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研究成果の概要（和文）：タイの都市下水サンプルから，ESBL産生大腸菌（ESBL-EC）とCP産生大腸菌（CP-EC）
を分離した。ESBL-EC分離株の80％とCP-EC分離株のすべては多剤耐性であった。ESBL-EC分離株は，日本での分
離株と比較して，GM，TC，CPに対する耐性率が明らかに高かった。ESBLとCPの両方を産生する遺伝子を保有する
1株に対する全ゲノム解析の結果，薬剤耐性と病原性に関連した多くの遺伝子を運ぶ３つのプラスミドを見出し
た。さらに，下水由来株のSMG配列データをもとに各国の下水中の薬剤耐性プロファイルの特徴を明らかにし，
気温と医療系抗菌薬使用量が影響していることを示した。

研究成果の概要（英文）：ESBL- and CP-producing Escherichia coli (ESBL-EC and CP-EC) was isolated 
from municipal wastewater in Thailand. 80% of ESBL-EC isolates and all of CP-EC isolates were 
multiple antibiotic-resistant. The ESBL-EC isolates showed much higher resistant rates to GM, TC and
 CP than those in Japan. The whole genome sequencing analysis applied for an important ESBL-EC 
isolate able to produce both ESBL and CP found three plasmids carrying a variety of genes coding 
antibiotic-resistance and virulence. Moreover, based on the data of shotgun meta-genomic sequencing 
obtained from wastewater in several countries, the antibiotic-resistance profile in each country was
 characterized, indicating the impacts of temperature and medical usage of antibiotics.

研究分野： 水環境工学

キーワード： 薬剤耐性菌　アジア　都市下水　モニタリング　遺伝子解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤耐性菌は我々の健康に対する脅威の一つであり，耐性菌の発生をできる限り抑制するため，先進国では抗菌
薬の使用が厳しく管理されているが，アジア諸国では抗菌薬の不適切な使用のため，耐性菌が生まれやすい状況
にある。これらの国々では，医療機関へのアクセスも十分でないために，医療機関で耐性菌の蔓延状況を把握す
ることは難しい。本研究では，住民が保有する耐性菌（特に腸内細菌）がもれなく集まる都市下水をモニタリン
グすることで，将来重大な被害を引き起こすかもしれない耐性菌を発見できることを，タイにおけるESBL-ECお
よびCP-ECを例に示した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
抗生物質は，医療現場のみならず畜産業や水産業でも広く用いられ，人間の健康増進と食料生

産の両方に大きな貢献を果たしている。その一方で，抗生物質の普及にともなう薬剤耐性菌の発
生は避けられず，衛生環境が行き届いた現代の先進諸国に暮らす人々にとって，薬剤耐性菌は残
された健康に対する脅威の一つと言える。 
耐性菌の発生をできる限り抑制するため，先進諸国においては抗生物質の使用が厳しく管理

されている。それでも耐性菌が減らない理由の一つとして，途上国からの持ち込みがある。途上
国では，感染症治療のための抗生物質の不適切な使用（医師の処方箋が不要）や，畜産や水産で
の過剰投与のために，先進諸国に比べて薬剤耐性菌が生まれやすい状況にある。医療現場では，
あらゆる抗生物質に耐性を示す「スーパー耐性菌」も検出され問題視されているが，耐性菌の保
菌者すべてが医療機関を訪れるわけではない。特に，医療機関が十分に整備されていないアジア
諸国では，医療機関で耐性菌の蔓延状況を把握することは難しい。 
そのような中で，「アジア諸国ではどの程度，耐性菌が蔓延しているのか？」が，本研究の核

心をなす学術的な「問い」であり，それを調べる手段として「都市下水のモニタリング」を実施
する。下痢症などの腸管感染を引き起こす病原菌は，ほとんどすべて下水道に流れ込む。その中
に存在する耐性菌ももれなく下水道に集まる。この都市下水をモニタリングすることで，人間に
重大な被害を引き起こすかもしれない耐性菌の出現を，病院からの報告に頼らずに捉えようと
する点が本研究の特色である。 
 
