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I．成果の概要  

課題名 5F-2005 環境中における薬剤耐性遺伝子の伝播ポテンシャルと伝達機構の解明 

課題代表者名 西山 正晃 （山形大学農学部 食料生命環境学科 エコサイエンスコース 准教授） 

 

重点課題  主：【重点課題⑮】化学物質等の包括的なリスク評価・管理の推進に係る研究 

 

副：【重点課題⑯】大気・水・土壌等の環境管理・改善のための対策技術の高度化及び

評価・解明に関する研究 

 

行政要請研究テーマ（行政ニーズ）  「非該当」 

 

研究実施期間 令和２年度～令和４年度 

  

研究経費  

15,291千円（合計額） 

（令和2年度：5,097千円、令和3年度5,097千円、令和4年度：5,097千円）                    

 

研究体制 

（サブテーマ１）環境中における薬剤耐性遺伝子の伝播ポテンシャルと伝達機構の解明（山形大

学） 

「他のサブテーマはない。」 

 

研究協力機関 

「研究協力機関はない。」 

 

本研究のキーワード 薬剤耐性菌、耐性遺伝子、水環境、伝播ポテンシャル、ゲノムタイピング 

 

１． はじめに（研究背景等） 

薬剤耐性菌と耐性菌に関連する耐性遺伝子の存在は21世紀における人類の公衆衛生を脅かす問題で

ある。WHO（世界保健機関）は2015年に「薬剤耐性に関するグローバルアクションプラン」を策定し、

加盟国に自国の薬剤耐性菌への行動計画を求めている。現状のまま何も対策が講じられず、薬剤耐性菌

が世界中で拡大すると想定した場合、2050年には薬剤耐性菌が原因となる死者数が1,000万人に、経済的

な損失は1兆5000億ドルに達

すると見積もられている（図-

0.1）。我が国においても2016

年から2020年にかけての厚生

労働省が主体となって「薬剤

耐性（AMR））対策アクション

プラン」が策定され、主要な細

菌の薬剤耐性率の低減が成果

目標として設定されている。

したがって、拡大する薬剤耐

性菌に関する正確な情報の蓄

積とその情報に基づいた対策

の考案は極めて重要な地球規

 

図-0.1 薬剤耐性菌による死者数と経済損失の予測  

（The Review on Antimicrobial Resistance, Tackling drug-resistant 

infections globally, 2016.から抜粋） 
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模の課題である 

 薬剤耐性菌の発生事例は、病院，畜産場および養魚場といった抗菌薬を使用する施設で多数報告され

ている。特に病院では院内感染の発生によって度々問題となっているため、耐性菌に関する広域的なサ

ーベイランスが世界各国で実施しされており、その情報が蓄積されている。上述した我が国のAMRアク

ションプランでも、医療分野と畜産分野で抗菌剤の使用削減量や薬剤耐性菌率の成果目標値が定められ

ているものの、環境分野を対象とした成果目標は存在していない。特に、様々な薬剤や耐性菌を含む排

水が最終的に流入する水環境は、薬剤耐性菌が拡大するリザーバーとなっている可能性が指摘されてお

り（図-0.2）、薬剤耐性菌の拡大を抑制するためにも、水環境における薬剤耐性遺伝子の伝播メカニズ

ムを明らかにすることが重要である。 

 

２．研究開発目的 

上述の通り、薬剤耐性菌への対策は喫緊の課題であるにもかかわらず、環境中の薬剤耐性菌に関す

る情報は乏しく、薬剤耐性菌の耐性遺伝子の伝播に関する情報は特に不足している。そこで上記に挙げ

た重要課題の解決に向けて、以下の3つの研究目的の遂行が必要であると考えた。 

① 日本の主要河川を対象とした薬剤耐性菌の分布調査 

② in vitro伝達実験を用いた耐性遺伝子の伝播ポテンシャルの評価実験 

③ 全ゲノム解析を利用した薬剤耐性菌の伝播機構の解明 

 

３．研究目標 

 

全体目標 日本の水環境における薬剤耐性菌の分布を明らかにし、薬剤耐性遺伝子が

環境中で伝播するポテンシャルとその伝達機構を解明する。 

サブテーマ１ 環境中における薬剤耐性遺伝子の伝播ポテンシャルと伝達機構の解明  

実施機関 西山正晃/山形大学 

目標 サブテーマ1を達成するために、以下の①から③の目標を達成する。 

① 日本の主要河川（3〜5 地点）を対象に水環境中での薬剤耐性菌（大腸菌

と腸球菌）の汚染・拡散状況を調査し、分子生物学的アプローチによっ

て空間的な拡散ルートを明らかにする。  

② 環境を模擬した in vitro 伝達実験から測定した伝播率から、水環境中で

の耐性遺伝子の伝播ポテンシャルを推定する。  

③ 耐性菌が発生すると認識されている哺乳類の腸管内とは全く異なる水

環境中での薬剤耐性遺伝子の獲得・伝播メカニズムを解明する。  

 

図-0.2 薬剤耐性菌の発生と拡散のイメージ（左図）と水環境における問題点（右図） 
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４．研究開発内容 

研究項目①：日本の主要河川を対象とした薬剤耐性菌の分布調査 

薬剤耐性菌の分布調査は、水環境におけるふん便指標細

菌である大腸菌と腸球菌を対象に、耐性菌の調査を実施し

た。大腸菌では基質特異性拡張型βラクタマーゼ（extended-

spectrum β-lactamase，ESBL）産生大腸菌を、腸球菌ではバン

コマイシン耐性腸球菌（vancomycin-resistant enterococci，

VRE）を対象とした。調査は、山形県内の一級河川である赤

川とその対象河川である最上川を選定した毎月のモニタリ

ング（図-1.1）と、東北地方を流下する8つの一級河川（阿

武隈川：AB、名取川：NT、北上川：KK、馬淵川：MB、岩

木川：IW、雄物川：OM、最上川：MG、赤川：AK）を対象

とした広域調査を行った。 

両細菌の耐性菌であるESBL産生大腸菌とVREはスクリ

ーニング培地を用いて水試料から分離した。併せて、ふん便

汚染の指標細菌である大腸菌と腸球菌の計数を行った。ふ

ん便指標細菌と耐性菌の計数は、メンブランフィルター法

によって測定した。単離した菌株については両者の特異遺

伝子の検出と16S rRNA遺伝子の配列情報に基づき細菌種を

同定した。大腸菌と腸球菌に対して使用される有効な抗菌

薬をCLSIのからそれぞれ18種類と12種類選定し、薬剤感受

性試験によって薬剤耐性を評価した。また、ESBL産生大腸

菌に関しては、ダブルディスク法を採用し、ESBL確定試験を行った。 

単離・同定された菌株に対して、主要な薬剤耐性遺伝子をPCR法によって検出した。ESBL産生大腸菌

と確定できた株は、ESBL産生遺伝子であるβラクタマーゼ（bla）計21遺伝子を選択した。VREではバン

コマイシン耐性遺伝子であるvanA、vanB、vanC1、ならびにvanC2/C3の4種類とした。 

 

研究項目②：in vitro伝達実験を用いた耐性遺伝子の伝播ポテンシャルの評価実験 

本研究項目では、環境中でVREとESBL産生大腸菌がグラム陽性細菌またはグラム陰性細菌へ耐性遺伝

子の伝播ポテンシャルを定量的に評価した。伝播ポテンシャルは様々な条件下におけるin vitro 伝達実験

によって受容菌株の菌数に対する耐性遺伝子が伝播した菌株（接合完了体）の菌数を測定して伝播率を

求め、そこから伝播ポテンシャルを推定した。伝播率の測定には細菌学分野で採用されているFilter 

mating法とBroth mating法を応用し、寒天培地上と液体培地中で実施する。環境条件として、菌体が分散

している状態として都市河川水、菌体が集密する環境として河川底質と活性汚泥において実施する。ま

た、モデル細菌には腸球菌（グラム陽性菌）と大腸菌（グラム陰性菌）を使用する。環境中を模擬した

in vitro伝達実験を行い、耐性株から感受性株（耐性を持たない菌株）に薬剤耐性能が伝達するか否かを

評価する。伝達する場合は、環境中での伝播率を定量評価する。  

グラム陽性細菌には腸球菌種を使用し、供与菌には、異なる4種類のバンコマイシン耐性遺伝子を保有

したVREを8株用意した（vanA：4株、vanB：2株、vanC：2株）。受容菌には、以前の研究で作成したE. 

faecalis、E. faeciumの2種に、2種類の耐性遺伝子マーカーを導入した菌株を作成した。加えて、標準株と

してE. faecalis OG1RF株を合わせた3種類を採用した（表-1.2）。グラム陰性細菌には、腸内細菌科細菌

を使用し、供与菌には、研究項目①で最も検出頻度が高かったESBLのCTX-M型を採用し、異なる3つの

サブタイプ（blaCTX-M-15 (group 1)、blaCTX-M group 2、blaCTX-M group 9）を使用した。受容菌には標準株として

NBRC3301に2種類の耐性遺伝子マーカーを導入した菌株を作成した（表-1.3）。 

 各条件で培養した後、受容菌、供与菌、および耐性遺伝子が伝播した接合完了体のコロニー数を計数

 

図-1.1 山形県内の赤川と最上川にお

ける調査地点とその周辺の土地利用図

（（赤：市街地，黄色：農地，緑：森

林，青：水域） 
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することによって、伝播ポテンシャルを評価した。計数には、受容菌、供与菌、および接合完了体のそ

れぞれに対応した抗菌薬含有BHI培地を作製し、計数した。各各条件の培地に段階希釈した試料100 μL

を滴下し、コンラージ棒を用いて塗沫した後、37°Cで48時間培養した。培養後、生育したコロニーを

計数した。薬剤耐性遺伝子の伝播率は、受容菌に対する接合完了体の比によって評価した。 

 

表-1.2 バンコマイシン耐性遺伝子の伝播ポテンシャルに用いた菌株情報 

  耐性遺伝子 菌株名 腸球菌種 単離起源 

供与菌

（Donor） 

vanA 

NCTC12201 E. faecalis 標準株 

NCTC12202 E. faecium 標準株 

HC-1 E. faecium 外国産鶏肉 

507W2-VRE-R3 E. faecium 下水 

vanB 
ATCC51299 E. faecalis 標準株 

ATCC51858 E. faecium 標準株 

vanC1 ATCC49753 E. gallinarum 標準株 

vanC2/C3 ATCC700327 E. casseliflavus 標準株 

受容菌 なし 

 

E. faecalis** 河川 

（Recipient）* なし 

 

E. faecium** 下水 

  なし ATCC47077 E. faecalis 標準株 

*  耐性遺伝子マーカーとして、フシジン酸とリファンピシンを導入   

**環境から分離した腸球菌の中で抗菌薬に耐性を持たなかった菌株を使用   

 

表-1.3 βラクタマーゼ産生遺伝子の伝播ポテンシャルに用いた菌株情報 

  耐性遺伝子 菌株名 腸内細菌種 単離起源 

供与菌

（Donor） 

blaCTX-M-15 (group 1) NCTC13353 Escherichia coli 標準株 

blaCTX-M group 2 NCTC13462 Escherichia coli 標準株 

blaCTX-M group 9 NCTC13464 Enterobacter cloacae 標準株 

受容菌

（Recipient）* 
なし 

 

Escherichia coli 標準株 

*  耐性遺伝子マーカーとして、フシジン酸とリファンピシンを導入   

 

