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LAMP法を用いた簡易・迅速なIMP, KPC, NDM, VIM, OXA-48-like 

カルバペネマーゼ産生遺伝子の網羅的検出法に関する研究 

船島 由美子 

 

要 旨 

感染症治療においてカルバペネマーゼのタイプ鑑別と堅実な検出は臨床上極め

て意義が高い。今回、カルバペネマーゼ産生遺伝子であるKPC、NDM、VIM、

OXA-48-like、IMPをターゲットに、最新塩基配列情報に基づいたLoop-Mediated 

Isothermal Amplification （LAMP）検出プライマーを設計し、その検出法を確立し

た。菌株からのDNA抽出はアルカリ煮沸法と市販キットを使用した。LAMP法で

の反応温度はVIM：65° C、NDM：63° C、KPC：65° C、OXA-48-like：65° C、

IMP：61° C での反応促進が認められ、同時分析ではLAMP反応を63° C、60分間

とした。その結果、103copies/mL相当菌量までの検出が可能であった。Multiplex- 

polymerase chain reaction （Multiplex-PCR）で検証した36菌株との反応性では、

VIM（4/4：LAMP法陽性菌株数/ Multiplex –PCR結果からの供試菌株数）、NDM

（2/2）、KPC（4/4）、OXA-48-like（4/4）、IMP（17/17）であり、LAMP法によ

るカルバペネマーゼの各タイプにおける陽性菌株および陰性菌株との反応性は全

て一致し、全株の検出反応時間も全て30分以内であった。また、VIMはVIM-1-like

とVIM-2-likeの2系統とも検出可能であった。供試菌株数およびバリアントの多様

性の乏しさは課題として残るが、今回のLAMP法は簡易かつ迅速なカルバペネマ

ーゼ検出法として特異性および測定感度共に高く臨床上有用であると考える。 

 

Key words：カルバペネム耐性腸内細菌科細菌  

カルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌 

LAMP（Loop-Mediated Isothermal Amplification）法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Comprehensive detection method of simple and rapid Carbapenemase  

IMP, KPC, NDM, VIM, OXA-48-like genes by the LAMP method 

 

Yumiko Funashima 

Summary 

Reliable detection and typing of carbapenemase is important in the treatment of 

infectious diseases. In this study we newly designed LAMP primer based on the latest 

information and established a detection method for Carbapenemase KPC, NDM, VIM, 

OXA-48-like, IMP gene. For DNA extraction from strains, alkaline boiling method and 

commercial kit were used. The reaction temperatures of the LAMP method was VIM: 65 ° 

C, NDM: 63 ° C, KPC: 65 ° C, OXA-48-like: 65 ° C, IMP: 61 ° C. And simultaneous 

LAMP method was at 63 ° C, for 60 minutes. It was possible to detect up to 103 copies / 

mL. The reactivity of LAMP using 36 strains verified by Multiplex - PCR was VIM (4/4: 

number of LAMP method positive strains / number of strains evaluated), NDM (2/2), KPC 

(4/4), OXA-48-like (4/4), IMP (17/17). The type of carbapenemase determined by the 

LAMP method were all consistent with multiplex PCR. All strains were detected within 30 

minutes. In VIM, both VIM-1-like and VIM-2-like were able to detect. In this study, 

although the number and variation of the strains evaluated was limited, LAMP method was 

clinically useful as a simple and rapid carbapenemase detection method. 

 

Key words：Carbapenem - resistant Enterobacteriaceae ( CRE ) 

           Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae ( CPE ) 

           Loop-Mediated Isothermal Amplification assay ( LAMP ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

【 略 語 】 

 

● AMR：Antimicrobio Resistance 薬剤耐性 

● カルバペネマーゼ主要5ファミリー 

： KPC（Klebsiella pneumoniae carbapenemase）、 

NDM（New Delhi metallo-beta-lactamase）、 

VIM（Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase）、 

OXA-48-like（Oxacillin carbapenemases-48-like）、 

IMP（Imipenemase metallo-beta-lactamase）の総称 

● CPE：Carbapenemase-pruducing Enterobacteriaceae 

    カルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌 

● CRE：Carbapenem - resistant Enterobacteriaceae 

カルバペネム耐性腸内細菌科細菌 

● ESBL ：Extended Spectrum beta Lactamase 基質特異性拡張型βラクタマーゼ 

● IMP：Imipenemase metallo-beta-lactamase 

● KPC：Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

● LAMP ：Loop-Mediated Isothermal Amplification 

● MIC：Minimum Inhibitory Concentration 最少発育阻止濃度 

● Multiplex –PCR ：Multiplex-polymerase chain reaction 

● NDM：New Delhi metallo-beta-lactamase 

● OXA-48-like：Oxacillin carbapenemases-48-like 

● PCR ：polymerase chain reaction 

● VIM：Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase 
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第1章  はじめに 

 1.1 研究の背景 

近年、多くの医療機関で薬剤耐性菌感染症が問題となっている。JANIS（厚生

労働省 院内感染対策サーベイランス事業）の公開情報によると、腸内細菌科細菌

では何らかの薬剤耐性遺伝子を保有する細菌の割合が高い1)。わが国のカルバペネ

ム耐性腸内細菌科細菌（Carbapenem resistant Enterobacteriaceae ：CRE）の検出率

は年々増加傾向にある。CREによる血流感染症の場合、カルバペネム系抗菌薬感

性による血流感染症と比較して死亡率が26～44%高いとの報告がある2)。2014年2

月に大阪府の病院で国内初のCREによる医療関連感染が報告された。CREはその

後、散発的に医療関連感染例が報告されている。大阪府での医療関連感染がきっ

かけとなり、2014年9月よりCRE感染症が感染症法の5類感染症として追加され

た。CREの中でもCPE（Carbapenemase producing Enterobacteriaceae）の検出が問題

となる。その理由としては、CPEの耐性遺伝子は染色体に保持するタイプとプラ

スミドに保有するタイプに分けられる。特にプラスミド保有のタイプは、容易に

他菌株に伝搬するため、施設内での蔓延を招く可能性が高い。 

国外に目を向けると多くの薬剤耐性菌が問題となり、CPEの耐性遺伝子に多く

の変異型が存在し、その上、各耐性遺伝子の検出状況は地域で大きく異なってい

る。図1に世界における主なCPEの分布状況を示す3)。 

米国CDC（Centers for Disease Control and Prevention）はUrgent（緊急の対応が必

要な）の対象としてCPEを挙げている4)。CDCの報告によると、健康な人ではCPE

感染症を発症せず、病院や老人ホームおよびその他の医療施設の患者に発症す

る。その中でも、呼吸装置や尿（膀胱）カテーテル、静脈カテーテルのような装

置を必要とする患者および特定の抗生物質の長期治療を受けている患者に対して

は、CPE感染のリスクが高くなるため、感染症の治療は非常に困難となり、感染

した患者の50％近くが死亡すると述べている5)。 

現在では、CPEは10年前と比較すると4倍に増加し、さらにカルバペネム系薬耐

性Klebsiella属に限定すると7倍にまで増えている6,7)。また、CPEはグラム陰性桿菌

でありエンドトキシンを産生するため、血液中に侵入し敗血症を起こした場合に

は、エンドトキシンショックや多臓器不全を誘発し、症状の重篤化・予後の悪化

を招き半数近くが死亡している。そのため、CPEは「悪魔の細菌」とも呼ばれて

いる6,7)。 

 世界的に蔓延傾向にあるCPEではあるが、他国に比べわが国では幸いにして

CPEの検出率は低い8)。しかし、2016年に発表された薬剤耐性（Antimicrobio 

Resistance：AMR）対策アクションプランでは、薬剤耐性菌検出率の低減が挙げら

れた8)。 

実際、わが国の臨床微生物検査室ではカルバペネマーゼを産生するCPEの検出
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法として、1）抗菌薬ディスクを用いて生物学的反応による表現型を用いた方法、 

