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Arbekacin(ABK)耐 性 を示 す 臨床 分 離 の メチ シ リ ン耐性 黄 色 ブ ドウ球 菌(MRSA)4株,お よび試

験 管 内継 代培 養 に よ りABK耐 性 を獲 得 させ た1株,対 照 と してABK感 受 性MRSA1株 を,ま たPCR

の コ ン トロー ル としてABK修 飾 酵素 と して知 られ ているaminoglycosideacetyltransfbrase{AAC(6')}-

aminoglycosidephosphotransfbrase{AP且(2")}保 有ABK耐 性MRSA1株 を用 い てABK耐 性 の機 序 を分

析学 的酵 素 学 的 に検 討 した。被検 菌 株 よ り分離 した酵 素活 性 画分 にacetylCoA,ATP,ABKを 添 加 し37

℃24時 間 反 応 させ た。 この 反応 液 か ら精 製分 離 され たABK修 飾 体 の 修飾 部 位 を1H,1℃-NMRで,修

飾 様式 を質量 分 析 法 と赤外 分 光 法 で 解 析 した 。ABK感 受 性MRSA由 来 の 粗 酵 素 液 と反応 させ たABK

に お い て は化 学構 造 に変化 が み られ なか ったが 今 回使 用 したABK耐 性 株 で は,す べ て(S)-4-amino-2

-hydroxy-butyryl(AHB)基 の4"位 の ア ミノ基 の アセ チ ル化 に よ る修 飾が 確 認 された
。 酵 素 に よ る不

活化 の検 討 にお い て も,既 報 告 のABK耐 性 株 で 見 られ る リン酸 化 はみ られ ず,ア セ チ ル化 の みが 確 認

された。Bioassayとsodium dodecyl sulfatepolyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)を 行 っ

た とこ ろ,耐 性 株 で はAAC(4")活 性 を有 す る28kDaの 酵 素 が 確 認 され たが,感 受 性 株 で は確 認 さ

れ なか った 。 この酵 素 のN末 端 の ア ミノ酸 配列 は,AAC(6')-APH(2")(bifunctionalenzyme)の

N末 端 ア ミノ酸30残 基 とほ ぼ 完全 なhomologyを 示 した。 以 上 の結 果 か ら,今 回確 認 され た 新 た な修

飾様 式 を示す28kDaの 酵 素 は,何 らかの 要 因 に よ るAAC(6')-APH(2")の 変 異 体,あ る い は分 解 産

物で あ る こ とが 示唆 され た。
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メチ シリン耐性黄色 ブ ドウ球菌(MRSA)は,ペ ニシ リ

ン系やセ フェム系の他,テ トラサ イ クリ ン系お よび ア ミ

ノグリコシ ド(AGs)系 な どの各種抗生物質 に耐性 を示 し,

そ れによる感染症 が臨床 で非常 に大 きな問題 とな って い

る1,2)。本 邦 ではMRSA感 染 症 に適応 を有す る初 めての薬

剤としてア ミノグリコシ ド系抗生物質のarbekacin(ABK)

が1990年 に使用 され るようになった3}。 このABKは,す

でにMRSAが 耐性 を示すこ とが確 認 されて いるdibekacin

(DKB)の1位 に(S)-4-aminr2-hydroxybutyryl(AHB)

基 を結合 させ るこ とによって,不 活 化酵素 に よる修 飾 を

阻害す るこ とを目的 とした薬剤 であ る4)。Fig.1に そ の構

造式 を示した。 しか し,1994年 にABKに 耐性 を示すMRSA

が報 告5)さ れ,他 の報告 で も全国の 臨床 分離MRSA株 の6

～9%にABK耐 性 が確認 され てい る6,7)。AGsの 薬 剤 耐性

の生化学 的機構 には,薬 剤 を不 活化す る酵 素の 産生,標

的部位(リ ボ ソーム)に 対す る薬 剤親 和性 低下,薬 剤 透

過 性 低 下 な ど が 考 え ら れ て い る8,9)。こ の う ち

Staphylococcus aureusに お ける耐性機構 につ いては修飾

酵素 の産生が報告 されている10,11)。S. aureusのAGs修 飾

酵素 には現在 まで4種 類 あることが報告12～151され てお り,

こ の うちアセチル化を行 う修飾酵素は2種 類12,13)であ る。

1つ は,分 子 量28kDaでgentamicin(GM)とkanamycin

(KM)の2"-OHの リ ン酸 化 を主 と し,ま た6'-NH2の ア

セチ ル化活性 を も有する酵素 であ る12}。も う1つ は,ABK

を も修 飾す る とされてい る分子量56kDaのbifUnctional

enzymeで あ る13,16,17)。こ の酵素 は,2"位 の リン酸化 と6'

