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研究成果の概要（和文）：アシネトバクター・バウマニ(A.b)は好中球のNETs形成を抑制した。MDRAはカタラー
ゼ産生能が高く、マクロファージに貪食された後も食胞内で生存・増殖した。A.b やそのリポ多糖体（LPS）を
マスト細胞や脂肪細胞と共培養すると炎症サイトカインやケモカインの産生が増強した。MDRAのバイオフィルム
形成をsub-MICs濃度のチゲサイクリンは抑制し、コリスチン（CL）は増強した。LPS完全欠損A.b 株の病原性は
低下していた。当院で分離されたKPC産生肺炎桿菌の耐性遺伝子を解析した。A.b マウス肺炎モデルでの病理所
見を緑膿菌と比較し、MDRA昆虫感染モデルを用いた抗菌薬の薬効評価系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Acinetobacter baumannii (A.b) suppresses NETs formation in neutrophils. MDRA
 clinical isolates have high catalase-producing ability and survive and proliferate in the phagosome
 even after being phagocytosed by macrophages. Co-culture of A.b and its lipopolysaccharide (LPS) 
with mast cells and adipocytes enhanced the production of inflammatory cytokines and chemokines.　
The sub-MICs　of tigecycline suppressed the biofilm formation of MDRA, while colistin (CL) enhanced 
it. The virulence of the LPS-deficient A.b strain  was reduced. We analyzed the resistance genes of 
multidrug-resistant strains such as KPC-producing Klebsiella pneumoniae isolated in our hospital.　
Pathological findings in A.b mouse pneumonia model were compared  with Pseudomonas aeruginosa. 
We established a drug efficacy evaluation system for antibacterial drugs using the MDRA insect 
infection model.

研究分野： 感染症学、感染免疫学

キーワード： 多剤耐性菌　アシネトバクタアー　好中球　マクロファージ　生体防御機構　バイオフィルム　抗菌薬
　昆虫モデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりMDRAの病原性低下を狙った新規治療法の開発や免疫不全患者の感染症治療における新たな免疫補助
療法に関する基礎的知見が得られたと思われる。MDRA昆虫感染モデルを用いた抗菌薬の薬効評価系の確立は、多
剤耐性菌に対する新規抗菌薬の有効性をみるためのスクリーニングなどに有用と思われる。

※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 

 近年、多剤耐性グラム陰性桿菌による医療関連感染症や市中感染症が国内外で問題になってい

る。特に、多剤耐性アシネトバクター（MDRA）やカルバペネム耐性腸内細菌科細菌(CRE)の病原

性は、まだ十分調べられておらず、免疫不全患者に感染・発症した場合には、コリスチン(CL)

やチゲサイクリン(TGC)療法の有効性は限定的である。これら薬剤耐性菌の本邦での分離頻度は

諸外国ほど高くはないが、国際交流が活発化される中で新規治療薬の開発や予防対策が急務とな

っている。 

２．研究の目的 

 申請者らは、MDRAやCREの病原性について薬剤耐性機構、莢膜形成による貪食抵抗性、リポ多

糖、外膜蛋白と細胞接着性などについて検討してきたが、国内外をみても発症/重症化に関与す

る宿主側要因の詳細な解析報告はない。本研究は、MDRAやCREの発症/重症化に深く関与する食細

胞を中心とした宿主生体防御機構からのエスケープ機序を中心に解析することを目的とする。本

研究により本菌の病原性の低下を狙った新規治療法の開発や免疫不全患者の感染症治療におけ

る新たな免疫補助療法に関する基礎的知見が得られると考える。 

３．研究の方法 

（1）薬剤耐性菌と好中球、マクロファージ、マスト細胞、脂肪細胞との相互作用からみた病原

性解析 

 被験菌は、MDRAと薬剤感受性のアシネトバクター•バウマニ(A.b)、多剤耐性緑膿菌(MDRP) 、

CREではK.pneumoniae (KPC型)を使用した。食細胞は健常人由来の好中球、マクロファージ（末

梢血単球から分化誘導）を使用し、マスト細胞と脂肪細胞は分化細胞株を使用した。薬剤耐性菌

とヒト好中球/マクロファージの相互作用は、貪食能、遊走能、殺菌能、活性酸素産生能、

neutrophil extracellular taps (NETs)形成能などを測定した。細菌及び菌体成分で刺激した場

合の好中球表面の受容体発現の解析は、FACS キャリバーで、好中球内の遺伝子発現解析は

real-time RT-PCRで解析した。MDRAやA.b 及びその菌体成分（リポ多糖：LPS）とマスト細胞、

脂肪細胞、気道上皮細胞との相互作用については、ケモカインやサイトカイン産生について検討

した。 

(2)薬剤耐性菌の病原因子の解析 

 MDRA臨床分離株のsub-MICsの抗菌薬存在下でのバイオフィルム形成能や当院で臨床分離され

たMDRAやカルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌(CPE）の薬剤耐性遺伝子や薬剤感受性試験を実施

