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健 康 成 人 唾 液 か ら分 離 され たampicillin耐 性streptococciの β-lactam薬 感 受 性 と

penicillin binding proteinsに 関す る研 究
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健 康 成 人 唾 液 中 よ りampicillin(ABPC)1μg/ml含 有Mitis-Salivarius寒 天 平 板 を 用 いABPC耐 性

streptococciを 検 索 し た と こ ろ,被 検 者74名 中56名(75 .7%)よ り耐 性 株 が 検 出 さ れ た 。 分 離 さ れ た

154株 のABPC耐 性streptococciを 生 化 学 的 性 状 に よ り同 定 し た 結 果,Streptococcus parasanguisが

80株(51.9%)を 占 め,Streptococcus oralis 33株(21.4%),Streptococcus mitis 7株(4.5%)で あ

っ た 。MIC値 の 範 囲 は,ABPC 1～16μg/ml, cefaclor(CCL) 2～>128μg/ml. imipenem(IPM)≦

0.06～2μg/mlで あ り,各 株 に お け る3薬 剤 のMIC値 は 必 ず し も 平 行 し て い な か っ た 。S.parasan-

guis,S.mitisの 分 離 株 のpenicillin binding Proteins(PBPs) のfluorogramに お け る バ ン ドパ ター ン

に は 菌 株 ご と に バ リ エ ー シ ョ ン が あ り,polymerase chain reaction(PCR)法 で 検 討 し た16S-rRNA

領 域 の 遺 伝 子的 背 景 が 一致 し た 株 同 上で も 異 な っ て い た 。 こ れ ら の 株 の 個 々 のPBPとABPC, CCL,

IPMの 親 和 性 に は 薬 剤 間 で 差 異 が み ら れ た が,薬 剤 のMIC値 と 総PBPsバ ン ド濃 度 を50%減 弱 さ せ

る 薬 剤 濃 度(IC50値)に は3薬 剤 と も 関 連 性 が 認 め ら れ た 。S.mitisの 耐 性 分 離 株 でPBP2b,2x遺 伝

子保 存 領 域 をPCR法 に よ り 検 索 し た 結 果 で は 少 な く と もPBP2bに 変 異 が あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 口 腔

常 在 菌 叢 中 の β-lactam薬 耐 性streptococciは 健 常 人 に お い て 普 遍 的 に 存 在 す る 可 能 性 が あ り,潜 在 的

病 原 性 とStreptococcus pneumoniaeへ の 耐 性遺 伝 子の 供 給 の 両 面 で 重 要 で あ る と 考 え る 。
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Oral streptococciはTI腔 の す べ て の 部 位 か ら 分 離 され る

