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ニ ュー キ ノ ロ ン系 薬 耐性Neisseria sonorrhoeaeに 関す る基 礎 的 お よび 臨床 的検 討

田 中 正 利
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(平成11年6月22日 受付 ・平成11年7月1日 受理)

わが 国 にお け るNeisseria gonorrhoeaeの ニ ュ ー キ ノ ロ ン(new quinolone:NQ)系 薬 に対 す る耐 性 化 状

況,お よ び その 耐 性 機 序 につ い て検 討 した。

1. N.sonorrhoeaeのNQ系 薬 耐 性 化 状 況

529株(1981～1984年 分 離27株,1993～1994年 分 離151株,1995～1996年 分 離154株,お よび1997

～1998年 分 離197株)のN.sonorrhoeaeに 対 す るNQ系 薬 を は じめ とす る 各 種 薬 剤 のMIC値 を測 定 し

た 。Norfloxacin,ciprofloxacin(CPFX),levofloxacin,お よびsparfloxacinの1997～1998年 分 離N.

sonorrhoeae 197株 に対 す るMIC90値 は,1981～1984年 分 離27株 に 対 す る そ れ よ り64～256倍 も高 い値

を示 し,N.sonorrhoeaeのNQ系 薬 に対 す る耐 性 化 が顕 著 で あ っ た。NQ系 薬 耐性 株(CPFX MIC≧1μg

/ml)の 検 出 率 は,1981～1984年 の0%(0/27)か ら 年 々 上 昇 し,1997～1998年 で は24.4%(48/197)

と有意 に高 い検 出 率 を示 した。 一 方,β-ラ ク タム系 薬 を は じめ とす るNQ系 薬 以 外 の 薬 剤 に 対 す る耐 性 化

は 明 らか で は な か っ た 。1995～1996年 分 離N.sonorrhoeae 116株 に お け る栄 養 要 求 型 とNQ系 薬 耐 性 化

の 関 係 を 検 討 した 。CPFXのproline要 求 型 に 対 す るMIC 90値 は2μg/mlで,prototrophicやarginine要

求 型 な ど他 の栄 養 要 求 型 に対 す る そ れ よ り8～512倍 も高 い 値 を 示 し た。 す な わ ち,proline要 求 型 がNQ

系 薬 に耐 性 化 を示 した 。

2. N.sonorrhoeaeのNQ系 薬 耐 性 機 序

CPFXのMIC値 が0.125～0.5μg/mlに 分 布 す るNQ系 薬 中 等 度 耐 性N.gonorrhoeae36株 の うち,25

株 はDNA gyrase subunit A(GyrA)の み の キ ノ ロ ン耐性 決 定 領域(quinolone resistance-determining

region:QRDR)に ア ミノ酸 変化 を有 し,ま た,11株 はGyrAとtopoisomerase IV parC-encoded subunit

(ParC)の 両 酵 素 のQRDRに ア ミ ノ酸 変 化 を有 して い た 。CPFXのMIC値 が1～16μg/mlに 分 布 す る耐

性29株 はす べ てGyrAに2か 所 の ア ミ ノ酸 変 化 を有 し,そ れ に 加 えParCに1か 所 ま た は2か 所 の ア ミ ノ

酸 変化 を有 して い た 。GyrAに お い て は91番 目 のserine(Ser)→phenylalanine(Phe)変 化,ま たParC

に お い て は88番 目のSer→proline変 化 の 頻 度 が も っ と も高 か っ た 。 な お,ParCの み に ア ミ ノ酸 変 化 を有

す る株 は検 討 した128株 中1株 も認 め られ なか っ た。 これ らの こ と よ り,N.sonorrhoeaeのNQ系 薬 耐 性

獲得 に はGyrAに お け る ア ミ ノ酸 変 化 が 重 要 で,ParCに お け る ア ミノ酸 変 化 は高 度耐 性 化 に 関 係 して い る

と考 え られ た 。

Pazufloxacin(PZEX>を1回200mg,1日3回,3日 間経 口投 与 した男 子 淋 菌 性 尿 道 炎 にお け るN.gon-

orrhoeae消 失 率 は66.7%(28/42)と 低 く,臨 床 的 に もN.sonorrhoeaeのNQ系 薬 耐 性 化 は 明 らか で あ

っ た。PZFX投 与 後,野 生 型 お よ びGyrAの75番 目,ま た は95番 目 に ア ミ ノ酸 変 化 を有 す る株 は す べ て

消 失 した もの の,GyrAのSer-91→Phe変 化 を 有 す る株 の消 失 率 は21.4%と 低 く,ま た,GyrAに2か 所

の ア ミ ノ酸 変化 を有 す る株,お よびGyrAとParCの 両 者 に ア ミ ノ酸 変 化 を有 す る株 は1株 も消 失 しな か っ

た。
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Neisseria sonorrhoeae感 染 症 は古 くか ら知 られ た代表 的

