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研究要旨  
 2007 年から 2011 年にかけて複数の医療施設から分離されたメタロ-β-ラ
クタマーゼ（MBL）産生 Enterobacter cloacae 71 株は、パルスフィールド
ゲル電気泳動（PFGE）の結果 7 つの PFGE グループに分けられ、それぞれ特
定の施設からの分離株であった。また、ST78 に属する菌株が 3施設に渡って
分離された。全株において IMP-1 グループに属する遺伝子が検出され、本遺
伝子は 2 パターン（A および B）のクラス 1 インテグロン内に存在した。パ
ターン A インテグロンは 3 施設で分離された複数の PFGE グループおよび ST
に属する菌株から検出され、IncHI2 プラスミドに媒介されていると考えられ
た。パターン B インテグロンは同一施設の分離株から検出され、主に IncW
プラスミドに媒介されていると考えられた。IMP-1 産生 E. cloacae のうち院
内環境で成功にしているクローンの存在が示唆され、blaIMP-1遺伝子は複数起
源のプラスミドに媒介されていると考えられた。また、こういったカルバペ
ネマーゼ産生腸内細菌科細菌（CPE）の多くは IPM を含むカルバペネム系薬
に耐性を示さないことから、当薬剤でスクリーニングすることは困難である。
したがって、ラタモキセフ（LMOX）に対して非感性を示す菌株に対して、市
販キットのカルバペネマーゼ産生確認試験を行うことで、効率良く CPE の検
出が可能であると考えられた。 
 

 
A. 研究目的 
 カルバペネム系薬はグラム陰性菌感染症
治療に対する最後の切り札として位置づけ
られている広域抗菌薬である。しかし、メ
タロ-β-ラクタマーゼ（MBL）はアズトレオ
ナムを除く、カルバペネム系薬を含むすべ
てのβ-ラクタム系抗菌薬を不活化する活
性を有する。MBL をコードする遺伝子は多
くの場合、伝達性のプラスミド上に存在し、
IMP 型遺伝子は高頻度にクラス 1 インテグ
ロン内に存在することが知られる。 
 我々は、ある一定期間内に都内 3医療施設

において MBL 産生 Enterobacter cloacae が
連続して複数分離された事例を受けて、そ
れらの菌株間の関連性を明らかにするべく、
MBL の遺伝子型別および分子疫学的解析を
行なった（H24 年度）。さらに、MBL 遺伝子
の周辺領域（インテグロン）およびそれら
が宿されるプラスミドの性質を明らかにす
るべく、次世代シークエンサー（NGS）を用
いた解読および解析を行なった（H25年度）。
また、感染症法が改正され、平成 26 年 9 月
19日よりカルバペネム耐性腸内細菌科細菌
（CRE）感染症が 5類感染症全数把握疾患に



指定されたことを受け、カルバペネマーゼ
産生腸内細菌科細菌（CPE）の効率的な検出
方法について検討した（H26 年度）。 
 
B. 研究方法 
  2007 年から 2011 年にかけて都内 3医療
施設（A,B および C 施設）において、分離
された MBL 産生 E. cloacae 71 株を供試し
た（A施設：20 株, B 施設：40 株, C 施設：
11 株）。 
 薬剤感受性検査は、Clinical laboratory 
standards institute(CLSI)の文章（M100-
22）に準拠した微量液体希釈法にて実施し
た。対象薬剤はイミペネム（IPM）、セフォ
タキシム（CTX）、セフェピム（CFPM）、アズ
トレオナム（AZT）、ピペラシリン/タゾバク
タム（PIPC/TAZ）、ラタモキセフ（LMOX）、
アミカシン（AMK）およびシプロフロキサシ
ン（CPFX）とした。 
 PCR による MBL遺伝子の型別は既報に則っ
た（J Clin Microbiol. 2003 Dec;41(12):
5407-13.）。 
 パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）は
GenePath 試薬キット（BIO-RAD）の添付文
書に則って実施した。バンドパターンのク
ラ ス タ 解 析 に は Fingerprinting II
（BIO-RAD）を用いた。 
 次世代シークエンス解析には、ベンチトッ
プ型 NGS の MiSeq（イルミナ）にてペアエ
ンドリード（300bp×2）の解読を行った。
アセンブルにはCLC genomics workbench（C
LC bio）を、Multilocus sequence tipyin
g(MLST)、外来性薬剤耐性遺伝子検索および
プラスミドレプリコンタイピングはCGE se
rver（http://www.genomicepidemiology.o
rg/）の MLST1.7, ResFinder2.1 および Pla
smidFinder1.2 を用いた。 
 また、CRE の効率的な検出方法に関する検
討には、各種カルバペネマーゼ産生株 94 株、
Extented-spectrum β-lactamase(ESBL)産
生株 3 株および AmpCβ-ラクタマーゼ産生
株 2株の腸内細菌科細菌、計 99 株を供試し
た（表）。 
 薬剤感受性検査は、Clinical laboratory 
standards institute(CLSI)の文章に準拠

