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各 種 の 臨 床 材 料(血 液・尿 ・膿,喀 痰,糞 便)よ り分 離 され た59株 のPseudomonas aeruginosaの

1ipopolysaccharide(LPS)をsodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)

法 で 分析 し,各 菌株 のLPS構 成 と試験菌 を分離 した臨床 材料お よび薬剤感受性 との関連性 を検討 した。臨

床分離 株59株 をLPS構 成 の 相違 に よ り3群 に分類 した。す なわ ち35株 は長鎖(B-band)LPS保 有 株,

14株 は 短鎖(A-band)LPS保 有 株,そ して残 り10株 はLPS欠 損 株 であ った。血液 由来の13株 の うち12

株(92%)は 長 鎖LPS保 有 株,尿 お よび便 由来には長鎖LPS保 有 株が ともに67%存 在 し,喀 痰 由来株 に

はLPS欠 損 株 が42%と 高 率 に存在 した。LPS構 成 の異 なるP.aeruginosaの う ちLPSが 欠 損 した10株

中7株 はgentamicin(GM)に 対 し高度耐性 を示 し,1株 は中等度耐性,残 り2株 は0.78μg/ml以 下 の感

受性 であ った。GMに 感 受性 を示 した2株 に対す る菌 表層部へ のGMの イオ ン結合性 を[3H]GMを 用 い

て測 定 し,LPS化 学 組成 が既知のPAC 1 Rシ リーズ株 を対照 と して比較 した。 その結 果GMに 感 受性 を示

した2株 の うち,No.45株 はLPSが 欠 損 す るに もかか わ らずLPS長 鎖 株 と同様 に[3H]GMと 高 い結 合

性 を 示 し た。 一 方,対 照 菌 株 と して 用 い たPAC 1 Rシ リ ー ズ 株 の う ちLPS欠 損 が 拡 大 し,core-

oligosaccharideの 中 性糖残 基が欠損 してlipid Aが 露 出 したPAC 605株 で は[3H]GMに 対 す る結合性 が

高 かった。 またLPSのO-polysaccharideの 繰 り返 し単位の 欠損 が高 度に なるに したが い菌体 表層 の疎水

性 は高 くな り,さ らに欠損 が拡大 す る と逆 に疎 水性 は低 くなった。 さらにGMに 感受性 を示す臨床 分離 の

LPS欠 損 株2株 の糖組 成 を分析 した ところ,No.45株 に は中性糖残 基が まった く検出 されずPAC 605株 と

同 じ構 造 を示 した。 これ らの結 果 はP.aeruginosaのLPSのO-polysaccharide部 位 よ りも深 部構造 の 陰

性荷 電部位 が.GMな ど の多価 カチ オ ン性 物 質の結合 に関与す る ことを示 唆 し,臨 床 分離No.45株 は,こ

の タイプの菌株 で あ る と推 定 され た。次 に,長 鎖LPSを 保 有す るPAC 1R株 と そのLPS変 異 株 を,GM

(20μg/ml)と 短 時間(10分 間)接 触 させた場 合の殺菌性 を比較 した。PAC 1 R株 で は生 菌数 は最 初の70

%に 減 少 したが,LPS深 部 の中性糖残基 に まで欠損がお よんだPAC 605お よびNo.45株 で は,そ れぞれ3.6

お よ び11.0%に ま で減少 し,こ れ らのLPS欠 損 株 はGMに よ り強 く殺菌 され るこ とが 判明 した。治 療 の

場 にお ける抗菌薬 との接触,そ の他の環境 要因の影響 に よってPaeruginoSa臨 床 分離株 の表層部の構造,

特 にLPS構 成 は多様 に変化 し,そ の結果O-抗 原構 造が変化す るのみではな く,多 価 カチオ ン性 抗菌物 質,

GMの 結 合性 お よび感 受性 に変化 が生 じるこ とを確 認 した。
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Pseudomonas aerugimsaは 難 治性感染症の起 因菌 とし

て,各 種の臨床材料よ り分離頻度の高い病原細菌である。P.

