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Ａ．研究目的 
 
近年、ヒト、医療、動物、家畜はもとより、

国内外の河川、下水等の環境中からも薬剤耐

性菌が検出されており、ワンヘルスの観点か

ら環境の薬剤耐性(AMR)対策に関心が高まっ

ている。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

およ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定量

評価・推定、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り、どの程

度の薬剤耐性菌およびそれらに由来する薬剤

耐性遺伝子が環境へと排泄され負荷を与え続

けているのかについて、系統だった全国調査

が必要である。 
このような背景から厚生労働省科学研究費

課題「環境中における薬剤耐性菌及び抗微生

物剤の調査法等の確立のための研究」の研究

班が編成された。平成 30 年度～令和 2 年度

において本研究班で環境 AMR モニタリング

に資する手順書を作成し、環境水の薬剤耐性

菌及び残留抗菌薬の調査方法の確立に向けた

研究を実施してきた。放流処理水の環境

AMR モニタリング調査を全国展開するため

の体制を構築し、地方自治体の環境負荷の実

態が遺伝子レベルで解明した。また、国内外

の文献レビューを行い、環境中の薬剤耐性に
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一方で，河川水中からの抗菌薬の検出結果と大腸菌の耐性率との間の関係は，この

3 年間の調査でも明確にならなかった。残留抗菌薬の環境 AMR への影響を知るため

に，河川水に比べて抗菌薬が長期に渡って蓄積される可能性がある底質を対象にした

調査も実施したが，河川水よりもさらに抗菌薬の検出が困難であった。今後は，底質

と吸着して存在する抗菌薬についても検出できるよう，前処理方法の高度化が必要と
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関する現状と課題を明らかにした。令和 3 年

