
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）。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
ると推定されている。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）。
薬剤耐性菌のうち、カルバペネム耐性腸内細菌科細菌

（CRE）と薬剤耐性アシネトバクター（MDRA）は、グラ
ム陰性菌による感染症の治療薬として重要なカルバペネム
系薬剤に対して耐性を示すことから、世界中で深刻な脅威
と考えられており、院内感染の原因菌として重視されてい
る６，８－１０）。いずれも日和見感染を起こし、感染部位によっ
て呼吸器感染症、尿路感染症、敗血症、その他多様な病態
を示す６，８，１０，１１）。カルバペネム耐性機構は、分解酵素である
カルバペネマーゼの産生によるものと、それ以外の要因
（膜透過性の変化等）によるものの、２種類に大別される８，９，１２）。
カルバペネマーゼ産生株はカルバペネム系以外の β ―ラク
タム剤にも耐性を示すことから、臨床分野においてより大
きな問題である８，１３）。カルバペネマーゼには複数の種類が
あり、PCRやシークエンス解析で型別できる１２，１３）。カルバ
ペネマーゼ遺伝子の型別は、薬剤耐性対策を実施する上で
有益な情報となることから、重視されている１４）。
上記のような情勢を受けて、日本でも「薬剤耐性（AMR）

対策アクションプラン２０１６―２０２０」を策定し、対策の柱と
なる６分野に関して目標を設定した２）。その一つである動
向調査・監視の一環として、現在、CRE感染症を含む７
種類の薬剤耐性菌感染症が「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）において五類
感染症として定められ、感染症発生動向調査の対象となっ
ている。２０１７年には、厚生労働省から「カルバペネム耐
性腸内細菌科細菌（CRE）感染症等に係る試験検査の実施
について」（健感発０３２８第４号）が発出され、全数把握対
象４疾患（CRE感染症、バンコマイシン耐性黄色ブドウ
球菌感染症、バンコマイシン耐性腸球菌感染症、MDRA

感染症）に関して、地方衛生研究所等での起因菌に対する
検査の実施と地域内の医療機関等への情報提供が求められ
た１４）。これを受けて本道でも、上記４疾患を対象とした薬
剤耐性菌サーベイランスを２０１９年６月１日から開始し、
医療機関から提出された菌株に対して、当所で薬剤耐性遺
伝子の検出等の検査を実施している１５）。２０１９年には CRE

及びMDRA の提出があり検査を実施したので、これらの
カルバペネマーゼ産生性及び遺伝子保有状況について報告
する。

方 法

１．供試菌株

２０１９年６～１２月に道立６保健所管内で CRE感染症とし
て届出された患者１７名から分離された１８株と、４月に道
立１保健所管内でMDRA 感染症として届出された患者１
名から分離された１株を実験に供した。菌株は、届出医療
機関または民間検査機関で分離・同定された純培養菌が当
所に搬入された。

MDRA 感染症事例は本サーベイランス開始前の届出で
あったが、発生状況から院内感染が疑われたため、行政検
査として対応した。
２．カルバペネマーゼ産生性試験

阻害剤（メルカプト酢酸ナトリウム（SMA）、３―アミノ
フェニルボロン酸（APB））を用いたディスク法によるカ
ルバペネマーゼ産生性試験を実施した。CREに対しては、
メタロ―β ―ラクタマーゼ（MBL）及び KPC型カルバペネ
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マーゼ（KPC型）を検査した。MDRA に対してはMBL

を検査した。
供試菌株をミューラーヒントン寒天平板培地（OXOID、

Basingstoke、UK；MHA 培地）に接種し、抗菌剤ディス
ク（セファロスポリン系）を設置後、３５℃で１６～２４時間
培養した。ディスク周囲に発育した菌体を滅菌生理食塩水
にMcFarland０．５になるよう懸濁し、その菌液をMHA 培
地に滅菌綿棒を用いて均一に塗布した。MBL 検査用培地
には抗菌剤（セフタジジム、メロペネム）及び阻害剤
（SMA）ディスクを設置した。KPC型検査用培地には抗菌
剤ディスク（イミペネム、メロペネム）を設置後、APB

溶液（５０mg/mL）１０μL を添加した。３５℃で１６～１８時
間培養後、カルバペネマーゼ産生の有無を判定した。各ディ
スクの設置位置及び APB溶液の添加位置は病原体検出マ
ニュアル１２）に準拠した。
３．カルバペネム耐性関連遺伝子検査

