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Moraxella catarrhalis は小児における上気道炎や下気道炎，中耳炎などの感染症の起因菌で
ある。一方，Moraxella nonliquefaciens は上気道の常在菌であり病原性は低いと考えられてい
るが，呼吸器ウイルスに感染した小児の上気道から高率に分離され，病原性と関連すると考え
られるタンパク質をコードしているとの報告もある。今回，われわれは秋田県の一医療機関に
おいて小児科の臨床材料から分離された，マクロライド高度耐性M. catarrhalis と M. nonlique-
faciens の耐性機構について検討した。供試したM. catarrhalis 3 株は全て 23S rRNA遺伝子
のAllele1 から 4の全てにA2058T変異を保有していた。また，M. nonliquefaciens 3 株も全
て 23S rRNA遺伝子にA2058T変異を保有していた。6株はいずれも ermA，ermB，ermC，
mefA 遺伝子を保有していなかった。以上の結果は，23S rRNA遺伝子のA2058T変異により
マクロライド系抗菌薬に高度耐性を獲得したM. catarrhalis と M. nonliquefaciens が国内に侵
淫している事実を示唆している。国内におけるマクロライド高度耐性M. catarrhalis 及び M.
nonliquefaciens のサーベイランスを強化し，今後の動向を監視する必要がある。

Key words:Moraxella catarrhalis，Moraxella nonliquefaciens，マクロライド高度耐性，
A2058T変異，23S rRNA遺伝子

序 文
Moraxella catarrhalis はグラム陰性好気性双球菌で

あり，特に小児における上気道炎や下気道炎，中耳炎
などの感染症起因菌である１）。M. catarrhalis は 90%
以上が βラクタマーゼを産生してペニシリン系抗菌
薬に耐性を示すが，その他の多くの抗菌薬には感性で
あることが報告されている２）。しかしながら，近年マ
クロライド系抗菌薬に高度耐性を示すM. catarrhalis
が本邦や中国で報告されている３）～５）。
マクロライド系抗菌薬は 23S rRNA遺伝子に結合

しペプチド鎖の伸長を阻害する６）。細菌のマクロライ
ド耐性機構としては，一般的に薬剤の標的部位の修飾
又は変異，薬剤の排出促進，酵素による薬剤の不活化
が知られており，臨床由来のマクロライド耐性菌の多
くは薬剤の標的部位の修飾又は変異によりマクロライ
ド耐性を示す７）。M. catarrhalis のマクロライド耐性
機構としては，薬剤の排出促進，ermA などの 23S
rRNAメチラーゼによる 23S rRNAの修飾，23S rRNA
domain V の変異などが関与することが知られてい
る６）８）～１０）。マクロライド系抗菌薬は呼吸器感染症の治
療において選択される抗菌薬のひとつである１１）ことか
ら，高度耐性を獲得したM. catarrhalis が呼吸器感染
症の治療上問題となる可能性がある。一方，Moraxella
nonliquefaciens は上気道の常在菌であり病原性は低
いと考えられている１２）が，インフルエンザウイルス，
パラインフルエンザウイルス，ライノウイルスなどの
呼吸器ウイルスに感染した 6歳以下の患者の上気道か
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ら高率に分離されることや病原性と関連すると考えら
れるタンパク質をコードしているとの報告１３）もあり，
呼吸器感染症における病原性には議論がある。Nonaka
ら１４）は M. nonliquefaciens にも高度マクロライド耐性
株が存在することを報告しており，M. nonliquefaciens
が関連する呼吸器疾患においても治療上の問題となる
可能性が示唆されている。
近年，マクロライド高度耐性M. catarrhalis 及び M.
nonliquefaciens が本邦に侵淫した経過については不
明な点が多い。その侵淫過程を明らかにする上で，分
離株の分子疫学的性状を比較検討することは重要であ
ると考えられるが，本邦で分離されたマクロライド高
度耐性M. catarrhalis 及び M. nonliquefaciens の分子
疫学的性状について検討した報告は見当たらない。
今回，われわれは小児の鼻腔および咽頭から分離さ
れたM. catarrhalis 及び M. nonliquefaciens について
マクロライド系抗菌薬に対する耐性機構を解析すると
共に，耐性株の分子疫学的特徴についても検討したの
で報告する。

