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平成 26 厚生労働科学研究費補助金食品安全確保推進研究事業 
総括研究報告書 

食品由来細菌の薬剤耐性サーベイランスの強化と国際対応に関する研究   
 

研究代表者 渡邉治雄 国立感染症研究所所長 
 
研究要旨：家畜に由来する薬剤耐性菌が畜産食品を介してヒトに伝播し、ヒトの健康に危害を与える
可能性について評価するため、モニタリング体制が構築されてきている。WHO は、世界における耐性菌
の実態を明らかにするため Advisory Group on Integrated Surveillance of Antimicrobial 
Resistance(AGISAR）を設立し、食中毒菌などの薬剤耐性の国際的なサーベイランス体制の確立や検査
法の統一を図ろうとしている。国内では食品安全委員会が家畜由来薬剤耐性菌のリスク評価を行って
いるが、医療上極めて重要な抗菌薬であるフルオロキノロンおよび第 3 世代セファロスポリンが俎上
に載っている。近年、ヒト及び家畜由来大腸菌、サルモネラ株で CTX 型 ESBL 産生株、および CMY-2 型 
β ラクタマーゼ産生株の分離率が上昇してきている。。国内で分離された臨床、食品および家畜由来
耐性菌の比較解析を行い、その関連性を解明し、リスク評価等に供するデータの作成が必要とされて
いる。動物等で出現する耐性遺伝子がプラスミドを介してヒトの腸内細菌に伝播され、それがヒトで
選択されることが考えられているが、プラスミド遺伝子の多様性のため、科学的証拠が少ない。網羅
的に考察するためには、動物由来細菌、及びヒト由来細菌から分離される多くのプラスミド遺伝子の
データバンクを作成し、統計学的に解析する必要がある。今年度は、データバンクの作成を重点的に
行い、動物―ヒト間の移動に関する解析を行った。また、動物で行われている耐性菌モニタリングシ
ステム JVARM とヒトにおける院内感染症耐性サーベイランス JANIS のデータを総合的に解析できるよ
うにするための相互連関ソフトを完成させた。それによりＷＨＯ等への国際的なネットワークへの対
応が可能となる。 

  
分担研究者:  
秋庭正人  農業・食品産業技術総合研究機構 

動物衛生研究所 
小島明美  農林水産省動物医薬品検査所 
五十君静信 国立医薬品食品衛生研究所  
泉谷秀昌  国立感染症研究所 
黒田 誠    国立感染症研究所 
甲斐明美  東京都健康安全研究センター 
田口真澄  大阪府立公衆衛生研究所 
田村 豊  酪農学園大学獣医学部獣医公衆

衛生学教室 
倉園貴至  埼玉県衛生研究所 
柴山恵吾  国立感染症研究所 
富田治芳  群馬大学大学院 
 
A. 研究目的： 
前回の「薬剤耐性食中毒菌に係る解析技術の

開発及びサーベイランスシステムの高                
度化に関する研究」において、家畜飼育現場（農
林省関連機関：動物医薬品検査所および動物衛
生研究所）、食品取り扱い現場（国立医薬品食
品衛生研究所）、医療現場にかかわる機関（国
立感染症研究所、地方衛生研究所）との間で縦
割り行政を越えての、横の連携をとり、畜産、
ペット類の愛玩動物、食品および食中毒患者か
ら分離される主にサルモネラ、カンピロバクタ
ー、病原性大腸菌、MRSA を中心とした薬剤耐性
菌の現状及び動向について全国レベルの調査
と解析を行ってきた(JVARM への連携)。一方、
病院内における耐性菌の動向調査である院内

感染菌耐性モニタリングシステム(JANIS: 
Japan Nosocomial Infections Surveillance)
が別個に厚生労働省の事業として動いている。
今回の研究班においては、この JVARM と JANIS
の相互乗り入れを可能にすることにより、動物
等で選択された耐性菌が実際の臨床の場に入
り込んで、ヒトに健康危害を及ぼしているのか
に関して推察できるデータが得られる。耐性遺
伝子はプラスミドを介して細菌間を移動して
いると考えられるが、プラスミド遺伝子の多様
性のため、直接的関連性を示すデータが得られ
ていないのが現状である。網羅的に解析するた
めに、動物およびヒトから分離される耐性プラ
スミドのデータベースを構築し、バイオインフ
ォーマティクスの技術を使い詳細に解析し、耐
性遺伝子の移動を明らかにする。この研究班で
得られた成果を WHO・AGISAR の場を通して世界
に発信することにより国際的貢献を果たす。 
 
B. 研究方法 
１）AGISAR および WHO AMR-TAG 会議に出席し、
情報を集める 
２）JVARM のデータを JANIS データフォーマッ
トに準じたものに変換し、JANIS システムの集
計プログラムを用いて、人由来株と家畜由来株
のデータの比較が出来るようにする。 
３）ヒトおよび食品由来株について、CP, TC, SM, 
KM, GM, ABPC, ST, NA, CTX, CPFX, OFLX, FOM, 
NFLX, Su, VCM などの各種薬剤に対する薬剤耐
性菌出現動向を調べる。 



４）次世代シークエンサーを用いて菌の染色体
および耐性プラスミドの全ゲノム配列の解析
を実施する。特に、増加傾向にある第三世代セ
ファロスポリン耐性大腸菌を中心に解析を行
う。 
５）現在公開されているプラスミド 2981配列
の特徴（Incタイプ、薬剤耐性因子、Insertion 
sequence、Transposon等）を用いたPlasmidome 
ネットワーク解析と、プラスミド保有菌種の情
報（菌種、分離年・国・地域・宿主、各種タイ
ピング結果等）を網羅しデータ・ベース化を行
う  
６）サルモネラ、大腸菌、カンピロバクターに
ついて、動物由来株（担当：秋庭、浅井）、愛
玩動物由来株（田村）、食品由来株（五十君、
甲斐、田口、倉園）、人由来株（甲斐、田口、、
倉園、泉谷）の菌株の収集、耐性型、耐性遺伝
子を行う。JANIS 院内感染由来大腸菌、MRSA の
収集、解析（柴山）。各菌株の遺伝子型
（PFGE,MLVA,MLST 等の分子疫学的解析手法に
より解析）の解析結果に基づき（泉谷、浅井、
五十君）遺伝型の整理を行い、データベースの
構築を行う（渡邉、泉谷）。それらの中から詳
細な全ゲノム配列(特にプラスミドを中心に)
の決定およびインフォーマティクスによる解
析を行い、菌株あるいは耐性遺伝子の動物から
ヒトへの移動に関する推定を行う（黒田） 
 
C. 研究結果概要 
1)今年度４月１５－１６日、１０月１６日、１
２月２－３日に開催された WHO AMR-TAG に参加
して、２０１５年５月に WHO 総会に提出される
今後５か年間の global action plan について
討議した。WHO は、薬剤耐性菌が環境―動物―
食品―ヒトの総合的問題として取り組まなけ
れば最終的解決が図れない点を強調している
（薬剤耐性菌や薬剤耐性遺伝子がそれらの間
を自由に動き回り、伝播し続けている；解決に
は、厚労省、農林省等の intersection 間の連
携が不可欠）。政府（政治家、政策決定者等）、
医療関係者、一般人を含めすべての人へ、薬剤
耐性の重要性を理解してもらうための適切な
る情報の提供、啓発の重要性も指摘。４月の会
議で２０１５年 WHO総会の議案の下準備が行わ
れ、特に下記の課題に対する討議が行われた。
①リスクコミュニケーション：政府（政治家、
政策決定者等）、医療関係者、一般人を含めす
べての人へ、薬剤耐性の重要性を理解してもら
うための適切なる情報の提供、啓発を行う；薬
剤の使用を含めた考え方、薬剤を受ける行動パ
ターンの改善を図る②薬剤耐性の評価：薬剤耐
性のサーベイランス、薬剤の使用状況のモニタ
リング体制を確立し、それによって得られる科
学的データに基づくヒトへの健康影響評価を
おこなう。③対策とその継続：多関連機関（ヒ

ト、動物、環境等に係る機関）との連携による
耐性問題への対応とそれを行った場合の経済
的効果のレビューを行う。耐性問題はヒトの健
康にかかわる国家的問題としてとらえること
が重要。10 月の会議では、2015 年 5 月 WHO 総
会に提出する「微生物（細菌ばかりでなくウイ
ルス、寄生虫、真菌を含む）の薬剤耐性に対処」
するための Global action plan についての討
議が行われた。WHO は６項目を対象にした行動
計画を立て、それを履行することを各国に求め
ている。①公共への啓発、教育や訓練を通して
耐性菌の問題点を関係者（国民、医療従事者、
政治家等）に理解してもらう。②研究（調査）
やサーベイランスを通して得られるヒト、動物、
環境の耐性菌の実態の理解を深める。効果的な
衛生状況の改善や感染症防止策を通し、感染症
の罹患率を減少させる。③ヒトや動物への抗菌
薬の使用を適正化させる。④新薬、診断薬、ワ
クチン等の開発を促進する。⑤行動計画の実行
と達成度の評価を行う；２年ごとに各国は達成
状況を WHO に報告する。最終目標を AMR の頻度
の減少、AMR による死亡率の減少、治療不可能
な重症感染症の患者数を最終的にゼロにする、
開発途上国において迅速診断できる病原体の
数の増加を図る、第２相の臨床治験に入る新薬
の使用の制限、ヒトに使用する抗菌薬の量を削
減、動物等に使う抗菌薬の量の削減、ヒトや動
物以外に使用する抗菌薬をゼロにする、ことを
挙げている 
2)JANIS データフォーマットに準じた新 JVARM
データフォーマット（Ver1.0）を作成した。そ
して、JVARM データを新 JVARM フォーマットに
変換するプログラムを作成し、家畜由来細菌の
アンチバイオグラムを作成するシステムを構
築した。平成 26 年度は、農水省の手続きが進
み、JVARM の過去 10 年間分の実データを研究班
用として受けとった。12 月現在、JVARM 実デー
タによるアンチバイオグラムを作成し、JANIS
との比較を行う予定である。 
3)腸内細菌科における ESBL(CTX-M)およびカル
バペネマーゼ(NDM-1, KPC)のプラスミドを介し
た伝達頻度を Plasmidome ネットワークとして
図示化することに成功し、俯瞰的な解析法の基
盤を作成した。このネットワーク・データベー
スを重厚なものとするため、プラスミド配列解
析ソフト GPAT、そして得られたプラスミド配
列の関係性を明確にするネットワーク解析ソ
フト iPAT を開発した。 
4)2014年1―11月に東京都内で分離されたヒト
由来サルモネラ 111 株について血清型別試験
および薬剤感受性試験を実施した（集団事例由
来株は代表 1株を実施）。血清型は 34 血清型に
分類された。多く分離された血清型は O9 群
Enteritidis （17 株）、O7 群 Infantis（17 株）、
O4 群 Typhimurium（10 株）および Chester（10



株）であった。各血清型の耐性菌出現率を比較
すると、Infantis が 70.6%、Typhimurium は 70％
と耐性率が高いのに対し、Enteritisis では
17.6%、Chester は全て感受性菌であった。この
ように血清型によって耐性率に差が認められ
た。 
5)2012 年は 46 検体（83.6%）、2013 年は 24 検
体（100%）から ESBL/AmpC 産生大腸菌が検出さ
れた。2013 年は AmpC 産生大腸菌検出用の分離
平板を追加した結果、AmpC 産生大腸菌の検出数
が増え、ESBL 産生大腸菌と AmpC 産生大腸菌が
両方検出された検体が 22 検体（91,7%）となっ
た。2012 年に国内の養鶏団体がセフォチオフル
の使用に関して自主的に注意喚起を行ったこ
とから、農場の鶏糞からの ESBL/AmpC 産生大腸
菌の検出は 2012 年から減少している。しかし
市販鶏肉ではその後もまだ高率に存在してい
ることが明らかになった。 
6) 牛 由 来 Salmonella enterica O4:i:- の
blaCTX-M-55遺伝子は、プラスミドではなく染色体
上に存在した。blaCTX-M-55遺伝子周辺塩基配列の
解析から、本菌の多剤耐性は染色体に挿入され
たプラスミド由来断片に規定されている可能
性が示唆された。なお、blaCTX-M-55 は blaCTX-M-15
と 1塩基 1アミノ酸の相違しかなく、本菌株が
保有する blaCTX-M-55は複製の過程で blaCTX-M-15に
変異が入ったものと推察された。 
7)2014年収集の189鶏肉検体（国内産100検体、
海外産 89 検体）について調べた。その結果、
国内産鶏肉 39 検体(39%)、海外産鶏肉 79 検体
(89%)からそれぞれ VRE が検出された（VanA 型
1 検体、VanC1 型 100 検体、VanC2 型 15 検体、
VanN 型 2 検体）。このうち臨床で問題となる
VanA型VREはブラジル産鶏肉検体から検出され
た。今回分離した VanA 型 VRE 株は過去にブラ
ジル産鶏肉から分離された VRE と同一の PFGE
パターン、ST 型（MLST 解析）を示したことか
ら、同一起源の株であることが示唆された。一
方、VanN 型 VRE は国内産鶏肉 2 検体(宮崎県産
鶏肉 1 検体 2 株、群馬県産鶏肉 1 検体 2 株)か
ら検出された。これまでに我々は新規の VanN
型 VRE を環境（国内産鶏肉）由来株として世界
で初めて分離し、2012 年に報告している。今回
新たに分離された VanN 型 VRE 株の解析を行っ
たところ、全て同一の PFGE パターンを示し、
さらに 2009 年収集の国内産鶏肉検体から分離
した VanN 型 VRE 株とも同一パターンであった。
また MLST 解析で ST型が一致したことからもこ
れらは同一由来株であることが示された。これ
らの結果は、新規の VanN 型 VRE が国内の環境
中（養鶏場）に既に拡がっていることを示して
いる。しかし、これらの株は我々の収集し解析
した臨床分離腸球菌株の遺伝子型とは異なる
ものであり、直接の関連性は認められなかった。 
8)第 3世代セファロスポリン耐性大腸菌の性状

解析:2012 年 3 月に国内の生産者団体からセフ
チオフルの使用に関する注意喚起が自主的に
行われ、2012 年および 2013 年のブロイラーに
おけるセファロスポリン耐性は、2011 年に比べ
て有意に減少した。（2011 年 18.0％→2012 年
9.7％、2013 年 4.6%）2010～2013 年におけるセ
ファロスポリン耐性株のβラクタマーゼ型別
を行ったところ，2004～2009 年の第 3世代セフ
ァロスポリン耐性大腸菌の解析と同様 blaCMY-2
が優勢であった。トランスコンジュガントを用
いたプラスミドの解析では blaCMY-2 を保有する
プラスミドのレプリコン型は、2010年から 2013
年の分離株においていずれの年も IncK が主要
な型として認められ、IncI1 も IncK に次いで多
く認められた。その一方で 2010 年度まで主要
な Inc型の一つとして認められた多剤耐性プラ
スミド（IncA/C）は 2013 年に 1 株認められた
ものの減少傾向であった。セフチオフルの自主
規制に伴う当該製剤の選択圧の減少によって、
プラスミドの維持に関連する負荷（biological 
cost）の差異が関連したと推察された。 
9)MSSA、MRSA、MRCNS の遺伝子型及び抗菌性物
質に対する感受性:LA-MRSA については、我が国
の豚において MRSA ST398 の分布が確認され、
ゲノム解析により SCCmec 型がヨーロッパ等で
報告されているものとは異なる新規のもので
あることが明らかとなった。MSSA の MLST 解析
により、ST398 は MSSA の主要な ST 型として高
率（7／15 株(46.7%)）に認められた。その一方
で今回調べた MSSA には国内で分離された MRSA 
ST398 と同 spa 型かつ同薬剤耐性型の株は認め
られなかった。また MRCNS において国内で分離
された MRSA ST398 と同じ SCCmec 型は認められ
なかった。以上より新規のSCCmec型を持つMRSA 
ST398 が一部の豚農場に分布していることが確
認されたが、本調査で確認された MRSA ST398
の起源となりうる MSSA 及び MRCNS は認められ
なかった。  
10)2012 年から 2014 年にかけて埼玉県内でﾋﾄ
から分離されたｻﾙﾓﾈﾗ 366 株、腸管出血性大腸
菌(STEC)373 株、赤痢菌 13 株, ｶﾝﾋﾟﾛﾊﾞｸﾀｰ 59
株の薬剤感受性試験を実施した。その結果、ﾌﾙ
ｵﾛｷﾉﾛﾝ耐性株が、ｻﾙﾓﾈﾗで 1 株、STEC で 1 株,
赤痢菌で 5株, ｶﾝﾋﾟﾛﾊﾞｸﾀｰで 29 株が、CTX 耐性
株はｻﾙﾓﾈﾗで 4 株、STEC で 1株,赤痢菌で 4株検
出されている。環境由来では、市場等で購入し
た食肉などの食品 202 検体、動物指導ｾﾝﾀｰの協
力で得られたｲﾇ・ﾈｺの糞便 443 検体、およびｱﾗ
ｲｸﾞﾏの糞便 533検体を材料として,食品はｻﾙﾓﾈﾗ、
STEC､ｶﾝﾋﾟﾛﾊﾞｸﾀｰ､ｲﾇ・ﾈｺおよびｱﾗｲｸﾞﾏ糞便につ
いてはｻﾙﾓﾈﾗを対象として検査を実施した。食
品では鶏肉からﾌﾙｵﾛｷﾉﾛﾝ耐性ｶﾝﾋﾟﾛﾊﾞｸﾀｰが分
離された。ｲﾇ・ﾈｺおよびｱﾗｲｸﾞﾏ糞便では、ｲﾇ 5
検体、ﾈｺ 1 検体、ｱﾗｲｸﾞﾏ 13 検体からｻﾙﾓﾈﾗが分
離されたが、ﾌﾙｵﾛｷﾉﾛﾝおよび CTX 耐性株は分離



されなかった。 
11)南九州の肉用鶏とヒトから分離された ESC
耐性大腸菌の比較:肉用鶏由来株 46株およびヒ
ト由来 15 株の MLST 解析を行い、全株の ST を
決定するとともに、ESC 耐性を規定する遺伝子
の検出を終了した。鶏由来株に 32 の ST を、ヒ
ト由来株に 11 の ST を認めた。全体として肉用
鶏由来株とヒト由来株の ST に類似性は認めら
れなかったが、検出される ESC 耐性遺伝子は類
似していた。すなわち blaCTX-M-14、blaCTX-M-15、
blaSHV-12は両者から検出された。以上の成績は、
肉用鶏とヒトに定着する大腸菌の遺伝子型は
異なるが、肉用鶏由来株とヒト由来株の間で薬
剤耐性プラスミド等耐性因子の交換が起こっ
ている可能性を示唆している。 
12)国内で分離されたサルモネラ 4:i:- の性状
解析:2000～2010 年に国内の様々な材料から分
離された 4:i:- 51 株の性状を解析した。ST を
検出するための m-PCR 及び PCR では全ての供試
菌株で陽性の結果が得られたことから、4:i:-
は Typhimurium の単相変異株と考えられた。ま
た CGH 解析等の結果から、2 相 H 抗原を規定す
る染色体領域の大規模欠失または点変異が単
相化の原因であることが示唆された。薬剤感受
性を調べたところ、39 株（76%）は全ての供試
薬剤に感受性か単剤耐性を示した。残りの 12
株（24%）は ASSuT または類似の薬剤耐性パタ
ーンを示した。一方、PFGE と MLVA による型別
で極めて類似度の高いグループの中にヒト、豚
肉、及び牛由来株が含まれていたことは、何ら
かの疫学的関連の存在を示唆するが、その多く
は供試した全ての薬剤に感受性であった。2013
年に、それ以前の分離株には認められない多剤
耐性菌が分離された。本菌は ESC にも耐性を示
し、β-ラクタマーゼを規定する遺伝子は
blaCTX-M-55で、染色体上に存在した。周辺塩基配
列を解析したところ、他菌種が保有するプラス
ミドの塩基配列と相同であることが明らかと
なり、プラスミドが染色体に挿入されたものと
推察された。ESC 耐性サルモネラは公衆衛生上
の脅威と考えられることから、わが国の牛群に
おける当該クローンの動向には今後、特段の注
意を払う必要がある。                                            
 
