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学位論文要旨 

 

【背景と目的】メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)の中には、β-lactam 薬

によってバンコマイシン（VCM）耐性が誘導される株が存在する。この様な性

質を有す MRSA は β-lactam antibiotic-induced vancomycin-resistant MRSA 

(BIVR)と呼ばれている。BIVR の検出は、β-lactam 薬による VCM の耐性の誘

導を確認する必要があるため、一般の細菌検査室で検出することは困難であっ

た。しかし、我々は BIVR を簡単に検出できる方法を開発しため、その疫学か

ら検出された BIVR を用いた耐性機序の解明を行ってきた。 

 【耐性機序】分離された BIVR を用いて誘導耐性機序の解明を行った。VCM

は細胞壁合成阻害の結果として、peptidoglycan（PG）前駆物質の murein 

monomer precursor が蓄積する。この蓄積が β-ラクタム薬の ceftizoxime によ

って減少し、かつ VCM によって止まっていた PG 合成系が再稼働することを

14C-N-acetyl Glucosamine の取り込みによって確認した。この研究によって、

β-lactam 薬が VCM の細胞壁合成阻害を妨害していることが判明した。 

【疫学】同一施設の血液分離 MRSA から分離された BIVR は、1980 年初頭

は 2％程度だったが、2010 年以降は 15％と経年的な増加が確認されていた。し

かし、最新のデータによれば 6％前後で安定しているようであるが、施設による

差が大きく 0％～30％もの差が確認されている。 

【症例報告の菌株解析】以上の基礎研究によって BIVR の概要が確立したた

め、臨床での危険性を考慮して症例を検索した。その結果、気管切開下で人工

呼吸管理をしていた症例に行き着いた。本症例は 39℃台の発熱から肺炎の診断

を下され、β-lactam 系抗菌薬の SBT/ABPC を 5 日間投与されていた。その後、 
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血液から MRSA が継続的に分離（菌株 No.1 と No.2）されたため、MRSA 敗血

