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1　はじめに

　近年，薬剤耐性菌の増加は国際的に大きな問題となっ
ており，ヒト，動物といった垣根を超えた世界規模での
取り組みが必要であるとの認識に基づき，2015年の世
界保健機関総会において「薬剤耐性に関するグローバル
アクションプラン」が採択され，我が国においても
2016年 4 月「薬剤耐性（AMR）対策アクションプラン」
が策定された1）。耐性菌の増加は院内感染のみではなく，

市中感染についても問題視されてきており，医療機関の
対策だけではなく，地域における総合的な感染症対策を
行う必要性が指摘されている。
　そこで，石川県における薬剤耐性菌の動向を把握する
ため，医療機関から収集したカルバペネム耐性腸内細菌
科細菌（以下，CRE）及び基質特異性拡張型β-ラクタ
マーゼ（以下，ESBL） 産生菌を対象に薬剤耐性遺伝子

（カルバペネマーゼ遺伝子及びESBL遺伝子）の保有状
況について調べるとともに，健常者及び食品（鶏肉）か
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　県内の医療機関の患者，健常者糞便及び鶏肉から分離されたCRE及びESBL産生菌が保有する薬

剤耐性遺伝子について調べた。カルバペネマーゼ遺伝子は，医療機関の患者から分離されたCREに

のみ検出されたため市中に広がっていないと推測されたが，海外で広がっているNDM型遺伝子が検

出されたことから引き続きサーベイランスを行う必要がある。一方，ESBL産生菌については，各々

からCTX-M型遺伝子保有の大腸菌が分離されたことから，市中に広がっている状況が示唆された。

医療機関の患者等と鶏肉から分離された大腸菌のCTX-Mグループや血清型がOg25の割合が異なっ

ており，県内におけるヒトと鶏肉のESBL産生菌の動向は異なる可能性が示唆された。
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ら分離したこれら耐性菌とを比較解析したので報告する。
　なお，2016年に，腸内細菌科細菌に分類されていた
菌種の一部が他の科に変更されたことから2），これまで
の腸内細菌科細菌（Enterobacteriaceae）と同義の用語
と し て， よ り 上 位 レ ベ ル で あ る 腸 内 細 菌 目 細 菌

（Enterobacterales）を使用することが提唱されたが，
本報では混乱を避けるためにこれまで使用されてきた腸
内細菌科細菌（Enterobacteriaceae）の表記を使用する。

2　材料と方法

2 ・ 1　石川県内の医療機関で分離されたCRE及び
ESBL産生菌の薬剤耐性遺伝子の保有状況

　（1）供試菌株
　CREについては，平成30～令和3年度において，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

（以下，感染症法）に基づき届出された患者のCRE91株
に加え，平成30年 7 月から令和 3 年 2 月にかけて県内
18か所の協力医療機関の患者から分離された，届出対
象外であるがカルバペネム耐性のCRE 111 株，計 202
株を対象とした（表 1）。

表 1　供試菌株（医療機関の患者から分離された CRE）

菌種 株数
内訳

届出※ 1 届出外※ 2

Klebsiella aerogenes 101 50 51
Enterobacter cloacae 47 21 26
Enterobacter cloacae complex 15 6 9
Escherichia coli 12 5 7
Klebsiella pneumoniae 6 1 5
Serratia marcescens 5 1 4
Enterobacter sp. 4 2 2
Citrobacter braakii 3 2 1
Citrobacter freundii 2 2
Citrobacter freundii complex 2 1 1
Enterobacter asburiae 1 1
Providencia rettgeri 1 1
Citrobacter neteri 1 1
Morganella morganii 1 1
Providencia stuartii 1 1

計 202 91 111

※ 1：感染症法に基づき届出された患者から分離された株を
医療機関より収集

※ 2：18 か所の協力医療機関より収集（感染症法に基づく届
出対象外）

　ESBL産生菌については，平成30年 7 月から令和 2 年
6 月にかけて同じく18か所の協力医療機関の患者から
分離された975株の腸内細菌科細菌を対象とした（表 2）。
　入院の有無等の情報については，医療機関から提出さ
れた届出票や調査票により確認した。

表2　供試菌株（医療機関の患者から分離されたESBL産生菌）

菌種 株数
Escherichia coli 871
Klebsiella pneumoniae 67
Klebsiella oxytoca 16
Proteus mirabilis 7
Enterobacter cloacae 4
Morganella morganii 3
Klebsiella aerogenes 2
Citrobacter freundii 1
Citrobacter freundii complex 1
Citrobacter koseri 1
Klebsiella variicola 1
Proteus vulgaris 1

