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研究成果の概要（和文）：下水処理水の間接再利用の場合などを考慮して，自然環境場における医薬品および薬剤耐性
菌のリスクに関連して，それらの挙動および影響を調査した。アンモニアの添加により硝化を促進することによって，
一部の医薬品の分解が促進されることが見いだされた。比較的汚染の進んだ場所から採取した硝化細菌群集では，高濃
度の抗生物質を添加しても，硝化が徐々に進行したが，清浄な河川から得られた硝化細菌群集では，低濃度で完全に硝
化が阻害された。フルオロキノロン系薬剤は藻類の生長を著しく阻害した。多摩川釣菌大腸菌のうち，3.1%～4.5%がセ
フォタキシム耐性をもち，フルオロキノロン系との多剤耐性菌比率が流下とともに上昇した。

研究成果の概要（英文）：The fate of pharmaceuticals and antibiotic-resistant bacteria in the water environ
ments was investigated considering the risks related with indirect use of treated wastewater. Nitrificatio
n promoted the degradation of a group of pharmaceuticals. The nitrifiers obtained from the nitrient-rich e
nvironments were generally less sensitive to the antibiotics than those obtained from the pristine environ
ments. Microcystis aeruginosa was extremely sensitive to fluoroquinolone antimicrobials. The ratios of Esc
herichia coli resistant to third-generation cephalosporins were in the range of 3.1% - 4.5% in the case of
 the samples taken from the Tama river. The ratios of multiple-resistant E. coli to both fluoroquinolones 
and third-generation cephalosporins were increased along with flow direction in the river.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 水環境中の医薬品についての研究は，欧州，
米国，わが国において，近年，活発におこな
われている。研究の多くは，医薬品の環境中
存在実態，浄水処理や下水処理での除去性，
環境中の分解挙動などについて行われてい
るが，薬剤耐性菌や薬剤耐性遺伝子について
の研究も見られる。さらに，従来考えていた
よりも高頻度で，遺伝子の水平伝達により薬
剤耐性が多くの細菌へ拡散する可能性が指
摘されており，医薬品そのものによるリスク
よりも耐性菌の問題は大きな脅威である可
能性がある。 
 下水処理水の再利用において pipe-to-pipe
の再利用には抵抗感があるが，自然場にいっ
たん排出する間接再利用では，拒否反応が低
減し，シンガポールの下水処理水の間接再利
用 Newater プロジェクトにおいても，特に
市民の反対はない。医薬品や薬剤耐性遺伝子
などを含んだ水を滞水させることによって，
医薬品そのものの分解に加えて，薬剤耐性遺
伝子の低減も期待できる。環境中における医
薬品，薬剤耐性菌などの消長を明らかにする
ことによって，医薬品関連リスク低減への自
然環境場の役割の解明が必要である。アンピ
シリン耐性やテトラサイクリン耐性につい
ては，環境中や下水処理過程での挙動が，表
現型レベルでも遺伝子レベルでも，よく研究
されているが，現在の治療の主役であるフル
オロキノロン系や第三世代セファロスポリ
ン系の抗生物質への耐性菌についての環境
中や下水処理過程での情報は極めて少ない。 
 
２．研究の目的 
(1) 間接下水再利用を意識した医薬品リス
ク低減に対する環境の役割の調査  
様々な環境における医薬品の存在量の把

握や医薬品分解微生物の探索(植物，菌類，細
菌)を行う。 
(2) 医薬品の硝化細菌や藻類への影響 
環境において物質変換に重要な役割を果

たしている微生物のうち化学物質への影響
を受けやすいと考えられる藻類と硝化菌を
とりあげ，医薬品による影響を調べる。 
(3) 現在の疾病治療の主役抗生物質に対す
る耐性菌の環境中の存在状況 
現在の治療の主役であるフルオロキノロ

ン系や第三世代セファロスポリン系の抗生
物質に対する耐性菌の存在状況を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 現場調査 
医薬品の存在状況や耐性菌の存在状況の

調査を代表的な都市河川である多摩川で行
った。多摩川に放流されている流域下水道お
よび公共下水道の処理場，大学の排水を処理
している排水処理施設の処理水についても
調査を行った。さらに，ベトナムハノイにお
いても簡単な調査を行った。 
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図-1 多摩川流域の試料採取地点 

