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香川県内のカルバペネム耐性腸内細菌科細菌の薬剤耐性遺伝子の検出状況 

 

Detection of the Antimicrobial-Resistant Gene Extracted from the Carbapenem-Resistant 

Enterobacteriaceae Isolated in Kagawa Prefecture 
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要  旨 

 2015年に香川県内の医療機関で検出されたカルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）１０株について、

PCR 法による遺伝子解析を行った。菌種は、Enterobacter 属 ７株、Klebsiella pneumoniae ２株、

Citrobacter freundii １株で、Enterobacter 属が CRE の主な菌種であることがわかった。検出遺伝子

はカルバペネマーゼ産生遺伝子である IMP-1 型３株、GES 型１株、AmpC 産生遺伝子である CIT 型１

株、EBC 型６株であった。そのうち１株は IMP-1 型と GES 型の２つの遺伝子を保有していた。この株

はシーケンス解析で、IMP-11、GES-24 と判明した。報告数が少ない GES 型が県内で検出された。

Enterobacter 属は CRE としての報告数は多いが、７株のうち６株は EBC 型であり、すべてがカルバ

ペネマーゼを産生するわけではない。このように耐性機構には様々な要因が関連しており、薬剤感受性

試験だけでは限界があり、カルバペネマーゼ産生株を検出するには遺伝子解析が不可欠である。今後も

継続して、医療機関へ情報を還元するとともにカルバペネマーゼの動向を監視する必要がある。 

 

Abstract 

We carried out genetic analysis, by means of the PCR method, of 10 isolates of the carbapenem-

resistant Enterobacteriaceae (CRE) isolated in medical institutions in Kagawa Prefecture in 2015. 

Seven of the isolates are of the Enterobacter species, which control the antimicrobial-resistant traits 

of these isolates. The other isolates were the two isolates Klebsiella pneumoniae and the one isolate 

Citrobacter freundii, Among the isolates analyzed, three of them were found to possess the 

Carbapenemases gene of IMP-1 group, and one was of the GES group, and six of them possess the 

AmpC genes of EBC group and one of the CIT group. One of them was found to possess two genes, 

IMP-1 group and GES group of the Carbapenemases gene. The genes of this isolate were specified to 

be IMP-11 and GES-24 by sequence analysis. The rarely-reported GES group gene was detected in 

Kagawa Prefecture. Though the analysis by medicine often reports the isolates of the genus 

Enterobacter as CRE, six out of the seven isolates were found to be of the EBC group, and thus not 

all of them produce Carbapenemases. Therefore, in order to detect Carbapenemases, it is essential to 

conduct genetic analysis, because the antimicrobial susceptibility test may not be able to detect some 

aspects of the antimicrobial-resistant mechanism as seen above. It is important to continue the 

research of the antimicrobial-resistant genes and to supply feedback in cooperation with medical 

institutions. 

 

キーワード：カルバペネム耐性腸内細菌科細菌 薬剤耐性遺伝子 PCR 法 カルバペネマーゼ 

 

Ⅰ はじめに 

カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（Carbapenem- 

resistant Enterobacteriaceae：CRE）は、カルバペネム

系薬剤に耐性を持つ腸内細菌の総称である。カルバペネ

ム系薬剤は腸内細菌による感染症において最も重要な治

療薬であり、耐性の場合、治療薬がなくなる可能性があ

る。CREはカルバペネム系薬剤の分解酵素であるカルバ

ペネマーゼ（Carbapenemases）を産生する場合と 

カルバペネマーゼは産生しないが ESBL(Extended 

Spectrum β-Lactamase：基質特異性拡張型 β-ラクタマ

ーゼ)やAmpCの中でカルバペネム系薬剤を少量分解す

る酵素の過剰産生と菌外膜変化による薬剤透過性の低下、
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排出機構の亢進等で耐性を示す菌外膜変異型がある。カ

ルバペネマーゼ産生遺伝子は、プラスミド上に存在し菌

種間を超えて伝達され、耐性遺伝子の拡散の速度、伝達

菌種での危惧がある。CDC(Centers for Disease Control 

and Prevention：アメリカ疾病管理予防センター)による

と米国では、過去１０年間で CRE の肺炎桿菌が７倍、

腸内細菌科の菌種全般では、４倍に増えており、全米の

病院の４%、長期急性期病院の１８%でカルバペネム耐

性腸内細菌科の細菌による感染症が発生している。また

敗血症を起こした場合、約半数が死亡すると警戒されて

いる１）。日本では米国ほどの広がりはないが増加傾向で、

アウトブレイクの報告もあり２）今後の動向を注視する必

要がある。2014年９月に感染症法が改正されCRE感染

症は５類全数報告疾患となった。 

今回、2015年に香川県内で検出されたCREの薬剤耐性

遺伝子を解析し、県内での動向を調査した。 

 

