
ニューキノロン系合成抗菌薬は 1980年代から呼吸器系，

尿路系感染症など多くの感染症の治療薬として広く使用され

てきた。一方，これらのキノロン系薬に対する耐性菌の増加

が近年数多く報告され，臨床的にも問題となっている1～3）。

特に，緑膿菌のキノロン耐性については多くの報告がある3～5）。

緑膿菌のキノロン耐性の機序は標的分子である typeⅡ

topoisomerase（DNA gyrase，topoisomeraseⅣ）の変異に

よる親和性の低下，薬剤透過性の低下および薬剤排出系の亢

進などである6～9）。DNA gyraseは二本鎖の DNAを同時に切

断・再結合することにより DNAに負のスーパーコイルを導

入する。本酵素は Aサブユニット（GyrA）と Bサブユニッ

ト（GyrB）の各 2分子で構成される 4量体で，各サブユニ

ットはそれぞれ gyrA および gyrB にコードされている10～12）。

また，topoisomeraseⅣは二本鎖 DNAを切断・再結合する

ことにより DNAのデカテネーションを行う酵素であり，緑

膿菌ではそれぞれ parC および parE にコードされている

ParC 2分子と ParE 2分子から構成されている13）。このうち

緑膿菌のキノロン耐性にかかわっているのは，gyrA および

parC 上のキノロン耐性決定領域（quinolone resistance–

determining regions: QRDR）と呼ばれている狭い領域に局

在している変異が主なものである14，15）。

Prulifloxacin（PUFX）は，日本新薬株式会社と明治製菓

株式会社で共同開発されたプロドラッグ型経口キノロン系薬

である。PUFXの活性本体 NM 394はグラム陽性菌および

陰性菌に対して幅広く優れた抗菌力を示す16，17）。特に，緑膿

菌に対しては他剤に比べ強い抗菌力を示し，短時間殺菌力も

優れている。

本研究では，近年臨床分離された緑膿菌の gyrA および

parC 変異株分離頻度，それら変異株に対する NM 394とキ

ノロン系薬 3剤の抗菌活性について検討した。

I． 材 料 と 方 法
1． 使用菌株

1998年に臨床材料より分離された緑膿菌 77株を使

用した。

2． 使用薬剤

PUFXの活性本体 NM 394は日本新薬より分与され

たものを使用した。Ciprofloxacin（CPFX，バイエル薬

品），levofloxacin（LVFX，第一製薬）および gatifloxacin
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臨床分離の緑膿菌 77株を被検菌として，gyrA および parC のキノロン耐性決定領域（quinolone

resistance–determining regions: QRDR）の変異に伴う GyrAおよび ParCのアミノ酸置換と新規経口

キノロン系薬 prulifloxacinの活性体 NM 394に対する感受性の関係を検討した。gyrA または parC の

変異によるアミノ酸置換が認められた株は 77株中 24株（31％）存在した。それら 24株はすべて GyrA

にアミノ酸置換が認められ，さらに ParCにもアミノ酸置換の認められる株は 18株あったが，ParC

のみにアミノ酸置換の認められる株はなかった。これらアミノ酸の置換した株の NM 394に対する感

受性は，ciprofloxacin（CPFX），levofloxacin（LVFX）および gatifloxacin（GFLX）に対する感受性

と同様に低下していた。GyrAのみにアミノ酸置換が認められた株は，被験キノロン系薬に対して軽度

または中等度耐性であり，さらに ParCにアミノ酸置換が加わった株は高度耐性であった。変異株に対

する NM 394，CPFXおよび LVFXの短時間殺菌力を比較した結果，NM 394はMIC濃度においてい

ずれの変異株に対しても変異のない株に対する殺菌力と同程度であった。一方，アミノ酸置換が認めら

れた株に対する CPFXおよび LVFXの殺菌力は，アミノ酸置換がない株に対する殺菌力に比べ弱かっ

た。以上の結果から，typeⅡtopoisomerase変異株に対する NM 394の殺菌力は，CPFXおよび LVFX

の殺菌力に比べ優れていることが明らかになった。
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（GFLX，杏林製薬）は市販製剤より抽出精製したもの

