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研究成果の概要（和文）：Haemophils influenzaeは気道常在菌であり，呼吸器感染症の起炎菌として知られ
る。 キノロン系抗菌薬は本菌に対する有効な治療薬である。キノロン耐性H.influenzaeの出現・拡大を阻止す
る上で、キノロン低感受性株の出現メカニズムの詳細な解析は重要であるが、明らかでない点が多い。本研究で
は、検査した全株がキノロン感受性であったが、64株中2株(3.1%)は感受性が低下しており、QRDR内にアミノ酸
置換が認められた。キノロン誘導実験では55.2%がキノロン感受性の低下を起こし、34.4%がキノロン耐性を獲得
した。またアンピシリン耐性とキノロン感受性低下に関連性が認められた。

研究成果の概要（英文）：Haemophilus influenzae is present as a commensal organism in upper 
respiratory tract and cause respiratory tract infections. Fluoroquinolone is one of the potent 
antimicrobial agent for the treatment. Although detail mechanical analysis of fluoroquinolone 
resistant development is important for prevent the emergence and spreading of fluoroquinolone 
resistant H. influenzae, that mechanism has been unclear. In this study, all H. influenzae clinical 
isolates exhibited susceptible to fluoroquinolone. However, 2 of the 64 (3.1%) isolates decreased 
susceptibility to fluoroquinolone with an amino acid substitution in QRDR. in vitro fluoroquinolone 
exposer experiment showed that 55.2% of H. influenzae clinical isolates decreased fluoroquinolone 
susceptibility and 34.4% was developed fluoroquinolone resistance. We also observed the significant 
association between decreased susceptibility to fluoroquinolone and ampicillin resistance.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) Haemophils influenzae は気道常在菌で
あり，肺炎，髄膜炎，中耳炎，副鼻腔炎等の
起炎菌として知られる。 BLNAR や BLPAR
といった ampicillin(ABPC)耐性株が臨床上
問題となるが、キノロン系抗菌薬は本耐性株
に対する有効な治療薬のひとつとして汎用
されている。 
 
(2) 現在，我が国におけるH.influenzaeのキ
ノロン系抗菌薬の感受性低下株は臨床現場
で散見される(耐性率は 1%以下)程度で推移
している。しかしながら、隣国の台湾を例に
とると、本菌のキノロン低感受性率は 12.5%
と高く、2004年に比較し 2010年では 24.3%
低感受性率が上昇している(参考-1)。これは
中国圏での抗菌性物質の乱用が関与してい
ると考えられる。我が国でも、近年の ABPC
耐性株の顕著な上昇から、その治療にキノロ
ン系抗菌薬の使用が今後増加することが考
えられ、本剤の使用増加がキノロン耐性株の
増加につながることが危惧される。キノロン
耐性 H.influenzae の出現および拡大を阻止
する上で、その前段階にあたるキノロン低感
受性株の出現機構に関する詳細な解析は重
要であるが、明らかでない点が多い。 
 
２．研究の目的 
(1) インフルエンザ菌のフルオロキノロン系
抗菌薬低感受性化の現状と耐性株出現メカ
ニズムを明らかにすることを目的とする。 
 
(2) 呼 吸 器 感 染 症 に は 、 Respiratory 
Quinoloneが頻用される．今回そのひとつで
ある Moxifloxacin(MFLX)を用い，キノロン
系抗菌薬感受性低下のメカニズムについて
検討を行う．また，近年増加しているアンピ
シリン耐性の有無が，キノロン耐性獲得へ与
える影響についても検討した。 
  
３．研究の方法 
(1) 2015年 9月から 2016年 12月までに分離
された H.influenzae臨床分離株(計 64株)の
MFLXの MIC値を測定し，臨床分離株にお
けるキノロン系抗菌薬感受性調査を行った。 
 
(2) ABPC耐性の有無(BLNAS 10株、BLNAR 
12株、BLPAR 7株)などから代表的な株を選
出し、２倍の MFLX MIC を添加した sBHI
寒天培地で培養し，感受性低下変異株の出現
の有無をみる。出現した際には、変異株出現
頻度を求め、本変異株をさらに同薬剤の濃度
を上昇させて培養を行った。colonyが出現し
なくなるまで培養を継続し，MFLX各濃度で
得られた耐性変異株の各キノロン系薬剤、
ABPC、クラリスロマイシン(CAM)の MIC
値と，標的遺伝子のキノロン耐性決定領域
(QRDR)の変異を調べた。最終的にMFLXに
耐性(MIC 2mg/L 以上)を示した株が得られ
た場合、これらのMLST解析をおこなった。 

４．研究成果 
(1) 2015 年 9月から 2016 年 12 月に分離され
た臨床分離株はすべて MFLX に感受性(MIC 
<2mg/L)を示した。MIC50 および MIC90 は 0.03
および 0.06mg/L であった。一方で、64 株中
2 株(3.1%)は MFLX MIC が 0.25mg/L であり、
明らかに他の MFLX 感受性株よりも高い値を
示した(図 1) この 2 株はどちらも GyrA の
QRDR 内にアミノ酸置換(Ser84Leu)を有して
いた。 
  

