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研究成果の概要（和文）：12 株の肺炎桿菌高度多剤耐性変異株において、発現が上昇している
多剤排出ポンプ遺伝子を同定した。これらのうち８株が KexD の発現上昇株であり、2株は KexGH
の発現上昇株であった。残り 2株のうち 1株は kexAB 発現上昇株であった。残りの１株は kexF
発現上昇株（Nov2-2 株）であった。この株では kexF の上流領域（約 3kbp）が大きく欠損して
いた。この変異株はこの領域の欠損により、kexF の発現が上昇し、多剤耐性化したと考えられ
る。 
 

研究成果の概要（英文）：Of twelve multidrug resistant mutants from K. pneumoniae 
ATCC10031, we revealed that the expression of a multidrug efflux pump gene, kexD was 
increased in eight mutants. We also identified that two mutants whose expression of 
kexGH was increased and the expression of kexAB or kexF, was respectively increased in 
the other two mutants. Especially, 3kbp of deletion in the upstream of kexF was confirmed 
in the overexpressing mutant of kexF, and it was thought that the deletion caused the 
multidrug resistant phenotype. 
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１． 研究開始当初の背景 

ヒトの生活環境には多くの細菌が存在し
ている。このような細菌は通常、健常人に対
して病原性を示すことは少ない。しかし、中
には、乳幼児や高齢者、あるいは基礎疾患を

持つ患者に対して日和見的に感染症を起こ
すものが存在している。近年、このような常
在菌の抗菌薬に対する耐性化が進んでいる。
耐性菌の中でも、構造や機能の異なる複数の
抗菌薬に耐性を獲得した多剤耐性菌の出現



と拡大は、臨床現場での重大な問題である。 
肺炎桿菌はヒト腸管や環境中に存在する

細菌であり、日和見感染の原因菌の一つであ
る。肺炎桿菌はアルコール中毒、糖尿病など
の基礎疾患を持つ患者において壊死性の大
葉性肺炎を起こすほか、尿路感染症や菌血症
の原因となる。この菌による感染症治療には
第 3 世代セフェム系抗菌薬やニューキノロ
ンが多く用いられるが、現在、これらの抗菌
薬に対して耐性を獲得した肺炎桿菌が、世界
中で報告されている。 

細菌の抗菌薬耐性化は、その原因が外来性
遺伝子に由来する場合と、内在性の遺伝子に
よるものに大別される。肺炎桿菌のセフェム
系抗菌薬やキノロン系抗菌薬それぞれに対
する耐性化には、プラスミドやインサーショ
ンシーケンスなどの可動性因子が関与して
いる例が報告されている。一方、申請者らの
調査によると、肺炎桿菌のゲノム上には、こ
の細菌の抗菌薬耐性と関係していると推定
される遺伝子が、少なくとも 30 個以上存在
しているが、肺炎桿菌の多剤耐性化とゲノム
中の原因遺伝子という観点からは、あまり研
究が行われていなかった。 

ゲノムに由来する重要な多剤耐性因子の
１つである多剤排出ポンプは、大腸菌や緑膿
菌などのグラム陰性菌において、多剤耐性化
に密接な関連があることが報告されている。
申請者は、肺炎桿菌の多剤排出ポンプに注目
し、本課題申請時までに実際にゲノム由来の
遺伝子の変異により、肺炎桿菌が多剤耐性化
するということを明らかにした。 

申請者は抗菌薬に対する感受性が高い肺
炎桿菌 ATCC10031 株から、抗菌薬耐性変異株
を多数分離し、これらの中の 13 株が抗菌薬
のみでなく、消毒薬や色素などを含む様々な
抗菌物質に対しても、高度に多剤耐性化して
いることを示した。このような多剤耐性化現
象には、多剤排出ポンプが関係していると考
えられる。 

多剤排出ポンプは、抗菌薬など細胞に対し
て毒性を示す化学物質を細胞外に能動的に
排出する膜タンパク質である。多剤排出ポン
プの基質特異性は広く、全く構造の異なる化
学物質を基質として認識することができる。
従って、多剤排出ポンプにより抗菌薬に耐性
化した場合、同時に複数の抗菌薬や消毒薬に
対して耐性を獲得することができる。 

高度多剤耐性変異株の中には、申請者がこ
れまでに解析を行った多剤排出ポンプの基
質特性パターンと非常によく類似したパタ
ーンを示すものが存在していた。さらに RT
－PCR により、いくつかの株において、多剤
排出ポンプ遺伝子の発現が上昇しているこ
とを明らかにした。この結果から、肺炎桿菌
においても、多剤耐性化にゲノム由来の多剤
排出ポンプが関与している可能性があるこ

