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【 緒 言 】 

 Haemophilus influenzae（インフルエンザ菌）は，Pasteurella 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 1, 2)。本菌名は，1892 年にドイツの細

菌学者 Pfeiffer および Kitasato が，流行性感冒（インフルエンザ）患者の喀痰から原

因微生物として本菌を分離したことに由来する 3)。その後，1930 年代にインフルエ

ンザの原因が influenza virus であり，本菌によるものではないことが明らかにされた

が，その菌名は依然として維持されている。本菌の大きさは 0.3～0.5 m  0.5～1.0 

m と，他のグラム陰性桿菌よりも小さいことから短桿菌と呼ばれる。本菌は栄養要

求性が高く，培養に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）の両者を

必要とする 1)。そのため，ウマもしくはウサギの血液を添加し，加熱処理したチョ

コレート寒天培地が培養に使用される。H. influenzae はヒトの鼻咽頭に常在し，特に

乳幼児の多くが保菌している 4, 5)。本菌は病原性細菌としての側面も併せ持ち，侵襲

性感染症から非侵襲性感染症まで多様な感染症を誘発する 5)。本菌による侵襲性感

染症には敗血症や髄膜炎などがあり，一般的に重症例が多い。一方，非侵襲性感染

症には，肺炎，急性中耳炎，急性副鼻腔炎などがある。比較的軽症例が多いが，侵

襲性感染症の原発巣となることもある。H. influenzae 感染症は，気道分泌物を介した

飛沫・接触感染によってヒト‐ヒト間で伝染する。特に，免疫系が未発達な小児で

は，家庭内や集団保育などの接触密度の高い環境下で，容易に伝染すると言われて

いる 6, 7)。 

 H. influenzae は，表層構造の違いから莢膜型株と無莢膜型株（nontypeable H. 

inaflueznae, NTHi）に大別される 1, 8)。莢膜型株は，菌体外膜の外側に多糖体で形成

された莢膜を有している。莢膜は，免疫細胞による貪食や補体による溶菌などの免

疫応答への回避作用を有するとされており，病原性の発現に重要な因子である 9-15)。

莢膜は，その糖鎖構造ならびに抗原性の違いから a～f の 6 種類に分けられる 8)。こ

のうち，b 型の莢膜型株 H. influenzae type b（Hib）は高病原性であり，従来，小児の

侵襲性感染症の原因のほとんどを占めていた 16, 17)。莢膜に対する抗体は中和抗体と

して機能することから，Hib を対象としたワクチン（Hib ワクチン）が開発され，本

邦でも 2008 年 12 月より，Hib 莢膜多糖体タンパク結合ワクチンが任意接種化された
18)。2013 年 4 月からは定期接種の対象となり，生後 2 ヵ月～5 歳の小児を対象に計 4

回のワクチン接種が行われている。このワクチンの導入により，Hib による感染症は

激減した 19-21)。しかしながら，他の莢膜型株および NTHi による感染症は減少して

おらず，Hib による感染者数が減少したことで，それ以外の株，特に NTHi 感染者の

割合が相対的に上昇している 22-25)。 
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Figure 1. Causative pathogen of acute otitis media between 2016-2017. 
(Ubukata et al. J Infect Chemother. 25 (2019) 720-726 より引用改変 26)) 
 

 非侵襲性感染症については，従前より大部分が NTHi によって引き起こされる 27)。

同様の疾患の原因となる Streptococcus pneumoniae（肺炎球菌）では，小児に対する

肺炎球菌結合型ワクチンの導入により分離頻度が減少傾向にある。その結果，非侵

襲性感染症においても NTHi による感染症が相対的に増加している（Figure 1）26)。

NTHi の病原因子として，細胞付着因子およびバイオフィルム形成などが考えられて

いるものの，その疾患を引き起こす機序あるいは必須の因子は依然として明らかに

なっていない 28, 29)。 

 NTHi 感染症の治療には，第一選択薬として，-ラクタム系薬が使用される 30, 31)。

-ラクタム系薬は，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）のペプチド架橋反応を阻害することで抗菌作用を示す。NTHi

の -ラクタム系薬への耐性化には，2 つの機序がある。1 つ目は -ラクタム系薬を分

解する酵素である -lactamase の産生によるものであり 32-34)，2 つ目は標的部位であ

る PBP3 にアミノ酸変異が生じ，薬剤親和性が低下することによるものである 33, 35, 

36)。前者は -lactamase-producing ampicillin-resistant H. influenzae（BLPAR），後者は -

lactamase-non-producing ampicillin-resistant H. influenzae（BLNAR）と呼ばれている。

既報によれば，日本で分離される H. influenzae の半数以上は ampicillin（AMP）耐性

菌で 37-39)，特に BLNAR の割合が欧米諸国のそれよりも高い傾向にある 40, 41)。

BLPAR はペニシリン系薬を分解するため，ペニシリン系薬には高い耐性を示すが，

セファロスポリン系薬に対しては感受性が維持されている。一方，BLNAR は高度耐

性化しにくいものの，ペニシリン系薬だけでなくセファロスポリン系，カルバペネ

ム系薬に対しても感受性が低下する 36, 42)。抗菌薬の使用量と耐性菌の出現は密接に

関連しており，日本で BLNAR が多い要因として，欧米諸国と比較して第 3 世代セフ

ァロスポリン系薬の使用量が多いことが挙げられている 35, 43, 44)。BLNAR による感染

症あるいは宿主の-ラクタム系薬に対するアレルギー等の素因から-ラクタム系薬が

47.2 %

17.9 %
7.6 %

H. influenzae

S. pneumoniae

H. influenzae +
S. pneumoniae

Others

Negative
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使用できない場合には，代替薬としてマクロライド系薬およびキノロン系薬が使用

される 30)。キノロン系薬には，オールドキノロンとニューキノロン系薬がある。日

本ではオールドキノロン系薬は臨床で使用されていないため，本論文ではニューキ

ノロン系薬をキノロン系薬と呼称している。マクロライド系薬は，一般的にグラム

陰性桿菌に対して抗菌活性が低い 45)。加えて，マクロライド系薬に対しては，2009

年のアジスロマイシンの小児細粒導入以降，染色体性排出ポンプの亢進による耐性

株が増加している 46)。一方，キノロン系薬はグラム陰性桿菌に対して非常に高い抗

菌活性を示し，小児に使用可能なレスピラトリーキノロンである tosufloxacin 小児細

粒が 2010 年に上市されたことも重なり，耐性菌による呼吸器感染症治療薬として汎

用されるようになった（Figure 2）。 

 

  
Figure 2. Timeline of introduction of agents and vaccine in pediatric field and emergence 
of antimicrobial-resistant strains. 
AZM, azithromycin; TBP, tebipenem; TFX, tosufloxacin. 

 

 キノロン系薬は，細菌の DNA 複製に必須の酵素である DNA gyrase や

topoisomerase IV に作用し，DNA 複製を阻害する。抗菌スペクトルが広く，かつ組織

移行性も良好であることから，成人の市中呼吸器感染症には，原因微生物を同定せ

ずに経験的に用いられることが多い 30, 47)。キノロン系薬は，若い成犬（13 ヵ月齢）

および幼若ラットを用いた動物実験において関節異常が認められたことにより，小

児に対しては tosufloxacin と norfloxacin 以外は投与禁忌となっている 48)。先述したよ

うに，2010 年に tosufloxacin 小児細粒が導入されたが，2013 年ごろから小児由来臨

床分離株において，キノロン耐性決定領域（quinolone resistance-determining region, 

QRDR）に変異を有する感受性が低下した株（キノロン低感受性株）が出現・増加し

ている（Figure 3）34, 38, 49-51)。Tosufloxacin の使用量増加は，2012 年のマクロライド耐

性 Mycoplasma pneumoniae の流行も影響しており 52)，S. pneumoniae においてもキノ

ロン耐性株の出現が報告されている 53-55)。加えて，2018～2019 年には，神奈川県と

東京都の複数の地域で sequence type（ST）422 のキノロン低感受性株のアウトブレイ 

Oral 3rd generation 
cephalosporins

AZM and TBP fine granules for children
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Routine immunization for 
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Figure 3. Number of quinolone low-susceptible H. influenzae isolates from a hospital  
between 2017 and 2019.  
(Tanaka et al. J Infect Chemother. 27 (2021) 962-966 より引用 57)) 
 

クが報告された 56, 57)。このアウトブレイククローンは他の地域からも分離されてお

り，キノロン低感受性株が急速に拡散していることを表している 49)。 

キノロン系薬に対する耐性化は，DNA gyrase をコードする gyrA と gyrB および

topoisomerase IV をコードする parC と parE の QRDRs での点変異で，キノロン系薬

の結合部位にアミノ酸置換を生じ，薬剤との結合親和性が低下することに起因する
58-61)。H. influenzae をはじめとするグラム陰性菌の場合，まず gyrA に変異が生じ，キ

ノロン系薬による最小発育阻止濃度（MIC）が上昇する。次いで parC にも点変異が

生じることで耐性度が段階的に上昇する（Figure 4） 62)。Clinical and Laboratory 

Standards Institute （CLSI）の基準では，成人の呼吸器感染症に使用される

levofloxacin（LVX）で，薬剤感受性ブレイクポイントが定められており，MIC 値が

2 g/mL 以下の場合に，感受性と判定される 63)。先述したように H. influenzae は，キ

ノロン感受性が非常に高い（LVX MIC = 0.008～0.016 g/mL）ことから，gyrA のみ

に変異を有する株の LVX の MIC は 0.125 g/mL に，gyrA と parC の両方に変異を有

した場合でも MIC は 0.5～1 g/mL に留まっていることが多く，感受性株とは異なる

MIC の分布を示すにもかかわらず「感受性」と判定されている。 

Tosufloxacin 小児細粒の用法・用量は，1 回 6 mg/kg（tosufloxacin として 4.1 mg/kg）

を 1 日 2 回経口投与となっている。この投与法での薬物動態は最高血中濃度（Cmax）

が 0.96  0.30 g/mL となることがインタビューフォームに示されている 64)。そのた

め，QRDR に変異を持つキノロン低感受性株に対し，この用量では殺菌性が不十分

であるとの懸念が示されている。実際，キノロン低感受性 H. influenzae に対する

tosufloxacin の効果を検討した研究において，小児用量の Cmax の tosufloxacin に長時

間暴露しても低感受性株は残存することが報告されている（Figure 5）38, 65)。 
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Figure 4. Schematic model of quinolone resistance development in Haemophilus 
influenzae. 
 

