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Clinical isolates of Neisseria gonorrhoeae recovered from 462 men with gonorrhea from 1999 through 2002 were examined 

for minimum inhibitory concentrations (MICS) of antimicrobial agents. Ninety-one, 150, and 221 isolates were collected in 1999 

-2000, 2001 and 2002, respectively. The prevalence of penicillinase-producing N. gonorrhoeae was very low over 4 years, but 

that of chromosomally mediated resistance to penicillin G increased to 73.3% in 2002. The prevalence of levofloxacin resistance 

also increased to 78.3% in 2002. No strain with a cefixime MIC 2 0 .5  ,u glrn [ was isolated in 1999-2000, but 26.0% and 

30.3% of the isolates had cefixime MICs 2. 0.5  p glrn Q in 2001 and 2002, respectively. Ceftriaxone was still active against 

clinical isolates over 4 years, but two isolates with a ceftriaxone MIC of 0 .5  p glrn l! were found in 2002. Only one 

spectinomycin-resistant strain was isolated in 2001. A remarkable increase of N. gonorrhoeae with decreased susceptibility to an- 

timicrobial agents, especially fluoroquinolones and cephalosporins, was observed in 2000 - 2001. Among the clinical isolates re- 

covered in 2001, 55 isolates with cefixime MICs 2 0.125 ,u glrn [ and 15 isolates with cefixime MICs 2. 0.06 p glm ! were ex- 

amined for alterations in the penicillin-binding protein 2 (PBP 2 ) gene. A mosaic PBP 2 composed of fragments from PBP 2 of 

Neisseria cinera and Neisseria peflava was found in 47 isolates. This mosaic PBP 2 was significantly associated with decreased 

susceptibilities to penicillin and cephalosporins, especially oral cephalosporins. Pulsed-field gel electrophoresis analysis of chro- 

mosomal DNA restriction patterns revealed that most isolates with the mosaic PBP 2 were genetically similar. The emergence and 

increase of such strains could arise from the spread of a limited number of clones. 
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ComitteefbrClinicalLaboratoryStandards（NCCLS）法15）  

