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Drug 　Resistance　of 　Staphylococcus　Aureus　in　the　Field
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概 要　産婦 人 科領域 に お い て得ら れ た 病巣由来の 材料 の 細菌学的検査 が 大学付属病 院 中央検査室 で 行 わ

れ た ．そ の 結果を他病院 の 総合的結果 と比較検討す る と，グ ラ ム 陽 性球菌の 分離頻度 の 高 い こ とが判明

し た。そ の 中で ，と くに ，Staphyiococcus　aureus を選 び薬剤耐性を調査 した ．β
一Lactam 剤耐性株 の 多

い こ と が注 目 さ れ た が， メ チ シ リ ン 耐性株 （Methicillin−resistant 　Staphylococcus　aureus ：MRSA ）も

多 く認め られ ， 今後の 診療お よ び疫学上 ， 注 目す べ き課題 と思われ た．MRSA の 耐性機構は ペ ニ シ リ ン

分解酵素の 産生 に よ る もの で は な く， 新 し い ペ ニ シ リ ソ 結合蛋白 （penicillin−binding　protein ：PBP ）の

産生 に よ る こ とが結論され た ．MRSA 出現 の 理 由に つ い て 検討し ， そ の 対策 を述べ た．

Synopsis　Clinical　isolates　of 　bacteria　from　Department　of　Obstetrics　and 　Gynecology　were 　collected 　and

their　microbiological 　properties　were 　investigated．　 The 　isolation　frequencies　of　bacteria　from 　this　Depart・

ment 　 were 　 almost 　 similar 　 to　 those　 froIn　 other 　 hospitals，　 ind三cating 　 the　high　 isolation　 frequencies　 of

graln−positive 　cocci ．　 The　drug　resistance 　to　various 　chemotherapeutic 　agents 　of 　Staphylococcus　aureus

including　beta・1actam 　antibiotics 　was 　studied ．王t　should 　be　noted 　that　the　bacteria　resistant 　to　beta・1actam
antibiotics 　 were 　 most 　 often 　 isolated　 and 　 the 　 resistance 　 was 　 due 　 to　 the 　 production　 of　 penicillinase．
Methicillin・resistant 　strains　of　S．　aureus 　were 　isolated　from　this　Department　at　a 　high　frequency，　 It　was
found　that　these　strains 　are 　alse 　resistant 　to　many 　penicillins 　and 　cephems 　including　methicillin ．　 Methicil・

lin　resistance 　of 　these 　strains 　was 　found　to　be　not 　due　to　the　production　of 　penicillinase．　 Examination 　of

the　penicillin・binding　proteins（PBPs ）revealed 　that 　a　new 　PBP −2’was 　prDduced　in　a 　large　amount ，　suggest ．

ing　that　the　mechanism 　of　methicillin ・resistance 　was 　due 　to　the 　productioII　of 　the 　new 　PBP −2’as　reported

previouslys
）9），　not 　to　the　production 　of 　beta・lactamase ．　 The 　 increased　 isolation　of　 methicillin −resistant

StrainS 　may 　be　dUe　tO　the　intrOdUCtiOn　and 　the　OVerUSe 　Of　beta−laCtamaSe　reSiStant 　antibiOtiCS ．
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　　　　　　　　　 緒　　言

　化学療法剤の 術後又は 予防的投与等に よ つ て 医

療面 で の 化学療法剤は 画期的進歩を遂げた ．し か

し， そ の 反面 ， 感染症 に お い て 主役を演 じた 菌種

の 変動や薬剤耐性 菌の 出現で ，化学療法時代に
…

つ の 大 きな変化が現れ て ぎた ．そ の た め
， 病巣材

料 の 臨床細菌学的検査，薬剤耐性菌 の 検査，病棟

内に お ける細菌の 疫学的調査等が，今後必須の 研

究テ
ー

マ とな つ て きた ．また ， 院 内感染 の 問題 も

極め て 重大 と な り つ つ ある ．本報で は
， 東大病院

産婦 人科で の 臨床検査成績を こ れま で 得 られた 疫

学的デ ータ と して 比較 し ， そ の 中 で S．aureus を

代表的菌種 と し て 選 びその 解析を行 つ た ．

　　　　　　　　　 実験方法

　1．材料

　東大病院産婦 人科 に お い て 得 られ た 検査 材料

（膿，創部浸 出液 ， 組織片，尿等）よ り分離 された

細菌 （昭和57年〜昭和 62年）を 集菌 し実験材料 に

用 い た ．他病院 の 細菌又 は 他病院 の 中央検査室 の

デ
ー

タ は各病院の 好意に よ つ て 提供 を受 けた ．な

お
， 他病院 の

一部 の デ ー
タ は 薬剤感受性 情報 よ り

編者 の 許可 を得て 利用 し た ．

　 2．薬剤

　PCG （penicillin　G），
　 ABPC （ampicillin ），

N 工工
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DMPPC （methicillin ），
　 MPIPC （oxacillin ），