を使用した。

3． 抗菌力の測定

日本化学療法学会標準法18）に準じ，Mueller–Hinton

agar（Difco）を用いた寒天平板希釈法で最小発育阻止

濃度（MIC）を測定した。

4． 短時間殺菌力

Mueller–Hinton broth（MHB，Difco）にて一夜培

養した被験菌液を新鮮MHBで 106CFU／mLになるよ

うに希釈し，さらに 37℃で振盪培養した。培養開始 2

時間後に所定濃度となるように抗菌薬を添加し，抗菌薬

添加 3および 6時間後にサンプリングし，生菌数（CFU

／mL）を測定した。

5. PCRおよび DNA塩基配列の決定

遺伝子の増幅および DNA塩基配列の決定は

Mouneimneらの方法19）に準じた。すなわち各菌株より

抽出した染色体 DNAをテンプレートとし，gyrA には

PSE 1（5′–GAC GGC CTG AAG CCG GTG CAC–3′，

ヌクレチド（nt）115–135）と PAGA 2（5′–ACG CTC

GAC CAT CGC TTC CA–3′，nt 1281–1262）を，parC

には PAPC 1（5′–ATG AGC GAA TCC CTC GAT

CTG–3′，nt 1–26）と PAPC 5（5′–TGG CCC AGT TCG

CTG AGC AGC A–3′，nt 434–413）をプライマーとし

て各 QRDRを含む領域を PCR法にて増幅した。反応

液には各プライマーのペア 0.4μMと TaKaRa Ex–

TaqTM（宝酒造）2.5 Uを添加した。PCRの反応条件は

変性; 94℃，1分，アニーリング; 65℃，1分，伸長反

応; 72℃，1分，サイクル数; 25とした。

増幅された各遺伝子を精製し，ABI dRhodamine

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit（ア

プライドバイオシステムジャパン）の手順書にしたがっ

て塩基配列を決定した。塩基配列決定用のプライマーと

して，gyrA には PSE 1および PYO 1（5′–GCC CAC

GGC GAT ACC GCT GGA–3′，nt 531–511），parC に

は PAPC 1および PAPC 5を用いた。シークエンサー

は ABI社 製 3700を 用 い た。感 受 性 株 で あ る P.

aeruginosa PAO 1株についても同様に塩基配列を決定

し，この配列と比較し，アミノ酸置換を伴うものを変異

とした。

II． 結 果

1. QRDR変異によるアミノ酸置換の頻度

アミノ酸置換のパターンから 77株を 4グループに分

類した。Ⅰグループは置換が認められない株，Ⅱグルー

プは GyrAに 1か所置換がある株，Ⅲグループは GyrA

と ParCにそれぞれ 1か所置換がある株，およびⅣグル

ープは GyrAに 2か所と ParCに 1か所置換のある株で

ある（Table 1）。

gyrA の QRDRの変異によるアミノ酸の置換は 24株

（31.2％）に認められた。24株中 21株は 83番目の Thr

が Ileに置換しており，もっとも多い置換であった。ま

た，21株中の 4株ではさらに GyrAの 87番目の Asp

が Asnまたは Glyに置換していた。

parC の QRDRの変異によるアミノ酸置換は 87番目

の Serが Leuまたは Trpに置換した株が 17株ともっ

とも多く，そのほかに 91番目の Gluが Lysに置換した

株が 1株認められた。また，ParCにアミノ酸置換の認

められた株ではすべて GyrAにも置換が認められた。今

回検討した株のなかでは GyrAの 83番の Thrが Ileに，

ParCの 87番目の Serが Leuに 2重置換している株が

もっとも多く 12株存在した。87番目のアミノ酸以外で

は 91番目の Gluが Lysに置換した株が 1株認められ，

この株も GyrAの 83番目に Ile置換を伴っていた。

2. QRDR変異によるアミノ酸置換とMICとの関係

緑膿菌 77株に対する NM 394，CPFX，LVFXおよ

び GFLXのMIC分布を Fig．1に示した。GyrAおよび

ParCにアミノ酸置換が認められないⅠグループの株に

対 す る NM 394お よ び CPFXのMICは 0.03～2μg／

mLに分布し，LVFXは 0.13～8μg／mLおよび GFLX

は 0.06～8μg／mLに分布していた。GyrAに 1か所ア

ミノ酸の置換が認められたⅡグループの株に対する NM

394および CPFXのMICは 1株を除いて 1～4μg／mL，

LVFXおよび GFLXのMICは 4～16μg／mLであり，

被験薬に対するⅡグループの株の感受性はⅠグループの

株に比べやや低かった。上で除外した 1株に対する NM

394，CPFX，LVFXおよび GFLXのMICはそれぞれ

32，32，64および 32μg／mLであった。

GyrAおよび ParCに各 1か所のアミノ酸置換が認め

られたⅢグループの株に対する NM 394と CPFXの

MICは 8～64μg／mL，LVFXおよび GFLXのMICは

16～＞128μg／mLであり，Ⅲグループの株の感受性は

Ⅱグループの株に比べさらに低下していた。ParCのア

ミノ酸が置換したⅢグループの株のうち，91番目の Glu

が Lysへ置換した株が 1株および 87番目の Serが Trp

Table 1． Amino acid changes encoded by mutations
in gyrA and parC

Group
Number

of strains
tested

Replacement in QRDR

GyrA ParC

83
Thy

87
Asp

87
Ser

91
Glu

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

53
3
2
1

12
1
1
2
2

―＊

Ile
―

―

Ile
Ile
Ile
Ile
Ile

―

―

Asn
Tyr
―

―

―

Asn
Gly

―

―

―

―

Leu
Trp
―

Leu
Leu

―

―

―

―

―

―

Lys
―

―

―＊：no mutation
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へ置換した株が 1株であり，他の 12株はすべて 87番