２．研究の目的 
本研究では当初，日本との交流が盛んなアジアの４ヵ国（タイ，カンボジア，ベトナム，イン

ド）をフィールドとして，都市下水に存在する耐性菌をモニタリングすることによって，世界的
に重要視されている耐性菌の蔓延の実態を明らかにすることを第一の目的としていた。そこで
分離された菌株が有する耐性遺伝子の進化的相同性から，耐性菌の広域拡散や出現に関わる因
子を明らかにすることを第二の目的としていた。 
しかし，研究期間の途中で新型コロナウイルス感染症の世界的流行が始まり，期間終了まで，

現地への渡航ができなかった。そこで，研究計画の見直しを行い，流行以前にタイで収集できた
下水試料を用いて，第一の目的に関する研究を実施した。第二の目的については，現地で試料を
収集できない分を，日本，中国，米国，欧州の下水及び活性汚泥試料のメタゲノムデータを実験
あるいはデータベースから取得することで代替し，薬剤耐性プロファイルの比較を行うととも
に，同プロファイルの多変量解析により，各国において特徴的な薬剤耐性遺伝子を推定した。 
 
３．研究の方法 
３．１ 都市下水からの薬剤耐性菌の分離と特徴づけ 
１）都市下水のサンプリングと耐性菌の分離 
2019 年 11 月から 2020 年 2 月にかけて月２回の頻度で，バンコク市内の２つの都市下水処理

場から流入下水を採取し，選択培地（CHROMagar™ ESBL）での培養により，基質拡張型βラクタ
マーゼ産生大腸菌（ESBL-EC）を分離した。同様に，選択培地（CHROMagar™ mSuperCARBA™）を用
いて，カルバペネマーゼ産生大腸菌（CP-EC）を分離した。それぞれの分離株について，PCR によ
って uidA 遺伝子を検出することで大腸菌であることを確定した。 
２）薬剤感受性試験および ESBL-EC，CP-EC の確定 
１）で得られた大腸菌分離株に対して，CLSIとEUCASTの方法に従ったディスク拡散法により，

18 種類の抗菌薬に対する感受性試験を行った。ESBL-EC については，セファロスポリン系の抗菌
薬（CTX，CXM，CFX，CFP）への耐性と，さらに，ESBL の働きを阻害するクラブラン酸を用いたダ
ブルディスク法によって確定した。CP-EC については，カルバペネム系の抗菌薬（IMP，MPM）に
耐性を示した株を対象に，改良カルバペネム不活化法（mCIM）を用いることで確定した。 
３）薬剤耐性遺伝子（ARG）と病原遺伝子の検出 
２）で確定された ESBL-EC および CP-EC の分離株に対して，ESBL 産生遺伝子と CP 産生遺伝子

を検出するための PCR を行った。さらに，病原遺伝子を検出するための PCR も行った。 
４）MLST 解析 
３）で病原遺伝子が検出された ESBL-EC および CP-EC の分離株に対して，MLST 解析を行った。

ESBL と CP の両方を産生する大腸菌株についても MLST 解析を行った。解析には Achtman スキー
ムを採用し，得られた配列をもとにデータベース Enterobase を利用して，ST型を決定した。 
５）全ゲノム解析 
ESBL と CP の両方を産生する大腸菌株については全ゲノム解析を行い，Resfinder，

VirulenceFinder，Plasmidfinder を用いて，ARG，病原遺伝子，プラスミド型の解析を行った。 
３．２ 国別の薬剤耐性プロファイルの比較と特徴的な耐性遺伝子の推定 
１）サンプリングおよび DNA 抽出 
国内の処理方式の異なる 5つの下水処理場において，2018 年 12〜2 月（冬季）及び 2019 年 6



〜8 月（夏季）の 2 期間において 3 回ずつ，各処理場の流入下水及び活性汚泥 50 を採取した。
サンプルは速やかに 10,000×g，4℃ で 15 分間遠心分離し，沈殿物を-20℃で冷凍保存した。 
冷凍保存した汚泥試料を融解し，FastDNA SPIN Kit for Soil（フナコシ）を用いて DNA 抽出

