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研究成果の概要（和文）：1) チャオプラヤ川流域の水環境から分離した大腸菌（316株）から，24種類の耐性遺伝子が
検出された。ペニシリン系とテトラサイクリン系に対する耐性遺伝子の検出率が高かった。系統発生解析の結果，これ
らの菌株は5つのクラスターに分けられた。各耐性遺伝子の検出率はクラスター別に偏りがなく，耐性遺伝子の起源の
推定までに至らなかった。
2) 熱帯条件下でのベンチスケール活性汚泥リアクターを用いた模擬下水処理実験では，病院排水レベルの濃度でノル
フロキサシン（NOR）を添加するとリアクター内の大腸菌のNOR耐性率が増加した。また，河川で見られるような低濃度
での曝露でも，NOR耐性が誘導される可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：1) Twenty-four kinds of resistance genes were detected from isolates of 
Escherichia coli (n=316) from the Chao Phraya River in Thailand. Detection rates of resistance genes to 
penicillins and tetracyclines were relatively high. Phylogenetic analysis revealed that these isolates 
were categorized into five clusters. We could not find significant differences in detection rates of any 
antibiotic resistance genes among the clusters, indicating the difficulty to estimate origins of the 
resistance genes carried by E. coli based on their phylogenetic relationship.
2) We conducted an experiment to treat synthetic municipal wastewater using bench-scale reactor of 
activated sludge process in Thailand. It demonstrated the increase in resistant rate to norfloxacin (NOR) 
of E. coli in the reactor when NOR was added at a high concentration as reported in hospital wastewater. 
We also found that the NOR resistance of E. coli appeared to be induced by a low concentration of NOR 
(<50 ng/L) in river water.

研究分野：水環境工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
東南アジア諸国では，感染症治療のための
抗生物質の不適切な使用や，畜産や水産での
過剰投与のために，薬剤耐性菌の問題が深刻
化しつつある。研究代表者らの先行研究では，
タイ王国のチャオプラヤ川の上流から下流 
にかけて広い範囲で薬剤耐性の大腸菌が見
つかった（引用文献①）。しかしながら，検
出された耐性菌が流域のどこで発生したの
か不明であり，現時点では対策について議論
することができない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，上記の研究代表者らによる研
究成果を発展させ，薬剤耐性菌の遺伝情報を
解析することにより，同流域における耐性菌
の発生源と耐性獲得経路を推定することを
目的とする。 
また，同流域内でも生活排水に由来して大
腸菌と抗生物質が集まる下水処理場を主要
な耐性菌発生源とみなし，ベンチスケールの
下水処理リアクターを用いた実験により，
種々な抗生物質をリアクターに投入した場
合の大腸菌の耐性獲得の可能性を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
本研究は４つのタスクで構成され，各タス
クでは以下の方法で研究を実施した。 
(1)チャオプラヤ川流域における抗生物質耐
性菌の検索 
研究代表者らが，２０１１年１月にチャオ
プラヤ川流域の上流部から河口部までの全
４８地点で河川水中から単離した大腸菌の
菌株（カセサート大学に保管）を用いる。 
それに加えて，新たに同流域の下水処理場
や病院などで，高濃度の抗生物質により汚染
されていると考えられる排水も採取し，試料
中の大腸菌を単離する。単離された菌株に対
して，抗生物質耐性試験を実施する。 
 
(2)耐性遺伝子の検出と遺伝情報にもとづく
耐性菌発生源の推定 
タスク１で単離された薬剤耐性大腸菌か
ら，ゲノムおよびプラスミドを抽出する。抽
出された遺伝子から，ハイスループット qPCR
装置を用いて，４つの系列から全３８種類の
耐性遺伝子の一斉検出を行う。検出に用いる
プライマー，プローブについては，Tm 値が揃
うように本研究で独自で設計する。 
検出された耐性遺伝子の起源を探るため
に，PCR-RFLP 法を用いて大腸菌の系統解析を
実施する。PCR-RFLP 法の標的とする遺伝子領
域と，その遺伝子を断片化するための制限酵
素の組合せを，試行錯誤法によって決定する。 
 
(3)各種発生源における耐性菌発生ポテンシ
ャルの評価 
カセサート大学工学部環境工学科の実験
室に，活性汚泥法による都市下水処理のベン

チスケールリアクター２基（１つは標準活性
汚泥法 SBR，もう１つは膜分離活性汚泥法
SB-MBR を採用）を設置し，運転を開始する。
実際の処理場から採取した種汚泥と，模擬下
水を用いた定常運転が可能となった時点で，
抗生物質を投入し，リアクター内の大腸菌の
耐性スペクトルの変化を観測する。下水処理
過程では抗生物質も分解されるため，耐性菌
の増減とともに，抗生物質濃度の変化もモニ
タリングする。 
 
