
VOL.4 NO.6 ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 耐 性N.gonorrhoeaeの 検 出 329

【原著 ・基 礎 】

臨床材 料か らの ニ ュー キ ノロ ン薬耐性Neisseria gonorrhoeaeの

直接検 出法 の検討

金 山 明 子1)・ 島 津 光 伸2)・ 長 谷 川 美 幸1)・ 雑 賀 威1)・ 小 林 寅吉1)

1)三菱 化学 ビー シーエ ル ・化 学療 法研 究 室*

2)同 細胞 遺伝 解析 部

(平成11年1月14日 受 付 ・平成11年4月5日 受 理)

Neisseria gonorrhoeaeの ニ ュ ー キ ノロ ン薬 耐 性 機 構 は 主 にgyrAお よ びparCの 変 異 で,本 菌 感 染 症 に

お い てgyrAの 変 異 は キ ノロ ン系 抗 菌 薬 の 治 療 に大 き く影 響 す る。 今 回 わ れ わ れ は 患 者 試 料 か ら直 接1V.

gomrrhomお よ び そ のgyrA変 異 を検 出 す る こ とを 目的 と して 基 礎 的 お よ び 臨 床 的 検 討 を行 っ た 。 試 験 菌

と して,N.gonorrhoeaeはgyrA変 異 を認 め な いwild株1株 お よびcodon 91の ア ミ ノ酸 がserine(TCC)

か らphenylalanine(TTC)に 変 異 が 認 め ら れ て い る 臨 床 分 離5株 を用 い α-hemolytic Strrptococcus,

Coagulase(-)Staphylococcusお よ びEscherichia coliと の 混 合 菌 液 中 のN.gonorrhoeae gyrA codon 91

の 直 接 検 出 を 行 っ た。 この 検 出 に はPCR法 お よび 酵 素 抗 体 法 を 用 い たPin-Point Sequence(PPS)法 に

よ り行 っ た。 そ の 結 果,各 試 験 菌 液(単 独,混 合 液)か らN.gonorrhoeaeのwild株 お よ び変 異 株 のgyrA

codon 91の 分 離 検 出 が 可 能 で あ っ た 。 さ らに 臨 床 材 料 に お け る検 討 で は,N.gomrrhoeae感 染 症 が 疑 わ

れ た 患 者 よ り採 取 した56検 体 に お い て,N.gomrrhomの 陽 性 例 は培 養 法 で36検 体 に 対 しPPS法 は38

検 体 と な っ た 。培 養 法 でN.gonorrhoeaeを 検 出 し た 例 はPPS法 で す べ て 陽 性 と な っ た。PPS法 陽 性38

例 中gyrA codon 91の ア ミ ノ酸 が 変 異 して い た 例 は20例 で,1例 を 除 き培 養 法 で 得 られ た 分 離 株 で の ア ミ

ノ酸 変 異 の結 果 とす べ て 一 致 した 。 ま た そ の 変 異 とnorqoxacin(NFLX)のMICと は相 関 して い た。 以 上

の結 果 か らPPS法 はN.gonrrhoeae感 染 症 患 者 に キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬 の 治 療 を 行 う場 合,そ の 有 効 性 を予

測 す る上 で きわ め て 有 用 な方 法 で あ る こ とが 示 唆 され た 。
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1957年 の 売春 防 止 法 の施 行 に よ りわが 国 にお け る性 行 為

