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■	は じ め に
900 種類以上のβ-ラクタマーゼがこれまでに報告

されてきたが，1980 年代以降に発見されたものが
ほとんどで，使用される抗菌薬と出現した新規
β-ラクタマーゼとの関係が議論されてきた１）。日本
では，カルバペネム系薬分解型β-ラクタマーゼ ( カ
ルバペネマーゼ ) のほぼすべてがメタロ-β-ラクタ
マーゼ ( MBL ) と呼ばれる酵素である２）。一方，欧米
を見ると，それ以外のβ- ラクタマーゼが多数報告さ
れており，その中のいくつかのβ-ラクタマーゼを産
生する菌は多剤耐性を示すとされている３）。米国東
海岸で発見されたカルバペネム系薬耐性肺炎桿菌
は，北米全土，ヨーロッパ，中東，アジアと瞬く間
に世界中に拡散した３，４）。カルバペネム系薬耐性肺
炎桿菌は，現時点まで日本では輸入例と考えられる
症例が１件報告されており，今後の動向が注目され
る。他にも，諸外国で問題視されているカルバペネ
マーゼをはじめとするβ-ラクタマーゼは多数ある
ことから，それらの情報とその検出方法を日本でも
把握し，常に監視する必要があると思われる。本稿
では，日本で未検出，あるいは検出頻度が低いカル
バペネマーゼを含め，各種β-ラクタマーゼの酵素
学的特長およびその検出法について概説する。
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■	基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ
■	( extended-spectrum β-lactamase ; 
■	ESBL ) の話題

近年の分子生物学的手法の急速な発達に伴い，
DNA 塩基配列などが非常に迅速かつ簡便に決定され
るようになった。それに伴い，多数の TEM-型ある
いは SHV-型β-ラクタマーゼの DNA 塩基配列が決
定され，臨床材料から分離された菌株の薬剤感受
性試験成績とともに，新規β-ラクタマーゼとして
変異酵素に関する報告がされてきた１）。しかし，そ
の中には ESBL とは違い，基質特異性が拡張されて
いない酵素も多数含まれていることは明らかで
あった。最近，Jacoby および Bush が運営するホー
ムページには，表現系が ESBL ( グループ 2be ) に
該当するかどうかに関する情報が提供されている 

( http://www.lahey.org/Studies/)。この中で彼らも触れ
ているが，ESBL と呼ばれる酵素は，クラス A およ
びクラス D に属するβ-ラクタマーゼである。

グループ 2be に属するβ-ラクタマーゼの中で
注目されているのが，CTX-M-型β-ラクタマーゼ
である５，６）。CTX-M-型は，CTX-M-1 グループ，CTX-M-2
グループ，CTX-M-8/25 グループおよび CTX-M-9 グ
ループの 4 グループに大別される。その中でも，
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特に CTX-M-1 グループに属する CTX-M-15 を産生
する大腸菌が注目されている５，７～ 13）。これまで耐性
菌による感染症は病院内で，あるいは抗菌薬による
治療と関連して発生すると考えられていたが，
CTX-M-15 を 産 生 す る 大 腸 菌 の う ち， 抗 原 型 が
O25:H4 か つ Multi Locus Sequence Typing が ST131

の菌株が，イギリスやカナダにおいて市中感染の原
因微生物になっているからである 10，12，13）。Suzuki ら
は，ESBL 産生が疑われる 142 株の大腸菌を対象に
検 討 し た と こ ろ， ヨ ー ロ ッ パ で 拡 散 し て い る
CTX-M-15 産生大腸菌と同一の特徴を有する菌株は
分離されなかったと報告している 14）。しかし筆者ら
は， 日 本 で も CTX-M-15 を 産 生 す る 大 腸 菌 で，
O25-ST131 に型別される菌株を検出している。今
後，日本でもこの耐性菌が拡散する可能性はあると
思われる。

グループ 2d に属する ESBL は，OXA-2 のグルー
プである OXA-15 および OXA-32，あるいは OXA-10

の グ ル ー プ で あ る OXA-11，OXA-14，OXA-16，
OXA-17，OXA-19，OXA-28 お よ び OXA-35 の 2 つ
のグループに大別される３，15）。日本では，これらグ
ループ 2d に属する ESBL 産生株についての報告は
ない。

■	MBL の種類とその疫学
グラム陰性菌が産生する主要なβ-ラクタマーゼを

表１に示した。この中で，グループ 2be およびグルー
プ 3 に属するβ-ラクタマーゼが日本では注目されて
いる。グループ 2be に属する酵素は ESBL，グループ
3 に属する酵素はその活性に亜鉛イオンを必要とす
ることから MBL と呼ばれている。グループ 2be に属
する酵素は，主に腸内細菌科に属する菌種が産生し，
第三世代や第四世代セファロスポリン系薬のうちオ
キシイミノセファロスポリン系薬を分解し，産生菌
はこれらの抗菌薬に耐性を示す。一方，グループ 3

に属する MBL と呼ばれる酵素は，主に緑膿菌をはじ
めとするブドウ糖非発酵菌が産生し，多くの場合，
カルバペネム系薬を含む多くのβ-ラクタム系薬が無
効になる３，16）。

グループ 3 に属するβ-ラクタマーゼは，さらに 3
2

つのサブクラスに分類される３）。サブクラスは B1 か
ら B3 までに分類され，サブクラス B1 には IMP-型，
VIM-型，SPM-型，GIM-型，SIM-型，IND-型，CcrA

な ど， サ ブ ク ラ ス B2 に は CphA，ImiS お よ び
Sfh-1，サブクラス B3 には L1，FEZ-1，Gob-1 およ
び CAU-1 が，それぞれ含まれている。それぞれの
特徴として，サブクラス B1 および B3 に属する
MBL は，アズトレオナムおよびピペラシリンを除
くβ-ラクタム系薬を分解するが，サブクラス B2 に
属する MBL はセファマイシン系薬などセフェム系
薬の分解を苦手としている。さらに，遺伝学的特長
を比較すると，サブクラス B2 および B3 に属する
MBL をコードする遺伝子は染色体上に存在し，こ
れらは特定の菌種が産生するβ-ラクタマーゼとし
て知られている。一方，サブクラス B1 に属する
MBL をコードする遺伝子は，プラスミドのような
外来性遺伝因子上に存在する。さらに，サブクラス
B1 に属する MBL をコードする遺伝子は，インテグ
ロンと呼ばれる特殊な遺伝子構造中に存在してお
り，アミノ配糖体系薬耐性遺伝子やサルファ剤耐性
遺伝子，トリメトプリム耐性遺伝子などとクラス
ターを作り，グラム陰性菌の多剤耐性化と密接に関
連している 17）。図１にはその一例を示した。多剤耐
性緑膿菌の中には，遠く離れた地域の関連性が全く
認められない複数の医療施設から同一起源の菌株が
分 離 さ れ る も の が あ る。 こ の 多 剤 耐 性 菌 は，
aac-(6')-Iae という特殊なアミノ配糖体系薬アセチ
ル 化 酵 素 を 保 有 し て い る と 報 告 さ れ て い る 18）。
Kimura らは，岡山県，奈良県および埼玉県で分離
された同一起源の多剤耐性緑膿菌が aac-(6')-Iae を
保有していることを確認している 17）。