とが予想された。 
 
２． 研究の目的 
先述の様な背景を受けて、申請者は、本研究
で次の点について明らかにすることを目指
した。 
13 株の多剤耐性変異株のうち、原因遺伝子
を明らかにできていない株の原因遺伝子を
同定すること、多剤耐性の原因遺伝子が推定
されている株について、推定された遺伝子が
事実、多剤耐性化の原因遺伝子であるかどう
かを実験的に調べること、そして、原因遺伝
子が同定された株について、どのようなメカ
ニズムにより生じたのか、その直接的な原因
を明らかにすること、である 
 
３．研究の方法 
(1)分離した高度多剤耐性株 13 株のうち、原
因遺伝子に関する解析をまだ行っていない 9 
株について、原因遺伝子の探索を行う。これ
ら 9 株の抗菌薬耐性上昇パターンと、申請者
らが以前に調べた肺炎桿菌の 14 種類の多剤
排出ポンプ(acrAB、kexAB、kexC、kexD、kexEF、
kexGH、kexJK、kexLM、kexRS、kexTU、kexVWX、
kmrA、kdeA、ketM)の基質特異性が完全に一
致したものはなかった。しかし、いくつかの
ポンプではある程度の類似は認められてい
る。そこで、以前に解析済み遺伝子の mRNA 発
現が、変異株において変化しているかどうか
RT-PCR で調べた。 
(2)項目(1)で発現上昇が生じている遺伝子
が同定できた株について、該当遺伝子とその
周辺領域の DNA シーケンスを決定した。 
(3)多剤排出ポンプ kexD、kexG の発現上昇が
認められたが、変異株該当遺伝子とその周辺
領域に変異が認められなかった変異株につ
いて、原因遺伝子の探索を行った。申請当初
はトランスポゾンを利用した解析を予定し
ていたが、次世代シーケンサーによる解析が
普及してきたことから、次世代シーケンサー
によるゲノム変異解析を行った。なお、kexD、
あるいは kexG の発現上昇株は複数分離され
ているため、それぞれ 1株を選択し次世代シ
ーケンサーによる解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)研究の主な成果 
13 株の肺炎桿菌高度多剤耐性変異株のう

ち、12 株について、発現が上昇している多剤
排出ポンプ遺伝子を同定した(表１参照)。 
 

① KexD 発現上昇株について 
13 株のうち８株が多剤排出ポンプ KexD の発
現上昇株であった。しかし、kexD 遺伝子及び
その周辺領域について DNAシーケンスを決定
した結果、いずれの変異株においても調べた
領域には変異が同定されなかった。従って、



kexD の発現上昇は kexD プロモーターの変異
ではないと考えられた。kexD は、変異株の親
株において、通常の培養条件下では発現が認
められない遺伝子である。従って、kexD 遺伝
子はその近傍にない遺伝子産物に通常は発
現が抑制されており、変異株ではそのような
発現抑制因子に変化が生じていると考えら
れた。そこで、変異株の中から１株を選択し、
次世代シーケンサーによる変異解析を行っ
た。この結果から、kexD 発現上昇株において
は、変異が入っている可能性が高い 4つの遺
伝子について、これまでに実際にサンガー法
でシーケンスの確認を行ったが、予想された
変異は擬陽性であり、変異は同定されなかっ
た。今後、残りの候補遺伝子について、変異
の有無を確認する必要がある。 
 
② kexGH 発現上昇株について 
kexG の発現上昇株は 13 株中 2 株存在してい
た。これらについても kexGH-kocA 遺伝子
（kexG と kexH, kocA はオペロンを形成して
いる。）及びその周辺領域について DNA シー
ケンスを決定したが、いずれの変異株におい
ても調べた領域には変異が同定されなかっ
た。kexD と同様に、kexG は親株において、
通常の培養条件下では発現が認められない
遺伝子である。そこで、KexG についても１株
を選択し、次世代シーケンサーによる変異解
析を行った。その結果、TetR ファミリーに属
する推定の発現制御遺伝子の変異を見出し
た。 
 
③ kexAB 発現上昇株について 
kexAB（oqxAB）発現上昇株は 13 株中１株
（Oxa128 株）存在していた。kexAB 及びその
周辺領域について DNAシーケンスを決定した。
なお、kexAB 上流、下流には推定の発現制御
遺伝子が複数存在していたため、それらにつ
いてもシーケンスを決定した。その結果、
Oxa128 株において、kexA とその上流に位置
する遺伝子 rarA の遺伝子間領域内に点変異 
(G→T)を同定した。なお、本課題遂行中にイ

