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歯科目腔外科領域感染症患者から分離した Streptococcus sanguis および Streptococcus anginosus の

ニ ュー キ ノロ ン薬 耐性 化 につ い て8yrA変 異 を中心 に検 討 した。 ニ ュー キ ノロ ン薬 で あ るofloxacin

(OFLX)に 感 受性の8.sanguis QS-951お よび8.ansinosus QS-701にOFLxお よ びDU-6859aを

invitroで 連 続 的 に接 触 させ,そ れぞ れのニ ュ 一キ ノロン薬 耐性株 を得 た.こ の実験 でDU-6859aは

OFLXと 比 較 して よ り強い誘導効 果 をもつ こ とが判 明 した。す なわ ち,DU-6859a誘 導 株 はOFL誘

導 株 に比べ 各種 ニューキ ノロ ン薬 に対す る耐性 度が 高 く,DU-6859aのMICは25μg/ml以 上とOFLX

誘 導 株 よ り4～8倍 高い値 を示 した。 これ ら誘 導耐性株のgyrA異 変 につ いて解析 した結果,DU-6859a

に よ って得 られた高度耐性 株 はcodon83の ア ミノ酸 のserineか らphenylalanineへ の 変異 に加 えて

codon87の ア ミノ酸がglutamicacidか らlysineへ と変異 し,両 菌種 とも共通の ア ミノ酸の変 化が 認め

られ た。 これ らのこ とか らoralstreptococciの ニ ューキ ノロ ン薬耐性 化 は,こ れ らの薬 剤 による耐性 誘

導 に よる もので,ニ ュー キ ノロン薬 の種類 に よって はgyrAの 変 異が異 な りその 耐性 度 も相違す るこ と

が 認め られ た。
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歯科 口腔外科領域 にニューキ ノロ ン薬が使 用されたのは

