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緑 膿 菌(Pseudomonas aeruginosa)の キ ノ ロ ン耐 性 の 研 究 は,そ の 作 用 標 的 の 変 異 や 外 膜 透 過 経 路 の 消

失 で は説 明 で き な か っ た耐 性 機 構 を 明 ら か に した 。 そ の 機 構 と は,本 菌 染 色 体 上 に コ ー ドさ れ,染 色 体 上

のnalB,nfxBお よびnfxC遺 伝 子 座 の 変 異 に よ り,染 色 体 上 に コー ドされ た3種 類 の 薬 剤 排 出 シ ス テ ム

(MexAB-OprM,MexCD-OprJ,MexEF-OprN)の 高 発 現 に よ る もの で あ る 。 この そ れ ぞ れ の シス テ ム は,

内 膜 蛋 白質(MexB,MexD,MexF)と 外 膜 蛋 白 質(OprM,OprJ,OprN),さ らに そ れ ら を リ ン クす る ペ リ

プ ラス ム蛋 白 質(MexA,MexC,MexE)に よ っ て構 成 され,細 胞 内 に 透 過 した抗 菌 薬 を細 胞 外 に 能 動 的 に

排 出す る こ と に よ り。 抗 菌 薬 の 細 胞 内 濃 度 を 減 少 させ る 。 さ ら に,緑 膿 菌 の 種 々 の 抗 菌 薬 に対 す る 自然 耐

性 が,野 生 株 で もわ ず か に発 現 したMexAB-OprMに 起 因 す る こ とが わ か っ た 。 緑 膿 菌 感 染 症 の抗 菌 化 学

療 法 を円 滑 に進 め る た め に も本 排 出 シ ス テ ム の 機 構 の さ ら な る解 明 が 望 まれ る。
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緑膿 菌(Pseudomonas aeruginosa)は,尿 路 障害,呼 吸

器障害,重 度 の火傷 や癌 な どの 基礎 疾患 を持 つ免 疫 不全 患 者

に重篤 な感染症 を引 き起 こす グ ラム陰性 菌 であ る。 本菌 感 染

症の治療 の 問題点 の1つ は,本 菌 が種 々の抗 菌 薬や 消毒 薬 に

対 して 自然耐性 を示す ところ にあ る。本 菌感 染症 の 治療 を 目

的 として,セ フェム,ペ ニ シ リン,フ ル オロキ ノ ロ ンや カル

バペ ネム な どの抗 緑 膿 菌活 性 の 高 い抗 菌薬 が 開 発 され て き

た。 これ らの抗 菌 薬 は,緑 膿菌 感染 症 の治療 に有 効性 を示 し

た一方 で,新 た なる耐性 菌 の 出現 を もた ら した。

グラム 陰性 細 菌 の抗 菌 薬 耐性 は,i)抗 菌 薬 に対 す る作 用

標的の親和 性 の減 少,ii)抗 菌薬 を不活 化 す る加 水 分解 酵 素

や修飾酵 素 の 産 生,お よびiii)抗 菌 薬 の 透 過 経 路 の 消 失,

言い換 えれ ば外 膜 透過性 の 減少 に よ り起 こる と考 え られて き

た。 これ らの機 構 の うち,作 用標 的 の親和 性 の減 少 や不 活化

酵素産生 に よる耐性 化 は,構 造 的 に類似 した抗 菌薬 の 間で の

狭 い交 差耐 性 に 限 られ て い る。 た とえ ば,β-ラ ク タマ ー ゼ

が高 度に 産生 されて も,そ の基 質 が β-ラ ク タム薬 に限 られ

るため に,他 の構造 的 に異 な る抗菌 薬 に対す る耐 性 化 を もた

らさない。また,同 じよ うにキ ノロ ンの作 用標 的で あ るDNA

gyraseやDNA topoisomerase IVの 変 異 に よる耐性 化 もキ

ノロンに限 られ る。 これ らの耐性 機構 が 重 なっ た多剤 耐 性株

の出現 は古 くか ら研 究 され て きたが,キ ノロ ンに対 す る耐性

機構 の最近 の研 究 は,従 来 の機構 とは異 な る耐性 変 異の 機構

を明 らか に した。 これ らの耐 性 変異 に よって 多剤 耐性 化 した

緑膿 菌は臨 床で も頻繁 に分離 され,本 菌 治療 に明 らか な障 害

となって いる。 本稿 は,そ の新 しい 耐性機 構 で あ る薬剤 排 出

機構 の発見 の経 緯 と緑膿 菌 の 自然耐性 や耐 性 化へ の 本機 構 の

関与 を著 者 らの研 究 成果 を中心 に ま とめ た もので あ る。

I.　緑膿菌における薬剤排出機構研究の背景

RellaとHaas 1)は,緑 膿菌のキノロンに対する耐性機

構 を調べる目的で,ナ リジクス酸耐性株 を実験室株から

分離 し,そ の性状を調べた。その結果,DNA生 合成に

関与する機構の変異に より耐性化が もた らされ る場合

と,機 構は明確ではないがDNA生 合成に関与する機構

の変異では説明できない耐性機構があることを報告 し

た。一方,Hiraiら のグループ2～4)は,ノルフロキサシン

の開発当初から,そ れに対する緑膿菌の耐性機構の研究

をは じめていた。その過程で,DNA gyraseの 変異によ

り耐性化 したnalA変 異株に加えて,新 しい タイプの多

剤耐性,す なわち構造的に類似性のない抗菌薬にまで広

範囲な耐性化 を引 き起 こす機構の存在の可能性を報告 し

た(著 者 らが作成 した変異株を使ってHiraiら の結果を

再現 した結果 をFig.1お よびTable 1に 示 した)。 これ

らの耐性変異は,緑 膿菌染色体上 の異 なる3つ の遺伝

子座(nalB:約20分,nfxB:約45分,nfxC:約70分)

