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Pseudomonas aeruginosaに お ける薬剤排 出 システムの発現 を制御す る遺伝 子 と して,nfxB,nfxC,nalB

が 同 定 されて いる。今回 われわれ は,P.aerginosPAO 1を 親 株 と して,norfloxacin(NFLX)3.13μg/

mlを 含 有す る寒 天平板培地 で選択 す るこ とに よ り,NFLX耐 性 変異株R2を 得 た。R2に 対 す る,NFLX,

ofloxacin(OFLX),cefepime(CFPM),cefozopran(CZOP),cefpirome(CPR),tetracycline(TC)お

よ びchloramphenicol(CP)の 最 小発育 阻止濃度(MIC)は,親 株 のそ れ らに比 し2～32倍 上 昇 した。 し

か し,R2に 対 す るfosfomycin(FOM)やceftazidime(CAZ)のMICに 変 化 は認 め られ なか った。 この

得 られたR2か ら外膜 蛋白質 を分離 し,抗OprJマ ウ ス単 クロー ン抗体 を用 いたイム ノブ ロ ッ トを行 った と

ころ,OprJの 産 生が確 認 され た。R2お よびPAO1に 対 してFOMとCFPM,CZOP,CPR,CAZ,NFLX

と をそ れぞれ併用 す る と,そ れぞ れの薬剤単独 の殺菌作 用 に比 し,両 菌 に対 す る殺 菌作用 の増強 が見 られ

た。R2に 種 々の濃度 のFOMを 作 用 させた結果,OprJ蛋 白質の量的変化 は認め られ なか った。FOMで 処

理 したR2は,処 理 しないR2に 比 し,CFPMの 菌体 内取 り込み量が増加 していた。以上 の ことか ら,FOM

は,nfxBの 排 出 システム を有す るP.aeruginosaの 薬 剤 排 出に は直接 関与 して いな い もの と考 え られた

が,な ん らかの機構 に よりCFPMの 取 り込み量が増加 した結果,FOMとCFPMの 併 用効果 が現れ た もの

と考え られた。
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細菌は抗菌薬の分解 ・修飾酵素による不活化,作 用点の変

異や菌体内の薬剤濃度を低下させ る変異および遺伝子の獲得

などにより耐性 を獲得 してきた。臨床において分離頻度の高

いPseudomonas aeruginosaは,健 康人に感染することは

まれであるが,免 疫力の低下 した患者に重篤な感染症 を引き

起こすグラム陰性菌である。P.aeruginosaを キ ノロン薬存

在下で選択すると,キ ノロン薬のみに耐性 を示すDNAジ ャ

イレースおよびDNAト ポ イソメラーゼIV変 異株 とともに,

作用点や化学構造の異なる抗菌薬に対 して交差耐性 を示す多

剤耐性変異株が分離される。

P.aeruginosaの 実験室株の研究から,多 剤耐性変異をも

た らす変異 としてnfxB 1),nfxC 2)およ びnalB 3)の3種 類が

染色体上に同定 されている。 これらの多剤耐性変異はそれぞ

れ特有の多剤排出システムの産生亢進をもたらし,こ のシス

テムが細胞内に透過 した抗菌剤を能動的に細胞外に排出する

ことにより多剤耐性 を付与する。 しか し,排 出システムの基

質特異性が異なるために,多 剤耐性化のプロフィールは変異

により異なる。これらの排 出システムの産生亢進は,そ のコ

ンポーネン トである外膜蛋白質の検出により調べることがで

きる。これらの多剤耐性変異のうち,nfxB変 異 によ りMlexC

-MexD-OprJシ ス テムの産生の亢進が起こ り,そ の結果,P.

aeruginosaは,キ ノロ ン系 薬の 他 に化 学構 造 の異 なる

tetracycline(TC),chloramphenicol(CP)や 第4世 代 セ

フ ェ ム(cefpirome,cefbpime,cefclidin,cefozopran,ceflupre-

nam)な ど に 交 差 耐 性 を 示 し,ア ミ ノ グ リ コ シ ド系 薬 や ペ ニ

シ リ ン 薬,モ ノバ ク タ ム薬 や 従 来 の セ フ ェ ム な ど に 交 差 耐性

を 示 さ な い の が 特 長4,5)で あ る。fosfomycin(FOM)はP.

