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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 「大都市圏の環境水調査および薬剤耐性菌の解析」 
 

研究分担者： 山口 進康 大阪健康安全基盤研究所 衛生化学部食品化学課 課長 

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、環境での対策を含めたワンヘル

ス・アプローチが注目されている。 
抗菌薬の環境汚染による薬剤耐性菌の分布

拡大とヒトへのリスクが懸念される中、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

環境中の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、環境がヒトおよ

び動物に与えるリスクの評価、薬剤耐性機序

や伝播経路の解明につながるデータの収集が

急務である。 
そこで、以下の研究を計画した； 

1) 大阪府内において、下水処理場からの放

流水およびその放流水が流入する河川水

を採取し、メタゲノム解析による薬剤耐

性因子の検出を行うとともに、薬剤耐性

菌の分離および分離株の薬剤感受性試験

を実施し、薬剤耐性パターンを決定する。 
2) 地方衛生研究所全国協議会のネットワー

クを活かして、国内各地の地方衛生研究

所に対して研究協力を依頼し、全国レベ

ルの環境 AMR モニタリングを行う。 
 
Ｂ．研究方法 
 

研究要旨 
 
抗菌薬の環境汚染による薬剤耐性菌の分布拡大とヒトへのリスクが懸念される中、

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、本邦の環境中の薬剤耐性菌および残留抗菌薬の実態は不明である。したがって、

環境がヒトおよび動物に与えるリスクの評価、薬剤耐性機序や伝播経路の解明につな

がるデータの収集が急務である。 
そこで本分担研究では、以下の項目について調査研究を行った： 
1) 大阪府内において、下水処理場からの放流水およびその放流水が流入する河川水

を計 4 地点から採取し、環境 AMR モニタリング用の試料調製および薬剤耐性菌の分

離を試みるとともに、薬剤耐性遺伝子の検索を行った。その結果、下水処理場からの

放流水およびその流入後の河川から、各種β-ラクタマーゼ産生遺伝子を保有する腸

内細菌科細菌を分離した。 
2) 全国レベルの環境 AMR モニタリングのため、地方衛生研究所全国協議会のネッ

トワークを活かして、国内各地の地方衛生研究所に対して研究協力を依頼した。その

結果、42 地方衛生研究所から協力が得られ、2023 年 8 月～9 月に下水処理場からの

放流水を収集できた。各試料水は各地衛研において前処理を行い、国立感染症研究所

（分担・黒田）によってメタゲノム解析による薬剤耐性因子の検出が行われた。 

研究協力者： 
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河原 隆二  大阪健康安全基盤研究所 微生物部細菌課 主幹研究員 
地方衛生研究所 42 機関の研究員 
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１．大阪府内における環境水中の薬剤耐性遺

伝子の把握および薬剤耐性菌の分離  
 
 本研究班で実施している「メタゲノム解析

による薬剤耐性因子検出」のプロトコールに

従い、サンプリングおよび試料の調製を行っ

た。大阪府内の下水処理場 2 地点およびその

下流河川 2 地点において、2023 年 7 月に採

水を行った。なお、河川でのサンプリングに

おいては、それぞれの下水処理場からの放流

水が流入した地点より下流をサンプリングポ

イントとした。サンプリングした試料水 500 
mLを 0.2 μm孔径のフィルターを用いてろ過

し、細菌以上の大きさの浮遊物を回収した。

このフィルターを滅菌したメスで 1/4 に裁断

した後、マイクロチューブに入れて、国立感

染症研究所に冷凍宅配便で送付した。 
 培養法における前処理方法は、2021 年度

に検討した方法を用いて実施した。すなわち、

試料水 400～500 mL を 0.45 μm 孔径のフィ

ル タ ー で ろ 過 し 、 フ ィ ル タ ー を

CHROMagar ECC を用いて 36℃で 18 時間

培養後、フィルター上のコロニーをかきとり、

滅菌生理食塩水に懸濁させた。次に、培地上

のコロニー数が約 30～300 となるようにマク

ファーランドスタンダードを用いて菌液を調

製後、以下の 1)～2)の培地に塗抹した。 
1) 0.25 μg/mL の MEPM および 70 μg/mL

の ZnSO4を含有する CHROMagar ECC 
(M-ECC) 

2) 1 μg/mL の Cefotaxime (CTX)を含有する

CHROMagar ECC (CTX-chromo) 
分離したコロニーはマトリックス支援レー

ザ ー イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計

（MALDI-TOF/MS）を用いて同定を行った。

その後、ドライプレート（栄研化学）を用い

て 、 Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI)の標準法（M100、34th ed.）
に従い、微量液体希釈法を用いて最小発育阻

