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Acinetobacter baumannii における 
キノロン系薬剤耐性機構の遺伝子解析

小林　大幹，遠藤　優太，藤本　和実，眞野　容子，古谷　信彦

文京学院大学大学院 保健医療科学研究科

要旨
Acinetobacter属菌は自然環境中や病院環境中に広く分布する．Acinetobacter spp.の中で，Acinetobacter baumanniiは臨床的

に最も分離頻度が高い菌として知られている．本菌のうち広域β-ラクタム剤，アミノ配糖体，フルオロキノロンの3系統の
薬剤に対して耐性を示す多剤耐性A. baumannii（Multi-Drug Resistant Acinetobacter：MDRA）の出現が問題となっている．A. 

baumanniiは様々な耐性メカニズムを獲得する能力に長けており，先行研究において薬剤排出機構（efflux pump）の効果につ
いて評価したところ，シプロフロキサシン（CPFX）において耐性効果が顕著に効果が認められた．そこで，リアルタイム
PCRを用いて efflux pump関連遺伝子の遺伝子発現量を測定するとともに，Restriction Fragment Length Polymorphism-PCR

（RFLP-PCR）及びシーケンス解析を用いてフルオロキノロン耐性化に関連しているgyrA遺伝子の変異による薬剤親和性の
低下と耐性発現の関連性について評価した．その結果，efflux pump関連遺伝子の発現量はCPFXとの組み合わせにおいて
efflux pumpの効果を認めた群と認めなかった群の2群間で有意差を認めた．このことから薬剤排出遺伝子であるadeBの発
現量増加による耐性化が示唆された．また，gyrAの変異は今回検討した全てのA. baumanniiにおいて確認され，フルオロキ
ノロン系薬剤に対する耐性に関与している可能性が示唆された．これらの結果より，本研究はA. baumanniiのフルオロキノ
ロン系薬剤に対する耐性機構の基盤的研究になり得ると考えられる．
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序論

Acinetobacter属菌は自然環境中や病院環境中に広く生息
しているブトウ糖非発酵性グラム陰性桿菌である．Acine-

tobacter . 属菌の中で，Acinetobacter baumannii は臨床的に
最も分離頻度が高い菌である 1）．A. baumanniiは様々な耐性
機構を獲得する能力に長けており，近年は広域β -ラクタ
ム剤，アミノ配糖体，フルオロキノロンの 3 系統の薬剤に
対して耐性を示す多剤耐性A. baumannii（Multi-Drug Resis-

tant Acinetobacter：MDRA）の出現が問題となっている 2）．
MDRAは感染防御機能の低下した患者に日和見感染を起
こし，肺炎などの呼吸器感染症，尿路感染症，敗血症など
多彩な感染症を引き起こす．本菌は，2008 年に福岡県 3），
2009 年には東京都，2010 年には愛知県 4），2014 年にも三重
県でアウトブレイク事例が報告されている 5）．A. baumannii

における薬剤耐性機構には，主に修飾酵素･分解酵素によ
る薬剤の不活性化，薬剤作用点の薬剤親和性の低下，細菌
細胞外への能動的排出がある 4）．上記耐性機構のうち細胞
外での能動的排出は，単一の要因によって多剤耐性をもた
らす 6）．菌体内に流入した薬剤を菌体外へ排出することで

菌体内の薬剤濃度を低下させ耐性化を引き起こすエフラッ
クスポンプ（efflux pump）と呼ばれる仕組みが最近注目さ
れている．efflux pumpの排出システムは大きく 5 つのファ
ミリーに分類することができる．①ATPの加水分解をエネ
ルギーとして異物を排出するABC型，②ナトリウムまた
はプロトンを駆動力とするMATE型，③プロトン型駆動型
で最も主要なファミリーであるMF型，④ 4 回膜貫通型構
造であるSMR型，⑤内膜コンポーネント，外膜コンポー
ネント，およびそれらをつないでいるサブユニットからな
るRND型の 5 つの型から成り 6, 7），RND型がA. baumannii