位 の アセチ ル化の 同時修 飾 に よってABKを 不 活 化 させ

る。 しか し,わ れわれ は本邦 におけ るABK修 飾 酵素 の分

布状況 を検 討 した ところ,こ れまで報 告のないABK修 飾

機構 を有するMRSAの 存 在を示唆する成績 を得た18)。今回

は,そ の菌株 を使用 して新 しいABK修 飾 機構の 化学 分析 学

Fig. 1. Chemical structure of arbekacin.
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的 お よび修飾酵素 について検討 した。

1.材 料 と 方 法

1.使 用 菌拳朱

使用 菌株 はTable1に 示 した。No.1～6は 東北 地方

の臨 床分離 株 で,い ず れ も創 傷 部の膿 よ り分 離 され た

ABK耐 性 のMRSAで あ る。ただ し,No.2の 株 は,No .1

の 分 離 患 者 と同室 に入 院 して い た 患 者 分 離 株 で あ る

が,当 初 はABKに 感 受性 を示 した株 を,次 項 に述 べ

る方 法19)に よ っ て耐 性 を獲 得 させ た 株 で あ る。No.7

の 株 はPCRの コ ン トロー ル と して,す で にAAC(6ノ)

-APH(2")の 保 有が 確認 されて い るABK耐 性MRSA

で あ り,臨 床 分 離菌 サ ーベ イ ラ ンス研 究 会(代 表,山

口恵 三 東邦大 学教 授)よ り分与 を受 けた。

2.耐 性 獲 得試 験19/

No2の 患 者 か ら分 離 され,当 初ABKに 感 受性 を示

し たMRSAを 使 用 し,ABKの1最 小 発 育 阻IL濃 度

(minimuminhibitoryconcentration;MIC=1.56,ug

ml)の1/2濃 度 で37℃24時 間 培 養 後,生 残 した 菌液

を,さ らに24時 間 ご とに新 しい 薬 剤 希 釈 系 列(100

～0 .025μg/mlの 倍 数希 釈)に 植 え継 ぐ操 作 を繰 り返

した。MICの 変 化 を毎 回 観 察 して5回 継 代 し,最 終

的 にABKのMICが25μg/mlを 示 す耐 性株 を作 成 し

た。

3.薬 剤 感受性 とコア グラー ゼ型

各 菌株 に対 す る抗 生 物 質 のMICは 試 験 管 法201に て

測 定 した。 な お,MIC測 定 に使 用 した抗 生 物 質 の 原

末 は,arbekacin(ABK)とkanamycin(KM)は 明 治 製

菓 か ら,gentamicin(GM)とsisomicin(SISO)は 日 本

シェー リングか ら,minocycline(MINO)は 日本 レダリ

ーか ら
,vancomycin(VCM)とtobramycin(TOB)は

塩 野義製薬か ら,amikacin(AMK)とoxacillin(MPIPC)

は 萬 有 製 薬 か ら,netilmicin(NTL)は 三 共 か ら供 与

を受 け た ものであ る。 感受性 測 定 に使用 した培 地 は,

MIC測 定 用Mueller-HintonBroth(栄 研 化 学)で あ

る。 菌株 の コア グ ラー ゼ型 の測 定 は,ブ ドウ球 菌 コア

Table1.Bacterialstrains

ABK:arbekacin

グ ラーゼ型 別用 免疫 血清(デ ンカ生 研)を 用 い,反 応

時 間 を48時 間 と して判定 した21)。

4.修 飾 酵 素 の分 離

各菌体 をL-broth(BactoTryptone(Difco)1%,

NaClO.5%,酵 母 エ キス0.5%)250mlに 植 菌 し,37

℃ で8時 間振 盟培 養後,4℃ で遠 心 分離(3,000rpm,

20min)を 行 い 集菌 した。菌体 を0.05MTrisTHCI(pH

7.5)bufferで 洗 浄 後,0.05MTris―HCI-10mMMgCl、

(pH7.8)bufferに 懸 濁 し,lysostaphin(SIGMA)を

25μg/mlに な る よ う に添加 培 養(37℃30min)し て

溶 菌 させ た。遠 心 分 離(30,000×g,30min)後 の 上

清 を粗 酵素 液 と した22,23)。SephacrylS-100column

(Pharmacia)を 使 用 したFastproteinliquidchroma-

tography(FPLC)で 粗 酵 素 液 を分 画 し,各 分 画 ご と

に普通 ブ イ ヨン培 地(栄 研化 学)を 加 え,Bacillussub-

tilisATCC6633を 指 示 菌 と してABKを1MIC(0.78

μg/ml)に な る よ うに添 加 した後,37℃ で24時 間 培

養 した。 以 上 のBioassayに よ る酵 素 活 性 画 分 を採 取

した。

5.ABK修 飾 体 の分 離精 製 と同 定

4.で 採取 した各菌株 の酵素活性画 分(220mgprotein)

