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Streptococcus pneumoniaeに お け るキ ノロ ン系 薬 の作 用機序 に関す る遺伝 学的解析
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Streptococcus pneumoniaeに おけるキノロン系薬の作用機序の解析 を目的とし,種 々のキノロン系薬を

用いて耐性変異株を段階的に作製 し,そ れら変異株におけるキ ノロン系薬のターゲ ットをコー ドする遺伝

子 の 変 異 を 検 索 した。Trovafloxacin(TVEX),levofloxacin(LVFX),norfloxacin(NFLX),お よ び

ciprofloxacin(CPFX)に よって選択 された第1段 階の変異株は,parC遺 伝子に単一の点変異を有 してい

た。一方,sparfloxacin(SPFX)お よびgatifloxacin(GFLX)に よって選択 された変異株 は,gyrA遺 伝

子に単一の点変異 を有 していた。野生株 と比較 してparC変 異株 はその選択薬剤であるTVFX,LVFX,

NFLXお よびCPFXに 対 してのみ感受性の低下が認め られ,gyrA変 異株はその選択薬剤であるGFLXお

よびSPFXに 対 してのみ感受性の低下が認め られた。第2段 階の変異株においては,使 用するキノロン系

薬にかかわ らずgyrA変 異株か らはparC変 異株が,parC変 異株か らはgyrA変 異株が選択 され,結 果 と

してすべての第2段 階の変異株は,gyrA+parCの 二重変異 を有 していた。 これ ら第2段 階の変異株は,

第1段 階の変異株 と比較 して,す べてのキノロン系薬に対 して感受性が低下 していた。これ らの結果は,

野生株 におけるTVFX,LVFX,NFLXお よびCPFXの 主たるターゲ ッ トは トポイソメレースIVで あ り,

GFLXお よびSPFXの 主たるターゲ ットはDNAジ ャイレースであることを示唆 している。 また,第1段

階のgyrA変 異株お よびparC変 異株におけるキノロン系薬の主たるターゲ ットは,そ れぞれ トポイソメレ
ースIVお よびDNAジ ャイレースであることを示唆 している。これら第1段 階および第2段 階の変異株の選

択に際 して,使 用するキ ノロン系薬によって変異株の選択の難易に違いが認め られた。 さらには,変 異株

を選択 し難いキ ノロン系薬は,得 られた変異株 に対する抗菌活性の低下の小 さい傾向が認め られた。これ

らの結果から,in vitroに おいて耐性変異株を選択 し難いキノロン系薬は,菌 体内においてDNAジ ャイレ

ースとトポイソメレースIVを 近いレベルで阻害する"Dual Target Quinolone"で あることが考えられる。

臨床 より近年分離されたS.pneumoniae 99株 について,キ ノロン系薬に対する感受性 とその ターゲ ット

の遺伝子変異を検討 したところ,93株(94%)が キノロン感受性株,残 る6株(6%)が キノロン耐性株

(CPFXのMIC≧6.25μg/mL)で あ り,こ れ らの耐性株の うち5株 でキノロン系薬のターゲ ットをコー ド

する遺伝子 に変異が認められた。 これ らの結果は,臨 床 より近年分離 されるS.pneumoniaeに おいて,キ

ノロン系薬に対する耐性化率がまだ低いことを示 している。今後,S.pneumoniae感 染症に対す るキノロ

ン系薬の臨床での使用に際 しては,抗 菌活性,体 内動態お よび安全性を考慮に入れることはもちろん,そ

の有効性を持続 させ るために,起 因菌 を容易 に耐性化 させ ないことが重要であ り,薬 剤による耐性菌選択

の難易 も考慮 してい く必要があるものと考えられる。
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Streptococcus pneumoniaeは 市 中肺 炎,急 性 中耳 炎お よ

び細菌性髄 膜炎 の起 因 菌 と して臨床 上重 要 な菌種 の1つ で あ

る。近年,ペ ニ シ リン耐 性 のS.pneumoniae(PRSP)が 世

界的な広が りを見せ て お り,本 邦 にお いて も臨床 よ り分 離 さ

れるS.pneumoniaeの40%以 上 はペ ニ シ リ ン中 等 度 な ら

び に高 度 耐 性 株 のPRSPで あ る と の 報 告 が な さ れ て い

る1-3)。PRSPの 蔓延 に伴 い,β-ラ ク タム系 薬 に よ る化 学 療

法が難渋 す るS.pneumoniae感 染症 も報告 さ れて お り3,4),

臨床 上 の大 きな 問 題 と な っ て い る。 こ う した 状 況 下,S.

