
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA）感染症

の治療薬として本邦では arbekacin（ABK），vancomycin

（VCM）および teicoplanin（TEIC）が承認され，臨床使用され

ている。臨床ではMRSAとグラム陰性菌による混合感染の頻

度が多いことから，これらの抗MRSA薬とグラム陰性菌に対

する活性が高い β―ラクタム系薬との併用の機会が多い1,2）。

一般的に VCMは β―ラクタム系薬との併用で多くのMRSA

に対して相加・相乗効果を示す3,4）ことが知られているが，近

年，Hanakiらにより β―ラクタム系薬によって VCM耐性が誘

導されるような β -lactam antibiotic-induced VCM-resistant

MRSA（BIVR）株の存在が報告され5），それらが増加傾向にあ

ることが指摘されている6）。BIVRに関しては分離率7,8）や β―

ラクタム系薬とグリコペプチド系薬との併用効果9）について

の報告はあるが，抗MRSA薬 3剤に対する BIVRおよび non-

BIVR（BIVRの性質を示さないMRSA）間における感受性の差

異を検討した報告はほとんどない。今回，われわれはMu3

培地で ceftizoxime（CZX）との拮抗を指標としたスクリーニ

ング7）によって，MRSAを BIVRと non-BIVRに分類し，ABK，

VCMおよび TEICに対する感受性の差異を比較検討した。さ

らに，non-BIVR株のサブポピュレーションの中に BIVRの性

状を示すものが存在するか否かについても検討を加えた。

I． 材 料 と 方 法

1．使用菌株

抗MRSA薬 TDM研究会（TDM研究会）10）に参加した

医療機関で分離されたMRSA 121株，および当研究所で

保管されている臨床分離株で TEICのMICが 4～8 µ g�
mLであるMRSA 22株を用いた。

2．使用薬剤

ABK（明治製菓），VCM（Sigma），TEIC（藤沢薬品工

業）および CZX（藤沢薬品工業）のそれぞれ力価の明ら

かなものを用いた。

3．BIVRの検出

市販のMu3寒天培地7）（VCM 4 µ g�mL含有，日本ベク

トン・ディッキンソン）を用いて BIVRの検出を行った。

すなわち，被験菌株をcation adjusted Mueller-Hinton broth

（CAMHB，Mueller Hinton II Broth，BBL）に接種 し，

35℃で一夜培養した後，1.0 McFarland標準液相当に希

釈した。この菌液をMu3寒天培地に滅菌綿棒にて均等に

塗抹し，0.1，1および 10 µ g�mLの CZXを 50 µ L滴下し

たペーパーディスク（直径 8 mm，厚型，東洋濾紙）を置
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受性を比較検討した。VCMを 4 µ g�mL含有する市販のMu3培地を用いて VCMと ceftizoxime（CZX）と

の拮抗の有無により，臨床分離MRSA 121株を BIVR 16株と non-BIVR 105株に区分した。BIVRと non-

BIVRに対する ABKのMIC50は共に 0.5 µ g�mLで，MIC90はそれぞれ 2および 4 µ g�mLであった。また，

低濃度（0.06あるいは 1 µ g�mL）の CZXとの併用により，ABKの抗菌活性は低下しなかった。一方，VCM

の BIVRに対するMIC50およびMIC90は共に non-BIVRに比べて 2倍高い値を示し，また CZXとの併用に

より BIVRに対する VCMのMIC50およびMIC90がそれぞれ non-BIVRより 4倍高い値を示した。TEIC

では VCMとは異なり低濃度の CZXとの併用による抗菌活性の低下はみられなかったが，BIVRに対する

単剤のMIC50およびMIC90は non-BIVRよりそれぞれ 8および 4倍高い値を示した。次に，TEICのMIC

と BIVRの検出率との関連を調べたところ，TEICのMICが高い株ほど BIVR検出率が上昇し，non-BIVR

の TEIC低感受性サブポピュレーションから BIVRが検出された。

以上のことから，ABKの抗菌活性は BIVRあるいは non-BIVRの違いによる影響をほとんど受けな

かった。一方，VCMでは低濃度の CZXとの併用により，また TEIC単剤でそれぞれ BIVRの感受性が non-

BIVRより低下した。
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き，35℃で 24および 48時間培養後に判定した。被験菌

