
 

 

 

 

 

 

 

インフルエンザ菌の薬剤耐性に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2017 年度 

 

東京薬科大学大学院薬学研究科 

 

瀨山 翔史 

 

  



【 目 次 】 

序論···································································································· 1 

 

第 1章: BLNAR の分子疫学解析  

背景···································································································· 7 

材料と方法 ·························································································· 8 

1. 使用菌株 ························································································ 8 

2. 培養条件 ························································································ 8 

3. PCR 法による P6 及び-lactamase遺伝子の検出と莢膜型の検出 ················ 8 

4. BLNAR の遺伝学的同定 ···································································· 10 

5. 薬剤感受性試験 ··············································································· 11 

6. Multilocus sequence typing (MLST) 法による遺伝学的特徴の解析 ··············· 12 

7. 統計解析 ························································································ 12 

結果···································································································· 13 

1. 菌株の特徴と莢膜型 ········································································· 13 

2. 変異型 ftsI保有株の出現 ···································································· 14 

3. BLNAR に対する各種薬剤感受性 ························································ 17 

4. Clarithromycin 耐性株 (MIC ≥32 g/mL) の遺伝学的特徴 ························· 19 

考察···································································································· 20 

 

第 2章: Macrolide耐性の分子メカニズムの解析  

背景···································································································· 22 

材料と方法 ·························································································· 24 

1. 使用菌株と培養条件 ········································································· 24 

2. Macrolide耐性遺伝子及び変異の検出 [mef(A)、erm(B)、L4、L22] ············ 24 

3. 薬剤感受性試験 ··············································································· 24 

4. RT-PCR 法による H. influenzaeの染色体性多剤排出ポンプ遺伝子の 

転写量の解析 ·················································································· 26 

5. acr オペロンの塩基配列決定 ······························································ 26 

6. H. influenzae Rd 株のコンピテントセルの作製 ········································ 26 

7. エレクトロポレーション法 ································································ 27 

8. AcrBの立体構造予測 ········································································ 27 

9. 統計解析 ························································································ 27 

10. 塩基配列の登録 ··············································································· 27 

結果···································································································· 28 

1. Macrolide耐性因子の解析 [mef(A)、erm(B)、L4、L22] ···························· 28 



2. 異物排出ポンプ阻害剤の影響 ····························································· 28 

3. H. influenzaeの染色体性多剤排出ポンプ遺伝子の転写量 ·························· 28 

4. acr オペロン塩基配列の解析 ······························································ 31 

5. Acrの CAM耐性への関与 ································································· 31 

6. AcrB領域の解析 ·············································································· 35 

7. AcrBの 327番目のアミノ酸置換による AZM 低度耐性化機構の解析 ········· 35 

考察···································································································· 37 

 

第 3章: 小児由来株における fluoroquinolone低感受性株の増加 

背景···································································································· 40 

材料と方法 ·························································································· 42 

1. 使用菌株と培養条件 ········································································· 42 

2. 菌種同定と莢膜型の決定 ··································································· 42 

3. -lactam系薬耐性の分類 ···································································· 42 

4. 薬剤感受性試験 ··············································································· 42 

5. GyrAと ParC の QRDR 領域におけるアミノ酸置換の解析 ························ 42 

6. GyrAのアミノ酸置換 Ser84Leu の簡易検出法 ········································ 43 

7. 統計解析 ························································································ 43 

結果···································································································· 45 

1. 菌株の特徴と-lactam 耐性の分類 ······················································· 45 

2. H. influenzaeの fluoroquinolone に対する感受性 ······································ 45 

3. GyrA及び ParC の QRDR 領域におけるアミノ酸置換の解析 ····················· 48 

4. GyrAのアミノ酸置換 Ser84Leu の簡易検出法の構築 ······························· 48 

考察···································································································· 50 

 

第 4章: 外来性遺伝子を保有する多剤耐性 H. influenzaeの出現と 

 その遺伝学的特徴 

背景···································································································· 52 

材料と方法 ·························································································· 53 

1. 使用菌株と培養条件 ········································································· 53 

2. 菌種の同定と莢膜型の決定 ································································ 53 

3. Multilocus sequence typing (MLST) 法による遺伝学的特徴の解析 ··············· 53 

4. -lactam系薬耐性の分類 ···································································· 53 

5. 薬剤感受性試験 ··············································································· 53 

6. 各種耐性遺伝子の検出とその解析 ······················································· 54 

7. mef(A) 遺伝子領域の伝達実験 ···························································· 56 

8. mef(A) 遺伝子領域の脱落実験 ···························································· 56 



9. 塩基配列の登録 ··············································································· 56 

結果···································································································· 57 

1. Macrolide高度耐性 H. influenzae 2014-102 株の特徴 ································· 57 

2. Macrolide耐性遺伝子の検出とその解析 ················································ 57 

3. mef(A) 周辺領域の解析 ····································································· 57 

4. mef(A) 遺伝子領域の伝達 ·································································· 61 

5. mef(A) 遺伝子領域の脱落 ·································································· 61 

考察···································································································· 62 

 

総括···································································································· 64 

 

謝辞···································································································· 66 

 

引用文献 ····························································································· 67 

 

研究成果の掲載誌 ················································································· 81 

  



 【 略 語 一 覧 】 

 

ABC ATP binding cassette 

ABPC ampicillin, aminobenzyl penicillin 

AMPC amoxicillin 

AMR Antimicrobial resistance 

ATCC American Type Culture Collection 

ATP adenosine triphosphate 

AZM azithromycin 

BHI brain heart infusion 

BLNAR -lactamase-nonproducing ampicillin-resistant Haemophilus influenzae 

BLNAS -lactamase-nonproducing ampicillin-susceptible Haemophilus  

 influenzae 

BLPACR -lactamase-producing amoxicillin/clavulanic acid-resistant Haemophilus  

 influenzae 
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CAM clarithromycin 
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CCCP carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 
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CFPN cefcapene 

CLSI Clinical and Laboratory Standard Institute 

CPFX ciprofloxacin 

CTRX ceftriaxone 
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Hib Haemophilus influenzae type b 
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LVFX levofloxacin 
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 influenzae 

MAMA-PCR mismatch amplification mutation assay polymerase chain reaction 

MATE multidrug and toxic compound extrusion 
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MF major facilitator 



MFLX moxifloxacin 

MHB Mueller-Hinton broth 

MIC minimum inhibitory concentration 

MINO minocycline 

MLST multilocus sequence typing 

NAD nicotinamide adenine dinucleotide 

NFLX norfloxacin 

NTHi nontypeable Haemophilus influenzae 

PAN phenylalanine-arginine -naphthylamide 

PBP penicillin binding protein 

PCR polymerase chain reaction 

PD pharmacodynamics 

PK parmacokinetics 

QRDR quinolone resistance-determining region 

RND resistance nodulation cell-division 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 

SBT sulbactam 

SMR small multidrug resistance 

ST sequence type 

STFX sitafloxacin 

TBPM tebipenem 

TFLX tosufloxacin 

THB Todd-Hewitt broth 

sBHI broth brain heart infusion broth with supplements (-NAD and hemin) 
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【 序 論 】 

Haemophilus influenzae （インフルエンザ菌）は、1892年にドイツの細菌学者 Pfeiffer

によりインフルエンザ患者の喀痰から原因微生物として分離されたことから、命名さ

れた 1)。その後、1930 年代にインフルエンザの原因が Influenza virus であり、本菌が

原因でないことが明らかとなったが、学名は維持されている。本菌は、Pasteurellaceae

科 Haemophilus属に分類される通性嫌気性のグラム陰性桿菌である。その大きさは 0.3 

~ 0.5 m  0.5 ~ 1.0 m と他の陰性桿菌と比較し小さいことから短桿菌、球桿菌、また

は小桿菌などと言われる。また、本菌は多形性を示し、フィラメント状や球菌状の形

態もとり得る。さらに、H. influenzae は血液中に含まれる発育因子として易熱性物質

の V因子 (nicotinamide adenine dinucleotide: NAD) と耐熱性物質の X因子 (hemin) の

両方を必要とする高栄養要求性の細菌である。通常、高栄養要求性細菌の培養には、

血液添加培地が用いられるが、加熱前の血液には発育因子である NAD 以外に、易熱

性の発育阻害成分も含まれているため 2)、血液寒天培地には発育せず、その培養には、

ウマもしくはウサギの血液を加熱処理したチョコレート寒天培地が用いられる 1)。H. 

influenzaeは、ヒトの上気道に広く常在し、特に小児の保有率が高いことが知られてい

る 3)。一方で、本菌は、Streptococcus pneumoniae (肺炎球菌) と並び市中における中耳

炎、副鼻腔炎などの上気道感染症や気管支炎などの下気道感染症、肺炎の主要な原因

菌である。また、時として敗血症、髄膜炎などの重篤な侵襲性感染症の原因となるこ

とが知られている 3)。H. influenzaeは、気道分泌物の飛沫、接触感染によって、ヒトか

らヒトへ伝播する。特に、家庭内や保育園などの接触密度が高い環境において、免疫

系の発達が未熟な小児では、容易に伝播することが報告されている 4-7)。 

H. influenzaeは、外膜の外側に莢膜を有する株が存在する。莢膜は、多糖体 (ポリサ

ッカライド) からなり、白血球による貪食や補体による溶菌など、免疫反応に抵抗す

る作用を持つことが知られ、病原性の発現に重要な因子である 8-14)。しかし、莢膜に

抗体が結合することで、好中球が活性化され、細菌は貪食される。つまり、莢膜に対

する抗体は中和抗体として作用するため、莢膜を有する株による感染症の予防には、

ワクチンが使用されている。本菌の莢膜は、構成多糖体の違いにより抗原性が異なっ

ており、本菌は莢膜の有無ならびに抗原性の違いから、無莢膜型  (nontypeable H. 

influenzae: NTHi)、莢膜型 a、b、c、d、e、f の 7 つに分類される 15)。これらの中で、

莢膜 b型の H. influenzae (H. influenzae type b: Hib) は、小児の化膿性髄膜炎や敗血症な

どの侵襲性感染症と強く関連していることが明らかになっている 16-18)。そのため、小

児の Hib関連侵襲性感染症予防を目的とし、b型莢膜多糖体を用いたワクチン (Hibワ

クチン) が活用可能である。本邦でも 2008 年 12 月より、Hib 莢膜多糖体蛋白結合ワ

クチン (アクトヒブ®) が任意接種化され、2013 年 4 月より予防接種法による定期接

種の対象となった 19)。Hib ワクチンの導入を行った国では、Hib による侵襲性感染症

の患者数は激減している 20)。一方、Hib以外の莢膜型と無莢膜型 (NTHi) による侵襲
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性疾患の増加が報告されている 21-24)。気道感染症においても、現在では、b 型株は極

めてまれであり、その原因のほとんどが NTHi によるものである 25)。NTHi の病原性

因子として、細胞付着性因子やバイオフィルム産生能などが考えられているが、疾患

を引き起こす機序については、明らかとなっていない 26-28)。従って、NTHi 感染症に

対する病原性や治療薬に対する感受性の動向などの疫学が注目されている。 

疫学解析のための H. influenzaeの分類法として、上述した莢膜型に加え、生化学的

性状に基づく生物型や、遺伝学的性状に基づく multilocus sequence typing (MLST) が

使用されている。生物型は、3 つの生化学的性状であるインドール産生能、ウレアー

ゼ産生能とオルニチン脱炭酸能の活性の違いを利用した方法であり、これにより I ~ 

VIIIの生物型に分類される 29, 30)。侵襲性感染症から分離された Hibの多くは I型であ

り、無莢膜型は主に II、III型に属している 3)。しかし、臨床分離株の多くは I、II、III、

IV 型に分類され、生物型にバリエーションが認められるため、詳細な疫学解析には不

向きである。一方、MLST は、近年様々な細菌の疫学解析で用いられ、菌株間で異な

る遺伝学的特徴を利用した分子疫学解析法である 31, 32)。H. influenzae の MLST では、

生存に必須とされる 7 つの housekeeping gene (adk、atpG、frdB、fucK、mdh、pgi、recA) 

の塩基配列を解析し、各遺伝子の多型に基づき型別を行う 31-33)。これらの塩基配列の

多型は、ウェブ上 (http://www.mlst.net/) でデータベース化されており、それぞれの

allele番号が規定されている。この組み合わせにより sequence type (ST) が決定される。

この手法では、得られた臨床分離株の遺伝学的背景を国内外の様々なサーベイランス

の菌株の ST と比較することができる。これまでに、Hib は比較的同一あるいは類似

した遺伝学的背景を有するのに対し、NTHi の STは、極めて多様性を示すことが明ら

かになっている (Fig. 1) 34, 35)。 

H. influenzae による感染症の治療には、主に-lactam 系である penicillin 系薬の

ampicillin (ABPC) や cephem 系薬などが使用されている 36, 37)。-lactam 系薬は、細胞

壁合成酵素であるペニシリン結合タンパク (penicillin binding protein: PBP) に作用し、

ペプチド架橋反応を阻害することで抗菌作用を示す。しかしながら、-lactam系薬に

対する耐性菌がすでに出現しており、その増加が臨床上大きな問題となっている 38, 39)。

H. influenzaeは、-lactam 系薬の感受性結果から 5つに分類される (Table 1)。 

 これらの-lactam 系薬耐性は、大きく 2 つの機序に起因する。第 1 は、-lactam 系

薬を分解する-lactamase 産生によるものであり、-lactamase 産生 ABPC 耐性株 

(BLPAR: -lactamase-producing ABPC resistant H. influenzae) は、1970 年代の中ごろから

分離され始めた 40)。BLPAR は、H. influenzaeによる髄膜炎の治療において、毒性が少

なく治療効果が高いとされた ABPC を分解するため、大きな問題となった 41, 42)。

BLPAR が産生する-lactamase は、Amber の分類による class A -lactamase であり、

TEM 型と ROB 型が知られている 43)。このうち、TEM 型が 9 割を占めている。これ

は、主に penicillin 系薬をよく加水分解するが、cephalosporin 系薬や carbapenem 系薬

などは加水分解されにくい 44)。また、class A -lactamase は、clavulanic acid などの-
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lactamase 阻害剤の添加により、その活性を阻害することができるため、BLPAR の治

療には、cephalosporin 系薬や-lactamase阻害剤配合 penicilline系薬が使用できる。 

 

 

 

 

 

 

第 2は、-lactam系薬の作用標的である penicillin binding protein 3 (PBP3) をコード

する ftsI 遺伝子上にアミノ酸置換を伴う変異が生じ、PBP3 に対する薬剤親和性が低

下することにより、耐性を示すものである 38, 45)。H. influenzaeの PBP は 7種類知られ

ているが、主に PBP3 の変異が耐性に関与している。-lactamaseを産生せず、PBP3 の

アミノ酸置換で耐性を示す株は、 -lactamase-nonproducing ampicillin-resistant H. 

Fig. 1. Geneic diversity of Haemophilus influenzae by MLST analysis. 

Black circle, founding sequence type; red circle, single locus variant; blue circle, 

double locus variants; line, line shows genetic distance. 

This figure was drawn by eBURST on the MLST website and based on the data of all 

isolates which have been deposited on the website after 2010. 

A. Nontypeable H. influenzae (NTHi) B. H. influenzae type b (Hib)

Single locus variants

Double locus variants

satellites

6

1426 3

57

12

103

266

159 34

1379
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influenzae (BLNAR) と呼ばれ、2000年代からアジアやヨーロッパを中心に増加してい

る 46, 47)。BLNAR では、penicillin 系薬に対する感受性が低下することに加え、PBP3 と

の親和性が高い cephem 系薬に対しても感受性が明らかに低下する 38, 48)。 

 

 

 

 

PBP3 に対する ABPC の親和性がアミノ酸置換により低下することは、1984 年に

Parr らによって報告された 49)。その後、生方らによって、PBP3 のアミノ酸置換を伴

い、-lactam系薬の感受性低下に影響を与える ftsI 遺伝子の変異箇所が複数存在する

ことが報告された 38)。BLNAR における PBP3 のアミノ酸置換は、385番目の serineか

ら threonine への置換 (S385T)、517 番目の arginine から histidine への置換 (R517H)、

526番目の asparagineから lysineへの置換 (N526K) の 3ヵ所が特に重要であることが

明らかにされている 38, 45, 50)。また、各アミノ酸置換部位や置換数と抗菌薬感受性には

相関があることが知られており、遺伝子の保有と PBP3 中の変異の有無による遺伝学

的分類法も提唱されている (Table 2)。この遺伝子に基づいた分類法では、genotypeの

g が付記されている。gBLNAR のうち、R517H あるいは N526K へのいずれか単一の

変異を有している株は、耐性度がやや低いことが示されている 38, 46)。一方、S385T と

R517H あるいは S385T と N526K の 2 ヵ所のアミノ酸置換を有する株は、耐性度が明

らかに上昇することが示されている 48)。また、近年では、ftsI 遺伝子変異と-lactamase

産生能を有する耐性株が分離され始めている 51, 52)。これらは、-lactamase-producing 

amoxicillin/clavulanic acid-resistant H. influenzae (BLPACR) と呼ばれている (Table 1)。

BLPACR も PBP3 のアミノ酸置換の数から、gBLPACR-Iと gBLPACR-IIに分けられて

いる (Table 2)。 

Table 1. Classification of ABPC-resistant class in H. influenzae 

based on MIC of -lactams 

MIC, minimum inhibitory concentration; ABPC, ampicillin; AMPC/CVA, amoxicillin/clavulanic acid; /, 

not defined; +, positive; -, negative; BLNAS, -lactamase-nonproducing ABPC-susceptible 

H.influenzae; BLNAI, -lactamase-nonproducing ABPC-intermediate H.influenzae; BLNAR, -

lactamase-nonproducing ABPC-resistant H.influenzae; BLPAR, -lactamase-producing ABPC-resistant 

H.influenzae; BLPACR, -lactamase-producing AMPC/CVA-resistant H.influenzae

-lactamase

BLNAS - ≤1 /

BLNAI - 2 /

BLNAR - ≥4 /

BLPAR + / <8

BLPACR + / ≥8

Resistance 

class

MIC (g/mL) of antibiotic agents 

ABPC AMPC/CVA
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本邦では、臨床で分離される H. influenzae の約 50%が ampicillin (ABPC) 耐性菌と

言われている 39)。そのうち BLPAR の分離頻度は 5 ~ 10%であり、流行の拡大は認め

られていない 53)。一方、BLNAR は、ABPC 耐性菌の中で 75%以上と圧倒的に多く、

小児科領域において疾患の難治例や反復例に起因するため、臨床上大きな問題となっ

ている 54)。このように、本菌の-lactam系薬の耐性機序は様々であり極めて複雑であ

るため、その分離状況や薬剤感受性の動向について継続的に注視する必要がある。 

-lactam 系薬以外の治療薬としては、多くの菌株が感受性を示す macrolide 系薬や

fluoroquinolone系薬がある。Macrolide系薬は、細菌のリボソーム 50S サブユニットの

構成成分である 23S rRNA のドメイン V の特定のアデニンに結合し、アミノアシル

tRNAの転移を阻害することで、タンパク質の合成を阻害する。一方、fluoroquinolone

系薬は、細菌の DNA 複製に必須な酵素である DNA ジャイレースやトポイソメラー

ゼ IV に作用し、DNA の複製を阻害する。これらの薬剤は、抗菌スペクトルが広く、

組織移行性も良好であるため、呼吸器感染症などに対するエンピリック治療に繁用さ

れやすい。しかし、これらの薬剤の使用頻度が高い成人患者から分離される呼吸器感

染症の起炎菌において、これらの薬剤に対する耐性株や感受性が低い株 (低感受性株) 

の出現も報告されている 42, 55)。H. influenzaeにおいても同様である。しかし、本邦の

小児科領域で分離される H. influenzaeにおいて、これらの薬剤に対する低感受性株の

分離例は報告されていない。近年、本邦では、BLNAR などの耐性菌による難治性中

耳炎や呼吸器感染症の治療薬として carbapenem 系薬である tebipenem や macrolide 系

薬である azithromycin (AZM)、fluoroquinolone系薬である tosufloxacin の小児適応が承

認された (Fig. 2)。従って、新規抗菌薬の導入や適応の拡大に伴い、抗菌薬の使用法

Table 2. Classification of ABPC resistant class in H. influenzae based on -lactams 

resistant associated genes 

MIC, minimum inhibitory concentration; +,  positive; -, negative; ABPC, ampicillin; BLNAS, -lactamase-nonproducing ABPC-

susceptible H.influenzae; BLPAR, -lactamase-producing ABPC-resistant H.influenzae; BLNAR, -lactamase-nonproducing ABPC-

resistant H.influenzae; BLPACR, -lactamase-producing amoxicillin/clavulanic acid-resistant H.influenzae

-lactamase

gene

Resistance 

class

Amino acid substitution in PBP3

R517H or N526K
S385T and 

R517H or N526K

gBLNAS - - - ≤1

gBLPAR + - - ≥64

gLow-BLNAR - + - 2 - 16

gBLNAR - - + 2 - 32

gBLPACR-I + + - ≥64

gBLPACR-II + - + ≥64

MIC of ABPC 

(g/mL)
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及び使用量がこの数年で大きく変化している。これは、起炎菌のみならず、常在性の

本菌も曝露される抗菌薬の種類が変化していることを意味しており、その影響が懸念

される。 

 

 

 

 

