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カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　タ　-　は　微　好　気　性　の　グ　ラ　ム　陰　性

螺　旋　状　梓　菌　で　　　Vi bri o f e t u sと　し　て　牛　よ　り　初

め　て　分　離　さ　れ　た11。　初　期　に　は　牛　や　羊　の　流　産　の

原　因　菌　と　し　て　知　ら　れ　て　い　た　が,　そ　の　後,　ヒ　ト
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へ　の　病　原　性　が　示　唆　さ　れ　る　よ　う　に　な　り　2㌦　わ　が

国　に　お　い　て　も,　近　年　カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　タ　一　に　よ　る

急　性　腸　炎　を　は　じ　め　と　し　て,　菌　血　症,　関　節　炎,

髄　膜　炎,　胆　嚢　炎,　さ　ら　に　日　和　見　感　染　症　が　報　告

さ　れ　て　い　る。　　ま　た　こ　の　菌　属　の　一　部　は　口　腔　内　常

在　菌　で　も　あ　る　3㌦　　現　在　病　原　性　を　示　す　薗　種　と　し

て　は,　…te r j_e」血　　　c.山,　　G.
星山jお　よ　び　⊆ 1aridis　が　あ　る　4㌦　　細　菌　性　食

中　毒　の　な　か　でJは,　特　に　小　児　に　お　い　て　　　j e j u ni

に　よ　る　も　の　が　最　も　多　く,　臨　床　的　に　も　問　題　に　な

っ　て　い　る　5㌦

治　療　と　し　て　は,　通　常　erythro mycin　お　よ　び

t etr acyclin e等　の　抗　生　物　質　が　用　い　ら　れ　る　が,

こ　の　菌　属　は　一　般　的　に　種　々　の　感　染　症　に　広　く　用　い

ら　れ　て　い　る　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　の　多　く　に

耐　性　を　示　す　こ　と　が　知　ら　れ　て　い　る　6)　　　　　本　菌

の　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　耐　性　の　メ

カ　ニ　ズ　ム　と　し　て　は,　G. ⊥山且上お　よ　び　　c oliの

臨　床　分　離　株　の　90%は　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　を　産　生

す　る　こ　と　や　8) ,9- ,　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　阻　害　剤
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で　あ　る　cl a v ul a ni c a ci d ( C V A)　や　　s ul b a c t am

( s BT)　を　併　用　し　た　　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質

感　受　性　試　験　に　お　い　て　感　受　性　が　高　ま　っ　た　こ　と　か

ら1 8-　,　本　菌　の　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対

す　る　耐　性　は,　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　に　よ　る　も　の　と

す　る　報　告　が　あ　る。

一　方　　　V a n d e r Au w e r aら　日'は　　β　-　ラ　ク　タ

マ　-　ゼ　阻　害　剤　に　よ　る　β　-　ラ　ク　タ'ム　系　抗　生　物　質

に　対　す　る　感　受一性　に　変　化　が　な　か　っ　た　こ　と　か　ら,

本　歯　の　外　膜　透　過　障　害　が　主　な　耐　性　機　構　で　あ　ろ　う

と　し　て　い　る　が,　直　接　的　な　証　明　は　な　さ　れ　て　お　ら

ず,　未　だ　不　明　な　点　が　多　い。

β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　は,　ペ　プ　チ　ド　グリ

カ　ン　生　合　成　の　最　終　段　階　で　あ　る　ペ　プ　チ　ド　鎖　間　の

架　橋　形　成　を　担　う　t r a n s p e p ti d a s eを　阻　害　す　る　こ

と　に　よ　り　抗　菌　力　を　発　揮　す　る　と　さ　れ　て　い　る1 2　ト

1 Ai　　　　し　た　が　っ　て　グ　ラ　ム　陰　性　菌　の　β　-　ラ　ク　タ

ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　感　受　性　は,  1 )　薬　物　の

外　膜　透　過　性　　　　　　　2 )　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　に　対

す　る　薬　物　の　安　定　性.　　3 )　ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　の

-3-



架　橋　形　成　酵　素　の　薬　物　に　対　す　る　感　受　性　に　よ　っ　て

決　定　さ　れ　る　(図　1 )0

そ　こ　で　著　者　は,　カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　ク　ー　の　β　-　ラ

ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　耐　性　機　構　に　つ　い　て

こ　れ　ら　3　要　因　を　中　心　に　検　討　を　行　っ　た0

≡宴■

材　料　並　び　に　方　法

1.　　使　用　薗　株

使　用　菌　株　は　　　　c_虹印し　I o b a c t e r Jl山旦J J C M

2013　　　　　c oli J C M2529　お　よ　び　　C_.旦且も旦j J C M

2527の　標　準　株　3　株　な　ら　び　に　広　島　県　衛　生_研　究　所

よ　り　分　与　さ　れ　た　　J_eJ」し且上　臨　床　分　離　株104株　を

用　い　た。

U ri di n e　5　-　di p h o s p h a t e一　坦-a c e t yl m u r a-

m y1-　L-al a n yl一　臣　　I u t a m yl-　m e s o-di a mi n o-

pimelyl一　望-alanyl一望-alanin e ( UDP-MurNAc-

-4-



p e n t a p e p ti d e)　の　抽　出　に　は,　虹旦」とill u s　印e g a二

r i u m K Mを　用　い　た。

2.　　培　養　条　件

培　地　は　全　て　　M eull er Bin to n br ot h ( Dif c o

L a b o r a t o ri e s D e t r oi t i c h U S A　　以　下

MHBと　略　す)　を　用　い　　　5%0　　10%C02の　微　好　気

の　条　件　下　で,　37℃　で　振　畳　培　養　機　(パ　ー　ソ　ナ　ル

A ce　　　大　洋　科　学　工　業,　東　京)　を　用　い,　振　幅

30mm　　200r pm~の　条　件　で　培　養　し,　大　量　培　養　に　は

回　転　振　盟　培　養　機( TA-H-RS　12S　ト　ー　マ　ス　科

学　器　械,　東　京)　を　用　い,　振　幅　70mm　180r pmの

条　件　下　で　培　養　し　た。

3.　使　用　抗　生　物　質

使　用　し　た　抗　生　物　質　は,　以　下　の　通　り　で　あ　る。

ara pi cilli n　( A B P C)　　　　b e n z yl p e ni cilli n

( P C G　　明　治　製　菓　株　式　会　社,　東　京　　　　　am o xi-

cillin ( AMPC)　　clavulanic acid ( CV冬,　ビ

ー　チ　ャ　ム　薬　品　株　式　会　社.　東　京　主　　　c e f a z olin

( cE Z)　　c ef ti ZO Xime ( CZX　　　藤　沢　薬　品　工　業

株　式　会　社,　大　阪　　　　va nc om ycin ( VCM　　　塩　野
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義　製　薬　株　式　会　社,　大　阪)0

4.　抗　生　物　質　感　受　怪　試　験

抗　生　物　質　感　受　性　は,　日　本　化　学　療　法　学　会　の　規

定　に　準　じ,　最　小　発　育　阻　止　濃　度　　　i ni mal I n-

hibi t o r y C o n c e n t r a ti o n　　　以　下　MICと　略　す)