2）カルバペネム加水分解酵素を検出する方法、3）カルバペネマーゼ産生遺伝子

を検出する方法が用いられている9)。しかし、いずれの方法においてもカルバペネ

マーゼ活性の強弱や分子構造上の多様性および手技の複雑性などがある9)。 

 

 

 

 

 

 

図1. 世界におけるCPEの分布状況 

 

 

 

 

KPC endemic and predominant
KPC sporadic reports
NDM endemic and predominant
NDM sporadic reports
OXA-48 group endemic and predominant
NDM/OXA-48 group endemic and predominant

NDM/OXA-48 group sporadic reports
KPC/NDM endemic and predominant
KPC/NDM sporadic reports
KPC/NDM/OXA-48 group sporadic reports

Mayo clin Proc.2015:90(3):395-403一部改変

Distribution of Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), New Delhi metallo-b-lactamase (NDM), 

and OXA-48 group carbapenemases worldwide.
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1.2 研究の目的 

現在、多くの医療機関で実施される薬剤感受性試験による表現型を用いたCPE

の検出には判定薬剤の基準値以下のCPEも存在するため限界がある9)。しかも、

CPEが放出する抗菌薬加水分解酵素が多くのファミリーに存在し、その上、数多

くの変異型も存在する。さらに、ひとつの菌株で複数の耐性遺伝子を保有する菌

種も検出されているため、現状においてCPEの検出は困難な状況にあると言える
9)。そのため、一部の医療施設では表現型を用いたCPEの検出法以外にpolymerase 

chain reaction（ PCR ）法による薬剤耐性遺伝子検査を実施している。しかし、市

販のPCRキットでは、耐性遺伝子領域にある変異型を網羅的に検出できない構成

となっている。そこで、施設内におけるCPEの蔓延を予防する手段の一つとし

て、変異型が存在しても検出できる薬剤耐性遺伝子を迅速かつ網羅的に検出する

検査法は必須と言える。 

CPEの検出状況は、日本ではIMP（Imipenemase metallo-beta-lactamase）型が多

く、欧米ではKPC（Klebsiella pneumoniae carbapenemase）型、OXA（Oxacillin 

carbapenemases）- 48 - like 型、東南アジア諸国ではNDM（New Delhi metallo-beta-

lactamase）型、イタリアなどではVIM （Verona integron-encoded metallo-beta-

lactamase）型などが主流をなしている9,10,11）。今回は、特に重要と言われるこれら

IMP型、KPC型、OXA-48-like 型、NDM型、VIM型の5つのカルバペネマーゼ（以

下：カルバペネマーゼ主要5ファミリー）遺伝子をターゲットとして、Loop-

Mediated Isothermal Amplification（LAMP）法を用いて簡易・迅速かつ網羅的に検

出する方法を考案した。LAMP法は増幅反応が速く、増幅高率も高く、かつ微量

の標的遺伝子を迅速に検出でき、加えて特殊な装置を必要としない特徴がある
12)。このLAMP法によりカルバペネマーゼ主要5ファミリー遺伝子のそれぞれの変

異型を網羅的に検出できるプライマーの開発・検証を目的として研究を進めた。  

 

1.3 日本におけるCRE感染症の定義 

CREとはカルバペネムを始めとする広域β－ラクタマーゼ系抗菌薬を加水分解

するカルバペネマーゼやAmpC β－ラクタマーゼの産生、細胞膜透過性の低下、

排出ポンプの作用あるいはExtended Spectrum beta(β) Lactamase（基質特異性拡張

型βラクタマーゼ：ESBL）産生菌の一部を含む薬剤耐性菌の総称である9)。 

厚生労働省が定義する13)CRE感染症は、メロペネム（MEPM）などのカルバペ

ネム系抗菌薬及び広域β－ラクタム剤に対して耐性を示す腸内細菌科細菌による

感染症であり、CPE感染症はCRE感染症の一部に含まれる。臨床的特徴として

は、主に感染防御機能の低下した患者や外科手術後の患者、抗菌薬を長期にわた

って使用している患者などに感染症を起こす13)。また、健常者にも感染症を起こ

すことがある。疾患では肺炎などの呼吸器感染症、尿路感染症、手術部位や外傷
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部位の感染症、カテーテル関連血流感染症、敗血症、髄膜炎など多様な感染症を

起こす。ただし、無症状で腸管等に保菌されることも多いとされている13)。 

CREの届出基準（表1）としては、次の通りである。 

1）通常無菌の検体である血液、腹水、胸水、髄液などでは、MEPMのMIC

（Minimum Inhibitory Concentration）値が2μg/mL以上であること、またはイミペネ

ム（IPM）のMIC値が2μg/mL以上、かつセフメタゾール（CMZ）のMIC値が

64μg/mL以上ある場合には、CRE感染症の5類全数報告の対象となる。 

2）通常無菌的な検体でない喀痰、膿、尿などでは、MEPMのMIC値が2μg/mL以上

であること、またはIPMのMIC値が2μg/mL以上、かつCMZのMIC値が64μg/mL以

上ある場合で、検出菌が感染症の起炎菌と判定された場合には、CRE感染症の5類

全数報告の対象となる。ただし、この判定基準ではCPEと断定することはできな

い問題点がある。 

 

 



5 

 

 

1.4 日本におけるCRE検出状況 

 近年、薬剤耐性菌が世界中で増加傾向にある。2013年では薬剤耐性菌に起因す

る死亡者数は低く見積もって70万人とされている。今後、何も対策を講じない場

合、2050年には世界で1000万人の死亡が想定され、がんによる死亡者数を超える

とした報告14)がある。薬剤耐性菌が拡大した原因の1つとして、抗菌薬の不適切な

使用があげられる。わが国における2013年のヒトに対する抗菌薬使用量は、人口

千人当たり1日約15.8 DDD（Defined daily dose）となっている8)。 

ht
tp

s:/
/w

ww
.m

hl
w.

go
.jp

/b
un

ya
/k

en
ko

u/
ke

kk
ak

u-
ka

ns
en

sh
ou

11
/0

1-
05

-1
40

91
2-

1.
ht

m
l

表
1.

