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研究要旨：近年、臨床分離 腸内細菌科菌種におけるプラスミド伝達性キノロン
耐性(PMQR)遺伝子の保有率の増加が問題となりつつある。我々は、これまでの
研究で細菌がPMQR遺伝子(qnrA, aac(6’)-Ib-cr, qepA)を獲得する意義について解
析を進めてきた。そして、fluoroquinolone (FQ)高度耐性大腸菌の中で主流とな
っている O25b:H4-ST131株において、qnrA遺伝子の獲得が ciprofloxacin (CPFX)
存在下における細菌の生存延長に寄与することを見いだした。本研究では、さ
らに研究をすすめ、様々な血清型の FQ感性大腸菌を用いて qnrA遺伝子の獲得
が細菌の生存力へ寄与することを確認するとともに、本遺伝子の獲得がキノロ
ン耐性決定領域(QRDRs)変異の獲得ならびに FQ 耐性化の促進に影響するか否
かについて解析を行った。菌株は FQ感性大腸菌 13株(O1, O6, O18, O25, O74, 
O78, OUT)を用い、それらに qnrA遺伝子を形質転換にて導入し、CPFXのMIC, 
最小殺菌濃度(MBC)および耐性菌出現阻止濃度(MPC)の測定を行った。全ての
親株ならびに qnrA導入株について、2 × MICまたは 3 × MICの CPFX暴露時に
おける殺菌効果曲線を作成した。O1株および O25株については CPFXに対す
る適応耐性試験もあわせて実施した。qnrA 遺伝子を導入した結果、CPFX の
MIC, MBC, MPCはいずれも親株と比較して上昇しており、特に、O25株におけ
る MBC および MPC は他の血清型よりも高い値を示した。qnrA導入株におけ
る 2 × MICの CPFX暴露では、O1, O6, O25株の生存延長が認められたが、残り
の菌株 (O18, O74, O78, OUT)では菌の死滅が確認された。一方、3 × MICの CPFX
暴露において、菌の生存が確認されたものは O25株のみであった。適応耐性試
験では、親株、qnrA導入株とも継代回数に伴って CPFXのMICが上昇した。し
かし, これら適応耐性株における gyrA遺伝子のQRDRs変異は, qnrA遺伝子を保
有しない親株が最も早い結果となった。本研究から、低度 FQ 耐性を付与する
qnrA遺伝子の獲得は致死濃度のCPFX暴露時における細菌の生存を延長させる
が、必ずしも QRDRs 変異獲得および蓄積を促進させないことが明らかとなっ
た。 

 
A. 研究目的 
臨床現場における fluoroquinolones (FQs)
の使用増加に伴い、急激に FQs耐性菌が増
加している。従来、その耐性メカニズムは
FQs の作用点である DNA ジャイレース
(GyrA)およびトポイソメラーゼⅣ(ParC)に
おけるキノロン耐性決定領域(QRDRs)のア
ミノ酸置換が主たるものであったが、新た
にプラスミド伝達性キノロン性耐性
(PMQR)遺伝子が出現し、腸内細菌科菌種の
間で急速に広まりつつある。しかし、これ
ら PMQR遺伝子は低度 FQs耐性を付与する

に留まるため、細菌がなぜそれら遺伝子を
獲得するかについて研究者の関心が集まっ
ている。我々は、これまでの研究で細菌が
PMQR遺伝子(qnrA, aac(6’)-Ib-cr, qepA)を獲
得する意義について解析を進めてきた。そ
して、FQ高度耐性大腸菌の中で主流となっ
ている O25b:H4-ST131株においては、qnrA
遺伝子の獲得が ciprofloxacin (CPFX)存在下
における細菌の生存を延長させることを見
いだした。しかしながら、本現象が各種 O
抗原に普遍的であるか否か、また FQ 高度
耐性化への関与については、未だ不明のま



まである。本研究では、qnrA遺伝子の獲得
が細菌の生存力へ寄与することを様々な血
清型の FQ 感性大腸菌を用いて証明すると
ともに、本遺伝子の獲得が QRDRs変異の獲
得ならびに FQ 耐性化の促進に影響するか
否かについて明らかにすることを目的とす
る。 
 
B. 研究方法 
菌株には、FQsに感性を示す大腸菌 13株

(O1, O6, O18, O25, O74, O78, OUT)を用いた。
はじめに使用菌株のMLST解析および PCR
によるタイピングを実施した。各株に qnrA
遺伝子を導入後、CPFX の MIC、最小殺菌
濃度(MBC)ならびに耐性菌出現阻止濃度
(MPC)を測定した。MIC測定は Etestにより、
MBCおよびMPCは既報に従い、実施した。
以後、空ベクターを各株に導入したものを
親株とした。次に、全ての親株ならびに qnrA
導入株を対象にして、2 × MIC または 3 × 
MICの CPFXに暴露後の殺菌効果曲線を作
成した。さらに CPFX存在下での生存延長
が確認されたO1株およびO25株について、
CPFX に対する適応耐性試験を実施した。
CPFXの暴露濃度はそれぞれの菌株の 1/2 × 
MIC に設定し、20 回の継代培養を行った。
そして、得られた適応耐性株におけるCPFX
の MIC の変化を解析するとともに、gyrA, 
parC遺伝子における QRDRsの塩基配列解
析を行った。 

