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研究成果の概要（和文）：本研究では、大阪府とその近隣県における2016年以降の多クローナルなvanA保有
Enterococcus faeciumの出現と拡大要因を明らかとするため、 全ゲノム解析や接合伝達試験により起因菌の比
較解析を実施した。その結果、代表株56株中51株が、直線状という特殊な形態を持つvanA耐性プラスミド（vanA
線状プラスミド）を保有する可能性が示された。また、vanA線状プラスミドは、比較対照とした環状プラスミド
と比べ高頻度に菌株間で伝達された。そのため、多様なE. faeciumに本プラスミドが次々に水平伝播されること
が、出現・拡大の一因であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In the last few years, the emergence and dissemination of 
vancomycin-resistant Enterococcus faecium harboring vanA in and around Osaka prefecture has become a
 public health concern. To characterize endemic vancomycin-resistant E. faecium from sporadic 
infectious diseases and nosocomial outbreaks between 2016 and 2020, whole genome analyses, pulsed 
field gel electrophoresis with S1 nuclease, Southern blot hybridization with vanA probe, and 
conjugation experiments were performed in this study. Our results suggested that most of the 
representative isolates belonged to clonal complex 17 and they might possess a linear plasmid 
encoding vanA with high transfer efficiency, which was recently reported in Japan. Therefore, the 
horizontal transfer of the vanA linear plasmid may cause the spread of vancomycin-resistant 
Enterococci in this area.

研究分野： 公衆衛生学

キーワード： vanA線状プラスミド　バンコマイシン耐性腸球菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、大阪府とその近隣県で2016年から現在まで続くバンコマイシン耐性腸球菌（VRE）感染症の拡大
について、その要因の一つが、世界的にほとんど例のないvanA線状プラスミドの水平伝播である可能性が示され
た。これは、本地域内でのバンコマイシン耐性遺伝子伝播に関する新知見となった。この知見により伝播事例に
おいては、プラスミドの同一性という視点からも分離株を精査することが重要であることが分かり、このような
精査でより精度の高い分子疫学調査が実施できる。そのため、地域内あるいは院内伝播の早期探知が可能とな
り、迅速な感染拡大防止策につながることから、その社会的意義も高いと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

バンコマイシン耐性腸球菌（Vancomycin-Resistant Enterococci; VRE）感染症は、5類感染
症で全数把握疾患として届出対象となっている。VRE は、世界各国で重篤な院内感染症の主要
起因菌となっており、2016 年に策定された国の薬剤耐性(AMR)アクションプランでも取り上げ
られている重要な病原体である。 

2013-2015年の VRE感染症発生届出数は、全国で年間60件程度が報告され、大阪府では5件
前後であった。しかし、2016年は全国61件・大阪府11件、2017年は全国83件・大阪府27件、
2018 年は全国 79 件・大阪府 24 件と増加に転じ、大阪府は 3 年連続で全国最多の報告数となっ
た。さらに、大阪府で発生したVRE院内伝播事例は、2008年から2015年までほぼ皆無であった
が、2016 年以降は複数発生し 100 症例を超える事例も報告された。 

これまでの検査により、2016 年以降に大阪府とその近隣県で分離される VRE の大部分が、
vanA 遺伝子を保有する多クローナル（染色体 DNA の遺伝子型が多様）な Enterococcus faecium
で、一部の院内伝播事例では、分離株が同分子量の vanA をコードするプラスミドを保有するこ
とが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 

大阪府とその近隣県における 2016 年以降の多クローナルな vanA 保有 E. faecium の発生・
拡大要因を明らかとするため、 全ゲノム情報と表現型の両側面から、①バンコマイシン(VCM)
耐性プラスミドの相同性と伝達機構、②世界的院内感染流行株との遺伝的関連性、③薬剤感受
性および環境生残性、の 3点について代表株の比較解析を実施することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
３−1．供試株 