pneumoniaeに よる 感染 症 治 療 に お い て β-ラ ク タム 系 薬以

外 の抗 菌薬 の必 要性 が 高 まって きて い る。近年,S.pneumo-

niaeに 対 して優 れ た 活性 を有 す るキ ノ ロ ン系 抗 菌 薬 の 開発

が進 め られ て お り,PRSPを 含 むS.pneumoniae感 染症 の

治療 薬の1つ と して期 待 され てい る。現 在,こ れ らキ ノ ロ ン

系薬 のS.pneumoniaeに 対 す る作 用 機序 につ い て は,さ ま

ざまな角 度か らの研 究 が進 め られて い る ところで あ る。

キ ノロ ン系 薬の 細 菌 にお け る ター ゲ ッ トはDNAジ ャイ レ

ー スお よび トポ イ ソメ レースIV(ト ポIV)の2つ で あ る。DNA
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ジ ャイ レー スお よび トポIVは そ れぞ れ染 色体DNAの 複 製お

よび複 製後 の分 配に必須 で あ り,キ ノロ ン系薬 はこ れ らの酵

素反応 を阻害す る こ とに よって抗性 を示 す。 これ ら2つ の タ

ー ゲ ッ トの うち,キ ノロ ン系 薬 に対 して よ り感受性 の高 い酵

素(主 た る ター ゲ ッ ト)に よ って細 菌 のキ ノロ ン系薬 に対 す

る感受 性が 主 に決定 され る もの と考 え られ てい る。大 腸菌 に

おい て はDNAジ ャイ レース が キ ノロ ン系 薬 の主 た る ターゲ

ッ トと考 え られ てお り5),黄 色 ブ ドウ球 菌お よびS.pneumno-

niaeな どの グラ ム陽性 菌 にお い て は トポIVが 主 た る ターゲ

ッ トで あ る と考 え られ てい る6～14)。最 近,sparfloxacinのS.

