
大阪市立大学・大学院医学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４４０２

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

薬剤耐性アシネトバクターのゲノム疫学解析による耐性機構の解明

Molecular epidemiology of drug-resistant Acinetobacter

９０４６９９５８研究者番号：

金子　幸弘（Kaneko, Yukihiro）

研究期間：

１７Ｋ１００２６

年 月 日現在  ２   ６   ５

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、科学的・効率的な感染制御の実践に寄与することを目指し、1）アシネ
トバクター属細菌の全ゲノム解析による耐性遺伝子の網羅的検出と解析（ドラフトゲノム解析、MLST解析、POT
解析）および薬剤感受性、2）新規耐性因子の探索と解析、3）コリスチン耐性菌を指示菌とする新しい抗菌薬探
索法の確立、4）プラスミドデータベースの作成を行った。1）に関しては、3つのカルバペネマーゼを保有する
臨床分離株（OCUAc16株）や、15種以上のプラスミドを保有する臨床分離株（OCUAc18株）といった世界的にも希
少な株を同定した。また、標準株であるATCC19606株の全ゲノム解析も完了した。

研究成果の概要（英文）：We contributed to the practice of scientific and efficient infection control
 as follows. 1) Comprehensive detection and analysis of resistance genes by whole genome analysis of
 Acinetobacter bacteria (draft genome analysis, MLST analysis, POT analysis) , and drug 
susceptibility, 2) search and analysis of new resistance factor, 3) establishment of new 
antibacterial drug search method using colistin resistant bacteria as an indicator strain, and 4) 
construction of plasmid database. Regarding 1), we have identified clinically rare strains in the 
world such as a clinical isolate (OCUAc16 strain) that have three carbapenemase and a clinical 
isolate (OCUAc18 strain) that have more than 15 kinds of plasmids. In addition, complete genome 
analysis of the reference type strain ATCC 19606 was completed.

研究分野： 感染症
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アシネトバクター属細菌の全ゲノム解析による耐性遺伝子の網羅的検出と解析（ドラフトゲノム解析、MLST解
析、POT解析）および薬剤感受性によって、科学的・効率的な感染制御の実践に寄与した。また、コリスチン耐
性菌を指示菌とする新しい抗菌薬探索法の確立し、増加傾向にあるグラム陰性薬剤耐性菌に対する新規抗菌薬の
シーズが得られた。また、3つのカルバペネマーゼを保有する臨床分離株（OCUAc16株）や、15種以上のプラスミ
ドを保有する臨床分離株（OCUAc18株）といった世界的にも希少な株のプラスミドを解析し、プラスミドデータ
ベースの作成を行った。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 効率的な感染制御の実践を目的として、全ゲノム解析に取り組んでいる 
多剤耐性アシネトバクター（MDRA）が 2014 年 9 月より 5 類感染症（全数）に指定され、耐

性菌の問題が G7 でも取り上げられる中、申請者らは、耐性菌の課題解決や効率的な感染制御の
実践等を目的として、本学医学研究科内に感染症科学研究センターを立ち上げた。その一環とし
て、当研究室では、本学附属病院検査部と協力し、患者血液、喀痰等由来のアシネトバクターの
収集と解析を行ってきた。これまでの成果として、日本を含めこれまで韓国以外でほとんど分離
例のな いコリスチン耐性菌 種 Acinetobacter gs 13BJ/14TU （ 現 在 、 Acinetobacter 
colistiniresistens に変更）（OCU_Ac7 株）を単離・同定した（Takizawa E. et al. Intern Med. 
2016）。また、患者の気管内吸引試料から分離されたカルバペネム耐性株（OCU_Ac16a 株）の
全ゲノム解析を行った結果、驚くべきことに 3 つのカルバペネマーゼ遺伝子を同時に保有する
稀な耐性菌であることを明らかにした（Oinuma K. et al. Genom Announc. 2016）。いずれも全
く予想されていなかった結果であるとともに、コリスチンやカルバペネムは、アシネトバクター
を含むグラム陰性桿菌に対する最後の砦ともいえる抗菌薬であり、国内外の医療関係者に警鐘
を鳴らす重要な発見と考えられた。 
(2) 耐性菌の出現状況を把握することがなぜ重要か 
申請者らは、世界でも稀または未確認の耐性菌が次々と比較的容易に発見される上記の状況

