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薬剤感受性試験でMethicillin-resistant Staphylococcus aureus と判定された
mec 遺伝子陰性株の解析および判定不一致の早期発見に向けた判定方法の評価
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当院でMethicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA）と判定された保存菌株のうち cefoxitin（CFX）
または oxacillin（MPIPC）の片方が感性であった株の mec 遺伝子の保有状況を調査した。2019年 3月-2024
年 12月で 40株が対象となり 10株が mec 遺伝子陰性であった。10株中 3株は感受性パネルによる薬剤感
受性再検査においてもMRSAと判定され，borderline oxacillin-resistant S. aureus（BORSA）と推測され
た。7株は再検査でMethicillin-susceptible S. aureus と判定され結果の乖離を認めた。MPIPCまたは CFX
が片方感性のMRSAにおいて，mec 遺伝子の有無をパネルによる薬剤感受性試験結果で推測するのは困難
であった。一方で，MRSAスクリーニング培地にコロニーを直接接種すると，mec 遺伝子の有無による発
育に差異を認め識別が可能であった。PBP2’ラテックス凝集法についても同様に識別可能であった。mec
遺伝子の有無と薬剤感受性試験結果の乖離事例は稀に報告されているが，疫学情報やその機序など十分な解
析はなされていない。各検査室においては薬剤感受性試験に加えて，MRSAスクリーニング培地や PBP2’
検出ラテックス凝集法，遺伝子検査などの併用や適用条件を検討する必要がある。
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序 文
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA）は，

mecA 遺 伝 子 保 有 に よ る penicillin-binding protein 2a
（PBP2aまたは PBP2’）の産生が主要な耐性メカニズムであ
る。近年では，mecA のホモログ遺伝子である mecC やそ
の他のメチシリン耐性機序も報告されているが１），MRSAの
判定基準は mecA 遺伝子および PBP2aの証明であり，日常
業務においては薬剤感受性試験によって判定される。

Clinical and Laboratory Standards Institute（CLSI）は，
薬剤感受性試験によるMRSAの判定において，ディスク拡
散法では cefoxitin（CFX）を，薬剤感受性パネルによるMIC
測定では CFXまたは oxacillin（MPIPC）を採用することを
推奨している２）。CFXとMPIPCのいずれか一方または両方
が耐性と判定された場合にMRSAとみなし，他の β―ラクタ
ム系抗菌薬もMIC値に関わらず耐性と報告される。
当院では 2024年に，新生児集中治療室（NICU）入室中
の患児から分離された S. aureus が，パネルによる薬剤感受
性試験では CFXが耐性（＞ 4 μg/mL）であったためMRSA
と判定された。一方で，MPIPCのMICは 0.5 μg/mLと低

値であったため，mec 遺伝子を確認したところ，陰性の結
果となり，Methicillin-susceptible S. aureus（MSSA）と判
定されるという乖離事例を経験した。当院では以前より，
CFXとMPIPCの感受性結果に乖離を認めるMRSAが検出
されていたものの，メチシリン耐性の判定について詳細な検
討は行われていなかった。今回，同様の事例が潜在的に存在
していた可能性を考慮し，メチシリン耐性判定の正確性を検
討することとした。加えて，薬剤感受性試験と mec 遺伝子
保有の有無が乖離する菌株を日常業務で早期に発見するため
の手段についても検討した。

材料と方法
1．対象
2019年 3月-2024年 12月に分離されたMRSAの保存菌株
の内（i）または（ii）の条件を満たす株を対象とした。
（i）CFX耐性（＞ 4 μg/mL）でMPIPC感性（≦ 2 μg/mL）

の株。
（ii）CFX感性（≦ 4 μg/mL）でMPIPC耐性（≧ 4 μg/mL）

の株。
当院ではMRSA菌株は無菌検体からの検出時は全て保存

し，加えて無菌検体以外からの検出は入院及び外来の初回分
離時に保存している。研究開始時に条件（i）または（ii）に
合致する保存菌株を検索する際は，同一患者からの重複株を
含めた全株から検索した。条件に合致する株の中で同一患者
の重複分は検出材料を問わず採取日が古い分離株を選択した。
菌株はMALDI biotyper（ブルカージャパン）にて同定し

著者連絡先：（〒920-0293）石川県河北郡内灘町大学 1-1
金沢医科大学臨床感染症学
飯沼由嗣
TEL: 076-218-8452
FAX: 076-218-8453
E-mail: yiinuma@kanazawa-med.ac.jp



村 竜輝・他32

32 日本臨床微生物学会雑誌 Vol. 36 No. 1 2026.