aeruginosaの 各種の細菌学的性状,抗 菌薬の作用機序,薬

剤耐性,化 学療法などに関してはすでに多 くの研究がある。

特に,こ の細菌の表層構 造の多様性1,2)は無 視で きない特性

で,個 々の 菌株 お よ び菌細 胞 間 にお い て コ ロニ ー型,

serotype 1,2),pyocin type 3,4),bacteriocin様 物 質4,5)産生 能 な

どが,異 な る 原 因 と な っ て い る 。P.aeruginosaを 含 む グ ラ

ム陰 性 菌 の 表 層 はlipopolysaccharide(LPS)に よ っ て 形 成

され る が,構 成 成 分 の 種 類 が 表 層 性 状 の 決 定 の た め の 重 要 な

要 因 で あ る こ とが 明 ら か に され て い る 。ま た,aminoglycoside

お よびpolymyxin-Bな どの多価 カチオン性抗菌薬は,self-

promoted uptake pathway6)を 介 しての菌体内への移行に表

層のLPSの 陰性荷電が関与する。 これ らの抗 菌薬の活性 ま

たは耐性には他の要因 とともに,菌 のLPS構 成 が一定の影

響を与えることが考えられる。

われわれは過去にP.aeruginosaの 臨床 分離菌 のコロニ

ー形態 ,serotype,薬 剤感受性の相違が生ずる原因 として,

感 染症患者に投与された抗菌薬が原因 となる可能性を報告 し

た7～9)。P.aeruginosaな どの薬剤感受性 また は耐性 は,作

用点に対する親和性,分 解酵素の作用などから解明され,表

層構造 との関連についてはほとんど報告されていない。本研

* 東京都 板橋 区志 村3-30-1



250 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 MAY 1999

究では,異 なった化学療法薬の影響を受けたことが推測 され

る 各 種 臨 床 材 料 由 来 のP.aeruginosaのLPS構 成(O-

polysaccharideの 長 鎖,短 鎖お よび欠損株)とgentamicin

(GM)感 受性および殺菌性の関係について検討 した。

I.　材 料 と 方 法

1.試 験 菌株

1994年 国 内の 医療 機 関にお いて,異 な る患者 か ら採

取 した血液,尿,膿,喀 痰お よび糞便検 体 よ り分離 し,

同 定10)したP.aeruginosa 59株 を用 い た。 またLPSの

化 学 組 成が 既 知のPAC 1 Rシ リ ー ズの 菌株11)は,住 友

製薬株式会社総合研 究所の横 田伸一博士 よ り分与 された

もので,化 学組 成はFig.1の とお りであ る。

す なわ ちPAC 1 R株 のLPSに,そ れ ぞれ次の ような組

成変化が生 じた5変 異株 である。

PAC 608;O-polysaccharideの 繰 り返 し単 位 が1組

の み の 菌 株,PAC 557;O-polysaccharideの 繰 り返 し

単 位 が す べ て 欠 損 し た 菌 株,PAC 609;core-

oligosaccharide部 位 のD-glucoseが1分 子 欠損 した 菌

株,PAC 611;上 記 の繰 り返 し単位 がすべ て と,core部

位 のD-glucoseが2分 子 お よびL-rhamnoseが1分 子

欠損 した菌株,PAC 605;繰 り返 し単位 のすべて と,core

部 位 のすべ ての中性糖 残基が欠損 した株。

2.LPSの 分 析 と分類

LPSの 抽 出 はHitchcockら12)の 方 法 に従 い,各 試 料

はsodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-

phoresis(SDS-PAGE)を 行 った。 泳動 後 銀 染色 を施

し,Kadurugamuwaら13)と 同 様 に泳動 像 に よって 長鎖

LPS株,短 鎖LPS株 お よびLPS欠 損 株 と分類 した。

3.薬 剤感受性

試験抗 菌薬 はpiperacillin(PIPC,富 山 化学),ceftaz-

idime(CAZ,日 本 グラ クソ),imipenem(IPM,萬 有

製薬),gentamicin(GM,日 本 シェ リング),nornoxacin

(NFLX,杏 林 製薬)の5薬 剤 を用 い,MICは 日本化学

療法学 会標準法14)に準 じ,寒 天平板希釈 法 に よって測定

した。

4.Cell hydrophobicity

