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研究成果の概要（和文）：本研究では、フルオロキノロン耐性大腸菌ST131をモデルに、『院内』で問題となる
AMR感染症を『院外(市中)』からのアプローチでその伝播・定着様式を明らかにし、現行のAMR対策が報われない
国際的なAMR問題の根本的解決に繋がる次世代型(院内-市中一体型)AMR対策に資する科学的知見を提供すること
を目的に本研究を行なった。本目的達成の為、ST131の伝播状況と伝播様式および定着メカニズム(定着因子の同
定)の詳細な解析を行なった。本研究課題によって、ST131の分子疫学的特性および生体内定着や生存に関わる可
能性の高い因子を同定しST131の市中内循環・定着機構の新たな様式の一旦の解明に繋がった。

研究成果の概要（英文）：In this study, using fluoroquinolone-resistant E. coli ST131 as a model, we 
clarified the mode of transmission and establishment of AMR infection, which is a problem in the "
nosocomial" setting, from an "extra-hospital (community)" approach, in order to provide scientific 
knowledge that will contribute to next-generation (hospital-community integrated) AMR control 
measures that will fundamentally solve the international AMR problem for which the current AMR 
control measures have been unrewarding. To achieve this objective, we conducted a detailed analysis 
of ST131 transmission status, modes of transmission, and mechanisms of establishment (identification
 of establishment factors). This research project identified the molecular epidemiological 
characteristics of ST131 and factors that are likely to be involved in its in vivo establishment and
 survival, and led to the elucidation of a new mode of ST131 circulation and establishment mechanism
 in the community.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、フルオロキノロン耐性大腸菌(ST131)の問題解決と現行のAMR対策の打開策に繋がる科学的知見を
提供できる。また、ST131以外にもAMR対策で抑制されないような感染症での市中レベルでのAMR対策にも貢献が
可能である。さらに、これまでの成果や本研究で同定された腸管内定着因子を阻害する薬剤(定着・拡散防止薬)
開発への発展性を通じて『院内での治療』から『市中での拡散予防』までの包括的対策が可能となり、世界で蔓
延するAMR問題の根本を解決するようなブレークスルー(院内-市中一体の次世代型AMR対策の策定)となる可能性
を秘める。

※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 
国が主導する薬剤耐性菌(AMR)対策が進められている中、現行の AMR 対策でも悪化の一途
を辿る病原性細菌(国際的なハイリスククローン)が存在する。大腸菌 ST131 はフルオロキノロ
ン(FQ)系抗菌薬に耐性を示し、臨床現場から高頻度に分離される国際的なハイリスククローン
である。また、ST131 は高頻度に第三世代セファロスポリン系抗菌薬にも耐性を示し、一部は
医療上重要なカルバペネム系抗菌薬にも耐性を示す。これまでの研究において ST131は院内に
限らず院外、すなわち健常者の腸管内にも一定の頻度で保菌していることが報告されている。加
えて、申請者の過去の調査研究によって、ST131は伴侶動物(犬や猫)の臨床検体や腸管内からも
分離されることを明らかにしている。以上の結果は、院内で問題となりパンデミックな広がりを
示す ST131の拡散の原因は院内に加え市中に存在することを示唆する。 

FQ系抗菌薬耐性率は年々増加傾向である。わが国の AMR対策アクションプランに掲げる大
腸菌の FQ耐性率は 2020年で 25%以下とされているが、実際には、2019年の時点で既に 41.4%
に達した。わが国の FQ耐性大腸菌の菌血症による死亡者数も、FQ耐性率と同様に年々増加傾
向である。ST131 は臨床現場から分離される主要な FQ 耐性大腸菌クローンであることから、
上記の事実には ST131の関与が大きいと考えられる。よって、FQ耐性大腸菌対策として ST131
への対策が特に重要であると考えられるが、現行の院内中心の対策でも本耐性率の抑制に繋が
っていないことから、院外での AMR 対策も強く求められる。一方で、院外すなわち市中での
ST131の拡散・循環・定着様式の詳細は不明である。ST131の市中での本様式の解明は、本ク
ローンの対策に加え、現行の AMR対策では困難な他の耐性菌においての新たな対策に資する重
要な知見を提供できると考える。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目標は、AMR患者数や重症化の抑制といった社会的に大きな課題の克服に貢献
する事である。その基盤づくりとして、薬剤耐性病原性大腸菌 ST131をモデルに、『院内』で問
題となる AMR 感染症を『院外(市中)』からのプローチでその伝播・定着様式を明らかにするこ
とで、現行の AMR対策が報われない国際的な AMR問題の根本的解決に繋がる次世代型(院内-
市中一体型)AMR対策に資する科学的知見を提供することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
本研究では ST131の伝播状況と伝播様式および定着メカニズムの解明に迫る。 
 

