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フルオロキノロンは Escherichia coli に対する重要な治療薬であるが，耐性率は増加傾向にある。
Extended-spectrum β-lactamase（ESBL）産生 E. coli においては，キノロン耐性 ST131クローンの増殖が
知られているが，ESBL非産生キノロン耐性菌についての知見は十分でない。大阪市の急性期病院において，
2018年～2021年に臨床分離された 124株の ESBL非産生キノロン耐性 E. coli を対象に全ゲノムシーケンス
を実施し，クローン性増殖およびその薬剤耐性機序について解析した。対象株は計 12の STに分類され，ST
131（59%）と ST1193（30%）がほとんどを占めていた。ST131のクレードは C1-non-M27が最多であった。
ST131，ST1193すべての株が，キノロン耐性決定領域（QRDR）にそれぞれ特定パターンの 4箇所変異お
よび 3箇所変異を有していた。ESBL非産生キノロン耐性 E. coli の全ゲノム解析により，特徴的な QRDR
変異を有する ST131と ST1193の二つのパンデミッククローンの増殖という ESBL産生菌と類似した分子疫
学が明らかとなった。国内におけるキノロン耐性 E. coli の分子疫学解析の強化により，薬剤耐性菌対策の
発展が期待される。
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は じ め に
腸管外病原性 Escherichia coli は，市中及び院内感染症い
ずれにおいても，血流感染症，尿路感染症，腹腔内感染症等
の最も一般的な原因菌である１）。E. coli に対する治療薬の一
つがフルオロキノロン系薬剤（以下，キノロンとする）であ
り，1987年に ciprofloxacin（CPFX）が導入されて以来，特
に外来治療で広く用いられている２）。一方で，キノロン耐性
E. coli の検出率は世界的に増加し，年間 5万人以上の死亡
への寄与が推測されている３）。国内においても，E. coli の
levofloxacin（LVFX）の耐性率は増加している（厚生労働
省院内感染対策サーベイランスデータによると，2013年
35.5%，2021年 40.4%）。政府は 2016年と 2023年に AMR対
策アクションプランを策定し，E. coli のキノロン耐性率に
関する成果目標を掲げたが，2016年から 2020年の評価では
目標達成に至らなかった。
E. coli のキノロン耐性機序としては，標的となる DNA

ジャイレース（GyrAおよび GyrB）とトポイソメラーゼ IV
（ParCおよび ParE）に存在する quinolone resistance deter-
minant region（QRDR）と呼ばれる部位の変異が主として
関わっており，特に GyrAの 83と 87番目，ParCの 80と 84

番目のアミノ酸変異が重要である４）。QRDR以外には，
plasmid-mediated quinolone resistance（PMQR）遺伝子群５）

や AcrAB-TolC排出ポンプを制御する遺伝子の変異６）などが
知られている。
キノロン耐性 E. coli の増加には，2008年に報告された

QRDR変異によるキノロン耐性を有する sequence type 131
（ST131）の世界的なクローン性増殖が関与していることが
示唆されている７）。Extended-spectrum β-lactamase（ESBL）
産生菌におけるクローン性増殖についても，日本からを含め
多くの研究において，キノロン耐性 ST131が最も頻度の高
いクローンであることが報告されている７）８）。一方で，ESBL
非産生のキノロン耐性 E. coli におけるクローン性増殖やそ
の耐性機序についてのデータは限られている。本研究では，
大阪市の急性期病院における ESBL非産生キノロン耐性 E.
coli の全ゲノムシーケンス（WGS）解析を実施し，クロー
ン性増殖およびその薬剤耐性機序について明らかにすること
を目的とした。

対象と方法
細菌分離株
済生会野江病院は大阪府大阪市に位置する 400床の急性期
二次医療機関である。2018年 4月～2019年 12月（期間 I）
は血液培養分離株のみ，2020年 5月～2021年 9月（期間 II）
は保菌調査を目的とした検体を除く全ての臨床検体を対象と
し，E. coli 初回分離株のみを解析した。期間 Iの総分離株数
150株のうちキノロン耐性（LVFX MIC≧8）は 51株，ESBL
非産生菌は 19株であった。期間 IIの総分離株数 588株のう
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Figure　1.　 Distribution of sequence types among 124 ESBL-non-
producing fluoroquinolone-resistant Escherichia coli 
isolates.

Table　1.　Fluoroquinolone resistance mechanisms among different sequence types.

