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研究成果の概要（和文）：ブラジル産鶏肉、一般市民糞便および臨床材料から分離されたblaCTX-M-8陽性大腸菌の全ゲ
ノム解析を実施した。その結果、ヒト由来および鶏肉由来大腸菌はそれぞれ異なる遺伝系統であることが明らかとなっ
た。一方、ブラジル産鶏肉由来blaCTX-M-8陽性大腸菌は、ヒト由来菌と比較して、多数の抗菌薬耐性に関与する遺伝子
を保有していた。臨床材料から分離された大腸菌におけるblaCTX-M-8を保有するプラスミドは、同一起源のIncI1に属
する伝達性プラスミドで、ヒトと鶏肉由来大腸菌が共有していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We performed whole genome analysis of blaCTX-M-8 positive Escherichia coli 
isolated from Brazilian chicken meats, feces of healthy humans and clinical specimens. E. coli strains 
isolated from humans and chicken meats did not share the same genetic background. On the other hand, 
blaCTX-M-8 positive E. coli isolated from Brazilian chicken meats harbored numerous additional antibiotic 
resistant genes compared with human isolates. The IncI1 plasmid bearing blaCTX-M-8 detected in clinical 
specimens was the same as that found in E. coli isolated from humans and from chicken meats.

研究分野： 臨床微生物学

キーワード： 薬剤耐性　βラクタマーゼ　大腸菌　CTX-M-8
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１．研究開始当初の背景 
  東邦大学医学部では、1993 年から一般
市民（ボランティア）を対象として市中の健
常人の糞便から大腸菌を分離し、その薬剤感
受性検査を実施してきた。 
  2007 年までは一般市民の糞便から分離
される全ての大腸菌はオキシイミノセファ
ロスポリン系薬に対して感性であった。しか
し、2008 年に約 3%の一般市民の糞便からオ
キシイミノセファロスポリン系薬耐性大腸
菌が検出された。その後、2010 年、2011 年
と 10%以上の一般市民が同耐性菌を保菌して
いた。耐性菌が検出された市民は、一部を除
き、抗菌薬の投与を受けた記憶を有していな
かった。 

これまで研究代表者は、食用鶏由来、国
産鶏肉由来および臨床材料由来オキシイミ
ノセファロスポリン系薬耐性大腸菌の解析
を実施して国産鶏肉がヒトの健康に与える
インパクトに関する研究を実施してきた。し
かし、国産鶏肉から分離された大腸菌が臨床
材料から分離された大腸菌と関連する証拠
を得ることはできなかった。さらに、鶏肉由
来株と臨床材料由来オキシイミノセファロ
スポリン系薬に関与する基質特異性拡張型
βラクタマーゼ (Extended-spectrum β
-lactamase: ESBL)をコードする遺伝子の主
要な型がヒト由来株と国産鶏肉由来株で異
なることが判明している。また、ヒト由来株
と国産鶏肉由来株の ESBL をコードする遺伝
子保有プラスミドは、多くの組換えを繰り返
した痕跡が認められ、両者の関連性を解明す
ることはできなかった。 

2010 年、2011 年および 2013 年に一般市
民の糞便から CTX-M-8 という ESBL を産生す
る大腸菌が分離された。さらに、2012 年に実
施された耐性菌全国サーベイランスにおい
て、臨床材料から分離された CTX-M-8 産生大
腸菌が 1株分離された。CTX-M-8 はブラジル
を中心とする南アメリカで高頻度に分離さ
れるが、その他の国における検出頻度は低い
ESBL である。一般市民は何れも南アメリカ大
陸への渡航歴は有していなかった。また、
CTX-M-8 産生大腸菌が分離された患者は高齢
且つ医療デバイスを装着しており、海外渡航
は困難であると思われた。 

研究代表者は、ブラジル産鶏肉からオキ
シイミノセファロスポリン系薬耐性大腸菌
の分離を試みた。多くのブラジル産鶏肉がオ
キシイミノセファロスポリン系薬耐性大腸
菌の汚染を受けており、その耐性因子は
CTX-M-2 と CTX-M-8 がほぼ同率であった。 

以上の背景から、研究代表者は CTX-M-8
産生株は、他の ESBL と比較して、本邦に入
ってからの時間経過が短く、食品を汚染する
抗菌薬耐性菌がヒトに及ぼすインパクトを
解析することに適していると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究は、上述の食品汚染耐性菌がヒト

の健康に及ぼすインパクトを解析すること
を目的として実施した。具体的には、5株の
一般市民由来、1株の臨床分離株、および 4
株のブラジル産鶏肉由来CTX-M-8産生大腸菌
を対象として全ゲノム解析を実施した。これ
らのCTX-M-8産生大腸菌の菌株間の遺伝的関
連性および CTX-M-8 をコードする遺伝子を
保有するプラスミドの遺伝的関連性につい
てゲノムレベルで解析した。 
 