した微量液体希釈法にて実施し、フローズ
ンプレート‘栄研’（栄研化学）を用いた。
測定薬剤は、IPM, MEPM および LMOX(ラタモ
キセフ)とした。 
 カルバペネマーゼ産生確認試験として市
販キットの RAPIDEC CARBA NP(bioMérieux), 
シカベータテスト（関東化学）およびクイ
ックチェイサーIMP（ミズホメディー）を用
いた。 
 
倫理面への配慮  
本研究課題の一部の供試菌株は、東邦大
学医学部倫理委員会において、①課題番
号:25068、課題名：複数の医療施設から分
離されたメタロ-β-ラクタマーゼ産生
Enterobacter cloacae に関する分子疫学的
検討、②課題番号：26037、課題名：東京都
立小児総合医療センターで臨床分離された
メタロ-β-ラクタマーゼ産生グラム陰性菌
のプラスミドの遺伝子解析 として承認を
得た。他の供試菌株は③課題番号：25032、
課題名：全国医療施設からの臨床分離株の
薬剤耐性および遺伝型の依頼解析 として
倫理委員会の承認について非該当の判定を
受けた。 
 
C. 研究結果 
   薬剤感受性検査の結果、供試菌株は CT
XおよびLMOXに対しては100%の耐性率を示
し、IPM に対する耐性は 22.5%であった(表
1)。AMK に耐性を示す株はなかった。 
  全71株はIMP-1グループ属する酵素をコ
ードする遺伝子を有していた。 
PFGEの結果、解析パラメータ Dice (Opt:
1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%)
 [0.0%-100.0%]、相同性カットオフ≧85%
としたとき、7 つのグループに分けられた
（図）。また、各グループには特定の施設か
ら分離された菌株が属していた。例外とし
て、グループ１およびグループ 2 に属する
菌株は複数施設から分離された菌株が属し
ていた。 
MLST の結果、PFGE グループは特定の ST
に属する菌株で占められていた（図）。また、
ST78 に属する菌株は 3施設から分離されて



いた。 
外来性薬剤耐性遺伝子検索および IMP 型
遺伝子が存在するインテグロンの解析の結
果、61 株で blaIMP-1の全長配列が検出された。
また、当遺伝子は 2 パターンのクラス 1 イ
ンテグロンに存在することが明らかとなっ
た。パターン A インテグロンは blaIMP-1, 
aac(6’)-IIcの遺伝子カセットを有してお
り、パターン B インテグロンは blaIMP-1, 
aac(6’)-IB-crの遺伝子カセットを有して
いた（図）。 
パターン A インテグロンは 3 施設で分離
された 28 株から検出され、菌株の属する
PFGE グループおよび ST は複数に渡ってい
た（図）。また、プラスミドレプリコン遺伝
子 repHI2(IncHI2)が 1株を除いて検出され
た。 
バターン B インテグロンについては施設
B のみの分離株（33 株）で検出された。ま
た、当インテグロンは 31 株について
repA(IncW)が同時に検出され、21 株につい
ては同一コンティグ上に存在した。2 株に
ついてはパターン B インテグロンと同一コ
ンティグ上にプラスミドレプリコン遺伝子
repB(IncFIB)が存在した。 
 CREの効率的な検出方法に関する検討に供
試したカルバペネマーゼ産生株（n=94）に
おいて、IMP, MEPM および LMOX に対して耐
性を示した菌株がそれぞれ 9.6%, 14.9%お
よび 87.2%であった。同様に、非感性を示
す菌株がそれぞれ 17.0%, 31.9%および
96.8%であった（表 2）。 
RAPIDEC CARBA NP において、GES 型カル
バペネマーゼ産生株（n=3）を除いたすべて
のカルバペネマーゼ産生株のカルバペネマ
ーゼ産生性が確認された（陽性率：96.8%）。 
 シカベータテストにおいて、カルバペネ
マーゼ産生株のうち IMP 型のみ産生株（n=
44）は 95.5%が MBL 産生株にカテゴライズ
された。また IMP 型および CTX-M 型の両酵
素を産生株 (n=41)は、95.2％が複数のβ-
ラクタマーゼ産生もしくはクラス D に属す
るカルバペネマーゼの産生株にカテゴライ
ズされた。NDM 産生株(n=1)も同様に、複数
のβ-ラクタマーゼ産生もしくはクラス D

