
家畜とヒトとの間における薬剤耐性菌の循環に関する
分子疫学および時空間比較ゲノム解析

＜研究成果概要＞

家畜とヒトとの間の薬剤耐性遺伝子の伝達様式を解明するために、本研究では、家畜（主に豚）や市販

生食肉（主に鶏肉）から、多数の第三世代セファロスポリン耐性大腸菌を分離し比較解析を実施した。ゲ

ノム解析で新たに得られた100を超えるプラスミドゲノムデータとともに公開されているゲノムデー

ターベースに登録されたゲノム情報とを用いて、時空間ゲノム比較解析を行った。

その結果、第三世代セファロスポリン耐性に関与するIncFとIncI１型プラスミドは、ヒトと家畜が保有

する大腸菌でそれぞれクローナル伝播、拡散していることが強く示唆された。特にCTX-M-8の遺伝子を

仲介するIncI1プラスミドは、最初にニワトリで出現し、小売の鶏肉を介してヒトに伝達された可能性が

示唆された。一方、2016年に日本の長野県で購入した国産鶏肉検体から検出されたコリスチン耐性大腸

菌に保持されたmcr-1媒介性IncI２プラスミドは、かなり以前に日本国外で最初に出現した可能性がある

プラスミドが日本への侵入後にゲノム構造が徐々に変化し、日本国内に広がりつつある可能性が示唆され

た。

様々な抗菌剤耐性遺伝子を媒介するプラスミドのゲノム構造は非常に多様化しており、複雑になってき

ているため、抗菌薬の耐性遺伝子と家畜およびヒトから回収されたプラスミドの関連性に関するより効果

的な遺伝子解析のために、新しい解析アルゴリズムを作成する必要がある。いずれにせよ、我々は、最初、

南アメリカで鶏において出現し、現在、鶏肉を通して世界中に広がりつつあると考えられるCTX-M-8遺

伝子を担うIncI1プラスミドの遺伝的関連性を明らかにすることができた。
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Plasmid!mediaKng!!
anKmicrobial!resistance!genes

Conjugal!transfer!of!an!
anKmicrobial!resistance!plasmid!
across!various!bacterial!species

In!this!case,!various!different!bacterial!species!producing!the!
same!ESBL!are!isolated!from!human,!food,!livestock!and/or!the!
environment.
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ESBL+

ESBL+Plasmid!
transfer

!A !B

Nosocomial!!
transmission

ESBL9

Showing!different!!
pulsotypes!or!STs

Bacterium!I!adapted!to!the!
bowel!of!paKent!A

Bacterium!II!adapted!to!the!
bowel!of!paKent!B

In!this!case,!geneKcally!very!similar!plasmids!
!will!be!found!in!bacterial!isolates!I!and!II.

Bacterium!I
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of!bacterium!II
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Transmission!!

ESBL+

ESBL+

ESBL+

ESBL9

In!this!case,!geneKcally!very!similar!plasmids!
!will!be!found!in!the!two!geneKcally!different!bacterial!

isolates!recovered!from!livestock!(raw!meat)!and!human.
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IngesKon!of!contaminated!
meat!or!foods!including!
vegetables

O[en!showing!different!!
genotypes!or!STs
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ground!more!adapted!to!livestock

Bacterium!having!geneKc!back9
ground!more!adapted!to!human
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Mobile!geneKc!element!carrying!
anKmicrobial!resistance!gene

IS ISblaCTX9M

transposon

Plasmid!A

Plasmid!B

Plasmid!B’

IS:!inserKon!sequence!

:!CTXM9type!β9lactamase!geneblaCTX9M

inserKon



Plasmid!C’

Plasmid!D’

Plasmid!C

Plasmid!D

Plasmid!Efusion split



CTX9M



CTX9M ESBL

Mudsser!Azam,!Arif!T.!Jan!and!
Qazi!M.!R.!Haq!
Front.!Microbiol.,!23!February!
2016!|!hgps://doi.org/
10.3389/fmicb.2016.00176
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豊橋 

豚腸内用物　29 samples 
From  4 farms 

岡崎 豚腸内用物  13 samples 
From 2 farms 

西尾 
豚腸内用物  131 samples 

From 8 farms 

碧南 

豚腸内用物  41 samples 
From 5 farms 

南知多 
豚腸内用物  44 samples 

From 3 farms 
 

牛糞便 3 samples 
From 2 farms 

美浜 

豚腸内用物   2 samples 
From 1 farm 

 
牛糞便　1sample 
From 1 farm 

半田 

豚腸内用物 60 samples 
From 4 farms 

 
牛糞便 3 samples 
From 3 farms 

常滑 
豚腸内用物 8 samples 

From 1 farm 

豚腸内用物 2 samples 
From 1 farm 

豚腸内用物 15 samples 
From 1 farm 

豊田 

東浦 

阿久比 

武豊 牛糞便　1 samples 
From 1 farm 

愛知県内の養豚農家の分布と採取した検体数　(半田駐在検査室の協力） 
収集期間：2015年6月16日～2016年4月23日 
３７農場から合計３５３検体を収集　 
  豚腸内用物　３４５検体 
  牛糞便　８検体 