世界規模で実施されるサーベイランスプログラム
の一つである，MYSTIC ( Meropenem Yearly Surveillance 

Test Information Collection ) で収集された腸内細菌科に
属する菌株の 98％がカルバペネム系薬に対して感性
を示したのに対して，緑膿菌とAcinetobacter baumannii

の感性率は 60％～ 83％と低かったとの報告もされ
ている 19）。最近の MBL 産生菌に関する疫学調査に
よると，特定の国において，その増加が認められて
いるようである。おそらく，MBL 産生菌の増加には，
使用されている抗菌薬の種類，使用量，使用方法，
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(サブクラス B1)

(サブクラス B3)

B (サブクラス B2)

好適基質
阻害剤

特徴 代表的な酵素名*

OXA-1, OXA-2, OXA-10

IMP-1, VIM-1, SPM-1, 
GIM-1, SIM-1, IND-1, CcrA

L1, FEZ-1, Gob-1, CAU-1

CphA, ImiS, Sfh-1

RTG-4

PSE-1, CARB-3

TEM-50

TEM-30, SHV-10

CepA

SME-1, NMC-1, IMI-1, 
GES-1, KPC-2, KPC-3

OXA-11, OXA-15

OXA-23, OXA-24, OXA-48,
OXA-51

分子クラス

D

D

A

A

A

A

C

A

A

A

A

A

D

C

カルベニシリンの加水分解促進

2d

2df

3b

2ce

2c

2ber

2br

1

2be

2b

2a

2f

2e

2de

1e

3a

クロキサシリン

カルバペネム系薬

カルバペネム系薬

*太字：国内で複数の報告事例がある酵素名

カルベニシリンおよび
セフェピム

カルベニシリン

第二世代，第三世代
セファロスポリン系薬
およびモノバクタム系薬

ペニシリン系薬

セファロスポリン系薬

第二世代，第三世代
セファロスポリン系薬
およびモノバクタム系薬

ペニシリン系薬，第一
世代セファロスポリン
系薬

ペニシリン系薬

カルバペネム系薬

第二世代，第三世代
セファロスポリン系薬
およびモノバクタム系薬

第二世代，第三世代
セファロスポリン系薬
およびモノバクタム系薬

セファロスポリン系薬

カルバペネム系薬

不定

不定

無効

有効

有効

無効

無効

無効

有効

有効

有効

不定

有効

不定

無効

無効

EDTA

無効

無効

有効

無効

無効

無効

無効

無効

無効

無効

無効

無効

無効

無効

無効

有効B

クラブラン酸また
はタゾバクタム

 AmpC, P99, ACT-1,
CMY-2, FOX-1, MIR-1

GC1, CMY-37

PC1

TEM-1, TEM-2, SHV-1

TEM-3, SHV-2, CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, 
CTX-M-9, CTX-M-15, 
CTX-M-25, PER-1, VEB-1

クロキサシリン，オキサシ
リンあるいはオキシイミノ
セファロスポリン系薬の加
水分解促進

オキシイミノセファロスポ
リン系薬の分解促進（セ
フォタキシム，セフタジジ
ム，セフトリアキソン，セ
フェピムアズトレオナム）
クラブラン酸，スルバクタム
およびタゾバクタムに耐性
オキシイミノセファロスポリ
ン系薬の分解促進およびクラ
ブラン酸，スルバクタムおよ
びタゾバクタムに耐性

セフタジジムおよび他のオ
キシイミノセファロスポリ
ンの分解促進
ベンジルペニシリンをセフ
ァロスポリン系薬と比較し
てよく分解
ベンジルペニシリン系薬とセ
ファロスポリン系薬を同程度
分解

クロキサシリンあるいはオ
キサシリンの加水分解促進

カルバペネム系薬を含む広い
基質特異性を有するが，モノ
バクタム系は分解しない

カルベニシリン，セフェピ
ムおよびセフピロムの加水
分解促進

カルバペネム系薬，オキシ
イミノセファロスポリン系
薬およびセファマイシン系
薬の加水分解促進

カルバペネム系薬をよく加
水分解

ベンジルペニシリンと比較
してセファロスポリン系薬
をよく分解，セファマイシ
ン系薬も分解

カルバペネム系薬の加水分
解促進
セファロスポリン系薬を分
解，クラブラン酸による阻
害を受けるがアズトレオナ
ムによる阻害は受けない

E. coli

表１．Bush-Jacoby によって提唱されたβ-ラクタマーゼの新分類（文献 4 より改変）
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intI1 blaIMP aacA4 catB6 orfN qacG qacED1 sul1 orf5 tniBD2 tniA 25bp IRt25bp IRi

5’-保存配列 3’-保存配列耐性遺伝子集積部分

図１．MBL をコードする遺伝子 (blaIMP) の周辺構造
MBL をコードする blaIMP の下流には，アミノ配糖体系薬アセチル化酵素の aacA4，クロラムフェニコールアセチル化酵素遺
伝子の catB，消毒薬である第四級アンモニウム塩耐性に関与するなどが纏まって存在する。このような遺伝子構造はインテ
グロンと呼ばれており，多剤耐性菌の出現と密接に関連していると考えられている。この図は，Laraki らが報告した論文

（Laraki N et al. Structure of In 31, a blaIMP-containing Pseudomonas aeruginosa integron phyletically related to In 5, which 
carries an unusual array of gene cassettes. Antimicrob Agents Chemother. 1999；43 (4) : 890-901）に記載されている。
参加施設が置かれている状況などの複数の因子が関
与していると思われる。imipenem 耐性緑膿菌の大多
数 は カ ル バ ペ ネ マ ー ゼ を 産 生 す る こ と に よ り
imipenem 耐性を獲得したのではなく，塩基性アミノ
酸の透過孔である OprD の発現量の低下あるいは欠
損にその原因があることは言うまでもない。

イタリアで 2000 年から 2002 年に収集された 383

株の緑膿菌のうち，MBL を産生する菌株は 25 株 

( 6.5％ ) であった。このサーベイランスで検出され
た 主 要 な MBL は VIM-1 で あ っ た。Cagnacci ら は，
S. Martino 大学病院において 2004 年 9 月から 2005

