
【目的】本研究では，自然環境の都市河川における薬剤耐性菌の

汚染状況を調査することを目的とし，ESBL産生大腸菌を対象に

分離頻度の調査，薬剤感受性検査及び ESBL遺伝子型の解析を行

ったので報告する。【材料および方法】検体採取及び処理は，

2018年 5月に多摩川中流域の河川水（表層から 30cmの流水）を

採水し，M-FC法（100ｍLを処理）によりクロモアガー ECC寒

天培地（関東化学）及びクロモアガー ESBL寒天培地（関東化学）

を用いて対象菌を分離した。上記２種類の寒天培地に発育した大

腸菌疑いの分離菌株の菌種同定は，従来法による確認培地，NC-

EN2Tパネル（ベックマン・コールター）及びマトリックス支援

レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析法（Bruker）を用いた。

ESBL産生確認試験は，CLSIに準拠したディスク拡散法及び NC-

EN2Tパネルを用い，ESBL遺伝子型の解析はシカジーニアス

®ESBL遺伝子型検出キット（関東化学）を用いた。【結果】検

出された大腸菌の総分離菌株数は 128菌株/10mL（100mLの換算

値は 1280菌株）であり，そのうち ESBL産生菌株は 52菌株

/1280菌株（約 4％）であった。薬剤感受性検査は，MEPM，

CMZ及び FMOXでは 52株(100％)が感性であったが，ほかのセ

フェム系抗菌薬及び LVFXでは，それぞれ 52株(100％)及び

37株(73％)が非感性であった。もっとも高頻度であった型は

CTX-M-9が 20株（38.5%）であり，次いで CTX-M-1が 11株

（21.2%）,TEM型＋CTX-M-9が 9株（17.3%）及び TEM型＋

CTX-M-1が 8株（15.4%）であった。【考察】今回，われわれは

多摩川中流域の河川水の表層水における ESBL産生大腸菌株によ

る汚染を確認した。また，これらの分離菌株の ESBL遺伝子型に

おいて CTX-M‐9群が優位であったことは医療関連感染で問題

となっている菌型と一致する結果であった。以上のことから，多

摩川は ESBL産生大腸菌株のリザーバーとなっていることが考え

られ，継続的な挙動の監視が必要であると考えられた。（共同研

究者：藤本瑞穂，本多　望）連絡先：岡崎充宏　03-6424-2228

多摩川は ESBL産生大腸菌株のリザーバーになっている
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【目的】Clostridium difficileによる抗菌薬関連下痢症および

偽膜性腸炎は，医療関連感染症の重要な疾患として認識されてい

る。一方で近年，抗菌薬使用歴のない市中型感染症の患者が報告

されており，自然環境や動物を介したヒトへの伝播が危惧されて

いる。しかし，その病因学特徴や感染経路など不明な点が多い。

今回，我々は，自然環境における存在状況を明らかにするため，

都市河川水からの分離を試み，分離菌株の細菌学的特徴の解析を

行った。【材料および方法】供試水と処理方法は，多摩川中流域

の河川水（表層水）を採水し，100mLを M-FC法により処理後，

その集菌したフィルターを CCMA寒天培地 EX（日水製薬）上に置

き，分離培養（嫌気培養、35℃,48 時間）を行った。本培地に発

育した集落をポアメディア羊血液寒天培地 M58（BA，栄研化学）

に純粋培養後，偏性嫌気性および有芽胞のグラム陽性桿菌である

ことを確認した。分離菌株の菌種同定，毒素型および菌株型別は，

シカジーニアスⓇ分子疫学解析 POTキット（C.difficile用）

（POT法，関東化学）を用いて遺伝子検査を行った。【結果】

CCMA寒天培地 EXに発育した集落は 48株であった。これらのす

べての分離菌株は，POT法により C. difficile と同定され，河

川水における存在が明らかとなった。各種毒素型は toxinA＋

toxinB＋が 27株 (56.3％), toxinA－toxinB＋が 2株 (4.2％)およ

び toxinA－toxinB－が 18株 (37.5％)であり，毒素関連遺伝子を

保有する菌株の方が優位であった。また，binary toxin産生遺

伝子陽性株が 1株 (2.1％)認められ，POT法による型別と既知の

リボタイプとの照合により，本菌株は強毒型の可能性のあるリボ

タイプ 078と一致した。【考察】本河川において毒素産生株が優

位に存在していることを明らかにしたことは，臨床由来株の毒素

産生株の優位性を支持するとともに，本河川が本菌のリザーバと

なっていることを示唆した。しかし，これらの菌株がヒト由来な

のか否か不明であり，今後，ヒトと自然環境との循環について明

らかにしていきたい。 (連絡先：岡崎充宏　03-6424-2228)