のそれぞれの変異 によりもた らされ,共 通 してキ ノロ

ン,テ トラサイクリンおよびクロラムフェニコールに対

す る耐性 をもた らす一方で,β-ラ クタムを含む種々の

抗菌薬に対 して,そ れぞれの変異に特徴的な感受性の変

化 をもたらす ことがわかった。すなわち,nalB変 異株

では,ペ ニシリン,セ フェムお よびメロペネムタイプの

カルバペネムな ど広い範囲のβ-ラ クタムに対する耐性

化が,ま たnfxB変 異株では第4世 代セフェムに対する

耐性化が観察される。 しか し,nfxB変 異株では,逆 に

通常のセフェム,ペ ニシリン,カ ルバペ ネムお よびアミ

ノ配糖体に対する高感受性化が見られた(こ の原因につ
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いては後述する)。nfxC変 異株では,nfxC変 異 に伴 っ

て起 こる46-kDaの 外膜蛋 白質OprDの 産生量の減少

により,カ ルバペネムに対する耐性化が起こる。これら

の耐性変異株の性状解析が行われた結果,こ の感受性の

低下は,抗 菌薬の細胞内蓄積量の減少に起因することが

わかった。さらに変異に特徴的な外膜蛋白質の過剰産生

が引き起こされることが観察されたが,こ れが蓄積量の

減少とどのような関係があるのか明確な結論は得 られな

かった。これらの外膜蛋白質の過剰産生の現象は,の ち

にMasudaら5)に よりnalB変 異に よるもの を OprM

(Mr,49- kDa), nalB変 異によるものをOprJ (Mr, 54-

kDa),nfxC変 異によるものをOprN (Mr, 50- kDa)と

命名された。

Fig. 1. Outer membrane proteins of quinolone-resistant

mutants of Pseudomonas aeruginosa PAO 1 and their 
parent strains stained with Coomassie. Lanes: 1, PAO 
1;  2,  OCR  1(PAO 1 nalB) ; 3, KG 3000 (PAO 1 nfxB) ; 
4, PAO 4222; 5, KG 4001 (PAO 4222 nfxC) . Symbols: 
Closed triangle, OprM (49—kDa) ; closed square, OprJ 
(54—kDa) ; open circle, OprD (46—kDa) ; closed circle, 
OprN (50- kDa)

1つ の遺伝子座の変異により,ま った く系統の異なる

抗菌薬に対 しても耐性化が波及することは従来の薬剤耐

性機構 とは異なる新規な耐性機構の存在を示唆するもの

であ り,こ のような多剤耐性株の蔓延は臨床的に憂慮す

べ き事態であると考えられた。そこで,こ の問題に対処

するためには,ま ずこれらの多剤耐性化の機構の解明が

必要であると考えられた。

II. OprMの 欠損株の分離

抗菌薬が作用標的に到達するためには,ま ず第一に外

膜を透過せねばな らない。その透過経路の1つ は,ポ

ーリン(pore- fbrming protein;孔 形成蛋白質)に より

形成 されたチャンネルであ り,比 較的分子量の小さい親

水性溶質,た とえば糖質,ア ミノ酸を取 り込むために機

能 している一方で,β-ラ クタムやキノロンなどの親水

性の低分子量抗菌薬の外膜透過の経路でもある。したが

って,こ のポーリンの減少や欠損は,こ れらの抗菌薬に

対する耐性化の原因となることは,E.coliの 実験でよ

く知 られてきた事実である。しか し,あ る種の外膜蛋白

質の増加が起こる耐性の場合は,ポ ーリンの減少や欠損

とはまったく逆であ り,そ の機構を説明することはでき

ない。そこで,こ れ らの多剤耐性化に伴って過剰産生さ

れる外膜蛋白質の多剤耐性への寄与に関して,こ れらの

外膜蛋白質が多剤耐性化には関与せず,耐 性化とは関係

のない機能を持つものであるという考えと,多 剤耐性化

機構の何 らか に寄与する ものである との2つ の相反す

る考えがあった。 しか し,も しこれ らの外膜蛋白質が多

剤耐性化に関与するのであるならば,こ れらの蛋白質の

性状 と機能の研究は,多 剤耐性化の機構の解明のための

重要な手がか りとなると考えられた。そこで,著 者は,

nalB型 多剤耐性変異で過剰産生されるOprMの 欠損株

を分離 し,OprMと 多剤耐性化 との関係を明らかにする

ことを試みた6.7)。すなわち,OprMが 多剤耐性と無関係

であるならば,OprMの 欠損はnalB変 異株の多剤耐性

になんら影響 を与えない し,逆 にOprMがnalB型 の

多剤耐性に関与するならば,欠 損により多剤耐性が消失

することが予想 された。この作業仮説を検証するには,

Table 1. Susceptibility of Pseudomonas  aeruginosa strains to antimicrobial agents
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OprMの 正確な検出法の確立が必要とされた。そこで,

