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メ チシリン耐性黄色ブ ドウ球菌(MRSA)の 耐性機序 はペニ シリナーゼによるものではな

くペンシリン結合蛋白の変化 と考 えられているが、最近ペニシリナーゼプラス ミドがMRSA

になん らかの関与 をしていることがわかってきた。そこで当科で分離されたMRSA138株 の

ペニシリナーゼ産生性をアシ ドメ トリーディスク法で測定 し
,さ らに従来行われて きたコアグ

ラーゼ型別以外 のMRSAの 分類法 としてエンテロ トキシン型別分類 を用い検討を行 った。ペ
ニシリナーゼ高度産生株 はメチシリン感受性黄色ブ ドウ球菌(MSSA)で は55

.6%,MRSA

で は10.1%と 有 意の差を認め(p<0.01),ペ ニ シリン結合蛋白の変化が耐性機序 とされてい

るMRSAに お いてペニシリナーゼの重要性が低下 していると推察 され た。 コアグラーゼ型で

はIV型 は79.2%,II型 は36.7%の 株 がペニ シリナーゼを中等度以上産生 してお り差 を認 め

(P<0.01),さ らにペニシ リナーゼ高度産生株 はII型 ではみ られず,最 近のMRSAの 流行株

であるII型 株 においてペニシリナーゼ産生性が低いことが証明された。 またこのコアグラーゼ

II型 株 をエ ンテロ トキシン型別に分類 して検討すると,エ ンテロ トキシンC単 独産生株 はほ

とんどがペニシリナーゼを産生 していたが,B産 生株,A ,C同 時 産生株はそれぞれ20.6%,

0.0%と 有意に低率であった(p<0.01)。 以 上よ り同じコアグラーゼII型 で もエンテロ トキシ

ン型で異なった性質 を有 していることが推察 され,今 後MRSAの 検討 を行 ってい くうえでエ

ンテロ トキシン型による分類 も有用と考えた。
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今 日,内 科 系 、外 科 系 を問 わ ず 臨床 上methicillin-resis-

tant Staphylomcus aureus(MRSA)が 深 刻 な 問題 と な

って い る。MRSAは β-ラ ク タム 剤 に対 す る親 和 性 の低 下

した新 しい架橋 形 成酵 素(penicillin binding protein-2,

PBP-2')を 生 産 す る こ と よ り耐 性 化 し た と さ れ て お

リト4,,他 の多 くの細 菌 に お け る耐 性 化 機 序 と して 重 要 な

役割 を果 た して い る β-ラ ク タマ ー ゼ はMRSAで は直接 の

関 与 は 少 な い と考 え られ て い た5)。 し か し,近 年MRSA

に おけ る遺 伝 子 レペ ル で の研 究 が す す み,PBP-2'の 産 生

遺 伝 子 で あ るmecAと ペ ニ シ リナ ー ゼ 遺 伝 子 の関 連 性 が

指 摘 され るに い た り胡 、MRSAに お い て もペ ニ シ リナ ー

ゼがな ん らか の関与 を して い る こ とが わ か って きた。

一方,多 くのMRSAに おける疫学的検討でコアグラー

ゼ型が用いられ、現在コアグラーゼII型 が全国的に流行 し

ているとの報告が多いが鋤,さ らに詳細な検討をする上で

もはやコアグラーゼ型では不十分との意見も多く,我 々は

MRSAの 産生するstaphylococcal enterotoxin(SE)に

よ りMRSAを 分類 し検討してきた10)。そこでこの分類を

用い今まであまり眼が向けられていなかったMRSAの ペ

ニシリナーゼ産生性につき検討を行ったので文献的考察を

加え報告する。

1.材 料 と 方 法

1)対 象 とした菌株

昭和58年 か ら平成2年 の間に当科 において分離 さ
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れ たMRSA(methicillln、 最 小発育阻 止濃度≧12,5

