
順天堂大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)（一般）

2018～2015

難治性MRSA感染症をコントロールする緊縮制御ネットワークの総括的解明と臨床応用

Elucidation and clinical application of stringent response controlling an MRSA 
infectious disease

６０３６５５９１研究者番号：

片山　由紀（KATAYAMA, YUKI）

研究期間：

１５Ｋ０９５８１

年 月 日現在  元   ６ １０

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、菌血症や院内感染の起因菌第一位の「難治性MRSA感染症」の克服を目的と
した。VCM耐性菌の検出法を改良した結果、世界で初めて１）新規表現型の「slow-VISA（バンコマイシン中間耐
性黄色ブドウ球菌）」を見いだし２）それがMRSA感染症再燃機構に関与していることを証明３）メタボローム解
析等より既存のVISA の耐性化機構と異なったため５）さらに検出方法を確立し（特許申請）６）国内18施設に
おける血液培養由来MRSA958株から高頻度でslow-VISA を検出した。またMALDI-TOF MS による迅速/簡易なhVISA
自動判別プログラムを開発しそのソフトウェアをwebに公開した。

研究成果の概要（英文）：The slow-vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (VISA) strains can be
 difficult to detect because prolonged incubation is required and the phenotype is unstable. We 
found that mupirocin induced stable expression of vancomycin resistance.  On the basis of these 
results, we developed a method for detection of slow-VISA using by mupirocin 0.032 ug/ml (Patent 
Application No. PCT/JP2017/008975filed on March 7, 2017).  Using this method, we detected 53 (15.6%)
 slow-VISA isolates among clinical MRSA isolates. In contrast, the VISA phenotype was detected in 
fewer than 1% of isolates. Moreover, we revealed that slow-VISA strains survive in small numbers 
among hVISA isolates according to deep-sequencing analysis, and when the cells are incubated again 
in the presence of vancomycin. The existence of this slow-VISA parent population may result in a 
recurrent MRSA infection. These findings may account in part for the recurrence and persistence of 
slow-VISA in MRSA infection.

研究分野： 感染症学　微生物学

キーワード： MRSA　Vancomycin　slow-VISA　stringent response　Infectious Disease　rpoB　staphylococcus
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Antimicrobial Resistance;AMRによる死亡者数は2050年にガンによる死亡者数を越えると想定されている (G7 
OECD report,2015)。そこでWHOや主要国首脳会議から抗菌薬使用制限が提言され、本邦も2020年までに「数十％
の抗菌薬耐性菌の減少」の成果指標を設定した（感染症対策閣僚会議, 2016）。特に本邦におけるMRSAのヒトに
おける検出の割合は、他国と比較して高い(WHO 2014)。本研究では、新規高度薬剤耐性の国際基準を確立し、耐
性化機構の解明、検出方法、実用化に向けた治療戦略の臨床開発を遂行し AMRアクションプランの成果指標に貢
献した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本申請補助金の研究により、黄色ブドウ球菌感染症の薬剤耐性と病原性を分子レベルで解明す
る。細菌には潜在的に機能を発現するシステム“緊縮応答”があるが、その機能は未だ分からな
い。しかし今年、申請者らは、この緊縮応答が黄色ブドウ球菌の種々の薬剤耐性化に関与する
「変異遺伝子」を初めて見出し、そのメカニズムを推測した。さらに、世界で初めて難治性
MRSA 感染症が再燃する原因の１つを見つけ、“緊縮応答”に関連した新規表現型のバンコマイ
シン耐性株も報告した。しかし緊縮応答による病原性・薬剤耐性化機構について、まだ経路が
はっきりしていない。そこで、この緊縮応答を含む緊縮制御ネットワーク機構を明らかにすれ
ば、黄色ブドウ球菌の化学療法と感染制御に新しい概念が生まれ、将来必ず感染治療学に貢献
できるので申請した。 
 
２．研究の目的 
薬剤耐性菌(Antimicrobial Resistance; AMR)が増加し WHO や主要国首脳会議から抗菌薬使用
制限が提言され、本邦でも国家行動計画 AMR 対策アクションプラン「不要な抗菌薬投与の削
減」「2020 年までに数十％の抗菌薬耐性菌の減少」を策定した。本研究は、AMR の中でも全
ての疾病に関わり最も検出頻度の高い“難治性メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)感染症”
に焦点をあて、その再燃や蔓延に関与する新規高度薬剤耐性化機構の解明から検出・判定方法
の世界基準を確立し、実用化に向けた治療戦略の臨床開発を遂行し、国家計画 AMR 対策アク
ションプランの成果指標に貢献する。 
 
３．研究の方法 
①JST の支援により検出方法とソフトウェア等の開発（国際特許出願 PCT/JP2017/008975）、
②１細胞計測技術を用いた抗菌薬感受性の迅速同定、③バイオフィルム活性測定の皮膚組織基
質の開発、④新規高度薬剤耐性の国際基準を確立している。将来、実測実験データ、マルチオ
ミクス解析と症例の臨床情報の包括的データ収集を行い、数理モデリングによる薬剤耐性菌出
現予測や再燃制御機構のバイオシミュレーション解析を実施し、治療効果を検証していく。 
４．研究成果 

