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はじめに
心臓由来脂肪酸結合蛋白（H-FABP）は，主に心
筋細胞の細胞質に存在する約15kDa の低分子可溶
性蛋白であり，心筋細胞へのエネルギー供給に関与
している1）．H-FABPは心筋虚血時の心筋細胞壊死
に伴い血中に逸脱するため，急性心筋梗塞（acute
myocardinal infraction；AMI）を含む急性冠症候
群（acute coronary syndrome；ACS）などの心筋
傷害時にその血中濃度が上昇する．他の心筋マー
カーに比べ早期に上昇するため，ACSの早期診断
マーカーとしての有用性が高いとされている2～5）．
従来，H-FABPの測定には免疫クロマトグラ

フィー法やELISA法が用いられてきたが，免疫ク
ロマトグラフィー法は簡便に測定が可能であるが定

量性に欠け，ELISA法は測定時間が長いという欠
点があった6～7）．今回筆者らはラテックス免疫比濁
法（latex agglutination turbidimetry；LA法）を測
定原理とし，汎用生化学自動分析装置に適応するこ
とで，従来法の欠点を補い，検体の到着から30分以
内に結果報告が可能となるH-FABP測定試薬“ラ
テックスH-FABPキット「ヤマサ」”の基礎的検討
を行う機会を得たので，その結果について報告す
る．

Ⅰ．対象と方法
対象は当院検査部に提出された検体237例とし
た．
検討試薬はラテックスH-FABPキット「ヤマサ」
（ヤマサ醤油株式会社）とし，JCA-BM6070（日本

ラテックス免疫比濁法によるH-FABP測定試薬
“ラテックスH-FABPキット「ヤマサ」”の基礎的検討

田内 里奈1） 石田 秀和1） 片野由里子1） 中山 純里1） 中村 真大1）
古田 伸行1） 伊藤 弘康1） 清島 満1）
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要 旨
心臓由来脂肪酸結合蛋白（heart type fatty acid binding protein; H-FABP）は心筋傷害時に血中に逸脱

するため急性心筋梗塞（AMI）のバイオマーカーとして測定されている．H-FABPの測定は従来Enzyme
Linked Immuno Solvent Assay 法（ELISA法）や免疫クロマトグラフィー法による測定が主流であった
が，今回ラテックス免疫比濁法を測定原理とするラテクッスH-FABP「ヤマサ」の検討を行う機会を得
たのでその結果を報告する．
今回行った検討では再現性において変動係数CV％が最大9．26とややバラツキを認めたが，その他の基

礎的検討は良好な成績であったことより，日常検査における十分な基本性能を有しているものと考えら
れる．H-FABPは腎排泄の影響を受けるためCKD病期分類別にH-FABP測定値を比較した．ステージ
G4およびG5で他のステージと比較し有意に高値となる結果が得られたことから，eGFR29mL／min／1．73
m2未満の腎機能異常患者ではH-FABPの測定値の取り扱いに注意が必要であると考えられる．また，AMI
症例において他の心筋関連マーカーとともに時系列にて変動を確認したところミオグロビンとほぼ同時
期に，CK-MB，トロポニン Iよりも早期に変動していた．H-FABPはミオグロビンに比べAMI に対す
る特異性が高いため，AMI の早期診断および治療効果判定への有用性が期待される．
本試薬は良好な基本性能を有し，汎用生化学自動分析装置に適用可能であることから，臨床的有用性

の高い試薬であると考えられる．

1）岐阜大学医学部附属病院検査部
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表1 再現性

電子株式会社）にて測定を行った．また，対照試薬
としてリブリアH-FABPおよびマーキットMH-
FABP（何れもDSファーマバイオメディカル株式
会社）を使用した．またAMI 症例における有用性
の確認のため，CK-MBをシグナスオートCK-MB
MtO（シノテスト株式会社）を用いて JCA-BM6070
にて測定し，トロポニンⅠ（TnI），ミオグロビン
（MYO）については，ADVIA Centaur XP（シー
メンスヘルスケア ダイアグノスティクス株式会
社）にて専用試薬を用いて測定を行った．

Ⅱ．結果
1．再現性
精度管理用コントロール2濃度を10回重複測定

し，同時再現性を求めた．その結果，濃度1：6．27
±0．556ng／mL（Mean±SD）で変動係数（CV％）：
8．86，濃度2：28．54±0．559ng／mL（Mean±SD）
で CV％：1．96であった．
同様に，精度管理用コントロール2濃度を10日間
測定し，日差再現性を求めたところ，濃度1：6．24
±0．436ng／mL（Mean±SD）で CV％：6．98，濃
度2：25．95±2．403（Mean±SD）で CV％：9．26
とややバラツキが大きい結果であった（表1）．

2．共存物質の影響
干渉チェックAプラスおよびRFプラス（シス

メックス株式会社）を用いて共存物質の影響を確認
した．その結果，直接型ビリルビン19．2mg／dL，
間接型ビリルビン20．1mg／dL，溶血ヘモグロビン
496mg／dL，乳び1500FTU，リウマトイド因子550IU
/mLまで何れの影響も受けないことを確認した（図
1）．

3．希釈直線性
高濃度検体を専用希釈液にて段階希釈し，希釈直

線性を確認したところ，92．8ng／mLまで原点を通
る良好な直線性を確認した（図2）．

4．最小検出感度
低濃度検体を段階希釈し各 2々0回重複測定し，0

濃度（試薬ブランク）のMean＋2SDとMean-2SD
が重ならない理論値濃度を最小検出感度とした．そ
の結果，1．6ng/mLとなった（図3）．

図1 共存物質の影響

図2 希釈直線性

図3 最小検出感度
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表2 特殊検体による添加回収試験

図4a 対照法との相関（vs．リブリア H-FABP）

図4b 対照法との相関（vs．マーキットM H-FABP）

図5 CKDステージ別測定値

5．特殊検体による添加回収試験
IgG，IgA，IgM，リウマトイド因子の高値検体
において添加回収試験を行った．その結果，IgG5870
mg／dL：回収率117．0％，IgA1783mg／dL：回収率
93．9％，IgM2347mg／dL：回収率96．4％，リウマト
イド因子2673IU/mL：回収率116．2％であった（表
2）．

6．対照法との相関
リブリアH-FABPと本試薬の相関性を確認した

ところ，相関係数 r＝0．987，回帰式 y＝0．83x－
1．93（N＝54）であり，良好な相関性は得られたが
約20％低値傾向が確認された（図4a）．
同じく，マーキットMH-FABPとの相関性を確

認した結果，相関係数 r＝0．946，回帰式 y＝0．93x
－0．99（N＝64）と良好な相関性が認められた（図
4b）．

7．慢性腎臓病（CKD）ステージ分類別H-FABP
測定値の比較
非心疾患患者群において eGFRによる CKDス
テージ分類別にH-FABP測定値の比較を行った．
その結果，ステージの進行とともにH-FABPが増
加し，ステージG5群とG4，G3b，G3aG2，G
1群，ステージG4群とG3a，G2，G1群で p＜
0．01となった．また，ステージG4群とG3b群，
ステージG3b群と G1群で p＜0．05となった（図
5）．
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図6 慢性心関連疾患群での測定値

図7 症例1

図8 症例2

8．慢性心疾患群におけるH-FABP測定値の比較
拡張型心筋症（N＝6），大動脈弁狭窄症（N＝10），

特発性心筋炎（N＝5），不安定狭心症（N＝4），
閉塞性肥大型心筋症（N＝3），慢性うっ血性心不
全患者（N＝27）においてH-FABP測定値を確認
した．その結果，拡張型心筋症で1例，閉塞性肥大
型心筋症で3例，慢性うっ血性心不全で9例にカッ
トオフ値（6．2ng／mL）を超える症例が存在した（図
6）．

9．AMI 症例におけるH-FABP測定値の経時変化
1）症例1
AMI 患者においてH-FABPの経時変化をCK-
MB，TnI およびMYOと併せて確認した．Day1
にAMI を発症し当院に緊急搬送され，Day10に死
亡した症例である．広範囲の心筋壊死を伴う重篤な
AMI 症例であり，H-FABPおよびTnI，MYOは
緊急搬送された直後の検体ですでにH-FABP160ng
／mL，TnI50ng／mL，MYO1000ng／mLの測定範囲
を超える値を示しており，遅れてCK-MBがピーク
に達した．その後，CK-MBにやや遅れ，MYOと
同時期に減少を始め，完全に消失する前にDay9
のMYO，Day10にH-FABPの再上昇を認めた（図
7）．

2）症例2
S状結腸癌にて当院消化器外科に外来受診中の患

者で，Day9に左前胸部痛を訴え独歩にて来院し
た．来院直後の検体では，H-FABP，CK-MB，TnI，
MYOすべてにおいてピークに達していたが，本症
例は軽症であったため，何れのマーカーもDay11
以降は症例1に比べ低値を示していた（図8）．

Ⅲ．考 察
厚生労働省発表の平成24年（2012）人口動態統計
の概況によると高血圧症を除く心疾患での死亡者数
は約20万人で死亡総数に占める割合は15．8％と悪性
新生物に次いで多く，中でもAMI による死亡は約
4万人となっている．AMI の診断には数多くのバ
イオマーカーが利用されているが，その中でもH-
FABPは心筋損傷後，早期に上昇するとされ，AMI
を含むACSの早期診断に有用とされる2～5）．H-
FABPは従来 ELISA法や免疫クロマトグラフィー
法での測定が主流であったが，測定時間が長いとい
う問題を有するELISA法では緊急性に欠け，また
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イムノクロマトグラフィー法では全血にて約15分で
測定が可能であるが，定量性に欠けるという問題点
があった6～7）．ラテックスH-FABPキット「ヤマサ」
は LA法を測定原理とし汎用生化学自動分析装置へ
の適用が可能であり，AMI 診断への有用性が期待
される．
今回行った検討では，再現性においてCV％が最

大で9．26とやや不良であったが，それ以外の基礎的
検討においては良好な結果であった．また，対照法
との相関では本試薬と同じく LA法を測定原理とす
るリブリアH-FABPよりも約20％低値となった
が，従来法であるマーキットMH-FABP（ELISA
法）と良好な相関性であったため，日常の臨床検査
における十分な基本的性能を有していることが考え
られる．
H-FABPは腎臓による排泄を受けるため4），腎機

能の影響を観察した．その結果，CKDステージ分
類のステージG5群とG4，G3b，G3aG2，G1
群，ステージG4群とG3a，G2，G1群で p＜0．01
となった．また，ステージG4群とG3b群，ステー
ジG3b群と G1群で p＜0．05となった．このこと
より糸球体濾過量（GFR）が29mL／min／1．73m2未
満の腎機能異常を有する患者ではH-FABP測定値
の取り扱いに十分な注意が必要であると考えられ
る．また，慢性心疾患患者でのH-FABP値は添付
文書によるカットオフ値である6．2ng／mLを超える
症例が55例中13例存在したことから，慢性心疾患で
も心筋傷害を伴う症例ではH-FABPが高値となる
ことが推測される．
AMI の2症 例 に お け るH-FABPと CK-MB，

