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研究成果の概要（和文）：湖沼や河川などに流出した抗生物質が、自然細菌群集に対して与える影響について、
実験的解析を実施した。その結果、用いた抗生物質（テトラサイクリン）の濃度が1 mg/Lを超えると、細菌群集
の多様性が有意に低下することが確認された。また、10 μg/L程度で感受性の高い細菌に影響が及ぶことも示唆
された。日本の自然水における抗生物質の濃度（最大100 ng/L程度）では、細菌自然群集に影響が及ぶことは考
えにくい。しかし、海外の下水処理場の排水口などでは、25 μg/Lの濃度も報告されており、このような水域で
は、影響が及ぶ可能性もある。

研究成果の概要（英文）：Experimental analyses were performed to elucidate the effects of 
contaminated antibiotics on natural bacterial communities in lake and river environments. Diversity 
of the bacterial community decreased under the concentration of tetracycline higher than 1 mg/L. 
This indicates that the sensitive bacterial groups likely be affected in the concentration of 10 μ
g/L of antibiotics. In Japan, it is not conceivable that natural bacterial community affected by the
 contaminated antibiotics, because the maximum concentration of antibiotics is about 100 ng/L. On 
the contrary, high concentrations up to 25 μg/L were reported in the discharge area of 
sewage-treatment plant, and this strongly suggests that the natural bacterial community is affected 
by the contaminated antibiotics. 

研究分野：生物地球化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境中に流出した抗生物質が、細菌の自然群集に対してどの程度の影響を与えるかについては、重要な問題とし
て指摘はされいるが、実際に研究が行われた例はほとんど無い。本研究は、実験的解析を通して、自然群集が影
響を受ける濃度を実験的に特定することができた。また、その群集組成の変化が、有機物の分解など細菌が果た
している物質循環にも影響を与えることが確認された。抗生物質などの医療薬品が自然環境に流出に関しては、
今後十分な対策を講じることが必要であるが、本研究は、その影響の評価に関して、重要な知見を与える。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 抗生物質は、ヒトに対する医療用に加えて、家畜や水産資源の傷病予防・治療および成長促進
など、広範な目的のために使用されている。その使用量は、世界全体で 146,699トン（2017年）
に達しており、現在も年々増加し続けている。ヒトに対して使用された抗生物質は、下水を経て
下水処理場へと送られるが、そこで全ては分解されず、一部は効力を有したままで排水とともに
河川や湖沼へと排出される。また、家畜に使用された場合は、肥料などに用いられる排泄物とと
もに環境中に流出する。これらの環境中に流出した抗生物質が、自然細菌群集へ与える影響に関
しては、薬剤耐性菌の発生について注目が集まっている。その一方で、自然に生息し、物質循環
を駆動している細菌群集への影響について、その重要性は指摘されてきているものの、研究はほ
とんど実施されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、下記の 3点を明らかにすることを目的とし、河川、湖沼から採取した微生物群集
を、抗生物質の濃度を変えた条件下で培養実験を実施した。 
（1）自然細菌群集に影響を与える抗生物質濃度の特定 
（2）抗生物質に対する細菌分類群の応答の違い 
（3）物質循環への影響 
 
３．研究の方法 
（1）水域における抗生物質濃度 
 利根川水系を中心に、人間活動の影響の大小を考慮し、埼玉県、茨城県および東京都の 10 地
点から河川水、湖沼水および地下水を採取した。採取した試水について、固相抽出用カートリッ
ジを用いて抗生物質を濃縮・抽出した後、液体クロマトグラフ質量分析計を用いて分析した。分
析は島津テクノリサーチに依頼し、アンピシリン、セフジニル、テトラサイクリン、オキシテト
ラサイクリンおよびエリスロマイシンの 5種類について定量を行った。 
（2）細菌培養実験 
上述した測定により抗生物質の存在が確認された、綾瀬川の「中の橋」（東京都葛飾区）およ
び霞ヶ浦「行方」（茨城県行方市）から、表面水を採取した。試水は 3.5L 容の滅菌済み培養器（そ
れぞれ 18 本）に分注した。両実験とも、テトラサイクリン濃度を 0（コントロール）、1、100 
ng/L、10 µg/L、1、10 mg/L の 6 濃度となるように添加した。各濃度ともに 3本の培養瓶を設定
し、暗所、20℃で培養し、実験開始直後（1日目）、3 日目および 10 日目に培養試料の一部を回
収した。 
 回収試料は、孔経 3.0 µm および 0.2 µm のメンブレンフィルターで連続的にろ過し、粒子付
着性（Particle-Attached、PA）細菌（≧ 3 µm）と、浮遊性（Free-Living、FL）細菌（0.2 ＜
＜ 3 µm）に分画した。各フィルターから DNA 抽出キットを用いて DNA を抽出し、16S sRNA 遺伝
子の V1-V2 領域を PCR 法により増幅した後、次世代シークエンサーMiSeq シリーズ（イルミナ）
により群集組成の解析を行った。   
 
