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緑 膿 菌PAO1株 を 親 株 と して,onoxacin(OFLX)とcef合ulodin(CFS>を 混 合 した 薬 剤 平 板 で 選 択

す る こ と に よ り,OprMを 過 剰 産 生 し たNalB型 多 剤 耐 性 株 のR1株 を分 離 した 。R1株 の 最 小 発 育 阻

止 濃 度(MIC)は,ceftazidime (CAZ), sulbactam/cefoperazone (SBT/CPZ), chloramphenicol

(CP),OFLXお よ びtetracycline(TC)親 株 で あ るPAO 1株 の そ れ らに比 し4～8倍 上 昇 した 。 しか

し, fbsfbmycin(FOM),imipenem(IPM),gentamicin(GM)に 対 す るMICは 変 わ らな か っ た。R

1株 か ら外 膜 蛋 白質 を 分 離 し,OprMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ ェス タ ンプ ロ ッ ト法 に よ りOprM

蛋 白 質 の 増 加 を確 認 した 。 こ のOprM蛋 白 質 を保 持 す るR1株 に対 し,FOMにSBT/CPZあ る い は

CAZを 同 時 併 用 す る と強 い殺 菌 作 用 が 認 め られ た 。 しか し,TCお よびCPと の 併 用 効 果 は 認 め られ な

か っ た 。 排 出 蛋 白 質 の 良 好 な基 質 で あ るTC,CPに お い て 併 用 効 果 は み られ な か っ たが,β-ラ ク タム

系 薬 剤 で あ るCAZとSBT/CPZに 対 して 顕 著 な 併 用 効 果 が み られ た。 また,FOM処 理 菌 で はCPZの

菌 体 内 取 り込 み 量 が 増 加 し て い た 。 以 上 の こ とか ら,FOMがNalB型 の 排 出 蛋 白質 を 持 つ 株 に対 して

も β-ラ ク タ ム系 薬 剤 と の 併 用 効 果 を 示 す こ とが 認 め られ た 。
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緑膿 菌 は多 くの抗 菌薬 に対 して 自然耐性 を示 し, 臨床 の場

にお いて 問題 とな って いる。 この耐性 の 要因 として,本 質 的

な膜透 過性 の 悪 さ と修 飾 酵素 によ る抗 菌 薬の 不活化 が あげ ら

れ る。 しか し,近 年, 緑 膿 菌 の耐 性 機構 の1つ と して 薬剤

を排 出(efflux)す る こ とに よ る耐性 を もつ こ とが 明 らか に

な った1)。 こ の耐 性 機 構 は,MexA-MexB-OprM2,3)(NalB

型)と 名付 け られた3つ の膜 蛋 白質が 連携 す る こ とに よ り,

菌 体 内の 薬剤 を菌体 外へ 排 出 す る こ とによ る もの で あ る4,6)。

NalB型 の排 出 蛋 白質 は,CP,TC,キ ノ ロ ン系 の 薬剤 をは

じめ,β-ラ ク タム系 の薬 剤 を も排 出す る こ とで 知 られ て い

る。NalB型 耐性 緑 膿 菌 に対 してFOMをCAZあ る い は

SBT/CPZと の併 用 作用 を検討 し,有 効 で あ る成 績 を得 た の

で報 告 す る。

1. 材 料 よ お び 方 法

1. 使 用 薬 剤

PAO1の 多 剤 耐性 株 の作 製 に は,ofloxacin (OFLX;

第 一 製 薬),ce角ulodin(CFS; 武 田 薬 品)を 用 い た。 ま

た,薬 剤 感 受 性 の 測 定 は,OFLX,CFS,fosfomycin

(FOM;明 治 製 菓),ceftazidime(CAZ;グ ラ ク ソ),

imipenem/cilastatin(IPM/CS;萬 有 製 薬),chloram-

phenicol(CP; 三 共 〉,tetracycline(TC;明 治 製 菓),

aztreonam(エ ー ザ イ),gentamicin(GM;明 治 製 菓)

