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Staphylicoccus aureusのvancomycinお よ びmethicillin耐 性
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順天堂大学医学部細菌学教室*

(平成11年10月12日 受 付 ・平成11年12月3日 受理)

1996年 に わ れわれがvancomycin耐 性MRSA,Mu50を 報 告 して以 降,世 界各地か らvancomycinに よ

る治療の失 敗例 か らvancomycin-resistant Staphylococcus aureus(VRSA)が 相 次 いで分離報告 されて

い る。VRSAのvancomycinに 対 す るMICは,vancomycin耐 性 腸球 菌 の場 合 と比べ た場 合,相 対 的 に低

く,8μg/mLで あ り,NCCLS(National Committee for Clinical Laboratory Standards)の 基 準 では,

耐 性(32μg/mL以 上)と 感受性(4μg/mL以 下)の 中間(8お よ び16μg/mL)で あ るため,Vancomycin

intermediate S.aureus(VISA)あ る い はglycopeptide intermediate S.aurues(GISA)と も

呼ばれ てい る。 ヘ テロVRSAのMICは4μg/mL以 下 でMICの 上 で は感受性 を示す 。 しか しvancomycin

に 対 す る耐 性 度 が 細 胞 集 団 の な か で 不 均 一(heterogeneous)で あ る た め,106～107の 菌 の なか に は

vancomycin 4μg/mLを 含 む平板上 に生育す る菌細胞が存 在す る。 このvancomycin 4μg/mL平 板 上 に生

育 した菌 はポ ピュ レー シ ョン解 析でVRSA,Mu50と 同 程 度の耐性 を示 す。そ のた め,患 者背 景 に よ りへ

テ ロVRSAも,VRSA同 様 にvancomycinに よ る治療 が困難 となる場 合が あ る。 これ ら,VRSAお よ びへ

テ ロVRSAの 出 現 は,MRSAの 化 学療 法お よび院内感染対 策上の大 きな問題 を提起す る。
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I.　 は じめに:mecAの 由 来 とMRSAのclonotype

staphylococciは 人,動 物 の皮 膚,粘 膜 な どの常 在 菌

で ある。staphylococciに は30菌 種 以 上が知 られて いる

が,な かで も種 々の毒 素 を産生 す るStaphylococcus au-

ruesが,も っ と も病 原性 が 高 く,院 内 感染 お よ び市 中

感染 の原 因菌 と して問題 とされて きた。S.auruesは

ま た,開 発 された化学療 法剤 に対 して,常 に,い ち早 く

耐性 を獲得 して きた。1960年 に ペ ニ シ リナ ーゼ に分解

され ない半合 成penicillin,methicillinが 実 用化 され る

と,そ の 翌 年 の1961年 に 早 くも このmethicillinに 対

して耐性 を示すS.aurues(Methicillin-resistant S.

aurues,MRSA)が 英 国 が 報 告 さ れ た1)。1970年 代 に

は,ア メ リ カ で もMRSAが 出 現 し,1975年 に は2%

で あ ったMRSAの 分 離 頻度 は1996年 に は35%と 上 昇

し,急 速 に蔓延 した2)。 日本 でMRSAが 問 題 と され る

ように な った の は1980年 代 の初 頭 か らで あ る3)。 そ の

後1992年 か ら1993年 に かけて のMRSAの サ ーベ イ ラ

ンス の結 果 で は,臨 床 分 離S.aurues株 の 約60%が

MRSAで あ る と報 告 され,十 年 あ ま りの期 間 に急 速 に

全 国の病 院に蔓延 して いった こ とが示 されてい る3)。

MRSAと はmecAを 持 ち,か つmethicillinあ る い は

oxacillinに 耐 性 を示 すS.aureusで あ る4,5)。NCCLSで

は,oxacillinに 対 して4μg/mL以 上 のMICを 示 す も

の をMRSAと 規 定 してい る。mecAはmethicillin耐 性

の発 現 に必 須 なペニ シ リ ン結 合蛋 白PBP 2'の 構 造遺伝

子 であ る。 このPBP 2'はmethicillinや セ フ ェム系 薬

剤 に対 す る結 合 親和 性 が 非 常 に低 い た め,MRSAは

PBP 2'の 働 きに よ り,こ れ ら薬 剤 の存 在下 で も,そ の

細胞壁 合成が阻害 され るこ とな く菌 は増 殖す るこ とが で

きる6～8)。mecA遺 伝 子 は染 色体 上 の大 きな外 来遺 伝 子

領域上 に存在す るこ とが報告 され,こ の領域 はmecDNA

と 呼 ば れ て きた9～11)。preMRSA株N 315(後 述)の 持

つmecDNAを ク ロー ニ ング し,そ の全塩基 配列 を決 定

した結 果,N315のmecDNAは 両 端 に27bpの 逆 向 き

の 塩 基 配 列 を持 ち,約52kbの 大 き さ で あ る こ と,

mecDNAの な か に は,mcAお よ び そ の制 御遺 伝 子 群

mecI,mecR1に 加 えて,部 位特 異的組み替 えに関与 す

る2つ のORFが 存 在 す るこ とが 明 らか となった(Fig.

1)12)。 わ れ わ れ はmcDNAは こ の2つ のORFの 働 き

によ り,染 色体上 か ら切 り出 され,ま た挿 入 され る一種

の 動 く遺伝 因子 で あ る こ と を示 し,こ のmecDNAを

Staphylococcal cassette chromosome mec(SCCmec)

あ る いはStaphylococcus resistant island mec(SRI

mec)と 呼 ぶ ことを提 唱 してい る13)。

SCCmecに は 少 な くとも3つ の相異 なる タイプ(I,

II,III)が 存 在 して い る(Fig.1)。 ま たSCCmecの 挿

入 された染 色体DNAの リボ タイプを調べ る と,MSSA

は多 くの リボ タイプに分類す る ことが で きるが,そ の う
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Fig. 1. Three types of SCCmec. The genes mecA , ccrA, ccrB , IS 431,
and a portion of mecR1 (the 3'- portion and entire mecl are deleted in
Type- I SCCmec) are present in all the types of SCCmec. Tc, tertacycline
resistance gene; Hg, mercury resistance gene. The integration site
(attB) is common for all three SCCmec.

ちMRSAに は 主要 な3つ の リボ タイ プのグ ループ(A,

B,C)が 見 いだ される。 このSCCmcの タ イピ ング と

SCCmecの 挿 入 され るMSSAの 染 色 体DNAの タ イ ピ

ン グ と を組 み 合 わせ る と,世 界 各 地 か ら分 離 され た

MRSAは5つ の タイプ(Clonotype)に 分類 された(I

-A,II-A,III-A,II-B,ii-C)14,15)。 あ るclonotypeが

特 定の地域 に広 まってい るこ とが これ まで に得 られたデ

ー タか ら推 測 され てい る。 た とえば
,clonotype II-Aは

日本,お よび アメ リカで主 に分離 されて いるが,clono-

type III-Aは 歴 史的,あ るいは地域 的 に イギ リス と関係

の深い 国々,マ レー シア,香 港,ニ ュー ジー ラ ン ド,サ

ウ ジアラビア,ヨ ー ロッパ各 国で分離 されている。一方,

同 じ地域 であって も,お そ ら く使用 され る抗 生物 質の種

類 の変化 を反 映 してで あろ うが,clonotypeの 経 年的 変

化 が見 られる。 日本 にお いて1980年 代 初 期 に分 離 され

たMRSAのclonotypeはII-Bが 主 流 であ ったが,こ の

clonotypeのMRSAはimipenem,cefmetazole,

flomoxefな どの抗 菌力 の強い β-ラ クタム系薬 の使用 に

よ り消 滅 し,1980年 代 の後 半 よ り現 在 の タ イプ に置

き変 わ っ て い る。1990年 代 に は 日本 で 分 離 さ れ た

MRSAの 約70%は,ほ とん どす べ ての β-ラ ク タム系

薬 に 高度 耐性 を示 すclonotype II-Aで あ り14,16),最 初

のVRSA株Mu50も こ のclonotype II-Aに 属 し て い

る1%

II.　 staphybcocciに お けるグライ コペ プタイ ド

耐性菌 出現 の歴史

1.　 Teicoplaniを 耐 性Coagulase negative-staphy-

lococci(c-NS)の 出現

NCCLSの 基 準 では,teicoplaninの 場 合,MIC8μg/

mL以 下 が感 受 性,16μg/mLが 中 間,32μg/mL以 上

が耐 性であ る。2つ の グラ イコペ プ タイ ドの抗 菌力 を測

定 した1980年 代 の初期 の報告 で は,こ の2薬 剤 は,ほ

とん どS.auruesお よ びS.epidermidis臨 床 分離 株 に

対 して有 効で あっ た とされ てい る18～20)。しか し1983年

に はteicoplaninに 対 す るMICが12.5μg/mL(vanco-

mycinのMICは3.13μg/mL以 下)のS.epidemidis

の 存 在 がFainsteinら に よ る報 告 され て い る21)。1986

年 に は,teicoplaninのMICが16μg/mLで あ るme-

thicillin耐 性S.haemilyticus(MRS.haemolyticus)

