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We investigated the prevalence of harboring β-lactamase genes of Escherichia coli from healthy cattle in Hyogo 
Prefecture. While carbapenemase genes were not detected, 6 E. coli strains producing CTX-M-type ESBL genes were 
isolated in intestinal content samples. These results assumed that healthy cattle were not largely involved in the direct 
dissemination of the drug resistance genes. However, since ESBL producing E. coli strains harbored several virulence 
genes which likely contribute to harm human health, continuous monitoring of E. coli from cattle and investigation in 
more detail were considered to be necessary for public health. 
 
 

Ⅰ はじめに 

 
近年，抗菌性物質が効かない薬剤耐性菌（AMR）によ

る感染症の増加が国際的な問題となっている．AMR の

中でもヒトに最も脅威とされているものの一つがカルバ

ペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）で，これはグラム陰

性菌に対して「最後の砦」と言われるカルバペネム系抗

菌薬に耐性を示し，治療薬の選択に限界が生じているた

めである．CRE の薬剤耐性に関与するカルバペネマーゼ

遺伝子はプラスミド上に存在することが多いため，腸内

細菌科細菌の中で菌種を超えて耐性機能が水平に伝達す

る．このカルバペネム耐性腸内細菌科細菌は，ヒトのみ

ならず牛，豚及び鶏などの家畜等に加えて，犬，猫及び 
                            
感染症部  
＊別刷請求先： 

〒675-0003 加古川市神野町神野 1819-14  
兵庫県立健康科学研究所 感染症部 荻田 堅一 

野鳥などの腸管内に広く常在し，食肉や様々な生活環境

からヒトへ伝播する可能性が指摘されている 1）． 
家畜が有する AMR については動物医薬品検査所が

1999 年からモニタリング（JVARM）を行っているが 2），

これにはカルバペネム系抗菌薬に対する耐性菌は含まれ

ておらず，また国内における調査報告も少なく，家畜に

おけるCRE保有状況の解明は今後の課題となっている． 
そこで今回は，腸内細菌科細菌のうち，大腸菌を調査対

象とし，兵庫県産の健康牛におけるカルバペネマーゼ遺

伝子等の薬剤耐性遺伝子の保有実態及び耐性遺伝子を保

有する菌株の分子疫学性状を明らかにすることを目的と

して，調査を行った． 
 

Ⅱ 材料と方法 

 
1. 大腸菌の分離 
兵庫県内で飼育され，2015 年 12 月から 2016 年 3 月

及び 2017年 10月から 2018年 2月に食肉センターに搬 
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入された牛140頭の腸内容物から大腸菌の分離を試みた．

セフォタキシム（CTX）又はメロペネム（MEPM）を 1 
µg/ mL，さらに，バンコマイシン（VCM）を 8 µg/mL
になるように加えた mEC 液体培地 5 mL に腸内容物を

接種し，37 ℃で 24 時間増菌培養後，CTX 又はMEPM
及びVCMを同様に加えたDHL寒天培地に画線塗抹し，

37℃で 24 時間培養した．大腸菌様の赤色コロニーを釣

菌し，API20E（ビオメリュー）又は MALDI バイオタ

イパー（ブルカーダルトニクス）を用いて菌種の同定を

行った（Fig.1）．大腸菌と同定されたものに対して，以

下に述べる遺伝子検査を実施した． 
  
2. 薬剤耐性遺伝子の検出及び型別 
本研究で調査対象とした薬剤耐性遺伝子は，①カルバ

ペネマーゼ遺伝子 5 種類（KPC，NDM，IMP，VIM，

OXA-48），②基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ（ESBL）
遺伝子 3 種類（TEM，SHV，CTX-M），③AmpC β-ラ
クタマーゼ遺伝子 6 種類（MOX，CIT，DHA，ACC，
EBC，FOX）である．これらの耐性遺伝子は，国立感染

症研究所のマニュアルに従い 3），大腸菌からアルカリ熱

抽出法により抽出したDNAをテンプレートとしてPCR
法で検出した．耐性遺伝子が検出された検体は，Big Dye 
Terminator v3.1（Thermofisher Scientific）を用いたダ

