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研究成果の概要（和文）：本研究では，河川流域および海域における基質特異性拡張型βラクタマーゼ（ESBL）
産生耐性菌の存在実態について調査するとともに，下水処理場におけるESBL産生耐性菌の動態を明らかにし，
ESBL産生耐性菌を制御するために有効な水処理プロセスについて考察を加えた。また，人間への健康リスクを考
える上で，水環境中に存在するESBL産生耐性菌の各種抗菌薬に対する薬剤耐性を明らかにすることは重要である
ことから，水環境中からESBL産生耐性菌の単離を行い，各種抗菌薬に対する薬剤耐性プロファイルを明らかにす
るとともに，ESBL産生耐性菌の耐性遺伝子を調べた。

研究成果の概要（英文）：The occurrence of antibiotic resistant bacteria producing extended-spectrum 
β-lactamase (ESBL) in the water environment was surveyed in this research. The removal of the ESBL 
producing bacteria in the wastewater treatment plant (WWTP) was also determined to evaluate 
effective water treatment processes in the WWTP for the control of the ESBL bacteria in water. Since
 the resistant patterns of the ESBL bacteria against antibiotics used in medical field provide the 
important information to treat infectious diseases, the resistant profiles of the ESBL bacteria 
isolated from the water environment and the antibiotic resistant genes of the ESBL were determined 
in this research.

研究分野：衛生工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，水環境中におけるESBL産生耐性菌の存在実態を明らかするとともに，水中のESBL産生耐性菌を低減
するために有効な水処理プロセスについて考察している。本研究は，水環境中に存在するESBL産生耐性菌を制御
するために有用な知見を提供しており，社会的意義のある成果が得られている。また，水環境中に存在するESBL
産生耐性菌の各種抗菌薬に対する薬剤耐性を明らかにすることにより，ESBL産生耐性菌による感染症に対する経
験的治療（empiric therapy）を行う上で有用なデータを提供しており，学術的意義のある成果が得られてい
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 抗生物質の発見とその医療への適用は，感染症対策に多大な貢献をもたらしたが，一方で薬剤
耐性菌の出現という重大な問題に直面した。医療現場ではメチシリン耐性黄色ブドウ球菌
（MRSA）やバンコマイシン耐性腸球菌（VRE）等の蔓延例が既に多く報告されている。特に，
医療現場においては，1990 年代頃から基質特異性拡張型βラクタマーゼ（ESBL）産生薬剤耐
性菌の検出が報告され，2000年代からは増加傾向が見られ，感染症対策において深刻な問題と
なっている。ESBL 産生耐性菌は，ペニシリナーゼに変異が生じて第 3 世代セフェム系抗菌薬
に対しても耐性を示すようになった細菌であり，ペニシリンやセフェム系抗菌薬以外にも，多く
の抗菌薬に耐性を示す多剤耐性であることが多く，適用可能な抗菌薬が限られ，医療現場では深
刻な問題となっている。 
水環境中における ESBL 産生耐性菌の存在は，環境水と人間との接触を通して，ESBL 産生
耐性菌が人間に感染する可能性があるため，人間の健康に対するリスク因子となり得る。そのた
め，水環境中における ESBL産生耐性菌の存在実態や ESBL産生耐性菌を制御するための有効
な処理方法を明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景から，河川流域などの水域における ESBL 産生耐性菌の存在実態を知るこ
とは重要であると考えられる。また，ESBL産生耐性菌の重要な発生源として都市下水が考えら
れるが，下水処理場における ESBL産生耐性菌の動態や ESBL産生耐性菌の制御技術を明らか
にすることは重要である。 
そこで，本研究では，河川流域および海域における ESBL 産生耐性菌の存在実態について調
査するとともに，下水処理場における ESBL 産生耐性菌の動態を明らかにし，ESBL 産生耐性
菌を制御するために有効な水処理プロセスを探ることを研究の目的とした。また，人間への健康
リスクを考える上で，水環境中に存在する ESBL 産生耐性菌の各種抗菌薬に対する薬剤耐性を
明らかにすることは重要であると考えられることから，水環境中から ESBL 産生耐性菌の単離
を行い，各種抗菌薬に対する薬剤耐性プロファイルを明らかにするとともに，ESBL産生耐性菌
の耐性遺伝子を調べることを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 水環境中の細菌類と ESBL 産生菌の計数 
 研究対象の細菌類としては，腸内細菌の大腸菌および大腸菌群とした。大腸菌の分離培養には
XM-G 寒天培地を用いた。河川水，海水および下水処理場放流水のサンプルについてはメンブレ
ンフィルター法を，その他のサンプルについては混釈培養法を用いた。培養温度は 37℃とし，
培養庫で 18～22 時間の培養を行った。大腸菌の計数は培地の上に発育した青色のコロニーを，
大腸菌群については赤色コロニーをカウントした。 
 本研究では，ESBL 産生腸内細菌の主要なものとして，第３世代セフェム系抗菌薬に対して耐
性を有する大腸菌および大腸菌類として計数を行った。すなわち，セフォタキシム（CTX）もし
くはセフタジジム（CAZ）を添加した XM-G 培地と試料を混釈して培養し，第３世代セフェム系に
耐性を有する大腸菌および大腸菌群を ESBL 産生腸内細菌として計数した。上記と同様に，河川
水，海水および下水処理場放流水のサンプルにはメンブレンフィルター法を，その他のサンプル
については，混釈培養法を用いた。培養温度 37℃とし，18～22 時間の培養を行った。 
 