pneumoniaeに お け る 主 た る ター ゲ ッ トがDNAジ ャ イ レ

ー スで あ る との 報 告 が な され15),S.pneumoniaeに お い て

は キ ノロ ン系薬 に よってそ の主 たる ターゲ ッ トが 異 なる こ と

が明 らか とな ってい る。Sparfloxacin以 外 では,clinanoxacin

の主 た る ターゲ ッ トがDNAジ ャイ レー スで あ るこ とが報 告

され てい る16)。しか し,そ れ ら以外 のキ ノ ロ ン系 薬 の主 た る

ターゲ ッ トに関 す る報 告 は少 ない。そ こで,S.pneumoniae

の キ ノロ ン耐性 変異株 お よび臨床 分離株 に 関 して キ ノ ロ ン系

薬 の ターゲ ッ トで あ るDNAジ ャ イ レー ス のAお よ びBサ

ブユ ニ ッ トを そ れ ぞ れ コー ドす るgyrAお よ びgyrB遺 伝

子,な らび に トポIVのCお よ びEサ ブユ ニ ッ トをそ れぞ れ

コー ドす るparCお よびparE遺 伝 子 の解析 を行 い,種 々の

キ ノロ ン系薬 の主 たる ターゲ ッ トな らび に ター ゲ ッ トに対 す

る作用 につ いて,既 報17)の知 見 と も合わせ 考察 を行 った。

I.　 材 料 と 方 法

1.使 用 薬剤

Gatifloxacin (GFLX), trovafloxacin (TVFX). spar-

floxacin (SPFX), levofloxacin (LVFX), norfloxacin

(NFLX)お よ びciprofloxacin(CPFX)は,い ず れ も杏

林 製 薬 株 式 会 社 に お い て 合 成 され た もの を使 用 した。

2.使 用 菌 株 お よ び耐 性 変 異 株 の選 択

キ ノ ロ ン 感 受 性 のS.pneumoniae IID 553株(日 本

細 菌 学 会 よ り分 譲)を 用 い た 。 第1段 階 の 耐 性 変 異 株

は,GFLX,TVFX,SPFX,LVFX,NFLXお よ びCPFX

の2,4,8,お よ び16×MICを 含 む5%馬 脱 繊 維 血 添

加 ミ ュ ー ラ ー ヒ ン ト ン寒 天 培 地 上 にIID 553株 を 播 種

し,37℃,48時 間 以 上 培 養 す る こ と に よ っ て選 択 した 。

得 られ た 第1段 階 の 変 異 株 か ら,同 様 に 第2段 階 の 変

異 株 を 選 択 した 。 臨 床 分 離 株 は 日本 国 内各 地 の病 院 よ り

1996年 に 分 離 さ れ た99株 を 用 い た 。 こ れ ら臨 床 分 離

株 は順 天 堂 大 学 医 学 部 細 菌 学 教 室 よ り分 与 を受 け た 。

3.キ ノ ロ ン耐 性 決 定 領 域(QRDR)18,19)を 含 む 遺 伝 子

領 域 の増 幅

DNAジ ャ イ レ ー ス のGyrAお よびGyrBサ ブ ユ ニ ッ

トを そ れ ぞ れ コー ドす るgyrAお よ びgyrB遺 伝 子,な

ら び に トポIVのParCお よびParEサ ブ ユ ニ ッ トを そ れ

ぞ れ コ ー ドす るParCお よ びParE遺 伝 子 のQRDRを

含 む遺 伝 子 領 域 をPCRに て 増 幅 した 。 プ ラ イ マ ー と し

てPanら が 報 告13)し て い る塩 基 配 列 を有 す る オ リ ゴ ヌ

ク レオチ ドを用 い た 。 こ れ らの プ ラ イ マ ー は,増 幅 され

た 遺 伝 子 がgyrA,gyrB,parCお よ びparEのQRDR

に 相 当 す る領 域 を 含 む よ う に 設 計 さ れ て い る。PCRの

条 件 は,DNA変 性(94℃,30秒),ア ニ ー リ ン グ(55

℃,30秒),プ ラ イ マ ー の 伸 長(72℃,2分)と し,25

サ イ ク ル行 っ た 。

4.塩 基 配 列 の 決 定

増 幅 さ れ た 遺伝 子 を鋳 型 と し,5'末 端 を ビ オ チ ン化

した オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドを プ ラ イマ ー とす る サ イ クル シ

ー クエ ンス を行 っ た 。 さ らに ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル電

気 泳 動 を 行 っ た 後,フ オ ト トー プ6Kデ ィ テ ク シ ョン

キ ッ ト(ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ドバ イ オ ラ ボ 社)お よびX

線 フ ィ ル ム を用 い,化 学 発 光 に よ り各 遺 伝 子 のQRDR

の塩 基 配 列 を決 定 した 。5'末 端 を ビオ チ ン化 した プ ライ

マ ー は既 報17)に も とづ き,gyrA用 と して5'-AAATCTG

CTCGTATTACAGGGGATG-3',gyrB用 と して5'-CA

GGGAAACTAGCAGACTGTTCTTC-3',parC用 と し

て5'-GACAAGAGCTACCGTAAGTCGGCCAAG-3'

