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要 旨 
 

薬剤耐性菌（以下「AMR」という．）の検出例は世界中で増加傾向にあり，特に近年では広域抗菌薬カルバペ

ネムに耐性を示す腸内細菌科細菌（以下「CRE」という．）による院内感染が世界的な脅威となっている．徳島

県においても今後 CRE 感染症の件数が増えると予想されるため，従来の AMR 検査を改良し，主として院内感染

時に医療機関に対して迅速な情報提供を行うための遺伝子検査体制について検討した．また，検討した手法を用

い，2017～2020 年度に当センターに搬入された CRE25 株を用い，Multiplex PCR法及びパルスフィールドゲル電気

泳動法（以下「PFGE」という．）による解析を試みた． 
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ドゲル電気泳動法 pulsed-field gel electrophoresis 

 

 

Ⅰ はじめに 

AMR は，抗菌薬に耐性を持つ感染症原因菌の総称である．

抗菌薬は，20 世紀初頭に微生物から見いだされ，感染症治

療において多大な恩恵を授けた．しかし今日では，ほとんど

の抗菌薬に対して AMR が認められるようになっており，一

方で新たな抗菌薬の開発件数は減少している．その結果，

AMR に起因する死亡者数は年々増加しており，英国の薬剤

耐性レビュー委員会によると，このまま何も対策を講じなけ

れば，AMR による死亡者は 2050 年には癌による死亡者数を

抜き，1000万人に達する 1) と試算されている．さらに近年で

は CRE が現れ，米国疾病予防センターはこれに「悪夢の細

菌（Nightmare bacteria）」と名付けた．こうした危機的状況

に対し，2015年に開催された世界保健総会において「薬剤耐

性対策グローバル・アクションプラン」2) が決定され，日本

においては 2016 年に薬剤耐性アクションプランが策定され

た 3) ． 
＊現 保健福祉部東部保健福祉局（徳島保健所） 

 

日本でも2010年頃からCREの感染例が報告されており4) ，

2014 年から国内の CRE 感染症は全数報告の対象疾患となっ

た．同年には厚生労働省通知において，「CREを含む 5種類

の多剤耐性菌については，保菌も含め 1例目が検知された時

点で，アウトブレイクに準じた厳重な感染対策を実施する」

こととされた 5) ． 

しかし，CREの判定を行うには医療機関だけでは難しく，

保健所や地衛研による協力が望ましい．2017年には，CRE感

染症届出時には地衛研等での試験検査の実施及び地域内の医

療機関等への情報提供を行う旨の通達がなされた 6) ．本県で

は 2015 年より CRE 検査の準備がなされてきたが，通達に示

された主要なカルバペネマーゼ遺伝子（以下「CPE」とい

う．）のみが対象であり，これに因らない CRE の検査体制

は未整備であった．本研究では，CPEに加え，それには分類

されない AmpC β-ラクタマーゼ（以下「AmpC」という．）

や基質特異性拡張型 β-ラクタマーゼ（以下「ESBL」とい
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う．）などの遺伝子を標的としたMultiplex PCR法について検

討した．さらに，2017 年度から 2020 年度までに搬入された

CREについて，PFGEによる解析を実施したので報告する． 

 

