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研究成果の概要（和文）：薬剤耐性菌（ARB）や耐性遺伝子（ARGs）の発生源から下水処理場を経て水環境へ放
出された後までの一連の定量的挙動解明に取り組むことを目標に掲げ、下水処理場に流入してくるARBやARGsの
発生源の解明、下水処理場から流出するARBやARGsの放流先河川での挙動の解明に資する基盤データの蓄積を目
的とした。
病院排水、下水処理場、河川水を対象としたARBおよびARGsの存在実態を調査し、下水処理場に流入するARBに病
院排水が及ぼす影響や、河川水中のARBに下水処理場放流水が及ぼす影響は必ずしも大きくないことが示唆され
た。したがって、ARGsの水平伝播や調査対象を広げたさらなる解析が必要である。

研究成果の概要（英文）：The goal of this research is to quantitatively elucidate the behavior of 
antibiotic-resistant bacteria (ARB) and resistance genes (ARGs) from their source to their release 
into the water environment via wastewater treatment plants (WWTPs). The objective was to accumulate 
basic data that would contribute to the elucidation of the source of ARB and ARGs entering WWTPs and
 the behavior of ARB and ARGs discharged from WWTPs in the water environment.
We investigated the existence of ARB and ARGs in hospital wastewater, WWTPs, and river water, and 
suggested that the effect of hospital wastewater on ARB entering WWTPs and the influence of WWTPs 
effluent on ARB in river water were not significant. Therefore, further analysis is needed to 
investigate the effect of horizontal gene transfer of ARGs on the occurrence of ARB and to broaden 
the study area such as livestock wastewater and fish farm wastewater.

研究分野： 環境衛生学

キーワード： 薬剤耐性菌　薬剤耐性遺伝子　ソーストラッキング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究成果の学術的意義は、これまで明らかになっていなかった下水処理場へ流入してくるARBの発生源と下水処
理場から放流されたARBの水環境中挙動を明らかにした病院排水は必ずしも下水処理場におけるARBの主要な発生
源とはなっておらず、下水処理場から流出したARBが必ずしも水環境中で優占的に存在していないことを明らか
にした点にあると考えている。また、社会的意義としては、都市水環境を対象としたARBやARGsの発生源対策な
らびにARBやARGsによる公衆衛生上の問題解決に資する基礎的データとなる成果が得られたものと考えている。
これを実際の問題解決に繋げるためには、さらなる調査の継続が必要である。