Ⅱ 方法 

１ 供試菌株 

2015 年１月から 12月の間に香川県内で５類感染症全

数把握により報告されたCRE １３株のうち提供のあっ

た５株及び調査研究協力施設の香川県立中央病院より提

供のあったCRE ５株、合計１０株を対象とした。 

２ 方法 

（１）菌種同定 

普通寒天培地（日水製薬株式会社）に純培養後、BBL

クリスタル E/NF（日本ベクトン・ディッキンソン株式

会社）により同定を行った。 

（２）届出基準 

感染症法の５類全数報告の届出基準は２通りある。す

なわちメロペネム（MEPM）耐性の場合とイミペネム

（IPM）とセフメタゾール（CMZ）２剤耐性の場合であ

る。MEPM 耐性の場合、MIC 値が２µg/ml 以上である

か、又はMEPMの感受性ディスク(KB)の阻止円の直径

が 22mm 以下であること。IPM,CMZ 耐性の場合、MIC

値が２µg/ml以上であるか、又は IPMの感受性ディスク

(KB)の阻止円の直径が22mm以下であること、及びCMZ

のＭＩＣ値が64 µg/ml以上であること、又はCMZの感

受性ディスク(KB)の阻止円の直径が 12mm 以下であるこ

とである。この届出基準と耐性遺伝子との関連を調査し

た。 

（３）スクリーニング検査 

普通寒天培地に純培養時、MEPMセンシ・ディスク(日

本ベクトン・デッキンソン株式会社)を培地上に置き遺伝

子の欠落を防止しながら培養を行った。その純培養菌を

生理食塩水３ml に McFarland No. 0.5 濃度の菌液を

作成し、Muller-Hinton培地（OXOID）に1綿棒菌液を

均一に塗布後、クラブラン酸含有ディスク４）、3-アミノ

フェニルボロン酸５）、メルカプト酢酸ナトリウムディス

ク６）7)による阻害試験を行った。 

（４）耐性遺伝子の検出 

ａ  クラブラン酸含有ディスク阻害試験陽性の耐性遺

伝子の検出 

クラブラン酸含有ディスク阻害試験に陽性を示す

ESBL産生遺伝子であるTEM型、SHV型 8)、CTX-M1

型、CTX-M2型、CTX-M8型、CTX-M9型 9) について

PCR法により検索した。（図１） 

ｂ  3-アミノフェニルボロン酸阻害試験陽性の耐性遺

伝子の検出 

3-アミノフェニルボロン酸阻害試験に陽性を示すAmp 

C産生遺伝子であるMOX型、CIT型、DHA型、ACC

型、EBC型、FOX型 10) 及びKPC型 についてPCR法

により検索した。（図２、３） 

ｃ  メルカプト酢酸ナトリウムディスク阻害試験陽性

の耐性遺伝子の検出 

メルカプト酢酸ナトリウムディスクに陽性を示すメタ

ロβ-ラクタマーゼ産生遺伝子である IMP-1 型、IMP-2

型、VIM-2型 11)、NDM型 12) についてPCR法により検

索した。（図３） 

ｄ 薬剤による阻害試験では検出されにくいカルバペ

ネマーゼ産生遺伝子の検出 

GES 型 13)、OXA-51 型、OXA-58 型、OXA-23 型、

OXA-24型 14)、OXA-48型 15) についてPCR法により検

索した。（図３） 

（５）Carba NP test 

カルバペネマーゼ産生スクリーニングとして用いた。 

ａ  B-PERII, Bacterial Protein Extraction Rea

-gent (Thermo) 100μl に菌を２白金耳分浮遊させ、

５分間ボルテックスを行う。室温で30分間静置。 

ｂ  0.05%フェノールレッド溶液１ml に 0.1M 

ZnSO4 溶液 １μl を混和し、イミペネム ３mg を溶

解させ、100μlずつチューブに分注する。 

ｃ  調整菌液30μlを溶液に混和し、37℃でインキュ

ベーションし、60～120 分後に色の変化を目視で確認

https://www.bdj.co.jp/pdf/pi/111-251932-N-03.pdf#search='BBL%E3%82%AF%E3%83%AA%E3%82%B9%E3%82%BF%E3%83%AB'
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する 16)。 

陽性の場合、黄変するが OXA 型の場合、反応が偽陰

性のことがあるので注意が必要である 17）（図４）。 

（６）まれな耐性遺伝子のシーケンス解析 

国内での検出数の少ない耐性遺伝子を保有する菌株

については、国立感染症研究所細菌第二部第一室に送付

し、シーケンス解析を依頼した。 

 

Ⅲ 結果 

届出基準別の菌種と耐性遺伝子の検出状況を表１に示

す。 

菌種は Enterobacter aerogenes ５株、Enterobacter 

cloacae ２株、Klebsiella pneumoniae ２株、Citro- 

bacter freundii １株であった。 

検出遺伝子は IMP-1 型３株（E. cloacae １株、K. 