そこで、本研究では、種々の抗菌薬導入に伴う H. influenzaeの各種薬剤感受性への

影響ならびにその関連性と有効な抗菌薬を明らかにするため、単一医療施設を対象と

した長期的な分子レベルの疫学解析を行った。さらに、この疫学解析において見出さ

れた H. influenzaeの耐性株ならびに感受性低下株についてそのメカニズムを詳細に解

析した。 

第 1 章では、BLNAR における-lactam 系薬や他の薬剤に対する耐性化の現状なら

びに傾向を明らかにし、臨床における抗菌薬選択の指針とするため、各種薬剤感受性

の調査や分子レベルの疫学解析を行った。第 2 章では、疫学解析により見出された

clarithromycin (CAM) 耐性 BLNAR 株と AZM 低度耐性 BLNAR 株の macrolide 耐性メ

カニズムについて検討した。第 3章では、小児科領域における TFLX導入後の小児由

来 H. influenzae における各種 fluoroquinolone 系薬の薬剤感受性の動向及び

fluoroquinolone 標的遺伝子の解析をした。また、fluoroquinolone 系薬低感受性株の簡

易検出法を開発した。第 4章では、世界的にも分離例のない多剤耐性トランスポゾン

を獲得したと考えられる H. influenzaeを分離し、その耐性機構と遺伝学的特徴につい

て解析を行った。 

  

Fig. 2. Timeline of emergenece of antimicrobial resistance strain and introduction of agents 

and vaccine in pediatric field 

Y
ea

r

2000

2013

2009

Emergence of antimicrobial-

resistant strain

Azithromycin and tebipenem fine granules for children

2010 Tosufloxacin fine granules for children

Routine immunization for 

Haemophilus influenzae type b (Hib) vaccine

Introduction of antimicrobial 

agents and vaccine

-lactamase-nonproducing ampicillin-resistant 

H. influenzae (BLNAR)

1980-lactamase-producing ampicillin-resistant 

H. influenzae (BLPAR) 

1990 Oral third generation cephalosporins 
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第 1 章 

BLNAR の分子疫学解析 

【 背 景 】 

Haemophilus influenzae による感染症の治療には、主に-lactam系薬が使用されてい

る。しかし、近年、市中感染症において、-lactam 系薬に耐性を示す株の出現が問題

となっている 54, 56, 57)。特に、小児科領域では、治療薬の選択肢が限られるため、-

lactam 系薬の重要度は高く、-lactam 系薬耐性株の増加は難治例や反復例の増加に繋

がることが懸念される。臨床で分離される-lactam 系薬耐性株の主な耐性メカニズム

は、薬剤の分解酵素である-lactamaseの産生または、-lactam系薬の作用標的である

penicillin binding protein 3 (PBP3) の変異である。 

-lactam系薬耐性株は、薬剤感受性試験の結果 (Table 1) もしくは、PBP3をコード

する ftsI遺伝子解析の結果から分類される (Table 2) 39, 58)。このうち、本邦では、PBP3

に変異を有する-lactamase-nonproducing ampicillin-resistant H. influenzae (BLNAR) が

多く分離されている。ftsI 遺伝子には多様性が認められ、BLNAR は、極めて複雑な耐

性パターンを示す 38)。多様性の原因として、H. influenzae の持つ自然形質転換能によ

る ftsI遺伝子の水平伝播が報告されている 59-61)。従って、今後も外来遺伝子を獲得し、

新規の PBP3 をもつ新たな耐性株が出現する可能性がある。 

-lactam系薬耐性株には、macrolide系薬や fluoroquinolone系薬が代替薬となり得る

が、成人由来の株では、低感受性株の出現も報告されている 42, 55)。また、近年、小児

領域において、新規抗菌薬が導入されており、導入後の抗菌薬感受性の変化が注目さ

れている。 

そこで、本章では、臨床分離 BLNAR 株の示す-lactam 耐性パターンと抗菌薬感受

性の動向を明らかにするため、2007 年から 2012 年に大学病院で分離された BLNAR

の各種抗菌薬感受性の変化を検討した。BLNAR の解析は、遺伝子変異と-lactam 系

薬耐性の関連を詳細に解析するため、ftsI 遺伝子の塩基配列に基づく遺伝学的分類を

行った。また、菌株の特徴について MLST 法を用いて解析を行った。 
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【 材 料 と 方 法 】 

1. 使用菌株 

 使用菌株は、2007 年から 2012 年に東京医科大学八王子医療センターにおいて、患

者より分離され、BLNAR と判定された 304株を使用した。BLNAR は、CefinaseTM disk 

(Becton Dickinson) ならびに MicroScanTM WalkAwayTM System (Siemens) により判定さ

れ、-lactamase非産生かつ ampicillin 耐性を示した株である。菌株の内訳は、2007年

が 55 株、2008 年が 53 株、2009 年が 41 株、2010 年が 68 株、2011 年が 53 株、2012

年が 34 株であった。また、薬剤感受性試験の標準株として H. influenzae ATCC49247

株と ATCC49766株を用いた。これらの株は、15% glycerol 含有 BHI broth (Oxoid) 中

に濃厚に縣濁し、使用時まで-80C で保存した。 

 

2. 培養条件 

 菌株は、AnaeroPack®-MicroAero (Mitsubishi gas chemical) を使用した微好気条件下、

チョコレート寒天培地上で 37C、18 ~ 24 hr で培養した。チョコレート寒天培地は後

述のように作成した。まず、5% defibrinated horse blood (Nippon Bio-Test Laboratories) 

及び 5 mg/mL BactroTM Yeast Extract (Becton Dickinson) 含有 brain heart infusion agar 

(BHI: Oxoid) を 75 ~ 80C の湯浴で 20 min 撹拌した。次いで、40C 程度に冷却した

後、-nicotinamide-adenine dinucleotide oxidized form (-NAD: Wako) を 15 g/mLとな

るように加えた。 

 

3. PCR 法による P6及び-lactamase遺伝子の検出と莢膜型の検出 

3-1. PCR 法 

 PCR 試料は、H. influenzae のシングルコロニーを滅菌超純水 100 l に懸濁後、95C

で 5 min の加熱処理を行った菌液を用いた。8 連 PCR チューブ  (Bio-Bik) に

GoTaq®Green Master Mix (Promega) 5 L、各種合成プライマー (Table 3) を各々10 pmol、

PCR 試料 1L を加え、滅菌ろ過超純水にて全量を 10L とした。これらを混合した

後、DNA サーマルサイクラーにセットした。omp P6、blaTEM-1と blaROB-1の検出は、

95C、2 min の加熱後、95C、15 secの変性、55C、15 secのアニーリング、72C、

30 secの伸長反応の行程を 25サイクル行った 62-64)。莢膜型の決定は、95C、2 min の

加熱後、95C、15 secの変性、53C、15 secのアニーリング、72C、30 secの伸長反

応の行程を 25サイクル行った 65)。DNA増幅バンドの確認は後述するアガロースゲル

電気泳動法により行った。プライマーの合成は、Sigma-Aldrichまたは北海道システム

サイエンスに依頼した。 
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3-2. アガロースゲル電気泳動法 

 PCR 反応液 2 Lを用いて電気泳動用サンプルとした。TAE buffer [40 mM Tris-acetate 

(pH8.2)、2 mM EDTA 2Na] を用い、2% agarose S (Nippon Gene) ゲルにて、100 Vで 30 

min の電気泳動を行った。電気泳動装置は、水平サブマリン型電気泳動槽 i-Mupid 

(Cosmo Bio) を使用した。泳動後、100 g/mL etidium bromide (Wako) 溶液でゲルを 30 

min染色し、水洗後、305 nm の紫外線照射下で蛍光を発した DNAを写真撮影した。

DNA断片の分子量は、分子量既知の 100 bp DNA ladder (Takara Bio) と泳動距離を比

較することで求めた。 

 

 

Table 3. Oligonucleotide primers and probes used in this study 

ompP6 P6-F TGGCGGATACTCTGTTGCT 143 62

P6-R GCGCATCTAAGATTTGAACG

blaTEM-1 TEM-1-F TTGCCGGGAAGCTAGAGTAA 302 63

TEM-1-R CGCCGCATACACTATTCTCA

blaROB-1 ROB-1-F CTAATCCGCAGCCTGCTAGT 192 64

ROB-1-F ACAACGCCTTGAAAGTGGAC

bexA HI-F CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC 343 65

HI-R TGTCCATGTCTTCAAAATGATG

ftsI Asn526Lys-F TAAACGCGCTATGGTGGAAG 142 66

Asn526Lys-R CACTAATGCATAACGAGGGTC

Asn526Lys-P 5’- (FAMa) -AAGAAATATGTGG- (Eclipseb) -3’

ftsI Ser385Thr-F AAATTGTGGACGTTGCACCT 204 66

Ser385Thr-R AGCGTTTACGGTTTGCGTTC

Ser385Thr-P 5’- (FAMa) -TGGTGTGACTC- (Eclipseb) -3’

ftsI ftsI up2 TTACAAGTGCAGGAAGCTAC 2776 this study

ftsI down2 TCCATTGGTGTGAACCTAC

adk adk-up GGTGCACCGGGTGCAGGTAA 477 33

adk-dn CCTAAAGATTTTATCTAACTC

atpG atpG-up CCTAAAGATTTTATCTAACTC 477 33

atpG-dn TTGTACAACAGGCTTTTGCG

frdB frdB-up CTTATCGTTGGTCTTGCCGT 489 33

frdB-dn TTGGCACTTTCCACTTTTCC

fucK fucK-up ACCACTTTCGGCGTGGATGG 345 33

fucK-dn AAGATTTCCCAGGTGCCAGA

mdh mdh-up TCATTGTATGATATTGCCCC 405 33

mdh-dn ACTTCTGTACCTGCATTTTG

pgi pgi-up GGTGAAAAAATCAATCGTAC 468 33

pgi-dn ATTGAAAGACCAATAGCTGA

recA recA-up ATGGCAACTCAAGAAGAAAA 426 33

recA-dn TTACCAAACATCACGCCTAT

Primer and Probe Sequence (5’ to 3’)Target gene
Amplicon 

length (bp)
Reference

F or up, forward primer; R or dn, reverse primer; P, probe; a, Fluoresent molecules: carboxyfluorescein (FAM) ; 
b, Quenching molecules
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4. BLNAR の遺伝学的同定 

4-1. Real-time PCR 法による S385T と N526Kの検出 

 PBP3上のアミノ酸置換 S385Tと N526Kの検出は、Kishii らの real-time PCR 法を一

部改変して行った 66)。Real-time PCR 用試料は、H. influenzaeのシングルコロニーを滅

菌超純水 100 l に懸濁後、95C で 5 min の加熱処理を行った菌液を用いた。

MicroAmpTM Fast Optical 48-well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific) に THUNDER-

BIRDTM probe qPCR Mix (Toyobo) 10 L、2 種類の合成プライマー (Table 3) を各 6 

pmol、Probe (Table 3) 4 pmol、50 × ROX reference dye 0.4L、real-time PCR 試料 1L

を加えて、滅菌ろ過超純水を用い 20 L とした。混合後、Thermo Fisher Scientific 

StepOneTM Real-time PCR System (Thermo Fisher Scientific) にセットした。S385Tは、

95C、5 min の初期変性、95C、15 secの変性、53C、30 secのアニーリング、72C、

20 secの伸長反応の行程を 40サイクル行った。N526Kは、95C、5 min の初期変性、

95C、15 secの変性、44C、30 secのアニーリング、72C、20 secの伸長反応の行程

を 40サイクル行った。Data Collection は、アニーリングステップに設定した。 

 

4-2. R517H領域及び変異型 ftsI遺伝子産物の増幅 

 PCR 試料は、上述した方法と同様に調製し、PCR を行った。PBP3 上のアミノ酸置

換 R517Hの検出は、N526Kのプライマーセット (Table 3) を用いて DNA を増幅させ

た。PCR 条件は、94C、5 min の初期変性、94C、20 secの変性、55C、20 secのアニ

ーリング、72C、30 secの伸長反応の行程を 30 サイクル行った。変異型 ftsI遺伝子保

有株の解析は、ftsI up2 と S385T-R、ftsI down2 と S385T-F のプライマー (Table 3) の

組み合わせを用いて DNA を増幅させた。PCR 条件は、95C、2 minの初期変性、95C、

30 secの変性、50C、30 secのアニーリング、72C、2 min の伸長反応の行程を 30サ

イクル行った。 

 

4-3. PCR 産物の精製 

 PCR 産物は、illustraTM ExoProStarTM (GEHealth care) を用いて精製した。PCR 産物 10 

Lに alkaline phosphatase 1 Lと exonuclease 1 Lを加えて、37C、15 min、その後、

80C、15 min で処理したものを PCR 精製物とした。 

 

4-4. シーケンス反応 

 ABI PRISM BigDye Terminator v.3.1 Cycle sequence Kit (Thermo Fisher Scientific) を用い

て、ジデオキシターミネーター法によりシーケンス反応を行った。8連 PCR チューブ

に Ready reaction premix 1 L、5 × sequencing buffer 1.5 L、プライマー1.6 pmol、PCR

精製物 20-50 ngを加え、滅菌超純水にて全量を 10 Lとなるように混合した。これら

を DNAサーマルサイクラーにセットした。96C、5 min の初期変性、96C、10 secの

変性、50C、5 sec のアニーリング、60C、4 min の伸長反応の行程を 25 サイクル行
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った。反応液をマイクロ遠心チューブに移し、125 mM EDTA 2.5 L、100% ethanol 30 

Lを加え、よく混合した後、15 min放置した。その後、遠心分離 (4C、15,000 rpm、

15 min) し、上清を捨てた。70% ethanol 30 Lを加え、遠心分離 (4C、15,000 rpm、

10 min) し、上清を捨てた。真空乾燥により ethanol を完全に除去した後、ペレットを

Hi-DiTM formamide (Thermo Fisher Scientific) 20 Lに溶解し、電気泳動試料とした。 

 

4-5. マルチキャピラリー電気泳動 

 キャピラリー電気泳動には、オートシーケンサーABI PRISMTM 3130 DNA Sequencer 

(Thermo Fisher Scientific) を用いた。10 × genetic analyzer buffer with EDTA (Thermo Fisher 

Scientific) を超純水で 10 倍希釈し、陽極バッファーリザーバー及び陰極バッファーリ

ザーバーとし、ポンプブロック及びオートサンプラーにそれぞれセットした。泳動用

試料をMicroAmpTM optical 96-well reaction plate (Thermo Fisher Scientific) に移して電気

泳動を行い、塩基配列を決定した。 

 

4-6. 塩基配列の解析 

 得られた塩基配列をもとに、GENETYX Ver. 10 (GENETYX) を用いて解析を行った。 

 

4-7. 分子系統樹の作成 

分子系統樹は、Clustal W v.1.83 を用いて作成したマルチプルアライメントをもとに

GENETYX Ver. 10 (GENETYX) で作成した。作成には、近隣結合法を用いた。 

 

5. 薬剤感受性試験 

5-1. 使用薬剤 

 薬剤感受性の測定には、抗菌薬として amoxicillin (AMPC: Sigma-Aldrich Japan)、

clavulanic acid (CVA: Wako)、 ampicillin (ABPC: Wako)、 ceftriaxone (CTRX: Chugai 

Pharmaceutical)、cefotaxime (CTX: Wako)、cefcapene (CFPN: Shionogi)、cefditoren (CDTR: 

Meiji Seika Pharma)、meropenem (MEPM: Dainippon Sumitomo Pharma)、tebipenem (TBPM: 

Meiji Seika Pharma)、azithromycin (AZM: LKT Laboratories)、clarithromycin (CAM: Tokyo 

Chemical Industry)、levofloxacin (LVFX: LKT Laboratories)、tosufloxacin (TFLX: Wako) を

使用した。Amoxicillin-clavulanic acid (AMPC/CVA) は 2:1 の混合比で試験した。 

 

5-2. 薬剤感受性試験 

 薬剤感受性は、Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) に基づき微量液体希

釈法で測定した。薬剤感受性の指標として、最小発育阻止濃度 minimum inhibitory 

concentration (MIC) を用いた。Defibrinated horse blood を完全に溶血するまで凍結融解

を繰り返し、15,000 × g で 20 min遠心し、上清を lysed horse blood (LHB) とした。こ

の LHBをMueller-Hinton broth (MHB: Oxoid) に Ca2+が 20 g/mL、Mg2+が 10 g/mLと
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なるように添加した cation-adjusted Muller-Hinton broth (CAMHB) に、最終濃度が 2.5%

となるように加えた。さらに、-NADを 15 g/mLとなるよう CAMHBに添加して測

定用培地とした。次いで、チョコレート寒天培地で 37C、24 hr、微好気条件下で培養

した菌を MHB に McFarland standard (bioMèrieux) 0.5 と同様の濃さになるように懸濁

調製し、薬剤を含有した測定用培地 100 L に菌液 1 L を MIC ミニ (Medi Science) 

を用いて接種した。37C、21 ~ 24 hrの好気培養後、菌の発育を判定し、各抗菌薬の

MIC (g/mL) を判定した。各種抗菌薬の感受性の判定基準は、CLSIの breakpoint に準

じた (Table 4) 67)。CLSI に基準値が掲載されていない CFPN、CDTR、TBPM、TFLX

は、breakpoint を設定しなかった。また、CLSIによる感受性の判定基準より、CAM の

MIC が 16 g/mLの株を CAM 低度耐性株、32 g/mL以上の株を CAM 耐性株と定義

した 67)。 

 

  

 

6. Multilocus sequence typing (MLST) 法による遺伝学的特徴の解析 

 MLST 法は、菌株ごとに 7つの housekeeping遺伝子 (adk、atpG、frdB、fucK、mdh、

pgi、recA) について、Emma らの報告に基づいて解析を行った 33)。DNA の増幅は、

Table 3 のプライマーを用いて行った。PCR条件は、95C、4 minの初期変性、95C、

30 secの変性、55C、1 minのアニーリング、72C、1 min の伸長反応の行程を 25サ

イクル行った。DNA塩基配列の解析は、上述したシーケンス反応と同様に行った。得

られた塩基配列を基に、MLST. Net (http://www.mlst.net) より、sequence type (ST) を決

定した。 

 

7. 統計解析 

 統計学的解析は、JMP software (SAS Institute) を用いて、χ2検定により検定し、P < 

0.05のときに統計学的に有意とした。 

  

Antimicrobial 

agent 

Breakpoint

(g/ml)

Antimicrobial 

agent 

Breakpoint

(g/ml)

* Breakpoints were not defined in this study

AMPC/CVA ≤4/2 MEPM ≤0.5

ABPC ≤1 TBPM -*

CTRX ≤2 AZM ≤4

CTX ≤2 CAM ≤8

CFPN -* LVFX ≤2

CDTR -* TFLX -* 

Table 4. Susceptibility breakpoint of antimicrobial agents used in this study 
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【 結 果 】 

1. 菌株の特徴と莢膜型 

 本研究で使用した BLNAR の由来は、小児科が 88.8% (n = 270)、その他の科が 11.2% 

(n = 34) であった (Fig. 3)。検体採取部位は、鼻腔内 85.2% (n = 259) が最も多く、次

いで、喀痰 8.2% (n = 25)、咽頭・扁桃 4.9% (n = 15)、気管支洗浄液 0.7% (n = 2)、その

他が 1.0% (n = 3) であった (Fig. 3)。また、莢膜型は全ての株が無莢膜型であった。 

 

 

 

 

 

-lactam系薬耐性に関わる PBP3上の遺伝子変異をシークエンス法と Real-time PCR

法で検出した (Fig. 4)。BLNAR のアミノ酸置換部位は、2007 年から 2009 年では、

N526Kまたは R517Hを有する株 (class I) が 10.7% (n = 16)、S385T 及び R517Hを有

する株 (calss II) が 8.1% (n = 12)、N526K及び S385Tを有する株 (class III) が 81.2% 

(n = 121) であった。2010 年から 2012年では、class Iが 5.8% (n = 9)、class IIが 11.0% 

(n = 17)、class IIIが 81.9% (n = 127) であった。ftsI遺伝子上に既知のアミノ酸置換が

認められない株 (non-classified type) が 1.3% (n = 2) 認められた。 

Fig. 3. Isolation department and specimen of BLNAR H. influenzae isolates used in this 

study (n = 304) 

A, Clinical department; others include Emergency and Disaster Medicine, Pulmonology, 

digestive surgery, no information; B, Specimen; other indicates no information. 
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2. 変異型 ftsI保有株の出現 

 ftsI 遺伝子上に既知のアミノ酸置換が認められなかった株 (2011-92 株と 2011-118

株) の耐性メカニズムを明らかにするために、ftsI遺伝子の塩基配列を解析した。その

結果、2011-92 株と 2011-118 株の ftsI 遺伝子の塩基配列は同一であることが明らかと

なった。すでにゲノム情報が開示されている H. influenzae Rd 株の塩基配列とマルチ

プルアライメントを行ったところ、89.3%の相同性が認められた (Fig. 5A)。ftsI遺伝子

の塩基配列のトランスグリコシダーゼ領域 (nucleotides 840 ~ 1713) は、126 bp (14.4%) 

の違いが認められた。特に 1521 bp から 1833 bp までの塩基配列では大きく塩基配列

が異なり、153 bp (48.9%) の違いが認められた (Fig. 5A)。Haemophilus 属菌の ftsI 遺

伝子全長をもとに分子系統樹を作成したところ、この株の ftsI は独立したクラスター

に属していた (Fig. 5B)。 

 

Fig. 4. Comparison of PBP3 amino acid substitutions among BLNAR H. influenzae 

between 2007 ~ 2009 and 2010 ~ 2012 
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A.  
Rd 1 ATGGTGAAATTTAATTCCTCGCGTAAATCAGGTAAGTCAAAAAAAACAATTAGAAAATTGACCGCACCTGAAACTGTAAA 80

