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いった差が見られる3）。今回我々は，基礎疾患に糖尿

病，慢性腎不全を有し，腎透析時，頻回にVCMを投
与されていた患者より V C Mに高度耐性を示す
Enterococcus raffinosusを分離し，その遺伝子解析を行
った結果，国内ではじめての vanD型遺伝子保有株で
あることを確認したので報告する。

II . 症　例
症　例：73歳，男性。

主　訴：意識障害，顔面・下肢浮腫出現，血清クレ

アチニン上昇。

既往歴：50歳時に糖尿病の診断を受け他院にて通

院加療。

家族歴：特記すべき事項なし。

現病歴：基礎疾患である糖尿病と慢性腎不全治療の

ため，平成12年1月当院内科に入院。腎機能障害増悪

のため入院直後より腎透析を開始した。週1回のペー

Vancomycin resistant Enterococcus（VRE）は近年，
バンコマイシン（VCM）などのグリコペプタイド系
抗生物質の長期投与患者や，東南アジアやフランスと

いった諸外国からの輸入鶏肉などから検出される機会

が増えている1，2）。その多くはEnterococcus faecalis，
Enterococcus faeciumなどの菌種であり，特に，VCM
高度耐性株は，vanA，またはvanB遺伝子のいずれか
を保有している。また表現型ではVCMとテイコプラ
ニン（TEIC）の両方に対し高度耐性を示すvanA遺伝
子を保有するClass A型と，VCM耐性であるがTEIC
低感受性を示す vanB遺伝子を保有するClass B型と
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Enterococcus faecalis，Enterococcus faeciumなどの菌種において，vanA，またはvanB遺伝子
クラスターを保有する株がVancomycin Resistant Enterococcus（VRE）として欧米の臨床現場
で増加しているが，vanDを保有する株の国内外での検出例は未だ少ない。しかし，今回，国
内の医療施設に入院中の患者よりVanD型の VREが分離されたので報告する。症例は，基礎
疾患に糖尿病，慢性腎不全を有し，腎透析時，頻回にバンコマイシン（VCM）を投与されて
いた。患者の左下肢壊死部褥創からVCM，テイコプラニン（TEIC）共に高度耐性（>256μg
/ml）を示すEnterococcus が分離され，生化学性状および16S rRNAの解析による遺伝子学的同
定によりEnterococcus raffinosusであることが確認された。またVan型を確認するために行った
PCR解析では，vanA，vanB，vanCを検出する既存のプライマーにより増幅がかからなかった
ため，新たに細菌のD-Ala-D-Ala ligaseを増幅可能なPCRプライマーを設計し，PCR増幅され
たDNA断片をシークエンスしたところvanD4と高い相同性が確認された。
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スで腎透析を行い透析終了時に感染予防薬として

VCM0.5gを3～9月の7ヶ月にわたり定期的に投与さ
れていた。3月11日，左下肢関節以下に糖尿病による

と考えられる壊死性潰瘍が出現。4月から8月にかけ

て起炎菌，部位の特定できない炎症性反応が持続する

ようになり，原因微生物不明の肺炎を反復。8月23日，

発熱および呼吸不全となり両肺野に肺炎と思われる浸

潤影を認めた。培養では確認できなかったが主治医は

緑膿菌による肺炎を疑いゲンタマイシン（GM）を投
与。8月28日，一応の解熱傾向は認めるものの，この

次期より呼吸不全状態で意識レベルも低下し全身状態

が悪化傾向となる。9月4日，壊死部褥創の培養で

Coagulase negative StaphylococcusとEnterococcus を
分離した。Enterococcusは薬剤感受性試験の結果よ
りVCMに高度耐性を示したことからVREを疑い国立
感染症研究所で精査を行った。9月8日，患者のVRE

