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1993年 に臨床検査材料か ら分離 された30株 の肺炎球菌 を用いて,β-ラ クタム系薬 の感 受

性,ペ ニシ リン結合蛋白(PBPs)の 親和性,PCRに よ るPBP2B遺 伝 子の検索を行い,以

下の成績を得た。

1) これ らの菌株の中には,penicillin G(PCG)に 対 するMICが ≧0.125μg/mlで,ペ ニ

シリン耐性肺炎球菌(PRSP)と 判定 された株が15株 認め られた。

2) PRSPのoxacillin (MPIPC), ampicillin (ABPC), cefotaxime (CTX), cefdinir

(CFDN)お よびimipenem(IPM)に 対 するMICは,ペ ニ シリン感性肺炎球菌(PSSP)に

対 するそれとは明 らかに異なっていた。

3) PRSPとPSSPの 識別 を行うために,そ れらのPBP2B遺 伝子の一部を増幅するため

の3種 類のプライマーを作成 してPCRを 行 った。PCGのMICが く0.125μg/mlの 菌株では,

感性菌検出用のプライマーでDNAが 増 幅 された。一方,PRSP検 出用 のプライマーでDNA

が増幅 された株 は,す べてPCGのMICが ≧0.125μg/mlで あ った。その内訳 は,classAが

1株,class Bが10株 で あ った。PRSPで あ るに もかかわ らず,PSSP用 の プライマーで

DNAが 増 幅 された菌株が4株 認められた。

4) PRSPで はPBP 2 Bに 対 する[3H]-PCGの 親和性が低下 してお り,そ れ に加 えて1

Aや1Bの 親 和性 も低下 している株が多かった。一 方,PSSPの 中 にも1Aや1Bに 対 す る

親和性が低下 している株,あ るいは2Xが 新たに出現 している株が認められた。

以上 の成績 か ら,本 邦 にお けるPRSPに はclass Bに 属 す るPRSPが 多 く,class Aの

PRSPは 少 ないことが推定 されたが,今 までの報告 にはないPBP 2B遺 伝 子の変異株 もある

ことが示唆された。
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近年,我 が国においてもペニシリン耐性肺炎球菌(PRSP)

が増加しつつある1,2)。特 に,小 児や1,3,4)や成人5)の化膿性

髄膜炎,あ るいは中耳炎鍋から分離され始めたことが注目

される。これらの症例ではABPCが 無効で,な かには

PRSPの 治療薬 として欧米で推奨されてきたcefotaxime

(CTX)も 無効で,カ ルバペネム系薬に変更 して功を奏 し

た例も報告されている4)。

肺炎球菌のペニシリン耐性は,penicillin G(PCG)に

対 して≧1.0μg/mlのMICを 示す株を明 らかなPRSP,

0.125～0.5μg/mlのMICを 示す菌を軽度耐性のPRSPと

して区別 している8)が,PRSPに お ける耐性機構 は複雑9)

で,ペ ニシリン感性肺炎球菌(PSSP)に おいて通常みい

だされている5種 類のペニシリン結合蛋白(PBPs)の う

ち,PBP 2Bに 対する薬剤親和性の低下が見いだされる菌

株を中心に,PBPIAやPBP 2Aの 親和性が低下 してい

る株や,2Xと 呼 ばれ る新 たなPBPが 見 いだされ る
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PRSP等 の報告もみられる10～12)。事実,臨 床から分離され