において最も耐性化に関与していると考えられている 7）．
また，その他の薬剤耐性機構には薬剤親和性の低下による
耐性化がある．フルオロキノロン耐性は，標的酵素である
DNAジャイレースの変異により起こることが明らかになっ
ており，DNAジャイレースのサブユニットをコードする
gyrA遺伝子のキノロン耐性決定領域（QRDR）に変異が生
じると，細菌は薬剤耐性化する 8）．A. baumanniiのgyrA遺伝
子に最も頻繁に変異するアミノ酸残基は，Ser-83 および
Gly-81 で発生すると報告があり 9），先行研究において，遠
藤らはA. baumanniiの薬剤の能動的排出について評価した
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ところ，シプロフロキサシン（Ciprofloxacin：CPFX）にお
いて顕著に排出ポンプの効果が認められたことを示唆して
いる 10）．そのため本研究では，A. baumannii におけるefflux 

pump関連遺伝子であるadeB発現量の測定およびキノロン
耐性機構であるgyrA遺伝子の変異による薬剤耐性化の評
価を行った．

I．材料と方法

1. 使用薬剤
フルオロキノロン系薬剤のシプロフロキサシン（Cipro-

floxacin：CPFX，富士フィルム　和光純薬株式会社），レ
ボフロキサシン（Levofloxacin：LVFX，LKT Laboratories）

2. 使用菌株
A. baumannii 標準株 ATCC17978，19606，緑膿菌標準株

ATCC27853，臨床分離株として関東近郊で分離された A. 

baumannii21 株（BGU1446～1466）を使用した．尚，臨床
分離株のA. baumanniiは recA遺伝子を用いて簡易同定を実
施した 11）．

3. 抗菌薬感受性試験
抗菌薬感受性試験はClinical and Laboratory Standards In-

stitute（CLSI）に準拠し，微量液体希釈法にて測定した 12）．
0.6-128 µg/mLの濃度勾配になるように薬剤のプレートを
作成した．その後，37℃の好気環境下で 18-24 時間培養後，
CLSI の各ブレイクポイント判定基準に基づき感性（S），
中間（I），耐性（R）の判定をした 12）．

4. PCR 法による遺伝子の検出
efflux pump 関連遺伝子の有無，gyrA 遺伝子の検出を目

的として遺伝子解析を行った．DNA抽出にはボイル法を
用 い た．efflux pump 関 連 遺 伝 子 は adeB（F： GC-

TACCTTCAGATGCAACCG，R： TAGATGCAGAGCTAGTC-

CGC）プライマーを用いて，熱変性：94℃･30 秒，アニー
リング：60℃･30 秒，伸長反応：72℃･1 分を 35 サイクル，
初期熱変性：94℃･3 分，最終伸長：72℃･6 分の条件で行っ
た．gyrAは（F： AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT，R： GC-

CATACCTACGGCGATACC）プライマーを用いて 8），熱変
性：95℃･30 秒，アニーリング：63℃･30 秒，伸長反応：
72℃･30 秒，を 30 サイクル，初期変性：95℃･1 分，最終
伸長：72℃･10 分の条件で行った．その後，2％アガロー
スゲルを用いて電気泳動を行い，エチジウムブロマイドで
15 分染色後，UV照射にてバンドを確認した．陽性コント

ロールとしてA. baumannii ATCC19606 を使用した．

5. 	 Quantitative	reverse	transcription	PCR（qRT-PCR）
法による薬剤排出遺伝子発現量の解析

qRT-PCR 法における薬剤排出遺伝子（adeB）発現量の
解析に用いた菌株は，先行研究 10）において efflux pump阻
害剤（EPI）であるCarbonyl Cyanide m-Chloro Phenylhydra-

zone（CCCP，コスモ・バイオ株式会社）で排出ポンプの
効果が認められたA. baumannii 3 株と，効果を認めなかっ
たA. baumannii 3 株をランダムで選択した計 6 株を検討対
照とした．CPFX濃度はMIC値の範囲の最低値である 128 

