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研究要旨.  

国内におけるアシネトバクター属菌の感染疫学に関する知見を得ることを目的として、

国立感染症研究所が全国の国立病院から収集した 998 株のアシネトバクター属菌疑い菌に

ついて菌種同定を行った。また、A.baumanii の MLST 解析と次世代シークエンサーを使用

した全ゲノム解析データに基づいた A. baumannii International Clone II の系統樹解析と

A.baumanii の薬剤耐性遺伝子の検索を実施した。菌種同定を実施した結果、998 株中 866

株がアシネトバクター属菌であり、そのうち A. baumanii が 74%と最も多く、次いで A. 

nosocomialis 10%、A. pitti、7%、A. sp. close to 13TU 2%と続くことが明らかとなった。MLST

解析の結果から秋田県と愛知県に A. baumannii International Clone II が侵淫していること

が確認された。また SNP 系統樹解析の結果から、A. baumanii International Clone II につい

ても地域に特異的な感染疫学が成立している可能性が示唆された。また、SNP 系統樹解析

により、MDRA が他の A. baumannii International Clone II クラスターに属する株と異なる

起源と感染疫学を持つ可能性が示唆された。確認された MDRA は 2 株のみであったが、

院内感染防止策構築の基礎となる MDRA の感染疫学に関して、今後さらなる調査が必要で

ある。 

 

 

A. 研究目的 

 アシネトバクター(Acinetobacter)属菌

は自然環境中に広く分布し、同じ非発酵

菌である緑膿菌と同様にしばしば院内感

染を惹起する。さらに、緑膿菌と異なり

湿潤環境のみならず、乾燥状態にも耐え

ることから、ひとたび病院環境内に定着

した場合、その除去は容易ではない。ア

シネトバクター属菌は 19 の Genomic 

Species に分類され、30 の reference strain

が定められている (A.Y. Peleg, Clin. 

Microbiol. Rev. 21, 538, 2008)が、従来の生

化学的性状試験等では種の同定が困難で

ある。とりわけ、医療機関において分離

頻度が高いとされる A.  baumanni、A. 

pittii、A. nosocomialis、A. calcoaceticus は

性状がお互いに非常に類似しているため

に、従来法や医療機関等で汎用されてい

る自動同定機器では鑑別が極めて困難で

あり、このことが国内におけるアシネト

バクター属菌の感染疫学解明の大きな障

害となってきた。実際、JANIS の集計は
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医療機関における自動同定機による検査

結果に立脚しているために、国内におけ

るアシネトバクター属菌の分離実態が正

確に反映されているとは言い難く、その

実態は混沌としているのが現状である。 

 2008 年秋から 2009 年 1 月に福岡大病

院で多剤耐性アシネトバクター(MDRA)

の院内感染が発生し、26 人が感染し 4 人

が死亡するという院内感染事例が発生

し、平成 22 年 2 月には帝京大学医学部附

属病院で入院患者 46 名が MDRA に感染

し、死亡者が計 27 名となる深刻な健康被

害が発生した。このように、国内では

MDRA による、深刻な健康被害を伴う院

内感染が既に発生していることから対策

を講じる必要があるが、国内おけるアシ

ネトバクター属菌の感染疫学に関する知

見は極めて乏しいことが対策構築上の問

題である。 

 本研究は、国内におけるアシネトバク

ター属菌の感染疫学に関する知見を得る

ことを目的として昨年度から実施した。

研究初年度である昨年度は、秋田県と愛

知県の医療機関において分離されたアシ

ネトバクター属菌の菌種同定と薬剤感受

性について検討し、A.  baumanni、A. 

pittii、 A. nosocomialis、A. calcoaceticus、 

A. sp. Close to 13TU の分離頻度が高いこ

とを明らかにした一方、秋田県と愛知県

で菌種分布に明瞭な違いがあることを示

し、地域に特有の感染疫学が存在してい

る可能性を指摘した。MDRA は確認され

なかったものの A.baumanii には 5 剤以上

の薬剤耐性を獲得した株が認められるこ

と、A.baumanii 以外のアシネトバクター

属菌では比較的薬剤耐性株が少ないこと

を明らかにした。さらに、MLST 解析に

より愛知県には耐性傾向が強いといわれ

る European clone II が存在していること

も示し、これまで殆ど明らかになってい

ない国内におけるアシネトバクター属菌

の感染疫学の一端を明らかにすることが

できた。 

 今年度は、国立感染症研究所が全国の

国立病院から収集した 998 株のアシネト

バクター属菌疑い株について菌種同定を

行った。また、A.baumanii の MLST 解析

と次世代シークエンサーを使用した全ゲ

ノム解析データに基づいた A. baumannii 

International Clone II の系統樹解析を行

い、国内におけるアシネトバクター属菌

の感染疫学に関する知見を集積した。さ

らに、次世代シークエンサーを使用して

A.baumanii の薬剤耐性遺伝子を検索し

た。 

  

B. 研究方法 

１．アシネトバクター属菌の菌種同定 

国立感染症研究所が全国 78 の国立病

院から収集した 998 株のアシネトバクタ

ー属菌疑い株を菌種同定に供した。菌種

の同定は、Bernard La Scola らが報告(J. 