るPRSPに おいては,β-ラ クタム系薬の親和性が変化 し

たPBPが 複 雑に介在 している菌株が多い とされてい

る13～15)。

一方,本 邦においては,重 野ら5)が化膿性髄膜炎例から

分離 したPRSPのPBPsに 対するβ-ラクタム系薬の親和

性を調べ,第 三世代セフェム系薬に対する親和性が低下し

ていたと報告しているが,い ずれのPBPに 対する親和性

が低下していたかは定かでない。

我々は,上 述したような動向から,我 が国で分離され始

めたPRSPの 疫学調査を行うと同時に,薬 剤耐性機構に

ついても明らかにする必要性を感 じた。

本論文においては,そ の疫学調査の端緒として,我 々が

収集している肺炎球菌の中から30株 を抽出して,i)β-

ラクタム系薬に対する感受性,ii)PBPsに 対するβ-ラク

タム系薬の親和性,iii)PcRに よるPBP2B遺 伝子の検

索について行った成績を述べる。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用菌株

実験に用いた菌株 は,1993年2月 か ら4月 までの

期間に,帝 京大学医学部付属病院 において各種の検査

材料から分離 され た肺炎球菌中の28株 と,広 島済生

会病院において小児の化膿性髄膜炎から分離 された肺

炎球菌2株 である。 これ らの菌株 については,オ プ ト

ヒン感受性試験,イ ヌ リン分解試験,お よび胆汁溶解

試験 を実施 した。 あわせ て,API-20STREPに よ り

その性状 を調べ,APIコ ー ドでも肺炎球菌であ るこ

とを確認 した。

2. 薬 剤感受性

被験菌 の各種 浄 ラクタム系薬 に対 する感受性 は,

日本化学療法学会の標準法16)に従 って測定 した。培地

は ミューラーヒン トン寒天培地(栄 研)を 用い,綿 羊

の脱線維血液を5%の 割合 に加 えて使用 した。感受性

を測定 した抗菌薬は,penicillin G(PCG;萬 有 製薬

株式会社),oxacillin(MPIPC;萬 有製薬株式会社),

ampicillin(ABPC;明 治 製菓株式会社),imipenem

(IPM;萬 有 製薬株式会社),cefotaxime(CTX;ヘ キ

ス トジャパ ン株式会社),cefdinir(CFDN;藤 沢 薬品

工業株式会社)の6薬 剤である。 それぞれの薬剤 は,

力価の明 らかな純末を各会社から分与を受 け,実 験に

供 した。

3. PBPsに 対 す るβ-ラ クタム系薬 の親和性 の検

討

それぞれの菌株のPBPsに 対 する ず ラクタム系薬

の親和性 は,PHl-PCG(9。25MBQ)を 用 いて解析

した。

被験菌 は50mlのTodd Hewitt broth(TH broth:

Difco)で 前 培養 した後,500mlのTH broth(Difco)

に植 え継 ぎ,37℃ で6時 間培養 した。次いで,4℃,

10,000rpmで10分 間 遠心 し,沈 渣の菌をPBP緩 衝

液(pH7.2)で1回 洗浄 した後,再 び遠心 して集菌

した。菌体からの膜画分の調整 ぱ既法切に従うた。

[3H]-PCGと 各膜画分 との反応 は,両 者 を混合し

て30℃ で10分 間 インキュベー トした。反応終了後の

電気泳動や フルオログラフィーの操作は前述 した方

法17}に準 じた。

4. PCR用 プ ライマー

PSSPとPRSPのPBP 2B遺 伝 子検出用のプライ

マー は,Dowsonme)に よ って報告 されたPBP 2B

遺 伝 子の塩基配列 の成績 に もとづ き3種 類を作成 し

た。す なわち,(1) PSSPのPBP 2B遺 伝 子の1,490

bpか ら1,729ま で の240 bpを 増 幅 で きる もの,(2)

PRSPのclass Aと 呼 ばれ るPBP 2B遺 伝 子の変異

部分の1,515 bpか ら1,729 bpま での215 bpを 増幅で

きる もの,(3) PRSPのclass Bと 呼 ばれるPBP 2B

遺 伝 子 の変異部 分 の1,444 bpか ら1,729 bpま での

286 bpを 増 幅できるものを作成 した。

あわせて,(4) 肺 炎 球菌 に特有 なautolysin遺 伝 子

(lyt A)20)の694 bpか ら966 bpま で の273 bpを 増 幅

できるプライマーを作成 した。

これ らのプライマーの うち,(2)と(4)を 含 むものを

PCR混 合 液A,(1)と(3)を 含 む もの をPCR混 合液B

とした。

A) プ ライマー混合液A

(1) Streptococcus pneumoniae autolysin specific

prlmer

ALY 1:5'TGAAGCGGATTATCACTGGC

ALY2:5'GCTAAACTCCCTGTATCAAGCG

(2) S.pneumonide PRSP class A primer

P2 BR 4:5'CTAGCCCAATGCCGATTACG

P2 B4:5'AGTAGATTCATCTGGTAGGTC

B) プ ライマー混合液B

(1) S.pneumoniae PRSP class B primer

P2 BR 3:5'CCAAACCTTAACAGATCAGC

P2 B4: 5'AGTAGATTCATCTGGTAGGTC

(2) S.Pneumonide PSSP primer

P2 B3: 5'ATCAATTCTTGGTATACTCAGG

P2 B4: 5'AGTAGATTCATCTGGTAGGTC

5. PCRに よ るPBP遺 伝子 の検索

血液寒天培地(極 東製薬)上 に発育 した肺炎球菌

は,20μlの 溶菌液21)をあ らかじめ分注 したマイクロ

チューブへ白金耳 を用 いて1コ ロニー釣菌 した。な
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お,PCR混 合 液AとB(そ れ ぞれのプライマー ミッ

