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略語表 

 

以下の略語を本文および図表中で使用した。 

 

  AMED  ：Japan Agency for Medical Research and Development 

  AMR        ：Antimicrobial resistance 

  CAZ            ：ceftazidime 

  CFU             ：colony forming unit 

  CLSI        ：Clinical and Laboratory Standards Institute 

  CMZ        ：cefmetazole 

CRE             ：Carbapenem-resistant Enterobacterales 

  CTX            ：cefotaxime 

  CVA            ：clavulanate 

  EC      ：Escherichia coli 

  ESBL  ：Extended-spectrum β-lactamase 

  IDSA    ：Infectious diseases society of America 

  MHA    ：Muller-Hinton Agar 

  MHB     ：Muller-Hinton broth 
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  MIC             ：minimum inhibitory concentration 

  PBS               ：Phosphate Buffered Saline 

  R                  ：cefmetazole resistant group 

  REL           ：relebactam  

  ROS          ：Reactive Oxygen Species 

  RT    ：reverse transcription 

  TAM     ：Time above MIC 

  WT        ：Wild Type 
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序 論 

抗菌薬は 1940 年代以降に開発および臨床使用が進み、感染症治療は進歩して

きた。その一方で、様々な抗菌薬に耐性を示す菌株が出現するようになり、今日

に至るまで様々な薬剤耐性（Antimicrobial resistance：AMR）菌が世界中に蔓延し

ている 1)。これに伴い、薬剤耐性菌による感染症は年々増加しており、米国では

2013 年の耐性菌による推定感染者数が約 200 万人以上/年にも上った 2)。さらに、

2019 年には約 300 万人以上/年へと上昇しており、3.5 万人以上/年が AMR に起

因した死亡と推定されている。これは欧州でも同様であり、2015 年に年間 3.3 万

人が AMR 関連で亡くなっている 3)。薬剤耐性菌および感受性菌による感染症の

死亡率を、黄色ブドウ球菌および Escherichia coli で比較した成績では、感受性

菌に比して薬剤耐性菌の方が、死亡率は約 2 倍高いことが報告されており 4)、

AMR は多くの治療失敗と関連している。 

このように AMR は世界的な脅威であり、特に近年ではカルバペネム耐性腸

内細菌目細菌（Carbapenem-resistant Enterobacterales：CRE）など、カルバペネ

ム系薬のみならず複数の抗菌薬にも耐性を示す細菌が出現している 5)。日本に

おける CRE の分離頻度は 0.5%未満とまだ低いが 6)、特に発展途上国におい

て、その増加が問題となっており、今後の世界的な拡散が懸念されている。こ

のような現状をふまえ、2019 年には米国疾病管理予防センターは公衆衛生上脅
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威となる薬剤耐性菌のリストを作成しており 7)、その中で CRE は「Urgent 

threats（切迫した脅威）」に位置付けられた。 

他方、日本を含む世界で急増している基質特異性拡張型 β ラクタマーゼ

（Extended-spectrum β-lactamase：ESBL）産生腸内細菌目細菌や多剤耐性

Pseudomonas aeruginosa、バンコマイシン耐性腸球菌等は「Serious threats （深

刻な脅威）」に位置付けられている（Table 1）。 

Table 1 Microorganisms listed in the antimicrobial resistance threats report, 2019 

 

Category Pathogen

Urgent Threats Carbapenem-resistant Acinetobacter

Candida auris  (C. auris )

Clostridioides difficile  (C. difficile )

Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE)

Drug-resistant Neisseria gonorrhoeae  (N. gonorrhoeae )

Serious Threats Drug-resistant Campylobacter

Drug-resistant Candida

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae

Vancomycin-resistant Enterococci (VRE)

Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa  (P. aeruginosa )

Drug-resistant nontyphoidal Salmonella

Drug-resistant Salmonella  serotype Typhi

Drug-resistant Shigella

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus  (MRSA)

Drug-resistant Streptococcus pneumoniae  (S. pneumoniae)

Drug-resistant Tuberculosis (TB)

Concerning Threats Erythromycin-resistant group A Streptococcus

Clindamycin-resistant group B Streptococcus

Watch List Azole-resistant Aspergillus fumigatus  (A. fumigatus )

Drug-resistant Mycoplasma genitalium  (M. genitalium )

Drug-resistant Bordetella pertussis  (B. pertussis )
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腸内細菌目細菌のうち、E. coli における ESBL 産生株の占める割合は 2018 年

に欧州 17.9%、日本では 2015 年に 24.3%と報告されている 8,9)。こうした ESBL

産生 E. coli は院内感染のみならず、市中感染の原因としても注目されており

10,11)、医療機関において頻用されるペニシリン系、セファロスポリン系などの

抗菌薬に耐性を示すことが知られている 11)。 

ESBL 産生菌による感染症治療にはカルバペネム系薬、tazobactam/piperacillin

や tazobactam/ceftolozane などの β ラクタマーゼ阻害剤配合 β ラクタム系薬の

他、セファマイシン系薬の cefmetazole（CMZ）等があるが選択できる抗菌薬は

少ない。一般に敗血症などの重症感染症における第一選択薬はカルバペネム系

薬であるが 12,13)、その多用による薬剤耐性化が懸念されており 14)、日本では

CMZ が初期治療薬として選択される機会が多い。しかしながら、CMZ 投与に

おける薬剤耐性獲得に関する検討はほとんどされていない。 

したがって、本研究では ESBL 産生 E. coli における CMZ の耐性獲得機序の

解明とともに、その耐性獲得阻止について焦点をあて、以下の検討を行った。

第一章では宮城県内における ESBL 産生株の現状把握を目的に、臨床分離され

た E. coli における ESBL 産生株のスクリーニングおよび関連遺伝子の解析を行

った。第二章では、E. coli の in vitro 負荷モデルを作成し、CMZ 耐性獲得機序

について検討した。第三章では同モデルを使用し、その耐性獲得を抑制する薬
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剤について検討を行った。 
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第一章 

Escherichia coli 臨床分離株に対する extended spectrum 

β-lactamase（ESBL）産生株のスクリーニングおよび遺伝子の解析 

 