年 1 月までに血液由来検体から分離された 9 株の
VIM-1 産 生 肺 炎 桿 菌 は PFGE ( Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis ; パルスフィールドゲル電気泳動 ) の結
果から同一起源であることを明らかにした 20）。さら
に彼らは，この MBL 産生株と大腸菌を混合したとこ
ろ，大腸菌に MBL をコードする遺伝子を保有するプ
ラスミドが伝達されたと述べている。すなわち，こ
の VIM-1 をコードする遺伝子も接合伝達により菌種
を超えて伝達されることが明らかとなった。

ギリシャでは，2001 年から 2006 年までの僅か 5

年間で，imipenem 耐性株の分離頻度は 1％から 20％
へと増加した 21）。彼らは，血液から検出された肺炎
桿菌のうち，37.6％の菌株が VIM-1 をコードする遺
伝子を保有していたと報告しており，耐性菌急増の
背景には MBL 産生菌の増加があると指摘している。
4

韓国の Yong らは，15,960 株の臨床材料から分離
されたグラム陰性菌が保有する MBL の解析を実施し
ている 22）。収集された 581 株の imipenem 耐性緑膿菌
のうち，36 株 ( 6.2％ ) が MBL を産生していた。そ
の 内 訳 は，IMP-1-like MBL が 2 株，VIM-2-like MBL

が 34 株であった。一方，収集されたアシネトバク
タ ー 属 菌 513 株 の 中 で，MBL 産 生 株 は 136 株 

( 26.5 ％ ) で あ り， そ の 内 訳 は VIM-2-like が 54 株 

( 64％ )，IMP-1-like が 25 株 ( 29％ )，そして韓国特
有の SIM-like MBL が 6 株 ( 7％ ) の頻度で検出されて
いた。

日本では，IMP-1-like の検出率が最も高く，IMP-2-like

および VIM-2-like の MBL も検出されている 23）。2006

年までは VIM-1 産生菌に関する報告は日本からなされ
ていなかったが，2006 年に神戸市立医療センター中央
市民病院において VIM-1 産生緑膿菌が分離された 24）。
現在では，ブドウ糖非発酵菌である Pseudomonas spp.

やアシネトバクター属菌，腸内細菌科の大腸菌，
肺 炎 桿 菌，Serratia marcescens，Providencia rettgeri，
Citorobacter freundii，Morganella morganii など，MBL 産
生菌は多岐にわたっている３）。約 8,000 株のグラム陰性
菌を対象とした MBL 産生株に関する検討から，Kimura

らは日本の臨床材料から分離されるグラム陰性菌は，
その約 0.5％が MBL を産生しており，緑膿菌および S. 

marcescensのうちMBLを産生するのは，それぞれ2.6％
および 3％程度であるとしている 17）。
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■	MBL 以外のカルバペネマーゼの
■	種類とその疫学

カルバペネム系薬を分解する酵素はグループ 3 に
属する MBL だけではなく，グループ 2 に属するも
の の 中 に も 存 在 す る。 グ ル ー プ 2d の 一 部 の
β-ラクタマーゼおよびグループ 2f に属する酵素がそ
れである。グループ 2df は OXA-型β-ラクタマーゼで
あるが，OXA-23，OXA-24，OXA-48，OXA-51 および
OXA-58 が属するファミリーがカルバペネマーゼとし
ての活性を有している 15）。一方，グループ 2f に属する
β-ラクタマーゼは Sme-型，NMC-型，IMI-型，KPC-型
および GES-型が知られており，これらはいずれも
Ambler の分類ではクラス A に属している３，４）。

現在，グループ 2f に属するカルバペネマーゼの中で
世界的拡散が問題となっているのが KPC-型酵素であ
る。最初に発見された KPC-型酵素である KPC-1 は，
ノースカロライナ州の医療施設において 1996 年に分
離された，imipenem と meropenem に 16μg/mL の MIC

値を示す肺炎桿菌から発見された３）。本酵素名は
Klebsiella pneumoniae producing carbapenemase に因んで命
名されている。その後，KPC-2 はメリーランド州や
ニューヨークで分離された肺炎桿菌や Klebsiella oxytoca

から検出された。2008 年，KPC-1 として報告された
DNA 塩基配列に誤りがあり，KPC-2 と配列が同一であ
ることが明らかになった。米国で発見された KPC-型酵
素産生菌は，その後コロンビア，中国，フランス，イ
スラエル，ノルウェー，スウェーデン，英国，ギリ
シャ，ブラジルの 10 カ国から次々と報告されている。
KPC-型酵素産生菌は，肺炎桿菌のみならず K. oxytoca

といった Klebsiella 属菌，Enterobacter 属菌，大腸菌，
S. marcescens，C. freundii，Proteus mirabilis などの腸内
細菌科に属する菌種，緑膿菌，Pseudomonas putida など
のブドウ糖非発酵菌にまで広がりを見せている３，４）。
KPC-型酵素産生株が注目されたのは，ニューヨークの
病院におけるアウトブレイクが発端だった。このアウ
トブレイクは，2000 年 4 月から 2001 年 4 月の間にこ
の病院の ICU に入院していた 24 名の患者から KPC-3
産生肺炎桿菌が分離され，14 名 ( 58.3％ ) が同菌によ
る感染症を発症し，そのうちの 8 名が死亡した 25）。こ
れら KPC-型酵素産生株の多くは，カルバペネム系薬に
5

対して 8μg/mL 以上の MIC 値を示し，クラブラン酸や
タゾバクタムなどのβ-ラクタマーゼ阻害剤に感性を示
さず，さらにフルオロキノロン系薬，アミノ配糖体系
薬など多くの抗菌薬に耐性を示した。感性を示したの
は，ポリミキシン B およびテトラサイクリンであった
とされている。通常，クラス A に属する酵素がβ-ラク
タマーゼ阻害剤に感性を示すのとは異なる。次に報告
されたアウトブレイクは，ニューヨークのブルックリ
ン地区で 2004 年 9 月から 10 月までの 2 ヶ月間に発生
したものだった。この期間に分離された 257 株の肺炎
桿菌のうち，24％ ( 62 株 ) に上る菌株が KPC-型酵素
を産生しており，その多くが多剤耐性を示した 26）。こ
のように，KPC-型酵素産生株に関してもう一つ注意し
なければならないことは，アウトブレイクの原因微生
物となりうるということである。

グループ 2d に属する酵素間の相同性は 20％程度の
ものもあるが，グループ 2d は多種多様な酵素から形
成される酵素群である。古典的なグループ 2d に属す
る酵素は，オキサシリンを分解する速度がベンジルペ
ニシリンを分解する速度と比較して速いという特徴は
あるものの，分解可能な抗菌薬はペニシリン系薬に限
られた酵素である 16）。しかし，この中には ESBL ( 後述 ) 

