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研究要旨 

薬剤耐性(AMR)アクションプランの目標達成に向け、厚労（ヒト）・農水（動

物）各分野の取り組みが実施されている中、環境中の薬剤耐性菌および残留抗

菌薬のヒト・動物に与えるリスクを評価する手法を確立し、環境分野の薬剤耐

性への影響を解明することは、ワンヘルス・アプローチの観点から薬剤耐性に

関する施策を推進していくために非常に重要である。 

そこで本分担研究にて以下の項目について整備した。1) 環境 AMR モニタ

リングに資する水再生センター（下水処理場）放流処理水のメタゲノム解析法

の作業手順書を確立した。2) 全国レベルの環境 AMR モニタリングのため、

分担者・山口進康（大阪健康安全基盤研究所）と連携して、今年度は 34 地方

衛生研究所から計 59 箇所の放流処理水を収集できた（2019 年 8-9 月、2020

年 2-3 月、2020 年 7-9 月および 2021 年 2-3 月）。地方から送付された 59 箇

所の放流水検体と東京湾岸 1 検体の計 60 箇所のメタゲノム解析の結果、処理

場管轄の地域事情に見合った細菌種を検出し、多様な薬剤耐性遺伝子（AMR 

gene: ARG）とカルバペネマーゼ遺伝子の存在が明らかになった。本成果のま

とめを薬剤耐性（AMR）アクションプラン 2019 そして 2020 として厚労省

web サ イ ト か ら 公 開 さ れ て い る 。

（https://www.mhlw.go.jp/stf/seisakunitsuite/bunya/0000120172.html） 

さらなる調査として処理場・放流水から薬剤耐性菌(AMR bacteria; ARB)の

生存を調査した。東京湾岸の水再生センター・放流水からカルバペネマーゼ産

生腸内細菌科細菌（KPC-2 産生肺炎桿菌）および KPC-2 産生 Aeromonas 属

菌と NDM-5 産生大腸菌のゲノム情報を論文報告している。KPC-2 および

NDM-5保有腸内細菌科細菌は本邦の臨床現場においても分離頻度は非常に稀

であり、放流水から容易く分離されたことについてはその原因をより詳細に検

討すべき調査結果であると判断された。 

研究班全体の達成目標である環境 AMR システマティック・レヴューのた

め、国内外の文献情報 30 報を収集し、班員が情報共有できる閲覧サイトを構

築し管理した。また、Wellcome Trust 財団から公開された「環境における薬

剤耐性問題への取り組み  ”Initiatives for Addressing Antimicrobial 

Resistance in the Environment (2018 年版)” 」の農業分野の項目の英文翻

訳を担当した。 
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Ａ．研究目的 

近年、医療施設・市中・家畜のみならず、世

界各国の土壌・河川等の環境からも薬剤耐性

(Antimicrobial Resistance: AMR) 因子が検

出され、環境での薬剤耐性対策を含むワンヘ

ルス・アプローチが注目されている。環境汚

染の多くが工場および生活排水の下水処理工

程に起因すると想定され、WHO 支援の元、世

界の下水処理施設の薬剤耐性菌調査が日本を

含む 70 カ国以上の参加国で進行中である

（ Global Sewage Surveillance Project: 

https://www.compare-

europe.eu/Library/Global-Sewage-

Surveillance-Project）。 

抗菌薬の環境汚染による薬剤耐性菌拡大

とヒトへのリスクが懸念される中、現状では、

環境由来の薬剤耐性菌が生活環境へ循環し健

康被害が認定された実例はなく、ヒト及び動

物に及ぼす影響に関する定まった見解はない。

また、環境中における薬剤耐性や抗菌薬のサ

ーベイランス手法が確立されていないことか

ら、本邦の環境薬剤耐性菌および残留抗菌薬

の実態も不明である。したがって、環境がヒ

ト及び動物に与えるリスクの評価、薬剤耐性

機序や伝播経路解明につながる調査法の確立

が急務である。 

本研究では、1) 環境由来の薬剤耐性菌に曝

露されることのヒト及び動物へのリスクや曝

露に対する介入の有効性についての国内外の

資料を収集し、システマティックレビューを

実施する。2) 環境水の薬剤耐性を評価するた

めの方法を確立し、サーベイランスを実施す

ることで、本邦における環境水の薬剤耐性菌

と薬剤耐性遺伝子（ARG）及び残留抗菌薬の

実態を調査する。3) 環境由来薬剤耐性菌のゲ

ノム情報を解析し、本邦の臨床・家畜由来薬

剤耐性菌のゲノム情報データベースと比較検

討することで、薬剤耐性ゲノムの観点からワ

ンヘルス・アプローチの完成を図る。 

これらの研究結果を統合し、環境中の薬剤耐

性や抗微生物薬がヒト及び動物へ与える影響

についてリスクアセスメントを行う。 

 