を行った。抽出 DNA の濃度を測定し，同一処理場・同一採水時期に得られた 3回分の抽出 DNA を
等量ずつ取り，コンポジット試料を得た。 
３）次世代シーケンシング 
Qubit（Thermo Fisher Scientific）と dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)を

用いて，DNA 溶液の濃度測定を行った。次に Covaris S220 (Covaris inc.)を用いて，500 bp の
断片長になる条件で DNA の断片化を行った。続いて，DNA (15 ng)と KAPA HyperPlus Kit を用
いてライブラリーを作製し，その濃度測定を行った。この時，PCR によりライブラリーを増幅し
た。また，FastGene Adapter Kit (FastGene)のアダプターを使用した。さらに，Fragment Analyzer
（Agilent）と dsDNA 915 Reagent Kit (Advanced Analytical Technologies)を用いて，作製さ
れたライブラリーの品質確認を行った。作製されたライブラリーは，HiSeq X (Illumina)を用い
て 2x151 bp の条件でシーケンシング行った。 
４）海外のメタゲノムデータの取得 
国立遺伝研究所のデータベースを用いて海外の下水処理場における活性汚泥のメタゲノムデ

ータを収集し，そのうち，米国，中国，欧州で得られた下水 17件，汚泥 31 件を選んだ。 
５）ショットガンメタゲノム（SMG）配列解析 
実験及びデータベースより取得した配列データ（約 150bp）について，Eneveomics（Ver.1.2.2）

を用いて 1 本が 2×150bp の DNA の配列データをクオリティトリミングした。その後,コマンド
BLASTn を用いて薬剤耐性遺伝子データベース CARD と照合し，遺伝子の種類を特定した。 最後
に，16SrRNA 遺伝子配列からサンプル中の微生物の種類と割合を得るために BLAST したメタゲノ
ムデータに Parallel-META（Ver.3.5.1）を使用した。  
６）主成分分析 
５）で得られた薬剤耐性遺伝子データにおいて，各国サンプルにおける薬剤耐性プロファイル

の類似性や特徴的な薬剤耐性遺伝子を検討するため，主成分分析を実施した。 
 
４．研究成果 
４．１ 都市下水からの薬剤耐性菌の分離と特徴づけ 
１）ESBL-EC と CP-EC の検出・分離 
２つの都市下水処理場から，合計 75 株の ESBL-EC と 10 株の CP-EC が分離された。ESBL-EC の

分離株数には，２つの処理場の間で差はなかった。一方，CP-EC は一方の処理場のみから分離さ
れており，下水から分離される耐性菌については，同一市内でも場所による変動があるかもしれ
ない。月別の ESBL-EC の分離株数は，11～12 月に比べて 1～2月で低下していた。 
２）分離株の薬剤感受性 
すべての ESBL-EC 分離株は，3～12種類の抗菌薬に耐性を示した。個々の抗菌薬に対する耐性

率を図１に示すが，ABP，CXM，CTX に対する耐性率は 100％であった。他にも，TC，AZT，CIP，
GM，ST，CP に対する耐性率も高かった。特筆すべきは，比較的新しい第４世代セファロスポリ
ン系の抗菌薬である CFP への耐性率が 71％と高い点であり，これはタイにおける ESBL-EC の急
速な進化を示している。興味深いことに，ESBL-EC 分離株のうち２株は，カルバペネム系抗菌薬
に対しても耐性を示し，うち１株は ESBL と CP を同時に産生していた。 

 
図１．タイの都市下水から分離された ESBL-EC，CP-EC の各抗菌薬に対する耐性率 

CP-EC 分離株は，ESBL-EC 分離株よりも多い 13～15 種類の抗菌薬に耐性を示した。すべての
CP-EC 分離株は，ABP，第３および第４世代セファロスポリン系抗菌薬（CXM，CTX，CFP），MPM，
ACV，T/P，TC に耐性を示した。他の抗菌薬に対する耐性も高く，抗菌薬治療の切り札の一つと
される TGC への耐性率もすでに 30％まで上昇していた。 
ESBL-EC 分離株の薬剤耐性率（図１）は，抗菌薬使用量が比較的少ない日本での同分離株に比