に属するカルバペネマーゼの産生株にカテ
ゴライズされた。また、KPC 産生株(n=3)、
NMC-A 産生株(n=1)および OXA-48-like(n=
1)産生株はいずれも AmpC 産生株にカテゴ
ライズされた。GES 産生株はいずれもシカ
ベータテスト陰性となった。 
クイックチェイサーIMP において、IMP 産
生株（n=85）はいずれも陽性となった（感
度 100%）。その他のβ-ラクタマーゼ産生株
（n=14）は陰性であった。 
 
D. 考察 
 3 施設から分離された MBL 産生 E. cloac
ae(n=71)は IPM 耐性を示す菌株が 22.5%に
留まっていたことから（表）、IPM の MIC 値
のみではこれらの菌株をスクリーニングす
ることは困難であると考えられた。CTX お
よび LMOX に対しては全株が耐性を示した
とこから、スクリーニングのキードラッグ
にセファロスポリン系薬を使用の可能性が
示唆された。CTX は CTX−M 型 ESBL によって
高効率に不活化されてしまう一方、LMOX は
ESBL および AmpCβ-ラクタマーゼに対して
安定であるため、外来性 ESBL および染色体
性 AmpC のいずれも除外出来、Enterobacte
r 属および Citrobacter 属菌などの MBL 産
生株にも有用であると考えられた。 
PFGE の結果、各グループには特定の施設
の分離株が属しており、院内伝播が示唆さ
れた（図）。また、ST78 に属する菌株が施
設から分離されていたことから、院内環境
において成功しているクローンである可能
性が示唆された。一部の菌株において、
blaIMP-1全長が検出されなかった理由として、
NGS のリードカバレッジの不足が考えられ
た。 
パターンAインテグロンはIncHI2のプラ
スミド上に存在することが示唆され、これ
らは、複数の PFGE グループおよび ST に属
する菌株から検出されたことから、IncHI2
プラスミドがパターン A インテグロンを媒
介していると考えられた。 
また、パターン B インテグロンはその多
くは IncW プラスミド上に存在するが、同一
のインテグロンが IncFIB プラスミド上に



も見出され、複数起源のプラスミドによっ
て媒介されていることが明らかとなった。 
CRE の効率的な検出方法の検討に供試し
た菌株（n=99）のうち、CPE（n=94）の薬剤
感受性検査成績では、IPM および MEPM に対
する耐性率はそれぞれ 9.6%および 14.9%に
留まった。一方、LMOX に対して耐性を示し
た CPE は 87.2%であり、本薬剤が IPM およ
びMEPMに比較してCPEのスクリーニングに
優れていることが示された。さらに、非感
受性のカテゴリを用いると、CPE は耐性率
96.8%, MBL産生株に限っては100%であった
ことから、スクリーニング感度を向上させ
ることが出来ると考えられた。 
 RAPIDEC CARBA NP は CPE における陽性
率が 96.8%と非常に高感度であった。しか
し、GES 型酵素産生株は本キットの基質で
ある IPM に対しての耐性を示したのにもか
かわらず、検出できなかった。本キットは
IPMのβ-ラクタム環がカルバペネマーゼに
よって加水分解される際に生じる分解産物
による pH の低下の検出を原理とするが、
GES 型酵素の一部は IPM への親和性は高い
一方、分解速度が非常に遅いため、規定の
判定時間内に検出出来なかったと考えられ
た。 
 シカベータテストは IMP 産生株および
IMP、CTX-M 型の両酵素産生株においては、
95%以上の精度でβ-ラクタマーゼの産生性
について正確に判定が可能であった。NDM
型酵素は本キットに採用されている MBL 阻
害剤（メルカプト酢酸ナトリウム）に阻害
されにくい性質があるため、正確な判定が
出来なかった。OXA-48-like 産生株が AmpC
と判定されてしまった理由は不明であった。
また、GES 型酵素は本キットの基質として
採用されているセファロスポリン系薬の分
解効率も非常に悪いため、GES 型酵素産生
株はシカベータテスト陰性となったと考え
られた。 
 クイックチェイサーIMP は IMP型酵素産
生株について検出感度が 100％であった。
日本における MBL 産生株はほとんどが IMP
型であるため、本キットの使用は非常に有
用であると考えられた。 

