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研究成果の概要（和文）：日本及びベトナムの水環境、下水試料からDNAを抽出し、クラス１インテグロンのイ
ンテグラーゼ(intI1)遺伝子を含む複数の薬剤耐性遺伝子や可動遺伝因子を標的としたハイスループット定量PCR
を実施すると共に、インテグロン遺伝子カセットの構造をロングリードシーケンシングによって解析した。クラ
ス１インテグロンは日越両国の試料に広く分布しており、その濃度と相関の高い薬剤耐性遺伝子も多く検出され
た。遺伝子カセットの中には、アミノグリコシド耐性遺伝子などが含まれていたが、その組成は両国で異なって
おり、クラス１インテグロンを介した薬剤耐性遺伝子の拡散の状況には差異があることが推測された。

研究成果の概要（英文）：DNA was extracted from water environment and sewage samples from Japan and 
Vietnam. High-throughput quantitative PCR was performed targeting antimicrobial resistance genes and
 mobile genetic factors, including integrase gene (intI1) of class 1 integrons. In addition, the 
structure of the class 1 integron gene cassette was analyzed by long-read sequencing. Class 1 
integrons were widely distributed in both Japanese and Vietnamese samples. Many antimicrobial 
resistance genes were correlated with abundance of intI1. The gene cassettes contained antimicrobial
 resistance genes such as aminoglycoside resistance genes. Their composition differed between the 
two countries, suggesting that distribution patterns of antimicrobial resistance gene via class 1 
integrons could be different in two countries.

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
薬剤耐性遺伝子による水環境汚染は国際的な課題である。多様な薬剤耐性遺伝子を効率的に監視していくために
は、薬剤耐性遺伝子汚染の監視指標を設定する必要がある。薬剤耐性遺伝子を遺伝子カセット中に取り込み、水
平伝播にも関与しているクラス１インテグロンは指標の候補である。本研究により、クラス１インテグロンの量
と組成を解析することにより、日本およびベトナムの水環境の薬剤耐性遺伝子汚染の状況を把握することに成功
した。

※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
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（Jim O’Neill, 2014）。わが国でもヒト（JANIS）や動物（JVARM）を対象とした体系的なサ
ーベイランスは行われている。しかし、最終的な排出先である環境については、多様な薬剤耐性
細菌の監視指標すら決まっておらず、対策は未着手のままである。そこで本研究では、水環境中
における薬剤耐性汚染の包括的な指標とし
て「インテグロン」に着目し、水環境の監視
スキームを構築することに挑戦する。細菌
DNA の遺伝子集積装置であるインテグロン
は、薬剤耐性遺伝子（Antimicrobial resistance 
gene: ARG）と密接に関わっている。インテグ
ロンは、ARGなどの外部遺伝子を「遺伝子カ
セット」として自身の下流に取り込み、それ
らを発現することができる（図 1）。しかし、
わが国の水環境中におけるインテグロンの
濃度レベルと ARG との関連や、遺伝子カセ
ットに集積された ARG の種類・多様性（遺
伝子カセット構造）は明らかではない。 
 
                                                図 1 インテグロンと ARGとの関係 
 
２．研究の目的 
本研究では、インテグロンをコードする遺伝子（インテグラーゼ遺伝子）の量と、インテグロ
ンが集積した遺伝子カセット構造という 2 つの情報に着目し、水環境中の薬剤耐性汚染のレベル
と特徴を評価することを目指す。インテグラーゼ遺伝子のレベルと ARG との相関が確認できれ
ば、インテグラーゼ遺伝子量という単一指標に基づいた薬剤耐性の監視レベルを提案できる可能
性がある。また、遺伝子カセット構造（ARGの種類や多様性）は、薬剤耐性細菌の多剤耐性や起
源、薬剤による選択圧の履歴を反映するフィンガープリントであり、水環境中の薬剤耐性汚染の
スナップショットを得ることができる。遺伝子カセット構造の解析にはポータブルシーケンサー
である Nanoporeを活用し、公共用水域調査など水環境サーベイランスに実装可能な汎用プロトコ
ルの確立を目指す。対象としては、薬剤耐性の状況が大きく異なる日本とベトナムの水環境を取
り上げる。特に、ベトナムでは下水の 90%が未処理のまま水環境に放出されており、薬剤耐性細
菌による環境汚染がより深刻と推察される。 
 
