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３ 調 査 研 究 

３・１ 報 文 

１）熊本県の市中における薬剤耐性菌の腸管内保菌調査（第 2 報） 

 
前田莉花*1 原田誠也 小原敦美 森 美聡 伊豆一郎 八尋俊輔*2 徳岡英亮  

 

 

要  旨 

2019 年 7 月から 2023 年 3 月間に 1,130 検体の糞便を検査したところ，289 検体（25.4％）

から 298 株の薬剤耐性菌が分離された。このうち 285 株（95.6％）は大腸菌であり，CTX-M 

型の ESBL 産生大腸菌が 226 株（79.3％）を占めた。この中の 160 株（56.1％）はパンデミッ

ク・クローン群の大腸菌 ST131 であり，O25:H4 が 119 株及び O16:H5 が 41 株であった。

O25:H4 の中には現在世界各地で増加が報告されているサブクレード C1-M27 が 88 株含まれ

ていた。このことから，現在も続いている大腸菌 ST131 の世界的な拡散が，本県の市中にお

ける薬剤耐性菌増加の主因であり，乳幼児施設や高齢者施設，あるいは各家庭での感染伝播

が示唆された。 

 

キーワード：市中，薬剤耐性菌，ESBL，CTX-M，大腸菌 ST131 

 

はじめに 

近年，CTX-M 型の基質特異性拡張型 β ラクタマーゼ

（Extended-spectrum β-lactamase；ESBL）産生腸内細菌

目細菌が世界的に増加 1,2）し，2000 年代初めから世界中

に拡散し続けているパンデミック・クローン群の大腸

菌シークエンス・タイプ（sequence type）131（ST131）

との関連が多数報告 3,4）されている。大腸菌 ST131 は多

くの病原遺伝子を保有し，院内のみならず，市中でも免

疫力の弱い子供や老人に感染して腸管外感染症（尿路

感染症，肺炎，敗血症等）を起こすことがある。そのう

え多くの株が臨床現場で多用されているセファロスポ

リン系やフルオロキノロン系等の抗菌薬に耐性を示す

多剤耐性菌であり，抗菌薬の選択が限定される。 

さらに，最近では細菌感染症治療の最終兵器と呼ば

れるカルバペネム系抗菌薬にも耐性を示すカルバペネ

ム 耐 性 腸 内 細 菌 目 細 菌 （ Carbapenem-resistant 

enterobacterales；CRE）等も増加傾向にあり，このまま

何も対策を取らなければ，2050 年には 1000 万人が薬剤

耐性菌感染症で死亡するとの予測 5）も出されている。 

そこで世界保健機関（WHO）は，2015 年 5 月の総会

で「薬剤耐性（Anti-microbial resistance；AMR）に関す

るグローバル・アクションプラン」6）を採択した。これ

を受け，我が国も 2016 年 4 月に，ワンヘルス・アプロ

ーチの視野に立った「AMR 対策アクションプラン

2016–2020」7）を策定し，ヒト，動物，食品及び環境等

から分離される薬剤耐性菌に関する統合的なワンヘル

ス動向調査を実施することが明記された。なお，本アク

ションプランは 2020 年で終了したが，国は本年，新た

な数値目標を設定した第 2 弾の「AMR 対策アクション

プラン 2023–2027」8）を決定し，引き続き AMR 対策に

取り組んでいる。 

このような中，我々は，熊本県の市中における薬剤耐

性菌の侵淫状況を把握するため， 2015 年 4 月から薬剤

耐性菌の腸管内保菌調査を開始し，現在も継続してい

る。2019 年 6 月末まで調査結果は既に報告（既報）9）

したが，今回は第 2 報として 2019 年 7 月から 2023 年 3

月までの調査結果を報告する。 

 

材料及び方法 

1．検査材料 

2019 年 7 月から 2023 年 3 月間に，感染性胃腸炎の発

生動向調査（主に小児科外来患者），腸管出血性大腸菌

やノロウイルス等による集団感染症発生時の積極的疫

学調査（乳幼児施設や 高齢者施設が多く，大部分が健

常人から採取した糞便検体），及び食中毒等で行政検査

依頼のあった糞便等，計 1,130 検体を検査材料とした。 

 *1 現県南広域本部保健福祉環境部 *2 現熊本県健康福祉部健康局薬務衛生課  
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2．検査方法 

