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Vancomycin(VCM)感 性Staphylococcus aureus ATCC 6538P株,臨 床分離VCM感 性Methicillin-

resistant S.aureus(MRSA)H-1株,heterogeneously vancomycin-resistant S.aureus(Hetero-VRSA)

Mu 3株,vancomycin-resistant S.aureus(VRSA)Mu 50株 のVCMに 対 す る感受性 をMIC,population

analysisを 用 いて解 析 した結果,VCMに 対 す るMIC値 は そ れぞ れ0.5,0.5,1,8μg/mlで あ った。 また

population analysisで107CFUの 細 胞 増殖 を完全 に阻止 す るVCM濃 度 はそれぞ れ3,4,10,13μg/mlで

あ った。 またMu3株 の14C-N-acetylglucosamine(14C-GluNAc)の 細 胞 壁取 り込み を,ATCC6538P株,

H-1株 お よびMu50株 と比較 した結果,hetero-VRSA Mu 3株 の 取 り込み量 はVRSA Mu 50株 の取 り込

み量 の80%で,VCM感 性 株 と比 較 した場合,2.6～14.4倍 増 加 してい た。 さ らにMu 3株 に 対 す るVCM

とaminobenzylpenicillin,cefしizoxime(CZX),cefpiromeお よ びsulbactam/aminobenzylpenicillinの 併

用効果 は,す べ て拮抗 を示 した。 さらに,Mu 3株 が 生育 で きないVCM 5μg/ml含 有 のBHIBに 段 階希釈

したCZXを 添 加 する とCZXの0.0078～0.125μg/ml共 存 下 でMu 3株 の 生育 が認め られ た。 このVCMと

β-ラ ク タム薬 の拮抗 現象 を利用 してhetero-VRSAの 簡 易検 出法 を検 討 した ところ,Mu 3株 が 生 育 で き

ないVCM4μg/ml含 有 寒天平板 上の β-ラ クタム薬 含有paper disk周 囲 にの み生育 円が観察 された。 この

方法 を用い て全国 の臨床 分離MRSA1673株 の ス ク リー ニ ング を行 った ところ,6.5%(108株)が 検 出 さ

れた。
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Vancomycin(VCM)治 療 の奏功 しなかったMRSA感 染