イレクトシーケンス法により塩基配列を決定し，BLAST
検索により遺伝子型別を行った． 

3. マルチローカスシーケンスタイピング（MLST）解

析 
MLST は，既報の「Achtman スキーム」に従った 4）．

すなわち，ハウスキーピング遺伝子 7 種類（adk, fumC, 
gyrB, icd, mdh, purA, recA）について，それぞれの塩基

配列を決定した後，Warwick 大学のオンラインデータベ

ース（http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/）に入力

して得られた MLST プロファイルからシーケンスタイ

プ（ST）を決定した． 
 
4. 系統発生群の分類 

Clermont らの方法 5）に従い，2 つの遺伝子 chuA 及

び yjaA と，DNA 断片である TSPE4.C2 を標的とした

PCR を行い，その増幅産物の有無により 4 つの系統発生

群（A, B1, B2, D）に分類した． 
 
5. 病原遺伝子の検出 
 下痢原性に関連する病原因子（stx, LT, ST, eae, afaD, 
cdt, cnf）について，遺伝子の有無をPCR 法により調べ

た 6）． 
 
6. O-genotyping 法によるO 血清群同定 
 井口らの方法に従い，PCR 法により大腸菌の O 血清

群を同定した 7）． 
 

Fig.1 Workflow of method for culturing, identifying and gene analysis 

• Enrichment cultuers
• MEPM and VCM + mEC or CTX and VCM + mEC

• Gene analysis
• β-Lactamase genes(Carbapenemase,ESBL,AmpC)
• Virulence genes(stx,eae,invE,LT,ST,aggR,astA,cnf,cdt)
• Phylogenetic Group
• Multi Locus Sequence Typing(MLST)

• Selective cultures
• MEPM and VCM + DHL or CTX and VCM + DHL

MEPM : Meropenem；1.0 μg/mL
CTX : Cephotaxim；1.0 μg/mL
VCM : Vancomycin； 8.0 μg/mL

• Identifying bacterial species of Enterobacteriaceae
• Api20E or MALDI Biotyper

Carbapenemase genes :
IMP,NDM,KPC,VIM,OXA48

ESBL genes :
TEM,SHV,CTX-M-1 group,
CTX-M-2 group,CTX-M-9 group

AmpC β-Lactamase genes :
MOX,ACC,CIT,EBC,DHA,FOX
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Ⅲ 結果及び考察 

 
1. 兵庫県産牛における β-ラクタマーゼ遺伝子保有状況 
 本研究では，兵庫県産牛における薬剤耐性遺伝子の保

有状況を調査することを目的として，健康牛の腸内容物

から分離した大腸菌を対象としたβ-ラクタマーゼ遺伝子

の検出を実施した．多種多様な微生物が混在している腸

内容物から薬剤耐性遺伝子を保有している大腸菌を効率

的にスクリーニングするために，CTX 又はMEPM を 1 
µg /mL ずつ添加した培地を使用した．その結果，MEPM
を加えた培地からは大腸菌の発育はみられなかった．一

