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 市中における薬剤耐性菌の保菌状況を把握することを目的として，平成 29 年 4 月から平成 30 年 12 月までに 884 人

の検便検体について薬剤耐性菌スクリーニングを実施した。セファロスポリン系薬剤に耐性を示す腸内細菌科細菌が

120 検体（13.6％）から 129 株分離され，カルバペネマーゼ，基質特異性 β-ラクタマーゼ（extended-spectrum 

β-lactamase; ESBL）および AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子を対象に PCR 法を実施したところ，薬剤耐性遺伝子は 119

株から検出された。内訳は，ESBL が 96 株，AmpC が 24 株であり，カルバペネマーゼ遺伝子は検出されなかった。さ

らに ESBL 遺伝子についてシークエンス解析による型別を行ったところ，CTX-M-27（46 株:47.9%）が最も多く検出

された。そのうち E.coli O25/Og25 が 40 株（87.0％）を占めていること，O25/Og25 のレボフロキサシン耐性率が 97.7％

（43/44 株）と高率であったことから，今後の CTX-M-27 産生 E.coli O25/Og25 の動向に注意が必要であると考えられ

た。 
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1 はじめに  

 これまで薬剤耐性菌は，主に院内感染において問題視

されてきたが，これらの細菌は一般に病原性が弱く，健

常者にとってはほぼ無害な菌とされていた。しかし近年，

世界各地に急激に広がりつつあるカルバペネム耐性腸内

細菌科細菌（CRE）や院内感染対策サーベイランス

（JANIS）において分離率が増加している第 3 世代セフ

ァ ロ ス ポ リ ン 耐 性 Klebsiella pneumoniae や

Escerichia coli は，主に病原性細菌であり胃腸炎や肺炎，

膀胱炎などの直接の原因となりうる。さらに，CRE など

が保有する薬剤耐性遺伝子はプラスミド上に存在し，腸

内細菌科内で容易に伝達可能であるため，今後我々の身

近な環境においても急速な広がりが危惧されている。 

そこで，本研究では調査への同意者を対象として，薬

剤耐性腸内細菌科細菌の保菌実態を調査したので報告す

る。 

 

2 対象および検査方法 

2.1 対 象 

平成 29 年 4 月から平成 30 年 12 月の期間に，腸管出

血性大腸菌等感染者の関連調査に際して保健所担当者か

ら研究の説明を受け，同意の得られた調査対象者 884 人

の検便を検査材料とした。 

2.2 分離培養 

マッコンキー寒天培地にセフォタキシム（CTX）を

4mg/L となるように添加した培地およびセフタジジム

（CAZ）を 4mg/L となるように添加した培地を調製し，

2 分割シャーレを用いて選択分離培地を作製した。この

培地に検便検体を塗抹して 37℃一晩培養後，発育したコ

ロニーを薬剤感受性検査対象用菌株とした。 

2.3 菌種の同定 

TSI，LIM 培地および簡易同定キットを用いて菌種を

同定した。E.coli と同定された菌株については，病原大

腸菌免疫血清「生研」（デンカ生研）を用いて O 血清型

別を行った（血清学的手法）。O 血清型別により O 型別

不能となった株については，Gilmour ら 1)のプライマー

を用いた gnd 遺伝子シークエンス解析 により

O-genotype を推定し，Iguchi ら 2)が開発したプライマ

ーを用いた PCR 法により決定した（遺伝学的手法）。 

2.4 ディスク法によるβ-ラクタマーゼ産生性の確認 

国立感染症研究所が公開している病原体検出マニュア

ル「CRE 検査法」に準じて，各阻害剤（メルカプト酢酸

ナトリウム，ボロン酸，クロキサシリン，クラブラン酸）

を用いたスクリーニング検査を実施した。 

2.5 薬剤感受性試験 

ドライプレート DP31（栄研化学）を用いて，微量液

体希釈法により最小発育阻止濃度を求めた。 

2.6 耐性遺伝子の検出 

カルバペネマーゼ遺伝子（IMP 型，NDM 型，KPC

型，OXA-48 型，VIM 型，GES 型），基質特異性 β-ラ

クタマーゼ（extended-spectrum β-lactamase; ESBL）

遺伝子（CTX-M-1 group，CTX-M-2 group，CTX-M-9 

group）および AmpC β-ラクタマーゼ遺伝子（MOX 型，

CIT 型，DHA 型，ACC 型，EBC 型，FOX 型）につい

て，PCR 法により実施した。 

 



2.7 ESBL 遺伝子の型別 

ESBL 遺伝子が検出された菌株については，ESBL 遺

伝子全長を決定するためのプライマー（表 1）を group

ごとに設計し，ダイレクトシークエンス法により塩基配

列を決定した。 

 

