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要 旨

Pseudomonas aeruginosaが 抗 菌薬 に抵 抗す る要 因 を検 討 す るた め,fluoroquinolone薬 との接 触後 の

耐性 化 につ い て検 討 した.

臨床 分離P.aeruginosa 162株 をMIC周 辺 濃度 のnorfloxacinと 一夜 接触 させ る と,試 験菌 株 の うち8

株(4-94%)がnorfloxacinに8倍 また はそれ以 上耐性 化 した.こ れ らの耐性 株 は いずれ も他 のfluoro-

quinolone薬 に交差 耐性 を示 し,さ らに94-74株 はcarbenicillin,ceftazidimeお よびchloramphenicol

に,TA15株 で はimipenemに,93-183株 で はcarbenicillin,ceftazidimeお よびgentamicinに 耐性化 し

た.

これ ら菌 株 の耐性 化 の原因 を検 討 した.ま ずTA16株 の耐 性株 で は,norfloxacinの 菌体 内へ の取 り込

みの顕 著 な減少 が認 め られ た.外 膜 蛋 白(OMP)構 成 を調 べた結 果,TA52お よび93-183の 耐 性株 を除

き,そ の他 の耐 性株 で は46KD付 近 の蛋 白の増加 が認 め られ た.こ れ に加 えて,TA15お よびTA16で は

44KD付 近 のOMPEと22KD付 近 のOMPGの 産 生量 の減 少,93-183耐 性 株 で はOMPEの 減少 が認

め られた.Quinolone薬 の作 用点,8yrA遺 伝 子 の耐性 変異 の有無 を検 索 した.Norfloxacinの 接触 後,

93-183耐 性 株 の み がcodon83の 塩 基 配 列 がACCか らATCに 変 化 し,ア ミ ノ酸 はthreonineか ら

isoleucineに 変化 した.し か し一 部 の親株 で は,norfloxacin処 理 以前 に同種 また は異 な るタイ プのgyrA

の変 異が 存在 す る こ とが判 明 した.臨 床 分離P.aemginosaのnorfloxacinに よ る耐 性化 は薬 剤透過 能 の

変化,gyrA遺 伝 子 の耐性 変 異 のみで は十分 な説 明 は不 可能 で,そ の他 の耐性 化機 序 の関与 が示 唆 され た.

序 文

わ れ わ れ は検 討 し た 多 数 の 臨 床 分 離P.aer-

uginosaの う ち,一 部 の 菌 株 はin vitroで 抗 緑 膿

菌 薬 との 接 触 に よ り,表 層 蛋 白が 変 化 す る と と も

に多 剤 耐 性 化 す る こ とを報 告 し た1).ま たP.aer-

uginosa臨 床 分 離 株 の 外 層 のlipopolysaccharide

(LPS)の 構成が菌株間で異なり,長 鎖,短 鎖,欠

損株が存在することが観察され2),そ の構成が二

価カチオン性抗菌物質の感受性 に関連することを

報告 した3).P.aeruginosa臨 床分離株のこのよう

な多様な表層性状の変化は,菌 の分離に先だって

それぞれの感染症の治療のために投与された抗緑

膿菌薬の影響によるものと推定 される.

Fluoroquinolone系 抗菌薬 は,そ の強力な抗菌

活性 と優れた治療効果のため広 く臨床的に応用さ
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れ て い る.し か し近 年,臨 床 分 離P.aeruginosaの

fluoroquinolone耐 性 株 が 増 加 す る傾 向 が あ り注

目 され て い る4).P.aeruginosaのquinoloneの 耐

性 機 作 とし て,gyrン4遺 伝 子 の 変 異(nalA,nfxA,

cfxA)と 膜 透 過 に 関 与 す る遺 伝 子 の 変 異 〔nfxB,

nfxCお よ びnalB(cfxB)〕 が 主 と してPAO株 を

用 い た 実 験 に よ っ て証 明 され て い る5).

