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要　　　　　約

人や家畜での伝播が懸念されるカルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）及びコリスチン耐性遺伝子保有腸内細菌
科細菌について，薬剤耐性菌制御の指標とするため，2018年 4月～2019年 3月に沖縄県の豚，鶏における保有実態を
調査した．CREは検出されず，コリスチン耐性遺伝子（mcr-1，mcr-3，mcr-5）を保有する Escherichia coli，Esche-

richia fergusonii，Escherichia alber tii，Klebsiella pneumoniaeが健康豚 38.1％，食鳥検査で全部もしくは一部廃棄
となった鶏 40.8％から分離された．今回コリスチン耐性菌選択培地を使用したため陽性率が他の報告より高い傾向に
あるが，県内へ広く浸潤しており，今後もその推移について継続したモニタリングが重要である．
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カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）感染症は，
人におけるグラム陰性菌による感染症の治療において最
も重要な抗菌薬であるメロペネムなどのカルバペネム系
抗菌薬及び広域β-ラクタム剤に対して耐性を示す
Escherichia coliや Klebsiella pneumoniae等の腸内細
菌科細菌による感染症の総称である．広域β-ラクタム
剤以外にも他の複数系統の薬剤に耐性であることが多
く，また，耐性機序の一つであるカルバペネマーゼ遺伝
子は伝達性プラスミド上に存在し，菌種を超えて耐性遺
伝子が伝播することから，国際的に警戒感が強まってい
る［1］．

CREに代表される多剤耐性グラム陰性菌感染症に対
して，ペプチド系抗菌薬であるコリスチンが最終救済薬
（last resor t）として知られており，WHOは Critically 

Impor tant Antimicrobials for Human Medicine 6th 

Revisionにおいてコリスチンをグラム陰性桿菌に対す
るきわめて重要な抗菌薬として位置づけている．コリス

チンは人に対して腎毒性，神経毒性といった副作用を有
することや，β-ラクタム系薬をはじめとする安全かつ
有効な注射用抗菌薬が登場したことで使用頻度が減少
し，日本では 2004～2015年の間コリスチン注射薬（コ
リスチンメタスルホン酸ナトリウム）の承認が取り消さ
れた．2015年には希少疾病用医薬品として再承認され
たものの厳しい管理下で使用されている．一方，畜産分
野では豚，鶏，牛を対象に発育促進，治療目的に飼料添
加物及び動物用医薬品として使用されてきた．2015年
に中国において細菌間で伝達が可能なプラスミド性コリ
スチン耐性遺伝子 mcr-1が報告され，その後世界中で
食用動物，食品，人から続々と検出され，国際的に注目
されている［2］．コリスチン耐性遺伝子は現在 mcr-1～
10まで報告されており，食肉を介して人へ伝播する可
能性があるため，人の医療への影響が懸念されている
［2, 3］．日本では，2007年に豚から分離された E. coli

がすでに mcr-1を保有していたことが報告され［4］，
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2017年に初めて人の糞便より mcr-1保有 E. coliの検出
が報告された［5］．このような状況で 2017年に食品安
全委員会により「家畜に使用する硫酸コリスチンに係る
薬剤耐性に関する食品健康影響評価」が実施され，その
結果をもとに，農林水産省は飼料添加物としてのコリス
チンの使用を 2018年 7月に禁止し，動物用医薬品とし
ては第二次選択薬として位置づけた．

2015年に mcr-1の報告が成された後，人の医療分野
でもコリスチン耐性遺伝子保有 CREの検出が世界中で
報告されるようになった［6, 7］．国内においても輸入
事例と考えられる症例報告も存在し，効果のある抗菌薬
が限られるため治療が困難となっている［8］．
日本において，家畜における CRE，コリスチン耐性
遺伝子保有腸内細菌科細菌の保有実態に関する報告は少
ない［4, 9, 10］．よって今回，それらの家畜における保
有実態を明らかにし，沖縄県における薬剤耐性菌コント
ロールの指標とするため，また，畜産分野におけるコリ
スチン耐性 CRE出現のリスク評価の一助とするため，
沖縄県の豚，鶏について CRE，コリスチン耐性遺伝子
保有腸内細菌科細菌の保有状況調査を行い，分離株につ
いて解析した．

