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研究成果の概要（和文）：本研究では、日本国における耐性菌の現状の把握とそのメカニズムの

解明を目的に研究を実施した。その結果、アシネトバクター属菌や腸内細菌科において、β-ラ
クタム系薬耐性菌の増加が確認された。その耐性機構は、腸内細菌科やアシネトバクター属菌で

はβ-ラクタム系薬不活化酵素産生、緑膿菌では抗菌薬の透過性低下が原因の耐性菌がそれぞれ

多かった。また、耐性遺伝子の拡散システムの解明にも成功した。 

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to survey the antibiotic resistant bacteria 

in Japan and to analyze their mechanisms of resistance.  The results of this study show 

increasing β-lactam resistance in Acinetobacte species and enterobacteriaceae.  The main 
resistance mechanisms of enterobacteriaceae and Acinetobacter species was the production 
of β-lactam hydrolyzing enzymes. Antibiotic impermeability was the main resistance 
mechanism forPseudomonas aeruginosa. This project also elucidated the genetic basis for 
spread of the resistance genes.
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１．研究開始当初の背景 

β-ラクタマーゼは、グラム陰性菌のβ-ラ
クタム系抗菌薬に対する主要な耐性因子であ

り、Amblerによりその保存されたアミノ酸配

列を基にA～Dまでの4クラスに分類されてい

る。クラスA、C、Dに属するβ-ラクタマーゼは

何れも活性中心にセリン残基を有するセリン

ペプチダーゼ、クラスBはその活性に亜鉛を要

求するメタロペプチダーゼである。β-ラクタ

マーゼに安定な第三世代あるいは第四世代セ

フェム系抗菌薬を分解する能力を獲得したβ-
ラクタマーゼが1980年代に発見された。この

ようなβ-ラクタマーゼは、既知のクラスAある

いはクラスDに属するβ-ラクタマーゼの点変

異によりこの特長が付与されており、基質特

異 性 拡 張 型 β- ラ ク タ マ ー ゼ (Extended 

spectrum β-lactamase: ESBL)と呼ばれている。

研究代表者の石井は、現在検出頻度が最も高



いESBLである、CTX-M-型β-ラクタマーゼ 

(Toho-1)の塩基配列および酵素学的およびさ

らに本酵素のX-線結晶解析を試み、世界で初

めてESBLの結晶構造を解き明かしたグループ

の一員である。近年、β-ラクタマーゼに安定

なカルバペネム系抗菌薬をも分解する、いわ

ゆるカルバペネマーゼ産生菌の出現が臨床で

問題となっている。本邦では、特にクラスB

に属する酵素産生株の分離頻度が高い。石井

らは2004年にβ-ラクタム系薬耐性菌に関する

全国規模の疫学調査を実施し、収集された約

1,000株の緑膿菌のうち、2.6%の菌株がクラス

Bに属するβ-ラクタマーゼを産生し、全てのβ-
ラクタム系薬に耐性を示すことを報告した。

さらに、クラスBに属するβ-ラクタマーゼの特

異的阻害剤を発見し、耐性菌検査に有用性で

あることを報告した。石井らは、上記の報告

以外にも、各種β-ラクタマーゼの酵素学的パ

ラメータを多数報告している。 

   

