
腸管出血性大腸菌の薬剤耐性について

今野貴之 八柳 潤 齊藤志保子

秋田県においては 1996 年以降，毎年 30 件前後の腸管出血性大腸菌感染事例が報告されている。

薬剤耐性菌の存在は，感染症対策上，重要な問題となるが，これまで腸管出血性大腸菌分離株の薬剤

耐性に係る知見はほとんど得られていない。そこで，これまで秋田県で分離された腸管出血性大腸菌

のうち，特に分離頻度の高い血清型 O157，O26 及び O103 の計 223 株に対して，代表的な 12 種類の抗

菌剤を用いて，KB ディスク法にて薬剤感受性試験を行った。その結果，O157 では 21.2%，O26 では

45.8%，O103 では 50.0%が何らかの薬剤に耐性を示すことが明らかとなった。また，供試菌株のうち，

2004 年に分離された腸管出血性大腸菌 O103 (EC8960) が，基質拡張型 β-ラクタマーゼを産生する多剤

耐性菌であること，2006 年に分離された腸管出血性大腸菌 O26 (EC11170) が，治療に汎用されるホス

ホマイシンに耐性を示すことが確認された。

1. はじめに

腸管出血性大腸菌 (Enterohemorrhagic E.coli :
EHEC) による感染症は，1990 年の埼玉県の幼

稚園での集団感染事例，1996 年の大阪府堺市

での学校給食を原因とした大規模な集団感染事

例を契機にその健康被害の重要性が認識されて

以来，全国各地で集団，散発感染事例が数多く

報告され，その発生は現在まで続いている。

EHEC は，ベロ毒素を産生する大腸菌であり，

汚染された食物などを経口摂取することによっ

て感染する。数百個の少ない菌数でも感染が成

立することから，ヒトからヒトへの二次感染も

問題となる。その症状は，無症候性から軽度の

下痢，激しい腹痛，頻回の水様便，さらに著し

い血便とともに重篤な合併症を起こし死に至る

場合もある。多くの場合，3 ～ 5 日の潜伏期を

おいて，激しい腹痛をともなう頻回の水様便の

後に，血便となり，有症者の 6 ～ 7%において，

下痢などの初発症状発現の数日から 2 週間以

内に，溶血性尿毒症症候群，または脳症などの

重症な合併症が発症する１）。

細菌感染症においては抗菌剤による治療が基

本であり，EHEC 感染症においても旧厚生省が

抗菌剤による治療指針を提示している２）。しか

しながら，最近では様々な薬剤耐性 EHEC の出

現が報告され始め３），その治療指針において

EHEC 感染症の治療に推奨され，実際の治療に

も汎用されているホスホマイシンに耐性を示す

EHEC の報告も国内で散見されるようになって

きた４，５）。秋田県においては 1996 年以降，毎

年 30 件前後の感染事例が報告されているが，

分離株の薬剤耐性に係る知見はほとんど得られ

ていない。薬剤耐性菌を原因とする感染症の治

療は困難を伴う場合が多く，その健康被害は多

大で社会問題ともなっている。このようなこと

から，薬剤耐性 EHEC の出現は公衆衛生上重視

すべき深刻な問題であり，その侵淫実態及びそ

の耐性化機構の解明が必要である。我々は，こ

れまで秋田県で分離された腸管出血性大腸菌の

うち，特に分離頻度の高い血清型 O157，O26
及び O103 の計 223 株に対して薬剤耐性の有無

を調査した。

供試菌株のうち，2004 年に分離された EHEC
O103（EC8960）は，アンピシリン，セファロ

チン，セフォチアム，セフォタキシム，セフェ

ピム，カナマイシン，ストレプトマイシンに耐

性を示す多剤耐性 EHEC であること，2006 年

に分離された EHEC O26 (EC11170) は，ホスホ

マイシンに耐性を示す菌株であることが確認さ

れた。これらの薬剤耐性は，EHEC における感

染症対策上，重大な問題となる可能性があるこ

とから，その耐性化機構と耐性の伝達性につい

ての調査結果を報告する。

2. 方 法

2.1 供試菌株

1996 年から 2004 年までに秋田県において分

離された EHEC 菌株のうち，特に分離頻度の高
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い O157 (137 株)，O26 (72 株)，O103 (14 株)

