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バンコマイシンとテイコプラニンに低感受性を示す多剤耐性黄色

ブドウ球菌による院内感染（山形県；2004 年 5 月―2005 年 6 月）
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要 旨
2004 年 5 月から 2005 年 6 月の間に山形県内の一基幹病院においてメチシリン耐性黄色ブドウ球菌

（MRSA）による院内感染が発生した．メチシリン耐性表皮ブドウ球菌（MRSE）2株を含む合計 8株につ
いて，パルスフィールド電気泳動（PFGE）による遺伝子解析および薬剤感受性試験，エンテロトキシン型
別等の細菌学的性状試験を行った．その結果，本事例は同一の多剤耐性MRSAによる院内感染であったと
考えられた．また，これら 8株はバンコマイシン（VCM）とテイコプラニン（TEIC）に低感受性を示して
いた．PCR法により vanA，vanB，vanC遺伝子の検索を行った結果，すべての株において遺伝子は検出さ
れなかった．透過型電子顕微鏡で食中毒由来の感受性株と細胞壁を比較したところ，細胞壁の肥厚が観察さ
れた．グリコペプチド系薬剤に対する耐性菌は，VCMまたはTEIC 治療の過程で出現することが指摘され
ており，今後も監視が必要であると考えられた．

〔感染症誌 81：183～188，2007〕

序 文
MRSAや多剤耐性緑膿菌などによる院内感染は，医

療現場をはじめ大きな社会問題の一つになっている．
MRSAは院内感染のみならず，いわゆる市中感染型
のMRSAとして小児や青年層を中心に拡がりをみせ
ている．しかもコラーゲン結合タンパクや Panton-
Valentine leukocidin（PVL）を発現する強毒性の市
中感染型MRSAによる死亡事例も報告されており１），
その感染拡大が懸念されている．また，バンコマイシ
ン耐性腸球菌（VRE）から耐性遺伝子を獲得した
VRSA（バンコマイシン耐性MRSA）の出現にも留
意する必要がある２）．基礎疾患を有する入院患者のう
ち免疫能が低下した易感染者では，敗血症や肺炎を併
発し死亡に至るケースも少なくない．山形県内の一基
幹病院におけるMRSAの院内感染が疑われた菌株に
ついて分子遺伝学的，細菌学的性状を調査した．また，
本研究で分離された菌株はVCM，TEIC に低感受性
を示していたことから，耐性遺伝子の検索および電子
顕微鏡による細胞壁の観察を行ったので報告する．

材料と方法
1．材料
2004 年 5 月から 2005 年 6 月の間に病院で分離され

た 6株のMRSAと，2株のMRSEを材料とした（Ta-
ble 1）．菌株No2，3，4，5，6，8 がMRSA，No1，7
がMRSEである．患者の年齢は 13 歳から 80 歳で比
較的高齢者が多かった．菌株の由来は血液，喀痰，便，
人工透析の廃液等であった．病院で行った微量液体希
釈法によるVCMおよびTEIC に対するMIC値は，す
べての株において各々 2µg�mL，16µg�mLであり，中
低度耐性を示した．電子顕微鏡観察は，菌株No5 の
MRSA1 株と過去の食中毒事例から分離されたメチシ
リン感受性株（MSSA）1株を材料とした．
2．方法
1）PFGEによる遺伝子解析
制限酵素は SmaI（TaKaRa）を，電気泳動装置は

Gene Path System（BIO-RAD）を使用した．泳動条
件はスイッチタイム 5.3 秒～34.9 秒，泳動時間 20 時
間とした．
2）薬剤感受性試験
ドライプレート‘栄研’DP22 を用い，添付文書に
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Table 1 6 MRSA and 2 MRSE isolates during hospitalization

SpecimenAge
（years）GenderMIC of TEIC＊＊

μg/mL
MIC of VCM＊＊

μg/mL
Isolation 
day/mo/yr

Strain
No＊

blood56F16226/5/20041
sputum80F16228/2/20052
drainage catheter69F162 9/3/20053
stool57M16214/3/20054
sputum77M16225/3/20055
stool77F16225/3/20056
CAPD dialysate13M16223/5/20057
sputum55M16220/6/20058

＊Strains 2, 3, 4, 5, 6, 8 are MRSA and Strain 1, 7 are MRSE
＊＊VCM and TEIC MIC is tested by microliquid dilution at a hospital laboratory

Fig. 1 Comparison of PFGE patterns of Sma I Digested 
DNA among MRSA and MRSE isolates. Lane M：
Lambda Ladder molecular size marker. Other lanes：
See Table 1 for clinical isolates.

