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 小児の感染性胃腸炎患者を対象に基質特異性拡張型 β-ラクタマーゼ（ESBL）産生菌の

保菌状況ならびにその遺伝子型についての調査を実施した．その結果，小児の保菌率は

12.5%（32/256）であり，分離された ESBL 産生菌の遺伝子型は CTX-M-14 が 14 株と最も

多く，次いで CTX-M-27 が 7 株，CTX-M-55 が 4 株，CTX-M-15 と CTX-M-79 が各 3 株，

CTX-M-65 が 1 株であった．また分離された ESBL 産生菌 32 株のうち B2-ST131 クローン

は 10 株（31.3%）を占め，そのうち 7 株（21.9%）がサブクローン H30R であった．POT

法による分子疫学解析では，同一 POT 型を示す株が 2 種類確認され，最も多く検出された

POT 型は（49-58-83）の 4 株であった．プラスミドのレプリコンタイプでは，ESBL 産生菌

32 株のうち 22 株が IncF プラスミドを保有し，IncI プラスミドを保持する株も 8 株確認さ

れた．本研究の結果から，小児においても B2-ST131-H30R クローンによる ESBL 産生菌が

すでに市中で広がっていることが明らかとなり，今後はこれら耐性菌がすでに地域で広が

っていることを前提にしたうえで感染対策を行っていく必要があると考えられた． 
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はじめに 

近年，抗菌薬が効かなくなる薬剤耐性（AMR）

感染症が世界的に拡大しており，社会的にも非常に

大きな問題となっている．AMRの一つである基質

特異性拡張型β-ラクタマーゼ（ESBL）は，主にペ

ニシリン系薬を分解するクラスAのβ-ラクタマーゼ

遺伝子に変異が起こることにより，第三世代セファ

ロスポリンのセフォタキシム（CTX）やモノバクタ

ム系のアズトレオナム（AZT）等を分解する能力を

獲得したβ-ラクタマーゼである．第三世代セファロ

スポリン系薬は，医療現場で広く使用されているた

め，ESBLを産生する菌は感染症治療に影響を及ぼ

すだけでなく，院内感染原因菌としても問題となる
1,2)．また近年このESBL産生菌が院内のみならず市

中感染症の起因菌としても増加し深刻な問題とな

っているが3,4)，小児における保菌状況や遺伝子型に

ついてはこれまであまり報告されていない．さらに

ESBL産生菌の拡散の要因の一つとして，ST131クロ

ーンの世界規模での拡がりが指摘されているが，小

児を対象にした調査はほとんど行われていない．そ

こで今回我々は，県内の小児感染性胃腸炎患者にお

けるESBL産生菌の保菌状況ならびにその遺伝子型

について調査を実施するとともに，小児における

ST131クローンの拡がりについても調査を行ったの

でその結果について報告する．  

 

方 法 
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づいて県内の医療機関から提供された 256 検体を

使用した．検体は小児科を有する県内 11 の医療機

関（北勢 6，中勢 2，南勢 1，伊賀 2）を受診し，感

染性胃腸炎と診断された小児患者（平均年齢 3.0 歳

；0～19 歳，SD=2.95）の糞便あるいは直腸ぬぐい

液を対象とした． 

 

2．分離と同定 

検体を 2μg/mL の CTX 加DHL寒天培地（栄研

化学）に画線塗抹し，35℃，24 時間培養後，赤色

を呈するコロニーが形成されたものを ESBL 産生

疑い株と判定した．DNA 抽出は加熱抽出法により

実施し，PCR およびシークエンス用のテンプレー

トとして使用した．菌種の同定は，Api20E（シス

メックスビオメリュー）により実施し，判定がで

きなかったものに関しては 16SrRNA 解析により

菌種同定を行った．  

 

3．ESBL遺伝子の検出 

ESBL 産生疑い株は Shibata ら 5)の方法に従い

TEM，SHV，CTX-M-1，CTX-M-2，CTX-M-9group

の ESBL 遺伝子検出を行った．さらに Perez ら 6)

の方法により plasmid AmpC の遺伝子（MOX，

CMY-2，DHA，ACC，EBC，FOX）についても同

時に PCR を実施した．PCR により ESBL 陽性と

なった検体については，ダイレクトシークエンス

により塩基配列を決定し variant 型別を実施した．

シークエンスは BigDye Terminators v3.1 Cycle 

Sequencing Kit （Applied Biosystems）を使用し，

3130 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）により

塩基配列を決定した． 

 