症 の患 者 よ りVCM低 感 受 性MRSAMu 3株(hetero-

VRSA)1),VCM耐 性MRSAMu 50株(VRSA)1～3)を 分離 し

た。

Mu 3株 に代表 されるバ ンコマ イシンヘテロ耐性黄色 ブ ド

ウ球菌(hetero-VRSA)は,VCMと の接触 によ りVCM耐

性黄色ブ ドウ球菌(VRSA)Mu 50株 と同等の耐性度を獲得

することが報告 されている1)。ヘテロ耐性 菌はその細胞集団

内に少数の耐性菌を含むため,薬 剤によって感性菌が除菌 さ

れ耐性菌のみの細胞集団へ と容易に変わる4,5)。しか しhetero-

VRSAはMIC,disk拡 散 法,E-testな どの臨床検査室で通

常行われる感受性試験において耐性 と判断されないため,感

性株として扱われてきた。そのためVCM治 療 が継続的に行

われると,最 終的にVRSAの み が選択 され,VCM長 期 治療

もしくはVCM治 療 失敗 となっている可能性がある1,2)。VCM

は1991年 に わが 国で 注射 薬 と して導 入 され,現 在 で も

MRSA感 染 症 に対す る優れ た治療薬 として繁用 され てい

る。しか しhetero-VRSAにVCMが 使 用される とVRSAに

変化する可能性 も考えられるため,VRSA増 加 の要因にな り

かねない。そのため将来的にVCMのMRSAに 対 する有効

性を保全するために もhetero-VRSAの 検 出は重要であると

考えられる。本報では,hetero-VRSAMu 3株 お よびVRSA

Mu 50株 のVCM耐 性 メカニ ズム6～9)としてわれ われが報告

した細胞壁合成の亢進が,hetero-VRS AMu 3株 に おいて

は β-ラ クタム薬の存在下でさ らに誘導増強す ること,そ の

現象 を利用 してhetero-VRSAの 簡 易検 出法 を考案 した こ

と,さ らにそ の 方法 を用 い た 臨床 分 離MRSA株 か らの

hetero-VRSA検 出 のスクリーニ ング結果 を報告する。

I.　 材 料 と 方 法

1.供 試 菌株

VRSAMu 50株3),VCM治 療 の奏 功 しな か っ た 術 後

肺炎患者 の喀痰 か ら分離 されたMRSAMu 3株1),VCM

感 性MRSAH-1株3)お よびVCM感 性Methicillin感 性

Staphylococcus aureus ATCC6538P株 を使用 した。

1995年 か ら1996年 に か け て16施 設 か ら分 離 され た

Methicillin-resistantSmms(MRSA)1673株 を用

いた。

2.使 用薬 剤

VCM,flomoxef(FMOX),latamoxef(LMOX)
,

cefしibuten(CETB)は 塩 野 義 製 薬 ,imipenem(IPM)

は 萬 有製 薬,aminobenzylpenicillin(ABPC)とsulbac .

tam/aminobenzylpenicillin(SBT/ABPC)は フ ァ イザ

* 東 京都文 京 区本郷2-1-1



340 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 JUNE 1999

ー製薬
,cefpirome(CPR)は ヘ キス ト・マ リオ ン ・ル

セル,ceftizoxime(CZX),cefazolin(CEZ),cefixime

(CFIX)は 藤 沢製 薬,cefmetazole(CMZ)は 三 共,clar-

ithromycin(CAM)は 大 正製薬,ciprofloxacin(CPFX)

はバ イエ ル薬 品工業 より分与 された純 度の明確 な原末 を

用 いた。

3.14C-N-acetylglucosamine(14C-GluNAc)細 胞 壁

取 り込み

Tryptic soy broth(TSB,Difco Laboratories,Detroit,

Michigan,USA)で 一 夜培 養 した 菌液 を新 鮮TSB25

mlに5%接 種 し,37℃ でOD578nmの0.7ま で 振 盪 培

養 した。遠心 集菌後,25mlのrestingmedium10)で 洗

浄 し,再 度25mlのresting mediumに 懸 濁 した。その

8mlのresting medium中 に14C-N-acetyl-glu-

cosamine(14C-GluNAc,1.85MBq/ml,2.04GBq/

mmo,Amersham,Arlington Heights,III)を16μlと

20倍 量 のcold-GluNAcを 添 加 し,37℃ で 振 盪 しなが

ら経 時的 に0.5mlの サ ンプ リングを行 った。得 られた

菌体 を0.1%Sodium Dodecyl Sulfate(SDS,Sigma

Chemical Company,Missouly,USA)で2回 洗 浄 し,

菌 体中の放射能活性 を測定 した。

4.最 小発 育阻止濃 度(MIC)の 測 定

最小発育阻止濃度(MIC)は,NCCLS法 に従 ったagar

dilution法 を 用 い た。培 地 はMueller hinton agar

(MHA,Difco)の 他 にHeart infusion agar(HLA,栄

研,東 京,日 本),Brain heart infusion agar(BHLA,

Difco)を 用 いての検討 も行 った。

上記菌株 の培養 はMueller hinton broth(MHB,Difbo)