を用 い た 。

2. 使 用 菌 株

被 験 菌 はP.aerugino8aPAO1株 とそ の 薬 剤 耐 性 株

で あ るR1を 用 い た 。 ま た カ ル バ ペ ネー ス を産 生 す る

plasmidpMS363は,群 馬 大 学 医 学 部 薬 剤 耐 性 菌 実 験

施 設 よ り分 与 を受 け,P.aerπ8inosaR1株 に 形 質 転 換

した 株 を使 用 した 。

3. 薬 剤 感 受 性 測 定(MIC測 定)

日本 化 学 療 法 学 会 感 受 性 測 定 法7}に 準 じて,i寒 天 平 板

希 釈 法 に よるMICの 測 定 を行 っ た 。

4. ウ ェ ス タ ンプ ロ ッ ト法

マ ウ ス 抗OprMモ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 を 用 い た ウ ェ ス

タ ン ブ ロ ッ ト法81に よ り,OprM蛋 白 質 を 確 認 した 。

5. 殺 菌 作 用

Mueller Hinton broth (MHB;Di食o)で 一 夜 培 養 し

た 被 験 菌 を 分 光 光 度 計 を 用 い.260nmの 波 長 で

O.D.=0.25に 調 整 し,同 培 地 で1,000倍 に希 釈 し,37

℃ で2時 間振 盈 培 養 後,PAO1株,R1株 のFOM∬4

MIC濃 度(25μ9/ml)とTCをPAO1株 の1/8MIC

濃 度 また はV16MIC濃 度(TC6.25,3.13μ9/m1),R

1株 の1/4MIC濃 度 ま た は1/8MIC濃 度(TC25,

12.5μ9/ml)を 組 み 合 わ せ,同 様 にCPをPAO1株 の

1/4MIC濃 度 また は1/8MIC濃 度 ま た は1/16MIC濃

度(25,12.5,6.25μg/m1),R1株 の1/16MIC濃 度
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ま た は1/4MIC濃 度 また は1/8MIC濃 度(800,400,

100μg/ml),CAZをPAO1株 の1/2MIC濃 度 ま た は

1/4MIC濃 度(0口78,0.39μg/ml),R1株 の1/2MIC

濃 度 ま た は1/4MIC濃 度(3.13,1.56μg/ml),CAZを

PAO1株 の1/2MIC濃 度 また は1/4MIC濃 度(3.13,

1.56μg/ml),R1株 の1/2MIC濃 度 また は1/4MIC濃

度(25,12.5μg/ml)を 組 み 合 わ せ て 同時 に添 加,さ ら

に振 盟 培 養 を 行 い,経 時 的 に 生 菌 数 を 測 定 し た。

6.外 膜 蛋 白質 の確 認 お よ びFOM作 用 時 の 外 膜 蛋 白

質 の 変 化

L-brothで 一 夜 培 養 し た被 験 菌 を 同 培 地 で10倍 に希

釈 し,37℃ で振 盈 培 養 を行 っ た 。 また,FOMを 作 用

させ た もの は,培 養2時 間後,FOMを 各 々 の濃 度 と な

る よ う に 添 加 し,4時 間 培 養 を 行 っ た 。 一 方,FOM

50μg/ml濃 度 存 在 下 で 一 定 時 間 ず つ 作 用 させ,培 養 を

行 っ た 。4℃,7,000rpm30分 で 集 菌 し,50mM2.

