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研究成果の概要（和文）：臨床的に重要な薬剤耐性微生物を迅速に検出する方法の構築を目指し、ターゲットとした耐
性因子は、１）メチシリン耐性黄色ブドウ球菌およびメチシリン耐性コアグラーゼ陰性ブドウ球菌の耐性因子PBP2a、2
)カルバペネム耐性細菌の産生するベータラクタマーゼIMP-1、3)タミフルおよびペラミビル耐性インフルエンザウイル
スの変異ノイラミニダーゼ（H275Y）である。これらを認識する抗体を取得し、臨床分離微生物を用いて抗体が耐性型
微生物に特異的に反応することを確認した。PBP2aに関してはイムノクロマトグラフィーを構築し、模擬検体を用いて
検討したところ3時間以内に耐性菌を検出でき、臨床への応用が期待された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to developed specific antibodies against resistant-factor 
for rapid detection of drug-resistant microorganisms. In this study, target molecules are key proteins of 
drug-resistance, 1) PBP2a of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and coagulase-negative 
staphylococci (MRCNS), 2) IMP-1 of carbapenem-resistant bacteria, and 3) oseltamivir- and 
peramivir-resistant type neuraminidase of influenza virus. I have prepared specific antibodies for them, 
and they showed the specificity with recombinant proteins and resistant/susceptible microorganisms. I 
constructed immunochromatography assay system using specific anti-PBP2a chicken IgY. It was revealed that 
it could detected MRSA and MRCNS directly from mimicked blood-cultured bottle in about 3 hours.

研究分野： 病態検査学
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１．研究開始当初の背景 
感染症の根本的な治療は抗菌薬・抗ウイル

ス薬により行われる。しかしながら薬剤耐性
の微生物による感染症であることも多い。適
切な治療薬を速やかに選択するために、時間
を要する感受性試験ではなく耐性因子をタ
ーゲットとした検出方法により迅速に検出
する方法の構築を目指した。黄色ブドウ球菌
や表皮ブドウ球菌は臨床現場で分離頻度が
高く、耐性化率も高い。黄色ブドウ球菌のう
ち 、 メチシ リ ン耐性 黄 色ブド ウ 球 菌 
(methicillin resistant Staphylococcus 
aureus; MRSA）は半数以上、その他のブド
ウ球菌のうちメチシリン耐性コアグラーゼ
陰 性 ブ ド ウ 球 菌 (methicillin resistant 
coagulase negative staphylococci; MRCNS）
は、80％程度である。カルバペネム系抗菌薬
の対する耐性菌は増加傾向にあり、日本にお
いてはその半数以上がメタロβ-ラクタマー
ゼ IMP-1 産生型である。現在、感染症の原因
微生物の薬剤感受性は細菌ならば分離培養
とその後の感受性試験を経て報告されるの
で時間がかかる。本研究では、耐性微生物の
耐性因子をターゲットとして検出する方法
の検討を行う。薬剤耐性微生物が迅速に検出
され、その耐性微生物に適切な治療薬が早期
に選択されることが期待される。 
 
２．研究の目的 
臨床で問題となる薬剤耐性微生物を迅速に
検出するために、耐性因子をターゲットとし
た検出系の構築と、耐性微生物と感受性微生
物を用いてその評価を行い、検出感度や特異
性について検出にかかる時間などについて
基礎的な検討を行うことを研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では分離頻度の高い MRSA と
MRCNS、メタロβ-ラクタマーゼ IMP-1 産
生菌、タミフル耐性インフルエンザウイルス
の検出の 3 つを柱にして平成 24 年度から平
成 26 年度にわたり研究を行った。 
（１） 

MRSA および MRCNS の検出に関しては
protein A による非特異反応を起こさずター
ゲットとしている耐性化因子 PBP2a にのみ
反応するニワトリ抗体を作成し、アフィニテ
ィクロマトグラフィー法により特異的抗体
を精製し、Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay (ELISA)およびイムノクロマトグラフ
ィーを構築した。MRSA とメチシリン感受性
黄色ブドウ球菌 MSSA については簡易・迅速
な菌体をアルカリ-中和処理することで抗原
を可溶化し PBP2a の検出が可能であること
を定量的に示した。MRSA の検出感度は
ELISA では 1.0 × 106 colony forming unit 
(CFU) /well、イムノクロマトグラフィでは
108 CFU であり、寒天平板上のコロニーから
直接判定することも可能であった（図 1）。
以上の結果を論文として発表した(Yamada  

