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医療機関における薬剤耐性菌検出状況ー特に基質拡張型 Pーラクタマーゼ

(ESBL)とメタロ Pーラクタマーゼ遺伝子保有株の検出状況

八柳潤 今野貴之 斉藤志保子

基質拡張型 P—ラクタマーゼ (ESBL) とメタロ P ーラクタマーゼ遺伝子の遺伝子診断技術を導入し，

2002年 4月から 2005年 12月までに 249株の ESBL産生疑い株， 2001年 9月から 2005年 12月まで

に 146株のメタロ Pーラクタマーゼ産生疑い株の同定を実施した。供試した 249株のうち 67株が

blarEM陽性， 4株が blasnv陽性， 12]株がblacTx-M陽性であった。また， 146株のうち 85株が IMP型， 15

株が VIM型メタロ Pーラクタマーゼ遺伝子陽性であった。秋田県では欧米で主流とされている TEM

型や SHV型 ESBL産生菌はまれであり， CTX-M型 ESBL産生菌が主流であること，秋田県内に VIM

型メタロ Pーラクタマーゼ遺伝子保有株が侵淫していることが初めて明らかとなった。これらの薬剤

耐性菌は通常の抗生物質による治療が困難な感染症や，院内感染などの医原性感染症を惹起するなど

医学的だけではなく社会的にも深刻な健康被害をもたらす。これらのことから，今後も県内における

薬剤耐性菌の侵淫実態と耐性機構の解明に取り組み，県民に提供される医療の質の向上に資する必要

がある。

1.はじめに
抗生物質に耐性を示す薬剤耐性菌は臨床上の

みならず院内感染対策上も問題とされている。 P
ーラクタマーゼはペニシリン，セフエムなどの P
ーラクタム薬を加水分解して不活化する酵素で

ある。pーラクタマーゼのうち， TEM-1型や

SHV-1型などのペニシリナーゼは主としてペニ

シリンを加水分解し，セフォタキシムやセフタ

ジジムなどの第 3世代セフェム剤を加水分解す

ることはできないが， 1983年以降構造遺伝子の

点変異により基質特異性が拡張し，第 3世代セ

フエム系抗生物質の加水分解能を獲得した TEM

型，または SHV型Pーラクタマーゼが報告され，

これらは基質拡張型 Pーラクタマーゼ (ESBL)

と呼ばれている！）。また， Kluyvera属菌の染色

体性遺伝子に由来する CTX-M型 ESBL2)は特に

セフォタキシムを効率良く加水分解する。 ESBL

産生菌は第 3世代セフエム薬を不活化すること

から臨床上，あるいは院内感染対策上問題とな

っている。 ESBLが活性中心にセリン残基を保

有するのに対して，活性中心に亜鉛を保有するp

ーラクタマーゼはメタロ Pーラクタマーゼと呼

ばれ，「最後の砦」とよばれる抗生物質であるカ

ルバペネム系薬を加水分解するだけではな<,

全ての Pーラクタム薬を加水分解して不活化す

る”ことから臨床上大きな問題となっている。

これらの薬剤耐性菌を精度良く同定すること

は臨床上や院内感染対策上重要であるが，その

同定には耐性遺伝子の検出・同定が必須である

ことから，一般の検査室ではスクリーニング検

査の域を脱し得ないのが現状である。

我々は医療機関検査室からの要望に応えて

ESBLとメタロ P＿ラクタマーゼ遺伝子の遺伝

子診断技術を導入し， 2002年 4月から 2005年 12

月までに 249株の ESBL産生疑い株， 2001年 9

月から 2005年 12月までに 146株のメタロ P_ 
ラクタマーゼ産生疑い株の同定を実施したので，

その結果から明らかとなった秋田県における

ESBLとメタロ Pーラクタマーゼ産生株の分離

状況について報告する。

2.材料と方法

2.1供試株

2002年 4月から 2005年 12月までに医療機関

から送付された ESBL産生疑い株 249株， 2001

年 9月から 2005年 l2月までに送付されたメタ

ロPーラクタマーゼ産生疑い株 146株を供試し

た。

2.2 ESBL遺伝子の検出と同定

被検株について PCRにより ESBL関連遺伝子

である bl血 M4),blasHV”, blacTXぶを検出した。 blarnM

が検出された場合，得られた増幅断片のシーク

エンスをダイレクトシークエンスにより決定し，

Updated version of the Basic Local Alignment 
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Search Tool (BLAST) program at the National 