お よ びparE用 と して5'-CAGCCCAATCTAAGAATC

CTGCTAAG-3'を 用 い た 。

5.最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)の 測 定

ミュ ー ラ ー ヒ ン トン寒 天 培 地 を 用 い た 寒 天 平 板 希 釈

法20)に も と づ き,菌 を37℃ で18～20時 間 培 養 し た 後

の 発 育 を 阻 害 す る も っ と も低 い 薬 剤 濃 度 をMICと し

た 。

II.　 結 果

1.第1段 階 変 異 株 に お け る 遺 伝 子 変 異 と キ ノ ロ ン

感 受 性

耐 性 変 異 株 の 出 現 頻 度 をTable 1に 示 す 。 第1段 階 の

耐 性 変 異 株 は16×MIC以 下 のSPFX,4×MIC以 下 の

TVFX,CPFXお よ びNFLX,2×MICのLVFXの 選 択

に よ っ て得 ら れ た 。2×MIC以 上 のGFLXの 選 択 で は耐

性 変 異 株 は得 られ ず,1×MICの 選 択 に よ っ て の み1株

の 耐 性 変 異 株 が 得 られ た。 この よ う に キ ノ ロ ン系 薬 に よ

って 耐 性 変 異 株 の 選 択 の しや す さが 異 な っ て い た 。

各 薬 剤 で 選 択 さ れ た 変 異 株 を 無 作 為 に 選 び,gyrA,

gyrB,parCお よ びparE遺 伝 子 のQRDRの 変 異 の 解

析 と各 種 キ ノ ロ ン系 薬 に対 す る感 受 性 の 測 定 を行 った。

TVFXで 選 択 され た 変 異 株 に お い て は,親 株 お よ び他の

変 異 株 よ り小 さ な コ ロ ニ ー を形 成 す る株 が 混 在 して い た

ため,ノ ー マ ル 形 状 の コ ロニ ー を形 成 す る株 と小 さ なコ

ロ ニ ー を形 成 す る株 の そ れ ぞ れ 数 株 ず つ につ い て解析 を

行 っ た。 ま た,GFLXで 選 択 さ れ た 株 は1株 で あ っ た

た め,こ の1株 に つ い て 解 析 を 行 っ た。

変 異 株 に お け る 各 遺 伝 子 の 変 異 と キ ノ ロ ン感 受 性 か

ら,第1段 階 の 変 異 株 は3つ の タ イ プ に 分 類 さ れ た

(Table 2)。 第1の タ イ プ の 変 異 株 は,TVFX,LVFX,

NFLXお よびCPFXに よ って 選 択 され,ト ポIVのParC

サ ブ ユ ニ ッ トを コー ドす るparC遺 伝 子 のQRDRに 単
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Table 1. Frequencies of appearance of the mutant strains by selection with various quinolones

GFLX: gatifloxacin, SPFX: sparfloxacin, TVFX: trovafloxacin, LVFX: levofloxacin, CPFX: ciprofloxacin, NFLX: norfloxacin

