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メチ シリ ン耐性Staphylococcus aureusの 高度耐性化

野路 弓子1)・ 小此木研 二1)・ 平松 啓 一2)

1)武田薬品工業株式会祉創楽第三研究所ゆ

2)順天堂大学医学部細菌学教竈

(平成7年12月13日 受付 ・平成8年2月29日 受理)

Staphylococcus aureus N 315は メチ シ リン耐性S.aureus (MRSA)の 耐 性発現 を担 う細 胞塵 合成

酵 素penicillin-binding protein(PBP)2'の 構 造遺伝子mecAの 上 流 に誘導因子遺伝 子mecR1お よ

び リプ レッサ ー遺伝 子mecIを 有 するpreMRSAで あ る。S.aureus N315か らmecIと β-ラ クタマ ー

ゼ リブ レッサー遺伝子blaIを 欠 失 させ た変異株(N315-LR5P)はmethicillin,imipenem(IPM)

お よ びceftizoxime(CZX)に 耐 性 化 し,mecI以 外 に も変 異 を 有 す る と 考 え ら れ る 変 異 株

(N315-HR3P)は この3薬 剤に加 えてce恥irome(CPR)お よ びcefbpime(CFPM)に 耐 性 化 したが,

cefbzopran(CZOP)に 対 しては親株N315と ほ ぼ同程度の感受性 を示 した。CZOPお よ びCPRはS.

aureus N 315よ り得 られた変異株(N315P-ZR)の 構 成型 産生PBP2'に 対 してCFPMお よ びIPM

よ り約6倍,CZXよ り70倍 以 上高い親和性 を示 した。 また,CZOPはS。aureus N315-HR3Pに 対

してPBP2'を 阻害 する濃度 よ り低 い1お よび10μg/mlで 静 菌作 用を,PBP2'を 阻 害す る濃 度以上

で殺菌作用 を示 した。 これ らの結 果か ら,preMRSAはmeclの 変 異でPBP2'の 産 生が構 成型 になる こ

とによってPBP2'に 低 親和性 の薬剤 に耐性 化す るが,PBP2'に あ る程度の親和性 を持 つ薬剤 に対す

る耐性化 には他 の変異 も必要 である と考え られた。
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わが国においてメチ シリン ・セフェム耐性Staphyloco-

ccus aureus(MRSA)に よる院内感染が問題視 されはじめ

てか らすでに10年 以上が経過 した。この間MRSAに お け

る耐性の主 な原因が,感 受性S.aureusに はみられない新

たなペニ シリン結合蛋白(penicillin-binding protein),

PBP2'の 産生にあることが明 らかにされ1～4),こ のPBP2'