難治性 MRSA 感染症は人類の脅威である。治療には大きな問題 
１）バンコマイシン(VCM)が奏功し ない症例が増加

しているにもかかわらず、患者から
VISA（VCM 中等度耐性）株が検出され
ない。 

２）再燃・持続感染症を起こしやす
い機序が明らかになっていない、 

がある。これらの問題を検討したと
こ ろ 、 新 規 表 現 型 の VCM 耐 性
slow-VISA の 関 与 を 見 出 し た 。
Slow-VISA の特徴は、 

１）増殖が遅い、2) 不安定な表現 型（形態、
増殖速度、耐性度）、３）既存の VISA の バンコマ
イシン耐性度より高い、４）rpoB 遺
伝子変異の頻度が高い。 

 

図１．段階的なバンコマイシン耐性化
機構。バンコマイシン存在下で、72 時間以上培養すると、hetero-VISA から
slow-VISA が 80％以上の検出頻度で出現することを見出した。各々の代表細胞の TEM 電子顕
微鏡写真。括弧内は細胞壁の厚さを示し、バンコマイシン耐性化とともに肥厚化している。 
これらより、slow-VISA は MRSA の再燃感染症と、
バンコマイシン治療失敗症例に関与している可能性が
示唆された。 
 
図２ slow-VISA は増殖が遅く、VISA 臨床分離株よ
り高いバンコマイシン耐性度を示す。 
 しかし、既存の方法では検出できない。そこで 本研
究では新規薬剤耐性菌 slow-VISA の耐性機序の全貌
を明らかにし、耐性機序に基づいた迅速簡便な検出方
法を開発し、疫学調査を行う。 
軽度耐性菌の hetero-VISA の検出方法ついて
も同様に開発し、そして薬剤耐性菌の出現予測、
効果的な治療、薬剤開発、予防法等の治療戦略の開発を行い、
薬剤耐性菌の蔓延を制御する。 
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右図 SNPs 解析で検出した slow-VISA とその復帰
変異株の変異および代謝経路模式図。 
 
１）26 株の slow-VISA または、薬剤非存在下で
slow-VISA を培養して得られた耐性度の低下し
た 24 株の hetero-VISA に見いだされた遺伝子の
変異をそれぞれ赤と青に分類し代謝経路図に示し
た。左のエリアから右下にかけ、細胞壁合成経路、
解 糖 系 、 ペ ン ト ー ス リ ン 酸 回 路 、
pyrimidine/purine 代謝経路、緊縮応答系（KEGG
のデータを参照）を示した。 

 
右図バンコマイシン拡散ディスク法による 
slow-VISA の検出方法の確立。 
２）臨床分離株から 29% の slow-growth VISA を検出したが、
nonslow-growth VISA は 8％であった（下図）。医療施設ごとに
比 較 す る と 、 VISA は 検 出 さ れ て い な い に も か か わ ら ず
slow-VISA が高頻度で検出されている施設があった（次頁図）。 
 
 
人工関節置換施術の症例
では、抗 MRSA 薬投与前
か つ 再 燃 前 に VISA や
hVISA が検出され、再燃
後に slow-VISA が出現し
ていた。さらに slow-VISA
臨床分離株は実験株と同
じ遺伝型と表現型の特徴を示した。 
＜その他＞ 
１．slow-VISA は、薬剤を使用しないと軽度耐性型の hVISA 表現型 の集団にマイナー集団と

して残るが、一度バンコマイシンを使用すると、slow-VISA 表現型が母集団に変換されて
高度耐性化を示すことを、deep sequencing により証明した。 

２．後ろ向き cohort 研究で分離した臨床分離 slow-VISA 株と実験株を比較したところ、同様の
表現型を示した。rpoB または rpoC 遺伝子の変異が 37.5% にみられた。現在、その rpoB と
その耐性化機序について検討している。 

３．他、人工関節置換施術（２症例）、菌血症（２症例）の再燃感染症において、抗 MRSA 薬
使用前後で比べると、使用後かつ再燃感染症後に slow-VISA が出現していたことが判明し
た。 

＜まとめ＞ これまで耐性菌が分離されなかったのは、slow-VISA の存在が見出されず検出さ
れていなかっただけであり、実際は slow-VISA が医療施設に蔓延していたことが判明した。
slow-VISA の検出頻度は、医療施設によって違い、各施設ごとの対策等によって異なる可能性
が考えられる。また再燃感染症に slow-VISA が関与している可能性が示唆された。Slow-VISA 
は薬剤非存在下では hVISA として存在し、VCM に暴露すると slow-VISA に変換され高度耐性
を示すことが判った。 
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