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Abstract Four nontransferable plasmids of about 28-32 kbp were isolated in 120 Serratia 

marcescens strains isolated from patients with urinary tract infection. All of these plasmids were 

transformable in Escherichia coli, and showed a high frequency of mobilization by R9-5 plasmid 

of incompatibility group F II. The MICs of carbapenems were significantly lower than those of 

cephalosporins. This trend was more marked when MICs were determined at 10梵fu/ml.

Based on the substrate profiles and on the effect of inhibitors of the (J-lactamase, the enzyme 

was classified as a class B (J-lactamase, so called carbapenemase. The carbapenem resistance 

genes of these 4 plasmids were cloned into vector plasmid pHSG398 using Bam Hl digestion and 

the size of the DNA was found to be 4.9 kb. 

はじめに

本邦では， 1983年以降Pseudomonasaeruginosaや

種々のグラム陰性菌にまで抗菌力の広がった j3-

lactam薬である，いわゆる第三世代cephalosporin系

薬が， 1984年にはquinolone薬が匹さらに 1987年に

は初めての carbapenem系薬としてのimipenemが

それぞれ臨床応用され今日に至っている13)．ところが，

これら新しい， cephalosporin系薬の使用は，

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

の増加とそれによる院内感染など多くの問題をもたら

した5)18)21)34).

一方，欧米諸国では，抗菌スペクトルの広いce-

phalopsporin系薬の使用によってpenicillin系薬と

cephalosporin系薬を同時に加水分解する extended

spectrum jJ-lactamase (ESBL)による耐性菌出現の

問題が報告されている23-24)35)•これらの ESBL は，

TEM-1やSHV-1型と呼ばれている j3-lactamase 

の構造遺伝子中のDNA塩基配列が1ないし数個変わ

ることにより，それぞれ基質特異性が拡大した変異菌

である2)24)．腸内細菌科の中でも， Serratiamarcescens 

は種々の抗菌薬に対して耐性を示すが，その分離率は，

1983年 (2.9%), 1987年 (2.1%),1990年 (2.6 

%), 1992年(2.9%）であり， P.aeruginosaやS.aur-

eusに比べて分離率は高くはない．これは， S.marces-

censは(3―lactam薬耐性の主因である (3-lactamase

の産生能，あるいは(3-lactam薬やquinolone薬に対

する invitro耐性獲得頻度が他の腸内細菌科の菌種に

比べて高いため，抗菌薬使用に伴う菌数の急激な減少

がおこらないことに起因していると考えられ

る3)12)35)39-40)• 

本邦では， 1993年には imipenemに加えて

panipenemが，さらに 1995年9月にはmeropenem

が臨床応用された20)32)．これら carbapenem薬の臨床

応用が，今後臨床分離細菌の各菌種に如何なる影響を

与えるかを知るため．まず1992年から 1993年分離の

慢性尿路感染症由来の S.marcescensについてのcar-

bapenem薬の感受性勁向を検討した．その結果，

imipenemやpanipenem'9)などに対する耐性を保有

する plasmidを検出した．
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実験材料と方法

使用菌株

実験に使用した 120株の S.marcescensは主として

慢性尿路感染症由来の臨床材料から 1992年から 1993

年にかけて分離されたものである．なおこれらの菌株

の同定法は通常の方法に従った．また，plasmidの解析

に用いたEscheガchiacoliはK12由来のML4901株

およびML4953株である．その他不和合性群(incom-

patibility group, inc)の判明した F-(TC),R9-5, 

RP4-1, N 3, R27などの各plasmidを用いたが，こ

れらの菌株はいずれも北里大学医学部微生物学教室保

存株を用いた4)31)．さらに DNA解析を行うための

vector plasmidとして pHSG398を， carbapenem薬

耐性の解析のための対照として pMS350由来のclon-

ing plasmid pMS 361を用いた7)17)36) (Table 1)． 

使用培地

使用菌株の培養は，感受性測定用ブイヨン(STブロ

ス，日水）を用い， 35℃,18時間培養した．また，最

小発育阻止濃度 (MIC)の測定は，感受性ディスク用

培地ーN(SD-N,日水）を用いた7)41)．その他， plasmid

の不和合性群の決定やcloning株の純培養にはBTB

乳糖寒天培地（日水）を9 /3一lactamaseを測定するた

めの菌の培養は BrainHeart Infusion (BHI, Difeo) 