TnI，MYOの変動を時系列で確認したところ，H-
FABPはMYOとほぼ同時期に増減していた8）．ま
た，H-FABPは CK-MB，TnI よりも早期に上昇し，
再灌流後速やかに低下するとされている2）．さらに
は，AMI に対する特異性はMYOよりも優れるた
め3），AMI の早期診断，治療効果判定に有用と考え
られる．

Ⅳ．結語
H-FABPは心筋傷害により速やかに血中に増加
し，さらに治療効果を鋭敏に反映する優れたマー
カーである．腎排泄を受けるため腎機能異常で高値
となるが，定量値としてモニタリングすることによ
りその変動を以て診断可能であることが推測され
る．
ラテックスH-FABPキット「ヤマサ」は臨床検

査試薬として良好な基本的性能を有し，汎用生化学
分析装置に搭載可能であるため血清分離を含め約30
分で定量測定が可能であることから，臨床的有用性
が高いと考えられる．
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Ⅰ．はじめに
Stenotrophomonas maltophilia は，好気性グラム

陰性桿菌であり，ブドウ糖非発酵菌として分類され
る．通常は環境中に存在しており，病原性も低いた
め，健常者の感染症の起炎菌となることは少ない
が，易感染性宿主に対して，人工呼吸器関連肺炎1）

やカテーテル関連血流感染2），腸管内からの bacte-
rial translocation による血流感染3）を起こすことが
知られている．本菌は，染色体上に L-1型メタロ-β-
ラクタマーゼの遺伝子をコードしているため4），カ
ルバペネム系抗菌薬を始めとしたすべての β-ラク
タム系抗菌薬に耐性を示すことが多い．よって，本
菌による感染症においては，適正な抗菌薬による治
療が要求される．今回は，発熱性好中球減少症を伴

う造血器腫瘍患者に発症した S. maltophilia の敗血
症において，糞便検体を用いた腸管内細菌叢の監視
培養が早期治療に寄与した1例を報告する．

Ⅱ．症例
患者：49歳，男性．
既往歴：特記すべきことなし．
現病歴：2012年4月より発熱，背部の違和感のため
近医受診．血液検査にて，血小板数減少，凝固異常，
LD高値，炎症反応高値を認めたため，敗血症性の
DIC を疑い治療が開始された．しかし，LD高値に
改善がないため，造血器腫瘍の可能性が考慮され当
院転院となった．
臨床経過：当院の初診時血液検査データにて，blast
cell 26．2×103／μl であったため，造血器腫瘍が強く

腸管内細菌叢の監視培養検査が有用であった造血器腫瘍患者における
Stenotrophomonas maltophilia による敗血症の1例
米玉利 準1） 大瀧 博文1） 中山 麻美1） 安藤 航平1） 宮崎 崇1）
太田 浩敏1） 古田 伸行1） 兼村 信宏2） 大楠 清文3） 伊藤 弘康4）
清島 満4）

Key words

Stenotrophomonas maltophilia，bacterial translocation，造血器腫瘍患者，監視培養

要 旨
症例は49歳の男性．当院にて，急性リンパ性白血病と診断され，腫瘍に対する化学療法及び造血幹細
胞移植を実施した．移植後に発熱を認め，vancomycin およびmeropenemが投与され，一旦解熱，軽快
を認めた．しかし，数日後に再び，極度の好中球減少を伴う発熱を認めたため，血液培養検査と糞便培
養検査が同日に実施された．血液培養検査は培養開始翌日に陽性となり，腸内細菌とは異なる細いグラ
ム陰性桿菌を好気ボトルより認めた．一方で，糞便培養検査は，培養開始翌日にオキシダーゼ試験陰性
のブドウ糖非発酵菌様の集落のみを認めた．この集落のグラム染色像が血液培養と同様であったことや
抗菌薬投与歴の患者背景等から S. maltophilia の bacterial translocation による血流感染の可能性がある
ことを中間報告として担当医に報告した．その後，2つの培養検査ともに，S. maltophilia と同定された．
抗菌薬治療は，中間報告後にminocycline および tazobactam／piperacillin の併用投与に変更され，順調に
回復した．本症例は，糞便検体を用いた腸管内細菌叢の監視培養により，早期に適正な抗菌薬による治
療を開始できたため，造血器腫瘍患者における腸内細菌叢を報告することの重要性を示唆した1例であっ
た．

1）岐阜大学医学部附属病院 検査部
2）岐阜大学医学部附属病院 輸血部
3）岐阜大学大学院医学系研究科 病原体制御学分野
4）岐阜大学大学院医学系研究科 病態情報解析医学分野
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疑われ，骨髄穿刺液における blast cell 88％，ミエ
ロペルオキシダーゼ陰性，フィラデルフィア染色体
陽性の結果により，急性リンパ性白血病と診断され

た．2012年5月より，寛解導入療法が開始され，6
月から地固め療法，8月から造血幹細胞移植が開始
された．移植後の9月に発熱を認めたため，vanco-
mycin（VCM）およびmeropenem（MEPM）が投
与され，一旦解熱，軽快を認めた．しかし，その5
日後より再び発熱（40℃）を認め，さらに，炎症反
応の上昇，極度の好中球減少（表1）を伴うことか
ら，血液培養検査と糞便培養検査が実施された．そ
して，2つの培養検査ともに，S. maltophilia が検
出された．抗菌薬は，推定同定の段階でminocycline
（MINO）お よ び tazobactam／piperacillin（TAZ／
PIPC）の併用投与に変更し順調に回復した．

Ⅲ．細菌学的検査
糞便培養検査においては，好気培養開始翌日にト
リプチケースソイ5％ヒツジ血液寒天培地（ベクト
ン・ディッキンソン）およびBTB乳糖加寒天培地
（ベクトン・ディッキンソン）に乳糖非分解，オキ
シダーゼ陰性のブドウ糖非発酵グラム陰性桿菌様の
集落のみの発育を認めた．集落のグラム染色は，腸
内細菌とは異なる細めのグラム陰性桿菌であった．
この時点で，抗菌薬投与履歴，集落形態，オキシダー
ゼ試験結果，グラム染色像から S. maltophilia の
bacterial translocation による血流感染の可能性が
あることを担当医に参考所見として中間報告を行っ
た．この集落の同定および薬剤感受性試験を
RAISUS（日水製薬）にて行ったところ，S. malto-
philia と同定され，表2に示す薬剤感受性試験結果
が得られた．一般的に S. maltophilia に無効とされ
る β-ラクタム系薬剤はすべて耐性であったが，有
効とされる trimethoprim／sulfamethoxazole（ST）
合剤や levofloxacin（LVFX），MINOは良好な感受
性を示した．血液培養検査は，BDバクテックFX

表1 発熱時血液検査結果

表2 薬剤感受性試験結果

― 7―



システム（ベクトン・ディッキンソン）にて，血液
培養レズンボトルを用いて実施した．そして，培養
開始翌日に糞便培養で分離された菌と同様の形態の
グラム陰性桿菌を好気ボトルより認めた．サブカル
チャーの後に同定および薬剤感受性試験をRAISUS
にて行ったところ，S. maltophilia と同定され，薬
剤感受性試験結果は糞便培養由来の菌株とほぼ同様
の結果であった．

Ⅳ．考察
今回の症例においては，造血器腫瘍患者における

発熱性好中球減少症の発症時に，血液培養検査と糞
便培養検査が同時に実施された．血液培養検査は培
養開始翌日に陽性となり，グラム染色所見が得られ
た．一方で，糞便培養検査は，培養開始翌日に単一
の細菌の発育を認め，集落形態，グラム染色所見，
オキシダーゼ試験結果が得られた．血液培養と糞便
培養におけるグラム染色所見が共に腸内細菌とは異
なる細い形態であったことやオキシダーゼ試験陰
性，抗菌薬投与歴から S. maltophilia の bacterial
translocation よる血流感染の可能性があることを担
当医に報告し，その後，担当医による抗菌薬の変更
が行われた．そして，結果的に2つの培養検査とも
に S. maltophilia と同定された．すなわち，糞便検
体による腸管内細菌叢の監視培養を同時に実施して
いたことで，早期に抗菌薬を変更することが可能で
あった．日常検査で分離されるブドウ糖非発酵グラ
ム陰性桿菌においてオキシダーゼ試験陰性を示す菌
は，Acinetobacter spp．と S. maltophilia が上げられ
るが5），Acinetobacter spp．は球菌様の染色所見を示
すことが多く，容易に鑑別することが可能であると
思われた．
造血器腫瘍患者で造血幹細胞移植を実施する場合

においては，移植前の化学療法や放射線治療により
口腔から腸管にかけて粘膜障害を引き起こすことが
多い．よって，好中球減少時における口腔や腸管か
らの bacterial translocation による敗血症に対する
治療を考慮しなければならない．発熱性好中球減少
症の治療においては，第4世代セファロスポリン系
抗菌薬の cefepime が保険承認されており，広域ス
ペクトラムを有するカルバペネム系抗菌薬とともに
多くの症例で使用されている．よって，この時期に
実施する糞便の監視培養では，これらの薬剤に耐性
を有するメチシリン耐性ブドウ球菌や腸球菌，グラ
ム陰性桿菌が検出されることが多い6）．糞便の監視
培養を実施する際は，これらを念頭に置き，本症例
の様に通常の腸内細菌叢とは異なる結果が得られた
場合には，積極的に検査を実施し，迅速に報告する
必要があると考えられた．
S. maltophilia は環境中に存在してしており，特
に，水回りや土壌，植物から検出されることが多い．

一般的に，市中感染の原因菌とされるケースは極め
てまれであり，病院内感染がほとんどである7）．S.
maltophilia による感染のリスク因子として，重度
の易感染性宿主，血管内カテーテルの留置，人工呼
吸器管理，広域抗菌薬投与等が上げられる．特に，
造血器腫瘍患者等で，好中球減少が長期間継続した
状態や，粘膜炎症を伴っている場合は S. maltophilia
の血流感染のリスクが上昇するとされる3）．また，
染色体上に L-1型メタロ β-ラクタマーゼ遺伝子を
保有しているため，カルバペネム系薬剤を含むすべ
ての β-ラクタム系抗菌薬が無効であることが多
く，血流感染を起こした場合においては，早期の報
告が極めて重要となる．一般的に，同定が確定して
いない段階でのグラム陰性桿菌感染症に対する初期
治療には，カルバペネム系抗菌薬や第4世代セファ
ロスポリン系抗菌薬が選択されるケースが多く，S.
maltophilia に有効とされる ST合剤やMINO，キ
ノロン系抗菌薬が選択されるケースは少ない．発熱
性好中球減少症の患者において，lipopolysaccharide
の影響を受けるグラム陰性桿菌の感染症が長期間持
続している状態は予後に重大な影響を及ぼすと考え
られるため，適正な抗菌薬治療が行われていない場
合は一刻も早い抗菌薬変更が肝要である．今回の薬
剤感受性試験結果においても，ceftazidime （CAZ）
を除くすべての β-ラクタム系抗菌薬に高度耐性を
示した．CAZは高度耐性を示さなかったが，MIC
値は糞便由来株で4μg／ml，血液由来株で16μg／ml
であるため実際の治療に使用されるべきではないと
考えられた．しかし，CLSI document M100-S238）は
CAZのブレークポイントを設定しており，8μg／
ml 以下の濃度であれば感性，32μg／ml 以上の濃度
であれば耐性と判定している．このような場合は，
担当医に臨床上無効の可能性があることを伝える必
要があると考えられた．本症例においては，MINO
の投与により治療が奏効した．当院の S. maltophilia
のアンチバイオグラムにおいても，ST合剤，
MINO，LVFXに対する耐性株は非常に少ないた
め，本菌の感染症においては，まず同定結果を迅速
に報告することが極めて重要であると思われた．し
かし，文献上ではこれらの抗菌薬に対する耐性株も
報告されているため7），引き続き薬剤感受性試験結
果を注視していく必要があると考えられる．

