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研究成果の概要（和文）：多剤耐性アシネトバクター（MDRA）は、近年救命センターを中心に死者を含むアウト
ブレイクが相次ぎ、院内感染上の大きな問題である。我々は、過去5年間に分離培養された63人の患者のA. 
Baumanniiの遺伝子解析を実施し、抗菌薬耐性との関係を検討した。その結果、遺伝子配列が特徴的に抗菌薬耐
性と相関することが明らかとなり、アシネトバクター保菌者について速やかに遺伝子解析を実施し、遺伝子パタ
ーンに基づいて効率的に隔離することにより、これまで8年間にわたり継続していたMDRAのアウトブレイクは終
息でき、PCR遺伝子解析をベースとする隔離対策の有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：Multi Drug Resistant Acinetobactor Baumannii (MDRA) was one of the major 
problems for nasocomical infection that was outbreaked including the dead in the some critical care 
center  recently. We analyzed 63 patients with positive Acinetobactor Baumannii specimen and 
compared the resistance of antibiotics. Gene patterns of MDRA were clearly correlated to the 
resistance of antibiotics, so we ensured the isolation protocol with gene pattern for the patients 
with Acinetobactor Baumannii colonization. We succeeded the end of outbreak for MDRA based on PCR 
oriented isolation for Acinetobactor Baumannii.

研究分野： 救急医学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．	研究開始当初の背景 
 

近年救命センターを要する大学病院を中心
に、死者を含む多剤耐性アシネトバクター
（MDRA）のアウトブレイク事例の報告が相
次いでいる。いずれも地域の中核をなす救命
センターが感染の蔓延に強く関与していた
ため、救急患者の受け入れ制限を余儀なくさ
れ、地域の救急医療体制に大幅な乱れを生じ
させた大問題となった。日本感染症学会はこ
れを重要視し、2010 年 10 月には MDRA 感
染症に関する提言を出し、MDRAに対するサ
ーベイランスの必要性、国内未認可の抗菌薬
の早期承認、治療薬開発の促進を求めている。
しかし、未だ決定的な対応策はなく、現状把
握さえ困難な状況である。我々も 2012 年に
55名、2014年に 32名のMDRA保菌患者伝
播をきたした院内感染を経験した。一度院内
発生した MDRA は、その環境棲息能力の高
さから、その撲滅は困難であり、当院でも遺
伝子解析の結果、すべての MDRA が 5 年以
上にわたり、同じ遺伝子型で継代培養されて
いた事実が明らかとなった。一方 MDRA に
関しては、病院内侵入経路や、伝播経路、更
には消退過程など未だ不明な点は極めて多
い。当施設を含め、これまで本邦で MDRA
アウトブレイクを生じた施設は救命センタ
ーを要する地域の中核病院がほとんどであ
るが、その実情・実態、対策方法は公開しづ
らい情報でもあり、十分に明らかにはされて
いない。加えて MDRA が何故救命センター
など急性期病棟に長く棲息し、どこに潜み、
どの時期に消退していくのか、院内環境での
経過も不明瞭である。そのために、生物学的
に、科学的に有効かつ効率的な対策がいまだ
打ち立てられていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、現在国内の救命センターにおい
ていまだ定まらない MDRA に対して、科学的
根拠に基づき、確実で効率的に感染制御可能
な対策を打ち立てることを最終目的とし、下
記のプロジェクトを目的とした。	
	

a． 遺伝子解析を用いて、アシネトバクター属
サブタイプを速やかに同定し、隔離を要す
る	AB 保菌患者を効率的に早期に診断し、
蔓延未然に防ぐシステムを確立すること。	

b． アシネトバクター保菌者に対して、遺伝子
型を用いて隔離を実施することにより、
アウトブレイクが抑制できるかどうか
を確認すること。	

 
３．研究の方法 
	
(1)アシネトバクター属の選択的増菌法の確

立	

現行の分離培養では、グラム陰性桿菌が多数
検出される検体やグラム陰性桿菌が生息す
る水場環境検査を実施するのは困難であっ

た。我々は CHROMagar™	Acinetobacter 培地
（AS 培地）を使用したスクリーニング検査の
有用性について検討し、良好な結果を得た。
これに加えて、カルバペネムが低感受性化し
た特定の AB 保菌者の効率的な検出には、AS
培地の改良もしくは液体培地を使用した選
択的増菌法の開発を要する。この AS 培地に
ついて、溶媒を調整し、液体培地を改良した
上で、特定の AB を効率的に検出できる培地
及び選択的増菌法をまず確立する。	
(2)救命センターにおける Acinetobacter	

