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Acinetobacter 属菌のパルスフィールドゲル電気泳動法とリアルタイム PCR法，シカジーニアス分子
疫学解析 POTキット（アシネトバクター属菌用）を用いたタイピングの検討
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当院では 2014年より Acinetobacter 属菌の分離件数の増加を認め，パルスフィールドゲル電気泳動法
（PFGE）を用いて分子疫学解析を施行した。しかし PFGEは煩雑でコストと時間がかかるため，Acinetobac-
ter 属菌のうちアウトブレイクを起こしやすい株の迅速かつ簡便な識別を目的として，リアルタイム PCR
法を用いて世界流行株とされる international clone II耐性遺伝子の検出を試みた。更にシカジーニアス分子
疫学解析 POTキット（アシネトバクター属菌用）による検討も加えて解析を行い，上記 2法の有用性を PFGE
の結果を基に比較検討した。2014年 6月から 2016年 10月までに分離され，Acinetobacter 属菌と判定され
た菌株は 92株であった。92株の PFGE解析で，同一クローン（類似性≧90％）と判定された 30株は，全
て，リアルタイム PCR法において blaOXA-51に ISAba1 が挿入されていた。耐性遺伝子のリアルタイム PCR
法は，アウトブレイクを起こしやすい株を簡便に識別できた。シカジーニアス分子疫学解析 POTキット（ア
シネトバクター属菌用）では，リアルタイム PCR法で blaOXA-51陽性の 58株がすべて Acinetobacter bauman-
nii と同定され，さらに ISAba1 -blaOXA-51陽性の 30株は POT値 1が全て 122であった。POT値 2と 3によ
るクローンの型別では，122-24-55（33％），122-26-55（43％）が多くを占める 5グループに分かれた。POT
法は，短時間でアウトブレイクを起こしやすい株の識別と同一クローンの鑑別を同時に行うことができるが，
一方で耐性遺伝子の検出はできないことが課題として挙げられた。
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序 文
Acinetobacter 属菌は好気性グラム陰性短桿菌で，Acine-

tobacter baumannii は院内感染の主要な原因菌である１）。A.
baumannii の中でも，international clone I，international
clone IIあるいは international clone IIIと呼ばれる菌による
院内感染が報告されている２）。このうち international clone II
は世界的流行株として知られ３），本邦でも死亡例を含む A.
baumannii の院内感染事例が散発的に報告されている４）～６）。

A. baumannii international clone IIの多くは，class Dに
属するカルバペネム分解型 β―ラクタマーゼ（CHDL）を産
生し，カルバペネム系薬に耐性を示すことが知られているが，
一部には class Bに属するメタロ―β―ラクタマーゼ（MBL）を
産生してカルバペネム系薬に耐性を示す菌株も報告されてい

る７）８）。
A. baumannii が産生する CHDLは，A. baumannii が菌

種固有の遺伝子として保有する blaOXA-51や，blaOXA-23，blaOXA-24，
blaOXA-58が主要グループである１）３）。但し blaOXA-58以外の遺伝子
が発現されるためには，各 CHDLをコードする遺伝子の上
流に ISAba と呼ばれるプロモーター配列を有する可動性遺
伝子が挿入されなければならない。

Acinetobacter 属菌の院内感染対策において微生物検査が
貢献するためには，international cloneか否かを含む分離株
の遺伝的関連性を識別することが重要である。そのためには，
従来からパルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）が汎用
されてきたが，検査が煩雑で時間を要することから，迅速性
が求められる院内感染対策の局面ではあまり有用とは言えな
かった。
以上の背景から，当院では international cloneとカルバペ
ネム耐性遺伝子の識別を目的として，臨床材料から分離され
た Acinetobacter 属菌を対象に，blaOXA-51及び blaOXA-23上流へ
の ISAba1 の挿入の確認と，blaOXA-23，blaOXA-24，blaOXA-58，blaIMP，
blaVIMをリアルタイム PCRで検出している９）～１１）。本研究では，
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現行の PFGE，当院で利用しているリアルタイム PCRによ
る international clone鑑別法，さらに市販のシカジーニアス
分子疫学解析 POTキット（アシネトバクター属菌用）の遺
伝的菌株識別能を比較検討し，その有用性を検証した。