にABK50mmol,acetylCoAO.2mmol,ATPO.2mmol

を添 加 し,37℃ で24時 間 反 応 させ た。 この 反応 液 を

0.22μmフ ィル ター(日 本 ミ リポ ア)で 濾過 し,そ の

濾 液 か らSep‐Pak(Waters)カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ

ィー に よ りABK修 飾 体 画 分 を 分 取 し た。減 圧 留 去

後,得 られた 白色結 晶 を,内 部標 準物 質 と してsodium

2,2-dimethyl-1,2-silapentane-5-sulfonate(DSS)

を使 用 した1H,13C-nuclearmagneticresonance(NMR:

日本 電子)で 修飾 部位 を同定 し,ま た修 飾 様 式 の 解 明 に

は,修 飾体 の分 子量 解析 と して,high-resolutionmass

spectrometry(MS:日 本 電 子)お よび アセ チ ル基 お よ

び リ ン酸 基 の 存 在 を 確 認 す る 方 法 と し てFourier

transfbrminfraredspectrometer(FT-IR:JASCO)の

3つ の方 法 で分子 構造 解析 を行 った。

6.不 活化 率測 定

前 項 で得 られ た粗酵 素液 を用 い て薬剤 不 活化 率 を測

定 した。2つ あ る薬 剤 不 活化 反 応 系23)mう ち,ア セチ

ル化系 につい て は以 下 の よ うに検 討 した。ABK(100

μg/ml)0.05ml,0.02MATP(SIGMA)0.05ml,0.5

mMacetylCoA(SIGMA)0.05ml,0.02MMgAc20.05

ml,粗 酵 素 液0.15mlお よ び0.2MTris-malatebuffer

(pH7.0)0.15mlを 混 合 して37℃ で3時 間反 応 させ

た。100℃ で2分 間熱処 理 を行 っ て反応 を停 止 させ,

変 性 した蛋 白 を30,000rpmで10分 間 遠心 分 離 し,そ

の 上 清 を用 い て カ ップ法24)に よ りABKの 残 存 力 価 を

測 定 した。 リ ン酸化 系 につ いて は前 述の ア セチ ル化系

の検討 に準拠 したが,acetylCoAを 除 去 し,MgAc、 を

MgCl、 に 変 更 して行 った。対 照 と して は同様 の 反 応系
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にお いて,ATP,acety1CoAを 除 去 し,蒸 留 水 を添 加