も っ と も優 勢 な 細 菌 群 で あ る が1),そ の 方 で,口 腔 閉 塞 膿

瘍,感 染 性 心 内 膜 炎 な ど の 疾 患 の 発 症 に も 関 与 し て い る2～4)。

近 年,本 菌 属 の 一部 の 菌 種 に お い て,本 来 感 受 性 が 良 好 で あ

っ た β-lactam薬 に 対 し,薬 剤 作 用 点 で あ るpenicillin

binding proteins(PBPs) の 変 異 に よ る 耐 性 化 が 報 告 さ れ

て い る5～7)。 ま た,penicillin resistant Streptococcus pneu-

moniae(PRSP)の 出 現 は 遺 伝 子的 に 近 縁 なoral strepto-

cocciと の 間 でPBP遺 伝 子の 組 換 え が お こ っ た 結 果 で あ る

との 推 測 が あ り8),PRSPへ の 耐 性 遺 伝 子の 供 給 源 と して も

注 目 され て い る9,10)。

一 方 ,歯 科 領 域 に お い て は β-lactam薬 は 経 口 ペ ニ シ リ ン,

経 口 セ フ ェ ム 薬 を 中 心 に 多 用 さ れ て い る4)。 特 にampicillin

(ABPC)は 主 と し て レ ナ ン ピ シ リ ン.バ カ ン ピ シ リ ンな ど

の 経 口 投 与用 プ ロ ドラ ッ クの 形 で 臨 床 上広 く用 い られ る と と

も に,感 染牲 心 内 膜 炎 の 予防 お よ び 治 療 に も 高 頻 度 に使 用 さ

れ て い る3,11)。

こ れ らの 背 景 をふ ま え て,本 研 究 で は,潜 在 的 病 原 性 を持

ち,そ の 感 染 症 治 療 を 想 定 し た 場 合 に 問 題 と な り う る

ABPC耐 性oralstreptococciに つ い て 唾 液 を 用 い て 検 索 し,

健 康 成 人 に お け る 保 菌 率 お よ び 耐 性 株 の 総streptococciに 占

め る割 合 を 検 討 し た,,ま た,分 離 株 に つ い て.β-lactam薬

に 対 す る 耐 性 パ タ ー ン と 耐 性 機 序 を 知 る 口 的 で,ABPC ,

cefaclor(CCL), imipenem(IPM)に 対 す る 薬 剤 感 受 性 を

測 定 し,一 部 の 株 のPBPsの こ れ ら3薬 剤 に 対 す る 親 和 性

を 感 受 性 株 と 比 較 し た 。 さ ら に,polymerase chain reac-

tion(PCR)法 に よ り 分 離 株 の16S-ribosomal RNAの 遺 伝

f背 景,お よ び β-lactam薬 耐 性 と の 関 連 が 指 摘 され て い る

Streptococcus mitisのPBP 2b.2x遺 伝rの 変 異 に 関 して 検

索 を行 っ た。

I. 材 料 と 方 法

1. 基 準 菌 株

基 準 菌 株 と し て,S.mitis ATCC 49456, streptococcus

oralis NCTC 11427, Streptococcus sanguis ATCC

10556, Streptococcus parasanguis ATCC 15912,

Streptococcus gordonii ATCC 10558を 使 用 し た 。

2. 使 用 薬 剤

β-lactam薬 と してABPC(明 治 製 菓),CCL(塩 野

義 製 薬),IPM(萬 有 製 薬)の 力 価 が 明 ら か な 原 末 を 使

用 し た 。

*
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3. 検 討 方 法

1) 健 康 成 人 唾 液 中 のABPC耐 性oral streptococci

の 検 索

試 料 採 取 前6か 月 間 に 抗 菌 薬 を服 川 して い な い 健 康

成 人74名(年 齢21～25歳)を 対 象 と した 。 無 刺 激 唾

液 を 採 取 直 後 にGAM broth(口 水 製 薬)に て10倍 階

段 希 釈 し,希 釈 液 各50μlをMitis-Salivarius agar

(MSA; Difco, MI, USA)平 板 お よびABPC 1μg/ml

含 有MSA平 板 に 塗 抹 し た 。 嫌 気 チ ャ ン バ ー

(MIP-1025; Forma Scientific, Ohio, USA)内 でH2

8%, CO2 12%, N2 80%条 件 下,37℃,48時 間培 養

し,生 育 した コ ロ ニ ー 数 よ り総streptococci数 お よび

ABPCに 対 す る 耐 性streptococci数 を算 出 した 。ABPC

1μg/ml含 有MSA平 板 上に 生 育 した コ ロ ニ ー か ら釣 菌

し,再 度 同 平 板 上で の 生 育 が 確 認 さ れ た 菌 株 を 耐 性 と

し,グ ラ ム 染 色,カ タ ラ ー ゼ テ ス トを 行 っ た 。 ま た,

β-lactamaseの 産 生 能 を ニ トロ セ フ ィ ンデ ィ ス ク

(Cefinase, Becton Dickinson, MD, USA)に て 調 べ

た 。

2) 分 離 株 の 生 化 学 的 性 状 に よる 菌種 同 定

分 離 され た カ タラ ー ゼ 陰性 グ ラ ム陽 性 球 菌 に つ い て,

Beightonら の 方 法12)に よ り,糖 分 解 性 お よ び蛍 光 基 質

(4-methylumbellifbryl誘 導 体, Sigma, Mo, USA)を

用 い たglycosidase活 性 か らstreptococciの 菌種 を同 定

した 。 酵 素 活 性 に よ る 蛍 光発 色 は96穴ELISA用 マ ル

チ プ レー ト(ス ミロ ン)上 で,マ ル チ プ レー ト リー ダ

ー(CYTO FLUOR II;Perseptive Biosystems
, MA,

USA)に よ り判 定 した 。

3) 分 離 菌 株 の β-lactam薬 感 受性

Streptococciと 同 定 さ れ た株 を 対 象 に,微 量液 体 希 釈

法 に よ るMIC測 定 を 日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 口 に 準 じ

て 行 っ た 。

4) Penicillin binding proteins(PBPs)の 検 討

(1) Fluomgraphyに よ るPBPsの 検 出

Usui14)の 記 述 に 従 い,被 験 菌 の 膜 画 分 とphenyl-4

(n)-3H-benzyl-penicillin (3H-PCG; 777GBq/mM, 37

MBq/ml, Amersham Life Science, Bucks, UK)を 用

い てfluorographyを 行 い,PBPsをX線 フ ィル ム 上 の

黒 化 バ ン ドと して 検 出 した 。

(2) β-lactam薬 とPBPsと の 親 和 性 の 検 討

被験 菌 の 膜 画 分 にABPC, CCL, IPMび)い ず れ か の

薬 剤 のMIC値 付 近 を 中 心 と した4倍 希 釈 系 列 を加 え て

32℃,30分 間 反 応 後,3HLPCGを 加 え た。 以 降 の 手順

は 通 常 のfluorographyと 同 様 に 行 っ た。PBPsの バ ン

ド濃 度 を デ ン シ トメ ー ター(Microdensitometer 3CS;

Joyce Loebl, UK)で 測 定 し,3H-PCGの み を 反 応 さ

せ た レー ンの 黒 化 バ ン ド濃 度 を100%と し て バ ン ド濃

度 が50%に 減 弱 す る 各 薬 剤 の 添 加 濃 度(IC50)を 算 出

した 。

5) PCR法 に よ る遺 伝 子検 索

(1) 被 験 菌 か らのDNA抽 出

被 験 菌のDNAは グ ラ ム 陽 性 菌 用DNA分 離 キ ッ ト

(Puregene; GENTRA SYSTEMS, MN, USA)に よ り

抽 出 し,分 光 光 度 計(UV-1200; 島 津 製 作 所)に て,

260nmの 吸 光 度 か ら濃 度 を算 出 した 。

(2) PCR用 プ ラ イマ ー

PCR用 プ ラ イ マ ー はTable 1に 示 した 。 さ らにS.

