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研究成果の概要（和文）：熱帯アジアでは、下水や洪水により水環境が撹乱され、種々の起源の抗菌剤、薬剤耐
性菌が流入する。本調査研究は、水畜産統合農業環境、市内河川、海水の汚染実態を解明した。薬剤汚染では、
都市部と農村ともにサルファ剤が優占し、市内排水と家畜排水両方に由来した。畜産排水では、セファロスポリ
ン耐性大腸菌が多く検出され、耐性菌はハエが広域に運んでいると示唆された。薬剤耐性遺伝子は、培養できな
い細菌に特定のサルファ剤耐性遺伝子が保有されていた。タイの特徴として、耐性遺伝子は畜産・下水では高濃
度だが、海では極めて低濃度だった。本研究で、タイでの薬剤・細菌・遺伝子の環境動態の特徴を明らかにでき
た．

研究成果の概要（英文）：Tropical Asian environments receive various origin effluents, which contain 
antibiotics and antibiotic resistance genes (ARGs). This study found that sulfonamides are abundant 
in veterinary and human discharges in Bangkok and rural areas. Cephalosporin resistant E. coli was 
highly abundant in animal effluent, and fly should be a vector of the bacteria. Yet-to-be cultured 
bacteria possess specific ARG of sulfonamide. This study could reveal specific characters of ARGs 
and antibiotic contamination in Thailand aquatic environments.

研究分野：環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
【背景】 国内外において，薬剤耐性の研究は
医学・獣医学分野で病原菌を対象として多くの
研究がある．また，臨床以外では，下水処理工
学分野で，水環境での耐性遺伝子の動態研究が
欧米では過去 10 年ほどで報告されてきた
（Baquero et al, 2008）．近年になって直接環
境から耐性遺伝子を定量する方法が確立され，
研究代表者（鈴木）とフィンランドの共同研究
者は養殖場環境で初めて耐性遺伝子の長期残存
を定量的に証明した（Tamminen et al, 2011）．
本研究は，頻繁に洪水被害を受けるタイのチャ
オプラヤ川をはじめとする都市水域から沿岸に
かけての水環境において，抗生物質濃度を実測
しつつ，同じ試料で耐性遺伝子と耐性菌を定量
する，環境化学と微生物学の学際的研究である．
当グループは過去 10 年間インドシナ半島をは
じめとする熱帯アジア諸国で化学汚染と耐性菌
調査を行ってきた経緯があり(例：Suzuki & 
Takada, 2009)，この経験を本研究では抗生物質
耐性遺伝子の定量的モニタリングに活かす．こ
れができるのは鈴木と分担者（高田）のグルー
プが世界でも唯一であろう（例：Hoa et al, 
2011）．本研究は近年問題化している NDM-1 をは
じめとする広域ベータラクタム系薬剤耐性遺伝
子定量に長けた分担者（田村）を加え，タイを
主要フィールドとした研究から耐性遺伝子の環
境間移動・拡散の実態解明を目指す国際共同研
究と位置づけられる． 
【動機】 鈴木は過去 10 年間，アジアを中心に，
環境での抗生物質汚染と耐性菌の分布を調査し
てきた．その過程で，同じ耐性遺伝子が地理的
に離れた地点や異なる環境から検出されること
を見いだした（鈴木，科研基盤 B（海外）19405004,
平成 19〜22）．最近，海外旅行が耐性遺伝子を
運ぶ，という論文が出されるなど（Peirano et al, 
2011），国際的着眼点の研究者が出始めている．
さらに，近年，抗生物質が環境水中で希釈・分
解されても，低濃度化した抗生物質が耐性菌選
択に働くという重要なコンセプトが出された
（Andersson & Hughes, 2011）．これまで微生物
に影響がないと思われていた低濃度こそが重要
な選択圧となるのである．2009 年に鈴木はフィ
リピンで台風後の洪水時に予備調査を行い，耐
性遺伝子(sul1〜3)の陸水から海水へ至る際の
ユニークな動態を見いだした．このような背景
から，水圏の撹乱後における耐性遺伝子の動態
研究を着想した．科研基盤 B（平成 19〜22）で
は，遺伝子の分布をインドシナ半島の養殖場を
中心に明らかにしたが，本研究では，さらに深
化させ，洪水等の物理的撹乱と汚水排出等の化
学的撹乱を受ける水圏で，細菌群集が混合され
て選択圧を受けた時の状況を研究する．耐性遺
伝子がどのように環境に残存するか？他菌種へ
の伝播はどうなるのか？また，それは地域固有
現象か？一般的現象か？という疑問に答えるこ
とを最終目標とする．世界的な拡大が懸念され
る広域ベータラクタム耐性遺伝子も含めてモニ
タリングを行なう．微量の耐性遺伝子と抗生物
質両方を定量する動態研究として本研究が企画

された． 
 
２．研究の目的 
 本研究はタイを主要なフィールドとして，
サルファ剤，テトラサイクリン(TC)系，キノ
ロン系，広域ベータラクタム系の耐性菌と耐
性遺伝子の分布・環境残存等の実態を解明す
ることを目的とし，遺伝子の拡散動態を推定
する．同時に薬剤汚染の実態を解明し，タイ
と他のアジア諸国を比較考察する． 
 
