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研究成果の概要（和文）：ベトナム及び日本の水環境を対象として、ハイスループット定量PCRを用いて薬剤耐
性遺伝子の一斉スクリーニングを実施した。未処理汚水による水環境の汚染が顕著なベトナムでは、これらの遺
伝子の相対濃度が日本の水環境よりも高く、水利用を通した薬剤耐性遺伝子の循環が生じるリスクが高いことが
推測された。また、日本の都市河川でも、塩素消毒をした下水処理水の放流により、薬剤耐性遺伝子の濃度や組
成は影響を受けていた。水環境中の薬剤耐性細菌のDNAをEdU(5-ethynyl-2-deoxyuridine)で標識する手法開発を
試みたが、蛍光強度の感度改善を実現することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：Simultaneous screening of antimicrobial resistance genes (ARGs) in aquatic 
environments in Vietnam and Japan was conducted using high-throughput quantitative PCR. The relative
 concentrations of ARGs in aquatic environment in Vietnam, where the release of untreated sewage 
significantly contaminates aquatic environment, were higher than those in Japan. It suggests that a 
higher risk of circulation of ARGs via water use in Vietnam. In urban rivers in Japan, the 
concentration and composition of ARGs were affected by the discharge of chlorinated effluents from 
wastewater treatment plants. We attempted to develop a method to label DNA of 
antimicrobial-resistant bacteria in aquatic environment with EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridine). 
However, we could not improve the sensitivity of fluorescence intensity.

研究分野： 環境工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗菌薬が効かない薬剤耐性細菌の問題は、社会の大きな健康リスクとなっている。社会における薬剤耐性細菌の
動態については不明な点が多い。大半の下水が未処理のまま水環境に放出されているベトナムでは、水環境中の
薬剤耐性遺伝子の相対濃度が、日本の水環境と比較しても高い傾向が確認された。また、日本の都市河川におい
ても、下水処理水が放流された後の下流では薬剤耐性遺伝子の濃度や組成の変化が見られた。これらの結果は、
薬剤耐性遺伝子の環境中の動態に、水の利用や処理の状況が影響を及ぼしていることを示唆している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
抗生物質が効かない病原微生物の出現は、世界的にも喫緊の課題であり、2050 年には薬剤耐

性細菌による死亡者が年間 1000 万人に達し、がんによる死亡者数を上回るという驚愕の予測が
なされている（O'Neill, 2014）。しかし、都市の水利用における薬剤耐性細菌のリスクの研究は
断片的な報告にとどまっており、定まった見解は未だない。薬剤耐性遺伝子やプラスミドなどの
薬剤耐性因子を保有する薬剤耐性細菌の中で、例えば、塩素耐性が高く、再増殖する能力に優れ
た種類は、浄水処理や下水処理の塩素消毒後にも生残し、都市の水循環系で優占する可能性が高
い。多くの都市では、下水処理水を含む河川水を水道原水として再利用しており、「ヒト→下水
→表流水→水道水→ヒト」という人工的な水循環が存在している。このような都市水循環のフレ
ームの中で薬剤耐性因子の動態を評価した研究例は少なく、現行の水質管理においても考慮さ
れていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
多くの都市では、上流の都市由来の下水処理水を含む河川水を水道原水として利用しており、

下水処理水の非意図的な間接的再利用による人工的な水循環が存在する。こうした都市の水循
環では、浄水処理や下水処理を介して特定の薬剤耐性因子が選択・集積されている可能性がある。
そこで本研究では、抗生物質の使用状況や下水処理水の二次処理率が大きく異なる日本とベト
ナムの水環境を対象とし、薬剤耐性因子を網羅的に探索すると共に、それらの都市水循環系にお
ける動態に関する知見を得ることを目的とする。また、環境中で増殖能力の高い薬剤耐性細菌を
培養法によらずにスクリーニングするために、増殖した細菌をチミジンアナログで標識する手
法の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)都市水循環における薬剤耐性因子の動態調査 
下水処理水の影響の異なる関東地方の都市河川（水道水源を含む）、下水処理場から試料を採

取した。また、ベトナムについては、ハノイ近郊の河川、湖沼、都市排水路、下水処理場から試
料を採取した。下水処理プロセスで塩素消毒を行っている場合は、流入水と共に、塩素消毒後の
放流水も採取した。一般水質項目や糞便汚染指標の測定に加えて、試料から DNA を抽出し、異な
る薬剤耐性因子を定量 PCR で分析した。また、複数の薬剤耐性因子を網羅的に解析するために、
ハイスループット定量 PCR を用いて、薬剤耐性因子の一斉スクリーニングも実施した。 
 
(2)チミジンアナログと Click 反応による薬剤耐性細菌の標識と検出の検討 
増殖能の高い薬剤耐性細菌を単離培養によらずに網羅的に捉えるために、チミジンアナログ

である EdU（5-ethynyl-2-deoxyuridine）を用いた検出手法を検討した。EdU は、従来のチミジ
ンアナログと比較して、抗原抗体反応を介さないこと、標識に DNA の変性が不要であるなどの利
点がある。水試料に EdU と抗生物質を添加し、細菌を培地無添加の状況で培養した。増殖時に合
成された DNA に取り込まれた EdU を Click 反応で蛍光標識し、単一細胞レベルで検出・分取す
ることを試みた。モデル細菌として日本の都市河川から単離したセフォタキシム耐性大腸菌を
用い、条件検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）日本とベトナムの下水の比較 
日本の関東地方及びベトナム国ハノイで採取した下水を対象として、384 種類の薬剤耐性因子