Ⅴ．結語
今回我々は，発熱性好中球減少症を伴う造血器腫
瘍患者において，糞便検体を用いた腸管内細菌叢の
監視培養により，早期に bacterial translocation に
よる血流感染を察知することが可能であった．適正
な抗菌薬による治療を迅速に開始できたため，造血
器腫瘍患者における腸内細菌叢を報告することの重
要性を改めて示すことができた．
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序文
Desulfovibrio 属は，湾曲あるいは螺旋状で運動

性のある偏性嫌気性グラム陰性桿菌である．硫酸還
元性を有し，大量の硫化水素を産生することが特徴
である．淡水，海洋，そして汽水などの自然界に広
く分布しており，石油生産プラントや他の工業用水
にも存在し1），金属やコンクリートを腐食させるた
め，問題となっている1，2，3）．一方で，ヒトや動物の
腸管や口腔にも常在している．近年，本菌による感
染症の報告が散見されるようになり，その病態は腹
腔内膿瘍，敗血症，脳膿瘍など多岐にわたっている．
今回，われわれは進行性直腸癌の抗癌剤療法中に敗
血症を発症し，血液培養の嫌気ボトルから“Desul-
fovibrio fairfieldensis”を分離・同定した症例を経
験したので，本菌種の特徴と文献的な考察を含めて
報告する．

Ⅰ．症例
症例：71歳，男性．
主訴：食欲低下，立ちくらみ．
既往歴：高血圧，糖尿病．
現病歴：10か月前に進行性直腸癌・イレウスに対し
て S状結腸双孔式で人工肛門造設術が施行され
た．その後，術後補助化学療法である oxaliplatin
と capecitabine の併用療法が5ヶ月間実施された．
入院7日前より tegafur・gimeracil・oteracil potas-
siumと irinotecan の併用療法が導入され，通院の
抗癌剤治療を行っていた．化学療法で外来を受診し
たところ，食欲低下や低血圧がみられ，血液検査に
て貧血や脱水を認めたため，そのまま入院となった
（表1）．
臨床経過（図1）：入院日に輸血が行われ，第2病
日よりG-CSF，cefepime の投与が開始された．第

直腸癌の抗癌剤治療中に血液培養から
“Desulfovibrio fairfieldensis”が分離・同定された1症例

桂川 晃一1） 大楠 清文3） 岸 留美1） 波多野正和1） 砂川 祐輝2）
田中香お里4）

Key words

Desulfovibrio fairfieldensis，遺伝子解析，血液培養，嫌気性菌

Abstract
症例は71歳，男性．進行性直腸癌とイレウスのため人工肛門造設を施行された．その後，外来通院で
抗癌剤治療中に食欲低下や貧血を呈し，当院に入院となった．入院7日目の発熱時に実施された血液培
養検査で5日目に嫌気ボトルのみ陽転し，湾曲状のグラム陰性桿菌が観察された．サブカルチャーの嫌
気培養48時間後に微小な集落を認め，デスルフォビリジンテスト陽性であったことから，Desulfovibrio
属菌と推定された．その後，16S rRNA遺伝子の塩基配列の相同性によって，“Desulfovibrio fairfieldensis”
と同定された．Desulfovibrio 属菌はヒトの腸管に存在しており，腸管粘膜に障害がある患者や腸管の手
術を契機にバクテリアル・トランスロケーションによって敗血症を惹起した症例が散見される．Desul-
fovibrio 属菌の同定においては，患者背景，臨床症状や病態，治療経過を把握した上で，グラム染色所見
や集落の性状，さらには生化学的性状などから菌種を推定することが可能である．特に，大腸癌や肝胆
道系感染症の患者で，嫌気ボトルのみが陽性となり，グラム染色にて湾曲状の菌体を認めた場合は，Desul-
fovibrio 属を念頭において検査を進めることが重要である．

1）JA岐阜厚生連中濃厚生病院 検査科，
2）JA岐阜厚生連中濃厚生病院 外科，
3）岐阜大学大学院医学系研究科 病原体制御学分野，
4）岐阜大学生命科学総合研究支援センター 嫌気性菌研究分野
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7病日に悪寒，発熱，意識レベルの低下を認めたた
め，血液培養が2セット採取された．第8病日にさ
らに状態が悪化したので，緩和医療の方針となっ
た．第9病日に肛門部から露出した腫瘍による自潰
を認め，metronidazole の軟膏が処方された．第13
病日には意識レベルが低下し，永眠された．

Ⅱ．微生物学的検査
1．血液培養検査とサブカルチャー
入院7日目の発熱時に血液培養が2セット採取さ
れた．血液培養検査は，全自動微生物培養検出装置
BacT／ALERT3D（シスメックス・ビオメリュー）
を用いて実施した．培養5日目，提出された2セッ
トのうち，嫌気の SNボトル1本のみが陽転した．
培養液のグラム染色を実施したところ，グラム陰性
の湾曲状の桿菌が確認された（図2）．そこで，サ
ブカルチャーは微好気，炭酸ガス，嫌気の3つの環
境下で実施した．すなわち，微好気培養は，Campy-
lobacter 属やHelicobacter 属を疑い，TSAⅡ5％
ヒツジ血液寒天培地，CCDA培地（関東化学）を
使用し，ダイア微好気パック標準ジャー用（三菱化
学メディエンス）と2．5Lのジャーを用いて35℃と
42℃で培養した．5％炭酸ガス環境下では，TSA
Ⅱ5％ヒツジ血液寒天培地（日本ベクトン・ディッ
キンソン，以下日本BD）を使用して35℃で培養し
た．さらに，嫌気培養は，TSAⅡ5％ヒツジ血液
寒天培地を使用し，ダイア嫌気パックジャー用（三
菱化学メディエンス）とパウチ袋を用いて嫌気状態
にして35℃で培養した．その結果，嫌気培養48時間
後に，0．1～0．3mmの非常に小さい半透明で非溶血
のスムースな集落の発育が認められた（図3）．一
方，炭酸ガス培養および微好気培養では7日間培養
を継続したが，集落の発育を認めなかった．

表1 血液検査所見

図1 臨床経過
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2．同定検査
菌種の同定はBD BBLCRYSTAL ANA（日本

BD）を用いて実施したが，判定不能であった．そ
こで，嫌気ボトルのみが陽性となり，嫌気条件下で
発育を認め，菌体が湾曲状であったことからDesul-
fovibrio 属の菌種を疑い，デスルフォビリジンテス
トを実施した．すなわち，コロニーを綿棒で拭い，
2NのNaOHを菌塊に1滴滴下して暗所で紫外線
を照射したところ，赤色蛍光を示したため，陽性と
判定した．当院検査室では，これ以上の詳細な菌種
の同定は困難と判断して，岐阜大学病原体制御学分
野に遺伝子学的な同定を依頼した．分離菌株の16
SrRNA遺伝子の塩基配列を決定した後，データベー
スで基準株の配列との相同性を検索したところ，
“Desulfovibrio fairfieldensis”（GenBank accesion
No. U42221）と100％（1467／1467）一致したので本
菌種と同定された．
3．薬剤感受性試験および βラクタマーゼ試験
薬剤感受性試験はNakao ら4）の方法に従い，E-test
（シスメックス・ビオメリュー）を用いて岐阜大学
嫌気性菌研究分野でMIC値の測定を行った．その
結果，piperacillin，tazobactam／piperacillin，ceftaz-
idime の各抗菌薬のMIC値は高かったが（いずれ
も256μg／ml]），sulbactam／ampicillin，clindamycin，
metronidazole には感性であった（表2）．また，
ニトロセフィン法のセフィナーゼディスク（日本

BD）を用いて βラクタマーゼ試験を実施したとこ
ろ，陰性であった．

Ⅲ．考察
Desulfovibrio 属の細菌は硫酸還元能を有するた
め，硫酸塩を還元する過程で生成される硫化水素に
より，腸粘膜の炎症や潰瘍形成を惹起し，潰瘍性大
腸炎の原因菌として報告されている2，3，4，5）．本属に
は2013年12月現在，65菌種，8亜種が記載されてお
り，これらのなかでヒトからの分離頻度が高いの
は，D. desulfuricans，D. piger，D. vulgaris の3菌
種である4，6）．これら3菌種のほか，本症例で今回分
離された“D. fairfieldensis”は，まだ正式な記載が
行われておらず，未承認の菌種であるため，通称名
（俗称）ではあるものの，近年，本菌による感染症
の報告例が散見される．“D. fairfieldensis”が原因
菌となった感染症は，1996年にTEEらが報告1）し
た肝膿瘍が初めてであり，それ以降，敗血症，腹腔
内膿瘍，歯周炎などの症例が報告されている7）．ま
た，大腸癌，虫垂穿孔などの腹腔内疾患や腸管の手
術を契機に敗血症を起こした症例も数例報告されて
いる2，5，7，8）．われわれの症例も直腸癌・イレウスに
対して，人工肛門造設が行われ，術後に抗癌剤の化
学療法中の患者であった．したがって，“D. fairfield-
ensis”による感染症は，大腸癌，潰瘍性大腸炎，
肝胆道系感染症，さらには抗癌剤の投与などの基礎
疾患がある易感染性宿主に発症することが多く，腸
管粘膜の防御機構の破錠によって，バクテリアル・
トランスロケーションを引き起こし，敗血症に至る
と推察される．
Desulfovibrio 属の同定は，デスルフォビリジン
テストの陽性が最大のポイントである．しかしなが
ら，Bilophila wadsworthia も本試験が陽性となる