Zhanelら は,wild-typeのP.aernginosaを

fluoroquinolone薬 に継 続 的 に接 触 させ,gyrA遺

伝 子 の変 異 と膜 透 過 性 の 変 異 の両 方 が 出 現 す る こ

と を 報 告 し て い る6).ま たDiverら は,cystic

丘brosis患 者 に お け るP.aeruginosa感 染 症 に対

す る,fluoroquinolone系 抗 菌 薬 に よ る治 療 の後 に

感 染 菌 が 消 失 せ ず に持 続 す る機 序 を検 討 し,菌 側

の 問 題 と し てDNAgyraseの 変 異 と外 膜 蛋 白 お

よ びLPSの 変 化 に よ る 耐 性 化 を 観 察 し て い

る7).わ が 国 で もFukudaら は臨 床 分 離 の 一 菌 株,

P1481株 のnornoxacin耐 性 機 序 を検 討 し,創rA

の 変 異 以 外 にnfxC型 の 膜 透 過 性 の 変 異 に よ る耐

性 で あ る と報 告 して い る8).

本 報 は,P.aeruginosaに 関 す るわ れ わ れ の研 究

の一 環 と して,臨 床 分 離P.aeruginosa 162菌 株 を

種 々 の 濃 度 のnorfloxacinと 一 夜 接 触 後 に出 現 し

た 耐 性 菌 株 の検 出頻 度 お よび耐 性 機 序 を解 明 す る

た め に検 討 し た成 績 で あ る.

材 料 と方 法

使 用 菌 株

国 内 の 複 数 の 医 療 機 関 に お い て,1993年7月

～1994年7月 の 問 に各 科 領 域 の感 染 症 よ り分 離 さ

れ たP.aeruginosa 162株 を使 用 した.菌 の 分 離 と

同定 法 は既 報 の とお りで あ る1).

使 用 薬 剤

Norfloxacin(杏 林 製 薬)

Ofloxacin(第 一製 薬)

Ciprofloxacin(バ イ エ ル 薬 品)

Carbenicillin(フ ァイ ザ ー 製 薬)

Ceftazidirne(日 本 グ ラ ク ソ)

Imipenem(萬 有 製 薬)

Gentamicin(日 本 シ ェ リ ン グ)

Chloramphenicol(三 共)

Polymyxin B(フ ア イ ザ ー 製 薬)

以 上 の力 価 の 明 らか な9薬 剤 を 用 い た.

薬 剤 感 受 性 の測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に準 じ,寒 天 平 板 希 釈

法 に よ り測 定 し た9).

P.aeruginosaのnorfloxacinと の 接 触

1/4,1/2,1,2お よび4MICのnorfloxacinを

含 有 す るMueller Hinton broth(Difco)に,

Tripticase Soy agar(BBL)で 一 夜 培 養 した 試 験

菌 を105CFU/mlと な る よ う接 種 した.35℃18時 間

培 養 後,各 培 養 液 をCLED medium(Oxoid)に

塗 抹 し,35℃,48時 間 培 養 した.増 殖 した 菌 の う

ち,色 調 お よび 形 態 の異 な る コ ロ ニ ー を釣 菌 し,

同培 地 で 純 培 養 した.こ の よ う に して 得 られ た 試

験 菌 を 用 い,各 薬 剤 のMICを 測 定 し た.

NorHoxacinのMICが 処 理 前 と比 較 し て8倍 以

上 に変 化 した 菌 株 を選 択 した.

菌 体 内へ のnorfloxacinの 取 り込 み

Hiraiら の 方 法 に よ り測 定 した10).Tripticase

Soyagarで 増 菌 し た 試 験 菌 をAntibiotic

medium 3(Difco)の10mlに 約108CFU/mlと な

る よ う懸 濁 し,同 培 地200mlに 接 種 し,6時 間 振 盟

培 養 し た.試 験 菌 液 の50mlを 遠 心 チ ュ ー ブ に と

り,10μg/mlのnorfloxacinを 添 加 し,35。Cで0,

5,10お よ び20分 間,P.aeruginosaに 接 触 させ た

後,氷 冷 した.冷 却 遠 心(4℃,3,000rpm,20分)

後,集 菌 し,氷 冷 した生 理 食 塩 水50m1で1回 洗 浄

した.洗 浄 した 菌 体 を1m1の 生 理 食 塩 水 に懸 濁 し,

7分 間,煮 沸 した.さ ら に冷 却 遠 心(4℃,14,000

rpm,10分)後,上 清 を検 液 と した.

