
7. 千葉県内で分離されたバンコマイシン耐性腸球菌(VRE)の

分子疫学的解析方法の検討 

    

     ○中 山 孝 子、菊 池 俊 、蜂巣  友 嗣、安 藤 直 史、中 村 正樹、 植田 菜月、  

岸澤 充  （千 葉県 衛生 研究所 ）  

                              

                

 

【研究 目的】VRE にバ ンコマ イシン 耐性 化を もたら すバン コマ イシ ン耐性 遺伝 子 vanB は

Mobile genetic elements (MGEs)上 に存 在 し、菌 種間、 菌株 間に 伝達さ れる 1)2)。2022

年に千 葉県内 の複 数の 医療施 設か ら vanB 遺 伝子保 有の Enterococcus faecium  

(E. faecium) が 47 菌 株検出 された 。パ ルス フィー ルドゲ ル電 気泳 動法(PFGE)により 菌 株

間の類 似性を 比較 した が、解 釈に 苦慮す る結 果とな った 。そこ で MGEs 領域の解 析を 実施

し、PFGE の結果 と比 較する ことで VanB 型 VRE 菌株間の 関連 を調 査する 方法を 検討 する 。  

 

【研究 の必要 性 】世界 的な薬 剤耐性 菌の 増加 を受け 本邦に おい ても 薬剤耐 性（AMR）ア ク

ション プラン が決 定さ れ、バ ンコマ イシ ン耐 性腸球 菌（VRE）は 2027 年 に罹患 数を 80

人以下 にする とい う数 値目標 が設定 され た 3)。国内で 問題と なる VRE のバンコ マイ シン耐

性遺伝 子型 は VanA 型、VanB 型で あるが 、こ れらの 耐性 遺伝子 は MGEs 上に存 在し 、菌

種間、 菌株間 で MGEs ごと伝 達す るため VRE、VRSA(バンコ マ イシン 耐性黄 色ブ ドウ 球

菌)を 含む新 たな 耐性 菌が生 じる 1)2)4)。し か し、現 在 VanB 型 VRE の集団感 染時 に行わ れ

ている 分子疫 学的 解析 は主に PFGE や multilocus sequence typing（MLST）解 析とい っ

た 菌 株 自 体 を 比 較 す る 方 法 で あ り 、 同 じ く MGEs 上 に 耐 性 遺 伝子 が 存 在 す る カ ル バ ペ ネ

ム 耐 性腸 内 細 菌 科 細 菌 （CRE） の 解 析 で 行 わ れ て いる プ ラ ス ミ ド 比 較 な どの MGEs を比

較する 方法は 行わ れて いない 。  

  2022 年 に千葉 県内 の隣接 する４ 市６ 医療 施設の 患者よ り分 離さ れた VRE  47 菌 株は

全て vanB 遺伝 子保有 の E. faecium と同 定 された 。関連 が疑 われ たため 、PFGE により

菌株の 比較を 行っ たが 、複数 施設か ら分 離さ れた菌 株で類 似性 が確 認され た一方 、同 一施

設から 分離さ れた 菌株 で類似 性がみ られ ない 等解釈 に苦慮 する 結果 となっ た。そ こで 、本

研究で はこれ らの 菌株 の MGEs 領域 を比較 するこ とで、 VRE の 集団感 染が発 生し た際 に

新たな 分子疫 学的 解析 方法と して活 用で きる かを検 討した 。  

 



【研究 計画】 2022 年 に千葉 県内で 分離 され た VRE の vanB 遺伝 子は Tn1549/5382 と

い う MGEs 上 に 存 在 す る こ と が PCR 検 査 で 確 認 さ れ た 。 vanB 遺 伝 子 を 含 む

Tn1549/5382 は 韓国 5)や台湾 6)で も E. faecium から分離 され 各々 特徴的 な挿入 配列 が検

出され ている 。ま たオ ランダ の研究 では 、院 内感染 が疑わ れた VanB 型 E. faecium 36 株

につい て全ゲ ノム シー クエン スを実 施し、MGEs の型別結 果に より 複数の アウト ブレ イク

の発生 を結論 づけ てい る 7)。  

（１） 供試菌 株   2022 年 に当所 へ搬 入さ れた VRE 47 検 体を 使 用する 。  

（ ２ ） プ ラ イ マ ー の 設 計   デ ー タ ベ ー ス （ National Center for Biotechnology 

Information,  NCBI）より Tn1549/5382 を 保有す る E. faecium のゲノム 情報（ レ フ

ァレン スゲノ ム）を 取 得し、プ ライマ ー設 計 ソウフ トウェ ア（Primer3Plus）を用い て vanB

遺伝子 を含む Tn1549/5382 全領 域を増 幅す るのに 最適な プラ イマ ーセッ トの候 補を 複数

作 製 す る 。（ １ ） の う ち 、 PFGE で 類 似 性 の 低 い 判 定 結 果 と な っ た 2 株 を 使 用 し て 、

Tn1549/5382 全 領域 を 1～ 2 組／ 株の プラ イマー セット で増 幅で きる組 み合わ せを 選別

す る 。 PCR 反 応 に よ り 増 幅 を 確 認 後 、 増 幅 産 物 を 精 製 し 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー （ MiSeq 