腸内容物サンプル MacConkey 寒天培地 
(CTX 1 µg/mlを含む) に接種 

Mac寒天培地から 
5コロニー選択し、 
DHL寒天培地にて純培養 

　豚腸内容物からのESBL産生性菌の分離方法 

・ESBL確認試験 
 
・菌名同定（VITEK MS） 
 
・E. coli POT 
 
・PFGE/PCR 

ESBL (＋) 

CTX CTX/CVA 

CTX/APB 



購入店 パック数

鶏肉

(n=150)
17店舗

Ａ店
Ｂ店
Ｃ店
Ｄ店
Ｅ店
Ｆ店
Ｇ店
Ｈ店
Ｉ店
Ｊ店
Ｋ店
Ｌ店
Ｍ店
Ｎ店
Ｏ店
Ｐ店
Ｑ店

20
10
10
10
10
5

10
2
9

10
5
5

11
8
8
8
9

長野県内で購入した市販鶏肉のデータ
鶏肉の購入店名、パック数、および部位別検体数

全 体

21



愛知県内で購入した市販鶏肉のデータ
鶏肉の購入店名および産地と部位名

全 体

22

c店 三重 ささみ

b店 愛知 血肝

b店 愛知 もも挽肉

a店 宮崎 もも

a店 徳島 むね

k店 ブラジル もも

l店 タイ ナンコツ

l店 愛知 ささみ

l店 佐賀 ささみ

l店 愛知 もも

b店 愛知 もも

b店 愛知 ささみ

b店 愛知 もも挽肉

c店 三重 手羽中

ｍ店 岐阜 ささみ

a店 宮崎 手羽中

a店 徳島 もも

k店 ブラジル もも

j店 愛知 むね

j店 佐賀 むね

j店 愛知 手羽元

j店 愛知 ささみ

j店 佐賀 むね挽肉

k店 ブラジル もも

購入場所 産地 部位

a店 徳島 もも

a店 宮崎 もも

a店 宮崎 血肝

b店 愛知 もも挽肉

b店 愛知 ささみ

c店 三重 血肝

ｄ店 愛知 挽肉

ｄ店 愛知 むね

ｄ店 愛知 ナンコツ

a店 徳島 ささみ

a店 宮崎 もも

e店 鹿児島 むね

c店 三重 もも

f店 宮崎 むね

g店 岐阜 血肝

h店 静岡 血肝

i店 北海道 むね

j店 徳島 もも

f店 宮崎 むね

j店 愛知 ささみ

j店 佐賀 もも

j店 ブラジル もも



10g

35°C,!24

10!µl

!
CTX!1!mg/L

35°C,!24

  
(BGLB)
100ml

35°C,!24

CTX CTX/CVA CTX CTX/CVA CTX CTX/CVA

100!µl

!
1

2015 8 2016 6

150
50

ESBL!

　市販肉等からのESBL産生性菌の分離方法 



ESBL



 

ESBL



分離された耐性株の分子疫学解析の方法 

!  ESBL産生大腸菌のスクリーニング及び確認試験 

!  ESBL関連遺伝子のタイピング 

! 系統発生群 (Phylogenetic group)の分類 

! プラスミド Replicon typeの同定 

! Multi-Locus Sequence Typing (MLST) 

!  PCRによるＯ25bの同定 

!  CLSI勧告法による薬剤感受性試験 (寒天平板希釈法） 

! 薬剤耐性遺伝子の保有を検索 

(floR、fosA3、fosC2、qepA、aac(6’)-Ib-cr、qnrS、qnrA、qnrB) 



!
ESBL



長野県内で購入した市販豚肉50件のデータ
豚肉の購入店名およびパック数

購入店 パック数 購入店 パック数

豚肉
(n=50)
9店舗

Ｈ店 3 Ｆ店 5

Ｋ店 5 Ｏ店 6

Ｌ店 5 Ｐ店 7

Ｍ店 6 Ｑ店 6

Ｎ店 7

特記事項：市販豚肉50検体からは、ESBL産生株は検出されず

市販豚肉から分離されたESBL産生株以外の菌種

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter nosocomialis

Enterobacter cloacae

Proteus vulgaris
28



10

10 ESBL !

ESBL !
Escherichia,coli, Acinetobacter,pi6i,
Citrobacter,fruendii,complex, Aeromonas,caviae,
Pseudomonas,o:dis, Rhizobium,radiobacter,
Pseudomonas,nitroreducens,
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3. 



!
•  blaCTX9M !

•  !
!
•  ORF !
!
•  ORF !

!

!



• 
!

•  ORF !

