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研究成果の概要（和文）：途上国由来の多剤（薬剤）耐性菌の広がりが世界的に懸念されている。本研究では，
ウガンダにおける調査から，リスクの高いクローンの存在実態や薬剤耐性大腸菌の伝播実態を明らかにし，下水
（またはし尿）サーベイランスと全ゲノム解析の組み合わせは，都市レベルでの薬剤耐性大腸菌の保有・排出状
況を監視するための強力なツールとなりうることを示した。タイにおける調査から，下水処理場を経ても多量の
薬剤耐性大腸菌が環境中に放出されており，人口密度と相関して薬剤耐性大腸菌の濃度が増加していることがわ
かった。これらより，薬剤耐性大腸菌の環境への排出実態と，その伝播の一旦を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：The global increase of antimicrobial resistance (AMR) is a major public 
health concern. Our study in Kampala, Uganda revealed the prevalence and transmission of AMR E. coli
 including high-risk clones, demonstrating that a combination of sewage (or fecal sludge) 
surveillance and whole-genome sequencing can be a powerful tool for monitoring AMR carriage in the 
underlying population. Also, our study in Bangkok, Thailand showed that large amounts of AMR E. coli
 were released into the environment even after passing through sewage treatment plants, and that the
 concentration of AMR E. coli increased in correlation with population density. These results 
indicated that substantial release and transmission of AMR E. coli in the environment in the target 
area.

研究分野： 土木環境システム

キーワード： 多剤耐性大腸菌　都市下水　アジア・アフリカ　全ゲノム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
途上国由来の薬剤耐性菌の広がりが世界的に懸念されている。本研究では東南アジアではタイのバンコク，アフ
リカではウガンダのカンパラを対象に，都市レベルでの薬剤耐性大腸菌の広がりを下水調査により明らかにし
た。タイでは使用する抗菌薬に応じた耐性大腸菌がもっとも多くみられるとともに，人口密度に応じてその濃度
も高まることがわかった。ウガンダでは，薬剤耐性大腸菌の全ゲノム解析から，世界的な高リスククローンが検
出されたとともに，その耐性を決定する多様な因子が確認された。また，下水調査と全ゲノム解析の組み合わせ
が都市レベルの薬剤耐性の広がりを把握する有効なツールとなることを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
開発途上国由来の多剤（薬剤）耐性菌の広がりが，近年世界的に大きく懸念されている（例え

ば Holmes et al, 2016）。多くの途上国では薬剤管理が適切でなく，「耐性菌の培養皿」とも言われ
る。例えば，インドからの旅行者が持ち込んだ多剤耐性菌（NDM-1 産生菌）がイギリスで拡散
した問題（Pitout, 2010）は世界中で報道された（朝日,読売など, 2010 年 8 月）。しかし，その対
策に向けた基盤情報となる多剤耐性菌の拡散の広域的な現況を把握するためのサーベイランス
の実施は，施設・人材・予算の不足する途上国では容易ではない。 
 ところで，人間の糞便と尿は，薬剤耐性細菌感染を診断する主要なサンプルである。下水処理
率が低い途上国であっても，下水は下水路で収集される。つまり下水は何万という人間の糞便と
尿からなる代表性の高いコンポジットサンプルとも考えられる。下水を用いることで，都市レベ
ルの多剤耐性菌の実態を効率的に把握できるだろう。加えて，多くの途上国では下水は未処理で
環境中に排出される。下水中に多剤耐性細菌が検出されれば，環境を介した人間・動物への多剤
耐性細菌の二次伝播の可能性を示唆する。 
 大腸菌のように臨床的に重要であり多くの研究が存在する細菌の場合，薬剤耐性関連遺伝子
および病原性遺伝子がよく調べられているため，全ゲノム解析は薬剤耐性・病原性を特徴付ける
ための，費用対効果の高い最も信頼できる手法の一つになりつつある。加えて，細菌を全ゲノム
に渡り一塩基多型レベルで識別すれば，系統樹解析により遺伝的近縁性を評価し，異なる地域の
異なる株の薬剤耐性・病原性大腸菌の近縁性，類縁関係，さらには伝搬実態がわかる。 
  
２．研究の目的 
本研究では東南アジアおよびアフリカの新興国であり多剤耐性菌の広がりが懸念される東南

アジアおよびサブサハラアフリカを対象に，都市レベルの多剤耐性大腸菌のプロファイリング
として，都市レベルの多剤耐性・病原性パターンの詳細データを創出するとともに，その伝播お
よび環境中への排出実態の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
３．１ 試料 
東南アジア都市の典型としてタイの首都であるバンコク，およびサブサハラ・アフリカ都市の

