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Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae（CPE）は「治療の切り札」であるカルバペ
ネム系抗菌薬を分解する最も注意すべき耐性菌の一つとして認識されており，臨床における
CPE検出は極めて重要な位置づけとなっている。これまでカルバペネム系抗菌薬の最小発育
阻止濃度が低値を示すCPEも報告されており，それらを正確に鑑別する検査体制の構築が求
められている。また，耐性菌の確認を行う上で，酵素型の決定に用いる分子生物学的手法を用
いた検査は，全ての医療機関で実施できるものではない。本稿では，分子生物学的手法を用い
ない表現型からみるCPE検出法としてClinical and Laboratory Standards Institute M100-S27
に掲載されているmodified Hodge test，carba NP test および carbapenem inactivation method
を中心に概説する。
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1．はじめに
カルバペネム系の抗菌薬は「last resort」と称され，
広域抗菌スペクトルを有することから，基質特異性拡
張型 β-lactamase（extended spectrum β-lactamase：
ESBL）産生菌等の耐性菌感染症治療の最終手段とし
て使用されている。カルバペネム系抗菌薬に耐性を獲
得した細菌の蔓延は世界的な脅威であり，近年カルバ
ペネム系抗菌薬耐性腸内細菌科細菌（carbapenem re-
sistant Enterobacteriaceae：CRE）の増加が世界的
に深刻な問題となっている１）２）。その中でも，カルバペ
ネム系抗菌薬を加水分解する酵素「carbapenemase」
を産生する carbapenemase-producing Enterobacteri-
aceae（CPE）が世界中で増加傾向である。
多様化する β-lactamase 産生菌，特に carbapene-

mase 産生菌を検出することは臨床において極めて重
要な課題の一つであろう。近年報告されたCPEの中
には，カルバペネム系抗菌薬の最小発育阻止濃度
（minimum inhibitory concentration：MIC）が必ずし
も高くないものも存在しており，それらを見落とさな
いような検査体制の構築が必要である。CPEのスク
リーニング方法は検体からの直接スクリーニング法と
CPEを疑う菌株に対して実施するスクリーニング法
（確認試験）とがある。前者はスクリーニング培地な
どを使用する方法である。本稿では，後者に該当し，
なおかつ PCRをはじめとする分子生物学的手法の実
践が困難な施設においても実施可能な，表現型からみ
るCPEの検出法，特にClinical and Laboratory Stan-
dards Institute（CLSI）M100-S27３）に掲載されている
modified Hodge test（MHT），Carba NP test および
modified carbapenem inactivation method（mCIM）
等を中心に，我々の検討データと報告されている文献
を交えて概説したい。

著者連絡先：（〒173-0015）東京都板橋区栄町 33-1
公益財団法人東京都保健医療公社豊島病院検
査科
山田景土
TEL: 03-5375-1234
E-mail: kageto_yamada@tokyo-hmt.jp



山田景土・長野則之・齋藤良一268

48 日本臨床微生物学雑誌 Vol. 27 No. 4 2017.

図 1.　Ertapenemディスクを用いたmodified Hodge test
結果
a：Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1706（陰性コ
ントロール）
b：Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1705（陽性
コントロール）
c：Citrobacter freundii（IMP-1 and IMP-19 pro-
ducer）
d：Enterobacter cloacae（non-CPE：偽陽性）

a
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2．CPEスクリーニング法
2-1．Modified Hodge test（MHT）
MHTは 1978 年 に Hodge ら４）に よ っ て Neisseria
gonorrhoeae の penicillinase 検出法として考案された
手法を，2001 年に Lee ら５）が carbapenemase 検出法
として一部修正を加えたものを基にしている。2009
年に CLSI document M100-S19 において carbapene-
mase 産生菌のスクリーニング法として掲載されてい
る。以下にCLSI が推奨している手順を示す。

①Escherichia coli ATCC 25922 をブロスもしくは
滅菌生理食塩液にMcFarland no. 0.5 に調整し，その
菌液を滅菌生理食塩液もしくはブロスを用いて 10 倍
に希釈する。
②調整菌液をMueller-Hinton agar（MHA）に三重
塗布後，MHA中央にmeropenemディスク（10 μg）
もしくは ertapenemディスク（10 μg）を配置する。
③10 μループの白金耳等を用いて被検菌を数コロ
ニー採取し，ディスクの端から培地の外側に向かって
20-25 mm画線する。陽性コントロールとして Kleb-
siella pneumoniae ATCC BAA1705，陰性コントロー
ルとして K. pneumoniae ATCC BAA1706 を使用す
る。
④35℃±2℃，好気条件下で 16-20 時間培養し，画
線部分において E. coli ATCC 25922 株の発育が増強
していれば陽性と判定する（図 1）。

