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学位論文の内容の要旨 

 

薬剤耐性菌の制御は，公衆衛生と家畜衛生上の重要な課題である。医療上重要な広域ス

ペクトルセファロスポリンに対する耐性を示す基質拡張型 β―ラクタマーゼ（ESBL）産生

菌菌の分布は世界中で深刻な問題となっている。プラスミド上に存在する ESBL遺伝子は接

合伝播するため，ESBL 産生菌の疫学解析にはプラスミドの不和合性による型別が利用され

ていたが，プラスミドの全ゲノム解析は有用な手法として広く利用されるようになった。

本研究は，飼育動物に分布する薬剤耐性菌を制御することを目的に CTX−M 型 β−ラクタマ

ーゼ産生菌及び耐性因子の解析を実施した。 

第 1 章では，2016 年 1～6 月に 3 か所の孵化場からコマーシャル農場へ導入した初生ビ

ナの胎便がついた敷き紙 66検体を収集し，セファロスポリン耐性腸内細菌科細菌をセファ

レキシン加 Deoxycholate-hydrogen sulfide-lactose (DHL) 寒天培地を用いて分離した。

その結果，CTX-M-25 β―ラクタマーゼ Klebsiella pneumoniae (1 検体)と Enterobacter 

cloacae (4検体)が分離された。１年後に，23 鶏群から収集した糞便サンプルからセフォ

タキシム加 DHL寒天培地を用いて分離したところ，1検体から CTX-M-25 β―ラクタマーゼ

産生大腸菌が分離された。プラスミドの全ゲノム解析を実施したところ，大腸菌の CTX-M-

25プラスミド(166.3kb の IncA/C型）は，K. pneumoniae のプラスミド（166.3kbの IncA/C

型）と塩基配列が類似し，E. cloacaeのプラスミド（218.2と 250.9kb）と異なっていた。

さらに，大腸菌と K. pneumoniae のプラスミド遺伝子を比較すると，IS elementの挿入配

列に違いが認められた。以上から，CTX-M-25 プラスミドは初生ビナの腸内細菌科細菌によ

って農場へ侵入し，その遺伝子が農場で維持されることが示された。 

2015年に岐阜大学のキャンパスで捕獲された野生動物（シベリアイタチ）から CTX-M-14 
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β―ラクタマーゼ産生大腸菌が分離されたことを踏まえて，第 2 章では，野生動物が保有

する薬剤耐性菌の由来を明らかにするため，学内の飼育動物における第三世代セファロス

ポリン耐性菌の分布を調べ，耐性菌とプラスミドの解析を行った。TGC 耐性菌はセファレ

キシン加 DHL寒天培地とセフォタキシム加 DHL寒天培地を用いて分離し，薬剤感受性試験，

パルスフィールドゲル電気泳動(PFGE)，レプリコン型，β―ラクタマーゼ型と次世代シー

クエンス解析を行った。その結果，CTX-M-14 β―ラクタマーゼと CMY-2 β―ラクタマー

ゼ産生大腸菌が糞便から分離された。飼育動物とイタチから分離された CTX-M-14 β―ラ

クタマーゼ産生大腸菌は，飼育施設ごとに 7つの PFGE型 6クラスターに分類された。全て

の CTX-M-14プラスミドは IncI1型であった。1つのプラスミドの大きさが 105.5kbであっ

たが，残りのプラスミドの大きさは 98.9-99.3kb と類似した。リコンビネーション解析の

結果，イタチが保有したプラスミドは飼育動物間で進化したプラスミドに由来することが

示唆された。以上から，耐性菌の伝播は各飼育施設内の動物間において認められたが，飼

育動物のプラスミドは野生動物へ伝播する可能性が示唆された。 

本研究では，飼育動物において CTX-M型 ESBL 産生腸内細菌科細菌が伝播及び分布する過

程を明らかにし，飼育動物から環境（野生動物）へと薬剤耐性菌が拡散する可能性を示唆

した。薬剤耐性菌が飼育動物へ侵入することを防止するためには導入動物の衛生管理及び

薬剤耐性菌が環境への拡散を防止するためには動物の飼育エリアへの野生動物の侵入防止

が重要と考えられた。この知見は，動物や環境において薬剤耐性菌を制御するための方針

を改善することに役立つことが期待される。 

 

審 査 結 果 の 要 旨 

 

申請者の学位論文は，医療上重要な薬剤耐性菌の一つである CTX-M型基質拡張型β―ラ

クタマーゼ（ESBL）産生菌を対象に細菌学的及び分子疫学的に解析した結果を取りまとめ

て，薬剤耐性菌の伝播，定着及び拡散について述べられている。 

第 1 章では，3 か所の孵化場からコマーシャル農場へ導入した初生ビナの胎便がついた

敷き紙を収集し，抗菌剤添加選択培地を用いてセファロスポリン耐性腸内細菌科細菌を検

索した。その結果，CTX-M-25産生 Klebsiella pneumoniae (1/66)と Enterobacter cloacae 

(4/66)が分離され，農場汚染の一因として導入鶏が関与することを示した。１年後に，23

鶏群から収集した糞便サンプルから抗菌剤添加選択培地を用いて分離したところ，CTX-M-

25産生大腸菌を 1検体から分離することができた。そこで，プラスミドを比較したところ，

大腸菌の CTX-M-25 プラスミド(166.3kb の IncA/C 型)が K. pneumoniae のプラスミド

(166.3kb の IncA/C 型)と類似することを示した。全ゲノム解析により，大腸菌と K. 

pneumoniae のプラスミド遺伝子では，ISelement の挿入配列に違いが認められるが，きわ

めて類似することを明らかにした。以上から，CTX-M型 ESBL産生菌による農場汚染の一因

として導入鶏が関与すること，その遺伝子が農場で維持される上でプラスミドによる伝播

が関与することが示された。 

第２章では，大学キャンパスで野生動物（シベリアイタチ）から CTX-M型 ESBL産生大腸

菌が分離されたことから，学内で飼育する動物におけるセファロスポリン耐性大腸菌の分

布を調査した結果，飼育動物には，CTX-M-14 と CMY-2産生大腸菌が分布することを明らか

にした。また，飼育動物から分離された CTX-M-14産生大腸菌は，飼育施設ごとに異なる遺

伝子型で，イタチ由来株と異なることを示した。しかし，保有プラスミドを全ゲノム解析

したことで，CTX-M-14 産生大腸菌が類似した遺伝子構造のプラスミドを保有することが明

らかとなった。以上から，CTX-M型 ESBL産生菌による施設内伝播と環境への拡散を示唆し

た。 



 

 

 

CTX-M型 ESBL産生菌の飼育動物への伝播，飼育施設内での維持及び環境への拡散に関す

る情報は，CTX-M型 ESBL 産生菌だけではなく種々の薬剤耐性菌の制御に重要な知見を提供

しているものと考えられる。 

以上について，審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値があるものと認めた。 
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