を　も　っ　て　示　し,　微　量　液　体　希　釈　法　を　用　い　た。

96　ウ　ェ　ル　の　マ　イ　ク　ロ　タ　イ　タ　ー　プ　レ　ー　ト　に　抗

生　物　質　を　含　む　培　地　を　2　倍　系　列　希　釈　し,　そ　れ　ぞ

れ　の　ウ　ェ　ル　に`菌　数　が106/mlに　な　る　よ　う　に　調　製

し　て　接　種　し　た。　培　養　は　微　好　気　の　条　件　で　37℃ ,

24時　間　行　い,　肉　眼　的　に　菌　の　発　育　が　認　め　ら　れ　な

か　っ　た　最　小　抗　生　物　質　濃　度　を　MI Cと　し　た。

5.　　外　膜　透　過　性

グ　ラ　ム　陰　性　菌　の　外　膜　に　　　e t h yl e n e di a mi n e

t e tr a a c e ti c a ci d (以　下　E D T Aと　略　す)　を　作　用

さ　せ　る　と　そ　の　外　膜　よ　り　リ　ボ　多　糖　一　蛋　白　質　複　合

体　が　遊　離　さ　れ,　薬　物　の　透　過　性　が　向　上　す　る　(図

2 )。　　こ　の　性　質　を　利　用　し　て1/4MI Cお　よ　び　1/2

MI C濃　度　の　E D T A　存　在　下　で　4　項　と　同　様　の　方　法　で

そ　れ　ぞ　れ　各　抗　生　物　質　の　MI C　を　求　め,　未　添　加　の
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MI Cと　比　較　し　たO

6.　　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　活　性　の　測　定

β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　の　産　生　の　有　無　を　調　べ　る　た

め　に　　　　C e fi n a s e di s k (　　　　　　Mi cr o bi.ol o gy

Sy s t eitl C o c k e y s vill e M D U S A)　を　用　い　た。

β　-　ラクク　マ　-　ゼつ舌　性　の　定　量　試　験　は　ミ　ク　ロ

ヨ　ー　ド　法.i β )を　用　い　て　検　討　し　た　　　1/4MI C濃　度

の　P C G　で　誘　導　し　て　培　養　し　た　対　数　増　殖　期　の　菌　を

0. 1M p h o s p h a L b u f f e r ( p H　7. 0)　で　懸　濁　後,

菌　体　を　　S u p e r s o ni c vi b r a t o r ( U R　150　　富　永

製　作　所,　東　京)　で　破　壊　し　　12, 000　×　　　　　30分

間,　4　℃　で　遠　心　分　離　後,　そ　の　上　清　を　β　-　ラ　ク

タ　マ　-　ゼ　の;阻　酵　素　標　品　と　し　た。

0. 2m M　の　基　質　(抗　生　物　質)　0. 1　m1　　50mMの

p h o s p h a t e b u f f e r ( p H　7. 0)　0　　　　お　よ　び　0. 1

mlの　調　製　し　た　粗　酵　素　液　(蛋　白　量　5m g/ml)　と　を

30℃　に　て10分　間　反　応　さ　せ　た　後　　　0. 15M　の　タ　ン

グ　ス　テ　ン　酸　ナ　ト　リ　ウ　ム　1mlで　反　応　を　停　止　し,
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ヨ　ー　ド　デ　ン　プ　ン　溶　液　を　3ml　加　え　て　室　温　で　20分

間　放　置　後,　波　長　595n mの　吸　収　を　測　定　し　た。

反　応　前　後　で　の　　o p tic al d e n si t y (以　下　0. D.

と　略　す)　の　差　を　』　0. D　　　お　よ　び　活　性　量　は　単　位

時　間　に　分　解　さ　れ　た　基　質　量　と　し,　係　数　×　』　0. D.

/　F　/　V　/　反　応　時　間　(分)　に　て　算　出　し　た。　係

数　は　』 0.D. -1.0に　相　当　す　る　ヨ　ウ　素　デ　ン　プ　ン　試

液　中　のI2濃　度　( u mol/　3ml)　　V　は　反　応　液　に

加　え　た　酵　素　試　u料　液　量　( ml)　　　　は　分　解　基　質　の

ヨ　ウ　素　( I2)　消　費　当　量　を　示　す。　各　抗　生　物　質　の

F　値　は　　　P C　　　　43　　AM P C　　7. 00　　　C E Z　　5. 60

お　よ　び　C Z X;　21. 0で　あ　る。　基　質1 JJ m Olを1分　間

で　分　解　す　る　酵　素　量　を1 unitと　し　たO　　酵　素　蛋　白

量　は　L o w r y法】 7 )に　よ　っ　て　求　め　た。

さ　ら　に　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　阻　害　剤　で　あ　る　　C VA

を　用　い　て　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　の　耐　性　へ　の　関　与　を

検　討　し　た　　1/2MI C　濃　度　の　C VA存　在　下　で,　4　項

と　同　様　の　方　法　で　各　抗　生　物　質　の　MI Cを　求　め　た。

7.　U D P-Mu r N Ac-p e n t a p e p ti d eの　精　製

p e p ti d o gl y c a nの　前　駆　体　で　あ　る　U D P-M ur N A c-
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p ent ap ep tideは　L ug t e nb er gら　の　方　法1 8) 1 9)

に　準　じ　調　製　し　た　　　B a cillu s m es cLもerium KMを

t r y p ti c a s e s o y b r o t h (　B B L i c r o bi ol o g y

s yst em,　Co ck ey sville MD US A)　9　t　に　接　種

級,　37℃　で　振　患　培　養　し,　対　数　増　殖　中　期　に　va n-

,c o tny clnを　最　終　濃　度　が　20m g/mlに　な　る　よ　う　添　加

後,　さ　ら　に　60分　間　振　患　培　養　を　行　っ　た。　遠　心　分

離　　　　900x g　　15分　間,　4℃ )　に　て　集　菌　し

生　理　的　食　塩　水　で　洗　浄　し　た　後,　菌　体　を　60mlの　氷

冷　し　た　蒸　留　水　に　懸　濁　さ　せ　　　t ri chlo r o a c eti c

a ci d (以　下　T CAと　略　す)　を　最　終　濃　度　が10%　に

な　る　よ　う　に　加　え　30分　間　撹　拝　し　た。　懸　濁　液　を　遠

心'分　離　( 25,000×　　　　10分　間)　し　て,　沈　櫨　に

は　同　様　の　TC A　に　よ　る　処　理　を　さ　ら　に　2　度　繰　り　返

し　た　後,　そ　れ　ぞ　れ　の　上　清　を　集　め　て　同　量　の　　di-

e thyl e t h erに　て　TC A　の　除　去　を　3　度　施　し　た。　水

屑　をIN N aO Hで　中　和　後,　残　留　diethylth erを　流

気　化　に　て　除　去　し,　さ　ら　~に　減　圧　下　で　試　料　容　量　を

約　　5mlに　し　た。

得　ら　れ　た　試　料　は　　S e p h ad ex G-10 ( 30　c X
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40cra)　を　用　い　蒸　留　水　を　溶　媒　と　し　て　分　画　を　行　っ