µg/mL の 1 管差である 64 µg/mL に設定したCPFX 含有 LB

培地にて 37 ℃，18h 培養を行った．TaKaRa Nucleo Spin 

Plus （Takara Bio, 日本）を用いて，前培養した細菌から to-

tal RNA を抽出した後，High-Capacity cDNA Reverse Tran-

scription（Thermo Fisher Scientific, the United States）を用い
て Oligo dT Primer と Random 6mers を含む Master Mix を添
加し cDNAを合成した．milliQ水にて希釈したものを検体
として用いた．リアルタイム PCR 反応は，adeB，16S 

rRNA（F：GGAGGAAGGTGGGGATGACG，R：ATGGT-

GTGACGGGCGGTGTG）プライマーを用いてPower Track 

SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific, the United 

States）およびリアルタイム PCR マシン〔Step One Plus 

（Thermo Fisher Scientific, the United States）〕を用いて行った．
adeBの相対遺伝子発現を，リファレンス遺伝子である 16S 

rRNA遺伝子に対して計算した．方法はΔΔCT法を用いて
コントロールであるATCC17978 の発現量を基準として，
臨床分離株のadeB の発現量について相対的に測定した．
得られた結果についてスチューデントのｔ検定を行った．
なお，p < 0.05 を有意差ありと判断した．

6. 	 Restriction	Fragment	Length	Polymorphism-PCR
（RFLP-PCR）法による gyrA 遺伝子の変異の評価

gyrA 遺伝子の変異の有無の検出を目的として行った．
制限酵素としてHinfI（Takara Bio, 日本）を用いた．上記
のPCR法によって生成されたgyrA遺伝子のPCR産物と滅
菌超純水の混合液 17 µLに，HinfIを 1 µL（10U/µL），10×H 

Buffer（Takara Bio, 日本）を 2 µL分注し，20 µLの反応液
とし，Cool Statにて 37℃，1 時間インキュベーションを行っ
た．その後，2％アガロースゲルを用いて電気泳動を行い，
エチジウムブロマイドで 15 分染色後，UV照射にてバン
ドを確認した．本研究で用いたgyrA遺伝子は，A. bauman-

niiのコドン番号 83 番に変異を有しない場合ではHinfIで
処理を行うと 291bpと 52bpの 2 つの断片を生成する．し
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かしA. baumanniiのコドン番号 83 番に変異を有する場合
ではHinfIで処理を行うと元のバンドの位置である 343bp

にバンドがみられる 9）（図 1）．また，精度管理株としてA. 

baumannii ATCC19606 を用いた．

7. 遺伝子解析
gyrA遺伝子内の変異を調べるため，PCR法およびシー

ケンス解析による遺伝子解析を行った．解析におけるPCR

法および用いたgyrAプライマーは上記と同様である．PCR

法にてバンドを確認後，シーケンス解析を行い，BLAST

を用いてアミノ酸置換を同定した．

II. 結果

1. 抗菌薬感受性試験
各薬剤における感受性試験の結果を示した（表 1）．

CPFX，LVFXの耐性株はそれぞれ，21 株，20 株であった．
LVFXの耐性株の中等度耐性株は 1 株確認された．また，
CPFXにおいてはすべての株でMIC値が 32 µg/ml以上であ
り，高い耐性を示した．

表 1．抗菌薬感受性試験の結果

MICs(μg/ml) Susceptibility rofile(n=21)

Range MIC50 MIC90 S I R

CPFX >128 128 128 - - 21

LVFX 4-64 16 16 - 1 20

CPFX; ciprofloxacin, LVFX; Levofloxacin

2. PCR による耐性遺伝子の確認
RND 型の efflux pump 関連遺伝子である adeB は A. bau-

mannii 21 株すべてにおいて検出が確認された．また，
QRDR 遺伝子である gyrA についても A. baumannii 21 株す
べてにおいて検出が確認された．

