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研究要旨  
 この研究では、肉養鶏農場における薬剤耐性菌の抗菌薬投与後の変動と出現要因を調
査した。さらに、食鳥処理場における薬剤耐性菌の制御方法を検討するため、食鳥処理
過程での汚染状況を調査した。最初に、初生ヒナ導入 5～7 日にアモキシシリンと 25～
27 日目に ST 合剤を投与する肉用鶏生産農場で、アンピシリン耐性とセファロスポリン
耐性菌の動向について 2 鶏群を対象に調べた。糞便中の大腸菌に対するアンピシリン耐
性大腸菌の割合は、アモキシシリン投薬後と ST 合剤投薬後に増加し、交差耐性と共耐
性の影響で耐性菌が選択されていると考えられた。一方、セファロスポリン耐性菌は 1
鶏群のみで認められ、大腸菌（CMY-2と CTX-M-3）の他、CTX-M-3 型 ESBL産生Klebsiella 
pneumoniae と Enterobacter cloacae であった。次に、肉用鶏農場でのセファロスポリン耐
性菌の分布要因を検討するため、3 孵化場から導入したヒナの盲腸便におけるセファロ
スポリン耐性菌の汚染実態について敷紙を用いて調査した。敷紙 66 検体中、CTX-M-25
産生 E. cloacae が 4 検体及び CTX-M-25 産生 K. pneumoniae が１検体から分離され、導
入雛が農場での耐性菌分布に関与することが示唆された。最後に。鶏肉等で交差汚染が
認められた食鳥処理場で、食鳥処理の各工程で使用された汚水の細菌検査を実施した。
大腸菌は、内臓処理工程の汚水 2 検体のみで検出され、1 検体でセファロスポリン耐性
大腸菌（CMY-2）が分離された。汚水中の大腸菌に対する割合は、約 100 分の 1 であっ
た。同日に処理された 2 個体の糞便からは、CMY-2 及び CTX-M-2G 産生大腸菌が分離
された。 

 
A. 研究目的 
 家畜由来の薬剤耐性及び耐性遺伝子が、食品を
介してヒトの健康へ悪影響を与える可能性とそ
の程度を科学的に評価するため、フードチェーン
における情報の収集が重要な課題である。国内の
ブロイラーから分離される大腸菌やサルモネラ
において、第 3世代セファロスポリン耐性が 2004
年ごろから増加し、ワクチンを卵内接種する時に
セフチオフル（動物用第 3世代セファロスポリン
製剤）を混合することが要因として指摘された。
わが国において、2012 年にセフチオフル（動物専
用、第三世代セファロスポリン）の卵内接種およ
びヒナへの使用に対して養鶏団体による自主的
注意喚起が行われた以降、農場の鶏糞から
ESBL/AmpC 産生大腸菌の出現率が減少した。しか
し、市販鶏肉から第三世代セファロスポリン耐性
菌は依然として分離されるため、肉養鶏から鶏肉
処理過程での薬剤耐性菌の伝播状況を明らかに
する必要がある。本研究は、①肉養鶏生産農場に
おいて、抗菌薬投与が薬剤耐性菌の同行に与える

影響を調査し、②導入鶏における第三世代セファ
ロスポリン耐性菌の分布状況を明らかにし、③食
鳥処理過程で薬剤耐性菌の分布に関する問題を
明らかにして、科学的データに基づき畜産物の薬
剤耐性菌対策を提案することを目的とする。 
 
B. 研究方法 
 （1）試験 1：肉養鶏農場における薬剤耐性菌の
抗菌薬投与後の変動 
5～7 日齢にアモキシシリン(20mg/L)と 25～27

日齢に ST 合剤（sulfamonomethoxine 75mg/L + 
ormetoprim 25mg/L)を投与する岐阜県内の肉用鶏
生産農場で、薬剤投与後のアンピシリン耐性とセ
ファロスポリン耐性菌の動向について2鶏群を対
象に調べた。 
導入から出荷までの期間に、5、12、19、26、33
及び 40 日齢に 3～5羽の糞便を採取した。 
滅菌生理食塩水を用いて、プールした糞便 1g を
10 倍段階希釈し、アンピシリン（AMP）及びセフ
ァレキシン（CEX）を 50mg/L 添加した DHL 寒天培



地（栄研化学、栃木）及び薬剤非添加の DHL 寒天
培地に希釈液 50μLを接種し、37℃で一晩培養し
た。薬剤添加及び非添加の DHL 寒天培地に認めら
れた赤色コロニー数を測定し、糞便 1g 中の大腸
菌数及び AMP または CEX 耐性数を求め、その割合
を算出した。コロニーが認められた最高希釈の
CEX 添加 DHL 寒天培地から、赤色の 5 コロニーを
単離して、TSI 培地及び LIM 培地を用いて性状を
確認した後、API20E（シスメックス・ビオメリュ
ー、東京）を用いて同定した。 
 
