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略 語 

 

以下の略語を本文および図表中において使用した。 

A. baumannii : Acinetobacter baumannii

AMK : amikacin

AMR : antimicrobial resistance

ASA : ascoric acid

CAV : clavulanic acid

CAZ : ceftazidime

CCCP : carbonyl cyanide m -chlorophenyl hydrazone

CF : cystic fibrosis

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute 

CRE : carbapenem resrstant Enterobacteriaceae

DHL-His-Zn : sodium zinc histidine dithiooctanamide

DR-PAO1 : drug-resistant Pseudomonas aeruginosa  reference strain PAO1

E. coli : Escherichia coli

ECDC : European Center for Disease Prevention and Control 

EPI : efflux pump inhibitor

ESBL : extended-spectrum -lactamase

EUCAST : European committee on antimicrobial susceptibility testing

FDA : Food and  Drug Administration

GSH : glutathione

JANIS : Japan nosocomial infections surveillance

K. oxytoca : Klebsiella oxytoca

K. pneumoniae : Klebsiella pneumoniae

LVFX : levofloxacin
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MBL : metallo--lactamase

MDR : multidrug resistance

MDRAB : multidrug-resistant Acinetobacter baumannii

MDRP : multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa

MEPM : meropenem

MHA : Mueller-Hinton agar

MIC : minimum inhibitory concentration

MRSA : methicillin-resistant Staphylococcus aureus

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

P. mirabilis : Proteus mirabilis

PAN : phenylalanine-arginine--naphthylamide

PDR : pandrug-resistance

PIPC : piperacillin

POT : PCR-based ORF typing

QRDR : quinolone resistance-determining region

ROS : reactive oxygen species

S. aureus : Staphylococcus aureus

TAZ/PIPC : tazobactam/piperacillin

TDM : therapeutic drug monitoring

WT : wild type

XDR : extensively drug-resistance

 



3 

 

序 論 

1928年にアレキサンダー・フレミングにより penicillinが発見されたのち様々

な抗菌薬開発が進み、感染症の治療成績は著しく向上し、結核関連死、手術関

連死、出産関連死亡者数は激減した 1, 2）。細菌感染症は致死的な疾患ではないと

いう認識が広まり、1980 年代以降、新たな抗微生物薬の開発は減少傾向にあっ

た。しかしながら、同時期より各種薬剤耐性菌が出現し、医療技術の進歩に伴

う手術や医療機器に関連した医療関連感染症が増加した 2）。近年、これら薬剤耐

性菌により再び感染症の治療成績は低下し、手術、癌化学療法、移植を含む高

度医療の安全な施行が危惧されつつある 1, 2）。 

1961年に英国で methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) による院内

感染が報告されたが、本邦では 1977年より MRSAによる感染症が確認され 3）、 

S. aureus に占める MRSA の割合は、1984 年の 6.2%から、僅か 3 年後に 58.2%

に増加した 2, 4）。また、2012年に収集された呼吸器系検体においても、MRSAの

割合は 51.3%であった 5）。近年、感染対策の強化 4）が図られ、2017 年の厚生労

働省院内感染対策サーベイランス (JANIS)の成績では、その割合は 47.7%とやや

減少傾向にある。JANIS 検査部門には参加医療機関より細菌検査を実施した全

検体のデータが集積されるが、この総検体中のMRSAの分離率は 6.48%であり、

フルオロキノロン耐性大腸菌の 4.31%を超えて最多となっている。また MRSA
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感染症の発症者数は、薬剤耐性菌による新規感染症患者の 93.88%を占めた 6）。 

このほか最近では、薬剤耐性グラム陰性桿菌のひとつである extended-spectrum 

-lactamase (ESBL) 産生菌の分離率が世界的に急増している。European Center for 

Disease Prevention and Control (ECDC) による欧州 30 か国の「surveillance of 

antimicrobial resistance in Europe 2017」では、第 3世代セファロスポリン系薬の

耐性率は Escherichia coli が 14.9%、Klebsiella pneumoniaeは 31.2% であった 7）。

JANISの成績においても、同耐性率はE. coliが7.73% (2010年) から 17.39% (2017

年) に、K. pneumoniaeでは 3.41% (2010年) から 6.11% (2017年) へと増加傾向

にある 5, 8）。また、手術部位感染患者由来の分離菌について 2010年と 2014-2015

年で比較した報告によると、ESBL産生株の割合はそれぞれ E. coliが 9.5%から

23.0%、K. pneumoniaeは 0%から 10.7%と増加していた 9）。 

さらに、医療関連感染の代表的な原因菌の 1 つである Pseudomonas aeruginosa

が、欧州では tazobactam/piperacillin、ciprofloxacin、ceftazidime、cefepime、aztreonam、

tobramycin、imipenem、meropenem などに多剤耐性を示す extensively drug-resistant 

(XDR) P. aeruginosa や、前述の薬剤にコリスチンなどを含めた 8系統の抗緑膿

菌薬全てに耐性を獲得した pandrug-resistant (PDR) P. aeruginosaとして出現して

きており臨床上問題になっている 10, 11）。日本ではフルオロキノロン系薬、アミ

ノグリコシド系薬、カルバペネム系薬の 3 系統の薬剤全てに耐性を示す株が
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multidrug-resistant P. aeruginosa (MDRP) と定義されており、2017年の JANISの

成績では P. aeruginosa に占める MDRP の割合は 0.76%
6）、ECDC の薬剤耐性菌

サーベイランスによると、これら 3系統以上に耐性を示す株は 1.0%であった 7）。

また薬剤別の耐性率をみると欧州 7）では tazobactam /piperacillin耐性率が18.3%、

フルオロキノロン耐性率は 20.3%であり、日本における分離頻度 5）はそれぞれ

8.7%、14.5%であった。 

本邦では、XDR株や PDR株の報告はなく、MDRPの割合は欧米諸国に比べ低

い値を示しているものの、フルオロキノロン耐性率は類似しており、耐性獲得

を制御していくことが課題である。 

このように世界的な広がりをみせる薬剤耐性菌に対し、何の対策も講じない

場合、耐性菌関連感染症による死亡者数が、2050 年までに 1000 万人/年に増加

するとの予測が 2014年に英国の調査機関から公表された。人口減少は労働力の

減少につながるため、GDP総計2-3.5%/年の減少が見込まれ、世界規模では60-100

兆 USDの損失になると考えられている 1）。 

薬剤耐性菌は、主に易感染状態にある高齢者に感染症をもたらすが、本邦で

は 65 歳以上の高齢者数は 2025 年には 3,657 万人となり、全人口の 30.3%を

占めると予想されている 4）。そこで 2016 年に日本政府より AMR (Antimicrobial 

resistance: 薬剤耐性) 対策アクションプランが公表され、医療分野のみならず畜
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産分野など多方面から取り組む 6 つのバンドルが掲げられた。すなわち、「1.普

及啓発・教育」、「2.動向調査・監視」、「3.感染予防・管理」、「4.抗微生物剤の適

性使用」、「5.研究開発・創薬」、「6.国際協力」である。 

今回、「2.動向調査・監視」の取り組みである薬剤感受性調査として、第 1 章

では抗菌活性を示す薬剤が極めて少ない多剤耐性菌に対し、わが国が海外から

緊急導入した新規抗菌薬 tigecyclineを用い、その抗菌力を調査した。 

「5.研究開発・創薬」も AMR対策アクションプランの柱の一つであるが、現

在、抗微生物薬の開発は十分に進展していない。新薬の開発と既存薬の改良に

は、160 億 USD の費用と 10 年以上もの期間が試算されており、新薬の研究開

発もさることながら、用量や適応症の見直しなど、既存薬の有効利用が重要で

あると報告されている 12）。したがって、第 2、3 章においては、tigecycline の適

応外菌種であり、院内感染の代表的な起因菌である P. aeruginosa を用い、多剤

耐性の獲得を助長するメカニズムを解明し、その耐性獲得を抑制する薬剤を明

らかにした。 
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本 論 

第 1 章 各種病原微生物に対する tigecycline の抗菌力 

 

第 1 節 序 論 

 