た。　溶　出　液　に　は　2　つ　の　紫　外　線　吸　収　の　ピ　ー　ク　が

み　ら　れ,　各　々　紫　外　線　吸　収　画　分　に　対　す　る　ニ　ン　ヒ

ド　リ　ン　反　応　お　よ　び　坦-ア　セ　チ　ル　ア　ミ　ノ　糖　の　検　出

か　ら,　1番　目　の　画　分　を　さ　ら　に　　D o w ex A Glイ　オ

ン　交　換ク　ロ　マト　グ　ラ　フ　ィ　ー( lc m X 1 0 cm)　を

用　い　　0.01M HCl中　の　NaClが　　　0.3　の　濃　度　勾

配　を　有　す　る　溶　媒　で　溶　出　さ　せ　た。　溶　出　液　の　2　つ

の　紫　外　線　吸　収　~画　分　の　う　ち,　ニ　ン　ヒ　ドリ　ン　反　応

お　よ　び　坦-ア　セ　チ　ル　ア　ミ　ノ　糖　陽　性　の　画　分　を　さ　ら

に　も　う　一　度　S ep hade x G-10に　よ　る　ゲ　ル　漣　過　を

行　い　精　製　し　た。　ゲ　ル　櫨　過　で　得　ら　れ　た　溶　出　液　は

た　だ1つ　の　紫　外　線　吸　収　の　ピ　ー　ク　を　有　し,　こ　の

画　分　の　ア　ミ　ノ　酸　分　析　を　行　い　　　　U D P-　Mu rN A c-

p ent ap eptideで　あ　る　こ　と　を　確　認　し　て　以　下　の　実

験　に　用　い　た。

e t he r処　理　菌　体　の　調　製

e t h e r t r e a t e d b a c t e ri al c ell (以　下　　E T 追

c ellと　略　す)　は　　V o sb er gら　の　方　法　2日)に　従　い

調　製　し　た。　各　被　験　菌　株　を　500mlの　MHB中　で　振　壷

Ilo-



培　養　し,　対　数　増　殖　期　に　集　菌・洗　浄　し　た　菌　体　を

80mM K C1　　40ib M t ri s (　hy dr o x ym et hyl　)

a min o m et ha n e hy dr o c hl o rid e tris-　H Cl　)

b u f f e r (　上王　　　　　　　　　7m M M g C1　　　　2m M e t h yl-

e n e gl y c ol t e t r a a c e ti c a ci d　　　　0. 4m M s p e r-

iiii di n eお　よ　び　0. 5M S u c r o s e　を　含　む　5mlの　溶　液

に　懸　濁　さ　せ　た。　　こ　の　菌　液　に　同　量　の　et h e rを　0℃

で　加　え　て　1分　間　ゆ　っ　く　り　と　撹　拝　し　た　後　　e t h er

層　を　除　き,　7,ノ000×　　gで　8分　間　遠　心　分　離　し　た　沈

査　を　　e th er処　理　菌　体　( ET c ell)　と　し,　架　橋

ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　生　合　成　に　用　い　た。

9.　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グリ　カ　ン　生　合　成

ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　架　橋　形　成　反　応　は　E T B c ell

を　粗　酵　素　渡　と　し　て　Mi r el m a nら　の　方　法　2日　を　一

部　改　変　し　て　行　っ　た。

ET B c ellを　粗　酵　素　源　と　し　た　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ

リ　カ　ン　生　合　成　は,　　そ　の　前　駆　体　で　あ　る　　　U D P-、

M u r N A c-p e n t a p e p ti d eと1 A cで　ラ　ベ　ル　し　た　U ri-

di n e-5　-di p h o s p h a t e一理　　a c e t yl gl u c o s a mi n e

( U D P-Gl c N A c)　を　基　質　と　し　　　50mM t ri s-H Cl
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b u f f e r (　王王　7. 5)　に　懸　濁　し　た　そ　れ　ぞ　れ　の　　E T B

ellを　租　酵　素　と　し　て　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　の

生　合　成　を　行　っ　た。

U D P-M u r N A c-p e n t a p e p ti d e　は　7　の　項　に　示　し

た　方　法　で　抽　出,　精　製　し　た　も　の　を　用　い　　　　U D P-

Gl c N Acは,　市　販　の　U D P- 【　C]Gl c NA c ( 11　GB q/

m m ol N E N B o s t o n U S A)　を　使　用　し　た。

I m M U D P-M u r N A c-p e n t a p e p ti d e I O ju 1

w M U D P-　[】 A-C】 Gl cN A c　5　m 1 t ri s-　H Cl

b u f f e r (p H　7. 5) 10　n 1, 1M N H<　Cl 1 0 m 1 1 M

M g Cl　　　〝　　　　20m M　2-m e r c a p t o e h t a n01　5　〃・ 1

お　よ　び　精　製　水　55n lに　ETB c ell H O(i lを　加　え.

37-C　で　30,　60,　90お　よ　び　120分　間,　そ.れ　ぞ　れ

反　応　さ　せ　た。　　反　応　後　　1mlの　　　　S o di u m d o d e-

c yl sulp ha t e (以　下　S D S　と　略　す)　を　加　え,　30

分　間,　80℃　以　上　で　加・熟　し　反　応　を　停　止　さ　せ　た。

反　応　液　は　冷　却　後　　S D S　不　溶　性　画　分　を　ポ　ア　サ

イ　ズ　0. 22 ix mの　　m e mb r a n e fil t e r ( Milli p o r e

C o r p B e d f o r d U S A)　上　に　集　め　　　　　S D S

と　精　製　水　で　洗　っ　た。　　こ　の　不　溶　性　ペ　プ　チ　ド　グ　リ
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カ　ン　の　付　着　し　た　　e mb r a n e fil t e r　を　乾　燥　し,

10ralの　ト　ル　エ　ン　シ　ン　チ　レ　ー　ク　-　を　用　い　て,　液

体　シ　ン　チ　レ　ー　シ　ョ　ン　カ　ウ　ン　タ　ー　( L S C-　903

A L 0 K A　　　東　京)　で　そ　の　放　射　活　性　を　測　定　し　た。

1　0.　　抗　生　物　質　に　よ　る　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ　リ

カ　ン　合　成　阻　害　の　測　定

9　の　項　の　反　応　液　中　の　55 ix lの　精　製　水　を　20〃. 1

の　　　　　0. 1　1. 0　　10　　100お　よ　び1, 000　m g/ml

各　濃　度　(　最　終　濃　度　は　　　　　　0. 01　　0. 1　1. 0

10　お　よ　び100　m g/ffll)　の　各　抗　生　物　質　お　よ　び　35

仙1の　精　製　水　に　変　え,　　結　果　の　5　の　項　の　経　時　的

測　定　の　結　果　に　よ　り,　G.⊥旦_.1uniは　60分　間,　G.

。.lLI i -I;上　cト　C. f vI」し:.t 12u分Ill　反　応　さ　せ　た。　　反

応　後,　同　様　に　S D S　不　溶　性　画　分　の　放　射　活　性　を　測

定　し　た。　　抗　生　物　質　を　含　ま　な　い　反　応　系　の　活　性　値

を100　と　し,　そ　の　値　に　対　す　る　活　性　値　の　減　少　率

( % )　を　も　っ　て　阻　害　率　と　し　た。

1 1.　　細　胞　質　膜　両　分　の　調　製

膜　画　分　の　調　製　は,　　S p r a t tら　の　方　法　22 )　を　用

い　た　　　M e ull e r Hi n t o n b r o t hに　菌　を　接　種　し,

ass



37℃ ,　微　好　気　条　件　下　で　対　数　増　殖　期　ま　で　培　養　し

た。　10m p ho s p ha t e b uf f e r　( pH　7,0)　で　菌

体　を　洗　浄　後,　水　冷　下　で　菌　体　を　超　音　波　で　破　壊　し.

