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DNAgyrase遺 伝子 が関与 したKlebsiella Pneueniaeの

キ ノロ ン薬 耐性機作
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尿 路 感染症 由来お よび腸 内細 菌叢 由来Klebsiella Pneueniaeの キ ノ ロン薬耐性化 率が近 年漸増 して

お り,1994年 分 離株 の中 にはノルフ ロキサ シ ンのMICが100μ91ml以 上 の耐性 株 も見 出 され た。8yrA

遺 伝 子 上の キノ ロン薬耐性 決定領域 に相 当す る部分 を含 む329bpのDNA断 片 をPCRに よ り増 幅 し,

Single Strand Confbrmation Polymorphism(SSCP)法 を 用いて解析 した ところ,調 べ た20株 は5種

類 のパ ター ンに分類 され た。 これ らDNA断 片 の塩基配列 決定の結果,20株 中16株 は8ンrA変 異 株で

あ り,SSCPパ ター ンが 同 一の もの は 同一 のgyrA変 異 を有 して いた。 見 出 され た変異 は,Ser-83

(TCC)→Phe(TTC)(6株), Asp-87(GAC)→Gly(GGC)(1株), Ser-83(TCC)→Leu(TTG)+

Asp-87(GAC)→Asn(AAC)(1株)お よびSer-83(TCC)→Phe(TTC)+Asp-87(GAC)→Asn

(AAC)(8株 〉 であ った。調べ た耐性株 の うち3株 について は野 生型gyrA遺 伝 子 による形質転換 によ

りキノ ロ ン薬感 受性 化 したこ とか ら,8算A変 異が耐性 の原因で ある ことが確認 された。
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現在,臨 床上でキノロン薬耐性菌が多 く認め られている。

その菌種 もグラム陰性 桿菌群1～6),ブ ドウ球菌属7～11,淋

菌1243)な ど さまざまであ る。 これ らの キノロン薬耐性機構

は,DNAジ ャイ レースのサブユニ ットAを コー ドしてい

るgyrA遺 伝 子の,キ ノロン薬耐性決定領域中の点変異によ

ることが多いと報告 されている。我 々は,近 年,尿 路感染症

より分離 されたKlebsiella Pneueniaeで は,大 腸菌に比 し

てキノロン薬耐性株が多い印象 をもち,特 に慢性尿路感染に

対するキノロン薬使用で考慮すべ き問題と考えている。 しか

し,そ の耐性機構についての報告はなく,キ ノロン薬感受性

株の8γrA遺 伝 子の塩基配列の報告'4)があ るのみである。

本論文では,尿 路感染症 由来 および腸 内細 菌叢 由来K.