研究項目③：全ゲノム解析を利用した薬剤耐性菌の伝播機構の解明 

VREとESBL産生大腸菌を対象とした環境単離株と臨床分離株とのゲノム構造比較解析を実施した。研

究項目①で分離された耐性菌株の全ゲノムデータも随時取得する。環境分離株において薬剤耐性遺伝子

伝播に関わる遺伝子領域に関する情報を解析し、臨床由来株との比較を実施する。 

細菌のゲノムタイピング手法には、Pulsed-Field Gel Electrophoresis（PFGE）法とMulti-Locus Sequence 

Typing（MLST）法を使用した。PFGE法は菌株の染色体DNAを断片化し、そのバンドパターンを比較す

ることで細菌間の相同性を評価する手法である。同一のバンドパターンは、断片化される前の遺伝子配

列が等しい、つまり、同じ個体が起源であることを意味している。一方で、バンドパターンが不同であ

った場合、断片化される前の遺伝子配列が異なり、別々の個体が起源と判定できる6)。MLST法は、大腸

菌の生存に必要な７種のハウスキーピング遺伝子（adk、fumC、gyrB、purA、recA、icd、mdh）の配列に

基づいて、菌株の流行型を推定する手法である7)。各ハウスキーピング遺伝子についてPCRを行い、サン
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ガーシーケンス解析により塩基配列を決定した。得られた塩基配列のパターンを、データベースである

PubMLST（https://pubmlst.org/）で照合することで、菌株の遺伝子型であるSequence Typing（ST型）を同

定する。ST型が同じ菌株は起源が同じであると推定でき、また、菌株のST型をもとに世界で流行してい

る株を比較することができる。 

 

５．研究成果 

５－１．成果の概要 

拡大する薬剤耐性菌への対策は全人類が直面している喫緊の課題であるにもかかわらず、環境中

における薬剤耐性菌ならびに関連する耐性遺伝子の伝播に関する情報は不足している。そこで本研

究では、(1) 環境中における薬剤耐性菌の調査を行い、水環境中で薬剤耐性菌の実態と空間的分布状

況を調査する、(2) 環境中に排出された耐性菌が新しく耐性菌を生む（遺伝子の水平伝播）かの可能

性を定量的に評価することを目的として研究を行った。 

東北地方の河川を対象とした調査によって、大腸菌汚染の低い日本の一級河川（採水日でA類型の

環境基準を満たす）から、WHOにより危険性が高いと位置づけられるESBL産生大腸菌が検出された。

また、山形県の赤川と最上川から1年間の河川モニタリングにより、ESBL産生大腸菌108株が分離され

た。その分離株からは，21種類のESBL産生遺伝子（bla）のうち17種類が検出され，blaCTX-M-group-1（65

株）が最も多く検出された。注目すべき点は，国内型カルバペネマーゼであるblaIMP（9株）だけでな

く，国内での検出事例が少ないために海外型とされるblaKPC（7株）やblaOXA-48（3株），blaVIM（9株），

blaNDM（5株）も検出された点である。地点ごとにblaの検出数を比較すると，下水処理場の直下で分離

された株（40株）から最も多い15種類のblaが検出された。臨床に加えて市中で生活する健常者もまた，

河川に生息する耐性菌の排出源になっていることを示す結果が得られた。同期間に、単離した653株の

大腸菌のうち、薬剤耐性大腸菌（1薬剤以上に耐性を示す）は、28.6%であり、うち10%が異なる3薬剤

以上に耐性を示す多剤耐性菌であった。 

腸球菌と大腸菌をモデル細菌として、環境を模擬したin vitro伝達実験を行った結果、腸球菌ではvanA

のみ伝播が確認され、供与菌と受容菌の組み合わせによって伝播ポテンシャルが10-3～10-7での範囲で

あった。また、河川水などの液相中では伝播が確認されず菌体が集積する環境である活性汚泥中で低

確率であるが伝播が確認された（10-7）。その一方で、blaCTX-Mを保有する腸内細菌科細菌を用いた場

合は、いずれの環境を模擬した条件でも伝播が確認された（10-4～10-8）。グラム陰性細菌は、グラム

陽性細菌と比較して、耐性遺伝子を伝播する場（伝場）のポテンシャルが高いことが示された。環境

中で耐性遺伝子の伝播も十分に考えられ、特に細菌密度が高いと想定される箇所には重点的な処理が

必要であると考えられる。  

東北地方から単離したESBL産生大腸菌を対象としたゲノムタイピングとしてPFGE解析を実施した

結果、庄内地方の河川における当該耐性菌の発生源は多様で、上流の発生源から下流へ拡散している

ことが明らかとなった。分子疫学解析であるMLST解析では、世界の臨床現場で流行しているST131型

のESBL産生大腸菌が分離株の中で優占していた。ST131型のESBL産生大腸菌株は、東北地方で対象と

した8つの一級河川のうち6つから検出され、空間的に離れている場所から分離されたことは、環境中

へ臨床で問題となる耐性菌が拡散していたことを示す結果であった。本モニタリングによって、水環

境中に生息する耐性菌の拡散の深刻さが浮き彫りになり、WHOが主導するワンヘルスの調査に役立つ

重要なデータが得られた。 
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５－２．環境政策等への貢献 

＜行政等が活用することが見込まれる成果＞ 

我が国において、主要河川等の水環境に存在する腸球菌と大腸菌の何%が重要な薬剤に対して耐性

を保有しているのか、どの環境条件で薬剤耐性を獲得するのか、あるいは耐性遺伝子を伝播する可

能性はどの程度であるかなどの重要課題に対して、本研究成果に基づいて定量的な解答を得ること

が期待できる。本研究課題は行政ニーズに記載されていないが、これからの環境政策を策定する重

要な項目になると考えられる。分布調査に基づく情報は、日本国内の薬剤耐性対策アクションプラ

ンを作成する際に、環境分野の成果目標値としても利用できることが期待される。また、水環境に

おける耐性菌の薬剤耐性獲得・伝播機構が解明できれば、薬剤耐性菌の拡散防止対策の考案（該当

する施設の消毒・衛生管理等の改善策）にも繋がり、我々の生活環境における公衆衛生の向上に大

きく貢献できる。 

 

５－３．研究目標の達成状況 

 

全体目標 目標の達成状況 

日本の水環境における薬剤耐性菌の分布を明らか

にし、薬剤耐性遺伝子が環境中で伝播するポテン

シャルとその伝達機構を解明する。 

目標どおりの成果をあげた。 

水環境を対象とした耐性菌のモニタリング調査を

行い、東北地方における耐性菌のまん延状況を明

らかにした。環境中で薬剤耐性遺伝子の伝播可能

性をin-vitro伝達実験で評価した結果、細菌濃度の

高い集積する環境では、耐性遺伝子が伝播するポ

テンシャルがあることを示した。 

 

サブテーマ１目標 目標の達成状況 

サブテーマ1を達成するために、以下の①から③

の目標を達成する。 

① 日本の主要河川（3〜5 地点）を対象に水環境

中での薬剤耐性菌（大腸菌と腸球菌）の汚染・

拡散状況を調査し、分子生物学的アプローチ

によって空間的な拡散ルートを明らかにす

る。 

 

② 環境を模擬した in vitro 伝達実験から測定し

た伝播率から、水環境中での耐性遺伝子の伝

播ポテンシャルを推定する。 

 

③ 耐性菌が発生すると認識されている哺乳類の

腸管内とは全く異なる水環境中での薬剤耐性

遺伝子の獲得・伝播メカニズムを解明する。 

①  目標を上回る成果をあげた。 

季節変動を考慮した調査と、東北6県を対象とし

た広域調査を実施したことにより、耐性菌の汚染

状況が明らかとなった。大腸菌汚染の低い東北の

一級河川（採水日でA類型の環境基準を満たす）か

ら、WHOにより危険性が高いと位置づけられる

ESBL産生大腸菌が検出された。山形県の庄内地方

を流れる赤川と最上川から単離した653株の大腸

菌のうち、薬剤耐性大腸菌（1薬剤以上に耐性を示

す）は、28.6%であり、うち10%が異なる3薬剤以上

に耐性を示す多剤耐性菌であった。ESBL産生大腸

菌を対象としたゲノムタイピングを実施した結

果、庄内地方を河川における耐性菌の発生源は多

様であり、流域に拡散していることが明らかとな

った。確立された本モニタリング手法によって、

WHOが主導する調査に役立つ重要なデータが得ら

れた。 
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② 目標通りの成果をあげた。 

腸球菌と大腸菌をモデル細菌として、環境を模

擬したin vitro伝達実験を行った結果、腸球菌では

vanAのみ伝播が確認され、供与菌と受容菌の組み

合わせによって伝播ポテンシャルが10-3～10-7での

範囲であった。また、河川水などの液相中では伝

播が確認されず菌体が集積する環境である活性汚

泥中で低確率であるが伝播が確認された（10-

7）。その一方で、blaCTX-Mを保有する腸内細菌科

細菌を用いた場合は、いずれの環境を模擬した条

件でも伝播が確認された（10-4～10-8）。グラム陰

性細菌は、グラム陽性細菌と比較して、耐性遺伝

子を伝播する場（伝場）のポテンシャルが高いこ

とが示された。環境中で耐性遺伝子の伝播も十分

に考えられ、特に細菌密度が高いと想定される箇

所には重点的な処理が必要であると考えられる。 

 

③ 目標にはやや及ばないが、一定の成果をあげた 

ESBL産生大腸菌を対象としたゲノムタイピング

を実施した結果、庄内地方の河川における耐性菌

の発生源は多様で、季節を通して流域に点在して

おり、水環境中に生息する耐性菌の拡散の深刻さ

が浮き彫りになった。また、河川の上流で発生し

たESBL産生大腸菌は、河川の流下に伴って下流へ

流下し拡散する事が分かった。MLSTの解析で

は、世界で流行しているST131型のESBL産生大腸

菌が、空間的に離れている東北の河川から検出さ

れた。この事実は、同タイプの耐性菌が環境中の

広範囲に拡散していることを表している。また、

ST131株のような臨床で主要な流行型でない菌株

やデータベースに登録されていないESBL産生大腸

菌が環境から検出されたことは、環境中でblaが大

腸菌への伝播を示唆する発見かもしれない。  

 

６．研究成果の発表状況 

６－１．査読付き論文 

＜件数＞ 

1件 

＜主な査読付き論文＞ 

1) 森祐哉，西山正晃，米田一路，渡部徹，山形県の赤川水系から単離した大腸菌の系統発生群と

その薬剤感受性，土木学会論文集G（環境），78(7)，III_307-III_316, 2022．  
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６－２．知的財産権 

特に記載すべき事項はない。 

６－３．その他発表件数 

査読付き論文に準ずる成果発表 0 件 

その他誌上発表（査読なし） 0 件 

口頭発表（学会等） 9 件 

「国民との科学・技術対話」の実施 3 件 

マスコミ等への公表・報道等 1 件 

本研究費の研究成果による受賞 0 件 

その他の成果発表 0 件 

 

７．国際共同研究等の状況 

特に記載すべき事項はない。 

 

８．研究者略歴 

研究代表者 

西山 正晃 

    宮崎大学大学院農学工学総合研究科修了（H29.3）、工学博士、日本学術振興会特別研究

員（H27.4〜H29.3）、現在、山形大学農学部 エコサイエンスコース 准教授 
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Ⅱ．成果の詳細 

 

Ⅱ－１ 環境中における薬剤耐性遺伝子の伝播ポテンシャルの伝達機構の解明 

 

山形大学農学部 食料生命環境学科 西山 正晃 

 

