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Methicillin-resistant Stqphlococcus aureusに お け るarbekacinの 高 度 耐 性 化 につ い て

鈴 木 隆 男

群馬大学医学部第一外科の

(平成7年11月16日 受付 ・平成7年12月20日 受理)

臨床分離メチシリン耐性黄色ブ ドウ球菌(MRSA)15株 を用いて,ア ミノ配糖体耐性 とarbekacin

(ABK)耐 性変異株の出現を調べた。15株 のうち12株 はgentamicin(GM>,tobramycin(TOB)耐

性で,そ の うち2株 はABK耐 性であった。残 り3株 はGM感 受性 丁OB耐 性であった。これらの菌株

の うち,GM,TOB耐 性ABK感 受性である5株 か ら10-4の 頻度でABK耐 性菌(MIC:250r50

μ9/m1)が 分離 された。 また,GM感 受性TOB耐 性ABK感 受性株か らはABK耐 性菌は10-9の 頻度

で分離され,そ のMICは12.5ま たは25μ9/m1で あった。ア ミノ配糖体修飾酵素のうち,6'ア セチ

ル転移酵素(AAC(6'))お よび2"リ ン酸転移酵素(APH(2"))の 両活性を有する酵素AAC(6')

1APH(2")産 生遺伝子を保有するプラス ミドpMS91を もつ黄色ブ ドウ球菌MS353(pMS91)か ら

ABK耐 性変異株が10。5の 頻度で分離され,こ の耐性変異株ではAAC(6')1APH(2")量 が元株の約6

倍に上昇していた。黄色ブ ドウ球菌のファージを用いた形質導入実験か ら,こ の変異,す なわちABK

高度耐性は,プ ラス ミド上のアミノ配糖体修飾酵素AAC(6')/APH(2")産 生遺伝子の変異による

AAC(6')1APH(2")の 産生量の増加にもとつ くと結論された。
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欧米諸国においては,1960年 代にメチシリン耐性黄色ブ