第一節 緒言 

Escherichia coli は尿路感染症の主要な原因菌であるが、近年、AMR の獲得に

より治療が困難になる場合が増加している。E. coli をはじめとするグラム陰性

桿菌の耐性機序として、菌体内における抗菌薬濃度の低下（薬剤排出ポンプの

亢進や透過孔であるポーリンの減少又は欠損）や抗菌薬標的部位の変化、β ラ

クタマーゼ産生による抗菌薬の不活化などが知られているが 15)、最近では

extended spectrum β-lactamase（ESBL）の産生が注目されている 16)。 

ESBL は、ペニシリナーゼの構造遺伝子の変異によりペニシリン系だけでな

く、第 3、4 世代セファロスポリン系薬のほか、モノバクタム系薬をも分解す

る β ラクタマーゼである 17)。また、ESBL 産生株の多剤耐性化が問題となって

おり、英国では ESBL 産生 E. coli の 94%が ciprofloxacin または

trimethoprim/sulfamethoxazole にも耐性を示すと報告された 18）。ESBL をコード

する遺伝子は主にプラスミド遺伝子上に存在し 19)、菌種を超えて伝播すると考

えられている。ESBL の特徴については未解明の部分が多いが、そのコードす
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る遺伝子が明らかになってきた。 

第一章では宮城県における現状把握を目的に、県内で臨床分離された E. coli

を用いて、ESBL 産生株のスクリーニング及び遺伝子型を検討した。 
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第二節 実験材料および方法 

2.1.  被検菌株と抗菌薬 

被検菌株は、日本の宮城県内にある 6 つの医療施設から 2019、2020 年度に臨

床分離された Escherichia coli 62 株および E. coli 標準株（ATCC 25922）の計

63 株を用いた。これら臨床分離株 62 株の主な検体由来は、尿 55%、膣分泌物

37%、その他（血液、便）8%であった。 

抗菌薬は ceftazidime（CAZ：Sigma-Aldrich Co., LLC, Tokyo）、cefmetazole (CMZ： 

Sigma-Aldrich Co., LLC, Tokyo)を使用した。また、ESBL 産生株のスクリーニン

グのために CAZ、cefotaxime （CTX）、CAZ/ clavulanate (CAZ/CVA)、cefotaxime/ 

clavulanate（CTX/CVA)の KB ディスク（Eiken, Tokyo）を用いた。 

 

 

2.2. CAZ 及び CMZ の抗菌薬感受性試験 

E. coli 全 63 株に対する  CAZ の最小発育阻止濃度（minimum inhibitory 

concentration：MIC）を微量液体希釈法により決定した。すなわち、Muller-Hinton 

Agar（MHA: Eiken）で 37℃、24 hr 培養した E. coli を Phosphate Buffered Saline

（PBS）を用いて McFarland no. 0.5 に調整し、この懸濁液 5 µL を Muller-Hinton 

broth(MHB: Becton Dickinson, NJ) 1.5 mL に添加した。続いて、256-0.125 µg/mL
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の範囲で作成した CAZ の希釈系列に菌液を 100 µL ずつ接種し、37℃、16-20 hr

培養した。 

また、対照として ESBL に分解されないセファマイシン系薬である CMZ の

MIC を同様の操作で測定した。なお、感受性判定は CLSI（Clinical & Laboratory 

Standards Institute）M100-S31 に準拠し 20)、各薬剤の MIC が CAZ：≧16 µg/mL 、

CMZ：≧64 µg/mL を示した場合にそれぞれ耐性と判断した。 

 

2.3. ESBL 産生株の確認試験 

ESBL 産生の有無は、CLSI に準拠したディスク拡散法により確認した 20)。す

なわち、薬剤感受性試験用ディスク CAZ 及び CTX と、各薬剤に CVA を加えた

合剤（CAZ/CVA 及び CTX/CVA）の阻止円直径を比較し、合剤による阻止円が単

剤よりも 5 mm 以上拡大した場合、ESBL 産生株と判定した。 

 

2.4. ESBL 遺伝子の解析 

本実験では、確認試験において確定した ESBL 産生株を用いた。ESBL の遺伝

子型を確認するため、ESBL 産生株のコロニーを milli-Q 水 500 µL に懸濁後、

遠心分離 (12000 rpm、2 min)を行った。その Pellets に InstaGene Matrix（Bio-

Rad）を 100 µL 添加して攪拌処理し、56℃で 30 min インキュベートした。続い
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てヒートブロック（100℃、8 min）で加温したのち、遠心分離 (12000 rpm、3 

min)によって得られた上清をテンプレート DNA として使用した。 

各 ESBL 遺伝子（CTX-M-1 group、CTX-M-2 group、CTX-M-8 group、CTX-M-

9 group、CTX-M-25 group、CTX-M chimera、GES、TEM、SHV）は Cica Geneus® 

ESBL Genotype Detection KIT 2 (Kanto Chemical Co., Inc., Tokyo) を用いたマルチ

プレックス PCR 法にて決定した。その PCR の反応条件は 94℃で 2 min 反応後、

denaturation 94℃で 15 sec、annealing 63℃で 15 sec、extension 72℃で 40 sec を 1

サイクルとして、計 30 サイクル実施した。PCR 産物は 2 %アガロースゲルを用

いて電気泳動（100 V、30 min）を行い、遺伝子増幅産物の有無を確認した。 
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第三節 結果   

3.1. 抗菌薬感受性 

被検菌株 62 株に対する CAZ の MIC range は 0.125 - 32 µg/mL であり、8 株

(12.9%)が耐性を示した。一方、CMZ の MIC range は 0.5 - 4 µg/mL であり、す

べての株が感受性を示した（Table 2）。 

 

Table 2 MICs of ceftazidime and cefmetazole for clinical isolates of E. coli  

 

CAZ: ceftazidime, CMZ: cefmetazole 

 

3.2. 被検菌株における ESBL 産生遺伝子の検出 

被検菌株 62 株のうち、ディスク拡散法による ESBL 産生株確認試験によって、

ESBL 産生と判定された株は 14 株（22.6%）であった。これら 14 株の ESBL 産

生遺伝子は、13 株が CTX-M 型を示し、このうち TEM 型の遺伝子も併せ持つ株

が 5 株確認された（Table 3）。残り 1 株は、TEM 型のみを示す株であった。 

 

MIC range MIC50 MIC90

0.125 - 32 0.5 1

0.5 - 4 1 2

Antimicrobial agent
MIC (µg/mL)

CAZ

CMZ
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Table 3 Genotypes of ESBL-producing E. coli 

EC, Escherichia coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

CTX-M-9 group

CTX-M-9 group

CTX-M-9 group

CTX-M-9 group

CTX-M-1 group, TEM

CTX-M-1 group, TEM

CTX-M-9 group, TEM

CTX-M-9 group

CTX-M-9 group, TEM

CTX-M-9 group

CTX-M-9 group

CTX-M-1 group, TEM

TEM

CTX-M-9 group

Genotypes

EC-4

   EC-25

   EC-15

   EC-16

   EC-20

   EC-21

   EC-23

EC-5

EC-7

EC-8

   EC-13

   EC-14

Strain No.

