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Ⅰ．はじめに

感染症の治療においては、感染症患者の検体から原因となる微生物を特定し、その菌種に有

効な抗菌薬を選択する必要がある。適切な抗菌薬を選択するためには薬剤感受性検査が必要で

あり、その方法として微量液体希釈法、およびディスク拡散法がある。日本においては多くの

施設で微量液体希釈法が採用され1）、測定した最小発育阻止濃度（Minimum Inhibitory 

Concentration：MIC）からCLSI（Clinical and Laboratory Standards Institute：臨床検査標

準協会）の判定基準に基づき、感受性（S：Sensitive）、中等度耐性（I：Immediate）、耐性

（R：Resistance）を判定する2）。医療現場においては抗菌薬耐性菌の蔓延が問題となっており、

様々な種類の抗菌薬に耐性を示す多剤耐性細菌も出現しつつある。主な抗菌薬耐性菌と耐性機

序、耐性遺伝子を表 1 にまとめる。耐性菌自体はペニシリンが実用化された1940年代からす

でに発見されており、ペニシリン耐性菌に対抗するために1960年代にメチシリンが開発され

たが、すぐにメチシリン耐性黄色ブドウ球菌が出現し、新たな抗菌薬が開発されるとともに耐

性菌が出現するという悪循環に陥っている。

耐性菌の場合、薬剤感受性試験によるMICは感受性菌に比べ高い値を示す。一方で薬剤感

受性試験によるMICに基づき、有効と判定された抗菌薬を使用しても十分な効果が得られな

いことがある。このような難治性感染症の原因の一つとして「抗菌薬抵抗性：Antibiotic 

Tolerance」が注目されているが、抗菌薬抵抗性については未だ不明な点も多い。

本稿ではまず抗菌薬の作用機序と、抗菌薬耐性獲得機序について概略する。次いで様々な環

境への適応能力を有し、多剤耐性化や院内感染が問題となっている緑膿菌Pseudomonas 

aeruginosa における抗菌薬抵抗性に着目し、その抗菌薬抵抗性獲得に関与する遺伝子と、抵抗
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性を減少させる化合物について概説する。

Ⅱ．抗菌薬の作用機序3）- 5）

抗菌薬の種類とその作用機序を表 2 に示す。

表 ２ 　抗菌薬の作用機序と種類

表 1 　抗菌薬耐性菌とその耐性機序の一例 2 )
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緑膿菌における抗菌薬抵抗性について