D. 考察 
家畜現場の耐性菌モニタリング JVARM 

（ Japanese Veterinary Antimicrobial 
Resistance Monitoring System)と院内感染菌
耐性モニタリングシステム JANIS（Japan 
Nosocomial Infections Surveillance)の連携
を強化し、動物等で選択された耐性菌が実際の
臨床の場に入り込んで、ヒトに健康危害を及ぼ
しているのかに関して明らかにしていくこと
は重要である。JVARM のデータを JANIS ファー
マットに変換するためのソフトを作成し、お互

いのデータの比較解析をできるようにした。。
今後、試行を繰り返し、更なる改良をすること
が必要である。予備的データとしては、動物の
耐性菌率とヒトの耐性菌率の間にかなりの差
があるようである。動物の耐性菌がヒトに入り
込んでいることは確かであろうが、その後ヒト
に使用される抗菌薬の量や種類により、耐性菌
の選択等が起こることがあるので単純な比較
でものをいうことは難しいようである。今後の
解析でお互いの影響要因等の解析も必要にな
り、かなり複雑な因子が絡むようである。 
JVARM の報告からは、ブロイラー由来大腸菌

でセファロスポリン耐性株が 2004 年以降，セ
ファロスポリン系薬剤は鶏の治療薬として承
認されていないのにかかわらず、増加傾向が認
められた。①耐性株では CMY-2 β-ラクタマー
ゼが優勢であり，②セファロスポリン耐性遺伝
子の分布に 4 種類のプラスミド（IncA/C, 
IncB/O, IncI1 及び IncIγ）が関与し、③4 種
類のプラスミドのうち IncA/C が多剤耐性プラ
スミドであること、④blaCMY-2を保有するプラス
ミドのレプリコン型は、IncI1-Iγ が多く認め
られたことが明らかになった。また、ヒトから
分離されるセファロスポリン耐性大腸菌との
MLST 解析の比較では、ブロイラー由来大腸菌と
ヒト由来大腸菌では、その遺伝型に共通する部
分が少ないことが判明した。しかし、βラクタ
マーゼ遺伝子型や Inc型では共通するものが見
られることから、鶏の大腸菌が人の腸管に入っ
てもそのまま定着するのではなく、プラスミド
がヒトの大腸菌に伝達して安定化している可
能性、又はヒトの大腸菌にあるプラスミドと組
み換えを起こし安定化する、あるいは薬剤耐性
遺伝子をコードしている動く遺伝子だけがヒ
トの大腸菌のプラスミド、あるいは染色体に入
り込んでいる可能性が考えられた。このような
変遷をゲノムレベルで証明するためには、痕跡
として残されているゲノムの情報を解析する
必要がある。まずは、世界中で解析されてきて
いる耐性プラスミドの情報の整理を行うため、
プラスミド配列解析ソフト GPAT、そして得ら
れたプラスミド配列の関係性を明確にするネ
ットワーク解析ソフト iPAT を開発した。腸内
細菌間のプラスミドの伝達はかなり高い頻度
で起こっている可能性があること、且つ容易に
組み換えを起こし遺伝学的に多様性が生じて
いると考えられるので、 マスとして解析する
必要がある。今回開発したソフトは、プラスミ
ドの大規模なデータ・ベースからの解析を促進
すると思われる。 
今後も輸入食肉（鶏肉）と国内食肉（鶏肉）
の多剤耐性菌、特にヒト臨床上問題となるβラ
クタム剤耐性腸内細菌科菌（ESBL 産生菌、AmpC
産生菌等）及びバンコマイシン耐性腸球菌 VRE
（多剤耐性腸球菌を含む）の分離状況を継続的



に把握することが必要である。食肉から分離さ
れた耐性菌株について分子疫学的解析（PFGE、
MLST、耐性型の同定）を行い食肉由来株とヒト
臨床由来株との関連性を調べる。また耐性菌が
保持する各種耐性遺伝子の同定と局在、及びそ
の伝達性を調べることにより、環境（家畜）か
らヒトへの耐性菌の伝播、拡散機構について明
らかにすることも重要である。 
特に日本の家畜環境から分離されている新

型 VanN 型 VRE のヒト環境内での拡散状況、関
連性を明らかにするために詳細な遺伝子解析
（全体のオペロン構造とその局在、伝達性）、
及びヒト臨床分離腸球菌株、特にバンコマイシ
ン低度耐性株、Van 型別不明株を含めた詳細な
検索が必要である。また他の家畜環境（他の農
場、屠場等）を含めた全国的な調査が重要と考
える。 
継続的な家畜由来株の薬剤感受性のモニタ

リング、特に人医療上極めて重要な成分の一つ
であるセファロスポリン及びフルオロキノロ
ンについて遺伝学的解析を含め継続的に実施
する必要がある。また今回の結果より C.jejuni
のマクロライド耐性の出現について注意が必
要である。 
JVARM 側において、測定する抗菌薬をヒトで用

いるものに合わせ、また菌株数を代表性が確保
できる程度に増やし、継続的にデータを収集す
る体制の構築が必要である。 
 
E. 結論 
JVARM のデータを JANIS ファーマットに変換

するためのソフトの開発を行った。近い将来、
我が国に 
おいて WHO-AGISAR が求めている integrated 
surveillance に到達できるであろう。耐性遺伝
子が腸管内で、高頻度で移動している可能性が
あり、それらを明らかにするためのツールとし
て、プラスミド配列解析ソフト GPAT、そして
得られたプラスミド配列の関係性を明確にす
るネットワーク解析ソフト iPAT を開発した。
今回開発したソフトは、プラスミドの大規模な
データ・ベースからの解析を促進し、食品等を
介して人の腸管に入り込んだ耐性遺伝子がヒ
トの腸内細菌に入り込んでいく証拠を提供す
るためのツールとして利用できるようになる
ことが期待される。 
 

F. 知的財産権の出願・登録状況 
なし 
 
G. 健康危険情報 

WHO は 2015 年の総会に耐性菌のコントロー
ルに向けた世界戦略として Global action 
plan を提出し、各国に耐性菌の減少に向けて
の５年間の行動計画を作成することを求める。 

ブロイラー由来の大腸菌のセファロスポリ
ン耐性菌が２０１２年には減少した。業者に
よる自主的なセフチオフルの使用規制が関与
している可能性が考えられる。 
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平成 26 年度 厚生労働省 食品の安心確保推進研究事業 

「食品由来細菌の薬剤耐性サーベイランスの強化と国際対応に関する研究」 

「ヒト由来腸内細菌の薬剤耐性の遺伝学的研究」 

分担研究報告書 

 

 研究分担者 泉谷秀昌 国立感染症研究所 細菌第一部 

  

研究要旨：本研究班では、ヒトの健康への脅威となる食品由来細菌感染症に関して、主として薬

剤耐性菌に着目し、薬剤耐性食中毒菌による健康被害の発生動向を把握するための監視体制に関

して、ヒト、食品、環境および家畜といった多方面からの情報整備をすることを目的とする。そ

のための基礎研究として上記耐性菌を含め、さまざまな菌の解析手法を開発しサーベイランスシ

ステムに組み込むことで上記情報整備の拡充、高度化を図る。本分担研究においては、特に、サ

ルモネラ等の腸管系細菌をはじめ、食品汚染を介した細菌感染症に着目して上記目的のための新

規要素の検討を行う。 

 

A. 研究目的 

 薬剤耐性の問題がグローバル化する中で、

サーベイランスにおけるギャップを把握し、

埋めていくことは、よりよいサーベイランス

体制構築に欠かせない。本研究ではシガ毒素

産生性大腸菌（STEC）の薬剤耐性について、

経年変化を追った。また、WHO－GFN が実施し

ている外部精度管理試験において使用されて

いるブレークポイントの変遷と、結果に与え

る影響を調べた。 

（倫理面への配慮） 

 食中毒事例に関し，ヒトの臨床情報等を扱

う場合には，事前に研究倫理委員会の承認を

得た上で，個人情報の取り扱いに注意し，研

究を遂行する。分離した菌株に関しては，匿

名化を図り，特定の個人に不利益が生じない

ように配慮する。 

 

B. 研究方法 

１．薬剤感受性試験：BD社のセンシディスク

を用いて、CLSI に準拠した方法により試験し

判定を行った。使用した薬剤はアンピシリン

（A）、ストレプトマイシン（S）、テトラサイ

クリン（T）、シプロフロキサシン（Cip）、カ

ナマイシン（K）、セフォタキシム（Cｔ）、ク

ロラムフェニコール（C）、ST 合剤（Sx）、ス

ルフィソキサゾール（Su）、ゲンタマイシン（G）、

ナリジクス酸（N）、セファロチン（Cf）、ホス

ホマイシン（F）、セフォキシチン（CFX）、セ

フォテタン（CTT）、アミカシン（AMK）、イミ

ペネム（IPM）およびメロペネム（MEPM）の

18 剤であった。 

２．一濃度スクリーニング：アジスロマイシ

ン、シプロフロキサシン、セフォタキシム、

およびホスホマイシンを、それぞれ 50、0.1、

1および50 mg/L含むLB寒天培地を調製した。

上記 4 種の培地に試験菌株を植菌し、明らか

に生息してきたものを R、わずかに生えてき



たものを rとした。 

 

C. 研究結果および考察 

１．シガ毒素産生性大腸菌（STEC）薬剤耐性

の傾向 

1998 年から 2013 年までの分離株から各年

150-500 株程度選択し、ディスク法による感

受性試験を行った。 

結果を表 1 に示す。各カラムには約 30%を

最大の網掛けとした帯グラフを賦してある。

耐性が多くみられる薬剤は、スルフィソキサ

ゾール、ストレプトマイシン、テトラサイク

リン、アンピシリンであり、15 年間の平均は

それぞれ、20.5、20.1、14.6、13.6%であった。

これらに次いで、セファロチン、ST 合剤、カ

ナマイシン、クロラムフェニコールに対して

2-5％程度の耐性率を示した。 

年ごとに若干の変動はあるものの、その耐

性率に顕著な減少もしくは増加を示す薬剤は

見られなかった。 

STECおよび他の腸管系細菌において特に注

視すべき薬剤ホスホマイシン、セフォタキシ

ム、シプロフロキサシンの 3剤については 1%

以下であり、これらについても大きな変動は

見られなかった。また、セフォテタン、アミ

カシン、イミペネム、メロペネムについては

中間および耐性は見られなかった。 

 

２．STEC2013 年株のスクリーニング 

 上で述べたように、ホスホマイシン、セフ

ォタキシム、シプロフロキサシンの 3 剤の耐

性率は非常に低かった。本 3 剤と昨年度赤痢

菌について試験したアジスロマイシンは今後、

その耐性出現が懸念される。そこで、この 4

剤について STEC2013 年株について一濃度ス

クリーニング法を試行した。 

 結果を表 2 に示す。最も R が多かったのが

アジスロマイシンで 1.9%、ついでセフォタキ

シムが 1.5%、ホスホマイシンが 1.1%であった。

シプロフロキサシンが 0.5%と最も低かった。 

 これら R 株について O 血清群の分布を見た

ところ、シプロフロキサシンを除いた 3 剤に

ついては O26の割合が最も大きかった（図 1）。

これは、耐性獲得要因の主たる経路がシプロ

フロキサシンに関しては染色体性なのに対し、

他がプラスミド性であることが関連している

と推測される。 

  

３．WHO－GFN における外部精度管理について 

 WHO － Global Foodborne Infections 

Network (GFN) では、毎年サルモネラ、赤痢

菌等について薬剤感受性試験の外部精度管理

試験（EQA）を実施している。 

 GFN-EQA において挙げられている薬剤は、

アンピシリン、テトラサイクリン、シプロフ

ロキサシン、セフォタキシム、クロラムフェ

ニコール、ST 合剤、サルファ剤、ゲンタマイ

シン、ナリジクス酸、セフォタジジム、セフ

トリアキゾン、トリメトプリムの 12 薬剤であ

る。後者 3薬剤が本研究では含まれていない。 

 また、セフェム系およびニューキノロン系

薬剤については GFN-EQA において独自のブレ

ークポイントを設定している。これは EUCAST

の epidemiological cut-off value (ECOFF)

に関連していると考えられる。例えば、シプ

ロフロキサシンに関して、CLSI のディスク法

の中間判定は 16-20mm（15mm 以下で耐性、21mm

以上で感受性）であるが、GFN-EQA では



21-30mm となっている。これはチフス菌など

の腸管外感染サルモネラに適用される基準で

ある。 

 セフォタキシムに関しては、同じく CLSI に

おける中間判定域が 23-25mm なのに対し、

GFN-EQA では 27mm 以下で耐性、27mm より大で

感受性（ここでは便宜的に中間 27.5mm とす

る）。結果１の 2012-13 年株について、それぞ

れの基準で耐性・中間・感受性をまとめたも

のを表 3に示す。CLSI 基準（CTX23-25）によ

る R は 0.7％、GFN-EQA（CTX27.5）による基

準では Rが 2.6%となる。参考までにセファロ

チンの阻止円がない（CF6）ものは 1.0%であ

り、CTX27.5における耐性率よりも低くなる。

セファロチンとセフォタキシムの阻止円径の

分布を見ると、CTX23-25 における中間もしく

は感受性領域（23mm 以上）と、CTX27.5 にお

ける耐性領域の重なり部分、すなわち23-27mm

部分に該当する株は CF6 に該当していないこ

とがわかる（表 4）。これらの株が野生株（感

受性株）と異なる表現型を示すのは、ESBL に

関連する遺伝子以外の遺伝子もしくは遺伝子

変異に起因することが考えられる。今後こう

した表現型の遺伝的背景を明らかにし、精度

管理における補助的なマーカーを開発してい

く必要があると思われる。 

 耐性出現を極力広く探知するため、耐性の

基準が年々変化してきている。セフォタキシ

ムは2010年以前は中間領域が15-22mmであっ

たが、現在は 23-25mm である。上記のように

GFN ではさらに広げられており、薬剤耐性サ

ーベイランスにおいて精度管理の担保はます

ます重要性を帯びていると考えられる。 

 

D. 結論 

STEC 薬剤耐性の傾向は過去 15 年において

目立った変化は起きていないと思われる。一

方でアジスロマイシン、セフォタキシム、ホ

スホマイシン、シプロフロキサシン耐性が一

定頻度で見られ、今後も注視していく必要が

ある。 

薬剤耐性サーベイランスにおいて判定基準

は重要であり、基準の変化に柔軟に対応して

いかなくてはならない。そのために精度管理

を充実させる必要がある。また、精度管理を

安定させる一つの因子として、遺伝学的背景

などの情報収集も重要であると考えられる。 

  

E. 研究発表等 

Matsumoto Y, Izumiya H, Sekizuka T, Kuroda 

M, Ohnishi M. Characterization of 

blaTEM-52-carrying plasmids of 

extended-spectrum-β-lactamase-producing 

Salmonella  enterica isolates from 

chicken meat with a common supplier in 

Japan. Antimicrob Agents Chemother. 2014 

Dec;58(12):7545-7. 

 

F. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 

 

※解析に使用した菌株を提供していただいた

地方衛生研究所、動物医薬品検査所、動物衛

生研究所等の諸先生方に深謝いたします。 
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表 2、

 

 

年
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
平均

、STEC 薬剤耐性分布（

、STEC 薬剤耐性分布（

ABPC SM
14.03% 15.83%
8.12% 19.80%
8.00% 14.33%
10.67% 14.00%
14.00% 20.00%
13.50% 22.50%
13.50% 19.50%
23.53% 25.34%
12.06% 18.59%
11.50% 22.00%
15.69% 21.57%
15.03% 26.80%
19.63% 27.57%
14.43% 19.07%
14.62% 19.81%
9.31% 14.22%
13.60% 20.06%

薬剤耐性分布（1998

薬剤耐性分布（1濃度スクリーニング、

TC KM
15.83% 13.43% 2.61%
19.80% 16.24% 1.02%
14.33% 8.33% 1.33%
14.00% 13.33% 6.00%
20.00% 10.50% 2.00%
22.50% 16.50% 4.00%
19.50% 16.00% 4.50%
25.34% 14.93% 1.81%
18.59% 16.08% 3.02%
22.00% 17.00% 4.00%
21.57% 15.20% 3.43%
26.80% 20.92% 3.92%
27.57% 20.09% 2.34%
19.07% 10.82% 0.52%
19.81% 15.09% 1.89%
14.22% 8.33% 2.45%
20.06% 14.55% 2.80%

1998-2013、ディスク法）

濃度スクリーニング、

CP ST合剤
2.61% 1.80%
1.02% 0.51%
1.33% 0.33%
6.00% 1.33%
2.00% 0.00%
4.00% 1.00%
4.50% 3.00% 3.50%
1.81% 1.36% 1.36%
3.02% 1.01% 3.02%
4.00% 2.50% 1.50%
3.43% 0.49% 2.94%
3.92% 2.61% 3.27%
2.34% 1.87% 2.80%
0.52% 5.15% 4.64%
1.89% 1.89% 2.83%
2.45% 2.94% 3.92%
2.80% 1.74% 2.98%

、ディスク法） 

濃度スクリーニング、2013

ST合剤 Su GM
0.20%
0.00%
0.00%

14.67% 0.67%
17.50% 0.00%
21.50% 0.50%

3.50% 20.50% 1.50%
1.36% 22.62% 0.00%
3.02% 20.10% 0.50%
1.50% 23.50% 0.50%
2.94% 20.10% 0.00%
3.27% 26.80% 0.65%
2.80% 26.64% 0.00%
4.64% 19.59% 0.00%
2.83% 19.34% 0.00%
3.92% 14.22% 0.98%
2.98% 20.54% 0.34%

 