の存在状況をハイスループット定量 PCR で評価した。日本の下水からは 191 種類、ベトナムの下
水からは 195 種類の薬剤耐性因子が検出された。このうち、両者で共通していたのは 156 種類で
あった。共通して検出された 156 種類の薬剤耐性因子の 16S rRNA 遺伝子に対する相対濃度を比
較したところ、ベトナムの下水中の相対濃度の方が日本の下水中の相対濃度よりも高い薬剤耐
性因子は 109 種類、逆に日本の方がベトナムよりも相対濃度が高い薬剤耐性因子は 47 種類あっ
た。前者の中には、コリスチン耐性遺伝子 mcr-1 のように臨床的にも重要な遺伝子が含まれてい
た。ベトナムの下水中の相対濃度が高い薬剤耐性因子が多かった要因としては、ベトナムにおけ
る抗菌薬の過剰使用など社会的な条件が影響していると推察された。 
 

（２）日本の水環境 
関東地方の 27 の河川を対象として、合計 70 種類の薬剤耐性因子のスクリーニングをハイス

ループット定量 PCR によって行った。下水処理水を含まない河川よりも、下水処理水を受け入れ
る河川の方が検出遺伝子数は多く、下水処理水が河川水中の薬剤耐性因子の存在状況に影響を
与えていることが明らかになった。また、各遺伝子の検出頻度を見ると、可動遺伝因子であるク
ラス 1 インテグロンが最も多く検出されており、都市河川に普遍的に分布していることが示唆



された。16S rRNA 遺伝子に対する薬剤耐
性因子の相対濃度の合計値は、環境類型と
は明確な関連は見出だせなかった。しか
し、図 1に示すように、同一河川の上流か
ら下流にかけての変化を解析すると、下水
処理水の流入によって薬剤耐性因子の濃
度が上昇することは確認された。このよう
に、都市の水利用や水処理によって、水環
境中の薬剤耐性因子の動態は大きな影響
を受けていることが推察された。 
 

（３）ベトナムの水環境 
ベトナムの下水中濃度の方が日本の下

水中濃度よりも高いことが示唆された
mcr-1 遺伝子に標的を絞り、ハノイ市内の
水環境における mcr-1 遺伝子の濃度を定
量 PCR で調査した。mcr-1 は多くの水環境
から検出されたが、都市下水中の濃度が最
も高い傾向が認められた。また、mcr-1 の
濃度とヒト糞便指標である crAssphage 濃
度との相関をとると、両者には有意な正の
相関が認められた。このことは、水環境中
の mcr-1 の起源が未処理下水であること
を強く示唆している。ベトナム全土では、
下水の約 90％が未処理のまま放出されて
いる。未処理下水により有機物や栄養塩な
どの汚濁だけではなく、mcr-1 のように臨
床上も重要な薬剤耐性因子も拡散してい
ることが示された。また、ハノイでは、水
道水源として地下水に依存している割合
が高いが、浅井戸からも mcr-1 は検出され
ている。腐敗槽などからの漏洩が、薬剤耐
性因子による地下水汚染も引き起こして
いることが推察された。 
ベトナム北部の水環境から採水した試

料を対象として、ハイスループット定量
PCRにより144種類の薬剤耐性因子のスク
リーニングを実施した。都市近郊の河川では、上流から下流にかけてこれらの遺伝子の相対濃度
が著しく増加し、下流では都市下水の相対濃度と同程度に達していた。また、95%以上の試料か
ら共通して検出された遺伝子には、クラス 1 インテグロンやサルファ剤耐性遺伝子などが含ま
れていた。ハイスループット定量 PCR による各遺伝子の相対濃度を用いて、試料のクラスター解
析を実施したところ、①下水・都市排水路、②河川上流、③人為的汚染の影響を受けた河川下流
の 3 種類にクラスターが分類され、薬剤耐性因子の検出パターンにより水環境汚染の類型化が
できることが示唆された。 
 
（４）チミジンアナログと Click 反応による薬剤耐性細菌の標識と検出の検討 
 培養法に依存せずに薬剤耐性細菌を検出する方法として、抗生物質存在下で増殖能を有する
細菌の DNA を EdU で標識する実験を行った。下水処理水が流入する都市河川から単離したセフ
ォタキシム耐性大腸菌を用いて、河川水マトリックス中での予備的な検討を行ったが、フローサ
イトメトリーで検出する際のノイズシグナルが予想以上に大きく、有意な標識を得ることはで
きなかった。EdU 濃度、前培養時間、EdU 添加後の標識時間などの条件を変更して、EdU 陽性細
胞の蛍光強度の上昇を目指したが、改善には至らなかった。 
 
 
＜引用文献＞ 
O'Neill, J. Antimicrobial resistance: tackling a crisis for the health and wealth of 
nations/the Review on Antimicrobial Resistance, 2014. 

図 1 関東地方の都市河川における上流か
ら下流における薬剤耐性因子の相対濃度
の変化 

図 2 ベトナムの水環境におけるコリスチン
耐性遺伝子 mcr-1 濃度と crAssphage 濃度
との関係 
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