本蛋白質をnalB変 異株か らイオン交換クロマ トグラフ

ィーによ り精製 し,得 られた標品 を用 いて抗OprMマ

ゥス抗血清を作成 した。 この抗血清の反応性を調べるた

めに行ったイムノブロ ッ トか ら,作 成 した抗血清 は,

nalB変 異株(KG 2213)中 の49- kDaの 外 膜 蛋 白質

OprMを 特異的に認識す ることが確 認 された(Fig.2,

lane4)。 さらに,OprMは,野 性株で もわずかに産生

されていることがわかった(Fig.2, lane 1)。次に,ト

ランスポゾン挿入変異によりOprM欠 損株 を分離す る

ことを試みた。 トランスポゾンTn 5を 持つプラス ミド

pUW 964を 保有す る大腸菌 とPAO 4141株 またはその

ml召 変異株(KG 2113)と の問の接 合 に よ り, Tn5

がランダムに染色体上に転移 した挿入変異株のバ ンクを

作成した。このバ ンクか らOprM欠 損株 を,先 に作成

Fig.  2. Outer membrane proteins of OprM—

deficient mutants of Pseudomonas aeruginosa 
and their parent strains with Western 
immunoblots using murine polyclonal antise-
rum directed to OprM. Lanes 1, PAO 4141 
(parent) ; 2, KG 2109 (OprM-deficient PAO 
4141) ; 3, KG 2110 (OprM-deficient PAO 
4141) ; 4, KG 2113 (PAO 4141 nalB) ; 5, KG 
2114 (OprM-deficient KG 2113).

した 抗 血 清 を 用 い て ス ク リー ニ ング した と こ ろ,PAO1

か ら2株(KG 2109お よ びKG 2110; Fig,2, lanes2お

よ び3),KG 2113か ら1株(KG 2114; Fig.2, lane5)

が 得 られ た(Fig.2)。 こ れ らの 株 とそ の 親 株 の β-ラ ク

タ ム(イ ミペ ネ ム,メ ロペ ネ ム,カ ル ベ ニ シ リ ン,セ フ

タ ジ ジ ム,セ フ ォペ ラ ゾ ン)お よ び キ ノ ロ ン(ノ ル フ ロ

キ サ シ ン,ス パ フ ロ キ サ シ ン)に 対 す る 感 受 性 を 測 定 し

た と こ ろ,次 の こ とが わ か った 。OprMの 過 剰 産 生(KG

2113)に よ っ て も,逆 にOprMが 欠 損(KG 2109お よ

びKG2114)し て も イ ミペ ネ ム に 対 す る 感 受 性 は ま っ

た く変 化 し なか っ た が,OprMの 欠 損 は キ ノ ロ ンお よび

イ ミペ ネ ム を 除 く β-ラ ク タ ム に 対 す る 耐性 を 消 失 させ

た(Fig.3)。 この よ う にOprMの 欠 損 に よ り耐 性 度 が

減 少 し た こ と,さ らに そ の 高 感 受 性 化 が 構 造 的 に 類 似 性

の な い 抗 菌 薬 に まで 波 及 す る こ と は,明 ら か に OprM

がnalB型 多 剤 耐性 に 関 与 す る こ と を示 す 結 果 で あ る 。

ま た意 外 な こ とに,OprMの 欠 損 は 野性 株(PAO 4141)

の 種 々 の 抗 菌 薬 に 対 す る 感 受 性 を 上 昇 させ た。 一 方,

OprM過 剰 産 生 株 で の 欠 損 で も,同 じ程 度 に まで 高 感 受

性 化 した 。 こ れ は,野 性 株 や 過 剰 産 生 株 で 産 生 さ れ た

OprMの 欠損 に起 因 す る 結 果 で あ り,OprMは 多 剤 耐 性

変 異 だ け で は な く,自 然 耐 性 に も関 与 して い る こ と を結

論 させ た。

HI.緑 膿 菌 の 薬 剤 排 出 シ ス テ ムMexAB- OprMの 同 定

前 述 の よ う に,OprMが 緑 膿 菌 の 抗 菌 薬 自然 耐 性 や

nalB型 多 剤 耐 性 の発 現 に 関 与 して い る こ とが 明 らか に

な っ た こ ろ,カ ナ ダ のPooleら の グ ル ー プ は緑 膿 菌 に お

け る鉄 代 謝 の研 究 の 過 程 で,緑 膿 菌 染 色 体 上 に3種 の

遺 伝 子 か ら構 成 さ れ る オ ペ ロ ンmexA- mexB- oprKを

Fig. 3. Comparison of susceptibility of OprM-deficient mutants of Pseudomonas aeruginosa and 
their parent strains. KG 2109 and KG 2114 are OprM-deficient mutants of PAO 4141 and 
KG 2113 (PAO 4141  nalB)  , respectively.
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ク ロ ー ン化 した8,9)(Fig.4)。 彼 ら は,コ ン ピ ュ ー タ ー

