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研究要旨：本研究では、ESBL 産生大腸菌におけるホスホマイシン耐性機構をあきら
かにするとともに、その耐性機構を簡易的に識別する検査法を構築した。以前の調査•
研究から、ESBL 産生大腸菌のうち、5%程度がホスホマイシン耐性を示し、 その中に
はホスホマイシンを不活化する酵素（以下 FR-GST）を産生する菌株が存在する
ことがあきらかとなっている。そこで、FR-GSTを産生する菌株を簡便に識別す
る検査法を、ディスク拡散試験法を基に構築した。本方法は FR-GSTの酵素活性
がホスホノギ酸によって阻害されることを利用している。FR-GST産生株におい
ては、ホスホノギ酸存在下で、ホスホマイシンディスク周囲の阻止円拡大が認め
られる。本検査法は安価で簡便であるため、細菌検査室においても十分実施可能
であると考えられる。 

 
A. 研究目的 
 近年、ESBL 産生大腸菌による尿路感染症の
治療に際し、ホスホマイシン（以下 FOM）の有
用性が見直されつつある。しかし、FOMは古く
から市販されているため、既に耐性菌が存在す
ることもあきらかとなっている。我々のこれま
での研究により、日本で分離される ESBL産生
大腸菌のうち、5%程度が FOM耐性であること
があきらかとなっている。そのうち約半数が
FOMを不活化する酵素（以下 FR-GST）を産生
し、FOM耐性を獲得していることがわかってい
る。FR-GSTを産生し、FOM耐性を獲得した大
腸菌は、韓国や中国でも確認されており、その
広がりが懸念されている。そこで本研究では、
FR-GSTを産生し、FOM耐性を獲得した菌株を
簡易に識別する検査法の構築を行った。 
 
B. 研究方法 
菌株：研究室保存菌株ならびに名大病院で分離さ
れた菌株を用いた。  
薬剤感受性試験:寒天平板希釈法によりFOMの
最小発育阻止濃度（MIC）を測定した。 
PCR:FR-GST遺伝子（fosA3及び fosC2）の有無
を調べた。 
検査法構築:被検菌をミューラーヒントン（MH）
培地もしくは MH 培地にグルコース 6 リン酸
（G6P）を 25 µg/mL になるように添加した
MH-G6P培地に塗布した。FOMディスク（栄研
化学）を2枚配置し、片方にホスホノギ酸（PPF）

を 1 mg 添加した。１晩培養し、発育阻止円径
を測定した。 
 
倫理面への配慮 
該当なし 
 
C. 研究結果と考察 
 FR-GSTを産生する大腸菌 9株、FR-GSTを産
生しない大腸菌 16 株、合計 25 株を使用して、
FR-GST 産生性を識別する検査法の構築を行っ
た。FR-GST の阻害剤として、本研究では PPF
を使用した。PPF の添加量はディスクあたり 1 
mgとした（図１）。 
 25株に関する試験結果を図 2に示す。MH培
地を使用した場合、FR-GST非産生株ついては、
PPF の添加により FOM ディスク周囲の発育阻
止円径の拡大は見られなかった。一方、FR-GST
産生株については1-4 mmの拡大が認められた。
以上の結果から、FR-GST 産生株においては、
PPFにより発育阻止円径の拡大が観察されたも
のの、その拡大幅は小さく、PPFの阻害効果は
不明瞭であった。 
 そこで、PPFによる阻害効果を明瞭にするた
めに、使用する培地の改良を行った。具体的に
は、MH 培地に G6P を 25 µg/mL になるように
添加した（以下 MH-G6P 培地）。G6P の添加は
菌体内へのホスホマイシンの取り込みを促進
するため、より大きな発育阻止円を形成させる。
MH-G6P 培地を用いた場合、FR-GST 非産生株



ついては、MH 培地を使用した時と同様、PPF
の添加による FOM ディスク周囲の発育阻止円
径の拡大は見られなかった。一方、FR-GST 産
生株については 11-14 mmの拡大が認められた。
以上の結果から、MH-G6P培地を用いることで、
PPF による阻害効果を明瞭に確認できるように
なることがわかった。したがって、MH-G6P培
地、市販 FOMディスク、PPFを用いることで、
FR-GST 産生株を簡便に識別できることがわか
った。本試験法では暫定的に cut-off値を 5 mm
と設定した。 
 日本で市販されている FOMディスクは FOM
の含量が 50 µg、G6Pの含量が 5 µgであるのに
対し、欧米で市販されている FOM ディスクは
FOMの含量が 200 µg、G6Pの含量が 50 µgで
ある。そこで、欧米型のディスクを使用し、同
様の試験を行った。その結果、欧米型のディス
クを使用した場合、MH 培地においても、十分
な発育阻止円拡大が確認された（図 3）。 
 本試験法の実用性を評価するために、名古屋
大学医学部附属病院で分離された ESBL産生大
腸菌を用いて追試を行った。細菌検査室におい
て ESBL産生大腸菌と判断され、かつ、ルーチ
ンの薬剤感受性試験測定において FOMの MIC
が>16 µg/mLとなった 16株について評価を行っ
た。寒天平板希釈法による FOM MICを測定し
たところ、16株のうち 12株が FOM MIC, >128 
µg/mL（CLSI の基準で I または R）を示した。
この 12 株について、構築したディスク試験法
を実施したところ、6 株は陽性、6 株が陰性と
判定された。PCRにより FR-GST遺伝子の有無
を調べたところ、構築したディスク試験法で陽
性と判定された 6株は FR-GST遺伝子の保有が
確認された。一方、ディスク試験法で陰性と判
定された 6 株については、FR-GST 遺伝子の保
有は確認されなかった。以上をまとめると、構
築したディスク試験法は FR-GSTの産生性を確
認する方法として有用であると考えられた。 
 
D. 結論 
 FR-GST を産生し、FOM 耐性を獲得した
ESBL 産生大腸菌を識別するディスク試験法を
構築した。本試験法は安価で簡便であるため、
細菌検査室における日常的な薬剤耐性菌識別
法としても導入可能であると考えられる。 
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