症の診断で VCM の投与が投与されて改善した。しかし、断続的に血液から

MRSA が検出され続け(菌株 No.3）、結果として再燃を繰り返した時点で血液

から分離された MRSA が BIVR となっていた (菌株 No.4)。さらに、引き続い

て分離された MRSA(菌株 No.5)は BIVR よりも VCM 耐性度が強い MRSA

（VCM low-sensitive Staphylococcus aureus ）に進化していた。この結果か

ら、抗菌薬を fosfomycin と arbekacin の併用に切り替え、速やかに解熱して臨

床症状は改善した。MRSA感染者に β-lactam薬とVCMが併用され、そのMRSA

が BIVR となった症例は、すでに北里大学病院の高山らによって報告されてい

る。本症例の No.1、2、3、4 は遺伝学的な同一性が確認されており、No.5 とは

異なっていた。つまり、VCM 単剤投与中に VCM 感性 MRSA(菌株 No.1、2、

3)が除菌されて抵抗性を有す MRSA（BIVR：No.4）に置き換わり（adaptation 

resistance）、さらに VCM の継続的な投与により BIVR よりも VCM 耐性度が

強い VCM low sensitive Staphylococcus aureus （No.5）になった世界初の症

例報告であり、BIVR の院内伝搬が危惧される症例であった。さらに、耐性度が

強い BIVR となった MRSA の β-lactam 薬感受性は回復しており、これは世界

的に検出されている VISA 株と同様の現象であった。 

 【結論】以上の結果から、VCM 感性 MRSA を VCM で治療している最中で

も、VCM に抵抗性を有す、いわゆる菌交代症をおこすことが実証された。特に、

VCM感性MRSAであってもVCM治療に難渋する症例では、BIVRへの進化や、

BIVR への菌交代症、さらに耐性度の強い BIVR への進化等を考慮する必要性を

提示することができたと考える。 
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1.序論 

 黄色ブドウ球菌は各種抗菌薬に耐性を獲得しやすい病原菌である。現在では、

β-lactam, Macrolide, Tetracycline, Quinolone 系の一般的に汎用されている抗

菌薬のほとんどに耐性を獲得している(Fig.1)。 

黄色ブドウ球菌感染症に対する魔法の弾丸と言われた Penicillin は、1941 年

に Howard Walter Florey と E.B. Chain によって臨床応用されたが、その翌年

の 1941 年には、Penicillinase 産生遺伝子を獲得した黄色ブドウ球菌が出現して

いる。この菌に対抗するために、Penicillinase に安定な半合成体の Methicillin

が開発された。しかし、その翌年の 1961 年には Methicillin 耐性黄色ブドウ球

菌がイギリスで出現し、この株を Methicillin resistant Staphylococcus 

aureus(MRSA)と命名した。その後、MRSA は全世界に急速に拡散していった。 

MRSA には、通常の黄色ブドウ球菌(Methicillin sensitive Staphylococcus 

aureus : MSSA)で認められない細胞壁合成酵素の Penicillin binding protein 

(PBP) 2’が存在する 1）。この PBP2’はβ-lactam に低親和性のため、他の 4 種類

の PBPs がβ-lactam で阻害されても、それらの機能を代替することで生存する

事ができる。PBP2’を司る遺伝子は mecA と命名され、抑制遺伝子を含む

mecI-mecR-mecA で構成されている。さらに、これらの遺伝子を含む特異領域

は staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec)とよばれ、外来遺伝子を

獲得する装置として、現在までに 11種類が発見されている 2）。これらの SCCmec 

type の特徴的な cassette は院内感染対策や疫学調査に利用されている 3）。 

抗 MRSA 薬として vancomycin (VCM)が 1981 年に上市され、現在でも第一

線で使用され続けている。 VCM の作用機序は、PBPs の基質である

Lipid-P-N-acetyglucosamyl-N-acetylmuramyl-L-Ala-D-isoGln-L-Lys-(5Gly)-

D-Ala-D-Ala (Lipid II)の末端部位の D-Ala-D-Ala に結合する事で、Lipid 

II-VCM 複合体が形成され、PBPs が基質として認識できなくなって細胞壁合成
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が止まる事である 4）。つまり、PBPs と VCM は Lipid II を取り合っている事に

なる(Fig. 2)。 

MRSA に対する VCM 耐性菌の出現率は極めて低い。これは VCM が上下逆

さまの 2 量体を形成して作用しているためと考えられている(Fig. 3)。 この 2

量体形成によって本来の transpeptidation 阻害ばかりか、transglycosylation

までもが阻害される事で耐性菌出現率が抑えられている 5）。 

しかし、1997 年に世界で初めて VCM 中等度耐性 MRSA が本邦で報告された

6）。この MRSA(Mu50 株 )の VCM に対する最小発育阻止濃度 (Minimum 

Inhibitory Concentration : MIC)は 8 μg/ml であり、Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI)の基準では intermediate に分類されるため、

vancomycin-intermediated S. aureus (VISA)と呼ばれている 7）。European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)では耐性に分

類されているため vancomycin-resistant S. aureus (VRSA)となる 8）。さらに、

VCM に対してヘテロ耐性を示す MRSA(Mu3 株)が報告された。このヘテロ

VISA は、106個に対して 1 個以上の VISA 細胞を含むことと定義づけされてい

る 9）。これらの発見後、全世界から同様の報告が相次ぎ、VCM 治療失敗例との

関連が大きく取り扱われている 10）。 

また Mu3 株はヘテロ VISA であるが、同時にβ-lactam 薬によって VCM 耐

性が誘導される MRSA でもある。花木らは、β-lactam 薬によって VCM 耐性

が誘導される MRSA をヘテロ VISA と区別する目的でβ-lactam antibiotic 

induced vancomycin resistant MRSA(BIVR)と命名した 11）。 

 本研究では、先行研究で開発された BIVR の検出方法を用いて、市販されて

いるβ-lactam の VCM 耐性の誘導について検討すると同時に、疫学調査、耐性

の誘導機序ならびに BIVR 感染者の症例検討を行った。 
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2. BIVR 検出方法の確立と疫学調査 

2-1. 方法 

2-1-1. BIVR 株に対する薬剤併用効果の検討 

Clinical and Laboratory Standards Institute；CLSI（formerly National 

Committee for Clinical Laboratory Standards；NCCLS）に準拠した寒天平

板希釈法 11)による checker‐board method で BIVR 株に対する VCM(VCM)

と各種薬剤の MIC を測定して併用効果を検討した。試験菌株は BIVR 株の

Fu1012)と、比較対象として MSSA 株の FDA209P と ATCC29213 を用いた。

試験菌株を Tryptic soy broth (TSB) (BBL, MD, USA)で 35ºC、一夜培養後、

新鮮 TSB で 578 nm における濁度が 0.3 となるように調製した。10 倍希釈し

た菌液をミクロプランター(佐久間製作所、東京、日本)で、(i) VCM と

sulbactam / ampicillin (AMPC/SBT)、(ii) VCM と cefazolin(CEZ)、(iii)VCM

と ceftizoxime (CZX)、(iv) VCM と cefpirome(CPR)、(v) VCM と imipenem 

(IPM)を含有する Mueller-Hinton 寒天培地(MHA) (Becton, Dickinson and 

Company, NJ, USA)に接種した。MHA に含有する各薬剤濃度は、0.0313～

128 µg/mlの 2倍希釈系列で作製した。菌液を接種した薬剤含有MHAは、37ºC、

20 時間培養後、試験菌株の発育の有無を目視で確認し、MIC を決定した。VCM

と各種薬剤の併用効果は下記に示した計算式より FIC index を算出し評価を

行った 13)。 

 

 

2-1-2. BIVR 検出方法の検討 

BIVR株のFu10を用いて、簡便なBIVR検出方法の検討を行った。Fu10をTSB

で35ºC、一夜培養後、新鮮TSBで578 nmにおける濁度が0.3となるように調製

併用時のMIC(薬剤A) 併用時のMIC(薬剤B)

単剤時のMIC(薬剤A) 単剤時のMIC(薬剤B)
+FIC index =
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した。続いて、滅菌綿棒に菌液を染み込ませ、4 µg/ml VCMを含有する Mu3寒

