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【原著 ・基礎】

Pseudomoms aeruginosaに お け る β-ラ ク タム系 薬 耐 性 菌 出現 の 検 討

堀 りつ子 ・松村 尚樹 ・大懸 直子 ・荒木 春美 ・南 新 三郎

富山化学工業株式会社綜合研究所*

(平成12年5月25日 受付 ・平成12年7月3日 受理)

β-ラ ク タ ム系 薬 感 受性 の 臨 床 分 離 株 で あ るPseudomonas aeruginosa S-1278を 用 い て,4種 の β-ラ ク

タム系 薬(pipemcillin (PIPC), tazobactam/piperacillin (TAZ/PIPC), ceftazidime (CAZ)お よ びimipenem

(IPM))作 用 時 の 耐 性 菌 出 現 に つ い て ラ ッ トpouch内 感 染 モ デ ル を用 い て 検 討 した 。 ラ ッ トpouch内 にP

aeruginosa S-1278を 感 染 させ,各 薬 剤20お よ び100mg/kgを1回 静 脈 内 投 与 した 時 のpouch内 耐 性 菌

出現 頻 度 はPIPCお よ びTAZ/PIPC投 与 群 で は く1.0×10-6～3.7×10-6で,CAZ, IPM投 与 群(2.4×10-5～

7.5×10-5)よ り低 か っ た 。 ま た,3回 の 投 与 に よ りCAZ投 与 群 で耐 性 菌 出 現 頻 度 の著 しい 上 昇 が 認 め られ,

も っ と も高 い 出 現 頻 度(4.7×10糟2～2.1×10-1)を 示 した 。P. aerugimga S-1278に お け るin vitro耐 性 菌

出現 頻 度 は 薬 剤 に よ り大 き な 違 い は 認 め られ な か っ た が,CAZで は 他 剤 に比 べ て広 い 濃 度 域 で 耐 性 菌 を 選

択 した 。 以 上,ラ ッ トpouch内 感 染 モ デ ル に お け るPIPCの 耐 性 菌 出 現 頻 度 は,TAZ/PIPCと 同 程 度 で,

CAZお よ びIPMよ り低 か っ た。
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Psembmnaeae aeruginosaは 感染症 の重 要 な起 因 菌の1つ

であ り,多 数 の β-ラ ク タム系 薬 に対 し,自 然 耐 性 お よ び獲

得 耐性 を示 す。この耐性 機 序 と して は,β-lactamase産 生,

ペ ニ シ リン結 合 蛋 白(PBPs)の 変化 お よび外 膜 透 過性 の 低

下 な どが知 られ てお り,単 独 お よび これ らの組 み合 わせ の 結

果 と して耐性 が もた らされ る1)。この うち β-lactamase産 生

は グ ラ ム 陰 性 菌 の 主 要 な 耐 性 機 構 で あ り,近 年,β-lac-

tamase産 生様 式 が 誘 導型 か ら構 成 型 に 変 化 す る こ とに よ

り,β-ラ クタム系 薬に 多剤耐 性化 した脱抑制 型変 異株(drd

mutant)の 出現 が 問題 とな ってい る2～61。このdrd mutant

が β-ラ ク タム系 薬 に よる 治療 中 に出現 す る こ と も報 告 され

てお り,治 療 の不 成功 や感 染の再 発 につ なが るこ とが懸 念 さ

れてい る3)。また,透 過性 の 低下 に よる耐性 発現 につ いて は,

imipenem (IPM)作 用 時 にお け る外 膜 蛋 白D2の 欠 損 に よ

る ものが 知 られて い る7,8)。

耐性 菌 出現頻 度 は薬剤 の種 類や その作 用 濃度,作 用時 間,

あ る い は菌種,菌 株 に よ って も異 な る と考 え られ,β-lac-

tamaseに 安 定 で親 和性 の低 い β-ラ ク タム系 薬 は耐 性 菌 を

選択 しに くい と報告 され て いる9)。 また β-lactamase誘 導能

の低 い β-ラ ク タ ム系 薬 はdrd mutantを 選 択 しや す い こ と

も報 告 さ れ て い る10)。今 回,β-ラ ク タ ム 系 薬 感 受 性 のP.

aerugimsa S-1278を 用 い,piperacillin (PIPC), PIPCに

β-iactamase阻 害 剤tazobactamを 配 合(TAZ: PIPC=1:

4)し たtazobactam/piperacillin (TAZ/PIPC), ceftazidime

(CAZ)お よびIPM作 用時 の耐 性菌 出現 に つい てin vitroお

よびin vivo試 験 系 で検 討 したの で報告 す る。

1. 材 料 と 方 法

1. 使 用 薬 剤

PIPC(富 山 化 学 工 業),TAZ/PIPC(富 山 化 学 工 業).

