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研究成果の概要（和文）：抗菌薬耐性菌の、院内分子疫学解析を行った。同一時期に同一病棟において、多数の
カルバペネム耐性遺伝子保有の腸内細菌科細菌株が分離された。これら分離株には通常の感受性検査においてカ
ルバペネム耐性と感受性の表現型の株が混在していたが、パルスフィールド電気泳動で同一ゲノム型を示し、同
一株の水平伝播と判断された。
また、ゲノム型と耐性遺伝子解析により同一起源のメタロβラクタマーゼ遺伝子保有の多剤耐性緑膿菌の、2年
以上の院内定着が明らかとなった。
カルバペネム耐性アシネトバクター分離株の解析では、MLSTにより世界流行のCC92であること、耐性遺伝子とし
て、OXA23βラクタマーゼ遺伝子保有が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Molecular epidemiological analysis was performed for antimicrobial resistant
 bacteria isolated in our hospital. Many carbapenem resistance gene positive enterobacteriaceae were
 isolated in the same period and the same ward. The result of the antimicrobial susceptibility 
testing of those isolate showed both carbapenem susceptible and resistant phenotypes. Those isolates
 showed the identical genotype on Pulsed-field gel electrophoresis, indicating the nosocomial spread
 of the strain. 
Further, colonization of Metallo beta lactamase gene positive Multi drug resistant Pseudomonas 
aeruginosa strains with same genotype in our hospital was revealed. 
The isolates of carbapenem resistant Acinetobacter baumannii were analyzed genetically. Multi Locus 
Sequence Typing revealed that the strain belonged Clonal Complex 92 as the global clone, and 
analysis of resistant gene identified the OXA23 beta lactamase gene.

研究分野： 臨床検査医学　臨床微生物学

キーワード： metallo beta lactamase　carbapenem　Enterobacter cloacae　Klebsiella pneumoniae　Pseudomonas 
aeruginosa　Acinetobacter baumannii　multi-drug resistant　Enterobacteriaceae
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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 
医療行為感染症の原因として、MRSA, 多剤耐
性緑膿菌、ESBLs産生グラム陰性桿菌、およ
びメタロβラクタマーゼ産生グラム陰性桿
菌などの抗菌薬耐性菌の増加が著しい。臨床
検査の報告時には、抗菌薬耐性であることの
明記、さらにその耐性機構について、「ESBL
s産生」や「メタロβラクタマーゼ産生」に関
する言及も要求されている。 
 
耐性菌の判定と報告に関する問題点を以下に
示す。 
(1)MRSAは表現型による判定基準が明確に示
され、保有する耐性遺伝子ともほぼ一致する
ことが実証されている。 
(2)多剤耐性Pseudomonas aeruginosa (MDRP)
は、感染症法による判定基準として3剤耐性が
示されている。判定基準では、カルバペネム
系のイミペネム、フルオロキノロン系のシプ
ロフロキサシンとアミノグリコシド系のアミ
カシンを指定しているが、その中で、アミノ
グリコシド系薬においては、アミカシンに感
受性であってもゲンタマイシンやトブラマイ
シンに耐性の分離菌も存在する。この場合は、
基準に基づく「2剤耐性菌」と報告し、他にア
ミノグリコシド系薬で耐性を示した薬剤名を
付記し、いわゆる3系統耐性菌としている。カ
ルバペネム耐性株については、メタロβラク
タマーゼを検索し、報告に追加しているが、
陰性の場合も多い。また、D2ポリン排出ポン
プの過剰発現もカルバペネム耐性に関わって
いることが報告されており、伝達性、非伝達
性の抗菌薬耐性機構が複数存在する。 
(3)ESBLs産生グラム陰性桿菌は、Klebsiella 
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 
Escherichia coli, Proteus mirabilisについ
て、セフタジジム、セフォタキシム、アズト
レオナムのMIC値高値にスクリーニング基準
を設定し、クラブラン酸抑制試験を行い、抑
制を示した株をESBLs産生と報告している。し
かし、スクリーニング基準以下の株、また、
クラブラン酸抑制試験で明確なESBLs形質を
示さない株の中にもESBLs産生株が存在する。
すなわち、保有する遺伝子と表現型が異なる
株が存在する。当施設でESBL遺伝子を解析し
たところ、CTX-M type 遺伝子が高頻度に検出
されたが、SHV遺伝子も数例検出された。SHV
遺伝子陽性株は、感受性パターンがCTX-M 
type 遺伝子保有株と異なり、クラブラン酸抑
制試験も疑陽性であった1)。ESBL遺伝子は伝達
されるため、耐性菌を見逃さないための検査
法が必須である。 
(4)メタロβラクタマーゼ産生 Klebsiella 
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 
Escherichia coli, Enterobacter cloacaeは、
カルバペネムのみでなく第3世代セファロス