方，CTX を加えた培地では，牛 140 頭中 6 頭 4.3%から

大腸菌が分離され，PCR の結果，全ての菌株からCTX-
M 型のESBL 遺伝子が検出された． 
分離培地への抗菌薬の添加には，耐性遺伝子を保有し

た菌の選択性を高める効果がある．本調査の耐性率は，

JVARM における第 3 世代セファロスポリン（CTX 又は

セフチオフル）耐性大腸菌の耐性率と比較してわずかに

高い値であり 2），健康牛における ESBL 産生大腸菌は，

これまでの報告よりも潜在的に多い可能性がある．一方

で，抗菌薬の添加には，自然耐性を示す細菌も発育して

しまうという欠点がある．今回の調査においても，サイ

トロバクタ－属菌やシュードモナス属菌などが分離され

た検体がしばしばみられた．さらに，自然耐性を示す菌

以外にも，本調査では対象としていないエロモナス属菌

が分離され，これらはESBL 遺伝子を保有していると思

われる 8）．このような菌の発育が，大腸菌の発育・分離

を阻害することで耐性遺伝子の保有状況が過小評価され

る可能性も考えられる．今後調査を継続するに当たって

は，使用する培地や抗菌薬の種類，添加する濃度等を検

討する必要があると思われた． 
 
2. ESBL 遺伝子保有大腸菌の分子疫学的性状解析 
2.1. β-ラクタマーゼ遺伝子の遺伝子型 
今回の調査で分離されたESBL 産生大腸菌から検出

されたβ-ラクタマーゼ遺伝子は5株がCTX-M-1グルー

プであり，その内訳は，CTX-M-15 が 4 株，CTX-M-3 が

1 株であった．残りの 1 株はCTX-M-2 グループのCTX-
M-14 であった．CTX-M-15 は，現在，人と動物の両方

で世界的な拡大が懸念されている遺伝子型である 9）．

Day らによると，特定のESBL 遺伝子型及びプラスミド

レプリコンタイプの組み合わせを持つ大腸菌がヒトと動

物の両方でみられており，ヒトと動物及び食品間の伝播

の可能性があることを指摘している 10）．本調査において

はプラスミドの性状は調べていないが，今後，次世代シ

ーケンサー等を用いて，染色体 DNA や多数の薬剤耐性

遺伝子を水平伝播する役割を担うプラスミド DNA の詳

細な性状を調査することによって，薬剤耐性遺伝子の伝

搬様式の解明の一助となることが期待される． 
2.2. 系統発生群及びST 
今回の調査で分離された大腸菌6株の分子疫学的性状

解析の結果を Table 1 に示した．5 株は系統発生群が A
群又はB1 群の常在性大腸菌であり，残り 1 株はD 群で

あった．また，これらの大腸菌のST は，ST58 が 3 株，

ST117，ST361，ST2756 がそれぞれ１株ずつであった

（Table 1）．大腸菌の系統発生群分類による 4 つの主要

なグループ（A, B1, B2, D）は病原性遺伝子と関連があ

り，ヒトや動物の腸管外病原性大腸菌（ExPEC）は主に

B2 群と D 群に分類される 5）．また，B2 群と D 群は A
群や B1 群と比較して病原性が強いこと等も知られてい

る 11）．今回の調査では，健康牛からは D 群が 1 株検出

されたのみで，ExPEC の大半を占めるB2 群は検出され

ず，これまでの報告と同様の傾向を示した 12）．  
MLST 解析は，複数の遺伝子領域（通常は 6,7 種類の

ハウスキーピング遺伝子領域）のそれぞれ 400～500 塩

基程度の配列を読み，それらを基に菌の型別を行う方法

である 13）．MLST 解析データはインターネット上で公開

されており，世界規模での比較が可能であるため，近年，

多くの微生物の進化系統や母集団構造の分析にも応用さ

れている．Mangesは，ヒトのExPEC に由来するESBL

Table 1 Characteristics and MLST typing of 6 ESBL-producing E.coli strains isolated from healthy cattle 
feceses 

adk fumC gyrB icd mdh purA recA

C001 UT CTX-M-15 B1 58 155 6 4 4 16 24 8 14 ND

C029 UT CTX-M-15 B1 58 155 6 4 4 16 24 8 14 ND

C061 UT CTX-M-15 B1 58 155 6 4 4 16 24 8 14 ND

C084 25 CTX-M-15 A 2756 - 6 11 5 8 8 78 2 ND

C085 9 CTX-M-14 A 361 - 10 99 5 91 8 7 2 ND

C105 119 CTX-M-3 D 117 - 20 45 41 43 5 32 2 stx1, cnf, cdt
UT: untypable, ND: not detected

MLST allel profiles
Virulence factorsStrain ID O-genotype ESBL 

types
Phylo-
groups ST STC
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Ⅲ 結果及び考察 