に準じて測定した。さらに，nitrocennディスクによりβ－  

1actamaseの産生の有無を検討した。  

3．pg〝A遺伝子の解析   

既に報告されたpenA遺伝子の遺伝子配列（GenBank  

acce；sionno．M32091）16）にしたがって，7種類の01igonu－  

cleotideを合成した（Tablel）。PenA－AlとPenA－Bl，  

Tablel Primers fbrPCRampli缶cationand sequenclng Of  
thepenAgeneofNgonorrhoeae  

れてきたが，経口セファロスポリン剤に対する感受性の  

低下した淋菌臨床分離株が出現し始め，臨床上問題と  

なってきている5）6）。   

淋菌の抗菌剤に対する耐性化機序については，多くの  

報告がなされてきた。ペニシリン耐性には，プラスミッ  

ド上のTEM－1β－1actamase遺伝子によるpenicillinase産  

生によるもの7）とpenicillin－bindingprotein2（PBP2）を  

コードするpe血遺伝子の変異8），pOdnと関連するクe〝β  

遺伝子座9），疎水性物質の排泄に関わるMtrCDE efflux  

p血pの発現に関与する椚什遺伝子座の変異10）による染  

色体性のものとが報告されている。テトラサイクリン耐  

性についてもプラスミッド上のJe舶遺伝子による高度  

の耐性化11）と染色体上の遺伝子変異による耐性化とが報  

告されている8卜10）。ニューキノロン耐性には，薬剤の標  

的酵素であるDNAgyraseおよびDNAtopisomeraseの変  

化が他の細菌と同様に淋菌においても重要な役割を果た  

している12）13）。しかしながら，これらの報告されてきた  

耐性機序は，臨床上問題となるほどの経口セファロスポ  

リン剤の感受性の低下には関与していない。最近，経口  

セファロスポリン剤低下感受性淋菌において従来の報告  

とは著しく異なるクe乃A遺伝子のモザイク様構造が報告  

され，経口セファロスポリン剤耐性化との関連が示唆さ  

れている14）。   

今回，岐阜大学およびその関連施設を受診した男子淋  

菌性尿道炎患者より分離された淋菌臨床分離株の1999年  

から2002年にかけての各種薬剤感受性の年次変化を検討  

し，2001年に分離された経口セファワスポリン剤低感受  

性菌株についてpe乃A遺伝子の解析と経口セファロスポ  

リン耐性化との関連を検討した。また，Pulsed－neld gel  

electrophoresis（PFGE）によりモザイク様構造のPBP2  

を持つ菌株について遺伝子的類似性を検討した。  

材料 と 方法   

1．淋菌臨床分離株  

1999年4月から2002年12月に岐阜大学病院および関連  

病院の泌尿器科を訪れた男子淋菌性患者から分離された  

462株を対象とし，各種抗菌剤のminimuminhibitorycon－  

centration（MIC）を測定した。91株，150株および221株  

が，それぞれ1999年4月から2000年12月，2001年1月か  

ら12月および2002年1月から12月に分推された。   

2001年に分離された菌株のうち，CenXimeのMICが  

0．00叫g／mβ，0．015〃g／mβおよび0．06〃g／mゼである  

それぞれ5株，計15株と0．125〃g／mゼ以上の55株につい  

てprotein－binding protein2（PBP2）をコードするpenA  

遺伝子の解析を行った。さらに，これら菌株のうちモザ  

イク様構造PBP2を有する臨床分離株47株についてそ  

の遺伝子的類似性をPFGEにて検討した。  

2．MICの測定   

淋菌臨床分離株462株に対するpenici11inG，tetraCyCline，  

ce缶xime，Cefdinir，CeftapenepIVOXil，Cefbdizime，Ceftriaxone，  

1evofloxacinおよびのspectinomycinのMICをNational  

Primer Nucleotidesequence，5，to3，  Nucleotide  

Positionsa  

8－31  

655－676  

597－617  

1157－1177  

1003－1022  

1844－1865  

1376－1397  

PenA－AI CGGGCAATACCTTTATGGTGGAAC  

PenA－BI AACCTTCCTGACCTTTGCCGTC  

PenA－A2 AAAACGCCATTACCCGATGGG  

PenA－B2 TAATGCCGCGCACATCCAAAG  

PenA－A3 GCCGTAACCGATATGATCGA  

PenA－B3 CGTTGATACTCGGATTAAGACG  

PenA－A4 AATTGAGCCTGCTGCAATTGGC  

aNucleotidenumberingis derivedfromthepenA gene ofa  

penicillin－SuSCeptiblestrainofNgonorrhoeae（GenBankac－  

cessionno．M32091）．  

PenA＿A2とPenA－B2お よ びPenA－A3とPenA－B3の  

primerの組み合わせによるPCR法により，3つの遺伝子  

断片に分けpenA遺伝子の全長を増幅した。PCR産物は，  

オートシークエンサー（mode13100；Applied Biosystems，  

Inc．，FosterCity，Calif．，U．S．A）を用いてdyeterminator法  

により塩基配列を決定した。塩基配列には，PenA－Al，  

PenA－A2，PenA－A3，PenA－A4PenA－Bl，PenA－B2，および  

PenA－B3を塩基配列用primerとして用いた。  

4．PFGEによるゲノムDNAの解析   

淋菌臨床分離株のゲノムDNAを制限酵素SbeI（Roche  

DiagnosticsGmbH，Mannheim，Germany）で処理し，切断  

されたDNA断片をPFGEにて分離した17）。電気泳動は  

CHEFDRIIIsystem（Bio－RadLaboratories，Richmond，Calif・  

U．S．A．）を用いて1．0％アガロースゲル内で6V／cm，パ  

ルス時間5秒から35秒および14℃の条件で19．5時間行っ  

た。PFGEにより分離されたDNA断片プロフィールは，  

BioNumeric解析ソフト（Applied Maths，Sint－Martenes－  

Latem，Belgium）を用いて解析を行った。  

5．統計学的検討   

抗菌剤のMIC分布の比較には，Mann－Whitney U test  

を用いた。有意水準5％未満を有意差とした。  

結  果   

1．淋菌臨床分離株の各種抗菌剤に対する感受性の年次   

変化  

1999年と2000年の91株，2001年の150株および2002年の   
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Table2 MICsofantimicrobialagentsforclinicalstrainsofNgonor〃zoeaerecovered簸・Om1999to2002  

MICa（〟g／mβ）  Antimicrobial   

agent   1999【2000（n＝91）  2001（n＝150）  2002（N＝221）  

Range  50％ 90％  Range  50％ 90％  Range  50％  

0．008－＞32   0．25 1  0．06－＞32  2  4  

0．008－＞32   0．5  2  0．125一＞32   2  4  

≦0．004－8  0．125 4  ≦0．004－32  1  8  

≦0．004－0．125 0．008 0．06  ≦0．004－1  0．06 0．5  

≦0．004－1  0．015 0．5  0．015－2  0．06 1  

≦0．004－2  0．03 0．5  ≦0．004－8  0．25 4  

Penicillin G 

Tetracycline  

Levofloxacin   

Cenxime   

Cefdinir  

Cefcapene pivoxil 

Ce触axoIle   

Cefbdizime  

Spectinomycln  

0．06－＞32  2  

0．125－＞32   2  

0．008－64  8  

≦0．004－2  0．06  5
 
 

