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メ タロβ-ラ ク タマー ゼは,カ ルバ ペ ネム薬 を は じめ として,モ ノバ ク タム類 を除 く既存 の すべ ての β-

ラ クタム薬 を水解 す る カルバペ ネマ ーゼ であ り,こ の遺伝 子blaIMPは 緑 膿菌 において は じめ て伝 達性 プラ

ス ミ ド上に見 出された。遺伝 子blaIMPが 他 菌種 に広 が る可能性 を予 測 して,imipenem(IPM)耐 性 腸 内細

菌科菌種 につ いてその検 出を試み た。 遺伝子 はpolymerase chain reaction(PCR)法 に よ り検 出 し,加 え

てカルバペ ネマ ーゼの産生 を菌細胞粗 抽 出液 に よるIPM分 解 活性 を測定す る ことに よ り確認 した。PCR法

に よるblaIMP陽 性 株 はすべてIPMを 水 解 した。 菌種 別 に設 定 したIPM耐 性 菌あ た りの,blaIMP検 出株 数 は

以下 の通 りで あった。Enterobacter cloacae:6/56,Escherichia coli:1/8,Citrobacter freundii:1/17,

Morganella morganii:1/5,Serratia marcescens:4/10。 耐 性 菌あ た りの検出率 が もっ とも高い のは,S.

marcescensで あ った。得 られ たす べ てのblaIMP保 有 株 につ いて,E.coli K-12株 を 受容 菌 と してIPM耐

性 の接 合伝 達実 験 を行 った ところ,E.cloacae 6株 中4株 か らメ タロ β-ラ ク タマ ーゼ遺伝 子の伝 達 が証明

され,blaIMPが 伝 達性 プ ラス ミ ド上 にある ことが示 唆 され た。
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β-ラ クタマーゼは,病 原菌のβ-ラ クタム薬耐性化 の重