4．薬剤感受性試験 

薬剤感受性試験は CLSI の抗菌薬ディスク感受性

試験実施基準に基づき，市販の感受性試験用ディス

ク（センシディスク，BD）を用いて実施した．供

試薬剤はクロラムフェニコール（CP），テトラサ

イクリン（TC），ストレプトマイシン（SM），カ

ナマイシン（KM），スルファメトキサゾールトリ

メトプリム（ST），ナリジクス酸（NA），ノルフ

ロキサシン（NFLX），ゲンタマイシン（GM），

ホスホマイシン（FOM），シプロフロキサシン

（CPFX），イミペネム（IPM）の 11 薬剤とした． 

 

 5．系統発生群(phylogenetic groups)解析 

 分離株（大腸菌）における系統発生群分類は 

Clermont ら 7)の方法により実施し，4 つのグルー

プ（A 群，B1 群，B2 群，D 群）に分類した． 

 

6．POT法による分子疫学解析 

 菌株の分子疫学解析として PCR-based Open 

Reading Flame Typing （POT）法を実施した．解

析はシカジーニアス分子疫学解析 POT キット

（大腸菌用）（関東化学）を用いて行った．2 組

の multiplex PCR を実施した後，PCR 産物を 4％ 

Nusieve 3:1 agarose（Lonza）を用いて電気泳動を

行った．電気泳動像から，各 POT ナンバーのバン

ドの有無を確認し，各菌株の POT 型（POT 1-2-3）

を決定した．また電気泳動には分子量マーカーと

して 50bp DNA ladder（日本ジェネティクス）を

使用した．  

 

7．ST131およびサブクローン H30の検出 

 Johnson ら 8)の報告に従い，パンデミッククロ

ー ン ST131 株 を 検 出 す る た め の PCR

（ST131-specific PCR）を実施した．また ST131

と同定された株については，Colpan ら 9)の方法に

従い ST131のサブクローンであるH30（allele 30 of 

fimH）を検出した．さらにH30 サブクローンのう

ちキノロン耐性株については H30R と定義した． 

  

8．replicon typing 

 既報に従い，プラスミドのレプリコンタイプを

解析した 10,11)． 

 

結 果 

1．ESBL産生菌の検出 

検査対象となった 256 名のうち，37 名の検体で

ESBL 産生疑い株が検出され，PCR の結果 32 名

（12.5%）から ESBL 産生菌が分離された．性別に

よる保菌率は男性が 12.6%，女性が 12.4%と男女間

で差はなく，保菌者の年齢分布は 0～4 歳が 28 名と

最も多く，0 歳児でも 3 名の保菌が確認された．菌

種の内訳としては E.coli が 30 株と最も多く，

Citrobacter freundiiとC.koseriが1株ずつ検出された

TEM
CTX-M-14 CTX-M-27 CTX-M-65 CTX-M-55 CTX-M-15 CTX-M-79 TEM-1 CMY-2 DHA

Escherichia coli 14 7 3 3 3 9 2 1
Citrobacter freundii 1
Citrobacter koseri 1
Serratia liquefaciens 1

Table 1. Distribution of ESBL and other β -lactamases isolated from pediatric patients with gastroenteritis

Species CTX-M-1 groupCTX-M-9 group
Other β -lactamasesESBL

p-AmpC
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（Table 1）．また，ESBL ではなかった疑い株（5

株）では plasmid 性 AmpC である CMY-2 産生株が 3

株（E.coli；2 株，Serratia liquefaciens；1 株），DHA

産生株 1 株（E.coli）が確認された．残りの 1 株は，

プロトタイプの TEM-1 のみを保持しておりそれ以

外の耐性遺伝子は確認されなかった（TEM-1 の 9

株のうち 8 株は CTX-M 型と重複）． 

 

2．ESBL遺伝子の遺伝子型別  

保菌者 32 名から分離された 32 株の ESBL 遺伝

子型は，22 株が CTX-M-9-group で，残りの 10 株

は CTX-M-1-group であった．シークエンスにより

ESBL 遺伝子の variant 型別を実施した結果，

CTX-M-9-group の 22 株のうち，CTX-M-14 が 14

株，CTX-M-27 が 7 株， CTX-M-65 が 1 株であっ

た．一方，CTX-M-1-group の 10 株は，型別の結果

CTX-M-55 が 4 株，CTX-M-15 が 3 株，CTX-M-79

株が 3 株であった． 

 