* 1 ATGGTGAAATTTAATTCCCCGCGTAAATCAGGTAAGTCGAAAAAAACAATTAGAAAATTGACCGCACCTGAAACTGTAAA 80

Rd 81 GCAAAACAAGCCTCAAAAGGTGTTTGAAAAATGCTTTATGCGTGGACGTTATATGCTTTCTACGGTTCTTATTTTACTTG 160

* 81 GCAAAACAAACCTCAAAAGCTGTTTGAAAAATGCTTTATGCGTGGACGTTATATGCTTTCTACGGTTCTTATTTTACTTG 160

Rd 161 GCCTGTGTGCTTTAGTCGCACGAGCAGCTTATGTTCAATCTATTAATGCCGATACGTTATCGAATGAAGCGGATAAGCGT 240

* 161 GTCTGGGGGCTTTAGTCGCGCGAGCGGCTTATGTTCAATCTATTAATGCGGATACGTTATCGAGTGAAGCGGATAAGCGT 240

Rd 241 TCTTTGCGTAAAGATGAAGTATTATCGGTGCGTGGTTCTATTTTAGATCGTAATGGTCAGCTTTTATCTGTAAGCGTGCC 320

* 241 TCTTTGCGTAAAGATGAAGTATTATCAGTGCGTGGTTCTATTTTAGATCGTAATGGTCAGCTTTTATCTGTAAGCGTGCC 320

Rd 321 GATGAGCGCGATTGTGGCAGATCCAAAAACGATGTTGAAGGAAAATTCGCTTGCGGATAAAGAACGAATTGCAGCTTTAG 400

* 321 GATGAGCGCGATTGTGGCAGATCCAAAAACGATGTTGAAGGAAAATTCGCTTGCGGATAAAGAACGAATTGCAGCTTTAG 400

Rd 401 CCGAAGAATTAGGTATGACTGAAAATGATTTAGTGAAAAAAATTGAGAAAAATTCTAAATCTGGTTATTTGTATTTAGCA 480

* 401 CCGAAGAATTAGGTATGACTGAAAATGATTTAGTGAAAAAAATTGAGAAAAATTCTAAATCTGGTTATTTGTATTTAGCA 480

Rd 481 CGTCAAGTTGAATTAAGTAAAGCTAACTATATTCGTAGATTAAAAATTAAGGGTATTATTTTAGAAACAGAGCATCGCCG 560

* 481 CGTCAAGTTGAATTAAGTAAAGCTAACTATATTCGTAAATTAAAAATTAAGGGTATTATTTTAGAAACAGAGCATCGCCG 560

Rd 561 TTTTTATCCTCGTGTAGAAGAAGCTGCACACGTGGTGGGTTATACGGATATTGATGGAAATGGTATTGAAGGCATTGAGA 640

* 561 TTTTTATCCTCGTGTAGAAGAAGCTGCACACGTGGTGGGTTATACGGATATTGATGGAAATGGTATTGAAGGCATTGAGA 640

Rd 641 AAAGTTTTAATTCCCTGCTTGTTGGTAAAGACGGTTCACGTACTGTTCGTAAAGATAAACGTGGGAATATTGTTGCACAT 720

* 641 AAAGTTTTAATTCCCTGCTTGTTGGTAAAGACGGTTCACGTACTGTTCGTAAAGATAAACGAGGAAATATTGTTGAACAT 720

Rd 721 ATCTCCGATGAGAAAAAATATGATGCACAAGATGTTACCTTAAGTATCGATGAAAAATTGCAATCTATGGTGTATCGTGA 800

* 721 ATCTCCGATGAGAAAAAATATGATGCACAAGATGTTACCTTAAGTATCGATGAAAAATTGCAATCTATGGTGTATCGTGA 800

Rd 801 GATTAAAAAGGCGGTGTCTGAGAATAATGCTGAGTCTGGTACTGCGGTGTTAGTTGATGTTCGAACAGGGGAAGTGTTAG 880

* 801 GATTAAAAAGGCGGTGTCTGAGAATAATGCAGAATCTGGTACTGCGGTGTTAGTTGATGTTCGTACTGGGGAAGTGTTAG 880

Rd 881 CTATGGCGACTGCGCCCTCTTATAATCCAAACAACCGTGTCGGCGTGAAATCAGAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTACC 960

* 881 CTATGGCGACTGCGCCCTCTTATAATCCAAACAACCGTGTCGGCGTGAAATCAGAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTACC 960

Rd 961 GATACTTTTGAGCCAGGTTCTACGGTAAAACCTTTCGTTGTTTTAACCGCACTTCAACGAGGTGTAGTTAAACGAGATGA 1040

* 961 GATACTTTTGAGCCAGGTTCTACGGTAAAACCTTTCGTTGTTTTAACCGCACTTCAACGAGGTGTCGTTAAACGAGATGA 1040

Rd 1041 AATTATTGATACTACGTCCTTTAAATTAAGCGGTAAAGAAATTGTGGACGTTGCACCACGTGCTCAGCAAACTTTAGACG 1120

* 1041 AATTATTAATACCACGTCCTTTAAATTAAACGGTAAAGAAATTGTGGACGTTGCACCTCGCGCACAACAAACTTTAGATG 1120

Rd 1121 AGATTTTAATGAACTCTAGTAACCGTGGTGTAAGTCGTCTTGCATTACGTATGCCACCTAGTGCATTAATGGAAACTTAT 1200

* 1121 AGATTTTAATTAATTCAAGTAACCGTGGTGTGACTCGCCTTGCATTTCGTATGCCACCAAGTGCATTGATGGAAACTTAT 1200

Rd 1201 CAAAATGCAGGTTTAAGTAAACCGACAGATTTAGGCTTGATCGGAGAGCAAGTTGGGATTTTGAATGCAAATCGTAAACG 1280

* 1201 CAAAATGCAGGTTTAAGTAAACCGACAGATTTAGGCTTGATCGGAGAACAAGTTGGGATTTTGAATGCAAATCGTAAACG 1280

Rd 1281 CTGGGCAGATATTGAGCGTGCAACAGTCGCTTATGGTTATGGTATTACTGCGACACCTTTACAAATTGCTCGTGCCTATG 1360

* 1281 CTGGGCAGATATTGAACGTGCAACAGTCGCTTATGGTTACGGTATTACTGCGACACCTTTACAAATTGCTCGTGCCTATG 1360

Rd 1361 CAACCCTTGGTAGTTTCGGTGTTTATCGTCCGCTTTCTATCACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTC 1440

* 1361 CAACCCTTGGTAGTTTCGGTGTTTATCGTCCGCTTTCTATCACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTC 1440

Rd 1441 TCTGAAAAAATAACTAAAGATATTGTGGGAATTTTAGAGAAAGTAGCAATTAAAAATAAACGCGCAATGGTGGAAGGCTA 1520

* 1441 TCTGAAAAAATAACTAAAGATATTGTGGGAATTTTAGAGAAAGTCGCAATTAAAAATAAACGAGTAATGGTGGAAGGCTA 1520

Rd 1521 CCGTGTCGGCGTAAAAACAGGTACGGCACGTAAGATTGAAAATGGACATTATG---TAAATAAGTATGTGGCATTTACTG 1597

* 1521 CCGCGTCGGCGTGAAAACGGGTACAGCACGTAAATTAGAGAATGGTCATTATGTGATGAATAAACACGTTGCATTTACAG 1600

Rd 1598 CGGGTATTGCACCAATTAGTGATCCTCGTTATGCATTAGTGGTTTTGATCAATGATCCAAAAGCAGGAGAATATTATGGT 1677

* 1601 CGGGGATTGCACCAATTAGTGATCCACGTTATGCCTTAGTCATTTTGATTAACGAGCCAAAAGCTGGGGAATATTATGGT 1680

Rd 1678 GGTGCGGTTTCTGCCCCTGTATTCTCTAACATTATGGGCTATGCGTTACGTGCAAATGCTATTCCGCAAGATGCTGAAGC 1757

* 1681 GGTGCGGTTTCAGCTCCTGTGTTCTCTAGTATTATGGGGTATGCATTACGTGCTAACGGAATTCCACAAGATGCGGAACC 1760

Rd 1758 AGCTGAAAACACAACAACGAAAAGTGCAAAACGTATTGTTTATATTGGCGAACACAAGAATCAAAAAGTGAATTAA 1833

* 1761 AACAGAAAA---AACAATGAAAAGTGCGAAACGCATTGTATATGTTGGTGAGCGTAAGAATGAAAAAATGAATTAA 1833

Fig. 5. Diversity of ftsI genes in non-classified BLNAR H. ifluenzae isolates found in this study 

A, Comparison of the ftsI gene between non-classified Haemophilus influenzae isolates, 2011-
92 and 2011-118, and H. influenzae Rd reference strain (accession no. NC_000907). The 
alignment was generated with ClustalW v. 1.83. Sequences are shown from initiation codon to 
terminal codon. 
* ftsI sequence of H. influenzae 2011-92 and 2011-118 isolates. 
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B.  

Fig. 5. Diversity of ftsI genes in non-classified BLNAR H. ifluenzae isolates found in this study 

B, Neighbour-joining dendrogram of ftsI sequences of two non-classified H. influenzae isolates 
and Haemophilus spp. The dendrogram was generated in tree view based on full-length ftsI 
sequences.  
* non-classified H. influenzae 2011-92 and 2011-118 isolates. 
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3. BLNAR に対する各種薬剤感受性 

 -lactam 系薬耐性株の各種抗菌薬感受性を明らかにするために、PBP3 上のアミノ

酸置換による-lactam 系薬耐性クラス別に分類し、抗菌薬感受性の解析を行った 

(Table 5)。 

その結果、Cephem 系薬の CTRX や CTX と carbapenem 系薬の MEPM や TBPM は

全ての耐性クラスに良好な感受性率を維持していた。しかし、cephem 系薬では S385T

を有する株で、また、carbapenem 系薬では N526K を有する株で、MIC50、MIC90が 1 

~ 2段階程高値を示した。また、fluoroquinolone系薬では、全ての株が高い感受性率を

示した。 

一方で、macrolide系薬の CAMに対して、低度耐性株 (MIC = 16 g/mL) が認めら

れた。2007年の CAMの感受性率は、70.9%であったが、2010年を境に減少しており、

2012年には 52.9%に低下していた。また、2007 年から 2009年と 2010 年から 2012年

の 3 年間ごとの感受性率を比較したところ (Fig. 6)、感受性率が有意に低下していた 

(P < 0.05)。さらに、CAM では、PBP3 に 2置換を有する株の方が、低い感受性率を示

した。特に CAM 耐性株は、全て PBP3 に 2 つのアミノ酸置換を有していた。一方、

AZM では高い感受性率を示したが、CAM 耐性株 (MIC ≥32 g/mL) において、AZM

のMIC 値は、全てブレイクポイント付近 (MIC = 4 or 8 g/mL) であった。また、2010

年から 2012年において、感受性から外れた株が 2株 (1.3%) 認められた。 
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Table 5. Antimicrobial susceptibilities for clinical BLNAR H. influenzae isolates 
2007 ~ 2009 (n = 149) 2010 ~ 2012 (n = 155)

Antimicrobial agent Amino acid substitutions MIC50 MIC90 MIC range % S a) MIC50 MIC90 MIC range % S a)

Amoxicillin N526K or R517H (I) 8 16 2 - 32 31.3 16 16 2 - 16 22.2

/clavulanic acid S385T and R517H (II) 8 8 2 - 8 33.3 4 8 2 - 16 52.9

S385T and N526K (III) 16 32 2 - 32 5.0 16 32 4 - 32 7.9

Non-classified type 32 32 32 NC

Ampicillin N526K or R517H (I) 2 8 2 - 16 0 4 8 2 - 8 0

S385T and R517H (II) 8 8 2 - 16 0 4 8 2 - 16 0

S385T and N526K (III) 4 16 2 - 32 0 8 16 2 - 16 0

Non-classified type 16 16 16 NC

Ceftriaxone N526K or R517H (I) ≤0.063 0.125 ≤0.063 - 0.125 100.0 0.125 0.25 ≤0.063 - 0.25 100.0

S385T and R517H (II) 0.25 0.25 ≤0.063 - 0.5 100.0 0.25 1 0.125 - 1 100.0

S385T and N526K (III) 0.25 0.25 ≤0.063 - 1 100.0 0.25 0.5 ≤0.063 - 4 99.2

Non-classified type 0.125 0.25 0.125 - 0.25 NC

Cefotaxime N526K or R517H (I) 0.25 1 ≤0.063 - 1 100.0 0.25 1 ≤0.063 - 1 100.0

S385T and R517H (II) 1 2 0.25 - 4 91.7 1 2 ≤0.063 - 4 94.1

S385T and N526K (III) 1 2 0.25 - 4 96.7 1 4 ≤0.063 - 4 88.9

Non-classified type 1 1 1 NC

Cefcapene N526K or R517H (I) 0.5 4 ≤0.063 - 4 - 2 2 0.25 - 2 -

S385T and R517H (II) 2 4 0.5 - 8 - 4 4 1 - 4 -

S385T and N526K (III) 2 8 ≤0.063 - 16 - 4 8 0.5 - 16 -

Non-classified type 1 2 1 - 2 NC

Cefditoren N526K or R517H (I) 0.125 0.25 ≤0.063 - 2 - 0.125 0.25 ≤0.063 - 0.25 -

S385T and R517H (II) 0.5 0.25 ≤0.063 - 2 - 0.25 0.5 ≤0.063 - 0.5 -

S385T and N526K (III) 0.25 0.5 ≤0.063 - 2 - 0.25 0.5 ≤0.063 - 1 -

Non-classified type 0.25 0.5 0.25 - 0.5 NC

Meropenem N526K or R517H (I) 0.25 1 0.125 - 2 81.3 0.25 1 0.125 - 1 66.7

S385T and R517H (II) 0.125 0.25 0.125 - 0.25 100.0 0.125 0.25 ≤0.063 - 0.25 100.0

S385T and N526K (III) 0.5 1 0.125 - 2 77.7 0.25 1 ≤0.063 - 2 85.7

Non-classified type 0.25 1 0.25 - 1 NC

Tebipenem N526K or R517H (I) 0.5 2 0.25 - 4 - 0.5 2 0.125 - 2 -

S385T and R517H (II) 0.125 0.25 ≤0.063 - 0.5 - 0.125 0.25 ≤0.063 - 0.25 -

S385T and N526K (III) 0.5 1 0.125 - 2 - 0.5 1 ≤0.063 - 2 -

Non-classified type 1 1 1 NC

Clarithromycin N526K or R517H (I) 8 16 2 - 16 87.5 8 16 2 - 16 83.3

S385T and R517H (II) 8 16 4 - 16 75 8 16 2 - 16 64.7

S385T and N526K (III) 8 16 ≤0.063 - 32 71.9 8 16 2 - 32 58.7

Non-classified type 8 16 8 - 16 NC

Azithromycin N526K or R517H (I) 2 2 0.5 - 4 100.0 1 4 0.5 - 4 100.0

S385T and R517H (II) 2 2 1 - 4 100.0 1 4 ≤0.063 - 4 100.0

S385T and N526K (III) 2 4 ≤0.063 - 4 100.0 2 4 ≤0.063 - 8 98.4

Non-classified type 2 4 2 - 4 NC

Levofloxacin N526K or R517H (I) ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 100.0 ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 100.0

S385T and R517H (II) ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 100.0 ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 100.0

S385T and N526K (III) ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 - 0.125 100.0 ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 - 0.125 100.0

Non-classified type ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 NC

Tosufloxacin N526K or R517H (I) ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 - ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 -

S385T and R517H (II) ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 - ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 -

S385T and N526K (III) ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 - 0.125 - ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 - 0.125 -

Non-classified type ≤0.063 ≤0.063 ≤0.063 NC

a), % S , percent of susceptible strains. Susceptible strains were evaluated according to breakpoints defined by CLSI. 

MIC50 and MIC90, the values indicate the minimum inhibitory concentration (MIC) (g/ml) that inhibit the growth of 50 and 90% of strains, respectively; MIC range, range of MIC (g/ml).
-, the breakpoints were not defined by CLSI; NC, not calculated because of small number of isolates; I, class I; II, class II; III, class III.
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4. Clarithromycin 耐性株 (MIC ≥32 g/mL) の遺伝学的特徴 

 CAM 耐性株間の関連を明らかにするために、計 13 株の CAM 耐性株 (MIC ≥32 

g/mL) について MLST 解析を行った。同定された sequence type (ST) は、9 種類 

(ST159、156、107、396、556、834、1423、1424、1425) であり、ST159 が最も多く検

出され、4 株 (30.8%)、次いで ST156 が 2 株 (15.4%) であった。CAM 耐性株は、特

定のクローンの株が流行しているわけではなく、遺伝的多様性があることが示された。 

 

 

 

 

 

  

P value was calculated by 2 test 

Fig. 6. Annual transition of clarithromycin-susceptible strains in BLNAR H. influenzae 
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【 考 察 】 

本邦において BLNAR は急速に拡がり、抗菌薬を選択するうえで難渋する症例が増

えている 68)。そこで、本章では、2007年から 2012年度に東京医科大学八王子医療セ

ンターで分離された BLNAR を集め、-lactam 系薬耐性に関与する PBP3 の変異部位

及び抗菌薬感受性の解析を行った。 

 遺伝学的に PBP3 のアミノ酸置換によって分類した-lactam 系薬の耐性クラスとそ

の感受性は、非常に高い相関性が認められた。PBP3 上にアミノ酸置換を 2 置換保有

する株は、-lactam系薬に 1置換のみの株よりも低感受性を示し、既報の報告と一致

していた 38)。第 3 世代 cephalosporin 系薬では良好な感受性が得られたが、CTX では

既報の通り S385Tを有する株で、感受性の低下が認められた 69)。一方、carbapenem 系

薬である MEPM と TBPM には良好な感受性率を示したが、N526K を有する株では、

感受性率が低下していた。これは、BLNAR の治療において、アミノ酸置換の数だけ

ではなく、アミノ酸置換の部位についても検討を行う必要があることを強く示してい

る。従って、BLNAR の耐性機構と薬剤感受性を調査することは、抗菌薬を選択する

上で有用な指標の一つになると考えられる。また、注射用第 3 世代 cephalosporin や

carbapenem 系薬は、中等度から重症の小児における治療薬として有効であるが、不適

切に使用することで今後より高度な耐性株が出現する可能性が示唆された。 

さらに、本研究で分離された BLNAR の中に、ftsI 遺伝子後半部のトランスペプチ

ダーゼ領域が大きく変化していた株が出現していた。H. influenzae は、自然形質転換

能を持ち、外来遺伝子を取り込みやすいことが知られている 70-72)。また、Haemophilus

属菌間で、ftsI 遺伝子の水平伝播が報告されている 59, 60)。しかし、この領域の相同性

検索では、類似配列は認められなかった。今後、遺伝子変異だけではなく、外来遺伝

子の取り込みにより、H. influenzae のゲノムに大きな再編が加えられ、-lactam 系薬

に低感受性を示す新たな株が流行する可能性が考えられる。そのため、ゲノム再編成

のメカニズムに関しては、更なる解析が必要である。 

 BLNAR に対しては、一部の macrolide系薬 (AZM、CAM) や fluoroquinolone 系薬は

効果があるとされているため、代替薬として使用することが可能とされている。

Fluoroquinolone系薬は全ての株が感受性を示し、耐性株は認められなかった。そのた

め、治療薬の選択肢として効果が期待できると考えられる。しかし、本研究より、

macrolide系薬のCAMに対しては、2010年を境にCAMで低度耐性株 (MIC = 16 g/mL) 

が増加し、また、耐性株 (MIC ≥32 g/mL) が出現していることが明らかとなった。

2009年に小児領域において AZM の小児細粒が導入されており、市中感染症に対する

macrolide 系薬の使用が増加している。このことが選択圧となり、同系統である CAM

の薬剤感受性の変化に関連している可能性が考えられた。AZM の薬物動態を見ると、

成人に AZM を 500 mg で経口投与した場合、その最高血中濃度は、0.58 ± 0.11g/mL

であることが示されている 73)。また、AZM は、約 66時間の長い半減期を有している
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ため、AZM 投与後、MIC 値を下回る濃度で長時間、菌が曝露される可能性がある。

これらは成人用量のため、小児用量ではさらに低い値を示すことが考えられる。従っ

て、AZM の不適正使用は十分な薬剤濃度を維持できず、薬剤選択圧が持続してかか

ることで、更なる耐性株の出現を招く恐れがある。実際に、他の呼吸器感染症の起因

菌である Streptococcus pneumoniae や Mycoplasma pneumoniae でも macrolide 系薬耐性

化が問題となっており 74, 75)、H. influenzaeに対しても同様であると考えられる。さら

に、CAM 耐性株は、全て PBP3 にアミノ酸置換が複数入っていた株であり、BLNAR

の多剤耐性化が危惧された。また、CAM 耐性株の MLST 解析の結果から、9つの ST

が同定された。これらの clonal complex (CC) は異なっており、様々な遺伝学的背景を

持っていると考えられる。このことから、CAM 耐性株は、特定のクローンの株が流

行しているわけではなく、独立して出現しているため、どの株でも CAM に対して耐

性化し得ることが強く示唆された。今後、BLNAR の更なる多剤耐性化による治療の

難渋化が予想される。 

 本章から、BLNAR の治療では、CTX、CTRX、carbapenem 系薬及び fluoroquinolone

系薬は、有効な治療薬となり得ることが明らかとなった。しかし、抗菌薬の上市と共

に、菌を取り巻く環境は大きく変化し、新しいタイプの ftsI を持つ株の出現も明らか

になった。さらに、小児呼吸器感染症に汎用される CAM においても低度耐性株が増

加していることが明らかになった。加えて、CAM 耐性株も出現していた。よって、

抗菌薬感受性の動向及び耐性機構について、継続して注視していく必要があると考え

られる。 
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第 2 章 

Macrolide 耐性の分子メカニズムの解析 

【 背 景 】 

 第 1章において、臨床分離 BLNAR 株の clarithromycin (CAM) 感受性率が有意に低

下し、CAM耐性株が出現していることを見出した。 

 一般的に、細菌の macrolide 系薬耐性化機構は、リボソームの構造変化、外来遺伝

子の獲得、薬剤排出ポンプの亢進の 3種に大別される。 

第 1は、リボソームタンパク 50S サブユニットを構成する L4 及び L22 タンパク上

に生じたアミノ酸置換や 23S rRNAドメイン V中の薬剤作用部位の変異によるもので

あり、macrolide系薬の結合能が低下することで耐性化する 76, 77)。 

第 2は、薬剤耐性に関与する外来遺伝子の獲得によるものである。主として、薬剤

排出タンパク遺伝子 (mef) あるいは、23S rRNAメチラーゼ遺伝子 (erm) が関与する。

mef は、12回膜貫通型の排出タンパクをコードし、プロトン駆動力を用いて、macrolide

系薬を菌体内から排出する 78)。一方、ermは、23S rRNAのドメイン V の adenine (A) 