Norfloxacinの 濃 度 測 定

大 森 ら の 方 法 に 従 い11)Agar well法 に よ り,

Escherichia coli NIHJ JC-2を 検 定 菌 と して 用 い

たbioassay法 に てnorfloxacin濃 度 を 測 定 し た.

SDS-PAGE法 に よ るOMPの 分 析

既 報 の 方 法 に よ り実施 した1).

SSCP法 に よ るgyrA遺 伝 子 変 化 の ス ク リー ニ

ン グ と塩 基 配 列 の 決 定

試 験 菌 株 よ り常 法 に従 いDNAを 抽 出 した12).

P.aeruginosa PAO1 gyrA遺 伝 子 配 列(GenBank

AccessionNo.L29417)を 基 に設 計 し たprimer

5'-CGCCGTGT GCTTTAT GCCAT (Nt.
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400～419),5'-AGCTTGGCCATGCGCACTTC

(Nt.634～653)を 用 い て,次 の 反 応 液 組 成 と反 応

条 件 でPCRを 行 っ た.

1.0μlTemplateDNA (100ng/μl), 0.5μleach

dNTP(10mM),1.0μl [α-32P]dCTP (110TBq/

mmol),2.5μl10× Taqpolymerase buffer (100

mM tris ClpH8.3, 500mMKC1, 15mM MgCl2,

0.1%gelatin),0.25μleach primer (25pmol/μ1),

0.2μl Taq DNA polymerase(5U/μl),30 cycles

(94℃0.5min, 55℃ 0.5min, 72℃ 1min).

得 ら れ たPCR産 物 をOritaら の 方 法13)に 従 っ

て,5%polyacrylamide (mon-omer:bis=99:

1),5%[v/v]glycerolゲ ル を用 いSSCP法 に

よ り変 異 点 の検 索 を行 った.

塩 基 配 列 の 決 定 は 前 述 のPCR産 物 をModel

373Aオ ー トシー ク エ ンサ ー(ABI社)を 用 い て

行 った14).

成 績

1.Norfloxacinの 存 在 下 に お け る 臨 床 分 離P

aeruginosa162株 か らの 耐 性 株 の 出現

Table1の とお り,試 験 菌 株162株 の うち,8株

(4.94%)で は薬 剤 処 理 前 の 菌 株 のMICと 比 較 し

て,norHoxacin耐 性 菌 が 認 め られ た.そ の うち 親

株 のMICと 比 較 し て 処 理 後 の 耐 性 菌 株 のMIC

が8倍 に上 昇 した もの は2株(1.23%),16倍 また

は それ 以 上 の もの は6株(3.70%)で あ っ た.

2.耐 性 菌 の 抗 菌 薬 感 受 性

試 験 菌 株 をnornoxacinと 接 触 後,MIC値 が 処

Table 1 Norfloxacin-resistant mutants from 162

clinical isolates of P. aeruginosa after exposure to

norfloxacin in vitro

*MIC;ƒÊg/ml

理 前 よ り16倍 また は それ 以 上 に増 大 した6株 に つ

い て,nornoxacinを 含 む9薬 剤 のMICを 測 定

し,耐 性 パ タ ー ン を判 定 した.Table2の とお り,

norHoxacinの 処 理 後,試 験 した6菌 株 の す べ て に

対 す るnorHoxacin,onoxacinお よ びcipro-

且oxacinのMIC値 は 例 外 な く上 昇 した.た だ94-

74株 の 場 合,nornoxacin処 理 後,nornoxacinお よ

びoHoxacinに は 高度 耐 性(MIC;>100μg/ml)

と な った が,cipro且oxacinのMICは6.25μg/rnl

に と ど ま り交 差 耐 性 は認 め ら れ な か った.ま た

94-74株 お よ び93-183株 はcarbenicillinとceft-

azidimeに 耐 性 化 し,前 者 は さ ら にchloram-

phenicolに,後 者 は さ ら にgentamicinに 耐 性 化

した.次 にTA15,TA52お よびH103株 の3株 は,

他 の薬 剤 に対 す る耐 性 パ ター ン が 異 な り,TA15

Table 2 Drug-susceptibilites of parents and norfloxacin-induced resistant mutants of P. aeruginosa isolates