Ｂ．研究方法 

１．環境 AMR モニタリングに資するメタゲ

ノム解析法作業手順書の作製 

 水再生センター（下水処理場）の放流地点

から放流水原液を採水し、次世代シークエン

サー（NGS）を用いたメタゲノム解析による

生物種および薬剤耐性因子の配列同定までの

作業手順を検討した。詳細は図１に示す。 

 500 mL 採水を 0.2 µm フィルターにより

細菌以上の大きさを有す浮遊物を回収した。

GenoGrinder 2010 ビーズ破砕法により回収

フィルターから生物由来のDNAを調整した。

QIAseq FX DNA library キットで DNA-Seq 

ライブラリーを作成し、Illumina NextSeq 

500 にて配列解読を実施した（図１）。  

 解読リードを MePIC2 メタゲノム解析ツ

ールで生物種を分類と検出数を算出し、サン

プル毎の多様性を MEGAN ツールで評価し

た。ResFinder および NCBI AMR database

を参照して、 薬剤耐性因子の同定・検出数を

算出し、RPKM（Reads Per Kilobase of gene 

per Million mapped reads）法を採用し、相

対的な ARG 濃度を算出して検体間の比較解

析を実施した。 

 

２．水再生センター・放流水からのカルバペ

ネム耐性腸内細菌科細菌の分離とゲノム情報

解析 

東京近郊の水再生センター８箇所から採水

した処理放流水からセフェム系薬剤耐性腸内

細菌科細菌の分離を試みた。50 mL 放流水を

遠心し、細菌沈渣を CHROMagar ESBL 選択

培地に塗布し、36 度 18 時間で培養した。 

 分離株のうち、Carba NP test でカルバペ

ネマーゼ活性を示す菌株をカルバペネマーゼ

保有腸内細菌科細菌  

(carbapenemase-producing 

Enterobacteriaceae: CPE）として選別した。 

Illumina NextSeq 500 お よ び  PacBio 

Sequel SMRT sequencing にてゲノム解読を

実施し、プラスミド配列を含む完全長ゲノム

情報を取得した。 

 

３．環境 AMR に係る文献情報の情報共有サ

イトの構築 

  研究班員の専門分野で特筆すべき文献情

報を収集し、各位のコメントを記載すること

で情報交換を円滑に行うサイトを構築した 

(https://gph.niid.go.jp/paper/env-amr)  

https://www.compare-europe.eu/Library/Global-Sewage-Surveillance-Project
https://www.compare-europe.eu/Library/Global-Sewage-Surveillance-Project
https://www.compare-europe.eu/Library/Global-Sewage-Surveillance-Project
https://gph.niid.go.jp/paper/env-amr
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（図 8）。 

