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市販薬組み合わせによる腸内細菌目細菌を対象とした ESBL，AmpC，MBL検出法の検討
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耐性菌の迅速・正確な検出は感染対策と抗菌薬適正使用の両面で重要である。本検討では，AmpC/ESBL
鑑別ディスク（MastAE）と Sodium mercaptoacetic acid（SMA）を併用した新しい β-lactamase産生菌鑑
別法（MastAE-SMA）を考案し評価した。PCRにて Extended-spectrum β-lactamase，AmpC β-lactamase
およびMetallo-β-lactamase（ESBL，AmpCおよびMBL）産生性が決定された腸内細菌目細菌 70株を対象
に，MastAE，SMA double disk synergy test（SMA-DDST）およびMastAE-SMAを実施し，PCRとの結
果一致率を比較した。ESBLおよび/または AmpC産生菌に対するMastAEおよびMastAE-SMAの PCR
との結果一致率は，MBL非産生の場合でともに 28/28（100％），MBL産生の場合で 2/29（7%）および 19/
29（66％）であった。MBL産生菌に対する SMA-DDSTおよびMastAE-SMAの PCRとの結果一致率はと
もに 37/42（88％）であった。MastAE-SMAはMBLかつ ESBLおよび/または AmpC産生菌において，よ
り正確に β-lactamaseを鑑別することが可能であり，効果的な方法であると考える。
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序 文
Extended-spectrum β-lactamase（ESBL），AmpC β-
lactamase（AmpC），Metallo β-lactamase（MBL）等の酵素
を産生し，第三世代セファロスポリンに耐性を示す腸内細菌
目細菌の増加が世界的問題となっている１）。ESBL，AmpC
およびMBLは，プラスミドを介し菌種を超えて伝播する可
能性がある。また，β-lactamaseを複数産生している場合も
あり，感染症治療に当たっては有効な抗菌薬が少ない症例も
多い。近年ではこのような症例に対し，tazobactamや rele-
bactam（海外では avibactamや vaborbactam）などの β-
lactamase阻害剤を配合した β-lactam系抗菌薬が使用可能だ
が，MBLに対してこれらの阻害剤は無効である。また，モ
ノバクタム系抗菌薬はMBL産生菌に対し in vitroで感受性
を示すが，ESBLや AmpCの同時産生によって耐性化する
場合がある。従って，これらの耐性菌を迅速かつ正確に検出
することは医療関連感染対策および抗菌薬適正使用の両方の
観点で重要である。
薬剤耐性腸内細菌目細菌の β-lactamase検出法としては，

PCRなどによる遺伝子検査と抗菌薬・阻害剤を用いた表現
型検査があるが，遺伝子検査については設備と環境の課題等
から全ての臨床微生物検査室において実施できるというわけ

ではない。表現型検査については，ESBLと AmpC産生菌
の鑑別試薬として AmpC/ESBL鑑別ディスク（MAST-
DISCS Combi AmpC and ESβL ID set；MastAE）（関東化
学）が上市されているが，本試薬はMBLと ESBLおよび/
または AmpCを同時産生する菌で正しく ESBLおよび/また
は AmpCを鑑別することはできないとされている２）。また，
MBL産生菌を検出する Sodium mercaptoacetic acid double
disk synergy test（SMA-DDST）用の試薬；メタロ β―ラク
タマーゼ SMA‘栄研’（SMAディスク）（栄研化学）も市
販されているが，本試薬は当然ながらMBL以外の酵素を検
出し得ない。従って，これらの試薬を各々用いたとしても
MBLを含む β-lactamase複数産生菌を正確に鑑別すること
は困難である。
このような課題に対し，本研究では，β-lactamase複数産
生菌に対する検査法として市販試薬の組み合わせによる β-
lactamase検出法（MastAE-SMA）を考案し，各試薬単独で
検査した場合との比較検討を行った。

材料と方法
（1）使用菌株
愛知医科大学病院および中部地方の医療施設から臨床分離
されスキムミルクで－80℃凍結保存された Escherichia coli
23株，Klebsiella pneumoniae 26株，Klebsiella oxytoca 9
株，Enterobacter cloacae complex 3株および Citrobacter
amalonaticus 2株の臨床分離株 63株，American Type Cul-
ture Collection（ATCC）2株お よ び National Collection of
Type Cultures（NCTC）5株の標準菌株 7株，計 70株を対
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Table　1.　 Bacterial strains. 