本検出法は操作が非常に簡便であり，特殊な試薬を
必要としないことから世界中の微生物検査室において
普及している。しかしながら，本方法はESBL 産生
菌やAmpC産生菌において偽陽性が認められる他，
New Delhi metallo-β-lactamase（NDM）産生菌の検
出感度が低いことが問題視されている６）～８）。本法の感
度は過去の報告によると概ね 71.0%-90.9% であり，特
異度は 38.9%-94.0% である７）～１０）。感度・特異度のバラ
つきが本検査法の判定が難しい事を示している。
AmpC過剰産生菌による偽陽性を回避する目的で，
MHTを行う際，培地もしくは薬剤ディスクにAmpC
阻害薬である cloxacillin を添加する方法も報告されて
いる１１）１２）。また，近年では，MHTに使用するMHA
にTriton を添加することで，検出感度が低いとされ
るNDM産生菌の検出感度を上昇させたTriton
Hodge test（THT）も考案されている１３）。しかしなが
ら，本方法は，後述するCIM法の考案に伴い，CLSI
M100-S28 から収載されなくなる予定である。
2-2．Carba NP test
本検査法は 2012 年に Nordmann ら１４）によって報告

された方法である。本検査法は細菌の産生する
carbapenemase が imipenemを分解することで，液
相中の pHが酸性に変化することを利用している。反
応液が酸性に傾くことで，添加してある pH指示薬の
フェノールレッドが黄変する。その色調変化を観察す
ることで，目視によって carbapenemase 産生性を確
認することが出来る。本稿ではCLSI に掲載されてい
るプロトコールを紹介する。

①表 1に示した試薬を調整する。
②（被検菌＋コントロール 2株）×2本の 1.5 mL
チューブを用意し，それぞれA，Bとラベルする。陽
性コントロールとして K. pneumoniae ATCC BAA
1705，陰性コントロールとして K. pneumoniae ATCC
BAA1706 を使用する。
③それぞれのチューブに 100 μL のタンパク抽出液
を分注する。
④抗菌薬未添加の分離培地（血液寒天培地等）に発
育させた被検菌を 1 μL ループ分採取し，タンパク抽
出液に懸濁し，しっかり撹拌する。
⑤AとラベルしたチューブにCarba NP solution A
を 100 μL 添加し，BとラベルしたチューブにCarba
NP solution B を 100 μL 添加する。
⑥チューブ内の溶液を混和し，35℃±2℃で 2時間

までインキュベーションし，その間にAと比較しB
で溶液が黄変した場合に陽性と判定する（図 2）。
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図 2.　Carba NP test 結果
上段に imipenem未添加群（solution A），下段に imipenem
添加群（solution B）を示している。
①Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1705（陽性コント
ロール）
②Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1706（陰性コント
ロール）
③Klebsiella pneumoniae（KPC-3 producer）
④Escherichia coli（NDM-1 producer）mucoid
⑤Klebsiella pneumoniae（OXA-48 producer）

Imipenem ( )
Solu on A

Imipenem ( )
Solu on B

図 3.　Carbapenem inactivation method（CIM）結果
a：Klebsiella pneumoniae（KPC-3 producer）
b：Escherichia coli（NDM-1 producer）
c：Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1706（陰性コント
ロール）
d：Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1705（陽性コント
ロール）

a b

c d

表 1.　Carba NP test（CLSI 記載法）試薬調整法

細菌タンパク質抽出液（Tris-HCl buffer pH 7.4）
Carba NP solution A（4-8℃，遮光，2週間保存可能）
・10 mM硫酸亜鉛溶液（硫酸亜鉛七水和物：1.4 g＋滅菌精製水：500 mL）
・0.5% フェノールレッド溶液（フェノールレッド：1.25 g＋滅菌精製水：250 mL）
・0.1 N NaOH溶液
① 16.6 mL の滅菌精製水に 2 mLの 0.5%フェノールレッド溶液を加える。
② 180 µL の 10 mM硫酸亜鉛溶液を加える。
③ 0.1 N NaOH溶液を用いて pH 7.8±0.1 に調整する。