［要旨］ 

拡大する薬剤耐性菌への対策は全人類が直面している喫緊の課題であるにもかかわらず、環境中にお

ける薬剤耐性菌ならびに関連する耐性遺伝子の伝播に関する情報は不足している。そこで本研究では、

(1) 環境中における薬剤耐性菌の調査を行い、水環境中で薬剤耐性菌の実態と空間的分布状況を調査す

る、(2) 環境中に排出された耐性菌が新しく耐性菌を生む（遺伝子の水平伝播）かの可能性を定量的に評

価することを目的として研究を行った。 

東北地方の河川を対象とした調査によって、大腸菌汚染の低い日本の一級河川（採水日でA類型の環

境基準を満たす）から、WHOにより危険性が高いと位置づけられるESBL産生大腸菌が検出された。ま

た、山形県の赤川と最上川から1年間の河川モニタリングにより、ESBL産生大腸菌108株が分離された。

その分離株からは，21種類のESBL産生遺伝子（bla）のうち17種類が検出され，blaCTX-M-group-1（65株）が

最も多く検出された。注目すべき点は，国内型カルバペネマーゼであるblaIMP（9株）だけでなく，国内

での検出事例が少ないために海外型とされるblaKPC（7株）やblaOXA-48（3株），blaVIM（9株），blaNDM（5

株）も検出された点である。地点ごとにblaの検出数を比較すると，下水処理場の直下で分離された株（40

株）から最も多い15種類のblaが検出された。臨床に加えて市中で生活する健常者もまた，河川に生息す

る耐性菌の排出源になっていることを示す結果が得られた。同期間に、単離した653株の大腸菌のうち、

薬剤耐性大腸菌（1薬剤以上に耐性を示す）は、28.6%であり、うち10%が異なる3薬剤以上に耐性を示す

多剤耐性菌であった。ESBL産生大腸菌を対象としたゲノムタイピングを実施した結果、庄内地方を河川

における耐性菌の発生源は多様で、水環境中に生息する耐性菌の拡散の深刻さが浮き彫りになった。

MLST解析の結果では、世界で流行しているST131型のESBL産生大腸菌が分離株の中で優占しており、

東北地方の空間的に離れている河川からも検出された。本モニタリングによって、WHOが主導するワン

ヘルスの調査に役立つ重要なデータが得られた。 

腸球菌と大腸菌をモデル細菌として、環境を模擬したin vitro伝達実験を行った結果、腸球菌ではvanA

のみ伝播が確認され、供与菌と受容菌の組み合わせによって伝播ポテンシャルが10-3～10-7での範囲であ

った。また、河川水などの液相中では伝播が確認されず菌体が集積する環境である活性汚泥中で低確率

であるが伝播が確認された（10-7）。その一方で、blaCTX-Mを保有する腸内細菌科細菌を用いた場合は、

いずれの環境を模擬した条件でも伝播が確認された（10-4～10-8）。グラム陰性細菌は、グラム陽性細菌

と比較して、耐性遺伝子を伝播する場（伝場）のポテンシャルが高いことが示された。環境中で耐性遺

伝子の伝播も十分に考えられ、特に細菌密度が高いと想定される箇所には重点的な処理が必要であると

考えられた。  

 

１．研究開発目的 

薬剤耐性菌への対策は地球規模における喫緊の課題であるにもかかわらず、環境中の薬剤耐性菌に関

する情報は乏しく、薬剤耐性菌の耐性遺伝子の伝播に関する情報は特に不足している。そこで上記に挙

げた重要課題の解決に向けて、以下の3つの研究目的の遂行が必要であると考えた。①日本の主要河川を

対象とした薬剤耐性菌の分布調査、②in vitro伝達実験を用いた耐性遺伝子の伝播ポテンシャルの評価

実験、全ゲノム解析を利用した薬剤耐性菌の伝播機構の解明。 
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２．研究目標 

 

３．研究開発内容 

研究項目①：日本の主要河川を対象とした薬剤耐性菌の分布調査 

薬剤耐性菌の分布調査は、水環境におけるふん便指標細

菌である大腸菌と腸球菌を対象に、耐性菌の調査を実施し

た。両細菌は、Centers for Disease Control and Prevention（CDC）

が定める院内感染原因菌の中でも重要な薬剤耐性菌として

知られるESKAPEグループの細菌種に該当する1)。大腸菌で

は基質特異性拡張型βラクタマーゼ（extended-spectrum β-

lactamase，ESBL）産生大腸菌を、腸球菌ではバンコマイシ

ン耐性腸球菌（vancomycin-resistant enterococci，VRE）を対

象とした。推進費への申請時は日本の全国の主要な都市河

川3〜5地点（最上川、多摩川、大淀川などを予定）を選定し、

季節性を考慮した調査の実施（計4回実施：2020年7月と10

月、2021年1月と4月を予定）を予定していたが、新型コロナ

ウイルスの影響によって当初の予定を大幅に変更した。当

初のモニタリングの目的として、①耐性菌の季節性を考慮

したモニタリング、②遺伝子解析を用いて全国での耐性菌

の空間的分部の評価であることから、以下のモニタリング

によって目的を達成することとした。①の調査目的に関し

ては、山形県内の一級河川である赤川とその対象河川であ

る最上川を選定したモニタリング調査を実施すること、②

は、東北地方に限定し、東北地方を流れる主要な都市河川（5

地点程度）を対象とすることで、調査を行った。 

①の調査は、山形県庄内地方を流れる一級河川である赤川（幹川流路延長：70. 4km、流域面積：856 

km2）と最上川（幹川流路延長：229 km、流域面積：7,040 km2）で行った。採水は赤川水系から6地点（地

点1：赤川水系大鳥川、地点2：赤川水系梵字川、地点3：大鳥川と梵字川合流地点後、地点4：下水処理

場放流前、地点5：下水処理場放流水流入後、地点6：赤川河口）と最上川河口の計7地点で行った（図-

1.1）。赤川上流の地点1と地点2の周辺の土地利用は主に山林であり、周囲に集落が形成されている。地

点3と地点6は主に畑地で、地点4、地点5、ならびに地点7は市街地に位置している。両河川が流れる鶴岡

市と酒田市の人口はそれぞれ、約130,000人と約110,000人であり、流域の排水処理施設として、下水処理

サブテーマ１ 環境中における薬剤耐性遺伝子の伝播ポテンシャルと伝達機構の解明  

実施機関 山形大学 

全体目標 日本の水環境における薬剤耐性菌の分布を明らかにし、薬剤耐性遺伝子が

環境中で伝播するポテンシャルとその伝達機構を解明する。  

目標 サブテーマ1を達成するために、以下の①から③の目標を達成する。 

① 日本の主要河川（3〜5 地点）を対象に水環境中での薬剤耐性菌（大腸菌

と腸球菌）の汚染・拡散状況を調査し、分子生物学的アプローチによっ

て空間的な拡散ルートを明らかにする。  

② 環境を模擬した in vitro 伝達実験から測定した伝播率から、水環境中で

の耐性遺伝子の伝播ポテンシャルを推定する。  

③ 耐性菌が発生すると認識されている哺乳類の腸管内とは全く異なる水

環境中での薬剤耐性遺伝子の獲得・伝播メカニズムを解明する。  

 

図-1.1 山形県内の赤川と最上川にお

ける調査地点とその周辺の土地利用図

（（赤：市街地，黄色：農地，緑：森

林，青：水域） 
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施設や、農業集落排水処理施設、浄化槽が整備されている。そのうち、最も大きいA下水処理場地点5の

直前に位置しており、約75,000人を対象とした処理能力を有し、汚水の平均日処理量は約27,000 m3/日で

ある。処理には標準活性汚泥法が採用されており、塩素消毒後の処理水が赤川に放流されている。下水

処理水放流量に対する河川流量の割合は、約0.77%（赤川の平水流量40.57 m3/sから計算）である。地点5

は、赤川の左岸側にある下水処理水放流口と同じ岸で、放流水と河川水が十分に混合したと判断できる

地点から採水した。地点7である最上川河口は感潮域であり、海水の影響を受ける地点である。この地点

7は、下水処理場の直下ではなく、河川流量に対して流域の処理水量の割合は小さいため、赤川の地点5

と比較して下水処理場の影響は明らかに小さいと考えられる。  

②の調査は、東北地方を流下する8つの一級河川（阿武隈川：AB、名取川：NT、北上川：KK、馬淵川：

MB、岩木川：IW、雄物川：OM、最上川：MG、赤川：AK）で実施した（図-1.2）。期間は2021年9月か

ら2022年9月の間で3ヶ月に1回（計4回）行った。流域面積は、阿武隈川5,276.3km2、名取川778.7km2、北

上川8,184.2km2、馬淵川2,009.6km2、岩木川1,712.3km2、雄物川4,437.5km2、最上川6,818.6km2、赤川846.3km2

である。採水は、各河川の河口から5-10km上流地点の海水による影響のない地点を選定した。  

いずれの調査も、1Lのポリエチレン瓶に河川水を採取した後、クーラーボックスに入れて研究室まで

持ち帰り、8時間以内に微生物の分析を開始した。水質分析は現地で多項目水質計（WQC-24、東亜DKK）

を使用してpH、 溶存酸素量、電気伝導度、水温、塩分濃度を測定した。 

なお、河川流域内の土地利用面積とその割合については、国土数値情報（土地利用細分メッシュデー

タ：平成28年度）（国土交通省）（https://nlftp.mlit.go.jp/ksj/gml/datalist/KsjTmplt-L03-b.html）と基盤地図

情報、数値標高モデル（10 mメッシュ）（国土地理院）（https://fgd.gsi.go.jp/download/mapGis.php?tab=dem）

のデータを使用した。 

 

図-1.2 東北地方の各河川河川における採水地点とその周辺の土地利用図  

（赤：市街地，黄色：農地，緑：森林，青：水域，灰色：その他） 

 

両細菌の耐性菌である ESBL産生大腸菌とVREはスクリーニング培地（CHROMagarTMESBL、

CHROMagarTMVRE）を用いて水試料から分離した。併せて、ふん便汚染の指標細菌である大腸菌と腸球

菌の計数をそれぞれChromocult coliform agarとmEI agarを使用して行った。ふん便指標細菌と耐性菌の計

数は、メンブランフィルター法によって測定した。単離した菌株については両者の特異遺伝子の検出と

16S rRNA遺伝子の配列情報に基づき細菌種を同定した。大腸菌と腸球菌に対して使用される有効な抗菌

薬をCLSIのからそれぞれ18種類と12種類選定し（表-1.1）、薬剤感受性試験（寒天平板希釈法、Kirby-

Bauerディスク法）によって薬剤耐性を評価した。また、ESBL産生大腸菌に関しては、ダブルディスク法

を採用し、ESBL確定試験を行った2)。 

AK MG OM KK

NT AB IW MB



 

12 

5RF-2005 

表-1.1 薬剤感受性試験に使用した抗菌薬のリスト（◯で示した箇所は使用した抗菌薬を示す） 

 

 

単離・同定された菌株に対して、主要な薬剤耐性遺伝子をPCR法によって検出した。ESBL産生大腸菌

と確定できた株は、ESBL産生遺伝子であるβラクタマーゼ（bla）計21遺伝子を選択した3)。VREではバ

ンコマイシン耐性遺伝子であるvanA、vanB、vanC1、ならびにvanC2/C3の4種類とした4)。また、PCR法に

よって大腸菌の発生起源の特徴づけとして、系統発生群解析もあわせて行った5)。 

日本の東北地方を流れる河川を対象として、広域な薬剤耐性菌の調査を実施することで、各都市に存

在する耐性菌の蔓延実態を明らかにする。高度耐性を示す菌株やユニークな耐性菌株が分離された場合、

サブテーマ②の伝播ポテンシャルの評価実験での使用やサブテーマ③での全ゲノム解析に用いる。 

 