ST Clade
Number of 
isolates

QRDR mutation pattern

PMQR
gene (n)

GyrA ParC
83 (S) 87 (D) 80 (S) 84 (E) 

131 A 2 L N I V -
C0 1 L N I V -
C1-nM27 41 L N I V qnrB19 (1), qnrS1 (1)
C1-M27 16 L N I V qnrD1 (1)
C2 13 L N I V aac (6’) -Ib-cr (6)

1193 37 L N I - -
69 1 L - I - qnrS1 (1)
5542 1 L - I - qnrS2 (1)
117 1 L Y - K -
Othersa 11a L N I - -
ST, sequence type; QRDR, quinolone resistance determinant region; PMQR, plasmid-mediated quinolone 
resistance; C1-nM27, C1-non-M27
aST69 (n＝2), ST1196 (n＝2), ST117, ST155, ST162, ST405, ST648, ST1177, and ST1431 (n＝1 each)

ちキノロン耐性は 205株，ESBL非産生菌は 118株であった。
これら ESBL非産生キノロン耐性 E. coli 137株のうち保存
されていた 124株（期間 I：18株，期間 II：106株）を対象
とした。検体材料は，尿 73株，血液 35株，その他 16株で
あった。
菌種同定
Microscan WalkAway：NegENCombo1J（ベックマン・

コールター社），又はMALDIバイオタイパー（ブルカージャ
パン社）を用いて同定した。
薬剤感受性
Microscan WalkAwayお よ び NegENCombo1J，Neg-

MICEN2J，NegMIC3Jのいずれかを用いて測定し，CLSI M
100-S26９）に従い判定した。CLSI ESBLスクリーニング基準
（cefpodoxime 4 ug/mL, ceftazidime 1 ug/mL, aztreonam 1
ug/mL，cefotaxime 1 ug/mL，ceftriaxone 1 ug/mL）の い
ずれかに該当した株に関しては，CLSIガイドラインに従い
combination disk testによる ESBL確認試験を行って，
ESBL産生の有無を決定した。

WGS解析
Illumina DNA Prep（イルミナ社）を用いてライブラリー
を作成し，NextSeq1000（159 bp，ペアエンド）にてWGS
を行った。SPAdes version 3.15.3１０）によりドラフトゲノムを
作成し，multilocus sequence typing（MLST）データベー
ス（https://pubmlst.org/organisms/escherichia-spp）を 用
いて STを決定した。ST131クレードは，Matsumuraらに
よるクレード分類 PCR１１）を in silico で実施し ST1193クレー
ドについては K typeおよび IncF plasmid MLSTによる
FAB分類を決定した１２）。QRDR変異，PMQR遺伝子を含む
薬剤耐性遺伝子は，AMRFinderPlus１３）を用いて検出した。
Core single nucleotide polymorphisms（SNPs）の 同 定 は
snippy（https://github.com/tseemann/snippy）を用いて行
い，Gubbins１４）により同定された組み換え領域は除去した。
Maximum-likelihood法を用いた系統樹の再構築には IQ-
TREE2１５）を用いた。WGSデータは，NCBI BioProject acces-
sion no. PRJNA1204161にアップロードした。

結 果
クローン
全 124株の E. coli は，計 12の STに分類された（Figure

1）。ST131が 73株（58.9%）と最も多く，続いて ST1193が
37株（29.8%），残り 10の STに各 1～3株が属し計 14株が
分布していた。ST131のクレードは，C1-non-M27（C1-nM27）
が 41株（56.2%）と最も多く，続いて C1-M27が 16株（21.9%），
C2が 13株（17.8%）であった（Table 1）。期間 Iと期間 II
における ST131の頻度は，それぞれ 55.6%と 59.4%，ST1193
の頻度はそれぞれ 22.2%と 31.1%であった。
キノロン耐性機序
全ての菌株で QRDR変異が認められた（Table 1）。GyrA

の S83L変異はすべての株で，D87変異（Nまたは Y）は 122
株（98.4%），ParCの S80I変異は 123株（99.2%），E84変異
（Vまたは K）は 74株（59.7%）で認められた。変異数は 4
箇所が 73株（58.9%）と最も多く，続いて 3箇所が 49株
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Figure　2.　 Phylogenetic analysis of 73 ST131 genomes. This maximum-likelihood phylogram is based on 2,682 core SNPs. The tree is 
rooted using the reference genome EC958 (HG941718.1). The reference genomes for each clade (SE15, A; SaT040, B; MN-
CRE44, C1-nM27; KUN5781, C1-M27; EC958, C2) are marked in blue. The best-fit substitution model (TVMe＋ASC＋R2) de-
termined using ModelFinder, was employed. 