して実施 した。 不 活化 率 はBacillus subtilisATCC

6633を 混 釈 培 養 した普 通 寒 天 培 地(栄 研 化 学)を 用

いて,カ ップ に さ きの 上 清 を分注 し,37℃ で24時 間

培 養後,発 育 阻止 円の測 定 に よ り求 め た。す なわ ち,

この系 にお け る標 準 趣線 を も とに,阻 止 円直 径 か ら残

存薬 剤量 を算 出 して不活 化 率 を計 算 した。粗 酵素 液 の

蛋 白量 は,Lowry法25)に 準 拠 してBCA protein assay

(PIERCE)で 吸 光 度 を 測 定 し,牛 血 清 ア ル ブ ミ ン

(BSA;SIGMA)を 用 いて作 成 した標準 曲線か ら算 出 し

た。

7.修 飾酵 素 の分 子 量測 定

修飾 酵素 の 分子 量測 定 は以下 の よう に行 った。No.1

の 菌 株 か ら調 製 した 粗 酵 素 液 をFPLCで2mlご と に

分画 し,4.で 示 したBioassayに よ る酵 素活 性 画分 の

分子量 は,BSA(MW67,000),RNase(MW13,700),

vitaminB12(MW1,350)を 用 いて作 成 した検量線 に よ

り測定 した。 また,粗 酵 素液 のsodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)で

も分子 量の確 認 を行 った。

8.DNA抽 出2脚

各菌株 をMueller-Hinton broth(栄 研 化 学)で37℃

で24時 間 ずつ培養 した もの をEppendorftubeに1.5ml

ず つ 分取 し,遠 心分離 を行 って集菌 した。 これ をSTET

buffer(8%sucrose,0.5%TritonX,50mMEDTA

(pH8.0),10mMTris-HCl(pH8.0))400μlに 懸濁

し,lysostaphin(SIGMA)20μgを 添加 して室 温 で3

分 間放 置 した。100℃ で1分 間熱 処 理 後,15,000rpm

で15分 間 遠 心 分 離 した。 フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム

で処理 した 後,エ タ ノー ル沈 殿 させ てか ら70%エ タ

ノ ー ル で 洗 浄 し凍 結 乾 燥 させ た。 さ らに こ れ をTE

buffer50μlに 溶解 した。

9.オ リゴ ヌ ク レオチ ドプ ライマ ー の作 製

Bifunctional enzyme遺 伝 子(aacA-aphD)の 増 幅

用primer(5'phmer:5/CATTATACAGAGCCTTGG-

GA-3',3'phmer:5'-CTGTATAATCTAAACCGTGC

-3')をDNA合 成 装 置(Bio -search)に て 作 製 した
。

これ を用 い てaacA-aphDの 一 部 をpolymerasechain

reaction(PCR)で 増 幅 した。 こ れ らの2つ のphmer

で 増 幅 され るDNA断 片 の長 さは802bpで あ る。 また

菌 体 か らのDNA抽 出 の 確 認 と して,す で に報 告 され

た28)gyraseA(8ンrA)の 遺 伝 子 をprimerの セ ッ トで

増 幅 した(増 幅DNA断 片 の長 さは493bp)。

10.PCR

PCRの 反 応組 成 液 は次の 通 りで ある。

1μlDNA抽 出 液,10xPCR緩 衝 液(500mMKCI
,

100mMTris-HCl(pH8 .3),15mMMgCl2)終 濃 度

1x,2.5mMdNTP,1μM各primerの セ ッ ト.0.25単

位TaqDNApolymerase(Perkin-ElmerCetus,

Norwalk,USA)。PCRはThermalcycler(Perkin-

ElmerCetus)を 用 い て94℃1分,55℃2分,72℃3

分 の サ イ ク ル を25回 繰 り返 して 行 っ た。 得 られ た

PCR産 物 は1.2%ア ガ ロース ゲル電 気 泳動後,エ チ ジ

ウム ブ ロマ イ ド染 色 で確 認 した。

11.AAC(4")活 性 を有 す る酵素 の ア ミノ酸 配列

No.1株 の 粗 酵 素 液 をSDS-PAGEに か け て 蛋 白 を

分離 した。泳 動後,ク ーマ シー ブ リリア ン トブ ルー で

染色 を行 い、PVDF膜(日 本 ミリポア)に 転 写 した後,

28kDaの バ ン ドにつ い て,N末 端 ア ミノ酸30残 基 の

配列 を全 自動 ア ミノ酸 シー クエ ンサ ー(PE Apphed

Biosystem)に か け て,そ の ア ミ ノ酸 配 列 をEdman .

分 解 法で 決定 した。

II.結 果

1.MICと コ アグ ラーゼ 型

被 検 菌 株 の 各種 抗 生 物 質 に対 す るMICをTable2

に 示 した。 耐性 菌 のABKのMICは,6.25か ら25μg

mlの 中 等 度 耐 性 を示 し,KMとTOBに 対 して は高

度 耐 性 を示 した。 また コア グ ラー ゼ 型 はす べ てII型

であ った。

2.ABK修 飾 体 の解析

Table 2. MIC (ƒÊg/ml) of antibiotics against clinical isolates of MRSA

No. 1, No. 3-5: clinical isolates of ABK-resistant MRSA 

No. 2: in vitro ABK-resistant MRSA 

No. 6: ABK-susceptible MRSA 

ABK: arbekacin, GM: gentamicin, KM: kanamycin, TOB: tobramycin, AMK: amikacin, SISO: sisomicin, NTL: netilmicin, 

MINO: minocycline, VCM: vancomycin, MPIPC: oxacillin
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1H-NMRの 解 析 結 果 をTable3に 示 した
。 耐性 株 で

は アセ チ ル基 の存 在 を示 す2.21ppmに 化 学 シ フ トが

す べ て に確 認 され たが,感 受性 株 で は確 認 され なか っ

た。2"と6ノ 位 は耐性 株(No.1～5)と 感 受性株(No.6)

の 双 方 と も化学 シフ トに変化 が見 られ なか った。 しか

し,耐 性 株 にお いて はA且B基 の2",3",4艀 位 の プ

ロ トンが低磁場側 に0.2～0.3ppmシ フ トしていた。13C-

NMR解 析 において もAHB基 の2",3",4"位 の カー ボ

ンシ グナ ルが 高 磁場 側 に シ フ トして お り1H―NMRの

結 果 を指示す る成績 であ った(Table4)。MSで はABK

(MW552)のmonoacetyl体 の 存在 を示 す分 子量(594)

