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研究成果の概要（和文）：広域抗菌薬であるカルバペネム系抗菌薬、セフェム系抗菌薬、キノロン系抗菌薬に耐
性を示す大腸菌と肺炎桿菌について調査を行い、既存の耐性菌との特徴の差異を報告した。特にカルバペネム耐
性菌の調査においては、新たな耐性の傾向を発見した。本邦のカルバペネム耐性菌ではIMP-6という薬剤分解酵
素の産生が主要な耐性の仕組みとされているが、本研究ではでは外膜透過性の変化がIMP-6産生と重複して働
き、高度耐性に関与していることを発見した。また本邦で分離された高病原性とセフェム系への耐性を同時に示
す肺炎桿菌の分子疫学的特徴、インドネシアで分離された肺炎桿菌のキノロン耐性率の高さを解析した。

研究成果の概要（英文）：Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae, resistant to the broad-spectrum 
antimicrobials that carbapenems, cephems and quinolones, were investigated and differences in their 
characteristics from existing resistant strains were reported. In particular, a new resistance trend
 was found in the survey of carbapenem-resistant E. coli. In Japanese carbapenem-resistant bacteria,
 the production of IMP-6, a drug- hydrolyzing enzyme, is considered to be the main mechanism of 
resistance. But in this study, we found that changes in outer membrane permeability overlap with 
IMP-6 production, and are involved in advanced resistance. We also analysed the molecular 
epidemiological characteristics of K. pneumoniae isolated in Japan that showed both high virulence 
and resistance to cephems, and the high rate of quinolone resistance among K. pneumoniae isolated in
 Indonesia.

研究分野：泌尿器科学

キーワード： 尿路感染症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IMP-6産生株における外膜透過性変化の、カルバペネム耐性への寄与を報告したのは本研究が初めてであり、こ
の結果はAntibiotics. (2022) に掲載された。また近年検出が増加している、高い病原性を保持しながら薬剤耐
性を示す肺炎桿菌では、非病原性の株と比較して高度な薬剤耐性をもち、その危険性が示された。加えてインド
ネシアの肺炎桿菌を解析した結果、本邦の同種菌と比較してキノロン系抗菌薬への高い耐性率を保有しており、
その動向をモニタリングする必要性を示された。これらの研究結果は今後の耐性菌対策、治療薬の開発への貢献
が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、本来効くはずの抗菌薬が効かなくなった細菌、薬剤耐性菌が増加している。幅広い細菌
に効果のある薬剤であるカルバペネム系抗菌薬やセフェム系抗菌薬、キノロン系抗菌薬への耐
性菌は、治療の選択肢が狭まること、プラスミドにより容易に伝播することから特に危険視され
ている。 
 
(1) カルバペネム耐性菌の薬剤耐性機構は 3 つ知られており、いずれかの機構により耐性を示
している。1つ目は、カルバペネマーゼという酵素の産生による抗菌薬の分解である。2つ目は、
外膜透過性の変化により抗菌薬の細菌内への侵入を妨げる機構である。3つ目は、排出ポンプの
過剰産生による、細菌内からの抗菌薬の排出亢進である 1)。本邦ではカルバペネマーゼ産生によ
るカルバペネム耐性菌が多く、特に IMP-6 という遺伝子型のカルバペネマーゼを産生する菌の
検出が多い 2)。IMP-6 産生菌は同じカルバペネム系抗菌薬でもメロペネムには耐性を示す一方
で、イミペネムには感性という、特殊な薬剤感受性を示すことが知られている 3)。カルバペネマ
ーゼ産生菌において、外膜透過性の変化や排出ポンプの耐性への関与を解析している研究は少
なく、IMP-6産生菌においても例外ではない。そこで我々は IMP-6産生大腸菌の薬剤感受性お
よび外膜透過性の変化、排出ポンプの耐性への関与について解析を行った。 
 
(2) 肺炎桿菌は主に肺炎、尿路感染症の原因菌であるが、近年、致命的な症状を引き起こす「高
病原性を示す肺炎桿菌」が増加している 4)。さらに、治療に使用する薬剤が効かない薬剤耐性肺
炎桿菌が増加しており、医療現場における診断、治療を困難にしている。肺炎桿菌には、基質拡
張型 βラクタマーゼ(ESBL)という薬剤を分解し無効化する酵素を産生することにより、セフェ
ム系抗菌薬に耐性を示す菌が多い 5)。従来の薬剤耐性菌の検査には時間を要するため、初期治療
は医師が患者情報などから総合的に判断して薬剤を投与せざるを得ず、結果として治療の失敗
や薬剤耐性菌の拡大に繋がっている。そのため臨床現場において迅速かつ正確な薬剤耐性菌の
診断が求められている。本研究では、日本の患者から分離された肺炎桿菌に対して薬剤への感受
性、薬剤耐性や高病原性に関わる遺伝子を調べ、近年の薬剤耐性化、高病原性化の傾向やそれら
の関連を評価した。 
 