  

 

Figure 5. Time-kill curve in the presence of various concentrations of tosufloxacin. 
Quinolone susceptible or low-susceptible strains were inoculated into sBHI with or without 
tosufloxacin. Bacterial CFUs were monitored at each time point.  
sBHI, supplemented brain heart infusion; LOD, the limit of detection (20 CFU/mL).  
(Mizoi et al. J Med Microbiol. 70 (2021) 001376 より引用 65)) 
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さらに，臨床での後方視的研究で，キノロン低感受性株が原因と推定される小児

呼吸器感染症患者に tosufloxacin が処方されたものの，薬物治療が奏功せず，治療薬

が変更となった症例も報告されている 66)。すなわち，現状ではキノロン低感受性株

は「感受性」と判定されるため，キノロン系薬が治療の選択肢となりうるが，キノ

ロン低感受性株の増加によって，治療に難渋する例が増加することが危惧される。

そのため，臨床現場でキノロン低感受性株を適切に検出し，キノロン系薬の適正使

用を行う必要がある。加えて，H. influenzae のキノロン低感受性株は，その出現機構

および急速な拡散機構など不明な点が数多くある。この様な菌の出現および伝播を

防ぐ新たな薬剤を開発するために，キノロン低感受性株の出現要因の解明が必要と

なる。 

本研究では，キノロン系抗菌薬の適正使用を促進し，キノロン耐性 H. influenzae の

出現・流行を抑止することを目的として，第 1 章では，キノロン低感受性 H. 

influenzae を臨床現場で簡便に検出する方法について検討した。第 2 章では，H. 

influenzae のキノロン低感受性株の出現・拡散機構を解明した。  
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第 1 章 

キノロン低感受性 Haemophilus influenzae の簡易検出法の開発 

 

【 背 景 】 

適切な感染症治療では，まず原因微生物の薬物への感受性を把握することが求め

られる。キノロン低感受性 H. influenzae は，キノロン系薬による治療に抵抗性を示

すにも関わらず 38, 65, 66)，現行で使用されている基準を用いた感受性試験では「感受

性」と判定されるため，実質的に検出することができない。現状，キノロン低感受

性株を検出するには，手動による詳細な感受性測定および遺伝子解析が必要となる。 

一般的に，臨床現場で薬剤感受性試験に使用される微量液体希釈法は，数段階に

希釈した薬剤に試験菌を接種・培養後，MIC を測定する方法である。多くの病院で

は，MIC の自動測定器が使用されており，CLSI の基準に沿って，感受性の度合いを

耐性・中等度耐性・感受性として判定するため，必要最小限の濃度しか測定されな

い。そのため，この方法で低感受性株を検出するには，基準の改定あるいは手動に

よる多くの濃度の測定が必要となる。手動で試験を行う場合は，バリデーションの

ための細かな規定に従う必要があることから，検査技師の手間と経験が要求される。

近年，PCR 法を用いた遺伝子検査による低感受性株の検出法が開発された 67)。この

PCR 法は，目的の耐性遺伝子や標的遺伝子内の変異の有無を遺伝子増幅により検出

することから，短時間で判定することができ，かつ感度・特異度も高い 68)。しかし

ながら，試薬などコスト面での負担が大きいことや，遺伝子に基づく検出法のため，

プライマー配列中のアミノ酸置換を伴わない変異などでも低感受性株として検出し

てしまう恐れがある。そのため，簡便かつ感度，特異度が高い検出法の開発が望ま

れている。 

キノロン系薬の開発は，1960 年代にオールドキノロン系の nalidixic acid（NA）が，

マラリアの特効薬である chloroquine の合成中間体として得られたことに端を発する
69, 70)。NA は DNA gyrase に作用し，Pseudomonas aeruginosa を除くグラム陰性菌に抗

菌活性を示したものの，代謝による分解を受けやすいことなどから，一部の尿路感

染症への適応のみにとどまった。その後，7 位に piperazinyl 基が導入されたことによ

り代謝安定性や組織移行性が改良され，抗菌作用を高めた pipemidic acid（PPA）が

開発された 71)。さらに，quinoline 環の 6 位にフッ素原子を導入することで，DNA 

gyrase に加え topoisomerase IV にも阻害作用を示すようになった。その結果，グラム

陽性菌にも抗菌スペクトルが拡大し，体内動態も改良された norfloxacin（NOR）が

登場し，臨床で広く使用されるようになった 72)。フッ素原子の導入前後で抗菌スペ

クトルや薬剤の性質が大きく異なることから，フッ素を導入したキノロン系薬は，
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ニューキノロン系薬と呼ばれている。 

キノロン低感受性 H. influenzae は，gyrA あるいは gyrA と parC の両方に変異を有

している 60, 73)。すなわち，キノロン低感受性株は，すべて DNA gyrase に変異を有し

ている。そこで，DNA gyrase のみに作用するオールドキノロン系薬を使用すること

で，キノロン低感受性株のみを検出できるとの仮説を立てた。薬剤感受性試験には，

先述した微量液体希釈法の他に，簡易法としてディスク拡散法がある 68, 74)。この手

法では，寒天培地に試験菌を塗抹し，その上に薬剤含有ろ紙（ディスク）を乗せ，

適切な時間培養し，阻止円の大きさを測定することで感受性を判定する 74)。本法は，

手順が非常に簡単かつ安価であり，通常の培養設備さえあれば阻止円の大きさで感

受性が識別できる。 

そこで，本章では，簡便で安価かつ臨床でも実施可能な方法として，オールドキ

ノロンを含有するディスク拡散法によるキノロン低感受性株の簡易検出法について

検討した。 
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【 材 料 ・ 方 法 】 

1．使用菌株 

 菌株は，2016～2018 年の間に分離され，当教室に保管されていた H. influenzae 臨

床分離株のうち，過去の研究で使用されたすべてのキノロン低感受性株 17 株と同数

のランダムに選択した感受性株 16 株を使用した（Table 1）38, 39, 56)。分離年の内訳は，

2016 年が 6 株（低感受性株 3 株，感受性株 3 株），2017 年が 10 株（低感受性株 4 株，

感受性株 6 株），2018 年が 17 株（低感受性株 10 株，感受性株 7 株）であった。また，

抗菌薬感受性試験の基準株として，CLSI に規定されている H. influenzae ATCC 49247

を使用した 63)。 

 

2．培養条件 

 菌株の培養にはチョコレート寒天培地を使用し，37C，18～24 h 培養した。チョ

コレート寒天培地は，5 mg/mL yeast extract（Oxoid）含有 brain heart infusion（BHI）

broth（Oxoid）に，agar bacteriological（Oxoid）と defibrinated horse blood（Nippon 

Bio-Test Laboratories）をそれぞれ 1.5%，5%となるように加え，75～80C の湯浴で

20 min 撹拌したのち，β-nicotinamide-adenine dinucleotide（β-NAD，FUJIFILM-Wako 

Chemical）を 15 µg/mL となるように加えて作成した。菌株は，10% skim milk 

（Becton Dickinson）中に濃厚に懸濁し，-80C で使用時まで凍結保存した。 

 

3．ディスク拡散法 

3-1．使用ディスク 

薬剤ディスクは，LVX ディスク（5 µg/disc Eiken Chemical），NOR ディスク （10 

g/disc Eiken Chemical），NA ディスク（30 µg/disc Becton Dickinson），PPA ディスク

（30 µg/disc Eiken Chemical）を使用した。 

 

3-2．ディスク拡散法 

チョコレート寒天培地で 18～24 h 培養した菌を，チョコレート寒天培地に滅菌綿

棒を用いて均等に塗り広げ，その上に適当な間隔でそれぞれのディスクを置いた。

37C で一晩培養後，阻止円の直径を計測した。 
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Table 1. Clinical features and quinolone resistance phenotype and genotype of bacterial 
strains used in this study 