 届
出
の
た
め
に
必
要
な
検
査
所
見

検
査

方
法

検
査

材
料

分
離
・
同
定
に
よ
る
腸
内
細
菌
科
細
菌
の
検
出
、
か
つ
、
次
の
い
ず
れ
か
に
よ
る
カ
ル
バ
ペ
ネ
ム
系
薬
剤
及
び

広
域

β－
ラ
ク
タ
ム
剤
に
対
す
る
耐
性
の
確
認

ア
 メ

ロ
ペ
ネ
ム
の

M
IC
値
が

2μ
g/

m
l以

上
で
あ
る
こ
と
、
又
は
メ
ロ
ペ
ネ
ム
の
感
受
性
デ
ィ
ス
ク

(K
B)
の
阻
止
円
の
直
径
が

   
 2

2m
m
以
下
で
あ
る
こ
と

イ
 次

の
い
ず
れ
に
も
該
当
す
る
こ
と
の
確
認

 （
ア
）
イ
ミ
ペ
ネ
ム
の

M
IC
値
が

2μ
g/

m
l以

上
で
あ
る
こ
と
、
又
は
イ
ミ
ペ
ネ
ム
の
感
受
性
デ
ィ
ス
ク

(K
B)
の
阻
止
円
の

   
   

   
   

 直
径
が

22
m

m
以
下
で
あ
る
こ
と

 （
イ
）
セ
フ
メ
タ
ゾ
ー
ル
の

M
IC
値
が

64
μg

/m
l以

上
で
あ
る
こ
と
、
又
は
セ
フ
メ
タ
ゾ
ー
ル
の
感
受
性
デ
ィ
ス
ク

(K
B)
の

   
   

   
   

 阻
止
円
の
直
径
が

12
m

m
以
下
で
あ
る
こ
と

血
液
、
腹
水
、
胸
水
、
髄
液
そ
の
他
の
通
常
無
菌
的
で

あ
る
べ
き
検
体

次
の
い
ず
れ
に
も
該
当
す
る
こ
と
の
確
認

ア
  分

離
・
同
定
に
よ
る
腸
内
細
菌
科
細
菌
の
検
出

イ
  次

の
い
ず
れ
か
に
よ
る
カ
ル
バ
ペ
ネ
ム
系
薬
剤
及
び
広
域

β－
ラ
ク
タ
ム
剤
に
対
す
る
耐
性
の
確
認

（
ア
）
メ
ロ
ペ
ネ
ム
の

M
IC
値
が
２

μg
/m

l以
上
で
あ
る
こ
と
、
又
は
メ
ロ
ペ
ネ
ム
の
感
受
性
デ
ィ
ス
ク

(K
B)
の
阻
止
円
の

   
   

   
   
直
径
が

22
m

m
以
下
で
あ
る
こ
と

（
イ
）
次
の
い
ず
れ
に
も
該
当
す
る
こ
と
の
確
認

   
   

   
 a 
イ
ミ
ペ
ネ
ム
の
Ｍ
Ｉ
Ｃ
値
が

2μ
g/

m
l以

上
で
あ
る
こ
と
、
又
は
イ
ミ
ペ
ネ
ム
の

   
   

   
   

 感
受
性
デ
ィ
ス
ク

(K
B)
の
阻
止
円
の
直
径
が

22
m

m
以
下
で
あ
る
こ
と

   
   

   
 b

 セ
フ
メ
タ
ゾ
ー
ル
の

M
IC
値
が

64
μg

/m
l以

上
で
あ
る
こ
と
、
又
は
セ
フ
メ
タ
ゾ
ー
ル
の
感
受
性
デ
ィ
ス
ク

(K
B)
の

   
   

   
   

 阻
止
円
の
直
径
が

12
m

m
下
で
あ
る
こ
と

ウ
　
分
離
菌
が
感
染
症
の
起
因
菌
と
判
定
さ
れ
る
こ
と

喀
痰
、
膿
、
尿
そ
の
他
の
通
常
無
菌
的
で
は
な
い
検
体



6 

 

抗菌薬の種類別使用割合を他国と比較すると、セファロスポリンおよび他のβ

ラクタム系薬、マクロライド系薬やキノロン系薬が多く使用されている傾向にあ

り、ペニシリン系薬の使用は低くなっている（図2）。 

一方、Staphylococcus aureusに占めるメチシリン耐性率やStreptococcus pneumoniae 

におけるペニシリン耐性率はやや高い傾向にある（図3）。 

JANISでは2015 年から正式にCREを集計対象とした。2018年9月5日に公開され

た情報（https://janis.mhlw.go.jp/report/kensa.html）では、2017年は7572人からCRE

が分離された。CRE の分離率は検体提出患者数を分母とした場合に0.27%で、腸

内細菌科細菌分離患者数を分母とした場合には0.83%であった。CRE の菌種別内

訳（図4）はEnterobacter aerogenes が35.2%、Enterobacter cloacae が30.5%、

Klebsiella. pneumoniae が8.9%、Escherichia coli が7.0%、Serratia marcescens が

4.3%である。 

世界中で問題となっているCREの検出状況は、わが国では0.1-0.2%と低い水準を

保っている1)。しかし、国際交流の激化などに伴いCRE感染症の増加や多様な変異

型の出現が想定される15)。  
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図2. 欧州および日本における抗菌薬使用量の国際比較 

 

薬剤耐性（AMR）対策アクションプラン（2016-2020）、
AMR臨床リファレンスセンター（http://amr.ncgm.go.jp/about/contact.html）より引用
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図3. ヒトにおける薬剤耐性傾向を示す微生物の薬剤耐性率の国際比較 

 

 

図4. CREの菌種別分離率 

 

 

1.5 日本におけるCRE検出方法とCPEの推定方法 

微生物検査室におけるCREの検出法は、薬剤感受性試験の結果から行われてい

る。CREが検出されれば、多くの微生物検査室ではCPEのスクリーニング法とし

薬剤耐性（AMR）対策アクションプラン（2016-2020）より引用

JANIS（https://janis.mhlw.go.jp/report/kensa.html）より引用

2017年全集計対象医療機関（n=7,823株）
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て、Clinical and Laboratory Standards Institute（CLSI）M100-S2716)に掲載されている

The Modified Hodge Test（MHT）、Carba NP test および modified carbapenem 

inactivation method（mCIM）等が中心に実施されている17)。 

 

1.6 CPE遺伝子型分類 

CPEは抗菌薬治療の“最後の切り札”とされるカルバペネム系抗菌薬を加水分

解する。CPEの耐性遺伝子は染色体に保持するタイプとプラスミドに保有するタ

イプに分けられる。この耐性遺伝子から産生される酵素群のなかで、IMP、

KPC、NDM、VIM、OXA -48-like、は、日本・欧米・東南アジア諸国・イタリア

などで主流をなす薬剤耐性菌として警戒されている。これらのカルバペネマーゼ

産生遺伝子は、ほとんどの抗菌薬を破壊する酵素活性の強さのみならず、KPCで

は31の変異型、NDMでは21の変異型、VIMでは 51の変異型、 OXA-48-likeでは少

なくとも30の変異型、IMPでは62の変異型（2018年6月現在）が報告されており
18)、極めて多様性に富んでいる。  

1980年代に入ると薬剤耐性菌の主要なβ－ラクタマーゼについて多数の酵素が

報告され、基質特異に基づく分類法では複雑な分類が予想されたため、Amblerは

多数のβ－ラクタマーゼのアミノ酸配列を基に、4種類の異なるクラス（クラスA

～D）に分類した19)。図5にβ－ラクタマーゼの模式図20)を示す。 

KPCはクラスAに属している。1996年に米国でカルバペネム系抗菌薬を分解す

る酵素を産生するK. pneumoniaeから初めて検出された21)。KPC型β－ラクタマー

ゼは、ペニシリン系、セファロスポリン系、モノバクタム系を含むβ－ラクタム

系抗菌薬を加水分解することができる酵素である。クラブラン酸（Clavulanic 

acid：CVA）などのβ‐ラクタマーゼ阻害薬で阻害されるため、カルバペネム系

抗菌薬とCVAを組み合わせたディスク法でスクリーニング検査が行われる。 

IMP、VIM、NDMはクラスBに属する。これらは活性に亜鉛を必要とし、メタ

ロ‐β‐ラクタマーゼと呼ばれる。クラスBはモノバクタム系薬を除くほぼすべ

てのβ－ラクタム薬を加水分解し、CVAやスルバクタムなどのβ－ラクタマーゼ

阻害剤が機能しないため、この酵素保有菌は臨床上問題となる可能性が大きい
22)。IMPは1991年に日本において腸内細菌科細菌であるSerratia marcescensからカ