Center for Biotechnology Information server 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) online serachを使

用してペニシリナーゼ型か ESBL型かどうかを

判別した。シークエンスを行わない場合には，

市販デイスクを使用するクラプラン酸とセフタ

ジジム，セフォタキシムのシネルジーテストを

実施し ESBLかどうかの判定を試みた。

2.3メタロ Pーラクタマーゼ遺伝子の検出

被検株について既報＂の PCRにより IMP刑と

VIM型メタロ Pーラクタマーゼ遺伝子を検出し

た。

3．結果と考察

3.1 ESBL遺伝子保有株の検出状況

表 1に示すとおり，供試した 249株のうち 67

株が blarnM陽性， 4株が blasnv陽性， 121株が

blacrx-M陽性で 57株からはいずれの遺伝子も検

出されなかった。 bl血 M 陽性となった 67株のう

ち40株がシークエンスを実施した結果ペニシリ

ナーゼ遺伝子である TEM-1遺伝子であることが

判明した。 ESBL型 TEMとしては TEM-104型

遺伝子が 1株のみ検出された。残り 26株につい

てはシークエンスを未実施であるが，これらの

一部についてはシネルジーテストによりペニシ

リナーゼ型 TEMである可能性が示唆された。

SHV型遺伝子についてはシークエンス未実施で

ある。一方， CTX-M型ESBL遺伝子保有株は 121

株 (48.6%) と供試株の約半数を占めることが

明らかとなった。なお， TEM遺伝子単独保有株

は 33株， CTX-M遺伝子単独保有株は 86株，

TEM遺伝子と CTX-M遺伝子を保有する株が 34

株， SHV遺伝子と CTX-M遺伝子を保有する株

が 1株あった。

3.2メタロ Pーラクタマーゼ遺伝子保有株の検出状

況

図 1にPCRによるメタロ Pーラクタマーゼ遺

伝子の検出結果の例を示した。 MB-3,4, 5, 8, 12 

株からは IMP型メタロ Pーラクタマーゼ遺伝子

に由来する 446bpの増幅断片が， MB-2,6, 7, 9 

株からは VIM型メタロ Pーラクタマーゼ遺伝子

に由来する 39lbpの増幅断片が得られた。表2

に示すとおり，供試した 146株のうち 85株が

IMP型， 15株が VIM型メタロ Pーラクタマー

ゼ遺伝子陽性であり， 46株が陰性であった。

2002年 4月から 2005年 12月までに実施した

検討により，秋田県では欧米で主流とされてい

るTEM型や SHV型ESBL産生菌はまれであり，

CTX-M型 ESBL産生菌が主流であることが示さ

れ，この傾向は国内他地域における傾向と同様

であった。国内で主流の CTX-M型 ESBLは

CTX-M-2と CTX-M-3であることが報告されて

いるが，秋田県内で検出された株の CTX-M朋

ESBL遺伝子の型別は未実施であり，今後の検

討が必要である。一方，国内で検出されるメタ

ロPーラクタマーゼとしては IMP-1型が主流で

あるとされてきた。実際，今回の検討でも供試

株の約 58％が IMP型メタロ Pーラクタマーゼ遺

伝子保有株であった。しかしながら，今回の検

討で供試株の約 10％が VIM型メタロ Pーラク

タマーゼ遺伝子保有株であることが明らかとな

り，秋田県内に VIM型メタロ Pーラクタマーゼ

遺伝子保有株も定着していることが初めて明ら

かとなった。

薬剤耐性遺伝子の一部は他の菌へ伝播し，そ

れにより薬剤耐性菌の拡散が生じることが指摘

されている。実際， CTX-M遺伝子が TEM遺伝

子とともに接合伝達性プラスミド上に存在 2)し

ていることが報告されており，このことが

CTX-M型 ESBL産生菌の拡散に寄与している可

能性がある。一方，メタロ Pーラクタマーゼ遺

伝子は Class1 Integronと呼ばれる伝播性ユニッ

トに Gene cassetteの一部として組み込まれてい

ることが報告されており，他菌へと拡散するこ

とが指摘されている。実際，我々は秋田県の医

療機関で分離された VIM-2型メタロ Pーラクタ

マーゼ遺伝子を保有する Pseudomonasaeruginosa 