（2）試験 2：肉養鶏農場における薬剤耐性菌の出
現要因 
 異なる3箇所の孵化場から初生雛を導入する農
場で、輸送箱の敷紙 66 サンプル（A 孵化場 38 サ
ンプル、 B 孵化場 7 サンプル、C 孵化場 21 サン
プル）を採取し、検査材料とした。敷紙（25 cm2 ）
を細切後、5ml の生食中で懸濁して、50 µLを CEX
加 DHL 培地に接種し、培養した。同時に、敷紙（25 
cm2 ）をCEXを 50mg/L添加したMHBを用いて37℃
で一晩増菌培養後、同培地に接種した。発育した
コロニーを単離して、TSI 培地及び LIM 培地を用
いて性状を確認した後、API20E で同定した。 
 
（3）試験 3：食鳥処理場における薬剤耐性菌の制
御 
予備実験として、昨年度の調査で、AmpC/CTX-M 
β-ラクタマーゼ産生大腸菌が確認された無薬鶏
飼育農場の食鳥処理場で、鶏肉等が耐性菌に汚染
しているかを調査した。食肉処理場で鶏肉等（肝
臓、手羽先、手羽元、砂肝、ムネ肉、モモ肉、サ
サミ）を採材し、各部位25cm2を綿棒でふき取り、
DHL 培地及び CEX 加 DHL 培地に直接塗沫し、37℃
で１晩培養した。分離菌はバイテック 2 コンパ
クトを用いて同定した。 
次に、食鳥処理工程の排水（脱羽排水、内臓検査
排水①及び②、内外洗浄水、予備チラー水、本チ
ラー水）6 サンプルを用い、前述した方法で、大
腸菌数と CEX 耐性菌数を算出した。赤色の 5コロ
ニーを単離して、バイテック 2 コンパクトを用
いて同定した。 
 
（4）薬剤感受性試験 
薬剤の最少発育阻止濃度（以下 MIC）は、Clinical 
Laboratory Standards Institute（CLSI）法に準
拠したドライプレート‘栄研’（栄研化学、栃木）
を用いた微量液体希釈法により決定した。供試薬
剤は、アンピシリン（ABPC）、CEZ、セフォタキシ
ム（CTX）、メロペネム（MEPM）、ゲンタマイシン
（GM）、カナマイシン（KM）、テトラサイクリン（TC）、
ナリジクス酸（NA）、シプロフロキサシン（CPFX）、
コリスチン（CL）、クロラムフェニコール（CP）、

トリメトプリム・スルファメトキサゾール（ST）
の 12剤を用いた。 
 
（5）βラクタマーゼ型別 
CTX 耐性株（MIC ≥4mg/L）は、PCase 試験と DDST
法によるスクリーニング後、Dallenne らのマルチ
プレックスPCR法によりβラクタマーゼ産生遺伝
子型を決定した。 
 
（6）PFGE 
 PulseNet のプロトコールに準拠して実施した。 
 
 

（倫理面への配慮） 
配慮すべき倫理面の問題はない。 
 
 

C. 研究結果 
 （1）試験 1 
 大腸菌数は 106～108CFU/g で推移した。糞便中
の大腸菌に対するアンピシリン耐性大腸菌の割
合は、アモキシシリン投薬後と ST 合剤投薬後に
増加した（図 1）。また、ST 合剤耐性を除くその
他の薬剤耐性は、ST合剤投薬後に認められなかっ
た（図 2）。一方、セファロスポリン耐性菌は 1鶏
群のみで認められ、薬剤投与の影響は認められな
かった。大腸菌（CMY-2 と CTX-M-3）の他、CTX-M-3
型 ESBL 産 生 Klebsiella pneumoniae と
Enterobacter cloacae であった（表 1）。 
  
（2）試験 2 
3 孵化場から導入したヒナの盲腸便におけるセフ
ァロスポリン耐性菌の汚染実態について敷紙を
用いて調査した。A 孵化場由来敷紙 38 検体中、1
検体(2.63%)から CTX-M-25 産生 K. pneumoniae、
もう 1 検体(2.6%)から CTX-M-25 産生 E. cloacae 
が分離された。B 孵化場由来敷紙 7 検体中 2 検体
(28.6%)から、また、C 孵化場由来 21 検体中 1 検
体(4.8%)から CTX-M-25産生 E. cloacae が分離さ
れた（表 2）。分離した CTX-M-25 産生 E. cloacae 
4 株は、農場ごとに異なる PFGE 型を示した。 
接合伝達試験により得られた接合伝達株は、β-
ラクタム耐性の他、カナマイシン耐性を示した。 
 
