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Abstract

Antimicrobial resistant microorganisms are a serious threat to global public health and action should be taken

across all government sectors and societies to prevent their spread. In particular, carbapenem- resistant Entero-

bacteriaceae (CRE) have spread on rapidly since 2000 and hence require immediate attention. In 2014, a

large- scale CRE infection was reported at a hospital in Osaka city, and recognized widely in Japan.

From June 2012 to May 2014, which included the period of CRE diffusion at the hospital in Osaka city, we

isolated 9 strains of carbapenem- resistant Escherichia coli from a medical facility located in the northern area of

the Osaka prefecture.

We tested their antimicrobial sensitivity and analyzed the genes encoding metallo- β- lactamase and extended

spectrum β- lactamase. All strains showed similar antimicrobial sensitivity and maintained bla IMP- 6 and blaCTX-M- 2 .

These results are similar to those of the CRE detected at the hospital in Osaka city. However, we also detected the

presence blaCTX-M- 1 , blaCTX-M- 9 , or blaTEM in all 9 strains. We presumed that the antimicrobial- resistance genes that

share the same origin spread to the surrounding area during bacterial replication.
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〔原 著〕

大阪府北部地域検出カルバペネム耐性大腸菌の解析

牧 美 南 世 *，板 垣 博 之 **，中 田 裕 二 *

【要 旨】 カルバペネム系抗菌薬に対し耐性を示す腸内細菌科細菌 (CRE) が世界規模で急速に

拡散し，対策を講じなければならない重要な課題となっている。本邦でも，2014 年に大阪市内の

病院にて CRE の大規模医療施設内感染が報告され，広く認識されるようになった。今回，大阪

市内での事例と重なる 2012 年 6 月からの 2年間で，大阪府北部地域の医療施設にて検出された 9

菌株のカルバペネム耐性大腸菌について，メタロ β-ラクタマーゼおよび基質特異性拡張型 β-ラ

クタマーゼ遺伝子解析を行った。その結果，全ての菌株が bla IMP-6 および blaCTX-M-2 を保持するな

ど大阪市内の事例と共通した傾向を示した。一方，菌株により blaCTX-M-1，blaCTX-M-9，blaTEM も検

出されたことから，起源を同じくする耐性因子が発展しながら大阪府北部地域を含めた周辺域に

も拡散していたことを示唆する結果となった。

キーワード：大腸菌，CRE，MBL，ESBL

Ⅰ．は じ め に

近代の化学療法剤の発見により，人類は感染症に対

する有効な対抗手段を得ることができた。しかしなが

ら間もなく発生した薬剤耐性菌の蔓延により，従来使

用していた抗菌薬が使用できず治療が困難となる感染

症が世界各地で確認されるようになっている。OECD

の報告1)によると，現在の世界における薬剤耐性菌関

連での死亡者数は年間約 70 万人であり，拡散防止策

や抗菌薬の適正使用等の効果的な措置を講じなければ

2050 年には約 1,000 万人が薬剤耐性菌関連で死亡し，

現在のがんによる死亡者数を超えることが予測されて

いる。これらの現状を鑑み，世界保健機関は 2014 年

に世界の薬剤耐性の現状に関する初の動向調査報告を

発表し，翌年にグローバルアクションプラン2)を公表

した。また，本邦では 2016 年に“国際的に脅威とな

る感染症対策閣僚会議”の枠組みのもと，今後 5 年間

で実施すべき薬剤耐性対策アクションプラン3)の公表

を行っている。2016 年に開催された G7 伊勢志摩サ

ミットにおいても主要議題の一つになるなど，薬剤耐

性菌の対策は全世界で早急に取り組まなければならな

い重要な課題となっている。

これまでに作用機序の異なる多くの抗菌薬が開発さ

れ，それらに対する耐性能を獲得した様々な薬剤耐性

菌が発生している。その中でも，細菌感染症治療の切

り札となっているカルバペネム系抗菌薬に対し耐性を

示す腸内細菌科細菌 (CRE：Carbapenem-resistant

Enterobacteriaceae) が 2000 年代以降急速に世界規模

で拡散し問題となっている4)。腸内細菌科細菌はヒト

の腸管に存在する常在細菌であり，大腸菌や肺炎桿菌，
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エンテロバクター属などが含まれる。これまでに問題