計 975

　（2）PCR法による薬剤耐性遺伝子の検出
　既報3）4），国立感染症研究所病原体検出マニュアル5）（以
下，マニュアル）及び国立感染症研究所による薬剤耐性
菌研修会資料6）に従い， CREはアを，ESBL産生菌はイ
を対象に遺伝子の検出を行った。さらに各遺伝子が検出
された株についてはア イのディスク法等による産生試
験を行い，両者の結果に明らかな矛盾がないものを遺伝
子陽性と判断した。
　なお，本研究では，ESBL遺伝子については，近年
ESBL産生菌が急激に増加している要因として問題視さ
れているCTX-M型遺伝子に着目し解析した。

ア　カルバペネマーゼ遺伝子（IMP-1 型，IMP-2 型，
NDM型， KPC型，OXA-48型，VIM型，GES型）

イ　ESBL 遺 伝 子（CTX-M-1group，CTX-M-2 
group，CTX-M-9group，CTX-M-8/25 group）

ア　ディスク法によるβ-ラクタマーゼ産生試験
　CREはメタロ-β-ラクタマーゼ産生性，KPC 型カ
ルバペネマーゼ産生性を，ESBL産生菌はESBL産生性
を実施した。

イ　modified Carbapenem Inactivation Method
（mCIM）によるカルバペネマーゼ産生試験

　CREを対象にマニュアルに従い実施した。
（3）シークエンス解析によるカルバペネマーゼ遺伝子

の型別
　（2）によりIMP-1 型遺伝子を検出したCRE株につい
ては，マニュアルに従い実施したシークエンス解析により
遺伝子配列を確認し，blaIMP-1とblaIMP-6の鑑別を行った。
　（4）血清型別試験
　ESBL産生菌のうち，Escherichia coli（以下，大腸菌）
については，Iguchi らの方法 7） に従い O-genotyping 
PCR（以下，Og Typing PCR）によりOg25の確認を行っ
た。
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2 ・ 2　健常者糞便におけるCRE及びESBL産生菌の
薬剤耐性遺伝子の保有状況

　（1）供試検体
　令和元年 7月から令和 3 年 3月にかけて，県保健所に
腸内細菌検査を依頼した集団給食従事者，食品取扱従事
者及び県内A大学の学生のうち同意が得られた77人（下
痢等の消化器症状のない者）から採取した糞便を対象と
した。
　（2）分離方法
　検体をクロモアガーESBL培地（関東化学㈱）に塗布
し，37℃で18～24時間培養後，発育したコロニーのう
ち，肉眼的に所見が異なるコロニーをすべて釣菌した。
それらについて，グラム染色，オキシダーゼ試験，ブド
ウ糖発酵能を確認し，腸内細菌科細菌の性状（グラム陰
性桿菌，オキシダーゼ陰性，ブドウ糖発酵性）を示すコ
ロニーをCREまたはESBL産生菌疑い株とした。
　（3）PCR法による薬剤耐性遺伝子の検出
　（2）にてCRE及びESBL産生菌を疑う株について，2・
1（2），（3）を実施し，カルバペネマーゼ遺伝子，ESBL
遺伝子の検出を行った。
　（4）菌種同定及び血清型別試験
　（3）によりカルバペネマーゼ遺伝子，ESBL遺伝子を
検出した株について，rapid ID 32E（ビオメリュー・ジャ
パン㈱）を用いて菌種を同定した。さらにESBL産生菌の
うち大腸菌と同定された株については，Iguchiらの方法
7）に従いOg Typing PCRによりOg25の確認を行った。
　なお，同一検体から分離された遺伝子保有株のうち，
遺伝子型，菌種同定，血清型別試験の結果がすべて一致
する株について同一の1株として計上した。

2 ・ 3　石川県内で市販流通する鶏肉におけるCRE及
びESBL産生菌の薬剤耐性遺伝子の保有状況

　（1）供試検体
　令和元年11月から令和 2 年 9 月にかけて，県内に流
通している鶏肉100検体を対象とした。
　（2）分離方法
　鶏肉25gに緩衝ペプトン水（関東化学㈱）225mLを
加え，1 分間ストマッカー処理し，35～37℃で18～24
時間培養した後，その培養液をクロモアガーESBL培地