やカルバペネマーゼ活性を有する酵素も含まれてい
る。一方，このグループのカルバペネマーゼは，アシ
ネトバクター属菌や緑膿菌が産生する。OXA-48 はカ
ルバペネム系薬耐性緑膿菌から発見されたのに対し
て，OXA-23，OXA-24，OXA-51 あ る い は OXA-58 と
いったグループのカルバペネマーゼはカルバペネム系
薬耐性アシネトバクター属菌から見つかっている 15）。
そして，OXA-型カルバペネマーゼ産生アシネトバク
ター属菌は多剤耐性を示す菌株が多いといわれてい
る。日本でも，OXA-23 や OXA-51 産生株が見出されて
いる 27）。

■	ESBL 産生菌の検出法
ESBL 産生株を検出する方法として，Clinical Laboratory 

and Standards Institute ( CLSI ) が推奨するスクリーニング
試験と確認試験が良く知られている ( 表２-A, B) 28）。
CLSI は，両試験ともにディスク拡散法と液体微量
希釈法を採用しており，スクリーニング試験では
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肺炎桿菌， ，大腸菌用：
セフポドキシム阻止円 ≦17mm
セフタジジム阻止円 ≦22mm
アズトレオナム阻止円 ≦27mm
セフォタキシム阻止円 ≦27mm
セフトリアキソン阻止円 ≦25mm

用：
セフポドキシム阻止円 ≦22mm
セフタジジム 阻止円 ≦22mm
セフォタキシム阻止円 ≦27mm

上記の阻止円径を示した場合には，ESBL産生が示唆される

肺炎桿菌， ，大腸菌用：
セフポドキシム 10 μg
セフタジジム 30 μg
アズトレオナム 30 μg
セフォタキシム 30 μg
セフトリアキソン 30 μg

用：
セフポドキシム 10 μg
セフタジジム 30 μg
セフォタキシム 30 μg

(*検出感度向上には2種類以上の抗菌薬をスクリーニング
に使う必要がある)

セフタジジム 30μg
セフタジジム-クラブラン酸 30/10μg
および
セフォタキシム 30μg
セフォタキシム-クラブラン酸 30/10μg
確認試験には，セフォタキシムおよびセフタジジムの両薬
剤の単独ディスクおよびクラブラン酸配合ディスクを使用
しなければならない

クラブラン酸配合ディスクの阻止円径が抗菌薬単独のもの
と比較して，5mm以上拡張が認められれば，ESBL産生株
とする (例：セフタジジムの阻止円径=16mm，セフタジジ
ム-クラブラン酸の阻止円径=21mm)

ESBL産生が確認された全菌株に対して，全てのペニシリ
ン系，セファロスポリン系，アズトレオナムに耐性である
と報告しなければならない

ESBLのスクリーニングに用いられる抗菌薬は，
 ATCC700603株および

 ATCC25922で精度管理する

 ATCC700603
セフタジジム-クラブラン酸の阻止円径の拡張は≧5mm，
セフォタキシム-クラブラン酸の阻止円径の拡張は≧3mm

ESBLのスクリーニングに用いられる抗菌薬は，
 ATCC700603株および

 ATCC25922で精度管理する

 ATCC700603
セフポドキシム 9～16mm
セフタジジム  10～18mm
アズトレオナム 9～17mm
セフォタキシム  17～25mm
セフトリアキソン  16～24mm

K. pneumoniae
E. coli

K. pneumoniae

K. pneumoniae
E. coli

K. pneumoniae

K. oxytoca

K. oxytoca

*

*

試験
試験法
使用培地

A

スクリーニング試験 表現型確認試験

抗菌薬濃度

菌接種法
培養条件
培養時間

ディスク拡散法で推奨される方法に従う
35±2℃，好気
16～18時間

ディスク拡散法で推奨される方法に従う
35±2℃，好気
16～18時間

結果判定

報告

精度管理

ディスク拡散法
Mueller Hinton Agar

P. mirabilis

P. mirabilis

表２．CLSI M100-S20, 2010 が推奨する ESBL のスクリーニング試験および表現型確認試験 ( 文献 28 を和訳 )
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スクリーニングで使用される抗菌薬濃度以上のウェルで菌の
発育が認めら得た場合，ESBL産生が示唆される
(例：大腸菌，肺炎桿菌， ；セフポドキシムに対
するMIC値が≧8μg/mL，セフタジジム，アズトレオナ
ム，セフォタキシム，セフトリアキソンに対するMIC値が
2μg/mL， ；セフポドキシム，セフタジジム，
セフォタキシムに対するMIC値が≧2μg/mL)

肺炎桿菌， ，大腸菌用：
セフポドキシム 4 μg/mL
セフタジジム  1 μg/mL
アズトレオナム 1 μg/mL
セフォタキシム 1 μg/mL
セフトリアキソン 1 μg/mL

用：
セフポドキシム 1 μg/mL
セフタジジム 1 μg/mL
セフォタキシム 1 μg/mL

(*検出感度向上には2種類以上の抗菌薬をスクリーニング
に使う必要がある)

セフタジジム　0.25-128μg/mL
セフタジジム-クラブラン酸　0.25/4-128/4μg/mL
および
セフォタキシム　0.25-128μg/mL
セフォタキシム-クラブラン酸　0.25/4-128/4μg/mL
確認試験には，セフォタキシムおよびセフタジジムの両薬
剤単独および4μg/mLのクラブラン酸存在下での抗菌薬希
釈系列を使用しなければならない

クラブラン酸存在下のMIC値が抗菌薬単独のものと比較し
て，3管以上の改善が認められれば，ESBL産生株とする 
(例：セフタジジムのMIC値=8μg/mL，セフタジジム-ク
ラブラン酸のMIC値=1μg/mL)

ESBL産生が確認された全菌株に対して，全てのペニシリ
ン系，セファロスポリン系，アズトレオナムに耐性である
と報告しなければならない

ESBLのスクリーニングに用いられる抗菌薬は，
 ATCC700603株および

 ATCC25922で精度管理する

 ATCC700603
抗菌薬にクラブラン酸添加時のMIC値が，抗菌薬単独の
MIC値と比較して3管以上改善する

ESBLのスクリーニングに用いられる抗菌薬は，
 ATCC700603株および

 ATCC25922で精度管理する

 ATCC700603
セフポドキシム ≧8 μg/mL
セフタジジム ≧2 μg/mL
アズトレオナム ≧2 μg/mL
セフォタキシム ≧2 μg/mL
セフトリアキソン ≧2 μg/mL