2013、N=3200）

NA CPFX
0.20% 0.20% 0.00%
0.00% 0.51% 0.00%
0.00% 0.00% 0.00%
0.67% 0.00% 0.00%
0.00% 0.00% 0.00%
0.50% 0.50% 0.00%
1.50% 0.00% 0.00%
0.00% 0.90% 0.00%
0.50% 1.01% 0.00%
0.50% 0.50% 0.00%
0.00% 0.00% 0.00%
0.65% 1.31% 0.00%
0.00% 0.93% 0.00%
0.00% 0.00% 0.00%
0.00% 1.89% 0.47%
0.98% 0.98% 0.00%
0.34% 0.55% 0.03%

） 

CPFX FOM CTX
0.00% 2.20% 1.60%
0.00% 0.00% 2.03%
0.00% 0.00% 0.00%
0.00% 0.67% 0.00%
0.00% 0.50% 1.50%
0.00% 0.50% 1.00%
0.00% 1.00% 3.00%
0.00% 0.90% 1.81%
0.00% 2.01% 0.00%
0.00% 1.50% 0.00%
0.00% 0.98% 0.00%
0.00% 1.96% 1.96%
0.00% 0.47% 2.34%
0.00% 0.52% 1.03%
0.47% 0.00% 0.94%
0.00% 0.49% 0.49%
0.03% 0.86% 1.11%

CF CFX
1.60%
2.03%
0.00%
0.00%
1.50%
1.00%
3.00%
1.81%
0.00%
0.00% 6.50%
0.00% 4.90% 0.00%
1.96% 5.23% 0.65%
2.34% 28.50% 0.00%
1.03% 13.92% 0.52%
0.94% 8.96% 0.00%
0.49% 10.29% 0.00%
1.11% 4.48% 0.19%  

株数
499
197
300
150
200
200
200
221
199
200

0.00% 204
0.65% 153
0.00% 214
0.52% 194
0.00% 212
0.00% 204
0.19% 3547



図 1、各耐性における血清群分布。

ロフロキサシン；

 

 

 

表 3、

CF6、セファロチン阻止円なしの分布。

 

 

、各耐性における血清群分布。

ロフロキサシン；

、CLSI（CTX23-

、セファロチン阻止円なしの分布。

、各耐性における血清群分布。

ロフロキサシン；FOM、ホスホマイシン。

-25）、GFN-EQA

、セファロチン阻止円なしの分布。

、各耐性における血清群分布。AZM、アジスロマイシン；

、ホスホマイシン。

EQA（CTX27.5）基準による耐性、中間、感受性の分布（

、セファロチン阻止円なしの分布。 

、アジスロマイシン；

、ホスホマイシン。 

）基準による耐性、中間、感受性の分布（

 

、アジスロマイシン；CTX、セフォタキシム；

）基準による耐性、中間、感受性の分布（

、セフォタキシム；

 

）基準による耐性、中間、感受性の分布（

、セフォタキシム；CPFX、シプ

）基準による耐性、中間、感受性の分布（STEC2012-

 
、シプ

-13）。 



表 4、

 

、セファロチン（セファロチン（CF）とセフォタキシム（）とセフォタキシム（）とセフォタキシム（CTX）阻止円分布）阻止円分布（（mm）（STEC201STEC2012-13） 
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研究要旨 

薬剤耐性菌が健康被害に及ぼす危険性を評価する科学的根拠の提供を目的としてヒ

ト等から分離される食中毒菌を対象に、血清型別や薬剤感受性試験等の性状解析を行

うとともに、ヒト及びイヌ・ネコ糞便を対象に ESBL 産生菌の検索を行った。 

埼玉県内で 2014 年に分離され、供試したヒト（散発下痢症例及び健康保菌者）由来

サルモネラは 140 株で 37 血清型に型別された。薬剤耐性では 61 株（43.0％）が供試

した 16 薬剤のいずれかに対して耐性を示し、CTX 耐性株とフルオロキノロン耐性株が

それぞれ 1 株ずつ分離された。また、動物由来株として、伴侶動物のイヌ 102 頭、ネ

コ 29 頭および野生アライグマ 127 頭の検査を行い、ネコ 1頭およびアライグマ 3頭か

らサルモネラが分離された。イヌとネコの ESBL 産生菌の検索では 9株分離された。 

赤痢菌では、供試した S.sonnei 2 株中 1株がフルオロキノロン耐性で、インドへの

渡航歴のある患者からの分離であった。 

ヒト由来腸管出血性大腸菌は 220 株が分離され、薬剤感受性試験では、220 株中 17

株（7.7％）が供試薬剤のいずれかに耐性を示した。CTX 耐性株やフルオロキノロン耐

性株の分離はなかった。ヒト糞便からの ESBL 産生菌の検索では 37 検体中 6 検体から

分離された。 

食品の汚染実態調査では、県内の市場で購入した鶏肉、野菜等 105 検体を供試し、サ

ルモネラは鶏肉 12 検体中 3検体から、カンピロバクターは鶏肉 12 検体中 4検体、ESBL

は鶏肉 12 検体中 4検体並びに生カキ 7検体中 1検体から検出された。サルモネラおよ

びカンピロバクター分離株は供試薬剤のいずれかに耐性を示した。 

食鳥肉のフキトリ調査では、出荷前最終洗浄後のと体等の拭き取り検査を実施し、カ



ンピロバクターが 44 検体中 10 検体から、サルモネラは 1検体から分離された。 

Ａ．研究目的 

 近年、ヒトや食品等の周辺環境から分

離されるサルモネラや大腸菌などの食

中毒起因菌で、治療薬剤であるフルオロ

キノロン剤や第三世代セファロスポリ

ンに対して抵抗を示す耐性菌の出現や

増加が問題となっている。このような耐

性菌がどのような経路でヒトに感染す

るのか，健康被害に及ぼす危険性を評価

する科学的根拠の提供を目的としてヒ

ト、食品および伴侶動物等から分離され

る食中毒菌を対象に、血清型別や薬剤感

受性試験等の性状解析を行った。また、

ヒト及びイヌやネコの糞便を対象に

ESBL 産生菌の検索を行った。 

 

Ｂ.研究方法 

Ⅰ. 供試菌株 

1. ヒト由来 

埼玉県内で分離された散発下痢症例、

集団食中毒事例及び健康保菌者由来の

サルモネラ・腸管出血性大腸菌・カン

ピロバクター・赤痢菌を医療機関等の

協力を得て広く収集した。また、埼玉

県衛生研究所に搬入された糞便を

chromIDTM ESBL Agar(ビオメリュー社

製)に塗抹し、ESBL 産生菌の検索を行っ

た。 

2. 食品由来 

買い取りによる検体収集を行い、サル

モネラ・腸管出血性大腸菌・カンピロ

バクターの分離を検討し、調査に供し

た。また、食肉からの ESBL 産生菌の検

索も行った。 

3) 食鳥処理場由来 

食鳥処理場でのと体フキトリからの

サルモネラ・カンピロバクターの分離

を検討し、調査に供した。 

 4) 動物由来 

伴侶動物のイヌやネコに加え、「埼

玉県アライグマ防除実施計画」に基

づき捕獲された野性化アライグマの

サルモネラ分離を検討し、調査に供

した。イヌ･ネコについてはヒト同様

ESBL 産生菌の検索を行った。   

Ⅱ．薬剤感受性試験 

収集した菌株は米国臨床検査標準化

協会（CLSI）の抗菌薬ディスク感受性

試験実施基準に基づき、市販の感受性

試験用ディスク（センシディスク:BBL）

を用いて行った。サルモネラ、腸管出

血性大腸菌、赤痢菌はクロラムフェニ

コール(CP;30μg)、 ストレプトマイシ

ン(SM;10μ g)、テトラサイクリン

(TC;30μg)、カナマイシン(KM;30μg)、

アミノベンジルペニシリン (ABPC;10

μg)、ナリジクス酸(NA;30μg) 、セフ

ォタキシム(CTX;30μg)、シプロフロキ

サシン(CPFX;5μg) 、 ゲンタマイシン

(GM;10μg) 、ホスホマイシン(FOM;50

μg) 、 ノルフロキサシン(NFLX:5μ

g) 、 スルファメトキサゾール・トリ

メトプリム合剤(ST;25μg) の 12 薬剤

で、ヒト由来株についてはイミペネム

(IMP:10μg) 、アミカシン(AMK:30μ

g) 、メロペネム(MEPM:10μg) 、スル

フィソキサゾール(Su:250μg)の 4薬剤

を加えた 16 薬剤を供試した。カンピロ



バクターはテトラサイクリン(TC;30μ

g)、ナリジクス酸(NA;30μg) 、シプロ

フロキサシン(CPFX;5μg) 、ノルフロ

キサシン(NFLX:5μg) 、オフロキサシ

ン(OFLX:5μg) 、エリスロマイシン

(EM:15μg)の 6薬剤を供試した。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）ヒト由来サルモネラ 

埼玉県内で 2014 年に、散発下痢症患

者及び食品従事者の検便などにおいて

健康者から分離されたサルモネラの血

清型別分離状況を表１に示した。分離さ

れた 142 株は型別不能を除き 37 血清型

に型別され、S.Enteritidis が 18 株と

最も多く分離された。次いで S. 

Thompsonと S.Infantisが12株であっ

た。 

この 142株について薬剤感受性試験を

実施した結果、供試した 142 株のうち

61 株 (43.0％)が 16 薬剤のいずれかに

耐性を示した。最も多く分離された S. 

Enteritidisは 18 株中 6株(33.3％）が

耐性を示した。S. Schwarzengrundは供

試 10 株全てが耐性を示した。 

分離株の区分別耐性パターンを表 2に

示す。NA 耐性が 11 株と最も多く、次い

で SM・TC・KM・Su 耐性が 10 株、SM・TC・

ABPC・Su 耐性が 8株であった。また、4

剤以上の薬剤に耐性を示す株が 27 株分

離され、そのうち第 3世代セフェム系薬

剤である CTX に対する耐性菌が 1株、フ

ルオロキノロン剤耐性株が 1 株分離さ

れた（表 3）。CTX 耐性菌は CP・SM・TC・

KM・ABPC・CTX の 6薬剤に耐性を示す血

清型 S.Blockley であり、その保有耐性

遺伝子は CTX-M-15 であった。フルオロ

キノロン耐性株は､CP・SM・TC・ABPC・

NA・CPFX・NFLX・SXT・Su の 9薬剤に耐

性を示す血清型 S.Kentucky であり、そ

の MLST 型は ST198 であった。 

（２）動物由来サルモネラ 

イヌ、ネコおよび野生化アライグマの

サルモネラ保菌状況調査の結果を表 4

に示す。イヌは 102 頭のいずれからも分

離されなかったが、ネコは 29 頭中 1 頭

（3.4%）から分離され、血清型は

S.Nagoya であった。薬剤感受性は 、供

試した 16 薬剤に対して感受性を示した。

野生化アライグマは127頭中3頭(2.4%)

の便からサルモネラが分離された。その

血清型はそれぞれ異なっていた。薬剤感

受性は、血清型 O4:i:－が SM・TC・ABPC

の 3剤に耐性であった。 

（３）動物由来 ESBL 産生菌 

ESBL産生菌の検索ではイヌ100頭中8

頭（8.0％）から 8株、ネコ 26 頭中 1頭

（3.8％）から 1 株分離され、菌種は全

て E.coli であった（表 5）。イヌ由来

株 は CTX-M-1group あ る い は

CTX-M-9group のいずれかを、ネコ由来

株は CTX-M-1group の耐性遺伝子を保有

していた。ディスク法による感受性試験

では、フルオロキノロン剤にも耐性を示

す株がイヌ由来で 4株、ネコ由来で 1株

確認された。 

（４）赤痢菌 

赤痢菌では、供試した S.sonnei 2 株

中 1株がフルオロキノロン耐性で、イン

ドへの渡航歴のある患者からの分離で

あった（表 6）。 

（５）腸管出血性大腸菌 



埼玉県内で 2014 年に、ヒトから分離さ

れた腸管出血性大腸菌の血清型別分離状

況を表 7に示した。分離された 220 株で

最も多く分離された血清型は、O157:H7 

(VT1&2 産生)が 158 株、次いで、O157:H7 

(VT2 産生)が 24 株、O26:H11 (VT1 産生)

が 12 株の順であった。分離 220 株の薬剤

感受性試験の結果、供試した 16 薬剤のい

ずれかに耐性であったのは 17 株（7.7%)

であった（表 8）。耐性株の耐性パターン

は 13 パターンに分かれた。最も多かった

のは SM・TC・Su 耐性で 3株が該当した。。 

（７）ヒト由来 ESBL 産生菌 

ESBL 産生菌の検索では 37検体中 6検

体から 6株が分離された（表 9）。その

菌種は全て E.coli で、そのうち

CTX-M-9group 保 有 株 が 4 株 、

CTX-M-1group 保有株が 2 株であった。

ディスク法による感受性試験では、

CTX-M-9group保有株の2株がCTXのみ

ならずフルオロキノロン剤に耐性を

示し、その血清型は O86a と OUT であ

った。 

（８）カンピロバクター 

2014 年に食中毒疑いで搬入された 17

事例の臨床材料から分離したカンピロ

バクターは 39 株で、すべて C.jejuniで

あった（表 10）。薬剤感受性試験では

39 株中 30 株（76.9%）が供試した 6 薬

剤のいずれかに耐性を示し、そのうち

23 株がフルオロキノロン剤耐性であっ

た。 

（９）食品からの分離 

2013年6月から2014年1月にかけて、

埼玉県内の市場等で食肉、食鳥肉、内臓

肉及び漬物、計 105 検体を購入し、腸管

出血性大腸菌、サルモネラ、カンピロバ

クターの検査を行った。その結果、サル

モネラは鶏肉 12 検体中 5 検体から、カ

ンピロバクターは鶏肉 12 検体中 4 検体

から検出された。腸管出血性大腸菌はい

ずれの検体からも検出されなかった（表

11）。検出されたサルモネラの血清型は

S.Schwarzengrund と S.Manhattan であ

り、薬剤感受性では供試した 16 薬剤の

いずれかに耐性であった。 また、カン

ピロバクターは C.jejuniが3株、C.coli

が 1株であり、フルオロキノロン剤に対

して耐性を示した。 

食肉からの ESBL 産生菌の検索では、

ESBL は鶏肉 12検体中 4検体並びに生カ

キ 7検体中 1検体から検出された。（表

12）。ESBL 産生菌が分離された鶏肉 4

検体派の産地は国産 3検体、ブラジル産

1検体であった。 

（１０）食鳥処理場由来 

食鳥処理場での出荷前最終洗浄後の

と体等の拭き取り検査で、カンピロバ

クターが 44 検体中 10 検体から、サル

モネラは 1 検体から分離された。薬剤

感受性ではカンピロバクターでは供試

16 薬剤のいずれにも感受性であった。

サルモネラでは KM・GM に耐性を示した

（表 13）。 

 

D.考察 

2014 年に県内で分離されたヒト由来

サルモネラ 142 株で供試した 16 薬剤の

いずれかに対して耐性を示したのは 61

株（43.0%）であり、2012 年（35.7%）

2013 年（35.1%）と比較して耐性率の上

昇が見られた。CTX 耐性株とフルオロキ



ノロン剤耐性株が 1 株ずつ分離された。 

S.Blockley は、以前は、埼玉県内にお

いて検出数も多く耐性率の高い血清型

であったが、2009 年から 2014 年にかけ

てわずか 2 株しか分離されておらず、1

株は供試薬剤に感受性であった。フルオ

ロキノロン剤耐性の S.Kentucky は、県

内での検出は2009年から2014年にかけ

てわずか 1株であったが、アフリカ東部

からヨーロッパやアメリカ等に拡がり

をみせている多剤耐性の S.Kentucky と

同じ MLST 型 ST198 であった。今後とも

病原体サーベイランスを通じてその動

向を注視する必要がある。 

動物由来では、ネコや野生化アライグ

マから 4 株のサルモネラが分離されたが、

1 株を除き供試薬剤すべてに感受性であ

り、フルオロキノロン剤や CTX に対して

耐性を示す株は分離されていない。しか

し、伴侶動物のイヌやネコ、ヒトの生活

圏を浸食する野生化アライグマについて

今後も監視していく必要がある。 

赤痢菌で 2013 年に引き続きフルオロ

キノロン剤耐性株が分離され、インドへ

の渡航歴があった。このような海外から

の持ち込みに関して、更なる情報収集の

強化を図る必要がある。 

腸管出血性大腸菌は、供試 16 薬剤に対

する耐性率は 7.7%と 2013 年の 19.8%や

2012 年の 19.4%と比べて低下した。これ

は保育園集団事例での分離株が感受性で

あった影響があった。 

ヒトやイヌおよびネコの糞便を材料と

したESBL産生菌の検索でヒトで16.2％、

イヌでは 8.0%、ネコでは 3.8%の検体から

分離された。昨年に引き続きディスク法

による感受性試験で、CTX のみならずフ

ルオロキノロン剤に耐性を示す株が、複

数株検出されていたことから引き続き監

視する必要があると考えられた。 

 

E.結論 

ヨーロッパやアメリカでその拡がりが

危惧される MLST 型 ST198 の S.Kentucky

が初めて県内で確認され、フルオロキノ

ロン系薬剤やセフェム系薬剤の耐性株の

検出も続いていることから、健康被害に

及ぼす危険性を評価する科学的根拠の提

供を目的として、今後とも耐性菌の動向

調査を継続していくことが重要である。 

 

F.健康危機情報 

サルモネラ感染事例において、CTX 耐

性菌やフルオロキノロン剤耐性株が分離

された。これらの発生動向等に注意を払

う必要がある。 

 

G.研究発表 

準備中 

 

H.知的所有権の取得状況 

なし 
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分担課題名 ヒト由来腸内細菌の薬剤耐性の疫学的研究 
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研究要旨： 2011～2013 年に市販流通鶏肉から分離されたカンピロバクターについ

て薬剤耐性率を調べた。C. jejuni では，NA 耐性率は，国産 40%，輸入 60%，EM 耐

性は国産 0%，輸入 20%，C. coli では，NA 耐性率は，国産 64%，輸入 62%，EM 耐

性は国産 27%，輸入 46%と，全体的に輸入鶏肉由来株で高い傾向であった。 

ヒトおよび食品由来のサルモネラの内，検出率の高い血清型 Typhimurium，O4 群

（i:－），Schwarzengrund，Infantis，Enteritidis について，耐性菌出現状況を比較

した結果，ヒト由来 Enteritidis 以外は，全て耐性率 70％以上を示し，耐性率はいず

れも食品由来株の方が高い傾向であった。 

市販鶏肉から分離された VRE はヒト由来株ではとは異なり，TEIC に対して感受性

を示す株が多い。その違いを解明するために，TEIC 感受性の鶏肉由来株について関

連遺伝子の変異を調べた結果，その多くの株に vanS 遺伝子の変異が認められた。こ

の変異が，ヒト由来株との相違に関係していることが示唆された。 

 