末　破　壊　の　菌　体　を　遠　心　分　離　( 8. 000×　　　10分　間)

に　よ　っ　て　除　去　し　た。　　そ　の　上　清　を100, 000×　g,

30分　間,　4℃　　で　2　度　超　遠　心　し,　沈　査　を10in

M gCl」を　含　む　50m M ph o s ph at e bu ff er ( pH7. 0)

に　懸　濁　し　て　蛋　白　量　が　10m g/mlに　な　る　よ　う　に　調

製　し　た。　使　用　す　る　ま　で　-　80℃　で　保　存　し　た。

1　2.　ペ　ニ　シリ　ン　結　合　蛋　白　の　検　出　と　抗　生

物　質　と　の　親　和　性

ペ　ニ　シ　リ　ン　結　合　蛋　白　　　p e ni cilli n-bi n di n g

p r o t ei n,　以　下　P BPと　略　す)　の　検　出　は　以　下　の　方

法　を　用　い　て　行　っ　た。　50〃 1の　膜　画　分　と　　5〃, 1の

こ: 5Sで　標　識　し　た　P C G ( s p e ci fi c a c ti vi t y　　114

G B q/mm ol NE N B o s t o n A,　U SA)　と　を　最　終

濃　度　30mMに　な　る　よ　う　に　加　え,　30℃ , 10分　間　反

応　さ　せ　た。　　　5　払1の　50　m g/mlの　非　標　識　P C Gを　含

む10% ( w/　　S a r c o s ylで　反　応　を　停　止　し,　室　温

で　20分　放　置　後　　10, 000×　　　　　20℃ ,　30分　間　遠
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心　分　離　し　た。　　　上　溝　に　25 J⊥　1の　　s a m pl e b u f f e r

( 0. 2M t ri s-H Cl ( p H　　　　　　　　　　( w/v)　S D S

30% ( v/v)　1y c e r ol 0. 002%　　b r o m o p h e n ol

bl u e)　と111 (1 1の　　2-m e r c a p t o e t h a n olを　加　え,

3　分　間　加　熱　処　理　し　た　も　の　を　P B Ps泳　動　サ　ン　プ　ル

と　し　た。

s D S電　気　泳　動　は　　W e b e rと　O s b o r nら　の　方　法　2日

を　用　い,　7. 5%の　ポリ　ア　ク　リ　ル　ア`ミ　ド　ゲ　ル　で　泳

動　後　　　2, 5-Di p h e n yl ox a z ol e　で　増　感　し,　デ　ュ

ポ　ン　社　製　　　RF32フ　イ　ル　ム　で　2　週　間　オ　ー　ト　ラ　ジ

オ　グ　ラ　フ　ィ　-　し　て　P B P sを　検　出　し　た。

A B P C,　AM P C,　CE Zお　よ　び　C Z Xと　の　競　合　実　験　は,

S]P CGと　反　応　さ　せ　る　前　に　膜　画　分　を　5u lの　抗

生　物　質　を10分　間　反　応　さ　せ　る　こ　と　に　よ　り　行　っ　た。

鰭 輿

1.　　抗　生　物　質　感　受　性

表　1　に　　C a m p山b a c t且ヱ　　e.1u nl c oliお
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よ　び　G.　旦_旦上_堤_男標　準　株　3　株　の　使　用　抗　生　物　質　に　対

す　る　感　受　性　を　示　し,　図　3　に　c. ⊥旦i.迎」Li臨　床　分　離

株　の　MI C　を　累　積　%　分　布　で　示　す。　標　準　株　3　株　す

べ　て　A B P Cお　よ　び　　C E Zに　対　し　て　高　度　耐　性　を　示　し,

A M P Cお　よ　び　　C Z Xに　対　し　て　は　感　受　性　を　示　し　た。

⊆　　　　旦』」臨　床　分　離　株　も　標　準　株　と　同　様　に　　AB P C

お　よ　び　C E Zに　対　し　て　耐　性　を　示　し　　　50%お　よ　び　90

%の　細　菌　の　発　育　を　阻　止　す　る　濃　度　　　IC　臼お　よ　び

MI C9Bは,　そ　れ　ぞ　れ　A B P Cで　は　　　200お　よ　び　200

c E Zで　は　　1600　お　よ　び1600　m g/mlで　あ　っ　た。

一　方　　AM PCお　よ　び　C Z Xに　対　し　て　感　受　性　を　示　し,

A M P Cの　MI C5　Bお　よ　び　I C9回　は　そ　れ　ぞ　れ　3. 13お　よ

び　6. 25,　　C Z Xの　I C50　お　よ　び　　MI C日.1は,　そ　れ　ぞ

れ　6. 25お　よ　び12. 5　〝　g/mlで　あ　っ　た。

2.　　外　膜　透　過　性

表　2　に1/4MI Cお　よ　び　1/2MI C濃　度　の　　E D TAを

添　加　し　た　と　き　の　標　準　株　の　各　抗　生　物　質　に　対　す　る

卸間ニ



MI Cと,　表　3　に1/2MI C　濃　度　の　ED TAを　添　加　し　た

と　き　の　各　抗。生　物,質　に　対　す　る　MIC　の　変　化　し　た　臨

床　分　離　株、の　菌　株　数　を　示　す　　ED TA存　在　下　で,　標

準　株　い　ず　れ　の　商　権　に　お　い　て　も,　そ　れ　ぞ　れ　の　抗

生　物　質　の　MI C　に　全　く　変　化　は　認　め　ら　れ　な　か　っ　た。

[臨　床　分　離　株　で　は　EDTA存　在　下　で,　各　抗　生　物　質　の

MI C　に　変　化　が　な　か　っ　た　か,　あ　る　い　は　半　分　に　減

少　し　た　菌　株　し　か　認　め　ら　れ　な　か　っ　た。

し　た　が　っ　て-Jい　ず　れ　の　抗　生　物　質　に　対　し　て　も　標

準　株,　臨　床　分　離　株　共　に　す　べ　て　の　薗　株　に　お　い　て

相　乗　効　果　を　示　す　よ　う　な　MI C　の　減　少　は　認　め　ら　れ

な　か　っ　たo

!.

∃

3.　ク　ラ　ブ　ラ　ン　酸　添　加　に　よ　る　抗　生　物　質　の

感　受　性　の　変　化

表　4　に　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　阻　害　剤　で　あ　る　　C VA

を1/2MIC濃　度　添　加　し　た　と　き　の　標　準　株　の　各　抗　生

物　質　に　対　す　る　MI Cと,　表　5　に1/2MI C濃　度　の　C VA
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を　添　加　し　た　と　き　の　各　抗　生　物　質　に　対　す　る　M工C　の

変　化　し　た　臨　床　分　離　株　の　菌　株　数　を　示　す。　　標　準　株

3　株　の　C V A　存　在　下　で　各　抗　生　物　質　の　MI Cは　　　C V A

非　存　在　下　に　比　べ　変　化　が　な　い　か　ま　た　は　半　分　に　減

少　し　た　だ　け　で　あ　っ　た。　臨　床　分　離　株　で　も　C V A　存

在　下　で　　　CV A非　存　在　下　に　比　べ　MICに　変　化　か　が　な

い　か,　あ　る　い　は　半　分　に　減　少　し　た　も　の　が　ほ　と　ん

ど　を　占　め,　相　乗　効　果　を　示　し　た　の　は　AM P Cに　対　し

て　1　株　の　み　で　pあ　っ　た。

し　た　が　っ　て,　い　ず　れ　の　抗　生　物　質　に　対　し　て　も

相　乗　効　果　を　示　す　菌　株　は,　標　準　株　に　お　い　て　は　認

め　ら　れ　ず,　臨　床　分　離　株　に　お　い　て　は1株　を　除　い

て　認　め　ら　れ　な　か　っ　た。

∴　;

表　5

4.　　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　活　性

セ　フ　イ　ナ　-　ゼ　デ　ィ　ス　ク　に　よ　る　β　-　ラ　ク　タ　マ

-　ゼ　活　性　定　性　の　試　験　で　は,　標　準　株　に　お　い　て　G.

j.e j u niは　陰　性　で　　　　　c oliお　よ　び　　C.f e t u sは　陽

-18-



性　で　あ　っ　た。　　ま　た　C・J_g_j止』」臨　床　分　離　株　で　は　70

%　が　陽　性　で.、あ　っ・,た。　し　か　し,カ　ン　ピ　ロ　バクク

ー　標　準　株　の　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　活　性　の　定　量　試　験

で　は,　い　ず　れ　の　菌　株　に　お　い　て　も　そ　れ　ぞ　れ　の　抗

生　物　質　に　対　す　る　活　性　は　　　0. 001　u ni t/m g p r o-

L ci n以　下　で　あ　っ　た　(衷　6 )0

f　(

5.　エ　ー　テ　ル　処　理　菌　体　に　お　け　る　架　橋　ペ　プ

チ　ド　グ　リ　カ　ン　の　生　合　成

G.⊥jJL旦」11　　　Ej」i　お　よ　び　　f e tu s　標　準　株　3

株　の　ET B c ellを　租　酵　素　源　と　し,　基　質　と　し　て　ペ

プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　の　前　駆　体　で　あ　る　　U D P-M u r N A c-

p ent ap e p tid eと　UD P-Gl cNAcと　を　反　応　さ　せ　る　と.

