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研究成果の概要（和文）：カルバペネム耐性細菌のなかでカルバペネマーゼ産生菌は、治療が手遅れになる可能
性がある。よって、カルバペネマーゼ産生菌の疫学と分子生物学的特徴を明らかにし、早期かつ確実に検出でき
る方法を検討した。腸内細菌科細菌のカルバペネマーゼ遺伝子として、IMP-6型が見られ、特に大腸菌は全て世
界で流行している表現型B2、Multilocus sequence typing 解析によりSequence type (ST)131であった。緑膿菌
では、IMP-1型やIMP-7型が認められた。また、カルバペネマーゼの検出には、チオール化合物としてカプトプリ
ルを用いることでIMP型などの検出に役立つことがわかった。

研究成果の概要（英文）：Carbapenem-resistant bacteria, in particular, carbapenemase producing 
bacteria were hard to treat, because it was difficult to detect the carbapenemase producing bacteria
 (CPB). The purpose of the study was to determine the epidemiology of carbapenemase genes among 
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa. Of these isolates, IMP-6 type 
carbapenemase producing Escherichia coli isolates were the global pandemic of the B2-ST131 by 
Multilocus sequence typing. While, carbapenemase producing P. aeruginosa have IMP-1 or IMP-7. Our 
research provides epidemiological data showing the quick spread of CPB. Moreover, we confirmed that 
Captopril, as a thiol compound, were used the detection of IMP in CPB. 

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 

1) カルバペネム耐性菌について：近年、抗 

菌薬の不適切な使用に伴い、中でも切り札

的薬剤であるカルバペネム系薬剤に耐性

を示す病原菌が急速に増加してきている。

カルバペネム耐性の機構として、第 3・4

世代セフェム系だけでなく、カルバペネム

系抗菌薬をも分解してしまう β-ラクタマ

ーゼの一種であるカルバペネマーゼ、中で

もメタロ-β-ラクタマーゼ(MBL)、OXA 型

β-ラクタマーゼ、AmpC 型 β-ラクタマーゼ

の過剰産生や薬剤排出機構が関わってい

る。 WHO でも 2014 春に Antimicrobial 

resistance: global report on surveillance 2014

としてカルバペネム耐性腸内細菌科

(Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae: 