２．研究の目的 

(1)2004 年の全国サーベイランスで収集

された約 500 株のβ-ラクタム系薬耐性グラム

陰性菌を用いて、インテグロン構造によって

β-ラクタマーゼと密接に関連するアミノ配糖

体系薬や消毒薬耐性因子などを分子生物学的

手法ならびに酵素学的手法を用いて網羅的に

解析する。この結果は、本邦における耐性因

子の分布・拡散状況を正確に把握することに

繋がり、今後の感染症治療および院内感染対

策に役立つものと考えられる。 

(2)クラスCに属するβ-ラクタマーゼは本

来染色体上の遺伝子によってコードされてい

るが、プラスミドによってコードされるもの

も散見される。本研究では、全国サーベイラ

ンスで収集されたProteus mirabilisが産生

するクラスCに属するβ-ラクタマーゼをコー

ドする遺伝子の周辺構造を解析し、最終的に

はその伝達様式を明らかにすることを目的に

研究を実施する。 

(3) 欧 米 を 中 心 に 多 剤 耐 性

Acinetobacterや緑膿菌による院内感染が多

数報告され、これらの菌種のカルバペネム系

薬耐性に関与するクラスDに属するβ-ラクタ

マーゼの重要性が指摘されている。本邦では、

その疫学調査がほとんど実施されていない

のが現状である。その理由として、クラスD

に属するβ-ラクタマーゼは、多数のサブクラ

スから形成される酵素群であり、その型別に

はPCR法のみならずDNA塩基配列の決定が必

要不可欠である。さらに、このクラスに属す

るβ-ラクタマーゼには特異的阻害剤が存在せ

ず、一般検査で利用可能な簡便検出法は確立

されていない。今回の研究では、クラスDに

属するβ-ラクタマーゼの検出方法を確立する

ことを目的に、全サブグループの代表酵素の

酵素学的パラメータを算出した。さらに、ク

ラスDの酵素に対する効率のよい遺伝子検出

法に関しての検討も実施する。 

３．研究の方法 

(1)2004年に収集されたβ-ラクタム系薬

耐性株を用いて、各クラスのβ-ラクタマーゼ

をコードする遺伝子をPCR法で検出し、その

DNA塩基配列を決定した。左図に示す如く、

同サーベイランスで収集されたカルバペネ

ム系薬耐性緑膿菌の中に、複数の多剤耐性株

が存在することを確認した。クラスBに属する

β-ラクタマーゼはインテグロン構造中に存在

し、多剤耐性と密接に関連している。したが

って、β-ラクタマーゼおよびその周辺に存在

する遺伝子の解析から、アミノ配糖体系薬耐

性因子、サルファ剤耐性因子をはじめとする

各種薬剤耐性因子の型別とその周辺の遺伝

子構造を明らかにする。具体的には耐性遺伝

子のスクリーニングおよびマッピングはPCR

法で実施し、最終的にはDNAの塩基配列決定

によりインテグロン構造を解析する。 

(2) P. mirabilisが産生するクラスCに

属するβ-ラクタマーゼをコードする遺伝子の

周辺領域は、接合伝達、PCR法、ショットガン

クローニング法、DNAシークエンス法、サザン

ブロッティング法を用いて解析する。 

(3)クラスDに属するβ-ラクタマーゼに関

しては、カルバペネム分解型酵素に分類され

る4種類のサブグループの代表的な酵素の大

量発現系の作成および精製を行う。本邦で入

手できないクラスDに属するβ-ラクタマーゼ

はHôpital de Bicêtre（フランス）のPoirel

氏およびSingapore General Hospital（シン

ガポール）の Koh氏から菌株の譲渡を受けた。

目的遺伝子はPCRクローニングにより、耐性

遺伝子のクローニング、大量発現系の構築、

さらに標品となる酵素の大量精製を実施す

る。 

(4)クラスDに属するカルバペネマーゼに

関しては、酵素学的パラメータの算出を実施

する。また、クラスDに属するカルバペネマー

ゼ検出用PCRプライマーの設計およびその評

価を実施する。また、国内サーベイランスで

収集された菌株を用いて、本邦で分離された

Acinetobacter属菌が保有するOXA-型カルバ

ペネマーゼの現状を把握する。 

４．研究成果 

(1)インテグロン構造の網羅的解析 

2004年に全国の医療施設で分離された緑

膿菌が保有するカルバペネム耐性因子と密接



に関連しているインテグロン構造を網羅的に

解析した。その結果、下図に示すように 12 種

類に収束し、カルバペネム耐性因子は、IMP-1、