3．薬剤感受性試験 

感受性試験の結果，各薬剤における耐性率は CP

；3.1%(1/32)，Tc；34.4%(11/32)，SM；37.5%(12/32)，

KM ； 6.3%(2/32) ， GM ； 21.9%(7/32) ， ST ；

31.3%(10/32)，FOM；0%(0/32)，N/A；75%(24/32)，

NFLX；50%(16/32)，CPFX；50%(16/32)，IPM；

0%(0/32)となった．ESBL の variant 別における耐

性薬剤数は，CTX-M-14 が平均 2.57 薬剤，

CTX-M-15が平均2.33薬剤，CTX-M-27が平均3.57

薬剤，CTX-M-55 が平均 1.5 薬剤，CTX-M-65 が平

均 7 薬剤，CTX-M-79 が平均 6 薬剤となった．ま

たST131株では平均で3.7薬剤に耐性を示し，N/A; 

100%（10/10），NFLX; 80%（8/10），CPFX; 80%

（8/10）とキノロン系に高い耐性率を示した．  

 

4．系統発生群 

解析した大腸菌 30 株のうち，B2 群が最も多く

15 株（50%），次いで D 群 13 株（43.3%），A 群

2株（6.7%）であった．また系統群別におけるESBL

の variant 型は，B2 群では CTX-M-27 が 7 株

（46.7%），D 群では CTX-M-14 が 9 株（69.2%）

と最も多くみられ，A 群では CTX-M-14 と

CTX-M-55 が 1 株ずつであった． 

 

5．POT法による分子疫学解析 

 POT 法を実施した大腸菌 30 株のうち，POT 型

は全部で 26 種類確認された．同一 POT 型が複数

検出されたものは 2 種類あり，最も多く検出され

た POT 型は（49-58-83）が 4 株，次いで（16-6-7）

が 2 株であった． 

 

6．ST131およびサブクローンH30 

 POT 法の POT ナンバー1 のスコアならびに，

ST131-specific PCR の結果から，大腸菌 30 株のう

ち 10株がST131クローンと判定された（Table 2）．

また今回検出されたST131クローン10株のESBL

型は，CTX-M-27 が 6 株と最も多く，次いで

CTX-M-14 が 2 株，CTX-M-15 と CTX-M-79 がそ

れぞれ 1 株ずつであった．また ST131 クローン 10

株の系統群は全て B2 群であった．さらに ST131

のサブクローンを同定したところ，10 株のうち 7

株が H30R であった． 

 

7．replicon typing 

 耐性遺伝子を担うプラスミドのレプリコンタイ

プを解析したところ，ESBL 産生菌 32 株のうち 22

株が IncF グループ（FIA，FIB）のプラスミドを保

有していた．その他には 8 株が IncI を保持してお

り，5 株はどのタイプにも分類されなかった．ま

た ST131 クローンの 10 株は全て IncFプラスミド

を保有し，H30R サブクローンの 7 株については

全て FIA を保有していた（Table 2）．   

  

考 察 

 AMR は近年かつてないほど注目されており，

我が国においても 2016 年に One Health Approach

に基づいた「薬剤耐性対策アクション・プラン

(2016-2020)」が策定されている．AMR の一つで

Table 2. Characterization of Escherichia coli  ST131 clone isolated from pediatric patients with gastroenteritis

Strain No age sex type isolates
POT

Number
Phylogenetic

Group
Replicon typing

ST131
subclone

Drug resistance

2016002 0 M CTX-M-27 E. coli 49-56-81 B2 FIA, FIB, I1 H30R N/A, NFLX, CPFX
2016011 2 F CTX-M-14 E. coli 49-62-43 B2 FIA, FIB, Frep H30R N/A, NFLX, CPFX
2016028 2 F CTX-M-27 E. coli 49-58-23 B2 FIA, FIB, Frep H30R N/A, NFLX, CPFX, Tc, SM
2016068 6 F CTX-M-27 E. coli 49-58-83 B2 FIA H30R N/A, NFLX, CPFX
2016093 1 F CTX-M-14 E. coli 49-56-73 B2 FIA, FIB non-H30 N/A, Tc, SM, ST
2016117 4 M CTX-M-27 E. coli 49-58-83 B2 FIA, FIB H30R N/A, NFLX, CPFX
2016120 2 M CTX-M-27 E. coli 49-58-83 B2 FIA, FIB H30R N/A, NFLX, CPFX, Tc, SM, ST
2016132 4 F CTX-M-27 E. coli 49-58-83 B2 FIA H30R N/A, NFLX, CPFX, SM, ST
2016138 1 M CTX-M-15 E. coli 49-21-56 B2 FIB, I1 non-H30 N/A
2016148 1 M CTX-M-79 E. coli 49-57-8 B2 FIA, FIB, I1 non-H30 N/A, NFLX, CPFX, GM
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ある ESBL産生菌は，1983 年にドイツで初めてセ

