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研究成果の概要（和文）：本研究では、国内外で分離報告が増加している基質特異性拡張型βラクタマーゼ
（ESBL）産生菌に着目して、水環境におけるESBL産生菌の薬剤耐性機構の解明を環境中での耐性遺伝子の獲得と
保存性から評価した。はじめに、日本国内で分離しているESBL産生菌の疫学調査と遺伝子解析による特徴付けを
行い、ESBL産生菌の耐性機構の特徴を把握する。次に、環境中を模擬したin vitro実験によって環境水中に遊離
した状態のESBL産生遺伝子獲得による薬剤耐性の発現、ならびにプラスミドの保持性とその伝達性を評価した。

研究成果の概要（英文）：The Infections caused by Antimicrobial Resistance Bacteria (ARB) are widely 
recognized as a major public health problem in the 21st century. Extended-spectrum β-lactamase 
(ESBL)-producing Enterobacteria, which are resistant to a wide range of antibiotics in beta-lactam 
group, have been recognized worldwide as a threat causing nosocomial infections. To characterize the
 ESBL-Ent carried by healthy people,  we isolated the bacteria from municipal wastewater and 
detected genes (bla) cording β-lactamase production. Also, We conducted an in-vitro experiment to 
evaluate persistence of antimicrobial-resistant bacteria (ARB) and conservation of relevant genes 
(ARGs) among them, focusing on coliform bacteria producing ESBL isolated in water environment.

研究分野： 土木環境システム

キーワード： 腸内細菌科細菌　ESBL　都市下水　プラスミド　薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で行ったESBL産生菌の特徴づけにとって、都市下水のモニタリングでは、医療機関で検出されないような
ESBL産生菌が、市中で蔓延していることが分かった。同様のモニタリングは国内外を問わず広く適用可能であ
り，ESBL産生菌以外の耐性菌についても、市中での蔓延状況を明らかにすることができると考えている。また、
in vitro試験を用いたESBL産生菌の生残性と保存性の評価結果から、腸内細菌科細菌の中でも環境中での生残性
が異なり、それらは耐性遺伝子に依存しないことを明らかとした。この結果は、環境中でのESBL産生菌の挙動や
拡散の可能性を議論する上で重要なデータとなり得る。

※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 
薬剤耐性菌と耐性菌に関連する耐性遺伝子は人類の公衆衛生を脅かす問題として広く認

識されている。耐性菌の問題に対して現状のまま対策（i.e. 新規抗菌薬の開発や抗菌薬使用
量の規制など）が講じられず、薬剤耐性菌が世界中で拡大すると想定した場合、2050 年に
は薬剤耐性菌が原因となる死者数が 1,000 万人に、経済的な損失は 1 兆 5000 億ドルに達す
ると見積もられている 1)。我が国では厚生労働省が主体となって 2016 年から 2020 年にかけ
て「薬剤耐性（AMR）対策アクションプラン」が策定され、ヒトや動物の薬剤耐性率のサー
ベイランスの実施と耐性率低減に関する成果目標が設定されている。2019 年の調査結果で
は、ヒト分野において世界各国で耐性率の増加が問題となっているカルバペネム耐性腸内
細菌科細菌（Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae, CRE）やバンコマイシン耐性腸球菌
（Vancomycin-Resistant Enterococci, VRE）の耐性率は，わが国では 1%未満と低い水準である
ことが記されている 2)。その一方で、大腸菌の第三世代セフェム系薬やフルオロキノロン系
薬への耐性率は増加傾向であることが浮き彫りとなり、国内における耐性菌の拡大が懸念
されている。 

基質特異性拡張型 β ラクタマーゼ（Extended spectrum β-lactamase, ESBL）産生菌は、ペニ
シリナーゼ産生酵素を産生する細菌が突然変異し、第三世代セフェム系抗菌薬まで分解す
ることが可能な遺伝子を獲得した細菌のことで、ペニシリン系のみならず、セフェム系やモ
ノバクタム系といった複数の β ラクタム薬に耐性を示す 3)。特に E.coli や Klebsiella などに
代表される腸内細菌科細菌が ESBL 産生遺伝子を獲得した場合、感染症治療が困難となる
ことから世界中で問題となっている 4)。ESBL 産生遺伝子は R プラスミド上にコードされて
おり、耐性遺伝子が同一の菌種のみならず、異なる細菌種にまで伝播することがわかってい
る 5)。臨床のみならず環境中からも ESBL 産生菌は検出されており、環境中でそれらが原因
となって耐性遺伝子が他の菌種に伝播する可能性はあるが、現在でもその有無は明らかに
なっていない。 