β-lactamase production
No. of isolates

Total
C. amalonaticus E. coli E. cloacae K. oxytoca K. pneumoniae

Clinical isolates 2 23 3 9 26 63
non-CPE
AmpC singular
CMY-2 7 7
DHA-1 6 2 8
ESBL with AmpC
CTX-M-1-group＋CMY-2 1 1
CTX-M-1-group＋DHA-1 2 2
CTX-M-9-group＋CMY-2 2 2
CTX-M-9-group＋DHA-1 1 1 2
SHV-12＋DHA-1 2 2

CPE
MBL
IMP-1 6 5 11
MBL with ESBL
IMP-1＋CTX-M-1-group 1 1 1 3
IMP-1＋CTX-M-9-group 3 3
IMP-6＋CTX-M-2-group 2 2 8 12
IMP-6＋CTX-M-2- and -M-9-group 1 1
NDM-1＋SHV-28＋TEM-104＋CTX-M-1-group 1 1
NDM-5＋TEM-104＋CTX-M-1-group 1 1
MBL with AmpC
IMP-1＋Chromosomal AmpC 3 3
IMP-1＋DHA-1 3 3
MBL with ESBL and AmpC
IMP-1＋CTX-M-1-group＋CMY-2 1 1

Reference strains 4 1 2 7
ESBL singular
TEM-3a 1 1
CTX-M-15b 1 1
AmpC singular
Chromosomal AmpCc 1 1
ESBL with AmpC
CTX-M-9-group＋CMY-2d 1 1
MBL
IMP-unsequencde 1 1
VIM-1f 1 1
MBL with ESBL and AmpC
NDM-1＋CTX-M-1-15＋CMY-6g 1 1

(a); NCTC 13351,  (b); NCTC 13353,  (c); NCTC 13406,  (d); ATCC BAA-2355,  (e); NCTC 13476,  (f); NCTC 13440,  (g); ATCC BAA-
2146.

象とした（Table 1）。臨床分離株の菌種同定および β-
lactamase産生性の確認，ATCC菌株の情報参照は既報と同
様の方法で実施した３）。また，NCTCの菌株情報は UK Health
Security Agency https://www.culturecollections.org.uk/
about-us/nctc/の公開情報を参照した。対象菌株はポアメ
ディア羊血液寒天培地M58（栄研化学）に塗布し，5％CO2
条件下で 35℃，18時間培養し検討に用いた。
（2）MastAE
McFaland No.0.5に調整した対象菌株の菌液をミューラー
ヒントン II寒天培地（日本ベクトン）に塗布した後，添付

文書に従って，ディスク A：Cefpodoxime（CPDX）10 μg，
ディスク B：CPDX 10 μg＋ESBL阻害剤，ディスク C：
CPDX 10 μg＋AmpC阻害剤，ディスク D：CPDX 10 μg＋
ESBL阻害剤＋AmpC阻害剤をそれぞれ設置し，35℃，18
時間好気培養した２）。培養後，ディスク A～Dの阻止円直径
を計測し，関東化学ホームページ上で配布されているファイ
ル資料「AmpC/ESBL鑑別ディスク」と「カルバペネマー
ゼ鑑別ディスク Plus」の簡易判定シート：ファイル名「r_
DiscJudgement_2017」に入力し判定を行った。なお，判定
アルゴリズムは以下の通り；｜A-B｜，｜A-C｜および｜A-
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Figure　1.　Disk placement position for the MastAE-SMA.
(A): mastdisc A (Cefpodoxime 10 μg), (B): mastdisc B (Cefpodox-
ime 10 μg＋ESBL inhibitor), (C): mastdisc C (Cefpodoxime 10 μg
＋AmpC inhibitor), (D): mastdisc D (Cefpodoxime 10 μg＋ESBL 
inhibitor＋AmpC inhibitor) and (S): metallo-β-lactamase SMA 
‘Eiken’ (sodium mercaptoacetic acid 3 mg).