材料と方法
1．供試株
2013 年 2 月から 10 月に秋田赤十字病院小児科受診
患者気道検体より分離されたMoraxella 属菌 86 株の
うち Clarithromycin（CAM）に耐性を示したMorax-
ella catarrhalis 3 株（OT171，OT185，OT202），Morax-
ella nonliquefaciens 3 株（OT179，OT195，OT197）
の計 6株を供試株とした（検出株数の集計は同一患者
より同種菌が検出された場合は重複削除を行った）。
CAM耐性と判定された分離菌株は 10 株であった
が，そのうち保存後発育を認め薬剤感受性試験や遺伝
子解析の実施が可能であったのは 6株であった。分離
株は 15%スキムミルクに懸濁して－80℃で保存し
た。保存株の培養にはチョコレート寒天平板培地（日
本BD）を使用し，培養条件は 35℃ 2 日間炭酸ガス培
養を行った。
2．菌種の同定
供試株の菌種同定は，1次同定としてVITEK2 の

NH同定カードまたはGN同定カード（シスメックス
ビオメリュー）を用いて実施した。自動同定機器にて
M. catarrhalis およびMoraxella group と同定された
菌株に対し，Ferroni ら１５）の報告に従い 16S rRNA遺
伝子のシークエンス解析にて菌種同定を行った。
3．薬剤感受性試験
マクロライド系抗菌薬耐性株を検出するために，ス
クリーニング的にDisk 拡散法にてCAMに対する薬

剤感受性試験を行った。M. catarrhalis はミューラー
ヒントン寒天培地（日本BD）を用い，試験方法はClini-
cal and Laboratory Standards Institute（CLSI）M45-
A2１６）に準拠した。M. nonliquefaciens は CLSI で定め
られた薬剤感受性試験法がないため，5％羊血液加
ミューラーヒントン寒天培地（日本BD）を用い，CLSI
M45-A2 の M. catarrhalis の Disk 拡散法の勧告法に
準拠し感受性試験を実施した。Disk はセンシディス
ク クラリスロマイシン 15（日本 BD）を用い，阻止
円径が 24 mmより小さいものをCAM耐性と判定し
た。
CAM耐性と判定された供試株に対してE-test（シ
スメックスビオメリュー）によりCAM，Erythromycin
（EM），Clindamycin（CLDM），およびAzithromycin
（AZM）について最小発育阻止濃度（MIC）値を測定
した。M. catarrhalis の各薬剤に対する測定方法は
メーカー推奨法に従った。M. nonliquefaciens は，5％
羊血液加ミューラーヒントン寒天培地（日本BD）を
用い，M. catarrhalis に対するメーカー推奨法にて
MIC値を測定した。
精度管理株として Staphylococcus aureus ATCC

25923 を用いた。
4．マクロライド耐性遺伝子の検出
耐性遺伝子の検出は，山田ら５）が報告した PCR法を

用いて ermA，ermB，ermC，mefA 遺伝子の有無
を調査した。QIAamp DNA Mini Kit（Qiagen）を使
用して供試株のDNAを抽出し，PCR用テンプレー
トとした。Taq DNA Polymerase には Takara EX Taq
（タカラバイオ）を使用した。サーマルサイクラーに
はGeneAmp PCR System 9700（Applied Biosystems）
を使用し，PCR反応条件は前熱変性 94℃ 3 分実施後，
熱変性 94℃ 30 秒，アニーリング 55℃ 60 秒，伸長 72℃
60 秒を 35 サイクル実施し，その後最終伸長（72℃ 2
分）を実施した。
ermB およびmefA 遺伝子の陽性コントロールと

