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研究要旨  

 本調査研究では、環境（家畜、食肉）からヒトへの伝播・拡散が危惧される多剤耐性

腸内細菌科菌（ESBL産生菌、AmpC産生菌）およびバンコマイシン耐性腸球菌（VRE）に

ついて国内で流通する食肉（鶏肉）検体を調査し、検出・分離された耐性菌の解析を行

った。平成 27 年度は 151 検体（国産 90、輸入 61）、28 年度は 226 検体（国産 150、輸

入 76）、29年度は 198 検体（国産 110、輸入 88）検体をそれぞれ収集し、3年間で合計

575 検体（国産 350、輸入 225）を調査した。鶏肉検体からの ESBL 産生菌および AmpC

産生菌の分離頻度は年度や生産地によって異なるものの、いずれかの菌が検出される頻

度は 25%から 98%と高頻度であった。特に国産鶏肉からの分離頻度が輸入鶏肉からの分

離頻度と比較し、高い傾向にあった。耐性遺伝子型の解析から ESBL 産生菌は国産肉で

は CTX-M 型、CTX-M 型+TEM 型、TEM 型が多く、輸入肉では CTX-M 型が多かった。CTX-M

型遺伝子として国内産と輸入共に CTX-M2が最も多く、次いで国内産では CTX-M1が多い

のに対し、輸入肉では CTX-M8/25 が多く分離された。AmpC 型遺伝子としては CIT が主

に検出された。これら食肉由来多剤耐性腸内細菌科細菌の多くは大腸菌、一部は

Klebsiella pneumoniae（肺炎桿菌）であった。少数だが ESBL産生サルモネラ属菌が国

内産鶏肉から検出された。約 6割の分離株が薬剤耐性伝達能を示したことから、耐性遺

伝子の多くは伝達性プラスミド上に存在することが示された。プラスミドレプリコン型

は多様であった。2017 年収集のブラジル産鶏肉１検体から伝達性 mcr-1 を保持するコ

リスチン耐性大腸菌が検出された。また 2015年と 2017年に収集したブラジル産鶏肉検

体から VanA型高度耐性 VRE(E. faecium)株が検出された（検出率はそれぞれ 2.6%、4.8%）。

さらに VanN型 VRE（E.faecium）株が国内産鶏肉検体から 3年間継続して検出された（検

出率はそれぞれ 2.2%、0.7%、2.7%）。これら食肉由来 VanN 型株の PFGE 解析と MLST 解

析から、VanN型 VRE 株は過去に分離された国産鶏肉由来株と同一の起源であった。 

 

 

A. 研究目的 

  １）臨床では多剤耐性の腸内細菌科菌（大腸

菌、肺炎桿菌など）が急激に増加している。特に

抗菌薬として最も多く使用されているβ-ラクタ

ム剤に対して高度耐性を示す ESBL 産生菌、およ

び AmpC産生菌の増加が深刻な問題となっている。

これら多剤耐性腸内細菌科菌は環境（家畜）から

畜産物、特に食肉を介してヒトへ伝播、拡散する

危険性が指摘されている。本研究では食肉のこれ

ら多剤耐性腸内細菌科菌の調査・解析を行い、そ

の関連性を科学的に明確にすることを目的とし

た。 

２）多剤耐性グラム陰性菌に対し効果のある抗菌

薬としてコリスチンがヒト臨床で注目されてい

る。β-ラクタム薬とは異なり、コリスチンは細

胞壁外膜を標的としており、交叉耐性を示さない。

近年、国外の家畜環境から伝達性プラスミドのコ

リスチン耐性遺伝子（mcr-1/mcr-2）を保有する

腸内細菌科細菌が報告され、ヒトへの伝播拡散が

報告された。平成 29 年度の本調査では、食肉検

体からのコリスチン耐性腸内細菌科細菌の検出

も行なった。 

３）多剤耐性のバンコマイシン耐性腸球菌 VREは

欧米で院内感染症の主な起因菌として深刻な問

題となっている。ヨーロッパにおいては過去の家

畜への肥育目的の抗菌薬（アボパルシン）使用に

よる環境中での VRE の増加とそのヒトへの伝播、

拡散が指摘されている。幸い日本国内では VREの

分離頻度は欧米に比較し低いが、近年、増加中で

あり複数件のアウトブレークが臨床報告されて

いる。しかし国内ではこれまで VREに関する耐性

機構の解析、伝播・拡散機構の解明、分子疫学研
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究は十分に行われていない。本研究では環境（家