 
1. 兵庫県産牛における β-ラクタマーゼ遺伝子保有状況 
 本研究では，兵庫県産牛における薬剤耐性遺伝子の保

有状況を調査することを目的として，健康牛の腸内容物

から分離した大腸菌を対象としたβ-ラクタマーゼ遺伝子

の検出を実施した．多種多様な微生物が混在している腸

内容物から薬剤耐性遺伝子を保有している大腸菌を効率

的にスクリーニングするために，CTX 又はMEPM を 1 
µg /mL ずつ添加した培地を使用した．その結果，MEPM
を加えた培地からは大腸菌の発育はみられなかった．一

方，CTX を加えた培地では，牛 140 頭中 6 頭 4.3%から

大腸菌が分離され，PCR の結果，全ての菌株からCTX-
M 型のESBL 遺伝子が検出された． 
分離培地への抗菌薬の添加には，耐性遺伝子を保有し

た菌の選択性を高める効果がある．本調査の耐性率は，

JVARM における第 3 世代セファロスポリン（CTX 又は

セフチオフル）耐性大腸菌の耐性率と比較してわずかに

高い値であり 2），健康牛における ESBL 産生大腸菌は，

これまでの報告よりも潜在的に多い可能性がある．一方

で，抗菌薬の添加には，自然耐性を示す細菌も発育して

しまうという欠点がある．今回の調査においても，サイ

トロバクタ－属菌やシュードモナス属菌などが分離され

た検体がしばしばみられた．さらに，自然耐性を示す菌

以外にも，本調査では対象としていないエロモナス属菌

が分離され，これらはESBL 遺伝子を保有していると思

われる 8）．このような菌の発育が，大腸菌の発育・分離

を阻害することで耐性遺伝子の保有状況が過小評価され

る可能性も考えられる．今後調査を継続するに当たって

は，使用する培地や抗菌薬の種類，添加する濃度等を検

討する必要があると思われた． 
 
2. ESBL 遺伝子保有大腸菌の分子疫学的性状解析 
2.1. β-ラクタマーゼ遺伝子の遺伝子型 
今回の調査で分離されたESBL 産生大腸菌から検出

されたβ-ラクタマーゼ遺伝子は5株がCTX-M-1グルー

プであり，その内訳は，CTX-M-15 が 4 株，CTX-M-3 が

1 株であった．残りの 1 株はCTX-M-2 グループのCTX-
M-14 であった．CTX-M-15 は，現在，人と動物の両方

で世界的な拡大が懸念されている遺伝子型である 9）．

Day らによると，特定のESBL 遺伝子型及びプラスミド

レプリコンタイプの組み合わせを持つ大腸菌がヒトと動

物の両方でみられており，ヒトと動物及び食品間の伝播

の可能性があることを指摘している 10）．本調査において

はプラスミドの性状は調べていないが，今後，次世代シ

ーケンサー等を用いて，染色体 DNA や多数の薬剤耐性

遺伝子を水平伝播する役割を担うプラスミド DNA の詳

細な性状を調査することによって，薬剤耐性遺伝子の伝

搬様式の解明の一助となることが期待される． 
2.2. 系統発生群及びST 
今回の調査で分離された大腸菌6株の分子疫学的性状

解析の結果を Table 1 に示した．5 株は系統発生群が A
群又はB1 群の常在性大腸菌であり，残り 1 株はD 群で

あった．また，これらの大腸菌のST は，ST58 が 3 株，

ST117，ST361，ST2756 がそれぞれ１株ずつであった

（Table 1）．大腸菌の系統発生群分類による 4 つの主要

なグループ（A, B1, B2, D）は病原性遺伝子と関連があ

り，ヒトや動物の腸管外病原性大腸菌（ExPEC）は主に

B2 群と D 群に分類される 5）．また，B2 群と D 群は A
群や B1 群と比較して病原性が強いこと等も知られてい

る 11）．今回の調査では，健康牛からは D 群が 1 株検出

されたのみで，ExPEC の大半を占めるB2 群は検出され

ず，これまでの報告と同様の傾向を示した 12）．  
MLST 解析は，複数の遺伝子領域（通常は 6,7 種類の

ハウスキーピング遺伝子領域）のそれぞれ 400～500 塩

基程度の配列を読み，それらを基に菌の型別を行う方法

である 13）．MLST 解析データはインターネット上で公開

されており，世界規模での比較が可能であるため，近年，

多くの微生物の進化系統や母集団構造の分析にも応用さ

れている．Mangesは，ヒトのExPEC に由来するESBL

Table 1 Characteristics and MLST typing of 6 ESBL-producing E.coli strains isolated from healthy cattle 
feceses 