Ⅱ 材料と方法 

１ 材料 

2017年 4月から 2020年 3月までに搬入された CRE25株及

びその抽出 DNA を用いて検査を行った．菌種の内訳は，

Escherichia coli 4 検体，Enterobacter cloacae 4 検体，Citrobacter 

freundii 1検体，Klebsiella aerogenes 8検体，K. pneumoniae 4検体，

Morganella morganii 1 検体，Serratia marcescens 3 検体であった．

いずれも検査時に菌液とされ，検査終了後はマイクロバンク

（イワキ株式会社）を用いて-80℃に保存とした． 

２ 方法 

（１）被検菌の DNA抽出 

国立感染症研究所が公開するプロトコル 7) に沿って行った．

被検菌をミューラーヒントン寒天培地に塗布し，最も濃厚に

塗布した部分にセフタジジムディスクを静置し，一晩（16～

18 時間）培養した．その後，ディスク周囲の菌を滅菌綿棒

でかき採り，滅菌水を入れたマイクロチューブに濁度が

McFarland 0.5 になるように懸濁した．この懸濁液を 100℃で

10 分間加熱後，放冷し，4℃ 13,000 回転で 5 分間遠心した．

この上清をDNAテンプレートとして使用した． 

（２）Multiplex PCR法 

 従来の Single PCR法に代わり，検査の省力化が期待される

Multiplex PCR法を用いた薬剤耐性遺伝子の検出を検討した． 

CPE，ESBL及びAmpC β遺伝子のMultiplex PCR法に用いるプ

ライマーセットについては，それぞれ Watahiki ら 8) ，Pérez- 

Pérezら 9) 及び Leら 10) の記述に従った．ただし ESBL遺伝子

のMultiplex PCR法については記述されている 6つのプライマ

ーセットのうち，5 つ（TEM 型，SHV 型，CTX-M-1 型，

CTX-M-2 型及び CTX-M-9 型）を用いた．いずれの Multiplex 

PCR法もQIAGEN Multiplex PCR Plus Kit（QIAGEN）を用い，

反応条件は 95℃ 5分，（95℃ 30秒，60℃ 1分 30秒，72℃ 1

分）×25 回， 68℃ 10分，4℃ over nightとした．2または 3%ア

ガロースゲルで PCR 増幅産物の電気泳動を行った後，エチ

ジウムブロマイドで染色し UV照射により各バンドのサイズ

を確認した． 

（３）PFGE 

国立感染症研究所のプロトコル 7) 及び研修配付資料 11) に従

って操作を行った．被検菌の準備及び菌液の調製は（１）の

手順に従って行った．マーカー株は Salmonella braenderupを

使用した．E. coli，E. cloacae，M. morganiiについてはリゾチ

ーム処理を省略した．泳動時間については，上記のプロトコ

ルでは 24時間とされていたが，実際行ってみたところバン

ドがゲル下方に偏ってしまったため，本研究においては 19

時間で行った．電気泳動後の染色は（２）と同様に行った．

得られた泳動像については，解析ソフト「BioNumericus ver 

7.1」（APPLIED MATHS）を用いて Ward法で系統樹を作成

し，パターンの一致率から県内のアウトブレイクの可能性に

ついて検討した．なお，系統解析は同一菌種のみを対象とし

て行い，1菌種 1検体の被検菌（C. freundii及びM. morganii）

については行わなかった． 

 

Ⅲ 結果及び考察 

１ Multiplex PCR 法 

 全ての E. coli，K. pneumoniae 及び M. morganii から CPE，

ESBLまたはAmpC β遺伝子が検出された．一方でC. freundii，

K. aerogenes及び S. marcescensからはこれらの遺伝子は検出さ

れなかった．E. cloacaeからは半数の 2検体からAmpC遺伝子

が検出された．検出された耐性遺伝子の詳細については表 1

に示す．このうち，E. coliからは 4株中3株でNDM型，TEM

型が検出された．また残り1株からはEBC型が検出された．

NDM 型は海外で検出されることが多いが，近年では国内例

の報告も散見される 12) ．また，K. pneumoniaeからは全ての株

で SHV 型及び CTX-M グループが検出された．日本では K. 

pneumoniae の院内感染の事例において CTX-M グループの検

出が数多く報告されている 13-15) ことから，この結果はその事

実を裏付けていると考えられる．一方，SHV 型 については，

K. pneumoniaeはその染色体上にこの耐性遺伝子と相同性の高

CPE ESBL AmpC 
IMP 1 (K. pneumoniae) TEM 1 (E. coli)  DHA 1 (M. morganii) 

NDM 3 (E. coli)  TEM + CTX-M-1 2 (E. coli)  EBC 3 (E. coli 1,  
E. cloacae 2)  

  TEM + SHV + CTX-M-2 1 (K. pneumoniae)   
  TEM + SHV +  

CTX-M-1 + CTX-M-9 1 (K. pneumoniae)   

  SHV + CTX-M-1 1 (K. pneumoniae)   
  TEM + SHV +  

CTX-M-1 + CTX-M-2 1 (K. pneumoniae)   

表 1 検出された耐性遺伝子及び菌種 

 

いLEN-1遺伝子を有しているため 16) ，Multiplex PCR法のみで

は，どちらを検出しているのか判断するのは困難である． 

以前の行政検査で行っていた Single PCR法の結果と，今回

行ったMultiplex PCR法の結果は一致した．これにより，この

手法が従来と同等の検査能力を有し，かつ検査に係るコスト

を削減できることが明らかとなった． 

 

２ PFGE 

 被検菌 25 検体について PFGE を行ったところ，E. coli 3 検

体，E. cloacae 4検体，C. freundii 1検体，K. aerogenes 7検体，K. 

pneumoniae 4検体，M. morganii 1検体からバンドパターンが明

瞭な泳動像が得られた．S. marcescens 3検体についてはいずれ

も泳動像がスメアとなってしまい，解析を行うことができな

かった． 

 得られたバンドパターンから系統解析を行ったところ，E. 

coli 3検体については 85%以上の相同性が得られた（図 1）．

また，E. cloacae 4検体のうち 2検体で 80%以上の相同性が得

られた．一方で，E. cloacae の残りの 2 検体は 70%，K. 

aerogenes 7検体は60%以下，K. pneumoniae 4検体は60%未満の

相同性であった．Tenoverの分類 17) に照らせばE. coli 3検体及

びE. cloacae 2検体は「関連性がある（バンドの相違が2～3）」

と判断される．このうち E. coli 3 検体は同一の医療機関から

搬入され，検査により院内感染に起因すると判断されたもの

で，今回の PFGEでその結果が裏付けられた．相同性が 80%

以上を示した E. cloacae 2検体は別々の医療機関から検査依頼

を受けたもので，搬入された年度も異なり，両者の関係性に

ついては不明である．その他の E. cloacae 2検体，K. aerogenes 

7検体，K. pneumoniae 4検体については関連性を確認できなか

った．  

 

