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研究成果の概要（和文）：抗菌剤とほかの化学物質の共存下での薬剤耐性菌の応答を明らかにした．１）特定の金属存
在下で薬剤耐性遺伝子の水平伝播が促進されることが明らかになった．２）その促進の有無は遺伝子の供与菌種と受容
菌種の組み合わせなどで異なったことから，環境由来日和見感染菌の耐性獲得リスクはケースバイケースであることが
示唆された．３）海水中のyet-to-be cultured細菌群集が耐性遺伝子のリザーバになっていることを初めて明らかにし
た．４）薬剤汚染がほとんどない環境でも耐性遺伝子は残存する実態が明らかになった．今後は環境の耐性遺伝子の人
間環境への侵入ルート，そのリスクを明らかにする必要がある．

研究成果の概要（英文）：Environmental contamination with antibiotics and other chemicals showed various 
effect on microbes. 1) Co-presence of vanadium and antibiotics accelerate horizontal gene transfer (HGT) 
between Vibrio and E. coli, but not between Acinetobacter and Vibrio, suggesting specific combination is 
needed for the HGT acceleration. 2) This suggests that HGT among opportunistic pathogens in environment 
is a case by case manner. 3) Yet-to-be cultured marine bacteria are a reservoir of antibiotic resistance 
genes (ARGs), which is the first evidence of role of non-culturable microbes in the ARGs retaining in 
environment. 4) ARGs are retained in non-contaminated environment such as marine sediment for long time. 
Next mission is to clear the invasion rout to human environment, and to evaluate the risk.

研究分野： 環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 抗生物質に耐性を示す薬剤耐性病原体
の出現は，人命を奪い水畜産業に経済的損
失をもたらす．このような被害は毎年のよ
うに世界的に起こっており，薬剤耐性菌対
策は各国で頭を悩ませている問題である．
薬剤耐性形質は遺伝子に担われており，お
もに二つの獲得機構がある．まず，細菌が
本来有している遺伝子の変異や発現調節
によって自然耐性が誘導される場合であ
り，もう一つは外来の耐性遺伝子を水平伝
達によって獲得する場合である．臨床病原
菌では薬剤耐性のメカニズム的研究は分
子レベルで進んでいるが，自然環境での耐
性菌と耐性遺伝子の動態はあまり知られ
ていない．近年欧米では畜産現場から耐性
菌が排水池・地下水等へ移動することが報
告され，また，堆肥中での遺伝子検出研究
が行なわれている．これらは臨床・畜産環
境での薬剤暴露によって腸内菌・病原菌が
耐性化し，それが環境に放出される場合の
研究である．いっぽう，水圏の薬剤汚染状
況については東南アジアでも報告が数報
あり，耐性遺伝子では水銀耐性と薬剤耐性
がリンクすることについて最近報告があ
った．しかし，耐性菌の水圏環境中での発
生原因，潜伏場所，移動・拡散などの知見
はいまだにない．本研究は薬剤・化学汚染
によって自然耐性誘導と遺伝子水平伝播
が実際の環境でどのように発生して耐性
菌増加を起こしているかを定量的に明ら
かにする研究と位置づけられる． 
 申請者は環境細菌に着目し，これまで自
然環境における耐性菌分布を人為影響の
少ない海洋および人間生活に密着した水
圏環境でモニタリングしてきた．その結果，
薬剤汚染のない外洋堆積物中の細菌にお
いてもテトラサイクリン耐性菌が検出さ
れ，耐性菌率がある種の金属汚染と相関が
あることをみいだした．また，海洋細菌か
らヒトの腸内菌へ薬剤耐性遺伝子が高率
で伝達されることを試験管内実験で明ら
かにした．さらに，科研費基盤 B（海外学
術，H19~22）において，東南アジアの稲
作・養殖・畜産複合農業環境ではサルファ
剤汚染があること，および複数の耐性遺伝
子を持つ多剤耐性菌が多いことを明らか
にしてきた．これらのことから，水圏環境
細菌が，複数の薬剤汚染や金属などの化学
物質暴露で多剤耐性化する可能性および
耐性遺伝子が水利用や農水畜産物を通し
て人間社会へ移動している可能性が示唆
され，その解明の必要性が認識された．試
験管レベルでは薬剤と金属両方を排出す
るポンプがヒト病原菌で研究されている．
申請者は分布モニタリングを継続する一
方，あらたに環境での耐性遺伝子の発生・
残存・伝播について定量的実験を展開する
ことで，水圏環境が薬剤耐性菌の起源とリ
ザーバになっていることを解明し，環境由

来の薬剤耐性菌リスク評価のための根拠と
なる研究を着想した． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，環境細菌において，薬剤耐性
の発生や拡大が様々な化学物質によっても
影響を受け，その形質がヒトの病原細菌にま
で侵入・伝播する機構と実態を解明すること
を目的とする． 
 