ブロスをそれぞれ用いた．

使用薬剤

使用抗菌薬は，それぞれの製造元から力価の判明し

た原末の分与を受けた．即ち9 /3-lactam薬のpenicil-

lin系薬としてはpiperacillin(PIPC) とampicillin

(ABPC,富士化学）， cephalosporin系薬としてce-

phalothin (CET,塩野義製薬）， cefotiam(CTM,武

田薬品）， cefmetazole(CMZ,三井）， cefoperazone

(CPZ,富士化学）， cefotaxime(CTX,ヘキストジ

Table 1 Bacterial strains and plasmids 

Designation 

Bacterial strains 

E. coli K12 

Relevant markers Source, derivation 

ML4901 F-, ga/K2 ga/T22 hsdR / ac YI met Bl re/ A supE44 NA25 NA mutant from xl037 (R. Curtis III) 

ML4947 F―,ga/K2 ga/T22 hsdR hsdM/acYl metBl re/A supE44 RflOO Rf mutant from xl038 (R. Curtis III) 

ML4953 F―,amp/D ga/K2 ga/T22 hsdR hsdM/acYl metBl re/A supE44 RflOO amp D mutant from ML4947 (17) 

S. marecescens 

KU971 Clini inical isoltes in Japan, carbapenem resistance This paper 

KU972 Clini inical isoltes in Japan, carbapenem resistance This paper 

KU973 Clinical isoltes in Japan, carbapenem resistance This paper 

KU974 Clini inical isoltes in Japan, carbapenem resistance This paper 

Plasmids 

pKU61 

pKU62 

pKU63 

pKU64 

pMS350 

pMS361 

pHSG398 

R9-5 

F-TC 

RP4-1 

R27 
S-a 

N3 

Clinical isolates from KU971, inc H 

Clinical isolates from KU972, inc H 

Clinical isolates from KU973, inc H 

Clinical isolates from KU97 4, inc H 

Clinical isolates from P. aeruginosa 
pHSG398 with insertion of 4.1 kb fragment of pMS350 

Vector plasmid for cloning 

CP ; transferable plasmid ; inc F II 

TC ; transferable plasmid ; inc F V 

CP TC KM  ; transferable plasmid ; inc P 

TC; transferable plasmid ; inc H 

CP KM  SM SA ; transferable plasmid; inc W 

TC SM SA ; transferable plasmid ; inc N 

This paper 

This paper 

This paper 

This paper 

(36) 

This paper (S. Iyobe) 

Takara Shuzo Co., Ltd. 

(7) 

This paper 

This paper 

This paper 

This paper 

This paper 

Note. Abbreviations used; NA, nalidixic acid; Rf, rifampicin; CP, chloramphenicol; TC, tetracycline; SM, 

streptomycin ; SA, sulfanilamide. 
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ャパン）， ceftazidime(CAZ,田辺製薬）， aztreonam