薬剤耐性菌の出現・拡大を考えるうえで鍵となるのは、何処で耐性菌が発生し、どのよう
にして細菌が耐性遺伝子を獲得するのかである。薬剤耐性菌の出現は、医療機関や畜産場な
ど特定環境において、ヒトや動物体内に存在する細菌の一部が突然変異で生まれること、あ
るいはプラスミドやトランスポゾンといった外来性耐性遺伝子の獲得することである考え
られる 6)。これらの現象は生体内で発生していることは既に知られているが、環境中で細菌
が薬剤耐性を獲得したり、耐性遺伝子を伝播したりするならば、耐性菌の拡大が加速するこ
とが懸念される。様々な排水が流入する水圏環境では耐性遺伝子が伝播する可能性が指摘
されている 7)が、実際に水環境中で細菌が薬剤耐性を獲得したり、耐性遺伝子を伝播したり
することを明確に示す知見はこれまで得られていない。また、プラスミドに代表される耐性
機構は細菌の生存に無関係であるため、環境中に排出された耐性菌の耐性遺伝子は欠落す
ると言われているが、実際に環境中でのどの程度保持できるのか不明である。 

 

２．研究の目的 
上記に挙げた研究課題の解決に向けて、以下の 2 つの研究を行う必要があると考えた。 

目的①：日本国内の下水処理場から分離された ESBL 産生菌の疫学調査を実施し、ESBL 産
生遺伝子がコードされるプラスミドの特徴とその伝播宿主を明らかにする。 

目的②：環境水中で遊離した耐性遺伝子の取り込みによる薬剤耐性獲得の可能性を明らか
にし、細菌細胞内での ESBL 産生耐性遺伝子の保存性とそれらの伝達性を評価する。 

 

３．研究の方法 
研究内容①下水処理場から分離した ESBL 産生菌の疫学調査と耐性遺伝子の探索 
本研究では応募者が参画したプロジェクトで日本の下水処理場から分離した 1,841 株の

ESBL 産生菌について薬剤感受性や耐性遺伝子の検出などの疫学調査を実施した。単離菌株
から腸内細菌科細菌にターゲットを絞り（594 株）、16S rRNA の配列情報と生化学試験に基
づいた菌種同定を行った。同定菌株に対して、PCR 法によって Ambler 分類に基づいて ESBL

産生遺伝子の型別を行った。Dallennel らの手法に準じて、ESBL 産生遺伝子を Ambler の分
類法より分類された 4 クラス（Class A，Class B，Class C，Class D），20 種類のβラクタマー
ゼ（bla）を型別した。また，PCR-based replicon typing（PBRT）によってプラスミドのタイ
ピングを実施した。PBRT とは、PCR によって各 Inc グループに特徴的なプラスミド上の遺
伝子領域を増幅することで，プラスミドを分類する手法である。プラスミドの抽出には，
NucleoSpin®Plasmid EasyPure キット（タカラバイオ社）を使用した。プラスミドの分類は、
PBRT 2.0 kit（DIATHEVA S.R.L）を使用し、付属の説明書に準じて行った。本キットは、8 つ
の Multiplex PCR を実施して 30 種類の Inc 型に分類できる。これらの解析結果から、ESBL

産生遺伝子を保有する細菌種、耐性遺伝子、およびプラスミドの型との関連性を把握するこ



 

 

とができ、環境分離株の特徴づけを行った。 

研究内容②：ESBL 産生耐性遺伝子を対象とした薬剤耐性の保持性の評価 
 研究内容①で得られた ESBL 産生菌について環境中での薬剤耐性能の保持性を評価する
ことで、環境中での生残性を把握することができる。使用菌株には、ヒトから分離された標
準株として NCTC13353（Escherichia coli，blaCTX-M group1)、NCTC13462（Escherichia coli ，
blaCTX-M group 2），NCTC13463（Escherichia coli blaCTX-M group 8）、NCTC13464（Enterobacter cloacae，
blaCTX-M group 9）の 2 菌種 4 種類の ARGs を使用した。 

