
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）。
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
日から開始した薬剤耐性菌サーベイランスにおいて、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
を実施している１２）。本稿では、２０２０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、２０２０年１～１２月に道立１０保健所管内で届出さ
れた CRE感染症患者２９名（１名は後に届出削除）のうち、
６保健所管内の１７名から分離された菌株が当所に搬入さ
れた。釧路保健所管内の患者１名からは、静脈血、喀痰、
尿からの分離株が各１株、計３株が搬入された。また、旭

川市保健所から届出された患者２名のうち、１名（道立保
健所管内在住）から分離された１株が当所に搬入され、合
計２０株に対して検査を実施した。

VREは、２０２０年１～１２月に道立２保健所（江差、帯広）
管内で届出された VRE感染症患者３名のうち、帯広保健
所管内で届出された患者１名から分離された１株が当所に
搬入された。また、届出患者と同一病院の患者２名（届出
なし）から分離された２株も搬入され、合計３株に対して
検査を実施した。
２０２０年は、道立保健所管内でMDRA 及び VRSA 感染症
の届出はなかった。
２．カルバペネマーゼ産生性試験

CREに対して、阻害剤（メルカプト酢酸ナトリウム、
ボロン酸）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（メタロ−β −ラクタマーゼ（MBL）、KPC型カル
バペネマーゼ（KPC型））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．CREの菌種同定

CREのうち、感染症サーベイランスシステム（NESID）
に菌種名の登録がなかった１株（菌株 No．２３６１）に対し、
IDテスト・EB−２０「ニッスイ」（日水製薬（株）、東京）に
よる菌種同定を実施した。
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（CREの場合はセファロスポリン系、VRE

の場合はバンコマイシン）を設置し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、１０，０００～１３，０００
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．カルバペネマーゼ遺伝子検査

CREに対して、MBL 遺伝子（IMP型、NDM型、VIM
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型）、KPC型遺伝子、OXA−４８型 β −ラクタマーゼ（OXA−

４８型）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）。
カルバペネ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１μ L、反応液量２５μ L になるよう反応液を調製
した１５）。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。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．腸球菌の菌種同定及びバンコマイシン耐性遺伝子検査

VREに対して、ddl遺伝子のマルチプレックス PCRに
よる菌種同定（Enterococcus faecalis、E. faecium）を実施
した１４）。また、バンコマイシン耐性遺伝子（vanA、vanB、
vanC 1、vanC 2/3）のマルチプレックス PCRを実施した１４）。

ddl遺伝子及びバンコマイシン耐性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１μ L、反応液量２５μ L にな
るよう反応液を調製した。増幅は、初期変性９５℃５分、９５℃
２０秒、５５℃２分の反応を３５サイクル、最終伸張７４℃５分
という条件で実施した１４）。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２に示した。

結果及び考察

１．カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）

２０２０年に検査を実施したCRE２０株の検査結果と、NESID

に登録された患者情報及び菌種を表３に示した。検査の結
果、全株でカルバペネマーゼの産生及び遺伝子は認められ
なかった。

CREの届出に必要な検査項目は、分離株の菌種同定と
カルバペネム系薬剤及び広域 β −ラクタム剤への耐性の確
認だけで、カルバペネマーゼ産生性や遺伝子の確認は義務

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

メタロ−β −ラクタマーゼ

IMP型

mc−imp−f１ TCTCRATCTATCCCCACGTATGC

２６９bp
mc−imp−f２ TCTCAATCTATTCCAACATATGCATCTG
mc−imp−r１ GCGGACTTTGGCCAAGCTTCTA
mc−imp−r２ GCMGAATGTGGCCACGCTTCAA

