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研究要旨 

薬剤耐性獲得株が、食品や環境を通じてどのように人に伝播されるかは、薬剤耐性獲得細菌のリ

スクマネージメントに重要である。これまでの検討から、PFGE、薬剤耐性パターン、遺伝子型など

を利用し、ヒトから臨床的に分離された細菌を分析することによって、その株がどのような動物や

環境を通じて伝播されたかをある程度推定できることが分かっている。本研究では食中毒菌として

Campylobacter jejuni、常在的に存在する細菌として第三世代および第四世代セファロスポリン系

薬耐性腸内細菌科細菌（ESBL 産生菌）に注目して、主に遺伝子型に注目してその伝播経路の推定

を試みることにした。 

C. jejuniについては、研究班の分担研究者や協力研究者から提供を受けた市販鶏肉、牛肝臓、

ヒト臨床分離菌株の遺伝子型別（MLST）により、人への伝播ルートの推定を行った。C. jejuniは、

急性胃腸炎発症までの潜伏期が比較的長く、大気中で菌が死滅しやすいことから、食中毒事例での

原因食品からの分離は一般的に試みられていない。通常、患者からの分離と喫食食品の推定から食

中毒とされている。今回は動物由来株、食品由来株、ヒト臨床由来株の遺伝子型別を比較すること

により、ヒト臨床分離株はその由来動物が推定可能で、耐性株の伝播のあることが示された。 

ESBL 産生菌については、近年ヒトからの分離が急増しており、一方では鶏肉からの分離が高い

ことが報告されている。食品を介した ESBL のヒトへの伝播に関する危害分析を行うことにした。

ESBL 産生菌の食品、環境、並びにヒトから分離された報告について、和文誌及び英文誌について

文献情報を収集し、どのような食品から ESBLが分離されているか、どのような動物やヒトから ESBL

がどの程度検出されているかについてデータを整理し、ESBL の分布並びに食品を介した ESBL のヒ

トへの伝播に関する危害分析について考察を試みた。検証として、輸入鶏肉由来株とヒト由来株の

ESBL 産生菌については、その相関について検証を試みた。日本の市場に出回る輸入鶏肉の 8〜9 割

はブラジル産であるが、その鶏肉から高頻度に検出される CTX-M-8 を産生する大腸菌が健常人の便

からも検出された。それらの菌株間の関連性を明らかにするべく、次世代 DNA シークエンサー

（NGS）を用いたゲノム解析を行なった。鶏肉およびヒト由来 CTX−M−8 産生大腸菌は互いに属す

るクローナルコンプレックス（CC）が異なり、共通した系統関係は確認されなかった。一方、

CTX−M−8 遺伝子を有するプラスミドは約 90kbp、IncI1 グループおよび pMLST ST113 に属し、共

通した特徴を有していた。このことから、鶏肉由来 CTX−M−8産生大腸菌が有する当該プラスミド

がヒト腸管内に元来定着している大腸菌に伝播した可能性が示唆された。 
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Ａ. 研究目的 

①薬剤耐性獲得株が、食品や環境を通じてどの

ように人に伝播されるかは、薬剤耐性獲得細菌

のリスクマネージメントに重要である。これま

での検討から、PFGE、薬剤耐性パターン、遺伝

子型などを利用し、環境由来株、食品由来株、

人から臨床的に分離された菌株を比較・分析す

ることによって、その株がどのような動物や環

境を通じて伝播されたかを推定できることを

示してきた。食品を介した耐性菌の人への危害

分析を行った。C. jejuni については、研究班

の分担研究者や協力研究者から提供を受けた

市販鶏肉、牛肝臓、ヒト臨床分離菌株の遺伝子

型別により検討し、市販鶏肉等を汚染している

C.jejuniのフルオロキノロン耐性の、鶏肉及び

牛レバーを介してヒトへの伝播について検証

した。 

②常在的に存在する細菌として第三世代およ

び第四世代セファロスポリン系薬耐性腸内細

菌科細菌（ESBL 産生菌）については、これまで

の検討から C.jejuni のような食品を介したヒ

トへの伝播を確認することは容易でないこと

が示された。そこで網羅的な考察を行う為、

ESBL の環境、食品及びヒトからの分離に関する

文献情報を調べ、ESBL の食品を介したヒトへの

伝播に関する危害分析を行った。 

検証としては第三世代および第四世代セフ

ァロスポリン系薬耐性腸内細菌科細菌（ESBL

産生菌）が市中に拡散している。国産鶏肉も同

様の耐性菌による汚染を受けているが、ヒトか

ら分離される耐性菌との菌株レベルでの関連

性を認めることはできなかった。2012 年に実施

したサーベイランスで収集された菌株の中に、

CTX-M-8 産生菌株が含まれていた。CTX-M-8 産

生菌株はブラジルやアルゼンチンなどの南米

にその起源があると考えられている。南米以外

で CTX-M-8 産生菌が分離されることは稀で、こ

れまで南米以外から報告された症例は何れも

南米への渡航歴を有していた。本邦では

CTX-M-8 産生菌による感染症は報告されていな

い。日本国内で流通している輸入鶏肉の原産国

の多くはブラジルであることから、ブラジル産

の鶏肉がCTX-M-8産生菌による汚染に関して調

査・研究を実施した。 

 

