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要 旨 2022 年 4 月から 2023 年 3 月の 1 年間に、カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（CRE）感染

症として届出があり、当所に菌株の搬入があった 24 株について薬剤耐性遺伝子検査を実施した。 
その結果、カルバペネマーゼ遺伝子が確認されたカルバペネマーゼ産生腸内細菌目細菌（CPE）は

Enterobacter cloacae 1 株および Klebsiella pneumoniae 1 株の合計 2 株（8.3％）であり、全て IMP-
1 であった。また、カルバペネマーゼ以外の β-ラクタマーゼとして、基質特異性拡張型 β-ラクタマー

ゼ（ESBL）が K. pneumoniae の 3 株（12.5%）から、プラスミド性 AmpC β-ラクタマーゼ（EBC
型）が E. cloacae 3 株および Enterobacter sp. 1 株の合計 4 株（16.7％）から検出された。 
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1. はじめに 

カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（Carbapenem 
Resistant Enterobacterales：CRE）感染症は、メロペ

ネムなど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による感染症で

ある。2014 年 9 月 19 日から「感染症の予防及び感染

症の患者の医療に関する法律」に基づく感染症発生動

向調査の五類全数把握疾患に指定された。 
また、2017 年 3 月 28 日付の厚生労働省通知により、

CRE 感染症の届出があった際には、地方衛生研究所等

での試験検査の実施及び市内の医療機関等への情報提

供を行うとともに必要に応じた対策の実施を行うこと

となった 1）。 
今回、2022 年 4 月から 2023 年 3 月に市内医療機関

から届出のあった CRE 感染症患者から分離された菌

株について、薬剤耐性遺伝子の保有状況を調査したの

で報告する。 
 
2. 材料と方法 

2.1 供試菌株 

2022 年 4 月から 2023 年 3 月の 1 年間に、市内医療

機関から CRE 感染症として届出があり、当所に搬入さ

れた 24 株（千葉市 No.83～106）を調査対象とした。 
菌株は、BTB 培地（日水製薬）等に塗布し、濃厚塗

布部にメロペネム（MPM）ディスク（栄研化学）を置

き、一晩培養後、ディスク周囲に発育したコロニーを検

査に用いた。 
2.2 菌種の同定 

CRE 発生届に記載された菌種の確認は、Api20E（ビ

オメリュー・ジャパン）を用いて実施し、Api20E で同

定できなかった場合については、16SrDNA シーケンス

を実施した。 
2.3 β-ラクタマーゼ遺伝子の検出 

供試菌株から DNA をアルカリ抽出し、遠心分離後の

上清を鋳型 DNA として、以下のマルチプレックス

PCR2）を実施した。 
カルバペネマーゼ遺伝子については、IMP 型、NDM

型、KPC 型、および OXA-48 型の主要な 4 種と稀に報

告のある GES 型、VIM 型、および SMB 型のマルチプ

レックス PCR を実施した。ESBL 遺伝子については、

SHV 型、TEM 型、および CTX-M 型、プラスミド性

AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子については、MOX 型、CIT



型、DHA 型、ACC 型、EBC 型、および FOX 型のマル

チプレックス PCR を実施した。 
なお、腸内細菌目細菌である多くのグラム陰性桿菌

は、染色体上に ampC 遺伝子を保有することから 3）、