解 析 か ら,こ の オ ペ ロ ンの 機 能 と して 次 の こ と を報 告 し

た 。 そ れ は,第1番 目の 遺 伝 子MexAが,MF(膜 融 合

蛋 白 質;membrane fusion proteins)フ ァ ミ リー 蛋 白質

とホ モ ロ ジ ー の 高 い 約40-kDaの ペ リ プ ラ ス ム コ ン ポ

ー ネ ン トMexAを コ ー ドす る こ と,第2番 目 の 遺 伝 子

mexBが,薬 剤 排 出 や細 胞 代 謝物 の 分 泌 や 細 胞 分 裂 に 関

与 す るRND(resistance-noduration-division)フ ァ

ミ リー の トラ ンス ポ ー ター と ホ モ ロ ジ ー の 高 い 約110-

kDaの 内 膜 コ ンポ ー ネ ン トMexBを コ ー ドす る こ と,

さ ら に 第3番 目 の 遺 伝 子oprKが 約50-kDaの 外 膜 コ

ン ポー ネ ン トOprKの 遺 伝 子 で あ り,3種 の コ ンポ ー ネ

ン トが 共 同 して菌 体 内 に 透 過 した 抗 菌 薬 分 子 を 能 動 的 に

排 出す る シ ス テ ム で あ る 。 そ して,こ の シ ス テ ム の 過 剰

産 生 に よ る細 胞 内抗 菌薬 の排 出 の 充 進 に よ り緑 膿 菌 は 多

剤 耐 性 化 す る と い う もの で あ っ た 。 そ の 後,作 成 した ノ

ッ ク ア ウ ト株 で,キ ノ ロ ンを は じめ,種 々の 抗 菌 薬 の 細

胞 内 蓄 積 量 の増 加 と,そ れ に 伴 っ た 緑 膿 菌 の 感 受 性 の 上

昇 が確 か め られ,ま た,プ ロ トン勾 配 を消 失 させ る作 用

を持 つ ア ンカ プ ラ ー に よ り,こ の 排 出 シ ス テ ム の機 能 が

阻 害 され る こ とか ら,プ ロ トン依 存 的 に機 能 す る排 出 シ

ス テ ムで あ る と推 測 さ れ た1%

Pooleら の グ ル ー プ に よ っ て 作 成 さ れ たmexAB-

opzKオ ペ ロ ン を構 成 す る遺 伝 子 の破 壊 株 で の 抗 菌 薬 感

受 性 の 上 昇 の 結 果 は,著 者 らが 分 離 したOprM欠 損 株

の性 状 と非 常 に似 て い た。 そ こ で,外 膜 蛋 白質 を コー ド

す るoprK遺 伝 子 と 多 剤 耐 性 化 に 関 与 す る 外 膜 蛋 白 質

OprMと の 関 係 に つ い て,oprK遺 伝 子 のDNA塩 基 配

列 を も と に合 成 した プ ラ イ マ ー を 用 い たPCRと,さ き

に 作 成 した 抗OprM抗 血 清 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ トに

よ り調 べ た1"。 も し,OprMがoprKと は 異 な る遺 伝 子

に コ ー ドされ る な ら,Tn5挿 入OprM欠 損 株 で 野 性 型

のoprKと 同 じ大 き さのDNA断 片 の 増 幅 が 見 られ る は

ず で あ る。 そ こ で,Tn5挿 入OprM欠 損 株KG2109,

KG2110,KG2114お よ び そ の 親株 の ゲ ノ ムDNAを 鋳

型 にoprK遺 伝 子 を増 幅 した 。そ の 結 果,親 株PAO4141

や そ のnalB変 異 株KG 2113で は,野 性 型 と同 じサ イ

ズ のoprKが 増 幅 さ れ た が,KG2109とKG2110で は

増 幅 は 観 察 さ れ な か っ た 。こ れ は,Tn5の 挿 入 の結 果,

oprKの 断 片 が 通 常 のPCRで は増 幅 で き な い ほ どに 巨

大 化 した こ と に 起 因 す る と 考 え られ た。 一 方,mexA

お よ びmexBを 増 幅 す る た め の プ ラ イマ ー を 用 い た場

合 に は,KG2114で はmexBに 挿 入 さ れ て い る こ とが

わ か っ た 。 こ のmexB遺 伝 子 の 破 壊 は,そ の 下 流 に存

在 す るoprM遺 伝 子 の 転 写 を 抑 制 す る こ と,す な わ ち

mexBとoprMが1つ の 転 写 単 位 内 に 並 ん で 存 在 す る

こ と は,mexB破 壊 株 で のMexBお よ びOprMの 欠

損,さ らに,MexAB-OprM発 現 プ ラス ミ ドで の形 質 転

換 に よ る こ れ ら の 株 で のOprMの 産 生 の 復 帰 とoprK

の 破 壊 に よ っ て 消 失 した 多 剤 耐 性 化 のOprM産 生 の 復

帰 に よ る 回復 か ら明 らか とな っ た 。 こ う して,OprMが

mexAB-oprKオ ペ ロ ンの 第3番 目 の遺 伝 子oprKに コ

ー ドさ れ て い る こ とが わ か り
,さ き に 命 名 され たMex

オペ ロ ンはmexAB-oprMと 改 名 され た(Fig.4)。 そ の

後 の 研 究 か ら,こ の オペ ロ ンの発 現 は,そ の 上流 に反 対

向 きに 存 在 す るmexR遺 伝 子 に よ り負 に 制 御 さ れ て い

Fig. 4. Three multidrug efflux operons on the chromosome of Pseudomonas aeruginosa PAO and their

regulation.
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ること,そ の抑制の弱 さか ら野性株 ではmexAB-oprM

がわずかに発現 していること,さ らにmexAB-oprMの

高発現はmexRの 変異によ り起こることがわかった。

IV.　 緑膿菌の他の薬剤排出システムMexCD-OprJ

およびMexEF-OprNの 同定

外膜蛋白質OprMを 構成蛋白質の1つ とす る多剤排

出システムMexAB-OprMの 存在 と,nalB型 多剤耐性

が,染 色体上にコー ドされた高発現によって引 き起こさ

れることが示されたことは,同 じように特徴的な外膜蛋

白質の過剰産生をもたらすnfxBお よびnfxC型 の多剤

耐性変異も未知の多剤排出 システムと関連 していること

を予想させた。そこで,nfxB変 異により過剰産生され

るOprJを もとに,nfxB変 異 と関連 した未知の多剤排

出システムのクローニングを行った12)。この概要はFig.

