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MRSA増 加の原因は第3世 代セフェム系薬の使用にあると考えられている。今回著者らはすべての第

3世 代セフェム系薬がその要因 となるのか否かを検討するために,ceftninox(CMNX)お よび他 β-ラ

クタム系薬のMRSA PBP-2'誘 導能と耐性化 との関係 について検討 し,以 下の結果を得た。

1.臨 床分離MRSA 100株 に対 し,血 中濃度とMICの 関係から,CMNXお よびceftizoxime(CZX)

はヒ ト常用投与量で得 られ る血 中濃度域では抗菌力を示 さなかったが.flomoxef(FMOX)お よび

imipenem/cilastatin(IPM/CS)は それぞれ7%,20%の 株に抗菌力を示 した。

2.IPM/CSお よびFMOXの 高度耐性菌選択頻度は,本 薬剤に感受性であるMRSAY-782に おいて

高かったが,感 受性の低いMRSAY-112で は低かった。一方,い ずれの菌株に対 しても感受性の低い

CMNX,CZXは 高度耐性菌を選択 しなかった。

3.MRSA Y-782に 対 し β-ラ クタム系薬をヒ ト常用投与量で得 られる血中濃度域で接触させた場

合,CMNX,CZXはMICに 変化をおよぼさなかったが,FMOXお よびIPM/CSは4か ら32倍MIC

の上昇した附性菌を選択した。

4.MRSA Y-112を 低濃度の薬剤存在下で培養すると,CMNXは 他の β-ラ クタム系薬 と同様に

PBP-2'を 誘導 し,そ の産生量を増加させた。 しか し,こ の菌を薬剤非含有培地に1回 継代 し薬剤 を除

去するとPBP-2'の 産生量は薬剤非作用時 と同量 まで減少 した。

以上のことか らCMNXお よびCZXはMRSAのPBP-2'誘 導能が高 くても常用投与量で得 られる血

中濃度域では抗菌力を示さないことか ら高度耐性菌を選択 しないことが示唆された。
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わ が 国 で は メ チ シ リ ン耐 性 黄 色 ブ ド ウ球 菌

(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus,MRSA) は

1980年 に入 ってか ら注 目された1,2)。そ して1985年 以 降,

MRSAの 検 出頻度や院内感染 に関す る報告が多 くみ られる

ようになった。それと共にMRSAに よる院内感染症は社会

的に大 きな問題 となり,そ の対策が精力的に検討,実 施され,

今 日に至っている。

MRSAの 分離率の上昇 とともに,MRSAは 臨 床で多用 さ

れている β-ラ クタム系薬や他の多 くの薬剤に対 し高度耐性

を示すようになった。 この高度耐性化のメカニズムは,ブ ド

ウ球菌に対 して抗 菌力の弱 い第3世 代セ フェム系抗生物質

の使用によって β-ラ クタム系薬 に対 して親和性の低いペニ

シリン結合蛋白(PBP-2')が 誘 導産生 されることにあると

考えられている3～9)。そ こで,著 者 らはいずれのセフェム系

薬もその要因となるか否かを検討するためにCMNXお よび

他 β-ラ クタム系薬のMRSA PBP-2'誘 導能 と耐性化 との関

係について他の β-ラ クタム系薬 と比較検討 したので報告す

る。

I.材 料 と 方 法

1.菌 株

1991年8月 か ら1992年5月 まで に,MRSA感 染 症

と診 断 され た患 者 か ら分離 され た黄色 ブ ドウ球菌 を用

いた。

2.使 用 薬剤

Cefminox(CMNX,明 治 製 菓株 式 会 社),cefti-

zoxime(CZX,藤 沢 薬 品 工業 株 式 会 社),flomoxef

(FMOX,塩 野 義製薬 株式会社),imipenem/cilastatin

(IPM/CS,萬 有 製薬株 式会社)の いず れ も力価 の明 ら

かな もの を用 いた。

3.感 受性 測定法

薬剤 感受性 測 定 は 日本 化学療 法 学会標 準法10)に よ り

行 っ た。 す な わ ち,増 菌 用培 地 にMueller Hinton

broth(MHB,BBL)を 用 い.感 受性 測定用 培地 と し

てMueller Hinton agar(MHA,BBL)を 用 いた。 ま
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た,接 種 菌液 は増 菌用培地 で32℃,18～20時 間 培養