(3) インドネシアは本邦との間で年間約 90万人が往来する近隣国であり、それゆえに国境を超
えた耐性菌の伝播が起こり得る 6)。キノロン系抗菌薬は日本とインドネシアで共通して汎用され
る薬剤だが、日本における感受性と比較して、インドネシアでの感受性は顕著に低いとの報告が
ある 7)。キノロン耐性の機序は主に二つ知られており、一つ目が染色体上の DNAジャイレース
と DNAトポイソメラーゼ４におけるキノロン耐性決定領域 (QRDR) の変異、二つ目がプラス
ミド媒介キノロン耐性 (PMQR) 遺伝子の保有である 8), 9)。この PMQR 遺伝子はプラスミドに
より伝播するため、他の薬剤耐性因子である ESBL との関連が指摘されている 8)。アジア地域
において、ESBL産生菌では、非産生菌と比較してキノロン耐性が高いと報告があり、PMQR遺
伝子と ESBL 遺伝子は同じくプラスミド伝播性であるため、ESBL 産生菌における検出率が高
い 10), 11)。そこで本研究ではインドネシアの ESBL産生肺炎桿菌を対象にキノロン感受性とその
耐性機構を調査した。 
 
 
 
２．研究の目的 
(1) IMP-6 型カルバペネマーゼ産生菌における、外膜透過性の変化や排出ポンプの耐性への関
与を解析すること。 
 
(2) ESBL 産生肺炎桿菌を対象として、近年の薬剤耐性化、高病原性化の傾向を調査するとと
もに、それらの関連を評価すること。 
 
(3)インドネシアにおける ESBL産生 K. pneumoniaeのキノロン感受性や耐性機構の特徴、お
よび日本との差異について検討すること。 
 
 
 
３．研究の方法 
兵庫県で分離されたカルバペネム耐性大腸菌 42株、肺炎桿菌 107株および、インドネシアの
尿路感染症患者から分離された肺炎桿菌 105株を収集した。 
 
(1) IMP-6 産生大腸菌の臨床分離株 42 株を対象とした。カルバペネマーゼ産生確認試験でカ



ルバペネマーゼを産生していることを確認したのち 12)、PCRと DNAシークエンスにより遺伝
子型を解析することで、IMP-6 産生株と断定した。微量液体希釈法により抗菌薬に対する最小
発育阻止濃度 (MIC)、すなわち各株に対して抗菌薬が有効である濃度、を測定し薬剤感受性を
確認した 12)。外膜透過性に関与する遺伝子である ompC、ompFのmRNA発現量をリアルタイ
ム PCR で測定し MIC 値との相関をみることで、外膜透過性の変化の薬剤耐性への関与を解析
した 13)。排出ポンプ阻害剤を用いた表現型実験により、本株の薬剤耐性に排出ポンプが関与し
ているかを解析した 14)。 
 
(2) 日本で分離された肺炎桿菌 107 株を対象として、10 種類の薬剤に対する感受性を調べた
12)。ESBL阻害薬剤を用いて対象株の ESBL産生の有無を確認し、複数種ある ESBL産生遺伝
子型を PCR法による解析にて特定した。また、ESBL産生遺伝子はプラスミドという伝達物質
を介して菌から菌へ伝播し、薬剤耐性が拡大するため、PCR 法でプラスミド型を解析し、その
伝播形式を調査した。さらに、肺炎桿菌の過剰な粘稠性が高病原性に関与しているとされている
ため、対象株を培地上での粘稠性により過粘稠性株と非過粘稠性株に群分けを行った 15)。PCR
法にて 5 種類の病原性遺伝子の有無を調べ、各株を比較し過粘稠性の高病原性への関与を評価
した 16), 17)。 
 