3. qRT-PCR 法による薬剤排出遺伝子発現量の解析
CPFX（64 μg/mL）添加時の結果を示す（図 2）．CPFX

との組み合わせで efflux pumpの効果を認めた群と認めな
かった群の 2 群間で有意差を認めた．

CPFX（64 μg/mL）添加時における各菌株の結果を示す（図
3）．BGU1457 では効果の認めない株と比べ発現量に有意
差は認められなかった．

4. 遺伝子変異の解析
RFLP-PCR，シーケンス解析を行った結果を示す（表 2）．

表 2．RFLP-PCR 法およびシーケンス解析による 
gyrA の変異解析の結果

gyrA

CPFX LVFX Hin fl

ATCC 19606 1 1 - -

BGU1457 128 16 + Ser →Leu

1458 128 16 + Ser →Leu

1464 128 16 + Ser →Leu

1460 128 16 + Ser →Leu

1462 128 16 + Ser →Leu

1463 >128 64 + Ser →Leu

RFLP-PCR の結果において，すべての株にHinfI 処理に
より切断された断片は見られず，コドン番号 83 番にて変
異の存在が示唆された（図 1）．また，精度管理株の A. 

baumannii ATCC19606 のgyrAのPCR増幅産物ではHinfI処
理により 291bpのバンドと 52bpのシグナルの弱いバンド
の 2 つの断片が確認された（図 1）．更に，シーケンス解
析により，すべての株においてSer→Leuの単一変異が認
められた．

図 1： gyrA における HinfI 処理による断片化
A：キノロン耐性 A. baumannii（変異が有る場合 343bp
にバンドが見られる） ，B：A. baumannii ATCC19606（変
異が無い場合 291bpと52bpに断片化が見られる）
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図 2：Efflux pump の効果による 2 群の排出遺伝子の発現
EPI効果ありの群とEPI効果なしの 2群間では遺伝子発現
量に有意な差を認めた．（p < 0.05）
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図 3：CPFX 濃度 64 µg / mL での排出遺伝子の発現
BGU1457は EPIの効果なしの群と比較し遺伝子発現量に
有意な差は認めなかった．

III. 考察

A. baumanniiの薬剤耐性化には様々な薬剤耐性機構が知
られている．今回の我々の研究では，薬剤排出機構である
efflux pumpと薬剤作用点の薬剤親和性の低下に関与する
gyrAの変異について検討した．薬剤感受性試験の結果より，
フルオロキノロン系薬剤に対しすべての菌株で耐性化が認
められたため，フルオロキノロン系薬剤に対する耐性機構
の存在が考えられる．

qRT-PCR 法による薬剤排出遺伝子発現量の解析では，
CPFX（64 µg/mL）添加時において，CPFX との組み合わ
せで efflux pump の効果を認めた群と認めなかった群の 2

群間で有意差を認めた．このことから薬剤排出遺伝子であ
るadeBの発現量増加が耐性化の一因である可能性が示唆

された．しかし，各菌株と比較してBGU1457 では効果の
ない株と比べ有意な増加は認められなかったことから，他
の薬剤排出遺伝子によって耐性化が引き起こされた可能性
が考えられる．efflux pumpによる耐性化はポンプ自体の個
数が増える過剰発現により引き起こされていることが示唆
されており13）13,14）14），今後他の薬剤排出遺伝子について検討を行う
必要がある．

遺伝子変異の解析では，すべてのA. baumanniiにおいて
RFLP-PCR，シーケンス解析よりコドン番号 83 番にて
Ser→Leuの変異が確認され，フルオロキノロン系薬剤に
対し耐性化を示していることより，Ser83 →Leuの変異は
本研究で用いたA. baumanniiに対するフルオロキノロンの
薬剤親和性の低下をもたらし，耐性化を獲得している可能
性が考えられる．また，CPFX ではすべての株において
MICが 32 µg/mL以上であり，非常に高い耐性化を示して
いた．BGU1457，1458，1464 は先行研究において efflux 