 
３．研究の方法 
（１）採水 
関東地方の河川及び下水処理場の流入水、処理水、ベトナムの水環境（河川、湖、地下水）及
び下水処理場の流入水を採取し、試料を孔径 0.22 m のメンブレンでろ過して DNA を抽出し
た。 
（２）ハイスループット定量 PCR 
 抽出した DNA を鋳型として、ハイスループット定量 PCR を実施した。ハイスループット定
量 PCRには、SmartChip Real-time PCR systemを用い、144種類の ARGsや可動遺伝因子を対象
とした測定を行った。得られた値は、全細菌の 16S rRNA遺伝子コピー数で標準化した。 
（３）インテグロン遺伝子構造の解析 
 クラス 1インテグロンのインテグラ―ゼ遺伝子（intI）を標的とした定量 PCR を実施した。ま
た、クラス 1インテグロンの遺伝子カセット両端を標的とした PCRを行い、遺伝子カセットを
増幅した。増幅した PCR産物を精製し、Nanoporeを用いたロングリードシーケンシングにより、
配列解析を行った。ARGsの検出は、Resfinderを参照して行った。 
 
 
４．研究成果 
ハイスループット定量 PCR の結果、intI1 遺伝子は、日本及びベトナムともにすべての試料
から検出された。このことは、クラス１インテグロンが水環境に広く分布していることを示して
いる。intI1遺伝子と他の遺伝子との関係を評価したところ、intI1遺伝子の相対濃度と有意な正
の相関を示す ARG や可動遺伝因子を抽出することができ、intI1 遺伝子を ARG のモニタリン
グ指標とすることの有用性が確認された。相関係数が高い遺伝子の中には、sul1や qacEdelta1
などクラス１インテグロンの遺伝子カセットに入っている頻度が極めて高い遺伝子が含まれて



おり、相関解析の妥当性が明らかになった。特に相関係数が高い遺伝子としては、アミノグリコ
シド耐性遺伝子やトリメトプリム耐性遺伝子などが抽出された。これらの遺伝子は、クラス１イ
ンテグロン遺伝子カセットに含まれている報告例も多い（図 2）。 

 
クラス１インテグロンの遺伝子カセットを増幅した結果、様々な長さの遺伝子カセットが検
出され、水環境や下水中のクラス１インテグロン遺伝子構造は多様であることが明らかになっ
た。遺伝子カセット中に含まれている ARGの個数は日本が 1～3、ベトナムが 1～4であり、多
剤耐性との関連も示唆された。図 3 に日本の水環境試料における遺伝子カセット構造の組成を
示す（Kasuga et al., 2022）。日本の試料では、aadA1、aadA2、aac(6’)-31などのアミノグリコ
シド耐性遺伝子や、blaGES24などのβ-ラクタマーゼ遺伝子が主に検出された。blaGES24は、アミ
ノ酸置換によりカルバペネムの分解活性を有していることが推察され、インテグロンを介した
細菌群への拡散などのリスクについて注意を払う必要がある。日越の遺伝子カセット構造を比
較すると、ベトナムの水環境では、aadA1、aadA2、qacH（多剤排出ポンプ）など日本の水環境
と共通した遺伝子が観察された一方で、dfrA1（トリメトプリム耐性）、catB8（フェニコール耐
性）、blaCARB-2（β-ラクタマーゼ）など、日本の水環境からは検出されない、または相対濃度が
極めて低い ARGが検出された。両国におけるクラス 1インテグロン遺伝子カセットの組成解析
からは、インテグロンを介した ARGの拡散や伝播に差異があることが示唆された。 
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図 2 ベトナムの水環境試料における intI1と 
aadA2（アミノグリコシド耐性遺伝子）との相関関係 

図 3 日本の水環境試料におけるクラス 1インテグロン遺伝子構造の組成 
（Kasuga et al., 2022） 
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