A. 研究目的 

近年医療現場では，臨床分離株におけ

るフルオロキノロン系薬剤耐性菌や

ESBL 産生菌の分離が増加傾向にあり，

問題となっている。特にサルモネラやカ

ンピロバクター等の腸管系病原菌は，ヒ

トや家畜，生肉等の食材から分離される

例が多く，耐性菌の広がりが懸念されて

いる。今後，更に耐性菌が増加し続ける

と，抗菌薬の選択肢が限られるなど，治

療の問題が生じることになる。薬剤耐性

菌拡大のメカニズムを解明し，これ以上

の拡大を防ぐためには，ヒトおよび食品

から分離される菌の薬剤耐性状況を的確

に把握することが非常に重要である。そ

こで，食中毒起因菌であるカンピロバク

ターおよびサルモネラの薬剤耐性菌出現

状況を調べた。 



また，昨年度の研究結果において，ヒ

ト由来バンコマイシン耐性腸球菌

（VRE）は，TEIC に対しても耐性を示

す株が多いのに対して，市販鶏肉由来株

は TEIC に対して感受性を示す株が多い

成績であった。その違いを解明するため

に，鶏肉由来の VRE について関連遺伝

子の変異について調べた。 

 

B. 研究方法 

1. 鶏肉由来カンピロバクターの薬剤耐

性菌出現状況 

1）供試菌株 

2011 年～2013 年に東京都内で流通し

た国産鶏肉から検出した C. jejuni 236

株および C. coli 11 株と，輸入鶏肉から

検出したC. jejuni 19株およびC. coli 13

株を供試した。 

2）ナリジクス酸およびエリスロマイシ

ンに対する薬剤感受性試験 

ナリジクス酸（NA）およびエリスロ

マイリン（EM）に対する薬剤感受性試

験は，KB ディスク法で調べた。 

 

2. サルモネラ分離状況および耐性菌出

現状況 

1）供試菌株 

 2014 年に東京都内で分離されたヒト

由来サルモネラ 114株および食品から分

離された 102 株を供試した。 

2）薬剤感受性試験 

 アンピシリン(ABPC），セフォタキシ

ム(CTX），ゲンタマイシン(GM)，カナマ

イシン(KM)，ストレプトマイシン(SM)，

テトラサイクリン(TC)，クロラムフェニ

コール(CP)，ST 合剤(ST)，ナリジクス

酸(NA)，シプロフロキサシン(CPFX)，

ノルフロキサシン（NFLX），オフロキサ

シン (OFLX)，スルフイソキサゾール

(SIX)，ホスホマイシン（FOM），アミカ

シン(AMK)，イムペネム(IPM)，メロペ

ネム(MEPM)の 17 薬剤を供試し，米国

臨床検査標準化委員会(CLSI)の方法に

従い，センジディスク(BD)を用いた KB

法で薬剤感受性を調べた。 

 

3.  VRE 検出状況    

1）供試菌株 

 1999年から 2012年に東京都内で流通

した鶏肉から分離された VanA 型 VRE   

24 株を供試した。分離された鶏肉の原産

国は，日本（2 株），ブラジル（8 株），

タイ（8 株），インドネシア（3 株），フ

ランス（2 株），マレーシア（1 株）であ

った。 

2）MIC の測定 

 バンコマイシン（VCM）およびテイコ

プラニン（TEIC）に対する最少発育阻

止濃度の測定は，Etest を用いて行った。 

3）VanA 型耐性遺伝子の解析 

VanA 型耐性遺伝子が存在する

Tn1546 の塩基置換や挿入配列の有無に

ついて調べた。すなわち，vanA および

vanAの調節遺伝子である vanSの 5´端

側の約 250bp について塩基配列を調べ，

遺伝子変異の有無を確認した。 

 

C. 研究結果 

1. 鶏肉由来カンピロバクターの薬剤耐

性菌出現状況 

1）C. jejuni の薬剤耐性菌出現状況 

 国産由来株の NA 耐性率は 2011 年が



44.7％，2012 年 37.4％，2013 年 43.9％

と横ばい傾向であった。輸入鶏肉由来株

は，分離株数が非常に少ないことから，

年次推移の比較はできないが，3 年間の

耐性率は 63.2％で，国産由来株に比べて

耐性率が高い傾向であった。一方，EM

に対する耐性株出現状況は，国産由来株

では 0％，輸入鶏肉では 19 株中 4 株

（21.1％）であった（図 1）。 

2）C. coli の薬剤耐性菌出現状況 

 2011 年～2013 年に分離された国産鶏

肉由来株のNAに対する薬剤耐性株は11

株中 7 株（63.6％），輸入由来株では 13

株中 8 株（61.5％）であった。EM 耐性

株は国内由来株で 11 株中 3 株（27.3％），

輸入由来株で 13 株中 8 株（46.2％）で

あった（図 2）。 

 

2. サルモネラ分離状況および耐性菌出

現状況 

1）サルモネラの検出状況 

 2014 年に東京都内でヒトから分離さ

れたサルモネラ 114 株は 35 血清型に分

類された（表 1）。最も多く分離された血

清型は O9 群 Enteritidis で 18 株

(15.8%)，次いで O7 群 Infantis が 17 株

(14.9%)，O4 群 Chester 11 株（9.6％）

O4 群 Typhimurium 10 株（8.8％）であ

った。 

 一方，食品から分離された 102 株は 18

血清型に分類され，O7 群 Infantis が 41

株(40.2%)と最も多かった（表 2）。次い

で O4 群 Agona 17 株（16.7％），O4 群

Schwarzengrund が 12 株（11.8％），

OUT：r：1,5 が 8 株（7.8％）であった。 

2）サルモネラの薬剤耐性菌出現状況 

 2014 年にヒト，食品の両方から多く分

離された血清型 Typhimurium，O4 群（i:

－ ）， Schwarzengrund ， Infantis ，

Enteritidis について，耐性菌出現状況を

比較した（図 3）。耐性率は，いずれの血

清型菌においても食品由来株の方がヒト

由来株より高く，ヒト由来 Enteritidis

以外の株の耐性率は 70％以上であった。 

3）耐性パターンの比較 

 血清型 Infantis，Typhimurium およ

び Enteritidis について，ヒト由来株と

食品由来株の薬剤耐性パターンを比較し

た。血清型 Infantis のヒト由来株は 7 種

類，食品由来株は 15 種類の耐性パター

ンに分類された。耐性パターンはヒト由

来，食品由来株とも同様のパターンであ

ったが，食品由来株では 5 薬剤耐性が

24.4％を占めていたのに対し，ヒト由来

株では 5.9％であった（表 3）。 

血清型 Typhimurium では，ヒト由来

株で 4 パターン，食品由来株では 5 パタ

ーンに分類された（表 4）。5 薬剤耐性株

が，食品由来株で 40％，ヒト由来株で

20％に認められた。 

血清型 Enteritidis では，ヒト由来株

で SM 耐性が 3 株，NA 耐性が 1 株，食

品由来株では NA 耐性が 1 株であった。

Infantis や Tyhpimurium と比較して，

Enteritidis の耐性率は低く，単剤耐性

菌のみであった（表 5）。 

 

3. VRE 検出状況 

1）鶏肉由来 VRE の TEIC に対する MIC 

 供試した 24 株中 TEIC に対する MIC

が 32μg/ml 以上であったものが 2 株

（8.3％），16μg/ml が 1 株（4.2％），4



～12μg/ml が 9 株（37.5％），＜4μg/ml

が 12 株（50％）であった（表６）。 

2）Tn1546 中の遺伝子変異 

 vanA の調整遺伝子である vanS につ

いて塩基配列を決定し，遺伝子変異の有

無を調べた結果，3 か所（T148G, G160C, 

A207T）に変異を持つ株が 18 株，1 か所

（G172A）変異が 2 株，変異なしが 2 株

であった。vanA 遺伝子には全て変異は

認められなかった（表７）。 

  

D. 考察 

 カンピロバクターによる食中毒は依然

として多く，東京都では 2014 年に発生

した食中毒 99 事例中 35 事例（35.4％）

がカンピロバクターによるものである。

その原因の多くは，生あるいは半生の鶏

肉料理を喫食することで発生している。

そこで 2011～2013 年に市販流通鶏肉か

ら分離されたカンピロバクターについて，

フルオロキノロン耐性に変化するリスク

の高い NA 耐性菌，またカンピロバクタ

ー腸炎の治療に推奨される第一選択薬で

あるEMに対する耐性菌の出現状況を調

べた。 

都内に流通する国産鶏肉由来C. jejuni 

236 株および輸入鶏肉由来 19 株の NA

および EM 耐性率を比較した結果，いず

れも輸入鶏肉由来株で高かった。C.coli

についても同様の傾向であった。薬剤耐

性率は，これまでの調査成績と同様に

C.coli の方が C. jejuni より高い成績で

あった。しかし，輸入鶏肉は冷凍で輸入

されるため，カンピロバクター分離率が

非常に低い。そのため供試菌株数に差が

認められるころから，今後，さらに輸入

鶏肉由来株を増やして調査する必要があ

ると考えられた。 

 2014 年に分離されたサルモネラは，ヒ

ト由来 114株，食品由来 116 株であった。

ヒトおよび食品由来の耐性菌出現状況を

比較する目的で，検出頻度の高い５血清

型菌，すなわち Typhimurium，O4 群（i:

－），Schwarzengrund，Infantis，

Enteritidis について血清型ごとに調べ

た結果，ヒト由来 Enteritidis 以外は，

全て耐性率 70％以上を示した。また，耐

性率はいずれも食品由来株の方が高い傾

向であった。Infantis や Typhimurium

は，2 薬剤以上に耐性を示す多剤耐性株

が多いのに対し，Enteiritidis は単剤耐

性であった。この様に血清型によって耐

性パターンが異なる傾向であった。 

 通常，ヒト由来 VRE は作用機序が同

じである TEIC に対しても耐性を示す。

しかし，鶏肉由来株の VRE 24 株中 22

株が TEIC 感受性あるいは判定保留（16

μl/ml 以下）であった。そこで Tn1546

に存在する VanA 型耐性遺伝子である

vanA および vanA の調整遺伝子である

vanS の塩基配列を調べ，遺伝子変異の

有無を確認した。その結果，TEIC 感受

性（あるいは判定保留）の 22 株中 18 株

において vanS に 3 か所変異が認められ

た。このタイプは，依然からアジアで報

告されている型であるが，今回はブラジ

ル産鶏肉でも確認された。3 か所変異株

がアジアだけではなく，ブラジルまで広

がっていることが確認された。また，こ

れまで報告されていた 3 か所変異以外と

は異なる G172A に１か所変異を持つ株

が 2 株認められた。この変異が TEIC の



感受性に関与しているかは，今後の検討

が必要と考えられた。更に今回調べた場

所には変異が認められないが，TEIC に

感受性の株が 2 株あった。これらの株に

ついても，vanS 以外の変異を調べる予

定である。 

 

E. 結論 

2011～2013 年に市販流通鶏肉（国産，

及び輸入品）から分離されたカンピロバ

クターについて薬剤耐性率を調べた。C. 

jejuniでは，NA耐性率は，国産の約40%，

輸入の約 60%，EM 耐性は国産 0%，輸

入約 20%，C. coli では，NA 耐性率は，

国産 64%，輸入 62%，EM 耐性は国産

27%，輸入 46%と，全体的に輸入鶏肉由

来株で高い傾向であった。 

ヒトおよび食品由来のサルモネラの内，

検出率の高い５血清型菌，すなわち

Typhimurium，O4 群（i:－）， 

Schwarzengrund， Infantis， 

Enteritidis について，耐性菌出現状況を

比較した結果，ヒト由来 Enteritidis 以

外は，全て耐性率は 70％以上を示した。

また，耐性率はいずれも食品由来株の方

が高い傾向であった。 

ヒト由来 VRE は，TEIC に対しても耐

性を示す株が多い。しかし，市販鶏肉か

ら分離された VRE はヒト由来株ではと

は異なり，TEIC に対して感受性（判定

保留）を示す株が多い。その違いを解明

するために，TEIC 感受性の鶏肉由来株

について関連遺伝子の変異を調べた結果，

その多くの株に vanS 遺伝子の変異が認

められた。この変異が，ヒト由来株との

相違に関係していることが示唆された。 

F. 健康危機情報 

薬剤耐性菌の出現状況に注意する必要

がある。 
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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

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、人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。本年度は、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、研究を行った。 

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。健常人の約 10％は ESBL 産生大腸菌を保有している。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。我々は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。したがって、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。 



  

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。昨年までの研究では、カンピロバ

クターのフルオロキノロン耐性は、鶏肉及び牛

レバーを介してヒトへの伝播が確認された。一

方、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、カンピロ

バクター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、本年は、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。 

②鶏肉から分離される大腸菌が産生する基質

特 異 性 拡 張 型 β - ラ ク タ マ ー ゼ

（Extended-spectrum β-lactamase, ESBL）の

多くの型は、ヒトから分離される大腸菌が産生

するものと同一であることが知られている。日

本の市場に出ている鶏肉の 8〜9 割はブラジル

産（JACC ネットより）である。興味深いことに、

ブラジル産の鶏肉からはCTX-M-8産生大腸菌が

高頻度に分離されるが、国産の鶏肉では別の

CTX-M 型酵素産生の大腸菌が分離される。 

 健常人の約 10％は腸管内に ESBL 産生大腸菌

を保菌しているといわれる。我々は東邦大学医

学部医学科の学生実習における便中の ESBL 産

生菌のスクリーニングにてCTX-M-8型酵素を産

生する大腸菌が2年間で4株収集された。また、

同時期に都内のスーパーマーケットで購入し

たブラジル産鶏肉から分離されたCTX-M-8産生

株が 7株、2012 年のメロペネム市販後調査にお

いて尿からCTX-M-8産生大腸菌が分離されたこ

とから、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。 

 

Ｂ．研究方法 

①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。 

②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

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

Web ツール MLST1.7 を用いた 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 

①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。 

②A.鶏肉由来菌株 

  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 

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。 

②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。 

②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 

 

Ｇ．研究発表 

1.論文発表 

Asakura H, Taguchi M, Ekawa T, Yamamoto S, 

Igimi S. Continued widespread dissemination and 

increased poultry host fitness of Campylobacter je-

juni ST-4526 and ST-4253 in Japan. J Appl Micro-

biol. 114(5):1529-1538. (2013). 

 

２．学会発表 

 なし 
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研究要旨 

 家畜衛生分野における薬剤耐性菌実態調査システム（Japanese Veterinary Antimicrobial 

Resistance Monitoring System （JVARM））で収集した健康なブロイラー由来の大腸菌の第 3 世

代セファロスポリン耐性率及び薬剤耐性遺伝子を解析した。ブロイラーにおける第 3 世代セフ

ァロスポリン耐性の割合は、2011 年に比べて 2012 年及び 2013 年で有意に減少した。これは、

国内の生産者団体によるセフチオフルの使用に関する自主規制（2012 年 3 月）により、セフチ

オフルの使用が減少したことによると考えられた。なお、β-ラクタマーゼ遺伝子保有プラスミド

が分布するが、人の臨床現場で主に分離されるものとは異なっていた。 

昨年度本事業で、国内の 1 農家の豚でメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）sequence type 

(ST) 398 が分離され、新規の SCCmec 型であることを報告した。MRSA ST398 の起源を探るため

豚由来のメチシリン感受性黄色ブドウ球菌（MSSA）の遺伝子型及び薬剤耐性型並びにメチシリ

ン耐性コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（MRCNS）の SCCmec 型を調べたが、起源と考えられる

MSSA 及び遺伝子は認められなかった。 

また、JVARM で収集した健康家畜由来カンピロバクターにおいて 2013 年中国の豚由来

Campylobacter coli で初めて報告されたマクロライド耐性因子 erm(B)の保有状況を調査したとこ

ろ、1 農場から分離された C. coli において可動性遺伝因子 erm(B)を保有が確認された。 

 

A. 研究目的 

家畜に由来する薬剤耐性菌が畜産食品を介して人

に伝播し、人の健康に危害を与える可能性について

評価するため、国内では家畜における薬剤耐性菌の

モニタリング体制（JVARM）が構築されている。 

JVARM の調査において 2004 年以降ブロイラーに

おいて医療上極めて重要な成分（食品安全委員会の

抗菌性物質リストランク I）の一つである第 3 世代

セファロスポリンに対する耐性割合が増加した。米

国やカナダのブロイラーにおいてセファロスポリン

耐性の大腸菌やサルモネラが増加した要因として、

ヒナの大腸菌症の予防等のために、第 3 世代セファ

ロスポリンの一つであるセフチオフル（CTF）がワ

クチンと混合して卵内接種されることに起因するこ

とが報告されている。 

これを受けて、2012 年 3 月に国内の生産者団体か
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ら CTF 使用の自主的な注意喚起が通知された。そこ

で、この措置の効果を評価するため、国内のブロイ

ラーにおけるセファロスポリン耐性の動向について

継続して調査するとともに、耐性因子に関する情報

収集を行った。 

 また、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)は、

院内感染や市中感染の原因菌として問題であるが、

家畜にも分布することが知られている。ヨーロッパ

を中心に家畜関連MRSA(Livestock-associated MRSA: 

LA-MRSA)が注目されている。昨年度本事業で国内

においても ST398 が 1 農場の豚に分布し、ゲノム解

析により、国内分離株が保有する SCCmec 型が

classA-A1B3 であり、海外の報告されているものと

は異なる新規のものであることを報告した。そこで、

今年度はMRSA ST398の起源を探るため豚由来メチ

シリン感受性黄色ブドウ球菌（MSSA）の遺伝子型

及び薬剤耐性型並びにメチシリン耐性ブドウ球菌

（MRCNS）の SCCmec 型を調べた。 

 人のカンピロバクター腸炎は、主にマクロライド

系抗菌性物質製剤で治療される。カンピロバクター

においてマクロライド耐性は主に染色体上の遺伝子

の突然変異の結果として発現するが、2013 年に中国

の豚から分離された Campylobacter coli が可動性遺

伝因子 erm（B）を獲得していることが初めて報告さ

れた（Qin ら 2013）。erm（B）は染色体上の多剤耐

性遺伝子が集積した領域（multidrug-resistant genomic 

island:MDRGI）に存在し、erm（B）保有株は多剤耐

性株であった。そこで、国内における家畜由来マク

ロライド耐性カンピロバクターにおける erm(B)の保

有状況を調査した。  

 

B. 研究方法 

 (1) 第 3 世代セファロスポリン耐性大腸菌の性状解

析 

  2010～2013 年に JVARM で収集した健康なブロイ

ラー由来の大腸菌の CTF 及びセフォタキシム

（CTX）の薬剤感受性を Clinical and Laboratory 

Standards (CLSI)に準拠した微量液体希釈法で測定

し、各年毎の耐性率について Fisher 直接確立検定を

実施した（p＜0.05）。   

2010～2013年にブロイラーから分離された第 3世

代セファロスポリン耐性（CTX：≧4μg/ml ）大腸菌

84 株を対象に耐性遺伝子の同定及び各種セフェム

系薬剤に対する感受性試験を微量液体希釈法で実施

した。 

耐性遺伝子の検索は、ダブルディスク法を実施

後、Dallenne らの報告した multiplex PCR でスクリー

ニングし、PCR により全長を増幅後、ダイレクトシ

ークエンスにより決定した。 

混合培養法でプラスミド伝達試験を行い、得られ

たトランスコンジュガントを用いて、レプリコン型

を PCR 法で決定した。 

 