天培地(Becton, Dickinson and Company)の全面に塗布した。別途調製した

penicillinG (PCG)、CEZ、CZX、latamoxef(LMOX)、cefmetazole(CMZ)を含

有する直径8 mmのペーパーディスクをMu3寒天培地上に置き、37ºC、24～48

時間培養し、生育円の形成を観察した。さらに、一般に薬剤感受性試験に使用

される市販のβ-lactam薬含有ディスク46種(Becton, Dickinson and Company)を

用いて同様の方法で検討を行った。検討した薬剤名とディスク内の含有量を下

記に示す。benzylpenicillin(10 µg/disc), oxacillin(1 µg/disc)、ampicillin(10 

µg/disc)、amoxicillin (25 µg/disc)、mezlocillin (75 µg/disc)、piperacillin (100 

µg/disc)、ticarcillin (75 µg/disc)、carbenicillin (100 µg/disc)、sulbenicillin (30 

µg/disc)、ampicillin/sulbactam (20 µg/disc)、amoxicillin/clavulanic acid (30 

µg/disc)、Tticarcillin/clavulanic acid(85 µg/disc)、cefaclor (30 µg/disc)、

cephalothin(30 µg/disc)、cefoxitin(30 µg/disc)、cefamandole (30 µg/disc)、

cefixime(5 µg/disc)、cefteram(10 µg/disc)、cefpodoxime(10 µg/disc)、

ceftibuten(30 µg/disc)、ceftamet(10 µg/disc)、cefdinir(5 µg/disc)、cefuroxime(30 

µg/disc)、cefsulodin(30 µg/disc)、cefotiam(30 µg/disc)、cefmetazole (30 µg/disc)、

cefmenoxime(30 µg/disc)、cefotetan(30 µg/disc)、cefminox(30 µg/disc) 、CZX(30 

µg/disc)、cefotaxime(30 µg/disc)、cefoperazone(75 µg/disc)、cefbuperazone(75 

µg/disc)、ceftriaxone(30 µg/disc)、cefodizime(30 µg/disc)、ceftazidime(30 

µg/disc)、cefepime(30 µg/disc)、CPR(30 µg/disc)、cefpiramide(75 µg/disc)、

cefoperazone/sulbactam(75/30 µg/disc)、LMOX(30 µg/disc)、flomoxef(30 

µg/disc)、carumonam(30 µg/disc)、IPM(10 µg/disc)、panipenem(10 µg/disc)、

meropenem(10 µg/disc)。 
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2-1-3. 多施設間における BIVR 検出率の調査 

日本における BIVR 株の検出率を調査する為、1999～2002 年に地域の異な

る14施設から収集した986株のMRSAを用いてBIVR検出検査を実施した。

試験菌株を TSB で 35ºC、一夜培養後、新鮮 TSB で 578 nm における濁度が

0.3 となるように調製した。続いて、滅菌綿棒に菌液を染み込ませ、Mu3 寒天

培地の全面に塗布した。0.1、1、10 µg/ml の CZX を含有する直径 8 mm のペ

ーパーディスク 3 枚を Mu3 寒天培地上に置き、37ºC で培養し、生育円の形

成を 48 時間後に観察した。 

 

2-1-4. 同一施設における BIVR 検出率の経年的調査と薬剤感受性の測定 

同一施設内で 1978 年から 1999 年までに血液から分離された 188 株の

MRSA を試験菌株として用いた。BIVR 検出検査は、2-1-3 で示した方法で実

施した。さらに、抗 MRSA 薬 である VCM 、 teicoplanin(TEIC) 、

arbekacin(ABK)の MIC を NCCLS に準拠した寒天平板希釈法で測定した 11)。 

 

2-2. 結果 

典型的な BIVR 株である Fu10 を用いて、β-lactam 薬による VCM 耐性誘

導作用を確認する為に、checker‐board method を用いて VCM と各種

β-lactam 薬との併用効果について評価を行った。Fu10 株に対する VCM, 

AMPC/SBT、CEZ、CZX、CMX、IPM の単剤時の MIC はそれぞれ、2、64、

>128、>128、128、128 µg/ml であった。比較対象とした MSSA 株の FDA209P

では、VCM、AMPC/SBT、CEZ、CZX、CMX、 IPM の単剤時の MIC はそ

れぞれ、0.5、0.25、0.25、8、0.5、0.0625 µg/ml であり、ATCC29213 では

同様に、1、0.25、0.25、8、0.5、0.0625 µg/ml であった。VCM と AMPC/SBT, 
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VCM と CEZ、VCM と CZX、VCM と CMX、VCM と IPM の併用による FIC 