ラチア菌と肺炎桿菌で報告され 12)，国内では 1995

年に大腸菌で初めて報告された 13)．ESBL 産生菌

は，現在国内で感染症治療のために広く使われて

いる第三世代セファロスポリン系薬に耐性を示

し，特に重篤な基礎疾患や，術後などで免疫力の

低下した患者に敗血症，肺炎，尿路感染症などを

惹起する場合があり，院内感染原因菌として問題

視されている．これまでにも ESBL 産生菌につい

ては様々な調査研究がなされているが，小児にお

ける保菌状況や遺伝子型についてはあまり報告さ

れていない．そこで本研究では，県内の小児感染

性胃腸炎患者における ESBL 産生菌の保菌状況な

らびにその遺伝子型について調査を実施した．そ

の結果，小児の ESBL 産生菌の保菌率は 12.5%

（32/256）となり，分離された ESBL 産生菌は，

Escherichia coli が 30 株，Citrobacter freundii と

C.koseri がそれぞれ 1 株ずつ検出された．山本ら
14)の報告では市中・外来患者における ESBL 産生

菌の陽性率は 8.3%となっており，小児を対象に行

った本研究ではこれよりやや高い傾向がみられ

た．また今回確認された保菌者のなかには 0 歳児

も 3 名含まれており，そのうち 1 名から分離され

た株は 7 剤に耐性を示していた．ESBL 産生菌に

よる感染症の場合，小児では副作用や剤形から利

用できる抗菌薬が限られているため，成人以上に

影響を受けやすく大きな問題になると考えられ

る．このようなことからも免疫力の弱い乳児など

では，今まで以上に標準予防策等の感染対策を徹

底していくことが重要であると考えられた． 

 また近年この ESBL 産生菌が院内のみならず市

中感染症の起因菌としても増加し深刻な問題とな

っているが，その急激な増加要因の一つとして，

ST131 クローンの世界規模での拡散が指摘されて

いる．この ST131 クローンは，宿主細胞に接着す

る際に重要な 1 型線毛を有しており，その遺伝子

（fimH）配列をもとにさらに詳細に分類される．

この fimH 遺伝子による分類でサブクローン H30

に属する株は，他のサブクローンと違ってキノロ

ン系に耐性を示す株が多く，2000 年を境に急激に

拡大しているクローンである 15)．今回検出された

32 株の ESBL 産生菌のうち ST131 クローンは 10

株（31.3%）を占め，そのうち 7 株（21.9%）がサ

ブクローン H30R であった．以上の結果から，成

人と同様小児においても，ST131-H30R がすでに

市中で拡散していることが明らかとなった．また

この ST131-H30R の一部のクローンは敗血症を起

こしやすいなど病原性が高いことも指摘されてお

り 15,16)，今後も動向を注視していくことが必要で

あると思われた．さらに今回確認された ST131 ク

ローンにおける ESBL の variant 型は CTX-M-27

（6/10）が最も多かった．現在世界的に拡散して

いる ST131 クローンは，CTX-M-15 が主流である

が，最近の全ゲノムでの研究で日本においては，

ST131-H30R の C1-M27 と呼ばれるクレード

（CTX-M-27）が 2000 年代後半から出現し拡散し

ていることが明らかとなった 17)．これらの背景か

ら，本研究でも CTX-M-27 が ST131 において最も

多く確認された要因であると考えられた． 

 一方，ESBL 産生菌が拡散しているもう一つの

要因にプラスミドを介した薬剤耐性遺伝子の伝播

が考えられる．プラスミドのレプリコン解析によ

って薬剤耐性遺伝子の拡散状況など疫学的な知見

を得ることができる．Marcadé らが 1997 年から

2002年に検出されたESBL産生菌についてレプリ

コンタイピングを行っているが，その中でも IncF 

group が最も多く検出されたことが報告されてい

る 18)．本研究においても ESBL 産生菌 32 株のう

ち 22 株が IncF プラスミドを保有しており，

Marcadé らと同様の結果であった．また今回の研

究では IncF以外に IncIプラスミドを保持する株も

8 株確認され，そのうち 2 株は IncI プラスミドの

みを保持していた．この IncIプラスミドはこれま

での研究から家畜，特に鶏肉から分離される

ESBL 産生菌が保持していることが多いとされて

いる 19)．詳細なことは不明であるが，鶏肉等の食

品を介してヒト腸管細菌へプラスミド経由で耐性

遺伝子が伝達されることで，ヒトに適応した

ESBL 産生菌が誕生し，拡散している可能性が示

唆された． 

 今回我々は，分離された ESBL 産生大腸菌の分

子疫学解析として POT 法を実施した．その結果，

同一 POT 型を示す株が 2 種類確認され，最も多く

検出された POT 型は（49-58-83）の 4 株であった．

この4株は全てCTX-M-27のB2-ST131-H30Rクロ

ーンであり，4 株のうち 3 株は同じ病院由来の株