典型としてウガンダの首都であるカンパラを対象とした。コロナ禍の中で現地調査が困難な中
であったものの，バンコクでは，市内の 3 つの下水処理場および 1 つのし尿処理場において，流
入水，各処理段階の排水および放流水を採取した。カンパラでは，1 つの下水処理場の流入水お
よび 1 つのし尿処理場の貯留槽からの排水を採取した。さらに，バンコクでは，下水処理場処理
水の放流先のチャオプラヤ川での河川水を採取した。河川水試料は、タイの乾季である 2021 年
3 月にチャオプラヤ川下流域における 12 の採水地点から採取した。 
 
３．２ 実験方法 
３．２．１ 多剤耐性大腸菌のスクリーニングと培養による薬剤感受性試験 
途上国で広く利用されるセフェム系第 3 世代，ニューキノロン系，および前者 2 種およびアミ

ノグリコシド系の 3 剤耐性を持つ大腸菌株をスクリーニングするため，当該薬剤を含む大腸菌
用の特定酵素基質培地（CHROMagar™ ECC, 関東化学）でのプレート培養により，下水および
し尿汚泥中の多剤耐性大腸菌を選択・単離した。それぞれ，セフェム系第 3 世代はセフォタキシ
ム（CTX），ニューキノロン系はシプロフロキサシン（CIP），およびアミノグリコシド系は（ゲ
ンタマイシン，GM）を用いた。大腸菌は、（a）CHROMagar（抗菌薬なし）、（b）CHROMagar に
CTX（1 mg/L）、（c）CHROMagar に CIP（1 mg/L），および（d）CHROMagar に CTX（1 mg/L），
CIP（1 mg/L）および GM（4 mg/L）を溶解した 3 種類の条件下で培養し，それぞれの耐性菌と
した。 
 
３．２．２ 全ゲノム解析 
単離株から DNA を抽出しライブラリを作成した上で，次世代 DNA シーケンサー（MiSeq，イ

ルミナ社）にてショートリードシーケンサーによる全ゲノム解析を行った。DNA 抽出は，QIAamp 
DNA Mini Kit（キアゲン，ドイツ）により行った。ライブラリの作成は，Nextera XT DNA Library 
Preparation Kit（イルミナ，CA）により行った。カンパラの試料の一部は，Oxford Nanopore 
Technologies (ONT)のロングリードシーケンサーにより全ゲノム解析を追加で行い，詳細な解析
を行った。DNA 抽出は，DNeasy PowerSoil Pro Kit （キアゲン，ドイツ）により行った。ライブ
ラリの作成は，SQK-LSK109 kit （Oxford Nanopore Technologies, イギリス）により行った。シー
ケンスタイプ（ST）は，MLST （v2.19.0）を用いてマルチローカスシーケンスタイピングを行
った。毒性遺伝子の検出は，VirulenceFinder データベースで行った。病原性大腸菌のタイプは，
特定遺伝子の組み合わせにより ExPEC，EHEC，EPEC，STEC，EIEC，ETEC および EAEC に分
類した。一塩基多型による系統樹解析では，系統群 A に属する分離株について，ゲノムの 90％
以上に存在する SNP に基づき，kSNP3 を用いて系統樹を作成した。 



 
４．研究成果 
４．１ タイでの調査 
タイの抗菌薬消費量報告において 3 剤の中で最も使用量が多かった CIP 耐性大腸菌の存在割

合が最も高かった。さらに，バンコク市内の 3 つの下水処理場および 1 つのし尿処理場の処理工
程を経た薬剤耐性大腸菌の log 除去率は 0.18-3.78 であった。これらから，環境中への下水由来
の薬剤耐性大腸菌の負荷量を推計したところ，上記の 3 タイプの耐性大腸菌についてそれぞれ
3.47×1013, 5.47×1013, および 1.07 × 1013 CFU/day が排出されており，水環境へ影響を及ぼす可能
性が懸念された。 
バンコクが位置するチャオプラヤ川下流域における抗菌薬耐性大腸菌（E. coli）の発生状況を

調査し，都市化が抗菌薬耐性大腸菌の分布に与える影響を評価した（図 1）。その結果，チャオ
プラヤ川の幾何平均大腸菌濃度は 624 CFU/100mL であった一方， CTX と CIP に対する耐性大
腸菌の幾何平均濃度は，それぞれ 86 CFU/100mL と 182 CFU/100mL であった．薬剤耐性大腸菌
の濃度と関連小流域人口との間には有意に正の相関係数が認められた（R = 0.950, p < 0.001）。薬
剤耐性大腸菌はチャオプラヤ川に広く分布し，バンコク都市圏内にて河川水中の濃度が最も高
いことが示された。チャオプラヤ川の下流域における薬剤耐性大腸菌の調査からは，CTX 耐性
大腸菌および CIP 耐性大腸菌の濃度と人口密度との間には正の相関があった。 