index は、Fu10 においてはそれぞれ 2.5、>2、 >2、2.06、2.02 であった。

同様に、FDA209P ではそれぞれ 0.75、0.625、0.625、0.375、0.25、ATCC29213

では 0.5、0.5、0.625、0.375、0.25 であった。Fu10 における FIC index はす

べての組み合わせで、>2 を示し拮抗作用が認められた。一方、FDA209P と

ATCC29213 ではすべての組み合わせで FIC index が≦1 であることから相

加・相乗効果が認められた。 

 checker‐board method を用いることにより BIVR との判定は可能である

が、操作が煩雑であることから、より簡便な検出方法を確立すべく検討を行っ

た。基礎培地には 4 µg/mlのVCMを含有するMu3寒天培地を用いることで、

通常の VCM 感性 MRSA はこの培地では発育することができない。しかし、

β-lactam 薬を含有するディスクを Mu3 寒天培地上に置くことで、BIVR 株

ではβ-lactam 薬によって VCM 耐性が誘導されるため、その領域で菌の発育

が促進することが予想される。そこで、まず 5 種のβ-lactam 薬を用いて Mu3

寒天培地上でのβ-lactam 薬による VCM 耐性の誘導を確認すべく、Fu10 を

Mu3 寒天培地に塗末後、10 µg/ml の PCG, CEZ, CZX と 10 及び 100 µg/ml

のCMZ、100 µg/mlのLMOXを含有したディスクを用いて 48時間培養した。

その結果、試験を行ったすべてのβ-lactam 薬においてディスク周囲に菌の生

育円の形成が確認された(Fig. 4)。さらに、市販されている 46 種のβ-lactam

薬含有ディスクを用いて同様に試験した結果、Cephalothin, Cefsulodin, 

Cefotiam, Cefpiramide, Cefoperazone, Cefoperazone/Sulbactam の 6 種の薬

剤において生育円の形成が認められなかったが、その他の 40 種はすべて生育

円が形成された(Table 1)。これら 6 種のβ-lactam 薬については、薬剤濃度を

0.1、1、10 µg/ml としたディスクを自家調製して再試験した結果、6 種すべて
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の薬剤において、いずれかの濃度の薬剤を含有するディスク周囲に生育円の形

成が認められた。これらの検討結果より、検討したβ-lactam 薬の中で CZX が

最も BIVR 生育円形成の安定性に優れていた為、以降の BIVR 検出検査には

CZX を用いることとした。また、薬剤濃度としては 0.1、1、10 µg/ml を含有

した 3 種のディスクを作製して試験を行う事とした。 

 確立した BIVR 検出方法を用いて、1999 年～2002 年に地域の異なる 14 施

設より収集した986株のMRSAを用いて、BIVRの検出率の測定を実施した。

その結果、986 株中 54 株が BIVR であり検出率は 5.5%であった。さらに、

菌株の由来材料を血液とそれ以外に区分すると、血液分離株は 81 株、非血液

分離株は 905 株となり、血液分離株の内 12 株(14.8%)が BIVR であった。非

血液分離株においては 42 株(4.6%)が BIVR であった。これら由来材料別によ

る BIVR 検出率についてχ二乗検定を用いて解析した結果、p<0.001 となり統

計学的有意差が認められた(Table 2)。さらに、同一施設内で 1978 年から 1999

年までに血液から分離された 188 株の MRSA を用いて抗 MRSA 薬に対する

感受性と BIVR 検出率の変動の調査を行った。VCM、TEIC、ABK の年代別

薬剤感受性の推移を Fig. 5 に示す。1978～1984 年(45 株), 1985～1989 年(45

株)、1990～1994 年(49 株)、1995～1999 年(49 株)における VCM の MIC50

と MIC90は 1、1、1、1 と 2、2、2、1 であり、TEIC は 1、1、1、1 と 2、1、

1、2、ABK は 2、0.5、0.5、0.5 と 8、8、1、1 であった(Fig. 5)。また、BIVR

の検出率は 1978～1984 年、1985～1989 年、1990～1994 年、1995～1999

年で 2.2、2.2、6.1、10.4%であった(Fig. 6)。 

 

2-3. 考察 

 一般的に、2 種の抗菌薬による拮抗や耐性の誘導を確認する場合に
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checker‐board method が用いられる。本研究では、BIVR 株である Fu10 と

non-BIVR で MSSA 株の FDA209P と ATCC29213 を用いて、VCM と

AMPC/SBT、CEZ、CZX、CMX、IPM 併用時での評価を行った。その結果、

BIVR 株の Fu10 のみで拮抗作用が認められ、FDA209P や ATCC29213 では

逆の相加・相乗効果が認められた。つまり、従来法の checker‐board method

でも BIVR を検出する事は可能であるが、その操作方法は煩雑で細菌検査室

での実施は困難であると考えられた。 

そこで、Brain-Heart infusion (BHI) agar を基礎培地として、細胞壁合成

系成分(Resting medium)を添加した Mu3 培地を用いた簡易検出法を試みた。

この Mu3 培地には VCM が 4 µg/ml 添加されており、通常の MRSA は生育で

きない。VCM 耐性を誘導するβ-lactam 薬として、Penicillin 系の PCG を、

Cephem系の CEZとCZXを、Cephamycin系のCMZとLMOXを用いたが、

いずれの系統も VCM 耐性の誘導が確認された。これらの結果、β-lactam 薬

の基本骨格に関わりなく VCM 耐性が誘導される事が分かった。 

さらに、Carbapenem 系や Monobactam 系のβ-lactam 薬にまで拡大し、か

つ市販の全てのβ-lactam 薬についての耐性誘導を確認した。結果として、調

査した 46 種類全てのβ-lactam 薬が VCM 耐性を誘導しており、その誘導には

至的誘導能が存在する事が明らかとなっている(Table 1,Fig. 4)14,15）。また、幅

広い濃度域で安定に VCM 耐性を誘導する β-lactam 薬として CZX が適当と判

断され、以降の VCM 耐性の誘導薬として CZX を用いる事とした。 

CZX を用いて、まず血液分離株と非血液分離株での BIVR の検出率の比較

を行った。その結果、血液分離株からは 14.8％、非血液分離株からは 4.6％と、

有意に血液分離株からの検出率が高かった。これは、血液分離株の方が VCM

や Carbapenem を含むβ-lactam 薬との暴露が大きく、抗菌薬プレッシャーに
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よって BIVR の性質を表現しやすくなっているためと考えられる。 