研究項目②：in vitro伝達実験を用いた耐性遺伝子の伝播ポテンシャルの評価実験 

本研究項目では、環境中でVREとESBL産生大腸菌がグラム陽性細菌またはグラム陰性細菌へ耐性遺伝

子の伝播ポテンシャルを定量的に評価した。伝播ポテンシャルの評価には申請者がこれまでの研究で確

立した手法を用いる。伝播ポテンシャルは様々な条件下におけるin vitro 伝達実験によって受容菌株の菌

数に対する耐性遺伝子が伝播した菌株（接合完了体）の菌数を測定して伝播率を求め、そこから伝播ポ

テンシャルを推定した。伝播率の測定には細菌学分野で採用されているFilter mating法とBroth mating法

を応用し、寒天培地上と液体培地中で実施する。環境条件として、菌体が分散している状態として都市

河川水、菌体が集密する環境として河川底質と活性汚泥において実施する。また、モデル細菌には腸球

菌（グラム陽性菌）と大腸菌（グラム陰性菌）を使用する。環境中を模擬したin vitro伝達実験を行い、

耐性株から感受性株（耐性を持たない菌株）に薬剤耐性能が伝達するか否かを評価する。伝達する場合

は、環境中での伝播率を定量評価する。サブテーマ①の調査で得られる環境中での耐性菌の存在割合の

データに、伝達実験の結果を反映することで耐性菌の環境中での伝播の可能性を考察が可能となる。  

申請時当初は1年目に研究項目①を実施し、そこで分離されたVRE株とESBL産生大腸菌株を使用する

予定であったが、研究項目①を後ろ倒しにしたことにより、本実験を1年目に行った。グラム陽性細菌に

は腸球菌種を使用し、供与菌には、異なる4種類のバンコマイシン耐性遺伝子を保有したVREを8株用意

した（vanA：4株、vanB：2株、vanC：2株）。受容菌には、以前の研究で作成したE. faecalis、E. faecium
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の2種に、2種類の耐性遺伝子マーカーを導入した菌株を作成した。加えて、標準株としてE. faecalis 

OG1RF株を合わせた3種類を採用した（表-1.2）。グラム陰性細菌には、腸内細菌科細菌を使用し、供与

菌には、研究項目①で最も検出頻度が高かったESBLのCTX-M型を採用し、異なる3つのサブタイプ

（blaCTX-M-15 (group 1)、blaCTX-M group 2、blaCTX-M group 9）を使用した。受容菌には標準株としてNBRC3301に2種

類の耐性遺伝子マーカーを導入した菌株を作成した（表-1.3）。 

供与菌と受容菌をBrain Heart Infusion（BHI）液体培地にて培養し、両菌株の培養液を遠心分離後に上

澄みを捨てた後、滅菌生理食塩水にて菌体をウォッシュした。上記の作業を2回繰り返し、液体培地を完

全に除去した後、滅菌生理食塩水にて菌体濃度を108 CFU/mLに調整した。薬剤耐性遺伝子の伝播実験は、

混合比を1：1で実施した。伝播実験は、以下の6条件で実施した：Filter mating法、Broth mating法、河川

水、リン酸緩衝液（PBS）、河川底質、および活性汚泥。Filter mating法は、供与菌と受容菌の混合液を

セルロース混合エステルメンブランフィルター（直径47 mm、孔径0.45 μm、Advantec）で吸引濾過し、

BHI培地上で24時間培養した。Broth mating法、河川水、およびPBSは、供与菌と受容菌を5 mLのBHI液体

培地に接種し、 24時間培養した。河川底質は、山形県鶴岡市の赤川下流から採取した。滅菌した河川底

質の試料を5 gに供与菌と受容菌を摂取し、24時間培養した。活性汚泥は、山形県鶴岡市のA下水処理場

の活性汚泥を採取し、滅菌したものを使用した。供与菌と受容菌を滅菌した活性汚泥5 mLに接種し、24

時間培養した。 

 各条件で培養した後、滅菌生理食塩水を使用して段階希釈し、受容菌、供与菌、および耐性遺伝子が

伝播した接合完了体のコロニー数を計数することによって、伝播ポテンシャルを評価した。計数には、

受容菌、供与菌、および接合完了体のそれぞれに対応した抗菌薬含有BHI培地を作製し、計数した。各

各条件の培地に段階希釈した試料100 μLを滴下し、コンラージ棒を用いて塗沫した後、37°Cで48時間培

養した。培養後、生育したコロニーを計数した。薬剤耐性遺伝子の伝播率は、受容菌に対する接合完了

体の比によって評価した。 

 

表-1.2 バンコマイシン耐性遺伝子の伝播ポテンシャルに用いた菌株情報 

  耐性遺伝子 菌株名 腸球菌種 単離起源 

供与菌

（Donor） 

vanA 

NCTC12201 E. faecalis 標準株 

NCTC12202 E. faecium 標準株 

HC-1 E. faecium 外国産鶏肉 

507W2-VRE-R3 E. faecium 下水 

vanB 
ATCC51299 E. faecalis 標準株 

ATCC51858 E. faecium 標準株 

vanC1 ATCC49753 E. gallinarum 標準株 

vanC2/C3 ATCC700327 E. casseliflavus 標準株 

受容菌 なし 
 

E. faecalis** 河川 

（Recipient）* なし 
 

E. faecium** 下水 

  なし ATCC47077 E. faecalis 標準株 

*  耐性遺伝子マーカーとして、フシジン酸とリファンピシンを導入   

**環境から分離した腸球菌の中で抗菌薬に耐性を持たなかった菌株を使用   

 

表-1.3 βラクタマーゼ産生遺伝子の伝播ポテンシャルに用いた菌株情報 

  耐性遺伝子 菌株名 腸内細菌種 単離起源 

供与菌

（Donor） 

blaCTX-M-15 (group 1) NCTC13353 Escherichia coli 標準株 

blaCTX-M group 2 NCTC13462 Escherichia coli 標準株 

blaCTX-M group 9 NCTC13464 Enterobacter cloacae 標準株 

受容菌

（Recipient）* 
なし 

 

Escherichia coli 標準株 

*  耐性遺伝子マーカーとして、フシジン酸とリファンピシンを導入   
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研究項目③：全ゲノム解析を利用した薬剤耐性菌の伝播機構の解明 

VREとESBL産生大腸菌を対象とした環境単離株と臨床分離株とのゲノム構造比較解析を実施した。研

究項目①で分離された耐性菌株の全ゲノムデータも随時取得する。環境分離株において薬剤耐性遺伝子

伝播に関わる遺伝子領域に関する情報を解析し、臨床由来株との比較を実施する。 

新型コロナウイルスの蔓延状況から研究項目①の実施を後ろ倒しにしたことが原因で、耐性菌株の特

徴づけの作業が遅れた。また、2株全ゲノム解析を実施したところ、上手く結果が得られないこと、1株

あたりのコストが高いことから、全ゲノムを用いた解析ではなく、ゲノムタイピングを使用して伝播機

構と耐性菌の発生源の解析を行うこととした。 

細菌のゲノムタイピング手法には、Pulsed-Field Gel Electrophoresis（PFGE）法とMulti-Locus Sequence 

Typing（MLST）法を使用した。PFGE法は菌株の染色体DNAを断片化し、そのバンドパターンを比較す

ることで細菌間の相同性を評価する手法である。同一のバンドパターンは、断片化される前の遺伝子配

列が等しい、つまり、同じ個体が起源であることを意味している。一方で、バンドパターンが不同であ

った場合、断片化される前の遺伝子配列が異なり、別々の個体が起源と判定できる6)。MLST法は、大腸

菌の生存に必要な７種のハウスキーピング遺伝子（adk、fumC、gyrB、purA、recA、icd、mdh）の配列に

基づいて、菌株の流行型を推定する手法である7)。各ハウスキーピング遺伝子についてPCRを行い、サン

ガーシーケンス解析により塩基配列を決定した。得られた塩基配列のパターンを、データベースである

PubMLST（https://pubmlst.org/）で照合することで、菌株の遺伝子型であるSequence Typing（ST型）を同

定する。ST型が同じ菌株は起源が同じであると推定でき、また、菌株のST型をもとに世界で流行してい

る株を比較することができる。 

 

４．結果及び考察 

研究項目①：日本の主要河川を対象とした薬剤耐性菌の分布調査 

①-1 赤川と最上川におけるふん便指標細菌の推移 

図-1.3 左図に、調査期間における地点ごとの大腸菌の計数結果を示す。各地点における月ごとの大腸

菌の幾何平均値は、<1~280 CFU/100 mLの間で推移した。公共水域に係る環境基準と比較すると、全て

の調査地点、採水日の大腸菌数はA類型河川（300 CFU/100 mL以下）の条件を満たしており、赤川と最

上川の両河川のふん便汚染度は高くなかった8)。月別のデータを比較すると、4月の大腸菌の平均値が、

6月〜12月と比較して有意に低かった（p < 0.05）。4月の赤川の水位（0.80m）が6月〜12月の水位（-0.01

〜0.46m）よりも高いことからも、ここの原因は融雪水による希釈であろう。季節変化を見ると、夏（7

月〜9月）から秋（10月〜12月）にかけて大腸菌数が増加し、冬にかけて減少する傾向が見られた。大腸

菌は哺乳類、鳥類の腸管に生息するため、河川における大腸菌汚染は、ヒトだけでなく、野生動物も原

因となる9)。 

 

図-1.3 赤川と最上川の各調査地点におけるふん便指標細菌数の推移（左図：大腸菌、右図：腸球菌） 
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本研究の調査地点である庄内地域は豪雪地帯であり、冬季は積雪によって野生動物の水辺への行動が

制限されるため、河川の大腸菌数が減少したのかもしれない。サンプリング地点ごとに大腸菌の計数結

果を比較すると、赤川水系の地点間（地点1~6）に有意な差はみられなかった（p > 0.05）。地点6と7で

は、10月から1月までの大腸菌数が、他の月と比較して5~7倍大きかった。水質項目の測定結果で考察し

たように、これらは越冬するために飛来した渡り鳥の影響と考えられる。渡り鳥に10月頃から飛来が始

まり、1月に飛来数がピークとなる傾向と、大腸菌数の変化が一致していた。 

図-1.3 右図に、調査期間における地点ごとの腸球菌の計数結果を示す。腸球菌は、年間を通してほと

んど検出されず、下水処理水の影響のある地点5では最大3.3CFU/100mLだった。8月と9月に地点1から3

で5〜45CFU/100mLの範囲で検出された一方で、6月や2月のように全く検出されない月もあった。例え

ば、4月の調査では、AK3での腸球菌を除き調査地点から大腸菌と腸球菌が検出され、大腸菌は全ての調

査地点から検出された（図-1.3）。腸球菌と大腸菌ともに環境水中から検出されることは、人畜による

ふん便汚染を強く受けていると考えられる。  

上述した通り、調査期間を通じて腸球菌の分離数が少なく、VREに至っては検出されなかった。これ

らのことから、各地点の耐性菌の検出数や季節的な変動を評価するため大腸菌を用いて薬剤耐性試験を

実施した。 

 

①-2 庄内地方の河川から単離したESBL産生大腸菌の薬剤耐性とその特徴 

 CHROMagarTMESBL培地で分離された合

計596株に対して大腸菌の菌種同定を行った

結果、220株（37%）が大腸菌と同定された。

それら220株に対してESBL確定試験を行い、

108株（49%）がESBL産生大腸菌として確定

された。すなわち、CHROMagarESBLを用い

たESBL産生大腸菌の検出の制度は、18%

（108株/596株）と低かった。先行研究でも、

この培地で環境水サンプルを試験すると、大

腸菌コロニーと形状の類似したProteus属や

Aeromonas属が培養されることが知られてお

り10)、菌種同定とESBL確定試験は不可欠な

プロセスと言える。 

表-1.4に赤川、最上川から分離された

ESBL産生大腸菌株の各抗菌薬に対する耐性

率を示す。108株の全ての分離株がABPと

CMXに耐性を示した。APBはペニシリン系抗菌薬、CMXは第二世代セフェム系抗菌薬であり、どちらも

ESBL産生菌がよく分解する抗菌薬として知られている。一方、TGCに対しては全ての分離株が感受性だ

った。第三世代セフェム系抗菌薬であるCTX、 CPX、 CAZの中では、CTX耐性率（85.2%）が最も高く

（CPF耐性率：52.8%、CAZ耐性率：70.4%）、この傾向は、これまでの日本の河川や下水処理場での調

査の結果と整合していた11)。注目すべき点としては、ESBL産生菌の治療薬として用いられるカルバペネ

ム系抗菌薬であるIPMに対して21株（19.4%）が耐性を示した点である。ESBL産生菌がカルバペネム系

抗菌薬に耐性を示した場合、使用できる抗菌薬が非常に限られ、感染症治療が困難になる。また、ESBL

産生菌が通常分解することのできないACVに対して耐性を示す株が19株（17.6%）検出された。ACVに

含まれるクラブラン酸は、ESBL産生を阻害することができる。上記の19株がそのACVを分解できた要因

として、クラブラン酸による阻害が起こりにくいAmpC遺伝子を保有していたためと考えられる。108株

のうち78株（72%）が異なる3グループ以上の抗菌薬に耐性を示す多剤耐性菌であった。最多で9グルー

プの抗菌薬に耐性を示すESBL産生大腸菌が、9月の最上川（地点7）から検出された。この株はIPMを含

むβラクタム系抗菌薬8種とその他抗菌薬5種の計13薬剤（ABP-CXM-CTX-CPX-CFX-IPM-AZT-ACV-T/P-

表-1.4  各調査地点から単離した大腸菌の各抗菌薬に対

する薬剤感受性の菌株数とその割合 

 菌株数  耐性菌の割合

（%） 

感受性 中度耐性 耐性  中度耐性+耐性 

ABPC 495 54 104  24.2 

GM 647 0 6  0.9 

CTX 630 2 21  3.5 

CAZ 652 1 0  0.2 

CPFX 640 2 11  2.0 

LVFX 641 1 11  1.8 

IPM 643 6 4  1.5 

C/A 589 21 43  9.8 

AZT 651 0 2  0.3 

CP 631 8 14  3.4 

FOM 633 3 17  3.1 

TC 616 1 36  5.7 
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GM-AMK-TC-FOM）に耐性を示した。 