度からは、環境中の薬剤耐性および抗菌薬の

標準的な調査法を確立し、本邦の環境 AMR
に関する動向調査を進めている。 

本分担研究では残留抗菌薬の検査・評価に

かかる方針策定と提言を目的として，過去２

年間に渡って，①これまでの成果である残

留抗菌薬検出手法が，実河川での調査に適用

可能か検討し，②河川水中の残留抗菌薬の

検出頻度や濃度に対する都市下水や畜産排水

の影響を調べるための現地調査を実施した。

その結果，①について，先行研究で研究分

担者が提案した下水処理水からの抗菌薬検出

手法について，河川水からの検出にも適用可

能であった。②については，下水処理場か

らの放流水（＝下水処理水）から検出される

抗菌薬が，その放流先の河川からも同様によ

く検出される傾向がみられた。同じ河川内で

調査地点を増やし広範囲での抗菌薬の検出を

試みたところ，下水処理水の放流先での検出

頻度が際立って高かった。 
しかしながら，この地点で分離された大腸

菌の薬剤感受性を調べたところ，よく検出さ

れた種類の抗菌薬に対する耐性率が高い状況

にはなく，河川水に残留する抗菌薬の影響は

見いだせなかった。そこで本年度は，同じ河

川環境でも底質に存在する抗菌薬の検出を試

み、下水処理水中の抗菌薬濃度の推定結果と

の関連を調べた。さらに，以上を総括して、

環境中の抗菌薬のヒト及び動物への影響を調

査するための評価指標（すなわち，調査対象

とする環境試料と抗菌薬の種類，そして，そ

の分析方法）をした。 
 

Ｂ．研究方法 
 
昨年度までと同じ山形県内の都市下水処理

場からの放流水を受容する河川を対象として，

図 1 に示す 3 地点で，2024 年 2 月に底質と

河川水を同時に採取した。この 3 地点は，昨

年度までの調査で，河川水の抗菌薬濃度を測

定した地点の中から，河川底質が採取できる

条件で選んだ。 
採取した底質試料については，現地で十分

に水分を除いてから実験室に持ち帰り，遠心

分離によって土壌間隙水を抽出した。この間

隙水をプレフィルターの後，孔径 0.45um の

メンブレンフィルターで俠雑物を除去して，

抗菌薬分析に供した。河川水試料についても，

土壌間隙水と同様に，夾雑物を除去するため

の前処理を行った。 
以上の間隙水試料および河川水試料からの

抗菌薬の検出には，これまでの研究で下水処

理水からの抗菌薬検出のために提案された検

出手法を適用した。具体的には，固相抽出法

を用いて水試料を前処理した後、高速クロマ

トグラフィータンデム質量分析（LC-MS/MS）
計で検出の有無を確認した後、簡易定量した。

測定対象は 10 種類の抗菌薬（サルファメト

キサゾール，トリメトプリム，エリスロマイ

シン，メロペネム，アンピシリン，シプロフ

ロキサシン，レボフロキサシン，クロラムフ

ェニコール，オキシテトラサイクリン，セフ

ォキシチン）である。 
HPLC シ ス テ ム に は Thermo Fisher 

Scientific 社製 Ultimate 3000 を用い、タン

デ ム 質 量 分 析 計 に は Thermo Fisher 
Scientific 社製 TSQ Quantum Discovery 
MAX を用いた。前処理には固相カードリッ

ジ（Oasis HLB plus，waters 社製）を用い

た。水試料 1500mL を 2 個のカードリッジに

通液した後，カードリッジを乾燥させ，それ

ぞれにつきメタノール 6mL を用いて対象成

分を溶出した。この固相溶出液を 40℃に加温

しながら窒素吹付によりわずかに乾固するま

で濃縮した。これにアセトニトリル：水＝

5：95（0.1%ギ酸添加）溶液を 1mL 加えて

再溶解させた後，上澄み液を分取して測定液

とした。 
MS 測定では、クロラムフェニコール及び

アンピシリン以外は ESI-positive モードによ

りイオン化し、クロラムフェニコール及びア

ンピシリンは ESI-negative モードによりイ

オン化して測定した。 
MS/MS 測定では、同一のプレカーサーイ

オンから得られる 2 つのプロダクトイオンの

ピークから得られる保持時間及びイオン強度

の比率により検出／不検出の判定をした。保

持時間の判定基準は，２つのプロダクトイオ

ン相対保持時間が 2.5％以内であることとし

た。イオン強度比に関する判定基準は，

「2002/657/EC」（欧州委員会）を参考とし
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た。 
定性分析において「検出」となった場合に