Rosenbergら のn-hexadecaneに よ る分配法15)を用 い

た。す な わ ち,1.2mlの 菌 懸 濁 液 に0.8mlのn-

hexadecaneを 加 え撹 拝 した 後静 置 し,水 層 のOD600nm

を測 定 した。有機層 に移 行 した菌体成 分量 を算 出 し,hy-

drophobicity(%)を 求 めた。

5.菌 体へ の[3H]GMの 結 合

BryanとVan Den Elzenの 方 法16)のKadurugamuwa

ら に よ る変法13}を利 用 した。 試験 菌 をAntibiotic me-

dium 3(Difco)に 接 種 し,対 数増殖期 まで振盪培 養 し

て108 CFU/ml(OD460nm:0.15)の 菌 液 を調 製 した。各

菌液 に シア ン化 カ リウム お よび2,4-ジ ニ トロフェ ノー

ルをそ れぞ れ1mMお よ び2mMに な る よ うに添 加 し

て10分 間放置 した。非標識GMと[3H]GMを 混 和 し

て40μg/ml液 を作製 し,菌 液 と1:1の 容 量比で混合 し

室温(20℃)で2分 間放置 した。 反応液の200μlを あ ら

か じめ非標 識GMで 処理 した フ ィル ター で ろ過 し,ろ

液 中の[3H]GMを 液 体 シ ンチ レー シ ョンカ ウ ンター

を用いて測定 した。乾燥 菌量 の1μgあ た りの[3H]GM

の 結 合量 を求 めた。なお[3H]GMの 結 合に対するMg2+

の 影 響 は,シ ア ン化 カ リウムお よび2,4-ジ ニ トロフェ

ノー ル添加8分 後,Mg2+濃 度 が25mg/lと な る ように

菌液にMgCl2を 加 えて2分 間放 置 した後,[3H]GMと

混 和 し,上 記の とお りに処理 して測定 した。 なお[3H]

GMはAmerican Radiolabeled Chemicals Inc.(St.

Louis,USA)製 造 のspecific activity 200mCi/gの 物 質

を,日 本 アイソ トープ協会(東 京)を 通 じて購入 した。

6.LPS-core部 位 の糖組成分析

フェノー ル抽 出に よって得 られた全 多糖 を弱酸加水分

O-polysaccharide
outer inner

core- oligosaccharide
lipid A

Fig. 1. LPS structure of Pseudomonas aeruginosa PAC 1 R.

Glc: D- glucose, Rha: L- rhamnose, GalN: D- galactosamine, GlcN: D- glu-

cosamine, Hep: heptose, KDO: 3- deoxy- manno- octulosonic acid.



VOL47NO.5 P. aeruginosaのLPS構 成 とGM感 受 性株の解析 251

解にてlipidAを 除去 し,可 溶性多糖 をBiogelP6ゲ ル

クロマ トグラフィーにて分析 した17}。

7.GMに よる短時間殺菌

上記 「菌体への[3瑚GMの 結合」の項 と同様に108

CFU/mlの 菌液 を調製 し,GM40μg/ml液 と1:1の 容

量比で混合 した・混合後,室 温(20℃)で10分 間静置

し,寒 天平板 コンラージ法によって経時的に残存生菌数

を測定 した。結果は混合直後の生菌数 に対する残存率

(%)で 表した。

II.結 果

1.臨 床材料由来別P. aeruginosaのLPS構 成

臨床材料由来別P. aeruginosaのLPS構 成の分類 を

Table1に 示 した。表示の成績から特徴的な事実は,血

液由来の13株 のうち12株(92%)は 長鎖LPSに よっ

て構成され,LPS欠 損株 は認め られなかった。 また喀

疾由来の12株 ではLPS欠 損株が5株(42%)と 高率

に認められた。他方,尿 お よび便 由来株 では長鎖LPS

を有する菌株が ともに67%で,短 鎖LPS株 よ り明 ら

かに多い傾向にあった。また両群それぞれ12株 のうち

1～2株 はLPS欠 損株が認められた。膿由来10株 では,

長鎖LPS株 お よび 短鎖LPS株 が そ れ ぞれ4株(40

%),欠 損株が2株(20%)と いう分布になった。

Table 1. LPS-compositions of 59 strains of Pseudomonas 

aeruginosa isolated from different clinical specimens

Number of strains (%)

