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研究成果の概要（和文）：  
院内感染症の原因となる、MRSA、多剤耐性緑膿菌、ESBL 産生大腸菌、多剤耐性エンテロバ

クターの耐性機構を主として解析した。腸内細菌の高度耐性株からは多種類の CTX-M やメタ

ロβラクタマーゼ遺伝子が検出された。多剤耐性緑膿菌は、複数種のメタロβラクタマーゼ遺

伝子を保有していた。リネゾリド耐性 MRSA が分離され、耐性にリボゾーム RNA 領域の DNA
変異を検出した。分子疫学解析は、耐性遺伝子およびパルスフィールド電気泳動によるゲノム

型解析により行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We analyzed the antibiotic resistant mechanism of bacteria responsible for nosocomial 
infection, such as  MRSA, multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa, ESBL 
producing E.coli, multidrug resistant Enterobacter cloacae. A variety of CTX-M genes 
or metallo-beta-lactamase genes were detected in highly resistant enterobacteriaceae. 
Various metallo-beta-lactamase genes were isolated from Multidrug resitant P. 
aeruginosa.  Linezolid-resitant MRSA was isolated, and we detected the DNA 
mutation in rRNA region in its genome. Molecular epidemiology was performed by 
analyzing drug resistant gene along with genome analysis by Pulsed field gel 
electrophoresis. 
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１．研究開始当初の背景 
医療関連感染症の原因として、メチシリン耐
性 黄 色 ブ ド ウ 球菌 (MRSA)、 Pseudomonas 
aeruginosaが多く報告されていたなか、多剤

耐性のグラム陰性桿菌である E.coli、
Serratia marcescens 、 Klebsiella 、
Enterobacter の増加が諸施設から報告され
ていた。また、市中肺炎の原因である

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2006～2010 

課題番号：18590539 

研究課題名（和文） 院内感染防御のための臨床分離細菌の分子疫学解析 

                     

研究課題名（英文） Molecular epidemiological analysis of the clinically isolated bacteria 

for the measurement of nosocomial infections 

 

研究代表者 

五味邦英（GOMI KUNIHIDE） 

昭和大学・医学部・教授 

 研究者番号：60053980 
 
 



 

 

Streptococcus pneumonia や Hemophilus 
influenzaeの耐性化も顕著となってきた。特
に、入院加療中の易感染性患者は、これら耐
性菌による重篤な感染の危険性が高い。抗菌
薬耐性菌の出現状況とその耐性機構解析が
耐性菌拡大防止のため必須となっていた。 
２．研究の目的 
大学病院の臨床検査医学部門では、院内で

分離される細菌の臨床および分子疫学的解
析を、診療科横断的に行うことができる。
我々は、定期的に、臨床分離細菌の出現傾向
と感受性傾向を整理し、さらに院内感染の可
能性がある場合には、随時にゲノム型解析お
よび抗菌薬耐性遺伝子の解析を行い、臨床に
報告することで、使用薬剤の選択や、院内感
染防止に貢献してきた。 
昭和大学病院においては、MRSA は 1980 年後
半から急増し、当初βラクタム剤にのみ耐性
であったものが、アミノ配糖体やテトラサイ
クリン系、マクロライド系抗菌薬に急速に多
剤耐性化する経過を観察し得た。緑膿菌の耐
性化については、1990年代前半から多剤に高
度耐性を示す株が散見されるようになり、
2002年以降には、5 類感染症原因菌とされる
フルオロキノロン、カルバペネム、アミノ配
糖体の 3 系統薬剤に耐性の多剤耐性緑膿菌
(MDRP)も検出され始めた。上記のごとく、当
院で検出される MRSAと緑膿菌は最近の 10年
間で抗菌薬耐性化が進行し、その事実を追跡
し、報告した。一方で、 基質拡張型βラク
タマーゼ（ESBLs）を産生する E.coli、ある
いは Klebsiellaは 1993年から検出されるよ
うになったが、MRSA や MDRP とは異なり、検
出比率は必ずしも増加していない。また、メ
タロβラクタマーゼ(MBL)産生 Serratiaにつ
いては、1996～ 1998 年にはカルバペネム耐
性遺伝子である IMP-1 遺伝子保有株の
outbreak が発生し、さらに検出されたセラチ
ア全体の 3%程度が IMP-1遺伝子陽性であった
が、2005年に至るまで顕著な増加は認められ
ていない。本研究では、院内感染発生時に即
応し、発生源とその感染経路の特定を行うこ
と、そして、それら細菌への抗菌薬耐性遺伝
子の侵淫状況を把握することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) 解析対象、菌同定、感受性検査 
昭和大学病院で臨床分離された株を対象と