Clin. Microbiol., Vol.44, p. 827–83, 2006)

した rpoB 遺伝子の DNA シークエンス解

析と、Jane F Turton らが報告(J. Clin. 

Microbiol., Vol.44, p. 2974–2976, 2006)し

た A. baumanii に特異的（Intrinsic）な

OXA51-like 遺伝子を標的とする PCR 法

を併用して実施した。但し、rpoB 遺伝子

の増幅には Ac696F と Ac1598R プライマ

ーを使用し、シークエンスプライマーに

は Ac696F を使用した。PCR には EX Taq 

DNA Polymerase (Takara Bio)を使用し、シ

ークエンス用テンプレートの精製には

Illustra ExoProStar (GE Healthcare)を使用

した。DNA シークエンスの決定はファス

マック（株）に外注した。rpoB 遺伝子の

増幅がみられなかった供試株については

16S リボゾーマル RNA のシークエンス

により菌種を確認した。 
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２．A. baumannii の MLST 解析 

愛知県で分離された A. baumannii 20

株と秋田県で分離され、調査した薬剤に

何らかの耐性が認められた 18 株につい

てパスツール研究所

（www.pasteur.fr/mlst）の方法に従い

MLST 解析した。 

３．全ゲノム解析による系統樹解析と薬

剤耐性遺伝子の検索 

 愛知県で分離された 4 株の A. 

baumannii International Clone II と秋田県

で分離された 3 株の A. baumannii 

International Clone II を供試し、次世代シ

ークエンサーを使用して全ゲノム解析

を行った。得られたデータと、国立感染

症研究所で解析した MDRA 3 株のデー

タ、GenBank に登録された国内外の株の

デ ー タ を 併 せ て single nucleotide 

polymorphisms (SNP)による系統樹解析

を 行 っ た 。 系 統 樹 解 析 は MUMer 

(Genome Biology, 5:R12, 2004)を用いた

SNP 抽 出 、 FastTree (PLoS ONE, 

5(3):e9490, 2010)による系統樹解析、

MEGA5 (Molecular Biology and Evolution 

28: 2731-2739, 2011)による系統樹描画の

手順で行った。また、 ResFinder 2.1

（ http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/

）により薬剤耐性遺伝子の検索を実施し

た。 

４．薬剤感受性試験 

薬剤感受性試験は KB 法により実施し

た。供試薬剤はセフォタキシム (CTX), 

セフタジジム (CAZ), イミペネム 

(IPM), メロペネム (MEPM), アズトレ

オナム (AZT), セフェピム (CFPM), ピ

ペラシリン (PIPC), アミカシン(AMK), 

シプロフロキサシン (CPFX), ミノサイ

クリン (MINO), コリスチン (CL), スル

フイソキサゾール (G)とした。 

 

C. 研究結果 

１．アシネトバクター属菌の菌種同定 

 998 株のアシネトバクター属菌疑い株

のうち、866 株がアシネトバクター属菌

であった。これらの株の rpoB 遺伝子シ

ークエンスに基づき作成した系統樹を図

1 に示した。A. baumanii、A. nosocomialis、

A. sp. close to 13TU 、 A. pitti 、 A. 

calcoaceticus/oleivorans、その他の菌種が

系統樹上でそれぞれ同一のクラスターに

分類されることが示され、rpoB 遺伝子の

シークエンス解析がアシネトバクター属

菌の同定に極めて有用であることが確認

できた。一方、rpoB 遺伝子のシークエン

スにより A. baumanii と同定された 645

株のうち、1 株以外は OXA51-like 遺伝子

を標的とする PCR 法が陽性となること

が確認された。OXA51-like 遺伝子 PCR

が陰性となった 1株についてOXA51-like

遺伝子のシークエンスを解析した結果、

これらの株では OXA51-like 遺伝子に

Insertion Sequence (IS)が挿入されている

ことが明らかとなった。 

 図 2 にアシネトバクター属菌 866 株の

菌種を円グラフで示した。菌種は検出数

が多い順に A. baumanii 645 株（74%）、

A. nosocomialis 84 株（10%）、A. pitti、60

株（7%）、A. sp. close to 13TU 15 株（2%）

であった。データは示さないが、感染症

法に規定する MDRA の報告基準に該当

する A. baumanii は 645 株中 2 株のみで

あった。 

２．A. baumannii の MLST 解析 

 表１に愛知県で分離された A. 

