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緒　　　　　言

抗菌剤に対する薬剤耐性の問題は、古くはペニシリン G
実用化直後の 1940 年代半ばまで遡るが1）、特に近年新規の
抗菌剤開発が減少し、世界中で薬剤耐性による公衆衛生上
の脅威が増大している2-4）。推定で、欧州連合及び欧州経
済地域では年間約 33,000 人5）、米国では年間約 34,000 人6）、
日本では年間約 8,000 人7）が薬剤耐性菌により死亡してい
る。また、ヒトの医療のみならず、獣医療・畜水産分野で
の抗菌剤使用や、野生動物・自然環境中での薬剤耐性拡散
の影響も懸念されることから、多分野が連携して取り組む
べき世界的な課題として認識されている2, 4）。

カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）、バンコマ
イシン耐性腸球菌（VRE）、薬剤耐性アシネトバクター

（MDRA）は院内感染の原因となる代表的な薬剤耐性菌
で8-10）、世界保健機関（WHO）も優先的に調査すべき薬剤
耐性菌として挙げている11）。わが国では、上記 3 種類にバ
ンコマイシン耐性黄色ブドウ球菌（VRSA）を加えた 4 種
類の薬剤耐性菌による感染症を、「感染症の予防及び感染
症の患者に対する医療に関する法律」（感染症法）で五類
感染症全数把握対象疾患に定めている。本道でも 2019 年
6 月 1 日から、これら 4 疾患の起因菌に対し当所で薬剤耐
性遺伝子等の検査を実施する薬剤耐性菌サーベイランス
を開始した12）。本サーベイランスは、道立保健所管内だけ
でなく政令市・中核市を含む道内全域を対象としている12）。
初年度である 2019 年度は道立保健所管内の検査依頼のみ
受け入れていたが、2020 年度からは政令市・中核市から
の依頼も受け入れ、検査を実施している。本稿では、2021
年 1～12 月の本サーベイランスの検査結果をまとめて報告
する。

方　　　　　法

１．検査対象菌株
CRE は、2021 年 1～12 月に道立 11 保健所管内で届出さ

れた CRE 感染症事例 30 件のうち、3 保健所管内の 10 件
から分離された 10 株が当所に搬入された。また、旭川市
保健所で届出された事例 3 件から分離された 3 株が当所に
搬入され、合計 13 株の届出事例由来株に対して検査を実
施した。

CRE 以外の本サーベイランス対象菌種（VRE、MDRA、
VRSA）の搬入はなかった。
２．β-ラクタマーゼ産生性試験

阻害剤（メルカプト酢酸ナトリウム、ボロン酸、クロキ
サシリン）を用いたディスク法によるβ-ラクタマーゼ産
生性試験（メタロ-β-ラクタマーゼ（MBL）、KPC 型カ
ルバペネマーゼ、AmpC 型β-ラクタマーゼ）を実施した。
検査法は、病原体検出マニュアルに準拠した13, 14）。
３．modified Carbapenem Inactivation Method（mCIM）

一部の菌株に対して、modified Carbapenem Inactivation 
Method（mCIM）によるカルバペネマーゼ産生性試験を
実施した。陽性対照及び陰性対照として、国立感染症研究
所より精度管理用に配付された KPC 型カルバペネマーゼ
産生 Klebsiella pneumoniae 及び AmpC 型β-ラクタマー
ゼ産生 K.  aerogenes を使用した。検査法は、病原体検出
マニュアルに準拠した14）。
４．DNA抽出

検査対象菌株からの DNA 抽出は以下のとおりに行っ
た。抗菌剤ディスク（セファロスポリン系またはメロペ
ネム）を置いて培養したミューラーヒントン寒天平板培
地（OXOID,  Basingstoke,  UK）から、ディスク周囲の菌
体を滅菌水 200μL に McFarland 0. 5 になるよう懸濁した。