1988年 のofloxacin(OFLX)が 最初である。その後10年

が経過 し,今 日では適応抗菌薬 として6種 類のニューキ ノ

ロ ン薬が この領域の感染症の治療 に使用 されている。本来ニ

ュー キ ノロ ン薬は歯性 感染症 の 主な起 炎菌で あ るoral

streptococci12に 対 してペニ シリン系抗 菌薬ほど強い抗菌活

性 を有 していなか ったため2},当 初 ニューキノロ ン薬の使用

頻度はさほど高 くなかった。最近ではペニ シリンア レルギー

や本菌のペニシリン系抗 菌薬に対する感受性の低 下;"に よっ

て,ペ ニシリン系抗菌薬に代わ りニューキ ノロン薬が広 く使

用されるようになった。特に近年開発されたニューキノロン

薬の 一部は,抗 菌スペ ク トラムが グラム陽性菌へ拡 大され,

ペ ニ シリン系抗 菌薬 よ りも強い活性 を有す るものがある茎1。

しか し,こ の系統の薬剤の使用頻度の 上昇とともにニューキ

ノロン薬耐性化も問題視されている雪}。

今回 われわれ は歯科[腔 外科領域のL要 分離 菌であ る

oralstreptococci2菌 種 のニューキ ノロン薬耐性 化につい

て,実 験的に誘導 して得 られた耐性株の耐性機構を&γrA変

異 を中心に検討 した。

1.材 料 と 方 法

1.試 験 菌株

1995年 に 当 大学 病 院 にて 歯性 感 染 症患 者 よ り分 離

し,10%ス キ ム ミル クで凍結 保 存 され たOFLX感 受

性8treptococcus sanguis QS-951, Streptococcus

anginosus QS-701お よ び 同薬 耐性 のS.sangisu

QS-95101を 使 用 した。 また,対 照 株 として8.san-

gaisATTClo556と8.anginosu9ATCC33397を 用 い

た 。 な お 試験 菌 株 の 同 定 はapi20STREP(bio-

Merieux)を 川 いて行 った。

2.使 用抗 菌薬

Onoxacin(OFLX;第 一製 薬),cipronoxacin

(CPFX;バ イエ ル薬品),norfloxacin(NFLX;杏 林 製薬),

DU-6859a(第 一 製薬),ampicillin(ABPC;SIGMA),

以 下力価 の明 らか な5薬 剤 を用いた。

3.MIC測 定 法

MIC測 定 は 日本化 学療 法学 会標 準法6に 従 い,寒 月く

平板 希釈法で行 った、、す なわち106CFU/mlに 調 製 した

被検 菌液 を,各 抗 菌薬 の2倍 希 釈系 列濃 度 を含 む5%

ウマ 脱繊維 血液加MuellerHintonmedium(DIFCO}

に ミクロプ ラ ンター1(佐 久間製作 所)を 用いて接 種 し,

35℃ で18時 間 培 養 した後,菌 の発育 が認め られ なか

った最小濃度 をMICと し た。
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4.耐 性 誘導

臨床 材料 よ り分離 したOFLX感 受 性 の8.sanguis

QS-951お よ びS.anginosusQS-701を5%ウ マ 脱繊

維 血液加BloodagarbaseNo.2(OXOID,以 ド血液寒

天培 地)に 接種 し,35℃ で48時 間培 養 した。発 育 し

た試験菌 を綿棒 でか きと り,1/2MICのOFLXま た は

DU-6859aを 含 む 上記の 血液寒 天培 地 に塗抹 し,35℃

で48時 間 培養 した。同 じ濃 度の薬剤含有培地 に3回 継

代培 養 した後,発 育 した菌 をか きと り1MIC,2MIC,

4MICの 順 に同様 の操作 を繰 り返 し,最 高256MICま

で 耐性誘導 を行った。

5.8yrA遺 伝 子の解析

各試験菌 か らのDNA抽 出 は,常 法本 こ従 いフェ ノー

ル/ク ロ ロホ ルム処 理 した後,エ タノー ル沈殿す るこ と

に よ り行 った。GenBank Accession No. XO6744を も

とに設 計 したprimer;forward:5-TGGGTGTGA-

CACC(AGCT)GA(GT)AA(AG)-3',reverse:5/

ATACGTGCTTC(AG)GTATA(AC)CG-3'を 用 いて,

次 の 反応 液組 成 と反応 条件 で ニ ュー キ ノロ ン薬 耐性 に

関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 領 域 を 含 むDNA

(E8cherichiacoliKL-16のsequence614～380;codon

55～127に 相 当)をPCR法 に よ り増 幅 した。

1.0μl Template DNA, 1.0μl each dNTP(10mM),

5.0μ110xTaqDNApolymerasebuffer(100mM

TrisLHCI pH8.3, 500mM KCI, 15mM MgCl2,

0.1%gelatin), 2.0μl each primer(25pmol/μ1),

0.25μl Taq DNA polymerase (5U/μ1),40cycles

(52℃ 1min,72℃ 1min,93℃ 0.5min)。

得 られ たPCR産 物 を塩 基配列の決 定はMode1373A

オ ー トシー クエ ンサ ー(ABI社)を 用い て行った。

II.結 果

1.薬 剤 感受性

Table1に 示 した通 り,臨 床分離のOFLX耐 性 株S.

sangui8QS-95101に 対 す るOFLx,CPFX,NFLXの

MICは25,50,100μg/m1と 検 討に用いた3種 のニ ュ

ー キ ノ ロ ン薬 に 対 して 交 差 耐 性 を 示 した 。 しか し ,

DU-6859aのMICは0.39μ9/mlとABPCと 同 等の低

い 値 を示 した 。 一 方,OFLX感 受 性S.sanguis

QS-951に 対 す るOFLX,CPFx,NFLxのMICは そ

れぞれ1.56,1.56,12.5μg/mlとATCC10556と ほ ぼ

同等の値で あったが,DU-6859aのMICは0.10μ9/ml

と他 の ニ ュー キ ノロ ン薬 よ り優 れた活性 を示 し,ま た,

ABPCよ り も低 い値であ った。

ニ ュー キ ノロ ン薬感受性 のQS-951をOFLXで 誘 導

し,耐 性 株QS-9510Fmを 得 た。 この菌株 は用い たす

べ て の ニ ュー キ ノロ ン薬 に耐 性 化 し,DU-6859aの

MICは12.5μ9/ml,他3薬 剤 のMICは す べ て100

μ9/mlで あ った。DU-6859aに よ って誘導 して得 られ

たQS-951Dumは,DU-6859aのMICが50μg/ml,

他3薬 剤が100μg/m1以 上 とQS-9510Fm以 上 にす

べ て のニ ュー キ ノロ ン薬 に耐性 化 した。 なお,誘 導の

前後 でABPCのMICに 変化 はみ られなか った。

Table2に 示 す通 り,OFLx感 受 性SanginosusQS-

701はATCC33397と 比 較 して各ニ ューキ ノロン薬 に

Table 1. Drug susceptibilities of ofloxacin or DU-6859a induced resistant mutants of