して当院臨床検体より分離した Streptococcus pneu-
moniae（OT-SP）を使用し，ermA および ermC 遺
伝子の陽性コントロールとして当院臨床検体より分離
した S. aureus（OT-SA）を使用した。
5．23S rRNA遺伝子のシークエンス解析
a．M. nonliquefaciens の 23S rRNA遺伝子シーク
エンス解析

M. nonliquefaciens ATCC 17953 の 23S rRNA遺伝
子シークエンス（GenBank accession no. AB745464）
に基づき，23S rRNA遺伝子ドメインVの 516 bp を
増幅するプライマーM.nonliquefaciens_23S_F（5’-
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TTC CGA CCT GCA CGA ATG GCA-3’）とM.non-
liquefaciens_23S_R（5’-ACT CTT GGG CGG TAT
CAG CCT-3’）を設計した。Taq DNA Polymerase に
は Takara EX Taq（タカラバイオ）を使用した。PCR
反応条件は前熱変性 94℃ 3 分実施後，熱変性 94℃ 30
秒，アニーリング 55℃ 60 秒，伸長 72℃ 60 秒を 35 サ
イクル実施し，その後最終伸長（72℃ 2 分）を実施し
た。得られた増幅断片をアガロースゲル電気泳動した
後，QIAquick Gel Extraction Kit（Qiagen）を使用し
て精製し，シークエンス反応用のテンプレートとし
た。シークエンスプライマーにM. nonliquefaciens_
23S_F とM.nonliquefaciens_23S_R を使用し，BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Bio-
systems）によりシークエンス反応を実施した後，Ap-
plied Biosystems 3130 ジェネティックアナライザ
（Applied Biosystems）によりシークエンスデータを
得た。DNAシークエンスの解析にはDNASIS Pro（日
立ソフト）を使用した。M. nonliquefaciens 23S rRNA
遺伝子シークエンスの塩基ナンバ―は，Escherichia
coli W ATCC 9637 の 23S rRNA遺伝子シークエンス
（GenBank accession no. NC017664，2906 bp）を基準
として表記した。
b．M. catarrhalis の 23S rRNA遺伝子シークエン
ス解析

Saito ら４）の報告に従い 23S rRNA遺伝子のAllele
特異的 PCRを行い，23S rRNA遺伝子オペロン 4カ
所（Allele 1～Allele 4）を増幅し，シークエンスを決
定した。得られたシークエンスをM. catarrhalis
ATCC 49143（GenBank accession no. AB734416）の
23S rRNA遺伝子シークエンスと比較し，変異が認め
られた塩基ナンバーを Escherichia coli W ATCC
9637 の 23S rRNA遺伝子シークエンス（GenBank ac-
cession no. NC017664，2906 bp）を基準として表記し
た。
6．分子疫学解析
保存後の供試株のうち起眠できたM. catarrhalis 2

株（OT185，OT202）およびM. nonliquefaciens 3 株
（OT179，OT195，OT197）を用いて，Sechi ら１７）の方
法に従いEnterobacterial repetitive intergenic con-
sensus（ERIC）-PCR を行った。増幅産物は 2％アガ
ロースゲル電気泳動により分離し，エチジウムブロマ
イド染色後，バンドパターンのプロファイルを比較し
た。

結 果
1．CAM耐 性M. catarrhalis 及 び M. nonliquefaci-
ens の分離状況

検索期間に分離されたMoraxella 属株は 86 株であ
り，そのうち 10 株が CAMに耐性を示した。それら
菌株は 16S rRNA遺伝子のシークエンス解析にて 6
株がM. catarrhalis，4 株がM. nonliquefaciens と 同
定された。表 1にこれら 10 株が分離された患児の背
景を示す。CAM耐性M. catarrhalis が検出された患
児の内，マクロライド耐性菌検出以前にマクロライド
系抗菌薬投与がなされていたのは 2例であった。一
方，CAM耐性M. nonliquefaciens が検出された患児
では，マクロライド系抗菌の前薬投与がなされていた
のは 1例であった。これら 10 株が分離された患児に
は上・下気道炎などの臨床症状がみられたが，発症時
期に特記すべき季節的傾向は認められなかった。
2．CAM耐 性M. catarrhalis 及 び M. nonliquefaci-
ens の薬剤感受性，マクロライド耐性遺伝子保
有状況と 23S rRNA遺伝子シークエンス変異検
出状況