aeruginosaに 対 して β-ラ ク タ ム薬 や キ ノロ ン系 薬 との 併 用

に よ り増 強 効 果 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る6),7)。そ こ で,

nfxB型 排 出 シ ス テ ム を持 つP.aeruginosaに 対 し て も こ れ

らの 併 用 は 有 効 で は な い か と 考 え,P.aeruginosaのnfxB

変 異 株 に 対 す るFOMと β-ラ ク タム 薬 お よ び キ ノ ロ ン薬 の

併 用 効 果 に つ い て 検 討 した 。

I.　 材 料 と 方 法

1.被 験 薬

Fosfomycin Na塩(FOM,FOSB 20235,力 価748μg/

mg,明 治 製 菓),cefepime(CFPM,MXV 0230,力 価

504μg/mg,明 治 製 菓),cefozopran(CZOP,HK 002,

力 価658μg/mg,武 田 薬 品),cefpirome(CPR,216E

146,力 価693μg/mg,ヘ キ ス ト ・マ リ オ ン ・ル セ ル),

carbenicillin(CBPC,34 H 0667,力 価1,000μg/mg,

SIGMA),ceftazidime(CAZ,5 A 341,力 価795μg/mg,

日 本 グ ラ ク ソ),norfloxacin(NFLX,18 F 0428,力 価

1,000μg/mg,SIGMA),onoxacin(OFLX,103kH 0083,

*
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力価1,000μg/mg,SIGMA),tetracycline(TC,46H

1470,力 価985μg/mg,SIGMA),chloramphenicol(CP,

73 H 0174,力 価1,000μg/mg,SIGMA),gentamicin

(GM,GMMC-4-3,力 価623μg/mg,明 治 製菓)を 使

用 した。 これ らす べ て の抗 菌薬 の水 溶 液 は用 時調 製 し

た。

2.被 験菌株

被 験 菌 はP.aeruginosaPAO 1お よ び 同 菌 株9.65×

107CFUをNFLX3.13μg/ml含 有 す るL-broth寒 天 平

板培 地に塗抹 し,35℃ 一 夜培 養 後,発 育 した コ ロニー

より分離 した多 剤耐性 株 であ るR2と,nfxB型 排 出 シ

ステム を持 つKG30008)を 用 い た。 また,β-ラ ク タム

の菌体内蓄積量 の測定 には,カ ルバペ ネマーゼ を産生す

るplasmid pMS 3639)を,P.aeruginosaR2に 導 入 し

た形質転換株 を使 用 した。

3.抗 菌薬に対す る感受性 測定

日本化 学 療 法 学 会 の 最 小 発 育 阻止 濃 度(Minimum

Inhibitory Concentration,MIC)測 定 法10)に 準 じ,

Mueller Hinton agar(MHA,BBL)を 用 いた寒 天平板

希釈 法 に よ り測 定 した。 な お,前 培 養 に はMueller

Hinton broth(MHB,BBL)を 使 用 した。

4.外 膜 蛋 白質OprJの 検 出

既報8)の ようにマ ウス抗OprJモ ノ クロー ナ ル抗体 を

用いたウエ ス タンブロ ッ ト法 に よ りOprJ蛋 白 質 を検 出

した。

5.併 用殺菌作用 の検討

被験 菌の短時 間殺 菌作 用 を検 討す るこ とに よ りFOM

と他 の抗 菌薬 との 併用作 用 を検討 した。す な わ ち,P.

