
 62

厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興研究事業研究事業） 
分担研究報告書 
 

多剤耐性緑膿菌の院内感染対策に関する研究  
 
研究分担者  切替 照雄 （（独）国立国際医療研究センター研究所・感染症制御研

究部・部長）  
研究協力者  秋山 徹  （（独）国立国際医療研究センター研究所・感染症制御研

究部・室長）  
多田 達哉  （（独）国立国際医療研究センター研究所・感染症制御研

究部・研究員）  
島田 佳世 （（独）国立国際医療研究センター研究所・感染症制御研

究部・研究補助員）  
 霜島 正浩 （株式会社 BML 総合研究所・検査本部・次長）  
 
研究要旨   
 本研究の目的は、多剤耐性緑膿菌の院内感染の実態を明らかにすること、ならび
に、多剤耐性緑膿菌臨床分離株より流行型の薬剤耐性因子を同定し、それらを標的
とする多剤耐性菌の迅速検出法を開発することである。本年度は、2012 年に分離さ
れた多剤耐性緑膿菌から同定された IMP-type MBL 変異体 IMP-34 および IMP-41 の
解析を行うと共に 2013 年度に分離された多剤耐性緑膿菌のスクリーニングを行な
った。さらに、2012 年度に得られた多剤耐性アシネトバクターバウマニー臨床分離
株 49 株の分子疫学解析を行った。AAC(6’)-Ib、AAC(6’)-Iae および IMP-type メタロ-
β -ラクタマーゼ産生多剤耐性緑膿菌の迅速診断イムノクロマトキットの開発によ
り、日本で分離される産生多剤耐性緑膿菌の約 8 割を迅速診断可能となった。これ
らの迅速診断キットの普及により、院内感染対策として多剤耐性緑膿菌のモニタリ
ングならびに早期検出に有効であることが期待される。  
 
 
A. 研究目的 
 近年、各地の医療施設において多剤耐性
緑膿菌の分離報告及び院内感染報告が多数
見受けられる。高度多剤耐性緑膿菌は、ア
ミノグリコシド薬、ニューキノロン薬、カ
ルバペネム薬に高度耐性を示し、治療が極
めて困難であると共に、個々の施設内での
感染伝播を引き起こす。今日の医療提携シ
ステムのもとでは、施設を超えて広域に伝
播拡大していくことも懸念されている。そ
のため、感染拡大の防止及び対策を講じ、
医療の質と信頼を確保するために、高度多
剤耐性緑膿菌の院内分離状況を把握する必
要がある。本研究では、多剤耐性緑膿菌の

分子疫学解析を行なうことにより重要な薬
剤耐性因子を同定し、同菌の早期検出やモ
ニタリングに有用な簡便かつ迅速な薬剤耐
性菌検出法の開発を目指す。 
 
B. 研究方法 
1. IMP-type MBL変異体 IMP-34および
IMP-41の解析 

2012年に分離された多剤耐性緑膿菌臨床
分離株 191 株に対し、我々の開発した IMP
産生緑膿菌迅速診断キットを用いて IMP産
生菌をスクリーニングした。イムノクロマ
ト陽性菌からゲノムを抽出し、IMP の亜型
を PCRおよびシークエンスで確認した。 
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IMP variantは大腸菌にクローニングし、
薬剤耐性を解析するとともに、タンパク質
精製し、酵素活性を測定した。 
2. 2013年多剤耐性緑膿菌臨床分離株の迅速
診断 

2013年に分離された多剤耐性緑膿菌臨床
分離株 300 株に対し、 AAC(6’)-Ib、
AAC(6’)-Iae および IMP-type メタロ-β-ラ
クタマーゼ産生緑膿菌迅速診断キットを用
いてこれらの酵素の産生を確認した。また、
IMP-type においてはシークエンスにより亜
型を判定した。 
3. 日本の医療施設で分離された多剤耐性
アシネトバクターバウマニー臨床分離株の
分子疫学解析 

2012年に分離された多剤耐性アシネトバ
クターバウマニー臨床分離株 49 株からゲ
ノムを抽出し、次世代シークエンサを用い
て全ゲノム配列を決定した。全ゲノム配列
から薬剤耐性因子を同定すると共に、SNP
を抽出し系統解析を実施した。 
 
倫理面への配慮 
研究対象は、患者情報と完全に切り離さ
れた臨床分離株を使用する。本研究内容は、
疫学研究に関する倫理指針（文部科学省、
厚生労働省）の対象外である。 
 