な性感染 症で,現 在 欧 米先 進 諸 国 で は減 少 傾 向 に あ る もの

の,発 展途上 国にお いて は依然 と して蔓延 してい る。 わが 国

におけ るN.sonorrhoeae感 染 症 は1980年 半 ばの い わ ゆ る

エイズ騒動 の影響 で一 時激 減 してい たが,最 近増 加傾 向 が認

め られる1)。本感染症 に対 す る治療 にお いて は,1984年 以降

臨 床 の現 場 に次 々 に登 場 した ニ ェ ー キ ノ ロ ン(new qui-

nolone:NQ)系 薬がペ ニ シリナ ーゼ産生淋菌(penicillinase-

producing N.gonorrhoeae:PPNG)を 含 むN.gonorrhoeae

に強 い抗菌力 を示す こ とに より繁用 され,良 好 な臨床 効果 を

示 していた。 しか しなが ら最近,わ が 国をは じめ とす る極 東

ア ジア諸国 にお いて 本系 薬 に耐 性 を示すN.sonorrhoeaeの
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増加 が深 刻 な問題 に な って い る2)。 そ こで,わ が 国 にお け

るN.gonorrhoeaeのNQ系 薬 に対す る耐性 化状 況 な らびに

その耐性 機序 につ いて検討 したの で報告す る。

1,対 象 と 方 法

1.N.gonorrhoeaeのNQ系 薬 耐性 化 状 況

1)各 種 薬 剤 に対 す る感 受 性 の年 次 推 移

1993～1994年 に 分 離 さ れ た151株,1995～1996年

に分 離 され た154株,1997～1998年 に 分 離 され た197

株,お よ び1981～1984年 に 分 離 さ れ た対 照 株27株,

合 計529株 の男 子 尿 道 炎 由来N.gonorrhoeaeに 対 す る

各 種 薬 剤 のMIC値 をア メ リカ 法 に準 じた 寒 天 平 板 希 釈

法 に て 測 定 し6》,そ の 年 次 推 移 を 検 討 した 。 接 種 菌 量 は

106 cfu/mlと し,β-lactamase産 生 能 は ア シ ドメ ト リ

ー法(ベ ー タチ ェ ッ ク
,フ ァ イザ ー 社)で 測 定 した。 使

用 薬 剤 はNQ系 薬4剤(nornoxacin,cipronoxacin,

levofloxacin,sparfloxacin),お よ び 各 種 系 統 の5剤

(penicllin G,cefthaxone,tetracycline,azithromycin,

spectinomycin)の 合 計9剤 で あ っ た 。

2)NQ系 薬 耐 性N.gonorrhoeaeの 年 次推 移

次 に,ア メ リ カ法 の 判 定 基 準 に も とつ くNQ系 薬 耐

性N.gonorrhoeaeの 検 出 率 に お け る 年 次 推 移 を検 討 し

た。 ア メ リ カ法 に お い て は,ciprofloxacinのMIC値 が

1μg/ml以 上 を耐性,0.125～0.5μg/mlを 中等 度 耐 性,

0.06μg/ml以 下 を 感 受 性 と す る こ と が.Knappら7)に

よ り提 唱 され て い る。

3)NQ系 薬 耐性 と栄養 要 求 型

1995～1996年 に 分 離 さ れ た154株 のN.gonor-

rhoeaeの う ち,1～116番 目に 分離 され た116株 につ い

て そ の 栄 養 要 求 型 とcipronoxacinに 対 す る 感 受 性 の 関

係 を検 討 した 。 栄 養 要 求 型 別 はCatlinら8)の 方 法 に準 じ

て行 っ た。 す な わ ち,す べ て のN.gonorrhoeaeは そ の

発 育 にcystineま た はcysteineを 要 求 す る こ とが 知 られ

て い るが,変 異 に よ りさ らに多 くの ア ミノ酸 を要 求 す る

ものが あ る。 この ア ミ ノ酸 要 求パ ター ンを栄 養 要 求 型 と

い い,N.gonorrhoeaeの 疫 学 調 査 に 用 い る。Cystine

ま た はcysteineの み を 要 求 す る 株 をprototrophic

(proto)と し,以 下,arginine,histidine,leucine,lysine ,

methionine,proline,hypoxanthine ,お よびuracilの

要 求 性 に よ りタ イ ピ ン グ した。

2.N.gonorrhoeaeに お け るキ ノ ロ ン耐 性 機 序

1)基 礎 的検 討

N.gonorrhoeaeのNQ系 薬 耐 性 化 に は ,本 系 薬 の 標

的酵 素 で あ るDNAgyrasesubunitA(GyrA)お よ び

topoisomeraseIVのparC-encodedsubunit(ParC)の

キ ノロ ン耐 性 決 定 領 域(quinoloneresistance-deter -

miningregion:QRDR)に お け る ア ミ ノ酸 変 化 が 密 接

に 関係 して い る こ とが 報 告 さ れ て い る9～12)。また
,一 部

の 耐 性 株 で は 薬剤 の菌 体 内蓄 積 量 の 低 下 も耐性 化 に 関係

して い る こ とが 明 らか に さ れ て い る13～17)。そ こで
,ア メ

リカ法の碁準でciprofioxacinに 感受性を示す63株,中

等度耐性 を示す36株 。および耐性 を示す29株 。合計

128株 のN.gonorrhoeae株 を対象に,そ れらのGyrA

およびParCのQRDRに おけるア ミノ酸変化を,われ

われがすでに報告 したPCR法 およびdirect sequence

法にて解析 した卿。そして,さ きに述べた4剤 のNQ系

棊 に,最 近新たに開発されたPazufloxacin,pruliflox-

acin,grepafloxscim,trovsfloxzcin,gatifloxacin,DU-

6859 a,HSR-903,お よびBAY12-8039の8剤 を加

えた合計12剤 のこれらN.gonorrhoeaeに 対するMIC

値を測定 し,Gy眠Aお よびParCに おけるアミノ酸変化

とこれら葉剤に対する感受性の関係を検討した。

2)臨 床的検討

1994年6月 から12月 までに九州大学泌尿器科およ

びその関連施股を受診 した42例 の男子淋菌性尿道炎患