１．細胞壁合成阻害

細菌は球状の球菌（coccus）や棒状の桿菌（bacillus）といった形態を示すが、その形態維

持に必要な構造が細胞壁である。細胞壁の存在により、細胞外圧と細胞内圧が一定に保たれ、

その形態が維持される。グラム陽性菌とグラム陰性菌とではおおまかな構造が異なるが、細胞

壁の共通構造として、糖鎖にペプチドが結合した高分子の架橋体ペプチドグリカンを有する。

この細胞壁の合成過程に作用し殺菌的に働くのが細胞壁合成阻害薬である。細胞壁合成が阻害

されると、その構造が脆弱になり外圧と内圧の差を保護できなくなり、細菌が溶菌し死滅す

る。共通の化学構造β-ラクタム環をもつβ-ラクタム系抗菌薬やグリコペプチド系抗菌薬が挙

げられる。β-ラクタム系抗菌薬はさらにペニシリン系、セフェム系、カルバペネム系などに

分けられる。

２．核酸合成阻害

細菌のDNA、あるいはRNA合成に関与する酵素を阻害することにより抗菌力を発揮する。

細菌のRNAポリメラーゼに結合しRNA鎖合成阻害を示すリファンピシンや、細菌DNAの複

製・修復・転写・組み換えに関与している酵素DNAジャイレースの働きを阻害し、殺菌的に

働くニューキノロン系抗菌薬などがある。

３．タンパク質合成阻害

生物は細胞質内にあるリボソームにおいてタンパク質を合成している。このリボソームに結

合し、タンパク質合成を阻害することで静菌的に働く抗菌薬がタンパク質合成阻害薬である。

アミノグリコシド系抗菌薬、マクロライド系抗菌薬、テトラサイクリン系抗菌薬、クロラムフ

ェニコール系抗菌薬などがある。リボソームは細菌などの原核細胞生物とヒトなどの真核細胞

生物と共通の構造物であるが、その大きさが異なっており、このことから細菌に対する選択毒

性を有している。

以上の抗菌薬のほか、細胞膜に傷害を与える細胞膜傷害薬、細胞分裂の際に必要である葉酸

の合成を阻害する葉酸合成阻害薬などがある。

Ⅲ．抗菌薬耐性3）, 6）, 7）

前項にて一般的に使用されている抗菌薬の作用機序をまとめた。次にこれらの抗菌薬に対す

る耐性獲得の機序を示す（図1）。
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１．薬剤の不活化

抗菌薬を分解および修飾する酵素を産生し、その酵素の働きによって抗菌薬を不活化させ

る。分解に関与する酵素の多くは加水分解酵素であり、代表的なものとしてβ-ラクタマーゼ

が挙げられる。この酵素はβ-ラクタム系抗菌薬の共通構造であるβ-ラクタム環を切断するこ

とで、作用点との結合性を低下させ抗菌活性をなくす。またアミノグリコシド系抗菌薬は、細

菌の産生するアミノグリコシド修飾酵素によってリン酸化やアセチル化などの反応が起き不活

化される。

２．作用点の変異

キノロン系抗菌薬への耐性は、標的となるDNAジャイレースやDNAトポイソメラーゼを

コードする遺伝子の特異的な部位（キノロン耐性決定領域）に、アミノ酸置換を伴う変異が生

じることで獲得される。

β-ラクタム系抗菌薬は、細胞壁の構成成分であるペプチドグリカン合成に関わるペニシリ

ン結合タンパク質（penicillin-binding protein：PBP）と結合親和性を有し、PBPの酵素反応を

阻害することで細胞壁合成阻害作用を示す。メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus：MRSA）は、β-ラクタム系抗菌薬と低結合親和性である

PBP 2 ’を産生する能力を獲得した細菌である。そのため臨床的に用いられる薬剤濃度では

細胞壁合成を阻害することができず、耐性を示す。

３．薬剤蓄積量の減少

細菌は外部から物質を取り込む機能を持つ透過孔（ポーリン）や、菌体内部から外部へ異物

を排出する排出ポンプを有している。ポーリンの減少や欠失による抗菌薬の細胞内への透過性

図 １ 　抗菌薬耐性の獲得機序4）, 5）
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緑膿菌における抗菌薬抵抗性について

