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令和3–5年度に実施した重点研究「ワンヘルスアプローチに基づく抗微生物薬と薬剤耐性微生物の実態把握に関す

る研究」の概要を報告する．本研究は，世界的に人類の健康への大きな脅威となっている薬剤耐性（AMR）の対策へ

の一環として，コンパニオンアニマル，食品，農産，畜産及び環境における抗微生物薬と薬剤耐性微生物の存在実態

の両面からアプローチすることを目的とした．5つの個別課題を進めたところ，次の成果を得た．薬剤耐性菌の存在

実態に関しては，基質特異性拡張型βラクタマーゼ産生大腸菌株の分子疫学的解析より，ヒト流行株と近縁の株がイ

ヌ，ネコ，河川水よりを検出することを示した．これにより，ヒトから排出された耐性菌が，ペットや河川へ伝播す

るといった関連性が窺えた．一方，食品由来株は，遺伝子型が異なっていた．また，耐性獲得や伝播の仕方について

一考察を得た．抗微生物薬の実態については，AMRを獲得するよりも低い濃度の残留の有無を判定し，かつ精確にそ

の量を測定出来るようにすることを試みた．畜産食品中の高極性抗微生物薬，農産食品及び環境水中農業用殺菌剤に

対し，各々の試料に適した高感度かつ高精度な分析法開発を行った．開発法の応用として，食品分野では日常検査へ

の導入を試み，環境分野では浄水処理の挙動の解明を行った．成果の発信により，WHOが提唱するワンヘルスアプロ

ーチに基づく薬剤耐性対策の強化の一助となった． 
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はは じじ めめ にに 
1980年代以降，医療や獣医療における抗微生物薬の不適

切な使用のため，薬剤耐性菌が出現し，人類の健康への大

きな脅威となっている．2015年5月に世界保健機関総会で

薬剤耐性に関するグローバルアクションプランが採択され，

人と動物等の保健衛生の一体的な推進（ワンヘルスアプロ

ーチ）の強化が求められた．わが国では，2016年4月5日，

初めての薬剤耐性対策アクションプランが決定され，2020
年までの5年間に協働して集中的に取り組むべき対策がま

とめられた．これについてヒト医療において対策が先行し

てきたが，抗微生物薬の使用量は畜産・農産現場で約6割
を占めるため，畜産・畜産分野での対策も注目されている． 
 センターでは，これまでに畜水産食品中や環境水中の抗

微生物薬や薬剤耐性微生物の存在実態について，検出法を

確立して実態調査に取り組み一定の成果を上げた1). しか

し，畜産物中抗微生物薬の残留検査法についてはさらなる

改良が必要であった．加えて近年，果実や野菜生産等の農

業分野やコンパニオンアニマルへの抗微生物薬の使用等，

規制が及びにくい分野への抗微生物薬の使用量が増加して

いる．しかし，これらの分野においては，薬剤耐性菌や抗

微生物薬の存在実態に関する知見は著しく不足しており，

その把握と効果的な対策が強く求められている．そこで，

抗微生物薬が使用される分野を「臨床分野」，「畜産分野」

及び「農産分野」としてそれぞれの分野における薬剤耐性

微生物の存在実態を解明すること，「畜産分野」と「農産

分野」においては生産品である畜産物及び農産物中の抗微

生物薬の残留実態を把握し，薬剤の適正使用が実践されて

いるかを調査することとした．また，環境汚染の観点から

環境水中の残留薬剤の実態把握を進めた．以下の5名の担

当者が各個別研究課題について取り組んだ． 
1. 小林甲斐：ヒト及びコンパニオンアニマルにおける薬

剤耐性菌の実態把握及びゲノム解析 
2. 西野由香里：食品及び環境由来薬剤耐性菌の分離状況

と疫学解析に関する研究 
3. 大場由実：畜産食品中における高極性抗微生物薬の新

規試験法開発と残留実態調査 
4. 中島崇行：農産食品中抗微生物薬の分析法開発と残留

実態の把握 
5. 栗田 翔：環境水中における農業用殺菌剤等の存在実

態及び浄水処理等による挙動解明 
最終的に，我々を取り巻く生活環境における総体的な薬剤

耐性微生物と抗微生物薬の存在実態の解明により，ワンヘ

ルスアプローチの一助となることを目標とした． 
 

文文 献献 
1) 斎藤育江，大場由実，木下輝昭，他：東京健安研セ

年報，72, 43–55, 2021． 
 

 

