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研究成果の概要（和文）：　中規模都市である宮崎市の二つの河川，清武川と八重川の調査対象として，流域毎におけ
る緑膿菌の分布と各種抗生物質に対する耐性株の出現率について調査した。緑膿菌による感染症の治療薬として重要な
ペニシリン系のピペラシリン，セフェム系のセフォタキシム，カルバペネム系のイミペネムに対して，0.2-2％の低い
耐性率ではあったものの，都市を経由する河川水中に存在することが確認された。日本のように，社会基盤が国内全土
で整備され，集落においても都市と同様の生活スタイル，医療などのサービスを享受できる国土においては，見かけ上
は清浄に見える河川においても薬剤耐性菌が分布していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The distribution of P. aeruginosa and the resistance of P. aeruginosa isolates to 
various antibiotics were investigated from two rivers, Kiyotake and Yae that flow through Miyazaki City, J
apan. P. aeruginosa was distributed widely along the river basins with counts ranging from 2-46 cfu/100 mL
. Multidrug-resistant P. aeruginosa strains were not observed or isolated from either river. However, one 
piperacillin-resistant P. aeruginosa was detected among a total of 516 isolates, and this isolate was also
 resistant to cefotaxime and showed intermediate resistance to cefitazidime. Less than 1% of all isolates 
(n = 5) were resistant to imipenem. However, all P. aeruginosa isolates were completely resistant to tetra
cyclines. In advanced nations such as Japan where the majority of the population is urban and where medica
l services are widespread, antibiotic-resistant bacteria such as P. aeruginosa are likely to be widely dis
tributed, even in apparently pristine rivers.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 2010 年は，国内外において多剤薬剤耐性
菌による院内感染の深刻な現状と問題点が
社会に広く認識された年である。人間は，生
活を営むなかで罹病することも多く，疾病の
病状や容態に合わせて様々な複数の薬剤を
服用あるいは塗布し，健康を回復している場
合がほとんどである。従って，し尿や生活排
水には服用・塗布した薬剤が必然的に混入し
ており，水環境中の微生物はこれらの薬剤に
暴露される。また，腸内細菌は薬剤の服用に
よって劇的な影響を受け，排便・排尿ととも
に排泄され，水系に排出される。水環境にお
いても薬剤耐性菌が存在し，広く分散してい
る可能性を否定できない。 
 人々が安心して水とふれあい，潤いのある
生活を確保するためには，従来の細菌数のモ
ニタリングによる管理に加えて，細菌の動態
や薬剤耐性の有無をも含めた衛生学的保全
が強く望まれる。しかしながら，人間活動に
おいて最重要な水環境である都市を経由す
る河川においても，薬剤耐性菌の存否や発生
源に関する情報や知見は，ほとんど得られて
いないのが今日の現状である。今日の薬剤耐
性菌の問題で人々が不安を抱くのは，菌の存
在実態や感染経路が不明であることに起因
していると考えられる。水環境における薬剤
耐性菌に関する正確な情報を蓄積し，適切な
対策を講じることによって，人々の不安解消
および衛生学的保全を図ることができる。 
 
 
２．研究の目的 
 
  緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）は，
乳幼児や入院患者，高齢者など免疫力の低い
ヒトの健康障害の起因となる代表的なグラ
ム陰性桿菌である。近年では日和見感染や院
内感染の原因菌として，緑膿菌が問題視され
ている。緑膿菌は，多くの有機化合物の中で
の非常に高い代謝多様途性や様々な状況で
の適応能力を有するため，土壌，空気中，そ
して河川や湖沼などの多様な環境条件にお
いて生存することができる。また，緑膿菌の
特徴として，薬剤耐性が強いことがあげられ
る。緑膿菌は，自然に耐性を獲得する能力に
加え，後天的に耐性を獲得することができる。
後天的な耐性の獲得は，病院内での抗生物質
の乱用が原因とされている。最近では，抗緑
膿菌作用を有するカルバペネム系薬，アミノ
グリコシド系薬，フルオロキノン系薬の３系
統の抗菌薬の全てに耐性を獲得した多剤耐
性緑膿菌が出現し，院内感染症の治療におい
て極めて深刻な障害となっている。現在，医
学・疫学の分野において，薬剤耐性緑膿菌に
よる院内感染の症例や緑膿菌の各種薬剤の
耐性強度，さらには分子生物学による耐性獲
得機構に関する多数の情報と知見が集積さ
れ，院内感染の対策が検討されている。 

