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研究成果の概要（和文）：本研究によって、治療薬であるマクロライドに対する耐性を百日咳菌が獲得しても、
その細菌が増殖や生存において大きな不利を受けない可能性が高いことがわかった。さらに、マクロライドの選
択圧がない環境下で長期間培養しても百日咳菌はマクロライド耐性を失わないことが確認された。加えて、全ゲ
ノム解析によって、マクロライド耐性を持つ百日咳菌が中国から日本へ侵入していることが示唆された。これら
の結果から、今後日本でマクロライド耐性を示す百日咳菌が広がる可能性は高いと考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study reveals that Bordetella pertussis, the causative agent of 
whooping cough, is likely to acquire resistance to macrolide antibiotics without incurring 
significant disadvantages in terms of growth or survival. Moreover, it was confirmed that B. 
pertussis retains its macrolide resistance even after prolonged cultivation in an environment devoid
 of macrolide selective pressure. Additionally, whole-genome analysis suggests that 
macrolide-resistant B. pertussis has been introduced from China to Japan. These findings indicate a 
high potential for the future spread of macrolide-resistant B. pertussis in Japan.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、マクロライド耐性獲得に伴う百日咳菌株の表現型がマクロライド感受性百日咳菌株と大きく異ならな
いことを初めて明らかにした。また、マクロライド耐性百日咳菌の完全長ゲノム配列を解明し、国際的なデータ
ベースに登録したことは、今後の百日咳菌研究において極めて重要な基礎情報を提供する。これにより、効果的
な治療法の開発や予防戦略の構築に寄与することが期待される。さらに、本研究の成果は、マクロライド耐性百
日咳菌が今後蔓延化する可能性が高いことを示しており、公共衛生上の対応策を強化するための科学的根拠を提
供する点で社会的意義も高いと言える。

※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 

百日咳は百日咳菌（Bordetella pertussis）によって引き起こされる急性の呼吸器感染症であ
る。痙攣性の咳発作を主徴とし、免疫力の低い乳幼児では死に至る危険性がある。治療薬には
Erythromycin や Clarithromycin などのマクロライドが使用されているが、2010 年以降中国を
中心にマクロライドに対して耐性を示す百日咳菌の増加が報告されている。百日咳菌は、23S 

rRNA の 2047 番目の塩基がアデニン（A）からグアニン（G）に置換した A2047G 変異によっ
てマクロライド結合部位の構造変化を起こすことで耐性を獲得することが知られている。マク
ロライド耐性百日咳菌は、カンボジアやベトナム、台湾でも複数年にわたって検出されており、
日本でも 2018 年に初めて耐性菌が分離されたことから、今後日本国内での蔓延化が危惧されて
い[1, 2]る。 

百日咳菌の分子疫学調査や全ゲノム解析は行われているが、マクロライド耐性百日咳菌に関
する研究は非常に少ない。MLVA 法や全ゲノム解析によって、中国で流行している耐性株が中
国国内だけでなく、国境を超えて広がっていることが明らかになっている。その一方、特にマク
ロライド耐性百日咳菌の表現型に関する研究は非常に少ない。表現型とは菌株の形態的または
生理的な特性のことであり、薬剤耐性や増殖性などがあげられる。ある細菌が特定の形質を持つ
ことで生じる生存に対する不利な影響のことを fitness cost といい、百日咳菌以外の菌種ではマ
クロライド耐性変異の獲得によって増殖性が低下するという研究結果が報告されている[3]。耐
性菌と感受性菌の表現型の違いを明らかにすることは、細菌の耐性獲得メカニズムの理解や耐
性菌の制御方法を考える上で重要な知見となる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、日本で分離されたマクロライド耐性百日咳菌株とマクロライドに対して感受性
を示す国内流行株の表現型の差異を明らかにする。加えて、耐性株の全ゲノム解析を行い、中国
の百日咳菌株の全ゲノム解析データと合わせることで、日本国内での蔓延化の可能性を考察す
る。 

 