個個別別研研究究課課題題のの内内容容とと成成果果のの概概要要 
1.  ヒヒトト及及びびココンンパパニニオオンンアアニニママルルににおおけけるる薬薬剤剤耐耐性性菌菌

のの実実態態把把握握及及びびゲゲノノムム解解析析 
1) 背背景景とと目目的的 
ヒト臨床分野において，病原菌の薬剤耐性化は重要な問

題であり，原因となる耐性遺伝子の種類や検出数の分布も

年々変化している．中でも，基質特異性拡張型βラクタマ

ーゼ（ESBL）産生大腸菌はWHO及び日本版の「対策の優

先度が高い病原菌リスト」の中で，最も重要なランクに位

置付けられている1)．さらに，ヒトと密接な関係にあるイ

ヌ・ネコをはじめとするコンパニオンアニマルにおいても，

薬剤耐性対策アクションプランではヒトと動物の垣根を越

えて動向を把握する体制の強化が必要とされている2)．し

かし，コンパニオンアニマルにおける菌の耐性化の状況や

系統関係については不明な点が多い．本研究では，ヒト及

びイヌ・ネコから分離された菌株の薬剤感受性試験及び遺

伝子解析を実施することによって薬剤耐性の実態を把握し，

特にイヌ・ネコ由来ESBL産生大腸菌の分子疫学的な特徴

を理解することを目的とした． 
2) 内内容容 
(1) ヒヒトト由由来来耐耐性性菌菌株株のの遺遺伝伝子子型型のの分分布布  積極的疫学調

査において令和3年4月から令和5年11月までの間にカルバ

ペネマーゼ耐性腸内細菌目細菌（CRE），薬剤耐性アシネ

トバクター（MDRA），バンコマイシン耐性腸球菌

（VRE）として搬入された各170，5，35株の薬剤耐性遺

伝子の検出を行った．CREで検出数が20回以上であった耐

性遺伝子型は，多い順にSHV型，TEM型，CTX-M-1 group，
IMP-1型であった．CREの内の大腸菌において，ESBL遺
伝子として重要なCTX-M型では，CTX-M-1 groupとCTX-
M-9 groupを認めた．MDRAからはOXA-51-likeが，VREか
らはvanBを最も多く検出した．こうした傾向は当センタ

ーにおける過去の調査結果と同様であった． 
(2) イイヌヌ・・ネネココ由由来来耐耐性性菌菌株株のの耐耐性性傾傾向向  動物由来感染

症調査事業の動物病院サンプリング調査において，令和3
年4月から令和5年12月までの間に分離された大腸菌368株
に対して16薬剤（ピペラシリン，アズトレオナム，セファ

ゾリン，イミペネム，メロペネム，セフォタキシム，ゲン

タマイシン，セフタジジム，アミカシン，セフェピム，ミ

ノサイクリン，ホスホマイシン，スルファメトキサゾール

・トリメトプリム，セフポドキシム，スルバクタム・アン

ピシリン，レボフロキサシン）の耐性状況を調査した．そ

の結果，耐性率が上位の薬剤は順に，ピペラシリン

（29.1%），レボフロキサシン（16.0%），セファゾリン

（15.8%），セフポドキシム（14.4%），スルファメトキ

サゾール・トリメトプリム（11.1%）及びセフォタキシム

（9.8%）であった．本調査においてはイミペネム，メロ

ペネム耐性の株は検出されなかった．各薬剤の耐性率をイ

ヌとネコの間で比較したところ，ほとんど差は認められな

かった．また，耐性率の高い病院ではESBL産生大腸菌の
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割合が高く，本菌による耐性化への影響が大きい傾向が見