要な要因である。特 に基質域の広 いβ-ラ クタマーゼ を産生

する細 菌に対 しては,多 種類 のβ-ラ クタム薬 が効力 を失

う1)。カルバペネム薬を効率 よく水解するカルバペ ネマーゼ

には,活 性 に亜鉛を要求するメタロβ-ラ クタマーゼがあ り,

カルバペネム類 に加 えて,ペ ニ シリン類お よびcefbtaxime

(CTX),ceftazidime(CAZ)な ど を含 むセ フェム類 を水解

するために問題視 されている2～4)。わが 国で は じめて,緑 膿

菌において伝達性imipenem(IPM)耐 性 がプラス ミ ドにコ

ー ドされていることが報告されて以来5)
,メ タロβ-ラ クタマ

ーゼはIPM
,CAZ耐 性 緑膿菌か ら検出され,こ れ らの菌の院

内での伝播の例 も報告されている6～9)。一 方,Serratia marces-

censか ら もメタロβ-ラ クタマーゼ は検 出され,あ る ものは

プラスミド性であることが証明された10～12)。緑 膿菌のメタロ

β-ラ クタマーゼ遺伝子 は,そ の塩 基配列がS.marcescens

の もの とまった く同じであ り,さ らに腸内細菌科の菌種で も

発現することが わか り,同 じ遺伝 子(blaIMP)が プ ラス ミ ド

を介 して広 くグラム陰性桿菌菌種問に広がることが予想 され

た13,14)。遺伝子の塩基配列か らプライマーを作製 し,PCR(po-

lymerase chain reaction)に よ りblaIMPを 検 出する方法を用

いることにより,緑 膿菌以外の種 々の菌種 において メタロβ

-ラ クタマーゼ遺伝子が検出されはじめている15)。

われわれは,IPM耐 性 腸内細 菌科菌種 について,PCR法

に加 えてβ-ラ クタマーゼ活性 を測定することによ りメタロ

β-ラ クタマーゼ遺伝子保有菌 を検 出 し,新 たにEnterobac-

ter cloacaeに おいて伝達性メタロβ-ラ クタマーゼ遺伝子の

伝播を見出 した。

I.　 材 料 と 方 法

1.　 使用 菌株

1996年10月 か ら1997年4月 の間 に,東 京,神 奈川,

群 馬 の3か 所 の病 院細 菌検 査室 よ り分 与 され たCAZ耐

性 腸内細 菌科菌種 を用い た。 これ らの菌株 につ いて,寒

天平板希 釈法 にてIPMのMIC(μg/ml)を 測 定,感 受

性 分 布図 を参照 と し,感 受性 群のMICよ り高 い濃 度の

IPM含 有 培 地 に生育 す る菌 を耐 性 菌 と して選 び検 査対

象 とした16)。調 べ た菌株 数 と選択 に用 いたIPMのMIC

は 以 下 の通 りである。E.cloacae,56株(≧0.39);Es-

cherichia coli,8株(≧0.78);Citrobacter freundii,17

株(≧0.78);Morganella morganii,5株(≧3.13);Ser-

ratia marcescens,10株(≧3.13)。

伝 達性 プ ラス ミ ド検 出に用い た受 容菌 は,E.coli K-

12 ML 4901(nalidixic acid,NA,耐 性)お よびE.coli

K-12 ML 4905(rifampicin,RFP,耐 性)で あ る。

2.　 最小発 育阻止濃 度(MIC)の 測 定

日本化 学療法学 会標準法 に も とづ き,寒 天平板 希釈法

にて 測定 した17)。培 地 と して は,感 性 デ ィス ク用培 地-

N(ニ ッ スイ)お よび感受性測 定用 ブイ ヨン(ニ ッス イ)

を 用 い た。測 定の た めの 菌 数 は,1ス ポ ッ ト(5μ)あ

た り104の オ ー ダーに調整 した。

3.　 メタロ β-ラ クタマ ーゼ遺伝子 の検出
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PCR法 に よっ た。菌 は100℃,5分 煮 沸 しTemplate

と した。PrimerはSendaら の 設 定 した メ タロ β-ラ ク

タマーゼ 遺伝子 検 出プ ラ イマー を用 い た15)。PCRに は

Premix Taq試 薬(タ カラ)を 用い,94℃,1分(変 性),

55℃,1分(ア ニ ー リ ング),72℃,1.5分(ポ リ メ ラ

ーゼ反応)
,を25サ イ クル,お よび72℃,7分 の 追加,

の 過程で遺伝子 内の587bp DNAを 増 幅 した。増 幅 断

片はア ガロー スゲル電 気泳動にて検 出 した。

4.　 β-ラ クタマーゼ活性 の測 定

酵素 活 性 の 測定 法 は前述 の方 法 に よっ た5)。 す な わ

ち,レ ブロス中振 とう培 養菌細胞 を超音波 にて破砕 し,

そ の遠心 上清 を粗 酵素液 と して,β-ラ ク タマーゼ 活性

をUV法 にて測定 した。30℃,1分 間 に1μ モ ルの基 質

を分解 す る酵素 量 を1 unitと した。 比活 性 は単 位 蛋 白

あた りの 分解活性(unit/mg protein)で 示 した。

5.　 プラス ミドの検 出

接 合 伝達 実験 は,メ ンブ ラ ンフ ィル ター 法 にて 行 っ

た18)。伝 達株 の選択 にはCAZ 6.25μg/mlお よ びNA(ま

た はRFP)100μg/mlを 加 えた寒天平板 を用 いた。

II.　 結 果

1.　 PCR法 に よる メタロ β-ラ ク タマーゼ遺伝 子の検

出

調べ たIPM耐 性 株 はすべて異 な る患 者 由来 であ る。

これ らにつ いて,メ タロ β-ラ ク タマーゼ遺伝 子保 有菌

株 をPCR法 で 調べ た ところ,す べて の菌種か ら587bp

のPCR断 片 を生ず る株 が検 出 され,遺 伝子 保有菌 の存

在 が判 明 した(Fig.1)。 検 査株 数あ た りの メ タロβ-ラ

クタマ ーゼ遺伝 子保有株数 は,E.cloacae:6/56(11%),

E.coli:1/8,Citrobacter freundi:1/17(6%),Mor-

ganella morganii:1/5,S.marcescens:4/10(40%)

で あ り,耐 性 菌あ た りの検 出率が もっ とも高 いの は,S.

marcescensで あ った。

2.　 メタロ β-ラ クタマー ゼ遺伝 子陽性株 の性 状

PCR法 に よ りメ タロ β-ラ クタマ ーゼ遺伝子 が検 出 さ

れ た株 はすべ てIPM水 解 活性 を示 した(Table 1)。 い

ずれ の株 もCAZ,CTX,お よ びampicilln(ABPC)に

耐 性で あ り,特 にE.cloacaeとS.marcescensはCAZ

に 高 い耐性 を示 した。 これ らの株 にお けるIPMに つ い

ての耐性 レベ ル と水 解活 性 をみ る と,MICの も っ とも

低 いC.freundiiで は 水解活性 も低 く,E.coli,M.mor-

ganiiで もMIC,水 解 活性 は共 に低 かった。E.cloacae

6株 に おい ては,MICの 高 い もの ほ どIPMの 水 解活性

が高 い傾 向 に あ った。特 にMIC:12.5μg/mlを 示 した

1株 で は もっ とも高 い水解 活性 が見 られた。水 解比活性

が0.18～3.26(u/mg protein)の 範 囲にあ るE.cloacae

のMICは3.13～12.5μg/mlで あ ったが,一 方,水 解比

活性 が0.19～1.56(u/mg protein)の 範 囲 に あ るS.