(AZT, ェーザイ）， carbapenem系薬として

imipenem (!PM,万有製薬）， panipenem(P APM, 

三井）など合計11種を用いた．また9 /3一lactamase阻

害薬として clavulanicacids (CVA,スミス．クライ

ン．ビーチャム製薬）， sulbactam（ファイザー製

薬）， tazobactam(T AZ,大鵬薬品）を用いた．その

他抗菌薬としてgentamicin(GM, シェーリング），

chloramphenicol (CP,三井）， minocycline

(MINO,日本レダリー）， ofloxacin(OFLX,第一製

薬）を用いた． sulfanilamide剤(SA),streptomycin 

(SM), naldixic acid (NA), rifampicin (Rf)，各

種制限酵素，マーカーDNAなどの必要な試薬や制限

酵素は，いずれも市販品を購入して用いた．

抗菌薬感受性試験

使用菌株の各抗菌薬に対する感受性測定は，日本化

学療法学会の感受性測定法に準じて行った叫即ち， 35

℃，一夜培養菌液を BSG(Buffered Saline with Gela-

tin)にて 5~6X 106 cfu/mlになるように希釈し，その

5μ1をミクロプランター（佐久間製作）にて薬剤平板

に接種し，培養した．その後，各平板は35℃18~24時

間，培養し，各抗菌薬に対して肉眼で発育の認められ

ない最小発育阻止濃度（MIC)を求めた．また，

imipenemなどのcarbapenem薬については必要に応

じて通常の 100倍の菌数 (5x 108 cfu/ml)を用いて

MICを求めた．

接合伝達と可動およぴ形質転換

薬剤耐性がplasmidとして存在するか否かについ

ては常法に従って検討した7>.S. marecescensまたは形

質転換によって得られた E.coli K 12 ML 4953の耐性

菌を供与苗， E.coli K 12 ML 4901を受容菌として接

合伝達を行った．形質転換は S.marecesensからアル

カリ法により抽出したDNAをE.coli K 12 ML 4953 

を受容菌として形質転換を行った叫一方，可動は，ま

ず伝達する標準plasmidをE.coli K 12 ML 4953形

質転換株を宿主として接合伝達によって共存させ，こ

れを供与菌として E.coli K 12 ML 4901を受容菌とし

て各plasmidの伝達を試みた．

Plasmidの型別

Plasmidはそれが同一の群に属する場合，互いに共

存することなくどちらか一方のplasmidは細胞から

排除されてしまう．この現象を用いたplasmidの分類

法を plasmidの型別（不和合性， incompatibiIi ty)と

いう． Plasmidの型別は次のようにして行った．すで

に各群に分類されている標準plasmidと調べるべき

目的のplasmidをE.coliK 12株を宿主として接合伝

達あるいは形質転換によって共存させ，以下のごとく

検討した汽まず，各群の代表的なplasmidと調べる

べき plasmidの2種類が共存した菌株を STプロス

にて 35℃，一夜培養する叫次にこの培養菌液を SD-N

培地に塗沫し， 35℃にてさらに一夜培養する．平板上

に形成した菊集落をそれぞれのplasmidが担う抗菊

薬耐性に相応した各抗菌薬を含む平板に画線塗沫した

後， 35℃にてさらに一夜培養する．その結果，両方の

plasmidのもつ耐性が認められた場合には， 2種の

plasmidの共存が成立しており，両者の不和合性群は

異なるとし，どちらか一方のplasmidの薬剤耐性だけ

が検出された場合は 2種のplasmidは互いに同一の

不和合性群に属すると判定した．

/3一Lactamaseの調整と測定

試験菌を 10mlのBHIブロスにて 35゚Cで振盪培養

し，その対数増殖期後期の細胞を4℃,18000Xgにて

10分間遠心，集菌した．その菌体を lOmMZnCl2を含

む0.05Mリン酸緩衝液 (pH7.0)で洗浄し，同緩衝

液3mlに懸濁した．この菌液を超音波破砕し， 4゚C,

18000Xgで20分間遠心し，その上清を粗酵素とし

た36)./3ーlactamaseの活性測定は， UV法 (spectro-

photometric assay,島津UV2200)を用いて測定し，

各 /3-lactam薬の lOOμMそれぞれを基質として用い

た．蛋白質はBradford法で求めた．また，酵素活性は

30℃でlμmoleの基質を 1分間に分解する酵素を 1

単位とし6)17)．mg蛋白当たりの活性 (unit)で示し

た．

DNAの分離と制限酵素によるその切断と形質転換

染色体性DNAおよびplasmidDNAの分離とその

制限酵素による切断，その後行った遺伝子のcloning

とそのsubclone株の調整，あるいは形質転換実験な

ど必要な実験方法はいずれも Takaraのマニュアル

や既報の操作に準拠した7)28).

結 果

薬剤感受性

Carbapenem 系薬， penicillin 系薬および Ce•

phalosporin系薬の基本構造を Fig.lに示した．この

carbapenem薬である 1PMの感受性分布は，調べた

120株中116株(96.7%）の菌株料鋭い 1峰性の感受性

分布を示し，分布から外れた菌株はわずか4株であっ

た．他方， cephalosporin系薬である CZX,CAZ, CTX 

やmonobactam系薬AZTの感受性分布は，いずれも

2ないし 3峰性でかつ幅広い濃度範囲に分布した．こ
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Penem Carbapenem 

。口゚ □
Cephem Monobactam 

。ご〗 otJ 
Fig. 1 Chemical structures of/3一lactamantibiotics 

Table 2 Isolation frequency of drug-

resistant strains of Serraia 

marecescens 

Drug Break ／ point No. of strains Isolation 
(mg I) isolated frequency (%) 

Piperacillin 6.25 46 38.3 

Cephalothin 6.25 120 100 

Cefotiam 6.25 72 59.6 

Cefmetazole 6.25 47 39.2 

Cefoperazone 6.25 37 30.8 

Cefotaxime 6.25 19 15.8 

Ceftazidime 6.25 17 14.2 

Aztreonam 6.25 26 21. 7 

Imipenem 6.25 4 3.3 

Panipenem 6.25 4 3.3 

Meropenem 3.13 4 3.3 
Chloramphenicol 12.5 28 23.3 

Gentamicin 6.25 5 4.2 

Minocycline 6.25 16 13.3 

Ofloxacin 6.25 40 33.3 

れらの感受性分布をもとに9 /3-lactam薬に対する感

受性菌と耐性菌の限界濃度を 6.25mg/1と決めた．そ

の結果， IPM,PAPM, MEPM耐性菌は 120株中 4株

(3.3%), CAZ 17株 (14.2%),CTX 19株 (15.8 

%),CPZ37株(30.8%),CMZ 47株(39.2%),CTM 

72株 (59.6%),CET (100%), AZT 26株 (21.7 

%), PIPC 46株 (38.3%）であった (Table2)．さら

に，今回得られた IPM,PAPM, MEPM耐性菌4株中

2株はAZTを除くいずれの/3-lactam薬， 2株は

AZTを含むすべての/3-lactam薬に対してそれぞれ

耐性を示した (Table3). 