３．研究の方法 
１）抗菌剤，金属等の微生物生態系影響： 
マイクロコズムモデル環境を作成し，薬剤
（テトラサイクリン）の動態を把握し，分解，
移行，残存を知る．また，微生物群集の薬剤・
金属に対する交差耐性誘導および耐性遺伝
子の発現・伝播を究明する． 
２）薬剤耐性遺伝子の環境濃度と伝播： 
薬剤耐性菌の解析は非培養法と培養法を組
み合わせ，遺伝子濃度の違いと変動を解明す
る．モデル環境解析と同時に現場の汚染実態
解明を行ない，遺伝子動態（環境中の遺伝子
量変動）を把握する．耐性遺伝子の定量は
qPCR で行なう． 
３）実験的遺伝子水平伝播への金属の影響： 
水圏環境から分離した耐性菌から，環境中に
も存在するヒトの日和見病原菌（緑膿菌，
Acinetobacter 等）や大腸菌への遺伝子伝達
能をフィルタメイティング法で解析し，環境
常在細菌からの遺伝子の移動侵入拡散リス
クの究明を試みる． 
 
４．研究成果 
(1)金属汚染，有機汚染下での薬剤耐性遺伝
子定量： 
 薬剤耐性遺伝子の分布をガーナと南アフ
リカで調査した．薬剤耐性は，金属・元素類
の複合汚染で発生することが知られている
ため，ガーナでは e-waste で調査した．その
結果，ラグーン，養殖場および e-waste では
いずれでもテトラサイクリン耐性遺伝子
tet(M)と水銀耐性遺伝子 merA コピー数の相
関はなく，かつコピー数は 10-8〜-7 コピー／
16S rRNA 遺伝子数と少なかった．ガーナでは
まだ薬剤使用量は少なく，金属濃度も選択圧
になるほどは高くないため，環境細菌群集に
おける耐性遺伝子の増加・拡散は低度なのか
もしれない． 
 一方，南アフリカの郊外河川，市内河川お
よび下水処理場排水の結果では，郊外河川水
ではサルファ剤，テトラサクリンの耐性遺伝
子は少なかったが，市内河川と下水処理場水
では sul1, sul2がともに 10-2〜-1コピー／16S
と高く，tet(M)は 10-3であった．環境細菌群
集中にこれらの耐性遺伝子が高率に保有さ
れている実態が分かった．sul3は群集中では
主要ではないが，培養可能なサルファ剤耐性
菌が保有しており，遺伝子種によってことな
る細菌群が保有していることが示唆された．
耐性菌出現率は下水処理場が郊外・市内河川



を有意に上回っており，人間排水由来の耐
性菌が環境へ流出していることが明らか
になった．都市人口が多く，経済的にも発
展している南アフリカでは，一方でインフ
ラ整備が遅れている．本研究では下水処理
が十分機能せず，耐性菌と耐性遺伝子が環
境へ流出していること，および環境細菌群
集に耐性遺伝子が伝播・蓄積している実態
が明らかになった． 
(2)金属共存が耐性遺伝子の水平伝達に及
ぼす影響： 
 東京湾から外洋までの堆積物を分析し
たところ，バナジウム濃度とテトラサイク
リン耐性菌出現率に相関があった．いくつ
かの金属が薬剤耐性との共耐性を示すこ
とは報告があるが，バナジウムでは知られ
ていない．これまでの共耐性は，薬剤排出
ポンプの共有が主であったが，本研究では，
金属による耐性遺伝子の水平伝達への影
響するのではないか，という仮説をたて，
実験的に証明を試みた．その結果，バナジ
ウム 500μM 以上で，Photobacterium から
大腸菌への tet(M)の水平伝達が促進され
ることが明らかになった．カルシウム（陽
性対照）でも同様に促進された．一方，亜
鉛やカドミウムでは逆に水平伝達率は下
がった．これは特定の金属で遺伝子水平伝
播が促進されることを初めて示した研究
である．一方，近年注目されている日和見
感染菌の Acinetobacter から Vibrio への
伝達は促進も阻害もなく，効果はドナーと
レシピエントの組み合わせで異なること
が明らかになった．このことは，環境での
耐性遺伝子の水平伝播による拡散リスク
は群集を構成する菌種によって異なるこ
とを示唆している． 
(3)微生物群集内での耐性遺伝子保有者
は？： 
四国の海面養殖場では複数の薬剤が毎年
投与される．近年ではオキシテトラサイク
リン(OTC)が主要であり，量と頻度は少な
いがサルファ剤系，キノロン系も使用され
る．通年で漁場海水中の耐性遺伝子濃度を
測定したところ，sul2が優占し，sul1, sul3
および tet(M)は月によって特徴的に出現
した．培養法で検出されるサルファ剤およ
び OTC 耐性菌が sul1, sul3, tet(M)を保有
していない場合でもこれらが海水中には
高い濃度で検出されたことから，海水中の

未培養菌（yet-to-be cultured bacteria）
が保有していると考えられた．未培養菌への
耐性遺伝子伝達およびその逆の未培養菌か
ら人の病原菌への伝達が起こるか否かは本
研究で初めて着目した点であり，今後の新た
な課題である． 
４．まとめ： 
 本研究では，１）特定の金属存在下で薬剤
耐性遺伝子の水平伝播が促進されることが
明らかになった．２）その促進の有無は遺伝
子の供与菌種と受容菌種の組み合わせなど
で異なることから，環境の日和見感染菌の耐
性遺伝子獲得リスクはケースバイケースで
ると示唆された．３）海水中の yet-to-be 
cultured 細菌群集が耐性遺伝子のリザーバ
になっていることを初めて明らかにした．４）
薬剤汚染がほとんどない環境でも耐性遺伝
子は残存する実態が明らかになった．以上の
概略を図に示す．今後は環境の耐性遺伝子の
人間環境への侵入ルート，そのリスクを明ら
かにする必要がある． 
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