baumannii 20株と秋田県で分離されたA. 

baumannii 18株の MLST解析の結果を示

した。愛知県では 20 株中 9 株（45%）

が ST2、8 株が ST33 から ST235slv の 5

種類の MLST Type、3 株が既知 Type に

該当しない MLST Type であったのに対
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して、秋田県では 18 株中 17 株（94%）

が ST2、1 株のみが ST22 であり、両県

とも International clone II がすでに分布

していることが示された。 

３．全ゲノム解析による系統樹解析と薬

剤耐性遺伝子の検索 

愛 知 県 で 分 離 さ れ た 4 株 の A. 

baumannii International Clone II、秋田県

で分離された 3 株の A. baumannii 

International Clone II、国立感染症研究所

で解析した MDRA 3 株、そして国内外

で報告されたデータを併せて作成した

SNP 系統樹を図 3 に示した。国内で分離

された A. baumannii International Clone II

は愛知株、秋田株と共に同一のクラスタ

ーに分類され、これらが非常に近縁な株

であることが明らかとなった。また、秋

田県と、愛知県由来株は各県内由来株に

よるサブクラスターを形成していた。こ

れに対して、国立感染症研究所で解析し

た MDRA はこれらとはやや距離が離れ

たクラスターに分類された。一方、海外

で分離された株については、系統樹の外

周に位置する多彩な距離に分類され、国

内株とは遺伝的な隔たりが大きいこと

が示された。 

供試した 7 株の A. baumannii の全ゲノ

ム解析の結果検出された薬剤耐性遺伝

子の一覧と、秋田株 3 株の KB 法による

感受性試験の結果を表 2 に示した。7 剤

に耐性を示す AC18 株と AC45 からはそ

れぞれ 12 種類と 8 種類、5 剤に耐性を

示す AC34 からは 5 種類の耐性遺伝子が

検出された。愛知株についても 7 種類か

ら 12 種類の耐性遺伝子が検出された。

アミカシン耐性を示した AC18 は、アミ

ノグリコシド耐性に関与する aadA1、

aac(6’)iB-cr、armA 遺伝子を保有してい

た。armA 遺伝子は愛知株 4 株中 3 株に

も検出されており、アミノグリコシドの

高度耐性に関与するこの methylase 遺伝

子が国内のA.baumaniiに侵淫しているこ

とが示された。 

 

D. 考察 

 医療機関の細菌検査室や民間検査機関

ではアシネトバクター属菌の菌種同定が

困難であることから、国内におけるアシ

ネトバクター属菌の感染疫学はその多く

が不明である。今回、我々は国立感染症

研究所が全国 78 の国立病院から収集し

たアシネトバクター属菌 866 株について

菌種の同定を行い、国内の医療機関にお

けるアシネトバクター属菌の分離状況を

明らかにした。その結果から、A. baumanii 

が 645 株（74%）と最も多く、次いで A. 

nosocomialis 84 株（10%）、A. pitti、60

株（7%）、A. sp. close to 13TU 15 株（2%）

と続くことが示された。国内の医療機関

で分離されるアシネトバクター属菌約

900 株弱について菌種を遺伝子レベルで

決定した例はこれまでになく、今回我々

が示した成績は国内初のデータとなる。 

今回も昨年度同様、rpoB 遺伝子のシー

クエンス解析に基づきアシネトバクター

属菌の同定を行った。その結果、同一菌

種が系統樹上でそれぞれ同一のクラスタ

ーに分類されることが示され、rpoB 遺伝

子のシークエンス解析がアシネトバクタ

ー属菌の同定に有用であることが改めて

確認できた。866 株もの分離株を供試し

て rpoB 遺伝子の系統樹解析を実施した

例も国内ではこれまでになく、今回我々

が得た成績はアシネトバクター属菌の菌

種同定法としての rpoB 遺伝子のシーク

エンス解析の有用性を示す貴重なデータ

といえる。同様に、OXA51-like 遺伝子を

標的とする PCR 法が A.baumanii の同定

法として有用であることも示し得たが、

OXA51-like 遺伝子に IS が挿入されたこ
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とにより、OXA51-like 遺伝子 PCR が偽