Pneumoniaeで の キ ノロ ン薬耐性 メカニズム につ いて,

Single Strand Confbrmation Polymorphism (SSCP)お よ

びgyrA遺 伝 子キノロン薬耐性決定領域の塩基配列決定によ

る検 討 を行 い.さ らに耐性株(3株)に ついて は野生型

gyrA遺 伝子に よる薬剤感受性化試験を行ったので報告する。

I. 材 料 と 方 法

1. 対 象 菌株

藤 田保 健衛 生大学病 院泌尿器科 にお いて1988年 に尿

よ り分 離 されたK.Pneumoniae A,D株 と,1991年 に

糞便 よ り分離 され たM,N,0,P,R,S株 お よび1994年

に 尿 よ り分離 され た63株,計71株 を使用 した。

2. MIC測 定

日本化 学療 法学 会標 準 寒天 平板 希釈 法15)を 用 いて力

価 の 明 ら か なnorfloxacin(NFLX,杏 林 製 薬),

ciprofloxacin(CPFX,バ イ エ ル薬 品),sparfioxacin

(SPFX,大 日本 製薬),levofloxacin(LVFX,第 一 製薬),

pazufloxacin(PZFX,富 山化学),ceftazidime(CAZ,

日本 グラ クソ)のMICを 測 定 した。

3. PCR

菌 株 をL-プ ロス にて37℃18時 間振 とう培養 し,100

μlの 菌 液 を遠心 集菌 後,蒸 留水(0.1m1)に 懸 濁 し,

99℃,5分 加 熱 し てDNAを 抽 出 した 。4℃ で

10,000×9,10分 間 遠心 し,上 清 をテ ンプ レー トとして

PCRに 供 した。PCR用 オ リゴヌク レオチ ドプライマー

は,、K.Pneumoniae gyrA遺 伝 子14)の 中 で,大 腸菌 のキ

ノロ ン薬耐性決定領域 に相当する329bp断 片 を増幅す る

ように,KGA-1:5'-ATGTCCGAGATGGCCTGAAG-3'

(塩 基 番号107-126)な ら びにKGA-2:5'-GAAATC-

GACCGTCTCTTTTT-3'(塩 基 番号435-416)を 用 いた。

反応 液(50μ1)中 の 各試薬 終濃度 を10mMTris-HCl

(pH8.3), 50mMKCI, 1.5mM MgCl2, 02mM

d-NTPに 調 製 し,テ ンプ レー トDNA5μ1,2.5U
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Taq DNA polymerase(宝 酒 造)お よび プ ラ イマ ー