者(平 均年齢30歳)にpazufloxacinを 原則として1回

200mg,1日3回,3日 間投与 し,本 薬の有効性,安 全

性 を検討 した卿。 また,本 薬投与前後で分度された亙

gonorrhoeaeに 対する本薬のMIC値 を寒天平板希釈法

で測定 した。さらに,そ れ ら分離株のGyrAお よびPa面

のQRDRに おけるア ミノ酸変化の解析をわれわれがす

でに報告 した方法18)で行い,菌 消失率 とmc値 の関係,

菌消失率とGyfAお よびParCに おけるアミノ酸変化の

関係,お よびGyrAお よびParCに おけるアミノ酸変化

とMIC値 の関係について検討 した。

なお,統 計学的解析はx2検 定 を用い,P<0.05を 有

意水準とした。

H.結 果

1.N.gonorrhoeaeのNQ系 薬耐性化状況

1)各 種抗菌薬に対する感受性の年次推移

臨床分離N.gonorrhoeaeに 対する各種薬剤のMIC

値 におけ る年次推移 をTable 1に 示 した。NQ系 薬の

norfloxacin,ciprofloxadn,levofloxacin,お よ びspar-

floxacinの1993～1994年 分離株に対するMIC50値 は,

NQ系 薬がほとんど臨床で使用 されていなかった1981

～1984年 に分離された株 に対するそれより2ま たは4

倍 高 い値 を示 した。1997～1998年 分 離株 に対する

MIC、。値 も1981～1984年 分離株に対する値より4倍 高

い値 を示 した。また,そ れ ら薬剤のMIC90値 は年々上

昇し,1997～1998年 分離株に対するMIC90値 は,1981
～1984年 分離株に対するそれより64～256倍 も高い値

を示 した。一方,β-ラ クタム系薬をはじめとするNQ

系薬以外の薬剤の1997～1998年 分離株に対するMIC50

値は,1981～1984年 分離株に対する値と同等かそれよ

り低い値 を示 し,ま た,1997～1998年 分離株に対する

MIC,。 値 も,1981～1984年 分離株に対す るそれより4

倍以上高い値を示すことはなかった。このように瓦

gonorrhoeaeのNQ系 薬に対する耐性化は年々進行し,

特に1997～1998年 に分離 された株において耐性化が顕
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Table 1. Change in the susceptibility of Neisseria gonorrhoeae isolates to variou
s antibiotics

27 isolate8 from 1981 to 1984, 151from 1993 to 1994, 154 from 1995 to 1996, and 197 from 1995 to 1996 were tested.
a) Numbers in parentheses indicate fold changes as compared to the MIC for isolates from 1981 to 1984 .

b) Only non -PPNG strains were tested.

著 であ っ た 。

2)NQ系 薬 耐性N.gonorrhoeaeの 年 次 推 移

NQ系 薬 耐 性N.gonorrhoeae検 出 率 の 年 次 推 移 を

Fig.1に 示 した。 耐性 株(CPFXMIC≧1μg/ml)の 検

出率 は,1981～1984年 で は0%(0/27),1993～1994

年 で は6,6%(10/151),1995～1996年 で は15.6%(24/

154),お よ び1997～1998年 で は24.4%(48/197)と

年 々 上 昇 し,1997～1998年 に お け る 検 出 率 は1981～

1984年 にお け る そ れ に比 べ,有 意 に 高 い値 を示 した(p

<0.0001)。 なお,耐 性 株 と中 等 度 耐 性 株(CPFX MIC

が0.125～0.5μg/m1)を 合 わ せ た 株 の 検 出 率 に お い て

は,1993～1994年 以 降 有 意 な 上 昇 は 認 め ら れ な か っ
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た。

3)栄 養 要 求 型 とNQ系 薬 耐 性

1995～1996年 分 離 のN.gonorrhoeae116株 に お け

る ア ミ ノ酸 要 求 型 とciprofloxacinに 対 す る 感 受 性 の 関

係 をTable2に 示 した。N.gonorrhoeaeの ア ミ ノ 酸 要

求 型 は,protoが39.7%で もっ と も多 く,次 にproline

要 求 型 が29.3%で 多 く,以 下,arginine要 求 型25.9%,

arginine-hypoxanthine-uracil要 求 型2.6%,proline-

hypoxanthine要 求 型1.7%,お よびarginine-hypoxan-

thine要 求 型0.9%の 順 で あ っ た。Ciprofloxacinの

proline要 求 型 に 対 す るMIC50値 は0.25μg/mlで あ

り,他 の 型 に対 す るそ れ よ り4～64倍 高 い値 を 示 した 。

ま た,そ のMIC90値 は2μg/mlで あ り,他 の 型 に 対 す

るそ れ よ り8～512倍 も高 い 値 を示 した 。 この よ う に,

proline要 求 型 がcipronoxacinに 強 い耐 性 化 を 示 した 。

2.N.gonorrhoeaeに お け るNQ系 薬 耐 性 機 序

1)基 礎 的検 討

Table3に 臨 床 分 離N.g0norrhoeae128株 のGyrA

お よ びParCのQRDRに お け る ア ミ ノ 酸 変 化 を 示 し

た 。CiprofloxacinのMIC値 が0.004～0.063μg/mlに

分 布 す る感 受性63株 中26株 に お い て は,GyrAの1か

所 の み に ア ミ ノ酸 変化 が 認 め られ た。 頻 度 の 高 い ア ミ ノ

酸 変 化 は95番 目のaspartic acid(Asp)→glycinま た は

Fig. 1. Change in the prevalence rate of fluoroqui-

nolone—resistant Neisseria gonorrhoeae.