陰性となる A.baumanii が少数ではあるが

存在することが確認された。このような

株では IS の挿入位置と IS のサイズにも

よるが、OXA51-like 遺伝子 PCR におい

て設計サイズよりも大きなエキストラバ

ンド様の増幅断片が検出される可能性も

考えられ、そのような分離株に遭遇した

場合には rpoB 遺伝子のシークエンスを

行うことにより A.baumanii の確認が必要

と考えられる。 

昨年度、我々は秋田県と愛知県で分離

株の菌種分布に明瞭な違いがあることを

示し、アシネトバクター属菌においては

地域に特異的な感染疫学が成立している

可能性を指摘した。今回 SNP 系統樹解析

により秋田県と愛知県の株は非常に近縁

であることを示したが、さらに詳しく見

ると、秋田県と愛知県由来株は各県内由

来株で小さなサブクラスターを形成して

いた。この結果は、昨年指摘したアシネ

トバクター属菌全般についてのみなら

ず、A. baumannii International Clone II に

ついても地域に特異的な感染疫学が成

立している可能性を示唆するものとして

興味深い。 

一方、SNP 系統樹解析により、国内で

分離された A. baumannii International 

Clone II は非常に近縁な株であること、

また、国内で分離された MDRA はこれ

らとはやや距離が離れたクラスターに

属することが示された。このことは、国

内 に 侵 淫 し て い る A. baumannii 

International Clone II の中で MDRA が他

のクラスターに属する株と異なる起源

と感染疫学を持つ可能性を示唆するこ

ととして興味が持たれる。 

今回、我々が検討した範囲では、A. 

baumannii645 株中 MDRA に該当する株

は 2 株のみであった。このことは、諸外

国とは異なり、国内には MDRA が未だ

に殆ど侵淫していないことを示すもの

と考えられ、現時点では国内における

MDRA による院内感染発生リスクは大

きくはないものと推察される。しかしな

がら、国内においては MDRA による深

刻な院内感染がこれまで実際に発生し

ていることから、MDRA の感染予防策

を構築することは重要である。MDRA

については国内における分離数が少な

いことにより解析データも少なく、感染

予防策の構築に重要な知見が非常に乏

しい。そのため、今後、国内における

MDRA について更に広範囲・長期間に

わたる調査を行い、感染疫学に関するデ

ータを集積することが重要と考えられ

る。 

多剤耐性菌の耐性遺伝子を特定する

ことは、従来、極めて困難であった。今

回、我々は次世代シークエンサーによる

全ゲノム解析とオンラインサーチサイ

ト を 併 用 す る こ と に よ り 耐 性

A.baumanii の耐性遺伝子の検索を試行し

た。その結果、供試した株により 5 種類

から 12 種類の薬剤耐性遺伝子が特定さ

れた。このような耐性遺伝子の検索は、

次世代シークエンサーを使用する以前

の、従来の方法では実現不可能であった。

但し、この方法ではキノロン耐性やマク

ロライド耐性の機構として重要である標

的遺伝子の SNP 変異による耐性機構を

特定することはできない。しかしながら、

次世代シークエンサーとオンラインサー

チサイトを併用して薬剤耐性遺伝子を検

索するこの方法は、薬剤耐性機構の解明

に極めて有効であり、他の菌種の薬剤耐

性機構の研究にも広く応用可能であると

考えられる。 

アミカシン耐性を示した AC18 は、ア

ミノグリコシド耐性に関与する aadA1、
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aac(6’)iB-cr、armA 遺伝子を保有するこ

とが示された。これらの遺伝子のうち、

armA 遺伝子はアミノグリコシドの高度

耐性に関与する methylase 遺伝子の一種

であり、AC18 株のアミノグリコシド耐

性機構で重要な役割を果たしているも

のと推定された。また、AC18 株は sul1

遺伝子を保有し、スルファメトキサゾー

ルにも耐性を示したことから、Class 1 

Integron を保有する可能性が高いものと

考えられ、Class1 Integron の特定と構造

解析が今後の課題となる。 

今回解析に供した株はいずれもイミ

ペネム感受性であり、MDRA の報告基

準は満たしていない。イミペネムにも耐

性を獲得した MDRA のイミペネム耐性

機構の詳細について興味が持たれる。 

 

E. 結論 

 886 株のアシネトバクター属菌を供試

して実施した今年度の研究により、rpoB

遺伝子の解析はアシネトバクター属菌の

同定に有用であることが改めて確認され

た。OXA51-like 遺伝子を標的とする PCR

法が A.baumanii の同定法として有用であ

ることも同時に確認されたが、IS の挿入

による偽陰性の可能性について考慮する

必要がある。次世代シークエンサーによ

る全ゲノム解析はA.baumaniiのSNP解析

による分子疫学解析に有用であるのみな

らず、従来は困難であった薬剤耐性遺伝

子の検索にも極めて有用であることが示

されたことから、今後もこの方法を応用

してアシネトバクターの耐性機構の解明

に取り組む必要がある。 

国内において MDRA は稀であり、侵淫

は深刻な状況には至っていないと考えら

れるが、院内感染防止策構築の基礎とな

る MDRA の感染疫学に関して、さらなる

調査が必要である。 

 

F. 健康危険情報 

該当なし 

G. 研究発表 

論文発表 

なし 
学会発表 

なし 
H. 知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