目の Serが Leuへ置換していたが，Ⅲグループに分類

された株の間には今回検討した薬剤に対する感受性の差

は認められなかった。GyrAに 2か所のアミノ酸置換の

認められるⅣグループの株は試験に用いたすべての薬剤

に対して高度耐性を示した。

3. QRDR変異によるアミノ酸置換株に対するキノロ

ン系薬の短時間殺菌力

Ⅰ，ⅡおよびⅢグループから任意に選択した各 5株お

よびⅣグループの 2株に対する NM 394，CPFXおよび

LVFXの短時間殺菌力を検討した。各薬剤の 1 MICと

1／2 MIC濃度の 3時間および 6時間作用後の生菌数

（CFU／mL）の減少を Fig．2に示した。それぞれの値

は，Ⅰ，ⅡおよびⅢグループでは 5株，Ⅳグループでは

2株の生菌数の減少を平均した値で示した。

アミノ酸置換の認められなかったⅠグループの株では，

NM 394の 1 MIC濃度を 3時間および 6時間作用後に

それぞれ約 3.2および 3.6 logの生菌数の減少が認めら

れた。NM 394はⅡ，ⅢおよびⅣグループの株に対して

もほぼ同程度に生菌数を減少させた（Fig．2 A）。CPFX

の 1 MIC作用ではⅠグループの菌株は NM 394とほぼ

Fig．2． Bactericidal activities of NM 394，ciplofloxacin
and levofloxacin against Pseudomonas aeruginosa
with or without mutations in the gyrA and／or parC
genes of the QRDR. The means of five or two strains
are shown.
（A）Antibiotic concentration of 1 MIC;（B）Antibiotic
concentration of 1／2 MIC. See Table 1 for the
definitions of groupsⅠ～Ⅳ．

Fig．1． Susceptibility distribution of 77 isolates of
Pseudomonas aeruginosa to four quinolones. The
isolates were classified into four groups according to
the presence of QRDR mutations in the gyrA and／or
parC genes. See Table 1 for the definitions of groupsⅠ
～Ⅳ．
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同程度の生菌数の減少を示したが，Ⅱ，ⅢおよびⅣグル