ドウ球菌(MRSA)が 分離,報 告されている。我が国におい

ても,1980年 代半ばごろからMRSAの 分離頻度が増加 し

はじめ,現 在では分離される黄色ブドウ球菌の50%前 後ま

で増加し,こ れらは治療の上でも,ま た院内感染対策の上で

も大きな問題となっている13)。

現在,単 独使用でMRSAに 強い抗菌力を有する抗菌薬と

してvancomycin(VCM>とarbekacin(ABK)が 知られ

ているが,こ れらの抗菌薬が抗MRSA薬 として使用される

ようになったのはここ数年のことである。したがってそれま

では,MRSAに 対 しては βーラクタム薬を中心とした併用

療法が治療の主流であり,併 用抗菌薬については種々の組み

合わせが報告されている3-7)。そのような状況のなかで,

VCMとABKは 単独でも高度耐性のMRSAに 強い抗菌活性

を示す抗菌薬として登場した。しかし,こ れらの抗菌薬も,

その使い方によっては種々の問題点が生じてくることは容易

に推測できた。たとえば,VCMはMRSAを 含め β一ラクタ

ム剤耐性のグラム陽性菌には有効であるが,グ ラム陰性菌に

対しては抗菌力が弱い8)。一方ABKは 多 くのグラム陰性菌

に対しても強い抗菌活性を有するため9),複 数菌感染に対 し

てはより有効であるが,臨 床分離のMRSA中 にも一部耐性

株が検出されているなど,耐 性化の動向が注目される10)。

そこで我々は,黄 色ブドウ球菌のABK高 度耐性菌出現機

構について生化学的および遺伝学的検討を行った。

工 材 料 と 方 法

1.使 用菌株

1989年6月 より1990年5月 までの1年 間に群馬大

学医学部第一外科入院患者 より分離されたMRSA15

株 と,当 科および九州,四 国,東 京の4施 設由来の臨

床分離ABK耐 性25株,お よび群馬大学医学部薬剤耐

性実験施設保存の,ア ミノ配糖体修飾酵素AAC(6')1

APH(2")産 生遺伝子を持つStaphylococcus aureus

MS3531pMS91(PC「,SM,KM',GM「,TOB「,)株

を使用 した。

2.抗 菌薬耐性検査

抗菌薬感受性は 日本化学療法学会標準法に従い,培

地は感性ディスクN(日 水)を 用いた。3%NaCl含 有

培地でmethicillin(DMPPC,萬 有製薬)6.25μg!ml

以上,ま たはoxacillin(MPIPC,高 有製薬)6.25

μ9/m1以 上,ま たはcefしizoxime(CZ瓦 藤沢薬品)50

μ91m1以 上のMICを 示す黄色ブ ドウ球菌をMRSAと

し,そ れ以下のMICの ものをメチシリン感受性黄色ブ

ドウ球菌(MSSA)と した。 また各抗菌薬に対 しては,

それぞれの抗菌薬感受性菌が増殖できない濃度(耐 性

限界値)の 各抗菌薬含有寒天培地を作 り増殖の有無で

耐性,感 受性 を区別 した。以上か ら使用検査抗菌薬の

耐性限界値は,DMPPC:3.13,100μg/ml;jo8amycin

(JM,山 之内製薬):1.56,25μ91m1;kanamycin(KM,

明治製薬):25μg/ml;genta血cin(GM,シ ェリング ・
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ブラウ):0.78,100μ9/ml;tobramycin(TOB,塩 野義

製薬):0.78μ9んnl;amikacin(蝋K。 萬有製薬):6.25

μg/m1;norfloxacin(NFLX,杏 林製薬):6.25μg/ml;

minocycline(MINO,日 本 レダリー):0.78μg/mll

ABK(明 治製薬):3.13μ9/ml;VCM(塩 之義製薬);

3.13μg/m1を 用い,こ の濃魔で増殖したものを耐性菌

とした。

3.抗 菌薬感受性測定法

抗菌薬感受性測定は感受性測定ブイヨン(ニ ッスイ)

および感性 ディスク用培地N(ニ ッスイ)を 用い,化

学療法学会標準法に準拠 した。接種菌量は菌数のぱら

つきを少な くするため,30℃ 一夜培養菌液を用い,約

5x106CFU/m1に なるようにBuffered Saline Gelatine

(BSG)に て調整 し,こ の5μ1を ミクロプランター

(佐久間製作所)に てスタンプ接種した。35℃ にて18

時間培養後,最 小発育阻止濃度(MIC)を 求めた。

またABKに 対する耐性限界値(μ9/m1)は,感 受性

分布か ら求めた3.13μ9/mlを もって決定し,こ の濃度

で増殖したものを耐性菌 とした。

4.耐 性変異株の分離

元株のABKのMIC濃 度の2倍 にあたるABKを 含

有するMueller-Hinton平 板(MHA)を 作成し,30℃
一夜培養菌液をこの平板に0 .1m1植 える。これを35

℃ 一夜培養後,増 殖 した耐性変異株のコロニー数を調

べた。

同時に,抗 菌薬を含 まないMH平 板にも同様に菌液

を0.1m1植 え35℃ 一夜培養 し,こ の平板に増殖した

コロニー数か ら菌液の菌数を調ぺ,こ れと耐性変異株

のコロニー数から耐性変異株の出現頻度を求めた。

5.形 質導入

1)フ ァージ液の作成

耐性菌液を一夜培養する。N寒 天培地に耐性菌培養

液(109CFU/m1>お よび,Nプ ロスで103倍希釈 したS

1フ ァージ液(105PFU/m1)を それぞれ0.1m1混 合し,

これに80fしagar3m1を 入れて平板上に均一に流 し込ん

だ。これを30℃ 一夜培養 して,耐 性プラスミドをと

りこんだファージ液を作つた。ファージ液は80丘agar

をかきとり,こ れにNプ ロス3血 韮を加えて10,000r

P.m.x10分 間遠心 し,そ の上清をミリポアで濾過 して

菌体 を除いて,用 意した。

2)形 質導入

一夜培養 した受容菌液 と耐性 プラス ミ ドをとりこん

だファージ液 とを等量ずつ混ぜ,こ の混合液0.1m1を

GM12.5μglm1含 有MH平 板に植え,30℃ 一夜培養

する。 この平板上にできたコロニーをもう一度,GM

含有平板に植え,次 にGM非 含有平板に植え純培養 し

た。

6.Ethidium Bromide(EB)処 理による薬剤感受性

株の分離

菌液を35℃ 一夜堵養する。EtLidium Bromide

(EB)入 りPenassayプ ロス(pH7,0)はgE3の 漁度

25μ9/m1か ら2倍 希釈を繰 り返 し・10段 階の漉度の

溶 液 を調製す る。 これに一 夜培 養液 を3～5x10.