•  IncI1!plasmid 124 !
–  65 59 !

•  IncF!plasmid 110 !
–  28 82 !



(SplitsTree4)
Mol.!Biol.!Evol.!23:2549267!(2006)!
hgp://ab.inf.uni9tuebingen.de/so[ware/splitstree4/welcome.html!
!

DescripKon!(from!SplitTree4!web!site)!
SplitsTree4!is!the!leading!applicaKon!for!compuKng!unrooted!phylogeneKc!networks!from!
molecular!sequence!data.!Given!an!alignment!of!sequences,!a!distance!matrix!or!a!set!of!
trees,!the!program!will!compute!a!phylogeneKc!tree!or!network!using!methods!such!as!
split!decomposiKon,!neighbor9net,!consensus!network,!super!networks!methods!or!
methods!for!compuKng!hybridizaKon!or!simple!recombinaKon!networks.!



SplitsTree

•  SplitsTree
binary!sequence!

•  ORF

!
–  ORF

ORF binary!sequence
!

#nexus!
[!plasmid!profile]!
begin!taxa;!
dimensions!ntax=111;!
end;!
!
begin!characters;!
dimensions!nchar=174;!
format!datatype=standard!labels;!
matrix!
pC499108!
111111111111111111111111111111111111111!
111111111111111111111111111111111111111!
111111111111111110101111111111011111111!
111111111100010010111101111110110111111!
110000011100000011!
pC599112!
111111111111111111111111111111111111111!
111111111111111111111111111111111111111!
111111011111111110101111111111011111111!
111111111100010010111100111110110111111!
110000011100000011!
.!
.!
.!
.

Binary!sequence



 
CTX9M98/IncI1 2010

!
CTX9M98/IncI1 2010

( ) !
CTX9M98/IncI1

CTX9M98/IncI1!plasmids

Norizuki!C,!Wachino!JI,!Suzuki!M,!Kawamura!K,!Nagano!N,!Kimura!K,!Arakawa!Y.!Specific!blaCTX9M98/IncI1!Plasmid!Transfer!among!GeneKcally!Diverse!Escherichia!coli!
Isolates!between!Humans!and!Chickens.!AnKmicrob!Agents!Chemother.!2017!May!24;61(6).!pii:!e00663917.!doi:!10.1128/AAC.00663917.!



ESBL E.,coli,70 1   (SU4391) mcr>1
a.!ESBL E.,coli,SU4391   

	

AnKmicrobials� MIC(µg/mL)�
ampicillin� >16�
amoxicillin/clavulanete!� ≤8/4�
piperacillin� >64�
cefazolin� >16�
cefoKam� >16�
cefotaxime� >32�
ce[azidime� ≤1�
cefpodoxime!� >4�
cefoperazone/sulbactam� ≤16/8�
cefpirome� >16�
cefmetazole� ≤4�
aztreonam� 16�
flomoxef� ≤8�
imipenem� ≤1�
gentamicin� ≤1�
amikacin� ≤4�
minocycline� 4�
levofloxacin� ≤1�
fosfomycin� ≤4�
sulfamethoxazole/trimethoprim� ≤2/38�
colisKn� 8�

MIC

"  MIC! 8!µg/mL!
"  Inc!I1 blaCTX9M91 !
"  MLST ST1684!
"  Phylogroup!A !
"  fimH iutA !
"  PmrA

Ser144Gly
b.!mcr>1   

mcr>1 topBpap2nikB

TGGGGTAAG
TGGGGCAAG

GenBank!LC191581!

GenBank!KX254342
WGK
WGK

CCCGGCGCG
CCCAGCGCG

PGA
PSA

ydfA

GenBank!KX254342

IncI2!plasmid!
in!this!study

"  Inc!I2 !
"  nikB9mcr919pap29ydfA9topB!

E.!coli IncI2!
plasmid!pECJS961963! !

Ohsaki!Y,!Hayashi!W,!Saito!S,!Osaka!S,!Taniguchi!Y,!Koide!S,!Kawamura!K,!Nagano!Y,!Arakawa!Y,!Nagano!N.First!detecKon!of!Escherichia!coli!harboring!mcr91!gene!from!retail!
domesKc!chicken!meat!in!Japan.Jpn!J!Infect!Dis.!2017!Jul!1.!doi:!10.7883/yoken.JJID.2016.572



1.!CTX9M CTX9M ESBL
CTX9M9 CTX9

M98 CTX9M91 IncI1
!
2.! CTX9M915 IncI1

CTX9M915 IncI1

!
3.! CTX9M914 IncI1 /

!
4.! CTX9M927 IncF

IncI1 CTX9M927

!
5.! IncF

!
6.!

mobile!geneKc!element



!
!
1. ! ESBL

2. ! 109 ESBL MCR91 110
DDBJ

3. !
CTX9

M98 IncI1

4. !

5. !

6. !
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