準拠して微量液体希釈法でMICを測定した．
3）薬剤耐性遺伝子の検索
mecA遺伝子３）および vanA，vanB，vanC1，vanC2,3

遺伝子４）の検索は既報に準じて PCR法で行った．
4）細菌学的性状検査
Toxic shock syndrome toxin-1（TSST-1）の検出，

エンテロトキシン型別およびコアグラーゼ型別は，
各々デンカ生研キットTST-RPLA「生研」，SET-RPLA
「生研」，ブドウ球菌コアグラーゼ型別用免疫血清「生
研」を用い添付文書に準拠して行った．β―ラクタマー
ゼの産生はニトロセフィン法で行った．試薬はOX-

IOID 社製のニトロセフィン（SR0112C）を用いた．PVL
遺伝子の確認は既報５）に準じて PCR法で行った．
5）ヘ テ ロVISA（VCM intermediated-resistant

Staphylococcus aureus）の検索
ヘテロVISAの検索は花木らの方法６）にしたがい，

Mu3 培地（日本ベクトン・ディッキンソン）を用い
て行った．
6）電子顕微鏡による形態観察
分離平板上のコロニーを LB培地（Difco）で 18 時

間培養後，滅菌 PBSで 1 回洗浄した．1％リンタン
グステン酸で陰性染色し，透過型電子顕微鏡（JEM-100
CX：日本電子）で 3万倍で観察した．

成 績
1．PFGEによる遺伝子解析と薬剤感受性試験
PFGEの結果をFig. 1に示した．MRSAであるNo3，

No4，No5，No6，No8 の PFGEパターンは同一であ
り，No2 のMRSAも，これらの 5株と近似の関係に
あった．MRSEであるNo1 と No7 の PFGEパターン
は 6株のMRSAとは異なっており，2株間で比較し
ても異なっていた．
薬剤感受性試験の結果をTable 2に示した．6株の

MRSAの薬剤感受性パターンはすべて一致した．感
受性を示したのはアルベカシン（ABK），ミノマイシ
ン（MINO）および ST合剤（ST）のみであり，それ
以外の薬剤には耐性を示す多剤耐性菌であった．2株
のMRSEは大部分の薬剤に対して感受性を示してい
たが，薬剤感受性パターンは異なっていた．特にエリ
スロマイシン（EM）とホスホマイシン（FOM）に対
するMIC値で大きく乖離していた．VCMに対する
MIC値は 8株とも 2µg�mLであり，TEIC に対する
MIC値はNo1 が 8µg�mLでその他の株はすべて
16µg�mLであった．
2．薬剤耐性遺伝子の検索，細菌学的性状検査およ
びヘテロVISAの検索

薬剤耐性遺伝子の検索，細菌学的性状検査およびヘ
テロVISAの検索結果をTable 3に示した．mecA遺
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Table 2 Antimicrobial susceptibility of MRSA and MRSE isolates

MIC（μg/mL）Strain 
No＊ STLVFXFOMTEICVCMCLDMEMMINOABKMPIPCGMIPMFMOXCCLCTMCEZABPCPCG

9.5/0.5＞0.5＞8＞ 820.12＞0.25＞0.5＞0.5＞20.5＞0.12＞22224＞0.251
9.5/0.5＞＞8＞32162＞4＞80.5＞＞4＞4＞16＞16＞32＞32＞32＞32＞16＞0.252
9.5/0.5＞＞8＞32162＞4＞80.5＞＞4＞4＞16＞16＞32＞32＞32＞32＞16＞0.253
9.5/0.5＞＞8＞32162＞4＞80.5＞＞4＞4＞16＞16＞32＞32＞32＞32＞16＞0.254
9.5/0.5＞＞8＞32162＞4＞80.5＞＞4＞4＞16＞16＞32＞32＞32＞32＞16＞0.255
9.5/0.5＞＞8＞32162＞4＞80.5＞＞4＞4＞16＞16＞32＞32＞32＞32＞16＞0.256
9.5/0.5＞0.5＞321620.12＞＞80.5＞0.5＞40.5＞0.544228＞0.257
9.5/0.5＞＞8＞32162＞4＞80.5＞＞4＞4＞16＞16＞32＞32＞32＞32＞16＞0.258