Strain Prefecture 
Clinical 

department 

MIC (μg/mL)  Amino acid substitution 

LVX TFX NOR GyrA ParC 

ATCC 49247   0.016 0.008 0.063  - - 

2017-Y25 Kanagawa Pediatrics 0.008 0.008 0.063  - - 

2016-8 Tokyo Pediatrics 0.008 0.004 0.032  - - 

2018-Y31 Kanagawa Pediatrics 0.008 0.008 0.032  - - 

2018-Y41 Kanagawa Pediatrics 0.008 0.008 0.032  - - 

2016-16 Tokyo Pediatrics 0.016 0.016 0.032  - - 

2016-32 Tokyo Pediatrics 0.016 0.008 0.032  - - 

2017-Y10 Kanagawa Pediatrics 0.016 0.008 0.032  - - 

2017-Y20 Kanagawa Pediatrics 0.016 0.016 0.063  - - 

2017-Y50 Kanagawa Pediatrics 0.016 0.008 0.032  - - 

2018-Y1 Kanagawa Pediatrics 0.016 0.008 0.063  - - 

2018-Y6 Kanagawa Pediatrics 0.016 0.008 0.032  - - 

2018-Y9 Kanagawa Pediatrics 0.016 0.008 0.032  - - 

2018-Y10 Kanagawa Pediatrics 0.016 0.016 0.063  - - 

2018-Y23 Kanagawa Otolaryngology 0.016 0.008 0.032  - - 

2017-Y9 Kanagawa Cardiology 0.032 0.016 0.063  - - 

2017-Y45 Kanagawa Pediatrics 0.032 0.016 0.063  - - 

2018-Y38 Kanagawa Pediatrics 0.125 0.063 0.25  Ser84Leu - 

2016-24 Tokyo Pediatrics 0.125 0.125 0.25  Ser84Leu - 

2017-Y31 Kanagawa Pediatrics 0.125 0.125 0.5  Ser84Leu - 

2018-Y37 Kanagawa Pediatrics 0.125 0.125 0.5  Ser84Leu - 

2018-Y49 Kanagawa pediatrics 0.125 0.125 0.5  Ser84Leu - 

2018-Y57 Kanagawa Pediatrics 0.125 0.125 0.25  Ser84Leu - 

2017-Y28 Kanagawa Pediatrics 0.125 0.25 0.5  Ser84Leu - 

2018-Y43 Kanagawa Pediatrics 0.5 0.25 1  Ser84Leu - 

2017-Y11 Kanagawa Pediatrics 0.5 0.5 > 2  Ser84Leu Glu88Lys 

2016-90 Tokyo Pediatrics 0.5 1 2  Ser84Leu Asp83Asn 

2016-82 Tokyo 
Respiratory 

medicine 
0.5 2 > 2 

 
Ser84Leu Ser84Arg 

2018-Y20 Kanagawa Pediatrics 0.5 2 > 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2018-Y32 Kanagawa Pediatrics 0.5 2 > 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2018-Y34 Kanagawa Pediatrics 0.5 2 > 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2018-Y40 Kanagawa Pediatrics 0.5 2 > 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2018-Y46 Kanagawa Pediatrics 0.5 2 > 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2017-Y55 Kanagawa 
Respiratory 

medicine 
1 2 > 2 

 
Ser84Leu Ser84Ile 

LVX, levofloxacin; TFX, tosufloxacin; NOR, norfloxacin; -, no substitution 
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4．PCR 法による低感受性株の検出 

4-1．PCR 法による Ser84Leu の検出 

 Ser84Leu 検出の PCR は，Seyama らの方法で行った 67)。PCR 試料は，寒天培地上

の H. influenzae のシングルコロニーを TE buffer 50 L に懸濁後，95C で 5 min の加

熱処理を行った PCR 用菌液を用いた。PCR チューブに，Go Taq® Green Master Mix

（Promega）5 µL，合成プライマーgyrA-w-F1（5’-ATCACCCGCATGGTGACGC-3’），

gyrA-w-F2 （ 5’-TAAATATCATCCTCACGGCGATGC-3’ ） ， gyrA-w-R （ 5’-

GTTTGGCGAGAAATTGACGG-3’）を各 10 pmol，PCR 用菌液 1 µL を加え，nuclease-

free water（Promega）にて全量を 10 µL とした。混合した後，DNA thermal cycler を

用いて，95C，30 sec の変性，56C，30 sec のアニーリング，72C，30 sec の伸長反

応という一連の行程を 30 cycles 行った。増幅した PCR 産物 2 L を後述する agarose

ゲル電気泳動に供し，DNA の増幅が確認できた株は野生型とし，確認できなかった

株は変異型と判定した。プライマーの合成は，Hokkaido System Science に依頼した。 

 

4-2．Agarose ゲル電気泳動法 

 2% agarose ゲルを用い，TAE buffer [40 mM Tris-acetate (pH8.2)，2 mM EDTA2Na] 中

で， 100 V， 30 min の電気泳動を行った。ゲル作成用 agarose は，KANTO 

CHEMICAL あるいは NIPPON GENE のものを用いた。電気泳動装置は，水平型電気

泳動槽 -Mupid （Cosmo Bio）を使用した。泳動後，100 g/mL ethidium bromide

（FUJIFILM-Wako Chemical）でゲルを 15 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 1 kbp 

DNA ladder（NIPPON genetics）と泳動距離を比較することで確認した。 

 

5．統計解析 

 統計学的解析は，EZR を用いて Kruskal-Wallis test with Bonferroni correction により

検定した。P < 0.05 の場合に，統計学的に有意とした 75)。 
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【 結 果 】 

1．各種キノロン系薬に対する阻止円径とキノロン感受性の関連 

 キノロン感受性株と低感受性株間の阻止円径を比較したところ，キノロン感受性

株では LVX ディスクで 17.5 から 29.2 mm，NOR ディスクで 18.2 から 29.5 mm，NA

ディスクで 14.1 から 25.6 mm，PPA ディスクで 14.0 から 21.0 mm の明瞭な阻止円の

形成が認められた（Figure 6）。キノロン低感受性株では，LVX ディスクで 13.8 から

24.0 mm，NOR ディスクで 10.0 から 22.8 mm の阻止円が認められ，感受性株のそれ

らよりも径が縮小しているものの，明瞭な阻止円が認められた（Figure 6A，B）。一

方，NA ディスクを用いた場合，阻止円はすべての低感受性株で検出限界以下となっ

た（Figure 6C）。PPA ディスクを用いた場合は，低感受性株のうち 10 株は阻止円が

検出されず，7 株は 9.0 から 11.6 mm の阻止円を形成した（Figure 6D）。阻止円が認

められた 7 株の LVX の MIC は，すべて 0.125 µg/mL であった。 

 
Figure 6. Disc diffusion test using quinolone discs.  
Inhibitory zone diameter for each H. influenzae strain. A. Levofloxacin (LVX) disc (5 
μg/disc); B. Norfloxacin (NOR) disc (10 μg/disc); C. Nalidixic acid (NA) disc (30 μg/disc). 
The 0.125 and 0.5 μg/mL dots represent seven and nine strains with the same MIC, 
respectively. D. Pipemidic acid (PPA) disc (30 μg/disc). The 0.5 μg/mL dot represents nine 
strains with the same MIC.  
LOD, limit of detection (6.35 mm). 
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2．QRDR のアミノ酸置換と阻止円径の関連 

 QRDR のアミノ酸置換数と阻止円径の関連を解析した。その結果，LVX ディスク

と NOR ディスクでは， gyrA 単独変異株の阻止円径は，QRDR に変異を持たない株

と同様の値となったことから，低感受性株の検出は難しいことが示された（Figure 

7A，B）。一方，NA ディスク使用時は，gyrA 単独変異株および gyrA と parC の両方

に変異を有する株で阻止円は完全に消失しており（Figure 7C），gyrA に変異のない株

と明瞭に区別可能であった（Figure 8）。さらに，PPA ディスクを使用した場合，gyrA

と parC の両方に変異を有する株で阻止円が全く形成されず（Figure 7D），gyrA 単独

変異株とも明瞭に区別可能であることが示された（Figure 8）。 
 

 
Figure 7. Association between inhibitory zone diameter and amino acid substitutions in 
quinolone resistance-determining regions (QRDRs). 
A. LVX disc (5 μg/disc); B. NOR disc (10 μg/disc); C. NA disc (30 μg/disc); D. PPA disc (30 
μg/disc). P value was determined by Kruskal-Wallis test with Bonferroni correction for 
multiple comparisons.  
LOD, limit of detection (6.35 mm).  
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Figure 8. Representative results for the disc diffusion test. 
A and B indicate the results of quinolone low-susceptibility isolate 2018-Y46, which had 
amino acid substitutions in both GyrA and ParC, and 2018-Y49, which had amino acid 
substitutions in GyrA, respectively. 
 

3．オールドキノロン系薬を用いたディスク拡散法の精度 

 オールドキノロン系薬を用いたディスク拡散法の精度を検証するために，感度，

特異度，陽性適中率を算出した。NA ディスクを使用した場合，すべてのキノロン低

感受性株で阻止円が検出限界以下となり，感度，特異度，陽性適中率はいずれも

100 %であった。この結果は，既報の PCR 法の結果とも一致していた。 

 PPA ディスクを用いた場合，gyrA と parC に変異を有する株を検出できる特異度は

90 %，感度および陽性適中率は 100 %であった。 
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【 考 察 】 

本章では，臨床現場において，キノロン低感受性 H. influenzae を簡易的かつ高精度

に検出することを目的とし，ディスク拡散法を用いた検出法を開発した。 

LVX や NOR ディスクを使用したところ，感受性株および低感受性株の両者で阻止

円が形成された。感受性株の阻止円の平均径は低感受性株のそれよりも大きいもの

の，感受性株と低感受性株の差異を明確にする基準を設定することができなかった。

一方，NA ディスクを使用した場合，すべての低感受性株で阻止円が消失した。これ

は，NA が DNA  gyrase のみに作用することに起因すると考えられた。NA を用いた

検査の感度，特異度，陽性適中率はいずれも 100 %であり，低感受性株の検出に適

切であることが示された。このディスク拡散法での低感受性株の検出法は既存の

PCR 法 67)と同等の結果となっており，遺伝子検査および詳細な感受性検査を実施し

なくても，低感受性株を検出できることが示された。PCR 法は，gyrA の QRDR 中に

変異がある場合に PCR で増幅が出来ないように primer が設計されている 67)。しかし

ながら，設計された primer 部分に耐性に関与しない変異を持つ株が出現した場合，

この手法は使用できない。これに対して，ディスク拡散法はキノロン系薬に対する

耐性度を遺伝子解析ではなく表現型で判定しているため，抗菌薬への実質的な菌株

の感受性を評価している。つまり，検出系としての高い感度を維持できることから，

既存の PCR 法よりも有用な検査法になることが期待できる。加えて，一般的にディ

スク拡散法は，阻止円径を測定し感受性を判定するので，測定者によって測定誤差

が生じやすい。しかしながら，本研究で構築した手法は，判定を阻止円の有無で行

うことができるため，熟練者でなくても簡単に試験を行うことが可能であり，臨床

への応用度が高い方法と考えられた。さらに，PPA ディスクを使用した場合，gyrA

単独変異株では阻止円を形成したのに対し，gyrA と parC の両方に変異を有する株で

は阻止円が消失した。PPA は NA と同じオールドキノロン系薬でありながら，ニュ

ーキノロン系薬に類似した構造を有するため 69)，topoisomerase IV に対しても親和性

を有し，gyrA 単独変異株に抗菌活性を示したと考えられた。PPA ディスクを用いて，

gyrA と parC の両方に変異を有する菌株を検出すると，その精度評価は，特異度が

90%，感度および陽性適中率は 100 %であった。すなわち，NA ディスクに加え PPA

ディスクを併用することで，塩基配列を解析しなくても gyrA，parC のキノロン耐性

に関与する変異の有無を簡便に評価できることが可能となった。 

 本章の結果から，NA を用いたディスク拡散法でキノロン低感受性株を，明瞭かつ

高感度に検出できることが明らかとなった。加えて，PPA ディスクを用いた試験を

併用することで，parC の変異の有無についても判定できることが示された。本手法

を感受性測定に用いることで，低感受性株を正確に判定でき，不用意なキノロンの

投与を避けることが可能になると期待される。  
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第 2 章 