クスにDNAポ リメラーゼ等 を加 えたもの21))用に,1

菌株 につ き2本 のマイクロチューブを準備 した。 チュ

ーブは,Gene Amp PCR System9600-R(日 本 ロ

シュ㈱)に セ ッ トし,60℃,20分,続 いて90℃,10

分 の溶菌操作 を行 った。次いで,PCR混 合 液のAと

Bと をそれぞれのチューブに別々に5μlず つ加 えた。

PCRは,①50℃,30秒,②70℃,30秒,③94℃,15

秒の 条件下で30サ イクル行い,反 応後の検体 は,3%

濃度 のアガロースゲル板 を用いて電気泳動 を行って解

析 した。

II.結 果

1一 薬 剤感受性 とPCRの 成績 の関係

Fig.1に は,肺 炎球菌3株 についてPCRを 行 い,

そ の増幅産物 をゲル電気泳動 した代表的な成績 を示

す。

PSSPと 記 して あ るUB-034株 は,PCGに0.016

μg/ml,MPIPCに0.03lμg/mlのMICを 示 し,薬 剤

感受性 の上か らPSSPと 判 定 された株で ある。Aカ

ラム はlytA遺 伝 子 用 の プ ライ マー で増 幅 され る

DNA分 子 量に相当し,Bカ ラムはPSSPのPBP2B

検 出 用 プライマー で増 幅 され る分子量 に相 当 した

DNAで あ る。以下,こ の ようにPCR上 でPSSPと

判 定される菌株をclassSと 称 することとした。

中央のClassAと したUB-023株 は,PCGにO.25

μg/ml,MPIPCに1.0μg/mlのMICを 示 し,軽 度

のPRSPと 判 定 され た株で あ る。 この菌株 で は,

PCR混 合液Aの みで2本 のDNAが 検 出 されてい る

が,分 子量の大 きい上 のバ ンドがlytA遺 伝子,下 が

PBP2BのclassA変 異 を検 出するプライマーで増

幅 されたDNAの 分 子量 に一致 したバンドである。以

下,こ のような菌株 をclassAのPRSPと 表 現す る

こととした。

右側 のUB-008株 は,PCGに4.0μg/ml,MPIPC

に8.0μg/mlのMICを 示 し,明 らか なPRSPで あ

る。 この菌株で はPCR混 合 液AでINtA遺 伝 子 に相

当す るDNA,PCR混 合 液BでPBP2BのclassB

変 異 を検出するDNAの 分子量に一致 したバ ンドが認

め られ る。以下,こ の場 合にはclassBのPRSPと

称 することとした。

各菌株のPCRの 成 績 と,β-ラ クタム系薬感受性 と

の関係 をFig.2に 示 す。薬剤感受性成績 の上か らの

PRSPとPSSPの 識 別 は,NCCLSの 勧 告8}に 従 い,

PCGに 対 して0.1μg/ml以 上 のMICを 示 す株,あ

るい はMPIPCに1.0μg/ml以 上 のMICを 示 す株 を

PRSPと す る と,こ の条件 を共 に満 たす菌株 は左上

Fig. 1. Agarose gel electrophotogram 

of PCR-amplified DNA fragments 
of the autolysin (lytA) and PBP 2 B 

(penA) genes. a) penicillin-sensitive 
Streptococcus pneumoniae strain UB-

034; b) penicillin-resistant S. pneumo-
niae strain UB-023; c) penicillin-resi-
stant S. pneumoniae strain UB-008.

Tube A contains two sets of pri-

mers, for amplification of lytA and 

class A PBP-2A genes, respective-

ly. Tube B contains two sets of pri-

mers, for amplification of class B 

and normal PBP-2B genes, respec-

tively.

