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１．はじめに

我が国でも抗生物質の多量使用により薬剤耐性菌が発生し、病院内などを中心に感染事例

が多く報告されており社会問題となっている。またヒトが服用した抗生物質は最終的には体

外へ排出されることから、下水処理場などを経て環境水中に放流される。現在、下水処理場

や環境水中において、これら抗生物質や薬剤耐性菌などの調査、研究が徐々に行われてきて

。いる１）２）３）

一方、下水道の普及率も向上し環境水中に占める下水処理水の割合も向上しているため、

下水処理場はこれらの薬剤耐性菌や抗生物質の新たな汚染源となりうる可能性があることか

ら、その詳細な実態解明を求められることが今後予想される。また、下水処理過程において

耐性遺伝子の伝達の可能性を指摘する報告 もあるが、調査･研究事例は現在のところ少な４）

い。

本研究では、環境水中における薬剤耐性菌の汚染実態を明らかにするとともに、環境水に

大きな影響を及ぼすと考えられる下水処理場を含めた各種排水処理施設などからの耐性菌排

出量を把握し、環境水への影響の大きさを検討する。さらに、河川環境を含めた微生物の混

在系における耐性遺伝子の伝達特性や、薬剤耐性菌の消長と消毒耐性の解明を目的としてい

る。

年度は、下水処理水とその流入下水、さらに病院排水とその活性汚泥処理施設の処理水16
について、大腸菌を対象とした薬剤耐性試験、薬剤感受性試験を行い、実態を調査した。

２．研究方法

２．１ 大腸菌の検出法の評価

下水処理場へ排出される細菌群の汚染源はヒト由来のものが大部分を占めることから、腸

内細菌科に属する細菌が優占すると考えられる。その中でも大腸菌は、ヒト腸管内の常在菌

の一種でかつふん便汚染指標の代表種として位置づけられ、また、下水を含めた環境水にお

ける既存の薬剤耐性菌の調査･研究では大腸菌を対象とした事例が多く見受けられる。さら

に、今後他の菌種を対象に調査を行った場合でも、基礎的デ－タとして大腸菌との関連性を

把握することは重要となることが予想される。このため､ 年度においては薬剤耐性菌の対16
象を大腸菌として実験･調査を行った。

まず、下水中より大腸菌を検出するための測定法を評価した。現在、大腸菌（大腸菌群）

を水試料から検出するために様々な方法が提示されている。ここでの検出法の評価では、数

種類の異なる培地を用いた平板培養法あるいはフィルタ－法により、検出された典型コロニ

－の菌種を同定し、その陽性割合から大腸菌検出のための最適な測定法を選定した。評価対

、 （ ） 、象とした培地はクロモカルト培地 デソキシコ－ル酸塩培地 ℃､ ℃ の平板培養法37 44.5
エンドウ培地、 培地のフィルタ－法であり、各培地により検出された典型コロニ－MF- M-FC
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を ～ 株釣菌し、 テスト（ﾆｯｽｲ ）を用いて菌種の同定を行った。20 30 ID EB-20

２．２ 薬剤耐性試験

薬剤耐性試験では、対象抗生物質をレボフロキサシン（ ）、アンピシリン（ )のLVFX ABPC
種類とし の場合は最終濃度が になるようクロモカルト培地に添加、 で2 LVFX 8mg/L ABPC
は とし、添加系と無添加系における大腸菌の検出濃度の違いにより耐性割合を把握32mg/L
した。 は我が国における出荷量･額および尿排泄率から推定した体外排出量の多い抗LVFX
生物質の一種であり ､また､ は既存の調査･研究事例で比較的多く報告されていると１） ABPC
ともに、腸内細菌科の大腸菌に対してともに抗菌作用を有することから薬剤耐性試験の対象

抗生物質として選定した。

試料の採取は下水試料で 回、病院試料で 回行い、各々薬剤耐性試験を実施した。下水3 2
試料は関東圏内の流域下水道の流入下水と活性汚泥処理後の処理水、病院試料は関東圏内に