４．研究成果 
（1）抗生物質濃度 
 河川水、湖沼水および地下水の 5測点について抗生物質濃度を測定した結果、アンピシリンは
中川の「中川橋」（1.4 ng/L）と綾瀬川の「中の橋」（1.1 ng/L）において、また、テトラサイク
リン（TC）は中川の「八条橋」（1.3 ng/L）、綾瀬川の「中の橋」（1.3 ng/L）および霞ヶ浦の「行
方」（1.1 ng/L）において検出された。尚、これらの値については、固相抽出における回収率は
未補正である。これらの結果から、自然細菌群集を用いた培養実験では、綾瀬川の「中の橋」（東
京都葛飾区）と霞ヶ浦の「行方」（茨城県行方市）
を対象とし、抗生物質としてテトラサイクリンを
用いることとした。 
（2）綾瀬川「中の橋」試料の培養実験 
①多様性への影響 
 自然細菌群集の多様性として評価した Shannon
指数は、FL および PA 細菌共に TC 濃度の増加に伴
い低下した。10 日目に得られた指数は、コントロ
ールから 10 µg/L の TC 濃度までは大きな変化は
認められなかったが、1および 10 mg/L の条件下
で有意に低下した（図 1）。高濃度下での Shannon
指数の低下は、細菌の種に相当する OTUs
（Operational Taxonomic Units）の数に加えて、
群集の均一性も低下したことを示している。 図 1 綾瀬川「中の橋」試料の培養 10 日

目における細菌群集の Shannon 指数 



②群集間の類似性 
 群集間の類似性を評価するため、主座標分析
を実施した（図 2）。この分析では、群集組成の
類似性がプロット間の距離として反映される。
培養期間を通して、FL と PL 細菌の位置は大き
く二分され、また培養が進むにつれて変化した。
TC 濃度との関係をみると、3日目において、1お
よび 10 mg/L の TC 濃度で得られたプロットは、
100 µg/L 以下のプロットから離れることが確認
された。これは Shannon 指数で示唆されたよう
に、1 mg/L において群集組成の変化が生じてい
ることを示している。10 日目では、TC 濃度の影
響は更に顕著となった。全体に、0-100 µg/L の
プロット群は、培養が経過するにつれて 1 日目
から離れる方向に変化しており、細菌群集が培
養期間の経過につれて遷移していることが確認
される。一方、高濃度の TC 条件下では、1日目
からの変化は大きくなく、細菌群集の遷移が抑
制されていたと考えられる。  
③分類群の変化 
 実験開始時においては、Pseudomonadota 門が
全体の 70%程度を占め、続いて Bacteroidota 門
が 16%であった。これら 2門は実験終了時まで、
FLおよびPAの両細菌において主要な分類群であ
った。他の門としては、Actinomycetota および
Armatimonadota 門が 5%程度を占めたが、
Armatimonadota門は3日目以降には数%以下に低
下し、変わって Nitrospirota 門が増加した。こ
のうち、Actinomycetota 門は FL 細菌での割合が
多く、Nitrospirota 門は PA 細菌での寄与が大き
かった。 
 培 養 10 日 目 に お け る 主 要 な 4 門
（ Pseudomonadota 、 Bacteroidota 、
Actinomycetota および Nitrospirota）の TC 濃度
との関係は、それぞれ特徴的であった（図 3）。 
Pseudomonadota 門の割合は、FL および PA 細菌共
に、コントロールから 10 µg/L までは 60-65%程
度であったが、1 mg/L から増加する傾向を示し、
10 mg/L の条件下では 70-80%と高い割合を占めた。Bacteroidota 門も同様に 1 mg/L から増加
し、10 mg/L においては、両門を合わせて 95%の高い寄与となった。逆に Actinomycetota および
Nitrospirota 門は、TC 濃度の増加につれて減少する傾向が顕著であった。FL 細菌における
Actinomycetota 門の割合は、コントロールの 18%から 10 mg/L の 5%まで低下した。一方、
Nitrospirota 門は PA 細菌において 1 mg/L より低濃度の条件下では、8%程度を占めていたが、
10 mg/L では 2%まで大きく低下した。また、10 mg/L の FL 細菌における同門の寄与は極めて低
くなった。このように、TC 濃度に対する応答は門レベルで異なり、Pseudomonadota と
Bacteroidota の両門の高い耐性が示唆される一方で、Actinomycetota と Nitrospirota 門の感
受性が高いことが確認された。 
④物質循環への影響 
 細菌群集の変化が物質循環に対して与える影
響を評価するため、高い微生物分解性を有するク
ロロフィル a濃度の変化を明らかにした（図 4）。
全ての条件下において、クロロフィル a濃度は、
培養の経過と共に微生物分解により低下した。10
日目に残存した割合は TC 濃度に依存して異なっ
ており、コントロールから 10 µg/L の TC 濃度で
は 26-37%であったのに対し、1および 10 mg/L の
条件下では、それぞれ 50 および 73%と高い値で
あった。この結果は、1 mg/L 以上の濃度ではク
ロロフィル a の分解が抑制されたことを示唆す
る。すなわち、TC による細菌群集の変化が、有機
物の分解過程に対して影響を与えることが確認
された。 
 