の図に点線で囲んだ15株 であった。 その うち,▲ 印

で示 した10株 はclassBのPRSP,■ 印 で示した1

株 はclassAのPRSPと 識別 された。

しか しなが ら,○ 印で示 した4株 では,変 異 した

PBP2Bを 検 出するためのプライマーで はDNAの

増 幅が認 め られず,PSSPのPBP2B検 出用のプラ

イマーでDNAが 増 幅 された。つまり,PRSPで あ り

なが ら,classSと 判定 されていたことで,両 者の成

績が必ず しも一致 していない菌株がみ られた。

ま た,PCGに は0.063μg/mlのMICを 示 し,

MPIPCに1.0μg/mlのMICを 示 した株 が1株 存在

したが,こ れもPRSPで あ りなが らclassSと 判 定 さ
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Fig. 2. Correlations between the presence of the PBP 2 B (penA) gene
and β-lactam susceptibilities in 30 Streptococcus pneumoniae strains . ○

and •œ normal penA-positive strains by PCR; M: class A penA-positive

strains by PCR; A: class B penA-positive strains by PCR. The

breakpoints for sensitivity and resistance to penicillin G and oxacillin

are based on the recommendations of the NCCLS8) .

れている。

一 方
,PCGに く0.125μg/ml,MPIPCに も く1.0

μg/mlのMICを 示 すPSSPの14株 で は,す べ て

PSSPのPBP2B検 出 用のプライマーでDNAが 増

幅 されてお り(classS),両 者 の成績 は一致 してい

たO

また,PCGとABPCと の 関係,あ るい はCTXや

IPMと の関係について も図中に示 した。 その結果,

PRSPとPSSPに つ いての識別 は一応可能であ った

が,PBP 2Bの 変 異を検出す るPCRの 成績 とは一致

しない株がわずかではあるが,存 在するという成績で

あった。

2) PBPsとMICと の関係

Fig.3に は,PCGに 対 す るMICが0.125μg/ml

以 上 の菌株について,[3H]-PCGを 用 いてPBPsの

親 和性 を解析 した成績 を示す。

一番左端 のカラムー1は コン トロールとして用いた

PSSPのUB-034株 の成績である。図中に記 したよう

に,肺 炎球菌のPBPsは 分 子量の大 きい方から順&こ,

PBPIA,PBPIB,PBP2A,PBP2B,PBP3と 称

されている。ただしこの写真ではPBP2AとPBP2B

の分子量が近似 しているため,太 い1本 のバンドとな

って示 されている。'

カ ラムー2以降 の菌株 では,カ ラムー8のUB-024株

を除 いて,PBP2Bの 存 在 を示す太いバ ンドはほと

ん ど検 出されず,PBP2Bに 対 するか ラクタム系薬

の親和性が低下 していると判断 された。また,コ ント

ロール株 のPBPsに 比 しては,PBPlAやPBPlB,

あ るいはPBP2Aの バ ン ドが きわめて薄 くなってい

るか,ほ とんど認 められない菌株 も多 く見いだされ,
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PCG: penicillin G, MPIPC: oxacillin

Fig. 3. Fluorogram of the penicillin-binding proteins of penicillin-resistant Streptococcus

pneumoniae. Membrane fractions were incubated with [3H]-PCG for 10 min at 32•Ž,

sarcosyl solubilized, and electrophoresed.

