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患 者分 離 の結 核 菌 と非 定 型抗 酸 菌 の

βラク タマーゼ活性 と薬剤耐性 の検討
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Beta-lactamase activity was determined using a nitrocefin disc method on 34 Mycobac-

terium tuberculosis (M. tuberculosis) strains and 13 nontuberculous mycobacteria strains. 

In the 34 M. tuberculosis strains, 23 strains showed beta-lactamase activity. In 10 Myco-

bacterium avium complex strains, no beta-lactamase activity was detected. In the Myco-

bacterium chelonae strains, all three strains examined showed strong beta- lactamase 

activity.

No correlation was found between beta- lactamase activity and resistance to anti-

tuberculous chemotherapeutic agents.

Four patients who were persistently positive for multi-drug-resistant M. tuberculosis 

( MDR-TB) on sputum and positive in beta-lactamase activity, were treated with penicil-
lin/beta-lactamase inhibitor combinations. In two cases, the trials were discontinued be-

cause of diarrhea ; the trials were continued in the remaining two for four months, but 

the MDR-TB was positive during the course of the therapy.

Effectiveness of the therapy with penicillin/beta - lactamase inhibitor combinations 

against M. tuberculosis was obscure, although many of M. tuberculosis examined showed 

beta-lactamase activity.
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は じ め に

抗 酸菌は一般に β-ラク タム剤 に耐性 で あ る。 この 耐

性機序 のひ とつ として,結 核 菌や非定型抗酸 菌の一部の

菌 に関 して,β-ラ クタマー ゼ の関 与 も考 え られ て い

る1)2)。 実際,結 核菌や非定型抗酸 菌の一 部 は β-ラ ク

タマーゼを高 率にかつ多量 に産生 するこ とが報告 されて

お り3)4),近 年,β-ラ ク タム剤 とβ-ラク タマーゼ阻 害

剤 の合剤 を多剤耐性結核菌 の治療 に応用 しようとする報

告 もある5)6)。

今 回,わ れわれは,β-ラ クタム剤/β-ラ ク タマー ゼ

合剤 を,多 剤耐性結核菌持続排菌例 に対 して治療す る 目

的で,結 核菌 と対照 としての3種 の非 定型 抗酸 菌 の β-

ラクタマーゼを測定 し,β-ラ クタマー ゼ陽性 で かつ多

剤耐性結核菌持続排菌例 に対 し投与 を行 ったので報告す

る。

材料 と方法

1)対 象

1997年1月 よ り当院 で各種 臨床 検体 よ り分離 され,

Tween80の 代 わ りにグリセリンを加 え た7H9培 地 に

て凍結保存 されていた結核菌34株,お よび,対 照 と して

非定型抗酸菌13株 を用 いて行 った。

2)菌 種の 同定

抗酸菌 の鑑別 は,DDHマ イコバ クテリア極東 を用 い

て行 った。

3)β-ラ クタマ ーゼ の検 出

Kwonら7)の 方法に従 って行 っ た。 す なわ ち,保 存

菌株 を小川培地 にて37℃,28日 間培養 した後 に,形 成 し

たコロニーを,1白 金耳釣菌 し,0.5mlの 滅菌蒸 留水 に

懸濁。懸濁液 をガラス ビーズ(直 径0.5mm)を い れ た

試験官内でvortexmixerに て攪拌 し細胞 を破砕 した。

その破砕液 の なか に,セ フ ィナーゼ デ ィス ク(R)(BBL

cefinase,BectonDickinson)を 浸透 させ,37℃,60

分間反応 させ,色 調の変化で判定 した。セフィナーゼディ

ス ク(R)はニ トロセ フィンを含有 し,β-ラ ク タマー ゼ に

反応 して加水分解 を受け色調 が黄色 より赤色 に変化 する

ものであるが,色 調 の変化 を薄い赤色(+)か ら,濃 赤

色(卅)ま で肉眼的に半定量 的に分類 した。

4)培 地,薬 剤

耐性検査 は1%小 川培 地を用 いた普通法 にて行 った。

β-ラ ク タム剤 と β-ラ クタマ ーゼ 阻害 剤 の合 剤 は,

ampicillin/sulbactam(SBTPC)(フ ァイザ ー製薬)

と,amoxicillin/clavulanic acid(AMPC/CVA)

(ス ミスクライ ンビーチャム製薬)を 使 用 した 。投 与法

は,こ の2剤 を2週 間毎 に交互 に投与 した。す なわち,

SBTPCを1日3錠,2週 間内服 し,そ の後,AMPC/

CVAを1日3錠,2週 間内服 し,こ れ を交互 に繰 り返

した。この投与法 は保険上 の制約 によ り独 自に考案 した。

結 果

1)β-ラ クタマ ーゼ活性 と薬剤感受性(表1,表2)

