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研究成果の概要（和文）：アシネトバクター属菌のカルバペネム耐性因子のイムノクロマトグラ

フィーによる検出方法を構築した。本検出システムの感度および特異度はそれぞれ 81.3%およ

び 92.5%であった。このシステムを用いて日本国内で収集された 598 株のアシネトバクター属

菌が保有するカルバペネム感受性低下因子について検討した。その結果、Acinetobacter 
baumannii および non-baumannii Acinetobacter の主要カルバペネム耐性因子は、それぞれ

OXA-型カルバペネマーゼおよびメタロβラクタマーゼであった。本邦で分離されたカルバペ

ネム低感受性 A. baumannii の 93%は、世界各地から報告されている多剤耐性株と同一 clone
株であることが明らかとなった。さらに、私たちは酵素学的検討が十分になされていない

OXA-23 の詳細な酵素学的パラメータの算出および OXA-24 の X-線結晶解析にも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：A detection system for factors that reduce carbapenem susceptibility 
in Acinetobacter species was constructed using an immunochromatographical technique. 
The sensitivity and specificity of the constructed system were 81.3% and 92.5% respectively.  
The reduce-susceptibility factors were detected in 598 Japanese clinical isolates of 
Acinetobacter species.  OXA-type carbapenemases were detected in A. baumannii and 
metallo-beta-lactamases in non-baumannii Acinetobacter. Isolates with reduced antibiotic 
susceptibility belonged to international clone of pandemic multidrug resistant A. 
baumannii.  We also succeeded in obtaining X-ray crystal structure data of OXA-24 and 
the detailed kinetic parameters of OXA-23. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2011 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2012 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・感染症内科学 
キーワード：アシネトバクター属菌、カルバペネマーゼ、耐性菌サーベイランス 
 
１．研究開始当初の背景 

平成 22 年以降、日本でも多剤耐性ア
シネトバクター属菌(MDRA)による院内感

染が発生し大きな社会問題となった。しか
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し、MDRA の主要カルバペネム耐性因子と

されている OXA-23、OXA-40、OXA-51 お
よび OXA-58 といったクラス D に属する

臨床検査の現場で使用可能なカルバペネム

分解型βラクタマーゼ(CHDL)の検出法は

確立されていない。また、CHDL に対する

有効な抗菌化学療法剤も存在しない。

MDRA による感染症の治療は極めて困難

である。さらに、MDRA はグラム陰性菌で

ありながら、乾燥に抵抗し、さらに低温条

件においても発育が可能といった性質を有

している。そのような背景から、MDRA に

よる院内感染が発生した場合、その制御は

極めて困難である。 
今後、本邦も欧米諸国と同様の状況に

なる可能性があると考えられる。その際に

迅速かつ簡便に MDRA を検出することが

できるキットが必要になる。さらに、CHDL
に対する阻害剤の開発も必要となる。その

為にも、本酵素の詳細な反応機構の解明が

必須である。 
 

２．研究の目的 
CHDL は、Acinetobacter 属菌のカル

バペネム薬耐性に寄与している。CHDL に
は特異的阻害剤が存在せず、病院微生物検
査室で実施可能な検出法がない。したがっ
て、本研究では特異抗体を用いた検出法を
構築することとした。Acinetobacter 属菌
が産生する CHDL の代表酵素として、
OXA-23、OXA-24/40、OXA-51 および
OXA-58 を選択し、それぞれの大量発現系
を構築した。得られた精製酵素を日本白色
家兎に incomplete adjuvant と共に免疫し、
8 個体の家兎からポリクローナル抗体を得
た。得られた家兎ポリクローナル抗体を用
いて、イムノクロマトグラフ法による検出
システムを構築した。このシステムは特異
度が低く、OXA-23 および OXA-51 の検出
時に交差反応が認められた。CHDL のポリ
クローナル抗体による検出は困難なことか
ら、マウスモノクローナル抗体の作成とそ
れらを用いた検出システムの構築を試みた。 

Acinetobacter 属菌が産生する 4 種類
の CHDL グループの検出法を構築が終了
し、構築した検出法を用いて、全国 72 施
設から収集した Acinetobacter 属菌を対象
として CHDL のスクリーニングを実施し
た。検出感度・特異度は、イムノクロマト
法と、PCR 法による CHDL の遺伝子の保
有および発現を比較検討した。その結果、
感度/特異度は 90%/100%であり、十分に臨
床応用が可能であると考えられた。 

 

本邦は、CHDL 産生 Acientobacter 属
菌の検出頻度が低いことから、協力を申し
出た 8 ヶ国、11 施設の研究者に本検出シス
テムを送付し、各施設においてその評価を
行った。 

OXA-23 の詳細な酵素学的パラメータ
は、当教室で構築した測定方法にしがって
自記吸光光度計を用いて継時的吸光度変化
を計測し、そのデータをMichaelis-Menten
式によって解析した。 

OXA-23 の結晶は、濃縮してタンパク
質濃度 10 mg/ml の精製標品を調整してハ
ンギングドロップ蒸気拡散法で結晶化を行
った。結晶化条件のスクリーニングの結果、
OXA-23 の結晶を確認した（リザーバ溶液
組成：0.1 M MES buffer (pH 6.6)、8 %w/v 
PEG 20000、温度：16℃、ドロップ：タン
パク質溶液 1 μL + リザーバ溶液 1 μL）。 

 
３．研究の方法 
  OXA-23 グループ、OXA-24/40 グルー
プ、OXA-51 グループおよび OXA-58 グル
ープの検出システムを 11 施設に送付し、
既知の CHDL および CHDL 以外のカルバ
ペネム耐性因子保有 Acinetobacter 属菌を
対象に、その評価を行った。結果判定は全
て各施設の担当者が目視にて行った。 
  倫理面への配慮 

本研究は倫理面に配慮しなければなら

ない研究ではありません。 

 

４. 研究成果 
マウスモノクローナル抗体を用いた

CHDL 検出キットの構築に成功し、PCR
による遺伝子検出結果と相関することを確
認した（図 1～図 3）。本年度、海外研究協
力者からのデータアップが完了した。感度
は 65%～100%、特異度は 60%～100%と施
設間差が大きかった。その理由に関しては、
各施設とデータ確認および菌株が保有する
耐性遺伝子の検証作業を進めている。 



 

OXA-23 の詳細な酵素学的パラメータ
の取得が終了した。本酵素は、触媒効率が
低く薬剤感受性に大きな影響を与えている
とは考えられなかった（表 1）。 

OXA-40 の結晶構造の解析に成功した。
OXA-40 の結晶構造は既報の OXA-24 のも
のと完全に一致した。OXA-23 の結晶解析
に関しては図 4 のように良好な結晶が得ら
れており、現在解析を進めている。 
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