Streptococcus  sanguis

QR-95101: wild type (fluoroquinolone resistant)

QS-951 OFm: ofloxacin induced resistant strain of QS-951

QS-951 DUm: DU-6859a induced resistant strain of QS-951

Table 2. Drug susceptibilities of ofloxacin or DU-6859a induced resistant mutants of

Streptococcus anginosus

QS-701 OFm: ofloxacin induced resistant strain of QS-701

QS-701 DUm: DU-6859a induced resistant strain of QS-701
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約4倍 感受性 で,DU-6859a,OFLX,CPFXお よ び

NFLXのMICは そ れ ぞれ0.05,0.78,0.78お よ び

3.13μg/mlで あ った。 この株のOFLx誘 導株QS-701

0Fmに 対 す るDU-6859aを 除 く3薬 剤 のMICは25

～100μg/mlと 高 い値 であ ったが ,DU-6859aのMIC

は3.13μg/mlに と どまった。DU-6859a誘 導 株QSL

701DUmはOFLx,CPFx,NFLxに 対 してQS-701

0Fmと ほ ぼ 同 等 に耐性 化 し,ま た,DU-6859aの

MICも25μg/mlと 元 株 のQS-701に く らべ約500倍

.上昇 した。 なお,両 誘 導株 ともABPCのMICは0.10

μg/mlで,S.sanguis同 様 元株 と同 じ値で あった。

2.8yrA変 異

Table3に ニ ュ ー キ ノロ ン薬 感受性 のS.8anguis

QS-951お よび8.anginosusQS-701のOFLxお よ び

DU-6859aに よ る耐性 誘導後 のgyrAの 変 異 につ いて示

した。QS-951,QS-701のcodon83お よび87の ア ミ

ノ酸はATCC株 の そ れ と同様,そ れぞれserine(TCT

ま た はTCC)お よび91utamicacid(GAA)で あ った。

臨床分離 ニ ューキ ノロ ン薬耐性S.sanguisQR-95101

で はcodon83の ア ミ ノ酸がphenylalanine(TTC)と

8yrAの 変 異が認め られた。 一方,8.sanguisのOFLX

誘 導 株QS-9510Fmはcodon83の ア ミノ酸がserine

(TCT)か らtyrosine(TAT)に 変 化 し,codon87の

ア ミノ酸 には変化 はみ られ なか った。DU-6859a誘 導

株QS-951DUmで はcodon83の ア ミノ酸 のpheny-

lalanine(TTT)へ の 変異 に加 え,codon87のglu-

tamicacid(GAA)がlysine(AAA)へ と変 化 し,一 に

重の変異が 認め られ た。

S.anginosusに お い て はOFLx誘 導 株QS-701

Table 3. gyrA mutation of ofloxacin or DU-6859a induced strains of

Streptococcus sanguis and Streptococcus anginosus

QR-95101: wild type (fluoroquinolone resistant)

QS-951 OFm: ofloxacin induced resistant strain of QS-951

QS-951 DUm: DU-6859a induced resistant strain of QS-951

QS-701 OFm: ofloxacin induced resistant strain of QS-701

QS-701 DUm: DU-6859a induced resistant strain of QS-701

Ser: serine, Tyr: tyrosine, Phe: phenylalanine, Glu: glutamic acid.