感染症 は減 少傾 向1)にあ っ たが 近年 で は性 へ の 多様 化 や若 年

化に よっ てその傾 向 も下 げ止 ま りで逆 に増 加傾 向 に もあ る と

言われて いる2,3).そ れ らの感 染様 式 も多様 化 し生殖 器 周辺 の

感染 に定 ま らず 咽頭 な どそ の他 の部 位 に も拡 大 して い る41。

これ らの 感 染 症 の 中 で も特 徴 的 な の はNeisseria gonor-

rhoeae感 染 症 で,最 近 で は 明 らか な増 加 傾 向 を示 し,分 離

菌の薬 剤感受 性 に も変化 を認 め てい る。か つ て多 く分 離 され

問 題 と な っ たPenicillinase Producing N.gomrrhoeae

(PPNG)は 近 年で は著 しい減少 傾 向5)を示 し,反 面 ニ ュー キ

ノロ ン薬耐性 株 が急増 して いる5,6)。これ らニ ュー キ ノロ ン薬

耐性株 の増加 は 本菌 感染症 に多 く用 い られて い るニ ュー キ ノ

ロン薬 に よ る治 療 には 深 刻 な 問 題 で あ る。N.gonorrhoeae

にお けるニ ュー キ ノロ ン薬耐性 機構 につ いて は種 々 の報告 が

あるが その 主た る機構 はgyrAの 変異 で あ るこ とが 知 られ て

いる7)。

今 回われ われ は患 者検 体 よ り本 菌 にお けるgyrA codon 91

の変異 をPCR法 お よ び酵 素 抗 体 法 を 用 い て 直 接 検 出 す る

Pin-Point Sequence(PPS)法 を開発 し有用 な成績 を得 た

ので報告 す る。

I.　 材 料 と 方 法

1.使 用 菌 株 と 薬 剤

1998年4月 に 当 研 究 室 お い て 全 国 の 医 療 機 関 よ り集

め ら れ た 臨 床 材 料 よ り分 離 さ れ た α-hemolytic Strepto-

coccus,Coagulase(-)Staphlylococcus,Elscherichia

coliお よ びN.gonorrhoeae各5株 を 使 用 し た 。

ま た 使 用 薬 剤 と し てnorfloxacin(NFLX;Sigma)を

用 い た 。

2.PCR法 に よ るN.gonorrhoeae gyrAの 増 幅 お よ

びPin-Point Sequence(PPS)法 に よ るgyrA codon 91

の 検 出(Fig.1)

1)PCR法 に よ るgyrAの 増 幅

Primerは,fbrward:5'-CGCGATGCACGAGCTGAA

AAA-3'(nucleotide positions 174-194)お よ びre-

verse:5'-ATTTCGGTATAGCGCATGGCTG-3'(nu-

cleotide positions 377-398)7)を 用 い.1.0μl Template,

1.0μl 10mM deoxynucleotides(dATP,dCTP,dGTP

お よ びdTTP,以 下dNTPs),5.0μl10×Taq polymerase

buffbr(100mM Tris HCI pH 8.3,500mM KCI,15mM

MgCl2,0.1% gelatin),0.5μl各primer(25pmol/μl),

*
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Fig. 1. Scheme for detection of Neisseria gonorrhoeae in 

gyrA at codon 91 by PPS.