を受け、今回の発見は実際には氷山の一角であり、新しいタイプの耐性菌の蔓延は、水面下で着
実に進行しているものと推測した。また、耐性遺伝子の多くはプラスミドやトランスポゾンなど
の可動性の遺伝因子上にコードされており、新規な耐性因子保有菌の侵入と定着を許せば、それ
らがリザーバーの役割を果たし、同菌種はもとより他種の病原菌にも急速に拡大する恐れがあ
る。従って、そのような菌の出現を防ぐまたは排除するための対策を立てる必要があるが、その
前提として、実際の耐性菌の出現・蔓延状況を正確に把握することが不可欠である。また、2016
年 4 月に薬剤耐性（AMR）対策アクションプランが提示され、基礎研究の重要性も示されてい
た。 
(3) 全ゲノム解析の必要性と有用性 
既知の耐性因子であっても、多くの亜型や多型があり、全耐性遺伝子を従来の PCR 法で対応

することは現実的ではない。一方、全ゲノム解析で得られる情報は網羅的であり、原理的に既知
の耐性遺伝子の見落としは起こらず、新規耐性遺伝子を推測する糸口ともなる。事実、前述の
OCU_Ac16a 株もゲノム情報を手がかりに、ロングシーケンスを実施し、カルバペネマーゼ遺伝
子（TMB-1、NDM-1、OXA-58）の局在も解明しえた。以上の経緯から、全ゲノム解析は、本研
究で目標に掲げる耐性因子の蔓延状況の全容解明には必須であり、埋もれている課題を新たに
発掘する最も強力な方法であることが再認識された。 
 
２．研究の目的 
全ゲノム解析は網羅的に遺伝子を検出する強力なツールであり、近年は、国策として臨床ゲノ

ム情報データストレージの整備も求められている。本研究では、科学的・効率的な感染制御の実
践に寄与する臨床ゲノムデータベースの構築を目指し、耐性化が問題となりつつあるアシネト
バクターを対象として、全ゲノム解析と解析結果に基づく以下の検討を実施した。 
(1) 全ゲノム解析による網羅的遺伝子検出の実施。 
本学附属病院で感染症の原因菌として検出されたアシネトバクターに対して全ゲノム解析を

実施し、それらの菌がどのような耐性因子を保有しているのかを明らかにする（これまでに、16
症例 19 株を収集しており、さらに新規で 5-10 例/年程度の解析を見込んでいる）。また、症例の
解析と菌の薬剤感受性の測定を行い、発見した因子がどの程度耐性や重症化に寄与しているか
を検討する。これらの解析により、耐性因子のリスト化を行うとともに、これまでに国内で報告
のない耐性因子の蔓延状況と臨床的重要性を明らかにする。また、Acinetobacter baumannii の
標準株 ATCC19606 株の全ゲノムを解明する。 
(2) 耐性因子のリスト化と、耐性菌の出現・蔓延状況の正確な把握。 
カルバペネマーゼを含め、薬剤耐性に関わるタンパク質は、構造と機能が精密に調整されてお

り、一アミノ酸残基の違いが耐性への寄与の度合いに大きな違いをもたらすことは稀ではない。
配列の異なる亜種・亜型は次々に報告されているが、それらの機能を配列から断定することは困
難である。そこで、ゲノム解析結果から、既知配列に類似しているが配列が部分的に異なる遺伝
子を抽出し、その活性をタンパク質レベルで解析する。具体的には、遺伝子を大腸菌で発現させ
た後、無細胞抽出液を用いて酵素活性を測定する。また、遺伝子を発現させた組換え菌にどの程
度の耐性を与えるかにより、活性を評価する。以上のように、従来見落とされてきた遺伝子を、
新規耐性因子として発見・リスト化できれば、アシネトバクターの薬剤耐性メカニズムの全容解
明に大きく貢献すると期待される。 
(3) 新規の耐性遺伝子の検出と耐性機構や伝達性の解明。 