ポリンにも耐性となる。メタロβラクタマ
ーゼ産生の有無は報告されるべきであるが、
カルバペネム系抗菌薬の MIC 測定の結果、感
受性と判定された菌株のなかにも、メタロβ
ラクタマーゼ遺伝子保有株が存在する 1)。さ
らに、耐性遺伝子陽性株のなかにも、メタロ
βラクタマーゼ表現型の判定のためのメル
カプト酢酸による抑制試験で、抑制が認めら
れず、表現型からもメタロβラクタマーゼ
産生が明らかとならない場合もある。メタロ
βラクタマーゼ遺伝子は伝達するため、高感
度のメタロβラクタマーゼ陽性株の判定法
が望まれる。 
(5) Enterobacter属、Serratia属、
Citorobacter属などでは、染色体 DNA 上に
AmpC βラクタマーゼを保有し、その過剰発
現により第3世代セファロスポリン系抗菌薬
に耐性を示す。さらにこれら菌種は、上記
ESBLsやメタロβラクタマーゼあるいはその
両方を保有することもあるため 2)、表現型の
検査結果と保有する耐性遺伝子との関連は
以下のごとく複雑なものとなる。 
第 3世代セファロスポリン耐性: ESBLs, メ
タロβラクタマーゼ、AmpC 
第 4世代セファロスポリン耐性 :ESBLs, メ
タロβラクタマーゼ 
第 4世代セファロスポリン感受性: AmpC 
第 3,4 世代セファロスポリン耐性菌のうち 
クラブラン酸抑制試験 陽性: ESBLs、                     
陰性：AmpC、メタロβラクタマーゼの可能
性もある。 
メルカプト酢酸抑制試験 陽性:メタロβラ
クタマーゼ、 陰性:AmpC、ESBLs の可能性も
ある。 
(6) 多剤耐性 Acinetobacter baumannii 
(MDRA)は 2011 年に感染症法で、MIC 値が、ア
ミカシン≥32μg/ml、イミペネム≥16μg/ml， 
シプロフロキサシン≥4μg/ml の株と定義さ
れた。MDRP と同様に、アミノグリコシド剤で
はアミカシンとゲンタマイシンとトブラマ
イシンの判定結果が乖離することが多い。当
院では 3系統耐性や 2系統耐性の場合は薬剤
名を示して報告を行っている。MDRP と基準は
同一であるが、その耐性機構は異なる。MDRA
のカルバペネム耐性は、ゲノム DNA にコード
された OXA 型βラクタマーゼの活性化によ
るものとメタロβラクタマーゼによるもの
の可能性がある。OXA 型βラクタマーゼの場
合は、必ずしも IPM の MIC が高値を示すこと
はない。当施設で 2010 年度に分離された 3
系統耐性 A. baumanniiは、メルカプト酢酸
抑制試験陰性であり、遺伝子検査の結果にお
いても、わが国で高頻度に検出されるメタロ
βラクタマーゼである IMP1 や VIM 遺伝子が
陰性であった 3)。 
(7) KPC 産生 Klebsilla pneumoniae  