EC-2

EC-3
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第四節 考察 

近年 ESBL 産生株に対する関心は強まっており、国内の日本医療研究開発機

構（AMED）感染症創薬産学官連絡会では、既存薬での対応が難しく、早期に新

薬の創出が望まれる細菌として ESBL 産生株は位置付けられている 21)。 

ESBL を産生する主な菌種は E. coli、Klebsiella pneumoniae、Proteus 属などの

腸内細菌目細菌である 22)。同じ腸内細菌であっても引き起こす感染症は異なっ

ており、K. pneumoniae は呼吸器感染症や腹腔内感染症からの検出がみられ 23)、

E. coli は尿路感染症での検出が最も多い 24)。実際に、本研究で用いた E. coli 62

株のうち 34 株（54.8%）が尿路検体由来であり、今回確認された ESBL 産生 E. 

coli では 14 株中 12 株（85.7%）を占めていた。また、本検討において、E. coli 

における ESBL 産生株の占める割合は 22.6%であった。これは、わが国の 2015

年の成績 9)（24.3%）と概ね一致したことから、宮城県内における ESBL 産生株

は全国と同程度に広く蔓延しているものと考えられた。 

次に、本検討で検出された ESBL の遺伝子型について、ESBL 産生 E. coli 14

株中 10 株（71.4%）が CTX-M-9 group を示した。CTX-M 型の ESBL には 200 類

以上の亜型が知られており、世界的に CTX-M-1group、CTX-M-2 group、CTX-M-

9 group が多くを占めている 25,26)。サブグループ解析では、 CTX-M-1 group が世

界規模で広く拡散しており、特に CTX-M-15 を産生する E. coli の検出頻度が増
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加し、その病原性の強さも報告されている 27)。海外における CTX-M-1group は、

主に腹腔内感染症からの分離頻度が高く 28)、そのため重篤な症例が多い。一方、

日本では、主にCTX-M-9 groupに属する ESBL産生株が多く検出されている 29)。

国内の尿路検体より検出された ESBL 産生 E. coli の遺伝子型は、CTX-M-9 group

が 75.6%30)を占め、実際にわが国で検出される ESBL 産生 E. coli は尿路感染症の

起炎菌であることが多い 31)。このことから CTX-M-9 group は、比較的軽症例が

多い尿路から分離されやすい傾向にあると考えられた。日本の病院における院

内感染対策は比較的高水準にあると考えられ、腹腔内感染症が尿路感染症に比

して少ないことが CTX-M-9 group の検出率が高い理由と考えられた。 

今回検出された TEM 型は、従来より ESBL 産生 K. pneumoniae から検出され

ることが多かったが、他のグラム陰性桿菌へも伝播が拡大している 32)。TEM 型

のわが国における検出は CTX-M 型に比して少なく 30)、CTX-M 型と同様の第三

世代セファロスポリン系薬に対する分解能を有している 33)。今回の検討におい

て、この TEM 型と CTX-M 型（-1 or -9）を併せ持つ菌株が 14 株中 5 株（35.7%）

確認された。TEM 型は、CTX-M 型などの耐性遺伝子と同時に産生されることに

よってセファロスポリン系の分解能が向上し、さらなる耐性化が報告されてい

る 34)。実際に、これらの 5 株はいずれも CAZ にも耐性を示しており、2 種類の

ESBL を産生することで分解効率が上昇したと考えられた。なお、ESBL に安定
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である CMZ に対しては、こうした株も感受性を示した。また、国内では 2 種類

以上の ESBL 関連遺伝子を保有する株が複数報告されている 35,36)。しかしなが

ら、東北地方ではこのような報告は認めておらず、今回の検討において初めて確

認された。さらに、複数の ESBL 関連遺伝子を保有する菌株では、特に血流感染

において、重篤な症例が複数報告されている 37,38)。今後、こうした複数の耐性遺

伝子を有する ESBL 産生株が増える可能性があるため、抗菌薬の適正使用のさ

らなる推進と院内における耐性菌の拡散防止に努めなければならない。 
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第二章 

ESBL 産生 Escherichia coli における 

cefmetazole 耐性化メカニズムの解明 

 

第一節 緒言 

第一章では、近年増加する AMR のうち、特に Escherichia coli における ESBL

産生株の検出が増加しており、宮城県内でもその拡散が確認されたことを示し

た。ESBL 産生 E.coli は主に尿路、腹腔内あるいは血流感染症の原因菌として、

高頻度に分離される 39,40)。このうち菌血症では非産生株による場合に比べて、死

亡リスクが 2.9 倍上昇することが報告されている 41)。その治療にあたっては、米

国感染症学会（Infectious diseases society of America: IDSA）の耐性菌治療ガイド

ラ イ ン に お い て 、 カ ル バ ペ ネ ム 系 薬 や キ ノ ロ ン 系 薬 、

trimethoprim/sulfamethoxazole などが推奨されている 42)。特に重症例に対しては、

ESBL に対し安定性が高いカルバペネム系薬が第一選択として推奨されており

43)、従来から世界中で使用されてきた 42-44)。一方、わが国ではこれらの他に、セ

ファマイシン系薬である cefmetazole が選択される。 

ESBL 産生株に対するカルバペネム系薬の過剰な使用は、同薬に対する耐性菌

の増加へと繋がる可能性があり 45,46)、その耐性化は治療に難渋し、高い致命率に



20 

 

繋がる。カルバペネム系薬の乱用を控えるため、わが国では軽～中等症例を中心

に cefmetazole が用いられることが多く 13,47-50)、実際にその使用量は 2004 年に比

して、2016 年では 1.21 倍に増加している 51)。このように、わが国において

cefmetazole の使用機会が多くなっているにもかかわらず、E. coli に対する耐性

機序は明らかになっていない。こうした状況を鑑み、第二章では cefmetazole の

耐性化メカニズムについて検討を行った。 
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第二節 実験材料および方法 

2.1. 被検菌株と抗菌薬 

 被検菌株は、第一章において確認された ESBL 産生 E. coli 14 株と、対照と

して非産生 E. coli 12 株（E. coli ATCC 25922 標準株含む）を使用した。 

抗菌薬は cefmetazole (CMZ： Sigma-Aldrich Co., LLC, Tokyo)を使用した。 

 