CAZ(日 本 グ ラ ク ソ)お よ びIPM(萬 有 製 薬)を 使 用

し た。 ま た,β-iactamase活 性 測 定 の た め,cephalo-

hdine (CER:日 本 グ ラ ク ソ)を 使 用 した。

2. 使 用 菌 株

β-ラ ク タ ム 系 薬 感 受 性 の 臨 床 分 離 株P. aeruginosa

S-1278を 使 用 した。 な お,本 菌 株 は非 誘 導 時 に ほ と ん

ど β-lactamaseを 産 生 しな い(<0.1 unit/mg protein)

誘 導 型 β-lactamase産 生 株 で あ る 。

3. 最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)の 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法11)に準 じ,寒 天 平 板 希 釈 法 で

MICを 測 定 した。 前培 養 液 に はMueiier-Hinton broth

(MHB; Difco)を,感 受 性 測 定 培 地 に はMueiler-Hinton

agar (MHA; Difco)を 用 い た。 な お,一 夜 培 養 した 菌

液 を生 理 食 塩 液 で500倍 に 希 釈 し,こ れ を106cells/mL

の 菌 液 と して薬 剤 含 有 平 板 に50μL接 種 した。

4. 自然 耐 性 菌 出現 頻 度

Brain heart infision broth (BHIB;栄 研)中 で37℃,

一 夜 培 養 し た 菌 液(約109CFU/mL)の10倍 希 釈 系 列

を生 理 食 塩 液 を 用 い て 作 製 し,そ の そ れ ぞ れ か ら0 .05

mLを,薬 剤 含 有MHA平 板(薬 剤 濃 度:4～32×MIC)

に 塗 布 し た。37℃ で2日 間 培 養 後,生 じた コ ロ ニ ー 数

を 測 定 した 。 ま た,各 薬 剤 含 有 平 板 か ら無 作 為 に コ ロ ニ

ー を 選 ん でMICを 測 定 し
,耐 性 コ ロ ニ ー のMICが 親

株 よ り4倍 以 上 上 昇 し て い る こ と を確 認 し,薬 剤 非 含
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有 平 板 の 生 菌 数 に 対 す る薬 剤 含 有 平 板 の 耐 性 コ ロ ニ ー 数

か ら耐 性 菌 出現 頻 度 を算 出 した。

5. 浸 出 性 無 菌 炎症pouchの 作 製

Selyeの 方 法12)に準 じた 。 す な わ ち,Wistar系 雄 性 ラ

ッ ト(体 重130～150g)の 背 部 皮 下 に25mLの 空 気 を

注 入 後,こ の 空 気 嚢 に1%ク ロ トン油 を 含 有 す る 綿 実

油1mLを 注 入 した 。 翌 日空 気 嚢 の 空 気 を抜 き無 菌性 浸

出性 炎 症 を 惹 起 させ た 。Pouch作 製 か ら15日 目の ラ ッ

ト(体 重200～250g)を 実 験 に使 用 した。

6. Pouch内 耐 性 菌 出 現 頻 度

BHIB中 で37℃ 一 夜 培 養 し た菌 液(約109CFU/mL)