sequencing,  illumina）を用 いて解 析す る 。 

（３） 次世代 シー ケン サーに よる解 析    （２） で設計 した プラ イマー を用い て、 供試

菌株の 残り 45 株に つ いても 同様 に Tn1549/5382 全領 域の塩 基配 列を取 得する 。  

（４）  解 析 方 法 の 検 討    取 得 さ れ た 塩 基 配 列 を CLC Genomics 

Workbench(QIAGEN)を用い てレフ ァレ ンス ゲノム にマッ ピン グす る。マッピ ング された

各株の ゲノム 情報 を比 較し、 一塩基 変異 (single nucleotide variants; SNVs）及び 挿入 配

列の検 出を行 う 。また 、樹 形図を 作成 し PFGE データを もと にした 樹形図 と比較 し 、集団

感染の 解析法 とし て検 討する 。  

 

【実施 内容・ 結果 】  

１. 実 施内容  

（１）供 試菌 株  2022 年千葉 県衛 生研究 所 へ搬入 された VanB 型 VRE 47 株 を使 用した 。 

菌株は パール コア ミュ ーラー ヒント ン S 寒天 培地（栄研 化学 ）上 に KB ディス ク VCM バ

ンコマ イシン （栄 研化 学）を 置いて 培養 し実 験に供 した。  

（２） DNA の抽出  DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)を 使用し た。  

（ ３ ） プ ラ イ マ ー の 選 別   デ ー タ ベ ー ス （ National Center for Biotechnology 

Information,  NCBI）より  Tn1549/5382 を 保有す る VRE の ゲノム 情報（ リフ ァレ ン

ス配列 ）を取 得し 、プ ライマ ー設計 ソウ フト ウェア （Primer3Plus）を用 いて vanB 遺 伝

子を含 む Tn1549/5382 全領 域を増 幅す るの に最適 なプラ イマ ーセ ットの 候補を 複数 作製

した。（ １） のうち 、PFGE で類似 性の 低い 判定結 果とな った 2 株を鋳 型とし て使 用し 、

Tn1549/5382 全領 域 を 1 組／株 のプ ライマ ーセッ トで増 幅で きる 組み合 わせを 選別 した 。 

（４ ）次 世代 シー ケン サー によ る解 析   次世代 シー ケン サー は、 MiSeq を用いた 。PCR



反応に より得 られ た増 幅産物 を Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit（ZYMO 

RESEARCH）を用い て 精製し た。Nextera XT DNA Library Preparation Kit（illumina）

を使用 してラ イブ ラリ 調整を 実施し 、MiSeq Reagent Nano Kit v2 500 cycle （illumina）

により 46 株の 塩基 配 列を取 得した 。  

（５） バイオ イン フォ マティ クス MiSeq  から取 得した 配列 デー タに vanB 遺伝 子が含

まれる こと を ResFinder 4.1 を用 いて確 認し た。CLC Genomics Workbench (QIAGEN)

を 用 い て 配 列 デ ー タ を ト リ ミ ン グ し た 後 De novo ア セ ン ブ リ を 行 っ た 。 得 ら れ た

Tn1549/5382 全 領域 データ を DDBJ Fast Annotation and Submission Tool により アノ

テーシ ョン後 、Mauve 2015-02-26、Easyfig 2.2.5、MAFFT を 用 いてリ ファレ ンス 配列

（GenBank Accession No. AB374546、AF192329、KR066794、LRAQ01000090） と

構造比 較、SNVs と挿 入配列 の検出 を行 った 。 

 

２．結 果  

（１） プライ マー の設 計、選 別  

Forward プライ マー を 3 種（F1、F2、F3）、Reverse プラ イマ ー を 3 種（R1、R2、R3）

設計し それぞ れの 組み 合わせで PCR 反応を 実施し た（図 1）。 以 降の検 討には F3 プ ラ イ

マー、R3 プライ マー を使用 した。  

 

 

 

 

 

（２）Tn1549/5382 塩基 配列 と PFGE の 結果の 比較  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 １  新 規 設 計 プ ラ イ マ ー に

