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要  旨 
 2020 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目細菌

（carbapenem-resistant Enterobacterales : CRE）14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、

Klebsiella aerogenes 9 株、Enterobacter cloacae complex 2 株、Klebsiella pneumoniae 2 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型 2株、AmpC β-ラクタマ

ーゼ遺伝子であるEBC型 1株、ESBL遺伝子であるCTX-M-1型 1株、SHV型 2株であった。カルバペネマ

ーゼ遺伝子の検出割合は14.3％（2株）であった。シークエンス解析の結果、IMP型 2株は、blaIMP-1 と

判明した。blaIMP-1保有のK. pneumoniae 2株は、2019年に1株、同じ医療機関から検出されている。全

ゲノム解析の結果、3 株とも同じ薬剤耐性遺伝子、病原性遺伝子を保有しており、プラスミド Inc type

も IncFIB(K)と、同じプラスミドを保有する同一の菌の伝播の可能性が示唆された。医療機関へは、保健

所を通じて指導を行った。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ことが必要である。 
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Ⅰ はじめに 

カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（carbapenem-

resistant Enterobacteriaceae）感染症は、平成26年9月

から感染症法全数把握対象疾患となった。また、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

る目標が発出されている。 

2016年、腸内細菌目細菌（Enterobacterales） 

の分類が変更され、これまで腸内細菌科細菌

（Enterobacteriaceae）に属していた菌種が他の科に移

籍されたため、カルバペネム耐性腸内細菌科細菌からカ

ルバペネム耐性腸内細菌目細菌（carbapenem-resistant 

Enterobacterales : CRE）とするようCLSIのM100-S30よ

り変更されている。本文では、カルバペネム耐性腸内細

菌目細菌をCREと用いる。 

CREの薬剤耐性機序には、カルバペネム系薬剤を分解す 

＊香川県立中央病院中央検査部 

る酵素カルバペネマーゼを産生する場合と、カルバペネ

マーゼ以外のクラスA β-ラクタマーゼやAmpC β-ラク

タマーゼの過剰産生に加え、菌の外膜の変化による薬剤

透過性の低下や薬剤排出機構の亢進等による場合がある。

院内感染対策上、カルバペネム系薬剤の耐性が広がりや

すいカルバペネマーゼ産生菌かどうかが院内感染対策上

重要である。 

今回、2020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。 

 
Ⅱ 方法 
１ 供試菌株 
2020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 14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。 
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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 2）、メルカ

プト酢酸ナトリウムディスク 3)、クラブラン酸含有ディ

スク 4）による阻害試験及び、CarbaNP test 5)、mCIM 6)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 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-8 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 7)。 

（３）シークエンス解析 

IMP 型遺伝子が検出された菌株を対象に、河原ら 8)の

方法により、BigDye Terminator v3.1（ThermoFisher 

SCIENTIFIC）を使用し、SeqStudio Genetic Anaylzer  

（ThermoFisher SCIENTIFIC）を用いて解析を行い、 

NCBI Blastでvariantを検索した。 

（４）全ゲノム解析 

 カルバペネマーゼ遺伝子が検出された菌株を対象に、

FastDNA spin kit for Soil（MPバイオメディカル）を

用い DNA 抽出を行い、Illumina DNA prep (M) 

tagmentation（Illumina）を使用し試料調整を行った後、

iSeq 100 system（Illumina）にて解析を行った。 

検出データをCLC Genomics Workbench（フィルジェン株

式会社）及び GenEpid-J（国立感染症研究所 病原体ゲ

ノム解析研究センター）で薬剤耐性遺伝子、MLST、プラ

スミドInc typeを検索した。 

 

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、Klebsiella aerogenes 9 株、Enterobacter 

cloacae complex 2株、Klebsiella pneumoniae 2株、

Escherichia coli 1株であった。 

β-ラクタマーゼ遺伝子はIMP型及びSHV型2株（K. 

pneumoniae 2株）、EBC型1 株（E. cloacae complex 

1株）、CTX-M-1型 1株（E. coli 1株）、 SHV型2株

（K. pneumoniae 2株）が検出された。このうち、カル

バペネマーゼは IMP 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 型は陽性であったが、カルバペネ

マーゼ遺伝子非検出株は陰性であった 。 

ディスクによる阻害試験結果は、IMP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。 

IMP 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. S71932)

にコードされる配列とアミノ酸配列が一致した。 

同一医療機関より検出された blaIMP-1 保有の K. 

pneumoniae 3株（昨年1株、今年2株）の全ゲノム解

析の結果、3 株とも薬剤耐性遺伝子は、β-ラクタマー

ゼ遺伝子のblaIMP-1, blaSHV-11 、アミノグリコシド耐性

の aac(6')-Iae、ホスホマイシン耐性の fosA、キノロ

ン耐性のoqxA7, oqxB19、四級アンモニウム化合物耐性

のqacEdelta1, qacG2、サルファ剤耐性のsul1が検出

された。MLST は、3株ともST：147で、病原性遺伝子

は、3株ともすべて同じものが検出された。プラスミド

Inc typeは、3株とも IncFIB(K)であった。 

 

Ⅳ 考察 

Enterobacter 属(K aerogenesを含む)が全体の78.

6％を占め、K aerogenesはすべてカルバペネマーゼ非

産生株であり、これまでの傾向と同じであった。 

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一致し

ていた。 

今回、同一医療機関より検出されたblaIMP-1保有のK. 

pneumoniae 3株は、同じInc typeであった。IncFIB

は、E. coli や K. pneumoniae に多く分布する Inc  

type である。また、MLSTが3株ともST：147であり、

病原性遺伝子、薬剤耐性遺伝子がすべて同一であるこ

とから同一プラスミドを保有する同一の菌の伝播の可

能性が示唆された。 

 
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。 

blaIMP-1保有のK. pneumoniaeが検出された医療機関へ

は、保健所を通じ指導を行った。 

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。 
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表１ 菌種別薬剤耐性遺伝子検出状況 
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IMP-1 CTX-M-1型 EBC型 SHV型 不検出

Escherichia coli 1
Enterobacter cloacae complex 1 1
Klebsiella aerogenes 9
Klebsiella pneumoniae 2 2