を 用 い,37℃ で20時 間 の 培 養 を行 っ た後,OD578nm

で0.3に 調 整 し,新 鮮MHBで10倍 希 釈 した菌液 を107

CFU/mlと して用 い た。接 種 は ミクロ プラ ンター(佐

久間製作所)を 用 いた。判定 は20時 間培養 後の 生育 の

有無を肉眼で確 認 した。

5.Populationanalysis

TSBで 一 夜 培 養 した 菌 液 をOD578nmで0.3に 調 整

後,そ の10倍 希 釈 系 列 液 の50μlをVCM含 有BHLA

に塗 沫 した。37℃ で48時 間培養後,生 育 した コロニ ー

数 を測定 した。

6.併 用効果の検討

Population anaysisと 同 様 の方法 でOD578nmの0.3

に 調 整 し,そ の100倍 希 釈 液 をVCMとABPC,VCM

とCPR,VCMとSBT/ABPC,VCMとCZXを 含 むMHA

に ミクロプラ ンター(佐 久 間製作所,東 京,日 本)を 用

いて接種 した。37℃ で20時 間 培養 し,チ ェ ッカーボ ー

ド法で両薬剤の相互作用 をfractional inhibitory con-

centration(FIC)index(下 記 計算式)よ り算出 した11)。

FICindex=

併用時MIC値(A薬 剤)

/単剤時MIC値(A薬 剤)
+
併用時MIC値(B薬 剤)

/単剤時MIC値(B薬 剤)

