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2013 年 8 月から 10 月までの 3 ヶ月間に当院の救命救急センターにおいて 4 名の患者からカ
ルバペネム耐性の Enterobacter cloacae complex が 7 株分離され，本研究では，これらの株
の細菌学的および遺伝学的特徴，患者背景の調査を行った。供試菌株は，生化学的性状および
16S rDNA のシークエンス解析によって Enterobacter hormaechei および Enterobactar xiang-
fangensis と同定されたが，これらの菌種を区別することは困難であった。Pulsed-field gel elec-
trophoresis の泳動パターンの解析により，同一株である可能性が示唆された。すべての供試
菌株は IMP-1 型メタロ―β―ラクタマーゼ（MBL）を産生し，インテグロン構造中の耐性遺伝子
カセットとして“intl1 -blaIMP-1-aac（6’）-IIc -qacEΔ1 -sul1”が確認されたが，キノロン耐性決定
領域に変異は認められなかった。これらの患者では，尿道カテーテルなどの医療デバイスおよ
びカルバペネム系薬などの広域抗菌薬の使用が共通して認められた。本菌が喀痰から分離され
た患者のうち 1 名は，培養された菌量も少なく，臨床経過から保菌状態と判断されたが，残る
3 名の患者においては，血流感染および肺炎の起因菌と考えられた。感染症を発症した 3 名の
患者は，levofloxacin 単剤にて治療されたが，原疾患の悪化により死亡退院した。以上のこと
は，IMP-1 型 MBL 産生 E. hormaechei /E. xiangfangensis 株による感染症の本邦における初
めての報告であり，今後の動向調査が必要であると考えられた。

Key words:メタロ―β―ラクタマーゼ，Enterobacter cloacae complex，Enterobacter hor-
maechei/Enterobacter xiangfangensis，分子疫学的解析，患者背景の解析

序 文
Enterobacter cloacae complex（ECC）は，Enterobac-

ter cloacae，Enterobacter asburiae，Enterobacter
hormaechei，Enterobacter kobei，Enterobacter lud-
wigii および Enterobacter nimipressuralis の 6 菌種

が属しており，Enterobacter xiangfangensis は 2014
年に新菌種として報告された１）。これらの Enterobac-
ter 属は，土壌や食品などの環境中およびヒトや動物
などの腸管内に生息し，染色体性に AmpC β―ラクタ
マーゼを産生する薬剤耐性の腸内細菌科細菌として認
識されている。近年は，この AmpC β―ラクタマーゼ
産生に加えカルバペネマーゼを産生するカルバペネ
マーゼ産生の ECC による感染事例が報告されてい
る２）。臨床におけるカルバペネマーゼ産生株の問題点
は，カルバペネマーゼをコードする遺伝子がプラスミ
ド上に存在し，同一菌種間あるいは菌種を超えて伝播
する可能性があること，すべての β―ラクタム系抗菌

著者連絡先：（〒152-8902）東京都目黒区東が丘 2-5-1
国立病院機構東京医療センター臨床検査科
香川成人
TEL: 03-3411-0111
FAX: 03-3411-0438
E-mail: nkagawa@ntmc.hosp.go.jp



香川成人・他82

10 日本臨床微生物学雑誌 Vol. 27 No. 2 2017.

薬に耐性を示すことから，その感染症の治療に難渋す
ることである。本邦ではメタロ―β―ラクタマーゼ

（MBL）である IMP 型 MBL 産生の腸内細菌科細菌に
よるアウトブレイクが散見されるが３），細菌学的特徴
および感染症の臨床像については十分に解明されてい
ない。

本研究では，同時期に救命救急センター（ER）に
入院していた 4 名の患者からカルバペネム系薬耐性
ECC を 7 株分離し，病棟内伝播が疑われた事例を経
験した。これらの菌株の細菌学的および遺伝学的特
徴，患者背景の調査を行い，検討を行ったので報告す
る。

対象と方法
1．供試菌株
2013 年 8 月から 10 月までの 3 ヶ月間に当院の ER

において 4 名の患者の喀痰，血液および腹水から分離
され，自動同定薬剤感受性検査機器の MicroScan
WalkAway plus System（Beckman Coulter）により
ECC と同定された 7 株のうち，菌株の重複を避ける
ため，患者から初回に検出された 4 株を供試菌株とし
た。以降 4 人の患者から分離された ECC 株は TUM
13743，TUM13744，TUM13745，TUM13746 とした。
2．同定および薬剤感受性検査
同定および薬剤感受性検査は，自動機器およびその