い　ず　れ　の　菌　株　も　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　生　合　成

反　応　が　起　こ　り,　経　時　的　に　S D S　不　溶　性　ペ　プ　チ　ド

グ　リ　カ　ン　(架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン)　量　が　増　加

し　た。　　図　4　に　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グリ　カ　ン　生　合　成　の

経　時　的　変　化　を　示　す。　　い　ず　れ　の　菌　種　に　お　い　て　も

架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　は,　反　応　開　始　よ　り　時　間
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と　と　も　に　直　線　的　に　増　加　し,　G. ⊥旦_」」Lnjは　90分,

C. =) 1 i Jj　よ　ひ　V.. I t、　　!J: 1ォ0分　よ　で'.t　成　量　は　錆

時　的　に　増　加　し　た。

こ　の　結　果　よ　り,　抗　生　物　質　の　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ

リ　カ　ン　生　合　成　に　及　ぼ　す　影　響　を　調　べ　る　実　験　で　は.

反　応　時　間　を　そ　れ　ぞ　れ　Q・　j_旦」」L牡iで　は　60分　間,　G.

c oliお　よ　び　C_.阜jL1上し墨で　は120分　間　と　し　た。

6.　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グリ　カ　ン　生　合　成　に　及　ぼ

す　抗　生　物　質　の　影　響

図　5　は,　結　果　5　で　示　し　た　反　応　系　に　種　々　の　濃

度　の　抗　生　物　質　を　添　加　し　て,　各　濃　度　で　の　架　橋　ペ

プ　チ　ド　グリ　カ　ン　生　合　成　量　を　未　添　加　の　そ　れ　と　比

べ,　そ　れ　ぞ　れ　の　阻　害　度　を　%　で　示　し　た　も　の　で　あ

る。　　い　ず　れ　の　菌　株　に　お　い　て　も　E T B c ellに　よ　る

架　橋　ペ　プ　チ　ド　グリ　カ　ン　生　合　成　は,　各　抗　生　物　質

添　加　に　よ　り　阻　害　さ　れ　た　が　　　A B P Cお　よ　び　　C E Zは

P Cお　よ　び　C Z X　に　比　べ　て　架　橋　ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ

ン　生　合　成　阻　害　に　対　す　る　抗　生　物　質　の　濃　度　は　高　く,

-20-



そ　の　阻　害　効　果　は　か　な　り　低　か　っ　た。

表　7　に　　J_e_JLJLJLi臨　床　分　離　株　の　架　橋　ペ　プ　チ　ド

グリ　カ　ン　生　合　成　に　及　ぼ　す　抗　生　物　質　の　影　響　を　示

す　　　C・i旦」」uLi標　準　株　が　感　受　性　を　示　し　た　A M P Cお

よ　び　　C ZXに　対　し　て　　　　　e.1止　臨　床　分　離　株　　G.

i」Li止血　Lior l　お　よ　び　　JJ3_J_U』i WG215は　耐　性

を　示　し　た。　こ　れ　ら　の　菌　株　を　用　い　て　臨　床　分　離　株

_e_.J_リ』j Lio r　　　を　対　照　と　し,　架　橋　ペ　プ　チ　ド

グリ　カ　ン　生　合'成　の　阻　害　実　験　を　行　っ　た。　い　ず　れ

の　薗　株　に　お　い　て　も,　抗　生　物　質　の　ペ　プ　チ　ド　グリ

カ　ン　架　橋　酵　素　に　対　す　る　阻　害　程　度　は,　耐　性　を　示

し　た　CH. ⊥旦」_旦』j Li o r l　お　よ　び　⊆　　_e_.iu ni W G215

に　お　い　て　c・i」し⊥iLDヰ　Lior　5よ　り　低　く　　MICと　の

問　に　相　関　が　認　め　ら　れ　た。

呈i p

二二:I 「~

7.　ペ　ニ　シリ　ン　結　合　蛋　白　お　よ　び　競　合'阻　害

図　6　に　標　準　株　3　株　の　P B Psの　プ　ロ　フ　ィ　ー　ル　を

示　す　　　　J_e_l_u_n_iの　膜　画　分　で　は　4　つ　の　PB P sの　バ
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1・ト:V一　認,v) '"・.!L , I'. '-・、_哩.、1.i一-・蝣蝣; J:・二!・　I"i'I u s　:よ'T)

つ　の　バ　ン　ド　が　認　め　ら　れ,　そ　れ　ぞ　れ　の　P B P sの　分

子　量　は　60K　　70Kで　あ　っ　た。

図　7　に　G. ⊥旦_⊥_虹旦　J C M2013の　各　種　抗　生　物　質　に

よ　る　競　合　阻　害　実　験　の　結　果　を　示　す。

P Cお　よ　び　C Z X添　加　に　よ　り　P B P s　の　い　ず　れ　の

バ　ン　ド　も　抗　生　物　質　濃　度　の　上　昇　と　と　も　に　消　失　し

て　い　る　の　に　対　し　　　A B P Cお　よ　び　　C E Zで　は　　　AM P C

お　よ　び　C Z X　に　比　べ　る　と　高　い　濃　度　の　抗　生　物　質　で

も　消　失　し　な　い　バ　ン　ド　が　存　在　し　た。

し　た　が　っ　て　G. j一旦」u niの　P B P sは　　　A M P Cお　よ　び

C Z X　に　対　し　て　高　い　親　和　性　を　示　し　た　が　　　A B P Cお

よ　び　C E Zに　対　し　て　の　親　和　性　は　低　か　っ　た。

[吏∃

考

-均q

察



1947年にカンピロバククーのヒトへの病原

性が示唆されて以来2㌦わが国でも本菌によ

る腸炎が報告され,また分離および培養方法

も確立されてきた。そのため,本菌による腸

炎の検出は年々増え続け,集団下痢の発生も

ナ珍しくなくなった。また,腸炎以外にも菌血

症.敗IIllill:、髄aft」、III!ftミ,間I.主・iSミおよび

日和見感染症などの種々の疾患が報告されて

いるこH。現在,木蘭による腸炎は,細菌性食

中毒の中では最も多く発生しており,臨床的

にも間道になっている。特に,小児において

(∴.)<・J<川iによる卜榊Vi:y)幸us-
nJ*多い"柿状は

軽度なものから敗血症まで進行するような重

篤なものまで様々である5)。その治療として.