がteicoplanin予 防投 与 下の心 臓手 術後8日 目にペー ス

メ ー カ ー の 金 属 線 先 端 か ら分 離 さ れ た22)。Arioliと

Pallanzaの 報 告 に よれ ば,29株 中11株 のS.haemo-

lyticusはteicoplanin中 等 度 耐 性 以 上(MIC,16～32

μg/mL)で あ ったが,S.haemolyticus以 外 の他 のC-

NSの 場 合,MICは8μg/mL以 下 で あ っ た23)。同 様 に

Del Beneも ま たMRS.haemolyticusの な か にteico-

planin耐 性 を示す もの が多 い こ とを報 告 して い る24)。

こ の よ うに見 て くる とブ ドウ球 菌属 の なか で はMRS,

haemolyticusが 最 初 にteicoplanin耐 性 を獲得 した と思

われる。TeicoPlanin中 等 度耐性S.epidermidis(MIC,

12.8μg/mL;vancomycin MIC,1.6μg/mL)はCAPD

(continuous ambulatoly peritoneal dialysis;持 続

性 自己管理 腹膜 透析)・腹膜 炎の患 者か ら1986年 に,分

離 されてい る25)。患 者 はこの株 の分離以前 にvancomycin

の 腹 腔 内投 与 を受 け て い る。Vancomycinの 投 与 に よ

り,腹 膜炎 の治療 は成功 した もの の,感 染症 の原 因菌 と

して,グ ライ コペ プタイ ド耐性菌が 分離 されたの は,こ

の例 が最初 である。また,こ れ らteicoplanin耐 性C-NS

が 分 離 され たいず れの患者 もteicoplaninの 投 与 を受 け

ては い なか った。1988年 にMooreとSpellerは 過 去5
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年 間 の心 内膜 炎患者 よ り分 離 され たC-NSの58%以 上

がteicoPlanin4μg/mLで も 増 殖 し た と 報 告 し て い

る26)。Maugeinら は1988年 か ら1989年 に か け て80

人 の 好 中球 減 少 症 患 者 か ら分 離 した185株 に 対 す る

vancomycinとteicoplaninの 抗 菌 力 を検 討 した。そ れ

によれ ば,vancomyciを に 対 しては,す べ てMIC4μg/

mL以 下 で感 受性 で あったが,teicoplaninのMICは0.5

～32μg/mLあ り,そ の感受性 は低 下 してい た27)。こ れ

らteicoplaninに 対 して耐性 あ るい は中等 度耐性 を示 す

ものの86.5%はS.epidermidi8で あ った。 この場 合 に

は,グ ライコペ プ タイ ドの使用 と耐性 菌の出現が 明 らか

に相関 し,vancomycin,teicoplaninそ れ ぞ れ単独,あ

るい は両 者 の投与 を受 け た患 者 か ら分 離 され た 菌株 の

49.2%はteicoPlaninのMICが8μg/mL以 上 であ った

のに対 し,い ずれ の薬 剤の投与 も受 けてい ない患 者か ら

分離 された菌 株 の場合 の これ らの菌の 出現率 は20%で

あ った27)。

Vedelは1989年 に 分 離 され たC-NSに お け るteico-

planin耐 性 菌 の 占め る割 合 は25.6%で あ ると報告 して

いる28)。

こ の ようにC-NSの 臨 床分 離株 にお いてteicoplanin

耐 性 菌 がvancomycin耐 性 菌 よ りも先 に 出現 した事 実

は,感 受 性株 を用 い たin vitroの 実 験 にお い て,teico-

planin耐 性 菌 は容 易 に分離 す るこ とがで きるが,vanco-

mycin耐 性 菌 を分 離す る こ とは非 常 に困難 で あ る とす

る報 告 と よ く一致 して い る29～31)。Watanakunakomは

vancomycinの 作 用 部 位 が 一 様 で は な く,vancomycin

の 主 な作 用 は細胞 壁合成 阻害で あるが,こ の他 に細 胞膜

の透過性 を変化 させ,あ るい はRNA合 成 を阻害す る働

きを持つ ことを報 告 し,こ れ らの異 な る作用部位 を持つ

た め に耐 性 菌 を 生 じに くいの で は な い か と考 えて い

る32)。Chomaratら は4株 のteicoplaninに 中 等 度 耐 性

あ るいは耐性C-NS(S.epidermidis 2株 とS.haemo-

lyticus 2株;teicoplanin MIC,16～32μg/mL,vanco-

mycinMIC,4μg/mL)が.vancomycinのMBC(2～

4μg/mL)と 比 較 した場 合,teicoplaninに 対 して は非

常に高 いMBC(32～128μg/mL)を 示 す こ とを報 告 し

て い る33)。 こ れ はteicoplaninがvancomycinの 殺 菌 活

性 とは無 関 係 にC-NSに 対 して は殺 菌活 性 を失 い やす

い ことを示 して いる非常 に興味深 い報告で ある。

歴 史的 にみ る とvancomycinの 実 用化 は1956年 で あ

り,teicoplaninの 実 用 化(1978年)よ り も20年 さ き

だ っ て い る34,35)。した が って 世 界 中 のstaphylococciは

teicoplaninが 導 入 され る以 前 にvancomycinに す で に

長期 間接触 して いる と考 え られ る。 この期 間になん らか

の グライコペ プ タイ ド耐性 に関与す る変異が,す で にこ

れ らの菌株 の なかで起 こ り,vaをcomycinを 使 用 した場

合 に はまった くその変化 は検出 されないが,teicoplanin

が 導 入 され た ときに,は じめてteicoplanin耐 性 として

検 出 され た可 能性 が1つ の仮 説 と して考 え られ る。そ

して この仮説 を裏づ ける事実 は,わ れ われの研究結 果か

らも得 られ てい る。 われ われ はteicoplaninが ま だ臨 床

使 用 されて いなか った時 代(1994～1997年)に 分離 さ

れたS.epidemidi8 122株 中27株 はteicoplaninの

MICが16μg/mL以 上 で ある こと,ま た,こ の27株 中

8株 はvancomycin感 受 性(≦4μg/mL)で あ るこ とを

確 認 して いる36)。こ れ まで に述 べ て きた事 実 は,歴 史的

にみ る と,グ ラ イコペ プ タ イ ド耐性 はstaphylococciに

お いて は,vancomyciを 耐 性 に さきだ って,最 初 にteico-

planin耐 性 菌が出現 した ことを明確 に示 してい る。

2.　 C-NSに お けるvaをcomycin耐 性

1987年 に,Schwalbeら は,vancomycin耐 性MRS.

haemolyticusの 分 離 され たCAPD腹 膜 炎の 臨床例 を報

告 した37)。Vancomycinに よ る治療(腹 水 中のvancomy-

cin濃 度 は10か ら14μg/mL)を 行 っ て い る 間 に腹 水

か ら数 株 のS.haemolyticusが 継 続 して 分 離 さ れ た

が,こ れ らの菌株 のvancomycinに 対 す る耐性 度 はMIC

で2か ら8μg/mL,MBCで は4か ら16μg/mLへ と,

段 階 的 に上 昇 して い っ た。 さ らに彼 らは,MICで は2

μg/mLの 値 を示す菌株 の場合 で も,10-7以 上 の割 合で

8μg/mLのvancomycinを 含 む平 板 上 に生 育 す る こ と

を報告 してい る。MIC値 は 接 種菌 量 に よっ て変化 し,

接 種菌量 が増加 す る とMICも 上 昇 した。 この場 合 ポ ピ

ュ レー シ ョン解析 の手 法 こそ 使用 して い な いが,MIC

値 で は 感 受性 と判 断 さ れ る 菌株 の 場 合 で も,ヘ テ ロ

VRSAで あ るMu 3の 場 合 と同 じよ う に,vancomycin

に 対 してヘ テ ロ耐性 を示す 菌株が存 在す るこ とを明確 に

示 してい る。

さらに,Schwalbeら は,臨 床 分離 のMRS.haemolyti-

cusの 多 くはvancomycinに 耐 性 を示す サ ブポ ピュ レー

シ ョン を含 むが,MSSA,MRSA,S.epidermidis,S.

hominisお よ びmethicillinに 感 受性 で あ るS.haemo-

lyticusの 場 合 に はvancomyciを に 耐 性 を示す サ ブポ ピ

ュ レー シ ョンはほ とん ど存在 しない と報告 して い る38)。

同 じ1987年 にFroggattは 臨 床 分 離MRC-NSの な か

に,vancomycin耐 性(vancomycinMIC,12.5μg/mL,

teicoplaninMIC,12.5μg/mL)を 示 す菌株 が存在す る

ことを報告 して いる421。1990年 に はVeachら が,van-

comycin耐 性MRS.hamoitfcus(MIC,8～16μg/

mL)に よ り引 き起 こ され た菌血 症 の例 を報 告 した43)。

これ は好 中球減少症患 者に対 して長期 間vancomycinの

投 与 を 行 っ た 結 果 患 者 の 咽 頭 に 定 着 して い たS.