 一方において，水環境中における緑膿菌の
実態やその薬剤耐性に関する情報は極めて
少ない。人間は，通常の家庭生活を営むなか
で罹病することも多く，疾病の病状や容態に
合わせて様々な複数の薬剤を服用あるいは
塗布し，健康を回復している場合がほとんど
である。従って，腸内細菌は薬剤の服用によ
って劇的な影響を受け，排便・排尿とともに
排泄され，水系に排出される。また，し尿や
生活排水には服用・塗布した薬剤が必然的に
混入しており，水環境中の微生物はこれらの
薬剤に暴露される。したがって，水環境にお
いても薬剤耐性菌が存在し，広く分散してい
る可能性を否定できない。残念なことに，水
環境において薬剤耐性菌が広く分布してい
る実態が明らかにされ始めている。インドの
ニューデリーの水道水原水や河川水から多
剤耐性緑膿菌のほか，多剤に耐性を示す肺炎
桿菌や大腸菌も同時に単離されている。さら
には，地下水からも複数の抗生物質に耐性を
有する多剤耐性緑膿菌の存在が確認されて
いる。 
 人間は，日常生活のために河川水，湖沼水
あるいは地下水を各種の用水として利用し
ている。また，遊びや心身のリフレッシュの
ために川や海水浴場などの親水エリアとし
ても水辺を利用している。すなわち，人間は
水と常に接触せずには，生存し，生活するこ
とは不可能である。緑膿菌の毛包炎の発生の
感染源がプールに由来したことが報告され
ており，院内感染以外において，水を媒介し
て緑膿菌等の細菌に感染する危険性は十分
に考えられる。しかしながら，人間活動にお
いて最重要な水環境である都市を経由する
河川においても，流域を通して薬剤耐性緑膿
菌の存否や分布に関する情報や知見は，ほと
んど得られていない。水環境における薬剤耐
性緑膿菌に関する正確な情報を蓄積し，適切
な対策を講じることによって，環境衛生学的
保全を図ることができる。その第一ステップ
として，本研究では，宮崎市の河川流域を調
査対象として緑膿菌の存在実態を調査した。
さらに，単離された緑膿菌に関して各種抗生
物質の薬剤感受性試験を行い，薬剤耐性の有
無，ならびに河川流域における耐性菌の分布
状況について検討した。なお，本研究でモデ
ルエリアとした宮崎市は先進国の一般的な
地方都市であり，人口 40 万人，下水道また
は浄化槽によって生活排水を処理するシス
テムが整備されている。 
 
 
３．研究の方法 
3.1 調査対象流域 
 調査対象流域は，宮崎県宮崎市郊外と宮崎
市内を経由する清武川と八重川を選定した。
清武川は，森林を源流として，集落の点在す
る雑木林，農耕地，市街地を経由して，日向
灘に流れ込む。採水地点は，上・中・下流の
3 地点から表層水を採取した。八重川の水量



の主な構成は，都市の生活排水とその処理水
である。上流と下流の 2地点から表層水を採
取した。表○に，調査した河川の概況を示す。 
 
3.2 メンブラン法による計数と菌株の単
離・同定 
 河川水から採水した試料（10mL，100mL，
300ml, 500mL）をメンブランフィルター法に
て吸引濾過を行った。濾過終了後，フィルタ
ーを Nalidic-Acid, Cetrimide 培地（日水製
薬株式会社製）に貼付し，37℃，24 時間培養
した。緑膿菌は培養後のフィルター上の青
色・蛍光を示したコロニーを陽性として計数
した。平板培地は，20-30 枚用意し，そのう
ちの 10 枚の平板培地で細菌数を計数した。 
コロニー計数後，用意した全平板プレートの
陽性コロニーを Todd Hewite 培地（日本 BD
製）にランダムに釣菌し， Todd Hewite 培地
に釣菌し，37℃，24 時間培養した。この単離
株について，緑膿菌の同定を行った。緑膿菌
の同定には，TaqMan Pseudomonas aeruginosa 
Detection Kit（Applied Biosystems 製）を
使用した。この Kit は，緑膿菌特有の DNA 標
的配列を PCR で増幅し，その標的配列が存在
した場合に限り，緑膿菌と判定する。PCR 増
幅は， kit の指定する Applied Biosystems 
7300 R-PCR システム（Applied Biosystems
製）を用いた。操作と判定は，キットのマニ
ュアルに準じた。 
 