した。LPSを欠損させたCL耐性株を作成し、増殖能や抗菌薬や好中球由来殺菌物質に対する感受

性を解析した。 

(3) A.b 感染モデルを使用した病原性の解析 

 マウスにA.b を経鼻感染させる肺炎モデルや静脈投与した敗血症モデルを作成し、全身の各臓

器における病態形成の違いについて緑膿菌(PAO1株)感染の場合と比較解析した。昆虫（Galleria 

mellonella）MDRA感染モデルを用いてin vivo における病原性や抗菌薬の薬効評価も実施した。 

４．研究成果 

（1）薬剤耐性菌と好中球、マクロファージ、マスト細胞、脂肪細胞の相互作用からみた病原性

解析 

 A.b の新規病原性として、好中球の感染防御機構である NETs 形成を、本菌が好中球との接着

を抑制することで阻害することを報告した（Kamoshida G, Frontiers in Immunology 2018）。

MDRA とマスト細胞 LAD2 を共培養すると LAD2 は TNF-α, IL-8 を放出した。本菌のマスト細胞

への接着は CD32 を介することを報告した（Kikuchi-Ueda T, Immunobiology）。MDRA 由来 LPS

のマスト細胞に及ぼす影響では、標準株よりも TNF-αや IL-8 の産生および遺伝子発現を増強



させることを明らかにした。MDRA 由来 LPSの脂肪細胞に及ぼす影響を解析し, 脂肪細胞は炎症

サイトカインの産生や好中球の集積を促進するように作用することを報告した（Unno Y, 

Mediators of Inflammation 2018）。MDRA臨床分離株は、カタラーゼ産生能が標準株に比べて

有意に高く、マクロファージに貪食された後も食胞内で生存・増殖することを明らかにした

（Sato Y, Scientific reports 2019）。MDRA 感染症に使用する抗菌薬のいくつかが、LPS 刺激

後のヒト好中球の炎症性サイトカイン遺伝子発現を抑制する結果も得ている。 

(2)薬剤耐性菌の病原因子の解析 

 MDRA の病原因子の一つとしてバイオフィルム形成がある。In vitro でのバイオフィルム形成

に及ぼす抗菌薬の sub-MICs効果について検討し、TGCは抑制するが、CLは増強することを報告

した（Sato Y, PLoS One 2018）。CL 耐性を示す LPS 完全欠損株の病原性は低下しており、リ

ゾチームやいくつかの抗菌薬に感受性が高まることを示した（Kamoshida G, Frontiers in 

Immunology 2020）。当院で分離された多剤耐性菌の薬剤耐性と病原因子の遺伝子を解析し論文

報告した（Nishida S, Int J Antimicrob Agents 2018, Infection Prevention in Practice 2019）。

KPC 産生肺炎桿菌株のゲノムシーケンス解析を行い、論文発表及び国際特許出願

（PCT/JP2019/044965）を行った。また、当院においてMDRA、MDRP、KPC 産生肺炎桿菌が同時に

分離された症例について学会及び論文発表を行った（Nishida S,Int J Antimicrob Agents 2020)。 

(3) A.b 感染モデルを使用した病原性の解析 

  A.b やその多剤耐性菌（MDRA）の病原因子の解析では、薬剤感受性や耐性遺伝子解析、本菌

を用いたマウスや昆虫（Galleria mellonella）感染モデルを確立し薬効評価を学会や論文で報

告した。薬剤感受性 A.b（標準株と臨床分離株）を用いたマウス肺感染モデルにおいて、致死

性や病理組織を緑膿菌の場合と比較し、緑膿菌(PAO1株)の致死性が高いことを報告した。老化

マウス A.b 血流感染モデルを確立し、老化による宿主免疫応答の変化を評価し論文投稿中であ

る。これらのマウス感染モデルの確立は、今後の高齢者における新規治療薬およびワクチン開

発のために役立つと考えられる。昆虫 MDRA 感染モデルを用いて in vivo における病原性を感

受性株と MDRA 株で比較したところ、当院流行 MDRA 株の病原性が高いことが明らかとなった

（Nishida S, Infection and Drug Resistance 2018）。また、昆虫感染モデルにおいて in vitro 

の抗菌力を反映した抗菌薬の薬効評価が可能であることを示し、CLや TGC だけでなくミノサイ

クリン（MINO）やセフォゾプラン（CZOP）の有効性も示唆された。MDRA 昆虫感染モデルを用い

た抗菌薬の薬効評価系の確立は、多剤耐性菌に対する新規抗菌薬の有効性をみるためのスクリ

ーニングなどに有用と思われる。 
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those of the four double-resistant CIP/aminoglycoside (AMK 
or KAN) isolates (P=0.10).

