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秋田県に侵淫している多剤耐性緑膿菌の耐性機構と 

有効な抗生物質の用法，分子疫学的解析技術に関する研究（第 2 報） 

 

八柳 潤  今野貴之  齊藤志保子 

 

 

平成 19 年 3 月の医療法改正により，地方衛生研究所には MDRP 院内感染が発生した際の行政対応

を科学的に支援するための技術を導入・確立する責務が発生した。我々は昨年に引き続き MDRP の多

剤耐性機構についてさらに検討すると共に，MDRP の PFGE 解析手法について検討した。大腸菌組み

換え体を作出して検討した結果，MDRP のアミカシン耐性機構に，従来知られていた aac(6')-1ae 遺伝

子の他に aac(6')-1a，aacA7 が関与することを明らかにした。一方，薬剤排出ポンプ阻害剤である

MC207,110 を使用する生化学的な手法により，MDRP のアズトレアナム，ミノマイシン，レボフロキ

サシン耐性機構に薬剤排出ポンプが関与していることが示された。また，ミノマイシンと薬剤排出ポ

ンプ阻害剤の併用療法の可能性が示唆された。一方，従来の SpeI PFGE に XbaI PFGE を併用すること

により，より詳細な分子疫学解析が可能となることを示した。MDRP が秋田県内の医療機関に侵淫し

ていることが示されたことは，将来的に秋田県内でも MDRP による院内感染事例が発生する可能性を

示唆すると考えられる。その際，本事業により導入・確立した PFGE 解析法により感染ルートに関す

る知見，また，BC プレートにより患者の治療に資する有用な抗生物質に関する知見を得ることなど

により，行政対応を科学的に支援することが可能と考える。 

 

1. 緒言 

 平成 22 年 9 月に多剤耐性アシネトバクターや

NDM-1 メタロ β ラクタマーゼ薬剤耐性菌による

院内感染が社会問題となった。薬剤耐性菌による

院内感染はこれまでもマスコミでとりあげられ

る社会問題となってきたが，とりわけ，多剤耐性

緑膿菌（MDRP）は死者を伴う感染事例を惹起し

ていることから注目されている 1)。加えて，MDRP
はほぼ全ての抗生物質に耐性であるために

MDRP 感染者の治療は困難を極める。平成 19 年

3 月に医療法が改正され，MDRP による院内感染

対策に行政も密接に関与する必要が出てきたこ

とにより，地方衛生研究所にはその行政対応を科

学的に支援するための技術を導入・確立する必要

が生じた。そのため，本調査研究事業は MDRP
の分子疫学解析手法の導入・確立，感染者の治療

に資する抗生物質併用法について検討すること，

さらに多剤耐性機構の解明を目的として実施し

た。我々はこれまで，MDRP が秋田県内全域の

医療機関に侵淫していることを明らかにし，院内

感染様事例の発生も示唆した。また，MDRP 感

染症の治療に有効であることが期待される抗生

物質併用法について県内分離株を供して検討し，

クリンダマイシンの有用性と抗生物質併用法の

有用性を確認した 2)。 
 今回，我々は MDRP の多剤耐性機構について

さらに検討すると共に，MDRP の PFGE 解析手法

について検討をしたので報告する。 
 

2. 方法 

2.1 アミノグリコシド修飾酵素遺伝子のクロー

ニングと組み替え大腸菌の表現型 

  前報で MDRP 34 株のアミカシン耐性遺伝子に

ついて検討した結果，23 株が aac(6')-Iae 遺伝子

を保有していることを確認した 2)。aac(6')-Iae 遺

伝子陰性株 11 株のうち，2 株が aac(6')-Ia，2 株

が aacA7 を保有することを明らかにしたが，こ

れらのアミノグリコシド修飾遺伝子がアミカシ

ン耐性の発現に関与しているかどうか不明であ

った 2)。このため，これらのアミノグリコシド修

飾遺伝子をクローニングして組み換え大腸菌を

作製し，大腸菌内でその遺伝子を発現させ，その

大腸菌のアミノグリコシド耐性表現型を調べる

ことによりアミカシン耐性との関連を検討した。

なお，遺伝子のクローニングと大腸菌での発現

は，既報 3)に従って実施した。 
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2.2 薬剤排出ポンプ阻害剤の効果 

 MDRP の多剤耐性機構に Efflux Pump が関与す

るかどうかの検討には，県内で分離された MDRP 
24 株を供試した。Efflux Pump Inhibitor (EPI) に
は Lomovskaya ら が 報 告 4) し た MC207,110 
(Phe-Argβ-naphthyl-amide dihydrochloride) を使用

