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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 「環境中の抗菌薬の調査と薬剤耐性への影響」 
 

研究分担者： 東 剛志   大阪医科薬科大学 薬学部・助教 

Ａ．研究目的 
 
抗菌薬に耐性を有する薬剤耐性菌の出現と

蔓延が、世界的な規模で進行しつつある。世

界保健機関（WHO）は、薬剤耐性菌に対す

る人－動物－環境による包括的な対策として、

ワンヘルス（One Health）による取り組み

を提唱するとともに、各国に国家行動計画の

研究要旨 
 
薬剤耐性（AMR）の出現と蔓延が、世界的に深刻な規模で進行しつつある。

AMR アクションプランによる問題解決に向け、世界保健機関（WHO）は人－動物

－環境によるワンヘルス（One Health）によるアプローチを提唱しており、各国で

対策が進んでいる。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、環境における薬剤耐性への影響を解明することは、

薬剤耐性に関する施策を推進していくために重要である。本分担研究では、国内の

都市部の下水処理場と河川を対象に通年での残留抗菌薬の実態調査を継続して行う

とともに、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）

及び分担者・松永展明（国立国際医療研究センター病院 AMR 臨床リファレンスセ

ンター）、大曲貴夫（国立国際医療研究センター病院 国際感染症センター、AMR
臨床リファレンスセンター）と連携して、環境水中に残留する抗菌薬濃度のハイス

ループット解析についての検討を試みた。具体的には、これまで用いられている手

作業での固相抽出による環境試料の前処理操作系をもとに、自動分注装置と自動固

相抽出前処理装置を組み合わせて駆使するハイスループット測定系を開発する上で

必要となる各種測定条件についての基礎検討を行った。 
環境水中の残留抗菌薬のハイスループット測定系の開発に必要となる因子とし

て、固相の量、固相への環境水の通水量、ろ過操作の有無、溶出液量、最終溶媒の

組成について各々検討を行った。その結果、手作業によるマニュアル測定と、自動

分注装置と自動固相抽出前処理装置を組み合わせて駆使するハイスループット測定

系の結果は概ね一致しており、高い精度を維持しつつ多地点における抗菌薬による

環境汚染の実態を把握するうえで有効なアプローチとなりうると考えられる。今後

環境水中の残留抗菌薬の調査方法の標準化に向けて検討を行うとともに、環境中の

抗菌薬の全国的なモニタリングを実施してさらなる知見の収集を行うことで、薬剤

耐性菌の諸問題について包括的な理解を行うことが可能である可能性が示唆され

た。 

研究協力者： 
 
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 
松永 展明  国立国際医療研究センター病院 

AMR 臨床リファレンスセンター・臨床疫学室長 
大曲 貴夫  国立国際医療研究センター病院 国際感染症センター・センター長 

AMR 臨床リファレンスセンター・センター長 
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策定を求めている。日本においても薬剤耐性

（AMR）対策アクションプランが 2016 年に

制定され、これまでの取り組みにより得られ

た知見をもとに 2023 年からさらなる発展を

図るアクションプランが策定され、国を挙げ

た対策が進んでいる。 
近年の研究により、これらの薬剤耐性菌が

河川や湖沼、海域といった水環境中から検出

されることが明らかにされつつある。ところ

で、これらの水環境中には薬剤耐性菌に加え

て、抗菌薬も残留していることが報告されて

いる。環境中へと流入する抗菌薬の現状と実

態を把握することは、薬剤耐性菌及び抗菌薬

の環境への影響を評価する上で有意義な知見

となるのみにとどまらず、臨床領域において

薬剤耐性菌の問題の評価と解決に向けた対策

を考える上で重要であると考えられる。一方

で、環境を対象とした薬剤耐性菌については

世界的にみても知見が限られており、未だ不

明なことが多いのが現状である。そのため、

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。 
本分担研究では、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知見を

収集する目的で、1) 環境水の薬剤耐性を評価

するためのモニタリング方法を確立すること

で、本邦における環境水の残留抗菌薬の実態

を調査する。2) 全国規模でのモニタリング調

査の実施に必要となる、ハイスループット化

システムの開発検討を行い基礎的な知見の収

集を行うことで、残留抗菌薬の観点からワン

ヘルス・アプローチの発展に繋げる。 
 
Ｂ．研究方法 
 
１．下水処理場の流入水を用いた環境水中の

残留抗菌薬のハイスループット測定解析法の

開発検討 
 
都市部の下水処理場に流入する下水試料を

用いて、これまで用いられている手作業によ

るマニュアル測定系の固相抽出による環境試

料の前処理操作を基に、自動分注装置と自動

固相抽出前処理装置を組み合わせて駆使する

ハイスループット測定系を開発する上で必要

となる分析条件の検討と最適化を試みた。測

定対象とする抗菌薬は、国内の臨床現場で用

いられている抗菌薬や使用量が多い抗菌薬と、

国内外で水環境中からの検出報告事例がある

主要な抗菌薬を対象に 15 成分の各種抗菌薬

（ ampicillin, cefazolin, cefdinir, 
cefpodoxime, cefpodoxime proxetil, ceftiofur, 
chlortetracycline, ciprofloxacin, 
clarithromycin, doxycycline, levofloxacin, 
minocycline, oxytetracycline, tetracycline, 
vancomycin）について検討を行った。 
 