グリシルサイクリン系抗菌薬の tigecycline (Fig. 1) は、テトラサイクリン系

抗菌薬と基本骨格は同様であるが、化学構造上の特徴として minocycline の 9 位

にグリシルアミド基が結合している。本剤の作用機序は、細菌の 30S リボソー

ムサブユニット中 16S rRNAの 34番目の helix (h34) を構成する 1054番目の核酸 

(C1054) にグリシルアミド基が水素結合することで、aminoacyl-tRNA の A-site

への結合を阻害しタンパク合成を抑制するものである。 Tetracycline や

minocycline は tigecycline と同様に、helix31 (h31) 残基 (G966)および h34 残基 

(C1195、U1196) 間に水素結合を形成する。さらに tigecycline は tetracycline や

minocycline ではみられない、h34 残基 (C1054) との間にも 2 本の水素結合を形

成する 13)。このリボソームにおける結合部位の相違が、テトラサイクリン耐性

菌に交差耐性を示しにくい理由と考えられる。さらに、ESBL、metallo--lactamase 

(MBL)、AmpC 型-lactamase による薬剤の不活化、および E. coli、S. aureus、

Enterococcus faecalis などにおいてはテトラサイクリン排出トランスポーター等
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の発現による耐性化の影響も受けないと報告されている 14-16) 
 

本剤のわが国での適応症は、深在性皮膚感染症、外傷・熱傷および手術創等

の二次感染、腹腔内膿瘍や胆嚢炎であり、適応菌種は、-ラクタム系、フルオロ

キノロン系、アミノグリコシド系のうち 2 系統以上に耐性を示す E. coli、

Citrobacter spp. 、Klebsiella spp. 、Enterobacter spp. 、Acinetobacter spp. となっ

ている 17）。Carbapenem resrstant Enterobacteriaceae (CRE) などの耐性菌が増加し

つつある状況を踏まえ、tigecycline は海外から緊急導入された新規抗菌薬であ

るが、わが国における各種耐性株に対する抗菌力の成績がなかったことから、

東北地方で臨床分離された各種多剤耐性菌に対する tigecycline の抗菌力を調査

した。 

Fig. 1  The structure of tigecycline 
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第 2 節 実験材料および方法 

 

1.  使用抗菌薬と菌株 

Tigecycline 原末は Pfizer (NY) 社より分与されたものを、また vancomycin 原

末は Sigma-aldrich (Darmstadt, Germany) より購入したものを使用した。 

使用菌株は、2012 年 10 月から 2014 年 10 月に東北地方の 22 医療機関より収

集した各種臨床分離株 260 株とした。菌種の内訳は、MRSA: 20 株、E. coli: 143

株 (ESBL 産生株 47 株を含む) 、A. baumannii: 49 株、ESBL 産生の Proteus 

mirabilis: 13 株、同 K. pneumoniae: 4 株、同 K. oxytoca: 1 株のほか P. aeruginosa : 30

株 (多剤耐性株 20 株含む) である。A. baumannii の同定は、グラム染色、Triple 

Sugar Iron (TSI) 寒天培地よる非発酵菌の確認、オキシダーゼテスト陰性による

スクリーニング試験の後、BD BBLCRYSTAL E/NF (日本 BD) を用いた。また、

MRSA 20 株は、 vancomycin の最少発育阻止濃度  (Minimum inhibitory 

concentration: MIC) =0.5 g/mL、1 g/mL を示す株をそれぞれ 10 株ずつ選択した。

このうち、臨床分離 MRSA 株 6 株 (TH-1、3、7、11、13、15) と、この 6 株に

対し in vitro で vancomycin を負荷 18)させ、vancomycin の MIC=2 g/mL を示した

6 株の計 12 株に対する tigecycline の抗菌力も別途調査した。 
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2.  薬剤感受性測定 

Tigecycline の MIC は、フローズンプレートを用いた微量液体希釈法により測

定した。Tigecycline の薬剤感受性測定に用いる培地は、酸素による分解を防ぐ

ため作成後 12 時間以内に使用するが、速やかに凍結すればその使用が認められ

る 19) ことから、フローズンプレート (栄研化学) を融解後、速やかに測定に用

いた。Tigecycline のブレイクポイント MIC は米国 FDA の基準に準拠し、

Enterobacteriaceae S: ≤2 g/mL R: ≥8 g/mL、S. aureus  S: ≤0.5 g/mL とした

20)。また A. baumannii については、Enterobacteriaceae の基準を参照した。 

 

3.  ESBL 産生確認試験 

ESBL 産生株の確認は米国 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

M100-S23
19)に準拠して実施した。すなわち、スクリーニング基準を満たした株

に対し、CAZ/Clavulanic acid (CAV) を用いた確認試験を行い、陽性の株を ESBL

産生菌と判定した。 

 

4.  in vitro 抗菌薬負荷による vancomycin 低感受性株の選択 

Vancomycin の MIC が 0.5g/mL または 1 g/mL を示した MRSA 株 20 株に対

し、in vitro で vancomycin を負荷 18)させた。Vancomycin の 128-0.125g/mL 含有
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ミューラー・ヒントン寒天培地: MHA (栄研化学) の希釈系列を作成し、 菌液接

種後、37℃ 48hr 培養した。sub-MIC に生残した菌株を、別の希釈系列に植え継

ぐ操作を 5 回繰り返し、vancomycin の MIC=2 g/mL の低感受性株を選択した。 

 

第 3 節 結 果 

 

1.  各種病原微生物に対する tigecycline の薬剤感受性 

被検菌株に対する tigecycline の薬剤感受性を Table 1 に示す。E. coli に対す

る抗菌力は MIC range: ≤0.06-0.5 g/mL、MIC50: 0.25 g/mL、MIC90: 0.25 g/mL

であった。ESBL 産生 E. coli では MIC range: ≤0.06-2 g/mL、MIC50: 0.5 g/mL、

MIC90: 2 g/mL であり、ESBL 非産生菌に比し、1-3 管高値を示したが、全て

tigecycline に感受性を示した。 

Tigecyclineの抗菌力は、 A. baumannii に対しては、MIC range: ≤0.06-1 g/mL、

MIC50: 0.12 g/mL、MIC90: 0.25 g/mL であり、imipenem および ciprofloxacin の 2

剤耐性株では、MIC range: 0.12-1 g/mL、MIC50: 0.25 g/mL、MIC90: 1 g/mL と

全て感受性を示した。Tigecycline は ESBL 産生 Klebsiella spp. に対し全て感受

性を示したが、ESBL 産生 P. mirabilis では MIC range: 1-16 g/mL、MIC50: 4 

g/mL 、MIC90: 8 g/mL であり 53.8%が耐性株であった。また、MDRP を含む P. 
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aeruginosa に対し、全て耐性を示した。 

一方、本邦では適応外であるが、米国および欧州で承認されている MRSA に

対する tigecycline の抗菌力は、MIC range: ≤0.06-1 g/mL、MIC50: 0.25 g/mL、

MIC90: 0.5 g/mL であり、臨床分離株 20 株の 95.0%が tigecycline に感受性を示

した。 

 

 

 

Table 1 In Vitro susceptibility of 260 clinical isolates to tigecycline in the Tohoku area, Japan 
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2.  vancomycin 低感受性株に対する tigecycline の薬剤感受性 

vancomycin の負荷により MIC=2 g/mL を示した MRSA 6 株 (TH-1、3、7、11、

13、15) に対する tigecycline の感受性を Table 2 に示す。この 6 株のうち、4 株 

(66.7%) は tigecycline 耐性 (MIC=1 g/mL) を示した。 

 

 

 

Table 2 MIC change of tigecycline against in vitro selected-MRSA isolates with vancomycin     

MIC=2g/mL 
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第 4 節 考 察 

 

