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 資  料  

岐阜県におけるカルバペネム耐性腸内細菌科細菌感染症届出菌株の 

カルバペネム耐性機序の解析（2018-2020年） 

野田万希子，越 勝男，鈴木崇稔，古田綾子，門倉由紀子*，林 佐代子**，亀山芳彦 

要  旨 

2018 年から 2020 年に岐阜県内の保健所（岐阜市保健所を含む）へ報告されたカルバペネム耐性腸内細

菌科細菌（CRE）感染症60例のうち，搬入があった58株のカルバペネム耐性機序の解析を行った．カル

バペネマーゼ産生株（CPE）の割合は，2018年が10.5%，2019年が34.8%，2020年が12.5%であり，2019

年は顕著に高かった．カルバペネマーゼの種類は，前回（2015～2017年）の解析でも優勢に検出された IMP

型が12株中6株（50.0%）であったが，NDM型が3株，IMI型が2株，いずれにも該当しないタイプ（FRI

型）が 1 株検出され，検出されるカルバペネマーゼの多様化が認められた．さらに，2015 年以降に CRE

として搬入のあったEscherichia coli 8株ついてPCRによるO群別，PFGE解析，MLST解析を実施したと

ころ，NDM型のCPEであった3株のうち2株が近縁の株であった．  

キーワード：カルバペネム耐性腸内細菌目細菌，薬剤耐性遺伝子，カルバペネマーゼ，β‐ラクタマ

ーゼ 

 

１ はじめに 

カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）感染症は，

イミペネムやメロペネム等のカルバペネム系薬剤およ

び広域 β‐ラクタム剤に対して耐性を示す腸内細菌目

細菌（2016年に腸内細菌科（Enterobacteriaceae）に属

していた一部の菌種が異なる科に移籍した 1）ため，腸

内細菌目（Enterobacterales）の階層まで格上げされた
2)）による感染症であり，2014 年に感染症の予防及び

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5類全数把握疾患に指定された．地域におけ

る薬剤耐性菌の流行状況を把握するため，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を求める

厚生労働省課長通知 3)が2017年に発出され，薬剤耐性

菌の解析が全国的に実施されることとなった． 

CRE のカルバペネム耐性機序の中で重要となるの

は，カルバペネム系薬剤の分解酵素であるカルバペネ

マーゼであり，このカルバペネマーゼを産生する腸内

細菌目細菌を carbapenemase-producing Enterobacterales

（CPE）と呼ぶ．CPEが持つカルバペネマーゼ遺伝子

はプラスミド上に存在することが多く，カルバペネム

耐性を示さない他の腸内細菌目細菌に伝達されその細

菌を耐性化させ得ることから，菌種を超えてカルバペ

ネム耐性が拡散することが危惧されている．カルバペ

ネマーゼの種類と分布には特徴があり，本邦では IMP

型のメタロ‐β‐ラクタマーゼ（MBL）が優勢である

が，インドで初めて発見された NDM 型MBL 産生株

が国内でも増加傾向にあることが明らかとなっている
4,5)．日常的にCREの検査を行って地域のカルバペネマ

ーゼ検出の傾向を把握することにより，海外からの持

ち込みや持ち込み例を発端とした耐性菌の広がりを探

知することが可能となる． 

当所では，2015年5月より岐阜市保健所および県保

健所に届出された CRE 感染症の患者由来株の収集を

開始しており，前回は2015～2017年までの届出分の菌

株の特徴について報告した 6)．今回，2018～2020年に

届出があった CRE 菌株のカルバペネム耐性機序の解

析を行った．また，2015 年以降に CRE として搬入さ

れたEscherichia coli 8株について，菌株に共通性があ

るか追加解析を行ったので併せて報告する． 

 

２ 材料と方法 

2.1 2018～2020年届出のCREの解析 

2.1.1 供試菌株と菌種同定 

2018～2020年の期間に届出があったCRE感染症60

症例のうち，当所に搬入のあった58株（2018年19株，

2019年23株，2020年16株）を用いた．菌種同定はア
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ピ20Eまたはラピッド ID32Eアピ（ビオメリュー）に