aeruginosa PAO1お よびR2を 被 験 菌 と し,そ れぞれ

をMHBで37℃ 一 夜培 養 した。 この培 養液 を同新鮮 培

地に接種 し,37℃ で2時 間振 盪培 養 後,FOM(1/4,1/

8MIC)と 他 の抗 菌 薬(1/4MIC)を 単 独 または 同時併

用添加 した。 さらに振 盪培養 を続け,経 時的 にサ ンプリ

ングを行 い,抗 菌薬無 添加のMHA平 板 に塗抹 した。塗

抹したMHA平 板 を一夜培 養後,発 育 した コロニー数 を

計測 して生菌 数 を求 めた。

6.P.aeruginosaの 外 膜蛋 白質OprJに お よほすFOM

の作用

被験菌 をL-brothで 一夜 培養 し,5%接 種 菌量 に なる

ように新 しいL-brothに 接 種 し,37℃ で2時 間振盪 培

養を行 った。 この培 養液 を用 いて,FOMの 外 膜 蛋 白質

OprJへ の影響 を調べ るた めに,100,50,25お よ び12.5

μg/mlの 濃 度 とな る ようにFOMを 添 加 し,そ れぞれ1

～4時 間培 養 した。 それ ぞ れ の培 養 液 は4℃,6,000×9

で30分 間遠 心 し集菌 した。菌体 は30mM Tris-HCl(pH

8.0)を 添 加 し洗 浄 した。洗 浄 した 菌体 を 同 じ緩 衝 液 に

懸濁 した後,菌 体 を超音 波破砕 した。その後,4℃,6,000

×9で30分 間遠 心 し,未 破砕 の菌体 をパ ック した。 この

上清 を さ らに4℃,100,000×gで60分 間 遠 心 す る こ と

によ り得 られ た沈渣 を全 膜画分 と した。 この 全膜画分 に

終 濃 度 が1%と な る よ う にN-lauroylsarcosine

(SIGMA)を 添 加 し,30℃ で30分 間 静置 し,内 膜 を可

溶化 した。 その 後,こ の溶液 を4℃,18,000×gで40分

間 遠 心 し沈 渣 を得 た。得 た 沈渣 を1/15M phosphate

buffer(pH7.0)に 懸 濁 し,外 膜 蛋 白質 を得 た。

なお,蛋 白量 はLowry法11)に よ り測 定 した。得 た 蛋

白質 はLaemmli 12)の方 法 に準 じたsodium dodecyl sul-

fate-polyacrylamide gel電 気 泳動法 に よ り解析 した。

7.CFPMの 菌 体 内濃度測 定

ZimmermannとRosseletの 方 法13)に準 じてFOM処

理 後 のR2へ のCFPMの 取 り込 み を検 討 した。 この た

め にR2は,カ ルバ ペ ネマ ーゼ 産生pMS 363で 形 質転

換 した。

得 ら れ たR2/pMS 363を1μM ZnCl2を 含 むL-

brothで35℃,18時 間培 養 した菌 液1.7mlを,新 鮮 な

同培 地50mlに 添 加 し,3時 間 振 盪 培 養 した。そ の 後

FOMの 最 終 濃度 が50μg/mlと な る よ うに添 加 し,そ

れぞれ2時 間あるい は4時 間培 養 を継続 した。終 了後,

菌 体 を25℃,3,000rpm,15分 間 遠 心 し菌体 を得 た。

こ の 菌 体 を1μMZnCl、 を 含 む20mlの10mM mor-

pholinepropanesulfbnate buffbr(pH7.0)で 洗 浄 した。

洗浄 後 の菌体 を同 じ緩 衝液 で懸 濁 後,A6607.0に 調 整 し

た。調 製 した 菌 液0.3mlを100mMNaClと5mMMgCl2

を含 む50mMのMOPS Buffer2.7mlに 添 加 し,均 一

に 懸 濁 した。基 質 と し て0.3m1の125μMのCFPM(Co)