図-1.4 左図に、地点ごとの分離株の各抗菌薬に対する耐性率を示す。ABP、 CMX、 CTX、 CAZに

対する耐性株が全ての地点で検出された。地点ごとに比較すると、赤川上流（地点1・2）の分離株では

ペニシリン系やセフェム系抗菌薬のみに耐性を示し、耐性スペクトルが狭かった。下流に向かい、汚染

源が増加するにつれて、耐性スペクトルが広がる傾向が見られた。その中でも、下水処理場直下の地点

5の分離株は最多の16薬剤に耐性を示した。この地点におけるCIP耐性ESBL産生菌の検出率（65.0%）は

他の地点と比較して大幅に高かった。キノロン系抗菌薬は、感染症治療に世界で最も使用されている抗

菌薬のひとつであり、下水処理水にはCIP耐性株が多く存在する事が知られている。赤川河口（地点6）

と最上川河口（地点7）を比較すると、地点6の分離株が13薬剤に耐性を示したのに対し、地点7の分離株

では15薬剤の抗菌薬に耐性を示しており、両河川河口における耐性スペクトルは類似していた。 

図-1.4 右図に、月ごとの分離株の各抗菌薬に対する耐性率を示す。ABP、 CMX、 CTXに対する耐性

株は年間通して検出された。月ごとに比較すると、9月の分離株が最多の17薬剤に耐性を示した。耐性を

示す抗菌薬の種類は、夏から秋にかけて増加し、冬に減少する傾向が見られた。例えば、IPM耐性株は5

月から10月でのみ検出されている。この傾向は、夏から秋にかけて盛んになるヒトや野生動物の川沿い

での活動に関連があるのかもしれない。 

 

  

図-1.4 庄内地方の河川から単離したESBL産生大腸菌の各抗菌薬に対する耐性率(%) 

（左図：調査地点毎、右図：調査月毎）  

表-1.4に庄内地方の各地点から単離・同定された菌株におけるESBL産生遺伝子（bla）の検出数とそ

の割合を示す。検出対象とした21遺伝子のうち、17遺伝子（ClassA：9種類、ClassC：4種類、ClassD：1

種類、ClassB：3種類）が検出された。ClassAに分類される10種のblaのうち、blaVEBを除く9種類が検出さ

れ、blaCTX-M group-1 が65株（60.2%）と最も多く、次いでblaCTX-M group-9の検出数が60株（55.6%）と多

かった。一方、blaTEM（8株、7.4%）やblaSHV（4株、3.7%）の検出数は低かった。ClassAはペニシリン系

薬を分解できるペニシリナーゼであり、耐性遺伝子がプラスミド上にコードされているため他細菌に水

平伝播が可能である。ESBL産生菌が保有するペニシリナーゼ産生遺伝子にはCTX-M型、TEM型、SHV型

の3種類が知られている。欧州では1990年代まではTEM型、SHV型の検出事例が多かったが、現在では世

界中でCTX-M型が主流になっている。日本では、TEM型とSHV型の検出率は欧州と比べて低く、CTX-M

型の検出率が高いことが特徴で、その中でもCTX-M group-1、9型の割合が高いことが知られている。こ

の日本の臨床で報告されている遺伝子型別の特徴が、本研究でも確認された。 

注目すべき点は、Class Aの中でもカルバペネム系抗菌薬を分解できるカルバペネマーゼのblaKPC（7株、

6.5%）とblaGES（2株、1.9%）が検出されたことである。GES型はClass Bに分類されるIMP型とともに国

内型カルバペネマーゼ産生遺伝子として知られている。対照的に、 KPC型やNDM型は海外型カルバぺ

ネマーゼ産生遺伝子と臨床では認識されており、日本での報告例は多くない。本研究で得られた結果は、

臨床での分離報告の少ないblaKPCを保有するESBL産生大腸菌が、臨床や市中を超えて環境中にまで拡散

していることを示す重要なデータである。 

ClassCは10種のblaのうち、blaACCとblaDHAを除く4種類が検出された。その中でもblaMOXの検出数が非

ABP CMX CTX CPX CAZ CFX IPM AZT ACV T/P ST GM AMK CIP TC TGC FOM CP

地点1 100 100 50 0 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

地点2 100 100 100 100 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

地点3 100 100 85.7 19.0 66.7 47.6 19.0 23.8 14.3 0.0 4.8 0.0 4.8 0.0 0.0 0.0 4.8 0.0

地点4 100 100 74.4 49.6 57.9 74.4 33.1 33.1 16.5 0.0 16.5 24.8 16.5 8.3 24.8 0.0 16.5 8.3

地点5 100 100 87.5 67.5 75.0 17.5 5.0 10.0 5.0 2.5 42.5 7.5 0.0 65.0 40.0 0.0 5.0 5.0

地点6 100 100 90.9 45.5 63.6 81.8 54.5 18.2 63.6 0.0 18.2 9.1 18.2 0.0 0.0 0.0 36.4 0.0

地点7 100 100 75.5 41.9 50.3 83.9 41.9 8.4 41.9 8.4 8.4 8.4 25.2 25.2 0.0 0.0 16.8 0.0

＊耐性率＝地点ごとの耐性株数/地点ごとの全単離株数*100

ABP CMX CTX CPX CAZ CFX IPM AZT ACV T/P ST GM AMK CIP TC TGC FOM CP

2021年
5月

100 100 100 0.0 100 100 33.3 100 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

6月 100 100 100 100 33.3 66.7 66.7 33.3 66.7 33.3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

7月 100 100 62.5 68.8 6.3 75.0 37.5 6.3 31.3 0.0 12.5 0.0 12.5 12.5 12.5 0.0 37.5 0.0

8月 100 100 56.6 92.6 46.3 56.6 20.6 15.4 15.4 0.0 10.3 5.1 0.0 30.9 10.3 0.0 20.6 0.0

9月 100 100 93.8 50.0 100 43.8 37.5 43.8 18.8 6.3 43.8 37.5 25.0 43.8 37.5 0.0 12.5 6.3

10月 100 100 100 0.0 100 42.3 15.9 15.9 15.9 0.0 42.3 5.3 0.0 37.0 37.0 0.0 0.0 0.0

12月 100 100 100 100 0.0 100 0.0 25.0 50.0 0.0 25.0 0.0 50.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

2022年
2月

100 100 100 100 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100 0.0 0.0 0.0 0.0

3月 100 100 100 3.8 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 11.5 0.0 0.0 19.2 11.5 0.0 0.0 7.7

＊耐性率＝月ごとの耐性株数/月ごとの全単離株数*100



 

17 

5RF-2005 

常に多かった（62株、57.4%）。日本の河川おけるblaMOXの検出事例は存在しないが、宮城県の処理場を

対象とした調査でblaMOX保有ESBL産生菌が検出されており12)、日本で流行しているClassCのblaの特徴な

のかもしれない。ClassDはblaOXA-48を保有するESBL産生大腸菌が3株（2.8%）検出されたのに対して、

blaOXA-1を保有する株は検出されなかった。ClassDは他のblaと比較して、オキサシリン系抗菌薬をよく分

解することが知られている。日本ではオキサシリンの使用が認められておらず、OXA型に関連する耐性

遺伝子の臨床からの限られた報告例でも、主に海外からの持ち込みが原因とみられている。今回検出さ

れたblaOXA-48も、海外から持ち込まれ、環境中に拡散したと考えるのが自然である。 

ClassBは対象とした3種類のblaすべてが検出された。blaIMPとblaNDMは9株（8.3%）が保有しており、

blaVIMは5株（4.6%）が保有していた。Class Bカルバぺネマーゼ産生遺伝子を保有する細菌は、ESBL産生

菌の治療薬として使用するカルバペネム系抗菌薬に対して耐性を示すことから世界中で注意すべき耐性

菌として認識されている。blaIMPは他のClass Bの遺伝子に比べて、カルバペネム系抗菌薬を分解する活性

が高い特徴があり、日本で最も多く検出されているカルバぺネマーゼ産生遺伝子である。一方、blaNDM

は2009年にインドを旅行したスウェーデン人から分離されたMBLである。日本での分離報告のほとんど

が緑膿菌であるblaNDMが、大腸菌株から検出されたという結果は、菌種を超えた水平伝播が発生してい

ることを示す重要なデータである。 

表-1.4 庄内地方の河川から単離したESBL産生大腸菌が保有するbla 

 

 

①-3 庄内地方の河川から単離した大腸菌の薬剤耐性 

モニタリングを通じて赤川と最上川からChromocult coliform寒天培地上から単離した全813株のうち、

653株（80.3%）が大腸菌と同定された。それら菌株に対して薬剤感受性試験を実施した結果を表-1.5に

示す。今回試験に供した抗菌薬のうち、ABPCに対して最多の178株（24.2%）が耐性を示した。ABPCは

古典的な抗菌薬であり、環境中から単離される大腸菌でも耐性度が高いことが知られている13)。また、

ABPCに耐性を示した菌株のうち、CTXとCAZに耐性を示す株がそれぞれ23株（3.5%）と1株（0.2%）検

出された。これら第三世代セフェム系抗菌薬、かつペニリシン系抗菌薬に耐性を示す24株は、ESBL産生

菌である可能性が考えられる。日本の河川からESBL産生菌が検出された事例28)も報告されていること

からも、既に日本の市中や環境中へも拡散していると推察される。注目すべき点としては、ESBL産生菌

の治療薬として用いられるIPMに対して10株（1.5%）が耐性を示した点である。上述した①-2の結果と

地点1 地点2 地点3 地点4 地点5 地点6 地点7 合計

bla CTX-M group-1  1（100%） 10（100%） 14（66.7%） 7（53.8%） 21（52.5%） 7（63.6%） 5（41.7%） 65（60.2%）

bla CTX-M group-2  ND 10（100%） 12（57.1%） 2（15.4%） 18（45.0%） 2（18.2%） 4（33.3%） 48（44.4%）

bla CTX-M group-9 ND 10（100%） 11（52.9%） 2（15.4%） 30（75.0%） 2（18.2%） 5（41.7%） 60（55.6%）

bla CTX-M group-8/25 ND ND ND 1（7.7%） 1（2.5%） 3（27.3%） 2（16.7%） 7（6.5%）

bla TEM ND ND 1（4.8%） 1 6（15.0%） ND ND 8（7.4%）

bla SHV  ND ND ND ND 4（10.0%） ND ND 4（3.7%）

bla KPC  ND ND 2（9.5%） ND 4（10.0%） ND 1（8.3%） 7（6.5%）

bla VEB ND ND ND ND ND ND ND ND

bla GES ND ND 1（4.8％） 1（7.7%） ND ND ND 2（1.9%）

bla PER ND ND ND ND 1（2.5%） ND ND 1（0.92%）

bla ACC ND ND ND ND ND ND ND ND

bla FOX ND ND 2（9.5%） 5（38.5%） 8（20.0%） 1（9.1%） ND 16（14.8%）

bla MOX ND 10（100%） 16（76.2%） 7（53.8%） 23（57.5%） 2（18.2%） 4（33.3%） 62（57.4%）

bla DHA ND ND ND ND ND ND ND ND

bla CIT ND ND 1（4.8％） 1（7.7%） 2（5.0%） 2（18.2%） ND 6（5.6%）

bla EBC ND ND 1（4.8％） ND 2（5.0%） ND 2（16.7%） 5（4.6%）

bla OXA-1 ND ND ND ND ND ND ND ND

bla OXA-48 ND ND ND ND 1（2.5%） ND 2（16.7%） 3（2.8%）

bla IMP ND ND 1（4.8％） 4（30.8%） 1（2.5%） 1（9.1%） 2（16.7%） 9（8.3%）

bla VIM ND ND 2（9.5%） ND 2（5.0%） 3（27.3%） 2（16.7%） 9（8.3%）

bla NDM ND ND 1（4.8％） ND ND 1（9.1%） 3（25.0%） 5（4.6%）

Class A

Class C

Class D

Class B
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同様に、IPM耐性を示す大腸菌が庄内地方の河川に拡散していることが明らかとなった。 