2.LPS欠 損 株の各種抗 菌薬感受性

前 記で 分類 したP. aeruginosaの う ちLPSが 欠 損 し

た10株 に対 す る各種 抗 菌薬 のMICをTable2に 示 し

た。3種 類の β-lactam薬 お よびNFLXのMICは 一 部

を除 きほ とん どが1.56～12.5μg/mlの 感 受 性 か ら中等

度耐性 域 に分布 した。 しか しGMに 対 して は今 回用 い

た10株 の うち8株 が耐性 を示 し,No .48株 を 除 く7株

はGMのMICが100μg/ml以 上 と高 度耐性 を示 した。

しか しNo.21株 とNo.45株 はGMのMICが そ れ ぞ れ

0.78μ9/mlお よ び0.39μg/mlと 低 い値 を示 した。

次 に同 じ抗 菌 薬 に対 す るPACIR由 来 株 の 感受性 を

Table3に 示 した。臨床分 離株 と同様3種 類の β-lactam

薬 のMICは0.78～6.25μg/mlと 感 受性 か ら中等度 耐性

域 に分布 したが,NFLXに は 各 菌株 と も感 受性 を示 し

た。GMのMICは1.56～3.13μg/mlの 中 等度耐 性 であ

ったがPAC605株 は0.20μg/mlと 他 の株 に比べ 低 い値

を示 した。

この結 果 か らLPSが 欠 損 したP . aeruginosａ の なか

に はGMに 対 し比 較 的高度 に感 受性 を示 す株 が存 在す

るこ とが判明 した。

3.LPS欠 損 株 のcell hydrophobicity

Table4にPACIRシ リー ズ6株 お よび 臨 床 分 離 株

No;21,No.45株 のhydrophobicityを 示 した。長鎖LPS

を 保 有 す るPACIR株 はhydrophobicityが15.3%と

低 く,core部 位 の 欠 損 が 強 く な る に し た が っ て

hydrophobicityの 上 昇 が み られた。 しか し,core部 位

の 中性糖残基 すべ て を欠損 したPAC605株 は12.5%と

PACIR株 と 同程 度の 低 いhydrophobicityを 示 し,臨

床分離No.21,No.45株 はPAC605株 よ りもさらに低 い

値 を示 した。

4.LPS欠 損 株 に対す る[3H]GM結 合 性

Fig.2に 長 鎖LPS株 とLPS欠 損 株へ の[3H]GMの

結 合量 お よびMg2李 に よる 〔3H〕GMの 結 合 阻害 を示 し

Table 2. Drug susceptibility of LPS-deficient Pseudomonas aeruginosa isolates
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Table 3. Drug susceptibility of LPS- defective mutant series of Pseudomonas aeruginosa PAC 1 R

Table 4. Cell surface hydrophobicity of PAC 1 R series strains and

LPS- deficient isolates of Pseudomonas aeruginosa

Fig. 2. [3H] gentamicin binding to Pseudomonas aerugi-
nosa .

■without Mg2+, 口 with Mg2+.

た。LPS欠 損 株 で あ るPAC 605株 お よ び 臨 床 分 離

No.45株 は 正PS長 鎖 株のPAC 1 Rと 同程 度の高い[3H]