遺伝子水平伝播を介したキノロン低感受性株の出現機構の解析 

第 1 節  

キノロン低感受性 Haemophilus influenzae の水平伝播機構の解析 

【 背 景 】 

一般的な細菌において，自然界で点突然変異が起こる頻度は 10-8～10-7 程度と必ず

しも高くない 76)。キノロン耐性化は段階的な点変異に起因するとされているが 58, 62, 

77)，近年，H. influenzae においてキノロン低感受性株が急増しているため，キノロン

耐性化には点変異だけではなく，別経路の存在が考えられた。 

Haemophilus 属菌は高い自然形質転換能をもち，外来の遊離 DNA を取り込むこと

が知られている 78-82)。この自然形質転換には，受容菌の IV 型線毛による uptake 

signal sequence（USS）の認識が重要とされている 80, 82)。USS は 9 bp の短い繰り返し

配列（5’- AAGTGCGGT-3’）であり，Haemophilus 属菌の染色体上に 2,000～3,000 bp

に 1 つ程度の頻度で存在している。 

そこで，本章では，点変異以外の要因として，自然形質転換によるキノロン耐性

の水平伝播が関与するとの仮説を立て，キノロン低感受性 H. influenzae の水平伝播機

構について検討した。 
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【 材 料 ・ 方 法 】 

1．gyrA の系統解析 

 菌株は，2016～2019 年の間に分離され，当教室に保管されていた H. influenzae 臨

床分離株のうち，Table 2 に示すキノロン低感受性株ならびに耐性株 14 株を使用した。

QRDR を含む gyrA の multiple alignment は，GENETYX ver. 10（Genetyx）を用いて作

成した。系統樹は，Geneious prime 2019 （Biomatters）内の Clustal omega program を

用い Tamura-Nei neighbour-joining method で作成した。 

 
Table 2. H. influenzae strains used in phylogenetic analysis 

Strain ST 
MIC (µg/mL)  Amino acid substitutions 

LVX TFX GyrA ParC 

2016-20 1856 4 8  Ser84Phe / Asp88Asn Glu88Lys 

2016-24 107 0.125 0.125  Ser84Leu Asn138Ser 

2016-82 2336 0.5 2  Ser84Leu Ser84Arg /Asn138Ser 

2017-Y11 156 0.5 0.5  Ser84Leu Glu88Lys 

2017-Y31 107 0.125 0.125  Ser84Leu - 

2017-Y55 422 1 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2018-Y34 422 0.5 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2018-Y37 107 0.125 0.125  Ser84Leu - 

2018-Y38 107 0.125 0.063  Ser84Leu - 

2018-Y40 422 0.5 2  Ser84Leu Ser84Ile 

2018-Y43 2055 0.5 0.25  Ser84Leu - 

2018-Y49 1002 0.125 0.125  Ser84Leu - 

2018-Y57 107 0.125 0.125  Ser84Leu - 

2019-52 395  0.125 0.125  Ser84Leu - 
ST, sequence type; LVX, levofloxacin; TFX, tosufloxacin; -, no substitution 

 

2．水平伝播実験 

2-1．使用菌株 

 供与菌として，キノロン標的酵素にアミノ酸置換を有する 2018-Y40（ST422）と

2018-Y38（ST107）を使用した（Table 2）56, 83)。また，受容菌として H. influenzae の

研究において古くから実験室株として使用されてきた Rd 株 84)と，様々な ST の臨床

分離株 4 株（2017-18B，2017-22B，2018-Y17，2019-6）を使用した。 

 

2-2．水平伝播実験 

受容菌を対数増殖期（OD600 nm = 2.0-3.0）まで培養し，10 倍に濃縮したものを 50 

L， BHI に-NAD と hemin を 15 g/mL となるように加えた supplemented BHI

（sBHI）寒天培地の中央に添加した。乾燥後，本章第 1 節 -【材料・方法】- 2 - 3 で
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作成した供与菌の培養上清 50 L もしくは本章第 1 節 -【材料・方法】- 2 - 4 で作成

した fragment を 30 ng 重層し，37℃で一晩培養した。発育した菌を 1 mL の sBHI 

broth 中に懸濁し，10 g/mL nalidixic acid もしくは 30 g/mL pipemidic acid 含有チョコ

レート寒天培地に塗布した。得られたコロニー数を，培養上清あるいは fragment 非

添加時のコントロールと比較した。また，得られたコロニーのキノロン標的遺伝子

を，本章第 1 節 -【材料・方法】- 3 に示す方法で解析し，組換えの有無を確認した。 

 

2-3．添加培養上清の作成 

 チョコレート寒天培地上で培養した供与菌のシングルコロニーを 10 mL の sBHI 

broth に接種し，37C で一晩培養した。培養液中の生菌を 0.2 m のメンブランフィ

ルター（Toyo Roshi Kaisha）で除去したのち，等量の 10 % polyethylene glycol（PEG）

8000 / 0.3 M NaCl 溶液と混合し，4 ℃で一晩静置した。これを，6,700  g で 30 min 遠

心分離し，上清中の微粒子を 10 倍に沈澱濃縮した。作成した培養上清は，4 ℃で保

管した。培養上清中の gyrA ならびに parC の検出は，培養上清 1 L をテンプレート

とした nested PCR で行った。Go Taq® Green Master Mix 5 µL，合成プライマーgyrA-

seq-F，gyrA-seq-R または parC-seq-F，parC-seq-R（Table 3）を各 10 pmol を加え，

nuclease-free water にて全量を 10 µL とした。混合した後，DNA thermal cycler を用い

て，95C，15 sec の変性，50C，15 sec のアニーリング，72C，30 sec の伸長反応と

いう一連の行程を 25 cycles 行った。PCR 産物を電気泳動で確認したのち，nuclease-

free water で 10 倍に希釈した PCR 産物をテンプレートとして，上述と同様の条件で

再度 PCR を行った。また，培養上清中の組換え原因物質の検討には，TritonX-100 と

DNase I （Takara-Bio）を使用した。TritonX-100 と DNase I は，培養上清にそれぞれ

0.1%，1 U となるように添加した。 

 

2-4．添加 DNA fragment の作成 

 水平伝播実験に使用したキノロン標的遺伝子の fragment は，供与菌である 2018-

Y40 の gyrA もしくは parC 領域を PCR で増幅した。2018-Y40 株のシングルコロニー

を TE  buffer で懸濁し，95C で 5 min 処理したものを PCR 用菌液とした。Q5 High-

Fidelity 2 Master Mix（Bio Labs）25 µL，合成プライマー（Table 3）を各 10 pmol，

テンプレート 1 µL を加え，nuclease-free water にて全量を 50 µL とした。混合した後，

DNA thermal cycler を用いて，98C，30 sec の変性，52C，30 sec のアニーリング，

72C，2 min 30 sec の伸長反応という一連の行程を 25 cycles 行った。増幅産物は，

GEL/PCR Purification Mini Kit（Favorgen）を用いて精製した。濃度は，QuantiFluor 

ONE dsDNA System（Promega）あるいは Quantus Fluorometer（Promega）を用いて測

定した。 

 

2-5．Prophage 欠損株の作成 
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 2018-Y40 株はゲノム上に 4 つの完全な prophage 領域を保有している 83)（Figure 9）。