〔4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl〕ethanesulfbnic

Acid(HEPES)緩 衝 液 で 洗 浄 後,菌 体 を超 音 波 破 砕 し,

4℃,7,000rpm30分 で 遠 心 し た上 清 を4℃,40,000

rpm60分 で 遠 心 分 離 した 。 遠 心 後 の 沈 渣 を膜 画 分 と し

た 。 こ の 膜 画 分 に 最 終 濃 度 が1%と な る よ う に,

HEPES緩 衝 液 で 溶 解 し たN-lauroylsarcosine

(SIGMA)を 添 加 し,30℃,30分 静 置 し,内 膜 画 分 の

可 溶 化 を行 っ た 。4℃,40,000rpm30分 で 遠 心 分 離 し,

沈 渣 をHEPES緩 衝 液 で 洗 浄 し,4℃,40,000rpm30

分 で 遠 心 分 離 した 。 沈 渣 を1/15M Phosphate bufner

(pH7.0)に 懸 濁 し,外 膜 蛋 白 質 の サ ンプ ル と した 。 ま

た,Lowry法9)を 用 い,外 膜 蛋 白 質 の サ ン プ ル の 蛋 白

量 を調 整 した 後,Laemmli法10)を 用 い,sodium dode-

cyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)を 行 っ た 。

7.薬 剤 の 菌 体 内 濃 度 の 測 定

β-ラ ク タマ ー ゼ 活 性 を 利 用 し て11),FOM処 理 後 の

緑 膿 菌R1株 のCPZの 菌 体 内 濃 度 の 検 討 を行 っ た 。 緑

膿 菌R1株 へ 緑 膿 菌 由 来 の カル バ ペ ネ マ ー ゼ 産 生pMS

363プ ラス ミ ド'2)を形 質 転 換 し た 。 このR1/pMS363

株 を5mM MgCl2を 含 むL-brothで35℃,18時 間培

養 した 菌 液1.7mlを 同 培 地50mlに 添 加 し,3時 間振

盟 培 養 後,FOMを 最 終 濃 度50μg/mlと な る よ う添 加

し,2,4時 間 後 に 菌体 を25℃,3,000rpm,15分 間

遠 心 後,5mMMgCl、 を 含 む10mM phosphate buffer

(P.B.,pH7.2)20mlに て 洗 浄 し た。 遠 心 後 の 菌 体 を

P.B.に 懸 濁 し,分 光 光 度 計 にて 波 長660nmで 吸 光 度

7.0に 調 整 した 。 調 整 し た 生 菌 の β-ラ ク タ マ ー ゼ 活 性

は,30℃ の 温 度 条 件 下 に て,100mM NaClと5mM

MgCl2を 含 む50mMのP.B.(pH7.2)2.4mlに 調 製

し た 生 菌0.3mlと 基 質 と して0.3mlの250μMの

CPZ(Co)を 添 加 し,CPZの 吸 光 度 とCPZ加 水 分 解

時 の 吸 光 度 と の 差 が 最 大 の 時 の 波 長273nmに お け る

吸 光 度 の 減 少 速 度 を測 定 した 。 生 菌 の β-ラ ク タマ ー ゼ

活 性 か ら,調 製 し た生 菌 の 遠 心 上 清 中 の β-ラ ク タ マ ー

ゼ 活 性 を差 し引 い た β-ラ ク タマ ー ゼ 活 性(VDと 菌体

内 の β-ラ ク タ マ ー ゼ 活 性(Vo),CPZの ミカ エ リス 定

数(km)13)か ら,菌 体 内 に取 り込 まれ たCPZの 濃 度

(Ci)を 以 下 の 式 か ら求 め た 。

Ci-{Vi/Vo}{km・Co/(km+Co-(Vi/Vo)・Co)}

II.実 験 結 果

1.感 受 性 測 定(MIC測 定)

PAO1と そ の 多 剤 耐性 株 で あ るR1のMICを 測 定

し た 結 果,親 株 で あ るPAO1と 比 較 してR1で は,

FOM,IPMICS,GMを 除 い た 薬 剤 に対 して,2～16

倍 以 上 のMICの 上 昇 が み られ た(Table1)。 しか し,

FOM,IPMICS,GMの3剤 にお い て は,PAO1とR

1で は,MIC値 に 変 化 は認 め られ な か っ た。

2,外 膜 蛋 白 質 の 確 認

SDS-PAGEを 用 い てPAO1とR1の 外 膜 蛋 白 質 を

比 較 し た(Fig.1)。 親 株 で あ るPAO1と 比 較 してR1

Table1.

