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研究成果の概要（和文）：抗生物質耐性菌対策として，医療/畜産/環境を一体として取り組むワンヘルス・アプ
ローチが有効である。低頻度の耐性菌を効率よく環境試料から釣菌するために，選択剤を培地にMIC(最小発育阻
止濃度)より大幅に低い濃度で添加釣菌し，その後，釣菌株の性質を加味して定量する方法を試みた。下水処理
水中の大腸菌のうち基質拡張型β-ラクタマーゼを産生する菌の比率は約5％であり，臨床分離株よりも比率が低
かった。カルバペネム耐性腸内細菌科細菌を分離するためには，Stenotrophomonas maltophiliaの妨害を避ける
工夫が必要であった。膜分離による排水処理は耐性菌，耐性遺伝子双方の抑制に有効であった。

研究成果の概要（英文）：The importance of "One health approach" interconnecting human, animal, and 
environmental health has been recognized. An efficient detection and isolation method for resistant 
bacteria with low incidences in the environment was examined by using agar plates containing 
considerably lower concentrations of antibiotics than MIC breakpoints. The ratio of extended 
spectrum β-lactamases (ESBL) producing Escherichia coli in treated wastewater at 11 different 
locations was approximately 5%, which was lower than the ratio for clinical isolates. It is 
essentially important to exclude the effect of the presence of Stenotrophomonas maltophilia for the 
quantification of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE). Membrane bioreactor in wastewater 
treatment had advantages for the reduction of not only antibiotic-resistant bacteria (ARB) but 
antibiotic-resistant genes (ARG).

研究分野： 工学(環境衛生工学)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤耐性の問題は，今後の細菌感染症治療の上で，大きな障害になると予想されている。また，外来患者の耐性
菌保有率が高くなってきていることから，この問題が院内感染だけの問題でないことも明らかである。本研究
で，医療-環境-畜産を一体としてモニタリングする手法を開発し，その相互の耐性菌比率を比較することによ
り，耐性菌の広がりに対する環境の役割を明らかにすることができた。また，2020年の新型コロナウイルス感染
でも明らかになったが，検査対象に依存しないモニタリングとなる下水中の病原体モニタリング手法の確立は，
今後の感染症でも流行の広がりやピーク予測に有効に機能することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 抗生物質(合成抗菌薬を含む)が細菌感染症の治療に用いられるようになって，すでに 100 年近
い歴史がある。抗生物質の使用により感染症による死亡は大きく減少したが，抗生物質が効かな
い細菌(薬剤耐性菌)の広がりが生じることになった。これまで，つぎつぎに抗菌スペクトルの広
い抗生物質が発見，もしくは，新規に合成され，薬剤耐性菌の広がりに対抗してきたが，新しい
抗生物質の開発が近年鈍化してきている。 
 WHO(世界保健機関)は耐性菌コントロールを 2011 年頃から大きな課題としてとりあげ，それ
を受けて，2013 年には主要 8 か国首脳会議(G8)で，薬剤耐性の脅威に関する共同声明が採択さ
れ，わが国でも 2016 年に「薬剤耐性(AMR)対策アクションプラン」がまとめられた。医療/畜産
/環境を一体として取り組むワンヘルス・アプローチが提唱されている。こうした流れを受け，
環境中の薬剤耐性菌や耐性遺伝子の存在，また，その水環境システム(上下水道処理プロセスな
ど)における挙動が注目されてきた。 
 
２．研究の目的 
 人用抗生物質は，畜産用抗生物質よりも使用量が少ないが，耐性菌の存在が感染症治療の
支障に直結しやすい。第一に，本研究では，臨床で問題となっている基質拡張型β-ラクタ
マーゼ産生大腸菌やカルバペネム耐性腸内細菌科細菌を対象にそのモニタリング手法(選択
培養方法，定量的耐性菌比率測定方法)を明らかにする。第二に下水処理水や環境水に含ま
れるこれら大腸菌などの指標細菌に占める薬剤耐性菌の比率を定量的に明らかにする。第
三に，排水処理システムにおける薬剤耐性菌や薬剤耐性遺伝子の挙動について検討する。こ
うした検討により，薬剤耐性菌の自然環境-病院間での移動経路を明らかにする。また，薬
剤耐性菌の伝播リスク制御のかなめとしての下水道の役割を再評価する。 
 