ニ トロセフィン法 による β-ラクタマ ーゼ活性 の 測定

結果 を表1に 示 した。結核菌 は34株 中,23株 が β-ラ ク

タマ ーゼ陽性で,2株 が強い β-ラ ク タマ ーゼ 活性 を示

し て い た 。Mycobacterium avium complex

(MAC)は10株 全株が β-ラ クタマ ーゼ陰性であ った。

Mycobacterium ckelonae(M.ckelonae)は3株

すべ てが β-ラ クタマ ーゼ陽性で,う ち2株 は強い β-ラ

クタマ ーゼ活性 を有 していた。

結核菌34株 中,13株 が多剤耐性結核菌であ ったが,β

-ラ クタマ ーゼ活性 と各種抗結核薬 に対 す る耐性 度 に関

連 は認め られ なか った(表2)。

2)β-ラ クタマ ーゼ陽性多剤耐性結 核 菌 に対 す るペ

ニ シリン/β-ラ クタマ ーゼ阻害剤投与の試み(表3)

β-ラ クタマ ーゼ陽性でかつ多剤耐性 結核 菌持 続排 菌

例で排菌陰性化の手段が ない4例 に対 して,SBTPCと

AMPC/CVAを 投与 した。4例 の うち2例 は対 処 困難

な下痢のため,2週 間以内 に投与中止 し,2例 は4カ 月

間投与継続 した。その経過 を表3に 示す。症例1は 昭和

55年 よ り入院中で,表2の 検体番号17の 患者で,症 例2

は昭和63年 よ り入院中で検体番号14の 患者であ る。両者

表1各 種抗酸菌の β-ラ クタマーゼ活性

(ニ トロセ フィン法)
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表2結 核 菌の β-ラク タマーゼ活性 と抗結核剤 感受性

(感;感 受性)

ともに明 らかな菌陰性化効果 はなかった。効果判定 には

よ り長期 の投与が必要 と考 えられたが,患 者 の希望で 中

止 と した。

考 察

多剤耐 性結核菌(MDR-TB:Multi-drug resistant

 Mycobacterium tuberculosis)はINH・RFP両 剤

を含 む,主 要 な抗結核剤2剤 以上 に耐性 を示す ものであ

り,近 年増加傾 向にある といわれてお り,米 国で は1991

年 の時点で,全 分離菌の うち3.5%を 占め る こ とが 報告

されている8)。 また,MDR-TBは 近 年,医 療 従事 者

へ の感染死亡例 も報告 され る にい た り9),そ の治療 法

が検討 され てい る。

今 回,わ れ われが検 討 した結 核 菌の34株 中,13株 が

Isemanら10)の 基準でMDR-TBで あ り,非 常 に高い

確率で あるが,当 院で はMDR-TBを 持続 排 菌 してい

る入 院患者が多数存在す るため,短 期 間の検討で はそれ

らの株が多 くを しめた もの と思 われ る。われ われ はこの
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表3多 剤耐性結核菌排菌患者2例 の臨床経過

(SPFX; sparfloxacin)

