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研究成果の概要（和文）：水環境中の細菌群集の「どの種が」「どの薬剤耐性遺伝子を」保有しているかを推定
するために、母細菌群集から強制的に群集構造（種構成、各種の相対量）を変更させた標本細菌群集の薬剤耐性
遺伝子の保有率の変化に基づいて、耐性遺伝子を有する種を推定するGene Analysis of Randomized 
Populations (GARAPON：ガラポン法)を開発した。推定の正答率は、耐性遺伝子によって大きく異なっていた。
推定対象の８つの耐性遺伝子のうち、37属中9，7、3属だけが有していた耐性遺伝子aada2,tetM,tetGは、3/9，
4/7、3/3の比較的高い正答率でその存在を推定できた。

研究成果の概要（英文）：To estimate "which species" of bacterial communities in water environments 
possess "which antibiotic resistance genes," we developed a method called Gene Analysis of 
Randomized Populations (GARAPON), which estimates the species possessing resistance genes based on 
changes in the resistance gene possession rate of sample bacterial communities whose community 
structure (species composition and relative abundance of each species) was forcibly altered from the
 original bacterial community. The accuracy of the estimates varied significantly depending on the 
resistance gene. Among the eight resistance genes targeted for estimation, the resistance genes 
aada2, tetM, and tetG, possessed by only 9, 7, and 3 genera out of 37, respectively, were estimated 
with relatively high accuracy rates of 3/9, 4/7, and 3/3.

研究分野： 環境工学

キーワード： 薬剤耐性菌　メタバーコーディング解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したガラポン法の精度を更に向上させることで，薬剤耐性菌研究にブレークスルーを起こすことと
なる。例えば，薬剤耐性遺伝子の病原菌への種間の水平伝播が，環境中の主要な培養不可菌を起源（リザバー）
とする現象が証明できれば，細菌群集全体を俯瞰した薬剤耐性遺伝子の環境中動態の解明を可能にする。さら
に，薬剤耐性菌だけではなく，例えば，環境微生物から有用な機能性遺伝子（例，環境浄化遺伝子）を有する種
を探索する研究分野においても，培養不可菌を含む幅広い細菌からの種の探索を可能にするなど，その適用範囲
は極めて広い。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
水環境中の薬剤耐性菌が世界的な問題となっている。培養可能な細菌種は，環境試料からその

種を単離培養することで，どのような薬剤耐性遺伝子を保有するかを把握できるが，培養方法が
確立されていない培養不可菌（＝ダークマター細菌，Nature 2015，図 1 上）の薬剤耐性遺伝子
の実態は未解明である。細菌群集の DNA メタバーコーディング解析は細菌培養を必要としない
ため，培養不可菌を含む群集全体の構成種や各種存在量の解明を可能にした。そして，環境細菌
の 99％近くの種は培養不可菌であり，培養に依存した研究は，ごく一部の細菌種の断片的情報
しか提供できないこともわかってきた。また，環境試料から抽出した細菌群集 DNA の定量 PCR
解析から，培養不可菌を含む群集がどの耐性遺伝子をどの程度保有するのかは解明されてきた
が，「どの種」が保有するのかは未知のままである。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，水環境中の細菌群集の「どの種が」「どの薬剤耐性遺伝子を」「どの程度の割

合」で保有しているかを推定する手法である Gene Analysis of Randomized Populations 
(GARAPON：ガラポン法)を開発することである。 
 
３．研究の方法 
愛媛県の A 養豚場,２か所の下水処理場の流入原水と処理水と下水処理水の放流先の河川から

水サンプルを採水した。採水したサンプルは 10-1～10-6 まで段階希釈を行い LB 培地にそれぞれ
の濃度で撒き、インキュベーター内で 30℃の元で一晩から数日間培養を行った。培養後にそれ
ぞれの LB 培地における生菌数(CFU/ml)のカウントを行った。また培養後の LB 培地からコロニ
ー100程度のものから中心に各採水地点毎にランダムに20～100株を1/2の範囲と1/4範囲の新
しいLB培地に1コロニーずつ単離し再びインキュベーター内で30℃の元で一晩から数日間培養
した。その後十分に培養した細菌をグリセロールと共にチューブに入れ、-80℃で冷凍保存した。
-80℃に冷凍保存していた細菌を LB 培地で 1～2 日間培養を行った。その後 20ml の液体培地が
入っている遠心管に培養した細菌を入れ、インキュベーター内で 30℃でさらに一晩培養した。
翌日に遠心管を 4000rpm,10min,4℃で遠心を行い、固形化した細菌に触れないよう液体培地を除
去し、1 つのサンプルあたり 2本のチューブに再び溶かした細菌を移した。その後遠心、液体培
地除去を再び行いペレット化し-80℃で冷凍保存を行った。 
Qiagen 社の DNeasy Blood & Tissue Kit を用いて、冷凍した 369 株の単離細菌ごとに DNA を