の ピ ー クが 確 認 され たが,リ ン酸化 体(633)と リ ン

酸化+ア セ チ ル化体(675)の ピ ー クは確 認 され なか

っ た。FT―IRに お い て は,耐 性 菌 にお い て の み ア セ

チ ル基 の カルボ ニル の存 在 と考 え られ る1,650cm―1の

赤外 吸収 スペ ク トルが確 認 された。 しか し リン酸 エ ス

テ ルの赤外 吸 収 スペ ク トル(1,230～1,260cm―1)は 被

検菌株6株 すべ て に確認 され なか った。耐 性株(No.1

～5)で はMSとFT-IRに よ りリン酸基 の 存在 が確 認

され ず,つ ま りリ ン酸 化 で は な くア セ チ ル化 に よ り

ABKが 修 飾 され,NMRで は 近藤 らが報 告16)し た2"と

Table3.IH―NMRspectraldeta

Abbreviations:  s: singlet, dd: double double, t: triplet

Table 4. 13C-NMR spectral deta

Abbreviations: s: singlet, d: doublet, t: triplent, q: quartet

6'位 の 化 学修飾 は見 られず,直 鎖 であ るAHB基 の2",

3",4"位 に 変 化 が み られ た こ とか ら4"位 の ア ミノ

基 にアセ チ ル基 が化 学 結合 した と考 え られた 。

3. 修 飾 酵素 に よるABK不 活 化 率

 得 られた修 飾 酵 素 に よ るABKの 不 活 化 率 を カ ップ

法 で測 定 した結 果 をTable 5に 示 した。 No.1～5の 耐

性 株 で は,ア セチ ル化酵 素系 で は 阻止 円直 径 の減 少が

見 られ てABKの 不 活 化 が確 認 され た が,リ ン酸 化 の

系 で は阻止 円直 径 に変化 が 見 られ なか っ た。 阻止 円直

径 か ら算 出 された アセ チ ル化 系 で の不活 化 率 は,No.1

とNo.2で は40～60%, No.3～No.5で は21～29%で

あ った。

 4. 修 飾 酵素 の分 子量

 Bioassayに よ り確 認 さ れ た 活 性 画 分 は, Void

volume(Vo)か ら48分(fraction No.13)に 確 認 さ

れ,FPLCの 溶 出 曲線(Fig.2)の 最 大 ピ ー ク と― 致

し,そ の分子量 は28kDaで あ った。

 SDS-PAGEに お い て は, No.1～5に は28 kDa付

近 に酵素 の存 在 を示す バ ン ドが 確 認 され たが,対 照 の

No.6で は確 認 され なか った(Fig.3)。

 5.PCR

 Fig.4にaacA-aphD(bifUnctional enzyme遺 伝 子)

とgyrA遺 伝 子 に つ い て のPCRの 結 果 を示 し た。 被

検 菌株 すべ て におい てgyrA遺 伝 子(493 bp)のDNA

fragmentが 増 幅 され た。 またABK耐 性 のNo.1～5と

コ ン トロール と して用 い たNo.7(bifUnctional enzyme

保 有 株)で はbifunctional enzyme遺 伝 子(802 bp)が

増 幅 され たが,No.6(ABK感 受 性 株)で は確 認 され

なか った。

6. 修 飾 酵素 の ア ミノ酸 配 列

28kDaの 蛋 白のN末 端 ア ミノ酸 配 列 をFig.5に 示

した。決 定 され た ア ミ ノ酸 残 基 につ い て は,56kDa

の 分 子 量 が す で に 確 認 され て い るbifUnctional en-

zymeと 完 全 なhomologyを 示 す こ とが確 認 され た。

Table 5. Diameter of growth inhibitory zone and inactivation 

ratio of arbekacin by acetylation

 'Reaction mixture for determination of the acetylation ratio 

'Reaction mixture for determination of the phosphorylation 

ratio 
'Reference without reaction mixture



VOL.47 NO.1 新 し く確認 されたarbekacin修 飾様式 5

Fig. 2. Elution profile of crude enzyme solution by FPLC . 13.7 kDa: 
RNaseA, 1.35 kDa: Vitamin B 12. The peak at 1 .8 h indicates an en-
zyme (28 kDa; AAC (4"") activity) from ABK-resistant strain . 
Column, Sephacryl S-100 (16•~600 mm); Flow rate

, 0.5 ml min; Elu-
ent, 50 mM dibasic sodium phosphate and 0 .15 M sodium chloride.

Fig. 3. Silver-stained SDS-PAGE of crude enzyme so-
lution. Lane No.1, 3-5, arbekacin (ABK) -resistant 
MRSA; No.2, in vitro ABK-resistant MRSA; No.6, 
ABK-susceptible MRSA. Molecular weight of A is 28 
kDa.

Fig. 4. Agarose gel analysis of PCR products after am-

plification. Lane. 1-5, strain No.1-5 (arbekacin (ABK)-
resistant MRSA); 6, strain No.6 (ABK-susceptible 
MRSA); 7, strain No.7 (Bifunctional enzyme produce 
MRSA). A (802 bp) , Bifunctional enzyme gene; B (493 
bp), gyrA gene.

Fig. 5. Comparison of the N-terminal amino acid 
sequence of enzyme (28 kDa) with AAC (6') -APH 
(2") homologs. The boxed residues indicates an 
identified amino acid.