Ｂ．研究方法 

①カンピロバクターは、生産現場の動物、市販

鶏肉、牛肝臓、ヒト臨床分離菌株の遺伝子型別

（PFGE、MLST など）と耐性獲得状況から伝播経

路について考察した。 

②データベースを活用して、ESBL に関連する論

文検索を行った。用いたデータベースは、和文

誌については医中誌、英文誌は、PubMed を用い

て、論文の絞り込みを行い、62 論文を採用し以

後の検討に用いた。これらの論文に示されてい

るデータを利用して、食品における ESBL 産生

菌の陽性率、動物における ESBL 産生菌の陽性

率、ヒトにおける ESBL 産生菌の陽性率をまと

めた。 

ブラジル産鶏肉を食肉販売店で購入し、その

25g を 25mL の LB 培地で一晩、35℃にて振盪培

養した。培養液はクロモアガーESBL 培地を用い

て、第三世代および第四世代セファロスポリン

系薬耐性大腸菌を選択した。 

クロモアガーESBL 培地上に発育したコロニ

ーは、Phoenix system (日本 BD)で菌種同定お

よび薬剤感受性検査を行った。薬剤感受性検査

成績から ESBL 産生が疑われた菌株は、PCR にて

大まかに ESBL の遺伝子型別を行った。ESBL を

コードする遺伝子が陽性となった菌株に対し

て、その構造遺伝子全長を PCR で増幅し、DNA

塩基配列を決定した。 

 鶏肉およびヒトから分離された CTX−M−8産



  

生大腸菌 10 株（鶏肉由来：4株, 健常人由来：

5 株および臨床材料由来：1 株）について、ゲ

ノム DNA を抽出し、NGS MiSeq（イルミナ社）

を用いてドラフトゲノム解読を実施した。ドラ

フトゲノム塩基配列より、Center for Genomic 

Epidemiology の Web ツール MLST1.7 を用いた

（ http://www.genomicepidemiology.org/ ）

Multilocus se-quence typing （ MLST ） 、

ResFinder を用いた獲得性の薬剤耐性遺伝子網

羅的検索、PlasmidFinder を用いた保有プラス

ミドのレプリコン遺伝子の検索、pMLST 1.3 を

用いて Plasmid MLST を行なった。また、染色

体とプラスミドを分離する目的で、菌体をアガ

ロースゲルプラグに包埋、溶菌処理および

S1-nuclease 処理をした後、パルスフィールド

ゲル電気泳動（PFGE）を行ない（S1-PFGE）、

そのバンドを全て切り出した。それらのバンド

についてもゲノム DNAと同様に NGSで解読およ

び解析を行なった。 

倫理面への配慮 

本研究課題は、東邦大学医学部倫理委員会にお

いて承認を受けている（課題番：25028, 課題名：

メロペネム市販後調査で全国医療施設から収集

された臨床分離株が保有する薬剤耐性の解析、課

題番号：25050, 課題名：微生物学実習における

医学部2年次学生が保菌する薬剤耐性菌の分離検

出、課題番号：26055, 健常人が保菌する薬剤耐

性菌の動向調査、課題番号：26056, 課題名：健

常人が保菌する ESBL産生大腸菌の過去 21年間の

経年推移）。 

 

Ｃ. 研究結果 

①C.jejuni の MRST 遺伝子型の検討では、日本の

分離株が由来動物により遺伝子型に特徴がある

ことが確認された。遺伝子型によって人、鶏、牛

のいずれからも分離されている cc（遺伝子型）、

人と牛のみから分離されている cc、人と鶏のみか

ら分離されている cc があることが明らかとなっ

た。ヒト臨床分離株の遺伝子情報から cc を決定

すると、cc によっては分離される動物が特定する

ことが可能で、由来動物の推定がある程度可能で

ある。それらの情報を基に、フルオロキノロン耐

性の伝播について推定することが可能であった。 

遺伝子型 cc を決定し、データベースと照会す

るとその cc が主にどの動物から分離されている

かの情報を知ることができる。これらの情報から

人由来臨床株が主にどのような動物由来である

かについて推定したところ、国内の人臨床分離株

では、鶏肉 50%、牛（レバー生食等）10%、その他

10%、不明 30%であることが推定された。 

今回用いた菌株の鶏肉と牛レバーの C.jejuni

のフルオロキノロン耐性の割合はそれぞれ 44%、

13%で、ヒト臨床分離株は 33%であった。 

②データベースを活用して、ESBL に関連する論文

検索を行い、62 論文を採用しそのデータを基に表

を作成した。 

表１：食品における ESBL 産生菌の陽性率では、

鶏肉からの ESBL 陽性率は最も高く、腸内細菌科

菌群で 51%、Eschrichia coli が、49%であった。

以下牛肉では、腸内細菌科菌群で 5.2%、E. coli

が、5.2%、豚肉では、腸内細菌科菌群で 4.7%、E. 