ルバペネム系薬剤耐性であるIMP-1型が検出され報告された23)。現在では腸内細菌

科細菌のみならず、Pseudomonas aeruginosaやAcinetobacter baumanii などのブドウ

糖非発酵グラム陰性桿菌にもIMP型が検出されている現状にある。クラスBは海外

での検出率が高いVIMとわが国での検出率が高いIMP 型が知られている。しか

し、NDM-1はVIMとの相同性が約30％しかない新規のメタロ‐β‐ラクタマーゼ

として報告されている24)。 

 OXAはクラスDに属する。クラスDはオキサシリナーゼ、OXA型β－ラクタマ

ーゼとして知られ、Amblerの分類の中でも遺伝子学的にも、生化学的にも最も多
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様な酵素である。OXA-48-likeはペニシリン系抗菌薬の分解活性が高くカルバペネ

ム系抗菌薬には、低いか中程度で、MEPMと比較してIPMは分解活性がはるかに

高い25,26)。 

 

 

図5. β-ラクタマーゼの模式図 

 

 

1.7 日本におけるCPE検出の問題点 

国内ではIMP-1とIMP-6によるCPEが多く検出されている27)。IMP-1とIMP-6はア

ミノ酸配列が1カ所のみ変化したものである。IPM-6では分解活性が弱いタイプの

株が分離されることもある。そのため、IMP-6産生の菌株では日常的な薬剤感受性

検査でIPMに耐性と判定されない場合が多く、見落とされる危険性があるためア

ウトブレイクを引き起こす原因にもなる。また、わが国で実施されている通常の

PCR検査ではIMP-1とIMP-6の識別は困難な状況にある28)。 

表現型を用いたCPE検出法では、カルバペネム系抗菌薬のMIC値が低値で感性

と判定される菌株を認める場合がある。また、MEPMに耐性（2µg/mL以上）を示

すが、IMPには感受性を示す“ステレス型”と呼ばれている菌株も存在する。し

たがって、これらのカルバペネム抗菌薬に感性を示す菌株は表現型では検出でき

ない。そのため、表現型のみでのCPEの検出には限界が生じてくる。 
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第2章 対象と方法 

2.1 対象 

当大学関連施設において検出されたCRE菌株と近隣協の協力施設より分与され

た菌株およびカルバペネマーゼを保有するNational Collection of Type Cultures 

(NCTC)菌株を対象とした。菌株は“KBM”ヒツジ血液寒天培地（コージンバイオ株

式会社）に分離し、35° Cの好気的条件下で18から20時間培養を行った。 

PCR法にはシカジーニアス® DNA抽出試薬（関東化学株式会社）を、LAMP法に

はアルカリ煮沸法29)を用いてDNAを抽出した。 

 

2.2 方法 

2.2.1 Multiplex-polymerase chain reaction （Multiplex –PCR） 

2.2.1-1 Multiplex –PCR原理 

Multiplex –PCRは一つの反応チューブに2セット以上のプライマー対を含み、一

度の反応で複数の標的遺伝子が検出可能である30)。感染症検査では感染症の種類

や検査材料別に、起炎菌として頻度の高い複数の病原体を2～4時間ほどで一度に

検索できる利点がある。しかし、欠点としてプライマーのアニーリング温度や反

応液組成の濃度調整など至適反応条件の設定が複雑になること、シングル反応に

対して検出感度が低下する傾向がある。 

2.2.1-2 Multiplex –PCRの実施方法 

Trung et al. 31) の報告に基づき一部を改変してMultiplex –PCRを行なった。

Multiplex –PCRはPlatinum™ Multiplex PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific 

Inc.) を用い、PCR条件の内、アニーリング温度のみを60℃に改変した。PCR 

productは2% SeaKem® GTG™ アガロースゲルをTBE bufferで電気泳動を行

い、エチジウムブロマイド染色した。さらに、シカジーニアス® カルバペネマー

ゼ遺伝子型検出キット（関東化学株式会社）によるMultiplex –PCRも実施した。測

定操作は手順書に準拠した。 

 

2.2.2 Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)法 

2.2.2-1 LAMP法の原理 

 2000年に納富ら32)が開発した技術である。プライマーは標的遺伝子上の合計6つ

http://products.kanto.co.jp/web/index.cgi?c=t_product_table&pk=151
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領域に対して4種類の特別に設計されたプライマーのセットを使用する。設計した

プライマーと増幅したい標的遺伝子を含むサンプルとその他の試薬を専用のチュ

ーブ内で混合させる。その後、一定温度（60～65℃）で保温することにより、以

下の1）～13）33)（図6 、図7）の反応が進む。 

 1）2本鎖DNAは65℃付近では動的平衡状態にあるため、いずれかのプライ 

マーが2本鎖DNAの相補的な部分にアニールし、そこから伸長することで 

片側の鎖がはがされて1本鎖状態になる 。そのため、LAMP法ではPCR 

法のように2本鎖DNAを1本鎖に熱変性する過程を必要としない。 

 2）鎖置換型DNAポリメラーゼの働きにより、FIPのF2領域の3’末端を起点と 

して鋳型DNAと相補的なDNA鎖が合成される。 

 3）FIPの外側にF3 プライマーがアニールし、その3’末端を起点として、鎖置 

換型DNAポリメラーゼの働きによって、先に合成されているFIPからの 

DNA鎖を剥がしながらDNA合成が伸長していく。 

4）F3 プライマーから合成されたDNA鎖と鋳型DNAが2本鎖になる。 

5）FIPから先に合成されたDNA鎖は、F3 プライマーからのDNA鎖によって 

剥がされて1本鎖DNAとなるが、このDNA鎖は、5’末端側に相補的な領域 

F1c、F1を持つため、自己アニールを起こしてループを形成する。 

6） 5）のDNA鎖に対してBIPがアニールし、このBIPの3’末端を起点として 

相補的なDNAの合成が行われる。この過程でループは剥がされて伸び 

る。さらに、BIPの外側にB3 プライマーがアニールし、その3’末端を起 

点として、鎖置換型DNAポリメラーゼの働きによって、先に合成されて 

いるBIPからのDNA鎖を剥がしながらDNA合成が伸長していく。 

7）6）の過程により2本鎖DNAができる。 

8）6）の過程で剥がされたBIPから合成されたDNA鎖は両端に相補的な配列 

を持つため自己アニールし、ループを形成してダンベル型の構造となる。こ

の  8）は、LAMP法における増幅サイクルの起点構造となるものであり、

これまでの過程は、LAMP法における増幅サイクルの起点構造を作るための

過程ということになる。 

9）8）の構造で、3’末端のF1領域を起点として自己を鋳型としたDNA合成が 

伸長し、この時、5’末端側のループは剥がされて伸びる。さらに、3’末端 

側のループのF2c領域は1本鎖であるためFIPがアニールすることができ、 

そのF2領域の3’末端を起点として、F1領域から先に合成されているDNA 

鎖を剥がしながらDNA合成が伸長していく。 

10）9）において、FIPから伸長合成されたDNA鎖によって剥がされて1本鎖 

となったF1領域から伸長したDNA鎖は、その3’末端側に相補的な領域を 

持つためループを形成する。このループのB1領域の3’末端から、1本鎖と 

なった自己を鋳型としてDNA合成が始まる。そして、そのDNA鎖が2本鎖 

部分となっているFIPからのDNA鎖を剥がしながら伸長し、10）の構造と 
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なる。 