GM結 合 性 を示 し,ま た,Mg2+に よ りこの結 合 は強 く

阻害 された。一 方,No,21株 は 従 来のLPS欠 損 株 同様

[3H]GMの 結 合量 は少 な く,Mg2+に よ る結 合阻 害 もほ

とん ど受 けなか った。

5.LPS欠 損 株 のcore部 位 の糖組 成分析

Table 5にPAC 1 R,PAC 605 ,No.21,No.45株 の

LPS-core部 位 の糖組 成分析 の結果 をgalactosamineを

1と したモ ル比で示 した。Fig .1で 示 した とお りPACl

Rはgalactosamine 1分 子 に つ きglucose 3分 子 と

rhamnose 1分 子 が 結合 して い る が ,PAC 605株 で は

Table 5. Neutral sugar composition of outer- core region in LPS

from Pseudomonas aeruginosa PAC 1 R, PAC 605,

No. 21 and No.45

a) Molar ratios, b) N. D.: not detectable

Fig. 3. Bactericidal effect of gentamicin against Pseudo-

monas aeruginosa PAC 1 R, PAC 605 and No.45 in a

short incubation.

○: PAC 1 R,  □:  PAC 605, A: No.45.

glucose,rhamnoseと もすべて欠損 した株である。臨床

分 離No.21株 はPAC 1 RとPAC 605株 の中間の糖組

成 を示 し,No.45株 はPAC 605株 と同様すべての中性

糖残基が欠損 していた。

6.LPS欠 損株 に対するGMの 短時間殺菌作用

[3H]GMの 高い結合性 を示 したLPS欠 損のPAC 605

株および臨床分離No,45株 と長鎖LPSを 有するPAC 1

R株 に20μg/mlのGMを10分 間作用 させ た際の生菌

数の変化 をFig.3に 示 した。PAC 1 R株 で は,薬 剤作

用直後 に約30%の 生菌数の減少が み られ,残 存 率は
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71.3%と な っ た。一 方,LPSの 欠 損 したNo.45株,お

よびLPS構 成 に広 い欠損 を もつPAC 605株 は,PACl

R株 よ りも生 菌 数 の減 少 は よ り顕 著 で,10分 後 に おけ

る生菌の 残存 率 は そ れ ぞ れ11.0お よ び3.6%で,両 菌

株に対す るGMの 強 い殺菌 効果が観 察 された。

III.　 考 察

P.aeruginosaは 周 知の とお り,compromised host

のopportunistic pathogenと して現在 にお いて も抗菌

化学療法 におけ る重 要 な菌種で ある。 また この細 菌 は,

不活化酵 素 に よる 薬 剤 耐性 と と も にimpermeability-

resistanceが 注 目を浴 びてい る。 この 問題 に加 えて,P.

aeruginosaの 生 物学 的性状 の多様性;serotype,phage

type,bacteriocin type,biotypeな どが 菌株 間で異 な り,

この細菌 に よる感染 の解 析,疫 学的検 討 を複 雑 な もの に

している18,19)。

この点 に関連 して,わ れ われは同一 の臨床 材料 よ り分

離 されたP.aeruginosaを 詳 細 に検 討 し,一 部 の 分 離

菌の形態,serotypeま た は薬 剤 感 受性 な どが 異 な る コ

ロニーが共存す る ことを報告 した1,2)。さ らに,一 部のP.

aeruginosa臨 床 分離株 に異質 の菌細胞 が存 在す る原 因

として,治 療の ため に投与 された抗菌薬 に よ り菌の 表層

構造の変化7～9),ま た は血清 お よび好 中球 な どの感 染 防

御因子に よるbacterial stressな ど,感 染菌 を取 り巻 く

環境の相 違 が影 響 す る こ とを報 告 した20)。同 様 な結 果

は,他 の研 究者 らの観察 に よって も証 明 されて い る21)。

こ の よ う なP.aeruginosaの 変 化 と し て,outer

membrane proteins(OMPs)の 特 定のporinの 消 失 と

β-lactam系 薬 な ど の 感 受 性 の低 下 が 観 察 さ れ て い

る8,21)。な おporinsを 経 由す る β-lactam薬 な どの細 胞

内透過 に懐疑 的 な意 見 もあ るが,排 出機構 の研究 とと も

に多 くの成績 が報告 され てい る22)。

Lamら23)はP.aeruginosa PAO 1株 のLPSを2種

類;A-band LPS(chain sizeの 短 い,小 分子 量のLPS)