株のうち，ペーパーディスクの周囲あるいは阻止円の周

囲にリング状の発育がみられる株および培地全面に発育

がみられるものを BIVR株とし，それ以外の株を non-

BIVR株とした。ただし，全面発育した株については，

VCMに対する感受性を測定し，VCM-intermediate S.

aureus（VISA）の基準（VCMのMICが 8～16 µ g�mL）11）

を満たさないことを確認した。

4．最小発育阻止濃度（MIC）の測定

日本化学療法学会の最小発育阻止濃度測定法12）に準じ

た寒天平板希釈法でMICを測定した。ただし，薬剤の濃

度を 1 µ g�mLを基準とする希釈系列とし，培養温度は

35℃とした。菌株の前培養には CAMHB培地を用い，

MIC測定にはMueller-Hinton agar（MHA，Difco）を用い

た。別に，TDM研究会由来の株のうち，BIVR 16株と無

作為に選択した non-BIVR 26株に 0.06および 1 µ g�mL

の CZXを併用した時の ABK, VCMおよび TEICに対す

るMICを測定した。

5．ポピュレーション解析

TEICの最終濃度が 0.125～64 µ g�mLの範囲になるよ

うに，2倍希釈系列の 10倍濃度原液のおのおの 1.5 mL

を 13.5 mLのMHAと混合した平板および薬剤を含有し

ない平板を作製した。TDM研究会由来のMRSA 8株

（BIVR 3株：CR0413，CR0258，CR7392；non-BIVR 5株：

CR1882，CR7666，CR5791，CR1268，CR2211）をそれぞ

れ CAMHBに植菌し，35℃で一夜培養したものを新鮮

CAMHBで 20倍希釈した後，約 4時間振盪培養した。こ

の菌液を滅菌生理食塩液で 10倍段階希釈し，希釈した菌

液を各MHA平板上に 100 µ Lずつ塗抹した。35℃で 48

時間培養した後，発育したコロニー数から生菌数を算出

した。また，TEIC含有培地に発育したコロニーの一部に

ついて BIVRの検出および薬剤感受性の測定を行った。

II． 結 果

1．BIVRおよび non-BIVRの感受性分布

TDM研究会由来の 121株のうち 16株（13.2％）が

BIVRと判定され，培地全面に発育した菌株はみられな

かった。これらの株と non-BIVR 105株の ABK，VCM

および TEICに対する感受性分布を Fig. 1に示す。ABK

の BIVRに対するMIC50およびMIC90はそれぞれ 0.5お

よび 2 µ g�mLで，non-BIVRに対しては 0.5および 4 µ g�
mLであった。また，VCMの BIVRに対するMIC50および

MIC90は共に 2 µ g�mLで，non-BIVRに対しては共に 1

µ g�mLであり，BIVRの感受性は non-BIVRより 2倍低

下した。さらに，TEICの BIVRに対するMIC50および

MIC90は共に 4 µ g�mLで，non-BIVRに対してはそれぞれ

0.5および 1 µ g�mLであり，BIVRの TEIC感受性は non-

BIVRより 4～8倍低下した。

2．BIVRおよび non-BIVRの CZX併用での感受性分

布

BIVR 16株および non-BIVR 26株に 0.06および 1 µ g�
mLの CZXを併用した時の ABK，VCMおよび TEICに

対する感受性分布を Fig. 2 Aおよび Bに示す。すべての

試験菌株に対する CZXのMICは，128 µ g�mL以上で

あった。ABKの BIVRおよび non-BIVRに対するMIC90

は CZX併用で変化しないか，または 1�2に低下し，拮抗
はみられなかった。TEICでも BIVRに対して CZXの併

用の有無によらずMIC90は 4 µ g�mLであり，non-BIVR

に対しては CZXの併用でMIC90が変化しないか，または

1�2に低下した。一方，CZX併用により non-BIVRに対す

る VCMのMIC90は変化しなかったが，BIVRに対する

MIC90は 2から 4 µ g�mLへ上昇し，拮抗がみられた。

3．薬剤感受性と BIVR検出率との関係

TDM研究会由来の 121株に対する各薬剤のMIC別の

BIVR検出率を Table 1に示す。ABKにおいては BIVR

Fig. 1. Susceptibility distribution of 16 strains of β -lactam antibiotic-induced vancomycin-
resistant MRSA（BIVR）and 105 strains of non-BIVR to arbekacin（ABK）, vancomycin
（VCM）and teicoplanin（TEIC）.