べて明らかに高く，特に，GM，TC，TGC，CP に対する耐性率が顕著に高かった。このうち TC と
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TGC はタイでの使用量が日本よりも多く，それ
が耐性率を上昇させたのかもしれない。 
４）薬剤耐性遺伝子の検出 
ESBL-EC および CP-EC 分離株からの ESBL 産

生遺伝子と CP 産生遺伝子の検出率を図２に示
す。ESBL-EC 分離株からは blaCTX-M が最も頻繁
に検出された。そのうち 96％が group 1 であ
り，16％が group 2，13％が group 9 であった。
blaTEM もまた頻繁に検出され，そのほとんど
（67%）が blaCTX-Mと blaTEMの両方を保有してい
た。その他の ESBL 産生遺伝子では，blaOXA-1,4,30

が 9％，blaSHVが 5％，blaOXA-48-likeが 1％の頻度
で検出された。 
CP-EC 分離株からは，３種類の遺伝子

（blaCTX-M，blaOXA-1,4,30，blaOXA-48-like）のみが検出
された。ESBL-EC 分離株と同様に，blaCTX-M が
卓越していた（70％）。その内訳は，group 1 が
50％，group 2 と 9 がそれぞれ 60％であった。
blaSHV は検出されなかったが，blaOXA-1,4,30 と
blaOXA-48-like はそれぞれ 20％，30％で検出され
た。blaOXA-48-likeを保有していた分離株（n=3）はすべて，blaCTX-M（主に group 2 と 9）も保有して
いた。うち１株は，blaOXA-1,4,30 も保有していた。このように，CP-EC 分離株の 10％は ESBL 産生
遺伝子と CP 産生遺伝子の両方を保有していた。 
５）病原型の決定と病原株の ST 型 
ESBL-EC 分離株の 13％と CP-EC 分離株の 20％は，病原遺伝子を保有していた。ESBL-Ec 分離

株は EPEC（4％）と ETEC（9％）に分けられ，CP-Ec 分離株はすべて EPEC であった。 
病原性のある分離株に対する MLST 解析では，ESBL-EC 分離株は 10 種類の ST 型に割り当てら

れ，ST2040 が最も多かった（n=3，すべて ETEC）。ETEC と EPEC の分離株の中には，世界的に流
行している ST10 と ST38 に分類される株もあった。その他，ETEC の分離株からは ST46，ST226，
ST654 が，EPEC の分離株からは ST443 と ST1177 が検出された。CP-Ec 分離株は，世界的に流行
している ST48 と ST410 に割り当てられた。 
６）ESBL と CP を同時に産出できる分離株のさらなる特徴づけ 
ESBL と CP を同時に産出できる大腸菌株が 2019 年に分離された。この分離株は，ESBL 産生遺

伝子として blaCTX-M group 1，blaTEM，blaSHV，CP産生遺伝子として blaOXA48-likeを保有していた。18
種類の抗菌薬のうち 11 種類（ABP，CMX，CTX，CFP，AZT，CFX，IPM，ACV，T/P，CIP，TC）に耐
性を示し，βラクタム系抗菌薬を広く分解できる菌株であった。一方で，この分離株は，本研究
で試験した病原遺伝子は有していなかった。 
この特徴ある菌株についてナノポアシーケンサーによるロングリードシーケンシングと

Miseq によるショットガンシーケンスを組み合わせた全ゲノム解析を実施した結果，３つのプラ
スミドが見つかった（図３）。 

 
図３．ESBL と CP を同時に産出できる大腸菌株が保有するプラスミドの環状ゲノム図 

最も大きいプラスミドには，薬剤耐性または病原性に関わる 8種類の遺伝子が配置されており，
テトラサイクリン耐性に関連する tetA と tetD，マクロライド耐性に関連する ermB がコードさ

 

図２．都市下水からの ESBL-EC，CP-EC 分
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れていた。次に大きいプラスミドには，bla 遺伝子がコードされており，これが ESBL 産生に寄
与していたと考えられる。一方，この菌株の染色体上には，複数の病原因子（traT，gad，terC，
etsC, iss, lpfA）が配置されていた。 
 