coliが、4.7%であった。その他の食品では、腸内

細菌科菌群で 1.2%、E. coli が、3.4%であった。 

表２：動物における ESBL 産生菌の陽性率では、

鶏からの ESBL 陽性率は最も高く、腸内細菌科菌

群で 56%、E. coliが、56%であった。以下牛から

は、腸内細菌科菌群で 25%、E. coliが、26%、豚

からは、腸内細菌科菌群で 7.3%、E. coliが、7.3%

であった。その他では、腸内細菌科菌群で 16%、

E. coliが、15%であった。 



  

表３：ヒトにおける ESBL 産生菌の陽性率を示し

た。健常者では、腸内細菌科菌群で 16%、E. coli

が、14%、患者では、腸内細菌科菌群で5.8%、E. coli

が、9.8%、食品従事者では、腸内細菌科菌群で 8.4%、

E. coli が、8.4%、農場従事者では、腸内細菌科

菌群で 8.0%、 E. coli が、9.7%であった。

Klebsiella や、Proteus からの ESBL 産生菌の割

合は、表３に示した。表４には、データベースと

して用いた論文リストを示した。 

ブラジル産鶏肉から同耐性大腸菌の分離を試

みたところ、ESBL 産生株が高率に分離された。遺

伝子型は、blaCTX-M-2および blaCTX-M-8が検出され、

検出率はそれぞれ 50%であった。blaCTX-M-2 および

blaCTX-M-8以外の ESBL 産生株は存在しなかった。 

A.鶏肉由来菌株の遺伝子型 

  トリ由来の菌株が属する Clonal Complex（CC, 

ある ST に属する菌株を共通の祖先とした時の集

団）は CC10 が 2 株、CC648 が 1 株およびどの CC

にも属さない(Singleton)が１株であった（図）。 

 薬剤耐性遺伝子は ESBLをコードする CTX-M-8 遺

伝子、アミノグリコシド系薬耐性遺伝子（aadA1, 

aadA2, aph(3’)-Ic, strA および strB,）、テト

ラサイクリン耐性遺伝子（tet）, スルホンアミ

ド耐性遺伝子(sul)およびトリメトプリム耐性遺

伝子（dfrA）を保有していた（図）。 

 また、プラスミドレプリコンの Incompatibility

（Inc, 不和合性） グループ Inc I1, FIA, FIB, 

FIC, FII, X および Q1 に属するプラスミドを有し

ていた（図）。 

 S1-PFGE の切り出しバンドのシークエンスの結

果、TUM12355 および 12368 においてそれぞれ約

100kbpおよび90kbpのプラスミドでCTX-M-8遺伝

子が検出され、いずれも IncI1 に属し、後者につ

いては pMLSTの ST113 に属するプラスミドであっ

た（図）。 

 

 B.ヒト由来菌株の遺伝子型 

ヒト由来菌株が属する CC は、CC69 が１株、CC88

が 1 株、CC127 が 1 株、CC131 が 1 株および

Singleton が 2 株であった（図）。 

 薬剤耐性遺伝子はβ-ラクタマーゼをコードす

るペニシリナーゼをコードする TEM-1 遺伝子、

ESBL をコードする CTX−M−8 遺伝子、テトラサイ

クリン耐性遺伝子、スルホンアミド耐性遺伝子、

トリメトプリム耐性遺伝子およびフルオロキノ

ロン系薬耐性遺伝子を保有していた（図）。 

  ま た 、 プ ラ ス ミ ド レ プ リ コ ン の

Incompatibility（Inc, 不和合性） グループ Inc 

I1, FIA, FIB, FIC, FII, X, p0001 および Col に

属するプラスミドを有していた（図）。 

 S1-PFGE の切り出しバンドのシークエンスの

結果、TUM11352, 11353, 13058 および 13937 にお

いてそれぞれ約 90kbpのプラスミドで CTX-M-8 遺

伝子が検出され、いずれも IncI1 に属し、pMLST

の ST113 に属するプラスミドであった（図）。 

 