mitisに つ い て は,Garnierら に よ り 報 告 さ れ た

D-Ala-D-Ala ligase遺 伝 子のS.mitis同 定 用 の プ ラ イ

マ ー15)も 使 用 した。

(3) PCRに よ る 遺 伝 子検 索

緩 衝 液(10 mM Tris-HCl, 50mM KCI, 1.5m M

MgCl2, pH 8.8;サ ワ デ ィー テ ク ノ ロ ジー,東 京)中 に,

0.625mM dNTP(サ ワ デ ィー テ ク ノ ロ ジ ー,東 京),

0.25μM各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト,0.025U/μl Taq DNA

polymerase(Super Taq DNA Polymerase;サ ワ デ ィー

テ ク ノロ ジー,東 京),各 菌 株DNA10ng/μlと な る よ

う 反 応 液 を 調 製 し た 。 試 料 を サ ー マ ル サ イ ク ラ ー

Table 1. Nucleotide sequences of PCR primers
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(Quick Thermo Personal QTP-1;日 本 ジ ェ ネテ ィク ス,

東 京)に セ ッ トし,first denature94℃,5分 間 の 後,

94℃1分 間,55ま た は56℃1分 間,72℃1分 間

で20サ イ ク ル の 反 応 を 行 い,さ らに72℃,10分 間 の

伸 長 反 応 を 行 っ た 。 各 試 料 は1μg/mlエ チ ジ ウ ム ブ ロ

マ イ ド含 有1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い.緩 衝 液(pH

8.0, 0.02M Tris, 7.5mM acetic acid,1.0mM

EDTA-2Na)中 で 電 気 泳 動 し,ト ラ ン ス イ ル ミネー タ

ー(UVP , CA, USA)に よ りPCR産 物 の 有 無 を確 認

した 。

II. 結 果

前 項 に 述 べ た 材 料 お よ び 検 討 方 法 を 用 い,以 下の 結

果 を得 た 。

1. 健 康 成 人 唾 液 中 のABPC耐 性oral streptococci

の 検 索

74名 の 被験 者 よ りABPC 1μg/ml含 有MSA平 板 に

生 育 可 能 なABPC耐 性streptococciを 検 索 した とこ ろ,

56名(75.7%)で 酎 性 株 が 検 川 さ れ た 。 検 出 菌 数 は

2.0×100～2.0×104cfu/mlの 範 囲 で,相 乗 平均 は1.0×

102cfu/ml,耐 性 株 の 総streptococci中 に 占 め る割 合 は

平均0.027%で あ っ た。

2. 分 離 菌 株 の 生 化 学 的 性 状 に よ る 菌種 同 定

ABPC 1μg/ml含 有MSA平 板 か ら 分離 可 能 で あ っ た

カ タラ ー ゼ 陰 性,グ ラ ム 陽 性 球 菌 をBeightonら の 方

法 口 で 生 化 学 的性 状 に よ り菌種 を 同 定 した と こ ろ,170

株 中154株 二がoral streptococciで あ り,S.parasan-

guisが80株(51.9%), S.oralis 33株(21.4%), S.

mitis 7株(4.5%), 同 定 不 能34株(221%)で あ っ

た。

3. ABPC耐 性streptococciの β-lactam薬 に 対 す る

感 受 性

分 離 株 の うち,streptococciと 同 定 さ れ た 株 のMIC

値 を 測 定 した。ABPCのMIC値 は1～16μg/mlの 範 囲

で あ り,CCL2～>128μg/ml, IPM≦0.06～2μg/ml

で あ った 。ABPCのMIC値 ご とに 菌 株 を 識 別 し,グ ラ

フ に よ りCCL,IPMのMIC値 分 布 と比 較 した と こ ろ,

各 菌 株 の3薬 剤 に 対 す る感 受 性 は 必 ず し も 平行 して い

な か っ た(Fig.1)。 また,β-lactamase活 性 は 全 株 陰

性 で あ っ た 。

4. PBPsバ ン ドパ ター ンと薬 剤 親 和 性

S.parasanguisの 基 準 菌手朱,唾 液 由 来 感 受 性 株1株

(S 7-4株),耐 性 株6株(A 16-8株,A 21-7株,

A 16-14株,B 12-2株,5-1株),お よ びS.mitisの 基

準 菌株,感 受 牲 株1株(S-5株),耐 性 株1株(B 3-6

株)に つ い てPBPsバ ン ドパ ター ンを 比 較 した と こ ろ,

両 菌種 と も 被 験 菌 株 ご と に バ リ エ ー シ ョ ン が み ら れ,

基 準 菌 株 と は 一 致 し な か っ た(Fig.2)。 こ れ らの 株 の

PBPsとABPC, CCL, IPMと の 親 和 性 をcompetitive

assayに よ り検 討 した 。Fig.3に はS.parasanguis分

離 株 の う ちPBPsバ ン ドパ タ ー ン が 類 似 し て い た

ABPC感 受 性 株S 7-4株 お よ び耐 性 株5-1株 のfluoro-

gram,Fig.4に そ のPBPsバ ン ド濃 度 の 減 衰 グ ラ フ を

示 し た。PBPsは 分 子量の 大 き い 順 に ナ ンパ ー リ ング し

た 。S 7-4株(ABPCMIC=0.25μg/ml)の 総PBPsバ

ン ド濃 度 はABPC添 加 に よ り急 速 に 減 弱 し,0 .5μg/ml

添 加 時 に は 無 添 加 時 の20%以 下と な っ た が,5-1株

(ABPCMIC=16μg/ml)で は 同 量添 加 時 に も約60%

が 残 存 した 。CCL添 加 時,S 7-4株(CCLMIC=

8μg/ml)の 総PBPバ ン ド濃 度 は8μg/ml添 加 時 に 無

添 加 時 の25%以 下 ま で 減 弱 し た の に 対 し,5-1株

(CCLMIC=512μg/ml) で は128μg/ml添 加 時 に お い

て も4本 のPBPバ ン ドが 残 存 した 。5-1株 の 高 分 子 量

Ampicillin Cefaclor Imipenem

Fig. 1.  Susceptibility distribution of ampicillin  (ABPC) resistant strain of streptococci isolated  from healthy adults'