PCR4）により染色体性 AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子の

有無を確認した。 
2.4 カルバペネマーゼ遺伝子の型別 

IMP 型メタロ-β-ラクタマーゼ（MBL）遺伝子が検出

された株については、IMP-1 型と IMP-2 型を型別する

ための PCR5）を実施し、IMP-1 型であった場合には、

さらに IMP-1と IMP-6 を識別する PCR6）を実施した。 
2.5 阻害剤を用いた β-ラクタマーゼ産生性の確認 

供試菌株を滅菌生理食塩水に懸濁し、McFarland 0.5
の菌液とした後、ミューラー・ヒントン（MH）寒天培

地（OXOID）に均一に塗抹し、以下に示す阻害剤ディ

スクを病原体検査マニュアル 5）に基づき配置した。 
IMP 型および NDM 型等のメタロ-β-ラクタマーゼ産

生性の確認はメルカプト酢酸ナトリウム（SMA）ディ

スク、KPC 型カルバペネマーゼ産生性および AmpC β-
ラクタマーゼ産生性の確認は 3-アミノフェニルボロン

酸（APB）およびクロキサシリン（MCIPC）を MPM
ディスクとセフメタゾール（CMZ）ディスクに 10µL 添

加したディスク、ESBL 産生性の確認は、アモキシリン

／クラブラン酸（ACV）ディスクとスルバクタム／ア

ンピシリン（S/A）ディスクを阻害剤として配置し、35.0
±2.0℃で一晩培養し、阻害効果の確認を行った。 
2.6 カルバペネマーゼ産生性の確認 

PCR によるカルバペネマーゼ遺伝子の検出（遺伝子

検査）と阻害剤を用いた β-ラクタマーゼ産生性の確認

（表現型検査）の判定結果に矛盾がなかった株につい

ては、カルバペネマーゼの産生性を確認法するために

modified Carbapenem Inactivation Method（mCIM）

を実施した。検査方法は CLSI7）,8）に記載された手順に

従った。 
2.7 K. pneumoniae の粘稠性試験（string test） 
 K. pneumoniae は組織侵襲性が高い株が知られて 

いることから、羊血液寒天培地上のコロニーを用い 

て、5mm 以上の糸を引く侵襲性株を見分ける簡易ス 

クリーニング検査（string test）9）を実施した。 

 
3．結果 

3.1 CRE 感染症の届出状況 

当所に搬入された菌株について、年齢階級・性別の届

出数を図１に示した。 
年齢階級別の届出数は 70 歳代が最も多く 9 件

（37.5％）、次いで 80 歳代が 6 件（25％）、60 歳代が

4 件（16.7％）であった。20 歳代から 40 歳代の届出は

なく、最年少は 18 歳、最高齢は 94 歳であり、共に女

性であった。性別の届出数は男性が 14 件（58.3％）、

女性が 10 件（41.7%）であり、男性の方が多かった。

なお、渡航歴のある患者はいなかった。 
分離材料別届出菌株数を図２に示した。喀痰が 6 株

（25％）、胆汁と血液が各 4 株（16.7％）、腹水と膿が

各 3 株（12.5％）、尿が 2 株（8.3％）、胸水とドレーン

排液が各 1 株（4.2％）であった。本来無菌であるべき

検体（胆汁、血液、腹水、胸水、ドレーン排液）からの

分離は 13 株（54.2％）であった。 
なお、カルバペネマーゼ産生腸内細菌目細菌

（Carbapenemase-Pruducing Enterobacterales：CPE）

は喀痰と胆汁から分離された各 1 株の合計 2 株（8.3％）

であった。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 1

5

3
4

3 3
2

1 1
0

5

喀痰 胆汁 血液 腹水 膿 尿 胸水 排液

件数

CPE CRE

 

1

4
5

3

11

4

3

2

0

5

10

10～19歳 50～59歳 60～69歳 70～79歳 80～89歳 90～99歳

件数

男 女

図２ 分離材料別届出菌株数(n=24) 