― 28 ―

100℃で 10 分間加熱後、10,000～13,000 rpm で 5 分間遠心
分離した上清を DNA 鋳型として使用した。
５．β-ラクタマーゼ遺伝子検査

全株に対して、MBL 遺伝子（IMP 型、NDM 型、VIM 型）、
KPC 型カルバペネマーゼ遺伝子、OXA-48 型カルバペネ
マーゼ遺伝子及び GES 型β-ラクタマーゼ（GES 型）遺伝
子のマルチプレックス PCR を実施した15）。マルチプレッ
クス PCR でカルバペネマーゼ遺伝子が検出された菌株に
対しては、該当する遺伝子のシングル PCR も実施した14）。
また、全株に対して、プラスミド性 AmpC 型β-ラクタマー
ゼ遺伝子のマルチプレックス PCR を実施した16）。

カルバペネマーゼ及び AmpC 型β-ラクタマーゼ遺伝子
のマルチプレックス PCR には、QIAGEN Multiplex PCR 
Plus Kit（QIAGEN,  Venlo,  Netherlands）を使用し、添付
文書に従って、プライマー濃度 0.2μM、DNA 量 1μL、反
応液量 25μL になるよう反応液を調製した。増幅は、初期
変性 95℃ 5 分、95℃ 30 秒、60℃ 90 秒、72℃ 60 秒の反応

を 30 サイクル、最終伸張 68℃ 10 分という条件で実施した。
カ ル バ ペ ネ マ ー ゼ 遺 伝 子 の シ ン グ ル PCR に は、

SapphireAmp Fast PCR Master Mix（タカラバイオ（株）、
滋賀）を使用し、添付文書に従って、プライマー濃度
0.8μM、DNA 量 1μL、反応液量 25μL になるよう反応液
を調製した。増幅は、初期変性 94℃ 1 分、98℃ 5 秒、55℃
5 秒、72℃ 10 秒の反応を 30 サイクル、最終伸張 72℃ 1 分
という条件で実施した。

結果はアガロースゲル電気泳動により判定した。使用し
たプライマーを表 1 に示した。
６．菌種同定試験

感染症サーベイランスシステム（NESID）登録情報、ま
たは管轄保健所からの検体送付書に菌種名の記載がない
菌株に対して、ID テスト・EB-20「ニッスイ」（日水製薬

（株）、東京）を用いた菌種同定試験を実施した。検査法は
添付文書に従った。

表 1　β-ラクタマーゼ遺伝子検査に使用したプライマー（カルバペネム耐性腸内細菌科細菌）

検査対象 遺伝子型 プライマー名 配列（5' → 3'） 増幅産物のサイズ 文献

メタロ -β-ラクタマーゼ
（マルチプレックス PCR）

IMP 型

mc-imp-f1 TCTCRATCTATCCCCACGTATGC

269 bp

15）

mc-imp-f2 TCTCAATCTATTCCAACATATGCATCTG
mc-imp-r1 GCGGACTTTGGCCAAGCTTCTA
mc-imp-r2 GCMGAATGTGGCCACGCTTCAA

