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blaGES-5保有 Serratia marcescens が検出された 1症例
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多剤耐性菌の増加と蔓延が世界的に問題となっている。今回，カルバペネム系薬剤に耐性を示す Serratia
marcescens が分離され，当センターでの遺伝子解析によりカルバペネマーゼ遺伝子 blaGES-5を検出した。
薬剤感受性は，imipenem中等度耐性，meropenem耐性であったが，第三，四世代セファロスポリン系薬
剤には感性を示した。Carba NP testおよびmCIMは陰性で，β―ラクタマーゼ阻害剤を用いたディスク法は，
3-aminophenylboronic acid添加によるmeropenem，cefmetazole阻止円直径の拡張がみられたが，cloxacillin
添加ではmeropenem，cefmetazoleいずれも阻止円拡張は見られなかった。表現型に基づく検査では，GES
型カルバペネマーゼの判定が困難であり，その検出には遺伝子解析が有用であった。

Key words: カルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌（CPE），GES-5，Carba NP test，Modified Carbapenem
Inactivation Method（mCIM）

序 文
多剤耐性菌の増加と蔓延が世界的に問題となり，国におい
て平成 28年 4月 5日「薬剤耐性（AMR）対策アクションプ
ラン」が策定された。その中では，感染症発生動向調査（Na-
tional Epidemiological Surveillance of Infectious Diseases：
NESID）の強化の取組が示されている。それを受け，平成 29
年 3月 28日付の厚生労働省健康局結核感染症課長通知「カ
ルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）感染症等に係る試
験検査の実施について」により，地方衛生研究所での薬剤耐
性菌病原体サーベイランスが開始された。
カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（Carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae：CRE）では，カルバペネマーゼ産生菌
（carbapenemase-producing Enterobacteriaceae：CPE）が
院内感染対策上重要である。CPEは国内で分離頻度が高い
カルバペネマーゼである IMP型産生菌のほか，海外で流行
し，国内での蔓延が警戒されている NDM型，KPC型，OXA-
48型産生菌がある。その他，分離数は少ないものの，GES
型，IMI型，SMB型，SME型など多くのカルバペネマーゼ
の型が報告されており１），表現型だけでは判断が困難な場合
がある。
県内の医療機関でmeropenem耐性 Serratia marcescens

が分離された。保菌と判断され CRE感染症の届出対象では
なかったが，meropenem耐性 S. marcescens の分離は当該
医療機関で経験がなく，CPEの可能性も考慮し当センター
に薬剤耐性遺伝子等の精査の依頼があった。分離株は，第三
世代セファロスポリン系薬剤に感性，カルバペネム系薬剤に
耐性を示し，表現型試験では CPEと明確に判定できる結果
は得られなかったが，遺伝子検査の結果，カルバペネマーゼ
遺伝子 blaGES-5の保有が確認されたので報告する。

症 例
1．患者：65歳 男性
臨床経過：膀胱全摘術を受け代用膀胱を造設した患者で，
術後 5日目に感染有無の確認のために提出されたカテーテル
尿培養よりmeropenemに耐性を示す S. marcescens が検出
された。術後 12日目に再度提出されたカテーテル尿培養か
らも同様の感受性を示す S. marcescens が検出された。グラ
ム染色所見，臨床症状および血液検査所見からは感染徴候は
示唆されず，持続膀胱洗浄のみで経過観察となった。以後著
変なく，術後 34日目に軽快，退院となった。患者の渡航歴
は東南アジアへ複数回，香港に 1年ほどの滞在歴があったが，
直近 90日以内の渡航はなかった。
2．分離培養同定および薬剤感受性検査
カテーテル尿からの分離培養にはヒツジ血液寒天培地（日
水製薬），ドリガルスキー寒天培地（日水製薬）を用い，35.0℃
18時間好気培養した。
同定感受性検査はMicroScan Walk Away 96 Plus（BECK-
MAN COULTER）により Neg EN Combo 1Jパネルを用い
て実施した。菌名は S. marcescens と同定され，imipenem
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表 .　術後 5日目に患者から分離されたS. marcescens の薬剤感受性結果