より実施した． 

2.1.2 カルバペネマーゼ産生を確認する試験とディ

スク法によるβ‐ラクタマーゼのスクリーニング 

カルバペネマーゼ産生の有無の確認は，病原体検出

マニュアル 7)に従い，modified Carbapenem Inactivation 

Method（mCIM）またはCarba NPテストにより実施し

た．ディスク法によるスクリーニングは，MBL（IMP

型，NDM 型等）の阻害剤としてメルカプト酢酸ナト

リウム（SMA）ディスク（栄研化学）を，Ambler ク

ラスAカルバペネマーゼとAmpC β‐ラクタマーゼの

両方の阻害剤として3-アミノフェニルボロン酸（APB，

東京化成工業）を，AmpC β‐ラクタマーゼのみの阻害

剤としてクロキサシリン（MCIPC，東京化成工業）を

使用し病原体検出マニュアル 7)に従い実施した．基質

拡張型β‐ラクタマーゼ（ESBL）のスクリーニングは，

セフタジジムとセフォタキシムディスク（栄研化学）

を用い，阻害剤としてクラブラン酸（CVA）含有ディ

スクを使用し，薬剤ディスクと CVA 含有ディスクと

の間に阻止帯が形成された株を陽性とした． 

2.1.3 PCR法による薬剤耐性遺伝子の検出 

カルバペネマーゼ遺伝子の検出は，IMP 型，NDM

型，KPC型，OXA-48型はすべての菌株について，GES

型，VIM型，IMI型，SMB型，KHM型は一部の菌株

についてPCRを病原体検出マニュアル7)に従い実施し

た．また，FRI 型の検出は FRI-F：GCAAGCGT 

GCRGACTTTGGC，FRI-R：TTGTCGTTTTGATTAG 

GACG（産物サイズ470 bp）を用い，PCR条件は他の

カルバペネマーゼ遺伝子の検出と同様に実施した．そ

の他に，CTX-M-1 group，CTX-M-2 group，CTX-M-9 

group，TEM型，SHV型のESBL遺伝子を対象とした

PCR8,9)と， MOX型，CIT型，DHA型，ACC型，EBC

型，FOX型のプラスミド性AmpC β‐ラクタマーゼ遺

伝子を対象としたPCR10)を実施した． 

2.1.4 シーケンスによるカルバペネマーゼ遺伝子の

解析 

病原体検出マニュアル7)に従って，IMP型はIMP-1 all

プライマー，NDM型はPre-NDM-A とPre-NDM-B プ

ライマーによりダイレクトシーケンスを実施し塩基配

列を決定した．また，IMI 型は既報 11)の IMIRup と

IMIstopプライマーを用いて塩基配列を決定した．得ら

れた塩基配列よりアミノ酸配列に置換し，カルバペネ

マーゼのタイプを決定した． 

2.2 CREとして届出された Escherichia coliの詳細

解析 

2.2.1 供試菌株 

菌株の収集を開始した2015年以降にCRE感染症の

起因菌として収集されたE. coli 8株（表1）について，

下記の各種解析を実施した． 

2.2.2 PCRによるO群別試験（Og-typing） 

O抗原合成遺伝子を標的としたPCR12)により，対応

するO抗原遺伝子型（Ogタイプ）を決定した． 

2.2.3 パルスフィールド・ゲル電気泳動（PFGE） 

既報 13)に従って，菌株をアガロース包埋し，

Proteinase K（富士フィルム和光純薬）とLysozyme（富

士フィルム和光純薬）処理後，制限酵素 XbaⅠ

（TaKaRa）による消化を行い，CHEF-DRⅡ（Bio-Rad）

にて電気泳動しバンドパターンを撮影した．系統樹解

析はBioNumercis v6.7（applied Maths）を用い，Dice法

による類似係数を算出してUPGMA法（トレランス設

定：1.0%）によってデンドログラムを作成した． 

2.2.4 Multilocus sequence typing（MLST）解析 

既報 14)に従い，7遺伝子（adk，fumC, gyrB，icd，mdh，

purA，recA）の塩基配列を決定後，MLST データベー

ス（https://pubmlst.org/）に照合し，シークエンス型（ST）

を決定した． 

 