とされてきた多剤耐性緑膿菌や多剤耐性結核菌，病院

感染型メチシリン耐性黄色ブドウ球菌などの薬剤耐性

菌は，高齢者や入院患者など免疫力の低下した人に感

染し発症することが多い。しかし CRE は健康な人で

も腸管内に定着し，症状が現れないまま保菌状態にな

りやすい特徴がある5)。このことから医療施設内だけ

でなく，市中においても表立つことなく拡散すること

が懸念されている。

カルバペネム系抗菌薬は最新の β-ラクタム系抗菌

薬であり，細胞壁の合成を阻害する作用を持つ。細菌

がカルバペネム系抗菌薬に対し耐性を獲得する機序は，

二つのグループに大別されている6)。一つはカルバペ

ネム系抗菌薬を効率的に分解することで高度耐性を示

すカルバペネマーゼ産生であり，もう一つは通常では

発現しない染色体上 ampC遺伝子の IS挿入による過

剰生産や特定の外膜タンパクの減少・欠失などで，こ

れらは低度耐性を示す。高度耐性をもたらすカルバペ

ネマーゼは，β-ラクタム系抗菌薬を基質として分解す

る β-ラクタマーゼに属し，これらは活性部位からメ

タロ β-ラクタマーゼ (MBL：Metallo-β-lactamase)