＊The strain No is the same as for Table 1
PCG：benzylpenicillin, ABPC：ampicillin, CEZ：cefazolin, CTM：cefotiam, CCL：cefaclor, FMOX：flomoxef, IPM：imipenem, GM：gentamicin, 
MPIPC：oxacillin, ABK：arbekacin, MINO：minocycline, EM：erythromycin, CLDM：clindamycin, VCM：vancomycin, TEIC：teicoplanin, 
FOM：fosfomycin, LVFX：levofloxacin, ST：sulfamethoxazole：trimethoprim＝76：4

Table 3 MRSA and MRSE isolate features

Hetero-VISAPanton-Valentine 
leukocidin（PVL）

Production of 
β-lactamaseCoaglaseEnterotoxineProduction of 

TSST-1vanmecAStrain 
No＊

－－＋－－－－＋1
－－－IIC＋－＋2
－－－IIC＋－＋3
－－－IIC＋－＋4
－－－IIC＋－＋5
－－－IIC＋－＋6
－－＋－－－－＋7
－－－IIC＋－＋8

＊The strain No is the same as for Table 1

伝子および vanA，vanB，vanC1，vanC2,3遺伝子の検索
を行った結果，mecA遺伝子は 8株すべてから検出さ
れたが，van 遺伝子はいずれも検出されなかった．6
株のMRSAはいずれもTSST-1 陽性であり，エンテ
ロトキシン型はType C であった．また，コアグラー
ゼ型は type II であったが，β―ラクタマーゼの産生は
認められなかった．一方，2株のMRSEは β―ラクタ
マーゼを産生していたが，TSST-1，エンテロトキシ
ン，コアグラーゼは陰性であった．PVL遺伝子およ
びヘテロVISAはいずれの株からも検出されなかっ
た．
3．電子顕微鏡による形態観察
本事例のMRSAと食中毒事例から分離された

MSSAの細胞壁を電子顕微鏡で比較した結果をFig. 2
に示した．矢印で示した隔壁部分の厚さを測定したと
ころ，MRSAが 57nm，MSSAが 28nmでありMRSA
の細胞壁はMSSAのおよそ 2倍であった．

考 察
院内感染を引き起こしているMRSAには，数年に

わたり主流となって流行を繰り返す株と遺伝的に多様
性を示す株が混在しており，市中感染型のMRSAや
医療従事者から分離されたMRSAと入院患者から分
離された株と遺伝学的に一致したという報告があ

る７）～１０）．したがって，院内感染の感染経路は複雑であ
ることが推測され，細菌学的性状試験や PFGE解析
を行うことは感染経路を推定するための有力な手段で
あると考えられる．当病院で通常分離されている
MRSAの VCMとTEIC に対するMICは各々 0.5µg�
mL以下であるが，今回分離されたMRSAのMICは
2µg�mL（VCM）および 16µg�mL（TEIC）であり，
通常とは明らかに異なっていた．MRSA分離例にお
いては，感染症の原因菌か単なるコロニゼーションか
しばしば問題になる．MRSAが分離された 6名の患
者のうち，主治医により 4名が本菌による感染症と診
断された．しかし，いずれの株も院内感染型MRSA
のリスクファクターであるカテーテル留置や長期入院
患者の喀痰等から分離されている．また，PFGE解析
と薬剤感受性試験の結果から，一定期間に複数の患者
から同一の株が分離されていることや，いずれの株も
入院後 48 時間以降に分離されていることなどから，本
事例は同一のMRSAによる院内感染であった可能性
が高い．一方，通常分離されているMRSEの VCM
とTEIC に対するMICは 2µg�mL（VCM）および
8µg�mL（TEIC）であるが，この期間中にVCMと
TEIC に対してMRSAと同様のMICを示す 2株の
MRSEが分離されたため，この株についても同時に
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Fig. 2 Electron micrography of MRSA and MSSA with transmission electron microscope. Bar：1μm, Magnification；
×30,000 ( negative stain ). Arrows indicate cell walls of (A) MRSA and (B) MSSA

解析した．その結果，2株の PFGEパターンおよび薬
剤感受性パターンは異なっており，患者自身がそれぞ
れ保菌していた株であったことが推測された．MRSA
に関するCLSI（Clinical and Laboratory Standards In-
stitute；旧 NCCLS）の判定基準によれば，VCMに
対して 2µg�mL以下は感受性，4～8µg�mLを VISA，
16µg�mL以上をVRSAとしている．また，TEIC に
対しては，8µg�mL以下は感受性，16µg�mLを中等
度耐性，32µg�mL以上を耐性としている．今回分離
されたMRSAの VCMとTEIC に対するMICは，そ
れぞれ 2µg�mL，16µg�mLでありTEIC 中等度耐性
であった．したがって，本事例はグリコペプチド系薬
剤に対して低感受性を示す多剤耐性MRSAによる院
内感染であったと考えられた．
VCM耐性腸球菌（VRE）がプラスミド上に保有し