5.0μl 0.2% Thton X-100, 0.25μl Tbq DNA polym-

erase (5U/μl)を 含 む 反 応 液 組 成 で93℃ 0.5min, 52

℃ 1min, 72℃ 1minの サ イ ク ル を30回 行 い キ ノロ ン 耐

性 決 定 領 域 を 含 むDNAを 増 幅 し た 。

2)残 存dNTPsの 除 去

1)で 作 製 し たPCR産 物20μlに Phosphatase al-

kaline,Shrimp(ロ シ ュ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス)2単

位,0.5μl 10xThq polymerase buflbrお よ び3.5μlの

滅 菌 精 製 水 を 加 え,37℃ に て90minさ ら に80℃ に て

15min反 応 さ せ た 。

3)標 識 物 の 取 り込 み 反 応

以 下 に 示 す よ う にN.gonorrhoe gyrA codon 91の

第 二 塩 基 に フ ル オ レ セ イ ン を 標 識 し たdideoxy CTPま

た はdideoxy UTPを 取 り 込 ま せ た 。 野 生 型 (TCC,

serine)の 検 出 に は0.1μ1フ ル オ レ セ イ ン 標 識 dideoxy

CTP (10nM),変 異 型(TTC, phenylalanine)の 検 出

に は 同dideoxy UTPに2μl deoxy NTP除 去 済 PCR反

応 産 物,0.125μl Biotin 標 識 プ ラ イ マ ー (25pmol/ μl),

1μl 10×Taq polymerase buflbr, 0.06μl Tb qDNA

polymeraseを 含 む 反 応 液 組 成 で 94℃ 0.5min, 60℃ 0.5

min, 72℃ 0.5min (25 cycles)の 条 件 で 反 応 さ せ た 。

4)標 識 物 の 検 出

1サ ン プ ル に つ きWhite Combiplate 8 Streptoavidin

Coated( Labsystems) の2ウ ェ ル を 使 用 し た 。 各 ウ ェ

ル に300μlのBinding buffer (1×PBS, 0.1% Bovine

serum albumin)と3)の 反 応 産 物10μlを 加 え, 37℃

Fig.  2. Representative color appearance of amino acid

mutation in gyrA at codon 91 of Neisseria gonor-
rhoeae by PPS in reaction wells. 
A: Wild type strain gyrA codon 91: TCC (Ser) , B: 
Wild type strain/Mutant, C: Mutant gyrA codon 91: 
TTC (Phe) , D: No N. gonorrhoeae

に て30分 静 置 し た 。 そ の 後 こ れ ら を 取 り除 きwash

buffer (10mM Tris HCl pH 9.5, 300mM NaCl) 300μ1

で3回 洗 浄 した 。 次 に50mM NaOH溶 液300μlを 入

れ5分 間 静 置 後 取 り除 き,さ ら にwash bufferで2回 洗

浄 した。ウ ェ ル 中 の 水 分 を 十分 に取 り除 い た の ち, 1,000

倍 希 釈 ペ ル オ キ シ ダー ゼ 標 識 フ ル オ レセ イ ン抗 体 Anti-

Fluorescein- POD( Boehringer Mannheim) 100μ1を

加 え,37℃ に て30分 反 応 さ せ た 。 そ の 後 再 びwash

bufferに て2回 洗 浄 を 行 った 。2ウ ェ ル の うち1ウ ェル

をペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 用 発 色 キ ッ トT(ス ミ ロ ン),残 り

の1ウ ェ ル を 同 キ ッ トOを 用 い 発 色 さ せ, 2NH2SO4

100μ1で 停 止 させ た 。

本 系 で はdideoxy CTPを 取 り込 ん だ場 合 黄 色, dide-

oxy UTPの 場 合 は榿 色 に 発 色 させ 肉 眼 で 判 定 した。 前

者 の 場 合codon 91の 第 二 塩 基 がCの た め コー ドす るア

ミ ノ酸 は serine,後 者 はTで あ る た め phenylalanine

と な る (Fig. 2)。

3.混 合 菌 液 か らのN. gonorrhoeae gyrA codon 91

検 出

各 使 用 菌株 を滅 菌 精 製 水 に約104CFU/ mlと な る よ う

に 懸 濁 させN.gonorrhoeaeと そ の 他 の 菌 株 の 菌 液 を等

量 混 合 した 。 こ れ を 沸 騰 水 浴 中 で2分 間 煮 沸 し,軽 く

遠心 した 上 清 をPCR法 に てN.gonorrhoeae gyrA領 域

を 増 幅 後PPS法 に 供 した 。 ま たN.gonorrhoeae単 独

菌 液 に お い て も同様 に 行 った 。

4.臨 床 検 体 か ら のN.gonorrhoeaeと,そ の gyrA
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codon 91検 出

