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研究成果の概要（和文）：本研究は腸球菌のバンコマイシン耐性遺伝子群の新規転写調節因子探索を目的とし、
変異導入実験・Nisin誘導発現ベクターを利用して実施したが、バンコマイシン耐性に寄与する新規転写調節因
子は発見できなかった。並行して行った研究では、国内で分離されたバンコマイシン耐性腸球菌から腸球菌初の
線状プラスミド(pELF型プラスミド)を発見・報告した。本プラスミドは複数の薬剤耐性遺伝子を保有し、接合伝
達にて受容菌を一度に多剤耐性化させること、更に本プラスミドは複数の腸球菌種へ伝達可能な広宿主域を示す
ことを明らかとした。またこのpELF型プラスミドを原因とする国内医療機関でのVREの院内伝播の存在も明らか
とした。

研究成果の概要（英文）：Vancomycin-resistant enterococci (VRE) is a global problem due to the 
paucity of therapeutic agents. This study was conducted using a Nisin-inducible expression vectors 
to identify novel transcriptional regulators of the vancomycin resistance gene cluster in 
enterococci, but unfortunately, no transcriptional regulators contributing to vancomycin resistance 
were found. In the parallel, we discovered and reported the first linear plasmid (pELF-type plasmid)
 in enterococci from VRE isolated in Japan. This plasmid contained several drug resistance genes and
 showed a high transfer frequency to a broad range of enterococci. We also found a case in which a 
pELF-type plasmid caused the nosocomial spread of VRE in a Japanese medical institution, verifying 
that the pELF-type plasmid is a clinically important mobile genetic element.

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
バンコマイシン耐性腸球菌(VRE)が治療薬の少なさから全世界的な問題となっている。このバンコマイシン耐性
遺伝子群の腸球菌間の伝達には、菌体内に染色体とは別に存在するプラスミドが重要な役割を果たしている。本
研究成果として、腸球菌で初の線状プラスミド(pELF型プラスミド)を発見した。このプラスミドは複数の腸球菌
種へ高頻度に伝達することが可能で、バンコマイシンを含む複数の薬剤耐性遺伝子を保有することから、受容菌
を効率的に多剤耐性化させることが可能であった。日本国内では既にpELF型プラスミドを保有したVREの拡散が
確認されており、VREの急速な増加・拡散に寄与しうるメカニズムを明らかとした。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
2015 年に世界保健機関総会で薬剤耐性(AMR)に関する国際行動計画が採択されるなど、薬剤耐
性菌は全世界的な課題と認識されている。バンコマイシン耐性腸球菌(VRE)は、米国 CDC
が”serious”と位置付けており、全世界的に大きな問題となっている薬剤耐性菌である。日本
国内では 1996 年に初めて VRE が分離されて以降、感染症法にて 5類感染症として年間数十例の
患者が報告され続けている。VRE の耐性型には現在までに 10の型 (VanA, VanB, VanC, VanD, 
VanE, VanG, VanL, VanM, VanN, VanP) が報告されているが、そのうち臨床上特に問題になる
のは VanA 型と VanB 型である。バンコマイシン耐性は二成分制御系で発現調整が行われており、
VanB 型耐性では response regulator 蛋白をコードする vanRB、sensor 蛋白をコードする vanSB
とその下流に位置する耐性遺伝子群 vanYB, vanW, vanHB, vanB, vanXBで構成されている。sensor
蛋白である VanSBがバンコマイシンを感知すると、細胞質内ドメインの自己リン酸化が起こる。
このリン酸基が response regulator である VanRBへ転移することで活性化し、耐性遺伝子群の
転写が誘導される。現在までのところ、バンコマイシン耐性の転写調節因子は VanS/VanR 以外に
報告はない。腸球菌は典型的な日和見感染菌ではあるが、compromised host に感染症を引き起
こした場合、治療薬の少なさもあり不幸な転機を辿ることが少なくない。このため、VRE の疫学、
耐性遺伝子群の伝達や耐性遺伝子の発現メカニズムに関する解明は、VRE の感染対策、腸球菌感
染症の検査法や治療法の開発の基盤となりうる重要な研究といえる。 
 