よる PCR 反応の 泳動 像 

F1 

図 2  Tn1549/5382 遺

伝子型 と PFGE の結 果  

 塩 基 配 列 の 比 較 に よ り

5 種 類 の Tn1549/5382 

が 検 出 さ れ た 。 同 じ 背 景

色 は 、 同 じ 医 療 施 設 由 来

の 株 を 示 す 。 同 色 の 枠 線

は 、 同 じ Tn1549/5382 

を 持 つ 株 を 示 す （ ② 型 、

③型、④ 型、⑤ 型）。 枠線

の な い 株 は 、 全 て 同 じ

Tn1549/5382 （ ① 型 ）

を保持 （保存 株を 除く ）。 
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2022 年に 分離 され た 47 株 中 46 株 につ い て Tn1549/5382 塩 基配列 のデー タが 得ら

れた。  

塩基配 列を比 較し たと ころ、 ①～⑤ 型ま で 5 種類の Tn1549/5382 を認め た。  

①型に 比較し て、 ②型 、③型 、⑤型 は塩 基配 列が挿 入され てい たが 、SNVs は認 めら れ

なかっ た。  

一方、 ①型に 比較 して 、④型 には塩 基配 列の 挿入と 、1 か所 の SNVs を認め た。  

また医 療施設 A、 B、 C、D、E、F の分 離株 から、PFGE の結 果に 関わら ず①型 を検 出

した（ 図２）。  

（３） リファ レン ス配 列との 比較  

データ ベース（NCBI）上のリ ファレ ンス 配列（GenBank Accession No. AB374546、

AF192329、KR066794、 LRAQ01000090）と千 葉県分 離検 体 の Tn1549/5382 塩 基

配列を 比較 した結 果を 図３に 示す 。各

リファ レン ス配列 と千 葉県で 分離 され

た Tn1549/5382 の う ち ① 型 の 塩 基

配 列 を 比 較 す る と 、 AB374546 と は

13 か所 、AF192329 とは 85 か 所、

KR066794 と は 12 か 所 、

LRAQ01000090 と は 1 ３ か 所 の

SNVs がそ れぞ れ検出 された 。リフ ァ

レンス 配列と 比較 する と 2022 年 に千

葉県で 分離 された 検体 は全て 非常 に高

い類似 性を示 すこ とが 分かっ た。  

 

 

 

 

 

 

【考察 と今後 の課 題】  

2022 年に 千葉県 で分 離され た株の うち CVRE22044 を 除く 45 株 の Tn1549/5382 は、

PFGE の結果に 関わ ら ず SNVs が 1 か所も 認 められ なかっ た。デ ー タベー ス上に 登録 され

ている リファ レン ス配 列と比 較する と、 少な くと も 12 か 所 の SNVs が 認めら れた 。こ の

こ と を 考 慮 す る と 2022 年 に 千 葉 県 で 分 離 さ れ 、 今 回 デ ー タ が 得 ら れ た 46 株 の

Tn1549/5382 領域の 塩基配 列は非 常に 類似 してお り、Tn1549/5382 の 獲得は 水平 伝 達

された 、又は 同じ 菌株 から行 われた 可能 性が 高いこ とを示 した 。本 研究に 用いた 菌株 は 6

か所の 医療施 設か ら得 られた が、Tn1549/5382 の 解析に より、６か所 全ての 医療 施設 に

図 ３   Tn1549/5382 の 塩 基 配 列 を

基に作 成した 樹形 図  

 青 枠 内 が リ フ ァ レ ン ス 配 列 、 赤 枠 内

が 2022 年 千葉県 分離 株を示 す。  



またが る VRE の アウ トブレ イクが 発生 した 可能性 を示す 結果 とな った。  

また、医 療施 設 A から 分離さ れ、PFGE でも 類似性 を示し た VRE 38 株か ら変 異（塩 基

配列の 挿入）を伴 う 4 種の Tn1549/5382 を検出 したこ とか ら、変異し た Tn1549/5382 

をたど り、よ り詳 細 な VRE の 感染経 路を 特定で きる可 能性 が示 された 。  

しかし ながら、CVRE22044 は、PFGE で他 の VRE と 類似性 が低 く、Tn1549/5382 上

に１か 所の SNV が存 在し 、さら に別 の１か 所に塩 基配列 が挿 入さ れてい た。CVRE22044

を除く 45 株に おい て SNVs が 1 か所 も認 め られな かった こと 、PFGE で CVRE22044 と

同一由 来と考 えら れる 菌株が １株も ない こと から、 この菌 株が 他 の VRE と関連し てい る

か は 検 討 の 余 地 が 残 る 結 果 と な っ た 。 他 の 集 団 感 染 事 例 で 検 出 さ れ た VRE の

Tn1549/5382 領域 を 解析し 、複数 の事 例 で SNVs の有無 や塩基 配列の 挿入と いっ た変 異

を確認 し、比 較し てい くこと が必要 であ ると 感じた 。  
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【経費 使途明 細】  

              使  途  金 額  

Qubit 4 Fluorometer with WiFi 

通信費 （郵送 代）  

299,970 円  

180 円  

合  計  300,150 円  

大同生 命厚生 事業 団助 成金  300,000 円  

 