1998年1月 か ら4月 の 間 全 国 の 医 療 機 関 か ら集 め ら

れ た男 性 淋 菌性 尿 道 炎患 者 よ りス ワ ブ に て採 取 さ れ た尿

道 分 泌 物56検 体 を 試 験 に 供 した 。 こ れ らの 検 体 は 分 離

培 養 を行 い,検 出菌 は 常 法 に従 いN.gonorrhoeaeの 同

定 お よ びNFLXのMICを 測 定 した 。 ま たPCR法 に て

gyrA領 域 を増 幅 後PCR産 物 を直 接Taq Dye Deoxy

Terminator Cycle Sequence法8,9)(以 下Cycle Se-

quence法)に よ るModel 373Aオ ー トシ ー クエ ンサ ー

(ABI社)を 用 い て 塩 基 配 列 の 決 定 を行 っ た 。 さ ら に培

養 を行 っ た 後 の 検 体 を 滅 菌 精 製 水300μlに 入 れ 激 し く

ミキ シ ング を 行 い 管 壁 に押 し付 け ス ワ ブ を 絞 りなが ら取

り出 し,こ れ を 沸 騰 水 浴 中 で2分 間 煮 沸 し,軽 く遠 心

した 上清 をPCR法 に てgyrA領 域 を増 幅 後PPS法 に 用

いた 。 さ らに 一 部 の 検 体 は ア ンプ リ コ ア(R)STD-1・ ナ イ

セ リア ゴ ノ レア(ロ シ ュ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス)を 用

いNgonorrhoeaeのDNAの 検 出 を行 っ た 。

5.培 養 お よ び 同 定10)

培 養 は セ ア ー マ ー チ ン寒 天 培 地(BBL)を 用 い35℃,

10%CO2存 在 下 に て48～72時 間 培 養 を 行 っ た 。 得 ら

れ た コ ロ ニ ー を ゴ ノチ ェ クーIIキ ッ ト(コ ス モ ・バ イ オ

株 式 会社)を 用 い てN.gonorrhoeaeの 同 定 を 行 っ た 。

また検 出 菌 の お お よ そ の 菌 量 を100～104CFU/ml:+,

105～107CFU/ml:++,≧108CFU/ml:+++の3段

階で 判 定 した 。

6.MIC測 定 法

MIC測 定 はNCCLS(M100-S8)11)に 従 い,寒 天 平

板 希 釈 法 で 行 っ た。 す な わ ち,被 検 菌 液 を各 抗 菌 薬 の2

倍希 釈 系 列 濃 度 を含 む サ プ リ メ ン ト添 加GC Agar Base

(BBL)に ミ ク ロ プ ラ ン タ ー(佐 久 間 製 作 所)を 用 い て

104CFU/spotと な る よ う に 接 種 し,35℃,5%CO2存

在 下 にて20時 間培 養 した 後,菌 の発 育 が 認 め られ な か

った 最小 濃 度 をMICと した。

II.　 結 果

各 種 試 験 菌 株 と混 合 液 か らのPPS法 に よ るN.gon-

orrhoeaeのgyrAcodon91の 検 出結 果 をTable 1に 示

し た。a-hemolytic Streptococcus,Coagulase(-)

Staphylococcus,Escherichia coliの い ず れ を混 合 した

場 合 に お い て もgyrA変 異 が な いT25株 お よ びgy総

変 異が 認 め られ て い る5株 が 検 出 されT25株 のgyrA

codon 91の ア ミノ 酸 はsehne(TCC),残 り5株 の ア ミ

ノ酸 はす べ てphenylalanine(TTC)で あ っ た 。 培 養 で

N.gonorrhoeaeが 検 出 さ れ た36検 体 に お け るPPS法

の結 果 をTable 2に 示 した 。 また 培 養 に よ り分 離 したN.

