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14:00～ 14:45 座長：和知野 純一（名古屋大学） 

大阪府内で分離した百日咳菌の分子疫学解析および薬剤耐性について 

○山口貴弘 1, 勝川千尋 2, 河原隆二 1, 川津健太郎 1

(1地方独立行政法人 大阪健康安全基盤研究所, 2大阪府立大学 生命環境科学研究

科) 

グラム陽性菌 

Mycobacterium abscessus complex のマクロライド誘導耐性に関する微生物学的検 

○吉田志緒美, 露口一成, 小林岳彦, 井上義一, 鈴木克洋  

(国立病院機構近畿中央呼吸器センター)

侵襲性ペニシリン低感受性 B 群レンサ球菌の全ゲノム解析 

○小出将太1,5, 林航1, 飯村将樹2, 吉田諭史2, 泉克俊2, 木村幸司3, 荒川宜親3,4, 

長野由紀子 3,4, 長野則之 1,2

(1信州大学大学院 総合医理工学研究科, 2信州大学大学院 医学系研究科, 3名古

屋大学大学院 医学系研究科, 4修文大学医療科学部 臨床検査学科, 5長野県立こ

ども病院) 

〜☕〜☕〜coffee break	14:45～15:00	〜☕〜☕〜 

15:00～ 16:15 座長：久恒 順三（国立感染症研究所） 

疫学と検出方法 

IMP-6 表現型を有する腸内細菌目細菌の地理的分布と抗菌薬使用量との関連性：薬剤

感受性全国サーベイランスデータを用いた解析 

○平林亜希 1, 矢原耕史 1, 梶原俊毅 1, 菅井基行 1,柴山恵吾 1,2

(1国立感染症研究所 薬剤耐性研究センター, 2国立感染症研究所 細菌第二部) 

Python を用いた薬剤耐性遺伝子媒介プラスミドの鳥瞰的表示とその系統解析 

○津田裕介 1, 和知野純一 1, 木村幸司 1, 荒川宜親 1,2

(1名古屋大学大学院 医学系研究科 分子病原細菌学, 2修文大学 医療科学部 臨床

検査学科) 

CTX-M 遺伝子保有 I1 プラスミドの POT 法による分類 

○鈴木匡弘, 土井洋平 

(藤田医科大学 医学部 微生物学講座) 
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Drug Susceptibility Testing Microfluidic device (DSTM)法を用いた迅速β―ラクタマーゼ

検査法：血液培養陽性検体への応用 

○小川美保 1, 坂田竜二 1, 佐々木真一 1, 市村禎宏 1, 松本佳巳 2,3 

(1(株)ビー・エム・エル総合研究所, 2(株)フコク マイクロ TAS 開発グループ,  

3大阪大学産業科学研究所) 

 

2019 年の JANIS データから見る薬剤耐性菌の動向 

○川上小夜子 1, 矢原耕史 1, 柴山恵吾 1,2, 菅井基行 1 

(国立感染症研究所 1薬剤耐性研究センター, 2細菌第二部) 

 

☕ ☕〜 〜 〜 coffee break	16:15～16:30 ☕ ☕〜 〜 〜 

 

16:30 ～（17:30） 

話題提供 

 
座長：小川 美保（株式会社ビー・エム・エル） 

 

 
 

AMR に関する最近の話題 -これまでとこれから- 

 

菅井 基行 
（国立感染症研究所 薬剤耐性研究センター） 
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☕ ☕〜 〜 〜 coffee break	16:15～16:30 ☕ ☕〜 〜 〜 

 

16:30 ～（17:30） 
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市医師会臨床検査センター, 4修文大学医療科学部 臨床検査学科) 

 

〜☕〜☕〜coffee break	10:00～10:15	〜☕〜☕〜 

 

 

10:15～11:15     座長：林 航（信州大学） 

CPE/CRE（2） 

医療施設で分離されたカルバペネム耐性 Pseudomonas putida グループ菌株の分類と

分子疫学解析 

○遠矢真理1, 多田達哉1, 霜島正浩2,3, 寺本華奈江4, 小川美保2, 上地幸平5, 前

田士郎 5, San Mya6, Htay Htay Tin6, 藤田次郎 7, 切替照雄 1 

(1順天堂大学大学院医学研究科微生物, 2株式会社ビー・エム・エル, 3株式会社

スギヤマゲン, 4株式会社島津製作所, 5琉球大学医学部付属病院検査 輸血部, 

6National Health Laboratory, 7琉球大学医学部付属病院) 

 

大阪府内で分離された mCIM 陽性 Enterobacter cloacae complex 株の解析 

○河原隆二, 山口貴弘, 安達史恵, 安楽正輝, 川津健太郎 

(大阪健康安全基盤研究所) 

 

日本の医療施設で分離されたカルバペネム耐性 Providencia spp. の細菌学的・遺伝学

的特性 

○岩田秀 1, 多田達哉 1, 菱沼知美 1, 遠矢真理 1, 桒原京子 1, 大城聡 1,小川美保 2, 

霜島正浩 2, 切替照雄 1 

(1順天堂大学医学部微生物学講座, 2株式会社 BML) 