μg/mD138株 を対象とした(1症 例1株)。 コアグラ

ーゼ型分類 で はII型109株,JV型24株 、1H型3株,

Vll型2株 であった。病棟分離株の由来 は腹腔 ドレーン

95株 、喀疾19株 、便11株,皮 膚 軟部 組織9株,血

液4株 であった。最小発育阻止濃度は日本化学療法学

会標準法11)に 従 い測定 した。

2)炉 ラクタマーゼ判定試験

アシドメ トリーディスク法にて行 った12)。す なわち

ペニシリンG、 セファゾリンおよびフロキシムを基質

とした β-ラ クタマーゼ検 出用デ ィスク(日 本生物材

料センター製)を 用い,そ れぞれのデ ィスク上にpH

7.0,0.01モ ル燐酸塩緩衝液30μ1を 滴下 したの ち,

検 体か ら分離培養された被検菌のコロニーを塗布 し,

黄色に変化 したデ ィスクによりβ-ラ クタマーゼをペ

ニシリナーゼ,セ ファロスポ リナーゼ,セ フロキシマ

ーゼのいずれかに判別 した。 ここでディスクの変色が

菌塗布後15分 で認められた株をβ-ラ クタマーゼ高度

産生株,2時 間で認め られた株 を中等度産生株 とし

た。反応中ディスクが乾燥すると判定困難 となるため

湿潤箱にいれ行 った。

3)MRSAに お けるSE産 生性

被検菌をハー トインフユージョンブイヨンに接種 し

37℃ で20時 間 振 とう培 養 を行 い,培 養 液 を3、000

rpm,20分 間 遠心 し,上 清 を検体 とした。精製エ ン

テロ トキシンA-Dを ウサギに免疫 して得た各SEに

対する免疫グロブリンをアフィニティクロマ トグラフ

ィで精製 しラテックス粒子に感作 したブ ドウ球菌検出

用キット(デ ンカ生研)を 用い,逆 受身ラテックス凝

集反応で各SE産 生性 を判定 した13)。

II.結 果

1)MRSAとmethicillin-sensitive Staphylococcus

aureuS(MSSA)に お けるβ-ラ クタマーゼ産生性

S.aureusの 産生するβ-ラ クタマーゼはすべてペニ

シリナーゼであった。MSSAの ペ ニ シリナーゼ産生

性 は66.7%が 中等度以上産生株であ り,55。6%が 高

度産生株であった。一方MRSAに おいてはそれぞれ

42.7%,10.1%で あった。高度産生株 ならびに中等度

以上産生株双方 にお いてMSSAの 方 がMRSAよ り

有意に高率であった(P<0.01)(Fig.1)。

2)MRSAに お けるコアグラーゼ型 によるペニ シ

リナーゼ産生性

コアグラーゼII型 ではペニ シリナーゼ高度産生株 は

み られず中等度産生株 は36.7%で あ り,コ アグラー

ゼIV型 の高度産生株60.9%,中 等 度以上産生株79.2

%と 比較 し有意にペニシ リナーゼ産生性 は低率であっ

*vs, MRSA p<0,01

PCase, penicillinage

Fig. 1. Penicillinase-producing strains of meth-
icillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA)

and methicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA).

*vs, coagulase type II p<0.01

PCase, penicillinase

Fig. 2. Isolation rates of penicillinase-producing
strains of coagulase type IV and type II meth-
icillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).

た(P<0.01)(Fig.2)。

3)MRSAに お ける コアグラーゼ型に よるSE産

生性

コアグラーゼIV型 において はSEA産 生株(A型)

95.8%,SE非 産 生株4.2%で あ り,コ ア グラーゼII

型 で はSEB産 生 株(B型)31.2%、SEC産 生 株(C

型)28.4%,SEB,C同 時 産生株(BC型)11.9%,

SEA,C同 時 産 生株(AC型)23.9%,SE非 産 生株
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3.6%で あ った。

