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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。2011年～2014 年にかけて分離された多剤耐性
緑膿菌の分子疫学解析、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。多剤耐性緑膿菌からは新規のメタロ-β-ラクタマーゼ
IMP-type メタロ-β-ラクタマーゼ変異体 IMP-34、IMP-41、IMP-43および IMP-44の生物学
的・酵素学的性状を明らかにし、メロペネムにより耐性を示す IMP-typeが全国に広がりつ
つあることを明らかにした。さらに、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。また、2012年に分離された多剤耐性アシネトバクターバウ
マニーにおいてはアミノグリコシド高度耐性を付与する 16S rRNAメチラーゼ ArmA産生
菌が 7都道府県から分離されたことを明らかにした。 
 
A. 研究目的 
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. AAC(6’)-Ib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 

Aminoglycoside-acetyltransferase 
AAC(6’)-IbのHisタグ付き組換え蛋白質をラッ
トに免疫後、ハイブリドーマを作製し、その培
養上清より精製した。第一次スクリーニングは、
Hisタグ付きAAC(6’)-Ibを用いてELISAにより
実施した。 
株式会社BML総合研究所より分与いただ
いた217株の多剤耐性緑膿菌臨床分離株を対
象に、抗AAC(6’)-Ibイムノクロマト試験を実施
した。 
さらに用いたモノクローナル抗体におけるエ
ピトープマッピングを行なった。 
2. 日本の医療施設で分離される多剤耐性緑
膿菌の分子疫学解析 
2011年~2014年に分離された多剤耐性緑膿菌
臨床分離株950株（2011年度：169株、2012年
度：186株、2013年度291株、2014年度：304
株）において当研究部で開発したIMP-type 
メタロ-β-ラクタマーゼ、AAC(6’)-Iaeおよび
AAC(6’)-Ibイムノクロマトキットを用いて
迅速診断すると共に、IMPの亜型をPCRおよ
びシークエンスを用いて決定した。 
3．新規アミノグリコシド耐性因子AAC(6’)-Iaj
の同定 

2011 年に分離多剤耐性緑膿菌臨床分離株
に対し、 amikacin に高度耐性（MIC >64 
ug/ml）を示す株を対象に、既知のアミノグリコ
シド耐性因子をコードする遺伝子をPCRにより
スクリーニングした。 
その中で、未知のアミノグリコシド耐性因子
を保有していると思われる株のインテグロンを
シークエンスし、耐性因子を同定した。 
同定された耐性因子を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、活性を薄層クロマトグラフィーで確認
した。 
また、この因子がクロモゾーム上にあるかどう
かをサザンブロットにより確認した。 
4. IMP-type MBL変異体 IMP-43および

IMP-44の同定 
  2011 年に分離された多剤耐性緑膿菌臨床
分離株に対し、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
ンスで確認した結果、新規 IMP variant 
IMP-43および IMP-44を同定した。blaIMP-43
および IMP-44 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。 
5. 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。 
6. 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DH5α
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. AAC(6’)-Ib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  
モノクローナル抗体のスクリーニングの結果、

AAC(6’)-Ibに高い反応性を示す８抗体を得た。
これら 8 抗体の組み合わせの中で、最も濃い
テストラインを生む２抗体 3A9/F1 および
3F9/F1 を用いてイムノクロマトキットを作成した
（図 1）。作成したイムノクロマトキットの感度は
7.6 × 106 cfu per test であった。AAC(6’)-Ibの
全長をカバーする、15 残基のペプチドを設計
し ELISAによる解析を行った。その結果、得ら
れ た 抗 体 の エ ピ ト ー プ は 、 3A9/F1 は
AAC(6’)-Ib の 171-184aa 領域、3F9/F1 は
61-75aa領域であった。 
 217 株の多剤耐性緑膿菌を対象に
AAC(6’)-Ib イムノクロマト試験を実施した結果、
キット陽性 98株、陰性 119株であり aac(6’)-Ib
の PCRの結果と完全に一致した。 
2. 日本の医療施設で分離される多剤耐性緑
膿菌の分子疫学解析 