 

日本の医療施設で分離された VIM 型カルバペネマーゼ産生 MDRP の分子疫学解析 

○菱沼知美 1, 多田達哉 1, 遠矢真理 1, 霜島正浩 2,3, 切替照雄 1 

(1 順天堂大学大学院医学研究科微生物学, 2 株式会社ビー・エム・エル, 3 株式会

社スギヤマゲン) 

 

11:15～ 

閉会の挨拶      小川 美保（株式会社ビー・エム・エル） 
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11月 12日（金）16:00 ～ 

 
特別講演   抄 録 
 

 

 

バイオフィルムは細胞不均一性・ 

自然突然変異株を生む場である 

 

野村 暢彦 

筑波大学 生命環境系 教授 

微生物サステイナビリティ研究センター 副センター長 

JST ERATO野村集団微生物制御プロジェクト 研究総括 

JST ACT-X 環境とバイオテクノロジー領域 研究総括 

 



 

バイオフィルムは細胞不均一性・自然突然変異株を生む場である 

 

野村暢彦 

筑波大学 生命環境系 教授 

微生物サステイナビリティ研究センター 副センター長 

JST ERATO野村集団微生物制御プロジェクト 研究総括 

JST ACT-X 環境とバイオテクノロジー領域 研究総括 

Email: nomura.nobuhiko.ge@u.tsukuba.ac.jp 
 

新型コロナ感染症が、人々の日々の生活そして経済まで多大な影響を与えたことにより、

微生物への関心が高まっている。微生物は、その様な感染症のみならず、健康・食・環境

全てに広くかかわり、SDGsの多くの項目の達成にも関与している。よって、21世紀は健康・

食・環境にかかわる微生物制御が人類の重要な課題の一つと言っても過言ではない。単細

胞の微生物は、地球上ではいつも一匹でふらふらと自由生活をおくっているように考えら

れていたが、しかし、近年、それら微生物は、会話し、群れて集団（バイオフィルム）に

なり微生物社会を形成していることが明らかになってきた。興味深いことに、微生物の集

団バイオフィルムも環境に適応して柔軟に変化することもわかってきた(1)。そして、バイ

オフィルムの中では、微生物の様々なコミュニケーションシステムを介した微生物社会が

形成されていることが明らかになってきた(2-4)。また、バイオフィルム内では細胞の不均

一性さらには多様性が生み出されており、まるでバイオフィルム自体が一つの生命多様性

発生装置のように振る舞っているように思える。このような微生物社会と植物・動物の関

係の理解は、感染症や腸内細菌などの研究においてもますます重要となるであろう(5)。本

講演では、そのような微生物社会とそれを解析するための最新イメージング解析技術もあ

わせて紹介させていただく(6)。 

 

1)  Obana N., et al. (2020) NPJ Biofilms and Microbiomes 6. 

2)  Turnbull L., Toyofuku M., et al. (2016) Nature Communications 7. 

3)  Toyofuku M., et al. (2017) Nature Communications 8. 

4)  Toyofuku M., Nomura N., Eberl, L. (2019) Nature Reviews Microbiology 17. 

5)  Obana N., et al. (2017) Infection and Immunity 85. 

6)  Yawata Y., et al., (2019) Applied and Environmental Microbiology 85. 
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VanD型バンコマイシン耐性 Enterococcus faecalisの分子疫学的解析 
 
三村健介 1、橋本佑輔 1、野村隆浩 1、久留島潤 1、平川秀忠 1、谷本弘一 2、村谷哲郎 3、 
富田治芳 1, 2 
1群馬大学大学院 医学系研究科 細菌学,  
2群馬大学大学院 医学系研究科 附属薬剤耐性菌実験施設,  
3ひびき AMR研究会 
 