III.考 察

S.aureusの 保 有 す るAACは 現 在 まで2種 類 報 告

され て い る。1つ は 分 子 量28kDaの 蛋 白 質 で,GM

とKMの2"-OHの リ ン酸 化 と6'-NH2の ア セ チ ル 化

活性 を有 す る 酵 素12)で あ る。 も う1つ はMRSA由 来

のABK不 活 化 に関与す る分子量56kDaのbifunctional

enzyme13)で あ り,2"-OHの リ ン酸 化 と6'-NH2の ア

セチ ル化 修 飾 に よ りABKを 不 活 化 す る。 しか し,今

回の検 討 か らはそれ 以外 の部位 を修 飾す る酵 素 の存在

す る こ とが 初 め て 明 らか にな っ た。 こ の酵 素 はABK

の4"位 を ア セチ ル化 す る性 質 を有 す る こ とを確 認 し

た。 このAAC(4")活 性 を有す る28kDaの 酵 素 は,

ABKと 同 様 にAHB基 を 有 す るamikacin(AMK)の

同 じ4"位 を 同様 に アセチ ル化修 飾す るが.AHB基 を

有 しないGMに お いて は6'位 のみ をア セ チ ル化 修 飾

す る こ とを確 認 して いる(投 稿 中)。

PCRと ア ミノ酸 シー ク エ ンス の結 果 か ら,こ の 酵

素 は,こ れ まで報告 のな い類 似酵 素 であ る可能性 が あ

るが,一 方 でLe Gofficら12)が 報 告 した酵 素 と分子 量

が 同一で あ る こ とか ら,こ の酵素 が,何 らかの 影響 に

よ り リ ン酸 化 能 を 欠落 させ,6'位 活 性 を有 しなが ら

AHB基 の4"位 に 基 質特異 性 を有す る酵 素活性 に変異
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したものとも考 え られ る。 また,既 知のABK不 活化

作用 を有す るbifunctionalenzyme(分 子量56kDa)