2011から 2014年に分離された 950株を
解析した結果、2011年に分離された 169株
では、 IMP 陽性 107 株（ 63.3%）、
AAC(6’)-Iae陽性 84株(49.7%)、AAC(6’)-Ib
陽性 34 株(20.1%)、2012 年に分離された
186 株では、IMP 陽性 128 株（68.8%）、
AAC(6’)-Iae 陽 性 100 株 (53.8%) 、
AAC(6’)-Ib陽性 42株(22.6%)、2013年に分
離された 291 株では、IMP 陽性 170 株
（58.4%）、AAC(6’)-Iae陽性129株(44.3%)、
AAC(6’)-Ib陽性 90株(30.9%)、2014年に分
離された 304 株では、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。 
シークエンスにより各年で分離されたIMP
陽性株のIMP亜型を決定した結果、2011年
のIMP陽性株107株の内、IMP-1: 66株、
IMP-6: 2株、IMP-7: 12株、IMP-10: 21株、
IMP-43: 5株、IMP-44: 1株であった。2012
年のIMP陽性株128の内、IMP-1: 70株、
IMP-6: 13株、IMP-7: 17株、IMP-10: 20株、
IMP-34: 3株、IMP-41: 1株、IMP-43: 4株
であった。2013年のIMP陽性株170の内、
IMP-1: 82株、IMP-6: 14株、IMP-7: 38株、
IMP-10: 26株、IMP-34: 2株、IMP-41: 2株、

IMP-43: 5株であった。2014年のIMP陽性
株176の内、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。 
3．新規アミノグリコシド耐性因子AAC(6’)-Iaj
の同定 

2011年に分離された多剤耐性緑膿菌臨床
分離株から新規アミノグリコシド耐性因子
AAC(6’)-Iajが同定された（図 2）。 
  AAC(6’)-IajはAAC(6’)-Iaと 70%の相同性
を持ち、AAC(6’)-Iae、AAC(6’)-Iaf に比べ、
arbekacin耐性が高かった(Table1)。 
 同定された aac(6’)-Iaj 遺伝子はクロモゾ
ーム上に存在していた。 
4. IMP-type MBL 変異体 IMP-43 および
IMP-44の同定 

2011 年に分離された多剤耐性緑膿菌臨床
分離株から新規 IMP variant、IMP-43 および
IMP-44 を同定した（図 3）。IMP-43 および
IMP-44 産生多剤耐性緑膿菌は共にインテグ
ロン内に aac(6’)-Ib を保有し、ST357 であっ
た。 
  IMP-43 は全国 5 県に広がっており、IMP-7
とのアミノ酸比較で 1 アミノ酸置換（Val67Phe）
が見られた。IMP-44 は 1 株のみで IMP-11 と
比較すると、２アミノ酸置換（Val67Phe および
Phe87Ser）が見られた。 
  酵素活性を測定すると、IMP-43 は IMP-7
に比べ、cefotaxime、ceftazidime、cefepime、
dripenem、imipenemおよびmeropenemに対し
て kcat/Km値が高く、penicillin G、ampicillin、
cephradineおよび cefoxitinに対し、kcat/Km値
が低かった。IMP-44と IMP-11においても同様
の結果であった。特に IMP-44 は carbapenem
に対する kcat/Km 値が顕著に高かった
（Table2）。 
5. 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）（図

4）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）
208を示す clade、ST455を示す cladeおよび
ST512 を示す clade に分かれた（図 5）。
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。 
6. 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(図 6)。 

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 1)。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. AAC(6’)-Ib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 
過去、我々の開発した AAC(6’)-Iaeおよび

IMP-typeMBL産生多剤耐性緑膿菌臨床分離

株迅速診断キットと本年開発した
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。 
2. 日本の医療施設で分離される多剤耐性緑
膿菌の分子疫学解析 
2011 年から 2014 年にかけて日本の医療施
設から分離された多剤耐性緑膿菌臨床分離
株の薬剤耐性因子を比較した結果、IMP 産
生株及び AAC(6’)-Iae 産生株は減少傾向に
あり、AAC(6’)-Ib 産生株は増加傾向にある
ことが明らかとなった。さらに、IMP タイ
プの亜型においては 2010 年までには見ら
れなかった新たな IMP タイプである
IMP-34, -43, -44が出現し、関東地方を中心
に広がりつつあることが明らかとなった。
これらの亜型はメロペネムにより強い活性
を示すことが分かっており、今後、モニタ
リングを続けていくことが重要であること
が示唆された。 
3. 新規アミノグリコシド耐性因子
AAC(6’)-Iajの同定 

AAC(6’)-Iaj産生多剤耐性緑膿菌は大阪で
分離された。現在、日本の医療施設に広ま
っている AAC(6’)-Iae 産生多剤耐性緑膿菌
に比べ、arbekacin 耐性が高く、今後、注意
深くモニタリングしていく必要がある。 
 また、aac(6’)-Iaj遺伝子を含む integronは
1975年にイギリスで分離された緑膿菌由来
plasmid R1033(accession no. U12338)に存在
する In4 integronにゲノム環境が類似してい
ることが分かった。 
4. IMP-type MBL 変異体 IMP-43 および
IMP-44の同定 
 IMP-7と IMP-43および IMP-11と IMP-44
のアミノ酸配列をそれぞれ比較した結果、
67番目のアミノ酸が Valから Pheに変異し
ていた。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。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。 
また、IMP-11 と IMP-44 のアミノ酸比較で
は 67 番目に加え、87 番目アミノ酸残基も
Phe から Ser へ変異していた。87 番目アミ
ノ酸残基は IMPと同じ subclass B1に分類さ
れる VIM-2 において酵素の stability と
folding に関係していると報告されている。
この 87 番目の変異によるベンゼン環の欠
損は IMP-44 におけるより効率的な
carbapenem の分解に寄与している可能性が
考えられた。 
5. 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。 
6. 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、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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Table 1 
 