CREに対して、MBL遺伝子（IMP―１型、IMP―２型、NDM

型、VIM―２型）、KPC型遺伝子及び OXA―４８型 β ―ラクタ
マーゼ（OXA―４８型）遺伝子の PCRを実施した１２）。

MDRA に対して、MBL 遺伝子（IMP―１型、IMP―２型、
VIM―２型）の PCR、OXA 型 β ―ラクタマーゼ（OXA 型）
遺伝子（OXA―５１―like、OXA―２３―like、OXA―２４―like、OXA

―５８―like）のマルチプレックス PCR及びカルバペネム耐
性に関与する挿入配列 ISAba１遺伝子の PCRを実施した１２）。
供試菌株からの 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）を設置して培養した

MHA 培地から、ディスク周囲の菌体を滅菌水２００μ L に
McFarland０．５になるよう懸濁した。１００℃で１０分間加熱
後、１０，０００～１３，０００rpmで５分間遠心分離した上清を、DNA

鋳型として使用した。MBL、KPC型、OXA―４８型及びISAba１
遺伝子の 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１μ L、反応液量２５μ L

になるよう反応液を調製した。MBL、KPC型及び OXA―４８
型遺伝子の増幅は、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。ISAba１遺伝子の増幅は、初期変性
９４℃１分、９８℃５秒、５８℃５秒、７２℃１５秒の反応を３５サイ
クル、最終伸張７２℃１分という条件で実施した。OXA 型
遺伝子のマルチプレックス PCRには、QIAGEN Multiplex

PCR Plus Kit（QIAGEN、Hilden、Germany）を使用し、
添付文書に従って、プライマー濃度０．２μM、DNA量１μ L、
反応液量２５μ L になるよう反応液を調製した。OXA 型遺
伝子の増幅は、初期変性９４℃５分、９４℃２５秒、５８℃４０秒、
７２℃５０秒の反応を３０サイクル、最終伸張７２℃６分という
条件で実施した。
遺伝子増幅装置は GeneAmp PCR System９７００（Thermo

Fisher Scientific、Massachusetts、USA）を使用した。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。

表１ カルバペネム耐性関連遺伝子検査に使用したプライマー

＊：PCR に用いたプライマー配列は、「病原体検出マニュアル 薬剤耐性菌」12）に従った。
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結果及び考察

１．カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）

２０１９年６～１２月に道立８保健所管内で届出された CRE

感染症患者２０名由来２１株のうち、６保健所管内の１７名
由来１８株が検査のため当所に搬入された。検査実施率は
患者数で８５．０％（２０名中１７名）、菌株数で８５．７％（２１株
中１８株）であった。

CRE１８株の検査結果と、感染症サーベイランスシステ
ム（NESID）に登録された患者情報及び届出菌種を表２
に示した。検査の結果、患者３名由来 CRE３株（１６．７％、
n＝１８）がMBL を産生し、いずれも IMP―１型MBL 遺伝
子を保有することが確認された（表２、菌株No．１８７２、１９１１、
１９４０）。これらの届出菌種は、Enterobacter cloacae、Escherichia

coli、Klebsiella oxytoca各１株であった。残りの CRE１５
株では、検査したカルバペネマーゼの産生及び遺伝子はい
ずれも認められなかった。
本サーベイランスは開始されたばかりで検査件数は少な

いが、今回の検査実施率は患者数・菌株数ともに８５％以
上と高く、道立保健所管内の CREの現状を適切に把握で
きたと考えられる。検査の結果、CREのカルバペネマー
ゼ遺伝子陽性率は１６．７％（n＝１８）で、２０１８年の全国に
おける陽性率（１７．６％、n＝１，６８４）１６）と同程度であった。
また、PCRで確認された IMP型MBL 遺伝子は、国内で
最も多く検出されているカルバペネマーゼ遺伝子である１６）。
従って、道立保健所管内における CREの現状は全国と同
様の傾向を示していると考えられる。