表 2に示すように，6株は EM，CAM，AZM，CLDM
の全てに 256 μg/ml 以上のMIC値を示し，供試した
マクロライド系抗菌薬に対する高度耐性株であった。
6株はいずれも ermA，ermB，ermC，mefA 遺伝
子を保有していなかったが，M. catarrhalis OT171，
OT185，OT202 はいずれも 23S rRNA遺伝子のAllele
1 から 4の全てにA2058T変異を保有していた。M.
nonliquefaciens OT179，OT195，OT197 も全て 23S
rRNA遺伝子にA2058T変異を保有していた。M. non-
liquefaciens に 対 し てM. catarrhalis と 同 様 の 23S
rRNA遺伝子 4 Allele の解析を試みたが，全ゲノム解
析データが得られなかったために，Allele 解析は実施
不能であった。
3．分子疫学解析
ERIC-PCR を行った結果，2株のM. catarrhalis（OT
185 と OT202）は異なるバンドパターンを示した。一
方，M. nonliquefaciens 3 株のうちOT179 およびOT
197 が同一バンドパターンを示した（図 1）。

考 察
今回，われわれは小児科由来検体より分離された
Moraxella 属菌にマクロライド系抗菌薬高度耐性株を
見いだし，その耐性機構を解析した。その結果，M. ca-
tarrhalis およびM. nonliquefaciens のマクロライド
系抗菌薬高度耐性株の存在を確認した。全ての供試株
で ermA，ermB，ermC，mefA 遺伝子は検出され
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表 1.　Clarithromycin耐性M. catarrhalis およびM. nonliquefaciens 検出患児背景一覧

菌名 ケース
No

供試株
No. 年齢 検出

部位 検出月 同時
検出菌

前投与
抗菌薬

診断名・
臨床症状

M. catarrhalis  1 ― 1歳
6 ヶ月

鼻腔 2 月 ― CAM 急性気管支炎

 2 OT171 2歳
6 ヵ月

鼻腔 3 月 ― CFPN-PI EBウイルス感染，
上気道炎

 3 ― 2歳
1 ヵ月

鼻腔 3 月 S. pneumoniae
H. influenzae

CAM 急性気管支炎

 4 OT185 1歳 鼻腔 7 月 MSSA ABPC
CDTR-PI

急性気管支炎，
発熱，咳，嘔吐

 5 ― 3歳
7 ヵ月

鼻腔 7 月 ― CCL 急性気管支炎

 6 OT202 10カ月 鼻腔 10 月 S. pneumoniae ― 突発性発疹，
咽頭炎，咳，痰

M. nonliquefacience  7 ― 3歳
5カ月

鼻腔 2 月 Corynebacterium 
sp.

CAM 急性気管支炎

 8 OT179 2歳 鼻腔 6 月 H. influenzae
S. pneumoniae

CDTR-PI 気管支炎，
上気道炎

 9 OT195 1歳
8 ヶ月

鼻腔 8 月 M. catarrhalis
S. pneumoniae

― 手足口病，咽頭
発赤，痰，鼻閉

10 OT197 1歳
3 ヶ月

鼻腔 9 月 H. influenzae
S. pneumoniae

― 気管支喘息

CAM：clarithromycin
CFPN-PI：cefcapene pivoxil
ABPC：ampicillin
CDTR-PI：cefditoren pivoxil
CCL：cefaclor

表 2.　  Clarithromycin耐性M. catarrhalis 及びM. nonliquefaciens 供試株の薬剤感受性，23S rRNA遺伝子mutation，マク
ロライド耐性遺伝子

菌名 供試株
No.