【目的】 バンコマイシン耐性腸球菌（VRE）は院内感染の原因となる代表的な薬剤耐性
菌で、近年問題となっている。その中で世界的に報告が極めて少ないものに VanD型 VRE
がある。VanD型 VREはバンコマイシンに対し高度耐性を示し、これまでに Enterococcus 
faeciumに関しては複数の論文報告があるが、E. faecalisに関しての報告はほとんど無い。
今回、我々は国内で分離された VanD型 VRE（E. faecalis）4株の分子疫学的解析を行った
ので報告する。 
【方法】 北九州地域の３つの医療機関から SVR2085（2012年 A病院 尿検体）、SVR2281 
（2015年 B病院 尿検体）、SVR2330（2017年 B病院 尿検体）、および SVR2331 （2018
年 C病院 便検体）の VanD型 VRE（E. faecalis）が分離された。これら 4株を解析対象
とし、各種抗菌薬のMICを測定、MLST/PFGE解析ならびに全ゲノム解析を行った。 
【結果】 VANのMIC値はそれぞれ 64 mg/L（SVR2085）、＞1024 mg/L（SVR2281）、
1024 mg/L（SVR2330）、＞1024 mg/L（SVR2331）と高度耐性を示し、またゲンタマイシ
ン、メロペネムなど多剤に耐性であった。ST 型は 3株 (SVR2085、SVR2281、SVR2330)
は ST392、1株（SVR2330）は ST4であった。PFGEのパターンは ST型と同様に分類さ
れた。VanD ligaseの塩基配列を比較したところ、ST392型の 3株は E. faeciumで報告され
ている既存の VanD5と一致していた。一方、ST4型の 1株はこれまで報告されている VanD 
ligaseの分類（VanD1-VanD6）とは異なることから、新たに VanD7と名付けた。VanD 型 
VAN 耐性遺伝子を保有する genomic island全体の大きさは 179-249kbであり、ST392型
の 3株の genomic islandは類似の構造で宿主染色体の lysS内に挿入されていた。ST4型の
1株は既報にみられない genomic islandの構造であり、late competence protein Comオペ
ロン内に挿入されていた。 
【考察】 今回解析した 4株の VanD型 VRE (E. faecalis)のうち 1株は他とは ST型が異な
り、VanD ligaseの遺伝子配列や genomic islandの構造も大きく異なることから別の由来と
考えられた。他の 3株は同一の起源・由来を持つ近縁株と考えられ、同一起源を持つ VanD
型 VRE (E. faecalis)が北九州地域に伝播・拡散している可能性が示唆された。 
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大阪府における VRE 感染症の現状と分離株の解析 

 

○原田哲也 1、梅川奈央 1、中村寛海 1、河原隆二 1、川津健太郎 1、久恒順三 2、沓野

祥子 2、松井真理 2、鈴木里和 2、菅井基行 2 

1.大阪健康安全基盤研究所、2.国立感染症研究所 薬剤耐性研究センター 

 

感染症法により五類感染症に位置付けられるバンコマイシン耐性腸球菌

（Vancomycin-resistant enterococci；VRE）感染症の報告数は、近年、増加傾向に

ある。大阪府内では、2013 年から 2015 年まで毎年 5 件程度で推移していたが、2016

年から増加に転じ、2017 年には 26 件、2018 年には 24 件、2019 年には 32 件が報告さ

れ、全国で最多となった。また、この間、複数の医療機関で院内感染事例も発生した。

大阪府では感染症発生動向調査事業の一環として、発生届の対象となった VRE 菌株の

試験検査を実施している。また、院内感染が疑われる保菌事例についても、医療機関

からの依頼に基づいた菌株解析を実施している。 

2016 年 1 月から 2020 年 9 月に大阪府とその近隣県で患者または保菌者より分離

されたVRE 581株について、菌種同定とバンコマイシン耐性遺伝子（vanAおよびvanB）

の検出を実施した。その結果、vanA 保有の VRE が 97.9％（Enterococcus faecium；

554 株、E. avium；8 株、E. raffinosus；3 株、E. casseliflavus；2 株、E. faecalis；

1 株、E. gallinarum；1 株）、vanB 保有の VRE は 2.1％（E. faecium；11 株、E. faecalis；

1 株）で、分離株の 95.4％が vanA 保有の E. faecium であった。 

vanA 保有 E. faecium の地域内伝播は公衆衛生上の重大な懸念材料となることか

ら、分離株の遺伝学的関連性を明らかにするため、パルスフィールドゲル電気泳動

（PFGE）法を用いた遺伝子型別を実施した。類似度 90％を基準としてクラスタリング

解析した結果、554 株は 148 の PFGE 型に分けられ、バリエーションに富んだ PFGE 型

が大阪府とその近隣県に広がっていることが明らかとなった。一方、院内感染事例で

は単一の PFGE 型を示す菌株が優位に分離されていることから、特定の菌株による水

平伝播が院内感染の原因であることが推察された。また、同一の PFGE 型を示す菌株

が、隣接する複数の医療機関で分離されるケースも散見されることから、周辺地域で

の VRE 分離状況を把握し、VRE の持ち込みを防ぐことが院内感染の発生防止につなが

ると考えられた。 

一定期間に異なる医療機関で分離されたPFGE型の異なるvanA保有E. faecium 8

株について、全ゲノム解析およびサザンハイブリダイゼーションを実施した。その結

果、全ての供試株が clonal complex 17 に属し、さらに、7株が保有する vanA プラス

ミドが近年報告された線状プラスミド pELF2（108,102 bp）と高い類似性を示すこと

が明らかとなった。本プラスミドは接合伝達により菌株間を水平伝播する可能性が高

く、本プラスミドの広範な伝播が VRE 感染症増加の一因となっている可能性が示唆さ

れた。 
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IncFプラスミド POT法開発のための検出 ORF候補検索の検討 

 

鈴木匡弘、土井洋平 

藤田医科大学医学部微生物学講座 

 

