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研究成果の概要（和文）：日本およびミャンマーの医療施設で分離されたカルバペネム耐性臨床分離株からP. 
putidaグループに属する新菌種、P. asiatia（P. asiensisから改訂）とP. juntendi、さらにP. oleovoransグ
ループに属する新菌種P. yangonensisを見出し報告するとともに、これら3菌種の薬剤耐性機構さらに分子疫学
解析の結果も報告した。
上記研究に加えて、日本の医療施設でP. putidaもしくはP. fluorescensとして分離同定された42菌株の全ゲノ
ム情報をもとにした菌種同定を行い、そこから9つの新菌種を見出して報告を行った。

研究成果の概要（英文）：Carbapenem-resistant isolates obtained from clinical samples in Japan and 
Myanmar were identified as P. asiatia (revised from P. asiensis) and P. juntendi, which are novel 
species belonging to the P. putida group, and P. yangonensis, which is a novel species belonging to 
the P. oleovorans group. The drug-resistance associated genes encoding carbapenemases were detected 
from whole genome sequencing data of these novel species strains. The phylogenetic anajysis also 
conducted and reported with the above results.
Forty-two clinical isolates, identified as P. putida or P. fluorescens in clinical laboratories, 
were re-identified using whole genome sequencing data of them. Nine novel species were  proposed 
from the 42 isolates data.

研究分野： 細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者はPseudomonas aeruginosa（緑膿菌）以外のPseudomonas属菌は臨床検査室では誤同定されやすいこ
とを明らかにした。全ゲノムデータをもとに、カルバペネム耐性株から3菌種、日本の医療施設から分離された
菌株から9菌種の新たなPseudomonas属菌を提唱した。また臨床分離株はほとんどが誤同定されていた結果から、
過去の分離株についても見直す必要性を提唱している。さらにPseudomonas属の既存の同定システムの改良やデ
ータベースの更新が必要なことも示唆している。

※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 
Pseudomonas 属は系統分類学的に 13 のグループに分類される。これらのグループには
Pseudomonas aeruginosa グループや P. putida グループなどがある。P. putida グループはヒトを含
む動物から分離される菌種と主に植物や環境から分離される菌種が含まれている。次世代シー
ケンス技術の発展により、菌株の全ゲノム情報を容易に決定できるようになってきた。この情報
を元に average nucleotide identity (ANI) や digital DNA-DNA hybridization (dDDH) などの in slico
解析ツールが開発され 2018 年だけでも 13 種類の Pseudomonas 属の新菌種が提唱されてい
る。 
医学細菌学分野の視点では薬剤耐性が大きな問題となっている。特にカルバペネム系抗菌薬は、
Pseudomonas 属菌感染症では特効薬と考えられているため、Pseudomonas 属菌株のカルバペネム
系抗菌薬に対する感受性を確認することは非常に重要である。2000 年以降、カルバペネム耐性
P. aeruginosa が新興し瞬く間に地球規模で拡大しており報告されているが、それと同様に P. 
putida グループに属する菌種では、カルバペネム耐性 P. putida や P. monteilii の臨床分離例が報告
されるようになってきた。また P. putida グループは 20 種類の菌種が知られている。この内 6 菌
種はヒト臨床検体から分離されているが、その多くは P. putida として同定されている。これらの
臨床分離株の中にはカルバペネム耐性菌も報告され、正確な菌種同定が必要となってきている。 
研究代表者は、日本およびミャンマーの医療施設で得られたカルバペネム耐性 Pseudomonas 属
