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研究成果の概要（和文）：緑膿菌臨床分離株で、薬剤耐性緑膿菌の排出ポンプのmexB, mexF, mexYのうちいずれ
か（1～3個）の発現が標準株よりも1.5倍以上亢進していた。細菌の揮発成分の分析では、緑膿菌には有機酸の
一部に特徴的揮発化学物質のピークが得られた。抗菌活性物質（抗体）の作製は緑膿菌で殺菌作用のあるポリク
ローナル抗体を作製した。感受性株、多剤耐性株いずれにも容量依存性のある殺菌作用のあるポリクローナル抗
体を作製することができた。次にモノクローナル抗体の候補を20個選択し、１つ１つの性能を確認した。II度熱
傷マウスを均一に作製し、抗菌物質の効果判定に備えた。

研究成果の概要（英文）： The expression of efflux pump of Pseudomonas aeruginosa ( such as mexB, 
mexF, mexY) was  enhanced more than that of PAO1. By the analysis of Pseudomonas aeruginosa, the 
characteristic peak of the volatilization chemical was obtained. Polyclonal antibodies of 
Pseudomonas aeruginosa with the bactericidal action was made. We chose the candidate of the 
monoclonal antibody 20 next and confirmed one performance each.
 The mouse with second degree burn was made uniformly and prepared for the effect measurement of the
 antibacterial agent.

研究分野： 臨床検査学

キーワード： 耐性遺伝子　多剤耐性獲得機構　緑膿菌　アシネトバクター　薬剤耐性菌　抗菌作用　熱傷マウスモデ
ル

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多剤耐性の緑膿菌（MDRP）やアシネトバクターバウマニ(MDR-AB)をはじめとする耐性菌の蔓延は世界的に深刻な
問題となっている。2015年「薬剤耐性(AMR)タスクフォース」が厚生労働省に設置され、薬剤耐性微生物の拡大
を阻止し、薬剤耐性の研究や薬剤耐性微生物に対する予防・診断・治療手段を確保するための研究開発を推進す
べく薬剤耐性対策アクションプランが呈示された。発現機序に基づく迅速な診断、効果的制御、治療法の開発が
喫緊の課題である。そこで本研究では、緑膿菌とアシネトバクターバウマニを中心に下記の取り組みを行った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

多剤耐性の緑膿菌（MDRP）やアシネトバクター(MDR-AB)をはじめとする耐性菌の蔓延は世界的

に深刻な問題となっている。本邦においても 2015 年「薬剤耐性(AMR)タスクフォース」が厚生労

働省に設置され、薬剤耐性微生物の拡大を阻止し、薬剤耐性の研究や薬剤耐性微生物に対する予

防・診断・治療手段を確保するための研究開発を推進すべく薬剤耐性対策アクションプランが呈

示された。申請者らは、理論的背景と科学的根拠に基づく MRSA 感染対策を段階的に導入し、メ

チシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）保菌率を激減させることに成功した。その一方で薬剤剤耐