coll81m1に なるように植 え,42℃ で一夜培養する。各

濃度 のなかで,薗 の増殖が は じめ て訟 め られた渡度

(112-C)の 堵養液を希釈 して,MHAに 平板あたり

200個 前後のコロニーができるように塗沫する。次に,

デンプン1%・ 察天1%液10mlに,bgnzyPenicilin

(PCG)20mg/m1溶 液,お よびヨー ド液各1血1ず っを

注 ぎ,2～10分 後平板上か ら退色 しないコロニーを遷

択 し,薬 剤感受性を調べ,分 離 した。

7.修 飾酵素粒酵素液の調整と定量

粗酵索液の調整は以下の方法で行 った。一夜振量塘

養液 をL液 体培地に植薗し,37℃ で5時 聞擬知堵養,

対数後期で集薦する。冷60mMTris-HC1(pH7.5)

にて菌体を洗浄した後,同buf艶rに 懸濁する。薗体を

50mMTri8-HC1 10mM MgCh(pH7.8)椿 液5m1に

懸濁し,Lysosotaphinを 25μg/m1に なるように掬え,

37℃30分 間反応させて溶菌し,Sonicator(TOMY,

UD-201)に10分 間かける。これを4℃,12,000職

20分 間遠心 し,そ の上清を粗酵素液 とする。

この粗酵素液の蛋 白定量はBio-Rad protein a88ay法

で,標 準蛋白の各濃度をプロッ トした標準曲線 を作虞

し,サ ンプルの吸光度から蛋白量を算出 した。

8,修 飾率の測定

反応系 は次の組成,次 の通 りで行った。すなわち,

200mMT謡8。HC1(pH8.0)0.15m1,20m MATP2

NaO.05ml,0.5mMacetylCoAO.05m1,抗 薗薬

(100μg/m1)0.05m1,20mM MgCLO.05m1,岨 扉泰

液0.15血1よ りなる。粗酵素液は,ま ず10mg/血[の 濃

度を作製 し,こ れを50mMリ ン酸buf艶r(pH72)で

2倍 希釈 して10段 階の濃度を調整する。一方対照は,

ATP,acetylCoAの 代わ りにそれぞれ等量の浅菌蒸留

水を加える。以上の抗菌薬修飾の反応系 を,37℃3時

間反応 させた後,100℃ で3分 間熱処理 して酵素反応

を停止 させ る。変性蛋白は,30,000rpm10分 間遠心し

て除き,上 清の反応液の抗菌薬の残存力価はカップ法

にて定量を行った。指示菌はBacilus subtilisと し,

その胞子液を希釈 して2.5x10℃FU1血1の 濃度にして,

この1m1を 普通寒天培地100m1に 混合 し,分 注する。

次いでこの平板上にカップをたて,そ の中に反応潅と

対照液を入れ,37℃ 一夜培養 し阻止円を測定する。既

知濃度の抗菌薬溶液か ら標準曲線を作成 し,こ れをも

とに残存の抗菌薬量を求め,修 飾率を算出 した。次に

各濃度の粗酵素液における修飾率 をプロッ トし,こ の

曲線からKMお よびABKを50%修 飾す る時の酵棄蛋

白量を菌株 ごとに求め,一 定酵素蛋 白量あた りの相対

修飾率をKMとABKで 比較 した。
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9.Penicillinase(PCa8e)比 活性の測定

測定菌株の粗酵素液を調製し,こ れらの蛋白量をBio

Radproteina88ay法 により,吸 光度か ら算出する。50
mMリ ン酸Buf艶r(pH7 .2)で 溶か した100μMPCG

液を調製 し,こ のPCG液3m1に 酵素液50μ1を 入れ,

島 津UV-240Spectrophotometerを 用 い て

Spectropho加metric assay法 により,PCa8e活 性曲線

を作成す る。この活性 曲線か ら ΔODを 求め,次 式※

か ら(A)u/mlを 算出 し,蛋 白定量 により求めた蛋白

量(B)mg/mlか ら,PCase比 活性を(A)/(B)u/mg

として算出する。

※ΔOD/ΔE×(3+酵 素量)/酵素量×抗(分)=(A)u/ml

ΔE=1.64(PCG)