３．研究の方法 
 多摩川河川水，淀川河川水，神奈川県内河川，本学の廃水処理施設，関東地方の下水処理
場の最初沈でん池上澄及び放流水を対象に，大腸菌およびそれに類縁の腸内細菌科細菌を
特定酵素基質培地上で培養した。また，低頻度で存在するヒト用抗生物質に対する耐性菌を
効率よく釣菌するために，培地に直接，セフォタキシムやメロペネムなどの選択剤を添加し
て釣菌する方法を検討した。数段階の濃度で選択剤を添加した培地上に生じるコロニー数
を選択剤なしの培地上に生じるコロニー数で割り，耐性菌比率とした。また，得られた菌株
の菌種を 16S rRNA 遺伝子の全長シーケンスから同定した。 
 
４．研究成果 
 2 種類の特定酵素基質培地を使用した場合を比較すると，クロモアガーECC 培地はクロ
モカルト培地よりも大腸菌の選択特異性が高く，大腸菌以外の細菌を比較的排除できるこ
とから，大腸菌や薬剤耐性大腸菌を釣菌するうえでクロモアガーECC 培地は優れていた。
まず，カルバペネム耐性腸内細菌科細菌(CRE)を選択培養するために，クロモアガーECC 培地
にメロペネム(MPM)を添加して選択圧を加えて培養する方法を検討した。この方法では，
Escherichia coli(大腸菌)はほとんど見いだされず，他の腸内細菌科細菌もほとんど釣菌されな
かった。一方， 腸内細菌科以外の細菌である Stenotrophomonas maltophilia が多数分離さ
れ，ほかに，Acinetobacter baumannii ， Pseudomonas aeruginosa などカルバペネム耐
性が臨床で広がっているとされる菌種が環境からも分離された。とくに，カルバペネムに対
して自然耐性を持つ Stenotrophomonas maltophilia の存在は，メタロβラクタマーゼをコ
ロニー付近に分泌することによって，培地の選択圧を減少させ，この方法での CRE の分離
を著しく妨害することが明らかになった。実際に腸内細菌特有の rplP 遺伝子を保有してい
る株は，釣菌されたカルバペネム耐性菌のうち， 44%(37℃培養株)に過ぎなかった。そこ
で，高温培養法(42℃培養)を検討したところ，rplP 遺伝子保有率は 78%(42℃培養株)に向上
し，培養温度を 37℃から 42℃にすることでメタロβ-ラクタマーゼ産生菌の分離率が 55%
～50%にまで 減少し，同酵素を保有する Stenotrophomonas maltophilia の生育を抑制す
ることができた。高温培養で得られるカルバペネム耐性腸内細菌の菌種は， Klebsiella 属，
Enterobacter 属，Escherichia/Shigella 属など CRE であった。種レベルでは，臨床分離株
の報告例と傾向が異なり，菌種同定方法の影響や下水で集められる菌種の偏りの影響が示
唆された。 
 一方，培地にセフォタキシム(CTX)を添加することにより，基質特異性拡張型β-ラクタマ
ーゼ(ESBL)産生大腸菌の培養を試みた。コロニー形成速度を調べたところ，抗生物質を含
まない ECC 培地上では 1 日の培養で最終形成コロニー数の 86%-92%(大腸菌)および 81-
87%(大腸菌群)が生育したのに対し，CTX を 4 μg/ml で添加した場合にはそれぞれ 94%(大
腸菌)および 65%(大腸菌群)となり，大腸菌以外の腸内細菌科細菌のコロニー形成速度がセ
フォタキシムの添加により抑制されるものの大腸菌は 1 日での培養がおおむね可能とみら
れた。さらに，河川水サンプルに含まれる耐性菌の定量方法として，耐性遺伝子量を定量的
PCR によって定量する方法を試みたところ，各 ESBL 産生遺伝子量は ybbW （大腸菌）、
rplP（腸内細菌科）の遺伝子量よりも多く、大腸菌群以外の菌種によって ESBL 産生遺伝
子が保持されていることが明らかになった。CTX を 4 μg/ml 添加した培地で得られるコロ