3-1. ST131の伝播状況と伝播様式の解明 
3-1A. FQ耐性大腸菌の分離・収集と ST131の同定 
本研究では札幌市をモデルに、同一地域（札幌市内）から同一時期(2021年から 2023年)に院
内及び市中の各サンプル群(患者、健常者、動物、環境)から ST131を一斉に分離した。同時に、
各サンプル群の ST131 分離率を算出し、各サンプル群にどの程度 ST131 が定着しているのかを
把握した。患者由来 ST131 は札幌市内のクリニック(札幌市内全域を対象に検査会社に依頼)お
よび本学大学附属病院から分離された ST131を対象とした。健常者および動物由来 ST131は、札
幌市内の動物病院に来院したペット(犬または猫)とその同居家族の糞便検体から分離した(市内
全域にわたるよう、複数の動物病院から収集)。対象として札幌市近郊(江別市酪農学園大学付属
農場とその近郊)の農場(牛・豚・排水)からも ST131の分離を行った。環境からの ST131の収集
は、市中への拡散の度合いが高いと考えられる下水・処理後の河川流入水とした。無添加または
FQ であるシプロフロキサシンを添加したクロモアガー選択培地を用いて FQ 耐性大腸菌を選択
的に分離した。伴侶動物では各サンプルにつき 3 コロニーずつ分離・保存し、特異的 PCR にて
ST131を同定した。 
 

3-1B.FQ耐性株の系統樹解析 
分離・収集した FQ 耐性株の DNA を抽出し、全ゲノム解析から得られた各株の配列データ
を用いて、パンゲノムおよびアクセサリーゲノム解析を行なった。得られた系統樹を各クラ
スー分類し人由来 ST131と他のサンプル群由来 ST131の遺伝的類似度を比較した。 

 
3-2. ST131の定着メカニズムの解明 
3-2A. ST131のトランスポゾン変異株ライブラリーの作製 

ST131 の親株(SME173 株)を用い Tn5 トランスポゾン(カナマイシン耐性遺伝子を含む)を
ランダムに挿入させた ST131 トランスポゾン変異株ライブラリーを作製した(>100,000 クロ
ーン)。 

 
3-2B.糞便抽出液内での生存に重要な ST131因子の同定 

犬の新鮮糞便を当量の生理食塩水に懸濁した。懸濁後 10,000rpmで 20分遠心し上清を回



収した。本過程を 3度繰り返し行なった。得られた上清を 0.45umのフィルターを用いて濾
過滅菌を行なった。本濾過液を犬糞便抽出液として次の実験に用いた。3-2A で作製した
ST131 トランスポゾン変異株ライブラリーをミューラーヒントン II 液体培地で 80%に調整
した犬糞便抽出液とミューラーヒントン II液体培地と犬糞便抽出液を生理食塩水で置き換
えたコントロール液に接種し 37℃で 20 時間培養した。培養後に細菌 DNA を抽出し、
Transposon-directed sequencing (TraDIS)解析を行なった。コントロール液に比較し犬糞
便抽出液での培養によって検出量が有意に減少した ST131 遺伝子を抽出した(<-2-fol vs 
control,FDRp<0.05)。抽出した遺伝子を対象に、遺伝子特異的欠損株を Ramda Red 
recombination 法を用いて作製した。本遺伝子欠損株を 80%に調整した犬糞便抽出液内に接
種し 7℃で 20時間培養した。培養後の各株の増殖を吸光度(OD600nm)により測定した。本実
験をカニクイザル糞便抽出液でも同様に実施した。 
 

3-2C.腸管上皮細胞の付着に重要な ST131因子の同定 
3-2Aで作製した ST131 トランスポゾン変異株ライブラリーを 10%FBS 添加 DMEM 培地で

培養した腸管上皮細胞(SW480)に接種し、37℃で 1 時間インキュベーションした。その後、
培地をデカントし PBS で 3 回洗浄を繰り返し浮遊した(細胞に非付着であった)ST131 トラ
ンスポゾン変異株を除去した。SW480および付着した ST131 トランスポゾン変異株をスクイ
パーを用いて回収しカナマイシン添加ミューラーヒントン II 寒天培地に接種し 37℃で 20
時間培養した。培養後に細菌 DNAを抽出し、3-2B同様に TraDIS解析を行った。コントロー
ルは ST131トランスポゾン変異株ライブラリー由来DNAとした。抽出した遺伝子を対象に、
遺伝子特異的欠損株を Ramda Red recombination 法を用いて作製した。本遺伝子欠損株を
上記と同一の方法にて SW480 に接種し、各遺伝子欠損株の腸管上皮細胞への付着能を評価
した。 