３．研究の方法 

(1)使用した菌株および薬剤感受性試験 

本研究では、2 株のマクロライド耐性百日咳菌 BP616 および BP625、そして国内流行株である
BP617 を使用した。研究開始時、マクロライド耐性菌株は大阪で分離された BP616 のみであった
が、その後東京で BP625が分離されていたことが明らかになった。マクロライドに対して感受性
を示す BP617は、2020年に中部地方で分離された菌株であり、MLVA法による遺伝子型は国内お
よび国外で流行しているタイプと同一であった。 

BP625 に対する複数の薬剤の最小発育阻止濃度（MIC）を計測することで薬剤耐性を評価した。
使用した薬剤は、百日咳の治療で使用される Erythromycin、Clarithromycinの２剤に加えて、
過去の研究からマクロライド耐性菌にも抗菌効果が期待できる Piperacillin（βラクタム）、
Ampicillin、Trimethoprim/Sulfamethoxazole、Ciprofloxacin、Gentamicin、Meropenemの合計
8 剤である。MIC の測定は Etest を用い Bordet-Gengou (BG)寒天培地上で行った。 

(2)増殖性の評価 

菌の増殖に伴う液体培地の濁度の上昇をマクロライド耐性菌株と感受性菌株で比較した。菌株
をシクロデキストリン固形寒天培地（CSM 培地）で培養したのち、modified Stainer-Scholte 液
体培地 (mSS 培地）に OD600 が 0.5 になるように濁度を調整した菌液を作成した。菌液 100μL
を 2.9 mL の mSS 培地に添加したのち、36℃で 3 日間培養し、24 時間毎の濁度を計測した。次
に、マクロライド耐性菌である BP616 と感受性菌である BP617 を様々な割合で混合し 37℃で 3
日間培養した。培養後、寒天培地に培養液を散布し、ランダムに選出した 20個のコロニーのマ
クロライド耐性を調べることで、混合培養液中の耐性菌の割合を計測し、培養前後での変化を調
べた。 

(3)細胞付着性の評価 

細胞培養用マルチウェルプレートでヒト肺胞基底上皮腺癌細胞である A549細胞を培養し、細胞
と細菌の割合が 1：200となるように菌株の濃度を調整した菌液を細胞のプレートに入れた。36℃
で 5分間静置したのち、細胞を PBSで 4 回洗浄し、1.0% triton-X 100 を加えて細胞を溶解させ
た。溶解液を CSM 培地に散布し 36℃で 5 日間培養後、培地上に発育したコロニー数を数えるこ



とで、BP616と BP617の細胞への細胞付着性を比較した。 

(4)マクロライド耐性変異の安定性の評価 

BP616 を CSM寒天培地で３日ごとに新しい培地に継代し、180日間培養した。30 日ごとに 200 コ
ロニーずつ採取し、Erythromycinを 100 μg/mL含む CSM培地で再培養することでマクロライド
に対する耐性の有無を調べた。さらに、180日目の菌から DNAを抽出し、全ゲノム解析を実施し
一塩基変異の有無を調べた。 

(5)全ゲノム解析 

BP616 および BP625 から DNAを抽出し、全ゲノム解析を実施した。得られたショートリードデー
タを使用し、国際的なデータベースに登録されている中国の百日咳菌株のショートリードデー
タと合わせて、一塩基変異を基にした系統分析を実施した。また、ロングリードとショートリー
ドを組み合わせたハイブリッドアセンブリによって BP616 および BP625 の完全長ゲノム配列を
決定し、DDBJ/EMBL/GenBank に AP024746.1 (BP616)、AP026936.1(BP625)として登録した。 
 
４．研究成果 

BP616 および BP625 はどちらも Erythromycin
および Clarithromycin に対して 256 μg/mLを
超える MIC を示し、マクロライド耐性を示すこ
とが確認された（表 1）。また、BP616と B625に
対する Trimethoprim/Sulfamethoxazole の MIC
はそれぞれ 0.094 μg/mL、0.064 μg/mL と低
いため、過去の研究で示されている様に、マク
ロライド耐性菌に対して効果的な治療薬となる
可能性が示された。そのほかの薬剤に対しても
BP616 と BP625 は同一もしくは近い MIC を計測
した。また、どちらの株も Cycleave real-time 
PCR 法[4]およびサンガー法によって 23S rRNA
にマクロライド耐性変異である A2047G 変異を
有していることが確認された。 

