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研究要旨  

 WHOが進めている薬剤耐性サーベイランスGLASSに日本のデータを提

出し、結果は各国のデータとともにWHOのホームページで公開された。 
 国内のESBL産生菌のゲノム解析候補菌の選定と一部の解析を実施し
た。また下水からの大腸菌及びESBL産生大腸菌の選択的分離方につい
て検討した。コリスチン耐性に関わるmcr遺伝子の全てのバリアントを
同時に検出することが可能なmultiplex PCR法を新たに開発した。 

 
 

 
 
Ａ．研究目的 
ワンヘルスアプローチによる薬剤耐性サー

ベイランス体制構築を目的として、動物医

薬品検査所ならびに地方衛生研究所と協力

し、人由来細菌のサーベイランス JANIS、

家畜由来細菌のサーベイランス JVARM、な

らびに食品由来細菌の薬剤耐性に関するデ

ータを抽出、集計、統合し解析して、継続

的に相互のデータ比較を行う。大腸菌、腸

球菌、サルモネラについて、JANIS、JVARM

のデータ比較を行う。H30 年度は 2017年の

データ、H31年度は 2018年のデータ、H32

年は 2019年のデータを解析する。サルモネ

ラについては食品由来細菌のデータについ

ても比較する。薬剤耐性に関する国のサー

ベイランスデータを用いて、ワンヘルスア

プローチをナショナルレベルのデータで進

めるのがこの研究の特色である。結果を研

究班に提供し、家畜、食品、人の間での薬

剤耐性菌／遺伝子の伝播状況の総合的な理

解に資する。 

 また、WHOは 2015年から薬剤耐性のグロ

ーバルサーベイランス(GLASS)を開始し、各

国にナショナルデータの提出を求めている。

GLASSはまず人由来検体から始め、将来的

に食品由来検体も加えることが検討されて

いる。この研究では分担者四宮（地方衛生

研究所）ならびに分担者大西（国立感染症

研究所細菌第一部）の協力も得て GLASSに

提出するための各菌種のデータを JANISそ

の他の調査から収集、集計する。GLASSは

JANISが通常実施している集計とは異なる

集計手法を指定しているため、通常の JANIS

の集計とは別途に集計を行い、GLASSが指

定するファイル形式ファイルを作成し、

GLASSに提出する。H30年度は 2017年のデ

ータを集計し、GLASSに提出する。 

 前年度までの成果からESBL産生腸内細菌

科細菌株の分離率において家畜（鶏肉）由

来では減少が見られるのに対し、ヒト由来

ではむしろ増加傾向にあることが明らかと

なった。この違いは何に起因するのかを明

らかにするための基盤情報を整えるために

ヒト由来代表株においてESBL遺伝子保有プ

ラスミドを含むゲノム解析を行い（H30-31

年）、経年的な分子疫学解析を行う（H31-32

年）とともに家畜由来株の保有するプラス

ミドとの比較解析を行う（H31-32年）。ま

たプラスミド性コリスチン耐性遺伝子mcr

は現在mcr-1からmcr-5までのバリアントが

存在するが、国内ではmcr-1, -3, -5が検出

されている。国内で収集された家畜由来ま

たは食肉由来mcr遺伝子保有コリスチン耐

性腸内細菌科細株においてmcr遺伝子保有

プラスミドを含むゲノム解析を行い

（H30-31年）、プラスミドの比較解析を通

して国内でのmcr保有株の分子疫学を明ら

かにする（H32年） 

 