 メタロβラクタマーゼに加え KPC カル
バペネマーゼがカルバペネム耐性の原因と
なっている株の分離も報告された。これによ
り、2010 年 7月には、Clinical Laboratory 
Standard Institute (CLSI)から、KPC 産生株
を見逃さない目的で、腸内細菌科でのカルバ
ペネム系抗菌薬のブレイクポイントが引き
下げられた 4) 
【本研究で明らかにすべきこと】 
 第 3および 4世代セファロスポリン系抗菌
薬、カルバペネム系抗菌薬の MIC 値が低値の
株を含めたすべての分離株の DNA について
PCR による耐性遺伝子検索を行うことも可能
ではあるが、非効率であり、また、PCR のプ
ライマー領域に変異がある場合や、新規の耐
性遺伝子の場合には検出できない場合もあ
る。 
 
２．研究の目的 
広範な抗菌薬の使用に伴い、MRSA, 多剤耐性
緑膿菌、ESBLs(基質拡張型βラクタマーゼ)
産生グラム陰性桿菌、およびメタロβラク
タマーゼ産生グラム陰性桿菌など院内感染
の原因となる抗菌薬耐性菌の増加が顕著で
ある。近年、これまでにわが国で検出されて
いなかった耐性遺伝子による耐性菌の出現
が報告されている。臨床検査の現場では、臨
床分離の腸内細菌の中には、ESBLs やメタロ
βラクタマーゼ遺伝子を保有する株であっ
ても、標準的な表現型による判定では、これ
ら遺伝的な耐性菌を特定為し得ない株が存
在する。通常の検査に加えて、研究的な耐性
遺伝子解析と分子疫学解析が耐性菌拡大を
防止するためにも必須となる。本研究では、
特殊な耐性表現型を示す臨床分離株の耐性
機構を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1)抗菌薬耐性傾向の把握 
 細菌の同定とルーチン感受性検査にはWalka
way9600を使用する。 MIC分布グラフを作成し、
それぞれの薬剤の耐性化率を算出し、当院で
の過去のデータや、他施設の報告と比較する。
個々の菌株の耐性パターンから、抗菌薬耐性
化の傾向を解析する。 
 
(2)抗菌薬耐性表現型解析 
① 精密なMIC測定 
 ルーチン検査では、SIR (Susceptible, In
termediate, Resistant)判定を行い得る薬剤
濃度での細菌の増殖を評価しているため、R
判定される濃度以上の高濃度領域や、S判定さ
れる濃度以下の低濃度領域での増殖の有無は
判定されない。カルバペネム耐性の場合、メ
タロβラクタマーゼによる耐性獲得と、薬剤
排出ポンプであるD2ポリン発現亢進、またはK
PC carbapenemaseによる耐性では、Rとの判定

であっても、実際のMICは異なることが予測さ
れる。そこで、低濃度から高濃度の精密なMI
C測定が可能な微量液体希釈法のプレートを
作成し、MIC測定を行う。 
 
② 菌株の継代と保存の問題点 
 臨床検体から初回分離した後、同定感受性
検査を施行し、耐性株と判定された株であっ
ても、複数回の植え継ぎ後の再検査でMIC値が
低下していく場合がある。この原因には、抗
菌薬による耐性遺伝子発現の誘導が起こらな
い、またある場合には耐性遺伝子の脱落も考
えられる。さらに初回分離の段階からの問題
点もあり、抗菌薬を含まない血液寒天培地上
の複数コロニーのうち1つを釣菌した場合、感
受性株を釣菌してしまう可能性もある。複数
コロニーを釣菌する、または初代培養から選
択培地を使用する。 
 耐性遺伝子同定のためには、KBディスクを
置いたプレートなど抗菌薬含有培地での継代
を行う。菌株の保存についても課題があり、
①提出検体そのもの ②できるだけ継代回
数の少ない株の複数コロニー、を凍結保存し、
検討する。 
③Double Disk Synergy Test 
 ESBLs産生判定のためのクラブラン酸抑制
試験、メタロβラクタマーゼ産生判定のメル
カプト酢酸抑制試験の再検討を行う。 
 