marcescensに お け るIPMのMICは100μg/ml以 上 と

いず れ も高 く,水 解比活性 とMICと の 関係 は菌種 問で

は異 なって いた。

3.　 IPM耐 性 の伝達

得 られた メ タロβ-ラ ク タマ ーゼ産 生株すべ て につい

て,遺 伝子blaIMPの 接 合 よる伝達性 を調べ た。伝 達の耐

性 マー カー として は,blaIMP遺 伝 子 の コー ドす る耐性の

うち高 い耐性 度の得 られ るCAZ耐 性 を用 い た。受 容菌

であ る大腸菌 の選択 マー カー として は,NA耐 性 を用い

たが(受 容菌:ML 4901),NA耐 性 であ ったE.cloacae

の2株 に 対 して はRFP耐 性 を 用 い た(受 容 菌:ML

4905)。 耐 性 伝 達 株 をCAZとNA(ま た はRFP)を 含

む寒天平板で選択 した ところ,E.cloacae 4株 か ら受容

Fig. 1. Detection of the metallo-ƒÀ- lactamase gene among imipenem (IPM)- resistant

strains of Enterobacteriaceae.

Open boxes indicate the number of IPM- resistant strains with different MICs. Black

boxes indicate the number of metallo-ƒÀ- lactamase gene positive strains.
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菌 あ た り約10-5の 頻 度でCAZ耐 性 の伝達 をみ た。そ の

他の株 か らは,CAZ耐 性 の伝 達 は認 め られ なか った(伝

達頻 度:<10-8)。Table 2に 示 す よ うに,伝 達株 はいず

れの も,IPM,CAZ,CTX,ABPC,に 同 時 に耐性 化 して

お り,PCR法 に よ りblaIMP陽 性 で あ る こ とが 確 認 され

(デ ー タ省略)か つIPM水 解性 を獲得 して いた。す なわ

ち,メ タロ β-ラ ク タマ ーゼ遺伝 子 は伝達性 で あ る こ と

か ら,プ ラ ス ミ ド性 であ る と推 定 され た。IPM水 解 活

性 とcephaloridine(CER)水 解 活性 の比 率 をみ る と,

伝 達株 で はほ ぼ1で あ り,メ タロ β-ラ ク タマ ー ゼ遺伝

子 のみ が伝 達 した ことを示 して い る(Table 2)。 この比

率 はプ ラス ミ ドの ドナ ーで あ るE.cloacaeで は0.14以

下 と低 いが,E.cloacaeが メ タ ロβ-ラ ク タマ ー ゼ に加

えて菌種 固有の セ ファロスポ リナ ーゼ を産生 してい るた

め と解 釈 された2)。

III.　 考 察

メ タロ β-ラ ク タマ ーゼ は,そ の広 い基質域 が 示 す よ

うに,病 原細菌 に対 してIPM,CAZを は じめ とす る ほ

とん どの β-ラ ク タム薬 に耐性 を付与 す る。 しか も従 来

の β-ラ ク タ マ ー ゼ ・イ ン ヒ ビ タ ー(sulbactam,

clavulanic acid,tazobactam)に よ る阻害 を受 けない。

したがって,特 に緑膿 菌の よ うに有効 な抗 菌薬 に限 りの

あ る菌種 に対 して は,メ タロβ-ラ クタマー ゼ に よる耐

性化 は脅威 とな る。 この遺伝子blaIMPがP.aeruginosa,

S.marcescensに お いて プ ラス ミ ドに存在 す るこ とは ま

た,外 来性遺伝 子 と して多 くの菌種 に広が る可能性 を示

唆す る もの である。

緑膿 菌の遺伝 子blaIMPを ク ローニ ングし種 々の腸 内細

Table 1. Detection of metallo-ƒÀ- lactamase producing strains

IPM: imipenem, CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxime, ABPC: ampicillin

Table 2. Transferable plasmids mediating metallo-ƒÀ- lactamase

IPM: imipenem, CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxime, ABPC: ampicillin, CER: cephaloridine
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菌 科 菌種での発現 をみた ところ,耐 性発現 の レベ ルは菌

種 ごとに異 なっていた13)。す なわ ち,IPMのMIC(μg

/ml)で み る と,E.coli:0.78,C.freundii:3.13,E.