一の点変異を有していた。これらparC変 異株は選択薬

剤であるTVFX,LVFX,NFLXお よびCPFXに 対 す

る感受性が野生株 と比較 して,そ れぞれ4,2,4お よ

び4倍 低下 していた。 しか し,SPFXお よびGFLXに

対する感受性の低下は認め られなかった。

第2の タイプの変異株 はSPFXお よびGFLXに よっ

て選択 され,DNAジ ャイレースのGyrAサ ブユニ ット

をコー ドするgyrA遺 伝子のQRDRに 単一の点変異 を

有 していた。 これ らgyrA変 異株 は選択抗菌薬である

GFLXお よびSPFXに 対 し,野 生株 と比較 して2お よ

び8倍 の感 受 性 低 下 が 認 め られ た。一 方,TVFX,

LVEX,NFLXお よびCPFXに 対す る感受性の低下は

認められなかった。

第3の タイプの変異株 はTVFXに よって選択 され,

それ らの形 成す る コロニー は小 さ く,TVFXお よび

SPFXに のみに耐性を示 した。 また各 ターゲ ットをコー

ドする遺伝子のQRDRに 変異は認められなかった。

2.第2段 階変異株 における遺伝子変異 とキノロン

感受性

第2段 階の変異株 を選択す るにあたって,元 株 とな

る第1段 階の変異株 と してgyrA株(Ser 81→Phe)お

よびParC株(Ser 79→Tyr)を それぞれ用いた。第2

段階の変異株 は,gyrA変 異株か らGFLXの2×MICで

選択され,他 のキ ノロン系薬では4×MICあ るいはそれ

以上の濃度 で選択 された。ParC変 異株か らはNFLX

によって変異株は選択されなかったが,そ れ以外のすべ

ての薬剤で4×MICあ るいはそれ以上の濃度で選択され

た。 第1段 階 の 変 異 株 の 選 択 と同 様 に キ ノ ロ ン系 薬 に

よっ て 耐 性 変 異 株 の 選 択 の 難 易 が 異 な っ て い た(Table

1)。

種 々 の キ ノ ロ ン系 薬 に よ っ て 選 択 さ れ た 第2段 階 の

変 異 株2株 ず つ に つ い て タ ー ゲ ッ トを コ ー ドす る 各 遺

伝 子 を 解 析 し た と こ ろ,す べ て の 株 に お い てgyrA+

parCの 二 重 変 異 が 認 め られ た(Table 2)。 す な わ ち,

parC変 異 株 か らはgyrA変 異 株 が 選 択 され,gyrA変 異

株 か らはparC変 異 株 が 選 択 され た。

こ れ ら変 異 株 の キ ノ ロ ン系 薬 に 対 す る 感 受 性 は,そ れ

ぞ れ が 有 す る 変 異 に よ っ て 若 干 異 な っ て い た(Table

2)。gyrA(Ser 81→Phe)+ParC(Asp 83→Tyr)の 二

重 変 異 を 有 す る 株 は,GFLX,TVFX,LVFXお よ び

CPFXに 対 す る 感 受 性 が 他 の 第2段 階 変 異 株 と比 較 し

てや や 高 く,gyrA(Glu 85→Lys)+ParC(Ser 79→Tyr)

の 二 重 変 異 を有 す る 株 は,SPFXお よ びLVFXに 対 す

る感 受 性 が 他 の 第2段 階 変 異 株 と比 較 して 低 か っ た 。

3.臨 床 分 離 株 に お け る 遺 伝 子 変 異 と キ ノ ロ ン感 受

性

Table 3に 臨 床 分 離 株99株 の キ ノ ロ ン系 薬 に 対 す る

感 受 性 を 示 した。MIC90お よ びMIC50値 を も と に活 性 を

比 較 す る と,TVFXが も っ と も優 れ,次 い でGFLXお

よ びSPFXと な り,LVFX,CPFXお よ びNFLXは こ

れ ら3抗 菌 薬 よ り活 性 の低 い 傾 向 が 認 め られ た 。 また,

臨 床 分 離 株(99株)はCPFXの 感 受 性 に よ り,キ ノ ロ

ン 感 受 性 株(CPFXのMICが3.13μg/mL以 下,93

株),中 等 度 耐 性 株(CPFXのMICが6.25μg/mL,4
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Table 2. Gene mutations in the quinolone resistance-—determining region and antibacterial activity

of various quinolones against the resistant mutants

a) Concentration for selection. All of the strains possessed no mutations in the QRDR of gyrB and parE genes. The codon positions of gyrA

and parC are designated according to the numbering of Balas, et al. 26) and Pan and Fisher 27), respectively.

GFLX: gatifloxacin, SPFX: sparfloxacin, TVFX: trovafloxacin, LVFX: levofloxacin, CPFX: ciprofloxacin, NFLX: norfloxacin

Table 3. Susceptibility of 99 clinical isolates to various quinolones

GFLX: gatifloxacin, SPFX: sparfloxacin, TVFX: trovafloxacin

LVFX: levofloxacin, CPFX: ciprofloxacin, NFLX: norfloxacin

株),高 度耐性株(CPFXのMICが25μg/ml,2株)の

3つ のグループに分類された。なお,CPFX感 受性株の

中にSPFXあ るいはGFLXに 耐性 を示すgyrAタ イプ

の株は認められなかった。

これら臨床分離株の中から,感 受性株 より無作為に選

択 した20株,中 等度耐性株4株 および高度耐性株2株

についてキノロン系薬のターゲ ットであるDNAジ ヤイ

レースおよび トポIVを コー ドする遺伝子のQRDRに つ

いて解析を行った(Table 4)。 キノロ ン感受性株20株

において,各 遺伝子のQRDRに 変異は認められなかっ

た。一方,中 等度耐性株ではparCに 変異が認め られた
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株が2株,ParEに 変異が認め られた株が1株,い ずれ