専用パネル Neg Combo NENC1J を用いた。ブレイク
ポイントの判定は，Clinical and Laboratory Standards
Institute（CLSI）M100-S22 に準拠し，感性，中間お
よび耐性の判定を行った４）。
3．MBL 産生性の確認
MBL 産生の確認検査は，メタロ―β―ラクタマーゼ

SMA‘栄研’（栄研化学）を用い，添付文書に従って
行い判定した。
4．イムノクロマト法を用いた IMP型MBLの検出
IMP 型 MBL の検出は，クイックチェイサー IMP

（ミズホメディー）を用いた。製品の添付文書に従っ
て実施し，判定ライン及びコントロールラインの両方
にラインが確認された菌株を陽性と判定した。
5．Pulsed-field gel electrophoresis（PFGE）によ
る菌株間の分子疫学解析

PFGE は，定法にしたがって実施した。すなわち，
作成した PFGE 用プラグは，SpeI（タカラバイオ）を
用いてゲノム DNA を断片化し，電圧 6 V/cm，スイッ
チタイム 1-17 秒，温度 14℃ の条件で 16.5 時間，CHEF
Mapper（BIO-RAD）を用いて泳動した。バンドパター
ンは Fingerprinting II Software（BIO-RAD）を用い，

パラメータは Dice（Opt：1.00%）（Tol 1.0%-1.0%）で
解析した。
6．次世代シークエンサー（Next Generation Se-
quencer：NGS）を用いた 16S rDNAおよび薬
剤耐性遺伝子の網羅的解析

16S rDNA および薬剤耐性遺伝子の網羅的解析を目
的として，MiSeq（Illumina）を用いて 4 株のうち 1
株（TUM13743）のドラフトゲノム配列を得た。DNA
ライブラリの調整には Nextera XT（Illumina），シー
クエンス試薬 MiSeq Reagent Kit v3 600cycle（Illu-
mina）を用いて 300 bp×2 のペアエンドリードシー
クエンスを行った。得られたリードデータのアセンブ
ルには CLC Genomics Workbench（CLC bio），16S
rDNA の相同性検索には EzTaxon-e および leBIBI，
薬剤耐性遺伝子カセットの解析には Basic Local
Alignment Search Tool（BLAST）および ResFinder
をそれぞれ用いた５）～７）。
7．MBL 産生菌検出患者の臨床的背景
MBL 産生 ECC が分離された 4 名の臨床情報につ

いて電子カルテを利用し，性別，年齢，基礎疾患，手
術既往の有無，carbapenemase-producing Enterobac-
teriaceae（CPE）が検出された検査材料，入院期間，
使用抗菌薬，予後を後方視的に調査した。
8．倫理的配慮
本研究は，国立病院機構東京医療センターの倫理委

員会から承認を得て実施した（承認番号：R14-092）。

結 果
1．菌種同定と薬剤感受性検査結果
供 試 菌 株 4 株 は 生 化 学 的 性 状 か ら E. cloacae

（98.76％）と同定された。TUM13743 の 16S rDNA 塩
基配列は E. hormaechei（ATCC 49162, アクセッショ
ン 番 号：AFHR01000079）お よ び E. xiangfangensis

（10-17, アクセッション番号：HF679035）のものとそ
れぞれ 99.02%（1415/1429 bp）および 99.58%（1423/
1429 bp）の相同性を有していた。しかし，いずれの
菌種に対しても菌種識別の類似性閾値（99.0%）８）を上
回ったため，16S rDNA シークエンス解析では E. hor-
maechei および E. xiangfangensis との識別は不可能
であった。従って，4 株は E. hormaechei /E. xiangfan-
gensis と同定した。4 菌株の 15 薬剤に対する MIC 値
は Table 1 に示した。imipenem（IPM）および tazobac-
tam/piperacillin を除く β―ラクタム系薬および mino-
cycline に耐性を示し，アミノグリコシド系薬の gen-
tamicin（GM）および amikacin，フルオロキノロン
系薬の levofloxacin（LVFX）には感性を示した。
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Fig.　1.　  Pulsed-field gel electrophoresis pattern of metal-
lo-β-lactamase producing Enterobacter hormae-
chei/xiangfangensis isolated from four patients
M: lambda ladder pulsed-field gel marker，1: 
TUM13743，2: TUM13744，3: TUM13745，4: 
TUM13746.