３ 結果 

3.1 2018～2020年届出のCREの解析 

58株の解析結果を表2に示す．検出数が多かった菌

種はKlebsiella aerogenes（18株），Enterobacter cloacae

（15株），Serratia marcescens，K. pnemoniae，E. coli（各

6 株）であった．カルバペネマーゼ産生の有無の確認

をmCIMまたはCarba NPテストにより行ったところ，

58株中12株が陽性でCPEと判定された．CPEの割合

は2018年が19株中2株（10.5%），2019年が23株中

8株（34.8%），2020年が16株中2株（12.5%）であっ

た．CPE と判定された 12 株のうち，ディスク法によ

るスクリーニングでMBL産生株（SMAによる阻害＋）

と判定された株は9株，クラスAカルバペネマーゼ産

生株（APB による阻害＋，MCIPC による阻害－）と

判定された株は3株であった．CPEでない（non-CPE）

46 株では，ESBL 産生株（CVA での阻害+）と判定さ

菌株
番号

医療
機関

届出
年

由来
ｶﾙﾊﾞﾍﾟﾈﾏｰｾﾞ
遺伝子タイプ

その他の
β-ﾗｸﾀﾏｰｾﾞ遺伝子

15-234 A 2016 尿 IMP-6 CTX-M-2 group

16-49 B 2016 腹水 － CIT型

18-83 C 2018 尿 － CTX-M-9 group

18-281 C 2018 喀痰 NDM-5 －

18-314 C 2019 胆汁 － CTX-M-9 group

19-146 D 2019 血液 NDM-5 －

20-6 E 2020 尿 － CTX-M-9 group

20-117 F 2020 尿 NDM-5 －

表１　供試したCRE E. coli  8株の情報
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れた株が 7 株，AmpC β‐ラクタマーゼ産生株（APB

と MCIPC による阻害＋）と判定された株が 36 株，

ESBL と AmpC β‐ラクタマーゼの両方を産生してい

ると判定された株が2株，いずれの阻害剤でも阻害が

認められなかった株が1株であった． 

PCRの結果，CPEではMBL産生株9株のうち6株

が IMP型，3株がNDM型であり，シーケンス解析の

結果，IMP型は全株が IMP-1，NDM型はNDM-5であ

った．クラス A カルバペネマーゼ産生株 3 株は IMP

型，NDM型，KPC型，OXA-48型のPCRではすべて

不検出であり，うち 2 株は追加で行った PCR で IMI

型が検出され，シーケンス解析の結果 IMI-1 と IMI-9

各1株であることが判明した．残りの1株は，検索し

た9つのカルバペネマーゼ遺伝子すべてが検出されな

かったが，FRI型プライマーによりPCRを実施したと

ころ，想定されるサイズにバンドが得られた．その他

non-CPE 46株ではESBL遺伝子陽性が7株，AmpC遺

伝子陽性が12株，ESBL遺伝子とAmpC遺伝子の両方

が検出された株が4株，ESBL遺伝子もAmpC遺伝子

も検出されなかった株が23株であった． 

3.2  CREとして届出されたEscherichia coliの詳細

解析 

8株の解析結果を図に示す．8株のうちNDM-5を保

有する 3 株はOg タイプがそれぞれ異なっていたもの

の，菌株No. 18-281 とNo. 20-117 の 2 株がST167 で

PFGE パターンの類似度が 95.0%であった．また，

CTX-M groupのESBL遺伝子を保有する4株のうち菌

株No. 15-234とNo. 18-83の2株がOg25 ST131，No. 

20-6 がOg25 でST131 と 1 ローカス違いのST6302 で

あり，この 3株はPFGE で相同性 77.3%程度のグルー

プを形成していた． 

 

４ 考察 

CRE感染症届出数は2015～2017年まで8例，9例，

13 例であったが 2018～2020 年は 19 例，23 例，18 例

で増加傾向にあった．また，検出数が多かった上位の

菌種は K. aerogenes，E. cloacae，S. marcescens，K. 

pnemoniae，E. coliであり，全国でのサーベイランス集

計 4,5)と一致していた．  

CPE の割合は 2018 年が 10.5%，2019 年が 34.8%，

2020 年が 12.5%であった．2015～2017 年はそれぞれ

16.7%，22.2%，15.4%であったのと比較すると2018年

SMA+
APB+

MCIPC-
CVA+

APB+

MCIPC+

カルバペ
ネマーゼ

ESBL AmpC
ESBL

AmpC

検出された薬剤耐性遺伝子の

組み合わせ*（株数）

S. marcescens 5 0 0 0 0 5 0 0 0 0

K. aerogenes 4 0 0 0 0 4 0 0 0 0

E. cloacae 3 1 1 0 0 2 1 0 2 0 IMP(1), EBC(2)

K. pneumoniae 3 0 0 0 3 0 0 3 0 0 CTX-M-1+TEM+SHV(3)

E. coli 2 1 1 0 1 0 1 1 0 0 NDM(1), CTX-M-9(1)

C. freundii 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 SHV+CIT(1)

E. amnigenus 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 EBC(1)

K. aerogenes 7 0 0 0 0 7 0 0 1 0 EBC(1)

E. cloacae 6 4 1 3 0 2 4 0 3 1
IMP+CTX-M-1+TEM+EBC(1), IMI(2),

FRI+EBC(1), EBC(2)