を対象とした。

2.2 薬剤感受性試験

アンピシリン，セファロチン，セフォチアム，

セフタジジム，セフォタキシム，セフェピム，

カナマイシン，ストレプトマイシン，テトラサ

イクリン，ノルフロキサシン，ホスホマイシン

及びクロラムフェニコールの 12 種類のセンシ

・ディスク（ Becton-Dickinson） を用いて，

Kirby-Bauer 法により行った。

2.3 最小生育阻止濃度 (minimum inhibitory c

oncentration : MIC) 測定

アンピシリン，セフタジジム，クラブラン酸

加セフタジジム，セフォタキシム，クラブラン

酸加セフォタキシム及びホスホマイシンに対す

る MIC を E-test（アスカ純薬）を用いて測定し

た。

2.4 薬剤耐性遺伝子の特定

ESBL 遺伝子（TEM, SHV, CTX-M） ６-８），ホ

スホマイシン耐性遺伝子（ fosA，fosB，PA1129，
orf1）９）に特異的なプライマーを用いて，PCR
法にて薬剤耐性遺伝子を検出した。PCR 法は 94
℃ 5 分，94 ℃ 30 秒 -55 ℃ 30 秒 -72 ℃ 1 分を 25
サイクル，72 ℃ 2 分の反応条件で行った。増

幅断片は pGEM®-T Vetor System I （ Promega）
を用いて TA クローニングし，BigDye (version
3.1) Terminator Cycle Sequencing kit （ Applied
Biosystems) にて反応後， 310 DNA sequencer
（Applied Biosystems) を用いて DNA 配列を決

定した。また，薬剤耐性の伝播に関係するイン

テグロン (intI) 及び ISEcp1 トランスポゼース

(tnpA)をそれぞれの遺伝子に特異的なプライ

マーを用いて，PCR 法にて検出した１０）。

2.5 プラスミドプロファイル

EC8960 の持つプラスミドは Kado & Liu 変法

によって精製した１１）。その後，0.7%アガロー

スゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイドで

染色した。

次に，サザン・ブロット法により β －ラクタ

マーゼ遺伝子の位置を特定した。プローブには，

Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection

System （Amersham Biosciences） にてラベルし

た CTX-M の PCR 増幅断片を用いた。

2.6 プラスミドの接合伝達

プラスミドの接合伝達は液体培養法により行

った１１）。レシピエントとして E.coli CSH-2（ナ

リジク酸耐性），ドナーとして EC8960 を LB 培

地にて 37 ℃で一夜培養後，9:1 の割合で混合し

37 ℃で 1 時間培養した。その後，ナリジク酸

セフォタキシム加 LB 寒天培地もしくはナリジ

ク酸ホスホマイシン加 LB 寒天培地に塗沫し，

薬剤耐性の伝達性を確認した。

3. 結果と考察

3.1 秋田県における薬剤耐性EHECの侵淫実態

EHEC は，感染力が強く，少量の菌数で感染

が成立するため，ヒトからヒトへの二次感染が

問題となる。そのため，無症状保菌者に対して

も二次感染防止のため，抗菌剤の使用による除

菌が必要とされる。抗菌剤使用の是非に関して

は，当初多くの議論があったが，厚生科学研究

事業で行われた全国調査において，早期に抗菌

剤を使用した場合には HUS の発症率が低かっ

たとの結果が報告されており，本感染症の治療

についても抗菌剤の投与が基本となる。治療の

マニュアルでは，EHEC に有効な抗菌剤として

ホスホマイシン，ノルフロキサシン，カナマイ

シンの 3 剤を推奨している。しかしながら，薬

剤耐性を示す EHEC が 1990 年以降増加してい

ることが報告されている。秋田県内における

EHEC 分離株の薬剤感受性を調査した結果，供

試した 12 薬剤のうち何らかの抗菌剤に耐性を

示した菌株は，O157 で 137 株中 29 株，O26 で 72
株中 33 株，O103 で 14 株中 7 株存在した（表 1）。
秋田県においても，分離される EHEC の約 3 割

は何らかの薬剤に耐性を持つことが明らかとな

った。これまで EHEC の主要な薬剤耐性パター

ンはアンピシリン，ストレプトマイシン，テト

ラサイクリン，クロラムフェニコールのいずれ

か単剤，もしくはこれらの組み合わせたものが

多いとされていた１１）。秋田県の EHEC の薬剤

耐性は，O157 でテトラサイクリン耐性，O26
でアンピシリンとストレプトマイシン耐性が多

い傾向を示した。また，近年では新薬の開発と

は別に，ペニシリンに代表される従来型の抗菌
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剤が再評価され，臨床での使用が推奨されてい