とB-band LPS(chain sizeの 長 い,大 きい分子 量の

LPS)に 分 類 し た。A-band LPSはInternational

antigen typing schemeの どの菌株 とも凝 集せず,こ れ

らの抗 原 のdeterminantで は な い が,non-typableに

分類 され る菌株 の 抗 原 のdeterminantで あ る と推 定 し

た。 またB-band LPSはO-抗 原 のdeterminantで あ

ることを示 唆 した23)。特 にcystic fibrosisの 症 例 におけ

るP.aeruginosa感 染 で は,分 離250株 中170株(68

%)か らA-band LPSが 検 出 され てい る。 しか し感染

の過程でantigen variationが 生 じ,感 染菌のserotype

が特 定 のtypeか らnon-typableに 変 化 し,こ れ に対応

してLPS構 成 もA-bandに 転 換 した と報 じて い る。 ま

た上 述 のLamら のLPSの 分 類 に 関す る報 告 と相前 後

してRiveraお よ びHancockら もSDS-PAGEお よ び

gel-filtrationに よ りP.aeruginosa PAO 1由 来 株 を検

討 し,同 様 の結果 を確 認 してい る24)。

諸 外 国か らのい ま まで の報 告 は,主 と してcystic

fibrosisの 患者のPaeru8inosa感 染についての菌の表

層構造と性状 に関する研究が多い24)。われわれは,国 内

の複数の診療施設 より入手 した各科領域 よりの分離株,

59株 のLPS構 成 を検討 した25,26)。全菌株 のうち59.3%

がB-band保 有 株,23.7%がA-band保 有 株,17.0%

がLPS欠 損株であった。各材料由来株 を比較する と,

血液よりの分離株13株 中12株 すなわち90%以 上,つ

いで尿および糞便 由来株の約70%がB-band LPS保 有

株 であった。また喀痰 由来株 ではLPS欠 損株が42%

と他の臨床材料由来株 より高率であった。各臨床材料 に

よってA-bandお よびB-band保 有株 の出現 率が異な

る理由を説明する明確 な根拠 は得ていない.し か し本報

の59菌 株 についての検討結果では,そ れぞれの感染部

位の環境下 で,感 染菌に対す るstressや 薬剤の作用条

件が異 なり。そのような条件でOMPsに 限 らずLPSの

構成 も影響を受けたのではないかと考え られる。

さきに,わ れわれは長鎖LPS株 とLPS欠 損株では,

GMな どの多価カチオン性抗菌薬に対する感受性 も異 な

る傾向がみ られ,前 者の菌株ではGM感 受性株が多 く,

後者では耐性株が多いことを報告 した25～27)。既知のとお

り,こ の結果はGMな どの多価 カチオン性抗菌薬はself

-promoted uptake pathway6)に より菌体内に移行する

が,そ の第一段階 として,こ の種 の抗菌薬は菌表層 の

LPSの 陰性荷電部位 に イオ ン結合 し,そ の結合度が抗

菌作用の発現 に反映すると考え られている。

しか し本 研 究 にお いて,LPSの か な りの部 分 が 欠 損

す る と推 定 され る 臨床 分 離 株No.45株 は,O-polysac-

charideの 繰 り返 し単 位 を 多 数 保 有 す る 長 鎖LPS株

と,ほ とん ど同程度 の高い[3H]GM結 合 性 を示 した。

横 田 らはP.aeruginosaPAC 1 R株 と そ のLPS変 異 株

を用 い.LPSのO-polysaccharideの 一 部 分 または完 全

欠損株 お よびcore-oligosaccharideの 中性 糖残 基の一部

分 または高度 欠損 株の化学 組成 と生 物学 的性 状 の関係 を

報告 した11,17,28)。臨 床分離No.45株 が 比 較的 高い[3H]GM

結 合 を示す 理 由 として は,わ れ われが既報 の実験 に用 い

たPAC 1 R株 とそ の変異 株 で,O-polysaccharideの 繰

り返 し単 位 の 欠損 が 高 度 に な る に と もな い[3H]GM

の 結 合 量が 減少す るこ と,さ らにcore-oligosaccharide

の 中性 糖残 基の欠損 が進行 し,lipid Aが 露 出す る状態

で は,陰 性 荷 電 は増 加 す るた め[3H]GMの 結 合 も増

え る傾 向 を認 め て い る。 今回 の 成績 でNo .21株 お よ び

No.45株 に 対 す るGMのMICは そ れ ぞれ0 .78μg/ml.