後,同 培 地で100倍 に希釈 した もの と した。菌 液の接

種 は ミクロプラ ンター(佐 久 間製作所)で 行 い,32℃,

18時 間培 養後 にMIC(μg/ml)を 求 め た。

4.高 度耐性菌 の選択頻 度

試験 菌をMHBで32℃,一 夜 静置培 養後,さ らに,

この菌液 を3時 間振盪培 養iした。 この菌液0.1mlを 薬

剤含有(各 薬剤の4お よび8MIC)のMHA平 板 上 に

コ ンラー ジ棒 にて塗抹 し,32℃,48時 間培 養 した。発

育 した コロニー を数 え,接 種 菌 数 に対す る割 合 を高度

耐性菌 の選択頻度 と した。 また,各 薬剤 の50μg/mlを

含 む平板上 に発育 した コロニーを無作 為に10コ ロニー

選択 し,各 種 β一ラ クタム系薬 に対 す るMICを 測 定 し

た。

5.各 種 β-ラ ク タム系 薬作用 によるPBP-2'の 測 定

誘導型MRSA Y-112をL-brothで 一 夜培養 し,こ

の菌液 を同液体培 地190mlに10ml接 種 し,3時 間 振

盪培 養 した。 この菌液 に薬剤 を10お よび1μg/mlと な

る よ うに添加 した後,さ らに6時 間振 嶺培 養 した。そ

の後,こ の菌を新鮮 なL-brothに1代 継代 し薬剤 を除

去 した菌体 もあわせて得 た。PBPの 測 定 はSpratt11)の

方 法 に準 じ ［14C］Benzylpenicillin Potasium(［14C］

PCG:Amersham)と の結合 実験 か ら検討 した。 すな わ

ち,薬 剤 を作用 させ た 菌細胞 と薬剤 を除去 した菌細 胞

をそれぞれ冷却遠心 で集め,10mMのMgCl、 を含 有 し

た50mMリ ン酸緩衝 液(pH 7.0)で 洗 浄 し,同 液8

mlに 浮 遊 した。 超音 波破 砕器(Astrason Ultrasonic

Processor)で 氷 冷 し なが ら超 音 波 破 砕 し,そ の

7,000×g 15分 遠 心上清 を100,000×g 30分 超 遠心 を行

い膜 画分 を集 めた。 同緩衝 液で1回 洗 浄後,少 量 の同

緩 衝液 に溶解 しLowry法 で蛋 白量 を15mg/mlと な る

ように調整 した。 この膜 画分30μlに4μlの ［14C］

PCG液 を加 え,30℃,10分 間 反応 させ た後,20%

w/vのsarkocylと60mg/mlのPCGと の 等量 混合液を

4μl加 え反応 を停止 した。 この反応 液か らsarkocyl不

溶 画分 を10,000×g 30分 の遠心 で除 き,上 清全量 と15

μlのSDS緩 衝 液お よび5μ1の β-mercaptoethanol

を混 合 し,沸 騰水 中で2分 間煮沸 した。 その全量 を10

%ポ リア ク リル ア ミド平板 ゲル に乗せ90Vで 等 電圧

電気泳動 を行 った。 電気泳動終 了後,ゲ ル上の蛋白を7

%酢 酸,50%メ タ ノール混液で 固定 し,DMSOで 置

換 し,2,5-diphenyloxazoleを 浸 み込 ませ1時 間流水

で水洗 後乾燥 し,X線 フ ィル ムに密着 し-80℃ で20

日間 感光 させ た。

II.結 果

1.薬 剤 感受性

各薬剤 の感受性分布 をFig.1に 示 した。CMNXお よ

びCZXの 常 用投 与量(1g,点 滴 静 注)に おけ る血中

ピー ク濃度 はそれぞ れ100.6μg/ml,67.4μg/mlで あっ

たが,CMNXお よびCZXは こ の濃度域で はMRSAに

対 し,ま った く抗 菌力 を示 さなか った。一方FMOXお

よびIPM/CSの 血 中 ピー ク濃度 はCMNXお よびCZX

の 約1/2で あ っ た が,FMOXで は7%の 株 に,

IPM/CSで は20%の 株 に抗 菌力が認 め られた。

2.CMNXお よ び他 β-ラ ク タム系 薬 による高度耐

性 菌の選択頻 度

MRSA Y-782お よ びY-112の 各 薬剤 に対する高度耐

性 菌の選択頻 度をTables 1,2に 示 した。MRSA Y-782

に対 す るCMNXお よびCZXのMICは そ れぞれ400,

1,600μg/mlと 高 かったが,FMOXお よ びIPM/CSに

お い てはそ れぞ れ12.5μg/ml,1.56μg/mlで あ った。

この 菌株 に対 す る高 度耐性 菌 の選 択頻 度 は,本 菌に対

し抗 菌力の弱 いCMNXお よびCZXに お いては8 MIC

濃 度 作用 でいず れ も3.5×10-8よ り低か った。 これに対

Fig. 1.Susceptibility distribution of clinical isolates of methicillin-resistant

Sthaphylococcus aureus to cefminox and other  β-lactam  antibiotics(100
strains).
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Table 1. Frequency of spontaneous  mutants resistant to  cefminox and other  β-

lactam antibiotics against  methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Y-782