pneumoniae ２株）GES型 １株（K. pneumoniae )、

CIT 型１株（C. freundii ）、EBC 型６株（E. aero- 

genes ５株、E. cloacae １株）が検出された。このう

ち、カルバペネマーゼはIMP-1型とGES型であった。 

GES 型保有株は IMP-1 型遺伝子も同時に保有して

いた。この株を国立感染症研究所に解析依頼した結果、

IMP-11、GES-24と判明した。 

IMP-1型とGES型保有株は、Carba NP testが陽

性であった。 

届出基準薬剤は、カルバペネマーゼ産生株は、３株と

もMEPMと IPM,CMZの２種類が耐性であった。菌外

膜変異型株は、CIT型はMEPMと IPM,CMZの２種類

耐性で、EBC型６株はすべてIPM,CMZ耐性であった。 

Enterobacter 属の中で、E. cloacaeは、カルバペネマ

ーゼ産生遺伝子を持つ割合が２株中１株、 E. aerogenes

は、すべて菌外膜変異型であった。 

 

Ⅳ 考察 

Enterobacter 属が全体の７割を占めており、CRE

の主な菌種であることがわかった。Enterobacter 属の

中でも、E. cloacaeは、カルバペネマーゼ産生遺伝子を

持つ割合が２株中１株、 E. aerogenesは、すべて菌外

膜変異型と同じ属でも菌種によって薬剤耐性遺伝子の

保有状況が異なり、正確な菌種の同定が重要である。 

Carba NP test とPCR 法によるカルバペネマーゼ産

生遺伝子の結果は一致しており、Carba NP testは短時

間で検査できる利点があるので、カルバペネマーゼ産生

株のスクリーニング検査として有用である。 

カルバペネマーゼ産生株の届出基準薬剤は、MEPM

と IPM,CMZ の２種類が耐性であったのに比べ、

Enterobacter 属の EBC 型はすべて IPM,CMZ 耐性で

あり、MEPM耐性の場合、カルバペネマーゼの可能性が

高い。しかしMEPMと IPM,CMZの２種類耐性のCIT

型があるように、届出基準薬剤だけではカルバペネマー

ゼ産生株とは判断できない。 

また、カルバペネマーゼ産生株は、すでに日本に定着

している型と外国からの持込み型があり３）、IMP-1型は

日本定着型である。IMP-1 型とGES 型の２つの耐性遺

伝子を保有する株は国内ではまだ報告例がない。国立感

染症研究所で行った解析で、IMP-11、GES-24と判明し、

IMP-11 は国内定着型であるが、GES-24 は検出数が少

なく貴重な保有株であった。検出数の少ない GES 型が

検出され、国内の浸潤が危惧される。 

Enterobacter 属が保有していた EBC 型と C. 

freundii が保有していたCIT型は、染色体上に保有して

いるAmp C産生遺伝子である。そのうちC. freundii １

株は、SCVs (Small colony variants：小型コロニー変

種)18) であった。BTB寒天培地、37℃、18時間培養にお

いて直径2～3mmのコロニーを示し（図５，６）、同じ条

件で１週間培養を続けても大きな変化は見られなかった。

菌の発育阻害が起こるほど外膜を変化させていることが

窺われ、長期間、カルバペネム系薬剤に暴露されていた

と推測された。 

このように CRE の耐性機構は様々な要因が関連して

おり、カルバペネマーゼ産生株を検出するには遺伝子解

析が不可欠である。 

 

Ⅴ 結論 

2014年９月に感染症法が改正されCRE感染症が５類

全数報告疾患となった。地方衛生研究所において、薬剤

耐性遺伝子を解析し、国内での耐性遺伝子の動向を調査

することは、国の薬剤耐性(Antimicrobial. Resistance：

AMR)対策アクションプランに則っている 19）。 

また、解析結果を医療機関へ早期に還元することで、

治療法の早期変更や院内感染の早期発見につながる。 

今後も継続して、医療機関へ情報を還元するとともに

カルバペネマーゼの動向を監視する必要がある。 
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1 Citrobacter freundii なし MEPM + IPM,CMZ  - CIT

2 Enterobacter cloacae あり MEPM + IPM,CMZ  + IMP-1

3 Klebsiella pneumoniae なし MEPM + IPM,CMZ  + IMP-1

4 Klebsiella pneumoniae なし MEPM + IPM,CMZ  + IMP-1、GES

5 Enterobacter cloacae なし IPM,CMZ  - EBC

6 Enterobacter  aerogenes あり IPM,CMZ  - EBC

7 Enterobacter  aerogenes あり IPM,CMZ  - EBC

8 Enterobacter  aerogenes あり IPM,CMZ  - EBC

9 Enterobacter  aerogenes なし IPM,CMZ  - EBC

10 Enterobacter  aerogenes あり IPM,CMZ  - EBC

検出遺伝子

表１　菌種と耐性遺伝子の検出状況

No. 菌株名 届出 届出基準薬剤 Carba NP test

図２ Amp C 産生遺伝子 

図１ ESBL 産生遺伝子 

陽性（黄）陰性（紅） 

図４ Carba NP test 

図３ カルバペネマーゼ産生遺伝子 
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図６ 小型コロニー変種(SCVs)の C. freundii 

（37℃18hr 好気培養後） 

図５ 通常発育の C. freundii 

（37℃18hr 好気培養後） 

 