saliva against
 ƒÀ-lactam antibiotics . Each isolate was distinguished  by the MIC value for ABPC.
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S. parasanguis S. mitis

Fig. 2. Fluorographic patterns of penicillin-binding proteins (PBPs) in Streptococcus

parasanguis and Streptococcus mitis.

strain

S7-4

5-1

Ampicillin Cefaclor Imipenem

Fig. 3. Fluorographic patterns of PBPs in ampicillin (ABPC) susceptible strain S 7-4 and ABPC

resistant strain 5-1 of the Streptococcus parasanguis showing competitive binding between
3H -PCG and ABPC , or cefaclor or imipenem.

PBPsの 中 で はPBP2(分 子 量86.9kDa)が 両 薬 剤 に対

す る 親 和 性 が も っ と も低 か っ た 。IPM添 加 の 場 合,

S7-4株(IPMMIC=0.015μg/ml)の 全PBPsバ ン ドは

ほ ぼ 均 等 に 減 弱 した が,5-1株(IPMMIC=0.25μg/ml)

で はPBP1,2の 高 分 子 バ ン ドが 低 分 子 バ ン ドよ りも緩

徐 に 減 弱 す る傾 向 が み られ た 。

全 被 験 菌株 の 総PBPsバ ン ドお よ び 各PBPバ ン ドの

IC50をTables 2,3に 示 した 。S.parasanguisで は

40kDa前 後 の 低 分 子 量 バ ン ドはABPC,CCLと の 親

和 性 が 低 く,MICでIC50に 達 しな い 菌 株 が 多 か っ た が,

IPMと は比 較 的 親 和 性 が 高 か っ た 。 各 菌 株 の も っ と も

薬 剤 低 親 和 性 の バ ン ドは 薬 剤 ご と に 異 な る 傾 向 を示 す

一 方
,総PBPsバ ン ドの 滅 衰 は,MIC値 が 高 い株 ほ ど

緩 徐 で あ った(Fig.5)。 全 被 験 菌 株 に つ い て 総PBPs

のIC50とMICと の 関係 を 検 討 した と こ ろ,相 関 係 数 は

ABPC 0.865, CCL 0.792, IPM 0.862で あ り,い ず れ も

有 意 な 相 関(P<0.05)が 認 め られ た。S.mitisで はS.

parasanguisに 比 較 してPBPsバ ン ドの 消 失 が 早 く,

特 に低 分 子 量 のPBPバ ン ドがABPC, CCL, IPMの

す べ て に 比 較 的 親 和 性 が 高 か っ た 。 薬 剤 添 加 に よ る 総
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Ampicillin Cefaclor Imipenem

Fig. 4. Reduction  (%) of the density of the PBP bands by the addition of various concentrations of ampicillin

(ABPC), or cefaclor or imipenem in the ABPC susceptible strain S7-4 and ABPC resistant strains 5-1. The

extent of 3H-PCG binding with each PBP hand was visualized by fluorography and measured by densitome-

ter.•«: MIC value.