の遺伝子のQRDRに も変異が認められなかった株 が1

株存在 した。高度耐性 株で は2株 とも,ParCお よび

gyrAに1か 所ずつの変異が認められた。 これ ら中等度

耐性株および高度耐性株のキノロン感受性は,そ れぞれ

in vitroで 選択 された第1段 階変異株お よび第2段 階変

異株のキノロン感受性 と類似 していた(Table 4)。

III.　考 察

Panら は,SPFXお よびCPFXに よってそれぞ れ選

択されたgryAお よびParC変 異株 が.CPFXお よび

SPFXに 対 してそれぞれ交叉耐性 を示さない ことから,

SPEXのS.pneumoniae(野 生株)に お ける主た るタ

ーゲットはDNAジ ャイ レースであ り
,CPFXの 主たる

ターゲットは トポIVで あることを明 らかに している15)。

本研究において も,SPFXに よって野生株か らgyrA変

異株が選択 され,CPFXに よってparC変 異株が選択 さ

れており,こ れらgyrAお よびParC変 異株はCPFXお

よびSPFXそ れぞれに耐性 を示 さなか った。これ らの

結果は,SPFXのS.pneumoniae(野 生株)に お ける

主たるターゲッ トはDNAジ ャイレースであ り,CPFX

の主たる ターゲ ッ トは トポIVで あ るとす るPanら の

説15)を支持するものである。同様の理由から,CPFXに

加えTVFX,LVFXお よびNFLXの 野生株における主

たるターゲ ッ トは トポIVで あ り,SPFXに 加 えGFLX

の主たるターゲットはDNAジ ャイレースであると考え

られる。

第1段 階のgyrAお よびparC変 異株か らは,NFLX

を除くいずれのキノロン系薬で選択 しても,す でに有す

る変異に加え,そ れぞれparCお よびgyrAの 変異 した

第2段 階の変異株 が選択 された。また,こ れ ら二重変

異を有する第2段 階変異株のすべ てのキノロン系薬 に

対する感受性は,第1段 階の株 と比較 して低下 してい

た。これらの結果か ら,第1段 階のParC変 異株におけ

る試験 したすべてのキノロン系薬の主たるターゲットは

DNAジ ャイレースであ り,gyrA変 異株における主た

るターゲッ トは トポIVで あることが示唆される。

第2段 階の変異株のキ ノロン感受性は,そ れぞれ力

有す る変異によって若干異なっていた。gyrA(Ser 83

→Phe)+parC(Asp 83→Tyr)の 二重変異を有する株に

おいては,GFLX,TVFX,LVFXお よびCPFXに 対 す

る感受性が他の第2段 階変異株 と比較 してやや高 く,

gyrA(Ser 79→Tyr)+ParC(Glu 85→Lys)の 二重 変

異 を有す る株 においては,SPFXお よびLVFXに 対す

る感受性が他の第2段 階変異株 と比較 して低 かった。

このようなターゲット酵素の変異パターンとキノロン系

薬感受性の違いは,キ ノロン系薬の分子 レベルにおける

作用機序を解析する上で興味が持たれる現象である。

本研究では,キ ノロン系薬によって耐性変異株の選択

の難易が異なることを明 らかとした。 また,耐 性変異株

を選択 し難い薬剤は,そ の薬剤で選択 される耐性変異株

に対する活性 の低下 も小 さい傾 向にあった。GFLXを

例に見てみると,第1段 階の変異株 は2×MIC以 上の濃

度では選択 されず,1×MICの 低濃度でのみ選択された。

またGFLXで 選択 されるgyrA変 異株 に対する感受性

の低下は,MICで2倍 であった。これ らの結果は,GFLX

がDNAジ ャイレースおよび トポIVの2つ のターゲ ット

を近いレベルで阻害することに起因するもの と考え られ

る(Fig.1)。 すなわち,GFLXは,gyrA変 異株におい

て感受性 を規定する野生型の トポIVを,野 生株において

感受性 を規定する野生型のDNAジ ャイレースに近いレ

ベルで阻害するため,耐 性株(eyrA変 異株)を 選択 し

難い ものと考えられる。また,た とえgyrA変 異株が選

択されたとして も,上 述のとお りgyrA変 異株において

GFLXの 感受性 を規定する主たる ターゲ ッ トは,変 異

型のDNAジ ャイレースでなく野生型の トポIVと なるた

め,耐 性変異株(fyrA変 異株)に おける感受性の低下

は,MICで1管 程度 となるもの と考え られ る。第2段

階の変異株選択 に際 して も,NFLXで はparC変 異株

Table 4. Gene mutations in the quinolone resistance- determining region and antibacterial acitivity of

various quinolones against the ciprofloxacin—resistant (MIC•†6. 25ƒÊg/ML) clinical isolates