を添 加 して,波 長286nmに お け る吸光 度の減 少を,30

℃ に保 温 したセ ル中で測 定 した。菌体 懸濁 液 の β-ラ ク

タマ ーゼ活性 か ら,同 じ懸濁液 遠心 上清 中の β-ラ ク タ

マ ーゼ 活性 を差 し引 い た活 性(Vi)と,菌 体 を破 砕 す

る ことに よ り得 られ た全 β-ラ ク タマ ーゼ活 性(Vo)を

求 め,菌 体 内 に取 り込 まれ たCFPMの 濃 度(Ci)を 以

下の式か ら計算 した。 なお,使 用 した カルバペ ネマーゼ

に対 す るCFPMのKm値 は,渡 辺 らの方 法14)に準 じて

酵素 を精 製 し,Lineweaver-Burkの 式15)よ り算 出 した。

Ci={Vi/Vo}{Km・Co/(Km+Co-(Vi/Vo)-Co}

II.　 試 験 結 果

1.抗 菌薬 に対す る感受性 測定

PAO 1と そ の 変 異 株 で あ るR2に 対 す るMIC値 を

Table 1に 示 した。R2に 対す るCFPM,CZOP,CPR,

NFLX,TCのMIC値 はPAO 1に 対 す るそ れ らに比べ

て2～32倍 上 昇 した。 また,R2に 対 す るGM,CBPC

のMIC値 はPAO 1の そ れ らに比 べ て 減 少 した。 しか

し,FOM,CAZの 両 菌株 に対 するMIC値 は 変 わ らなか

った。

2.外 膜蛋 白質 プロフ ィー ル とOprJの 検 出

PAO1とR2の 外 膜 蛋 自 質 のSDS-PAGE像 を 比 較

す る と,ほ とん どの蛋 白質 の量的変化 は見 られなか った

が,R2で はnfxB型 排 出 シス テ ム を持 つKG3000と
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同 様 に54kDa付 近 に蛋 白質の新 生が観察 された(Fig.1)。

この蛋 白質 は,マ ウス抗OprJモ ノ クローナ ル抗体 を

用 いた ウエ ス タンブ ロ ッ ト法 に よ り,nfxB変 異 に よ り

過剰 生 産 され る多 剤排 出 シス テムMexC-MexD-OprJ

の 外 膜 コ ンポー ネ ン トOprJで あ る こ とが 同 定 され た

。

Fig.2)。

Table 1. Susceptibilities of Pseudomonas aeruginosa PAO 1 and 

R 2 to various antibacterial agents

MIC (mg/ml)

P. aeruginosa PAO 1 P. aeruginosa R 2

Agar dilution method 

FOM: fosfomycin, CFPM: cefepime, CZOP: cefozopran, CPR: 

cefpirome CAZ: cefrazidime, CP: chloramphenicol, TC: 

tetracycline, CBPC: carbenicillin, NFLX: norfloxacin, OFLX: 

ofloxacin, GM: gentamicin

Fig. 1. Profile of the outer membrane proteins by SDS—PAGE. 

lane 1: marker, lane 2: P. aeruginosa PAO 1, lane 3: P. 