材料と方法
1．供試菌株
2014年 6月から 2016年 10月の間に，当院に入院中の患
者検体から新規に分離された Acinetobacter 属菌のうち，
PFGE解析が実施された 92株を供試菌株とした。菌種同定
に用いた自動同定薬剤感受性検査機器は，Micro Scan Walk
Away 96 Plus（ベックマン・コールター，東京），パネルは
Neg NF Combo 1J（ベックマン・コールター，東京）を使
用した。
2．PFGEによる Acinetobacter 属菌の遺伝的関連性の解
析

35℃で培養した被検菌を BHI Brothに懸濁し 16～20時間
培養したのち，プラグを作製した。アクロモペプチダーゼに
て溶菌，蛋白除去処理し，制限酵素 SmaI（タカラバイオ，
滋賀）により 30℃で 24時間制限酵素処理した。PFGEは
CHEF DR III（バイオ・ラッド・ラボラトリーズ，USA）を
用い，泳動槽の温度は 12℃，電圧は 6.0 V/cm，泳動時間 18.5
時間，角度は 120度として行った。クラスター解析は UP-
GMA法（非加重結合法）により行い，FingerprintingII Soft-
ware ver. 3.00（バイオ・ラッド・ラボラトリーズ）を用い
て系統樹を作成し，解析には Dice係数（最適化 0.0％，トレ
ランス値 1.0％）を使用した。
3．リアルタイム PCRによるカルバペネム耐性関連遺伝
子の検出

ヒツジ血液寒天培地（日本ベクトン・ディキンソン，東京）
を用いて，35℃，24時間好気培養したコロニーを 1 μl定量
白金耳を用いて採取し，200 μlの精製水に懸濁した。ヒート
ブロックにて 95℃，30分間加熱した後，15,000 rpmで 5分
間冷却遠心し，上清を鋳型ゲノムとした。

PCRは，Light Cycler 480 High Resolution Melting Mas-
ter（ロシュ・ダイアグノスティックス，スイス）を使用し，
プライマー配列は Turtonら１２），PCR条件はWoodfordらの
報告１３）に準拠した。blaOXA-51および blaOXA-23の上流に存在する
ISAba1 の検出は Segalの報告１４）に従ったが，PCR反応は 45
回に増加した。blaIMP，blaVIMの検出用プライマーは，Light
Mix Modular Kit IMP-Carbapenemase R6Gおよび Light
Mix Modular Kit VIM-Carbapenemase R0X（ロシュ・ダイ
アグノスティックス）を使用し，PCR反応液は TaqMan法
に準拠した Light Cycler Multiplex DNA Master（ロシュ・
ダイアグノスティックス，スイス）を使用し，添付文書に従っ
て PCRを行った。PCR増幅産物の特異性は，増幅産物の理
論的 Tm値と融解曲線から得られた Tmが一致することを
確認した。
この結果より，供試菌株が持つカルバペネム耐性関連遺伝
子が，PFGEの系統樹の類似性とどのように相対するかを比
較検討した。

4．シカジーニアス分子疫学解析 POTキット（アシネト
バクター属菌用）を用いた遺伝的関連性の解析

ヒツジ血液寒天培地（日本ベクトン・ディキンソン，東京）
を用いて，35℃，24時間好気培養したコロニーを 1 μl定量
白金耳を用いて採取し，200 μlの精製水に懸濁した。鋳型ゲ
ノムは，シカジーニアス DNA抽出試薬（関東化学）を用い
て調製した。シカジーニアス分子疫学解析 POTキット（ア
シネトバクター属菌用：関東化学，東京）を使用して PCR
反応後，4％に調整した Agarose KANTO HC（関東化学，
東京）を使用して，電気泳動を行った。電気泳動の結果は添
付文書に従って POT値を決定した。すなわち，POT値 1
を用いて菌種同定と international cloneの識別，POT値 2
と 3を用いて菌株間の遺伝的関連性を類推した。
この結果より，供試菌株の POT値が，PFGEの系統樹の
類似性とどのように相対するかを比較検討した。

結 果
1．供試した Acinetobacter 属菌の PFGEによる遺伝的関
連性の検討

blaOXA-51陽性 Acinetobacter spp. 58株の PFGEを解析して
得られた遺伝的関連性を示す系統樹を，図 1と図 2に示す。
2．リアルタイム PCRによる Acinetobacter 属菌が保有
するカルバペネム耐性関連遺伝子の検出