NDM 型
mc-ndm-f CGGTTTGGCGATCTGGTTTT

207 bp
mc-ndm-r GACCGGCAGGTTGATCTCC

VIM 型
mc-vim-f GTTTGGTCGCATATCGCAAC

155 bp
mc-vim-r CCAATTTGCTTYTCAATCTCCG

セリン -β-ラクタマーゼ
（マルチプレックス PCR）

KPC 型
mc-kpc-f CGGAACCATTCGCTAAACTCG

322 bp
mc-kpc-r AACAAATTGGCGGCGGCGT

OXA-48 型
mc-oxa48-f GCTCTGGAATGAGAATAAGCAGCA

125 bp
mc-oxa48-r2 TAACCACGCCCAAATCGAG

GES 型
mc-ges-f2 CTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCG

 94 bp
mc-ges-r2 GTCGCGTCTCCCGTTTGGTT

メタロ -β-ラクタマーゼ
（シングル PCR）

IMP 型
（共通）

IMPgen-F GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC
188 bp

14）

IMPgen-R CCAAACYACTASGTTATC

IMP-1 型
IMP-1-F ACCGCAGCAGAGTCTTTGCC

587 bp
IMP-1-R ACAACCAGTTTTGCCTTACC

IMP-2 型
IMP-2-F GTTTTATGTGTATGCTTCC

678 bp
IMP-2-R AGCCTGTTCCCATGTAC

AmpC 型β-ラクタマーゼ
（プラスミド性）

MOX 型
MOX-F GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT

520 bp

16）

MOX-R CACATTGACATAGGTGTGGTGC

CIT 型
CIT-F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA

462 bp
CIT-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC

DHA 型
DHA-F AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT

405 bp
DHA-R CCGTACGCATACTGGCTTTGC

ACC 型
ACC-F AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA

346 bp
ACC-R TTCGCCGCAATCATCCCTAGC

EBC 型
EBC-F TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG

302 bp
EBC-R CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT

FOX 型
FOX-F AACATGGGGTATCAGGGAGATG

190 bp
FOX-R CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
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結果及び考察

１．  2021年の菌株搬入状況及びカルバペネム耐性腸内細
菌科細菌（CRE）の検査実施率について

2021 年 1～12 月に道立保健所管内で届出された CRE 感
染症事例は 30 件であった。このうち 3 件は滝川保健所管
内で 7 月、10 月、11 月の計 3 回、同一患者から CRE が
届出された事例であったことから、実際の患者数は 28 名
であった。当所には、滝川保健所の同一患者事例 3 件を含
む届出事例 10 件（患者数 8 名）からの分離株が搬入され、
検査実施率は届出数で 33.3％（30 件中 10 件）、患者数で
28.6％（28 名中 8 名）であった。

旭川市保健所管内の届出事例は 3 件（患者数 3 名）で
あった。全事例から分離株が搬入され、検査実施率は
100％（3 件中 3 件）であった。札幌市、小樽市、函館市
保健所管内の届出事例はそれぞれ 50 件、0 件、2 件で、こ
れら 3 市から当所への菌株搬入はなかった。政令市・中核
市を含む道内全域の検査実施率（届出数）は、15.3％（85
件中 13 件）であった。

VRE 感染症は江差保健所管内で 1 件届出されたが、当
所への菌株搬入はなかった。また、政令市・中核市を含む
道内全域で MDRA 及び VRSA 感染症の届出はなかった。

CRE について、これまでの道立保健所管内届出事例
の検査実施率（届出数）の推移を見ると、2019 年 6～12
月 85.0％（20 件中 17 件）13）、2020 年 58.6％（29 件中 17
件）17）、2021 年 33.3％（30 件中 10 件）と年々低下している。
2020 年からは政令市・中核市からの検査依頼も受け入れ
ているが、検査実績があるのは旭川市保健所管内の事例
のみである。CRE のうち、臨床分野においてより大きな

問題となり得るのはカルバペネマーゼ産生株であるが 8, 14）、
感染症法上の届出に必要な検査項目にはカルバペネマーゼ
産生性や遺伝子の確認が含まれていないため14）、地方衛生
研究所における詳細な解析が求められている18）。CRE（特
にカルバペネマーゼ産生株）の正確な現状把握には、届出
された全症例に対してカルバペネマーゼ産生性・遺伝子検
査を実施する必要がある。しかし、本道においては検査実
施率が低下し、適切な全例検査が実施されていない状況に
ある。CRE 検査実施率低下を招いた要因の一つとして考
えられるのは、新型コロナウイルス感染症（COVID-19）
対応による医療機関や保健所担当者の業務負担の増加であ
る。しかし海外では、薬剤耐性菌（CRE を含む）と新型
コロナウイルスの重複感染が報告されている19）。また国内
でも、COVID-19 パンデミック期間中に、第三世代セファ
ロスポリン耐性 K.  pneumoniae の感染患者数及び分離率
が増加したことが報告されている20）。このような状況下に
おいて CRE 検査実施率の低下は、今後の薬剤耐性対策を
進めていく上で大きな問題となり得る。検査実施率の上昇
を目指した体制の充実化を図ることが急務と考える。
２．カルバペネマーゼ遺伝子検出状況について