んaemolyticusが 感 受性(MIC,1～2μg/mL)か ら耐性

に変 化 したため とされ てい る42)。1991年 に,Sanyalら

は,vancomyciを に よる治療(25μg/mLを 腹 腔 内投与)

が 有効 で は な か っ たCAPD腹 膜 炎患 者 か らvancomy-

cin耐 性S.epidermidis(vancomycin MIC 16μg/mL,

teicoplanin MIC 16μg/mL以 上)を 分離 した44)。この患
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者 は 過 去3年 間 に,C-NSに よ る腹 膜 炎 を発 症 した経

歴が10回 あ り,vancomycinの 腹 腔 内投与 を受けていた。

3.　 Teicoplanin耐 性S.aureus

Kaatzら は心 内膜 炎患 者のteicoplanin治 療 開始 以前

お よび投与 開始 か ら死 亡す る まで の10日 間 に合 わせ て

4株 のS.auruesを 分 離 し,teicoplaninお よ びvanco-

mycinに 対 す る耐 性 度 を調 べ た。Teicoplaninの 場 合

MICは 段 階 的 に上 昇 し(1,2,6,8μg/mL),最 終 段

階 で はMICが8μg/mlの 値 を示す 株が 分離 されだ2)。

しか しvancomycinのMICは ほ とん ど変 化 な く(0.6,

1.0,1.2,1.2μg/mL),感 受 性 で あ っ た。 また,最 初

のvancomycin感 受 性 で あ る 分 離株 を8μg/mLのtei-

coplaninで 選 択 をす る と1.4×10-9と 非 常 に低 い頻度 で

はあ るが1段 階でteicoPlanin耐 性 株 を分離 す る ことが

で きた。 この最 初 の感 受性 で あ るS.aureus(MIC,1

μg/mL)を 使 用 して ウサギ に実験 的心 内膜 炎 を起 こ さ

せ,こ れ をteicoplaninで 治 療 した場 合 に も,同 様 に耐

性株 が得 られる ことを確認 してい る。

この結 果 はteicoplaninに 感 受性 であるS.aureus感

染 症 の場合 で も,薬 剤投与 に よ り耐性 度の上昇 した菌 が

速 やか に出現 し,そ の結果患 者が死亡 した ことを明白に

示 してい る。 また,こ の結 果は,原 因菌が病原性菌 であ

り,か つ ヘテ ロ耐性菌 の可 能性 を持 つ場 合 にはMIC値

で は治療効果 を予測で きない場合が ある ことを示 してい

る。

ヘテ ロ耐性 は他の多 くの抗 菌薬 に対 して低度耐性 を示

す細 菌一般 に共通 に見 られる重要 な問題 であ り,後 に詳

しく述べ る。

またShlaesら は,teicoPlaをin耐 性 株12873を さ ら

に高濃度で選択 す ると高 度耐性 変異株12873-10(teico-

planin MIC,64μg/mL)を6.7×10-10の 頻 度で得 るこ

とが で き,こ れ らの株のvancomycinに 対 す る耐性 度 も

同 時 に上 昇 して い る こ と(MIC,16μg/mL),し か し

この よ うなvancomycin耐 性Smreusはvancomycin

で 選 択 した場合 に は得 られ なか った(<5×10-11)こ と

を報告 して いる43),。この ようにteicoplaninがvancomy-

cin耐 性 を選択 す る とい う考 えは,頻 度 の点だ け を考 え

ると一 見矛盾 してい るように思 われ る。1つ の細 胞集 団

の なかで変異が生 じて耐性 菌が生 じる と考 える なら,そ

の頻 度 は 同一 であ る はずで あ るの に,な ぜteicoplanin

で 選 択 した 場 合 に6.7×1010に1個 の 割 合 で 得 られ る

vancomycin耐 性 株 が,vancomycinで 選 択 した場 合 に

は,そ の10倍 近 い5×1011の 中 か ら1個 も得 られ な い

ので あ ろ うか。 この一 見 した 矛盾 は,teicoplaninの 場

合 はvancomyciを よ りも,よ り長時 間菌 が増 殖 しつづ け

る と仮 定 し,最 終的 にはteicoplaninに よ る選択 の場合

の生 菌数がvancomycinに よ るそれ よ りも多 くな るた め

と考 えれ ば解 決 され るので はない だろ うか。実際 この2

つ の グ ライ コペ プ タ イ ドの殺 菌 活性 は,い ずれ も弱 い

が,teicoplaninの 殺 菌活性 の ほ うが さ らに弱 い と報 告

されて い る44)。も う1つ の別 の 可 能性 はteicoplanin自

体 が変異 を誘発 しやす く,耐 性 菌 を生 じやす い とす る も

ので ある。

いず れにせ よ,Shlaesら の 報告 は,vancomycinに 比

べてteicoplaninの 耐 性度 の高 いS.aureus(vancomy-

cin MIC,1.2μg/mL,teicoplanin MIC,8μg/mL)か

ら,teicoplaninに よ る1段 階 の 選 択 でvancomycin耐

性 株 を得 るこ とが で きる とす るわ れ われ の2段 階耐 性

獲得 仮 説 を支持す る もの で あ る。Serzinら も この仮 説

を支持 す る結果 を報告 してい る45)。Vancomycinに は 感

受性(MIC,2～4μg/mL)で あ るが,teicoplaninの 耐

性 は上昇 してい るS.aureus(MIC,8～16μg/mL)の

存 在が2つ の グル ー プ か ら報 告 され て い る46,47)。。Mai-

nardiら は このS.aureusの 得 られ た6症 例の なかで,

4名 の患者 にはvancomyciを が 投 与 され てい た こ とを報

告 してい る47)。 したが って ここで もまたvancomycinの

投 与 に よ り,vancomyciを 耐 性 菌 が 出 現 しな い 場 合 で

も,Teicoplanin耐 性 菌が 出現す るこ とが確 認 され る。

Teicoplanin耐 性S.aureusの 治 療 に際 し,薬 剤 をtei-

coplaninか らvancomycinに 切 り替 え る こ とに よ って

治療 に成功 した例 も報 告 され てい る46,47)。

4.　 Vancomycin耐 性S.aureusの 出 現

Vancomyciを に 対す るMICが8μg/mLで あ る最 初の

VRSA,Mu50は 肺 動脈 閉鎖症の ためバ イパス手術 を施

行 した生 後4か 月の男児 か ら分離 された48)。そ の 臨床経

過 をTable 1に 示 す。

この患者 はMRSAに よ る術 後 感染 を起 した ため,抗

MRSA薬 と してvancomyciを が 単 剤で29日 間投与 され

た。 しか しvancomycin投 与 によ り最初 の1週 間でやや

解熱 した ものの胸骨 上の正 中切開部 か らの膿 の分泌 は続

き,CRPも4.1～5.1と4mg/dL以 下 に は低 下 し なか

った。 そ こでarbekacin(MRSAに よ って 産 生 さ れ る

ほとん どの ア ミノ糖 修飾酵 素に作用 され ないア ミノ糖系

抗生物 質)を 併用 した。併用 開始後6日 間でCRPが5.1

mg/dLか ら0.9mg/dLに 低 下 し,切 開瘡 が 閉 じ た た

め,併 用 開始後12日 目で2剤 とも投与 を終 了 した。 そ

の10日 後,再 び39の℃ 発 熱 と膿の分泌 がみ られ,CRP

が3.5mg/dLに 上 昇 した た め,sulbactam/ampicillin

(300mg/day)とarbekacin(30mg/day)を 投 与 した

ところ,解 熱 し,CRPも0.3～1.0mg/dLま で 低下 した。

胸 骨 上 の 皮 下 膿瘍 を切 除 した 後,15日 間sulbactam/

ampicillinを 投 与 し,こ の患者 を退 院 させ る こ とが で き

た。

Mu50は こ の切 除膿 か ら分 離 され た株 で あ る。 しか

しこのMu50と ま った く同 じ耐性 度 とgenotypeを 示

す 株Mu45がvancomyciを 投 与 後7日 目の 胸 骨 上 の 正

中切 開部膿 瘍 の膿 汁か ら分 離 され てい る。 ア メ リカの

VRSAは 数 か月 にわたる長期間vancomycinを 投 与 した
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患者 か ら分 離 され たのに比べ て この場合 は対照 的に投与

期 間が 短 い17)。そ の た め,こ の 患 者 のMRSAが 薬 剤投

与 中 にvancomycin耐 性 株 に 変 化 した の で は な く,

vancomycinの 長 期 投 与 を受 け た他 の 患 者 のMRSAが

vancomycin耐 性 とな り,そ れが この生 後4か 月の男児

に院内感染 した可能性 が考 え られ る。

Table 1に 示 す この患 者 の臨床経 過 は,感 受性が 低下

した菌 に対 して はvancomycinの 治療 は有 効で な く,他

の抗 菌薬 の 治療 が む しろ有 効 であ った こ とを示 して い

る。 このMu 50はNCCLSの 基 準 では耐性(32μg/mL

以 上)と 感受性(4μg/mL以 下)の 中間(8～16μg/mL)