※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 
 近年、薬剤耐性菌（ARB）の環境中への広範な拡散が世界中で問題となっている。特に河川や
湖沼等の水環境は、水道水源や農業・水産用水のほか、レクリエーションなどの用途にも利用さ
れており、人間生活との関わりが深いことから、水環境のARB汚染は人の健康に直接・間接的な
被害をもたらす。イギリスのJim O’Neillらは、薬剤耐性に関するレビューの中で、現状、年間70
万人程度と見積もられているARBに起因する世界の死者数が、2050年には1,000万人を超えると
のショッキングな報告をしている1)。これは、現在のがんによる世界の死者数を上回るものであ
り、ARBへの対策は、少なくとも今世紀半ばまでの人間社会における喫緊の課題の1つであると
いえる。 
 ARBの蔓延をもたらした主要な原因は、人の医療・介護分野の他、家畜の飼育、水産養殖の現
場における抗菌剤の過剰使用や不適切使用によるものであるとされており、WHOによるヒト、
動物などの垣根を超えたワンヘルス・アプローチへの取り組み推進など、世界規模での抗菌剤の
適正使用に向けた動きが進められる2）とともに、世界中でARBやARGsによる水環境汚染に関す
る調査研究が行われている。これらの研究報告では、我々の都市生活を衛るインフラの1つであ
る下水処理場が水環境への主要なARB排出源といわれており3）、実際、多くの処理場で行われ
ている塩素系薬剤による消毒後でも、ARBおよびその耐性遺伝子（ARGs）が残存、処理水とと
もに環境中へ放出されていることが報告されている4）。一方、下水処理場におけるARBの消長
をモニタリングした研究では、ARBが既に流入水中に無視できない割合で存在していることも
明らかとなっている5, 6）。また、実際に下水処理場から流出するARBやARGsの環境中での挙動
については、ほとんど明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 上述の背景を踏まえ、本研究では、「下水処理場に流入してくるARBやARGsはどこからやっ
てくるのか？」および「下水処理場から流出するARBやARGsは水環境中で主要なARBやARGsと
なっているのか？」の2つを学術的「問い」として設定した。ARBやARGsの発生源から下水処理
場を経て水環境へ放出された後までの一連の定量的挙動解明に取り組むことを目標に掲げ、下
水処理場に流入してくるARBやARGsの発生源の解明、下水処理場から流出するARBやARGsの
放流先河川での挙動の解明を通して、都市水環境を対象としたARBやARGsの発生源対策ならび
にARBやARGsによる公衆衛生上の問題解決に資する基盤データの蓄積を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）病院排水中の ARB および ARGs の存在実態調査 
 2020 年 9 月から 2021 年 9 月まで、関東地方にある病院からの排水を毎月採水し、調査を行っ
た。従属栄養細菌の計数は、R2A 寒天培地を用いた平板塗抹法によって行った。細菌数を計数後、
各地点の河川水試料から 100 株ずつコロニーをランダムに釣菌し、Nutrient 寒天培地を用いて、35 
± 1.0℃で一晩培養したものを従属栄養細菌株として単離・回収した。各細菌株の薬剤感受性試験
は、17 種類の抗菌薬（-ラクタム（ペニシリン系）：アンピシリン（ABPC）、アモキシシリン（AMPC）、
-ラクタム（第一世代セファロスポリン系）：セファロチン（CET）、-ラクタム（第二世代セファ
ロスポリン系）：セフロキシム（CXM）、-ラクタム（第三世代セファロスポリン系）：セフタジジ
ム（CAZ）、セフォタキシム（CTX）、-ラクタム（カルバペネム系）：メロぺネム（MEPM）、アミ
ノグリコシド系：アミカシン（AMK）、ゲンタマイシン（GM）、カナマイシン（KM）、テトラサイ
クリン系：テトラサイクリン（TC）、クロラムフェニコール系：クロラムフェニコール（CP）、マ
クロライド系：アジスロマイシン（AZM）、エリスロマイシン（EM）、グリコペプチド系：バンコ
マイシン（VCM）、キノロン系：ナリジクス酸（NA）、ニューキノロン系：シプロフロキサシン（CPFX））
を対象として、CLSI のガイドラインに準拠したディスク拡散法によって実施した。また、各細菌
株は 16S rRNA 遺伝子シーケンス解析結果に基づいて、属レベルの同定を行った。さらに、国内の
病院で多くの検出例がある blaIMP-1 遺伝子を標的とした PCR によって、同遺伝子の有無を確
認した。 
 
（２）下水処理場中の ARB および ARGs の存在実態調査 
 2022 年 6 月 15 日に、神奈川県下の 2 ヶ所の下水処理場（A 下水処理場、B 下水処理場）の流
入水、放流水を対象に調査を行った。（１）と同様にして従属栄養細数の測定を行うとともに、
各試料から約 100 株ずつランダムに釣菌、単離・回収し、各細菌株の 17 種類の抗菌薬に対する
薬剤感受性試験、16S rRNA 遺伝子に基づく属レベルの同定を行った。また、薬剤感受性試験に
おいて-ラクタム系抗菌薬に耐性を示した細菌株について、-ラクタマーゼ遺伝子の有無とその主
要な 6 種類のサブタイプ（Amber Class A に分類される blaKPC、blaGES、Amber Class B に分類され
る blaIMP、blaVIM、blaNDM、Amber Class D に分類される blaOXA-48-like）を PCR 法によって確認した。 