2.2. In vitro CMZ 耐性獲得実験 

 被検菌株に対する CMZ の MIC を微量液体希釈法により決定した。検討で

用いた E. coli は MHA で 37℃、24 hr 培養した。PBS を用いて McFarland no. 0.5

に調整した菌液 5 µL を MHB 1.5 mL に添加し、256-0.125 µg/mL の範囲で作成し

た CMZ の希釈系列に 100 µL ずつ接種後に 37℃、16-20 hr 培養した。 

これらの菌株を CMZ に対する MIC 値に基づき、MIC≦1 µg/mL および 2-4 

µg/mL の 2 群に分け in vitro 耐性獲得実験を行った。すなわち、96-well マイクロ

プレートに作成した CMZ の希釈系列 (2 MIC-1/4 MIC)に菌液を接種し、37℃、

16-20 hr 培養した。MIC を決定した後、1/2 MIC に生残した菌株を新たに作成し

た希釈系列に接種し、MIC を再度決定した。この操作を計 10 日間繰り返した。

なお、感受性判定は CLSI に準拠し 20)、CMZ の MIC：≧64 µg/mL を耐性とした。 
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2.3. 耐性能維持試験および CMZ 再曝露試験 

2.2.の実験において、10 日目に生残した菌株を、抗菌薬フリーの MHB を用い

て 14 日間継代培養した。最後に、14 日目の菌株を 2.2.と同様の手順で、再び

CMZ に 10 日間曝露させ、MICの変化を確認した。 

 

2.4. AMR 関連遺伝子の発現量比較  

 1 回目の CMZ 10 日間曝露後の株に対して、ポーリン（ompC、ompF、phoE）、

染色体性 ampC および薬剤排出ポンプ（acrA、yhiV、mdfA）の各々の mRNA 発

現量を real-time reverse transcription-PCR（RT-PCR）で測定した。 

各菌株の total RNA の抽出は TRI REAGENTTM LS（Molecular Research Center, 

Inc. OH）を用い、フェノール抽出法で実施し、RNA 濃度は BioSpec-nano（Shimadzu 

Corporation, Kyoto）で確認した。mRNA 発現量は iTaq Universal SYBR Green One-

Step Kit（Bio-Rad, Hercules, CA）を用い、CFX ConnectTM Real-time System（Bio-

Rad）を用いて測定した。用いた primer の配列を Table 4 に示す。各 mRNA 発現

量は、各親株（Wild Type：WT）の mRNA 発現量を 1 として解析した。なお、本

検討では各遺伝子の発現量が 2 倍以上を発現亢進、0.5 倍以下を発現低下と定義

した 55)。 
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Table 4. Primers used in this study 

Primer Sequence (5'→3') Reference 

ompF-F AAGTAGTAGGTTGCGCCCAC 
52) 

ompF-R AGTTCGATTTCGGTCTGCGT 

ompC-F ATTCTGGCAGTACGTCGGTC 
52) 

ompC-R AAACAACTCCTGGACCCGTG 

phoE-F CAGGCTTCCACGTCATACAA 

This study 

phoE-R TTATGGTCGTTGGGAAGCTG 

ampC-F TCAAACCAGACGGCTTCACA 
53) 

ampC-R GTCTGTATGCCAACTCCAGTATCG 

acrA-F CTTAGCCCTAACAGGATGTG 
54) 

acrA-R TCTTTGAAATTACGCTTCAGG 

yhiV-F CCGTACCGGTGGTTATTCTC 
54) 

yhiV-R ATCGATTTATGCGTCGCTTC 

mdfA-F CATTGGCAGCGATCTCCTTT 
54) 

mdfA-R TATAGTCACGACCGAGTTCTTTC 

gapA-F GGCCAGGACATCGTTTCCAA 

53) 

gapA-R TCGATGATGCCGAAGTTATCGTT 
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2.5. 統計解析 

2 群間における耐性獲得株について、カイ二乗検定を用いて統計解析を行った。

また、サンプル数が 5 以下の場合は、イェーツの連続性補正後に解析した。 
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第三節 結果 

3.1. In vitro CMZ 曝露による耐性の獲得 

被検菌株計 26 株はすべて CMZ に感受性を示し、≦1 µg/mL 群：13 株、2-4 

µg/mL 群：13 株であった。ESBL 産生 E. coli 14 株の WT に対する CMZ の MIC

は、≦1 µg/mL 群：6 株、2-4 µg/mL 群：8 株であった。一方、対照として選択し

た ESBL 非産生 E. coli 12 株は、MIC≦1 µg/mL 群：7 株、2-4 µg/mL 群：5 株で

あった。 

これら 26 株中 15 株（57.7%）が、CMZ の 10 日間曝露後に耐性を獲得し（Fig. 

1-A）、その内訳は MIC 2-4 µg/mL 群が 10 株（10/13；76.9%）、MIC≦1 µg/mL 群

が 5 株（5/13；38.4%）であり、MIC 2-4 µg/mL 群における耐性化率は MIC≦1 

µg/mL 群よりも有意に高かった（P<0.05）（Fig. 1-A）。 

Fig. 1-B に、ESBL 産生株における成績を示す。親株の MIC が 2-4 µg/mL を示

す群（n=8）では、曝露 4 日目より耐性株が出現し始め、経時的に耐性株は増加

した。一方、MIC≦1 µg/mL 群（n=6）では、曝露 6 日目より耐性株が出現し始

め、MIC 2-4 µg/mL 群の場合と同様に耐性株が増加する推移を示したものの、10

日目には両群とも 60%を超える耐性獲得率であった。 

他方、ESBL 非産生株の場合、MIC 2-4 µg/mL 群（n=5）では、曝露 5 日目より

耐性株が出現し始めたが、MIC≦1 µg/mL 群（n=7）では曝露 10 日目に 1 株が耐
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性化したのみであった（Fig. 1-C）。 

 

Figure 1  Resistance to in vitro cefmetazole exposure, by MIC group, in E. coli total 

(A), ESBL-producing E. coli (B), and non-ESBL E. coli (C). The data shows the 

cumulative resistance rate due to everyday cefmetazole exposure. ＊, P<0.05 
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3.2. 抗菌薬フリー条件下および CMZ 再曝露による MIC の変化 

計 26 株中 15 株が CMZ 10 日間曝露（1st subculture）において耐性を獲得した

が、抗菌薬フリー培地での 14 日間継代培養後に 11 株が感受性を回復した。残

り 4 株（EC-2,-5,-13,-20）は耐性が維持され、これらは全て ESBL 産生株であっ

た（Table 5）。また、感受性が回復した 11 株は、再び CMZ 10 日間曝露（2nd 

subculture）することにより、全て耐性を示した。 

2回目のCMZ 10日間曝露により、ESBL産生 E. coliでは 14株中 12株（85.7%）、

非産生 E. coli では 12 株中 9 株（75%）が耐性を示した。また、1 回目の CMZ 10

日間曝露後と比べて、2 回目の CMZ 10 日間曝露後では、26 株中 19 株（73%）

が 2-32 倍の MIC 上昇を認めた。一方、1 回目の CMZ 10 日間曝露後に耐性化し

なかった 11 株は、2 回目の CMZ 曝露により 6 株（54.5%）が新たに耐性を獲得

した。 
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Table 5. MIC of cefmetazole against Escherichia coli 