Table　1.　Antimicrobial susceptibility of MBL-producing Enterobacter cloacae complex isolates

Isolates MIC (μg/ml)
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TUM13743 ＞16 ＞2 ＞8 ＞16 ＞2 64 ＞32 ＞32 ＞8 2 ＞2 ≦2 ≦4 ＞8 1
R R R R R I R R R I R S S R S

TUM13744 ＞16 ＞2 ＞8 ＞16 ＞2 64 ＞32 ＞32 ＞8 2 ＞2 ≦2 ≦4 ＞8 1
R R R R R I R R R I R S S R S

TUM13745 ＞16 ＞2 ＞8 ＞16 ＞2 64 ＞32 ＞32 ＞8 ＞2 ＞2 ≦2 ≦4 ＞8 1
R R R R R I R R R R R S S R S

TUM13746 ＞16 ＞2 ＞8 ＞16 ＞2 ＞64 ＞32 ＞32 ＞8 2 ＞2 ≦2 ≦4 ＞8 1
R R R R R R R R R I R S S R S

Abbreviation: CTM, Cefotiam; CTX, Cefotaxime; CAZ, Ceftazidime; CFPN, Cefcapene; CTRX, Ceftriaxone; TAZ/PIPC, 
Tazobactam/Piperacillin; CMZ, Cefmetazole; FMOX, Flomoxef; AZT, Aztreonam; IPM, Imipenem; MEPM, Meropenem; 
GM, Gentamicin; AMK, Amikacin; MINO, Minocycline; LVFX, Levofloxacin.

2．SMAディスク拡散法を用いたMBL産生性の確
認検査

すべての供試菌株は，IPM ディスク単独の阻止帯
と比較して SMA ディスクに隣接した IPM ディスク
の阻止帯に 5-6 mm の拡張がみられた。また同様に
ceftazidime（CAZ）ディスク周囲には阻止帯を認め
なかったが，SMA ディスク側の CAZ ディスクに 13-
15 mm の阻止帯の拡張を認めたため，MBL 産生株と
確認された。
3．イムノクロマト法による IMP型MBLの確認検
査

すべての供試菌株はクイックチェイサー IMP で陽
性ラインが認められ，IMP 型であることを確認した。
4．PFGEの解析結果
PFGE の結果を Fig. 1に示す。供試菌株 4 株は，

100％ の類似性を示し，同一の菌株である可能性が示
唆された。
5．NGSによる薬剤耐性遺伝子の網羅的解析
供試菌株 4 株のうち，代表菌株として TUM13743

を対象として NGS によりドラフトゲノム配列を得
た。blaIMP-1は，クラス 1 インテグロン中に存在し，そ
の耐性遺伝子カセットとして“intl1 -blaIMP-1-aac（6’）-
IIc -qacEΔ1 -sul1”の順で存在することが確認された

（Fig. 2）。フルオロキノロン系薬に感性の E. cloacae
ATCC 13047 株の GyrA, GyrB, ParC および ParE の
キノロン耐性決定領域（QRDR）と比較したところ，
TUM13743 の QRDR に変異は認められなかった。
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Fig.　2.　A schematic representation of TUM13743 class 1 integron

Fig.　3.　Clinical course of 4 patients with metallo-β-lactamase producing Enterobacter hormaechei/xiangfangensis
Abbreviation: VRCZ, Voriconazole; MCFG, Micafungin; MEPM, Meropenem; CMZ, Cefmetazole; TAZ/PIPC, Tazobac-
tam/Piperacillin; CEZ, Cefazolin; SBT/ABPC, Ampicillin/Sulbactam; LVFX, Levofloxacin; CTRX, Ceftriaxone; DAP, Dap-
tomycin; VCM, Vancomycin.