5に 示 した。すなわち,nfxB変 異株で過剰産生された

OprJ蛋 白質をイオ ン交換 クロマ トグラフィーにより精

製し,ト リプシンでの消化後,得 られた断片の部分アミ

ノ酸配列 を決定 した。この配列 をもとに混 合 オ リゴ

DNAプ ライマーを作成 し,PAO 1株 のゲノムDNAを

鋳型にPCRを 行 った ところ,約500bpの 断片が増幅

された。この断片のDNA塩 基配列中に,さ きに決定 し

た ア ミ ノ酸 配 列 に 相 当 す る 配 列 が 含 まれ て い た 。 そ こ

で,得 られ たDNA塩 基 配 列 を基 に 新 し く作 成 し た プ ラ

イ マ ー を 用 い てPCRを 行 っ た と こ ろ,約450bpの 断

片 が 増 幅 さ れ た 。 こ れ を プ ロ ー ブ に サ ザ ンハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た と こ ろ,約10kbのBam HI断 片

と約5kbのKpn I断 片 と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ が 観 察 さ れ

た の で,そ れ ら の 断 片 を ベ ク タ ーpAK1900上 に ク ロ

ー ン化 し
,プ ラ ス ミ ドpKMJ003お よ びpKMJ002を

得 た。 これ らの 断 片 の 制 限 酵 素 地 図(physical map)を

作 成 した と こ ろ,Kpn I断 片 はBam HI断 片 の 一 部 分 で

あ る こ とが わ か った 。そ こ で,こ のBamHI断 片 のDNA

塩 基 配 列 を決 定 した と ころ,こ の 断 片 中 に は,単 一 の プ

ロ モ ー タ ー か ら転 写 され る オ ペ ロ ン を 形 成 す る3種 の

open reading frame(ORF)と,そ の 上 流 に逆 向 き に

制 御 遺 伝 子nfxB13,14)の 配 列 が 含 ま れ て い た 。 ま た,こ

の オ ペ ロ ン遺 伝 子 の 産 物 が,nalB変 異 株 で 過 剰 産 生 さ

れ るMexAB-OprMの そ れ ぞ れ と約50%の ホ モ ロ ジ ー

を持 つ こ とが 示 され た。 これ は,新 し く ク ロー ン化 した

オ ペ ロ ン に コ ー ド さ れ た 産 物 とMexAB-OprMと の 機

能 的 な 類 似 性 を 示 唆 して い るの で,新 し く ク ロ ー ン化 し

た オ ペ ロ ン をmexC-mexD-oprJと 名 づ け た(Fig.4)。

Fig. 5. Scheme of cloning of a chromosomal fragment containing mexC- mexD- oprJ
multidrug efflux operon. Oligo- DNA primers were synthesized, based on partial
amino acid (AA) sequences from the purified OprJ. PCR using those primers led to
amplification of an approximately 500- bp fragment of the Pseudomonas
aeruginosa PAO 1 chromosome. The fragment was cloned on pUC 18, and
sequenced. New oligo- DNA primers were synthesized, based on the obtained
sequence. PCR using those primers led to amplification of an approximately 450-
bp fragment (KF 450) of the P. aeruginosa PAO 1 chromosome. Southern
hybrization using KF 450 a probe identified approximately 10- kb Barn HI and 5-
kb Kpn I fragments containing almost of a OprJ- encoding gene. These fragments
were cloned at a multicloning site on Escherichia coli- P. aeruginosa shuttle
vector pAK 1900 to yield pKMJ 002 and pKMJ 003.
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さ らに,そ の オ ペ ロ ンの 上 流 に逆 向 き に位 置 す るnfxB