(0.1μM)を 加 え, DNA thermal cycler (Perkin

Elmer Cetus)に て94℃, 30秒, 55℃, 30秒, 72

℃, 2分 の 反応 を30サ イ クル行 った。

4. SSCP

上 記 の ようにして得 たPCR産 物5μlに 対 して, 10μl

の0.1% bromophenol blue, 0.1% xylenecyanol FF,

20 mM EDTAを 含 む95% formamide溶 液 を加 え,

80℃, 10分 間 変性 した後,5μlを10%ポ リア ク リル

ァ ミ ドゲ ル電気 泳動(25 mM Tris-192 mM glycine ,

pH 8.3緩 衝 液で16℃, 100V, 2時 間)に 供 し,銀 染

色 した。

5. 塩 基 配列決 定

PCR産 物 をSUPREC-02(宝 酒 造)で 精 製後, pT7

Blue (R) Tベ ク ター(Novagen)に ク ロー ニ ング して

一本鎖DNAを 調 製後
,ジ デ オキ シ法16)に よ り塩 基配列

の決定 を行 った。

6. 形 質転 換

野生型大腸 菌KL 16株 の9yrAお よびgyrB遺 伝 子 を

各々broad host range plasmid pKT24017)に ク ロー ン

化 した。gyrAの 場 合 は,大 腸 菌野生型gyrA遺 伝 子 を

含む4.5 kb Stu I-Spl I断 片18)を 平 滑 化後, pKT 240

のHpa I部 位 に挿入 し,プ ラス ミ ドpKT 240 ECGA

を構 築 した。pKT 240 ECGBは 大腸 菌野生型gyrB遺

伝 子 を含 む3.6 kb Ssp I-Bal I断 片1)をpKT 240の

Hpa I部 位 に挿 入 した もの である。 これ ら2種 類 のプ

ラス ミドによ りK.pneumoniae D, 36, 80株 の 形質転

換 をCaCl2法 に よ り行 い,各 形質転換 体のNFLXに 対

する感受性 化が 認め られ るか否か を検 討 した。

II. 結 果

1. 臨 床 分離K.pneμmoniaeの 薬 剤感受性

Table 1に1988年,1991年 分 離株 での各抗 菌薬 の

MIC値 と,1994年 尿 中分 離63株 のMIC50お よ び

MIC90を 示 す。 いずれ の年の分離株 か ら もキノ ロン薬耐

性株 が検 出 され たが,1988年 お よび1991年 分 離株 中

には低度 耐性株(NFLXのMIC 0.2～0.78μg/ml)と

中等 度耐性株(NFLXのMIC 3.13～12.5μg/ml)が 認

め られ た。1994年 分 離株 のMIC50は ≦ 0.025 ～ 0.2

μg/ml, MIC50は25～50μg/mlに 分 布 してお り,低 度耐

性株 が多 く認 め られ たが,高 度耐性株 (NFLXのMIC

が50μg/ml以 上 の株 が9株(14.3%)散 見 され た。 ま

た,CAZに 対 す る低感受性株 は1994年 分 離株 中2株

(3.2%)が 認 め られた。

2. キ ノ ロ ン薬高度耐性株gyrA遺 伝 子 のSSCP法 に

よる分類

キ ノロ ン薬 高度耐性Kpneumoniae株9株 (5, 11,

36, 43, 49, 55, 80, 82, 83),中 等 度 耐性 株5株

(D, N, R, 28, 46),低 度 耐性 株4株(A, O, P, 89)

お よび感受性株2株(M, S),計20株 につ いて DNA

ジ ャ イ レースgyrA遺 伝 子上 の変 異 の有 無 を調べ るた

め,大 腸 菌の キ ノロ ン薬耐 性 決定 領域 に相 当す る領域

を含 むPCR断 片 のSSCPを 行 い,電 気泳動 パ ター ンを

調べ た。Fig.1に 示 す よ うに,耐 性 株 は4つ のパ ター

ン(type II, type III, typeIVお よ びtypeV)に 分 類 さ

れ た。

3. K.pneumoniae gyrA遺 伝 子断片 の塩 基配列

SSCP法 で解析 した耐性株16株 な らびに感受性株4

株 すべ て につ いて,PCRで 得 たgyrA遺 伝 子 断片 の塩

基配列 を決定 した。感 受性 株2株(M,S)と 低 度耐性

株2株(O,P)のgyrA断 片 の塩 基 配 列 (GSDB,

DDBJ, EMBL,お よ びNCBIデ ー タベ ースへの登録 番

号D50059)は,DimriとDas14)に よ り報告 され てい

る野生 型株 の配列 と比較 す る と,塩 基 レベ ルで 91%,

ア ミノ酸 レベ ルで96%の 相 同性 が認 め られ た。 また,

これ らの株 のSSCPパ ター ンはいず れ も1型 で あ っ

た。低度耐性株2株(A,89),中 等 度耐性株4株 (D,

N, 28, 46)で はSer 83 (TCC)→Phe (TTC)変 異 が 見

出 され,SSCPパ ター・ンはII型 であ った。 中等度耐性

Table 1. Susceptibilities of Klebsiella pneumoniae
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株1株(R)株 で はAsp-87(GAC)→Gly(GGC)の 変

異が認 め られ,SSCPパ ター ンはIII型 で あった。高度

耐性株43(SSCPパ ター ンIV型)で はSer-83(TCC)

→Leu(TTG)とAsp-87(GAC)→Asn(AAC)の 二 重

Fig. 1. Detection of gyrA mutation by SSCP analysis

Lanes: lane I , wild-type; lane II , mutant with

Ser-83 (TCC)•¨Phe (TTC); lane III, mutant with

Asp-87 (GAC)•¨Gly (GGC); lane IV, mutant with

Ser-83 (TCC)•¨Leu (TTG) and Asp-87 (GAC)•¨Asn

(AAC) with silent mutations; lane V, mutant with

Ser-83 (TCC)•¨Phe (TTC) and Asp-87 (GAC)•¨Asn

(AAC).

