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研究成果の概要（和文）：本研究では臨床などで蔓延する薬剤耐性菌の出現背景を包括的に解明すべく、ヒトな
らびに家畜（牛・豚）から分離される大腸菌を対象に解析を行った。ヒトと家畜とも臨床現場で頻用されるセフ
ェム系薬に耐性を示すCTX-M型産生株が多く検出されたが、遺伝学的背景が異なり関連性が薄いことが判明し
た。
さらに臨床現場で問題となっているカルバペネマーゼ産生菌の迅速検出法の開発を行った。日本で開発された
LAMP法を応用することでKPC型産生菌ならびにOXA-51型産生アシネトバクターを迅速に検出することが可能とな
った。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to evaluate the prevalence and genetic 
characteristics of CTX-M-producing Escherichia coli in fecal samples of livestock (bovine and pigs) 
and compare the relationship to gain insight into transmission routes. Many CTX-M-producing E. coli 
were isolated from 3rd-generation cephalosporin resistant isolates. The genetic characteristics of 
the isolates were identified by analyzing genotypic diversity and plasmid incompatibility type. 
Molecular analysis indicated that the genetic characteristics of the isolates were clearly different
 and the relevance between human and livestock (healthy bovine and pigs) was low.
Furthermore, I have developed a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method for rapid 
detection of carbapenemase producers, KPC producing Enterobacteriaceae and OXA-51 producing 
Acinetobacter, which is problematic in clinical settings. It may be routinely applied for detection 
of carbapenemase producers in the clinical laboratory.

研究分野： 薬剤耐性菌
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１．研究開始当初の背景 
医療現場では感染症原因菌の多剤耐性化

と高度耐性化により、難治化や院内感染など
生命や健康が脅かされる状況にある。これら
薬剤耐性菌は医療現場のみならず、健常者か
らも多く分離されている。食品（肉、魚介類、
農産物）や家畜、環境などからも検出される
ことから、知らない間に保菌者となっている
ことがその一因と考えられる（図 1）。ヒトお
よび食品（農水産物）のグローバルな流通拡
大に伴い、これら耐性菌は国境を越えて拡散
している状況にある。 

その背景には医療に限らず畜水産におけ
る抗生物質の乱用による耐性菌の出現と蔓
延が指摘されている。欧米では WHO などの
提言により、家畜に対して成長促進剤として
の抗生物質の使用を禁止しており、耐性菌制
御を目的とした積極的なサーベイランスと
リスク管理が行われている。しかし日本は未
だ抗生物質が乱用されている状況であり、将
来強い耐性菌が出現する可能性を秘めてい
る。これら耐性菌が蔓延する具体的な因果関
係を解明するためにも、ヒト、家畜、環境に
おける耐性菌の関連性を包括的に解析する
必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では耐性菌が蔓延する要因を包括

的に解明すべく、次の 4 つの研究課題に取り
組む。 
課題 1．家畜とその周辺における耐性菌の実
態解明 
家畜とその飼育者（農家）、医療現場にお

ける耐性菌の実態調査を行う。耐性率、耐性
遺伝子の詳細を解析することで、それぞれの
特徴が明らかになる。問題となる耐性菌がど
のような経路で蔓延しているのか、注意すべ
き耐性菌が判明される。ここでは特に大腸菌
などグラム陰性桿菌を対象とする。 
課題 2．セフェム系薬耐性菌の耐性因子とそ
の出現背景の解明 
セフェム系薬耐性腸内細菌科の耐性遺伝

子は、通常接合伝達可能なプラスミド上にコ
ードされており、同菌種のみならず異菌種に
も水平伝播などで拡散する。家畜、農家、医
療現場から分離されたセフェム系薬耐性菌

について、耐性遺伝子やゲノム型などを明ら
かにし、その出現背景について解明する。臨
床現場でも問題となっている腸内細菌科（大
腸菌など）やアシネトバクターを対象とする。 
課題 3．MRSA（メチシリン耐性黄色ブドウ
球菌）の耐性因子とその出現背景の解明 
 臨床現場で分離される MRSA については
多くの研究がされているが、国内における家
畜関連 MRSA（LA-MRSA）については実態
が不明である。そこで、家畜から MRSA の分
離を試み、その耐性動向と遺伝学的背景を明
らかにする。MRSA の耐性遺伝子（mecA）の
型別とゲノム情報を解析することで、ヒトと
家畜、また海外との関連性を明らかにする。 
課題 4．カルバペネマーゼ産生菌の迅速検出
法の開発 
 臨床現場で特に問題となっているカルバ
ペネム耐性腸内細菌科は世界中でその対策
を必要としている。中でもその耐性因子であ
るカルバペネマーゼの迅速な検出は感染対
策の上でも重要である。そこで、感染症法の
5 類感染症に分類されているカルバペネム耐
性腸内細菌科ならびに薬剤耐性アシネトバ
クターについて、遺伝子増幅技術を用いた迅
速検出法の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
課題 1．家畜とその周辺における耐性菌の実
態解明 
・家畜について、鹿児島県の農場ならびに自
治体の協力を得て検体を収集した。畜舎 78
棟（牛と豚）より、肥育ステージ（子牛、
肥育牛、繁殖牛など）別に 330 頭を対象と
し、糞便を収集した。同時に家畜農家の糞
便検体も収集した。 