の構 造遺伝子mecAが ク ロー ン化 されて分子 レベルでの解

明 も進め られている圃 。 しか しなが ら,医 療側の種々な対

策にもかかわらず臨床検体か らMRSAは 依然 として高頻度

に分離 されてお り,厚 生省の全国調査によると1995年 上期

におけるMRSAの 全 分離株中に占める割合 は12.6%,S、

aureus中 に 占める割合は61.0%で ある10)。MRSA感 染 症に

おける大 きな問題の一つは比較的感受性であったMRSAが

治 療に使用 したβ-ラ クタム薬によって高度耐性MRSAと

な り,β-ラ クタム薬による治療が困難な感染症 となること

である。MRSAの 耐性発現 を担 うPBP2'産 生 の制御,す

なわちmecA遺 伝 子の制御はPBP2'お よびβ-ラ クタマー

ゼ産生の抑制遺伝子であるmeclお よびblaIに よって行わ

れているが11～16),β-ラ クタム薬 によって この掬制が解 除さ

れるか これ らの遺伝子に変異が生 じてPBP2'が 多 量に産

生されるようになる と耐性化する11,13～15)。高 度耐性化 にはさ

らにプラス αの変異が関与す ると考えられる17,18)。

我 々はmecIお よびbla1を 有 し,多 くのβ-ラ クタム薬に

感受性 を示すpreMRSA18),N315お よびその変異株を用い,

各種 β-ラ クタム抗生物質に対する高度耐性化の機構を検討

した。

1.材 料および方法

1.薬 剤

Cefozopran(CZOP),cefpirolne(CPR)お よ び

cefbpime(CFIPM)は 武 田薬 品工業 株式 会社創 薬研究

所で合 成 された標 品 を,ampicilhn(ABPC,藤 沢 薬品

工業株 式会 社),benzylpenicillin(PCG,明 治 製 菓株

式会社),methicillin(DMPPC,萬 有 製薬株 式会社),

imipenem/cila8tatin(IPM/CS,萬 有 製薬株 式会社),

ceftizoxime(CZX,藤 沢 薬 品工 業株 式 会社)お よび

cefoxitin(CFX,第 一 製薬株 式会 社)は 市 販品 を用い

た。[14C]PCGは ア マ シャム株 式 会社 よ り購入 した。

なお,実 験 にはIPMICSを 用 い たが,以 後の 記述での

濃 度はimipenem(IPM)の 濃 度を指 し,表 記 も単 に

IPMと し た。

2.菌 株

S.aureus N 315はMRSAの 耐性 発現 を担 うPBP2'

の 構 造遺伝 子mecAの 上 流 に誘 導因子蛋 白MecR1お よ

び リプ レ ッサ ー 蛋 白Meclを そ れ ぞ れ コ ー ドす る

mec R1お よ びmec1を 有 して い るpre MRSAで あ

る13,15,18)。また,本 株 は β-ラ ク タマ ーゼ ブ ラス ミ ドを
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有 してお り18,19),プ ラ ス ミ ド上 には β-ラ ク タマ ーゼの

構 造遺伝子blaZの 上 流に誘導因子蛋 白BlaR1お よび リブ

レッサー蛋 白BlaIを そ れぞれ コー ドす るblaR1お よ び

blaIが 存 在 し16),こ のmecIお よびblaIが と もにPBP 2'