C. 研究結果 
1. IMP-type MBL 変異体 IMP-34 および
IMP-41の解析 

2012年に分離された多剤耐性緑膿菌臨床
分離株から IMP-34 産生株 3 株および
IMP-41産生株 1株が分離された。 

IMP-34は IMP-1とのアミノ酸比較で 1ア
ミノ酸置換(Glu126Gly)が、IMP-41は IMP-11
とのアミノ酸比較で 1 アミノ酸置換
（Val67Phe）が見られた。 
 大腸菌にクローニングし、薬剤耐性を比
較すると、 IMP-34 は IMP-1 に比べ、
doripenem, imipenemおよび meropenemを含
むカルバペネム系薬に対して感受性で、
cefepimeに対して耐性を示した。IMP-41は
IMP-11 に 比 べ 、 ampicillin, 
ampicillin/jsulbactam, cefepime, cefoxitin, 

cefpirome, cephradineおよび penicillin Gに対
し て 感 受 性 で あ っ た が 、 cefotaxime, 
ceftazidime, ceftriaxone, doripenem および 
meropenemに対して耐性を示した（Table 1）。 
 酵素活性を比較した結果、 IMP-1 と
IMP-34では kcat/Km値に大きな差は見られ
なかったが、IMP-41は IMP-11より penicillin 
G, ampicillin, cephradineおよび cefoxitinにお
い て kcat/Km 値 が 低 く 、 cefotaxime, 
ceftazidime, doripenemおよび meropenemに
おいて kcat/Km値が高かった（Table 2）。 
2. 2013年多剤耐性緑膿菌臨床分離株の迅速
診断 
 日本の医療施設で分離された多剤耐性緑
膿菌臨床分離株 300 株を IMP-type メタロ-
β -ラクタマーゼ、AAC(6’)-Ib および
AAC(6’)-Iae 産生緑膿菌迅速診断キットを
用いてこれらの酵素の産生を確認した結果、
IMP陽性株 169株(56.3%)、AAC(6’)-Ib陽性
株 91 株（30.3%）、AAC(6’)-Iae 陽性株 131
株（43.7%）であった。 
 IMP のタイピングをシークエンス解析に
より行ったところ、IMP-1, -6, -7, -10, -34, 
-41, -43が検出された。カルバペネムにより
耐性を示す IMP-41および IMP-43はそれぞ
2県から 2株、3県から 5株検出された。 
3. 日本の医療施設で分離された多剤耐性
アシネトバクターバウマニー臨床分離株の
分子疫学解析 
 日本の医療施設（7県、12医療施設）（Fig. 
1）から分離された多剤耐性アシネトバクタ
ー49 株において種々の薬剤に対する MIC
を調べたところ、アミノグリコシド系薬に
対するMICが全ての株で高度耐性を示した
(Table 3)。全ゲノム解析を行った結果、全て
の株から 16S rRNA methylase ArmAをコー
ドする遺伝子 armA, アミノグリコシドアセ
チルトランスフェラーゼをコードする遺伝
子 aac(6’)-Ibが検出された。さらに、山口県
の２医療施設から分離された 4 株において
はカルバペネム系薬に対し MIC >64μg/ml
以上の高度耐性を示し、blaOXA-72 を保有
していた。 
 分子系統解析の結果、大きく３つの clade
に分かれ、シークエンスタイピング（ST）
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208を示す clade、ST455を示す cladeおよび
ST512 を示す clade に分かれた（Fig. 2）。
blaOXA-72保有株４株はST512 cladeに分類
された。 
 また、ゲノム解析から armA 遺伝子はク
ロモゾームに存在していることが明らかと
なった。 
D. 考察 
1. IMP-type MBL 変異体 IMP-34 および
IMP-41の解析 
 IMP-1と IMP-34のアミノ酸比較では 126
番アミノ酸がGluからGlyに変化していた。
この変化による酵素活性の違いは認められ
なかったことから、この部位のアミノ酸置
換は酵素活性への影響はほとんどないと考
えられる。 
 IMP-11 と IMP-41 のアミノ酸比較んでは
67番アミノ酸が Valから Pheに変化してい
た。この変異は酵素活性に大きく影響して
いると考えられた。SubclassB1 に属する
MBLの 60から 66番アミノ酸残基は基質と
の相互作用に重要な active loopを形成する
ことが分かっている。67番目アミノ酸はこ
の active loopに隣接していることから、こ
の変異が酵素活性に影響を及ぼしている可
能性が示唆された。 
2. 2013年多剤耐性緑膿菌臨床分離株の迅速
診断 
 過去、我々の開発した IMP-type MBL、
AAC(6’)-Iae および AAC(6’)-Ib 産生多剤耐
性緑膿菌臨床分離株迅速診断キットを組み
合わせると日本で分離される多剤耐性緑膿
菌の約 8 割を迅速に検出できることが分か
った。これらの迅速診断キットの普及によ
り、院内感染対策として多剤耐性緑膿菌の
モニタリングならびに早期検出に有効であ
ることが期待される。 
 近年の解析からAAC(6’)-Ib産生菌の割合
やカルバペネムに対してより耐性を示す
IMP の出現が報告されていることから、今
後も継続的なモニタリングをしていく必要
がある。 
3. 日本の医療施設で分離された多剤耐性
アシネトバクターバウマニー臨床分離株の
分子疫学解析 