Baumannii 検出率の評価	

救命センター入室時に、検出頻度が高い喀痰
を検体として active	surveillance を実施す
る。保菌患者については、当院あるいは他院
の入院歴を明らかにし、喀痰以外に咽頭、鼻
腔、尿、喀痰培養を実施し、保菌好発部位を
明らかにする。また、上記(2)で実施した病
院前環境との関連性を明らかにする。併せて
救命センター退室時スクリーニング検査を
実施し、喀痰、尿、便に関して入室時 active	
surveillance 検査と比較して水平伝播の実
際を明らかにする。	
(3)アシネトバクター属の遺伝子分析による

同定法の確立	

上記研究(1)(2)において、各々分離培養した
AB を検体として、AB	complex に属する菌種
より AB を正確に識別するため、A.Baumannii
属の識別遺伝子である blaOXA-51-like の有
無をポリメラーゼ連鎖反応（polymerase	
chain	reaction;	PCR）法によって識別した。
PCR は LightCycler	96（Roche）を用いた。
OXA-51(+)の A.	Baumannii 保菌患者について
は、更にアシネトバクター属のカルバペネム
耐性遺伝子である、blaOXA-23、24、58、ISAba1、
IMP、VIM に特異的なプライマーを作製し、PCR	
based	ORF	typing	（POT）法により、カルバ
ペネム耐性遺伝子保有状況を実施した。この
PCR、POT 法にて A.Baumannii の遺伝子型を明
らかにし、抗菌薬感受性との関連性を評価し
た。	
(4)アシネトバクター属の遺伝子分析による

隔離策の確立と有効性の確認	

上記(3)によって、アシネトバクターが検出
された患者について、その遺伝子型から隔離
対策のポリシーを確立し、実施した。これに
よって A.	Baumannii の検出率が低下するか
どうかを調査した。	
上記(1)-(4)の研究法の概略を下記に示す	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	



Patient
no. PFGE type

12 X-1
13 X-1
15 X-1
22 X-1
23 X-1
24 X-1
25 X-1
26 X-1
27 X-1
30 X-1
31 X-1
34 X-1
35 X-1
36 X-1
37 X-1
38 X-1
39 X-1
41 X-1
50 X-1
52 X-1

1 X-2
3 X-2
4 X-2
5 X-2
6 X-2
8 X-2

11 X-2
14 X-2
44 X-2
47 X-2
48 X-2
51 X-2
54 X-2
55 X-2
59 X-2

33 Z-2
40 Z-3

40 80 90 100

17 Y-1
9 Y-2

Y-5
Y-6

3020100 50 60 70

46
28
32 Y-7

Y-821

Y-17
2

19

Y-1�
Y-1349

18 Y-15
16

Y-16

Similarity (�)

10 Z-1

29 Y-4

Y-24

42

7
53

45 Y-18
57 Y-18

Y-1�

Y-23

61 Y-3

62
63
64

Y-20
Y-21
Y-22

58 Y-9

Y-11
Y-12

Y-1056
43
20

４．研究成果	
	
(1)アシネトバクター属選択培地の導入	

通常の BTB 乳糖加寒天培地では、救命センタ
ーで高頻度に検出される緑膿菌やクレブシ
エラ、MRSA などのコロニーとアシネトバクタ
ー属を鑑別するのは困難である。当
CHROMoger	acinetoacter○R(関東化学)を用
いたところ、Acinetobacter 属は赤色に培養
され、他のグラム陰性菌は青色に染色され
（図１）、アシネトバクター属が識別可能で
あり、選択培養が可能であった。本研究では、
この以降の CHROMoger	acinetoacter○R でま
ず培養を実施し、赤色の Acinetobacter 属が
検出された場合、このコロニーを分離培養し
て、以降の遺伝子解析に用いることとした。	
	