表2 薬剤感受性試験の結果

図2 分離菌株のグラム染色像（B&M法×1，000）

表3 Desulfovibrio 属の４菌種と分離菌株の生化学的
な性状の比較

図3 嫌気培養2日後のヒツジ血液寒天培地上の集落
外観
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ため，本菌種との鑑別が重要である．これら2菌群
については，Desulfovibrio 属菌は菌体が湾曲状で
ある一方，B. wadsworthia の菌体は湾曲していな
い一般的な桿菌であること，さらに，Desulfovibrio
属菌のカタラーゼ試験は陰性（“D. fairfieldensis”
は弱陽性）であるが，B. wadsworthia は強陽性を
示す点で鑑別できる．
Desulfovibrio 属菌でヒトの臨床材料から分離さ
れる4菌種と今回，われわれの分離菌との生化学的
性状を比較した2，3，5，6，7，8）（表3）．硫化水素産生の判
定においては，D. desulfuricans と D. vulgaris は24
時間後に全体的に黒くなるものの，“D. fairfielden-
sis”と D. piger，では一部分のみが黒変して全体が
黒くなるまでに数日間かかり，その速度は“D. fair-
fieldensis”が最も遅い6）．事実，本症例の菌株は24
時間後では穿刺部のみが黒変し，その後3～5日か
けて SIM培地全体が黒変した．したがって，“D.
fairfieldensis”は日常検査において硫化水素産生に
よる培地の黒変の度合いとその速度が重要な鑑別ポ
イントになると考えられる．D. piger は Desulfovi-
brio 属で例外的に運動性がないこととカタラーゼ試
験が陰性であることから“D. fairfieldensis”と鑑別
できる．
Desulfovibrio 属菌の薬剤感受性の特徴は，met-
ronidazole や clindamycin に良好な感受性を示す
が，piperacillin，tazobactam／piperacillin には高度
耐性である．特に，“D. fairfieldensis”は他の菌種
と比較してセファロスポリン系薬やキノロン系薬，
imipenemを除くカルバペネム系薬に対するMIC
値が高く低感受性～耐性を示すという報告があ
る2，3，4，6，7）．われわれの分離菌においても同様な傾向
を示したが，カルバペネム系薬については
imipenem，meropenemともに感性であった（2お
よび3μg／ml）．カルバペネム系薬の薬剤感受性に
関してはまだ情報が少ないため，今後のデータの蓄
積を待ちたい．

Ⅳ．結語
以上のように，“D. fairfieldensis”は，臨床的に

は分離頻度の少ない菌種であるが，患者背景，臨床
症状や病態，治療経過を把握した上で，グラム染色
所見や集落の性状，さらには生化学的性状などから
病院検査室の現場でも菌種を推定することが可能で
ある．とりわけ，大腸癌や肝胆道系感染症の患者で，
嫌気ボトルのみが陽性となり，グラム染色にて湾曲
状の菌体を認めた場合は，Desulfovibrio 属を念頭
において検査を進めることが肝要である．さらに，
本属菌は血液培養では3～7日後に陽性になるとの
報告がある2，3，5，7，8）ため，上述のような患者背景から
本属菌の関与が疑われた場合には，血液培養を7日
間まで延長して培養することも重要である．
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Ⅰ．はじめに
通常てんかん発作か否かを診断するには発作時の

脳波が必要になる．その発作が無呼吸を伴っている
ような場合は，通常の脳波検査だけではなく多くの
情報を同時に測定できるポリグラフで測定したほう
がより診断の補助になる．今回，無呼吸発作で入院
し脳波，及びポリソムノグラフィ（以下 PSG）検
査を実施した小児2症例を報告する．

Ⅱ．PSG検査の目的・意義
1．睡眠関連てんかん
てんかん発作のほとんどが睡眠段階2の non

REM期で始まる．PSG検査で発作中の心拍数，血
圧，呼吸に一時的な自律神経系変化が確認されるこ
ともある．てんかんが疑われる場合は標準的な16～
20チャンネルの脳波を日中にも行うべきである1）．
2．乳幼児期の原発性睡眠時無呼吸
身体の小さな早産児で最もよく観察される無呼吸

は混合性睡眠時無呼吸で，無呼吸全体の50～75％を
占め，閉塞性無呼吸は10～25％である．PSG検査
は乳児の睡眠呼吸障害の診断において，チャンネル
の少ない記録でも臨床的概要をみるためには極めて
有用である2）．

Ⅲ．方法
1．装着方法（図1）
1）体位センサ：身体が小さいことと寝返りをしな
いため体には装着せず，児の横においた．

2）電極：頭の上で束ね，伸縮包帯で巻いた．
3）SpO2センサ：成人用を使用し足に装着した．
4）それ以外は成人の検査法に準じた．
2．検査時間帯
発作を捉える目的であるため発作の起こりやすい

時間帯とした．
3．モンタージュ（図2）
当院のモンタージュは現在成人用，小児用，新生
児用の3種類を使用している．症例1のモンター
ジュは使用機器がAlice4のため電極の追加が限ら
れていたため従来のモンタージュにF3，F4，T3，
T4を加えたもので使用した．症例2は使用機器が
エンブラ使用のため電極の追加は自由に出来た．1回
目は新生児用（1ヶ月時）を，2回目は小児用（3
ヶ月時）を使用した．いずれもルーチン脳波のモン
タージュである．

小児の無呼吸発作におけるPSG検査の有用性
石郷 景子1） 中島 直美1） 澤村 聖子1） 大橋 依子1） 樋口 修1）
伊藤 真隆2） 見松はるか2） 兵藤 玲奈2） 前田 剛志2） 本部 和也2）

Key words

無呼吸性てんかん 新生児無呼吸 脳波モンタージュ 呼吸イベント 酸素飽和度

図1．装着方法

図2．モンタージュ

1）大垣市民病院 医療技術部 診療検査科 生理機能室
2）大垣市民病院 小児循環器・新生児科
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4．解析
脳波において2ヶ月未満は新生児の判定基準3）

を，2ヶ月以上はAASMによる判定マニュアルに
準じた4）．呼吸イベントもAASMによる判定マニュ
アルに準じ4），児の睡眠時の2呼吸分とした．

Ⅳ．症例1
4ヶ月 男児．主訴 無呼吸．在胎38週，3010g
で出生．生後より哺乳不良．4ヶ月検診で固視，追
視，あやし笑いがないこと，未定頚を指摘された．
4ヶ月時に突然，無呼吸，チアノーゼを呈し当院受
診．その後も同発作を繰り返すため小児科入院と
なった．発作を記録するため21回の脳波検査と1回
の PSG検査を実施した．PSG検査は1歳時に実施
した．記録は昼から翌朝まで行い，呼吸イベントは
5秒で判定した．結果は検査中，発作22回で，無呼
吸を伴う発作は19回であった．内訳は中枢性無呼吸
7回，低呼吸12回であった．無呼吸を伴わない発作
は3回であった．最低 SpO2は84％，最長呼吸イ
ベント時間 58．0秒であった．
発作の始まりは徐波が出現ししだいに周波数の少

ない振幅の高い波にと変化していった（図3）．発
作はまず脳波に変化が現れ，無呼吸となり SpO2
の低下の順に出現した（図4）．

Ⅴ．症例2
1ヶ月 女児．主訴 無呼吸．在胎36週，2098g
で出生．早期産低出生体重のため，他院より新生児
搬送された．日齢2日目より無呼吸発作あり．頭部
エコーでは明らかな異常は認めず，哺乳も順調に増
量でき日齢20日目で退院した．日齢32日目の朝11時
頃母乳を飲んで寝た後，突然チアノーゼとなり呼吸
をしていなかったため救急車を要請，入院となっ
た．入院中も何度か無呼吸症状があり，2回の脳波
と1回の PSG検査を実施した．乳幼児感知センサ
のベビーセンスをレンタルして退院となった．退院
後，外来で1回 PSG検査を実施した．PSG検査は
1ヶ月時と3ヶ月時に実施し，記録は日勤帯で行
い，呼吸イベントは5秒で判定した．結果は1回目
AHI16．9回／時，最低 SpO270％，最長呼吸イベン
ト時間 29．8秒，呼吸イベントは中枢性無呼吸と低
呼吸であった．2回目AHI3．9回／時，最低 SpO
287％，最長呼吸イベント時間 11．2秒，呼吸イベ
ントは脳波に変化なく中枢性無呼吸が出現した（図
5）．

Ⅵ．考察
1症例目は無呼吸てんかん，2症例目は新生児無
呼吸と診断された．日本では新幹線の運転手の事故
以来，PSG検査は睡眠時無呼吸症候群の検査とし
て注目されてきた．だが，睡眠時無呼吸症候群は睡
眠障害の一部に過ぎず，広い意味では色々な疾患に
も実施されるべきである．通常，てんかんの診断に
は脳波検査が必須だが，今回のような無呼吸を伴う
場合には SpO2センサをはじめ多くのデータが得
られる PSG検査は有用である．今までの PSG検査
における脳波は睡眠段階をみるために利用されてき
た．しかし最近の PSG機器は通常の脳波の誘導が
測定できる機器もでてきた．そのため年齢や検査の
目的により脳波電極の数を増やしたり，誘導の組み
直しをしたりして使用することでより多くの情報が

図3．症例1（脳波の発作のはじまり）

図4．症例1（発作の全体像）

図5．症例2（中枢性無呼吸）
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得られる．今後，PSG検査は睡眠時無呼吸症候群
の検査にとどまらず検査の幅が広がると考えられ
る．そのためには年齢に応じた脳波の変化も念頭に
入れて検査を実施していく必要がある．

Ⅶ．結語
小児の無呼吸を伴う疾患の違った2症例を報告し

た．通常てんかん発作か否かを捉えるには長時間脳
波検査が実施される．しかし無呼吸やチアノーゼを
伴う発作の場合は通常の脳波機器では SpO2セン
サをチェックはできるが，PSG機器のように波形
としては記録されてこないためポリグラフである
PSG検査が有効である．それに反して記録中にリ
アルタイムに記録の誘導など変更できるのは脳波機
器であり，Case by case によって使い分けを行うこ
とも重要である．
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序文
結核をはじめとした抗酸菌感染症の診断や結核と

非結核性抗酸菌症の鑑別を行うことは，治療法の選
択と予後の推測に極めて重要である．近年，結核菌
や非結核性抗酸菌の迅速な検出と同定のために，従
来からの塗抹・培養検査に加え，遺伝子検査も実施
されている1）．当院ではこれまで，塗抹・培養検査
のみを院内で実施し，遺伝子検査は外部の検査所に
委託していた．そのため，抗酸菌染色で菌体が観察
された場合には，結核菌か非結核性抗酸菌かの鑑別
を行うことができないまま，患者を結核症疑いとし
て院内感染対策も考慮し近隣の結核病床を有する施
設へ搬送する必要があった．今回，検査材料から約
1時間で結核菌群の検出が可能な PURE-LAMP法
を院内検査として導入し，その結果と有用性につい
て検討を行ったので報告する．

Ⅰ．対象および方法
1．対象
2011年11月から2013年10月までの2年間に当院細
菌検査室に抗酸菌検査を目的として提出された検体
のうち，LAMP法の依頼があった235件（喀痰233
件，胃液1件，腹水1件）を対象とした．
2．方法
塗抹検査は，直接塗抹にてチール・ネールゼン染
色を行い，結核菌検査指針2007の菌数表記に従い報
告した1）．培養検査は，4％NaOHで前処理した検
体の0．1ml を2％および3％小川培地へそれぞれ接
種し，35℃にて8週間培養した．
LAMP法は，Loopamp PURE-DNA抽出キット
（栄研化学）および Loopamp 結核菌群検出キット
（栄研化学）を用い，いずれもメーカーにて推奨さ
れる方法に準拠して行った．なお，核酸の抽出に際