の Class 1 lntegronを解析し，これらの株が

VIM-2遺伝子を組み込んだ Gene cassetteを包含

する Class1 Integronを保有していることを明ら

かにした”。このように，秋田県内においても

CTX-M型 ESBL遺伝子やメタロ 0ーラクタマー

ゼ遺伝子が他菌へと実際に伝播している可能性

が考えられることから，今後これらの遺伝子の

性状を詳細に検討し伝播機構の詳細に関する知

見を集積して拡散予防策を講じる必要があるも

のと考えられる。

今回の検討で ESBL産生疑い株であるにもか

かわらず TEM型， SHV型， CTX-M型 ESBL遺

伝子のいずれもが検出されない薬剤耐性菌，ま
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たメタロ Pーラクタマーゼ産生疑い株であるに

もかかわらず IMP型と VIM型メタロpーラク

タマーゼ遺伝子が検出されない薬剤耐性菌が少

なからず検出された。このような菌の耐性機構

の詳細は不明であるが， GES, PER, VEB, あ

るいは SPM, GIMなど，の報告が稀な ESBLや

メタロ Pーラクタマーゼが関与する可能性の他

に， AmpC塑セファロスポリナーゼの過剰産生 8)

や efflux pump')などが関与する可能性があるも

のと推察される。実際，我々は第 3世代セフェ

ム系抗生物質に耐性を示すものの TEM, SHY, 

CTX-M, VIM, IMP遺伝子が全て陰性であった

Serratia marcescensの耐性機構を検討し，その株

の耐性が変異により基質特異性が拡大した

AmpC型セファロスポリナーゼ遺伝子に起囚す

る IO)ことを明らかにした。このように，薬剤耐

性菌の耐性機構は多彩であり，秋田県内の医療

機関で分離される薬剤耐性菌の耐性機構につい

ては今後もさらなる検討を継統する必要がある

と考えられる。

秋田県内の医療機関に ESBL産生菌やメタロ

pーラクタマーゼ産生菌が侵淫している事実が

浮き彫りとなった。これらの薬剤耐性菌は通常

の抗生物質による治療が困難な感染症や，院内

感染などの医原性感染症を惹起するなど医学的

だけではなく社会的にも深刻な健康被害をもた

らすことに加えて，県民に提供される医療の質

を著しく低下させる。今後も医療機関の要望に

応えながら，県内における薬剤耐性菌の侵淫実

態と耐性機構の解明に取り組むことを介して県

民に提供される医療の質の向上に資する必要が

ある。

4.まとめ

・基質拡張型 Pーラクタマーゼ (ESBL) とメタ

ロ Pーラクタマーゼ遺伝子の遺伝子診断技術を

導入し， 2002年 4月から 2005年 12月までに 249

株の ESBL産生疑い株， 2001年 9月から 2005

年 12月までに 146株のメタロ Pーラクタマーゼ

産生疑い株の同定を実施した結果， 67株がbla-rEM

陽性， 4株がblasuv陽性， 12]株がblacTX-M陽性， 85

株が IMP型， 15株が VIM型メタロ Pーラクタ

マーゼ遺伝子陽性株であった。

・秋田県内の医療機関で分離される薬剤耐性菌

の耐性機構については今後もさらなる検討を継

続する必要がある。
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表 1 ESBL遺伝子保有株の検出状況

供試株 TEM + SHY + CTX-M十 陰性

249 67 * 4
 

121 57 

* 40株 TEM-1ペニシリナーゼ

表 2 メタロgーラクタマーゼ遺伝子保有株の検出状況

供試株 IMP+ VIM+ 陰性

146 85 15 46 

IMP 

M 2 3 4 5 6 7 8 9 12 

VIM 

M 2 3 4 5 6 7 8 9 12 

図 1 PCRによるメタロgーラクタマーゼ遺伝子の検出

M:分子量マーカー、 2:MB-2株、 3: MB-3株、 4:MB-4株、 5:MB-5株、 6:MB-6株、 7

: MB-7株、 8:MB-8株、 9:MB-9株 12: MB-12株
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