と β-ラ ク タマ ーゼ 両 方 の 産 生 を抑 制 して い る13～15)。

DMPPCを は じめ多 くの β-ラ クタム薬 に感受性 を示す

preMRSAで あ るN 315 13,15,18),そ のmecI変 異 株

N 315-LR 5お よ びN315-HR 3,ま た,こ れ らの株 よ

りβ-ラ ク タマ ー ゼ ブ ラス ミ ドを除去 したN315 P,

N 315-LR 5Pお よ びN315-HR 3Pを 用 いた 。

N315-LR 5お よ びN 315-HR 3はN 315のmecI遺

伝 子 にそ れ ぞ れ欠 失 お よ び点 異変 を もつ 株 で あ るが,

N 315-HR3はmecI遺 伝 子 以外 に も変異 を有す ると考

え られる。PBP 2'の 検 出 には β-ラ ク タマーゼ非 産生

でPBP2'を 構 成的 に産生 す るN315 P-ZR19)を 用 い

た。

3.耐 性 菌の出現 頻度

耐性 菌 の出現 頻度 をpopulation分 析 に よ り調べ た。

菌株 をTrypticase soy broth(TSB,BBL Microbiolo-

gy Systems)で37℃,一 夜培 養後同新鮮培地 で適宜希

釈 して2倍 希釈濃 度系列 の薬剤 を含 むTrypticase soy

agar(TSA,BBL Microbiology System8)プ レー ト上

に接種 し,37℃ で40時 間培養 後 コロニー数 を測定 し

た。

4.MICの 測 定

日本化 学療 法学 会標 準 法20)に 準 じて測 定 した。各 菌

株 をTSBで37℃,一 夜 培 養 後 同新鮮 培 地 で約106

CFU/mlに 希 釈 した。た だ し,ABPCに 対 して は β-ラ

クタマ ーゼの影響 を明確 にす るために約108CFU/mlに

希 釈 した菌 液を用 いた。 この菌液 の約5μlを2倍 希 釈

濃度系 列 の薬 剤 を含 むTSAプ レ ー ト上 に接 種 し,37

℃ で20時 間培 養後 肉眼判 定 に よ り最 小発育 阻止濃 度

(MIC)を 求 めた。

5.殺 菌作用

37℃,一 夜培養 菌液 を新鮮TSBに 約106CFU/mlに

なるように接種 し,37℃ で1時 間振盪培養後薬剤を添

加 した。経時的に培養液の一部を採取 し適宜希釈 して

TSAを 用いて混釈培養 した。37℃ で40時 閥培養後コ

ロニー数を測定し生菌数を求めた。

6.PBPの 検出および結合親和性の測定

対数増殖期 までTSB培 地を用いて30℃ で振盪培養

した菌か ら常法に従 って膜画分を調製 し,[14C]PCG

で10分 問標識後,SDS-PAGEに 続 くフルオログラフ

ィーでPBPを 検出 した19)。PBPに 対する薬剤の結合親

和性は,[14C]PCGと の反応前に膜画分を薬剤と30℃

で10分 間反応させ,PBPへ のPC]PCGの 結合を

50%阻 害する薬剤濃度(IC50)を 測定して求めた。

II.結 果

1.S.aureus N315 Pか らの耐性菌出現頻度

多 くの β-ラ ク タム薬に感受性 を示すS.aureus

N 315P(Table 1)か らのCZOP,IPM,CPRお よび

CFPM耐 性菌の出現頻度を調べた(Fig.1)。

Fig. 1. Emergence of clones resistant to cefozopran

(CZOP), imipenem (IPM), cefpirome (CPR) and

cefepime (CFPM) from preMRSA N 315 P.

Staphylococcus aureus N 315 P was inoculated on

agar plates containing serial two-fold dilutions of

CZOP (•œ), IPM (•£), CPR (•›), and CFPM (•¢).

The MICs of CZOP, IPM, CPR, and CFPM for S.

aureus N 315 P were 1.56, 0.025, 1.56 and 3.13

μg/ml, respectively.

Table 1. Sensitivity of preMRSA N 315 and its derivatives to ƒÀ-lactam antibiotics

a) MICs were determined by the agar dilution method using Trypticase soy agar.

Inoculum size was 104CFU/spot except for the assay of ABPC MIC which was determined at

106CFU/spot.

ABPC: ampicillin, DMPPC: methicillin, CZOP: cefozopran, CPR: cefpirome, CFPM: cefepime,

IPM: imipenem, CZX: ceftizoxime
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S.aureus N 315Pは039μg/ml(1/4 MIC)の

CZOP含 有 培 地 に ほ ぼ100%生 育 し,0,78,1.56,

3.13お よ び6.25μg/ml含 有 培 地 にはそれ ぞれ10-8,

10-5,10-6お よび10-7の 頻 度で コロニーが出現 したが,

12.5μg/ml(8 MIC)のCZOP含 有 培地 には コロニ ー

が 出現 しなか っ た。 一 方,IPMは0.025μg/ml(1

MIC)以 上 で コ ロニー形 成 を抑 制 した が完全 阻止 に は

50μg/ml(2,048MIC)を 要 した。 また,CPRを12.5

μg/ml(8MIC)含 有 する培地に10-6の 頻 度 で,25μ91

ml(16MIC)含 有 培地 に10-7の 頻 度 で コロニーが出現

した。CFPMで は12.5μg/ml(4MIC)含 有 培 地 に

10-6の 頻 度 で,25お よ び50μg/ml(8お よび16 MIC)