変異 の他 に,Val-85(GTA→GTC),Tyr-86(TAC→

TAT),Thr-88(ACC→ACG)のsilent mutationが 認

め られ た。 高度耐性株8株(5,11,36,49,55,80,

82,83)で はSer-83(TCC)→Phe(TTC)とAsp-87

(GAC)→Asn(AAC)の 二 重変 異が認 め られ,SSCPパ

ター ンはV型 で あった(Table2)。

こ れ らはいず れ も大腸 菌,黄 色 ブ ドウ球 菌 な どでキ

ノロ ン薬 耐性 を惹起 す る変異 と して見 出 され てい る変

異,あ る いはそ れ らに対 応す る部位 の変 異 で あ り,こ

れ らの変 異 が キ ノロ ン薬 耐性 に関与 してい るこ とが推

察 され た。

4.キ ノロン薬耐性K.pneumoniae株 の 野生型 大腸

菌gyrA, gyrB遺 伝 子 によるキ ノロ ン薬 感受性化

D,36,80株 の 大腸 菌野生型gyrA遺 伝 子 に よる形

質転換体 はNFLXにDが8倍,36,80は16倍 感 受

性 化 した。 野生型gyrB遺 伝 子 は,こ の耐性 株 のキ ノロ

ン薬感受性 に影響 を与 えなか った。 したが って,D,36,

80株 はgyrA変 異 によ りキ ノロ ン薬耐性 化 してい るこ

とが判 明 した。 しか し,gyrA形 質 転換 体 は感受性株に

比べ てキ ノロ ン薬 に低 度耐性 で ある こ とか ら,D,36,

80株 はgyrA変 異 以外 の変異 もあ わせ もってい る可能

性 が あるこ とが推察 された(Table3)。

III.考 察

尿路感染症領域で は起因菌としてもっとも多 く分離

されるのは大腸菌である。キノロン薬耐性機構 の研究

報告 も大腸 菌に よる ものが多 い。 しか しなが ら,K

Table 2. Quinolone-resistant mutations in the gyrA gene of Klebsiella pneumoniae

*43 with silent mutations [Val-85 (GTA•¨GTC), Tyr-86 (TAC•¨TAT), Thr-88 (ACC•¨ACG)].

NFLX: norfloxacin, CPFX: ciprofloxacin, SPFX: sparfloxacin, LVFX: levofloxaxin, PZFX: pazufloxacin
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Table 3. Susceptibilities of Klebsiella pneumoniae D, 36, 80 trans-

formants

pneumoniaeは 臨 床 上で キノ ロン薬耐性株 が大腸 菌 よ り

多 く認 め られ る とい う報 告19)が あ り,我 々の施 設 にお

いて も1988年 以 降キ ノロ ン薬耐性K.pneumoniaeが

漸 増 して い る。1994年 に 分 離 され た63株 の中 に は,

NFLXのMICが50μg/ml以 上 を示 した高度耐性株 が

9株(14.3%)あ り,耐 性 度 も上 昇 して きてい る。 そ

こで今 回,若 干 の菌 株 の キ ノロ ン薬 耐性 メ カニ ズム を

gyrA変 異 の面 か ら調べ た。 今 回調べ た 臨床分 離株20

株 でのgyrA遺 伝 子 断片 のSSCP泳 動 パ ター ンは,5種

類 に分類 された。SSCPパ ター ンの同一の ものは同一の

gyrA変 異 を有す るこ とが塩 基配列 決定か ら明 らかに な

り,SSCP type I:未 変 異, type II: Ser-83→Phe,

type III: Asp-87→Gly, type IV: Ser-83→Leu+ Asp - 87

→Asn
, type V: Ser-83→ Phe+ Asp- 87→Asnで あ っ

た。 したが って,SSCPの パ ター ンか ら, K.pmumo-

niae株 のgyrA遺 伝 子上 の変異 を推 定す る こ とが可能

と思 われた。

gyrA遺 伝 子 上 の変 異 は,塩 基 配列決 定 を行 った20

株 中Ser-83 (TCC)→Phe (TTC)変 異 を有す る株 が14

株 ともっ とも多 く,次 いでAsp-87 (GAG)→Asn (AAC)

が9株, Asp-87 (GAC)→Gly (GGC), Ser-83 (TCC)