今回の各種臨床分離株に対する tigecycline 感受性は、欧米で既報告の成績 

21-24)と同様の傾向がみられた。P. mirabilis に対する tigecycline の耐性率 25) は、

米国: 11.6%、欧州: 60.4%
 と報告されているが、今回の成績では 53.8%であり、

欧州の成績とほぼ同等であった。また、tigecycline は P. aeruginosa と P. mirabilis

に対し抗菌力が低い 17)とされているが、今回の我々の結果は、これを支持する

成績であった。 

Tigecycline は院内感染の起因菌として問題となっている MRSA をはじめ、多

剤耐性アシネトバクター属菌、carbapenemase または MBL 産生腸内細菌や ESBL

産生菌など多剤耐性グラム陰性桿菌に対しても広域な抗菌活性を示す 21, 26, 27)。

今回の検討において、多剤耐性アシネトバクター属菌を用いることは出来なか

ったが、imipenem および ciprofloxacin の 2 剤耐性 A. baumannii 9 株は tigecycline

に感受性を示した。日本では A. baumannii のカルバペネム耐性率は 2.4%と報告

されている 28)が、韓国では 64%
29 )、中国は 67.4%

30)と高い耐性率が問題になっ

ている。今後、これらの株が国内に持ち込まれる可能性があり、tigecycline は、

これらの耐性菌に対する重要な薬剤になるであろう。 

近年、世界的には MBL 産生菌や CRE などカルバペネム系抗菌薬を含む β-ラ
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クタム系薬に耐性を示す Enterobacteriaceae が増加傾向にある 31)。本邦では CRE

の分離報告は少ないが、これら CRE に対しても、tigecycline が有用である可能

性が考えられた。また本剤は、欧米で適応菌種である MRSA に対しても抗菌活

性を示した。本邦では抗 MRSA 薬として、vancomycin、teicoplanin、arbekacin、

linezolid、daptomycin、tedizolid の 6 剤が臨床使用されているが、この他に薬剤

感受性によっては minocycline が選択されることがある。しかしながら、MRSA

に minocycline を投与すると比較的早期に耐性化することが知られている。一方、

海外における tigecycline の薬剤感受性サーベイランスの成績では、MRSA に対

する感受性率が 100%を保持している 32)。将来的には、わが国でも tigecycline

が MRSA 感染症の治療薬として検討されるべきであろう。 

従来 MRSA 感染症に vancomycin が汎用されるが、TDM により有効血中濃度

域を維持する治療を行ったとしても、vancomycin の MIC 値が 2 g/mL に上昇す

る症例が散見される。そこで今回、in vitro で vancomycin の負荷により選択さ

れた vancomycin の MIC=2 g/mL を示す 6 株に対し、tigecycline の MIC を測定

した。今回の検討で、この vancomycin による負荷選択株 6 株は、その 66.7%が

tigecycline に耐性を示した。 

MRSA における vancomycin の MIC=2 g/mL を示す機序として、細胞壁の肥

厚が影響していると考えられるため、こうした株では tigecycline の菌体内取り
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込みが抑制され、耐性を示した可能性が考えられた。これについては、更なる

検討が必要である。 

 今回の結果より、各種臨床分離株および in vitro 選択株における tigecycline の

抗菌力は、本邦における本剤の適応菌種のみならず、ESBL 産生グラム陰性桿菌

や MRSA に対して良好な成績を示した。ただし、P. aeruginosa、P. mirabilis の感

受性率は、0%、15.4%であった。 従来 P. aeruginosa はテトラサイクリン系薬剤

に耐性を示すことが知られており、その機序として薬剤排出ポンプの関連が報

告されているが 33, 34）、tigecycline も tetracycline や minocycline と同様の結果で

あった 16）。したがって、MDRP に用いる抗菌薬は colistin 以外には極めて限定さ

れる。こうした現状から P. aeruginosa の薬剤耐性を誘導しない適正な抗菌化学

療法が求められる。 
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第 2章 Pseudomonas aeruginosa PAO1 (標準株) に対する活性酸素種 

(reactive oxygen species: ROS) を用いた多剤耐性獲得効果と抗 ROS 薬の 

耐性獲得制御 

 

第 1節 序 論 

 

腸内細菌の一種である P. aeruginosaは、病院や高齢者施設などの湿潤環境に

長期間定着する医療関連感染の代表的な原因菌である 35）。免疫抑制状態にある

コンプロマイズドホストは、本菌による敗血症、肺炎、尿路感染などに罹患す

ることがあり、最近では世界中でその薬剤耐性化による治療成績の低下が危惧

されている。海外の報告によると、ICUにおけるグラム陰性菌の検出は、入室

患者の高い死亡率 (30日後死亡率 35%) と関連があり、その 18%が P. aeruginosa

であった 36)。さらに呼吸不全および敗血症患者より分離された緑膿菌に対する

抗菌薬の感受性率は低く、tazobactam/piperacillin: 67%、ciprofloxacin: 53%、 

imipenem: 53%であった 36)。2000年以降、米国では ESBL 産生グラム陰性桿菌、

CRE、MDRP、multi drug resistant A. baumannii (MDRAB) などの多剤耐性菌が原

因となる難治性の腹腔内感染、尿路感染、人工呼吸器関連肺炎および菌血症が

報告され、大きな問題になっている。こうした耐性菌の増加が、感染症による
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死亡率の上昇や医療費の増加、在院日数および ICU入室期間の延長などに関連

することから、経済的な問題としても認識されている 31）。このほか、米国、フ

ランス、ドイツ、イタリア、スペインの 12施設における P. aeruginosaの調査で

は、肺炎患者の 30.5%が多剤耐性菌に感染しており、その検出が死亡率増加の独

立因子の一つとしてあげられている 37）。 

薬剤耐性菌出現の原因の１つに不適切な抗菌薬投与による耐性株の選択が考

えられている 38-40)。P. aeruginosaの耐性機構として、キノロン耐性決定領域 

(QRDR) の変異、D2ポーリンの減少など細菌外膜の変化、薬剤排出ポンプの発

現亢進、AmpC型-lactamaseなど分解酵素の過剰産生、バイオフィルム産生が

あるが、このほかプラスミド性のMBL産生遺伝子やアミノグリコシド修飾酵素

産生遺伝子の獲得も報告されている 40-42)。 

他方、E. coliでは抗菌薬暴露以外に活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS) 

により遺伝子変異が誘発され薬剤感受性が低下することが明らかになった 43-46)。

P. aeruginosaにおける薬剤耐性獲得への ROS の影響を検討した報告はほとんど

なく、これまでの in vitro薬剤耐性化の検討では、菌と抗菌薬の 2者間で実施さ

れてきた 47, 48)。しかし P. aeruginosa感染部位では、菌はMIC以下の濃度の抗菌

薬に暴露される以外に、白血球が産生する ROSにもさらされている。今回我々

は、実際の感染部位を想定し、臨床で汎用される抗緑膿菌薬加えて ROSの因子
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として hydrogen peroxide (H2O2) を曝露させ、P. aeruginosaにおける多剤耐性獲

得について検討した。さらに、ROSを阻害する抗酸化物質として-リポ酸誘導

体 である「sodium zinc histidine dithiooctanamide (DHL-His-Zn) 」(Fig. 2) 
49-52)をは

じめとする抗 ROS薬を用い、薬剤耐性獲得制御についても確認した。 

 

 

 

 

 

Fig. 2  The structure of sodium zinc histidine dithiooctanamide 
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第 2節 実験材料および方法 

 

1.  使用抗菌薬と菌株 

各種抗菌薬の原末は、amikacin、levofloxacin、ceftazidime (富士フィルム和光純

薬)、meropenem (大日本住友製薬)、piperacillin (大正富山医薬品)、tazobactam 

(Sigma-aldrich) を使用した。使用菌株は、Pseudomonas aeruginosa PAO1 (標準株) 

とした。 

 

2.  薬剤感受性測定 

各種抗菌薬のMIC は、MHAを用いた E-test (AB Biodisk, Solana, Sweden) を用

いて測定した。被検菌液を、McFarland比濁法にて生菌数濃度 1.5×10
8 
CFU/ｍL

と同等の濁度を示すMcFarland no. 0.5 に調整し、MHAへ塗布した後に E-test の

ストリップを配置し、37 ℃で 16-20時間培養後MICを決定した。各薬剤の感受

性の判定は、European committee on antimicrobial susceptibility testing (EUCAST) 

の clinical breakpoint ver. 7.1
53) に準拠した。すなわち、piperacillin: >16 g/mL、

ceftazidime: >8 g/mL、meropenem: >8 g/mL、levofloxacin: >1 g/mL、amikacin: >16 

g/mLを耐性と判定した。 
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3.  ROS (H2O2) の濃度および接種菌量の選択 

今回の検討で ROSとして H2O2  (富士フィルム和光純薬)を使用した。PAO1

株が H2O2により死滅しない濃度を決定するために 0.1mM、1mM および 10mM

の H2O2を含有するMHAを作成し、McFarland no. 0.5、1、2の菌液 100 Lを接

種し、37℃で 24hr培養後、発育状況を確認した。発育菌数は希釈系列を作成し

算出した。 

 

