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研究成果の概要（和文）：我々は、インパルス電界（PEF）印加消毒を応用して薬剤耐性菌（ARB）および耐性遺
伝子（ARGs）の不活化も可能とする消毒技術の確立を目指し、本研究では、PEF印加消毒によるARBおよびARGsの
不活化効果を明らかにすることを目的とした。PEF印加消毒は、バンコマイシン耐性腸球菌（VRE）だけでなく
vanA遺伝子も不活化できることが明らかにした。VREは検出下限値以下まで削減された（5log以上）一方で、
vanA遺伝子も4log以上の削減率を示したが、処理水中には105 copies/mLオーダーで残存したことから、PEF印加
消毒においてARGsはARBよりも不活化されにくいことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the suitability of pulsed electric field (PEF) technology as a 
new disinfection option in the sewage treatment plants (STPs) that can inactivate antibiotic 
resistant bacteria (ARB) and antibiotic resistance genes (ARGs). It was shown that PEF applied 
disinfection could inactivate not only vancomycin-resistant enterococci (VRE), but also vanA 
resistance gene. Cultivable VRE could be effectively inactivated by PEF applied disinfection, and 
were reduced to below the detection limit (log reduction value of VRE > 5 log). Although the vanA 
also showed a reduction of more than 4 log, it remained in the order of 105 copies/mL, suggesting 
that ARGs are more difficult to be inactivated than ARB in PEF applied disinfection. Among 
parameters in each applying condition verified in this study, the initial voltage was found to be 
the most important for inactivation of ARB and ARGs. 

研究分野： 水環境工学、衛生工学

キーワード： インパルス電界　薬剤耐性菌　薬剤耐性遺伝子　下水処理場　消毒

  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、インパルス電界（PEF）印加技術が薬剤耐性菌（ARB）だけでなく耐性遺伝子（ARGs）にまで不活化
効果を示すことを明らかにした。ARBおよびARGsの水環境への主要な汚染源は、下水処理場であるといわれてお
り、これまでにも塩素、UV、オゾン等の消毒法による不活化効果を検証した報告がある。それらの消毒法と比較
しても、PEF印加消毒はARBについては遜色ない、ARGsについてはより高い削減効果を示すことがわかった。この
ことから、本研究における成果は、水環境におけるARBおよびARGsによる汚染拡大を抑制できる新たな消毒技術
になる可能性があり、社会的意義も高いものと思われる。

※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 
 
 我が国では、各水処理技術・施設の整備等によって、水環境の病原性微生物による汚染は劇的
に軽減・改善されている。しかしながら、水処理施設において病原性微生物を完全に除去・不活
化することは困難とされており、依然として病原性微生物が水環境中から検出されている。さら
に、近年では薬剤耐性菌（ARB）の水環境中における検出・感染事例も報告されており、ARB の
水環境圏への汚染拡大について、世界的にも関心が高まっている。 
一方で、下水処理場における消毒は病原性微生物による健康リスクを最小にするための最終プ
ロセスである。我が国では塩素系薬剤による消毒を導入している処理場がほとんどであるが、近
年、残留塩素や副生成物による放流先生態系へ及ぼす悪影響等から、代替技術として UV やオゾ
ン消毒を導入している処理場もある。しかしながら、導入・維持管理コストが塩素系薬剤と比べ
て大きいことがネックとなり、両技術の導入事例は増加していない（塩素系消毒剤：約 1,900 施
設、UV：約 150 施設、オゾン：約 30 施設、H24 下水道統計より）。申請者らが着目したのがイ
ンパルス電圧印加（PEF）技術の消毒法としての応用である。電圧印加方法の 1 つであるインパ
ルス方式は、直流や交流と比較してエネルギー投入量を容易に制御できるという特徴がある。イ
ンパルス方式は、現状、殺菌・滅菌技術としては研究段階にある技術ではあるものの、他分野へ
の技術展開が大いに期待されている新しい技術である。 
 
２．研究の目的 
 
 上述の背景より、PEF 技術を応用した下水処理場の新たな消毒法の確立と導入を目指し、本研
究では、【１】ARB と ARGs の不活化効果、【２】下水二次処理水中のふん便指標細菌の不活化
効果と最適消毒条件、および【３】細菌の不活化機序を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
３．１ 細菌懸濁液の調製 
 パルス電界印加技術による消毒実験には、ARB のモデル微生物としてバンコマイシン耐性腸
球菌（VRE、Enterococcus faecium ATCC51559、vanA遺伝子保有株）を用いた。E. faecium 株を 128 
µg/mL のバンコマイシンを添加した Todd Hewitt 液体培地（Difco）に植菌し、37±1.0 °C で 12～
14 時間の振とう培養（120 rpm）を行った。5.0 mL の細菌培養液を遠沈管に入れ、遠心分離（4,000×g，
5 分）して、上澄みを除去した。その後、10 mL の滅菌済 Milli-Q 水を添加してボルテックスに
て細菌ペレットを洗浄した。この洗浄作業を 2 回行った後，40 mL の滅菌済 Milli-Q 水に細菌ペ
レットを再懸濁した。この試料の吸光度（OD600）を測定し、最終的に約 5.0×105 CFU/mL とな
るように調製したものを薬剤耐性菌懸濁模擬排水として使用した。この模擬排水は、初期水温の
変動を抑えるために、消毒実験に用いるまで 25±1.0 °C で保存した。 
 