D｜がすべて≦2 mmの場合：ESBL（－）/AmpC（－），（B-
A）および（D-C）≧5 mmさらに｜B-D｜および｜A-C｜≦
4 mmの場合：ESBL（＋），（D-B）および（C-A）≧5 mm
さらに｜A-B｜および｜C-D｜≦4 mmの場合：AmpC（＋），
（D-C）≧5 mmさらに｜B-A｜≦4 mmの場合：ESBL（＋）/
AmpC（＋），その他の場合：判定不能。
（3）SMA-DDST
同試験はMBL産生の対象菌株のみ実施した。McFaland
No.0.5に調整した対象菌株の菌液をミューラーヒントン II
寒天培地に塗布し，SMAディスクと KBディスク‘栄研’
セフタジジム（Ceftazidime 30 μg含有）（CAZディスク）
（栄研化学）および KBディスク‘栄研’メロペネム（Mero-
penem 10 μg含有）（MEPMディスク）（栄研化学）が中心
間距離 16 mmとなるように配置した。また，SMAディス
クから 30 mm以上離れた位置にそれぞれもう 1枚ずつ CAZ
およびMEPMディスクを単独で設置し 35℃，18時間好気
培養した。培養後，添付文書に従って阻止円および阻止帯の
形成を観察し，各抗菌薬単独ディスクの阻止円直径より
SMAディスクに隣接した抗菌薬ディスクの阻止帯が，SMA
ディスクと抗菌薬ディスクの中心を繋いだ軸方向に対し垂直
方向に 5 mm以上拡大した場合にMBL産生と判定した。
（4）MastAE-SMA
McFaland No.0.5に調整した対象菌株の菌液をミューラー
ヒントン II寒天培地に塗布し，MastAE（ディスク A～D）
と SMAディスクを Figure 1のように配置した。正確な位
置にディスクを配置するため実寸大配置図を印刷し，培地の
下に敷いて設置した。ディスク設置後，35℃，18時間好気
培養した。培養後，ディスク B～Dの阻止円形状を観察し，
阻止円が全て正円である場合（阻止円未形成の場合も含む）
はその直径を計測しMastAEの判定法に従って判定した。
ディスク B～Dのいずれかまたは全てにおいて，阻止円が非
正円で SMAディスク側に強調された阻止帯形成を認めた場
合，以下の通りに判定した；ディスク B，Cおよび Dの全
てで阻止帯成を認めた場合：MBL（＋），ディスク Bおよび
Dのみ阻止帯形成を認めた場合：ESBL（＋）/MBL（＋），
ディスク Cおよび Dのみ阻止帯形成を認めた場合：AmpC
（＋）/MBL（＋），ディスク Dのみ阻止帯形成を認めた場合：
ESBL（＋）/AmpC（＋）/MBL（＋），その他の場合：判定
不能。
（5）検討項目
MastAEでは ESBLおよび AmpC，SMA-DDSTではMBL，
MastAE-SMAでは ESBL，AmpCおよびMBLについて，そ
れぞれ遺伝子検査の結果をゴールドスタンダードとし，一致，
不一致および判定不能の割合を算出した。
（6）MIC値精査
被検菌株の耐性遺伝子保有状況といずれかの表現型検査の
結果に相違が認められた場合，CPDXとMEPMのMIC値
を Etestセフポドキシム PXおよび EtestメロペネムMP（ビ
オメリュー・ジャパン）を用い，添付文書に従って測定した。