抽出した。抽出した DNA の 16SrRNA 領域を、16SrRNA gene 341Forword primer と 16SrRNA gene 
907Revetse primer の 2 種類のプライマーを使った PCR 法により増幅させた。PCR 産物を精製
し、サンガー法で塩基配列を解読し、BLAST 検索により細菌種名を同定した。また、定量 PCR に
より、８つの薬剤耐性遺伝子(tetG、tetM、strA、strB、floR、sul1、sull2、aadA2)の有無を 369
株についてそれぞれ調べた。 
これら 369 株を使用して模擬人工群集を作成した. 蒸留水に 1.5%の Bacto Agar と 2.5%の LB 

broth を配合した LB 培地を作成し,それぞれの株を LB 培地に撒き,インキュベーター内で 30℃
の元で一晩培養を行った.369 株の単離培養を 2 回に分けて行い,１回目は 188 株,2 回目は 181
株の培養を行った.研究を 2 回に分けて最終的に等量の DNA の抽出液を混ぜ合わせて 369 株から
模擬人工群集を作る方法をとることで,各細菌が混ざり合う研究汚染の危険性を回避した. 
LB 培地でそれぞれ単離培養した株を,２ml チューブ中の 1.5ml の PBS 溶液に溶出させた.そし

て,それぞれの PBS 溶液に対して,菌液の終濃度を合わせるために吸光度測定を行った. 吸光度
測定の有効な方法として 600 nm での吸光値（OD600）測定がある．OD とは散乱光による透過光
の濁度（菌濃度）を表している．最終的に,水平伝播の起こりにくい環境である終濃度
(1×10⁶cell/mL)を目指すため,OD600 の値を約 0.4 に合わせた.そして OD600 の値を合わせた株
を混ぜ合わせ,混ぜ合わせた菌液の吸光度の最終測定を行い,その値を正確に 0.4 に合わせた.そ
して,水平伝播の起きにくい温度である 4 度に設定した滅菌水で菌液を 50 倍希釈し,１回目の
188 株を使用した研究で４L,2 回目の 181 株を使用した研究で４L の模擬人工群集作成し,計８L
の模擬人工群集を作成した. 
 準備した模擬人工群集から,種構造が大きく異なる計 31 種類の標本群集を作成した.事前研究
により,環境水を 3 段階の孔径の膜に通水して,細菌を分画すると,分画試料間で細菌種構造が大
きく変化する現象を確認したことから,本研究では 3 種類の孔径(0.8µm,0.4µm,0.2µm)のセルロ
ース濾紙を用いて連続濾過を行うことで,種構造が異なる６種類の標本群集を作成した.図１に
本研究で行った濾過の模式図を示す. 
 図 1 の①から③はそれぞれ単純濾過,④
から⑥は連続濾過を表している.また,濾過
を行う際に引く水の量(ml)は, 適当に選定
した 15 種類の株を用いて模擬人工群集を
作成して行った事前研究により,今後行う



メタバーコーティング解析と定量PCRに必要なDNA濃度(15ng/µl以上)の基準を満たすことがで
きる量を選定した.濾過を行った量は,①が300ml,②が200ml,③が100ml,④から⑥が600mlであ
る.濾過で作成した６種類の標本群集を Qiagen 社の DNeasy Blood ＆ Tissue Kit を用いて記
載のプロトコルにいくつかの変更を加えた手順でそれぞれ DNA 抽出を行った.付録１に DNA 抽出
のプロトコルを示す. 
そして,抽出した DNA 抽出液を Qubit で DNA の濃度測定を行った.その結果,標本群集⑥の DNA