材 料 及 び 方 法

2018年 4月～2019年 3月に沖縄県内と畜場，食鳥処
理場各 1カ所において豚 360頭，肉用鶏 346羽の盲腸
便を採取した．豚はと畜検査において異常がみられな
かった個体，肉用鶏は食鳥検査において全部廃棄もしく
は一部廃棄となった個体を対象とした．盲腸便の採取
は，内臓摘出後腸管を個体ごとに分け，盲腸表面をアル
コールにて消毒後，滅菌されたメスにて切開し，滅菌ス
プーンを用いて実施した．採材は豚，鶏それぞれ毎月 1

回または 2回実施し，豚は 45農場，鶏は 3農場 27鶏舎を
対象とした．豚については農場を沖縄本島北部地域，中
部地域，南部地域に区分し陽性率の比較を行った．鶏に
ついては農場の地域が限定されていたため，農場間での
陽性率の比較を行った．なお，各陽性率については，
χ2検定を実施し，有意差が認められた場合，テューキー
の多重比較検定を用いて対比較を行った．

CREの検出は Centers for Disease Control and Pre-

vention（CDC）の Laborator y Protocol for Detection 

of Carbapenem-Resistant or Carbapenemase-Produc-

ing，Klebsiella spp. and E .coli from Rectal Swabsを
参考に実施した．すなわち，薬剤感受性（一般細菌・
ディスク法）キット（KBディスク® ‘栄研’ メロペネム，
栄研化学㈱，東京）を 1枚加えた TSB培地（栄研化学㈱，
東京）5mlに盲腸便を 1白金耳量接種し，35℃で一晩培
養した．この増菌液をマッコンキー寒天培地（栄研化学
㈱，東京）へ接種後，KBディスク® ‘栄研’ メロペネムを

置いて 35℃で一晩培養し，感染症の予防及び感染症の
患者に対する医療に関する法律における CREの届出基
準（https://www.mhlw.go.jp/bunya/kenkou/kek-

kaku-kansenshou11/01-05-140912-1.html），（参 照
2020-06-25）を参考に阻止円 22mm以内の集落の有
無を観察した．
コリスチン耐性遺伝子保有腸内細菌科細菌の検出は，
盲腸便をコリスチン 1μg/ml加乳糖ブイヨン培地（栄研
化学㈱，東京）10mlに 1白金耳量接種し，37℃で一晩
培養した．増菌液を SuperPolymyxin培地，すなわち，
硫酸コリスチン 3.5μg/ml，ダプトマイシン 10μg/ml，
アムホテリシン B 5μg/mlを加えた EMB寒天平板培地
（栄研化学㈱，東京）に 1白金耳量接種し，37℃で 24

時間培養した［11］．発育集落について，アルカリ熱抽
出にてDNAを抽出し，コリスチン耐性遺伝子mcr-1，2，
3，4，5を標的としたMultiplex PCRを実施した［12］．
mcr-1の陽性コントロールには琉球大学病院より分与さ
れた RYU2912C-1（accession No. LC228070）からア
ルカリ熱抽出した DNAを用いるとともに，検出された
遺伝子については前述の mcr-1，2，3，4，5を標的と
したMultiplex PCRのプライマーを用いたシーケンシ
ングにより当該遺伝子を同定した．菌種は E. coli，
E. fergusonii，E. alber tiiを標的としたMultiplex PCR

によって同定し，本法で同定できなかった株は TSI培
地（日水製薬㈱，東京），LIM培地（日水製薬㈱，東京），
シモンズクエン酸塩培地（栄研化学㈱，東京）における
生化学性状試験と 16S rRNAのシーケンシングにより
同定した［13, 14］．
また，薬剤感受性試験は mcr-1保有 E. coli（豚由来