ープの菌株では生菌数の減少は NM 394より少なかっ

た。LVFXの 1 MIC作用ではⅠ，ⅡおよびⅣグループの

菌株の生菌数減少は，ほぼ同程度であったが，Ⅲグルー

プの菌株では CPFXと同様に生菌数の減少が NM 394

に比べ少なかった。

また，NM 394はいずれのグループの株に対しても

1／2 MIC濃度で生菌数を減少させた（Fig．2 B）。1／2

MICの CPFXはⅠグループの株の生菌数を減少させた

が，変異株ではⅠグループの株に比べ生菌数の減少が少

なくなっていた。アミノ酸置換の有無にかかわらず 1／2

MICの LVFXでは NM 394に比べ生菌数の減少は少な

かった。

III． 考 察

臨床分離緑膿菌 77株を被験菌株として，キノロン系

薬の標的分子である typeⅡtopoisomeraseをコードす

る遺伝子上の QRDRにおける変異によるアミノ酸置換

のタイプとキノロン系薬の抗菌力との関係について検討

した。77株のうち，QRDRの変異によるアミノ酸置換

が認められた株は 24株（31.2％）であり，この頻度は

いままでの報告20）とほぼ一致した。変異の認められた 24

株ではすべて gyrA に変異が認められ，parC のみに変

異の認められる株は存在しなかった。Akasakaらは，

緑膿菌の DNA gyraseに対するキノロン系薬の阻害活

性は topoisomeraseⅣに対する阻害活性に比べ強く，キ

ノロン系薬の緑膿菌に対する一次作用点は DNA gyrase

であるとしている21）。われわれの検討でも NM 394の緑

膿菌の DNA gyraseに対する阻害活性は topoisomerase

Ⅳに対する阻害活性に比べ強く，一次作用点は DNA

gyraseであると考えられる22）。疫学的検討からも，キ

ノロン中等度耐性緑膿菌では gyrA 変異のみしか検出さ

れず，高度耐性株では gyrA 変異にさらに parC 変異が

加わっていることから，緑膿菌におけるキノロン系薬の

一次作用点は DNA gyraseであり，キノロン耐性変異

は，まず gyrA で起こり，その後に parC に起こること

が示唆されている19，23，24）。今回の 77株の検討でも，parC

のみに変異を保有する株は認められなかった。また，

gyrA の変異では 83番目の Thrの Iluへの置換がもっ

とも多く，この変異の認められた株はすべてキノロン耐

性となっていた。この結果は，従来の報告21，24）と一致し

た。この変異は，大腸菌で 1ステップで選択される 83

番目の Serが Leuへ置換する変異25）と同様に，臨床の

場においてもっとも選択されやすい変異であると考えら

れる。この他に，gyrA では 87番目の Aspが Asnまた

は Glyへの置換を伴う変異が認められ，この変異もキ

ノロン耐性に関与していると考えられる。今回の検討で

は，アミノ酸の置換が認められた gyrA の変異はこの 2

か所のみであった。parC でもっとも頻度が高く認めら

れたのは 87番目の Serが Leuへ置換する変異であった。

この他に，87番目の Serが Trpへ，91番目の Gluが

Lysへ置換した株が各 1株認められた。緑膿菌では gyrA

の変異に parC の変異が加わることによりさらにキノロ

ン系薬に中等度から高度耐性となり，parC の変異はキ

ノロン系薬に対する高度耐性化に重要であると考えられ

る。

これらの変異株に対する NM 394のMICは，CPFX

および LVFXのMICと同様に上昇し，NM 394は他キ

ノロン系薬と同様の部位に作用すると考えられる。しか

し，短時間殺菌力を比較すると，NM 394はⅠ，Ⅱおよ

びⅢグループのそれぞれの菌株に対して同程度の殺菌力

を示したが，CPFXおよび LVFXではⅠグループの菌

株と比較しⅡおよびⅢグループの菌株に対する殺菌力が

低下していた。この結果は，緑膿菌に対するキノロン系

薬の殺菌力にはMICに関与する因子とは異なった因子

が関与し，NM 394と CPFXおよび LVFXとではそれ

に対する作用が異なる可能性を示唆している。この点に

ついてはさらに詳細な検討が必要である。

緑膿菌のキノロン耐性機序として，標的分子の変異の

ほかに，薬剤排出機構の関与が知られている26～28）。本研

究で分類した各グループ内にも，被験キノロン系薬に対

する感受性が大きく異なる株が存在した。これら感受性

の違いには，DNA gyraseおよび topopisomeraseⅣの

QRDR以外の領域の変異および薬剤の取り込み・排出

機構の変化が関与している可能性も考えられる。

以上，緑膿菌の QRDRの変異株に対する NM 394の

MICの上昇は他のキノロン系薬と同様であったが，NM

394の短時間殺菌力は QRDRにおける変異の影響を受

けにくいことが明らかとなった。
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Antimicrobial activity of NM 394，an active form of prulifloxacin，against clinical
isolates of Pseudomonas aeruginosa with a type II topoisomerase mutation

Minako Araake1），Mariko Tani1），Kazunori Maebashi1），Tetsuro Hara1），
Hiroomi Watabe1），Hiroshi Takahashi2），Yutaka Tokue2），Shigeru Fujimura2）

Kazunori Gomi2） and Akira Watanabe2）

1）Pharmaceutical Research Center，Meiji Seika Kaisha，Ltd., 760 Morooka–cho，

Kouhoku–ku，Yokohama，Kanagawa，Japan
2）Department of Respiratory Oncology and Molecular Medicine，Institute of Development，

Aging and Cancer，Tohoku University

We examined mutations in the quinolone–resistance–determining regions（QRDR）of gyrA and parC
genes in 77 clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa and compared the susceptibility of these isolates to
NM 394，an active form of the prodrug prulifloxacin，with those to ciprofloxacin（CPFX），levofloxacin
（LVFX），and gatifloxacin（GFLX）．Of the 77 strains，24 isolates exhibited an amino acid replacement in
the GyrA or both the GyrA and ParC regions as a result of mutations in gyrA or both gyrA and parC，
respectively. All of the 24 isolates had amino acid replacements in GyrA; none of the strains had amino
acid replacements restricted to ParC. Amino acid replacement in GyrA but not in ParC was found in 6
isolates whose susceptibility to NM 394 was decreased; the susceptibilities of these 6 isolates to CPFX，
LVFX and GFLX were also decreased. Amino acid replacement in GyrA and ParC was found in 18 isolates
that were highly resistant to NM 394，LVFX，CPFX and GFLX. The short–term bactericidal activity of NM
394 at the MIC concentration against strains with or without amino acid replacement in GyrA or both
GyrA and ParC was similar. The short–term bactericidal activities of CPFX and LVFX against strains with
amino acid replacements in GyrA or both GyrA and ParC were lower than those against the strains with no
amino acid replacements. These results demonstrate that the bactericidal activity of NM 394 against
strains with a mutation in their type II topoisomerase genes was higher than those of CPFX and LVFX.
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