Strain number 

MIC (μg/mL) of cefmetazole 

Wild type 
1st subculture  

10 days 

Cefmetazole free 

for 14 days 

2nd subculture  

10 days 

<ESBL>     

EC-2 1 128 64 512 

EC-3 1 4 2 128 

EC-4 1 64 2 64 

EC-5 1 64 64 256 

EC-7 1 4 2 128 

EC-8 1 64 16 128 

EC-13 2 64 64 256 

EC-14 2 64 8 256 

EC-15 2 128 16 512 

EC-16 2 8 2 32 

EC-20 2 64 64 64 

EC-21 4 32 2 32 

EC-23 4 64 16 64 

EC-25 4 256 16 256 

<non-ESBL>     

EC-1 0.5 8 2 64 

EC-6 1 4 4 32 

EC-9 1 2 1 16 

EC-10 1 4 1 4 

EC-11 1 64 2 128 

EC-12 1 4 0.5 64 

EC-17 2 8 2 128 

EC-18 2 64 16 128 

EC-19 2 128 8 128 

EC-22 4 64 16 128 

EC-24 4 64 16 128 

ATCC25922 1 32 4 128 

EC, Escherichia coli 
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3.3. 各 AMR 関連遺伝子の mRNA 発現量の変化  

1 回目の CMZ 10 日間曝露後に耐性（MIC≧64 µg/mL）を獲得した 15 株で

は、WT に比してポーリン遺伝子である ompF、ompC、phoE の mRNA 発現

量が、各々有意に低下した（P<0.05）（Fig. 2）。一方、非耐性の 11 株でも、

phoE の発現量は有意に低下がみられた（P<0.05）。 

ポーリンとは対照的に、薬剤排出ポンプをコードする acrA、yhiV、mdfA や

染色体性 ampC の mRNA 発現量は、CMZ 曝露前後において変化がみられな

かった(Fig. 3)。 
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Figure 2  mRNA expression levels of ompF, ompC, and phoE in resistant and non-

resistant strains after 10 days of cefmetazole exposure  

R, cefmetazole resistant group; non-R, cefmetazole non-resistant group;＊, P<0.05 
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Figure 3  mRNA expression levels of chromosomal ampC, acrA, yhiV and mdfA genes 

in this study cefmetazole 1st exposure assay  

The expression levels of c-ampC, acrA, yhiV and mdfA were expressed with each wild 

type as 1. 

R, cefmetazole resistant group; non-R, cefmetazole non-resistant group 
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第四節 考察 

日本における ESBL 産生 E. coli に対する CMZ の MIC range は 0.5-4 µg/mL と

報告されており 56)、本検討においても同様の結果であった。本検討では、CMZ 

10 日間曝露（1st subculture）によって 26 株中 15 株（57.7%）が耐性化し、特に

親株の MIC が 2-4 µg/mL を示す E. coli は耐性を獲得しやすかった。今回さら

に、CMZ 耐性獲得株を抗菌薬フリーの培地で 14 日間継代培養したところ、15

株中 11 株（ESBL 産生株 6 株含む）が感受性を回復した。しかしながら、再び

CMZ を 10 日間曝露（2nd subculture）したところ 11 株すべてが高度耐性を示し

た。したがって、10 日程度の CMZ 投与により E. coli は耐性を獲得し、休薬に

よって一時的に感受性が回復するものの、再投与により高度耐性を示すように

なることが明らかになった。この in vitro の成績は、臨床において CMZ を用い

る場合、休薬後に再度使用すると高度耐性を示す可能性があることを示唆して

いる。したがって、CMZ で臨床効果が望めない症例では、別の抗菌薬へ変更す

べきであると考えられた。 

今回、我々は CMZ に対する耐性獲得機序を解明するためポーリン、AmpC 型

β ラクタマーゼおよび薬剤排出ポンプの変動を調査した。一般に、E. coli に対す

る β ラクタム系薬の耐性 57)は、β ラクタマーゼの過剰発現やポーリンの発現低

下などによって引き起こされる。グラム陰性菌の外膜にはポーリンと呼ばれる



33 

 

タンパク質が存在しており、これは必要な栄養素のみならず抗菌薬の菌体内へ

の流入経路として機能し、グラム陰性菌における薬剤耐性獲得にも関与してい

る 58,59)。K. pneumoniae では、ポーリンの減少または喪失が、薬剤感受性を変化

させる 60)。E. coli では特に OmpF と OmpC、PhoE が主要なポーリンとして知ら

れており、OmpF は β ラクタム系薬やキノロン系薬など多くの抗菌薬の外膜透過

経路である 61)。また、OmpC は陽イオン、PhoE は陰イオンや無機リン酸塩等に

親和性を有している。しかしながら、各ポーリン孔の口径は、OmpF が 1.2 nm58)、

OmpC と PhoE は 1.0 nm 62,63)とほぼ同等であり、いずれも β ラクタム系薬の菌

体内への取り込みに関与しているとの報告もある 64)。今回、CMZ 曝露によって

耐性を獲得した E. coli では、ompF、ompC、phoE の mRNA 発現量が低下してい

た（Fig. 2）。このうち phoE は非耐性群においても mRNA 発現量は有意に減少し

ていたが、両群においてその発現量の低下は同程度であった。したがって、phoE 

の減少は CMZ 耐性獲得にほとんど寄与していないと考えられた。すなわち、

CMZ 耐性獲得群では、ompF と ompC の発現が低下していたことから、これが

CMZ 耐性と強く関連していることが示唆された。 

このほか一般に、β ラクタム系薬の耐性機序のひとつとして、AmpC 型 β ラク

タマーゼの関与も知られている 50)。セファマイシン系薬は通常 ESBL に対して

安定であるが、AmpC 型 β ラクタマーゼによって分解される特徴を有する 65)。 
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腸内細菌目細菌では、その産生に関わる遺伝子を染色体上に保有しており 66)、

E. coli は AmpC の発現調節因子である AmpR が欠如しているため 67,68)、常に

AmpCを産生しやすい菌である。しかしながら、本検討ではCMZ曝露によって、

染色体性 ampC の mRNA 発現量は、曝露前後において変化していなかった。そ

のため、CMZ 曝露による E. coli の耐性獲得として、AmpC 型 β ラクタマーゼの

関与は低いと考えられた。 

同様に、耐性獲得機序として排出ポンプの影響 69)も考えられた。E. coli の主

要な排出ポンプは AcrAB-TolC、YhiV および MdfA である。セファマイシン系薬

の耐性獲得に、薬剤排出ポンプをコードする遺伝子の高発現 70)の関与が示唆さ

れているが、本検討では CMZ 耐性株における排出ポンプの発現量は各親株と比

較してその変化はみられず、耐性獲得との関連はないと判断された。以上より、

E. coli に対する CMZ 耐性は、ポーリン OmpF と OmpC をコードする遺伝子の発

現低下がそのメカニズムであると考えられた。 
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第三章 

ESBL 産生株を含む Escherichia coli における 

cefmetazole 耐性化抑制について 

 