 
(2) 医薬品の硝化菌および藻類への影響 
 硝化抑制試験では，環境試料，純菌
(Nitrovacter winogradskyi)，あるいは，排水処
理施設から採取した活性汚泥試料にアンモ
ニア性窒素を 10 mgN/L の濃度になるように
添加し，段階的に抗生物質を添加し，20℃の
恒温槽内で硝化の進行を観察した。また，藍
藻に対する生長阻害試験では，国立環境研究
所微生物保存施設より分譲された Microcystis 
aeruginosa (NIES -87)に対して，異なる濃
度で抗生物質を添加し，経時的に顕微鏡下血
球計算盤 による細胞数計測とマイクロプレ
ートリーダー(励起波長 360nm，蛍光波長 
670nm，藍藻特有に含まれる色素蛋白質であ
るフィコシアニンを対象)測定を行い，生長
阻害を測定した。 
 
(3) 薬剤耐性菌の調査 
 試料の適量(大腸菌の想定される数に対応
して 0.1 mL～600 mL)を滅菌した孔径 0.45μ
m の膜でろ過し，膜ごとクロモアガーECC 培
地上で培養した。Escherichia coli と考えられ
る青いコロニーの数を計測し，赤いコロニー
を生じる大腸菌群を避けて，これらの青色コ
ロニーを釣りだし，再度，ECC 培地上で培養
した。このとき，青色コロニーを再度形成し
たものを薬剤感受性試験に供した。これらの
菌の菌種を API-10(BioMérieux Inc.)で簡易
同定したところ，93%以上が Escherichia coli
であり，他のものは，Serratia や Klebsiella で
あった。 
各試料ごとに 200 株を目標に釣菌し，得ら

れたコロニーに対して，抗生物質を含む
Mueller-Hinton 培地によって，薬剤感受性試
験を行った。用いた抗生物質とその濃度は，
ampicillin (ABPC) 32 mg/L, gentamicin (GM) 
8 mg/L, tetracycline (TC) 16 mg/L, 
cefotaxime (CTX) 64 mg/L, meropenem (MPM) 
16 mg/L, levofloxacin (LVX) 8 mg/L,   
sulfamethoxazole / trimethoprim (ST/TMP) 
152/8 mg/L とした。これらの薬剤のうち少な
くとも 1剤に対して，耐性もしくは中間と判
断された株は，Kirby-Bauer 法によるディス
ク拡散試験により耐性パターンを確定した。
腸内細菌に対する判断基準で耐性(中間は含
まない)とされる阻止円の大きさで耐性パタ
ーンを決定した。ディスク試験で用いた抗生
物質は，ペニシリン系 (ABPC, piperacillin 
(PIP)), 第三世代セファロスポリン系(CTX), 



第四世代セファロスポリン系(cefpirome 
(CPR), cefepime (CFP)), カルバペネム系
(imipenem (IPM), MPM), アミノグリコシド
系(GM, amikacin (AMK)), テトラサイクリン
系  (TC),  フ ル オ ロ キ ノ ロ ン 系
(ciprofloxacin (CIP), LVX, sitafloxacin 
(STFX))，スルフォンアミド系 (ST/TMP)とし
た。 

 