【目的】プラスミドは薬剤耐性遺伝子の伝達にしばしば関与し、プラスミドを介して菌株間ある

いは菌種間に薬剤耐性遺伝子が広がる院内感染事例の存在が指摘される。そのため、特

にカルバペネマーゼ産生腸内細菌目細菌のアウトブレークの際はプラスミドの伝播も調査し

た方が良いとされるが、簡易な手法が無いため見逃されることが多いと推測される。プラスミ

ドは不和合性（Inc 型）により分類され、IncF プラスミドはもっとも保有頻度の高いプラスミドの

グループで、薬剤耐性と関連することも多い。しかし、複数個を保有する菌がしばしば観察

され、ORF の PCR 検出パターンによる分子疫学解析法では混合したパターンとなるため、

遺伝子型の判断が困難という問題がある。そこで、IncF の簡易タイピング法実現のため、ま

ずプラスミド識別能が高い検出ORFの組みあわせを調査することを目的とした。最終的には

検出された ORFパターンから、同一プラスミドを保有する確率を推定することを目指す。 

【方法】NCBI データベースからダウンロードした complete ゲノムデータから、PlasmidFinder

を用いて IncF プラスミドを選別した。NDM、OXA、KPC、IMP が組み込まれている 283 個の

プラスミドデータを選別し、そのうち 150株から得られた 164個のプラスミドを検出 ORF検索

の対象とした。残りの 119個のプラスミドは検証用とした。検出ORF候補は検索対象プラスミ

ドの識別能がなるべく高くなるよう、コンピューター上で試行を繰り返し、選択した。 

【結果】試行を繰り返して得られた組みあわせから、頻繁に出現する ORF を組み合わせるこ

とで、識別能の高いORFセットが得られた。このORFセットは検証用プラスミドにおいても検

索対象のプラスミドと同等の識別能であった。今後、PCR による検出の可否、及び検出され

た ORF の検出確率から、2 株間で共有した ORF から、同一プラスミドを保有する確率の推

定を目指す。 

－18－



ORF系統樹を利用したアウトブレイク解析 
 

林謙吾 1、鈴木匡弘 1、土井洋平 1.2 

1藤田医科大学医学部微生物学講座 

2藤田医科大学医学部感染症科 

 

【背景】 

現在、医療施設における薬剤耐性菌の蔓延は世界的な問題となっている。なかでも院内感

染やアウトブレイクは重大な問題であり、迅速な感染制御や伝播経路の推定が求められて

いる。近年ではWhole-genome sequence (WGS)の登場により、菌種の同定や薬剤耐性遺伝子

の同定だけではなく、single nucleotide polymorphisms (SNPs)解析や菌株間の疫学的関連性ま

で解析が可能になった。とくに SNP 解析はアウトブレイクの検出や追跡などに有効な分子

疫学解析法とされており、代表的な手法として short-read sequenceを用いた core SNPによる

系統樹解析がある。一方、MinION に代表される Nanopore sequence はリードエラーの多さ

から SNP 解析には向かないとされるが、その迅速さと導入コストの安さから分子疫学解析

への応用が期待される。そこで我々はMinIONでも実施可能な分子疫学解析手法の考案を目

的として、ORF保有パターンに着目した系統解析を検討した。 

【方法】 

藤田医科大学病院から分離されたアウトブレイク株を含む Enterobacter hormaechei 64株、お

よび NCBIからダウンロードした 162株のドラフトゲノムデータを用いた。MinIONによる

シークエンスデータから保有する ORFを解析し ORF系統樹を作成した。このとき、パンゲ

ノム配列とクロモソーム配列の 2 つのパターンについて解析を行った。本研究で用いるク

ロモソーム配列とは、我々のスクリプトによって推定されたゲノム配列である。これらの

ORF 系統樹と Illumina リードによる core SNPs 系統樹 (以下 SNP 系統樹 )の間で

Fowlkes-Mallows indexを用いて系統樹の類似性の評価をした。加えて、各菌株間の ORF保

有パターンの差を ORF距離として算出し、ヒートマップを用いてクラスター解析すること

で、近縁なクローンでは ORF距離が近くなることを確認した。 

【結果と考察】 

ORF保有パターンにより形成される系統樹のトポロジーは SNP系統樹のものと完全に同じ

ものにはならなかったが、クラスター単位では類似していた。この特徴は推定クロモソー

ム配列を用いた ORF系統樹で顕著にみられた。また、近縁なクローンでは ORF保有パター

ンの相関もよく、菌株間の ORF距離が近くなることが明らかとなった。これはパンゲノム

を用いたヒートマップ解析でより明瞭であった。これらの結果から、ORF 系統樹は分子疫

学解析に利用できる可能性があり、MinIONを用いることで解析時間の短縮につながること

が示唆された。 
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腸内細菌科細菌の tunicamycin resistance proteinは 

aminoglycoside 3-N-acetyltransferase と強く関連する 
○津田 裕介 1、和知野 純一 1,2、木村 幸司 1、荒川 宜親 1,2 