を,10%gastric mucin(半 井 化 学)で10倍 に 希 釈 し,

そ の1mLを ラ ッ トpouch内 に接 種 した 。次 に,PIPC,

TAZ/PIPC, CAZ, IPMの20あ る い は100mg/kgを

1回(感 染2時 間 後)お よ び3回(感 染2, 24, 48時

間 後)静 脈 内投 与 し,最 終 薬 剤投 与 の24時 間 後 にpouch

内 浸 出 液 を採 取 した。 得 られ た 浸 出液 を前 記 同様 に 薬 剤

非 含 有MHA平 板 お よ び 薬 剤 含 有 平 板(PIPCお よ び

TAZ/PIPC投 与 で はPIPCの4×MIC, CAZ投 与 で は

CAZの4×MIC, IPM投 与 で はIPMの4×MIC)に 塗 布

し,薬 剤 非 含 有 平 板 の 生 菌 数 に対 す る薬 剤 含 有平 板 の 耐

性 コ ロ ニ ー 数 か らpouch内 の 耐 性 菌 出 現 頻 度 を 求 め

た 。

7. Pouch内 薬 剤 濃 度 の 測 定

P. aerugimsa S-1278を ラ ッ トpouch内 に接 種 した

2時 間 後 にPIPC,TAZ/PIPC, CAZ, IPMの20お よ

び100mg/kgを 静 脈 内 投 与 した。 薬 剤 投 与1, 2, 4, 6

時 間後 にpouch内 浸 出 液 を採 取 した。PIPCで はMicro-

coccus luteus ATCC 9341, CAZで はProteus mirabilis

ATCC 21100, IPMで はBacillus subtilis ATCC 6633

を用 い るbioassay法 に よ り,pouch内 薬 剤 濃 度 を 測 定

した 。

8. 薬 剤 作 用 後 の 耐 性 菌 出 現 頻 度

BHIBで37℃ 一 夜 培 養 した 菌 液 を 各 薬 剤 の039～50

μg/mLを 含 む 新 鮮 なBHIBに 接 種 し,37℃ で 静 置 培

養 した 。 こ の 菌 液 を24時 間 後 に採 取 し,前 記 同 様,薬

剤 非 含 有MHA平 板 お よ び薬 剤 含 有 平 板(PIPCお よ び

TAZ/PIPC作 用 で はPIPCの4×MIC, CAZ作 用 で は

CAZの4×MIC, IPM作 用 で はIPMの4×MIC)に 塗布

し,薬 剤 非 含 有 平 板 の 生 菌 数 に対 す る 藁 剤 含 有 平板 の耐

性 コ ロ ニ ー 数 か ら耐 性 菌 出 現 頻 度 を 算 出 した 。

9. 耐 性 コロ ニ ー の β-iactamase産 生

上 記4お よ び6で 得 られ た 各 耐 性 株 をBHIB中 で37

℃,一 夜 培 養 後,新 鮮 なBHIBで10倍 に希 釈 し,37℃

で4時 間 振 盪 培 養 し た 。 遠 心 分 離(4℃, 1,000×g, 30

分)に よ り集 苗 後,0.1M phosphate buffbr (PB, pH

7.0)で 菌 体 を2回 洗 浄 後,適 量 の 同PBに 懸 濁 し,Ul-

trasonicator (Tomy-Seiko)に よ り冷 却 下 で 超 音 波 破

砕 した 。 こ の 破 砕 液 の 遠 心 分 離(4℃, 10,000×g, 30

分)上 清 を 粗 酵 素 液 と し,粗 酵 素 液 中 の β-lactamase

活 性 と蛋 白 濃 度 を測 定 した。 β-lactamase活 性 をCER

(100μM)を 基 質 とす るUV法 協)によ り,蛋 白 濃 度 を

bovine serum albminを 標 準 品 とす るLowry法14)に よ

り測 定 した。 β-lactamase活 性 を比 活 性(unit/mgpm-

tein)で 表 し,1 unitを0,05M PB (pH7.0)中37℃

で1分 間 に1μmolの 基 質 を 分解 す る の に必 要 な 酵 素 量

と した 。

II. 結 果

1. Pouch内 耐 性 菌 出現 頻 度

Pouch内 にP. aeruginosa S-1278を 感 染 させ た ラ ッ

トに各 薬 剤 を 静 脈 内 投 与 し,pouch内 の 耐性 菌 出 現 頻 度

を調 べ た成 績 をFig. 1に 示 す 。PIPC, TAZ/PIPC20mg

/kg投 与 後 の 耐 性 菌 出 現 頻 度 はcontml同 様,1.0×10-6

以 下 で あ っ た。100mg/kg投 与 で は3.7×10-6～5.6×10-5

Fig. 1. Frequency of drug resistance in rat pouch infected with Pseudomonas aerugi-

nosa S-1278.
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に 上 昇 し た が,PIPCとTAZ/PIPCの 間 に 大 き な 差 は