(2) ESBL 産生菌の確認と遺伝子型の分析 
CLSI の M100-S19（Clinical and Laboratory Institute Document, 2009） に従ったディスク
拡散法に従って ESBL 産生の確認を行った。すなわち，第３世代セフェム耐性の単離菌株につい
て，McFarland 標準濁度 0.5 に調整し，ミューラーヒントン S寒天培地にコンラージ棒を用いて
均一に塗抹した。CTX および CAZ 単剤の阻止円直径と，それぞれ CVA（クラブラン酸）を添加し
た合剤の阻止円直径を測定した。CVA を添加した合剤の阻止円直径の大きさが，CTX および CAZ
単剤の阻止円直径と比較して，5mm 以上増大した場合を ESBL 陽性とした。また，合わせて AmpC 
βラクタマーゼ産生の確認試験も実施した。すなわち，セフメタゾール（CMZ）単剤と CMZ に 3-
アミノフェニルボロン酸溶液（APB）を添加した合剤の阻止円直径を測定し，ボロン酸溶液を添
加した薬剤ディスクの阻止円がボロン酸非添加薬剤ディスクの阻止円と比べて 5mm 以上増大し
た場合，陽性と判断した。また，ESBL 産生が確認された大腸菌株については，PCR 法によって
ESBL の遺伝子型を調べた。CTX-M-1 group，CTX-M-2 group，CTX-M-8 group，CTX-M-9 group の
遺伝子型について Multiplex PCR で増幅を行い（Shibata et al., 2006），PCR の増幅産物はポ
リアクリルアミドゲル電気泳動によって確認を行った。 
 
(3) ESBL 産生菌に関する薬剤感受性試験 
 薬剤感受性は，市販の感受性試験用ディスクを用いて実施した。供試薬剤は，アンピシリン
（ABPC），セフポドキシム（CPDX），セフォタキシム（CTX），セフタジジム（CAZ），セフメタゾー



ル（CMZ），セフェピム（CFPM），アズトレオナム（AZT），イミペネム（IMP），メロペネム（MEPM），
ゲンタマイシン（GM），テトラサイクリン（TC），クロラムフェニコール（CP），レボフロキサシ
ン（LVFX），ホスホマイシン（FOM），スルファメトキサゾール・トリメトプリム（ST）とした。
また，2種類以上の薬剤に対して中程度耐性以上を示す大腸菌を多剤耐性菌と定義し，次の式に
よって，多剤耐性度(MAR index: Multi-Antibiotic Resistance index)を算出した。 
 
MAR index ＝ a / (b・c)  
a: 被験菌が耐性を示した薬剤の数の総和 
b: 試験で使用した薬剤の数 
c: 被験菌の数 
 
(4) 河川流域，海域および下水処理場における調査 
 河川流域における調査は，愛媛県松山市内を流れる宮前川において実施した。調査では，宮前
川上流部（S1），宮前川に放流される下水処理場放流水（S2）および宮前川下流部（S3）におい
て試料採取を行った。また，海域における調査では，愛媛県松山市に位置する風早長浜海岸，立
岩海水浴場，堀江海水浴場，和気漁港，松山港，三津浜港の 6地点で試料採取を行った。また，
下水処理場における調査では，標準活性汚泥法によって下水処理を行っている A 下水処理場に
おいて，流入下水，最初沈殿池流出水（初沈越流水），最終沈殿池流出水（終沈越流水）および
放流水の４箇所において，スポットで下水試料を採取した。 
 