II.結 果

1.ABK耐 性菌お よび耐性変異株出現頻度

1)使 用菌株の耐性型

臨床分離MRSA15株 は,1989年6月 より1990年

5月 までの群馬大学第一外科入院患者14症 例から分離

された菌株であ り,14症 例中12症 例(85.7%)が 悪

性腫瘍の患者であった。15株 をDMPPCの 耐性値から

分けると,中 等度耐性MRSA(MIC<200μg/ml)が

4株(26.6%),高 度耐性MRSA(MIC≧200μg1m1)

が11株(73.4%)で あった。これらの菌株の抗菌薬耐

性型をTable1に 示 したが,15株 はいずれも多剤耐性

であった。ア ミノ配糖体に対する耐性 のなかで,GM

およびTOB耐 性株は12株(80%)あ り,GM感 受性

でTOB耐 性株は3株(20%)あ った。ABKの 耐性限

界値を3.13μg/m1と した場合,ABK耐 性株は存在 し

なかった(Table2)。 またVCM耐 性株 も存在 しなかっ

た。

また15株 のABKお よびGMのMICをTable2に

示したが,ABKのMICの 分布は,0.78～3.13μg/ml

で,GMのMICの 分布は,0.78～ ≧200μg/m1で あ

った。ABK耐 性 とGM耐 性の相関性 をさらに調ぺるた

め,地 域的に離れた4医 療施設より分離されたABK耐

性菌18株(MIC3.13～25μg/ml)のGMのMICを

調べた。その結果 これ ら18株 はすべてGM高 度耐性

であ り,GMのMICの 分布は400～ ≧1,600μg/mlで

あった。 これ らの臨床分離GM,TOB耐 性菌12株 お

よびABK耐 性菌18株 におけるABKとGMのMIC

の相関係数(R)は0.807で あり,ABK耐 性 とGM耐

性の間には相関関係が認められた。

2)ABK耐 性変異株の分離

臨床分離15株 中,ABKのMICが1.56μg/ml以 下

の耐性型の異なる7株 について,ABK耐 性変異株の出

現を調べた。調べたすべての株からABK耐 性変異株が

出現した。そのうちGMのMICが25μg/ml以 上の

GM耐 性菌5株(す べてTOB耐 性)か らは比較的高頻

度でABK耐 性変異株が分離された(Table3)。 得 られ

Table 1. Resistance patterns of clinically isolated MRSA

Number of MRSA strains was 15, all isolated from surgical
in-patients at Gunma University from 1989 to 1990.

Break point ( pg/m1) :

DMP: methicillin 3.13, 100 JM: josamycin 1.56, 25

KM: kanamycin 25 GM: gentamicin 0.78, 100

TOB: tobramycin 0.78 AMK: amikacin 6.25
ABK arbekacin 1.56 NFLX: norfloxacin 6.25

MINO: minocycline 0.78

Table 2. Distribution of MICa of arbekacin and gentamicin against

MRSA

Number of MRSA strains was 15, all isolated from surgical in-

patients at Gunma University from 1989 to 1990.
ABK: arbekacin, GM: gentamicin

た 変 異 株 のABKのMICは25μg/mlま た は50μg/ml

を示 し,GMのMICも200μg/ml以 上 の 高 度 耐 性 に

変 化 して い た。

一 方GM感 受 性 菌(MIC旨0
.78μ9/m1)か らのABK

耐性 菌 出 現 頻 度 はGM耐 性 菌 か らの変 異 率 に比 べ1～

2桁 低 か っ た。 得 られ た 変 異 株 のABKのMICは12.5

μ91m1ま た は25μg/mlで,GMのMICは12.5μ9

1mlま た は25μg/mlに 上 昇 して い た(Table3)。

2.GMお よびTOB耐 性 プ ラ ス ミ ドを 含 む 黄 色 ブ ド

ウ球 菌 のABK耐 性 変 異

プ ラス ミ ドpMS91は,ア ミノ 配 糖 体 修 飾 酵 素 の 中

の,6'ア セ チ ル 転 移 酵 素12"リ ン酸転 移 酵 素 の 両 活性 を

有 す る酵 素(AAC(6')1APH(2"))産 生 を決 定 す る 遺

伝 子 を有 し,GM耐 性(MIC=100μg/ml),TOB耐 性

(MIC朧800μglml)に 加 え て,そ の 他SM,PC耐 性 を

示 す 。 しか し,ABKのMICは0.78μglmlと 感 受性 を

示 す 。MS353は 臨 床 分 離S.aureus実 験 株 で,MIC

はGMが0.2μg/ml,ABKが0.2μg/mlで あ る 。 プ ラ

ス ミ ドpMS91を 持 つMS353(pMS91)をABK濃

度1.56μg/mlで 選択 して,10-5の 頻 度 でABK耐 性 変

異 株 を 得 た 。 耐 性 変 異 株 のABKのMICは25μg/ml
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Table 3. Isolation frequency of arbekacin (ABK) resistant mutants and its MICa

against ABK and gentamicin

7 MRSA strains (MS 15578•`MS 15584) were clinically isolated.

Plasmid pMS 91 is encoded determinant for AAC (6')/APH (2").