 2012年に分離された多剤耐性アシネトバ
クターバウマニー臨床分離株 49 株は全て
高度アミノグリコシド耐性を示し、16S 
rRNA methylase ArmAをコードする遺伝子
armAが検出された。過去、日本で armA遺
伝子を保有するアシネトバクターバウマニ
ーの報告は少なく、高頻度での分離報告は
ない。 
 高度アミノグリコシド耐性に寄与する
16S rRNA methylase産生菌の報告は、中国、
韓国、東南アジア諸国で多く報告されてい
る。よって、これらの国々から日本に持ち
込まれた可能性が高いと考えられる。 
 今後も持続的なモニタリングを続けると
共に、16S rRNA methylase産生高度アミノ
グリコシド耐性菌を迅速に検出できるシス
テムを開発する必要があると思われる。 
E. 結論 
 本研究から、我々の開発した迅速診断キ
ットを用いることで日本で分離される多剤
耐性緑膿菌の約 8 割が迅速に検出可能であ
ることが分かった。また、カルバペネム系
薬に対してより高い耐性を示す IMP-type 
MBL の新興も明らかとなった。さらに、
我々の行った日本の医療施設で分離された
多剤耐性アシネトバクターバウマニー臨床
分離株の分子疫学解析から、高度アミノグ
リコシド耐性を付与する 16S rRNA メチラ
ーゼ産生株の出現が明らかとなった。以上
のことから、今後、より詳細なモニタリン
グが必要であると考えられる。 
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E. coli  DH5α
(pHSG398/IMP-1)

E. coli  DH5α
(pHSG398/IMP-34)

E. coli  DH5α
(pHSG398/IMP-11)

E. coli  DH5α
(pHSG398/IMP-41)

E. coli  DH5α
(pHSG398)

Ampicillin 32 32 16 4 2
Ampicillin-Sulbactam 16 16 8 2 1
Aztreonam <0.25 <0.25 <0.25 <0.25 <0.25
Cefepime 2 2 8 4 2
Cefotaxime 16 16 32 128 <0.25
Cefoxitin 512 512 >512 128 2
Cefozopran 4 4 16 16 <0.25
Cefpirome 0.25 0.5 2 1 <0.25
Ceftazidime 512 512 128 256 <0.25
Ceftriaxone 64 64 64 128 <0.25
Cefuroxime 256 128 512 512 4
Cephradine 256 256 256 64 16
Doripenem 0.25 <0.25 2 4 <0.25
Imipenem 0.5 0.25 1 1 <0.25
Meropenem 0.5 0.25 2 8 <0.25
Moxalactam 64 64 128 128 <0.25
Penicillin G 128 128 64 32 32
Piperacillin 2 2 2 2 2
Piperacillin/Tazobactam 1 1 1 1 1
aThe ratio of the ampicillin to sulbactam was 2:1. The ratio of piperacillin to tazobactam was 4:1. The ratio of ticarcillin to clavulanic acid was 15:1.

Antibiotic(s)a

TABLE 1 MICs of β-lactams for P. aeruginosa NCGM, E. coli strains  transformed with IMP-1, IMP-7, IMP-7', IMP-11 and IMP-11' 

TABLE 2 Kinetic parameters of β-lactamase IMP-1, IMP-34, IMP-11 and IMP-41with various substrates

IMP-1 IMP-34 IMP-11 IMP-41 IMP-1 IMP-34 IMP-11 IMP-41 IMP-1 IMP-34 IMP-11 IMP-41

Penicillin G 662 423 290 280 94 49 12 2.2 0.14 0.12 0.042 0.0077
Ampicillin 340 355 423 334 16 13 6.1 1.7 0.048 0.037 0.014 0.0052
Cephradine 73 57 27 100 21 15 14 6.2 0.29 0.26 0.52 0.062
Cefoxitin 34 31 17 32 2.7 2.0 3.2 1.1 0.080 0.066 0.19 0.034
Cefotaxime 14 10 12 6.1 2.9 2.0 3.3 12 0.20 0.20 0.27 1.9
Ceftazidime 26 22 49 45 0.68 0.4 0.98 3.5 0.026 0.019 0.020 0.076
Cefepime 21 29 12 93 1.4 2.4 1.5 8.6 0.064 0.084 0.12 0.093
Aztreonam NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb

Dripenem 39 39 12 2.6 4.8 3.8 3.5 3.3 0.12 0.096 0.3 1.3
Imipenem 58 59 18 136 6.9 4.9 4.2 22 0.12 0.083 0.24 0.16
Meropenem 37 46 27 17 2.3 2.0 2.6 4.4 0.062 0.043 0.095 0.27
a The Km and k cat values represent the mans of three independent experiments ± standard deviations.

Km (μM)a kcat (s-1)a kcat /Km (μM-1・s-1)a

Substrate

b NH; no hydrolysis was detected under conditions with a substrate concentration of up to 1mM and an enzyme concentration of up to 700nM.
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baumannii strains
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