る。アンピシリンは，大腸菌のようなグラム陰

性桿菌にも有効なペニシリン系抗菌剤である

が，EHEC の多くが耐性を示したことから，治

療に用いる際は留意する必要がある。

表 1 腸管出血性大腸菌の薬剤耐性パターン

ABPC:ampicillin, TC:tetracycline, SM:streptomycin,
KM:kanamycin, CET:cefalotin, CTM: cefotiam,
CTX:cefotaxime, CFPM:cefepime, CP:chloramphenicol
FOM:fosfomycin

3.2 多剤耐性EHEC O103(EC8960)の性状

山本ら１３）は，EHEC198 株について 41 種類

の薬剤について感受性を調査し，アンピシリン，

カナマイシン，ストレプトマイシン，テトラサ

イクリン，ナリジク酸，クロラムフェニコール，

サルファメトキサゾール及びホスホマイシンに

対する耐性菌の存在を確認したが，治療に推奨

されているニューキノロン系や第三代セフェム

を含むセフェム系に関しては供試菌株すべてが

高度感受性であったと報告している。

秋田県の分離株では，2004 年 8 月 2 日に下

痢症患者から分離された EC8960 が，セフェム

系抗菌剤に強い耐性を示した。

MIC の測定結果は，アンピシリンに 256 μg/ml
以上，セフォタキシムに 96 μg/ml であった。セ

フォタキシムに対する耐性は β-ラクタマーゼ

の阻害剤であるクラブラン酸の添加によって抑

制された。このことから，クラス A-β-ラクタ

マーゼの産生が予想された。そこで，クラス A
-β-ラクタマーゼ遺伝子に属する TEM，CTX-M，

SHV の検出を試みた。その結果，耐性遺伝子

として blaTEM-1 と blaCTX-M-14 を持ち，CTX-M-14 型
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ESBL を産生することが確認された。また，耐

性化に関わる因子としてクラス 1-インテグロ

ンは持たないが，一部の CTX-M 型 ESBL 遺伝

子の伝播に関与するとされている ISEcp1 トラ

ンスポゼース (tnpA)１４）を保持していた。

耐性遺伝子の位置を特定するため，プラスミ

ドプロファイリングを行ったが，プラスミド上

には耐性遺伝子は検出されず，染色体上に位置

することが確認された。プラスミドの接合伝達

においても，レシピエントに耐性は伝達しなか

った。

最近になって，Ishii ら４）と Kon ら５）がそれ

ぞれ血清型 O26 において ESBL 産生菌の存在を

報告した。ESBL の型は，それぞれ CTX-M-18
型と CTX-M-3 型であり，いずれも R プラスミ

ド上に存在し，他の菌に接合伝達することが確

認されている。しかしながら、EC8960 のよう

に血清型が O103 で ESBL 遺伝子を染色体上に

持ち，トランスポゾンによって耐性化したと考

えられる EHEC は，我々によってはじめて確認

された。

以上のことを考え合わせると，EHEC の中で

多剤耐性化が進行している可能性があり，今後，

多剤耐性菌蔓延防止のための薬剤耐性菌の監視

の必要性が示唆された。

3.3 ホスホマイシン耐性EHEC O26 の性状

ホスホマイシンは安全性が高く，腸管への移

行性に優れているため，腸炎を伴う感染症に高

い抗菌効果を示す。特に小児では EHEC 感染症

における治療の第 1 選択剤とされている。2006
年に分離された EHEC O26 の 1 株は，ホスホマ

イシンに耐性を示した。MIC の測定結果は，192
μg/ml であり，強い耐性を示した。調査対象と

した耐性遺伝子 ( fosA， fosB， PA1129， orf1)
についてはすべて陰性であり，耐性の伝達性も

確認されなかった。ホスホマイシンに耐性を示

す EHEC は，国内で数例確認されているが４，５），

ほとんどその耐性化機構は明らかとなっていな

い。しかしながら，ホスホマイシンに対しては

試験管内の検討で耐性菌が出現しやすいといっ

た報告１５）もあることから，今後このような耐

性菌が広く出現する可能性があり，大いに危惧

される。
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4. まとめ

・O157 で 29 株 (21.2%)，O26 で 33 株 (45.8%)，
O103 で 7 株 (50.0%)，合計 69 株が何らかの抗

菌剤に耐性を示すという，秋田県における薬剤

耐性 EHEC の侵淫実態を明らかにした。

・染色体上に blaCTX-M-14 ESBL 遺伝子と耐性遺伝

子の伝達に関与する ISEcp1 トランスポゼース

を持った多剤耐性 EHEC を確認した。

・臨床面から危惧されるホスホマイシン耐性菌

の存在を明らかにした。
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