認 め ら れ な か っ た 。CAZで は 耐 性 菌 出 現 頻 度 はPIPC

お よ びTAZ/PIPCに 比 べ,い ず れ も上 昇 し,20お よ び

100mg/kgの1回 投 与 で2.4～7.5×10μ5,3回 投 与 で は

4.7×10単3～2.1×10"1で あ り,3回 投 与 時 に 著 しい 上 昇 が

み られ た。IPMで は20お よ び100mg/kgの1回 ま た

は3回 投 与 時 の 耐 性 菌 出 現 頻 度 は1.8×10-6～2,8×10-4

で あ り,い ず れ もPIPCお よ びTAZ/PIPCよ り商 か っ

た 。 な お,デ ー タ は示 さな い が,poudh内 生 菌 数 は い ず

れ も107～108 cells/mLで あ り,大 き な変 化 は み ら れ な

か っ た。 ま た,各 薬 剤20お よ び100mg/kg投 与 後 の

pouch内 濃 度 は い ず れ も投 与1時 間 後 に 最 高 濃 度 を示

し,PIPCで は0.69お よ び5.60μg/mL, TAZ/PIPCで

は ≦0.78お よ び5.62μg/mL (PIPC濃 度),CAZで は

2.92お よ び12.3μg/mL, IPMで は1.48お よ び12.1μg

/血Lで あ っ た 。

2. 自然 耐性 株 出現 頻 度

Paeruginosa S-1278の 培 養 液 を,4～32×MICの

各 薬 剤 含 有 平 板 に 塗 布 した 時 の 自然 耐 性 株 出 現 頻 度 を

Table 1に 示 す 。自然 耐性 株 出現 頻 度 は,PIPCで は く1.4

×10.8～2.8×10-6, TAZ/PIPCで は4.2×10-8～2.7×

10-6, CAZで は1.7×10-7～2.8×10-6, IPMで は く1.4×

10-8～5.6×10-7で あ っ た 。CAZの32×MIC作 用 時 の 自

然耐 性 株 出現 頻 度 は,他 剤 に比 べ て 高 か っ た。 ま たIPM

の8×MIC以 上 で は,自 然 耐 性 株 は得 られ なか っ た。

3. 自然 耐 性 コ ロ ニ ー の 薬 剤 感 受 性

各 薬 剤 含 有 平 板 に 生 育 した 耐 性 コ ロ ニ ー のMICを 測

定 し,親 株 と比 較 した成 績 をTable 2に 示 す 。 耐 性 コ ロ

ニ ー のMICは,PIPCお よ びTAZ/PIPCで は ほ と ん ど

が 親株 の16倍,CAZで は32倍,IPMで は8倍 に 上 昇

して い た。 な お,PIPC, TAZ/PIPC, CAZ耐 性 コ ロニ

一 は これ ら3薬 剤 の い ず れ に 対 して も 耐 性 化 して い た

が,IPMのMICは 変 わ ら な か っ た,ま たIPM耐 性 コ

ロ ニ ー は,PIPC, TAZ/PIPC, CAZに 対 し,耐 性 化 し

て い なか っ た。 な お,選 択 時 の 薬 剤 濃 度 に よ る 耐性 コ ロ

ニ ー のMIC上 昇 程 度 の 違 い は い ず れ の 薬 剤 に お い て も

認 め られ な か っ た 。

4. 薬 剤 作 用 後 の 耐 性 菌 出 現 頻 度

P. aeruginosa S-1278株 の 培 養 液 中 に0.39～50μg/

mLと な る よ う各 繋 剤 を添 加 し,24時 聞 後 に 耐 性 菌 出

現 頻 度 を調 べ た成 績 をFig. 2に 示 す 。PIPC, TAZ/PIPC

で は625お よ び12.5μg/mL, CAZで は0.78～12.5μg/

mL作 用 で 出 現 頻 度 が 著 し く上 昇 した 。 ま たIPMで は

3.13～12.5μg/mL作 用 で 耐 性 菌 が 認 め られ た が,出 現

頻 度 は10畠4～10'6で あ っ た 。 な お,培 養 液 中 の 生 菌 数

は い ず れ も108～109CFU/mLで あ っ た。

5. 耐性 コ ロニ ー の β-lactamase産 生

1πvitmお よ びiπvivoで 得 られ た 耐性 コ ロニ ー に つ

い て,非 誘 導 時 の β-lactamase活 性 を 測 定 し,親 株 と

比 較 した成 績 をTable3に 示 す 。PIPC, TAZ/PIPC, CAZ

作 用 で 得 られ た 耐 性 コ ロ ニ ー の 非 誘 導 時 β-lactamase

活 性 は親 株(0.003units/mg protein)よ り5～500倍

高 く,30～50倍 に上 昇 した株 が 多 か っ た 。IPM作 用 で

得 られ た 耐 性 株 の β-lactamase活 性 は 親 株 と変 わ ら な

か っ た。

III. 考 察

P. aeruginosaaに お い て はβ-lactamase産 生,PBPs

の 変 異,透 過 性 の 低 下 な ど に よ る 耐 性 菌 が 増 加 して い

る。 β-ラ ク タ ム系 薬 お よ び キ ノ ロ ン薬 治 療 中 に 耐 性 菌

が 出 現 し た と の 報 告 も あ り,治 療 上 問 題 と な っ て い

る3,15)。今 回,β-lactamase誘 導 能 が 低 いPIPC,中 等

度 のCAZ,高 いIPM16)を 選 び,耐 性 菌 出現 頻 度 をin vitro

Table 1. Frequency of drug resistance in Pseudomonas aeruginosa S-1278

Table 2. Susceptibility of resistant mutants from Pseudomonas aeruinosa S-1278
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Fig. 2. Frequency of drug resistance in  Neudomonaa aeruginosa S-1278 culture,

Table 3. B—lactamase levels of uninduced cells of resistant mutants from Pseudomonas aeruginosa S-1278

a) β-lactamase actvity of uninduced cells of parent(P. aeruginosa S-1278): 0
.003units/mg protein