3 結 果 

3.1 薬剤耐性菌の分離率および菌種 

 本研究では，微量液体希釈法による薬剤感受性試験に

おいて，CTXまたはCAZが耐性と判定された腸内細菌科

細菌を薬剤耐性菌とした。 

薬剤耐性菌は検便検体120件（13.6％）から129株が分

離された。1種類の耐性菌が検出された検体が112件，2

種類以上の耐性菌が検出された検体は8件であった。 

菌種の内訳は， E.coli（105株），Citrobacter freundii

（13株），Enterobacter cloacae（5株），K.pneumoniae

（2株），Morganella morganii（2株），Hafnia alvei

（1株），Citrobacter  sp.（1株）であった。 

3.2 菌種別の薬剤耐性タイプ 

今回検出された薬剤耐性菌129株をβ-ラクタマーゼの

種類で分類したところ，AmpC産生菌が34株，ESBL産

生菌が96株であり，CREは検出されなかった（表2）。 

AmpC産生菌はK.pneumoniae 以外の全ての菌種で

確認された。E.coli はCIT型（7株）とDHA型（5株），

C.freundii およびCitrobacter  sp.はCIT型（9株）のみ，

M.morganii はDHA型（2株）のみ，H.alvei はACC型

（1株）であった。C.freundii 5株およびE.cloacae 5株

ではAmpC遺伝子が検出されなかったが，この10株はβ-

ラクタマーゼ産生試験ではいずれもAmpC産生型と判定

された。 

ESBL産生菌はE.coli およびK.pneumoniae のみで検

出された。遺伝子型の内訳は，E.coli ではCTX-M-1 

group（7株），CTX-M-2 group（1株），CTX-M-9 group

（86株），K.pneumoniaeではCTX-M-1 group（1株），

CTX-M-2 group（1株）であった。 

また，E.coli 1株でAmpC（DHA型）とESBL（CTX-M-9 

group）の2種類の遺伝子が検出された。 

3.3  薬剤耐性E.coli のO抗原 

AmpC産生 E.coli 12株およびESBL産生 E.coli 94株

のO抗原を血清学的手法または遺伝子学的手法により決

定した（表3）。 

AmpC産生菌では，O20が3株，O1とOg170が2株，

O18，O25，O153，OgGP7，O型別不能（O-UT）がそ

プライマー名 塩基配列（5'-3'）

　CTX-M1-seq_F TTGTTGTTAWTTCGTMTCTTCCAGA

　CTX-M1-seq_R TATGGCCTGGTATGCGCAAG

　CTX-M2seq1F CTTGAAGGCCRAGGGATAAT

　CTX-M2seq2R CGTTGCAAGACAAGACTGAAG

　CTX-M9-seq_F CACGGATTGACCGTATTGGGA

　CTX-M9-seq_R1 GTCTGCGTTGTCGGGAAGAT

表１ シークエンス解析用プライマー 

CIT DHA ACC (－) CTX-M1G CTX-M2G CTX-M9G

 E.coli 12 7 5 94 7 1 86

 C.freundii 13 8 5 0

 E.cloacae 5 5 0

 K.pneumoniae 0 2 1 1

 M.morganii 2 2 0

 H.alvei 1 1 0

 Citrobacter  sp. 1 1 0

計 34 16 7 1 10 96 8 2 86

遺伝子型 ESBL

産生菌

遺伝子型AmpC

産生菌

表２ 菌種別の薬剤耐性タイプ 

O抗原 株数 O抗原 株数 O抗原 株数 O抗原 株数 O抗原 株数

O20 3 OgGp7 1 O25/Og25 43 OgGp10 2 Og9 1

O1 2 O-UT 1 O86a/Og86 11 OgGp15 2 Og35 1

Og170 2 OgGp7 8 O8 1 Og39 1

O18 1 O1/Og1 6 O18 1 Og156 1

O25 1 Og16 4 O125 1 OgGP9 1

O153 1 Og75 4 O167 1 O-UT 5

AmpC産生菌 ESBL産生菌

表３ 薬剤耐性 E.coli の O 抗原 



 