*1: pre-exposure to norfloxacin *2: post-exposure to norfloxacin

平成8年2月20日
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Fig. 1 Uptake of  norfloxacin by 6 norfloxacin-resistant mutants of P. aeruginosa isolates

(): MIC of norfloxacin

a) 94-74

d) TA52

b) TA15

e) H103

c) TA16

f) 93-183

株 はimipenemに 耐 性 化,TA52株 で はgenta-

micinに 感 性 化,さ ら にH103株 で はceftazidi-

me,gentamicinとpolymyxinBに 感 性 化 し た.

3.NorHoxacinの 菌 体 内 へ の 取 り込 み

上 記 の6耐 性 菌 株 のnorfloxacin耐 性 が,菌 剤

の 菌 体 内 へ の 取 り込 み量 の低 下 に起 因 す る もの か

ど うか を,明 ら か に す る た め,6菌 株 のnorHo-

xacinの 取 り込 み能 を検 討 した.

Fig.1にnorHoxacinの 添 加 後,5,!0お よ び20

分 の 各 時 間 に お け る 乾 燥 菌 体1mgあ た り の

norHoxacinの 取 り込 み 量(μg)を 示 した.す な わ

ちTA16株 で は親 株 と耐 性 株 の 間 で,各 時 間 に お

け るnornoxacinの 取 り込 み量 に は大 き な 相 違 が

あ り,耐 性 株 に お け る明 らか な取 り込 み 量 の低 下

が観 察 され た.さ らにH103株 で も耐 性 株 で は,親

株 と比 較 し てnornoxacinの 取 り込 み 量 の 低 下 が

軽 度 で は あ る が 認 め られ た.そ の他 の 菌 株 で は,

親 株 と耐 性 株 の 間 でnornoxacinの 取 り込 み 量 に

は差 異 は み られ な か っ た.

Fig. 2 OMP-profiles of parents and norfloxacin-

induced mutants of P. aeruginosa isolates

(): MIC μg/ml
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4.OMP-profileの 変 化

Nornoxacinの 接 触 に よっ て 得 られ た,上 記 の

耐 性 変 異 株 と そ れ ぞ れ の親 株 との ペ ア ー6組 の

OMPs構 成 を分 析 した.Fig.2の とお り,94-74株

で はnornoxacinと の接 触 後,耐 性 株(1ane12)

で は46KD付 近 のOMPD2量 の 増 加 が 認 め られ

た.さ ら にTA15株 とTA16株 の耐 性 株(1ane2と

4)で は,い ず れ もOMPD2の 増 量 と44KD付 近 の

Eお よび22KD付 近 のG量 の減 少 が 認 め られ た.

次 にTA52の 耐 性 株(1ane6)で はOMPの 変 化 は

み られ な か った が,H103株 の 耐 性 株(lane8)で

はD2量 の 増 加,93.183の 耐 性 株(lane10)で は

OMPE量 の 減 少 が 認 め られ た.

5.8yr且 遺 伝 子 の耐 性 変 異 に つ い て の 検 討

Paeruginosa臨 床 分 離 株 をnorfloxacinと の

接 触 に よ っ て16倍 以 上 同薬 に耐 性 化 した6株 お よ

び そ の親 株 につ い て,gyrAの 遺 伝 子 上 の 変 異 を検

索 し た.Ecoliのgyr24遺 伝 子 の 変 異 に よ る

Huoroquinolone耐 性 菌 で 知 られ て い る遺 伝 子 に

相 同 性 の 高 い,PaeruginosaPAO1株 のnu-

Fig. 3 Comparison of the nucleotide sequence of  norfloxacin-resistant mutant

and parent in the gyrA gene of P. aeruginosa after exposure to norfloxacin in

vitro

Mutant

Parent

Table 3 The gryA gene of six clinical isolates of P. aeruginosa before or after

exposure to norfloxacin in vitro

Mutation in gryA gene

[]: MIC of norfloxacin, itg/ml (): Wild type
Thr: threonine, Ile: isoleucine, Asp: aspartic acid, Asn: asparagine
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cleotide sequence400～653領 域 をPCR法 に よ り

増 幅 し,SSCP法 に よ りcodon53～123の 変 異 の

有 無 を調 べ た.そ の 結 果,親 株 と耐 性 株 に差 が 認

め られ た もの は93-183株 の み で あ っ た.

