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研究成果の概要（和文）：本研究では, β-ラクタマーゼ産生性とクラス分類(A, B, C)の同時測定を可能にした新規検
出法 “Penta-well法”を構築した. 
β-ラクタマーゼ検出用のカットオフ値を0.48, クラスA, B, C検出用のそれを0.25, 0.4, 0.55と設定した時の感度と
特異度は, クラスAで96.3%, 97.1%, クラスBでは97.4%, 100%、クラスCでは85.7%, 100%であった. さらに複数酵素同
時産生株23株中21株(91.3%)のβ-ラクタマーゼを正確にクラス分類することができた. 本法の臨床現場への導入は適切
な抗菌薬治療および感染制御の向上に大きく貢献すると考える.

研究成果の概要（英文）：We developed a novel chromogenic method, Penta-well test, which enables the rapid 
detection and classification of β-lactamases in clinical Enterobacteriaceae isolates. This test is based 
on a combination of nitrocefin and three β-lactamase inhibitors specific to class A, B, and/or C, with 
nitrocefin hydrolysis by β-lactamases. When the cut-off value for each β-lactamase class was determined 
(0.25, 0.4, and 0.55 for class A, class B, and class C β-lactamase producers, respectively), the 
sensitivity and specificity of classification were 96.3% and 97.1% for class A, 97.4% and 100% for class 
B, and 85.7% and 100% for class C, respectively. Moreover, this method allowed accurate β-lactamase 
classification in 21 of 23 (91.3%) isolates producing plural class of β-lactamases. Thus, the Penta-well 
test can provide information that would be useful in the accurate detection and classification of 
β-lactamases produced by causative bacteria.

研究分野：臨床微生物学

キーワード： グラム陰性桿菌　β-ラクタマーゼ　複数酵素同時産生菌　新規検出法　β-ラクタマーゼ産生性の確認
　β-ラクタマーゼのクラス分類
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１．研究開始当初の背景 
β-ラクタマーゼはβ-ラクタム系抗菌薬を
不活化する酵素で, Ambler の分類では A, B, 
C, D の 4つのクラスに分類される. 現在, グ
ラム陰性桿菌においては, これら β-ラクタ
マーゼをコードする遺伝子の菌種間を越え
た拡散と蔓延が大きな問題となっている. 
例えば, クラス Bに属するメタロ-β-ラクタ
マーゼ(MBL)では,耐性遺伝子集積構造であ
るインテグロン構造内にその遺伝子が存在
することから,伝達性プラスミドを介した他
菌種への伝達が頻繁に生じている.このよう
なプラスミド伝播による耐性菌蔓延の深刻
さは,多くの医療現場で問題となっている多
剤耐性緑膿菌や多剤耐性アシネトバクター
属菌による病院感染事例で証明されている.   
 これら多剤耐性菌の広まりは,これまでは
病院環境内に限局されていたが, 近年, 市
中感染症の起因菌のなかにも多剤耐性菌が
認められるようになってきており,なかでも,
大腸菌やクレブシエラにおいては,多剤耐性
化傾向が顕著である.このようにヒトの腸内
細菌叢を形成する菌種における多剤耐性菌
の増加は多剤耐性緑膿菌や多剤耐性アシネ
トバクター属菌による病院感染よりも,より
深刻な問題となっている. その一例として, 
2011年ドイツで大規模なアウトブレイクを起
こした腸管出血性大腸菌O104:H4がクラスAに
属する基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ
(ESBL)を産生する多剤耐性菌であったこと
は,医療関係者のみならず,社会に大きな衝
撃を与えた. 
 このような薬剤耐性菌の拡散を防止するた
めには, 迅速かつ正確な耐性菌の検出と日
常的な検出状況の監視および定期的なサー
ベイランスの実施が必要であり,それを担う
病院微生物検査室には一刻も早い検査結果
の報告が期待されている. しかしながら,現
在の微生物検査室では, 薬剤感受性試験を
実施し,その結果からβ-ラクタマーゼの産
生性を疑い,その後に確認検査を実施してい
るため,最終判定までに約3日を要しており,
決して迅速とはいえない.さらに,近年,異な
るクラスのβ-ラクタマーゼを複数産生する
菌が増加しつつあるため,スクリーニング検
査や確認試験をいくつか組み合わせてクラ
ス分類を行なわざるを得ず,多くの時間と労
力を要している.さらに, NDM−1産生菌のよう
にdouble disk synergy testや  modified 
Hodge testなど現行の検出法では対応できな
い事例も増加しつつあり,新たな迅速検出法
の開発が必要になっている. 