GFLX: gatifloxacin, SPFX: sparfloxacin, TVFX: trovafloxacin, LVFX: levofloxacin, CPFX: ciprofloxacin, NFLX: norfloxacin
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か ら選択 されず,ま た,第1段 階のparC変 異株 と第2

段階のparC+gyrA二 重変異株のNFLXに 対す る感受

性の差はMICで1管 と小 さかった。これらの結果 は,

NFLXがparC変 異株の有す る変異型 トポIVと 野生型

DNAジ ャイレースを近いレベルで阻害 している可能性

を示 している。最近,DNAジ ャイレースおよび トポIV

の2つ の ターゲッ トを近い レベルで阻害す るシタフロ

キサシンにおいても,耐 性変株を選択 し難いことが報告

されてお り21),耐性菌の選択の難易は,菌 体内における

2つ のターゲット酵素に対するキ ノロン系薬の阻害の差

に依存 している可能性が考えられる。

今回解析 した臨床分離株(99株)に おけるペニシリ

ン中等度耐性を含むPRSP(PCGのMICが0 .1μg/mL

以上)の 占める割合は50%以 上であ り,近 年,臨 床で

分離されるS.pneumoniaeの ペニシリン感受性 を反映

しているものと考えられる。これ らの臨床分離株の中で

93/99株(94%)を 占めるのはキノロン感受性株で あ

り,多 くの株がキノロン系薬に感受性を保持 しているこ

とが明らかとなった。これら臨床より分離されたキ ノロ

ン感受性株か ら無作為に選択 した20株 では,gryA,

gyrB,parCお よびparE遺 伝子のQRDRに 変異 は認

められなかった。

一方,4/99株(4%)存 在 した中等度耐性株では,2

株でparC変 異が認められた。これ らの変異は,invitro

で選択されたキノロン耐性変異株において認め られた変

異 と同部位の変異であり,こ の変異にもとづ くトポイIV

の変化がキノロン耐性に関与 しているもの と考えられ

る。また,中 等度耐性株1株 ではparE遺 伝子のQRDR

に変異が認め られた。S.pneumoniaeに おいては,こ

れとは異なる部位ではあるがparE遺 伝子のQRDR変

異によってキノロン系薬耐性が付与されることが報告22)

されてお り,今 回確認 されたparE変 異 もキノロン耐性

に関与 している可能性が考 えられる。残 りの1株 にお

いては,タ ーゲッ トをコー ドする遺伝子に変異は認めら

れなかった。 また,TVFXの 選択によって得 られた第1

段階の変異株の中にも,タ ーゲッ トをコー ドする遺伝子

に変異が認め られない株が存在 していた。S.pneumo-

niaeに おいても,タ ーゲ ット変異以外のキノロン耐性

機構 としてキ ノロン系薬の排出機構の存在が明らかとな

っており23～25),これ ら耐性株におけるキノロン耐性も薬

剤の排出によって獲得 されている可能性が考えられる。

高度耐性株においては2株 ともparCお よびgyrAに

1か 所ずつの変異が認められた。これらの変異はinvftro

で得 られた第2段 階変異株 における遺伝子変異 と同部

位における変異であ り,各 抗菌薬に対する感受性 も第2

段階変異株 と類似することから,こ れら高度耐性株にお

いては トポIVお よびDNAジ ャイレースの二重変異によ

ってキノロン系薬に対 して高度耐性を獲得 しているもの

と考えられる。

これ らの遺伝解析 よ り,臨 床分離のS.pneumoniae

のキノロン耐性の獲得について,次 のような過程が考え

られる。これまでに日本で臨床使用 されて きたキノロン

系薬の多 く(NFLX,CPFX,LVFXな ど)は トポIVを

主たるターゲッ トとする抗菌薬である。こうした抗菌薬

の臨床での使用により,ま ずparC変 異株が選択され,

さらにキノロン系薬による もう1段 階の選択によって

gyrA変 異が付加され,parC+gyrAの 二重変異 を有す

るキノロン高度耐性株が出現した ものと考えられる。

現在,S.pneumnoniaeを 中心 とする呼吸器感染症の

起因菌に対 して優れた活性を有するい くつかのキノロン

系薬の開発が進められている。PRSPの 蔓延などの状況

とも相まって,呼 吸器感染症に対するキノロン系薬の使

Fig. 1. Model of the target- inhibition of gatifloxacin and ciprofloxacin .
Arrows indicate the primary targets of the agents in each strain .
The MICs of the agents seem to be mainly determined by the