４．研究成果 
(1) 河川流域および海域における ESBL 産生菌の存在実態 
 河川流域（宮前川）おける大腸菌の存在実態に関して，河川上流部（S1）および下水処理場放
流水（S2）では 1 CFU/mL 程度の濃度であったが，河川下流部（S3）では，0.06 CFU/mL まで低
下しており，河川流下に伴って大腸菌の減衰が観察された。また，大腸菌群について，河川上流
部（S1）では 22 CFU/mL，下水処理場放流水（S2）では 13 CFU/mL となり，大腸菌の 10倍以上
の濃度であったが，河川下流部（S3）では 5 CFU/mL まで低下しており，大腸菌の場合と同様，
河川流下に伴って大腸菌濃度が低下していた。 
 CTX および CAZ 耐性大腸菌は，宮前川流域では検出限界付近もしくは不検出であったが，CTX
および CAZ 耐性大腸菌群については常に検出された（図 1）。CTX 耐性大腸菌群について，河川上
流部（S１）および下水処理場放流水（S2）では 0.5 CFU/mL 程度の濃度であったが，河川下流部
（S3）では，0.02 CFU/mL まで低下しており，河川流下に伴って CTX 耐性大腸菌群濃度の低下が
観察された。また，CAZ 耐性大腸菌群については，河川上流部（S1）では，0.6 CFU/mL，下水処
理場放流水（S2）では 0.4 CFU/mL で，河川下流部（S3）では 0.02 CFU/mL まで低下しており，
CTX 耐性大腸菌群の場合と同様，河川流下に伴って CAZ 耐性大腸菌群濃度の低下が観察された。
河川流域の上流部から下流部への流下に伴う CTX および CAZ 耐性大腸菌群の低下率は 1.5 log
程度であった。 
 海域における実態調査について，愛媛県松山市沿岸部の６箇所から採取した海水試料につい
て，大腸菌濃度は検出限界付近もしくは不検出であったが，大腸菌群については，0.06 CFU/mL
～1.2 CFU/mL の範囲で検出された。一方，CTX および CAZ 耐性大腸菌群については，海域から採
取した海水試料からは検出されなかった。今回調査を行った海域は，海水浴場も含んだ水域であ
るが，人間との接触が多いと考えられる海水浴場においては，CTX および CAZ 耐性大腸菌群は，
濃度としては非常に低いレベルであると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 下水処理場における ESBL 産生菌の存在実態 
 下水処理場においては，各処理ステップごとに採水を行い，大腸菌および大腸菌群の濃度を測
定した。大腸菌について，流入下水および初沈越流水では，1×105 CFU/mL 程度の濃度であり，
最初沈殿池前後では，ほとんど濃度変化は見られなかったが，終沈越流水では 1×102 CFU/mL ま
で濃度が低下した。また，塩素処理後の放流水では，1×10-1 CFU/mL 程度まで濃度の低下が見ら
れた。一方，大腸菌群については，流入下水および初沈越流水では，1×106 CFU/mL 程度の濃度
であり，大腸菌の 10 倍以上の濃度が示された。大腸菌の場合と同様，最初沈殿池では濃度変化
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図 1 河川流域における CTX 耐性および CAZ 耐性大腸菌群の存在実態 