ある比較的大規模な病院の下水とその活性汚泥処理施設から排出される処理水の計 種類と4
した。なお、流域下水道の流域内に今回調査対象とした病院試料は含まれていない。

２．３ 薬剤感受性試験

薬剤感受性試験は、上記 の抗生物質無添加培地によって検出された大腸菌の典型コロ2.2
ニ－を釣菌、トリプトソイブイヨン培地に接種の後 ℃で 時間程度培養を行い､培養液を35 3
平板に固めたミュラ－ヒントン 寒天培地に塗布し､平板上に抗生物質の含有されたディスS
クを置いた。この平板を ℃で ～ 時間培養した後､平板上に形成された阻止円の直径35 16 18
を測定し耐性、中間、感受性の判定を行い、各抗生物質に対する感受性を調査した。対象抗

（ ）、 （ ）、生物質はレボフロキサシン ：キノロン系 アンピシリン ：ペニシリン系LVFX ABPC
セフジニル（ ：経口セフェム系 、テトラサイクリン（ ：テトラサイクリン系 、カCFDN TC） ）

ナマイシン（ ：アミノグリコシド系 、スルファメトキサゾ－ル･トリメトプリム（ ：KM ST）

合成抗菌薬）、ゲンタマイシン（ ：アミノグリコシド系）、イミペネム（ ：カルバペGM IPM
ネム系）の 種類とした。これら抗生物質の選定理由は、我が国における出荷量･額および8
尿排泄率から推定した体外排出量などの報告例 を参考とし、併せて過去の調査･研究事例１）

での報告が多く、腸内細菌科の大腸菌に対して抗菌作用を有するためである。薬剤感受性試

験における抗生物質含有ディスクは ディスク（栄研化学）を利用した。感受性試験の判KB
定基準などは、ＫＢディスクの手引き を参照したが、これらの基準は や米国臨床５） WHO
検査基準委員会などの指針を参考に作成されている。

３．研究結果および考察

３．１ 大腸菌の検出法の評価結果

大腸菌を検出するための測定法の評価結果を表－ に示す。流入下水において典型コロニ1
44.5 2－中の大腸菌の割合が高い培地はクロモカルト培地 デソキシコ－ル酸塩培地 ℃ の、 （ ）

種類であり、各々その割合は ％程度であった。下水処理水で典型コロニ－中の大腸菌の割90
合が比較的高い培地は、クロモカルト培地の ％程度、次いで 培地の ％であり､70 M-FC 65

、 、流入下水 下水処理水ともクロモカルト培地で検出される典型コロニ－中の大腸菌の割合は

他の培地と比較して若干高かった。このため、クロモカルト培地によって検出されるコロニ

－の大部分は大腸菌であると考えられることから、薬剤耐性試験、薬剤感受性試験による大

腸菌の検出では、クロモカルト培地を利用した。
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表－１ 大腸菌(E.coli)の検出法の評価結果
流入下水 下水処理水試 料

( ) ( )培 地 釣菌 釣菌E.coli E.coli/ /E.coli % E.coli %

87 73クロモカルト培地 26 30 22 30／ ／
24 30 80 7 20 35ﾃ゙ ｿｷｼｺﾙ酸塩培地- ／ ／
28 30 18 30 60ﾃ゙ ｿｷｼｺﾙ( )- 高温培養 ／ ／93
13 30 43 7 20 35ＭＦ－エンドウ培地 ／ ／
18 30 60 13 20 65Ｍ－ＦＣ培地 ／ ／

３．２ 薬剤耐性試験結果
薬剤耐性試験結果を表－ に示す。下水試料における流入下水の 耐性大腸菌の割合2 LVFX

は平均 ％、 では ％、活性汚泥処理を経た処理水では ％､ ％1.3 ABPC 11.3 LVFX0.9 ABPC8.5

、 。 、となっており 各々 に耐性を示す大腸菌の割合は高い 活性汚泥処理を経ることでABPC

各々耐性を示す菌数割合は若干ではあるが減少する傾向が見られた。多摩川流域の下水処理
場で行った調査結果 でも、 の耐性割合は ～ ％を示し、下水処理過程にお６） ABPC 10.2 12.5