第一節 緒言 

薬剤耐性菌に対する抗菌化学療法は、世界レベルの重要な課題であるにもか

かわらず、新規抗菌薬の開発は困難な状況にある。耐性菌感染症における抗菌薬

の選択肢は非常に乏しく、治療に難渋することが多い。このような AMR を考慮

した抗菌化学療法は、耐性メカニズムを阻害する薬剤との配合剤を用いること

が主流になりつつある。例えば、β ラクタマーゼ阻害剤である tazobactam や

sulbactam を配合した tazobactam/piperacillin や sulbactam/ampicillin が広く臨床で

使用されている。また Escherichia coli の感染部位で産生される活性酵素種

（Reactive Oxygen Species：ROS）により遺伝子変異が誘発されることで、薬剤

感受性が低下することも明らかとなっており 71-74)、抗 ROS 薬の耐性化抑制作用

が期待されている。実際、ROS の産生を抑制する作用のある DHL-His-Zn は、P. 

aeruginosa の薬剤耐性化を阻止する可能性のある薬剤として報告されている 75)。

このように、既存の薬剤を組み合わせることにより、耐性化を抑制できる可能性

がある。 
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第二章において我々は、ESBL 産生株を含む E. coli のうち 57.7%（26 株中 15

株）が、cefmetazole に耐性を獲得することを示した。これらの耐性獲得株は、菌

体内に抗菌薬が流入する透過孔（ポーリン）をコードする ompF と ompC の発現

量が低下していた。ESBL 産生株を含む E. coli における cefmetazole 耐性獲得の

メカニズムとしてポーリンの発現量減少が示唆されたことから、ポーリンの発

現を上昇させる薬剤と組み合わせることで cefmetazole 耐性化を抑制できる可能

性がある。したがって、第三章ではポーリンの発現低下を阻止し、cefmetazole 耐

性化を抑制する薬剤を探索した。 
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第二節 実験材料および方法 

2.1. 被検菌株と使用薬剤 

被検菌株は、第二章の耐性獲得実験において、cefmetazole 曝露 5 日後の耐性

獲得群 5 株（ESBL 産生株 3 株、非産生株 2 株）および非耐性群 5 株（ESBL 産

生株 2 株、非産生株 3 株）の計 10 株を選択した。これらの選択基準は Wild Type

（WT）の MIC がそれぞれ異なる株とした。 

抗菌薬は、cefmetazole (CMZ: Sigma-Aldrich Co., LLC, Tokyo)を使用した。さ

らに、今回はポーリンの発現に作用する物質として、安息香酸ナトリウム

（WAKO, Osaka）76)、サリチル酸ナトリウム（WAKO）77)および relebactam（REL: 

Med Chem Express, NJ）78,79)を用いた。 

 

2.2.  CMZ 耐性化抑制物質のスクリーニング 

CMZ の希釈系列 (2 MIC-1/4 MIC)を 96-well マイクロプレートに作成した。こ

の希釈系列に、最終濃度が安息香酸ナトリウム: 5 mM（720.5 µg/mL）、サリチル

酸ナトリウム: 10 mM（1601 µg/mL）および REL: 16 µg/mL となるようにそれぞ

れ添加した 76-79) 。 

被検菌株 10 株を MHA で 37℃、24 hr 培養後、PBS を用いて McFarland no. 0.5

（1.5×108 CFU/mL）に調整した。この菌液は MHB を用いて 300 倍に希釈後、
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上記で作成した 96-well マイクロプレートに接種し 37℃、16-20 hr で培養した。

CMZ の 1/2 MIC における生残株を集菌し、新たに作成したマイクロプレートの

希釈系列に接種した。この操作を 10 回（10 日間）繰り返し、その都度 MIC の

変化を確認した。また、対照として被検菌株 10 株を CMZ 単剤で作成した希釈

系列に 10 日間曝露させ、MIC の推移を確認した。 

なお、感受性判定は CLSI に準拠し 20)、CMZ の MIC：≧64 µg/mL を耐性とし

た。 

 

2.3. REL 至適濃度の探索とポーリン遺伝子の発現量解析 

2.2.と同様のプロトコールを用いて、REL の濃度別に検討を行った。REL 250 

mg 点滴静脈内投与時の最高血中濃度（Cmax）が 15.0 µg/mL 79)であることを参考

に、REL 添加濃度は 16 µg/mL、8 µg/mL および 4 µg/mL に設定し、REL の至適

濃度を検討した。REL 添加 CMZ 曝露モデル 5 日後および CMZ 単剤曝露 10 日

後の各 1/2 MIC 生残株に対して、ポーリン遺伝子である ompF、ompC および phoE

の mRNA 発現量を real-time RT-PCR 法で測定した。各菌株における total RNA の

抽出は、TRI REAGENTTM LS （Molecular Research Center, Inc. OH）を用いたフェ

ノール抽出法で実施した。RNA 濃度を BioSpec-nano（Shimadzu Corporation, Kyoto）

で確認後、iTaq Universal SYBR Green One-Step Kit（Bio-Rad, Hercules, CA）を添
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付指示書に従って調整した。解析装置は CFX ConnectTM Real-time System (Bio-

Rad) を使用し、これらの実験を 2 回繰り返した。各々の遺伝子に対する Primer

は、ompF-Fw（5’-AAGTAGTAGGTTGCGCCCAC-3’）、ompF-Rv（5’- AGTTCGAT 

TTCGGTCTGCGT -3’）、ompC-Fw（5’- ATTCTGGCAGTACGTCGGTC -3’）、ompC- 

Rv（5’- AAACAACTCCTGGACCCGTG -3’）、phoE-Fw（5’- CAGGCTTCCACGTC 

ATACAA -3’）、phoE-Rv（5’- TTATGGTCGTTGGGAAGCTG -3’）を用いた 52)。各

遺伝子の mRNA 発現量は、内在性コントロールとして gapA の合成プライマー

（gapA-Fw：5’- GGCCAGGACATCGTTTCCAA -3’、gapA-Rv：5’- TCGATGATG 

CCGAAGTTATCGTT -3’）を用いて補正し 53)、検量線法で算出した。WT の mRNA

発現量を 1 とし、本検討では各遺伝子の発現量が 2 倍以上を発現亢進、0.5 倍以

下を発現低下と定義した 55)。 
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第三節 結果 

3.1.  CMZ の耐性化を抑制するポーリン作用薬 

 CMZ 単剤曝露時では、曝露 4 日目から耐性株が検出され、10 日目には 10 株

中 5 株（50%）が耐性を示した（Fig. 4）。安息香酸ナトリウムを添加した場合、

曝露 7 日目までは 10 株中 3 株（30%）のみの耐性化に抑えられていたが、9 日

目にはすべての株が耐性を獲得した。一方、サリチル酸ナトリウム添加時では、

曝露 3 日目より 10 株中 6 株（60%）が耐性を獲得し、5 日目にはすべての株が

耐性化した。しかしながら、REL 添加時では、すべての株で耐性化が抑制され

た。 

 