3.3 薬剤耐性評価方法 
 緑膿菌として同定された株について，最小
発育阻止濃度（MIC）試験を実施し，各株の
MIC から薬剤耐性を評価した。薬剤耐性を調
べた抗生物質は以下の 11 種類である。ペニ
シリン系のピペラシリン，セフェム系のセフ
タジジムとセフォタキシム，カルバペネム系
のイミペネム，アミノグリコシド系のゲンタ
マイシンとアミカシン，フルオロキノリン系
のシプロフロキサシン，テトラサイクリン系
のテトラサイクリン，ミノサイクリン。なお，
耐性の判定基準は，Clinical and Laboratory 
Standards Institute（CLSI）の基準に準じ
て 行 い ， 感 性 （ susceptive ）， 中 程 度
（intermediate），耐性（resistant）を判断
した。各抗菌薬に対する感受性の判定は
Clinical Laboratory Standards Institute 
(CLSI) に従った。 
  
 
４．研究成果 
 
4.1 河川流域における緑膿菌の濃度分布 
 上流域から河口の下流に至る全ての地点
において 2-17 cfu/100ml の範囲で緑膿菌が
検出され，清武川流域全体に広く分布してい
ることがわかった。ただし，複数回の予備調
査において，森林に位置する清武川水源から
は，緑膿菌は検出されない。清武川の中流地
点は，下水道未整備地区の市街地の下流点で

ある。この流域には，都市下水路から浄化槽
処理水や生活雑排水等が流入しており，緑膿
菌数の増加に影響していると考えられる。下
流河口域では，下流の試料水の塩分は 11.9 
psu であり，海水による希釈によって菌数が
低下した。しかしながら，河川水に対する海
水（34 spu）の占める割合は約 35％であり，
中流域と下流域の菌数を比較すると，海水に
よる希釈率から見積もられる菌数の減少よ
りも，河口域の菌数は大幅に少ない。 
 八重川の上流点と下流点の緑膿菌数は，そ
れぞれ 32 CFU/100ml と 4 CFU/100ml であっ
た。八重川の大部分は，浄化槽処理水や生活
雑排水によって構成されており，上流点にお
いても緑膿菌が高濃度で存在することがわ
かった。塩分を含む下流点では，清武川の下
流点と同様に，海水による希釈率から見積も
られる菌数の減少よりも，河口域の菌数が大
幅に減少した。河口域における緑膿菌数の減
少の要因として，海水混合による緑膿菌を含
む濁質の凝集沈降効果，あるいは塩分の上昇
による緑膿菌の死滅効果が考えられる。 
 
4.2 清武川から単離した菌株の薬剤耐性 
 ペニシリン系のピペラシリン，カルバペネ
ム系のイミペネム，アミノグリコシド系のア
ミカシン，およびにフルオロキノリン系のシ
プロフロキサシンに対して，清武川の上・
中・下流域から単離した全ての菌株が感受性
を示した。しかしながら，上流点において，
アミカシンと同一のアミノグリコシド系抗
生物質であるゲンタマイシンに対して5株が
中程度耐性を示した。それ以外の地点の株は
全てゲンタマイシンに対して感受性を示し
た。MIC50 と MIC90 から上・中・下流域にお
ける感受性を評価すると，ピペラシリンの
MIC50 は，上流域で高い。上流域の単離株は
耐性株が検出されなかったが，その他の地点
よりもピペラシリンに対す抵抗性が高い。ア
ミノグリコシド系の 2薬剤は，上・下流域で
MIC50 または MIC90 が高く，中流域の単離株
の感受性が高いことが示唆された。 
 セフェム系抗生物質であるセフォタキシ
ムは，中程度耐性あるいは耐性を示す単離株
が上・中・下点の全単離株数の 90％以上とな
った。上流点と中流点において，セフォタキ
シム耐性株がそれぞれ 4株と 1株，検出され
た。また，セフォタキシムの MIC50 も上流点
が 3地点での中で最も高く 32µg/mlであった。
耐性菌株数，耐性発現率および MIC50 から評
価すると，上流に向かってセフォタキシムに
対する耐性が強くなる傾向が認められた。一
方のセフォタキシムと同一系のセフタジジ
ムに対しては，感受性が極めて高く，下流点
の1株のみが中程度耐性を示しただけであっ
た。下流のセフタジジムの MIC90 は 8 µg/ml
であり，流域で最も高かった。 
 テトラサイクリン系抗生物質であるテト
ラサイクリン，およびミノサイクリンは上・
中・下流域の全ての菌株（299 株）が耐性を