れぞれ1株であった。 

一方，ESBL産生菌では，O25/Og25が43株と最も多

く，次いでO86a/Og86が11株，OgGp7が8株，O1/Og1

が6株，Og16とOg75が4株となっており，O25/Og25が

45.7％とESBL産生E.coli の約半数を占めていた。 

3.4  ESBL産生菌の遺伝子型による分類 

ESBL産生菌96株について，シークエンス法により

ESBL遺伝子の型別を行ったところ，CTX-M-1 group 

は4種類（CTX-M-3，15，23，55），CTX-M-2 group 

は 1種類（ CTX-M-2）， CTX-M-9 group は 4種類

（CTX-M-14，24，27，65）が確認された。そのうち最

も多かったのがCTX-M-27で46株（47.9%），次いで

CTX-M-14が37株（38.5%）であり，この2種類で全体

の86.5％を占めていた（表4）。 

そこで，CTX-M-27とCTX-M-14について，E.coli O

抗原別に比較を行った。CTX-M-27ではO25/Og25が40

株（87.0%）を占め，O抗原は5種類のみ（Og16，O18，

O25/Og25 ， Og75， Og156）と偏りがあったが，

CTX-M-14では，O86a/Og86が11株（29.7％），OgGP7

が8株（21.6％），O1/Og1が6株（16.2％）など多様で

あり，CTX-M-27とCTX-M-14ではO抗原の種類が異な

っていることが明らかとなった。 

3.5 複数の薬剤耐性菌が検出された例 

1検体から2種類以上の薬剤耐性菌が検出された例が8

件あった（表5）。検体A~Cまでの3件は，異なる菌種が

検出された例，検体D~Hは菌種はE.coli のみであるが，

O抗原の種類が異なる例であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また，検体AおよびBはそれぞれの菌が保有する耐性遺 

伝子が異なっていたが，検体C~Hは同じタイプの耐性遺

伝子を保有していた。 

3.6  薬剤感受性試験 

各薬剤に対する耐性率をAmpC産生菌とESBL産生菌

にわけてグラフに示した（図1）。 

セファロスポリン系薬であるセファゾリン（CEZ）, 

CTX-M-2G

M-3 M-15 M-23 M-55 M-2 M-14 M-24 M-27 M-65

E.coli O1/Og1 6

O8 1

Og9 1

Og16 3 1

O18 1

O25/Og25 1 1 1 40

Og35 1

Og39 1

Og75 1 3

O86a/Og86 11

O125 1

Og156 1

O167 1

OgGP7 8

OgGP9 1

OgGP10 1 1

OgGP15 2

O-UT 2 1 1 1

K.pneumoniae 1 1

3 1 2 2 2 37 1 46 2

CTX-M-1G CTX-M-9G

表４ ESBL 産生菌の遺伝子型による分類 

検体 耐性遺伝子 備考

K.pneumoniae CTX-M-15

E.coli OgGP7 CTX-M-14

E.coli O25 CTX-M-27

C.freundii CIT

E.coli O25 CTX-M-2

K.pneumoniae CTX-M-2

E.coli O25 CTX-M-27

E.coli Og75 CTX-M-27

E.coli O1 CTX-M-14 乳糖非分解

E.coli O1 CTX-M-14 乳糖分解

E.coli O167 CTX-M-14

E.coli O25 CTX-M-27

E.coli Og156 CTX-M-27

E.coli Og86 CTX-M-14

E.coli Og39 CTX-M-14

E.coli O25 CTX-M-23

E.coli OgGP10 CTX-M-23

F

G

H

菌種およびO抗原

A

B

C

D

E

表５ 複数の薬剤耐性菌が検出された例 



CTX，セフポドキシム（CPDX）の耐性率はどちらも高

く，差はみられなかったが，CAZはAmpCでは高いが

ESBLで低く，セフェピム（CFPM）はAmpCでは低い

がESBLで高いという傾向がみられた。 

セファロスポリン系薬以外では，レボフロキサシン

（LVFX）で特徴的な傾向がみられた。AmpC産生菌で

はLVFX耐性率が3.0％であったのに対し，ESBL産生菌

では71.6％と高率で，明らかな耐性率の違いが認められ

た。 

3.6 LVFX感受性とE.coli O抗原の関係 

図2の左グラフに，今回検出された全129株をE.coli 

とそれ以外にわけて，LVFX感受性試験の結果を示した。

LVFX耐性株はE.coli のみに見られ，E.coli 以外では確

認されなかった。 

図2の右グラフにはE.coli のO抗原別にLVFX感受性

試験の結果を示した。O25/Og25やO86a/Og86では１株

を除きすべて耐性，反対にOgGp7では1株のみ耐性であ

るなど，O抗原の種類により耐性株か感受性株かが分か

れる傾向がみられた。 

 

4 考 察 

本研究では，調査対象者の検便検体を対象として薬剤

耐性腸内細菌科細菌の検索を行い，薬剤感受性試験およ

び耐性遺伝子の解析を行った。その結果，セファロスポ

リン系薬（CTX または CAZ）に耐性を示した腸内細菌

科細菌の保菌率は 13.6％（120 / 884 検体），ESBL 産

生菌の保菌率は 10.0％（88 / 884 検体），プラスミド性

AmpC産生菌の保菌率は 2.7％（24/884検体）であった。

ESBL 産生菌の保菌率については，2010～2011 年に愛

知県岡崎市で行われた中根らの調査 3)（調査①）で， 4.8％

図１ 各薬剤に対する耐性率 
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図２ レボフロキサシン感受性と E.coli O 抗原の関係 