7.Broth dilution法 に よるVCMとCZXの 拮 抗

Population anaysisと 同 様 の方 法 でOD578nmの0.3

に 調 整 し,最 終接 種 菌量 を5×105CFU/mlに 調 整 した

VCM5μg/ml含 有BHIBに 最 終 濃度128μg/mlか ら

0.0078μg/mlま で の2段 階希釈 したCZXを 添 加 した。

37℃ で20時 間培養 し,MHAで 菌 数 を カウン トした。

8.抗 菌 薬含 有paper diskを 用 い たhetero-VRSA

の 検 出方法

被検 菌株 をTSBで 一 夜培 養 後,OD578nmで0.3に 調

整 し,VCM4μg/ml含 有BHLAに 滅 菌 綿 棒 で 塗 沫 し

た。 その上 に抗 菌薬の0.1,1,10μg/ml含 有paper disk

を置 き37℃ で20時 間培 養 した。

9.Hetero-VRSAの ス ク リーニ ング

1995年 か ら1996年 に16施 設 か ら 分 離 さ れ た

MRSA 1673株 に ついて,CZX0.1,1,10μg/ml含 有

paper diskとVCM4μg/ml含 有BHLAを 用 いた上記

検出方法でhetero-VRSAの 検 出率 を調 査 した。

II.　 結 果

1.14C-GluNAcの 取 り込み

VCM感 性MSSA ATCC 6538 P株,MRSAH-1株 と

hetero-VRSAMu 3株 の14C-GluNAc取 り込み量 を60

分 値 で比 較 す る と,ATCC 6538 P株 の14.4倍,H-1

株 の2.6倍 多 か った。 同様 にVRSAMu 50株 と比較 し

た ところ,Mu 50株 はMu 3株 の1.2倍 多 か った。 した

が っ て,VCM感 性 株ATCC 6538 P株 の14C-GluNAc

取 り込み量 を1.0と した場合,MRSAH-1株 は5.6倍,

Mu3株 は14.4倍,Mu 50株 は17.9倍 そ れぞ れ取 り込

み量が増加 していたこ とにな る(Fig.1)。

2.VCMに 対 す る感受性

NCCLS法 に準 じたagar dilution法 に よるVCMの

MIC値 をTable 1に 示 し た。MHAを 用 い たVCMの

MIC値 は,ATCC 6538 P株 は0.5μg/ml,MRSA H-1

株 は0.5μg/ml,Mu 3株 は1μg/ml,Mu50株 は8μg/

mlで あ っ た。HLAお よ びBHLAを 用 い た場 合 のMIC

値 はATCC 6538 P株,MRSA H-1株,Mu 3株,Mu

50株 の 順 に1,1,2,8μg/mlで あ った。

ATCC 6538 P株,MRSAH-1株,Mu3株,Mu50

株 のpopulationcurveをFig.2に 示 す。VCMで 完全 に

増 殖 が 阻 害 され る濃 度 は,VCM感 性 株 で あ るATCC

6538 P株,MRSAH-1株 は3,4μg/ml,Mu 50株 は13

μg/mlの 濃 度が必要で あっ たが,Mu 3株 はVCM感 性

株 とVRSA Mu 50株 の ほ ぼ中 間で ある10μg/mlで あ

った。

3.VCMと β-ラ クタム薬の併用効 果の検討

VCMと β-ラ ク タム薬 の 併 用 効 果 の 結 果 をTable 2

に 示 す 。Mu 3株 のVCMとABPC,VCMとSBT/

ABPC,VCMとCPR,VCMとCZXのFICindexは そ

れぞ れ2.016,2.016,2.004お よ び2.016を 示 し拮抗 で

あ った。 しか し,VCM感 性 菌で あ るMRSAH-1株 は
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いず れ も1を 示 し,相 加 効果 が認め られた。

4.Broth dilution法 に よるVCMとCZXの 拮 抗

Mu 3株 の 生 育 が 認 め られ な いVCM 5μg/ml含 有

BHIBに2段 階希釈 したCZXの128μg/mlか ら

0.0078μg/mlを 添 加 し た 結 果,CZXの0.0078μg/ml

か ら 生 育 が 認 め ら れ(4.00×108 CFU/ml),CZXの

0.03125μg/ml添 加 で1.95×109CFU/mlま で 生 育 が 認

め られ た(Fig.3)。 こ の生育 はCZXの0.125μg/mlの

濃 度まで認 め られたが,そ れ以 上の濃度 で は認 め られ な

かった。

Fig. 1. Incorporation of 14 C—GluNAc into the cell wall.
14C- GIuNAc  was detected in the cell wall by tracer

experiment of 14 C- GluNAc.

Table 1. Effect of various mediums on Hetero—VRSA Mu 3 strain

Inoculum size: 2 •~104CFU/ spot

Fig. 2. Population analysis of hetero- VRSA and VRSA.

Symbols:•›: Staphylococcus aureus ATCC 6538 P,

●: MRSAH- 1,■: Mu 3,▲: Mu 50

Fig. 3. Combination effects between 5ƒÊg/ml of vancomy-

cin and various concentrations of ceftizoxime (CZX)

against Mu 3 strain.

Mu 3 was inhibited in BHI broth containing 5 mg/l of

vancomycin. However, in combination with low

concentrations of CZX (between 0.008 and 0.125 mg/

1) the cells grew.

Table 2. FIC index of vancomycin and ƒÀ- lactarn antibiotics against Mu 3 strain

* MIC ƒÊg/ml)

ABPC: aminobenzylpenicillin, SBT/ ABPC: sulbactam/ aminobenzylpenicillin, CZX: ceftizcodme, CPR: cefpirome , VCM: vancomycin
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5.抗 菌 薬 含有paperdiskを 用 いた hetero- VRSA

の検 出

VCM 4μg/ml含 有BHIAにhetero- VRSAで あ る

Mu3株 を塗沫後,0.1, 1, 10, 100μg/mlの い ずれかの3

濃 度 の CZX, CMZ, ABPC, CEZ, LMOX, FMOX,

CETB, CFIX, IPM, CPFX, CAM含 有 paper diskを 置

き,37℃ で20時 間 培養 した結 果,用 い た β-ラ ク タム

薬 すべ ての いずれ かの濃 度 において,disk周 辺 に生育

円が認 め られた。 しか し,DNA gyrase阻 害 剤で あ る

Fig. 4. Antagonism effects between vancomycin and ƒÀ-—

lactam antibiotics against a hetero-VRSA strain Mu 

3 by disk diffusion method. 

Mu 3 cells were spread on brain-heart infusion agar 

plates containing 4ƒÊg/ml of vancomycin. The disks 

containing 0.1, 1, 10 ƒÊg/ml, respectively of ceftizox-

ime (CZX) (upper) and 0.1, 1, 10ƒÊg/ml, respectively 

of CZX (lower) were plated, and the plate was 

incubated at 37•Ž for 48 h. Note dense growth of cells 

around the disks.