保菌状態を確認するため提出された便培養からも同様

の株を分離した。主治医は患者の状態から保菌と判断

したが，VRE検出は VCM長期投与の影響と考え，透
析時のVCM投与を中止しミノサイクリン（MINO）
への変更を指示した。9月9日，患者はかねて治療中

の原疾患に起因すると考えられる合併症および，8月

下旬からの肺炎による重篤な呼吸障害により永眠され

た。分離されたVREと死亡原因との直接的な因果関
係は認められなかった。尚，患者は個室管理であった

ため周囲の患者および環境からのVRE検索は行わな
かった。

IIII. 細菌学的検査
1．生化学的性状による同定検査

同定検査はMicroScanWalkAway Pos Combo41C

Panel（DADE  BEHRING）およびBBL CRYSTAL
Gram-Positive ID System/GP（BD）を用いて行った。
キットにおける同定ではMicroScan Panelにおいて同
定確率98％以上でE. raffinosusとなり，CRYSTAL GP
による同定でも同様に高い確率（98 . 4 ％）で E .
raffinosusと同定された。両キットによる同定では高
い確率でE. raffinosusと同定されたが，分離株はE.
raffinosusの特徴の一つであると考えられるラフィノ
ース（RAF）が非分解であること，薬剤感受性試験で
アンピシリン（ABPC）に耐性を示すこと，VCM，
TEICに高度耐性を示すことなどからvanA遺伝子を保
有するClass AのE. faeciumとの誤同定の可能性が疑
われた。同様に性状の近いLeuconostoc spp.の可能性
も疑い各菌種の生化学的性状を検証した結果，分離株

はE. faeciumとはアルギニン（ARG）の分解が陰性で
合致せず，またLeuconostocとはピロリドニルアリル
アミダーゼ（PYR）が陽性であったため性状が合致し
なかった（表1）。各菌種とは同定のキーとなる性状

が合致しなかったため，分離株は既存の株と一部，生

化学的性状が合致しない部分は認められたが E .
raffinosusである可能性が高いと判断された。
2．薬剤感受性試験

薬剤感受性試験は同定検査と同様にMicroScan Pos
Combo41C Panelを用いて測定した。 MicroScan
Panelにおける薬剤感受性試験の結果を表2に示す。
VCMのMIC値は>8μg/mlを示し，ABPCのMIC値も
>8μg/mlを示した。この結果からはVREであるかど
うか判別できないため，Etest（アスカ純薬）を用い
て簡易的にMIC を測定したところVCM，TEIC共に
>256μg/mlの高度耐性であることを確認した。薬剤
感受性試験の結果からはvanA遺伝子を保有するClass

表1 分離株の生化学的性状と類似菌種との比較

ＶＰテスト
エスクリン加水分解
ピロリドニルアリルアミダーゼ
アルギニン加水分解

酸産生性
マンニトール
ラクトース
トレハロース
ソルビトール
アラビノース
ラフィノース

運動性
色素産生

＋ ＋ ＋ ＋
＋ ＋ ＋ ＋
＋ ＋ ＋ －
－ － ＋ －

＋ ＋ ＋ －
－ ＋ ＋ ｄ
＋ ｄ ＋ ＋
－ ＋ － ｄ
＋ ＋ ＋ ＋
－ ＋ － ｄ

－ － － －
－ － －

項　　目 分離株 E. raffinosus E.  faecium Leuconostoc sp. 

ｄ：不定 部分は同定のキーとなる性状の相違点を示す
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相同性は認められず，Leuconostocとの相同性も認め
られなかった。

シークエンスで極めて高い相同性を示した

AF061003のE. raffinosusと分離株の照合結果を図1に
示す。照合の一致率は99.799％で497核酸塩基対のう

ち分離株の161位，AF061003では213位にあたる核酸
塩基が1ヶ所異なるだけで他はすべて一致していた。

2．van遺伝子の検証
このVCM 高度耐性株の van遺伝子を確認するため

vanA，vanB，vanC，vanD1，vanD2，およびvanEの
検出可能なプライマーを用いPCRを行ったが，既存
のプライマーでは PCR産物は検出されなかった。
VCM，TEICの耐性度が高いことから vanAもしくは
vanDのバリアントである可能性が考えられたため，
大腸菌のD-Ala-D-Ala ligase A（ddlA），D-Ala-D-Ala
ligase B（ddlB）とVREの VanAタイプの ligase間で
保存されているようなアミノ酸配列からゲスマーを設