都市河川流水における毒素産生性 Clostridium difficile 株の汚染状況の調査報告
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Streptococcus属はヒトに様々な疾患を引き起こす細菌種を
含み、より簡便かつ迅速な同定法の確立が求められている。

しかしながら、S. pneumoniaeおよび S. mitisには表現型によ
る鑑別が困難な菌株が存在し、菌種間の塩基配列の相同性

も高いため、正確な鑑別にはMLSTのほか特定遺伝子のシ
ーケンス解析が必要な場合がある。次世代型ポータブル・

シーケンサーであるMinIONはリアルタイムにシーケンス
情報を解析し、様々な感染症の迅速診断への応用が試みら

れている。今回、我々はMinIONを用いた S. pneumoniae / S. 
mitis鑑別システムの構築を試みた。
方法）MLSTにより、S. pneumoniaeと同定された 4株、お
よび S. mitisと同定された 7株、ならびに Streptococcus sp.と
同定された 1株を用いて検証した。さらに、ナショナルバ
イオリソースより譲渡を受けた S. pneumoniae, S. mitis およ
び S. oralisの Type strainもあわせて解析に用いた。ゲノム
DNAの抽出後、Rapid barcoding kit (Oxford Nanopore 
Technologies; ONT, UK) を用いてバーコード付加及びライブ
ラリー調整を行った。これらのライブラリーをMinION 1D 

sequence protocol用いて、最大 12株を同時に multiplexにシ
ーケンスし、得られたシーケンスデータは EPI2ME 
Barcoding/WIMP (what is in my pot)を用いて解析した。
WIMPを用いて得られた菌種のうち、マッピングリードの
最も多い菌種をコンセンサス菌種とし、菌種同定の可能性

を検討した。

結果）MinIONによるシーケンス開始から 24時間後に得ら
れたリードを解析に用いた。demultiplexing後に各検体平均 
18,893リードを入手できた。WIMPによる解析の結果、
Type strainを含むすべての検体で、それぞれのコンセンサ
ス菌種として正確に同定することができた。

考察）MinIONを用いた多検体ゲノム解析により、S. 
pneumoniae / S. mitisを正確に同定することが可能であった。
得られたシーケンスデータを追加解析することで、薬剤耐

性情報や系統樹解析も可能であり、今後の臨床への応用が

期待できる。

連絡先　前田卓哉 049-276-1166

ＭｉｎＩＯＮを用いた革新的ストレプトコッカク属の鑑別法の確立
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本研究では、新たにリリースされた 1D2 chemistry を使用
し、ナノポア型ポータブルシーケンサーMinIONを用いた
amplicon sequenceによる血液培養陽性ボトルの菌種同定能
を検証した。細菌および真菌の同定を可能にするために、

16S rRNAならびに ITS1-5.8S-ITS2 rRNAを標的とする
PCR法を行ない、シーケンスに供した。さらに、検査コス
トの削減を狙い、各 PCRプライマーには特異的バーコード
配列を付加させ、その増幅産物のMultiple sequencingとし
た。なお、解析には 10分と 48時間のシーケンスで得られ
た fastqデータを使用し、サンガー法によるシーケンス結果
と比較することで、1D2 chemistryにより決定した contig 配
列の正確性を評価し、臨床検査への応用の可能性を検証し

た。

方法）当院細菌検査室に提出された血液培養検体のうち、

培養結果が陽性で、MALDI/TOF MSによる菌種同定された
血液培養陽性の残余検体計 9検体を使用した。さらに、
5種類の Candida属を含む 11菌種の Type strainをナショナ
ルバイオリソースより入手し、その抽出 DNAも合わせて

解析に用いた。DNAの抽出はビーズ破砕により実施し、
16S-rRNAならびに ITS1-5.8S-ITS2遺伝子の増幅後に、最大
12検体を用いてMinIONによるMultiplex sequencingを実施
した。

結果）10分と 48時間のシーケンス・データともに、すべ
ての菌種においてMALDI/TOF MSによる同定結果と一致し
た。さらに、サンガー法によるシーケンスと 98.3~99.8%で
一致しており、いずれも菌種判定には影響を及ぼさなかっ

た。

考察）本方法は、短時間で多検体の同時処理・解析も可能

であり、大型の機材を使用せずに実施できる検査であるこ

とから、新たな検査法として、今後の臨床応用が期待でき

る。

連絡先　前田卓哉 049-276-1166

MinIONによる病原微生物同定能の検討―血液培養陽性検体を用いた解析―
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