供試菌株のうち blaOXA-51陽性株および陰性株は，それぞれ
58株および 34株であった。blaOXA-51陽性株のうち，30株に
おいて blaOXA-51の上流に ISAba1 が挿入されていたが，28株
には ISAba1 の挿入を認めなかった。ISAba1 -blaOXA-51陽性
を示した 30株のうち blaIMP陽性を示したのは 9株であった。
今回検討した他のカルバペネマーゼをコードする遺伝子を保
有する供試菌株は認められなかった。
3．シカジーニアス分子疫学解析 POTキット（アシネト
バクター属菌用）を用いた遺伝的関連の検討

blaOXA-51陽性 58株のシカジーニアス分子疫学解析 POT
キット（アシネトバクター属菌用）による解析結果は，PFGE
の解析結果とともに図 1と図 2に示す。blaOXA-51陽性株は，本
法の結果からすべて A. baumannii と同定された。

34株の blaOXA-51陰性となった Acinetobacter 属菌の本法の
解析結果は，PFGEの結果とともに図 3に示した。blaOXA-51

陰性株は，23株が Acinetobacter pittii，4株が Acinetobacter
nosocomialis，7株は菌種の同定まで至らず Acinetobacter
属菌という結果であった。

考 察
PCR法を用いた耐性遺伝子検出は，アウトブレイクを起

こしやすい A. baumannii のタイピングに有用と報告されて
いる１）。我々はこれを利用して，リアルタイム PCRにて迅速
にアウトブレイク株の鑑別を行った。この方法は 2～3時間
程度で実施でき，かつ簡便であるため，アウトブレイク時に
おいて迅速な対応を実施するには，非常に有用なタイピング
法と示唆された。

PFGEの類似性は 80％以上がカットオフ値として用いら
れているが１５）１６），条件や要因で変動がみられるため，今回の
検討では類似性の境界レベルとして 90％以上を示した株を
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同一株として，当院のアウトブレイク株と定義した。アウト
ブレイク株 30株（図 1．No. 1～30）はリアルタイム PCR
法ですべて ISAba1 -blaOXA-51陽性であった。このなかでさら
に blaIMP陽性であった 9株（図 1．No. 22～30）は同じクロー
ンの多剤耐性型 A. baumannii（multi drug resistance Acine-

tobacter baumannii；MDRA）であった。これらは，当初
アウトブレイク株とは別クローンであると考えていたが，多
剤耐性化していない ISAba1 -blaOXA-51陽性株がプラスミド性
に IMP遺伝子を取り込み，多剤耐性化したと考えられた。
一方で，PFGEでも一致することはなかった 28株（図 2．
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No. 31～58）には，ISAba1 の挿入が全く認められなかった。
No. 33と 34，No. 48と 49は PFGEでは同一クローンと判定

されるが，それぞれ 3株以上の検出は認められていない。ま
た blaOXA-51陰性 34株の系統樹（図 3．No. 59～92）において
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も，2～3株で一致が見られるのみであり，blaIMP以外の耐性
遺伝子は認められなかった。これら ISAba1 -blaOXA-51陰性株
と blaOXA-51陰性株は，アウトブレイク株と同様に当院で多数

検出されていたが，院内でアウトブレイクには至っていない。
当院で伝播した株は，ISAba1 -blaOXA-51陽性株のみであった。
世界流行株は他にも ISAba1 -blaOXA-23や blaOXA-24などの耐性遺
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伝子が報告されている１７）１８）。これらの株は今回の検討では検
出されなかったが，今後検出される可能性があり，これらの
耐性遺伝子の確認も継続して行う必要性があると考えられた。
リアルタイム PCR法では，カルバペネム耐性関連遺伝子
が検出された株が，同一クローンであるか否かという鑑別は
できない。同一クローンかどうかの確認には PFGE法が必
須であるものの，コストと時間がかかるという難点がある。
今回検討したシカジーニアス分子疫学解析 POTキット（ア
シネトバクター属菌用）は，アウトブレイクを起こしやすい
株の識別と同時に，同一クローンの鑑別が可能であることが
示唆された。10日前後の時間を要する PFGEと比較して，5～
6時間という短時間で実施でき，迅速性を必要とする感染対
策において有用な方法であると考えられた。この方法は
Acinetobacter 属菌の中から，①病原性をもつ A. baumannii
の識別，②ICの推定，③同一クローンの鑑別という 3つの
項目を可能にするとされている１９）。我々が行った検討でも，
PFGEで同一クローンであった当院の ISAba1 -blaOXA-51陽性
株は，30株（図 1．No. 1～30）全てにおいて POT値 1が 122
となった。この値は ICIIの株を示し，アウトブレイクを起
こしやすい株を識別する重要な指標と考えられた。
一方で，ISAba1 -blaOXA-51陽性株の POT値 2と 3によるク
ローンの型別では，PFGEの系統樹と完全な一致は認められ
ず，PFGEで同一クローンと判定された株が，5タイプの
POT値を示すグループに分類されるという乖離が見られた。
このグループのうち 122-24-55が 33％，122-26-55が 43％を
占めた。今回の検討で認めた PFGEの系統樹と POT値の不
一致について，シカジーニアス分子疫学解析 POTキット（ア
シネトバクター属菌用）はマルチプレックス PCR法を用い
ているため，リアルタイム PCR法に比べ手技は煩雑であり，
バンドの読み取りには熟練を要し，判定に誤差を生じた可能
性が高い。さらに ICの識別を目的として設計されているた
め，制限酵素によるゲノム DNAの切断パターンをみる
PFGEとは結果が乖離することも示唆される１９）。同一クロー
ンの判定は POT値 1～3がすべて一致するものと，取扱い
説明書に記載されている。このように数値で決定付けられる
ため，伝播の可能性を客観的に比較できる方法ではあるが，
PFGEのように菌株間が遺伝子レベルでどれだけ近親である
かを知ることは困難である。クローンの同一性の鑑別につい
ては POT値 2と 3の数値が異なっても，患者背景より総合
的に判断する必要が生じ，慎重な判断を要すると考えられた。
リアルタイム PCR法とシカジーニアス分子疫学解析 POT