2.1 薬剤耐性菌の分離と同定 

薬剤耐性菌の分離・同定法は既報 9）に準じたが，分

離培地であるカンピロバクター用 CCDA 選択剤（Oxoid）

加 DHL寒天培地（栄研化学）の CCDA選択剤の濃度は，

カンピロバクター分離に使用する量の 1/10 量とした。 

2.2 マルチプレックス PCR法による ESBL 及び AmpC 遺

伝子の検出 

既報同様，ESBL 遺伝子は，Le ら 10）のマルチプレッ

クスPCR法及びプラスミド性AmpC β-ラクタマーゼ（以

下「AmpC」という）遺伝子は Perez-Perez ら 11）のマル

チプレックス PCR 法でそれぞれ検出した。その結果，

CTX-M-1 group 又は CTX-M-9 group の薬剤耐性遺伝子

が陽性であった場合，一部の代表株について，山口ら 12）

の PCR 法で得られた増幅 DNA をシーケンス解析し，

遺伝子型を決定した。 

2.3 ディスク法による ESBL 及び AmpC 産生性の確認及

び薬剤感受性試験 

分離株の ESBL 産生，AmpC 産生，及び薬剤感受性試

験は市販のセンシ・ディスク（日本 BD 社）を用い，既

報と同様の方法で実施した。 

2.4 免疫血清及びマルチプレックス PCR 法による大腸

菌の O 及び H 血清型別 

分離された大腸菌の血清型別は，病原大腸菌免疫血

清 O 群血清セット及び H 血清セット（デンカ生研）で

実施した。これにより型別不能又は非運動性と判定さ

れた株は，既報同様 Iguchi ら 13）の E. coli O-genotyping 

PCR 法及び Banjo ら 14）の E. coli H-genotyping PCR 法に

より血清型を決定した。 

2.5 大腸菌の系統解析及びパンデミック・クローン

O25b-ST131 スクリーニング 

大腸菌の系統解析（A，B1，B2，D）は Clermont ら 15）

の triplex PCR 法で実施した。また，血清型が O25:H4 と

同定された大腸菌がパンデミック・クローン O25b-

O131 に該当するかどうかは，同じく Clermont ら 16）が

報告した大腸菌 O25b-ST131 クローンのスクリーニン

グ用 pabB PCR 法で判定した。 

2.6 パンデミック・クローン群の大腸菌 ST131 のクレ

ード解析 

血清型 O25:H4 又は O16:H5 と判定された大腸菌につ

いて，Matsumura ら 17）が開発したマルチプレックス PCR 

法による ST131 のクレード解析を実施し，各クレード

（又はサブクレード）を決定した。 

なお，本研究は2019年1月25日に開催された当研究所

の倫理審査委員会で審査され，2019年2月20日付け第1

号で承認されたが，その後，研究期間等に変更が生じた

ため再度審査が行われ，2023年3月31日付け第1号で承

認された。 

 

結 果 

1 市中における薬剤耐性菌の糞便保菌状況 

2019年 7月から 2023年 3月間に搬入された糞便 1,130

検体から薬剤耐性菌の分離を行い，289 検体（25.6％）

から 298 株を分離した。この中には 222 検体から分離

された 230 株の ESBL 産生菌が含まれる（表 1，2）。

各年度の薬剤耐性菌及び（ESBL 産生菌）の分離率は，

2019 年度（7 月以降）が 31.3％（23.9％），2020 年度が

25.8％（18.4％），2021 年度が 27.6％（22.8％），及び

2022 年度が 15.2％（13.4％）であった（表 1）。 

 

