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研究成果の概要（和文）：カルバペネム低感受性のインフルエンザ菌が臨床分離されたため、そのカルバペネム
低感受性機構を解析した。カルバペネム系薬の標的分子、ペニシリン結合タンパクを解析したところ、挿入変異
を有することを明らかにした。この挿入変異により、カルバペネム低感受性となることを、自然形質転換体、ペ
ニシリン結合タンパク競合実験等により明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Because we obtained a clinical isolate of Haemophilus influenza with reduced
 carbapenem susceptibility, we analyzed the mechanisms of the reduced carbapenem susceptibility.By 
the sequencing analysis,  we revealed that this clinical isolate harbored insertion in the 
penicillin-binding protein. We revealed that this insertion was responsible for reduced carbapenem 
susceptibility by the analysis of natural competent cell and the penicillin-binding protein 
competitive assay et al..

研究分野：細菌学、感染症学

キーワード： 薬剤耐性　インフルエンザ菌　ペニシリン結合タンパク
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1. 研究開始当初の背景 
 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 (Haemophilus 
influenzae)は、発育因子として X因子(ヘミ
ン)と V因子(NAD)を必要とするグラム陰性桿
菌である。インフルエンザ菌のうち、莢膜型
b 型は、小児の敗血症、髄膜炎の起因菌とし
て、重要な位置を占めてきたが、近年の Hib
ワクチンの導入により劇的に減少している。
一方、非莢膜型は、小児の中耳炎、副鼻腔炎、
気管支炎、肺炎、髄膜炎等の起因菌として依
然、重要な位置を占め、我が国の小児中耳炎
の起因菌のうち 24.2%がインフルエンザ菌で
あるとの報告もある。インフルエンザ菌感染
症の治療には、アンピシリンなどのベータラ
クタム系薬が第一選択薬であるが、近年、ベ
ータラクタム系薬の標的分子の一つである
Penicillin-binding protein (PBP)3 に変異
を獲得した BLNAR (beta-lactamase negative 
ampicillin resistant)や一部のベータラク
タム系薬を分解する TEM-1, ROB-1 型のベー
タ ラ ク タ マ ー ゼ を 産 生 す る BLPAR 
(beta-lactamase positive ampicillin 
resistant)の分離が増加してきており、臨床
的に問題となってきている。ほぼ全ての
BLNAR も BLPAR もベータラクタム系薬のうち
カルバペネム系抗菌薬には良好な感受性を
示してきた。しかしながら、我々はカルバペ
ネム系抗菌薬全般に低感受性である臨床分
離インフルエンザ菌(NUBL1772, イミペネム 
MIC 16μg/ml, ビアペネム MIC >8μg/ml)を
既に入手し、予備的実験からこの株は PBP3
にアミノ酸挿入変異を有すること(表１)を
既に明らかにした。 
 
 

 
2. 研究の目的 
 本研究課題では、カルバペネム系抗菌薬低
感受性インフルエンザ菌(NUBL1772)のカル
バペネム低感受性機構を明らかにし、インフ
ルエンザ菌においてカルバペネム耐性が始
まりつつあることを報告し、臨床現場に注意
を促すことで医療現場に還元することを目
的とする。 
 
3. 研究の方法 
 一般的なインフルエンザ菌 Rd は、メロペ
ネム MIC 0.06μg/ml、ドリペネム MIC 0.06
μg/ml、イミペネム MIC 0.5μg/ml、ビアペ
ネム MIC 0.5μg/ml を示すが、カルバペネム
系薬全般に低感受性（表２）であるインフル
エンザ菌(NUBL1772)は、メロペネム MIC 1μ
g/ml、ドリペネム MIC 4μg/ml、イミペネム 
MIC 16μg/ml、ビアペネム MIC 16μg/ml を
示す。カルバペネム系薬全般に低感受性であ
るインフルエンザ菌(NUBL1772)のカルバペ
ネム系薬低感受性機構を明らかにするため

に、以下の実験を行った。 

 
 一つ目は『PBP3 のアミノ酸変異のうち、ア
ミノ酸挿入変異が重要であるのか否か？』に
答えるため、ベータラクタム系薬感性インフ
ルエンザ菌に変異 PBP3(ftsI)または挿入変
異欠損 PBP3(ftsI M526 del)を導入し、カル
バペネム系薬低感受性を獲得するか否かを
検討した。 
 次に『変異 PBP3 はカルバペネム系薬に低
親和性であるのか否か？』を明らかにする為
に、PBP3 及び変異 PBP3 を精製し、蛍光ペニ
シリン(Bocillin)を用いて、PBP 競合結合実
験を行った。PBP3 及び変異 PBP3 への蛍光ペ
ニシリン(Bocillin)の結合を半分ほど阻害
する濃度(IC50)を、カルバペネム系薬を中心
に各薬剤について算出した。 
 
