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研究成果の概要（和文）：本研究では薬剤耐性菌がヒトへ伝播する経路として考えられる、野菜および野生動物
に着目し、それぞれから分離される薬剤耐性菌の実態解明ならびにその特徴について解析した。その結果、第3
世代セファロスポリン系薬（3GC）耐性菌を市販の野菜と生息地域の異なる野生鹿から分離した。これらの耐性
菌の多くは、CTX-M型β-ラクタマーゼ遺伝子を保有していた。野生鹿の分離頻度は、生息地域により異なってい
た。ゲノムタイプも地域ごとに異なり、ヒトから分離されるタイプとも異なっていた。これらのことから、地域
特異的に3GC耐性大腸菌が分布している可能性が示唆されたが、ヒトとの関連性は低いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the prevalence of drug-resistant 
bacteria and relationship between human and vegetable or wild animal based on a One Health approach.
 Gram-negative bacteria resistant to 3rd-generation cephalosporin (3GC) were isolated from 
vegetables and wild deer in different habitats. Most of　these resistant bacteria had CTX-M β
-lactamase genes. Prevalence of wild deer differed by habiting regions. Genomic types also differed 
from habiting regions and from types isolated from humans. This study was suggested that 3GC 
resistance bacteria from wild deer have a region-specific genome type and were not clearly 
associated between human and wild deer.

研究分野：微生物感染症

キーワード： 薬剤耐性菌　腸内細菌科　野菜　野生動物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ワンヘルスアプローチに基づきヒトへの伝達経路として考えられる野菜と野生動物における薬剤耐性菌の分布状
況を明らかにした。さらに野生鹿において薬剤耐性大腸菌を分離したがそのタイプはヒト由来大腸菌と異なるこ
とを明らかにした。餌やりなどでヒトとの交流が盛んな観光地で生息する野生鹿でさえ、ヒトとは異なるタイプ
の耐性菌を保有しており、ヒトと野生動物の薬剤耐性菌の関連性は低いことが示唆された。これは今後の観光地
における感染対策を講じる上でも重要な指標となる。

※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 
医療現場において、第 3世代セファロスポリン系薬（3GC）は感染症の治療薬として多用され
ている抗菌薬の 1つであるが、基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ（ESBL）産生による 3GC 耐性
菌が世界中で増加し問題となっている。これらは主に CTX-M 型酵素を産生し、国や地域によって
その流行タイプが異なる特徴がある。医療現場のみならず健常人や動物、環境からも検出される
ことから、これらを包括的に捉えたワンヘルスアプローチの概念に基づいた対策を取ることが
求められている。申請者は前年度科研費（若手（B）17K16228）において、食肉を介して家畜か
らヒトに耐性菌が伝播する可能性を想定し、家畜（牛・豚）とヒト（患者、健常者）から分離さ
れる 3GC 耐性菌の分布状況や関連性、その耐性機構を解析したが、双方の遺伝学的背景に明らか
な関連性が認められなかった（Nakano et al. 2018, ECCMID）。 
食肉以外に口にするものとして野菜があげられ、これまでの報告では中国や中南米など医療現
場における ESBL 産生菌の分離頻度が高い地域で野菜からも高い割合で分離されている（AEM 
2015, 81:3115）。これらの地域では市中や環境においても同様に ESBL 産生菌が多く分離されて
いる。さらには世界中の医療現場で蔓延している CTX-M-15 産生大腸菌 ST131 クローンが野菜か
ら分離されたという報告もある。また興味深いことに、ベジタリアン（菜食主義者）においては、
それ以外と比較して 2 倍以上 ESBL 産生菌の保菌率が高いという報告がある（RIVM Rapport，
2017-0150）。しかし、本邦においては野菜の ESBL 産生腸内細菌目を調査した報告は少なく、新
たな解析が求められている。野生動物については、愛玩動物や家畜に比べ報告例が少なく、野鳥
や猪の一部でヒトとの親和性が疑われる ESBL 産生菌の出現も報告されているため、ヒトとの関
連性が想定される。 
 
２．研究の目的 
本邦における野菜と野生動物に注目し、それぞれから分離される薬剤耐性菌の実態解明なら
びにヒトとの関連性を明らかにすることを目的に次の研究課題に取り組む。 
(1) 野菜、栽培環境（堆肥、農業用水、土壌など）における薬剤耐性菌の実態解明 
野菜における 3GC 耐性菌の分布状況ならびに遺伝学的特徴を明らかにする。さらに ESBL 産生菌
が確認された野菜について、栽培過程で使用する堆肥、農業用水、畑の土などの栽培環境を検体
として野菜分離株との相同性を解明する。 
(2) 野生動物（鹿）とその生息環境（河川水、土壌など）における薬剤耐性菌の実態解明 
3 カ所の生息地の異なる野生鹿ならびにその生息環境にある河川水やたまり水、土壌などを対象
とし、3GC 耐性菌の分布状況ならびに遺伝学的特徴を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 各分野から検体を収集した。 
(2) 各検体よりグラム陰性桿菌（大腸菌、肺炎桿菌、エンテロバクター）を分離培養し、質量分
析装置（TOF-MS）もしくは 16S rRNA のシークエンス解析により菌種同定を行った。 