 

 
Table 2 
 

 MIC50 and MIC90 values and percent antimicrobial resistance of A. baumannii clinical isolates 

Antimicrobial agent 
 A. baumannii (n=49) 

Breakpoint for 
resistancea 

(μg/ml) 

% 
Resistance 

Range 
(μg/ml) 

MIC50 

(μg/ml) 
MIC90 

(μg/ml) 

Amikacin ≥64 100 >1,024 >1,024 >1,024 
Arbekacin - - 1,024->1,024 >1,024 >1,024 
Colistin ≥4 8 <0.25-4 2 2 

Ciprofloxacin ≥4 100 32-1,024 256 512 
Gentamicin ≥16 100 512->1,024 >1,024 >1,024 
Imipenem ≥16 100 16-64 16 64 

Meropenem ≥16 100 16-128 16 128 
Tigecyclineb - - <0.25-4 1 4 

aBreak points for antimicrobial resistance were determined according to the guidelines of the Clinical 
and Laboratory Standards Institute (M07-A9). 
bMICs to tigecycline were 4 μg/ml for 6 isolates, 2 μg/ml for 7, 1 μg/ml for 18, 0.5 μg/ml for 12, 
and <0.25 μg/ml for 6. 
 
Table 3

AMK ABK DIB GEM ISP KAN NEO NET SIS TOB
NCGM1588 128 32 1024 8 512 1024 256 >1024 1024 128

E. coli  DH5α/pSTV28 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 2 0.25 1 0.25

E. coli  DH5α/pSTV28-aac(6')-Iaj 16 4 16 0.5 4 32 8 32 4 16

MICs of various aminoglycosides for E. coli  strains transformed with aac(6')-Iaj

Straina MICb  (μg/ml)

a  The MICs for E. coli strains were determined with Mueller-Hinton broth preparations containing chloramphenicol (30 μg/ml) and individual aminoglycoside.
b  AMK, amikacin; ABK, arbekacin; DIB, dibekacin; GEM, gentamicin; ISP, isopamicin; KAN, kanamycin; NEO, neomycine; NET, netilmicin; SIS, sisomicin;
TOB, tobramycin.

Kinetic parameters of β-lactamase IMP-1, IMP-7, IMP-11, IMP-30 and IMP-31with various substrates

IMP-7 IMP-43 IMP-11 IMP-44 IMP-7 IMP-43 IMP-11 IMP-44 IMP-7 IMP-43 IMP-11 IMP-44

Penicillin G 207±19 3176±236 574±18 482±53 25.3±0.7 64±3 36±2 14±1 0.12 0.02 0.063 0.029
Ampicillin 180±10 494±40 230±21 627±80 9.1±0.6 3.5±0.2 7.4±0.6 11±1 0.051 0.0072 0.032 0.017
Cephradine 27±2 69±5 39±4 119±8 8.0±0.3 10.3±0.8 14.6±0.7 14.1±0.2 0.29 0.15 0.38 0.12
Cefoxitin 33±1 55±5 4.4±1.2 53±5 4.18±0.05 3.48±0.05 3.2±0.1 12±1 0.13 0.062 0.76 0.22
Cefotaxime 24±2 6.8±0.9 35±4 27±3 1.88±0.07 7.2±0.1 4.3±0.2 44±1 0.08 1.1 0.12 1.6
Ceftazidime 59±4 14±2 29±3 63±4 0.89±0.05 1.9±0.1 1.33±0.09 5.6±0.2 0.015 0.14 0.046 0.089
Cefepime 50±6 30±4 40±5 64±5 1.34±0.04 4.6±0.1 2.00±0.04 19.4±0.7 0.027 0.16 0.05 0.31
Aztreonam NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb NHb

Dripenem 63±5 59±7 101±10 257±27 6.8±0.2 10.0±0.4 11.3±0.6 589±40 0.11 0.17 0.11 2.3
Imipenem 254±20 268±23 142±7 119±11 20±1 49±2 19.2±0.5 165±5 0.078 0.18 0.13 1.4
Meropenem 59±7 24±2 50±5 137±16 2.6±0.2 8.2±0.3 5.9±0.2 335±13 0.044 0.34 0.12 2.5
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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Fig. 1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 

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. 
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