臨床分離株を解析している。その結果、3 株の多剤耐性菌 (日本 1 施設 2 株、ミャンマー1 施設
1 株) が P. putida グループの新菌種であることを発見し、P. asiatica (P. asiensis を改訂) と命名し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、新菌種 P. asiatica の分子疫学および細菌学的特性を明らかにすることである。
この菌種は、カルバペネム耐性臨床分離株から発見された。そこで本研究では、P. asiatica が日
本とミャンマーの医療施設でどの程度伝播しているのか、これらの菌株のカルバペネム耐性遺
伝子の種類とその周辺構造を明らかにする。さらに P. asiatica に近縁のカルバペネム耐性臨床分
離株を系統分類学的に解析し、この中に新菌種が含まれているかどうかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ショートリードシーケンスによる全ゲノム解析 
次世代シーケンサ MiSeq (Illumina 社) を用いて、供試菌株の全ゲノム情報を取得する。
Housekeeping 遺伝子の配列情報および全ゲノム配列の average nucleotide identity (ANI) および
digital DNA-DNA hybridization (dDDH) による in slico 解析で菌種同定を行う。この成績から既存
の方法で P. putida と同定された菌株に P.asiatica が含まれているのか、さらに新菌種が含まれて
いるかを明らかにする。 
(2) 薬剤感受性試験 
収集した全ての菌株の薬剤感受性を 2 倍段階希釈法によって決定する。薬剤は、セフェム、カル
バペネム、アミノグリコシド、ニューキノロン系の抗菌薬およびコリスチンを使用する。試験方
法およびブレイクポイントは CLSI に準拠する。 
(3) ロングリードシーケンスによるカルバペネム耐性菌の全ゲノム解析 
(2)の薬剤感受性試験でカルバペネム耐性を示した菌株は、ロングリード情報を排出する次世代
シーケンサ MinION (Oxford Nanopore 社) を用いて、全ゲノム情報を取得する。得られたロング
リードをアセンブリし、(1)の過程で取得した高品質のショートリードで補正し、質の高いコン
ティグを作出する。このコンティグ情報を用い、インターネット上の NCBI、CARD および
ResFinder の検索データベースを基に薬剤耐性遺伝子検索を行う。特にカルバペネム耐性遺伝子
については、その種類と配列の相同性を確認する。 
さらにその周辺構造を明らかにする。この操作により、カルバペネム耐性遺伝子が染色体上か、
プラスミド上にあるのかを明らかにする。 
(4) P. asiatica および新菌種の MALDI-TOFMS 解析  
 P. asiatica 特異的タンパク質の発現パターン情報を得ることを目標とする。もし新菌種が分離
同定された場合は、同様な情報を得る。P. asiatica および新菌種と判定された菌株を、マトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化質量分析（MALDI-TOFMS）方法で解析し、菌株特異的タンパク
質の発現パターンを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 保存菌株の菌種再同定 
日本及びミャンマーの病院で患者検体から分離され、細菌同定検査機器(Viteck2 または MALDI 
Biotyper) で P. putida と同定された計 21 菌株が研究代表者の所属研究室で保存されていたので、
まずはこれらの菌株の全ゲノム情報はMiSeq を用いて決定し、ANI及び dDDH解析を実施した。



21 株の保存菌株の全ゲノム情報を type strain (基準株)と比較し、ANI 値: >95%または dDDH 値: 
>70%を示す type strain の菌種をその臨床分離株の菌種とした。この結果、21 菌株のうち、P. putida
と同定された菌株は 0 株 (0%)、他の既存菌種と同定された菌株は 7 株 (33%)、いずれの既存菌
種に同定されなかった菌株は 14 株 (67%) であった。既存菌種の 7 株は、P. mosselii: 3 株、P. fulva、
P. monteilii、P. mendocina、Stenotrophomonas maltophilia: 各 1 株であった。このうち、P. fulva、P. 
monteilii 及び P. mosselii は P. putida グループに属する菌種だが、P. mendocina は P. putida グルー
プとは異なる P. oleovorans グループに属する菌種であり、S. maltophilia は Pseudomonas とは異な
る菌種である。既存菌種に分類できなかった 14 株同士で ANI 及び dDDH 解析を行った結果、日
本由来 3 株のうち 2 株は研究代表者が提唱した新菌種の P. asiatica、残り 1 株は異なる新菌種 P. 