Table 2.Frequency of spontaneous mutants resistant to cefminox and other
 β-

lactam antibiotics against methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Y-112

して,FMOXお よ びIPM/CSは 本 菌 に抗 菌力 を示 し,

8 MIC濃 度 の薬剤 を作 用 させ るこ とに よ り高度耐性 菌

はそれぞれ1.4×10-5,7.1×10-3の 頻 度で選 択 された。

また,4 MIC濃 度 作用 にお いて も同様 の傾 向が認 め ら

れた。

一
方,MRSA Y-112に 対 す るCMNX,CZX,

FMOXお よびIPM/CSのMICは そ れぞれ800,1,600,

100お よ び100μg/mlで あ った。 この ように各薬剤 に

感受性の低 い菌に対 して は,FMOXお よ びIPM/CSの

高度耐性変異株 の選択頻 度 も低 く,FMOXは8MIC濃

度作用で6.2×10-8よ り低 か った。 また,IPM/CSで は

3.9×10-6で あ った。

3.薬 剤接触 後の感受性 の変化

各薬剤 の血 中濃 度 を考慮 して設 定 した濃 度 を含 む薬

剤平板 に出現 したコロニー を無作 為 に10個 選 び,そ の

MICを 測 定 した。

50μg/mlのCMNXま た はCZX処 理 に よ りCMNX

お よび他 β-ラ クタム系薬 のMICに 変 化 は認め られな

かったが,FMOX処 理 に よ り出現 した耐性 菌で はMIC

がFMOXに 対 し元株 の4倍 に上昇 した株が6株 ,8倍

に上昇 した株 が1株 であ り
,こ れ らの菌株 は他 β-ラ ク

タ ム系 薬 に 対 す るMICも 上 昇 して い た 。 ま た,

IPM/CS処 理 におい てはIPM/CSに 対 し高度耐性 とな

り,す べ ての株が元株 に比べ16～32倍 のMICを 示 し,

こ れ らの菌株 はFMOXと 同様 に他 β-ラ クタム系薬 に

対 して も高いMICを 示 した(Table 3)。

4.MRSAに 対 す る各種薬剤 のPBP-2'誘 導 能

各種 β-ラ ク タム系 薬 に よ って誘 導 され たMRSA

Y-112のPBP-2'の 産 生量 をFig.2に,ま た,薬 剤 を

除去 した時 のPBP-2'の 産 生量 をFig.3に 示 した。

PBPパ ター ンか ら明 らか なよ うに 各 β-ラ ク タム系薬

は10お よび1μg/ml存 在 下でPBP-2'を 誘 導 した。 こ

のパ ター ンか ら非誘 導 時の それ と比べ 相 対産 生量 を求

め ると,CMNX,FMOXお よ びIPM/CSの10μg/ml

存 在 下で は4.50～5.07倍,1μg/ml存 在 下で は4.60～

5.02倍 にPBP-2'の 産 生量がそれぞれ増加 してい た。

一

方,CZXに よ り誘導 されたPBP-2'量 は非 誘導時

のそ れに比べ,10μg/mlで は3.12倍,1μg/mlで は

3.09倍 で あ り,CMNX,FMOXお よ びIPM/CSに 比

較す る とPBP-2'の 誘 導産生量 は少なか った。 また,こ

れ ら薬剤処 理後のMRSA Y-112株 を1代 継 代す る と

PBP-2'の 産 生 量は速やか に減 少 し非誘 導時 と岡様 の産
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Table 3.Antibacterial activities against methicillin-resistant Staphylococcus aureus Y-782

growing on agar plates conteining various  β-lactam

selective concentration: 50ug/ml

1) time, 2) No of applicable strains/No of strains tested

Fig.2.Fulorography(upper)and density(lower)of
penicillin-binding proteins in growing cells of MRSA
Y-112 treated with  β-lactam antibiotics.

Fig.3.Fulorography(upper)and density (lower)of
penicillin-binding proteins in growing cells  of MRSA

Y-112 without  β-lactam antibiotic treatment.
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生 量 になった。