２．手作業によるマニュアル測定系での環境

水中の残留抗菌薬の測定系 
 
手作業によるマニュアル測定系については、

これまでの報告で主として用いられている測

定条件を基にして、採取した下水処理場の流

入水 10 mL をガラス繊維ろ紙（GF/B：1 µm）

でろ過した後、メタノールと pH3 に調整し

た MilliQ でコンディショニングしたシリン

ジバレル型の OASIS HLB 固相抽出カートリ

ッジに流速 1 mL/min で通水し固相抽出を行

った。通水後、固相を pH3 MilliQ で洗浄し

た後真空ポンプで吸引脱水を行い、アセトン

3 mL 及びメタノール 3 mL で溶出し、37 °C
の条件で窒素ガスで穏やかに濃縮乾固した。

その後、0.1%ギ酸：メタノール（9：1）溶

液 200 µL で 再 溶 解 し 、 UPLC-MS/MS
（Waters）による高感度な多成分同時分析

法により抗菌薬の検出と定量を行った。 
 
３．自動分注装置と自動固相抽出前処理装置

を組み合わせて駆使するハイスループット測

定系による環境水中の残留抗菌薬の測定条件

の検討 
 
自動分注装置と自動固相抽出前処理装置を

組み合わせて駆使するハイスループット測定

系による、環境水中の残留抗菌薬の測定解析

系開発を試みるにあたり、迅速・大量解析を

可能とする系として 96well型のOASIS HLB
固相抽出プレートに着目し、固相の量、固相

への環境水の通水量、ろ過操作の有無、溶出

液量、最終溶媒の組成について各々検討を行
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った。その他の操作については、２で述べた

固相抽出の各操作を自動分注装置と自動固相

抽出前処理装置により各々行い、溶出液を用

いて固相から溶出させた溶液を 37 °C の条件

で窒素ガスで穏やかに濃縮乾固した後、

0.1%ギ酸：メタノール（9：1）溶液 100 µL
で再溶解し、UPLC-MS/MS（Waters）によ

る高感度多成分同時分析法で抗菌薬の検出と

定量を行った。ここで得られた結果と、手作

業によるマニュアル測定系で得られた結果を

比較することにより、ハイスループット測定

系による環境水中の残留抗菌薬の測定系とし

ての有効性評価を行った。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 
１．96well 型の固相抽出プレートを用いた

