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論文の内容の要旨

(自的)

本研究では、戸β争ラク夕ム斉剤iリj耐性が危{慎其される尿路感染フブ守ドウ球菌 S説taψ戸μl勿ザJおocωocαcu凶ssaα戸:proψ戸μh匂yt批iだCμωSにおいて、

薬斉弗剤iリj感受性試験による metl而1甘icil凶lin-子re白Slおst回an凶ltS説tαゆth_勿ylocωocαcuωssaJμ!う')1刀げr，ψl勿1てザyt批i化czω4“s(印MαRS岱S)の判断基準を確立し、 さらに

hαSSの告ーラクタム耐性機構を解明する。

(対象と方法)

臨床検体(尿 6，743、控 12，153) より分離された S.sapr，ゅhyticus101株について、。ーラクタム耐性遺伝子

型と薬剤感受性による表現型との整合性を調べた。 Dotblotおよび PCRi去にて s-ラクタム耐性遺伝子

mecAの有無を解析し、遺伝子型の解析により mecA保有菌(孔1RSS) を鑑別した。 CLSI(Clinical and 

Laboratory Standards Institute) M1oo-S16に準拠した寒天平板希釈法を用いた薬剤感受性試験により 14薬剤

(OXA、ABP、CEZ、FOX、IPM、VCM、TEIC、ABK、KM、OFX、ST、EM、CAM、FOM) の最小発育組止

濃度 (MIC) とIほ oxacillinディスクおよび 30ほ cefoxitinディスクの発育阻止円を測定し、表現型による

恥1RSSを鑑別した。

次に、 MRSSの s-ラクタム耐性化機構を解明するために、制限欝素 Sma[を用いた PFGE系統樹解析、

サザンブロットハイブリダイゼーション、 multiplexPCR法による SCCmecタイピング、ダイレクトシークエ

ンス法による SCCmec領域の全塩基配列を決定した。

(結果)

臨床由来の s.saprophyticus101株中では、恥1RSSが 8株 (7.9%)、MRSSが 93株あることが確認されたo

MRSS8株は PFGE系統樹解析と mecAプロープを用いたサザン解析の結果、 6型に分類され、 MRSSは複数

のクローンが存在することが示唆された。

次に、 CLSIに準拠した薬剤感受性試験による恥1RSS判断基準の設定を試みたところ、 oxacilIinの MIC孟 8

μg/mL、30μgcefoxitinディスクの阻止円径三五 21mmで MRSSを鑑別できることを見出した。五1RSSでは、

IPMを除く戸ーラクタム薬の孔但Cは MSSS(mecA非保有)に比べ 16から 256倍に上昇していた。
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MRSSのSCCmecタイピングを行ったところ、 Kondoらの方法で classA (Type-II)のmec遺伝子複合体を

構成していた。一方、 mec遺伝子のリコンピナーゼをコードする ccr遺伝子複合体は既存のタイプに該当し

なかった。

h在RSSのSCCmec領域の全塩基配列を解読した結果、 mecAはSaureusCOL株と 100%、mecR1とmec1は

Saureus N315株とそれぞれ 99%、100%の桔向性を示した。また、 SCCmecの挿入部位に棺当する orfXと

mecAの下流に存在する挿入配JIJIS431は、 mecAを保有しない SsaprophyticusATCC15305株とそれぞれ

99%、98%の相向性を示していた。

(考察)

ブドウ球菌の s-ラクタム耐性をコードする mecA遺伝子は、 Ccrリコンビナーゼと共に SCCmecとして

外来性に獲得される。 SCCmecの塩基配列を解説した結果、 mecAは 1960年代に英国で分離された COL株

(Type-I)、 mecR1とmecIは 1980年代に本邦で分離された N315株 (Type-II) とそれぞれ 100%、99%、

100%の相向性をしめしたo N315株は mecAの抑制遺伝子 mecR1/mecIが機能している pre-MRSAで、戸ーラ

クタム薬と接触することで誘導型から構成型に容易に変化する h侭 SAであることから、この株の s-ラク

タム薬への高度耐性化が危倶される。

SCCmecの挿入部位。ηrxとmecAの下流に存在する挿入配列 1S431は、 mecAを保有しない Ssap1ψhyticus

ATCC15305株とそれぞれ 99%、98%の相向性を示しており、それ故に既存の分類に該当しなかったと思わ

れた。また、 mecAの近傍は typeII/IIIの遺伝子構造を有しているが、 Saureus、SePidermidis由来の CcrAl

CcrBとは 90%程度の相向性しかないことから、SsaproPhyticusは独自の SCCを遺伝子伝播の箱として保有し、

絡の中に mec領域を獲得して戸ーラクタム耐性を獲得した可能性が示された。

審査の結果の要旨

本研究では、臨床の現場で単離された尿路感染ブドウ球菌 StaphylococcussaproPhyticusを対象として、分

子生物学的解析と薬剤耐性検査を比較検討し、 methicillin耐性の SsaproPhyticusの判断基準を確立した。ま

たゲノムの詳細な解析から薬剤耐性を獲得した分子メカニズムも明らかにした。今後の SsaproPhyt化usの診

断や治療に加え、薬剤耐性の予妨に大きく貢献すると考えられ、非常に高く評価できる。

論文審査ならびに審議の結果、審査委員全員一致で合格と判定された。

よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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