結核菌群検出における LAMP法の日常検査への導入と
有用性の評価

大栗田香織1） 藤木 誠1） 諏訪 浩1）

Key words

結核 LAMP法 PURE法

要 旨
結核菌の迅速かつ正確な検出と同定は，患者の適切な治療を行うためだけでなく，当院においては，
近隣の結核病床を有する施設への緊急搬送を行う上でも極めて重要な検査である．今回，われわれは，Pro-
cedure for ultra rapid extraction（PURE）法と Loop-mediated isothermal amplification（LAMP）法を組
み合わせた結核菌の検出・同定法を日常検査に導入し，その有用性について，塗抹検査，培養検査の成
績および結果報告に要した時間を含めて比較・検討した．2011年11月から2013年10月までに当院細菌検
査室に抗酸菌検査を目的として提出された検体のうち，LAMP法の依頼があった235件を対象とした．対
象検体中，塗抹検査において25件が陽性となり，このうち，LAMP法陽性は9件であった．これら9件
は，培養検査においてもすべて結核菌群が分離・同定された．一方，LAMP法陰性検体では，いずれの
培養検査においても結核菌群は陰性であった．したがって，LAMP法の信頼度評価は感度100％，特異度
100％であった．また，結果報告までの所要時間に関しては，LAMP法導入以前は遺伝子検査を外部委託
していたため，検査結果の報告までに2日を要していたが，LAMP法の導入後は約1時間であり，迅速
な報告が可能となった．以上の成績より，結核菌群診断における LAMP法の日常検査への導入は，非常
に有用性が高いことが示唆された．

1）岐阜県立下呂温泉病院 臨床検査部
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して検体の前処理を行わない直接法で行った．さら
に，培養検査において抗酸菌の発育を認めた検体に
対しても LAMP法を実施し，結核菌群の有無を確
認した．

Ⅱ．結果
2年間に提出された235検体中，塗抹検査陽性検

体は25件であった（陽性率10．6％）．塗抹陽性の25
件中，LAMP法陽性は9件，陰性は16件であった
（表1）．LAMP法で陽性の9件は培養検査におい
てもすべて結核菌群が検出され，LAMP法と培養
法の一致率は100％であった（表2）．また，塗抹検
査陽性かつ LAMP法陰性の16件中8件は培養検査

にて抗酸菌の発育を認めたため，これらの菌株を
LAMP法にて検査したところ，すべての菌株にお
いて，結核菌群は陰性であった（表3）．これら8
件のうち，4件は外部委託での遺伝子検査によって
Mycobacterium avium complex（MAC）が検出さ
れ，残る4件は，その他の非結核性抗酸菌が推定さ
れた．なお，塗抹検査陰性，LAMP法陰性の210件
のうち3件は抗酸菌の発育を認めたが，いずれも結
核菌群は陰性であった．

Ⅲ．考察
LAMP法は栄研化学が開発した，迅速かつ簡易
な等温遺伝子増幅法である．本法は，標的遺伝子の

表1 LAMP法と直接塗抹検査の相関性 表2 LAMP法と培養検査の相関性

表3 塗抹検査または培養検査の陽性検体における LAMP法の結果
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6つの領域に対して4種類のプライマーを設定し，
置換反応を利用して一定温度で増幅反応させること
を原理としている．すなわち，対象遺伝子，プライ
マー，鎖置換型DNA合成酵素，基質等を混合し，
65℃付近で保温することによって反応が進み，検出
までの工程を1ステップで実施できることが利点で
ある2）．
当院はこれまで，結核菌群の遺伝子検査を外部へ

委託していた．しかし，今回，遺伝子を短時間で増
幅できる LAMP法が保険収載され，結核菌群検出
が一般的な医療機関でも実施できる状況になった．
このような背景のなか，当院においても，LAMP
法と操作が簡便で迅速に核酸抽出が可能な PURE
法とを組み合わせた遺伝子検査法を導入して，その
有用性の検討を行った．
今回の検討において，235検体中，LAMP法陽性
であった9件は，培養検査においてもすべて結核菌
群が検出され，LAMP法と培養法の一致率は100％
であった．さらに，塗抹陽性かつ培養陽性検体にお
ける感度，および特異度は共に100％であり，非常
に良い成績を示した．また，直接塗抹検査が陰性か
つ LAMP法陰性の210件のうち3件は抗酸菌の発
育を認めたが，いずれも結核菌群は陰性であった．
他の施設においても，LAMP法は，塗抹検査陽性
の場合，感度96．9％，特異度100％であったとの報
告3）があることから，塗抹検査陽性時での LAMP
法の特異度は高いことが推察される．今回の当院で
の検討では，培養検査でのみ結核菌群が検出された
ケースは認めなかった．しかしながら，塗抹検査陰
性かつ培養陽性検体での LAMP法の感度は55．6％
との報告4）があるため，LAMP法が陰性であっても
結核を否定できるのではなく，結果の解釈には注意
が必要であり，培養法の重要性はいささかも変わら
ない．
一方，直接塗抹検査が陽性かつ LAMP法で陰性

の検体において，培養検査でMACが検出された検
体が4件含まれていた．よって，検体数は少ないも
のの，LAMP法においては，MACとの交差反応性
がないことが示唆され，過去の報告5）と同様の結果
であった．
これまで当院では，塗抹検査が陽性との結果だけ

で，結核症疑いとして近隣の結核病床を有する施設
へ患者を緊急搬送していたため，LAMP法の導入
により，真の結核患者だけの搬送が可能になった．
このことより，移動による患者の精神的・肉体的負
担を軽減することが可能になっただけでなく，搬送
に必要な人員および費用の削減も実現できた．さら
に，LAMP法導入以前は遺伝子検査の結果報告に
2日を要していたが，院内への LAMP法導入に
よって，最短1時間での結果報告が可能となり，結
核の疑いがある患者を事前に検査しておけば，結核

患者の入院を未然に防ぐことにも繋がった．
LAMP法は現在，喀痰のみが診療報酬対象であ
る．しかし，今回の検討において，胃液検体を用い
た LAMP法が陽性となり，診断が可能であった症
例も経験した．胃液検体からの検出が可能であった
ことは他施設においても報告6）されており，LAMP
法は喀痰以外の材料にも適応できる可能性が推察さ
れた．また，喀痰の排出が困難な患者においては胃
液の採取と検査が推奨されていることからも，今
後，LAMP法の喀痰以外の検体における適応の拡
大が望まれる．

Ⅳ．結語
今回，新たな結核菌群の遺伝子検査法である

LAMP法を院内検査として導入し，その結果と有
用性について検討した．本法は，抗酸菌培養検査の
結果と高い相関性を示し，さらに，約1時間で結核
菌群検出の結果を報告できることから，日常検査に
おいて非常に有用な検査法である．さらに，当院の
ような結核病床を有しない施設では，LAMP法に
よる結核の早期診断は患者の迅速な結核専門施設へ
の搬送と感染制御においても重要な役割を果たすと
考えられる．
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序文
Burkholderia pseudomallei は，東南アジアやオー

ストラリアの土壌中や水中に存在し，肺炎，軟組織
や内臓の膿瘍形成，まれに関節炎の症状を示す類鼻
疽の原因菌である1）．さらに敗血症に至った場合に
は，発症から数日で死亡することもある．また，菌
を完全に排除することが難しく，難治性で再発率も
高く，慢性症状を呈することもある．主な感染経路
は，B. pseudomallei に汚染された土壌，粉塵，水
等の吸引や，これらによる創面の汚染とされてい
る2）．
今回，我々は関節炎や急性肺炎から急激な経過を

たどったフィリピン人患者の血液培養よりB. pseu-
domallei を分離したので報告する．

Ⅰ．症例
1）患者：41歳，フィリピン人男性
5年間日本在住．期間は不明であるがフィリピン

に滞在後，2013年2月16日に日本に帰国した．
2）主訴：敗血症・肝機能障害・脱水

3）現病歴：2月16日に発熱あり．その後，2月22
日に左股関節痛を認めて動けなくなり，A病院を
受診し骨頭壊死と診断され帰宅．しかし，2月23日
1：00に会話不能となりA病院へ救急搬送され
meropenem（MEPM）が投与された．同日7：30
に眼球上方偏位・眼振・全身麻痺を認めたため当院
へ転院搬送された．10：00に当院での救急外来受診
時は意識レベルⅢ桁，急性呼吸不全による低酸素血
症であり挿管にて呼吸管理となる．CT施行時に心
肺停止をきたしたが，心臓マッサージ，エピネフィ
リン静脈注射にて回復し，入院となった．
4）入院時身体所見：心雑音なし，左肺野呼吸音の
低下と胸部CTに左肺野肺炎像を認めた．頭部CT
は明らかな出血はなく，腹部CTも明らかな肝硬変
所見が認められなかったため，急性肺炎による敗血
症からの多臓器不全と診断され，各種検査と治療が
開始された．
5）血液検査：入院時の血液検査結果を表1に示
す．白血球数は正常であったが，CRPは26．72mg／
dl と上昇していた．また，肝臓や腎臓などの状態
を反映するマーカーにおいて、異常値が認められ
た。血小板数は6×103／μl と低下しており，PT，

フィリピン帰国者の血液培養から
Burkholderia pseudomallei を分離・同定した一例
八島 繁子1） 小森 康宇1） 美濃輪 縁1） 佐伯 浩和1） 関谷 怜子1）
松川 洋子2）

Key words

Burkholderia pseudomallei 類鼻疽 血液培養 グラム陰性桿菌

要 旨
我々は，血液培養からBurkholderia pseudomallei を分離・同定したので報告する．患者は41歳フィリ
ピン人の男性．日本に帰国後，発熱し左股関節痛を認めたため前医を受診した．骨頭壊死と診断された
後，翌朝に容態悪化したため当院へ転院搬送となった．入院時に採取された血液培養から培養開始後26
時間でグラム陰性桿菌の発育を確認した．本菌はブドウ糖非発酵菌でオキシダーゼ試験陽性であり，当
院で日常的に実施している同定検査を実施したところ，B. pseudomallei となった．確認のため，当院で
実施可能な複数の同定キットを用いて同定検査を実施したところ，同様にB. pseudomallei の同定成績を
得た．Burkholderia 属のうち，臨床で多く経験するB. cepacia とはリジンデカルボキシラーゼ，アラビ
ノース分解能の結果から鑑別できた．

1）岐阜県立多治見病院 臨床検査科
2）愛知医科大学 感染制御部
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APTTの延長がみられた．プロカルシトニンは≧
10ng／ml だったが，エンドトキシンは≦3．5EU／ml
であり，β―D―グルカンは13pg／ml（カットオフ値：
11pg／ml）であった．なお，血糖値は559mg／dl と
高値であった．
6）細菌検査：尿培養・喀痰培養・血液培養2セッ
トが採取された．尿はグラム染色にて細胞成分と細
菌はともに確認されず，細菌の発育は認められな
かった．喀痰はMiller & Jones の分類でM2，グラ
ム染色所見は白血球：－，グラム陽性球菌：3＋
酵母：1＋ 扁平上皮：1＋であり，培養結果は口
腔内常在菌（1＋），Streptococcus agalactiae（1＋），
Candida albicans（1＋）であった．そして，血液
培養は培養開始後26時間で嫌気ボトルが陽性とな
り，グラム染色にて比較的濃く染まる長めのグラム
陰性桿菌が確認された（図1）．その後，同一セッ
トの好気ボトルと他セットの好気ボトルも陽性に
なった．ボトル培養液を羊血液寒天培地，チョコレー
ト寒天培地，BTB乳糖寒天培地，マンニット食塩
卵黄寒天培地，クロモアガーカンジダ培地，GAM
半流動寒天培地に接種し，チョコレート寒天培地は