文献レビューでは、環境 AMR の「水再生

センター（下水処理場）に係る AMR 因子の

ゲノミクス」をテーマに PubMed で論文検索

を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

１．メタゲノム解析法による環境 AMR モニ

タリング 

 500 mL 放流水から回収した 0.2 µm フィ

ルターの  1/4 面積を用いるだけで充分な 

DNA 溶液を得た（平均 0.3 ng/µl）。東京都心

を一つの指標にして比較検討したところ、有

意に薬剤耐性因子の多い検体も含まれていた。 

H31, R1 年度（2018, 2019 年度）の成果で

は、次世代シークエンサーによる環境水から

ARG 等の網羅的配列解読法（メタゲノム解析）

を構築し（国立感染症研究所・病原体ゲノム

解析研究センター）、引き続き今年度は下水処

理場・放流水サンプル（2019 年・夏および

2020 年・冬の計 111 サンプル）のメタゲノム

解析を実施し評価した。臨床および家畜抗菌

薬の ARG 配列データベースを元に、対象

ARG の解読リード数と相対的な ARG 濃度を

算出して検体間の比較解析を実施した（図２）。 

昨年度報告では夏よりも冬期において ARG

がやや多い傾向が見られたことを報告したが、

2 年間（計 4 回）の継続調査により、ARG が

継続的に増加傾向であるとともに、その主要

因としてサルファ剤（Sulphonamide）および

テトラサイクリン耐性遺伝子が有意に高く検

出された（p <0.01）。 

一方、下水処理場・放流水中のマクロライド

耐性遺伝子は顕著な減少を示し、ヒトに対す

るマクロライド系薬の使用が減少したことを

反映する結果が得られたものと考えられた。 

また、キノロン耐性遺伝子においても同様の

減少傾向が見られ、ヒトに対するキノロン系

薬の使用量が減少したこととの関連が示唆さ

れるが、キノロン耐性大腸菌の分離状況とは

乖離が見られた。 

本研究班におけるメタゲノム解析では外来

性獲得である oqx および qnr 遺伝子を検出

対象としているため、キノロン剤阻害ターゲ

ットであるgyrA および parC 遺伝子上のキ

ノロン耐性決定領域（quinolone resistance– 

determining regions: QRDR）の変異は判定

していない。 

本研究班のメタゲノム解析法は世界的なメ

タゲノム解析法に準じたものであり、各国か

らの報告と比較する上においても重要な情報

提供ができたと考えている。 

引き続き、自治体のご協力を仰ぎながら年 2

回（夏および冬）の全国調査を実施し、本邦の

環境 AMR レジストームの基盤を整備してい

く予定である。 

 

２．臨床で問題となるカルバペネム耐性菌の

放流水由来分離状況とゲノム解読実績 

多摩川及び東京湾岸に隣接する水再生セン

ターの放流処理水から海外型カルバペネマー

ゼ（KPC-2, NDM-5）を保有する腸内細菌科

細菌株を分離し、環境においても既に海外型

の侵入を示唆するデータが得られた（図３）。 

放流水の耐性遺伝子に加え、環境で生存し

増殖する可能性を有する薬剤耐性菌の存在の

特定は重要である。 

東京湾沿岸の水再生センターから、臨床分

離 す ら 希 少 な KPC-2 産 生 肺 炎 桿 菌 

Klebsiella pneumoniae が分離されたこと、

創傷感染症で稀に分離されるアエロモナス属

が KPC-2 を保有していたこと、NDM-1 より

も広域活性を獲得した NDM-5 カルバペネマ

ーゼを保有する大腸菌が分離されたこと等を

報告しており、国内事情が少しずつ明らかに

なりつつある。  

海外の汚染実態と同様、本邦環境水におい

ても少なからず耐性菌が分離されており、よ

り広範な実態調査が望ましい。 

 

4．「水再生センター（下水処理場）に係るAMR

因子のゲノミクス」の文献レビュー 

website に登録した「水再生センター（下水処

理場）に係る AMR 因子のゲノミクス」の論

文等を計 30 報（昨年度 14 報）について検討

した（図５）。 

 

Ｄ．考察 

厚労科研研究班の編成により、34 自治体か

ら計 59 箇所の放流水から環境 AMR 調査に

資するチャレンジを継続して実施できた。（関

係各位のご協力に感謝申し上げる）。現在、各
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自治体の放流水情報は守秘義務をもって運用