1名古屋大学大学院・医学系研究科・分子病原細菌学 

2修文大学・医療科学部・臨床検査学科 

 

Tunicamycin resistance protein(tmr) は 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン や タ イ コ 酸 合 成経路 を 阻害 す る
tunicamycin(TM)に対する薬剤耐性遺伝子であり、Bacillus subtilis で最初に報告された。B. subtilis が持つ

Tmr は細胞膜上のポンプとして TM を排出し耐性をもたらすと推定されている。近年、腸内細菌科細菌で tmr と名付

けられた遺伝子(tmrE)が、aminoglycoside 3-N-acetyltransferase(AAC(3)-II)と隣接する遺伝子構造

(aacC2-tmrE region)で世界中から検出されている。しかしながら、これまで tmrE の機能に関する研究はなく、また

TM は臨床や畜産、農業で使用されていない薬剤で腸内細菌科細菌の増殖を阻害しないことから、tmrE が広く分布

することは不可解な現象であると考えられた。そこで、TmrE が TM 以外の抗生物質に対する耐性をもたらすと仮定し、

TmrE の機能解析を目的に研究を行なった。 

ESBL を産生する臨床分離された Escherichia coli で 20/100株で tmrE が検出された。この 100株に対する

TMのMICは>128 μg/mLであった。TMのMICが<0.06 μg/mLであるB. subtilis Δtmr::ermC株で tmrE

を発現させたところ、その株に対する TM の MIC は<0.06 μg/mL のままであった。これらから、TmrE は B. subtilis

において TM の耐性に寄与しない可能性が考えられた。次に、tmrE 陽性の臨床分離 E. coli と tmrE 陰性 E. coli

に対して ampicillin, cefotaxime, cefmetazole, meropenem, ciprofloxacin, ST, fosfomycin で薬剤感受
性試験を行なったところ、それらの MIC に株間で差はみられなかった。一方、aminoglycoside 系抗菌薬で薬剤感受

性試験を行ったところ、tmrE 陽性 E. coli に対する gentamicin, sisomicin, kanamycin, tobramycin, 

dibekacinの MICが有意に高かった。しかしながら、TmrE を発現させた E. coli DH5αではそれら aminoglycoside

系抗菌薬への耐性は示さず、この薬剤感受性パターンは AAC(3)-II に起因すると考えられた。これらのことから、TmrE

は単独では薬剤耐性に寄与しない可能性を考えた。 

そこで、当研究室で開発した薬剤耐性遺伝子媒介プラスミドのマッピングプログラムを用いて、公共データベースに登
録されている E. coli 由来のプラスミドについて tmrE 周辺の薬剤耐性遺伝子を網羅的に解析したところ、tmrE は

256/274(93.4%)で aacC2(AAC(3)-IIa/e/d)と隣接した構造を持つことがわかった。ここから TmrE が

AAC(3)-II と関連があると考え、C末端に FLAG tag をつけた TmrE、6xHis tag をつけた AAC(3)-IId をそれぞれ

２種のベクターを用い DH5αで共発現させ、共免疫沈降実験を行った。その結果、TmrE-FLAG を免疫沈降した際に

AAC(3)-IId-6xHis が共免疫沈降した。この結果から、TmrE が AAC(3)-IId と複合体を作り、これらが強い関連を

持つことがあきらかとなった。今後、この複合体に着目し TmrE の機能解析を進めていく。 
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抗酸菌はなぜ抗菌薬が効きにくいのか？  
抗酸菌内因性薬剤耐性機構の網羅的解析 

 
港雄介 

 
藤田医科大学医学部 微生物学講座 

 
 世界三大感染症の一つである結核により、現在でも世界で年間約 140 万人が命を
奪われている。結核は主に発展途上国で猛威を振るっている感染症であるが、わが

国を含む先進国でも結核菌の類縁菌である非結核性抗酸菌による感染症が増加傾向

にあり問題となっている。結核や非結核性抗酸菌感染症の治療は容易ではない。そ

の主な要因として、抗酸菌は多くの抗菌薬に対して抵抗性を示すため、治療期間が

長期間を要する点が挙げられる。加えて、薬剤耐性抗酸菌の世界的な拡大によって

さらに長期間の治療が必要な症例や、治療不可能な症例が増加している。そこで、

より効果の高い新規治療薬の開発が望まれているが、製薬企業による抗菌薬の研究

開発は全般的に減少の一途をたどっており、治療の難治化への対応が困難となって

きている。 
 我々は、抗酸菌が抗菌薬に対して抵抗性を示すメカニズムの解明を目的に研究を

おこなってきた。そして、抗酸菌の脂肪酸代謝経路やビタミンの生合成経路など、

これまで予想されていなかったメカニズムによって、抗酸菌が抗菌薬に対して抵抗

性を示していることを明らかにした。本発表では、我々の最新の知見を紹介させて

頂き、皆様との今後の共同研究の可能性についても議論させて頂きたい。 
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マクロ孔型の多孔質炭素を利用した腸管出血性大腸菌の志賀毒素と 
3型分泌蛋白質の吸着による病原性抑制 