結 果
MastAE-SMAの典型的な反応例を Figure 2に示す。ESBL
産生菌，AmpC産生菌および ESBL/AmpC産生菌では，Mas-

tAEと同様の阻止円変化が認められた（Figure 2（a-c））。
MBL単独産生菌では，SMAの阻害作用によりディスク B，
Cおよび Dの全てと SMAディスクの間に阻止帯成を認め
た（Figure 2（d））。ESBL/MBL産生菌では，ESBL阻害剤
が存在するディスク Bおよび Dと SMAディスクの間に阻
止帯成を認めた（Figure 2（e））。AmpC/MBL産生菌では，
AmpC阻害剤が存在するディスク Cおよび Dと SMAディ
スクの間に阻止帯成を認めた（Figure 2（f））。ESBL/AmpC/
MBL産生菌では，ESBL阻害剤と AmpC阻害剤の両方が存
在するディスク Dと SMAディスクの間に阻止帯成を認め
た（Figure 2（g））。
MastAE，SMA-DDSTおよびMastAE-SMAの結果を Ta-
ble 2に示す。MBL非産生 菌 群 で は，MastAEお よ び
MastAE-SMAの両法とも PCRとの結果一致率は 100%で
あ っ た。MBL産 生 菌 群 に お け る SMA-DDSTお よ び
MastAE-SMAの両法とも PCRとの結果一致率（MBL陽性
率）は 37/42（88%）であった。MBLかつ ESBLおよび/ま
たは AmpC産生菌群では，ESBL/MBL産生菌，AmpC/MBL
産生菌，ESBL/AmpC/MBL産生菌のすべてにおいて，
MastAE-SMAの PCR一致率はMastAEより高かった。
MastAE，SMA-DDSTおよびMastAE-SMAのいずれか
の結果と PCRの結果が不一致または判定不能となった例を
Table 3に示す。MastAEの ESBL/MBL産生菌における
PCRとの結果不一致 16例の内訳は，ESBL（－）/AmpC（－）
が 8例，AmpC（＋）が 4例および ESBL（＋）/AmpC（＋）
が 4例であった。また，AmpC/MBL産生菌における結果不
一致 4例および ESBL/AmpC/MBL産生菌における結果不
一致 2例の内訳はすべて ESBL（－）/AmpC（－）であった。
MBL産生菌群のうち SMA-DDST陰性は 5例あり，IMP型
MBL産生菌と VIM型MBL産生菌がそれぞれ 1例および
NDM型MBL産生菌が 3例であった。MastAE-SMAと PCR
との結果不一致 6例および判定不能 5例は，いずれも SMA-
DDSTおよび/またはMastAEで PCRとの結果が不一致に
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 Table　2.　 Results obtained using the MASTDISCS Combi AmpC and ESβL (MastAE), Sodium mercaptoacetic acid double disk syn-
ergy test (SMA-DDST) and MastAE-SMA. 

PCR confirmed strain 
group (no.) 

Number (%) of assay result of: Number (%) of MastAE-SMA result of: 
MastAE SMA-DDST AmpC and/or ESBL detection

MBL 
detectionconcordant discordant uninter-

pretable positive negative concordant discordant uninter-
pretable

non-CPE (28) 28 (100) 0 0 nt nt 28 (100) 0 0 na
ESBL (2) 2 (100) 0 0 nt nt 2 (100) 0 0 na
AmpC (16) 16 (100) 0 0 nt nt 16 (100) 0 0 na
ESBL/AmpC (10) 10 (100) 0 0 nt nt 10 (100) 0 0 na

CPE (42) 12 (29) 23 (55) 7 (17) 37 (88) 5 (12) 31 (74) 6 (14) 5 (12) 37 (88)
MBL (13) 10 (77) 0 3 (23) 12 (92) 1 (8) 12 (92) 0 1 (7) 12 (92)

ESBL/MBL (21) 1 (5) 16 (76) 4 (19) 19 (90) 2 (10) 12 (57) 6 (29) 3 (14) 18 (86)
AmpC/MBL (6) 1 (17) 4 (67) 1 (17) 5 (83) 1 (17) 6 (100) 0 0 6 (100)
ESBL/AmpC/MBL (2) 0 2 (100) 0 1 (50) 1 (50) 1 (50) 0 1 (50) 1 (50)

Total (70) 40 (57) 23 (33) 7 (10) 37 (88) 5 (12) 59 (84) 6 (9) 5 (7) 37 (88)
nt, not tasted; na, not applicable.

Figure　2.　Representative inhibitory effects for the MastAE-SMA.
(a): Escherichia coli producing TEM-3 (NCTC 13351), (b): Enterobacter cloacae (NCTC 13406), (c): E. coli producing CTX-M-9 and CMY-2, 
(ATCC BAA-2355), (d): E. coli producing IMP-unsequenced (NCTC 13476), (e): Klebsiella pneumoniae producing IMP-1 and CTX-M-1 
group (clinical isolated), (f): K. pneumoniae producing IMP-1 and DHA-1 (clinical isolated) and (g): Citrobacter amalonaticus producing 
IMP-1, CTX-M-1 group and CMY-2 (clinical isolated).

