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１　は じ め に

　近年，薬剤耐性菌の増加は国際的に大きな問題となっ
ており，ヒトや動物を含む包括的な対策が求められてい
る。こうした認識のもと，2015年の世界保健総会で「薬
剤耐性に関するグローバルアクションプラン」が採択さ
れ，日本でも2016年に「薬剤耐性（AMR）対策アクショ
ンプラン」が策定された。耐性菌は院内感染にとどまら
ず，市中感染にも広がっており，医療機関だけでなく地
域全体での総合的な感染対策が必要とされている。
　そうした背景から当センターでは，既報1）のとおり平
成30年度から令和 3 年度に県内の医療機関の患者，健
常者及び食品（鶏肉）から分離された基質特異性拡張型
β-ラクタマーゼ （ESBL） 産生菌及びカルバペネム耐性
腸内細菌目細菌（CRE）を対象に薬剤耐性遺伝子の保
有状況について調査した（以下「先行研究」という。）。
その結果，医療機関の患者と食品における薬剤耐性遺伝

子の保有状況やその関係性は概ね把握できた。しかしな
がら，健常者については検体数が少なく，市中における
潜在的な耐性菌の実態把握は十分に行えなかった。
　そこで，市中における薬剤耐性菌の実態を把握するた
め，県内の下水処理場の流入水（以下「下水」という。）
を用いて，先行研究の対象であるESBL産生菌及びCRE
に加え，国内外で増加傾向にあるバンコマイシン耐性腸
球菌（VRE）について調査を行ったので報告する。

２　材料と方法

　2・1　供試試料

　県内 3 つの地区（A，B，C地区）から選定した下水
処理場（5 処理区：A-1，B-1，B-2，C-1，C-2）にて，
令和 4 年 6 月から 6 年 4 月の間，概ね 3 ヶ月に 1 回の
頻度で採取した下水38試料（B-1，B-2は令和 6 年 4 月
欠測）を検査に供した。なお，処理区ごとの定住人口及
び試料数は表 1 に示す。
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　2・2　試料の前処理及び希釈倍率の決定

　（1）試料の前処理
　試料200mLを 4℃，3000rpm，30分間遠心分離した後，
上清を除去し得られた沈査にリン酸緩衝液を加え 2mL
の試料原液とした。
　（2）試料原液の希釈倍率の決定
　第 1 回目の調査で採取した試料を用いて作製した試
料原液をリン酸緩衝液で段階的に希釈し10倍希釈系列

（10-1 ～10-4）を作製し，それぞれ後述の各選択培地に
塗布，培養した。各希釈系列での培地上のコロニーの発
育状況の確認及び薬剤耐性菌の検索を行い，対象とする
薬剤耐性菌の検出効率のよい希釈倍率を決定し，以後の
調査における使用希釈液とした。
　2・3　対象とする薬剤耐性菌

　（1）ESBL産生菌
　ESBL産生菌は，2000年以降，急激に増加しているが，
その理由として CTX-M型遺伝子を保有する大腸菌の関
与が示唆されている2）。このことから，CTX-M型遺伝
子を保有するESBL産生大腸菌（以下「CTX-M型ESBL
産生菌大腸菌」という。）に着目して調査を実施した。
　（2）CRE
　CREの中でも，カルバペネマーゼ産生腸内細菌目細
菌（CPE）は，カルバペネマーゼ遺伝子をプラスミドな
どの可動性遺伝因子上に保有するため, 菌種を越えて薬
剤耐性を伝播させることから，院内感染対策上も区別し，
注意を要することとされている3）。このことから, CPE
に着目して調査を実施した。
　（3）VRE
　VREのバンコマイシン耐性遺伝子のうち，vanA と
vanB は接合等で異なる菌種間に伝播しうるため，臨床
上問題にされている4）。このことからvanA，vanB を保
有するVREに着目して調査を実施した。
　2・4　CTX-M型ESBL産生大腸菌の検出

　（1）分離方法
　2・2で作製した10-3 及び10-4 希釈液0.1mLをクロモ
アガー ESBL培地（関東化学社製）及びクロモアガー
mSuper CARBA培地（関東化学社製）にそれぞれコン
ラージ棒で塗布し，37℃で24時間培養した。各培地に
発育したコロニーのうち，青色及び藤色のコロニーをす