図１ 年齢階級・性別届出数（n=24） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 菌種 

供試菌株 24 株の検査結果を表１にまとめた。 
菌株の性状を確認した結果、菌種は Klebsiella 

aerogenes が 11 株（45.8％）、E. cloacae が 7 株（29.2％）、

K. pneumoniae が 3 株（12.5％）、Serratia marcescens
が 1 株（4.2％）、Enterobacter sp.が 2 株（8.3％）で

あった。これらのうち Api20E で菌種を同定できなか

った菌株は No.94、No.95 および No.104 の合計 3 株で

あった。菌株 No.94 は、16SrDNA シーケンスの結果、

発生届と同じ K. aerogenes となった。菌株 No.95 は、

発生届は E. cloacae であったが、16SrDNA シーケン

スでは Enterobacter asbriae となり、Enterobacter 
cloacae complex に分類されるが、NSEID の登録菌種

名に合わせて Enterobacter sp.とした。菌株 No.104 は、

発生届では K. aerogenes であったが、16SrDNA シー

ケンスでは Enterobacter 属と判定されたことから、

Enterobacter sp.とした。 
3.3 β-ラクタマーゼ遺伝子の検出および型別 

マルチプレックス PCR において、E. cloacae 1 株お

よび K. pneumoniae 1 株の合計 2 株（8.3％）からカル

バペネマーゼ遺伝子（IMP 型）が検出され、PCR によ

る遺伝子型別の結果、両者ともに IMP-1 であった。 
E. cloacae 3 株および Enterobacter sp 1 株の合計 4

株（16.7％）からは、プラスミド性 AmpC β-ラクタマ

ーゼ遺伝子が検出され、全て EBC 型であった。 
ESBL 遺伝子は、K. pneumoniae 3 株（12.5%）から、

それぞれ SHV 型のみ、TEM/SHV/CTX-M1 型の 3 種

類、SHV/CTX-M1 型の 2 種類が検出された。 
K. aerogenes 11 株 、 E. cloacae 7 株 お よ び

Enterobacter sp. 2 株からは染色体性 AmpC β-ラクタ

マーゼ遺伝子が検出された。 
3.4 β-ラクタマーゼ産生性 

阻害剤を用いた β-ラクタマーゼ産生性の確認試験に

おいて、K. aerogenes 11 株と E. cloacae 6 株の合計 17

害 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
株（70.8%）で APB と MCIPC 添加ディスクによる阻

害効果が確認された。 
カルバペネマーゼ遺伝子が検出された E. cloacae 1

株と K. pneumoniae 1 株の合計 2 株（8.3%）で SMA
ディスクによる阻害効果が確認された。 

ESBL遺伝子が検出された K. pneumoniae 3株では、

菌株 No.88 で ACV ディスクと S/A ディスクの両方、

菌株 No.106 で ACV ディスクのみに阻害効果が確認さ

れた。また、菌株 No.102 では両方共に阻害効果が確認

されなかった。 
3.5 カルバペネマーゼ産生性 

遺伝子検査で IMP-1 が検出され、かつ表現型検査の

判定と矛盾がなかった E. cloacae 1 株および K. 
pneumoniae 1 株について、mCIM を実施した結果、全

て陽性となり、カルバペネマーゼの産生が確認された。 
3.6 K. pneumoniae の粘稠性試験（string test） 

 K. pneumoniae 3 株について、string test を実施し

た結果、5mm 以上の糸を引く侵襲性株は確認されな

かった。 
 

4．考察 

本市では、2017 年 4 月から厚労省の通知に基づき

CRE の検査を実施しているが、その届出数は 2020 年

度に 14 件、2021 年度は 13 件、2022 年度は 24 件で

あり、今年度は前年度の約 2 倍であった。分離材料は

喀痰、血液、尿など多様であったが、病原体サーベイ

ランスに基づく全国の報告 10）とほぼ同様の傾向であ

った。 
今年度、届出された菌種は、K. aerogenes（11 株）

E. cloacae（7 株）、K. pneumoniae（3 株）、S. marcescens
（1 株）、Enterobacter sp.（2 株）の 5 菌種であった。

菌株の菌種確認は、Api20E を使用しているが、全ての

菌種を同定できるわけではなく、Enterobacter 属につ

いては、E. asburiae、E. cloacae、E. cancerogenenus

 

Carbapenemase ESBL プラスミド性
AmpC

染色体性
AmpC SMA ACV  S/A APB MCIPC

K.  aerogenes 94 11 - - - + - - - + + NT
3 - - EBC + - - - + + NT
3 - - - + - - - + + NT
1 IMP-1 - - + + - - - - +

102 1 IMP-1 SHV - NT + - - - - +
88 1 - TEM/SHV/CTX-M1 - NT - + + - - -
106 1 - SHV/CTX-M1 - NT - + - - - -

S. marcescens 1 - - - NT - - - - - NT
95 1 - - EBC + - - - + - NT
104 1 - - - + - - - - - NT

NT：Not Test

K. pneumoniae

Enterobacter  sp.