畜、食肉）由来 VREと臨床分離 VREとの関係を明

らかにする目的で、国内食肉における VRE の調査

と解析を行った。 

 

 

B. 研究方法 

 食肉検体（表１）：国内産食肉は国内 3 ヶ所の

食肉検査所からそれぞれ鶏肉 30あるいは 40検体

を収集した（2016 年に宮崎から送付された検体が

乾燥していたため、40 検体を追加収集した）。海

外食肉は各年度に検疫所で取り扱う輸入鶏肉、輸

入量にあわせを収集した。各施設から送付された

検体は速やかに凍結保存とし、順次融解の後、解

析を行った。 

検出方法： 

１）ESBL産生菌およびAmpC産生菌(腸内細菌科菌)

の検出 

国内の食肉衛生検査所で採集された肉の拭き

取り材料を用いた。輸入肉はミンチ肉を用いた。

それぞれ ABPC添加（80mg/L）LB液体培地 3 mlで

一夜培養し、0.1 mlを二種類の薬剤添加 DHL寒天

培地（CAZ を 1 mg/L または CTX を 1mg/L 含む）

に塗布した。それぞれの平板上の発育コロニーを

2 個ずつ釣菌し、純培養後チトクロム・オキシダ

ーゼ試験陰性菌のみを選択した。CTX、CAZ に対す

る MIC値 2mg/L以上の株についてさらに 2薬剤阻

害実験を行った。ESBL産生確認のために CTX, CAV, 

CAZ ディスク、AmpC 産生確認のために CTX, ボロ

ン酸, CAZ ディスクをそれぞれ用いたディスク拡

散法（DDST）を行った。各々の耐性遺伝子型（ESBL; 

TEM, SHV, CTX-M,および AmpC; MOX, CIT, DHA, ACC, 

EBM, FOX）の確認には各種特異的プライマーを用

いた PCR法を用いた。 

 上記の方法で分離された耐性株について耐性

の接合伝達実験を行なった。受容菌として大腸菌

実験株 C600（アザイド耐性）を用い、膜フィルタ

ーを用いた接合伝達（37℃、8 時間培養）を行っ

た。選択培地には CTX または CAZ をそれぞれ 1μ

g/mLとアザイド250mg/Lを含む寒天平板を用いた。

接合伝達性を認めた株については、プラスミドの

レプリコン型を PCR法によって調べた。 

２）コリスチン耐性大腸菌の分離 

食肉検体を薬剤非添加の L培地（液体）を用い

て前培養し、その 0.1mlをコリスチン 1mg/L含有

DHL 寒天培地上に塗布し、培養した。平板上で発

育した赤色コロニーを釣菌し（1検体あたり2株）、

純培養後に mcr-1および mcr-2検出用プライマー

を用いたコロニーPCR によって各耐性遺伝子の検

出を行った。 

３）VRE の検出 

培地；腸球菌分離には Enterococcosel Broth 

（BBL）、Bile Esculin Azide agar （Difco） お

よび Brain Heart Infusion agar （Difco）を使

用。 

用いた薬剤；バンコマイシン（VCM）、テイコプラ

ニン（TEIC） 

腸球菌の分離；VRE 検出のための選択的方法を用

いた。検体のガーゼのふき取りサンプル、ミンチ

肉片を、VCM 4mg/L 加 Enterococcosel Broth で

48時間選択的増菌後、VCM 4mg/L 加 Bile Esculin 

Azide agar選択培地に塗布し、得られたコロニー

を VCM 4mg/L加 Brain Heart Infusion agar 上で

単集落分離を行うことにより選択した。ミンチ肉

浸潤液 0.1mlを VRE選択寒天培地に塗布した。選

択用寒天平板の培養時間はすべて 37℃、48 時間

培養。薬剤耐性検査は薬剤平板希釈法を用い、接

種菌液は１夜液体培地培養後の菌を 100倍希釈す

ることにより用いた。VREの検出には vanA, vanB, 
vanC1, vanC2/3, vanN, 各種 ddlの特異的プライ

マーを用いたマルチプレックス PCR 法を用いた。

必要に応じて DNA シークエンス解析（Big Dye 

primer法）、PFGE解析、MLST解析を行った。 

 