6 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 J A N. 2 0 0 5



 
A）�

B）�

0

20

40

60

80

100

 Alone

＋ CZX  0.06 μg/mL 

＋CZX  1 μg/mL  

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

 Alone

＋CZX 0.06 μg/mL 

＋CZX 1 μg/mL  

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

ABK

ABK

VCM TEIC

VCM TEIC

MIC（μg/mL）�MIC（μg/mL）�MIC（μg/mL）�

MIC（μg/mL）� MIC（μg/mL）� MIC（μg/mL）�

≦
0.1

25 0.2
5 0.5 1 2 4 8 16

≦
0.1

25 0.2
5 0.5 1 2 4 8 16

≦
0.1

25 0.2
5 0.5 1 2 4 8 16

≦
0.1

25 0.2
5 0.5 1 2 4 8 16

≦
0.1

25 0.2
5 0.5 1 2 4 8 16

≦
0.1

25 0.2
5 0.5 1 2 4 8 16

C
um

ul
at

iv
e 

ra
te

 （
%
）
�

C
um

ul
at

iv
e 

ra
te

 （
%
）
�

検出率と薬剤感受性に関連はみられなかった。VCMでは

MICが 1 µ g�mL以下の株は non-BIVRであったが，2

µ g�mLの株は 16�19株が BIVRであった。また，TEIC

ではMICが 0.5 µ g�mL以下の株はすべて non-BIVRで

あったが，4 µ g�mLの株では 88.9％が BIVRとなり，そ

の検出率は TEICのMICが高い株ほど高かった。 次に，

TDM研究会由来のMRSAとは別に当研究所保存の臨床

分離株の中から TEICのMICが 4 µ g�mLを示す 8株と

8 µ g�mLの 14株を選択し，BIVRを検出したところ，そ

れぞれ 50％，93％が BIVRと判定され，TEIC感受性と

BIVR検出率に関連性が認められた。

4．TEICに対するポピュレーション解析とそのサブ

ポピュレーションからの BIVRの検出

TDM研究会由来の BIVR 3株および non-BIVR 5株に

ついて TEICに対するポピュレーション解析を行った結

果，BIVRのサブポピュレーションは non-BIVRよりも低

感受性側にシフトしたが，いずれもヘテロタイプの薬剤

感受性パターンを示した（Fig. 3）。また，non-BIVR株の

ポピュレーション解析時に各濃度の TEIC含有培地に発

育したコロニーの一部について BIVRの性質の有無を確

認した。各濃度の TEIC含有平板における試験実施株数

と BIVR検出株数は，1 µ g�mLでは 22株中 5（このうち，

全面に発育した株数：4）株（23％），2 µ g�mLでは 24

株中 12（同 6）株（50％），4 µ g�mLでは 20株中 13（同

7）株（65％）で，8 µ g�mL含有平板で発育した 1株

（100％）は BIVRであり，non-BIVR全 5株においてサブ

ポピュレーションの中に BIVRの性質を示すものが認め

られた。この non-BIVR由来で BIVRの性質を示す株のう

ち 1株を除く 30株では TEICのMICが 2～8倍上昇し

た（試験に用いた non-BIVR株の TEIC MICはいずれも 1

µ g�mL）。また，全面発育した株に対する VCMのMIC

はいずれも 4 µ g�mL以下であり，VISAの基準を満たす

ものはなかった。

III． 考 察

1997年に VCMのMICが 8 µ g�mLのMRSAが報告さ

れ11），VISAと呼ばれている。同時に，VCMのMICが 4

µ g�mL以下と感受性であるが VCMに対してヘテロタイ

プのポピュレーションを示し，VISAを含むサブポピュ

レーションをもつ hetero-VISAが報告された11）。S.