Mutants were selected by ABK at 2•~MICa.

ABK: arbekacin, GM: gentamicin

Fig. 1. Transduction analysis of arbekacin (ABK) resis-

tance in Staphylococcus aureus pMS 91.

Transduction1), transduced by phage S1 and selected

by kanamycin.

Elimination2), eliminated by ethidium bromide at

42•Ž.

○shows a sen8itive to ABK in pMS 91.

●shows a mutant resistant to ABK in pMS 91.

で,GMのMICも200μg/ml以 上の高度耐性に変化

していた(Table3)。

ABKGM高 度耐性がプラス ミドpMS 91上 の変異

であるか否かを検討するため,MS 353を 受容菌として,

これ らの高度耐性 の形質導入 を行った。その結果,形

質導入株は2種 類分離され,そ の一つは変異株 と同 じ

MIC(ABK25μg/ml,GM≧800μg/ml)を 示すもの

で,他 の形質導入株は元株のMIC(ABK0.78μg/ml,

GM100μg/ml)を 示すものであった(Fig.1)。 この

ことより,ABK,GM高 度耐性変異が細胞内に複数存

在するプラスミ ドの中の1部 のプラス ミド上の変異で

あ り,前 者がその変異株であることが考えられた。こ

の変異株から得たファージを用いて再度MS 353に 形

質導入 を行った納果,す べての株のMICはABK 25

μg/ml,GM≧800μg/mlで あった。 この形質再事入

株から材料と方法の項で述べた方法(EB法)に 従って

ABK感 受性株を分離 した(Fig.1)。 得 られた感受性株

は同時にGM感 受性を示 し,各 薬剤に対するMICは 元

株MS 353のMIC(ABK0.2μg/ml,GM0.2μg/ml)

と同じであった。この結果は,ABK耐 性 とGM耐 性が

連関 してお り,そ の高度耐性の決定因子 はプラス ミド

pMS91上 に存在することを示唆するものである。

3.ア ミノ配糖体修飾酵素 とPCase比 活性

1)修 飾酵素と修飾率

元株MS353(pMS91),お よびそこから得た変異株

の耐性プラス ミド形質再導入株の両者の修飾酵素量を

測定 し,元 株の活性を1と した時の形質再導入株の酵

素産生量増加率をTable4に 示 した。この結果か ら形

質再導入株の修飾酵素量の増加率は,KMを 基質とし

た場合6.2倍,ABKが6.1倍 とほぼ両者は同倍率であ

った。

また用いた基質の50%を 修飾する時のKMに 対す

るABKの 相対修飾率は,KMを100と した場合,元

株MS 353(pMS91)で は2.1,形 質再導入株でも2.0

と両者ほぼ同値であった(Table5)。 このことは,今 回

分離 した変異株のABK高 度耐性を決定するAAC(6')/

APH(2")は 酵素の基質特異性が変化 していないこと

を示 している。

2)PCase比 活性

プラス ミドpMS91は ペニシリン耐性遺伝子 を保有

していることから,元 株MS353(pMS91)と 耐性変

異株および変異株由来の形質再導入株 についてP Case

を測定 し,そ の比活性で比較検討した(Table6)。 酵

素活性は,MS 353(pMS91)-1で は耐性変異株は比活

性で1.2倍,形 質再導入株では1.5倍 であった。 また
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Table 4. Relative rate of enzyme activity of AAC (6')/APH (2")

Enzyme activity of each substrate is expressed as the relative rate

of inactivation, taking the absolute rate of KM or ABK as 1.0.

Transductant, see in the text.

KM: kanamycin, ABK: arbekacin

Table 5. Relative rate of enzyme activity of MS 353 (pMS 91)

(50% inactivated)

Enzyme activity of erch substrate is expressed as the relative rate

of inactivation, taking the absolute rate of KM as 100.

Plasmid pMS 91 is encoded determinant for AAC (6') /APH (2").