計し，vanD遺伝子群との同一性を検証した。これが
V1，V2プライマー5）である（図2）。V1，V2により
増幅された ligase遺伝子の一部をシークエンスしたと
ころ vanD4とは1ヶ所，vanD1で11ヶ所，vanD2で

AのVREである可能性が非常に高いと考えられた。

IIIIII. 遺伝子学的検査
1． 遺伝学的な手法による同定の確認

細菌学的検査では主として生化学的性状に基づく同

定結果に若干の疑問が残ったため，細菌の 16 S
ribosomal RNA（16S rRNA）の解析を行った。保存領
域遺伝子の切断部位を替えて2ヶ所をそれぞれシーケ

ンス解析した4）結果，16S-40fプライマーを用いたも
のでは，データベースに登録されている accession
number AF061003のE. raffinosusの16S rRNAのシー
クエンスと極めて高い相同性を示した（表3）。同様

に別のプライマーを用いたシークエンス結果でも

99.775%でE. raffinosusと高い相同性を示し，保存領
域のいずれの切断部位でもE. raffinosusであることが
強く示唆され，本菌はE. raffinosusである可能性が最
も高いと考えられた。

その他E. raffinosus以外に確率の高かった菌種とし
ては，E. avium（99.550%），E. maldoratus（99.195%）
などの菌種であったが，通常VREとして報告される
ことが多いE. faecium，E. faecalisといった菌種との
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表2 薬剤感受性試験

Vancomycin
Ampicillin

Benzylpenicillin
Clavulanic acid/Amoxicillin

Imipenem
Erythromycin
Clindamycin
Levofloxacin
Minocycline

Chloramphenicol

>8
>8
>8
>16
>8
>4
>2
2
4
<=4

薬　　　剤 MIC(μg/ml)

MicroScan PosCombo41CPanel

AF061003 Enterococcus raffinosus 16S rRNA
99.799% identity  in  497 nt  overlap (1-497 : 53-549)

分離株

AF061003

1 50 100 150

53 100

図1 最も相同性の高かった菌種との照合結果

表3 16SrRNAシークエンスによる相同性順位

16S─40f primer

1. AF061003

2. Y18296    

3. AF061012

4. Y18339    

5. AF133535

6. Y18274    

:

:

: Enterococcus raffinosus(1496)[f]

: Enterococcus raffinosus(1425)[f]

: Enterococcus maldoratus(1500)[f]

: Enterococcus maldoratus(1461)[f]

: Enterococcus avium(1524)[f]

: Enterococcus avium(1523)[f]

:

:

分離株

AF061003

160

210

A：adenine T： thymine G：guanine C：cytosine N：識別不能 R：未確定塩基

160 300 400 497

210 350 350 549

T
:
T

G
:
G

C
:
C

G
:
G

T
:
T

C
:
C

A
:
A

C
:
C

T
:
T

G
:
G

N
:
R

T
:
T

G
:
G

G
:
G

A
:
A

T
:
T

G
:
G

G
:
G
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13ヶ所，vanD3で14ヶ所の相違が確認され，この結
果からvanD4とDNAレベル99％と最も高い相同性が
あることは確認された（図3）。

また，既知の vanD1タイプのクラスターと同じ遺
伝子構成になっているか否かを調べるために，報告さ

れている塩基配列を元に設計したプライマーによって

PCR産物が得られるかを調べた（図4）。PCRで得ら
れた増幅産物と vanD型遺伝子との相同性の一致率は
99%で，589核酸塩基対のうち分離株33位の塩基と

vanD型遺伝子1623位の塩基が一対異なり，これまで
の各シークエンス結果と同様に1ヶ所のみ塩基対が異

なっていた（図5）。

IIVV. 考　察
vanD遺伝子を保有する腸球菌の検出例は国内外を

問わず未だ少ない。特にE. raffinosusでは vanA遺伝

子を保有する株がごく少数ではあるものの報告されて

いる6）のみで，vanD遺伝子保有株の確認例はない。
また，既に報告されている vanD遺伝子保有株のほと
んどはE. faeciumであり，その表現型としては，グリ
コペプタイド系薬剤であるVCMには高度耐性である
ものの，TEICには感受性かまたは中等度耐性を示す
株が一般的と報告されている7，8）。今回我々が検出し