濃度が予測値よりも大幅に下回り,メタバーコーティング解析と定量 PCR の基準を満たさない値
(15ng/µl 以上)であったため,標本群集⑥を本研究から排除した.この結果は,0.8µm→0.4µm と連
続濾過を行った標本群集④の DNA 濃度が高かったことから,0.2µm に到達する前に多くの株が
0.4µm の濾紙に引っかかったことが考察される.その後,標本群集⑥を除いた 5 種類の標本群集
を用いて,等量でそれぞれの標本群集を組み合わせることにより,計 31 通りの標本群集を作成し
た.31 通りの標本群集の詳細は,①から⑤の５通り,２つずつを組み合わせる 10 通り,3 つずつを
組み合わせる10通り,4つずつを組み合わせる５通り,そして全てを混ぜ合わせる1通りである.  
本研究では,同じ環境中から異なる様々な標本群集を作成することによって, 水環境中の細菌

群集の「どの細菌種が｣「どの薬剤耐性遺伝子を」保有するかを推定する際に,環境的要因が介入
しないことを可能にしている.母群集から種構造の異なる様々な標本群集を作成する手法が,く
じ引きの「ガラガラポン」を類推することから,本研究の標本群集を作成する方法のことを Gene 
Analysis of Randomized Populations(GARAPON:ガラポン法)と呼ぶこととした. 
 準備した 31 標本群集に対して、定量 PCR で８つの薬剤耐性遺伝子(tetG、tetM、strA、strB、
floR、sul1、sull2、aadA2)の各保有率（各耐性遺伝子の配列コピー数/16S rRNA の配列コピー
数）を定量した.耐性遺伝子保有率は,耐性遺伝子を持っている個体数を全個体数で割った値の
ことである.さらに、31 標本群集の 16S rRNA を対象とする DNA メタバーコーティング解析を行
い,各標本群集の種構成および各種の相対量（各群集の総リード数に対する種ごとのリード数）
を定量した. 
定量 PCR で定量した 8 つの耐性遺伝子保有率とメタバーコーティング解析から得られるそれ

ぞれの種の相対個体数のデータを用いて,31 通りの標本群集に対して,相対個体数に対する耐性
遺伝子保有率のグラフを作成し,相関分析を行った.理論上,耐性遺伝子を高い割合で保有する種
の相対個体数が高い標本群集では群集全体の耐性遺伝子保有率が高まり,逆に総体個体数が低い
標本群集では群集全体の耐性遺伝子保有率が低下することが期待される.例えば,分類群 A の耐
性遺伝子 Bの保有率のグラフが正の相関を持つ場合,この考え方に基づくと, 分類群 Aは耐性遺
伝子 B を多く保有していると推察される.この分析をそれぞれの種×８耐性遺伝子のすべての組
み合わせで行い, 相関係数が正でＰ値が 0.05 以下になった組み合わせを見つけることで、水環
境中の細菌群集の「どの種」が,「どの耐性遺伝子」を保有するかを推定した. 最後にガラポン
法で推定した各耐性遺伝子の保有種の推定結果と、株ごとに行った定量 PCR 法による各耐性遺
伝子の結果を比較することで、ガラポン法の精度を評価した。 
 
４．研究成果 
 表１に、模擬人工群集に含まれる３７属について、PCR で保有の有無を調べた８つの薬剤耐性
遺伝子(tetG、tetM、strA、strB、floR、sul1、sull2、aadA2)について、PCR による保有（〇）
と非保有（×）の検出結果と本研究が開発した Gene Analysis of Randomized Populations 
(GARAPON：ガラポン法)の推定結果を比較して示す。現在のガラポン法による耐性遺伝子の有
無を推定の正確性は、耐性遺伝子によって大きくことなることがわかった。 
 耐性遺伝子別の推定結果を比較すると,５つの耐性遺伝子 sul1,sul2,floR,strA,strB では、
ガラポン法では耐性遺伝子を保有することを示す高い相関係数を示した属がほとんどなかった
（0～3 属）。PCR で耐性遺伝子を有していることが確認された属でも、その保有を正しく推定す
ることができなかった。耐性遺伝子を保有することが PCR で確認されていた属のうち、その保有
を正確に推定できた属の割合は 0/12、0/19、0/9、 1/10、0/10 に止まった。 
一方で、残りの３つの耐性遺伝子 aada2,tetM,tetG は、比較的多くの属（9～12 属）が耐性遺

伝子を有していると推定され、耐性遺伝子の検出力が高かった。そして、これらの遺伝子の保有
を正確に推定できた属の割合は、3/9，4/7、3/3 となり、比較的高い正解率で、耐性遺伝子の有
無を推定できた。 
耐性遺伝子ごとに、耐性遺伝子の検出力や正解率に差が生まれた原因として、模擬群集サンプ