とセリン β-ラクタマーゼに分類される。MBL はモノ

バクタム系を除き，カルバペネム系抗菌薬を含むほぼ

全ての β-ラクタム系抗菌薬を分解する代表的なカル

バペネマーゼであり，本邦で検出率の高い IMP型や，

欧州やインドを中心に広がりつつある VIM 型，

NDM 型などが存在する7)。さらにカルバペネマーゼ

には，KPC 型，OXA 型，GES 型などのセリン β-ラ

クタマーゼも含まれているが，本邦での報告例は少な

い7)。セリン β-ラクタマーゼには，現在使用頻度の高

い第三世代セファロスポリン系抗菌薬を分解する酵素

が出現しており，基質特異性拡張型 β-ラクタマーゼ

(ESBL：Extended Spectrum β-lactamase) と呼ばれ

ている。ESBL には欧米型と称される TEM型，SHV

型や，現在本邦で主流となっている CTX-M 型など

が存在する。また，CTX-M型などのセファロスポリ

ナーゼが過剰発現した場合でも，カルバペネム系抗

菌薬に耐性を示すことが知られている8)。これらの

MBL や ESBL 等を産生する遺伝子はプラスミド上に

存在することが多く，接合等により他菌株や他菌種へ

容易に耐性能が伝播する点でも問題である4,9)。

本邦では，2014 年に大阪市内の病院にて MBL を

保持した CREの大規模医療施設内感染が報告10)され，

その存在が広く認識されるようになった。さらに

2015 年末から 2016 年初頭にかけて行われた大阪府北

部地域における入院患者の CRE 保菌アクティブサー

ベランスの結果，11.8%の患者から CREが検出され，

感染拡大が懸念されている11)。今回，関西地方におけ

る CRE の初期報告である大阪市内での事例と重なる

期間に，大阪府北部地域の医療施設にて検出されてい

たカルバペネム耐性大腸菌について，薬剤感受性試験

とMBL および ESBL 遺伝子の解析を行った。今回の

解析により得られた結果と大阪市内での検出菌株報告

とを比較検討することで，当時の耐性因子分布状況を

把握し今後の感染管理対策に活用することを目的とし

た。

Ⅱ．対象と方法

1) 対象菌株

大阪府北部地域に位置する病床約 1,000床の慢性期

療養患者が多数を占める X病院にて，2012 年 6 月か

ら 2014 年 5 月までの 2 年間に検体より得られた，カ

ルバペネム系抗菌薬であるメロペネム (MEPM) に

耐性を示す大腸菌を対象菌株とした。

2) 培養条件

Luria-Bertani (LB) 培地もしくは Mueller-Hinton

(MH) 培地を用い，固体培養では 37℃で 24時間静置

培養，液体培養では 37℃，200 rpm で一晩振とう培

養を行った。また，必要に応じて各種抗菌薬を添加し

た。

3) DNA操作

基本的な DNA の取扱いや PCR，DNA 断片のク

ローニング，DNA シークエンス等は，以前記載した

方法12,13)に準じ，各製品の推奨する条件下にて行った。

トータル DNAの抽出はシカジーニアス® DNA 抽出

試薬 (関東化学)を用いて行った。PCR はサーマルサ

イクラーに GeneAmp PCR System 2700 thermal cy-

cler (Applied Biosystems) を用い，DNA ポリメラー

ゼに KOD-plus (TOYOBO) を用いた。

4) 薬剤感受性試験

ピペラシリン (PIPC)，スルバクタム/アンピシリ

ン (S/A)，セフタジジム (CAZ)，セフォゾプラン

(CZOP)，MEPM，アミカシン (AMK)，ミノサイク

リン (MINO)，レボフロキサシン (LVFX) につい

て，薬剤感受性試験をファルコバイオシステムズに委

託し，WalkAway system plus (Beckman Coulter)

牧他：カルバペネム耐性大腸菌の解析
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により行った。CLSI のガイドライン14)に基づき，感