Carba NP solution B（4-8℃，3日まで保存可能）
・Carba NP solution A＋imipenem（終濃度 6 mg/mLに調整）

本検査法の最大の特徴は，迅速かつ高特異度なこと
であり，より早い段階での臨床報告が可能である。本
法の日常検査適用は，より早い段階での感染対策強化
の実践を可能にする。過去の報告では感度 87.9%-
100%，特異度 100%とされているが，GES型，OXA-
48 型およびムコイド株等において一部偽陰性が確認
されている８）１０）１４）～１７）。既に製品化されているRAPIDEC
Carba NP も同様な試験成績であり１８）１９），試薬調整の
手間が必要ないことから検査現場での活躍が期待され
る。しかしながら，2017 年 7 月現在で，本邦ではキッ
ト化された製品は未発売であることから，別途試薬を
購入し自家調整しなければならない。その為，現状で
は，調整自体はさほど難しくはないが，精度管理上の
問題が存在する。また，キット化された試薬の導入は，
新たにコストが発生することにも留意したい。

2-3．Carbapenem inactivation method（CIM），
modified CIM（mCIM）

CIMは 2015 年に Zwaluw らによって考案された
carbapenemase 産生菌のスクリーニング法である２０）。
本検査法は，菌液中にmeropenemディスクを添加，
インキュベーションし，その後の菌液中の抗菌薬活性
を検出する方法である。原法では，滅菌水 400 μL に
10 μL ループ分の菌を濃厚に浮遊させ，その菌液の中
にmeropenemディスク（10 μg）を 1枚添加する。
その後 35℃で 2時間インキュベーション後，E. coli
ATCC25922 株を塗布したMHAに菌液から取り出し
たディスクを設置し，6時間から一昼夜培養し，阻止
円の有無を判定する。結果判定例を図 3に示す。本方
法もMHTと同様特別な試薬を必要としない為，一般
的な検査室においても普及している。原法の Entero-
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図 4.　Modified carbapenem inactivation method 結果
阻止円形成を認めるが，阻止円内にEscherichia coli 
ATCC25922 の発育を認め，carbapenemase 産生性を疑う
所見である。

bacteriaceae に対する感度および特異度はそれぞれ
85.7%-100% お よ び 95.7%-100% と 報 告 さ れ て い
る８）１０）１６）１７）２２）２３）。Akta�らは 35℃のインキュベーション
時間を 2時間から 4時間に延長することで感度が上昇
すること（78%→ 90%）を報告している２１）。また，我々
はmeropenem以 外 に imipenemお よ び ertapenem
を使用して検討を行い，imipenemでは特異度が著し
く低下することを示した８）。このことから日常のスク
リーニングでmeropenemディスクの変わりに
imipenemディスクを使用することは避けた方が良い
と言える。本方法はAcinetobacter baumannii におけ
るOXA型カルバペネマーゼ産生株や Enterobacteri-
aceae における GES型 carbapenemase 産生株での陽
性率が低い事も報告されている１０）２１）２３）。また，1症例で
はあるが，Bacteroides fragilis の carbapenemase 産
生性を本検査法で検出できたという報告もあり，本法
の嫌気性菌への応用も示唆されている２４）。本稿では
CLSI M100-S27 から新たに掲載されたmCIMを詳細
に紹介したい。

①2 mLの trypticase soy broth（TSB）もしくは
MHBに被検菌の 1 μL ループ分を懸濁する。陽性コ
ントロールとして K. pneumoniae ATCC BAA1705，
陰性コントロールとして K. pneumoniae ATCC BAA
1706 を使用する。
②10-15 秒ミキサーで撹拌する。
③菌懸濁液に 10 μg meropenemディスクを 1枚添
加し，35℃±2℃好気条件で 4時間±15 分インキュ
ベーションする。
④McFarland no. 0.5 に調整した E. coli ATCC25922

