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Neisseria gonorrhoeae における薬剤排出遺伝子の解析
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要旨
近年，Neisseria gonorrhoeae（N. gonorrhoeae）に対するceftriaxone（CTRX）の感受性の低下および耐性株の増加が臨床上問
題となっており , その動向が注目されている．しかし，日本におけるN. gonorrhoeaeの薬剤排出機構に関する報告はほとん
どない．よって，本研究では検査受託センターの関東支部において2005年から2010年に分離されたN. gonorrhoeae 91株を対
象にpenicillinG（PCG），cefixime（CFIX），CTRX，spectinomycin（SPCM），tetracycline（TC），ciprofloxacin（CPFX）の計6薬剤の感
受性試験を行い，mtrRについてシークエンス解析を行った．MIC50を変異の有無によって群分けすると，セファロスポリン
系薬剤のCFIXにおいて0.06μg/mL（変異なし）から0.25μg/mL（変異あり）に上昇した．変異別にみるとGly-45-AspとThr-

105-Hisの同時変異株が23株と最も多く，そのうち19株においてCFIXに対して低感受性または耐性を示すことが認められた．
CFIXは経口薬であり静注薬に比べて処方しやすいため，使用頻度が高くなり非感性株が増加したと考えられた．本研究では，
今後CFIXによる治療が困難を極めることが示唆された．
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Ⅰ. 序論

淋菌感染症の原因菌であるNeisseria gonorrhoeae （N. 

gonorrhoeae）は性行為により感染し，男性では主に尿道炎，
女性では子宮頸管炎を引き起こす．現在，厚生労働省が発
表している淋菌感染症感染者の報告数の推移では， 淋菌感
染症は 2002年をピークに減少しており，2010年頃から横
ばい傾向にある 1）．N. gonorrhoeae は他の菌種に比べ薬剤
耐性を獲得しやすく，その薬剤耐性の急激な上昇により淋
菌感染症において承認されている治療薬の有効性が低下し，
現在では，マクロライド系，フルオロキノロン系，β -ラ
クタム系抗菌薬など多数の抗菌薬に耐性を示す多剤耐性淋
菌が問題となっている 2）．なかでもセフェム系抗菌薬の耐
性化 は，mtrR内の変異によって引き起こされると報告さ
れている 2）．mtrRはmtrCDEファミリーというRND型薬剤
排出システムの抑制に関与する転写調節因子（リプレッ
サー：repressor）である 3）．RND型薬剤排出システムの構
成は内膜貫通ユニット，外膜貫通ユニット，およびそれら
をつないでいるサブユニットからなる薬剤排出機構であり，
多様な薬剤に対する耐性化に関与している 3）．本研究では，
N. gonorrhoeaeにおける抗菌薬感受性とmtrR内における変
異の関連性を目的とし，薬剤感受性試験およびmtrR遺伝
子のシークエンス解析を行った．

Ⅱ. 方法

1. 使用菌株
2005年 11月から 2010年 5月に検査受託センターの関
東支部において分離されたN. gonorrhoeae 91株を使用した．
使用するまでの期間，-80℃にて冷凍保存した．
2. 使用薬剤
ペニシリン系薬剤のpenicillin G（PCG：MPバイオメディ
カルズジャパン株式会社 , 東京），セファロスポリン系薬
剤のcefixime（CFIX：シグマアルドリッチジャパン株式会
社，東京），ceftriaxone （CTRX：藤沢薬品工業株式会社，
東京），  アミノグリコシド系薬剤の spectinomycin （SPCM：
シグマアルドリッチジャパン株式会社），テトラサイクリ
ン系薬剤の tetracycline（TC：富士フィルム 和光純薬株式
会社，大阪），フルオロキノロン系薬剤の ciprofloxacin 

（CPFX：富士フィルム 和光純薬株式会社）の 6剤である．
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）に準拠し寒天平板希釈法で行った 4）．Mc-