aeruginosa KG 3000, lane 4: P. aeruginosa R 2

3.併 用殺菌作用

被験菌に対 しFOM(1/4,1/8MIC)と 他の抗菌薬

(1/4MIC)を 単独および同時併用での殺菌作用の成績

を示 した(Figs.3～5)。PAO1お よびR2に 対 し,そ

れぞれの薬剤単独の殺菌作用に比べ,同 時併用では若干

の差はあるものの,い ずれの組み合わせにおいても経時

的な殺菌増強効果が認められた。また,薬 剤排出蛋白質

を持つR2と 持たないPAO1間 での殺菌増強効果に大

きな差は認められなかった。

4.FOM作 用 時 の外膜蛋 白質の変化

FOM作 用 後 のP.aeruginosaR2株 の 外膜蛋 白質の

SDS眼PAGEの 電 気 泳 動 パ ター ンを示 した(Fig.6)。

100,50,25お よ び12.5μg/mlのFOMを4時 間作 用

させ た場合 で も,外 膜蛋 白質OprJの 量 的変化 は認め ら

れ なか っ た。 さ ら に,50μg/mlのFOMを1,2,3お

よ び4時 間作用 した場合 の被験 菌 の外 膜蛋 白質 プロ フ

ィール を観 察 した ところ,FOMの 作 用 時 間に よる外膜

蛋 白質OprJの 量 的な影響 は,認 め られなか った(Fig.7)。

5.CFPMの 菌 体 内濃度の検討

P.aeruginosaR2株 に カルバペネマーゼ を産生する

plasmidを 導 入 した被験 菌 を用 い,FOMの 処 理菌 と未

処 理 菌 で のCFPMの 菌 体 内取 り込 み量 を測 定 した。

FOMの2時 間処理 で は両 者 のCFPMの 取 り込 み量 に

差 は認 め られ なか った が,4時 間処 理 に よ り,CFPM

の菌 体 内取 り込み量が約8倍 増加 した(Fig.8)。

皿.考 察

FOMがnalB型 排 出蛋 白を もつP.aeruginosaに 対

Fig. 2. Immunoblotting of outer 

membrane proteins probed 

with MAb to OprJ. 

lane 1: P. aeruginosa KG 

3000, lane 2: P. aeruginosa 

PAO 1, lane 3: P. aerugi-

nosa R 2
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PAO1  R2  PAO1  R2

Fig.3.Combination effects of fosfomycin (FOM) and cefepime (CFPM) or cefozopran (CZOP) against Pseudomonas 

aeruginosa (concentration of FOM: 25 and 12.5 ƒÊg/ml).

PAO1  R2  PAO1  R2

Fig.4.Combination effects of fosfomycin (FOM) and cefpirome (CPR) or ceftazidime (CAZ) against  Pseudornonas 

aeruginosa (concentration of FOM: 25 and 12.5 ,ƒÊg/ml).
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して,β-ラ ク タム系薬 との併用効果 を示 した との報告16)

が あ る。今 回わ れわれ は,nfxB型 排 出蛋 白を持 つP.

aerugi-nosaに 対 してFOMと β-ラ ク タムお よびキ ノ

ロン薬の併用効果 につ いて検討 した。

被験菌 の抗菌薬 に対す る感 授性 測定結 果 か ら,FOM

Fig. 5. Combination effects of fosfomycin (FOM) and 

norfloxacin (NFLX) against Pseudomonas aeruginosa 

(concentration of FOM: 25 and 12.5 ƒÊg/ml) .

はMexC-MexD-OprJシ ス テ ム の 過 剰 生 産 に よっ て

も,そ の活性 に影響 を受 けな いこ とが分 か った。MexC

-MexD-OprJシ ス テム の過剰 生産 に よって も,そ の活

性 に影響 を授 けないFOMと,逆 に,こ のFOMと,MexC

-MexD-OprJシ ス テムの過剰 生 産 に よ り活 性 が減弱す

るCFPM.CZOP.CPR,CAZお よびNFLXと のSub

MIC濃 度における併用殺菌作用では,そ れぞれの薬剤

単独の殺菌作用に比べ,い ずれの組み合わせで も殺菌増

強効果が認められたが,薬 剤排 出蛋白質を持つR2と

持たないPAO1間 での殺菌増強効果に大 きな差は認め

られなかった。このFOMと 併用薬の両菌株に対する殺

菌増 強効果 はFOMのMexC-MexD-OprJシ ステムへ

のなんらかの作用ではないか と考 え,SDS-PAGEで の

FOM作 用時のOprJ蛋 白質への影響 と,FOMを 処理

した菌のCFPM菌 体内取 り込み量を測定 した。その結

果,SDS眼PAGEで のFOM作 用時のOprJ蛋 白質 に変

化が認め られなか った。また,FOMを 処理 した菌の

CFPM菌 体内取 り込み量が処理 しない菌 に比べ約8倍

に増加 していたことか ら,FOMは 排出蛋白質OprJに

は直接影響 しないことが推察 され,FOMとCFPMの

併用による殺菌増強効果は,何 らかの機構によりCFPM

の取 り込み量が増加 した結果,FOMとCFPMの 併用

効果が現れたものと考えられた。

多 くのグラム陰性菌の外膜には疎水性経路が存在 しな

いと言われている17)。また,菅 野18)らはP .aeruginosa

菌体表層におよぼすFOMの 影響について検討 し,FOM

を1時 間以上作用させると菌体表層が疎水性に傾 くと

Fig. 6. SDS-PAGE Profile of outer membrane proteins of Pseudomonas 

aeruginosa treated with various concentrations of fosfomycin 
(FOM).