低下、排出ポンプの過剰発現による抗菌薬排出能の上昇により細菌細胞内の薬剤蓄積量が減少

すると、抗菌薬に対して耐性を示す。

緑膿菌はポーリンや排出ポンプを複数有しており、特にポーリンの 1 つOprD遺伝子の欠損

や、排出ポンプMexEF-OprN遺伝子群の過剰発現がカルバペネム系抗菌薬、およびキノロン

系抗菌薬の耐性に関与することが知られている。

４．外来遺伝子の獲得

プラスミドとは、染色体とは独立した自己複製能を持つ環状DNAであり、細菌間での伝達

能を有するものも存在する。このプラスミド上に薬剤耐性遺伝子が組み込まれていると、プラ

スミドの伝達によって薬剤耐性遺伝子が他の菌に行きわたり、新たな耐性菌を出現させてしま

う。MRSAはPBP 2 ’をコードする遺伝子mecA を外部から獲得したことにより生じた耐性

菌である。

Ⅳ．抗菌薬抵抗性

項Ⅲで述べた通り、抗菌薬耐性は遺伝子の変異や外来遺伝子の獲得などによって起こる。耐

性を獲得した細菌は、MICが高くなり抗菌薬の存在下においても問題なく増殖することがで

きる。抗菌薬耐性獲得は細菌が抗菌薬から生き残るための戦略の一つであり、細菌の「進化」

だということができるだろう。

一方で抗菌薬抵抗性については、抗菌薬耐性ほど詳細なメカニズムは明らかになっていな

い。抗菌薬抵抗性は、MICを超える抗菌薬存在下において増殖しないが、生き残ることがで

きる細菌の能力と定義されている8）。この状態は細菌が休眠状態になっていると考えられ、

persister cellとも呼ばれている9）, 10）。抗菌薬抵抗性を獲得した細菌は抗菌薬存在下では発育

しないが、死滅せず生存するため、抗菌薬活性が失われると活動を再開することができる（図

2）。そのため、抗菌薬抵抗性は慢性難治性感染症の主要因の一つである。抗菌薬耐性のよう

に遺伝子の変異や外来遺伝子の獲得によって生じるものではなく、細菌の存在する環境の変化

に応じて遺伝子発現が変化し、一時的に生理的変化が起きるものと考えられている。抗菌薬耐

性が進化だとすると、抗菌薬抵抗性は細菌が自らに不利な環境に対応する「適応能力」である

といえる。

抗菌薬抵抗性を生じさせる要因はいくつかあり、ストレス応答11）、飢餓状態12）、定常期へ

の移行13）やバイオフィルム形成14）, 15）などが挙げられる。バイオフィルムにおいては、元々

抗菌薬が効きづらく、その理由として細菌の産生した菌体外多糖によるバリアー効果によるも

のと言われていたが、近年ではそれに加えて、バイオフィルム内部の低栄養や低酸素分圧によ

ってpersister cellが増加することによるものと考えられている15）。また、バイオフィルムを

形成する前段階である固層への付着によっても、すでに抗菌薬抵抗性を獲得していることが報

告されている16）, 17）。
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Ⅴ．抗菌薬抵抗性に関与する遺伝子

緑膿菌において、抗菌薬抵抗性への関連が示唆されている遺伝子をいくつかまとめる。細菌

は栄養枯渇にさらされた時、細胞内にグアノシン 4 リン酸（ppGpp）およびグアノシン 5 リ

ン酸（pppGpp）を蓄積させ、緊縮応答を行う18）。この応答により、細胞増殖速度の低下など

生理的変化を生じさせることで生存する。このppGppの合成や分解にかかわる遺伝子が、

relA 遺伝子およびspoT 遺伝子である。これらの遺伝子変異株において、キノロン系抗菌薬の

抵抗性に関与することが報告されている12）。また、緑膿菌において病原因子の産生やバイオ

フィルム形成にはクオラムセンシング機構が関与している。クオラムセンシング機構は細菌細

胞同士の情報伝達機構であり、ホルモン様物質オートインデューサー（autoinducer：AI）の

濃度を感知することで、病原因子などの遺伝子発現を調節している。緑膿菌にはLas系、Rhl

系、PQS系が存在し、それぞれ異なるAIを利用している。これらのクオラムセンシング機構

はさらに、ストレス応答に関与するσ因子rpoS 遺伝子や、窒素代謝に関与するσ因子rpoN 遺

伝子、転写調節因子vqsR 遺伝子などが複雑に作用し、調節している。これらの遺伝子が、さ

らに抗菌薬抵抗性にも関与していることが報告されている19）- 24）。

村上らはバイオフィルムの形成段階に着目し、固層へ付着した段階、バイオフィルムを形成

した段階での抗菌薬抵抗性に関与する遺伝子についてトランスポゾン変異株を用いて検討し、

付着時の抵抗性、バイオフィルム形成時の抵抗性、およびその両段階において関与する遺伝子

を報告している25）, 26）。中でも付着・バイオフィルム形成段階両方に関与しているPA2384遺

伝子は、詳細な機能は未だ不明であるが、バイオフィルム形成によって発現が誘導され、バイ

オフィルム形成菌での抗菌薬抵抗性に重要な役割を果たすことが示唆されている27）。

図 ２ 　抗菌薬耐性、抗菌薬抵抗性、抗菌薬感受性のイメージ図
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Ⅵ．抗菌薬抵抗性に対する試み