 次に、BIVR の出現時期と年次的増加の有無を確認するために、同一施設で

1978 年から 1999 年まで血液分離された MRSA を用いて、BIVR の検出を行っ

た。Fig. 6 に示すように、1978 年に分離された MRSA が日本初の MRSA であ

るが、この株が BIVR の性質を示した。VCM が抗 MRSA 薬として使用され始

めたのは 1981 年以降であるため、この株は VCM に暴露されていない。当研究

室の別のグループによる研究では、β-lactam 薬との接触によっても BIVR の性

質を発現しやすくなる結果を得ているため(Fig. 7)、この株は VCM による影響

ではなくβ-lactam 薬による影響で BIVR の性質を獲得したと考えられた。また、

1989 年まで 2％程度だった分離率が 1990 年～1994 年間では 6％と 3 倍に増加

している。これは VCM 使用量の増加と同時に、当時、相加相乗効果を期待して

推奨されていた VCM とβ-lactam 薬の併用率が急激に高まったためと考えられ

る。さらに、1995 年から 1999 年までの他施設での分離率は 10％までに達して

おり、この原因も上記併用の普及と思われた。 
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3. BIVR の VCM 耐性機序の検討 

3-1. 方法 

3-1-1. 14C- N-Acetyl-D-glucosamine の取り込み試験 

TSB で 37ºC、一夜培養した Fu10 の菌液 1.25 ml を 25 ml の新鮮 TSB に

植菌し、578 nm における濁度が 0.7 に達するまで 37ºC で振とう培養を行っ

た。遠心分離により菌体を回収後、25 ml の Resting medium16) (1mM glycine, 

1mM glutamic acid, 0.2mM D-alaninyl-D-alanine, 0.2mM L-lysine, 1mM 

MgCl2, 0.18mM Uracil, 8.2uM nicotinamide, 80mM K2HPO4, 3uM 

thiamine, and 28.5mM glucose)に懸濁した。再度、同条件の遠心洗浄を実施

し、菌体を 25 ml の Resting medium に懸濁した。調製した菌液の 8 ml に、

1.85 MBq/ml の 14C- N-Acetyl-D-glucosamine (14C-GlcNAc) (Amersham, IL, 

USA)16 µl と VCM を最終濃度 4 µg/ml となるように添加した。続いて、37ºC

で 15、30、60、120 分間培養し、各培養時間で 0.5 ml ずつ採取し、14C-GlcNAc 

の取り込みを阻害する目的で 10,000 µg/ml の非標識 GlcNAc 30µl を添加した。

さらに、細胞壁表層に付着した 14C-GlcNAc を取り除く為に菌体を 4% sodium 

dodecyl sulfate (SDS, Sigma Chemical Company, Missouri, USA)で2回洗浄

を行った後、菌体に取り込まれた 14C-GlcNAc の放射活性を測定した。同様の

方法を用いて、VCM と CZX 存在下における 14C-GlcNAc 取り込みについても

検討を行った。CZX は、最終濃度 0.1、1、10 µg/ml となるように VCM と

14C-GlcNAc 添加時と同時に加えた。 

 

3-1-2. UDP-GlcNAc-L-Ala-D-isoGlu-L-Lys による耐性誘導 

Fu10 を TSB で 35ºC、一夜培養後、新鮮 TSB で 578 nm における濁度が

0.3 となるように調製した。続いて、滅菌綿棒に菌液を染み込ませ、Mu3 寒天
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培地の全面に塗布した。別途調製した uridine-diphosphate-N-acetyl- 

glucosamyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-lysine(UDP-GlcNAc-L-Ala-D-isoGlu-

L-Lys)の 10、100、1000 µg/ml を含有する直径 8 mm のペーパーディスクを

Mu3 寒天培地上に置き、37ºC, 48 時間培養し、生育円の形成を観察した。比

較対象として、non-BIVR 株の MRSA 及び MSSA 各 1 株を用いて同様に行っ

た。 

 

3-2. 結果 

Peptidoglycanの構成成分であるGlcNAcの放射性標識体(14C-GlcNAc)を用

いて、BIVR 株である Fu10 における VCM 単剤時および VCM と β-lactam 薬

の CZX 併用時における 14C-GlcNAc の細胞内への取り込み量の変化について

検討を行った。その結果、4 µg/ml の VCM 単剤時は、コントロールと比較し

て 14C-GlcNAc の取り込み量は 30％程度まで低下したが、10 µg/ml の CZX を

併用することで、14C-GlcNAc の取り込み量は 64％まで回復した。この現象は

CZX の濃度に依存していた (Fig. 8)。 

さ ら に 、 Peptidoglyacn 合 成 の前 駆 体 で あ る UDP-GlcNAc-L-Ala- 

D-isoGlu-L-Lys を用いて、BIVR 株である Fu10 における VCM 耐性機序の検

討を行った。10、100、 1,000 µg/ml の UDP-GlcNAc-L-Ala-D-isoGlu-L-Lys

含有ディスクを Fu10 塗抹後の Mu3 寒天培地上に置き培養した結果、100 及

び 1,000 µg/ml の UDP-GlcNAc-L-Ala-D-isoGlu-L-Lys 含有ディスク周囲に菌

の発育が確認され、その発育円径は 1,000 µg/ml の方が大きかった(Fig. 9)。

同時に nonBIVR 株の MRSA 及び MSSA 各 1 株で試験した結果、生育円の形

成は認められなかった(data not shown)。 
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3-3. 考察 