られた． 
(3) イイヌヌ・・ネネココ由由来来ESBL産産生生大大腸腸菌菌ののゲゲノノムム解解析析  都

内動物病院及びペットショップの調査において得られた

ESBL産生大腸菌82株を供試し，次世代シークエンサーか

ら取得したデータより全ゲノム解析を行った．βラクタマ

ーゼ遺伝子はCTX-M-1 group（CTX-M-15:12株）とCTX-M-
9 group（CTX-M-14:38株, CTX-M-27:11株）が多く認めら

れた．ヒトの臨床上重要な遺伝子型（Sequence Type：ST）
とされるST131は18株（動物病院由来17株，ペットショッ

プ由来1株），ST38は7株（全て動物病院由来株）検出し，

その他のSTは57株（動物病院由来16株，ペットショップ

由来41株）であった．ST131及びST38のSNPs系統解析の

結果，ほとんどがヒト臨床株と近縁であった（図1）．ま

た，ペットショップ由来株はヒト臨床株との関連性は低か

ったものの，一定数が分離されており，ペットの流通段階

で本菌が常在化している可能性が示唆された． 
ST131はβラクタマーゼ遺伝子を染色体ゲノム上におい

て1つのみ保有し，挿入箇所が株によって異なっていたの

に対し，ST38は同遺伝子を1–3コピー保有し全ての株に共

通する挿入箇所が存在した．これらの結果から，ヒトとイ

ヌ・ネコ間でESBL産生大腸菌が伝播している可能性，及

び株の遺伝子型によって耐性遺伝子の伝播や獲得メカニズ

ムに違いがあることが示唆された． 
3) 成成果果とと活活用用 
本結果の一部について，当センターの微生物検査情報，

東京都動物由来感染症検討会及び学会発表等を通じて都民

や獣医師等に情報提供を行った． 
 

文文 献献 
1) AMED感染症創薬産学官連絡会：AMR創薬研究で標的

とする病原菌リスト（2021年版），

https://id3catalyst.jp/apid/list.html（2024年7月30日現在．

なお本URLは変更または抹消の可能性がある） 
2) 厚生労働省：薬剤耐性（AMR）対策アクションプラ

ン，

https://www.mhlw.go.jp/stf/seisakunitsuite/bunya/000012017
2.html（2024年7月30日現在．なお本URLは変更または

抹消の可能性がある） 
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図1. 都内イヌ・ネコ由来ESBL産生大腸菌における全ゲノムSNPs系統樹 
A：ST131（供試株18株+データベース株64株より作成） 
B：ST38（供試株7株+データベース株39株+外群ST115 3株より作成）
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2.  食食品品及及びび環環境境由由来来薬薬剤剤耐耐性性菌菌のの分分離離状状況況とと疫疫学学解解析析