示した。元来，緑膿菌は薬剤に対する抵抗力
が強く，最も一般的な抗生物質であるテトラ
サイクリンに対して耐性を示すことが知ら
れている。30年前の日本の河川においても単
離された菌株の 75-95％がテトラサイクリン
に対して耐性を有していることが報告され
ている。テトラサイクリンの MIC50 と MIC90
は，上流から下流に行くにつれて高くなって
おり，徐々に耐性  清武川流域からは，薬
剤耐性を示す単離株が検出されたが，院内感
染で問題となっている多剤耐性緑膿菌は全
く検出されなかった。 
 
4.3 八重川から単離した菌株の薬剤耐性 
 アミノグリコシド系のアミカシンとゲン
タマイシン，およびフルオロキノリン系のシ
プロフロキサシンに対して，八重川の上・下
流域から単離した全ての菌株が感受性を示
した。アミカシンとシプロフロキサシンは，
清武川と八重川から単離された全ての株が
感受性を示し，少なくとも，この流域の単離
株に対しては，極めて効果的な抗生物質であ
ることがわかった。ただし，上流域と下流域
のシプロフロキサシンのMIC50は異なってお
り，地点によって単離株の感受性が異なる。
これに対して，ペニシリン系抗生物質のピペ
ラシリンに耐性を示す株が 1株であるが，上
流で確認された。 
 上流点において，カルバペネム系抗生物質
のイミペネムに耐性を示す株が 5株，中程度
耐性が 7株検出された。イミペネムは多剤耐
性緑膿菌を判定する抗生物質の系統である
カルバペネム系の抗生物質であり，イミペネ
ム耐性緑膿菌は臨床でも問題となっている
12）。カルバペネム系抗生物質は緑膿菌の感
染症の治療に使用する主要な抗生物質の1つ
であるため，都市を経由する河川において，
イミペネム耐性緑膿菌の存在したことは，公
衆衛生の保全において注意すべき情報であ
る。 
 上・下流域から単離した 218 株のうち，セ
フェム系抗生物質のセフタジジムに対して
中程度耐性を示す株が 1株のみ存在した。清
武川と八重川に共通して，単離株はセフタジ
ジムに対する感受性が非常に高かった。一方
の同一のセフェム系抗生物質であるセフォ
タキシムは，上流において，5 株の耐性株と
140 株の中程度耐性株が存在し，中程度耐性
あるいは耐性を示す単離株が上・下点の全単
離株数の 97％となった。下流点においても，
単離株のほとんどがセフォタキシムの中耐
性を示した。セフェム系抗生物質であるセフ
ォタキシムに対して，両河川の緑膿菌は高い
耐性を有することがわかった。 
 テトラサイクリン系抗生物質であるテト
ラサイクリンとミノサイクリンは，八重川の
下流点においてミノサイクリンに1株のみが
中度耐性を示したが，残り全ての菌株が耐性
を示した。本調査対象である清武川と八重川
の緑膿菌は，テトラサイクリン系の抗生物質

に対して，ほぼ完全に耐性を有していること
がわかった。 
清武川流域と同様に，八重川流域からは，薬
剤耐性を示す単離株が検出されたが，院内感
染で問題となっている多剤耐性緑膿菌は全
く検出されなかった。 
 