抗菌薬

MicroScan Neg EN 
Combo 1J Etest

 MIC
（μg/mL） 判定  MIC

（μg/mL） 判定

ampicillin ＞16 R
piperacillin ≦8 S
cefazolin ＞16 R
ceftriaxone ≦1 S
ceftazidime ≦4 S
cefotaxime ≦1 S
cefepime ≦2 S
cefmetazole ＞32 R
flomoxef ＞32 R
imipenem 2 I  4 R
meropenem ＞2 R 32 R
aztreonam ≦4 S
ampicillin/sulbactam ＞16 R
cefoperazone/sulbactam 32 I
piperacillin/tazobactam ≦16 S
gentamicin ≦2 S
amikacin ≦4 S
minocyclin 8 I
levofloxacin ＞4 R

に中等度耐性，meropenem，cefmetazoleに耐性を示し CRE
と判定されたが，ceftazidime，cefotaximeには感性を示し
た。また，自動検査機器で使用したパネルではカルバペネム
系薬剤のMIC 2 μg/mLを超える値は測定できないため，
Etest（ビオメリュー）により imipenem及びmeropenem
のMIC値を再測定した。薬剤感受性結果の判定は CLSI
M100-S22に準じた。術後 5日目に検出された菌株の薬剤感
受性検査結果を表に示す。
なお，菌同定薬剤感受性検査の精度管理には Escherichia
coli ATCC 25922を使用し，精度管理範囲内であることを
確認した。
3．カルバペネム耐性機序の解析
（1）表現型検査に基づく β―ラクタマーゼ産生性の確認２）

meropenem，ceftazidimeとメタロ―β―ラクタマーゼ SMA
‘栄研’（栄研化学）による阻害試験では阻害は認めず，メタ
ロ―β―ラ ク タ マ ー ゼ 産 生 は 否 定 的 で あ っ た。3-
aminophenylboronic acid（APB）添加（500 μg/ディスク）（東
京化成工業を用い自家調整）により，cefmetazole阻止円直
径は 6 mmから 12 mmに，meropenem阻止円直径は 8 mm
から 16 mmに，それぞれ拡張が見られた。また，cloxacillin
添加（200 μg/ディスク）３）（東京化成工業を用い自家調整）で
は，cefmetazole，meropenemともに拡張は見られず，阻止
円直径は cloxacillin添加の有無にかかわらずともに cefmeta-
zole 6 mm，meropenem 8 mmであった。また，Carba NP
test（イミペネム一水和物：富士フイルム和光純薬を用い自
家調整）は陰性，mCIMは阻止円直径が 20 mmで陰性であっ
た。なお，mCIMは CLSI M100-S27記載の方法に準じて実
施した。

（2）PCR法による β―ラクタマーゼ遺伝子検出
IMP型，VIM型，NDM型，KPC型，GES 型，OXA-48

型のカルバペネマーゼ遺伝子２）に加え，クラス A β―ラクタ
マーゼ（TEM型，SHV型４），CTX-M-1 group，CTX-M-2 group，
CTX-M-9 group５）），プラスミド性 AmpC β―ラクタマーゼ
（MOX型，CIT型，DHA型，ACC型，EBC型，FOX型）６）