(3) 2015 年にインドネシアで採取された尿路感染症由来の ESBL 産生肺炎桿菌 105 株を対象
とした。ESBL の産生はクラブラン酸を用いたダブルディスクシナジー法により確認し、CLSI
のガイドラインに準じて、ディスク拡散法でナリジクス酸、シプロフロキサシン、レボフロキサ
シンへの感受性を判定した 12)。QRDR 変異の有無は、gyrA および parC を標的遺伝子として
PCRと DNAシークエンスで探索した。gyrAでは 83位と 87位、parCでは 80位と 84位のア
ミノ酸変異がキノロン耐性に影響すると知られているため、これらの点について確認した 8)。ま
た PMQR遺伝子の保有は、qnrA、qnrB、qnrS、aac(6’)-Ib-cr、qepAの 5種の遺伝子について
PCRで調査した 8), 9)。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 対象の大腸菌 42株全てがいずれかのカルバペネム系抗菌薬に耐性であったが、イミペネム
には 21 株が感性であった。先行研究では IMP-6 産生菌は全ての株がイミペネムに感性を示し
ていたことから 2)、本株では IMP-6 以外の何らかの機構がイミペネム耐性へ関与していること
が示唆された。排出ポンプの関与が確認できた株は無かったが、外膜透過性に関与する遺伝子
ompC、ompFの mRNA発現量とイミペネムの MIC値に有意な負の相関が確認された (図 1)。
すなわち外膜透過性が低下するほど、イミペネムのMICが高くなっていた。結論として、外膜
透過性の変化が IMP-6 産生と重複して働き、イミペネム耐性に関与していることを発見した。
IMP-6 産生株におけるイミペネム耐性、外膜透過性変化の耐性への関与を報告したのは本研究
が初めてであり、今後の耐性菌対策、治療薬の開発への貢献が期待できる。 
 

図 1. イミペネム (IPM) の MIC と外膜透過性関連遺伝子 (A; ompC、B; ompF ) の mRNA
発現量の相関 
 
 
(2) ESBL 産生肺炎桿菌において、過粘稠性株は非過粘稠性株より高い病原性遺伝子保有率と
薬剤耐性を示した (p<0.05)。特に病原性遺伝子では uge、wabG、rmpA、fimH、薬剤耐性はセ
フェピムおよびピペラシリン/タゾバクタムにおいて過粘稠性株が非過粘稠性株より高頻度であ
った。このことから、過粘性が高病原性に寄与しており、高病原性肺炎桿菌が高度薬剤耐性化傾
向にあることが示唆された (図 2)。また、対象株の ESBL 産生遺伝子型は近年世界的に増加し
ている CTX-M-15型 (68.2%) が最も多く、世界的な傾向と一致した 18)。さらに、FII型のプラ
スミドが CTX-M-15型 ESBL産生遺伝子の拡大に関与している可能性示唆された (p<0.05)。 



図 2. ESBL産生肺炎桿菌における過粘稠性群および非過粘稠性群の薬剤感受性比較 
*HMV: 過粘稠性株、non-HMV: 非過粘稠性株 
縦軸; 感性率、 
横軸; 抗菌薬名 [セフタジジム(CAZ)、セフォタキシム (CTX)、イミペネム (IPM)、メロペネム (MEPM)、
スルファメトキサゾール/トリメトプリム (ST)、セフェピム (CFPM)、ミノサイクリン (MINO)、レボフ
ロキサシン (LVFX)、ピペラシリン/タゾバクタム (T/P)、セフメタゾール (CMZ)] 

 
(3) インドネシアで分離された ESBL産生肺炎桿菌のキノロン系抗菌薬に対する感性率はいず
れも 40%以下であった。また 105 株中 91 株がいずれかのキノロン抗菌薬に対して非感性を示
した。QRDR変異は gyrAで 52株、parCで 64株にみられた。PMQR遺伝子は 89株が保有し
ており、qnrBと aac(6’)-Ib-crを高頻度にみられた。保有する耐性機構のパターンの違いによる
感受性の差を、株を 4つのグループに分けて検討した。PMQR遺伝子と QRDR変異の両方を持
つ群では、他のグループより感性率が顕著に低かった (図 3)。フィッシャーの正確確率検定の結
果、PMQR遺伝子と QRDR変異の両方を持つ群では、いずれか一方しか持たない群よりもナリ
ジクス酸とシプロフロキサシンの耐性率が有意に高いことが分かった。本研究のインドネシア
株におけるキノロン薬の感受性率は、過去の日本における ESBL 産生肺炎桿菌の報告より顕著
に低く 19)、その原因として PMQR 遺伝子を保有するのみでなく、QRDR 変異のある株が多か
ったことが影響していると考えられる。 
 

 
図 3. インドネシアで分離された ESBL産生肺炎桿菌における 
キノロン耐性機構パターンと薬剤感受性の関係 
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(4) IMP-6 産生株における外膜透過性変化の、カルバペネム耐性への寄与を報告したのは本研
究が初めてであり、この結果は Antibiotics. (2022) に掲載された。また近年検出が増加してい
る、高い病原性を保持しながら薬剤耐性を示す肺炎桿菌では、非病原性の株と比較して高度な薬
剤耐性をもち、その危険性が示された。加えてインドネシアの肺炎桿菌を解析した結果、本邦の
同種菌と比較してキノロン系抗菌薬への高い耐性率を保有しており、その動向をモニタリング
する必要性を示された。これらの研究結果は今後の耐性菌対策、治療薬の開発への貢献が期待で
きる。 
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