(4)東南アジアの水環境における抗生物質耐
性菌の発生源と耐性獲得経路の推定 
タスク１～３の成果にもとづいて，チャオ
プラヤ川流域における抗生物質耐性菌の発
生源と耐性獲得経路に関する結論をまとめ
る。さらに，流域住民の耐性菌への感染リス
クを低減するために効果的な対策について，
タイ国内の研究協力者とともに検討する。 
 
４．研究成果 
(1)チャオプラヤ川流域における抗生物質耐
性菌の検索 
バンコク市内の都市下水処理場の流入下
水で分離された大腸菌株では，ナリジクル酸
（54%），テトラサイクリン（42%），およびサ
ルファメトキサゾール（50%）で高い耐性率
が確認された。これらの値は，他国で報告さ
れた都市下水中の大腸菌の耐性率よりも高
かった。また，キノロン系の抗生物質につい
ては，流入下水に比べて活性汚泥中の大腸菌
で耐性率が上昇していた。 
同じくバンコク市内の病院の下水から分
離された大腸菌では，ナリジクス酸（69%）
とテトラサイクリン（76%）で耐性率が高か
った。これらの耐性率は，上述した都市下水
中の大腸菌よりもさらに高く，抗生物質の使
用頻度が高い病院が，薬剤耐性菌の起源の一
つであることを裏付ける結果が得られた。 
 
(2)耐性遺伝子の検出と遺伝情報にもとづく
耐性菌発生源の推定 
チャオプラヤ川流域で分離された３１６
株の大腸菌株から，３８種類中２４種類の耐
性遺伝子が検出された（図１）。ampC 遺伝子
の検出率が最も高く（約 60％），ペニシリン
系とテトラサイクリン系の耐性遺伝子で検
出率が高かった。 
次に，同じ大腸菌株に対して，PCR－RFLP
法による系統発生解析を行った。ここでの
PCR-RFLP 法は H抗原遺伝子を対象とし，制限
酵素としては Hinf I と Rsa I の２つを併用
した。その結果，チャオプラヤ川流域で分離
された大腸菌の発生系統は5つのクラスター
に分けられた（図２）。 
 検出率が高かった９種類の耐性遺伝子に
ついて，その起源を推定するため，地点別の
検出率とその周辺の土地利用の相関を調べ
たが，ごく限られたケースを除いて有意な相
関は確認できなかった。続いて，各耐性遺伝



子の検出率をクラスター別に比較したが，検
出率には偏りがなく（図３），大腸菌は流域
内に十分に伝播した後で耐性遺伝子を獲得
したことが示唆された。 
 
(3)各種発生源における耐性菌発生ポテンシ
ャルの評価 
活性汚泥法による都市下水処理のベンチ
スケールリアクターには，実際の処理場から
採取した種汚泥を接種し，模擬下水を用いた
定常運転を行った（写真１）。第一の実験と
して，リアクターの形式（SBR と SB-MBR）の
違いや曝気時間等の運転条件に応じて，リア
クター内の大腸菌の耐性スペクトルが変化
することを観察した。その結果，耐性スペク
トルの変化には明確な傾向は見られなかっ
たが，クロラムフェニコール耐性率だけは，
SB-MBR で時間経過とともに上昇した。SB-MBR
は SBR に比べて汚泥の滞留時間が長いため，

長時間の処理の間に，汚泥に存在した大腸菌
が耐性を獲得した可能性が考えられる。 
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図１ チャオプラヤ川流域で分離された 
大腸菌株からの薬剤耐性遺伝子検出率（％） 
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17）が属するクラスターの割合 
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第二の実験として，ノルフロキサシン（バ
ンコク首都圏の下水処理場で最も高い濃度
で検出された）を異なる濃度で添加した模擬
下水の回分処理を行ったところ，添加濃度と
大腸菌のノルフロキサシン耐性率の上昇と
の間には，明確な関係は見られなかった。た
だし，さらにノルフロキサシン濃度を上昇さ
せて 0.01mg/L（病院排水レベル）で添加した
系では，耐性大腸菌の割合が増加することが
確認された。 
また，別の実験では，河川で見られる低濃
度（数～50ng/L）での曝露でも，大腸菌の最
小阻害濃度（MIC）が上昇した（図４）。 
 
(4)東南アジアの水環境における抗生物質耐
性菌の発生源と耐性獲得経路の推定 
上述の通り，タスク１～３の結果から，チ
ャオプラヤ川流域の水環境から分離された
大腸菌について，明確な耐性遺伝子の起源の
推定までは至らなかったが，都市下水（特に
病院排水）の処理で大腸菌の耐性率が上昇す
る事実と，河川中でも耐性の獲得（耐性誘導）
が起こる可能性を示すことができた。 
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写真１ 活性汚泥リアクター 
（SBR と SB-MBR が並列されており，同一の
排水を用いた処理実験を行うことができる） 

 

 

図４ 低濃度のノルフロキサシンへの曝露
による耐性の誘導（凡例のSとRはそれぞれ，
誘導前の菌株が感受性株（n=11），耐性株
（n=2）であったことを示す） 
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