PBPsパ ン トの 減 弱 は 耐性 株 の 方 か 基 準 菌株 お よび 感 受

性 株 よ り も緩 徐 で あ っ た(Fig.5)。

5.PCRに よ る 遺 伝 子背 景 の 検 索

1)16S-rRNAブ ラ イマ ー を 用 い た 菌種 同 定

S.mitis16), S.oralis17), S.sanguisi8, S.parasan-

guis18)の16S-rRNA遺 伝 子配 列 に も とづ き,プ ラ イマ

ー を 設 計 し た(Table 1) 。 各 基 準 菌 株 を川 い たPCRで

は, S.mitisは2と3. S.oralisは1と2, S.sanguis

は 慢, S.parasanguisは1の 上流 プ ラ イマ ー と共 通 の

ド流 プ ラ イマ ー16S-D1と で そ れ ぞ れ 増 幅 か 認 め られ

た 。 こ れ らの 基 準 菌株 の 結 果 を も と に 分 離 菌 株 で 同 様

にPCRを 行 っ た と こ ろ,反 応 性 は 複 雑 で,ど の 菌種 の

基 準 菌 株 と も 反 応 パ ター ンが 一致 し な い 株 か132株 中

81株 を 占 め た 。 生 化 学 的'性状 で 同 定 さ れ た 菌種 の 基 準

菌株 と同 一の 反応 を示 した 株 は114株 中17株 で あ っ た

(Table 4)。PBPsを 検 討 したS.parasanguisの 分 離 株

の 中 で は,基 準 菌 株 と同 じ反 応 パ ター ン(1)プ ラ イマ

ー で の み 増 幅)を 示 し た の はABPC感 受 性 株 のS7-4

株 お よ び 耐性 株 のA16-8株,A21-15株 で あ り,一 方,

耐性 株 の5-1株,B12-2株 はS.oralis の 基 準 菌 株 と同

様 に1,2の 両 フ ラ イマ ー で,ま たA16-14株,A

21-7株 は,1,4の 両 プ ラ イマ ー で,そ れ ぞ れ 増 幅 が

認 め られ た 。PBPsを 検 討 したS.mitisで はABPC耐

性 のB22-4-2株 は 基 準 菌 株 と同 じ反 応 パ ター ン(2,

3フ ラ イマ ー で 増 幅)を 示 した か,感 受 性 株 のS-5株

は,2.3,4の3種 の フ ラ イマ ー に 反応 した 。

2)PCRに よ るABPC耐 性S.mitisのPBP 2b, 2

x遺 伝 子に 関 す る検 討

生 化 学 的 性 状 に てS.mitisと 同 定 され た 分 離 株 の 中

で,16S-rRNAの2.3プ ラ イマ ー お よ びD-Ala-D-

Ala ligase遺 伝rのS.mitis同 定 川 フ ラ イマ ー で と も

に 増 幅 が 確 認 され た6株,す な わ ちABPC感 受 性 株

(S-5株)と 耐性 株 (B3-5株,B3-6株,B3-7株, B3-8

株 、B22-4-2株)を 用 い,基 準 菌 株 とあ わ せ てPBP2b,

2x遺 伝fに 関 す る 検 討 を 行 った(Fig.6)。6例 す べ て

の 被 験 菌 株 で,PBP2b遺 伝 子中 の 変 異 頻 度 の 低 い 領 域

に 設 定 した 上流 ブ ラ イマ ーSm2B-2と 共 通 下流 プ ラ

イマ ー2B-DでDNAの 増 幅(561 bp)か 認 め られ た

一方,PBP2b遺 伝 子のresistant blockと1呼 ば れ る 領 域

の 変 異検 出 川 の プ ラ イマ ー,Sm 2 B-1(増 幅 領域240

bp)お よ び そ の す ぐ 上流 と 下流 に 設 定 したSm 2B-3

(増幅 領域284 bp),Sm 2B-4(増 幅 領域223 bp)で

は,い ず れ も 基 準 菌 株 とS-5株 で のDNAの 増 幅 が 確

認 され たが,耐 性 株5株 で は 反 応 が 認 め られ な か っ た.

一方,PBP2xの 変 異 検 出 用 ブ ラ イマ ーSm 2X-Uお よ

び2X-D(増 幅 領域919 bp)で は す べ て の 株 に お い て

DNAの 増 幅 が み られ た,
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Table 2. Inhibition of 3H-PCG binding to PBPs by ampicillin or cefaclor or imipenem in Streptococcus parasanguis

IC,,  concentration of antibiotic required to decrease the binding of H-PCG to PBPs by 50% .

ND, not (1etermined;(H), high affinity PBP;(L) , low affinity PBP, T: Type strain.

ABPC: amipicillin. CCL cefaclor, IPM: imipenem
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Table 3. Inhibition of 3H-PCG binding to PRPs by ampicillin or cefaclor or imipenem in Streptococcus mitis

IC 30. concentration of antibiotic required to decrease the binding of 3H-PCG to PBPs by 50%.

ND, not dentermined; (H). high affinity PBP. T: Type strain.

ABPC: ampicillin, CCL cefaclor, imipenem

Table 4. PCH amplification patterns of 16S-rRNA gene in ampicillin resistant streptococci

a The isolates were  identified by the method  of Beighton et al.1)

b The sequences of primers are shown in Table 1. T: Type strain.
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S. parasanguis S. mitis

Fig. 5. Reduction (%) of the density of the total PBPs bands by the addition of various con-

centrations of each ƒÀ-lactam antibiotic in Streptococcus parasanguis and Streptococcus

mitis. S. parasanguis: susceptible strains,(• ) ATCC 10556 (type strain),(• ) S7-4;

resistant strain, (•œ)A16-8, (ƒ¢) A21-7,(•Ÿ) A16-14,(*) B12-2,(+) 5-1. S. mills: sus-

ceptible strains, (• ) ATCC 49456 (type strain), (•ž) S-5; resistant strain,(•œ) B3-6.