 

（倫理面への配慮） 

全ての臨床分離株は患者個人を同定できる情

報を含まない検体として収集し、本研究に用いた。 

 

 

C. 研究結果 

 １） ESBL 産生菌および AmpC 産生菌の調査・

検出のために平成 27 年度は 151 検体（国産 90、

輸入 61）、28年度は 226検体（国産 150、輸入 76）、

29年度は 198検体（国産 110、輸入 88）検体をそ

れぞれ収集し、3年間で合計 575検体（国産 350、

輸入 225）を調査した（表１）。尚、国内産鶏肉の

拭き取りスワブとして収集した検体のうち、2015

年鹿児島からの検体が乾燥していたため、菌の増

殖が認められず、解析データ数からは除いた。ま

た 2016 年宮崎からの検体もやや乾燥しており、

菌の増殖が少なかったため、再度の収集を行い、

解析した（40検体追加）。 

 鶏肉検体からの ESBL産生菌および AmpC産生菌

の分離頻度は図１-１、図１-２、図１-３に示さ

れように、年度や生産地によって異なるものの、

耐性菌が検出される頻度は 25%から 98%と高頻度

であった。特に国産鶏肉からの分離頻度が輸入鶏

肉からの分離頻度と比較し、高い傾向にあった。 

 耐性遺伝子型の解析から ESBL 産生菌は国産肉

では CTX-M 型、CTX-M 型+TEM 型、TEM 型が多く、

輸入肉では CTX-M型が多かった（図２-１、図２-

２、図２-３）。CTX-M 型遺伝子として国内産と輸

入共に CTX-M2 が最も多く、次いで国内産では
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CTX-M1 が多いのに対し、輸入肉では CTX-M8/25 が

