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要 旨

1999年 か ら2003年 の間に北海道の民間臨床検査セ ンターお よび基幹病院検査部細菌検査室にて各種

臨床検体か ら分離されたStreptococcus pneumoniae 670株 について,levofloxacin,ciprofloxacinに 対する

耐性 を指標にフルオロキノロン耐性株をスクリーニングし,11株 の耐性株が認められた.こ れら分離株

についてtosufloxacin,sparfloxacin,gatifloxacin感 受性 もさらに検討 した ところ10株 がいずれの薬剤

にも耐性 を示 した.gyrA,parC,parE,gyrB遺 伝子の解析 を行 ったところ耐性度の高い8株 で2つ の

遺伝子(gyrAとparC,も し くはgyrAとparE)に 耐性 に関与する変異が,残 り3株 は1つ の遺伝子(parC)

に耐 性 変異が 認め られた.変 異 パ ター ンの株 間で の多様性 やrandom amplified polymorphic DNA-

polymerase chain reaction(RAPD-PCR)に よる遺伝子解析の結果か ら,耐 性株は,特 定の株が広がって

いるのではな く,散 発的に発生 していることが示唆された.患 者年齢 との関係では,20歳 未満患者由来

の菌株574株 で は耐性株が1株 も認められなかったのに対 して,60歳 以 上では60株 中9株(15.0%)と

高 い頻度で耐性株が分離 された.日 本ではノルフロキサ シン以外のフルオロキノロン薬が小児に対 して

禁忌 とされていることによるものと考えられる.

〔感 染 症 誌78:428～434,2004〕

序 文

肺 炎球 菌(Streptococcus pneumoniae)は,小 児 の

中耳炎や副 鼻腔炎 の代 表 的な起 炎菌であ る.髄 膜

炎や高齢者 を中心 とした市 中肺 炎の起炎菌 と して

も重 要で ある.近 年,β-ラ ク タム系 抗菌 薬 に対す

る耐性がpenicillin-resistant S.pneumoniae(PRSP)

あ る い はpenicillin-intermediate S.pneumoniae

(PISP)と 呼 ばれ,問 題 となってい る.β-ラ ク タム

系 薬のみ な らず,マ クロラ イ ド,テ トラサ イク リ

ン,ク ロラム フェニ コー ルな どとの交 叉耐性 も広

が ってお り,drug-resistant S.pneumoniae(DRSP)

とい う呼称 が提唱 され るに至 って いる.

フ ル オロ キ ノロ ン系抗 菌薬 に対 す る耐性 化 は

S.pneumoniaeで は あ ま り進 んで い な い と され て

いる1).し か し,最 近 の我 々の成績で はフル オロキ

ノロ ン耐性 は成 人,特 に高齢者,由 来 の分離株で

進 んでい るこ とが 明 らか となった2).今 回,以 前の

我 々の検討2)か ら さらに菌株 数 をふ や し,前 報 の7
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株 に新 たに4株 を加 えた11株 の フ ルオ ロキ ノロ

ン耐性 株 をスク リーニ ングに よって見い 出 した.

こ れ らについ て5剤 の フルオ ロキ ノロン系抗 菌薬

に対す るMICの 測 定 を実施,さ らに耐性機構 解析

の た め キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬 の ター ゲ ッ トで あ る

DNA gyrase(GyrA,GyrBの サ ブユ ニ ッ トか ら

構 成 さ れ る),topoisomerase IV(ParC,ParE

の サ ブユ ニ ッ トか ら構 成 され る)3)の 各 遺 伝 子 の

キ ノ ロ ン 耐 性 決 定 領 域(quinolone resitance-

determining region:QRDR)の 遺 伝 子配列解析 を

行 っ た.今 回 は さ らに,ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白 質

(PBP)遺 伝 子の変 異お よびマ クロラ イ ド耐性遺 伝

子の 有無 をあ わせ て解 析 した.ま たrandom am-

plified polymorphic DNA-polymerase chain reac-

tion(RAPD-PCR)に よ って耐性 分離株 間の異 同に

ついて も検 討 した.