inhibition of the primary targets. Top, wild-—type topoisomerase

IV; Gyr, wild—type DNA gyrase; Top r, singly mutated topoisom-

erase IV; Gyr r, singly mutated DNA gyrase.
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用頻度が増加する可能性が考えられる。呼吸器感染症で

のキノロン系薬の使用を考えた場合に抗菌活性,体 内動

態および安全性 を考慮に入れることは もちろん,そ の有

効性を維持 させるために起因菌を容易に耐性化 させ ない

ことが重要 と考えられる。現状でのキノロン系薬に対す

るS.pneumoniaeの 耐性化率はまだ低 く,キ ノロン系

薬に耐性化させないためにも耐性変異株 を選択 し難い薬

剤を使用していく必要があるものと考えられる。本研究

においては,作 用機序の観点からin vitroで 耐性菌 を選

択し難いキノロン系薬 として,菌 体内におけるDNAジ

ャィレース と トポIVの 双方 を近 い レベ ルで阻害す る
"Dual Target Quinolone"を 提唱 した

。今後は,酵 素学

的な解 析 を進 め る と と もに,in vivoに お け るS.

pneumoniaeの 耐性化についてもキノロン系薬の作用機

序との関連を検討 してい く必要があるもの と考え られ

る。
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Genetic study of the mechanisms of action of fluoroquinolones

in Streptococcus pneumoniae
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Fluoroquinolone- resistant mutant strains were sequentially isolated from the wild- type Streptococcus

pneumoniae IID 553 by selection with various fluoroquinolones. The first- step mutant strains, which were
obtained by selection with trovafloxacin (TVFX), levofloxacin (LVFX), norfloxacin (NFLX) and
ciprofloxacin (CPFX), possessed single point mutations in the parC gene. These parC mutant strains had
decreased in susceptibilities to the selecting agents. Other first- step mutant strains, which were obtained
by selection with gatifloxacin (GFLX) and sparfloxacin (SPFX), possessed single point mutations in the

gyrA gene. These gyrA mutant strains had decreased in susceptibility to GFLX and SPFX but not to the
other fluoroquinolones. The second- step mutant strains obtained from the first- step parC and gyrA

mutant strains possessed additional gyrA and parC mutations, respectively. As a result, all of the second-

step mutant strains possessed both gyrA and parC mutations. The susceptibilities of the second- step

mutant strains to all of the fluoroquinolones were lower than those of the first- step mutant strains. These

results suggest that in wild- type S. pneumoniae the primary target of TVFX, LVFX, NFLX and CPFX is

topoisomerase IV, whereas the primary target of GFLX and SPFX is DNA gyrase, and in the parC and

gyrA mutant strains the primary target of all the quinolones are DNA gyrase and topoisomerase IV,

respectively. The frequencies of appearance of the first- and the second- step mutant strains were different

among the fluoroquinolones used for selection. Moreover, the fluoroquinolones which selected mutant

strains with a low frequency showed slight decreased activity against the mutant strains obtained. These

results suggest that the fluoroquinolones which select the mutant strains with a low frequency inhibit both

DNA gyrase and topoisomerase IV at nearly the same levels in S. pneumoniae. Among 99 recent clinical

isolates of S. pneumoniae, only six fluoroquinolone- resistant (MIC of CPFX•†6.25ƒÊg/mL) strains were

observed. This indicates that fluoroquinolone- resistance is not prevalent in recent clinical isolates of S.

pneumoniae in Japan. Therefore, in the clinical use of fluoroquinolones for the treatment of S. pneumoniae
infections, it is important to consider the ability of the agents to select mutant strains in addition to the

profiles of antipneumococcal activity, pharmacokinetics, and safety.