多く分離された（図３-１、図３-２、図３-３）。

AmpC型遺伝子としては CITが主に検出された（図

４-１、図４-２、図４-３）。これら食肉由来多剤

耐性腸内細菌科細菌の多くは大腸菌、一部は

Klebsiella pneumoniae（肺炎桿菌）であった（図

５-１、図５-２、図５-３）。少数だが ESBL 産生

サルモネラ属菌が国内産鶏肉から検出された。 

鶏肉由来 ESBL産生株と AmpC産生株（2016年分

離の70株および 2017年分離の173株）について、

膜フィルター上で大腸菌実験株との接合伝達実

験を行なった。それぞれの年度で 52.9%、59.0%

の分離株が薬剤耐性伝達能を示したことから、耐

性遺伝子の多くは伝達性プラスミド上に存在す

ることが示された（表２-１、表２-２）。耐性型

では ESBL型耐性よりも AmpC型耐性の方が伝達性

を示すものが多かった。得られた接合伝達株

（2016 年分離の 37株、2017年分離の 102 株）の

保持するプラスミドレプリコン型は多様であっ

た（表３-１、３-２）。 

２）コリスチン耐性大腸菌の検出 

2017年に収集した食肉 198検体を用いた。尚、今

回の調査では自然耐性菌の Proteus属菌は対象か

ら除いた。コリスチン含有培地（1mg/L）に発育

した大腸菌 165株（国内産 36検体 75株、輸入 54

検体 90株）について PCRを行ったところ、mcr-1
陽性株をブラジル産検体から 1 株得た（mcr-2 は

全株陰性）。接合伝達実験により、このコリスチ

ン耐性（MIC値；16 mg/L）は伝達性を示し、プラ

スミド性であった。 

３）VRE の検出（図６、図７、表４、表５） 

食肉からの VRE検出結果を、年度毎に表４に示

す。高度バンコマイシン耐性を示す VanA 型 VRE

（E. faecium）株が 2015 年のブラジル産鶏肉１

検体、および 2017 年のブラジル産鶏肉 3 検体か

ら検出された（表４-１、表４-３）。それぞれ検

出率は、ブラジル産鶏肉の 2.6%と 4.8%であった。

これらの VRE株と過去にブラジル産鶏肉から分離

された VanA型 VRE株の PFGEパターンを図６に示

す。一方、国内産鶏肉検体から3年間継続的にVanN

型 VRE（E. faecium）株が検出された。VanN型 VRE

は我々が 2011 年に収集した国内産鶏肉から分離

し、世界で 2例目として、また環境中からは初め

て報告した新型 VRE である（図７および表５の

GU121-1株）。本調査で国産鶏肉検体から分離され

た VanN型 VRE株について PFGE解析を行ったとこ

ろ、過去に我々が分離した VanN 型 VRE 株 E. 
faecium株と極めて類似のPFGEパターンを示した

（図７）。また MLST解析を行ったところ、これら

は全て ST669 に分類された（表５）。これらの結

果は今回継続的に検出されている VanN 型株が以

前に国産食肉から分離された株と同一の起源を

持つことを示している。また 2015年と 2017年の

収集のそれぞれ１検体から型別不明の低度バン

コマイシン耐性株が分離された。 

 

 

D. 考察 

ESBL/AmpC 産生株の調査において毎年、国内外

産いずれの食肉検体からも比較的高頻度に多剤

耐性菌が検出された。特に国内産鶏肉検体からの

分離頻度は輸入食肉検体からの検出率よりも高

い傾向にあった。検体処理の状況及び輸送形態の

違いによることが考えられるものの、ESBL/AmpC

産生多剤耐性菌（主に大腸菌）の鶏肉検体への付

着汚染が確認された。少数ではあるものの 2016

年と 2017 年収集食肉（国内産）から多剤耐性サ

ルモネラ属菌が検出されたことから、病原性の腸

内細菌科細菌の多剤耐性化について、今後の動向

を調査して行く必要があろう。 

今回、伝達性（プラスミド性）mcr-1 を保持す

るコリスチン耐性大腸菌１株がブラジル産鶏肉

から分離された。近年、中国をはじめ海外の家畜

環境中での、腸内細菌科細菌の伝達性コリスチン

耐性遺伝子 mcr-1の急速な拡散と蔓延、ヒトへの

伝播が危惧されていることからも国内流通食肉

の汚染動向の調査は重要である。 

 VRE に関しては、過去の調査ではしばしばブラ

ジル産鶏肉から臨床で問題となる VanA型 VRE（E. 
faecium）が検出されていた。今回も分離頻度は

低いものの（2015 年 2.6%、2017 年 4.8%）、以前

と同様に VanA型 VRE（E. faecium）株が検出され

た。グリコペプチド系抗菌薬であるアボパルシン

の家畜への投与は 2000 年頃に世界的に禁止され

てから、すでに 10年以上が経過し、VREによる家

畜環境の汚染は激減したものの、いまだに限局し

た地域での汚染が持続していることが示唆され

る。一方で日本の鶏肉検体から、同一の宿主遺伝

子型を持つ VanN 型 VRE 株が継続的に分離されて

いる。これらの結果は、同一の起源を持つ VanN

型 VREが低頻度ではあるものの既に国内の環境中

に伝播、拡散していることを示唆している。今回

国産鶏肉から分離された VanN 型 VRE 株はいずれ

も VCM の MIC 値 4 mg/L と臨床的に問題となる高

度耐性株ではなかったが、フランスでは患者の血

流感染症の起因菌となった中等度耐性株の報告

もあり、VRE の感染対策上は環境調査の対象とす

べきである。 

 

 

E. 結論 

国内産鶏肉及びの輸入鶏肉から ESBL 産生また

は AmpC 産生の多剤耐性腸内細菌科菌（主に大腸

菌）が比較的高頻度で検出された。調査期間後半
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2年続けてESBL産生サルモネラ属菌が国内産食肉

から、また採集年度にコリスチン耐性大腸菌が輸

入食肉（ブラジル産）から検出されており、今後

の動向に注意する必要がある。高度耐性 VREにつ

いては一部の地域（ブラジル産）で少数の分離の

みであり、環境中の汚染状況が改善していること

が示された。一方、国内産鶏肉検体から、以前の

国内分離株と同一起源である VanN 型 VRE 株が継

続的に分離されていることから、VanN型 VRE株の

国内の家畜環境中に拡散し定着していることが

示唆された。 

 

 

F. 健康危険情報 
（分担研究報告書には記入せずに、総括 
研究報告書にまとめて記入） 
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