遺 伝 子 がmexCD-oprJオ ペ ロ ンの発 現 を 負 に 制 御 し,

nfxB遺 伝 子 内 の 変 異 に よ りそ の 抑 制 が 解 除 され,本 オ

ペ ロ ンが 高 発 現 す る こ とが わ か っ た 。 また,本 オ ペ ロ ン

の 発 現 に よ り過 剰 産 生 され たMexCD-OprJシ ス テ ム が

細 胞 内 の 薬 物 濃 度 を減 少 させ る 役 割 を担 っ て い る こ とが

確 か め られ た 。 ま た,mexCD-oprJオ ペ ロ ンの 発 現 量

は明 らか にnfxB型 多 剤 耐 性 の 程 度 と相 関 した15)。 さ ら

に,臨 床 分 離 株 か ら もn倉B変 異,す な わ ち,mexCD-

oprJオ ペ ロ ンの 高 発 現 株 が 出 現 す る こ と も確 か め られ

た16)。こ れ らの結 果 は,緑 膿 菌 の 染 色 体 上 に 第2の 排 出

シス テ ムが コ ー ドさ れ て い る こ と,さ らに こ の オ ペ ロ ン

が 緑 膿 菌 の 滞 在 耐 性 化 を 引 き起 こす もの で あ る こ と を示

す 結 果 で あ っ た。

次 に,nfxC変 異 にお け る多 剤 耐 性 化 の 原 因 を 探 る べ

く,緑 膿 菌 染 色 体 上 の 第3の 排 出 オ ペ ロ ン の ク ロ ー ニ

ン グ をス イ ス の グ ル ー プ と共 同 で 行 っ た17)。そ の結 果,

精 製 し たOprNの 部 分 ア ミノ酸 配 列 を コ ー ドす る 遺 伝

子 断 片 が ク ロ ー ン化 され た 。そ の 断 片 上 に は4種 のORF

が 同 じ向 き に存 在 し,第2番 目のORFか ら第4番 目の

ORFま で が,単 一 の プ ロ モ ー ター 下 で 転 写 さ れ る オ ペ

ロ ンを 形 成 し,第1番 目 のORFは この オペ ロ ンの 転 写

を促 進 す る 機 能 を持 つ こ とが わ か っ た(Fig。4)。 第2

番 目のORFか ら第4番 目 のORFが コ ー ドす る ア ミ ノ

酸 配 列 は,MexAB-OprMお よ びMexCD-OprJの そ れ

ぞ れ と約50%の ホ モ ロ ジ ー を有 す る こ とが わ か り,こ

の オ ペ ロ ン をmexE-mexF-oprN,そ して 第1番 目の

ORFをnfxCと 命 名 した(Fig.4)。 一 方,精 製 したOprN

を も と に作 成 した 抗OprNマ ウ ス 単 ク ロ ー ン抗 体 を 用

い た イ ム ノ ブ ロ ッ トか らmexEIF-oprNオ ペ ロ ンは 野 生

株 で は 発 現 せ ず,nfxC変 異 に よ り過 剰 発 現 す る こ とが

わか っ た 。 この こ とか らmexEF-oprNオ ペ ロ ン の発 現

を負 に制 御 す る未 知 の 遺伝 子 の 存 在 が 示 唆 され た が,そ

れらについてはまだ明らかではない。

V.薬 剤排出システムの多剤耐性化への役割

以上のように,緑 膿菌染色体上 には少な くとも3種

の薬剤排出オペロンが存在することがわかった。これら

のオペロンにコー ドされた排出システムの緑膿菌の多剤

耐性への寄与を調べるために,排 出システムの過剰産生

株 と破壊株を作成 し,各 種抗菌薬の感受性を測定した。

それらの結果のうち,フ ルオロキノロンに関するものを

Table2に 示 した。それぞれの排出システムの過剰産生

株(KG21096),KG300016),PAO-7H18))は,す べ て

のキノロンに耐性化 した。一方,さ きに記 したように

MexAB-OprMの 破壊株(KG2109)の キノロン感受性

は,野 生株のそれ よりも上昇 したが,MexCD-OprJお

よびMexEF-OprN排 出 システムの破壊株(そ れぞれ

KG3002お よびPAO-7mexE17))で の上昇は,野 性株

(PAO1)の レベルまでにとどまった。これらの結果か

ら,MexCD-OprJお よびMexEF-OprNの 両排 出シス

テムは緑膿菌の抗菌薬に対する多剤耐性化に関与するも

のであるが,自 然耐性に関与するシステムではないこと

を示 している。さらに,こ れ らの排出システムのうち,

MexAB-OprMお よびMexCD-OprJは 大腸菌細胞中で

も多剤耐性化に貢献することがわかった23)。これらの結

果は,緑 膿菌の排出システムが本菌特有のものではな

く,他 の細菌中で も同じような排出システムによる多剤

耐性株が出現する可能性 を示す ものである。

このような薬剤排出システムが充進 した多剤耐性変異

株は,キ ノロン薬によ り特異的に選択 されるのではな

い。 カルバペネム薬であるメロペネムや トリメ トプリム

などによっても同じような耐性菌が選択されることが報

告 されている5,18)。さらに,古 くか らカルベニシリンや

セフェム薬などのβ-ラ クタマーゼに安定な薬物に耐性

を示す緑膿菌の変異株における耐性機構が調べ られてき

た19)。これらの株 では,β-ラ クタマーゼの高度産生も

Table 2. Susceptibility of Pseudomonas aeruginosa strains to antimicrobial agents

a) OCR 1, KG 3000 and PAO-7 H, spontaneous nalB nfxB and nfxC mutants, respectively, from PAO 1; KG 2109, Tn 5-insertion

mutant from PAO 4141; KG 3002, mexC:: Tn 1737 KH from KG 3000; PAO-7 HmexE, mexE :: Hg mutant from PAO-7 H.

b)ABM, MexAB-OprM; CDJ, MexCD-OprJ; EFN, MexEF-OprN; + + +, overproduction; -, decreased production.

NFLX: norfloxacin, OFLX: ofloxacun, CPFX: ciprofloxacin, TFLX: tosfloxacin, LVFX: levofloxacin, SPFX; sparfloxacin
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見られず,さ らにβ-ラ クタム薬の作用標的であるペニ