の蛋白質分解産物である可能性 も考えられた。すなわ

ち,蛋 白の分子量が約半分 になっていることか らbi-

fu定nctionalenzyme遺 伝子のアセチル化活性部位を含

んだ領域でterminatorcodonに なるようなmutation

が起 こ り,す べての領域がtranslationさ れず,低 分

子蛋 白になるtranslationaldisregulationの 可能性が

考えられた。

なお,全 国で分離 され たABK耐 性MRSA51株 を

用いて修飾様式の検討 を行 った ところ,45株 では従

来か ら報告 されて いる分子量56kDaのbifunctional

enzymeに よる修飾が確認 されたが,東 北地方の分離

5株 中4株 と北海道地方の分離3株 中2株 の計6株 に

おいては今回の新 しいAAC(4吟 を確 認 した18)。ま

だ少数での検討ではあるが,不 活化酵素の分布に地域

差が存在する ことも考え られ,今 後の検討課題で あ

る。

今回使用 した菌株の臨床背景について検討す ると,

由来検体はいずれ も整形外科および,脳 外科の病棟 に

長期入院 していた患者の手術創部の膿であった。No.1

の患 者 は手術創 部膿 のMRSAの 除 菌 を 目的 と した

ABKの 長期外用投 与例であ り,No.2はNo.1の 患 者

と同室に在室 した患者の褥瘡部膿か ら分離 した株 であ

るが,こ の患者ではABKを 使用 してい なかった。 し

か し今回の検討では,試 験管内で耐性を獲得 させ たこ

のNo.2の 株 においてはAAC(4")活 性の存在す るこ

とが確認 された。その理由 としては,No.2の 患者 で

は,No.1の 患者か ら分離 されていた耐性の コロニー

が少数感染 していたものの,ABKが 投与 されていな

かったためにこの コロニーが増殖せずに,も っぱら感

受性コロニーが増殖 していたものと考えられる。

ABKの 投与適応 は,MRSA感 染症 に対する全 身投

与(静 脈内投与および筋肉内投与)で あるが,実 際の

臨床 で は創 部膿 か らのMRSAの 除菌 を 目的 とす る

ABKの 外用投与が しば しば見 られ る。 しか し,褥 瘡

に対する外用投与 などの本来の適応か ら外れた投与法

によってMRSAが 耐性 を獲得 した抗MRSA薬 も報告

されてお り29～31),投与法 を厳守すべ きと考える。抗生

物質の正 しい使用法が守 られなければ,今 回の検討で

確認 されたように,こ れまで報告のなかったような新

しい薬剤耐性機構 を持つ耐性株が出現す るので,ABK

に限らず抗生物質の適正使用はきわめて重要である。

本論文は第44回 日本化学療法学会東 日本支部総会

に発表 し,編 集委員会 より投稿推薦 を受けたものであ

る。

謝 辞

本研究を行 うにあた り,終 始ご指導ご鞭捷賜 りまし

た東北薬科大学教授廣井邦雄先生,同 助教授三上 健

先生,同 講師久道周彦先生 に厚 く御礼 申し上げます。

最後に終始 ご助力賜 りました結核予防会本宮雅吉先

生,東 北労災病 院院長吉永 馨先生 に心 から感謝致 し

ます。

文 献

1) Barrett F F, McGehee R F Jr, Finland M:  Methicil-

lin--resistant Staphylococcus aureus at Boston city 

hospital. N. Engl.J. Med. 279: 441-448, 1968 

2) Klimek J J, Marsik F J, Barflett R C, et al.: 

Clinical, epidemiologic observation of an outbreak 

of methicillin–resistant Staphylococcus aureus at 

a large community hospital. Am. J. Med. 61: 340 

•`45, 1976

3) 新 島 端 夫 : [最 新 の 抗 菌 薬XL]Arbekacin. Jpn. J.

Antibiotics.44:705～717,1991

4) Kondo  S, Iinuma K, Yamamoto H, et al. : Syn-

theses of 1–N–{ (5) 4-–amino-2–hydroxybutyryl } 
kanamycin B and –3' ,4 dideoxy–kanamycin B ac-
tive against kanamycin resistant bacteria. J. Anti-

biotics. 26: 412-415, 1973
5) 鈴 木 隆 男, 藤 田 欣 一, 長 町 幸 雄, 他 : Methicillin-

resistantStaphylococcusaureusのArbekacin耐

性 菌 出現 に つ い て 。Jpn.J.Antibiotics.47:634～639,

1994

6) 井 田 孝 志, 野 々 山 勝 人, 長 曽 部 紀 子, 他 : 近 年 分

離 さ れ たMRSAに 関 す る 全 国 的 疫 学 調 査 。Jpn.J.

AIltibiotics.47 : 585～594, 1994

7) 橋 本 一,井 上 松 久,林 泉:1992年93年 度

日本における黄色ブ ドウ球 菌の型別 と薬剤 感受性

の広域調査。Jpn.J.Antibiotics.47:618～626,1994

8) 三 橋 進:薬 剤 耐 性 菌 の現 状。診 療 と新 薬17:

3201～3215,1981

9) 近 藤 信一:ア ミノ配糖体 の耐性機構。薬 剤耐性機

構 の生化学(三 橋 進 編),p.27～58,学 会 出版

セ ンター,東 京,1981

10) Mitsuhashi S: Proposal for a nomenclature for 

phenotype, genotype and aminoglycoside-amino-
cyclitol modifying  enzymes. Drug-inactivating 
Enzymes and Antibiotic Resistance. p.115-119, 
Prague, 1974

11) 岡本 了 一,大 久保豊 司 : ア ミ ノ配糖 体耐性MRSA:

耐性機i構の分 子遺伝学的研究。 日本臨床50:1036～

1041,1992

12) Le Goffic F, Martel A, Moreau N, et al.:  2"-0-

 Phosphorylation of gentamicin components by a 

 Staphylococcus aureus strain carrying a plasmid. 
 Antimicrob. Agents Chemother. 12: 26-30, 1977 

13) Ubukata K, Yamashita N, Gotoh A et al.: Purifi-
cation and characterization of aminoglycoside-

modifying enzyme from Staphylococcus aureus 
and Staphylococcus epidermidis . Antimicrob. 
Agents Chemother. 25 : 754-759, 1984 

14) Santanam P, Kayser F H: Enzymatic adenylyla-
 tion by aminoglycoside4' -adenylyltransferase and 

2"-adenylyltransferase as a means of determin-

ing concentrations of aminoglycoside antibiotics 
in serum. Antimicrob. Agents Chemother. 10: 
664-667, 1978 

15) KawabeH, MitsuhashiS: Inactivation of dihydros-



VOL47NO.1 新 し く確認 されたarbekacin修 飾様式 7

treptomycin by Staphylococcus aureus. Jpn. J. Mi•`

crobiol.15: 545•`548, 1971 

16) Kondo S, Tamura A, Gomi S, et al.: Structure of 

enzymatically modified products of arbekacin by 

methicillin—resistant Staphylococcus aureus. J. 