３．研究の方法 

健常人および患者由来CTX-M-8産生大腸
菌4 株と3 株のブラジル産鶏肉由来ESBL 産
生大腸菌を対象とした MLST 型別、当該大腸
菌が保有するプラスミドの不和合性型の決
定および pMLST 型別を実施した。具体的には
大腸菌の MLST 解析で一般的とされるは
University College Cork のホームページ
(http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli)に従
い、合計 7種類のハウスキーピング遺伝子 
(adk、fumC、gyrB、icd、mdh、purA、recA) の
DNA 塩基配列をもとに Sequence type を決定
した。 

今回の対象としたプラスミドの不和合
性が IncI1 であったことから、pMLST（プラ
スミド MLST）のホームページ
(http://pubmlst.org/plasmid/)に従って、
repI、ardA、trbA、sogS、pilL の 5 種類の
遺伝子の塩基配列をもとにpMLST型を決定し
た。 

今回使用した次世代シークエンサーは
MiSeq (illumina 社)および PacBio RS II (ト
ミーデジタルバイオロジー株式会社)を用い
た。すなわち、MiSeq での解析については、
菌体から抽出したゲノム DNA を Nextera XT 
Library preparation kit v2 (illumina)を
用いてライブラリ化し、MiSeq Reagent kit v3 
600 cycles (illumina) シークエンス試薬を
用いて 300bp×2 ペアエンドリードを取得
した。取得したショートリードは CLC 
genomics workbench 9 (QIAGEN) を用いてア
センブルを行い、コンティグを構築した。各
菌株のコンティグについて耐性因子の検出、
大腸菌 MLST の決定、プラスミド MLST の決定
を行った。PacBio での解析に関しては、大阪
大学微生物病研究所細菌感染分野（飯田哲也
教授）との共同研究として実施した。大阪大
学から提供されたコンティグ配列は、アッセ
ンブルした後、CLC genomics workbench の
Finishing moduleを使ってプラスミドの環状
化を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌株間の遺伝的関係 
  ヒト由来およびブラジル産鶏肉大腸菌
は互いに関連性はなかった。ブラジル産鶏肉
由来大腸菌は ST10 が 2株、ST648 が 1株、新
規 ST であった。一方、ヒト由来株は 2013 年
に分離された 2株 (ST4387)を除き、ST は全
て異なっていた(ST69、ST131、ST2278 および



ST127)。したがって、ブラジル産鶏肉由来
CTX-M-8 産生大腸菌が直接ヒトの健康に影響
を与える可能性は否定された。 
(2) 大腸菌が保有する耐性遺伝子 

表 1に結果の一部を示した。ヒト由来株
とブラジル産鶏肉由来株を比較すると鶏肉
由来株の方が多くの耐性因子をコードする
遺伝子を有していた。特にサルファ剤耐性
(sul2あるいは sul3)、トリメトプリム耐性
(dfrA)およびテトラサイクリン耐性(tet(A)
あるいは tet(B))をコードする遺伝子保有株
が半分以上を占めた。この結果は、ブラジル
では食用鶏にこれらの抗菌薬をしているこ
とを示唆している可能性がある。 

(3) 保有するプラスミドの不和合性 
ゲノム配列から各菌株が保有するプラ

スミドの不和合性は表 1に示す如く、多岐に
わたるが共通してみられるのはIncI1に属す
るプラスミドであった。この IncI1 プラスミ
ドは 1株を除き全て pMLST113 に分類された。
この結果から、共通する blaCTX-M-8を保有する
IncI1 プラスミドが菌株を超えて伝播してい
る可能性が示唆された。 
(4) MiSeq によるプラスミドゲノムの解析 
  Miseq により、プラスミドゲノムを解析
したが、図 1に示すように blaCTX-M-8の周辺構
造を明らかにすることはできなかった。その
理由として、blaCTX-M-8の上流および下流に繰
り返し配列が存在し、アッセンブルが出来な
かったことが考えられた。 

(5) PacBio によるプラスミドゲノム解析 
  図2に示す如くE35患者由来 blaCTX-M-8
を保有するプラスミドゲノム全長の解読に
成功した。本プラスミドは 89,476bp の伝達
性プラスミドで GC 比は 50%であった。予想通

り IncI1 のプラスミド MLST により ST113 に
属することが明らかとなった。また、興味深
いことに本プラスミドは抗菌薬耐性因子を
コードする遺伝子として blaCTX-M-8のみを保有
しており、他のいかなる耐性因子も存在しな
かった。現在、他の大腸菌およびプラスミド
の全ゲノム解析を進めている。 
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