ル中に薬剤耐性菌を保有する属の割合が影響していることが考えられた。例えば、比較的検出力
と正解率が高くなった tetM,tetG は、耐性遺伝子を保有する属数が少ないため,数の少ない耐性
遺伝子保有属が、相関係数に与える影響が大きく,比較的高い推定率を得ることができたと考え
る.特に保有属数の少なかった tetG においてその傾向がみられる.しかし,ほかの耐性遺伝子
sul1,sul2,floR,strA,strB では、保有する属数が多かった。言い換えれば、多くの属がこれら
の耐性遺伝子を有していたため、ガラポン法で群集構造を変えた標本群集を準備しても、群集の
耐性遺伝子の保有率に及ぼす影響が限定的になり、相関関係を検出しにくくなった可能性があ
る。 
 
表１ 模擬人工群集に含まれる３７属について、８つの薬剤耐性遺伝子の保有（〇）と非保有
（×）に関する定量 PCR による観測結果（各耐性遺伝子の左行）とガラポン法による推定結果



（各耐性遺伝子の右行）。観測結果と推定結果が一致している組み合わせはガラポン法の推定が
正しい。 

属 
耐性遺伝子 

sul1 sul2 FloR StrA StrB aadA2 tetM tetG 

Acinetobacter ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × ○ ○ ○ ○ × × 

Aeromonas ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × × × × × 

Bacillus × × × × × × × × × × ○ ○ × ○ × × 

Brochothrix × × ○ × × × × × × × × × × ○ × × 

Castellaniella × × × × × × × × × × × × × × × ○ 

Chryseobacterium × × ○ × × × × × × × × × × × × ○ 

Citrobacter × × × × × × × × × × × × × × × × 

Comamonas ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × × × ○ ○ 

Corynebacterium × × ○ × × × ○ × ○ × × × × ○ × × 

Dickeya × × × × × × × × × × × × × × × × 

Empedobacter × × × × × × × ○ × ○ × × × × × × 

Enterobacter × × × × × × × × × × × × × × × × 

Enterococcus ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × ○ ○ ○ ○ × × 

Escherichia-Shigella ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × ○ × × × 

Exiguobacterium × × × × × × × × × × × ○ × ○ × × 

Faecalibacterium × × ○ × × × × × × × × × × × × × 

Glutamicibacter ○ × × × × × × × × × × ○ × ○ × × 

Klebsiella × × × × × × × × × × × × × ○ × × 

Kluyvera × × × × × × × × × × × ○ × ○ × × 

Kurthia × × × × × × × × × × × ○ × ○ × × 

Lactobacillus × × × × × × × × × × × × × × × × 

Lysinibacillus × × × × × × × × × × × ○ ○ ○ × × 

Microbacterium ○ × × × × × × ○ × ○ × × × × × × 

Morganella × × ○ × ○ × × × × × × × × × × ○ 

Others ○ × ○ × ○ × ○ ○ ○ × ○ × × × × ○ 

Pantoea × × × × × × × × × × × × × × × × 

Paracoccus × × ○ × × × ○ × ○ × × × × × ○ ○ 

Photobacterium × × × × × × × × × × × × × × × ○ 

Proteus × × ○ × ○ × ○ × ○ × × × ○ × × ○ 

Providencia × × × × × × × × × × × × × × × ○ 

Pseudomonas ○ × ○ × × × × × × × ○ × × × × ○ 

Rhodanobacter ○ × ○ × × × × × × × × × × × × ○ 

Serratia ○ × ○ × × × × × × × × × × × × × 

Staphylococcus ○ × × × × × × × × ○ × ○ ○ ○ × × 

Stenotrophomonas × × ○ × × × ○ × ○ × × × × × ○ ○ 

Streptococcus × × ○ × ○ × × × × × × × ○ × × × 

Vibrio × × ○ × × × × × × × ○ × × × × × 



耐性遺伝子を有す

る属数（〇の数） 
12 0 19 0 9 0 10 3 10 3 9 9 7 12 3 12 

耐性遺伝子を有す

ることが正確に推

定された割合 

0 / 12 0 / 19 0 / 9  1 / 10 0 /10  3 /9  4 / 7  3 / 3 

耐性遺伝子を有し

ないことが正確に

推定された割合 

25 / 25 18 / 18 28 / 28 24 / 27 24 / 27 22 / 28 22 / 30  25 / 34 
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