 4.  H2O2および各種抗緑膿菌薬負荷による in vitro 耐性誘導試験 

各種抗菌薬 (piperacillin、ceftazidime、meropenem、levofloxacin、amikacin) の

sub-MICを含有した MHAに菌を接種し 37℃ 24hr培養後、生残したコロニーを

同濃度の新しい培地に植え継ぐ操作を 5回繰り返し、MICの変化を観察した。

併せて、各抗菌薬の負荷による他の抗菌薬への交差耐性も確認した。さらに、

上記の条件に 1mM H2O2を添加して同様の操作を行いMIC変化と交差耐性を確

認した。対象として H2O2 もしくは DHL-His-Znのみを含有した MHAで同様の

検討を行った。 
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5.  抗 ROS薬の多剤耐性抑制効果の比較 

4.で多剤耐性株が誘導された 1mM H2O2および sub-MIC 抗緑膿菌薬含有MHA

に抗 ROS薬を添加し、この多剤耐性化が抑制されるかどうか確認した。抗 ROS

薬として α-リポ酸誘導体 (DHL-His-Zn)、また代表的な抗酸化物質である ascorbic 

acid、glutathioneを用い、各々1mMで耐性獲得抑制効果を比較した。また

DHL-His-Znを 0.1ｍM、1mM の 2つの濃度で検討し、至適濃度を決定した。 

 

6.  DNAシークエンス法によるキノロン耐性決定領域 (QRDR) の遺伝子解析 

各抗菌薬の負荷により levofloxacinの耐性を示した株を用い、キノロン耐性決

定領域: QRDR (gyrA、gyrB、parC、parE) の遺伝子変異の有無を確認した 54-56）。

使用したプライマーを Table 3に示す。DNAは InstaGene
 TM

 Matrix (Bio-Rad, 

Hercules, CA) を用いて抽出した。PCRは総量 25 μL、2.5 U Takara Ex Taq (タカラ

バイオ) とし、T100
TM

Thermal Cycler  (BIO-RAD)を用い、gyrA、parC、parE の

反応条件は 94℃ 3分、94℃ 30秒、55℃ 30 秒、72℃ 1 分を 1 サイクルとし、

計 35サイクル行った 54 )。一方 gyrB については、94℃ 2分後、94℃ 1分、60℃ 

30秒、72℃ 1 分を 1サイクルとし 25サイクル実施した 55 )。2% アガロースゲ

ルを用いた電気泳動法により PCR増幅産物を確認した後、増幅産物を Fast 

Gene
TM 

Gel/PCR Extraction Kit (日本ジェネティクス) で精製し、各遺伝子の塩基
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配列を ABI3130XL (Applied Biosystems, Foster City CA) を用いた Dye Terminator 

Cycle Sequencing 法にて決定した。  

 

7.  real time PCR 法による-ラクタム系薬耐性遺伝子の mRNA発現解析 

各抗菌薬および 1mM H2O2負荷により 2剤耐性 (piperacillin、levofloxacin) 耐

性を示した株 (DR-PAO1) について、-ラクタム系薬の耐性に関与する遺伝子 

(ampC、mexA、oprD) の mRNA発現量を比較した。PAO1株および DR-PAO1株

の total RNAを Aurum
TM

 Total RNA Mini Kit (BIO-RAD)を用いて抽出した。Bio 

Spec-nano（島津製作所）を用いRNA濃度を確認し、50 ngの total RNAと iScriptTM 

One-Step RT-PCR kit with SYBER
®

 green (BIO-RAD)および、ampC、mexA、oprD

に対する各々のプライマー (Table 3) を用い 55, 57)、real time PCR (SmartCycler 

CFX96: BIO- RAD)を行った。なお、本測定は 2回実施された。 

内在性コントロールとして 16S rRNAの合成プライマー (PSD7) を用い補正

し 58)、各遺伝子の発現量は検量線を用いて算出した。PAO1株と比較し、2倍以

上を発現亢進、0.5以下を発現低下 57)、また oprDについては 30%の減少を発現

抑制と定義した 59)。 
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Table 3  PCR primers used in this study
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第 3節 結 果 

 

1.  ROS (H2O2) の濃度および接種菌量の選択 

PAO1株が H2O2により死滅することなく安定して発育する濃度は、0.1mMも

しくは 1mMであった。H2O2に抗菌薬負荷が重なるため菌の発育抑制を考慮し、

これら 2濃度の H2O2存在下で同等の菌量が発育する、McFarland no. 2の菌液 

100 Lを接種条件とした (Fig. 3)。 

 

 

Fig. 3  The selection of ROS-concentration and number of organisms for incubation 
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2.  各種抗緑膿菌薬負荷による MIC変化 

各種抗緑膿菌薬のMIC値は、piperacillin: 2 g/mL、ceftazidime: 0.25 g/mL、

meropenem: 0.25 g/mL、levofloxacin: 0.25g/mL、amikacin: 2 g/mLであった。

各抗緑膿菌薬の負荷によるMIC変化を Fig. 4 に示す。Piperacillin の MIC 値は、

ceftazidime および levofloxacinによる負荷 5回目に 2 g/mLから 16 g/mL (8倍) 

に、meropenem負荷 5回目に 8 g/mL (4倍) へ上昇した。また、meropenem の

MIC値は levofloxacin による負荷 5回目に 0.25 g/mLから 1 g/mLへ 4倍上昇

し、ceftazidime の MIC値は piperacillin、levofloxacin、amikacin による負荷 5回

目に 0.25 g/mLから 1 g/mL (4倍) へ上昇した。しかし、それ以外の薬剤では

負荷 5回目に MIC値が 2倍上昇もしくは不変であり、大きな変化がみられなか

った。 

H2O2 (1mM) 負荷のみでは PAO1株のMICはほとんど変化しなかった (Fig. 5)。

また 1mM DHL-His-Zn負荷時も同様に、各抗菌薬のMICは不変もしくは 2倍上

昇したのみで、ほとんど変化しなかった (date not shown)。 
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Fig. 4  Change of the MIC after exposure of the reference strain to sub-MIC of each 

anti-pseudomonas antimicrobial agent 

Closed triangles: piperacillin, closed circles: levofloxacin, open circles: meropenem, 

cross: ceftazidime, open diamonds: amikacin  
 

 
 

Fig. 5  MIC of antibiotics after exposure of the reference strain to 1mM H2O2 

Closed triangle: piperacillin, closed circle: levofloxacin, open circle: meropenem,  

cross: ceftazidime, open diamonds: amikacin  
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3.  ROS (H2O2) および各種抗緑膿菌薬負荷による MIC 変化 (多剤耐性獲得)  

H2O2 (1mM) と sub-MICの各種抗菌薬暴露によるMIC変化をFig. 6に示した。

H2O2および piperacillinの負荷により piperacillinおよび levofloxacinが耐性を獲得

した。すなわち piperacillinのMIC値は 2 g/mLから 64 g/mLへと 32倍上昇し、

さらに levofloxacin のMIC値が 0.25 g/mLから 2 g/mLへ上昇し、ともに耐性

を獲得した。他方、levofloxacin 負荷により ceftazidime のMICが 0.25 g/mLか

ら 1 g/mLへ上昇したが、levofloxacin を含め他の薬剤のMICはほとんど変わら

なかった。他の 3薬剤の負荷においても各薬剤のMIC値の変動はほとんどなか

った。 
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Fig. 6  Change of the MIC after exposure of the reference strain to sub-MIC of  

each anti-pseudomonas antimicrobial agent plus 1 mM H2O2 

Closed triangles: piperacillin, closed circles: levofloxacin, open circles: meropenem, 

cross: ceftazidime, open diamonds: amikacin  

 

 

4.  抗 ROS薬の多剤耐性抑制効果の比較 

PAO1株が piperacillin および levofloxacinに耐性を獲得した、1mM H2O2 およ

び sub-MICの piperacillin含有MHAに、それぞれ 1mM の DHL-His-Zn、ascorbic 

acidおよび glutathioneを添加し耐性獲得抑制効果を確認した。各々の抗 ROS薬

添加時のMIC変化は、piperacillinは 2 g/mL、32 g/mL、64 g/mLであった。
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また、levofloxacinの MICは 0.5g/mL、1 g/mL、1 g/mLと、DHL-His-Znが最

もMIC上昇を抑制した (Table 4)。さらに、DHL-His-Znを 0.1mM、1mM の 2濃

度で同MHAへ添加したところ、1mM の濃度で PAO1株の耐性獲得抑制効果が

確認された (data not shown)。 

 

Table 4  Inhibitory effect by each anti-ROS agent addition to PAO1 that acquired 

multi-drug resistance by exposure to piperacillin plus ROS (H2O2). 

