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研究要旨：本研究では、腸内細菌科細菌におけるアミノグリコシド耐性機構を分子
レベルで解明することを目的とした。以前の調査•研究から、アミカシンの MIC が
>256 µg/mLとなる腸内細菌科細菌は、16S rRNA methyltransferase を産生して
いる場合が多いことがわかった。一方、アミカシンの MIC が 64-256 µg/mLと
なるような菌株については、その耐性機構について不明な点が多く残されて
いる。そこで、研究室保存菌株の中から、アミカシンの MIC が64 µg/mLと
なる腸内細菌科細菌 14 株を選び出し、それらの耐性機構を精査した。14 株の
うち、9 株については aac(6')-Ib などの既知アミカシン耐性遺伝子の保有が確
認された。また、Serratia marcescens 1 株においては、新規の aac(6')遺伝子
[aac(6')-Ian]の保有が確認された。この遺伝子は 169,829-bp の接合性プラスミ
ド上に存在した。このプラスミド上には、広域セファロスポリン耐性を付与
する基質拡張型β-ラクタマーゼ遺伝子（blaTLA-3）も存在した。 

 

A. 研究目的 
 腸内細菌科細菌においては、セファロスポリ
ン、カルバペネム、ニューキノロン等に対する
薬剤耐性化が進んでいる。その結果、腸内細菌
科細菌による感染症の治療に使用可能な抗菌
薬が限られつつある。アミカシンやアルベカシ
ンといったアミノグリコシドは、副作用の問題
はあるものの、腸内細菌科細菌における耐性率
は低く、今後、治療に重用される可能性がある。 
 一方、腸内細菌科細菌は 16S rRNA MTase な
ど、これまでにない新しいアミノグリコシド耐
性機構を獲得しつつある。そこで本研究では、
本邦で分離された腸内細菌科細菌のアミノグ
リコシド耐性機構の詳細をあきらかにするこ
とを目的とした。 
 
B. 研究方法 
菌株：研究室保存菌株を用いた。  
薬剤感受性試験:寒天平板希釈法により、各種
アミノグリコシドの最小発育阻止濃度（MIC）
を測定した。 
PCR:アミカシン耐性遺伝子[aac(6')-Ia 及び
aac(6')-Ib）の有無を調べた。 
遺伝子クローニング:DNA を 制限酵素処理後、
クローニングベクターに連結した。大腸菌に形
質転換し、アミカシン含有培地で選択を行った。 

プラスミド解析:Hiseq2000 を用いて解析を行
った。 
タンパク発現系の構築及び精製:目的遺伝子を
pET ベクターに連結し、E. coli BL21 に導入した。
目的タンパクをイオン交換カラム等により精
製した。 
タンパク機能解析：HPLC 及び TLC にて解析を
行った。 
 
倫理面への配慮 
該当なし 
 
C. 研究結果と考察 
 研究室に保存されていた臨床分離腸内細菌
科細菌を対象に、アミカシンの MIC を測定した
ところ、14 株が耐性（MIC, 64 µg/mL)と判定
された（Table 1）。この 14 株について、既知の
アミカシン耐性遺伝子の有無を調べた。その結
果、aac(6')-Ia の保有が 3 株、aac(6')-Ib の保有
が 6 株において、それぞれ確認された（Table 1）。 
 次に、既知アミカシン耐性遺伝子の保有が確
認されなかった 5 株について、それらのアミカ
シン耐性機構をあきらかにすることとした。ま
ず、最も高いアミカシンの MIC を示した
Serratia marcescens NUBL-11663 株について、ア
ミ カ シ ン 耐 性 因 子 の 特 定 を 試 み た 。 S. 



marcescens NUBL-11663 株のアミカシン耐性は、
接合により大腸菌に移った。したがって、本菌
株のアミカシン耐性因子は接合性プラスミド
上にあるものと考えられた。そこで、プラスミ
ドからアミカシン耐性因子の単離を行ったと
ころ、１つの ORF(573-bp)がクローン化された。
データベースによる照合の結果、本遺伝子にコ
ードされるタンパク質は、アミノグリコシドを
アセチル化する機能を有すると考えられ、本遺
伝子名を aac(6')-Ian と命名した。aac(6')-Ian の
導入により、アミカシン、アルベカシン、トブ
ラマイシン、イセパマイシンなど多種多様なア
ミノグリコシド耐性が付与されることがわか
った（Table 2）。 
  次に、Hiseq2000 を用いてプラスミドの全塩
基配列の決定を行った。本プラスミドは
169,829-bp であり、Inc は A/C2 であった。本プ
ラスミド上に存在する薬剤耐性遺伝子として
は、aac(6')-Ian の他に、広域セファロスポリン
耐性を付与する blaTLA-3 やカルベニシリナーゼ
である blaSCO-1, 等が存在した（ Fig. 1A）。
aac(6')-Ian の前後領域には Insertion sequence 
(IS)が存在した（Fig. 1B）。 
 ヒスチジンタグを付加した AAC(6')-Ian を大
量精製し、機能解析を行った。TLC や HPLC に
よる解析の結果、AAC(6')-Ian はアセチル CoA
存在下でアルベカシンやアミカシンなど多様
なアミノグリコシドを修飾、不活化することが
わかった（Fig. 2）。その修飾部位は 6'位のアミ
ノ基であることも判明した。 
 
D. 結論 
 本邦で分離されたアミカシン耐性腸内細菌
科細菌の耐性機構を分子レベルであきらかに
した。アミカシンの MIC が64 µg/mLとなる菌
株の主たる耐性機構としては、16S rRNA MTase
や AAC(6')に分類されるアミノグリコシドアセ
チル化酵素が関与していることがわかった。 
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Table 1. Profiles of bacterial strains used in this study 

 AMK MIC (mg/L) aac(6')-Ia aac(6')-Ib 

E. coli NUBL-11655 64   

E. coli NUBL-11656 128  + 

E. coli NUBL-11657 >256 +  
K. pneumoniae NUBL-11658 64  + 

K. pneumoniae NUBL-1533 64  + 

K. pneumoniae NUBL-4605 64  + 
K. pneumoniae NUBL-4622 64  + 
P. mirabilis NUBL-11659 64 +  

P. mirabilis NUBL-11660 128   
S. marcescens NUBL-2 64   

S. marcescens NUBL-11661 64 +  

S. marcescens NUBL-11662 64   
S. marcescens NUBL-11663 128   

S. marcescens NUBL-11664 >256  + 

    