Ｂ．研究方法 
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 大腸菌、腸球菌の薬剤耐性について、

JANIS で集計されている入院患者全検体由

来のデータと、JVARMで集計されている牛、

豚、鶏由来のデータを比較し、情報をホー

ムページ等で公開する。大腸菌、腸球菌、

サルモネラについて、JANIS、JVARMのデー

タ比較を行う。JVARM のデータは分担者の

川西、サルモネラは分担者の四宮より提供

を受ける。JANIS では、各菌種とも数万株

の規模のデータを集計する。JVARM ならび

にサルモネラでは数百株の規模のデータを

集計する。H30 年度は 2017 年のデータ、H31

年度は 2018 年のデータ、H32 年は 2019 年

のデータを解析する。サルモネラについて

は食品由来細菌のデータについても比較す

る。サーベイランス間で共通している薬剤

や同系統の薬剤の耐性率を比較したデータ

を研究班に提示して、研究班内で人、家畜、

食品の間で薬剤耐性菌／耐性遺伝子がどの

ように伝播しているのかを総合的に解析す

るための情報に資する。なお、一般公開す

る比較データについては農水省、厚労省と

十分に協議し、一般国民や畜産など関係業

界に情報が適切に伝わるように十分留意す

る。ホームページは国立国際医療研究セン

ターが設置するワンヘルス Web ホームペー

ジを用い、掲載データは研究班で作成する。 

 WHOのグローバルサーベイランス(GLASS)

については、これまでに作成した解析プロ

グラムを用いて引き続きデータの集計を進

める。H30年度は 2017年のデータを集計し、

GLASS が指定するデータ形式のファイルを

作成して提出する。GLASS が求めるデータ

のうち、大腸菌、Klebsiella pneumoniae、

Acinetobacter baumannii、黄色ブドウ球菌、

肺炎球菌については JANIS のデータベース

から必要なデータを抽出する。サルモネラ

については、分担者の四宮が全国の地方衛

生研究所と協力して収集するデータを提供

してもらう。淋菌、赤痢菌については分担

者の大西が収集するデータを提供してもら

う。それぞれの菌種で、数百から数万株の

データを集計する予定である。これらのデ

ータをもとに、GLASS が指定するデータ形

式のファイルを作成する。H31年度、H32年

度も同様に 2018 年、2019 年のデータを集

計し、GLASSに提出する。 

 腸内細菌科細菌における ESBL 産生株や

mcr 遺伝子保有コリスチン耐性株は、地方

衛生研究所、酪農学園大学、広島大学など

の研究班の分担または関係機関と連携して

収集する。連携研究機関では、主にディス

ク法による薬剤感受性試験の結果を指標に

耐性菌株を収集し、ESBL 遺伝子および mcr

遺伝子の検出を multiplex PCR にて検討す

る。ESBL産生性の確認は、ESBLの阻害薬で

あるクラブラン酸を用いたダブルディスク

法、 MCR 産生性の確認は、MCR の阻害剤で

あるジピコリン酸を用いたダブルディスク

法を用いてそれぞれ行う。感染研では、菌

種同定の確認を MALDI Biotyper (Bruker

社)、より詳細な薬剤感受性パターンの測定

を MicroScan Walkaway (Beckman Coulter

社)を用いてそれぞれ行う。細菌ゲノムの解

析 は 短 鎖 型 シ ー ク エ ン サ ー で あ る

MiniSeq/MiSeq/HiSeq/NovaSeq シ ス テ ム 

(Illumina社) にて行い、MLST (multilocus 

sequence typing) による菌株遺伝型の型

別、ResFinder による薬剤耐性遺伝子の検

出、Plasmid Finderによる保有プラスミド

の型別を行い、菌株のメタデータと組み合

わせた分子疫学解析を行う。各耐性株の代

表株を選別し、長鎖型シークエンサーであ

る MinION (Oxford Nanopore Technologies

社)を併用して完全ゲノム配列を構築し、

BLAST と ACT (Artemis Comparison Tool)

によるプラスミドの配列比較を行う。 

 
 
（倫理面への配慮） 
 
Ｃ．研究結果 
1. GLASSへの報告 
WHOが進めているサーベイランスGLAS

Sについては、JANISデータベースから201
6年、2017年の血液由来大腸菌、A. bauma
nnii、K. pneumoniae、黄色ブドウ球菌、

肺炎球菌、サルモネラ、ならびに尿由来大

腸菌、K. pneumoniaeのデータを抽出し、

集計した。各菌種とも数千から数万株のデ

ータを集計しGLASS指定フォーマットの

ファイルを作成し、GLASSに提出した。淋
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菌、赤痢菌については分担者大西から国立