 (2) 国内の家畜における MRSA ST398 の起源に関

する調査 

 2010～2013 年に豚から分離された黄色ブドウ球

菌 15 株について CLSI に準拠した E-test にてオキサ

シリン(OXA)及びセフォキシチン(CFX)の MIC を測

定し、MSSA と決定した株について Enright らの方法

による multilocus sequence typing (MLST)及び Ridom 

SpaServer の方法による spa type を決定した。各種薬

剤の MIC は CLSI に準拠した微量液体希釈法にてア

ンピシリン(ABPC)、シプロフロキサシン(CPFX)、エ

リスロマイシン(EM)、テトラサイクリン(TC)、ゲン

タマイシン(GM)及びクロラムフェニコール(CP)を

対象に測定した。 

さらに、と畜場由来 MRCNS10 株の SCCmec 型を

確認するため、Kondo らの方法により mec gene 

complex を確認し、ccr gene complex を MRSA ST398

の ccr gene complex-A1B3 を検出するプライマーを

以下のとおり作成し、PCR により検出した。 

ccrA-398P1:5’ 

-GGAATCAGTCTCAATCAGTGCT-3 

ccrB-398P1:5’ 

-CATGAGTTCGTGTTTATTGTCTGGA-3’ 

 

(3)家畜由来カンピロバクターにおける erm(B)保有

状況の確認 

2011～2013 年に JVARM で健康家畜より分離され

た EM 耐性 C. coli69 株について Qin らが報告した

PCR により erm(B)の有無を確認した。PCR 陽性株に

ついてダイレクトシークエンスにより塩基配列を確
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認した。 

 

C. 研究結果 

(1)  第 3 世代セファロスポリン耐性大腸菌 

2010～2013 年に収集した健康ブロイラー由来大

腸菌における第 3 世代セファロスポリンに対する耐

性率は、2010 年に 19.1%（36/188）、2011 年に 18.0%

（29/161）であったのに対し、2011 年と比べて 2012

年は 9.7%（20/206）、2013 年は 4.6%（6/131）と有

意に減少した（p<0.05） 

(図 1)。 

耐性株が保有する β-ラクタマーゼ型は、いずれの

年も blaCMY-2 が優勢であった（2010 年 55.6% (20/36)、

2011 年 75.9% (22/29)、2012 年 55.0% (11/20)、2013

年 83.3% (5/6)）(図 2)。このように、2012 年、2013

年におけるブロイラー由来大腸菌の第 3 世代セファ

ロスポリン耐性の割合の低下は、2004 年以来優勢な

blaCMY-2を維持したまま減少したことが示唆された。

伝達株のプラスミドのレプリコン型別では、各年度

とも IncK が優勢であった(図 3)。 

次に、2010 年と 2013 年に分離された株の耐性率

の比較では、ブロイラー由来大腸菌の全体集計にお

いてカナマイシン（KM）、ストレプトマイシン（SM）

及び CP の耐性率の有意な上昇が認められた。また

第 3 世代セファロスポリン耐性株では SM 及び KM

の耐性率の有意な上昇が認められた(p<0.05) (表 1)。 

 接合伝達試験により blaCMY-2を保有するプラスミ

ドは、2010 年以降、β-ラクタム系以外では、TC 単

剤のみ耐性もしくは感受性型の IncK 及び IncI1が主

要なレプリコン型として認められ、多剤耐性を示す

IncA/C 型のプラスミドは 2013 年で 1 株認められた

ものの減少傾向であった(表 2)。 

 

(2) 国内の家畜における MRSA ST398 の起源に関す

る調査 

 豚由来黄色ブドウ球菌 15 株は全て OXA 

(MIC:0.09-0.75µg/ml)及び CFX (MIC:2-3µg/ml)に対し

て感受性であった。MLST 型は ST398 が 7 株(46.7%)、

ST433 が 5 株(33.3%)、ST9 が 2 株(13.3%)及び ST2113

が 1 株(6.7%)で、spa type は 15 株で 13 種類の型が認

められた。(表 3）各種薬剤に対する感受性は、ST398

の 7 株及び ST9 の 2 株は全て ABPC 及び TC に対し

て耐性を示した(表 3)。 

 と畜場由来の MRCNS において mec gene complex

は、A 型が 1 株のみであり、ccr gene complex-A1B3

を検出する PCR で陽性の株は認められなかった。つ

まり、国内で分離された MRSA ST398 と同じ

SCCmec 型は認められなかった（表 4）。 

 

(3)家畜由来カンピロバクターにおける erm(B)保有

状況の確認 

PCRにより豚由来エリスロマイシン耐性C. coliの

2 株（同一農場）が、erm(B)遺伝子を保有している

ことが確認された。2 株は EM の他ナリジク酸（NA）、

CPFX、CP に耐性を示した（表 6）。ダイレクトシ

ークエンスにより erm(B)遺伝子は、Qin らの報告し

た MDRGI 領域とは異なり、Jost らが報告する

Arcanobacterium pyogenes の染色体上の orf181 から

orfεの 5’側の領域と相同な遺伝子配列中に認めら

れた（図４）。 

 

D. 考察 

 1999 年の JVARM の開始時から、健康ブロイラー

由来大腸菌でセファロスポリン耐性株が継続的に分

離され、2004 年以降、増加傾向が認められていた。

セファロスポリンは、鶏の治療薬として承認されて

いないことから、セファロスポリン耐性株の性状解

析を行ったところ、2004～2009 年に収集した第 3 世

代セファロスポリン耐性大腸菌の解析では、①

blaCMY-2が優勢であり、②この耐性遺伝子の分布に

IncI1、IncIγ、IncA/C 及び IncB/O の 4 種類のレプリ

コン型のプラスミドが関与し、③これらのプラスミ

ドのうち IncA/Cが多剤耐性プラスミドであることを

明らかにしてきた（Hiki et al. 2013）。 

 2012 年及び 2013 年のブロイラーにおけるセファ

ロスポリン耐性は、2011 年に比べて有意に減少し

た。2012 年 3 月に国内の生産者団体から CTF の使用

に関する注意喚起が自主的に行われた効果と考えら

れた。 

一方、セファロスポリン耐性率の減少とは対称的

に KM 及び SM の耐性率の上昇がブロイラー由来大

腸菌全体及びセファロスポリン耐性株に認められ
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た。KM や SM と同系統薬剤である GM はアメリカ

やカナダで CTF の代替薬として卵内接種されてお

り、今後の KM や SM の耐性率の動向に注視する必

要があると考えられた。 

β-ラクタマーゼ遺伝子の解析では、2010 年から

2013 年の分離株においても blaCMY-2が優勢であり人

由来のセファロスポリン耐性株で主に報告される β-

ラクタマーゼ遺伝子 blaCTX-Mとは異なった。 

トランスコンジュガントの解析では blaCMY-2 を保

有するプラスミドのレプリコン型は、2010 年から

2013 年の分離株においていずれの年も IncK が継続

的に認められ、IncI1 も IncK に次いで主要なレプリ

コン型として認められた。その一方で多剤耐性プラ

スミドである IncA/C は 2013 年に 1 株認められたも

のの減少傾向にあり、このことは CTF の自主規制に

伴う当該製剤の選択圧の減少によって、プラスミド

の維持に関連する負荷（biological cost）の差異が関

連したと推察された。 

欧米では家畜関連MRSA ST398が大きな話題とな

っている。2005 年にオランダで家畜、特に豚におけ

る MRSA ST398 の保菌が問題となり、欧米で大規模

な豚農場における MRSA の浸潤調査が行われてい

る。また、米国の豚からも分離され、ST398 の汚染

拡大が懸念されている。アジアでは、シンガポール、

タイ、中国で MRSA ST398 が分離されており、我が

国においても昨年MRSA ST398が分離されたことを

報告した。昨年認められた MRSA ST398 の SCCmec

型及び spa type は欧米で流行している型とは異なる

型であったため、今回国内で認められた MRSA の起

源を探るため国内の豚から分離されたMSSAの遺伝

子型及び薬剤耐性型、MRCNS の SCCmec 型を調べ

た。その結果、今回調べた MSSA には ST398 が高率

に認められたが、昨年分離された MRSA ST398 と同

じ spa type かつ薬剤耐性型、また MRCNS では同じ

SCCmec 型の株は認められなかった。以上より

MRSA ST398 の起源は特定できなかったが、国内で

はこれ以外にMRSA ST398が分離されたとの報告は

ないことから、今後 MRSA ST398 の浸潤状況に注意

を払う必要があると考えられた。 

また、本研究により、家畜由来 C. coli において可

動性遺伝因子 erm(B)を保有する株が我が国に分布す

ることが確認された。人におけるカンピロバクター

による食中毒の報告はその多くが C. jejuni であり、

治療にはマクロライド系薬剤が使用される。1999 年

から 2015 年までの JVARM の調査では家畜由来 C. 

jejuni においてマクロライド系薬剤である EM の耐

性は確認されていない。今回確認された erm(B)は

Qin らの報告した多剤耐性遺伝子が集積した領域に

はなく、erm(B)保有菌株も EM 以外 CP とキノロン

剤にのみ耐性であった。erm(B)を含む可動性遺伝因

子が伝達された菌株が、EM 以外の多剤耐性となる

可能性は低いと考えられた。しかし、erm(B)は C. coli

から C. jejuni に伝達されることが報告されているこ

とから、今後 C. jejuni におけるマクロライド耐性を

モニタリングし、その出現により一層の注意を払う

必要性があると考えられる。 

  

E. 結論 

 ブロイラーにおける CTF の使用に関する自主規

制(2010 年)による第３世代セファロスポリン耐性大

腸菌の減少は 2013 年においても継続していた。国内

で分離された MRSA ST398 の起源と考えられる

MSSA 及び遺伝子は認められなかった。家畜由来 C. 

coli において可動性遺伝因子 erm(B)を保有する株が

認められた。 
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なし 
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図１ 第 3 世代セファロスポリン耐性大腸菌の推移 

 

  セファゾリン（CEZ）、セフォタキシム（CTX） 

図２ CEZ 耐性株のβラクタマーゼ型別 
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  図 3 伝達株のレプリコン型別 

 
 

表 1 ブロイラー由来大腸菌及び第 3 世代セファロスポリン耐性（CTX≧4μg/mL）

大腸菌における各種薬剤に対する耐性 

2013

ampicillin 42.1 42.9 55.8 47.3 100.0 100.0 100.0 100.0
streptmycin NT a 24.8 37.9 b 38.2 b 37.5 a 51.9 52.6 100.0 b
gentamicin 3.6 3.7 3.4 0.8 9.4 14.8 5.3 0.0
kanamycine 13.3 a 14.3 a 27.7 b 24.4 b 25.0 a 22.2 a 42.1 83.3 b
tetracycline 56.4 47.2 58.3 61.8 68.8 66.7 78.9 100.0
nalidixic acid 33.3 31.7 30.1 35.1 59.4 a 59.3 a 26.3 b 50.0
ciprofloxacin 3.6 3.7 7.8 7.6 15.6 11.1 0.0 33.3
colistin 0.5 0.6 0.5 0 3.1 0.0 0.0 0.0
chloramphenicol 10.8 a 9.3 a 16.5 b 22.1 b 18.8 22.2 21.1 50.0
trimetoprim NT 23.6 33.0 40.5 NT 25.9 15.8 16.7
A significant difference (P<0.05) in prevalence was observed between a and b.

2012 2013 2010 2011 2012

Broad-spectrum cepharosporin
resistant E. coli  isolates from

broilers(%)
E. coli  isolates from broilers(%)

20112010
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  表 2 ブロイラー由来 CMY2 βラクタマーゼ産生株をドナーとして作出した 

    トランスコンジュガントの性状 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

year Inc Resistance pattern total

2010 I1 None 4

K None 3

A/C, Frep SM-KM-TC-TMP 1

A/C SM-GM-TC-CP 1

SM-TC-CP 1

SM-TC 1

2011 I1, FIB TC 1

I1 TC 1

None 1

Iγ None 3

K None 3

B/O None 1

2012 I1 TC 1

K None 4

K, I1 TC 1

K. FIB None 1

B/O, Iγ None 1

UT None 1
2013 K None 1

A/C, B/O SM-TC-CP 1
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表３ 豚由来メチシリン感受性黄色ブドウ球菌の遺伝子型と薬剤耐性型 

ST (n) spa type Resistance pattern (n)
398 (7) t034 ABPC-TC-CP (1)

t1255 ABPC-TC (1)
t1456 ABPC-TC-CPFX-CP (2)
t1606 ABPC-TC-EM-CP (1)
t5883 ABPC-TC-GM-CP (1)
t8620 ABPC-TC-EM (1)

433 (5) t318 EM-CP (2), EM (1)
t1130 None (1)
t3427 None (1)

9 (2) t337 ABPC-TC-EM (1)
t899 ABPC-TC (1)

2113 (1) New None (1)
参考 昨年分離されたMRSA

398 New
ABPC-TC-EM-CP-GM
or ABPC-TC-EM-CP  

 
 
表４ と畜場由来のメチシリン耐性ブドウ球菌の性状 
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表５ 家畜由来 C.coli のエリスロマイシンに対する MIC 分布 

 

表６ erm(B)保有株の各種薬剤に対する MIC 

 
 

図４ erm(B)の周辺領域の遺伝子 
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研究要旨 

 国内でヒト、家畜、環境から分離された Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

4,[5],12:i:- 51株をPulsed-field gel electrophoresisとMultilocus variable-number tandem 

repeat analysis により型別したところ、両者の組み合わせにより識別力が向上することが示さ

れた。本法により家畜由来 3株がヒト由来株と識別不能であり、何らかの疫学的関連の存在が示

唆されたが、これら菌株は供試した全ての薬剤に感受性または単剤耐性であった。多剤耐性を示

す一群の菌株はヒト由来株の他、主に豚由来株から構成されていた。薬剤耐性菌が豚肉を介して

ヒトに感染していることを示唆する成績と考えられた。また、これら菌株の一部は薬剤耐性型や

ファージ型がヨーロッパで流行している菌株と一致しており、何らかの関連が示唆された。 

 

Ａ．研究目的 

 Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

4,[5],12:i:-（4:i:-）は血清型 Typhimurium

（4,[5],12:i:1,2）の単相変異株と考えられてお

り、多くの先進国で最も高頻度にヒトから分離さ

れるサルモネラ血清型の1つとなっている。わが

国のヒト由来株の中では 2000 年代後半から目立

ち始め、2014年にはEnteritidisに次いで最も分

離頻度の高い血清型となった（図1）。Typhimurium

によるサルモネラ感染症は家畜伝染病予防法で届

出伝染病に指定されているため、全国的な発生状

況を把握できるが、4:i:-は届出の対象とならず、

その発生状況は不明である。しかしながら、某県

における近年の集計（図 2）では Typhimurium の

分離頻度が減少し、4:i:-のそれが上昇している傾

向が明らかである。すなわち、ヒトからの 4:i:-

分離頻度上昇は家畜における本菌の分離頻度上昇

とリンクしており、畜産物を介したヒトへの感染

ルートの存在が示唆される。そこで、今年度は

4:i:- の ヒ ト 由 来 株 と 家 畜 等 由 来 株 を

Pulsed-field gel electrophoresis（PFGE）およ

び Multilocus variable-number tandem repeat 

analysis (MLVA) の手法を用いて詳細に分析し、

家畜からヒトへの薬剤耐性菌の流れを指摘できる

か否かを検討した。 

 



Ｂ．研究方法 

１．供試菌 

県の衛生研究所または家畜保健衛生所で2000～

2010年に分離同定された 4:i:-、51株を実験に供

した。由来はヒト、牛、豚、鶏、ペンギン、カラ

ス、オウインコ、豚肉、河川水である。 

２．PFGEによる型別 

 制限酵素BlnI消化後のゲノムDNAを1% アガロ

ースゲルに包埋し、TBE緩衝液中、6V/cm、14℃で

泳動した。装置はCHEF DRⅢ（Bio-Rad Laboratories

社）を用い、スイッチ時間2.2～63.8秒で19時間

泳動した。得られた泳動像はTIFFファーマットで

保存し、Fingerprinting Ⅱ informatics software

（Bio-Rad Laboratories社）を用いてダイスの係

数に基づくクラスター解析を行い、系統樹を作成

した。 

３．MLVAによる型別 

 既報（Lindstedt et al., 2004, J Microbiol 

Methods 59:163-172）の手法に従い、ゲノム上の

5つの部位（STTR-9、STTR-5、STTR-6、STTR-10pl、

STTR-3）をPCR 増幅し、キャピラリーシークエン

サーを用いてその塩基配列を決定した。タンデム

リピートの数はGenetyx version 10.0（Genetyx）

を用いて目視で数え、得られたデータを

BioNumerics version 6.5（Applied Maths社）に

取り込みminimum-spanning tree（MST）を作成し

た。各ローカスの多様性を評価するため、POPGENE 

version 1.32

（http://www.ualberta.ca/~fyeh/popgene_downl

oad.html）を用いてNei’s diversity indicesを

算出した。 

４．型別法の識別力判定 

 Simpson’s diversity index（DI）と 95%信頼

区 間 は Epicompare version 1.0

（http://www3.ridom.de/epicompare/）を用いて

算出した。 

  

Ｃ．研究結果 

１．PFGEによる型別 

BlnI-PFGE により 28 のプロファイルが観察さ

れた（DI,0.94; 95%CI, 0.91-0.98）（図 3）。ク

ラスター解析の結果、7つのプロファイル群（ク

ラスターC、D、G、H、J、L、M）と7つのプロフ

ァイル（A、B、E、F、I、K、N）が認められた。

最優勢のクラスターC（20株）には5つのプロフ

ァイル（C1-C5）が含まれていた。他の6つのク

ラスターには2～4のプロファイルが含まれ、そ

れらは2～7株から構成されていた。 

２．MLVAによる型別 

 MLVA では 27 のプロファイルが観察された

（DI,0.96; 95%CI, 0.93-0.98）。5 つのローカス

の多様性の程度は異なっており、Nei’s 

diversity indices は STTR-3, 0.52; STTR-5, 

0.74; STTR-6, 0.83; STTR-9, 0.58; STTR-10pl, 

0.85と算出された。作成したMSTから8つのクラ

スター（I～Ⅷ）と5つのプロファイル（Ⅸ～ⅩⅢ）

が認められた（図4）。最優勢なクラスターⅡは2

つの MLVA プロファイルを含み、13 株から構成さ

れていた。クラスターⅢは7つのMLVAプロファイ

ルを含み、11株から構成されていた。他のクラス

ターは 1～5 つのプロファイルを含み、2～8 株か

ら構成されていた。 

３．PFGEとMLVAの組み合わせによる型別 

 PFGE と MLVA の型別の組み合わせにより 34 の

Combination type（CT）（DI, 0.97; 95% CI, 

0.94-0.99）が観察された（図 3）。最優勢の CT3

（PFGE, C1; MLVA, Ⅱa）は同じ町内の異なる農家

で分離された 8 株から構成されていた。CT6

（PFGE,C3; MLVA, Ⅲc）は異なる町の牛に由来す

る 2 株とヒト由来 1 株から構成されていた。CT7

（PFGE, C3; MLVA, Ⅱb）は異なる散発事例のヒト

由来2株、豚由来1株、下水由来1株から構成さ



れていた。CT18（PFGE, G1; MLVA, Ⅲf）は同じ町

内の異なる散発事例から分離されたヒト由来4株

から構成されていた。CT30（PFGE, L1; MLVA, Ⅶ）

と32（PFGE, M1; MLVA, Ⅷ）は、それぞれ同じ町

内の異なるサンプルから分離された2株から構成

されていた。 

４．ヒト由来株とそれ以外の株の関連 

 本研究ではPFGEとMLVAの組み合わせによる型

別で牛由来2株（6型のC9およびC10株）と豚肉

由来1株（7型のM1株）が、それぞれヒト由来株

（H6およびH10株）と識別不能であった（図3）。

6 型の牛由来株はアンピシリン耐性、ヒト由来株

は供試した全ての薬剤に感受性を示す点で異なっ

ていたが、これらの株は全て2008年に岩手県内で

分離された株であった。7 型の豚肉およびヒト由

来株は供試した全ての薬剤に感受性であった。こ

れら2株は共に秋田県内の分離株であるが、分離

年は2年異なっていた。 

類似度の高い菌株をグループとして見たとき、

PFGE C3 型の中にはヒト由来株の他、牛、鶏、豚

肉、河川水由来株が含まれていたが分離県や分離

年は一定でなかった（図3）。PFGE型別の相同係数

70%をカットオフ値としたとき、H～K 型を 1 つの

クラスターと見ることができる。これら菌株は多

剤耐性を示し、ヒト由来2株の他は主に豚由来株

で占められていたが、分離地や分離年は一定でな

かった。このうちヒト由来2株と豚由来1株のフ

ァージ型は193であった（昨年度成績）。 

 