表1 入院時検査結果

図2 35℃好気培養 一夜培養後のコロニ―

図1 血液培養ボトル（嫌気ボトル）のグラム染色像
（×1，000）
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炭酸ガス培養を，その他の培地は好気培養（35℃）
を実施した．一夜培養後の血液寒天培地のコロニー
（図2）はオキシダーゼ試験陽性であり，グラム染
色像は両極染性を示すグラム陰性桿菌であった（図
3）．このコロニーを用いてVITEK2（シスメッ
クス・ビオメリュー）にて同定・薬剤感受性検査を
実施したところ，同日の夕方にB. pseudomallei（確
率95％）となった．B. pseudomallei は感染症法の
4類感染症であり直ちに届出が必要であるが，確認
のためにライサス（日水製薬）と IDテストNF―18
（日水製薬）にて同定検査を実施し，同時にTSI
培地と LIM培地に接種した．TSI 培地と LIM培地
の一夜培養結果からブドウ糖非発酵菌と確認され
（図4），同定試験結果はVITEK2と同様に，ラ
イサス（絶対確率0．00100859，相対確率99．9％），ID
テストNF―18ともにB. pseudomallei の同定結果を
得た（表2）．Burkholderia 属の生化学的性状を表
3に示す．Burkholderia 属のうち臨床分離菌とし
て頻度の高いB. cepacia は，アルギニンジヒドロ
ナーゼ陰性，リジンデカルボキシラーゼ陽性，アラ
ビノース分解能陽性であり，B. pseudomallei と鑑

別できるとされている2）．本菌は，リジンデカルボ
キシラーゼ陰性，アラビノース分解能陰性であり，
B. cepacia と鑑別できた．また，培地を引き続き好
気培養を続けると，BTB乳糖寒天培地のコロニー
は黄変し（図5），羊血液寒天培地のコロニーはB.
pseudomallei に特有の車輪状のコロニーとなった
（図6）．なお，VITEK2で実施した薬剤感受性検
査では，第1・2世代セフェム，アミノグリコシド，
ニューキノロンなど種々の抗菌薬に耐性を示した
（表4）．
7）臨床経過：来院時の急性呼吸不全・心肺停止か
ら 回 復 後，doripenem（DRPM）と levofloxacin
（LVFX）が投与され，エンドトキシン吸着療法が
行われた．2月23日21：30に vancomycin（VCM）が
追加投与されたが多臓器不全のため，2月24日14：
30心停止となり死亡が確認された．

図4 TSI 培地と LIM培地

図3 35℃好気培養 一夜培養後のコロニーのグラム
染色像（×1,000）

表2 各種同定検査結果
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図5 BTB乳糖寒天培地
35℃好気培養48時間後

表3 Burkholderia 属の生化学的性状

図6 羊血液寒天培地
35℃好気培養72時間後
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Ⅱ．考察
今回分離した菌は，血液培養ボトルとサブカル

チャーでの発育は共に良好であり，培養検査にて分
離・同定できたが，B. pseudomallei は日本国内で
は環境中に存在していないとされており3），複数の
同定キットで同定試験を実施して確認をしたため最
終報告までに時間を要した．当院において過去に血
液培養から分離されたグラム陰性ブドウ糖非発酵菌
でオキシダーゼ試験陽性の菌は，Pseudomonas
aeruginosa が最も多く，次いでBurkholderia cepacia
となっている．サブカルチャー後の菌が，グラム陰
性桿菌でオキシダーゼ試験陽性と判明した時点で
P. aeruginosa を疑ったが，コロニー形状が異なる
印象であった．さらに患者はフィリピン人であり，
輸入感染症の可能性も考えられた．以上のことか
ら，同定検査を実施する際に他キットによる検査も
同時に実施していれば報告までの時間が短縮できた
と思われる．
同定検査において本菌は，B. cepacia との鑑別で

用いられるアルギニンジヒドロナーゼは陰性を示し
た．Dance4）は長期保存後の最初のアルギニンジヒ
ドロナーゼ検査で偽陰性を示すことがあるとしてい
るが，本菌は新鮮株であった．このように，アルギ
ニンジヒドロナーゼ検査で不一致を認めたものの，
高い同定確率とリジンデカルボキシラーゼ，アラビ
ノース分解能の結果からB. pseudomalleiと同定した．
一方，グラム染色像は両極染性を示し，培養を延

長すると車輪状のコロニーを形成するB. pseu-
domallei の特徴を持っていた5）．これは，日ごろ経
験することの少ない菌の同定結果の精度を上げる重
要な情報となった．また，血液培養陽性時とサブカ
ルチャー後のグラム染色像が異なっていたため，培
養条件ごとでグラム染色像を確認する重要性を感じ
た．
患者の既往歴は不明であったが，入院時の血糖値

が559mg／dl であり，基礎疾患に糖尿病の存在が強
く疑われた．類鼻疽を発症する患者の基礎疾患とし
て糖尿病，過度の飲酒歴，慢性腎疾患などがあると
されており1），さらに左股関節痛と肺炎から多臓器
不全に陥った経緯は，B. pseudomallei が起因とな

る類鼻疽の症状と一致していた．治療は，急性期の
初期療法で推奨されている6）MEPMの投与が行われ
たが，患者は急激な経過をたどり死亡した．この原
因は，発熱から抗菌薬治療開始までの時間経過によ
るものか，菌の病原性が要因かは不明である．
我が国において類鼻疽は2007年以前には8例の報
告があり7），2007年以降は2010年に5例，2011年に
3例，2013年に4例報告されており，届出都道府県
は北海道から徳島県までに至っている8）．近年，在
日外国人の増加や海外旅行が頻繁に行われているた
め，日常的な検査を実施する際に，患者背景を考慮
し輸入感染症も念頭に置く必要がある．
類鼻疽は感染症法の4類感染症に指定されてお
り，類鼻疽が疑われ，かつ，喀痰・血液などから分
離・同定か PCR法による病原体の検出により類鼻
疽と診断された場合は，ただちに届出が必要であ
る．なお，臨床検体および臨床分離株の取り扱いは
防護手袋，マスクなどの保護器具を使用して取り扱
い，作業はBSL2実験室内の安全キャビネットで
行う．また，B. pseudomallei は特定病原体第三種
に指定されており，所持する場合はB. pseudomallei
と同定されたのち7日以内に厚生労働大臣への届出
が必要である．臨床検査室などでは検査終了時まで
一時的に菌株を保管することができるが，厳重に密
閉した上で施錠できる場所に保管することとなって
いる．その際には－80℃に保管することが望まし
く，滅菌処理を行う場合には所持の開始の日から10
日以内に行うこととなっている．さらに，病原体の
運搬をする際には，都道府県公安委員会に届け出な
ければならない9）．このように，微生物検査室から
臨床へは，病原体の検出と菌名の報告のみではな
く，法律に関わる情報も提供することが望まれる．

Ⅲ．結語
今回，我々はフィリピン人患者の血液培養からB.
pseudomallei を分離した．同定検査を実施するにあ
たり，グラム染色像・コロニー観察の重要性を再確
認した．また，B. pseudomallei は特定病原体第三
種であるため，菌の取り扱いについて再考する機会
となった．

表4 薬剤感受性結果
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序文
Haemophilus influenzae は肺炎，気管支炎，中耳

炎などの主要な起因菌である．さらに，b型莢膜株
（Hib）は，乳幼児において敗血症や髄膜炎などの
侵襲性感染症を惹起するため，臨床的意義の高い菌
である．我が国では諸外国から遅れて2008年12月よ
りHib ワクチンの任意接種が可能となった1）．さら
に，2013年4月の予防接種法の改正に伴いHib ワ
クチンは定期接種に組み込まれた．したがって，Hib
株の分離頻度や薬剤感受性の動向を検討することは
重要である．当院では臨床材料から分離・同定され
たHaemophilus influenzae 株のすべてに対してHib
の血清型別の検査も行ってきた．今回，これらの検
査結果をもとに，Hib の検出状況と薬剤感受性の年
次的推移に関して検討を行ったので報告する．

Ⅰ．対象と方法
1）菌株
2004年4月から2013年12月までの9年9カ月間に
当院細菌検査室に提出された全検査材料から分離さ
れたH. influenzae 2，307株を対象とした．
2）培養検査
血液培養はバクテアラート3D（シスメックス・

ビオメリュー）を使用した．各材料は血液寒天培地，
チョコレート寒天培地に接種し，37℃5％炭酸ガス
条件下で18～24時間培養した．髄液は遠心分離した
沈渣を用いた血液寒天培地，チョコレート寒天培地
の培養に加え，血液培養ボトルにて増菌培養を行っ
た．チョコレート寒天培地上に発育した灰色～灰白
色を示すコロニーを同培地と，ヘモフィリス ID4
分画培地（BD）に純培養し，XV因子要求性およ
びウマ血液寒天培地の溶血性によりH. influenzae
と同定した．判定困難な場合は IDテストHN-20ラ
ピッド（日水）にて同定した．
3）血清型別
莢膜血清型別は，インフルエンザ菌莢膜型別用免
疫血清「生研」（デンカ生研）を用いて b型か否か
の判別を実施した．
4）薬剤感受性試験と経年的な評価
薬剤感受性試験はRAISUS（日水）を使用して，
微量液体希釈法により各種抗菌薬の最小発育阻止濃
度minimum inhibitory concentration（MIC）を 測
定した．米国臨床検査標準委員会Clinical and Labo-
ratory Standards lnstitute（CLSI）にてH. influenzae
の髄液分離株について日常的に報告することが適
当2）とされている以下の薬剤について検討を実施し
た．ampicillin（ABPC），cefotaxime（CTX），ceftri-

当院で分離されたHaemophilus influenzae b 型株の
検出状況と薬剤感受性に関する検討

八島 繁子1） 美濃輪 縁1） 佐伯 浩和1） 関谷 怜子1） 小森 康宇1）

Key words

Haemophilus influenzae Hib ワクチン Hib 薬剤感受性

要 旨
2004年4月から2013年12月までの9年9カ月間に当院で分離されたHaemophilus influenzae は2，307株
であり，そのうちH. influenzae b 型株（Hib）は146株であった．年次的なHib の分離頻度は2005年に12．2％
と最大であったが，徐々に減少して2008年に3．0％となり，その後は2012年1．7％，2013年1．1％と激減し
た．また，Hib が分離された検査材料別の割合は，髄液90．9％，血液70．0％，咽頭・鼻腔6．1％，喀痰4．0％，
耳漏3．3％，その他14．8％であった．侵襲性感染症が示唆された血液と髄液から分離されたHib 株の am-
picillin 感性率は38．1％であった．その他の抗菌薬については経年的な耐性化の傾向は認めず，良好な感
受性を示した．