/3一Lactam薬以外の抗菌薬に対する耐性限界値を

GM (6. 25 mg/I), CP (12. 5 mg/I), OFLX (6. 25 mg/ 

l)およびMINO(6.25 mg/1)に設定し，この薬剤濃

度で増殖可能な耐性菌の分離率を求めた．その結果，

GM, CP, OFLX, MINOなどに対する耐性菌の分離率

は，順に 4.2%,23.3%, 33.3%, 13.3％であり， GM

に対する耐性菌の割合は， IPM,PAPMなどのそれと

ほぼ同程度であった (Table2). 

次に， IPM,PAPM, MEPM耐性の S.marecescens 

4株 (KU971, KU 972, KU 973およびKU974)の

耐性遺伝子の解析を行った．

Car ha pen em薬耐性の遺伝解析

IPM, PAPM, MEPM耐性を示した KU971,

KU 972, KU 973およびKU974各菌株の耐性遺伝子

の存在様式を E.coli K 12 ML 4953を受容菌として接

合伝達または形質転換により検討した．その結果，

IPM, PAPM, MEPM耐性を示した S.marcescens 4 

株から抽出した DNAを用いた場合にのみcar-

bapenem薬やcephalosporin系薬耐性と SA耐性が

同時に E.coli ML 4953に形質転換された．次にここ

で得られた形質転換株から DNAを抽出し，アガロー

スゲル電気泳動によって DNAサイズを確認したとこ

ろ約28,......,32KbのplasmidDNAが検出された．ここ

でこれらの plasmidをpKU61, pKU 62, pKU 63, 

pKU 64と命名した．この pKU61, pKU 62, 

pKU 63, pKU 64を用いて得られたすべての再形質

転換はIPM,PAPM, MEPMに加えて， AZTを除く

他の cephalosporin系薬と SAに対して耐性， SMに

対して感受性であった．このことにより， IPM,

PAPM, MEPM耐性はこれらのplasmidにより支配

されていることが明らかとなった．

上記の 4株 (KU971, KU 972, KU 973, KU 97 4)の

/3一lactam薬に対する MICとE.coli K 12 ML 4953 

ヘplasmidを形質転換した菌株の MICをTable3に

示した． E.coli K 12 ML 4953のIPM,PAPMや

MEPMに対する MICは0.025,......,0.10 mg/1, car-

bapenem薬耐性形質転換株では0.20,......, 1. 56 mg/1で

あり，各plasmidの形質転換による耐性値の上昇はわ

ずかであった．これに対して， CAZなどの ce-

phalosporin系薬に対する形質転換株の MICは， E.

coli K 12 ML 4953のMICに比べて 256倍以上高か

った．また，測定時の菌数を 100倍に増量した 10応fu/

mlでの IPM,PAPM, MEPMのMICは1.56,......,12.5

mg/1であったが， CAZ,CTXのMICは＞200mg/1 

であった．なお，いずれの形質転換株も SAに対しては

耐性， AZT,SMに対しては感受性を示した．
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Table 3 Effect of inoculum size against MICs in Serratia marcescens and Escherichia coli 

carrying carbapenem resistant plasmid 

cfu MIC (mg/I) 
Host per 
ml CER CMZ CTX CAZ 

S. marcescens 
KU 971 106 >100 >100 25 50 

10’ >200 >200 >200 >200 

KU 972 10' >100 >100 50 100 
108 >200 >200 >200 >200 

KU 973 10• >100 >100 100 100 
108 >200 >200 >200 >200 

KU 974 10' >100 >100 50 100 
108 >200 >200 >200 >200 

E. coli Kl2 ML4953 

pKU 61 10' >100 >100 12.5 50 
108 >200 >200 200 >200 

pKU 62 106 >100 >100 50 100 
108 >200 >200 >200 >200 

pKU 63 10• >100 >100 25 50 
108 >200 >200 >200 >200 

pKU 64 10' >100 >100 50 100 
108 >200 >200 >200 >200 
106 0.39 0.39 0.10 
108 0.78 1.56 0.20 