にに関関すするる研研究究 
1) 背背景景とと目目的的 
近年，薬剤耐性菌の増加が国際的な課題となっている．

ヒト，動物，食品及び環境に由来する薬剤耐性菌の問題に

ついて，分野横断的な取組が必要とされているが，食品や

環境分野における薬剤耐性菌の実態の把握は不十分である． 
そこで本研究では，食品及び環境における薬剤耐性菌の

汚染実態調査と，分離された薬剤耐性菌の解析を行うこと

により，薬剤耐性菌対策の基礎資料とすることを目的とし

た． 
2) 食食品品及及びび環環境境ににおおけけるる薬薬剤剤耐耐性性微微生生物物のの汚汚染染実実態態調調

査査 
食品を介してヒトの健康に影響を及ぼす可能性のある薬

剤耐性菌（細菌及び真菌）について，都内流通食品，河川

水及びチューリップ球根における汚染実態調査を行った． 
(1) 細細菌菌  2021 年に都内に流通した食品（鶏肉：56 検体，

牛肉：34検体，豚肉：58検体，その他食肉：4検体，魚介

類：51 検体，野菜：55 検体）及び，都内を流れる多摩川

（支流を含む）で 2021 年の 5 月，8 月及び 11 月にそれぞ

れ 11 カ所で採水した河川水（33 検体）を用いて，薬剤耐

性菌の汚染実態調査を行った．検体を緩衝ペプトン水で増

菌培養後，選択分離培地を用いて，基質特異性拡張型 βラ
クタマーゼ（ESBL）産生菌，コリスチン（CL）耐性菌，

カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（CRE）及びメチシリン

耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）の分離を行った．その結果，

ESBL 産生菌は，食品では鶏肉 34 検体（60.7%），牛肉 3
検体（8.8%），豚肉 2検体（3.4%）から，環境（河川水）

では 21 検体（63.6%）から分離された（表 1）．CL 耐性

菌は，食品では鶏肉 12 検体（21.4%），豚肉 1 検体

（1.7%），その他食肉 1 検体（25.0%）から，環境（河川

水）では 13 検体（39.4%）から分離された．CRE は，野

菜 1 検体（1.8%）から分離された．MRSA は鶏肉 6 検体

（10.7%），豚肉 5 検体（8.6%），野菜 1 検体（1.8%）か

ら分離された． 
(2) 真真菌菌  食品（かんきつ類：28 検体，その他の果物：

2 検体，雑穀：48 検体，野菜：73 検体，食肉：18 検体，

加工食品：459 検体）におけるアゾール系抗真菌剤耐性

Aspergillus 属菌の汚染実態調査を行った．その結果，か

んきつ類 1 検体（ 3.6%）からボリコナゾール耐性

Aspergillus tubingensis が分離されたのみであった．よって，

食品はアゾール耐性 Aspergillus の汚染率が低いことが明ら

かとなった．そこで，環境からアゾール耐性 Aspergillus 
fumigatus（ARAF）が最も多く分離されているチューリッ

プ球根の国内の汚染状況を調査した．2021 年に購入した

チューリップ球根 134 個（オランダ産 42 個，国産 92 個）

から A. fumigatus が 38 株分離された．そのうちオランダ産

は 15 株中 4 株，国産は 23 株中 6 株が ARAF であり，アゾ

ール耐性株の分離率はオランダ産及び国産ともに約 26%で

あった．これらのアゾール系薬剤に対する Minimum 
Inhibitory Concentration（MIC）値は，イトラコナゾールが

0.5–4 µg/mL，ボリコナゾールが 8 µg/mL 以上，ポサコナゾ

ールが 2–4 µg/mL であり，薬剤感受性の傾向はオランダ産

と国産で同じであった． 
3) 食食品品由由来来薬薬剤剤耐耐性性菌菌のの解解析析 
(1) 食食肉肉由由来来カカンンピピロロババククタターーのの薬薬剤剤感感受受性性及及びびママククロロ

ラライイドド耐耐性性株株のの解解析析  2010–2019 年に食肉から分離された

Campylobacter jejuni 631 株及び Campylobacter coli 152 株に

ついて，エリスロマイシン（EM）及びシプロフロキサシ

ン（CPFX）の薬剤感受性試験を行った．その結果，C. 
jejuni 6 株（1.0%）株及び C. coli 55 株（36.2%）が EM 耐

性，C. jejuni 262 株（41.5%）及び C. coli 99 株（65.1%）が

CPFX 耐性であった（表 2）．また，EM に耐性を示した

61 株の耐性機序の解析を行ったところ，すべての株で

23SrRNA 遺伝子の A2075G 変異が確認された．

 
表 1. 食品及び河川水における薬剤耐性菌（細菌）の分離状況

基質特異性拡張型
βラクタマーゼ

産生菌

コリスチン
耐性菌

カルバペネム
耐性腸内細菌目

細菌

メチシリン耐性
黄色ブドウ球菌

鶏肉 56 34 (60.7) 12 (21.4) 0 (0) 6 (10.7)

