に も見 られ,そ の遺伝子 はEcoliで も発現 した。

このことはア ミノ配糖体抗生物質の使用およびMIC

の測定 にあたっては今後十分な注意が必要であること

を示唆 している。
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EXPRESSION OF INCREASABLE RESISTANCE TO STREPTOMYCIN

IN ESCHERICHIA COLI FROM A CLINICAL ISOLATE OF

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Hajime Hamashima, Satoshi Sano, Hidekatsu Kawasaki,

Yoko Komaki, and Taketoshi Arai

Department of Microbiology, Showa College of Pharmaceutical Sciences,
Machida, Tokyo 194, Japan

Expression of increasable resistance to streptomycin (SM) from a clinical isolate of Pseudonsonas
aeruginosa was studied. SM resistance plasmid pSA 1700 was introduced into Escherichia coli by

transformation.

(1) High-level resistance to SM was expressed in transformants only when SM was used as a
selective drug.

(2) The MICs SM for strains of E. coli transformants were 2 to 8 times higher after SM-
pretreatment than that without pretreatment.

(3) The gene conferring resistance to SM was located on a 3.5 kb BamHI fragment of plasmid

pSA 1700.
On the basis of these experiments, P. aeruginosa ST 1700 was classified as having increasable

resistance to SM.