Antibiotics. 46: 310•`315, 1994 

17) Vanhoof R, Godard C, Content J, et al.: Detec-

tion by polymerase chain reaction of genes encod-

ing arninaglycoside-modifying enzymes in me-

thicillin—resistant Staphylococcus aureus isolates 

of epidemic phage types. J. Med. Microbial. 41: 

282•`290, 1994

18) 藤 村 茂, 貫 和 敏博, 久 道 周彦, 他: 本 邦 にお け

るArbekacin(ABK)耐 性Staphylococcus aureus

のABK修 飾酵素 の分布状況。化学療法の領域14:

100～104, 1998

19) 青 木泰子, 柏 木 平八郎: メ チ シ リン耐性 黄色 ブ ド

ウ球菌(MRSA)院 内感染 における医療従事者鼻

腔保有株の意義に関す る検討。感染症 学雑誌64:

549～556, 1990

20) 坂 崎 利一: 試 験 管法。図解 臨床 細菌検査(坂 崎 利
一編)
, p.102～105, 文 光 堂, 東 京, 1989

21)寺 山 武:黄 色ブ ドウ球菌 のコアグラーゼ型別。

臨床 と微生物15:10～15.1988

22) Haas M J, John ED: Aminoglycosidemodifying 

enzymes. Methods in enzymology 43: 611•`628, 

1975 

23) 日本 細菌学 会教育 委員会: Rプ ラス ミ ドの分子遺

伝学的実験法。細菌学技術叢書4, p.34～39, 菜根 出

版, 東京, 1983

24) 深 沢 義村, 鈴 木 益子, 篠 田孝 子: 抗 生物質 の力価

測定法。微生物学実習書 第二 版, p.103～112, 廣

川 書店, 東 京, 1985

25) Lowry O H, Rosebrough N J, Farr A L, et al.: 

Protein measurement with the folin phenol re-

agent. J. Biol. Chem. 193: 265•`275, 1951 

26) Tokue Y, Shoji S, Satoh K, et al.: Detection of me-

thicillin—resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

using polymerase chain reaction amplification. To-

hoku J. Exp. Med. 163: 31•`37, 1991 

27) Tokue Y, Shoji S, Satoh K, et al.: Comparison of a 

polymerase chain reaction assay and a conven-

tional microbiologic methods for detection of me-

thicillin—resistant Staphylococcus aureus . Antim-

icrob. Agents Chemother. 36: 6•`9, 1992 

28) Sreedharan 5, Peterson L R, Fisher L M: Ciproflox-

acin resistance in coagulase—positive and— nega-

tive Staphylococci: Role of mutations at Serin 84 

in the DNA gyrase A protein of Staphylococcus 

aureus and Staphylococcus epidermidis . Antimi-

crob. Agents Chemother. 35: 2151•`-2154, 1991 

29) Baird D, Cola J: Mupirocin-resistant Staphylo-

coccus aureus. Lancet. 2: 387-388, 1987 

30) Rahman M, Noble W C, Cookson B: Mupirocin-

resistant Staphylococcus aureus. Lancet. 2: 387, 

1987 

31) Smith G E, Kennedy C T C: Staphylococcus aureus 

resistant to mupirocin. J. Antimicrob. Chemother-

apy. 21: 141•`142, 1988



8 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 JAN.1999

Inactivation of arbekacin by aminoglycoside-modifying enzymes from arbekacin-resistant 

 strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

 Shigeru Fujimura1'2' , Yutaka Tokue2' , Hiroshi Takahashi'', 

 Toshihiro Nukiwa2' and Akira Watanabe') 

1) School of Nursing, Miyagi University, 1 Gakuen, Taiwa-cho, Miyagi pref., 981-3298, Japan 
2'Department of Respiratory Oncology and Molecular Medicine, Division of Cancer Control, 

 Institute of Development, Aging and Cancer, Tohoku University 

 A novel pathway of arbekacin (ABK) acetylation was found in four ABK-resistant clinical isolates of 
 methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) , as well as one strain of MRSA that had acquired 

 resistance to ABK in vitro , one strain of ABK-resistant strain of MRSA including the bifunctional AAC 
(6' ) -APH (2") , and an ABK-susceptible strain of MRSA. Analysis of the ABK metabolites in 

 suspension cultures of ABK-resistant MRSA by 1H, i3C-nuclear magnetic resonance, high-resolution 
 mass spectrometry and Fourier transform infrared spectrometry detected the (S) -4-amino-2-

 hydroxybutyryl (AHB) group in ABK, while only unmetabolized ABK was detected in suspension culture 
 of the ABK-susceptible MRSA. The cell lysate of the ABK-resistant MRSA exhibited only acetylation 

 without phosphorylation. This acetylation activity was attributed to a 28 kDa enzyme detected in all the 
 ABK-resistant but not in ABK-susceptible MRSA by gel permeation chromatography and sodium 

 dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis of the bacterial cell lysate. This enzyme has AAC (4-) 
 actiyity. The N-terminal amino acid sequence of this enzyme had proteins which showed a strong 

 similarity (> 90 identity over 30 amino acid) to the ABK modifying enzyme AAC (6') -APH (2") . These 
 results suggest that this enzyme is a mutant and/or degradation protein of AAC (6' ) -APH (2") .