2 分離された薬剤耐性菌の菌種（大腸菌血清型を含む）

及び bla 遺伝子型 

分離された薬剤耐性菌 298 株のうち 285 株は大腸菌

であり，Klebsiella pneumoniae 等，その他の腸内細菌目

細菌が 13 株であった（表 2）。大腸菌は多くの血清型

に細分され，中でも O25:H4 が 120 株（40.3％）及び

O16:H5 が 43 株（14.4％）で，既報同様大腸菌 ST131 に

該当する 2 つの血清型が多数を占めた。また，今回は免

疫血清で型別できなかったすべての株を PCR 法で型別

したことで，血清型の判明率が大きく向上した（表 2）。 

分離菌種（血清型）を検出された bla 遺伝子の種類で

分離株を大別すると，CTX-M 型 ESBL 遺伝子陽性菌が

230 株（1 株は AmpC 遺伝子も同時保有），ペニシリナ

ーゼ（PCase）遺伝子陽性生菌が 54 株（1 株は AmpC 遺

伝子も同時保有），AmpC 遺伝子陽性菌が 10 株，及び

染色体性 AmpC 産生と思われる菌が 4 株であった（表

2）。また，ESBL 遺伝子陽性菌のうち 226 株は CTX-M

型 ESBL 遺伝子を持つ大腸菌であった。CTX-M 遺伝子

の group 分類では CTX-M-9 group が 173 株（76.5％），

CTX-M-1 group が 44 株（18.1％）であり，それぞれ 53

株と 13 株が TEM 型の遺伝子を同時に保有していた。

2019 351 110(31.3） 84(23.9)

2020 403 104(25.8） 74(18.4)

2021 145 40（27.6） 33(22.8)

2022 231 35（15.2） 31(13.4)

合計 1130 289（25.6） 222(19.6)

表１　薬剤耐性菌及びBSBL産生菌の分離
状況（年度別）

年度 検体数
薬剤耐性菌の
分離検体数

（％）

ESBL産生菌
分離検体数

（％）
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その他 CTX-M-1 group と CTX-M-9 group の両遺伝子保

有株が 

11 株（すべて TEM 型遺伝子も同時保有），及び CTX-

M-2 group 遺伝子単独保有株が 1 株であった（表 2）。   

なお，CTX-M-1 group 及び CTX-M-9 group の代表株

のシーケンス解析結果は，後述する ST131 のクレード

解析結果の項（小見出し 5）で示す。 

 

3 分離株の ESBL 及び AmpC 産生性の確認及び薬剤感受

性試験結果 

ESBL 遺伝子検出用のマルチプレックス PCR 法で

TEM 型又は TEM 型と SHV 型の両遺伝子が陽性であっ

た 54 株は DDST で阻止円の拡張が見られなかったこと

からペニシリナーゼ（PCase）産生株と判定された。ま

た，CTX-M 型遺伝子陽性の 230 株又は AmpC 遺伝子等

陽性の 14 株は，DDST 又はボロン酸添加による阻害試

験でそれぞれ bla 遺伝子の検出結果と矛盾しないこと

が確認された。 

薬剤感受性試験では 298 株中 241 株（80.9％）がセフ

ァロスポリン（CTX）耐性であり，そのうち 188 株

（63.1％）はフルオロキノロン（CPFX）にも耐性を示し

た。このうち 144 株は大腸菌 ST131 であり，O25:H4 が

CTX-M-1group
＋CTX-M-9group

+TEM +TEM

+SHV +SHV

E. coli

O1:H6 1 1 3 5 (  1.7)
O1:H7 1 1 1 4 7 (  2.3)
O1:H(Others) 2 4 1 7 (  6.4)
O4:H30 1 1 (  0.3)
O6* 3 2 5 (  1.7)
O7:H15 1 1 (  0.3)
O8 3 3 (  1.0)
O11 1 1 2 (  0.7)
O15:H18 3 1 1 5 (  1.7)
O15：H（Others*） 1 1 1 3 (  1.0)
O16：H5 5 2 1 11 15 9 43 ( 14.4)
O18:H6 1 1 (  0.3)
O24:H7 1 1 (  0.3)
O25:H4 10 8 3 86 11 2 120 ( 40.3)
O25:H(Others） 2 1 1 4 (  1.3)
O44:H18 1 1 (  0.3)
O75:H5 4 1 2 2 9 (  3.0)
O83 1 2 3 (  0.9)
O85:H49 7 7 (  2.3)
O86:H18 3 1 2 1 3 10 (  3.4)
O86:H(Others) 1 2 3 ( 1..0)
O92:H33 6 2 8 (  0.3)
O98:H5 1 1 (  0.3)
O102:H21 1 1 (  0.3)
O111:H8 1 1 (  0.3)
O119:H4 1 1 (  0.3)
O120:H5 1 1 (  0.3)