し、菌の同定と抗菌薬感受性検査には、
Microscan Walkaway 96 (Siemens Healthcare 
Diagnostics， CA, USA)を使用し minimal 
inhibitory concentration(MIC)を測定した。 
2) 抗菌薬耐性の表現型解析 
MBL 産生能を確認するために，メルカプト

酢酸ナトリウム(SMA) ディスク（栄研化学, 
東京）と ceftadizime(CAZ)ディスクを, ESBLs
産生能の確認には，amoxicillin/clavulanic 

acid (ACV) デ ィ ス ク に 対 す る CAZ, 
cefotaxime(CTX), Aztreonam (AZT)および
cefepime (CFPM) デ ィ ス ク を 使 用 し た
Double-disk synergy Test；DDST を行った。 
3) 抗菌薬耐性遺伝子解析 
 ESBLは CTX-M 型と SHV型、MBL は IMP 型お
よび VIM 型遺伝子について、PCR を行い、さ
らにその産物の塩基配列を決定した。 
 インフルエンザ菌の耐性については、ftsI
遺伝子の PCR とその塩基配列解析を行った。 
4) パルスフィールド電気泳動 
 分離株を 20 時間平板培養後，生理食塩水
で OD600＝0.6～0.7に調製した菌液を作成し，
Low melting agarose のゲルブロックを作成
した．ゲルブロックの除タンパクを行ったの
ち、適切な制限酵素で切断した。泳動は 1% 
agarose gel中で，CHEFF DRⅢシステム (Bio 
Rad)を使用した。 
 
４．研究成果 
1)カルバペネム耐性腸内細菌科細菌の検出
率と耐性遺伝子の分析： 
2005 年の 1 年間に分離された 1950 株の腸

内細菌科細菌の薬剤耐性検査を行い，10 株 
(0.5%)がカルバペネム耐性であった。この内
訳は，S. marcescens 142 株中 6 株 (4.2%)，
Klebsiella pneumoniae 360株中 1株 (0.3%)，
Enterobacter cloacae 215株中 1株 (0.5%)， 
Providencia rettgeri 14 株中 1 株 (7.1%) 
および Enterobacter species 13 株中 1 株 
(7.7%)であり，SMA 抑制試験陽性で MBL 産生
と判定された． PCR により，これら 10 株が
blaIMP 遺伝子を保有していることを確認し
た。PCR 産物の塩基配列解析の結果，E. 
cloacae ,  K. pneumoniae， お よ び  P. 
rettgeri が blaIMP-1  を 保 有 し ， S. 
marcescens 6 株と Enterobacter species 1
株の計 7株では blaIMP-11を保有しているこ
とを確認した．パルスフィールド電気泳動に
よるゲノム型解析の結果，S. marcescens 6
株のうち 5株が異なる病棟から異なる時期に
分離されたにも関わらず，同一ゲノム型を示
した．この結果は，blaIMP-11 の細菌の院内
での定着を示唆する．これら耐性遺伝子の監
視が耐性菌拡大防止のために必要であると
考えた。 

2)多剤耐性緑膿菌の分離状況と MBL遺伝子解

析： 

2005年4月～2006年3月の緑膿菌分離株923
株中、imipenem(IPM)≧16μg/ml、amikacin 
(AMK)≧32μg/ml、ciprofloxacin (CPFX)≧4
μg/mlの多剤耐性株は 23株(2.5%)存在した。
2 剤耐性株は、IPMおよび CPFX耐性が 107株 
11.6％であった。それぞれの薬剤の耐性率は
IPM,27%、CPFX,18%、AMK, 4% であり、AMK
の耐性化が低いことにより、多剤耐性化が抑
えられていると考えられた。多剤耐性株は



 

 