で あ る た め,vancomycin intermediate S. aureus

(VISA)あ る い はglycopeptide intermediate S.au-

rues(GISA)と も呼 ば れ て い る49)。 しか し,現 在 合計

10株 のVRSAが 米 国(4株),フ ラ ンス(2株),韓 国

(1株),日 本(1株),ス コ ッ トラ ン ド(2株)か ら報告

されてお り,そ の うち感 染 症 を起 こ した7株 はい ず れ

もvancomycinの 治 療が 奏功 しなか った症 例か ら分離 さ

れ て い る。 これ らの菌 株 のMICは い ず れ も8μg/mL

で あ っ た こ と50～53)は,こ のMIC値 の 株 は明確 に 臨床 的

に は耐 性 であ る こと を示 して い る。 また同 じ くMICが

8お よび16μg/mLのC-NSに よ るvancomycin治 療 失

敗例 は1987年 以 来数例 報告 され てい る。 この ことは,

NCCLSの 耐 性 基準(ブ レイ クポ イ ン ト)が 非現 実的 に

高す ぎる ことを示 している。 これが,わ れ われがMu 50

をVISAと 呼 ばず,VRSAと 呼 んでい る理 由であ る。

Mu 50の 分 離前 に,わ れわれは,ヘ テ ロVRSA(hetero-

geneously vancomycin-lesistant Staphylococcus aure-

us,hetero-VRSA)と 呼 ぶ,別 の カテ ゴ リーのvanco-

mycinに 対 す る感 受性 の低下 した株 を,肺 癌(primary

lung cancer)の 男性 か ら分離 した1%こ の患者 の 臨床

経 過 をTable 2に 示 す 。術 後3日 目の胸 部X線 で は 肺

炎の陰影 を示 し,膿 性 痰 か らはMRSAが 分 離 され た。

喀痰 の塗抹標 本 をグラム染色 した ところ,好 中球 に貧 食

された グラム陽性 球菌が 多数観察 され,喀 痰 の培養 か ら

はMRSAが 純 培 養状 に107 CFU/mL以 上 の濃 度 で検 出

された。Vancomycinに よ る治療 を開始 した ところ,は

じめの1週 間 は臨床 症状,検 査所 見 と もに改 善 が 見 ら

れたが,9～12日 目 には 同様のvancomycinの 治 療 に も

か か わ らず,再 び肺 炎像 は悪 化 した。担 当 医 は薬 剤 を

piperacillinに 変 更 したが,こ の 間肺 炎像 は急 激 に悪化

し続 け た。Mu 3が 分 離 され たの は この時期 の喀痰 か ら

である。この時点でsulbactam/ampicillinとarbekacin

を併 用 して投与 し,治 療す る ことがで きた。 この例 に見

られる ような,最 初 はvancomycin投 与 が 効 を奏 すが,

しば ら くして奏効 しな くなる とい う治療 の経 過 はFig.2

に示 すin vitroで のMu 3のtime-killing curveと 非 常

に よ く符 合 して い る。Fig.2に 示 す よ うにMu 3の 場

合,そ のMICが2μg/mLで あ るに もか か わ らず,106

CFU/mLの 菌 の増 殖 を完全 に押 さえ る には10μg/mL

の濃 度 のvancomycinが 必 要 で あ る。他 方MICが1μg

/mLのvancomycin感 受 性87/20の 場 合 は1.25μg/

Table 1. Time course of the case from whom Mu 50 was isolated

Patient: 4 months old, male, pulmonary atresia, operation (May 14, 1996)

June 1- 10: fever (38- 39•Ž), CRP raised to 11.0mg/dL, pus from the incision site grew MRSA

June 10- July 9: vancomycin (45mg/kg per day)

low grade fever (37•`38•Ž), CRP 4.1•`5.1, purulent discharge persisted

July 10- July 21: vancomycin plus arbekacin (30mg per day)

fever subsided, CRP 5.1•¨0.9, the wound healed

July 31- Aug 3: fever (39•Ž), CRP 3.5, pus discharge resumed

Aug 4- Sept 21: sulbactam/ ampicillin (300mg per day) and arbekacin (30mg per day)

fever subsided in 6 days, CRP between< 0.3 to 1.0, wound healed

Sept 6: debridement of the abscess; CRP,< 0.3 after debridement

Table 2. Time course of the case from whom Mu 3 was isolated

Patient: 64 years old, male, primary lung cancer, operation (December 12, 1995)

Dec 15- 19: shadow in chest X- ray film, fever (•`38•Ž), CRP 15.7mg/ dL, purulent sputa yielded MRSA

Dec 20- 31: vancomycin (2g per day)

chest X- ray improved until Dec 27; fever•`37•Ž, CRP 15.7 to 3.0 (Dec 27)

Dec 28- 31: chest X- ray exacerbated; fever•`39•Ž, CRP 3.0 to 6.1

Dec 30- Jan 4: piperacillin (2g per day)

chest X- ray film further exacerbated (consolidation), fever•`39•Ž, CRP up to 12.2

Jan 5- 16: arbekacin (200mg per day) plus sulbactam/ ampicillin (6g per day)

fever subsided in two days, chest X- ray film cleared, CRP 12.2 to 0.4
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Fig.2. Hetero- VRSA Mu 3 contains a vancomycin- resistant subpopulation.
The strains were cultivated in Mueller-—Hinton broth containing no
vancomycin (open circle), or with 1.25mg/ L (closed circle), 2.5mg/L
(open triangle), 5mg/ L (closed triangle), 10mg/ L (open square), or 20
mg/ L (closed square) concentrations of vanocmycin. Periodically, a portion
of each culture was taken and the numbers of viable cells were counted.

Fig.3. Population analysis of VRSA and hetero- VRSA. The population
curves of VRSA Mu 50 (open circle) and hetero- VRSA Mu 3 (closed
circle) were compared with those of two VSSA strains , H 1 (methicil-
lin-—resistant; open triangle) and FDA 209 P (methicillin- suscepti-
ble; closed triangle).

mLで そ の増殖が 阻止 され る。Mu 3の 場 合5μg/mLの

vancomycin存 在 下で も3日 間 は増殖 が 阻止 され るが,

そ の後 菌 は再 び増 殖す る。Mu 3の ポ ピュ レー シ ョン解

析 の結果 をFig.3に 示 す。Vancomycinの 治療 が奏効 し

たMRSA肺 炎 の患 者か ら分離 され たMRSA,H 1と 比

べ る と,明 らかにMu 3の 場 合 は5～9μg/mLのvanco-

mycinの 存 在 下 で も増 殖 で きる耐 性 の サ ブポ ピュ レー

シ ョ ン を も っ て い る こ とが わ か る。5～9μg/mLに

vancomycinを 含 む平 板上 に生育 した菌 を と り,そ の菌

のポ ピュ レー シ ョン解析 を行 う と,そ の パ ター ンはMu

50と ほ ぼ同程 度 とな る。Mu 3とMu 50は ま っ た く同

じPFGEの バ ン ドのパ ター ンを示 し17),さ ら にgyrAお

よ びgrlA遺 伝 子 の同 じ場 所 にポ イン トミュー テー シ ョ

ンが あ る54)。こ の よ うにヘ テ ロVRSAはVRSAの 前 駆

細 胞 で あ る と同時 に,感 染 した組 織 の なか で高 頻 度 に

VRSAを 生 み出 し,vancomycinの 治 療 が奏効 しない 感

染 症 を引 き起 こす。

III.　 耐 性 にお けるheterogeneity

1.　 heterogeneityと は

薬剤耐 性 にお け るheterogeneity(辞 書 で は異 種,不

均 一 と訳 されてい る)の 問題 は興 味深 い問題で あ り,と

りわ けMRSAの 研 究 者 の間で は1つ の主 要 な研 究 テ ー
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マ で あ った。ヘ テ ロ耐性 は,ポ ピュ レー シ ョン解析 ある

いは プ レーテ ングの 効率 か ら定義 され る55,56)が,ヘ テ ロ

耐性 の概念 が構 築 され た最初 の段 階 で は,1960年 代 に

分離 され たMRSAが,methicillinに 対 して安 定 なヘテ

ロ耐性 を示す とい う報告 が,そ の概 念 に 「安定性」 とい

う性 質を誤 って付 与す る ことにな った57)。す なわち1960

年 代 の ヘテ ロMRSAをmethicillinに よ り選択 した耐性

株 は,methicillinを 含 まな い培地 で培 養 し続 け る と,

ま た もとのヘ テ ロMRSAに も ど りやす い と報告 されて

い る57)。しか し,最 近 の研 究で は,す べて のヘテ ロMRSA

が ヘ テ ロ耐性 の状態 を安 定 して継 続す る もので はな く,

い くつ かのヘ テ ロMRSAか らは安 定 な高度 耐性 あ る い

はホモ耐性MRSAが 生 まれ る こ とが明 らか とな って い

る58,59)。そ の もっ と もよい 例 がpreMRSA N315(pre

MRSAと はmecAを 持 つが,methicillinに 対 して は感

受性[MIC,≦8μg/mL]を 示 す 菌株 をい う)の 場 合 で

あ る60)。N 315はmecAお よ び その 制 御 遺伝 子mecI,

mecR 1を 完 全 な形 で 持 つ の で,mecAの 発 現 がmcI

に よ り非 常 に 強 く抑 制 さ れ て お り61,62)そ の た め に

methicillin感 受 性 を示すMRSAの 最 初の形 と考 え られ

る クロノ タ イプII-Aに 属 す るS.aureusで あ る17)。

N 315はTomaszら の 分類 を当て はめ る とtype-Iの

ヘ テロ耐性(MICが2～4μg/mLでMSSAに 分 類 され

る63))を 示 す が,低 濃 度のmethicillin(3μg/mL程 度)

で 選 択す る と,非 常 に高 い 頻度(10-5～10-4)でtype-

IIIのヘ テ ロ耐性(MIC,50～200μg/mL)を 示 す株が生

まれ て くる。 これ らの株 のmecI遺 伝 子 は変異 を起 こ し

て い る こ とが 確 認 させ て い る64)。N 315か ら 実験 的 に

mclを 欠 落 させ た株 も同様 にtype-IIIの ヘ テ ロ耐 性株

へ と変 化す る60)。こ の ことはMRSAに お いて,methicil-

linの 耐 性 度が さ らに上 昇 した株が 生 まれ る場 合 には,

多 くの場 合 遺伝 子 の 変異 を伴 って いる こ と を示 して い

る。 そ して,こ のヘ テ ロ耐 性株 を再度methicillinで 選

択 す る と高 度 耐性 を示 す ホ モ 耐性 株 が 生 まれ て くる

Fig.4. Two pathways for pre- MRSA to evolve into homo-
MRSA. In the N 315 (clonotype II- A) lineage of
MRSA, two genetic events, mecI inactivation and
another mutation indicated by thick arrows, are
required for pre- MRSA to become homo-—resistant to
methicillin.