４．研究成果 
(1) 医薬品の存在状況・分解微生物 
 分解試験において医薬品の初期濃度を 0.1，
1，10μg/L に変化させた場合，イブプロフ
ェン，ケトプロフェン，ナプロキセンは高濃
度での分解試験では，低濃度での分解試験で
得られるよりも高い分解率が得られる場合
があり，10 μg/L 程度の初期濃度での試験は，
分解に関わる微生物の当該環境での存在の
有無を確認する試験として一定の役割が期
待できた。また，汚水の生物処理では易分解
とされるイブプロフェンは，汚濁の比較的進
んだ河川水や清浄な河川水に活性汚泥を添
加した河川水では濃度が大幅に減少したが，
清浄な河川水では，分解が進まなかった。フ
ェノプロフェンは，逆に，清浄な環境でより
分解が進んだ。このことから，貧栄養の河川
での微量物質の分解可能な医薬品は，活性汚
泥系や汚染した河川で得られている分解可
能な医薬品とは異なると考えられる。アンモ
ニアの添加により硝化を促進することによ
って，一部の医薬品および医薬品に添加され
る人工甘味料(CYC および SAC)では分解が促
進された。しかし，もともと生物難分解性の
成分は，分解が進まなかったが，特殊な分解
菌が土壌抽出液では存在する可能性が示さ
れた。 
 シロイヌナズナ，および，カイワレダイコ
ンをモデル植物とした医薬品の分解を試み，
水からの摂取，植物体内での分解を測定し，
独立栄養生物による医薬品除去の可能性に
ついて検討した。こうした植物が選択的に医
薬品を吸収することはないが，いったん吸収
した医薬品の植物体内での分解は，導入した
遺伝子や種によって若干の差が見られた。 
 また，害虫忌避剤の N,N-diethyl-m- 
toluamide(DEET)の Trametes versicolor 由来
ラッカーゼによる分解を試みたが，ラッカー
ゼ単独での除去は難しくメディエーター存
在下での若干の分解が示唆された。 
 ベトナムハノイの水環境における医薬品
濃度の調査では，クロフィブリック酸，ゲン
フィブロジル，フェノプロフェン，プロピフ
ェナゾンは検出されなかったが，イブプロフ
ェン，ナプロキセン，ジクロフェナック，イ
ンドメタシン，カルバマゼピンは，0.1μg/L
以上の濃度で検出された。 
 
(2) 医薬品の硝化菌および藻類への影響 
 図-2 は，活性汚泥中硝化細菌へレボフロキ
サシン(LVX)を添加した時の硝化率の推移を

示した。LVFX による硝化阻害は，0.5 µg/mL
の低濃度から生じ，高濃度では，より強い硝
化活性が阻害された。しかし，8 µg/mLの LVFX
添加時でも測定日数が経過すると共に徐々
に硝化が進んだ。 

 
図-2 異なる濃度の LVX による活性汚泥中硝
化細菌の硝化阻害試験 
 
 一方，純菌の場合は，4.0 µg/mL以上の LVFX
を添加すると，完全に硝化が抑制された。活
性汚泥に比較して，群集に多様性がないため，
ある濃度以上では硝化ができないものと考
えられた。 

  
図-3 異なる濃度の LVX による Nitrovacter 
winogradskyi に対する硝化阻害 
 
また，谷地川，片倉城址公園の湧水など比

較的汚染の進んだ場所から採取した硝化細
菌群集では，8 µg/mL のレボフロキサシンを
添加しても，硝化が徐々に進行したが，高尾
山琵琶滝など清浄な河川から得られた硝化
細菌群集では，0.5 µg/mL 以上の濃度では，
完全に硝化が阻害された。このことから，下
水処理施設や汚染の進んだ場所から採取し
た硝化細菌群集は様々な種で構成され，抗生
物質に対する感受性の低い種が含まれてい
ることが示唆された。 

Microcystis aeruginosa に対する藻類生長抑
制試験において，相対増殖率が 50%になる抗
生物質濃度は，蛍光強度測定では LVX が 3.3
μg/L，CIP が 4.2μg/L，細胞数計測では LVX
が 1.9μg/L，CIP が 2.0μg/L となった(図-4)。
細胞数計測の方が蛍光強度測定よりも低い
濃度から影響が生じた。増殖阻害を大きく示
す濃度より低い 1 μg/L～4 μg/L の濃度範
囲で藍藻細胞の膨張が観察され，キノロン系
抗菌薬に共通の作用機序により，この濃度範
囲で分裂が抑制されたものの，ひとつの細胞
あたりの蛍光強度が大きくなったためと考
えられ，薬剤の作用機序によっては，生長阻
害の測定方法によって，結果に差が出ること
が明らかになった。一方，アミドグリコシド
系抗生物質 GM に対して，相対増殖率が 50%
になる濃度は，蛍光強度測定では 150μg/L，



細胞数計測では 120μg/L となった。また，
相対増殖率が 50%になる TC 濃度は，蛍光強度
測定では 900μg/L，細胞数計測では 1700μ
g/L となった。LVX と CIP の場合とは逆に，
GM, TC の低濃度暴露では，細胞の萎縮が観察
され，細胞の分裂は抑制されなかったものの，
代謝が抑制される濃度領域があることが考
えられる。 
 