３．２ PEF 消毒実験 
 PEF 消毒実験直前に、25±1.0 °C で保存していた模擬排水の水温をデジタル水温計（WT-300、
AS ONE）で測定した。消毒実験用リアクタに 22 mL の模擬排水を添加し、PEF 発生装置に接続
した。PEF 消毒実験は、固定パラメータとして、パルス幅（半値全幅）を 6.9 µs、ならびに変動
パラメータとして、周波数（100、200、400 Hz）、初期電圧値（0、2、6、10 kV）、および印加時
間（0～15 分）を変えて実施した。印加後、直ちに模擬排水の水温をデジタル水温系で測定した。
その後、細菌数の計数および ARGs の定量に供した。 
 
３．３ 細菌数の計数および対数削減率（LRV）の算出 
 PEF 消毒処理前後における模擬排水中の VRE 細菌数の計数は、平板塗抹法に従い、クロモカ
ルト腸球菌寒天培地を用いて行った。細菌濃度が高いと予測される試料は、滅菌済みリン酸緩衝
生理食塩水で希釈し、希釈試料を寒天培地に塗布した。試料を塗布した寒天培地は、37±1.0 °C
で一晩培養し、培地上の赤色のコロニーを VRE として計数した。VRE の LRV は、模擬排水の
処理前の細菌数（CVRE0）と処理後の細菌数（CVRE）から、以下の式で算出した。 
LRVVRE = log (CVRE0/CVRE) 
 
３．４ 薬剤耐性遺伝子の定量および対数削減率の算出 
 細菌懸濁液からの DNA 抽出は、DNeasy PowerWater Kit を用いて付属の取扱説明書に従って実
施した。DNA 抽出液は、遺伝子の定量実験に使用するまで-20 °C で保存した。リアルタイム定
量 PCR による vanA 遺伝子の定量は、THUNDERBIRD® Probe qPCR Mix（TOYOBO）を用いて、
付属のプロトコルに従って、一部改変して実施した。PCR 反応液は、5.0 µL の THUNDERBIRD 
Probe qPCR Mix、各 0.3 µL の vanAfw（5’-TCAGGCTGCAGTACGGAATCT-3’）および vanArv（5’-
GTCCTCGCTCCTCTGCTGAA-3’）プライマー（それぞれ終濃度：0.3 µM）、1.0 µL のプローブ



（vanApr、終濃度：0.25 µM、5’-FAM- AAAACGCAGTTATAACCGTTCCCGCAGA-TAMRA-3’;）、
および 2.0 µL のテンプレート DNA に水を加え 10 µL とした。定量 PCR は PikoReal を用いて、
反応条件として、95 °C で 60 秒の初期熱変性処理後、95 °C で 15 秒および 60 °C で 45 秒のサイ
クルを 45 回繰り返した。すべての反応液は、4 連で実施した。 
 vanA の LRV は、VRE の細菌数と同様に模擬排水の処理前の細菌数（CvanA0）と処理後の細菌
数（CvanA）から、以下の式で算出した。 
LRVvanA = log (N CvanA0/N CvanA) 
 
３．５ 水温上昇による VRE の不活化効果の検証 
 PEF によって、処理対象の水試料の水温は上昇する。水温上昇のみによる VRE の不活化効果
を明らかにするために、作成した模擬排水をブロックヒーター上で定温放置して、VRE の細菌
数の変動を分析した。はじめに、21,775 μL の滅菌済 Milli-Q 水の入った 50-mL 遠沈管を各温度
に設定したブロックヒーターに設置し、設定温度で安定するまでインキュベートした。設定温度
付近で水温が安定した後、225 μL の細菌懸濁液（約 5.0×107 CFU/mL）を添加し、ボルテックス
にてよく混合して、直ちにブロックヒーター上に戻した。なお、模擬排水の VRE の終濃度は、
約 5.0×105 CFU/mL とした。所定時間インキュベートした遠沈間は、氷上に移動させ、直ちに VRE
の細菌数を分析した。ブロックヒーターの設定温度は、25.0、40.0、50.0、55.0、および 60.0 °C
とした。処理時間は、1、3、および 5 分とした。PEF 消毒実験と同様の方法で処理前後における
VRE の細菌数を計数し、LRV を算出して、その効果を評価した。 
 