155株，鶏由来 133株）を対象とした．なお，Super-

Polymyxin培地上で異なるコロニー性状を示した菌株
が複数認められた場合，前述同様コリスチン耐性遺伝子
の検出と菌種同定を実施し，mcr-1保有 E. coliと同定
されたものを 1頭羽につき最大 2株供試した．アンピシ
リン（ABPC），セフォタキシム（CTX），セフェピム
（CFPM），メロペネム（MEPM），アズトレオナム
（AZT），スルバクタム／アンピシリン（SBT/ABPC），
アミカシン（AMK），ゲンタマイシン（GM），レボフ
ロキサシン（LVFX），シプロフロキンサシン（CIP），
テトラサイクリン（TC），チゲサイクリン（TGC），ス
ルファメトキサゾールトリメトプリム（ST），ホスホマ
イシン（FOM）の計 14薬剤ディスク（栄研化学㈱，東
京）を用いて KB法を実施した．CTX耐性と判定され
た株について，発育集落からアルカリ熱抽出により
DNAを抽出し，基質拡張型β-ラクタマーゼ（ESBL）
遺 伝 子 で あ る TEM 型，SHV 型，CTX-M-1 group，
CTX-M-2 group，CTX-M-8 group，CTX-M-9 group

について PCRを実施した［15, 16］．また，微量液体希
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釈法（抗菌薬濃度：1，2，4，8，16，32，64μg/ml）
によりコリスチンの最小発育阻止濃度（MIC）を測定
し，KB 法，MIC は Clinical and Laborator y Stan-

dards Institute（CLSI） の 基 準（CLSI M100 ED30）
に従い判定した．

成　　　　　績

CREについては，豚，鶏全検体においてマッコンキー
寒天培地上のメロペネムディスク阻止円 22mm以内に
コロニーは分離されなかった．
一方，コリスチン耐性遺伝子保有腸内細菌科細菌は
豚，鶏ともに採材を行ったすべての月で分離され，豚で
は 137頭（38.1％）から，鶏では 141羽（41.8％）から
検出された．mcr-1保有 E. coli，E. fergusoniiが豚と
鶏 か ら，mcr-1 保 有 E. alber tii，K. pneumoniae，
mcr-1 及び mcr-3 保有 E. coli が豚から，mcr-1 及び
mcr-5保有 E. fergusoniiが鶏から分離された（表 1）．
豚では 45農場中 33農場（73.3％），鶏は 3農場中 3農
場（100％），27鶏舎中 25鶏舎（92.6％）で陽性となっ
た．このうち，同一農場から複数の採材期間で分離され
たのが，mcr-1保有 E. coliは豚 14農場（31.1％），鶏 3

農場（100％）13鶏舎（48.1％），mcr-1保有 E. ferguso-

nii は 豚 1 農 場（2.2％）， 鶏 3 農 場（100％）4 鶏 舎
（14.8％）あった．また，mcr-1保有 E. coli及び E. fer-

gusoniiが両方検出された豚が 11頭（6農場），鶏が 26

羽（3農場 9鶏舎），mcr-1保有 E. coli及び E. alber tii

が両方検出された豚が 1頭，mcr-1保有 E. coli及び K. 

pneumoniaeが両方検出された豚が 1頭であった．豚に
おける地域別の陽性頭数は，沖縄本島北部地域が 221

頭中 87頭（41.2％），中部地域が 72頭中 26頭（36.1％），
南部地域が 77頭中 24頭（31.2％）であり，χ2検定の
結果，地域別の陽性率に有意差はなかった．鶏における
農場別の陽性率は A農場で 63.1％，B農場で 34.5％，
C農場で 26.1％であり，A農場と B農場，A農場と C

農場に有意差があり，B農場と C農場間には有意差は
なかった（表 2）．

mcr-1保有 E. coliの薬剤感受性試験の結果をもとに
アンチバイオグラムを作成した（図 1）．なお，豚 20頭，
鶏 9羽において SuperPolymyxin培地上で異なるコロ
ニー性状を示した mcr-1保有 E. coliが複数分離された
ため，それぞれ 1頭羽につき 2株ずつ供試した．ABPC

