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研究成果の概要（和文）：クロルヘキシジングルコン酸塩（CHG）を暴露されたP. aeruginosa に対する抗菌薬
交差耐性獲得とメカニズムを解析した。CHG含有培地で継代培養することでMICが最大で256 μg/mLに上昇した。
これらの臨床分離株において、シプロフロキサシンに交差耐性（MIC; ≧1 μg/mL）を示すP. aeruginosaを確認
した。交差耐性株は、Efflux pumpsの一つをコードするmexCD-oprDの発現量が1.9±1.1（平均±SD）倍に上昇し
た。消毒薬の不適切使用は、キノロン系抗菌薬の耐性に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the cross-resistance of antibiotics in P. aeruginosa
 that exposed to chlorhexidine gluconate (CHG). The testes strains were sub cultured in 
CHG-containing medium, and the MIC of CHG increased up to 256 μg/mL. Among these clinical isolates 
exposured to CHG, P. aeruginosa was confirmed to be cross-resistant of ciprofloxacin (CPFX) (MIC; 1 
μg/mL). Some P. aeruginosa strains showed no resistance of amikacin (AMK) but showed a 3-tube 
increase in the MIC. However, no change was observed in the MIC of meropenem of β-lactam drug. In 
the strains that acquired cross-resistance to quinolone antimicrobials, the expression level of 
mexCD-oprD, which encodes one of the efflux pumps, increased 1.9 ± 1.1 (mean ± SD) times. These 
results suggest that inappropriate use of disinfectant concentrations may lead to the emergence of 
quinolone-resistant P. aeruginosa.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カルバペネム系薬、キノロン系薬およびアミノグリコシド系薬に耐性を獲得したMDRPの出現は、抗菌薬の不適切
使用が一因にあると考えられてきた。しかし、消毒薬のCHGに抵抗性を獲得したP. aeruginosaの一部は、キノロ
ン系抗菌薬のCPFXに交差耐性を獲得した。この交差耐性獲得株は、主にMexCD-OprJの高発現が関与すると考えら
れてた。不適切な抗菌薬使用による薬耐性菌（AMR）の出現のみならず、CHGなどの消毒薬暴露によるAMR対策も
講じる必要があると考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
難治性かつ重症化しやすい医療関連感染症の起因菌の一つに P. aeruginosa がある。この P. 

aeruginosa は、フルオロキノロン系薬のシプロフロキサシン（CPFX）やレボフロキサシン
(LVFX) などの不適切使用により同系統の薬剤に耐性を示すことが知られている。また、クロル
ヘキシジングルコン酸塩（CHG）や塩化ベンザルコニウム（BZC）などの消毒薬にも抵抗性を
示す P. aeruginosaが存在することも報告されている。 

P. aeruginosa におけるフルオロキノロン系の薬剤耐
性メカニズムの一つに菌体に備わる薬剤排出ポンプ
（efflux pump）がある。この efflux pumpは、抗菌薬を
菌体外へ排出する役割を担っている。Efflux pumpは、
抗菌薬の他に CHG や BZC などの消毒薬も排出する。
すなわち、これらの薬剤は同一の efflux pump から排出
されており P. aeruginosa の消毒薬抵抗性と CPFX や
LVFX 耐性には関係性があると想定される。 P. 
aeruginosa において  BZC の MIC 変化とともに 
CPFX の MIC値も上昇することが報告されており（右：
Table）、これらの抗菌薬と消毒薬が交差耐性すると十分
に考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、P. aeruginosa に対する CHG などの消毒薬使用が、抗菌薬の交差耐性獲得に関与
するか否か検討し、そのメカニズムを解明することを目的とする。薬剤耐性菌は、抗菌薬の過剰
使用などの不適切な投与で出現すると考えられていた。抗菌薬耐性 P. aeruginosaは感染症治療
や院内感染対策において極めて困難を要することから、本研究は医療・看護の新しい一考察とな
る。抗菌薬の投与のみならず消毒薬使用により抗菌薬耐性を獲得する可能性も示唆され、生体や
環境に消毒薬を用いる看護師を中心とした全ての医療スタッフが耐性菌問題に取り組む必要性
がある。 
 
３．研究の方法 
1)  対象菌株 
臨床分離 P. aeruginosa と P. aeruginosa標準株の PAO1株 

2)  消毒薬と抗菌薬 
消毒薬：CHG 抗菌薬：CPFX、LVFX、アミカシン（AMK）、メロペネム（MEPM） 

3)  クロルヘキシジングルコン酸塩暴露による耐性誘導モデル（Fig） 
CHGのMutant prevention concentration (MPC)を測定した。すなわち、Muller-Hinton 
agar (MHA)を用いて CHGの 2倍希釈系列（1024-16 µg/mL）を作製し、この希釈系列に
被験菌を>1010 CFU/mL 接種し 37°C 48 h培養した。1/2 MPCに生残した菌株を異なる希
釈系列に>1010 CFU/mL継代培養する操作を 5回繰り返した。また、これらの操作で得ら
れた 1/2MPC生残株を用いて、CHG、CPFX、LVFXおよび AMKの感受性を測定した。
耐性判定基準は、EUCAST Ver 9.0 に従った。さらに、efflux pump の MexAB-OprM、
MexCD-OprJ、MexXYOprMおよび D2 porinのmRNA発現量を、real time RT-PCR を
用いて親株を 1とした相対比較で測定した。 

 
４．研究成果 
一部の対象菌株におけるCHGのMIC変化を以下の Table a-eに示した。5回のCHG暴露で、
CHGのMICは 4-16 fold上昇した(Table a). このうち臨床分離株（T1-T4）が CPFXに交差耐
性（MIC; ≧1 µg/mL） を示した(Table b)。特に、菌株 T4は、CHG暴露モデル 1回目から CPFX
耐性を示したことから、暴露早期に交差耐性を獲得した。菌株 T2は、CPFXおよび LVFXに同
時に耐性を獲得した(Table b-c)。また、耐性を示さなかったが AMK の MIC も 3 管上昇した
(Table d)。β-lactam系薬であるMEPMのMICには、影響しなかった(Table e) 



CHG 暴露の菌株に対する efflux pumps をコー
ドするmRNAの相対発現量を右の Figに示した。
CHG 負荷により mexCD の発現量が 1.9±1.1（平
均±SD）倍に上昇した。また、mexABおよびmexXY
は、wild typeと比較すると同等の発現量であった。 

D2 porin の発現量は、1.1-0.9 倍を示し、CHG
暴露による影響は限定的であったと推測された。 

CHG の暴露により、CPFX および LVFX に交
差耐性を示すことを確認した。抗菌薬使用による薬
剤耐性のみならず、消毒薬も適切な濃度で使用されない場合にキノロン系抗菌薬の耐性 P. 
aeruginosa が出現する可能性が示唆された。 
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