２．研究の目的 
 
(1)これまでに我々は、国内の異なる医療機関に入院中の患者の尿検体、便検体から、VanB 型
耐性遺伝子群を保持しながらもバンコマイシンの MIC 値が低く、通常の細菌学的検査では検出
困難な複数の VanB 型バンコマイシン低度耐性腸球菌の分子生物学的解析を行ってきた。興味深
いことに、この耐性復帰実験の過程において、バンコマイシン耐性遺伝子群の転写調節因子
(VanS/VanR)に新規変異を認めないにも関わらず VanB 型耐性遺伝子群の転写量が増加する復帰
変異株が複数存在した。全ゲノムシークエンスの結果から、これらの株は response regulator
を初めとした複数の遺伝子変異を保有していることが判明した。現在までに二成分制御系を構
成する vanS/vanR 以外にバンコマイシン耐性遺伝子群の転写調節因子の報告はない。本研究の
目的は、バンコマイシン耐性遺伝子群の新規転写調節因子についての解明である。また同時進行
にて、(2)日本国内で初の検出となった VanM 型 VRE、並びに(3)全世界で数十例の報告に限られ
極めて検出頻度の低い VanD 型 VRE の全ゲノムシークエンス解析を基礎とした分子疫学を明らか
にすることとした。 
 
３．研究の方法 
 
 (1)我々が既に報告したバンコマイシン低度耐性腸球菌の耐性復帰株の全ゲノムシークエンス
解析より同定された遺伝子変異情報をもとに、実験株へ遺伝子変異導入実験(pCJK47 プラスミド
を利用)を実施した。更に元来腸球菌が保有する二成分制御系とのクロストークの可能性につい
て疑い、Nisin 誘導発現ベクタープラスミド(pMSP3535)への response regulator のクローニン
グを実施し、バンコマイシン耐性遺伝子群の転写量の変化、バンコマイシン耐性の表現型への影
響について解析を実施した。 
 (2)日本国内の医療機関より初めて分離同定された VanM 型 VRE について、全ゲノムシークエ
ンス解析(Hybrid assembly)により完全長のゲノムを取得、更に宿主染色体、プラスミドに関し
て薬剤耐性遺伝子の局在などの詳細な解析を実施した。 
(3)世界で数十例の報告に留まる VanD 型 VRE に関して、(2)同様に全ゲノムシークエンス解析
(Hybrid assembly)により完全長のゲノムを取得し、薬剤耐性遺伝子を中心とした詳細な解析を
実施した。更に、この VanD 型バンコマイシン耐性遺伝子群は腸管内に存在する嫌気性菌がリザ
ーバーとして疑われており、腸管内嫌気性菌と腸球菌の VanD 型バンコマイシン耐性遺伝子群を
含む Mobile genetic element(MGE)について、public database 検索から得たゲノム情報も加え
た網羅的な解析を実施し、関係性を明らかにすることとした。 
 
４．研究成果 
 
  (1) バンコマイシン耐性遺伝子群の新規転写調節因子に関する解析 
バンコマイシン低度耐性腸球菌の耐性復帰株の全ゲノムシークエンス解析より同定された遺
伝子変異情報をもとに、実験株へ遺伝子変異導入を行った。バンコマイシン耐性を指標に表現型
の変化を確認したが、関与は否定的な結果であった。腸球菌の他の二成分制御系とのクロストー



クの可能性を評価するため、腸球菌(E. faecalis)の保有する 15 個の response regulator のク
ローニングを実施した。vanR 遺伝子をクローニングした pMSP3535(Nisin 誘導発現ベクター)を
利用し、実験株にて Nisin 用量依存性にクローニングした遺伝子の発現が起こることを RT-qPCR
法, SDS-PAGE で確認したうえで、15個の response regulator のバンコマイシン耐性への関与
について解析を実施したが、残念ながら関与を示唆する結果は得られなかった。 
 