Case Sex age Diagnosis
Operation

history Specimens

Enterobacter hormaechei/xiangfangensis  emergency medical care center  A ward
Operation  B ward  C ward

CMZME
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TUM13743 M 81 pneumonia
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post
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esophageal varix
rupture

alcoholic cirrhosis
diabetes mellitus

peritonitis
TUM13745 M 59

Nov
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VRCZ

6．MBL 産生菌検出患者の臨床的背景
MBL 産生 E. hormaechei/E. xiangfangensis が分離

された患者の基礎疾患を含む臨床的背景を Fig. 3 に示
す。全例男性であり，年齢中央値は 69.5 歳（54-81 歳）

であった。すべての患者の喀痰から MBL 産生 E. hor-
maechei/E. xiangfangensis が分離された。また，過
去の培養検査において MBL 産生 E. hormaechei/E.
xiangfangensis は分離されていなかった。複数の検
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体から MBL 産生 E. hormaechei/E. xiangfangensis が
検出された 3 名は感染症と判断され，敗血症（2 名）
および肺炎（1 名）であった。これらの 3 名は薬剤感
受性結果に基づいて経静脈的投与により LVFX が投
与された。MBL 産生 E. hormaechei/E. xiangfangensis
の分離時期は，ER に入室後 4-30 日とばらつきが認め
られた。予後は，経静脈的投与をうけた 3 名の患者が
死亡退院し，1 名は転院した。死亡した 3 例において，
入院中に LVFX 使用後に採取された各培養検体（血
液および喀痰）の培養から MBL 産生 E. hormaechei/
E. xiangfangensis が分離されず，臨床経過からも
MBL 産生 E. hormaechei/E. xiangfangensis 感染症が
死亡の直接原因ではなく，原疾患の悪化によって死亡
したと判断された。転院となった 1 名は，喀痰培養か
ら MBL 産生 E. hormaechei/E. xiangfangensis が分離
されたが菌量も少なく臨床的に保菌と判断されたので
治療は行わなかった。4 名の患者は MBL 産生 E. hor-
maechei/xiangfangensis が分離される前に，カルバ
ペネム系薬およびセファロスポリン系薬の投与，中心
静脈カテーテルおよび膀胱留置カテーテルなどの医療
デバイスの使用，人工呼吸器の装着が行われていた
が，本菌の汚染源を明らかにすることはできなかっ
た。

考 察
ECC に属する菌種において臨床材料から主に検出

されるのは E. cloacae および E. hormaechei である。
E. hormaechei は 1989 年に ， E. xiangfangensis は
2014 年に初めて報告され１）９），それぞれ中国の伝統的
なサワードウ（パンの一種）からの分離や敗血症およ
び気管支炎の感染症例が報告された。また，新生児集
中治療室において E. hormaechei による医療関連感染
が報告され１０），さらに NDM-1 型 MBL を産生する薬
剤耐性株の報告１１）もあることから院内感染対策が必要
な菌種のひとつである。

本症例の 4 名は，いずれも介助が必要な activities of
daily living であったが，過去に本菌が分離されたこ
とはなかった。病棟内伝播が疑われたため，infection
control team が介入し，環境整備，医療スタッフへの
標準予防策および接触感染予防策の周知・徹底，広域
抗菌薬の適正使用の周知を行った。その後，PFGE を
行った結果では，遺伝的類似性が 100% であったこと
から，ER 内で伝播した可能性が高いと考えられた。
また，MBL 産生 E. hormaechei/E. xiangfangensis が
分離された患者のうち ER に長期入院をしていた患者
が 1 名いたため，ER 内の機器，救急カート，洗面台，

汚物処理室および点滴作製台周囲（計 17 か所）の環
境培養調査を実施した。その結果，点滴作製台周囲の
1 か所より MBL 産生 ECC が分離された。この株の
MBL は IMP 型であったが，PFGE による同一性の確
認は行わなかった（データ未掲示）。その後，同病棟
においてさらに広範囲にわたる環境整備や医療スタッ
フへの標準予防策および接触感染予防策の周知・徹底
を再度行った結果，その後本菌による新たな感染症患
者は認めなかった。

CPE の保菌ならびに感染に関するリスクファク
ターは，intensive care unit（ICU）への入院，広域
抗菌薬の使用および侵襲的医療行為などがある１２）１３）。
今回の供試菌株は，IMP 型 MBL 産生 E. hormaechei/
E. xiangfangensis であり，一般的に CPE に分類され
る。本菌の感染症と判断された患者 3 名では，ER に
入院し，カルバペネム系薬およびセファロスポリン系
薬の投与，中心静脈カテーテルおよび膀胱留置カテー
テルなどの医療デバイスの使用などを有しており，今
回の症例においても共通するリスクファクターが認め
られた。また，ICU における CPE の保菌患者は，入
院期間が長期化することにより在院中に死亡するハ
ザード比が 1.79 高くなることも報告されている１４）。こ
れらのことから，CPE の感染対策は，標準予防策に
加えて，保菌患者の隔離や使用する医療器具のディス
ポーザブル化などの接触感染予防策および環境管理の
徹底を行うことが重要である。