ている vanA，vanB遺伝子がMRSAに伝達された
VRSAが出現する可能性が指摘されている２）１１）～１３）．
mecA遺伝子および vanA，vanB遺伝子等の検索を行っ
た結果，mecA遺伝子は 8株すべてから検出されたが，
van遺伝子はいずれも検出されなかった．細菌学的性
状については 6株のMRSAすべてTSST-1 陽性であ
り，エンテロトキシン型はTypeC であった．また，
コアグラーゼ型は type II であったが，β―ラクタマー
ゼの産生は認められなかった．一方，MRSE 2 株は β―
ラクタマーゼを産生していたが，TSST-1，エンテロ
トキシン，コアグラーゼは陰性であった．PVL遺伝
子はすべての株で検出されず，強毒株ではないと考え
られた．また，ヘテロVISAの検索を行ったが，いず
れの株からもバンコマイシン耐性株は検出されなかっ
た．
Hiramatsu らは，細胞壁の肥厚によりVCMに中等

度耐性を示すMu50 株（MIC 8µg�mL）とヘテロ耐性

株Mu3 株（MIC 3µg�mL）を報告している１４）１５）．また，
米国イリノイ州において約 8カ月間 VCMを投与さ
れ続けた 63 歳の人工透析患者からVISAが分離され
ている１６）．VISAは外来性の耐性遺伝子を獲得せず，低
濃度のVCMに順応した株が選択されて分離されるこ
とが推測されている．VREにおけるVCMの耐性機
構は，ペプチドグリカン単体のペンタペプチド鎖の 5
番目のD-alanine が，セリンまたは乳酸に置換するこ
とによる．人為的に長期間VCMに暴露して作成した
高度耐性株においてペプチドグリカンの合成および分
解過程に何らかの変化が起きていることや，TEIC 耐
性MRSAは PBP2 を過剰に産生するという報告があ
る１７）１８）．さらに，Maki らは tcaA遺伝子の変異が S.

aureusのグリコペプチド系薬剤に対する耐性度を上昇
させること報告している１９）．しかしTEIC の耐性機構
には未だに不明な点が多い．本事例のMRSAと食中
毒事例から分離された感受性株の細胞壁を電子顕微鏡
で比較したところ，MRSAの細胞壁の肥厚が観察さ
れた．グリコペプチド系薬剤は他の抗生物質に比べ分
子量が大きいという特徴があり，その耐性機構のひと
つとして細胞壁にトラップされることが推測される．
グリコペプチド系薬剤に対する耐性菌は，VCMまた
はTEIC 長期治療の過程で出現することが指摘されて
おり，今後も監視が必要であると考えられた．
謝辞：本研究を遂行するに当たり分離菌株および患者情
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Nosocomial Infection Caused by Multidrug-Resistant Staphylococcus aureus with Reduced Susceptibility to
Vancomycin and Teicoplanin．―Yamagata prefecture, Japan；May 2004―Jun 2005―

Toshio MURATA１）& Katsumi OTANI２）
1)Department of Pharmacy, Yamagata Prefectural Shinjo Hospital,

2)Department of Microbiology, Yamagata Prefectural Institute of Public Health

Nosocomial infection caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) occurred at a major in
Yamagata prefecture hospital between May 2004 and June 2005. We studied pulsed-field gel electrophoresis
patterns, antimicrobial susceptibility patterns, and bacteriological features, such as coaglase type for eight
isolates, including two of methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis (MRSE). Our results suggest that this
case was caused by a single strain of multidrug-resistant S. aureus. These 8 clinical isolates indicated re-
duced susceptibility to vancomycin and teicoplanin. PCR assay results for detection of the staphylococcal
vanA, vanB, and vanC gene were all negative as all isolates. In transmission electron microscopy, cell walls
appeared thicker than those of a susceptible strain from food poisoning. MRSA with reduced susceptibility
to glycopeptide antibiotics may not be treated successfully with vancomycin or teicoplanin, making it impor-
tant to closely observe MRSA with reduced susceptibility to glycopeptide antibiotics.