お よ びin vivoに お い て 検 討 し た。 ま たTAZ/PIPCに

つ い て も耐性 菌 出 現 頻 度 をPIPCと 比 較 検 討 し,β-lac-

tamase阻 害 剤 配 合 の 影 響 を検 討 した 。 使 用 菌 株 と して

1種 類 のcephalosporinase (CEPase)を 誘 導 的 に 産 生

し,用 い た4薬 剤 すべ て に 感 受性 を示 すP. aeruginosa

S-1278を 選択 した 。

Fung-Tomcら はP. aerugimsaに お い て,CAZ, ce-

fbtaximeが10-5～10-10の 頻 度 でdrd mutantを 生 じた

と報 告 して い る17)。各 種 グ ラム 陰性 菌 のdrd mutant出

現 頻 度 に つ い て は,こ れ まで10-5～10-10で あ る との 報

告 が 多 い18～21)。今 回 の 成 績 もCAZで は10-6～10-7, PIPC

お よ びTAZ/PIPCで は10-6～<10-8で あ り,こ れ ま で

の報 告 に 類 似 し て い た。

CAZの 自然 耐 性 株 出現 頻 度 は 低 濃 度 で はPIPCお よ

びTAZ/PIPCと 同 程 度 で あ っ た が,高 濃 度 で はPIPC

お よびTAZ/PIPCに 比 較 し,高 か っ た 。 これ はCAZで

はPIPCお よ びTAZ/PIPCに 比 較 し,耐 性 株 に お け る

MIC上 昇 が 大 き く,広 い 濃 度 範 囲 で 耐 性 株 が 生 育 可 能

で あ る こ とが 一 因 で あ る と考 え られ る。 選 択 濃 度 が 低 い

場 合 に は 耐 性 菌 出 現 頻 度 に 大 きな 差 が な か っ た こ と や

PIPC, TAZ/PIPC, CAZに 突然変異誘発活性が知 られ

ていないことか らも,32×MICに おける耐性 菌出現頻

度の違いは耐性株 と親株 とのMICの 開きの差によるも

のと考えられた。

また,今 回の検討においてPIPCとTAZ/PIPCの 自

然耐性株出現頻度および得られた耐性株のMIC上 昇程

度に大 きな違いは認められず,β-lactamase阻 害剤配

合の影響は認め られなかった。 しか し,PIPCで はMIC

が64倍 に上昇 した株が14%認 められたのに対 し,TAZ

/PIPCで は認め られなかった。 またデータは示 さない

が,こ れ らの株に対するTAZ/PIPCのMICはPIPCに

比較 して低かった。 一般にPIPCは 誘導型β-lactamase

を産生するグラム陰性菌に対 して優れた抗菌力を示 し,

今回使用 したS-1278株 の よ うにPIPCとTAZ/PIPC

のMICに 差がない。しか し,drd mutantに 変化する

と大量のβ-lactamaseが ペ リプラスム内に存在するこ

とか らβ-lactamase阻 害剤配合の効果が現れ,MICが

PIPCに 比べてTAZ/PIPCで は低かった もの と考えら

れる。

Buscherら はP. aeruginosaに お け るIPM2×MIC
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作用時の 自然耐性株 出現頻 度は10-5～10-8で あ り,

PIPC, CAZお よびAZTと 同程度であると報告 してい

る7)。またIPM作 用によ り得 られた耐性株は膜蛋白の

変異株であることか ら,他 剤 とは交 叉耐性 を示 さず,

MIC上 昇も小 さかったと報告 している7)。今回の検討に

お いて も,4×MIC作 用 時 の 自然 耐性 株 出現 頻 度 は

PIPC, TAZ/PIPCお よびCAZと 同程度であ った。 ま

た,IPM耐 性株ではMIC上 昇が4～8倍 に とどまって

お り,PIPC, TAZ/PIPC, CAZと の交叉耐性 を示 さな

かった。 しか し,8×MIC以 上 では耐性株 のMIC上 昇

の小 さいIPMで は耐性株が選択されに くく,自 然耐性

株出現頻度が低かった ものと考えられる。