含 有 培地 に10-7の 頻 度で コロニーが 出現 した。

デー タは示 してい ないがDMPPC,CZXお よびCFX

に つ いて も調べ た ところ,400μg/ml(256MIC)の

DMPPC,200μg/ml(128MIC)のCZXお よ び200

μg/ml(64MIC)のCFX含 有培 地 に10-7の 頻 度で コ

ロニーが出現 した。

2.S.aureus N315お よびその変異株 の薬剤 感受性

用ec1お よ びblaIを 保 有 す るS.aureus N 315,

N 315よ リブ ラ ス ミ ドの脱 落 に よ りbZaZと と もに

blaIを 除 去 したN 315 P,blaIお よ びblaZは 保 有 し

て い る がmecIが 変 異 し たN315-LR 5お よ び

N315-HR 3,mecI,blaIお よ びblaZが 変 異 または欠

失 したN315-LR 5Pお よ びN315-HR 3Pの β-ラ ク

タム薬 感受性 を調べ た(Table 1)。

S.aureus N 315か らblaIお よびblaZが 存 在す る

β-ラ ク タマ ーゼ ブラス ミドを除去 して も(N 315 P),

ABPC以 外 の 薬剤 に対 す る感受 性 は変 化 しなか った。

N 315のmecIに 変 異 が お こ る と(N315-LR 5),

DMPPCお よ びIPMに8倍,CZXに32倍 耐性 化 し,

こ の株 か ら β-ラ ク タマ ーゼ プ ラ ス ミ ドを除 去す る と

(N315-LR 5P),CZXに さ らに32倍 耐性 化 した。 し

か し,mecIだ け の変異 ではCZOPお よ びCPRに は 耐

性 化 せず,CFPMに 対 す る耐性化 もわず かで あ った。

一 方
,mecI以 外 に も変 異 を 有 す る と考 え られ る

N 315-HR 3は 親 株 よりIPMお よびCZXに200倍 以

上,DMPPC,CPRお よびCFPMに16～64倍 耐 性 で

あ ったが,CZOPに 対 して は比 較 的高 い感受性 を示 し

た。

3.S.aureus N 315Pお よ びN315-HR 3Pに 対 す

るCZOPお よ びIPMの 殺 菌作用

S.aureus N 315Pお よびN315-HR 3Pの 発 育 に

対す るCZOPお よびIPMの 影 響 を調べ た(Fig2)。

S.aures N 315Pに 対 して1μg/mlのCZOPは 生

育抑制作 用 を,10μg/mlで 強 い殺菌作用 を示 した。 本

菌 は1お よび10μg/mlのIPMで 強 く殺菌 されたが24

時 間後 に106CFU/ml以 上 に再増 殖 した。 一方,S.

aureus N315-HR 3Pの 発 育 に対 して1お よび10

A

C

B

D

Fig. 2. Effect of cefozopran and imipenem on the growth
of Staphylococcus aureus N 315 P and N 315-HR 3 P.
S. aureus N 315 P (A and B) and N 315-HR 3 P (C
and D) were grown in the presence of cefozopran (A
and C) or imipenem (B and D) in TSB at 37t. The
antibiotic was added at 0 h. •, control; A, 1
μg/ml;■,10μ91血1;▼,100μ91mL

μg/mlのCZOPは24時 間後まで静菌的に作用 し,100

μg/mlで は強い殺菌作用を示 した。IPMは 本薗に100

μg/mlで 一時的に殺菌作用 を示したが,10μ げ血1以 下

の濃度ではまった く影響をおよぼさなかった。

4.S.aureus N 315 Pお よびN 315 P-ZRのPBP

に対するβ-ラクタム薬の親和性

S.aureus N 315 Pの 膜画分を用いてPBP 1,2,3

および4に 対するCZOP,CPR,CFPM,IPMお よび

CZXの 親和性 を,β-ラ クタマーゼを欠失 しPBP 2'

を構成的に産生するS.aureus N 315 P-ZRの 膜画分

を用いてPBP 2'に 対する親和性 を調べた(Table 2)。

CZOPお よびCPRはPBP 1に もっとも高 く,続 い

てPBP 2,3の 順に高い親和性 を示 し,PBP 2'に 対し

てはCFPMお よびIPMよ り6～7倍,CZXよ り70倍

以上高い親和性 を示 した。CFPMはCZOPお よび

CPRに 類似 したPBP親 和性のパ ター ンを示 したが,

CZXはPBP 2に のみ特異性の高い親和性 を示 し,IPM

はPBP 2'以 外のPBPにCZOPお よびCPRよ り高い

親和性 を示 した。なお,PBP 4に 対 してはCZOPは

CPRお よびCFPMよ り10倍 以上高い親和性 を示 した。
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Table 2. Binding affinity of ƒÀ-lactam antibiotics for PBPs of

Staphylococcus aureus

a) Concentration required to inhibit [14C] benzyloenicillin binding

by 50%.

The membrane fractions used were from N 315 P for the assay of

PBPs 1, 2, 3 and 4 and from N 315 P-ZR for the assay of PBP 2'.

