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厚生労働科学研究費補助金（新興･再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 
（分担）研究報告書 

分担研究課題 「環境微生物ゲノム情報の取得」 
 
研究分担者： 黒田 誠  国立感染症研究所 病原体ゲノム解析研究センター・センター長 

Ａ．研究目的 
 
 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

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。本分担研究では、分担者・山口進康（大阪健康安全基

盤研究所）と連携して、地方衛生研究所から水再生センター（下水処理場）の処理放

流水をご提供いただき全国レベルの環境 AMR モニタリングを実施した（2018 年 7-8
月, 2019 年 1-3 月, 2019 年 8-9 月, 2020 年 2-3 月, 2020 年 7-9 月, 2021 年 2-3 月, 2021
年 7-8 月, 2022 年 1-3 月、2022 年 7-9 月、2023 年 1-3 月、2023 年 7-8 月に渡る計 11
回のサンプル採取期間）。自治体から送付された放流水検体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）の存在比を明らかにすることができた。本成果のまとめを薬剤

耐性（AMR）アクションプラン 2019, 2020, 2021, 2022, 2023 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）  
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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 
 
 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。

2018 年以降、ARGs データベースの更新が

頻繁に行われているため、全検体から得たメ

タゲノムデータを改めて ARGs_OAP v3.2.2 
(PMID: 29408954)で再解析した。RPKM

（Reads Per Kilobase of gene per Million 
mapped reads）法を採用して相対的な ARG
濃度を算出し、検体間の比較解析を実施した。 
  
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。 
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）、H31, R1, R2, R3, 
R4 そして R5 年度（2018, 2019, 2020, 2021, 
2022 そして 2023 年度）の水再生センター・

放流水サンプルのメタゲノム解析データを取

得した。2022 年度までの５年間（夏・冬期

の計 9 回）のメタゲノム解析データについて、

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）。 
5 年間（2018～2022 年度）の成果として、

44 自治体からご提供頂いた下水処理場・放

流水サンプルの継続調査の結果、2020 年冬

以降から新型コロナウイルス発生の影響と推

定される ARG の増減が確認された。サルフ

ァ剤（Sulphonamide）耐性遺伝子が2020年
冬までは増加傾向であったところ、2020 年

夏で顕著な減少を示し、2022 年夏までの２

年間は低い水準を維持していた。マクロライ

ド耐性遺伝子は 2020 年冬に減少傾向を一旦

示すものの、2022 年冬では新型コロナウイ

ルス発生以前の水準にまで増加し戻っている

ことが確認された。 
 
Ｄ．考察 
 
厚労科研研究班の編成により、H31 から

R5 年度（2018~2023 年度）の 6 年間（夏・

冬期の計 11 回）の水再生センターの処理放
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流水を収集し、環境 AMR 調査の基盤を構築

することができた。6 年間に渡り、44 自治体

から毎回・計 48-68 箇所の水再生センターの

処理放流水を計 656 検体ご提供いただいた。

各自治体のご協力のもと環境 AMR 調査に資

するチャレンジを継続できた。（関係各位の

ご協力に感謝申し上げる）。現在、各自治体

の放流水情報は守秘義務をもって運用してい

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。 
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。全国自治体の排

水処理施設を網羅するためにも、さらに費用

対効果の優れたメタゲノム解析手法の開発も

推進すべきであろう。  
 
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。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。長期

の全国調査（有志のみ）により本邦の環

境 AMR レジストームの基盤を整備でき

たと考える。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にすぎず、

環境 AMR をモニタリングのみに留めず、

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よう期待し

ている。 
 
Ｆ．健康危険情報 

該当なし 
 
Ｇ．研究発表 
 
論文発表 
 
1. Sekizuka T, Yamaguchi N, Kanamori H, 

Kuroda M. Multiplex Hybrid Capture 
Improves the Deep Detection of 
Antimicrobial Resistance Genes from 
Wastewater Treatment Plant Effluents 
to Assess Environmental Issues. 
Microb Drug Resist. 2023;29:510-515. 
 

その他発表 
該当なし 

 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含

む） 
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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 本邦の水再生センター（下水処理場）放流水のメタゲノム解析 (Metagenomic DNA-

Seq)  

2018年夏（18S）から年２回の調査にて 2022年夏（22S）までの計 9 回の期間において自治体

から提供された処理放流水から検出された各種カテゴリーの薬剤耐性因子（ARG）を RPKM

（Reads Per Kilobase of gene per Million mapped reads）で標準化した。2018 年以降、ARGs 

データベースの更新が頻繁に行われているため、全検体から得たメタゲノムデータを改めて

ARGs_OAP v3.2.2 (PMID: 29408954)で ARGs の RPKM を算出した。 


