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研究成果の概要（和文）：クラスBカルバペネマーゼ産生菌として知られるメタロβラクタマーゼ：MBL産生株は全CRE
のうち84.6%であり、全株でIMP-6型を示した。 また腸内細菌科以外のカルバペネム耐性菌としては、カルバペネム耐
性緑膿菌ではMBL産生菌は76.4%を占めていた。またカルバペネマーゼ別ではIMP型85.7%（IMP-1型55.6%、IMP-7型44.4%
）、VIM型9.5% (4/42株)であった。また疫学分析としてrep-PCR法にてextended-spectrum β-lactamases ：ESBL産生
大腸菌72株は18 グループに分類された。今後この解析をカルバペネマーゼ産生菌に応用していく。

研究成果の概要（英文）：Production of metallo-beta-lactamase (MBL) which is known as a class B 
carbapenemase-producing bacteria were investigated and MBL occupied 84.6 % in all CRE strains. All the 
bacteria were categorized as IMP-6 by sequencing. As to the bacteria other than Enterobacteriaceae, MBL 
producing bacteria occupied 76.4% in all the carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa and sequencing 
data showed that IMP type was in 85.7%（IMP-1 type: 55.6% and IMP-7 type: 44.4%）and VIM type was 9.5%. 
Regarding epidemiological analysis, repetitive extragenic palindromic sequence (rep)-PCR data showed that 
72 strains of extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) producing Escherichia coli were categorized into 18 
groups. The reproducibility of this method using ESBL producing strains may lead to further application 
for carbapenemase-producing bacteria.

研究分野：腎泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 

尿路感染症の薬剤耐性菌について 

尿路感染症領域ではその原因菌、薬剤感受

性は変化しており（Shigemura et al. Urol Int, 

2012；Shigemura et al. Jpn J Infect Dis, 

2005）、主に問題となっている耐性菌としては

キノロン耐性大腸菌（Shigemura et al. J 

Infect Chemother, 2008）、ペニシリン系

（Shigemura et al. J Infect Chemother, 

2006）や多剤耐性緑膿菌、キノロン耐性腸球

菌 (Shigemura et al. J Clin Microbiol, 

2011)、キノロン耐性緑膿菌(Shigemura et al. 

J Clin Microbiol, 2011)、また尿路のみなら

ずメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）

(Shigemura et al. Int J Antimicrob Agent, 

2012) が挙げられる。同時にβラクタム系抗

菌薬の中で、基質特異性拡張型βラクタマー

ゼ（ESBL）産生菌の増加（Shigemura et al. J 

Infect Chemother, 2011）やカルバペネム系

抗菌薬のみに有効である細菌の増加を認めて

いる。この背景の中でカルバペネム系抗菌薬

に対しほぼ100％の感受性を有していた尿路

感染症の主要な原因菌である腸内細菌におい

てメロペネムなどのカルバペネム系抗菌薬に

耐性を示す菌株が出現してきており、当院で

も同様の傾向がみられている。この種の菌株

は上記の耐性菌と違って全く有効な抗菌薬を

持たない可能性が大であり、その感染症が蔓

延した場合には院内のみならず、市中感染か

ら大きな健康被害が及ぼされる。 

 