6
 
 
 
●
 
 

8
 
4
 
1
 
0
 
 

≦0．004－0．125 0．06 1  

≦0．004－16   0．5  4  

≦0．004－0．06 0．008 0．03  ≦0．004－0．25 0．03 0．125 ≦0．004－0．5  0．06 0．125  

≦0．004－0．5  0．015 0．06  ≦0．004－0．5  0．06 0．25  ≦0．004－4  0．125 0．25  

1－32  16  32  4－256  16  32  4－64  16  32  

a50％，MICatwhich50％oftheisolatesisinhibited：90％，MICatwhich90％oftheisolatesisinhibited．   

Table3 PrevalenceofresistancetoantimicrobialagentsinclinicalstrainsofN．gonorrhoeaerecoveredfrom1999to2002  

Prevalence（％）  Strains   

1999－2000  2001  

（n＝91）（n＝150）  n  

ヽ
｝
／
 
 

1
 
 

2
 
2
 
 

0
 
2
 
 

2
〇
 
二
 
 

（
 
 

Penicillinase－PrOducing  

High－leveltetracyclineresistance（MIC≧16pg／me）  

Chromosomallymediatedresistancetopenicillin（MIC≧2FLg／me）  

Chromosomallymediatedresistancetotetracycline（MIC≧2FLg／me）  

Levofloxacinresistance（MIC≧1FLg／me equivalenttoofloxacinMIC≧2pg／me）  

Decreasedsusceptibilitytocefixime（MIC≧0．5FLg／me）  

Decreasedsusceptibilitytoceftriaxone（MIC≧0．5FLg／me）  

Spectinomycinresistance（MIC≧128FLg／me）  

7
 
7
 
 

0
 
0
 
 

1
 
2
 
 
 

1
 
2
 
 

5
 
5
 
3
 
8
 
3
 
3
 
9
 
 

0
 
0
 
3
 
8
 
8
 
0
 
0
 
0
 
 

7
 
6
 
7
 
3
 
 

2
 
0
 
5
 
 

2
 
1
 
7
 
0
 
0
 
0
 
 

1
 
2
 
 

3
 
7
 
3
 
0
 
 
 
 
7
 
 

9
 
3
 
3
 
6
 
0
 
0
 
 

5
 
5
 
5
 
2
 
 

221株の抗菌剤感受性を（Table2）に示す。Penicillin G  

のMIC（Table2）は，年次的に有意に上昇したが，Peni－  

cillinase産生淋菌は，各時期とも1株のみの分離であり  

低率であった（Table3）。染色体性ペニシリン耐性（MIC  

≧2／Jg血1り18）淋菌の割合については，1999年から2000  

年の株では2．2％であったのが，2001年の株では59．3％  

となりさらに2002年の株では73．3％と急速に上昇した。   

TetracyclineのMIC分布についても，1999年から2002  

年にかけ分離された菌株において年次的な有意の上昇が  

認められた（Table2）。tetM遺伝子が関与するとされる  

テトラサイクリン高度耐性（MIC≧16pg／me）18）淋菌  

は，1999年から2000年で2株，2001年に1株および2002  

年に1株に認められた。染色体性テトラサイクリン耐性  

（MIC≧2〃g／mり18）淋菌の割合については，1999年か  

ら2000年の株では11．0％であったのが，2001年の株では  

53．7％となりさらに2002年の株では68．8％と上昇した  

（Table3）。   

LevofloxacinのMIC分布についても，1999年から2002  

年にかけ分離された菌株において年次的な有意の上昇が  

認められた（Table2）。臨床分離株の90％を阻止するMIC  

（MIC90）は1999年から2000年では4FLg／meであった  

が，2001年の株では8〃g／mゼとなりさらに2002年の株で  

は16JJg／mゼと上昇した。ニューキノロン耐性（1evonox－  

acinMIC≧1FLg／me）18）淋菌の割合は，1999年から2000年  

の株の27．5％から2001年の株の53．3％，さらに2002年の  

株の78．3％と急速に上昇した（Table3）。   

Ce員xime，Cefdinirおよびcefbapene pivoxilのMICは，  

1999年から2000年の株に比較して2001年の株で有意に上  

昇した（Table2）。CefdinirおよびceftapenepivoxilのMIC  

については，2001年の株に比較して2002年の株で有意に  

上昇した。1999年から2000年の株では，Ce丘ximeのMIC  

が0．5〟g／mゼ以上の株は分離されなかったが，2001年に  

は26．0％，2002年には30．3％に分離され，2001年および  

2002年の菌株に村するMIC90は，ともに0．5〟g／mβで  

あった。2001年の菌株に対するceftriaxoneおよびcefb－  

dizimeのMICは，1999年から2000年の株に比較して有  

意に上昇していたが，2002年の株に対しては有意の差を  

認めなかった（ceftriaxoneについてはp＝0．261，Cefb－  

dizimeについてはp＝0．901）。1999年から2000年の株と  

2001年の株では，CeftriaxoneのMICが0．5FLg／me以上の   
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株は分離されなかったが，2002年の株では2株（0．9％）  