をジメチル化することによって、macrolide系薬の結合を妨げる 78)。mef や ermの獲得

は、一般的に Streptococcus 属や Staphylococcus 属で知られ、14員環、15 員環 macrolide

系薬に中等度から高度耐性を示す 79-81)。 

第 3は、細菌が従来持っている染色体性異物排出ポンプの亢進である。細菌の排出

システムは、排出ポンプの構造や共役するエネルギーの違いから大きく 5つのファミ

リーに分類されている 82-84)。これまでに、ATP の加水分解をエネルギーとして異物を

排出する ABC (ATP binding cassette) 型、内膜コンポーネント、外膜コンポーネント、

及びそれらを繋いでいるアダプタータンパク質からなる RND (resistance nodulation 

cell-division) 型、プロトン駆動型で最も主要なファミリーである MF (major facilitator) 

型、4回膜貫通型構造である SMR (small multidrug resistance) 型、ナトリウム又はプロ

トンを駆動力とするMATE (multidrug and toxic compound extrusion) 型の 5つが知られ

ている 85)。このうち、RND 型は、細胞外膜を有するグラム陰性菌に特有の異物排出

システムであり、Escherichia coli では、AcrAB-TolC が主なポンプとして機能してい

る。AcrAB-TolC は、抗菌薬、消毒剤、色素など様々な化合物を基質として認識する

が、この中に macrolide系薬も含まれる 86, 87)。 

H. influenzaeにおいては、過去に L4、L22タンパク上のアミノ酸置換、23S rRNA上

の変異や、外来遺伝子の獲得について報告されている 88, 89)。しかし、外来遺伝子保持

株は実際に表現型として耐性を示していないものも多く、この獲得株の存在について

は結論がでていない 89-92)。 
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また、H. influenzaeは、ゲノム解析により、染色体上に少なくとも 5つの排出系 (YieO、

YdeA、EmrB、NorM、AcrB) を保有することが知られている 88, 93, 94)。H. influenzaeの

染色体性多剤排出ポンプのうち、特に RND ファミリーに属する AcrAB ポンプは、

penicillin系薬である ampicillinやmacrolide系薬である erythromycinなどの基質となる

ため、薬剤感受性に影響していることが知られている 88, 93, 95)。 

本章では、CAM 耐性 BLNAR の臨床分離株について、その耐性機構を明らかにす

るために、上述した macrolide 耐性遺伝子や変異の存在ならびに耐性の分子メカニズ

ムについて検討した。 
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【 材 料 と 方 法 】 

1. 使用菌株と培養条件 

 使用菌株は、第 1 章で用いた菌株のうち、2010 年から 2012 年の間に東京医科大学

八王子医療センターから分離された 7 株の CAM 耐性 BLNAR を用いた (MIC = 32 

g/mL)。また、標準株として H. influenzae ATCC49247 株と H. influenzae Rd株を用い

た。培養には、チョコレート寒天培地または、-NADと hemin (Wako) を 15 g/mLと

なるように添加した BHI broth (sBHI broth) を用いた 96)。菌株の培養と保存方法は、

第 1章 -【材料と方法】- 2に記した方法で行った。 

 

2. Macrolide耐性遺伝子及び変異の検出 [mef(A)、erm(B)、L4、L22] 

 mef(A) 及び erm(B) の検出は、Noguchi らの方法で PCR を行った 97)。 

PCR 条件は、94C、2 min の初期変性、94C、15 secの変性、55C、15 secのアニーリ

ング、72C、30 secの伸長反応とし、25サイクル行った。L4と L22 は、Clarkらの方

法で PCR 及びシーケンス反応を行った 98)。PCR 条件は、94C、2 min の初期変性、

94C、15 secの変性、50C、30 secのアニーリング、72C、30 secの伸長反応とし、

25 サイクル行った。PCR 及びシーケンス反応は、第 1 章 -【材料と方法】- 3 と 4 に

記した方法で行った。増幅及びシーケンスに使用したプライマーは Table 6に示した。 

 

3. 薬剤感受性試験 

薬剤は、azithromycin (AZM)、CAM、minocycline (MINO: Wako)、norfloxacine (NFLX: 

Wako)、ethidium bromide (EB: Wako) を用いた。薬剤排出ポンプ阻害剤は、phenylalanine-

arginine -naphthylamide (PAN: Sigma-Aldrich Japan)、Carbonyl cyanide m-chlorophenyl-

hydrazone (CCCP: Wako) を用いた。薬剤感受性試験は、第 1章 -【材料と方法】- 5に

記した方法で行った。CAM 及び AZM では、排出ポンプ存在下及び非存在下における

MIC 値を調査した。排出ポンプ阻害剤の添加濃度は、PAN が 25、50 g/mL、CCCP

が 0.75、1.5 g/mL で行った。この実験は 3 回行い、全て同じ値を示すことを確認し

た。また、希釈段階を細分化した。抗菌薬の判定基準は、Clinical and Laboratory Standard 

Institute (CLSI) の breakpoint に準じた (Table 4) 67)。CLSI による感受性の判定基準よ

り、CAM のMIC が 32 g/mL以上の株を CAM 耐性株、AZM のMIC が 8 g/mLの株

を AZM 低度耐性株と定義した 67)。 
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Table 6. Oligonucleotide primers used in this study 

mef(A) mef-F TGTGCTAGTGGATCGTCATGA PCR 97

mef-R TGCAATCACAGCACCCAATA PCR

erm(B) erm(B)-F GATTCTACAAGCGTACCTTGGA PCR 97

erm(B)-R TCTGGAACATCTGTGGTATGG PCR

L4 L4-F TTAAGCCGGCAGTTAAAGC PCR, Sequence 98

L4-R CACTTAGCAAACGTTCTTG PCR, Sequence

L22 L22-F CGGCAGATAAGAAAGCTAAG PCR, Sequence 98

L22-R TGGATGTACTTTTTGACCC PCR, Sequence

ydeA YdeA-F CAGCCTTGTGTTTATTTGGG RT-PCR this study

YdeA-R GGCGATATTTTAAGTGCGTT RT-PCR this study

yieO YieO-F ATTAATACGCTGGCTGTAGG RT-PCR this study

YieO-R CATAAGCGACCAAACAAGG RT-PCR this study

emrB EmrB-1-F CAGAGCCAAGAAGAGACAAC RT-PCR this study

EmrB-1-R CTCTTGCCACCTTTATGCAG RT-PCR this study

bcr Bcr-F TGCTTCCAAAGCAGAAGG RT-PCR this study

Bcr-R ATGTCCACCATCACGTTAG RT-PCR this study

norM NorM-F GCCATACCAATCGACATAGG RT-PCR this study

NorM-R CGACAGCTATTGTGAACTGG RT-PCR this study

acrB AcrB-F ATCATTACCGCGTTTCAGTC RT-PCR this study

AcrB-R ACTGAATGGCAAGTACCAAG RT-PCR this study

gyrB GyrB-F GGAAAATCCTGCAGATGC RT-PCR this study

GyrB-R AAGCAACGTACGGATGTG RT-PCR this study

acrRAB operon acrR-F TGCGACAAGCTAAAACAGAC Sequence this study

acrR-R CTGTGTGCAAATTGTTCAAG Sequence this study

acrR-up 1 TACAGATAAGTATTGTTACG Sequence this study

acrR-down 1 TATGTGAGCGTTTTGGTC Sequence this study

acr-up GGGTTTACGGCTTACCTAC Sequence this study

acr-down GCGCAGAAAATCTCGATG Sequence this study

acr-up 2 GCTTGAACAATTTGCACAC Sequence this study

acr-down 2 TAACCTAAGTGCGGTTTG Sequence this study

acr-up 3 ATGCCAGAATCTTCAAGCC Sequence this study

acr-down 3 AGGAATTTCTCTGCGGTG Sequence this study

acr-up 4 AATCACTGCGATTGAACC Sequence this study

acr-down 4 TTCGGGTGTTTCCATTAC Sequence this study

acr-up 5 CTACTACAGTCATTACAGTG Sequence this study

acr-down 5 ACGGAACGAACCGATAAAC Sequence this study

Primer Sequence (5’ to 3’)Target gene Description Reference

The primers used for the detection of the chromosomal multidrug efflux pump genes were designed based on the nucleotide 

sequence of H. influenzae Rd.
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4. RT-PCR 法による H. influenzaeの染色体性多剤排出ポンプ遺伝子の発現量の解析 

 H. influenzaeの染色体性多剤排出ポンプである yieO、ydeA、emrB、norM、acrB遺伝

子の発現量は、Table 6 の各種プライマーを用いて、半定量的 Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR 法) で解析した。 

微好気性条件下、37C で、チョコレート寒天培地上で培養した single colonyを sBHI 

broth に懸濁し、微好気性条件下、37C で 18 ~ 24 hr 静置培養した。培養後の菌は、

sBHI brothで 1/10 希釈して、さらに、37C、3 hr静置培養した。培養液を 12,000 × g、

10 minで遠心にて集菌し、High Pure RNA Isolation Kit (Roche) を用いて、total RNAを

抽出・精製した。定量後、cDNAの合成には SuperScriptTM III First-strand Synthesis Super 

Mix for qRT-PCR (Thermo Fisher Scientific) を用いた。精製した cDNAを用いて各々の

排出ポンプ遺伝子の PCR を GoTaq®Green Master Mix (Promega KK) を用いて行った。

PCR の条件は、95C、2 minの初期変性、95C、30 secの変性、52C、30 secのアニー

リング、72C、30 sec の伸長反応とし、25 サイクル行った。解析は、 ImageJ 

(http://imagej.nih.gov/ij/) を用いて行った。Internal control として、恒常的に発現してい

る gyrBを用いた (Table 6) 99)。結果は、独立した 3回の実験の平均値を示した。 

 

5. acr オペロンの塩基配列決定 

H. influenzae Rd 株の塩基配列 (GenBank accession no. NC_000907) を基に、acrR、

acrA、acrBのプライマー (Table 6) を作成した。これらのプライマーを用い、CAM耐

性株の acr オペロン全長の塩基配列を解析した。まず、第 1章 -【材料と方法】- 3に

記した方法で、Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs Japan) を用

いて PCR を行い、acr遺伝子を増幅させた。PCR 条件は、95C、2 min の初期変性、

95C、30 secの変性、52C、30 secのアニーリング、72C、3 minの伸長反応とし、30

サイクル行った。PCR産物は、第 1章 -【材料と方法】- 4に記した方法でシーケンス

反応を行い、塩基配列及びアミノ酸置換部位の解析を行った。 

 

6. H. influenzae Rd 株のコンピテントセルの作製 

H. influenzae Rd株のコンピテントセルの作製は、生方らの方法を改変して行った 38)。

チョコレート寒天培地で培養した H. influenzae Rd株の single colonyを sBHI brothに懸

濁し、微好気条件下で、37C、24 hr静置培養した。培養した H. influenzae Rd株は、

sBHI brothで 1/10 に希釈し、さらに、37C、150 rpm で振とう培養した。OD600 = 0.3

まで増殖させ、3,080 × g、5 min で遠心し集菌した。遠心後、上清を捨て、SG buffer 

(10% glycerol、10% sucrose) で懸濁し、再度、3,080 × g、5 min で遠心を行い、2回洗

浄した。洗浄後、SG buffer を加えて懸濁した。 
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7. エレクトロポレーション法 

形質転換は、エレクトロポレーション法で行った。H. influenzae Rd 株のコンピテン

トセルに精製DNAを 1 g 加え、混合し、氷上においた。これを氷冷した electroporation 

cuvette (MP: Molecular Bio Products) に移した。エレクトロポレーションは、Gene 

Pulser® II (BioRad) を用いて、1.25 kV/cm、25 F、200 Ωで行った。sBHI broth で 18 ~ 

24 hrの培養を行った後、16 g/mLの CAM 含有チョコレート寒天培地に塗沫した。 

 

8. AcrBの立体構造予測 

 AcrB の立体構造予測は、膜貫通領域予測ツールである CCTOP (Constrained 

Consensus TOPology prediction server, http://www.cctop.enzim.ttk.mta.hu/) を用いて行っ

た。 

 

9. 統計解析 

 統計学的解析は、JMP software (SAS Institute) を用いて、Student’ s t-test により検定

し、P < 0.05 のときに統計学的に有意とした。 

 

10. 塩基配列の登録 

 H. influenzae 2012-42のacrR (accession number LC126887) とacrRAB (accession number 

LC269307) 及び H. influenzae 2011-70の acrRAB 領域 (accession number LC269308) の

塩基配列は、DNA Data Bank of Japan (DDBJ) (http://www.ddbj.nig.ac.jp) に登録した。 
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【 結 果 】 

1. Macrolide耐性因子の解析 [mef(A)、erm(B)、L4、L22] 

2010年から 2012年の間に分離された 7株の CAM耐性 BLNARについて、macrolide 

耐性遺伝子 mef(A) 及び erm(B) の検出を PCR で行った。その結果、mef(A) と erm(B) 

いずれも検出されなかった。また、リボソームタンパク 50S サブユニットを構成する

L4及び L22 上にアミノ酸置換を伴う変異は認められなかった。 

 

2. 異物排出ポンプ阻害剤の影響 

 Macrolide 系薬耐性化における染色体性異物排出ポンプの影響を調べるために、抗

菌薬と AcrAB の基質である EB の薬剤感受性試験を行った (Table 7)。CAM 耐性株

2012-42株では、EBの MIC が CAM感受性株である 2011-130株と ATCC49247 株と比

較して、4 ~ 8倍程高値を示した。また、排出ポンプの影響を受けやすい抗菌薬である

MINO及び NFLXのMIC 値も CAM感受性株より 2 ~ 4倍程高値を示した。そこで、

薬剤排出ポンプ阻害剤である CCCP と PAN を添加させ、MIC を測定したところ、

CAM耐性株である 2012-42株の CAM及び AZM のMIC は、CCCP と PANの濃度依

存的に低下した (Table 7)。一方、感受性株では、CCCP と PANを添加しても MIC 値

の大きな低下は認められなかった (Table 7)。従って、この結果は、2012-42株の CAM

耐性が異物排出ポンプに起因することを示唆していた。 

 

3. H. influenzaeの染色体性多剤排出ポンプ遺伝子の発現量 

 Salmonella Typhi や E. coli において、排出による薬剤耐性は、排出ポンプ遺伝子の

機能的な変異でなく排出ポンプ遺伝子の発現亢進であることが知られている 100, 101)。

そこで、CAM耐性株である 2012-42株、感受性株である 2011-130 株と ATCC49247 株

の染色体性多剤排出ポンプ遺伝子 (yieO、ydeA、emrB、norM、acrB) の mRNA量を半

定量的 RT-PCR 法で解析した。これらの株の各染色体性多剤排出ポンプ遺伝子の発現

強度を gyrBを基準として算出した (Fig. 7)。その結果、CAM 耐性株である 2012-42株

の acrB遺伝子の転写量が、CAM感受性株である 2011-130株と ATCC49247 株と比較

して、有意に高かった (P < 0.05)。一方、全ての株の yieO、ydeA、emrB、norM遺伝子

の発現量には有意な差が認められなかった。 
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*

*
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*

2012-42, clarithromycin-resistant strain; 

2011-130, clarithromycin-susceptible strain; 

ATCC49247, clarithromycin-susceptible control strain; 

Rd, H. influenzae Rd; 

Rd
42acr

, Rd strain transformed with the acrR gene from strain 42-2012  

*, P < 0.05; **, P < 0.01 

The statistical analysis was performed by two-tailed student’s t-test. 

Fig. 7. Transcription level of acrB gene in H. influenzae 
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4. acr オペロン塩基配列の解析 

 acr 領域は、acrR (564 bp)、acrA (1,149 bp)、acrB (3,099 bp) の順に配置し、負の調節

因子である AcrRによって、AcrA及び AcrB の発現量が調節されている 100)。CAM 耐

性株と感受性株の違いを検討するために、acr 領域 (acrR、acrA、acrB) の DNA シー

クエンスを行い、すでにゲノムが明らかになっている H. influenzae Rd 株 (Accession 

No. NC_000907) の acr 領域と比較を行った。その結果、CAM 耐性株の 2012-42 株で

は、acrAB の負の調節因子をコードする acrR 中の 142 番目の塩基において欠損が認

められた (Fig. 8)。この変異は、フレームシフトを生じさせ、105番目のコドンを終始

コドンにするナンセンス変異を導いていた。そこで、他の CAM 耐性株についても検

討したところ、変異部位は菌株によって異なっていたが、全ての CAM 耐性株で acrR

中にナンセンス変異を生じる塩基の挿入や欠損が存在していた (Table 8)。感受性株に

もアミノ酸置換が認められたが、ナンセンス変異は認められなかった。 

 

5. Acrの CAM 耐性への関与 

 acrR 上に認められたフレームシフト変異が、CAM 耐性に関与しているかどうか検

討するために、CAM 耐性株である 2012-42 株の acr 領域を PCR 法により増幅し、増

幅 DNAをエレクトロポレーション法によって、標準株の H. influenzae Rd株に組み込

んだ (Rd42acr)。この形質導入株 (Rd42acr) の acr 領域は DNAシークエンスによって確

認した。Rd42acr株の CAM 及び AZM のMIC 値は、CAM 耐性株である 2012-42株と同

じ MIC 値を示した (Table 9)。また、Rd42acr 株の acrB 遺伝子転写量は、親株の H. 

influenzae Rd株、CAM感受性株の 2011-130 株やコントロール株の ATCC49247 株と比

較して、転写量が有意に高かった (P < 0.05) (Fig. 7)。 
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Fig. 8. Pairwise alignment of acrR genes in H. influenzae  

The clarithromycin-resistant strain 2012-42 had a deletion of 141 nucleotides in acrR 

(accession no. LC126887). 

The mutation site was indicated by the arrow. 