た。薬剤感受性試験は Pos MIC 2Jパネル（ベックマン・コー
ルター）を使用し，Walkaway 96 plus，LabPro ver. 4.45に
て測定した。判定は CLSI M100 ED35２）に基づいて行った。
Pos MIC 2J測定時の菌液調整は基準濁度法にて行い，
McFarland 0.5の菌液調整は濁度計 VITEK DENSICHEK
（ビオメリュー）を用いた。濁度計は測定日毎にキャリブレー
ションチェックによる確認を実施していた。
2．mecA，mecC 遺伝子の検出
対象菌株の mecA 遺伝子の有無を PCRにて確認し，mecA

陰性株は追加で mecC 遺伝子の検索を行った。mecA 及び
mecC PCRの増幅コントロールとして S. aureus の陽性コ
ントロールである nuc 遺伝子を用いた。保存菌株を 5%羊
血液寒天培地M58（栄研化学）で 5% CO2，35℃で 18時間
培養し用いた。DNA抽出はシカジーニアス DNA抽出試薬
ST（関東化学）を用いた。プライマーはmecA-forward（5’-
TGCTATCCACCCTCAAACAGG-3’），mecA-reverse（5’-
AACGTTGTAACCACCCCAAGA-3’），mecC-forward（5’-
GATAACTCTCGCAAAACATAACG-3’），mecC-reverse
（5’-CGTCATTGGCGGATCAAAC-3’），nuc-forward（5’-
CTAAGTAGCTCAGCAAATGCATC-3’），nuc-reverse（5’-
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3’）を使用した３）。
PCRは 94℃-3 minを 1 cycle，94℃-30 sec，55℃-30 sec，72℃-
30 secを 30 cycles，72℃-3 minを 1 cycleで 増 幅 し た３）。
mecA，nuc 遺伝子陽性コントロールとして S. aureus
ATCC43300を mecC，nuc 遺伝子陽性コントロールは
S. aureus NCTC13552を用いた。
3．CFX，MPIPCディスクを用いたディスク拡散法
CFX及びMPIPCディスクを用いたディスク拡散法を

mecA，mecC 遺伝子陰性株を対象に実施した。保存菌株を
5%羊血液寒天培地M58（栄研化学）で 5% CO2，35℃で 18
時間培養後に用いた。ディスクは BDセンシ・ディスク セ
フォキシチン 30及びオキサシリン 1（日本 BD），培地は BD
BBL Mueller Hinton II寒天培地（BD）を用いた。培養は 35℃
で行い，阻止円は透過光で読み取り計測した。CFXの判定
は CLSI M100 ED35に基づき感性；≧ 22 mm，耐性；≦ 21
mmとし２），MPIPCの判定は CLSI M100 S16に基づき，感
性；≧ 13 mm，中間；11-12 mm，耐性；≦ 10 mm）とし
た４）。
4．パネルによる薬剤感受性試験の再検査
mecA，mecC 遺伝子陰性株を対象に実施した。保存菌株

を 5%羊血液寒天培地M58（栄研化学）で 5% CO2，35℃で
18時間培養し用いた。パネルは Pos MIC 2Jを使用し，菌液
は基準濁度法にて測定した。Walkaway 96 plusで最終判定
直後のパネルを取り出し CFX 4 μg/mLのウェルを，条件（ii）
に合致する菌株はMPIPCのウェルについても目視で確認し
た。
5．MRSAスクリーニング培地による判定
日常業務におけるメチシリン耐性判定の補助手段として

MRSAスクリーニング培地の発育性を検討した。対象菌株
の保存菌株を 5%羊血液寒天培地M58（栄研化学）で 5% CO2，
35℃で 18時間培養し用いた。培地はクロモアガーMRSA（関
東化学）を 8分画で使用し 35℃，18時間培養した。培地へ
の塗沫方法は日常業務を考慮し，（a）発育したコロニーを滅