pump 阻 害 剤（EPI） で あ る Carbonyl Cyanide m-Chloro 

Phenylhydrazone（CCCP，コスモ・バイオ株式会社）を用
いた efflux pumpの効果測定 10）ではCPFX耐性に対する ef-

flux pumpの関与が認められており，efflux pumpによる耐
性化とgyrAのSer83 →Leuの変異による薬剤親和性の低下
による耐性化が高度耐性化に関与していると考えられる．
しかし，BGU1460，1462，1463 においては先行研究 10）に
おいて，efflux pump の効果は認められていないが，他の
efflux pumpの効果を認めた株と同様にCPFXに対して高い
耐性を示した．そのため，他の耐性機構の存在によって高
度耐性化を示している可能性が示唆される．A. baumannii

の QRDR の変異によるフルオロキノロン耐性化は QRDR

遺伝子であるgyrA とparCの 2 重変異が高度耐性化を示す
ことから 15），今後parCや他のQRDR遺伝子の変異による
CPFXの高度耐性化との関連について検討を行う必要があ
る．

本研究の遺伝子発現量および遺伝子変異の解析では，す
べてのA. baumanniiにおいてRFLP-PCR，シーケンス解析
より上記で述べた変異が確認されており，それらの A. 

baumanniiはLVFXにおいても耐性化を示した．そのため，
LVFXの耐性化にはgyrAのSer83 →Leuの変異によって薬
剤親和性が低下し耐性を示している事が示唆された．しか
し，本研究ではLVFXのefflux pumpの効果測定は行ってい
ないため今後efflux pump によるLVFX耐性化とQRDR遺伝
子の変異によるLVFX耐性化の関連性の検討を行う必要が
ある．
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結語

今回我々は，A. baumanniiのフルオロキノロン系薬剤に
対する薬剤排出機構および薬剤作用点の薬剤親和性の低下
による耐性化について検討を行った．qRT-PCR法では，低
濃度の薬剤暴露により efflux pump関連遺伝子であるadeB

の発現量の有意差を認めた．RFLP-PCRおよびシーケンス
解析による遺伝子解析では，フルオロキノロン系薬剤であ
るCPFX，LVFX両薬剤の耐性化にgyrAの変異が関与して
いる可能性が示唆された．従って本研究はA. baumanniiの
フルオロキノロン系薬剤に対する耐性機構の研究を進めて
いく上で基礎的研究になり得るといえる．
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Genetic Analysis of Quinolone Drug Resistance Mechanisms  
in Acinetobacter baumannii 

Daiki Kobayashi, Yuta Endo, Kazumi Fujimoto, Yoko Mano, Nobuhiko Furuya

Graduate School of Health Care Science, Bunkyo Gakuin University

Abstract
Acinetobacter spp. are widely distributed in natural and hospital settings, and A. baumannii is the most frequently isolated spe-

cies from clinical specimens. The emergence of multidrug-resistant A. baumannii (MDRA) strains, which are resistant to broad-spec-

trum β-lactams, aminoglycosides, and fluoroquinolones, has become a problem. Moreover, A. baumannii easily acquires new resis-

tance mechanisms. A previous study showed that drug efflux pumps in A. baumannii mainly conferred resistance to ciprofloxacin. 

Therefore, we measured gene expression levels of efflux pump-related genes using real-time PCR. We also used restriction fragment 

length polymorphism-PCR (RFLP-PCR) and sequence analysis to evaluate the association between drug affinity and resistance with 

mutations in fluoroquinolone resistance-associated genes. Finally, we used real-time PCR to evaluate the association between drug 

affinity and resistance with mutations in the gyrA gene (which is associated with fluoroquinolone resistance). The results showed that 

the expression levels of efflux pump-related genes were significantly different between the two groups that did and did not show the 

effect of efflux pump in combination with CPFX.Notably, mutations in gyrA were identified in all the A. baumannii strains examined 

in this study, suggesting that gyrA may be involved in resistance to fluoroquinolones. These results could pave the way for further 

studies on the mechanism of resistance of A. baumannii to fluoroquinolones.

Key word    Acinetobacter baumannii, CPFX, efflux pump, adeB, gyrA
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