に対し豚由来株 78.1％，鶏由来株 53.4％，TCに対し豚
由来株 95.5％，鶏由来株 75.2％，STに対し豚由来株
78.1％，鶏由来株 18.8％が耐性であった．LVFXに対し，
豚由来株 11.0％，鶏由来株 4.5％，CIPに対し豚由来株
9.7％，鶏由来株 4.5％が耐性であった．CTXに対し豚
由来 1株（0.6％）が耐性であった．この CTX耐性株は
ABPC，GM，LVFX，CIP，TC，ST計 7剤に耐性を示し，
ESBL遺伝子検出 PCRにより，CTX-M-9 group遺伝子
が検出された．
コリスチンのMICは豚由来 67株（43.2％），鶏由来

106 株（79.7％）が 4μg/ml，豚由来 84 株（54.2％），

表 1　豚及び鶏盲腸便から分離された腸内細菌科細菌のコリスチン耐性遺伝子保有状況

腸内細菌科細菌 コリスチン 
耐性遺伝子

豚（頭） 鶏（羽）

菌　種 検体数（頭） 陽性数（頭） 陽性率（％） 検体数（羽） 陽性数（羽） 陽性率（％）

Escherichia coli
mcr-1

360

135a，b，c 37.5

346

124d 35.8
mcr-1及び mcr-3 1 0.3 0 0

Escherichia fergusonii
mcr-1 11a 3.1 42d 12.1
mcr-1及び mcr-5 0 0 1 0.3

Escherichia alber tii mcr-1 2b 0.6 0 0

Klebsiella pneumoniae mcr-1 1c 0.3 0 0

a：うち 11頭は同一個体から mcr-1保有 E. coli，mcr-1保有 E. fergusonii両方検出
b：うち 1頭は同一個体から mcr-1保有 E. coli，mcr-1保有 E. alber tii両方検出
c：うち 1頭は同一個体から mcr-1保有 E. coli，mcr-1保有 K. pneumoniae両方検出
d：うち 26羽は同一個体から mcr-1保有 E. coli，mcr-1保有 E. fergusonii両方検出

表 2　鶏におけるコリスチン耐性遺伝子保有腸内細菌科細菌の農場毎の陽性率の比較

農　場 検体数（羽） 陽性数（羽） 陽性率（％）
陽性率（陽性数 /検体数）の差［WSD］

A農場 B農場 C農場

A農場 111 70 63.1 － 0.29［0.16］＊ 0.37［0.15］＊

B農場 116 40 34.5 0.29［0.16］＊ － 0.08［0.14］
C農場 119 31 26.1 0.37［0.15］＊ 0.08［0.14］ －

＊：Tukeyの多重検定により有意差あり（比較する 2群の陽性率の差＞WSD：Wholly significant dif ference）
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鶏由来 27株（20.3％）が 8μg/ml，豚由来 4株（2.6％）
が 16μg/ml（図 2）を示した．

考　　　　　察

近年，国外では家畜由来コリスチン耐性遺伝子保有
CREの検出が報告されている［17］．今回，豚，鶏から
CREは分離されず，現状では沖縄県の養豚，養鶏といっ
た畜産分野においてコリスチン耐性 CREの出現リスク
は低いと考えられた．しかし，糞便からの CREの分離
培養方法は確立されておらず，今回は CDC法を参考に
CRE以外の細菌を効率的に排除するためマッコンキー
寒天培地にディスクを置いて CREを選択する方法を採
用したが，阻止円径 22mmより外部にも CREが集落を
形成することが報告されており，CREの存在を完全に
否定することはできない［18］．今後，CREの分離培養
方法のさらなる検討が必要である．
一方で，コリスチン耐性腸内細菌科細菌については，
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S I R＊＊