 

PIPC: piperacillin, LVFX: levofloxacin, DHL: DHL-His-Zn, ASA: ascorbic acid, GSH: glutathione  
 

Pseudomonas aeruginosa reference strain PAO1 was exposed to 1mM H2O2, sub-MIC of 

piperacillin and each 1mM anti-ROS agent (DHL-His-Zn, ascorbic acid, glutathione)   

Each MIC was determined by E-test method 
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5.  in vitro 耐性誘導試験における抗 ROS 薬の多剤耐性化抑制効果 

抗 ROS薬である α-リポ酸誘導体 DHL-His-Zn (1mM) を H2O2および sub-MIC 

piperacillin含有MHAへ添加し、in vitro 耐性誘導試験と同様の操作を行ったが、

piperacillinの MICは親株と同様に 2 g/mLのまま上昇せず、耐性化が抑制され

た。さらに levofloxacinの MIC上昇もみられず、交差耐性も抑制された。(Fig. 7) 

 

 

 
 

Fig. 7  MIC change after exposure of the reference strain to piperacillin plus ROS, and 

inhibitory effect of DHL-His-Zn  
 

The MIC of each antibiotic was increased by treatment with 1 μg/mL piperacillin and 1mM H2O2 

DHL-His-Zn inhibited the increase of MIC 

Open circles : 1 μg/mL piperacillin + 1 mM H2O2,  

closed circles : 1 μg/mL piperacillin + 1 mM H2O2 + 1 mM DHL-His-Zn 
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6.  DNAシークエンス法によるキノロン耐性決定領域 (QRDR) の遺伝子解析 

sub-MIC の piperacillinおよび H2O2負荷により piperacillin および levofloxacin

に耐性を獲得した DR-PAO1株における ParE のアミノ酸配列のうち S373I、

A375D、R378H の 3つの変異が確認された。しかしながら GryA、GryB、ParC

には変異はみられなかった。 

 

7.  real time PCR 法による-ラクタム系薬耐性遺伝子の mRNA発現解析 

PAO1株および DR-PAO1株について、ampC、mexA、oprD 各遺伝子の mRNA

発現量を Fig. 8に示した。DR-PAO1 株 oprD の発現量は 1.00であり、PAO1株の

1.50と比較し、66.7%と発現低下が確認された。  

 
 

Fig. 8  Comparison of mRNA expression of genes conferring -lactam and levofloxacin 

resistance 

White column: PAO-1 strain, gray column: drug-resistant (DR) PAO-1 strain induced by 

1 μg/mL piperacillin + 1 mM H2O2  
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第 4節 考 察 

 

生体内における ROS は、ミトコンドリアにおいて ATP産生の際に副次的に

発生するのに加え、侵入異物に対する免疫応答、不要な細胞の処理などの際に

白血球より産生される。これらは通常カタラーゼやスーオパーオキサイドジス

ムターゼにより速やかに解毒されるが、過剰な ROSは生体内の脂質、タンパク

質、酵素を酸化させ、ときに DNAを損傷させる 44, 60）。こうした ROSは、感染

巣の細菌に対し、高濃度では殺菌的に作用するが、低濃度では遺伝子変異によ

る薬剤耐性化を誘発する 43, 47, 61, 62）。 

P. aeruginosaにおいて 1mM H2O2と amikacinまたは tobramycinの負荷により、

mexXY が高発現しアミノグリコシド系薬の感受性が低下するとの報告がある 63）。 

「嚢胞性線維症 (Cystic fibrosis: CF) 」は指定難病の 1つであり、その患者の細

気管支には粘稠性の高い粘液が貯留し、緑膿菌などが定着すると、持続感染を

伴う慢性的な肺の炎症が生じる。多核白血球から放出されるROSにより、guanine

が酸化され 8-oxo-2’-deoxyguanosineとなり、細菌の遺伝子変異が生じると言われ

ている。Ciohuらは CF患者の喀痰由来の P. aeruginosa は 54.4%が変異修復関連

遺伝子に変異のある hyper mutable strain (mutator) であり、それらは野生株と比

較し tazobactam/piperacillin、aztreonam、ceftazidimeなどの抗緑膿菌薬に低感受性
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であったと報告している。CF患者の喀痰を経時的に調査した成績では、mutator

は罹患後 5年でも検出されており、以後、年次ごとに増加していた 64)。これら

患者の抗菌薬投与歴に関する記述はみられないが、患者体内の緑膿菌は抗緑膿

菌薬と同時に、多核白血球による慢性的炎症の酸化ストレスに長期間さらされ

たことが、mutatorの出現に関連していると推察される。 

今回、我々は P. aeruginosa PAO1 (標準株) を用い、生体内酸化ストレスを想定

し H2O2と sub-MIC 各種抗緑膿菌薬の負荷による交差耐性について検討した。

1mM H2O2 のみの負荷により PAO1標準株に対する各抗菌薬MICは変化しなか

った。しかしながら、H2O2 に piperacillinの負荷を加えたところ、piperacillinの

みならず levofloxacin のMIC値も 0.25 g/mLから 2 g/mLに上昇し、多剤耐性

を示した。この多剤耐性が誘導された標準株（DR-PAO1）では、D2 ポーリンを

コードする oprD の発現量が低下していた。さらに、これまで報告の無い QRDR

の ParE のアミノ酸変異 (S373I、A375D、R378H) も確認された。このような傾

向は、セファロスポリン系やカルバペネム系など他の-ラクタム系薬では認めら

れなかった。ペニシリン系薬の暴露に加えて ROSによる酸化ストレスが P. 

aeruginosa の DNAに損傷を与え、多剤耐性化を引き起こしたものと考えられた。 

グラム陰性菌に様々な系統の抗菌薬を暴露させ、ヒドロキシラジカルの産生

について調査 43)した報告では、ペニシリン系薬の負荷により、E. coliの菌体内
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においてヒドロキシラジカルの産生がみられている。さらに E. coliにおいて、

H2O2、MIC以下のフルオロキノロン系薬やペニシリン系薬の負荷により遺伝子

変異率が上昇することも報告された 45)。今回の実験で使用された 1mM H2O2に

加え、この菌体内で産生された ROSが影響し、ParEのアミノ酸変異もしくは

oprDの発現抑制が生じ、-ラクタム系薬のなかで、ペニシリン系薬負荷がフル

オロキノロン系薬に交差耐性を示した可能性が考えられた。 

今回の基礎的検討から、抗緑膿菌活性を有する piperacillinの低用量による使

用は、生体内 ROS因子として用いた H2O2と相まって levofloxacin の交差耐性を

誘発する可能性を示した。さらに、今回の検討で、H2O2 と piperacillinの負荷に

より、耐性には至らなかったものの meropenemの MIC値も上昇したことに注意

しなければならない。今回確認された in vitro 多剤耐性化現象は抗 ROS薬であ

る -リポ酸誘導体の DHL-His-Zn の添加により抑制された。本剤は、-リポ酸

にヒスチジンおよび亜鉛を結合させた抗酸化物質であり、代表的な抗酸化物質

である ascorbic acid と glutathioneを用い、それぞれ耐性獲得抑制効果を比較した

ところ、DHL-His-Znが最も優れた成績を示した。 

新たな多剤耐性菌が世界中で増えている現状において DHL-His-Znの併用に

よる薬剤耐性化の抑制は、難治性感染症の治療成績向上につながる可能性があ
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る。抗 ROS薬は、世界中で問題となっている多剤耐性グラム陰性桿菌の MDR

