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研究要旨  

平成 30 年度以降、JANIS を中心としたヒト由来検体集計データを WHO GLASS に提出し

GLASS report に掲載された。GLASS の重複処理と JANIS の重複処理の違いを整理し、そ

の違いによる集計値のズレが軽微であることを示した。WHO GLASS 方式により都道府県

単位で集計したデータを国立国際医療研究センターのワンヘルスプラットフォームに

提供し web 閲覧を可能にした。広島大学院内感染症プロジェクト研究センターにて 2008

年から収集した臨床分離 ESBL 産生株のうち初期の株を用い、ESBL 遺伝子保有状況、レ

プリコン型別により大腸菌 22 株、肺炎桿菌 8 株,Proteus mirabilis２株を選択し、合

計 25 株分のプラスミド完全長塩基配列を取得した。食品由来菌株として国内小売店で

購入した鶏肉から blaVIM-1と mcr-9 を保有するプラスミド、blaNDM-1を保有するプラスミ

ドをもつ肺炎桿菌、国内小売店で購入した生野菜から blaNDM-1を保有する IncFII(K)プラ

スミドを持つ肺炎桿菌、blaNDM-1, blaCTX-M-15 を保有する IncFII(K)プラスミド, blaOXA-72
を２コピー保有する GR2 プラスミドを持つ Acinetobacter baumannii、エジプトの牛肉

から分離された blaVIM-1 と mcr-9 を保有する IncHI2 プラスミドを持つ Enterobacter 
hormaechei を報告した。本研究班で構築した multiplex PCR による mcr-1〜mcr-10 の

検出方法について作業手順書を作成し、地方衛生研究所に PCR 陽性コントロールととも

に手順書を配布した。 

 

 

 

(２段で記載) 

 

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
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菌、サルモネラについて、JANIS、JVARM のデータ

比較を行う。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。 

ESBL 産生腸内細菌目細菌に関する基盤情報を

整えるため、広島県で経年的に分離した ESBL 産

生株からヒト由来代表株を選択し、その Inc 型別

を行う。選択した代表株についてゲノム解析を実

施し、経年的な分子疫学解析を行うとともに家畜

由来のESBL産生菌のプラスミドとの比較を行う。

また、食品から分離される薬剤耐性菌について、

すでに市場に出回っている野菜からの薬剤耐性

菌の分離を試みる。 

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-9 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。

地方衛生研究所、酪農学園大学、広島大学などの

本研究班の研究分担者またはその関係機関と連

携して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、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。 
 
B. 研究方法 
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。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。 

 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。H31 年度は 2018 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。 

ヒト由来 ESBL 産生株は広島県内の医療施設に

て分離された菌株を使用した。また、野菜からの

薬剤耐性菌の分離は選択培地を使用し、菌種同定

を MALDI Biotyper にて実施するとともに、薬剤

感受性パターンの測定を行った。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

行った。必要に応じて、MinION を併用して完全

長塩基配列を構築し、プラスミドの配列比較を行

った。 
腸内細菌科細菌における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、mcr 遺伝子の検出を multiplex PCR

にて検討する。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 
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(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） 
匿名化済のデータを統計法に基づいて研究利

用する。 
 
C. 研究結果 
平成 30 年度に GLASS に提出した集計データが

受 理 さ れ 、 初 め て GLASS report early 

implementation 2017-2018 に掲載された。翌年度

以降も GLASS に継続してデータを提出し、受理さ

れた。さらに、GLASS の重複処理と JANIS の重複

処理の違いを整理し、その違いによる薬剤耐性率

の集計値のずれが軽微であることを示した論文

を国際誌に発表し Wellcome Trust 主催の国際カ

ンファレンス発表した（口頭発表部門の第二位に

選ばれた）。また、WHO GLASS 方式により都道府県

単位で集計したデータを、国立国際医療研究セン

ターのワンヘルスプラットフォームに提供し、

Web から閲覧可能にした。 

広島大学 院内感染症プロジェクト研究セン

ターにて 2008年より収集した臨床由来 ESBL産生

株を今回の検討に使用した。収集対象菌種は E. 
coli, K.pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis
であり、収集開始当時の基準であった CLSI 