(Fig.4)。

2.　 heterogeneityは 広 く一般 的 に見 られ る現 象 であ

る

耐性発現 にお けるheterogeneityはS.aureusに お け

るmethicillin耐 性 お よびvancomycin耐 性 に限 っ た問

題で はな く,他 の菌種 と他 の抗 菌薬 の組 み合 わせ の場合

にも広 く見 られ る。

た とえ ばMRSAの 治 療 薬 と して使 用 されて い るar-

bekacinに 対 してあ る種 の菌株 はヘ テ ロ耐性 を示す が,

MICの 上 では感受性 と判断 されて いる。

Fig.5 AにMu 3株 を例 に示すが,こ の株 はarbekacin

に対 して はヘ テ ロ耐性 で あ るが,同 時 に調 べ たsulbac-

Fig.5. Population analysis with three organism-—antibi-

otic combinations. (A) Staphylococcus aureus strain

Mu 3 vs arbekacin and sulbactam/ ampicillin. Sym-

bols: closed circle, arbekacin; open circle, sulbactam/

ampicillin. Mu 3 has a heterogeneous- type population

curve for arbekacin, and a homogeneous- type curve

for sulbactam/ ampicillin. Dotted line and arrow

indicate the operation to find MIC value of arbekacin

from population curve. MIC is defined as the mini-

mum concentration of the drug inhibitory to 99.99% of

the population. MIC is found to be 4ƒÊg/ mL. (B) Van-

comycin- resistant Enterococcus faecium clinical

strain A 4284 (vanB) vs vancomycin. (C) S. aureus

strains Mu 3 vs rifampin. Note that the population

contains rifampin- resistant mutants, presumably

with a single mutation in the RNA polymerase, The L

- shaped
 population can be discriminated from hetero-

geneous- type curves.
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tam/ampicillinに 対 しては ホモ の感受 性 パ ター ンを示

す。 い くつ か のvanBタ イ プ のVREの 場 合,MICは

感 受性 か ら中等 度耐性 まで広 い範 囲に わたっ てい る65)。

Fig.5Bに はvanB遺 伝 子 を もつEnterococcus faecium

A4282の ポ ピュ レー シ ョン解析 を示す。 この株 のMIC

は12.5μg/mLで あ る が,典 型 的 なheterogeneousな

パ ター ンを示 して いる こ とが わか る。比較 の た め にS .

aureusのrifampicinに 対 す るポ ピュ レー シ ョン解析 を

示 す(Fig.5C)。 こ の場 合 はヘ テ ロの場 合 と異 な り特

徴 的なL字 型のポ ピュ レー シ ョン曲線 を示 している。

MICを 測定する場合,107/mh(NCCLS)あ るいは106/

ml(日 本化学療法学会)に 調整 した菌液 をマイクロプ

ランターにて平板上に接種するが,こ の場合接種 される

菌液の量はお よそ3～5μLで あるので,3～5×104あ る

いは3～5×103個 の菌を接種 したことになる。 したがっ

て接種 した菌数3～5×104の なかに1個 未満の耐性菌

が存在する場合,そ の耐性サブポピュレーションに関 し

ては検出できない。NCCLSに より推奨されている6μg/

mLにvancomycinを 含む平板上に106の 菌 を接種す る

VREの スクリーニング法は,接 種菌量を多 くしてある

ため,理 論的にヘテロ耐性菌をも検出する方法となって

いる66)。

以上述べたように,耐 性におけるheterogeneityは,

多 くの薬剤 と菌 との組み合わせで一般的に見 られる現象

である。薬剤感受性試験 として,MIC測 定に加えてポ

ピュ レーション解析(お よびその簡略型)を 実施すれば,

化学療法薬の有効性を判断する上での試験成績の信頼性

をより高めることがで きるであろう。

3.ヘ テロVRSAの 定義とその重要性

われわれは以上述べて きたヘテロ耐性の考え方をもと

に,次 の ような性質 を合わせ持つ菌 をヘテ ロVRSAと

呼んでいる。

(1)MICは4μg/mL以 下で,現 在 のNCCLSの 基

準ではMICの 値からは感受性 と判定 される。

(2)Vancomycinに 対 し異 なる耐性度 を持 った細胞

が細胞集 団の中に生 じるため,106～107の 菌のなかに

はvancomycin4μg/mL(あ るいはそれ以上の濃度)を

含む平板上に生育する細胞サブポピュレーションが検出

される。

(3)Vancomycin4μg/mL(あ るいはそれ以上の濃

度)を 含む平板上に生育 した菌(直 接あるいは数回バン

コマイシン4μg/mLを 含む平板で継代後)の ポ ピュレ

ー ション解析 を行 うと
,そ の耐性度 はMu50と 同じ程

度である。

当教室で実際に用いているポピュレーション解析の方

法 を以下に述べる(Fig.6)。

Step1:薬 剤の希釈系列を調製する(一 般的には2倍

段階希釈の希釈系列 で10倍 濃度の薬剤液 を調製する

が,vancomycinの 場合 は1μg刻 みでの希釈系列を用

いている)。

Step2:薬 剤含有平板 を作製する。最初に平板に薬剤

液各1mLを 加える。

次に55℃ に保温 したBHI寒 天9mLを 加えよく混合

する。

Fig. 6. Method of population analysis . For explanation , see text.
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平 板 が 固 まったのち表面 を乾燥す る。

Step3:接 種 す る菌液 を調製す る。前培 養(前 日に被

検 菌 株 をBHI-broth[4mL]に 植 菌 し,37℃ で 一夜

振量培 養す る]し た菌液の 吸光度 を測 定 し,BHI-broth

に て1～2×108 CFU/mLの 菌 液 を調 製 す る(当 教 室 で

は578nmの 吸 光 度 が0.3に な る よ う に 調 製 して い

る)。 次 に生理 食塩 水 を用 いて 順 次10倍 段 階希 釈 を行

い,107,106,105,104,103,102 CFU/mLの 菌 液 を調

製す る。

Step4:菌 液(50μL)を 平 板 に加 え,コ ンラー ジ棒

を用い て均 一 に塗 布す る。

Step5:平 板 を37℃ で2日 間培 養す る。

Step6:そ れ ぞれの平板 上 に生 育 した コロニ ーの数 を

数 えグラ フにプロ ッ トす る。

Fig.6に 図示 した平板 の数 は模式的 に書 いた もので あ

る。あ らか じめ それぞ れの平板 に生育す る菌量 を推定 し

てお けば,菌 液 を塗布す る平板 の枚 数 を最低 限にす るこ

とがで き,実 際 に使用す る平板 の枚 数 を節約 す るこ とが

で きる。

ポ ピュ レー シ ョン解 析 の簡便 法 と して はvancomycin

4μg/mL含 有BHI寒 天 平 板上 に107 CFUの 菌 液 を塗布

して生育 す るコロニー の割 合 を算 定す る方法 が用い られ

てい る。

実 際 にヘ テ ロVRSAで あ るMu 3を 各 種 濃 度 にvan-

comycinを 含 むBHI寒 天 平 板 に 接 種 す る と,種 々 の

MICを 示 す菌が 生 じて くる。 これ らの菌のMICは 多 く

の場 合,使 用 したvancomycin濃 度 に比例 して くる17)。

Mu 3を4μg/mlあ る い は そ れ以 上 の濃 度 のvancomy-

cinを 含 む平 板 に接 種 す る とお よそ10-6の 頻 度 でvan-

comycin耐 性 菌 が生 じる17)こ の ように,ヘ テ ロVRSA

は 高 頻 度に 自然 にVRSAを 作 り出す 能力のあ る菌株(い

わば前駆細 胞株)で あ る ことが,ま ず第一 の重要 な点 で

あ る。1997年 当 時順 天堂医 院か ら分離 したMRSAの お

よ そ20%はMu 3と 同 様 な ヘ テ ロVRSAで あ っ た

(Fig.7)。 ヘ テ ロVRSAの 臨 床分 離株 は米 国,英 国,ト

ル コ,フ ランス,ス ペ イ ン,香 港,韓 国,ド イツで も検

出 され てい る。 バ ンコマ イシ ンに よる治療 が奏効 しなか

っ た デ トロ イ トの 患 者 か ら分 離 さ れ た ヘ テ ロVRSA

42493はMu 3と よ く似 たポ ピュ レー シ ョン曲線 を示 し

てい る67)。この株 か らもMu 3と 同 様 にin vitroでvan-

comycin耐 性 菌 をつ くるこ とがで きる(Hiramatsu K,

未 発 表 デ ー タ)。 第2の 重 要 な点 は,第1の 点 と も密接

に関連 してい るが,ヘ テ ロVRSAそ れ 自体 がvancomy-

cinの 治 療が 奏効 しない感 染症 の原 因 とな り得 る点で あ

る。Fig.7に 示 す ヘ テ ロVRSAは す べ てMRSA肺 炎 の

患 者 か ら分 離 され た株 で あ る。 図 中の 白抜 きで示 した

Mu 3,Mu 27,Mu 36は す べ てvancomycinが 有 効 で

なか った症 例か らの分離株 で あ り,黒 塗 りで示 したMu

6,Mu 17,Mu 22,お よ びH 1はvancomycinが 有 効

Fig.7. Population analysis of VRSA (Mu 50) and hetero-

VRSA strains. Symbols: open traiangle, Mu 50; open

square, Mu 27; open circle, Mu 3; open diamond, Mu

36; closed square, Mu 6; closed diamond, Mu 22;

closed triangle, Mu 17; closed circle, H 1. The strains

depicted with open symblos were associated with

vancomycin therapeutic failure.