2021 年に検査を実施した届出事例由来 CRE 13 株の
検査結果と、NESID または管轄保健所から得られた患
者情報及び菌種を表 2 に示した。検査の結果、釧路保健
所管内の届出患者由来の 1 株（菌株 No.2518、Serratia 

marcescens）が IMP-1 型 MBL 遺伝子陽性であった。
過去 3 年間でカルバペネマーゼ遺伝子が検出された菌

株数は、2019 年 3 株（検査菌株数 18 株）13）、2020 年 0 株
（検査菌株数 20 株）17）、2021 年 1 株（検査菌株数 13 株）と
大きな変動は認められなかった。また、今回確認された

表 2　カルバペネム耐性腸内細菌科細菌の検査結果と患者情報

菌株 管轄 患者情報＊2

菌種
検査結果

　No.＊1 保健所 年齢層 性別 届出病院 産生性試験 遺伝子検査
2491 滝川 70 代 男 病院 1 Klebsiella aerogenes＊3 AmpC -

2494 釧路 80 代 男 病院 2 Serratia marcescens AmpC -

2517 旭川市 60 代 男 病院 3 K.  aerogenes＊3 AmpC -

2518 釧路 80 代 男 病院 4 S.  marcescens MBL +（IMP-1 型）
2552 旭川市 80 代 男 病院 6 Enterobacter cloacae complex AmpC -

2553 旭川市 80 代 男 病院 3 K.  aerogenes＊3 AmpC -

2555 釧路 70 代 男 病院 2 K.  aerogenes＊3 AmpC -

2603＊4 滝川 70 代 女 病院 7 K.  aerogenes＊3 AmpC -

2607 滝川 80 代 男 病院 7 E.  cloacae AmpC +（EBC 型）
2609 留萌 90 代 女 病院 8 K.  pneumoniae - -

2612＊4 滝川 70 代 女 病院 7 K.  aerogenes＊3 AmpC -

2616＊4 滝川 70 代 女 病院 7 K.  aerogenes＊3 AmpC -

2655 滝川 80 代 女 病院 7 K.  aerogenes＊3 AmpC -
＊1：北海道立衛生研究所・細菌グループ（細菌感染症）における菌株識別番号
＊2：感染症サーベイランスシステム（NESID）登録情報，または管轄保健所からの検体送付書記載内容を一部改変
＊3：旧称 E.  aerogenes
＊4：同一患者由来株．2021 年 7 月，10 月，11 月に NESID 届出
AmpC：AmpC 型β-ラクタマーゼ
MBL：メタロ -β-ラクタマーゼ
-：検出せず
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IMP-1 型 MBL 遺伝子は 2019 年にも検出されていること
から13）、これまでに検査実績のある菌株間の比較において
は、道内の CRE の現状に大きな変化はないと考えられた。
３．  クロキサシリン阻害試験及びmodified Carbapenem 
Inactivation Method（mCIM）の導入について