Fig.3お よ びTable3に 示 し た と お り,

norHoxacinのMICが0.78μg/mlか ら12.5μg/

m1と16倍 耐 性 化 したPaerUginosa93-183株 は,

codon83の 塩 基 配 列,ACCがATCに 変 化 し,ア

ミノ酸 はthreonineか らisoleucineに 変 化 して い

る こ とが判 明 し た.し か し,94-74,お よびH103

の 親 株 に対 す るnorfloxacinのMICは 感 受 性 あ

る い は軽 度 に耐 性 で,nor且oxacinの 処 理 以 前 に既

に,94-74株 で は93-183株 と同 じ ア ミ ノ酸 の 変 化

が,ま たH103株 で は 異 な る ア ミ ノ 酸 の 変 化

(codon87のasparticacidがasparagineに 変 化)

が認 め られ た(Table3).

考 察

種 々 の 臨 床 材 料 よ り分 離 さ れ た1λaeruginosa

の 多 数 の菌 株 の 中 に は,同 一 の 患者 か らの分 離 菌

株 で あ る に もか か わ らず,生 物 学 的 性 状,特 に疫

学 的 マ ー カ ー で あ るserotypeや 化 学 療 法 の 指 標

とな る薬 剤 感 受 性 が 異 な る コ ロ ニ ー が 共 存 す る こ

とを報 告 した15).こ の よ うな事 実 が 発 生 し た 原 因

とし て,投 与 さ れ た 抗 緑 膿 菌 薬,ま た は生 体 の 感

染 防 御 因 子 な ど菌 に とっ て の 環 境 因 子 に よ るP

aeruginOSaの 表 層 構 造 の 変 化 が 一 因 で あ る と考

え られ る16).

一 方
,わ れ わ れ は既 にinvitroで4種 類 の β-

lactam薬,gentamicinお よ びnorfloxacinな ど

合 計6種 の抗 緑 膿 菌 薬 を,Paeruginosaの 臨 床 分

離50株 に そ れ ぞ れ 接 触 させ,nornoxacinに よ る処

理 は 多 剤 耐 性 菌 の 出 現 率 が 最 も高 い こ と を 認 め

た17).こ れ は抗 菌 薬 に よ る多 剤 耐 性 変 異 の発 生,ま

た は極 め て低 頻 度 に存 在 す る 自然 耐 性 菌 の薬 剤 に

よ る選 択 の 結 果 で あ る と理 解 して い る.

Fluoroquinolone系 抗 菌 薬 は強 い 抗 菌 活 性 と優

れ た 臨 床 効 果 の た め 広 く臨 床 的 に利 用 さ れ て い

る.し か し近 年,慢 性 感 染 症 にお け る継 続 投 与 に

よ り耐 性 菌 の 出 現 が 報 告 さ れ て い る.Diverら は

cystic丘brosisの 患 者 に お け るP.aeruginosa感

染 症 例 にお い て,ciproHoxacinに よ る 治療 の 過 程

で,一 般 臨 床 症 状 は 改 善 さ れ るが,菌 の 消 失 が な

い,い わ ゆ る"persistentresistance"の 原 因 の 解 明

を 行 っ た7).そ れ ら の 患 者 の 喀 痰 中 の 起 因 菌 は

Huoroquinolone薬 を含 む 多 剤 に耐 性 化 し,外 膜 蛋

白 の 変 化 とciproHoxacinの 取 り込 み の 低 下 を確

認 して い る.こ れ らのquinoloneに よ る多 剤 耐 性

菌 の 出 現 と そ の 機 作 の 解 明 は,多 くの 研 究 者 に

よ っ て試 み られ,上 述 の 原 因 以 外 にDNAgyrase

の 変 異 が 報 告 され て い るが,多 くの 場 合,Paer-

uginosaPAO株 の 典 型 的phenotypepatternと

は一 致 しな い.こ れ は臨 床 分 離 株 と して は 当然 で,

遺 伝 的 背 景 や 存 在 し た 環 境 因 子 の 影 響 に よ り,

個 々 の分 離 菌 の性 状 が 特 徴 づ け られ る た め で あ ろ

う.