MIC (μg/ml) 23S rRNA mutation (position 2058)＊ マクロライド耐性遺伝子

EM CAM AZM CLDM Allele 
1

Allele 
2

Allele 
3

Allele 
4 ermA ermB ermC mefA

M. catarrhalis OT171 ＞256 ＞256 ＞256 ＞256 N.D. A→T A→T A→T A→T ― ― ― ―
OT185 ＞256 ＞256 ＞256 ＞256 N.D. A→T A→T A→T A→T ― ― ― ―
OT202 ＞256 ＞256 ＞256 ＞256 N.D. A→T A→T A→T A→T ― ― ― ―

M. nonliquefaciens OT179 ＞256 ＞256 ＞256 ＞256 A→ T N.D. ― ― ― ―
OT195 ＞256 ＞256 ＞256 ＞256 A→ T N.D. ― ― ― ―
OT197 ＞256 ＞256 ＞256 ＞256 A→ T N.D. ― ― ― ―

EM：erythromycin, CAM：clarithromycin, AZM：azithromycin, CLDM：clindamycin
N.D.：Not Determined
＊GenBank accession no. V00331

ず，かつ 23S rRNA遺伝子の変異が確認された。こ
の結果より，マクロライド耐性の表現型は 23S rRNA
遺伝子の変異に起因すると考えられる。
マクロライド系抗菌薬高度耐性株M. catarrhalis お
よびM. nonliquefaciens が国内に出現した機構は明ら
かではない。一般的に，薬剤耐性菌の出現には抗菌薬

の濫用が関与すると考えられている。今回の検討で
は，CAM耐性M. catarrhalis，M. nonliquefaciens が
検出された患児の中で，マクロライド系抗菌薬が投与
されていた患児が 3名であったのに対し，なされてい
なかったのは 7名であった。今回われわれが検討した
10 例について，当院では治療のための適切な投与期
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図 1.　M. catarrhalis（OT185 and OT202）及びM. nonliq-
uefaciens（OT179，OT195 and OT197）に対する
ERIC-PCR の解析結果
Lane M，分子量（100 bp DNA ladder）；lane 1，
OT179；lane 2，OT195；lane 3，OT197；lane 4，
OT185；lane 5，OT202.

間を逸脱するようなマクロライド系抗菌薬の長期投与
は実施されていなかったが，当院は 3次医療機関であ
るため，症状が改善されない患者や重篤化した患者が
地域の医療機関から紹介されてくる場合が多く，マク
ロライド系抗菌薬が当院受診前に長期投与されていた
可能性は否定できない。一方，マクロライドが投与さ
れず，耐性株の選択圧が存在しない状態においてもマ
クロライド耐性株が増加する機構としては，変異等に
より出現したマクロライド耐性株が，健康保菌者等を
介した水平伝播により侵淫する可能性が考えられる。
Mycoplasma pneumoniae においても 23S rRNA遺伝
子の変異によりマクロライド系抗菌薬に高度耐性を獲
得した株が国内で急速に侵淫した経緯がある１８）ことか
らも，今後の国内におけるマクロライド耐性M. ca-
tarrhalis と M. nonliquefaciens の動向に注目され
る。
マクロライド系抗菌薬に高度耐性を示すM. ca-
tarrhalis と M. nonliquefaciens 臨床分離株について
は世界的には報告が少ないが，Nonaka ら１４）がマクロ
ライド高度耐性を示すM. nonliquefaciens 臨床分離株
47 株について耐性機構を検討し，23S rRNA遺伝子
にA2058T変異が存在することを報告した。本研究
においても供試したマクロライド耐性M. nonliquefa-