Ｄ. 考察   

①カンピロバクターのMRST遺伝子型の検討では、

由来動物により遺伝子型に特徴があることが確

認された。遺伝子型によって人、鶏、牛のいずれ

からも分離されている cc（遺伝子型）、人と牛の

みから分離されている cc、人と鶏のみから分離さ

れている cc があることがある。人と牛のみから

分離されている cc や、人と鶏のみから分離され

ている cc に型別されれば、それぞれ牛、鶏を食

べることによりカンピロバクターが伝播される

ことが推定できる。カンピロバクター食中毒は潜

伏期間が比較的長く、菌も大気中で死にやすく、

食材が残されていないことが多いことから、食中

毒事例では、厳密に原因食品を決定することはま



  

れである。MLST 型によれば、食品をある程度推定

できる。このような手法で推定した人臨床株の推

定食品は、鶏肉 50%、牛（レバー生食等）10%、そ

の他 10%、不明 30%である。MLST 型では、複数の

動物から分離されている遺伝子型もあるため、不

明という結論が 30%程度である。 

 それぞれの分離株の由来別のフルオロキノロ

ンに対する耐性率は、鶏分離株 44%、牛レバー分

離株 13%、ヒト臨床分離株 33%であった。人臨床

分離株のフルオロキノロン剤に対する耐性率が

鶏分離株と牛レバー分離株の中間的な値であっ

たことは、MLST 型別の結果を考慮すると矛盾の無

い値であり、大変興味深い結果であると思われる。 

②食品を介してヒトに伝達される ESBL の可能性

は、保有率の高い鶏で最も高く、鶏肉の約 50%か

ら検出されており、菌種としては E. coliであっ

た。次いで牛では、約 25%から ESBL 産生菌が分離

されていたが、牛肉からは 5%と分離率はあまり高

くなかった。その他の食用動物や食品からの ESBL

産生菌の分離率は低かった。ESBL 産生菌のヒトへ

の伝搬の可能性は、鶏肉が最も重要であることが

示された。 

本邦においてCTX-M-8産生大腸菌が海外渡航歴

のない患者および鶏肉から分離された。これまで

の報告を鑑みるに、本邦の患者由来 CTX-M-8 産生

大腸菌あるいはその遺伝子が鶏肉を汚染してい

るCTX-M-8産生大腸菌に由来することが示唆され

た。来年度以降、ヒトおよび鶏肉由来大腸菌およ

び blaCTX-M-8をコードする遺伝子の周辺領域を詳細

に比較し、ヒト由来大腸菌から検出された

blaCTX-M-8 の起源を明らかにすることを目的に研究

を実施した。 

鶏肉およびヒト由来 CTX−M−8 産生大腸菌は

MLST の結果、互いに関連のない CC に属する菌株

であったことが明らかとなった。 

鶏肉由来株はヒト由来株と比較して、他系統の抗

菌薬耐性遺伝子を有しており、ブラジル産肉鶏

（ブロイラー）への抗菌薬投与の影響で選択され

た可能性が示唆された。 

S1-PFGE で染色体とプラスミドを分離し、各プ

ラスミドについてのみ深くシークエンスするこ

とで、一部の菌株において、鶏肉およびヒト由来

大腸菌が宿す、CTX-M-8 遺伝子を有するプラスミ

ドは約 90kbp, IncI1 グループおよび pMLST ST113

に属するプラスミドであることが明らかとなっ

た。プラスミドの宿主である大腸菌は属する CC

が異なっていたが、CTX−M−8 遺伝子を有するプ

ラスミドは共通した特徴を有することから、食肉

由来の大腸菌が直接ヒト腸管内に保菌されたの

ではなく、元来ヒトに定着ていた大腸菌にプラス

ミドが受け渡された可能性が示唆された。 

 

Ｅ. 結論 

①カンピロバクターの市販鶏肉、牛肝臓、ヒト臨

床分離菌株の MLST 遺伝子型別により検討した結

果、人臨床株の推定食品は、鶏肉 50%、牛（レバ

ー生食等）10%、その他 10%、不明 30%と推定する

ことができた。この結果を基に分離株のフルオロ

キノロンに対する耐性率を由来別に比較すると、

人臨床分離株の耐性獲得率が、鶏分離株と牛分離

株の耐性率の中間となることが理解できる。 

②論文検索により、ESBL 産生菌に関する 62 論文

を特定し、データを集計した結果、鶏の ESBL 産

生大腸菌が、鶏肉を通じヒトへの伝播に最も重要

な食品であることが判明した。海外渡航歴のない

患者およびブラジル産鶏肉からCTX-M-8産生大腸

菌が検出された。患者由来株とブラジル鶏肉由来

株との関連性の解析により、鶏肉およびヒト由来

CTX−M−8 産生大腸菌において、大腸菌の系統は

異なっていたが、CTX-M-8 遺伝子を有するプラス



  

ミドは共通した特徴を有しており、当該遺伝子は

特定のプラスミドによって媒介されていた。 

 

Ｆ. 健康危険情報 

 なし 
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