Fung-Tomcら は,2株 のPaeruginosaをin

四itroでciproHoxacinと 接 触 させ て各 種 の 抗 緑 膿

菌 薬 に10W.levelの 耐 性 菌 の 出 現 を 報 告 し て い

る18).上 述 のDiverら の研 究 で は7),cystidbrosis

のPaeruginosa感 染 症 に 対 しcipro伽xacinに

よ る化 学 療 法 の途 中 に,治 療 に抵 抗 して 喀 疾 か ら

Paeruginosaの 多 剤 耐 性 の変 異 株 の 出 現 を認 め

た.こ の耐 性 変 異 株 はDNAgyraseAの 変 異 お よ

びpermeabilityの 低 下 に 関 す る変 異 で あ る こ と

を証 明 して い る.さ ら に1995年,Hancock一 派 の

Zhanelら は,inoitroでHuoroquinolone系 抗 菌

薬 と連 続 的 に接 触 し たPaeruginosaは 二 段 階 の

耐 性 化 を た ど る事 を明 らか に し た6).す な わ ち 薬

剤 に よ りMICの3～32倍 の 上 昇 で は,形 態,薬 剤

の取 り込 み,1ipopolysaccharide,OMPsな どに は

変 化 はな く,Huoroquinolone薬 にの み耐 性 で,こ

の耐 性 はgyrAの 変 異 に よ る もの で あ る と報 告 し

て い る.さ らに薬 剤 処 理 を継 続 す る と,上 記 の す

べ て の 変 化 が 生 じ,こ れ らの 耐 性 株 は い わ ゆ る

multiple-antibiotic-resistantmutantsで あ る と

判 定 し て い る.さ ら に,こ の よ う にHuoro-

quinolone耐 性 に と もな う多 数 の抗 緑 膿 菌 薬 に対

す る耐 性 化 は遺 伝 的 な機 序 の関 与 に よ る もの とさ

れ て い る5).

わ れ わ れ の 本 研 究 で は,Paeruginosaの 臨 床 分

離 株,162株 の うちnor刊oxacinと の 接 触 に よ り,

MIC値 が 親 株 よ り16倍 以 上 耐 性 化 し た6株 の 総
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Table 4 Summarized results

*1: pre -exposure to norfloxacin *2: post-exposure to norfloxacin

1: increase J.: decrease Thr: threonine Ile: isoleucine

括 結 果 はTable4の とお りで あ る.6株 の う ち

93-183株 の み はnorHoxacinの 処 理 に よ り8y岨

の 変 異 が み ら れ た.一 方,他 の5株 の う ち1株

(94-74株)はnornoxacin処 理 以 前 の 親 株 に お い

て,93-183株 と同 一 の ア ミノ 酸 変 化 が 認 め られ,

他 の1株(H103株)で はcodon87のasparticacid

がasparagineに 変 化 し た.し か し,こ れ らの 菌 株

はnorfloxacinに 感 受 性 ま た は 軽 度 に 耐 性 で,

norHoxacinと の 接 触 後 に この 薬 剤 に16倍 以 上 に

耐 性 化 し た.お そ ら くnorHoxacinと の 接 触 に

よ っ て 生 じ た と考 え られ るそ の 他 の メ カ ニ ズ ム に

よ る変 異 との相 乗 的 な作 用 が 薬 剤 耐 性 化 を強 め た

の で は な い か と思 わ れ る19).ま たnorHoxacinの

取 り込 み の 低 下 がTA16株 お よ びH103株 で み ら
し

れ た.一 方,外 膜 蛋 白E,お よ びG量 の 減 少 が

TA15,TA16株 で,外 膜 蛋 白Eの 減 少 が93-183株

で検 出 さ れ た.こ れ らの 結 果 はZhanelら のMIC

が3～32倍 の 軽 度 耐 性 変 異 菌 で は,外 膜 蛋 白 お よ

び薬 剤 の取 り込 み の低 下 はみ られ な い とい う成 績

と は一 致 し な い6).こ の よ う な相 違 の 原 因 は現 在

は不 明 で あ る.