感染症研究所細菌第一部が持つ2017年のデ

ータの提供を受けた。便由来サルモネラに

ついては、分担者四宮より地方衛生研究所

が集計した2016年、2017年分のデータの提

供をうけ、集計を行なった。地方衛生研究

所では、独自のエクセルファイルでデータ

を管理しているため、データをGLASS指定

フォーマットのファイルに変換するため、

WHOが無償で配布している変換ツールBac
Linkと集計ソフトWHONETを活用し作業

で提出用ファイルを作成した。今回集計を

行なったものの中では、特に大腸菌で近年

耐性率の上昇が顕著だった(下図)。 

 
他の菌種では耐性率はほぼ横ばいまたは

やや減少傾向にあった。GLASSは今後も各

国にデータの提出を求める予定であり、さ

らに将来的にはGLASSの集計方式が薬剤

耐性サーベイランスの世界標準となる可能

性があるため、今後もデータの集計を継続

する必要がある。なお、GLASSは各菌種に

おいて、各薬剤で試験を行う菌株数を同じ

にすることを前提としているが、JANISは
もともと病院が測定しているデータを収集

しているため薬剤ごとに測定菌株数が異な

るという問題がある。この点についてGLA
SS責任者とオンライン会議を行い、技術協

議を行った。JANIS側で、薬剤感受性試験

を実施した株数が最大の薬剤の数を便宜的

に分離株数と定義することにして、集計プ

ログラムを作成した。2019年2月に公開さ

れたGLASS reportに日本のデータも収載

された。(https://www.who.int/glass/resour
ces/publications/early-implementation-re
port-2017-2018/en/) 
2. ESBL産生菌、mcr遺伝子保有コリスチ

ン耐性菌の解析 
今までに収集済みの臨床分離ESBL陽性腸

内細菌科細菌株の分子疫学的解析を目的に

ドラフトゲノム取得を行い、菌株 (大腸菌、

肺炎桿菌など) およびESBL遺伝子の型別を

進め、プラスミドを含む完全ゲノム解析を

行う菌株の選定を行った。この過程で、広

島にて検出された新規CTX-M遺伝子をCTX-M

-137と名付けた。これは、CDSの5’側配列

がCTX-M-9グループで、3’側配列がCTX-M-1

グループという、非常に特徴的な塩基配列

を有していた。 

https://www.who.int/glass/resources/publications/early-implementation-report-2017-2018/en/)
https://www.who.int/glass/resources/publications/early-implementation-report-2017-2018/en/)
https://www.who.int/glass/resources/publications/early-implementation-report-2017-2018/en/)
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 次年度から施行される WHO Tricycle 

Surveillance Projectのための呼び検討を

行った。下水中の薬剤耐性菌に着目し、環

境由来の ESBL産生大腸菌の調査をするた

めの条件検討を実施した。広島市内の下水

処理施設に許可を頂き、下水中の ESBL 産

生大腸菌が大腸菌全体の中で占める割合を

調査した。BTB 培地、MacConkey 培地、1
μg/mL CTX 添加 MacConkey 培地、

CHROMager ESBL 培地、CHROMager 
mSuperCARBA 培地、極東 CSIE 培地を使

用し、どの組み合わせが最も効率的に割合

を算出できるか条件検討を行った。その結

果、環境から効率的に大腸菌のみを分離す

る培地として、MacConkey 培地よりも極東

CSIE 培地のほうが適していることが明ら

かになった（下図）。 

 
 
このような条件検討をもとに算出された

“ESBL 産生大腸菌が全大腸菌に占める割

合”は、下水を採取した場所により 4〜24%
とかなりの差が認められることが判明した

（下図）。これらの大腸菌は、ESBL を保有

しつつアミノグリコシド系、キノロン系の

薬剤にも耐性を示したため、今後さらに解

析する必要が認められた。 

 
また、CTX-M-9 group の検出が多い場所が

存在し、PCR での型別分類が不可能な

ESBL の存在も認められた（下図）。 

 
 プラスミド性コリスチン耐性遺伝子は、

2018 年 4 月以降、mcr-6 から mcr-8 まで 3

種類の新たなバリアントが報告された。ま

た、既知の mcr-1 から mcr-5 に関しても、

数多くの遺伝子多型が報告された。そのた

め、今年度は mcr-1 から mcr-8 まで全ての

バリアントを同時に検出することが可能な

multiplex PCR 法を新たに開発した。ドラ
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フトゲノム配列を解析済みの国内家畜分離