Acinetobacter baumannii におけるコリスチン耐性の責任遺伝子として、lpxABC や pmrB が
知られているが、コリスチン耐性菌種 Acinetobacter colistiniresistens（OCU_Ac7 株）の耐性
機構はこれまでに未報告である。全ゲノム情報から耐性機構を予測するとともに、コリスチンの
標的である LPS 欠損・修飾の有無について検討する。また、コリスチン耐性には、LPS 欠損・
修飾がしばしば関与するが、LPS は代表的な病原体関連分子パターンであり、病原性とも関連



している。耐性菌の培養細胞やマウスに及ぼす影響を解析することにより、耐性と病原性との関
連を解明する。さらに、耐性遺伝子がプラスミド性の場合、伝達性と伝達可能な菌種の範囲が、
感染制御を考える上で重要である。全ゲノム解析により、3 つのカルバペネマーゼを有する A. 
baumannii OCU_Ac16a 株の耐性因子が、染色体性かプラスミド性を確認し、プラスミド性の
場合には伝達性を確認する。 
 
３．研究の方法 
(1) 本学医学部附属病院から分離された臨床分離株の収集 
すでに収集した 16 例（19 株）に加え、本学附属病院では、血液由来のアシネトバクターが 3

～10 株/年の頻度で分離されていることから、血液由来株 5 例、それ以外の株 5 例を目標とし
て、菌株を収集する。薬剤感受性についても E-test による再確認を行う。 
(2) 全ゲノム解析 
本学で DNA 抽出まで実施し、国立感染症研究所で次世代シークエンサー（MiSeq）による全

ゲノム解析を行う。13 株については菌種同定と MLST 解析を実施済みであり、他の株について
も、遺伝子配列に基づく系統解析により菌の由来（海外流行株、新規の株など）を明らかにする。 
(3) 耐性遺伝子解析 
耐性検索ツールである ResFinder により、耐性遺伝子の検出を行う。また、必要により、耐

性遺伝子の局在（染色体性・プラスミド性）を明らかにするために、ロングシークエンス（PacBio）
解析を行う。 
(4) 伝達性の確認 
ロングシークエンスにより染色体性・プラスミド性を分別し、プラスミド性では伝達性の確認

を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 全ゲノム解析による耐性遺伝子の網羅的検出と解析：アシネトバクターの全ゲノム解析を

実施した。血液分離株の 13 株については、菌種同定、患者背景、遺伝子解析（ドラフトゲ
ノム解析、MLST 解析、POT 解析）、薬剤感受性の測定を完了し、論文発表を行った（Oinuma 
KI. et al. Jpn J Infect Dis. 2019）（図 1）。 

 
図 1 臨床分離株の MLST 解析、POT 解析の比較（Oinuma KI. et al. Jpn J Infect Dis. 2019） 

(2) 新規耐性因子の探索と解析：これまでに解析したゲノムの中から、新たにカルバペネマーゼ
活性の可能性を有する耐性因子発見の手がかりを得て、耐性誘導を行い、カルバペネム耐性
化した株に関してカルバペネマーゼ活性を測定した。カルバペネマーゼ活性は見られなか
ったが、容易にカルバペネムに耐性化する株が見つかり、遺伝子変化も含めた詳細な解析を
実施する予定とした。 

(3) 耐性機構と病原性の解析：コリスチン耐性菌種 Acinetobacter colistiniresistens（OCU_Ac7
株）の耐性機構に迫るため、全ゲノム解析からの耐性機構予測を行った。2 つ目として誘導
されるコリスチン耐性の耐性機構の解析を実施した。耐性度の異なる複数のコリスチン耐
性株を取得し、ドラフトゲノム解析を実施した結果、多彩な遺伝子変異が確認された。3 つ
目として、コリスチン耐性菌を指示菌とする新しい抗菌薬探索法を確立し、新しい抗菌物質
候補を取得した。 

(4) カルバペネム高度耐性のアシネトバクターに関する検討：完全ゲノムを決定し、耐性因子の
局在（染色体及びプラスミド）を同定した。また、NDM-1 が容易に多菌種に伝達すること
を確認した。さらに、追加した 12 株のうち、多剤耐性菌については、完全ゲノムを決定し
た。 

(5) Acinetobacter baumannii の標準株 ATCC19606 株の全ゲノム解析を行うことで、今後の
効率的なゲノム解析の基盤を構築した。 
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