(3) 分離株について、寒天平板希釈法による薬剤感受性試験を行い、どのような薬剤に対して
耐性であるか確認した。 

(4) 検出された耐性菌の耐性遺伝子を遺伝子解析（PCR, DNA シークエンシング）により決定し
た。 

(5) 耐性菌株の型別をゲノム型別（7つの遺伝子タイピングによる MLST 解析）ならびにパルス
フィールドゲル電気泳動（PFGE）解析により決定した。耐性プラスミドは、不和合性の型別
を PCR により決定した。 

(6) 耐性プラスミドの伝播能を明らかにするため、大腸菌 J53 株を受容菌として接合伝達試験
を行い、その伝達頻度を算出した。 

 
４．研究成果 
(1) 野菜、栽培環境（堆肥、農業用水、土壌など）における薬剤耐性菌の実態解明 
 分離頻度は低いものの、市販の野菜から 3GC 耐性菌が分離された。そのうち多くはエンテロバ
クター属であったが、ESBL 型遺伝子は検出されなかった。3GC 耐性肺炎桿菌はゲノムタイプがヒ
ト臨床分離株のゲノムタイプと同じであったため、今後更なる検体収集と解析が必要である。
3GC 耐性大腸菌は分離されなかった。なお、野菜の栽培環境として土壌や水から分離したエンテ
ロバクター属と肺炎桿菌には薬剤に耐性を示す株はなかった。 
 
(2) 野生動物（鹿）とその生息環境（河川水、土壌など）における薬剤耐性菌の実態解明 



 ①北海道阿寒湖周辺、奈良公園内、広島
県宮島内に生息する野生鹿の糞便から、1検
体 1 株の大腸菌を分離した。それぞれの菌
株の薬剤感受性結果を図 1 に示した。ペニ
シリン系薬のアンピシリン（ABPC）に対す
る耐性率は全ての生息地域で高い傾向であ
った。第 3 世代セファロスポリン系薬のセ
フポドキシム（CPDX）に対する耐性率は奈
良公園で、テトラサイクリン系薬のテトラ
サイクリン（TC）に対する耐性率は阿寒湖
で高い傾向にあった。カルバペネム系薬の
イミペネム（IMP）、キノロン系薬のレボフロキサシン（LVFX）、ホスホマイシン系薬のホスホマ
イシン（FOM）に対しては、どの地域も低い傾向であった。ヒト由来株の 3GC 耐性大腸菌はキノ
ロン系薬に対する耐性率が高い傾向にあることから、ヒト由来株と鹿由来株では異なる特徴が
明らかとなった。 
 
②各大腸菌が保有していた耐性遺伝子を表1
に示した。奈良公園では CPDX に耐性を示し
た全ての株が ESBL 遺伝子を保有しており、
その多くが CTX-M-15 であった。宮島、阿寒
湖においては ESBL 遺伝子を保有する株は少
ない傾向であった。 
 
③奈良公園の野生鹿から分離された ESBL 遺
伝子保有大腸菌のプラスミド（Inc）型別を
図 2 に示した。CTX-M-15 遺伝子を保有する
大腸菌のプラスミドはほとんどが不定であ
った。また CTX-M-14 遺伝子を保有する大腸
菌はほとんどが IncI1-Iγであった。CTX-M 型遺伝子が染色体あるいはどのプラスミド上にコー
ドされているのか、今後次世代シークエンス解析により更なる解析が必要である。 
 
④各生息地域の鹿から分離された大腸
菌のゲノム型別（ST）は、生息地域ごと
に異なる傾向であった（図 3）。ヒト由
来株のESBL型遺伝子保有大腸菌は特に
ST131 が多いとされるが、鹿からは 1株
も検出されなかった。奈良公園では、
CTX-M-15 遺伝子保有大腸菌 ST3580 が
優位を占めていた。これらは全て PFGE
解析のバンドパターンも同じであっ
た。今後は、鹿との接触が考えられる奈
良公園の近隣住民由来株やその周辺の
医療機関から分離されたESBL産生菌の
遺伝学的特徴を明らかにし、さらなる
ヒトとの関連性を解明する必要がある。 
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