は見られなかったが，終沈越流水では 1×103 CFU/mL 程度まで低下し，また塩素処理後の放流水
では，1×100 CFU/mL 程度まで濃度が低下した。 
 下水処理場における調査では，第３世代セフェム系抗菌薬である CTX を用いて，CTX 耐性大腸
菌および大腸菌群について存在実態を調べた。CTX 耐性大腸菌について，流入下水および初沈越
流水では，4×103 CFU/mL 程度の濃度であり，最初沈殿池前後では，ほとんど濃度変化はなかっ
たが，終沈越流水では 8×100 CFU/mL まで低下し，大きな減少が見られた。また，塩素処理後の
放流水では，2×10-2 CFU/mL 程度まで濃度の低下が見られた。一方，CTX 耐性大腸菌群について，
流入下水および初沈越流水では，1×105 CFU/mL 程度の濃度であり，CTX 耐性大腸菌の 10倍以上
の濃度が示された。また，CTX 耐性大腸菌の場合と同様，最初沈殿池では濃度変化は見られなか
ったが，終沈越流水では1×102 CFU/mLまで低下し，また塩素処理後の放流水では，1×10-1 CFU/mL
程度にまで濃度が低下した。 
 CTX と同じ第３世代セフェム系抗菌薬である CAZ を用いて，下水処理場における CAZ 耐性大腸
菌および大腸菌群についても存在実態を調べた。CAZ 耐性大腸菌について，流入下水および初沈
越流水では，2×103 CFU/mL 程度の濃度であり，最初沈殿池では濃度変化は見られなかったが，
終沈越流水では 3×100 CFU/mL にまで濃度が低下した。また，塩素処理後の放流水では 2×10-2 
CFU/mL 程度まで濃度の低下が見られた。一方，CAZ 耐性大腸菌群について，流入下水および初沈
越流水では，1×105 CFU/mL 程度の濃度であり，CAZ 耐性大腸菌の 10倍以上の濃度が示された。
また，CAZ 耐性大腸菌の場合と同様，最初沈殿池では濃度変化は見られなかったが，終沈越流水
では 1×102 CFU/mL 程度まで低下し，また塩素処理後の放流水では，1×10-1 CFU/mL 程度まで濃
度が低下した。 
 下水処理場における CTX 耐性および CAZ 耐性大腸菌の調査結果から，下水処理場の流入下水
には，高い濃度で第３世代セフェム耐性の大腸菌が存在していることが明らかとなった。また，
CTX 耐性および CAZ 耐性大腸菌群の測定結果から，流入下水には，大腸菌の 10 倍以上の高い濃
度で，第３世代セフェム耐性の大腸菌群が存在していることが分かった。大腸菌群の中には，
Klebsiella pneumoniae や Enterobacter cloacae，Proteus mirabilis などが含まれており，こ
れらの菌種は医療分野において，呼吸器感染や尿路感染，血流感染症など深刻な感染症を引き起
こすことがある。従って，これら第３世代セフェム耐性の大腸菌群が下水中に高濃度で存在する
ことは，人間への健康リスクを高める可能性があり，その制御には十分に注意を払う必要がある
ものと考えられる。 
  
(3) 下水処理場における ESBL 産生菌の除去効率と制御方法 
 下水処理場における CTX 耐性大腸菌および大腸菌群の除去率を図 2に示す。CTX 耐性大腸菌に
ついて，最初沈殿池ではほとんど除去されなかったが，活性汚泥による生物処理では 2.7-log の
除去率となった。また，下水処理場における一般的な消毒方法である塩素処理では，2.9-log の
除去率となった。一方，CTX 耐性大腸菌群については， 活性汚泥による生物処理では 2.7-log の
除去率，塩素処理においても同様に 2.7-log の除去率となった。下水処理場における CAZ 耐性大
腸菌および大腸菌群の除去率についても，CTX 耐性大腸菌および大腸菌群と同様な傾向が見られ，
最初沈殿池ではほとんど除去されなかったが，生物処理では 2.6～2.8-log，塩素処理において
は 2.8-log 程度の除去率となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 上記の結果から，下水処理場においては，CTX および CAZ 耐性の大腸菌や大腸菌群の除去に関
して，活性汚泥による生物処理では 2.7-log 程度の除去率，塩素処理においては 2.8-log 程度の
除去率となり，合計で 5.5-log の除去率が得られることが明らかとなった。塩素消毒といった細
菌類に対する消毒プロセスだけでなく，下水の有機物質の処理が主目的である活性汚泥といっ
た生物処理も，CTX および CAZ 耐性の大腸菌や大腸菌群を低減するために，有効な水処理プロセ
スであることが分かった。前述したように，下水中には第３世代セフェム耐性腸内細菌が高濃度
で含まれており，下水が十分に処理されずに水環境中へ放流された場合には，水域での人間と水
との接触によって，人間への健康リスクを高める危険性がある。従って，下水処理場においては，
細菌類を含有した下水と活性汚泥との十分な接触時間を確保した上で，塩素処理等の消毒プロ
セスを実施することは，水域における衛生学的安全性を確保する上で重要であると考えられる。
一方，合流式下水道区域を有する下水処理場においては，雨天時における流入下水の増加によっ
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図 2 下水処理場における ESBL 産生菌の除去率 



て，一部の下水は，沈殿処理等の簡易処理と塩素消毒のみが行われて水域に放流されており，こ
の場合には，比較的高い濃度で ESBL 産生腸内細菌が水域に放流されてしまうこととなる。従っ
て，合流式下水道の分流化といった根本的な解決策の実施と合わせて，塩素消毒に代わるより高
い消毒効果のある消毒プロセスの検討を行うことが必要となる。 
 