が0．5FLg／meであった（Table3）。   

SpectinomycinのMIC分布については，1999年から  

2002年にかけて有意の変化は認められなかった（Table  

2）。しかしながら，2001年にスペクチノマイシン耐性菌  

（MIC≧128pg／me）18）が1株分離された（Table3）。  

2．PBP2の変化   

2001年に分離された菌株のうち，Ce点ximeのMICが  

0・004lLg／me，0．015pg／meおよび0．06FLg／meである  

それぞれ5株および0．125／Jg／mゼ以上の55株の合計70株  

についてPI】P2をコードするクg乃A遺伝子の解析を行っ  

た。これら70株のPBP2に10パターンのアミノ酸配列  

を認めた。それらをペニシリン感受性淋菌LM306の  

penA遺伝子（GenBankaccession no．M32091）より翻訳  

したPBP2のアミノ酸配列と比較した（Fig．1）。パター  

ンⅠからⅨでは，明らかにパターンⅩと異なっていた。  

パターンⅠでは，アスパラギン酸（Asp－345a）が挿入さ  

れていたが，他のアミノ酸配列はペニシリン感受性淋菌  

LM306と同一であった。パターンⅡからⅨでは，アスパ  

ラギン酸（Asp一朗5a）が挿入され，パターンⅢとVとで  

は他のアミノ酸（Asn－573a）の挿入がみられた。さらに，  

パターンⅡからⅨでは，Ala－501→Val，Phe－504→Leu，Ala－  

510→Val，Ala－516－→Gly，Gly－542→Ser，Pro－551→Leu，Ile－  

566→ValおよびAla－574→Valの8種類のアミノ酸の変  

化が観察され，そのうちの3から6つのアミノ酸の変化  

が同時に認められた。PBP2のtranspeptidase domain内  

のアスパラギン酸（Asp－345a）の挿入は，今回検討した  

70株中23株に認められた。   

パターンⅩのP】∋P2のアミノ酸配列は，ペニシリン  

感受性淋菌LM306と比較して90％の類似性を示したに  

すぎず，〃どょ∫∫er～d Cよ那reαと脱ね∫er∫dクeて伽vαのPBP2  

の一部から構成されるモザイク状の構造を示した  

（Fig．2）。特に，パターンⅩのPBP2のtranspeptidasedo－  

mainは，NcinereaとNpedlava a）PBP2から再構成し  

たモザイク構造との間に99．3％の類似性を示した。この  

パターンのPBP2は，70株中47株に認められた。  
3．pBP2の変化と抗菌剤感受性   

PBP2のアミノ酸配列の変化のパターンとpenici11in G  

およびce銭xime，Cefdinirおよびcef［riaxoneのMICとの関  

連を（Fig．3）に示した。アスパラギン酸（Asp－345a）  

が挿入されたパターンⅠからⅨの菌株に対するpenici11in  

GのMICは，0．125／Jg／mgから4／ノg／mβであり，一方，  

モザイク状の構造を持つパターンⅩの菌株に村する  

MICは，0．5FLg／meから8J上g／meであった。パターン  

ⅠからⅨの菌株に対するpenici11in GのMICの分布は，  

モザイク状の構造を持つパターンⅩの菌株に対する分布  

と重なるものの，後者のMICが前者のMICに比べ有意  
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Fig．2 Mosaic－1ikestruCtureOfPBP2inNgonorrhoeaeclinical  