なっている事例であった。

考 察
今回われわれは，β-lactamase複数産生菌に対し市販製品
を組み合わせた簡易的かつ迅速な表現型検査法；MastAE-
SMAを考案し，遺伝子検査をゴールドスタンダードとして，
市販製品単独で検査を実施した場合との結果一致率を比較検

討した。
MastAEについて本来の検出対象菌であるMBL非産生の
ESBLおよび/または AmpC産生菌に対する有用性の検討は
これまでにいくつか報告がされており，いずれも良好な結果
を示している４）５）。本検討においてもMastAEはMBL非産生
の ESBLおよび/または AmpC産生菌群において PCRとの
結果一致率は 100%であった（Table 2）。また，MastAE-SMA
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も同様の結果を示したことから，SMAディスクの追加は
MastAEのMBL非産生菌における ESBLおよび/または
AmpCの鑑別に影響を及ぼさないことが示唆された。MBL
は ESBL阻害剤にも AmpC阻害剤にも阻害されないため，
MastAEのディスク A～Dに含有される CPDXを ESBLお
よび/または AmpCの産生性と無関係にすべて分解する。
従って，MastAEでは，理論上，MBL産生菌は ESBLおよ
び/または AmpCの産生性に関わらず ESBL（－）/AmpC
（－）または判定不能の結果となることが考えられる。この
問題点についてはMastAEの添付文書の Limitationsでも言
及されているが，実際のMBLかつ ESBLおよび/または
AmpC産生菌株でMastAEを検討した事例は我々が検索し
うる限りこれまでに報告されていない２）。本研究では，MBL
かつ ESBLおよび/または AmpC産生菌群の多くがMastAE
で上述の通り ESBL（－）/AmpC（－）または判定不能の結
果となり，本菌群におけるMastAEと PCRの結果一致率は
0～17%に留まった（Table 2）。一方，本研究の新規の知見
として，ESBL/MBL産生菌で AmpC（＋），ESBL（＋）/AmpC
（＋）となる非特異的事例がそれぞれ 4例ずつ認められた（Ta-
ble 3）。MastAEのディスク Cおよび/または Dで阻止帯形
成が認められたことから，両ディスクに共通して含まれる
AmpC阻害剤が被検菌になんらかの影響を及ぼしたことが
示唆される。AmpC阻害剤が IMP型MBLに与える影響に
ついては，これまでに，AmpC阻害剤のひとつである Clox-
acillinの添加により IMP型MBL産生菌のMEPMのMIC
が低下したとの報告がある６）。MastAEの基剤である CPDX，
そしてMastAEのディスク Cおよび Dに含まれる AmpC
阻害剤においても同様の事象が起きているかどうか，今後さ
らなる検証が必要と考える。
MBL産生菌群に対する SMA-DDSTおよびMastAE-SMA

の PCRとの結果一致率（MBL検出性能）はともに 88%と
同等であった（Table 2）。
NDM型および VIM型は SMA-DDSTで陰性と判定され
やすいことが報告されており７）８），本研究においても NDM型
MBL産生菌および VIM型MBL産生菌は，すべての菌株が
SMA-DDST，MastAE-SMAの両法で陰性の結果となった
（Table 3）。NDM型および VIM型MBL産生菌に対しては
EDTAが有効であるとの報告があるが，IMP型MBL産生
菌が大部分を占めるわが国の現在の疫学としては，第一選択
として SMAを用いることが推奨される３）９）。近年，IMP型，
NDM型および VIM型MBL産生菌のすべてに有効な阻害
剤（Sulfamoyl Heteroarylcarboxylic Acids）が報告されて
おり，早期の市販製品化が望まれる１０）。SMA-DDSTでは（そ
の抗菌薬に感受性で）抗菌薬ディスク単独ですでに阻止円直
径が大きい場合，SMAによるそれ以上の阻止帯拡大が認め
にくくなる。AmpC/IMP型MBL産生菌で SMA-DDSTが
陰性となった菌株（AMU 990645）では，MEPMのMICが
0.25 μg/mLと低値であり，SMA-DDSTにおけるMEPM
ディスク単独の阻止円直径が 23 mmと大きく，SMAディ
スクによる阻止帯の拡大が 5 mm以下となった（Table 3）。
本菌株は AmpC/ESBL産生菌であったことから，MBLが
阻害されたとしても AmpCにより CAZが分解されるため，
CAZディスクによる SMA-DDSTも陰性化したことが結果