・臨床検体について、国内医療機関（帝京大
学附属病院、奈良県立医科大学附属病院、
東北大学病院など）の協力を得て、院内患
者と外来患者から 65株のCTX-M型β-ラク
タマーゼ産生大腸菌を収集した。 

・家畜糞便からグラム陰性桿菌を、DHL 寒天
培地を用いて選択培養し、質量分析装置
（TOF-MS）ならびに 16S rRNA の解析によ
り菌種同定を行った。 

・薬剤感受性試験は CLSI に準拠した寒天平
板希釈法に従って行った。 

課題 2．セフェム系薬耐性菌の耐性因子とそ
の出現背景の解明 
・家畜、家畜農家ならびに患者より分離され
たセフェム系薬耐性大腸菌を対象とした。 

・耐性遺伝子について、β-ラクタマーゼ遺伝
子の有無を PCR ならびに DNA シークエン
シングにより決定した。 

・CTX-M 型産生大腸菌については、ゲノム
型別（MLST 解析、PFGE 解析など）ならび
にプラスミド型別（不和合性）を遺伝学的
手法により決定した。 

・CTX-M 型遺伝子をコードした耐性プラス
ミドについて、大腸菌 J53 を受容菌とした
接合伝達実験を行った。 

農場、作物食肉飼育者

図1．耐性菌の伝播モデル
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課題 3．MRSA の耐性因子とその出現背景の
解明 
・対象は家畜（豚と牛）、家畜農家の鼻拭い
液より分離された MRSA を対象とする。選
択培地には、マンニット寒天培地を用いた。 

・耐性遺伝子（mecA）と病原遺伝子（PVL な
ど）の遺伝子型別を行う。 

・ゲノム情報を MLST 解析により決定し、相
互の関連性を明らかにする。また ST398 の
存在も明らかにし、日本における耐性菌蔓
延の状況を解明する。 

課題 4．カルバペネマーゼ産生菌の迅速検出
法の開発 
・遺伝学的手法による迅速検出法として、日
本で開発された遺伝子増幅技術である
Loop-Mediated Isothermal Amplification
（LAMP）法を応用してカルバペネマーゼ
遺伝子の検出法の開発を行う。 

・カルバペネム耐性腸内細菌科について、米
国などで蔓延している KPC 型β-ラクタマ
ーゼを対象とした。 

・薬剤耐性アシネトバクターについて、日本
での検出例が多い OXA-51 型β-ラクタマー
ゼを対象とした。 

 
４．研究成果 
課題 1．家畜とその周辺における耐性菌の実
態解明 
1. 家畜糞便から多く検出されるグラム陰性

桿菌は大腸菌であり、検体のほとんどから
検出された。続いて Pseudomonas 属、
Enterobacter 属が検出された。 

2. 家畜由来大腸菌 285 株について、薬剤感受
性試験を行ったところ各薬剤に対する耐
性率は次の通りになった。第 3 世代セフェ
ム系薬 18.6%、テトラサイクリン 97.9%、
アミノグリコシド 37.5%、フルオロキノロ
ン 30.2%。テトラサイクリンに対してはほ
とんどが耐性を示すことが判った。 

3. 家畜ならびに農家から分離された大腸菌
の第 3 世代セフェム系薬に対する耐性率
はそれぞれ次の通りになった。牛 21.0％、
豚 14.1％、牛農家 25.5％、豚農家 14.3％。
これまで報告されている国内家畜の耐性
率よりも高い値を示しており、特に牛の耐
性率が高いことが判った。また今回農家の
耐性率も初めて明らかにしたが、臨床分離
大腸菌の耐性率（10 数％）よりも高いこ
とが判った。 