（39.5%），2箇所が 2株（1.6%）であった。4箇所変異は LNIV
パターン（GyrA83, GyrA87, ParC80, ParC84のアミノ酸順）
のみであり，全株が ST131であった。3箇所変異は 1株を
除きすべて LNIEパターンであり，ST1193全株と 9つの ST
にわたり認められた。残り 1株は ST117における LYSKパ
ターンであった。2箇所変異は，2つの STにおける LDIE
パターンのみであった。ParEの変異は，I529L変異が ST131
の 73株すべて，L416Fが ST1193の 37株すべて，S458A
は 5つの STが有していた（Figures 2～4）。
PMQR遺伝子を保有していたのは 11株（8.9％）であった。
aac（6’）-Ib-cr の頻度が最も多かったが，ST131クレード C
2に限定されていた。その他の PMQR遺伝子としては，qnrS，
qnrB，qnrD が検出された（Table 1）。
AcrAB-TolC排出ポンプ制御遺伝子の変異としては，SoxR
G121Dが ST1196の 1株 で，MarR S3Nが ST1193の 36株

で認められた（Figure 3，Figure 4）。
その他の耐性遺伝子
ESBLを有している株はなかったが，ST405の 1株が
blaCMY-2を有していた。キノロン耐性関連遺伝子以外で最も
頻度が高かったのは，blaTEM-1であり，57株（46%）で認め
られた。

考 察
大阪市内で臨床分離された ESBL非産生キノロン耐性 E.
coli のWGS解析の結果，特徴的な QRDR変異を有する ST
131・ST1193クローンの拡がりが明らかとなった。世界の
キノロン耐性 E. coli は 42～80%を ST131が占め最も多く，
ST1193が次いで 8～26%を占めるとされている１６）。国内の
キノロン耐性 E. coli の疫学も，2014年に ST131（クレード
C）が 74%と最も多かったとする報告１７），2008年と 2020年
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Figure　3.　 Phylogenetic analysis of 37 ST1193 genomes. This maximum-likelihood phylogram is based on 1,279 core SNPs. The tree is 
rooted using the reference genome MCJCHV-1 (CP030111.1). The reference genomes (MCJCHV-1, MVAST4797, and 
SRR4067426) are marked in blue. The best-fit substitution model (TVMe＋ASC) determined using ModelFinder, was em-
ployed. 

Figure　4.　 Phylogenetic analysis of 14 non-ST131/ST1193 genomes. This maximum-likelihood phylogram is based on 102,301 core SNPs. 
The tree is rooted using the reference genome UMN026 (CU928163.2). The reference genome is marked in blue. The best-fit 
substitution model (TVMe＋ASC＋G4) determined using ModelFinder, was employed.

を比較し，ST131はいずれも約 3/4を占め最も多く，ST1193
は 2020年のみで 18%認められたとする報告１８）など，本報告
と合致するものであった。
これまでの E. coli ST131における全ゲノム解析により，
クレード Cは 1990年ごろにクレード Bから進化し生まれた
が，この際 LNIVパターンの QRDR変異を獲得しキノロン
耐性となり，2000年代以降に世界的クローン性増殖を起こ

したことが明らかにされている１９）２０）。クレード Cは主として
サブクレード C1と C2に分けられ，C1はさらに C1-M27と
それ以外の C1（C1-nM27）に分けられる。C1-M27, C2はそ
れぞれ blaCTX-M-27, blaCTX-M-15を有している株が多いが，C1-nM27
は ESBL陰性株が多いという特徴がある１）。日本の ESBL産
生菌の疫学は，C1-M27が最も多く，次いで C1-nM27，C2
が多い１１）。2020年に行われた研究でも同様の傾向であった２１）。
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本研究では非 ESBL産生キノロン耐性菌を対象としたため，
必然的に Cクレード，特に C1-nM27が多くなったことは予
想通りであった。C1-M27, C2は，ESBL産生菌の疫学と同
じ順位で多かったが，いずれも ESBL遺伝子を有していな
かった。このことは，もともと有していた ESBL遺伝子を
失ったこれらのサブクレードに属する株がキノロン耐性菌の
中で優勢になった，あるいは ESBLを獲得せずに進化を遂
げたグループがあった可能性が考えられる。
ST1193は，2010年代以降に薬剤耐性関連 E. coli として
世界的増加を起こしているクローンである１６）。ST complex 14
から進化する際に QRDRに LNIEパターンの変異とキノロ
ン耐性を獲得したと考えられている２２）。ESBLを有する株も
あり，ESBL産生菌の 2～18%を占めるなど，ST131と似た
特徴を有している。ST1193は ParE L416Fを有しているこ
とも知られており１６），本研究における ST1193もこれら既存
の特徴と合致するものであった。MarRの変異は，AcrAB-
TolC過剰発現によりキノロン耐性に寄与すると考えられて
おり２３），ST1193に特徴的に認められた。
検体材料の差異があるため直接の比較は難しい可能性はあ
るものの，本研究の期間 I（2018～2019年）と期間 II（2020～
2021年）を比較した場合，キノロン耐性率はそれぞれ 34.0%，
34.9%と大きく変わらなかったが，キノロン耐性を示した株
における ESBL非産生株の割合は 37%から 58%へ増加して
いた。ESBL非産生キノロン耐性株における ST131の分離
率は同程度であったが，ST1193の分離率は約 1.4倍となっ
ており，ESBL非産生キノロン耐性菌の増加が ST1193と関
連している可能性が示唆された。
キノロン耐性の獲得には，4箇所の QRDRのうち少なく
とも 3箇所の変異（うち GyrAが 2箇所）が必要であるとさ
れている４）。本研究では，GyrAと ParCそれぞれ 1変異し
かもたない 2株がキノロン耐性を呈していたが（Table 1），
これらは PMQR遺伝子を有していた。PMQRや AcrAB-
TolC過剰発現は，それぞれ単体で耐性化するほどではない
がMIC上昇へ寄与し，また QRDR変異を起こしやすくする
ことが示唆されている５）６）。CLSIは，主として PK/PD解析
の結果を受け 2019年に LVFXのブレイクポイントを 2管引
き下げた２４）。新しいブレイクポイントでは，GyrAの 2箇所
以下変異を有する株もキノロン耐性とみなされることから，
分子疫学についても今後再検討が必要と考えられる。
aac（6’）-Ib-cr は本研究で最も頻度の高い PMQRであっ