K. oxytoca

K. oxytoca

*

*

試験
試験法
使用培地

スクリーニング試験 表現型確認試験

抗菌薬濃度

菌接種法
培養条件
培養時間

液体微量希釈法で推奨される方法に従う
35±2℃，好気
16～20時間

液体微量希釈法で推奨される方法に従う
35±2℃，好気
16～20時間

結果判定

報告

精度管理

液体微量希釈法
Mg, Ca調整済みMueller Hinton Broth

P. mirabilis

P. mirabilis

K. pneumoniae
E. coli

K. pneumoniae

K. pneumoniae
E. coli

K. pneumoniae

B
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オキシイミノセファロスポリンあるいはアズトレオナ
ムに感性を示さない菌株を選択し，確認試験ではクラ
ブラン酸によりその感性が回復することを利用してい
る ( 図２)。2010 年に発行された CLSI の M100-S20 で，
セファロスポリン系薬のブレイクポイントが変更され
た。しかし，ESBL の検出法にはこれまでの方法がその
まま収載されている。2011 年以降，ESBL の検出方法が
削除される可能性はあるものの，今後も疫学調査や感
染管理を実施する際には必要な検査であり続けると考
えている。英国では CLSI が推奨する方法とは若干異な
る基準が用いられている ( http://www.hpa-standardmethods.

org.uk/documents/qsop/pdf/qsop51.pdf )。他にも Etest を用
いる方法 ( 図３) や発色基質を利用した特殊な培地 

( ChromID ESBL；シスメックス・ビオメリュー社 ) を
8

図２．CLSI が推奨するディスク拡散法によ
 産生株 (ESBL) の検出例
ESBLの一種であるCTX-M-44を産生する大
タキシムディスク（左側）周辺には阻止円
ラブラン酸を配合されたディスク（右側）

図３．ESBL 検出用 Etest による ESBL 産生菌の検出例
ESBL の一種である CTX-M-44 を産生する大腸菌を対象に実施し
た。本菌株は ESBL 検出用 Etest ストリップのセフォタキシム（上
部右側）周辺には阻止帯は認められないが，セフォタキシムとク
ラブラン酸が配合されたストリップ部分（上部左側）周囲には大
きな阻止帯が認められる。下部の ESBL 検出用 Etest 周囲には，
セフタジジム部分の周囲に認められる阻止帯は小さく，それと比
較するとセフタジジムとクラブラン酸が配合されたストリップ部
分にはそれと比較して大きな阻止帯を認める。
用いたスクリーニング法 ( 図４) などがある 29，30）。
詳細な ESBL の型別を実施するためには，PCR およ

び PCR 産物の DNA 塩基配列決定が必要となる。筆
者らは表３に示した Multiplex PCR による方法 31）で
CTX-M-型に属するβ-ラクタマーゼを網羅的に検出し
ている。なお，この方法では Nagano らが報告した
CTX-M-64 を検出することができないため，すべての
CTX-M-型β-ラクタマーゼを検出するための共通プラ
イマーを用いなければならない 32）。一方，PCR で検出
された TEM-型や SHV-型β-ラクタマーゼは，DNA 塩
基配列を決定しなければ，ESBL か否かを判別するこ
とはできない。また，表３にはプラスミド性 AmpC

検出で著者らが用いている multiplex PCR 用のプライ
マー 33）も示している。
る基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ 

腸菌を対象に実施した。本菌株はセフォ
は認められないが，セフォタキシムにク
周囲には大きな阻止円が認められる。

図４．ESBL 検出用 chrom ID ESBL による ESBL 産生菌の検出例
ESBL の一種である SHV-12 を産生する大腸菌を対象に実施し
た。本菌株は ESBL 検出用クロモアガーに発育することから
ESBL 産生株であることが確認される。また，コロニーが青
色を呈することから大腸菌であると判定される。
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クラスA CTX-M-型ESBL
グループ 1

グループ 2

グループ 8/25/26

グループ 9

クラスA カルバペネマーゼ
NMC

SME

IMI

KPC

GES

クラスBメタロβラクタマーゼ
IMP-1

IMP-2

VIM-1

VIM-2

SPM-1

GIM-1

SIM-1

インテグラーゼ遺伝子
intI1

intI2

intI3

プラスミド性クラスCβ-ラクタマーゼ
MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-8～CMY-11

LAT-1 to LAT-4, CMY-2 to CMY-7, BIL-1

DHA-1, DHA-2

ACC

MIR-1, ACT-1

FOX-1～FOX-5b

クラスDカルバペネマーゼ  ( )
OXA-51-like

OXA-23-like

OXA-24-like

OXA-58-like

IS 配列
IS
IS
IS
IS
IS  (特異的)
IS -likeおよびIS
IS

CTXM7
CTXM8
CTXM17
CTXM18
CTXM19
CTXM20
CTXM11
CTXM12

NMC1
NMC4
IRS-5
IRS-6
IMI-A
IMI-B

KPC forward
KPC reverse
GES-C
GES-D

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
SPM-1F
SPM-1R
GIM-1F
GIM-1R
SIM1-F
SIM1-R

F6
R6
F7
R7
F8
R8

MOXMF
MOXMR
CITMF
CITMR
DHAMF
DHAMR
ACCMF
ACCMR
EBCMF
EBCMR
FOXMF
FOXMR

ISAba1B
ISAba2A
ISAba2B
ISAba3A
ISAba3B
ISAba3C
ISAba4A

ＧＣＧＴＧＡＴＡＣＣＡＣＴＴＣＡＣＣＴＣ
ＴＧＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＣＡＧＡＡＴＣ
ＴＧＡＴＡＣＣＡＣＣＡＣＧＣＣＧＣＴＣ
ＴＡＴＴＧＣＡＴＣＡＧＡＡＡＣＣＧＴＧＧＧ
ＣＡＡＴＣＴＧＡＣＧＴＴＧＧＧＣＡＡＴＧ
ＡＴＡＡＣＣＧＴＣＧＧＴＧＡＣＡＡＴＴ
ＡＴＣＡＡＧＣＣＴＧＣＣＧＡＴＣＴＧＧＴＴＡ
ＧＴＡＡＧＣＴＧＡＣＧＣＡＡＣＧＴＣＴＧＣ

ＧＣＡＴＴＧＡＴＡＴＡＣＣＴＴＴＡＧＣＡＧＡＧＡ
ＣＧＧＴＧＡＴＡＡＡＡＴＣＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＴＡ
ＡＧＡＴＡＧＴＡＡＡＴＴＴＴＡＴＡＧ
ＣＴＣＴＡＡＣＧＣＴＡＡＴＡＧ
ＡＴＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＴＡＧＣＴＣ
ＴＣＴＧＣＧＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＣＣＴＣ
ＡＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴ
ＴＴＴＴＣＡＧＡＧＣＣＴＴＡＣＴＧＣＣＣ
ＧＴＴＴＴＧＣＡＡＴＧＴＧＣＴＣＡＡＣＧ
ＴＧＣＣＡＴＡＧＣＡＡＴＡＧＧＣＧＴＡＧ