菌綿棒でかきとり，クロモアガーMRSAへ接種，（b）McFar-
land 0.5に調整した菌液を滅菌綿棒でクロモアガーMRSA
へ接種の 2条件とした。
6．ラテックス凝集法による PBP2’検出
日常業務におけるメチシリン耐性判定の補助手段として

PBP2’ラテックス凝集法を検討した。対象菌株の保存菌株
を 5%羊血液寒天培地M58（栄研化学）で好気条件下，35℃
で 18時間培養し用いた。PBP2’ラテックス凝集法はMRSA-
LA「生研」（デンカ生研）を用い，試薬添付文書５）に従い実
施した。
本研究は金沢医科大学 病院研究倫理審査委員会の承認

（H412）を得て実施した。

結 果
1．対象菌株の内訳と mec 遺伝子の保有状況
2019年 3月-2024年 12月に分離された 1,042株のMRSA

（重複を除く）の内，本研究の対象となった菌株は計 40株
（3.8%）であり，そのうち条件（i）に該当するものが 34株，
条件（ii）に該当するものが 6株であった。mecA 遺伝子陽
性株は 30株，mecA および mecC 遺伝子陰性株は 10株
（0.96%）であった。mec 遺伝子陰性 10株の内訳は，条件（i）
から 8株，条件（ii）から 2株であった。対象となった 40株
の β―ラクタム系抗菌薬に対するMIC分布を確認したところ，
MPIPC，ペニシリン G，アンピシリンは mec 遺伝子の有無
とMIC値の高低に関連性は認められなかった。セファゾリ
ンに対するMIC分布では，mec 遺伝子陰性株は全て 1 μg/
mL以下に分布していたが，mec 遺伝子陽性 30株中 22株
も同様に 1 μg/mL以下に分布していた（Figure 1）。mecA
および mecC 遺伝子陰性 10株が検出された患者のうち，4
名は検出前 30日以内に当院での抗菌薬投与歴が認められた
が，残りの 6名には抗菌薬投与歴は認められなかった。
2．CFXおよびMPIPCディスク拡散法による結果
mec 遺伝子陰性 10株のうち，2株は CFXディスク拡散

法において阻止円径 21 mmを示し，MRSAと判定された。
残りの 8株は阻止円径 22-30 mmを示し，MSSAと判定され
た。MPIPCディスク拡散法においては，3株が中間と判定
され，7株が感性と判定された（Table 1）。
3．mec 遺伝子陰性株のパネルによる薬剤感受性試験再検
査結果

保存菌株を用いたパネルによる薬剤感受性試験の再検査で
は，mec 遺伝子陰性 10株中 3株が CFXによりMRSAと判
定され，7株はMSSAと判定された（Table 1）。特に，MRSA
と判定された 3株の CFX 4 μg/mLのウェルを目視で確認し
たところ，弱い発育が認められた（Figure 2）。MPIPCでは
全てMSSA判定となった。
4．MRSA選択培地における発育性
MRSAスクリーニング培地における発育性について，以

下の結果が得られた。
・コロニーを直接塗抹する条件（a）の場合：mecA 遺伝

子陽性株は全て良好な発育を示した。一方，mec 遺伝子陰
性株では 7株（Figure 3 No. 4-10）が非発育であった。残り
の 3株（Figure 3 No.1-3）は薄い発育を認めたものの，mecA
遺伝子陽性株とは明確に識別可能であった。
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Figure　1.　MIC distribution of mecA gene-positive and mec gene-negative S. aureus in β-lactam antimicrobials
(A) oxacillin, (B) penicillin G, (C) ampicillin, (D) cefazolin
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・McFarland 0.5に調整した菌液を塗抹する条件（b）の
場合：mec 遺伝子陰性株は 8株（Figure 3 No. 3-10）が非発
育，2株（Figure 3 No. 1，2）が薄い発育を示した。mecA
遺伝子陽性株においては，4株（Figure 3 No. 11-14）で大小
不同のコロニーや薄い発育が観察され，直接接種した場合と
比較して十分な発育が認められなかった。
5．ラテックス凝集法による PBP2’検出
mec 遺伝子陰性 10株は全て PBP2’陰性であり，mec 遺