Figure 4  Change of MIC by in vitro cefmetazole exposure at the time of addition of 

each sodium benzoate, sodium salicylate or relebactam 

CMZ, cefmetazole; REL, relebactam 
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3.2. REL の濃度別における CMZ の感受性変化 

REL の CMZ 耐性化抑制効果は、濃度依存的であることが確認された。CMZ

単剤曝露によって 5 日目に耐性を獲得した 5 株（EC-5, -14, -25, -19, -22）は、REL 

16 μg/mL を添加した場合、耐性化がすべて抑制された（Fig. 5）。一方、REL 8 

µg/mL では 5 日目に 1 株が耐性となり、8 日目までは耐性株の増加はみられなか

ったが、9 日目には 5 株中 2 株（40%）が耐性を獲得した。しかしながら、REL 

4 µg/mL では 5 日目より耐性株（5 株中 2 株）がみられ、10 日目には 5 株中 4 株

（80%）が耐性を示した。 

 

 

Figure 5  Resistance to in vitro cefmetazole exposure at the time of addition of 

relebactam 

CMZ, cefmetazole; REL, relebactam 
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3.3.  In vitro REL 添加 CMZ 曝露モデルにおけるポーリンの発現量 

REL 添加 CMZ 曝露および CMZ 単剤曝露における各種ポーリンの mRNA 発

現量を Table 6 に示した。CMZ 単剤曝露により耐性化した 5 株（EC-5, -14, -25, -

19, -22）のうち、CMZ の MIC が 128 μg/mL 以上を示した 2 株（EC-25, -19）に

おいて、ompF の発現が基準となる 0.5 倍以下に低下した。REL 16 μg/mL の添加

により、これらの株は耐性化が抑制されたが、特に ompF の発現が 2.1-4.37 倍に

上昇した。しかしながら、ompC と phoE は多くの株で 2 倍以上の上昇を示さな

かった。一方、非耐性群では ompF、ompC の各 mRNA の発現量は WT と概ね同

等であったが、REL 添加後に ompF が 5 株中 3 株で 2 倍以上の発現を示した。 
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Table 6. Changes in ompF, ompC and phoE mRNA expression in combination with 

relebactam and cefmetazole 

Strain 

number 

 

 

ESBL 

produce 

Wild 

Type 

 CMZ subculture 10 days  
CMZ with REL (16 µg/mL) 

subculture 5 days 

MIC 

(μg/mL) 

 
MIC 

(μg/mL) 

mRNA expression 

level (fold)  
MIC 

(μg/mL) 

mRNA expression 

level (fold) 

ompF ompC phoE ompF ompC phoE 

<CMZ resistance group>                     

EC-5 + 1   64 0.78 0.49 0.37   4 3.2 8 1.8 

EC-14 + 2   64 0.11 0.23 0.31   2 2.1 1.52 0.3 

EC-25 + 4   256 0.2 0.12 0.49   4 3.3 2.7 1.9 

EC-19 - 2   128 0.08 0.2 0.007   2 4.37 1.6 5.9 

EC-22 - 4   64 0.6 0.9 0.6   4 3.46 0.65 0.2 

<CMZ non-resistance group>                 

EC-1 - 0.5   8 1 0.2 0.1   4 1.7 0.8 0.2 

EC-10 - 1   4 1.7 0.8 0.2   4 5.2 1.5 1 

EC-17 - 2   8 7.5 0.7 0.4   2 2.7 1.36 0.3 

EC-7 + 1   4 2.17 0.01 0.54   8 1.4 1.6 0.2 

EC-21 + 4   32 1.1 1.19 0.05   4 2.3 1.1 0.2 

The expression levels of ompF, ompC, and phoE were expressed with each wild type as 1. 

EC, Escherichia coli 
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第四節 考察 

E. coli における OmpF や OmpC などのポーリンは、菌体外膜に豊富に分布し

ており、栄養の取り込みや代謝などに関与している。ポーリンは E. coli などの

グラム陰性菌において生存に不可欠な機能であるが、抗菌薬などが外部環境か

ら細菌細胞内に流入する主要な経路でもある。第二章において、E. coli に対する

CMZ の耐性機序がポーリン（OmpF および OmpC）の発現低下であることが示

唆された。したがって、本章ではポーリン発現抑制株に対する新しい配合剤の候

補となる安息香酸ナトリウム、サリチル酸ナトリウムおよび REL を用いて検討

した。 

安息香酸ナトリウムは酸型保存料として知られており、防腐剤に用いられて

いる。食品保存料である安息香酸ナトリウムは、細菌の増殖を抑制することで、

食品の腐敗や変性を防いでいる。その作用機序は、細菌細胞における増殖に関与

する代謝を阻害することで抗菌作用を示す 80,81)。すなわち、細菌の代謝に必要な

異化と同化において、グルコースや電解質を取り込むポーリンに影響を与える

と考えられた。したがって、安息香酸ナトリウムの曝露により徐々に CMZ が流

入するポーリンの発現が減少し、耐性を獲得したと考えられる。以上より、安息

香酸ナトリウム添加 CMZ 曝露モデルの初期では CMZ の抗菌効果が保持される

ものの、時間の経過とともにポーリンの発現低下（ompF、0.3-0.67 倍）がみられ、
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CMZ 耐性化を助長したと推察された。 

次に、鎮痛剤として使用されているサリチル酸ナトリウムの曝露モデルでは、

曝露 3 日目の早期に高度耐性（MIC≧256 µg/mL）を示し、5 日目にすべての株

が耐性を獲得した。サリチル酸ナトリウムはポーリンに作用するものの 82)、実

際には ompF の発現量は 0.1-0.4 倍に低下し、むしろ CMZ の耐性化を助長した。

E. coli 感染症の治療において、解熱剤として用いられるサリチル酸ナトリウムの

服用にあたっては、CMZ の併用は注意する必要があるかもしれない。 

REL は、ESBL や AmpC などの β ラクタマーゼを阻害する β ラクタマーゼ阻

害剤であり 83)、それ自体に抗菌活性は認められていない 84)。一方、in vitro にお

いてカルバペネム系薬に耐性を示すポーリン欠損の K. pneumoniae および P. 