た株は，vanD遺伝子を保有したE. raffinosusというこ
れまでVREとして報告された例のない菌種であるこ
と，また表現型においてもVCM，TEIC共に高度耐性
を示し，報告されている vanD遺伝子保有株と異なる
耐性パターンを示した。表現型においてClass Bに近
い vanA遺伝子保有株や，一方でClass Aに近い vanB
遺伝子保有株などではTEICにおける耐性度が，典型
的な株より変化しているため，従来のVCMと TEIC
に対する感受性の差による簡易的遺伝子推定法では識

vanR

V1primer GGI GAA
G

GAT
C

GGI TCI
AG

TTI
C
A

CAA
G

GG

V2primer

1 100
分離株 V I M E K S T S T G

VanD4 G

VanD1 G T T E R D V E R

VanD2 G T A E R D V R R

VanD3 110 G T T A E R D V E R 210

101 196
分離株 G R E K S

VanD4

VanD1 M C

VanD2 E K M C

VanD3 211 I K M C 306

1

11

13

14

A : alanine
C : cysteine
D: aspartate
E : glutamate
G: glycine
I : isoleucine
K: lysine
M: methionine
R : arginine
S : serine
T : threonine
V : valine

TTA
G

t TGI TAI
A
G

GGI CCI AAA
G

GT

vanS D vanY D vanH D vanD vanX

V1 V2

図2 設計したV1，V2プライマーとその位置

図3 VanD型遺伝子産物各亜型とのアミノ酸配列による相同性の検証

アミノ酸配列
不一致数

s
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別が困難である。これらTEICの耐性度が変化してい
る株では，van遺伝子クラスターの中の vanS遺伝子
内に変異が発生し，この変異の結果 vanS蛋白（セン
サー蛋白）のアミノ酸配列が変化していることが報告

されている9～12）。しかし，今回のvanD型E. raffinosus
では，センサー蛋白の変異や vanD遺伝子クラスター
の高発現ではなく，VanD4と1ヶ所のアミノ酸配列の
置換を保有する新規のVanD4様リガーゼの産生が，
TEIC高度耐性に関係している可能性があり，その解
析を進めている。

E. raffinosusの名前は，ラフィノース（RAF）分解
能に由来する。しかし，本菌はRAF利用能が陰性で
あることや，16S rRNAのシークエンスとの照合結果
から，少なくともE. raffinosusに最も近いと判定され
た。E. raffinosus はE. faecalis ，E. faecium といった菌
種に比べ日常的な臨床材料からの検査では，その分離