 
（３）河川水中の ARB および ARGs の存在実態調査 
 相模川 6 地点（相模川上流から①富士見橋、②大月橋、③境川橋、④昭和橋、⑤神川橋、⑥馬入
橋）を対象に、2020 年 10 月 28 日（第 1 回：秋季）、2021 年 9 月 30 日（第 2 回：夏季）、2021 年
11 月 8 日（第 3 回：秋季）、2022 年 1 月 25 日（第 4 回：冬季）、2022 年 5 月 25 日（第 5 回：春
季）、2022 年 8 月 29 日（第 6 回：夏季）の計 6 回、河川水試料を採取した。このうち、第 1 回
と第 2 回の採水試料について調査を行った。（１）と同様にして従属栄養細数の測定を行うとと
もに、各試料から約 100 株ずつランダムに釣菌、単離・回収し、各細菌株の 17 種類の抗菌薬に
対する薬剤感受性試験、16S rRNA 遺伝子に基づく属レベルの同定を行った。また、薬剤感受性
試験において-ラクタム系抗菌薬に耐性を示した細菌株について、（２）と同様にして-ラク
タマーゼ遺伝子の有無とその主要な 6 種類のサブタイプ（blaKPC、blaGES、blaIMP、blaVIM、blaNDM、
blaOXA-48-like）を PCR 法によって確認した。 
 
 
４．研究成果 
（１）病院排水中の ARB および ARGs の存在実態調査 
 12 ヶ月の調査期間中、若干の変動はあったものの、全ての月で 107 CFU/mL オーダーの従属栄
養細菌が安定して検出された。16S rRNA 遺伝子解析による分離株の菌種同定の結果、いずれの
月でも Aeromonas 属が優占しており、分離株の 80％以上を占めていた。これに次いでいずれの
月でも Klebsiella 属が多い結果となったが、その割合は 5-10%程度であった。 
 ディスク拡散法による薬剤感受性試験の結果、-ラクタム（ペニシリン系）抗菌薬である ABPC
と AMPC、グリコペプチド系抗菌薬の VCM は、ほとんどの月で耐性率が 100%となった。また、
-ラクタム（第一世代セファロスポリン系）の CET は全ての月で 80％以上が耐性を示し、-ラ
クタム（第二世代セファロスポリン系）抗菌薬の CXM、マクロライド系抗菌薬の EM、アミノグ
リコシド系抗菌薬の KM は、多くの月で 40%以上が耐性を示した。特に EM は 2020 年 10 月以
降耐性率が上がり、2020 年 11 月からは 60-70%の耐性率となった。キノロン系抗菌薬の NA は
始めの 3 か月は 10％前後の耐性率であったが、2020 年 12 月以降耐性率が上り、2021 年 1 月か
らはほとんど 80%以上の高い耐性率となった。一方、マクロライド系抗菌薬の AZM、クロラム
フェニコール系抗菌薬の CP はともに 20％以下の耐性率、-ラクタム系抗菌薬の CAX、CTX（と
もに第三世代セファロスポリン系）、MEPM（カルバペネム系）とテトラサイクリン系抗菌薬の
TC、ニューキノロン系抗菌薬の CPFX は、ほとんどの月で耐性率は 10%程度であった。また、
アミノグリコシド系抗菌薬の AMK 及び GM は、ほとんどの月で耐性を示す細菌株が現れなか
った。 
 12 ヶ月間にわたるサンプリングで得られた 1,130 株の分離株のうち、Aeromonas 属と Klebsiella
属の 2 株が blaIMP-1 を保持していた。これらの 2 株は、いずれも本研究で評価した-ラクタム系
抗菌薬に耐性を示した。また、どちらの菌株も、9-10 種の抗菌薬に耐性を有する多剤耐性菌であ
った。 
 