牛肉 34 3 (8.8) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

豚肉 58 2 (3.4) 1 (1.7) 0 (0) 5 (8.6)

その他食肉 4 0 (0) 1 (25.0) 0 (0) 0 (0)

魚介類 51 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

野菜 55 0 (0) 0 (0) 1 (1.8) 1 (1.8)

33 21 (63.6) 13 (39.4) 0 (0) 0 (0)環境 （河川水）

由来 検体数

陽性検体数 (%)

食品
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表 2. 食肉由来カンピロバクターの薬剤感受性 

 
 
 

(2) 食食品品由由来来 MRSA のの解解析析  2018–2021 年に食肉及び魚

介類から分離された MRSA 47 株（国産鶏肉由来；10 株，

輸入鶏肉由来；1 株，輸入牛肉由来；3 株，国産豚肉由来

；5 株，輸入豚肉由来；21 株，国産魚介類由来；2 株，輸

入魚介類由来；4 株，国産野菜由来；1 株）について，

Multi-Locus Sequence Typing（MLST），SCCmec 型別等の

解析を実施した． 
その結果，国産鶏肉由来株は Clonal Complex（CC）1-

SCCmecⅣまたは CC8-SCCmecⅣで，すべての株が市中感

染型（CA）-MRSA で認められる遺伝子型であった．国産

鶏肉，国産豚肉，国産魚介類及び輸入牛肉由来の 9 株は，

CC8-SCCmecⅣであり，病原因子である Toxic shock 
syndrome toxin I（TSST-1）が陽性，薬剤感受性試験でゲン

タマイシン耐性を示し，国内流行株である CA-MRSA/J の

特徴と一致した．一方，輸入豚肉由来株では多くの株が

CC398-SCCmecⅤで，家畜関連型（LA）-MRSA として知

られる遺伝子型と一致した．また，輸入魚介類由来株では

多様な遺伝子型を示した．本調査の結果から，食品の種類

及び原産国で異なる遺伝子型の MRSA が分離されること

が示された． 
4) 食食品品及及びび環環境境由由来来 ESBL 産産生生大大腸腸菌菌のの解解析析 
ヒトでの ESBL 産生大腸菌による感染症では，フルオロ

キノロン耐性・系統発生群 B2-血清型 O25-ST131（B2-
O25-ST131）株の流行が報告されている．一方，食品や環

境中の ESBL 産生大腸菌の特徴については不明である．そ

こで，食品及び河川水から分離された ESBL 産生大腸菌を

対象に調査し，その特徴について比較を行った．  

(1) B2-O25-ST131 株株のの検検出出状状況況  2019–2020 年に分離さ

れた ESBL 産生大腸菌（食品由来 188 株及び河川水由来

150 株）について，PCR による B2-O25-ST131 株の検出法

を用いて 1)解析を行った． 
その結果，B2-O25-ST131 株は，食品（国産鶏肉）由来 1

株（0.5%）と河川水由来 44 株（29.3%）を検出した．B2-
O25-ST131 株が保有する ESBL 遺伝子は，食品由来株は

blaCTX-M-1g（1 株），河川由来株では blaCTX-M-1g（17 株），

blaCTX-M-9g （24 株），blaCTX-M-1g/9g（2 株）及び blaCTX-M-8g

（1 株）であった．また，CPFX の薬剤感受性試験を行っ

た結果，食品由来 B2-O25-ST131 株は CPFX 感受性であっ

たが，河川水由来 B2-O25-ST131 株では 43/44 株（97.7%）