伝子陽性 30は全て PBP2’陽性であった。ただし，mec 遺
伝子陽性 1株は初検時 PBP2’陰性であった。試薬添付文書
を参考にMPIPCディスクを用いて誘導培養を行い５），ディ
スク周囲のコロニーを用いて再度ラテックス凝集法を行った
ところ陽性の結果が得られた。

考 察
本検討では，MPIPCまたは CFXのいずれか一方に耐性
を示しMRSAと判定された 40株中 10株において，mec 遺
伝子が陰性であることが確認された。

mec 遺伝子陰性の 10株中 2株は CFXディスクを用いた
ディスク拡散法でMRSAと判定され，3株は PosMIC 2Jパ
ネルを用いた再検査でMRSAと判定された。mec 遺伝子陰
性でありながらメチシリン耐性を示す機序として，border-
line oxacillin-resistant S. aureus（BORSA）が挙げられる１）。
BORSAには，β―ラクタマーゼの過剰産生，PBP1-4におけ
る複数の無関係な点突然変異（modified S. aureus：MODSA
とも呼ばれる），あるいは GGDEF domain protein containing
phosphodiesterase（GdpP）が関与する機序が報告されてい
る１）６）～１０）。Sawhneyらは，mec 遺伝子陰性でMPIPCが耐性
または中間の菌株を BORSAと規定している１）。一方で Ar-
gudínらはメチシリン耐性 mec 欠損株として mec 遺伝子陰
性 CFX and/or MPIPC耐性株の解析を報告しており６），現
状では BORSAの定義について用語を含めてコンセンサスが

得られた明確な定義は存在していない。mec 遺伝子陰性は
共通しているが，判定に用いる薬剤やMIC値は報告によっ
て異なる定義の「BORSA」が用いられているのが現状であ
る１）６）～１０）。本研究においてはパネルによる薬剤感受性再検査
でMRSAと判定され，かつMPIPCのディスク拡散法で中
間と判定された 3株は BORSAである可能性が高いと考えら
れた。なお，本稿で言及する BORSAという用語は，各報告
によってその定義が異なることに留意されたい。
臨床的に BORSAはMRSAに類似していると報告がある

ほか１１），MSSA感染症より重症であったり１１）１２），治療薬選択
に難渋した症例１３）が報告されている。これらのことはMRSA，
MSSA，BORSAは正確に区別する必要があることを示唆し
ている。本研究では S. aureus における BORSAの割合は
0.29%であったが，既報においては 1%未満から 12.5%と報
告によって大きく異なる１）。これは，BORSAの検出につい
てコンセンサスが得られた定義が存在しておらず，CLSI２）に
おいてMRSAの検出に主眼が置かれ標準的な検出法が存在
しないこと，及び BORSAの疫学情報が少ないことに起因す
ると考えられる１１）。BORSAが発生する要因としては，抗菌
薬投与が関与している可能性が指摘されている１４）。本研究で
BORSAと考えられた 3株の内 2株は検出 30日以内の抗菌
薬投与を認めたが 1株は投与歴を認めなかった。BORSAの
出現は抗菌薬投与以外の発生リスクが存在する可能性が考え
られる。以上のことから BORSAの疫学や臨床的特徴につい
て，その実態を正確に把握できていない可能性がある。加え
て，BORSAの原因とされる遺伝子変異が複数報告されてお
り１）６）～１０），今後 BORSAについて症例の蓄積と菌株の全ゲノ
ムシークエンスなどの詳細な遺伝子解析が求められる。
パネルによる薬剤感受性試験の再検査でMRSAと判定さ
れた 3株は CLSIの基準においてはMRSAと判定される一
方，残りの 7株は初検時と再検査で結果の乖離を認めた。薬
剤感受性試験で結果が変動しうる要因として接種菌量が考え
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Figure　2.　 Presence of growth in a PosMIC 2J panel of mec 
gene-negative S. aureus
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Figure　3.　Comparison of MRSA screening agar growth depending on colony inoculation method
ATCC4330, S. aureus ATCC43300; NCTC13552, S. aureus NCTC13552.
Numbers 1 to 10 were mec gene-negative strains listed in Table 1, and 11 to 13 were MRSA strains that were mecA gene-positive, 
CFX-resistant, and MPIPC-susceptible. All colonies of different sizes were confirmed to be MRSA. 14 was MRSA strain that was mecA 
gene-positive, CFX-susceptible, and MPIPC-resistant. (－), no growth on agar; (＋), purple colony growth was confirmed; (＋w), purple 
colony growth was observed, but it was clearly weaker than that observed in (＋). Of the bacteria displayed with (＋w), conditions (a) 1 
to 3 and (b) 14 showed thin bacterial growth overall. Conditions (b) 1, 2, 11 and 12 showed pinpoint colony formation, and condition 13 
showed colonies of varying sizes.