1）岐阜県立多治見病院 臨床検査科
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axone（CTRX），chloramphenicol（CP），meropenem
（MEPM），および levofloxacin（LVFX）の6薬剤
である．
β-lactamase 産生の試験はニトロセフィン法であ
るセフィナーゼディスク（BBL）を用いて行った．
β-lactamase が陽性の場合を β-lactamase-producing
ampicillin resistance（BLPAR）とした．また，β-
lactamase 産生試験が陰性の場合にはCLSI の判定
基準に従い，ABPCのMIC値が1μg／ml 以下を β-
lactamase-nonproducing ampicillin-susceptible（BL
NAS），2μg／ml を β-lactamase-negative ampicillin
intermediate（Low-BLNAR），4μg／ml 以 上 を β-
lactamase-nonproducing ampicillin resistance（BLN
AR）として分類した．
なお，薬剤感受性の評価は，侵襲性感染症を示唆

する血液と髄液から分離された株を対象とし，重複
を避けるため同一患者は各年の初回に分離された株
（21株）を用いた．

Ⅱ．結果
1）H. influenzae の分離状況
各年の分離数は200株以上を維持しており，大き

な変化は認められなかった．分離株数が多い診療科
は小児科（1，111株）であり，次いで呼吸器内科（511
株），耳鼻咽喉科（402株），麻酔科（64株）の順で
あった．
材料別の分離株数は，咽頭・鼻腔1，371株，喀痰

756株，耳漏122株，その他（眼脂・関節液・開放性
膿等）27株，血液20株，髄液11株であった．
経年的な分離頻度の特徴として，喀痰からのH.

influenzae の分離数が2013年に例年よりも大幅に増
加していたことであった．
2）Hib 株の分離状況
H. influenzae 2，307株中Hib は146株であった．

各年のHib の割合は2005年に12．2％と最大にな
り，徐々に減少して2012年1．7％，2013年1．1％と激
減した（図1）．
材料別のHib の占める割合は咽頭・鼻腔6．1％，

喀痰4．0％，耳漏3．3％，その他14．8％であり，侵襲
性感染症を示唆する血液と髄液は，それぞれ

70．0％，90．9％と高い割合を占めた．また，経時的
には咽頭・鼻腔と喀痰でのHib の割合が減少傾向
であった．なお，Hib 株は髄液から2011年までは毎
年分離されていたが，2012年と2013年には全く分離
されなかった．
3）患者の年齢別の分離頻度
H. influenzae が分離された患者の平均年齢は

25．2歳であった．一方，Hib が分離された患者の平
均年齢は14．7歳であった．
Hib 株が分離された患者の平均年齢を材料別にみ

ると，喀痰が51．7歳と最も高く，喀痰以外において
は咽頭・鼻腔5．0歳，血液1．4歳，髄液1．5歳であっ
た．なお，2013年に分離された唯一のHib 株は2
歳児の喀痰からであった．
血液か髄液のどちらかからH. influenzae が分離
された侵襲性感染症患者（21名）の年齢分布（表1）
は小児と高齢者の二相性のピークを示した．Hib は
すべて4歳以下の患児から分離されており，5歳以
上の患者からは分離されなかった．
4）薬剤感受性の経年的な評価
血液または髄液から分離されたH. influenzae21
株の内訳は，Hib が14株，non-Hib が7株であった．
BLNASが21株中8株で38.1％であり，BLPARは
10年間で2株認められ，いずれもHib であった。
その他の抗菌薬において，経年的変化は認められず
低いMIC値であった（表2）．

図1 H. influenzae と Hib の分離株数の推移

表1 血液または髄液からH. influenzae が分離された患者の年齢分布（ ）内はHib
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Ⅲ．考察
我が国では2008年12月よりHib ワクチンが任意
接種として導入され，2011年1月からは全国的に公
費助成が開始されていた3）．さらに，2013年4月に
は定期接種に組み込まれたことにより，Hib による

髄膜炎や敗血症などの侵襲性感染症の減少が明らか
になってきた．実際，当院では2004年からH. influ-
enzae が毎年200株以上分離され続けていたが，Hib
株は2005年の28株から減少し，2013年には3株
（1．1％）となった．特に，髄液と血液からは2012
年以降は1株も分離されておらず，Hib ワクチンの

表2 血液または髄液由来H. influenzae の各抗菌薬のMIC分布推移
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効果が既に顕著となっている．
診療科別にみたH. influenzae の分離頻度は，小

児科が一番高く，大半が咽頭・鼻腔由来であった．
これは，当院では小児の喀痰採取が困難な場合には
鼻咽腔からの検体採取を推奨しているためと思われ
る4）．喀痰由来のH. influenzae 分離株数は2013年に
大幅に増加していたが，Hib は1株に留まってい
た．しかし，この1株は2歳児から分離されており，
侵襲性感染症を発症する可能性も否定できないため
注意が必要と思われる5）．そのため，当院ではHib
が検出された旨を結果報告時にコメントし，注意を
促している．今後は，Hib 株が分離された際にはHib
ワクチンの接種が行われていたかの確認も重要と考
える．
血液または髄液から分離されたH. influenzae の
ABPC感性率はBLNASが38．1％であったが，福島
県など9県を対象にMIC値によってABPC感性率
の検討をした報告（49．5～56．9％）6）よりも低値で
あった．しかし，その他の各抗菌薬のMIC値の分
布の解析においては，細菌性髄膜炎の診療ガイドラ
イン7）が推奨しているCTX，CTRX，MEPMで良
好な感受性を示していた．当院では LVFXの耐性
菌は認められなかったが，我が国でもニューキノロ
ン系薬剤の耐性菌が分離されている8）．頻度は1％
程度と推定されているが9），今後の動向に注視した
い．
当院ではH. influenzae の莢膜型は b型の有無の

みを確認しているため，血液または髄液から分離さ
れた non-Hib7株は型別不能株（non-typable H. in-
fluenzae；NTHi）か，b型以外の莢膜型H. influenzae
かの鑑別はできていない．海外ではHib ワクチン
の導入後，b型株以外の莢膜株や非莢膜株による侵
襲性感染症の増加も報告されており，今後，我が国
においてもこれらの菌株の分離頻度が増加する可能
性がある．そのため，髄液を用いたHib 検出の迅
速診断試薬では検出できないH. influenzae 性髄膜
炎も考慮して，グラム染色所見からの病原体の推定
や培養後の検査にはよりいっそうの注意が必要であ
る．さらに，莢膜株が分離された場合には，b型株
以外の a，c，d，e，f 型株か否かの検査も含めた検
査項目の見直しや，これら莢膜菌株の出現とその頻
度を注視していくことが重要と考える．

Ⅳ．結語
我が国においてもHib ワクチンが導入され，Hib

株の分離頻度は減少した．今後はNTHi 株による
感染症や b型株以外の莢膜株による感染症が危惧
されるため，血清型別検査の実施や引き続き，薬剤
感受性の動向を監視していくことが肝要である．

Ⅴ．文献
1）泉信夫：インフルエンザ菌 b型ワクチン先行国における5歳

未満児の状況，小児科臨床 2012；65（2）：280―285．
2）Clinical and Laboratory Standards Institute : Performance

Standard for Anitimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-
Second Informational Supplement. Vol.31. M100-S22. Wayne,
Pennsylvania: CLSI,2012

3）西順一郎：Hib ワクチン―導入後の状況と安全性，小児科診
療 2012；75（4）：660―664．

4）西順一郎：小児感染症における検査・検体採取の留意点，薬
局 2012；63（3）：369―374．

5）大塚岳人：インフルエンザ菌 b型（Hib）保菌が意味するこ
と―時間軸・空間軸・塩基配列型でみたHib 伝播―，感染症
学雑誌 2013；86（2）：103―108．

6）国立感染症研究所，厚生労働省健康局結核感染症課：〈特集〉
侵襲性インフルエンザ菌感染症，病原微生物検出情報（IASR）
2013；34（7）：185―218．

7）細菌性髄膜炎の診療ガイドライン作成委員会：細菌性髄膜炎
の診療ガイドライン，神経治療 2007；24（1）：1―64．

8）野老洋夫ほか：成人の入院肺炎例より分離されたニューキノ
ロン系薬耐性を含む多剤耐性インフルエンザ菌の遺伝子解
析，日本臨床微生物学会 2011；21（2）：121―128．

9）生方公子：インフルエンザ菌，日本臨牀 2012；70（2）：
247―250．

― 29―



― 30―

Ⅰ．はじめに
近年，耐性菌をとりまく状況は大きく変化してお

り，日常検査の現場ではその対応に苦慮しているの
が現状である．とりわけ，β-ラクタマーゼは，Ambler
の分類でクラスAに分類される基質特異性拡張型
β-ラクタマーゼ（Extended-Spectrum β-lactamase：
ESBL）や，クラスCに分類されるAmpC型 β-ラ
クタマーゼ（AmpC），クラスBに分類されるメタ
ロ-β-ラクタマーゼ（MBL）などタイプが様々であ
り1），その検出方法も多岐にわたる．各薬剤耐性菌
は薬剤感受性パターンである程度の推測が可能であ
る2）が，確定にはディスク拡散法による確認試験や
遺伝子検査が必須である．現在，我々の施設では遺
伝子検査の実施が困難な状況であるため，Clinical
and Laboratory Standards Institute（CLSI）に準拠
したディスク拡散法によるESBLの確認試験のみ
で実施しているが，今回，ESBL産生菌とAmpC
産生菌を同時に検出できるAmpC／ESBL 鑑別ディ
スク（関東化学）が上市されたのを機に，自施設に
て分離された臨床分離株を用いて，従来法との比較
検討を行う機会を得たので若干の考察をふまえ報告

する．

Ⅱ．対象および方法
1．対象
2011年1月から2013年7月の2年7ヶ月間に各種
臨床材料から分離された菌株のうち，ESBL検出に
おけるスクリーニング基準を満たし3）かつ第3世代
セファロスポリン系薬剤のいずれかに耐性を示した
Escherichia coli（E. coli），Klebsiella pneumoniae
（K. pneumoniae），Klebsiella oxytoca （K. oxytoca）
の中から89株を抽出し，下記の2つのカテゴリーに
分けて検討を実施した．
1）ESBL産生菌
CLSI 準拠3）の ESBLs 確認用KBディスク（栄研
化学）によるESBL確認試験（以下，従来法）でESBL
産生菌と判定された54株で，その内訳はE. coli43
株，K. pneumoniae11株である．
2）セファロスポリン耐性ESBL非産生菌
従来法を用いて確認試験を行い，ESBL非産生と

判定された35株である．E. coli が30株，K. pneumo-
niae が2株，そしてK. oxytoca が3株である．

セファロスポリン耐性腸内細菌の検出における
AmpC／ESBL 鑑別ディスクの有用性に関する検討
後藤 雪乃1） 安藤 航平1） 古川貴誉子1） 奥田 清保1） 平沢 弘行1）
天野 和雄1）

