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研究成果の概要（和文）：大阪府内で広く分離されるIMP-6遺伝子保有カルバペネム耐性大腸菌及び肺炎桿菌に
ついて、特定の医療機関でのアウトブレイクと関連があるのかどうか、また広がった要因としてIMP-6遺伝子が
格納されたプラスミドが関与していたのかどうかを検討した。菌株とプラスミドの全配列の比較を行った結果、
アウトブレイク事例と地域に広がった株と関連性があったことが示唆された。また、市販食肉から同様の菌株が
1株検出されており、この株についても同様に関連性を示す結果となった。これらがどのように地域内に広がっ
たのか詳細は明らかにできなかったが、このアウトブレイク事例が地域内への薬剤耐性菌の拡散に寄与したこと
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We determinated whether carbapenem-resistant Escherichia coli and Klebsiella
 pneumoniae carrying the IMP-6 gene, which are widely isolated in Osaka Prefecture, were associated 
with the huge outbreak at a hospital in Osaka, and whether plasmids containing the IMP-6 gene were 
involved as a factor in their spread. Comparison of the strains by PFGE and the full sequence of 
plasmids suggested that there was an association between the outbreak cases and the strains that 
spread in the region. In addition, one similar strain was detected in retail meat, and also related 
with the strains. Although the details of how these strains spread throughout the region are not 
known, it is suggested that the outbreak case contributed to the spread of drug-resistant bacteria 
in the region.

研究分野：病原細菌学

キーワード： 薬剤耐性菌　カルバペネム耐性腸内細菌　CRE　プラスミド　ゲノム解析　IMP-6

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、地域内の薬剤耐性菌がどのように広がっていったのか、その要因を明らかにすることである。
薬剤耐性遺伝子を持つプラスミドは菌株から菌株への伝達経路として重要であると言われてきたが、実際に地域
内での耐性菌拡大に寄与していたことを証明するのは困難であった。今回、全ゲノム解析という手法を用いてプ
ラスミドを解析することで、薬剤耐性プラスミドの拡散が、地域内での薬剤耐性菌の蔓延の要因の一つであった
ことを示す結果を得ることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

カルバペネム耐性腸内細菌科細菌 (CRE) とは、グラム陰性菌に対する「最後の切り札」であ

るカルバペネム系抗菌薬に耐性を獲得した、大腸菌や肺炎桿菌などの腸内細菌科細菌の総称で

ある。CRE のうち、何らかのカルバペネム分解酵素(カルバパネマーゼ) を産生することによっ

て耐性となるものを「CPE」と呼び、特に注意が必要とされている。その酵素には様々な種類・

遺伝子型があり、メタロ-β-ラクタマーゼ(IMP 型、VIM 型、NDM 型など) やセリン型β-ラクタ

マーゼ(KPC 型、OXA-48 型、GES 型など) に分類され、これらの耐性遺伝子がプラスミドを介し

て菌から菌へと水平伝播することが、急速な感染拡大に寄与していると言われている。 

日本国内における CRE は諸外国よりも少なく、他の耐性菌と比べても比較的良好な状況と

されてきた。しかしながら、我々は 2015～2016 年に大阪府北部地域の医療機関の入院患者約 

1500 名のうち、11.8%の便検体から IMP-6 産生 CRE(大腸菌および肺炎桿菌) が検出されるこ

とを明らかにした。また、2009 年以降に大阪府内 23 医療機関で検出された CRE 疑いの 147 

株(肺炎桿菌 71 株、大腸菌 52 株、その他 24 株) について解析を実施したところ、IMP-6 産

生株が多く(84.0%)、さらに 2013 年以降大幅に増加してきていることも報告した。国内の他の

地域でも IMP-6 産生 CRE はしばしば報告されているが、散発や病院単位でのアウトブレイクの

事例であり、このような地域での蔓延についての報告はない。 

現在の大阪地域における CRE 蔓延を生じた要因として、大阪地域のある基幹医療機関で発

生した大規模アウトブレイクが要因となったことが想定された。このアウトブレイクは、大阪市

内の医療機関で 2010 年 7 月から 2014 年 3 月までに 114 人の IMP-6 産生 CRE の感染者が

発生した事例で、「薬剤耐性プラスミドによるアウトブレイク」であったために探知が遅れ、4 年

間にわたり集積したと報告されている。当該医療機関が地域内の中核的な医療機関であったこ

と、さらに、この事例とほぼ同時期に大阪地域で IMP-6 産生 CRE の検出が始まり、その後増加

していったことから、保菌者の転院等により周辺地域に株が拡散した可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 
 

そこで本研究の目的として、この IMP-6 産生 CRE を対象に、「アウトブレイクの原因となっ

た薬剤耐性菌は、地域への蔓延を引き起こしたか？」を証明することを想定した。 

先行研究で地域内の菌株が極めて多様であったことから「単純なクローンの拡散」ではなく、

「薬剤耐性プラスミドによるアウトブレイク」が地域内で生じたこと示唆されており、株そのも

のではなく、IMP-6 遺伝子が乗った薬剤耐性プラスミド(blaIMP-6 プラスミド) にフォーカスす

ることで、地域内でどのように広がっていったかを検討することとした。 

 
３．研究の方法 
 

先行研究で用いた CRE 分離株、さらに 2009 年の市販食肉（合挽き肉）由来肺炎桿菌１株から

IMP-6 が検出されたため、これも加えて以降の解析に用いた。PFGE (Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis) を実施した。また、制限酵素に S1 nucrease を用いた S1-PFGE 法及びサザ