NDM型
mc−ndm−f CGGTTTGGCGATCTGGTTTT

２０７bp
mc−ndm−r GACCGGCAGGTTGATCTCC

VIM型
mc−vim−f GTTTGGTCGCATATCGCAAC

１５５bp
mc−vim−r CCAATTTGCTTYTCAATCTCCG

セリン−β −ラクタマーゼ

KPC型
mc−kpc−f CGGAACCATTCGCTAAACTCG

３２２bp
mc−kpc−r AACAAATTGGCGGCGGCGT

OXA−４８型
mc−oxa４８−f GCTCTGGAATGAGAATAAGCAGCA

１２５bpmc−oxa４８−r２ TAACCACGCCCAAATCGAG

GES型
mc−ges−f２ CTGTGGCTAAAGTCCTCTATGGCG

９４bp
mc−ges−r２ GTCGCGTCTCCCGTTTGGTT

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

ddl遺伝子
Enterococcus faecalis

ddl−E.faeclis−F ATCAAGTACAGTTAGTCT
９４１bp

ddl−E.faeclis−R ACGATTCAAAGCTAACTG

Enterococcus faecium
ddl−E.faecium−F TAGAGACATTGAATATGCC

５２５bp
ddl−E.faecium−R CATCGTGTAAGCTAACTTC

バンコマイシン
耐性遺伝子

vanA
vanA−F GGGAAAACGACAATTGC

７３２bp
vanA−R GTACAATGCGGCCGTTA

vanB
vanB−F ATGGGAAGCCGATAGTC

６３５bp
vanB−R GATTTCGTTCCTCGACC

vanC 1
vanC−1−F GGTATCAAGGAAACCTC

８２２bp
vanC−1−R CTTCCGCCATCATAGCT

vanC 2/3
vanC−2/C−3−F CTCCTACGATTCTCTTG

４３９bp
vanC−2/C−3−R CGAGCAAGACCTTTAAG

表１ カルバペネ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）

＊：PCR に用いたプライマー配列は、文献１５に従った。

表２ 菌種同定及びバンコマイシン耐性遺伝子検査に使用したプライマー（バンコマイシン耐性腸球菌）

＊：PCR に用いたプライマー配列は、文献１４に従った。
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づけられていない１４）。CREのカルバペネム耐性機構は、
カルバペネマーゼの産生によるものと、それ以外の要因
（カルバペネマーゼ以外の β −ラクタマーゼの産生と膜透
過性の低下）によるものの、２種類に大別される８，１４）。カ
ルバペネマーゼ産生株は非産生株に比べ多剤耐性になりや
すい傾向にあり、臨床分野においてより大きな問題である８，１４）。
そのため、厚生労働省は地方衛生研究所に、分離株に対す
るカルバペネマーゼ産生性試験及び遺伝子検査の実施を求
めている１６）。以上のことから、地域内の CRE（特にカル
バペネマーゼ産生株）の現状把握には、検査実施率の向上
が重要となる。
２０２０年の道立保健所管内における検査実施率（患者数）
は５８．６％（２９名中１７名）で、２０１９年６～１２月の検査実
施率（患者２０名中１７名、８５．０％）１３）に比べて低下した。
全国の CRE病原体サーベイランスの集計では、検査実施
状況を示す指標として、NESID病原体検出情報システム
への CRE検査結果の報告率（原則実施する検査項目結果
がすべて報告された菌株数を、患者届出数で除した値）を
示している１７―１９）。全国における CRE検査結果の報告率は、
２０１７年４８．１％１７）、２０１８年７２．２％１８）、２０１９年７７．１％１９）と、
増加傾向にある。一方、検査が実施された菌株のうちカル
バペネマーゼ遺伝子陽性株の割合は、２０１７年は２８％（８６５
株中２３９株）２０）であったが、２０１８年は１７．６％（１，６８４株中
２９７株）１８）、２０１９年は１６．５％（１，７９９株中２９６株）１９）と、報

告率が７０％を超えた２年間はほぼ横ばい状態であった。
道立保健所管内の CREにおけるカルバペネマーゼ遺伝子
陽性率は、全国と同程度であった２０１９年６～１２月の１６．７％
（１８株中３株）１３）に比べて、２０２０年は０％（１９株中０株）
と低い値であった。CREにおけるカルバペネマーゼ遺伝
子陽性率を正確に把握するには、届出された全症例に対し
て遺伝子検査を実施するのが最も望ましい。だが、現時点
ではまだ全例検査には至っていない。今後、検査実施率の
上昇を目指した体制の充実化が望まれる。
２０２０年には、道立保健所だけでなく、中核市である旭
川市保健所管内の届出患者についても菌株が搬入され、検
査を実施することができた。この点は、北海道全域の CRE

の現状把握に向けて一歩前進したといえた。
２．バンコマイシン耐性腸球菌（VRE）

２０２０年に検査を実施した VRE３株の検査結果と、患者
情報を表４に示した。検査の結果、３株とも vanA遺伝子
保有 E. faeciumであった。

VREのバンコマイシン耐性機構は、バンコマイシンの
作用部位である細胞壁の構成要素、ムレインモノマーの構
造変化である１）。それを引き起こすバンコマイシン耐性遺
伝子には複数の種類があり、中でも特に臨床的、疫学的に
問題となるのは、プラスミド上に存在して異なる菌株間で
伝達しうる vanA及び vanB遺伝子である１４，２１）。また、腸
球菌（Enterococcus属菌）には２０種以上の種が含まれる

