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要  旨 

 2016 年 1 月から 12 月の間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

（carbapenem-resistant Enterobacteriaceae :CRE）21株について、PCR法による遺伝子解析を行った。

また、カルバペネマーゼ遺伝子についてはシークエンス解析により variant を検索した。菌種は、

Enterobacter aerogenes 10 株、Enterobacter cloacae complex 5 株、Serratia marcescens 3 株、

Citrobacter freundii  1 株、Citrobacter koseri  1 株、Escherichia coli  1 株で、検出遺伝子はカルバ

ペネマーゼ遺伝子である IMP-1 型 2 株、GES 型 1 株、AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子である EBC 型 9

株、基質特異性拡張型 β-ラクタマーゼ（extended-spectrum β-lactamase：ESBL）遺伝子である TEM

型及び CTX-M-2 型 1 株で、カルバペネマーゼ遺伝子の検出割合は 14.3％（3 株）であった。シークエ

ンス解析の結果、カルバペネマーゼ遺伝子のうち GES 型 1 株は、GES variant の blaGES-5、IMP-1 型 

2 株は、blaIMP-1 と判明した。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遺

伝子保有株の検出状況を監視する必要がある。 

 

Abstract 

We carried out genetic analysis, by means of the PCR method, of 21 isolates of the carbapenem-

resistant Enterobacteriaceae (CRE) isolated in medical institutions in Kagawa Prefecture from 

January to December 2016. Ten isolates were Enterobacter aerogenes, five were Enterobacter cloacae 

complex, three were Serratia marcescens, one was Citrobacter freundii, one was Citrobacter koseri 

and one was Escherichia coli. Among the isolates analyzed, two of them were found to possess the 

carbapenemases gene of blaIMP-1 group, one was of the blaGES group, ten of them possess the AmpC -

lactamase genes of blaEBC group, and one of them possesses the ESBL genes of blaTEM group and blaCTX-

M-2 group. The proportion of the carbapenemase gene was 14.3%. The genes of the one blaGES group 

isolate were specified to be the GES variant blaGES-5, and the two blaIMP-1 group isolates were specified 

to be blaIMP-1 by sequence analysis. 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 

平成29年3月28日厚生労働省課長通知1)によりカルバ

ペネム耐性腸内細菌科細菌（carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae :CRE）感染症等において、地域にお

ける薬剤耐性菌の蔓延などの流行状況を把握するために、 

地方衛生研究所で当該耐性菌に係る詳細な解析の実施等

に努める努力目標が発出されている。CREはカルバペネ

マーゼ産生菌（carbapenemase-producing Entero- 

bacteriaceae :CPE）かどうかが院内感染対策上重要で

ある。CREの薬剤耐性遺伝子を地方衛生研究所で解析し

医療機関等に還元することにより院内感染対策に寄与す

ることができる。また、感染症サーベイランスシステム

（NESID）への報告により国内での流行状況の把握にも

貢献することになる。CPEにおいて分離頻度が高く、国

内で蔓延が警戒されているカルバペネマーゼにIMP型, 

NDM型, KPC型, OXA-48型がある2)。その他、分離数は

少ないものの,GES型, IMI型, SMB型, SME型など

様々な遺伝子型が報告されている3)。 

2016年に香川県内で検出されたCREの薬剤耐性遺伝

子の県内での検出状況を報告する。 
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Ⅱ 方法 

１ 供試菌株 

2016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 15株と調査研究協力施設

より提供のあったCRE 6株、合計 21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。 

３ 薬剤耐性検査 

（１）阻害剤を用いたβ-ラクタマーゼ産生性の確認およ

びカルバペネマーゼ産生性の確認 

ディスク法は、3-アミノフェニルボロン酸 4）、クロキ

サシリン 5）、メルカプト酢酸ナトリウムディスク 6）、ク

ラブラン酸含有ディスク 7）による阻害試験及び、Carba

NP test8)、mCIM9)を行った。 

（２）PCR法によるβ-ラクタマーゼ遺伝子検出 

カルバペネマーゼ遺伝子：IMP-1型, IMP-2型、VIM

-2 型、NDM型、KPC型、GES型、OXA-48 型、クラ

スA β-ラクタマーゼ遺伝子：TEM 型、SHV 型、CTX-

M-1 group、CTX-M-2 group、CTX-M-9 group、プラ

スミド性AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子：MOX型、CIT

型、DHA型、ACC型、EBC型、FOX型について検索

した 10)。 

（３）シークエンス解析 

カルバペネマーゼ遺伝子は、シークエンス解析により

variantを検索した。 

IMP-1型は、国立感染症研究所のマニュアル 11)に準じ

て行い、GES型は国立感染症研究所薬剤耐性研究センタ

ーおよび病原体ゲノム解析研究センターで実施した。 

 