遺伝子について PCR法にて検索した。TaKaRa Ex Taq Hot
Start Version（TaKaRa）を用い，TaKaRa PCR Thermal Cy-
cler Dice TP-650（TaKaRa）にて増幅後，Agarose 1600（富
士フイルム和光純薬），1×TAE Buffer（インビトロジェン）
を用い 50分泳動後，EtBr染色にて確認した。その結果，GES
型のみが検出された。
（3）シークエンス解析
菌株の DNAをアガロースゲルに包埋したプラグを作製し，
S1 nuclease（TaKaRa）処理後，パルスフィールドゲル電気
泳動により染色体 DNAとプラスミド DNAを分離した。
SYBR Gold Nucleotide Gel Stain（Invitrogen）で染色した
ゲルより，染色体 DNAバンドと 2つのプラスミド DNAバ
ンドを切り出し，Wizard SV Gel and PCR clean-up System
（Promega）を用いて DNAを抽出，Nextera XT DNA Sam-
ple Prep Kit（Illumina）のプロトコルに準じて DNAライブ
ラリを作成し，MiSeqベンチトップ型次世代シークエンサー
（Illumina）によりそれぞれ解読した。得られたシークエン
スリード配列は，A5-Miseq７）による assemblyを行い，得ら
れた連結配列に存在する薬剤耐性遺伝子及びプラスミドの
replicon typeの配列を，ResFinder及び PlasmidFinderな
どのデータベース８）を参照し探索した。その結果，一方のプ
ラスミド DNAバンドには既知の薬剤耐性遺伝子は検出され
なかったが，もう一方の総塩基長 28,764 bpのプラスミド
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図 . blaGES-5 が検出されたプラスミド pMRY16-414SMA_2
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（pMRY16-414SMA_2）に，blaGES-5参照配列（GenBank Acces-
sion No. NG_049137）と 1塩基のみ異なる配列が検出され，
そのアミノ酸配列は GES-5 β―ラクタマーゼ配列と一致した。
それ以外の獲得型 β―ラクタマーゼ遺伝子は，染色体 DNA，
プラスミド DNAいずれにも検出されなかった。pMRY16-
414SMA_2は replicon type IncP（6）のプラスミドであり，
blaGES-5はクラス 1インテグロンの intI1（5’-conserved seg-
ment；CS）と qacEΔ1，sul1 の 3’-CSの間に，機能未知遺
伝子，アミノグリコシド修飾酵素産生に関わる遺伝子 aac
（6’）-Ib と共に挿入されていた。クラス 1インテグロンの遺
伝子カセット配列は In1892としてインテグロンデータベー
ス９）に新規登録し，pMRY16-414SMA_2プラスミド全長の塩
基配列は，GenBank Accession No. LC486677に登録した
（図）。

考 察
今回，第三世代セファロスポリン系薬剤に感性，カルバペ
ネム系薬剤に耐性を示し，表現型のみでは CPEの判断が困
難であった S. marcescens よりカルバペネマーゼ遺伝子
blaGES-5が検出された。
GES型 β―ラ ク タ マ ーゼは Amblerの分類におい て
クラス Aに属するセリン β―ラクタマーゼであり，43
種類の variantが報告されている１０）（2020年 7月 7日現在）。
最初に報告された GES-1は，Klebsiella pneumoniae で検出
された基質特異性拡張型 β―ラクタマーゼ（extended-
spectrum β-lactamase：ESBL）であったが，170番目のア
ミノ酸が Glyから Serまたは Asnに変わった variant（GES-

2，-4，-5，-6，-14，-15，-16，-18，-20，-21，-24）は，カ ル
バペネマーゼとされており１１），その判定は塩基配列を確認す
る必要がある。Gly170Serに変異した GES-5では GES-1に
比べ，カルバペネムおよびセファマイシン系薬剤の加水分解
活性は増加するが，ceftazidimeに対する活性は低下するこ
とが報告されている１２）。本症例株はカルバペネム系薬剤，
cefmetazoleに耐性を示し，第三，四世代セファロスポリン
は感性であった。GES型カルバペネマーゼ産生株は，NDM
型，KPC型，IMP型，OXA-48型産生株に比べると報告数
は世界的にも限られているが，ギリシャ，ブラジル，南アフ
リカ，韓国等，様々な地域で報告があり１０），国内では K. pneu-
moniae（GES-4）１３），Pseudomonas aeruginosa（GES-5）１４），En-
terobacter cloacae，K. pneumoniae，Klebsiella oxytoca
（GES-24）１５）が検出されている。
GES型カルバペネマーゼは，カルバペネマーゼ活性が弱
く１６），Carba NP test，mCIMでは陽性率が低かった１７）との
報告がある。本菌においても Carba NP test，mCIMは陰性
であり，これらの試験ではカルバペネマーゼ産生の判定は出
来なかった。
GES型を含むクラス Aカルバペネマーゼ産生株のスク