対象および方法

1.　菌 株

1999年 か ら2003年 ま でに,北 海道 内で 分離 さ

れたS.pneumoniae株670株 を 対象 とした.分 離施

設 は,基 幹病 院検査部細 菌検査室(北 海 道大学病

院,市 立室蘭総 合病院)お よび民 間の臨床 検査 セ

ンター(札 幌 臨床検査 セ ンター,第 一臨床 検査 セ

ンター,北 海道SRL)で あ る.菌 株 の分離材料 は,

鼻 汁396検 体,喀 痰140検 体,耳 漏47検 体,咽 頭

液46検 体,血 液16検 体,鼻 粘膜12検 体,眼 脂8

検 体,肺 胞洗 浄液2検 体,髄 液,胸 水,関 節液各

1検 体 である.S.pneumoniaeの 同 定 は,MicroScan

WalkAway40(Dade Behring)に よ った.さ らに,

オ ー トリシ ン遺伝 子のPCRに よる検 出4)と オ プ ト

ヒ ン感 受性 に よってS.pneumoniaeで あ る こ との

確認 を行 った.

2.　抗 菌薬 感受性

被験 薬剤 はフルオ ロキ ノロン5剤[levonoxacin

(LVFX:第 一 製 薬),ciprofloxacin(CPFX:バ イ

エ ル),tosufloxacin(TFLX:ア ボ ッ ト),sparflo-

xacin(SPFX:大 日本製薬),gatifloxacin(GFLX:

杏 林 製 薬)],penicliin G(PCG:明 治 製菓)お よび

erythromycin(EM:大 日本製 薬)を 使用 した.最

小発育 阻止濃度(MIC)の 測 定 は5%ヒ ツ ジ脱繊

維血添 加 ミューラー ヒ ン トン寒天培 地 を用 いて,

日本化学療法学会標準法に準拠 した寒天平板希釈

法5)により行った.

薬剤排 出機構 による耐性の評価は,薬 剤排出系

の阻害剤であるreserpine6)7)を10μg/mlの 濃度で

培地に添加 し,MICへ の影響で検討 した.4倍 以

上の差が認められた場合,有 意であるとした.

3.　薬 剤 耐性遺伝 子解析

菌 のゲ ノムDNAは,千 葉 らの方法4)に 従 って抽

出 した.キ ノロ ン薬 の ター ゲ ッ トで あるDNA gy-

raseサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子(gyrA,gyrB),topoi-

somerase IVサ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子(parC,

parE)のQRDRを 含 む遺 伝 子 断片 をPanら の 報

告8)に あ る プ ライ マ ー セ ッ トお よびHotStarTaq

DNA polymerase(QIAGEN)を 用 い てPCRに

よ って得 た後,ダ イ レク トシー クエ ンス法で遺伝

子 配列 を決定 した.シ ー クエ ンシング反応 はDY-

Enamic Terminator Cycle Sequencing Kit(Am-

ersham Bioscience)を,シ ー クエ ンサ ー はABI

PRISM model 377(Applied Biosystems)を 用 い

た.上 記 プ ライマー に よって増 幅で きなか った2

株 のparCに つ いて は,Ferrandizの 報 告9)に あ る

プ ライマ ー を用 い,全 長 の遺伝子 を得 て,塩 基配

列解析 を行 った.

PBP遺 伝 子(Pbp1a,pbp2x,pbp2b)の 遺 伝 子変

異 お よび,マ クロラ イ ド耐性 遺伝子erm(B),mef

(A)の 検 出は千葉 らのPCR法4)に 従 っ て行 った.