今 回，分 離 さ れ た MBL 産 生 E. hormaechei/E.
xiangfangensis は blaIMPの下流にアミノグリコシド修
飾酵素産生に関わる aac（6’）-IIc を保有していた。aac

（6’）-II は，アミノグリコシド系薬である GM，sisomi-
cin，kanamycin，tobramycin および dibekacin の 耐
性に関与することが知られている１５）。しかしながら，
本邦における多くの MBL 産生腸内細菌科細菌の分離
株は，blaIMPの下流に aac（6’）-IIc が存在し，GM に
感性を示すことが報告され２），今回供試した MBL 産
生 E. hormaechei/E. xiangfangensis の分離株も同様
の性状を示した。このことは aac（6’）-IIc を保有する
菌株は GM に感性を示す特徴の一つではないかと考
えられた。また，感染症を発症した 3 症例は薬剤感受
性検査成績をもとにフルオロキノロン系薬が単剤で投
与された。本菌株は，QRDR に変異を認めておらず，
フルオロキノロン系薬に感性であった。その後，患者
の喀痰および血液からの培養結果では本菌の分離は認
められなかった。抗菌薬選択方法のひとつとして，薬
剤感受性検査に基づき抗菌薬を選択することの重要性
が示唆された。
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以上のことから今回の研究では，症例数が十分では
なく，かつ単施設のデータであるため，わが国の CPE
の特徴として一般化できないものの，IMP-1 型 MBL
産生 E. hormaechei /E. xiangfangensis 株による感染
症の本邦における初めての報告であり，MBL 産生
ECC の詳細な菌種同定を行うことによる今後の動向
調査が必要であると考えられた。
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Molecular epidemiology and clinical characteristics of metallo-β-lactamase producing
Enterobacter hormaechei/xiangfangensis isolated from four patients at an

intensive care unit in Japan

Narito Kagawa1) , Nobuaki Mori 2) , Kotaro Aoki 3) , Akiko Higuchi 1) , Moe Sue 1) , Momoko Katsuta 1) ,
Ayumi Yoshizumi 3) , Yoshikazu Ishii 3) , Kazuhiro Tateda 3) , Yasuko Aoki 2)

1)Department of Clinical Laboratory, National Hospital Organization, Tokyo Medical Center
2)Department of General Internal Medicine, National Hospital Organization, Tokyo Medical Center
3)Department of Microbiology and Infectious Diseases, Toho University School of Medicine

IMP-type metallo-β-lactamase (MBL) producing Enterobacteriaceae have been reported to be spread in Japan;
however, the molecular epidemiology and clinical characteristics were unknown. We herein present four cases of
IMP-1 type MBL producing Enterobacter cloacae complex isolated from an intensive care unit in a Japanese hos-
pital between August and October 2013. To identity the molecular and clinical characteristics, we performed 16Sr
RNA gene sequencing, antimicrobial susceptibility testing, detection as MBL and IMP-type, pulsed field gel elec-
trophoresis (PFGE), antimicrobial resistance profiling using a next-generation sequencer, and investigated medical
records. The sequence of the isolates’ 16Sr RNA genes exhibited the greatest similarity to E. hormaechei (99.02%)
and E. xiangfangensis (99.58%). Isolates produced IMP-1 type MBL and were resistant to minocycline. PFGE
analysis showed that all the isolates were clonal. The MBL gene blaIMP-1 was found to be present in a class 1 inte-
gron. The MBL gene cassette was located upstream of an array gene cassette containing aac (6’) IIc, qacEΔ1 , and
sul1 . Compared to the gyrA, gyrB, parC , and parE of E. cloacae ATCC13047, the isolates had no change in the
quinolone resistance-determining regions. All patients had been exposed to at least one medical device and a
broad-spectrum antimicrobial. Patients in three cases were considered to have an infection. They received
levofloxacin based on in vitro susceptibility and overcame infection. However, three patients died of the underly-
ing disease during hospitalization. Our report suggests the possibility of nosocomial spread because PEGE showed
clonality and the MBL producing Enterobacteriaceae had not been isolated in these patients in the past.