リーニング方法として，Pasteranらは，β―ラクタマーゼ阻
害剤として 3-aminophenylboronic acid（Sigma Chemicals，St.
Louis，MO）を使用した方法を提唱している１８）。その方法は，
imipenemのMIC 1 μg/mL以上の腸内細菌科細菌をスク
リーニング試験の対象とし，APB添加（300 μg/ディスク）
により imipenemの阻止円直径が 4 mm以上拡張する，ある
いは APB添加により imipenemのMIC値が 3管以上低下
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する株は，クラス Aカルバペネマーゼ産生株の可能性が高
いというものであり，文献では KPC型，GES型，SME型，
IMI型，NMC-A型の各種クラス Aカルバペネマーゼ産生株
を用いて評価を行っている。ただし，imipenemの代わりに
meropenemや ertapenemを用いた場合は，感度及び特異度
ともにやや低下することが示されている。当センターで通常
実施している APB試験は，Pasteranらの最も推奨する方法
とは使用薬剤と APBの添加量が異なるものの，APB試験陽
性の結果は，クラス Aカルバペネマーゼ産生を疑う特徴で
あると考えられた。今回検出された株を用いて Pastranらの
推奨する APB試験（300 μg/ディスク）を追加実施したと
ころ，imipenemの阻止円直径は 16 mmから 17 mmの 1
mmのみの拡張であり陰性と判定されたが，meropenemの
阻止円直径は 9 mmから 14 mmと 5 mmの拡張を認め，陽
性と判定された。本菌株は imipenemに比べてmeropenem
のMICが高い，すなわちmeropenemの阻止円のほうが小
さいため，APBの阻害効果が明瞭に確認できたと推察され
た。また，APBは，cloxacillinと同様 AmpC β―ラクタマー
ゼ阻害剤としても用いられる。今回検出された S. marces-
cens は染色体性 AmpC β―ラクタマーゼ産生菌種であること
から１９），APB，cloxacillin両方の阻害が予想されたが，APB
阻害試験のみ陽性であった。かつ，第 3世代セファロスポリ
ン系薬剤に対して感性であったことから，本菌株のカルバペ
ネム系及びセファマイシン系薬剤耐性には AmpC β―ラクタ
マーゼよりも GES-5カルバペネマーゼの寄与が大きいもの
と推察された。
プラスミド DNA塩基配列解析の結果，blaGES-5は IncP（6）
プラスミド上のクラス 1インテグロンに存在した。IncPに
分類されるプラスミドは宿主域が広く，P. aeruginosa や腸
内細菌科細菌で報告がある２０）。国内の blaGES-5は，大阪で薬剤
耐性緑膿菌から検出され１４），その後，国内各地で分離された
薬剤耐性緑膿菌でも報告があるが，染色体上に存在するクラ
ス 1インテグロンに検出されている２１）。今回検出された株と，
P. aeruginosa との関連性は現時点では不明である。
GES型カルバペネマーゼは，表現型だけでは判別が困難
であり遺伝子検査による同定が必要であった。CRE病原体
サーベイランス 2018年データによると，GES型カルバペネ
マーゼ遺伝子陽性株は全国で 2株のみ報告され２２），同サーベ
イランスの四国 4県の 2017年～2019年データでは，その検
出報告はなかった２３）。国内での GES型カルバペネマーゼ遺
伝子陽性株の検出は限られているようであるが，引き続きそ
の動向に注視していきたい。
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Detection of carbapenem-resistant Serratia marcescens harboring blaGES-5
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The increase and spread of bacterial multidrug resistance have emerged as global concerns. Herein, carbapenem-resistant
Serratia marcescens was isolated from a urine sample of a 65-year-old male inpatient in Kagawa, Japan. The isolate was re-
sistant to carbapenems (minimum inhibitory concentration [MIC] of imipenem, 4 μg/mL; meropenem, 32 μg/mL) but suscep-
tible to broad-spectrum cephalosporins (MICs of ceftriaxone, �1 μg/mL; ceftazidime �4 μg/mL). The Carba NP test and
modified carbapenem inactivation method indicated negative results. The combined-disc test using meropenem with 3-
aminophenylboronic acid and with cloxacillin revealed positive and negative results, respectively. PCR screening for major
carbapenemase genes including blaIMP, blaNDM, blaKPC, and blaOXA-48-like yielded negative results; however, positive results were
obtained for blaGES. Whole-genome sequencing revealed that blaGES-5 is present in the class 1 integron (In1892) located on repli-
con type IncP(6) plasmid pMRY16-414SMA_2, having a total nucleotide length of 28,764 bp (GenBank Accession No. AY
494717). It was challenging to determine whether the isolate produce the GES-type carbapenemase through phenotypic tests
alone, and the genotypic test helped confirm these findings. This study highlights the need to monitor the less common type
of carbapenemase, GES, along with the major carbapenemases.