gonorrhoeaeのCycle Sequence法 に よ るgyrA codon

91の ア ミノ酸 の 結 果 も表 中 に 示 した 。PPS法 に よ っ て

36検 体 す べ てserineま た はphenylalanineが 検 出 さ れ

た。 分 離 菌 株 の ア ミノ 酸 と の 比 較 に お い てGP 197の 検

体 か らの 分 離 菌 はserineに 対 しPPS法 で はphenyla-

lanineと1例 の み 不 一 致 と な っ た が,そ の 他35例 は す

べ て 一 致 した 。 表 に は 示 さな か っ た が 培 養 陰 性 の20検

体 に対 しPPS法 を 行 っ た と こ ろ2検 体 で 陽 性 と な りそ

の 検 出 ア ミ ノ酸 は 両 者serineで あ っ た。 ま た こ れ ら20

検 体 に対 しア ンプ リ コ ア に よ る確 認 を行 っ た 結 果,PPS

法 で 陽 性 を示 した2検 体 は ア ン プ リ コ ア で 陽 性 で そ の

他18検 体 は す べ て 陰 性 で あ っ た 。 今 回 試 験 に供 した 全

56検 体 に 対 す るPPS法 お よ び培 養 法 の 成 績 の ま とめ を

Table 3に 示 し た 。 培 養 法 でN.gonorrhoeaeが 検 出 さ

れ た36検 体 に お い てPPS法 は す べ て 陽 性 を 示 し,そ

の う ちgyrA codon 91の ア ミ ノ酸 はserineを 示 した も

の が16検 体,phenylalanineが20検 体 で あ っ た 。 培

養 陰 性20検 体 の う ちPPS法 陰 性 は18検 体,陽 性 は2

検 体 で こ れ らの ア ミ ノ酸 はserineで あ っ た 。

培 養 法 で 分 離 し たN.gonorrhoeae 36株 に 対 す る

NFLXのMICとPPS法 で 検 出 したgyrAcodon 91の

ア ミ ノ酸 と の 関 係 をFig.3に 示 した 。PPS法 でserine

と な っ た16検 体 よ り分 離 さ れ た 株 に 対 す るNFLXの

MICは す べ て0.25μg/ml以 下 で0.016μg/mlが1株,

Table 1. Detection of Neisseria gonorrhoeae and their amino acid

of gyrA at codon 91 in a mixture of other organisms

using Pin-Point Sequencing (PPS)

()*:  viable cells, CFU/ml
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0.03μg/mlが7株,0.063μg/mlが1株,0.125μg/ml

が2株 お よ び0.25μg/mlが5株 で あ っ た 。 一 方,PPS

法 でphenylalanineと な っ た20検 体 よ り分 離 さ れ た株

に対 して は0.016μg/mlの1株 を除 きす べ て0.5μg/ml

～32μg/mlに 分 布 した。こ の よ うにPPS法 に よるgyrA

codon 91の ア ミ ノ 酸 とNFLXのMIC値 は1例 を 除 き

相 関 関係 に あ る こ とが 判 明 した。

III.　 考 察

わが 国 に お け る 淋 菌 感 染 症 は1994～l995年 を 境 に増

加 傾 向 に あ る とい わ れ て い る2,3)。そ の 理 由 と して性 の 多

様 化 や 若 年 層 に お け る 感 染 の 増 加 等 が あ げ られ て い る。

ま たcommercial sex work shopの 普 及 に よ り従 来 の 感

染 経 路 と異 な っ た 感 染 様 式 も1つ の 要 因 と 考 え られ て

い る12)。特 に わ が 国 の 淋 菌 は ニ ュ ー キ ノ ロ ン薬 耐 性 株 は

Table 2. Detection of gyrA at codon 91 of Neisseria gonorrhoeae

in clinical specimens using PPS

+++ : ≧108CFU/ ml, ++ : 105～107CFU/ml, + : 100～104

CFU/ ml

経年的に増加傾向にあ り田中ら6)の報告ではこれ らの耐

性株は分離株の約40%を 占めていた。ニューキノロン

薬耐性淋菌の増加 した背景には本菌感染症患者のほとん

どは外来治療で患者に対するコンプライアンスから経口

抗菌薬が多用されていることがあげられる。なかでもニ

ューキノロン薬が使用 されるケースが多 く,患 者 自身の

勝手な服用等による不十分な治療によって起炎菌の耐性

化が生 じる可能性 は否定 で きない。事実田中 らはin

vitroの 検討でニューキノロン薬 との接触によって臨床

分離N.gonorrhoeaeは 同系統の薬剤に容易に耐性化す

ることを確認 し,臨 床における不適切な治療は生体内で

耐性株を誘導する可能性があることを報告 した13)。これ

らのニューキノロン薬耐性N.gonorrhoeaeに 関しては

世界中で多 くの報告があり主な耐性機構はgyzAの 変異

である と言 われている14,15)。田中 らもN.gonorrhoeae

のニューキノロン薬耐性はprimaryにgyrAの 変異が関

与 し,そ れに加えparCの 変異 などの多重変異またニ

ューキ ノロン薬の取 り込み低下によってその耐性度が高

くなることを指摘 した13)。また臨床的な側面からもgyrA

におけるcodon 91のsehneか らphenylalanineの 変異

はニューキノロン薬の治療に大きく影響をすることを報

告 した16)。われわれが過去 に実施 したN.gonorrhoeae

Fig. 3. Correlation between MIC of norfloxacin (NFLX)
against Neisseria gonorrhoeae and amino acid of gyrA
at codon 91 of N. gonorrhoeae.

