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1. 感染症法上の定義 

メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus）

感染症は、メチシリンなどのペニシリン系薬をはじめとして、β-ラクタム系薬、アミノグ

リコシド系薬、マクロライド系薬などの多くの薬剤に対し多剤耐性を示す黄色ブドウ球菌

による感染症である 1)と定義される。五類感染症のうち基幹定点把握疾患に分類され、指

定届出機関の管理者は患者発生時に届け出る必要がある。本感染症の臨床的特徴、届出基

準及び検査所見 1)は以下のとおりである。 

 

【臨床的特徴】 

外科手術後の患者や免疫不全者、長期抗菌薬投与患者などに日和見感染し、腸炎、敗

血症、肺炎などを来し、突然の高熱、血圧低下、腹部膨満、下痢、意識障害、白血球減

少、血小板減少、腎機能障害、肝機能障害などの症状を示す 1)。また、皮膚や粘膜バリ

アの破綻した患者などに、皮膚軟部組織感染症を起こし、二次的に敗血症・菌血症を起

こすことがある 2)。 

 

【届出基準】 

ア 患者（確定例） 

 指定届出機関の管理者は、当該指定届出機関の医師が、上記の臨床的特徴を有する

者を診察した結果、症状や所見からMRSA感染症が疑われ、かつ、下表の左欄に掲

げる検査方法により、MRSA感染症患者と診断した場合には、法第１４条第２項の規

定による届出を月単位で、翌月の初日に届け出なければならない。 

 この場合において、検査材料は、同欄に掲げる検査方法の区分ごとに、それぞれ同

表の右欄に定めるもののいずれかを用いること。 

イ 感染症死亡者の死体 

 指定届出機関の管理者は、当該指定届出機関の医師が、上記の臨床的特徴を有する

死体を検案した結果、症状や所見から、MRSA感染症が疑われ、かつ、下表の左欄に

掲げる検査方法により、MRSA感染症により死亡したと判断した場合には、法第１４

条第２項の規定による届出を月単位で、翌月の初日に届け出なければならない。 
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 この場合において、検査材料は同欄に掲げる検査方法の区分ごとに、それぞれ同表

の右欄に定めるもののいずれかを用いること。 

【届出のために必要な検査所見】 

 

2. MRSAの概要とメチシリン耐性機構 

MRSA は、臨床上院内感染として知られている医療関連型 MRSA（HA-MRSA, 

healthcare-associated MRSA）、市中又は外来患者から検出される市中獲得型 MRSA

（CA-MRSA, community-acquired MRSA）3)、そして、主に養豚などで検出される家畜

関連型MRSA（LA-MRSA, livestock-associated MRSA）に大別される。 MRSAはメチ

シリン感性黄色ブドウ球菌（MSSA, methicillin-susceptible Staphylococcus aureus）の

染色体上に外来性にmecA遺伝子を獲得することで、mecA遺伝子産物である penicillin-

binding protein 2’（PBP2’）を産生する。PBP2’はβ-ラクタム系薬との親和性が低いため、

MRSA はほぼ全てのβ-ラクタム系薬に対する耐性を示す。mecA は発現調節遺伝子や組

換えに関わる遺伝子を含む staphylococcal cassette chromosome mec（SCCmec）カセッ

トに存在し、染色体上に組み込まれている。 

SCCmec は現在 15 種類のタイプが存在することが報告されている 4)。そのうち、

SCCmec XI型はmecCを保有し、LA-MRSAとして初めて報告された 5)。SCCmec I型、

II型、III型が HA-MRSAに多く、IV型と V型は CA-MRSAに多いとされてきた。日本

検査方法 検査材料 

分離・同定による黄色ブドウ球菌の検出かつ次のいずれかを満たす

ことを確認 

ア. オキサシリンのMICが 4 µg/mL以上 

イ. セフォキシチンの MIC が 8 µg/mL 以上、又はセフォキシチン

の感受性ディスク（ＫＢ）の阻止円の直径が 21 mm以下 

血液、腹水、胸水、

髄液、その他の通

常無菌的であるべ

き検体 

分離・同定による黄色ブドウ球菌の検出かつ分離菌が感染症の起因

菌と判定されることに加え、次のいずれかを満たすことを確認 

ア. オキサシリンのMICが 4 µg/mL以上 

イ. セフォキシチンの MIC が 8 µg/mL 以上、又はセフォキシチン

の感受性ディスク（ＫＢ）の阻止円の直径が 21 mm以下 

喀痰、膿、尿、そ

の他の通常無菌的

ではない検体 
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国内において、従来 SCCmec II型はHA-MRSA、SCCmec IV型は CA-MRSAに関連し