isolates（NgR－mOSaicPBP2）．ThismosaicstruCtureiscomposed  

OffragmentsthatpresentinPBP20fN cinerea strainLPN3173  

（Nc－LPN3173）andNpedtava strain1654／1659（Np－1654／  

1659）．solidboxesinPBP20fNgonorrhoeaeclinicalisolates  

（NgR－mOSaicPBP2）indicateaminoacidsthatdifftrfromcorre－  

SPOndingaminoacidsofPBP20fpenicillin－SuSCePtibleNgonor－  

rhoeae strainLM306（NgS－LM306）．solidboxesintheamino  

acidsequencesofPBP20fNcinereastrainLPN3173andNper－  

jlava strain1654／1659indicate amino acids thatdifferfrom the  

COrreSPOndingaminoacidsofPBP20fNgonorThoeaestrainLM  

306（NgS－LM306）butareidenticaltothoseofPBP20fN．gonor－  

rhoeaeclinicalisolates（NgR－mOSaicPBP2）．shadedboxesinPBP  

20fNcinerea（Nc－LPN3173）andNpedlava（Np－1654／1659）  

indicateaminoacidsthatdifferfromthecorrespondingaminoacids  

ofPBP20fN．gonorrhoeae strainLM306（NgS－LM306）and  

thoseofPBP20fNgonorrhoeaeclinicalisolates、   

5ヰ1  
gS－LN306AHGYYGGVVAGPPFKKTNGGSLNILGTSPTKPLT’AAAVKTPS  

＿－＿＿＿－＿＿＿＿＿－＿【＿＿＿＿＿、＿＿－＿＿－＿＿＿＿＿＿＿－●＿＿＿＿＿－＿＿  

Fig．1Aminoacidsequencesofpenicillin－bindingprotein（PBP）  

2h・OmNgonorrhoeaeclinicalisolates．ThePBP20fpenicillin－  

susceptibleNgonorrhoeae（NgS－LM306）isderivedfromthepenA  

geneofpenicillin－SuSCePtiblestrainLM306（GenBankaccession  

no．M32091）．TheaminoacidsequencesofPBP20fclinicaliso－  

1atesarec！assinedintotenpatternS（Ⅰ－Ⅹ）andalignedwiththat  

ofpenicillin－SuSCePtibleNgonorrhoeae（NgS－LM306）、Thenum－  

bers ofisolates with each patternareindicatedin parentheses．  

Dashesindicateaminoacidresiduesiderlticaltothoseofpenicillin－  

susceptibleNgoTWrrhoeae（NgS－LM306）．  
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47株は1つの大きなクラスター（C）と3つの小さなク  