であった．POT 法は Suzuki らが開発した方法であ

り 20)，MRSA の POT 法については医療現場でも

広く使用されている．一般的に菌の分子疫学解析

では，PFGE 法が Gold Standard であるが，手技が

煩雑であり時間を要する．その点，POT 法は PCR 

based の解析のため短時間で実施することができ，

3 つの数字からなる POT 型で結果を表すため，菌

株間の比較やデータ管理が容易となる．今回解析

した株においては CTX group ならびに

ST131-specific PCR の結果と POT ナンバーによる

算定結果が全て一致していたことから，POT 法は

ESBL 産生大腸菌の分子疫学解析に非常に有用な

方法であると考えられた． 

 本研究は，これまであまり報告されていなかっ
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た小児における ESBL 産生菌の保菌状況を明らか

にする論文である．しかしながら本研究では，外

来を受診した小児胃腸炎患者の抗菌薬の使用状況

等は不明である．そのため検体採取前に抗生剤を

使用していた可能性もあり，正確な保菌率を示す

ことはできない．ただ小児の場合，胃腸炎として

は食品由来のものを除けば，ほとんどがウイルス

性のものであり 21)，抗生剤を高頻度に使用してい

る可能性は低いと考えられる．さらに本研究では，

特定の地域の患者を対象にしているので，今後よ

り広範な地域の患者を対象とした研究が必要であ

る． 

 以上の結果より，本研究により小児においても

B2-ST131-H30R クローンによる ESBL産生菌がす

でに市中で広がっていることが明らかとなった．

今後はこれら耐性菌がすでに地域で広がっている

ことを前提にしたうえで感染対策を行っていく必

要があると考えられた． 
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 Prevalence of Extended-Spectrum β-Lactamase (ESBL)-Producing Isolates from 

Pediatric Patients with Gastroeteritis  

 

Yuhki NAGAI, Hajime KUSUHARA, Akihito KOBAYASHI and Shigehiro AKACHI     
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We investigated the prevalence of fecal carriage of ESBL-producing Enterobacteriaceae among pediatric pa-

tients with gastroenteritis in Mie Prefecture. Among the 256 pediatric patients, 12.5% carried ESBL-producing 

Enterobacteriaceae. ESBL genotypes of the 32 isolates were blaCTX-M-14 (n=14), blaCTX-M-27 (n=7), 

blaCTX-M-55 (n=4), blaCTX-M-15 (n=3), blaCTX-M-79 (n=3) and blaCTX-M-65 (n=1). Among the 32 

ESBL-positive isolates, 10 (31.3%) represented the B2-ST131 clone, and 7 (21.9%) of these represented the H30R 

subclone. We also analyzed the POT types of 30 ESBL-producing E.coli isolates. Among the 30 isolates, two 

same POT types were found. The most frequent POT type was 49-58-83 with four isolates. Plasmid replicon typ-

ing showed that ESBL-producing isolates were predominantly harboured IncF-type plasmid (22/32). In addition, 

eight strains were found to carry IncI plasmid. These results showed that B2-ST131-H30R subclone is considered 

to have spread among children in community. Therefore, infection control practices are necessary in mind that 

these drug resistant bacteria have already spread in community. 

 