時間経過に伴う液体培地中の濁度の上昇は、耐性株（BP616、BP625）と流行株（BP617）で明
らかな差はなかった（図１）。その一方、BP616 と BP617 を混合培養すると、混合した割合とは
関係なく 72時間経過後にはマクロライド耐性菌の割合が培養前よりも減少した（図２）。これら
の結果は、百日咳菌はマクロライド耐性を獲得したことに伴う増殖の fitness cost は非常に小
さく、生存において大きな不利とはならない
が、流行株と比較すると増殖性は僅かに劣ると
考えられる。マクロライド耐性株の特性の理解
を深めるために流行株以外の菌株との混合培
養による試験が今後必要である。また、細胞付
着性の評価において BP616と BP617の間で顕著
な差は見られなかった。100倍希釈した細胞溶
解液を CSM培地に散布し、出現したコロニー数
の平均は、BP616 が 56.7個（標準偏差 17.5）
に対して BP617 が 64.0個（標準偏差 17.7）と
なった。細胞付着性は菌が標的組織の細胞へ接
着し感染の土台を作る為の要因である。本研究
は、マクロライド耐性の獲得は菌の増殖性や感
染性に大きな不利とならない可能性が高いこ
とを示した。 

マクロライド耐性株は、マクロライドの選択
圧がない環境下で培養を繰り返してもマクロ
ライド耐性を維持した。BP616 を 180 日間継代
後に分離したコロニーは全て A2047G 変異を有
し、マクロライド耐性を示した。このことは、
先の試験で示された様に、マクロライド耐性変
異が細菌の生存にとって負担が小さいことを
示している。また、全ゲノム解析の結果、全長
で 400 万塩基対を超える BP616 のゲノム上の 2
箇所で一塩基変異が確認された。百日咳菌のゲ
ノムは高い安定性があり、マクロライド耐性変
異を自然に失う可能性は低いと考えられる。 

表 1. 各薬剤に対する最小発育阻止濃度 

図 1. 時間経過に伴う液体培地の濁度の変化 

図 2. 混合培養後の耐性株の割合 

BP625 BP616*

Erythromycin ﻿>256 ﻿>256

Clarithromycin ﻿>256 ﻿>256

﻿Piperacillin <0.016 <0.016

Ampicillin 0.064 0.094

Trimethoprim/sulfamethoxazole 0.064 0.094

Ciprofloxacin 0.012 0.012

Gentamicin 0.19 0.19

Meropenem 0.047 0.047

* 引用文献2

Antimicrobial agent
MIC (µg/mL)



一塩基変異に基づく系統解析の結果、BP616 と
BP625 の 2 株とも中国のマクロライド耐性菌と同
じサブクレードに属しており、中国株と遺伝的に
近縁であることが明らかになった（図 3）。BP616と
BP625 のゲノムを比較すると、11 箇所に一塩基変
異があり、遺伝的に異なる菌株であることが示さ
れた。これらの結果は、BP616と BP625が異なる感
染経路で中国から持ち込まれた可能性が高いこと
を示唆している。 

本研究によって、百日咳菌のマクロライド耐性
獲得に伴う fitness cost は小さく、マクロライド
の選択圧がない環境でも耐性を失わないことが示
された。さらに、全ゲノム解析によって、中国のマ
クロライド耐性百日咳菌が日本国内へと侵入して
いることが明らかとなった。これらのことから、
マクロライド耐性百日咳菌が今後国内でさらに分
離される可能性が高いと考えられる。 
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図 3. 日本および中国で分離された百日咳菌株の系統樹 
BP616 は参照ゲノムとして使用され、系統樹に含まれてい
る。黒矢印は BP616、白矢印は BP625の位置を示す。ロー
マ数字の I-III はマクロライド耐性百日咳菌のサブクレ
ードを示す。 
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