M100-S18 に準拠し Double-disk synergy test 

(DDST)や PCRにて薬剤耐性遺伝子の確認を実施済

の 10,259 株（図１）を用いた。これらの株から

広島由来 ESBL 株の基本構成を確認する目的で、

サーベイランス初期の株から完全長塩基配列を

取得する株を選択した。菌種や PCR 結果より得ら

れた ESBL 遺伝子保有状況およびレプリコンタイ

プの情報をもとに代表株 32 株を選択した。内訳

は、大腸菌２２株、K. pneumoniae ８株、Proteus 
mirabilis ２株であった（図２）。 

短鎖型シークエンサー（MiniSeq/ MiSeq/ HiSeq/ 

NovaSeq システム）および長鎖型シークエンサー

（MinION/ GridION）にて完全長塩基配列決定を

実施した。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

学解析を行った。 

ESBL 別では、 

blaCTX-M-1 group ８株 

blaCTX-M-2 group ５株 

blaCTX-M-8 group ３株 

blaCTX-M-9 group ９株 

の合計２５株分のプラスミド完全長塩基配列が

得られた（図３）。 

菌種別に見た場合、大腸菌ではプラスミドのみに

blaCTX-M を保有するものが１２株、染色体のみに

blaCTX-Mを保有するものが３株、それぞれ完全長塩

基配列が得られた。５株は、染色体とプラスミド

の両方に ESBL 遺伝子の存在が認められた。染色

体とプラスミドで異なる種類の blaCTX-M を保有す

る株は認められなかった（図４）。K. pneumoniae
ではプラスミドのみに blaCTX-M を保有するものが

８株、染色体とプラスミドの両方に blaCTX-M を保

有するものが３株認められた。大腸菌と同様に、

染色体とプラスミドで異なる種類の blaCTX-M を保

有する株は認められなかった（図５）。 

プラスミドの Inc type 別で比較解析を実施した

（図６〜９）。IncN のように、基本骨格は保持し

ながら付加領域は比較的多様な構成のもの（図

６）がある一方で、IncI1、IncB/O/K/Z、IncFII

のようにプラスミド全体を通して比較的高い相

同性が維持されている Inc type が存在した（図

７〜９）。 

次に、プラスミド上と染色体上にそれぞれ存在す

るblaCTX-Mの周辺構造の類似性を比較する目的で、

blaCTX-Mの 5’-および 3’-側のそれぞれ 5kb 周辺

の塩基配列解析を行った（図１０）。blaCTX-M-3、
blaCTX-M-14、blaCTX-M-15、 blaCTX-M-55の 5’-側には転移

因子 ISEcp1 が共通して認められ、ISEcp1- blaCTX-M
周辺の塩基配列の構成は大きく異なっていた（図

１１〜１４）。このことから、blaCTX-M の種類に関

わらず ISEcp1 が転移に重要な働きをしているこ

とが推察された。また、blaCTX-M-2は 5’-側に ISEcp1
が存在する株と存在しない株が認められた（図１

５）。このことより、blaCTX-M-2 の伝播様式は他の

blaCTX-M とは異なるメカニズムの関与が推定され

た。一方で、blaCTX-M-27の周辺は 5’-側に ISEcp1
が存在するタイプと 5’-, 3’-側に転移因子 IS26
が存在するタイプが認められた（図１６）。この