4 種類の供試菌株を Luria-Bertani 寒天培地（LB、1.5%、BD）に塗抹し、37℃で 20 時間培
養した。その後、形成された単一コロニーを 10mL の LB 液体培地に接種し、4 時間振とう
培養した。培養後、１mL の培養液をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 2 回洗浄した。洗浄
後の培養液を、10 mL の PBS を基質として、振とう培養と静置培養の条件で生残性と保存
性について検討した。温度条件は 37℃と 20℃で行い、暗所条件下で 0 日目、1 日目、7 日
目、以後 1 週間おきに最長 96 日間観察した。各経過日数に接種した菌液を、寒天平板法を
用いてサンプル中の細菌数及び耐性菌数を列挙した。ARB の生残性と ARG の保存性の評
価は、抗菌薬添加と無添加の LB 培地上に生育したコロニー数から算出した。生残率（%）
は、各培養日数における抗菌薬添加培地上のコロニー数を、培養初期（0 日目）での抗菌薬
添加培地上のコロニー数で除して算出した。プラスミドの保存率（%）は、各培養日数にお
ける抗菌薬培地上のコロニー数を，抗菌薬無添加の培地を使用したコロニー数で除して算
出した。生残率は、X 日後に生残した耐性菌の割合として算出した。 

 

４．研究成果 
４．1 下水処理場から分離した ESBL 産生
菌の疫学調査と耐性遺伝子の探索 
都市下水から選択培地上で大腸菌とし

て生育した赤色コロニー284 株に対して
uidA を検出した結果、 98%（279 株）が大
腸菌と同定された（表-2）。腸内細菌科細菌
として単離した青色コロニー295 株につい
て 16S rRNA に基づく菌種同定をした結
果、9 種類の細菌が属レベルで同定された
（表-1）。都市下水から Aeromonas 属と
Klebsiella属がそれぞれ 23.8%と 14.9%と高
い割合で検出された。 

都市下水から単離・同定された菌株にお
ける bla の検出率を表-2に示す。試験を行
った 20 種類の bla うち、都市下水から 16

種類（Class A：10 種類、Class C：4 種類、
Class D：1 種類、Class B：1 種類）が検出
され、多様な bla が検出された。ClassA に
分類される 10 種の bla のうち、都市下水
からは全種類の bla が検出された。Class A

の中でも blaCTX-Mを保有する菌株の検出率
が高く、その中でも blaCTX-M group-9の検出率
が最も高かった（51.9%）。また、都市下水
における blaKPCと blaGESを保有する菌株の
検出率はそれぞれ、18.7%と 21.2%であっ
た。 ClassA はペニシリン系薬を分解でき
るペニシリナーゼであり、セファロスポリ
ン系は普通分解できず、基質特異性が狭く
なっていることが特徴である。耐性遺伝子
がプラスミド上にコードされているため
他細菌に水平伝播が可能である。ESBL 産
生菌が保有するペニシリナーゼ産生遺伝
子には CTX-M 型、TEM 型、SHV 型の 3 種
類が知られている。欧州では 1990 年代ま
では TEM 型、SHV 型の検出事例が多かっ
たが、現在では世界中で CTX-M 型が主流
になっている。日本では、TEM 型と SHV

型の検出率は欧州と比べて低く、CTX-M

型の検出率が高いことが特徴で、その中で
も CTX-M group-9 型の割合が高いことが
知られている。この日本の臨床で報告され

表-1 CHROMagarTM ESBL 培地上から単離し

た菌株の菌種とその割合 

 

 

表-2 都市下水から単離した菌株からの bla

の検出率（N.D.は不検出を意味する）  

 

株数 割合
E. coli 279 46.8%

Aeromonas 142 23.8%

Klebsiella 89 14.9%

Kluyvera 52 8.7%

Enterobacter 4 0.7%

Citrobacter 12 2.0%

Serratia 8 1.3%

Pseudomonas 1 0.2%

Stenotrophomona 0 0.0%

Acinetobacter 1 0.2%

未同定株 8 1.3%

都市下水

Class 遺伝子

A 24.4

0.8

51.9

1

19.5

5.1

18.7

5.2

2.2

1

C N.D.

N.D.

10.6

0.7

0.7

1.5

D 4.5

N.D.