は抗生物質が用いられるが,菌が同定.される

までに48時間以上必要なので,そ・れまでカン

ピロバクタ-であると同定できず,本蘭,が耐

性を示すβ-ラクタム系抗生物質を授与する

こともある。したがって,カンピロバクタ-

が原因菌であると同定されるまで症状は改善
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さ　れ　な　い　可　能　性　が　あ　るO　　　ま　た,　β　-　ラ　ク　タ　ム

系　以　外　の　抗　生　物　質　の　使　用　も　行　わ　れ　る　が,　k a-

n a my ci nお　よ　び　t e t r a cy cli n e　に　対　し　て　耐　性　化

が　進　ん　で　い　る　と　い　う　報　告　も　あ　り　24 ) , 25 I ,　有

効　な　抗　生　物　質　の　選　択　が　望　ま　れ　る。

カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　ク　ー　は　グ　ラ　ム　陰　性　菌　特　有　の　外

膜　を　そ　の　最　外　層　に　有　し,　こ　れ　が　β　-　ラ　ク　タ　ム

系　を　は　じ　め　と　す　る　種　々　の　抗　生　物　質　の　ぺ　リ　プ　ラ

ス　ム　ヘ　の　透　過,一障　害　と　な　っ　て　い　る。　　外　膜　と　内　膜

(細　胞　質　膜)　の　間　の　ペ　リ　プ　ラ　ス　ム　に　は　β　-　ラ

ク　ク　マ　-　ゼ　が　局　在　し　て　お　り、　外　膜　を　透　通　し　得

た　抗　生　物　質　も,　こ　の　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　に　よ　り

分　解　を　受　け　る　と　抗　菌　力　を　発　揮　で　き　な　い。　　β　-

ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　に　よ　る　分　解　を　免　れ　た　抗　生　物　質　は

さ　ら　に　内　膜　上　に　存　在　す　る　標　的　酵　素　と　結　合　す　る

こ　と　に　よ　り,　初　め　て　抗　菌　力　を　示　す　こ　と　が　で　き

る　I 2) - 1 4)　　そ　こ　で,　カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　タ　-　の　β

-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　耐　性　機　構　を　明

ら　か　に　す　る　E]的　で,　薬　物　の　外　膜　透　過　性,　β　-

ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　に　対　す　る　薬　物　の　安　定　性　お　よ　び　ペ
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プ　チ　ド　グリ　カ　ン　の　架　橋　形　成　酵　素　の　薬　物　に　対　す

る　感　受　性　の　3　要　因　を　中　心　に　検　討　し　た0

1.　　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　感

t¥->t　性

c. j_旦_j」と旦j J C M2013,　G. uL上　J C M2529お　よ　び

G.里旦上_g"革　J C M2527　の　標　準　株　3　株　で　は　　AB PCお

よ　び　C E Z　に　対　し　高　度　耐　性　を　示　し　　　　　P Cお　よ　び

c zx　に　は　感　受　性　を　示　し　た　　　AB PC耐　性　は　以　前　よ

rJ　輔　告:> .11て　　　　　　　　　　　-J: K　　卜'/.封　性　に　関　し

て　も1986年　に,　そ　の　耐　性　率　( MI C〉16(i g/ml)

は100%と　報　告　さ　れ　て　お　り　8㌦　今　回　の　感　受　性　試

験　で　も　同　様　な　結　果　を　得　た。

2.　　外　膜　透　過　障　害

グ　ラ　ム　陰　性　菌　の　外　膜　は,　抗　生　物　質　に　対　す　る

透　過　障　害　と　し　て　耐　性　の　大　き　な　要　因　で　あ　る　こ　と

が　知　ら　れ　て　い　る　　26' -28)　　こ　の　外　膜　は,リ　ボ

多　糖,リ　ボ　蛋　白　質,　燐　脂　質　お　よ　び　数　種　の　タ　ン

パ　ク　質　な　ど　か　ら　構　成　さ　れ　て　お　り,　β　-　ラ　ク　タ

ム　系　抗　生　物　質　は　porin　と　呼　ば　れ　る　タ　ン　パ　ク　質

か　ら　構　成　さ　れ　る　透　過　孔　を　透　過　し　て　外　膜　を　通　過
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す　る　2日-31)　　こ　の　よ　う　な　外　膜　の　構　成　成　分　は,

Cap+,　Mg Slな　ど　の　2　価　の　陽　イ　オ　ン　を　介　し　て　互

い　に　結　合　し,　2　価　の　陽　イ　オ　ン　の　キ　レ　ー　ク　-　で

あ　る　ED TAを　作　用　さ　せ　る　と　外　膜　お　よ　び　po ri n　の

一　部　が　遊　離　し　て,　外　膜　の　透　過　性　に　変　化　が　生　じ

る　こ　と　が　知　ら　れ　て　い　る　32-　33!　　　こ　の　よ　う　な

状　態　に　な　る　と,　外　膜　よ　り　透　過　障　害　を　受　け　て　い

た　物　質　は　容　易　に　ペリ　プ　ラ　ス　ム　内　へ　入　る　こ　と　が

で　き　る　よ　う　に　な　る　33 、一J5 、 (図　2 )　　v an d er

Au w e r a　ら　は1日,　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　耐

性　が　外　膜　透　過　障　害　に　よ　る　と　推　論　し　て　い　る　が,

本　研　究　で　は　　EDTAに　よ　り　外　膜　透　過　性　を　向　上　さ

せ　て　MI C　の　変　化　を　検　討　し　た　結　巣　か　ら,　β　-　ラ

ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　の　外　膜　透　過　障　害　は　認　め　ら　れ

な　か　っ　た。　さ　ら　に　　EDTAを　用　い　た　こ　の　方　法　の

妥　当　性　を　検　討　す　る　た　め,　β　-　ラク　タ　ム　系　以　外

の　抗　生　物　質　を　用　い　て　検　討　し　た。　デ　ー　タ　に　は　示

し　て　い　な　い　が,　細　胞　壁　合　成　阻　害　剤　の　fo sf o my-

clll,　蛋　白　質　合　成　阻　害　剤　で　あ　る　t e tr acycli ne

な　ら　び　に　マ　ク　ロ　ラ　イ　ド　系　抗　生　物　質　の　r o kit a-
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ra y ci n36 )　　e r y t h r o m y ci n　お　よ　び　cli n d a m y ci n

で　は　ED TA　の　添　加　に　よ　り　MICに　大　き　な　減　少　が　認

め　ら　れ　た　た　め,　こ　の　方　法　は　妥　当　と　考　え　ら　れ　る。

一　般　に　グ　ラ　ム　陰　性　菌　に　お　い　て　抗　生　物　質　の　外

膜　透　過　障　害　は　少　な　か　ら　ず　存　在　す　る　が　37 )　　カ

ン　ピ　ロ　バ　ク　ク　ー　に　お　い　て　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生

物　質　に　対　し　て　外　膿　透　過　障　害　が　認　め　ら　れ　な　い　こ

と　は　極　め　て　興　味　深　い。

3.　　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　に　よ　る　β　-　ラ　ク　タ

ム　系　抗　生　物　質　の　分　解

β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　は,　グ　ラ　ム　陰　性　菌　で　は　ぺ

リ　プ　ラ　ス　ム　内　に　局　在　し　て　お　り,　耐　性　の　大　き　な

担　い　手　で　あ　る　こ　と　は　よ　く　知　ら　れ　て　い　る。　　こ　れ

は　β　-　ラ　ク　タ　ム　環　が　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　に　よ　り

開　環　さ　れ　て　不　活　化　さ　れ　る　こ　と　に　よ　る　(図　8 )0

L a ri vi e r e8 )　お　よ　び　Fli e g el m a n l　ら　は.　　G.

j(、j n nl .1; ,1こ.二/ C. c o.LiJ) I?,!,1,床I,)鮒　抹　o)　90%は.