MCIPC （cloxacillin ），
　 MDIPC （dicloxacillin），

PIPC （piperacillin），
　 CET （cephalothin ），

　 CER

（cephaloridine ），
　CEZ （cefazolin ），　CPZ （cefoper −

azone ），
　 CTM （cefotiam ），　 CTX （cefotaxime ），

CZX （ceftizoxime ）， CMX （cefmenooxime ），
CAZ

（ceftazidime ），
　 CFX （cefoxitin ），

　 CMZ （cefmet −

azole ），　 CEG （cephaloglycin ），　 CEX （cephalex −

iil），　CCL （cefaclor ），
　 LMOX （latamoxef ），

　CMD

（cefamandole ），　 IPM （imipenem ）．

　β一Lactam 剤以外 の 化学療法剤 と し て は，　 GM

（gentamicin ），
　 TC （tetracycline ），

　 MINO

（minocycline ），
　 NFLX （norfioxacin ），

　 OFLX

（ofioxacillin ） を使用 し た ．

　 3．標準菌株

　標準菌株は 群馬大学医学部薬剤耐 性菌実験施設

で 保存 の もの を用 い た ．

　4．最小 発 育阻 止 濃度 （minimum 　inhibitory

concentration ：MIC ）

　MIC は 日本化学療法学会感受性測 定法
1）
に 従 つ

た．す なわ ち，被検菌 を感受性測定 ブイ ヨ ン （日

水 製薬）で 30℃ ，
18時間培養 し た ．30℃ で 培養す

る 目的は 菌数を一．一一・定化 （約 10Bcells／ml ）す る た め

で あ る． こ の 菌 液 を 106cells／ml に な る よ うに

BSG （buffered　saline　with 　ge｝atin ）で 希釈 し，

そ の 約5μ 1を ミ ク P プ ラ ソ タ ー（佐久間製作所 ， 東

京）を用 い て 2倍段階に 希釈 した 薬剤含有寒天 に

接種 し た ．37℃，18時間培養 の後，被検菌 の発 育

を観察 し，その 発育が 肉眼で 認め られ な い 薬剤 の

最小濃度 を もつ て MIC と判定 し た ．

　 5．被検菌

　東大病院産婦人科か ら中央検査 室に 送 られ た材

料 （昭和 57年〜昭和62年）よ り分離 された S．aur −

eus 　150株 を用 い た ．

　6。β・Lactamase

　β．Lactamase の 測 定 は ス ペ ク ｝ P ホ ト メ ー

タ
ー

を使用す る方法を用 い た
4）5）．

　反 応 系 は 30℃ に 加 温 し ， 50mM の Na2PO4 ／

KH2PO4 　buffer（pH 　7．O）を用 い
， 1 ユ ニ

ッ ト （U ）

の 酵素活性 は 1μM の 基質を 1 分 で 分解す る酵 素

量を用い て 表わ した
4）1°）．また ， 酵素活性 の 低 い 場

合は ミ ク ロ ヨ ー ド法を用 い た
6）．

　7．ペ ニ シ リ ソ 結合蛋 白 （PBP ）

　 まず，S．　aureus か ら膜成分 を分離 し た ．新鮮 な

L一ブ イ ヨ ン に 37℃，18時間培養後，菌体を遠心で

集 め ， 10mM の MgC12を 含む 50mM の 燐酸 ・ ミ
ッ

フ ァ
ー

に 浮か べ
，

30分間 ，
0 ℃ 下 で 超音波 で 破砕

後，100，000× g，30分問， 4 ℃ 下で 遠心 し， メ ン

ブ ラ ソ 分画 を上 記 の バ
ッ フ ァ

ー
の 少 量 に 浮 か べ

た ．蛋 白量は 8mg／ml の 濃度に 調整 し た ．　 S．　aur −

eus の PBP は Sprattの 原法
7）を修飾 し た方法

8）9）

を用 い た ．

　　　　　　　　　 結　　果

　病巣材料 よ り得 られ た 菌 の 分離 と そ の 分離頻度

を図 1 に 示 した
2｝a｝．中規模 以上 の 病院 の デ

ー
タ

と ， 開業医 ・小規模病院 の デ
ー

タ とは ， 当然 ， 差

がある もの と思わ れ る ．

　 P．　aeruginosa ＞ S．　aureus ＞ E．　faecalis＞ E．

coli の 順で 分離 され て い るが
，
　P．　aeruginosa の 分

離頻度 が高い こ と は 当然で ある．Staphylococci，