頻度は低く，腸球菌における感染症の原因菌としても

注目されることは少ない菌種である。今回の症例も患

者の便培養より本菌が分離されていることから，感染

症ではなく単なる保菌例と考えられたが，原疾患治療

過程によるVCM長期投与が，未だ稀な vanD遺伝子

保有株の定着と増殖を促進したものと考えられる。つ

まり，VCMの長期間投与がなんらかの形でvanD遺伝
子保有株の出現と定着に関与していたことは十分予想

されるため，今後，透析患者のみならず，MRSA感染
症患者等に対するVCM等のグリコペプタイド系薬剤
の適正使用と特に癌患者，血液疾患患者，開胸開腹手

術後の患者などのハイリスク患者におけるVREの早
期検出の為の有効な監視培養の実施など，より一層の

留意が必要となっている。

このようなVCM，TEICに高度耐性を有する vanD
遺伝子が，どのような由来で患者に定着したかは定か

ではない。仮に患者本人がもともと保有していた

vanD4遺伝子が，VCMの長期投与によりTEICにも高
度耐性を有する株に変異したとすれば，変異前の親株

の存在が不可欠であり，それらの存在を証明しなけれ

ばならない。しかしながら，今回の株を検出する以前

の培養検査でEnterococcusの同定・感受性試験は行
っておらず，また変異株検出後に患者が亡くなられた

ため，親株の存在は証明できていない。状況から考え

るに，親株の vanD4遺伝子が変異し今回確認された
vanD4様遺伝子が新たに出現したとは考えにくく，そ

vanR vanY D vanH D vanD vanXvanS D

図4 PCRによるVanD1遺伝子群との同一性の検証

RD1 ○ SD2 YD1 × HD2 DP1 ○ XD2

SD1 × YD2 HD1 ○ DP2

○は増幅可能，×は増幅不能の部分

Identity＝588/589(99％) overlap (1-589：1591-2179)

分離株

vanD

1 30 100 200

1591 1620

図5 VanD型遺伝子との相同性の検証

分離株

vanD

A：adenine T： thymine G：guanine C：cytosine

201 300 400 500 589

210 1890 1990 2090 2179

30 40

1620 1630

A
:
A

T
:
T

G
:
G

G
:
G

T
:
G

A
:
A

T
:
T

G
:
G

C
:
C

G
:
G

A
:
A

C
:
C

A
:
A

T
:
T
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れよりは，当初から患者に定着していた vanD4様遺
伝子保有株がVCMによって選択されたと考えるのが
妥当と思われるが，あくまでも推測の域をでない。

vanD遺伝子は現時点では，染色体上に存在するこ
とが多く vanAと一部の vanBのようにプラスミド媒
介性に伝搬することは，これまでのところ報告されて

いない。本文には示さなかったが，この株を親株とし

て用いた接合実験の結果でも，バンコマイシン感性株

への vanD遺伝子の接合伝達は確認できなかった。し
かしながら，多くは染色体性とされている vanB遺伝
子クラスターが，プラスミド依存性に媒介されている

例も知られており，今後，vanD遺伝子のプラスミド
上への移行にも十分注意が必要である。さらに，

vanE，vanG遺伝子なども相次いで報告されるな
ど13，14）新しいタイプの遺伝子，またはそれらのバリ

アント（変種）が，伝達性プラスミドやそれに担われ

たトランスポゾンなどの作用で，Enterococcus属間に
広く伝搬する危険性が否定されるものではない。そこ

で，今後，このようなグリコペプタイド耐性株が各種

のEnterococcus属菌から検出される可能性を十分考慮
して日常的な検査業務にあたりつつ，様々な菌種にお

けるVREの早期検出に注意することが必要となって
いる。

本論文の要旨は第13回日本臨床微生物学会総会

（平成14年1月25日）にて発表した。

（Editor：大阪大学医学部附属病院感染制御部　朝野和典）
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Identification of VanD type Enterococcus raffinosus which has acquired a high-level
resistance to vancomycin from a patients with long-term haemodialysis
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Vancomycin resistant enterococci (VRE) which harbor vanA or vanB gene cluster have
emerged and being proliferating in clinical settings located in Europe and North America.
However, VRE strains belonging to Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium which
possess vanD gene are still very rare at present. In such circumstance, a VRE strain
belonging to class D was isolated from an inpatient hospitalized in a Japanese clinical setting,
and we characterized the feature of the VRE strain, as well as the clinical background of the
patient. The patient has been suffered from diabetes mellitus and developed renal failure. He
was administered with vancomycin after every haemodialysis for years to prevent bacterial
infection. A strain of enterococci demonstrating a very high-level of resistance (MIC, >256
-μg/ml) to both vancomycin and teicoplanin was isolated from gangrene at bed sore in his left
lower extremity. This strain was identified as E. faffinosus by the conventional protocol of
bacterial identification depend on mainly biochemical feature, although this strain could not
utilize raffinose. Therefore, the nucleotide sequence of 16S rRNA was checked to confirm
the species of this strain. As a conclusion, this strain was identified as E. raffinosus and found
to harbor a gene closely related to vanD4 by a sequencing analysis of the PCR product
amplified with PCR primers for detection of the genetic determinants for bacterial D-Ala-D-
Ala ligases.
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