	

図 2．アシネト選択培地	
	
(2)当院救命センターにおける A.Baumannii

の active	surveillance と保菌率の検出	

	
順天堂大学医学部附属浦安病院は千葉県南
西部に位置する 160 万医療人口圏をカバーす
る 3次救命救急センターであり、年間約 5000
台の救急車及び約 17000 人の Walk	in 患者を
収容する。2009 年より救命センターに入院す
る患者について鼻腔拭い検体でA.	Baumannii
の保菌率を Active	Surveillance にて実施し
た。Active	Surveillance による検出率は
2015 年 1.73％（対象患者 1500 名）、2016 年
1.44％（対象患者 1388 名）、2017 年 0.95％
（対象患者 1481 名）であった。	
	

(3)当院における A.	Baumannii の抗菌薬最小

増殖抑制率（MIC）	

	
図 3 に当院における A.	Baumannii の抗菌薬
感受性を示す。図 3の A,B,C に示すように抗
菌薬感受性は、A多剤耐性アシネトバクター、
Bカルバペネムのみ耐性、C.全抗菌薬感受性、
の 3種に分けられた。	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 3．Acinetobacter	Baumannii の抗菌薬感受性	
	
順天堂大学医学部附属浦安病院では本研究
期間中を含め、2011 年よりこれまでに選択培
地で検出された Acinetobacter 属の検体数は
のべ 594 件（患者数 63 名）であった。その
内、上記感受性Ⅰ型を示すものは 14 件、Ⅱ
型を示すものは 150 件、III 型を示すものは
241 件であった。	
この陽性者 63 名の検体における PCR の結果
を図 4 に示す。	
	

	
図 4.	A.Baumannii 遺伝子解析結果	
	
63 人の A.	Baumannii 培養陽性患者のうち、6
名は OXA51(+)/	ISAba1(+)/	IMP	(+)であった。
これらはいずれも抗菌薬感受性は、上記Ⅰ型
を示した。30 名は OXA51(+)/	ISAba1(+)であ
ったが、それ以外の A.	Baumannii 耐性遺伝
子である blaOXA-23、24、58、IMP、VIM はい
ずれも検出されなかった。これらの抗菌薬感



受性は上記Ⅱ型であった。27 名は、OXA51(+)
であるが、ISAba1、blaOXA-23、24、58、IMP、
VIM はいずれも検出されなかった。これらの
抗菌薬耐性は上記 III 型であった。これらは
下記の表のようにまとめられた。	

	
表 1.抗菌薬耐性と A.	Baumannii 遺伝子型	
	
(4)遺伝子型を用いた隔離法導入前後の A.	

Baumannii 検出数の推移	

	
上記表 1における遺伝子型と抗菌薬耐性をも
とに、図 4 に示すように A.	Baumannii 検出
患者における隔離方針を定めた。2015 年 12
月より本プロトコールを実施し、以降の
A.Baumannii 検出状況を前向きに調査した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
図 5 に 2012 年 1 月から 2017 年 12 月までの
当 院 全 体 に お け る 喀 痰 培 養 中 の
Acinetobacter 属の検出数と遺伝子型を示す。
院内検出数はほとんどが救命センターで検
出されていた。2015 年より遺伝子型を用いた
隔離法を実施以降、徐々に耐性型 A.	
Baumannii 新規検出数が減少していることが
わかる。また、2016 年以降、保菌者の再入院
を除き、3剤耐性の MDRA は検出されていない	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
2012		2013	 	 	 2014	 					2015						2016	 	 	 2017	

