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研究成果の概要（和文）：木村らは、B 群連鎖球菌がペニシリン結合蛋白(penicillin-binding 

protein, PBP) 2X に変異を獲得することで、ペニシリン低感受性になることを既に報告した。

これらペニシリン低感受性 B 群連鎖球菌(Group B streptococci with reduced penicillin 

susceptibility, PRGBS)のうち、セファロスポリン系薬に高い Minimum inhibitory 

concentrations (MICs)を示す株は、PBP2X のみならず、PBP1A に変異を獲得して、セファロス

ポリン系薬に耐性を獲得していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：K. Kimura et al. reported that group B streptococcus became reduced 
susceptible to penicillin by the acquisition of mutations in the penicillin-binding 
protein (PBP) 2X gene. Among these group B streptococci with reduced penicillin 
susceptibility (PRGBS), the strain whom the minimum inhibitory concentrations (MICs) of 
cephalosporin for, become resistant to cephalosporin by the acquisition of mutations not 
only in PBP2X genes but also in PBP1A genes. 
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１．研究開始当初の背景 

 B 群連鎖球菌(Streptococcus agalactiae, 

Group B streptococcus, GBS)は、新生児敗

血症、髄膜炎の筆頭原因菌であるとともに、

高齢者、糖尿病患者等に侵襲的な感染症を引

き起こす事、また、院内感染の原因菌になり

うることが知られている。臨床分離される

GBS は、ペニシリンを始めとするベータラク
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タム系薬に一応に感受性であると考えられ、

その予防、治療にはベータラクタム系薬が第

一選択薬である。しかしながら、申請者らは、

近年、ペニシリン系セファロスポリン系薬に

低感受性であるペニシリン低感受性 B群連鎖

球菌(Group B streptococcus with reduced 

penicillin susceptibility, PRGBS)の存在

を世界で初めて確定し、ベータラクタム系薬

の標的の一つであるペニシリン結合蛋白

(Penicillin-binding protein, PBP) 2X にア

ミノ酸変異を獲得することでペニシリン系

セファロスポリン系薬に低感受性を獲得し

ていることを明らかにした(K. Kimura et al. 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy 

52;pp2890-2897. 2008.)。PRGBS は、Pulsed 

fields gel electrophoresis (PFGE)、PBP2X

変 異 解 析 、 Multilocus sequence typing 

(MLST)解析により、ある程度の大きさのグル

ープから多く発生しているが、遺伝的に関連

性の薄い多数の菌株から多源的に発生して

いることを明らかにした(N. Nagano, Y. 

Nagano, K. Kimura et al. Antimicrobial 

Agents and Chemotherapy 52;pp4258-4267. 

2008 れる。:K. Kimura et al. The Journal 

of Antimicrobial Chemotherapy 66:pp2460-4. 

2011.) 。また、同一の患者の褥瘡から数週

間の間隔をあけ、遺伝的に同一である PRGBS

が分離された症例を報告した(N. Nagano, K. 

Kimura et al. The Journal of Antimicrobial 

Chemotherapy  64(6):pp1326-1328. 2009)。

さらに申請者らは、PRGBS を簡便に検出でき

るディスク拡散法を開発し(K. Kimura et al. 

Journal Clinical Microbiology 

47(12):pp4154-4157. 2009.)、臨床現場から

多くの PRGBS 株を集めた。 

 Clinical and laboratory standards 

institute (CLSI)は、GBS に対して、ベータ

ラクタム系薬については耐性、中間のクライ

テリアを設けておらず、感受性のクライテリ

アのみである。PRGBS は、CLSI の定めるペニ

シリンの感受性のクライテリア(<0.25 

g/ml)を超える MIC 値(0.25-1 g/ml)を示す

だけでなく、オキサシリン(2-8 g/ml)、セ

フチゾキシム(4-128 g/ml)に高い MIC 値を

示す特徴がある。 

 
２．研究の目的 

PRGBS の中でも、特にセファロスポリン系に

高い MIC 値を示す株(セフチゾキシム 128 

g/ml、セフォタキシム 2 g/ml、セファゾ

リン 2 g/ml)を既に入手しており、この株

のセファロスポリン系耐性機構を明らかに



 

 

することを本研究課題の目的にしている。こ

の株は、PBP2X 遺伝子に変異が入っているう

えに、PBP1A 遺伝子にも変異を有している事

を既に見いだしている。この PBP1A 遺伝子の

変異がセファロスポリン系耐性機構の主た

る要因であるかを検討する。 

 
３．研究の方法 

PRGBS のうち、セファロスポリン系薬に高い

MIC 値を示す株（セファロスポリン耐性株）

は、PBP2X 遺伝子のみならず、PBP1A 遺伝子

に変異を有していることを既に明らかにし

ている。ベータラクタム系薬感受性 GBS にセ

ファロスポリン耐性株由来の変異の入った

PBP2X 遺伝子、PBP1A 遺伝子を順次、染色体

上に導入し、セファロスポリン系薬に耐性を

獲得するかを検討する。また、セファロスポ

リン耐性株の PBP 蛋白群を蛍光ペニシリン

で可視化し、PBP1A に相当するバンドが減少

するか否かを検討する。 

 

４．研究成果 

ペニシリン低感受性 B 群連鎖球菌(Group B 

streptococci with reduced penicillin 

susceptibility, PRGBS)のうち、セファロス

ポリン系薬に高い MIC 値を示す株（セファロ

スポリン耐性株）は、PBP2X 遺伝子のみなら

ず、PBP1A 遺伝子に変異を有しているが既に

明らかであった。この二つの遺伝子に変異が

入っていることが、セファロスポリン耐性機

構の主たる要因であるとの仮説を証明する

ため、以下の実験を行った。 

（１）allelic exchange 

  ベータラクタム系薬感受性 GBSにセファ

ロスポリン耐性株由来の変異の入った PBP2X

遺伝子、PBP1A 遺伝子を順次、染色体上に導

入し、セファロスポリン系薬に耐性を獲得す

るかを検討した。セファロスポリン耐性株由

来の変異の入った PBP2X 遺伝子、PBP1A 遺伝

子を導入した株は、親株と同等にセファロス

ポリン系薬に高い MIC 値を示した。このこと

から PBP2X 遺伝子、PBP1A 遺伝子の変異が

PRGBS のセファロスポリン耐性機構の主たる

要因であることが明らかになった。 

（２）PBP binding assay 

  セファロスポリン耐性株及び先の

allelic exchangeで得た組換え体の膜画分を

粗精製し、蛍光ペニシリンと反応させ、

SDS-PAGE で展開し、PBP 蛋白群を可視化した。

PBP1A に対する抗体を合成ペプチドを抗原に

してウサギを用いて作成し、可視化した PBP 

蛋白群のうち、いづれが PBP1A に相当するバ



 

 

ンドであるかを明らかにした。 
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