0.39μg/mlと 低 い値 を示 し,対 照 としたO-polysaccha-

rideの 繰 り返 し単 位 す べ て とcore部 位 の 中 性 糖 残 基

(glucose,rhamnose)す べ て を欠損 したPAC 605株 と

同程 度にGM感 受性 で,cell hydrophobicityで も類 似

性が 認め られ た。 この こ とか らLPS欠 損 株の なか で も

そ の欠損 の度 合 に よっ てはGMに 対 し感受 性 を示 す 株
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が存在す ることが判 明 した。 しか し,GM結 合 性 に関 し

て はNo.21株 お よびNo.45株 間 で異 な る現 象が み られ

た。デー タは示 さなかったがanti-lipid A抗 体 やanti-

Opr G抗 体 との反応性 にも違 いが認 め られた。そ こで,

LPS-core部 位 の糖組 成分析 を行 った結果,No.45株 は

PAC 605株 と同様,中 性糖 残 基 をす べ て欠損 した株 で

ある こ とが 判明 した。一方,No.21株 はLPSのcore部

位 のrhamnoseを 欠 くもののglucoseは1分 子残 ってい

る株 であ り.こ れがGM結 合 性 等 にお いてNo.45株 と

の相違 の原 因で あ る と考 え られ た。す な わちPAC 605

株 やNo.45株 の よ う にGM結 合 性 を示 す 理 由 と して

は,中 性糖 残基の欠損が進行 した ことに よ り陰 慢荷電 を

もつlipid Aが 露 出 した状態 とな り,そ こにGMが 結 合

す るためであろ う。また,Mg2+はP.aeruginosaのLPS

の 陰 性荷電 部位 にイ オ ン結合 し,近 接 す るLPSと 架 橋

を形 成する ことが知 られ29,30),こ の 部位のMg2+に 多 価 カ

チオ ン性抗 菌薬が競合的 に置換 して イオ ン結合す る。 し

か しNo.21株 とNo.45株 に 対 してMg2+の 添 加 に よる

[3H]GMの 結 合 抑 制効 果 は 異 な り,両 菌 株 のLPSの

陰 性荷 電の 状態 お よびそ の[3H]GM結 合 親和 性 に は

相違 がある ことがわか る。

Kadumgamuwaら はP.aeruginosa PAO 1株(Aと

B-band LPS保 有 株)と そのLPS-isogenic strains(A+

B;A-B+;A-B-)の4種 のLPS構 成 の 異 な る菌 株 の

[3H]GM結 合 性 を比 較 し,B-band(長 鎖)LPS保 有

株 はいずれ もA-band(短 鎖)LPS保 有 株 また は両band

-LPSを 欠損す る株 よ りも[3H]GM結 合 性が高 く
,GM

に よ る短 時間殺菌 を受けやす いこ とを報告 している13)。

しか しこれに反 して,横 田は上記のP.aeruginosa PAC

1R株 とそのLPS欠 損 変異株,PAC 605株 に対す るGM

のMICを 比 較 し,そ れ ぞれ3.13μg/mlお よ び0.20μg/

mlとPAC 605株 がGMに よ り感受 性 であ る と報 告 し

てい る31)。これ らの背景 を もとに,わ れわれはPAC 1R,

PAC 605お よ び臨床 分離No.45株 に 対す るGMの 短 時

間殺菌作用 を比較 した。GMのP.aeruginosaに 対 す る

短時 間の接触 による殺 菌作用 は,横 田の報 告 したMIC

値 に 対 応 して,O-polysaccharideの み で な くcore-

oligosaccharide領 域 に まで欠損 がお よぶ 高度LPS欠 損

株,PAC 605お よ びNo.45株 に 対 して強 か った。お そ

らくLpsの 深 部構造 におよぶ欠損 やlipid Aの 露 出が,

菌 の溶 菌抵抗性 の低 下 を引 き起 こ してい る と考 え られ

る。

抗 菌 薬 と の 接 触,そ の 他 の 環 境 要 因 に よ るP

aeruginosaの 表 層部,特 にLps構 成 の変化 は多様で,

そ れぞれの変化 の段 階 に応 じて表層 の性状 も変化す る。

薬剤に対す る耐性化,抗 菌薬の殺菌作用 に対する感受性

の変化な ど も例外 ではない.こ の種の 問題 の よ り詳細 な

検討 は,P.aeruginosa感 染 症 に対す る効 果的 な化 学療

法のために必要で ある と考え る。
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Lipopolysaccharide- ompositions and gentamicin- susceptibilities of

Pseudomonas aeruginosa isolated from clinical specimens

Intetsu Kobayashi

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

3- 30- 1 Shimura, Itabashi- ku, Tokyo, Japan

The lipopolysaccharide (LPS)- compositions of 59 strains of Pseudomonas aeruginosa isolated from
different clinical sources such as blood, urine, pus, sputum and feces were analyzed by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, and the relationship between the LPS- compositions and

gentamicin (GM)- susceptibilities of these strains was investigated. The 59 isolates tested were divided into
three groups; a long-LPS chain (B- band LPS) group of 35 strains, a short- LPS chain (A- band LPS) group