Lys: lysine, Gin: glutamine

OFmお よ びDU-6859a誘 導 株QS-701DUmのcodon

83の ア ミノ酸 はと もにserine(TCC)か らphenylala-

nine(TTC)に,codon87は 前 者がglutamicacid

(GAA)か らglutamine(CAA)に,後 者 はlysine

(AAA)へ と。に重変異 が認 め られ た。

III.考 察

ニ ューキ ノ ロ ン薬 は グ ラ ム陽性 菌か らグ ラム 陰性 菌

まで広 い抗 菌 スペ ク トラム を有す るこ とか らわが 国 の

臨 床 の代現場 で広 く応 用 され て い る融.歯 科 口腔 外 科 領

域 で 用 い られて い る経 口抗 菌薬 の な かで も近年 ニ ュー

キ ノロ ン薬が 占め る割 合 は比 較 的 高 く,従 来 よ り用 い

られ て きたペ ニ シ リン系 抗 菌薬 に急 追 す る。 特 に近 年

開発 され た比 較 的新 しいキ ノロ ン薬 は,本 領域 の 感染

症 患 者か らもっ とも多 く分 離 され るoralstreptococci

に 対 しABPC以 上 の抗菌 活性 を有 す る もの もあ る4)。 ま

た,Streptococcusmitisや8treptococcus oalisな ど に

み られ るABPC感 受 性 の経 年的 な低下3)や 耐性 株 の出

現10お よびペ ニ シ リ ンア レル ギー の 問題 な どか ら臨 床

におけるニ ューキ ノロ ン薬 の有用性 が評価 され てい る。

しか し,他 の領域 の感 染症 よ りの分 離菌 を含め,ニ

ュー キ ノロ ン薬耐性 菌の 出現 につ いて は多 くの報 告 が

ある11.12)。ニ ューキ ノロ ン薬 耐性 に関す る機構 と して は

本 薬 の ター ゲ ッ トで あ るDNAgyraseを コ ー ドす る

.gyrA遺 伝 子 の変異13)が 主 で,グ ラム陰性 菌にお け る取

込 み能の低下14)や 排 出ポ ンプefOuxの 作 用 鰯},ま た近

年 ではtopoisomeraseIV遺 伝 子(parc)の 変 異171が 耐

性化 に関与す る との 報告 もあ る。 わ れわれ の成績 で は,

1995年 に 臨床分 離 され たS.sangnsやS.mitisに 明

らかなニ ュー キ ノロ ン薬耐性 株の 出現 を確 認 して いる。

一般 にニ ューキ ノロ ン薬 耐性 株 はinvitroに お け る同

薬 との 接 触 に よ って 容 易 に 生 じる こ とが 知 られ て い

る1鞠 この ような事 実 を もとにわれわれ は,oralstrep-

tococciの 主 要2菌 種S.sanguisお よびS.anginosas

の ニ ューキ ノロ ン薬感受性株 を用 いin乙,itroで 耐 性 誘導

を行い,そ のお もな耐性 機構 であ る8yrAの 変 異 を中心

に検 討 を行 った。 その結 果,両 菌種 ともにsub-MICの

OFLXお よ びDU-6859aと の 連続 的な接 触 に よって,

ニ ューキ ノロ ン薬のMICは 顕 著に 上昇す るこ とが確 認

され た。 さ らに,OFLXと の 接触 に よ り得 られ た耐性

誘 導株 とDU-6859aに よ って得 られた株 では両 薬剤 の

MICが 異 なる こ とを認 め た,、この こ とか ら,誘 導 に用

いたニ ュー キ ノロン薬 はそれぞ れ9yw渣 の 異 なった領域

に耐性 変 異 を誘発 した 可能性 が 示唆 され た。 これ らの

誘 導耐性 株のgyrAの 変 異 を調べ た結果,S.sangais,

S.a128inosusと も にDU-6859aに よ って得 られた誘 導

耐性 株 はcodon83の ア ミノ酸 がserineか らpheny-

lalanineに,codon87がglutamicacidか らlysineに

共 通の変 異がみ られ た。す なわ ち,codon83の ア ミノ

酸 変異に加 えcodon87の ア ミノ酸 変異は,こ れ らの 菌
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株 のDU-6859a対 す る耐性化 に 重要な役判 を果た して