K. et al. Jpn J Infect Dis. 2013;66(2):103-8)。
MRCNSはMRSAと耐性因子PBP2aは同じ
であるため、同様に検出試験を行ったものの、
MRSA と同じ検体処理方法では MRCNS の
中に偽陰性を示す株が存在することが明ら
かとなった。様々な菌種を含む MRCNS とオ
キサシリン感受性を示す CNS（MSCNS）を
広く収集し検体処理方法についての検討を
行ったところ、少しの手順を追加することで
MRCNS も検出が可能となった。現時点の感
度で応用可能な臨床検体として血液培養陽
性検体を想定し、血液培養由来の様々な細菌
を収集し模擬検体を作成し迅速検査手法で
あるイムノクロマトグラフィー法にて評価
を行った。概ね良好な結果が得られたため、
現在論文発表準備中である。 
（２） 
カルバペネムを含むベータラクタム系抗

菌薬を不活化するメタロベータラクタマー
ゼは多くの型が報告されているが国内では
60-80％が IMP-1 型であり、抗 IMP-1 抗体を
作製し評価を進めてきた。IMP-1 は細菌の外
膜と内膜の間隙にあるペリプラズムに存在
するため抗原抽出方法として有機溶剤ある
いは界面活性剤の検討などを行った。並行し
て、これまでに当研究室に保管されている多
剤耐性緑膿菌臨床分離株294株についてメタ
ロベータラクタマーゼ産生菌のピックアッ
プおよびその型別を行い IMP-1 の遺伝子の
保有を調べたところ 182 株（61.9％）が陽性
でありこれらの菌株を用いて検出評価を行
う予定であった。しかしながら、国立国際医
療研究センター切替らによるイムノクロマ
トの開発及びその応用の発表（Tomoe Kitao 
et. al, J Microbiol Methods. 2011 
87(3):330-7、Masayoshi Tojo et al, J Infect 
Chemother. 2014 20(9):586-8）を受け、計画
を再考察することとなった。 
（３） 
薬剤耐性インフルエンザウイルスの検出に
ついてはタミフルおよびペラミビル耐性の
原因となるインフルエンザノイラミニダー
ゼの変異か所（H274Y）を含む変異ペプチド
を合成し抗原とした。マウスモノクローナル
抗体の選択および腹水からの IgG の精製を
行った。組換えノイラミニダーゼタンパク質
を用いた検討では耐性型組換えノイラミニ

図 1. イムノクロマトによる MRSA の検出 



ダーゼとは反応し、感受性型（変異無し）組
換えノイラミニダーゼとは反応せず、変異箇
所を認識する抗体が取得できた。臨床分離さ
れた耐性型および感受性型ウイルス株を分
与いただき、MDCK 培養細胞由来のウイル
ス株を用いて抗体の性能評価を行った。リア
ルタイム PCR によるウイルス抗原量の定量
から、検出限界のウイルス量を評価し濃縮操
作を経ることにより、得られた抗体は耐性型
ウイルスのみと反応し、感受性型ウイルスに
は反応せず、耐性型ウイルス特異的に検出が
可能であることを確認した（図 2）。現在、論
文発表の準備を進めている。 

イムノクロマトグラフィーなどの簡易検査
手法へ応用するためには、抗原となるノイラ
ミニダーゼを補足するための抗体が必要で
あり、抗原となる組換えタンパク質発現系を
再構築し、得られた組換えタンパク質を用い
てノイラミニダーゼに対する抗体を収集し
たが、得られた抗体価は低く、ELISA 等での
検出系の構築は今後へ引き続く課題である。 
 
４．研究成果 
MRSA および MRCNS の検出に関しては耐
性因子 PBP2a を標的とした検出系の構築を
行い、模擬検体において有用性が示されたの
で、さらに試薬として改良を行い有用な技術
の確立につなげたい。メタロβ-ラクタマーゼ
IMP-1 に関しては他研究者により優れた技
術が先行して構築されたため、本研究方法に
よる検出は中止し、IMP-1 以外のカルバペネ
マーゼも含めた網羅的な検出方法の開発に
向けて検討を行う。タミフル耐性インフルエ
ンザウイルスについては、変異箇所を認識す
る抗体は得られたので、今後は抗原分子補足
抗体の取得を行い検出系の実用化に努めた
い。 
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