ＴＧＡＧＣＡＡＧＴＴＡＴＣＴＧＴＡＴＴＣ
ＴＴＡＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＴＴＧＡＴＧ
ＧＧＣＡＧＴＣＧＣＣＣＴＡＡＡＡＣＡＡＡ
ＴＡＧＴＴＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＧＧ
ＴＴＡＴＧＧＡＧＣＡＧＣＡＡＣＣＧＡＴＧＴ
ＣＡＡＡＡＧＴＣＣＣＧＣＴＣＣＡＡＣＧＡ
ＡＡＡＧＴＴＡＴＧＣＣＧＣＡＣＴＣＡＣＣ
ＴＧＣＡＡＣＴＴＣＡＴＧＴＴＡＴＧＣＣＧ
ＣＣＴＡＣＡＡＴＣＴＡＡＣＧＧＣＧＡＣＣ
ＴＣＧＣＣＧＴＧＴＣＣＡＧＧＴＡＴＡＡＣ
ＡＧＡＡＣＣＴＴＧＡＣＣＧＡＡＣＧＣＡＧ
ＡＣＴＣＡＴＧＡＣＴＣＣＴＣＡＣＧＡＧＧ
ＴＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧ
ＴＡＡＴＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＴＧ

ＧＣＡＴＣＣＴＣＧＧＴＴＴＴＣＴＧＧ
ＧＧＴＧＴＧＧＣＧＧＧＣＴＴＣＧＴＧ
ＣＡＣＧＧＡＴＡＴＧＣＧＡＣＡＡＡＡＡＧＧＴ
ＧＴＡＧＣＡＡＡＣＧＡＧＴＧＡＣＧＡＡＡＴＧ
ＡＴＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＣＴＧ
ＣＧＡＡＴＧＣＣＣＣＡＡＣＡＡＣＴＣ

ＧＣＴＧＣＴＣＡＡＧＧＡＧＣＡＣＡＧＧＡＴ
ＣＡＣＡＴＴＧＡＣＡＴＡＧＧＴＧＴＧＧＴＧＣ
ＴＧＧＣＣＡＧＡＡＣＴＧＡＣＡＧＧＣＡＡＡ
ＴＴＴＣＴＣＣＴＧＡＡＣＧＴＧＧＣＴＧＧＣ
ＡＡＣＴＴＴＣＡＣＡＧＧＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴ
ＣＣＧＴＡＣＧＣＡＴＡＣＴＧＧＣＴＴＴＧＣ
ＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＧＣＡＧＣＣＧＧＴＴＡ
ＴＴＣＧＣＣＧＣＡＡＴＣＡＴＣＣＣＴＡＧＣ
ＴＣＧＧＴＡＡＡＧＣＣＧＡＴＧＴＴＧＣＧＧ
ＣＴＴＣＣＡＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＣＡＧＴＴ
ＡＡＣＡＴＧＧＧＧＴＡＴＣＡＧＧＧＡＧＡＴＧ
ＣＡＡＡＧＣＧＣＧＴＡＡＣＣＧＧＡＴＴＧＧ

ＴＡＡＴＧＣＴＴＴＧＡＴＣＧＧＣＣＴＴＧ
ＴＧＧＡＴＴＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＴＧＧ
ＧＡＴＣＧＧＡＴＴＧＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡ
ＡＴＴＴＣＴＧＡＣＣＧＣＡＴＴＴＣＣＡＴ
ＧＧＴＴＡＧＴＴＧＧＣＣＣＣＣＴＴＡＡＡ
ＡＧＴＴＧＡＧＣＧＡＡＡＡＧＧＧＧＡＴＴ
ＡＡＧＴＡＴＴＧＧＧＧＣＴＴＧＴＧＣＴＧ
ＣＣＣＣＴＣＴＧＣＧＣＴＣＴＡＣＡＴＡＣ

ＣＡＴＧＴＡＡＡＣＣＡＡＴＧＣＴＣＡＣＣ
ＡＡＴＣＣＧＡＧＡＴＡＧＡＧＣＧＧＴＴＣ
ＴＧＡＣＡＣＡＴＡＡＣＣＴＡＧＴＧＣＡＣ
ＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＴＣＣＡＡＣＣＴＧＣ
ＣＧＴＴＴＡＣＣＣＣＡＡＡＣＡＴＡＡＧＣ
ＡＧＣＡＡＴＡＴＣＴＣＧＴＡＴＡＣＣＧＣ
ＡＴＴＴＧＡＡＣＣＣＡＴＣＴＡＴＴＧＧＣ

260

341

207

293

2,158

1,138

818

893

371

740

737

920

865

650

748

571

457

789

922

520

462

405

346

302

190

353

501

246

599

31

41

3

40

38

42

49

46

47

48

33

43

44

50

検出対象酵素 プライマー名 プライマー配列 (5'‒3') 増幅断片長 (bp) 文献

A. baumannii

Aba

Aba4

Aba3
Aba3
Aba3 Aba3

Aba2
Aba2

Aba1

表３．β-ラクタマーゼ関連遺伝子検出用 PCRプライマー
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■	KPC-型β-ラクタマーゼ産生
■菌の検出法

KPC-型β-ラクタマーゼ産生菌のβ-ラクタム系薬に
対する MIC 値は，接種菌量の影響を強く受けること
が知られている 26）。すなわち，接種菌量が少ない場
合，カルバペネム系薬に対する MIC 値が感性となっ
てしまう。さらに，対象とするカルバペネム系薬の
種類によって，KPC-型β-ラクタマーゼの検出感度は
大きく違ってくる。Ertapenem を用いると KPC-型酵
素産生株を効率よく検出できるが，日本では入手が
困難であるため meropenem を用いる。imipenem を用
いて KPC-型酵素産生株をディスク法でスクリーニン
グする場合，その感度は低いとされている 34，35）。
CLSI が推奨する腸内細菌科に属する菌が産生する
KPC-型カルバペネマーゼの検出法を表４に示した 28）。
CLSI は KPC-型β-ラクタマーゼ産生菌の確認試験と
して Modi�ed Hodge test による方法を推奨している。
Hodge test とは，1978 年に Hodge らによって開発さ
れた，淋菌が産生するβ-ラクタマーゼを簡便に検出
する方法である 23）。原法は，Staphylococcus aureus 