 
C. 研究結果 

MLST解析および PCRによるタイピング
の結果、大腸菌 13株の内 7株が ST95と同
定され、O25 株および OUT 株の 3 株は
O25b-ST131と同定された。qnrA遺伝子の導
入により CPFX の MIC は親株と比較して
20.8-31.7 倍程上昇したが、その値は感性の
ままであった (≤1 g/mL)。またMBCおよび
MPC も同様に qnrA遺伝子の導入によって
上昇しており、特に O25 株における qnrA
導入株の MBC および MPC はそれぞれ
0.75-1.14 g/mL, 3-4 g/mLと他の血清型よ
りも高い値を示した(Table 1)。  
殺菌効果曲線による検討では、2 × MICの

CPFX 暴露において、親株は全て暴露開始
から 48 時間経過するまでに菌が完全に死
滅した。一方、qnrA導入株では、O1, O6, O25
株の 6株は暴露開始から 48時間経過後も菌
の生存が確認されたが、残りの菌株(O18, 
O74, O78, OUT)は 48時間以内に菌が完全に
死滅していた(Figure 1)。3 × MICの CPFX暴

露では、暴露から 48時間経過後も菌の生存
が確認されたものは、O25 株のみであった
(Figure 2)。 

CPFX 存在下での生存延長が確認された
O1 株と O25 株で実施した適応耐性試験で
は、両 O抗原とも継代回数に伴って親株な
らびに qnrA導入株における CPFXの MIC
が上昇した。20 回継代後の親株の MIC は
O1株が 0.5 g/mL、O25株が 4 g/mLに達
し、qnrA導入株の MICは O1株および O25
株ともに 32 g/mLに達した(Figure 3)。適応
耐性株における gyrA遺伝子の QRDRs変異
はいずれの菌株でも確認され、変異による
アミノ酸置換は全て Ser83-Lueであった。変
異獲得時期は O25株の親株が 4週目と最も
早く、続いてO25株の qnrA導入株(13週目)、
O1の親株(14週目)、qnrA導入株(15週目)の
順となり、両 O抗原ともに親株の方が早い
結果となった(Table 2)。一方、parC 遺伝子
の QRDRs変異は、両 O抗原ともに qnrA導
入株のみで継代 17 週目に確認された
(Ser80-Arg/ParC)。 

 
D. 考察 
 qnrA遺伝子の獲得によって細菌は FQsに
対して低度耐性を獲得すると報告されてお
り、本研究においても、CPFXのMIC, MBC
およびMPCの上昇は同程度であった。興味
深いことに、O25株の MBCおよび MPCの
値は他の O抗原よりも高く、特にMPC(3-4 
g/mL)は CPFX 500 mgを 1日 2回経口投与
した際の最高血中濃度と同程度もしくはそ
れを上回る値となった。従って、O25 株に
おける qnrA遺伝子の獲得は、CPFX治療下
での長期間の生存を可能とし、FQ耐性化に
おいて有利に働いているものと考えられる。 
 実際に、今回の殺菌効果曲線による検討
では qnrA 遺伝子導入によって生存延長が
確認された。加えて、Briales ら(Antimicrob 
Agents Chemother, 2011) や Allou ら
(Antimicrob Agents Chemother. 2009)も同様
に qnrA遺伝子の獲得がCPFX存在下での細
菌の生存を延長させると報告しており、細
菌が致死濃度の CPFXに暴露された際に、
qnrA遺伝子の獲得が細菌の生存延長に寄与
することは確からしいと考えられる。一方
で、同一の ST を示す O25-ST131 株と
OUT-ST131株の間では生菌数の減少傾向に
明確な差が確認されており、qnrA遺伝子獲
得による生存延長には、O 抗原の発現の有
無が関与していることが疑われた。さらに
O25-ST131株は、唯一 3 × MICの CPFX暴



露でも生存が確認されており、qnrA遺伝子
獲得による生存延長の影響を最も強く受け
ることが示唆された。 
 qnr遺伝子の獲得は FQ暴露時の細菌の生
存を延長させる他に、FQ耐性化を促進させ
る働きがあると考えられてきたが、本研究
の適応耐性試験において QRDRs 変異獲得
時期は親株が最も早く、従来の仮説と異な
る結果を示した。一方で、Cesaro ら (J 
Antimicrob Chemother. 2008)の解析では高濃
度の CPFXや moxifloxacinによる暴露にお
いて、QRDRs変異の獲得頻度は親株の方が
qnr導入株よりも高いと報告しており、解析
方法は異なるものの本研究の結果と傾向が
一致した。このことから qnrA遺伝子の獲得
は、QRDRs変異の獲得および蓄積を促進し
ないことが示唆された。おそらくこれは、
qnrA遺伝子獲得による CPFX存在下での生
存延長が、細菌にとって増殖に不利となる
QRDRs 変異を早期に獲得する必要性を低
くしているためであると考えられる。しか
し、これらはすべて in vitroにおける解析結
果であるため、今後は in vivoでの解析が求
められる。 
 
E. 結論 
 本研究から、特定の血清型や遺伝的背景
によって傾向は異なるものの、低度 FQ 耐
性を付与する qnrA 遺伝子の獲得は致死濃
度の CPFX暴露時における菌株の生存を延
長させるが、必ずしも QRDRs変異獲得や蓄
積を促進させないことが明らかとなった。
さらに、qnrA遺伝子の獲得がもたらす生存
力への影響は O25株が最も強く、これが大
腸菌 O25b:H4-ST131の世界的な蔓延の一因
となっている可能性が考えられる。 
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