asparagine(Asa),お よび75番 目のalanine→serine

(Ser)な どであった。CiprofloxacinのMIC値 が0.125

～0 .5μg/mlに 分布する中等度耐性36株 のうち,23株

はGyrAの1か 所のみ にア ミノ唆変化を有 し,2株 は

GyrAに2か 所の ア ミノ酸変化 を有 し,ま た,9株 は

GyTAお よびParCに おいてそれぞれ1か 所アミノ酸変

化 を有 していた。 さらに,残 りの2株 はGyrAお よび

ParCに 合わせて3か 所のア ミノ酸変化を有 していた。

なお,1株 を除 いた すべ ての 株 がGyrAに8e7-91→

phenylalanine(Phe)変 化を有 していた。Ciprofloxacin

のMIC値 が1～16μg/mlに 分布する耐性29株 はすべ

てGyrAに2か 所のア ミノ酸変化を有 し,そ れに加え

ParCに1か 所 または2か 所のア ミノ酸変化を有してい

た。 これら29株 中28株 はGyrAにSer-91→Pheお よ

びAsp-95→Asn変 化 を有 していた。 また,ParCに お

いてはSer-88→proline変 化の頻度が もっとも高かっ

た。なお,ParCの みにア ミノ酸変化を有する株は検索

した128株 中1株 も認め られなかった。

次にN.g0norrhoeaeのGyrAお よびParCに おける

ア ミノ酸変化 と各種NQ系 薬に対する感受性の関係を

Table4に 示 した。各種NQ系 薬のGyrAの みにアミノ

酸変化を有する株に対するMIC50値,MIC90値 は,野 生

型に対するそれ よりそれぞれ4～16倍,8～64倍 高い

値を示 した。各種NQ系 薬のG脚AとParCの 両者にア

ミノ酸変化 を有する株に対するMIC50値,MIC90値 は,

野生型 に対す るそれ よ りそれぞれ32～256倍,64～

1,024倍 も高い値 を示 し,ま たGyrAの みにアミノ酸変

化を有する株に対するそれより高い値を示 した。すなわ

ち,GyrAとParCの 両者 にア ミノ酸変化 を有する株

は,野 生型やGyTAの みにア ミノ酸変化を有する株に比

べ,NQ系 薬に対する耐性度が高かった。なお,GyrA

におけるア ミノ酸変化別 に感受性 をみるとSer-91→

Pheへ のア ミノ酸変化 を有する株の感受性がすべての

NQ系 薬に対 しもっとも低かった。

2)臨 床的検討

男子淋菌性尿道炎に対す るpazufloxacin投 与による

N.gonorrhoeae消 失率は66.7%(28/42)と 低かった。

Table 2. Relationship between auxotype and ciprofloxacin susceptibility in Neisseria gonorrhoeae

Proto: prototrophic, Pro: proline-requiring, Arg: arginine-requiring , AHU: arginine, hypoxanthine, and uracil-requiring, Pro-Hypo:

proline and hypoxanthine-requiring, Arg-Hypo: arginine and hypoxanthine-requiring.
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Table 3. Amino acid  substitution within the QRDR of GyrA and ParC in 128 isolates of Neisseria gonorrhoeae

Ala: alanine, Ser: serine, Asp: aspartic acid, Glu: glutamic acid, Arg: arginine, Pro: proline, Phe: phenylalanine, Cys: cysteine, Gly:

glycine, Asn: asparagine, Tyr: tyrosine, His: histidine, Ile: isoleucine, Gin: glutamine, Lys: lysine.

Pazuf1oxacinのMIC値 と菌 消 失 率 の 関 係 をTable5に

示 した。 本 薬 のMIC値 は0.006～12.5μg/mlま で 幅 広

い分 布 を 示 した 。MIC値 が0.1μg/m1以 下 の 株 は す べ

て消 失 した も の の,MIC値 が0.2μg/ml以 上 の 株 に お

け る消 失 率 は わ ず か22.2%で あ っ た 。N.gonorrhoeae

のGyrAお よびParCに お け る ア ミ ノ酸 変 化 と菌 消 失 率

の 関 係 をTable6に 示 した 。 検 討 で き た41株 中15株

(36.6%)の み が 野 生 型 で あ り,残 りの26株(63.4%)

はGyrAの み に,ま た はGyrAとParCの 両 者 に ア ミノ

酸 変 化 を 有 して い た。Pazuf1oxacin投 与 後,野 生 型 お

よびGyrAの75番 目,ま た は95番 目 に ア ミ ノ 酸 変 化

を有 す る 株 は す べ て 消 失 し た も の の,GyrAにSer-91

→Phe変 化 を有 す る株 の消 失 率 は21 .4%と 低 く,ま た,

GyrAに2か 所 の ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 す る 株,GyrAと

ParCの 両 者 に ア ミ ノ酸 変 化 を 有 す る株 は1株 も消 失 し

な か っ た 。 複 数 の ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 す る 株 は す べ て