 黄色ブドウ球菌における GlcNAc の 98％以上が peptidoglycan と teichoic acid

の細胞壁に取り込まれる事が明らかとなっている 17）。この性質を利用して、

VCM による細胞壁合成系の阻害と、β-lactam 薬の CZX 併用時の細胞壁合成系

の活動を調べた。なお、1,000 µg/ml の CZX 単剤で、14C-GlcNAc の取り込みが

阻害される事はなかった（MIC >3,200 µg/ml）。Fig.11 に示すように、4 µg/ml

の VCM によって 14C-GlcNAc の取り込みは 30％まで低下したが、1 もしくは

10 µg/ml の CZX によって、阻害されていた取り込みは 60％程度まで回復した。

この結果から、CZX 等のβ-lactam 薬は、VCM による細胞壁合成経路の阻害を

妨害して、VCM の効果をなくすと考えられた。 

 この機序を、β-lactam 薬 → autolysin → peptidoglycan debris (PD) → 菌

体内取り込み→  peptidoglycan 合成に再利用→ 本来の合成系と再利用による

合成系で VCM の target である Lipid II が過剰に産生される結果、VCM 耐性に

なると考えた。この推論に基づき、Lipid II の前駆体となる UDP-GlcNAc-L-Ala- 

D-isoGlu-L-Lysを β-lactam 薬と同様の現象が起きるか否かを確認した結果、CZX

と比べて VCM 耐性の誘導現象は弱いものの、100 と 1,000 µg/ml で確認された。

これは上記推論を指示するデータと考えられた。   

 その後、本研究は当教室によって継続的に研究され、VCM による 14C-GlcNAc

の取り込み阻害と CZX による回復の再現性確認、ならびに peptidoglycan 前駆

物質である murein-monomer precursor が VCM の阻害によって蓄積される現

象と CZX によって回復される現象(Fig. 10)、さらに菌体外放出 peptidoglycan 

debris量のVCMによる低下とCZXによる大幅な促進が確認されている(MSSA

や non-BIVR:通常の MRSA ではほとんど放出されない)(Fig. 11)。さらに、この

peptidoglycan debris を分離し構造決定まで成功している (Fig. 12)。この
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muropeptide A は CZX や IPM と同様に用量依存的に VCM の効果を減弱する

事も確認されている(Fig. 13, 14)。 

 つまり、BIVR の耐性機序、β-lactam 薬による VCM 耐性の誘導は、先に推論

した、β-lactam 薬 → autolysin → peptidoglycan debris  → 菌体内取り込み

→ peptidoglycan 合成に再利用→ 本来の合成系と再利用による合成系で VCM

の target である Lipid II が過剰に産生される結果、VCM 耐性になると考えら

れる。要点は、VCM 存在下でもβ-lactam 薬によって peptidoglycan debris が

放出されるか、さらに、この物質によって VCM 耐性が誘導されるか否かであっ

たが、peptidoglycan debris は muropeptide A と C で証明され、かつ、この物

質がβ-lactam 薬と同様に VCM 耐性を誘導する結果から、今では上記仮説によ

る耐性誘導と考えられている(Fig. 15)。 
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4. BIVR 感染の臨床症例に関する検討 

4-1. 患者背景と方法 

4-1-1. 患者背景 

臨床経過をFig. 16に示す。患者は64歳男性。2003年に膵胆管合流異常症に対

し手術を施行し、2004年に僧帽弁閉鎖不全症に対し僧帽弁置換術を行った。

2007年1月に脳出血を認め、開頭血腫除去術を施行し、入院管理となった。術後

呼吸不全のため、同月に気管切開を行い、以降人工呼吸管理となった。慢性の

肺炎で、非発熱時でもCRPは10前後で推移していた。2007年7/5、39℃台の発

熱を認め、肺炎の再燃と診断した。抗菌薬としてβ-lactam系薬のSBT/ABPCの

投与を開始後2日間で解熱し、計5日間の投与で抗菌薬を中止した。7/5の血液培

養よりMRSAが検出された。7/19、再び発熱を認め、肺炎の再燃を認めた。7/19

の血液培養より再度MRSAが検出されたため、敗血症と診断し、VCMの投与を

開始した。VCM投与2日後に解熱し、計7日間の投与でVCMを中止した。以降、

MRSAは痰から持続的に検出され、保菌状態と考えられた。同年9/30より38℃

台の発熱を認め、MRSA肺炎と診断し、10/1より再び抗菌薬VCMを開始した。

10/2の血液培養よりMRSAが検出された。VCM投与5日目の10/5より解熱し、

VCMは14日間の投与で中止した。VCM中止3日後の10/17に再び発熱し、10/18

よりVCM投与を再開するも解熱傾向なく経過した。10/18、22の血液培養より

MRSAが検出された。炎症反応が10/18の10.44から10/22の29.93に悪化してい

たが、10/22のVCMトラフ濃度は10.2μg/mLと治療域に達していた。VCMは臨

床的に無効と考えられ、10/27よりVCMを中止し、抗菌薬をFOM+ABKに変更

した。変更2日後より解熱し、計18日間で投与を中止した。 
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4-1-2. BIVRの検出と薬剤感受性の測定 