(b) McFarland 0.5(a) Colony direct inoculation

られるが，Microscanパネルには菌液調整の方法として，プ
ロンプト法とMcFarland 0.5に調整した菌液を用いる基準濁
度法の 2種類が存在する。プロンプト法は菌液調整が容易で
ある反面，バンコマイシンのMICが高値となる傾向が報告
されている１５）１６）。そのため，当院では S. aureus の薬剤感受
性試験は全て基準濁度法にて菌液調整を実施し，加えて菌液
を調整する濁度計についても測定日ごとにキャリブレーショ
ンチェックによる確認を実施していた。また，調査期間中に
関連する検査機器，試薬，消耗品に変更がなかった。これら
のことから，菌液調整などの測定方法や手技に由来した結果
の乖離は考えにくい。

7株の結果が乖離したその他の要因として，以下の 2点が
考えられる。1つ目は，菌株の凍結保存によるMICの変化
が挙げられる。2000年代から 2010年代にかけて，MRSAに
おけるバンコマイシンのMICが経年的に徐々に上昇する現
象，いわゆるMIC creepが報告された１７）。一方で，長期（6ヶ
月以上）の－80℃凍結保存後の菌株はバンコマイシンやダ
プトマイシンのMICが初検時より低下したことから，MIC
creepは存在しないとの報告もされている１８）。当時の検討に
おいては抗MRSA薬のMIC変化のみが検討されており，β―
ラクタム系抗菌薬のMIC変化については検討されていな
かった１９）。凍結保存によるMIC変化の発生機序は解明され
ていないものの，本検討においても凍結保存検体を用いてパ
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ネルによる感受性試験の再検を行ったため，初検時よりMIC
が低下し，再現性が得られなかった可能性が考えられる。2
つ目に，CFXウェルの発育判定が正しく行われていなかっ
た可能性が考えられる。パネルによる感受性再検査の際に
MRSAと判定された 3株は CFXウェルで弱い発育を認めた
が，7株は発育を認めなかった。当院で使用している PosMIC
2Jパネルは CFXの判定に用いるウェルが 1つ（4 μg/mL）
であり，発育を認めればMRSAと判定される。そのため，
CFXウェルがスキップ現象などのように偶発的に発育陽性
と判定された可能性や，CFXのMICが 4 μg/mL付近の境
界域であったためにウェルが 1つでは正確に判定できなかっ
た可能性が考えられる。感受性パネルによっては，CFXの
ウェルがブレイクポイントである 4 μg/mL付近で複数存在
するパネルが上市されているが，本パネルは 1つのウェルで
あったため，それに気づくことは困難であった。これら 7株
のMSSAが初検時にMRSAと判定された原因は推測の域を
出ず，特定には至らなかったが，今後このような BORSAや
結果が乖離しうる S. aureus を初検時にどのようにして検出
するかを検討した。
まず，パネルによる感受性試験結果に着目し，今回の検討
の発端となったMPIPCのMIC低値（≦ 2 μg/mL）が指標
となりうると考えられたが，MPIPCのMIC分布から mec
遺伝子の有無を明確に区別するカットオフ値は設定できな
かった。同様に，ペニシリン G，アンピシリン，セファゾリ
ンにおいてもMIC分布から mec 遺伝子の有無を推測する
ことは困難であると考えられた。
次に，当院で使用しているMRSAスクリーニング培地が