 
E. 結論 
複数施設において院内伝播した IMP-1 産
生 E. cloacae の分子疫学的解析から、院内
環境において成功しているクローンの存在
が示唆された。また、blaIMP-1が含まれるイ
ンテグロンは 2 パターンが確認され、それ
らは複数起源のプラスミドが媒介している
ことが明らかとなった。 
また、LMOX に対して非感性を示す菌株に
対して、市販キットのカルバペネマーゼ産
生確認試験を行うことで、効率良く CPE の
検出が可能であると考えられた。 
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表 1. IMP-1 産生 E. cloacae の薬剤感受性検査成績 

(μg/mL) 

抗菌薬 レンジ MIC50 MIC90 耐性率(%) 

IPM ≤0.125-64 2 8 22.5 

CTX 16-512 256 >512 100 

CFPM 1-512 32 128 52.1 

AZT 0.25-512 16 256 54.9 

PIPC/TAZ 2/4->512/4 32/4 256/4 29.6 

LMOX 512->512 >512 >512 100 

AMK 1-16 2 8 0 

CPFX 0.25-64 2 64 46.5 

菌種内訳 
Enterobacter spp.：55 株, Escherichia coli：20 株, Klebsiella pneumoniae：14 株, K. 
oxytoca：10 株 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



表 2. 供試菌株が有するβ-ラクタマーゼ遺伝子   

  Ambler 分類 遺伝子型 菌株数 

カルバペネマーゼ 

B IMP 型 44 

B および A IMP 型＋CTX-M 型 41 

B NDM 型 1 

A KPC 型 3 

A GES 型 3 

A NMC-A 型 1 

D OXA 型 1 

ESBL A CTX-M 型 3 

AmpC C AmpC 2 

合計     99 

 

Dice  (Opt:1.50%)  (

T

ol  1.5%-‐‑‑1.5%)  (H >0 .0%  S> 0 .0%)  [0 .0%-‐‑‑10 0 .0%]

TUM 施設
11136 C 

グループ１ ,   ST7 810671 B 
11137 C 
11044 A 
10689 B 

グループ２ ,   ST7 8

11053 A 
10699 B 
11043 A 
11046 A 
11047 A 
11049 A 
11050 A 
11041 A 
11045 A 
11042 A 
11048 A 
11140 C 

グループ３ ,ST1 7 511141 C 
11143 C 
11139 C 
11134 C 

グループ4 ,   ST1 7 511135 C 
11142 C 
11144 C 
10887 B 

グループ５ ,   ST2 4 210682 B 
10688 B 
10660 B 

グループ６ ,   ST7 8

10661 B 
10697 B 
10698 B 
10683 B 
10686 B 
10687 B 
10672 B 
10674 B 
10675 B 
10677 B 
10691 B 
10692 B 
10680 B 
10695 B 
10696 B 
10662 B 
10670 B 
10678 B 
10679 B 
10694 B 
10676 B 
10690 B 
10665 B 
10685 B 
10693 B 
10666 B 
10684 B 
10664 B 
10673 B 
10663 B 
10667 B 
10669 B 
10668 B 
11058 A 

グループ7 ,   ST9 0

11059 A 
11060 A 
11061 A 
11063 A 
11052 A 
11057 A 
11055 A 
11131 C 
11051 A 

10
0

959085807570656055

図. PFGE解析およびインテグロン解析結果
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IncWのrepAが同時に検出された菌株： 31/33
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コ
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