 全大腸菌分離株のうち、1薬剤以上に耐性を示した株は175株（26.8%、表-1.5）であり、そのうち66

株（10.1%）が異なるクラスの3薬剤以上に耐性を示す多剤耐性菌であった。最多で7薬剤（ABPC-GM-CTX-

CAZ-IPM-C/A-AZT）に耐性を示す多剤耐性菌が地点4から検出された。この株は通常ESBL産生菌が通常

分解できないIPMやC/Aにまでも耐性を示しており、感染者の治療のために有効な抗菌薬が限られる点で

注目すべき菌株であった。 

表-1.5に、調査地点における各抗菌薬に対する薬剤耐性大腸菌数とその耐性率を示す。地点ごとの耐

性菌の耐性率（いずれかの抗菌薬に耐性を示す株数/各地点における単離株数）は、地点4で最大（42。

5%）となり、この地点では試験に供した全ての抗菌薬にいずれかの単離株が耐性を示した。 赤川（地

点1~6）では下流へ流下するにつれて、耐性菌検出率が上昇する傾向が見られるが、下水処理場直下の地

点5では検出率が26.4%と大幅に下がった。これは、下水処理水に含まれる残留塩素の影響で耐性菌の検

出率が減少したと考えられる。 

耐性を示した抗菌薬と調査地点に着目すると、CPやFOM、ならびにTCに対する耐性菌は、上流ではほ

とんど検出されず、下流に進むに連れて検出数が多くなった（表-1.5）。一方で、ABPCやC/Aに対する

耐性菌は全ての地点で共通して、同程度検出された。地点6（赤川河口）と地点7（最上川河口）で耐性

菌の耐性率は同程度（地点6：31.0%、地点7：35.6%）であったが、多剤耐性菌の割合は地点7（10.3%）

よりも地点6（13.8%）でわずかに高かった。また、セフェム系抗菌薬に耐性を示す株は赤川からのみ検

出されるなど、両河川で特徴の異なる耐性菌が検出されていると考えられる。両河川の流域の土地利用

や、汚染の起源となる施設の存在などが影響していると考えられる。 

 

表-1.5 調査地点における各抗菌薬に対する薬剤耐性大腸菌の株数とその耐性率  

  
大腸菌

株数 

耐性菌

株数* 

耐性率

（%） 
ABPC GM CTX CFX CPFX LVFX IPM C/A AZT CP FOM TC 

地点
1 

98 14 14.3  14 0 1 0 3 3 0 2 0 0 1 4 

地点
2 

106 21 19.8  20 0 9 0 0 0 0 9 0 0 2 0 

地点
3 

97 21 21.6  21 0 10 0 0 0 2 11 1 1 1 1 

地点
4 

87 37 42.5  31 2 1 1 2 2 2 15 1 9 4 15 

地点
5 

91 24 26.4  20 2 1 0 5 4 0 5 0 2 1 5 

地点
6 

87 27 31.0  23 1 1 0 1 1 4 10 0 4 6 7 

地点
7 

87 31 35.6  30 1 0 0 2 2 2 12 0 6 5 5 

合計 653 175 26.8  158 6 23 1 13 12 10 64 2 22 20 37 

* 薬剤感受性試験に供した抗菌薬のうち、1薬剤以上の抗菌薬に対して耐性を示した菌株 

表-1.6 大腸菌の系統発生群ごとの耐性株数と各抗菌薬に対する耐性率  

系統 

発生群 

同定

株数 

耐性

菌数 

耐性

率

（%） 

各系統群における抗菌薬に対する耐性率（%） 

ABPC GM CTX CAZ CPFX LVFX IPM C/A AZT CP FOM TC 

A 75 22 29.3 24.0  0.0  2.7  0.0  2.7  2.7  0.0  12.0  0.0  6.7  1.3  13.3  

B1 111 25 22.5 18.0  2.7  0.0  0.0  3.6  2.7  0.0  6.3  0.0  7.2  0.9  7.2  

B2 217 32 14.7 14.3  0.0  0.5  0.0  2.3  2.3  0.0  1.4  0.0  0.0  0.5  1.8  

C 29 13 44.8 34.5  0.0  6.9  0.0  6.9  6.9  0.0  31.0  0.0  17.2  3.4  34.5  

D 16 4 25.0 18.8  6.3  12.5  0.0  6.3  6.3  0.0  12.5  0.0  0.0  0.0  0.0  

E 82 18 22.0 20.7  1.2  12.2  0.0  1.2  1.2  0.0  13.4  0.0  3.7  0.0  3.7  

F 42 16 38.1 38.1  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  2.4  9.5  0.0  0.0  4.8  0.0  

Other 81 45 55.6 53.1  1.2  9.9  1.2  0.0  0.0  11.1  29.6  2.5  2.5  18.5  3.7  
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表-1.6に、大腸菌の系統発生群ごとの耐性株数と各抗菌薬に対する耐性率を示す。大腸同定された653

株の大腸菌株について、系統発生群の解析を行った結果、単離した大腸菌は以下の系統群に分類された；

グループA：75株（11.5%）、グループB1：111株（17%）、グループB2：217株（33.2%）、グループC：

29株（4.4%）、グループD：16株（2.5%）、グループE：81株（12.6%）、グループF：42株（6.4%）、そ

の他の系統群：81株（12.4%）。本調査で単離した菌株のうち、217株（33.2%）が系統発生グループB2に

属しており、このグループが最多であった。特に、地点2と地点3では単離株の約4割が、地点1に関して

は7割がB2グループであった（表-1.6）。日本の臨床や畜産を対象とした調査でも系統発生グループB2

の検出率は高く19)、しばしば人畜由来株として整理される。今回の河川水から単離した大腸菌の3割が

B2グループであったことは、ふん便由来の影響を大きく受けていることを示唆している。また、B2に分

類される大腸菌は、他の系統と比較して病原性が高く、腸管出血性大腸菌（EHEC）である可能性も考え

られる。一方で、最も検出率が低かった系統発生グループはD群（2.5%）であった。B2群と同様に病原

性が高いことが知られているD群は、世界中で臨床での分離報告事例が増加しているグループであるた

め、環境中ではまだ少数なのかもしれない。また、野鳥が保有する大腸菌の80%以上がA群であったこと

が報告されており、野鳥の飛来する秋から冬季にかけてA群の上昇が確認された。 

分類された系統発生群の中で、主要であったB2群の耐性率は最も低く（14.7%）、少数であったC群

（44.8%）やF群（38.1%）が高かった。B2群には人畜由来の大腸菌が高い割合で含まれるが、それらの

大部分が薬剤耐性を持っていないことが分かる。  

全ての系統発生群からABPCとC/Aに対する耐性株が検出された。  ニューキノロン系抗菌薬である

CPFXとLVFXに対する各系統群の割合は、非常に類似していた（CPFX：1.2〜6.9%、LVFX：1.2〜6.9%）。

これはCPFXとLVFXに対して、同時に薬剤耐性を示す株が検出されたことを表している。GMに耐性を

示す系統群は、B1（2.7%）、D（6.3%）、E（1.3%）からのみ検出された。ヒト起源だと推定されるF群

は、ABPC、 IPM、 C/A、 FOMに対して耐性を示す一方で、セフェム系抗菌薬に対する耐性菌が検出さ

れなかった。臨床において高頻度で用いられ、耐性菌が生じやすいと考えられるセフェム系抗菌薬に対

して耐性を示さなかった点は、予想と反した結果であった。 

②-1 東北地方の一級河川におけるESBL産生大腸菌の薬剤耐性とその特徴 

図-1.5に大腸菌の計数結果を示す。北上川、

雄物川、赤川は調査期間を通して A類型

（300CFU/100mL、R3環境基準値）以下であ

り、年間を通して大腸菌の汚染が低い河川で

あった。一方で、阿武隈川、岩木川の大腸菌

数は、B類型（1,000CFU/100mL）以上の月が

あった。これは採水日前日の降雨が原因だと

考えられ、採水時の濁度や電気伝導度は、調

査期間の中で高い傾向が確認できた。 

 全 4 回の調査でCHROMagarTMESBL から

171株のESBL産生大腸菌陽性株を単離した。

171株のうち、菌種同定とESBL確定試験で陽

性となった株は94株であった。94株のESBL産

性大腸全てがCPXに耐性を示したが、TGCに

は感受性があった（表-1.7）。全河川から分離したESBL産性大腸菌はABP、CTX、CPX、CXMにそれぞ

れ99.5％、92.25％、100％、98.5％の株が耐性を示した。このことから感受性試験を行った第3世代セフ

ェム系の抗菌薬であるCTX、CAZ、CPXのうちCAZ（8.9％）への耐性は低かった。阿武隈川、名取川、

馬淵川及び岩木川ではESBL産性大腸菌の単離株数が多かった。これらの河川は、大腸菌濃度が高く、そ

の一部はESBL産性大腸菌であると考えられる。北上川、雄物川では耐性を示す薬剤が少なく、それぞれ 

5薬剤、7薬剤に耐性を示し、名取川では最多の15薬剤に耐性を示した。馬淵川と赤川ではカルバペネム

系抗菌薬であるIPMに耐性を示す株があった。このうちカルバペネマーゼ遺伝子を産生するblaIMPを保 

 

図-1.5 東北地方の一級河川の調査地点における 

ふん便指標細菌（大腸菌）の推移 
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表-1.7  東北地方の各河川から単離したESBL産生大腸菌の薬剤感受性の菌株数とその割合 

 

 