であ った症例か らの分離株 であ る。

この結 果はMu 3と 同 等,あ るいはそ れ以上 のヘ テ ロ

耐性 を示 す 株 に よ るMRSA肺 炎 で は,vancomycin単

独 で は治療 で きない場 合が多 い ことを示 唆 して いる。

こ のヘ テ ロVRSAは 通 常 のMICの 測 定 で はVSSA

と 区 別 で きな い。Fig.7で 示 したMu 3もMu 6も そ の

MICは2μg/mLで あ り,こ れ まで に分 離 した ヘ テ ロ

VRSAのMICは す べ て4μg/mL以 下 で あ る。 した が

ってNCCLSの 基 準 をあ て はめる とMICの 上 で はヘ テ

ロVRSAは す べ て感 受性 で あ る。 これ がヘ テ ロVRSA

の 第3の 重 要性 であ る。 す なわちMICで は 感受性 であ

りなが ら薬剤が有効 に作用 しない菌,す なわ ちヘ テロ耐

性菌 の存 在 自体が,薬 剤の 臨床 的有効性 を判断す る場 合

でのMIC値 の 信頼性 を低下 させ る原 因 とな って いる。

IV.　 Vancomycin耐 性 菌 はなぜvancomycin治 療 に

対抗 で きるか

VREと 比 較 した場 合,VRSAのMICは8μg/mLと

非 常 に低 い。 しか し,実 際 に これ らVRSAに よ る感 染

症 をvancomycinで 治 療す るの は困難 であ る。 この理 由

と して,1)vancomycinの 組 織 移行 性 が低 い こ と,2)

staphylococciに 対 す る殺菌活性 が低 い こ と,3)効 率 の

悪 い作用 機序,が 挙 げ られ る。以下 順 にvancomycinの

治 療 に影響 をあ たえる これ らの ファク ター につ いて述べ

る。

1.　 Vancomycinの 組 織 内濃度

Vancomycin 0.59を 静 脈 内 に単 回投 与 した場 合 の患

者 の 喀痰 中 のvancomycin濃 度 は2.46～2.49μg/mlあ

る いはそれ以下 と報告 され てい る68,69)。1995年 に 日本 で

MRSA肺 炎 に対 す るvancomycinの 効 果 につ い てサ ー

ベ イラ ンス を行 った結 果 では,vancomycinの 治 療 の 有

効率 は78.2%で あ った こ とが 報 告 され てい る70)。同 時
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に調 査 した症 例 の64.2%し かvancomycinの 治 療 後 除

菌 に成功 して い ない。 この十 分 とはい えないvancomy-

cinの 治 療 効果 は,vancomycinの 喀 痰 中へ の移 行 の 限

界 を反映 している。

膿 瘍 の場合 で は,1日 に29のvancomycinを 数 回 に

わ けて投 与 した場 合 に,5μg/mLのvancomycin濃 度

と な る こ とが 報告 され て い る71)。Fig.3に 示 すMu50

の ポ ピュ レーシ ョン曲線か ら判 断す る と,Mu50の1%

は こ の ような条件 下(5μg/mLのvancomycin濃 度)で

も生存 で きる。

喀痰 や膿瘍 中のvancomycin濃 度 が非常 に低 いの に比

べ て,尿,腹 腔 な どの場合 には,非 常 に高 い濃 度 となる

こ とが 報告 されてい る。

尿 中に は,vancomycinは 活 性型 で排 出 されるが,0.5

9のvancomycinを 静 脈 内投 与 した場合 に200μg/ml以

上 の濃度 が12時 間 まで継 続す る72,。CAPD腹 膜 炎 の場

合 に は,透 析 液 に注入 す る こ とに よ り1,000μg/mlの

濃 度 までvancomycin濃 度 を上げ る ことが で きる73)。こ

の よ うにvancomycinが 高 濃 度に保持 され る と,も はや

菌 は,そ の ような状 況下で生存 で きな くなる と思 われ る

が,実 際 には,腹 膜 炎 などの場 合 に,vancomycinを 多

量 に投 与 して もstaphylococciを 除 去 で きなか った例 が

報告 されて い る41,49)。こ れ はお そ ら くvancomycinに 対

す る トレランスが発現 した菌 によるためか.あ るいは炎

症 を起 こ してい る組織 や白血球の 中に菌が入 り,vanco-

mycinの 作 用 を免 れたため と推測 されてい る74)。

2.Vancomycinの 殺菌活性

院内感染が問題となる患者は多 くの場合,術 後,低 栄

養状態など抵抗力が落ちた状態にあ り,ま た他の基礎疾

患を持っている。このような患者にとって望ましい薬剤

は宿主の免疫系の助けを借 りな くとも起因菌を殺すこと

ができる強力な殺菌力をもった薬剤である。 しか し残念

なことに,vancomycinに よるS.eaureusの 殺菌速度は

大 変遅 い75,76)。vancomycinに 感 受性(MIC<1μg/mL)