ンハイブリダイゼーションを実施し、blaIMP-6 プラスミドのサイズ及びレプリコン型を推定した。

これらのデータから、同一〜関連したクローン株は除き、できるだけ多様な株となるように菌株

を抽出した。 



 

 

申請時には抽出したプラスミド DNA の配列データを取得することを想定していたが、データ

の精度や手技に問題があったため、各株の全ゲノム配列を取得して解析に用いた。外部機関に委

託して MiSeqまたは HiSeq (Illumina 社) によるショートリードシーケンシングを行い、さら

にロングリードシーケンサーである PacBio RS II（PacBio 社）または MinION (Oxford Nanopore 

Technologies 社) を用いてゲノム配列を取得した。これらのデータについてハイブリッドアセ

ンブリを行うことで、完全長の blaIMP-6 プラスミド配列を構築し、それを以降の解析に用いた。 

得られたプラスミド配列に、Genbank より取得した基幹医療機関の大規模アウトブレイク事

例由来株のプラスミド配列を加え、プラスミドの比較解析を行った。roary ソフトウェアを用い

て対象としたプラスミドにコードされるすべての遺伝子を抽出し、それぞれのプラスミドの各

遺伝子の保有状況をバイナリデータとして書き出した。このデータから GrapeTree ソフトウェ

アで Minimum Spanning Treeを作成した。プラスミドの構造比較解析は Proksee ウェブサイト

にて実施した。 

また、研究期間中に新たに解析した CRE 株のうち、新規または報告の稀なものについて、細

菌学的解析や同様に全ゲノム解析を実施した。 

 
４．研究成果 
 

これまでに構築した 875 株の CREデータベースから、PFGE を実施した IMP-6 遺伝子保有の大

腸菌及び肺炎桿菌 409 株について検討を行った。PFGE のパターンはいずれの菌種においても多

様となったが、肺炎桿菌では同一〜関連した菌株が多い傾向を示した。また、blaIMP-6 プラスミ

ドのサイズは 50 kpb 程度、レプリコン型は IncN である株が多数を占めたものの、30〜200 kbp 

と様々なサイズを持つプラスミドや IncFを持つものも検出された。これに対し、2010〜2014 年

の大規模アウトブレイク事例由来 6 株のプラスミド配列はすべて IncN（うち１株は IncR とのハ

イブリッド型）でサイズも 50 kpb 付近であった。この結果はアウトブレイク事例以降、blaIMP-6 

プラスミドが様々な変異をおこしながら、地域内に広がっていったことを示唆するものであっ

た。 

また、2009 年に食肉から分離した第三世代セファロスポリン耐性大腸菌および肺炎桿菌 165

株について、カルバペネマーゼ遺伝子のスクリーニングを行ったところ、IMP-6 遺伝子保有肺炎

桿菌が１株検出された。この株からの blaIMP-6プラスミドも約 50 kpb 程度の IncN プラスミドで

あった。アウトブレイク事例や地域内の蔓延以前に分離されており、当時はまだ CRE が医療機関

でもほとんど問題となっていなかったことを考慮すると、なぜこのような株が食肉から検出さ

れたのかは興味深い結果である。元々の由来となった食肉は、大阪府内のスーパーで市販されて

いたハンバーグ用合挽き肉であり、元々の食肉そのもの、または加工段階でヒトを介しての汚染

したのかは不明である。なお、2020 〜 2021 年にかけて同様に食肉及び家畜から分離した各種

薬剤耐性菌 587 株からは IMP-6 遺伝子は検出されておらず、その後同様の薬剤耐性菌が食肉な

どで拡散した恐れはないと考えられた。 

全ゲノム解析の結果、25 株について blaIMP-6 プラスミドの全長配列が取得できた。これらに

基幹医療機関の大規模アウトブレイク事例由来株のプラスミド配列、リファレンスとして pKPI-

6（2008 年分離肺炎桿菌由来 blaIMP-6 プラスミド）の配列とを加え、プラスミドの比較解析を実

施した（図１）。この結果から、アウトブレイク株由来の一つが pKPI-6 と類似しており、さらに

ここを中心に幾つかの地域由来株のプラスミドが近縁であることが示唆された。なお、IncF プ

ラスミドやサイズが大きく異なるものは図中の距離として離れて配置されており、妥当な結果



 

 

であると考えられた。また、図中の「Meat（濃いオレンジ）」で示した食肉由来株のプラスミド

（p0907-09_IMP6）は、pKPI-6近縁のグループに比較的近くに分類された。 

さらに p0907-09_IMP6 プラスミドについて、構造比較解析を行った。比較対象としては、pKPI-

6 と類似度が高かった地域由来株のもの（pE188_IMP6）を用いた。図 2 に示したように、これら

のプラスミド構造の大半が類似しており、特に pE188_IMP6 とはトランスポゾンが挿入されてい

る領域以外は酷似していることが明らかとなった。したがって、食肉由来の p0907-09_IMP6 プラ

スミドが地域の IMP-6 蔓延と何らかの関連性があったことが示唆されたが、前述した通りその

汚染経路などは不明であり、詳細は明らかとはならなかった。 

以上、大阪地域での IMP-6保有 CRE の蔓延は、アウトブレイク事例と関連して発生したことが

推測される結果となった。しかしながら、全配列が取得できたプラスミドの数が限定されており、

今後より詳細な解析が必要であると思われた。 

また本研究を通じて、カルバペネーゼ遺伝子のスクリーニング及びIMP遺伝子の型別法の開発、

大阪府内で検出された KHM-1 株の解析や新規 FRI 遺伝子の同定などを実施し、各プラスミドの

構造などについて報告を行った。 
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図 1. blaIMP-6 プラスミドの Minimum Spanning Tree 解析結果（数値は距離） 
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