本サーベイランスでは、2020 年まで KPC 型カルバペ
ネマーゼ産生性試験として、メロペネム（MEPM）及
びセフメタゾール（CMZ）ディスクを用いたボロン酸
阻害試験のみを実施してきた13, 17）。2021 年 1～2 月に搬
入された CRE 2 株（表 3、菌株 No.2491、2517、いずれ
も K.  aerogenes）は、MEPM ディスクでボロン酸阻害陽
性、CMZ ディスクでボロン酸阻害陰性となったことから、
KPC 型カルバペネマーゼ産生が疑われた。しかし遺伝子
検査の結果、カルバペネマーゼ遺伝子は認められなかった。
そこで、カルバペネマーゼ産生性試験として有用な mCIM
と、KPC 型カルバペネマーゼと AmpC 型β-ラクタマー
ゼ産生性の鑑別試験として推奨されているクロキサシリン
阻害試験を実施した14）。その結果、2 株とも mCIM でカル
バペネマーゼ産生は認められなかった。また、1 株（菌株
No.2491）は MEPM と CMZ の両方でクロキサシリン阻害
陽性、1 株（菌株 No.2517）は MEPM でクロキサシリン
阻害陽性となったことから、AmpC 型β-ラクタマーゼ産
生株と判定することができた。4 月に搬入された菌株（表
3、菌株 No.2552、Enterobacter cloacae complex）におい
ても MEPM でのみボロン酸阻害陽性となり、AmpC 型β
-ラクタマーゼ産生株と判定するためにクロキサシリン阻
害試験が有用であった。これらを踏まえ以後は、搬入され

た全菌株に対して、クロキサシリン阻害試験を実施するよ
う検査項目を追加した。

2020 年までは MBL 産生性試験として、阻害剤にメル
カプト酢酸ナトリウムを用いたディスク法のみを実施して
きた13, 17）。今回認められた IMP-1 型 MBL 遺伝子陽性株は、
1 回目の MBL 産生性試験（ディスク法）では MBL 産生
性が確認できなかったが、マルチプレックス PCR で IMP
型遺伝子が検出された（表 4）。そこで、MBL 産生性試験

（ディスク法）の再検査、mCIM 及びシングル PCR によ
る遺伝子検査を実施した結果、MBL 産生性と IMP-1 型遺
伝子を確認することができた（表 4）。1 回目の MBL 産生
性試験（ディスク法）で結果が陰性となった要因は不明で
あった。今後も同様の事例が発生する可能性を考慮し、ディ
スク法によるβ-ラクタマーゼ産生性試験と遺伝子検査の
結果に齟齬が認められた場合は、mCIM を実施するよう検
査項目を追加した。

本稿を終えるに当たり、平素から感染症発生動向調査に
ご理解・ご協力いただいている関係者の皆様、及び検査法
についてご指導いただいている国立感染症研究所薬剤耐性
研究センターの先生方に深謝いたします。
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菌株
  No.＊1 菌種

検査結果
MBL ボロン酸阻害 クロキサシリン阻害 mCIM 遺伝子 判定産生性 MEPM CMZ MEPM CMZ 検査

2491 Klebsiella aerogenes＊2 - + - + + - - AmpC
2517 K.  aerogenes＊2 - + - + - - - AmpC
2552 Enterobacter cloacae complex - + - + - NT - AmpC

＊ 1：北海道立衛生研究所・細菌グループ（細菌感染症）における菌株識別番号
＊ 2：旧称 E.  aerogenes

AmpC：AmpC 型β-ラクタマーゼ
MBL：メタロ -β-ラクタマーゼ
MEPM：メロペネム
CMZ：セフメタゾール
mCIM：modified Carbapenem Inactivation Method
-：検出せず
NT：検査せず

表 3　β-ラクタマーゼ産生性試験の判定でクロキサシリン阻害試験が有用であった菌株の検査結果（詳細）

表 4　β-ラクタマーゼ産生性試験の判定でmCIMが有用であった菌株の検査結果（詳細）

菌株
 No.＊1 菌種

検査結果
MBL 産生性 mCIM 遺伝子 判定1 回目 2 回目 検査

2518 Serratia marcescens - + + +（IMP-1 型） MBL
＊1：北海道立衛生研究所・細菌グループ（細菌感染症）における菌株識別番号
MBL：メタロ -β-ラクタマーゼ
mCIM：modified Carbapenem Inactivation Method
-：検出せず
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