
歯性感染症は内因感染であり，その発症や増悪には口腔内

の嫌気性菌が深く関与している1）。歯性感染症の治療には抗

菌薬が用いられるが，その中でも β -lactam薬は強い抗菌力や

副作用が少ないなどの特徴から頻用される2）。一方，β -lactam

薬の使用に伴い，これらの薬剤に耐性を示す細菌も検出さ

れ1,3），これら耐性菌の存在はしばしば感染症を難治化させ

る。

細菌の薬剤耐性の獲得には酵素による薬剤の不活化，作用

点の低感受性，薬物の細胞内蓄積の阻害などのさまざまな耐

性機構が存在する4）。口腔の嫌気性菌の β -lactam薬耐性につ

いては β -lactamase産生の Prevotella intermedia（P. inter-

media）において研究され5～7），分子生物学的側面の一端が明

らかにされている5,7）。β -lactamase以外の耐性機構としてい

くつかの仮説があるが8），外膜透過性障害に関する細胞外膜

porinが解析9）されているにすぎない。また，P. intermedia

以外の菌種においては β -lactamase産生菌および非産生菌と

も解析は進んでいない。したがって歯性感染症における β -

lactam薬耐性メカニズムを解明するために，今後さらに研究

を進める必要がある。大宮10）は唾液試料において penicillin G

耐性菌の分布および薬剤感受性を調べるために同薬剤を用い

て選択している。また，木下5）は唾液試料に cefaclor（CCL）を

用いて CCL耐性嫌気性グラム陰性桿菌を分離し，β -

lactamase産生性とプラスミドの有無などについて調査して

いる。このように供試菌としての β -lactam薬耐性菌を効率的

に採取するために，試料から細菌を分離する際に薬剤による

選択が行われることがある。しかし，β -lactam薬耐性菌を得

るための PCGや CCLの使用根拠は示されていない。β -

lactam薬耐性機構を解明するためにはさまざまな機構を有

する種々の耐性菌が必要であるが，それぞれの耐性菌を採取

する際にどの薬剤が効果的であるかは不明である。

本研究では，各種 β -lactam薬による耐性菌選択時の分離菌

種および保有耐性機構の差違について調べた。

I． 材 料 と 方 法

1．試料の採取

本研究の主旨を説明し同意を得，4週間，抗菌薬を含め

薬剤が投与されていない成人男性ボランティア 12名

（33～64歳，平均 43.9歳）から安静時唾液を滅菌試験管

に約 1 mL採取した。そのうち 100 µ Lをただちに生理食

塩液にて 10－10まで 10倍連続希釈した。それぞれの希釈

液 100 µ Lを，あらかじめ作製した CDC処方嫌気性菌用
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Table 1. Selected ratio（%）of drug resistance due to ABPC, CCL, and CFTM