2016 年 1月から 2020 年 9月に大阪府とその近隣県で患者あるいは無症状保菌者より分離さ
れた（臨床由来）vanA 保有 VRE 561 株（E. avium；5 株、E. casseliflavus；2 株、E. 
faecalis；1 株、E. faecium；549 株、E. gallinarum；1 株、E. raffinosus；3 株）を供試株
とした。また、2010 年以前に大阪府内で分離された散発患者由来の vanA 保有 E. faecium 5 株
も供試した。これらに加え、2008年から2017年に大阪府内で流通する鶏肉より分離されたvanA
保有 VRE 24 株（E. faecalis；16 株、E. faecium；8 株）も供試した。 
 
３−２．代表株の決定 
臨床由来の供試株について、既報（1）に準じて制限酵素 SmaIを用いたパルスフィールドゲ

ル電気泳動（PFGE）法による遺伝子型別を実施した。Dice法（最適化 1.0%、トレランス値 1.0%）
で類似度を算出後、非荷重結合法により系統樹を作成した。E. faecium 以外の菌種は、類似度
90％以上の株を遺伝的関連性が高いと判断し、これらのうち一株を代表株とした。一方、vanA
保有E. faeciumについては、類似度80％を基準として代表株を選定した。なお、鶏肉由来株に
ついては、全てを代表株とした。 
 
３−３．全ゲノムシーケンス 

ショートリードデータの取得は、HiSeq X Five あるいは MiSeqシステムによるイルミナシ
ーケンスプラットホームを用いて実施した。解析には、各代表株につき×40 カバレッジ以上
のデータを用いた。ショートリードのゲノムアセンブリは Shovill v1.0.9 あるいは Unicycler 
v0.4.8 で実施した。一部に代表株について、Oxford Nanopore Technologies社の MinION ある
いは GridIONシステムを用いてロングリードデータを取得した。NucleoBond® HMW DNA （TaKaRa）
により得られたゲノム DNA について、Rapid Barcoding Kit によるバーコーディングを行いフロ
ーセル（R9.4.1）にアプライしてリードデータを取得した。ショートリードデータとのハイブ
リッドアセンブリは、Unicycler v0.5.0 による bold mode で実施し、Pilon version 1.24 によ
るポリッシングを行った。 
 
３−４．全ゲノム解析 

ショートリードデータのアノテーションはDFASTにより実施し、CheckMを用いたクオリティ
チェックと Average Nucleotide Identity解析をオプションで実行した。薬剤耐性遺伝子およ
び病原遺伝子の検索はABRicate（ResFinder、VFDB）により実施し、さらにMLSTで ST型を決定
した。 

E. faecium代表株については、prokka により得られた gffファイルを用いて、roary、snp-
sites ならびに iqtree によるコア遺伝子一塩基多型（SNP）解析を実施した。さらに、
Hashimoto et al.（2）により国内で分離された VRE より近年報告された vanA線状プラスミド
pELF2（DDBJアクセッション番号；LC495616）を参照配列とし、bowtie2 によるマッピング解析
を実施した。また、ハイブリッドアセンブリにより得られた vanA プラスミド配列については



RAST（version 2.0）によるアノテーション後、Easyfigによる構造比較を実施した。 
 
３−５．S1-PFGE および vanA プローブを用いたサザンハイブリダイゼーション 
代表株が保有する vanA プラスミドの形態学的特徴を明らかとするため、各菌株の S1ヌクレ

アーゼ処理および未処理プラグを用いた PFGE と vanA プローブによるサザンハイブリダイゼー
ションを実施した（3）。S1ヌクレアーゼ処理の有無により、vanA プラスミドの泳動距離に変化
のない場合、線状プラスミドと判断した。 
 
３−６．vanA線状プラスミドスクリーニング法の確立 

vanA 線状プラスミドをスクリーニングするための分子生物学的手法を確立するため、pELF2
を参照配列として、OligoAnalyzerTM Tool（IDT 社）を用いてプライマーペアを設計し、TaKaRa 
Ex Taq® Hot Start Version による PCR法を構築した。さらに代表株の DNAテンプレートを用
いて、その有用性を評価した。 
 
３−７．エタノール抵抗性試験 

近年、オーストラリアではアルコール製剤に耐性をもつ VRE の出現が、急速な院内感染・院
内伝播拡大の一つの要因として推察されている（4）。そこで、大阪府内で 2017-2019 年に発生
した VRE 院内伝播事例の分離株ならびにそれ以前に分離された散発患者由来株について、エタ
ノールへの抵抗性を明らかとするため、ブレインハートインフュージョン（BHI）ブロス一夜培
養液 400μlを0%、23％、30％、40％エタノール添加 PBS（終濃度）で10倍希釈し、5分間処理
した。その後、菌数を計測し、エタノール処理の影響を評価した。 
 