OgGpa)5 1 1 (  0.3)
OgGp7 3 2 5 (  1.7)
OgGp8 1 1 1 3 (  1.0)
OgGp9 2 1 3 (  1.0)
OgGp10: 1 1 2 (  0.7)
OgGp15 1 1 2 (  0.7)

OgUTb）：H（various*） 4 3 1 1 1 3 1 1 15 (  5.0)

小計 51 0 28 13 0 1 0 120 53 11 1 5 1 1 285 (95.6)
C. freundii 2 1 3 (  1.0)
K. aerogenes 1 1 (  0.3)
K. pneumoniae 3 3 1 7 (  2.3)
M. morganii 1 1 (  0.3)
C. sakazakii 1 1 （  0.8)

28 13 3 1 1 120 53 11 3 5 2 4

11 2 4

 *：O血清型のみ示したもの及びOthers/Various はＨ血清型が複数存在

a)：OgGp（PCRで区別できない複数のO血清型が含まれている。詳細は文献12),13)参照）

b)：OｇUT（PCR法でもO血清型別不能 ）

菌種
(血清型)

AmpC(+PCase)

合計 （％）
TEM

TEM
+SHV

単独 +TEM 単独 単独 +TEM

CTX-M-2
group

CTX-M-9
group

+TEM

2 173 8 (100.0)298

 表2　分離された薬剤耐性菌298株の菌種（大腸菌血清型を含む）とbla 遺伝子型
PCase ESBL（＋PCase）

54

染色体性
AmpC？

14

プラスミド性
AmpC

44

230

CTX-M-1
group

合計
51 3

CIT
CTV
+TEM

DHA
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109 株，O16:H5 が 35 株含まれていた。 

一方，有効な抗菌剤もあり，298 株中 248 株（83.2％）

はセファマイシン（CMZ），カルバペネム（MEPM），

及びホスホマイシン（FOM）の 3 剤には感性であった。 

 

4 大腸菌系統分類及び 25b-ST131-スクリーニング PCR

の結果  

大腸菌系統分類では，主に腸管外感染症の起因菌が

属するとされる B2 が 209 株（73.3％）及び D が 48 株

（16.8％）であり，O25:H4 は D と同定された 1 株を除

く 119 株が B2，O16:H5 は 43 株すべてが B2 と判定さ

れた（表 3）。 

また，大腸菌 O25b-ST131 クローン・スクリーニング

pabB PCR 法では，系統分類 D であった 1 株を含む 120

株すべてが陽性となり，さらに 5 株の O1:H7 を含む

O25:H4 以外の血清型 12 株も陽性と判定された（表 3）。 

 

5 パンデミック・クローン群大腸菌 ST131 のクレード

解析結果及び各クレード代表株の耐性遺伝子型  

供試した 120 株の大腸菌 O25:H4 は，系統分類で D と

判定された 1 株を除く 119 株が，O16:H5 は 2 株を除く

41 株が ST131 と判定された（表 4）。これらの株のク

レード解析を行ったところ，O25:H4 は CTX-M-27 遺伝

子を持つとされるサブクレード C1-M27 が 88 株，CTX-

M-14 遺伝子を持つ株が多いとされるサブクレード C1-

nM27 が 21 株，CTX-M-15 遺伝子を持つとされるサブク

レード C2 が 9 株，及びクレード C が 1 株に分類され

た。一方，O16:H5 は供試した 43 株のうち，ST131 と判

定された 41 株がクレード A に分類された。 

また，各クレードの代表株（C1-M27:3 株，C1-nM27:3

株， C2：3 株，及び A：5 株）を用いた CTX-M 遺伝子

のシーケンス解析により，C1-M27 は 3 株とも CTX-M-

27，C1-nM27 は 3 株とも CTX-M-14，C2 は 3 株とも

CTX-M-15 遺伝子保有株であったが，A は CTX-M-14 が

1 株，CTX-M-15 が 1 株，CTX-M-27 が 2 株，及び CTX-

M-15 と CTX-M-27 両遺伝子保有株が 1 株に分かれた。 

なお，Matsumura ら 17）のクレード解析法では，

Clermont ら 16）の大腸菌 O25b-ST131 クローン検出用

pabB PCR 法で陽性となった系統分類 D の O25:H4 及び

O25:H4 以外の血清型大腸菌 12 株は ST131 とは判定さ

A B1 B2 D 計 （%）

O1:H6 4 4 (  1.4)