III.考 察

唾 液 中 のABPC耐 牲streptococciに 関 す る 疫 学 的 検

討お よび 分 離 株 を 用 い た β-lactam薬 耐性 に 関 す る 連

の 検 討 の 結 果 をふ まえ,以 下に 考 察 を行 っ た。

1.健 康 成 人 唾 液 中 のABPC耐 性oral streptococci

の 検 索

S.pneumoniaeのPBP遺 伝 子変 異 と関 連 してoral

streptococciの β-lactam薬 耐 性 は 注 目 さ れ て い る

か19～20,耐 性 株 の 口 腔 内 で の 保 菌 率 お よ び 総strepto-

cocci中 に 占 め る割 合 に つ いて の 報 告 は 少 な い2,24)。今回,

健 康 成 人 唾 液 中 のABPC耐 性streptococciの 検 索 を

ABPC 1μg/ml含 有MSA平 板 に よ り行 っ た と こ ろ,74

名 中56名 の 被 検 者 よ り耐 性 株 が 検 出 され,75.7%と 高

い 保 菌 率 を 示 した 。 す で に 確 立 され た 常 在 菌 叢 中 に外

来 性 の 菌 が 定 着 す る こ と は 一般 に 難 し く2),ま たoral

streptococci自 体 が 口 腔 常 在 菌叢 の も っ と も多 い 菌種 の

つ で あ る こ と を 考 え る と,検 出 され た 耐 牲 菌 株 は 各

個 人 の 常 在 菌 叢 中 の ポ ピ ュ レー シ ョ ン と して 存 在 し て

い る 可能 性 が 高 い と,思わ れ る。

耐 牲 株 が 総streptococci中 に 占 め る 割 合 は 平 均

0.027%で 菌 数 も2.0×100～2.0×104cfu/ml程 度 で あ

り,ABPC耐 性 株 の ポ ピ ュ レー シ ョ ンは 小 さ い と考 え

られ た。 一方,Southallら は,11人 の ボ ラ ンテ ィア に

1週 問 ご とに3gのamoxicillinを1日2回 投 与 し,口

腔 内 擦 過 試 料 中 の 耐 性streptococci数(MIC≧1μg/ml)

を経 時 的 に測 定 し た と こ ろ,実 験 開 始 時 に は 全 被 験 者

と も耐 性 菌 が 検 出 さ れ て い な か っ た に も か か わ らず,

amoxicillin投 与 を5週 間 継 続 した 時 点 で は 耐 性 菌 保 菌

率 が100%に な っ た と 報{1～し て い る25)。検 出 菌 数 に 関

して は,今 回 の 唾 液 に お け る 検 索 とは 試 料 採 取 法 が 異

な る た め,比 較 が で き な い が,こ の 報 告 か ら も,通 常

は 口 腔 内 で 非 常 に 少 な い 耐 性 菌 が,抗 菌 薬 投 与 に よ り

選 択 あ る い は 耐 性 誘 導 され,増 加 して く る 可能 性 が 高

い こ とが 示 唆 され る。 β-lactam薬 の 反 復 投 与,特 に 長

期 連 続 投 与 にお い て は 考 慮 が 必 要 で あ る と思 わ れ る。

2.分 離 菌 株 の 生 化 学 的性 状 に よ る 菌 種 同 定

分 離 したABPC耐 性streptococciをBeightonら の

方法 で 生 化 学 的 性 状 に よ り同 定 した 結 果, S.parasan-

guisか80株(51.9%)と も っ と も 多 く,以 下, S.

oralis, S.mitisの 順 で あ っ た 。Oral streptococciの β-

lactam薬 耐性 は S.mitis, S.oralis, S.sanguisに 多

い と い わ れ る が126,27),今 回 の 検 討 で は S.sanguisは 検
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PBP2B

PBP2X

Fig. 6. The results of PCR using primers for PBP 2 b and 2 x genes in

Streptococcus mitis, lanes 1-2: susceptible strains, 1: type strain, 2: S-5,

lanes 3-7: resistant strains, 3: B 3-5, 4: B 3-6, 5: B 3-7, 6: B 3-8, 7:
B 22-4-2. Ser: active site serine.

出 され な か っ た 。 そ の 理 由 と し て,試 料 を 唾 液 と した

ため にS.sanguisが 分 離 さ れ に くか っ た こ と,従 来S.

sanguisと み な され て い た 菌 の 一部 にS.parasanguis

が 含 まれ て い た こ とが 考 え られ た 。S.parasanguisは

1990年 に提 唱 され た菌 種 で28),16S-rRNA遺 伝 子 の 相

同性 で はS.sanguisに 最 も近縁 で あ る とい わ れ て い る 。

ま た,S.sanguisが 口 腔 内 で は 歯 面 で 優 勢 で あ る の に

対 し, S.parasanguisは Streptococcus salivarius, S.

oralis, S.mitisに 次 い で,唾 液 中 に比 較 的 多 く存 在 し

て い る こ とが 報 告 さ れ て い る29)。Southallら は amoxi-

cillin resistant oral streptococciと して 分 離 さ れ た 株 が

す べ て 菌 体 外 多 糖 体 非 産 生 性 のS.sanguisで あ っ た と

して い る が25), S.parasanguisが 菌 体 外 多糖 体 を 産 生

し な い 灘 点 か らみ て,こ れ らの 耐 性 株 が S.parasan-

guisで あ っ た 可 能 性 も考 え られ る。 また,本 菌 種 は S.

sanguis同 様,感 染 性 心 内 膜 炎 の 原 因 菌 の 一 つ で あ

り30,31),そ の 治 療 に はABPCが 用 い られ る こ とか ら も,

β-lactam薬 の 耐 性 レベ ル の 一上昇 につ い て は注 目す べ き

で あ る と思 わ れ る。

3.ABPC耐 性streptococciの β-lactam薬 に 対 す る

感 受 性

分 離 株 に 対 す るABPC, CCL, IPMのMIC値 は,

ABPCで は1～16μg/mlで あ り, 2～4μg/mlの 株 が

115株(75.3%)を 占 め た の に 対 し, CCLで は2～

>128μg/mlの 範 囲 で3峰 性 に 分 布 して い た 。IPM

は ≦0.06～2μg/mlの1峰 性 の 感 受 性 分 布 で あ っ た 。

Streptococciで は,β-lactamase活 性 は現 在 ま で 報 告

され て お らず,今 回 の 分 離 株 で も全 株 が 陰性 で あ っ た 。

各 株 に お け る3薬 剤 のMIC値 は必 ず し も平 行 して い な

か っ た が,ABPCのMIC値 が16μg/mlの 比 較 的 高 度
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の 耐 性 を 示 す 株 で はCCLのMIC値 も 高値(>128μg/