さ ら にquinolone薬 に 対 す るPaeruginosa

PAO株 の 膜 透 過 性 の 低 下 を 引 き起 こ す 耐 性 遺 伝

子 と し てnfxB,nfxC,nalB(cfxB)が 知 られ て い

る5).Fukudaら は,臨 床 分 離 のHuoroquinolone耐

性 のjRaeruginosaP1481株 は透 過 性 に 関 与 す る

耐 性 遺 伝 子nfxCに 基 づ く多 剤 耐 性 で あ る こ と を

明 ら か に して い る8).わ れ わ れ の 耐 性6菌 株 は 多

剤 耐 性 パ タ ー ン よ り耐 性 型 に あ え て 分 類 す る と

94-74株 の 耐 性 変 異 株 はnal8,TA15株 お よ び

TA52株 はnfxC,H103株 の耐性変異株はnfxB,

さ らに93-183株 で はna沼 型 の変 異 に加 えて

lipopolysaccharideの 欠損 した際に生じる薬剤感

受性パターンを示 した.た だしOMPFもPaer-

uginosaの 透過性 による多剤耐性化変異に重要な

役割を演 じていることが報告されているが20),わ

れわれは現在 はこのporinの 消長 についての検討

を完了 していない.ま た各耐性変異株の個々の性

状問の相互 に整合性の欠ける例があるが,さ らに

詳細な検討が必要であると考えている.

最後 にNikaidoは 薬剤耐性に関す る総説 にお

いて19),薬剤不活性化酵素その他,病 原菌の特定の

機序による耐性に対 しては,現 在 までに有効な抗

菌薬の開発により対抗できたが,将 来の問題 とし

てpermeabilitybarrierやactiveeffluxの よ う

な特異性の低い耐性機序による病原菌の耐性化が

臨床的 には重要な意味 をもつことを強調 してい

る.わ れわれは,こ の研究 を含むPaeruginosaに

ついての一連の検討の結果から,こ の主張に同意

したい.
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Eight multi-drug resistant mutants (4.94%) were found in 162 clinical isolates of P.aer-

uginosa after exposure to norfloxacin at different concentrations (1/4, 1/2, 1, 2 and 4 MICs) and

were investigated for the mechanisms of drug resistance.

All the mutants were eight-times more resistant to norfloxacin than the respective parents,

and showed the cross-resistance to the other fluoroquinolones. However, these mutants differed

in the drug-resistant patterns; the 94-74 mutant was resistant to carbenicillin, ceftazidime and
chloramphenicol, TA-15 mutant was resistant to imipenem, and the 93-183 was resistant to

carbenicillin, ceftazidime and gentamicin.
TA-16 mutant only showed a marked decrease in the bacterial uptake of norfloxacin.

Profiles of the outer membrane proteins of the mutants were analyzed by SDS-PAGE method.

The six mutants, except for TA-52 and 93-183 mutants, increased the intensity of bands in the

46 KD region. Three mutants (TA-15, TA-16 and 93-183) decreased the intensity of 44 KD

(OMPE) and also the former two decreased the intensity of 22 KD (OMP G). The gryA mutations
associated with fluoroquinolone-resistance were investigated for the eight mutants, and the
93-183 mutant showed to have the gyrA mutation caused by the alteration in the amino acid

sequence of gyrA; Thr-83 (ACC) to Ile (ATC).
The result of the present study indicate that multi-drug resistance of clinical isolates of P.

aeruginosa develops through different types of mechanisms, and is not easily explained fully by

the present results, and suggest that many factors attributed to the development of the resis-

tances in those mutants remains to be clarified.
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