課題 2．セフェム系薬耐性菌の耐性因子とそ
の出現背景の解明 
1. 家畜由来第 3 世代セフェム系薬耐性大腸

菌について、耐性遺伝子を解析したところ
その多くがCTX-M型遺伝子を保有してい
ることが判った。その他にはプラスミド性
AmpCβ-ラクタマーゼも検出された。 

2. 家畜由来大腸菌 34 株ならびに臨床分離大
腸菌 65 株から検出された CTX-M 型遺伝
子について、その遺伝子型別を行ったとこ
ろ図 2 に示すようになった。いずれも

CTX-M-14 が最も多く検出された。臨床分
離株について、院内患者と外来患者では耐
性遺伝子の型別は同様の傾向を示した。 

図 2．臨床分離大腸菌と家畜由来大腸菌の保有す
る CTX-M 型遺伝子の型別 

 
3. CTX-M 型産生家畜由来大腸菌と CTX-M

型産生臨床分離大腸菌のゲノム型別（ST）
を行ったところ、共通性は認められず、そ
れぞれ特有の STに属していることが判っ
た。またプラスミドの型別（Inc）も行っ
たが、これも同様に共通性は認められず、
それぞれ特有の Incを保有していることが
判った。 

4. 接合伝達実験を行ったが、家畜由来大腸菌
と臨床分離大腸菌ともに平均値は同等で
あった。 

5. 以上のデータよりCTX-M型産生臨床分離
大腸菌とCTX-M型産生家畜由来大腸菌は
CTX-M-14 が多数を占める共通性があっ
たものの、ゲノム型やプラスミド型が大き
く異なり関連性を認めることができなか
った。しかし、家畜由来大腸菌と農家分離
大腸菌においては一部共通した菌株も確
認することができ、この間においては耐性
株の授受の可能性が認められた。 

課題 3．MRSA の耐性因子とその出現背景の
解明 
1. 家畜の鼻拭い液よりマンニット寒天培地

を用いて黄色ブドウ球菌の分離培養を試
みた。しかし 330 頭から検出されたのはわ
ずか 3 株のみであり、多くがコアグラーゼ
陰性ブドウ球菌（CNS）であった。MRSA
を分離できなかったため、耐性遺伝子を検
出できなかった。 

2. 今回、家畜より MRSA の検出を試みたが
検出されず国内における LA-MRSA の出
現を認めることができなかった。検出方法
も含め、今後も引き続き解析する必要があ
ると思われる。 

課題 4．カルバペネマーゼ産生菌の迅速検出
法の開発 
1. カルバペネム耐性腸内細菌科について、カ

ルバペネマーゼ遺伝子の一つである KPC
型β-ラクタマーゼを対象とした LAMP 法
による迅速検出法の開発を試みた。KPC
型遺伝子を最速 15 分で検出可能であり、
またわずか 1 個の菌数であっても検出可
能であった（図 3）。KPC-2～KPC-17 の共
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通した領域にプライマーを設計しており、
幅広く検出できる利点がある。様々なカル
バペネマーゼ遺伝子に対して本法を試し
たところ、高感度に検出することが可能で
あった（表１）。 

図 3．LAMP 法による KPC 型遺伝子検出の検出感度 
 

表 1．LAMP 法による KPC 型遺伝子の検出 

 
2. 薬剤耐性アシネトバクターの耐性機構の

一つであるカルバペネム耐性について、耐
性遺伝子 OXA-51 型β-ラクタマーゼを対
象とした LAMP 法による迅速検出法の開
発を試みた。OXA-51 型β-ラクタマーゼ
遺伝子の調節遺伝子である ISAba1 も同時
に検出することで耐性株を検出可能にし
た（表 2）。本法も同様に迅速かつ高感度
に検出可能であった。 

 
表 2．LAMP 法による OXA-51 型産生アシネトバクタ
ーの検出 

 

3. KPC 型遺伝子、OXA-51 型遺伝子それぞれ
に対する LAMP 法は、感度、特異度とも
に高く、臨床検体からも直接検出できる利
点がある。迅速性が高く、臨床分離株にお
いてもその有効性が確認されたため、臨床
現場で十分活用できるものと期待できた。 

4. カルバペネマーゼ産生菌について、新規検
出法の一つ Carbapenemase Inactivation 
Method（CIM 法）を用いて国内臨床分離
株に対する評価を行った。IMP 型など様々
なカルバペネマーゼ産生菌を試験したと
ころ、そのほとんどを検出可能であり、有
用性が非常に高いことが判った。また本法
を用いることでカルバペネマーゼ非産生
カルバペネム耐性菌も識別することが可
能であることが判った。 
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