４．２ 国別の薬剤耐性プロファイルの比較と特徴的な耐性遺伝子の推定 
１）薬剤耐性率・耐性メカニズム・多剤耐性 
各国の薬剤耐性率は，流入下水では 15〜55%であったのに対し，活性汚泥では 5〜20%となり，

米国・中国・日本・欧州のいずれの国においても，薬剤耐性率は活性汚泥より流入下水で高かっ
た。また，耐性メカニズムは活性汚泥・流入下水に関わらず，どの国でもantibiotic inactivation
が卓越するサンプルが多数であった。日本では，target replacement に続いて，target 
replacement 及び efflux の割合が高かった。耐性薬剤数ごとの薬剤耐性遺伝子の割合について
は，活性汚泥・流入下水とも，1薬剤だけに耐性を有する遺伝子が半数以上を占めていた。耐性
薬剤数が 2 以上の遺伝子は多剤耐性遺伝子と呼ばれ，その数が多いほど今後の脅威となる恐れ
がある。日本では，同一処理場で取得した活性汚泥であっても，夏季サンプルよりも冬季サンプ
ルにおいて多剤耐性を有する遺伝子が顕著に多かった。一方，米国と中国の活性汚泥の一部では，
冬季のサンプルでなくとも多剤耐性遺伝子の割合が極めて高かった。 
２）主成分分析 
すべてのサンプルを含めた主成分分析では，第一主成分（8.4％）の正負により，流入下水と

活性汚泥サンプルが分かれ，両者の薬剤耐性プロファイルには大きな違いがあることがわかっ
た。さらに，第二主成分（6.2％）の正負領域に，米国・欧州と日本の活性汚泥サンプルが分布
したことから，活性汚泥の薬剤耐性は地域的ごとに異なる特徴を持つことが示唆された。具体的
には，日本では cmlA6 や MCR_3.8，米国・欧州では tetW や mel などが薬剤耐性プロファイルを
特徴づける遺伝子として挙げられた 
活性汚泥サンプルのみを用いた主成分分析（図４）では，第一主成分（6.8％）で欧州（デン

マーク）とそれ以外の国を区別することができ，第二主成分（6.2％）を合わせて考慮すること
で，欧州，日本，米国・中国を 3グループに大別できた。米国サンプルのうち東部の都市で採取
されたものは，欧州のサンプルに比較的近い耐性プロファイルを有することが示唆された。日本
では msbA，欧州では mexQ，米国・中国では InuB，mel，vanRD などの遺伝子が特徴的であった。 
流入下水サンプルのみを用いた主成分分析では，第一主成分（12.5％）の正負で，日本と米国・

欧州のサンプルが明確に分けられた。日本のサンプルは，さらに第二主成分（6.8％）により夏
と冬のサンプルを区別できた。各サンプルの第二主成分スコアとサンプルが取得された都市の
緯度を比較すると，日本と欧州のサンプルでは緯度が高いほど，また，夏よりも冬に，スコア値
が高くなる傾向が見られ，気温が下水中の薬剤耐性プロファイルに影響している可能性がある。 

 
図４ 活性汚泥サンプルを用いた主成分分析の結果 

３）薬剤使用状況 
薬剤使用量が流入下水の薬剤耐性に与える影響を検討するため，日本・米国・欧州における医

療系抗菌薬の使用割合と，耐性先薬剤ごとの第一主成分のローディング累積値を比較したとこ
ろ，米国・欧州に対し日本で使用割合の高いセファロスポリンが，日本のサンプルで最もローデ
ィング累積値の大きな耐性先薬剤であった。一方，米国・欧州で使用割合の高いペニシリンは，
米国・欧州のサンプルで日本に比べて高いローディング累積値を示した。この他，フルオロキノ
ロン，テトラサイクリン，マクロライドなどの抗菌薬が３カ国に共通してローディング累積値が
上位となった。以上の結果から，各国の下水中の薬剤耐性プロファイルは各国における医療系抗
菌薬使用量にも影響を受けていることが示唆された。 
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