Carbapenem薬耐性plasmidの型別

今回検出した1PM, PAPM, MEPM耐性と ce-

phalosporin系薬耐性がいずれも plasmid上に存在し

たことから plasmidの型別を調べた．まず，標準plas-

midを供与菌， pKU61, pKU 62, pKU 63, pKU 64保

有菌およびE.coli ML 4901をそれぞれ受容菌として

用いた．その結果， FIi,FV, Ia, H, M, N, P, W の

plasmidの伝達頻度はE.coli K 12 ML 4901を受容菌

とした場合のそれとほぼ同じであった（データ示さ

ず）．しかし，不和合性H群に属する plasmidR27の

E. coli K 12 ML 4901への伝達頻度は約 10→であっ

たが．対象となる各種plasmid保有菌を受容菌とした

場合のR27の伝達頻度は 10ゴ以下であった．

次に上記実験系とは逆にpKU61, pKU 62, pKU 63, 

pKU64の各plasmidDNAを8種類の標準plasmid

を保有する菌株に形質転換し，その不和合性を調べた．

その結果， Table4に示したように，不和合性群Hに

属する R27と共存させた場合においてのみR27また

はpKU61, pKU 62, pKU 63あるいはpKU64のどち

らか一方の薬剤耐性，即ち plasmidが高頻度に排除さ

れた．この結果から 4種のplasmidは， R27と同一の

不和合［生H群に属する plasmidと結論された．

0.10 

0.39 

AZT IPM PAPM MEPM PIPC SA 

12.5 6.25 6.25 3.13 25 >100 

100 25 25 12.5 100 >200 
0.78 6.25 12.5 6.25 100 >100 
6 25 25 50 25 >200 >200 

25 12.5 12.5 12.5 100 > 100 
200 50 50 50 >200 >200 
0.78 12.5 25 12.5 100 > 100 
3.13 50 50 50 >200 >200 

0.05 〇.78 0.78 0.39 12.5 > 100 

1.56 3.13 3.13 1.56 25 >200 
0.10 0.39 0.39 0.20 6.25 >100 

0.78 1.56 3.13 1.56 25 >200 

0.05 1.56 1. 56 0. 39 6.25 >100 
1.56 12.5 12.5 6.25 25 >200 
0.78 0.78 0.78 0.78 3.13 > 100 

1.56 6.25 6.25 3.13 12.5 >200 

0.05 0.10 0.10 0.025 1.56 6.25 

0.20 0.20 0.20 0.10 3.13 25 

Carbapenem薬耐性plasmidの伝達性

S. marcescens由来のplasmid pKU 61, pKU 62, 

pKU 63, pKU 64はいずれも非伝達性であった．しか

し，非伝達性plasmidでも伝達性plasmidとの共存に

よって高頻度に接合伝達（可動）されることが報告さ

れている．まず，臨床分離細菌から高頻度に分離され

る不和合性FV群のR9-5,次いで分離頻度の高い N

群の N3,F II群に属する F-(TC),P群に属する

RP 4-1などをそれぞれpKU61などのplasmidと共

存させた．これを供与菌として pKU61などのcar-

bapenem耐性plasmidの可動について調べた．その

結果， pKU61を始めとした carbapenem耐性plas-

midは， R9-5と共存させた時のみ， R9-5それ自身の

伝達頻度2.1X 10-1~6. 3 X lQ-2の約1/1000~6/1000

の頻度で可動された (Table5)．しかし，調べたその

他のplasmidによる可動は認められなかった．

遺伝子のcloning

Carbapenem剤と AZTを除く CET,CTM, CMZ, 

CTX, CAZなどのcephalosporin系薬耐性がplas-

mid上に位置することから．その耐性遺伝子をclon-

ingした．制限酵素によって plasmidDNAを切断し

たところ，いずれのプラスミドも BamH 1, Eco R 1, 
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Table 4 Incompatibility test of carbapenem resistant plasmids isolated from S. marecescens 

Plasmids and markers tested No. of Colonies resistant to determinants expressed by 

Donor Recipient Selection colonies tested Donor plasmid Recipient plasmid Both 

R27 (TC)•> pKU61 (CAZ) TC/NA 50 44 (TC) 3 (CAZ) 3 (TC.CAZ) 

R27 (TC) pKU62 (CAZ) TC/NA 50 29 (TC) 12 (CAZ) 9 (TC.CAZ) 

R27 (TC) pKU63 (CAZ) TC/NA 43 28 (TC) 9 (CAZ) 6 (TC.CAZ) 

R27 (TC) pKU64 (CAZ) TC/NA 50 42 (TC) 6 (CAZ) 2 (TC.CAZ) 

pKU61 (CAZ)blR27 (TC) CAZ 76 68 (CAZ) 2 (TC) 6 (CAZ. TC) 

pKU62 (CAZ) R27 (TC) CAZ 100 91 (CAZ) 

゜
9 (CAZ. TC) 

pKU63 (CAZ) R27 (TC) CAZ 100 85 (CAZ) 4 (TC) 11 (CAZ. TC) 

pKU64 (CAZ) R27 (TC) CAZ 50 44 (CAZ) 3 (TC) 3 (CAZ. TC) 

•l Donor plasmids R27 were introduced into E. coli Kl2 ML4901 carrying recipient plasmid by conjugation and 
bacteria were grown on BTB-lactose agar plates under the selective presure of donor and recipient markers 

as shown in table. Separate isolates of each combination were plated onto BTB-lactose agar plates 

containing the indicated antibiotics (TC, 25 mg/I ; CAZ, 1.56 mg/I). These cells were next grown overnight 

at 37 C in ST broth without antibiotics and then were plated onto BTB-lactose agar plates containing 

antibiotics. Resulting colonies were picked at random and tested for the expression of the appropriate 

antibiotic resistant determinants, as shown in the table. 

bl pKU plasmids were introduced by transformation under slective pressure of antibiotics. 