a. クラブラン酸抑制試験は、現在使用中の
ESBLパネル(Microscan)による微量液体希釈
法を行っており、クラブラン酸は既定の濃度
のみとなる。また、同時に施行する、クラブ
ラン酸ディスクとセフタジジムまたはセフォ
タキシムを使用したDouble Disk Synergy 
Testでの阻止円拡大で判定される。ほとんど
のESBLs産生株はこの判定で見逃すことはな
い。しかし、臨床分離株のなかには、セフタ
ジジムのみMICが4μg/mlで、他の第3世代セフ
ェムがすべて1μg/ml以下の株も分離され、こ
の株が既定のクラブラン酸抑制試験では
ESBLs産生とは判定されず、クラブラン酸濃度
を増加させた際に抑制が見られ、SHV型のβラ
クタマーゼ遺伝子が検出されたものもある。 
 ESBLs産生株であることを見落とさない高
感度な表現型による判定基準の設定を検討す
る。 
 
b. メルカプト酢酸抑制試験はセフタジジム
とメルカプト酢酸DiskによるDouble Disk 
Synergy Testで判定を行っている。我々は、
臨床分離のEnterobacter cloacae で、イミペ
ネムのMICが≧8μg/mlの株であっても既定の
判定基準である5 mm 以上の阻止円拡大が見
られない株、また、イミペネムのMICが
<1μg/mlであっても5 mm以上の阻止円拡大が



見られた株がIMP型遺伝子を保有していたこ
とを報告した2)。また、NDM-1メタロβラクタ
マーゼもメルカプト酢酸による抑制が顕著で
ないとされている。 
 感受性検査の結果とメルカプト酢酸抑制試
験では選択し得ないメタロβラクタマーゼ産
生株が存在するため、それらを見逃さないた
めの判定基準の設定を検討する。 
 
(3)耐性遺伝子解析 
 ESBLsについては、CTX-M型、TEM型および
SHV型遺伝子、メタロβラクタマーゼは、
IMP-1,2、 VIM-1,2、NDM-1およびKPC遺伝子
の検出を施行する。 
 表現型でESBLあるいはメタロβラクタマー
ゼ産生が示唆されても、上記耐性遺伝子が検
出されない場合には、ゲノムDNAのクローニン
グを行い、耐性遺伝子の同定を行う。 
 耐性遺伝子の脱落を防ぐため、細菌DNAは耐
性抗菌薬Discによる阻止円近辺に生育したコ
ロニーから抽出する。PCRは定法に従い施行し、
産物が得られたものについて塩基配列決定を
行う。 
 
(4)保有遺伝子と表現型との関連の解析 
 表現型としての、精密MIC測定、Double Disk 
Synergy Testと、保有する耐性遺伝子との関
連を解析する。 
 
(5)パルスフィールド電気泳動 
分離株の同一性を解析するために、菌ゲノム
DNAの制限酵素切断パターンにより型分類す
る。 
 
(6)MLST解析  
分離株の世界クローンにおける位置づけを
確定する目的で、菌ゲノム上の複数の
Housekeeping gene の塩基配列に基づく
sequence type を決定する。 
 
４．研究成果 
(1) カルバペネム耐性腸内細菌科細菌(CRE) 
平成 26年 1月から平成 27年 9月までの 1年
9カ月間、NICU において、カルバペネム耐性
Enterobacter cloacae、Klebsiella 
pneumoniaeおよび Klebsiella oxytoca が継
続的に分離された。また、期間中に分離され
た第三世代セファロスポリン耐性だが、カル
バペネム感受性の株も解析対象とした。 
解析対象株はメルカプト酢酸抑制試験陽性
であり、メタロβラクタマーゼ保有が示唆さ
れた。 
メタロβラクタマーゼ遺伝子の存在をPCRで
検索したところ、メルカプト酢酸抑制試験陽
性株の多くで、IMP-1 型βラクタマーゼ遺伝
子の保有が明らかとなった。 
解析対象株すべてのパルスフィールド電気