Ⅲ 結果 

菌種と耐性遺伝子の検出状況を表１に示す。 

菌種は、Enterobacter aerogenes 10株、Enterobacter 

cloacae complex 5 株、Serratia marcescens 3 株、

Citrobacter freundii 1 株、Citrobacter koseri 1 株、

Escherichia coli 1株であった。 

検出遺伝子は IMP-1型2株（E. cloacae complex 2

株）GES型1株（S. marcescens 1株）、EBC型10 株

（E. aerogenes 7株、E. cloacae complex 3株）、TEM

型及びCTX-M-2 型 1株（E. coli 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

あり、カルバペネマーゼ遺伝子の検出割合は、14.3％で

あった。 

Carba NP test 及びmCIM の結果は、IMP-1 型は

陽性であったが、GES型及びカルバペネマーゼ遺伝子

非検出株（non-CPE）は陰性であった。 

ディスクによる阻害試験結果は、IMP-1 型検出株は

メルカプト酢酸ナトリウムディスクによる阻害がみら

れた。GES型検出株は、クラブラン酸含有ディスク及

び 3-アミノフェニルボロン酸による弱い阻害がみられ

た。（図１、２） 

IMP-1 型カルバペネマーゼ遺伝子2株の塩基配列を

解析した結果、blaIMP-1 (GenBank Accession No.S71

932)にコードされる配列とアミノ酸配列が一致した。 

GES型β-ラクタマーゼ遺伝子を国立感染症研究所に

解析依頼し、塩基配列を解析した結果、blaGES-5 (Gen

Bank Accession No. AY494717)にコードされる配列

とアミノ酸配列が一致した。プラスミド解析の結果、 

blaGES-5は、replicon type が IncP(6) group のプラス

ミドに存在した。 

 

Ⅳ 考察 

Enterobacter 属が全体の 7 割を占めていた。

Enterobacter 属でもE. cloacaeは、カルバペネマーゼ

産生遺伝子を持つ割合が5株中2株、E. aerogenesは、

すべてカルバペネマーゼ非産生株であった。E. cloacae

のカルバペネマーゼ保有割合が高く、これは前年度と

同じ傾向であった。反対に、カルバペネマーゼ産生遺伝

子保有E. aerogenesが検出された場合、院内でのプラ

スミド伝播の可能性があるので、今後も動向に注意し

たい。 

Carba NP test、mCIMのスクリーニング検査とPCR

法によるカルバペネマーゼ産生遺伝子検出との結果は

IMP-1型では一致していた。GES型はCarba NP test、

mCIMは陰性で、クラブラン酸及び3-アミノフェニルボ

ロン酸による阻害が弱くみられた。クラブラン酸含有デ

ィスクによる阻害はGES-5で見られるが12)、GES型β-ラ

クタマーゼのvariantによってクラブラン酸阻害の強さ

が異なる13)。クラブラン酸含有ディスクのディスク間距

離を通常より狭く配置すると確認が容易であった。（図１）

クラブラン酸阻害試験が陽性の場合、CTX-M型 や 

TEM型、SHV型等のよく検出される基質特異性拡張型β-

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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ラクタマーゼ（extended-spectrum β-lactamase：ESBL）

以外の場合もあることに留意したい。また、クラスA 

CRE（KPC型, GES型, SME型, IMI型, NMC-A型）では

ボロン酸阻害試験が陽性になる可能性があると報告14）さ

れており,今回もボロン酸で若干の拡張を認めた。クロキ

サシリンによる阻害はボロン酸阻害ほどはっきりしなか

った。このようにGES-5は、スクリーニング検査のみで

カルバペネマーゼを疑うのは困難であった。 

 

Ⅴ 結論 

カルバペネマーゼ遺伝子検出株は14.3%で、多くはカ

ルバペネマーゼ非産生株と考えられ、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

カルバペネマーゼ遺伝子保有株の検出状況を監視する必

要がある。 
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MEPM: meropenem  

IPM: imipenem  

ACV: amoxicillin/clavulanate     

APB: 3-Aminophenylboronic acid     

MCIPC: cloxacillin 

図１ クラブラン酸による阻害試験 図２ 3-アミノフェニルボロン酸、 

    クロキサシリンによる阻害試験 

表１ 菌種別薬剤耐性遺伝子検出状況 

菌名 IMP-1
IMP-1

EBC型
GES-5

TEM 型

CTX-M-2 group
EBC型 不検出 収集数

Enterobacter aerogenes 7 3 10

Enterobacter cloacae complex 1 1 2 1 5

Serratia marcescens 1 2 3

Citrobacter freundii 1 1

Citrobacter koseri 1 1

 Escherichia coli 1 1

合 計 1 1 1 1 9 8 21