した。MC207, 110 不添加，40 μg/ml 添加時にお

けるアンピシリン，アズトレアナム，ピペラシリ

ン，イミペネム，セファゾリン，メロペネム，セ

フォチアム，ゲンタマイシン，セフタジジム，ア

ミカシン，セファクリル，ミノマイシン，フルオ

モキセム，フォスフォマイシン，セフポドキシム，

レボフロキサシンの MIC を，ドライプレート

DP21 を使用して測定した。MC207,110 の効果は

MIC の低下管数で表現した。 
 

2.3 MDRP の PFGE パターン解析 

 県内で分離された散発事例由来緑膿菌 19 株お

よび同一医療機関で分離された，院内感染事例由

来疑い MDRP 18 株を供試した。PFGE は Spejer
らが報告 5)した SpeI PFGE 法に従い実施し，制限

酵素に XbaI，NotI を使用する解析も試行した。 
 

3. 結果 

3.1 アミノグリコシド修飾酵素遺伝子のクロー

ニングと組み替え大腸菌の表現型 

 アミカシン耐性に関与することが報告されて

いる aac(6')-Iae 遺伝子を pBluescriptII ベクターに

組み込み，lacZ 遺伝子産物との Fusion Protein と

して発現させた組み換え大腸菌 JM109，E. coli 
：aac(6‘)-Iae のアミカシンに対する MIC は，表 1
に示すように 32 μg/ml であった。菌種の違いな

どにより同じ遺伝子を保有する緑膿菌と大腸菌

の MIC を直接比較して議論することはできない

ものの，この MIC は感染症法に定めるアミカシ

ンの耐性基準に合致する。前報で述べたように，

MDRP に検出された aac(6')-Ia と aacA7 遺伝子が

アミカシン耐性に実際に関与するかどうかは不

明である。このことを確認するために，同様の手

法で組み換え大腸菌 E. coli ：aac(6‘)-Ia と E. coli 
：aacA7 を調製し，アミカシンに対する MIC を

測定検討したところ，どちらの組み換え体の MIC
も＞32 μg/ml であった。これらの結果から，

aac(6')-Ia と aacA7 遺伝子はいずれも MDRP のア

ミカシン耐性機構に関与していると考えられた。 

3.2 薬剤排出ポンプ阻害剤，MC207,110 による抗

生物質の MIC 低下 

 供試した MDRP 24 株中 3 株を除き，EPI であ

る MC207,110 の存在下（40 μg/ml）でアズトレア

ナム（AZT）の MIC が低下することが確認され

た（表 2）。2 管を上回る MIC の低下と，3 管を

上回る MIC の低下が観察された株がそれぞれ 4
株と最も多く，5 管を上回る MIC の低下が観察

された株も 2 株認められた。ミノマイシン

（MINO）については MC207,110 の効果が最も顕

著に認められ，24 株中 5 管を上回る MIC の低下

が観察された株が 12 株，4 管を上回る MIC の低

下が観察された株が 10 株，3 管を上回る MIC の

低下が観察された株が 1 株認められ，MC207,110
の効果が認められない株は 1 株に過ぎなかった

（表 3）。レボフロキサシン（LVFX）について

も MC207,110 の効果が認められたが，2 管の MIC
低下が観察された株が 14 株と最も多く，無効の

株も 3 株認められ，MIC の低下傾向は顕著では

なかった（表 4）。なお，データは示さないが

MC207,110 の効果は 10 μg/ml，40 μg/ml で濃度依

存的であった。また，MC207,110 は 40 μg/ml の
濃度で供試株の発育自体には何ら影響を及ぼさ

なかった。 
  

3.3 MDRP の PFGE パターン解析 

 MDRP の分子疫学解析手法としては，Spejer
らの SpeI PFGE が汎用されている。今回，散発事

例由来株 19 株と同一医療機関で分離された

MDRP 18 株について Spejer らの SpeI PFGE を実

施した。図 1（A）に示すように，散発事例由来

株には多彩な PFGE パターンが認められ，この方

法の解析力の高さが確認された。図 1（B）に示

すように，今回供試した同一医療機関由来 18 株

は，前報 2)でも指摘したとおり，バンド数本の違

いが認められるものの，SpeI PFGE パターンがほ

ぼ一致していた。このことは，これらの株が院内

感染を惹起していた可能性を示唆していた。この

同一医療機関由来株について，XbaI を使用して

PFGE を試行した結果を図 2 に示す。（A）に示

すように，SpeI PFGE パターンでは，バンド数本

の違いがみられるがその違いは顕著ではない。一

方，（B）に示す XbaI PFGE パターンでは，生じ

るバンドが全体的に低分子量となり，今回実施し

た Spejer の泳動条件では必ずしも最適な泳動結
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果とはなっていないが，比較的高分子量のバンド