Farland 0.5に菌液を調整後，Muller Hinton Brothで 10倍希
釈し，GC培地を基礎とした 1% IsoVitale X Enrichment含有
チョコレート寒天培地を 6薬剤の倍々希釈したものを用い
て作成した．その後，菌液をミクロプランター（株式会社 
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佐久間製作所，東京）で接種し，37℃・5%炭酸ガス環境
下で 24時間培養した後，CLSIの基準に基づき判定した 4）．
4. 遺伝子解析

mtrR内の変異を調べるため，PCR法およびシークエン
ス解析による遺伝子解析を行った．解析に使用するDNA

抽出はボイル法を用いた．はじめにTE buffer 150µLに純培
養した菌を懸濁し，100℃・10分加熱後，13000rpm・5分・
4℃の条件で遠心した上清を template（核酸濃度：30-50ng/

μL）とし，mtrRプライマー（Forward：AAAACGCCAT-

TATGAGAAAA，Reverse：TGTTACCAAAGGCTTGAT-

TAT）を用いて，熱変性：94℃・1分，アニーリング：
60℃・30秒，伸長反応：72℃・1分を 35サイクルの反応
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（100V・37分）し，エチジウムブロマイドで 15分染
色後，UV照射（benchtop 2UVTM Transilluminator，ビーエ
ム機器株式会社）にてバンドを確認後，シークエンス解析
を行い，BLASTを用いてアミノ酸置換を同定した．

Ⅲ．結果

1. 抗菌薬感受性試験
6薬剤における感受性試験の結果を示した（表 1）．ペニ
シリン系薬剤のPCG，テトラサイクリン系薬剤のTC，フ
ルオロキノロン系薬剤のCPFXにおける耐性株はそれぞれ
57株，69株，81株であった．セフェム系薬剤のCFIX，
CTRXでは耐性が 39株，1株認められ，SPCMでは耐性株
は確認されず，中等度耐性が 1株確認された．
2. 遺伝子解析

N. gonorrhoeae 91株におけるmtrR遺伝子の変異の有無
によるMIC50とMIC90を示した （表 2） ．CFIXのMIC50に
おいて変異を有する株が変異無しの株と比較し 2管差高い
値を示していた．シークエンス解析の結果，mtrR内にお
けるアミノ酸置換を示した （表 3） ．Gly-45-Asp，Thr-105-

His置換が多く認められ，CFIXへの低感受性株の割合が高
かった．新たに，Asp-79-Asn，Thr-86-Alaの置換が確認さ
れた．

表 1.　抗菌薬感受性試験の結果
MICs (μg/ml) Susceptibility profile (n=91)

Agent Range MIC50 MIC90 S I R

PCG 0.06-≧16 2 8 2 32 57

CFIX <0.015-2 0.125 0.5 52 0 39

CTRX ≦0.015-0.5 0.06 0.25 90 0 1

SPCM ≦0.5-64 16 32 90 1 0

TC ≦0.015-≧16 4 8 5 17 69

CPFX ≦0.03-≧8   ≧8   ≧8 10 0 81

表２.　mtrR 遺伝子の有無によるMIC50 と Mic90
PCG CFIX CTRX SPCM TC CPFX

MIC50 
(n＝91)

変異あり(n＝45) 2 0.25 0.06 16 4 ≧8

なし(n＝46) 4 0.06 0.125 16 8 ≧8

MIC90

変異あり 8 0.5 0.25 32 8 ≧8

なし 8 0.5 0.25 32 8 ≧8

表 3.　mtrR 内のアミノ酸置換
Ala-39 Ala-40 Gly-45 Asp-79 Thr-86 Tyr-105 株数 （％）

変異あり

Thr ― ― ― ― His 8 （9）
― Asp ― ― Ala His 6 （7）
― ― Asp ― ― His 23（25）
― Asp ― Asn Ala ― 1 （1）
― ― ― ― ― His 7 （8）

変異なし ― ― ― ― ― ― 46（51）
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Ⅳ . 考察

N. gonorrhoeae は抗菌薬に耐性を獲得しやすく，海外で
は多剤耐性菌の出現が報告されていることから，今後日本
において治療困難な多剤耐性淋菌感染症が増加する可能性
が予測されている．JAID/JSC感染症治療ガイドラインで
はTC，フルオロキノロン系薬剤の耐性率は 70-80％と報告
されており 3），本研究の結果も同様の値となった．また，
経口セファロスポリン系抗菌薬のCFIXにおいても多くの
無効例が報告されており 3），本研究においても耐性株が
39株確認された．このことから，これらの抗菌薬は感性
と示された場合のみ推奨すべきである．保険適応を有しか
つ淋菌に実際有効な推奨抗菌薬であるCTRX，SPCMの感
性率は 95％以上であり淋菌感染症の治療に有効であるこ
とが確認された．しかし，耐性株・中等度耐性株が 1株ず
つ確認されたことから今後，耐性菌の蔓延する可能性が示
唆されるため抗菌薬耐性淋菌の動向を調査する必要がある
と考えられる．
遺伝子解析の結果から，mtrR内に変異を有する株にお
いてCFIXのMIC50が変異を持たない株と比較して 0.06µg/