III.考 察

S.aureus N315はMRSAの 耐性発現に必要なPBP

2'の 構造遺伝子mecAを 有しているにもかかわらず多

くのβ-ラ クタム抗生物質に比較的高い感受性を示す19)。

本株 の耐性発現はPBP 2'の リプレッサー蛋 白MecI

とβ-ラ クタマーゼのリプレッサー蛋白BlaIに よって

抑制されていると考えられ,CFX等 のインデューサー

で あ らか じめ菌 を処 理 す る と抑 制 が 解 除 され て

DMPPCに 耐性化する19)。DMPPC,IPMお よびCZX

のMICが7nec1の 変異のみで上昇 したことから,こ れ

らの薬剤に対する耐性発現の少 なくとも一部はmecIで

抑制 されていることが明らかであ り,用ec1の 変異に加

えてblaIの 除去によりMICが50μg/mlか ら1,600

μg/mlに 上昇 したCZXの 場合は,blaIに よっても耐性

発現が抑制 されていると考えられる。また,β-ラ クタ

マーゼおよびそのリプレッサーを除去 したN 315 Pが

β-ラクタマーゼに不安定なABPC以 外の薬剤にN315

と同じ感受性 を示 したことか ら,BlaIよ りMecIの 方

が強 くPBP 2'の 発現を抑制していると考えられる。

一方,7誌c1の 変異のみでは上昇 しないかわずかの上

昇に留まったCPRお よびCFPMのMICはmecI以 外

の変異が加わ るこ とに よって大幅 に上昇 したが(N

315-HR 3P),PBP4にCPRよ り高 くPBP 2'お よ

びPBP4にCFPMよ り高い親和性を示すCZOPの

MICの 上昇は この変異 によって もわず かであった。

PBP 2'を 阻害する濃度以下でCZOPがN 315-HR 3P

の生育 を抑 制 したこ とを考 え合わせる と,CZOPは

PBP 2'お よびCPR,CFPM耐 性に必要な因子のほか

にも作用標的を有 している可能性が高 く,こ のために

CZOPに 対す る高度耐性菌が出現 しなかったものと考

えられる。
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Emergence of highly resistant clones from preMRSA

Yumiko Noji 1), Kenji Okonogi 1) and Keiichi Hiramatsu 2)

1) Pharmaceutical Research Laboratories III, Takeda Chemical Industries, Ltd., 2-17-85,

Jusohonmachi, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan

2) Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University

Staphylococcus aureus N 315 is a preMRSA which is relatively sensitive to many ƒÀ-lactam

antibiotics owing to its possesion of the mec regulator genes mecR1 and mecI, which encode a sig-

nal transducer and repressor, respectively, upstream from mecA, which encodes penicillin-binding

protein (PBP) 2'. This strain harbors a ƒÀ-lactamase plasmid which contains blal and blaZ,

repressor and structural genes, respectively, of ƒÀ-lactamase. S. aureus N 315-LR 5 P, a deriva-

tive of N 315, has a mutation in mecI and lacks blal and blaZ. It was found to be resistant to

methicillin (DMPPC), imipenem (IPM) and ceftizoxime (CZX). S. aureus N 315-HR 3 P, which

has an additional unknown mutation, was resistant to cefpirome (CPR) and cefepime (CFPM) as

well as DMPPC, IPM and CZX. Both mutants, however, showed almost the same sensitivity to

cefozopran (CZOP) as N 315. CZOP inhibited [14C] benzylpenicillin binding to PBP 2' of S.

aureus N 315 P-ZR, which lacks Ii -lactamase and produces PBP 2' constitutively; the IC5o value

was 43ƒÊg/ml. The affinity of CZOP for PBP 2' was equal to that of CPR, 6 times higher than

that of CFPM and IPM, and more than 70 times higher than that of CZX. CZOP had a bacte-

riostatic effect on S. aureus N 315-HR 3 P at 1 and 10ƒÊg/ml, concentrations lower than the

IC50 for PBP 2', and was bactericidal at more than the IC50. These findings suggest that

preMRSA becomes resistant to -lactam antibiotics with low affinity for PBP 2' by the mecI

mutation converting the organism to a constitutive producer of PBP 2', and that additional muta-

tions are necessary to become resistant to antibiotics with higher affinity for PBP 2'.