Table 5 Mobilization of nonconjugative carbapenem resistant plasmids by transferable 

plasmids 

Plasmids•> Selective FrequelSnfecry b RatioC) 
markers of transf) 

R9-5/pKU61 CP/NA 1.4x10-1 1.0000 

CAZ/NA 9. 0 X lQ-4 0.0064 

R9-5/pKU62 CP/NA 6.3x10-2 1.0000 

CAZ/NA 3.2x10-• 0.0051 

R9-5/pKU63 CP/NA 1.1x10-1 1.0000 

CAZ/NA 1. 0 X 10-• 0.0009 

R9-5/pKU64 CP/NA 2.1xio-1 1.0000 

CAZ/NA 7. 6 X 1Q-4 0.0036 

F-(TC)/pKU61 TC/NA 3.2x10-1 1.0000 

CAZ/NA く1.7 x 10-8 <0.0001 

F-(TC)/pKU63 TC/NA 9.sx10-2 1.0000 

CAZ/NA く2.3x10-a <O. 0002 

RP4-l/pKU61 KM/NA 3. 1 X 1Q-4 1.0000 

CAZ/NA く1.9 X 10-8 く0.0001

RP4-1/pKU63 KM/NA l.2Xl0ー4 1.0000 

CAZ/NA く2.2x10-s <0.0002 

al Plasmids were introduced into E. coli K12 ML4901 strain by conjugation. For the assay of 

mobilization frequencies, cell cultures were grown overnight in ST broth and were diluted 1 : 100 

into fresh ST broth. After 3 h shaking at 35℃,the donor and recipient strains were then mixed at 

the ratio of 1 : 10 and incubated at 35℃ for 2 h without shaking. Cultures were then plated onto 

BTB-lactose agar plate containing appropriate antibiotics. 

bl Number of transconjugants per donor cell. 

cl Frequency of mobilization per conjugative plasmid. 



122 代居敬子

Hind 111, Pst 1, Sal Iなどによって 4~7ケのDNA断

片となった．次いで，vectorplasmid pHSC 398を種々

の制限酵素により切断し，そこに目的のplasmidの

DNA断片を再結合させ， ML4953を受容菌として

CET (25 μg/ml)あるいはCAZ(1.56 mg/I)により

clone株を選択した．その結果， BamHl処理によっ

てDNAサイズ4.9kbDNA断片がpHSG398に結

合したと考えられる 7.1kbの組み替え株が得られた

(Fig.2)．これらのcloning株は，いずれも AZTを除

< CET, CTX, CAZおよびIPM,PAPMなどに対し
て耐性を示した．得られた形質転換株から DNAを抽

出し，その制限酵素切断地図を作製した． pKU61,

pKU 62, pKU 63, pKU 64のDNA制限酵素切断地図

はほぼ同じであった．また， pKU61とpKU63を代表

として，それぞれのDNA欠損株を製作し， car-

bapenem薬耐性と SA耐性領域を決めた． Fig.3に

pKU61由来のcloning株のDNA制限酵素切断地図

の結果を示した．

Carbapenem薬耐性を担う plasmid性遺伝子につ

いては，これまでS.aeruginosa由来のplasmid

pMS350が報告されている．そこから由来したdon-

ing株pMS361のDNA塩基配列から得られた制限

酵素地図は， Fig.4に示したごとく pKU61由来のそ

れとほぼ同じであった（伊予部私信）．
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ヽ
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Fig. 2 Construction of the shortened plasmid pKU61 

and of the recombinant plasmids using the 

plasmid pHSG398 as a cloning vector DNA 

fragment of pKU61 is rゅresented切 thethick 
line. The thin line showed the vector plasmid 

pHSG398. 
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Fig, 5 Hydrolyzing activities of the enzyme from pKU61 against/3-lactams Relative rates of hydrolysis of the 