aureus Mu3を含む hetero-VISA株が VCMと β ―ラクタ

ム系薬との併用で拮抗を示したことから，この性質を利

用してMu3培地を用いた hetero-VISA簡易検出法が開

発された13）。これまでいくつかのグループからこの方法

で hetero-VISAの分離が報告されているが14,15），一方で

その定義や検出法などについての問題点が指摘されてい

る7,16,17）。花木らは hetero-VISAの定義は VCM単剤に対

する挙動を示したものであり，拮抗を示すMRSAは

hetero-VISAの定義とは異なる性質を有していると考え，

これらの株を hetero-VISAと区別するために BIVRとし

た6,7）。

今回，BIVRと non-BIVRで抗MRSA薬に対する感受性

の差異を検討したところ，VCMおよび TEICに対して

Fig. 2. Susceptibility distribution of 16 strains of β -lactam antibiotic-induced vancomycin-
resistant MRSA（BIVR）（A）and 26 strains of non-BIVR（B）to arbekacin（ABK）, vanco-
mycin（VCM）and teicoplanin（TEIC）in combination with ceftizoxime（CZX）.
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Table 1.　Relationship between susceptibility of β -lactam antibiotic-induced vancomycin-
resistant MRSA（BIVR） strains and detection rate of BIVR to arbekacin, vancomycin and 
teicoplanin

Detection rate of BIVR（%）at the following MIC（μ g/mL）
Drug

1684210.50.25

0 
（0/1）

16.7
（1/6）

0 
（0/6）

10.0
（1/10）

14.3
（4/28）

6.0
（3/50）

35.0
（7/20）aArbekacin

― 
―

― 
―

― 
―

84.2
（16/19）

0 
（0/99）

0 
（0/3）

― 
―Vancomycin

― 
―

100 
（1/1）

88.9
（8/9）

37.5
（3/8）

8.2
（4/49）

0 
（0/53）

0 
（0/1）Teicoplanin
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BIVRの感受性は non-BIVRより低かった。この原因とし