べて釣菌し，それらについて，グラム染色，オキシダー
ゼ試験，ブドウ糖発酵能を確認し，腸内細菌目細菌の性
状（グラム陰性桿菌，オキシダーゼ陰性，ブドウ糖発酵
性）を示すコロニーをESBL産生菌疑い株とした。
　（2）CTX-M型遺伝子の検出
　ESBL産生菌疑い株について，既報5）に従い，PCR
によりCTX-M型遺伝子（CTX-M-1 group，CTX-M-2 
group，CTX-M-9 group，CTX-M-8/25 group）を検出した。
　（3）大腸菌の同定
　CTX-M型遺伝子保有株について，大腸菌の同定を，
PCRにて大腸菌に特異的な遺伝子であるuspA 遺伝子の
検出6）により行った。
　2・5　CPEの検出

　（1）分離方法
　2・4（1）で腸内細菌目細菌の性状を示したコロニーを
CPE疑い株とした。
　（2）カルバペネマーゼ遺伝子の検出及び型別
　CPE疑い株について，既報7）及び国立感染症研究所病
原体検出マニュアル8）（以下「マニュアル」という。）に
従い，PCRによりカルバペネマーゼ遺伝子（IMP型，
NDM型，KPC型，OXA-48型，VIM型，GES型）を検
出した。なお，GES型β-ラクタマーゼは一部の亜型が
カルバペネマーゼであり9），カルバペネマーゼか否かの
判定には塩基配列の確認が必要である。GES型を含む
遺伝子については，マニュアルに従い，シークエンス解
析により塩基配列を確認し，型別を行った。
　（3）菌種の同定
　 検 出 さ れ たCPEに つ い てrapid ID 32E（ ビ オ メ
リュー・ジャパン社製）を用いて菌種を同定した。なお，
GES型遺伝子を保有するCPE（以下「GES型CPE」と
いう。）においては多数分離されたことから，処理区ご
とに，上記（1）の分離培地上のコロニーの色調や形状を
もとに菌種等が偏らないように選定した10～11株，計
41株について同定した。
　（4）カルバペネマーゼ産生性確認試験
　GES型CPEの う ち（3）で 菌 種 を 同 定 し た41株 に
ついて，マニュアルに従い，modified Carbapenem 
Inactivation Method（mCIM）及びCarbaNPテストに
よるカルバペネマーゼ産生性確認試験を実施した。
　（5）薬剤感受性試験
　（4）同様に41株について，米国臨床検査標準化協会

（Clinical and Laboratory Standard Institute：CLSI）の
実施基準10）に従い，ディスク拡散法により，センシディ
スク（ベクトン・ディッキンソン社製）を用いて薬剤
感受性試験を実施した。薬剤感受性試験の供試薬剤は
CRE感染症届出基準（令和 7 年 4 月 6 日までの旧届出
基準，以下同じ）の指標薬剤であるメロペネム，イミペ

表1　対象下水処理区と試料数

処理区 定住人口（千人） 試料数
A-1 151 8
B-1 7 7
B-2 19 7
C-1 11 8
C-2 67 8
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ネム，セフメタゾールとした。
　2・6　VREの検出

　（1）分離方法
　2・2で作製した10-1 及び10-2 希釈液0.1mLをクロモア
ガー VRE培地（関東化学社製）に，10-2 及び10-3 希釈
液0.1mLをVRES寒天培地（極東製薬社製）にそれぞれ
コンラージ棒で塗布し，35～37℃で24～48時間培養し
た。クロモアガー VRE培地に発育したコロニーのうち
藤色のコロニー，VRES寒天培地に発育したコロニーの
うち周囲が黒変したコロニーすべてを釣菌し，それらに
ついて，グラム染色，カタラーゼ試験を実施し，腸球菌
の性状（グラム陽性球菌，カタラーゼ陰性）を示すコロ
ニーをVRE疑い株とした。
　（2）バンコマイシン耐性遺伝子の検出
　VRE疑い株について，マニュアルに従い，PCRによ
りバンコマイシン耐性遺伝子（vanA，vanB）を検出した。
　（3）菌種の同定
　バンコマイシン耐性遺伝子保有株について，マニュ
アルに従い， PCR にてEnterococcus faecium（以下，
E . feacium）とEnterococcus faecalisの同定を行った。

３　成　　　績

　3・1　CTX-M型ESBL産生大腸菌の検出状況

　CTX-M型ESBL産生大腸菌は各処理区ですべての
試料から検出された（図 1）。処理区ごとのCTX-M型
ESBL産生菌のうち，大腸菌の割合は，処理区A-1で
91.6％（155株中142株），B-1で88％（92株中81株），
B-2で38.2％（395株中151株），C-1で89.7％（116株中
104株），C-2で69.2％（146株中101株）であり，処理
区B-2を除いてCTX-M型ESBL産生菌の多くは大腸菌
であった。
　また，CTX-M型ESBL産生大腸菌の保有する遺伝子
の割合は，いずれの処理区でもCTX-M-9 groupが最も
高く，次いでCTX-M-1 groupであった（図 1）。
　3・2　CPEの検出状況