シリン結合蛋 白質(PBPs)の 親和性の低下 も見 られな

かった。そこで,こ の耐性の原因は,ト ラッピング機構

と呼ばれ,外 膜 を透過 した薬物分子のβ-ラ クタマーゼ

による強固な捕捉によって起こるという説が提唱 されて

きた。 しか し,実 態が不明である トラッピング機構は,

現在では排出システムの機能で説明することができるも

のと考えられる。

VI.　 nfxB変 異株で観察 された一部の抗菌薬に対 する

高感受性化の原因

野性株から分離 したnfxB変 異株は,キ ノロン薬や第

4世 代セフェムに対する耐性化する一方で,奇 妙なこと

に通常のセフェム,ペ ニシリン.カ ルバペネムおよびア

ミノ配糖体に高感受性化する(Table 1お よびFig.6)。

前述したように,MexAB-OprMは 野性株でもわずかに

産生され,こ の野性株でnfxB変 異が起 きると,mexCD

-oprJオ ペロンの脱抑制が起 こり,MexCD-OprJの 産

生が起こる。 これは,nfxB変 異株ではMexAB-OprM

とMexCD-OprJの2つ の排 出システムが産生されてい

ることを示 している。つ まり,nfxB変 異株の性状 とし

て調べ られてきた感受性変化は,2つ の排出システムが

混在した状態で観察 された ものであ り,nfxB変 異株で

観察される耐性化や高感受性化がMexCD-OprJの 機能

から直接的にもたらされるものとは考えられない。そこ

で,MexCD-OprJの 抗菌薬耐性化への寄与を調べる目

的で,nfxB変 異株の染色体か らmexAB-oprM遺 伝子

を人工的に欠失させ,MexAB-OprMの 産生がない変異

株を作成 した20)。また,2つ の排出システムの各コンポ
ーネントの産生を正確に検出するために,す でに作成 し

ていたOprMお よびOprJに 対する単 クロー ン抗体 に

加えて,MexA,MexB,MexCお よびMexDの 遺伝子

配列から予想されるア ミノ酸配列をもとにペプチ ド抗体

を作成した。作成 した抗体を用いたイムノブロットは,

nfXB変 異に より.MexCD-OprJの 過剰 産生が起 きる

のと,同 時にMexAB-OprMの 産生量が減少す るこ と

を示 した 。 一 方,nfxB変 異 株 か らmexAB-oprMを 欠

失 させ た と こ ろ,通 常 の セ フ ェ ム 薬,ペ ニ シ リ ン薬,カ

ルバ ペ ネ ム薬 お よ び ア ミノ配 糖 体 に対 す る高 感 受 性 化 は

消 失 し た。 さ らに,MexCD-OprJが 通 常 の セ フ ェ ム 薬

に対 す る 耐 性 に 働 くこ とが わ か っ た。 これ らの 結 果 は,

機 構 は まだ 不 明 で は あ る が,nfxB変 異 株 に お け る 感 受

性 変 化 は2つ の 排 出 シ ス テ ム が た が い に 拮 抗 した 状 態

に よ り も た ら され る もの で あ る こ と を示 して い る 。

nfxB変 異 株 で 見 られ た 一 部 の 抗 菌 薬 に 対 す る 高 感 受

性 化 と 同 じ現 象 が,nfxC変 異 株 で も観 察 さ れ る。 こ の

原 因 もnfxC変 異 に よ り過 剰 産 生 さ れ たMexEF-OprN

と す で に 産 生 さ れ て い るMexAB-OprMと の 拮 抗 現 象

に よる もの で あ る こ とが 予 想 され るが,そ の 研 究 は ま だ

行 わ れ て い な い 。

VII.　 排 出 シ ス テ ム を構 成 す る各 コ ン ポ ー ネ ン トの機 能

緑 膿 菌 のnfxB型 の 多 剤 耐 性 にMexCD-OprJシ ス テ

ム が 貢 献 す る こ と を さ ら に 確 か め る た め に,mexCD-

oprJオ ペ ロ ンの 構 成 遺 伝 子 を 破 壊 し た21)。3種 の 構 成

遺 伝 子 の ど れ を 破 壊 した場 合 に も,モ ノ バ ク タ ム(ア ズ

トレ オ ナ ム)お よ び 通 常 の セ フ ェ ム(セ フ タ ジ デ ィム)

に対 す る感 受 性 は ま っ た く変 わ らな か っ た が,キ ノ ロ ン

薬(ノ ル フ ロ キ サ シ ン,シ プ ロ フ ロ キサ シ ン)お よ び 第

4世 代 セ フ ェ ム(セ ブ ピ ロ ム,セ フ ォ ゾ プ ラ ン)に 対 す

る 感 受 性 は 驚 く ほ ど上 昇 し た(Fig.7)。 し か し,oprJ

遺 伝 子 の 破 壊(Fig.7;KG 3071)は,mexCお よ びmexD

の い ず れ か の の 遺 伝 子 を 破 壊 した 場 合(Fig.7;そ れ ぞ

れKG 3069お よ びKG 3070)ほ ど も感 受 性 の 上 昇 を も

た ら さ な か っ た 。 こ の 原 因 は,oprJ遺 伝 子 の 上 流 の 遺

伝 子 に コ ー ドさ れ たMexCお よ びMexDが 他 の 外 膜 コ

ン ポ ー ネ ン トと共 同 し,OprJの ホ モ ロ グ で あ り野 性 株

で もわ ず か に 産 生 さ れ て い るOprMと リ ン ク し,排 出

活 性 を発 揮 し た こ と を予 想 さ せ た(Fig.8)。 こ の 予 想

を確 か め るべ く,野 性 型 のOprMを 発 現 す る プ ラ ス ミ

ドを作 成 し,別 に作 成 したKG3071株 由 来 のmexAB-

oprM欠 損 株 に 導 入 した 。 そ の結 果,キ ノ ロ ン薬 お よ び

Resistance

Fig. 6. Scheme of alterations of suscptibility of the wild- type strain of Pseudomonas
aeruginosa and isogenic mutants. The MexA- MexB- OprM efflux system is slightly
produced in the wild- type strains and is overproduced in nalB mutant. The MexC-
MexD- OprJ efflux system is overproduced by nfxB mutation. Accodingly, both MexA
- MexB- OprM  and MexC- MexD- OprJ efflux systems are produced in nfxB mutant
derived from the wild- type strains.
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NFLX: norfloxacin, CPFX: ciprofloxacin, CPR: cefpirome, CZOP: cefozopran, 
AZT: aztreonam, CAZ: ceftazidime 
Fig. 7. Comparison of susceptibility of OprM—deficient mutants of Pseu-

domonas aeruginosa and their parent strains. KG 3056 is a nfxB 
mutant of PAO 1. KG 3069, KG 3070 and KG 3071 are omga Sm 
cassette—insertion mutants of KG 3056. Each components of the 
MexC-MexD—OprJ efflux system in these mutants was detected by 
Western immunoblot assay using antibodies specific to each.