CPFX,蛋 白 合成 阻害剤 のCAMで は生 育 円は認 め られ

なか った。Fig.4に,CZXとCMZで 認 め られ た生 育円

を示す。

6. Hetero- VRSAの ス クリーニ ング

1995年 か ら1996年 に 全 国16施 設 か ら分 離 され た

MRSA 1673株 につ いてス クリー ニ ングを行 った (Table

3)。CZXの0- 1μg/ml含 有 ペ ーパ ー デ イス ク周辺 のみ

生 育 円 が 出 現 した株 は2株 (1.85%), 0-1と 1μg/ml

含 有 ペーパ ーデ ィス ク周辺 に生 育 円が 出現 した株 は22

株(20.37%),1と10μg/ml含 有 ペ ーパ ー デ ィス ク周

辺 に生育 円が出現 した株 は77株 (71.29%), 0.1. 1, 10

μg/ml含 有 ペ ーパー デ ィス ク周辺 に生 育 円が 出現 した

株 は7株(6.48%)で あ った。 また,検 出率 は病 院間で

差 があ り,多 い と ころで は333%で あ っ たが,4つ の

病 院で は まった く検 出 され な か った。全 施設 の平 均は

6.5%で あ った。

III. 考 察

VRSA Mu50株 お よびhetero- VRSA Mu3株 の耐性

メカニズムは,細 胞壁合成 の充進が関与 している と考え

られ る6～9}。し か し,Mu3株 のVCMに 対 す るMIC値

は いず れの培 地 を用 い て も感 受性 域 の1か ら 2μg/ml

で あ るためMIC値 の み では感受性 株 との区別 は きわめ

て難 しい。感受 性 株 とMu3株 の 違 い につ いて はMIC

よ りも感度の優れて いるpopulation analysisを 用 いて

検 討す ると,Mu3株 はVCMの4も しくは8μg/ml存

在 下で も増殖 可能 なVRSAの サ ブ ポ ピュ レー シ ョンを

含んでいる11。 したが ってこの菌 に感染 した場合,VCM

の 低 い組織 移行性 の ため に121,VCM投 与 に よって完全

な除菌 を行 うこ とは期待 で きな い。現 在 のMRSAの ほ

とん どが多剤 耐性MRSAで あ るた め,VCMま で も効

力 を失 った場合,そ れ らの治療 には多大 な困難が伴 うこ

とは容 易 に想像 で きる。 この ようなVRSAを 増 や さな

いため に も,い まの段 階でhetero- VRSAを 検 出す る必

要があ る。Hetero- VRSA検 出 の もっ とも確 実 な方法 は

population analysisで あ るが,細 菌検査 室で行 うには

Table 3. Detection ratio (%) of hetero- VRSA using simple detection method
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煩雑 す ぎる欠点が ある。その ためpopulation analysis