4)MRSAに お けるSE型 に よるペニ シリナーゼ

産生性

SEA型 に おいて は高度ペ ニ シリナー ゼ産 生株 は

61.0%を 占め,非 または低度産生株 は17.4%で あ っ

た。 コア グ ラ ー ゼII型(SEB型,SEC型,SEBC

型,SEAC型)で はペ ニシ リナー ゼ高度産生株 は認

めなかったが,中 等度産生株 は各SE型 によ り頻度が

異な り,SECで は83.9%と 高 率で あったが,SEB,

SEACで はそれぞれ20.6%,0.0%とSECと 比 較 し

有意に低率であった(P<0.01)(Fig.3)。

5)MRSAに お けるSE型 による抗生剤感受性

メチシリンに対する耐性度 はSEAC,SEC,SEBC,

SEB,SEAの 順 に高度であった。特にSEACに お い

ては全株 メチシ リンにおけるMIC>100μ9/mlで あ

った。SEC型 は ゲ ンタマ イシン,ミ ノサ イク リン,

オフロキサシン感受性 であ り,SEB型 は ミノサイク

リン感受性であ ったが,SEAC型 は ミノサ イクリン

耐性,ク リ ンダマ イ シ ン感 受 性 の傾 向 を認 めた

(Fig.4)。

III.考 察

MRSAに お ける耐性機序 はPBP2'に よ るとされ

ており,MRSAの 約80%の 株 はペニ シリナーゼをコ

ー ドしたプラス ミドを除去 した後 も耐性 を持続すると

されてい るの。このようにペニシリナーゼ は実際の耐

性化には大 きな影響を与えないが,最 近基礎的な研究

によりMRSAに お いてペニシ リナーゼがなんらかの

関与 をしていることがわか って きた。PBP2'産 生 遺

* vs,enterotoxm B & enterotoxin AC p<0.01
** vs,enterotoxin BC p<0.05

PC ase, Penicillmase

Fig. 3. Comparison of the rate of penicillinase-

producing strains by enterotoxin type in
coagulase type II methicillin-resistant Sta-

phylococcus aureus (MRSA).

(1) Methicillin

(4) Minocycline

(2) Gentamicin

(5) Ofloxacin

(3) Clindamycin

Fig. 4. Antibiotic susceptibility of methicillin-resistant Staphylococcus aureus producing type A, B,

C, BC, or AC enterotoxin.
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伝子であるmecA遺 伝 子配列は一部ペニ シリナーゼ

遺伝子 と高 い相同性が あるとされ てお りの。松橋 ら8)

はPBP2'は 普 通のPBP遺 伝 子 とべニ シリナーゼの

遺 伝子 の融合 でで きた もの と想定 してい る。Hir-

amatsuら14)はMRSAに お いてペニ シリナーゼ プラ

ス ミ ドを脱 落 させ る と,耐 性 パ タ ー ンが 均 一 な

(homogeneous)MRSAか ら はメチ シ リンに感 受性

化 したクロー ンが得 られ,そ の多 くはmecA遺 伝 子

を失った と報告 し,MRSAに お けるmecAの 安 定 し

た保持にペニシ リナーゼプラス ミドは重要な役割を果

たしていることを証明 した。 またPBP2'の 誘 導にプ

ラス ミドは関与 しているとの報告 もあ り凪ゆ,ペ ニシ

リナーゼプラス ミドはMRSAに お いてい くつかの璽

要な役割 を果たしている。

MRSAは 疫 学的 に多 くはペニ シリナーゼ産生株で

あるとの報告が多いがM),今 回 の結果で は約40%と

低 率であった。 その理 由 としてメチシリン感受性S.

aunus(methicillin-sensitiveSaunus,MSSA)と

MRSA両 者 の耐性化におけるペニシ リナーゼ の役割

の違いを調べる目的で,や や感度が鋭敏す ぎるニ トロ

セフィン法よ りβ-ラ クタマーゼ高度産生株の判定 に

適 し,よ り臨床的 とされているアシドメ トリーディス

ク法 を用いたことがあげられる17)。そのためPBP2'