ラスター（A，BとD）とに分けられた。クラスターC  

の37株中26株が同一のPFGEプロフィールを示し，これ  

らを含め37株が90％以上の類似性を示した。同一の  

PFGEプロフィールを示した26株は，5つの病院を受診  

した淋菌性尿道炎患者から分離されていた。クラスター  

Aの4株は，90％以上の類似性を示し，さらに，それぞ  

れ2株ずつは同一のPFGEプロフィールを示したが，ク  

ラスターCとの類似性は82％であった。クラスターB  

の2株は同一のPFGEプロフィールを示したが，クラス  

ターCとは82％類似性であった。クラスターDの4株  

は，90％以上の類似性を示し，さらに，それぞれ2株ず  

つは同一のPFGEプロフィールを示したが，クラスター  

Cとは67％の類似性を示すにすぎなかった。  

考  察   

1999年から2002年までの4年間の短期間の検討にも関  

わらず，淋菌臨床分離株の各種薬剤感受性は著しい変化  

を示した。日本では淋菌感染症の治療のためにペニシリ  

ンおよびテトラサイクリンはほとんど使用されていない  

にも関わらず，染色体性ペニシリン耐性および染色体性  

テトラサイクリン耐性淋菌は著しく増加していた。   

ニューキノロン剤は，日本において1980年代半ばより  

淋菌性あるいは非淋菌性を問わず尿道炎治療に繁用され  

てきた。淋菌性尿道炎では，C肋∽γdgα加Cゐ0∽αJg∫と淋  

菌との混合感染が約20％から30％に認められる。淋菌性  

尿道炎の症例では，淋菌に対する治療により症状が改善  

すると，治療後に再診しない例も少なくなく，そのため  

にC．tYtlChomatis感染症が潜在化し，SeXuallytransmitted  

diseases（STD）の感染源となる可能性がある。STDの  

流行の防止の面から淋菌性尿道炎においては，C．わⅥ一  

cゐ0椚α由の混合感染が必ずあるものとして両者に有効な  

薬剤を投与することが推奨されてきた。特に日本で開発  

されたニューキノロン剤は，淋菌およびC．加C力♂∽α由  

に対して有効な薬剤であり，1剤にて両者に対する治療が  

可能であることより，淋菌性および非淋菌性を含め男子  

尿道炎の治療薬として意義ある抗菌剤とされ繁用されて  

きた19）。しかも，C．加Cゐomα血の治療をも目的とするた  

めに1日投与量の分割と1週間以上の長期投与が行われ  

てきた。このような背景の下に，ニューキノロン剤耐性  

淋菌の出現と流行を生み出した3）。日本におけるニュー  

キノロン剤による淋菌感染症治療失敗の最初の報告は，  

1993年に行われており20），その後，1990年代後半には耐  

性淋菌の急速な増加が日本各地から報告されだ）。1999  

年の日本性感染症学会からの治療ガイドラインからは  

ニューキノロン剤は除外された4）。しかしながら，それ  

にも関わらず今回の検討では，ニューキノロン剤耐性菌  

の割合の増加とさらにより高度の耐性化が観察された。  

1990年代後半より淋菌のニューキノロン剤耐性化によ  

り経口セファロスポリン削が繁用されきた。今回の検討  

で1999年から2000年の菌株に対する代表的な経口セフア   

0  ！1 10 15 20 Z5  30 3S ヰO  
NoISOl餌es  

C仁一triaxon亡  

8  S tO15 20 ZS 30 35 40 4S  

No。l～Ol山Cゝ  

0   5  10  15   ZO Z5   30  

Nolゝ0血亡ゝ  

Fig．3 DistributionsofMICsofpenici11inG，Ce丘xime，Cefdinir，  

and ceftriaxone for the climicalisolates ofN gonorrhoeae with  

Variouspal・ternSOfalterationsinPBP2．ThepatternSOfalterations  

ShowedinFig．1areindicatedinthebox．   

偽 S血11anly   

70 80 90 100  

…＿」  

Fig．4 PFGE profiles ofSpeトdigested  

chromosomalDNAsfrom47clinicaliso－  

1atesofN gonorrhoeae withthe mosaic－  

1ikestruCtureOfPBP2．Thedendrogram  

WaS Created by the computer－aSSisted  

analysisofthePFGEpronles．Theprofiles  

areclassifiedintoamqjorcluster（C）and  

threeminorclusters（A，B，andD）．  

に高かった。モザイク状の構造を持つパターンⅩの菌株  

に対するcenximeおよびcefdinirのMICは，パターンⅠ  

からⅨの菌株に対するMICに比較して有意に高く，前  

者の菌株のほとんどあるいはすべてはMICが0．25／Jg／m  

ゼ以上の群に，後者の菌株はMICが0．125〃g／mゼ以下  

の群に含まれた。さらに，モザイク状の構造を持つパター  

ンXの菌株の多数が，CefiximeのMICO．5pg／me以上お  

よびcefdinirのMICIFLg／me以上を示した。Ceftriaxone  

についても同様にモザイク状の構造を持つパターンⅩの  

菌株に対するMICは，パタ、－ンⅠからⅨの菌株に対す  

るMICに比較して有意に高かったが，すべての菌株に  

対するMICは0．25JJg／mゼ以下であり，セフトリアキソ  

ン感受性群18）に含まれた。  

4．モザイク状構造のPBP；之を持つ菌株の遺伝子学的   

類似性   

モザイク状構造のPBP2を持つ47株について，制限  

酵素如eJ′にて切断されたゲノムDNA断片のPFGEプ  

ロフィールとその類似性を（Fig．4）に示した。これら  
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クe乃A遺伝子を持つ淋菌は，米国で2株が分離されてお  