2004年には 1.8%であり、増加傾向であった。
また、IPMの耐性化は顕著であり、1993年に
は 7.6%であったものが 3 倍以上に増加した。
緻密な監視と拡大防止の方策が必須である
と考えられた。  
3) NICUにおける MRSA 解析： 
2006年 3月から同年 10月の期間に NICU患者
から分離された MRSA のゲノム型解析を行っ
た。13 株が分離され、制限酵素 SmaI 消化後
のパルスフィールド電気泳動の結果、11 株が
同一の切断パターンを示した。NICU内ではス
タンダードプリコーションによる感染拡大
防止が行われているが、MRSA の検出はなかな
か減少しない。さらに厳密な感染防止策が必
須であると考えられた。 
4) ESBL 産生菌の検出とその耐性責任遺伝子
の解析： 
2006 年 1 月～3 月に検出された E.coli 232
株中 15 株、K. pneumoniae 135 株中 1 株、
K.oxytoca46 株中 1 株、P.mirabilis 21 株中
4 株、P.vulgaris 7 株中 1 株の計 22 株が、
CTX の MIC 値は 64 μg/ml 以上で、また CAZ
は2 μg/ml以下で、いずれも clavulanic acid
添加により、0.12 μg/ml 以下となり、ESBLs
産生株と判定された。 
CTX-M type 遺伝子解析の結果、CTX-M2 型

が 6株、M3 型が 7 株、M14が 4株、不明 4株
そして、P.vulgaris の 1 株からは cumA 
β-lactamaseが検出された。さらに、M2, 3, 
14 型も全く同一の塩基配列ではなく、数塩基
の置換が検出された。以上の結果、我が国で
の ESBLs は E.coli で は CTX-M type 
β-lactamase 産生株が高頻度に分離される
最近の傾向と一致した。さらに多種の CTX-M 
type gene が侵淫していることが明確となっ
たことから、院内での拡大ではなく、異なる
起源からの持込と判断された。第 3世代セフ
ェム耐性は、ESBLs 以外にも、AmpC 型セファ
ロスポリナーゼの過剰産生や IMP-1型 MBLに
よっても獲得されることからも、その
β-lactamase gene の同定を含む分子疫学解
析が耐性菌の拡大防止のためにも重要と考
えられた。 
 
5) ESBL 産生菌が保有する CTX-M 遺伝子の安
定性について 
臨床分離の ESBL 産生菌を後日の解析のた

めに保存し、再度起した際に耐性が欠落する
現象を解析した。2006 年 8 月～12 月に ESBL
産生大腸菌は 11 株分離され、そのうち 4 株
がパルスフィールド電気泳動パターンが同
一のゲノム型を示した。4 株のうち 2 株が
CTX-M3、残りの 2株が CTX-M14遺伝子を保有
していた。このうち CTX-M14 を保有する 1株
で半流動培地に保存中 5 ヶ月後に ESBL 形質
を失い、CTX-M遺伝子も検出されなくなった。
ESBL 形質を欠落した株のゲノム型は保存前