の 日本 で 分 離 され たMRSAを 殺 菌 す るの に も,105の

菌 を殺 菌 す る の に24時 間 以上 を要す る76)。Chambers

は ウ サギ でMRSAに よ る心 内膜 炎 を起 させ,そ れ を治

療 す る実験 を行 って抗 菌薬の治療 成績 を比較 し,vanco-

mycin(お よ びteicoplanin)は あ ま り有効で ないこ と77),

む しろ β-ラ ク タム系 薬剤 の ほ うが しば しばvancomy-

cinよ りも勝 れ ていた こ とを報告 してい る75)。臨 床例 に

お いて も,MRSAに よ る心 内膜炎 の治療 にvancomycin

を投 与 した場合 に,効 果 があ らわれる まで に非常 に長期

間 を要 した こ とが報告 されて いる78)。 も う1つ の臨床 例

の報 告 は,Gopalら に よっ て な された が,vancomycin

治 療 失敗 例か ら分離 されたS.aureusはMICで は0.78

μg/mLで あ っ た が,MBCは25μg/mLで あ っ た79)。

こ の場合,こ のS.aureuSに 対 し,vancomycinの 殺 菌

力 がお よばない こ と(ト レラ ンス)が 治療 失敗の大 きな

原因と考えられた。

3.Vancomycinの 作用部位

Vancomycinお よび他のグライコペプタイドの作用機

作は他の抗菌薬 と著 しく異なっている。た とえばβ一ラ

クタム系抗生物質の場合,そ の標的はペニシリン結合蛋

白(PBP)で あ り,β-ラ クタム系抗生物 質はPBPに

結合することによりペプチ ドグリカンの架橋(transpep-

tidation)を 阻 害 す る80)。1つ の細 胞 の なか で 細胞 質に

存在す るPBPの 数 は大腸 菌 の場合 で はそ れぞ れのPBP

が お よそ100～800存 在 し81),S.aureusの 場 合 には4

個 のPBPが そ れぞ れ200～800存 在 す る と報告 されて

い る(Pucci,M.,personal communication)。

アミノ糖系抗生物質,マ クロライ ド系薬剤やテ トラサ

イクリン系薬剤のような蛋白合成阻害剤の場合には,リ

ボゾームに結合 してその蛋白合成 を阻害す る。1つ の細

胞あたりの リボゾームの数はその細胞の増殖速度によっ

て異 なるが,大 腸菌B/rの 場合で はお よそ6.8×103～

7.2×104で ある。これ らの抗生物質が.細 菌の生体高

分子の合成 に関与する酵素やその器官に結合 して作用を

お よぼす のに対 して,vancomycinの 場 合 は,逆 に,酵

素 の基質 に結合す る ことに よ り,酵 素 反応 を阻害 してい

る。す な わ ちvancomycinはtrasglycosylaseの 基 質に

結 合す る こ とに よ りtransglycosylation(細 胞 膜 の外側

に転座 したム レイ ンモ ノマ ー前 駆 体-Lipidll複 合 体か

らム レイ ンモ ノマ ーが新 しいペ プチ ドグ リカ ン鎖 に付加

される反応)を 阻害 す る(Fig.8)。Vancomycinの 作用

部位 はム レイ ンモ ノマ ー)末 端 のD-ア ラ ニル-D-ア ラ

ニ ンで あ る(Fig.9)。 こ こで問 題 とな るの は このD-ア

ラニルーD-ア ラニ ンが すで に合成 され た細 胞壁 中に多数

存 在 し て い る こ と で あ る82)。細 胞 壁 合 成 過 程 で曇

transpeptidase酵 素 に よる架 橋 反 応 にお い て は,こ の

末 端 のD-ア ラ ニルーD-ア ラニ ンか ら末 端 のD-ア ラニ

ンが 除去 され2番 目の残 りのD-ア ラニ ンがペ ンタグリ

シ ンと結合 して架橋 が形 成 され る ため,必 然 的にD-ア

ラニルーD-ア ラニ ンの数が 減 少す る。S.aureusの 細胞

壁 はこの架橋形 成が行 われ た結果,多 くの架橋が形成さ

れ るので あ るが,そ れで もなお20～30%の ペ プチ ドグ

リカ ンサ ブユ ニ ッ ト(disaccharide-peptide)は 末端に

D-ア ラ ニ ルーD-ア ラニ ン を もって い る と報告 されてい

る8')。も しも20%の ペ プチ ドグ リカ ンサ ブユ ニ ットが

架橋 され て い ない とす れ ば,そ れ ぞ れ のS.aureusの

細 胞 はお よそ6x106のvancomycin結 合 部 位 を持って

い るこ とに なる(LabischinskiH
,personal communi-

cation)。 こ の よ う に 考 え る と,108個 のSeaureusに

は1.44μgのvancomycin(MW,1,449.27)が 結 合す

る計算 にな る。 この ようにvancomycinが 結 合 できる非

常 に多 くの,い わ ば「副次 的」な作用 部位 が,vancomycin

が 本 来 の作 用 部位 に到 達 す る途上 に存在 す ることにな

り,非 常 に多 くのvancomycin分 子 が殺 菌活性 を発揮す
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Fig.8. Schematic illustration of cell- wall synthesis pathway: L- Ala, L- alanine; D- Glu, D- glutamic

acid;L-—Lys, L-—Lysine; D- Ala, D- alanine; TG, transglycosylase. For explanation, see text.

Fig.9. Schematic illustration of interrelationship among

β-  lactam antibiotics, vancomycin and MM. Vancomy-

cin forms complexes with murein monomer and

prevents incorporation of murein monomer into the

cell wall, whereasƒÀ- lactams interact with cell- wall

biosynthetic enzymes and prevent their action.

る こ とな く,細 胞壁 の なか で消 費 されて し まうの で あ

る。Vancomycinの 殺 菌活性 の本 当の標 的部位 の数 は,

対 数増 殖期 にあ る大腸 菌 のLipid II前 駆 体 の数が1,000

～2
,000で あ る とい うデー タか ら類 推す るこ とが で きる

が,こ の 「副次 的」 な作 用 部位 は,そ の2～3オ ー ダー

高 い82)。

こ の 「副 次的」 な作 用部位 の存在 が,in vitroお よ び

in vitroで のvancomycinの 活 性 に さまざまな影響 を与

えている。 グ ライコペ プタイ ド一般 に当て は まる ことで

あ るが,い くつかの考 え られる問題 点 を以下 に述 べ る。

(a)患 者 の感 染 部位 に多 くの細 菌 が い た場 合,細 胞

壁中 の 「副次 的」 な作 用部位 の数の増加 によ り,vanco-

mycinの 消 費 量 が増 加 した 結果,作 用 部位 に到 達す る

vancomycinの 量 が減 少 し,そ の抗菌 力 は低下 す る。(b)

も し もあ る菌 の細胞 が細 胞壁 の 中 によ り多 くのD-ア ラ

ニル-D-ア ラ ニ ン末端 を持つ よ うに変化 す れば,そ の菌

を殺菌す るために はよ り多 くのvancomycinが 必 要 とな

る。(C)接 種 菌量 が多 い と,よ り多 くのvancomycinが

消 費 されるの で,感 受性 試験 の ときには,接 種菌量 に十

分 注 意す る必要 が あ る83)。こ の うち(b)が 現 在 問題 と

なって いるVRSAの 耐 性機構 と関連 して いる。

V.　 Vancomycin耐 性 の機 構

Mu 50株 に お いて もMu 3株 に おい て も,enterococci

に お け るvancomycin耐 性 遺伝 子(vanA,vanB,お よ

びvanC)な ど のペ プチ ドグ リカ ンにお け るD-ア ラニ

ルーD-ア ラニ ン残基数 を減少 させ る ような遺伝子 群 は存

在 しない84)。 これ らの株 のペ プチ ドグ リカ ンを精製 し,

精 製 したペ プチ ドグ リカ ンのvancomycin結 合 能 を比 較

してみ る と(こ れ は,ペ プチ ドグ リカ ンにお け るD-ア

ラニルーD-ア ラニ ン残 基 の数 を反 映す る),Mu 50の 精

製 ペ プチ ドグ リカ ンの1mgへ のvancomycinの 結 合 量

はFDA 209 PやH 1な ど のVSSA株 と 比 較 した 場 合

1.6～2.4倍 多 い84)(Fig.10)。Mu 3はVRSAとVSSA

の 中 間 の値 を示 す。細 胞壁 の構 成 をHPLCに よ り分析

す る と,Mu 50の ペ プチ ドグ リカ ンにお い て は架 橋 数

が著 しく減少 して いる。す な わち,細 胞 壁 のD-ア ラニ

ルーD-ア ラニ ンの増加 がvancomycinの 結 合能 を上昇 さ

せ ている結果 とよ く相 関 して いる84)。

Mu 50の 透 過 型電子 顕微 鏡像 か らはMu 50の 細 胞壁

がVSSAと 比 較 して 少 な くと も2倍 は厚 い こ とが 観 察

され る(Fig.11)。 この細 胞 壁 の肥 厚 はMu 3の 場 合 に

は顕 著で は ない。厚 い細 胞壁 が観 察 され る こ とは,Mu

50で は 細 胞壁合 成が 活性化 され てい る こ とを示唆 して

い る。Mu 50の 場 合で もMu 3の 場 合 で もN-ア セチ ル

グ リコサ ミン(細 胞壁 中のペ プチ ドグリカ ンの主要 な構

成 成分 の1つ)の 細 胞 内へ の取 り込 み が 増加 す る こ と

が確 認 され る。 さ らにMu 50の 場 合,グ ル コー スの 細

胞 壁 へ の取 り込 み も著 し く亢 進 して い る(Cui et al.

submitted)。 同 様 に細 胞 質 にお け る ム レイ ンモ ノマ ー

前駆体量 は,両 菌 株の場 合 とも増加 す るこ とが認 め られ

て いる84)。こ れ らの こ とは,細 胞 壁合 成の 促進 が2つ の

株 で ともにみ られ るが,そ の程 度 はMu 50の 場 合の 方

が さ らに大 きいこ とを示 して いる。

両 菌 株 のPBP2お よ びPBP2'の 産 生 量 はVSSA株

と比較 した場 合3～8倍 増加 して いた85)。 し か しこれ ら
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Fig.10. Vancomycin-binding capacity of purified pepti-
doglycan. The number of vancomycin molecules ad-
sorbed to 1 mg of purified peptidoglycan was compared
among Mu 50, Mu 3, H 1, and FDA 209 P (from
Hanaki H, et al., 1998 b).

の株がmecAを 失 って もvancomycin耐 性 は変化 しない

こ とか らPBP2の 過 剩 産 生 は,vancomycin耐 性 に寄

与 して いない と考 え られた8`)。反 対 にPBP2の 場 合 は,

vancomycin,teicoplenin耐 性 の上昇 に大 き く関与 して

お り,特 にteicoplanin耐 性 へ の貢 献度が大 きい85)。

以 上 の結 果 よ り.Mu50は ペ プチ ドグ リ カ ン合 成 の

速 度 をあげ,細 胞壁 の肥厚 を起 し細胞壁成分 を増量 させ

るこ とによ りvancomycin耐 性 を獲得 した と考 え るこ と

が で きる。す なわちVRSA,Mu50は 細 胞壁合 成 システ

ム に変異 を起 こ した結果,肥 厚 した細 胞壁(細 胞壁成分

全体 の増加 と架橋 数の 減少 に もとつ いて増加 したD-ア

ラニ ル-D-ア ラ ニ ン残 基 を持つ 異 常 な細 胞 壁)を 形 成

し,そ の結 果細 胞壁 中のvancomycinの 結 合 部位 が増 加

し,vancomycinが そ の真 の作用 部位 まで到達 す るの を

妨 げる こ とに よ り耐性 を発 現 した と考 え られ る。 われ わ

れ は,こ の メ カ ニ ズ ム をvancomycinのaffinity trap-

pingメ カ ニズ ム と呼ぶ ことを提 唱 してい る86)。

こ の よ うなMu50の 細 胞 に よって供給 され る増加 し

たム レイ ンモ ノマー 末端 のD-ア ラニル-D-ア ラ ニ ン残

基 に消 費 されて もなお細 胞壁合 成阻害作用 を発揮す るた

め には,数 倍のvancomycin濃 度 が必要 であ るこ とにな

る。

諸外 国で分離 された い くつ かのVRSA株 をMu50と

比 較 した場合,ま った く同一 の性 質で はない ことがす で

に明 らか とな ってい る。Michigan株(CDC,1997b,c)

の 場 合,細 胞壁 の肥厚 と架橋の 減少はMu50お よ びMu

3と 同 様 に見 られ るが,PBP2量 は増 加せ ず,そ の 自己

溶菌酵素 の活性 はMu50と 比 べ ては るか に低 い(Kuwa-

haraK,未 発 表デー タ)。 この ことは同 じMICを 示 す

vancomycin耐 性 菌 の 場合 で も,vancomycin耐 性 の機

Fig.11. Transmission electron microscopy of Mu 50
(VRSA) in comparison with LR 5 P 1 (VSSA strain).
The cell wall of Mu 50 is twice as thick as that of LR 5
P1.