ようなMDR-TB持 続排菌 の ため 長期入 院 を余儀 な く

されている患者 に対 して,近 年報告 され てい る β-ラ ク

タム剤 とβ-ラク タマーゼ阻害剤 の合 剤 を治療 に応 用 し

ようとする 目的で検討 を行 った。

そ もそ も結核菌 はペニシ リンに耐性 であ り,そ の耐性

機i序の主な ものは β-ラク タマーゼで あ ろ うこ とは1950

年代 か ら報 告 されているが11),そ の後,急 速 に発 見 さ

れた優 れた抗結核 薬の出現で,結 核 菌 に対 す る β-ラ ク

タム剤 治療 は検討 される こともな くなった。 しか し,β

-ラ クタマーゼ阻害剤 の開発 とMDR-TBの 出現 とと も

に,1983年 にCynamonら12)は,臨 床分離結核 菌15株

の β-ラク タマーゼ を検討 し,15株 すべてにβ-ラクタマー

ゼ を検出 し,ア モキ シシ リン(AMPC)の みで は殺 菌

作 用 を示 さないが,β-ラ クタマーゼ 阻害剤 で ある ク ラ

ブ ランサ ン(CVA)を 添加す ることに よ り15株 中14株

で臨床的投 与濃度で殺菌作用 を示す ことを報告 した。

またRastogiら13)は,マ ウスのマ クロファージ を用

いた実験で,細 胞外のみな らず細胞内の結核 菌 に対 して

もβ-ラ クタム剤 とβ-ラ クタマーゼ阻害剤の合剤はあ る

程度の抗菌作用 を有す ることを報告 し,ま た従 来,β-

ラクタム剤は結核菌の脂質 に富んだ外膜 を通過で きない

と考 えられていたが,Chambersら14)は,各 種 の β-

ラクタム剤 を検討 し,平 均す ると緑膿菌 と同等の外膜透

過率 を有 しているこ とを報告 した。

以上 のご とき報告 に鑑 み,わ れわれは治療対象者 の決

定のため,結 核菌 と対照菌 として3種 の非定型抗酸 菌の

β-ラク タマーゼを測定 した。 しか し,わ れ われ の結 果

では,結 核菌 の β-ラク タマーゼ活性 の 頻度 が34株 中23

株(68%)と 従 来の報 告(93%1)～100%7)12))よ り低

率であった。その原因 として菌体 の破壊 が従 来の報告で

は超音 波破砕 であったのに比 し,今 回の検 討では設備上

の問題 か らガラス ビーズ破砕であったことと,セ フィナー

ゼデ ィスクに反応 させる菌量が少なかった ことが原因 と

思われるが,菌 破砕 溶液の蛋白量は測定で きなか った。

また,対 照 菌 種 と し て,Mycobacterium avium

complex(MAC)とM.ckelonaeを 測 定 したが,そ

の結果はKwonら の7)報 告 と一致す る もの であ った 。

彼 らは多種 の抗酸 菌 を検 討 し,結 核 菌 は強 度 の,.M.

kansasiiは 強度～中等度の,迅 速発育 群 は強度 ～ 中等

度の β-ラ クタマーゼ活性 を示 し,特 にM.ckelonaeは

全株で強い活性 を示 したの に対 して,Mycobacterium

 avium complex(MAC)は 全 くβ-ラ クタマーゼ活性

を有 してい なか った と報告 してい る。 この ような抗酸菌

の種 によるβ-ラ クタマーゼ産生の差 は不明であ る。

結核菌の薬剤感受性 とβ-ラ クタマ ーゼ の産生 の有 無

について は全 く関連 を見いだせ なか った。Seguraら15)
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も同様 の報告 をしている。その原因 として,結 核 菌の β

-ラ ク タマーゼは染色体上 の遺伝 子に よって コー ドされ

ているので15),抗 結核剤 に対 する耐性 と同 じく,自 然

に発生 した突然 変異である と考え られている。そ うい う

観 点 より,抗 結核剤耐性 菌は β-ラ クタム剤 との接 触 の

機 会 も多 く,抗 結核剤 耐性 菌は より多 くβ-ラ ク タマ ー

ゼ を産生 する とわれわれは仮 定 したが,結 果は,両 者に

関連はな く,こ の原因については文献的考察 もな されて

お らず,不 明である。

多剤 耐性結核 菌に対 して,β-ラ クタム剤 とβ-ラ クタ

マーゼ阻害剤の合剤 が有効であった とい う症例報告は散

見 されるが16),ま だ,大 きな規模 の 臨床試 験 の報告 は

ない。今 回,2例 に対 し,4カ 月の投与 を行 ったが,明

らかな効果は見 られなか った。今回は検討で きなか った

が,や は り投与開始前には対象症例の菌 の β-ラ クタム

剤/β-ラ クタマーゼ阻害剤の合剤のMICを 測定 す るべ

きである し,ま た有効 と報告 された例はいずれ もその効

果発現 まで に6ヵ 月か ら数年 を要 してお り17),よ り長

期の投与が必要であ ると考 えられたが,2例 の う ち1例

は軟便の副作用が持続 してお り対処 に苦慮 し,ま た4例

中,2例 は下痢のため に長期投与が困難であ った 。 これ

は従来の報告16)17)には記載のない ことであ った。

また,今 回 β-ラ クタマーゼ陰性のMDR-TBが4例

認め られたが,わ れわれの検討で は,β-ラ クタマ ーゼ

検出の感度が低いため,β-ラ クタマ ーゼ 陽性 の可 能性

があ るので はないか と考 え,ペ ニ シリン単独 による治療

は行わ なか った。

多剤耐性結核菌 に対す る治療 においてキ ノロン剤 とと

もにβ-ラ クタム剤 は可能性のあ る薬剤 であ るが,そ の

副作用か ら慎重 な対象症例の検討が必要であ ると考 えら

れた。

結 論

結核菌 と各種非定型抗酸菌の β-ラ ク タマ ーゼ を測 定

した ところ,結 核菌で は34株 中,23株 が β-ラ ク タマ ー

ゼ陽性であ った。非定型抗酸菌で は菌種 によ り大 きな差

が認め られた。

多剤耐性結核菌持続排菌例で β-ラ ク タマ ーゼ陽性 例

2例 に対 し,β-ラ クタム剤/β-ラ ク タマ ーゼ 阻害剤 合

剤 を投与 したが,4ヵ 月の投与で は明 らか な有効 性 は な

か った。
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