に明瞭な違いが生じることがわかった。今後，パ

ルスタイムを調整することにより，より適した泳

動条件を確立する必要がある。なお，データは示

さないが，NotI を使用して PFGE を試行したと

ころ，バンドがスメアーとなり，解析不能な結果

が得られた。 

 

4. 考察 

 MDRP の多剤耐性機構について前報に引き続

き検討した。前報の成績と併せて，秋田県内で確

認された MDRP 34 株のうち 23 株が aac(6')-Iae，
2 株が aac(6')-Ia，2 株が aacA7 遺伝子を保有し，

これらの遺伝子がアミカシン耐性に関与してい

ることが明らかになったが，残り 7 株のアミカシ

ン耐性機構は不明であった。一方，イミペネム耐

性に関与するカルバペネマーゼ遺伝子について

は，34 株中 31 株が IMP，1 株が VIM 型メタロ β
ラクタマーゼ遺伝子を保有していることが確認

されたが，2 株のイミペネム耐性機構は不明であ

った。このように，MDRP のアミカシンとイミ

ペネム耐性機構はいずれも単一の遺伝子による

ものではなく，種々の異なる遺伝子が関与する複

雑な機構によることが確かめられた。Sekiguchi
らは，神経外科病棟で発生した院内感染の起因菌

であった MDRP の耐性遺伝子を解析する過程

で，新たな Aminoglycoside Acethyl transferase で

ある aac(6')-Iae を見出し 6)，MDRP のマーカーと

して aac(6')-Iae が適していることを指摘してい

る 1)。しかし，秋田県内で分離された MDRP を

供試して検討した我々の成績では， 34 株の

MDRP のうち，この遺伝子を保有していたのは

23 株に過ぎず，この遺伝子を標的とする PCR で

は MDRP の診断率が約 68％に過ぎないことが明

らかとなった。この矛盾の要因は明らかではない

が，Sekiguchi らの成績では，PFGE パターン分類

により Cluster A に分類された 212 株全てが

aac(6')-Iae を保有していたのに対して，その他の

Cluster に属する 2 株はいずれも aac(6')-Iae 陰性と

なっている。従って，今回我々が供試した秋田県

内分離株には，Sekiguchi らの Cluster 分類の

ClusterA に該当しない株が多く包含されていた

とも推察される。このように，MDRP に特異的

な遺伝子が特定されない限り，特異性と検出感度

が高い MDRP の遺伝子診断法を確立することは

困難と推察される。なお，今回の検討で耐性機構

を特定し得なかった株については，今後，近年急

速に応用範囲が広がっている次世代シークエン

サーを使用して全染色体のシークエンスを決定

することにより，耐性機構に関与する遺伝子を特

定するなど，革新的な切り口により，耐性機構の

解明にアプローチする必要があると考えられる。 
 薬剤排出ポンプ（Efflux Pump）が緑膿菌の薬

剤耐性機構に重要な役割を果たしていることを

指摘する報告は多い 4,7-10)。緑膿菌の薬剤排出ポ

ンプは RND (resistance-nodulation-division) efflux 
pump に分類され，これに属する MexAB -OprM，

MexCD-OprJ，MexEF-OprN，MexXY-OprM が薬

剤耐性機構に重要な役割を果たしているとされ

ている 4)。一方，MexAB-OprM 以外は緑膿菌の薬

剤耐性に殆ど関与していないとする報告 9)もあ

る。これらの薬剤排出ポンプは主にフルオロキノ

ロン系抗生物質に対する耐性に関与するという

報告 4,7)がある一方，テトラサイクリン，クロラ

ムフェニコール，キノロン，マクロライド等，多

種類の抗生物質に対する耐性に関与するとの報

告 9)もある。今回，我々は EPI を使う生化学的な

アプローチにより MDRP の耐性機構における排

出ポンプの関与を検討した。その結果，テトラサ

イクリン系抗生物質である MINO の MIC が

MC207,110 により顕著に低下することが明らか

となり，MINO の耐性機構に薬剤排出ポンプが深

く関与している可能性が示された。ニューキノロ

ン系抗生物質の LVFX 耐性についても，これま

での報告のように排出ポンプの関与が示唆され

たが，MC207,110 による LVFX の MIC は顕著で

はなかった。今回の結果は，EPI と併用すること

により MDRP に対する MINO の効果が顕著に増

強することを in vitro で示すものであった。この

ことは，EPI と MINO の併用療法の可能性を示唆

しており，今後のさらなる検討が必要と考えられ