11）上記の過程によって、FIPから合成されたDNA鎖は1本鎖となり、その両 

端にそれぞれ相補的な領域F1、F1c及びB1c、B1を持っているため自己ア 

ニールしてループを形成し、11）の構造となる。11）の構造は、8）の構 

造と全く相補的な構造となる。 

12）11）の構造では、8）の場合と同様にB1 領域の3’末端を起点として自己 

を鋳型としたDNA合成が行われ、さらに1本鎖となっているB2c 領域に 

BIPがアニールして B1 領域からのDNA鎖を剥がしながらDNA合成が行 

われる。それにより、ちょうど8）、9）、11）と同様の過程を経て再び  

8）の構造ができる。 

13）10）の構造において、1本鎖となっているB2c領域にBIPがアニールし、2 

本鎖部分を剥がしながらDNA鎖が合成されます。そして、これらの過程 

の結果、同一鎖上に互いに相補的な配列を繰り返す構造の増幅産物が 

様々なサイズで形成されていく。 

 

 

 

図6. LAMP法反応の進み方 （1） 

(http://loopamp.eiken.co.jp/lamp/principle.htmlを引用、一部改変) 

5 ）1 ）

2 ）

3 ）

4 ）

8 ）

7 ）

6 ）
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図7. LAMP法反応の進み方 （2） 

(http://loopamp.eiken.co.jp/lamp/principle.htmlを引用、一部改変) 

 

2.2.2-2 LAMP法の応用 

 PubMedで検索されるLAMP法の関連文献数は、現在約2250以上である。日本以

外の研究者がLAMP法の特徴を活かした遺伝子技術を多様な分野に応用してい

る。2014年では医療分野についての研究が約40%を占めている34)。その他には畜

産、水産、食品、植物、環境など多岐にわたっている。 

医療用の応用例として、簡易性・迅速性であるLAMP法の特徴を活かした感染症

の応用があげられる。その中で体外診断用医薬品として厚生労働省より承認を受

け、発売されているものを表2に示す。また、新興感染症や再興感染症への応用も

多く挙げられている（表3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

1）
1）

8）

9 ）

10 ）

11 ）
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表2. 医療分野への応用（体外診断用医薬品：栄研化学） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

モダンメディア 60巻7号2014より引用
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表3. 新興感染症、再興感染症へのLAMP法の応用 

 

 

 

2.2.2-3 LAMP法プライマー設計方法 

 IMP、KPC、NDM、VIM、OXA-48-likeの各酵素ファミリーの全変異について

は、β-lactamase data base35)（BLDB：http://bldb.eu/ ）からNational Center for 

Biotechnology Information（NCBI）の GenBank

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）にアクセスし変異に対応したGenBank ID

より、各変異のDNAシークエンスデータをFASTA形式でWordPadに集積した。カ

ルバペネマーゼのファミリー毎に集積したDNAシークエンスデータは、DNA 

モダンメディア 60巻7号2014より引用
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DATA Bank of Japan（DDBJ）の clustalW（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/）に入力し

マルチプルアライメント処理を行った。各ファミリーのマルチプルアライメント

結果をWordPadにテキストドキュメント形式で保存し、PrimerEXplorer V5

（https://primerexplorer.jp/lampv5/index.html）に入力し、LAMP法プライマーを設計

した。この時、プライマー設計のベースとする変異のDNAシークエンスデータを

アライメント結果の最上段に移行した。また、プライマー設計時KPC、NDM以外

については、Mutation/ConsensusをF1c innerおよびB1c inner以下まで、全て塩基変

異の混入を許諾すると同時にプライマー作成の諸条件を一部変更し設計した。さ

らにIMP 変異についてはマルチプルアライメント結果の近似性から3グループに

分け、グループ毎にプライマーを設計した。いずれのファミリーについても数セ

ットのRegularPrimerについて、その反応性を比較検討し1セットのRegularPrimerを

選定した。さらに、再度PrimerEXplorer V5を用いRegularPrimerに対応するLoop 

primerを設計した。今回の実験は、すべてBLDB  Last updated：June 20, 2018に基

づいた。 

 

2.2.2-4 LAMP法の実施方法 

LAMP法の測定はLoopamp DNA 増幅試薬D（栄研化学株式会社）を使用した。

Primer濃度はF3、B3 primer 5μM、FIP、BIP primer 40μM、LFにLB primer 20μMと

した（表4.）。反応液 25μLに対し、100mM KCl 5μL、試料2μLを添加し精製水に

てメスアップした（表5）。基本的な測定操作は、取扱い説明書に準拠した。測定

はリアルタイム濁度測定装置 LoopampEXIA®（栄研化学株式会社）（図8）を用

い、反応温度63 ° C、60 分間観察後、80° C、 5分間不活化処理した。結果は、濁

度 0.1を越した時間threshold times (Tt)で評価した。 

 

 

 

※NDM については、LFのみのためTE(pH7.0)を用いて調製 

primer F3 (20 µM） 0.25 μL

primer B3 (20 µM） 0.25 μL

primer FIP (40 µM） 1.0 μL

primer BIP (40 µM） 1.0 μL

primer LF (50 µM） 0.4 μL

primer LB (50 µM） 0.4 μL

1test当たり 3.3 μL

精製水 14.7 μL

100mM KCl 5.0 μL

Primer Mix 3.3 μL

Template 2.0 μL

Total 25.0 μL

表4. Primer Mix 調製量 表5. 反応試薬添加量
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図8. リアルタイム濁度測定装置 LoopampEXIA®（栄研化学株式会社） 

 

2.3 検査方法の流れ 

 本研究で実施した保存菌株の分離からカルバペネマーゼ主要5ファミリー遺伝子

検出法の流れを図9に示す。 

 

 

図9. カルバペネマーゼ主要5ファミリー遺伝子検出法の流れ 

 

 

1）保存菌株を用いて血液寒天培地へ分離

2）35℃の好気的条件下で18から20時間培養

4）カルバペネマーゼ主要
5ファミリー検出法

3）DNA抽出
約30分

アルカリ煮沸法

Multiplex –PCR法
（結果判定所要時間約2時間）

LAMP法
（結果判定所要時間約1時間）

シカジーニアス® DNA

抽出試薬法（関東化学株式会社）



19 

 

第3章  結 果 

3.1 LAMP 法によるカルバペネマーゼプライマーの開発経緯  

日本・欧米・東南アジア諸国・イタリアなどで主流をなす薬剤耐性遺伝子であ

るIMP、KPC、NDM、VIM、OXA-48-likeの各酵素ファミリーの全変異については

以下1）～3）の操作を実施した。 

1）BLDB（http://bldb.eu/）からNCBIのGenBank

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）にアクセスし変異に対応したGenBank  

IDより、各変異のDNAシークエンスデータをFASTA形式でWordPadに集積し 

た(図10)。 

2）DDBJ のclustalW（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/）に入力しマルチプルアラ 

イメント処理を行った(図11)。 

3）各ファミリーのマルチプルアライメント結果をWordPadにテキストドキュメ 

  ント形式で保存し、PrimerEXplorer V5

（https://primerexplorer.jp/lampv5/index.html）に入力し、LAMP法プライマーを 

設計した。(図12 、図13) 

 

 

図10. 各変異のDNAシークエンスデータの収集 

 

１）
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図11. DDBJ のclustalWを用いたマルチプルアライメント処理 

 

図12. PrimerEXplorer V5を用いたプライマー設計① 

2）

PrimerEXplorer V5：https://primerexplorer.jp/lampv5/index.html3）
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図13. PrimerEXplorer V5を用いたプライマー設計② 

 