Ｄ．考察 

 型別法の識別力を比較するための指数としてDI

が用いられる。これは型別した集団の中から2株

を無作為に選んだとき、それらが異なる型に型別

される確率を示す。本研究において PFGE と MLVA

のDIは、それぞれ0.94および0.96と算出され、

MLVAの識別力の方が若干高かった。これら2つを

組み合わせることにより、DIは0.97と算出され、

単独で用いるより識別力が高くなることが示され

た。 

 一部のヒトおよび家畜由来株でPFGEとMLVAの

組み合わせ型別で識別できない株が認められた。

すなわち、組み合わせ型別6型のC9およびC10株

は2008年に岩手県の牛から分離されている。これ

らと識別不能なヒト由来H6株も2008年の岩手県

分離株であり、薬剤感受性に若干の相違が認めら

れたものの、何らかの疫学的関連が疑われる。ま

た、2005年に秋田県の豚肉から分離された組み合

わせ型別7型のM1株は2007年に秋田県のヒトか

ら分離されたH10 株と識別不能であった。これら

は供試薬剤の全てに感受性を示す点でも一致して

おり、特定の菌株が地域で維持されていた可能性

が示唆される。 

一方、複製の回数に応じて菌株には変異が蓄積

され、徐々に遺伝子型が変化することが知られて

いる。したがって、遺伝子型が完全に一致する場

合だけでなく、類似度の高い菌株をグループとし

て捉える視点も必要である。PFGE型別の相同係数

70%をカットオフ値としたとき、H～K 型を 1 つの

クラスターと見ることができる。分離地や分離年

は一定でないが、これら菌株は2～4剤に耐性を示

すという共通の特徴が認められた。本クラスター

のヒト由来株の他は主に豚由来株で占められてい

たことは興味深い。ヨーロッパでは 4:i:-の感染

源は豚であるとされており、それらの多くが国内

株で認められる ASSuT に耐性を示すファージ型

193であることが報告されている（Hauser et al., 

2010, Appl Environ Microbiol 76:4601-4610）。

本クラスターに含まれる菌株のうち、ヒト由来 2

株と豚由来1株はファージ型193であることから、

少なくともこれら3株はヨーロッパと何らかの関

連を有するのかもしれない。また、これらの成績

は豚肉を介して薬剤耐性菌がヒトに感染する可能



性を示唆する成績と考えられる。 

 

Ｅ．結論 

 4:i:-の型別法としてはPFGEとMLVAが優れてお

り、これらの組み合わせにより、さらに詳細な型

別が可能となる。国内のヒト、動物、環境に由来

する51株を解析したところ、ヒトおよび家畜由来

株で識別不能となる株が一部、認められた。また、

多剤耐性を示す一群の菌株がヒトと豚から分離さ

れており、豚肉を介したヒトへの薬剤耐性菌伝播

の可能性が示唆された。 

 

Ｆ．知的財産権の出願・登録状況 

 なし 

 

Ｇ．健康危害情報 

 なし 

 

Ｈ．研究発表 

（紙上発表） 

1. Ido N, Lee K, Iwabuchi K, Izumiya H, Uchida 

I, Kusumoto M, Iwata T, Ohnishi M, Akiba 

M. Characteristics of Salmonella enterica 

serovar 4,[5],12:i:- as a monophasic 

variant of serovar Typhimurium. PLoS ONE 

9(8): e104380. 

2. Ido N, Iwabuchi K, Satoʹo Y, Sato Y, 

Sugawara M, Yaegashi G, Konno M, Akiba M, 

Tanaka K, Omoe K, Uchida I. Molecular 

typing of Salmonella enterica serovar 

4,[5],12:i:- isolates from humans, 

animals, and river water in Japan by 

multilocus variable-number tandem repeat 

analysis and pulsed-field gel 

electrophoresis. J Vet Med Sci. (in press) 



 
 

図 1．ヒトから分離されたサルモネラの血清型割合（2011～2015 年） 
 

 
 

図 2．某県における家畜由来サルモネラ分離状況（2009～2013 年） 



 
 

図 3．国内で分離された 4:i:-株の PFGE と MLVA による型別結果 
 
薬剤耐性型 A，アンピシリン；S，ストレプトマイシン；Su，スルファメトキサゾール；T，テ
トラサイクリン；－，全ての薬剤に感受性 



 
 

図 4．MLVA データから作成した Minimum-spanning tree 
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研究要旨 ： 

薬剤耐性菌が食品を介してヒトに健康被害をおよぼす危険性を評価する科学的根拠の提供

を目的として、食品を汚染している病原細菌の薬剤耐性とヒト由来病原細菌の薬剤耐性の関連

を調べた。 

サルモネラでは、市販の鶏肉から検出される血清型に変化が認められた。2011 年までは S. 

Infantis が圧倒的に多く検出される血清型であったが、2012 年以降は、S. Schwarzengrund や S. 

Manhattan など、他の血清型の分離頻度が高くなり、今後の動向が注目される。 

カンピロバクターのフルオロキノロン耐性は、ヒト由来株、鶏肉由来株のいずれも 2010 年

以前の成績と比較して耐性率の上昇が認められた。 

 

 

 

A.研究目的 

近年世界各国で食品および食用動物にヒトの

治療に用いられる薬剤に耐性を示す細菌が分離

されており、ヒト由来株との関連性の監視が求

められている。 

日本国内では食品からの薬剤耐性株検出の年

次推移の詳細な報告はなく、薬剤耐性菌がヒト

に影響を及ぼしているかどうかの現状は明らか

ではない。本研究では薬剤耐性菌が食品を介し

てヒトに健康被害をおよぼす危険性を評価する

科学的根拠の提供を目的として、食品を汚染し

ている病原細菌の薬剤耐性と、ヒト由来病原細

菌の薬剤耐性の関連を調べる。平成26年度は鶏

肉のサルモネラおよびカンピロバクターと、ヒ

ト由来の腸管出血性大腸菌およびカンピロバク

ターについて調査した。 



B.研究方法 

(1) 国内産鶏肉のサルモネラ 

2006年～2014年の9年間に国内産鶏肉から分

離した948 株を用いて、血清型の変化について

調べた。 

検査方法は、検体 25g を採取し一次増菌培養

には Bufferd Peptone Water、二次増菌培養には

Rappaport-Vassiliadis Enrichment broth を用い、

XLD寒天培地ならびにBGS培地（ブリリアント

グリーン寒天培地+スルファピリジン）で分離培

養を行った。 

(2) カンピロバクター 

ヒト由来株は2011年～2014年に分離した散発

下痢症患者由来147株および食中毒患者由来（有

症苦情事例を含む）148株の合計295株を供試し

た。鶏肉由来株は2014年に国内産鶏肉から分離

した56株を供試した。薬剤感受性試験はノルフ

ロキサシン(NFLX)、OFLX、CPFX、NA、TC、

エリスロマイシン(EM)の 6 剤で、センシディス

クを用いて行った。 

(3) ヒト由来腸管出血性大腸菌  

2012年～2013年に患者および健康者から分離

された 121 株を供試した。薬剤感受性試験は

CLSI のディスク感受性試験実施基準に基づき、

センシディスク（BD）を用いて行った。供試薬

剤はアンピシリン(ABPC)、クロラムフェニコー

ル(CP)、ストレプトマイシン(SM)、テトラサイ

クリン(TC)、カナマイシン(KM)、ゲンタマイシ

ン(GM)、ST合剤(ST)、ホスフォマイシン(FOM)、

ナリジクス酸(NA)、シプロフロキサシン(CPFX)、

セフォタキシム(CTX)、セフポドキシム(CPDX)、

イミペネム（IPM)、メロペネム（MEM)、アミカ

シン（AMK)、スルフイソキサゾール（Su)の 16

剤を供試した。 

 

C.研究結果と考察 

(2) 国内産鶏肉のサルモネラ 

大阪府の鶏肉から分離したサルモネラの血

清型は、2011年まではSalmonella Infantisが圧

倒的に多かったが、2012 年からは、S. 

SchwarzengrundやS. Manhattan など、他の血

清型の分離頻度が高くなり、変化が認められ

た（図1）。 

(3) カンピロバクター 

ヒト由来菌株：C. jejuniでは散発下痢症患者で89

株（63.6%）、食中毒患者で94株（74.6%）がフ

ルオロキノロン耐性であった。どちらも 2009～

2010年の耐性率よりも高率であった（表1,2）。

C. coliでは散発下痢症患者で4株（57.1%）、食

中毒患者で6株（27.3%）がフルオロキノロン耐

性であった。 

鶏肉由来菌株：C. jejuni/coli（C. jejuni とC. coli 

の同定は未実施）のフルオロキノロン耐性率は

62.5%であり、2009～2010年の40.8%よりも高率

であった（表3）。 

フルオロキノロン耐性率の年次変化：散発下痢

症患者由来 C. jejuni のフルオロキノロン耐性を

みると、2011年以降は2010年以前の耐性率より

も高率になった（図2）。 

(4) 腸管出血性大腸菌 ： 

血清群 O157 では 1 剤以上に耐性を示す株は

95株中9株（9.5%）であった。CTX耐性株が1

株あり、その株は O157:H7 でプラスミド性

AmpC 産生株であった。血清群O26 では 1 剤以

上に耐性を示す株は 11 株中 5 株（45.5%）であ

った。NA耐性は血清群O111の1株に認められ



た（表4）。2012年、2013年は腸管出血性大腸

菌の感染者数が少なく、また、薬剤耐性菌の検

出率も少ない傾向が認められた（図3）。 

 

D.結論  

サルモネラでは、市販の鶏肉から検出される

血清型に変化が認められた。2011 年までは S. 

Infantis が圧倒的に多く検出される血清型であっ

たが、2012 年以降は、S. Schwarzengrund や S. 

Manhattan など、他の血清型の分離頻度が高くな

り、今後の動向が注目される。 

 カンピロバクターのフルオロキノロン耐性

は、ヒト由来株、鶏肉由来株のいずれも2010年

以前の成績と比較して耐性率の上昇が認められ

た。 

 

E.研究発表 

（論文発表） 

Kawahara R, Seto K, Taguchi M, Nakajima C, 

kumeda Y, Suzuki Y : Characterization of 

third-generation cephalosporin-resistant Shiga 

toxin-producing strains of Escherichia coli 

O157:H7 in Japan.（投稿中） 

 

 

G.知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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1 大阪府内で入手した国産鶏肉由来サルモネラの血清型別検出数

表

大阪府内で入手した国産鶏肉由来サルモネラの血清型別検出数

表1 カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
散発下痢症由来株（

大阪府内で入手した国産鶏肉由来サルモネラの血清型別検出数

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
散発下痢症由来株（

大阪府内で入手した国産鶏肉由来サルモネラの血清型別検出数

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
散発下痢症由来株（2011

大阪府内で入手した国産鶏肉由来サルモネラの血清型別検出数

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
2011-2014

大阪府内で入手した国産鶏肉由来サルモネラの血清型別検出数

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績 
4年） 

大阪府内で入手した国産鶏肉由来サルモネラの血清型別検出数 
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表3 鶏肉由来

表2 カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
食中毒事例

鶏肉由来カンピロバクター

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
食中毒事例

カンピロバクター

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
食中毒事例由来株（2011

カンピロバクターjejuni

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績
2011-2014

jejuni/coliの薬剤感受性試験成績

カンピロバクターの薬剤感受性試験成績 
4年） 

の薬剤感受性試験成績

 

の薬剤感受性試験成績の薬剤感受性試験成績 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2  散発下痢症由来

  表4 腸管出血性大腸菌の薬剤感受性試験成績（

散発下痢症由来

腸管出血性大腸菌の薬剤感受性試験成績（

散発下痢症由来 C. jejuni 

腸管出血性大腸菌の薬剤感受性試験成績（

C. jejuni のフルオロキノロン耐性率

腸管出血性大腸菌の薬剤感受性試験成績（

のフルオロキノロン耐性率

腸管出血性大腸菌の薬剤感受性試験成績（

のフルオロキノロン耐性率

腸管出血性大腸菌の薬剤感受性試験成績（2012-2013

のフルオロキノロン耐性率 

2013年）  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3  3  腸管出血性大腸菌腸管出血性大腸菌腸管出血性大腸菌O157の菌株数と薬剤耐性率の菌株数と薬剤耐性率の菌株数と薬剤耐性率の菌株数と薬剤耐性率 
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分担研究報告書 

 

分担課題名：伴侶動物病院から分離された薬剤耐性菌のヒトへの影響 

 

研究分担者 田村 豊（酪農学園大学 獣医学部食品衛生学ユニット） 
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研究要旨 

伴侶動物はヒトと密接な関係にある。伴侶動物に使用される抗菌性物質の多くは人体用

であり、伴侶動物由来薬剤耐性菌がヒトへ伝播することによる影響が懸念される。今回、

ヒトの抗菌薬関連下痢症の原因菌である Clostridium difficile の伴侶動物における現状

及びヒトの感染症との関連を明らかにすることを目的として、イヌ由来 C. difficileの薬

剤感受性及びその性状を決定し、ヒト臨床由来株との比較を行った。また、近年、ヒト医

療において注目される 16S rRNA methylase(16S-RMTase)による高度アミノグリコシド耐性

について、イヌ由来大腸菌での現状を調べた。イヌから分離された C. difficileの中には

ヒト臨床由来株と同一のリボタイプ及び PFGE 型を示す株があった。イヌ由来大腸菌のうち

2/212(9.4%)がヒト医療で最も多く報告される 16S-RMTase の一つである rmtB遺伝子を保有

していた。以上の結果より、イヌ由来 C. difficile はヒトに伝播する可能性があること、

伴侶動物においても 16S-RMTase が伝播していることが示された。 

 

 

A. 研究目的                           

1. Clostridium difficileはヒトの抗菌薬

関連下痢症・偽膜性大腸炎の原因となり世

界的な問題となっている。海外では、介護

施設の入所者を訪問するイヌから過去にヒ

トでアウトブレイクを起こしたことがある

リボタイプ 027 型菌が分離された。イヌを

含む伴侶動物はヒトの生活と密接な関係が

あることから、伴侶動物が保有する C. 

difficileは、ヒトが保有する C. difficile

のレゼルボアとなっている可能性がある。 

 そこで今回、ヒトとイヌの間での C. 

difficile 伝播の可能性について明らかに

することを目的として、昨年度の本研究に

おいて分離したイヌ糞便由来 C. difficile

とヒト臨床由来 C. difficileについて、薬

剤感受性、リボタイプ、PFGE 型について比

較を行った。 

2. 近年、ヒトの医療現場においてプラスミ

ド性 16S rRNA methylase(16S-RMTase)の獲

得によるグラム陰性腸内細菌の高度アミノ

グリコシド耐性が広がっている。疫学的に

16S-RMTase 保有株はメタロβラクタマーゼ、

ESBL、qnr 遺伝子と共存することが多いこ

とから、感染症を発症した場合は使用抗菌

剤が限られることとなり大きな問題となっ

ている。海外では、動物からも 16S-RMTase



保有株の存在が報告され始めた。 

 そこで今回、日本の伴侶動物における

16S-RMTase 保有状況の実態を明らかにする

ことを目的として、当研究室が保有するイ

ヌ由来大腸菌株の 16S-RMTase 保有状況を

調べた。 

B. 研究方法 

1.イヌ由来C. difficileとヒト臨床由来株

との性状比較 

 昨年度の本研究にて 204 検体のイヌのう

ち 62 検体（30％）から 68 株の C. difficile

が分離された。これら 68 株と東京都内の 2

病院において C. diffiicle感染症患者から

分離された 73 株について薬剤感受性、リボ

タイプ、PFGE 型を決定し比較を行った。 

感受性試験は、CLSI の方法に従い、ヒト

の抗菌薬関連下痢症に対して使用されるバ

ンコマイシン(VCM)及びメトロニダゾール

(MNZ)、抗菌薬関連下痢症の原因となるクリ

ンダマイシン(GM)、セフトリアキソン

(CTRX)、エリスロマイシン(EM)、シプロフ

ロキサシン(CPFX)に対する感受性を寒天平

板希釈法により調べた。加えて、テトラサ

イクリン(TET)に対する薬剤感受性も寒天

平板希釈法で調べた。 

2.イヌ由来大腸菌における 16S-RMTase 保

有解析 

動物病院来院犬から分離されたイヌ由来

大腸菌 212 株について、高度アミノグリコ

シド耐性株をスクリーニングするため、ア

ミノグリコシド系 4 薬剤（ゲンタマイシン

(GM)、アミカシン(AMK)、ネオマイシン(NEO)、

アプラマイシン(APR)）に対する薬剤感受性

を CLSI の方法に従い寒天平板希釈法によ

り測定した。 

16S-RMTase の保有が疑われる株について、

rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, armA, npmA遺伝

子の保有について PCR により検索した。

16S-RMTase 陽性株について、複数薬剤の感

受性について微量液体希釈法で決定した。

また、その他の耐性遺伝子も PCR により決

定した。 

16S-RMTase 陽性株について、プラスミド

伝達性を明らかにするため接合伝達試験を

行った。 

 

C. 研究結果 

1.イヌ由来C. difficileとヒト臨床由来株

の性状比較 

 薬剤感受性について、イヌ由来 C. 