菌株
No.＊１

管轄
保健所

患者情報＊２

菌種
検査結果

年齢層 性別 届出病院 カルバペネマーゼ遺伝子
２１７２ 岩見沢 ７０代 男 病院１ Klebsiella aerogenes＊３ －
２２０４ 帯広 ７０代 女 病院２ Escherichia coli －
２２２３ 室蘭 ７０代 女 病院３ K. aerogenes＊３ －
２２３５ 滝川 ７０代 女 病院４ Enterobacter cloacae －
２２６４ 滝川 ７０代 男 病院４ E. asburiae －
２２８１ 旭川市＊４ ７０代 男 病院５ E. coli －
２３０６ 滝川 ５０代 女 病院４ E. cloacae －
２３６０ 滝川 ８０代 男 病院４ E. cloacae －
２３６１ 滝川 ６０代 男 病院４ Enterobacter sp. －
２３７３ 滝川 ７０代 男 病院４ K. aerogenes＊３ －
２４４８ 留萌 ７０代 女 病院６ K. pneumoniae －
２４５２＊５ 留萌 ８０代 男 病院６ K. pneumoniae －
２４６６ 滝川 ８０代 男 病院４ K. aerogenes＊３ －
２４６７ 滝川 ７０代 男 病院４ K. aerogenes＊３ －
２４６８

釧路 ６０代 男 病院７
K. aerogenes＊３（静脈血由来） －

２４６９ K. aerogenes＊３（喀痰由来） －
２４７０ K. aerogenes＊３（尿由来） －
２４７１ 釧路 ７０代 女 病院７ K. aerogenes＊３ －
２４７２ 留萌 ８０代 女 病院６ K. pneumoniae －
２４８９ 留萌 ８０代 女 病院６ K. pneumoniae －

表３ 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
＊４：患者は道立保健所管内在住者
＊５：２０２０年１１月に NESID届出、１２月に削除
－：検出せず
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が、臨床検体からの分離が多いのは、E. faecalis、E. faecium、
E. gallinarum、E. casseliflavus、E. aviumなどである１４）。
中でも vanA遺伝子保有 E. faeciumは、臨床的、疫学的に
特に問題となる VREの一つと考えられている１４）。実際に
他県では、vanA遺伝子保有 E. faeciumによる院内感染事
例で、１人から複数の患者への伝播や環境を介した伝播が
報告されている２２）。また、別の事例では、異なる種の腸球
菌間で伝達される vanA遺伝子保有プラスミドが、患者由
来 E. faeciumで報告されている２３）。
今回本道の事例で確認されたものも、vanA遺伝子保有

E. faeciumであった（表４）。本サーベイランスの検査項
目１２）として分離株の分子疫学的解析は含まれていないため、
今回の VRE３株が遺伝子学的に近縁な菌株かどうか、確
認はとれていない。しかし、分離株の分子疫学的解析は、
感染源や伝播経路を特定する一助となり、感染対策を実施
する上で重要である。今後の事例対応で必要とされる可能
性もあるため、今回の VREを用いて検査法の条件検討を
行い、当所の検査体制の充実化を図る予定である。
今回の事例では、VREによる尿路感染症を発症した届

出患者由来株（１株）のほかに、同一病院の別の患者２名
（届出なし）からの分離株（２株）に対しても行政検査依
頼があった。院内感染対策として、感染症法の届出対象と
なる発症者以外の保菌者に対しても対応することが重要と
されていることから２４）、当該病院が届出患者以外の患者か
らの分離株についても行政検査を依頼したと推察された。
当該病院における感染対策について当所は情報を得ていな
いが、その後２０２１年６月現在まで VRE感染症の届出がな
いことから、適切な対処が行われたと考えられた。
全国及び北海道（政令市・中核市管内及び道立保健所管

内）における VRE感染症の届出患者数を図１に示した。
全国における届出患者数は、２０１０年の１２０件をピークに
２０１１～２０１９年は年間１００件未満で推移していたが、２０２０
年には２６都道府県から過去最多の１３５件が届出され、全
国的な増加が懸念されている９）。道立保健所管内において
は、２０１０年以前は２０００年、２００５年、２００７年を除いてほ
ぼ毎年、年間１～１１件の届出があったが、２０１１～２０１９年
は年間０件で推移していた。ところが、２０２０年に３件が
届出され、道立保健所管内では９年ぶりの VRE感染症の

菌株
No.＊１

管轄
保健所

患者情報＊２ 検査結果
備考＊２

年齢層 性別 届出病院 菌種
バンコマイシン
耐性遺伝子

２３５９ 帯広 ８０代 女 病院８ Enterococcus faecium vanA 尿路感染症を発症

２３７４ 帯広 ６０代 女 病院８ E. faecium vanA NESID届出なし

２３７５ 帯広 ７０代 男 病院８ E. faecium vanA NESID届出なし

表４ バンコマイシン耐性腸球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）登録情報または管轄保健所からの情報を一部改変

図１ バンコマイシン耐性腸球菌（VRE）感染症の届出患者数（２０００～２０２０年）
北海道感染症情報センターホームページ２５）参考

―７０―



発生となった（図１）。届出がなかった状況から一転して
増加した要因は不明だが、全国的な傾向９）とも一致してお
り、今後も注視する必要がある。

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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