をMHAに三重塗布し，インキュベーションしたブロ

スからmeropenemディスクを取り出し，MHAに配
置する。100 mmのMHAプレートで 4株まで検査可
能である。
⑤35℃±2℃で 18-24 時間培養し，阻止円径を計測
する。阻止円径 6-15 mmを陽性，16-18 mmを中間，
≧19 mmを陰性と判定する。
＊阻止円径が 16-18 mmの場合は，meropenemディ
スクの抗菌活性をディスク拡散法で確認する他，E.
coli ATCC25922 に汚染がないか確認する。再検査後
も阻止円径が 16-18 mmを示す場合は，遺伝子検査の
実施等を検討する。
＊阻止円が形成されていても，阻止円内に E. coli

ATCC25922 の発育が確認される場合は carbapene-
mase の産生性を疑う必要がある（図 4）。

mCIMの評価に関する文献は未だ少ない為，CIM
で検出が苦手とされるCPE（GES型等）の検出能に
関しては，今後の検討結果を待つ他ないのが現状であ
る。著者らの検討結果では，CPE 34 株（IMP：16 株，
NDM：9株，OXA-48 like：6 株，KPC：2株，NDM
＋OXA-181：1 株）と non-CPE 23 株（ESBL＋AmpC）
を調査したところ，感度および特異度はそれぞれ共に
100%であった２５）。本法の特徴は高感度・高特異度で
あること，更に特別な試薬を必要としないことから，
一般的な検査室に適した検査法といえる。また，阻止
円を計測することで，数値として結果を捉えられる点
がMHTや Carba NP test と異なる点である。その
為，結果解釈が容易な点も特徴であると言える。mCIM
の考案者である Pierce らは，複数の検査機関におい
て同一の菌株をmCIMでスクリーニングした場合に
も高い感度と特異度が得られる事を報告している２６）。
このことからも本検査法は検査者による誤判定が起き
にくいことがわかる。
2-4．Sodium-mercaptoacetate combination mCIM
（SMA-mCIM）

現在 ， CLSI では mCIM に metallo-β-lactamase
（MBL）阻害効果のあるEDTAを添加したMBL産
生菌の検出法を検討している（Inhibitor-enhanced
modified carbapenem inactivation method ；
imCIM）。これらに関しては今後詳細なデータが示さ
れるであろう。我々は，本邦で流通しているMBL阻
害作用のある sodium-mercaptoacetate（SMA，栄研
化学）をmCIMと組み合わせた方法（SMA-mCIM）
を考案している２５）。本手法はmCIMと同時に実施す
ることで carbapenemase 産生性をスクリーニングす
ると同時にMBLの検出も可能にした方法である。操
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図 5.　mCIMおよび SMA-mCIMの実施フロー

図 6.　mCIMおよび SMA-mCIMの結果
上段にKlebsiella pneumoniae OXA-48 産生株，下段に
Escherichia coli NDM-1 産生株を示している。K. pneu-
moniae OXA-48 産生株では，mCIMにおいて carbapene-
mase産生性が示唆され，SMA-mCIMでは阻止円が拡張し
ておらず，濁度もmCIMとSMA-mCIMで差が認められな
いことからMBL以外のcarbapenemase産生性を示唆する
結果となっている。E. coli NDM-1 産生株では，mCIMに
おいてcarbapenemase産生性が示唆され，SMA-mCIMで
は阻止円が拡張しており，ブロスの吸光度はmCIMと比較
し SMA-mCIMで低下していることからMBL産生性を示
唆する結果と判定される。
1：16 時間培養後の阻止円
2：4時間インキュベート後の濁度
a：mCIM
b：SMA-mCIM

作方法はmCIMに準ずるが，meropenemを添加する
際に，同時にチューブ内に SMAディスク（栄研化学）
を添加し，4時間インキュベーション後に SMAディ
スクを配置するところがmCIMと異なっている（図
5）。SMAディスクを配置するのはmCIMと判別し易
くする為である。培養後の阻止円径が SMA-mCIMで
拡大した場合にMBL陽性と判定する（図 6）。著者ら
の検討では，CPE 34 株（IMP：16 株，NDM：9株，
OXA-48 like：6 株，KPC：2株，NDM＋OXA-181：1
株）と non-CPE 23 株（ESBL＋AmpC）を対象にし，
5 mm以上の阻止円拡大（阻止円を認めない場合を 0
mmとしている）をMBL陽性とした場合，MBL検
出の感度および特異度は共に 100%であった（図 7）。
もう一つ SMA-mCIMのユニークな点は，4時間イン
キュベーションしたブロスの濁度をmCIMと SMA-
mCIMで比較するところにある。mCIMの濁度と
SMA-mCIMの濁度を比較し，SMA-mCIMの濁度が
著しく低下している場合は，overnight の培養を待た
ずに 4時間インキュベーションの段階でMBL産生性
を強く疑う所見となる（図 7）。550 nmにおける吸光
度差が 0.20 以上をMBL陽性とした場合の感度・特異
度はそれぞれ 92.3%・100%であった。ただし，本方
法では 1 μL ループを用いて菌液を調整していること
から，最初に接種する菌量が多くなり過ぎてしまった
場合は，濁度判定が困難となる可能性がある。また，
著者らの検討では対象株数が少ないことから，SMA
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図 7.　Metallo-β-lactamase 産生性確認を目的とした SMA-mCIMおよびmCIMの結果
 黒の塗りつぶしはmetallo-β-lactamase 産生株を示している（文献 25 を改変して掲載）。