4.　RAPD-PCR

菌 の ゲノムDNAは セ パ ジー ン(三 光 純薬)を 用

い て 抽 出 した.プ ラ イ マ ー はRAPD Analysis

Primer Set(Amersham Bioscience)中 の5種:P1,

5'-GGTGCGGGAA-3';P2,5'-GTTTCGCTCG3';

P4,5'-AAGAGCCCGT-3';P5,5'-AACGCGCAAC;

P6,5'CCCGTCAGCA-3'を 用 い た.PCR反 応 は

HotStar Taq DNA polymeraseを 用 い,GeneAmp

PCR system 9700(Applid Biosystems)で 行 っ た.

テ ン プ レ ー トDNA 20ngを 用 い,94℃,2分/

38℃,2分/72℃,2分 を35サ イ クル,最 後 に72℃,

10分 の イ ンキ ュベ ー シ ョンを行 った.反 応 生成物

を1.5%ア ガ ロース電気泳 動で解析 した.

成 績

670株 のうちフルオロキノロン耐性株は11株
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Table 2 Summary of mutations contributing fluoroquinolone resistance in parC, gyrA and parE

認め られ た(Table 1).耐 性 の程度 は菌株 に よって

様 々であ った.こ の うち,DR22株 はGFLX以 外 の

フ ルオ ロキ ノ ロ ン薬 に32μg/ml以 上と非 常 に高

い耐 性 を示 した.11株 中PRSP,PISPは 各 々4

株(計72.7%)で あ った.マ クロ ライ ド交叉耐性 は

7株(63.6%)に 認 め られた.

これ までの報告10)～14)を参 考 に して,耐 性 に関わ

る変異 をTable 2に ま とめ た.耐 性 度の 高い8株

で2つ の 遺 伝 子(gyrAとparC,も し くはgyrA

とparE)に 耐 性 に関与す る変 異が,残 り3株 は1

つ の遺伝子(parC)に 変 異が認 め られ た.2つ の遺

伝 子に変異 が認め られた8株 は,parCの み に耐性

変 異の認 め られた3株 に比べ て耐性 度が 高い傾 向

にあ った.TFLX,SPFX,GFLXと い った グラム

陽性 菌 に 対す る効 力 の高 い薬 剤 で も,CPFXや

LVFXよ り も低 いMICで は あるが,2つ の 耐性 変

異 を持つ株 を中心 に耐性 を示 してい た.耐 性変異

の う ち,DR22株 とSR248株 で 認 め られ たgynA

のSer81(TCC)→Ala(GCC)は,今 回 初め て認

め られた変異 パ ター ンであ る.多 くの菌株 で認 め

られるparEのIle460(ATC)→Val(GTC)の 変

異 は感受 性 株 で も認 め られ る もの で あ り,Pes-

tovaら の 報告10)に もある とお り,耐 性 変異 とは無

関係 と考 え られる.

S.pneumoniaeで は,topoisomerase IV,DNA

gyraseのQRDR中 の 変 異以外 に薬剤排 出系 に よ

る耐性 機構 が 知 られ てい る6)7).薬 剤 排 出 系 の 阻

害剤 であ るreserpineの フ ルオ ロキ ノロ ン耐性 へ

の影響 を検討 した ところ,SR166株 のCPFXに 対

す るMICの み が 有意 な影響 を受 けた(8→2μg/

ml).こ の結果 は,検 討 菌株 中SR166のCPFX

耐性のみで部分的に薬剤排出系の関与があること

を示唆 している.

RAPD-PCRに よる遺伝子解析 により菌株 の異

同を確認 した.そ の結果,SR27とSR179の1組 の

みが,検 討 した5種 類のプライマーで全て同 じパ

ター ンを示 したことによ り,同 一株 由来であると

考え られたが,そ れ以外は異なる由来の菌株であ

ることが示唆された(Fig.1).SR27とSR179は 耐

性遺伝子のパターン(QRDRのDNAシ ークエ ン

ス,3種 のPBP遺 伝子の変異,2種 のマクロライ ド

耐性遺伝子陰性)が 同一であ り,薬 剤感受性 も類

似 していた(Table 1).