化を抑制する物質として期待される。  

結語として、今回我々は、P. aeruginosaに対する従来の抗菌薬暴露による in 

vitro耐性誘導試験に、生体内要素として ROS による酸化ストレスを加えた検討

により、低濃度の piperacillinおよび ROSの刺激により P. aeruginosa がMDR化

することを明らかにした。近年の抗菌薬治療は高用量投与が推奨されているが、

世界ではペニシリン系薬を高用量で使用できる国は多くない。深部膿瘍および

CFなどの感染症では、抗菌薬が感染部位に移行しにくいため、起因菌が低濃度

の抗菌薬に暴露される可能性がある。そのような条件下で細菌に酸化ストレス

がかかることで、多剤耐性菌が出現することがあるだろう。P. aeruginosaが想定

される感染症に対し、抗緑膿菌用ペニシリン系薬を高用量で投与することは非

常に重要であり、また、DHL-His-Znなどの抗 ROS薬の併用が、治療効果の向上

ならびに多剤耐性菌の出現抑制に寄与する可能性がある。 
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第 3 章 Pseudomonas aeruginosa 臨床分離株に対する多剤耐性獲得機序の解明

と DHL-His-Zn の可能性 

 

第 1節 序 論 

 

P. aeruginosaにおける薬剤耐性株出現の原因の１つとして、抗菌薬の暴露が

知られているが、P. aeruginosa の薬剤耐性獲得における ROS の影響を検討した

報告はほとんどない。P. aeruginosaの酸化ストレスによる多剤耐性化の機序とし

ては、MexR (mexAB-oprMの制御因子) の遺伝子変異および酸化が知られている。

MexR の Cys30 と Cys62 の SH 基が酸化され、S-S 結合が形成されるとそのフォ

ーメーションが変化し、MexRはプロモーターから解離する。するとMexRによ

る抑制が解除され mexAB-oprM の翻訳が活性化されることで薬剤排出ポンプの

発現が亢進すると報告されている 65, 66）。また、cystic fibrosis患者から分離され

た P. aeruginosa は、白血球から生じるミエロペルオキシダーゼや H2O2、HOCl

などの酸素ラジカルにさらされており、薬剤耐性株の出現や薬剤耐性に関与す

る遺伝子の変異が生じやすいとされている 60, 67）。 

第 2章では、臨床で汎用される抗緑膿菌薬と ROSの負荷により、P. aeruginosa 

PAO1 (標準株) が多剤耐性を獲得することを示した 55）。第 3 章では、臨床分離

株においても同様に多剤耐性の獲得がみとめられるか否か、またその発現頻度

について調査した。さらに耐性機序の遺伝子学的検討を行い、抗 ROS薬の添加

による耐性出現の抑制効果についても検討した。 
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第 2節 実験材料および方法 

 

1.  対象菌株 

東北地方の 16 施設の総合病院より 2012 年および 2014 年に臨床分離された     

P. aeruginosa 413株を対象とした。これらの株のうち、抗緑膿菌活性を有する抗

菌薬である piperacillin、  tazobactam/piperacillin、  ceftazidime、  meropenem、 

levofloxacin、 amikacinの 6剤全てに感受性を示し、ROSすなわち H2O2 (富士フ

ィルム和光純薬) 含有培地で発育した 20 株を選択した (Table 5)。これら 20 株

の検体由来は、喀痰 7株（35%）、尿 6株（30%）、咽頭 2株（10%）、その他（血

液、膿汁、腹水等）5株（25%）であった。 

 

2.  薬剤感受性測定 

微量液体希釈法にてMICを測定した。測定には、piperacillin (大正富山医薬品)、

tazobactam (Sigma-aldrich)、ceftazidime (富士フィルム和光純薬)、meropenem (大

日本住友製薬)、levofloxacin、amikacin (富士フィルム和光純薬)の 6薬剤を使用し

た。精度管理株として Escherichia coli ATCC 25922、Staphylococcus aureus ATCC 

29213、P. aeruginosa ATCC 27853を用いた。対象菌株の薬剤感受性は、EUCAST 

clinical breakpoint ver. 7.1に準拠した 53)。『第 2 章 第 2節 実験材料および方法 2. 

薬剤感受性測定』への記載に加え、tazobactam/piperacillin: > 16 g/mLを耐性と

判定した。 
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Table 5  Antimicrobial susceptibilities and specimens against 20 clinical isolates of 

Pseudomonas aeruginosa 

 

PIPC: piperacillin, TAZ/PIPC: tazobactam/piperacillin, CAZ: ceftazidime, MEPM: meropenem,  

LVFX: levofloxacin, AMK: amikacin 

 

3.  H2O2および piperacillin 負荷による in vitro 耐性誘導試験 

in vitro 耐性誘導試験は『第 2章 第 2節 実験材料および方法 4. H2O2および

各種抗緑膿菌薬負荷による in vitro耐性誘導試験』の方法 55）を一部改変して実施

した。すなわち sub-MIC の piperacillin および 1mM H2O2を添加したMHAに、
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McFarland no. 2に調整した菌液を 100L接種し 37℃ 24時間培養した。さらに、

その生残株を piperacillin および H2O2含有 MHAに接種する操作を 5 回繰り返し

た。5回の負荷後に生残した株の piperacillin および levofloxacinの MICを測定し

た。また、piperacillin と H2O2の他に抗 ROS 作用を示す DHL-His-Znを 1mM 添

加した培地を使用し、菌液または生残株を 5 回植え次ぐ操作を実施した 55）。 

 

4.  PCR-based ORF typing method (POT 法) 

Piperacillin および levofloxacinに耐性を獲得した株に対する遺伝子的関連性を、

Cica geneus
® 

Pseudo POT kit (関東化学) を用いた PCR-based ORF typing method 

(POT 法) 
68）にて解析した。すなわち、複数のプライマーセットを含む専用試薬

によるマルチプレックス PCRを用いて特定遺伝子領域を増幅、および 4% アガ

ロースゲル電気泳動にて遺伝子産物のパターン解析による菌体間の相同性を比

較した。 

 

5.  DNAシークエンス法によるキノロン耐性決定領域 (QRDR) の遺伝子解析 

Piperacillin および levofloxacin に耐性を示した P. aeruginosa 株に対し、DNA

ジャイレース（gyrA、gyrB）およびトポイソメラーゼⅣ（parC、parE）を

Dye-terminator cycle sequencing 法により解析した 54-56）。シークエンス解析に用い

たプライマーをTable3に示した。PCRの反応条件は、gyrAおよび parCを denature: 

94℃ 30 秒、annealing: 63℃ 30 秒、extension: 72℃ 1 分を 1 サイクルとして 30
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サイクル実施した。また、gyrBは 25サイクルの denature: 94℃ 1分、annealing: 

62℃ 30秒、extension: 72℃ 45秒とし、parE は 94℃ 30秒、72℃ 1 分を 1サイ

クルとして 25 サイクル実施した。得られた遺伝子増幅産物は、Dye Terminator  

Cycle Sequencing  with  Quick Start Kit (Beckman Coulter) および Genomelab
TM

 

GeXP GeXP ICEQ Genetic Analysis System (Beckman Coulter) を用いて解析した。  

 

6.  real time PCR 法を用いた薬剤排出ポンプおよび D2ポーリンの 

mRNA 発現解析 

Piperacillinかつ levofloxacinに耐性を獲得した P. aeruginosa 株に対して、薬剤

排出ポンプをコードする mexA、mexY および mexC、D2 ポーリンをコードする

oprD の mRNA の発現量を測定した。すなわち Aurum
TM

 Total RNA Mini Kit 

(BIO-RAD) を用いて total RNAを抽出し、BioSpec-nano（島津製作所）にて RNA

濃度を確認した。iTaq
TM

 Universal SYBR
®
 Green One-Step Kit (BIO-RAD)、CFX 

Connect
TM

 Real-Time System (BIO-RAD)および Table 3のプライマーを用いて 55, 57, 

59, 69）、mRNA の相対発現量を比較した。また、相対発現量解析は、内部コント

ロールとして PSD7 (Table 3) を用いて補正し 58)、親株を 1とした相対定量値で

比較した。本検討では、mexAの発現量が 2倍以上、mexYおよび mexCに関して

は 5倍以上を示した場合に亢進とした 70, 71）。また、oprD は 0.7倍以下を発現低

下と定義した 59）。 
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7.  薬剤排出ポンプ (mexAB-oprM) の制御遺伝子 (mexR) の 