３−８．接合伝達試験 

vanA線状プラスミドの伝達頻度を評価するため、filter mating 法による接合伝達試験を実
施した。リファンピシンおよびフシジン酸耐性 E.faecium ATCC51558 をレシピエント株とし、
vanA 環状プラスミドを保有する E.faecium ATCC700221 を比較対照ドナー株として使用した。 
 
４．研究成果 
４−１．代表株の選定 
SmaI-PFGE バンドパターンの類似度により臨床由来 vanA 保有 E. faecium供試株 554 株から

代表株 56 株を決定した（図 1）。vanA 保有 E. avium 5 株および vanA 保有 E. casseliflavus 2
株については、それぞれの菌種でバンドパターンの類似度は 90％以下で、全てを代表株とした。
一方、vanA 遺伝子保有 E. raffinosus の 3 株は、類似度が 95％以上で、これらのうち一株を代
表株とした。 

 
４−２．MLST型別およびコア遺伝子 SNP 解析 
臨床由来 vanA 保有 E. faecium代表株 56 株では、92.9％（52 株）が世界的に院内感染起因

菌として拡大する clonal complex 17 (CC17)に属した（ST555；18 株、ST17；16 株、ST78；5
株、ST80；5 株、ST203；3 株、ST192、ST363、ST736、ST761、ST1570；各 1 株）。これ以外の 4
株は、ST546 と ST896 が各 1 株で、型別不能株が 2 株含まれた。一方、鶏肉由来 vanA 保有 E. 
faecium は、CC17 とは関連がなく、ST1707（5 株）、ST370（2 株）および ST421（1 株）に型別
された。また、vanA 保有 E. faecalis では、患者由来の 1株が ST6 であったが、鶏肉由来の 16
株は全て ST116 に型別された。 
臨床ならびに鶏肉由来 vanA 保有 E.faecium 64 株について、コア遺伝子 SNP 解析を実施した

ところ、鶏肉由来株は臨床由来株とは異なる系統に属することが明らかとなった（図 2）。また、
臨床由来の代表株についても系統学的多様性が確認されたことから、大阪府とその近隣県で多
様なクローンによる VRE の地域内流行が発生していることが全ゲノムデータからも裏付けられ
た（図 2）。 

 
４−３．薬剤耐性遺伝子および病原遺伝子保有状況 

全ての株で VCM 耐性の構造遺伝子群である vanHAXが検出された。E. avium では、5株全て

において ant(9)-Ia ならびに erm(A) が検出された。E. faecium 56 株について、アミノグリコ

シド耐性遺伝子 aac(6')-Ii が全株より検出され、44 株で ant(9)-Ia が検出された。また、マ

クロライド耐性遺伝子 msr(C)、erm(A)、erm(B)がそれぞれ 55 株、44 株、46 株から検出された。

さらに、22 株からトリメトプリム耐性遺伝子 dfrG が検出され、24 株がテトラサイクリン耐性

遺伝子 tet(M)を保有していることが明らかとなった。 

E. faecium の病原遺伝子は、acm、 bopD、bsh、clpP、cpsA、cpsB、hasC が全ての株で検出

された。また、ebpC、esp、fss3、psaA、scm、sgrA および srtC の検出率は 89.3％以上で、こ

れらの多くがバイオフィルムや接着に関与する病原遺伝子であった。 

 

４−４． pELF2 をリファレンス配列としたマッピング解析 

pELF2 をリファレンス配列として、臨床由来 E. faecium代表株 56 株のショートリードデー



タをマッピングした（図 3）。その結果、51 株でリファレンス配列のほぼ全長にマッピングされ

たことから、これらが pELF2 およびそれに類似するプラスミドを保有する可能性が示された。 

 