（3）試験 3 
昨年度の調査で、無薬鶏群と有薬鶏群の両郡でセ
ファロスポリン耐性大腸菌が継続的に分離され
たことから、食鳥処理場における交差汚染が懸念
された。そこで、食鳥処理の各工程で使用された
汚水の細菌検査を実施した。大腸菌は、内臓処理
工程の汚水 2 検体のみで検出され、1 検体でセフ
ァロスポリン耐性大腸菌（CMY-2）が分離された。



汚水中の大腸菌に対する割合は、約 100 分の 1で
あった。同日に処理された 2 個体からは、CMY-2
及び CTX-M-2G 産生大腸菌が分離された（図 3）。 
 

 
D. 考察 
昨年度実施した調査で、有薬（アモキシシリン

投与）飼育鶏 1群で継続的にセファロスポリン耐
性大腸菌が認められ、選択圧としてセファロスポ
リン耐性大腸菌の分布に影響したと考えられた。
しかし、今年度の結果から、アモキシシリン投薬
による選択圧は、アンピシリン耐性の増加に影響
するが、セファロスポリン耐性を増加させなかっ
た。したがって、セファロスポリン耐性は、アモ
キシシリン投薬の影響を受けないと考えられた。 
アンピシリン耐性は、アモキシシリン投薬後と ST
合剤投薬後に増加した。これは、共耐性が影響し
たと考えられる。しかし、鶏の糞便には ST 耐性
を含む多剤耐性型の大腸菌が存在していたが、ST
合剤投与後 ST-AMP 耐性が選択された理由は不明
である。 
今回認められた CTX-M-3 産生菌については、大

腸菌、K. pneumoniae 及び E. cloacae の 3菌種が
認められた。飼育期間中に耐性因子の伝播につい
て明らかにするため、保有するプラスミドの性状
比較を実施する必要がある。 
今年度の調査で、導入ヒナがセファロスポリン

耐性菌及び耐性因子を伝播することが明らかと
なった。導入ヒナにおけるセファロスポリン耐性
菌は、分離頻度は低いが、全て同じ CTX-M-25 産
生株であった。調査した３孵化場由来 E. cloacae
は、PFGE 型が異なり、保有する耐性因子は、農場
ごとに異なる可能性が示唆された。 
CTX-M 型遺伝子の腸内細菌間及び食中毒菌への

伝播及び拡散は、公衆衛生上重要な課題である。
CTX-M-25 保有プラスミドは、大腸菌へ接合伝達し
たことから、当該農場由来サルモネラ保存株（現
在約3000株保有）の薬剤感受性試験を実施して、
耐性遺伝子の伝播状況について明らかにする必
要がある。CTX-M-25 は、家畜では比較的新しいタ
イプの ESBL であり、耐性遺伝子に関する情報を
整備して、今後の流行に備えることが大切である。 
今年度は、食鳥処理場における交差汚染の概要

を知るため、予備実験として 7部位（モモ、ムネ、
ササミ、手羽先、手羽元、レバー、砂肝）の耐性
菌汚染状況を調べて、各工程で使用した汚水の検
査を実施した。最終製品で耐性菌汚染が確認され
ている食鳥処理場においても、汚水の耐性菌汚染

は低度で、使用する水の消毒剤添加は適切に実施
されていると考えられた。 
予備実験では、耐性菌汚染状況は部位別に異な

り、処理工程の違いが影響する可能性が考えられ
た。そこで、現状の実施状況を聞き取るとともに、
7部位各 20 サンプルを用いて定量的に検査し、汚
染状況に基づいて詳細に調べて優先順位をつけ
るとともに処理工程の違いを明らかにする。 
農場から食品に至る耐性菌の伝播状況とその

伝播要因を明らかにすることで、科学的根拠を伴
った適正なリスク管理オプションの選択及びそ
の実効性の予測が可能になる。 
 
 
E. 結論 

薬剤耐性菌の伝播には、導入動物が関与し、そ
の増加は、抗菌剤の使用による交差耐性や共耐性
が関与している。 
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図１ ブロイラーの糞便における飼育期間中のアンピシリン耐性大腸菌の推移（％） 
 
 
 

 
図 2 薬剤投与したブロイラーにおける薬剤耐性大腸菌の変動 
 
 
表１ Lot２鶏群から分離されたセファロスポリン耐性腸内細菌 

 
 
 



 
 
表 2 初生雛から分離された ESBL 産生腸内細菌 
 

 
 
 

 
 
図3 食鳥処理場におけるセファロスポリン耐性菌の調査 