している。今後も守秘義務を遵守しながらも、

得られた情報を総合データとして公開し、環

境 AMR 調査の全国展開へ向けさらに協力体

制を各自治体へ要請することが肝要と考える。

メタゲノム解析による 薬剤耐性因子の検出

は充分な“感度”を得て評価できたとは言いが

たいが、収集した放流水サンプルを同一作業

手順書にて一度に実施した広域調査であるた

め、各位データの比較解析は良好に実施でき

た。 

東京都心サンプルと比較して、都市圏以外

であっても総じて汚染度の高い放流水が地方

の処理場で散見し、処理能力等が影響してい

る可能性が示唆された。放流水から比較的平

易にセフェム系耐性菌(ESBL 等）およびカル

バペネマーゼ産生細菌を分離できることが示

された。ESBL 産生大腸菌の健常者キャリア

ーの増加が懸念されている現状、健常者キャ

リアーと環境 AMR との関連性について深く

検討する余地があるものと考える。特に、健

常者キャリアーの割合が増加すれば、水再生

センター放流水由来の耐性菌は増加すると推

定されるため、環境リスクを評価する上でも

普段から耐性菌が環境へ放流されるその実態

を定量的に観察していくことが必須であろう。 

本邦臨床でも分離頻度が至極稀な KPC-2

およびNDM-5産生腸内細菌科細菌において、

東京湾岸の水再生センター・放流水から比較

的平易に分離された事例は貴重な実態を示唆

するものと考えている。医療上、優先度の高

い薬剤耐性菌を環境 AMR の観点から分離培

養を継続し、その株固有のゲノム情報から検

出に至った経緯（菌種・耐性因子・病原性・地

域・国）を追跡調査することで、国・地域全般

の AMR 対策を実施するための貴重な基盤情

報源になりうると考える。 

「水再生センターの放流水に係る環境 AMR」

を調査した国内外文献は少数ではあるものの、

汚染リスクに係る実態の報告が増えつつある。

欧米先進国であっても各種耐性菌が滅菌処理

されずに放流されていることが明らかになり、

今まさに環境リスク評価が進行中である。本

邦でも定量的な環境調査をもってデータ収集

し、環境負荷とそのリスクについて適正に評

価できるよう体制を整備してくべきであろう。 

 

Ｅ．結論 

本研究分担にて、環境 AMR モニタリングに

資する作業手順書を確立し、さらに全国展開

するための体制が整備された。また、同一プ

ロトコールによる環境モニタリングの比較解

析であることから、自治体特有の放流水によ

る環境負荷の実態が遺伝子レベルで明らかに

できた。この環境モニタリングを継続的に実

施することで、管轄地域で発生している薬剤

耐性菌の諸問題を事前に探知することが可能

であると考えている。さらに、国内外から発

信される文献情報を迅速に収集し、環境 AMR

を基盤にした総合的なリスク評価へと繋げて

いきたい。 

本研究は環境負荷をもたらす根源を追求する

ための第一歩であり、更なる研究推進と実態

解明をもって、省庁横断的な施策が提言でき

るものと考えている。 
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Fostering Knowledge on Clinical 

Epidemiology, AMR Policy, 

Therapeutics and Diagnostics to 

Combat AMR in Asia. Oral 

presentation. Suwon in South Korea. 

 

4. 細菌ゲノミクスを支援する  Global 

Genome Epidemiology Database 

(gGENEPID)の開発 関塚剛史、谷津弘

仁、糸川健太郎、○黒田誠。 第 93 回日本

細菌学会、口頭、名古屋市 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含

む） 

 なし 
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図 1. 水再生センター（下水処理場）放流水から次世代シークエンサーによるメタゲノム解析

までの作業手順 
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図２ 2018 年（夏・冬）、 2019 年（夏）および 2020 年（冬）の下水処理場・放流水 47-60 箇

所から採取した主要なカテゴリーの薬剤耐性遺伝子（ARG） 

RPKM（Reads Per Kilobase of exon per Million mapped reads）法によりメタゲノム解読リー

ド総数で ARG 検出量を標準化した。本成果は、薬剤耐性（AMR）アクションプラン 2019, 2020 

として厚労省 web サイトから公開されている。 

（https://www.mhlw.go.jp/stf/seisakunitsuite/bunya/0000120172.html） 

https://www.mhlw.go.jp/stf/seisakunitsuite/bunya/0000120172.html
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図３ 臨床で問題となるカルバペネム耐性菌の放流水由来分離状況とゲノム解読実績 

多摩川及び東京湾岸に隣接する水再生センターの放流処理水から海外型カルバペネマーゼ

（KPC-2, NDM-5）を保有する腸内細菌科細菌株を分離し、環境においても既に海外型の侵入を

示唆するデータが得られた。放流水の耐性遺伝子に加え、環境で生存し増殖する可能性を有する

薬剤耐性菌の存在の特定は重要である。 
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図４ 環境 AMR に係る文献情報の情報共有サイト 

各専門分野から選抜した文献情報を班員同士で共有することが可能になり、環境 AMR における

円滑な情報交換と Systematic Review に資する文献収集へ活用した。班員の作業工程や独自コ

メント等を自由に記載し、相互評価と進捗状況をインタラクティブにした。 

 