Fig. 8. Schematic model of function replacement of OprJ by OprM in MexC-

the MexD—OprJ multidrug efflux system of Pseudomonas aeruginosa.

第4世 代 セ フ ェ ム に 対 す る 耐 性 度 の 上 昇 は 観 察 さ れ た

が,MexAB-OprMの 過 剰 産 生 が もた らす モ ノ バ ク タ ム

や 通 常 の セ フ ェ ム に 対 す る耐 性 は観 察 され なか っ た。 こ

れ は,明 らか にMexCDとOprMが 共 同 し て 機 能 す る

が,OprMの 共 同 に よっ て もMexCDの 基 質認 識 は 変 わ

ら な い こ と を示 して い る 。 こ の結 論 は,MexAB-OprM

の 外 膜 コ ン ポ ー ネ ン トをOprJで 置 換 した 場 合 の 結 果22)

か ら も支 持 さ れ る も の で あ っ た 。OprJとOprMの 双 方

の 置 換 の 結 果 か ら,外 膜 コ ンポ ー ネ ン トは 排 出基 質 の 認

識 に機 能 して いな い こ と,逆 に,MexCDあ るい は

MexABが 基質認識の機能を持 っていることを示 してい

る。MexCが ペ リプラスムに位置すること,さ らにMexD

分子が他の排出蛋白質と同じように内膜 を12回 貫通し

た構造をとっていることが実験的に示 された(後 藤ら,

未発表デー タ)。他の排出蛋 白質 との構造的類似性 は,

MexDが 基質排出のためのポンプ本体 としての役割を担

っていることを示唆 している。また,一 方で,外 膜コン

ポーネントOprMの 高発現がnalB型 多剤耐性の程度



VOL.47 NO.6 緑膿菌の多剤耐性機構 327

を増加 させることが報告された24)。これは,外 膜 コンポ

ーネントが他の排出システムと共同作業をするという柔

軟な機能を持つ コンポーネン トであることを示唆する。

VIII.　 薬剤耐性における排出システムの重要性

本稿で述べてきた多剤排出システムは,緑 膿菌のほと

んどの株の染色体上にコー ドされている。抗菌薬が臨床

で使用されるようになって,た かだか50年 の年月を考

えると,排 出システムの本来の生理的機能が抗菌薬の排

出にあるとは考えられず,こ のシステムが別の重要な生

理的な機能を持っていると考えるべ きであろう。細菌が

栄養物を取 り込むために存在する透過孔を介 して細胞内

に侵入するβ-ラ クタムのような抗菌薬を人は開発 し利

用してきた。それとは逆に,細 菌細胞にとって必要な生

理的役割を持つ と考えられる排 出システムに,う まく外

膜を透過 して きた抗菌薬が捕捉 され,排 出されることは

皮肉な現象である。

過去に明 らかにされてきた多剤耐性は,耐 性機構の異

なる複数の耐性遺伝子を持つプラスミドの獲得によりも

たらされるものであった。 しか し,こ のようなプラスミ

ドを獲得 した臨床株の分離頻度はさほど高 くはない。一

方,構 造的に類似性のない抗菌薬にまで広範囲の交差耐

性をもたらす薬剤排出システムが,染 色体上に高度に保

存された遺伝子の変異により機能発現することは,ほ と

んどの緑膿菌が容易に多剤耐性化する可能性を秘めてい

る。

このような緑膿菌の多剤耐性化は,緑 膿菌感染症の治

療に大 きな障害 となることは述べるまで もないことであ

り,排 出システムによって起こる緑膿菌の多剤耐性化の

克服 という新 しい問題が提起された。抗菌薬の開発の歴

史は,常 に耐性菌の出現 という問題を抱えてきたが,そ

れは先人の努力 と知恵により乗 り越えられてきた。排出

システムの機構を,よ り詳細に研究することが,排 出シ

ステムに影響 されない抗菌薬の開発や,そ の阻害剤の開

発に繋がることを期待する。
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In vitro studies on quinolone- resistance in Pseudomonas aeruginosa have identified and characterized
new mechanisms such as multidrug efflux systems, MexA- MexB- OprM, MexC- MexD- OprJ and MexE-
MexF- OprN which express nalB, nfxB and nfxC mutations, respectively, on the chromosome. Each
system, which is organized by a inner membrane component (MexB, MexD or MexF), a outer membrane
component (OprM, OprJ or OprN) and a periplasmic component (MexA, MexC or MexE), extrudes actively
antibiotic molecules which permeate into the cells and contributes to multidrug resistance in P.
aeruginosa. Of these systems, only MexAB- OprM is slightly expressed in the wild type strain and
contributes to the intrinsic multidrug resistance. To overcome multidrug resistance in P. aeruginosa, we
must investigate the functional and molecular analyses of these efflux systems.