受性 (S：susceptible)，中間 (I：intermediate)，耐

性 (R：resistant) と判断した。

5) SMAテストによるMBL産生株のスクリーニン

グ

MBL 産生を簡便に確認する検査として，SMA テ

スト15)を行った。McFarland標準濁度 0.08〜0.120 と

なるように調整した菌体を塗沫した MH 培地に，イ

ミペネム (IPM) ディスクおよび CAZディスク (日

本ベクトン・ディッキンソン) と隣接して SMAディ

スク (栄研化学) を置き 24時間培養を行った。培養

後，IPM ディスク周囲の阻止帯が SMA ディスク側

に拡大した場合，MBL産生陽性と判定した。

6) IMP型MBL遺伝子の PCR検出

日本における検出頻度の高い IMP 型 MBL 遺伝子

について，Yanらの方法16)に従い PCR検出を行った。

IMP-1 グループおよび IMP-2 グループ検出用プライ

マー (表 1) を用い，各菌株のトータル DNAと DNA

ポリメラーゼを加えサンプル調整を行った。PCR

反応は初期熱変性を 94℃で 2分行った後，94℃：30

秒−57℃：30 秒−68℃：1 分を 27 サイクル，最後に

68℃で 2分の伸長反応を行った。対象菌株の PCR産

物は 100 bp DNA Ladder (TOYOBO) とともに，1

%アガロースゲルにて 30分間電気泳動した。

7) MBL遺伝子の DNA配列解析

前述の IMP 型 MBL 遺伝子検出に用いた各菌株の

PCR産物を精製後，HincII (TOYOBO) で制限酵素

処理した pUC118 とともに DNA Ligation Kit Ver. 1

(TAKARA) を用いてライゲーションを行った。得

られたプラスミドを大腸菌 DH5α 株に形質転換し，

各 PCR 産物をクローニングした。これらについ

て BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems) を用いてシークエンス反応後，

DNAシークエンサー (PRISM3130，ABI) にて PCR

産物のDNA配列を決定した。また，得られた配列の

相同性解析にはBLAST17)を用いた。

8) ESBL遺伝子の PCR検出

ESBL 遺伝子型検出キット (関東化学) を用い，1

検体につき 2種類のマルチプレックス PCR を行うこ

とで，CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9

の各グループと，TEM型，SHV型を合わせた 6種類

の代表的な ESBL 遺伝子について検出を行った。

PCR反応は，94℃：15秒−66℃：15秒−72℃：40秒

を 30サイクル行い，得られた PCR産物は 100bp DNA

Ladder とともに 2 % アガロースゲルにて 50 分間電

気泳動した。

Ⅲ．結 果

1) 薬剤感受性試験

薬剤感受性試験の結果，MEPM に耐性を示す 9 菌

株の大腸菌が得られた。これらの菌株は，異なる患者

から散発的に得られたが，共通して PIPC, S/A, CAZ,

CZOP, MEPM, LVFX に対して耐性を示し，AMKに

対し感受性を示した。MINO については菌株により

中等度耐性もしくは感受性を示した (表 2)。

2) MBL産生株のスクリーニング

SMAテストの結果，9菌株全てが陽性を示しMBL

産生を示唆する結果となった (表 3)。

3) IMP型MBL遺伝子解析

対象菌株について，IMP 型 MBL 遺伝子の PCR 検

出を行った結果，9 菌株全てから IMP-1 グループの

MBL 遺伝子保持を示す 740bp の PCR 産物が得られ

た。各菌株の PCR産物についてDNA配列解析を行っ

た結果，全ての菌株が bla IMP-1 の 640ntが agt (Serine)

から，ggt (Glycine) に変化したDNA断片を保持して

いた。この変異は IMP-1 グループに含まれる IMP-6

と定義される18)ことから，対象菌株が保持する MBL

遺伝子は全て bla IMP-6 と同定された (表 3)。

4) ESBL遺伝子解析

ESBL 遺伝子型のマルチプレックス PCR 検出によ

り，9菌株全てが CTX-M-2 グループの遺伝子を保持

していることが明らかとなった (図 1，表 3)。さらに

AUH-81, -96, -136, -137 は CTX-M-1 グループ，

AUH-107, -139, -140 は CTX-M-9 グループの遺伝子
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表 1 IMP型MBL検出用プライマー16)

プライマー名
プライマー配列

(5ʼ-3ʼ)
標的
遺伝子

増幅
サイズ
(bp)

IMP1_F TGAGCAAGTTATCTGTATTC
bla IMP-1 740

IMP1_R TTAGTTGCTTGGTTTTGATG

IMP2_F GGCAGTCGCCCTAAAACAAA
bla IMP-2 737

IMP2_R TAGTTACTTGGCTGTGATGG



を同時に保持していた。また，AUH-81, -84, -89,

-96, -136, -137 は TEM型の遺伝子も検出されたこと

か ら，“CTX-M-1, CTX-M-2, TEM”，“CTX-M-2,

TEM”，“CTX-M-2, CTX-M-9”の ESBL 遺伝子を

持つ 3 系統が存在し，順に“AUH-81, -96, -136,

-137”，“AUH-84, -89”，“AUH-107, -139, -140”の

菌株が含まれることが明らかとなった。

牧他：カルバペネム耐性大腸菌の解析
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表 2 X病院検出カルバペネム耐性大腸菌の薬剤感受性試験

菌株 検体 PIPC S/A CAZ CZOP MEPM AMK MINO LVFX

AUH-81 尿 R R R R R S I R

AUH-84 尿 R R R R R S I R

AUH-89 尿 R R R R R S S R

AUH-96 尿 R R R R R S I R

AUH-107 尿 R R R R R S S R

AUH-136 尿 R R R R R S S R

AUH-137 尿 R R R R R S S R

AUH-139 喀痰 R R R R R S I R

AUH-140 尿 R R R R R S S R

PIPC : Piperacillin, S/A : Sulbactam/Ampicillin, CAZ : Ceftazidime, CZOP : Cefozopran,MEPM :Meropenem, AMK : Amikacin,MINO :Minocycline,
LVFX : Levofloxacin
S : 感受性, I : 中間, R : 耐性

表 3 対象菌株の薬剤耐性因子解析

菌株 SMA MBL
ESBL

CTX-M-1group CTX-M-2group CTX-M-8group CTX-M-9group TEM SHV

AUH-81 + bla IMP-6 + + − − + −

AUH-84 + bla IMP-6 − + − − + −

AUH-89 + bla IMP-6 − + − − + −

AUH-96 + bla IMP-6 + + − − + −

AUH-107 + bla IMP-6 − + − + − −

AUH-136 + bla IMP-6 + + − − + −

AUH-137 + bla IMP-6 + + − − + −

AUH-139 + bla IMP-6 − + − + − −

AUH-140 + bla IMP-6 − + − + − −

SMA：SMAテストによるMBL産生の確認15)

MBL：DNA配列解析によるMBL遺伝子の同定
ESBL：各ESBL 遺伝子のマルチプレックス PCRによる検出

M : 100bp DNA marker, P : positive control, 81〜140 : 菌株番号 (AUH-No.)