Transductant, see in the text.
KM: kanamycin, ABK: arbekacin

Table 6. /3 -Lactamase activity of MS 353 (pMS 91)

(u/mg protein)

Numbers indicate the ƒÀ-lactamase activity (u/mg protein) of PCG

as a substrate.

a) Mutant selected by arbekacin (1 .56μg/ml).

b) Transductant from mutanta) to MS 353 selected by kanamycin

(25ƒÊg/ml).

MS353(pMS91)-2に 関しては,耐 性変異株で比活性

が1.2倍,形 質再導入株では1.1倍 であ り,い ずれの場

合 もPCase比 活性が2倍 以上の上昇は認められなかっ

た。

III.考 察

ABKやVCMな どのごく限られた抗菌薬にのみ感受

性を示す多剤耐性のMRSAに ついて,い かなる抗菌薬

をどの ように使用 して治療すべ きか,ま た院内感染 と

して猛威をふるうMRSAに,ど う対処 してい くのか,

数年来盛んに論議されているが,施 設問の対応が異な

るなど難 しい問題である。

ABKはMRSAに 対 して,す ぐれた抗菌力を発揮す

る抗菌薬であ り,グ ラム陰性菌に対 しても抗菌力 を有

する。しか し,1983年 の臨床分離MRSAの なかでも,

すでにABKのMICが6.25μg/ml以 上を示す菌株が報

告されている10)。我々の検査で臨床分離黄色ブ ドウ球菌

100株 のABK感 受性菌が増殖できない濃度(耐 性限界

値)が3.13μg/mlで あったことから,ABKのMICが

6、25μg/ml以 上を耐性菌とすれば,1988,1989年 の

群馬大学医学部附属病院におけるABK耐 性菌は,分 離

されたMRSA549株 中11株(2.0%)存 在していた。

ただ し,関 連4施 設か ら分離されたABK耐 性菌18株

を含めても,MICが50μg/ml以 上の高産耐性菌は存

在しなかった。

しか し今回,臨 床分離MRSAに つ いて,元 株の

ABKのMICの2倍 の濃度のABKで 選択 して得た耐

性変異株の出現頻度は10-4～10-6と 比較的高頻度であ

ることか ら,今 後ABKの 使用 とともに耐性菌の増加が

予想 され る。 しか し一方で,ABK耐 性 菌は小 さい

colonyと なり,こ れは白血球に貧食 され易いという報

告もある1"。現在ABK耐 性菌がそれほどは増えたとい

う報告がないのは,こ のことが一因 となっているとも

考えられる。

MRSAは 通常多剤耐性 を示す12)。アミノ配糖体耐性

は,細 菌がア ミノ配糖体修飾酵素 を産生することによ

るもので,ア ミノ配糖体修飾酵素 を産生する菌が,ア

ミノ配糖体に耐性であるか,感 受性であるかは,そ の

抗生物質がその菌の産生する修飾酵素の基質 となり得

るか否かで決 まることが多い18)。S.aureusが 産生する

主 なア ミノ配糖体修飾酵素は,6-ア セチル転移酵素

(AAC(6'))と2"一 リン酸転移酵素(APH(2"))の 両

活性を有する酵素,4'-ア デニリル転移酵素(AAD(4'))

および3'-リ ン酸転移酵素(APH(3'))で ある14,15)。

そして,APH(2つ はGMとTOBに 高度耐性を示 し,

AAD(4')はGM感 受性,TOB耐 性,APH(3')は

GM,TOB感 受性,KM耐 性を示す16,17)。また本邦で分

離 されるGM耐 性のS.aureusの 多 くはAAC(6')/

APH(2")を 産生する18)。15株 のMRSAで は,12株

(80%)がGM耐 性TOB耐 性であったことから,こ れ

らの菌株 は少なくともAAC(6')/APH(2")産 生株と

考え られ,3株(20%)がGM感 受性TOB耐 性で,

AAD(4')産 生株であると考えられた。 これ らの耐性

型の異なる株のABK耐 性菌の出現頻度は,GM感 受性

菌よりGM耐 性菌の方が高かった。またABK耐 性変

異株のGMのMICは,元 株 より高度耐性 を示した。こ

れは,GM耐 性菌において,ABK耐 性 とGM耐 性が相

関していることを示 してお り(相 関係数0.807),ABK

高度耐性変異はアミノ配糖体修飾酵素の中で もAAC

(6')/APH(2")が 強 く関係 していることが示唆 され

た。一方,GM感 受性菌からABK耐 性菌が分離された

が,こ の変異株は同様にGMに 対 しても中等度耐性を

示 したことか ら,こ れ らの変異株の耐性機構 は上述の

それ とは異 なるものと推定 されるが,そ の詳細は不明

である。

プラス ミドpMS91は,AAC(6')/APH(2")産 生

遺伝子を保有しGM,TOB耐 性を与 えるプラス ミドで
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ある。 このプラス ミドを含 むS.aureusを 用いて,