いて耐性割合の変化は認められていない。
病院試料の流入下水では の耐性割合は平均で ％、 で ％、活性汚泥処LVFX 10.2 ABPC 40.5

LVFX1.7 ABPC13.4 ABPC理を経た処理水では ％、 ％となっており、下水試料と同様に各々

表－２ 薬剤耐性試験結果
流 入 下 水 下 水 処 理 水試 料

培 地 等 検出濃度範囲 ( ) 平均 検出濃度範囲 ( ) 平均cfu/mL cfu/mL

4 4 4 1 2 1下 抗生物質無添加培地 27 10 60 10 39 10 1 3 10 2 0 10 7 8 10. . . . . .× × × × × ×～ ～
2 2 2 2 0 0水 ＬＶＦＸ添加培地 42 10 62 10 49 10 80 10 26 10 0 9 10. . . . . .× × × × × ×～ ～-

1.0 1.6 1.3 0.3 1.3 0.9試 ～ ～ＬＶＦＸ耐性割合(％)
3 3 3 0 0 0料 ＡＢＰＣ添加培地 20 10 44 10 32 10 1 7 10 7 8 10 4 8 10. . . . . .× × × × × ×～ ～

6.3 16.3 11.3 3.9 13.1 8.5ＡＢＰＣ耐性割合(％) ～ ～
3 3 3 0 1 1病 抗生物質無添加培地 10 10 73 10 42 10 3 2 10 4 0 10 2 2 10. . . . . .× × × × × ×～ ～
1 3 2 1 1院 ＬＶＦＸ添加培地 40 10 12 10 62 10 0 10 0 10. . . 1. 1.× × × × ×～ - -

4 16.4 10.2 0.3 3.1 1.7試 ～ＬＶＦＸ耐性割合(％) ～
2 3 3 1 0 0料 ＡＢＰＣ添加培地 44 10 27 10 16 10 68 10 23 10 1 5 10. . . . . .× × × × × ×～ ～-

37.0 44.0 40.5 5.7 21.1 13.4ＡＢＰＣ耐性割合(％) ～ ～

に耐性を示す大腸菌の割合は高かった。下水試料と病院試料で耐性大腸菌の割合を比較する
と、 では流入下水で 倍、下水処理水で 倍、同様に で 倍、 倍程度、病院LVFX 8 2 ABPC 4 2

試料は高かった。この要因は、病院試料は抗生物質の投与を受けている入院患者の排泄物由
来の負荷が一般の下水試料と比較して高いなど、排水性状の特異性に起因するものと推定さ
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れる。今回の調査結果では、下水･病院試料とも活性汚泥処理を経ることで、各々耐性を示

す菌数割合は減少する傾向が見られたが、活性汚泥処理により耐性菌の選択や耐性遺伝子の

伝達などの可能性を指摘する報告 や大腸菌群を含めた腸内細菌科細菌では、耐性割合４）７）

が増加するという報告 もある。また、下水中の抗生物質濃度と耐性遺伝子伝達との関連６）

についての調査例 もあり、今後他の菌種を含めデ－タの蓄積を図る必要があると考えら８）

れる。

３．３ 薬剤感受性試験結果

薬剤感受性試験結果を表－ に示す。各々の採水毎に整理を行ったものを記載した。下水3
試料の流入下水から検出された株の耐性割合は で ～ ％程度、 で ～ ％ABPC 40 70 TC 10 60
程度、次いで が ～ ％程度であり採水毎にその割合は異なるものの、この 種類CFDN 0 30 3
の抗生物質に対して耐性を示す株の割合は高かった。また、やや耐性があると考えられる中

表－３ 薬剤感受性試験結果

流 入 下 水 ( 株) 下 水 処 理 水 ( 株)試料 72 86
(割合%) (割合%)採水 ． 感受性(割合 ) (割合 ) 感受性(割合 ) (割合 )No % % % %中間 中間耐性 耐性

Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ抗生物質

36, 54, 25 23, 8, 4 41, 38, 71 36, 33, 20 21, 29, 16 43, 38, 65ＡＢＰＣ

91, 50, 75 9, 19, 0 0, 31, 25 100, 48, 45 0, 14, 24 0, 38, 31ＣＦＤＮ

82, 88, 100 5, 0, 0 14, 12, 0 100, 81, 69 0, 14, 4 0, 5, 27下 ＬＶＦＸ

45, 38, 13 41, 35, 29 14, 27, 58 29, 43, 12 21, 29, 18 50, 29, 71水 ＴＣ

86, 88, 92 0, 8, 4 14, 4, 4 86, 86, 76 14, 10, 12 0, 5, 12試 ＫＭ

82, 96, 100 14, 0, 0 5, 4, 0 93, 86, 84 7, 10, 12 0, 5, 4料 ＳＴ

100, 88, 96 0, 0, 0 0, 12, 4 100, 90, 84 0, 0, 0 0, 10, 16ＧＭ

100,100,100 0 , 0 , 0 0, 0, 0 100,100,100 0, 0, 0 0, 0, 0ＩＰＭ

流 入 下 水 ( 株) 下 水 処 理 水 ( 株)試料 88 88
(割合%) (割合%)採水 ． 感受性(割合 ) (割合 ) 感受性(割合 ) (割合 )No % % % %中間 中間耐性 耐性

Ⅰ，Ⅱ Ⅰ，Ⅱ Ⅰ，Ⅱ Ⅰ，Ⅱ Ⅰ，Ⅱ Ⅰ，Ⅱ抗生物質

53, 48 25, 20 22, 32 55, 22 11, 0 34, 78ＡＢＰＣ

87, 55 0, 25 13, 20 100, 39 0, 10 0, 51ＣＦＤＮ

97, 95 0, 0 3, 5 100, 71 0, 7 0, 22病 ＬＶＦＸ

56, 20 35, 32 9, 48 72, 17 15, 27 13, 56院 ＴＣ

75, 77 16, 18 9, 5 81, 98 15, 0 4, 2試 ＫＭ

94, 88 0, 5 6, 7 100, 98 0, 2 0, 0料 ＳＴ

100,100 0, 0 0, 0 100, 98 0, 0 0, 2ＧＭ

100,100 0, 0 0, 0 100, 95 0, 0 0, 5ＩＰＭ

間を示した株の割合でも、 や は他の抗生物質と比較するとその割合は高かった。ABPC TC
下水処理水に関しても若干割合は異なるものの、同様な傾向が見られた。しかし、出荷量･

額および体外排出量の比較的多いと推定される抗生物質の 、 に耐性を示す株の割LVFX IPM
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合は、 、 に耐性を示す株の割合と比較してかならずしも高いものではない。特にABPC TC
全ての株に対して は感受性を示した。IPM
病院試料でも 、 、 に対して耐性を示す株の割合は、下水試料と同様に高いABPC TC CFDN

ものとなっている。 、 に関しては流入下水、下水処理水ともほとんどの株で感受性GM IPM
を示した。金目川、多摩川、鶴見川を対象とした河川水の調査結果 でも 、 に対２） ABPC TC
して耐性を示す株の割合は高く、 に関しても感受性試験を行っているが、その割合はLVFX

や と比較すると低い。都内の下水処理場における調査結果 でも処理水中の耐性ABPC TC ４）

株は や に耐性を示すものが多い。今回の調査結果を含め流域･調査箇所、時期が異TC ABPC
なっても同様な結果が得られるということは、広範囲かつ恒常的に 、 に対して耐性ABPC TC
を持つ大腸菌が存在していることが示唆された。