2012-42 1 AT GCGAC AAGCT AAAACAGACT T AGCT GAACAGAT T T T T T C AGCGAC AGAT CGT T T AAT G 60

H. inf Rd 1 AT GCGACAAGCT AAAACAGACT T AGCT GAACAGAT T T T T T CAGCGACAGAT CGT T T AAT G 60

2012-42 61 GCAAGAGAAGGGT T GAAT CAACT T T CT AT GCACAAACT T GCGAAAGAAGCAAAT GT GGCC 120

H. inf Rd 61 GCAAGAGAAGGGT T GAAT CAACT T T CT AT GCT CAAACT T GC GAAAGAAGCAAAT GT AGCC 120

2012-42 121 GCAGGAACGAT T T AC CT T T A- T T T AAAAACAAAGAT GAAT T GCT T GAAC AAT T T GCACAC 179

H. inf Rd 121 GCAGGAACGAT T T ACCT T T AT T T T AAAAACAAAGAT GAAT T GCT T GAACAAT T T GCACAC 180

2012-42 180 AGAGT GT T T T CAAT GT T T AT GGCAACACT T GAAAAAGAT T T T GAT GAAACGAAACCT T T T 239

H. inf Rd 181 AGAGT GT T T T CAAT GT T T AT GGCAACACT T GAAAAAGAT T T T GAT GAAACT AAGCCT T T T 240

2012-42 240 T T CGAACAAT AT CGACAAAT GT GGAAAAACAT T T GGT AT T T CT T ACAAGAAAAT CCCACT 299

H. inf Rd 241 T T C GAAC AGT AT C GACAAAT GT GGAAAAACAT T T GGT AT T T CT T ACAAGAAAAT CCC ACT 300

2012-42 300 AT T CT AT CCAAT T T AAAGCAAT AT GAAT CT T T GC CT AAT T T CAAGGAT AT T T GT AAAAAC 359

H. inf Rd 301 AT T CT AT CCAAT T T AAAGCAAT AT GAAT CT T T GCCGAAT T T CAAGGAT AT T T GT AAAAAC 360

2012-42 360 GT T AAAAAT T GCCGT T GGGAT T T AT T T T GT CAT CAAGCCCAAAAAGCT GGCT T AT T AGCG 419

H. inf Rd 361 AT T AAAAAT T GCC GT T GGGAT T T AT T T T GT CAT C AAGCACAAAAAGC T GGCT T AT T AGCG 420

2012-42 420 GAAT T AT CT GAAGAT AT T CT CT T T T T AT T AAGT T T GAAAACAGCGAT AAAT T T AGCCT CT 479

H. inf Rd 421 GAAT T AT CT GAAGAT AT T CT CT T T T T AT T AAGT T T GAAAACGGCGAT AAAT T T AGCCT CT 480

2012-42 480 GAT GC AAAAT T T AT C GAT T T CGAT CT T AAGCC T GAAAT T T T AGAAT C T GT GAT T GAACGC 539

H. inf Rd 481 GAT GCAAAAT T T AT CGAT T T CGAT CT T AAGCCT GAAAT T T T AGAAT CT GT GAT T GAACGC 540

2012-42 540 T CT T GGCGT GCGAT T CAGAAAT AA 563

H. inf Rd 541 T CT T GGC GT GCGAT T CAGAAAT AA 564
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Table 8. Identified amino acid substitutions in the acrR gene of H. influenzae used in this study 

2010-124 Deletion of base T in nucleotide 453 Incomplete (152) 

2011-54 Substitution of base C to A in nucleotide 400  Incomplete (134)

2011-70 Deletion of base T in nucleotide 141 Incomplete (105)

2011-72 Insertion of 2 bases (GG) behind nucleotide 200 Incomplete (106)

2011-82 Substitution of base C to T in nucleotide 256 Incomplete (86)

2012-42 Deletion of base T in nucleotide 141 Incomplete (105) 

2012-46 Substitutions of 2 bases C to T in nucleoride 246 Incomplete (83)

and G to A in nucleotide 248

2011-130 multiple substitutions Complete

Mutation sites in acrR gene *) Protein synthesis

(stop site)

* Reference with acrR genes of H. influenzae Rd

Strain
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6. AcrB領域の解析 

2010年から 2012年の間に分離された 7株の CAM 耐性 BLNAR のうち、2012-42株

のみ AZM の MIC 値が 8 g/mLであり、明らかな低度耐性を示していた (Table 7)。そ

こで、この違いを明らかにするために、CAM 耐性株のうち、MLST で遺伝学的バッ

クグラウンドが同一であり、かつ acrRの変異部位が同じ AZM 低度耐性株 (AZM MIC 

= 8 g/mL) の 2012-42 株と AZM 感受性株 (AZM MIC = 4 g/mL) の 2011-70株を用

い、AZM 低度耐性化メカニズムについて検討した。 

2011-70 株と 2012-42 株の acrR から acrB までの全塩基配列 (4,891 bp) を決定し、

アミノ酸配列の比較を行った。その結果、AZM 低度耐性株である 2012-42 株では、

AcrB領域の 327番目のアミノ酸が arginine から serineに置換しており、1ヶ所のみ異

なっていた (Fig. 9)。さらに、他の CAM 耐性株と比較したところ、327 番目のアミノ

酸変異を有する株は、2012-42株のみであった。 

 

7. AcrBの 327番目のアミノ酸置換による AZM 低度耐性化機構の解析 

 AcrB 領域の 327 番目のアミノ酸置換が AZM 低度耐性化に関与しているかどうか

検討するために、上述した第 2 章 -【結果】- 5 の形質転換株 (Rd42acr) と 2011-70 株

の acr 領域の DNAを同様の方法で H. influenzae Rd株に導入した形質転換株 (Rd70acr) 

を用いて解析した。得られた株の Acr 領域は DNA シークエンスによって確認した。

Rd70acr株の CAM と AZM の MIC 値は、Rd42acr株と同様に親株と同じ MIC 値である

32 g/mLと 4 g/mLを示した。また、Rd70acr株の acrB遺伝子転写量は、標準株の H. 

influenzae Rd株と比較して、転写量が有意に高かった (Table 10) (P < 0.05)。 

 CLSIによる薬剤感受性試験は、2倍希釈系列で行われる。この方法は簡便で、再現

性が高いが、薬剤濃度の設定間隔が広いため、薬剤排出ポンプによる薬剤排出量の詳

細な変化をとらえることができないことが考えられる。そこで、AcrB のアミノ酸変

異による微少の影響を調査するため、得られた形質転換株において、AZM 及び CAM

の希釈段階 (AZM 1 g/mL、CAM 2 g/mLずつ) を細分化した薬剤感受性試験を行っ

た (Table 10)。Rd42acr株の CAM の MIC 値は、Rd70acr株よりも 1.2 倍高く、さらに、

AZM では、2.3倍高い値を示した。従って、これらの結果より、AcrBの 327番目のア

ミノ酸変異が AZM の薬剤感受性に影響することが明らかになった。 
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Table 10. Detailed MICs of H. influenzae Rd and strains with acr mutations   

Rd 1 MYEEIRMKFTDIFIRRPVLAVSISLLMIILGLQAISKLAVREYPKMTTTVITVSTAYPGADANLIQAFVTSKLEESIAQADNIDYMSSTSAPSSSTITIK 100

2012-42 1 MYEEIRMKFTDIFIRRPVLAVSISLLMIILGLQAISKLAVREYPKMTTTVITVSTAYPGADANLIQAFVTSKLEESIAQADNIDYMSSTSAPSSSTITIK 100

2011-70 1 MYEEIRMKFTDIFIRRPVLAVSISLLMIILGLQAISKLAVREYPKMTTTVITVSTAYPGADANLIQAFVTSKLEESIAQADNIDYMSSTSAPSSSTITIK 100

Rd 101 MKLNTDPAGALADVLAKVNAVKSALPNGIEDPSVSSSSGGSGIMYISFRSKKLDSSQVTDYINRVVKPQFFTIEGVAEVQVFGAAEYALRIWLDPQKMAA 200

2012-42 101 MKLNTDPAGALADVLAKVNAVKSALPNGIEDPSVSSSSGGSGIMYISFRSKKLDSSQVTDYINRVVKPQFFTIEGVAEVQVFGAAEYALRIWLDPQKMAA 200

2011-70 101 MKLNTDPAGALADVLAKVNAVKSALPNGIEDPSVSSSSGGSGIMYISFRSKKLDSSQVTDYINRVVKPQFFTIEGVAEVQVFGAAEYALRIWLDPQKMAA 200

Rd 201 QNLSVPTVMSALSANNVQTAAGNDNGYYVSYRNKVETTTKSVEQLSNLIISSNGDDLVRLRDIATVELNKENDNSRATANGAESVVLAINPTSTANPLTV 300

2012-42 201 QNLSVPTVMSALSANNVQTAAGNDNGYYVSYRNKVETTTKSVEQLSNLIISSNGDDLVRLRDIATVELNKENDNSRATANGAESVVLAINPTSTANPLTV 300

2011-70 201 QNLSVPTVMSALSANNVQTAAGNDNGYYVSYRNKVETTTKSVEQLSNLIISSNGDDLVRLRDIATVELNKENDNSRATANGAESVVLAINPTSTANPLTV 300

Rd 301 AEKIRPLYESIKTQLPDSMESDILYDRTIAINSSIHEVIKTIGEATLIVLVVILMFIGSFRAILIPILAIPISLIGVLMLLQSFNFSINLMTLLALILAI 400

2012-42 301 AEKIRPLYESIKTQLPDSMESDILYDSTIAINSSIHEVIKTIGEATLIVLVVILMFIGSFRAILIPILAIPISLIGVLMLLQSFNFSINLMTLLALILAI 400

2011-70 301 AEKIRPLYESIKTQLPDSMESDILYDRTIAINSSIHEVIKTIGEATLIVLVVILMFIGSFRAILIPILAIPISLIGVLMLLQSFNFSINLMTLLALILAI 400

Rd 401 GLVVDDAIVVLENIDRHIKAGETPFRAAIIGTREIAVPVISMTIALIAVYSPMALMGGITGTLFKEFALTLAGAVFISGVVALTLSPMMSSKLLKSNAKP 500

2012-42 401 GLVVDDAIVVLENIDRHIKAGETPFRAAIIGAREIAVPVISMTIALIAVYSPMALMGGITGTLFKEFALTLAGAVFISGVVALTLSPMMSSKLLKSNAKP 500

2011-70 401 GLVVDDAIVVLENIDRHIKAGETPFRAAIIGAREIAVPVISMTIALIAVYSPMALMGGITGTLFKEFALTLAGAVFISGVVALTLSPMMSSKLLKSNAKP 500

Rd 501 TWMEERVEHTLGKVNRVYEYMLDLVMLNRKSMLAFAVVIFSTLPFLFNSLSSELTPNEDKGAFIAIGNAPSSVNVDYIQNAMQPYMKNVMETPEVSFGMS 600

2012-42 501 TWMEERVEHTLGKVNRVYEYMLDLVMLNRKSMLAFAVVIFSTLPFLFNSLSSELTPNEDKGAFIAIGNAPSSVNVDYIQNAMQPYMKNVMETPEVSFGMS 600

2011-70 501 TWMEERVEHTLGKVNRVYEYMLDLVMLNRKSMLAFAVVIFSTLPFLFNSLSSELTPNEDKGAFIAIGNAPSSVNVDYIQNAMQPYMKNVMETPEVSFGMS 600

Rd 601 IAGAPTSNSSLNIITLKDWKERSRKQSAIMNEINEKAKSIPEVSVSAFNIPEIDTGEQGPPVSIVLKTAQDYKSLANTAEKFLSAMKASGKFIYTNLDLT 700

2012-42 601 IAGAPTSNSSLNIITLKDWKERSRKQSAIMNEINEKAKSIPEVSVSAFNIPEIDTGEQGPPVSIVLKTAQDYKSLANTAEKFLSAMKASGKFIYTNLDLT 700

2011-70 601 IAGAPTSNSSLNIITLKDWKERSRKQSAIMNEINEKAKSIPEVSVSAFNIPEIDTGEQGPPVSIVLKTAQDYKSLANTAEKFLSAMKASGKFIYTNLDLT 700

Rd 701 YDTAQMTISVDKEKAGTYGITMQQISNTLGSFLSGATVTRVDVDGRAYKVISQVKRDDRLSPESFQNYYLTASNGQSVPLSSVISMKLETQPTSLPRFSQ 800

2012-42 701 YDTAQMTISVDKEKAGTYGITMQQISNTLGSFLSGATVTRVDVDGRAYKVISQVKRDDRLSPESFQNYYLTASNGQSVPLSSVISMKLETQPTSLPRFSQ 800

2011-70 701 YDTAQMTISVDKEKAGTYGITMQQISNTLGSFLSGATVTRVDVDGRAYKVISQVKRDDRLSPESFQNYYLTASNGQSVPLSSVISMKLETQPTSLPRFSQ 800

Rd 801 LNSAEISAVPMPGISSGDAIAWLQQQATDNLPQGYTFDFKSEARQLVQEGNALAVTFALAVIIIFLVLAIQFESIRDPMVIMISVPLAVSGALVSLNILS 900

2012-42 801 LNSAEISAVPMPGTSSGDAIAWLQQQANDNLPQGYTYDFKSEARQLVQEGNALTTTFILAVVIIFLVLAIQFESIRDPMVIMISVPLAVSGALVSLNILS 900

2011-70 801 LNSAEISAVPMPGTSSGDAIAWLQQQANDNLPQGYTYDFKSEARQLVQEGNALTTTFILAVVIIFLVLAIQFESIRDPMVIMISVPLAVSGALVSLNILS 900

Rd 901 FFSIAGTTLNIYSQVGLITLVGLITKHGILMCEVAKEEQLNHGKTRIEAITHAAKVRLRPILMTTAAMVAGLIPLLYATGAGAVSRFSIGIVIVAGLSIG 1000

2012-42 901 FFSIAGTTLNIYSQVGLITLVGLITKHGILMCEVAKEEQLNYGKTRIEAITHAAKVRLRPILMTTAAMVAGLIPLLYATGAGAVSRFSIGIVIVAGLSIG 1000

2011-70 901 FFSIAGTTLNIYSQVGLITLVGLITKHGILMCEVAKEEQLNYGKTRIEAITHAAKVRLRPILMTTAAMVAGLIPLLYATGAGAVSRFSIGIVIVAGLSIG 1000

Rd 1001 TIFTLFVLPVVYSYVATEHKPLPVFDENKTTH 1032

2012-42 1001 TIFTLFVLPVVYSYVATEHKPLPVFDENKTTH 1032

2011-70 1001 TIFTLFVLPVVYSYVATEHKPLPVFDENKTTH 1032

Fig. 9. Pairwise alignment of AcrB of H. influenzae 

The AcrB regions of azithromycin (AZM) low-resistant strain 2012-42 (accession no. 

LC269307) and AZM-susceptible strain 2011-70 (LC269308) were compared. 

The AZM low-resistant strain 2012-42 had the amino acid 327 substitution of AcrB. 

Rd 0.82  0.24 8 1 1 1

Rd42acr 1.86  0.35 a 30 8 3.8 8

Rd70acr 1.45  0.09 a 26 3.5 3.3 3.5

MIC (g/mL)

CAM CAM AZMAZM

Ratio b

Strain

b, Ratio of each MIC level on the basis of H. influenzae Rd

Relative mRNA 

levels of acrB c

c, The transcription levels was calculated in comparison with the transcription level of gyrB. The 

measurement of transcription levels of acrB were performed at least three times independent experiments.

a, P < 0.05 (Rd vs Rd42acr and Rd vs Rd70acr ) 
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【 考 察 】 

 Macrolide 系薬は、小児にも使用可能であり、呼吸器感染症の起炎菌である H. 

influenzaeや Streptococcus pneumoniae、Mycoplasma pneumoniaeに抗菌活性を有し、組

織移行性が良好な抗菌薬である。そのため、特に市中において macrolide 系薬は、原

因菌不明時の気管支・肺などの下気道感染症に対する初期治療に繁用されている 102)。

また、小児の急性副鼻腔炎に対する AZM の効果は、penicilline系薬の AMPC/CVAと

同等であることが示されている 103)。しかし、macrolide 系薬耐性 S. pneumoniae や M. 

pneumoniaeが増加し、治療上問題となっている 74, 75, 104, 105)。さらに、第 1 章において、

臨床分離された BLNAR では、AZM 小児細粒導入後 (2009 年)、2010 年を境に CAM

感受性率が低下し、耐性株が出現していることを明らかにした。そこで、本章では、

CAM耐性 BLNAR の耐性機構について解析した。 

H. influenzae において以前報告されたことのある macrolide 系薬耐性機構である

mef(A) 及び erm(B) ならびにリボソームタンパク 50S サブユニットを構成する L4 及

び L22 上の変異は認められなかった。一方、CAM 耐性株では、薬剤排出ポンプ阻害

剤である CCCP 及び PAN 添加時において、CAM 及び AZM の MIC 値が低下し、H. 

influenzae の染色体性多剤排出ポンプである acrB 遺伝子発現量の増加が認められた。 

Macrolide系薬は、RND 型トランスポーターに属する AcrABなどの染色体性多剤排

出ポンプによって排出されることが報告されている 88, 93)。AcrB 排出ポンプは、トラ

ンスポーター本体であり、膜融合タンパク質である AcrA、外膜貫通チャネル TolC と

三者複合体を形成し機能している 106, 107) (Fig. 10)。AcrBは、3量体を形成し、単量体

あたり 12本の膜貫通へリックスをもつことが知られている 108)。この排出システムは、

細胞質だけでなく、ペリプラズムからも薬剤を排出すると言われている 108) (Fig. 10)。

AcrABは、acrR、acrA、acrBを含むオペロンで構成され、acrABは、AcrR によって負

に調節されている 100)。acr オペロン全塩基配列の解析を行ったところ、全ての CAM

耐性株で acrR配列中にフレームシフトを引き起こす塩基の挿入または欠損が存在し、

ナンセンス変異が生じていた。さらに、2012-42 株の acr 領域を導入した Rd42acr株で

は、CAM の MIC は、2012-42 株と同じ値まで上昇し、acrB の発現量の増加も認めら

れた。よって、臨床分離された CAM耐性株では、薬剤排出ポンプ acrAB の調節因子

である acrR 中の点変異により、負の調節機構が破綻し、排出ポンプが亢進すること

により耐性化したことが明らかとなった (Fig. 10)。加えて、CAM耐性株における acrR

中の塩基の挿入及び欠損によりナンセンス変異が起こる部位は菌株によって様々で

あった。つまり、acrR 領域は、抗菌薬の選択圧によって、変異が起こりやすいホット

スポットであることを示唆している。これは、macrolide系薬の繁用により薬剤の選択

圧がかかると、容易に macrolide耐性株が出現し得ることを強く示唆し、CAM 耐性株

が市中での macrolide 系薬の使用量増加に伴い出現したという仮説を支持するもので

ある。 



38 
 

 

 

 

さらに、2012-42株は、他の CAM 耐性株と異なり、AZM に低度耐性を示した。こ

の AZM 低度耐性機構を解析したところ、AZM 低度耐性 2012-42 株は、AcrB の 327

番目のアミノ酸が arginine から serine に置換していた。この株の acr 領域を導入した

H. influenzae Rd株は、変異を持たない株の acr 領域を導入した株よりも AZM のMIC が

高かったことから、AcrBの 327番目のアミノ酸変異は AZM の排出に関与しているこ

とが強く示唆された。異物排出トランスポーターの阻害剤の開発研究において、阻害

剤の感受性は、阻害剤結合部位の周辺のアミノ酸による、僅かな立体障害によって決

まることが報告されている 109, 110)。そこで、CCTOP (Constrained Consensus TOPology 

prediction server, http://www.cctop.enzim.ttk.mta.hu/) を用いて、AcrB の 327 番目のアミ

ノ酸変異が、AcrB構造のどの部位に相当するかについて検討した 111)。AcrBは、過去

の報告通り 12 本の膜貫通へリックスを持ち、327 番目のアミノ酸は細胞外に位置す

ると予測された。E. coli においても、AcrBの 327 番目のアミノ酸は、細胞外に位置す

ることが過去に報告されている 112)。つまり、細胞外におけるこのアミノ酸変異が、細

胞質及びペリプラズムから AZM が排出される時に、基質特異性に影響を与えている

ことが示唆された。従って、AcrRのナンセンス変異に加え、AcrBに 327 番目のアミ

ノ酸置換が生じることで AZM に低度耐性化することが明らかとなった。 

acrA acrBacrR

mRNA

Protein

Suppression

acr region

acrA acrB

mRNA

Protein

Suppression

acr region

Mutated acrR

H+

OM

IM

Periplasm

H+ H+

H+OM

IM

Periplasm

A. Susceptible strain

B. Resistant strain

TolC

AcrA

AcrB

Drug

(A) Susceptible strain; (B) Resistant strain; OM, outer membrane; IM, inner membrane 

Fig. 10. Molecular mechanism of clarithromycin resistance in H. influenzae 
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薬剤排出ポンプは、細菌の薬剤耐性に関与するだけでなく、細菌の病原性に関与す

ることが報告されている 113)。このメカニズムとして、鉄の獲得系の関与や毒素に関

与する分泌タンパク質の排出増加が報告されている 85)。従って、本章で解析した

AcrAB亢進株は、薬剤耐性に加えて、病原性の発現に影響する可能性がある。 

本章では、臨床で分離されている CAM 耐性機構が acrR における点変異によるも

のであることを明らかにした。さらに、これらの株は acrB に点変異を獲得すると段

階的に AZM に対しても耐性となり得ることを示した。これらはいずれも点変異によ

り起こることから、macrolide系薬の使用頻度の増加に伴い、これらの株が増加し得る

と予測される。 
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第 3 章 

小児由来株における fluoroquinolone 低感受性株の増加 

【 背 景 】 

 第 1 章で BLNAR の macrolide 系薬の clarithromycin (CAM) 耐性株の出現と感受性

率の低下を見出した。さらに、第 2章でこれらの耐性化は、排出タンパク acrABの負

の調節因子である acrR 中に生じたナンセンス変異に起因することを明らかにした。

-lactam系薬耐性 H. influenzaeに対しては、macrolide系薬以外にも、強い抗菌活性と

良好な組織移行性に加えて、広い抗菌スペクトルを有する fluoroquinolone系薬が代替

薬として使用できる。しかし、近年、成人の中で、特に高齢の患者から分離された H. 

influenzaeにおいて、fluoroquinolone系薬の低感受性株や耐性株が-lactam 系薬の耐性

度に関係なく、検出されている 114-118)。これは、成人の呼吸器感染症の治療において、

fluoroquinolone 系薬の投与が広く行われていることが要因の一つとして考えられる。

一方、小児に対しては、有効性及び安全性が十分に確認されていなかったことや関節

毒性が報告されていたことから、これまでほとんど使用されてこなかった 119, 120)。2017

年 11月現在、小児由来 fluoroquinolone耐性 H. influenzaeの報告はされていないが、近

年の小児市中感染症起炎における各種薬剤耐性菌増加の影響を受け、本邦では、2010

年に tosufloxacin (TFLX) の適応が小児に拡大された 121)。TFLXは、幅広い抗菌活性と

優れた抗菌力を有し、小児における肺炎及び中耳炎に対して、in vitro 及び in vivo で

良好な成績を示している 122)。さらに、他の fluoroquinolone 系薬と比較して、非臨床

試験での関節毒性が弱く、医療現場では以前から適応外使用として小児領域で使用さ

れていた 123)。また、問題となる副作用が認められていないため、小児感染症領域の

治療において、TFLX の臨床効果が期待されている 124)。しかし、この導入に伴い、小

児に対する TFLXの使用が増加すると fluoroquinolone系薬に対する低感受性化が進行

し、耐性菌が出現する可能性がある。そのため、TFLX 導入に伴う菌株の薬剤感受性

への影響が注目されている。 

 Fluoroquinolone系薬は、細菌の DNAのトポロジーを変化させる酵素である DNAジ

ャイレース及びトポイソメラーゼ IVに結合し、DNA複製を阻害する 125)。そのため、

DNA ジャイレースをコードする gyrA 遺伝子と gyrB 遺伝子及び、トポイソメラーゼ

IV をコードする parC 遺伝子、parE 遺伝子の quinolone 耐性決定領域 (quinolone 

resistance-determining region: QRDR) にミスセンス変異が入り、薬剤の親和性が低下す

ることで耐性化することが知られている 126)。変異の獲得様式は菌種によって異なり、

H. influenzae の場合 gyrA 遺伝子の変異による GryA の 84 番目の serine から leucine 

(Ser84Leu) または tyrosine へのアミノ酸置換 (Ser84Tyr) と 88 番目の asparatic acid か

ら glycine への置換 (Asp88Gly) が、初期の耐性化に寄与すると考えられている 114)。
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さらに、parC 遺伝子内に ParCの 84番目の serineから arginine (Ser84Arg) と glutamic 

acid から lysine (Glu88Lys) へのアミノ酸置換をもたらす変異が入ることにより、ブレ

イクポイント以上に耐性化すると言われている 127)。 

Fluoroquinolone耐性 H. influenzaeの出現・増加を防ぐためには、臨床分離株の薬剤

感受性の継続的な評価が不可欠である。実際、医療機関では、薬剤感受性測定が行わ

れているが、いずれもブレイクポイントを基準とした耐性あるいは感受性の評価であ

るため、感受性の微細な変化を捉えることができない。 

そこで、本章では、対象を BLNAR に限らず H. influenzae全体に広げ、小児科由来

株における fluoroquinolone系薬に対する薬剤感受性の変化及び gyrAと parC遺伝子の

変異解析を行った。さらに、低感受性株を簡便に検出できる手法を確立した。 
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【 材 料 と 方 法 】 