これらのPBPsに 対 する親和性 もPSSPに 比 しては

低下 している菌株が多 く存在 してい ることが示 され

た。

一 方
,カ ラムー8に 示 したPBP2Bが 検 出 され た

UB-024株 で は,PBPlA,1Bに 対 する親和性 は極

端に低下 していた。 この株のPCGに 対 するMICは

0.125μg/m1,MPIPCに 対 するMICも2.0μg/mlと

な ってお り,感 受性 の上か らは軽度のPRSPと い う

ことになるが,PCRで はPBP2Bの 変異 は検出 され

ず,classSと 判 定されている。

同様 に,図 中に★印を付 したUB-125株 と00-01

株 も,MICの 上 か らは明 らか なPRSPで あ ったが,

これ もPCRで はclassSと 判 定 され た株 である。 こ

れら2株 はPBP2Bに 対 す る[3H]-PCGの 親 和性

は明 らかに低下 してお り,PCRの 成績 が一致 してい

ないことが示 された。

Fig.4の カ ラムー2と3に は,PBP2Xと 呼 ばれ る

PBPが 検 出されたUB-030株 とUB-008株 の成績 を

示す。 この2株 はPCGに2.0μg/mlと4.0μg/mlの

MICを 示 し,薬 剤感 受性 の う えか らは明 らか な

PRSPと 判定 されている。 また,こ れ らの株で は,2

Xの 他 にPBPIAが ま った く検 出 され ず,加 えて

PBP2Aや2Bに 対 す る[3H]-PCGの 親和性 も感性

菌 に比 しては低下 していた。 ただ し,こ の2株 は

PBPに つ いての成績 は同 じであるが,PCRの 成績で

はUB-008株 はclassBのPRSP,も う1株 のUB-030

株 はclassSでPSSPと 判 定されている。
一方
,Fig.4の カ ラムー4以 降の菌株 は,図 の下段

に示 したように,薬 剤感受性 の成績 でPSSPと 判 定

された株である。UB-122,UB-027,UB-004,UB-

132,UB-020の5株 では,PBPlBに 対 する[3H]-

PCGの 親 和性が低下 していた。

Fig.5は,PCGとMPIPCに 対 するMICの 上 か ら

は,共 にPSSPと 判 定 された菌株 であるが,Fig.4

に示 したPSSPと はやや異なったPBPパ ターンを示 し

た菌株 であ る。カ ラム-3に 示 したコ ン トロール の

UB-034株 のPBPに 比較すると,(1)PBPlAの 親和性

が低下 してい るUB-033株,(2)PBPlBの 親 和性が

低下 しているUB-301株,UB-006株,(3)PBPlA,

1B,な らびに3の 親和性が低下 し,さ らに2Xが 見

いだ されたが,PBP2Bの 親和性 は正常 と思われる

UB-117株,(4)PBPlBの 親和性が低下 し,2Xが 認

められるが,PBP2Bの 親 和性 は正常 と判断 される

UB-001株 とUB-005株,そ して,(5)右 端 に示 した

PBPlBと2Aの 親 和性 は低下 しているが,PBP2B

の親 和性 はほぼ正常 であろ うと判断 され たUB-108



1230 CHEMOTHERAPY NOV. 1994

PCG:penicillm G.MPIPC:oxacllm

Fig.1. Fluorogram of the penicillm binding protein of two Pem

cillin resistant and seven penicillin sen itive stran of strpto

coccus pmumliontisto

PCG: pemcillin G, MPIPC: oxaGllin

Fig.5. Fluorogram of the Penicillin binding Proteins of

PenicHlin Sensitivt Streptococeus pneumonide .
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(A) (B)

Fig. 6. Correlations between the affinity of penicillin-binding
proteins and the presence of normal or altered PBP 2 B
genes in penicillin-resistant and -sensitive Streptococcus
Pneumoniae . (A) reduction of affinitity of [31-1]-PCG
for PBP 2 B; (B) normal affinity of [31-1]-PCG for PBP
2 B.0 and • normal penA-positive strains by PCR;
■: class A penA-positive strain by PCR; ▲: class B

penA-positive strains by PCR.

株である。 このように様々 なPBPパ ターンを示 して

いる菌株 において も,PBP2Bに 対 する親和性 は正

常 と判 断 され る菌株 にお いて は,MICの 上 か らは

PSSPと 判 定される菌株 も多いという成績 となった。

3)薬 剤感受性,PCR,な らびにPBPsの 成 績 と

の関係

Fig.6は,(1)PBPの 親 和性 の成績 を中心 に,(2)