O1:H7 6 6 (  2.1)

O15:Hg18 5 5 (　1.8)

O16:H5 43 43 ( 15.1)

O25:H4 119 1 120 ( 42.1) 120

O86:H18 10 10 (  3.5)

Og92:Hg33 8 8 (  2.8)

その他 10 10 41 28 89 ( 31.2) 12

18 10 209 48 285 (100.0) 132

(6.3 ) (3.5) (73.3) (16.8)

表3　大腸菌の系統発生分類とST131-PCR結果

合計

 (％)

大腸菌血清型

E. coli

大腸菌系統群分類 O25b-
ST131-PCR
陽性株数

(100.0) （ 46.3）

 

 

D

A B C C1-nM27 C1-M27 C2 小計

O25:H4 1 21 88 9 119 1 120

O16:H5 41 41 2 43

大腸菌系統分類 B2

合計

表4 大腸菌(O26:H4,O26:H5)の系統分類及びクレード(サブクレード)解析結果

Seqence Type（ST） ST131
non-ST131

ST131 クレード/サブクレード

大腸菌血清型

　発生動向調査 1 76 15(19.7) 9（60.0） 7(46.7) 2(13.3)

　乳幼児施設 13 350 133(38.0) 74（55.6） 47(35.3) 27(20.3)

　高齢者施設 6 80 23(28.8) 16（69.5） 14(70.6) 2(11.8)

　家庭 81 305 66(21.5) 41（62.1） 33(60.9) 8(  8.7)

　その他 54 319 52(16.5) 20（38.5） 18(34.6) 2(  3.8)

合計 155 1130 289(25.4) 160（55.4） 119(41.2) 41(14.2)

表5  薬剤耐性菌及び大腸菌ST131（O25：H4、O16:H5）の分離状況（施設別）

区　分 施設（事例）数 検体数
薬剤耐性菌

分離検体数（%）
大腸菌-ST131
分離検体数（%）

大腸菌-ST131の内訳（%）

O25:H4 O16:H5
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れず，検査結果が異なった。 

 

6 事例や施設等の検査区分別による薬剤耐性菌検出率 

分離された薬剤耐性菌及びこの中に含まれる大腸菌

ST131 を検査した各事例や類似施設等に基づく検査区

分毎にまとめたところ，分離率は乳幼児施設が 38％で

最も高く，続いて高齢者施設 28.8％，各家庭 21.5％の順

であった。中でも大腸菌 ST131（O25:H4 及び O16:H5）

が全分離株の 55.4％を占め，特に O25:H4 の分離数が多

かった（表 5）。 

次に，感染拡大の例として乳幼児施設での薬剤耐性

菌分離状況を示した（表 6）。分離数の多かった大腸菌

ST131 以外に，O85:H49 や O92:H33 等の同一血清型大

腸菌が複数分離されていることから，施設内での感染

伝播と考えられる事例が複数認められた。また，O25:H4

は 1 施設から異なったサブクレードの菌が分離される

ことも多く，施設内での感染伝播以外に家庭等外部か

らの持ち込みが考えられた。 

 