III.考 察

MRSAは 多剤に対し加速度的に高度耐性化 してお り,

院内感染や 日和見感染症の起因菌として問題視 されて

いる。しか し,MRSAは 複数菌感染として分離される

ことも多いことか ら12),MRSAが 感染症の主因である

可能性 は予想以上に低い もの とも考 えられる。一方,

MRSAの 増加はブ ドウ球菌に抗菌力の弱い薬剤を汎用

したことがその一因 と言われてお り13),今 回著者 らは

CMNXお よび他 β-ラクタム系薬のMRSA PBP-2'誘

導能と耐性化について検討 を行い,MRSA増 加 との関

係について考察を加えた。

CMNXお よびCZXは ブ ドウ球菌に適応を持たない

第三世代セフェム系薬剤であるが,臨 床上,ブ ドウ球

菌以外の感染症の治療お よび術後感染予防等に幅広 く

使用されている薬剤であ り,治 療中にMRSAが 混合感

染菌として認められた場合にMRSAの 高度耐性化にい

かなる影響 をおよぼすかが問題 となる。今回の検討に

おいて,CMNXお よびCZXは 臨床分離MRSAに 対 し,

ヒト常用投与量で得 られる血中濃度域ではまったく抗

菌力を示さなかったが,FMOXお よびIPM/CSは 開発

初期14,15)より耐性化が進んでいるものの,そ れぞれ7%,

20%の 株に抗菌力を示 した。 また,薬 剤含有平板上で

の高度耐性菌選択頻度を比較 した結果,MICの 高い

MRSA Y-112に 対してはいずれの薬剤 も高度耐性菌を

選択しなかったが,MRSA Y-782に 対 してCMNXお

よびCZXは ヒ ト常用投与量で得 られる血中濃度域では

抗菌力を示す株はな く,高 度耐性変異株の選択率 も低

かった。一方,FMOXお よびIPM/CSの ようにMRSA

Y-782に 抗菌力 を示す薬剤では,薬 剤含有平板上での

高度耐性変異株の選択頻度は高 く,得 られた高度耐性

株は他 β-ラクタム系薬に対 しても交差耐性 を示 してい

た。

MRSA PBP-2'誘 導能に関して,生 方 らはセフェム系

薬はMRSA PBP-2'を 誘導するが,な かでもFMOXは

誘導能が低いと報告 している16)。しか し,今 回著者 らの

実験 では,FMOXも 含 めす べ ての 薬剤 がMRSA

PBP-2'を 良く誘導 した。これは生方らの用いた菌株は

FMOXに 対 しMICが 低かったのに対 し,著 者 らの用

いた菌株ではFMOXのMICが100μg/mlと 高かった

ことに起因すると考えられた。また,β-ラ クタム系薬

によって誘導されたMRSA PBP-2'は 薬剤を除去する

と誘導前のPBP-2'産 生量に減少することから,β 一ラ

クタム系薬によるMRSA PBP-2'の 誘導はMRSAの 高

度耐性化 とは高い相関関係が得 られなかった。以上の

ことからMRSA PBP-2'の 産生誘導と高度耐性化とは

関係がなく,常 用投与量で得 られる血中濃度域では抗

菌力を示さないCMNXお よびCZXは 高度耐性MRSA

を選択せず,む しろIPM/CSやFMOXの ように一部の

MRSAに 抗菌力を示す薬剤の使用により高度耐性菌が

選択 される可能性が高 く,臨 床使用にあたっては注意

が必要と考えられた。
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Relationship between Penicillin-binding proteins(PBPs)induction and  β-lactam

antibiotics resistance on methicillin-resistant Staphylococcus aureus

― Comparison with cefminox and other  β-lactam antibiotics―

Takahiro Ishii1,2),Michio Sasajima1),Akiko Gyoubu1)

and Yoshinori Orikasa1)

1) Meiji-Seika Kaisha,LTD.,Pharmaceutical Research Center and 2)Kitasato University,School of

Medicine,Department of Microbiology

Resistance of Staphylococcus aureus to methicillin(MRSA)is a serious clinical problem.In this

paper,the relationship between the induction of penicillin binding protein(PBP-2')and selection
of highly-resistant MRSA by cefminox(CMNX)and other  β-lactam compounds.

1.CMNX and ceftizoxime(CZX)did not have any bactericidal activity against 100 MRSA

strains in physiological concentrations.However,flomoxef(FMOX)and imipenem/cilastatin

(IPM/CS)showed good antibacterial activity against 7% and 20% of MRSA strains,respectively.

2.The frequency of MRSA Y-782 strains against resistant to  β-lactam compounds was high

in IPM/CS and FMOX-treated cultures,antibiotics,which showed good bacteriadal effects against

MRSA Y-782.In contrast,the frequency of MRSA Y-112 resistant strains was low in IPM/CS

and FMOX-treated cultures which had no effects on MRSA Y-112 bacteria.

3.The MIC of CMNX and CZX did not change when  β-lactam compounds were applied to

MRSA Y-782 strains at physiological concentrations.However,the MIC increased by up to

32-fold time in the case of FMOX and IPM/CS with some strains.

4.CMNX induced PBP-2'just like other  β-lactam  compounds when MRSA Y-112 strains were
cultured in the presence of low drug concentrations.However,when this bacteria was returned

to non-drug containing medium,the amount of PBP-2' decreased,showing a similar PBP pattern

to that before the drug was added.