て，VCMを 4 µ g�mL含有する培地で BIVRを検出するた

めに，VCMや同じグリコペプチド系薬である TEICに対

して感受性の低い菌を選択した可能性が考えられる。ま

た，BIVRと non-BIVRの感受性の差が VCMより TEIC

においてより大きかったのは，MRSAが TEICに対して

VCMより幅広い感受性分布を示すことに関連があるも

のと推察される。一方，アミノグリコシド系薬である

ABKでは BIVRと non-BIVRでの感受性がほとんど変わ

らないか，むしろ BIVRの感受性が高かった。ABKはタ

ンパク質合成阻害作用により抗菌活性を発揮し，細胞壁

合成阻害作用をもつグリコペプチド系薬とは標的部位が

異なることから，BIVRと non-BIVRでの差異が ABKに

対する感受性にほとんど影響を与えないものと考えられ

る。

BIVRでの VCMと β ―ラクタム系薬との拮抗現象は

β ―ラクタム系薬濃度が低い場合にみられ9），拮抗を示す

至適濃度の存在が報告されている6）。今回は VCMとの

拮抗現象をみる目的で，CZX濃度をMICの 1�128以下の

低濃度に設定した。低濃度の CZXを併用したところ，

VCMでは BIVRでのみ感受性が低下し，Mu3培地での拮

抗現象がMIC測定条件下で再現された。一方，ABKおよ

び TEICでは BIVRあるいは non-BIVRの違いによらず，

いずれの濃度においても CZXとの拮抗現象はみられな

かった。通常，ABKと β ―ラクタム系薬との併用では相

加・相乗効果18）が TEICと β ―ラクタム系薬との併用では

相乗効果がみられることが報告されているが19），今回は

CZX濃度を低く設定したため，併用による感受性変化が

少なかったものと考えられる。

BIVRの検出に用いられているMu3培地に含まれる

VCM濃度（4 µ g�mL）は，VCMの低い組織移行性から臨

床効果の低下が危惧される濃度，および大部分のMRSA

に対する VCMのMICが 4 µ g�mL以下であること，を考

慮して花木らにより設定された7）。また，この VCM濃度

を高く設定すれば VCMと β ―ラクタム系薬で拮抗現象

を示す株の検出率は低くなり，低く設定すれば検出率は

増大することが報告されている7）。このことは VCMと

β ―ラクタム系薬で拮抗現象を示すMRSAのうち，β ―ラ

Fig. 3. Population analysis of β -lactam antibiotic-induced vancomycin-resistant MRSA
（BIVR）（A）and non-BIVR（B）against teicoplanin（TEIC）.
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クタム系薬との併用で VCM 4 µ g�mL含有寒天平板に発

育できるようになる株に限って BIVRと呼称していると

理解できる。今回，TEICのMICが高い株ほど BIVRの検

出率が高かったのは，TEIC低感受性株は VCMに対する

感受性も低く，β ―ラクタム系薬との併用で VCM 4 µ g�
mL含有寒天平板に容易に発育できたためと考えられ

る。このように，BIVRとはある基準によって選択された

特定の性質を示すMRSAといえることから，BIVR検出

培地中の VCM濃度については，臨床効果との相関を考

慮しながら設定すべき課題であると捉えられている7）。

一方で，BIVRの臨床的意義についても議論されている

ところであるが，VCMと IPMによる治療中にMRSAが

BIVRの性質を獲得し，治療に困難をきたした症例報告20）

があることから，BIVRは VCMによる治療に際し，non-

BIVRより問題を含んでいることは否定できない。とこ

ろで，今回，non-BIVRにおいても TEIC低感受性のサブ

ポピュレーションの中に BIVRが検出されたことは，

TEIC感受性低下と BIVR検出率の増加との関連を示唆

するものと考えられる。また，TEIC21）あるいは VCM22）で

の治療中に分離菌が TEIC低感受性になったとの報告も

あることから，BIVRの検出のみならず，今後の TEIC

感受性動向にも注意が必要と考えられる。

BIVRの臨床的な意義に関しては今後の進展を待たね

ばならないが，作用機序による薬剤の使い分けなど耐性

菌増加防止を含めた抗MRSA薬の適正な使用法が確立

されることが望まれる。
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In vitro activity of antibacterial agents against
β -lactam antibiotic-induced vancomycin resistant MRSA
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760 Morooka-cho, Kohoku-ku, Yokohama, Kanagawa, Japan

We compared the sensitivity of methicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA）to drugs such as arbek-
acin（ABK）, vancomycin（VCM）and teicoplanin（TEIC）in β -lactam antibiotic-induced VCM-resistant MRSA
（BIVR）and non-BIVR strains. MRSA clinical isolates（121 strains）were classified into 16 strains of BIVR and

105 strains of non-BIVR due to the existence of antagonism between ceftizoxime（CZX）and VCM in an Mu3 me-
dium. There was a slight difference between the susceptibility of BIVR and non-BIVR to ABK. The antibacterial
activity of ABK was also not affected in combination with low-concentrations of CZX（0.06 or 1 µ g�mL）. On the
other hand, the minimum inhibitory concentrations, MIC50 and MIC90, of VCM against BIVR strains were both
twice higher than against non-BIVR strains, and were also 4 times higher than against non-BIVR strains in com-
bination with CZX. Although the antibacterial activity of TEIC against BIVR strains did not change in the pres-
ence of CZX, the MIC50 and MIC90 of TEIC alone were 8 and 4 times higher than against non-BIVR strains, re-
spectively. Next, the relationship between the MIC of TEIC and detection frequency of BIVR strains was investi-
gated. As a result, the higher the MIC of TEIC, the more frequently BIVR strains were found. Furthermore, BIVR
strains were isolated from non-BIVR sub-populations with diminished susceptibility to TEIC.

In conclusion, the antibacterial activity of ABK was not changed by the difference between BIVR and non-
BIVR strains. On the other hand, VCM showed antagonistic effects in combination with CZX at low concentra-
tions against BIVR strains. TEIC alone was less effective against BIVR strains, although TEIC did not reveal any
antagonistic effect against BIVR strains in combination with CZX.
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