VOL.47NO.5 緑膿菌nfxB株 に対するFOMとCFPMの 併用効果 269

Fig. 7. SDS-PAGE Profile of outer membrane proteins of Pseudomonas 
aeruginosa treated with 50 mg/ml of fosfomycin (FOM) for various times.

Ci=(Vi/Vo) {Km•ECo/ [Km+Co- (Vi/Vo) Co])

Ci: ƒÀ-Lactam concentration in the periplasm. 

Co: ƒÀ-Lactam concentration in the medium. 

Vi: Velocity of ƒÀ-lactam diffusion 

across the outer membrane 

that corresponds to the enzyme 

activity in whole cells.

Vo : The ƒÀ-lactamase activity 

in cell-free extracts. 

Km : The michaelis constants.

Fig. 8. Concentration of cefepime (CFPM) in the periplasmic space in Pseudomonas aeruginosa R2/

pMS 363. treated with fosfomycin (FOM) .

報告 している。一方,福 島,二 木 ら19)は,FOMと キノ

ロン薬 との併用 において,FOMが 菌体表層や外膜蛋白

質になん らかの影響を与 え,併 用によりキノロン薬の菌

体内取 り込み量が増加す ると報告 している。 また,キ ノ

ロンの取 り込みはMg2+で 阻害 され,脱 共役剤な どでプ

ロトン駆動力を解消すると取 り込み量が増加すること20)

が言われている。

FOMは 強い陽イオンである燐 をもっているため,燐

イオンが外膜の電位のバ ランス崩 し,M92+に 影響 を与

えていることが考えられる。今回の検討結果から,薬 剤

排出蛋 白質 を持つR2と 持 た ないPAO1に 対す る,

FOMと β-ラ クタム系薬およびキノロン系薬 の併用 に

よる殺菌増強効果は,な んらかの作用機構 により,β-

ラクタム薬やキノロン薬の菌体内への取 り込み量が高め

られた結果,両 菌株 に対する併用効果が現れたものと推

察される。
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Synergystic effects of fosfomycin in combination with ƒÀ-lactam antibiotics against

nfxB- type Pseudomonas aeruginosa with efflux proteins

Yoshihiro Takayama 1), Masashi Niidau, Fumiya Hirano 1),

Naomasa Gotoh 2) and Takeshi Nishino 2)

1)

 Pharmaceutical Research Center, Meiji Seika Kaisha, LTD. 760 Morooka- cho, Kohoku- ku, Yokohama 222- 0002, Japan

2)
 Department of Microbiology, Kyoto Pharmaceutical University

Multidrug- Resistant mutants of Pseudomonas aeruginosa, which are characterized as overproducing

OprJ (nfƒÔB- type), are known to emerge after treatment with norfloxacin (NFLX). We obtained P.

aeruginosa R 2 of a nfƒÔB- type drug- resistant strain from P. aeruginosa PAO 1 on NFLX (3.13 ƒÊg/ ml)

containing agar plates. Differing from P. aeruginosa PAO 1, P. aeruginosa R 2 was highly resistant

against cefepime (CFPM), cefzopran (CZOP), cefpirome (CPR), chloramphenicol (CP), tetracycline

(TC) and quinolones. We studied the change in susceptibility of these strains against various ƒÀ- lactams in

the presence of fosfomycin. The synergystic effects could be observed on CFPM, CZOP, CPR, CAZ or NFLX

in combination with fosfomycin. Although fosfomycin did not alter the amount of OprJ protein in P.

aeruginosa R 2 it appeare to accumulate the amount of CFPM in the periplasm of P. aeruginosa R 2. Thus,

we concluded that fosfomycin potentiated the bactericidal activities of ƒÀ- lactams against multi- drug-

resistant P. aeruginosa not by reducing efflux proteins, but by increasing the drug concentration by some

unknown mechanisms.