図 1　mcr-1保有 E. coliの薬剤感受性試験結果に基づくアンチバイオグラム
ABPC：アンピシリン SBT/ABPC：スルバクタム／アンピシリン CTX：セフォタキシム
CFPM：セフェピム MEPM：メロペネム AZT：アズトレオナム
AMK：アミカシン GM：ゲンタマイシン LVFX：レボフロキサシン
CIP：シプロフロキサシン TC：テトラサイクリン TGC：チゲサイクリン
ST：スルファメトキサゾールトリメトプリム FOM：ホスホマイシン
＊：コロニー性状の異なる mcr-1保有 E. coliが検出された豚 20頭，鶏 9羽において 1頭羽につきそれぞれ 2株を供試
＊＊：Sは感性，Iは中間，Rは耐性
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図 2　豚，鶏から分離されたmcr-1保有 E. coliのMIC（豚
n＝155＊，鶏 n＝133＊）
＊コロニー性状の異なる mcr-1保有 E. coliが検出さ
れた豚 20頭，鶏 9羽において 1頭羽につきそれぞ
れ 2株を供試
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mcr-1，mcr-3，mcr-5といった多様なコリスチン耐性
遺伝子とそれらを保有する E. coli，E. fergusonii，E. 

alber tii，K. pneumoniaeが検出された．本研究と同様，
コリスチン耐性菌選択培地を使用した報告では，エクア
ドルにおいて mcr-1 保有 E. coli の陽性率は豚が
47.1％，鶏が 46.9％であり，本研究とおおむね同様の
割合を示した［19］．一方，国内においては，mcr-1保
有 E. coliの陽性率は，健康な豚において 0.97～2.4％，
健康なブロイラーにおいて 0.69％と報告されている［9, 

10］．また，国内における人由来 E. coliからの mcr-1

陽性率は 0～0.6％であるとの報告がある［9, 20］．これ
らの報告では，非選択培地によって分離された E. coli

の分離株における陽性率（コリスチン耐性遺伝子保有 E. 

coli菌株数／E. coli菌株数）を算出している．一方，
本研究では，家畜におけるコリスチン耐性遺伝子保有腸
内細菌科細菌の存在とその浸潤状況を明らかにするた
め，検出感度を重視してコリスチン耐性菌選択培地であ
る SuperPolymyxin培地を使用し，検体における陽性
率（コリスチン耐性遺伝子保有腸内細菌科細菌陽性頭数
／検査頭数）を算出した．このため，本研究と国内の報
告では陽性率が大きく異なったと考えられる．
また，mcr-1保有 E. coli，E. fergusoniiは同一農場
から複数の採材期間で分離されていることから，農場内
に定着している可能性も考えられるため，今後継続した
モニタリングが必要である．加えて，mcr-1保有 E. 

coli，E. fergusonii，E. alber tii，K. pneumoniae は同
一個体から複数菌種分離されており，異なる菌種間でプ
ラスミド伝達が起きている可能性が考えられるため，今
後さらなる解析が必要である．
豚におけるコリスチン耐性腸内細菌科細菌の地域別の
陽性率の比較について有意差は認められず，沖縄本島全
域に一様に浸潤していることが示唆された．一方で，鶏
の農場ごとの陽性率の比較については A農場が他の 2

農場と比較して有意に陽性率が高かった．農場によって
鶏の飼養状況やコリスチンの使用状況，鶏舎構造による
交差汚染リスクが異なる可能性があるため，今後精査が
必要である．
豚，鶏由来 mcr-1保有 E. coliの薬剤感受性試験につ
いて，ABPC，TCの耐性率が高い値を示した．Japa-

nese Veterinar y Antimicrobial Resistance Monitor-

ing System（JVARM，https://www.maf f.go.jp/nval/

yakuzai/yakuzai_p3-3.html，参照 2020-09-24）によ
ると，農場における家畜由来大腸菌の薬剤耐性率は
2011～2015年において，ABPCは豚が 22.1～44.8％
（平均 29.8％），ブロイラーが 41.8～55.8％（平均

46.5％），TCは豚が 53.8～64.2％（平均 58.4％），ブロ
イラーが 45.5～61.1％（平均 52.6％）と報告されてい
る．本研究で分離された豚，鶏由来 mcr-1保有 E. coli