有していたのは赤川で分離された1株のみであり、他の3株は保有していなかったため他のカルバペネマ

ーゼ遺伝子を保有していると考えた。そこでカルバペネマーゼの鑑別試験を行った結果、メタロβラクタ

マーゼであると判定された。月ごとに比較すると、2021年9月には名取川と最上川で1株ずつ、2022年3月

に岩木川で2株最多の12株に耐性を示した。 

図-1.6に各河川で検出されたESBL産生遺伝子の割合を示す。ESBL産性大腸菌94株のうち69株（73％）

がPCRによりblaCTX-M陽性であり最多だった。日本の河川で分離報告されるESBLの多くはCTX-M型であ

り、赤川や最上川と同様に他の東北の河川でも同じ傾向がみられた。CTX-M型はすべての調査期間にお

いて、単離株の50％を超えて検出され、全ての河川から検出された。blaTEMを保有していたのは22株（23％）

であり、blaCTX-Mに次いで高い検出率で、blaTEMは阿武隈川、名取川、馬淵川および岩木川の4つの河川か

ら検出された。特に岩木川ではTEM型が占有しており、他の７つの河川とは傾向が異なった。blaSHVと

blaIMPの検出率はそれぞれ4%と1%であり、blaCTX-MとblaTEMに比べて低かった。blaSHV は阿武隈川、馬淵

川および岩木川で検出された。blaIMPは赤川でのみ1株検出された。blaIMPはカルバペネマーゼ産生遺伝子

であり、基本的にβラクタム系抗菌薬はほとんど全てに耐性を示すため感染すると治療がかなり困難な

状況になることから問題となって

いる。今回分離したIMP型の株は11

薬剤に耐性を示した。2つの遺伝子

を同時に保有する株も見られた

が、より多くの種類のESBL産生遺

伝子を保有している場合に必ずし

も多くの抗菌薬に耐性を示すとい

った傾向は見られなかった。CTX-

M型は3から12薬剤に耐性を示し、

平均で6.1薬剤に耐性を示した。

TEM型は3から11薬剤に耐性を示

し、平均で5.9薬剤に、SHV型は3か

ら7薬剤に耐性を示し、平均で5.9薬

剤に耐性を示したことから、保有

する遺伝子のタイプによって耐性

の割合は変わらなかった。 

 

ABP CTX CAZ CPX CXM CFX IPM AZT ACV T/P ST GM AMK CIP TC TGC FOM CP

AB

(17株)
17 17 1 17 17 2 1 2 0 1 4 4 1 8 3 0 0 0

(100%) (100%) (6%) (100%) (100%) (12%) (6%) (12%) (0%) (6%) (24%) (24%) (6%) (47%) (18%) (0%) (0%) (0%)

NT

(26株)
25 25 4 26 26 5 1 3 3 1 6 4 1 19 4 0 0 0

(96%) (96%) (15%) (100%) (100%) (24%) (4%) (12%) (12%) (4%) (24%) (15%) (4%) (73%) (15%) (0%) (0%) (0%)

KK

(3株)
3 3 0 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

(100%) (100%) (0%) (100%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (33%) (0%) (0%) (0%) (0%)

MB

(13株)
13 12 5 13 12 6 0 3 1 0 8 0 0 7 6 0 3 3

(100%) (100%) (38%) (100%) (92%) (46%) (0%) (23%) (8%) (0%) (62%) (0%) (0%) (54%) (46%) (0%) (23%) (23%)

IW

(25株)
25 19 3 25 24 8 0 4 0 0 13 9 0 8 13 0 0 9

(100%) (76%) (12%) (100%) (96%) (32%) (0%) (16%) (0%) (0%) (52%) (36%) (0%) (32%) (52%) (0%) (0%) (36%)

OM

(1株)
1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0

(100%) (100%) (0%) (100%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (100%) (0%) (0%) (100%) (100%) (0%) (0%) (0%)

AK

(3株)
3 2 0 3 3 2 1 2 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0

(100%) (67%) (0%) (100%) (100%) (67%) (33%) (67%) (33%) (0%) (33%) (33%) (33%) (0%) (0%) (0%) (33%) (0%)

MG

(6株)
6 6 0 6 6 1 1 1 2 1 1 1 2 2 1 0 0 0

(100%) (100%) (0%) (100%) (100%) (17%) (17%) (17%) (33%) (17%) (17%) (17%) (33%) (33%) (17%) (0%) (0%) (0%)

 

図-1.6 東北地方の各河川から単離したESBL産生大腸菌が  

保有するblaの割合 
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研究項目②：in vitro伝達実験を用いた耐性遺伝子の伝播ポテンシャルの評価実験  

 In vitro伝達実験を用いた耐性遺伝子の伝播ポテンシャルの評価実験では、グラム陽性細菌ではVREの

バンコマイシン耐性遺伝子を、グラム陰性細菌ではβラクタマーゼ産生遺伝子を対象として実験を行っ

た。バンコマイシン耐性遺伝子としてvanA、vanB、vanC1、vanC2/Cを選定し、それら遺伝子を個々にコ

ードするVREの供与菌株8種類（vanA：4株、vanB：2株、vanC1：1株、vanC2/C3：2株）を用いて6つの環

境を模擬した条件に対して耐性遺伝子の伝播ポテンシャル（=伝播率）を評価した。 

4株のvanAを保有する供与菌と受容菌3株の組み合わせによる伝播率を評価した結果、vanAの伝播率は

受容菌株に対して伝播が10-3～10-7であり、供与菌と受容菌の組み合わせによって伝達率が大きく異なっ

た（表-1.8）。供与菌にNCTC12201株とNCTC12202株を用いた場合、受容菌にE. faecium株を用いなかっ

た場合以外は伝播が確認され、E. faecalis株とOG1RF株は同じ腸球菌種（E. faecalis）であるのにも関わ

らず、OG1RF株を用いた場合に高頻度での伝達が確認された（10-2～10-4）。供与菌にHC-1株（日本で外

国産食肉から分離）を用いた場合では、OG1RF株を受容菌に用いた場合のみ10-6と低確率で伝播が確認

された。受容菌にOG1RF株を用いた場合は、すべての供与菌から遺伝子の伝播を確認できた。注目すべ

きは、供与菌に507W2-VRE-R3株（日本の下水から分離）を用いた場合は、全ての受容菌に対して10-4～

10-5で伝播が確認された。このことは、環境に存在していたVREが広宿主領域の腸球菌種にvanAを伝達す

るポテンシャルを有することを意味している。  

 

表-1.8  In vitro伝播実験による腸球菌のバンコマイシン耐性遺伝子（vanA、vanB、vanC1、
vanC2/C3）が腸球菌種に伝播するポテンシャル（n=3、N.D.：no detection、-：データなし） 

 

 

Filter mating法によって供与菌にvanB、vanC1、およびvanC2/C3のいずれかのバンコマイシン耐性遺伝

子を用いた場合、どの受容菌に対しても伝播は確認されなかった（表-1.8）。これらのバンコマイシン

耐性遺伝子の中で、vanC1とvanC2/C3は染色体上に耐性遺伝子がコードされており、Filter mating法で想

Filter mating Broth mating PBS 河川水 河川底質 活性汚泥

NCTC12201 :: E. faealis 7.8.E-07 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

NCTC12201 :: E. faecium N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

NCTC12201 :: OG1RF 3.3.E-03 N.D. N.D. N.D. N.D. 2.8E-07

NCTC12202 :: E. faealis 7.7.E-07 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

NCTC12202 :: E. faecium N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

NCTC12202 :: OG1RF 3.8.E-05 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

HC-1 :: E. faealis N. D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

HC-1 :: E. faecium N. D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

HC-1 :: OG1RF 3.3.E-07 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

507W2-VRE-R3 :: E. faealis 2.2.E-05 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

507W2-VRE-R3 :: E. faecium 2.5.E-04 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

507W2-VRE-R3 :: OG1RF 2.1.E-05 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

ATCC51299 :: E. faealis N.D. - - - - -

ATCC51299 :: E. faecium N.D. - - - - -

ATCC51299 :: OG1RF N.D. - - - - -

ATCC51858 :: E. faealis N.D. - - - - -

ATCC51858 :: E. faecium N.D. - - - - -

ATCC51858 :: OG1RF N.D. - - - - -

ATCC49753 :: E. faealis N.D. - - - - -

ATCC49753 :: E. faecium N.D. - - - - -

ATCC49753 :: OG1RF N.D. - - - - -

ATCC70032 :: E. faealis N.D. - - - - -

ATCC70032 :: E. faecium N.D. - - - - -

ATCC70033 :: OG1RF N.D. - - - - -

Mating condition
Transfer rate ave. (Transconjugant/Recipient)

vanA

vanB

vanC1

vanC2/C3
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定する接合伝達ではvanCは伝達しないと考えていた。その一方で、vanBの局在位置はプラスミドあるい

は染色体上とされており、今回使用したvanBはFilter mating法で伝播が確認されなかったことから、接合

による伝播は発生しないと考えられた。 

伝播が確認されたvanAについて液体培地（Broth mating法）、PBS、ならびに河川水で培養して伝達性

を評価した（表-1.8）。その結果、いずれの交配条件においても伝播が確認されなかった。vanAはプラ

スミド上にコードされており、菌と菌が接合する条件で耐性遺伝子が伝達するといわれている。液体培

地のような液相では菌体同士が接着する機会がないため、接合伝達による伝播が発生しなかったと考え

られる。そこで、菌体間が密接する、すなわち高濃度で密集する環境として、下水処理場の活性汚泥や

河川底質を想定した条件で伝播実験を行った。河川底質ではvanAの伝播が確認されなかったのに対し、

活性汚泥ではNCTC12201 :: OG1RFの条件のみ伝播が確認された。この条件はFilter mating法において最

も伝播率が高かった条件であり、高頻度で伝達するポテンシャルを有する組み合わせでは、条件次第で

環境中で伝播する可能性が考えられた。なお、バンコマイシン耐性遺伝子であるvanB、vanC1、vanC2/C3

はFilter mating法での伝達が確認されなかったため、その他の条件においては実施しなかった。  

3種類の供与菌（blaCTX-M group 1、 bla CTX-M group 2、 bla CTX-M group 9）と1種類の受容菌に対して、5つの環

境を模擬した条件に対して伝播ポテンシャルを評価した（表-1.9）。Filter mating法とBroth mating法にお

いて受容菌に対してblaCTX-M group 1、 bla CTX-M group 2、 およびbla CTX-M group 9の全ての供与菌から耐性遺伝子

の伝播が確認された。Filter mating法とで伝播率が最も高かったbla CTX-M group 2（10-5）は、Broth mating法

では伝播率が100倍低下した。Filter mating法とBroth mating法とでblaCTX-M group 1とbla CTX-M group 9の伝播率

はそれぞれ10-6と10-8であり、差がみられなかったが、bla CTX-M group 2では、Broth mating法では伝播率が100

倍低下した（10-5）。バンコマイシン耐性遺伝子（vanA）の場合と比較して、伝播ポテンシャルの範囲は

同程度であったものの、βラクタマーゼの場合は液体中での伝播することが確認された。液相条件であ

るPBSと河川水を基質として伝播ポテンシャルと評価したところ、PBSの条件ではbla CTX-M group 9が、河川

水ではblaCTX-M group 1とbla CTX-M group 9の伝播が確認された。Broth mating法で使用した栄養培地の栄養条件

より、基質がない条件でもbla CTX-Mは伝播できると考えられる。また、河川水の振とうと静置の条件の違

いによるに伝播ポテンシャルの差はみられなかった。したがって、液相条件でも腸内細菌科細菌が保有

するblaCTX-M group 1とbla CTX-M group 9は、大腸菌に対して、10-6～10-7 の範囲で伝播すると考えられた。 

 

表-1.9 In vitro伝播実験による腸内細菌科細菌のβラクタマーゼ産生遺伝子（blaCTX-M group 1、 bla CTX-M 

group 2、 bla CTX-M group 9）が大腸菌に伝播するポテンシャル（n=3、N.D.：no detection） 

 

 

Mating condition bla Transfer rate ave.(Transconjugant/Recipient) 標準偏差

Filter mating NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 4.5.E-06 2.7.E-06

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 1.8.E-05 8.8.E-05

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 1.4.E-08 2.8.E-08

Broth mating NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 5.2.E-06 2.1.E-06

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 1.3.E-08 1.1.E-08

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 3.8.E-08 2.1.E-08

PBS NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 N.D N.D

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 N.D N.D

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 8.3.E-06 4.8.E-06

河川水（静置） NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 9.3.E-07 5.4.E-07

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 N.D N.D

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 1.4.E-06 8.1.E-07

河川水（振とう） NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 1.1.E-06 6.1.E-07