diffiicle及びヒト由来 C. diffiicleのい

ずれにおいても、VCM、MNZ 耐性は認められ

なかった（表１）。抗菌薬関連下痢症の原因

となる薬剤に対する耐性割合はヒト由来株

が犬由来株に比べて高い傾向を示した。TET

に対する耐性割合はいずれの由来も低かっ

た。 

 リボタイピングの結果、イヌ由来株は 29

の型に分類された（図 1）。最も主要なリボ

タイプ(16 株)はトキシン Aおよび B陽性で

あった。４番目に主要なリボタイプ（4株）

はヒト臨床由来株（3 株）と同一のリボタ

イプを示した。これら同一のリボタイプの

株について PFGE 解析を行ったところ、イヌ

由来株のうち１株はヒト臨床由来株 3 株と

同一の PFGE 型を示した（図 2）。 

2. イヌ由来大腸菌における 16S-RMTase 保

有解析 

 イヌ由来大腸菌 202株の 4種類のアミ

ノグリコシド系薬剤に対する感受性試

験を行ったところ、GM 及び AMK に耐性

を示す株が 29 株、4 薬剤の全てに耐性



を示す株が 6 株であった。 

 以上の 35 株のうち、2 株から rmtB 遺

伝子が PCR により同定された（表 2）。

rmtB の内部配列についてシークエンス

解析を行ったところ、ヒトから分離され

ている rmtB 遺伝子と同一の遺伝子配列

であった。この 2 株は、アミノグリコシ

ド系薬剤以外にも耐性を示し（表２）、

blaTEM-1 も保有していた。 

 rmtB 陽性株について、伝達試験を行

ったところ、プラスミドの伝達が認めら

れた（伝達頻度は 1.7×10-5 及び 2.4×

10-3）。トランスコンジュガントには GM、

AMK 耐性が伝達した。 

 

D. 考察 

1.イヌ由来C. difficileとヒト臨床分離株

の性状比較 

日本で飼育されるイヌが、比較的高い割

合でトキシンＡ及びＢを産生する C. 

difficile を保有していた。分離された菌

株について、ヒトの抗菌薬関連下痢症の原

因となる抗菌薬に耐性割合はヒト臨床由来

株に比べて低い傾向であるものの、CLDM、

CTRX、CPFX に対して 50％以上の株が耐性を

示した。ブタ由来 C. difficileは TET に対

して高い耐性割合を示すが、ブタでの TET

の高い耐性割合は抗菌薬の使用実態を反映

していると考えられている。以上のことか

ら、イヌにおける 3薬剤の高い耐性割合は、

イヌへの抗菌薬の使用が一因と考えられる。 

最も主要なリボタイプに分類された 16

株は全てトキシン A および B を保有してい

た。イヌにおいて広く拡散している株が、

ヒトに伝播した場合にヒトに対して毒性を

示すことから、イヌからヒトに伝播した際

のリスクは高い。 

また今回、イヌとヒトでリボタイプおよ

び PFGE 型が同一の株が同定された。今回の

イヌ由来株とヒト由来株の疫学的な関連は

不明であるものの、イヌとヒトが近縁な C. 

difficile を保有し、イヌとヒトの間で伝

播し得ることが明らかとなった。今後、疫

学的な調査を含めたイヌ由来 C. difficile

の調査が必要であることが示唆された。 

 

2. イヌ由来大腸菌における 16S-RMTase 保

有解析 

 日本のイヌから分離された大腸菌におい

て 低 率 で は あ る が 、 プ ラ ス ミ ド 性

16S-RMTase が同定された。16S-RMTase 保有

株は他の耐性因子と共存することが多く、

問題となりやすい。今回分離された 2 株に

ついても、アミノグリコシド系薬剤以外に

も耐性を示し、少なくとも blaTEM-1遺伝子を

保有していた。また、これら耐性遺伝子は

接合伝達した。以上のことから、イヌを含

む伴侶動物における 16S-RMTase 保有株及

び耐性遺伝子の拡散には注意が必要である

ことが示唆された。 

 RGU-60 株について、NEO 及び APR に対する

薬剤感受性は、トランスコンジュガントに

伝達しなかった。RGU-60 株の NEO、APR 耐

性は rmtB 遺伝子以外の因子が関係してい

る可能性がある。また、高度アミノグリコ

シド耐性を示し、アミノ配糖体修飾酵素の

作用による耐性では説明がつかない株も存

在した。これらの株については新たな

16S-RMTase の存在の可能性も含めてさらな

る研究が必要である。 

 

E. 結論 



伴侶動物として飼育されているイヌから

ヒトの抗菌薬関連下痢症の原因となる可能

性のある C. difficileが分離され、イヌと

ヒトの間での伝播の可能性が示された。イ

ヌにおける C. difficileのヒトへの伝播リ

スク、制御法についてのさらなる研究が必

要であることが示唆された。 

イヌ由来大腸菌から低率ではあるが、プ

ラスミド性 rmtB 遺伝子保有株が分離され

た。今後、イヌを含む伴侶動物における

16S-RMTase 保有株及び耐性遺伝子の拡散に

ついて注意が必要であることが示唆された。 
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研究要旨 

  薬剤耐性食中毒菌の多くが多様なプラスミド伝達により薬剤耐性を獲得して

いることが明らかとなっている。食品と患者分離株との因果関係について、分離株

のゲノム情報を活用した研究が行われるようになってきたが、耐性伝播の根本はプ

ラスミド伝達が主体であり、異なる宿主菌でも同様の薬剤耐性プラスミドを有して

いることが報告されている。つまり、受け渡しを行う宿主菌のゲノム情報よりも、

プラスミド単位での分子疫学のほうが頻繁な耐性授受の過程を追跡するのに好都

合と考えられる。本分担研究では、家畜・食肉・ヒト臨床から分離された薬剤耐性

菌プラスミドの包括的なデータベースを構築し、菌種間を伝播する薬剤耐性因子の

追跡を可能にする解析パイプラインの構築を目的とする。本年度は、昨年度に開発

したプラスミド総合解析ツール(GPAT)を改良した。具体的には、quality trimming 

や配列アセンブリでより多くの解析アルゴリズムを使えるようにし、更に、使い勝

手の向上にも取り組んだ。これらの改良により GPAT による解析件数が飛躍的に増

加したため、過去の解析結果に容易にアクセスできるデータ管理機能を追加する事

が必要となった。データ管理機能はある程度までは実装できたもののさらなる改良

が必要である。現在 GPAT は、計算能力の都合上、感染症研究所イントラネット内

でのみ公開している。今後は増え続ける解析データをより容易に管理できる仕組み

を実装し、Plasmid 配列全体の遺伝子水平伝達を過去・現在・地域に渡り俯瞰的に

眺めることができるシステムへと発展させる必要がある。 



Ａ．研究目的 
 ヒト、家畜、食品から分離される薬剤
耐性食中毒菌のサーベイランス結果を基
盤にし、ゲノム配列レベルおよびプラス
ミド・レベルでより具体的な耐性化機序
と株伝播プロセスを解析する。この解析
の基盤を作るために、現在登録されてい
るプラスミド配列のうち、薬剤耐性因子
の有無に関係なく全てのプラスミドを抽
出し、各配列の特徴（Inc タイプ、薬剤
耐 性 因 子 、 Insertion sequence 、
Transposon 等）をリスト化する。プラス
ミド保有菌種の情報（菌種、分離年・国・
地域・宿主、各種タイピング結果等）を
網羅しデータベース化することで、より
具体的な伝播過程が見えてくるものと期
待している。 
 
 
Ｂ．研究方法 
 菌体からプラスミドに相当する DNA を抽
出することが先決である。そのために、
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)
用の菌体プラグからプラスミド DNA のみ泳
動分離して回収・精製した。PFGE プラグの
調整法は菌種に沿ったプロトコールを利用
する。プラスミド・サイズに従った泳動距
離を得るために、環状 DNA であるプラスミ
ドを S1-nuclease でニックをいれ線状化の
前処理を行った。S1-nuclease 処理菌体プラ
グによる PFGE を S1-PFGE と呼ぶ（図１）。
プラスミドに相当するアガロースバンドを
切り出し、DNA を精製した。 
 精製 DNA を用いて Illumina NEXTERA XT 
kit にてライブラリー作成した。MiSeq シー
クエンサーにて解読後、プラスミド解析に
かかる一連の情報解析を本年度開発を行っ
た GPAT, iPAT を用いて行った（図１）。詳
細は C.結果の項目に記述した。 
  
 
Ｃ．結果 
プラスミド配列の解読手法の構築 
 図１にプラスミド DNA の回収から情報解
析までの一連の流れを示した。MiSeq シーク
エンサーにて解読後、新規に開発した GPAT
を用いて解読リードの quality trimming, 
（genome subtract）, de novo assembly, ORF 
推定、推定した ORF の機能推定、および Inc 
タイプ推定を行う(図 2)。Quality trimming 

ではユーザーの選択により skewer または 
fastq-mcf による処理の後 in house perl 
script で更に詳細なトリミングを行う。
Genome subtract は bwa, samtools, Hydra 
および in house perl スクリプトを組み合
わせた独自パイプラインを用いる。
Assemble には A5_miseq, A5 assembler, 
Spades, の他、platanus と price を組み合
わせた独自パイプライン (PlPr) を選択す
ることが出来る。ORF 推定には prodigal, 
gmhmm_heuristic,および gmhmm が選択可能
である。ORF の機能推定および Inc タイプ推
定には BLAST を用いる。データベースとし
て、既知の plasmid データベース、COG, ARDB 
+ CARD、および NCBI NR を選択することが
できる。Inc タイプ推定には PBRT の
replicon typing プライマーを用いた in 
silico PCR によって得られた配列データベ
ースを用いる。 
 結果の概要（quality trimming 後のリー
ド数、アセンブル後のコンティグ長、コン
ティグ数、GC 含量、予測される遺伝子数、
薬剤耐性遺伝子、Inc type など）は解析ト
ップページのoverview欄で確認することが
出来る。 
 Plasmid データベースは平成 24 年度の
plastシステム構築時に作成したplasmidデ
ータ抽出法を発展させ、NCBI から最新のデ
ータをダンロードできるシステムを構築し
た。ただし、解析する日によって結果が変
わってしまう事態を防ぐため、GPAT では２
０１３年６月１０日時点のデータをもちい
ている。 
 GPAT は MiSeq のシークエンス結果だけで
なく、fasta format や GenBank format の
データも入力として受け付けることができ
る。GPAT 内部で使用しているソフトウエア、
およびデータベースは全て無償で利用でき
るものを使用し、利用者および開発者の負
担にならないよう配慮した。GPAT はバイオ
インフォマティクス解析に慣れていない研
究者でも簡単に高度な解析ができるよ、操
作性に配慮しながら開発を行い、直感的に
操作できるユーザーインターフェースを構
築した(図 3)。更に、実際に plasmid の解析
を行っている研究者に試用してもらい、開
発者側と利用者のあいだに認識のズレが生
じないようにした。 
 これらの努力により、GPAT による解析の
利便性は劇的に向上し、少数の試験的ユー



ザーのみにより今年度中に通算 1,700 以上
の解析が GPAT を使って行われ、一人のユー
ザーが数百の解析結果を保つケースも現れ
た。このような多くのデータの扱いを容易
にするために、本年度は GPAT に結果リスト
表示機能等、データ取り扱い支援機能を追
加したものの、利便性向上のためには更な
る改良が必要である。 
 
プラスミド間の関係性解析手法の構築 
 GPAT の開発により、大量の plasmid 配列
を容易に解析することが可能になったが、
薬剤耐性遺伝子や plasmid そのものの伝播
課程を明らかにするためには plasmid 同士
の関係性を大規模に解析する必要がある。
そのため、plasmid が共通して持つ遺伝子の
ネットワークを解析するためのソフトウエ
ア iPAT (inter Plasmid Analyzing Tool)
を平成 25 年度に開発した。iPAT は GPAT が
解析した plasmid の ORF 同士の相同性検索
を行い、相同性のあった plasmid 同士をエ
ッジで結合してゆくネットワーク解析を行
う。 
 図には示していないが、臨床で採取され、
GPATで解析したplasmidをiPATを用いて解
析すると、同じ起源を持つと思われる
plasmid はネットワーク上でも密接な関係
性を示し、起源が違うと思われる plasmid
はネットワーク上も疎な関係性を示した。
また、NDM-１を持つ既知の plasmid のネッ
トワーク解析を行ってみた結果を図４に示
す。GPAT の持つ GenBank format 読み込み
機能を用いて NCBI に登録されている NDM-1
を持つ plasmid 遺伝子を読み込み、iPAT を
用いてネットワーク解析を行ったところ、
NDM-1保有plasmidは４つのグループに分類
できることが示唆された。iPAT は GPAT が解
析したデータだけを扱うことができるため、
既知の plasmid との関係性を解析するため
には配列を手動でGPATに入力してゆかなけ
ればならない。新たに解読した plasmid と
既知の plasmid との関係性の解析を容易に
するために、「既知のデータの入力」の過
程を自動化できるようにする予定である。
この手法は、既知の plasmid 全体の解析に
も応用できる可能性がある。今後はこの手
法を応用して plasmid による薬剤耐性伝播
の網羅的な解析を行う予定である。 
 
 

Ｄ．Ｅ．考察・結論 
 薬剤耐性食中毒菌の多くは薬剤耐性プラ
スミドによる耐性獲得であり、プラスミド
単位で菌種・株間の伝播を追跡できるので
あれば、より正確な耐性伝播の様式を明確
にできるものと考えている。そのためには、
プラスミド配列を利用した詳細な系統分類
法の構築が必要である。配列解読から情報
解析までの必要な手法がパイプライン化さ
れておらず、配列解読後の解析に時間と負
担を要していた。本分担研究において、“解
読リードからシームレスにプラスミド解
析”が可能な解析パイプラインを構築する
ことを目標にし、誰しもが使用できる汎用
性のある環境整備をはじめた。 
 本年度は、昨年度構築し、所内イントラ
ネット限定公開した GPAT を改良し、通算
1,700 以上の解析を行った。GPAT は MiSeq
による plasmid のシークエンスリードから
ほとんどクリックだけでアセンブリや遺伝
子予測・アノテーションまでを通常の web
ブラウザのみで行うことを可能にし、1,700
以上の解析実績を積んだ。また、iPATは GPAT
で解析した plasmid 同士の関係性を図示す
ることを可能にした。今後は GPAT/iPAT の
利便性を更に充実させるとともに、これら
の技術を用いて菌株・株間の plasmid その
ものや plasmid 上の遺伝子の水平伝達を俯
瞰的に解析できるシステムを構築してゆく
予定である。 
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2014 年日本細菌学会総会（ポスター発表 
2P-089 山下明史、関塚剛史、黒田誠）
Plasmidome network analysis. 



 
図１ プラスミド DNA の PFGE 分離から配列解読そして情報解析までの流れ。S1-PFGE 泳動図に
泳動分離されたプラスミド断片（黄色矢頭）を示す。 
 
 
 

 
図２ GPAT (Global Plasmidome Analyzing Tool) による plasmid 解析のワークフロー。 
Quality trimming には skewer または fastq-mcf の後 in house perl スクリプトによる詳細
なトリミングを行う。Genome subtract には bwa, samtools, Hydra および in house perl ス
クリプトを用いる。Assemble には A5_miseq / A5 / spades / PlPr が選択可能である。ORF 推
定には prodigal, gmhmm_heiristic および gmhmm が選択可能である。 
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機能解析など) 

6. iPAT による解析 



 

 

① 



 
 

② 



  
 

  
 

③ 

④ 



 
 
 

 
 

⑤ 

⑥ 



  
 

 
図 3 GPAT 実行結果画面。①パラメータ設定、進捗状況確認など。②de novo assembly 結果。
③ORF 検索結果。④ORF の blast 検索結果。⑤、⑥既知の plasmid に対する相同性検索結果。⑦
Inc タイプの推定結果。⑧解析結果のリスト表示。 
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研究要旨 
 わが国における薬剤耐性菌のモニタリング/サーベイランスシステムである農林水産
省の食品媒介性病原体細菌の薬剤耐性モニタリング事業（JVARM）において蓄積された
データを、厚生労働省院内感染対策サーベイランス（JANIS）事業のデータと比較可能
な形式でデータベース化したうえで再集計を行った。JVARM と JANIS では薬剤感受性を
測定している抗菌薬の種類が異なるため、同系統の抗菌薬で代替したうえで、2003 年
から 2013 年までの薬剤耐性率の推移を比較した。JANIS データでみられる大腸菌のセ
ファロスポリン、フルオロキノロンの顕著な耐性化は JVARM データでは認められなかっ
た。テトラサイクリン系やクロラムフェニコールについては肉用鶏や豚で、過去 10 年
間継続的に JANIS データよりも高い耐性率を示していたが、JANIS データ、JVARM デー
タともに耐性率の明らかな上昇または低下の傾向は認められなかった。今後継続的に
JANIS データと JVARM データを比較するにあたっては、薬剤感受性を測定する抗菌薬の
共有が重要と考えられた。 
 
 
Ａ．研究目的 
 我が国では、農林水産省が食品媒介性病
原体細菌の薬剤耐性モニタリング事業
（JVARM）を 1999 年より開始している。一
方、臨床分離株の薬剤耐性の調査として厚
生労働省院内感染対策サーベイランス
（JANIS）事業が 2000 年より開始されてい
る。現在、これらの結果は独立した形で公
表されているため、直接の比較を実施しに
くい。そこで、昨年度、JANIS 事業のシス
テムを JVARM にも適用し、JANIS－JVARM
のデータを経時的に比較可能とする体制
を整備した。今年度は、JVARM の実データ
を昨年度構築したデータベースに取り込
み、現在 JANIS 事業で実施している集計方
法に準じて再集計することで、JANIS と
JVARM、それぞれの薬剤耐性率を直接比較
した。 
Ｂ．研究方法 
 1. JVARM データの格納 
 肉用牛、豚、肉用鶏、採卵鶏由来大腸菌
2003 年～2013 年分の JVARM データをエク

セル形式で受理し、昨年度構築した JVARM
データベースに格納した。 
2．主要抗菌薬における薬剤耐性の比較 
 JVARMとJANISにおける薬剤耐性率の年
次推移を比較した。JVARM データについて
は測定された MIC 値から CLSI2007 のブレ
イクポイントを用いて感性（S）、中等度耐
性（I）、耐性（R）を判定した。CLSI2007
の基準がない抗菌薬については、同じく
CLSI が定めている動物用抗菌薬の基準で
ある M31-A3/VET01-S2 を用いた。また
JVARM では 2010 年以降、測定抗菌薬が一
部変更されたため、同系統の抗菌薬を用い
て年次推移とした。具体的には、セフチオ
フルからセフォタキシム（広域セファロス
ポリン）とエンロフロキサシンとシプロフ
ロキサシン（フルオロキノロン）である。 
JANIS の 2007 年以降の薬剤耐性率は検

査部門公開情報年報の薬剤耐性率を使用
した。検査部門年報は CLSI2007 のブレイ
クポイントを用いて SIR を判定している。
一方、2006 年以前の公開情報年報は参加