substrates were expressed as the per cent of hydrolysis of cephaloridine, 

(3-Lactamaseの基質特異性の検討

今回得られた carbapenem薬耐性plasmidを形質

転換させた E.coli K 12 ML 4953から /3-lactamase 

粗酵素を分離し，ぞの碁質特異性を調べた．4株由来

の酵素は，CET, CFX, CTM, CAZ などの Ce•

phalosporin系薬に加えて， IPMを始めとした car-

bapenem系薬を良好な基質として，かつ高率にそれぞ

れの /3-lactam薬を加水分解した．しかし，AZTはま

った＜加水分解しなかった．とくに，いずれの酵素も

ABPCに比べて CETを良好な基質として加水分解し

た． Fig.5にpKU61の結果を示した．この¢ _ 

lactamaseの基質特異性の結果は， Tn支配の典型的

なpenicillinase(class A型）である TEM-1やグラム

陰性樺菌由来の染色体性酵素である cephalospor-

inase (class C型）のそれとは明らかに異なっていた．

次に，炉lactamase阻害剤および金屈イオンの影響

を検討した．その結果， pKU61由来の酵素の CVA,

TAZOやSBTによる阻害はわずかであった．これに

対して 1mM  EDTAの添加により，その酵素活性は著

しく阻害された．その他，CuSO,,CoSO,添加によっ

ても酵素活性の低下が見られた (Table6)．また，酵

素を 0.05 M phosphate buffer (pH 7. 0)で2時間透

析し，その活性を調べた結果，酵素活性は透析前の

65.8％であった．これに 1mM  EDTAを添加すると酵

素活性はわずか 2.4％に低下したが，これに lOmM

ZnCl2添加すると酵素活性は元の活性の 35％ほどに

回復した．

Table 6 Effect of inhibitors and ions on 

the activity of /3-lactamase 

from E. coli Kl2 ML4953 carry-

ing pKU61 plasmid. 

Inhibitor Per cent inhibition 
lmM  10丘M

Aztreonam 12 7 6.3 

Sulbactam 15 8 

゜Clavulanic acid 

゜
30 5 

Tazobactam 13 9 

゜EDTA 95 2 90 0 

0-phenanthroline 94 4 61.1 

Iodine 1 9 1 9 

HgCl, 90.5 91 6 

CuSO .. 85 0 58 5 

ZnCl2 

゜
2.9 

MgCl2 13 0 23 7 

CoSO, 61.1 29 6 

考 察

S. marcescensの臨床検体からの分離率は 2~3%と

それほど高くないが，しかし，分離菌の 20~30％が現

在使われてる /3-lactam薬や quinolone剤などに対し

て耐性を有することがわかっている3)35)38)_ これは，S.

marcescensが，P.aeruginosaを除くグラム陰性禅菌

の中で比較的容易に classC型/3-lactamaseを誘導

産生すること，誘導型classC型酵素産生菌から，いわ

ゆる第三世代cephalosporin系薬高度耐性菌が 10-s

~10ゴ頻度で選択されることによる．このようにして

分離された耐性菌は， classC型f3一lactamaseを多醤
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に産生する場合が多い．一方， carbapenem薬である

IPMやPAPMを用いて invitroでの S.marcescens 

などの腸内細菌科の菌株から高度耐性菌の分離を試み

たが，耐性菌は分離されない（未発表データ）．ごれ

は， carbapenem薬の外膜透過性が非常に良好である

ため，例え炉lactamaseの産生量が増しても MICの

上昇が見られないためと考えられる．

一方，臨床分離S.marcescensに対する IPMの感受

性分布は，腸内細菌科の菌種の中ではむしろ幅広い傾

向が見られる．この点については，詳しい解析がまっ

たくなされていない．われわれは， 1PMなどcar-

bapenem薬の感受性分布から外れた菌株は，単に

class C型p-lactamaseの産生量の変異株でなく，む

しろ外膜透過性や別の耐性機構による耐性菌と考えら

れた方が妥当と考えた．

今回臨床分離S.marcescensの中から 1PM,PAPM 

などの[J-lactam薬に耐性を示す耐性菌を 4株分離し，

それらの株から耐性を支配する plasmidを得ること

が出来た．いずれのplasmidも28-32Kb DNAサイ

ズからなり，その不和合性は H群に型別された 11)．ま

た，これらのplasmidは，臨床分離細菌から最も高頻

度に分離される不和合性FII群のplasmidによって

容易に別の菌株に可動された．またデータには示さな

かったが，plasmidはいずれも P.aeruginosaに形質転

換可能であった．以上の結果は，今後かかる宿主域の

広い，伝達性plasmidによって容易に可動される

plasmid支配のcarbapenem薬耐性が臨床分離の

種々の菌種に出現する可能性が示唆された．しかし，

今回検出したplasmid支配の1PMやPAPM耐性値

は， E.coli K 12株では0.78~1.56 mg/Iと低かった．

この結果は， P.aeruginosaで報告されているように今

回検討した S.marcescensもcarbapenem薬の外膜透

過性が， cephem剤に比べて遥かに優れている結果を

反映しているためと考えられる29)33)．言い換えれば，

carbapenem剤はその良好な薬剤の透過性を反映し耐

性の形質発現が悪いため，腸内細菌科の菌種ではcar-

bapenem薬耐性菌が選択されにくく，例え出現しても

生体内濃度を考えると臨床的には充分治療が可能と考

えられる．しかし， carbapenemase産生菌に外膜透過

変異が加わるとその耐性値は大きく変動する可能性も

考えておく必要があろう 25).