不一致の原因として考えられた。一方，MastAE-SMAでは
AmpC/ESBL産生菌として検出されており，PCRの結果と
一致した。よって，MEPMのMIC値が低く，ESBLおよび/
または AmpCの複数産生が考えられるMBL産生疑い菌に
対しては，MastAE-SMAが SMA-DDSTより効果的と考え
られた。逆に，ESBL/IMP型MBL産生菌（AMU 990590）
では SMA-DDST陽性，MastAE-SMA陰性となった。その
要因については不明だが，MBLおよび ESBL産生以外の
CPDX耐性機序を有している可能性が示唆される。ESBL，
AmpC，MBL以外の CPDX耐性機序として TEM-1や OXA-
30 β-lactamaseの産生，ポーリンの変異が報告されている１１）。
このような菌株では，CAZ，MEPMなど複数の抗菌薬を用
いることが可能な従来の SMA-DDSTが有用であると考えら
れた。
本研究における検査法の限界として，対象菌株に ESBL
および/または AmpC産生型（カルバペネマーゼ非産生）の
カルバペネム耐性腸内細菌目細菌が含まれていないため，こ
のような菌株に対してMastAE-SMAが正しく鑑別可能か検
討されていないことが挙げられる。MastAE-SMAは ESBL，
AmpC，MBL以外の CPDX分解酵素（Klebsiella Pneumoniae
Carbapenemase，OXA-2-like，OXA-10-likeなど）を産生す
る菌株，ポーリン変異など β-lactamase以外の CPDX耐性
機序を有する菌株では正しく判定ができないことが考えられ
る。また，CPDXを分解しない OXA-48-likeを検出すること
はできない。
結語として，MastAE-SMAはMBLかつ ESBLおよび/ま
たは AmpC産生菌の鑑別においてMastAEより優れた結果
を示し，MBLの鑑別においては SMA-DDSTと同等の結果
を示した。従って，わが国の疫学を考慮した場合，MastAE-
SMAは臨床微生物検査室における ESBL，AmpCおよび
MBL産生菌鑑別の第一選択として利用できるものと考える。
ただし，上述の検査法の限界については留意する必要がある
と考える。

利益相反：本研究に関して企業などの利益相反はない。
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Development and evaluation of a new phenotypic method for detection of extended-spectrum-,
AmpC- and/or metallo-β-lactamase producing Enterobacterales

Mina Takayama 1) , Daisuke Sakanashi 1) , Yuzuka Kawamoto 1) , Narimi Miyazaki 1) , Tomoko Ohno 1) ,
Atsuko Yamada 1) , Akiko Nakamura 1) , Hirotoshi Ohta 1) , Hiroyuki Suematsu 1) , Chida Sumie 2) , Jun Hirai 1) 2) ,

Nobuhiro Asai 1) 2) , Nobuaki Mori 1) 2) , Hiroshige Mikamo 1) 2)
1) Department of Infection Control and Prevention, Aichi Medical University Hospital
2) Department of Clinical Infectious Diseases, Aichi Medical University Hospital

Efficient detection of extended-spectrum β-lactamase (ESBL), AmpC β-lactamase (AmpC), and metallo β-lactamase (MBL) is
a challenge in clinical laboratories. In this study, we developed and evaluated MastAE-SMA, a new method for detecting the
β-lactamases, by combining MASTDISCS Combi AmpC and EsβL ID set (MastAE) and sodium mercaptoacetic acid double
disk synergy test (SMA-DDST). MastAE-SMA, MastAE, and SMA-DDST were used to test 63 phenotypically and genotypi-
cally well-characterized Enterobacterales clinical isolates and seven reference strains (including two ESBL, 16 AmpC, 10
ESBL/AmpC, 13 MBL, 21 ESBL/MBL, six AmpC/MBL, and two ESBL/AmpC/MBL), and the results were compared with
PCR results. MastAE and MastAE-SMA showed 100% (28/28) agreement with the PCR results for ESBL- and AmpC-
producers, and 7% (2/29) and 66% (19/29) agreement, respectively, for MBL and ESBL- and/or AmpC producers. For MBL
detection, SMA-DDST and MastAE-SMA showed 88% (37/42) agreement with PCR results. In conclusion, MastAE-SMA is
an effective method for more accurately differentiating β-lactamases in MBL and ESBL and/or AmpC-producing bacteria.