GyrAにSer-91→Phe変 化 を 有 して い た。GyrAにSer-

91→Phe変 化 を有 す る株 に 対 す るpazunoxacinの 平 均

MIC値(0.86μg/m1)は,野 生 型 に対 す るそ れ(0.013

μg/m1)よ り66倍 も高 い値 を 示 し,ま た他 のGyrAに

1か 所 の ア ミノ 酸 変 化 を 有 す る株 に対 す る平 均MIC値

よ り高 い 値 を示 し た。 さ ら に,GyrAにSer-91→Phe

変化 を有 す る 株 に 対 す るnorfloxacin,ciprof1oxacinの

平 均MIC値 も同様 の 傾 向が 認 め られ た(Table7)。

III.考 察

NQ系 薬 は,PPNGお よ び テ トラサ イ ク リ ン耐 性 株 な

どを含 め たN.gonorrhoeaeに 強 い抗 菌 力 を示 す こ と よ

り,わ が 国 を は じめ 世 界 各 国 でN.gonorrhoeae感 染 症

に対 す る 第 一選 択 薬 と して使 用 さ れ て きた。 とこ ろが,

最 初 のNQ系 薬 で あ るnorfloxacinが 一 般 臨 床 に登 場 し

た2年 後 の1986年 に は,オ ラ ン ダでWagenvoortら19)

が,enoxacinが 無 効 で あ っ た 尿 道 炎 患 者 か ら本 薬 の

MIC値 が2.0μg/mlの 耐 性 株 を 分 離 した こ と を は じめ

て 報 告 した 。 続 い て1988年 に はJoyceら20)が フ ィ リ ピ

ンに お い てciprofloxacinに 対 す るMIC値 が0.5μg/ml

の株 を分 離 した こ と を報 告 した。 そ して1990年 代 に な

り世 界 各 国 か らNQ系 薬 に 耐 性 を示 す 瓦gonorrhoeae

の 分 離 が 相 次 い で 報 告 さ れ は じめ た2剛)。 わ れ わ れ も
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Table 4. Antimicrobial susceptibility of Neieeeria gonorrhoeae isolates, classified by  the presence of amino add substitution

in GyrA and ParC to fluoroquinolones

a) Numbers in parentheses i
ndicate fold change as compared with MIC for wildtype .

1992～1993年 に わ が 国 に お い て 分 離 さ れ たN .gonor-

rhoeaeは,NQ系 薬 に耐 性 化 を 示 す こ と をす で に 報 告

した が2,3),今 回 の 検 討 に お い てN.gonorrhocaeのNQ

系 薬 に対 す る耐 性 化 は さ らに 進行 して い た 。今 回 わ れ わ

れ は,1993～1998年 ま で の6年 間 に 分 離 さ れ た 瓦

gonorrhoeaeを2年 ご と に ま と め,そ の 薬 剤 感 受性 を

NQ系 薬 が ほ と ん ど 臨 床 で 使 用 さ れ て い な か っ た1981

～1984年 に 分 離 さ れ たN.gonorrhoeaeの そ れ と比 較

検 討 し た。 そ の 結 果,N.gonorrhoeaeのNQ系 薬 に対

す る 耐 性 化 は 年 々 進 行 して い た。 ま た,1997～1998年
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Table 5. Relationship between MIC and bacteriological response to pazufloxacin treatment

a) Not determined , b) No.of isolates eradicated/no.of isolates

Table 6. Relationship between amino acid substitution in GyrA and ParC in Neisseria gonorrhoeae

and bacteriological response to pazufloxacin

Table 7. Relationship between amino acid substitution in GyrA and ParC and the pazufloxacin MIC

for Neisseria gonorrhoeae

分離株におけるNQ系 薬耐性N.gonorrhoeaeの 検出率

は24.4%と い うきわめて高い値 を示 した。最近,欧 米

諸国をは じめ世界各国で もNQ系 薬耐性淋菌は検出さ

れている。その検出率は,欧 米先進国の米国25),英国26)

ではそれぞれ0.04%,0.4%,中 国,香 港,韓 国ではほ

ぼ15～25%,ま た,カ ンボジア,フ ィリピンではほぼ

50～65%と 報告されている5)。すなわち,わ が国をはじ

めとする東南 アジアにおいてNQ系 薬耐性N.gonor-

rhoeaeの 蔓延が著 しいことがわかる。なお,今 回の検

討ではPPNG検 出率は年々低下傾向を示 し,ま たテ ト

ラサイクリン系薬耐性N.gonorrhoeaeは ほとんど検出

されなかった。最近,NQ系 薬の使用量が増え,ペ ニシ

リン系薬,テ トラサイクリン系薬の使用量が低下してい

るためと考えられる。欧米先進国と比べ,わ が国でこの

ようにNQ系 薬耐性N.gonorrhoeaeが 蔓延しているの

は,本 感染症に対する薬剤の投与法に大きな問題がある

ためと推定される。すなわち,欧 米では第三世代のセフ

ェム系薬,spectinomycinな どの注射薬はもちろんのこ

と,NQ薬 などの経 口薬もその十分量を1回 のみ投与

し,確 実にN.gonorrhoeaeを 除菌する単回療法が普及

している。 しか しなが ら,わ が国ではNQ系 薬をはじ

めとする経口薬の単回療法はほとんど行われておらず.

