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緒　　　　　言

薬剤耐性菌は世界的に深刻な公衆衛生上の脅威である1）。
推定で、2019 年の薬剤耐性菌に関連した死者数は世界中
で 495 万人、このうち 127 万人で薬剤耐性菌が直接の死因
になったと考えられている2）。しかし、各地域で問題となっ
ている薬剤耐性菌の種類や脅威の程度は一様ではなく1, 2）、
適切な対策を実施するためには、各地域の発生動向を正確
に把握することが重要となる。

わが国では、カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（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）及びバンコマイシン耐性黄色ブドウ
球菌（VRSA）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。この中でも特
に CRE に関しては、患者からの分離株の検査法や検査結
果の報告について、厚生労働省が詳細を定め3）、共通の基
準に基づいた全国規模のサーベイランスが実施されてい
る。本道では、2019 年 6 月 1 日から薬剤耐性菌サーベイ
ランスを開始し4）、札幌市を除く道立及び中核市保健所（合
計 29 カ所）管内で発生した上記 4 菌種に関して分離株の
検査を実施している。また、地域への情報提供の一環とし
て各年の検査結果をまとめて報告している5-7）。本稿では、
2022 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、2022 年 1～12 月に届出された 10 保健所管内

51 事例のうち、6 保健所管内 16 事例から分離された 17 株
（1 事例は同一患者由来 2 株搬入）が当所に搬入された。

19 保健所管内では、CRE の届出がなかった。また、札
幌市を除く道内 29 保健所管内で、CRE 以外の本サーベイ
ランス対象菌種（VRE、MDRA 及び VRSA）の届出はな
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、クラブラン酸、スルバクタム）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　
β-ラクタマーゼ（AmpC）、基質特異性拡張型β-ラクタ
マーゼ（ESBL））を実施した。検査法は、病原体検出マニュ
アル8）及び平成 27 年度院内感染に関連する薬剤耐性菌の
検査に関する研修（国立感染症研究所主催）にて指導を受
けた検査法9）に準拠した。
３．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。
メロペネムディスクを置いて培養したミューラーヒントン
寒天平板培地（OXOID）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。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。
４．β-ラクタマーゼ遺伝子検査（PCR）

MBL 遺伝子（IMP 型、NDM 型及び 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 PCR10）もしくはシングル PCR8）を実施した。
プラスミド性 AmpC 遺伝子のマルチプレックス PCR11）を
実施した。ESBL 遺伝子（TEM 型、SHV 型、CTX-M-1
グループ、CTX-M-2 グループ及び CTX-M-9 グループ）
のマルチプレックス PCR12）もしくはシングル PCR13, 14）を
実施した。
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マルチプレックス PCR には、QIAGEN Multiplex PCR 
Plus Kit（QIAGEN）を使用し、添付文書に従って、プラ
イマー濃度 0.2μmol/L、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、
最終伸長 68℃ 10 分の条件で実施した。

カルバペネマーゼ及び ESBL 遺伝子のシングル PCR に
は、SapphireAmp Fast PCR Master Mix（タカラバイ
オ（株））を使用し、添付文書に従って、プライマー濃度 
0.8μmol/L、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、最終伸長 72℃
1 分の条件で実施した。

結果はアガロースゲル電気泳動により判定した。
５．β-ラクタマーゼ遺伝子のサブタイプ同定

PCR により NDM 型 MBL 遺伝子が確認された菌株に対
して、サンガー・シークエンス解析によりサブタイプを同
定した8, 15）。NDM 型 MBL 遺伝子の PCR には、ExTaq（タ
カラバイオ（株））を使用し、添付文書に従って、プライマー
濃度 0.8μmol/L、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、94℃
30 秒、55℃ 30 秒、72℃ 1 分の反応を 30 サイクル、最終
伸長 72℃ 1 分の条件で実施した。増幅産物は ExoSAP-
IT PCR Product Cleanup Reagent（ThermoFisher）で精製 
後、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

（ThermoFisher）及び ABI 3500xL（ThermoFisher）を用
いてシークエンス解析を実施した。得られた塩基配列は、
National Center for Biotechnology Information（NCBI）
の Reference Gene Catalog16）の参照配列と比較し、サブ
タイプを決定した。

結 果 及 び 考 察

１． 2022 年の菌株搬入状況及びカルバペネム耐性腸内細
菌目細菌（CRE）の検査実施率について

2022 年 1～12 月の道立及び中核市保健所管内における

CRE 検査実施状況を表 1 に示した。
2022 年に届出された CRE 感染症 51 事例（10 保健所）

のうち、16 事例（6 保健所）の分離株（17 株）が当所に
搬入された。年間合計の検査実施率は 31.4％（51 事例中
16 事例）であった。

本サーベイランスでは、道立保健所管内の事例に加え、
2020 年 4 月から中核市保健所管内の検査依頼も受け入れ
ている。これまでの検査実施率（2019 年は道立のみ、2020
年以降は中核市含む）は 2019 年 6～12 月 85.0％（20 事例
中 17 事例）、2020 年 58.1％（31 事例中 18 事例）、2021 年
37.1％（35 事例中 13 事例）と低下傾向にあった。2022 年は、
第 46 週までの時点で検査実施率 18.6％（43 事例中 8 事例）
と過去最低の水準であった。保健所別に比較すると、全事
例の検査を依頼する保健所と、依頼がない保健所に二分さ
れ、CRE の現状把握に著しい地域差が生じていた。そこで
2022 年 11 月に、北海道庁から病原体検査の検体確保徹底
に関する注意喚起が行われた17）。その結果、第 47～52 週の
検査実施率は 100％（8 事例中 8 事例）と著しく改善した。
２．β-ラクタマーゼ遺伝子検出状況について