1. 使用菌株と培養条件 

 使用菌株は、2013 年から 2014 年の間に東京医科大学八王子医療センターの小児科

患者から分離された計 96株の H. influenzaeを使用した。その内訳は、2013年が 46株、

2014年が 50株であった。菌株の培養方法は、第 1章 -【材料と方法】- 2に記した方

法で行い、菌株の保存は、10% skim milk (Becton Dickinson) 中に 1010 CFU/mL以上の

菌を懸濁し、使用時まで-80C で保存した。 

 

2. 菌種の同定と莢膜型の決定 

菌種の同定と莢膜型の決定は、第 1章 -【材料と方法】- 3に記した方法で行った。 

 

3. -lactam系薬耐性の分類 

 H. influenzaeの-lactam 系薬耐性の分類は、序論に示した Table 1 (p. 4) のように表

現型に基づき行った。すなわち、BLNAS は、-lactamase 陰性で ABPC の MIC が 1 

g/mL以下、BLNAIは、-lactamase陰性で ABPC のMIC が 2 g/mL、BLNAR は、-

lactamase 陰性で ABPC の MIC が 4 g/mL 以上、BLPAR は、-lactamase 陽性で

AMPC/CVA の MIC が 4 g/mL 以下、BLPACR は、-lactamase 陽性で AMPC/CVA の

MIC が 8 g/mL以上とした。 

-lactamase遺伝子の検出は、第 1章 -【材料と方法】- 3に記した方法で行った。 

 

4. 薬剤感受性試験 

 使用薬剤は、ciprofloxacin (CPFX: Bayer)、levofloxacin (LVFX)、moxifloxacin (MFLX: 

Bayer)、norfloxacin (NFLX)、sitafloxacin (STFX: Daiichi-Sankyo)、TFLXを用いた。薬剤

感受性試験は、第 1章 -【材料と方法】- 5に記した方法で行った。抗菌薬の感受性の

判定基準は、Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) の breakpoint に準じ、CPFX

のMIC が 1g/mL以下、LVFXのMIC が 2 g/mL以下、MFLX の MIC が 1g/mL以

下とした 67)。 

 

5. GyrAと ParC の QRDR 領域におけるアミノ酸置換の解析 

 第 1章 -【材料と方法】- 3に記した方法で、GoTaq®Green Master Mix を用いて PCR

を行い、gyrA遺伝子と parC 遺伝子を増幅させた。プライマーは、Todd らのプライマ

ーを用いた (Table 11) 128)。PCR 条件は、95C、2 min の初期変性、95C、15 secの変

性、53C、15 secのアニーリング、72C、30 secの伸長反応とし、25サイクル行った。

PCR 産物は、第 1章 -【材料と方法】- 4に記した方法でシーケンス反応を行い、塩基

配列及びアミノ酸置換部位の解析を行った。 
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6. GyrAのアミノ酸置換 Ser84Leuの簡易検出法 

 GyrA における Ser84Leu のアミノ酸置換を簡便に検出するための PCR 法として、

mismatch amplification mutation assay PCR（MAMA-PCR 法）を用いた 129)。 

まず、前述の gyrA 遺伝子の塩基配列の解析の結果に基づいて、プライマーを設計

した (Table 11)。PCR チューブに、Go Taq® Master Mix 5 µL、Table 11 の F1プライマ

ー 10 pmol、F2プライマー 5 pmol、R プライマー 10 pmol、PCR 試料 1 µLを加えて、

滅菌ろ過超純水にて全量を 10 µLとした。PCR 条件は、95°C、2 minの初期変性、95°C、

30 secの変性、56°C、30 secのアニーリング、72°C、30 secの伸長反応の行程を 30サ

イクル行った。PCR は、第 1 章 -【材料と方法】- 3 に記した方法で行った。PCR 産

物が確認できた株は、野生株とし、PCR 産物が確認できなかった株は、変異株と判定

した。 

 

7. 統計解析 

 統計学的解析は、JMP software (SAS Institute) を用いて、χ2検定により検定し、P < 

0.05のときに統計学的に有意とした。 
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【 結 果 】 

1. 菌株の特徴と-lactam 耐性の分類 

2013 年から 2014 年に分離された 96 株の小児科由来 H. influenzae の検体採取部位

は、鼻腔内 67.7% (n = 65) が最も多く、次いで、喀痰 26.4% (n = 25)、咽頭 6.3% (n = 

6) であった。また、莢膜型は全ての株が無莢膜型であった。 

 薬剤感受性試験より得られた結果に基づいて、-lactam耐性分類を行った (Table 12)。

2014 年では、分離された H. influenzae の約 50%が BLNAR であり、2013 年よりも有

意に増加していた (P < 0.05)。一方、BLPACR の分離率に変化は認められなかった。 

 

 

 

2. H. influenzaeの fluoroquinolone に対する感受性 

 Fluoroquinolone 系薬の耐性率を明らかにするため CPFX、LVFX、MFLX、NFLX、

STFX、TFLXの感受性を測定したところ、全ての株が感受性を示した。しかし、一般

的な細菌検査室で行われている薬剤感受性試験では、感受性株の微細な MIC 値を捉

えることができないため、特に成人に汎用される LVFXと小児に適応のある TFLXに

ついて詳細に解析した (Fig. 11)。2013年において、LVFXのMIC90の値は 0.016 g/mL

を示したが、2014年では 0.125 g/mLを示し、MIC 値が上昇していた。2014年では、

LVFX の MIC ピークよりも 32 倍高い MIC 0.5 g/mL の株が認められた。TFLX でも

LVFXと同様に、MIC90の値が 0.008 g/mLから 0.063 g/mLへシフトしていた。さら

に、LVFXのMIC 0.063g/mL以上の株は、2013年では 0株 (0%) であったのに対し、

2014 年には LVFX の MIC 値が 0.063 g/mL 以上を示す明らかな低感受性株が 7 株 

(14%) 認められた (Fig. 11)。この 7 株は全て ABPC の MIC 値が 4 g/mL 以上を示す

BLNAR であった (Table 13)。 

Table 12. Comparison of -lactam resistance phenotype 

BLNAS 15 (32.6) 11 (22.0) 26 (27.1)

BLNAI 15 (32.6) 5 (10.0) 20 (20.8)

BLNAR 13 (28.3) 27 (54.0) ** 40 (41.7)

BLPAR 0 (0) 4 (8.0) 4 (4.2)

BLPACR 3 (6.5) 3 (6.0) 6 (6.3)

-lactam 

resistance*

2013

n = 46

2014

n = 50

Total

n = 96

No. (%) of isolates

* -lactamase-nonproducing ABPC-susceptible H. influenzae (BLNAS), MIC of 

ampicillin ≤1 g/mL; -lactamase-nonproducing ABPC-intermediate H. influenzae 

(BLNAI), MIC =2 g/mL; -lactamase-nonproducing ABPC-resistant H. influenzae 

(BLNAR), MIC ≥4 g/mL;

-lactamase-producing ABPC-resistant H. influenzae (BLPAR), MIC of 

amoxicillin/clavulanic acid ≤4 g/mL; -lactamase-producing AMPC/CVA-resistant 

H. influenzae (BLPACR), MIC ≥8 g/mL
** P value was calculated by 2 test
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Fig. 11. MIC distribution of two fluoroquinolones in clinical H. influenzae isolates  

(A), Levofloxacin; (B), Tosufloxacin; Green bar, 2013; Blue bar, 2014; MIC50 / 90, the values 

indicate the MICs (g/mL) that inhibit the growth of 50% / 90% of strains. 

Fig. 12. Annual transition of clinical H. influenzae isolates harboring 84th amino acid 

substitutions in GyrA 
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3. GyrA及び ParC の QRDR 領域におけるアミノ酸置換の解析 

 LVFX の薬剤感受性試験の結果から、MIC 0.016 g/mL をピークとした 1 峰性分布

が示された (Fig. 11)。そこで、LVFXのMIC ピーク値から低感受性側へとシフトした

MIC 0.032 g/mL を境界値と設定した。すなわち、0.032 g/mL 以下の株を感受性、

0.063 g/mL から非感受性のブレイクポイントの一段階下の 2 g/mL までの株を

fluoroquinolone 低感受性株と定義した。この分類の妥当性の検証ならびに耐性機構の

解析のため、0.032 g/mLの株及び低感受性株の遺伝子解析を行った。 

これらの株 (n = 11) の gyrA 及び parC 遺伝子における QRDR 領域塩基配列を決定

し、GyrA及び ParC のアミノ酸置換の解析を行った。その結果、MIC 0.063 g/mL以

上の全ての株 (n = 7) で、GyrA の 84 番目の serine から leucine への置換 (Ser84Leu) 

が認められた (Table 13)。GyrAの Ser84Leu を保有する低感受性株は、2013年では認

められなかったが、2014 年では、Ser84Leu 保有率が 7株 (14%) と有意に増加してい

た (Fig. 12) (P < 0.05)。一方、LVFXのMIC 0.032 g/mLの株 (n = 4) では、GyrAの

88 番目の aspartic acid から tyrosine への置換、GyrA の 142 番目の glutamic acid から

lysineへの置換を有していた株がそれぞれ 1株、置換を有していない株が 1株であり、

Ser84Leu は認められなかった。ParC では、アミノ酸置換を有する株が 3 株確認され

た。しかし、ParC のアミノ酸置換を有していた株は、fluoroquinolone系薬に対する感

受性に変化が認められなかった (Table 13)。 

 

4. GyrAのアミノ酸置換 Ser84Leu の簡易検出法の構築 

 上述した結果から、本研究の定義に基づく fluoroquinolone低感受性株は、全ての株

が GyrAの Ser84Leu のアミノ酸置換を保有していることが明らかとなった。以前の報

告で、このような株は ParC に変異が入ると耐性度がさらに上がることが明らかにさ

れている 52, 55, 127)。つまり、低感受性株は、耐性菌となる潜在性を持つため、これらの

簡易検出法が耐性菌の動向解析において有用である。そこで、MAMA-PCR 法を用い

た検出法を検討した。 

非変異株のみ増幅可能なように、変異部位を 3’ 末端になるように設計したセンス

プライマー (gyrA-w-F1) と保存性の高い領域に設計したアンチセンスプライマー 

(gyrA-w-R) を用い、本研究で使用した臨床分離株計 96株に対して PCR を行った。そ

の結果、LVFXのMIC 値が低いにも関わらず増幅が認められない株が 4株あった。そ

こで、これらの株について、シーケンス法で解析したところ、センスプライマーの領

域に共通してアミノ酸置換を伴わない変異が認められた。これらの変異を有する株を

検出するために、4 株の配列を基にして新たに gyrA-w-F2 を設計し、3 種類のプライ

マーを用いて再度検討した。その結果、Ser84Leu のアミノ酸置換を保有する株は、PCR

産物が認められず、Ser84Leu のアミノ酸置換を保有しない株では、PCR 産物が認めら

れた (Fig. 13)。 
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LVFXのMIC 0.063 g/mL以上とMIC 0.032 g/mL以下の場合に分けて解析したと

ころ、本手法でMIC 0.063 g/mL以上の株を検出できる感度は、100%であり、特異度

は 98.9%であった。MIC が 0.016 g/mL にも関わらず増幅が認められなかった株が 1

株あったが、この株はアンチセンスプライマーの領域に変異を持っていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

M MFA B C D E

500 bp

100 bp

300 bp

700 bp
500 bp

100 bp

300 bp

700 bp

Lane M, Molecular size marker; A, 2014-88 (Ser84Leu positive); B, 2014-46B 

(Ser84Leu positive); C, 2014-62 (Ser84Leu negative); D, 2014-110 (Ser84Leu 

negative); E, ATCC49247 (Ser84Leu negative); F, Rd (Ser84Leu negative) 

Fig. 13. Detection of amino acid substitution of Ser84Leu in GyrA by MAMA-PCR 
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【 考 察 】 

 第 1 章において、本邦では、BLNAR の流行に加えて、その代替薬として使用でき

る CAM などの macrolide 系薬にも低度耐性株が増加し、耐性株が出現していること

を明らかにした 48, 130)。そのため、更なる代替薬として fluoroquinolne系薬が治療上の

選択肢として注目される。これまで小児の呼吸器感染症に対して、fluoroquinolone 系

薬は使用されていなかったが、本邦では、2010 年に TFLX の適応が小児に拡大され、

その臨床的効果が期待されている。しかし、すでに、成人由来株では、fluoroquinolone

系薬耐性株の出現が報告されている 55, 117, 118, 131, 132)。すなわち、fluoroquinolne系薬の

使用頻度が耐性株の出現に関与している可能性がある。従って、TFLX 導入に伴う小

児科領域での使用頻度の増加が、菌株の薬剤感受性に影響することが考えられる。 

本章において、2013 年、2014 年に小児科から分離された H. influenzae に対する

fluoroquinolone 系薬の薬剤感受性を測定したところ、全ての株がブレイクポイント未

満の感受性を示した。しかし、その MIC の幅は広く、明らかに低感受性側へ分布が

シフトした株が分離された。そこで、LVFX の MIC が 0.063 ~ 2 g/mLの株を低感受

性株と定義し、遺伝子を詳細に解析したところ、LVFXのMIC 0.063 g/mL以上の株

では、全ての株で gyrA 遺伝子の変異による Ser84Leu のアミノ酸置換が認められた。

一方で、LVFXのMIC 0.032 g/mL以下の株では Ser84Leu のアミノ酸置換は認められ

なかった。また、全ての株で、明らかに耐性に関与する ParC のアミノ酸置換は認め

られなかった。つまり、既報にもあるように、fluoroquinolone 系薬の感受性低下は、

GyrAの Ser84Leu のアミノ酸置換が大きく関与していることを示している 114, 133)。ま

た、LVFXのMIC 0.063 g/mLは低感受性のブレイクポイントとなることが示された。 

 グラム陽性菌である Staphylococcus aureus のキノロン耐性は、まず始めに ParCに変

異が生じ、次に GyrA に、そして ParC に再度変異が生じ、耐性度が段階的に上がるこ

とが知られている 134)。一方、以前の Escherichia coli での quinolone 耐性の研究から、

グラム陰性菌の quinolone 耐性化は、gyrA と parC 遺伝子の QRDR 領域に段階的に点

変異が生じ、耐性度が上昇することが知られている 114, 135, 136)。H. influenzae において

も、以前の報告で GyrA のアミノ酸置換に加え、ParC にもう一つアミノ酸置換が入る

とブレイクポイント以上の耐性株となることが報告されている 52, 55, 127)。すなわち、

GyrA の Ser84Leu のアミノ酸置換は、fluoroquinolone 系薬に対する耐性度上昇の初期

のステップであると考えられる。このような株の出現・増加は、TFLX の小児適応拡

大後に急増していたことから、抗菌薬の導入が関連している可能性がある。実際に、

適応拡大以降、小児に対する TFLX の使用量はそれ以前と比較し増加している 137)。

TFLXは、成人において、投与後 2時間後の最高喀痰中濃度や気管支分泌物中濃度は、

それぞれ 0.31 g/mL及び 0.2 ~ 0.26 g/mLである 138, 139)。小児用量では、さらに低く

なる可能性があり、低感受性株が選択されたことが示唆される。また、これらの低感

受性株は、TFLXの更なる使用によって、MIC 付近の濃度で暴露され、より耐性化が
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進行する可能性がある。加えて、低感受性株は、全ての株が BLNAR であったことか

ら、BLNAR の多剤耐性化が徐々に進行していることを示している。BLNAR の多剤耐

性化は、治療の選択肢が少ない小児や薬剤の相互作用や代謝過程などで問題が生じや

すい高齢者において、使用できる薬剤の選択肢を狭めることになり、難治化する可能

性がある。H. influenzae は、バイオフィルムを形成する株や細胞内侵入性を有する株

も報告されており、細胞内移行性の高い macrolide 系薬や fluoroquinolone 系薬は重要

な選択肢の一つである 140, 141)。本邦において、CAM 低感受性株や耐性株が存在してい

ることを考慮すると、小児の呼吸器感染症領域などに適応拡大された TFLX の治療上

の役割は非常に重要であるため、薬剤感受性を維持する必要がある。 

2017年 11月現在、PubMed上でこのような H. influenzaeの fluoroquinolone低感受性

株に関する疫学解析ならびに小児由来株の fluoroquinolone耐性株の報告例はない。し

かし、これまで感受性とされた株の中に GyrA の Ser84Leu のアミノ酸置換を持つ

fluoroquinolone系薬低感受性株が存在している可能性が考えられる。つまり、GyrAの

Ser84Leu のアミノ酸置換保有株の動向を調査し、その現状を把握することは、更なる

fluorouinolone耐性 H. influenzaeの出現を防止することに有用であると考えられる。そ

こで、本章では、MAMA-PCR 法による gyrA 遺伝子変異の簡易的な検出法を開発し

た。本手法により、Ser84Leu のアミノ酸置換を有する株は、全て検出可能であった。

従来のシーケンス法による変異部位の検出は、正確性が高い一方で、コストや時間や

手間がかかる欠点がある。しかし、今回検討した MAMA-PCR 法は、シーケンス法よ

りもそれらの点で優れており、PCR は市中病院の検査室でも保有しているため、

fluoroquinolone 系薬の低感受性株の簡易的なスクリーニングに適していると考えられ

る。 

今後、小児では、TFLX などの fluoroquinolone 系薬の使用拡大により、耐性株の増

加が懸念される。そのため、fluoroquinolone耐性化の初期段階として考えられる GyrA

の Ser84Leu のアミノ酸置換の保有状況について解析し、様々な地域の臨床分離株に

おける fluoroquinolone低感受性株の出現とその進行状況を把握する必要がある。それ

らの結果は、有効な血中濃度を保つための投与方法の考案や、より有効な治療薬への

変更に繋がり、fluoroquinolone 耐性株出現の防止に有用であると考えられる。また、

その際、本研究で開発した PCR 法による GyrA 変異の簡易検出法は、quinolone 系薬

を適正に選択する上で有用なツールになると考えられる。 
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第 4 章 

外来性遺伝子を保有する多剤耐性 H. influenzae の出現と 

その遺伝学的特徴 

【 背 景 】 

 第 1 章から第 3 章で疫学解析を行ってきた医療施設において、2014 年に小児科患

者の喀痰より macrolide 系薬の clarithromycin (CAM) 及び azithromycin (AZM) に対し

て、いずれも高度耐性 (MIC ≥64 g/mL) を示す株 (2014-102) が認められた。第 1章

及び第 2 章で分離・解析した acrR 遺伝子のナンセンス変異による CAM 耐性株では、

CAM及び AZM のMIC 値は、それぞれ 32 g/mLと 4 ~ 8 g/mLである。従って、acrR

変異による CAM 耐性株の耐性パターンとは明らかに異なっており、2014-102 株は、

異なる耐性機構を保有する株であると考えられる。 

H. influenzaeにおいてこれまでに報告されている macrolide耐性機構として、第 2章

で述べたように 2つの耐性機構がある。第 1は、macrolide系薬の標的部位であるリボ

ソームタンパク 50S サブユニットを構成する L4 及び L22 上のアミノ酸置換や 23S 

rRNAドメイン Vの変異による macrolide系薬の結合能の低下である 88, 142)。この変異

は、macrolide系薬高度耐性に関与することが知られ、CAMや AZM などの MIC 値が

64 g/mL 以上の高度耐性を示す。第 2 は、一般的に Streptococcus 属などで知られて

いる外来性遺伝子の mef(A) や erm(B) の獲得である。これらの菌種において、耐性遺

伝子保有株は、14員環、15員環 macrolide 系薬に対して、MIC 値が 1 ~ >64 g/mLの

中等度から高度耐性を示す 79-81)。一方、H. influenzaeで、以前報告された mef(A)、erm(B) 

獲得株は、その約 25%が耐性を示すのみであり、表現型と一致していない 89)。そのた

め、mef(A) や erm(B) 獲得株の存在については未だ結論が出ていない 90-92)。いずれの

耐性株もその報告は非常に少なく、本邦ではこれまで分離例が報告されていない。 

そこで、第 4章では、macrolide高度耐性株における菌株の特徴と耐性メカニズムの

解析を行った。 
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【 材 料 と 方 法 】 

1. 使用菌株と培養条件 

 使用菌株は、2014年に東京医科大学八王子医療センターにおいて、小児科の患者の

喀痰から分離された H. influenzae 2014-102株を使用した。菌株の培養方法は、第 1章 

-【材料と方法】- 2に記した方法で行った。臨床分離 Streptococcus pneumoniae 3684株

の培養は、血液寒天培地上で 37C、18 ~ 24 hrで培養した。血液寒天培地は、5 mg/mL 

BactroTM Yeast Extract 含有 brain heart infusion agar (BHI) に 5% defibrinated horse blood