図 1 マルチプレックス PCRによる各種 ESBL 遺伝子の電気泳動



Ⅳ．考 察

2014 年に報告された大阪市内における CRE の大規

模な院内感染事例では，大阪市保健所が国立感染症研

究所とともに実地疫学調査を行っている。その際，

2013年 7 月から 2014 年 3月までの検体由来 CRE 菌

株を対象とした解析を行い，カルバペネム系抗菌薬に

高度耐性を示すMBL産生株 25 菌株が得られている。

さらにプラスミドの解析が可能であった 18菌株では，

全て bla IMP-6 を保持していることが確認されている10)。

IMP 型のMBL は現在 53の亜型19)が報告されており，

それぞれ基質特異性などの性状が異なる。IMP-6 は

IMP-1 とアミノ酸配列が 1箇所変化しており，カル

バペネム系抗菌薬の中でイミペネムに対する分解活性

が弱い特徴を持つ18)。薬剤感受性試験では感受性を示

すが，生体内では耐性を示す場合があり，カルバペネ

ム系抗菌薬の薬剤感受性試験にイミペネムを用いる病

院では見落とされる危険性がある。以上のことから

IMP-6産生株はステルス型と呼ばれ，治療が遅れる

場合があり問題となっている。また，bla IMP-6 保持株

は同時に CTX-M-2 グループの ESBL 遺伝子を保持

していることも確認されている20)。

大阪市内の事例と同時期の大阪府北部地域医療施設

を対象とした今回のカルバペネム耐性大腸菌は，全て

の菌株が SMA陽性であったことからMBL の産生が

示唆された。さらにMBL 遺伝子配列解析の結果，全

ての菌株が bla IMP-6 を保持しており，大阪市内の事例

と共通した結果となった。また ESBL 遺伝子検出で

も全ての菌株が CTX-M-2 グループの遺伝子を保持

しており，このことも大阪市内の事例と共通していた。

大阪市内での事例では，bla IMP-6 と同時に blaCTX-M-2 を

含む IncN プラスミドの検出が報告20)されており，今

回の対象菌株も同様なプラスミドを保持している可能

性がある。これらの結果から，大阪市内でのステルス

型 CRE による大規模医療施設内感染発生時には，今

回研究対象とした大阪府北部地域の医療施設でも同一

起源と考えられる耐性因子を保持するステルス型カル

バペネム耐性大腸菌が検出されていたことが明らかに

なった。一方，今回行った詳細な ESBL 遺伝子解析

の結果から，新たに“CTX-M-1, CTX-M-2, TEM”，

“CTX-M-2，TEM”，“CTX-M-2, CTX-M-9”の

ESBL 遺伝子を持つ 3 系統の存在が明らかとなった

(表 3)。以上のことから，起源を同じくする耐性因子

に加え，他の耐性遺伝子の転移などにより異なる系統

が派生していたことが示唆された。また，2015 年末

から 2016 年初頭にかけて行われた大阪府北部地域に

おける入院患者の CRE 保菌アクティブサーベランス

では，11.8% の患者から CRE が検出されたとの報

告11)があるが，これらは大阪府北部地域で数年をかけ

て表立たずに進行していった結果と推察できる。

一般的にMBL産生株はカルバペネム系抗菌薬に耐

性を示すが，アズトレオナムなどのモノバクタム系抗

菌薬には感受性を示す場合がある。しかし ESBL 産

生株はモノバクタム系抗菌薬にも耐性を示すことから，

MBL と ESBL の両方を産生する菌株はほぼすべての

β-ラクタム系抗菌薬に耐性を示すこととなる。今回の

対象菌株はアミカシン感受性を示しているので現在ア

ミノグリコシド系抗菌薬による治療方法は残されてい

るが，海外ではアミノグリコシド耐性遺伝子を獲得し

た CRE も確認されており21,22)，今後のさらなる耐性

因子の獲得状況，多様性について監視を継続する必要

がある。
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