CRE)に対し警告を出している。本年 9 月、

本邦でも感染症法の改正があり、カルバペ

ネム系薬剤に対して耐性を示す腸内細菌

科細菌に対して届出義務が生じている。 

2)世界における分離状況：近年では、腸内

細菌科の大腸菌や肺炎桿菌において、カ

ルバペネムを含む広域β-ラクタム薬を分

解するMBLとしてNDM-1型やKPC型カ

ルバペネマーゼを産生するものが多く、

このような多剤耐性菌の感染事例が、ア

メリカ、ヨーロッパで増加しているとの

報告がある。 アジア地域ではIMP型MBL

のほか、OXA型やKPC型も報告されてい

る。 

3) 日本国内における分離状況：本邦でのカ

ルバペネマーゼは IMP 型や VIM 型 MBL

が多剤耐性緑膿菌 (Multi-drug resistant 

Pseudomonas aeruginosa: MDRP)が検出さ

れており、CRE に対する報告は非常に少

ない。今年 3 月大阪において CRE が検出

され、大規模な院内感染として報告された。

この CRE は通常の検査において検出困難

な「ステルス型」MBL 産生菌であった。

ステルス型は通常の薬剤感受性試験では

カルバペネム系薬剤に対する最少発育阻

止濃度として感性を示し、｢治療有効｣と判

断できる検査結果を示すが、実際にはカル

バペネム系薬剤が効かない菌である。その

ため、検出しにくいだけでなく、検査結果

によりカルバペネム系薬剤を治療に使い、

手遅れになる可能性がある。さらに、基質

特 異 性 拡 張 型 β- ラ ク タ マ ー ゼ

(Extended-spectrum β-lactamase：ESBL)の一

種であり、カルバペネム耐性を獲得した

ESBL が検出されるなど、日本におけるこ

れらの耐性菌の監視は非常に重要である。

このような現状を鑑み、ステルス型カルバ

ペネム耐性菌の分子疫学的・分子生物学的

解析とその迅速かつ確実な検出方法の確

立は、臨床上ならびに院内感染上のきわめ

て重要な課題となっている。 

２．研究の目的 

現在、第 3 及び第 4 世代セフェム系だけで

なく、イミペネムをはじめとするカルバペ

ネム系抗菌薬が効かない細菌の出現、伝播

が社会問題化されている。その耐性機構と

しては、カルバペネム系抗菌薬をも分解し

てしまう β-ラクタマーゼの一種であるカル

バペネマーゼであるメタロ-β-ラクタマー

ゼ、OXA 型 β-ラクタマーゼ、AmpC 型 β-

ラクタマーゼなどの過剰産生や、基質拡張

変異、薬剤排出システムの発現亢進などが

関わっている。特に、日本において「ステ

ルス型」と呼ばれている β-ラクタマーゼの

一種であるカルバペネマーゼ産生菌は通常

の検査において検出困難なため、カルバペ

ネム系抗菌薬を使用し、治療が手遅れにな

る可能性がある。よって、腸内細菌科及び

緑膿菌におけるステルス型カルバペネム耐

性菌の疫学と分子生物学的特徴を明らかに

し、早期かつ確実に検出できる方法を探る。 

３．研究の方法 

1)神戸大学附属病院及びその関連施設にお

いて分離同定されたグラム陰性菌のうち、



薬剤感受性試験を行い、ステルス型カル

バペネム耐性菌の確認（変法ホッジテス

トなどの簡易スクリーニング試験と PCR

によるカルバペネマーゼ関連遺伝子確認

試験）を行い、型別を実施し、ステルス

型の分子生物学的特性を同定する。 

2)ステルス型カルバペネム耐性菌について、

Multilocus sequence typing（MLST）や疫

学手法である rep-PCR により相同性を確

認し、さらにプラスミド解析により非ス

テルス型との比較をし、耐性菌の伝播様

式を確認する。 

3)ステルス型カルバペネム耐性菌に対する

効果的かつ迅速な検出方法を探る。 

４．研究成果 

1) 腸内細菌科細菌について 

1-1) カルバペネム耐性腸内細菌科細菌

2011 年 1 月から 2015 年 7 月に兵庫県およ

び三重県で分離された肺炎桿菌 18 株、大

腸菌 23 株について、14 種類の抗菌薬に対

する感受性試験を行い、MBL 産生性を確

認した。PCR およびシークエンスを行い、

カルバペネマーゼ関連遺伝子の検出を行

った結果、全て IMP-6 型が見られた。 

1-2) カルバペネム耐性大腸菌 23株につい

てこれらは同時 ESBL 遺伝子の保有があ

り、CTX-M-2 型や CTX-M-15 型産生が認

められた。これらは全て世界で流行してい

る表現型 B2 であり、MLST 解析により

Sequence type (ST)131 であった。これらは

疫学手法である rep-PCRにより3系統に分

かれた。このプラスミドに対して plasmid 

replicon typing による IMP-6 型産生株は

IncN プラスミド骨格を持っており、この

プラスミドに blaIMP-6 と blaCTX-M-2 が存在

していることを確認した。 

1-3) IncN を 1-16 領域に分割して PCR 

scanning によるプラスミド解析を行った。

その結果、blaIMP-6 が存在する領域 2 およ

び領域 3 は、blaIMP-6陽性の 23 株全てにお

いて陽性、blaCTX-M-2が存在する領域 15 は、

blaCTX-M-2陽性の 21 株全てにおいて陽性で

あった。領域 1、領域 4、領域 15 では、サ

イズの異なる増幅産物が認められた。 

1-4) インドネシアの小児下痢症患者から

分離された大腸菌 124 株を対象とし、15

種類の抗菌薬を用いた薬剤感受性試験及

び MBL や ESBL 確認試験を行った。MBL

産生株は認められなかったが、ESBL 産生

株であると確認されたのは 20.2%（25/124

株）であった。ESBL 産生大腸菌はβラク

タム系抗菌薬に耐性を示すだけでなく、

GM、NA、CFPX が耐性であり、ESBL 非

産生株と比較して、耐性の割合が高かった

（p<0.01）。ESBL 遺伝子の型別では世界

で拡散しているクローンの一つである

CTX-M-15 型が 84.0％（21/25 株）に見ら

れた。 

2) 緑膿菌について 

2-1) 兵庫県内の医療機関から分離された

カルバペネム耐性緑膿菌 55 株を対象とし

た。10 種類の抗菌薬において感受性試験

を行い、MBL 産生性を確認した。IPM (も

しくは MEPM)、CPFX および AMK の 3

種類の抗菌薬に耐性を示した株を MDRP

と判定した。カルバペネム耐性緑膿菌のう

ち、MBL 産生菌は 76.4% (42/55 株)を占め

ていた。MDRP は 55 株中 10 株であり、

そのうち 80.0% (8/10 株)が MBL 産生菌で

あった。MBL 産生菌では、MBL 非産生菌

に比べ CAZ (p＜0.01)、CFPM (p＜0.01)、

CPFX (p＜0.01)、ATM (p=0.048)に対する

耐性の割合が高かった。一方、CL には

100%感受性を示した。PCR の結果は、IMP

型 85.7% (36/42 株)、VIM 型 9.5% (4/42 株)

であり、IMP 型陽性株についてシークエ

ンス解析を行ったところ、IMP-1 型 55.6% 

(20/36 株)、IMP-7 型 44.4% (16/36 株)とな

った。MDRPでは IMP-1型 50.0% (4/8株)、

IMP-7 型 50.0% (4/8 株)であった。IMP-1



型、IMP-7 型ともに、CAZ と CFPM (p＝

0.023)、加えて IMP-7型ではATM (p＜0.01)

に対する耐性の割合が高いことが示され

た。 

2-2) 緑膿菌のうち、カルバペネム耐性株 44

株と感性株 42 株における mexB と oprD

の発現量および oprD の変異に関して比

較を行った。その結果、カルバペネム耐

性株および感性株の mexB 発現量に関し

てカルバペネム耐性株 44 株中 4 株に 2

倍以上の過剰発現が確認され、一部の株

において薬剤排出ポンプの機能亢進が考

えられた。また、カルバペネム耐性株に

おいてのみ oprD 配列の変異が確認され、

中でも 341ins (C)の oprD 発現量はカルバ

ペネム感性株と比較して有意に低下して

いた (p<0.05)。 

3)カルバペネマーゼの検出法について 

チオール基 (-SH)を持つチオール化合

物が MBL の活性中心を阻害するという

報告から、チオール化合物としてカプト

プリルを用いた。ダブルシナジー法をも

とに、薬剤ディスクの一方にのみ 1000 

μg/mL となるようにカプトプリル水溶液

を含ませた。その結果、CAZ は他の薬剤

に比べ IMP-1 の検出率が良く、MEPM、

DRPM は IMP-6 や NDM-1 の検出率が良

いことがわかった。 
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