（関東化学㈱）へ塗布し，37℃で18～24時間培養した。
発育したコロニーのうち肉眼的に所見が異なるコロニー
をすべて釣菌し，オキシダーゼ試験，ブドウ糖発酵能を
確認し，腸内細菌科細菌の性状（グラム陰性桿菌，オキ
シダーゼ陰性，ブドウ糖発酵性）を示すコロニーを
CREまたはESBL産生菌疑い株とした。
　（3）PCR法による薬剤耐性遺伝子の検出
　（2）にてCRE及びESBL産生菌を疑う株について，2・
1（2），（3）を実施し，カルバペネマーゼ遺伝子，ESBL

遺伝子の検出を行った。
　（4）菌種同定及び血清型別試験
　（3）によりカルバペネマーゼ遺伝子，ESBL遺伝子を
検出した株について，2・2（4）による方法で菌種同定及
び血清型別試験を実施した。
　なお，同一検体から分離された遺伝子保有株のうち，
遺伝子型，同定結果，血清型別試験がすべて一致する株
については同一の 1 株として計上した。
　2 ・ 4　倫理的配慮
　2・1 及び 2・2 は，当センター医学倫理審査委員会の
承認（平成30年 1 月26日承認）を得て実施した。

3　成　　績

3 ・ 1　石川県内の医療機関で分離されたCRE及び
ESBL産生菌の薬剤耐性遺伝子の保有状況

　（1）カルバペネマーゼ遺伝子の保有状況
　CREとして収集した202株のうち13株（6.4％）にカ
ルバペネマーゼ遺伝子の保有が認められ，保有する遺伝
子の内訳は，IMP-1型が12株，NDM型が1株であった。
IMP-1 型の遺伝子型別はblaIMP-6が７ 株，blaIMP-1が 5 株
であった（表3）。
　カルバペネマーゼ遺伝子が検出された13株の菌種は，
大 腸 菌 が 5 株，Klebsiella pneumoniae が 4 株，
Enterobacter cloacaeが 2 株， Citorobacter freundiiと
Klebsiella aerogenesが各 1 株であった。
　なお，13 株のうち 3 株（blaIMP-6：2 株，NDM型：1 株）
は外来患者由来で，残りの10株は入院患者由来であっ
た。また，13株のうち 5 株（blaIMP-1：1 株，blaIMP-6：3 株， 
NDM型：1 株）は感染症法に基づき届出された患者の
CRE 株で，残りの 8 株（blaIMP-1：4 株，blaIMP-6：4 株）
は届出対象外の患者のCRE株であった。
　（2）ESBL遺伝子（CTX-M型遺伝子）の保有状況
　ESBL 産 生 菌 と し て 収 集 し た 975株 の う ち 919株

（94.3％）にCTX-M型遺伝子の保有が認められ，その
内訳はCTX-M-1groupが224株， CTX-M-2groupが
25株， CTX-M-9group が 666株， CTX-M-1group と
CTX-M-9groupを保有する株が 4 株であった（表 4）。
　なお，CTX-M型遺伝子保有株のうち最も多い菌種は
大腸菌（843株）であり，遺伝子型ではCTX-M-9group
遺伝子を保有している株が641株と最も多かった。また,
これらCTX-M型遺伝子を保有する株は，半数近くが外
来患者から検出された。
　CTX-M型遺伝子を保有する843株の大腸菌について，
Og Typing PCRを実施したところ，598株（CTX-M-
1group：118 株，CTX-M-2group：5 株， CTX-M-
9group：474株， CTX-M-1groupとCTX-M-9group
保有株：1株）がOg25であった（図1）。
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3 ・ 2　健常者糞便におけるCRE及びESBL産生菌の
薬剤耐性遺伝子の保有状況

　（1）カルバペネマーゼ遺伝子の保有株状況
　健常者糞便77検体からカルバペネマーゼ遺伝子を保
有する株は検出されなかった。
　（2）ESBL遺伝子（CTX-M型遺伝子）の保有状況
　健常者糞便77検体のうち 6 検体（7.8％）から6株の
CTX-M型遺伝子を保有する株が検出され，その内訳は，
CTX-M-1 group が 3 株，CTX-M-9group が 3 株 で
あった（表 5）。

表 5　健常者糞便から分離された ESBL 産生菌（6 株）
　　  の CTX-M 型遺伝子

菌種 CTX-M-1 group CTX-M-9 group 計

Escherichia coli 3 3 6

　また，6 株はすべて大腸菌であり，それらについて
Og Typing PCRを実施した結果，Og25はCTX-M-9 
groupの 1 株であり，残り5 株はOg25ではなかった（図
１）。