２．研究の目的 
医療現場においては, 患者の救命の可能性を
高めるために有効性が期待できる抗菌薬を正
確に選択し,少しでも早く治療を開始する必
要がある. さらに病院感染を防止するため,
常に耐性菌情報を監視し,適切な感染対策を
早期に実施することも求められている. 一方, 
現行の検査法には,これらのニーズに応えら
れる迅速検査法はなく, 加えて,近年の多剤
耐性菌の増加とその多様化により,正確な検
出ができない事例も増加しつつある.  
  本研究では,上記のニーズに応えるべく,日
常検査業務におけるβ-ラクタマーゼ産生グ
ラム陰性桿菌の正確な検出とその効率化に
貢献する, 新規迅速検出法「Penta-well法」
を確立すること, さらに,その臨床的有用性
を評価することを目的に研究を行なった. 
具体的には, 以下の2点について検討した.  
(1)1回の測定で短時間に単独もしくは複数
クラスのβ-ラクタマーゼの産生性を確認で
きる検出法の構築および臨床分離株を用い
た検証. 
(2)検査精度(感度および特異度), コストパ
フォーマンスおよび省力化の面からの臨床
的有用性の評価. 
 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株の遺伝子型別の同定 
収集した臨床分離株を対象に,その菌株が産
生するβ-ラクタマーゼをクラスA, B, Cの3
種類に分類した(表1). なお,現在 クラスD 
β-ラクタマーゼに対する阻害剤は存在しな
いため, 本研究ではOXA型遺伝子を同定対象
から除外した.  
 同定方法は特異的プライマーを用いたPCR
にて各種β-ラクタマーゼ遺伝子の保有を検
索し,増幅産物のシークエンスから遺伝子型
を確認した . また , 同時に double disk 
synergy test もしくは modified Hodge test
などの表現型検出法も実施し,遺伝子が薬剤
耐性の形質を発現していることを確認した. 

表 1. 主なβ-ラクタマーゼ 

クラス 種類 遺伝子 

A 

基質特異性拡張型

β-ラクタマーゼ
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CTX-M-,TEM-,SHV- 
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B カルバペネマーゼ 
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など 

C セファロスポリナ
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など 
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に示すようになり, いずれのクラスも良好
な感度と特異度を得た.今後は検出対象とす
る遺伝子や菌種の範囲を広げて検討する必
要がある. 

 
(6) 結語 
Penta-well法は最低2日の検査時間を要する
という従来の表現型試験の問題点を解消し, 
2 時間以内に単独酵素産生菌のみならず複数
酵素同時産生菌においても正確な β-ラクタ
マーゼの検出とクラス分類が可能であった. 
さらに, 従来の表現型試験は目視判定によ
るため判定者の経験や主観が判定を左右す
るという弱点も有していたが, Penta-well法
は吸光度測定と cut off 値の設定により,そ
れらの弱点を解決した.  
また, 本検出法は発色基質を用いた比色法
を用いた方法であるため, WalkerWay や
Vitek のような自動分析機へ応用することも
可能である. 以上, 本法の臨床現場への導
入は適切な抗菌薬治療および感染制御の向
上に大きく貢献するものと考える.なお, 本
研究の成果は Diagn Microbiol Infect Dis. 
83 巻(1),2015,25-29 に報告した. 
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表 2．Penta-well 法の感度と特異度 

 感度(%) 特異度(%) 

クラス A 
96.3 
(cut off 値
0.25) 

97.1 
(cut off 値
0.25) 

クラス B 97.4 100 

クラス C 85.7 100 
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