産 生遺伝子を もたず β-ラ クタム剤 に対す る防御機構

としてペニシ リナーゼが重要な役割 を果た している

MSSAに お いて,PBP2'で 耐 性 化 して いるMRSA

よ り有意に高率にペニシリナーゼ高度産生株が存在す

ることが証明可能 となった。一方アシ ドメ トリーディ

スク法 を用いたため陰性 でも低度ペニシリナーゼを産

生 している可能性があ り,ペ ニシ リナーゼ非産生株の

同定はで きなかったが,ペ ニシリナーゼ遺伝子は存在

しても6,7)ペニ シリナーゼの産生効率の悪 い菌株 の存

在 も否定できない。

MRSAの 疫 学的調査に従来コアグラーゼ型別分類

が用いられて きた。全国的な傾向 として以前コアグラ

ーゼIV型 が流行 していたが,最 近病 院で検 出 され る

MRSAは ほ とん どコアグラーゼII型 に移行 してお

り8,9),さ らに詳細な疫学的調査 を行 う上で もはや コ

アグラーゼ型別分類では不十分であるとの意見 も多

い。我々はコアグラーゼII型 株 を腸炎を惹起する毒素

であるSEに よりさらにSEB型,SEC型,SEBC型

(SEC型 に性質が類似す る),SEAC型 の4タ イプに

分類 し,そ れぞれ異 なる性質 を有す ることを報告 し

た10)。このSE型 によるペニ シリナーゼ産生性 をみる

と,全 株 メチ シリンに高度耐性であったSEAC型 は

すべてペニ シリナーゼ非 または低度産生株であった。

ここでコアグラーゼII型 株 はIV型 株 と比較 しメチシリ

ンに高度耐性の株が多いとされているが18)。ペ ニシリ

ナーゼにおいてはW型 の方が高い産生性 を示した。こ

れ らの こととMSSAよ りMRSAが 低 いペニシリナ

ーゼ産生性 を示 したことを考慮す ると,MRSAに お

いてセフェム剤耐性が高 まればペニシ リナーゼ産生性

が低 下 す る傾 向が あ る ことが想 定 され る.こ れは

PBP2'に よ る耐性が高度になれ ばな るほど耐性化に

おいてペニシリナーゼが不用 となったと考えれば理解

される。 しか し例外的にメチシリンに対する耐性度が

SEACに 次 くOSECで はペニシ リナーゼを高率に産生

しており単にセフェム剤に対する耐性度が高ければペ

ニシリナーゼ産生性が低 くなるだけでないことがわか

る。

同 じコアグラーゼII型 で も各SE型 でベニシリナー

ゼ産生性,抗 生剤感受性が異なっており,ま た他の報

告 で 我々の 病棟 で発 生 したMRSA腸 炎 は多 くは

SEAC型 で あり,SECを 産 生する株(SEC型,SEBC

型,SEAC型)はTSST-1を 同時に産生 していた助。

このようにSE型 により菌の もつ性格がそれぞれ異な

った特徴 を有 してお り,今 後MRSAの 検 討を行って

い くうえでSE型 による分類 の有用性 を強調 したい,
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Penicillinase production in methicillin-resistant Staphylococcus aureus,

with respect to staphylococcal enterotoxin types
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Hospital, 1-2-3 Kasumi, Minami-ku, Hiroshima 734, Japan

We investigated the production of penicillinase in 138 isolates of methicillin-resistant StaPhylococ-

cus aureus (MRSA) in which the suggested mechanism of resistance was not the production of

penicillinase but a change in penicillin-binding protein. The percentages of highly penicillinase
producing strains of methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA, 55.6%) were higher than
those of MRSA (10.1%). In terms of coagulase types, 79.2% of the type IV MRSA strains were

penicillinase-producing, whereas only 36.7% of the type II MRSA strains produced penicillinase
(p<0.01), and none of the type II strains was a high penicillinase-producing strain. Among
coagulase type II, most staphylococcal enterotoxin (SE) type C strains produced penicillinase,
although SE type B and type AC strains rarely produced penicillinase. From these results, it was
considered critical for epidemiologic purposes to characterize isolates further by SE typing.