ABK,GM高 度酎性変異株 を得ることがで きた。 この

変異株の修飾酵素AAC(6')/APH(2")産 生量は元株

より6倍 増加 していた。 さらにこの耐性変異株を形質

導入 した結果,宿 主側 の変異は認め られず,耐 性変異

はプラスミドpMS91上 のア ミノ配糖体修飾酵葉AAC

(6’)/APH(2")産 生遺伝子の変異であることが推測さ

れた。

しか し,ABKはS.aureusの 産生するアミノ配糖体

修飾酵素の基質にな りに くいこ とが知 られているが,

それはABKが リン酸化される2"位 の水酸基を有 して

いて も,1位 に4-amino-2-hydroxybutyryl基(AHB

基)が 存在するためであるl9)。今回の我々の結果でも基

質の50%相 対修飾率は,KMを100と した時にABK

はMS353(pMS91)で2.1,耐 性再導入株では2.0

であった。 これはABKがKMに 比べて,ア ミノ配糖

体修飾酵素によって,は るかに修飾 されに くいことを

示す とともに,耐 性変異は酵素の基質特異性の変化な

どの,質 的な変異 ではないことを示 している。一方,

PCの 耐性遺伝子をも保有するプラスミドpMS91に お

いて,元 株 と耐性変異株および形質導入株ではPCase

比活性が約1.1～1.5倍 であった。これ らの結果から,

ABKの 耐性化はpMS91の コピー数の増加によるもの

ではなく,AAC(6')/APH(2")産 生遺伝子の増加や

転写活性が増えたことによる もの と考えられる。 この

点については今後の課題であろう。

以上か らABK耐 性MRSAの 出現は,主 としてアミ

ノ配糖体修飾酵素AAC(6')/APH(2")の 産生量増加

によって2"位 水酸基が修飾されることによるものであ

り,さ らにそれは単一プラス ミド上の酵素産生遺伝子

の量的変異によると考えられた。
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High resistance mechanisms of methicillin-resistant

Staphylococcus aureus to arbekacin
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Maebashi-shi, Gunma 371, Japan

Arbekacin (ABK)-highly resistant mutants were isolated from methicillin-resistant Staphylococcus

aureus (MRSA) of clinical isolates which showed low resistance (1.56ƒÊg/m1 of MIC) or sensitivity

(0.78ƒÊg/m1 of MIC) to ABK. The mutants derived from gentamicin (GM) (25ƒÊg/ml to 100ƒÊg/m1 of

MIC) and tobramycin (TOB) resistant strains expressed ABK resistance at a level of 12.5ƒÊg/m1 or

25 pg/ml of MIC, and at highly GM resistant levels equal to or exceeding 200ƒÊg/ml. Plasmid pMS

91 is a laboratory plasmid and confers GM (100 pg/ml of MIC) and TOB (800ƒÊg/m1 of MIC) resis-

tances but is sensitive to ABK (0.78ƒÊg/m1 of MIC) in S. aureus, and encodes a determinant for

bifunctional aminoglycoside modifying enzymes of 6'-aminoglycosides acetyltransferase (AAC (6'))

and 2"-aminoglycosides phosphotransferase (APH (2")). ABK resistant mutants were isolated from

S. aureus MS353 carrying pMS91, and the mutants expressed ABK and GM resistances at a level

of 25ƒÊg/ml, and at levels equal to or exceeding 200ƒÊg/ml of MIC, respectively. The amount of

the aminoglycoside modifying enzyme AAC (6')/APH (2") in the mutant strain was six times more

than that of the parent strain. The relative enzyme activities to ABK of the parent and mutant

strains were 2% that of kanamycin (KM). These results indicate that the ABK-highly resistant

mutant of GM-TOB resistant S. aureus resulted from an increased amount of the aminoglycoside

modifying enzyme of AAC (6')/APH (2").