耐性株の分布 と種 々のパラメーターを比較 した

ところ,年 齢別の分布で興味ある結果が得 られた

(Table 3).20歳 未満の患者由来株 では検討 した

574株 の中に1株 も耐性株は認められなかった.

一方,60歳 以上の高齢者層由来株では60株 中9

株(15.0%)と 耐性頻度の高いことが判明した.

考 察

670株 のS.pneumoniae臨 床分離株か ら11株 の

フルオロキノロン耐性株を見い出した.全 体 とし

ての頻度は1.6%で あ り,こ れまでの報告 と類似

して低い ものであった.

耐性変異のパ ターンには非常に多様性が認め ら

れた(Table 1,2)こ とか ら,フ ルオロキノロン耐

性株の出現は単一の耐性菌株の拡大ではないこと

が予想 された.実 際にRAPD-PCRに より遺伝子

解析 した ところ1組 の2株 をのぞ いてはRAPD

のパター ンが異なり(Fig.1),異 なる菌株に由来 し

平成16年5月20日
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Fig. 1 RAPD-PCR analysis of eleven fluoroquinolone-

resistant S. pneumoniae strains with five distinct

primers (P1, P2, P4, P5, and P6). Lanes 1: DR22, 2:
SR68, 3: SR27, 4: SR179, 5: HU85, 6: SR248, 7: HU

86, 8: MH67, 9: SR69, 10: SR211, 11: SR166, M:

pHY molecular size marker.

てい るこ とが示唆 され た.す なわ ち,フ ル オロキ

ノロ ン耐 性S.pneumoniaeは 現 在 の と ころ基 本的

には散発 的に発生 してい る と考 え られ る.唯 一 同

一株 と推定 され たSR27とSR179に 関 しては 同 一

Table 3 Reiation between patient age and preva-

lence of fluoroquinolone-resistant S. pneumoniae

isolates

施 設の分離株 であ り,院 内感 染 を疑わせ る事例で

あ る.こ の 菌株 のparC,gyrA遺 伝 子はS.pneu-

moniaeの ゲ ノム標 準株R6の 遺 伝 子配列 との 相違

が非常 に多 く認め られ る2).お そ ら くその た め に

parCに 関 して は通常我 々が用 いて いるQRDRの

遺 伝子 断片 を得 るため のプ ライマーで は増幅 産物

が得 られなか った と考え られ る.以 前 の配列解析2)

か ら部 分的 に緑 色 レンサ球 菌の それ らに類似 する

塩 基 配 列 が 認 め られ て い る.同 じStreptococcus

属 で あ るS.pneumoniaeと 緑 色 レンサ球 菌 との 間

で遺伝 子交換 が起 きる こ とは,ペ ニ シリン結 合蛋

白遺伝 子な どで よ く知 られ てお り,こ れが β-ラク

タム系抗菌 薬耐性 の 主要な機構 であ る ことが提唱

さ れ て い る15).今 回 の 検 討 で は,SR27,SR179

以 外 に は少 な くと もtopoisomerase IV,DNA gy-

raseのQRDRに 緑 色 レ ンサ 球 菌 に由 来す る と思

わ れる配列 が見つか らない(data not shown)こ と

か ら,フ ルオ ロキ ノロ ン耐性 の場 合,緑 色 レンサ

球 菌 との遺伝 子交換 は 重要 な耐性 機序で はない と

考 え られ る.