MRSA判定の補助として利用可能か検討した。当院では S.
aureus の感受性試験において必ず基準濁度法にて測定を行
うため，感受性試験実施時に選択培地にMcFarland 0.5の菌
液を接種するか，コロニーより直接接種する 2条件が測定フ
ローにおいて適していると考えられた。mec 遺伝子陰性 10
株中 7株は両条件とも発育を認めなかったが，パネルによる
感受性試験でMRSAと判定され，BORSAと考えられた 3
株はコロニーより直接接種する条件で弱いながらも発育を認
めた。一方で，MRSAの標準菌株と比較して明確に発育性
が異なっており，識別は可能であると考えられた。mec 遺
伝子陽性であった 30株においては，コロニーからの直接接
種では十分な発育を認めたが，McFarland 0.5の菌液では 4
株の発育が弱い結果となった。以上のことから，MRSAの
判定補助には選択培地にコロニーを直接接種することが最適
と考えられた。加えて，BORSAと考えられた 3株はコロニー
より直接接種する条件で弱い発育を認めたことから，BORSA
の推測が可能であることが示唆された。
当院では使用していないものの，MRSAの検出方法とし

てラテックス凝集法による PBP2’検出法も用いられる。研
究対象となった 40株に対してラテックス凝集法を実施した
ところ，mec 遺伝子の有無を正確に判定可能であった。一
方で mec 遺伝子陽性の 1株はMPIPCディスクを用いた誘
導培養を行い，再検査が必要であった。これは PBP2’産生
量が低下していたことに起因すると考えられ，薬剤感受性試
験結果とラテックス凝集法の結果が乖離した際は解釈に注意
を要する。S. aureus における薬剤感受性結果と遺伝子結果

の判定不一致例はしばしば報告されており，mec 遺伝子陽
性のMSSAも報告されている２０）２１）。これらの症例においては，
MRSAスクリーニング培地，PBP2’検出ラテックス凝集法，
遺伝子検査の併用が有用であると報告されている２０）２１）。本研
究においてはメチシリン耐性の判定補助としてMRSAスク
リーニング培地にコロニーを直接接種する方法か，ラテック
ス凝集法による PBP2’検出が有用であると考えられた。各
検査室においては，薬剤感受性試験以外にメチシリン耐性の
判定方法を用意し，使用している薬剤感受性パネルに応じて
追加検査を行う条件を検討する必要があると考えられた。
以上のことから，MRSAと判定された株の中でMPIPC

または CFXのいずれか一方のみが耐性の株の中に，mec 遺
伝子陰性株が存在することが明らかになった。これらの株は
BORSAであるか，CFXのウェルが 1つでは判定が難しい
株であった可能性が考えられた。感受性測定における初検時
と再検時の結果乖離の原因は特定には至らず推測の域を出な
かったが，MPIPCまたは CFXが片方のみ耐性の株につい
ては，コロニーから直接接種した選択培地の発育性を同時に
確認する，あるいは PBP2’ラテックス凝集法を行うことで，
その異常に気づくことが可能であると考えられた。BORSA
については，詳細な遺伝子解析の途上にあり，今後さらなる
菌株と遺伝子解析の蓄積が求められる。

利益相反：飯沼由嗣は，株式会社MSDから講演料を受け
ている。
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Discrepancies between mec gene presence and antimicrobial susceptibility testing in MRSA:
insights from direct inoculation on screening media
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This study investigated the presence of the mec gene in methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains, in-
itially identified as MRSA, that exhibited susceptibility to either cefoxitin (CFX) or oxacillin (MPIPC). From March 2019 to
December 2024, 40 isolates that showed the above sensitivity results were analyzed, with 10 found to be negative for the
mec gene. Upon re-testing antimicrobial susceptibility, three of these 10 mec -negative isolates were re-confirmed as MRSA
and were presumed to be borderline oxacillin-resistant S. aureus (BORSA). Conversely, the remaining seven isolates were re-
identified as methicillin-susceptible S. aureus (MSSA), revealing a discrepancy in the results. Our findings suggest that infer-
ring the presence or absence of the mec gene solely from antimicrobial susceptibility test (AST) results is challenging for
MRSA strains displaying susceptibility to either MPIPC or CFX. However, direct inoculation of colonies onto MRSA screen-
ing agar effectively differentiated between mec -positive and mec -negative strains. Using the PBP2’ latex test also yielded
correct identification. While rare discrepancies between mec gene status and AST results have been reported, their epidemi-
ology and underlying mechanisms remain unclear. Microbiology laboratories should consider integrating MRSA screening
media, PBP2a detection latex agglutination tests, and genetic testing, in addition to conventional ASTs, and define appropri-
ate conditions for their application.