コリスチン耐性大腸菌 86 株を同検出系を

用いて解析した結果、mcr-1、mcr-3または

mcr-5の単独陽性株、mcr-1および mcr-5の

共陽性株、mcr-1、mcr-3および mcr-5の共

陽性株を問題なく検出することが可能であ

り、今後有用な検査法と考えられた (下図)。 

 

 

 国内の分離株に加え、中国・華南農業大

学との共同研究にて、中国の家畜分離腸内

細菌科細菌300株超を同検出系を用いて解

析した結果、大腸菌または肺炎桿菌にて、

mcr-1またはmcr-3の単独陽性株、mcr-1およ

びmcr-8の共陽性株を検出した。 

 

 日本および中国の分離菌株において、複

数のmcr遺伝子が同時に検出された菌株の

代表的な6株に関して完全ゲノム配列を決

定したところ、各々のmcr遺伝子は異なる種

類のプラスミド上にコードされていた。 

またイムノクロマト法による MCR-1 検出

キットの MCR ヴァリアントの検出能につ

いて評価した。現在、中国における薬剤耐

性菌株の収集を継続している。 
 
Ｄ．考察 
1. GLASSへの報告 
 GLASSが求めるデータフォーマットで

は、菌株のデータを入院外来別、年齢群別、

性別、検体別に層別化している。一方、

JANISでは通常入院患者のみを対象として、

年齢、性別、検体を分けていない。GLASS
の集計で、検体や入院外来別で薬剤耐性率

に違いがあることが明らかになった。今後

JANISにおいてもGLASSに準じた集計を

進めていく必要があると考えられる。他の

研究班とも連携し、公開するデータの形式

を検討していきたい。 
2. ESBL産生菌、mcr遺伝子保有コリスチ

ン耐性菌の解析 
 国内ではこのような耐性大腸菌について、

今後はESBLの型別分類を進めると共にプ

ラスミドの全長配列解析を進め、さらに他

の薬剤に対する耐性遺伝子の保有状況も調

査する必要がある。また次年度はWHOが主導

するTricycle Surveillanceに参加するため、

ヒト、食品、動物由来のESBL陽性腸内細菌

科細菌株が保有する薬剤耐性プラスミドの

比較解析を行う。予備実験からは下水由来

大腸菌の分離にはBTX培地などを使用し、

効率の良い方法についてさらに検討する必

要がある。2019年2月に新たなmcrバリアン

ト (mcr-9) の存在が示唆された。そのため、

今後、現在のmcr-1からmcr-8を標的とした

multiplex PCR法にmcr-9も標的に加え、改

めて評価を行いたい。また、mcr遺伝子の全

てのバリアントを同時に検出することが可

能なmultiplex PCR法と完全ゲノム解析を駆

使して、国内において環境および食品由来

のmcr陽性コリスチン耐性菌株のゲノム疫

学解析も併せて進めていきたい。 
 
Ｅ．結論 
WHOが進めている薬剤耐性サーベイランス

GLASSに日本のデータを提出した。GLASSが

求めるデータを全て提出し、結果は各国の

データとともにWHOのホームページで公開

された。 

国内のESBL産生菌のゲノム解析候補菌の

選定と一部の解析を実施した。また下水か

らの大腸菌及びESBL産生大腸菌の選択的分

離方について検討した。mcr遺伝子の全ての

バリアントを同時に検出することが可能な

multiplex PCR法を新たに開発した。複数の

mcr遺伝子が同時に検出された菌株におい

て、各々のmcr遺伝子は異なる種類のプラス

ミド上にコードされていた。 

 

 
Ｆ．健康危険情報 
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人由来の大腸菌の薬剤耐性率の上昇が顕

著である。対策強化が急務である。 
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