泳動パターンにより、8型に分類された。パ
ルスフィールド電気泳動で同一ゲノム型に
分類されたメタロβラクタマーゼ遺伝子保
有株であってもカルバペネムの MIC は 1μ
g/ml 以下～4μg/ml 以上まで様々であった。
また、メタロβラクタマーゼ遺伝子保有株を
研究室内で継代すると、第三世代セファロス
ポリン耐性は維持されるものの、カルバペネ
ム耐性表現型は、数代の継代で消失した。こ
の現象は、継代時にアンピシリン含有培地を
用いて、βラクタマーゼ発現誘導を図った場
合であっても耐性表現型は患者から分離さ
れた直後の表現型を回復しなかった。また、
解析対象病棟ではカルバペネムを使用して
いなかった。これらの現象は、メタロβラク
タマーゼ遺伝子発現誘導には薬物への曝露
以外の因子の存在を示唆する。 
 解析対象株と感受性 E.coliとの接合伝達
実験を行ったところ、メタロβラクタマーゼ
遺伝子の伝達が明らかとなった。 
 以上の結果、CRE を見逃さないためには、
第三セファロスポリン耐性株には少なくと
もメルカプト酢酸抑制試験は必須であり、加
えてPCRによるメタロβラクタマーゼ遺伝子
の検出が望ましいと判断された。 
 
(2)多剤耐性 Pseudomonas aeruginosa (MDRP) 
MDRP は、平成 26 年 8 株、27 年 4 株、28 年 13
株分離された。これら分離株のカルバペネム
耐性機構の解析を行った。 
①カルバペネム耐性遺伝子解析 
 3 年間の分離株合計の 25 株のうち、メルカ
プト酢酸抑制試験陽性株は 16 株であった。
それまで当院で分離された多くのカルバペ
ネム耐性菌が保有していたIMP-1型メタロβ
メタロβラクタマーゼ遺伝子は8株から分離
されたが、それ以外の 8株からは IMP-1
型,IMP-2, VIM-2遺伝子は検出されなかった。
メタロβラクタマーゼ遺伝子の検出の目的
で、菌ゲノム DNA を HindiIIIで部分的切断
し、大腸菌発現プラスミドにクローニングし、
βラクタム薬感受性大腸菌にトランスフェ
クションした。βラクタム薬に耐性を獲得し
た大腸菌からプラスミド抽出し、塩基配列を
決定したところ、IMP-7 と AAC6 をコードする
インテグロン構造を同定した。 
②パルスフィールド電気泳動 
 分離された MDRP の分子疫学目的で、パル
スフィールド電気泳動を施行したところ、平
成 28 年に救急センターで分離された株のう
ち 3株が同一ゲノム型であり、さらに、平成
26 年 11 月の分離株とも同一ゲノム型であっ
た。また、これらの株からはすべて前述した
IMP-7 型メタロβラクタマーゼ遺伝子を保有
していた。ゲノム型解析と耐性遺伝子解析に
よりメタロβラクタマーゼ保有の同一起源
の MDRP の、2年以上の院内定着が明らかとな
った。 
 
(3) カルバペネム耐性アシネトバクター 



平成 23年 4月から 27年 9月の期間でアシネ
トバクターとして分離された 822 株のうち、
64 株がカルバペネム耐性であった。これらの
うち、Acinetobacter baumanniiが固有に保
有する OXA51 遺伝子陽性株は 22株であった。
これら 22 株の耐性機構解析を施行した。 
①OXA23 陽性株は 12 株あり、そのうち 9株に
おいては、OXA23 遺伝子の上流に ISAbaI を保
有していた。 
②OXA51の上流にISAbaIを保有する株が7株
あった。 
③メルカプト酢酸抑制試験陽性株は4株あり、
そのうち 1株から NDM-1 型メタロβラクタマ
ーゼ遺伝子を分離した。さらに、NDM1 遺伝
子の上流には ISAba125 が存在した。 
 
これらカルバペネム耐性株の MLST 解析を行
ったところ、22 株中 18 株が主要な世界流行
クローンの CC92 であった。また、1株は、ま
ったく新規の Sequence Type であり、1株で
は、MLST 解析に用いた rpoD 遺伝子内で 3塩
基挿入があった。 
 
世界流行クローンに属するカルバペネム耐
性 Acinetobacter baumanniiが主要な流行株
で会った。一方、本邦では検出がまれな NDM1
遺伝子保有株、新規の Sequence Type の株も
分離された。多様な耐性 Acinetobacter 
baumanniiの侵入が示唆された。 
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