当教室では，以前，2004 年から 2006 年にお
ける H.influenzae 臨床分離株 12/457 株
(2.6%)に Ciprofloxacin(CPFX)感受性低下が
みられたことを報告した(参考-2)。他の報告
をみると、スペインでは 2000 年から 2013 年
における臨床分離株 28/7267 株(0.39%)に
CPFX 感受性低下がみられ，2000-2004 年では
0.26%，2005 年から 2009 年では 0.26%，2010
から2013年では0.36%と感受性低下株の増加
は認めていないことを Puig らが報告してい
る(参考-3)。一方、台湾では，臨床分離株
182/1462 株(12.5%)に Levofloxacin (LVFX)
非感受性株がみられ，2004 年の 2.0%に比較
して2010年では24.3%と増加していることを
kuo らが報告している（参考-1）。当院では、
現在まで臨床分離株 56 株に非感受性株はみ
られないが、2 株(3.6%)に感受性低下がみら
れ，いずれも BLNAR であり GyrA(Ser84Leu)
の変異がみられた。以上から、H.influenzae
のキノロン耐性率の上昇は認められていな
いことが確認できたが、一方で、耐性とは判
断されないが、キノロン耐性獲得予備軍であ
る低感受性株が存在していることが明らか
となった。 
 
(2) 今回、in vitro で耐性化を誘導し、感受
性低下から非感受性に至るまでの QRDR の変
異部位とその頻度を段階的に検討した。in 
vitro での MFLX 耐性変異選択実験では、臨床
分離株29株中16株（55.2%）が2倍のMFLX MIC
添加培地に発育を認めた。これらの変異株を
継代し、それらの 2 倍の MFLX MIC となる添
加培地に培養液を塗布し、さらなる変異株の
選択を継続した。最終的に MFLX の MIC が

図 1. H. influenzae臨床分離株における 
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2mg/L以上の培地に発育を認めた変異株は10
株(34.4%)であった。これらは現時点では、
臨床現場でキノロン感受性株として存在す
るが将来的にキノロン耐性を獲得するリス
クのある株であると考えられた。よって、キ
ノロン感受性の低下が認められた株の MLST
解析を行った(表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果 14の Sequence type(ST)が同定され
た。つまりこれらのキノロン耐性を獲得する

リスクのある株は、
少数のクローン集
団によるものでは
なく、ある程度の
遺伝的多様性を持
っていることが明
らかとなった。 
さらに、最終的に
MFLX に耐性を獲得
した10株中 8株は
BLNAR であった。 

 
(3)in vitro でキノロン感受性の低下が認め
られた 16 株の変異株出現頻度および耐性機
構の解析を行った(表 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3-1) 非常に軽度な感受性低下株(MFLX 添加
培地で得られた最終段階変異株の MFLX MIC = 
0.06 mg/L)では、GyrA，ParC に QRDR 変異が
みられず，GyrB に単独の変異がみられた。過
去の臨床分離株の検討でも同様の報告があ
り 、 そ の 変 異 部 位 も 一 致 し て い た
(Thr472Ile)( 参考 -4) 。  なお， GyrB の
Ser467Tyr 変異によるキノロン感受性低下は
Pseudomonas aeruginosa で報告がある(参考
-5)。これらの変異株の出現頻度は 10-9であ
った。 
 
(3-2)軽度の感受性低下がみられた株(MFLX
添加培地で得られた最終段階変異株の MFLX 
MIC = 0.5 mg/L) では、GyrA に単独の変異が
みられた。これらの変異株の出現頻度は 10-9

であった。 
 
(3-3)中程度の感受性低下がみられた株
(MFLX 添加培地で得られた最終段階変異株の
MFLX MIC = 1-8 mg/L)では、軽度の感受性低
下がみられた株と同様に、GyrA に単独の変異
がみられたが、これらの変異株の出現頻度は
10-6〜10-8と高い値であった。 
 
(3-4) 感受性低下が強い株(MFLX 添加培地で
得られた最終段階変異株の MFLX MIC = 16 
mg/L 以上)では，ParC や GyrA，もしくは両方
の変異がみられた。これらの変異株の出現頻
度は 10-6〜10-8と高い値であった。 
 
以上の GyrA,ParCの変異と感受性低下の相関
は過去の臨床分離株での報告に類似してい
た（参考 1-5）。しかし、最終変異株が得られ
る各段階において、QRDR の変異がなく MFLX 
MIC の上昇がみられる段階が認められた。こ
れらは未知のキノロン耐性機序が示唆され
る。本研究での実験系から外来遺伝子の獲得
は否定できるため、染色体遺伝子変異などの
何らかの内因性の変化が起きていると考え
られた。これらについては、今後も解析をし
ていく考えである。また、非感受性(MFLX MIC
が 2mg/L 以上)に至らない感受性低下株は，
非感受性を示す株と比較して、QRDR の遺伝子
変異頻度が低い傾向にあった。さらに BLNAR
が BLNAS,BLPARに比較して有意にキノロン非
感受性株の出現頻度が高かった。BLNAR は
Penicillin-binding protein-3(PBP-3)にア
ミノ酸を伴う変異が起こることで ABPC に耐
性を示す。つまり、我々の研究では、キノロ
ン耐性を獲得するリスクのある菌株は PBP3
にも変異を伴っている菌株であり、将来的に
キノロン-β-ラクタム系抗菌薬耐性 H. 
influenzae が出現・拡大する危険性を危惧す
る結果となった。H.influenzae の QRDR 遺伝
子変異を起こす株は hypermutable であると
の報告もあり(参考-4)，遺伝的特徴を含め今
後も検討が必要である。 
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