抗菌薬投与前のNo.1株(7/5分離)、10日前にβ-lactam系薬5日間の投与歴があっ

たNo.2株(7/19分離)、約3ヶ月前にVCM 1週間の投与歴があったNo.3株(10/2分

離)、VCM2週間投与後のNo.4株(10/18分離)、VCM4日間投与後No.5株(10/22分

離)のMRSA株からBIVRの検出を試みた。さらに、上記5株について、β-lactam

薬であるOXA、IPM、抗MRSA薬であるアミノグリコシド系薬のABK、グリコ

ペプチド系のVCMとTEICのMIC測定を行った。 

 

4-1-3. Pulsed-field gel electrophoresis を用いた遺伝型別  

 制限酵素 Sma I を用いて、Bannerman ら 18)の方法に従って Pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE)を実施し、各菌株の遺伝子型別を行った。被検菌 1 コロ

ニーを MHB 培地 4mL に接種し、35℃好気的条件下で一夜震盪培養した。培養

液の 100μL を遠心分離し、沈殿した菌体を 100μL の PIV （1M NaCl, 10mM 

Tris-HCl,pH8.0）に浮遊後、100μl の 2%低融点アガロース （InCert○Ragarose; タ

カラバイオ、日本）を加え、プラグモールドに流し込んで 4℃で固化した。この

アガロースブロックを、500μL の溶菌液 lysis buffer （LB; 1M NaCl、6mM 

Tris-HCl, pH8.0、100mM EDTA、0.2% sodium deoxycholate、0.5% sodium 

N-lauroyl salcosinate、1mg の lysozyme、10μg の lysostaphin）に加え 37℃

で 1 時間反応した。その後,室温にて 1mL の TE buffer（TE; 10mM Tris-HCl, 

pH8.0、1mM EDTA）で洗浄したのち、200μg の Protainase K （タカラバイ

オ, 日本）含有 500μL の LB 中にて 50℃で一夜放置して溶菌した。溶菌後のア

ガロースブロックを、室温にて 1mL の TE buffer 中で 30 分ｘ4 回の洗浄を行

った後、アガロースブロックを 4 分の 1 の大きさにカットし、170μL の Sma Ⅰ

buffer （ 10mM Tris-HCl ,pH8.0 、 7mM MgCl2 、 20mM KCl 、 7mM 
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2-mercaptoethanol、0.01% BSA、1μL(10U/sample)の制限酵素 Sma Ⅰ（タカ

ラバイオ,日本））を加え 25℃で 4 時間反応した。 

制限酵素処理後のアガロースブロックを、1% agarose ゲル（Pulsed-Field 

Certified Agarose; Bio-Rad Laboratories, USA）に埋め込み、2L の泳動バッフ

ァー（0.5×TBE; 44.5mM Tris, 44.5mM boric acid,1mM EDTA）中で泳動した。

泳動システムはCHEF-DR®ⅢSystem （Bio-Rad, USA）を用い、initial pulse 5.3

秒、final pulse 34.9 秒、電圧 6V/cm、電場角度 120°、水温 14℃の泳動条件で

20 時間の泳動を行った。また同時に分子量マーカー（Lambda ladder standard; 

Bio-Rad Laboratories）も泳動した。泳動後、エチジウムブロマイド溶液

（1mg/mL Ethidium Bromide and dropper; GenePath, Gel Kit, Bio-Rad, 

Maenes-la-Coquette, France）中で 30 分震盪染色した後、蒸留水中で 30 分脱

色を行った後、312nm の UV 下で写真撮影を行い、分離されたバンドパターン

を肉眼的に評価した。 

 

4-2. 結果 

5 株の分離株を用いて BIVR の検出を試みた結果、菌株 No.1～3 は反応がな

く non-BIVR、菌株 No.4 は CZX 1μg/ml 含有 paper disc 周辺に生育円を認めた

ため BIVR と判定した。菌株 No.5 は、BIVR よりもさらに耐性度の強い株に進

化していた(Fig. 17)。さらに抗菌薬感受性結果を表 1 に示す。菌株 No.1～4 は

各薬剤において同一の MIC を示した。No.5 株は、β-lactam 系薬の OXA と IPM

で、MIC が>128→32 と 32→1 μg/ml と著しい感性化が認められ、アミノグリ

コシド系薬である ABK は 1→0.5 μg/ml と軽度の感性化が認められた。一方、

グリコペプチド系薬である VCM と TEIC は 1→2 と 1→4 μg/ml と若干の耐性

化を認めた。 
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No.1～5 の株の遺伝型を PFGE によって確認した。No.1～4 の菌株は同一

の泳動パターンを示したため、同一の遺伝子型と判断した。しかし、No.5 は低

分子領域で 1 バンドの欠失が認められたが、PFGE の判断基準 19）からは同一株

と判断された(Fig. 18)。 

 