DNA シークエンス解析 

 mexAの制御遺伝子であるmexRのDNAシークエンスを実施した。実施手順は、

『本章 第 2 節 実験材料および方法 5．DNA シークエンス法によるキノロン耐

性決定領域（QRDR）の遺伝子解析』と同様とした。mexR 遺伝子の増幅に用い

たプライマーの塩基配列 72)を Table 3に示した。 

 

8.  In vitro 薬剤排出ポンプ阻害薬による MIC 評価 

薬剤排出ポンプの発現亢進がみられた P. aeruginosa 3株に対し、薬剤排出ポン

プ阻害薬（efflux pump inhibitor: EPI）を使用した場合のMIC変化を確認した。

EPI は、carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP: 富士フィルム和光純薬)、

phenylalanine-arginine--naphthylamide (PAN: Sigma-aldrich) を用いた。100 M 

CCCP, 20 g/mL PNを各々に含有した微量液体希釈法にて、piperacillin と

levofloxacinの薬剤感受性を測定した 73, 74）。 

 

第 3節 結 果 

 

1.  薬剤感受性試験 

条件検討された P. aeruginosa 20 株に対する各種抗菌薬の MIC range は、

piperacillin: 0.125-4 g/mL、tazobactam/piperacillin: 0.125-8g/mL、ceftazidime: 



43 

 

0.125-4g/mL、meropenem: 0.016-1g/mL、levofloxacin：0.031-0.5g/mL、amikacin: 

0.25-4g/mLであり、全ての菌株に感受性が確認された (Table 5) 

 

2.  H2O2および piperacillin 負荷による多剤耐性獲得と抗 ROS薬の抑制効果 

 Piperacillin + H2O2の負荷により piperacillin と levofloxacinの多剤耐性を示した

P. aeruginosa株は、20株中 4株 (20%: Pa-2、12、16、18) であった。また、piperacillin

単独負荷により多剤耐性獲得をした菌株は 2 株確認された (Table 6)。これら P. 

aeruginosa 4 株は全て、DHL-His-Zn の添加により、その多剤耐性化が抑制され

た。 

 

Table 6  Inhibitory effect by DHL-His-Zn addition to four strains that acquired 

multi-drug resistance by exposure to piperacillin plus ROS (H2O2)              
 

PIPC: piperacillin, LVFX: levofloxacin, DHL: DHL-His-Zn 
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3.  PCR-based ORF typing method (POT 法) 

Pa-2、12、16、18 の親株 4 株に関する、POT 法によるアガロースゲル電気泳

動の結果を Fig. 9に示す。これらの株の遺伝子パターンは全て異なっていた。 

 

 
 

Fig. 9 Agarose gel electrophoresis patterns of PCR-based ORF typing for 4 wild type 

strains 

 

  



45 

 

4.  DNAシークエンス法によるキノロン耐性決定領域 (QRDR) の遺伝子解析 

Piperacillin かつ levofloxacin に耐性を示した P. aeruginosa 4株 (Pa-2、12、16、

18) における QRDRの遺伝子変異は認められなかった。  

 

5.  real time PCR 法を用いた薬剤排出ポンプおよび D2ポーリンの 

mRNA 発現解析 

多剤耐性を示したP. aeruginosa 4株におけるmexA、mexY、mexCおよび oprD の

mRNA の発現量を Table 7 に示す。これら 4 株中 3 株 (Pa-2、Pa-12、Pa-18) の

mexAの発現量は、各々7.12倍、10.84倍、4.59倍に上昇した。また、mexYは 5.08-9.85

倍、mexCは 5.00-11.84倍に発現亢進が確認された。一方、Pa-16株は oprDの発

現量が 0.55倍に低下していた。 

DHL-His-Zn添加により、P. aeruginosa 4株に対する各遺伝子の mRNA発現量

は、親株と同等に回復する傾向がみられた  (Table 7)。mexA の発現量は

DHL-His-Zn添加により、Pa-18 は 1.06倍に低下したが、Pa-2、12では、各々4.2

倍、3.41倍に発現が亢進したままであった。また、mexY、mexCについては 3 株 

(Pa-2、Pa-12、Pa-18) ともに 5 倍未満を示した。Pa-16 の oprD 発現量は、

DHL-His-Zn添加時は 1.11倍であった。 
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Table 7  Changes of mRNA expression encoding efflux pumps or D2 porin, and the 

recovery effect by DHL-His-Zn  
 

 

 

 

6.  薬剤排出ポンプ (mexAB-OprM) の制御遺伝子 (mexR) の 

DNA シークエンス解析 

Piperacillin かつ levofloxacin に耐性を示した 3株 (Pa-2、12、18) におけるmexR

の塩基配列を解析したところ、各遺伝子の変異は認められなかった。 
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7.  In vitro 薬剤剤排出ポンプ阻害薬による MIC 評価 

薬剤排出ポンプをコードする mexA、 mexY、 mexC の発現亢進がみられた 3

株 (Pa-2、12、18) に対し、100 M CCCPまたは 20g/mL PaN添加後の MIC

変化を Table 8に示した。CCCP添加後の piperacillinの MICは 3株とも 1/2－1/32

倍の低下を示し、Pa-12, 18株に対する levofloxacinの MICは、各々1/4、1/2倍に

減少した。また、 3株全てに対する PaNの添加後のMIC値は、piperacillin: 1/4

－1/16倍、levofloxacin: 1/16－1/32倍に低下した。 

 

 

Table 8  MIC change by each efflux pump inhibitor 

 

CCCP: carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone 

PaN: phenylalanine-arginine-β-naphthylamide  
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第 4節 考 察 

 

臨床株を用いた本検討では、多剤耐性を獲得した 4株中 1株が D2ポーリンの

発現低下を示した。Piperacillin と levofloxacin はともに D2 ポーリンを通過する

75）ことが知られており、薬剤の菌体内への移行が抑制され交差耐性を示したと

思われた。 

また他の 3 株では mexA、mexY、mexC の発現亢進が確認された。これらの遺

伝子にコードされているMexAB-OprM、MexCD-OprJおよび MexXYは、-ラク

タム系薬とフルオロキノロン系薬を排出するポンプである 75, 76）。ROS および

piperacillin の負荷により、これらポンプの発現亢進が piperacillin と levofloxacin

の菌体外排出をもたらし、多剤耐性を獲得したと示唆された。 

これらの薬剤排出ポンプにおける薬剤の輸送機構は、プロトン (H
+
) 勾配を利

用した能動輸送である 77, 78）。今回の成績では、薬剤排出ポンプの発現亢進がみ

られた 3 株における levofloxacin の MIC は PAN の添加により 1/16－1/32 倍に

低下したが、CCCP添加時には 1-1/4倍にとどまった。PANは薬剤排出ポンプ

において、主にフルオロキノロン系薬の排出過程を競合的に阻害する 78）。した

がって、PANが菌体外へ排出され levofloxacinが菌体内へ留まることから、本

検討でも既報告 74, 79, 80）と同様に levofloxacinのMICが顕著に低下したと考えら

れた。一方、CCCPは脱共役剤として知られている。細菌の細胞膜外は H
+濃度

が高く、薬剤排出ポンプは、H
+を菌体内に取り込む代わりに抗菌薬を菌体外へ
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排出する。CCCP は、この H
+を捕獲し H

+の濃度勾配を低下させる。こうして

ポンプの駆動力を低下させ、薬剤の排出速度が遅延することにより、菌体内の

薬物濃度が上昇する 77, 81）。CCCPの作用は薬剤選択性に乏しく、排出ポンプ全

体の活性を間接的に低下させるため、今回、CCCPによる MICの低下幅が小さ

かったと思われた。本検討において、EPI (PAN、CCCP) の添加により、

levofloxacin または piperacillin の MIC が回復したことは、これら 3 株の耐性機

序が薬剤排出ポンプによることを支持した。 

今回の in vitro耐性獲得試験は検討期間が 5日間であったため、誘導されたキ

ノロン耐性株には QRDR の遺伝子変異が確認されなかった。しかしながら、臨

床的に考えると膿胸、複雑性腎盂腎炎、敗血症などの感染症では抗菌薬の投与

が長期化するため、ROS が相乗的に影響し、その遺伝子変異が誘発される可能

性がある。こうした変異株では levofloxacin のMICはより高い値を示し、その感

受性は継代培養を繰り返しても回復しない 82）。Piperacillin は βラクタマーゼ阻

害剤を配合した薬剤も臨床で汎用されているが、使用期間が長期化した場合、

今回示したような排出ポンプの亢進など、QRDR の遺伝子変異とは別の機序で

も多剤耐性株が出現する可能性があり、注意が必要である。 

最後に、本検討において ROSの添加により緑膿菌の多剤耐性株の出現頻度が

高くなることが明らかになり、酸化ストレスは耐性獲得の重要な因子であるこ

とが示唆された。感染部位において、菌体が白血球由来のH2O2にさらされても、

抗菌薬投与前に P. aeruginosaの薬剤耐性が生じるとは考えにくく、H2O2は耐性
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獲得の促進因子のように機能しており、その単独負荷では MIC は上昇しない 