４−５．S1-PFGE および vanA プローブ-ハイブリダイゼーション 

代表株について S1-PFGE と vanA プローブを用いたサザンハイブリダイゼーションを実施し

た。S1 ヌクレアーゼ処理の有無による vanA プラスミドの泳動距離比較により、少なくとも 54

株については、vanA線状プラスミドの保有が確認された。 

臨床由来 E. faecium代表株 56 株では、45 株で vanA線状プラスミドが確認されたが、残り

の 11 株では vanA線状プラスミドが確認されなかった。この 11 株のうち 5 株はマッピング解析

で pELF2 との配列の一致率が低い株であったため、これらは線状プラスミドとは異なる VCM 耐

性機構を保有する可能性が示唆された。一方、それ以外の 6 株については、サザンハイブリ法

の改善を含め、さらなる検討が必要であると考えられた。 

 

４−６．vanA線状プラスミドの構造比較 

サザンハイブリで分子量が異なることが明らかとなった 5 株の vanA 線状プラスミドについ

て（図 4）、ロングリードシーケンスデータの取得とハイブリッドアセンブルによりプラスミド

構造を決定し、pELF2 と比較を行った（図 5）。2102-016 および 2008-007 線状プラスミドは

pELF2 と全長で塩基配列の一致率が高く、同一構造であることが明らかとなった。一方、pELF2

よりも分子量が大きい1911-016、2018-48および2017-25線状プラスミドは、pELF2には存在し

ない配列が保存されており、これが分子量増加の一因と考えられた。 

また、これら 5 つの線状プラスミドおよび pELF2 の構造比較により、pELF2 の left end 

(Hairpin end)から約 6.6kbpの領域は非常に保存性が高いことが明らかとなった。 

 

４−７．vanA線状プラスミドスクリーニングを目的とした PCR法の確立 

vanA 線状プラスミドスクリーニングのため、保存性の高い left end の一部を Forward 

primer とした PCR法を確立した。臨床由来 E. faecium代表株 56 株についてその感度を確認し

たところ、pELF2 をリファレンス配列としたマッピング解析で vanA 線状プラスミドの保有が推

察された 51 株については、全て PCR 陽性と判定された。これらの結果から、確立した PCR 法

は、vanA線状プラスミドのスクリーニング法として有用であると考えられた。 

 

４−８．エタノール抵抗性 

2017 年から 2019 年に大阪府内で発生した VRE 集積事例の起因菌について、エタノール存在

下での生残性を 2010 以前に分離された VRE と比較した。いずれの株も 0％濃度と比較し、23％

濃度では 1 オーダー程度の菌数の減少が確認されたが、分離年代と生残性に関連性は確認され

なかった。 

 

４−９．vanA線状プラスミドの接合伝達試験 

構造比較により、代表株が保有する vanA 線状プラスミドの多様性が明らかとなった。そこ

で、これらの多様性と接合伝達頻度の関連性を明らかとするため、接合伝達試験を実施した。

その結果、pELF2と同一構造であった2102-016および2008-007線状プラスミドの伝達頻度は、

それぞれ（1.423±0.612）×10-2および（1.305±0.472）×10-2であった。一方、pELF2 に比べ

分子量が大きい2018-48、1911-016および2017-25線状プラスミドの伝達頻度は（5.441±0.224）

×10-3から（2.433±0.741）×10-9で、分子量の増加に伴い伝達頻度が低下する傾向が確認され

た。なお、対照とした vanA 環状プラスミドの伝達効率は（8.598±3.483）×10-8であった。 

 

５．結論と今後の展望 

本研究により 2016 年以降の大阪府およびその近隣県における VRE の大部分が、vanA をコー

ドする線状プラスミドを保有することが明らかとなった。本プラスミドは、環状プラスミドと

比べ高頻度に伝達されることから、院内環境に順応した CC17 に次々に伝播することが、多クロ

ーナルな VRE 出現の要因である可能性が示唆された。今後は、院内感染事例毎に線状プラスミ

ドの構造比較を実施し、事例間における線状プラスミドの異同あるいは同一性を明らかとする

予定である。 
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図1. vanA保有E. faecium 554株のSmaI-PFGE解析

 図2. vanA保有E. faeciumのcore gene SNP解析による系統樹

鶏⾁由来株

 

リファレンス配列; pELF2

図3. vanA保有E.faeciumのショートリードマッピング
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