排水中の抗菌薬測定条件の検討（添加回収試

験における固相への試料負荷量の影響） 
 

96well型の固相抽出プレートを用いた環境

水中の残留抗菌薬の測定系の開発として、現

在市販されている 96well 固相抽出プレート

の固相量の各規格（5 mg・10 mg・30 mg・
60 mg）のうち、従来型の手作業によるマニ

ュアル測定で主に用いられているシリンジバ

レル型の固相抽出カートリッジの固相量

（200 mg）を参考に、固相量 30 mg 及び 60 
mg を用いて固相への試料負荷量を変化させ

た際の添加回収試験の結果を図 1 に示す。 
検討を行った各排水試料負荷量のうち、

2.5 mL を負荷させた場合に回収率が高い成

分が最も多くなり、70%以上の回収率を示す

成分が固相量 30 mg 及び 60 mg ともに 9 成

分、40%～70%の回収率を示す成分について

は各々5 成分及び 4 成分であり、20%～40%
の回収率を示す成分は各々1 成分及び 2 成分

で、20%以下の回収率となる成分については

みられなかった。固相に負荷する排水試料の

体積量が増加するに伴い、固相量 30 mg 及び

60 mg いずれの場合においても回収率が低下

する傾向がみられ、5 mL を負荷させた場合

には 70%以上の回収率を示す成分が固相量

30 mg 及び 60 mg ともに 6 成分に減少し、

20%以下の回収率となる成分が各々1 成分及

び 2 成分となった。さらに、10 mL を負荷さ

せた場合には 70%以上の回収率を示す成分が

固相量 30 mg 及び 60 mg で各々4 成分及び 2
成分、20%以下の回収率となる成分が各々3
成分及び 2 成分と、固相の保持量限界を超過

して固相に保持されずに通水する破過現象が

生じていると考えられた。 
従来型の手作業によるマニュアル測定で主

に用いられているシリンジバレル型の固相抽

出カートリッジ（固相量（200 mg））を用い

た測定では、試料負荷量は 10 mL 程度であ

り、LC-MS/MS による測定解析を行う際に、

固相抽出後の溶液を最終的に 50 倍濃縮した

溶液を測定している。96well型の固相抽出プ

レートを用いた測定において、固相に負荷す

る排水試料の体積量を 2.5 mL 以下にするこ

とで回収率が向上する可能性が考えられる。

しかし一方で、LC-MS/MS による測定解析

を行う際に必要な体積量を考慮すると濃縮倍

率が最大で 25 倍となること、排水試料の負

荷体積量が減少することにより検出下限濃度

（LOD）や定量下限濃度（LOQ）が上昇し、

環境試料中に ng/L の微量濃度で存在する抗

菌薬の高感度検出に支障が生じる可能性が懸

念されうると考えられる。そのため、迅速・

大量解析を可能とする精度の高い測定系の開

発する目的とバランスを考慮して、固相への

試料負荷量 2.5 mL の条件で以後の検討を行

った。 
 
２．96well 型の固相抽出プレートを用いた

排水中の抗菌薬測定条件の検討（添加回収試

験におけるろ過操作の影響） 
 
次に、固相抽出を行う前段階でろ過処理を

行うことによる添加回収試験への影響を、図

2に示す。固相量 30 mg及び 60 mgの 96well
型の固相抽出プレートともに、ろ過処理を行

うことによる回収率への影響は確認されず、

ろ過を行わずに排液を直接固相に通水しても、

精度を維持して測定を行うことが可能である

と考えられた。これらの結果については、試

料負荷量が多いシリンジバレル型の固相抽出

カートリッジで同様の操作を行った場合、固

相が目詰まりして通水が困難になることを考

慮すると、操作の迅速・簡便化を図る上での
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利点となりうる可能性があると考えられる。 
 