と同一であったため、保存中に耐性遺伝子を
欠落したものと判断した。菌株の保存に、選
択圧を加える必要性を報告した。 
 
6) BLNAR の検出状況と PBP遺伝子解析 
Haemophilus influenzae は小児の呼吸器感

染症や髄膜炎の代表的な原因菌であるとと
もに、成人の市中肺炎や急性中耳炎あるいは
急性副鼻腔炎の起炎菌となる。1976 年にβ
-lactamase 産生 H.influenzae が報告された
後、近年β-lactamase非産生の抗菌薬耐性株
で あ る β-lactamase non-producing 
ampicillin-resistant Haemophilus 
influenzae (BLNAR)が出現し、その急激な増
加が危惧されている。 
今回、2004 年 6 から 2005 年 3 月の BLNAR の
分離状況を調査し、その耐性遺伝子解析を行
っ た 。 The Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) に よ れ ば 、
H.influenzae では ampicillin (ABPC)の MIC
値が 2μg/mlを中等度耐性、4 μg/ml以上を
耐性としていることから、今回の検討では、
ABPC に対する MIC が 2 μg/ml 以上でβ
-lactamase非産生株を BLNARとして算定した。
H.influenzaeにおける BLNARの比率は 43.2%
であり、他施設からの報告と同等もしくはや
や高率であった。ABPC 非感受性株のうち
BLNAR は 90 ％ を 占 め て お り 、 現 在 の
H.influenzae のβラクタム薬耐性のほとん
どが BLNARによることが明らかとなった。年
齢別にみると BLNAR 株のうち 69.7%が 6 歳以
下から分離され、1 歳で最も高頻度に検出さ
れており、小児において BLNAR感染が顕著で
あった。薬剤感受性試験の結果、BLNAR 株で
は cefditoren (CDTR)、levofloxacin (LVFX)、
ceftriaxone (CTRX)と meropenem (MEPM)にほ
とんどの株が感受性であったが、MEPM のみ、
一部の株が耐性を示した。 
我々はまた 2006 年 2 月から 3 月に分離され
た BLNAR12 株において ftsI 遺伝子にコード
される penicillin binding protein (PBP)3
のうち、変異が BLNARにおける薬剤耐性の原
因とされている保存性アミノ酸配列である
SSN 領域の中 3 箇所と KTG 領域の中 2 箇所の
変異を中心に解析した。SSN 領域と KTG 領域
の変異はすべての BLNAR株に認められた。ま
た ABPC 感受性株においてもβラクタム薬の
MIC 値が比較的高値の株で SSN 領域もしくは
KTG領域に変異が認められ、ABPC感受性株に
も ftsI 遺伝子変異が起きていることが示さ
れた。第三世代セフェム系薬耐性株では SSN
領域において 3箇所すべてが変異型であり耐
性との関連性が示唆された。さらに、BLNAR
株すべてにおいて SSN領域と KTG領域以外の
領域の変異が認められ、この変異は他施設か
らも同様の報告がある。抗菌薬存在下では細
菌の生存に有利な変異が選択されるため、こ



 

 

れらの変異もまた薬剤耐性機構に関わって
いる可能性がある。日常検査において
H.influenzae の ABPCのみならず他のβラク
タム薬における MICが上昇傾向を呈した際に
は ftsI 遺伝子変異を保有している可能性を
念頭に置く必要がある。ftsI 遺伝子の解析が
BLNAR 拡大防止のため有力な手段と考えられ
た。 
 
6) 耐性 Enterobacter cloacae が保有する
MBLの解析 

2008 年 4 月～6 月に連続して検出された

E.cloacae のうち、CTX,CAZ あるいは AZT の

いずれかに耐性を示す株を多剤耐性と定義

し耐性機構の解析を行った。遺伝子解析で、

MBL と ESBL を検出し、その中に MBL と ESBL

の両方を保有する株が存在した。表現型解析

の目的で SMA と CAZ ディスクによる DDST お

よび、clavulanic acid と CAZ、CTX、AZT、

CFPMディスクによる DDSTにより、MBLと ESBL

および AmpC の鑑別を行った。表現型で ESBL

と判定された 5株からはすべて CTX-M型遺伝

子が検出され、CTX-M3 が 3株、CTX-M14 gene

が 2 株であった。SMA で MBL の表現型を示し

た 7株のうち 6株からは IMP遺伝子が検出さ

れた。このうち、CTX-M3を保有していた 1 株

は、IMP-1遺伝子も保有していた。 

E.cloacae の薬剤耐性は、本来保有している

AmpC型βlactamaseの高発現による多剤耐性

化もあることから、耐性化機構の解析は複雑

であるが、今回、MBL と ESBLs の侵淫も明ら

かとなった。分子疫学を適用し耐性菌拡大防

止を行う必要がある。 

 
7) リネゾリド(LZD)耐性 MRSA の耐性解析 
 2007 年 12 月に当院で始めて LZD の MIC 値
が 8を超える耐性株を分離した。同時期に同
一病棟で分離された MRSA のゲノム型解析を
行ったところ、3 症例で同一であった。この
うち、2 症例の株は LZD 耐性で、1 症例では
LZD 感受性であった。LZD 耐性株が分離され
た症例は、長期間にわたり LZD投与を受けて
おり、院内で耐性獲得したものと考えられた。
LZD 耐性に関るリボゾーム RNA 領域のドメイ
ン Vの塩基配列を解析したところ、耐性変異
(G2576T)が検出された。LZD 耐性 MRSAの出現
と拡大を阻止するためにも分子疫学解析が
必要となる。 
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