Next, we compared the survival of G. mellonella infected 
with AMK-sensitive and -resistant isolates. At 24 h postinocu-
lation, the LD50 values of the 13 AMK-resistant isolates were 
lower than those of the four AMK-sensitive isolates (Figure 
2A). Furthermore, G. mellonella larvae were killed more 
rapidly by the 13 AMK-resistant isolates than the four AMK-
sensitive isolates (P=2.5×10−7). For instance, after 2 days, 62% 
of the G. mellonella larvae inoculated with AMK-sensitive 
isolates survived, compared to only 20% inoculated with 

AMK-resistant isolates (Figure 2A). The presence of the armA 
gene coding 16S rRNA methyltransferase was confirmed in all 
AMK-resistant isolates by PCR, suggesting that armA-positive 
isolates are generally more virulent against G. mellonella lar-
vae than armA-negative isolates (except for the AMK-sensitive, 
KAN-resistant and armA-positive isolate TK1024).

CRAB isolates also induced greater mortality of G. mel-
lonella than carbapenem-sensitive A. baumannii (CSAB) 
isolates (P=0.011, Figure 2B). The isolates with intermediate 
carbapenem resistance showed virulence comparable to CRAB 
(P=0.47) and CSAB (P=0.13). In our study, G.  mellonella lar-

A

B

Figure 2 Kaplan–Meier cumulative survival curves of G. mellonella infected with A. baumannii.
Notes: G. mellonella larvae were infected with 1×105 cFU of each strain. survival curves for the three drug-resistant groups were compared using the log-rank test. (A) 
aMK-resistant A. baumannii (MIc ≥32 mg/L) induced significantly greater mortality than AMK-sensitive A. baumannii (P=2.5×10−7). (B) cRaB (MeM MIc ≥32 mg/l) induced 
significantly greater mortality than CSAB (MEM MIC ≤2 mg/l) (P=0.011) and comparable mortality than A. baumannii of intermediate carbapenem resistance (MeM MIc 
4–16 mg/l) (P=0.47).
Abbreviations: aMK, amikacin; A. baumannii, Acinetobacter baumannii; cFU, colony-forming units; cRaB, carbapenem-resistant A. baumannii; csaB, carbapenem-sensitive 
A. baumannii; G. mellonella, Galleria mellonella; MeM, meropenem; MIc, minimum inhibitory concentration.
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variation in outcome. A case-control study of mortality fol-
lowing CRAB bacteraemia suggested a clonal subgroup of A. 
baumannii as a predictor of mortality.19 Therefore, differences 
in virulence among CRAB clones may partly contribute to 
the heterogeneous results in clinical studies. The results of the 
present study appear consistent with those of previous clinical 
studies, suggesting that carriage of carbapenem-resistance 
genes is associated with organism virulence, although with 
some variance (Figure 2B). While these studies demonstrated 
increased mortality among patients with CRAB vs CSAB 
bloodstream infections on bivariate inspection, this does not 
exclude the possibility that patient comorbidities drive poor 
outcomes or that patients with more comorbidities are more 
likely to be infected by CRAB.

In our study, G. mellonella larvae were killed more rapidly 
by blaOXA-23-negative isolates of A. baumannii than blaOXA-

23-positive isolate of A. baumannii. These results suggest 
that clinical isolates harboring the blaOXA-23 gene and those 
involved in an outbreak may be less virulent, consistent with 
a previous study regarding clinical isolates harboring the 
blaOXA-40 gene and those involved in an outbreak.5 However, 
another study reported a highly virulent isolate, AB5075, 
harboring blaOXA-23 and involved in an outbreak.12 Hence, 
the impact of carbapenem resistance on mortality due to A. 
baumannii infection remains uncertain.

In contrast to blaOXA-23-positive isolate, AMK-resistant 
isolates of A. baumannii killed G. mellonella larvae more 
rapidly than AMK-sensitive isolates (Figure 2A). These 
results suggest that clinical isolates harboring the armA gene 
coding 16S rRNA methyltransferase and those involved in 
an outbreak may be more virulent. The impact of AMK 
resistance and/or the armA gene on mortality due to A. 
baumannii infection warrants further study in light of this 
possibility.