4.4 清武川と八重川の比較 
 清武川と八重川からの単離株における MIC
と感受性率の関係について，各グループ毎に
比較した。ピペラシリンの MIC の 8µg/ml に
おいて，八重川の単離株の感受性率が清武川
のそれよりも大幅に低い，すなわち，抵抗性
が高い。逆に，セフォタキシムに対しては，
清武川の単離株の方が八重川のそれよりも
抵抗性が高い。セフタジジムに対して，両河
川の感受性はほぼ一致した。八重川からはイ
ミペネム耐性緑膿菌が検出されているが，
MIC と感受性率の関係からみると，清武川と
八重川ではそれほど大幅な違いはなかった。
それよりも，ゲンタマイシンとアミカシンに
対して，清武川の単離株の感受性が低いこと
が顕著であった。 
シプロフロキサシンは，単離株に対して極め
て効力が高く，MIC が 1µg/mlのときに 100％
に達したが，低濃度では，清武川の方が感受
性は低い。また，テトラサイクリン系におい
ても，清武川の方が感受性は低かった。両河
川を比較することによって，河川によって各
抗生物質に対する感受性が異なることがわ
かった。今回の調査では，清武川の方が八重
川よりも各薬剤に対して感受性の低い傾向
を示した。表１に示したように，八重川は生
活排水起源の汚濁負荷が多く，一方の清武川
は比較的清浄な河川である。清武川の上流域
周辺には集落が散在するものの，採取した上
流点は見かけ上は清流である。しかしながら，
清武川から単離された緑膿菌は，薬剤耐性を
示すことが確認された。 
 
4.5 全単離株の評価 
 今回の調査で回収された全ての単離株に
ついて，MIC 試験の結果を整理する。全ての
単離株において，多剤耐性緑膿菌は存在しな
かった。ペニシリン系のピペラシリンに耐性
を示した株は極めてくなく，全体の 0.19％で
あったが，今回の調査水域にピペラシリンが
存在することが確認された。このピペラシリ
ン耐性株はセフォタキシムにも耐性を有し，
かつセフタジジムに対しても中度耐性を示
した。2 剤耐性が存在した。セフェム系のセ
フタジジムに耐性を有する株は存在しなか
った。一方の同じセフェム系のセフォタキシ
ムに対して，1.94％の菌株が耐性を示した。
セフェム系抗生物質として緑膿菌に対して
セフタジジムの方が効果的であることが示
唆された。抗生物質として極めて効力の強い
とされるカルバペネム系のイミペネムに対
して，1％以下（5株）であるが，耐性を示し
た。この耐性株のうち，全ての 5株がセフォ



タキシムに対しても中度耐性を有した。また，
テトラサイクリン系に対して，これらの流域
の緑膿菌はほぼ完全に耐性を獲得している
ことが明らかであった。2 剤耐性およびイミ
ペネム耐性の緑膿菌が身近な生活である河
川から確認されたことは，検出公衆衛生の保
全の観点から注意すべき情報である。 
 
4.6 研究総括 
 中規模都市である宮崎市の二つの河川，清
武川と八重川の調査対象として，流域毎にお
ける緑膿菌の分布と各種抗生物質に対する
耐性株の出現率について調査した。緑膿菌は，
河 川 の 上 流 か ら 下 流 に 至 っ て ， 2-3 
2CFU/100ml の範囲で広く分布した。MIC によ
って薬剤耐性を評価すると，上・中・下流点
のぞれぞれの単離株において，各種抗生物質
に対する感受性が異なり，流域毎に薬剤の抵
抗性に特徴があった。また，河川によっても
各種抗生物質に対する感受性が異なり，流域
および河川の違いによって河川水に存在す
る緑膿菌の各種薬剤に対する感受性は，変化
していることがわかった。さらに，緑膿菌に
よる感染症の治療薬として重要なペニシリ
ン系のピペラシリン，セフェム系のセフォタ
キシム，カルバペネム系のイミペネムに対し
て，0.2-2％の低い耐性率ではあったものの，
都市を経由する河川水中に存在することが
確認された。日本のように，社会基盤が国内
全土で整備され，集落においても都市と同様
の生活スタイル，医療などのサービスを享受
できる国土においては，見かけ上は清浄に見
える河川においても薬剤耐性菌が分布して
いることが示唆された。緑膿菌をはじめとす
る感染症原因細菌について，水環境における
耐性菌の実態把握，MIC レンジに関する基礎
的情報を早急に収集すべきである。 
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