医療機関が報告した SIR に基づいて集計
されており、医療機関によっては中等度耐
性以上（I or R）の形式で報告している場
合もあるため、本研究における耐性を R
と IorR と定義した。また、JANIS 公開情
報では集計されていない抗菌薬について
は、2013 年の耐性率のみ、2013 年 1月か
ら 2013 年 9月の JANIS データより医療機
関が報告した SIR を抽出して集計した。  
 JANISとJVARMで共通した抗菌薬が無い
場合は、同系統の抗菌薬を比較した。フル
オロキノロン系について、JANIS ではレボ
フロキサシンの耐性率を示し、一方、JVARM
ではエンロフロキサシンとシプロフロキ
サシンを示した。JVARM でのテトラサイク
リンについては JANIS のミノサイクリン
のデータを用いた。 
 表１、表 2に JANIS と JVARM において測
定されている抗菌薬および SIR 判定基準
を示す。 
 
Ｃ．結果 
1．JVARM データ概要 
 肉用牛、豚、肉用鶏、採卵鶏由来大腸菌、
計 6798 株のデータがデータベースに格納
された。畜種の内訳は、肉用牛が最も多く
34％をしめ、その他の畜種はいずれも 22%
であった。年別、畜種別の株数を図 1に示
す。畜種の割合は期間を通じて変化はなか
ったが、菌株数は 2008 年以降増加してい
た。2003-2007 年については毎年各畜種
100 株前後であったが、2008 年以降は 200
株前後となっている。 
2．主要抗菌薬における薬剤耐性の比較 
 図 2～図 7に JANISと JVARMデータに基
づく、大腸菌おける各抗菌薬に対する耐性
率の推移を示す。 
 図 2～図 4 は、β-ラクタム剤に対する
耐性率の推移である。図 2のアンピシリン
はペニシリン系抗菌薬であり、JANIS では
2013 年の耐性率が約 50％であるが、2003
年は約 30%であり、過去 10 年間で明らか
な増加傾向が認められた。一方肉用鶏由来
株は2013年の耐性率が約50％とJANIS同
様高い耐性率を示しているが、10 年前か
らすでに 40％を超える耐性率を示してお
り、過去 10 年間にわたり高い耐性率を維
持していたと思われる。図 3と図 4はそれ

ぞれ、一般的には第 1世代と第 3世代と呼
ばれるセファロスポリン系抗菌薬である、
セファゾリンとセフチオフル/セフォタキ
シムの耐性率を示す。JANIS ではいずれの
抗菌薬も過去 10 年間に著明かつ継続的な
耐性率の上昇を認めた。一方、肉用鶏由来
株のセファゾリン耐性は、2011 までは
20％前後であったが、2012 年に急落し、
2013 年は約 5％まで低下している。同じく
肉用鶏のセフチオフル耐性とセフォタキ
シム耐性も、同様の傾向を示しているが、
2009 年まではセフチオフル、2010 年以降
はセフォタキシムで測定されており、測定
抗菌薬の切り替えと同じ 2010 年に耐性率
が急落している。実際の耐性率の低下より
も抗菌薬の切り替えを反映していると考
えられた。 
 図 5 はフルオロキノロン耐性率の推移
である。JANIS ではセファロスポリン系同
様、過去 10 年間において耐性率が顕著に
上昇しており、2003 年には約 10%であった
耐性率が 2013 年には 30%を超えている。
一方、JVARM データではいずれの畜種にお
いても過去 10 年間においてこのような耐
性率の増加傾向は認めていない。 
 図 6 はクロラムフェニコール耐性率の
推移である。ヒト臨床では現在クロラムフ
ェニコールの使用は限定的であり、薬剤感
受性試験実施数は少なく、2007 年以降は
公開情報での集計はしていない。ただ、
JANIS データベース上での 2013 年の耐性
率は約 5%であり、10 年間ほぼ変化ないと
思われる。JVARM では、豚由来株での耐性
率が 15-25％と高く、過去 10 年間同様の
耐性率で推移していた。 
 図７はテトラサイクリン/ミノサイクリ
ンの耐性率である。JVARM、JANIS 共に 10
年間継続したデータは得られていないが、
ヒトでのミノサイクリン耐性率は 10%以
下であるのに対し、豚、肉用鶏由来株のテ
トラサイクリン耐性率は 50%を超えてい
た。牛、採卵鶏由来株も 20-30％のテトラ
サイクリン耐性率であった。 
Ｄ．考察 
 近年問題となっている大腸菌のセファ
ロスポリン、フルオロキノロン系抗菌薬に
対する継続的かつ著明な耐性化は、JANIS
ヒト臨床分離株では明確に認めたが、



JVARM のいずれの畜種由来株においても
認められなかった。肉用鶏において 2000
年代後半にセファロスポリン系抗菌薬耐
性が進行していたが、その後 2010 年代に
入り、著明に低下していた。また、β-ラ
クタム剤やフルオロキノロン系抗菌薬な
ど、現在ヒトの臨床分野での使用頻度が高
い抗菌薬については、JANIS ヒト臨床分離
株の耐性率が JVARM の動物由来株よりも
高かった。一方、クロラムフェニコールや
テトラサイクリン系など、以前はヒト臨床
においても使用されていたが、現在は使用
頻度が低いと思われる抗菌薬については、
JVARM の動物由来株の耐性率が高い傾向
が見られた。 
 家畜の薬剤耐性菌が食品を介してヒト
に広まっていったと仮定した場合、家畜由
来株での耐性率が先行し、そのあとをヒト
臨床分離株の耐性率が追う形での相関が
みられることが想定される。しかし、今回
の研究において、そのような相関を認めた
抗菌薬耐性は無かった。もう一つの可能性
は、家畜由来株の薬剤耐性菌がなんらかの
契機にヒト臨床株に入り込み、ヒトでのみ
急速に広まった可能性である。これについ
ては、耐性遺伝子の種類など、分子疫学的
アプローチが必要になる。 
 ヒト臨床株におけるセファロスポリ

ン系抗菌薬の耐性は、これまでの研究によ
り CTX-M 型基質拡張型β-ラクタマーゼ
（ESBL）産生菌の蔓延によるものであると
考えられている。さらに、フルオロキノロ
ンに耐性を示す CTX-M 型 ESBL 産生大腸菌
O25-ST131 という特定のクローンが世界
的に流行し、大腸菌の多剤耐性化に寄与し
ていることも知られている。一方、JVARM
の肉用鶏における耐性率の増加と減少に
ついては、鶏ブロイラーにおけるセフチオ
フルの適用外使用と2012年以降のその自
主的規制の影響が考えられた。さらに、家
畜由来株ではヒト臨床株に比較し、CTX-M
型 ESBL 産生菌の割合が低く、AmpCβ-ラク
タマーゼ産生菌の割合が多いことが知ら
れている。さらに、フルオロキノロン耐性
が JVARM データでは増加していないこ
とは、大腸菌 O25-ST131 が家畜由来大腸
菌おいてはヒト臨床株に比べ少ないこと
を示唆する。ヒト臨床株と家畜由来株では

耐性機序が異なる可能性があり、これは
JANIS や JVARM で現在集計している耐
性率のみでは把握できない。今後は、家畜
由来株とヒト臨床株の耐性菌の相関関係
を検討するうえでは、同時期に分離された
大腸菌の耐性遺伝子や分離株のタイピン
グ解析を行うことが必要と思われる。 
本研究において、薬剤耐性率の比較を行

う上で最も問題となったのは、JANIS と
JVARM における測定抗菌薬の違いであっ
た。JANIS データは医療機関で測定されて
いる薬剤感受性データを収集している。医
療機関において感受性試験が実施される
抗菌薬は、臨床的な必要性により決まるた
め、研究目的での追加が不可能である。特
に動物用抗菌薬の薬剤感受性試験につい
ては今後も比較不可能である。一方、JVARM
では実際に菌株を収集し、研究目的で薬剤
感受性試験を実施しているため、追加等が
可能である。今後は、比較対象とする抗菌
薬を事前に調整する事により、より有用性
の高い比較結果が得られると思われる。 
 家畜の薬剤耐性菌とヒト臨床株の薬剤
耐性菌の相関を検討するうえでは、クロラ
ムフェニコールやテトラサイクリンなど、
過去 10 年にわたって、その耐性率が両者
で大きな変化が見られない場合は、評価が
難しい。その点では、大腸菌のセファロス
ポリン耐性やフルオロキノロン耐性は過
去 10 年間でヒト臨床株の耐性率の上昇が
顕著であり、解析対象としては得られる知
見が多いと思われる。さらに、カルバペネ
ム耐性大腸菌については、現在家畜由来株、
ヒト臨床分離株ともに耐性率が極めて低
いものの、ヒト臨床株において増加してい
る可能性があり、その臨床的な重要性から
も今後両者で注視していく必要がある。 
Ｅ．結論  
10 年間のみの比較では、動物由来株と

ヒト臨床分離株との耐性率推移に明らか
な相関は認めなかった。 
Ｆ．健康危害情報 
 なし 
Ｇ．研究発表 
 な 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を
含む） 
 



 
表１ JANIS JVAR において薬剤感受性試験を実施、もしくは集計している抗菌薬 

 
表 2 SIR 判定基準  

 
 

JVARM 測定抗菌薬 
JVARM JANIS JANIS 345,381 株のE. 

coli のうち MIC 測定株割合 2003-2009 2010-2013 2003-2006 2007- 

1216 ABPC（アンピシリン） ○ ○ ○ ○  64.19% 

1537 CEZ（セファゾリン） ○ ○ ○ ○  67.44% 

1636 CTX（セフォタキシム）   ○ ○ ○  54.50% 

1801 KM（カナマイシン） ○ ○ × ×  0.07% 

1821 GM（ゲンタマイシン） ○ ○ ○ △  64.16% 

2101 TC（テトラサイクリン）   ○ × ×  0%（MINO66.99%) 

2201 CP（クロラムフェニコール） ○ ○ ○ △  5.28% 

2401 NA（ナリジクス酸） ○ ○ - -   ND 

2521 CPFX（シプロフロキサシン） ○ ○ ○ △ 33.05%(LVFX65.52%) 

2726 ST（スルファメトキサゾール/トリメトプリム）   
 ○ △  54.36% 

A002 BCM（ビコザマイシン） ○   × ×   

A003 CTF（セフチオフル） ○   × ×   

A005 DSM（ジヒドロストレプトマイシン） ○   × ×   

A006 ERFX（エンロフロキサシン） ○   × ×   

A008 TMP（トリメトプリム） ○   × ×   

CLSI2007 M31-A3/VET01-S2 CLSI2012 

抗菌薬コード S 基準 R 基準 S 基準 R 基準 S 基準 R 基準 

1216 ABPC（アンピシリン） 8 32     
1537 CEZ（セファゾリン） 8 32   2 8 

1636 CTX（セフォタキシム） 8 64   1 4 

1801 KM（カナマイシン） 16 64     
1821 GM（ゲンタマイシン） 4 16     
2101 TC（テトラサイクリン） 4 16     
2201 CP（クロラムフェニコール） 8 32     
2401 NA（ナリジクス酸） 16 32     
2521 CPFX（シプロフロキサシン） 1 4     
2726 ST（スルファメトキサゾール/トリメトプリム） 2/38 8/152   2/38 4/76 

A002 BCM（ビコザマイシン） 
  

  128*JVARM 基準   
A003 CTF（セフチオフル） 

  2 8   
A005 DSM（ジヒドロストレプトマイシン） 

  
  32*JVARM 基準   

A006 ERFX（エンロフロキサシン） 
  0.25 2   

A008 TMP（トリメトプリム） 4 16 8 16 8 16 
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図１ JVARM集計データ・年別・畜種別、2003-2013
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図2 大腸菌におｋるアンピシリン(ABPC）耐性菌割合

採卵鶏 豚 肉用牛 肉用鶏 JANIS
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図3 大腸菌におけるセファゾリン (CEZ)耐性菌割合
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図６大腸菌におけるクロラムフェニコール（CP）耐性菌割合
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図５ 大腸菌おけるエンロフロキサシン（ERFX）/シプロフロキサシン
（CPFX）レボフロキサシン（LVFX）耐性菌割合

採卵鶏 豚 肉用牛 肉用鶏 JANIS（LVFX)
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図４ 大腸菌におけるセフチオフル（CTF）/セフォタキシム（CTX）耐性菌割合

採卵鶏 豚 肉用牛 肉用鶏 JANIS（CTX)

2010年
JVARM測定薬剤が
CTFからCTXに変更される
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図７ 大腸菌におけるテトラサイクリン（TC）/ミノサイクリン（MINO）
耐性菌割合

採卵鶏 豚 肉用牛 肉用鶏 JANIS（MINO)



厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
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・ 食肉の多剤耐性菌（VRE, ESBL 生産菌など）の調査・研究 

 
 
 研究分担者 富田 治芳 （群馬大学大学院医学系研究科細菌学分野） 
 研究協力者 谷本 弘一 （群馬大学大学院医学系研究科薬剤耐性菌実験施設） 
 
 

研究要旨.  
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 生産菌、AmpC 生産菌）
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検体を調査し、検出・分離された耐性
菌の解析を行った。2013 年度に収集した国内産食肉（鶏肉）100 検体、輸入食肉（鶏肉）89 検体の合計 189
検体を調査した結果、ESBL 生産菌は 102 検体陽性(54.0%)、AmpC 生産菌は 39 検体陽性(20.6%)であった。ESBL
生産菌は国内産鶏肉から高頻度で検出され（国内産 64.0%、輸入肉 42.7%）、一方 AmpC 生産菌の検出率は国内
産で 14.0%、輸入食肉で 28.1%と輸入肉の方が高かった。遺伝子型の解析から ESBL 生産菌は CTX-M 型が多く、
国内産は CTX-M-1、輸入食肉は CTX-M-2, CTX-M-8/25 が主に分離された。VRE については、ブラジル産鶏肉 1
検体から VanA 型 VRE（E. faecium）を検出した（頻度 1.3％）。また我々が 2011 年に環境中（国内産鶏肉）
から初めて分離し報告した新規の VanN 型 VRE が、今回収集した産地の異なる国内産鶏肉 2検体から検出され
た。PFGE 解析と MLST 解析から、これらの株は互いに同一由来であり、さらには 2011 年に報告した VRE 株と
も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 生産菌、および AmpC 生産
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：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 検体、あるいは 40 検体を収集
した。海外食肉は各年度に検疫所で取り扱う輸入鶏
肉（ブラジル産 78 検体、フランス産 6検体、米国産
4検体、タイ産 1 検体の合計 89 検体）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 生産菌および AmpC 生産菌(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 生産
確認のために CTX, CAV, CAZ ディスク、AmpC 生産確
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。 
２）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、VCM6.0 mg/L 加 Enterococcosel Broth で 48
時間選択的増菌後、VCM12.5 mg/L 加 Bile esculin 
azide agar 選択培地に塗布し、得られたコロニーを



VCM6.0 mg/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 生産菌および AmpC 生産菌の調査・検
出のために 2013 年度(2014 年 2 月)に収集した国内
産鶏肉 100 検体、輸入鶏肉 89 検体の合計 189 検体を
解析した。食肉検体全体での検出頻度は ESBL 生産菌
102 検体陽性(54.0%)、AmpC 生産菌 39 検体陽性
(20.6%)であった（図１、図２）。国内産食肉と輸入
食肉との比較では ESBL 生産菌は国内鶏肉からの検
出率の方が高く（64.0%）、一方 AmpC 生産菌は海外産
鶏肉の方が高かった（28.1%）。国内産食肉由来 ESBL
生産菌および輸入食肉由来 ESBL 生産菌の検出結果、
及び耐性遺伝子型の解析の詳細を図３、図４に示す。
また同様に AmpC 生産菌の遺伝子解析結果は図５に
示す。耐性遺伝子型の解析では ESBL 生産菌は CTX-M
型が多く、国内産は CTX-M-1(71%)、輸入食肉は
CTX-M-2(58%)、CTX-M-8/25(22%)が主に分離された。
一方、AmpC 生産菌では国内外共にほとんどの食肉由
来株において耐性遺伝子は CIT 型であった。また今
回、食肉から分離された ESBL 生産株、AmpC 生産株
（合計 155 株）の菌種としては Escherichia. coli
が 最 多 (93%) で あ り 、 次 い で Ptoteus  
mirabilis(2%), Enterobacter cloacae(2%)が多く分
離された（図６）。 

２） 2014 年 2月に収集した食肉（鶏肉）189 検
体のうち、輸入鶏肉 1検体（ブラジル産）から VanA
型 VRE（E. faecium）株が検出された（表１）。ブラ
ジル産鶏肉における検出率としては 1.3％(1/78 検
体)であった。一方、国内産鶏肉 2検体から VanN 型
VRE 株が検出され（検出率 2.0％）、それらは全て E. 
faecium株であった（表２）。これらの 2検体は国内
の異なる検査所（産地）から得られた鶏肉検体であ
った。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（環境中か
らは初めて）報告した新型 VRE である（図７）。今回
の調査で、国産鶏肉 2 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、先に報告
した VanN 型 VRE 株 E. faecium GU121-1 と極めて類
似の PFGE パターンを示した（図８）。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３）。これらの結果は今回検出した VanN 型株が
同一由来であり、かつ 2011 年の分離株とも同一の起
源を持つことを示している。 
 
D. 考察 

食肉検体から ESBL 生産、および AmpC 生産各種腸
内細菌科菌を検出した。昨年度、一昨年度の本調査、
研究での各耐性腸内細菌科菌の検出頻度は他の報告
とは異なり（時には 80％上の検出率）、それぞれ全
体で 10％程度と比較的低かった。その原因として、
検体を LB 液体培地で前培養する際に、薬剤を入れず
に単純な増菌操作のみをしたことが考えられた。本
年度の調査では、検出率の改善を目的として、前培
養液に抗菌薬を加え（ABPC:80mg/L）、増菌処理を行
った。今回の検出方法により、昨年度と比べ、大幅
に検出限界値が高められ、耐性菌の検出率が高くな
ったものと考えられる。一方で一部の検査所から得
られた検体からの耐性菌の検出率が他地域と比べ、
著しく低いことが認められたことから、その機関で
の検体の採取方法や送付方法などに手技的な問題が
考えられた。 

これまでの調査と同様、今回もブラジル産鶏肉か
ら頻度は低いものの（分離率 1.3%）、VanA 型 VRE 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 年以上が経過している。ブラ
ジルでの家畜への抗菌薬投与の規制管理状況は不明
であるが、一度、環境中（家畜腸管内）で増加した
VRE は、抗菌薬による選択圧の非存在下であっても
比較的長期に存続することが推測される。 

一方、今回、日本の環境中（複数の食肉検体）か
ら以前分離した VRE と同一の宿主遺伝子型を持つ
VanN 型 VRE 株を複数分離した。これらの結果は、こ
れらの VRE 株は同一の起源を持ち、この VanN 型 VRE
が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。 

 
E. 結論 
 国内産鶏肉及びの輸入鶏肉から ESBL 生産および
AmpC 生産腸内細菌科菌（主に大腸菌）をそれぞれ
54％、20％の頻度で検出した。 
ブラジル産輸入鶏肉からVanA型 VREが 1.3％の頻

度で検出された。異なる産地の国内産鶏肉検体から
同一由来と考えられるVanN型VRE株を複数分離され
たことから、VanN 型 VRE 株の国内の環境での伝播・
拡散が強く疑われた。 
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