juntendi であった。ミャンマー由来 11 株のうち、8 株は P. asiatica、1 株は P. juntendi であった。
残りの 2 株は上記のいずれとも異なる菌種で P. yangonensis と命名し、新菌種として提唱した。 
(2) カルバペネム耐性 P. asiatica 臨床分離株の分子疫学解析 
上記の菌種再同定の結果から、ミャンマー3 病院の入院患者尿検
体から P. asiatica 8 株が分離 (A 病院: 4 株、B 病院: 1 株、C 病院: 
3 株) された。薬剤感受性は上述の 2 倍段階希釈法によって調べ
た。またカルバペネマーゼ産生は CIMTrisII キット、NDM 型カル
バペネマーゼ産生はイムノクロマトキットを用いて調べた。全 8
株はアミノグリコシド、カルバペネム、フルオロキノロンの全て
に耐性、コリスチン感受性の多剤耐性菌で、カルバペネマーゼを
産生した。内 7 株は NDM 型、1 株は VIM 型カルバペネマーゼを
産生していた。主な薬剤耐性遺伝子は、2 種類のメタロ β ラクタ
マーゼ遺伝子 (blaNDM-1, blaVIM-2)、6 種類の ESBL 遺伝子、アミノ
グリコシド高度耐性を付与する 16S rRNA メチラーゼ遺伝子
rmtC が検出された。アミノグリコシド修飾酵素遺伝子は合計 16
種類が検出され、それぞれ 1-7 種類保有していた。キノロン耐性
関与する gyrA と parC 変異は全 8 株で検出された。MinION と
MiSeq から得たゲノム情報を合わせたハイブリッドアセンブル
を行ったところ、5 種類のメタロ β ラクタマーゼ遺伝子の周辺
遺伝子構造パターンを検出した。そのうち 1 種類は 3 病院から
分離された 4 株で検出されたことから、この周辺遺伝子構造を
保有したカルバペネム耐性 P. asiatica がミャンマーで伝播・拡大
していることが明らかとなった。全ての株でメタロ β ラクタマ
ーゼ遺伝子が染色体に挿入されていた (図 1)。挿入箇所は 3 箇
所に分かれていた。この結果から P. asiatica は外来遺伝子をプラ
スミドではなく、染色体に取り込むことにより進化しているこ
とが強く示唆された。全ゲノム情報から得られた一塩基多型 
(single nucleotide polymorphism: SNP) データを基に系統樹解析を
行った結果、病院ごとにクレードが分かれ、C 病院
で分離された菌株は日本で分離された P. asiatica と
近縁であった (図 2)。地理的に離れている A と C 病
院での菌株、及び日本の株（RYU5）と近縁な株が分
離されたことから、多剤耐性 P. asiatica がクローナル
にアジアの医療施設で伝播・拡大していると考えら
れる。 
(3) P. asiatica および新菌種の MALDI-TOFMS 解析 
P. putida グループの菌種の質量分析から、P. putida グ
ループの菌種間で共通性の高いまたは低いリボソー
ムタンパク質が存在することが明らかになってきた
（図 3）。本成績は、MALDI-TOFMS 解析を基にする
細菌同定システムのデータベース改訂の一助ともなる。 
(4) 収集した菌株の菌種再同定 
日本の医療施設で分離され、自動菌種同定装置 Microscan Walkaway で P. putida もしくは P. 
fluorescens として同定された 42 菌株を収集し供試した。これらの菌株の全ゲノム情報は MiSeq
を用いて決定し、ANI 及び dDDH 解析を実施した。この 42 株の全ゲノム情報を type strain と比
較したところ、42 菌株のうち 30 菌株 (71.4%) は既存菌種であったが、残りの 12 菌株 (18.6%) 
は既存菌種には同定されなかった。既存菌種に分類された 30 株の内訳は、5 株: P. carnis、4 株: 
P. juntendi、3 株: P. tohonis、各 2 株: P. fluva、P. glycinae、P. mosselii、P. otitidis、P. protegens、P. 
qingdaonensis、P. rhodesiae、各 1 株: P. asiatica、P. atacamensis、P. lactis、P. putida であった。 
既存菌種に分類できなかった 12 菌株を ANI 及び dDDH 解析を行ったところ、9 つの菌種に分か
れていることがわかった。この 9 菌種を P. sputi、P. pseudonitroreducens、P. parasichuanensis、P. 
paraglycinae、P. ceruminis、P. parakoreensis.、P. pharyngis、P. urethralis、及び P. faucium と命名し、
新菌種の提唱を行った。全ゲノム情報を基にした菌種同定から、P. putida や P. fluorescens として
同定されている臨床分離株には未分類の菌種やその他の菌種が多く含まれていることが明らか
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になった。この成績は既存の臨床分離株の同定システムは Pseudomonas 属菌の分類においては
不十分であり、同定システムに改良やデータベースの更新が必要であることを示唆している。 
(5) 収集した菌株の薬剤感受性 
薬剤感受性試験は上述の 2 倍段階希釈法で行い、最小発育阻止濃度を決定した。その結果、アズ
トレオナム以外には今回供試した 42 株は感受性を示した。一方で既存菌種である P. protegens、
P. carnis 及び P. lactis と同定された菌種はコリスチンに耐性を示した。さらに type strain ついて
もコリスチンの MIC を測定したところ、臨床分離株と同様に耐性が認められた。今回試験した
P. protegens や P. carnis は臨床分離株だけではなく、type strain もコリスチン耐性であった。この
成績は、Pseudomonas 属の中にはコリスチンに対して生来耐性である菌種が存在していることを
示唆している。 
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