を加えて作成した。また、菌株の保存は、第 3 章 -【材料と方法】- 1に記した方法で

行った。 

 

2. 菌種の同定と莢膜型の決定 

 菌種の同定と莢膜型の決定は、第 1章 -【材料と方法】- 3に記した方法で行った。

さらに、16S rRNA配列のシークエンス解析により菌種の同定を行った 143, 144)。シーク

エンス解析は、第 1章 -【材料と方法】- 4に記した方法で行った。16S rRNA のプラ

イマーは、Table 14に示した。 

 

3. Multilocus sequence typing (MLST) 法による遺伝学的特徴の解析 

 第 1章 -【材料と方法】- 6に記した方法で行った。 

 

4. -lactam系薬耐性の分類 

 H. influenzaeの-lactam 系薬耐性の分類は、第 3章 -【材料と方法】- 3に記した方

法で行った。さらに、第 1章 -【材料と方法】- 3に記した方法で-lactamase遺伝子の

検出を行った。 

 

5. 薬剤感受性試験 

 使用薬剤は、amoxicillin (AMPC)、clavulanic acid (CVA)、ampicillin (ABPC)、sulbactam 

(SBT: Wako)、ceftriaxone (CTRX)、cefcapene (CFPN)、meropenem (MEPM)、tebipenem 

(TBPM)、AZM、CAM、levofloxacin (LVFX)、tosufloxacin (TFLX)、minocycline (MINO)、

ethidium bromide (EB) を用いた。排出ポンプ阻害剤は、 Carbonyl cyanide m-

chlorophenylhydrazone (CCCP) を用いた。排出ポンプ阻害剤の添加濃度は、0.75 g/mL

で行った。薬剤感受性試験は、第 1 章 -【材料と方法】- 5 と第 2 章 -【材料と方法】

- 3 に記した方法で行った。各種抗菌薬の感受性の判定基準は、第 1 章 -【材料と方

法】- 5と第 2章 -【材料と方法】- 3に記した方法で評価した。 
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6. 各種耐性遺伝子の検出とその解析 

6-1. 染色体性多剤排出ポンプ遺伝子の解析 

acrB 遺伝子の発現量及び acrR の塩基配列の決定は、それぞれ、第 2 章 -【材料と

方法】- 4と 5に基づいて行った。 

 

6-2. Macrolide耐性遺伝子及び変異の検出 [mef(A)、erm(B)、L4、L22、23S rRNA] 

 mef(A) と erm(B) の検出及び L4と L22の変異の解析は、第 2章 -【材料と方法】- 

2に基づいて行った。また、23S rRNAの変異の解析は、第 1章 -【材料と方法】- 3に

記した方法で、GoTaq®Green Master Mix を用いて PCR により、遺伝子を増幅させた。

プライマーは、Clark らの primerを用いた (Table 14) 98)。PCR 条件は、94C、2 minの

初期変性、94C、30 secの変性、50C、30 secのアニーリング、72C、1 minの伸長反

応とし、30 サイクル行った。PCR 産物は、第 1 章 -【材料と方法】- 4 に記した方法

でシーケンス反応を行い、塩基配列の解析を行った。 

 

6-3. mef(A) 遺伝子の周辺領域の塩基配列の解析 

 mef(A) 周辺領域を Table 14 の各種 primer を使用し、PCR 及びシーケンス反応を第

1章 -【材料と方法】- 3と 4に記した方法で行った。PCR 条件は、95C、2 minの初

期変性、95C、30 secの変性、55C、30 secのアニーリング、72C、2. 5 minの伸長反

応とし、25サイクル行った。 

また、同様に tetracycline 耐性遺伝子である tet(M) の検出を Table 14 の primer を用

いて第 1章 -【材料と方法】- 3に記した方法で PCR を行った 145)。PCR 条件は、94C、

2 minの初期変性、94C、15 secの変性、54C、15 secのアニーリング、72C、45 sec

の伸長反応とし、25サイクル行った。さらに、その周辺領域の塩基配列の解析を上記

の mef(A) 周辺領域の PCR 増幅産物と Table 14 の primerを用いて、第 1章 -【材料と

方法】- 4に記したシーケンス法で行った。 

 mef(A) と tet(M) 遺伝子の塩基配列は、NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.Gov/ 

Blast.cgi) を用いて、相同性検索を行った。 
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Table 14. Oligonucleotide primers used in this study 

Primer Sequence (5' to 3’) References

16S rRNA 8UA AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 143, 144

16S rRNA 1485B TACGGTTACCTTGTTACGAC 143, 144

23S rRNA-F CGGCGGCCGTAACTATAACG 98

23S rRNA-R GATGTGATGAGCCGACATCG 98

mef-up ACCAAAAGCCACATTGTGGG this study

mef-down TCCTGTCTATAATCGCATGC this study

mef-F TGTGCTAGTGGATCGTCATGA 97

mef-F1 TTTTATAGCGGTGTGCAAAC this study

mef-R TGCAATCACAGCACCCAATA 97

tetM-up GTACCCAGTTTAAGAATACC this study

tetM-F GTGACGAACTTTACCGAATC 145

tetM-F1 CTTTCTTTCTTAGGGAAAGT this study

tetM-down ATAACTATCTCCTCCTTTAC this study

tetM-R ATCGTAGAAGCGGATCACT 145

tetM-R1 AAAACTTTTCCGCAAAGTTC this study

MYY03410-F AATATGGTTTCTTGTTAAAT this study

MYY1868-F AATTGGTGTATCTTATAGTG this study

MYY1870-F CCGTTCATATTTACCATTTC this study

MYY1870-R CTCCTCGACAAGTTCAAATAC this study

MYY1872-F AACTTGCCTATATTCCCCAG this study

MYY1872-F2 TAAAGTATTTGGGGATAAGG this study

MYY1872-R GGATGTTATATCTACCCATG this study
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7. mef(A) 遺伝子領域の伝達実験 

 Macrolide耐性遺伝子である mef(A) を保有する H. influenzae 2014-102 株と臨床分離

Streptococcus pneumoniae 3684株をドナー株として用いた。また、rifampicin (RFP: Wako) 

耐性の H. influenzae Rd と臨床分離株 H. influenzae 2007-24株をレシピエント株として

用いた。レシピエント株は、sBHI brothで 24 hrの培養後、25 g/mLの RFP 含有チョ

コレート寒天培地上に塗沫し、24 ~ 48 hr、微好気条件下の培養で発育した株を用いた。 

 ドナー株とレピシエント株の単離したコロニーを sBHI broth に懸濁し、24 hr 培養

を行った。S. pneumoniaeの培養は、Todd-Hewitt broth (THB: Becton Dickinson) で行っ

た。培養後、sBHIの 1/10 倍量のドナー株とレシピエント株を sBHIに添加し、8 ~ 10 

hrの培養を行い、10,000 × gで 5 min の遠心分離し、集菌した 100 Lの菌液を CAM 

16 g/mL及び RFP 25 g/mL含有チョコレート寒天培地と薬剤非含有チョコレート寒

天培地に塗沫した。伝達頻度は、薬剤含有チョコレート寒天培地に発育したコロニー

数を薬剤非含有チョコレート寒天培地に塗沫した際に発育したコロニー数で除する

ことにより算出した。 

 

8. mef(A) 遺伝子領域の脱落実験 

 遺伝子の脱落実験は、H. influenzae 2014-102 株を用いて 2つの方法を用いて行った 
146)。第 1は、MIC 濃度の EBを含む sBHI中で 37C、24 hrの培養を行った。第 2は、

同様の培地を用いて、42C、24 時間の培養を行った。培養した菌株は、sBHI 寒天培

地上に塗沫した。塗沫後、1,000コロニーについて、選択培地である ABPC (32 g/mL)、

CAM (32 g/mL)、MINO (4 g/mL) のいずれかを含有する sBHI寒天選択培地上に継

代した。薬剤耐性遺伝子の脱落は、選択培地上への発育と mef(A) 遺伝子の増幅によ

って判定した。PCR は、第 2章 -【材料と方法】- 2に基づいて行った。これらの実験

は独立して 2回以上行った。 

 

9. 塩基配列の登録 

 H. influenzae 2014-102 株が保有する mef(A) 周辺領域の塩基配列は、DNA Data Bank 

of Japan (DDBJ) (http://www.ddbj.nig.ac.jp) に登録を行った (accession number LC16884)。 
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【 結 果 】 

1. Macrolide高度耐性 H. influenzae 2014-102 株の特徴 

 H. influenzae 2014-102 株の薬剤感受性を調べたところ、macrolide 系薬である CAM

と AZM のMIC 値は、それぞれ CAM MIC 128 g/mL、AZM MIC 64 g/mLであり、

高度耐性を示した (Table 15)。また、macrolide系薬以外の薬剤感受性は、penicillin 系

薬に対して高度耐性を示し、加えて、MINO に対して中等度耐性を示した。一方、-

lactamase 阻害剤含有 penicilline 系薬と cephem 系薬を含む他の-lactam 系薬及び

quinolone系薬には感受性を示した。 

第 1章、3章で用いた P6遺伝子による菌種同定法では、稀に H. influenzaeの近縁種

である H. haemolyticus も陽性と判断される可能性が指摘されている 147)。そこで、16S 

rRNA 配列のシークエンス解析により詳細に菌種同定を行ったところ、H. influenzae 

の type strain と 100%の相同性を示した。また、この株は MLST 法により ST478 に分

類された。莢膜型は無莢膜型であった。 

 

2. Macrolide耐性遺伝子の検出とその解析 

 Macrolide 耐性に関与する排出タンパクの影響を調べるために、排出ポンプ阻害剤

である CCCP を添加し、MIC 値を測定した。その結果、CCCP の存在下における CAM

と AZM のMIC 値は低下した (Table 15)。そこで、この株の macrolide系薬耐性化機構

について解析を行った。その結果、多剤排出ポンプ遺伝子である acrAB の発現量を調

節している acrR のナンセンス変異や acrAB の発現量の上昇は認められなかった。ま

た、リボソームタンパク L4 及び L22 上のアミノ酸置換や 23S rRNA の変異は認めら

れなかった。そこで、外来性の macrolide耐性遺伝子である mef(A) 及び erm(B) を PCR

で検出したところ、erm(B) は検出されなかったが、macrolide 排出ポンプをコードす

る mef(A) が検出された。 

 

3. mef(A) 周辺領域の解析 

 PCR で検出された DNA が mef(A) であることを確認するために、mef(A)周辺領域

の塩基配列を解析した。その結果、mef(A) 周辺領域の塩基配列は、Streptococcus 属の

mef(A) と相同性が最も高かった (Fig. 14)。この株の mef(A) 遺伝子と Streptococcus 属

の mef(A) 遺伝子は、100%の相同性を示した。さらに、mef(A) 遺伝子の近傍領域に

tet(M) 遺伝子が存在していた。そこで、2014-102 株の tet(M) から mef(A) 遺伝子まで

の全領域を解析したところ、その領域の全長は、6,445 bpであった (Fig. 15)。BLAST

検索の結果、S. pneumoniae ST556株 (Genbank accession no. CP003357) や S. pneumoniae 

Taiwan 19F-14株 (Genbank accession no. CP000921) の Tn916 family transposon (~20 kb) 

上の塩基配列と 99%の相同性を示した (Fig. 15) 148)。また、この領域中には、ABC (ATP 
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binding cassette) 型の異物排出ポンプである msr(D) や 4つの機能未知の遺伝子が存在

していた (Fig. 15)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 15. Comparison of MICs (g/mL) against H. influenzae 

strains 2014-102 and Rd  

Ampicillin 64 0.25

Ampicillin/Sulbactam 1 0.25

Amoxicillin 64 0.25

Amoxicillin/Clavulanic acid 0.5 0.25

Cefditoren ≤0.063 ≤0.063

Cefotaxime ≤0.063 ≤0.063

Meropenem ≤0.063 ≤0.063

Clarithromycin 128 8

Clarithromycin with CCCP 64 4

Azithromycin 64 0.5

Azithromycin with CCCP 16 0.5

Levofloxacin 0.016 0.004

Tosufloxacin 0.004 0.004

Minocycline 8 0.13

Ethidium bromide 2 1

2014-102Antimicrobial agent Rd

CCCP, carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 
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Fig. 14. Comparison of mef(A) in H. influenzae 2014-102 with reference sequences of 

various bacteria. 

H. influenzae 2014-102 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACGAAAATTTTATGCAATATGGGCAGGGCAAGCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATTATTT 100

S. pnumoniae ST556 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACGAAAATTTTATGCAATATGGGCAGGGCAAGCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATTATTT 100

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACGAAAATTTTATGCAATATGGGCAGGGCAAGCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATTATTT 100

S. pyogenes MB56Spyo018 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACGAAAATTTTATGCAATATGGGCAGGGCAAGCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATTATTT 100

S. salivarius F4-20 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACGAAAATTTTATGCAATATGGGCAGGGCAAGCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATTATTT 100

H. parainfluenzae AE-2096513 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACGAAAATTTTATGCAATATGGGCAGGGCAAGCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATTATTT 100

S. mitis strain A1 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACGAAAATTTTATGCAATATGGGCAGGGCAGGCGGTATCTTTAATCACTAGTGCCATCCTGCAAATGGCGATAATTT 100

S. pyogenes MGAS10394 1 ATGGAAAAATACAACAATTGGAAACTTAAGTTTTATACAATATGGGCAGGGCAAGCAGTATCATTAATCACTAGTGCCATCTTGCAAATGGCGATTATTT 100

H. influenzae 2014-102 101 TTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCATTAGTAGGTTTTTTACCCTATGCGATTTTGGGACCTGCCATTGGTGTGCT 200

S. pnumoniae ST556 101 TTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCATTAGTAGGTTTTTTACCCTATGCGATTTTGGGACCTGCCATTGGTGTGCT 200

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 101 TTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCATTAGTAGGTTTTTTACCCTATGCGATTTTGGGACCTGCCATTGGTGTGCT 200

S. pyogenes MB56Spyo018 101 TTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCATTAGTAGGTTTTTTACCCTATGCGATTTTGGGACCTGCCATTGGTGTGCT 200

S. salivarius F4-20 101 TTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCATTAGTAGGTTTTTTACCCTATGCGATTTTGGGACCTGCCATTGGTGTGCT 200

H. parainfluenzae AE-2096513 101 TTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCATTAGTAGGTTTTTTACCCTATGCGATTTTGGGACCTGCCATTGGTGTGCT 200

S. mitis strain A1 101 TTTACCTTACAGAAAAAACAGGATCTGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCACTATTAGGGTTTTTACCCTATGCGGTCTTTGGACCAGCCATTGGTGTATT 200

S. pyogenes MGAS10394 101 TTTACCTTACAGAAAAAACTGGATCCGCGATGGTCTTGTCTATGGCTTCACTATTAGGTTTTTTACCCTATGCGGTCTTTGGACCTGCAATTGGTGTGCT 200

H. influenzae 2014-102 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCCGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTGCAGTGCTTGCTATTGTTGCATTCTGTATGGAGCTA 300

S. pnumoniae ST556 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCCGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTGCAGTGCTTGCTATTGTTGCATTCTGTATGGAGCTA 300

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCCGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTGCAGTGCTTGCTATTGTTGCATTCTGTATGGAGCTA 300

S. pyogenes MB56Spyo018 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCCGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTGCAGTGCTTGCTATTGTTGCATTCTGTATGGAGCTA 300

S. salivarius F4-20 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCCGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTGCAGTGCTTGCTATTGTTGCATTCTGTATGGAGCTA 300

H. parainfluenzae AE-2096513 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCCGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTGCAGTGCTTGCTATTGTTGCATTCTGTATGGAGCTA 300

S. mitis strain A1 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCTGATTTAATTATAGCAGTAGCTGGAGCAGTGCTCGCTATTGTTGCATTGTTTACGGAGTTA 300

S. pyogenes MGAS10394 201 AGTGGATCGTCATGATAGGAAGAAGATAATGATTGGTGCTGATTTAATTATCGCAGCAGCTGGTTCGGTGCTTACTATTGTTGCATTCTATATGGAGCTA 300

H. influenzae 2014-102 301 CCTGTCTGGATGATTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTTCATACCCCAGCACTCAATGCGGTTACACCACTTTTAGTACCAGAAG 400

S. pnumoniae ST556 301 CCTGTCTGGATGATTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTTCATACCCCAGCACTCAATGCGGTTACACCACTTTTAGTACCAGAAG 400

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 301 CCTGTCTGGATGATTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTTCATACCCCAGCACTCAATGCGGTTACACCACTTTTAGTACCAGAAG 400

S. pyogenes MB56Spyo018 301 CCTGTCTGGATGATTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTTCATACCCCAGCACTCAATGCGGTTACACCACTTTTAGTACCATAAG 400

S. salivarius F4-20 301 CCTGTCTGGATGATTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTTCATACCCCAGCACTCAATGCGGTTACACCACTTTTAGTACCAGAAG 400

H. parainfluenzae AE-2096513 301 CCTGTCTGGATGATTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTTCATACCCCAGCACTCAATGCGGTTACACCACTTTTAGTACCAGAAG 400

S. mitis strain A1 301 TCTGTATGGATGGTTATGGTAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACGGCTTTTCATTCTCCGGCTCTCAATGCGGTTACGCCGCTTTTAGTACCAGAAG 400

S. pyogenes MGAS10394 301 CCTGTCTGGATGGTTATGATAGTATTGTTTATCCGTAGCATTGGAACAGCTTTTCACACCCCGGCTCTCAATGCGGTTACGCCACTTTTAGTACCAGAAG 400

H. influenzae 2014-102 401 AACAGCTAACGAAATGCGCAGGCTATAGTCAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCAGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGATTT 500

S. pnumoniae ST556 401 AACAGCTAACGAAATGCGCAGGCTATAGTCAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCAGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGATTT 500

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 401 AACAGCTAACGAAATGCGCAGGCTATAGTCAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCAGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGATTT 500

S. pyogenes MB56Spyo018 401 AACAGCTAACGAAATGCGCAGGCTATAGTCAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCAGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGATTT 500

S. salivarius F4-20 401 AACAGCTAACGAAATGCGCAGGCTATAGTCAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCAGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGATTT 500

H. parainfluenzae AE-2096513 401 AACAGCTAACGAAATGCGCAGGCTATAGTCAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCAGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGATTT 500

S. mitis strain A1 401 AACAGCTTACGAAATGTGCAGGTTATAGTCAGTCTTTGCAGTCGATAAGCTATATTATTAGTCCGGCGGCCGCAGCATTGTTATACTCCGTTTGGAAACT 500

S. pyogenes MGAS10394 401 AACAGCTTACGAAATGTGCAGGCTATAGTCAGTCTTTGCAGTCTATAAGCTATATTGTTAGTCCGGCGGTTGCAGCACTCTTATACTCCGTTTGGGAACT 500

H. influenzae 2014-102 501 AAATGCTATTATTGCCATCGACGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATACCTAAGCTGGGTAATCAAGTGCAAAGTTTA 600

S. pnumoniae ST556 501 AAATGCTATTATTGCCATCGACGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATACCTAAGCTGGGTAATCAAGTGCAAAGTTTA 600

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 501 AAATGCTATTATTGCCATCGACGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATACCTAAGCTGGGTAATCAAGTGCAAAGTTTA 600

S. pyogenes MB56Spyo018 501 AAATGCTATTATTGCCATCGACGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATACCTAAGCTGGGTAATCAAGTGCAAAGTTTA 600

S. salivarius F4-20 501 AAATGCTATTATTGCCATCGACGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATACCTAAGCTGGGTAATCAAGTGCAAAGTTTA 600

H. parainfluenzae AE-2096513 501 AAATGCTATTATTGCCATCGACGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATACCTAAGCTGGGTAATCAAGTGCAAAGTTTA 600

S. mitis strain A1 501 AAATGCAATTATTGCTATCGATGTATTGGGCGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTAAGTATTCCTAAGCTGGGCGATCAAGTGCAAAGTTTG 600

S. pyogenes MGAS10394 501 AAATGCTATTATTGCCATCGATGTATTGGGTGCTGTGATTGCATCTATTACGGTAGCAATTGTACGTATTCCTAAGCTGGGTGATCGCGTGCAAAGTTTG 600

H. influenzae 2014-102 601 GAACCAAATTTCATAAGGGAGATGAAAGAAGGAGTTGTGGTTCTGAGACAAAACAAAGGATTGTTTGCCTTATTACTCTTAGGAACACTATATACTTTTG 700

S. pnumoniae ST556 601 GAACCAAATTTCATAAGGGAGATGAAAGAAGGAGTTGTGGTTCTGAGACAAAACAAAGGATTGTTTGCCTTATTACTCTTAGGAACACTATATACTTTTG 700

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 601 GAACCAAATTTCATAAGGGAGATGAAAGAAGGAGTTGTGGTTCTGAGACAAAACAAAGGATTGTTTGCCTTATTACTCTTAGGAACACTATATACTTTTG 700

S. pyogenes MB56Spyo018 601 GAACCAAATTTCATAAGGGAGATGAAAGAAGGAGTTGTGGTTCTGAGACAAAACAAAGGATTGTTTGCCTTATTACTCTTAGGAACACTATATACTTTTG 700

S. salivarius F4-20 601 GAACCAAATTTCATAAGGGAGATGAAAGAAGGAGTTGTGGTTCTGAGACAAAACAAAGGATTGTTTGCCTTATTACTCTTAGGAACACTATATACTTTTG 700