β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　を　産　生　し　て　い　る　と　報　告　し　て

い　る。　　し　か　し　そ　の　活　性　の　検　討　は　定　性　試　験　の　み

で,　そ　れ　が　ど　の　程　度　抗　生　物　質　の　耐　性　に　影　響　し
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て　い　る　の　か　の　報　告　は　な　い。　　ま　た,　β　-　ラ　ク　ク

マ　-　ゼ　阻　害　剤　( C V Aお　よ　び　S BT)　の　添　加　に　よ　り,

感　受　性　が　上　昇　し　た　と　し　て　い　る　が　　日日,　こ　れ　ら

の　阻　害　剤　は　菌.株　の　MI C　に　対　応　し　た　濃　度　の　阻　害

剤　を　添　加　し　て　い　な　い。　　本　研　究　で　は,　阻　害　剤　の

各　菌　株　の　MI Cに　対　応　し　て　そ　の1/2MI C濃　度　の　C V A

を　添　加　し,　相　乗　効　果　の　有　無　に　よ　り　耐　性　へ　の　関

与　を　検　討　し　た。　　セ　フ　イ　ナ　-　ゼ　デ　ィ　ス　ク　法　に　よ

り　陽　性　を　示　し　た　株　は　臨　床　分　離　株　の　　70%で　あ　っ

た　が,　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ　阻　害　剤　で　あ　る1/2MI C

お　よ　び1/4MI C濃　度　の　CV A　を　添　加　し　て,　各　抗　生

物　質　の　　MI Cの　変　化　を　検　討　し　た　結　果,　相　乗　効　果

を　示　す　よ　う　な　株　は　1株　を　除　い　て　認　め　ら　れ　な　か

っ　た。　　そ　の　菌　株　は　　　P Cに　対　し　て　相　乗　効　果　を　示

し　た　が,　耐　性　を　示　す　A B P Cに　対　し　て　は　相　乗　効　果

を　示　さ　な　か　っ　た。　　ま　た,　標　準　株　に　お　い　て　ミ　ク

ロ　ヨ　ード　法　に　よ　る　β　-　ラクク　マ　-　ゼ　活　性.の　定

量　試　験　で　は,　い　ず　れ　の　菌　種　に　お　い　て　も　そ　れ　ぞ

れ　の　活　性　は　非　常　に　低　く,　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　産

生　菌　の　値　に　比　べ　る　と　無　視　で　き　る　程　度　で　あ　っ　たo
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以　上　の　結　果　か　ら　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　の　産　生　が

耐　性　に　関　与　し　て　い　る　よ　う　に　は　考　え　れ　ら　れ　な　い。

4.　　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　の　標　的　酵　素

M　肯

細　菌　細　胞　の　特　有　な　構　築　物　で　あ　る　ペ　プ　チ　ド　グ

リ　カ　ン　は　細　胞　表　層　を　被　う　網　目　状　構　造　を　し　た　巨

大　分　子　で,　細　胞　特　有　の　形　態　維　持　に　重　要　な　役　割

を　果　た　し　て　い　る。　　β　-　ラ　ク　タ　ム　~系　抗　生　物　質　は

こ　の　ペ　プ　チ　ドノグ　リ　カ　ン　生　合　成　の　最　終　段　階　で　あ

る　架　橋　形　成　を　阻　害　す　る。　　こ　の　架　橋　形　成　に　あ　ず

か　る　t r a n s p e p ti d a s eは,　9-al a ni n e c a r b o x y-

p e p ti d as e等　と　共　に　P B P s　と　呼　ば　れ　る　一　群　の　タ

ン　パ　ク　質　と　し　て　細　胞　質　腰　上　に　存　在　し,　β　-　ラ

ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　の　標　的　酵　素　で　あ　る　38　ト　4　日)0

カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　タ　-　の　ペ　プ　チ　ド　グ　リ　カ　ン　は　大

腸　菌　と　同　じ　く　D a p型　で　あ　る　d H (図　9 )　と　報　告

さ　れ　て　お　り,　用　い　た　前　駆　体　に　よ　り　確　か　に　架　橋

形　成　が　行　わ　れ　た。

カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　タ　-　の　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物

質　に　対　す　る　感　受　性　は,　標　準　株,　臨　床　分　離　株　共

1gユ



に　A B P Cお　よ　び　C E Z　に　対　し　て　は　低　感　受　性　で　あ　り,

P cお　よ　び　C Z X　に　対　し　て　は　感　受　性　を　示　し　た。

架　橋　ペ　プ　チ　ド　グリ　カ　ン　生　合　成　を　50%　阻　害　す　る

抗　生　物　質　の　濃　度　( I D　日)　は　　A B P Cお　よ　び　C E Zで

は　高　く　　　AM PCお　よ　び　C ZXで　は　低　く,　感　受　性　と

酵　素　阻　害　の　間　に　相　関　が　見　ら　れ　た。

ま　た　　　P B P sの　抗　生　物　質　に　対　す　る　親　和　性　に　つ

い　て　標　識　し　た　P CGと　の　競　合　阻　害　実　験　の　結　果　か

ら　　　A B P Cお　よ'び　c EZに　対　し　て　は　親　和　性　が　低　く,

p Cお　よ　び　C Z X　に　対　し　て　は　親　和　性　が　高　い　こ　と

が　明　ら　か　と　な　っ　たO　　こ　の　こ　と　は　P B P sの　A B P Cお

よ　び　C E Z　に　対　す　る　低　親　和　性　に　よ　っ　て　耐　性　が　生

じ　て　い　る　と　い　う　こ　と　を　強　く　示　唆　し　て　い　る。　　ま

た　こ　の　結　果　が　　　ET B cellに　よ　る　ペ　プ　チ　ド　ダリ

カ　ン　架　橋　形　成　阻　害　実　験　の　結　果　を　よ　く　説　明　し　て

い　る。

P B Psの　抗　生　物　質　に　対　す　る　親　和　性　の　変　化　に　よ

る　耐　性　は,　グ　ラ　ム　陽　性　菌　で　は　メ　チ　シリ　ン　耐　性

の　黄　色　ブ　ド　ウ　球　菌,　肺　炎　双　球　菌　お　よ　び　L⊥o s t-

r 1 dl u m p er f血旦3_　な　ど　で　知　ら　れ　て　お　り,　グ
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ラ　ム　陰　性　菌　で　は,　淋　菌,　大　腸　菌　お　よ　び　緑　膿　菌

な　ど　で　の　報　告　が　あ　る　　42)。　　し　か　し,　グ　ラ　ム　陰

性　菌　に　お　い　て　PB Psの　親　和　性　の　低　下　の　み　が　耐　性

の　原　因　で　あ　る　と　い　う　報　告　は　な　い。

以　上　の　結　果　よ　り,　カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　ク　ー　の　β　-

ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　耐　性　機　構　は,　外

膜　透　過　障　害　や　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　に　よ　る　薬　物　の

不　活　化　で　は　な　く,　標　的　酵　素　の　低　親　和　性　で　あ　る

こ　と　が　明　ら　か　と　な　っ　た。

総　　　　　括

カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　ク　ー　の　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物

質　に　対　す　る　耐　性　機　構　を　明　ら　か　に　す　る　目　的　で,

薬　物　の　外　膿　透　過　性,　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　活　性,

お　よ　び　標　的　酵　素　で　あ　る　P B P sに　対　す　る　親　和　性　に

つ　い　て　　　A B P C P C C E Zお　よ　び　C Z Xを　用　い　て
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比　較　検　討　し,　以　下　の　結　果　を　得　た。