３．研究の方法 
【抗生物質定量】 試料を現地で一次濃縮処
理をし，オアシス®に吸着させて日本へ運搬
する．抗菌剤定性・定量は LC-MS/MS で行っ
た． 
【微生物分析】 薬剤耐性菌発生率は培 
養法で行い，大腸菌は選択培地で定量した．
培養可能菌から精製する全 DNA を解析する
ことで，耐性遺伝子保有状況を把握できた．
細菌群集は 16S rRNA 遺伝子を標的とするメ
タゲノム解析を行った． 
【遺伝子定量】 世界的に自然界で優占する
サルファ剤および TC 系の耐性遺伝子を，定
量 PCR で測定した．方法はすでに鈴木らが確
立したものである（Suzuki et al., 2014）． 
 
４．研究成果 
【抗菌剤濃度】 タイの水試料の抗菌剤濃度
は約 1ng-100µg/L と幅広い濃度で検出され
（図１），都市域の試料より畜産排水は 1-3
桁高い濃度となった．家畜の治療薬や飼料添
加物・成長促進剤として抗菌剤が大量に使用
されていることが示唆された.他のアジア諸
国と比較すると，マレーシアの養殖場試料で
は， Ciprofloxacin や Enrofloxacin が高濃
度で検出された.中でも養殖エビに含まれる
Enrofloxacin の濃度は Maximum Residue 
Limit(MRL)である 100µg/kgを超えていた.加
えて，タイの水域における抗生物質濃度と，
腸内細菌がtet遺伝子を有する割合との間に

有意な関係
が認められ，
アジアの水
域は抗生物
質と薬剤耐
性遺伝子が
比例して発
生・残存し
ていること
が示唆され
た.以上の
結果から，
家畜の糞便

が抗生物質と薬剤耐性遺伝子のホ
ットスポットと考えられたため，計画外であ
るが，堆肥も分析に供した. 
 結果として，堆肥全試料から抗生物質が検
出された.最高値では豚由来堆肥でおおよそ
6µg/g，牛由来堆肥で 30ng/g，鶏由来堆肥で

図１． 



600ng/g であった.豚・牛由来堆肥では TC 系抗
生物質が優占し，鶏由来堆肥ではキノロン系抗
生物質が支配的であった.加えて，堆肥中細菌群
集の tet(A)遺伝子量と TC 濃度の間に有意な相
関関係があった.この結果から，堆肥化のプロセ
スを経ても耐性遺伝子と抗生物質は残存し続け，
堆肥の施肥を介して環境中に拡散される恐れが
あることが明らかになった.アジアにおける畜
産由来の抗生物質汚染は深刻であり，キノロン
系抗生物質を含む汚染実態の継続的な把握と共
に，抗生物質の家畜に対する慎重使用が求めら
れている. 
【耐性菌分布】 バンコク市内と南部トラン県
の河川水や農場排水から DHL 培地とクロモカル
ト培地を用いてエロモナス属菌，大腸菌を分離
した.分離菌株の多くが TC 耐性遺伝子
（tetA,B,C,E,M のいずれか）やサルファ剤耐性
遺伝子（sul1,2,3）を保有していた.セフォロス
ポリン耐性エロモナス属菌からは，blaCTX-M-1
が検出された.セファロスポリン耐性大腸菌か
らは blaCTX-M-1 の他に, blaCTX-M-9, blaCMY-2
が検出された.農場および市中のハエからは第
３世代セファロスポリン系薬剤であるセフォタ
キシムに耐性を示す菌が分離された.既知の耐
性遺伝子とともに，新しい遺伝子群もすでに広
汎な腸内細菌と淡水細菌に広がり，ハエがベク
ターとして働いていることが示唆された．新た
に，水圏ではエロモナス属がモニタリングに適
した細菌群であることも分かった． 
【耐性遺伝子】 まず，バンコク周辺水圏での
細菌叢を見ると，淡水域では腸内細菌科が多い
が，海水域に入るとこれが極めて低率になり，
代わってアルファプロテオグループとシアノバ
クテリアが優占した．このような群集組成の中
では，サルファ剤耐性遺伝子 sul1, sul2 が 10
〜100 細胞に 1コピー（16S rRNA 遺伝子数で正
規化）の高濃度で検出された．これまで検出例
の少ないsul3も10000細胞に1コピー以上検出
された．この結果は都市河川，農村地帯両方で
共通だった.一方，培養菌ではチャオプラヤ川で
高濃度に sul1,sul2 が保有されていたが，郊外
河川では殆ど検出されなかった．これは，人間・
家畜の糞便由来の細菌が sul1, sul2 を有し，人
為影響の少ない自然環境中の未知の細菌群集が
sul3 を保有することを示唆する．加えて，海水
試料では殆ど耐性遺伝子は定量限界以下であっ
た．この結果から，タイの特徴としては，人・
家畜由来耐性遺伝子は自然群集にはあまり拡散
しておらず，流入する細菌が耐性遺伝子を保有
していることが示唆された．環境へ流出した耐
性遺伝子が人へ暴露リスクを持つかが，今後の
課題である． 
 本研究では，タイ水圏での抗菌剤・耐性遺伝
子の動態特性を濃度測定によって初めて明らか
にした． 
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