止濃度（MIC）を決定した。また、ディスク

拡散法を用いたメタロ-β-ラクタマーゼや基

質特異性拡張型 β-ラクタマーゼ（extended-
spectrum β-lactamase；ESBL）等の産生鑑

別試験、および、カルバペネマーゼ産生確認

試験（Modified Carbapenem Inactivation 
Method; mCIM）を行った。 

 得られた株については、PCR による耐性

遺伝子のスクリーニングおよびシーケンスに

よるサブタイプの検索を行った。 
 また、これまでに分離した一部の株につい

て、詳細を明らかにするため、NucleoBond 
HMW DNA(Takara Bio)で DNA 抽出後、全

ゲ ノ ム 解 析 を ナ ノ ポ ア シ ー ケ ン サ ー

MinION(Oxford Nanopore technologies)に
より行い、耐性遺伝子の同定、その他薬剤遺

伝子の検索およびプラスミド解析を実施した。 
 
２．環境水中の薬剤耐性菌および耐性遺伝子

に関する全国的なサーベイランスの実施 
 
環境水中の薬剤耐性菌および耐性遺伝子の

全国的なサーベイランスを行うために、地方

衛生研究所全国協議会のネットワークを活か

して、国内各地の地方衛生研究所（地衛研）

に研究協力を呼び掛けた。その結果、計 42
機関から研究協力を得ることができ（前年度

よりも 3 機関増加）、環境水のサンプリング

およびメタゲノム解析のための試料調製を依

頼した。 
環境水のサンプリングに先立ち、サンプリ

ングおよび前処理に必要な物品として、採水

用ボトル、フィルター付きろ過容器、フィル

ター裁断用のメス、凍結送付用のマイクロチ

ューブを各研究協力機関に送付した。 
環境水のサンプリングは夏期：2023年8月

～9月にかけて行われ、「下水処理場の放流水」

あるいは「処理水の放流口にできる限り近い

地点の河川水（表層水）」が採取された。な

お、水量の増える雨天時や雨天後の採水を避

けた。 
サンプリングにあたっては、採水箇所の位

置情報、日時、水温、気温等の記録とともに、

採水地点および周辺の写真撮影を依頼した。

また、下水処理場に関する情報として、１日

平均の処理能力、処理方法、管理する区域の

人口、処理区の範囲等について、調査・情報

提供を依頼した。 
 試料調製にあたっては、前項で述べたプロ

トコールを配布し、採水、前処理および試料

調製が統一された方法で行われるよう依頼し

た。調製した試料は冷凍宅配便で国立感染症

研究所に送付され、メタゲノム解析が行われ
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た。なお、冷凍宅配便での発送までの間、試

料は－80℃で保管するよう依頼した。 
 
Ｃ．研究結果 
 
１．大阪府内における環境水中の薬剤耐性遺

伝子の把握および薬剤耐性菌の分離   
 
1. 菌の分離 
 培養法を用いて、環境水中の薬剤耐性菌調

査を 2023 年 7 月に実施した結果、各種 β ラ

クタマーゼ産生遺伝子を保有する腸内細菌目

細菌を分離した。 
 カルバペネム耐性腸内細菌目細菌(CRE)は
M-ECC 培地から 3 株分離された。遺伝子の

スクリーニングおよびシーケンスの結果、

blaGES-24保有 K. pneumoniae、blaFRI-8保有 
E. roggenkampii 、 blaGES-24 保 有

Enterobacter sp.であった。分離した株の概

要を表 1 に示す。 
 ESBL 産生株は CTX-chromo 培地から 8 株

分離され、その遺伝子型は CTX-M-1 型、

CTX-M-2 、 CTX-M-8 型、 CTX-M-9 型、

CTX-M-9+ TEM 型であった。 
 全４試料における ESBL 及び人由来と想定

されるカルバペネマーゼ産生株の陽性率はそ

れぞれ 100%、25%となった。 
2. ゲノム解析 
 分離した blaFRI-8 保有 E. roggenkampii お
よびこれまでに我々が分離した 2 株の blaFRI-

8 保有株の計 3 株について、NGS データによ

るプラスミド解析を実施したところ、すべて

IncFII に属していたが、その相同性は低く、

今回分離した株と最も相同性が高かったのは、

琵琶湖から分離された E. asburiae のプラス

ミド 1)であった（99.78%の一致度（coverage 
94%））(図 1-(a))。 
 2021-2022 年に分離した NDM-5 型 CRE4
株の内訳は、E.coli が 2 株、K. pneumoniae、
C. braakii が各 1 株であり、4 株とも調査地

点 2 地点のうち 1 地点の下水処理場とその下

流河川から分離された。プラスミド解析の結

果、全ての株が blaNDM-5 の蔓延に寄与してい

る IncX3 プラスミドを保有し、いずれの株も

海外で分離されている株のプラスミドとの相

同 性 が 高 か っ た （ 99.99% の 一 致 度

（coverage 99%以上））。また、4 株の比較に

おいても、相同性が極めて高かった（図 1-
(b)）。MLSTの結果、E.coli2株はST410、K. 
pneumoniae は ST29、C. braakii が ST110
に分類された。 
 