図 2 綾瀬川「中の橋」試料の細菌群集の
主座標分析 

図 4 綾瀬川「中の橋」試料の培養期
間を通したクロロフィル a濃度の変化 

図 3 綾瀬川「中の橋」試料の培養 10 日目
における Pseudomonadota、Bacteroidota、
Actinomycetota および Nitrospirota 門の
全 OTU に対する割合 



（3）霞ヶ浦「行方」試料の培養実験 
①多様性への影響 
 霞ヶ浦「行方」から得た試料の培養 10 日目
における Shannon 指数は、綾瀬川の試料と同様
に PA 細菌が FA 細菌より高い値を示した。しか
しながら、10 mg/L の TC 濃度において、PA 細
菌の低下は顕著であり、FA 細菌の値を下回っ
た。本研究の実験を通して PA 細菌の多様性が
FA 細菌より低くなったのは、この例のみであ
り、TC の影響が PA 細菌に大きな影響を与えた
ことが明らかとなった。 
②群集間の類似性 
 霞ヶ浦試料においても綾瀬川と同様に FA 細
菌と PA 細菌とは組成の違いが明確であった。
特に、培養 1日および 3日目は、両者のプロッ
トは大きく離れていた。綾瀬川に比較すると、
両細菌群ともに 1 日目から 3 日目へのプロッ
トの移動は小さく、群集組成の変化が少なかっ
たことが示唆される。また、3日目までは TC 濃
度の影響は明確では無く、細菌組成は全ての条
件下で、大きな変化を生じていなかった。一方、
10 日目には条件による差が大きくなり、10 
mg/L の試料は他の条件のプロットとは離れて
いた。特に、PA 細菌ではその距離は大きく、細
菌組成が大きく変化したことが確認された。ま
た、10 日目の高濃度の TC 条件下では、1日目、
3 日目のプロット群からの距離が離れて位置
していた。これは、綾瀬川において高濃度の TC
により細菌群集の遷移が抑制された結果とは
異なり、霞ヶ浦では 10 mg/L の濃度下におい
て、新たな群集組成が構築されたことを示唆し
ている。 
③分類群の変化 
 霞 ヶ浦から採取した細菌群集は、
Pseudomonadota 門が FL および PA 細菌ともに
全体の 40%程度を占めていた。FL 細菌では
Actinomycetota門がPseudomonadota門とほぼ
同程度の割合を占めたのに対し、PA での寄与
は 10% に 満たなかった。 PA 細 菌では
Cyanobacteridota 門が主要な分類群の一つで
あった。また、Bacteroidota 門は両細菌群で
15-20%の割合を占めた。綾瀬川で主要なグル
ープの一つであった Nitrospirota 門の割合は
非常に低く、全細菌 OTUs の 1%であった。 
 培養 10 日目において、Pseudomonadota 門が
FL および PA 細菌の主要なグループであった
（図 7）。FL 細菌では TC 濃度による変化は認
められなかったが、PA 細菌では 10 mg/L 濃度
下で増加が認められ約 80%を占めた。FL 細菌
では霞ヶ浦においても綾瀬川と同様に
Actinomycetota 門の寄与が比較的大きく、高
濃度の TC条件下でやや減少する傾向が認めら
れた。Bacteroidota 門はコントロールから 10 µg/L では FL 細菌における寄与は PA 細菌の半分
以下であったが、1 mg/L では FL 細菌での寄与が急増し、10 mg/L の条件下では全体の 40%近く
を占めた。また、PA 細菌では本門の寄与は全 TC 濃度を通して、大きい変化は認められなかった。 
④物質循環への影響 
 霞ヶ浦試料の培養期間中においても、綾瀬川で認められた様に、クロロフィル a濃度の低下が
確認された（図 8）。コントロール、1、100 ng/L、および 10 µg/L の条件下では濃度の減少は同
程度であったが、1および 10 mg/L では、クロロフィル a濃度の減少量が低下した。最終的に、
10 日目において 1および 10 mg/L において、それぞれ実験開始時の濃度の 44 および 58%と、他
の条件で得られた 31-35%より高い残存率を示した。 