が CPFX 耐性であった．  
(2) ESBL 産産生生大大腸腸菌菌株株のの遺遺伝伝子子解解析析 ヒト由来 B2-O25-

ST131 株が保有する主な ESBL 遺伝子として，blaCTX-M-15

（blaCTX-M-1g）や blaCTX-M-27（blaCTX-M-9g）が報告されてい

る．そこで，食品と河川水から分離された blaCTX-M-1g 保有

株及び blaCTX-M-9g 保有株について，ESBL 遺伝子の解析を

行った． 
ESBL 遺伝子型は，blaCTX-M-1g 保有株においては，食品

由来株では CTX-M-55 が 56%（28/50 株）と最も多かった．

また，食品由来B2-O25-ST131株はCTX-M-1であった．一

方，河川水由来株では，CTX-M-15が 62.8%（27/43株）と

多く，特にB2-O25-ST131株は 80%（12/15株）であった．

blaCTX-M-9g 保有株においては，食品由来株では CTX-M-14
が 65.5%（19/29 株）と多かった．河川由来株では CTX-M-
14（49.0%；25/51 株）と CTX-M-27（45.1%；23/51 株）が

多く，そのうち B2-O25-ST131 株では CTX-M-27 が 82.4%
（14/17 株）であった．S1-PFGE-Southern blotting により解

析を行ったところ，blaCTX-M-1g 保有株では，食品由来株で

は ESBL 遺伝子をプラスミド上に保有する株が，河川由来

株では染色体上に保有する株が多かった．blaCTX-M-9g 保有

株では，食品由来株では ESBL 遺伝子を染色体上に保有す

る株が，河川由来株ではプラスミド上に保有する株が多か

った． 
本調査の結果から，食品由来株と河川水由来株では，

ESBL 遺伝子の特徴に違いがみられることが確認された．

また，河川由来 B2-O25-ST131 株は，ヒト流行株と関連し

ている可能性が示唆された． 
5) 成成果果のの活活用用とと今今後後のの課課題題 
都内流通食品と河川水における薬剤耐性菌の汚染実態調

査により，鶏肉及び河川水での ESBL 産生菌の陽性率が高

いことが明らかとなった．また，食品由来 MRSA や河川

水由来 ESBL 産生大腸菌の一部の株で，ヒトにおける流行

株との関連が示唆されたが，実態の解明には至っていない．

食品及び環境から分離される薬剤耐性菌については明らか

になっていないことが多いため，今後も継続したデータ収

集や詳細な解析が必要と考えられる．

エリスロ
マイシン

シプロフロ
キサシン

国産 528 0 (0) 208 (39.4)

輸入 42 6 (14.3) 25 (59.5)

国産 57 0 (0) 28 (49.1)

輸入 2 0 (0) 0 (0)

豚肉 国産 2 0 (0) 1 (50.0)

631 6 (1.0) 262 (41.5)

国産 40 6 (15.0) 28 (70.0)

輸入 18 9 (50.0) 14 (77.8)

国産 22 3 (13.6) 8 (36.4)

輸入 1 0 (0) 1 (100)

豚肉 国産 71 37 (52.1) 48 (67.6)

152 55 (36.2) 99 (65.1)

Campylobacter
coli

鶏肉

牛肉

合計

菌種 由来 株数

耐性株数 (%)

Campylobacter
jejuni

鶏肉

牛肉

合計
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3.  畜畜産産食食品品中中ににおおけけるる高高極極性性抗抗微微生生物物薬薬のの新新規規試試験験法法