β-ラクタム系やマ クロラ イ ド系抗 菌薬 耐性 と比

較 して,フ ルオ ロキ ノロ ン系抗菌 薬耐性が最 も大

き く異なる点 はその耐性 頻度が 著 し く低 いこ とで

あ るが,さ らにその耐性 株出現率 は年齢層 に よっ

て著 しい偏 りが ある.こ の ようなフル オロキ ノロ

ン耐性株 出現の 年齢層 による差 は,海 外で も類似

の例 が 報 告 され てい る16)17).今 回,S.pneumoniae

の 分 離 頻度が高 い小児由 来株に は,耐 性 株 は全 く

認め られ なか った.お そ らくノルフロキサ シ ン以

外 の フルオ ロキ ノロ ンが我が 国で は小 児に対 して
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禁忌 とされ,ほ とん ど使用 されて いないか らであ

ろう.60歳 以 上の 高齢者 で は15%程 度 の耐性 頻

度で ある.こ れ も β-ラク タム系やマ クロライ ド系

に比較す る と低 い頻 度であ るが,高 齢 者層 を中心

に確実 に耐性が進 んでい る ことを示 してい る.11

株 の うち8株 は,少 な くとも二つ の遺伝 子 に耐性

変異が 認め られ,抗S.pneumoniae活 性 が高 い とさ

れ るSPFX,TFLX,GFLXに も高 度耐 性 を示 し

ている.2000年3月 に発 表 され た 日本呼吸器 学会

の"呼 吸 器感染症 に関す るガ イ ドラ イン"18)にお い

ては,S.pneumoniaeを 中心 と した薬 剤耐性 の増 加

を防 ぐ目的 もあ り,フ ルオ ロキノロ ンとカルバペ

ネムを第一選択薬 に はあげてお らず,本 当に必 要

と認め られ る症 例 に使 用 を限定 しよ う と してい

る.今 回の我 々の成績 は まさにフルオ ロキ ノロ ン

耐性 が薬の使 用に依存 してい るこ とを示唆 してい

る.ま た,PRSP,PISPや マ クロラ イ ド耐性株 の よ

うに広が りを見せ てい ない もうひ とつの要 因 と し

て,S.pneumoniaeの 感 染経 路 を考慮 すべ きと考 え

る.Hoshinoら の 報 告19),杉 田 の 総 説20)で は,S.

pneumoniaeの 家 族 内感染,特 に子 供か ら親(大 人)

へ の感染,の 重 要性 が指摘 され ている.高 齢者層

を中心 に フルオ ロキ ノロ ン耐性が 生 じて いる現状
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Molecular Epidemiology of Fluoroquinolone-resistant Streptococcus pneumoniae in Japan

Shin-ichi YOKOTA1), Kiyoshi SATO1)2), Shigeru YOSHIDA3) & Nobuhiro FUJII1)
1)Department of Microbiology, Sapporo Medical University School of Medicine,

2)Hokkaido Wako Junyaku Co., Ltd,
3)Laboratory Medicine, Hokkaido University Hospital

We identified fluoroquinolone-resistant Streptococcus pneumoniae strains among 670 clinical iso-

lates isolated from 1999 to 2003 in Hokkaido prefecture, Japan. All eleven stains were resistant to

ciprofloxacin and levofloxacin. Furthermore, ten strains were also resistant to fluoroquinolones that

are more effective with gram-positive bacteria, namely tosufloxacin, sparfloxacin, and gatifloxacin.

Nucleotide sequence analysis of the quinolone-resistance determining region (QRDR) of the quinolone

target genes coding for topoisomerase IV subunits (parC and parE) and DNA gyrasesubunits (gyrA

and gyrB). Eight stains, which showed higher resistance, had resistance mutations in two genes

(gyrA and parC, or gyrA and parE), and other three strains had one resistance mutation in parC. The

mutation patterns were varied between the strains. Data from random amplified polymorphic DNA-

polymerase chain reaction (RAPD-PCR) indicated that eleven strains were identified as ten independ-

ent clones. Lines of evidence indicated that genetic mutations leading to fluoroquinolone resistance

occur sporadically rather through the spreading of a particular resistant strain. Notably, the

fluoroquinolone-resistant strains were only isolated from adults, particularly from patients more than

60 years of age (9/60 strains; 15.0%). Resistant strains were not found in 574 strains isolates from

patients under 20 years of age. This may be due to the fact that fluoroquionolones other than norflox-
acin are not applicable to children in Japan.
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