これらの prophage 領域の欠損株は，後述のように作成した。欠損させる遺伝子の上

流，下流約 1.5 kbp を Table 3 に記したプライマー（upstream-F，R，downstream-F，R）

を用いて PCR で増幅した。Q5 High-Fidelity 2 Master Mix を 25 µL，各プライマーを

各 10 pmol，PCR 用菌液 1 µL を加え，nuclease-free water にて全量を 50 µL とした。

混合した後，DNA thermal cycler を用いて，98C，30 sec の変性，50C，15 sec のア

ニーリング，72C，1 min の伸長反応という一連の行程を 30 cycles 行った。次に，-

ラクタム耐性遺伝子である blaTEM-1を prophage の上流と下流の 20 bp を含むプライマ

ー（TEM-F，R）で増幅した。この時，テンプレートは blaTEM-1 保有株である 2017-

Y22 株のコロニーから本章第 1 節 -【材料・方法】- 2 - 4 の方法で調製した PCR 用菌

液を用いた。これらの PCR 産物を GEL/PCR Purification Mini Kit を用いて精製し，混

合したものをテンプレートとして用い，upstream-F と downstream-R のプライマーで

再度増幅させることで，-ラクタム耐性遺伝子を含むカセットを作成した。Q5 High-

Fidelity 2 Master Mix 25 µL，各合成プライマーを各 10 pmol を加え，nuclease-free 

water にて全量を 50 µL とした。混合した後，DNA thermal cycler を用いて，98C，30 

sec の変性，50C，15 sec のアニーリング，72C，2 min 30 sec の伸長反応という一連

の行程を 30 cycles 行った。 

形質転換に使用する 2018-Y40 株のコンピテントセルの作成は，Ubukata らの方法

を改変して行った 36)。2018-Y40 のシングルコロニーを sBHI broth に懸濁し，37℃で

一晩培養した。培養した菌を 100 倍希釈し，OD600 nm = 3.0 になるまで 37 ℃，150 

rpm の条件で振とう培養した。5,000  g，5 min で遠心分離して集菌し，上清を捨て，

SG buffer （10% glycerol，10% sucrose）で懸濁し，再度遠心分離することで菌を洗浄

した。洗浄後，SG buffer で再懸濁したものをコンピテントセルとした。形質転換は，

エレクトロポレーション法で行った。2018-Y40 株のコンピテントセルに-ラクタム

耐性遺伝子を含むカセットを約 1 g 加え，混合し，氷冷した。これを氷冷した

electroporation cuvette（Bio Rad）に移した。エレクトロポレーションは，Gene Pulser 

II （Bio Rad）を用いて，1.25 kV/cm，25 F，200 の条件で行った。通電後，1 mL

の sBHI broth に再懸濁し，37 ℃で一晩培養したのち，50 g/mL の AMP 含有チョコ

レート寒天培地に塗布した。  
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Figure 9. Circular map of the Haemophilus influenzae 2018-Y40 whole-genome sequence.  
The outermost circle shows the number of nucleotides. The second and third outermost grey 
circles show coding sequences on the plus and minus strands, respectively. The innermost 
circle represents the GC content (%). The blue and light blue zones show the locations of 
prophage regions, and the green zones show the locations of gyrA and parC.  
GC, guanine–cytosine. 
(Tanaka et al. J Glob Antimicrob Resist. 22 (2020) 759-761 より引用 83)) 
  

Haemophilus influenzae
2018‐Y40 (ST422)
1,957,393 bp
G+C% : 38.2%

Phage1
(intact)

Phage2
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Phage3
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(incomplete)
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(intact)

gyrA

parC
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Table 3. Primers used for horizontal gene transfer assay 
Primer Sequence (5' to 3') Description 

gyrA-F atgacggattcaatccaatc 

Construction of gyrA fragment 

gyrA-R cagtttgataccacgaac 

gyrA-R2 ttcaatttcgaccgcactttc 

gyrA-R3 atttaagtctaatgatgcttc 

gyrA-R4 gaagcggttaaaatagcac 

parC-upstream-F gtggctcgcaggatttag 

Construction of parC fragment 

parC-F atgacaaatatcaactatgaag 

parC-R caataaaatatgaggtaaacg 

parC-R2 ctcgccgtcttcttttttc 

parC-R3 ccgatcatattcatatttac 

parC-R4 catcggcttgttcatctc 

parC-R5 actggctctgctggcgtc 

parC-R6 catattcaatggtcgcacc 

parC-R7 tggaaaaatcaacattctgc 

1-upstream-F gttaataatagcgtatgccc 

Construction of phage1 knockout strain 

1-upstream-R cgaacaacctgagattaag 

1-downstream-F caataatgcgattaaatctgc 

1-downstream-R gttaagtacacagcaaacc 

1-TEM-F cttaatctcaggttgttcgaattcttgaagacgaaaggg 

1-TEM-R gcagatttaatcgcattattgtttataatgtgtactttaatgc 

2-upstream-F aatgcaggagcgaaagaag 

Construction of phage2 knockout strain 

2-upstream-R tataaccaatttacttctcgc 

2-downstream-F gaaccaataagccttactc 

2-downstream-R actaaattcttagtaagcgc 

2-TEM-F gcgagaagtaaattggttataaattcttgaagacgaaaggg 

2-TEM-R gagtaaggcttattggttctttataatgtgtactttaatgc 

3-upstream-F cagtgtaaaacttatgtcatc 

Construction of phage3 knockout strain 

3-upstream-R taaacgctctttaaatctcc 

3-downstream-F atcagccaccttagtcttg 

3-downstream-R gggtacatattcctttatttg 

3-TEM-F ggagatttaaagagcgtttaaattcttgaagacgaaaggg 

3-TEM-R caagactaaggtggctgattttataatgtgtactttaatgc 

5-upstream-F ttcttcaatttccgctttgg 

Construction of phage5 knockout strain 

5-upstream-R ataattctcaaatatattatatg 

5-downstream-F cgaaatcgatcccaatcg 

5-downstream-R gagaatttgtcgaaattgag 

5-TEM-F catataatatatttgagaattataattcttgaagacgaaaggg 

5-TEM-R cgattgggatcgatttcgtttataatgtgtactttaatgc 

gyrA-seq-F ccgccgcgtactgttct 
For gyrA sequence 

gyrA-seq-R ccatttgctaaaagtgc 

parC-seq-F tggtttaaaacccgttca 
For parC sequence 

parC-seq-R agcaggtaaatattgtgg 
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3．キノロン標的遺伝子の解析 

3-1．PCR 法による標的遺伝子の増幅 

 PCR のテンプレートとして，本章第 1 節 -【材料・方法】- 2 - 4 の方法で調製した

PCR 用菌液を用いた。Go Taq® Green Master Mix 5 µL，合成プライマーgyrA-seq-F，

gyrA-seq-R または parC-seq-F，parC-seq-R（Table 3）を各 10 pmol，PCR 用菌液 1 µL 

を加え，nuclease-free water にて全量を 10 µL とした。混合した後，DNA thermal 

cycler を用いて，95C，15 sec の変性，50C，15 sec のアニーリング，72C，30 sec

の伸長反応という一連の行程を 25 cycles 行った。PCR 産物は，電気泳動で確認した。 

 

3-2．PCR 産物の精製 

 PCR 産物の精製は，EnzSAP（EdgeBio）を用いた。PCR 産物の 40%の EnzSAP を

加えて，37C，5 min の反応後，80C，15 min で処理したものを PCR 精製物とした。 

 

3-3．シーケンス反応 

シーケンス解析は，eurofins genomics に依頼した。サンプルは PCR 精製物 2 L，

プライマー9.6 pmol を混合し，滅菌超純水で全量が 21 L になるように調製し

eurofins genomics に送付した。 

 

3-4．塩基配列の解析 

得られた塩基配列は，DNA Sequencing Analysis ソフトウェア ver. 5.1（Thermo 

Fisher Scientific）および，DNA 解析プログラム GENETYX ver. 10 を用いた。 

 

4．抗菌薬感受性試験 

4-1．使用薬剤 

抗菌薬は， LVX（Tokyo Chemical Industry）， tosufloxacin（TFX，FUJIFILM-Wako 

Chemical）を使用した。 

 

4-2．抗菌薬感受性試験 

抗菌薬感受性は，CLSI の方法に基づき微量液体希釈法で測定した 63)。Defibrinated 

horse blood（JAPAN LAMB）を完全に溶血するまで凍結融解を繰り返し，17,000  g

で 20 min 遠心分離し，上清を lysed horse blood（LHB）とした。Mueller-Hinton broth

（MHB，Oxoid）に Ca2+が 20 µg/mL，Mg2+が 10 µg/mL となるように添加した cation-

adjusted Mueller-Hinton broth（CAMHB）に，最終濃度が 2.5%になるように LHB を加

えた。さらに，β-NAD を 15 µg/mL となるように CAMHB に添加して測定用培地とし

た。続いて，チョコレート寒天培地で 18～24 h 培養した菌を，MHB に McFarland 

standard 0.5 と同等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 

µL に菌液 1 µL を MIC ミニ（Medi Science）あるいは 96 ピンプレート（Stem）を用
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いて接種した。37C，20～24 h 好気培養後に菌の発育を判定し，各抗菌薬の MIC

（µg/mL）を判定した。LVX 感受性の breakpoint は CLSI の基準を使用し， 2 g/mL

とした。また，LVX 低感受性株の breakpoint は既報に基づき，0.063 g/mL～ 2 

g/mL とした 67)。 

 

5．統計解析 

 統計学的解析は，EZR を用いて one-way ANOVA test with Bonferroni correction ある

いは Welch’s t test により検定した。P < 0.05 の場合に，統計学的に有意とした 75)。 

  



24 
 

【 結 果 】 

1．gyrA の系統解析 

 キノロン感受性株における gyrA の多様性を明らかにするために，14 株の臨床分離

株について gyrA の QRDR（約 300 bp）の系統解析を行った（Figure 10）。使用した菌

株の multiple alignment を作成したところ，アミノ酸置換を伴う変異は 4 か所であっ

たのに対し，サイレント変異が多数認められた（Figure 10A）。そこで，Tamura-Nei 

neighbour-joining method で分子系統樹を作成し，ST との関連を併せて検討した。そ

の結果，これらの gyrA は，複数のクラスターに分類されることが明らかとなった

（Figure 10B）。さらに，遺伝学的背景が同じとされる同一の ST や clonal complex

（CC）の株でも異なるクラスターに分類された。すなわち，低感受性株の gyrA が点

突然変異によって生じたもの以外に，外部から獲得したものも存在する可能性が示

された。 

 
Figure 10. Phylogenetic analysis of H. influenzae strains harbouring amino acid 
substitutions in QRDRs of gyrA.  
A. Sequence alignment map. ST indicates the multilocus sequence typing. The matches and 
mismatches in the isolate sequences compared to H. influenzae Rd strain sequence are 
indicated by dots and nucleotide bases, respectively. The arrows represent the middle base of 
a codon that results in amino acid substitution. * indicates no change in amino acid. Color 
coding indicates strains of a same ST or clonal complex. B. Dendrogram based on the 
nucleotide sequences shown in Fig. 9A, using Clustal Omega program and the neighbor-
joining method. Color coding indicates strains of a same ST or clonal complex. * indicates 
putative outbreak strain. 