E，faecalis等の 分離頻度 の 高 い こ とが 注 目され

る．K ．　 pneumoniae ，
　 H ．　 infiuenzaeに っ い で E．

cloacae ，　 S．　marcescens の 分離頻度が高 い こ と も

注 目され る．

　次に 産婦人科病巣材料 よ り検出された 菌 の 分離
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図 1　 病 巣材料 よ りの 菌分離頻度．全国 各病院 （病床

　数200以 上 ）の 中央検査 室で 得 られ た 結果を 集計 し た

　（10施 設 ）．1985年 の 検査 結果で 総 菌株ta65，000 （上

　位 10菌種 ）s）9）．
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図 2　産婦 人 科 よ り送 ら れ た 病 巣 材 料 よ りの 菌分離頻

　度．全 国 各病院 （病床数200以 上 ）の 中央検査室で 得

　られ た 結 果を 集計 し た （8施設）．1985年の 検 査結果

　で 総菌株数1，700株 （．L位 9 繭種）．嫌気性菌 と N ．

　gonorrhoeae は 記載 の ない 施設 が あつ た の で 省 略

　 し た．

頻度 を図 2 に 示 した
2＞3 ）．

　E．coli の 分離頻度が 高 い こ とは予想通 りで あ

るが
，
Staphylococci，　E ．　faecalis

，
　S．　group 　B 等

の グ ラ ム 陽性球菌 の 分離頻度の 高 い こ とが特徴的

で ある．Kpneumoniae ，　 P．　aeruginosa ，
　 P，　ce −

pacia 等 の グ ル
ープ の ほ か に Bacteroides．　sp が

分離 され る の も産婦人科 の 特徴で ある．

　東大病院産婦人科病巣材料 よ りの 菌の 分離頻度

を表 1 に 示 し た ．E．　coli の ほ か に グ ラ ム 陽性球菌

で ある Staphylococci，　 E．　faecalis，　 S．　group　B

の 分離頻度 の 高い こ とが注 目され る．

　K ．　pneumoniae ，　 P，　aeruginosa ，　 E．　cloacae の

分離頻度 も高 い ．し た が つ て， こ れ らの 菌の 薬剤

耐性 状況 を十分 に把握する こ と は ，診療上 ，非常

に 重 要 で あ る，当 然 の こ と な が ら，嫌気 性 の

Bacteroides．　sp の 分離頻度 も高 い ．

　当科で 分離 された S．aureus の β
一Lactam 剤に

対 する 感受性分布を 図 3aお よ び 図 3b に 示 した．

分離菌の 80％の 発育を阻止 す る濃度 （MIC8。）が

6．25μ g／ml 以上 の 薬剤 は CEZ
，
　 CMD ，　 CMZ ，

DMPPC ，　 ABPC ，　 PIPC ，
　 CAZ 等で ，これ らの結

表 1　東大病院産婦人科 よ り送られた 病巣材料 よ りの 菌

　 の 分離頻度（上位 10菌株）．総菌数 1，911株 1984年 7 月か

　 ら1986年12月 ま で に 得 られ た 結果を示 し た。

1（x】

舅
蕘

庭

疂

霆
s°

多
嵳

三

3

菌　 　 　種 分離株数 （％）

Staphylococci 224（11．7）
E．faecalis 200（10．5）
E，coli 19弖（10．2）
Bacteroides．　sp 88（4．6）
S．group 　B 78（4．1）
N ．gonQrrhoeae 59（3．D
K ，pneUmOniae 56（2．9）
P．aer   lnosa 38（2．0）
E ，cloacae 32〔1，7）
H ．inHuenzae 9（0．5）

　 　 （O．量　　　　　 O呷19　　　　　1，56　　　　　6．25　　　　　25　　　　　　夐DD 　　　　≦ 400

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Mlc （μ B／ml ）

図 3a　各種 β
一Lactam 剤 の S．　aureus に 対す る 抗菌

　作用．東大病院産婦人科 よ り得 られ た S．aureus 　150

　株を用 い だ．
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図 3b　各 種 β一Lactam 剤 の S．　aureus に 対す る 抗菌