４．研究成果 
 
４．１ PEF 印加による VRE および vanA遺伝子の削減効果 
 図 1に各処理条件における PEF 印加消毒による VRE 細菌数および vanAの削減率（LRVVRE、
LRVvanA）を示す。初期電圧値 2 kV を除いて、6 kV および 10 kV の各消毒条件では、処理時間の
経過とともに LRVVRE は上昇したことから、PEF 印加は ARB を不活化可能であることが明らか
となった（図 1(a), (b), (c)）。特筆すべきは、周波数 200 Hz、初期電圧値 10 kV、および処理時間
8 分と周波数 400 Hz、初期電圧値 10 kV、および処理時間 4 分の条件において、VRE を検出下限
値以下（10 CFU/mL）まで削減することができたことである。 
 vanA 遺伝子の不活化についてみてみると、VRE の細菌数と同様に 6 kV および 10 kV におい

て vanA遺伝子コピー数が減少したことから、PEF
印加消毒は、細菌細胞だけでなく、ARGs の不活
化にも効果を示すことが強く示唆された（図 1(d), 
(e), (f)）。なお、最大 LRVvanAは、周波数 200 Hz、
初期電圧値 10 kV、および印加時間 8 分の消毒条
件における 4.4±0.7 であった。 
 
４．２ 水温上昇による VRE の不活化効果 
 水温上昇のみによる VRE の不活化効果を検証
した結果（図 2）、水温 25.4～54.4 °C で 1～5 分間
暴露した場合、VRE 細菌数は全く減少しなかっ
た。一方で、水温 59.8 °C の条件では、暴露時間
の増加に伴って、模擬排水中の VRE 濃度は減少
した。水温 59.8 °C および処理時間 5 分において
最大削減率（3.70）を示した。しかしながら、PEF
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図2 水温上昇によるVREの不活化効果 



印加による水温上昇において、水温が 60 °C 付近まで上昇して維持される時間はせいぜい 1 分以
下であることが推察されるため、水温上昇による VRE の不活化効果は極めて限定的であり、や
はり PEF 印加による細菌細胞に及ぼす物理的な作用が不活化に大きく寄与していることが明ら
かとなった。 
 
４．３ VRE および vanA遺伝子の不活化効果と電気的パラメータとの関連性 
 VRE 細菌数および vanAコピー数の削減率と各電気的パラメータの関連性を解析した（表 1）。
VRE および vanAの重回帰式の決定係数（R2値）は、それぞれ 0.60 および 0.36 であった。初期
電圧値および印加時間は有意な負の回帰係数を示したことから（p < 0.05）、VRE および vanAの
削減率には、これらの電気的パラメータが寄与していることが示唆された。一方で、PEF 印加消
毒において、ある程度以上の電圧を印加しなければ、周波数や印加時間を増加させても VRE の
消毒あるいは vanAの不活化はできなかった。したがって、消毒および不活化に最も重要な電気
的パラメータは電圧であり、今回検討した範囲では、6 kV 以上の初期電圧値が要求されること
が明らかとなった。これに対して、周波数は、各削減率に有意に関連性を示さなかった（p > 0.05）。
しかしながら、初期電圧値 6 kV および 10 kV において、周波数を増加させることによって、よ
り短い時間で高い LRV 値を達成できることが示された。この傾向は特に初期電圧値 10 kV の印
加条件において顕著にみられた。100 Hz では LRVVRE が 4 以上を示すまでに 15 分を要したが、
400 Hz では同程度の削減率を示すのにわずか 3 分程度であった。したがって、周波数を大きく
することで処理時間が短縮されると考えられ、周波数は、処理時間に影響するパラメータである
ことが示唆された。すなわち、不活化に適切な初期電圧値の下で周波数を増加させることで、処
理時間の短縮を図ることができるため、下水処理場の消毒槽の設置面積をより小規模にできる
ことにつながる。PEF 印加消毒の下水処理場への実装ためには、周波数も考慮すべきパラメータ
である。 

 

Coefficient (βVRE) t-statistic P-value Coefficient (βvanA ) t-statistic P-value

Intercept 1.28×106 9.61 4.63×10-12 1.67×1010 5.09 8.39×10-6

Initial Voltage -1.28×104 -6.19 2.33×10-7 -9.25×108 -3.16 2.95×10-3

Frequency -4.76×102 -1.38 0.18 4.60×106 0.54 0.59

Duration time -5.68×104 -5.36 3.49×10-6 -9.17×108 -3.51 1.09×10-3

VRE counts Copy numbers of vanA gene
表1　各処理パラメータとVRE細菌数およびvanA遺伝子コピー数との関連性
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