い ると思 われた。

これ らの現 象 に関連 してJanoirら19)は,Strepto-

coccus pneumoniaeで ニ ューキ ノロ ン薬 の 高度耐性化

にgyrAに 加 えpar Cの 変 異が必 要 であ る と示 して い

る。 また,こ れ らの高度耐性株 のgyrA遺 伝 子にお ける

codon 88が,glutamic acid(GAA)か らlysine

(AAA)に 特 異的 に変 異 して いる こと難 は興味深 い事 実

で ある。他方,今 回gyrBに つ いて検 討は行 っていない

が,Tankovicら17)の 成 績 か らS.pneumoniaeや 他 の

streptococciの ニ ューキ ノロ ン薬耐性 化 にgyrBは あ ま

り関 与 してい な い と思 わ れ る。 す な わち,種 差は あ る

もののStreptococcusの ニ ュー キノロ ン薬高度耐性 には

gyrAのcodon 83よ り下 流域 の変異 が強 く関与 してい

る こ とが 示 唆 され る。 これ らの 事 実 よ り,Strepto-

coccuSは 臨 床 にお いて 高頻度 に使 わ れたニ ュー キ ノロ

ン薬 に よ って同薬 に耐性 化 し,使 用 した薬 剤 の種類 に

よって は変 異部位 が 異 なる特 有 の耐性 株 を生 じる と考

え られ る。 実際 に今回用 いたS.sanguisの ニ ューキ ノ

ロ ン薬 耐性 臨床分 離株 はOFLX,CPFX,NFLXに 対

し耐 性(MIC:25μg/ml以,Dを 示 す もの の,DU-

6859aに 対 して はATCC10556と 同 様 感受性(MIC:

0.39μg/ml)で,gyrAの 変 異はcodon 83のpheny-

lalanine(TTC)の み で あ った。 この菌株は1995年 に

分離 された株 で,従 来使 用 され たニ ュー キ ノロ ン薬 に

よって耐 性化 した株 で あ る と推測 され る。 結 果 には示

さな か っ たが.わ れ われ が 過 去 に実 施 して きたoral

streptococciの ニ ュー キ ノ ロ ン薬 感受 性 成績 で はS.

anginosusを 含 むStreptococcus milleri groupに ニ ュ

ー キ ノロ ン薬 耐性 株 を認めて い ない1,20).し か し,今 回

の実験 か らS.anginosusも ニ ューキ ノロ ン薬に よって

容易 に 耐性化 す る こ とが 確 認 された。 現段 階 で は この

両事 実 に対 し明確 な説 明 はで きな いが,本 菌種の 病 巣

での 存在 部位 や ニ ュー キ ノロ ン薬 に対す る 反応,ま た

は殺 菌性 などが他 のoral streptococciと は 異 な るのか

もしれない。 これ らの事実 は今後oral streptococciの

ニ ュー キ ノロ ン薬耐性 を予測 す る うえ で重要 な 問題 で

ある と考え られ る。

本論 文は第44回 日本化学療 法学会 東 日本支部総 会に

お い て発 表 し,座 長 よ り学 会誌 に投稿 す るよ う推 薦 を

受 けた ものであ る。
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Mechanism of resisntance to fluoroquinolone in oral streptococci

Akihiro Kaneko1), Jiro Sasaki1), Mitsunobu Shimazu2), Akiko Kanayama3),

Takeshi Saike and Intetsu Kobayashi3)

1) Department of Oral Surgery, School of Medicine Tokai University, Bouseidai,

Isehara, Kanagawa 259-1193, Japan
2) Department of Genetics, Mitsubishi Kagaku Bio-Clinical Laboratories Inc.

3) Chemotherapy Division, Mitsubishi Kagaku Bio-Clinical Laboratories Inc.

Mechanisms of resistance to fluoroquinolones in oral streptococci such as Streptococcus sanguis
and Streptococcus anginosus were studied. S. sanguis QS-951 and S. anginosus QS-701, suscepti-
ble to ofloxacin, were serially transferred on agar, with each sample containing gradually
increased concentrations of ofloxacin or DU-6859a. Although the resistances of these strains to
fluoroquinolones were markedly induced with both drugs, MIC values of DU-6859a-induced resis-
tant strains of S. sanguis QS-951 and S. anginosus QS-701 were 4-8 fold higher than those of
ofloxacin-induced strains. The gyrA was analyzed to elucidate the mechanisms of resistance to
fluoroquinolones in these strains. The mutation of serine at codon 83 to phenylalanine or tyrosine
was found in each of the resistant strains and occurred by inductions with either ofloxacin or
DU-6859a, and the additional mutation of glutamic acid at codon 87 to lysine was found in
high-level resistant strains by induction with DU-6859a. Marked differences in types of gyrA
mutation and in levels of resistance were found in the in vitro resistant strains of oral strepto-
cocci, when different kinds of fluoroquinolones were used as the inducers.