cloacae:6.25,S.marcescem:25と な っていた。 同 じ

遺 伝子 を保 有 して いて も,IPMの 外 膜透 過性 な どの要

因,そ の他 の宿 主菌 の性状 が,MIC値 に影 響す る もの

と推 定 され る。今 回,メ タロ β-ラ クタマ ーゼ 遺伝 子検

出 を 目的 と して,IPM耐 性 菌選 択 のブ レー クポ イ ン ト

を菌種 ご とに遺伝学的 に設 定 したの は,こ の点 を考慮 に

入 れた ものであ る。 また,β-ラ クタマ ーゼ を産生 す る

株 につ いては,酵 素 の活性が 強い ほ ど培地 中 の β-ラ ク

タム薬の濃 度が低 下 し,見 かけ上MIC値 が 高 くな るこ

とを考慮 して,少 ない菌量 でMICを 測 定 した。す な わ

ち,IPM耐 性 腸 内 細 菌全 般 に対 して,NCCLSに よ る

プ レー クポ イ ン ト≧16μg/mlの 設 定 は,blaIMP保 有 菌

の特 定のため には妥 当では ない。S.marcescens以 外 の

菌種で はそれ以 下のMICを 示 す 菌 か らblaIMPが 検 出 さ

れるか らであ る。

広 く病原細菌 を調べ た報告で は,緑 膿菌以外の グラム

陰性桿 菌で,メ タロβ-ラ ク タマー ゼ遺伝子 が検 出 され

た菌種 と しては,S.marcescens,Klebsiella pneumoniae,

C.freundii,な どの腸 内細 菌 科 の菌 種 とブ ドウ糖 非発

酵菌菌種 が あげ られ る15,19)。K.pneumoniaeに お いて も

プ ラス ミ ド性遺伝 子が見 出され,こ の塩 基配列 は緑膿 菌

の遺伝子 と一致 してお り,す なわちblaIMPで あ る こ とが

証明 され ている2)。

今 回われわれは,上 記の腸 内細菌科 菌種に加 えて,さ

らにE.cloacae,E.coli,M.morganiiか ら新た にメ タロ

β-ラ ク タマ ーゼ遺伝 子blaIMを 検 出 した。blaIMP保 有 株

のすべ てがIPMを 水 解 す る こと も確 認 した。 さらにE.

cloacae 6株 中4株 か ら伝 達性 メ タロβ-ラ クタマー ゼ

遺伝 子が検 出 され,こ れ らはプラス ミ ド性 であ る と推 定

され る。4株 の う ち3株 は,他 の1株(ENC 162)と

は 異 なる同一病 院か ら分離 されてお り,異 な る患者 由来

であ るが 同 じ株 であ る可能性 は否定で きない。

メタ ロβ-ラ ク タマ ーゼ遺 伝子blaIMPは,カ セ ッ トと

し て 異 な る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し う る こ と が,P.

aeruginosaとS.marcescensの 例 で 証 明 さ れ て い

る10,14)。腸 内細菌科菌種 では,IPMのMICが1.56～3.13

μg/ml以 下 と低 い株 か らblaIMPが 検 出 された が,こ れ

らの株 は,そ の他 の β-ラ ク タム薬 に対 しては耐性 で あ

り,CAZ,CTX,も し くはABPCの 存 在下で も生存 しう

る,遺 伝子blaIMPカ セ ッ トのreservoirと な る。す な わ

ち,blaIMPカ セ ッ トを 挿 入 し た プ ラ ス ミ ドが,P.

aeruginosaま た はS.marcescensに 伝 達 し,高 いIPM

耐 性 を付 与す る可 能性 があ る。 またP.aeruginosaに お

いて は,blaIMPを もつ伝達 性 プ ラス ミ ドを保有 す る株 に

よる,患 者間の伝播 の例 が報告 されている6,7)。こ れ らの

事実 は,メ タロβ-ラ ク タマ ーゼ遺伝 子が,伝 達性 プラ

ス ミドを介 して菌種間に広がることを示唆 し,ま たこの

ようなプラスミドを保有する株が患者間で伝播 しうるこ

とを意味するものである。
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Detection of metallo-ƒÀ- lactamase gene in clinical strains of Enterobacteriaceae

Mitsuko Tsunoda1), Sachiko Satake2) and Shizuko Iyobe1)

1)
 Laboratory of Drug Resistance in Bacteria, 2) School of Health Science; Gunma University School of Medicine,

3- 39- 22, Showa- machi, Maebashi, Japan

Metallo-ƒÀ- lactamase is a carbapenemase identified first in a Pseudomonas aeruginosa plasmid which

has a broad substrate specificity, including allƒÀ- lactams except monobactams. Anticipating dissemina-

tion of the gene blaIMP among other clinical strains of gram- negative bacteria, especially Enterobacteri-

aceae, we attempted to detect the gene using a polymerase chain reaction (PCR) technique and then

measuredƒÀ- lactamase activity. The number of blaIMP positive strains per imipenem (IPM)- resistant

strain tested was as follows: Enterobacter cloacae: 6/ 56, Escherichia coli: 1/ 8, Citrobacter freundi: 1/

17, Morganella morganii: 1/ 5, and Serratia marcescens: 4/ 10. The highest frequency of blaIMP detected

was found in S. marcescens. Transmissible plasmids bearing blaIMP were identified in four of the six

E. cloacae strains.