Agar dillution method

Fig. 1. Profile of the outer membrane

protein determind by SDS-PAGE. 
lane 1, marker; lane 2, P aerugi-
nosa PAO 1; lane 3, P. aeruginosa R

1
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で は,50kDa付 近 の 蛋 白 質 の 増 量 が 認 め られ た 。

3.ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト法

R1株 の50kDa付 近 の 外 膜 蛋 白質 が す で に報 告 され

て い るNalB型 のOprM蛋 白質 で あ る こ とを 確 認 す る

た め に,マ ウ ス 抗OprMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を用 い た

ウ ェス タ ンブ ロ ッ ト法 を用 い た 結 果,R1株 はNalB型

のOprM排 出 蛋 白 質 を 持 つ 株 で あ る こ とが 確 認 さ れ た

(Fig.2)。

4.殺 菌 作 用

NalB型 の 排 出蛋 白 質 は,CP,TC,キ ノ ロ ン系,β-

Fig. 2. Immunoblotting of outer

membrane protein probed

with MAb to OprM.

lane PAO 1, P. aeruginosa
PAO 1; lane R 1, P. aerugi-

nosa R 1

ラクタム系の薬剤 を排出することで知 られるが4～6),CP,

TC,CAZ,SBTICPZを 用 い,FOMを 同時併用するこ

とにより,併 用効果が見られるかどうか殺菌作用の面で

で検討した(Fig.3a)。FOMとCP,TCを 同時併用 し

たとき,TCで はR1株 においては若干の併用効果がみ

られるものの,PAO1株 においては併用効果がみられな

かった。 しかし,FOMとCAZ,SBTICPZを 併用 した

場合,PAO1株,R1株 共に顕著な併用効果がみられた

(Fig.3b)。

5.FOM作 用時の外膜蛋白質の変化

FOM作 用時の外膜蛋白質の変化 をみた(Fig.4)。

FOMの 各濃 度 を作 用 させ た場合 で は,外 膜蛋 白質

OprMに は変化 がみ られなか ったが,濃 度依存 的に

OprG,高 分子量の膜画分の減少がみ られた(Fig.4a)。

また,FOM50μg/ml濃 度を1,2,3,4時 間作用 させた

場合は外膜蛋白質に変化がみ られなかった(Fig.4b)。

6.薬 剤の菌体内濃度の検討

カルバペ ネマーゼ活性 を利用 したR1/pMS363株 の

菌体内へのCPZの 取 り込み量を測定 した結果,FOM4

時間処理後,FOM未 処理菌と比較 して菌体内のCPZ

の取 り込み量の増加が認め られた(Fig.5)。

III.考 察

緑膿菌をキノロン系薬剤 とβ-ラ クタム系薬剤 とで選

択す ることで多剤耐性 の緑膿菌が選択 されるこ とは,

以前か ら報告 され てお り14),ま た,そ の ような株が

NalB変 異株 と類似の耐性 を示す ことが知 られている。

Fig. 3 a. Combination effects of fosfomycin (FOM) and tetracycline or chloramphenicol against Pseudomonas
aeruginosa (concentration of FOM: 25 a g/ml).
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Fig. 3 b. Combination effects of fosfomycin (FOM) and ceftazidime or sulbactam/cefoperazone against 
Pseudomonas aeruginosa (concentration of FOM: 25 pg/ml).

FOM: fosfomycin 

Fig. 4. Profiles of the outer membrane protein by SDS-PAGE. 

a. P. aenugimosa PAO 1 (lane 2•`6), P. aeruginosa R 1 (lane 7•`11) no drug (lane 2, 7), FOM 25 ug/ml (lane 3, 8), FOM 50 

ug/ml (lane 4, 9), FOM 100 ug/ml (lane 5, 10), FOM 200 ug/ml (lane 6, 11), M. W. (lane 1). 

b. P. aeruginosa PAO 1 (lane 2•`6), P. aeruginosa R 1 (lane 7•`11), no drug (lane 2, 7), treated with FOM 50 ug/ml for 1 hour 

(lane 3, 8), 2 hours (lane 4, 9), 3 hours (5, 10), 4 hours (lane 6, 11).