4-3. 考察 

菌株No.1～4のVCMに対するMICは1 μg/ml、No.5の株が2 μg/mlであったが

CLSIの基準ではいずれも感性に分類される20）。現在、VCMのMICが2 μg/ml の

株に対してVCMの治療効果は及ばない事が明らかになってきている21）。20年前

のVCMのMICの中央値は0.5 μg/mlであったが、現在は1 μg/mlとなり、MICが2 

μg/mlの株も10％程度検出されている。この様な極僅かのMICの上昇をMIC 

Creepと呼んで臨床では警戒を強めている22）。 

CLSIではVCMのMICが2 μg/mlの株は感性に分類されているにも関わらず、

同様のInfectious Diseases Society of America (IDSA) Guidelines23）でも

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

Guidelines24）でもPK・PD理論25）からも効かないと説明されている。したがっ

て、No.5の株に対してVCMの治療効果が及ばなかった結果は理解できるが、

No.4のVCMのMICが1 μg/mlの株が効かなかった理由は不明であったが、この

株がBIVRの性質を有す事が明らかになった。その結果、BIVRの性質を有す

MRSAには、たとえVCMのMICが1 μg/mlであっても充分なVCM濃度が確保さ

れていても臨床効果は得られないと考えられた。 

通常のMRSA、non-BIVRであるNo.2とNo.3の株のVCM MICはBIVR株であ

るNo.4と同様に1 μg/mlであった。しかし、これらの株に対してVCMは解熱作

用を示しており、臨床的な改善が認められていた(Fig. 16)。あきらかに、No.4
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の株とは異なった臨床効果を示している事実から、やはりBIVRの性質を有す株

に対してVCMの治療効果は低下していると判断せざるを得ないと思われた。 

 また、BIVRはβ-lactam薬によってVCM耐性が誘導されるMRSAであるに

もかかわらず、本症例のBIVRが検出される2週間以上前でもβ-lactam薬の投与

はなかった。この期間はVCMのみが投与され続けており、本来はBIVRが出現

する環境ではないが、この期間でMRSA(No.3株)がBIVRの性質を獲得した、も

しくはMRSA(No.3株)中に内在されていた細胞壁合成系が活発なBIVR細胞を選

択した結果、出現したと考えられる。さらに、PFGEではNo.1-4は完全に同一の

泳動パターンを示しているため、これらは同一株と判断される。VCMのMICが

あがったNo.5は低分子のバンドが1本欠損しているが、PFGEの理論から、この

株も先の4株と同一株と判断できる(Fig. 17)。しかし、欠損バンドがVCMの感受

性に関わっている可能性が高いため、今後は遺伝学的に明らかにしたいと考え

ている。また、このBIVRの出現から約10日間でさらにVCM耐性の強い株に進

化している現象は(Fig. 18)、原賀らの報告した臨床例と酷似している26）。 

 さらに、No.5株と同様にVCM耐性のあがった株の多くが、β-lactam薬に感

性化している現象が報告されている27）。この理由は未だに不明であるが、VCM

耐性化とpenicillin binding protein 2’の機能異常とは何らかの関連があると

推測される。 

 本症例は、MRSAによる感染と保菌を繰り返しながら、長期間MRSAを保有

し、かつVCMが断続的に投与された患者であった。この患者から分離された

MRSAがVCMに暴露される環境で徐々に耐性を獲得し(adaptation resistance)、

MRSAからBIVRへ、さらにBIVRよりも耐性度の強い株へと同一患者内で耐性

化が確認された極めて貴重な症例と考える。 
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5. 総括 

  β-lactam antibiotic induced vancomycin resistant MRSA (BIVR)の出現は、

一部のMRSAが持っている細胞壁合成系の亢進と密接に関わっていると考えら

れる。このBIVRの性質は1978年分離株(日本初のMRSA)で認められている。こ

の株にVCMの暴露はなく、当時はβ-lactam薬が汎用されていた。このβ-lactam

薬に耐性を有す為にmec遺伝子が導入され、β-lactam薬に親和性の低いPBP2’

が産生され、かろうじて細胞壁合成が行われていたと考えられる。このPBP2’

は正常のPBP1-4の機能を1つの酵素で賄わればならず、PBP2’の基質である

Lipid IIの大量供給で補っていたと考えられる。Lipid IIはVCMのターゲットで

あり、これが増えれば増えるほどVCM耐性となる。さらに、β-lactam薬は自己

融解酵素(autolysine)を誘導することで既存のpeptidoglycanを消化し大量の断

片を生じる。これをpeptidoglycan合成に再利用することで、Lipid IIも大量に

作られ、結果としてVCM耐性に導かれる。現在は、この耐性メカニズムによっ

てBIVRが生じていると考えられる。 

  このBIVRにしろ、ヘテロVISAにしろVCMのMICが2 μg/mlのMRSAにし

ろ、その耐性度は極わずかである。臨床では、1 μg/mlのMICでは効くが2 μg/ml

では効かなくなる症例が多数報告されている。この点が理解されないと上記耐

性菌の耐性菌たる所以が理解されない。MICが2 μg/mlの株を治療するには、

VCMは1g×4回/日を投与しなければならない。Troughは30 μg/mlに達するので

除菌は出来るだろうが、腎不全を患者に強いらなければならない。当然、この

ような状態でVCMに固執する理由はなく他の抗MRSAを選択すれば良い。 

  問題は、この様な症例が詳細に研究されていない事である。現在までに、

原賀ら26）、高山ら28,29）、高田ら30）の報告が出てきているが、本症例もこのよう

な問題を解決する糸口になると考える。 
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6. 今後の課題 

BIVR の生化学的耐性機構は先行研究によってほぼ解明されたと考えられる。

今後は遺伝子について調査し、BIVR たる所以を解明したいと考えている。すで

に、VISA 株については、vra 遺伝子、glu 遺伝子、rpob 遺伝子、warlk 遺伝子

等の細胞壁合成に関わる遺伝子群の変異が報告されているため (Fig.19) 31~33)、

これらの変異点を中心に研究を進める予定である。 

 さらに、臨床学的影響をより詳細に解明する目的で、臨床例を増やす研究を

さらに積極的に行う予定である。 
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