Average
Case

Drug
LKJIHGFEDCBA

 1.51.70.1×10－10.2×10－13.412.00.70.8×10－1 00.3×10－40.2×10－20.1×10－20.8×10－2ABPC

29.791.713.127.614.382.550.718.943.80.3 1.410.81.4CCL

31.941.746.594.141.012.020.4 5.515.50.597.4 7.30.3CFTM

血液寒天培地11）（以下，血液寒天培地）と ampicillin

（ABPC，和光純薬，大阪）100 µ g�mL，CCL（塩野義製薬，

大阪）100 µ g�mL，および cefteram（CFTM，富山化学，

富山）100 µ g�mL加血液寒天培地（以下，選択培地）に塗

抹し，アネロパックケンキ（三菱ガス化学，東京）シス

テムにて 37℃，3日間嫌気培養した。培養後，各平板に

発育したコロニー数を計測し，血液寒天培地から総菌数

を，そして各選択培地からそれぞれの薬剤選択菌数を求

めた。耐性菌選択率は，各薬剤選択菌数（CFU�mL）�総
菌数（CFU�mL）×100とし，パーセント（％）で表した。

選択培地上でコロニー形態の異なる 1～4個を新しい培

地に再塗抹し，供試菌とした。

2．菌種の同定

供試菌をグラム染色性および酸素感受性試験（供試菌

を血液寒天培地に塗抹し，37℃，48時間好気培養にて発

育した株を通性嫌気性と判定）により分類した後，

Api20A（Biomerieux，France）を用いて生化学的に同定

した。

3．β -lactamase産生性

β -lactamase産生性は nitrocefin法1）で行った。hemin，

L-cystine，vitamin K1および 5％ yeast extract（Difco，

USA）添加 tryptic soy broth（Difco，以下 TSB）に発育し

た菌液に nitrocefin（Oxoid，England）を滴下し，赤変し

たものを陽性と判定した。

4．MICの測定

供試菌に対する各薬剤のMICを日本化学療法学会標

準法の微量液体希釈法12）に準じ，TSBを用いて薬剤濃度

0.25～256 µ g�mLの 11段階で測定した。薬剤は ABPC，

cefazolin（CEZ，和光純薬），CCLおよび CFTMを用いた。

II． 結 果

1．耐性菌選択率，分離細菌の分類および同定

唾液試料中の総菌数は 4.0×107～5.3×1010 CFU�mLで

あった。薬剤選択菌の発育は ABPCでは 11例で，CCL

と CFTMでは全例でみられた。各薬剤による耐性菌選択

率の平均は ABPC 1.5％，CCL 29.7％および CFTM 31.9％

であった（Table 1）。供試菌として，各薬剤による選択菌

を ABPC 39株，CCL 45株および CFTM 46株，合計 130

株採取した。

供試菌をグラム染色性と酸素感受性により分類する

と，ABPC選択菌では通性嫌気性グラム陽性桿菌（facul-

tative anaerobic Gram-positive rod，以下 FGPR）の割合が

最も高く 41.0％，次いで偏性嫌気性グラム陰性桿菌（ob-

ligate anaerobic Gram-negative rod，以下 OGNR）と通性

嫌気性グラム陽性球菌（facultative anaerobic Gram-

positive cocci，以下 FGPC）が各 20.5％，偏性嫌気性グラ

ム陽性球菌が 15.4％，そして偏性嫌気性グラム陽性桿菌

が 2.6％であった。CCL選択菌では FGPC 60％，FGPR

22.2％，OGNRと OGPCが各 8.9％，CFTM選択菌では

FGPR 43.5％，FGPC 30.4％，OGNR 15.2％，通性嫌気性

グラム陰性桿菌（facultative anaerobic Gram-negative

rod，以下 FGNR）10.9％であった（Table 2）。

3種の選択菌を合わせた全供試菌 130株中の同定株数

は，Actinomyces israelii が 43株（33.1％）と最も高く，

次いで Gemella morbillorum 10株（7.7％），Streptococ-

cus intermedius 9株（6.9％），P. intermedia 7株（5.4％），

Prevotella melaninogenica 6株（4.6％）の順であった

（Table 2）。

2．β -lactamase産生性

β -lactamase産生菌の分離率は ABPC選択菌で 39株

中 21株（53.8％），CCL選択菌で 45株中 2株（4.4％）お

よび CFTM選択菌で 46株中 3株（6.5％）であった。

3．MIC

ABPC選択菌に対するMICは ABPC 0.5～256，CEZ

1～＞256，CCL 32～＞256お よ び CFTM 2～＞256 µ g�
mLに分布しており，MIC80はそれぞれ 256，64，＞256