(4) ESBL 産生大腸菌の薬剤耐性プロファイルと耐性遺伝子 
 下水からは高い濃度で CTX 耐性大腸菌が検出されたことから，流入下水から CTX 耐性大腸菌
を単離して薬剤感受性試験を実施し，その薬剤耐性プロファイルを調べた。CTX 耐性大腸菌にお
ける中程度以上耐性の割合は，ABPC が 100％，CPDX が 100％，CTX が 100％，CAZ が 68％，CMZ が
11％，CFPM が 30％，AZT が 36％，IMP が 8％，MEPM が 8％，GMが 2％，TCが 43％，CPが 15％，
LVFX が 66％，FOM が 6％，ST が 32％となった。ABPC，CPDX および CTX については 100％の耐性
率となり，CAZ についても 68％と高い耐性率となった。この結果から，ペニシリン系，第２世代
セフェム系および第３世代セフェム系抗菌剤に対しては，高い耐性率となることが分かる。一方，
CMZ の耐性率は 11％と比較的低い耐性率となった。ESBL 産生大腸菌による感染症に対して，CMZ
が治療薬として選択される場合があるが，水環境中から単離した大腸菌株の結果からも，その有
効性が認められると推察される。また，CFPM の耐性率は 30％であり，第４世代セフェム系抗菌
剤に対しては比較的低い耐性率となった。カルバペネム系抗菌薬である IMP および MEPM に対す
る耐性率は 8％となり低い耐性率が示されているが，アミノグリコシド系抗菌薬である GM に対
する耐性率が 2％となっている点は興味深い。GM は大腸菌等による尿路感染症などに使用され
る抗菌剤であるが，ESBL 産生大腸菌に対してもその有効性が高いものと推察される。また，特
筆すべき点として，LVFX に対する耐性率が 66％と高い値が示されたことがある。医療分野にお
ける ESBL 産生大腸菌に関して，大腸菌の線毛遺伝子（FimH）が H30 に属する特定のクローン株
の広まりが問題となっており，この H30 型株のほとんどがフルオロキノロン耐性を獲得してい
ることが報告されている（Banerjee et al, 2014）。水環境中でも，このタイプの ESBL 産生大腸
菌株が広まっていることが考えられ，その結果として，LVFX に対する高い耐性率に繋がったこ
とが推察される。 
 CTX 耐性大腸菌株について，CVA を用いたディスク拡散法により ESBL の産生を確認したとこ
ろ，単離株の 68％について ESBL の産生が確認された。一方，APB を用いたディスク拡散法によ
って AmpC βラクタマーゼの検出を実施したところ，単離株の 23％から AmpC βラクタマーゼの
産生が確認された。従って，水環境中に存在する第３世代セフェム系抗菌薬耐性の大腸菌につい
て，その多くは ESBL 産生大腸菌であると言えるが，２割程度の大腸菌については，AmpC βラク
タマーゼ産生の大腸菌が存在していることが分かる。AmpC 型βラクタマーゼを産生する大腸菌
は，ESBL 産生大腸菌とは抗菌剤に対する薬剤感受性が異なり，CMZ に耐性を示すことが多く，ま
た臨床分野において細菌感染症に対して用いられるβラクタマーゼ阻害剤のタゾバクタム（TAZ）
やスルバクタム（SBT）に影響を受けないことから，その存在に対しては注意が必要であろう。 
 CTX 耐性大腸菌株に関して，ESBL の産生が確認された単離株については，PCR によって ESBL 
の遺伝子型を調べた。その結果，CTX-M-1 group が 15％，CTX-M-2 group が 3％，CTX-M-8 group 
が 6％，CTX-M-9 group が 70％，その他が 6％となった。CTX-M-9 group が 70％となり，ESBL の
遺伝子型の大半を占める結果となったが，この結果は医療分野における傾向と同じであった。医
療分野においては，ESBL の遺伝子型として CTX-M-9 group に属する CTX-M-14 型や CTX-M-27 型
が多いことが報告されており（Hara et al, 2015），水環境中の大腸菌についても，同じ傾向が
見られることが明らかとなった。CTX-M-9 group に続いて多い遺伝子型として，CTX-M-1 group
が挙げられる。医療分野では，ESBL 遺伝子型としては CTX-M-1 group に属する CTX-M-15 が多い
ことが報告されており，それと同じ傾向が見られた。一方，CTX-M-2 group および CTX-M-8 group 
については，それぞれ 3％と 6％の割合となり，ESBL の遺伝子型としては少なかった。これらの
結果から，ESBL の遺伝子型としては，医療分野で報告されている結果と同様な傾向が示されて
おり，人間から排出された ESBL 産生大腸菌が水環境中に流入し，その結果が反映されているも
のと考えられる。大腸菌にとっては，温度や生育条件が厳しいと考えられる水環境中においても，
薬剤耐性等の大腸菌の特徴を維持したまま，水環境中で生残しているものと推察され，ESBL 産
生大腸菌の水環境中での動態については注意を払う必要であろう。 
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