の ABPC，TCに対する耐性率は JVARMよりも高い傾
向にあるが，耐性率や薬剤使用量の県別のデータがない
ため，その原因についてはさらなる検討が必要である．
一方で，第 4世代セファロスポリンである CFPMやカ
ルバペネム系抗菌薬であるMEPM，コリスチンと同様
多剤耐性菌に対して広域スペクトルを持つ TGCには
100％感受性であった．また，豚由来 CTX耐性 E. coli

が 1株分離された．病原体が mcr-1とその他薬剤耐性
遺伝子を同時保有した場合，治療をより困難にするとい
う報告がある［21］．mcr-1保有 ESBL産生 E. coliの割
合は本研究では 0.6％と低い値であったものの，ESBL

産生遺伝子を保有し多剤耐性化していたことから，豚か
ら人への拡大には注意が必要である．
コリスチンのブレイクポイントは CLSI，The Euro-

pean Committee on Antimicrobial Susceptibi l i ty 

Testing（EUCAST）ともにMIC＞2μg/mlと設定され
ている．今回の研究では豚，鶏由来 mcr-1保有 E. coli

における全分離株のコリスチンのMICが 4μg/ml以上
であり，コリスチンに対して耐性と判定された．過去の
報告によると，日本国内における人，豚糞便，豚肉，鶏
肉由来 mcr-1保有 E. coliのMICは 2～16μg/ml以上
と幅がみられるが，今回の研究におけるMICは豚由来
株が 4～16μg/ml，鶏由来株が 4～8μg/mlであり，既
報と比較して高度耐性を示した株はなかった［4, 5, 9, 

20, 22-24］．
今回の研究において，沖縄県の豚，鶏におけるコリスチ
ン耐性遺伝子保有腸内細菌科細菌の高い保菌率と沖縄本
島における広範囲な浸潤が確認された．コリスチンは現
在飼料添加物としての使用が禁止されたため，家畜への
使用量は大幅に減少しているものの，今後もコリスチン
耐性遺伝子保有腸内細菌科細菌のリスクを把握するため，
その保菌率の推移をモニタリングしていく必要がある．
本研究における mcr-1の陽性コントロール株 RYU2912C-

1を分与いただいた琉球大学病院の藤田次郎教授，仲松正司特
命助教，上地幸平氏に深謝する．
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Prevalence of Mobile Colistin Resistance Gene-positive Enterobacteriaceae  
and Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae in Swine  

and Broiler Chicken in Okinawa

Tetsuya KAKITA1)†, Sho OKANO2), Takashi KATO2), Masato MIYAHIRA1),  
Taketoshi TAKARA1), Yumani KUBA1), Minoru NIDAIRA1)  

and Hisako KYAN1)

1) Depar tment of Biological Sciences, Okinawa Prefectural Institute of Health and Environment, 
17-1 Kanekadan, Uruma-shi, 904-2241, Japan

2) Chuo Meat Hygiene Inspection Center, 2015 Ozato Ozato, Nanjo-shi, 901-1202, Japan

SUMMARY

Infectious diseases caused by carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) and mobile colistin resistance 
gene-positive Enterobacteriaceae have attracted attention in the medical and animal husbandr y fields.  In this 
study, we investigated the prevalence of CRE and mobile colistin resistance gene-positive Enterobacteriaceae in 
swine and broiler chicken in Okinawa as an indicator of resistant bacterial control.  Although CRE was not 
detected, mobile colistin resistance genes mcr-1, mcr-3, and mcr-5 in Enterobacteriaceae such as Escherichia 
coli, Escherichia fergusonii, Escherichia alber tii, and Klebsiella pneumoniae were found in 38.1% (137/360) and 
41.8% (141/346) of the healthy swine and diseased broiler chickens, respectively.  Because bacterial strains 
were isolated using SuperPolymyxin medium, a selection medium for colistin-resistant strains, the positive rate 
might be higher than those previously repor ted.  Colistin resistance gene-positive Enterobacteriaceae are wide-
ly found in Okinawa; therefore, it is essential to monitor their prevalence.
─ Key word : broiler chicken, colistin, Enterobacteriaceae, mcr-1, swine.
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