3.2 LAMP法によるカルバペネマーゼプライマーの配列 

設計したLAMP法のプライマー配列を表6に示した。IMP、KPC、NDM、VIM、

OXA-48-like 各タンパク質に対応したプライマー配列を表記し、各々の5’position 

no.および3’position no.とプライマー長を記載した。NDMについてはLoop プライ

マーのLFのみの設計となった。IMPについては、変異の煩雑性から3グループに分

けてプライマーを設計した。しかし、グループ2とグループ3については対象とす

る変異株の保有が無く検証ができなかったためグループ1のみ検証を行った。 

グループ1は、IMP-1, -3, -4, -5, -6, -7, -9, -10, -15, -25, -26, -28, -29, -30, -34, -38, -40, -

42, -43, -45, 5-1, -52, -53, -55, -59, -60, -61, -62, -66, -70の30の変異型を含む。 
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表6. カルバペネマーゼ主要5 LAMP法プライマー配列 
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3. 3 LAMP法における反応温度の比較 

アルカリ煮沸法にて抽出したDNAを用い、LAMP反応を58° C、61° C、63 

° C、65° C、67° C、と変化させ各温度における濁度0.1の閾値時間を比較した（図

14）。その結果を図15に示した。 

VIMは65° C、NDMは61° Cと63° Cの間、KPCは65° C、OXA-48-likeは65° C、

IMPは61° Cでの反応が最も促進性が高かった。今回の研究では同時測定が目的の

ため、いずれの反応にも大きな影響が無い63° CをLAMP反応温度と設定した（表

7）。 

 

 

図14. LAMP法の結果画面 

 反応温度の比較検討のグラフ写真。IMPの測定結果を例に示す。 

（1）58° C、60分測の結果は濁度閾値時間19：06であった。 

（2）61° C、60分測の結果は濁度閾値時間15：48であった。 

（3）63° C、60分測の結果は濁度閾値時間16：24であった。 

（4）65° C、60分測の結果は濁度閾値時間20：60であった。 

 

（1）IMP 58℃ Tt：19:06

（3）IMP 63℃ Tt：16:24 （4）IMP 65℃ Tt：20:60

（2）IMP 61℃ Tt：15:48
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図15. LAMP反応温度に伴う濁度閾値時間の比較 

 

 

表7. LAMP法反応温度の比較 

 

（min） 

 

 

 

 

 

 

 

 

10

15

20

25

30

35

58 61 63 65 67

VIM NDM KPC OXA-48-like IMP

(℃)

Tt（min)

濁
度
閾
値
時
間

LAMP法反応温度

58℃ 61℃ 63℃ 65℃ 67℃

VIM 23.00 17.18 16.00 14.36 15.24

NDM 24.54 20.36 20.12 21.12 29.54

KPC 27.30 21.18 19.00 17.18 19.48

OXA-48-like 19.00 14.48 14.00 13.18 17.18

IMP 19.06 15.48 16.24 20.06 -
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3.4 抽出原液の×1/10倍段階希釈系列の反応性 

アルカリ煮沸法による操作から逆算した2×109CFU/mLの抽出原液を2×109コピー

相当とみなし、TE液（pH8.0）で×1/10倍段階希釈し2×102コピー相当まで作製し測

定した。結果は図16に示したようにNDM, OXA, IMPは2×103コピー相当、KPCは

2×102コピー相当、VIMは2×104コピー相当まで陽性反応を示した。また、VIM以

外4つのファミリーにおいて2×103コピー相当までの陽性反応は表8に示した様に35

分以内に検出された。 

 

 

図16. 抽出原液の×1/10倍段階希釈系列の反応 

 

表8.  抽出原液の×1/10倍段階希釈系列の反応時間 

 

（min） 

0

5

10

15

20

25

30

35

2 3 4 5 6 7 8 9 10
（Log）

OXA IMP VIM KPC NDM

Tt（min)

濁
度
閾
値
時
間

初期DNA濃度

copies 相当 希釈率 bla VIM bla NDM bla KPC bla OXA-48-like bla IMP

2×10
9

1×10
0 17:36 19:36 19:24 14:48 17:30

2×10
8

1×10
-1 19:24 22:24 19:36 15:48 18:54

2×10
7

1×10
-2 20:06 23:42 21:54 16:30 19:54

2×10
6

1×10
-3 21:30 25:12 23:24 17:24 21:30

2×10
5

1×10
-4 24:36 26:54 24:12 17:48 22:18

2×10
4

1×10
-5 27:30 28:24 27:06 18:54 24:06

2×10
3

1×10
-6 　— 32:18 28:00 23:42 28:00

2×10
2

1×10
-7 　— 　— 32:06 　－ 　－
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3.5-1 Multiplex-PCRおよびLAMP法によるカルバペネマーゼ  

タイプ別分析結果 1 

Trung et al.の報告に準拠したMultiplex –PCR（図17）、およびシカジーニアス® 

カルバペネマーゼ遺伝子型検出キット（図18）を用いた36株はすべて一致した。

また、Trung et al.の報告に準拠したMultiplex –PCR分析結果を表9に示した。同時

に36株をカルバペネマーゼ タイプ別LAMP 法にて分析した結果も一覧化し併記

した。 

供試菌株36株において、Multiplex -PCRおよびLAMP法によるカルバペネマーゼ

タイプは全て一致した。さらに、LAMP法においてカルバペネマーゼ タイプ間の

非特異反応は認められなかった。また、36菌株の中に、K. pneumoniae NCTC 

13440 (VIM-1)およびP. aeruginosa NCTC 13437( VIM-10：VIM-2-like)菌株を含みい

ずれもVIMのLAMP法は陽性であった。 

 

 

 

図17. Trung et al.の報告に準拠したMultiplex –PCRを用いた泳動像の一部 

 1：ESBL-1 (TEM;422bp,CTX-M;590bp,SHV;739bp) 

2：ESBL-2 (VEB;391bp,GES;604bp,PER-1;731bp) 

3：Carba-1 (NDM;200bp,SPM;291bp,VIM;320bp) 

4：Carba-2 (IMP;204bp,AIM;326bp,KPC/BIC;412bp,DIM;710bp) 

5：Carba-3 (Oxa-23like group;482bp, Oxa-48like group;286bp,                   

Oxa-58like group;599bp) 

M：Marker(100bp)  

※TEM,IMPのみ陽性と判定 

4M 1 2 3 5

Multiplex-PCR
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図18. シカジーニアス® カルバペネマーゼ遺伝子型検出キットを用いた 

電気泳動像の一部 

     1：blaIMP-1 2：blaIMP-1 3：blaIMP-1  

4：positive control (587bp: blaIMP-1,398bp: blaVIM)  5：negative control 

6 ：positive control (798bp: blaKPC,621bp: blaNDM, 438bp: blaOXA-48)  

7：negative control 8：blaKPC 9：negative 10 ：negative 11：blaoxa-48  

12 : blaoxa-48 M：Marker(100bp) 

        ※IMP、OXA-48に陽性を示した結果の一部を示した 

 

 

表9. Multiplex-PCRおよびLAMP法によるカルバペネマーゼ タイプ別結果

 

 ＊K. pneumoniae NCTC 13440 (VIM-1)および 

P. aeruginosa NCTC 13437( VIM-10：VIM-2-like)菌株を含む 

Reaction mixture 1 Reaction mixture 2

4M 1 2 3 5 6M 8 9 10 11 127

587bp

398bp

798bp
621bp
438bp

供試株数 IMP OXA-48-like  KPC VIM NDM

IMP 17 17 0 0 0 0

OXA-48-like 4 0 4 0 0 0

KPC 4 0 0 4 0 0

VIM 4* 0 0 0 4 0

NDM 2 0 0 0 0 2

GES 3 0 0 0 0 0

ESBL only 2 0 0 0 0 0

LAMP法
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3.5-2 Multiplex-PCRとLAMP法の分析結果 2  