構 は異 な ってい る可 能性が 強い。 しか し,米 国 由来の株

とMu50に 共 通 に見 られ る特 徴 は,肥 厚 した細胞壁と

その架橋 の減 少で あ り,こ れ がaffinity trappingに ょ

るvancomycin耐 性 の共通 の メカニズ ムであ る可 能性が

強 い。 この2つ の特 徴 を引 き起 こす 細 胞壁 合 成系 の変

異 に は2通 りの 異 な った種 類 が あ る こ とが わ かってき

てい る(Cuietal.,in preparation)。

VI.Teicoplanin耐 性 との相 関

Mu50お よ びMu3は と もにteicoplaninに 耐 性 を示

し,そ のMICは8～16μg/mLで あ る。 こ れ らの株は

VSSAと 比 較 して3～5倍 量 のPBPを 産 生す る85)。PBP

2の 過 剰 産 生 は,teicoplanin耐 性 に関 して の寄与 は大

きい が,vancomycin耐 性 へ の 寄 与 は小 さい85)。PBP2

遺 伝 子 をコ ピー数 の多 いプ ラス ミ ドに クローニ ングし,

8.aureusに エ レ ク トロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り挿入 し

PBP2の 産 生量 を増加 させ る実験 を行 った ところ,teL

coplallinに 対 す るMICは1μg/mLか ら8μg/mLに 増

加 したが,vancomycinに 対 す るMICは 単 に1μg/mL

か ら2μg/mLに 増 加 した のみ で あ った。 した がって,

こ の2つ の薬剤 は構 造 上 同 じグ ラ イコペ プ タ イ ドに分

類 され,そ の作 用機作 も同 じと考 え られてい るが,こ の

ように,実 際 に は両者 に明 白 な違 いが ある。前述 したよ

う に,歴 史 的 に も,teicoplanin耐 性 は,vancomyc血

耐 性 に さきだって 出現 して い る。

VII.Methicillin耐 性 との相関

日本 にお い て,MRSAが 広 く分 離 され る よ うになっ

たの は1980年 代 の初期 の ことであ る(Tanaka,eta1,

1995)。 しか しそ のMRSAの 治 療 薬 と してvancomycin

の 注 射 剤 が使 用 され る よ う に な っ た の は1991年 であ

り,arbekacinの 実 用 化 は1990年 の こ とであ った。し

たが って,こ の2つ の薬 剤 が使 用 され る以 前 のMRSA

の 治 療 は,日 本 で は抗 菌力 の強いimipenem ,flomoxef

cefｍetazoleな どが使 用 され て きた。 その結 果 クロノタ

イプH-Aの ヘ テ ロ タイプMRSAは,数 年 を経 ず して,

1990年 代 に は,そ のほ とん どが ホモ タ イプのMRSAと

な って いる87)。 これ が現在 日本 で分離 され る もっとも数
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の 多 いMRSAの タ イ プで あ り.1994年 分 離MRSAの

70%以 上 を占め る19}。非 常 に興 味深 い ことに,clonotype

II-Aの ヘ テ ロMRSAをimipenem,flomoxef,cef-

metazoleな どの強力 な β-ラ クタム系 薬で選択 してホモ

耐性 にな った株 の5～10%は,vancomycinに 対 す る耐

性 も上昇 して い る(Takahashi J,未 発 表 デ ー タ)。 ポ

ピュ レー シ ョン解析 で測 定 した耐性 の程 度 は,ヘ テ ロ

VRSAと 同等 で あ った。 この β-ラ クタム系 薬選 択 実験

にお ける ヘ テ ロVRSAの 出 現 頻 度 はお よそ106に1個

の割合 で あっ た。 この こ とは,日 本 にお いて はβ-ラ ク

タム系薬 の選択 が かか った1980年 代 の後半 か ら,ヘ テ

ロVRSAが 出 現 して きた 可能性 を示 唆 して い る。実 際

に1980年 代 後 半の分離 株か ら,ヘ テロVRSAが か な り

の頻度 で分 離 されてい る(HiramatsuK,未 発 表)。

SieradzkiとTomasz(1996)は,vancomycin耐 性 菌

を得 るためにMRSA,COL株 を,繰 り返 しvancomycin

平 板 上 に塗布 した場 合,methicillinに 対 す る耐 性 度 が

極度 に減少 した株 が得 られ る と報告 した88)。こ の変異株

の細胞壁 の架橋度 は著 しく減少 していた。一般 に,細 胞

壁 の架橋 度が 極端 に減 少 した場 合 には,β-ラ ク タム系

薬 はよ り強い殺菌効 果 を示 す と考 え られ る。 しか し,臨

床分 離株 で あ るMu3お よ びMu50の 場 合 に は,細 胞

壁 の架橋度 が減少 してい るに もかが わ らず,methicillin

には高度耐性 を示す(MICは500μg/mL以 上である)。

日本のMRSAは,1980年 代 に使 用頻度 の高か った カル

バ ペ ネム,セ フ ェム な どβ-ラ ク タム系 薬 の選択 を常 に

受 けmethicMllin高 度 耐性 化 したMRSAで あ り,そ の な

かか らvancomycin耐 性 株 が出現 して きた とい う歴 史的

経緯 を忘れ ては な らない。

VIII.β-ラ クタム系薬 との拮抗

日本 で は,vancomycinは,MRSA感 染 症 の治療 に,

ま た緑 膿 菌 な どが混 合 感染 してい る場合 には特 に β-ラ

ク タム系 薬 と併用 さ れて きた。vancomycinと β-ラ ク

タム系 薬 との併 用 効 果 を検 討 した場 合,Mu50の 場 合

には相 加 効果 が 見 られ た(vancomycinとcefpiromeの

FIC indexは0.375で あ り,vancomycinとsulbactum/

ampicillinのFIC indexは0.5で あ る)(Hiramatsu K,

未 発 表)。 しか し,ヘ テ ロVRSAで あ るMu3の 場 合 に

は,vancomycinとcefpiromeのFIC indexは2.004で

あ り,vancomycinとsulbactum/ampicillinのFIC in-

dexは2.016と 明 らか に拮抗が 見 られた89)。

Fig.12は β-ラ クタム系薬含 有paperdMskを 用 いた

Mu3に 対 す るvancomycinと β-ラ ク タ ム系 薬 の併 用

効 果 を見 た もの で あ る。disk周 辺 に菌 が生 育 し,両 薬

剤の効 果が拮抗 してい るのが わか る。 この現象 はヘテ ロ

VRSA,Mu3だ け で はな く,日 本で 分離 され た多 くの

ヘ テ ロVRSA株 に 共 通 して見 られ た ので,こ の 原理 を

応 用 し,ヘ テ ロVRSAの 簡 易検 出 法 と してMu3培 地

が開発 され た90)。

Fig.12. Antagonism of vancomycin and ƒÀ-Iactam combi-

nation for hetero-VRSA strain. Mu 3 cells were

spread on BHI agar plate containing 3 ug/mL of van-

comycin. and disks containing 10 At and 30 jig/

mL of cefinetazole were placed on the plate, and the

plate was incubated 48 h at 37•Ž.

さきに述べたようなヘテロVRSAの 定義にもとつ く

と,理 論的に確実 なヘテロVRSAの 検出法はポピュ レ

ーション解析(お よびその簡便法)で あるが
,細 菌検査

室で行 うにはやや煩雑す ぎる欠点がある。そのために,

検査室でも対応可能なヘテロVRSAの 検 出方法 として

Mu3培 地は有用な検出法の1つ である。

IX.お わ り に

現在,世 界 中でMRSAの 治療 薬 としてvancomycin

の使用量が増加 している。Vancomycinの 大量使用 は,

VREの 蔓延 を招 くばか りでな く,今 後 さ らに多 くの

VRSAお よびヘテロVRSAを 生み出す危険性 をは らん

でいる。いったんvancomycin耐 性菌が生 じると,そ の

次に考えられるステップはそのなかで もっとも病院内の

環境 に適 した菌株が選択 され,院 内感染の起因菌 となる

ことである。そのような状況の出現を避けるため,少 な

くとも遅 らせるために,MRSA感 染症への β-ラ クタム

系薬の使用を避 け,vancomycinの 適正使用 に心がけ,

感染症治療以外(た とえば,退 院時の除菌のためなど)

には使用 しないようにすることが求められている91.92)。
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Recent emergence of vancomycin resistance in methicillin- resistant Staphylococcus aureus (VRSA)

has posed a new threat to hospital infection control and antibiotic chemotherapy. The first vancomycin-

resistant Staphylococcus aureus strain, Mu 50, was isolated in 1996. The level of resistance in VRSA, as

judged by minimal- growth inhibitory concentration (8ƒÊg/ mL), is low compared to that of vancomycin-

resistant enterococci (VRE). Hetero- VRSA strains exhibit vancomycin MIC levels equal to or less than 4

μg/ mL, but, they show a heterogeneous type of resistance to vancomycin. Exposure of hetero- VRSA to
concentrations of vancomycin of 4ƒÊg/ mL or higher reproducibly generates VRSA with a frequency of 10- 6

or higher. This article provides an historical overview of the emergence of glycopeptide resistance in

staphylococci and considers its mechanism of resistance.