IMP型MBL 遺伝子には、配列が異なる５０種以上の遺
伝子型が報告されており、これらは主に IMP―１型と IMP

―２型に分けられる１２）。中でも IMP―１型には、国内での報
告の大半を占める blaIMP―１と blaIMP―６が含まれる１６，１７）。全国
（２０１７～１８年）におけるこれら２種類の遺伝子型の分布を
見ると、blaIMP―１は全国的に報告されているのに対し、blaIMP―６

は近畿及び中国・四国地方を中心に報告されている１６，１７）。
道内のカルバペネマーゼ産生 CREも IMP―１型MBL 遺伝
子を保有していたが（表２）、同遺伝子の型別に必要なシー
クエンス解析を本道ではまだ導入していないため、遺伝子
型は確定されていない。IMP―１型MBL 遺伝子の型別は、
道内で院内感染等が発生した場合に対策を実施する上で有
益な情報である。さらに、全国における同遺伝子の分布状
況やその推移を把握する一助となることから、今後、シー
クエンス解析による型別も行う必要がある。

IMP型MBL 遺伝子保有 CREの菌種にも、地域差が報
告されている１６，１７）。今回確認された IMP型MBL 遺伝子検
出株は、E. cloacae、E. coli、K. oxytoca各１株であった
（表２、菌株 No．１８７２、１９１１、１９４０）。全国（２０１７～１８年）
における IMP型MBL 遺伝子検出株の地域別菌種内訳を
見ると、E. cloacae及びE. coliは全国から報告されている１６，１７）。
一方、K. oxytocaは２０１７～１８年に関東以西の地域では報告
されているが、北海道・東北・新潟ブロックでは報告がな
かった１６，１７）。このことから、本菌が２０１９年に道内で新た
に IMP型MBL 遺伝子を獲得した菌株である可能性や、
関東以西の地域から道内へ流入した菌株である可能性が考
えられた。ただし、２０１７～１８年の北海道・東北・新潟ブ

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

＊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）に登録された情報を一部改変
＊３：旧称 E. aerogenes
－：検出せず
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ロックからの報告数は合計２７株と、各ブロックの中で東
海・北陸ブロックに次いで２番目に少なかった１６，１７）。この
ことから、K. oxytocaも全国的に分布している菌種だが、
報告数が少なかったために確認されていなかった可能性も
考えられる。いずれにせよ、今後、本道及び全国における
報告状況を注視する必要がある。
２．薬剤耐性アシネトバクター（MDRA）

MDRA 感染症が全数把握疾患に変更された２０１４年以降
の道内（政令・中核市含む）における届出状況と、当所に
搬入された菌株の検査結果を表３に示した。２０１４～１８年
の届出は年間０～２件であったが、２０１９年は５件（帯広保
健所管内４件、旭川市１件）と例年より多かった（表３）。
帯広保健所管内４件はいずれも同一病院から届出されてお
り、院内感染が疑われる状況であった（表３、事例４～７）。
このうち患者１名から分離されたMDRA１株を当所で検
査した結果、OXA―５１―like遺伝子及び挿入配列 ISAba１遺
伝子が認められた（表３、事例７）。
アシネトバクター属は生化学的性状による同定が困難で

シークエンス解析が必要である１２，１８）。本道では同定用シー
クエンス解析を導入していないため、今回分離されたMDRA

の菌種は同定されていない。アシネトバクター属のうち、
医療現場で最もよく分離され問題となっているのは
Acinetobacter baumanniiである８）。本菌の OXA―５１―like遺
伝子は、一部の菌株でプラスミド性のものも報告されてい
るが１９）、通常は染色体上に存在し、その上流に挿入配列ISAba１
遺伝子が存在する場合にカルバペネムに耐性化すること

が知られている８，１２）。このことから、今回分離されたMDRA

がカルバペネム耐性 A. baumanniiである可能性は高いと
考えられた。

A. baumanniiはリネンやドアノブ、医療器具等、様々
な物体上に付着し生存する能力が高いため、院内感染を起
こしやすい菌である８）。そのため、今回感染拡大が懸念さ
れたが、２０１９年５月～２０２０年５月現在に至るまで当該病
院からMDRA 感染症の届出はなく、適切な対処が行われ

たと考えられた。

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に深謝いたし
ます。
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＊２：感染症サーベイランスシステム（NESID）に登録された情報を一部改変
＊３：薬剤耐性菌サーベイランスにおいて検査を実施し、OXA−５１−like及びISAba１遺伝子保有を確認
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