3 ・ 3　石川県内で市販流通する鶏肉におけるCRE及
びESBL産生菌の薬剤耐性遺伝子の保有状況

　（1）カルバペネマーゼ遺伝子の保有状況
　鶏肉100検体からカルバペネマーゼ遺伝子を保有する
株は検出されなかった。
　（2）ESBL遺伝子（CTX-M型遺伝子）の保有状況
　 鶏 肉 100検 体 の う ち 30検 体（30％） か ら 31株 の
CTX-M型遺伝子を保有する株が検出され,その内訳は，
CTX-M-1group が 11 株，CTX-M-2group が 14 株，
CTX-M-9groupが 6 株であった（表6）。

表 4　医療機関の患者から分離されたESBL産生菌（975 株）のCTX-M型遺伝子（菌種別株数）

菌種
CTX-M 型

不検出 計
CTX-M-1 group CTX-M-2 group CTX-M-9 group CTX-M-1 group

CTX-M-9 group 小計

Escherichia coli 190（90） 8（4） 641（278） 4（1） 843 （373） 28（10） 871（383）
Klebsiella pneumoniae 30（13） 9（3） 20（4） 59 （20） 8（3） 67（23）
Klebsiella oxytoca 2 1 1 4 12（1） 16（1）
Proteius mirabilis 7（4） 7 （4） 7（4）
Enterobacter cloacae 1 1 3 4
Moganella morganii 2 2 1 3
Klebsiella aerogenes 2 2
Citrobacter freundii 1 1 1
Citrobacter koseri 1 1 1
Klebsiella variicola 1 1 1
Citrobacter freunndii complex 1 1
Proteus vulgaris 1 1

計 224（103） 25（11） 666（282） 4（1） 919（397） 56（14） 975（411）
（　）：うち外来患者由来株数

表 3　医療機関の患者から分離されたCRE（202株）のカルバペネマーゼ遺伝子型（菌種別株数）

菌種
カルバペネマーゼ遺伝子

不検出 計IMP-1 型
NDM 型 小計

blaIMP-1 blaIMP-6

Escherichia coli 5（2） 5（2） 7（2） 12（4）
Klebsiella pneumoniae 2 2 4 2（1） 6（1）
Enterobacter cloacae 2 2 45（5） 47（5）
Citrobacter freundii 1 1 1 2
Klebsiella aerogenes 1（1） 1（1） 100（22） 101（23）
Enterobacter cloacae complex 15（3） 15（3）
Serratia marcescens 5（1） 5（1）
Enterobacter sp. 4 4
Citrobacter braakii 3 3
Citrobacter freundii complex 2 2
Citrobacter neteri 1（1） 1（1）
Enterobacter asburiae 1 1
Morganella morganii 1（1） 1（1）
Providencia stuartii 1（1） 1（1）
Providencia rettgeri 1 1

計 5 7（2） 1（1） 13（3） 189（37） 202（40）
（　）：うち外来患者由来株数
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表 6　鶏肉から分離された ESBL 産生菌（31 株）の
　　  CTX-M 型遺伝子

菌種 CTX-M-1 group CTX-M-2 group CTX-M-9 group 計

Escherichia coli 11 14 6 31

　また，31株はすべて大腸菌であり，Og Typing PCR
を実施した結果，いずれもOg25ではなかった（図１）。

4　考　　察

　（1）カルバペネマーゼ遺伝子の保有状況
　CREの中でもカルバペネム分解酵素であるカルバペ
ネマーゼを産生する腸内細菌科細菌（以下，CPE）は，
β-ラクタム剤以外の抗菌薬に耐性を示す場合が多いこ
と，プラスミド上に存在するカルバペネマーゼ遺伝子に
より菌種を超えて水平伝播しうることから，院内感染の
リスクになると考えられている。このため， CREが
CPEであるか否かを確認するために，カルバペネマー
ゼ遺伝子の検査の実施が重要とされている8）。
　本研究において，県内の医療機関で分離されたCRE
を対象にカルバペネマーゼ遺伝子の保有状況を調べた結
果，感染症法に基づき届出された患者のCRE株は5.5％，
届出対象外の患者のCRE株は7.2％で遺伝子の保有が認
められ，いずれも国内の病原体サーベイランス9）10）（以下，
国内のサーベイランス）（2018年は17.6％，2019年は
16.5％）に比べ低い傾向であった。一方で，検出された
遺伝子型の多くがIMP型（blaIMP-1,blaIMP-6）であったこと，
IMP型の菌種の多くが大腸菌，Klebsiella pneumoniae，
Enterobacter cloacaeであったことは，国内のサーベイ
ランスと同様であった。また，国内のサーベイランスに
よ る と，CRE の 約 4割（2018年 は 37.5％，2019年 は
40.7 ％） を 占 め る Klebsiella aerogenes（ 以 下，K. 
aerogenes）からIMP型遺伝子が検出されることは少な
いと報告されている。本研究においても，医療機関から
分離されたCREの多くはK. aerogenesであったが（届
出株は54.9％，届出対象外は45.9％），IMP型遺伝子は
検出されなかった。以上のことから，CREの中でも菌
種によってカルバペネマーゼ遺伝子の保有率に違いがあ