最近では,そ れ らの変異株は,MexA-MexB-OprM蛋

白質による排 出の亢進によるものであることが明 らか

となっている掴。この蛋 白質は,緑 膿菌が元来兼ね備

えている耐性機構 である。NalB型 の耐性を示すR1株

とPAO1株 とでは,FOMに 対する薬剤感受性に変化

が見 られず,FOMはMexA-MexB-OprM蛋 白質によ

る薬剤排出の基質になりえないことが推察 された。

FOMの 作用機作は,細 胞壁 のペプチ ドグリカン合成

の初期段 階の合成 を阻害することによる。一方,β-ラ

クタム剤 はペプチ ドグリカン生合成の最終段階である

架橋反応 を阻害する。 このように作用点が違 うことか

ら,β-ラ クタム剤 とは交差耐性 を示 さない。このよう

な作用点の違いもFOMと β-タ クタム剤 との優れた併

用効果の一因と考えられる。

今回の実験では,FOMとTC,CPの 併用効果を検

討 した結果,R1株 では併用効果が認め られなかったこ

とか ら,FOMはMexA-MexB-OprM排 出蛋白質には

影響しないことが推測 された。また,SDS口PAGEで の

FOM作 用時のOprM蛋 白質に変化 は見 られず,OprM

蛋白質に直接関与 していないことが推察された。 しか

し,FOMの 作用濃度依存的にOprG蛋 白質の減少がみ

られ,外 膜蛋 白質 に何 らかの影響 を与えている可能性
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Fig. 5. Concentrations of substrate of cefoperazone in 

the periplasmic space in fosfomycin-treated 

Pseudomonas aeruginosa R 1/pMS 363.

も考えられる。 また,FOM処 理した時のCPZの 菌体

内取 り込み量が上昇 したことか ら,FOMと β一ラクタ

ム剤 との併用効果は,FOMの 作用により菌体内への β

-ラ クタム剤の取 り込み量の増加 によるものであること

も一因として考えられる。

以上の結果か らNalB型 の排 出蛋白質をもつ多剤耐

性緑膿菌に対 してもFOMと β-ラ クタム剤を併用する

ことによ り,優 れた併用効果が得 られることが確認さ

れた。
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Synergistic effects of fosfomycin (FOM) in combination with ƒÀ-lactam 

antibiotics on Na1B type Pseudomonas aeruginosa with efflux proteins 

Toshie Kawabatan, Mizuyo Kurasonon, Masashi Niide, Takashi Yoshida1), 

Naomasa Gotoh2) and Takeshi Nishino2)

1)Meiji Seika Kaisha, Ltd. Pharmaceutical Research Center, 760 Morooka-cho, Kohoku-ku,

Yokohama 222, Japan

2)Department of Microbiology, Kyoto Pharmaceutical University, Yamashina, Kyoto 607, Japan

We obtained Pseudomonas aeruginosa strain R 1 from P. aeruginosa PAO 1 grown on an agar 

plate containing ofloxacin (OFLX) and cefsulodin (CFS). The sensitivity P. aeruginosa R 1 was 

altered to become more resistant to chloramphenicol (CP), tetracycline (TC), quinolones and 13 -lac-

tam antibiotics than P. aeruginosa PAO 1, the parent strain. We studied bactericidal activities 

when TC, CP, ceftadidime (CAZ), sulbactam/cefoperazone (SBT/CPZ) were combined with fos-

fomycin (FOM). The combination of FOM with CAZ, SBT/CPZ or ƒÀ -lactam antibiotics, had a syn-

ergistic effect, but TC and CP which are also pumped-out by efflux proteins were not affected. 

More CPZ accumulated in the periplasm of P. aeruginosa R 1 treated with FOM than in the un- 

treated bacteria. It was concluded that FOM synergistically potentiated the bactericidal activity of

β
-lactam antibiotics against Na1B type P . aeruginosa with the efflux proteins.