aeruginosa に対し、REL を併用することでカルバペネム系薬の感受性が回復す

ることが明らかになっている 78,85,86)。今回、REL 16 µg/mL を添加したところ、

すべての株で耐性化が抑制された。REL の添加は、CMZ 単剤曝露による耐性獲

得群 5 株において ompF の発現量が 2.1-4.3 倍に上昇しており、我々は本検討で

REL の ompF に対する作用を初めて見出した。臨床で使用されている REL は一

回量に 250 mg 含まれており、血漿中の Cmaxは 15 µg/mL を示す 79)。REL との合

剤として臨床で使用されている imipenem では、最大殺菌作用を得るために Time 

above MIC（TAM）が 50%を超える必要があり、REL も同様に 50%到達を目指す
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場合、4 µg/mL 以上が必須となる。REL 濃度別の検討において、REL が 16 µg/mL

で添加された場合は耐性獲得株はみられなかったが、REL 4 µg/mL では 80%（4/5

株）が、REL 8 µg/mL でも 40%（2/5 株）が CMZ 耐性を獲得している。しかし

ながら、これら 3 濃度の REL 添加 CMZ 曝露は、いずれも 4 日目まで耐性を抑

止できていた。REL の高濃度曝露により耐性化を抑制できる可能性は高いが、

毒性や副作用の安全面から REL 4 µg/mL が至適用量と考えられている。したが

って、E. coli の CMZ 耐性化抑制に対する現行の REL（4 µg/mL）の投与は、長

期使用で耐性株が出現するため注意が必要と考えられた。 

REL 以外の β ラクタマーゼ阻害剤として臨床使用されている薬剤に

tazobactam と sulbactam がある。P. aeruginosa に対する sulbactam/ampicillin の

MIC 分布は MIC50：400 µg/mL、MIC90：>400 µg/mL であり 87)、抗菌力は非常

に劣っている。また、同株に対する tazobactam/piperacillin の抗菌力も低下して

おり 88)、REL 以外の β ラクタマーゼ阻害薬はポーリンに対する効果が期待で

きないと考えられた。ポーリンを活性化する薬剤の候補として、本検討で見出

した REL が最も有力であり、その併用はポーリンの発現亢進によって CMZ

の耐性化を抑止できる可能性が示唆された。 
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総 括 

 

腸内細菌目細菌における ESBL 産生株による感染症が世界的に問題となって

おり、その大半を E. coli が占めている。ESBL 産生 E. coli 感染症に対する抗菌薬

は、重症例に対するカルバペネム系薬、軽・中等症例においては CMZ などがあ

るが、臨床で選択できる抗菌薬は極めて少ない。わが国では安価かつ抗菌活性を

有する CMZ が広く臨床で使用されており、偏った使用による耐性化が懸念され

るが、ESBL 産生 E. coli に対する CMZ の耐性獲得に関する検討は乏しい。そこ

で、本研究では CMZ の耐性獲得機序及びその耐性獲得阻止に関する検討を行っ

た。 

第一章では宮城県内における ESBL 産生株の蔓延状況を把握するため、E. 

coli の臨床分離株を対象に ESBL 産生株のスクリーニングを行い、関連遺伝子

の解析を実施した。臨床分離株された E. coli 62 株のうち ESBL 産生株は 22.6%

（14 株）を占め、わが国における成績（2015 年、24.3%）と同様の結果であっ

たことから、全国と同程度に広く拡散しているものと考えられた。また、これ

らの遺伝子解析において、TEM 型と CTX-M 型を併せ持つ菌株が 14 株中 5 株

（35.7%）みられた。耐性遺伝子を複数保有する株は重症例で検出されやす

い。このような株は東北地方では初めて確認されたため、拡散防止に努めると
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ともに継続的な調査が必要であると考えられた。 

第二章では、in vitro CMZ 曝露モデルを作成し、E. coli に対する CMZ 耐性獲

得機序について検討を行った。CMZ 10 日間曝露によって 26 株中 15 株

（57.7%）が耐性を示した。これらの耐性獲得株を抗菌薬フリー培地で 14 日間

継代培養することで、15 株中 11 株が感受性に回復したが、再曝露により 11 株

すべてが高度耐性を示した。このことから、CMZ 投与により E. coli の半数以

上が耐性を獲得し、耐性株の多くは休薬により感受性を回復するが、再曝露に

よって高度耐性に至り、治療が困難となることが示唆された。さらに、CMZ に

対する耐性獲得メカニズムを解明すべく、耐性獲得株におけるポーリン、

AmpC 型 β ラクタマーゼおよび薬剤排出ポンプをコードする遺伝子の各 mRNA

発現量を確認した。耐性獲得株では、ポーリン遺伝子をコードする ompF と

ompC の発現が低下していたことから、これが CMZ 耐性と強く関連していると

示唆された。一方、AmpC 型 β ラクタマーゼおよび薬剤排出ポンプをコードす

る遺伝子の mRNA 発現量は、CMZ 曝露前後において変化が乏しく、耐性獲得

への関与は低いと考えられた。 

第三章では、第二章で示唆されたポーリン発現低下による耐性獲得を抑制す

る薬剤について検討を行った。その候補としてポーリンへの作用が期待される

安息香酸ナトリウム、サリチル酸ナトリウムおよび REL を選択し、CMZ 曝露
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モデルへの添加による MIC の変化およびポーリンの発現量を解析した。このう

ち REL 16 µg/mL を添加した場合のみ、すべての株で耐性化が抑制された。ま

た、CMZ 単剤曝露における耐性獲得株は、REL 添加 CMZ 曝露では全ての株に

おいて感受性を保持し、特に ompF の mRNA 発現量が高発現していたことか

ら、REL の ompF に対する作用が本検討によって初めて示された。 

わが国における CMZ の使用機会は近年増加しているが、E. coli に対する CMZ

は 10 日以内の曝露で耐性を獲得することを本研究で示した。容易に耐性を獲得

しない新規抗菌薬の開発が急務であるが、収益性や新規ターゲットの枯渇等の

理由から新薬開発は困難であるため、既存薬を組み合わせた併用療法が必要で

ある。今回、E. coli に対する CMZ 耐性化の抑制を考慮した配合剤として、ポー

リン発現を亢進させる REL の有効性が明らかになった。今後は、適切な投与計

画の評価とともに臨床応用に向けた検討が必要である。 
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