る。 
今回の検討により，MDRP の分子疫学解析手

法として，現在汎用されている SpeI PFGE の有用

性が再確認された。また，院内感染等が疑われる

株については，XbaI PFGE を併用することが場合

によっては有効となり得るものと推察される。

MDRP の分子疫学的解析手法として，現在は

PFGE が汎用されているが，PFGE 解析には結果

が得られるまでに時間が掛かる，画像同士の比較
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が困難である，結果をデータベース化することが

難しい等の問題がある。最近，MDRP の解析に

VNTR を応用した報告が散見されるようになっ

てきており 11, 12)，他の細菌同様に MDRP の解析

にも VNTR が今後応用されていくものと考えら

れる。 
 
5. まとめ 
 本調査研究事業は，改正医療法に基づく行政の

院内感染対応を支援するための技術を導入・確立

することを目的として 2 年間実施した。その結

果，MDRP が秋田県内の広域の医療機関に既に

侵淫しているだけではなく，院内感染の可能性が

示唆される事例が過去に発生していたことが示

された。このことは，将来的に秋田県内で MDRP
による院内感染事例が実際に発生する可能性が

あることを示すものと考えられる。そのような事

例が発生し，行政がその対応に関与する必要性が

実際に発生した際，本事業により導入した PFGE
解析法により感染ルートに関する知見，BC プレ

ートにより患者の治療に資する知見を得て，行政

対応を科学的に支援することが可能と考える。 
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表 1 aac(6‘)-Iae，aac(6‘)-Ia，aacA7 遺伝子を発現する 

大腸菌組み換え体のアミカシン耐性 

組み換え体 アミカシンMIC
E.coli ： aac(6‘)-Iae1) 　32 μg/ml
E.coli ： aac(6‘)-Ia ＞32 μg/ml
E.coli ： aacA7 ＞32 μg/ml  

           1) アミカシン耐性に関与証明 

 

表 2 EPI MC207,110 による AZT の MIC（μg/ml）低下 

EPI－1) EPI＋2)
効果

3) 株数

>32 >32 無効 3
>32 16 >1 3
>32 8 >2 4
>32 4 >3 4
>32 1 >5 1
16 4 2 1
16 1 4 1
16 0.5 5 1
16 <0.5 >5 1
8 4 1 1
8 1 3 2
8 0.5 4 1
4 1 2 1  

1) MC207,110 非存在下における AZT の MIC（μg/ml）  

2) MC207,110 40μg/ml 存在下における AZT の MIC（μg/ml） 

3) MIC の低下管数 

 

表 3 EPI MC207,110（40μg/ml)による MINO の MIC（μg/ml）低下 

EPI－1) EPI＋2)
効果

3) 株数

>16 1 >4 1
>16 0.5 >5 1
>16 <0.5 >5 11

8 <0.5 >4 9
4 4 無効 1
4 <0.5 >3 1  

1) MC207,110 非存在下における MINO の MIC（μg/ml） 

2) MC207,110 40μg/ml 存在下における MINO の MIC（μg/ml） 

3) MIC の低下管数 
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表 4 EPI MC207,110（40μg/ml)による LVFX の MIC（μg/ml）低下 

EPI－1) EPI＋2)
効果

3) 株数

>8 >8 無効 3

>8 4 >1 2

>8 2 >2 14

>8 1 >3 4

4 <0.5 >3 1  

1) MC207,110 非存在下における AZT の MIC（μg/ml）  

2) MC207,110 40μg/ml 存在下における AZT の MIC（μg/ml） 

3) MIC の低下管数 

 
 

       A                  B  

     
図 1 散発事例由来 P.aeruginosa 19 株（A）と同一医療機関由来 18 株（B）の 

SpeI PFGE パターン(Spejer et al.) 

 

A                   B 

     

図 2 同一医療機関由来 P.aeruginosa 18 株の SpeI PFGE パターン（A）と 

XbaI PFGE パターン（B） 

 

 
 
 