 

（122 / 2,563 検体）であったという報告がある。この調

査から 7年後に行った本研究で 10.0％という結果であっ

たことは，市中における保菌率は年々増加傾向にあるこ

とを示唆していると考えられる。AmpC 産生菌について

は他の報告がないため比較できないが，本研究が今後の

調査における基礎データとして活用できると考える。

CRE については，本研究では検出されなかった。2017

年から CRE 感染症届出時に行われている耐性遺伝子検

査 4)においても宮城県（仙台市を除く）では 2019 年 7

月現在で，カルバペネマーゼ遺伝子は検出されていない。

これらのことから，宮城県においてはカルバペネマーゼ

産生腸内細菌科細菌（CPE）はまだ定着していないと思

われるが，外国人や海外渡航者からの持ち込みや，CPE

の検出数が多い地域からの拡散が懸念される。 

CTX-M group の分類においては，CTX-M-9 group が

最も多く検出され，CTX-M-2 group が最も少ないこと

は，他の報告と同様の結果となった。しかし，CTX-M-1 

group の検出数が 8 株（0.8％）と少なかった。調査①で

は 20.7％，2012~2013 年に行われた宮城県内のクリニ

ックの調査 5)（調査②）では 22.6％，2014～2016 年に

愛媛県立中央病院での北尾らの調査 6)（調査③）では

20.1％となっており，本研究の結果が突出して低いこと

がわかる。この点については調査を継続し，引き続き状

況を把握する必要があると思われる。 

ESBL 遺伝子型においては，CTX-M-27 が 46 株

（47.9％）と最も多く検出され，次いで CTX-M-14 が

37 株（38.5%）であった。この 2 種類の遺伝子型の検出

率は調査①～③の結果より，2010~11 年には M-27 が

13.1％，M-14が 43.5％，2012~13年にはM-27が 46.8％，

M-14 が 29.0％，2014~16 年には M-27 が 42.0％，M-14

が 35.5％となっており，2012 年頃を境に CTX-M-27 が

CTX-M-14 の検出率を上回るようになったと考えられ，

本研究でも同様の結果となった。検出数は 2 株と少ない

が，調査①～③で検出されていない CTX-M-23 および

CTX-M-65 が検出されており，これらの遺伝子型の動向

に注意が必要と考えられる。 

また，同一検体より 2 種類以上の薬剤耐性菌が検出さ

れた例が 8 例確認された。そのうち 6 例は同じタイプの

耐性遺伝子を保有しており，このことはヒトの腸管内で

薬剤耐性遺伝子を持つプラスミドが異なる菌株間で伝播

している可能性を示唆している。今後，これらの菌株に

ついてプラスミド解析等も行う予定である。 

薬剤感受性試験では，ESBL 産生  E.coli において

LVFX 耐性率が高いことが明らかになった。O 抗原別に

耐性率を比較すると，O25/Og25 では 97.7％（43/44 株），

O86a/Og86 では 90.9％（10/11 株），Og75 では 100％

（4/4 株）と高く，反対に OgGP7 では 11.1％（1/9 株），

Og16 では 0％（0/4 株），O20 でも 0％（0/3 株）と低

かった。感性株と耐性株の割合にあまり差が見られなか

ったのは O1/Og1 の 37.5％（3/8 株）のみであったこと

からも，LVFX 耐性と E.coli O 抗原の間には深い関連性

があると考えられた。近年，LVFX を初めとするフルオ

ロキノロン系薬に対して耐性を示す ESBL 産生菌が増

加しており，その原因として Sequence Type (ST)131

という特定クローンの流行が指摘されている。本研究で

は MLST（multilocus sequence typing）を実施してい

ないが，検出された LVFX 耐性株が ST131 であるか否

かについても含めた検討を行いたいと考えている。 

本研究では CTX-M-27 産生 E.coli O25/Og25 が数多

く検出された。CTX-M型 ESBLは CAZと比較して CTX

をよく分解することが知られているが，CTX-M-27 は

240 番目のアスパラギン酸がグリシンへ置換されたこと

により，CAZ の分解効率を上昇させることが報告されて

いる 7)。本研究により，CTX-M-27 の 87.0％（40/46 株）

がO25/Og25であり，前述のとおり，O25/Og25の 97.7％

が LVFX 耐性であることから，CTX-M-27 産生 E.coli 

O25/Og25 は他の ESBL 産生菌に比較し，より多剤耐性

である可能性が高いと考えられる。本研究では，この

CTX-M-27産生O25/Og25が 40株と，薬剤耐性菌全 129

株の約 3 分の 1 を占めていたことからも，今後の拡散が

懸念されるため，継続的にこれらの薬剤耐性菌を監視す

る必要性があると考える。 
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