ATCC25923 を寒天培地に塗布した培地上にペニシリ
ン G 含有ディスクを貼付し，ディスク周辺部から外
側に被検菌を画線するというものであった。それを
Lee らが， Pseudomonas と Acinetobacter 属菌が産生
する MBL を検出するために，培地上に塗布する菌
株を Escherichia coli ATCC25922 に変更した方法を，
2001 年 に Modi�ed Hodge test と し て 報 告 し た 36）。
Hodge test は，�omson & Sanders によって報告され
た �ree-Dimensional test 37），EDTA-disk synergy test な
どと比較すると，細菌検査室で新たな資材や機器
を購入することなく実施可能な簡便な方法である
といえる。CLSI が推奨する Modified Hodge test で
KPC- 型酵素産生株を検出する場合，ertapenem ディ
スクあるいは meropenem ディスクを用い，塗布する
E. coli ATCC25922 は McFarland No. 0.5 に調整した
懸濁液をさらに 10 倍希釈した菌液を用いなければ
ならない ( 図５)。Modi�ed Hodge test の対象となる
菌 株 は，cefotaxime，ceftazidime あ る い は ceftriaxone

に耐性を示し，ertapenem，imipenem，meropenem の
MIC 値 が 2μg/mL，2 ～ 4μg/mL，2 ～ 4μg/mL の
10
菌株である。Modi�ed Hodge test が陽性であった菌
株のカルバペネム系薬に対する MIC 値が感性 [S] と
判定された場合の報告は，( 1 ) カテゴリーを報告せ
ずに MIC 値のみ報告する，( 2 ) MIC 値を報告せず
カテゴリーを [R] または [I] として報告することを推
奨している。カルバペネム系薬に対するカテゴリー
が [R] あるいは [I] の菌株は，Modi�ed Hodge test の
対象にはならないと CLSI は記載している 28）。Doi ら
はボロン酸を用いた方法について検討し，良好な結
果を得たと報告している 34）。ボロン酸はグループ 3

に属するβ-ラクタマーゼ，いわゆる AmpC の阻害剤
であることから，AmpC を産生する菌種における
KPC-型酵素産生の有無の確認には不向きであると思
われる。

PCR でも KPC-型酵素をコードする遺伝子を検出
することは可能であるが，詳細な遺伝子型は DNA

塩基配列決定が必要である。PCR で使用されるプラ
イマーは，他のクラス A に属するカルバペネマーゼ
検出用プライマーとともに表３に示している 38 ～ 42）。

■	OXA-型カルバペネマーゼ産生
■	菌の検出法

ある種の OXA-型β-ラクタマーゼは，塩化ナトリ
ウムあるいはクラブラン酸などで阻害されると報告
されているが 15），すべての酵素に対する阻害剤やカ
ルバペネマーゼ活性を有する酵素に対する阻害剤は
存在しない。表現系をもとにした各種β-ラクタマー
ゼの検出法は，薬剤感受性試験結果と特異的阻害剤
に対する感受性をもとにするため，阻害剤が存在し
ない OXA-型β-ラクタマーゼを，薬剤感受性成績を
もとに検出する方法は現時点まで報告されていな
い。筆者らは主要なカルバペネマーゼに対する特異
抗体を利用して，イムノクロマト法で各 OXA-型カ
ルバペネマーゼを検出する系を構築している。カル
バペネム系薬に感性を示さず，かつ MBL が検出さ
れない菌株に対しては，イムノクロマト法などで
OXA-型カルバペネマーゼを検出している。もちろん，
OXA-型カルバペネマーゼをコードする遺伝子は，
PCR 法による検出も可能である。筆者らは表３に示
した multiplex PCR 用プライマー 43）も併用している。
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試験 表現型確認試験

試験法 ディスク拡散法 微量液体希釈法 Modified Hodge test
培地 MHA CAMHB MHA

抗菌薬濃度

エルタペネム ディスク 10μg または
メロペネム ディスク 10μg

接種法 ディスク拡散法に従う 微量液体希釈法に従う

培養条件 35±2℃，好気 35±2℃，好気 35±2℃，好気
培養時間 16～18時間 16～20時間 16～20時間

結果

報告

精度管理株  ATCC25922  ATCC25922

スクリーニング試験
スクリーニング試験が陽性で1つ以上の第三世代セ
フェム系薬に耐性を示した場合

1) 指標菌として  ATCC25922株の0.5McFarland
懸濁液を準備し，これを液体培地あるいは生理食
塩液で10倍希釈したものを接種菌液とする。通常
のディスク拡散法に従って，MHAに塗沫して，3～
10分培地表面を乾燥させる。培地上の適切な位置
にエルタペネムあるいはメタペネムを配置する。
2)10-μLのループあるいは滅菌綿棒を用いて，3～5
コロニーの血液寒天培地上に発育した被検菌株お
よび精度管理株をディスクの辺縁から外側に向か
って，20～25mm以上画線する。

培養後，MHA培地に画線した被検菌株および精度管
理株と阻止円辺縁の指標菌の発育を確認する。
発育促進有：カルバペネマーゼ産生 陽性
発育促進無：カルバペネマーゼ産生 陰性
菌株によっては，  ATCC25922の発育阻害物質
を産生して画線部分の周辺にクリアーゾーンが出現
することがある。このような菌株がカルバペネマー
ゼを産生するか否かの判定はmodified Hodge testで
行うことはできない。

Modified Hodge test陽性でカルバペネム系薬に感性
(エルタペネム MIC ≦ 2μg/mL ; イミペネム MIC ≦ 4μ
g/mL ; メロペネム MIC ≦ 4μg/mL) を示した菌株につい
ては，カルバペネム系薬のカテゴリーは報告せず，次のよ
うにコメントする：「この菌株はカルバペネマーゼを産生
することが確認されている。このようなIn vitroにおいてカ
ルバペネマーゼを産生することが確認されているカルバペ
ネム系薬感性腸内細菌科 (エルタペネム MIC ≦ 2μg/mL ; 
イミペネム MIC ≦ 4 μg/mL ; メロペネム MIC ≦ 4μg/mL) 
に対するカルバペネム系薬による治療効果は確認されて
いない。」Modified Hodge testの結果が陰性となった場
合，カルバペネム系薬に対するMICブレイクポイント
は，通常のCLSIのクライテリアに従う。

試験実施日にカルバペネマーゼ陽性株および陰性株
を用いた精度管理を実施する。
-modified Hodge test 陽性-

  ATCC BAA-1705
-modified Hodge test 陰性-

  ATCC BAA-1706

エルタペネム 2 μg/mL
イミペネム 2～4 μg/mL
メロペネム 2～4 μg/mL
カテゴリーが[S]を示し
ても，カルバペネマーゼ
産生株の可能性がある。
Modified Hodge testを
確認試験として実施する。

エルタペネム19～21mm
メロペネム16～21 mm
カテゴリーが[S]を示して
も，カルバペネマーゼ産生
株の可能性がある。
Modified Hodge testを確認
試験として実施する。(イミ
ペネムディスクはカルバペ
ネマーゼのスクリーニング
試験には適さない)