 
平川秀忠 1、鈴江一友 3、滝田綾子 1、富田治芳 1, 2 

 1群馬大学大学院医学系研究科細菌学講座 
2群馬大学大学院医学系研究科附属 薬剤耐性菌実験施設 

3群馬大学大学院医学系研究科生体防御学講座 
 

[目的] 腸管出血性大腸菌は、食中毒の起因菌であり出血性の下痢に加えて、溶血性尿毒症

症候群（HUS）や急性脳症などの発症により重症化することが知られている。本菌の主要

な病原性因子として、志賀毒素と 3 型分泌蛋白質と呼ばれる 2 種類の病原性蛋白質が知ら

れている。本研究では、上記の病原性蛋白質を吸着すると期待される 150nmの細孔を持つ

吸着炭を用いて本菌の病原性の抑制を試みた。 

 
[方法] ラテックス凝集反応試験により、志賀毒素の定量を行った。3型分泌蛋白質の定量は

抗 EspB抗血清を用いたウエスタンブロッティングにより行った。Citrobacter rodentium

を用いてマウスの腸管内における病原性評価を行った。 

 
[結果] 腸管出血性大腸菌を本吸着炭存在下で培養を行った結果、志賀毒素と EspB の両蛋

白質とも強く吸着されることがわかった。一方で、志賀毒素と EspBの発現レベルには影響

を与えなかった。本吸着炭を餌とともに摂食させたマウスは、C. rodentium感染後は、最

終的には全頭死亡するものの、生存日数は有意に延長された。非感染マウスにおいては、

本吸着炭摂食により消化管の傷害や生育不良などの異常は認められなかった。さらに、本

吸着炭は、乳酸菌や腸球菌などの腸内細菌に対しても悪影響を与えなかった。 

 
[考察] 以上の結果から、本吸着炭は、志賀毒素と 3 型分泌蛋白質を吸着することで、腸管

出血性大腸菌の病原性を減弱できうることが示された。 
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国産食肉からの薬剤耐性菌の分離状況とゲノム解析について 

 

○山口貴弘 1、河原隆二 1、原田哲也 1、若林友騎 1、中村昇太 2、元岡大祐 2、松本悠希 2、中

山達哉 3、山本容正４、川津健太郎 1 

1地方独立行政法人 大阪健康安全基盤研究所 2大阪大学 微生物病研究所 3広島大学大

学院総合生命科学研究科 4岐阜大学大学院連合創薬医療情報研究科 

 