たが，すべて ST131 C2が有していた。両者の関連は，C2
クレードが有する IncFプラスミドに aac（6’）-Ib-cr が多く
コードされていることで説明されている７）１９）。
本研究の限界として，単施設での研究であり菌株数が多く
ないこと，収集年によって検体材料の偏りがあることが挙げ
られる。したがって，データの一般化に当たっては留意が必
要であるが，世界的クローンが優勢であったことや，系統樹
解析で区別できない同一株が多く認められたわけではないこ
とから，施設特有の状況ではないことが示唆される。また，
臨床データの解析を行っていないため，経時的な患者の臨床
的特徴の変遷，クローンごとのリスク因子解析や伝播経路の
推測などはできなかった。抗菌薬適正使用や院内感染対策の
変遷など薬剤耐性菌の検出状況に影響を与えうる因子も評価

していない。
大阪市の急性期病院で行った分子疫学解析により，ESBL

非産生キノロン耐性 E. coli において，ESBL産生菌と類似
したクローン性増殖が認められた。それぞれ特徴的な QRDR
変異を有する ST131と ST1193という二つのパンデミック
クローンが優勢であった。ESBL産生菌あるいはキノロン感
性を含めた全 E. coli を対象とした解析，幅広い分離年の株
の解析，地域・国レベルの多施設研究を行うことで，キノロ
ン耐性 E. coli の正確な分子疫学と進化の過程が明らかとな
り，薬剤耐性菌対策を前進させうるデータとなることが期待
される。

本論文の概要は第 34回日本臨床微生物学会・学術集会
（2023年 2月横浜）にて発表した。
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Whole-genome sequencing and molecular epidemiology of extended-spectrum
β-lactamase-non-producing fluoroquinolone-resistant Escherichia coli
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Infections due to fluoroquinolone-resistant Escherichia coli is increasing. Clonal expansion of fluoroquinolone-resistant ST
131 is responsible for the increase in extended-spectrum β-lactamase (ESBL)-producing E. coli , whereas data on non-ESBL-
producing fluoroquinolone-resistant E. coli are limited. To analyze the molecular epidemiology and fluoroquinolone resistance
mechanisms of non-ESBL-producing fluoroquinolone-resistant E. coli , we performed whole-genome sequencing of 124 clinical
isolates between 2018 and 2021 at an acute-care hospital in Osaka, Japan. The study isolates were classified into 12 sequence
types (STs), with ST131 (59%) and ST1193 (30%) accounting for the majority. The most common ST131 clade was C1-non-M
27. All ST131 isolates had four mutations (LNIV pattern) and all ST1193 strains had three mutations (LNIE pattern) in the
quinolone resistance determinant regions. Whole-genome analysis of non-ESBL-producing fluoroquinolone-resistant E. coli re-
vealed a molecular epidemiology similar to that of ESBL-producing strains, with the growth of two pandemic clones, ST131
and ST1193, carrying characteristic QRDR mutations. These results suggest a need to strengthen the molecular epidemi-
ological analysis of fluoroquinolone-resistant E. coli in Japan to contribute to the fight against drug-resistant bacteria.