ているとされてきた 6)。しかし、近年は疫学的にHA-MRSAであっても、従来 CA-MRSA

に多い SCCmec IV 型などの MRSA が院内で増加してきており、従来の傾向は変化して

きている 7), 8)。 

 

3. 検査法 

3.1. 選択培地を用いたMRSAの分離 

MRSAの分離にはMRSA選択培地を使用する。SCCmec IV型等のMRSAの中にはオ

キサシリン（MPIPC）に感性の株が多く、MPIPCを選択薬として用いた培地では発育し

ないことがある。このため、MPIPC感性株の発育に配慮した培地としてセフォキシチン

（CFX）を選択薬として用いられることが多く、CFX 又はセファマイシン系選択薬を含

む選択培地・発色基質培地が広く用いられる。代表的なものとして、MS-CFX 寒天培地

（島津ダイアグノスティクス）、ChromID MRSA（ビオメリュー）、CHROMagar MRSAII

寒天培地（ベクトン・ディッキンソン）、MDRS-K寒天培地（極東製薬）、クロモアガー

MRSA（関東化学）がある。 

3.2. 薬剤感受性試験 

  本マニュアルでは日常細菌検査においてMRSAを鑑別する主な薬剤感受性試験とし

て、ディスク拡散法と微量液体希釈法について記載する。MRSA鑑別法に使用する薬剤

は、CLSI9)に準拠し、ディスク拡散法では CFX、微量液体希釈法ではMPIPC及び CFX

を用いる。 

微量液体希釈法で使用する陽イオン調整ミュラーヒントン液体培地（CAMHB, cation-

adjusted Mueller-Hinton broth）やディスク拡散法で使用する無添加のミュラーヒント

ン寒天培地（MHA, Mueller-Hinton agar）に発育増殖しにくい黄色ブドウ球菌（small-

colony variants等）の場合、正確な薬剤試験結果が得られないことがある 10), 11)。この

場合にはMRSAの鑑別法として、ラテックス凝集法による PBP2’の検出又は PCR法に

よるmecAの検出が有用である。ラテックス凝集法では被検菌を血液添加MHA又は血

液寒天培地に塗布して培地上に CFX 30 µg含有ディスクを置き、5% CO2環境下で 24

時間誘導培養を行った後、ディスク周囲阻止円の縁から採取した菌を使用する 9)。 
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3.2.1. ディスク拡散法によるMRSAの鑑別 9), 12) 

ディスク拡散法の接種菌液は、新鮮なコロニー(18~24時間培養)を滅菌綿棒等でかきと

り、滅菌生理食塩水に懸濁してMcFarland 0.5の濁度（約 1 x108 CFU/mL）になるよう

に、調製する（直接懸濁法）。菌液の塗布は、接種用菌液に浸した滅菌綿棒を試験管の管

壁に圧して余分な菌液を取り除き（図 1）、図 2のようにMHA表面全体に塗布出来るよ

うシャーレを回転させて 3方向から隙間を開けずに均一に塗布する。その後、CFX 30 µg

含有ディスクを培地上に配置し、33~35 ℃付近の好気的条件下で 16〜18時間培養した後、

阻止円の直径を測定して、≦21mmを耐性（MRSA）と判定する（図 3）。35℃より高い

温度で薬剤感受性試験を行うと、mecA の発現低下が原因と考えられる耐性減弱により

MRSAが検出できない場合がある。 

CLSIでは、ディスク拡散法によるMRSAの鑑別に CFXを用いることを推奨している

9),12)。以前はMPIPCが用いられ、偽陰性を示すことがあった。典型的な特徴として、mecA

遺伝子は保有するが、MPIPCのMICが低い値（通常、≦2 µg/mL）を示す「MPIPC感

性 MRSA (OS-MRSA, oxacillin-susceptible MRSA)」が挙げられる（図 4）。MPIPCの

ディスク拡散法は CFXに比べて検出能が低いため、CLSI M100-S2213)を最後に判定基準

の記述が削除された 14)。 

 

 

 

 

 

 

図 1. 余分な菌液の除き方 

 

a. 滅菌綿棒を菌液に浸す。 

¥ 

b. 試験管の内壁に綿棒を押し付

け、余分な菌液を除く。 
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図 2.ディスク拡散法における菌液の塗布方法 15)図改変 