図 7 霞ヶ浦「行方」試料の培養 10 日目にお
け る Pseudomonadota 、 Bacteroidota 、
Actinomycetota および Cyanobacteridota 門
の全 OTU に対する割合 

図 6 霞ヶ浦「行方」試料の細菌群集の主座
標分析 

図 5 霞ヶ浦「行方」試料の培養 10 日目にお
ける細菌群集の Shannon 指数 



（4）まとめ 
①河川の抗生物質濃度と細菌への影響 
 本研究を通して、自然細菌群集に明確な影響
を及ぼす TCの濃度は 1-10 mg/L 程度であること
が明らかとなった。細菌に対して抗生物質が影
響を発揮する濃度に関しては、病原菌を中心に
多くの情報が集まっている。一方、自然に生息す
る生物については、最大効果の 50%を示す時の濃
度（EC50）の推定が行われてきているが、その情
報は病原菌に比較すると少ない。特に、自然環境
に生息する細菌に関しては、海洋細菌の Vibrio 
fischeri について報告されているのみである。
TC の V. fischeri について得られている EC50の
値は 100 µg/L から 100 mg/L と大きな差がある
が、多くの報告は数 10 mg/L 程度と推定している(Kovalakova et al., 2020)。EC50を評価する
方法と本研究で実施した方法とは大きく異なるため、数値の単純な比較は困難であるが、本研究
で得られた 1-10 mg/L の値は、従来の EC50と大きく矛盾していなかった。 
 自然環境下での抗生物質の影響を考える場合、EC50の様な細菌群集が明確な影響を受ける濃度
ではなく、影響が生じ始める最低の濃度を評価する必要がある。このような観点から、NOEC（no 
observed effect concentration）が提唱され、その濃度は EC50の 1/100 程度とされている（Page 
et al., 2017）。これらを考慮すると、本研究で得られた結果から、10-100 µg/L の抗生物質濃
度により、感受性の高い細菌が影響を受ける可能性が示唆される。 
 我が国の河川、湖沼等の自然水域において抗生物質濃度を測定した研究例は多くないが、0-数
100 ng/L の値が報告されている（Murata et al., 2011）。この濃度は、本研究で推定した NOEC
の 10-100 µg/L を大きく下回っている。すなわち、我が国の一般的河川、湖沼においては自然細
菌群集に対する抗生物質の影響は少ないと考えられる。一方、海外では下水処理場の排出口付近
の河川水などで、25 µg/Lに達する濃度も報告されており（Kovalakova et al., 2020）、このよ
うな水域では細菌群集に影響が生じている可能性が高い。 
②分類群による応答の違い 
 TC 濃度の群集組成の影響は、培養 10 日目に顕著となり、高濃度の TC 条件下で増加する傾向
をもつグループ（Pseudomonadota と Bacteroidota 門）と低下するグループ（Actinomycetota、
Nitrospirota および Cyanobacteridota 門）に大別された。Pseudomonadota および Bacteroidota
門は全体として TC に対する耐性が高いものと推定できる。しかし、これらの門に属する、より
下位の分類群においては、高濃度の TC 条件下で低下するグループも存在しており、科あるいは
属のレベルで応答が異なっていた。一方、綾瀬川試料で TC 濃度の増加に伴い顕著に低下した
Actinomycetota および Nitrospirota 門では、構成する下位の分類群すべてが同様の傾向を示し
た。これは、両門を構成する細菌群の TC への感受性の高さを示唆している。 
③物質循環への影響 
 クロロフィル a 濃度で評価した微生物による有機物分解量は、TC 濃度に依存して変化してお
り、綾瀬川および霞ヶ浦共に TC 濃度が 1および 10 mg/L の条件下ではクロロフィル a濃度の低
下が抑制された。これらの結果から、抗生物質により高度に汚染された水域では、細菌による有
機物の分解能が低下する可能性が示唆された。また、綾瀬川の高濃度の TC 濃度条件において顕
著な低下が確認された Nitrospira は、亜硝酸酸化細菌として物質循環における特有の役割を担
っている。抗生物質の汚染による細菌群集への影響は、有機物分解過程のみではなく、物質循環
全体に及ぶ可能性が示唆された。 
④今後の展望 
 自然水域に流出した抗生物質を含む医薬品が微生物に対して与える影響については、その問
題の重要性は広く認識されているものの、実際の研究は国内外を通してほとんど行われていな
い。本研究では、TC について、自然細菌に対してどの程度の濃度から影響を与えるかを明らか
にすることができた。その濃度は医薬品の種類によっても異なると考えられることから、多種類
について検討を行うことが必要であろう。更に、物質循環への影響を含めた総合的な評価が、今
後重要になると思われる。 
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