どのような場合に本
試験を実施するのか

エルタペネム 10μg または
メロペネム 10μg  
(イミペネムディスクはカルバ
ペネマーゼのスクリーニング
試験には適さない)

エルタペネム1μg/mL または
イミペネム1μg/mL または
メロペネム1mg/mL

E. coli

E. coli

E. coli E. coli K. pneumoniae

K. pneumoniae

表４．CLSI M100-S20, 2010 が推奨する腸内細菌科に属する菌が産生するカルバペネマーゼのスクリーニング試験および表現型確認試験（文献 8 を和訳）



Sysmex Journal Web Vol.11 No.1 2010

図５．CLSI が推奨する modified Hodge test によるクラス A に属するカルバペネム系薬加水分解酵素産生株の 
 検出例 (M100-S20 参照 )
McFarland No. 0.5 に調整した E. coli ATCC25922 をさらに 10 倍希釈した上で，培地表面に塗沫し，培地中央部
にはエルタペネムディスクを貼付した。供試菌株として KPC-2 産生肺炎桿菌（下部左側），KPC-3 産生大腸菌（下
部右側）および CTX-M-44 産生大腸菌（上部）を用いた。KPC-2 産生肺炎桿菌（下部左側）および KPC-3 産生
大腸菌（下部右側）を画線された供試菌株に沿って明らかな阻止円の変形（クローバー葉の凹）が認められる。
画線部分に沿ってこの変形を認めた場合，供試菌株が中央に貼付した抗菌薬を不活化していることが確認され
る。この場合は，画線された KPC-2 産生肺炎桿菌および KPC-3 産生大腸菌がエルタペネムを不活化 ( 加水分解 )
したことが確認された。後述の方法で、画線された菌株が MBL を産生しないことが確認されれば，供試菌株は
クラス B 以外のβ-ラクタマーゼ（腸内細菌科に属する菌の場合はクラス A に属する酵素である可能性が高い）
産生株であることが示唆される。なお，上部の CTX-M-44 産生大腸菌の画線部周囲にも，僅かではあるがクロー
バー葉の様な形が認められる。CTX-M-44 はカルバペネム系薬をゆっくりではあるが，分解する能力を有してい
るからである。
しかし注意すべきは，アシネトバクター属菌から遺
伝子が検出されても，それが直接カルバペネマーゼ
産 生 と は 結 び つ か な い こ と で あ る。 す な わ ち，
OXA-型カルバペネマーゼ産生には，その構造遺伝子
の他に特殊な挿入配列を必要とする酵素が多い３，15）。
例えば，A. baumannii は，すべての菌株がその染色
体上に OXA-51-like カルバペネマーゼをコードする
遺 伝 子 ( blaOXA-51-like) を 保 有 し て い る が， 多 く の
A. baumannii は OXA-51-like カルバペネマーゼを産生
せず，産生する菌株は blaOXA-51-like の上流に ISAba1 と
呼ばれる挿入配列を有している。また，OXA-23 およ
び OXA-58 も ISAba1，ISAba2，ISAba3，ISAba3-like

あるいは ISAba4 といった挿入配列が必要であると
されている。したがって，PCR によって OXA-型カ
ルバペネマーゼを検出する際は，OXA-型カルバペネ
マーゼの構造遺伝子の検出とともに，上流に挿入配
12
列が存在するか否かを検索することが必要となる。
ISAba1 ～ ISAba4 と OXA-型カルバペネマーゼとの関
連性を確認するために必要な PCR 用プライマー 44）

を表３に示している。

■	MBL 産生菌の検出法
MBL の表現系をもとにした検出法では，エチレン

ジアミン四酢酸二ナトリウム ( EDTA ) やメルカプト
酢酸ナトリウム，メルカプトプロピオン酸，ジピコ
リン酸などのキレート剤の存在下でその活性を失う
という性質が利用される３，45）。日本で汎用されている，
メタロ-β-ラクタマーゼ SMA' 栄研 ' ( 栄研化学社 ) は
メルカプト酢酸ナトリウム ( 図６) を，Etest MBL 

( シスメックス・ビオメリュー社 ) は EDTA ( 図７) をそ
れぞれキレート剤として利用している。なお，imipenem
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図７．MBL 検出用 Etest による MBL 産生菌の検出例
MBL の一種である IMP-1 を産生する緑膿菌を対象に実施し
た。本菌株は，Etest のイミペネム単独部分の周囲に阻止帯を
認めないが，EDTAが配合された部分周囲に阻止帯を認める。
この事実から本菌株が MBL を産生すると判定される。

図６．メタロ-β-ラクタマーゼ SMA' 栄研 ' による MBL 産生菌 
 の検出例
MBL の一種である IMP-1 を産生する緑膿菌を対象に実施し
た。本菌株は，イミペネムディスクおよびセフタジジムディ
スク周囲に阻止円を認めないが，SMA に近接したイミペネム
ディスクおよびセフタジジムディスク周囲に阻止円の拡張を
認める。この事実から本菌株がMBLを産生すると判定される。
および ceftazidime が MBL の検出目的で使用されるが，
産生される MBL の特性により，imipenem で検出しやす
いものと ceftazidime で検出しやすいものとがある。した
がって，筆者らは MBL の検出には両薬剤を用いること
が必要であると考えている。

PCR で MBL をコードする遺伝子を検出することは
可能である。しかし，次々と新たな MBL が発見され
ている現在，臨床材料から分離された菌株が産生す
るすべての MBL を PCR で検出することは困難であ
る。主要な MBL を検出する際に PCR で使用される
プライマーを表３に示している 46 ～ 48）。また，上述のよ
うに MBL 産生株が多剤耐性を示すことは良く知られ
ている。その理由はインテグロンと呼ばれる特殊な遺
伝子構造中に，MBL をコードする遺伝子を含む多数の
薬剤耐性遺伝子が存在するためである。表３には
Shibata らが報告したインテグロン構造解析に有用なプ
ライマーも示している 48）。
1

■	お わ り に
各種β-ラクタマーゼの特長およびその検出法に関

して述べてきた。分子生物学の進歩に伴い，PCR 法
をもとにした遺伝子検出技術の発達には目覚ましい
ものがある。しかし，PCR 法による遺伝子検査に頼
りすぎると，時として誤った情報を伝えてしまうこ
とがある。筆者は，耐性菌の検出には薬剤感受性試
験成績をもとに確認する方法が，現時点における最
善の方法であると考えている。検査室の情報がベッ
ドサイドで有効利用されるためには，検査室では正
しい検体を採取，正しい原因菌の分離培養，正しい
薬剤感受性試験が重要である。そのためには臨床医
と検査技師の連携が必要不可欠であると考えている。
3
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