                                          

菌株
No.菌種 株数

βラクタマーゼ遺伝子 阻害効果 Carbapenemase
産生性（mCIM）

E. cloacae

表１ 供試菌株の検査結果 



の 3 菌種の同定が可能である。CRE の届出菌種は腸内

細菌目細菌であるが、同属内においては菌種の性状が

類似するものが多く、16SrDNA シーケンスでも同定が

困難な菌種もあることから、正確な菌種の同定には、次

世代シーケンサーの活用を検討していく必要がある。 
届出された 24 株のうち、カルバペネマーゼ遺伝子を

保有する CPE は、E. cloacae （1 株）と K. pneumoniae
（1 株）の合計 2 株であり、遺伝子型は共に国内で多く

検出されている IMP-1 であった。なお、K. pneumoniae
については、ESBL 遺伝子も保有していた。本市では

CRE の届出数は前年比の約 2 倍であったが、CPE は前

年度と比べ、減少した。 
今回、24 株のうち 22 株がカルバペネマーゼ非産生

腸内細菌目細菌（non-CPE）であった。non-CPE が多

い理由としては、CRE 感染症の届出の際に確認で用い

られる薬剤が、イミペネム（IPM）と CMZ を使用して

いる医療機関が多いこと、一部の IPM 薬剤感受性測定

試薬の仕様変更の影響 11）および現在の届出基準では、

カルバペネマーゼ遺伝子を保有していない菌株も届出

対象となってしまうことが考えられる。 
一方、カルバペネマーゼを産生するにも関わらず、薬

剤感受性試験でカルバペネム感受性となるステルス型

CPE の存在が報告 12）されている。このタイプの CPE
は、届出基準に基づく抗菌薬の種類によっては MIC 値

（最小発育阻止濃度）が届出基準値以下となることか

ら、CRE の届出以上に、潜在的な CPE が存在する可

能性がある。したがって、MIC 値が届出基準以下で感

受性と判定された場合でも、感受性試験において複数

のカルバペネム系薬を併用することや、何らかの耐性

因子を保有している可能性を考慮し、 mCIM や

CarbaNPtest 等のカルバペネマーゼ産生試験等を積極

的に実施する必要がある。また、臨床所見等から CRE
を疑う場合には、ステルス型CPEの存在を念頭に置き、

積極的に地方衛生研究所等に検査を依頼するなど、医

療機関との協力体制を整備することが重要である。 
CRE の中でも CPE は、β-ラクタム薬以外の抗菌薬

に耐性を示す場合が多く、カルバペネマーゼ遺伝子を

プラスミド等の伝達性因子上に保有するため、薬剤耐

性遺伝子が菌種を超えて伝播して施設内や環境内に拡

散する可能性がある。CRE 感染症として届出された菌

株については、地方衛生研究所等においてカルバペネ

マーゼ遺伝子を保有する CPE を検索し、NESID（病原

体検出情報システム）へ菌株情報を登録することによ

って国、地方自治体および医療機関と情報を共有し、地

域における CPE の動向を各方面から注視することが

極めて重要である。 

ESBL 遺伝子は、K. pneumoniae 3 株から検出され、

阻害剤を用いた β-ラクタマーゼ産生性の確認試験でそ

れぞれ異なる結果となった。 
菌株 No.102 は、SHV 型の他にカルバペネマーゼ遺

伝子（IMP-1）も同時に保有していたため、IMP 型の

影響を受け、ACV ディスクと S/A ディスクの阻害効果

が確認されなかったものと考えられた。 
菌株 No.88 では、TEM/SHV/CTX-M1 型の 3 種類の

遺伝子を保有していたため、ACV ディスクと S/A ディ

スクの両方で阻害効果が確認されたものと考えられた。 
菌株 No.106 では、SHV/CTX-M1 型の 2 種類の遺伝

子を保有していたが、CTX-M1 型は、ACV ディスクで

のみ阻害効果が確認されること 13）および CTX-M1 型