【背景】 

「薬剤耐性菌」の出現と蔓延は、ヒトの感染症の難治化や畜水産業の経済被害等を引き

起こす世界規模の問題であり、One Health approachの観点から、ヒト、環境、畜産の多角

的な種々の取り組みが求められている。特に食肉においては、家畜への抗菌薬の使用によ

り、発生・選択された薬剤耐性菌が食品を介してヒトへ伝播する可能性が指摘されている。 

本発表では国内に流通する食肉（牛肉、豚肉、鶏肉等）から種々の薬剤耐性菌の分離状

況および分離した薬剤耐性菌について薬剤耐性遺伝子等の網羅的解析を実施した結果の一

部を報告する。 

【方法】 

2020年 4月から 2021年 9月までに大阪府、岐阜県、神奈川県で購入した食肉 452検体（牛

肉 135、豚肉 144、鶏肉 173）を用いた。食肉 25 gを BPW225 gに取り、37℃で一晩培養す

る。その後、培養液を 1 µg/mLセフォタキシム含有 CHROMagar ECC（CTX-ECC）、0.25 µg/mL

メロペネム含有 CHROMoagar ECC(M-ECC)、CHROMagar COL-APSE(COL-APSE)にそれぞれ塗布し、

35℃で一晩培養し薬剤耐性菌を分離した。CTX-ECC では E.coli は青色、腸内細菌科細菌は

赤色コロニー、M-ECCは E.coliは青色、それ以外は赤色、白色コロニー、COL-APSEは藤色

コロニーを釣菌し、これまでに計 478 株を分離した。分離した菌株のうち 367 株について

は HiSeq（Illumina 社）を用いてゲノムデータを取得し解析を行った。菌種の同定は、生

化学的性状、MALDI-TOF/MS、全ゲノム MLST または Kraken2 の結果から総合的に判断した。

薬剤感受性試験はドライプレート（栄研化学）を用い、CLSI の方法に従い実施した。また

抗菌薬ディスクと阻害剤による、MBL、KPC、ESBL、AmpC等の主要なβ-ラクタマーゼの鑑別

試験を合わせて実施した。 

【結果・考察】 

ゲノムデータを取得した株 CTX-ECC分離株 249株、M-ECC分離株 96株、COL-APSE分離株

22株の計 367株であった。CTX-ECCで分離した菌種のうち E.coliが 55.8％を占め、鶏肉由

来が 136株、豚肉由来が 3株であった。また M-ECCでは Pseudomonas sp.が 85.4％であり、

由来は鶏肉が 58％と多く、牛肉と豚肉由来はそれぞれ 15％と 19％であった。 

 CTX-ECCで分離した E.coliは CTX-M遺伝子のうち、blaCTX-M-2がもっとも最も検出が多く、

ついで-14、-55の順であった。また M-ECCで分離した Pseudomonas sp.のうち blaPOM-1を有

する株が 10株、blaPOM-2を有する株が 4株であった。POM遺伝子保有の Pseudomonas sp.は 1

株が豚肉由来で残りすべてが鶏肉由来であった。 

 発表では、さらに詳細な結果を報告予定である。 
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ネパールの医療施設で分離された高度コリスチン耐性 Aeromonas jandaeiのゲノム特性 
○米田智樹 1、多田達哉 1,2、Jeevan B. Sherchand3、切替照雄 1,2 
1順天堂大学医学部微生物学講座 
2順天堂大学大学院医学研究科微生物学 
3トリブバン大学医学部微生物学教室 
 
【背景及び目的】コリスチンは複数の抗菌薬に耐性を持つ多剤耐性菌に対する限られた治療

薬の一つであり、コリスチン耐性菌が途上国の医療現場で脅威となっている。我々は 2019年
にネパールの医療機関から分離されたコリスチン耐性 Aeromonas jandaei 1株を分離した。A. 
jandaei は 1991 年に魚類に病原性を示す新菌種として同定され、以降、ヒトからの分離報告
はほとんどない。本研究では、コリスチン耐性 A. jandaeiにおけるコリスチン耐性因子を明ら
かにするとともに、そのゲノム特性を解析した。 
【方法】2019年にネパールの医療機関から分離されたコリスチン耐性 A. jandaei 1株を用いた。
β-ラクタム系薬、アミノグリコシド系薬、キノロン系薬、テトラサイクリン系及びコリスチ
ンに対する薬剤感受性試験、次世代シーケンサによる完全長ゲノムの決定、コリスチン耐性

因子の同定を行った。さらに、新規に同定されたコリスチン耐性因子を大腸菌及び Aeromonas 
hydrophilaにクローニングし、大腸菌及び Aeromonas属菌におけるコリスチン感受性を比較す
るとともに、両菌種におけるコリスチン耐性因子の発現を qRT-PCRにより比較した。 
【結果と考察】A. jandaei JUNP479株はセフトリアキソン耐性（8㎍/ml）、イミペネムに中等
度耐性(2㎍/ml)及びコリスチン高度耐性（128 ㎍/ml）であったが、それ以外のβ-ラクタム系
薬、アミノグリコシド系薬及びキノロン系薬に対しては感受性であった。得られた完全長ゲ

ノムから薬剤耐性因子を決定したところ、内因性のイミペネム耐性因子 chf、class C β-ラクタ
マーゼ blaFOX及び 4種類の phosphoethanolamine transferase を保有し、すべて染色体上に存在
していた。4種類の phosphoethanolamine transferaseをコードする遺伝子の内、3種類は mcr-3
に類似したの遺伝子（eptAv3.2、eptAv3.3及び eptAv3.4）及び mcr-7に類似した遺伝子（eptAv7.2）
であり、eptAv3.3 と eptAv3.4 はタンデム構造になっていた。それぞれの遺伝子を大腸菌及び
A. hydrophilaにクローニングした結果、3種類のeptAv3は大腸菌でコリスチン感受性が低下し、
eptAv7.2 は A. hydrophila でコリスチン感受性が低下した。大腸菌に発現させた eptAv3.2、
eptAv3.3、eptAv3.4及びeptAv7.2のmRNA発現量を比較するとeptAv7.2の発現が有意に低下し、
A. hydrophila に発現させた上記 4 遺伝子の発現量は eptAv7.2 の発現が有意に上昇していた。
EptAv3, EptAv7, MCR-3 及び MCR-7 の系統解析から、EptAv3 を含む MCR-3 類似遺伝子は
Aeromonas属及び腸内細菌科細菌から広く検出されているが、EptAv7を含むMCR-7遺伝子の
ほとんどは Aeromonas 属から検出されていることが明らかとなった。本研究から Aeromonas
属菌は mcr-3及び mcr-7遺伝子のリザーバーであることが示唆された。 
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CTX-M型 ESBL産生腸内細菌目細菌を迅速に検出するウサギ 

モノクローナル抗体を用いたラテラルフローイムノアッセイ法 
 
西田 智 1、中川 真隆 2、芥 照夫 2、丸山 俊昭 3、吉野友祐 1、斧 康雄 1, 4 

 
1 帝京大学医学部微生物学講座 

2 極東製薬工業株式会社研究開発部門研究部 
3 Abwiz Bio Inc. 