Key words

ESBL 産生菌，AmpC型 β－ラクタマーゼ産生菌，AmpC/ESBL 鑑別ディスク

要 旨
2011年1月から2013年7月の2年7ヶ月間に，当院の臨床材料から分離されたセファロスポリン耐性
腸内細菌を用いて，ESBL産生菌とAmpC型 β-ラクタマーゼ（AmpC）産生菌を同時検出できるAmpC
/ESBL 鑑別ディスクの有用性について検討を行った．ESBL産生菌54株における従来法と本鑑別ディス
ク法との一致率は100％（54株）であり，ESBLおよびAmpC同時産生菌と判定した株はそのうち4株で
あった．さらに，この4株に対してはボロン酸を用いたAmpC阻害試験を実施したところ，2株が阻害
試験で陽性を示した．また，従来法でESBL非産生菌と判定した株35株においてAmpC産生菌と判定さ
れた株は22株（62．9％）であり，ボロン酸を用いたAmpC阻害試験では22株すべてにおいて阻害が確認
された．AmpC／ESBL 鑑別ディスク法は，従来法との一致率も高く，操作も簡便であることから，セファ
ロスポリン耐性腸内細菌の検出において，日常検査に導入すべき有用な方法であると考えられた．

1）岐阜県総合医療センター 臨床検査科
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2．方法
1）ESBLの確認試験
ESBLの確認は，CLSI に準拠したESBLs 確認用

KBディスク（栄研化学）を使用した．Mueller-Hinton
寒天培地に被検菌を塗布し，35℃で16～18時間培養
後，ディスク阻止円径の拡大の差にて判定した（図
1）．薬剤ディスクは ceftazidime（CAZ），cefotaxime
（CTX），cefpodoxime（CPDX）の単剤ディスク
および，これらの clavulanic acid（CVA）配合ディ
スクを用いて実施した．
2）AmpC／ESBL 鑑別試験
AmpC／ESBL 鑑別ディスクの添付文書に基づい

て実施・判定を行った．すなわち，McFarland0．5
に調整した被検菌液をMueller-Hinton 寒天培地に
塗布し，35℃で16～18時間培養後，阻止円径の測定
を行い，その判定基準4）に従った（図2）．
3）ボロン酸を用いたAmpC阻害試験5）

m-aminophenylboronicacid（wako 純薬）を用い，
30mg／ml のボロン酸溶液を作製した後，ディスク
に添加した．実際には，CLSI ディスク拡散法の要
領3）に従いMueller-Hinton 寒天培地に被検菌を塗布
し，CAZディスク2枚およびCPDXディスク2枚
のディスク間が4cm以上となるように配置し，そ
れぞれ一方の薬剤ディスクにボロン酸溶液10μl を
添加した．35℃で16～18時間培養後，ボロン酸溶液
添加ディスクにおける阻止円径の拡大が5mm以上
の場合に，ボロン酸によるAmpC阻害ありと判定
した（図3）．
4）同定・薬剤感受性試験
菌種の同定は，VITEK2（シスメックス・ビオ
メリュー）およびGN同定カードを用いて実施し
た．薬剤感受性試験はRAISUS（日水製薬）を使用
し，当院の薬剤カスタムプレートにて測定した．

Ⅲ．結果
1）従来法でESBL産生菌と判定した株における
ESBLおよびAmpCの検出状況
従来法でESBL産生菌と判定した54株のうち，
AmpC／ESBL 鑑別ディスクでESBL産生菌と判定
された株は54株（100％）であった（表1）．また，
ESBL産 生 菌 と 判 定 し た54株 の う ちESBLと
AmpCを同時に産生していると判定されたのは4
株（7．4％）ですべてE. coli であった．さらに，同
時産生菌と判定した4株に対してボロン酸を用いた
AmpC阻害試験を実施したところ，2株のみ阻害

図1 CLSI 準拠ディスク拡散法（KBディスク：栄研
化学）によるESBL 確認試験

いずれかの薬剤ディクスにおいて，合剤の阻止円径が
単剤の阻止円径より5mm以上拡大した場合にESBL
産生と判定される．
CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxime, CPDX: cefpodox-
ime
CVA: clavulanic acid

図2 AmpC／ESBL 鑑別ディスク（関東化学）における鑑別基準
ZA：CPDX10μg ZB：CPDX10μg + ESBL阻害剤 ZC：CPDX10μg + AmpC阻害剤
ZD：CPDX10μg + ESBL 阻害剤 + AmpC阻害剤



― 32―

が確認された．
2）従来法でESBL非産生菌と判定した株におけ
るESBLおよびAmpCの検出状況

従来法においてESBL非産生菌と判定した35株
において，AmpC産生菌と判定されたのは22株で
すべてE. coli であり，ESBL 産生菌と判定された
株は存在しなかった（表1）．これら22株に対して
ボロン酸を用いたAmpC阻害試験を実施したとこ
ろ，全ての株においてボロン酸による酵素阻害が確
認された．

Ⅳ．考察
今回，われわれはセファロスポリン耐性腸内細菌

の検出のためにAmpC／ESBL 鑑別ディスクを用い
た方法と従来法との比較・検討を行った．その結

果，従来法でESBL産生菌と報告された54株すべ
てにおいてAmpC／ESBL 鑑別ディスク法でも
ESBL産生菌と判定され，一致率は100％であった．
また，54株のうちESBLと AmpCの同時産生菌と
判定されたのは4株であったが，ボロン酸による
AmpC阻害試験で阻害が確認されたのは2株で
あった．残る2株はボロン酸阻害なしと判定された
が，2株ともに判定境界域の値であった．すなわ
ち，本ディスク法での耐性は，それぞれのディスク
径を測定し，各ディスク間の阻止円径の差で判定す
るが，目視の測定誤差による誤判定が原因であった
と考えられた．また，今回の検討後に，本ディスク
ではESBL，AmpCともに非産生と判定されたが，
薬剤感受性試験結果からESBL産生が強く疑われ
たため，従来法を用いて追加試験を行ったところ，
ESBL産生菌と判定された菌株が数件確認された
（未公表データ）．これらはいずれも判定境界域の
値であったため，本ディスクの判定基準について修
正する必要があると思われた．さらに，本ディスク
法で得られた結果だけではなく，薬剤感受性試験の
結果を十分に考慮した上で適宜，再検査を行い耐性
菌か否かを判断して報告することが肝要である．
Ambler は β-ラクタマーゼをアミノ酸の一次配列
に基づきクラスA～Dの4つに分類し1），Bush-
Jacoby は β-ラクタマーゼの基質特異性や阻害剤に
よって機能的な分類を提案している6）．これによる
と，ESBLは Ambler の分類ではクラスA，Bush-
Jacoby の分類では group2be で，AmpCはそれぞ
れクラスC，group1となる．また，Giske らは感
染制御の視点からの分類を提唱している7）．すなわ
ち，ESBLは第4世代を含むすべてのセファロスポ
リン系薬剤を分解し，セファマイシン系およびオキ
サセフェム系薬剤を分解しない特徴を持ち，遺伝子
型により SHV型およびTEM型，CTX-M型に分
類される．各々の遺伝子型により分解しやすい薬剤
も異なっており，薬剤感受性パターンから遺伝子型

図3 ボロン酸を用いたAmpC阻害試験
いずれかの薬剤ディスクにおいてボロン酸添加ディス
クの阻止円径が，単剤の阻止円径より5mm以上拡大
した場合にAmpC産生と判定される．
BA：ボロン酸

表1 従来法とAmpC／ESBL 鑑別ディスクにおける薬剤耐性菌検出状況の比較
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の推測がある程度可能であると言われている8）．一
方，AmpCは第3世代セファロスポリン系薬剤に
加えてセファマイシン系およびオキサセフェム系薬
剤も分解する．そして，ESBLとは異なり，SPACE
菌 群（Serratia marcescens, Pseudomonas aerugi-
nosa, Acinetobacter baumannii, Citrobacter fre-
undii, Entrobacter spp.）に代表される多くのグラ
ム陰性桿菌では，染色体上にAmpC（染色体性
AmpC）を保有している．また，プラスミド性の
AmpCもあり，元来，染色体上にAmpCをコード
していないKlebsiella spp．では確認が容易である
が，その他の菌種では，染色体性AmpCかプラス
ミド性のAmpCかの鑑別は日常検査において容易
でない．さらに，ESBLや AmpC以外にもMBLや
Klebsiella pneumoniae carbapenemase（KPC）な
ど，多種多様な β-ラクタマーゼが存在しているた
め，我々が日常業務において各薬剤耐性菌を正確に
検出することは困難が多いのが実情である．このよ
うな耐性菌をめぐる状況において，AmpCや ESBL
産生菌を効果的に検出することは感染症の治療のみ
ならず，医療関連感染対策においても重要である．
今回検討したAmpC／ESBL 鑑別ディスク法は従来
法との一致率も高く，操作も簡便であることから
ルーチン検査に有用であると考える．
今回の検討では，CLSI document M100-S193）の判

定基準に準拠した場合に，ESBLと判定した株では
CTXと CTRXには耐性を示し，CAZには感受性
を示している株が多く見られた．また，β-ラクタマー
ゼ阻害剤配合薬である Sulbactam／Ampicillin（SBT
／ABPC）に対しても耐性を示す株が多かった．こ
の薬剤感受性パターンはわが国で多く確認される
CTX-M型の ESBL の特徴を示している9）．さらに
ESBLと AmpC同時産生菌と判定した株では，こ
の特徴に加えてAmpCが効率良く分解するとされ
るセファマイシン系薬剤の cefmetazole（CMZ）や
オキサセフェム系薬剤の flomoxef（FMOX）に対
しても耐性であった．本検討では耐性遺伝子の確認
は実施しなかったものの，薬剤感受性のパターンに
よる遺伝子型の推測がある程度可能であると思われ
た．
一方，本ディスクによりAmpC産生菌と判定さ

れた22株に対してボロン酸を用いたAmpC阻害試
験を行ったところ，全てにおいて阻害が確認され
た．現在，我々の検査室ではESBL産生菌につい
てのみ報告しており，AmpCなどの薬剤耐性菌に
ついてはコメントを付与していないが，ESBL非産
生と判定したうちの約6割がAmpC産生菌と判定
された結果を踏まえて，今後の薬剤耐性菌検査法と
臨床側に対する結果報告の形式について，本ディス
クの有用性を生かしつつ，再考する必要があると考
えられた．

Ⅴ．結語
ESBL や AmpCなどの薬剤耐性菌の検出は，抗
菌薬治療や医療関連感染防止対策において，極めて
重要である．しかし，日常業務においてすべての薬
剤耐性菌を検出することは難しいのが実情である．
今回，検討を実施したAmpC／ESBL 鑑別ディスク
法は，従来法で使用している同じ培地を用いて
ESBLと AmpCの判定が可能であることから，こ
れらの薬剤耐性菌の簡便な検出と識別に有用であ
る．また，多くの施設で積極的に報告することが少
ないAmpC生産菌に関しては，臨床側に対する有
益な情報10）として還元する手段を熟考しながら，自
施設のワークフローの改良に努めていく必要がある
と考えられた．
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