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研究成果の概要（和文）：緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa のカルバペネム系薬

耐性に関与している OprD 変異をタンパク質レベルで迅速に検出することが可

能な測定系および外膜タンパク質抽出法を構築した。さらに，カルバペネム系

薬耐性株として臨床分離された P. aeruginosa の収集を行い，本研究で構築し

た測定系および外膜タンパク質抽出法を用いて OprD 変異によるカルバペネム

系薬耐性に関するサーベイランスを実施した。 

 

研究成果の概要（英文）：Rapid detection of OprD alteration conferring 

carbapenem resistance in Pseudomonas aeruginosa was developed. To survey 

carbapenem resistance caused by OprD alteration, carbapenem-resistant P. 

aeruginosa isolates were collected from all over the country and detected 

the alteration using our newly developed methods.  
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１．研究開始当初の背景 

 緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa 

において，抗菌薬耐性は治療を困難に

させるだけでなく病院感染症のアウ

トブレイクの原因となる頻度を高く

する。なかでも，外膜タンパク質であ

るOprD/OprMの変異は P. aeruginosa 

におけるカルバペネム系薬耐性の主

要な機序の一つであるが，現在のとこ

ろ，これを日常診療の臨床検査で検出

することは不可能である。 

 

 

２．研究の目的 

 OprD/OprM変異をタンパク質レベル

で定量または定性するための測定系

を構築し，最終的には，迅速かつ簡便

で臨床応用が可能な測定系として完

成させることを目的に研究を行う。さ

らに，構築した検出系を用いて，

OprD/OprM 変異による P. aeruginosa 

のカルバペネム系薬耐性の分布状況

を明らかにするための疫学的解析(サ

ーベイランス)をできるだけ規模を大

きくして行い，適切な抗菌薬療法を推

進するためのエビデンスを得ること

も視野に入れた研究を展開する。 

 

 

３．研究の方法 

(1) P. aeruginosa の OprD/OprM 変異

をタンパク質レベルで定量または定

性するための方法を確立することを

目的とし，Western blot 法ならびに

酵素抗体測定法 enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA)を応用

した測定系を構築し，迅速で，高感度

かつ特異的に OprD/OprM 変異が検出

できるよう，改良のための検討を重ね，

測定条件を最適化する。 

(2) OprD/OprM を含む外膜タンパク質

の抽出法を構築する。迅速に効率よく

目的とする外膜タンパク質を抽出す

ることができるようにするための検

討を重ね，抽出条件を最適化する。 

(3) 日本全国からカルバペネム系薬

耐性株として臨床分離された P. 

aeruginosa を収集し，サーベイラン

スを実施する。収集した臨床分離株に

ついて，寒天平板希釈法により，

imipenem，meropenem，doripenem の

最小発育阻止濃度を決定した後，本研

究で構築した外膜タンパク質抽出法

ならびに OprD/OprM 変異検出系

(Western blot法およびELISA)を用い

て測定を行い，各測定系の感度や特異

度などを検証するとともに，わが国に

おけるカルバペネム系薬耐性の分布

状況を明らかにする。さらに，適切な

抗菌薬療法や医療関連感染対策を推

進するためのエビデンスを得るため

の分析を行う。 

 

 

４．研究成果 

(1) P. aeruginosa における OprD 変

異を迅速で高感度かつ特異的に検出

する測定系として，Western blot 法

ならびに ELISA の技術を応用した測

定系を構築した。 

(2) P. aeruginosa の培養液から

OprD/OprMを含む外膜タンパク質を迅

速かつ高率よく検出することを可能

とする抽出系を構築した。 



(3) 日本全国より，カルバペネム系薬

耐性株として臨床分離された P. 

aeruginosa の収集を行い，OprD 変異

によるカルバペネム系薬耐性に関す

るサーベイランスを開始した。収集し

たそれぞれの株について，まず，

imipenem，meropenem，doripenem の

最小発育阻止濃度を決定し，これまで

構築した外膜タンパク質迅速抽出系，

Western blot 法による測定系，ELISA

法による測定系を用いて，OprD 変異

の検出を実施した。 

(4) 可能なかぎり多くの臨床分離株

を対象としたサーベイランスとする

ために，今後，本研究を発展させるこ

とにしている。 
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