　NDM型遺伝子を保有するCPE（以下「NDM型CPE」
という。）及びGES型CPEが以下のとおり検出された。
　（1）NDM型CPE
　処理区A-1において，令和 4 年 9 月に採取した試料
からNDM型CPEが 1 株検出された。菌種は大腸菌であ
り，保有する遺伝子の型別はblaNDM-5であった。

図1 CTX-M型ESBL産生菌の検出状況
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　（2）GES型CPE
　GES型CPEの検出状況を図 2 に示す。
　処理区C-1を除く 4 処理区でGES型CPEが検出され
た。処理区B-1及びB-2では全ての試料から，C-2は
8 試料中 7 試料から，A-1は 8 試料中 3 試料から検出
された。遺伝子の型別はblaGES-4，blaGES-5，blaGES-24，
blaGES-58であり，いずれもカルバペネマーゼであった。
　型別割合は処理区によって偏りがみられ，B-2は全て
blaGES-24，B-1ではblaGES-5，C-2ではblaGES-4の割合が高
かった。
　GES型CPEの 一 部（41株） に つ い て 菌 種 の 同 定
を 行 っ た 結 果，K lebsiella pneumoniae（25株），
K lebsiella oxytoca（12株），C itrobacter freundii（2
株），Raoultella ornithinolytica（1 株），Raoultella 
terrigena（1 株）であった（表 2）。加えて，カルバペ
ネマーゼ産生性確認試験を実施した結果，mCIMでは
41株中25株が陽性，CarbaNPテストでは陽性を示した
株はなく，10株が判定保留，31株が陰性であった（表 3）。
また，薬剤感受性試験においてはメロペネム耐性が41
株中10株，イミペネム耐性が41株中 7 株であり，感染
症法におけるCRE感染症届出基準（メロペネムの感受
性ディスクの阻止円直径が22㎜以下，またはイミペネ
ムの感受性ディスクの阻止円直径が22㎜以下かつセフ
メタゾールの感受性ディスクの阻止円直径が12㎜以下）
と照合した結果，41株中15株（36.6％）が届出基準を
満たしていなかった（表 4）。なお，上記の菌種，カル

バペネマーゼ産生性，薬剤感受性とGES型の種類につ
いて比較したところ，特徴的な関連性は認められなかっ
た（表 2～4）。
　3・3　VREの検出状況

　処理区A-1において令和5年3月採水の試料から，
C-2において令和 5 年 6 月採水の試料からvanB 保有株
が検出され，B-1，B-2，C-1からは検出されなかった（表

図2 GES型CPEの検出状況
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図2　GES型CPEの検出状況

表2　GES型CPEの菌種

菌種 blaGES-4 blaGES-5 blaGES-24 blaGES-58 合計
K .pneumoniae 5 6 12 2 25
K .oxytoca 1 8 1 2 12
C .freundii 2 2
R .ornithinolytica 1 1
R .terrigona 1 1

合計 6 14 17 4 41

表3　GES型CPEのｍCIM及び

CarbaNPテストの判定結果

GES型
ｍCIM CarbaNP

＋ ± － ＋ ± －
blaGES-4 5 1 1 5
blaGES-5 10 3 1 4 10
blaGES-24 10 2 5 5 12
blaGES-58 3 1 4

合計 25 9 7 0 10 31
 数字は菌株数
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5）。なお，vanB 保有株が検出されたA-1及びC-2は対
象処理区のうち定住人口の多い 2 処理区であった。また，
2 試料から検出されたvanB 保有の 6 株について，菌種
の同定を行ったところいずれもE . feaciumであった。

４　考　　　察

（1）CTX-M型ESBL産生大腸菌の検出状況
　先行研究で実施した，医療機関の患者から分離された
ESBL産生菌の調査結果1）では，CTX-M型ESBL産生大
腸菌の保有する遺伝子はCTX-M-9 groupが最も多く，
次いでCTX-M-1 groupが多く検出された。
　本研究では，すべての処理区においてCTX-M型
ESBL産生大腸菌の保有する遺伝子はCTX-M-9 group， 
CTX-M-1 groupの順に多く検出されており，医療機関
の患者由来株の結果と同様であった。また，すべての処
理区で継続して検出されたことから，CTX-M型ESBL
産生大腸菌が既に市中に広がっていることが示唆された。