adk fumC gyrB icd mdh purA recA

C001 UT CTX-M-15 B1 58 155 6 4 4 16 24 8 14 ND

C029 UT CTX-M-15 B1 58 155 6 4 4 16 24 8 14 ND

C061 UT CTX-M-15 B1 58 155 6 4 4 16 24 8 14 ND

C084 25 CTX-M-15 A 2756 - 6 11 5 8 8 78 2 ND

C085 9 CTX-M-14 A 361 - 10 99 5 91 8 7 2 ND

C105 119 CTX-M-3 D 117 - 20 45 41 43 5 32 2 stx1, cnf, cdt
UT: untypable, ND: not detected

MLST allel profiles
Virulence factorsStrain ID O-genotype ESBL 

types
Phylo-
groups ST STC
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産生大腸菌のMLST ではST10, 12, 38, 69, 73, 95, 117, 
127, 131, 394, 405, 1193 が多く分離されることを報告し

ている 14）．今回，1 株（菌株番号：C105）のみがこれら

ExPEC によくみられる遺伝系統に分類された．また，

CTX-M-15 遺伝子を保有している O25b:H4-B2-ST131
クローンは世界的に流行している遺伝子型として脅威と

されているが，今回の調査ではこのクローンは健康牛か

ら検出されなかった．  
本調査における系統発生群と ST の組み合わせでは，

半数の 3 株がいずれも CTX-M-15 を保有した B1-ST58
であった．興味深いことに，これらの 3 株は，と畜検査

の情報から同じ所有者の2か所の農場で飼育されていた

ことが判明している．同一所有者の他の牛からはESBL
産生大腸菌は検出されなかったが，同一又は関連のある

農場において，特定の遺伝系統のESBL 産生大腸菌が定

着・維持されている可能性が示唆された． 
2.3. 病原因子の検出 
今回の調査で分離された大腸菌 C105 は，遺伝系統が

D 群で，ST がST117 であった．この遺伝子型はヒト由

来ExPEC からもしばしば分離される型であり 10），実際

に，C105 からも iucD や papC 等の病原性関連遺伝子が

複数検出されている（データ示さず）．さらに，この株は，

下痢原性に関与する病原因子である stx1，cdt，cnf 遺伝

子も保有しており，VT1 型のベロ毒素を産生する腸管出

血性大腸菌（EHEC）であった．EHEC とESBL の関連

性の報告は少ないが，2011 年にヨーロッパで大流行を起

こしたEHEC O104:H4もESBL産生が確認されている

15）．本菌株のような病原性の高いESBL 産生大腸菌がヒ

トに直接伝播するかどうかはより詳細な調査を必要とす

るが，ヒトに感染することで健康被害をもたらす可能性

は否定できないため，健康牛の継続的なモニタリングが

必要であると考える． 
 

Ⅳ 結 論 

 
 兵庫県産の健康牛における β-ラクタマーゼ遺伝子保

有状況を調査した．カルバペネマーゼ遺伝子を保有する

大腸菌は検出されなかったが，CTX-M 型の ESBL 遺伝

子を保有する大腸菌が 6 株分離された．これらの分子疫

学的性状解析の結果，健康牛が薬剤耐性遺伝子の感染源

や直接的な伝播に関与している可能性は低いと考えられ

た．しかしながら，人に健康被害をもたらす可能性のあ

る病原因子を複数保有している ESBL 産生大腸菌が検

出されたことから，牛保有大腸菌の継続的なモニタリン

グ及びより詳細な調査が必要であると考えられた． 
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