A.
gyr 1 TCAATGGATCGCGAAGGCAATACCGCCAATAAAAAATACGTAAAATCAGCGCGTGTTGTGGGTGATGTAATCGGTAAATATCACCCGCATGGTGACTCCGCCGTGTACGATACCATCGTTCGTATGGCACAACCCTTCTCACTTCGCTAT 150
2016-20 1 ......................................T....................A.....................................TT.........A....G.................................... 150
2016-82 1 ......................................T...............................................A..........TA..............A..............G.....A............... 150
2017-Y11 1 ......................................T....................A.....................................TA.....A............................................. 150
2019-52 1 .................................................................................................TA...................................A............... 150
2016-24 1 .................................................................................................TA...................................A............... 150
2017-Y31 1 ......................T...............T..........................................................TG..T..A........A....................A............... 150
2018-Y38 1 .................T............................................G.................C................TG..T..........................G..................... 150
2018-Y57 1 .................T............................................G.................C................TG..T..........................G..................... 150
2018-Y37 1 .................................................................................................TA...................................A............... 150
2018-Y49 1 ...........................................................A.....................................TA..T...........A.................................... 150
2018-Y43 1 .................................................................................................TA...................................A............... 150
2018-Y34 1 .......................................................................A.........................TG.......................C.....G..................... 150
2018-Y40 1 .......................................................................A.........................TG.......................C.....G..................... 150
2017-Y55 1 .......................................................................A.........................TG.......................C.....G..................... 150

gyr 151 ATGTTGGTTGATGGGCAAGGTAACTTTGGTTCAATTGATGGTGATGCGCCAGCTGCAATGCGTTATACCGAAGTACGTATGCAAAAAATTACGCAAGCATTGCTCACGGATTTGGATAAAGAAACCGTCAATTTCTCGCCAAACTATGAT 300
2016-20 151 ...............................................A..C.......................G........................................................................... 300
2016-82 151 ..........................C...................T...........................G.................A..............A.......................................... 300
2017-Y11 151 ..........................C....................A...................................................................................................... 300
2019-52 151 ...............................................A..C.......................G..............C.................T............A............................. 300
2016-24 151 ..........................................................................G................................T.......................................... 300
2017-Y31 151 ..................................................C.......................G........................................................................... 300
2018-Y38 151 ..........................................................................G..............C............................................................ 300
2018-Y57 151 ..........................................................................G..............C............................................................ 300
2018-Y37 151 ...............................................A..C.......................G..............C.................T............A............................. 300
2018-Y49 151 ..........................C................................................................................T.......................................... 300
2018-Y43 151 ..........................................................................G................................T.......................................... 300
2018-Y34 151 ..........................C...............................................G................................A.......................................... 300
2018-Y40 151 ..........................C...............................................G................................A.......................................... 300
2017-Y55 151 ..........................C...............................................G................................A................................C......... 300

gyr 301 GGCGAATTAATGATTCCAGATGTATTGCCGACTCGTATT 339
2016-20 301 ....................................... 339
2016-82 301 .............................A......... 339
2017-Y11 301 ....................................... 339
2019-52 301 ....................................... 339
2016-24 301 ..............C..............A......... 339
2017-Y31 301 ....................................... 339
2018-Y38 301 ....................................... 339
2018-Y57 301 ....................................... 339
2018-Y37 301 ....................................... 339
2018-Y49 301 ....................................... 339
2018-Y43 301 ..............C..............A......... 339
2018-Y34 301 ....................................... 339
2018-Y40 301 ....................................... 339
2017-Y55 301 .................C..................... 339

2016‐20 ST1856
2016‐82 ST2336
2017‐Y11 ST156

2017‐Y31 ST107

2018‐Y49 ST1002

Rd ST47

2018‐Y37 ST107

2019‐52 ST395
2016‐24 ST107

2018‐Y43 ST2055
2018‐Y34 ST422
2018‐Y40 ST422
2017‐Y55 ST422

2018‐Y38 ST107
2018‐Y57 ST107

2016‐20 ST1856
2016‐82 ST2336
2017‐Y11 ST156

2017‐Y31 ST107

2018‐Y49 ST1002

Rd ST47

2018‐Y37 ST107

2019‐52 ST395
2016‐24 ST107

2018‐Y43 ST2055
2018‐Y34 ST422
2018‐Y40 ST422
2017‐Y55 ST422

2018‐Y38 ST107
2018‐Y57 ST107

2016‐20 ST1856
2016‐82 ST2336
2017‐Y11 ST156

2017‐Y31 ST107

2018‐Y49 ST1002

Rd ST47

2018‐Y37 ST107

2019‐52 ST395
2016‐24 ST107

2018‐Y43 ST2055
2018‐Y34 ST422
2018‐Y40 ST422
2017‐Y55 ST422

2018‐Y38 ST107
2018‐Y57 ST107

*
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Figure 10. continued.  
 

2．キノロン低感受性株の培養上清を用いた水平伝播実験 

   点変異によるキノロン低感受性化以外の要因を検討するために，標的遺伝子である

gyrA と parC に変異を有する株の培養上清を用いて水平伝播実験を行った。供与菌と

して，キノロン標的遺伝子に変異を有する株の中から過去にゲノム上に prophage を

保有する特徴を持つ 2018-Y40 株（ST422）と，H. influenzae の中で主要なタイプであ

る ST107 の 2018-Y38 を使用した 38, 66, 83)。これらの培養上清の微粒子を PEG で沈殿

濃縮したものを Rd 株と混合し，NA 含有培地で選択した。その結果，培養上清を混

合した群の NA 耐性株数は，コントロールのそれよりも多く得られた（Figure 11A）。

また，得られた NA 耐性株の gyrA は供与菌のものと組換わっていた（Figure 11B，

C）。これらの株の LVX に対する MIC は 0.063 g/mL まで上昇していた（Table 4）。

すなわち，得られた NA 耐性株は，gyrA が水平伝播したことによって生じたことが

示された。 

 次いで，本培養上清中の水平伝播に寄与した具体的な因子について検討した。文

献調査を行ったところ，候補物質として，prophage，outer membrane vesicle，細胞外

DNA が考えられたため 85-87)，それぞれの要素を除外し同様の実験を行った。2018-

Y40 株は，ゲノム上に 4 つの prophage 領域を保有するため 83)，それぞれについての

欠損株を作成し，欠損株の培養上清を調製した。Outer membrane vesicle については，
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親株の培養上清中に 0.1% TritonX-100，細胞外 DNA については，DNase I を添加する

ことで，outer membrane vesicle と細胞外 DNA を含まない培養上清を調製した。これ

らの培養上清を用いて水平伝播実験を行ったところ，DNase I を添加した培養上清を

用いたときのみ組換え株が得られなかった（Figure 11D）。このことから，この水平

伝播には細胞外 DNA が関与していることが示唆された。培養上清中の 2 本鎖 DNA

を Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて定量したところ，定量

限界（2 ng/µL）以下であったが，nested PCR を行うことで gyrA が検出された（Data 

not shown）。すなわち，微量の DNA で水平伝播が起こることが示された。 

 

  Table 4. Antimicrobial susceptibility of representative recombinant strains 

Strain 
MIC (µg/mL) 

Levofloxacin Tosufloxacin 

2018-Y40 0.5 2 

2018-Y38 0.125 0.063 

Rd 0.008 0.004 

Rd2018-Y40gyrA 0.063 0.032 

Rd2018-Y38gyrA 0.063 0.032 

Rd2018-Y40gyrA+2018-Y40parC 0.25 0.5 

Rd2018-Y38gyrA+2018-Y40parC 0.25 0.5 
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3．Uptake signal sequence の影響 

 前項で，キノロン耐性が細胞外 DNA を介して水平伝播することが示された。この

伝播には，H. influenzae がもつ形質転換能が関与していると考えられた。形質転換に

は，DNA 上に存在する USS が関与することが知られている 78, 79, 81, 82)。gyrA 上の

USS を検索したところ，QRDR の下流，約 1,700 bp である 2,199-2,207 bp の領域に

USS（5’- AAGTGCGGT-3’）が存在していた。そこで，2018-Y40 株の gyrA を様々な

長さで増幅・精製した fragment を作成し，培養上清の代わりに用いて水平伝播実験

を行った（Figure 12A）。その結果，USS を含む断片を使用した場合に，有意に多く

の NA 耐性株が得られた（Figure 12B）。加えて，耐性株の出現効率は USS の下流 50 

bp 以上を含む断片を使用することで，有意に上昇していた。すなわち，受容菌が供

与菌の gyrA の USS を認識し，遺伝子を取り込み，組換えが生じていることが示唆さ

れた。 

  