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 N.D N.D

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 9.9.E-07 5.7.E-07

河川底質 NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 4.1.E-07 2.4.E-07

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 4.3.E-07 1.7.E-07

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 1.6.E-07 9.5.E-08

活性汚泥 NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 N.D N.D

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 9.8.E-08 3.5.E-08

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 2.5.E-06 1.5.E-06

返送汚泥 NCTC13353 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-1 3.1.E-06 2.4.E-06

NCTC13462 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-2 1.1.E-05 1.6.E-05

NCTC13464 :: NBRC3301 bla CTX-M gp-9 1.8.E-04 8.9.E-06
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水環境中で細菌が集積する場と想定している河川底質と下水処理場の汚泥（活性汚泥と返送汚泥）に

おける伝播ポテンシャルを評価したところ、活性汚泥のblaCTX-M group 1を除いて、全ての条件で伝播が確

認され、その範囲は10-4～10-8であった。河川底質を用いた場合でも、いずれのblaも10-7で伝播が確認さ

れ、環境中で一定の細菌数と耐性遺伝子を有した場合に伝播する可能性が考えられる。特に、返送汚泥

中の伝播率は最も高く、bla CTX-M group 9では高頻度で伝播が確認された。bla CTX-M group 9は世界的に流行し

ている遺伝子であり、環境試料からも多数検出されることは、他のESBL産生遺伝子と比較して容易に伝

播する特徴があるかもしれない。 

モデル細菌としてVREとESBL産生大腸菌を使用したin vitro伝達実験を行い、環境中での伝播ポテンシ

ャルを推定した。その結果、グラム陽性細菌と比較して、グラム陰性細菌でその伝播ポテンシャルは高

いことが示された。これは、世界中で問題となっている耐性菌の大部分がグラム陰性であることは、そ

の伝播ポテンシャルがグラム陽性菌と比較して高いことが一つの要因かもしれない。環境中での伝播も

十分に考えられ、特に細菌密度が高いと想定される箇所には重点的な処理が必要であると考えられる。 

 

研究項目③：全ゲノム解析を利用した薬剤耐性菌の伝播機構の解明 

③-1 庄内地方の河川から単離したESBL産生大腸菌の起源解析 

赤川、最上川から分離されたESBL産生大腸菌の起源を明らかにするために実施し得られた画像につい

てCLIOS v1. 5（スクラム）でクラスター解析を行い、菌株間の類似度を分析した。類似度は距離法によ

り求め、遺伝距離が0.2以下（類似度80%以上）の株を同一起源と判定した。 

図-1.7から図-1.9に1年間のモニタリングで分離されたESBL産生大腸菌株のPFGEの結果を示す。108

株のESBL産生大腸菌から、105株のPFGEのバンドパターンが得られたことから、庄内地方におけるESBL

産生大腸菌の発生源は多様化していると推察される。  

図-1.7に春季・夏季に分離されたESBL産生大腸菌42株のPFGEパターンを示す。起源が同一とされる

グループが6つ検出されたが、大きなクラスターは確認されず、多様なPFGE型が得られた（n=2~4）。こ

のことから、春季・夏季に2河川で分離されたESBL産生大腸菌の発生源が多様であることが推測される。

また、 6グループのうち4グループで異なる地点間で同一起源とされる株が検出された。このことから、

赤川上流で発生したESBL産生大腸菌は、下流へ流下し拡散することが分かった。1つの河川の流域で分

離されたESBL産生大腸菌のPFGE型を比較した研究は国内外を問わずほとんどなく、この結果は、河川

における耐性菌の拡散経路解明のための重要なデータとなりうる。一方、赤川、最上川の分離株同士で

同一起源と分類される株は存在しなかった。図-1.8に秋季に分離されたESBL産生大腸菌31株のPFGEパ

ターンを示す。秋季では起源が同一とされるグループが4つ検出され、うち3つは下水処理場直下のAK5

（地点5）で分離された株であった（n=2~5）。図-1.9に冬季に分離されたESBL産生大腸菌32株のPFGE

パターンを示す。冬季では、n=10の大きなクラスターが2つ見つかり、ESBL産生大腸菌のPFGEパターン

は他の季節と比較して少なかった。このことから、赤川、最上川では冬季におけるESBL産生大腸菌の発

生源が限定されていると推測できる。これは、冬季の積雪によりヒトや動物の行動が抑えられ、汚染源

が減少したと考えられる。 
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図-1.7 春季・夏季に分離されたESBL産生大腸菌のPFGEパターン 

 

 

図-1.8 秋季に分離されたESBL産生大腸菌のPFGEパターン 
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図-1.9 冬季に分離されたESBL産生大腸菌のPFGEパターン 

 

③-2 東北地方の一級河川におけるESBL産生大腸菌の分子疫学解析 

図-1.10に各河川におけるST型の検出

数を示す。ST38、ST131、ST405などは世

界的に分布を広げている14)。本研究では、 

ST131が阿武隈川、名取川、馬淵川、岩木

川、雄物川、最上川の6河川から検出され

最多であり、東北地方にST131が蔓延し

ていることが明らかとなった。ST131は

都市下水や河口などの水環境や鶏、臨床

からも分離報告がある。2つ以上の河川で

検出されたST型はST131、ST38、ST405で

あり、世界的に分布を広げている型は東

北地方でも蔓延し始めていると考えられ

る。また、検出事例の少ないST1722、

ST1716、ST2001 、ST224およびST398が

検出され、分離報告があまりないST型が

ESBL産生能を獲得していることが明らかとなった。そのうちST1716、ST2001、 ST224およびST398は

PubMLST上で、環境からの分離報告がなかった。また、今回PubMLSTにおいてST型が定まらなかった株

（No strain matched：NSM）が4株（阿武隈川、馬淵川、岩木川、北上川でそれぞれ1株）あった。 

以上の結果から、東北地方の河川にはCTX-M型のESBL産生大腸菌が広範囲に分布していたが、その

汚染状況は諸外国と比較して低いことが明らかとなった。しかしながら、その中に世界中の臨床現場で

問題視されているST38が含まれていた事実から、河川に生息する耐性菌には引き続き注視していく必要

がある。 

 

 

 

図-1.10 東北地方の河川から分離したESBL産生大腸菌株
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５．研究目標の達成状況 

サブテーマ1 

目標①：日本の主要河川（3〜5 地点）を対象に水環境中での薬剤耐性菌（大腸菌と腸球菌）の汚染・拡

散状況を調査し、分子生物学的アプローチによって空間的な拡散ルートを明らかにする。  

目標を上回る成果をあげた。 

東北地方の河川を対象とした調査によって、大腸菌汚染の低い日本の一級河川（採水日でA類型の環

境基準を満たす）から、WHOにより危険性が高いと位置づけられるESBL産生大腸菌が検出された。ま

た、山形県の赤川と最上川から単離した653株の大腸菌のうち、薬剤耐性大腸菌（1薬剤以上に耐性を示

す）は、28.6%であり、うち10%が異なる3薬剤以上に耐性を示す多剤耐性菌であった。確立された本モ

ニタリング手法によって、WHOが主導する調査に役立つ重要なデータが得られた。  

 

目標②：環境を模擬した in vitro 伝達実験から測定した伝播率から、水環境中での耐性遺伝子の伝播ポテ

ンシャルを推定する。 

目標通りの成果をあげた。 

腸球菌と大腸菌をモデル細菌として、環境を模擬したin vitro伝達実験を行った結果、腸球菌では

vanAのみ伝播が確認され、供与菌と受容菌の組み合わせによって伝播ポテンシャルが10-3～10-7での範

囲であった。また、河川水などの液相中では伝播が確認されず菌体が集積する環境である活性汚泥中で

低確率であるが伝播が確認された（10-7）。その一方で、blaCTX-Mを保有する腸内細菌科細菌を用いた場

合は、いずれの環境を模擬した条件でも伝播が確認された（10-4～10-8）。グラム陰性細菌は、グラム

陽性細菌と比較して、耐性遺伝子を伝播する場（伝場）のポテンシャルが高いことが示された。環境中

で耐性遺伝子の伝播も十分に考えられ、特に細菌密度が高いと想定される箇所には重点的な処理が必要

であると考えられる。 

 

目標③：耐性菌が発生すると認識されている哺乳類の腸管内とは全く異なる水環境中での薬剤耐性遺伝

子の獲得・伝播メカニズムを解明する。 

目標にはやや及ばないが、一定の成果をあげた 

ESBL産生大腸菌を対象としたゲノムタイピングを実施した結果、庄内地方を河川における耐性菌の

発生源は多様で、季節を通して流域に点在しており、水環境中に生息する耐性菌の拡散の深刻さが浮き

彫りになった。また、河川の上流で発生したESBL産生大腸菌は、河川の流下に伴って下流へ流下し拡

散する事が分かった。MLSTの解析では、世界で流行しているST131型のESBL産生大腸菌が、空間的に

離れている東北の河川から検出された。この事実は、同タイプの耐性菌が環境中の広範囲に拡散してい

ることを表している。また、ST131株のような臨床で主要な流行型でない菌株やデータベースに登録さ

れていないESBL産生大腸菌が環境から検出されたことは、環境中でblaが大腸菌への伝播を示唆する発

見かもしれない。 
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[Abstract] 

 

Key Words: Antibiotic resistance, Antibiotic resistance gene, Water environment, Gene transfer, Genotyping  

 

The increasing use of antibiotics has led to the emergence of antibiotic-resistant bacteria (ARB), posing a global 

health threat. However, there is little information on the presence of this indicator ARB in the water environments, 

especially river water. The present study aimed to (1) investigate the antibiotic-resistant bacteria isolated from 

river flowing in a Tohoku are in Japan by detecting antibiotic resistance genes (ARGs) as well as antibiotic 

susceptibility tests. The isolates of ESBL-producing E. coli from river water were further analyzed for source 

tracking using molecular typing analysis, (2) Quantify the potential for horizontal gene transfer of antibiotic-

resistant bacteria released into the environment. 

For the 108 isolates of ESBL-producing E. coli, the possession of the β-lactamase genes (21 genes) was examined 

using mono-plex PCR analysis. Seventeen of 21 β-lactamase genes were detected in the isolates and the most 

frequently detected gene was blaCTX-M group-1 possessed by 65 isolates. It is noteworthy that the detected β-lactamase 

genes included not only blaIMP (9 isolates), an endemic carbapenemase in Japan, but also blaKPC (7 isolates), blaOXA-

48 (3 isolates), blaVIM (9 isolates), and blaNDM (5 isolates) which are considered epidemic carbapenemase in foreign 

countries because of few reports at clinical facilities in Japan. Among seven sampling stations in the two rivers, 

the highest number (n=15) of β-lactamase genes were detected in the isolates from the station receiving treated 

wastewater from a municipal wastewater treatment plant. This result implies that healthy people living in the city  

and patients clinically reported must harbour ESBL-producing E. coli. The results of MLST analysis showed that 

ESBL-producing E. coli type ST131, which is prevalent worldwide, was dominant among the isolates and was 

detected in spatially distant rivers in the Tohoku region. 

The conjugative transfer of antibiotic resistance ARGs from a model bacteria, enterococci and E. coli in water 

environment were evaluated by in-vitro experiment. The transfer frequency of vanA by filter mating were 10-3 to 

10-7 per recipient to three different enterococcus strains. In the activated sludge condition, the vancomycin 

resistance was transferred to OG1RF only and its frequency was about 10-7. On the other hand, when 

Enterobacteriaceae harboring blaCTX-M were used, conjugative transfer was confirmed under any simulating 

environments (10-4 to 10-8). Gram-negative bacteria were shown to have a higher potential for the transmission of 

ARGs compared to Gram-positive bacteria. Transmission of resistance genes in the environment was also 

considered sufficient, suggesting that intensive treatment is necessary, especially in areas where bacterial density 

is assumed to be high. 
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