考  察 

我々はワンヘルス事業の一環として，2015 年度から，

熊本県の市中における薬剤耐性菌の腸管内保菌調査を

続けている。2015 年 4 月～2019 年 6 月間の調査結果は

既報 8)で示したが，その後 2019 年 7 月～2023 年 3 月間

にさらに 1,130 検体の糞便を検査したところ，289 検体

（25.4％）から 298 株の薬剤耐性菌が分離された。本調

査において，薬剤耐性菌の分離率は年々増加傾向にあ

り，今回も 2019 年度までは同様の傾向であったが，2020

年度は前年度より減少した。また，2021 年度及び 2022

年度は検体数が激減し，特に 2022 年度は分離率も低下

した。この理由として，「薬剤耐性ワンヘルス動向調査

年次報告書 2022」18）に大腸菌における第 3 世代セファ

ロスポリン系抗菌薬及びフルオロキノロン系抗菌薬へ

の耐性率は引き続き増加傾向であったが 2020 年から

2021 年にかけて初めてわずかな減少を示したとの記載

があることから，2016 年から実施された国の「AMR 対

策アクションプラン 2016-2020」の効果によるとも考え

られる。しかしながら，今回は新型コロナ・パンデミッ

クによる感染予防策の強化で，乳幼児施設や高齢者施

設からの検体搬入が減少したこと及び飲食店等への休

業要請や衛生管理の強化等による食中毒減少の影響が

大きいと考えられた。 

分離された薬剤耐性菌は，既報と同様の傾向で 298 株

中 285 株（95.6％）は大腸菌であった。また，臨床現場

で多用されるセファロスポリン系抗菌薬耐性の CTX-M

型 ESBL 産生菌が 230 株（80.1％）を占めた。このうち

185 株はフルオロキノロン系抗菌薬（CPFX）等にも耐

性であり，このような細菌による感染症が発生した場

合，抗菌薬の選択には十分な注意が必要であろう。 

また，今回もパンデミック・クローン群の大腸菌

ST131 と推定される O25:H4 及び O16:H5 が分離された

薬剤耐性菌の過半数を占めたことから，新たに

Matsumura ら 17）が開発した ST131 のクレード解析法を

導入した。その結果，O25:H4 は４つのクレード（又は

サブクレード）に分類されたが，O25:H4 は各クレード

（又はサブクレード）ごとに保有率の高い CTX-M 遺伝

子型が分かっており，本調査で代表株を用いた CTX-M

遺伝子のシーケンス結果とすべて一致した。Matsumura

らのクレード解析法は，PFGE に比べると解像度は劣る

ものの，大腸菌 ST131 の各クレードを簡便，経済的か

つ正確に分類することができ，そのうえ各菌株が保有

している CTX-M遺伝子型の推定も可能であることから，

大腸菌 ST131 の疫学解析手法として大変有用と思われ

た。さらに，本解析法により O25:H4 の 73.9％がサブク

レード C1-M27 であったことから，現在も続いているパ

ンデミック・クローン群の大腸菌 ST131の世界的拡散，

特にサブクレード C1-M27 の増加が本県の市中におけ

る薬剤耐性菌増加の主因であり，ヒトを介して乳幼児

施設や高齢者施設，あるいは各家庭に持ち込まれ，接触

感染によりヒトからヒトへの感染を繰り返しながら拡

A
2019/8 A 27 2 1 1 5 9
2019/9 B 53 16 7 1 24
2019/10 C 18 3 1 2 6
2020/7 D 19 3 7 10
2020/12 E 46 10 1 2 13
2021/10 F 24 4 4 8
2022/11 G 45 5 1 1 1 8

合計 7 232 2 3 25 26 6 2 7 2 5 78

表6 同一乳幼児施設で複数分離された薬剤耐性大腸菌の血清型(ｸﾚｰﾄﾞ/ｻﾌﾞｸﾚｰﾄﾞ)

検査年月
乳幼児
施設

検体数
分離された薬剤耐性大腸菌の血清型(ｸﾚｰﾄﾞ/ｻﾌﾞｸﾚｰﾄﾞ)

合計
O1:H6 O1:H7

O16:H5 O25:H4
O85:H49 O86:H18 O92:H33

C1-M27 C1-nM27 C2
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散している可能性が高いと考えられた。 

また，本研究では AmpC 産生菌も同時に調査してい

るが，AmpC 産生菌の分離率は 4.7％（14/298 株）と低

かった。しかし，AmpC 産生菌も ESBL 産生菌や CRE 

同様，耐性遺伝子保有プラスミドの水平伝達により菌

種を超えて拡散する可能性があり，今後も注意が必要

であろう。 

なお，本研究は当初カルバペネマーゼを産生する

CRE の市中への広がりを調査する目的で開始したが，

今回の調査でも CRE は分離されず，まだ CRE は本県の

市中に拡散していないと思われた。しかしながら，最近，

カルバペネマーゼを産生する新たなO25b-ST131も報告

19,20）されており，今後も市中における薬剤耐性菌のサー

ベイランスを継続する必要がある。 
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