PCGとMPIPCに 対 す るMICと,(3)PBP2B遺 伝

子のPCRの 成 績について3者 の関係をまとめた もの

である。

図の(A)に は,PBP2Bに 対 する[3Hl-PCGの

親和性が低下 していると判断 された14株 の成績 を示

してある。 これ らの菌株 はすべてPCGに 対 して ≧

025μ9/ml,MPIPCに 対 しても≧1.0μg/mlのMIC

を示 し,薬 剤感受性の成績 とPBPの 親和性の成績 と

が一致 していた。 しか しなが ら,PCRの 成績 では,

14株 中11株 はclass BのPRSP,1株 はclassAの

PRSPに 識 別で きた ものの,○ 印 で示 した3株 は

classS,す な わちPSSPと 判 定 され,PRSPの 識 別

には役だっていない。

一方
,図 の(B)に 示 した株 は,PBP2Bの 親 和性

は正常 と判定された菌株である。その他のPBPに 対

する緩和性 の低下は()内 に記 したが,こ れ らの菌

株 ではPBPI Aや2Aの 親 和性 が低 下 して いる株

と,2Xが 出 現 して い る株 で はMPIPCに 対 す る

MICが や や高い と思われたが,菌 株数が少ないため

に明確な相関性 は見いだせなかった。

III. 考 察

PRSPに お ける薬剤耐性機構 は,す でに欧米 の研

究者によって多数報告 されてお り,前 述 したように,

い くつかのPBPsに 対 するβ-ラ クタム系薬の親和性

の低下が複雑に関与 していることが明 らかにされてい

る9)。その中でも,ペ ニ シリン軽度耐性 にはPBPlA

の変 異や2Xの 出 現,明 らかなペニ シ リン耐性 には

PBP2Bの 変 異が関わっていることが指摘 されてい

る22)。

これ らのPBPIA23),PBP2×24,25),PBP 2B 18,19》

をコー ドしているそれぞれの遺伝子 も,す でにその塩

基配列が決定されてお り,PSSPの 遺伝子 との比較か

ら,PRSPに 見 いだ される これ らの遺伝子 は,他 の

レンサ球菌由来の塩基配列がモザイク的に部分挿入さ

れたもの といわれる。注目すべ きことは,こ れらの遺

伝子 は比較的容易にPSSPをPRSPへ と形質転換す

ることが可能で ある25'26)ことで,口 腔 レンサ球菌の

Streptococcus oralis,Streptococcus mitis,Strepto-

coccus sanguis等 を もペニ シリン耐性菌へ と形質転換

できる2ηことである。 また,こ れ らの形質転換 によっ

て,明 らかなペニシリン耐性 はPBP2Bの 遺伝子変

異が関与 していることが裏付 けられ てい る。最近で

は,さ らに,PBP2B遺 伝 子 の変異に は,由 来の異

なるclassAとclassBの あ ることが指摘されている28)

が,そ れ と他のペニシリン耐性 レンサ球菌の塩基配列
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とを比較する ときわめて似通 っている。 この事実か