 
図-4 異なる濃度の LVX と CIP に暴露した
Microcystis aeruginosa の相対増殖率 
 
(3) 薬剤耐性菌の調査 
図-5 にセフォタキシム耐性菌の比率につ

いての大腸菌 2,715 株の結果を示す。環境中
から釣菌した大腸菌においては，セフォタキ
シム耐性株と ESBL 産生株とは大きく重なる
グループである。多摩川の昭島から下流の区
間では，3.1%～4.5%がセフォタキシム耐性を
持っていた。昭島より上流地点には，大規模
な下水処理場は存在せず，一部の下水道未接
続家庭が浄化槽などを利用しているのみで
あるが，昭島地点で下水処理水が合流する前
のサンプルを採取した場合においても，セフ
ォタキシム耐性大腸菌の比率が 3.4%あった。
一方，小河内ダム水，日原川，秋川，高尾山
などのサンプルでは，セフォタキシム耐性菌
はほとんど検出されず，これら上流で検出さ
れる大腸菌はヒト由来ではなく，野生の哺乳
類もしくは鳥類に由来するのではないかと
考えられる。 

 
図-5 各地点の大腸菌での CTX 耐性比率 
 

表-1 にセフォタキシム耐性菌のうち，第四
世代セファロスポリン(セフピロム，または，
セフェピム)，アミノグリコシド系(ゲンタマ
イシン，または，アミカシン)，フルオロキ
ノロン系(レボフロキサシン，シプロフロキ
サシン，または，シタフロキサシン)にも耐
性を持つ多剤耐性菌比率を昭島から田園調
布の各地点について示す。山間部の調査地点
では，秋川での 1株を除いてこのタイプの耐
性菌は存在しないため，表には示していない。
セフォタキシム耐性菌のうち，第四世代セフ
ァロスポリンとの多剤耐性菌比率が，多摩川
中流区間で流下とともに上昇していた。フル
オロキノロン系の多剤耐性菌比率も同様に
流下とともにやや上昇している可能性もあ
る。セフォタキシム耐性菌数がそれほど多く
ないことから，この傾向には，統計的に十分
な証拠はないが，都市河川中で多剤耐性 ESBL
産生菌が選択されやすいとすると，その機構
には興味がもたれる。 
 
表-1 CTX耐性菌の多剤耐性 

地
点 

CTX
耐性
株数 

CPR 
or CFP
との多
剤耐性 

GM or 
AMK と
の多剤
耐性 

LVX or 
CIP or 
STFX と
の多剤
耐性 

E 12 25% 33% 25% 
F 18 33% 11% 22% 
G 15 47% 13% 13% 
H 16 75% 25% 31% 

 
図-6 に今回釣菌した全大腸菌に占める代

表的な薬剤に対する耐性菌比率を示す。多摩
川から釣菌した 2,715 株のうち，ABPC 耐性株
は12.6%，CTX耐性株は2.3%, GM耐性株は2.0%, 
LVX耐性株は1.8%, MPM耐性株は見られず, ST
耐性株は 7.2%，TC 耐性株は 7.3%であった。
今回の研究と同時に実施した本学生活系排
水の処理施設処理水(消毒前)から得られた
737 株の大腸菌における耐性率も同時に示す
が，河川釣菌株と下水処理水釣菌株において，
耐性菌比率は各薬剤ごとに類似していた。 

 

図-6 大腸菌における各薬剤への耐性菌比率 
 
今回の結果からも明らかなように，上流の



清浄な区間を除いて，河川に存在する大腸菌
は，ほとんどが下水処理水由来の大腸菌であ
り，その耐性菌比率は，ヒトの腸内の耐性菌
比率を反映していることが推測される。水環
境は，社会全体の状況を映す鏡のようなもの
であると考えられる。 
また，耐性遺伝子の伝達の場として考えら

れる魚類の腸管に存在する抗生物質耐性菌
について菌種同定を試みたところ，大腸菌よ
りも Aeromonas が多いことがわかった。また，
菌種を限定せずに河川水中からカルバペネ
ム耐性菌を検索すると，Stenotrophomonas 
maltophilia ， Pseudomonas aeruginosa ，
Acinetobacter baumannii などが見出された。 
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