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１．はじめに 

 

近年，感染症の治療薬として利用されている抗生

物質に耐性を示す薬剤耐性菌（Antibiotic Resistant 

Bacteria：ARB）の河川等における検出事例も報告さ

れ始めており，新たな水環境問題として危惧されて

いる．ARB の中でもバンコマイシン耐性腸球菌

（vancomycin resistant enterococci：VRE）は，現存す

るすべての抗生物質に耐性を示すことが指摘されて

いることから，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 ARB の一つである．一方で，

下水中には膨大な微生物量，豊富な栄養塩類，およ

び多種多様な抗生物質が含まれる可能性があること

から，下水処理場は ARBの生存に適した環境になる

可能性があり，水環境への主要な排出源として考え

られる．しかしながら，下水処理過程における ARB

およびその耐性遺伝子の存在実態および消長に関す

る知見・情報はそれほど多くないのが現状である．

そこで本研究では，VRE およびその耐性遺伝子であ

る vanA，vanB遺伝子を対象とし，下水処理過程にお

ける調査を実施した． 

 

２．調査概要および実験方法 

 

2.1 調査概要 

下水および汚泥試料は，大分県内の下水処理場に

おいて採取した．試料採取は，2015年 6月から 2015

年 10月に，月に 1回行った．採取地点は，下水試料

である地点 1 の最初沈澱池流入口，地点 2 の反応タ

ンク，地点 3 の最終沈澱池越流口，および地点 4 の

消毒槽と，汚泥試料である地点5の最初沈澱池汚泥，

地点 6 の最終沈澱池汚泥，および地点 7 の返送汚泥

とした．分析項目は，各種細菌として従属栄養細菌，

大腸菌群，大腸菌，および腸球菌，ならびに一般水

質項目（pH，電気伝導度）とした． 

2.2 従属栄養細菌株の薬剤感受性 

下水処理過程における ARB の存在実態を明らか

にするために，単離・回収した従属栄養細菌株に対

して薬剤感受性試験を行った．スクリーニング試験

は，96 ウェルプレートに従属栄養細菌懸濁液と濃度

8.0 μg/mLに調整したバンコマイシン（VCM）水溶液

を規定量添加し，その後 35.0±1.0 ℃で 24時間イン

キュベーションした．培養後，各ウェルの腸球菌株

の増殖の確認を行った．この増殖が確認された従属

栄養細菌株を用いて，日本化学療法学会の最小発育

阻止濃度（MIC）試験を実施した． 

2.3 下水・汚泥試料中の耐性遺伝子の定量 

下水処理過程における vanA および vanB 遺伝子の

消長を検討するために，リアルタイム定量 PCR 法を

用いて，各試料中の遺伝子数（コピー数）を定量し

た．各試料からのゲノム DNA 抽出およびコピー数の

定量は Furukawa et al.の報告に従って実施した 1)． 

 

３．結果と考察 

 

3.1 細菌の計数 

図1に各地点における従属栄養細菌の菌数を示す．

下水試料である地点 1～4について見ると，地点 1の

流入下水の従属栄養細菌数は，10
8～10

9 
cfu/100 mL

オーダーで検出されたが，下水処理プロセスを経る

ことで，地点 4の消毒水では 10
5～10

6
 cfu/100 mLま

で削減した．従属栄養細菌の除去率は，3 log以上で

あった．汚泥試料である地点 5～7 について見ると，

地点 5の初沈汚泥は 10
9～10

10
 cfu/100 mLオーダーで

検出されたが，地点 6 の終沈汚泥と地点 7 の返送汚

泥は 10
8～10

9
 cfu/100 mLオーダーで検出された．腸
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図1 下水・汚泥試料の従属栄養細菌数
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球菌，大腸菌，および大腸菌群についても，従属栄

養細菌と同様の結果が得られた．よって，下水処理

プロセスによって，細菌は効果的に削減されること

が確認された． 

3.2 スクリーニング試験および MIC 試験 

表1にスクリーニング試験によって濃度 8.0 μg/mL

の VCM に耐性を示した従属栄養細菌株について実

施した，MIC 試験の結果を示す．その結果，7 地点

すべてで濃度128 μg/mLのVCMに耐性を有する細菌

数は，多数存在し，消毒水からも 35株検出されたこ

とから，下水処理場で VCMに耐性をもつ菌が存在す

ることがわかった．また，汚泥中にも ARBが存在す

ることがわかった． 

3.3 耐性遺伝子の定量 

図 2にリアルタイム PCR法による下水・汚泥試料

の vanA遺伝子の定量結果を示す．vanA遺伝子は，7

地点すべての試料から検出され，減少する傾向は示

さなかった．また，下水試料と汚泥試料の耐性遺伝

子のコピー数を比べると，汚泥試料からも下水と同

程度あるいはそれ以上のコピー数で検出されること

がわかった．また，vanB遺伝子についても同様の結

果が得られた．以上の結果より，消毒水からも耐性

遺伝子が 1.3×10
3
 copies/mL検出されていることから，

下水処理場においても ARB および耐性遺伝子が潜

伏し，その一部は水環境中に放流されている可能性

が示唆された． 

 

４．まとめ 

 

1）下水処理場による従属栄養細菌の除去率は 3 log

以上であり，効果的に削減されることが確認され

た． 

2）MIC 試験より，7地点すべてで濃度 128 μg/mLの

VCM に耐性を有する細菌が多数存在し，消毒水か

らも 35株検出されたことから，下水処理場でVCM

に耐性を有する細菌が存在することがわかった． 

3）vanAおよび vanB遺伝子のコピー数はどちらも減

少する傾向を示さなかった．また，下水試料と汚

泥試料のコピー数を比べると，耐性遺伝子は，汚

泥試料の方が多いことから，汚泥中に残存する傾

向があることがわかった．さらに，消毒水からも

耐性遺伝子が検出されていることから，下水処理

場から ARB および耐性遺伝子が放流されている

可能性が示唆された． 
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表1　MIC試験の結果

試料 陽性株数*

発育株数 [株]

VCM濃度 [μg/mL]単離株数

*　濃度8.0 μg/mLのVCMに耐性を示した従属栄養細菌株数
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図2 耐性遺伝子の定量
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