(Table 6)。また、H2O2は P. aeruginosaが産生するカタラーゼにより速やかに分解

されることが予想され、今回の 5 日間の暴露では薬剤耐性を誘発する変異原に

はならなかったと考えられた。今回の検討では、4株中 2株が piperacillinの負荷

のみでも多剤耐性を獲得した。抗菌薬曝露による耐性獲得は以前より知られて

いたが、piperacillinに H2O2を添加することで、MICがより上昇し多剤耐性株の

出現頻度が増加したことは大変興味深い。 

さらに、抗 ROS薬を用い酸化ストレスを軽減することで 4株の多剤耐性化は

全て抑制され、oprDおよび mexA、mexY、mexCの発現量は親株に近い状態へと

回復する傾向がみられた。本検討で抗 ROS 薬として用いた DHL-His-Zn は、フ

リーラジカルを直接不活性化する抗酸化作用を持つ 83）-リポ酸の誘導体である。

この DHL-His-Znは、皮膚におけるメラニン生成抑制および癌化学療法時の脱毛

抑制の外用剤として実用化されている 50, 84）。また、in vivoのラット腎虚血再灌

流モデルでは、DHL-His-Zn を持続注入することで腎障害が軽減したと報告され

ている 51）。したがって、DHL-His-Zn は血流により体内へ分布し、感染部位に到

達することが可能であると思われる。しかしながら、今回の検討から 3 株中 2

株の mexA 遺伝子の発現抑制が不完全であったため、より効果が強い抗 ROS 薬

の開発は多剤耐性菌の出現抑制に重要であるだろう。 

結語として、P. aeruginosaはMIC以下の低濃度の piperacillinと ROSにさらさ

れた場合、levofloxacin へ交差耐性を示す多剤耐性株が 20%程度出現することが
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示された。また抗 ROS 薬である DHL-His-Zn の添加は、こうした多剤耐性化を

全て抑制したことから、抗 ROS剤は P. aeruginosaの多剤耐性化を抑制する物質

として有用かもしれない。 
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総 括 

抗菌薬により細菌感染症の治療成績は著しく向上した一方で、MRSAや ESBL

産生グラム陰性桿菌、CRE、MDRP、MDRAB などの薬剤耐性菌が問題となって

いる。こうした状況の中、2015 年に WHO において Antimicrobial resistance (AMR) 

global action plan が、2016 年に本邦では AMR 対策アクションプランが公表され

た。 

本研究の第 1 章では「薬剤感受性調査」として、多剤耐性アシネトバクター

属菌や MBL 産生大腸菌など、多剤耐性を示すグラム陰性桿菌に対し、2012 年 9

月に海外から緊急導入された tigecycline の抗菌力を調査した。Tigecycline は

ESBL 産生株を含む E. coli、ESBL 産生 Klebsiella spp.、 imipenem および

ciprofloxacin の 2 剤耐性株を含む A. baumannii、欧米では適応菌種である MRSA

に対しても高い感受性を示した。一方、MDRP を含む P. aeruginosa や ESBL 産

生 P. mirabilis に対する感受性は低かった。また vancomycin 低感受性が示された

MRSAに対しては、tigecycline の感受性低下がみられた。 

Tigecycline の薬剤感受性成績は、本邦の臨床分離株についても欧米と同様で

あり、本剤は、テトラサイクリン系薬に自然耐性を示すとされる P. aeruginosa

や P. mirabilis を除いては、多剤耐性グラム陰性桿菌の治療薬として有用である

と思われた。なお、tigecycline は静菌的薬剤であるため重症感染症に対する使
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用には慎重な判断が必要とされ、また、P. aeruginosa の混合感染例では、他剤と

併用する必要がある点に留意すべきである。 

MDRP に起因する感染症の治療薬は、colistin など極めて限定されるが、新薬

の研究開発には莫大な費用と時間を要する。したがって、既存薬の有効利用が

重要となるため、第 2、3 章では tigecycline の薬剤感受性が低く、医療関連感染

の起因菌となる P. aeruginosa を対象菌種として用い、その多剤耐性獲得機序と

活性酸素種 (ROS) の影響、および抗 ROS 薬の耐性獲得抑制効果について検討

した。 

感染症の治療において、菌は一定時間、MIC 以下の抗菌薬および白血球など

から放出されるROSにも暴露される。第 2章ではP. aeruginosa PAO1 (標準株) を

用い、代表的な抗緑膿菌薬への曝露に ROS を加えて in vitro 耐性誘導試験を実施

し、piperacillin 負荷が自身の耐性に加え levofloxacin の交差耐性を誘導すること

を示した。 

この多剤耐性株ではD2ポーリンをコードする oprDのmRNAの発現量が低下

し、QRDR の ParE にアミノ酸変異が確認された。また piperacillin 耐性および

levofloxacinへの交差耐性獲得は、抗ROS薬である α-リポ酸誘導体 (DHL-His-Zn) 

の添加により抑制された。したがって、ROS による酸化ストレスが PAO1 株に

おける多剤耐性化を促す重要な因子であることが示唆された。 
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 第 3章では、P. aeruginosa 臨床分離株 20 株を用い、第 2 章の傾向の有無と

耐性株の出現頻度について検討した。Piperacillin および levofloxacin の多剤耐性

を獲得した株は、20 株中 4 株（20%）であった。これら 4 株は、QRDR の遺伝

子変異は確認されなかったが、薬剤排出ポンプをコードする mexA、mexY、mexC

の発現亢進を示した株が 3 株、oprD の発現低下が 1 株に認められた。 

本検討では、piperacillin 負荷が levofloxacin の交差耐性を誘導し、他のラク

タム系薬の meropenem と ceftazidime ではこうした傾向は確認されなかった。

Ceftazidimeを排出する主な薬剤排出ポンプはMexAB-OprMであるが、piperacillin

は 3 種類のポンプ (MexAB-OprM、MexCD-OprJ、MexXY-OprM) から排出され

る。フルオロキノロン系薬はこれら全てのポンプから排出されることが知られ

ている。したがって piperacillin の負荷により 3 種類のポンプ全てが同時に発現

亢進したため、フルオロキノロン系薬に交差耐性を獲得したと考えられた。ま

た meropenem の負荷株は、その強力な作用により早急に殺菌されたため耐性が

生じなかったと考えられた。  

多剤耐性を獲得した 4 株の遺伝子型の相同性や、その他の株との違いは確認

されなかったが、これらの株の多剤耐性化も PAO1 株同様に、DHL-His-Zn の添

加により抑制された。したがって ROS は P. aeruginosa 臨床分離株の 2 割で多剤

耐性化を助長することが明らかになった。 
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DHL-His-Znは代表的な他の抗 ROS薬である ascorbic acidや glutathioneと比較

し、優れた多剤耐性獲得抑制効果を示した。また、同剤は酸化ストレスを軽減

することで癌化学療法後の脱毛を抑制するなど、すでに外用薬として臨床応用

されており、ラットを用いた in vivo 試験結果より、血流により感染部位へ分布

すると考えられる。白血球由来の ROS 作用軽減による殺菌効果減弱の可能性に

ついては、DHL-His-Zn の使用による感染発生頻度の増加は報告されておらず、

貪食作用や抗菌薬感受性維持により補完されうると考えられた。また、現時点

で DHL-His-Znを内服で用いた検討はみられず、in vivo で使用可能な用量設定な

ども含め今後さらなる検討が必要ではあるが、抗 ROS 薬はラジカルスカベンジ

ャーとして酸化ストレスを軽減し、多剤耐性化を抑制する抗菌化学療法の補助

薬として期待された。 
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