り，ⅣβαVe∫Ce〃∫ のpe乃A遺伝子の一部のみを有するも  

のとⅣβαVe∫Ce托∫とⅣcよ〝ereαのそれぞれのクe〃A遺伝  

子の一部を有するものであった24）。これらのPBP2のア  

ミノ酸配列は，今回観察されたアミノ酸配列とは異なっ  

ていた。しかし，最近報告された日本で分離されたce一  

缶xme低感受性淋菌臨床分離株では，83番アミノ酸を除  

き他のアミノ酸配列は今回観察されたものと同一であっ  

た14）。今回の検討も含めこれらのモザイク様構造のPBP  

2は，遺伝子変異や遺伝子の挿入などにより生み出され  

るのではなくNeisseria属の菌種間での遺伝子の組み替  

えにより生じたものと思われた。   

モザイク様構造のPBP2を有する菌株は，アスパラ  

ギン酸（Asp－345a）の挿入された菌株に比較してペニシ  

リンおよびセファロスポリン剤に対して有意の感受性の  

低下が認められた。しかしながら，両者のpenicillin G  

のMIC分布は重なっており，ペニシリン耐性にはPBP  

2の変化のみならずporin関連のクg乃β遺伝子座あるい  

は薬剤の排泄系の∽け座の変異が関与しているものと思  

われた。一方，モザイク様構造のPBP2を持つ菌株は，  

著しく経口セファロスポリン剤に低感受性を示し，モザ  

イク様構造のPBP2を持つ菌株に対するcefiximeあるい  

はcefdinirのMICほとんどあるいはすべてが，0．25lLg／  

mゼ以上であるのに対して，そうでない菌株に対する  

MICは，0．125FLg／me以上であり，PBP2の構造変化に  

よりMIqはほぼ2分された。PBP2のモザイク様構造  

変化が，経口セファロスポリン剤感受性の低下に重要な  

役割を果たしていることを示唆している。モザイク様構  

造のPBP2を持つ菌株の大部分は，経口セファロスポ  

リン剤の中で最も淋菌に対して抗菌活性が高いとされる  

cenximeに対して0．5FLg／me以上のMICを示しており，  

臨床上ce丘ximeを含め経口セファロスポリン剤による治  

療が困難なレベルに達している27）28）。これらの菌株に村  

するceftriaxoneのMICは，なお感受性の範囲内に留まっ  

ているが，感受性の低下は認められることより今後の注  

意が必要である。   

前述のように，今回の検討で，日本では淋菌感染症の  

治療のためにペニシリンおよびテトラサイクリンはほと  

んど使用されていないにも関わらず，2001年より染色体  

性ペニシリン耐性および染色体性テトラサイクリン耐性  

淋菌の著しい増加が観察された。染色体性ペニシリン耐  

性およびテトラサイクリン耐性については，クe′山道伝  

子8），pe乃β遺伝子座9）および∽け遺伝子座10）の関与が報  

告されおり，今回はクe乃A遺伝子のみの検討ではあるが，  

クe乃A遺伝子の変異とともに佃の要因が耐性に関与する  

ことが示唆された。ニューキノロン剤耐性にはgッd遺  

伝子およびpαrC遺伝子の関与が報告され異なった耐性  

機序が関与する12）13）。しかしながら，ニューキノロン剤  

耐性淋菌臨床分離株では，感受性株に比較してペニシリ  

ン，テトラサイクリンまたはセファロスポリン剤にも感  

受性の低下が観察されている13）。その機序としては，淋   

ロスポリン治療薬であるcenximeのMICは，0．125pg／  

me以下であり，分離株はすべてcenxime感受性菌18）で  

あったが，2001年において急激な感受性の低下が観察さ  

れ2002年にも引き続き耐性化が認められた。その他の経  

口セファロスポリン剤についても同様の傾向であった。  

静注セファロスポリンのうち，海外で繁用されている  

cef［riaxoneのMICは，検討期間を通じて1株以外0．25FLg  

／mゼ以下であるが，2001年および2002年の菌株では1999  

年から2000年の菌株に比較してMICの上昇が認められ  

た。特に，2002年には，CeftriaxoneのMICO．5FLg／meの  

菌株の出現が観察されており，今後の臨床分離株の  

ceftriaxoneの感受性に注意する必要がある。米国では，  

合併症のない淋菌感染症にはce且xime400mgの1回投与  

が行われ1），優れた有用性が報告されている21）22）。さらに，  

1990年後半よりce員ximeが使用されているにも関わら  

ず，CenXimeに対する感受性の変化は今日においても認  

められず，MIC90は0．06FLg／meと報告されている22）。一  

方，日本においては，ニューキノロン剤と同様に経口セ  

ファロスポリン剤の分割，連日投与が行われており，低  

濃度の薬剤への淋菌の曝露がセファロスポリンの感受性  

の低下をもたらしたのかもしれない。   

Spectinomycinについては，2001年の菌株のうち1株が  

MIC256FLg／meを示し，SPeCtinomycin耐性菌の出現が観  

察された。日本では，経口剤が主に淋菌感染症の治療に  

用いられていたことより，筋肉注射の必要のあるspectin－  

omycinの使用頻度が低かったための耐性菌の頻度が低  

いことに関連しているものと思われる。しかしながら，  

ニューキノロン剤および経口セファロスポリン剤耐性に  

よりspectinomycinの使用が臨床上増加することが予想  

されることから，SPeCtinomycinに対する感受性の変化  