および＞256 µ g�mLであった（Table 3）。CCL選択菌に対

しては全薬剤で≦0.25～＞256 µ g�mLに分布し，MIC80

は ABPC 16，CEZ 256，CCL 256お よ び CFTM 256 µ g�
mLであった。CFTM選択菌に対するMICは ABPC

≦0.25～＞256，CEZ≦0.25～＞256，CCL 2～＞256およ

び CFTM 8～＞256 µ g�mLに分布し，MIC80はそれぞれ

＞256，64，＞256および＞256 µ g�mLであった（Table

3）。

β -lactamase産生株が多く存在した ABPC選択菌で

は，β -lactamase産 生 株 は ABPC 0.5～256，CEZ 1～

＞256，CCL 32～＞256お よ び CFTM 2～＞256 µ g�mL

と全 ABPC選択菌と同様の範囲に分布していた（Fig. 1）。

III． 考 察

β -lactam薬はその分子構造から penicillin，cephem

（cephalosporin，cephamycin，oxacephem），penem，

carbapenem，monobactamおよび β -lactamase inhibitor

の各系統に分けられる13）。cephem系では開発時の年代
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Table 2. Number of drug-selected strains and identification 

Total4）CFTM3）CCL2）ABPC1）SpeciesAnaerobic

46（35.4%）20（43.5%）10（22.2%）16（41.0%）Gram-positive rodFacultative

4320914Actinomyces israelii

22Lactobacillus spp.

11Bifidobacterium spp.

49（37.7%）14（30.4%）27（60.0%） 8（20.5%）Gram-positive cocci

99Streptococcus intermedius

11Streptococcus isrolii

11Streptococcus constellatus

12444Streptococcus spp.

11Staphylococcus saccharolyticus

716Staphylococcus spp.

1055Gemella morbillorum

312Gemella spp.

11Clostridum constelatus

44Unidentified

 5（3.8%） 5（10.9%）Gram-negative rod

33Capynocytophaga spp.

22Enterobacterium spp.

 1（0.8%） 1（2.6%）Gram-positive rodObligate

11Propionibacterium avidum

10（7.7%） 4（8.9%） 6（15.4%）Gram-positive cocci

523Peptococcus niger

523Peptostreptococcus spp.

19（14.6%） 7（15.2%） 4（8.9%） 8（20.5%）Gram-negative rod

725Prevotella intermedia

6312Prevotella melaninogenica

413Prevotella spp.

11Bacteroides distasonis

11Unidentified

130464539Total4）

1）Number of ABPC-selected strains
2）Number of CCL-selected strains
3）Number of CFTM-selected strains
4）Total number of strains

Table 3. MIC distribution and MIC80 of drug-selected strains

MIC80

（ μ g/mL）

MIC（ μ g/mL）
Drug

＞ 25625612864321684210.5≦ 0.25

ABPC-selected strain

25697781322ABPC

64613984242CEZ

＞ 256102072CCL

＞ 256243714CFTM

CCL-selected strain

1681　32353317ABPC

2569111382104 6CEZ

2569783634121 1CCL

25686313853322 1CFTM

CFTM-selected strain

＞ 25613141148 5ABPC

648111536874 2CEZ

＞ 2561237851361CCL

＞ 25614279653CFTM
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や特徴により第 1～3世代に細分類され，さらに近年では