4 帝京平成大学健康メディカル学部 
 
CTX-M型の基質拡張型β-ラクタマーゼ（ESBL）産生する腸内細菌目細菌による感染
症は、臨床現場において深刻な脅威となっている。プラスミド上の CTX-M遺伝子が
多くの腸内細菌目細菌に導入され、これらの株が拡散しているため、世界的な抗菌
薬耐性の問題に発展している。今回、我々は抗 CTX-Mウサギモノクローナル抗体を
用いたラテラルフローイムノアッセイ法（LFIA）を開発した。この抗体は臨床分離
株に発現している CTX-M-9、CTX-M-2、CTX-M-1グループの CTX-M亜種を検出した。
LFIAは寒天培地上の臨床分離株に対して 100％の感度と特異性を示し、検出限界は
0.8 ng/mLのリコンビナント CTX-M-14であった。また、ウサギのモノクローナル抗
体は SHVを含む他のクラス A β-ラクタマーゼを産生する細菌とは交差反応しなかっ
た。以上のように，我々は腸内細菌目細菌の CTX-M酵素産生を検出できる高感度か
つ特異的な LFIAを開発した。今回開発した LFIAは、病院や地域医療における CTX-M

の迅速な検出を可能にするポイントオブケア検査法（POCT）として、また、迅速な
環境検査法としての活用が期待される。 
 
参考文献：Nishida S, et al..  Int J Biol Macromol. 2021; 185:317-323. 
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日本の医療施設で分離されたST1816に属するVIM型メタロ-β-ラクタマーゼ産生緑膿菌のプ
ラスミド解析

○菱沼知美 1、多田達哉 1、遠矢真理 1、大城聡 1、小川美保 2、霜島正浩 2,3、切替照雄 1

1順天堂大学大学院医学研究科微生物学 
2株式会社ビー・エム・エル 
3株式会社スギヤマゲン 

【目的】多剤耐性緑膿菌(MDRP)の新興と伝播が日本の医療施設で大きな問題となっている。
日本で分離されるMDRPが産生するカルバペネマーゼの大部分は、IMP型メタロβ-ラクタマ
ーゼ（MBL）であった。しかし近年 GES型カルバペネマーゼと共に VIM型MBL産生菌の分
離率が緩やかに増加している。2012 年から 2018年に分離された VIM 型 MBL産生菌の分子
疫学解析を行った結果、ST1816に属する VIM型MBL産生菌 13株が、blaVIM遺伝子をプラス

ミド上に保有していることが分かった。本研究では、blaVIMを保有するプラスミドの比較ゲノ

ム解析を実施すると共に、プラスミドの特性解析を実施した。

【方法】2012年から 2019年に日本で分離された ST1816に属する VIM型MBL産生カルバペ
ネム耐性緑膿菌 13株を用いた。全ゲノム解析により blaVIMを保有するプラスミドの完全長プ

ラスミド配列を決定し、比較ゲノム解析を行った。P. aeruginosa PAO1を用いて blaVIM遺伝子

保有のプラスミドの接合伝達試験および形質転換試験を実施した。プラスミド性 blaVIM遺伝

子を保有するST1816緑膿菌からTotal RNAを抽出して real-time PCRで遺伝子発現を解析し、
ウェスタンブロッティングによりタンパク発現量を解析した。

【結果と考察】VIM型MBLを産生する ST1816緑膿菌の分離数は、2012年以降 2015年まで
は 0株、2016年が 3株、2017年が 5株、2018年が 3株および 2019年が 2株だった。ST1816
緑膿菌 13 株中 12 株が愛媛県の医療施設で分離され、1 株のみが広島県の医療施設で分離さ
れていた。blaVIM遺伝子のタイピングの結果、13株中 4株が blaVIM-24、5株が blaVIM-60、4株が
blaVIM-66であり、すべて 59,422 bp - 65,553 bpのプラスミド上に存在していた。比較解析の結
果、13株の blaVIM遺伝子を含むインテグロン構造は類似していたが、プラスミド構造は愛媛

県由来（12株）と広島県由来株（1株）で異なっていた。愛媛県で分離された 12株のプラス
ミドは 2020年に中国で報告された P. putida strain MX-2のプラスミドと類似し (query cover: 
76-78%, identity: 99%)、広島県で分離された 1株のプラスミドは 2016年にブラジルで報告さ
れた P. aeruginosa strain PA7790のプラスミドと類似していた (query cover: 64%, identity: 98%)。
13 株中 4 株が保有する blaVIM-24遺伝子はプラスミド上にタンデム構造を形成していた。この

プラスミドは P. aeruginosa PAO1へ接合伝達は生じなかったが、エレクロトポレーションによ
って導入され、cefepime, ceftazidime, imipenemおよび meropenemに対して耐性を獲得した。
real-time PCRおよびウェスタンブロッティングの結果、VIM-24の発現は増加しなかった。以
上の結果より、ST1816カルバペネム耐性緑膿菌はプラスミド性の blaVIM遺伝子を保有し、特

定の地域で広まっていることが明らかとなったが、そのプラスミド伝達性は低いことが示唆

された。
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