mDを 示 し.耐 性 の 重 複 が 認 め られ た 。 薬 剤 ご とに 各

菌 株 の 感 受 牲 が 異 な っ て い る こ とは,薬 剤 作 用 点 の 差

異 を 反 映 し て い る と 考 え られ,個 々の 薬 剤 の 耐 性 化 は

そ れ ぞ れ 狙い立に 生 じた もの と思 わ れ た。

4.PBPsバ ン ドパ ター ン と薬 剤 親 和 性

次 に薬 剤 耐性 機 構 を検 索 す るた め,β-lactam薬 の 作

用 点 で あ るPBPsに つ い て,分 離 株 数 の 多 か っ たS.

ｐarasanguis,PBPsと そ の 遺 伝 子につ い て 比 較 的 報 告

の 多 いs.mitis 20で 検 討 を行 っ た が,両 菌種 の 口 腔 山 来

感 受 性 株,耐 性 分 離 株 と も,PBPの 数 お よ び 分 子量が

基 準 菌 株 と完 全 に は 一致 しな か っ た、、PBPsバ ン ドパ タ

ー ンはgtaphylococci32) ,enterococci 33で は 菌種 固 有 で

あ り同 定 に も川 い られ るか,一 方でS.pneumoniaeで

は,同 一血 清 型 のpenicillin感 受 性 株 間 で もバ リエ ー シ

ョ ンが あ る こ とが 報 告 され て い る 恥 今 回 の 分 離 株 で は

生 化 学 的'性状 に 加 え て,16 S-rRNA遺 伝 子 タ イプ が

致 した 株 間 に お い て もPBPsパ ン ドパ ター ンは 異 な っ

て お り,し た が っ て,同一 の 遺 伝 子的 背 景 を持 っ て い

る 菌 株 の 中 で も.バ リエ ー シ ョ ンが 存 在 して い る と思

わ れ た,

被 験 菌 株 の 総PBPsパ ン ドお よ び 各PBPバ ン ドに 対

す るABPC,CCL,IPMのIGをcompetitive　 assayに

よ り算 出 した と こ ろ,個 々のPBPと の 親 和 牲 に は 薬 剤

ご とに 差 異 が 認 め られ,こ の こ とか ら も 各 薬 剤 の 主要

な 作 用 点 が 異 な る こ と が 示 唆 さ れ た.ま た,S.

parasanguisで は.い ず れ の 薬 剤 に お い て も総PBPs

バ ン ドのIC90,とMICと が 有 意:に相 関 して お り,分 離 株

のPBPsの 薬 剤 親 和'性の 低 下か β-lactam薬 の 耐 性 機

構 で あ る と 考 え ら れ た 。 一方,ABPC耐 性S.mitis

B3-6株 で は,IC50値 がMIC値 が 同 程 度 のS,parasan-

gui8に 比 較 し て低 値 で あ り。 特 にCCLで はMlcが

128μg/mlで あ る に もか か わ らず.明 らか な薬 剤 低 親 和

性 のPBPは 確 認 され な か ・♪た 一Competitiveags{Wに

お け るS。mitisのPBPsパ ン ドの 消 失 は 感 受 牲 株 の場

合 で もS.parasanguisに 比 べ 速 や か で あ り,こ れ らの

菌種 問 で はMIC値 とPBPsのIG値 との 関 係 が 異 な っ

て い る こ と も 考 え ら れ た,、PRSP閉 お よ び 耐 性 のS.

ｍitisで は 著 し いPCG親 和性 の 低 下に よ りfluorog-

raphyで のPBPパ ン ドの 検 出 が 困 難 に な る とい う 報 告

が あ り.B3-6株 のPBPパ ン ドの 総 数 が 感 受 性 株 よ り

も 少 な い 点 か ら も,検 出 不能 のPBPが 存 在 す る 吋能 性

もあ る と思 わ れ る

5.PCRに よ る遺 伝 子背 景 の 検索

Dl6S-rRNAフ ラ イマ ー を 川 い た 菌種 同 定

16S-rRNA領 域 の 各 菌 種 同 定 川 プ ラ イマ ー を 作 成

し,PCR法 に よ り検 索 を 行 っ た と こ ろ.生 化 学 的'性状

に よ る 同 定 結 果 と一 致 した 株 は 。17株 の み で あ っ た,,

また,基 準 菌 株 で は 見 られ な いPCRの 増 幅 バ ター ンを

示 す 株 が,81株 存 在 し て お り,分 離 株 の 遺 伝 子背 景 が

複 雑 で あ る こ とが 推 定 さ れ た.Oral streptococciで は

菌 種 の 分 類 が 完 全 に は 確 定 し て な い が 。 現 時 点 で は,

16S-rRNA遺 伝 子のPCRの み で 菌 種 同 定 を行 うこ と

は 困 難 で あ る と考 え られ た 。

2)PCRに よるABPC耐 性S.mitisのPBP2b,2x

遺 伝 子に 関す る 検 討

Oral streptococciのPBP遺 伝 子に つ い て は,S.