a：550 nmにおける吸光度の差（SMA-mCIMからmCIMの値を差し引いた値をプロット）
 b：阻止円径の拡張（SMA-mCIMからmCIMの値を差し引いた値をプロット）

a b

の適正な濃度値などを含めた本方法の有用性に関して
は，今後更なる評価と検証が必要となるであろう。ま
た，SMA以外の β-lactamase 阻害薬としては，cloxacil-
lin の添加によってAmpC過剰産生株での偽陽性が回
避出来る場合がある（データ示さず）。

3．おわりに
2015 年 5 月World Health Organization（WHO）総
会において，薬剤耐性（Antimirobial resistance；
AMR）に関するグローバル・アクション・プランが
採択され，加盟国は 2年以内の薬剤耐性に関する国家
行動計画の策定が求められた。これを受け，本邦にお
いても，2016 年 4 月にAMR対策アクションプラン
が決定された。このように，薬剤耐性に関する問題は
臨床現場のみならず，社会的に重要な問題として位置
づけられている。それゆえ，薬剤耐性菌をいち早く検
出する微生物検査室の役割も重要性を増している。
情報という観点から見た場合，国内外問わず，どの
ような耐性菌がどのような地域で流行しているのか，
そのような情報も検査現場において極めて重要な要因
である。本邦における耐性菌の疫学情報は必ずしも十

分であるとは言えないのが現状であろう。各医療機関
における耐性菌検査法の運用が構築され，本邦の耐性
菌疫学情報がより充実することも望まれる。
また，日常検査の範囲を逸脱してしまうが，表現型
からは識別できない耐性因子に関しては，菌株の遺伝
子情報を得なければ，耐性因子の詳細な決定は困難で
ある。耐性因子の検出に関わる分子生物学的な解析手
法は多く存在するが，まだ自施設で解析できるケース
は少ない。追加検査が発生した場合や困ったときに相
談できる機関・検査技師の広範な協力体制も必要であ
ろう。
本稿では，数あるCPE検査法の中から，CLSI M100-
S27 に掲載されているスクリーニング方法を中心に述
べた。全ての carbapenemase 産生菌を完璧に検出す
る検査法は存在しないが，網羅的スクリーニング方法
がかなり確立されつつあると言ってもよいであろう。
どのような場面でどのようなスクリーニング方法を用
いるのか判断することが肝要である。我々微生物検査
技師は，検査法を知っているだけでなく，日常検査業
務の中で，薬剤感受性パターン等をもとに carbapene-
mase 産生性を疑う，即ち「スクリーニング検査に進
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むまでの過程」が最も重要であるということは言うま
でもない。現在，faropenemや latamoxef といった様々
な抗菌薬が carbapenemase 産生菌のスクリーニング
に検討されている２７）～２９）。そのため，情報感度を高め，
新しい検査技術を取り込む意識も必要であると考え
る。
最後に，本稿で示した内容が今後の微生物検査の現
場において少しでも役立つことを願う。
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Phenotypic screening methods for the detection of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae
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Carbapenems are used as last resort treatment of antimicrobial-resistant pathogens. Nevertheless, the increase
of plasmid-mediated β-lactam-resistant pathogens, including carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE),
is a major concern worldwide. Therefore, highly sensitive and specific methods for CPE detection in clinical labo-
ratory setting are critical. In this review, we provide an overview of the currently available screening methods
without molecular methods for the detection of CPE.