２．環境水中の薬剤耐性菌および耐性遺伝子

に関する全国的なサーベイランスの実施 
 
 全国 42 の地方研究衛生研究所においてサ

ンプリングが実施され、得られた試料の解析

は国立感染症研究所（黒田ら）で実施した。

解析結果は採水地点等が判明しないよう、匿

名で処理され、総括したデータについて考察

がなされた。 
 
Ｄ．考察 
 
 培養法における前処理方法として、2021
年度より検討を開始した方法を用いて、分離

培養を実施した。全４試料において ESBL 及

び人由来と想定されるカルバペネマーゼ産生

株の陽性率はそれぞれ 100%、25%となり、

現在の医療機関での検出状況と合致している

のではないかと考えられた。 
 これまでの調査で比較的多く分離している

blaGES-24 保 有 株 は K. pneumoniae 、

Enterobacter cloacae complex 、 R. 
ornithinolytica の 3 菌種であるが、今年度の

調査においても菌種は K. pneumoniae およ

び Enterobacter sp.であった。国内の医療機

関で GES-24 陽性株が分離されることは稀で

あり、CRE 病原体サーベイランスにおいて

も 2018-2021 年にかけて毎年 1-2 株分離され

ているのみである。しかし、他の報告におい

て、病院排水中に GES-24 陽性の病原性グラ

ム陰性菌が存在し続けることで、耐性遺伝子

あるいはプラスミドが拡散し、院内感染のリ

スクが高まる恐れを指摘されている 2)。環境

中から高頻度に blaGES-24保有株が多菌種から

分離されることは、環境中の細菌が耐性遺伝

子の拡散に寄与している可能性が示唆される。 
 プラスミド解析から blaFRI 保有プラスミド

は多様性を多く持つプラスミドであることが

わかっているが、今回の FRI-8 保有 3 株の比

較においても、一部保存性を有する領域があ
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るものの、高度に保存されているわけではな

いことが明らかとなった。FRI はこれまでに

12 のバリアントが報告されており、FRI1-9
までは菌種が Enterobacter 属細菌であった

た め 、 blaFRI 保 有 の プ ラ ス ミ ド は

Enterobacter属細菌内でのみ保存されており、

宿主域が狭いと考えていた。しかし、FRI-
10 は E. coli が保有するプラスミド上に位置

していたことから、今後は、菌種を超えた伝

播も考えられる。また、FRI 型カルバペネマ

ーゼ保有株は、臨床での報告例が少ないもの

の、大阪府内の環境水から我々はこれまでに

3 株分離しており、潜在的な拡散が示唆され

る。 
 今回分離された NDM-5 型カルバペネマー

ゼ産生 E.coli、K. pneumoniae、C. braakii
の全ての株において、世界的な blaNDM-5 の蔓

延に寄与している IncX3 プラスミド上に

blaNDM-5 が検出された。国内で感染例が少な

い NDM-5 型カルバペネマーゼ産生菌が、異

なる菌種から高頻度に環境中から分離され、

またそれらが保有するプラスミドの相同性が

高いことから、これらは市中関連株ではなく、

海外からの渡航者を介して、持ち込まれてい

る可能性が高いと考えられた。 
 環境水中の薬剤耐性菌および耐性遺伝子に

関する全国的なサーベイランスの実施にあた

っては、大阪を含めた計 42 機関により国内

広範囲のデータを収集することができた。 
 
Ｅ．結論 
 
 本分担研究では、大阪府内の環境水を対象

として、薬剤耐性菌および耐性遺伝子に関す

る情報を収集した。 
 薬剤耐性菌の分離において、2021 年度か

ら検討している、フィルターを用いて前培養

後、培養する方法がより効率的に目的とする

菌を検出できる方法であることが示唆された。

分離培養で得られる株は、CRE と比較する

と ESBL 株が多く、全検体から検出されてい

た。これは、現在の医療機関での検出状況と

一致しており、培養法を用いた薬剤耐性菌の

分離は、地域の状況を把握するための指標と

なりうるのではないかと考えられた。一方、

CRE の詳細な解析により、海外由来と考え

られる遺伝子を保有する株も分離されている

ため、放流水から分離される株が地域の感染

状況の指標となり得るかについては、さらな

るデータの蓄積が必要である。また、海外由

来と考えられる遺伝子が今後定着及び拡散す

る可能性も否定できないことからも、継続し

たモニタリングが重要と考えられた。 
 環境水中の薬剤耐性菌および耐性遺伝子に

関して、全国的なサーベイランスに取り組ん

だ。これらのサーベイランスにより、環境中

の薬剤耐性菌および耐性遺伝子の現状を把握

するためのデータが得られ、その実態を明ら

かにするためのデータを蓄積できた。これら

のデータは、本邦の環境中の薬剤耐性因子や

抗微生物薬がヒトおよび動物へ与える影響に

ついてリスク評価を行うための基盤となるも

のであり、薬剤耐性（AMR）アクションプ

ランの目標達成に貢献できるものである。 
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表 1 カルバペネム耐性株の概要 

 

(a)  

(b)  

図 1 

(a)blaFRI-8を保有する 3 株のプラスミドと相同性が高いプラスミドとの比較   

(b)blaNDM-5を保有する 4 株のプラスミドの比較 