1日 投与量を2～3回 に分け,7～14日 間程度連続投与

する場合が多い。この投与法の問題点は,数 回の服薬後

症状がある程度軽快 した際,ま だ完治 していないにもか

かわ らず服薬の忘れや自己判断による服薬の中断が起こ

りやす く,そ の結果生き残ったN.gonorrhoeaeが 薬剤

耐性を獲得 し,拡 散 して行 く可能性があることである。
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こ の 投 与 法 が わ が 国 で 急 速 に 進 行 し て い るN. gonor-

rhoeaeのNQ系 薬 耐 性 化 の 主 な 原 因 の1つ と推 定 さ れ

る。

次 に,わ れ わ れ は 淋 菌 の 疫 学 的 マ ー カ ー の1つ で あ

る栄 養 要 求 型 に 着 目 し,NQ系 薬 耐 性 化 と栄 養 要 求 型 の

関係 を検 討 した 。 そ の 結 果,proline要 求 型 を 示 す 株 が

NQ系 薬 に耐 性 化 を示 す こ とが 明 らか に な っ た 。 以 前 わ

れ わ れが 調 べ た1992年 分 離 株 の 栄 養 要 求 型 の 頻 度 は,

protoが84.4%で 圧 倒 的 に 高 く,proline要 求 型 は4.4

%の み で あ っ た。 しか し今 回 の 検 討 に お い て は,proto

の 頻 度 は39.7%と 減 少 し,proline要 求 型 が29.3%と

増 加 した。 す な わ ち,NQ系 薬 耐 性N. gonorrhoeaeの

増 加 とprolime要 求 型 の 増 加 に 関 連 が み られ た。proline

要 求 型 がNQ系 薬 に 耐 性 化 を示 す 理 由 は 現 在 明 らか に

され て お らず,今 後 検 討 を要 す る課 題 と考 え られ た 。

N. gonorrhoeaeの キ ノ ロ ン系 薬 耐 性 機 序 に 関 す る 基

礎 的検 討 に よ り,ア メ リ カ 法 の 基 準 でNQ系 薬 に 耐 性

ま た は 中 等 度 耐 性 と さ れ る65株 中64株(98.5%)が

Ser-91→Phe変 化 を有 し,GyrAに お け る 各種 ア ミ ノ酸

変 化 とNQ系 薬 に 対 す る 感 受 性 の 関 係 で もSer-91→

Phe変 化 を有 す る株 が も っ と も 感 受 性 が 低 い こ とが 判

明 した 。 また,ParCの み に ア ミ ノ酸 変 化 を有 す る株 は

検 索 した128株 中1株 も認 め ら れ な か っ た。 こ れ らの

結 果 よ り,N. gonorrhoneに お い て はGyrAが キ ノ ロ

ン系 薬 のprimary targetで あ り,特 にGyrAに お け る

Ser-91→Pheへ の ア ミ ノ酸 変 化 が 耐 性 獲 得 に お い て も

もっ と も重 要 な変 化 で あ る と考 え られ た。そ して,GyrA

の ア ミ ノ酸 変 化 にParCに お け る ア ミ ノ酸 変 化 が 加 わ る

こ とに よ り,N. gonorrhoeaeがNQ系 薬 に 対 し高 度 耐

性 を獲 得 す る と考 え られ た。 な お,Ngonorrhoeaeの

GyrAに お け るSer-91はEschericia coliのGyrAに お

け るSer-83に 相 当 し9),耐 性 獲 得 に お い て も っ と も 重

要 な 部 位 で あ る こ と が 知 ら れ て い る。 ま た,

pazufloxacinに 臨 床 的 に 耐 性 を 示 すN. gonorrhoeae

も,す べ てGyrAに お い てSer-91→Phe変 化 を 有 す と

い う こ とが 判 明 した。さ らに,最 近 分 離 したsparfloxacin

お よ びlevofloxacinに 臨 床 的 に 耐 性 を 示 すN .

gonorrhoeaeに お い て も この 同 じア ミノ酸 変 化 が検 出 さ

れ た16,17)。こ れ ら の 事 実 よ りGyrAに お い てSer-91→

Phe変 化 を 有 す る 株 が 臨 床 的 に もNQ系 薬 耐 性N

gonorrhoeaeと 考 え られ る。 し たが っ て,治 療 前 にN.

gonorrhoeaeがGyrAにSer-91→Phe変 化 を 有 す る か

ど うか を迅 速 ・簡 便 に確 認 で きれ ば,NQ系 薬 の 適 応 を

考 え る上 で きわ め て 有 用 な情 報 とな る。 そ こ で わ れ わ れ

は,PCR法 と酵 素 抗 体 法 を応 用 し,患 者 の 尿 道 分 泌 物

中 のN. gonorrhoeaeを 培 養 す る こ とな く,分 泌 物 か ら

直 接N. gonorrhoeaeのGyrAに お け るSer-91→Phe

変化 を検 出で き る迅 速 診 断 を 開発 し27),現 在,臨 床 的 検

討 を行 っ て い る。

今回の研究よ りわが国においてはN. gonorrhoeaeの

NQ系 薬耐性化が急速に進行 していることが判明し,さ

らなるNQ系 薬耐性淋菌の蔓延を防 ぐことが急務であ

る。すなわち,N. gonorrhoeae感 染症におけるNQ系

薬の乱用 を慎むとともに,わ が国の実情にあった本感染

症の治療 に閲す る新 しいガイ ドライン作成が必要であ

る。

文 献

1) 田中正利: 淋菌性尿道炎の病態の変適。Curr, Conc. in

Infbct. Dis, 18: 12～15, 1999

2) Tanaka M, Kumazawa J, Matsumoto, et al.: High 

prevalence of Neisseria gonorrhoeae strains with 

reduced susceptibility to fluoroquinolones in Japan. 

