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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、昨年度に引き続き 2014 年度に分離された多剤耐性緑膿菌臨床分離株に
おいて当研究部が開発した 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を用
いて迅速診断し、これら薬剤耐性因子の動向を明らかにすると共に、IMP の
タイピングを実施した。その結果、AAC(6’)-Ib の増加とメロペネムにより耐
性を示す IMP 亜型の出現が明らかとなった。 
 

 
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. 2014 年多剤耐性緑膿菌臨床分離株の分子
疫学解析 



2014 年に分離された多剤耐性緑膿菌臨床
分 離 株 304 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、2013 年度分離株と比較した。 
2. IMP-34 産生緑膿菌の全ゲノム配列の解
析および IMP-34 の酵素活性 

IMP-34 産生多剤耐性緑膿菌 NCGM1900
のゲノムを CTAB 法で抽出し、沖縄綜合科
学研究所にゲノム解析を依頼、PacBioRSII
でシークエンスし、Minimus2 でアセンブル
した。完全長の配列はアノテーションし、
DDBJ に登録した。IMP-1 および IMP-34 産
生緑膿菌を用いて pHSG389-blaIMP-1 およ
び pHSG389-blaIMP-34 を得た。大腸菌 DH5
αにトランスフォームしたトランスフォー
マントを用いて種々のβ-ラクタム剤に対
する MIC を比較した。さらに、リコンビナ
ント IMP-1 および-34 を生成し、酵素学的
性状を明らかにした。 
  
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. 2014 年多剤耐性緑膿菌臨床分離株の分子
疫学解析 

2014 年に分離された 304 株を解析した
結果、 IMP 陽性 176 株（ 57.9% ）、
AAC(6’)-Iae 陽 性 115 株 (37.8%) 、
AAC(6’)-Ib 陽性 107 株(35.1%)であった
（Table 1）。2013 年分離株 298 株は IMP
陽性 169 株（56.7%）、AAC(6’)-Iae 陽性 129
株(43.3%)、AAC(6’)-Ib 陽性 89 株(29.9%)
であったことから(Table 2)、AAC(6’)-Iae
陽性株の分離率が減少し、AAC(6’)-Ib 陽性
株の分離率が増加したことが明らかとなっ
た。 

2014 年分離株の IMP タイプをシークエ
ンスにより決定した結果、IMP-1: 99 株、

IMP-6: 7株、IMP-7: 29株、IMP-10: 32株、
IMP-34: 1 株、IMP-43: 8 株であった。 
 
2. IMP-34 産生緑膿菌の全ゲノム配列の解
析および IMP-34 の酵素活性 

IMP-34 産生多剤耐性緑膿菌 NCGM1900 
（Accession no. AP014622）の完全長のゲノ
ム配列を明らかにした結果、aac(6’)-Ib およ
び IMP-34 を 含 む イ ン テ グ ロ ン
tnpA-intI-blaIMP-34-aac(6')-Ib-qacEdeltaI-sulI-o
rfX-tniBdelta-tniA が同一ゲノム上に 2 か所
確認された(Fig. 1)。 

pHSG389-blaIMP-1 お よ び
pHSG389-blaIMP-34 のトランスフォーマン
トを用いて種々のβ-ラクタム剤に対する
MIC を比較した結果、pHSG389 を持つコン
トロールと比較するとアズトレオナム以外
のβ-ラクタム剤に対する MIC が上昇して
い た が 、 pHSG389-blaIMP-1 お よ び
pHSG389-blaIMP-34 の比較では違いが見ら
れなかった(Table 3)。また、酵素活性の比較
では IMP-34 は IMP-1 に比べて全体的に低
い活性を示した (Table 4)。 
 

D. 考察 
1. 2014 年多剤耐性緑膿菌臨床分離株の分子
疫学解析 
 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 産生菌の増加
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。 
 
2. IMP-34 産生緑膿菌の全ゲノム配列の解
析および IMP-34 の酵素活性 

2011 年より IMP-34 産生多剤耐性緑膿菌
が分離されるようになった。blaIMP-34 は広



島県で分離された Klebsiella pneumoniae の
プラスミドから同定された。この blaIMP-34
がプラスミドから緑膿菌の染色体上に転移
した可能性が考えられる。また、同一染色
体上に aac(6’)-Ib および IMP-34 を含むイン
テグロンが 2 か所存在することで、より多
くの酵素を産生している可能性が示唆され
た。 

 
E. 結論 
本研究から AAC(6’)-Iae 陽性株が減少し、

AAC(6’)-Ib 陽性株が増加していた。また、
IMP-34、IMP-41、IMP-43 および IMP-44 を
含むメロペネムにより耐性を示す IMP タ
イプメタロメタロ-β-ラクタマーゼがいくつ
かの地域で分離されていることが明らかと
なり、今後も注意深くモニタリングしてい
く必要がある。 
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MICs of β-lactams for P. aeruginosa NCGM1900, E. coli transformants with blaIMP-1 and blaIMP-34 

Antibiotic(s)a 
MIC (μg/ml) 

P. aeruginosa 
NCGM1900 

E. coli DH5α 
(pHSG398/IMP-1) 

E. coli DH5α 
(pHSG398/IMP-34) 

E. coli DH5α 
(pHSG398) 

Ampicillin >1,024 32 32 2 
Ampicillin-Sulbactam 512 16 16 1 
Aztreonam 16 <0.25 <0.25 <0.25 
Cefepime 1,024 2 2 2 
Cefotaxime >1,024 16 16 <0.25 
Cefoxitin >1,024 512 512 2 
Cefozopran 1,024 4 4 <0.25 
Cefpirome 256 0.25 0.5 <0.25 
Ceftazidime >1,024 512 512 <0.25 
Ceftriaxone >1,024 64 64 <0.25 
Cefuroxime >1,024 256 128 4 
Cephradine >1,024 256 256 16 
Doripenem 256 0.25 <0.25 <0.25 
Imipenem 256 0.5 0.25 <0.25 
Meropenem 512 0.5 0.25 <0.25 
Moxalactam >1,024 64 64 <0.25 
Penicillin G >1,024 128 128 32 
aThe ratio of the ampicillin to sulbactam was 2:1.  

Kinetic parameters of β-lactamase IMP-1 and IMP-34with various substrates  

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

IMP-1 IMP-34  IMP-1 IMP-34  IMP-1 IMP-34 

Penicillin G 662 423  94 49  0.14 0.12 
Ampicillin 340 355  16 13  0.048 0.037 
Cephradine 73 57  21 15  0.29 0.26 
Cefoxitin 34 31  2.7 2.0  0.080 0.066 
Cefotaxime 14 10  2.9 2.0  0.21 0.20 
Ceftazidime 26 22  0.68 0.4  0.026 0.019 
Cefepime 21 29  1.4 2.4  0.064 0.084 
Aztreonam NHb NHb  NHb NHb  NHb NHb 
Dripenem 39 39  4.8 3.8  0.12 0.096 
Imipenem 58 59  6.9 4.9  0.12 0.083 
Meropenem 37 46  2.3 2.0  0.062 0.043 
aThe Km and kcat values represent the mans of three independent experiments ± standard deviations. 
bNH; no hydrolysis was detected under conditions with a substrate concentration of up to 1mM and an 
enzyme concentration of up to 700nM. 



 
 
Fig. 1 
 
 
 
 