In this study, we utilized G. mellonella to compare the 
pathogenicity of A. baumannii clinical isolates and to assess 
the efficacy of antibiotic treatment against a highly patho-
genic MDRA. Very little is known about the pathogenicity 
of MDRA, so this infection model may serve as a useful tool 
for future research. Interestingly, we observed an association 
between the pathogenicity of MDRA in G. mellonella and 
that observed in humans. Therefore, this model may also 
facilitate the study of novel compounds against MDRA with 
the ethical and logistical advantages over mammalian models. 
Mammalian infection models should be used to confirm our 
results before human studies in the future.

The third-generation cephalosporins are widely used 
for the empiric therapy of serious nosocomial infections. 
However, expression of β-lactamase (eg, AmpC) may confer 
resistance. Fourth-generation cephalosporins have potent 
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Figure 3 antibacterial activities against MDRa TK1033.

Notes: after infection with MDRa TK1033 (5×103 CFU), ZOP, STX, MIN, TGC, PMB, and CST (40 mg/kg each), antibiotics to which the strain was susceptible, significantly 
prolonged the survival of infected G. mellonella larvae (P<0.01 compared to saline-treated control infected larvae).

Abbreviations: cFU, colony-forming units; csT, colistin; G. mellonella, Galleria mellonella; MDRa, multidrug-resistant Acinetobacter baumannii; MIn, minocycline; PMB, 

polymyxin B; STX, sitafloxacin; TGC, tigecycline; ZOP, cefozopran.
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variation in outcome. A case-control study of mortality fol-
lowing CRAB bacteraemia suggested a clonal subgroup of A. 
baumannii as a predictor of mortality.19 Therefore, differences 
in virulence among CRAB clones may partly contribute to 
the heterogeneous results in clinical studies. The results of the 
present study appear consistent with those of previous clinical 
studies, suggesting that carriage of carbapenem-resistance 
genes is associated with organism virulence, although with 
some variance (Figure 2B). While these studies demonstrated 
increased mortality among patients with CRAB vs CSAB 
bloodstream infections on bivariate inspection, this does not 
exclude the possibility that patient comorbidities drive poor 
outcomes or that patients with more comorbidities are more 
likely to be infected by CRAB.

In our study, G. mellonella larvae were killed more rapidly 
by blaOXA-23-negative isolates of A. baumannii than blaOXA-

23-positive isolate of A. baumannii. These results suggest 
that clinical isolates harboring the blaOXA-23 gene and those 
involved in an outbreak may be less virulent, consistent with 
a previous study regarding clinical isolates harboring the 
blaOXA-40 gene and those involved in an outbreak.5 However, 
another study reported a highly virulent isolate, AB5075, 
harboring blaOXA-23 and involved in an outbreak.12 Hence, 
the impact of carbapenem resistance on mortality due to A. 
baumannii infection remains uncertain.

In contrast to blaOXA-23-positive isolate, AMK-resistant 
isolates of A. baumannii killed G. mellonella larvae more 
rapidly than AMK-sensitive isolates (Figure 2A). These 
results suggest that clinical isolates harboring the armA gene 
coding 16S rRNA methyltransferase and those involved in 
an outbreak may be more virulent. The impact of AMK 
resistance and/or the armA gene on mortality due to A. 
baumannii infection warrants further study in light of this 
possibility.

In this study, we utilized G. mellonella to compare the 
pathogenicity of A. baumannii clinical isolates and to assess 
the efficacy of antibiotic treatment against a highly patho-
genic MDRA. Very little is known about the pathogenicity 
of MDRA, so this infection model may serve as a useful tool 
for future research. Interestingly, we observed an association 
between the pathogenicity of MDRA in G. mellonella and 
that observed in humans. Therefore, this model may also 
facilitate the study of novel compounds against MDRA with 
the ethical and logistical advantages over mammalian models. 
Mammalian infection models should be used to confirm our 
results before human studies in the future.

The third-generation cephalosporins are widely used 
for the empiric therapy of serious nosocomial infections. 
However, expression of β-lactamase (eg, AmpC) may confer 
resistance. Fourth-generation cephalosporins have potent 
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prolonged the survival of infected G. mellonella larvae (P<0.01 compared to saline-treated control infected larvae).

Abbreviations: cFU, colony-forming units; csT, colistin; G. mellonella, Galleria mellonella; MDRa, multidrug-resistant Acinetobacter baumannii; MIn, minocycline; PMB, 

polymyxin B; STX, sitafloxacin; TGC, tigecycline; ZOP, cefozopran.
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