4. 研究成果 
 表３に示すように、変異 PBP3 遺伝子
(NUBL1772 ftsI)をインフルエンザ菌の標準
株 Rd に導入すると、アンピシリン MIC 8μ
g/ml, メロペネム MIC 1μg/ml、ドリペネム
MIC 4μg/ml、イミペネム MIC 8μg/ml、ビア
ペネム MIC 8μg/ml とカルバペネム系薬の最
小発育阻止濃度が親株と同等（アンピシリン
MIC 16μg/ml, メロペネム MIC 2μg/ml、ド
リペネム MIC 4μg/ml、イミペネム MIC 16μ
g/ml、ビアペネム MIC 16μg/ml）にまで上昇
してくる。しかしながら、挿入変異を欠失さ
せた変異 PBP3 遺伝子(NUBL1772 ftsI M526 
del)をインフルエンザ菌の標準株 Rd に導入
すると、十分なカルバペネム系薬の最小発育
阻止濃度の上昇が認められなかった(アンピ
シリン MIC 1μg/ml, メロペネム MIC 0.12μ
g/ml、ドリペネム MIC 0.5μg/ml、イミペネ
ム MIC 1μg/ml、ビアペネム MIC 4μg/ml)。
このことから、PBP3 のアミノ酸変異のうち、
アミノ酸挿入変異(M526)が重要であること
が示された。 



 また、表４に示すように、PBP3 及び変異
PBP3 を精製し、蛍光ペニシリン(Bocillin)
を用いて、PBP 競合結合実験を行った。PBP3
及 び 変 異 PBP3 へ の 蛍 光ペニシリン
(Bocillin)の結合を半分ほど阻害する濃度
(IC50)を、カルバペネム系薬を中心に各薬剤
について算出したところ、Rd 由来の PBP3 で
は、アンピシリン IC50 0.13 μg/ml、メロペ
ネムIC50 0.11 μg/ml、ドリペネムIC50 0.1 μ
g/ml、イミペネム IC50 0.46 μg/ml、ビアペ
ネム IC50 0.34 μg/ml であったのに対し、
NUBL1772 由来の変異 PBP3 は、アンピシリン
IC50 3.51 μg/ml、メロペネム IC50 0.17 μ
g/ml、ドリペネム IC50 0.34 μg/ml、イミペ
ネム IC50 0.81 μg/ml、ビアペネム IC50 4.24 
μg/ml を示した。このことから、NUBL1772
由来の変異PBP3は、Rd由来のPBP3に比べて、
アンピシリン及びカルバペネム系薬に低親
和性であることが示された。 

 
 以上のことから、カルバペネム系抗菌薬低
感受性インフルエンザ菌 NUBL1772 は、アミ
ノ酸挿入変異(M526)を含むアミノ酸変異を
PBP3 に獲得し、PBP3 がカルバペネム系薬に
低親和性となることで、カルバペネム系抗菌
薬低感受性となっていることが明らかにな
った（図１）。 

  
 今回、解析したカルバペネム系抗菌薬低感
受性インフルエンザ菌 NUBL1772 は、ベータ
ラクタム系薬の標的分子の一つである PBP3

に変異を獲得した BLNAR (beta-lactamase 
negative ampicillin resistant)の新型のタ
イプであることが明らかとなり、ベータラク
タム系薬を分解する TEM-1, ROB-1 型のベー
タ ラ ク タ マ ー ゼ を 産 生 す る BLPAR 
(beta-lactamase positive ampicillin 
resistant)の新型であることは否定的な結
果を得た。ほぼ全ての BLNAR も BLPAR もベー
タラクタム系薬のうちカルバペネム系抗菌
薬には良好な感受性を示してきたが、今回、
解析したカルバペネム系抗菌薬低感受性イ
ンフルエンザ菌 NUBL1772 が出現し、今回の
解析により、BLNAR の一部がカルバペネム系
抗菌薬低感受性となっていることが明らか
になった。今後、PBP3 に更なるアミノ酸変異
が蓄積し、カルバペネム系薬の MIC 値が上昇
していく可能性があり、注意が必要である。
また、PBP3 以外の PBP にアミノ酸変異を獲得
して、カルバペネム系薬の MIC 値が上昇して
いく可能性も想定する必要があると考えら
れる。 
 今回の解析では、特に、カルバペネム低感
受性における、PBP3 のアミノ酸挿入変異
(M526)の重要性が示された。これまで、PBPs
のアミノ酸挿入変異によるベータラクタム
系薬耐性の報告は、我々の知る限り、インフ
ルエンザ菌ではなく、今回の報告が世界初の
PBP のアミノ酸挿入変異によるベータラクタ
ム系薬耐性インフルエンザ菌の報告である。
また、他の菌種を含めても、PBPs のアミノ酸
挿入変異によるベータラクタム系薬耐性の
報告は、極めて限られており、今回の報告は、
極めて貴重なものであると考えられる。 
 今回、解析したカルバペネム系抗菌薬低感
受性インフルエンザ菌 NUBL1772 は、最後の
切り札として臨床現場で使用されているカ
ルバペネムに低感受性であるため、臨床的に
重要な耐性菌であると考えられる。今後、類
似の株の拡散状況、類似株がどのような感染
症を引き起こすか？類似株が感染症を引き
起こした際、カルバペネム系薬での治療に抵
抗性を示すか？などが課題としてあげられ、
今回の研究が多くの研究課題をもたらし、今
後、本研究課題が多くの研究の端緒となるこ
とが予想され、その意義は大きい（図２）。 
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