性緑膿菌やアシネトバクター（IPM・AMK・CPFX のうち 2剤以上に耐性）は、MRSA と異なる感染

制御法が必要であり、病院環境中の長期間生息、地域医療施設への拡大まん延、治療の困難さな

どのため、臨床的かつ社会的に重大な課題となっている。特に多剤耐性のグラム陰性桿菌感染症

は免疫不全や高齢患者の治療予後に大きく影響するため、早期発見・効果的治療における方策が

必要である。 

 
２．研究の目的 

申請者らは、重症熱傷センターにおける MDRP の水平伝播が共用シャワーの使用に大きく影響

していることを明らかにし、環境衛生に有効な紫外線パルス波除菌装置の開発と有用性の評価

を行い、環境の清掃・消毒について効果的方法を明らかにした。また、重症熱傷センターや集中

治療室を中心に発生した耐性菌の感染経路と薬剤耐性獲得機構を解明し、アウトブレイクを制

圧または未然に防いできた。これらの方策により、薬剤耐性緑膿菌やアシネトバクターの発生は

減少してきたものの、長期治療に伴う耐性菌の選択や耐性誘導、病院環境中の長期間生息を背景

とした散発発生事例が散発し、完全制圧に向けて大きな困難に直面している。このように耐性菌

による感染制御は国内医療機関内に留まらず、市中感染症としても世界的に重大な課題であり、

発現機序に基づく迅速な診断、効果的制御、治療法の開発が喫緊の課題である。そこで本研究で

は、緑膿菌とアシネトバクターバウマニを中心に下記の取り組みを行った。 

 
(1) 緑膿菌臨床分離株の分析 
① 院内細菌検査室で検出された緑膿菌臨床分離株（100 株以上）と標準株(PAO1)を用い、

耐性関連遺伝子の発現状態と薬剤感受性の関係を明らかにし、それに基づく迅速診断法
を検討することを目的とした。  

② 薬剤耐性～多剤耐性の緑膿菌臨床分離株について耐性獲得機構について蓄積したデータ
を基に効率的感染制御のための迅速診断法の開発を目的とした。 

  
(2) 細菌の揮発成分の分析 
黄色ブドウ球菌の検出で実績のある細菌の揮発成分を利用した簡易検査法の開発を目的とし

た。 
 ① 緑膿菌 
 ② アシネトバクター バウマニ 
 
(3) 抗菌活性物質（抗体）の作製 
多剤耐性菌においても効果を示す抗菌活性物質（抗体）の作製のためのデータを蓄積に基づき、

緑膿菌に対する抗体の作製を目的とした。 
  
３．研究の方法 
(1) 緑膿菌臨床分離株の分析 
① 診断法作製の準備段階として抗菌薬耐性化に関与する薬剤排泄ポンプの各遺伝子

mex 遺伝子の発現（mexB, mexD, mexF, mexY ）を中心に発現の特徴を調査した。

さらに遺伝子型が異なる 98 株を用いて全塩基配列について解析した。 

② いずれの組み合わせが検査として最適か確認し、有効なプライマー作製を試みた。 



  
(2) 細菌の揮発成分の分析 
 ① 緑膿菌、② アシネトバクター バウマニにおいて、細菌の揮発成分を捕臭し、ガスク

ロマトグラフィーを用いて臭気の定量化と揮発成分を分析した。その結果によって、呈色反応キ
ットの組み合わせによる簡易検査キットの開発を模索した。 
 
(3) 抗菌活性物質（抗体）の作製 
緑膿菌に抗菌作用を示すペプチドは、Bam 複合体に対して作用し殺菌効果があることを共同

研究者が確認済である。そこで当該ペプチドに対する抗体を作製後（ポリクローナル抗体）、モ
ノクローナル抗体の作製を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 緑膿菌臨床分離株の分析結果 
① 緑膿菌の排出ポンプの発現は、現在一般的にいわれている抗菌薬毎に特徴的ではないこ

とが判明した。薬剤耐性緑膿菌は、mexB, mexF, mexY のうちいずれか（1～3 個）の
発現が標準株よりも 1.5 倍以上亢進していた。 
mexD は感受性、薬剤耐性にかかわらず標準株より著明に発現しているものが多く、一定
の傾向を示さなかった。 

 ② ①の結果を受けて、mexB, mexF, mexY に共通する multiplex primer を作製した。 
      
 
(2) 細菌の揮発成分の分析の結果 
① 緑膿菌に関しては、有機酸の一部にある程度特徴的な揮発化学物質のピークが得られた 

ため、既存の有機酸インジケータにて捕臭可能と考えられた。その一方で、有機酸インジ 
ケータには感度が低く、インジケータそのものの改良が必要であることがわかった。 
現在、インジケータの感度を上げる改良を行っている。 

② アシネトバクターバウマニにおいては、特徴的な揮発物質はなく、むしろ培地の臭気を分
析する結果になってしまった。インジケータの使用は不可能であるとの結論に至った。 
 
 

(3) 抗菌活性物質（抗体）の作製 
 緑膿菌において、既存のペプチドを用いポリクローナル抗体を作製した。感受性株、多剤耐性
株いずれにも容量依存性のある殺菌作用のあるポリクローナル抗体を作製することができた。
次にモノクローナル抗体の候補を 20 個選択し、１つ１つの性能を確認したところ、殺菌作用が
あるモノクローナル抗体は認められなかった。 
 抗菌作用のある人体に無害な物質（ペプチド、ノクローナル抗体、低分子化合物）を開発し検
証するために、II 度熱傷マウスを均一に作製できるよう取り組み、抗菌物質の効果判定に備え
た。 
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