第 4世代 cephemも登場している14）。本研究では多数の

β -lactam薬のうち，選択する薬剤として penicillin系の

ABPC，第 1世 代 cephem系 の CCLお よ び 第 3世 代

cephem系の CFTMを用いた。

耐性菌選択率は各例においてばらつきがあるが，平均

値では CCL 29.7％，CFTM 31.9％に対し ABPC 1.5％で

あり，ABPCは前 2者に比べて約 1�20倍であった。また，

CCLと CFTM選択菌の発育が全例で認められたのに対

し，ABPC選択菌の発育は 12例中 11例であり，これらの

ことは，実際に存在する ABPC選択菌が CCLおよび

CFTM選択菌より少なく，採取されにくいことを示して

いる。しかし，本研究の採取方法では，各濃度の希釈液

を塗抹した平板を用い，発育コロニーが少ない場合はよ

り高い濃度の希釈液を塗抹した平板から採取でき，また

唾液試料を複数名（12名）分用いたことにより，ABPC

選択菌は CCLや CFTM選択菌と同様の手順にて供試菌

として得られることが可能であった。

ABPC選択菌では分離率の高い順に FGPR，OGNR，

CCL選択菌 で は FGPC，FGPR，CFTM選 択 菌 で は

FGPR，FGPCとなっており，各選択薬剤で得られる細菌

グループおよび細菌種に差異がみられた。β -lactamase

産生菌は ABPCで高率に分離され，CCLと CFTMではそ

の割合が低かった。MICについては ABPC選択菌と

CFTM選択菌に対するMIC80は 4薬剤ともに高値であっ

た。CCL選択菌では CEZ，CCLおよび CFTMのMIC80値

は 256 µ g�mLと高かったが，ABPCでは 16 µ g�mLと低

かった。3種の各薬剤選択菌ではそれぞれ分離された細

菌種，β -lactamase産生性，β -lactam薬耐性傾向が異なっ

ていた。すなわち ABPCなどの penicillin系薬では β -

lactamase産生・penicillinおよび cephem系耐性菌が，

CCLなどの第 1世代 cephem系薬では β -lactamase非産

生・cephem系耐性菌が，CFTMなどの第 3世代 cephem

系薬では β -lactamase非産生・penicillinと cephem系

耐性菌がそれぞれ選択されやすいこと，また，細菌グルー

プ別には ABPCでは β -lactamase産生 FGPRや OGNR

が，CCLでは β -lactamase非産生 FGPCが，CFTMでは

β -lactamase非産生 FGPRがそれぞれ得られやすいこと

が明らかとなった。各抗菌薬では抗菌活性を示す細菌群

が異なる15）。これらの各薬剤の特徴により，得られた各

薬剤選択菌の種類や性質に相違が生じたものと考えられ

た。

以上のことから，β -lactam薬耐性菌研究において，薬

剤での選択で供試菌を採取する際には，使用薬剤により

得られる菌種や耐性傾向および耐性機構が異なることを

考慮すべきであることが示唆された。
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Detection of β -lactams resistant anaerobic bacteria from human saliva
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We examined the β -lactams-resistant bacteria in human saliva. Saliva was gathered from adult men at rest
and dropped on to agar plates containing ampicillin（ABPC）, cefaclor（CCL）, or cefteram（CFTM）. Colony,
growing anaerobic cultured and drug-selected bacteria were examined for identification, β -lactamase produc-
tivity, and ABPC, cefazoline（CEZ）, CCL, and CFTM MICs. In 12 cases, ABPC, CCL, or CFTM-selected bacteria
were gathered for 39, 45, or 46 strains, and β -lactamase producers were 21, 2, or 3 strains each. Facultative an-
aerobic Gram-positive rods were the most frequent bacteria in ABPC selected, followed by obligate anaerobic
Gram-negative rods. Facultative anaerobic Gram-positive cocci were the most frequent bacteria followed by
facultative anaerobic Gram-negative rods in CCL selected. Facultative anaerobic Gram-positive rods were the
most frequent, followed by facultative anaerobic Gram-negative cocci in CFTM selected. MIC80 of each of the 4
drugs against ABPC or CFTM-selected bacteria were distributed from 64 to＞256 µ g�mL, and ABPC was
16 µ g�mL and the remaining 3 drugs were 256µ g�mL against CCL selected. β -Lactamase producers, and peni-
cillins and cephems-resistant strains were selected by ABPC , β -lactamase nonproducers , and cephems-
resistant strains were selected by CCL, and β -lactamase nonproducers, and penicillins and cephems-resistant
strains were selected by CFTM. When we select the drug-resistant bacteria using by drugs, we have to take care
that, various bacterial species, resistant trend, and resistant mechanism, caused by using various drugs.
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