　作 用．図 3aの 脚 注参照．
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果は β一Lactam 剤耐性菌の 多 い こ とを 示 し て い

る．また ， 表示 しな か つ た が新 し い キ ノ ロ ン 剤，

中で もOFLX の 抗菌作用は優れ て い た ．

　ブ ドウ球菌は Cephalosporillase（CSase）は 産

生 しな い が ， Penicilliase（PCase）を産生 す るも

の が 多 い ． し た が つ て ペ ニ シ リ ソ 系 薬 剤 は

MDIPC の よ う に PCase に 強 い 薬剤 以外 は ブ ド

ウ球菌 に 無効 の も の が多 い ．ま た ，抗菌 ス ペ ク ト

ラ ム が拡大し緑膿菌を 含む グ ラ ム 陰性桿菌に有効

なセ フ ェ ム 系薬剤の 中に は グ ラ ム 陽性球菌 に鮒 し

て 抗菌力 の低 い もの が 多 い ．耐性菌の 多い ブ ドウ

球菌に 対 し て カ ル バ ペ ネ ム 系薬剤 で あ る IPM が

優れ た 抗菌作用 を示 し た こ とが 注 目され る．

　PCase に 強い 薬剤 と し て DMPPC が グ ラ ム 陽

性 球 菌 に 多 く使用 された が ， 前述 し た よ う に

DMPPC の MIC50は 12．5μg／ml ，　 MIC80｝tleOμ g／

ml 以上 で
， 近年 ，

　DMPPC 耐性菌の 増加 が注 目さ

れ て い る．そ こ で ， 当科で 分離され た黄色 ブ ド ウ

球 菌 に お け る DMPPC 耐性菌 の 調査 を試 み た ，

DMPPC に 対 し て MIC 　6．25μg／ml 以上 の菌を メ

チ シ リン 耐性菌 （MRSA ） とす る と黄色 ブ ド ウ球

菌 の約 45％は MRSA で あつ た ，

　MRSA 　60株を用 い て β一Lactam 剤の 感受性分

布 を調査 し た （図 4 ）．DMPPC は もち ろ ん ，　CEZ ，

CTX ，
　 CZX す べ て に 耐 性 で あ つ た．　 CMZ の

MICs
。
は 6．25μg／ml で 耐性菌が そ の 半分を占め て

い る こ と に な る，MDIPC ，
　 MCIPC の よ うな

PCase に 強 い 薬 剤 が や や 有 効 で は あ る が
，

10〜20％に 耐性菌 の 出現がみ られ る．注 目す べ き

は
，
IPM ，　 OFLX が極 め て 優れ た 抗菌力を示す点

で あ る．ア ミ ノ 配糖体 も MRSA に 比較的優 れ た

抗菌活性 を示す．し た が っ て MRSA ぱ DMPPC

の み な らず広 くセ フ ェ ム 系薬剤 に 交叉耐性を示 す

点で 注 目され る．

　 黄色 ブ ド ウ球菌は かな り高率 （約 50〜60％）に

PCase を産生 し，それ らの 菌は PCG ，　ABPC に 耐

性で あ る．そ こ で 当科で 分離 され た黄色 ブ ド ウ球

菌 の 中 で PCG 耐 性 で DMPPC 耐 性 の 菌 2 株 ，

PCG 耐性 で DMPPC 感受性 1 株を 選 び
， そ れ ら

が 産生す る PCase の 活性 と基質特異性 を調 査 し

た （ee　2）．
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図 4　 DMPPC 耐性 S．　 aureus （MRSA ）に 対 す る