→Leu (TTG)の 変 異 が各1株 で確認 され た。 これ らの

変異 は,大 腸 菌や 黄色 ブ ドウ球 菌,淋 菌,表 皮 ブ ドウ

球菌 な どで 報告 され てい る キ ノロ ン薬耐性 変 異 に対応

す るもの と考 え られ る ことか ら, Kpneumoniaeで も

これ らの変 異が キ ノロ ン薬耐 性 と深 く関わ って い る可

能性 もあ る。

キ ノロン薬耐性 度はSer-83→Phe+Asp- 87→ Asn変

異 の場 合 が も っ と も高 く,次 いで Ser - 83 → Leu+

Asp-87→Asn変 異, Asp-87→Gly変 異, Ser - 83 → Phe

変 異 の順 に耐性度 が低 下す る傾 向 にあ った。gyrA遺 伝

子上 の変 異 とキ ノロ ン薬 耐性 度 の 関連性 につ いて は,

調 べた株 がgyrA以 外 の変異 をあわせ持 つ可能性が ある

ことか ら明確 には言 えないが,他 菌種3, 11, 20, 21)と 同様 に

gyrAのSer-83の 変異が耐性化 に重 要で,さ らに

Asp-87の 変異が加 わることによって高度耐性化 してい

ると推測された。

我々が1988年 に分離 した2株(AとD)は 同一慢

性膀胱炎患者尿か ら分離された株であ り,Aの 分離後

34日 目にDが 分離された。両者の生物学的性状は同一

であ り, NFLXのMICはAが0.78μg/ml, Dは

12.5μg/mlと16倍 の差が認め られた。Aの 分離後

NFLX投 与による治療がなされた後にDが 分離された

が,塩 基配列の決定から,両 株 ともにgyrA遺 伝子上の

Ser-83→Phe変 異 を有 してお り,治 療前にすでにこの

gyrA変 異を獲得 してキノロン薬 に若干耐性化 していた

ことが判明した。おそ らくgyrA変 異 を有する K.pneu-

moniae A株 で感染が起こり,キ ノロン薬投与により,

さらに耐性度の高 くなったD株 が出現 したと推測 され

る。D株 でのgyrA変 異以外の遺伝子変異については不

明であるが,gyrB遺 伝子上の変異の可能性は,野 生型

gyrB遺 伝子を用いたキノロン薬感受性化試験の結果か

ら否定される。'4C-enoxacinで の菌体内取 り込みを測

定したところ,反 応10分 後での菌体内enoxacin量 は

D株 ではA株 の31%に 低下してお り,CCCP存 在下

では両株のenoxacinの 取 り込み量が同じであったこと

か ら(デ ータ未提示),D株 でキノロン薬排出が亢進し

ていたことが推察 された。両株の outer membrane

proteinの 検索を行ったところ,D株 の約45kDa付 近

fragmentがA株 とは異なる点が認め られ(デ ータ未提

示),D株 のこのouter membrane proteinが,キ ノロ

ン薬の排出亢進に関与 している可能性 もあ り現在検討

中である。

近年,我 が国では感染症に対 してキノロン薬がよ く

用いられてお り,耐 性菌の出現が問題にされているが,

K.pneumoniaeで もgyrA変 異 により耐性化 した株の多

いことが判明 した。今後のキ ノロン薬使用はこれ らの

ことを熟知して慎重に行うべきであると考えられた。

本論文の一部は第42,43回 日本化学療法学会西日本

支部総会(1994年12月 名古屋市および1995年12月

宜野湾市)に て発表 した。
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Single-strand conformational polymorphism (SSCP) analysis of 20 quinolone-resistant clinical iso-

lates of Klebsiella pneumoniae showed five mobility patterns. DNA sequence analysis of these 

fragments revealed that DNA fragments with a mutation (s) in the gyrA gene showed different 

patterns from the pattern of the wild type gyrA fragment and that one mutation group yielded 
the specific mobility pattern, which enabled us to anticipate the mutation (s) in the gyrA gene by 

SSCP analysis. When transformed with the wild type Escherichia coli gyrA gene, the mutants 

tested became quinolone susceptible, suggesting that the gyrA mutations are responsible for 

quinolone resistance.