Genitourin. Med. 70: 90•`93, 1994 

3) Tanaka M, Matsumoto T, Kobayashi I, et al.: 

Emergence of in vitro resistance to fluoroquinolones 

in Neisseria gonorrhoeae isolated in Japan. Antim-

icrob, Agents Chemotb,er. 39: 2367•`2370, 1995 

4) Tanaka M, Nakayama H, Kobayashi I, et al.: 

Antimicrobial susceptibility of Neisseria gonor-

rhoeae in Fukuoka City, Japan, in the early 1980s 

and 1997-1998: Emergence of el fluoroqui-

nolone-resistance. Antimicrob. Agents Chemother. 

43: 722•`723, 723, 1999 

5) Ison C A, Dillon J A C, Tapsall J W. The epide-

miology of global antibiotic resistance among 

Neisseria gonorrho ae and Haemophilia du-

creyi. Lancet 351 (suppl 111): 8•`11, 1998 

6) National Committee for Clinical Laboratory Stan-

dards: Methods for dilution antimicrobial suscepti-

bility tests for bacteria that grow aerobically. 

Villanova, PA: NCCLS, Approved standard M 7-A 

3, 1993 

7) Knapp J S, Hales J A, Neal S W, et al.: Proposed 

criteria for interpretation of susceptibilities of 

strains of Neisseria gonorrhoeae to ciproflox 

acin, ofloxacin, enoxacin, lomeflozacin, and nortloa-

acin. Antimicrob. Agents Chemother. 39: 2442•`

2445, 1995 

8) Catlin B W: Nutritional profiles of Neisseria gonor-

rhoeae, Neisseria meningitid is, and Neisseria lac-

tamica in chemically defined media and the use of 

growth requirements for gonococcal typing. J. 

Infect. Dis. 128: 178•`194, 1973 

9) Belland R J, Morrison S G, Ison C A, et al.: 

Neisseria gonorrhoeae acquires mutations in 

analogous regions of gyrA and parC in fluoroqui-

unolone-resistant isolates. Mol. Microbiol. 14: 371 

•`380, 1994 

10) Tanaka M; Otsuki M, Nishino T, et al.: Mutation 

in DNA gyrase of norfioxacin-resistant clinical 

isolates of Neisseria gonorrhoeae. Genitourin. Med. 

72: 295•`297, 1996 

11) Tanaka M, Takahashi K, Saika T, et al: Develop-

ment of fluoroquinolone resistance and mutations 

involving GyrA and ParC proteins among Neisseria 

gonorrhoeae isolates in Japan. J. Urol. 159: 2215 

•`2219, 1998



VOL.47 NO.9 ニ ュー キ ノ ロ ン耐性 淋 菌 551

12) Deguchi T, Yasuda M, Nakano M, et al.: Qui-

nolone-resistant Neisseria gonorrhoeae; correla-

tion of alterations in the GyrA subunit of DNA

gyrase and the ParC subunit of topoisomerase IV

with antimicrobial susceptibility profiles. Antimi-

crob. Agents Chemother. 40: 1020•`1023, 1996

13) Corkill J E, Percival A, Lind M.: Reduced uptake

of ciprofloxacin in a resistant strain of Neisseria

gonorrhoeae and transformation of resiatannce to

other strains. J. Antimicrob. Chemother. 28: 601•`

604, 1991

14) Tanaka M, Fukuda H, Hirai K, et al.: Reduced

uptake and accumulation of norfloxacin in resistant

strains of Neisseria gonorrhoeae isolated in

Japan. Genitourin. Med. 70: 253•`255, 1994

15) Tanaka M, Sakuma S, Takahashi K, et al.:

Analysis of quinolone resistance mechanisms in

Neisseria gonorrhoeae isolates in vitro. Sex.

Transm. Inf. 74: 59•`62, 1998

16) Tanaka M, Nakayama H, Haraoka M, et al.:

Analysis of quionolone resistance mechanisms in a

sparfloxacin—resistant clinical isolate of Neisseria

gonorrhoeae. Sex. Transm. Dis. 25: 489^-493, 1998

17) Tanaka M, Sagiyama K, Haraoka M, et al.:

Genotypic evolution in a quinolone-resistant

Neisseria gonorrhoeae isolated from a patient with

clinical failure of levofloxacin treatment. Uro. Int.

62: 64•`68, 1999

18) Tanaka M, Matsumoto T, Sakumoto M, et al.:

Reduced clinical efficacy of pazufloxacin against

gonorrhea due to high prevalence of quinolone-

resistant isolates with the GyrA mutation. Antimi-

crob. Agents Chemother. 42: 579•`582, 1998

19) Wagenvoort J H, van der Willigen A H, van Vliet

H J, et al.: Resistance of Neisseria gonorrhoeae to

enoxacin. J. Antimicrob. Chemother. 18: 429, 1986

20) Joyce M P, Aying B B, Vaughan G H, et al.: In

vitro sensitivity of Neisseria gonorrhoeae to fluoro-

quinolone antibiotics in the Republic of the

Philippnies. Presented at the 6 th International

Pathogenic Neisseria Conference; Callaway

Gardens, GA, Oct 16-21, 1988; Abstract E 19.