３．96well 型の固相抽出プレートを用いた

排水中の抗菌薬測定条件の検討（添加回収試

験における溶出液量の影響と従来法との比較） 
 
固相量 30 mg 及び 60 mg の 96well 型の固

相抽出プレートを用いて、固相抽出後の固相

から測定対象抗菌薬を溶出させる際に用いる、

溶出液の体積量を 50 µg・100 µg・500 µg・
1,000 µg と変化させた際の添加回収試験の結

果を図 3 に示す。 
溶出液の体積量 50 µL 及び 100 µL では、

20%以下の回収率となる成分が固相量 30 mg
及び60 mgについて各々15成分及び 2成分、

15 成分及び 13 成分となり、大部分の抗菌薬

が溶出せずに固相に分配している状態である

と考えられた。しかし、溶出液の体積量を

500 µL 及び 1,000 µL に増加させた場合には、

70%以上の回収率を示す成分が固相量 30 mg
で 9～10 成分、60 mg の場合では 10～12 成

分、40%～70%の回収率を示す成分について

は各々4～6 成分及び 2～3 成分と回収率が向

上し、両者の分布は類似する傾向がみられた。 
これらの結果から、96well型の固相抽出プ

レートを用いた測定の際に、固相に通水する

溶出液量を増加させることで十分な溶出操作

を行うことができると考えられた。固相から

の溶出液が集められるコレクションプレート

のうち、LC-MS/MS による測定解析を行う

際に適した微量体積のインジェクションに適

したコレクションプレートは、現在 700 µL
のタイプのみが市販されている。溶出液量が

1,000 µL の場合には、上記したコレクション

プレートを 2 個を用いて各々濃縮した後、最

終的に溶液を 1 つに集約する操作が必要とな

り実質的に煩雑な操作が生じるため、固相へ

の溶出液量 500 µL の条件で検討を行った。 
なお、抽出操作は一般的に抽出操作の回数

を増加させることで回収率が向上する可能性

があることが知られている。そのため、溶出

液の全量（500 µL）を 1 度に通水させる場合

と、2 回（250 µL×2）に分けて通水させる操

作についてもあわせて検討を行ったところ、

両者の間で回収率に違いがみられなかった

（図 4）。ここから、十分な溶出液量を確保

することで操作性を高めることが可能である

と考えられた。 
 
４．LC-MS/MS 測定時における最終溶媒の

溶媒組成における各抗菌薬のピーク強度の影

響 
 
最後に、LC-MS/MS による測定解析を行

う際に、固相抽出後の溶液を窒素ガスで穏や

かに濃縮乾固させて定容した最終溶媒に溶解

する操作について、最適な最終溶媒の溶媒組

成について検討を行った結果を図 5 に示す。 
得られた結果より、0.1%ギ酸水溶液とメ

タノールの割合を各々90：10、75：25、
60：40、45：55、30：70、15：85、0：100
と変化させて回収率への影響について検討を

行ったところ、0.1%ギ酸水溶液：メタノー

ルが 90：10 の条件で最も回収率が高く、

0.1%ギ酸水溶液：メタノールが 0：100 の有

機溶媒 100%の条件で最も回収率が低くなる

結果が得られた。これらの結果は、精度の良

い測定を行うためには、固相抽出操作での溶

出操作（溶出液：メタノールとアセトン

100%の有機溶媒）後に、有機溶媒の濃度調

整と適した濃縮倍率を得るために、固相抽出

後の溶液を窒素ガスにより濃縮乾固させたあ

とに、水系溶媒の割合が高い最終溶媒に置換

する必要があること、精度を維持して測定を

行うためには、窒素ガスにより濃縮乾固操作

が不可欠であることを示唆していると考えら

れる。 
今後さらなる詳細な検討を行い知見の収集

を継続するとともに、本研究課題で検討を行

った自動分注装置と自動固相抽出前処理装置

を組み合わせて駆使するハイスループット測

定系について、実際の環境水試料を用いたモ

ニタリングへの適応と有効性の検証を行うと

ともに、全国規模でのモニタリング調査へと

繋げる基盤の構築を行うことが重要であると

考えられる。 
 
Ｄ．考察 
 
本分担研究において、これまでに手作業に

よるマニュアル測定で実施されてきた、環境

水中の残留抗菌薬濃度の評価測定について、
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迅速・大量解析を可能とする自動分注装置と

自動固相抽出前処理装置を組み合わせて駆使

するハイスループット測定系の有効性評価に

資する成果が示唆されている。 
今回検討を試みた、96well型の固相抽出プ

レートを用いた、自動分注装置と自動固相抽

出前処理装置による排水中の抗菌薬測定系は、

従来型の手作業によるマニュアル測定で主に

用いられている、1 検体毎に個別に測定操作

を行うシリンジバレル型の固相抽出カートリ

ッジの固相量と比較して、迅速性に優れる利

点がある。さらに、測定精度についても、手

作業によるマニュアル測定と同等か若干良好

となりうる結果が得られており、本測定系が

薬剤耐性菌と残留抗菌薬をあわせた全国規模

でのモニタリング調査を検討する上で有効な

手法となりうる可能性を示唆していると考え

られる。 
今後継続して検討を行うことで、水環境に

おける抗菌剤の影響に関する詳細なリスク評

価・管理を行うために、地域特性を考慮し調

査地点を拡張して、環境中の抗菌薬濃度推定

手法について知見の収集と有効性の検証に努

めていくことが重要であると考えられる。 
 
Ｅ．結論 
 
本研究分担において、環境水中に存在する

残留抗菌薬の調査方法の確立と、全国的なモ

ニタリングに不可欠となる迅速・大量解析法

の開発とその有効性評価に資する成果を得た。

本研究で提唱している環境水中の残留抗菌薬

濃度を高精度かつ高効率で測定する手法は、

我が国だけでなく欧米諸国や、急速に発展を

続けるアジア諸国においても同様の対策検討

の発展についても寄与することが出来ると考

える。さらに、WHO により各国で対策を行

うことが義務付けられている薬剤耐性アクシ

ョンプランやワンヘルス・アプローチの一助

となる可能性をも秘めていると考えられる。 
今後調査を継続するとともに、各自治体の

協力を得て、地方衛生研究所等による全国的

な環境水モニタリング調査へと発展させるた

めの基盤を整備していく予定である。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

について包括的な理解を行うことが可能であ

ると考えている。 
本研究は環境負荷をもたらす根源を追求す

るための第一歩であり、更なる研究推進と実

態解明、そしてこれらの調査を全国規模で実

施可能とするハイスループット化システムの

確立とその有効性の検証をもって、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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図 1 96well 型の固相抽出プレートを用いた排水中の抗菌薬測定条件の検討 

（固相量 30 mg 及び 60 mg の条件での添加回収試験における固相への試料負荷量の影響） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 96well 型の固相抽出プレートを用いた排水中の抗菌薬測定条件の検討 

（固相量 30 mg 及び 60 mg の条件での添加回収試験におけるろ過操作の影響） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 96well 型の固相抽出プレートを用いた排水中の抗菌薬測定条件の検討 

(a) (b) 
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（(a)固相量 30 mg 及び(b)60 mg の条件での添加回収試験における溶出液量の影響と従来法との比

較） 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 96well 型の固相抽出プレートを用いた排水中の抗菌薬測定条件の検討 

（固相量 30 mg 及び 60 mg の条件での添加回収試験における複数回による溶出操作の影響と従

来法との比較） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 LC-MS/MS 測定時における最終溶媒の溶媒組成における各抗菌薬のピーク強度の影響 

 

 

 

 

 