mlから 0.25µg/mlと 2管差高い値を示し耐性化傾向が見受
けられた．CLSIにおけるCFIXのブレイクポイントは0.25µg/

mlであるため，変異の存在がCFIXの耐性化に関与してい
る可能性が示唆された．変異を有する株について比較する
と，Gly-45-AspとThr-105-Hisの同時変異株が 23株と最も
多く，そのうち 19株においてCFIXに対して低感受性また
は耐性を示すことが認められた．それぞれの変異をみると
Gly-45-Aspの単独変異は認められず，Thr-105-Hisの単独変
異では 7株中 3株のみ耐性化していた．Warnerらによると
Gly-45-Aspのミスセンス変異はmtrRのリプレッサーとし
ての働きを阻害させることが報告されており 8），Thr-105-

HisはmtrRの多量体形成に変化を与え機能に影響を与える
可能性が示唆されている 9）．これらの既報より，検出され
た同時変異によりmtrCDEの過剰発現を引き起こし耐性化
につながったと考えられる．ほかに検出された変異として
Asp-79-AsnとThr-86-Alaを有する株が検出されたが，これ
らの変異を有する株において薬剤感受性との関連はみられ
なかったため，耐性化に関与している可能性は低いと考え
られる．変異を持たない株においてCFIX耐性株が認めら
れた．この結果は，mtrR遺伝子の変異による耐性メカニ
ズム以外に転写活性化因子であるmtrAによってmtrRの能
力を低下させ過剰発現を引き起こし耐性獲得している可能
性が示唆される 10）．本研究では変異による耐性機序の解
析を行ったことから，過剰発現を定量測定することを目的

にmtrCDEファミリーの発現量についてリアルタイムPCR

を用いて測定する必要があると考える．また，mtrR以外
のpenA, penBといった耐性機構の存在 2）によって耐性化し
た可能性も示唆されることからほかの耐性遺伝子について
も解析する必要があると考えた．

Ⅴ . 結語

本研究より，日本国内の分離株においてmtrRにおける
変異が確認された．今後，変異を有した耐性株の蔓延が懸
念されるため，継続的なサーベイランスが必要である．
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Analyses of Drug Efflux Genes in Neisseria gonorrhoeae

Yuta Endo, Hiroki Kondo, Genki Maruyama, Yoko Mano, Nobuhiko Furuya

Graduate School of Health Care Science, Bunkyo Gakuin University

Abstract
In recent years, decreases in susceptibility to ceftriaxone (CTRX) with corresponding increases in resistant strains have in-

creasingly challenged clinical practice, drawing scientific attention to these trends. To date, few studies in Japan have examined 

the drug excretion mechanism of Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae). In this study, penicillin G (PCG), cefixime (CFIX), 

CTRX, spectinomycin (SPCM), tetracycline (TC), and Ciprofloxacin (CPFX) were used to study 91 strains of N. gonorrhoeae 

isolated from 2005 to 2010 at the Kanto branch of the inspection contract center. Each strain was tested for susceptibility, and 

mtrR was sequence-analyzed. When MIC50 values were grouped according to presence or absence of mutation, the cephalosporin 

(CFIX) MIC50 increased from 0.06 μg/mL (no mutation) to 0.25 μg/mL (with mutation). When the mutation group was subdivided 

by mutation, the largest subgroup (23 strains) carried dual mutations (Gly-45-Asp and Thr-105-His). Nineteen of these strains were 

found to show low sensitivity or resistance to CFIX. Since CFIX is an oral drug and is easier to prescribe than an intravenous drug, 

it is thought that as the frequency of use increased, the number of insensitive strains increased. This study suggests that treatment 

with CFIX will become increasingly ineffective in the future.

Key words	 	   	 Neisseria gonorrhoeae, mtrR, Cefixime
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