 (2) pELF 型プラスミドの発見、構造・宿主域等の解析、並びに院内伝播事例の解明 
並行して実施した VanM 型バンコマイシン耐性腸球菌の全ゲノム解析から、腸球菌において初
となる線状プラスミド(pELF 型プラスミド, pELF1)を発見・報告した（Hashimoto et al, Front 
Microbiol, 2019）。本プラスミドは、片方の端が hairpin end、もう一方の端が 5`に蛋白が結合
した Invertron end であることを実験的に証明した。この構造は極めて特異であり、新規性の高
さがうかがえた。pELF1 には VanM 型バンコマイシン耐性遺伝子群以外に、VanA 型耐性遺伝子群
や、臨床でも使用頻度の高いエリスロマイシン耐性遺伝子などが搭載されていた。in vitro の
実験では、複数の腸球菌種へ伝達可能な広宿主域を示し、更に液体培地でも伝達可能な高頻度接
合伝達性プラスミドであった。また、関西地方の病院にて pELF 型プラスミド(pELF2)による院内
伝播事例の解析を実施・報告した（Hashimoto et al, mSphere, 2020）。この院内伝播事例では、
VRE の患者間の水平伝播と共に、pELF2 が入院患者の腸管内において腸球菌間で水平伝達したこ
とが推測された。VRE で最多の菌種の E. faecium 以外にも E. casseliflavus などの複数の菌種
で pELF2 の保有が確認されたことから、実臨床においても広宿主域性を発揮することが確認さ
れた。これら pELF 型プラスミドは極めて新規性が高く、臨床的重要性も高い発見と考えられた。 
 
(3) VanD 型バンコマイシン耐性遺伝子群を保有した genomic island の宿主多様性に関する解
析 
国内医療機関より分離・同定された、世界で数十例の報告しかない極めてまれなバンコマイシ
ン耐性型である VanD 型 VRE について（2）同様に全ゲノムシークエンス解析を基に詳細なゲノム
情報を明らかとした。VanD 型バンコマイシン耐性遺伝子群は genomic island に存在しているこ
とが既に報告されており、本株(AA620, AA622, AA624)も同様の genomic island に存在してい
た。更に AA622, AA624 では、VanD 型バンコマイシン耐性遺伝子群を含む領域が duplicate され
存在していることを明らかとした。更に Public database より、この genomic island と類似性
の高い genomic island が複数の菌種で確認されたため、コア遺伝子を抽出し系統解析を実施し
た。系統解析結果より、VanD 型バンコマイシン耐性遺伝子群を保有する genomic island の基本
構造は類似しており、全世界に広く存在していることが明らかとなった。またこの genomic 
island と類似の genomic island を腸管内の複数の嫌気性菌が保有しており、系統解析でも菌種
毎に cluster を形成しないことから、腸管内において複数の菌種間で VanD 型バンコマイシン耐
性遺伝子群を保有した genomic island の水平伝播が起きている可能性を報告した（Hashimoto 
et al, JAC-antimicrobial resistance, 2022）。 
 
 (4) 今後の展望 
我々の pELF 型プラスミドの報告ののち、国内外の複数のグループが類似の pELF 型プラスミ
ドを臨床現場より発見・報告しており、その注目度は高まっていると考えられる。我々は既に国
内医療機関にて検出されたおよそ 1700 株の腸球菌のストックから、複数の pELF 型プラスミド
保有株を同定している。現在、これらの株の網羅的な疫学解析、並びに腸球菌への生物学的影響
について詳細を検討している。更に線状プラスミドの複製や伝達、薬剤耐性遺伝子の獲得メカニ
ズムに関して明らかとし、その成果を社会に還元していきたいと考えている。 
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