ように、周辺に IS26 が存在するタイプとして

blaCTX-M-8があった（図１７）。全国的にも分離報告

数が少ないblaCTX-M-8保有プラスミドを比較したと

ころ、医療施設や菌種が異なってもプラスミドの

基本骨格の相同性が高いことが判明した。IS26 に
よる転移の報告は多数存在するが、なぜ周囲を

IS26 で囲まれていながら blaCTX-M-8 保有プラスミ

ドの構造が安定に保持されているのかは不明で

ある。 

これら blaCTX-M 周辺の転移因子に着目して解析し

た結果をまとめた（図１８）。blaCTX-Mは ISEcp1 に
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よる転移の頻度が最も多いと推定され、ついで

IS26 によるものも確認された。 

今後、プラスミドの完全長塩基配列データを引き

続き経年的に取得すると共に、家畜由来の ESBL

産生菌のプラスミドとの比較を行う予定である。 

食品由来の菌株における解析として、エジプト

の牛肉から分離された blaVIM-1 と mcr-9 を同時に

保有する Enterobacter hormaechei について完全

長塩基配列を解析したところ、これらの薬剤耐性

遺伝子は共に IncHI2/pMLST1 plasmid 上に存在す

ることが判明し、そのプラスミドを pMS37a(270.9 

kb)と名付け報告した（Pathogens, 9, 687, 2020）。

また、国内の食料品店の鶏肉から分離された

blaVIM-1, blaNDM-1, mcr-9 保 有 Klebsiella 
pneumoniae （LM22-1 株）の解析を実施し、blaVIM-1
と mcr-9 を保有する IncHI2A プラスミドに

pLM22-1-VIM-1（281,251 bp）と名付けるととも

に blaNDM-1 を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド に

pLM22-1-NDM-1（124,214 bp）と名付け、解析の

結果を報告した（Antimicrob Agents Chemother, 

64 aac.00882-20. 2020）。また国内の小売業者か

ら購入した生野菜より blaNDM-1 を保有する

IncFII(K)プラスミドを持つ肺炎桿菌、blaNDM-1, 
blaCTX-M-15 を保有する IncFII(K)プラスミド, 

blaOXA-72 を２コピー保有する GR2 プラスミドを持

つ Acinetobacter baumannii を分離し、解析結果

を報告した (Applied Environ. Microbiol. In 

press)。Salmonellaで報告されていたSalmonella 

genomic island のサブタイプを、エジプトにおけ

る 患 者 の 尿 路 由 来 多 剤 耐 性 Klebsiella 

pneumoniae Kpu48株が保有する例を初めて報告し

た （ Antimicrob Agents Chemother, 64: 9 

e01055-20, 2020）。 

本研究班の研究分担者である四宮博人、その研

究協力者である浅野由紀子（愛媛県立衛生環境研

究所）と連携し、本研究班で構築した multiplex 

PCR による獲得性コリスチン耐性遺伝子 mcr 
(mcr-1〜mcr-10) の検出手法に関して、作業手順

書を作成した。また、協力機関である他の地方衛

生研究所にその手順書とPCRの陽性コントロール

を配布し、食肉からコリスチン耐性株のスクリー

ニングを行った。また広島大学病院で保存されて

いる血液由来検体から分離された Aeromonas 
caviaeが国内で初めてmcr-3遺伝子保有株である

こ と を 見 出 し 報 告 し た (Microbil. Res. 
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IncI1 plasmidの⽐較
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IncFII plasmidの⽐較
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blaCTX-M-3の周辺構造
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blaCTX-M-15の周辺構造
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blaCTX-M-2の周辺構造
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（IS26の関与は無さそう）
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菌種 MLST IncI1_1_Alpha
m1-38_3_blaCTX-M-2 E. c 4360 100
b9-22_2c_blaCTX-M-8 K. p 200 100
i5-181_3c_blaCTX-M-8 E. c 48 100
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blaCTX-M周辺に存在する転移因⼦は、ISEcp1が最も多い？
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表１ 共同研究機関で分離された薬剤耐性菌の NGS 解析結果および論文投稿状況 
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図２０ 
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図２１ 
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図２２ 
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図２３ 
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