21) Gransden W R, Warren C A, Phillips I, et al.: De-

creased susceptibility of Neisseria gonorrhoeae to

ciprofloxacin. Lancet. 335 (8680): 51, 1990

22) Knapp J a, Washington J A, Doyle L J, et al.:

Persistence of Neisseria gonorrhoeae strains

with decreased susceptibilities to ciprofloxacin and

ofloxacin in Cleveland, Ohio, from 1992 through

1993. Antimicrob. Agents Chemother. 38: 2194•`

2196, 1994

23) Kam K M, Lo K K, Ho N K, et al.: Rapid decline

in penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae

in Hong Kong associated with emerging 4-fluoro-

quinolone resistance. Genitourin. Med. 71: 141•`

144, 1995

24) Tapsall J W, Phillips E A, Shultz T R, et al.: Qui-

nolone--resistant Neisseria gonorrhoeae isolated

in Sydney, Australia, 1991 to 1995. Sex. Transm.

Dis. 23: 425-428, 1996

25) Fox K K, Knapp J S, Holmes K K, et al.: Antim-

icrobial resistance in Neisseria gonorrhoeae in

the United States, 1988-1994: the emergence of de-

creased susceptibility to the fluoroquinolones. J.

Infect. Dis. 175: 1396•`1403, 1997

26) Ison C A, Martin I M C, the London Gonococcal

Working Group: Susceptibility of gonococci isolated

in London to therapeutic antibiotics: establishment

of a London surveillance programme. Sex. Transm.

Inf. 75: 107•`111, 1999

27) 金子 明子, 小林寅 詰, 西 田 実, 他:gyr A変 異Neis-

seria gonorrhoeaeの 迅速検 出に 関する検討。 第46回

日化療総 会,抄 録 番号140,和 歌 山。



552 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 SEPT. 1999

Basic and clinical study on fluoroquinolone-resistant Neisseria gonorrhoeae

Masatoshi Tanaka

Department of Urology, Faculty of Medicine, Kyusyu University 3-1-1,

Maidashi, Higashi-ku, Fukuoka, 812-8582, Japan

We examined the prevalence of fluoroquinolone-resistant Neisseria gonorrhoeae isolates in Japan
and the quinolone-resistance mechanisms in the organisms.

1. The prevalence of fluoroquinolone-resistant N. gonorrhoeae
The antimicrobial susceptibility of a total of 529 gonococcal isolates, including 27 from 1981 to 1984, 151

from 1993 to 1994, 154 from 1995 to 1996, and 197 from 1997 to 1998, to various agents were tested. The
susceptibility of N. gonorrhoeae to fluoroquinolones has been decreasing dramatically during the
observation period. The MICs90 of norfloxacin, ciprofloxacin (CPFX) , levofloxacin, and sparfloxain for the
197 gonococcal isolates from 1997 to 1998 were 64- to 256-fold higher than those for the 27 isolates
between 1981 and 1984. The prevalence of fluoroquinolone-resistant N. gonorrhoeae isolates (MIC of
CPFX jug/m1) increased remarkably. The prevalence rate (24.4%) of the fluoroquinolone-resistant N.

gonorrhoeae isolates from 1997 to 1998 was significantly higher than that (0%) between 1981 and 1984
(p< 0.001) . However, there were no significant changes in the susceptibility of the isolates to various
antimicrobial agents other than fluoroquinolones. We also evaluated the relationship between auxotype
and fluoroquinolone resistance in N. gonorrhoeae . The MICo of CPFX for the proline-requiring isolates
was 8- to 512-fold higher than that for the other auxotype such as the argentine-requiring isolates or

prototrophic type.
2. The quinolone resistance mechanisms in N. gonorrhoeae
Of 36 N. gonorrhoeae isolates moderately resistant to CPFX (MIC of 0.125 to 0.5 geml), 25

contained amino acid substitutions within the quinolone resistance-determining region (QRDR) of DNA

gyrase subunit A (GyrA) alone and the remaining 11 contained amino acid substitutions in the QRDRs of
GyrA and topoisomerase IV parC-encoded subunit (ParC) . All 29 isolates resistant to CPFX (M1C�1 pg/
ml) had a double amino acid substitution at position 91 and 95 in the QRDR of GyrA combined with a single
or double substitution in the QDRD of ParC. The most frequently identified alteration was a serine (Ser.) to

phenylalanine (Phe) at position 91 in GyrA and that was a serine to proline at position 88 in ParC. No
single alteration in ParC, without the simultaneous presence of a resistance alteration in GyrA, was
identified. These data suggest that alterations in GyrA play a central role in conferring fluoroquinolone
resistance to N. gonorrhoeae , and that alterations in ParC play a complementary role in the development
of fluoroquinolone resistance.

Male patients with gonococcal urethritis were treated with an oral dose of 200 mg of pazufloxacin 3 times
daily for 3 days. Of 42 gonococcal isolates only 28 (66.7%) were eradicated. The relationship between
bacteriological response to pazufloxacin and alterations in GyrA and ParC was evaluated. All the wild-
type isolates and the isolate containing a single amino acid substitution at position 75 or 95 were
eradicated after pazufloxacin treatment. However, eradication rates in the isolates with a Ser-91 to Phe
alteration in GyrA and multiple alterations in GyrA and ParC were 21.4% and 0%, respectively.