図 4. ディスク拡散法による OS-MRSAの判定例 

図 4. ディスク拡散法による OS-MRSAの判定例 

図 3. ディスク拡散法によるMRSAの判定例 

a) 阻止円直径は 26 mm、22mm 以上のためMSSAと判定。 

b) 阻止円直径は 10 mm、21mm 以下のためMRSAと判定。 

 

a) MRSAの阻止円直径は 7 mm（MPIPC）で耐性*、16 mm（CFX）で耐性であった。 

b) OS-MRSAの阻止円直径は 15 mm（MPIPC）で感性*、20 mm（CFX）で耐性であった。 

* CLSI M100-S2213)のMPIPCディスク拡散法の判定基準を参照。 

S:感性, R:耐性

阻止円径 ≦

21 mm 

S:感性, R:耐性

阻止円径 ≦

21 mm 
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3.2.2. 微量液体希釈法によるMRSAの鑑別 9), 16) 

微量液体希釈法で MPIPC の MIC を測定する場合は、CAMHB に 2% NaCl を添加し

た感受性測定用培地を使用し、CFX の MIC を測定する場合は CAMHB を使用する。薬

剤の濃度は 2倍連続希釈系列で調整する。接種菌液は、新鮮なコロニーを滅菌生理食塩水

に懸濁してMcFarland 0.5の濁度（約 1 × 108 CFU/mL）に調製し（直接懸濁法）、各ウ

ェルの最終濃度が 5 × 104 CFU/ウェル又は 5 × 105 CFU/mL（単位に注意）になるように

分注する。例えば調製した菌液（濁度: McFarland 0.5）を 10倍希釈し、薬剤含有液体培

地を 95 µL分注した各ウェルに 5 µLずつ分注する。調製した接種菌液は 15 分以内に使

用する。33~35 ℃付近の好気的条件下で CFXは 16～20時間、MPIPCは 24時間培養後

に判定する。35℃より高い温度で薬剤感受性試験を行うと、MRSA が検出できない場合

がある。MPIPCのMICが ≧ 4 µg/mL又は CFXのMICが ≧ 8 µg/mLの場合を耐性

（MRSA）と判定する 9)。 

薬剤感受性を自動測定機器で測定する場合は、用手の微量液体希釈法で得られた結果

と異なる場合がある点に留意する 17)。 

 

3.3. PCR法によるmecA及びmecCの検出 

PCR法に使用する鋳型 DNA は、被検菌を滅菌蒸留水に懸濁して McFarland 0.5 の濁

度になるように調製し、100℃で 10分間加熱処理後、13,000 rpmで 5分間遠心した上清

から得る。DNA の溶出量が少ない場合、滅菌蒸留水 100 µL にリゾスタフィンを最終濃

度 5 µg/mL 18)になるように添加し、寒天培地で培養した被検菌をMcFarland 0.5の濁度

になるように懸濁する。懸濁した溶液を 37℃で 30分から 1時間インキュベートし、100℃

で 5分間加熱すると十分量の DNAが溶出される。リゾスタフィンの最終濃度は、菌の溶

菌度合いに応じて 5〜50 µg/mLで適宜調整する。 

各種遺伝子の陽性コントロール株は、薬剤耐性研究センター  薬剤耐性菌バンク

（JARBB, Japan Antimicrobial Resistant Bacterial Bank）にて、MRSA SCCmecパネ

ルから取得できる。詳細はホームページ 19)を参照されたい。 

mecA, mecC, nuc を検出するためのプライマーを以下に示す。黄色ブドウ球菌が共通

して保有する nucを検出するプライマーペアと、mecA又はmecCを検出するプライマー



9 

 

ペアを組み合わせた 2種類のデュプレックス PCR（nuc+mecA, nuc+mecC）用にデザイ

ンされている。 

Gene Oligonucleotides sequence (5’-3’) PCR産物サイズ 

mecA TGCTATCCACCCTCAAACAGG 

AACGTTGTAACCACCCCAAGA 

286 bp 20) 

mecC GATAACTCTCGCAAAACATAACG 

CGTCATTGGCGGATCAAAC 

224 bp 21) 

nuc※ CTAAGTAGCTCAGCAAATGCATC 

AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 
405 bp 22)改変 

※nuc（nuclease）遺伝子は黄色ブドウ球菌の陽性コントロールとして使用. コアグラー

ゼ陰性ブドウ球菌（Coagulase negative Staphylococcus, CNS）では増幅が認められな

い。 

PCR条件 

94℃ 3 min  

94℃ 30 sec 

55℃ 30 sec   30 cycles  

72℃* 30 sec 

72℃*  3 min   *使用する taq によっては 68℃ 

 