H. parainfluenzae AE-2096513 601 GAACCAAATTTCATAAGGGAGATGAAAGAAGGAGTTGTGGTTCTGAGACAAAACAAAGGATTGTTTGCCTTATTACTCTTAGGAACACTATATACTTTTG 700

S. mitis strain A1 601 AAACCAAATTTCTTAAGAGAAATGAAAGAAGGAATTGTCGCATTGAGACAAAACAAAGGCTTATTTGCCTTATTACTCTTAGGAACGCTATATACGTTTG 700

S. pyogenes MGAS10394 601 GACCCAAATTTCATAAGAGAAATGCAAGAAGGAATGGCTGTACTACGGCAAAATAAAGGATTATTTGCTTTATTACTCGTTGGAACATTATATATGTTTG 700

H. influenzae 2014-102 701 TTTATATGCCAATCAATGCACTGTTTCCTTTAATAAGCATGGAACACTTTAATGGAACGCCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATTTGG 800

S. pnumoniae ST556 701 TTTATATGCCAATCAATGCACTATTTCCTTTAATAAGCATGGAACACTTTAATGGAACGCCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATTTGG 800

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 701 TTTATATGCCAATCAATGCACTATTTCCTTTAATAAGCATGGAACACTTTAATGGAACGCCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATTTGG 800

S. pyogenes MB56Spyo018 701 TTTATATGCCAATCAATGCACTATTTCCTTTAATAAGCATGGAACACTTTAATGGAACGCCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATTTGG 800

S. salivarius F4-20 701 TTTATATGCCAATCAATGCACTATTTCCTTTAATAAGCATGGAACACTTTAATGGAACGCCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATTTGG 800

H. parainfluenzae AE-2096513 701 TTTATATGCCAATCAATGCACTATTTCCTTTAATAAGCATGGAACACTTTAATGGAACACCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATTTGG 800

S. mitis strain A1 701 TGTATATGCCAATTAATGCACTATTTCCTTTAATTAGCATGGAATACTTTAATGGAACACCTGTGCATATTTCCATTACCGAAATCGCTTTTGCATCTGG 800

S. pyogenes MGAS10394 701 TTTATATGCCAATTAATGCACTATTCCCTTTAATTAGCATGGATTACTTTAATGGAACACCTGTGCATATTTCTATTACGGAAATTTCCTTTGCATCTGG 800

H. influenzae 2014-102 801 GATGCTAGCAGGAGGCTTATTATTAGGAAGATTAGGGGGCTTCGAAAAGCATGTATTACTAATAACAAGTTCATTTTTTATAATGGGGACCAGTTTAGCC 900

S. pnumoniae ST556 801 GATGCTAGCAGGAGGCTTATTATTAGGAAGATTAGGGGGCTTCGAAAAGCATGTATTACTAATAACAAGTTCATTTTTTATAATGGGGACCAGTTTAGCC 900

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 801 GATGCTAGCAGGAGGCTTATTATTAGGAAGATTAGGGGGCTTCGAAAAGCATGTATTACTAATAACAAGTTCATTTTTTATAATGGGGACCAGTTTAGCC 900

S. pyogenes MB56Spyo018 801 GATGCTAGCAGGAGGCTTATTATTAGGAAGATTAGGGGGCTTCGAAAAGCATGTATTACTAATAACAAGTTCATTTTTTATAATGGGGACCAGTTTAGCC 900

S. salivarius F4-20 801 GATGCTAGCAGGAGGCTTATTATTAGGAAGATTAGGGGGCTTCGAAAAGCATGTATTACTAATAACAAGTTCATTTTTTATAATGGGGACCAGTTTAGCC 900

H. parainfluenzae AE-2096513 801 GATGCTAGCAGGAGGCTTATTATTAGGAAGATTAGGGGGCTTCGAAAAGCATGTATTACTAATAACAAGTTCATTTTTTATAATGGGGACCAGTTTAGCC 900

S. mitis strain A1 801 AATGCTAGTAGGCGGTCTACTATTAGGAAGGTTGAGGAACTTTGAAAAGCGTGTATTACTAATAACAGGTTCATTCTTTATAATGGGAGCCAGTTTAGCA 900

S. pyogenes MGAS10394 801 AATGTTGATAGGGGGTCTATTATTAGGGTTATTTGGGAATTACCAAAAGCGAATCTTATTAATAACGGCATCCATTTTTATGATGGGGATAAGCTTAACC 900

H. influenzae 2014-102 901 GTTTCGGGAATACTTCCTCCAAATGGATTTGTAATATTCGTAGTTTGCTGTGCAATAATGGGGCTTTCGGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

S. pnumoniae ST556 901 GTTTCGGGAATACTTCCTCCAAATGGATTTGTAATATTCGTAGTTTGCTGTGCAATAATGGGGCTTTCGGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 901 GTTTCGGGAATACTTCCTCCAAATGGATTTGTAATATTCGTAGTTTGCTGTGCAATAATGGGGCTTTCGGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

S. pyogenes MB56Spyo018 901 GTTTCGGGAATACTTCCTCCAAATGGATTTGTAATATTCGTAGTTTGCTGTGCAATAATGGGGCTTTCGGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

S. salivarius F4-20 901 GTTTCGGGAATACTTCCTCCAAATGGATTTGTAATATTCGTAGTTTGCTGTGCAATAATGGGGCTTTCGGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

H. parainfluenzae AE-2096513 901 GTTTCGGGAATACTTCCTCCAAATGGATTTGTAATATTCGTAGTTTGCTGTGCAATAATGGGGCTTTCGGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

S. mitis strain A1 901 GTTTCAGGATTACTTCCTCCAAGTGGATTTGTTATATTTGTAGCTTGCTGTGCAGTAATGGGGCTTTCTGTGCCATTTTATAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

S. pyogenes MGAS10394 901 ATTTCAGGATTACTTCCCCAAAGTGGATTTTTCATTTTTGTAGTCTGCTGTGCAATAATGGGGCTTTCTGTTCCGTTTTACAGCGGTGTGCAAACAGCTC 1000

H. influenzae 2014-102 1001 TTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTGATCGGAAGTATCATGTCACTTGCTATGCCAATTGGGTTAATTCTTTCTGG 1100

S. pnumoniae ST556 1001 TTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTGATCGGAAGTATCATGTCACTTGCTATGCCAATTGGGTTAATTCTTTCTGG 1100

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 1001 TTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTGATCGGAAGTATCATGTCACTTGCTATGCCAATTGGGTTAATTCTTTCTGG 1100

S. pyogenes MB56Spyo018 1001 TTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTGATCGGAAGTATCATGTCACTTGCTATGCCAATTGGGTTAATTCTTTCTGG 1100

S. salivarius F4-20 1001 TTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTGATCGGAAGTATCATGTCACTTGCTATGCCAATTGGGTTAATTCTTTCTGG 1100

H. parainfluenzae AE-2096513 1001 TTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTGATCGGAAGTATCATGTCACTTGCTATGCCAATTGGGTTAATTCTTTCTGG 1100

S. mitis strain A1 1001 TTTTTCAGGAGAAGATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTGACCGGAAGTATTATGTCATTTGCTATGCCAATTGGATTAATTCTTTCTGG 1100

S. pyogenes MGAS10394 1001 TTTTTCAGGAGAAAATTAAGCCTGAATATTTAGGACGTGTATTTTCTTTAACTGGAAGTATCATGTCTCTTGCTATGCCAATTGGATTAATTCTTTCTGC 1100

H. influenzae 2014-102 1101 ATTCTTTGCTGATAAAATCGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTATTTTAATTATTGGCATTGCTATAGTTTGCCAAATGATAACTGAGGTTAGA 1200

S. pnumoniae ST556 1101 ATTCTTTGCTGATAAAATCGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTATTTTAATTATTGGCATTGCTATAGTTTGCCAAATGATAACTGAGGTTAGA 1200

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 1101 ATTCTTTGCTGATAAAATCGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTATTTTAATTATTGGCATTGCTATAGTTTGCCAAATGATAACTGAGGTTAGA 1200

S. pyogenes MB56Spyo018 1101 ATTCTTTGCTGATAAAATCGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTATTTTAATTATTGGCATTGCTATAGTTTGCCAAATGATAACTGAGGTTAGA 1200

S. salivarius F4-20 1101 ATTCTTTGCTGATAAAATCGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTATTTTAATTATTGGCATTGCTATAGTTTGCCAAATGATAACTGAGGTTAGA 1200

H. parainfluenzae AE-2096513 1101 ATTCTTTGCTGATAAAATCGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTATTTTAATTATTGGCATTGCTATAGTTTGCCAAATGATAACTGAGGTTAGA 1200

S. mitis strain A1 1101 ATTCTATGCTGATAGAATTGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTATTTTAATTATTGGCATTGCTATAGTTTGCCCAATGATAACAGAGGTTAGA 1200

S. pyogenes MGAS10394 1101 ACTCTTTGCTGATAGAATCGGTGTAAATCATTGGTTTTTACTATCAGGTACTTTAATTATTTGCATTGCAATAGTTTGCCCAATGATAAATGAGATTAGA 1200

H. influenzae 2014-102 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218

S. pnumoniae ST556 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218

S. pneumoniae Taiwan 19F-14 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218

S. pyogenes MB56Spyo018 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218

S. salivarius F4-20 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218

H. parainfluenzae AE-2096513 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218

S. mitis strain A1 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218

S. pyogenes MGAS10394 1201 AAATTAGATTTAAAATAA 1218
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4. mef(A) 遺伝子領域の伝達 

 mef(A) と tet(M) 遺伝子が菌種及び菌株間で伝達するかどうかを解析するために、

H. influenzae Rd株や臨床分離 H. influenzae 2007-24株、S. pneumoniae 3684株を用いて、

遺伝子伝達実験を行った。その結果、菌種及び菌種間における mef(A) と tet(M) 遺伝

子の伝達頻度は、10-9未満であり、伝達株は得られなかった (Table 16)。 

 

 

 

 

 

5. mef(A) 遺伝子領域の脱落 

 本遺伝子がプラスミド性であれば、EB 処理または熱処理にて脱落する可能性があ

る 146)。そこで、H. influenzae2014-102 株が保有していた mef(A) 周辺領域の耐性遺伝

子の脱落実験を行った。その結果、MIC 濃度の EB 処理及び 42C の熱処理では、

mef(A) 周辺領域の耐性遺伝子の脱落は認められなかった。 

 従って、mef(A) がプラスミド上でなく、細菌の染色体 DNA上に存在していること

が示唆された。 

 

  

Table 16. Transfer frequency of mef(A) and tet(M) 

Donor Recipient Frequency

H. influenzae 2014-102 H. influenzae Rd <9.8×10-10

H. influenzae 2007-24 <1.1×10-9

mef(A)-harboring S. pneumoniae 3684 H. influenzae Rd <5.9×10-10

H. influenzae 2007-24 <7.4×10-10



62 
 

【 考 察 】 

本章では、第 3 章の疫学解析で用いた臨床分離 H. influenzae 中に見出された CAM

とAZMに高度耐性 (MIC ≥64 g/mL) を示す株 (2014-102) のmacrolide耐性メカニズ

ムの解析を行った。 

2014-102株では、mef(A) 遺伝子が認められ、それ以外の macrolide耐性に関与する

遺伝子や変異は認められなかった。そのため、mef(A) 遺伝子が macrolide 耐性に関与

していることが強く考えられた。mef(A) 遺伝子の獲得は、Streptococcus 属の代表的な

macrolide耐性化機構の 1つである。この耐性因子を獲得すると、S. pneumoniaeでは、

CAMや AZM のMIC 値が 1 ~ 4 g/mLを示すとされている 149)。しかし、2014-102株

の CAMや AZM のMIC 値は、≥64 g/mLと高値を示した。これは、H. influenzae が、

グラム陰性菌であるため、元来、CAM 及び AZM のMIC 値が S. pneumoniaeよりも高

い値を示すことが原因であると考えられる 149)。実際に、CLSIに記載されている薬剤

感受性標準株のCAMのMIC値は、S. pneumoniae (ATCC49619株) で 0.03 ~ 0.12 g/mL、

H. influenzae (ATCC49247) で 4 ~ 16g/mLであり、極めて高い値を示している 150)。 

さらに、2014-102株は、penicillin 系及び tetracycline 系薬にも耐性を示す多剤耐性株

であった。この penicillin 耐性や tetracycline 耐性は、それぞれ、-lactamase 遺伝子で

ある blaTEM-1 の獲得と tetracycline 耐性遺伝子である tet(M) の獲得に起因していた。

mef(A) を含むこれらの耐性遺伝子の遺伝子脱落実験を行ったところ、脱落は認めら

れなかった。加えて、mef(A) から tet(M) 遺伝子までの周辺領域の塩基配列を解析し

たところ、S. pneumoniaeのTn916-family transposon上の配列と99%の相同性を示した。

Tn916は、Enterococcus faecalis など主にグラム陽性菌から発見された tetracycline耐性

遺伝子を保有するトランスポゾンであり、接合伝達によって、細菌の染色体に転移す

ることが知られている 151)。従って、これらの耐性遺伝子は、トランスポゾンによっ

て、外来から移入し染色体に導入され、安定に存在していると考えられた。 

 上気道の常在菌である S. pneumoniaeは形質転換能を有しているため、mef(A) 遺伝

子は菌株間で水平伝播することが知られている 152, 153)。また、H. influenzae も形質転

換能を有しているため、外来環境中に存在する菌種から DNA 分子を効率的に取り込

むことが知られている 154)。実際に、各種遺伝子解析の結果から、-lactam 系薬耐性

に関与する PBP3 をコードする ftsI 遺伝子が、H. haemolyticus やその近縁菌種から水

平伝播したことが示唆されている 59, 153, 155)。つまり、H. influenzaeと S. pneumoniaeは、

グラム染色性が示すように遺伝的に大きく異なる細菌種であるが、どちらの菌も形質

転換能を有し、常在菌として同じ部位に存在している。また、この菌株の遺伝子型で

ある ST478は、MLST. Net (http://www.mlst.net) に登録された報告より、中耳や気管支

から分離されているため、一般的な常在菌あるいは気道感染症起炎菌であり、S. 

pneumoniaeと接触する可能性がある。さらに、S. pneumoniaeは、autolysin によって、

病原性因子や DNA を放出することが知られていることから、H. influenzae が S. 
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pneumoniae から放出された DNA を取り込むことが予測できる 156, 157)。それゆえ、S. 

pneumoniaeやその周辺に存在する菌種から H. influenzaeへ mef(A) 遺伝子と tet(M) 遺

伝子が伝達したことが強く示唆された。しかし、in vitro での遺伝子伝達実験では、H. 

influenzae間及び H. influenzaeと S. pneumoniae間での水平伝播は認められなかったた

め、in vivoでの耐性遺伝子の伝達の可能性については今後の研究課題になると考えら

れる。 

これまでの研究より、H. influenzae において、外来遺伝子の獲得は、tet(M) 遺伝子

を単独で有する株がすでに報告されており、表現型も一致している 158)。一方で、mef(A) 

遺伝子を保有する H. influenzaeの存在は、その約 25%が耐性を示すのみであり、表現

型と一致していない 89)。そのため、その存在については様々な議論がされており、否

定的な報告も存在している 90-92)。実際に、mef(A) の存在を最初に報告した Robert ら

は PCR による同定のみで塩基配列を解析していない。加えて、彼らの手法を再検討

したところ、使用するプライマーならびに PCR に用いる酵素の違いにより結果が一

致しないことがあった。しかし、本章では世界において初めて、両方の遺伝子を獲得

した H. influenzaeを分離し、詳細な解析より、その存在を明らかにした。 

 acrR 変異による CAM 耐性株は、第 1 章及び第 2 章で示したように、全て BLNAR

であり、PBP3 に変異を有する株であった。しかし、2014-102株は、外来の-lactamase

遺伝子を獲得した BLPAR であり、外来から penicillinase産生の耐性遺伝子を獲得した

株である。H. influenzae は、形質転換能が高く外来遺伝子を獲得しやすいことが知ら

れているため、外来遺伝子を獲得しやすい株が存在することが考えられる 154)。本邦

では、外来の-lactamase 遺伝子を獲得した BLPAR は、約 5 ~ 10%と分離頻度は低い

が、米国では約 30%と高頻度に分離されている 53)。これは、-lactam系薬の使用法に

起因すると言われている。本邦では、これまで cephem 系薬が繁用されていたため、

BLPAR の分離頻度が低い。一方、米国では、penicillin 系薬が繁用されていたため、

BLPAR が多いと考えられている。近年、世界的に薬剤耐性対策が課題とされているこ

とから、本邦でも、cephem 系薬の安易な使用の見直しが行われており、penicillin 系薬

の使用頻度が上がってきた。従って、今後は、外来遺伝子を獲得した耐性菌について

も検討する必要がある。さらに、近年では、この BLPAR に加えて、PBP3 変異を獲得

した BLPACR の増加が報告されている。このような外来遺伝子の獲得や、第 3章で示

したような fluoroquinolone系薬に低感受性化しつつある現状を踏まえると、今後、H. 

influenzaeの多剤耐性化が危惧される。従って、このような株の動向について、注視し

ていく必要がある。 
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【 総 括 】 

 本研究では、新規抗菌薬導入に伴う H. influenzaeの各種薬剤感受性の影響ならびに

その関連性と有効な抗菌薬を明らかにするため、単一医療施設を対象とした長期的な

分子レベルの疫学解析を行った。さらに、H. influenzae の各種抗菌薬に対する耐性化

のメカニズムを詳細に解析した。 

 第 1 章では、2007 年から 2012 年に分離された BLNAR の各種薬剤感受性の変化に

ついての調査研究を行った。その結果、carbapenem 系薬や fluoroquinolone 系薬は、良

好な感受性を維持している一方で、macrolide系薬の CAM に低度耐性を示す株が増加

し、耐性株も出現していることを明らかにした。CAM 低度耐性化は、AZM 小児細粒

が導入された時期と一致しており、抗菌薬使用量の増加が H. influenzaeに影響し、低

度耐性株が選択されたことが示唆された。 

 第 2 章では、臨床分離 BLNAR 株における CAM 耐性機構及び AZM 低度耐性機構

を解析した。CAM耐性は、薬剤排出ポンプ acrAB の調節因子 acrRのナンセンス変異

に起因する、acrABの転写量の増加によることを明らかにした。また、acrRの変異部

位は様々であり、CAM 耐性化は、抗菌薬の選択圧によって、生じ得ることが示唆さ

れた。さらに、acrR変異株は、acrBに点変異を獲得すると段階的に AZM に対しても

低度耐性を示すことを明らかにした。 

 第 3 章では、TFLX の小児適応拡大後に耐性化の初期段階である GyrA の Ser84Leu

を保有する LVFX低感受性株が増加していることを明らかとした。また、これらの菌

株は、全て BLNAR であり、多剤耐性傾向にあることが明らかとなった。同時に、本

菌のサーベイランス研究において、quinolone 系薬を適正に選択する上で有用なツー

ルとなり得る低感受性株の簡易検出法を開発した。 

 第 4章では、2014年に小児科患者の喀痰から分離された-lactamase産生菌株中に、

mef(A) 及び tet(M) を内包する S. pneumoniaeの Tn916-family transposon を獲得したと

考えられる多剤高度耐性株を初めて見出した。同じ上気道に存在する S. pneumoniaeか

ら水平伝播によって、mef(A) 遺伝子及び tet(M) 遺伝子を獲得したことが強く示唆さ

れた。これらの成果は、小児科領域で多剤耐性化が急速に進行していることを示して

いる。 

近年、新規抗菌薬の開発が減少している中で、世界的に薬剤耐性 (AMR; Antimi-

crobial resistance) 感染症が拡大し、治療の難治化だけでなく、公衆衛生及び社会経済

に重大な影響を与えている。そのため、グローバルな AMR 対策が推進されている。

本邦における AMR の拡大は、広域スペクトルを有する経口 cephem 系薬、

fluoroquinolone系薬、macrolide系薬の不適切な使用と考えられている 159, 160)。実際に、

本研究では、AZM や TFLX といった新規抗菌薬の導入に伴う H. influenzae を取り巻

く環境の変化が、本菌の薬剤感受性に影響し、fluoroquinolone系薬や macrolide系薬に

対する低感受性株や低度耐性株の増加と、macrolide 系薬耐性株の出現をもたらして



65 
 

いる可能性を示した (Fig. 16)。本研究で見出された感受性低下株は、全て遺伝子変異

に起因する株であり、薬剤の選択圧により出現したと考えられる。これらの薬剤は、

いずれも広域スペクトルを持つ抗菌薬であるため、本研究は安易に広域スペクトルの

抗菌薬を使用することで、低感受性株や低度耐性株が増加し、耐性株が出現し得るこ

とを分子レベルで示した。 

本邦では、市中で分離されるH. influenzaeの多くが-lactam系薬に耐性を示すため、

macrolide系薬や fluoroquinolone 系薬のような代替薬の感受性低下は、治療上深刻な問

題となる。特に小児領域では、適応可能な薬剤が少なくその影響は大きい。従って、

小児領域の呼吸器感染症治療において、抗菌薬を使用する際には、耐性菌の出現抑制

も考慮し、parmacokinetics/pharmacodynamics (PK/PD) などを活用した、より適正な薬

剤の選択や投与量の設定が必要である。 

以上のことより、本研究で得られた H. influenzaeの経時的な薬剤感受性のサーベイ

ランスや各種薬剤耐性機構の解明は、新規抗菌薬開発の手がかりに加え、H. influenzae

耐性菌の出現及び伝播を抑制するための抗菌薬適正使用に有益な情報を付与し、国際

的問題である AMR 対策に貢献することができると考える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. Timeline of emergenece of antimicrobial resistance strain and introduction of agents 

in pediatric field 
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