近隣施設より分与いただいた菌株を無作為に16菌株選び、それぞれの菌株につ

いてTrung et al.の報告に準拠したMultiplex-PCR（図19）およびLAMP法（図20）を

実施した。その結果を表10に示した。IMP陽性9菌株、KPC陽性2菌株、OXA-48-

lile陽性株4菌株であった。1株はMultiplex-PCR、LAMP法ともに陰性であった。16

菌株すべてがMultiplex-PCRとLAMP法の結果が一致した。 

 

 

 

図19. Trung et al.の報告に準拠したMultiplex-PCRの泳動結果の一部 

    1：ESBL-1 (TEM;422bp,CTX-M;590bp,SHV;739bp) 

2：ESBL-2 (VEB;391bp,GES;604bp,PER-1;731bp) 

3：Carba-1 (NDM;200bp,SPM;291bp,VIM;320bp) 

4：Carba-2 (IMP;204bp,AIM;326bp,KPC/BIC;412bp,DIM;710bp) 

5：Carba-3 (Oxa-23like group;482bp, Oxa-48like group;286bp,                   

Oxa-58like group;599bp) 

M：Marker(100bp)  

※TEM,IMPのみ陽性と判定 

 

 

 

 

 

 

4 M1 2 3 5

Multiplex-PCR
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図20. LAMP法にてIMPのみ陽性反応を示した結果 

 IMP陽性の測定結果を例に示す。 

 63° C、60分の条件にてLAMP法を実施した。 

（1）IMP（2）KPC（3）NDM（4）VIM（5）OXA-48-likeを測定した。 

（1）のIMPのみ閾値時間14：50となり陽性反応を示した。その他（2）～（5） 

については陰性であった。 

 

 

 

 

 

(1) IMP （ + ）

(4) VIM （ - ）(3) NDM （ - ）

(2) KPC （ - ）

(5) OXA-48-like （ - ）
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表10. Multiplex-PCRとLAMP法の比較 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IMP VIM NDM KPC
OXA-48

-like
IMP VIM NDM KPC

OXA-48

-like

Sample No. 1 + - - - - + - - - -

Sample No. 2 + - - - - + - - - -

Sample No. 3 + - - - - + - - - -

Sample No. 4 + - - - - + - - - -

Sample No. 5 + - - - - + - - - -

Sample No. 6 + - - - - + - - - -

Sample No. 7 - - - + - - - - + -

Sample No. 8 - - - - - - - - - -

Sample No. 9 - - - - - - - - - -

Sample No. 10 - - - - + - - - - +

Sample No. 11 - - - - + - - - - +

Sample No. 12 - - - - + - - - - +

Sample No. 13 + - - - - + - - - -

Sample No. 14 - - - - + - - - - +

Sample No. 15 - - - + - - - - + -

Sample No. 16 - - - - - - - - - -

9 0 0 2 4 9 0 0 2 4

LAMP 法Multiplex-PCR
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第 4 章  考 察  

近年、多くの医療機関で薬剤耐性菌感染症が問題となっている。わが国での薬

剤耐性菌の歴史的背景をみてみると、第2次世界大戦後には多剤耐性ブドウ球菌や

多剤耐性赤痢菌の増加がすでに認められていた。その後、薬剤耐性菌が社会的問

題としてとり挙げられるようになったきっかけは、東京大学医学部附属病院にて

ご主人を感染症で亡くされた富家恵海子氏の「院内感染」36)が出版されたことで

ある。Methicillin-resistant S. aureus（MRSA）は1980年代より急激な増加傾向を示

し始めた。その後、ペニシリン耐性肺炎球菌やβ-ラクタマーゼ非産生アンピシリ

ン（ABPC）耐性Haemophilus influennzae、Vancomycin resistant Enterococcus spp.

（VRE）などの薬剤耐性菌の耐性機構は1種類の薬剤耐性遺伝子による耐性であっ

たため、臨床微生物検査室では、表現型や遺伝子検査で容易に検出することがで

きた。2000年代に入るとグラム陰性桿菌であるESBL産生菌のE. coli、K. 

pneumoniae が急激な勢いで検出されるようになり、近年ではCPEや細胞膜透過性

の低下による腸内細菌科細菌が検出される現状となっている。これらのグラム陰

性菌の耐性機構は1種類の耐性遺伝子のみではなく、複数の耐性遺伝子が関与して

いるため、表現系による検出に限界を感じている。そこで、本研究では抗菌薬治

療の“最後の切り札”とされるカルバペネム系抗菌薬を加水分解するCPEの耐性

遺伝子のカルバペネマーゼ主要5ファミリー遺伝子を網羅的に検出するLAMP法の

開発を博士課程でのテーマとした。下記にLAMP法でのプライマー開発における

考察を記載する。 

今回設計したLAMP法カルバペネマーゼ主要5ファミリー遺伝子のプライマーを

用いた反応温度の比較では、VIMは65° C、NDMは63° C、KPCは65° C、OXA-48-

likeは65° C、IMPは61° Cで最速反応を示した。単独のカルバペネマーゼを目的と

する場合は最速反応温度で行うべきであるが、カルバペネマーゼ主要5ファミリー

遺伝子を同時に検出する場合は、63° Cが最も至適温度と考える。しかし、反応温

度を上げることは特異性の向上にもつながるが、プライマーのミスマッチが存在

する型についてはさらに詳細な検証が必要になる。 

抽出原液の×1/10倍段階希釈系列の反応性では、測定感度はいずれのカルバペネ

マーゼタイプでもVIM以外は2×103 copies相当まで検出できた。DNA量が少ない試

料については、試料中テンプレート採取時に左右されることもあり正確な評価は

困難であると推察される。この事は分離株からの分析では問題とならないが今

後、臨床材料を直接分析する場合は重要性を増すと考えられる。今回の実験で検

討した36株の分析では、既報のmultiplex-PCR およびLAMP法でのカルバペネマー

ゼタイプは全て一致した結果が得られた。しかし、この事は多様な変異型の反応

性を評価するものでは無いため、今後も可能な限りCPEの多種多様な菌株を収集

し評価する必要がある。 

NDMとKPCについては、マルチプルアライメント結果より、全てのLAMP法プ
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ライマーと全変異型の塩基配列が一致しているため全変異型の検出が推測でき