キット（アシネトバクター属菌用）はいずれも，PCRの設
備のない施設においては行うことができない検査である。そ
の場合は薬剤感受性検査により，第 3世代セファロスポリン
耐性株や，アミノグリコシド系薬とニューキノロン系薬の 2
剤耐性株の検出に注意する必要がある３）２０）が，遺伝子による
鑑別に比べると判定は難しい。
リアルタイム PCR法は最も簡便迅速である。また，シカ
ジーニアス分子疫学解析 POTキット（アシネトバクター属
菌用）はアウトブレイクを起こしている株の耐性遺伝子や耐
性機序は知ることができないが，疫学調査を行う上で迅速性
を有していた。病院におけるアウトブレイクを未然に防ぐに
は，すみやかに患者を隔離することが肝要であるため，各々

の方法を必要に応じて適切に使い分けることが重要であると
考えられた。
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Comparative study using pulse field gel electrophoresis, Real time PCR, and PCR-based open
reading frametyping kit for Acinetobacter species as typing methods of Acinetobacter sp.

Mayuko Kaiho 1) 2) , Takeshi Nakazawa 2) , Ayako Higuchi 1) , Yasuyo Ode 1) , Katsunari Kina 1) ,
Kazunori Miyake 1) , Kensuke Murata 2) 4) , Yoshiaki Inoue 5) , Shinichi Sasaki 2) 3)
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4) Department of Emergency Room, Juntendo University Urayasu Hospital
5) Department of Emergency Room and Intensive Care Unit, Tsukuba University Hospital

Instance of Acinetobacter infection have increased in our institution since 2014. We thus attempted an epidemiological
analysis using pulsed field gel electrophoresis (PFGE). Inspection by PFGE is cumbersome and costly and reporting results is
time consuming. We investigated resistance genes of pandemic strains using real-time PCR for rapid differentiation of strains
among Acinetobacter species, which could easily cause outbreaks. We also examined a PCR-based open reading frame typ-
ing (POT) kit for Acinetobacter species because it was newly marketed since 2014. We then compared the usefulness of
these two methods based on the results of PFGE. We analyzed 92 strains that were determined as Acinetobacter species
from June 2014 to October 2016. PFGE results revealed 30 strains to be the same clones (similarity≧90%) as they all showed
the presence of ISAba1 -blaOXA-51 by real-time PCR. Detecting a resistance gene by real-time PCR can distinguish a potential
outbreak-causing strain; thus, it is a useful typing method for screening Acinetobacter species when their frequency of de-
tection is increased. In the POT kit for Acinetobacter species, all 30 strains harboring ISAba1 -blaOXA-51 were 122 by POT 1.
According to the type of clones by POT 2 and POT 3, the strains were divided into 5 groups, which accounted for 122-24-55
(33%) and 122-26-55 (43%). Compared to PFGE, this method could identify the potential outbreak strains and simultaneously
differentiate the same clones in a short time. However, it is impossible to detect resistance genes using POT kit for Acineto-
bacter species.