B 0.2

N.D.

bla OXA-48

bla IMP

bla VIM

bla FOX

bla MOX

bla DHA

bla CIT

bla EBC

bla OXA-1

bla SHV 

bla KPC 

bla VEB

bla GES

bla PER

bla ACC

都市下水（%）

bla CTX-M group-1 

bla CTX-M group-2 

bla CTX-M group-9

bla CTX-M group-8/25

bla TEM



 

 

ている遺伝子型別の特徴が、本研究でも確認された。ClassC は全 6 遺伝子のうち、blaACCと
blaFOXを除いた 4 つの bla が検出された。都市下水における blaMOXを保有する菌株の検出率
は最も高かった（10.6%）．Class D と ClassB では、blaOXA-1と blaIMPがそれぞれ 4.5%と 0.2%

の割合で検出された。 

表-3 に、単離した腸内細菌科細菌における PBRT によって分類した各 Inc 型の検出数を
示す。PBRT による分類の結果、合計 23 種類の Inc 型が検出された。227 株の腸内細菌科細
菌のうち 172 株はいずれかの Inc 型に分類され、残りの 55 株からはいずれの Inc 型も検出
されなかった。検出された 172 株のうち、IncF に分類される IncFllK（35.4%）と IncFIB KN

（61.6%）の検出率が高かった（表-3）。イタリアで行われた臨床での ESBL 産生菌の疫学調
査でも両 Inc グループの検出率が高い傾向がみられ、blaCTX-M-group-9 は IncF グループと関連
があることが報告されている。この傾向は、図-1 に示す菌種ごとの Inc 型と耐性遺伝子と
の関係からもわかる。また、IncFllK と IncFIB KN は異なる 4 種類の腸内細菌科細菌から検
出されおり、広範囲の宿主にこの Inc 型のプラスミドが伝播していると考えられる。
Klebsiella からは 19 種類の Inc 型が検出され、プラスミドを授受しやすい特徴があると示唆
され、接合伝達による ARG の伝播に寄与すると考えられる。今後は、プラスミドの伝達性
に貢献する可動性遺伝子群の特徴を併せて分析することで、環境中でのプラスミドを介し
た ARG の伝播の評価につなげる予定である。 

 

表-3 単離した腸内細菌科細菌における各 Inc 型の検出数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-1 菌種ごとの Inc 型と耐性遺伝子との関係（(a)Klebsiella、(b)Kluyvera、(c)Citrobacter、

(d)Enterobacter） 
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４．２ ESBL 産生耐性遺伝子を対象とした薬剤耐性の保持性の評価 
 図-2(a)に 37℃条件下の生残率と保存率
の推移を示す。E.coli は、1 日後で生残率が
30%以下に減少した一方で、E.cloacae の 1

週間後の生残率は 25%と他の菌株と比較し
て高く、菌種による生残性の違いが確認さ
れた。温度を 20℃に低下させた場合の生残
率は、いずれの菌株でも高くなり、20℃に
おける生残率は、37℃と比較して全菌株で
5〜20 倍高かった（図-2(b)）。不活化速度定
数の算出値からも、37℃と比較して 20℃で
値が小さくなり、生残しやすいことが示さ
れている。これは、大腸菌の生化学的変化
によって生じる熱ストレスの影響が細胞死
の誘発を引き起こしたことによって３）、
37℃の生残率が低くなったと考えられた。
同一菌種かつ、同じ ARG を保有する菌株
（E.cloacae、blaCTX-M group 9 gene）で標準株と
環境株を比較すると、不活化速度定数はそ
れぞれ 0.147 と 0.93 であり、両者に差はみ
られなかった。このことから、単離起源の
違いによる ARB の生残率の変化は確認さ
れなかった。 

 37℃における標準株の耐性遺伝子の保存
率は 0〜120%で推移し、約 1 ヶ月経過後も
blaCTX-M-group 2 を除いて 90%程度であった。
温度が 20℃の場合では、blaCTX-M group 1を除
き、いずれの菌株も静置と振とう条件で保
存率が低下した（90～12％）。同一菌株を比
較した場合、温度が低い場合に耐性遺伝子
の欠落が生じやすいと考えられた。環境株
では、4 株いずれも 37℃の培養条件下で約 1

ヶ月経過後も 98〜100%と高い割合で保有
していた。 

UV 照射による 37℃と 20℃の生残率と保
存率の推移を図-3に示す。ARB の生残率は
積算光量の増加に伴い減少し、37℃条件下
では 3mW/cm2 以上になるとすべての菌株
は 99％死滅した。一方で、20℃では、
3.5mW/cm2 でも全ての菌株で 30%以上の生
残率を示した。UV 照射条件下でも、暗所の
実験と同様に 20℃で生残率が高かった。全
ての条件の ARGs の保存性は、どの積算光
量でも 100％であったことは、UV による影
響で ARG が脱離する前に ARB が死滅して
いると考えられた。 
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