ることが示唆され，本県ではK. aerogenesの分離割合
が高かったことがCPE検出率の低さの一因と推測され
た。
　今回の調査では，検体数は多くないものの，健常者及
び鶏肉からカルバペネマーゼ遺伝子を保有する株は検出
されなかった。また，医療機関で分離されたカルバペネ
マーゼ遺伝子保有株の多くは入院患者由来であった。以
上のことから，カルバペネマーゼ遺伝子を保有する株は，
現時点では市中にそれほど広がっていないと推測された。
　医療機関で分離されたCREから海外で広がっている
NDM型遺伝子保有株が 1 株検出された。患者に90日以
内の海外渡航歴がなく，詳細な感染経路は不明であった。
海外型カルバペネマーゼ遺伝子保有株はカルバペネムの
みならず他の抗菌薬にも耐性を示すことが多く，感染対
策上，特に注意を要するとされている8）。国内のサーベ
イランスにおいても，近年，海外渡航歴なし，もしくは
渡航歴不明の患者から検出されており10），潜在的な市中
への広がりの可能性が示唆されることから，引き続き，
カルバペネマーゼ遺伝子型の動向をサーベイランスする
必要がある。
　（2）ESBL遺伝子（CTX-M型遺伝子）の保有状況
　本研究において，県内の医療機関の患者,健常者糞便，
鶏肉から分離されたESBL産生菌を対象にCTX-M型遺
伝子の保有状況を調べた結果， CTX-M型遺伝子を保有
する株の多くは大腸菌であり，これらは医療機関の外来
患者，健常者糞便，鶏肉からも多く検出された。このこ
とから国内の報告 11）12）と同様，ESBL産生大腸菌は既
に市中に広がっている状況が示唆された。
　一方，各々から分離されたCTX-M型遺伝子を保有す
る大腸菌を対象に CTX-M型のグループの割合を比較
したところ，医療機関にて分離された大腸菌は入院及び
外来患者由来株いずれもCTX-M-9 groupが優位であっ
たのに対し，鶏肉から分離された大腸菌はCTX-M-2 
groupが優位であり，CTX-M型遺伝子のグループの割
合は異なっていた。ESBL産生菌は，2000年以降急激に
増加しているが，その理由として CTX-M型遺伝子を
保有する大腸菌O25-ST131と呼ばれるクローンの関与

図 1　CTX-M型遺伝子を保有する大腸菌のうち血清型がOg25の株数
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が示唆されている 13）。今回の調査において , 血清型
Og25は医療機関の患者，健常者から分離された株から
検出されたのに対し，鶏肉から分離された株からは検出
されなかった。以上のことから，今回解析した健常者糞
便及び鶏肉の検体数が少ないことから明確ではないが，
ヒトと鶏肉におけるESBL産生菌の動向は異なる可能性
が考えられた。

5　ま と め

（1）カルバペネマーゼ遺伝子は，医療機関の患者から分
離されたCREのみで検出されたことから，現時点で
は市中に広がっていないと推測された。一方で，海外
で広がっているNDM型遺伝子の検出例が見られたこ
とから，引き続きサーベイランスを行う必要がある。

（2）県内で分離されたESBL産生菌のCTX-M型遺伝子
保有株の多くは大腸菌であり，国内の報告と同様，市
中に広がっている状況が示唆された。一方，医療機関
等にて分離された大腸菌と鶏肉から分離された大腸菌
のCTX-M型グループや血清型がOg25の割合が異
なっていたことから，ヒトと鶏肉におけるESBL産生
菌の動向は異なる可能性が考えられた。

　　本研究の実施にあたり，CRE及びESBL産生菌の
菌株をご提供いただいた県内の18医療機関の皆様に深
謝いたします。また，健常者糞便の提供にご同意いただ
いた皆様，ご協力いただいたA大学及び本県保健所の
皆様に深謝いたします。
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