（２）下水処理場中の ARB および ARGs の存在実態調査 
 従属栄養細菌数は、A 下水処理場の流入水で 1.1 × 106 CFU/mL、放流水で 1.5 × 103 CFU/mL、
B 下水処理場の流入水で 9.9 × 104 CFU/mL、放流水は 6.5 × 102 CFU/mL であった。また、流入水
は A 下水処理場では Acinetobacter 属が 39%、B 下水処理場では Cloacibacterium 属が 26%、
Acinetobacter 属が 25%で優占していたのに対し、放流水は A 下水処理場、B 下水処理場ともに
Bacillus 属で占められており、A 下水処理場では 69％、B 下水処理場では 80%が Bacillus 属細菌
であった（図 1）。図 2 に両下水処理場の流入水および放流水から単離された細菌株の薬剤感受
性試験結果を示す。A 下水処理場の流入水では、CET（45/64：70%）、ABPC（24/64：38%）、EM
（24/64：38%）、AZM（22/64：34%）、NA（21/64：33%）に耐性を示す株が多い一方、放流水で
は CXM（18/66：27%）、CAZ（14/66：21%）、ABPC（13/66：20%）に耐性を示す株が多かった。
全ての抗菌薬で感性となった菌株が、流入水では 64 株中 3 株であったのに対して、放流水では
66 株中 44 株となり、多くの ARB が下水処理を経て削減されることが示された。なお、-ラク
タマーゼ遺伝子は、blaKPCが流入水と放流水で 1 株ずつから検出されたのみであった。B 下水処
理場の流入水では、CET（29/43：85%）、NA（18/43：53%）、EM（16/43：47%）、ABPC（14/43：
41%）に耐性を示す株が多く、放流水では ABP、CXM（ともに 13/18：72%）、CAZ、CTX（とも
に 12/18：67%）、CET（11/18：61%）に耐性を示す株が多い結果となった。なお、B 下水処理場
の放流水については、現在も試験が進行中であり、暫定的な結果である。 
 放流水からランダムに単離された細菌株の多くが Bacillus 属であったことから、塩素消毒に耐
性の高い菌種の ARB が生残、放流されているものと推測された。 
 
（３）河川水中の ARB および ARGs の存在実態調査 
 相模川 6 地点、2 回のサンプルから検出された従属栄養細菌数は 1.9 × 10³ - 8.3 × 10³ CFU/mL で
あり、下流に向かうにつれ細菌数は増加した。一方、薬剤耐性菌の割合は 16.0 - 34.8%となり、下
流に向かうにつれて割合は低下した。両者の傾向の違いは、支流の合流や周辺地域からの下水処



理水の流入の影響によるものと考えられた。16S rRNA 遺伝子シーケンス解析の結果、いずれの地
点においても Acinetobacter spp. と Aeromonas spp. が優占していたが、全地点、2 回の合計では 66
菌種が検出され、比較的多様性に富む細菌相であった（図 3）。薬剤感受性試験の結果、単離した
細菌株のうち 90％以上が、1 つ以上の薬剤に対して耐性を示した。どの地点においても-ラクタム
系抗菌薬である ABPC、AMPC（ともにペニシリン系）、CET（第一世代セファロスポリン系）に耐
性を示した細菌株が多く検出された（図 4）。評価した細菌株 661 株のうち、533 株が -ラクタム
系抗菌薬に耐性を示したが、そのうち最も多く検出された-ラクタマーゼ遺伝子のサブタイプは、
blaKPC（54 株：10.1%）であり、国内の臨床現場において高頻度で検出され、問題となっている
blaIMPは検出されなかった。 

 
 
 

 
 

図 1 下水処理場流入水および放流水からの単離株の属レベル同定結果 

図 2 下水処理場流入水および放流水からの単離株の薬剤感受性試験結果 



（４）ARB および ARGs の発生源と環境中
挙動の推定 
 本研究では、病院排水、下水処理場、河
川水を対象とした ARB および ARGs の存
在実態を調査し、下水処理場に流入する
ARB および ARGs の発生源、下水処理場か
ら放流される ARB および ARGs の環境中
挙動の推定を試みた。得られた結果から
は、下水処理場に流入する ARB に病院排
水が及ぼす影響は大きくないことが示唆
された。また、河川水中の ARB に下水処
理場放流水が及ぼす影響も必ずしも大き
くないことが示唆された。したがって、調
査対象を畜産排水や水産養殖排水など、本
研究で調査しきれなかった場へと広げた
さらなる解析が必要であると考えられる。
ただし、ARB は ARGs の水平伝播等によって拡散することが知られており、本研究では ARGs
の水平伝播までは評価しきれなかったことから、今後それぞれの環境中で優占的に存在する細
菌群間での ARGs の水平伝播の可能性についても評価が必要であるといえる。 
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図 3 河川水からの単離株の属レベル同定結果 

図 4 河川水からの単離株の薬剤感受性試験結果 
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