ニー数は全大腸菌の約 4%であり，これは，無添加の培地に生育する 1 株 1 株の大腸菌に対
して，MIC 試験を行い CTX 濃度 64 μg/ml 以上の MIC を耐性菌とみなした場合の比率と
等しかった。CLSIの基準にしたがいMIC 4 μg/ml以上をCTX耐性菌とみなす場合にCTX
耐性菌を環境中から釣菌するには，CTX 添加濃度は，MIC より大幅に低い 0.25 μg/ml が
適切であることを見出した。 
 CTX 耐性大腸菌では，β-ラクタム以外にフルオロキノロン系やアミノグリコシド系抗生
物質に対しても耐性を持つ割合が，感受性の大腸菌よりも 2～7 倍程度多く，多剤耐性菌の
割合が高いことがわかった。一般に ESBL 産生大腸菌がフルオロキノロンにも耐性を持ち
やすいことは，臨床分離菌に対する研究でも広く知られており，環境分離菌でもそのことが
確かめられた。この結果から，β-ラクタムに対する耐性とフルオロキノロンに対する耐性
が独立に個々の病院や個々の下水処理施設で細菌に獲得され，そうした耐性菌が下水道か
ら環境へ放流されていると考えることは適切ではなく，ST131 など世界的な臨床での流行
株を下水道が収集しているに過ぎないことが示唆される。 
 関東地方の 11 か所の下水処理場の処理水 16 サンプルに対して，カルバペネム耐性腸内
細菌，および，ESBL(基質特異性拡張型 βラクタマーゼ)産生大腸菌の調査をおこない，そ
れらの選択的培養の方法の検討，耐性菌比率，取得菌株の特徴を調べた。処理水に残留塩素
が検出される大腸菌濃度の低い 4 処理場を除いて，下水処理場の放流水に含まれる大腸菌
の濃度範囲は，15 CFU/mL～140 CFU/mL となった。そのうち，CTX 耐性大腸菌(培地へ
の CTX 添加濃度 0.25 μg/ml，MIC 4μg/ml 相当)の割合は 3.5％～8.9％で，その 87%に
ESBL 産生能があった。得られた ESBL 産生菌割合はその流域での健常者を含めた腸内環
境の平均値と考えられ，臨床分離株での耐性菌分離比率に比べて低かった。下水処理施設に
おいて，耐性菌のみが選択的に生き残っている可能性は低く，病院排水などの耐性菌比率の
高い排水が健常者の排水によって希釈され，非選択的な大腸菌の除去や不活化を処理施設
で受けたあと，下水処理水に一部の大腸菌や耐性大腸菌が残留していることが示唆された。
一方，各処理水における 37℃48 時間培養で得られる腸内細菌のうちカルバペネム耐性菌
数は，菌数が少なく定量性の低い 4 処理場を除いて，0.033％～6.58％であった。ただし，
それらには，自然耐性菌である Stenotrophomonas maltophilia が含まれていると考えられ
た。  
 神奈川県内の河川において，環境水中の ESBL 産生大腸菌について，その存在割合，菌
種，経年変化を調べた。大腸菌釣菌株のすべてが 16S rRNA 解析で Escherichia/Shigella
属であり，特定酵素基質培地による菌種選択性は良好であった。アンピシリン，テトラサイ
クリン，スルファメトキサゾールなど古典的な抗生物質への耐性菌が主体の河川(畜産など
に由来する大腸菌が多いと推定される河川)では，耐性率は，10 年前の調査と比べて減少し
た。人用の抗生物質に対する耐性菌の見られる河川(下水処理水などヒトに由来する大腸菌
が多いと推測される河川)においては，古典的な抗生物質に対する耐性率は 10 年前の調査
に比較し減少していたが，第 1～第 3 世代のセファロスポリン薬などヒト用抗生物質に対す
る耐性は，横ばいかむしろ増加していた。以上から，10 年間での河川水中大腸菌の耐性プ
ロファイルの変化が明らかになった。 
 野外の鳥類の糞便に含まれる大腸菌の耐性を調べた。ハトの糞便中の大腸菌では，ヒト用の抗
生物質に対する耐性はもちろん，アンピシリンやテトラサイクリンといった古典的な抗生物質
に対する耐性菌もほとんど見つからなかった。カモのほうがやや耐性菌比率が高く，それぞれの
鳥の生活圏の違いをあらわしていると考えられた。 
 膜分離法による排水処理によって，薬剤耐性菌や薬剤耐性遺伝子を高度に処理した処理水を
得るための基礎実験を行った。0.4μm あるいはそれ以上の孔径を持つ膜で活性汚泥を分離した
場合には，常に透過側に細菌が検出されたが，0.2μm の孔径の分離膜を用いた場合には，散発
的に透過側に細菌が検出された。膜分離によって得られた処理水に含まれる 16S rRNA 遺伝子の
濃度は，遠心分離上澄水に含まれる同遺伝子濃度の 1/5～1/500 であり，膜分離法は従来の排水
処理方法に比較して，薬剤耐性菌，薬剤耐性遺伝子の双方の抑制が可能であることが示唆された。 
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