Ⅳ まとめ  

本研究によって検討したMultiplex PCR法により，検査に係

る費用や労力は大幅に減らすことができた．この稿では述べ

ていないが，Single PCR法にVIM-2型及び GES型のプライマ

ーセットを加え，シーケンサーによる IMP型及び NDM型の

さらに詳細な遺伝子型鑑別についても検討を行った．今後は，

IMI 型，KHM 型，SMB 型のプライマーセットも加えていき

たい． 

PFGE のバンドパターンによる系統解析は院内感染事例等

のアウトブレイク時における分子疫学的解析に有用であるが，

手法が複雑で結果が得られるまでに数日を要する．近年，プ

ロテイナーゼK等のタンパク質分解酵素を使用せず，検査時

間を短縮できる手法が開発されている18) ．この手法を導入す

ることにより，検査時間を十数時間短縮できることが期待さ

れる． 
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を受けたもので，搬入された年度も異なり，両者の関係性に

ついては不明である．その他の E. cloacae 2検体，K. aerogenes 

7検体，K. pneumoniae 4検体については関連性を確認できなか

った．  

 

Ⅳ まとめ  

本研究によって検討したMultiplex PCR法により，検査に係

る費用や労力は大幅に減らすことができた．この稿では述べ

ていないが，Single PCR法にVIM-2型及び GES型のプライマ

ーセットを加え，シーケンサーによる IMP型及び NDM型の

さらに詳細な遺伝子型鑑別についても検討を行った．今後は，

IMI 型，KHM 型，SMB 型のプライマーセットも加えていき

たい． 

PFGE のバンドパターンによる系統解析は院内感染事例等

のアウトブレイク時における分子疫学的解析に有用であるが，

手法が複雑で結果が得られるまでに数日を要する．近年，プ

ロテイナーゼK等のタンパク質分解酵素を使用せず，検査時

間を短縮できる手法が開発されている18) ．この手法を導入す

ることにより，検査時間を十数時間短縮できることが期待さ

れる． 
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要 旨 
 

高速液体クロマトグラフ質量分析計（以下「LC-MS/MS」という．）を用いたチョウセンアサガオの自然毒成分である

アトロピン及びスコポラミンの迅速分析法について検討し，定性及び定量分析ができることを確認した． 

 

Key words：チョウセンアサガオ Datura，アトロピン Atropine，スコポラミン Scopolamine 

 

 

ⅠⅠ  ははじじめめにに  

徳島県の植物性自然毒による食中毒の発生件数は，過去 10

年間（平成 23 年から令和 2 年）で 2 件であり 1) ，非常に少

なく抑えられている．一方，検査技術の維持及び継承が課題

であるため，健康危機管理事象への対策として，より簡便な

迅速分析法による検査体制の整備に取り組んでいるところで

ある．  

当センターでは，過去にチョウセンアサガオの自然毒成分

であるアトロピン及びスコポラミンの分析について，健康危

機事象模擬訓練時にガスクロマトグラフ質量分析計

（GC/MS），薄層クロマトグラフィー（TLC）及び高速液体

クロマトグラフ（HPLC）を用いた分析を実施している 2) ． 

今回は，他自治体の分析事例を参考に， LC-MS/MS を用い

た，食品中に含まれるアトロピン及びスコポラミンの迅速分

析法について検討したため，報告する． 

 

ⅡⅡ  方方法法  

１ 検体 

家庭で調理された味噌汁（具材：ごぼう水煮，豆腐，蒟蒻） 

２ 試薬 

（１）標準品 

硫酸アトロピン標準品は，和光純薬工業（株）製（特級），

臭化水素酸スコポラミン標準品は，和光純薬工業（株）製（一

級）を使用した． 

（２）試薬等 

メタノール，蒸留水は，HPLC 用を使用した． 

精製カラムはWaters 社製 Oasis HLB （60 mg/3 cc 粒径 30 

µm）を使用した． 

３ 標準溶液 

硫酸アトロピンと臭化水素酸スコポラミンをそれぞれメタ

ノールで 10 mL に定容し，標準原液（1000 µg/mL）とした．

混合標準溶液（20 µg/mL，1 µg/mL，0.5 µg/mL，0.2 µg/mL，

0.1 µg/mL，0.01 µg/mL）は，標準原液を混合し，メタノール

で段階的に希釈して調製した．  

４ 装置及び分析条件 

LC-MS/MS 

（１）装置 

（HPLC 部）資生堂社製 NANOSPACE SI-2 

（MS 部）サーモエレクトロン社製  

TSQ Quantum Ultra 
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