さらに,長 時間にわたって高菌量が残存 し,経 時的に

同一個体からのサ ンプリングが可能なラッ トpouch内

感染モデルを用い,in vivoで の耐性菌出現 についても

検討を加えた。その結果,CAZ投 与時に高頻度に耐性

菌が出現 し,連 投によりさらにdrd mutant出 現頻度が

高くなった。 この原因 を調べ るため,0.39～50μg/mL

の各薬剤を含有する液体培地中で菌を培養 し,耐 性菌出

現頻度を測定 した ところ,CAZで は他剤に比べ,よ り

広い濃度域で耐性菌を選択 した。このことに加え,CAZ

ではpouch内 濃度が他剤 より高 く推移 した ことか ら,

耐性菌を選択する濃度を持続す る時 間が長 く,in vivo

での耐性菌出現頻度が高かったものと考えられた。

以上,P. aeruginosaに おける耐性菌出現を検討 した

結果,in vitroで は耐性菌出現頻度に薬剤による大きな

違いは認め られなかったが,in vivoに おけるPIPC投

与後の耐性菌出現頻度はTAZ/PIPCと 同程度でCAZお

よびIPMよ り低かった。
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Emergence of ƒÀ-lactam resistance in Pseudomonas aeruginosa
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Harumi Araki and Shinzaburo Minami

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd., 2-4-4 Shimookui, Toyama, Japan

The emergence of ƒÀ-lactam resistant mutants of Pseudomonas aeruginosa S-1278, a clinical isolat

susceptible to ƒÀ-lactams, was investigated in a rat pouch infection model using 4 ƒÀ-lactam antibiotics:

piperacillin (PIPC), tazobactam/piperacillin (TAZ/PIPC), ceftazidime (CAZ), and imipenem (IPM).

After intravenous administration of 20 and 100mg/kg of each drug in the rat pouch infection model, the

frequency of mutants resistant to PIPC and TAZ/PIPC were <1.0•~10-5 to 3.7•~10-8: lower than those of

CAZ and IPM (2.4•~10-5 to 7.5•~10-5). The frequency of mutants resistant to CAZ increased drastically after

3 administrations, and its frequency (4.7•~10-2 to 2.1•~10-1) was the highest. No significant difference of

frequency of resistant mutants was seen among the 4 ƒÀ-lactam antibiotics in vitro, but CAZ selected

resistant mutants in a wider concentration than in other antibiotics. In conclusion, the frequency of

mutants resistant to PIPC was comparable to that of TAZ/PIPC, and was lower than for CAZ and IPM in

the rat pouch infection model.