E. asburiae 3 2 2 0 0 1 2 0 2 1 IMP+EBC(2), TEM+EBC(1)

E. coli 2 1 1 0 1 1 1 1 0 0 NDM(1), CTX-M-9(1)

K. pneumoniae 2 0 0 0 2 1 0 0 0 2 SHV+DHA(1), CTX-M-9+SHV+DHA(1)

C. freundii 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 IMP+CIT(1)

M. morganii 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 DHA(1)

S. marcescens 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0

K. aerogenes 7 0 0 0 1 2 0 0 0 0

E. cloacae 6 1 1 0 0 5 1 0 6 0 IMP+EBC(1), EBC(5)

E. coli 2 1 1 0 1 0 1 1 0 0 NDM(1), CTX-M-9(1)

K. pneumoniae 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 CTX-M-9+SHV(1)

58 12 9 3 9 34 12 7 17 5
*
 型、groupの記載省略

2018年

(19)

2019年

(23)

2020年

(16)

Total

表2　CRE感染症菌株の検査結果

届出年
（事例数）

菌種 株数
カルバペ
ネマーゼ
産生+

ディスク法によるスクリーニング PCR
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と 2020 年はやや低かった一方，2019 年は顕著に高か

った．カルバペネマーゼの種類については，2015～2017

年の調査でも当県で優勢に検出された IMP-1 MBL 産

生株が今回の調査によっても最も多く検出された．さ

らに，前回の調査では検出されなかったNDM-5 MBL

産生 E. coliが2018，2019，2020年と毎年1株ずつ検

出された．この3株はそれぞれ別の医療機関から届け

出されており，いずれも海外渡航歴のない患者由来で

あった．全国の集計でも海外渡航歴のない NDM-5 

MBL 産生 E. coli の検出数が増加していることが明ら

かになっており 4,5)，県内への定着が伺われる結果であ

った． 

また，2019年届出株の解析では，本邦では数例程度

しか報告例がない IMI型カルバペネマーゼや，さらに

は9種類に該当しないタイプ（FRI型）を産生するCPE

が検出された．IMI 型カルバペネマーゼは E. cloacae

の染色体上またはプラスミド上に遺伝子が存在するク

ラスAカルバペネマーゼであり，今回同定されたIMI-1

と IMI-9は染色体性として報告されている 15)．一方，

FRI型カルバペネマーゼはプラスミド性のAmblerクラ

スA カルバペネマーゼであり，すべてEnterobacter属

菌での報告である 16)．IMI 型，FRI 型ともに国内分離

報告は少ないが，3 例とも海外渡航歴のない患者であ

ることや県内での分離地域に偏りはないことからも，

国内に常在している可能性がある．今後は，既存の報

告と菌種やSTタイプ等クローンの特徴が一致するか，

保有する薬剤耐性遺伝子の所在（染色体性/プラスミド

性）や Incタイプ等の解析が必要である． 

CREとして搬入のあったE. coli 8株のO群別試験，

PFGE解析，MLST解析を行ったところ，NDM-5を保

有する3株のうち2株（No. 18-281とNo. 20-117）は

ST167 であり，PFGE パターンの相同性が高かった．

この2株は同じ保健所管内の別の医療機関から届け出

されており，患者の疫学情報から関連性は認められな

かったが，分離年が異なるにも関わらず相同性の高い

クローンであったことは注視すべき結果であった．ま

た，No.18-281 は Og タイピングによって O89 を含む

OgグループであるOgGp15と同定された．NDM-5を

産生するE. coli O89 ST167は欧州，欧米，東アジア，

東南アジアで検出されハイリスククローンであると報

告されており 17)，本菌株も同様のクローン由来である

かもしれない．また，ESBL 産生菌として世界規模で

の拡散が指摘されているST131が，今回の解析で2株

検出された．ST131 クローンはキノロン系に耐性を示

す株が多く，2000 年を境に急激に拡大しているとの報

告があり 18)，本県の CRE の中から検出されたことは

市中での拡散を示唆する結果と考えられる． 

今回，NDM-5を産生するE. coli O89 ST167や，ESBL

遺伝子を保有するO25 ST131など薬剤耐性菌として世

界的に報告のある特徴を持つ菌株が当県で検出された

ことから，今後も同様のクローンの拡散が認められな

いか発生動向の調査が必要である．また，薬剤耐性菌

は薬剤耐性遺伝子が載っているプラスミドの伝達によ

っても拡散するため，クローンの相同性のみならず薬

剤耐性プラスミドの比較も今後必要となる． 

CRE のカルバペネム耐性機構の解析を行うことで，

地域に存在するCPE の出現動向の監視が可能である．

本邦で優勢に検出されている IMP型に加え，IMI型や

FRI 型等の稀なカルバペネマーゼ産生株を検出した．

また，岐阜県内では検出されていないものの，国内で

検出されるCPE の中ではKPC 型，GES 型，KHM 型

などの報告 4,5)もある他，IMP 型とGES 型の同時産生

株も報告されており 19)，本県においても今後も監視が

必要と考える． 
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