β
・Lactam 剤 の 抗菌作 用．　 MRSA 　60株 を 用 い た ．

表 2　PCG 耐 姓 S．　 aureus の ペ ニシ リナ
ーゼ 活性。

　酵 素活 性 は PCG の 加 水 分解（Vm 。x ）を 100と し た 相

　対加 水 分解率で 表 わ し た．測定 は ミ ク ロ ヨ
ード法

　 を 用 い た ．NM ・2，　 NM ・12，　 NM −26は PCG 耐 性．

　NM ・2，　NM −12は DMPPC 耐 性．（MIC 　100μg／m1 ）

　 NM −26は DMPPC 感受性．

S．aureusS ．aureusS ．aureus
NM ．2 NM42 NM ．26

PCG 100 工o  100

ABPC 108 105 110

PIPC 189 178 191

MCIPC 0．18 0．17 026

DMPPC 0，03 0．04 0．03

CCL 17 16 18

CER 0，9上 0．87 0．93

CEZ 0，31 0，29 0、28

CMD 0．20 O．19 O．21

CMZ 〈 0．03 ＜ O，  2 〈 0．02

CTM 〈 G．02 ＜ 0，02 く O．D2

CZX く  ．02 〈 0，02 く 0．02

　 3 株 とも ，
PCG ，　 ABPC ，　 PIPC，　CCL を分解す

るが
，
DMPPC や 他の セ フ ェ ム 系薬剤の 分解能は

低 い ．

　 と くに DMPPC 耐性 と は 無関係に DMPPC の

分解能 は 低い ． した が つ て MRSA 耐 性 の 本態は

PCase に よ らな い こ とを示 して い る。

　 以上 の 結果 よ り，当科で 分離 され た メ チ シ リ ン

耐性 の S，aureus 　NM −2，
　 NM ・12 と メ チ シ リ ソ 感

受性 の S．　aureus 　NM −26を選 ん で ぺ ＝ シ リ ン 結合

蛋 白 （PBP ） の 電 気泳動 に よ る検 出を 行 つ た．
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図 5　
14C ・PCG を用 い た ペ ニシ リ ソ 結合蛋白 （PBP ）

　の 電気泳動に よ る 解析．NM ・2，　 NM −12は DMPPC
　耐 性．NM −26は DMPPC 感受性．

MRSA の NM −2，
　 NM −12に は PBP の 1 と 2 の 間

に新 しい PBP 分 画が 出現し て い る こ とが証明 さ

れた ，こ れに 対 し て メ チ シ リ ン 感受性 の NM −26に

は こ の 分画 は 証 明 さ れ な か つ た ， こ の 結 果 は

PBP2 ’
と命名 され た 新 し い PBP 分画 と報告 され

た
8）9）もの と

一
致す る （図 5 ）．

　　　　　　　　　 考　 　案

　東大病院産婦人科病巣材料 よ り分離 された 細菌

は Ecoli を 除 く と Staphylococci，　 E 　faecalis，

Streptococci等 グ ラ ム 陽性 球菌が そ の 上 位 を 占

め ，嫌気性菌 で あ る Bacteroides．　sp も多 く分離

され る こ とが特徴で あつ た．こ の 傾向は 他の 施設

の 結果 ともよ く
一
致 して い た ．S．　aureus を選 ん で

調査 した 結果，β・Lactam 剤耐性が 多 く PCase 産

生菌が 目立 つ た．β
・Lactam 剤の 申で は ぺ ＝ シ リ

ン 系 薬 剤 と PCase 阻 害 剤 を 混 合 し た 薬 剤 の

PCase 産生菌に 対す る効果が期待 さ れ る，次 に ペ

ニ シ リ ソ 系薬剤 の 中で PCase 耐性 の も の の 効果

が期待 される ．PCase，　CSase に 分解 され に くく広

域 ス ペ ク ト ラ ム の セ フ ェ ム 系薬剤は 抗菌力が緑膿

菌 を含め た グ ラ ム 陰性桿菌に まで 拡大された が，

ぺ ＝ シ リ ソ 系薬剤 に比較 し て グ ラ ム 陽性球菌に 対

す る抗菌力 が 弱 い こ とが弱 点で あ る，黄色ブ ド ウ

球 菌に は 予想以上 に ア ミ ノ 配糖 体耐性菌 が 多 い

が ， 新キ ノ ロ ン 剤 （OFLX 等）は グ ラ ム 陽性球菌

に も優 れ た 抗菌力 を 発揮す る．し か し
， 産科領域

野　末 453

に お い て はキ ノ ロ ン 剤の 副作用に 留意 しなけ れ ば

な ら な い ．

　 当科 に お い て も MRSA が 高率 に 分離 され る こ

とが 明 らか に な つ た が，そ の 第
一

の 理 由 と し て

PCase に 抵 抗性 の 第 三 世代 セ フ ェ ム 剤 の 多用 が

あげ られ る ．第二 に は MRSA の 分離頻度が病床

数の 多 い 大病院に 高い こ と と MRSA の 分離頻度

が 著 し く低 い 病院 もあ る こ と等 か ら病棟 内伝播

（nosocomial 　 infection） に よ る こ と が予想 さ れ

る．こ の 対策と して は，今後 の 薬剤使用 の 管理 と

衛生管理が期待 され る も の と思わ れ る．
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