	
図５.	 A.	Baumannii の検出数の推移	
	

	
我 々 は 、 こ れ ま で に ２ 回 に わ た る
A.Baumannii のアウトブレイクを経験し、高
リスク患者として、(1)	気管挿管・気管切開
を有して人工呼吸管理を有する患者、(２)広
範囲熱傷患者や四肢解放創など、洗浄処置を
有する患者、であること、また(３)A.	
Baumannii でも抗菌薬感受性が大きく異なる
こと、などを認識していた。従って救命セン
ターに入院する高リスク患者について、入院
時に activesurveillance によって保菌の有
無を確認し、陽性者には抗菌薬感受性が確定
に必要な５−７日間よりも前に、隔離の必要
性を速やかに判断し、効率的隔離により、ア
ウトブレイクが予防できると考えた。PCR 及
び、PCR-ORF	typing	(POT)法は、4	時間程度
で遺伝子型を定量評価でき、救命センターに
おいて迅速に隔離対策を実施するために、A.	
Baumannii 感染予防に有用である。今回、
A.Baumannii の遺伝子解析を実施し、抗菌薬
感受性との関係を明らかし、効率的で科学的
根拠に基づく隔離策確立することを目的に
本研究を実施した。まず、A.	Baumannii の培
養には、Acinetobacter 属とその他のグラム
陰性桿菌との鑑別が可能な、CHROMoger	
acinetoacter 培地を用いた。これにより、救
命センターに入院する高リスク患者に対し
て、active	surveillance を実施して、速や
かな Acinetovbacter 属の分離培養が可能と
なった（図２）。選択分離培養された
A.Baumannii について、まずは Acinetobacter
属の中でも高度の薬剤耐性を示す A.	
Baumannii を同定するために、OXA-51 を目標
遺伝子として PCR を実施した。OXA５１(+)陽
性株については、薬剤耐性があるかどうかの
遺伝子タイピングを、blaOXA-23、24、58、
IMP、VIM、ISAba1 遺伝子について実施した。
その結果、表１に示すように３種類の遺伝子
型が判明した。これらは、図３は、MIC≧２
ではあるが、比較的カルバペネム耐性は低い
キノロン・アミドグリコシド２剤耐性を示し
た。また、OXA51(+)の２７名は、抗菌薬耐性
は認めなかった。以上の遺伝子型と抗菌薬耐
性の関係として、OXA-51 保有株は、A.	
Baumannii を特定し、IMP 遺伝子の有無は、
カルバペネム耐性発現を支配すると考えら
れた。また、ISAba1 遺伝子の有無は、耐性発
現のプロモーター発現を支配すると考えら
れた。これらは下記の図 6のようにまとめら
れる。	

図６	
	
従って、選択培地で A.	Baumannii と同定さ
れても、必ずしも隔離を要せず、隔離対策の
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指針となり得る可能性が示唆され、図 4・6
に示すような隔離対策を確立した。2015 年
12 月より本方針による対策を導入し、合わせ
て手洗いオーデット強化、環境監査と清掃、
職員への教育、などの対策を重点的に実施し
た。その結果、A.	Baumannii の分離培養陽性
率は経月的に減少傾向を示した。	
2015年12月より本方針による対策を導入し、
合わせて手洗いオーデット強化、環境監査と
清掃、職員への教育、などの対策を重点的に
実施した。その結果、A.	Baumannii の分離培
養陽性率は経月的に減少傾向を示した。	
一方で、PCR による遺伝子タイピングから明
らかになった点として、同一遺伝子が継代培
養されてきた可能性が示唆された。すなわち、
A.	Baumannii 自体は、環境下で長期生存し、
そのまま水平感染を反復してきた可能性が
浮き彫りとなった。従って、環境汚染が改善
しないかぎり、本隔離策は意味をなさない。
個人対策、環境対策に加えて、本研究で明ら
かした、リスクが高い救命センターにおける	
Active	Surveillance と A.Baumannii 選択培
養と遺伝子型解析を用いた効率的で科学的
根拠に基づく隔離対策は、A.	Baumannii のア
ウトブレイクを防ぐ重要な対策となり得る
可能性がある。	
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