IMP-6 、IMP-7、IMP-10、IMP-11 およびVIM-2

の 6 種類のメタロ-β-ラクタマーゼであるこ

とが判明した。また、2 つの例外を除き、全

てのblaIMPはint1 の直下に存在し、強発現され

ていることが示唆された。また、主要な緑膿

菌のアミノ配糖体系薬に対する耐性因子は、

アセチル化酵素とアデニリル化酵素であり、

修飾部位をあわせて考えるとゲンタマイシン

あるいはアミカシンを不活化すると考えられ

た。 

 
(2)P. mirabilis が保有する CMY-2 に関する

研究 

今回対象としたP. mirabilisはblaCMY-2を
保有することはPCR法により確認された。本菌

株からプラスミドは検出されるものの、

blaCMY-2がプラスミド上に確認されないことか

ら、blaCMY-2は染色体上に存在することが考え

られた。しかし、伝達実験を実施している中

で、効率は低いものの接合伝達株が得られた。

このことから、本blaCMY-2がコンジュガティブ

トランスポゾンと関連することが強く疑われ

た。そこで、コンジュガティブトランスポゾ

ンを確認する目的で中間環状体の検出を試み

た（下図参照）。その結果、中間環状体の形成

が確認された。 

 
次に、供与菌(下図レーン 1)、受容菌(下

図レーン 2)、接合伝達体(下図レーン 3)の染

色体をI-Ceu1 を用いて切断した後(下図パネ

ルA) 、サザントランスファーを実施した後、

染色体由来遺伝子はtRNAをコードする遺伝子

をプローブとして検出した(下図パネルB)。次

にblaCMY-2の検出結果をパネルCに示している。

レーン 1 にはシグナルが 2 つ、レーン 3 には

シグナルが 1 つそれぞれ確認される。すなわ

ち、供与菌にはblaCMY-2は 2 箇所に存在し、接

合伝達体の染色体にblaCMY-2は 1 箇所挿入され

たことが確認された。パネルDには、コンジュ

ガティブトランスポゾンの検出結果を示して

いる。すなわち、供与菌の染色体上に 2 箇所

存在した、blaCMY-2のうち高分子量領域に存在

した遺伝子がコンジュガティブトランスポゾ

ンと関連しており、低分子量領域のものは無

関係であることが明らかとなった。さらに、

受容菌のblaCMY-2が存在したフラグメントには

コンジュガティブトランスポゾンも存在が確

認され、blaCMY-2の移動にコンジュガティブト

ランスポゾンが関与したことが確認された。 

 
blaCMY-2の周辺遺伝子構造は、下図に示して

いる。すなわち、既報のR391 の構造と近いも

のの、異なる点も 4 箇所のホットスポットと

呼ばれている構造周辺に認められた。blaCMY-2
は、orf14 の下流に位置し、その上流にISEcp1
が存在し、さらにその上流にIS10 が存在した。

すなわち、blaCMY-2のプロモータはISEcp1 が、

blaCMY-2の挿入にはISEcp1 あるいはIS10 が関

与した可能性が強く示唆された。 

 
(3)OXA-型カルバペネマーゼ検出方法に関す

る検討 

  これまでに 5 種類のOXA-型カルバペネマ

ーゼ阻害剤を合成した。それらはいずれも特

異性あるいは菌体内への透過性の問題から

OXA-型カルバペネマーゼの検出に使うことは

できなかった。そこで、本研究では効率的に



Acinetobacter spp.が産生するOXA-型カルバ

ペネマーゼをPCRで検出する方法を構築した。

OXA-型カルバペネマーゼはその遺伝子が耐性

に直接繋がらないため、同時にblaOXAの直前に

存在する特殊なIS配列を検出すべきである。

その配列をいかに示す。 

 
  これらのプライマーの組み合わせにより

特異度および感度の検証を関係諸国で分離さ

れた機知のOXA-型カルバペネマーゼ産生株を

用いて実施した。その結果、特異度は 100%、

感度は 97%であった。次に本邦で分離された

Acinetobacter spp.を対象に疫学調査を試み

た。その結果、本邦の臨床材料から分離され

た Acinetobacter spp.から OXA-23、OXA-51

および OXA-58 が検出され、本邦でも早急に対

応策を検討する必要があると考えられた。 
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