2022年に認められたカルバペネマーゼ産生株（CPE）の
検査結果を表 2 に示した。検査を実施した 16 事例のうち
CPE は 2 事例で、いずれも NDM-1 MBL 産生 Klebsiella 

oxytoca であった。NDM-1 MBL 産生 K.  oxytoca の検出は
台湾18）、デンマーク19）、中国20）等海外からの報告はあるが、
国内の CRE 病原体サーベイランスでは他県で確認されて
いない21, 22）。道立及び中核市保健所管内で初確認であると
同時に、全国的にも珍しい事例であった。

NDM 型 MBL は、2008 年に世界で初めて確認されたカ
ルバペネマーゼで23）、日本では 2009 年に初めて確認され
た24）。当初はインド・パキスタンを中心としたアジア諸国
への渡航歴のある患者からの分離が主25）であったことか
ら、「海外型カルバペネマーゼ」と呼ばれる。しかし、近年、
海外渡航歴のない患者からも報告され、国内で潜在的に拡
散している可能性も指摘されている22, 26-28）。今回、NDM-1 
MBL 産生 K.  oxytoca が分離された患者 2 名も海外渡航歴

管轄保健所 第 1～46 週（注意喚起＊1 前） 第 47～52 週（注意喚起＊1 後） 年間合計

（道立、中核市） 届出事例数 検査実施数
（検査実施率（％）） 届出事例数 検査実施数

（検査実施率（％）） 届出事例数 検査実施数
（検査実施率（％））

保健所① 3 3（100.0） 1 1（100.0） 4 4（100.0）
保健所② 1 0（  0. 0） 0 － 1 0（  0. 0）
保健所③ 2 0（  0. 0） 0 － 2 0（  0. 0）
保健所④ 3 3（100.0） 2 2（100.0） 5 5（100.0）
保健所⑤ 0 － 2 2（100.0） 2 2（100.0）
保健所⑥ 10 0（  0. 0） 2 2（100.0） 12 2（ 16.7）
保健所⑦ 1 0（  0. 0） 0 － 1 0（  0. 0）
保健所⑧ 2 0（  0. 0） 1 1（100.0） 3 1（ 33.3）
保健所⑨ 19 0（  0. 0） 0 － 19 0（  0. 0）
保健所⑩ 2 2（100.0） 0 － 2 2（100.0）

小計 43 8（ 18.6） 8 8（100.0）
合計 51 16（ 31.4）

＊1： 令和 4 年（2022 年）11 月 18 日付け感染症第 3841 号「感染症法に基づく検体等の送付の徹底について」による病原体検査に関する注意喚起

表１　カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（CRE）検査実施状況（2022 年 1 ～ 12 月、保健所別）
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はなかったことから、国内感染事例と考えられたが、感染
経路の特定には至らなかった。その後 2023 年 5 月末現在
まで NDM-1 MBL 産生 K.  oxytoca の届出はなく、事例は
収束したと考えられる。

2022 年に認められたカルバペネマーゼ非産生株（non-
CPE）の検査結果を表 3 に示した。non-CPE の主流（14
事例中 10 事例）は AmpC 産生株で、これは 2021 年以
前と同様の傾向であった。残り 4 事例のうち、2 事例は
CTX-M-1 グループ ESBL 遺伝子保有株であった（保健所
①管内・菌株 No.2933 及び保健所⑥管内・菌株 No.3031）。
CTX-M 型 ESBL 遺伝子保有株は過去にも、2019 年に 1 事
例（CTX-M-2 グループ、IMP 型 MBL 遺伝子を同時保有、
K.  oxytoca）、2020 年に 2 事例（いずれも CTX-M-1 グルー
プ遺伝子保有 Escherichia coli）、当所の検査で確認してい
る。ESBL 産生株は感染症法の届出対象ではないが、主要

な薬剤耐性菌の一つであり、国立感染症研究所が実施して
いる薬剤耐性菌サーベイランス（JARBS）でも調査対象
とされている29）。ESBL 遺伝子のサブタイプに関する情報
は、本道の薬剤耐性菌対策において重要な基礎データとな
り得ることから、今後、シークエンス解析によりサブタイ
プを同定し、道内の関係機関に情報提供する予定である。

本稿を終えるに当たり、平素から感染症発生動向調査の
検体確保と疫学調査にご協力いただいている関係者の皆様、
ならびに検査法や対策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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管轄 菌株 患者情報＊2

菌種
検査結果

保健所 No.＊1 年齢層 性別 届出病院 海外渡航歴 産生性試験 遺伝子検査
（PCR、シークエンス解析）

保健所①
3006 90 代 女 病院 A なし Klebsiella oxytoca MBL +（blaNDM-1）
3029 80 代 男 病院 B なし K.oxytoca MBL +（blaNDM-1）

＊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）登録情報を一部改変
MBL：メタロ-β-ラクタマーゼ

表２　カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（CRE）の検査結果と患者情報（カルバペネマーゼ産生株；CPE）

管轄 菌株 患者情報＊2

菌種
検査結果

保健所 No.＊1 年齢層 性別 届出病院 産生性試験 遺伝子検査（PCR）

保健所①
2664 70 代 女

病院 C
Enterobacter cloacae complex AmpC -

2933 50 代 女 K.  pneumoniae - +（TEM型, SHV型, CTX-M-1グループ）
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＊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）登録情報を一部改変
＊3：旧称 E.  aerogenes
＊4：同一患者由来株．2022 年 11 月及び 12 月に検体採取
AmpC：AmpC β-ラクタマーゼ
MBL：メタロ-β-ラクタマーゼ
ESBL：基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ
-：検出せず

表 3　カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（CRE）の検査結果と患者情報（カルバペネマーゼ非産生株；non-CPE）
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