にも注意する必要がある。   

今回の検討にて，2001年より淋菌臨床分離株において  

経口セファロスポリン剤耐性が観察された。そこで，2001  

年の菌棟内70株を村象としてセファロスポリン剤耐性機  

序を探るためpg血遺伝子の解析を行った。ペニシリン  

感受性株のPBP2と比較して臨床分離菌株23株でPBP  

2にアスパラギン酸（Asp－345a）の挿入が認められ，47  

株においてⅣcf眠rαとⅣpeて伽vαのPBP2から再構成  

したモザイク様構造のPBP2がみられた。PBP2へのア  

スパラギン酸（Asp－345a）の挿入は，染色体性ペニシリ  

ン耐性の最初の段階で起きる変化と考えられている。ま  

た，PBP2へのアスパラギン酸（Asp－345a）の挿入され  

た菌株では，ペニシリンおよびセファロスポリンの感受  

性への影響は不明であるが，他のアミノ酸の変化も観察  

された。八セよ∫∫ergα属の菌種間での遺伝子の組み替えに  

よるモザイク様構造のPBP2は，ペニシリン耐性Ⅳeよ∫∫ピー  

rfα∽e乃Ⅰ〝g油ね23），Ⅳgo仰rrんoeαe購4），肋i∫∫er∫αわc比澗～cα25）  

や納言∫∫erよα ∽〟CO∫α25）で報告されている。内因性にペニ  

シリンに対する感受性が低い〃e～∫∫eわαβαVe∫Ce〝∫やル  

cよ乃ereαが遺伝子組み替えのためのpe乃A遺伝子の供給者  

となることが多い飢）26）。報告されたモザイク様構造の  
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稿を終えるにあたり，ご指導，ご校閲を賜りました岐  

阜大学医学部臓器病態学講座泌尿器病態学分野 出口  

隆教授に深甚なる謝意を表します。また，淋菌臨床分離  

株の収集と解析にご協力いただきました旗崎恭子氏をは  

じめとする岐阜大学医学部泌尿器科学教室貞，関連病院  

諸兄および関係諸氏，並びに本研究にご指導およびご協  

力いただきました岐阜大学大学院医学研究科再生医科学  

専攻微生物・バイオインフォマテイクス部門 江崎孝行  

教授，河村好幸助教授に感謝致します。  

12   

菌のニューキノロン剤への曝露は，標的酵素をコードす  

るgγd遺伝子およびpαrC遺伝子の変異をもたらすの  

みならず，細菌の菌体内への薬剤の透過性の変化および  

菌体内からの薬剤の汲み出しの変化をもたらし，ニュー  

キノロン剤以外の系続の抗菌剤にも感受性の変化がもた  

らされるものと考えられる29）30）。染色体性ペニシリン耐  

性および染色体性テトラサイクリン耐性淋菌の著しい増  

加は，このようなニューキノロン剤の使用に伴うニュー  

キノロン剤耐性化とも関連しているのかもしれない。   

今回，モザイク様構造のPBP2を持つ蘭株のPFGEに  

よる遺伝子学的類似性を検討したが，47株中同一の  

PFGEプロフィールを示した26株を含め37株（78．7％）  

が90％以上の類似性を示した。これら菌株は，共通の祖  

先を持つものと思われた。残りの菌株についても同一の  

PFGEプロフィールを示す菌株の組み合わせが認められ  

た。また，北九州で観察された経口セファロスポリン低  

感受性淋菌のPFGE解析の結果においても同一クローン  

の流行であることが確かめられている6）。さらに，東京  

で分離されたセファロスポリン低感受性淋菌のPBP2  

が，今回の観察されたモザイク様構造のPBP2とほぼ  

同一である14）ことなどから，日本に増加し始めた経口セ  

ファロスポリン低感受性淋菌は，限られた数のクローン  

のアウトブレイクと考えられる。脱ね∫erfα属の多くの  

菌種は口腔内の常在菌であり，性行為の多様化による  

oralsexなどにより淋菌と他の〃ei∫∫eriα属の菌種との混  

在がおこり，経口セファロスポリン剤の投与が菌種間で  

のpe′血道伝子の組み替えを引き起こし，さらに，モザ  

イク様構造のPBP2を持ちセファロスポリン剤に低感  

受性の幾つかのクローンを選択したものと思われる。さ  

らに，経口セファロスポリン剤の繁用がその流行を促進  

しているものと推測される。  

結  

1999年から2002年に男子尿道炎患者から得られた淋菌  

臨床分離菌の各種抗菌剤への感受性は著しく変化し，ペ  

ニシリン剤，セファロスポリン剤およびニューキノロン  

剤への著明な耐性化が認められた。特に，2001年より経  

口セファロスポリン剤に対する感受性は急激に低下して  

おり，その耐性機序として淋菌と他の楠f∫詑rgα属の菌  

種との間でのpgJ山道伝子の組み替えによるPBP2のモ  

ザイク様構造への変化によるものと思われた。このよう  

な淋菌の出現および増加は，限られた数のクローンのア  

ウトブレイクと考えられた。現状においては，淋菌感染  

症に対してはニューキノロン剤および経口セファロスポ  

リン剤による治療は困難であり，抗菌活性が維持されて  

いるcef【riaxoneあるいはspectinomycinを推奨される用  

法・用量で使用することが望ましい。また，今後も臨床  

検体から分離される淋菌の各種薬剤に村する感受性のモ  

ニタリングを継続的に行うことが重要であり，その結果  

により淋菌感染症を効果的に治療するための抗菌剤の選  

択の変更を行わなければならない。  
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