mitisで 研 究 が 進 ん で お り,S.pneumoniaee同 様,PBP

2b,2xの 変 異が 耐 性 化 に 関 与 して い る と報 告 され て い

る19～23),そ こで 今 回 は,生 化 学 的性 状 。16S-rRNA遺

伝 子のPCR,D-Ala-D-Alaligase遺 伝 一子のPCRの 結

果 が す べ て一 致 し たS.mitis分 離 株 を 選 び,PBP2b,

2xの 遺 伝 子変 異 に 関 す る 検 討 を 行 っ た.S.pneumoni-

acのPBP2b遺 伝 一子で は(Fig.6)の 黒 カ ラ ム で 示 す

resistantblock(nucleotide position 1429-1702)が 存

在 し,PCG耐 性 のS.mitis,S.oralis.S.sanguis1920

と も 共 通 して,変 異が 起 こ りや す い 領 域 と い わ れ て い

る。 この 領 域 内 の 変 異 を検 索 す る 目的 で,3か 所 に 上流

プ ラ イマ ー を 設 定 し た が.い ず れ も増 幅 が 認 め ら れ た

の は 感 受 性 株 の み で,耐 性 株 に お け る 変 異 が 示 唆 さ れ

た 。一 方,S.pneumoniaeのPBP2x領 域 に はoral

streptococciと ア ミ ノ酸 配 列 の 相Ir`1性が あ るhomology

box(STMK,HSSN,KSG)が 存 在 し(Fig、6>,PRSP

お よびoral streptococciの 耐 性 株 で は こ れ ら3か 所 の

い ず れ か に 変 異 が 多 い と 報 告 さ れ て い る9.21～23).今 回 は

STMK boxに プ ラ イマ ー を 設 定 し検 討 し た と こ ろ,感

受 性 株,耐 性 株0)す べ て でDNAが 増 幅 され,変 異 は確

認 され な か っ た、,しか し,PBP2xの 変 異 はPRSPに お い

て セ フ ェ ム 耐 性 に 関 与 す る と い わ れ 給,検 討 したS.

mitis分 離 株 で は,CCLのMICが64～128μg/mlと 高

値 で あ る こ とか ら,こ の 株 のPBP2x遺 伝 子 につ い て は

STMK box以 外 に も変 異 の 検 索 を行 うべ き で あ る と思

わ れ た 。

IV.お わ り に

今 回,唾 液 由 来のABPC耐 性oral streptococciに つ

い て.耐 牲 株 の 健 康 成 人 に お け る 保 菌 率,分 離 され た

株 の 菌種 同 定,耐 性streptococciのPBPsの β-lactam

薬 に 対 す る 親 和 性,PCRに よ る 遺 伝 子背 景 の 検 討 を行

い,考 察 を試 み た 。 被 験 菌 の 個 々のPBPと の 親和 性 に

は 薬 剤 ご とに 差 異 が あ る こ と が 認 め られ,検 討 し た3

薬 剤 の主 要 な作 用,点が 異 な る こ と が 示 唆 さ れ た 。 目腔

常 在 菌 と して も っ と も優 勢 なoralstreptococciの 耐 性

化 の 傾 向 お よ び 耐 性 機 構 を 明 らか に す る こ と は,そ の

潜 在 的 病 原性 に 加 え て,s,pneumoniaeペ ニ シ リ ン

耐 性 へ の 関 与 の 点 か ら も 重 要 な 意 義 の あ る こ と と 考 え

る。
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Study on /1 -lactam antibiotic susceptibilities and characteristics of

penicillin binding proteins of ampicillin resistant streptococci
isolated from healthy adults' saliva

Fumihiko Sasaki

The Second Department of Oral and Maxillofacial Surgery, Tsurumi University School of Dental Medicine

(Chief: Prof. Katsunori Ishibashi), 2-1-3 Tsurumi, Tsurumi-ku, Yokohama 230-8501, Japan

Ampicillin (ABPC) resistant streptococci in healthy adults' saliva were screened using

Mitis-Salivarius agar plates which contained 1,t/g/m1 ABPC, and the screen test revealed that 56

out of 74 volunteers (75.4%) retained the resistant strains. The streptococcal isolates (154 strains)
were identified as Streptococcus parasanguis (80 strains; 51.9%), Streptococcus oralis (33 stains;

21.4%), and Streptococcus mitis (7 strains; 4.5%) by biochemical characteristics. The MIC values

of ABPC, cefaclor (CCL), and imipenem (IPM) against the isolates ranged as follows: 1-16,ug/m1

for ABPC, 2->128pg/m1 for CC,L, and _0.06-2,ug/ml for IPM; these values did not necessarily

show proportionate distribution between each other. In both S. parasanguis and S. mitis, the 

numbers and molecular sizes of penicillin binding proteins (PBPs) varied among strains belonging

to the same species, even among strains with the same amplification patterns of the 16S-rRNA

gene, when examined by polymerase chain reaction (PCR) method. Although the binding affinity
for each PBP of the isolates was diverse among the three /i -lactams, a correlation between the

IC, value for total PBPs and the MIC value was observed for all three. The gene detection in

the conserved region of PBP2b and 2x by means of PCR indicated the possibility of alteration, at

least in the PBP2b gene of S. mitis resistant strains. These results suggest that the fi -

lactam-resitant population of streptococci may universally exist in the healthy oral cavity, and

that they may be important because of their own latent pathogenicity and potential resistant

gene source of Streptococcus pneumoniae.