る。LAMP法プライマー設計において多様化しているのがIMPである。IMPについ

ては変異型の多さより、1セットのLAMP法プライマーでの対応は困難なためIMP 

全ての変異型をマルチプルアライメントの結果からグループ1からグループ3の3つ

のグループに分類しプライマーを設計した。この中でグループ1のプライマーセッ

トはわが国で頻発する変異型を多く含むことと所有菌株の関係から、今回はIMP

グループ1についてのみ検証した。 

本研究では変異型の多様性が乏しく限定的であったことが想定される。しか

し、今後は交通網の多様化、国際的交流の激化などに伴い多様な変異型の出現が

想定されるためカルバペネマーゼ主要5ファミリー遺伝子の検査法確立の早期対応

が望まれる。 
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第 5 章  結 語  

今回、最新塩基配列情報に基づいた LAMP 検出プライマーを設計し、抗菌薬治

療の“最後の切り札”とされるカルバペネム系抗菌薬を加水分解する CPE の耐性

遺伝子で、カルバペネマーゼ主要 5 ファミリー遺伝子を網羅的に検出する LAMP

法を開発した。検出精度の評価では、当大学関連施設において検出された CRE 株

と近隣協の協力施設より分与された菌株およびカルバペネマーゼを保有する

NCTC 株を対象とした結果（36 株）、陽性株および陰性株との反応性は全て一致

した。しかし、CPE の耐性遺伝子には多くの変異型が存在し、KPC では 31 種

類、NDM で 21 種類、VIM では 51 種類、OXA-48-like では少なくとも 30 種類、

IMP では 62 種類が現状で報告され、しかも、各耐性遺伝子の世界的な分布は地域

で大きく異なっている。本研究でカルバペネマーゼ主要 5 ファミリー遺伝子を網

羅的に評価するため、多くの変異型の菌株を入手すべく努力したが、残念ながら

わが国で検出された変異型以外の菌株は収集できなかった。今後は多くの施設に

菌株収集を依頼し、更なる精度の検証を進めていきたいと考える。 

また、カルバペネマーゼ主要 5 ファミリー遺伝子は染色体に保持するタイプと

プラスミドに保有するタイプに分けられる。特にプラスミド保有のタイプは、容

易に他菌に伝搬するため、施設で検出された CPE の蔓延状況の有無を確認する必

要がある。現状における菌株間の相同性については、Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis（PFGE）法や PCR-based ORF typing（POT）法が使用されている現

状にある。ただし、PFGE 法はキットが販売されておらず、試薬の選定から行わ

なければならない上に、煩雑な手技であり、結果を得るまでの日数も必要とす

る。また、POT 法では MRSA や P. aeruginosa、Acinetobacter spp. 、Clostridium 

difficile に限られた市販キットが発売されており、残念ながら CPE に関する菌株

間の相同性については検討できない状況にある。そこで、国際医療福祉大学 福岡

保健医療学部 医学検査学科では Repetitive-Sequence-Based PCR（rep-PCR）37)を用

いた疫学解析の検討も行っている。この方法は通常の PCR 検査で複数の増幅バン

ドを分離できる特徴があるため、菌株間の相同性を評価するスクリーニング検査

法としては有用性があると考えている。今までの予備検討では P. aeruginosa や腸

内細菌科細菌での鑑別は可能と考えている。 

2016 年に発表された AMR 対策アクションプランにおいて、CPE の薬剤耐性菌

検出率を低減させ、かつ施設内感染の蔓延を防止するには、LAMP 法での CPE 遺

伝子と rep-PCR 法による菌株間の相同性を検証する方法を組み合わせることが必

要と考え、2018 年度挑戦的萌芽研究：課題番号 18K19698 「CPE の網羅的薬剤耐

性遺伝子の変異解析と質量分析法を組み合わせた迅速検査法」にて検討を予定し

ている。このような検討は迅速な抗菌剤治療への貢献だけでなく、感染対策への

貢献にもつながると考えている。 
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倫理上の配慮 

 平成14年6月に文部科学省および厚生労働省より「疫学研究に関する倫理指針」
38)が出された。その内容に対して、一般社団法人日本臨床微生物学会より「患者

検体から分離された細菌、カビ、ウイルス、原虫などの微生物について倫理指針

の適用について」の質問39）がなされ、「分離した微生物そのものの分析を行うの

みで、提供者の健康に関する事項を研究対象としない場合は、疫学研究に該当せ

ず、指針の対象外となる」と回答が得られている。 

 このことにより、本研究は該当しないと考える。 

 

利益相反および公的研究費の開示 

分離培養に使用した“KBM”ヒツジ血液寒天培地（コージンバイオ株式会社）、

PCR法で使用したシカジーニアス® DNA抽出試薬（関東化学株式会社）、シカジ

ーニアス® カルバペネマーゼ遺伝子型検出キット（関東化学株式会社）LAMP法で

使用したLoopamp DNA 増幅試薬D（栄研化学株式会社）などに関し利益相反はな

い。また、研究を推進する上でご指導頂いた栄研化学株式会社の佐々木泰治様お

よび株式会社菅原バイオテク研究所の菅原和行様との間にも報告すべき利益相反

はない。 

 本研究は平成30年度科学研究費（1 8 K 1 9 6 9 8）の助成を受けた。 
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資料 1 

【 今後の展望 】 

医療施設において慢性疾患治療中の患者や免疫低下症患者もしくは高齢者で抗

菌剤投与前患者、長期抗菌剤投与患者などは、迅速な耐性菌検査情報を必要とす

る。今回の研究では一晩培養時間を要する菌株を対象とした耐性菌の検出方法で

あったが、今後は抗菌剤治療に貢献できるさらなる迅速耐性菌情報の提供の試み

として、検体から直接DNA抽出を行い、LAMP法を実施する予定である。予備実

験として、糞便にIMP陽性の菌株を混ぜ模擬検体を作製した。模擬検体を

Loopamp®PURE DNA抽出キット（栄研化学株式会社）を用いてDNA抽出を行い、

LAMP法を実施した。その結果（資料1-1）、本研究結果と同様にIMPのみ陽性と

なった。このことより、検体提出から数時間での耐性菌の鑑別が可能となる。さ

らなる検討としてCRE保菌患者検体を用いてLAMP法を行う予定である。現在、

CRE保菌患者検体使用について本大学の倫理委員会の承認を申請である。その

後、臨床微生物・遺伝子検査研究センターのある高木病院に協力いただくため

に、高木病院の倫理委員会の承認を受ける予定である。 

また、開発途上国では残念ながら高額な遺伝子検査機器が普及していない現状

にあり、薬剤耐性菌の蔓延が懸念される。薬剤耐性菌の蔓延を防止するため、高

価な遺伝子検査機器を保有していない施設や国でも簡易に実施できる遺伝子検査

法として、専用の機器を必要とせず、簡易・迅速に薬剤耐性遺伝子のタイプが鑑

別できる遺伝子増幅法としてLAMP法の導入を考える。その方法として、増幅に

ヒートブロックを用い、また、検出には蛍光反応を利用して目視判定を行えるよ

うに検討予定である。 
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資料1-1 

 
模擬検体からDNA抽出を実施したLAMP法結果 

IMP陽性の測定結果を例に示す。 

 63° C、60分の条件にてLAMP法を実施した。 

（1）IMP（2）KPC（3）NDM（4）VIM（5）OXA-48-likeを測定した。 

（1）のIMPのみ閾値時間21：12となり陽性反応を示した。その他（2）～（5） 

については陰性であった。 

 

 

 

(1) IMP （＋） (2) KPC （－）

(5) OXA－48－like （－）

(3) NDM （－） (4) VIM （－）
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資料 2 

【 研究成果状況 】 

 本研究の関連研究である「CPEの網羅的薬剤耐性遺伝子の変異解析と質量分析

法を組み合わせた迅速検出法」が平成30年度科学研究費助成事業（学術研究助成

基金助成金）挑戦的研究（萌芽）として採択された。また、平成31年1月に発行予

定の臨床微生物迅速診断研究会誌（JARMAM）に「LAMP法を用いた簡易・迅速

なCarbapenemase Big five gene分析の試み」（平成30年9月19日受理）が掲載予定で

ある（資料2-1に添付）。その他、平成31年2月に開催される第30回日本臨床微生

物学会総会・学術集会において「分離株を用いたLAMP法 Carbapenemase blaIMP 

gene 検出法の評価」について発表予定である（資料2-2に抄録を添付）。  
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資料2-1 
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資料 2-2 

 