カルバペネマーゼについて 

カルバペネム系抗菌薬は、この ESBL 産生

腸内細菌感染症の治療に最も多く用いられ

るため、カルバペネム系抗菌薬を同時に不活

化するカルバペネマーゼ産生菌が出現する

と治療選択肢がほとんどなくなることにな

る。カルバペネム系抗菌薬を不活化するクラ

ス Bβラクタマーゼは、腸内細菌科内におい

て広まりつつある。カルバペネマーゼは、ペ

ニシリン系抗菌薬、セファロスポリン系抗菌

薬、モノバクタム、ならびにイミペネムおよ

びメロペネムを加水分解する。クラス Aカル

バペネマーゼはクラブラン酸およびタゾバ

クタムにより阻害されると言われているが

実際の臨床の現場においては効果を示さな

いことが多く、一度感染してしまうと容易に

特に易感染状態である患者を中心に蔓延す

る恐れがあり、注意が必要である。同時にこ

のタゾバクタムの頻用がカルバぺネマーゼ

産生のリスクファクターの一つになってい

る。 

これらの観点により、尿路感染症治療にお

いてこの耐性菌株を迅速に同定する方法を

開発することは無効な抗菌薬投与を避け、さ

らなる多剤耐性化の助長の抑制につながる。

特に尿路性敗血症を引き起こしうる複雑性

尿路感染症の診断、治療において重要である。

同時にこれら菌株の相同性を調べ、疫学なら

びに伝播経路の調査を行うことは、近年その

重要性が再認識されつつある院内感染予防

対策強化の啓発にも通じる。すなわち院内医

療職員に重要な耐性菌の出現、伝播の現況を

各種委員会、ワーキンググループ活動を介し

て通知し、院内感染を「人為的に伝播惹起さ

せない」接触感染予防策等遵守の努力を啓発

したい。 

 
２．研究の目的 

尿路感染症の薬剤耐性機構は様々であり、申

請者はこれまで主たる原因菌である腸内細

菌についてキノロン系、ペニシリン系薬耐性

機構、その迅速診断ついての研究を重ねてき

たが、それらはいずれもほかに治療法がまだ

残るものであった。本研究では近年増え続け

ているカルバペネム系抗菌薬も効果を示さ

ない、すなわち治療法のない可能性の高いカ

ルバペネマーゼ産生菌について尿路感染症

由来腸内細菌における分離状況を調べ、同産

生株の迅速診断法の確立を図る。さらに分離

菌の相同性を確認し、伝播経路を分析し、結



果を院内に通知し、院内感染対策をより強化

する。これらにより多剤耐性菌の誘発、蔓延

を助長させる不適切な抗菌薬使用を食い止

め、さらにプラスミド性に他菌に伝播するこ

とを防ぎ、高度耐性菌の蔓延を妨げ、人類の

健康を守る、こととした。 

 
３．研究の方法 

① 神戸大学医学部附属病院および関連施

設より、尿路感染症由来の大腸菌、クレ

ブシエラ、プロテウスなど腸内細菌のう

ち、カルバペネム系抗菌薬のイミペネム

あるいはメロペネム耐性株を収集し、薬

剤感受性試験**、カルバ NPテスト、変法

ホッジテストにて、カルバペネマーゼ産

生菌の同定を行う。 

② 菌株より DNA を抽出し PCR を行い、クラ

ス A（GES、KPC、SME、IMI/NMC-A)、クラ

ス B (NDM、IMP、VIM)、クラス D (OXA-48）

のカルバペネマーゼ関連遺伝子保有な

らびに型分類を行う。 

③ カルバペネマーゼ産生株同種間の相同

性を見る疫学的調査として、自動細菌タ

イピング装置である Diversilab を用い

た rep-PCR 法、系統樹作成を行い、同種

菌株内の耐性菌の伝播様式を推定する。

さらなるゲノムタイピング識別法とし

て multilocus sequence typing：MLST

により、では菌株毎に複数遺伝子の配列

の差異をパターン化 して（alleles に

分別）、それらを統合遺伝子解析ソフト

により総合的に解析する。 

 
４．研究成果 

① MBL 産生腸内細菌 

今回、Meropenem: MEPMのminimal inhibitory 

concentration: MIC値が2μg/mL以上または

Imipenem: IPM 2μg/mL以上かつcefmetazole: 

CMZ 64μg/mL以上の株を今回検討対象とした。

解析可能であった株は26株であり、その内訳

は大腸菌8株、肺炎桿菌が18株であった。まず

変法ホッジテスト法にてKPCあるいはMBL産生

性、あるいはSMA法にてMBL産生性の確認を行

った。PCR の結果、22/26株（84.6％）は全て

blaIMP 陽性となった。また、blaKPC 陽性は

大腸菌のみにみられ、25% (2/8 株)であった。

blaIMP 陽性株はイミペネム(IPM)耐性が

27.7% (6/22 株)、メロペネム(MEPM)耐性が

100 % (22/22 株)であった。薬剤感受性試験

の結果をもとに統計解析を行うと、blaIMP 陽

性株のうち、キノロン系薬剤に耐性を示した

株は88.2% (20/22 株)となり、blaIMP 陰性株

と比較して耐性の割合が高い傾向にあった。

さらにシークエンスの結果、blaIMP 陽性株は

全てIMP-6 型MBL であり、肺炎桿菌では77.8% 

(14/18株)、大腸菌 100% (8/8 株)であった。

よりそり詳細なゲノム解析としてのMLSTでは、

IMP-6 型MBL 産生株は、肺炎桿菌では78.6% 

(11/14株)がST37、大腸菌 では全ての株が

ST131 に分類された。IMP-6型MBL は、IMP-1 

型のアミノ酸配列の一部が置換したもので、

主にMEPM には耐性を示すがIPM には感性と

なる。今後さらなる解析が待たれる。 

 

②大腸菌 

上述した rep-PCR 法の解析のため、まず 

ESBL 産生大腸菌を用いて、ゲノムタイピング、

血清型を判別した。解析し、評価可能であっ

た 72 株を検討した。全株が blaCTX-M 陽性で

あり、そのうち 22株(30.6%)が CTX-M-1 group

に分類され、9株 (12.5%) の CTX-M-15 を含

んでいた。あとの内訳は３ 株(4.2%) が 

CTX-M-2 group, 47 株(65.3%)が CTX-M-9 

group であった。 これら菌株を用いて

Diversilab を用いた rep-PCR 法にて ESBL 産

生大腸菌72株は18 グループに分けられ、O25、

CTX-M-15、ST131 は同一グループになった。

これらは病原性の疑われる系統である B2 に

分類された。 
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