Figure 12. Role of the uptake signal sequence in horizontal transfer of gyrA.  
A. Each fragment represents the PCR product of different length that was used for transfer 
assay. Fragment a dose not contain USS, whereas b-d contain it. Fragment a, 2,169 bp; b, 
2,217 bp; c, 2,258 bp; d, 2,318 bp. B. Bar graph indicating CFU/mL of NA-resistant colonies 
obtained from transfer assay. P value was calculated using one-way ANOVA test with 
Bonferroni correction.  
USS, uptake signal sequence; QRDR, quinolone resistance-determining region. NA, nalidixic 
acid.  
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4．parC の水平伝播と USS の検討 

 gyrA の水平伝播が USS の認識を介して起こることが示唆されたため，キノロン耐

性に関与する parC についても検討を行った。第 1 章の研究により，gyrA と parC の

両方に変異を有する株は PPA で明確に選択できることが示されたため，parC の水平

伝播実験では選択薬剤として PPA を使用した。 

 まず，本章第 1 節 -【結果】- 3 で使用した培養上清を gyrA の水平伝播実験と同様

に Rd 株へ添加・培養後，PPA 培地で選択したところ，組換え株は得られなかった

（Figure 13A）。一方，すでに Rd に 2018-Y40 株由来の gyrA を組換えた株（Rd2018-

Y40gyrA）に上清を添加したところ，組換え株が得られた（Figure 13B）。ここで得られ

た株の parC 領域は 2018-Y40 株のものと組み換わっており，LVX の MIC も 0.25 

g/mL まで上昇し，親株と同レベルのキノロン低感受性を示した（Table 4）。すなわ

ち，parC も水平伝播することが示された。 

 そこで，parC についても USS を検索したところ，既存の配列は存在しなかったが，

1,340 bp 付近に USS と 1 塩基のみ異なる配列（5’- AAGAGCGGT-3’） が確認された

（Figure 14A）。そこで，この領域を uptake signal-like sequence（USLS）とし，本章

の結果 2 と同様に 2018-Y40 の parC を様々な長さになるように増幅し，Rd2018-Y40gyrA

に対する水平伝播実験を行った。その結果，1,250 bp 以上の fragment で組換え株が得

られた（Figure 15）。さらに，組換え効率は 1,500 bp 以上の fragment で有意に上昇し，

塩基配列の長さ依存的であった（Figure 14B）。1,258 bp の fragment d と 1,511 bp の

fragment e の間には USLS が存在しており，USLS の認識が水平伝播に寄与すること

が示唆された。そこで，fragment の長さのみの影響を検討するために，parC の

QRDR を含み USLS を含まない 1,265 bp と 1,520 bp の fragment を作成し実験を行っ

た（Figure 16A，fragment A，B）。その結果，組換え株は得られなかった（Figure 

16B）。すなわち，parC については，USLS の認識により，遺伝子の水平伝播が起こ

ることが示唆された。 

 
Figure 13. The chocolate agar plates supplemented with 30 μg/mL pipemidic acid after 
horizontal gene transfer experiments using 2018-Y40 supernatant. 
A and B indicate Rd and Rd2018-Y40gyrA, respectively. 
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Figure 14. Role of the uptake signal-like sequence in horizontal transfer of parC. 
A. Each fragment represents the PCR product of different length that was used for transfer 
assay. Fragment a-d do not contain USLS, whereas e-g contain it. Fragment a, 510 bp; b, 765 
bp; c, 1,010 bp; d, 1,258 bp; e, 1,511 bp; f, 1,765 bp; g, 1,980 bp. B. Bar graph indicating 
CFU/mL of PPA-resistant colonies each resistant colonies obtained from transfer assay. P 
value was calculated using one-way ANOVA test with Bonferroni correction.  
USLS, uptake signal-like sequence; QRDR, quinolone resistance-determining region; PPA, 
pipemidic acid.  
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Figure 15. Multiple alignment of QRDRs of parC obtained following horizontal transfer 
of parC. 
The first and second sequences are from recipient strain, H. influenzae Rd and donor strain, 
2018-Y40, respectively. Strains 1-1 to 8-4 represent obtained colony by adding each fragment. 
The fragment size corresponds to the fragments shown in Figure 14. 
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Figure 16. Evaluation of the recombination efficiency of parC fragments of varying 
lengths.  
A. Each fragment represents the PCR product of different length that was used for transfer 
assay. A and B are shifted fragments that include QRDRs but USLS, whereas, C and D 
correspond to the sequences having same length and position in Figure 14. Fragment A, 1265 
bp; B, 1520 bp; C, 1,258 bp; D, 1,511 bp. B. Bar graph indicating CFU/mL of PPA-resistant 
colonies each resistant colonies obtained from transfer assay. P value was calculated using 
one-way ANOVA test with Bonferroni correction.  
USLS, uptake signal-like sequence; QRDR, quinolone resistance-determining region; PPA, 
pipemidic acid. 
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5．臨床分離株に対する水平伝播 

 これまでの実験で用いた Rd 株は実験室株であり，高い自然形質転換能を持つこと

が知られている 79)。実際に，臨床で分離される株において同様の現象が起こるか否

かを確かめるために，様々な遺伝学的背景を有する臨床分離 H. influenzae を用いて，

同様の水平伝播実験を行った。Fragment は，gyrA の fragment d（Figure 12）と parC

の fragment g（Figure 14）を用いた。その結果，耐性株出現の頻度にばらつきはある

ものの，すべての株で NA 耐性株および PPA 耐性株がコントロールと比較し有意に

多く得られた（Figure 17A，B）。すなわち，このようなキノロン耐性の水平伝播は，

どのような H. influenzae 株に対しても起こり得ることが示された。 

 

  
Figure 17. Horizontal transfer in clinical isolates.  
A, B. Bar graph indicating CFU/mL of each resistant colonies obtained following the 
horizontal gene transfer assays using H. influenzae clinical strains. P value was calculated 
using Welch’s t test. 
NA, nalidixic acid; PPA, pipemidic acid. 
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第 2 節 

複数遺伝子の同時水平伝播の検討 

【 背 景 】 

 本邦でアウトブレイクが発生した ST422 のキノロン低感受性 H. influenzae 株は，

gyrA と parC の両方に変異を有していた 49, 56, 57)。キノロンに対する低感受性化（耐性

化）は段階的に進行すると考えられている（Figure 4） 58, 62, 77)。しかしながら，アウ

トブレイク株の前段階である gyrA のみに変異を有する ST422 株は報告されていない。

一方で，同地域では，gyrA，parC いずれにも変異を持たない株が認められている 57)。

このことは，H. influenzae が非段階的に低感受性化したことを示唆している。 

 本章第１節において，標的遺伝子の水平伝播がキノロン低感受性化に寄与するこ

とが示唆された。水平伝播であれば同時に遺伝子を取り込み，組換えが生じること

で一度に複数の領域を獲得し耐性化する可能性が考えられる。そのようなメカニズ

ムが存在すれば，アウトブレイククローンについても出現要因の説明ができる。そ

こで，本節では，複数遺伝子の同時水平伝播について検証を行った。 
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【 材 料 ・ 方 法 】 

1．水平伝播実験 

1-1．ゲノム DNA の抽出 

 ゲノム DNA は，2018-Y40 株より抽出した 83)。寒天培地上で培養した 2018-Y40 株

のシングルコロニーを 3 mL の sBHI broth に接種し，一晩培養した。培養した菌を

10,000  g で 2 min 遠心分離して集菌した。その後，Genomic DNA Purification Kit

（Promega）を用いて，ゲノム DNA を抽出した。抽出した DNA の濃度は，

QuantiFluor ONE dsDNA System（Promega）あるいは Quantus Fluorometer（Promega）

を用いて測定した。 

 

1-2．使用菌株 

 受容菌は，実験室株の Rd 株と，様々な遺伝学的背景を持つ臨床分離株 4 株

（2017-Y37，2017-22B，2018-Y17，2019-6）を使用した。 

 

1-3．水平伝播実験 

本章第 1 節 -【材料・方法】- 1 - 2 に記載した方法で行った。ゲノム DNA の添加量

は，1，10，100，1,000 ng とした。 

 

1-4．ゲノム DNA コピー数の算出 

 ゲノム DNA のコピー数は，ThermoFisher Scientific の web tool（https://www. 

thermofisher.com/jp/ja/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-

learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools.html ） を 用

いて，以下の式で算出した。 

Genomic DNA amount of 2018-Y40 (g) / (1,957,393 bp  660)  6.02 1023 

 

2．キノロン標的遺伝子の解析 

 本章第 1 節 -【材料・方法】- 2 に記載した方法で行った。 

 

3．抗菌薬感受性試験 

 抗菌薬は， LVX，および TFX を使用した。抗菌薬感受性試験は，本章第 1 節 -

【材料・方法】- 3 - 2 に記載した方法で行った。 

 

4．ゲノム解析 

 Rd 株を受容菌とした水平伝播実験で発育したコロニーからランダムに選択し，ゲ

ノム DNA を本章第 2 節 -【材料・方法】- 1 - 1 に記した方法で抽出した。抽出ゲノム

のライブラリー調製と DNB Seq-G400（MGI Tech Japan）を用いたシーケンス解析は，
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Bioengineering Lab に依頼した。得られたシーケンスデータは，GENETYX NGS ver.9

（GENETYX）を用いて H. influenzae Rd 株（accession no. L42023.1）と 2018-Y40 株

（accession no. AP022867.1）の配列を用いてマッピング解析を行った。 解析に用い

たデータは，DNA Data Bank of Japan（DDBJ）に BioProject PRJDB13949，BioSample 

SAMD00514953，配列データ DRA014550 として登録した。 

 

5．統計解析 

 統計学的解析は，EZR を用いて Welch’s t test により検定した。P < 0.05 のとき統計

学的に有意とした。 
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【 結 果 】 

1．ゲノム DNA を用いた同時水平伝播の検証 

 変異をもつ gyrA と parC の両方が同時に伝播する可能性を検証するために，2018-

Y40 株から抽出した様々な量のゲノム DNA を用いて，水平伝播実験を行った。その

結果，使用したすべての株で NA 耐性株ならびに PPA 耐性株が得られた。耐性株の

出現数は，添加したゲノム DNA の濃度依存的に増加していた（Figure 18）。NA 耐性

株と PPA 耐性株をそれぞれランダムに選択し，キノロン標的遺伝子の配列を解析し

たところ，NA 耐性株は gyrA が，PPA 耐性株は gyrA と parC が 2018-Y40 のものと組

み換わっていた。PPA 培地に得られた株の LVX の MIC は，2018-Y40 株と同等まで

上昇していた（Table 5）。これらのことから，複数の変異をもった標的遺伝子が同時

に水平伝播したことが明らかになった。 

 NA 耐性株と PPA 耐性株の出現数は，NA 耐性株の方が 10～1,000 倍多く，本章第

1 節で示した段階的な耐性化の方が gyrA と parC に変異を有する株の出現は起こりや

すいことが示された。また，受容菌株ごとに水平伝播による耐性菌の出現数にはバ

ラツキがあり，組換えに必要な DNA 量は株によって様々であった。最も効率の良か

った 2017-22B 株（ST143）では，4.5  105 copy のゲノム DNA により，gyrA と parC

の同時組換えが起こっていた。 

 