ギリスのグループにより rarA が kexA のアク
チベーターをコードする遺伝子であり、この
遺伝子の発現上昇により kexABの発現上昇が
起こると報告された(Antimicrob Agents 
Chemother. 2012 Aug;56(8):4450-8)。しか
しこのグループが同定した変異の位置と、申
請者が同定した点変異の位置は異なってい
た。そこで、申請者が分離した変異株 Oxa128
株において rarA の mRNA 発現を調べた結果、
Oxa128 株では rarA の発現上昇は生じていな
いことが明らかになった。このことから、イ
ギリスのグループが用いた肺炎桿菌と我々
が分離した株では異なる機構で kexA の発現
上昇が引き起こされていると考えられる。  
そ こ で 次 に GFP (Green Fluorescent 

Protein)遺伝子が組み込まれた市販のプラ
スミド pZsGreen1-DR に ATCC10031 株および
Oxa128株由来のkexA-rarA遺伝子間領域をク
ローニングし、GFP の発現を調べたが、点変
異の有無に関わらす、GFP の発現に大きな変
化は見られなかった。 
一方、変異型の制御領域を持つプラスミド

を導入した時、oxacillinや chloramphenicol
など kexAB の基質となる抗菌物質の MIC が上
昇し、実際に kexA の発現上昇が起こってい
ることが明らかとなった。 
kexAB の上流領域には kexAB のアクチベー

ターRarA とリプレッサーOxaR 両方の結合領
域があるのではないかと考えられる。そして、
肺炎桿菌ATCC10031ではリプレッサーOxaRが
優位にこの領域に結合しているが、Oxa128 株
で見出された点変異はリプレッサーOxaR の
結合の優位性を弱めるものではないかと考
えている。その結果、アクチベータ RarA が
結合可能となり、kexAB の発現上昇が観察さ
れるのではないかと考えられる。一方、この
点変異があっても、リプレッサーOxaR の結合
能がゼロになるわけではなく、変異型の結合
領域をプラスミドで導入した場合、ゲノムか
ら発現したリプレッサーOxaR がプラスミド
上の配列にトラップされる。そして、ゲノム
上にあるアクチベータ RarA の結合部位がフ
リーとなった結果、プラスミド上に変異型の
制御領域を持つ肺炎桿菌 ATCC10031 の kexAB
の発現が上昇するのではないかと考察して
いる。この点についての検証は今後行う予定
である。 
 

④ kexF 発現上昇株について 
 
13 株中１株は kexF 発現上昇株（Nov2-2 株）

であった。シーケンスシングを行った結果、
この株では kexF と同一オペロン上に存在す
る kexE 遺伝子の途中から上流にかけての領
域（約 3kbp）が大きく欠損していた。本来、
kexEF 遺伝子の上流にはこのオペロンのリプ
レッサーであると推定される envR 遺伝子が



存在している。しかし、Nov2-2 株では envR
及び kexEF遺伝子の上流域が失われたために、
kexEF 遺伝子の発現抑制が解除され多剤耐性
化したものと考えられる。 
 

(2)成果の国内外における位置づけ 
多剤耐性肺炎桿菌の問題は、日本においては
まだそれほど顕著にはなっていないが、欧米
では非常に深刻な問題となっている。このよ
うな多剤耐性肺炎桿菌はプラスミドの獲得
により、耐性を獲得する例が数多く報告され
ているが、本研究により、抗菌薬に曝される
ことで、肺炎桿菌が容易に多剤耐性化するこ
とが示された。そして、その耐性化には多剤
排出ポンプの発現上昇が重要であることが
明らかとなった。研究室ではプラスミドの獲
得による耐性化を考慮する必要はないが、多
剤排出ポンプの発現上昇に加えて、プラスミ
ドの獲得が生ずれば、実際の臨床現場におけ
る大きな脅威となることが予想される。 
 
(3)今後の展望 
今回、多剤排出ポンプの発現上昇の原因とな
る遺伝子をある程度同定することが出来た。
従って、この情報を基に次の段階として、多
剤排出ポンプの発現制御メカニズムを詳細
に明らかにしたいと考えている。本研究は基
礎研究であるが、私は次の2つの点において、
将来の臨床応用を期待している。 
1 つはこの各過程に関わる因子を明らかにす
ることで、抗菌薬に対する耐性化を抑制する
薬の開発に繋げられるのではないかという
点である。また、本課題の前に、私は耐性菌
を分離した経緯から、抗菌薬によって耐性菌
の出現頻度が異なることを定量的に明らか
にした。そこで、2 番目の可能性として、耐
性化のメカニズムを明らかにすることで、抗
菌薬が多剤耐性菌を出現させやすいかどう
かの評価システムを作成できるのではない
かと考えている。 
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