ciens 3 株がいずれも 23S rRNA遺伝子にA2058T変
異の存在を示し，同様の結果であった。一方でマクロ
ライド耐性M. catarrhalis 3 株も 23S rRNA遺伝子の
Allele1 から 4の全てにA2058T 変異の保有を認める
結果となり，こちらも Saito ら４）の報告と同様の結果
であった。Saito ら４）は Allele 変異の数により耐性度
が異なることを報告しており，3か所以上の変異を持
つ株ではマクロライド抗菌薬に高度耐性となるとして
いる。今回供試した株は 4か所の変異を有しており，
表現型で高度耐性となったことが裏付けられるもので
あった。本結果がこれまでの本邦における報告４）１４）と
同様の結果を示したことは，23S rRNA遺伝子の
A2058T変異によりマクロライド系抗菌薬に高度耐性
を獲得したM. catarrhalis と M. nonliquefaciens が既
に国内に広く侵淫している可能性を示唆するものと考
えられる。
ERIC-PCR の 結果から，供試した 2株 のM. ca-
tarrhalis は異なるクローンであることが示された。
このことは，マクロライド高度耐性M. catarrhalis が
単一クローンから派生したのではないことを示唆して
いる。一方，3株のM. nonliquefaciens のうち 2株が
同一クローンに属する可能性が示された。3株が検出
された患児には接触歴はなく，生活地域も離れてい
る。このことから，より広範に本クローンの菌株が広
がっている可能性が考えられる。分離株の分子疫学的
特徴に関する知見はマクロライド高度耐性Moraxella
属菌の起源に関する情報となることから，今後，より
多くの菌株を用い，そしてより解析力の高いパルス
フィールドゲル電気泳動法，あるいは全染色体の SNP
解析などを併用しながら，マクロライド高度耐性M.
catarrhalis と M. nonliquefaciens 分離株の分子疫学
的特徴をより詳細に検討する必要がある。
今回のわれわれの検討により，秋田県内の医療機関
においても 23S rRNA遺伝子のA2058T変異により
マクロライド高度耐性を獲得したM. catarrhalis 及び
M. nonliquefaciens が小児科由来の呼吸器臨床材料か
ら分離されたことが確認された。M. nonliquefaciens
の臨床的意義については議論があるものの，今後，マ
クロライド高度耐性M. catarrhalis 及び M. nonlique-
faciens が呼吸器感染症の治療上問題となる可能性が
示唆されることから，国内におけるマクロライド高度
耐性M. catarrhalis 及び M. nonliquefaciens のサーベ
ランスを強化し，今後の動向を広く監視する必要があ
る。

利益相反：申告すべき利益相反なし。
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Genome analysis of Moraxella catarrhalis and Moraxella nonliquefaciens exhibiting high
resistance to macrolides, isolated from pediatric clinical specimens at a medical institution
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Moraxella catarrhalis is a causative agent of upper or lower respiratory inflammation and otitis media in chil-
dren. In contrast, Moraxella nonliquefaciens is a normal inhabitant of the upper respiratory tract and is consid-
ered minimally pathogenic. However, it is isolated at a high rate from the upper respiratory tract of children with
viral infections, and its genome reportedly contains genes encoding proteins involved in pathogenicity. In the pre-
sent study, we investigated the resistance mechanism of M. catarrhalis and M. nonliquefaciens strains with high
resistance to macrolides that were isolated from pediatric clinical specimens at a medical institution in Akita pre-
fecture, Japan. All three isolated strains of M. catarrhalis had an A2058T mutation in Alleles 1 to 4 of the 23S
rRNA gene. All three strains of M. nonliquefaciens also had an A2058T mutation in the 23S rRNA gene. None of
the 6 strains had ermA , ermB , ermC , or mefA genes. Those results suggest that M. catarrhalis and M. nonlique-
faciens , which acquired high resistance to macrolides via an A2058T mutation in the 23S rRNA gene, are preva-
lent in Japan. It is necessary to establish nation-wide surveillance system for monitoring prevalence of both these
macrolide-resistant species in Japan.