以上のように抗菌薬抵抗性については、多くの遺伝子が関与していると考えられるが、抗菌

薬耐性のようにその詳細な機序については明らかになっておらず、不明な点が多い。

著者はこれまでに緑膿菌の抗菌薬抵抗性を減少させ、既存の抗菌薬と併用することでその効

果を高める新規化合物について研究を行ってきた。その研究成果について、一例をご紹介す

る。著者が研究対象とした新規化合物Autoinducer Analog- 1 （以下AIA- 1 と略す）は、緑膿

菌の病原因子発現やバイオフィルム形成に関与するクオラムセンシング機構の 1 つであるLas

系のオートインデューサーのアナログであり、水溶性の物質である28）。

以下に緑膿菌野生株PAO 1 株を対象に、カルバペネム系抗菌薬であるメロペネム（以下

MEPM）とAIA- 1 を用いた実験結果を示す。まずPAO 1 株に対し、MEPMとAIA- 1 の薬剤

感受性試験を微量液体希釈法により行った。結果を表 4 に示す。PAO 1 株はMEPMのMIC

が0.5μg/mLと感受性を示し、またAIA- 1 自体のMICは128μg/mLと、PAO 1 株に対しあ

まり抗菌活性を示さなかった。また、AIA- 1 併用による感受性試験の結果、MEPMのMICは

変化しなかったことから、AIA- 1 は抗菌薬の感受性に影響しないことが示唆された。

表 ３  抵抗性に関連する遺伝子

表 ４ 　緑膿菌野生株PAO 1 株に対する薬剤感受性試験の結果

数値は最小発育阻止濃度MICを示す（μg/mL）．
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次いで、MEPMとAIA- 1 を用いた殺菌試験を行った。殺菌試験はPAO 1 株を24時間前培

養後、新たな液体培地に植え継ぎ対数増殖期まで培養した。その後MEPM（32μg/mL）単

独もしくはMEPMとAIA- 1 （32μg/mL）を同時に作用させながら培養を継続し、経時的に

寒天培地に播種してColony Forming Unit（CFU）を計測した。薬剤を作用させる直前（t=0）

のCFUを100％とし、各時間の生存率を算出した。結果を表 5 、および図 3 に示す。

実線がMEPM単独群，破線がMEPMとAIA- 1 の併用群を示している．
縦軸：生存率（対数表記，％）　横軸：経過時間（ｈ）

図 ３ 　緑膿菌PAO 1 株に対するメロペネム（MEPM）を用いた殺菌試験の結果

表 ５ 　緑膿菌PAO 1 株に対するメロペネム（MEPM）を用いた殺菌試験の結果
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まずは、MEPM単独での殺菌試験結果（表 5 左側、図 3 実線）を示す。抗菌薬を作用させ

てから 2 時間後には生存率がおよそ100分の 1 まで減少しているが、その後は緩やかになり、

10時間後においても約4000  CFU/mL程度の細菌が生存していた。このようにMIC（0.5μg/

mL）より高濃度（32μg/mL）の抗菌薬を使用しても、一定数（およそ103～ 104程度）の細

菌は生存していることから、これらの細菌は抗菌薬の存在下という環境変化に適応するために

抗菌薬抵抗性を獲得したと考えられる。

次にAIA- 1 併用群での殺菌試験結果（表 5 右側、図 3 破線）を示す。MEPM単独使用群

と比較して、2 時間後には約1000分の 1 まで生存率が減少し、その後も生存率は減少し続け、

10時間後にはほぼすべての細菌が死滅した。この生存率（CFU）の減少は、PAO 1 株の抗菌

薬抵抗性が減少したため起こったと考えられ、このことから新規化合物AIA- 1 は緑膿菌の抗

菌薬抵抗性獲得機序に作用し、抗菌薬抵抗性を減少させることで抗菌薬の作用を増強すること

が示唆された（図4）。

Ⅶ．おわりに

抗菌薬抵抗性は細菌の生き残り戦略の 1 つであり、慢性難治性感染症に関与することから、

医療の現場において問題となっている。抗菌薬抵抗性を経て抗菌薬耐性へ移行するとの報告も

あることから29）, 30）、感染症治療において抗菌薬抵抗性獲得を阻止する方法は、治療法の確立

や抗菌薬耐性菌の出現を防ぐために有効であると考えられる。

新規化合物AIA- 1 はカルバペネム系抗菌薬以外にも、キノロン系抗菌薬、アミノグリコシ

図 ４ 　AIA- 1 は抗菌薬抵抗性を減少させることで抗菌薬の作用を増強する
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ド系抗菌薬との併用効果が見られ28）、その併用効果はバイオフィルム形成菌や28）、耐性菌に

対しても有効であることが示唆された31）。このことからAIA- 1 は抗菌薬抵抗性に打ち勝つた

めの新たな治療法開発の一助になると考えられる。現時点でのAIA- 1 の作用機序としては、

項Ⅴで述べた遺伝子の一つであるrpoS 遺伝子の発現を大きく抑制することが明らかになって

いるが28）、より詳細な機序解明については今後の課題である。
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