ら,PRSPの 耐 性遺 伝子 の一部領域 は口腔 に常在す

るレンサ球菌由来である と推定 される29,30)。そ して,

肺 炎球菌に伝達 された耐性遺伝子が次第に血清型の異

なった肺炎球菌へ水平伝達 されながら,そ の性状を少

しずつ変えていった と考えられる鋤。

現在,世 界各地に広 まっているPRSPを 薬 剤耐性

パターン.血 清型,PBPsパ ターン等か ら総合的に解

析すると,2種 類のスペ イン由来株,1種 類のハンガ

リー 由来株,1種 類 のア ラスカ由来 株 に分 け られ

る32)。

我 々が示 した結果 もまた,我 が国 におけるPRSP

が世 界で主流 を占めるPBP2B遺 伝 子の変異に基づ

くか ラクタム系薬の親和性 の低下が耐性機構 の主た

るものであることを示唆している。しかしながら,上

述 したPBP 2Bの2種 類の変異の うち,大 部分の株

がclass B変 異 のPRSPで あ り,class A変 異 株 は

意外 と少ないことが注 目された。今回は血清型 は検討

していないが,清 水等(抄 録No.135,第42回 日本

化学療法学 会総会発 表)の 検討 によ ると,本 邦 の

PRSPで も23Fや19型 が多い と報告されている。 こ

れ らはスペ イン由来株で多 く認められている血清型で

あるが,本 邦 のPRSPに はマクロライ ド系薬 にも耐

性 を示す菌株が多 く,耐 性型ではハ ンガ リー由来の

PRSPに 近 い。一方,我 が国のPRSPのPBPsに 対 す

るβ-ラクタム系薬の親和性の変化 は,PBPlA,2B

の みな らず,1Bの 親和性 も低下 している株 も認めら

れ る。加 えて,PSSPで もPBP 1Bの 親 和性が低下

してい る株 も認 め られ るという結果 が示 された。

PBP 1Bの 変 異 その ものは,ペ ニシ リンの耐性度 に

ほとん ど関与 していない と推定されるが,な ぜ本邦 に

おいてPBP 1Bの 変 異株が多いのか は,今 後明 らか

にしていく必要がある。

一方
,我 々の研究の中で,今 までに報告されていな

いPRSPが3株 含 まれていたことも注 目され よう。

すなわち,PCGに 対 して明 らかな耐性 を示す菌で,

PBP2Bに 対 する β-ラクタム系薬の親和性が低下 し

ているのにもかかわ らず,class Aやclass BのPRSP

で は ない菌株 である。現在 これ らの菌株のPBP 2B

遺 伝子 について,活 性中心のセ リン残基 を含む領域の

塩基配列を決定中であるが,class Bの 変異部分に近

い位置 に特異的 な変異 のあることが見いだされてい

る。この成績 については別に発表 したいと考 えている

が,そ の他にもさらに異なった変異株の存在する可能

性 も否定で きず,PCG感 性 でメ トキシイ ミノ基 を有

す るセ フ山ム系薬耐性株(北 山等,抄 録No.035第

42回 日本化学療法学会紛会発表),あ るいはその逆の

株 を含めて耐性機構 を解明する必憂がある。

最近.米 国において はPRSPに よる化膿性髄膜炎

例 か らCTXやCTRXに1.0μg/ml以 上 のMICを

示 すPRSPも 検 出 され始めてお り33),CTXやCTRX

が 無効 であった例 も報告 され てい る34～36)。PRSPに

よる化膿性髄膜 炎にはCTXの 大 量投与を主張する研

究者 もいるが,PBP8の 変 異 という耐性のメカニズム

を配慮すれば,ペ ニシリン耐性の場合は,基 本的には

セフェム系薬にも何 らかの耐性を示す と理解すべきで

ある。なかにはカルパペネム系薬のように,比 較的優

れたMICを 示 す薬剤 もあるが,Fig.2に 示 したよう

に,PRSPの カ ル パ ペ ネム 系 薬 に対 す るMICは

PSSPの それ とはやはり明 らかに異なっていることに

留意 しなけばならない。

現在,耐 性 菌が認め られないのはvancomycinの

み であるが,本 薬の作用機序は静菌的であり,髄 液へ

の移行は必ずしも良貯ではない。単独投与では再燃例

も多 く見 られ てい る3η。 今後,PCR法 鋤 等による

PRSPの 早 期診断 システムを確立す ると共 に,治 療

薬 と治療法 につ いての検討 も必要であると考えられ

た。

本研究 は平成5年10月14日 に青森で開催された日

本化学療法学会東 日本支部総会において発表 した。
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Mechanisim of resistance in penicillin-resistant clinical isolates of Streptococcus

pneumoniae: Analysis of penicillin-binding proteins and the PBP 2 B gene

Kimiko Ubukata, Mutumi Sugiura and Masatoshi Konno

Department of Clinical Pathology, Teikyo University, School of Medicine, Tokyo, Japan

Shigeru Ohnari

Department of Pediatris, Saiseikai Hiroshima Hospital, Hiroshima, Japan

Akio Yamane
Wakunaga Pharmaceutical Co., Ltd., Hiroshima, Japan

Susceptibility to fl-lactam antibiotics, affinity of penicillin-binding proteins (PBPs), and the
detection of the PBP 2 B gene (penA) by the polymerase chain reaction (PCR) were studied
using 30 clinical strains of pneumococci isolated in 1993. The following results were obtained:

1) Fifteen of strains were identified as penicillin (PCG) -rsistant strains of pneumococcus
(PRSP), with minimum inhibitory concentrations (MIC) of PCGa0.125pg/ml.

2) The MICs of oxacillin, ampicillin, cefotaxime, cefdinir, and imipenem clearly differed
in PRSP and PCG-sensitive strains of pneumococcus (PSSP).

3) PCR was performed by preparing three sets of primers for amplification of part of the
PBP 2 B gene in order to differentiate between PRSP and PSSP. DNA from 15 strains with a
PCG MIC <0.125 jig/m1 was amplified using primers for detection of sensitive strains. The
strains for which DNA was amplified with primers for PRSP detection all had MICs a 0.125
yg/ml. These strains consisted of one class A strain and ten class B strains. However, DNA
was amplified by primers for PSSP even in four PRSP strains.

4) In PRSP strains, the affinity of [3H] -PCG for PBP 2 B was reduced, and affinity for
PBP-1 A or PBP-1 B was also reduced in many strains. Some PSSP strains showed reduced
affinity for PBP-1 A or PBP 1 B, and PBP-2 X newly appeared in some strains.

These results suggest that many PRSP in Japan are variable strains with an altered PBP 2
B gene belonging to class B, that there are few class A strains ,and that there are PCG-
resistant strains with changes in the PBP-2 B gene that have not yet beem reported.