 

図 1 チャオプラヤ川下流における大腸菌および薬剤耐性大腸菌濃度の推移(Sweattatut et al., 
2022 より抜粋) 

 
４．２ ウガンダでの調査 
ウガンダで採取した都市下水（流入水）16 試料およびし尿汚泥 15 試料を対象に，CTX 耐性， 

CIP 耐性，および前者 2 種および GM 耐性の 3 剤耐性を持つ大腸菌と推定された計 192 株を単
離し，ショートリードシーケンサーによる全ゲノムデータを得た。このうち 181 株が大腸菌であ
ることをゲノムデータから確認し，解析を進めた。 

181 株より，6 つの異なる系統群からなる合計 36 の ST が検出され（図 2）。系統群 A が最も
多く（n=127），次いで B1（n=17），B2（n=17），C（n=10），D（n=8），F（n=2）であった。6 種
類の ESBL 遺伝子（blaCTX-M-3, blaCTX-M-14, blaCTX-M-15, blaCTX-M-27, blaCTX-M-55, blaTEM-169）が
分離株から検出され、blaCTX-M-15 が優占していた。得られた分離株のゲノム配列解析の結果，優
占する ST はし尿汚泥分離株と下水分離株でほぼ重なっていることが確認されたが，クローン構
成には一部違いが見られた。し尿汚泥と下水の両方で，株選択に使用した抗菌薬にかかわらず，
ST167（n = 43），ST10（n = 28），ST1284（n = 17），および ST617（n = 4）を含む ST10 複合体が
広く存在していることがわかった。また，世界的な高リスククローンである ST1193（n = 10）と
ST131（n = 2 clade A，n = 3 subclade C1-M27，n = 1 clade C2）も検出され，広域β-ラクタマーゼ
遺伝子（主に blaCTX-M-15），gyrA と parC の変異など，多様な AMR 決定因子が確認された。 

Simpson 多様性指数は，し尿汚泥分離株の方が下水分離株よりも全般的に高かった。本研究で
は，し尿汚泥処理場の一次沈殿槽の排水からサンプルを採取したが，この試料採取方法により，
より多くの個人からのし尿汚泥が混在した試料を集めることができ，多様性が高くなったと考
えられた。下水処理場の整備が進んでいない地域では，下水を用いたサーベイランスの実現が困
難である一方で，し尿汚泥収集・処理を伴う分散型サニテーションは下水道未整備地域でも広く
見られる。ただし，し尿汚泥は個人宅の便槽から集められるため，し尿汚泥は下水と比べて代表
する人口が少ないという懸念があった。しかし，上記の結果からは，し尿汚泥処理場から採取し
た試料から分離された大腸菌の多様性が比較的高いことがわかった。し尿汚泥処理場やその他
の指定されたし尿汚泥投棄場所（個々のピットラトリンではなく）から採取すれば、地域の集団
規模の情報をより適切に捉えることができると考えられた。合わせて，ロングリードシーケンス
の結果からは，多様な IncF プラスミドと染色体統合が，優勢な ST における AMR 遺伝子の拡散
に大きく寄与していたことがわかった。 

 



図 2 ファイログループ A127 株の kSNP3 全ゲノム一塩基多型に基づく系統樹（Gomi et al., 2023
より抜粋） 

４．３ まとめ 
本研究では，ウガンダにおける調査からリスクの高いクローンの存在実態や薬剤耐性大腸菌

の伝播実態が明らかになり，下水サーベイランス（またはし尿汚泥サーベイランス）と全ゲノム
解析の組み合わせは，対象とする都市レベルの人口集団における薬剤耐性大腸菌の保有・排出状
況をモニタリングするための強力なツールとなりうることを示した。さらに，タイにおける調査
から，下水処理場を経ても多量の薬剤耐性大腸菌が環境中に放出されているとともに，周辺小流
域の人口密度と相関して薬剤耐性大腸菌の濃度が増加していることがわかった。これらより，薬
剤耐性大腸菌の環境への排出実態と，その伝播の一旦を明らかにすることができた。本研究では，
研究期間がコロナ禍と重なり現地調査に制約があったものの，現在は再び活発な現地調査が可
能な状況にある。今後は，下水サーベイランスによる薬剤耐性大腸菌の監視をより多くのアジ
ア・アフリカ都市で実証し，新興国での薬剤耐性大腸菌の存在・伝播実態の解明に寄与するとと
もに，抗菌薬の使用データや臨床ベースの耐性菌感染データなどとの関連性を検討することで，
アジア・アフリカ都市におけるより効果的な薬剤耐性大腸菌のモニタリングの実現に寄与でき
るだろう。 
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