1.　　カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　ク　ー　は　標　準　株,　臨　床　分

離　株　共　に　AMPCお　よ　び　C ZXに　は　あ　る　程　度　感　受　性

を　示　し　た　が　　A B P Cお　よ　び　C E Zに　は　耐　性　を　示　し

た。

2.　す　べ　て　の　被　験　菌　に　お　い　て,　β　-　ラ　ク

タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　外　膜　透　過　障　害　は　認　め

ら　れ　な　か　っ　た。

3.　　β　-　ラ　ク　ク　マ　-　ゼ　活　性　定　性　試　験　で　は,

陽　性　を　示　す　株　も　あ　っ　た　が,　β　-　ラ　ク　タ　マ　-　ゼ

活　性　定　量　試　験　お　よ　び　阻　害　剤　を　用　い　た　実　験　で　は

無　視　で　き　る　程　度　の　活　性　し　か　有　し　て　い　な　か　っ　た。

4.　　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　の　架　橋　ペ　プ

チ　ド　ダ　リ　カ　ン　生　合　成　に　対　す　る　阻　害　効　果　は　A B P C

お　よ　び　C E Zで　は　低　く　　　A MP Cお　よ　び　C ZXで　は　高　か

っ　た。

5.　カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　タ　-　標　準　株　の　P B P sは　分

子　量　60　　70K　の　間　に　0. j e j u nl J C M2013で　は　4

つ　　　　　c oli J C M2529お　よ　び　　　　f e旦」と旦　J C M2527

で　は　5　つ　の　バ　ン　ド　が　認　め　ら　れ　た　　　　C. j e j u ni
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J CM2013　に　お　け　る　PB P sの　β　-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生

物　質　に　対　す　る　親　和　性　は　　　A B P Cお　よ　び　　C E Zで　は

低　く　　　A M P Cお　よ　び　C Z Xで　は　高　か　っ　た。

以　上　の　結　果　よ　り,　カ　ン　ピ　ロ　バ　ク　ク　ー　属　の　β

-　ラ　ク　タ　ム　系　抗　生　物　質　に　対　す　る　耐　性　は,　従　来

よ　り　報　告　さ　れ　て　い　る　外　膜　透　過　障　害　や　β　-　ラ　ク

タ　マ　-　ゼ　に　よ　る　よ　り　も,　標　的　酵　素　で　あ　る　ペ　プ

チ　ド　ダ　リ　カ　ン　の　　架　橋　形　成　に　あ　ず　か　る　　t r a n s-

p e p ti d a s e　の`低　親　和　性　が　耐　性　の　主　な　要　因　で　あ

る　こ　と　が　明　ら　か　に　な　っ　た。
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辻　本　明　教　授　に　深　謝　し　ま　す。　　さ　ら　に,　研　究　遂　行

上　お　よ　び　本　論　文　作　製　上　御　助　言　を　戴　い　た　本　学　口
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表1　G.血担圭　C.coliおよび⊆_至軸標準株のABPC, AMPC, CEZ

およびCZXに対する感受性

Bacterium

Minimal inhibitory concentration (jug/ml)

Antibiotic

ABPC AMPC CEZ C ZX

⊆.j軍iuni JCM2013　　　　25

C.coli JCM2529　　　　　　400

C.fetus JCM2527　　　　　400

0.78　　　　　400　　　　6.25

6.25　　　　′600　　　12.5

6.25　　　　′600　　　12.5



表2　C.j旦jLg直, G.9_吐圭およびC.fetus標準株の

EDTA添加時における抗生物質感受性の比較

Bacterium

Addition

Minimal inhibitory concentration (pg/ml)

Antibiotic

ABPC AMPC CEZ CZX

星.ie-iu埠JCM2013
EDTA (1/4MIC)
EDTA (1/2MIC)

C.coli JCM2529

~E石i云て1/4MIC )

EDTA (1/2MIC)

C.fetus JCM2527

~E5両て丁/4MIC )
BDTA (1/2MIC)

0.78

0.78

0.78

6.25

6.25

6.25

6.25

6.25

6.25

400

: iサu

400

1′600

1′600

1′600

1′600

1′600

1′600

6.25

6.25

6.25

12.5

12.5

12.5

12.5

12.5

12.5



衷3　C.jej坦旦圭臨床分離株104株のEDTAによる各抗生物質に対して

NICの変化した菌株数

Antibiotic

MIC reduction

1/1 ★　1/2…

AMPC

ABPC

CZX

CEZ

82

72

*fi

81

22

32

19

23

1/2MIC濃度のEDTA添加時.

EDTA存在下で末添加のMICに比べ変化のなかったもの。

**　EDTA存在下で未添加のMICに比べMICが半分に減少したもの.



表4　C.j旦j旦担圭, C.coliおよび萱.辿担標準株のβ-ラククマ-ゼ

阻害剤による各抗生物質に対するMICの比較

Minimal inhibitory concentration (jig/ml)

Antibiotic　　　⊆.ieiuni JCM2013　　C.coli JCM2529　C.fetus JCM2527

-CvA　　+CVA ★　　　　　-CVA　　+CVA *　　　　　-CVA　　+CVA *

25　　　　25　　　　　　　400　　　　200

0.78　　0.39　　　　　　6.25　　　3.13

400　　　200　　　　　′600　　.600

6.25　　6.25　　　　　12.5　　　　6.25

400　　　400

6.25　　3.13

1.600　　　800

12.5　　　6.25

～ 1/2MIC濃度のCVAを添加したときの各抗生物質のMICを示す。



表5　G.jejun圭臨床分離株104株のβ-ラクタマ-ゼ阻害剤による

各抗生物質に対してMICの変化した菌株数

Antibiotic
MIC reduction

1/1 ★　　1/2★★　1/4…★

AMPC

ABPC

czx

CEZ

60

ras

80

a?

EH

36

24

28

1/2MIC濃度のCVA添加時.

CVA存在下で末添加のMICに比べ変化のなかったもの。

**　CVA存在下で末添加のMICに比べMICが半分に減少したもの。

***　CVA存在下で末添加のMICに比べMICが1/4に減少したもの。



表6　ABPC. AMPC, CEZおよびCZXに対するG.j旦血担圭, G.Eoliおよび

C.fetus標準株のβ -ラクタマ-ゼ活性

Bacterium

p-lactamase activity (unit/mg protein)

Antibiotic

ABPC　　　　　　桝PC CEZ CZX

星.うeiuni JCM2013　　　0.0001　　0.0003　　　0.0009　　　0.0001

C.coli JCM2529　　　　　0.0009　　　　0.0006　　　　0.0002　　　く0.0001

C.fetus JCM2527　　　　0.0009　　　0.0009　　　　0.0002　　　く0.0001



表7　C.jejuni臨床分離株3株の各抗生物質に対する感受性

および架橋ペプチドグリカン生合成50%阻害濃度

Bacterium

MIC (pg/ml)

(I;50'

AMPC CZX

星.je「uni hior　5

星.jeiuni Lior 1

星.neiun阜　WG215

0.39

(0.36)

50

(6.2)

N.D.

( )内に架橋ペプチグリカン生合成50%阻害に必要な

各抗生物質の濃度を示す.

N.D. : not done



Antibiotics

Outer Membrane

Pe ptidogtycan

Inner Membrane

Target enzyme

図1　グラム陰性菌の細胞表層構造とβ-ラクタム系抗生物質耐性の

3つの要因.
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図'A C.jejuni臨床分曲株の感受性紫錯分布.

菌株数は104株_
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図4　G.j旦血痕. ら.coliおよび⊆.hsにおける架橋ペプチドグリカン

生合成量の経時的変化.

基質としてUDP-MurNAc-pentapeptideとUDP-[HC】GlcNAcを,租酵素源とし

てETB cellを用い　SDS不溶性画分の放射活性を指標として全菌レベルで

測定した。
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図4と同じ実験条件で.種々の濃度の各抗生物質を添加して測定した。
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