アガロース電気泳動の例を以下に示す。 

** MRCNS（methicillin-resistant CNS） *** CNS（Coagulase negative Staphylococcus） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

← 405 bp 

← 286 bp 

500 bp → 

1 kbp → 

100 bp → 

2% agarose gel 

mecAの検出 

2% agarose gel 

500 bp → 

1 kbp → 

100 bp → 

← 405 bp 

← 224 bp 

mecCの検出 
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3.4. 発育不良・栄養要求性変異株（small-colony variants）への対応 

 Small-colony variants（SCVs）は、通常の株に比べて増殖速度が遅く、微小コロニー

を形成する表現型変異株である。分離培養時の見落とし、誤同定又は薬剤感受性試験の不

成立につながることがあり、持続感染や再発性感染に関与する場合もあるため留意する 10)。 

 黄色ブドウ球菌が血液寒天培地上で微小、非色素性又は非溶血性のコロニーを形成する

場合、SCVsの可能性を考慮する。MHA又は CAMHBで発育不良を示す場合にも同様に

SCVs を考慮する。SCVs を確認する方法として、ヒツジ血液寒天培地等での継代培養、

大小のコロニーの性状比較、チミジン、ヘミン若しくはメナジオン等の栄養要求性又は炭

酸ガス依存性を確認する方法がある 10), 11)。菌種の同定には MALDI-TOF MS 又は PCR

法を、メチシリン耐性の確認には 3.2に記載した PBP2’ラテックス凝集法又は 3.3に記

載したmecA若しくはmecCの PCR法を、必要に応じて利用する。 

 SCVsでは通常の薬剤感受性試験が成立しない場合がある。その場合、ヒツジ血液添加

MHA又は 5% CO₂環境下での検査を検討する。ただし、標準法と異なる条件で得られた

結果は参考値として取り扱う。施設内での対応が困難な場合には、国立健康危機管理研究

機構 薬剤耐性研究センター等に詳細な解析を依頼する。 

 

4. 分子疫学解析 

MRSA の集団感染が疑われる場合は PFGE 解析を実施することがある。黄色ブドウ球

菌の細胞壁はリゾチームではほとんど消化されないため、菌をアガロースに包埋する際に

リゾスタフィンを 5 µg/100 µL濃度で混合する。アガロースブロックはリゾスタフィンを

1 µg/100 µL濃度に加えた 0.5 M EDTA pH8.0中で 37℃、4時間インキュベートした後、

proteinase K処理する。制限酵素は SmaIを用いる。約 500 kbpまでのバンドおよそ 20

本程度からなる電気泳動パターンが得られる。電気泳動プログラムとしては、CHEF 

Mapper （BioRAD）の組み込みプログラムの場合は、6 V/cm、パルス角度 120度、5.3

～34.9 sec、20 hである。MRSAの PFGEパターンは比較的安定な傾向にあり、集団感

染の場合バンドパターンはほぼ一致することが多い。 

PFGE に代わる手法として、ゲノムデータを元に SCCmec 型の遺伝子配列も考慮して

考案された PCR-based ORF Typing（POT）法が用いられている。Cica Geneus Staph 
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POT kit（黄色ブドウ球菌用）（関東化学）では PFGEとほぼ同等の結果が得られる 23)。

近年は、PFGEや POTに加えて、全ゲノム解析（WGS）による高解像度な株間比較が集

団感染調査に用いられることがある。WGSは PFGEよりも高い識別能を有し、従来法で

は区別困難な伝播イベントの推定に有用である。 

WGS データを用いた SCCmec 型別には、SCCmecFinder24)や sccmec25)などの解析ツ

ールが利用できる。新規型が疑われる場合には、International Working Group on the 

Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome Elements（IWG-SCC）の分類

基準 4)に基づいて評価する。 
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主な改訂履歴 

 

改訂版 改訂項目 改訂内容 

H24年 12月 薬剤耐性菌マニュアル全体 全面改訂 

H28年 12月 メチシリン耐性機構と検査法 文章追加、参考文献追加 

R6年 3月 

 

マニュアル全体 文章全面改訂 

病原体検出マニュアル薬剤耐性

菌から分離 

R8年 8月 

 

マニュアル全体 

 

 

文章全面改訂 

 

届出のために必要な検査所見と

検査法変更に伴う検査法の一部

修正 