一方、今回の試験結果では、抗生物質出荷量などと下水中の耐性大腸菌の割合は比例関係

ではない可能性が伺えたことから今後、他の菌種を含め耐性菌の消長に影響を及ぼす条件を

解明する必要があると考えられる。

2 4種類以上の抗生物質に対し耐性を示す株を多剤耐性株と定義し、整理したものを表－

に示す。下水試料の流入下水から得られた 株の内 株、下水処理水で 株の内 株､72 25 86 47
同様に病院試料では流入下水 株の内 株、下水処理水 株の内 株が 種類以上の抗88 23 88 33 2
生物質に対し耐性を示した。その割合は下水試料で ～ ％、病院試料で ～ ％であ35 54 26 37

2 A BPC TCったが その内 種類の抗生物質に対して耐性がある株の割合が最も多かった と、 。

2 7 2 45また、この 種類の抗生物質と他の抗生物質に対し耐性のある株は下水試料で 株の内

株、病院試料で 株の内 株であり、 と に対してともに耐性のある株は多剤耐56 35 ABPC TC
性株の中で両試料とも ％以上を占めていた。最大では 剤に対して耐性のある株が下水60 6
試料の流入下水、処理水から、病院試料では 剤耐性株が処理水から検出された。下水･病5
院試料とも活性汚泥処理を経ることで、多剤耐性の割合は若干ではあるが上昇している。多

剤耐性の定義は異なるものの都内の下水処理場で行った調査結果でも流入水と処理水との間

に増加傾向が見られたため、下水処理過程で耐性遺伝子の伝達や耐性菌の選択の可能性を指

。 、 、 、摘する報告 もある 今後 他の菌種 下水処理場で行われている消毒による不活化効果４）

環境水も含めその消長に関しデ－タを蓄積する予定である。

表－４ 多剤耐性株の割合

２剤 ３剤 ４剤 ５剤 ６剤 ７剤 計(割合 )試料 多剤 %
17 (24) 5 ( 7) 2 ( 3) 0 ( 0) 1 ( 1) 0 ( 0) 25 (35)下 流入下水

26 (30) 14 (16) 4 ( 5) 2 ( 2) 1 ( 1) 0 ( 0) 47 (54)水 処理水

12 (14) 10 (11) 1 ( 1) 0 ( 0) 0 ( 0) 0 ( 0) 23 (26)病 流入下水

16 (18) 10 (11) 6 ( 7) 1 ( 1) 0 ( 0) 0 ( 0) 33 (37)院 処理水

( ) % 100内数値( )：(耐性株数／被検株数)×

４．まとめ

年度は、環境水へ大きな影響を及ぼすと考えられる下水処理水とその流入下水、さらに16
病院排水とその活性汚泥処理水について大腸菌を対象とした薬剤耐性試験、薬剤感受性試験

を行い、実態を調査した。調査から得られた結果を以下に示す。



クロモカルト培地による検出法で検出される典型コロニ－中の大腸菌の割合は、他の１）

培地による検出法と比較して最も高かった。

LVFX 1.3 0.9２) 下水試料における流入下水の 耐性大腸菌の割合は 平均 ％ 処理水では、 、

％、 では流入下水 ％、処理水 ％であった。ABPC 11.3 8.5
病院試料における流入下水の 耐性大腸菌の割合は、平均 ％、処理水では３) LVFX 10.2
％、 では流入下水 ％、処理水 ％であり、下水試料と同様に に1.7 ABPC 40.5 13.4 ABPC

耐性を示す大腸菌の割合は高かった。また、下水･病院試料とも活性汚泥処理を経るこ

とで、各々耐性を示す菌数割合は減少する傾向が見られた。

種類の抗生物質を対象とした薬剤耐性試験結果では、下水･病院試料とも 、 ､４) 8 ABPC TC
に対して耐性を示す株の割合は特に高かったが、 に対して耐性を示す株はほCFDN IPM

とんど存在しなかった。

種類以上の抗生物質に対し耐性のある株を多剤耐性株と定義し整理を行った結果､５）2
下水･病院試料とも下水処理水の多剤耐性株の割合は、流入下水と比較して若干上昇し

た。
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