の反応が強く表れたことにより、ACV ディスクのみで

阻害が確認されたものと考えられた。 
以上のように、保有する ESBL 遺伝子の組み合わせ

によって、菌株ごとに異なる阻害効果が確認されたが、

保有する遺伝子と表現型の間に矛盾はなかった。本来、

染色体上に ampC 遺伝子を保有しない K. pneumoniae
は、ESBL の産生量の増加や外膜蛋白の減少や欠失に

よりカルバペネム耐性と判定されることもあり、詳細

な検査が必要となるが、今回検出された菌株（No.88 と

No.106）において、mCIM によるカルバペネマーゼ産

生性は確認されなかった。 
なお、院内感染の原因菌として分離される ESBL 産

生菌は、K. pneumoniae の TEM 型および SHV 型が主

流であったが、近年では大腸菌の CTX-M 型が増加し

ている 14）。また、ESBL 産生菌による感染症に対する

カルバペネム系薬剤の多用が、この薬剤耐性が増加す

る一因となる可能性が指摘されており 14）、CPE のみな

らず ESBL 産生菌の動向についても注視する必要があ

る。 

プラスミド性 AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子のうち、

EBC 型の保有が E. cloacae 3 株と Enterobacter sp.1
株で確認された。プラスミド性 AmpC β-ラクタマーゼ

遺伝子は、染色体上に存在する ampC 遺伝子がプラス

ミドに転移したと考えられており 3）、EBC 型の検出は、

Enterobacter 属の染色体上に存在する ampC 遺伝子が、

プラスミドに転移したことを示唆するものと考えられ

た。一方、染色体性 AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子は、

K. aerogenes 11 株、E. cloacae 3 株、Enterobacter sp. 
1 株から検出され、これらの菌株の染色体上に存在する

ampC 遺伝子に由来するものと考えられた。 
今回、当所に搬入された菌株のうち、S. marcescens 

1 株については、β-ラクタマーゼ遺伝子の保有と阻害剤

を用いた β-ラクタマーゼの産生性が確認されなかった。



また、Enterobacter sp. 1 株（菌株 No.104）について

は、染色体性 AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子の保有が確

認されたが、APB と MCIPC 添加ディスクによる阻害

効果は確認されなかった。しかし、薬剤耐性は、外膜透

過性の低下や作用点の変異等 β-ラクタマーゼが関与し

ない機序で発現する可能性もあることから、複数の耐

性機序を理解し、正しい判定結果を導く必要がある。 
CRE 感染症の治療は難航することが多いため、搬入

された菌株については、薬剤耐性だけでなく、その病原

性について確認することも重要であると考える。特に、

過粘稠性を示す高病原性の K. pneumoniae は、肝膿瘍

や転移性膿瘍を発症する組織侵襲性が高い株であるこ

とから、今回、K. pneumoniae 3 株について、string 
test を実施したが、過粘稠性を示す高病原性の株は確

認されなかった。 
地方衛生研究所では、発生届を基に、届出菌株の性状

を各種培地で確認し、MIC 値等の薬剤感受性試験の他、

阻害剤を用いたディスク法、耐性遺伝子を標的とした

PCR 法およびカルバペネマーゼ産生試験等の複数の検

査結果を踏まえて菌株を解析し、その結果を医療機関

等に還元していく大きな役割がある。今後も市内医療

機関と連携し、薬剤耐性菌の動向監視を継続していく

ことが重要である。 
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