of 14 strains and an LPS-deficient group of 10 strains. The majority of the clinical isolates (12 of the 13
strains; 92%) from the blood specimens possessed the long- LPS chain. About 67% of the isolates from bot
urine and feces possessed the long- lPS chain while a minority in both groups possessed the short chain.
The LPS- deficient isolates were found in the sputum specimens at a considerably high rate (42%).
Nineteen of the 35 isolates with the long-LPS chain (54%) were susceptible to GM, a poly- cationic
antibiotic, and 12 isolates (34%) were resistant. Fourteen isolates with the short- LPS chain were divided
into three groups, GM-resistant, GM-susceptible and intermediate. It was notable that 7 of the 10 LPS-
deficient isolates were resistant to GM, 1 strain was moderatly resistant, and the remaining 2 strains were
susceptible. The ionic binding of [3H] GM to the negative charge sites on the surface structures of P.
aeruginosa differing in LPS- structures was the highest in the long- LPS strains followed in descending
order by the shor- LPS strains and LPS-deficient strains. The [3H] GM-binding was also investigated with
some LPS- deficient strains from P. aeruginosa PAC 1 R series. The [3H] GM- binding to these strains
decreased with an increase in a lack of the repeated units of O- polysaccharide. On the other hand, PAC
605 strain, an LPS- mutant of the PAC 1 R of P. aeruginosa, was completely lacking in the repeated units
of O- polysaccharide and also in some neutral sugar residues of the core—oligosaccharide region. This
mutant strain was highly bound to [3H] GM, suggesting that the sites negatively charged in the deep core
- oligosaccharide  region and/or lipid A participated in the binding of [3H] GM. This manner of binding may
be applied to P. aeruginosa No.45, a clinical isolate. P. aeruginosa PAC 1 R, PAC 605 and No.45 strains

were each exposed to GM at a low concentration (20 ƒÊg/ml) for 10 min. The viable cell counts of PAC 1 R

strain decreased to about 70% of the initial count, whereas those of PAC 605 and No.45 strains markedly

decreased to 3.6 and 11.0%, respectively, indicating that the vulnerability of both types of the LPS-

deficient strains was enhanced by the bactericidal action of GM after a short incubation. The surface

structure, such as LPSs, of clinical isolates of P. aeruginosa was changed by contact with various types of

environmental factors including exposure to the antibiotics used, and changes in O- antigen structures and

also in the susceptibility to poly- cationic antibiotics such as aminoglycosides, including GM, were observed.

This type of drug resistance due to a decrease in the transport of antibiotics poses important problems in

antibacterial chemotherapy and the development of new drugs which need to be resolved.