 
４．研究成果 
4-1. FQ耐性大腸菌の分離・収集と ST131の同定 

FQ耐性大腸菌の分離率(全検体に占める FQ耐性大腸菌が分離された割合)は、ヒトの臨床
検体(大学病院)からは 25%, ヒトの臨床検体(市中クリニック)からは 16.0%, ヒトの健常者
の便検体からは 17.2%, 伴侶動物(犬や猫)の直腸スワブからは 22.8%, 家畜の牛、豚、鶏の
便検体からはそれぞれ 9.5%, 0%, 6.7%であった。札幌市内の河川からは 33.3%、下水から
は 100%の FQ耐性大腸菌の分離率であった。 
FQ耐性大腸菌全体に占める ST131の割合は、ヒトの臨床検体(大学病院)からは 12.5%, ヒ

トの臨床検体(市中クリニック)からは 5.7%, ヒトの健常者の便検体からは 8.2%, 伴侶動物
(犬や猫)の直腸スワブからは 15.9%であった。 家畜の牛、豚、鶏の便検体から ST131 は 1
株も分離されなかった。河川からは 12.5%、下水からは 15.1%であった。 

 
4-2.FQ耐性株の系統樹解析 

 FQ耐性株のパンゲノム解析では、ST131が同一のクラスターを形成し、全 FQ耐性株の
約半数を占めた(図 1)。次いで、ST1193が全体の 14.6%を占めた。アクセサリーゲノム解析
の結果では、ST131の Clade分類と同様にクラスターが形成された。ヒトと伴侶動物由来株
で互いに遺伝的類似度が高い ST131 株が一部認められた(図 2)。 

 
4-3. 犬糞便抽出液内での生存に重要な ST131因子の同定 

    TraDIS 解析により ST131 ゲノムの中から犬糞内での生存に重要な遺伝子と考えれる候
補遺伝子を７つ抽出した。これらの遺伝子特異的欠損株を用いて 80%犬糞抽出液添加液体培
地での菌の増殖を測定したところ、oxyR および lpxL の欠損株にて増殖が 100%阻害された
(図 3)。oxyR 遺伝子欠損株はカニクイザルの糞便抽出液存在下でも同様に増殖能が失われ
た。 

 
4-4.腸管上皮細胞の付着に重要な ST131因子の同定 

TraDIS 解析により ST131 ゲノムの中から腸管上皮細胞の付着に重要な遺伝子の抽出を
行なった。その結果、12 の付着に重要と推定される遺伝子を抽出できた。これらの遺伝子
欠損株を作製し、SW480 を用いて付着能を測定したところ親株である SME173 と有意な差は
認められなかった(図 4)。 

 
以上から、本研究により ST131は市中でヒトおよび伴侶動物が高頻度に保菌しており、系統

樹解析の結果、一部はヒトと伴侶動物間で伝播していることが示唆された。 
 TraDIS 解析の結果より、犬の糞便中での生存に重要な細菌因子を同定することに成功した。
本因子(OxyR および LpxL)が伴侶動物長官内での ST131 の定着に関与していると考えられる。
また、カニクイザルの糞便抽出液を用いた実験から、OxyRは霊長類での腸管内での生存・定着
にも関与している結果が得られ、本因子がヒトと伴侶動物の腸管から一定の頻度で ST131が分
離されること関与していると考えられた。本研究では腸管上皮の付着に関与する ST131の細菌
因子の同定には至らず引き続き本機構の解析を進める必要がある。 



本研究課題の遂行により、これまで注目されてこなかった『市中での』ST131の伝播様式・定
着メカニズムの一部を解き明かすことができた。本科学的知見が現行の AMR 対策を含めた
AMR問題の根本的な解決に繋がる糸口となることに期待したい。 
 
 
 

 図 1. 261 株の FQ-R大腸菌のアクセサ
リーゲノムによる系統樹 
 
茶色（市中健常者の便由来株）、ピンク
（大学病院臨床検体由来株）、ムラサキ
（市中クリニック臨床検体由来株）、黄
緑(犬および猫糞便由来株)、薄茶色(犬・
猫の飼い主の便由来株)、青(下水由来
株)、黒(家畜の便由来株)から分離され
た FQ-R大腸菌株。中間の配列色は ST131
（赤）、ST1193（青）、その他（灰色）を
示す。内側の配列色は ST131 Clade A（水
色）、C0（橙色）、C1（黄色）、C2（緑色）、
未分類（薄紫色）、その他（灰色）を示す。
内側の配列色は ST131 Clade C1 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
図 2. FQ耐性大腸菌の Accessory genome解析による系統樹 
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の結果
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下⽔
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ST131 unclassified

ST131 C1-M27



図 3. 犬糞便抽出液内での ST131 遺伝子特異的欠損株の増殖性の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. ST131 遺伝子特異的欠損株による腸管上皮細胞(SW480細胞)への付着性の比較 
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