（2）CPEの検出状況
　国内のCRE病原体サーベイランスにおいて検出され
たカルバペネマーゼ遺伝子の大部分を占めるのはIMP
型であるが，年々 NDM型等の海外型カルバペネマーゼ
遺伝子の検出が増加している3）。特に，NDM型CPEは
分離患者に明確な海外渡航歴のない国内例の増加が顕著
であり，国内伝播の拡大の可能性が指摘されている3）。
また，県内のCRE病原体サーベイランスにおいても複
数株の検出がみられている11）。本研究でも定住人口の多
い処理区A-1でNDM型CPE（blaNDM-5）が１株検出さ

れた。
　一方，C-1を除く 4 処理区で多数の検出がみられた
GES型CPEは，CRE病原体サーベイランスにおいて，
これまでに県内での検出はなく11），臨床分離株とは異
なる結果であった。下水からのGES型CPEの検出は他
県の調査でも報告12）13）されており，下水調査としては
共通した結果であった。GES型カルバペネマーゼはカ
ルバペネマーゼ活性が弱く，GES型CPEではmCIMや
CarbaNPテスト陽性率が低かったとの報告14）があり，
本研究で解析した41株では，CarbaNPテストは陽性を
示す株はなく，mCIMも陰性となる株があり，本県でも
同様の傾向がみられた。薬剤感受性試験においても約4
割がCRE感染症届出基準を満たしていなかったことか
ら，薬剤感受性試験やカルバペネマーゼ産生性確認試験
のみではGES型CPEは検出が困難な可能性が考えられ
る。しかしながら，このことだけでは，臨床分離株から
検出の少ないGES型CPEが下水から高頻度に検出され
たことは説明がつかず，詳細は不明であった。よって，
今後も下水を用いた調査を継続して市中におけるCPE
の監視を行うとともに，患者の発生動向も注視する必要
があると考える。

（3）VREの検出状況
　VREの多くはバンコマイシンのみならず，ペニシリ
ンやアミノグリコシド系抗生物質にも高度耐性であり，
重大な感染症を引き起こす原因菌として問題視されてい
る薬剤耐性菌の 1 つである。我が国においては，欧米諸
国に比べVRE の分離頻度は低いものの，現在は全国的

表4　GES型CPEの薬剤感受性

GES型
メロペネム イミペネム セフメタゾール CRE感染症届出基準

R I S R I S R I S 届出基準を
満たす

届出基準を
満たさない

blaGES-4 5 1 4 2 5 1 5 1
blaGES-5 3 4 7 1 4 9 6 7 1 9 5
blaGES-24 7 3 7 6 6 5 9 3 5 11 6
blaGES-58 4 1 3 4 1 3

合計 10 12 19 7 15 19 24 11 6 26 15
 R：耐性、I：中間、S：感性　数字は菌株数

表5　VREの検出状況

処理区
採水月

R4.6 R4.9 R4.12 R5.3 R5.6 R5.9 R5.12 R6.4
A-1 － － － vanB（1） － － － －
B-1 － － － － － － － 欠測
B-2 － － － － － － － 欠測
C-1 － － － － － － － －
C-2 － － － － vanB（5） － － －

 －：不検出,（　）：検出株数
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に増加傾向にある4）。本県において，VRE感染症の届出
は令和元年に 1 件の届出があったのを最後に，以降の届
出はない（令和 7 年 8 月現在）が，本研究では調査対象
のうち，定住人口の多い処理区A-1，C-2からvanB 保有
株が検出されたことから，CPE同様，VREについても市
中における監視及び患者の発生動向に注視が必要である。

５　ま　と　め

（1）CTX-M型ESBL産生大腸菌の保有する遺伝子の割
合は，いずれの処理区でもCTX-M-9 groupが最も多
く，次いでCTX-M-1 groupであり，先行研究の医療
機関の患者から分離された株と同様の傾向であった。
また，すべての処理区から継続して検出されたことか
ら， CTX-M型ESBL産生大腸菌が市中に広がってい
ることが示唆された。

（2）CPEは，近年全国及び県内で検出が増加している
海外型カルバペネマーゼ遺伝子のNDM型を保有する
株が検出された。また，GES型を保有するCPEが4処
理区で検出され，臨床分離株と異なる傾向がみられた
ことから，今後も調査を継続し監視していく必要があ
る。

（3）VREは，2 処理区からvanB 保有E . feaciumが検出
された。近年，県内でのVRE感染症の届出はないが，
全国では増加傾向にあり，今後も調査を継続し監視し
ていく必要がある。

　本研究の実施にあたり，下水試料の採取にご協力いた
だいた関係機関の皆様に深謝いたします。
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