最近，欧米では，抗菌スペクトルの広い cephalop-

sporin系薬を加水分解する extended spectrum fJ — 

lactamase (ESBL)による耐性菌の出現が報告されて

いる 16)23-24)37)．これらの ESBLはclass A 型¢—

lactamaseのTEM-1やSHV-1型の構造遺伝子の

DNAの塩基配列が1ないし数個変わることにより，

それぞれ基質特異性が拡大した変異菌であり 24)31),

class A型f)-lactamaseの阻害薬である clavulanic

acid (CVA)やtazobactam(TZB)によって阻害さ

れ，これらの変異朝に対して carbapenem薬は強い抗

菌力を発揮する．しかし，今同分離したcarbapenem

薬耐性に関わる class B型酵素は，これら f)-

lactamase阻害剤の影響をほとんど受けない点で問題

である 14)15l_

Imipenemなどのcarbapenem剤はグラム陰性梓

菌のPBP2に作用して栢を球状化する 8)13)．このcar-

bapenem薬を加水分解する carbapenemaseは，その

活性保持に Zn+＋ィオンを必要とする金属イオン要求

酵素であり，これらの酵素はいくつかの菌種から分離

されているが1)10)19)22)27)30)36)38)．グラム陰性枠菌の染色

体性遺伝子支配の 1PM加水分解酵素がいくつか報告

されている 10)19)22)38)．その中で腸内細菌科の菌種では，

S. marcescens由来の酵素としてはOsanoやYangら

が報告した論文のみである 22)26)．しかし， Yangらの報

告した S.marcescens由来の酵素は，その後TEM-1

型の一つと訂正され， Osanoらの酵素は染色体性であ

る．したがって，現在のところ 1PM耐性を担う plas-

midは，渡辺らによって報告された P.aeruginosa由

来の伝達性plasmidpMS 350だけである36）．しかし，

pMS 350はE.coliK 12株に形質転換できないとさ

れている36)．そのため今回腸内細菌科の S.marcescens 

から見つけた1PM,PAPM, MEPM耐性に関わる

carbapenemase産生遺伝子を保有する plasmidは腸

内細菌科の菌種では初めての報告であり，今後のcar-

bapenem薬耐性の動向を知る上でも貴重である． 4株

のcarbapenemase産生遺伝子DNAの制限酵素地図

は，ほぽ同じであった．この結果は先に Osanoらが報

告した S.marecescens染色体性遺伝子由来のそれと

も類似していた22しまた， 1PMやPAPMなどのcar-

bapenem薬耐性菌として X.maltophiliaなどが知ら

れており，その染色体性遺伝子支配の酵素はcar-

bapenemaseである 10)19)22)38). Osanoらの結果を参考

にPCR法により DNAの相同性を検討したが，

pMS 350, pKU 61, pKU 62, pKU 63, pKU 64 DNAを

templateとして用いた場合，いずれも DNAの増幅が

認められたが，染色耐性遺伝子支配carbapenemase

産生菌のDNAからはDNAの増幅は出来なかった

（データ示さず）．したがって， S.marcescens由来の

plasmid支配のcarbapenemase産生遺伝子について
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は，今後さらに詳細に検討し，その由来を明らかにす

る必要があろう．

結 賑

慢性尿路患者由来のSerratiamarcescens 120株か

ら， 28~32kbの非伝達性plasmidpKU 61, pKU 62, 

pKU 63, pKU 64を分離した．このplasmidはcar・

bapenem剤をはじめとしたp-lactam薬耐性と sul．

fanilamide耐性を担い,Escherichia coli K 12株に形

質転換可能であった．各plasmidはplasmidR 9-5と

の共存によって高率に可動された．このplasmid保有

E. coli K 12株の l06cfu/mlの MICは， sul-

fonamide> 100 mg/I, cephalothinとcefotiamは＞

100 mg/I, cefotaximeとceftazidimeは12.5~100

mg/1, aztreonam O. 05~0. 78 mg/I, carbapenem薬は

0.39~1.56 mg/Iであった．また， plasmid支配のp-

lactamaseはcephalosporin系薬と carbapenem薬

を加水分解する class B型p-lactamase (car・

bapenemase)であった．このcarbapenem薬耐性遺伝

子は,Bam Hlによって約4.9KbpのDNA断片が

cloningされた．
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