Table 3. Comparison of Neisseria gonorrhoeae in gyrA at

codon 91 between PPS and culture
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感染症患者に対するpazufloxacinの 治療効果 と分離菌

のgyrAお よびparC変 異 との関係 をみたものでは

gyrA codon 91に おいてsehneか らphenylalanineの

変異がみ られた株 は著 明に除菌率が低い こ とがわか

る16)。すなわちこの変異を調べることはニューキノロン

薬の治療効果を予測する上で重要であると思われる。

そこでわれわれは今 回患者検体か ら直接N.gonor-

rhoeaeのgyrA codon 91の アミノ酸変異を検出する方

法を開発 し基礎的および臨床的検討 を行った。その結果

培養によってN.gonorrhoeaeを 検出した患者検体は本

法ですべて陽性 を示 した。また培養で陰性 であった20

検体中2例 は本法では陽性 となった。残 り陰性の18検

体はアンプリコアによるPCRで も陰性であったことか

ら本法の検出精度は きわめて高いもの と考 えられる。

PPS法 で判定 したgyrA codon 91の 変異は培養法で分

離した株のCycle Sequence法 によるgyrAの 成績 と比

べ.1例 を除 きすべて一致 した。不一致であったこの1

例より分離された株に対 しPPS法 を行った結果,gyrA

codon91の ア ミノ1酸はserineで あることが判明 した。

また本菌株に対するNFLXのMICは0.016μg/mlと 明

らかな感受性株である。 これ ら両法の結果の差異を明ら

かにすることは不可能であるが,お そらく患者検体中に

wild type strain(感 性株)とgyrA変 異株(耐 性株)が

混在してお り,後 者は培養法では検出で きずにPPS法

によってのみ検出し得たものと推測 される。 この現象は

過去にわれわれが報告 した同一臨床材料中に存在する薬

剤感受性株 と耐性株の混在17}が本菌感染症にも当てはま

るものと思われる。

他方,N.gonorrhoeaeの 直接検出法 につ いてはい く

つかの手法18～21)があ りキ ット化され臨床で応用されてい

る。しかし今回われわれが開発 したPPS法 はN.gonor-

rhoeaeの 検出に加 えニューキノロン薬耐性 因子の1つ

であるgyrAの 変異の有無を1検 査工程で実施可能な方

法である。また判定も前述のとお り色調の変化で読み取

る簡便かつ正確な方法である。以上のことか らPPS法

は淋菌感染症患者微量検体か らN.gonorrhoeaeを 迅速

かつ高精度に検出し,そ の患者にニューキノロン薬の治

療を行う場合,そ の有効性を予測する上できわめて有用

な方法であることが示唆された。
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Direct detection of fluoroquinolone- esistance of

Neisseria gonorrhoeae in clinical specimens
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Gonococcal fluoroquinolone- resistance is now a significant problem in Japan. Mutation at serine-91 in

the gonococcal gyrA gene is commonly identified in quinolone resistant isolates. We found a new method for

direct detection of gyrA mutation in Neisseria gonorrhoeae in clinical isolates using pin-point sequencing.

A wild strain of N. gonorrhoeae (T- 25) highly susceptible to fluoroquinolones (FQs) and five mutant

strains resistant to FQs were used as the test strains. The T- 25 strain and five mutant strains of N.

gonorrhoeae and other species of bacteria (ƒ¿- hemolytic Streptococcus , coagulase (-) Staphylococcus and

Escherichia coli) were each suspended in sterile distilled water at 104•`105 CFU/ ml. PCR- amplification of

the gyrA gene fragment of N. gonorrhoeae was performed with a codon 91 adjacent primer. Aliquots of

PCR products were used for detection of single base substitution at codon 91 by pin-point sequencing. The

signals of the fluorescein—labeled products were detected by ELISA. From 56 clinical specimens, this

method was successfully applied to detect the fluoroquinolone- esistant cells of N. gonorrhoeae. There

was one exception. These results suggest that this method is useful for the detection of fluoroquinolone-

resistant strains in N. gonorrhoeae from clinical specimens directly.