Table 5. Quinolone susceptibility of horizontally transferred H. influenzae 

Strain ST 
Selected 

agent 
MIC (g/mL) 

Levofloxacin Tosufloxacin 

2018-Y40 422 - 0.5 2 

Rd 47 

- 0.008 0.004 

NA 0.063 0.063 

PPA 0.5 0.5 

2018-Y17 107 

- 0.016 0.008 

NA 0.125 0.125 

PPA 0.5 1 

2017-22B 143 

- 0.008 0.008 

NA 0.063 0.063 

PPA 0.5 1 

2017-Y37 155 

- 0.008 0.008 

NA 0.063 0.063 

PPA 0.5 1 

2019-6 422 

- 0.008 0.004 

NA 0.125 0.125 

PPA 0.5 1 

NA, nalidixic acid; PPA, pipemidic acid; -, parent strain 
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Figure 18. Horizontal gene transfer with varying concentrations of genomic DNA.  
The bar graph indicates CFU/mL of resistant bacteria obtained by horizontal gene transfer 
assays. Resistant colonies of A and B were selected using nalidixic acid (10 g/mL) and 
pipemidic acid (30 g/mL), respectively. 
ND, not detected; NA, nalidixic acid; PPA, pipemidic acid. 
 

2．ゲノム解析 

 ゲノム DNA を用いた水平伝播実験で得られた同時水平伝播株のゲノム構造を明ら

かにするために，全ゲノム配列解析を行った。その結果，短い組換えがゲノム全体

で多数認められた。さらに，10 kbp 以上の大きな組換えが 3 か所で認められた

（Figure 19A）。gyrA とその周辺領域を詳細に解析したところ，gyrA の QRDR を含む

2.6 kbp が 2018‐Y40 株のものと組み換わっていた（Figure 19B）。また，parC 周辺領

域は，parC の全領域を含む 22 kbp の組換えが認められた（Figure 19C）。すなわち，

H. influenzae は，菌体外のゲノム DNA を取り込み，複数の遺伝子が組み換わる機構

があることが示された。 
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【 考 察 】 

 H. influenzae のキノロン低感受性化は，薬物の標的遺伝子の gyrA および parC の

QRDR の点変異に起因すると考えられている。実際，臨床で分離されるキノロン低

感受性株や耐性株の標的遺伝子には，耐性に関与する変異が認められている 38, 58, 60)。

一方で，点変異の頻度は必ずしも高くないため，近年の低感受性株の増加が点変異

のみで起こるとは考えにくい。しかし，その他の出現メカニズムについては明らか

になっていなかった。 

 第 1 節で得られた知見から，H. influenzae が細胞外 DNA を取り込み，キノロン低

感受性株のキノロン標的遺伝子と組換えることで低感受性化することが明らかとな

った。培養上清中の 2 本鎖 DNA 量は定量限界以下であり，nested PCR で検出できる

程度の量であったが，わずかな DNA でも水平伝播が起こりうることが示された。ま

た，PCR で増幅させた gyrA と parC の fragment を用いた実験により，キノロン標的

遺伝子上に存在する USS（5’- AAGTGCGGT-3’）や USLS（5’- AAGAGCGGT-3’）の

認識が，水平伝播に重要であることが実験的に証明された。USS は 9 塩基のうち，

特に 5’- GCGG-3’の 4 塩基が認識に重要であることが報告されている 88)。既知の

USS と 1 塩基異なる parC 上の USLS が USS のように機能したことは，このコアとな

る 4 塩基が保存されていたためと考えられる。一般的に，グラム陰性菌は gyrA に次

いで parC という順で段階的に変異が入り，キノロン耐性化することが知られている
58, 62, 77)。これまで，parC のみに変異をもつ低感受性株は臨床でも分離されておらず，

実験的にも出現していない。本研究の結果から，parC 自体の組換え効率は gyrA と同

程度であるため，組換え自体は起こっていると考えられる。しかし，仮に parC の組

換えが起きても，parC 単独の組換えではキノロン系薬の MIC 値に影響するような変

化が起こらないことが予測される。最近，Escherichia coli において，キノロン耐性化

に対する DNA gyrase への変異と topoisomerase IV への変異や薬剤排出ポンプの亢進

の役割について検証した報告がなされた 89)。この報告では，グラム陰性菌にとって

gyrA への変異はキノロン耐性化への起点となり，parC の変異は耐性度の上昇に影響

するとされている。本研究においても，gyrA に変異をもつ株は容易に変異を有する

parC を獲得し，更に耐性化する可能性があることが実験的に示された。 

 第 2 節の低感受性株由来のゲノム DNA を用いた水平伝播実験より，複数の標的遺

伝子が同時に伝播することが示された。これまで，キノロン耐性化は，上述したよ

うに段階的に進行することが定説であると考えられてきた。しかし，H. influenzae の

場合，本菌のもつ自然形質転換能により，非段階的に耐性化する仕組みが本章の結

果から初めて明らかとなった。また，ゲノム DNA を用いた実験で出現した PPA 耐

性株は，親株とゲノム全体で多数の小さい組換えと 10 kb 以上の大きい 3 か所の組換

えを起こしていた。このことは，H. influenzae では，キノロン耐性の伝播のみならず，

ゲノムの大規模な再編成が容易に起こりうることを示している。すなわち，このよ
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うな機構をもつ H. influenzae は，進化速度が非常に速い可能性が考えられた。 

 さらに，本章の結果から，臨床分離株を受容菌とした場合，耐性株の出現頻度は

多様であり，“耐性化しやすい株”や“耐性化しにくい株”が存在することが示され

た。特に，2017-22B 株のように非常に高い組換え能を有する株が認められた。この

ような株は，現時点では感受性であっても潜在的に薬剤耐性化しやすい能力をもつ

“潜在的耐性株”である可能性が示された。自然形質転換には細胞外 DNA の認識，

菌体内への取り込み，自身の染色体との組換えの 3 つが重要である 80)。そのため，

このいずれかもしくは複数の能力に差があると考えられる。このような株を早期に

検出する仕組みの構築についても，今後の検討課題になると考える。 

 本章の結果から，キノロン低感受性 H. influenzae は，変異を有した標的遺伝子を細

胞外から取り込んで出現することが明らかになった。さらに，H. influenzae は，一度

に複数の遺伝子が組換わり，非段階的にキノロン系薬に低感受性化する新しいメカ

ニズムを有することが明らかになった。 
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【 総 括 】 

 薬剤耐性（antimicrobial resistance,  AMR）は世界的に深刻な問題となっており，各

国で様々な対策が実施されている。特に，抗菌スペクトルが広いキノロン系薬の不

適切な使用は，病原菌のみならず常在菌などの薬剤耐性化を招くことが危惧されて

いる。本研究では，近年，日本で増加が報告されていることに加え，キノロン系薬

による治療に抵抗性を示すにも関わらず，通常の検査で「感受性」と判定されるキ

ノロン低感受性 H. influenzae に着目し，簡易検出法の開発ならびに低感受性化機構に

ついて解析した。 

 第 1 章では，オールドキノロン系薬を使用したキノロン低感受性 H. influenzae の簡

易検出法の開発を行った。その結果，NA ディスクを用いて阻止円の消失を評価する

ことで，キノロン低感受性株を高精度，簡便かつ安価に検出できることを明らかに

した。さらに，PPA ディスクを用いた試験を併用することで，parC 変異の有無を推

定できることを示した。 

 第 2 章では，キノロン低感受性株の出現機構について解析し，第 1 節では，従来，

水平伝播しないと考えられていたキノロン耐性について，H. influenzae がわずかな細

胞外 DNA を取り込み，自身の遺伝子と組換えを起こすことで水平伝播することを見

出した。また，この水平伝播が USS や USLS の認識を介して起こることを示した。

第 2 節では，複数のキノロン標的遺伝子が同時に水平伝播し，これまで段階的に進

行するとされていたキノロン低感受性化が，非段階的に発生する新しいメカニズム

を明らかにした。加えて，水平伝播で得られたキノロン低感受性株は，ゲノム全体

で多くの組換えが起こっていることを示した。 

 AMR の拡大は，広域スペクトルを有する経口セフェム系薬，マクロライド系薬，

キノロン系薬の不適切な使用が影響したと考えられている 90)。特に，小児領域にお

いて使用できる抗菌薬には限りがあり，耐性菌の出現を抑えることは重大な課題で

ある。キノロン系薬は，小児に対しては耐性菌による感染症に限定的に使用すると

されている。しかし，日本の 3,000 施設以上の医療機関を対象とした調査によると，

54%の医師が小児にキノロン系薬を処方した経験があると答えており，耐性菌が原

因と同定されていない場合でも経験的に使用されている現状がある 47)。昨今の小児

感染症の起炎菌におけるキノロン系薬以外の抗菌薬に対する耐性化状況も改善して

いるとはいい難く，キノロン系薬の使用量は依然として低下しないことが予想され

る。そのため，適応進化能力の高い H. influenzae などにおいては，現時点では低感受

性であっても，さらに高度なキノロン耐性株の出現が懸念される。本研究で開発し

たディスク法による簡易検出法は，キノロン低感受性 H. influenzae の早期での検出や

抗菌薬の適正使用に寄与することが期待される。また，水平伝播による新たなキノ

ロン耐性機構の解明は，薬剤耐性菌の出現と伝播を防ぐための新規薬剤のターゲッ

トを提示することに大きく寄与すると考えられる。 
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