は、おおよその濃度を確認するために、標準

液 200，2000 もしくは 10000ng/mL を用い

た 1 点検量で簡易定量を行った。また「不検

出」となった場合には、どの程度まで検出可

能かを確認するために、標準液を 5 回繰り返

し測定して得られる標準偏差の 3 倍を検出下

限値として算出した。 
 
Ｃ．研究結果 
 
山形県内の下水処理場からの放流水を受容

する河川での抗菌薬の測定結果を表 1 に示す。 
下水処理場の放流口の直下にある AK3 地点

の河川水では，測定対象とした 10 種類の抗

菌薬のうち，サルファメトキサゾール，トリ

メトプリム，エリスロマイシン，アンピシリ

ン，レボフロキサシン，クロラムフェニコー

ルが検出された。アンピシリンを除く 5 種類

の抗菌薬は，昨年度までの調査でも同地点の

河川水から年間を通じて検出されていた。先

行研究で同じ下水処理場からの放流水を対象

に行った調査では，サルファメトキサゾール，

トリメトプリム，エリスロマイシン，レボフ

ロキサシンが高頻度で検出されており，この

放流水が起源であることは明らかであるが，

クロラムフェニコールは放流水からは検出さ

れないため，その起源は他にあるのかもしれ

ない。 
昨年度までの調査では，AK3以外の地点で

も，エリスロマイシンやクロラムフェニコー

ルが散発的に検出され，下水処理場以外の排

出源の存在を示していたが，今年度の 1 回の

みの調査では，AK2 および AK4 ともにいず

れの抗菌薬も検出されなかった。 
 底質間隙水中の抗菌薬についても，AK2お
よび AK4 では検出されず，AK3 地点でのみ，

トリメトプリムとエリスロマイシンが検出さ

れた。これらは，上述した通り同じ地点の河

川水からも常に検出される抗菌薬であり，そ

の起源は下水処理場からの放流水であろう。

AK3地点の河川水から検出されたサルファメ

トキサゾール，アンピシリン，レボフロキサ

シン，クロラムフェニコールが，同地点の底

質間隙水から検出されなかったことは，抗菌

薬の底質への吸着や底質中での分解が関与し

ているかもしれない。 
  
Ｄ．考察 
 
昨年度までの調査結果と同様に，下水処理

場の放流口付近の河川水からは，サルファメ

トキサゾール，トリメトプリム，エリスロマ

イシン，レボフロキサシン，クロラムフェニ

コールが検出された。その他の 2 地点では，

分析対象とした 10 種類の抗菌薬はいずれも

不検出であった。この傾向は，河川底質（実

際には間隙水）でも同様であり，下水処理水

の放流口付近でのみ，トリメトプリム，エリ

スロマイシンが検出され，その他の 2 地点の

底質からはどの抗菌薬も検出されなかった。 
研究協力者が，本研究と同じ地点の河川水

から大腸菌を分離し，その薬剤耐性を調べた

結果では，アンピシリン，クラブラン酸／ア

モキシシリン，テトラサイクリンに対する耐

性率が他の地点よりも高く，シプロフロキサ

シン，レボフロキサシン，クロラムフェニコ

ールがやや高かった。本研究とは調査対象と

している抗菌薬と異なる部分はあるものの，

河川水からの検出結果との関連は明確ではな

かった。この改善のために，河川底質（間隙

水）中の抗菌薬に関する調査を今年度は実施

したが，河川水よりもさらに抗菌薬の検出が

困難であった。今後は，底質と吸着して存在

する抗菌薬についても検出できるよう，前処

理方法の高度化が必要と考えられる。 
 
Ｅ．結論 
 
河川水中の抗菌薬の調査結果については，

過去２年間と同様の傾向にあった。つまり，

下水処理場の放流口付近の河川では，放流水

の影響を強く受けるために，放流水で安定的

に検出される抗菌薬が，河川水からも高頻度

で検出された。このことから，放流水に向け

て開発された方法（固相抽出法を用いて水試

料を前処理した後、LC-MS/MS）計で測定す

る方法）は，河川水からの抗菌薬の検出にも

適用できることが改めて確認された。この結

果から，サルファメトキサゾール，トリメト

プリム，エリスロマイシン，レボフロキサシ
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ン（特に，エリスロマイシン）を検出するこ

とで，都市下水を起源とする残留抗菌薬を調

査できる可能性を示した。 
一方で，河川水中からの抗菌薬の検出結果

と大腸菌の耐性率との間の関係は，この 3 年

間の調査でも明確にならなかった。残留抗菌

薬の環境 AMR への影響に関しては，河川水

に比べて抗菌薬が長期に渡って蓄積される可

能性がある底質を対象にした研究が推奨され

る。そして，その研究には，底質から効果的

に抗菌薬を抽出するための前処理手法の開発

が求められる。 
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図１．調査地点（本年度はこのうち，AK2～AK4 で調査を実施した） 
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（https://nlftp.mlit.go.jp/ksj/g

ml/datalist/KsjTmplt-L03-
b.html）を加工して作成
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表１．山形県内の下水処理場からの放流水を受容する河川における 

底質と河川水の残留抗菌薬の検出結果（単位：ng/L） 

 
注：表中の数値は各抗菌薬の検出濃度（単位：ng/L）を示すが，１点定量による一斉分析
による結果であり，その精度には限界がある。 

AK2 AK3 AK4 AK2 AK3 AK4
スルファメトキサゾール <0.8 9 <0.8 <2 <8 <0.7
トリメトプリム <0.4 10 <0.4 <0.8 8 <0.3
エリスロマイシン <0.6 40 <0.6 <2 20 <0.4
メロペネム <500 <500 <500 <1000 <5000 <400
アンピシリン <500 2000 <500 <1000 <5000 <400
シプロフロキサシン <50 <50 <50 <90 <500 <40
レボフロキサシン <0.6 30 <0.6 <2 <6 <0.5
クロラムフェニコール <0.3 3 <0.3 <0.5 <3 <0.2
オキシテトラサイクリン <5 <5 <5 <9 <50 <4
セフォキシチン <100 <100 <100 <200 <900 <80

河川水 底質間隙水