に代 わ る細菌 検査 室で も対応 可能 なhetero-VRSAの 検

出方法 を試 み た。 まず,hetero-VRSAの 検 出 に適 した

培地はMIC測 定 結 果 よ りHIA,BHIAが 適 して い る結

果を得 た。 これは すで に報 告 され てい るVRSAMu 50

株の培 地の検討で もっ ともVCMに 感 受性 が低 かっ た培

地(BHIA)と 一 致 して い た3)。 また,こ れ ま でVCM

とβ-ラ クタム薬 の併 用の 多 くは相乗,相 加 また は不 関

と報告 され て お り,拮 抗 の 報 告 は あ ま り見 あ た ら な

い13～15)。しか し,Mu 3株 の 生 育 を完 全 に阻害 す るMIC

値 以 上 のVCM濃 度(5μg/ml)を 使 用 し たbroth

dilution法 に よ り,VCMと β-ラ ク タム薬 の あ る濃 度

で明 らか な拮 抗が確 認 された。 これ はhetero-VRSAの

特徴の1つ であ る と考 え られ る。 この性 質 を寒 天 に応

用した簡易検 出法 を検 討 したが,VCM耐 性 を誘導 す る

β-ラ ク タム薬の至 適誘導 濃 度は菌株 によっ て異 なって

いるため,簡 易検 出法 では,そ の問題 に対 応す るために

CZXの0.1,1,10μg/mlの3段 階濃度 を用いた。 その

結果,VCM含 有 寒 天平 板 上 に試 験 菌 を 塗沫 後,β-ラ

クタム薬含有paper diskを 置 くことに よ り,VCMに 対

する耐性 が誘導 されpaper disk周 辺 に生 育円が 出現 す

る現象を見出 した。最近 の研究 で この検 出法 で検 出 され

た株はMu3株 と同様のpopulation patternを 示 す結果

を得てい る6.7)。つ ま り,こ の 検 出法 で 検 出 され る株 は

VCMに 対 してMu 3株 と 同 等 の 性 質 を 有 すhetero-

VRSAと 考 え られ る。 また,全 面 に生育 した場 合はMu

3株 よ りもさらに耐性 度の強 い菌で あ り,VRSAと して

の確認をす るため にはMIC値 の 測 定が 必 要 にな る12)。

この検出法 を用 いて全岡のMRSA(1,673株)を スク リ

ーニ ング した結 果
,6.5%(108株)が 検 出 され た。検

出されたhetero-VRSA株 はVCMと β-ラ ク タム 薬 の

併用に拮抗 を示 す ため,少 な くと もVCMと β-ラ ク タ

ム薬の併用は さける必 要があ る と考え られ る。 また この

方 法 でpaper disk周 辺 に 生 育 し て き た 菌 を 再 度

population anaysisを 行 って も親株 同様のpatternを 示

す(data not shown)。 この こ とは,こ の検出方法 で生

育 して くる細 胞 は あ く まで β-ラ ク タ ム 薬 に よ っ て

VCM耐 性 が誘 導(拮 抗)さ れ たため に生育 して い るの

であ り,VCMに よってVRSAを 選 択 してい る もので は

ない6.7)。少 な くと もこの ような検 出方法 を使 ってhetero-

VRSAを 検 出 し,適 切な治療薬 を選択すべ きであ る。

本論 文 の要 旨は平 成9年6月1311,第45回 日 本 化

学療法学 会総会 において 発表 した,,

本研究 にあた り多大の ご協 力 を頂いた佐 々木和 美氏 に

感謝す る。
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Study on the mechanism and detection method of heterogeneously resistant

Staphylococcus aureus to vancomycin
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Kyoko Kuwahara—Arai, Longzhu Cui and Keiichi Hiramatsu

Juntendo University, 2-1-1, Hongo, Bunkyo-ku, Tokyo 113- 8421, Japan

Vancomycin susceptibilities of three methicillin- esistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains Mu 3,

Mu 50, H-1 and a methicillin- usceptible S. aureus strain ATCC 6538 P were compared by determining

MIC and population analysis, which showed that their MIC values were 1, 8, 0.5 and 0.5ƒÊg/ ml,

respectively, while the vancomycin concentrations required to inhibit 1•~107 cells of these strains were 10,

13, 4, and 3ƒÊg/ ml, respectively. Population analysis of Mu 3 showed a typical hetero- ype vancomycin

resistance. The profiles of 14 C-N-acetylglucosamine incorporation into the cell demonstrated that the

incorporation to Mu 3 cells was 2.6 and 14.4-old higher than those to H-1 and ATCC 6538 P, respectively,

and was 0.8- old lower than that to Mu 50 cells. In vitro synergy studies with a combination of vancomycin

and aminobenzylpenicillin, cefpirome, ceftizoxime or aminobenzylpenicillin/ sulbactam demonstrated an

antagonism for the heterogeneous vancomycin- esistant S. aureus (hetero- VRSA) Mu 3, with a fractional

inhibitory concentration (FTC) index of> 2. Subsequently, a hetero-VRSA detection method was developed

by means of detecting the antagonism vancomycin and ceftizoxime. 1, 673 clinical MRSA strains isolated

from 1995 through 1996 in sixteen medical facilities all over Japan were screened for hetero- VRSA, which

showed that the frequency of hetero-VRSA was 6.5% among the all MRSA clinical isolates.