開開発発とと残残留留実実態態調調査査 
1) 背背景景とと目目的的 
畜産分野では，抗微生物薬の使用量はヒト医療の約2倍

で，販売量の6割を占め，乱用も問題になっている．しか

し実際，どのような薬剤が使用されているかは不明である．

それを把握し，薬剤耐性対策に活用するワンヘルスアプロ

ーチの一助とするためには，畜産食品中に残留する抗微生

物薬の調査が有用である．センターでは，テトラサイクリ

ン系抗生物質等の抗微生物薬について試験法開発と都内に

流通する畜水産食品の検査を行っている．平成30年度から

3年間は，βラクタム系抗生物質，サルファ剤，キノロン

剤について，細菌学的測定とLC-MS/MS測定を併用する試

験法を開発した1).しかしながら，βラクタム系のうちカル

バペネム（CP）系抗生物質は，非常に高極性のため，妥

当性ガイドライン上必要な真度や分析精度が十分に得られ

なかった．そこで本研究では，精確に定量可能な試験法へ

の改良を行った．併せて，同様に高極性で試験法確立が困

難なアミノグリコシド（AG）系抗生物質等についても検

討を行った．最終的に，汎用性，頑健性に優れた手法とし

て行政検査に導入し，持続的なモニタリングを可能とする

ことを目的とした． 
2) CP系系抗抗生生物物質質のの新新規規分分析析法法開開発発 
分析対象薬剤として，前重点研究1)では分析が困難であ

ったCP系に環境・ヒト血漿中で分析事例のあるエルタペ

ネムを追加し2)，5薬剤を選定した（表3，1））．CP系抗

生物質は非常に高極性かつ溶液の液性や熱に不安定である

ことから，分析条件及び前処理条件の各工程における最適

化を行い，新規分析法（CP法）を構築した．さらに，開

発した試験法を用いて，汎用性を高めるために他系統の薬

剤への適用拡大を目指し，改良を加えた． 

 
 

表 3. 畜産食品中における新規試験法開発の分析対象薬剤 

 

系統名 薬剤名 系統名 薬剤名

1) βラクタム系薬剤 2) アミノグリコシド系薬剤

ペニシリン系 アモキシシリン，アンピシリン，
オキサシリン，クロキサシリン，
ジクロキサシリン，ナフシリン，
ペニシリンV，ベンジルペニシリン

アミカシン，アプラマイシン，
カナマイシン，
ゲンタマシン(C1, C1a, C2)，
シソマイシン，
ジヒドロストレプトマイシン，
ストレプトマイシン，
スペクチノマイシン，トブラマイシン，
ネオマイシン，ネチルマイシン，
ハイグロマイシン，
パロモマイシン，リボスタマイシン

セファロスポリン系 セファゾリン，セファピリン，
セファレキシン，セファロニウム，
セフォペラゾン，セフキノム，
セフチオフル，セフロキシム

カルバペネム系 イミペネム，エルタペネム，
ドリペネム，ビアペネム，メロペネム

ペネム系 ファロペネム
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(1) CP法法のの分分析析条条件件及及びび前前処処理理条条件件のの検検討討 CP系抗生物

質は汎用されている逆相系カラムには保持が弱いことから，

分析カラム，移動相，グラジエント等のHPLC条件を検討

した．14種類の分析カラムによる保持及び分離について比

較した．良好な結果が得られた6種類で全ての薬剤が相互

に分離でき，保持されることを確認した．移動相条件の検

討では，添加試薬の種類及びその濃度，有機溶媒の組み合

わせを比較し，各カラムに最適な移動相条件を設定した．

各薬剤の相互分離が可能となり，全薬剤を高感度かつ5回
連続注入による感度の再現性がCV 2%以下の高精度な

HPLC条件を構築することができた．最終的にLC-MS/MS
測定時に特有の課題となる最終試験溶液のマトリクス効果

を鑑みて，InertSustain AQ-C18を用いることとした（図2）． 
 

 
 

図 2. カルバペネム系抗生物質の標準溶液の 
MRM クロマトグラム 
（0.01 µg/mL 3 µL 注入） 

 
 
次に，前処理条件の検討を行った．第一に，9種類の抽

出溶媒を比較し，加温による薬剤の分解を防ぐため，溶媒

置換が不要で直接LC-MS/MS測定が可能な20%アセトニト

リルを採用した．第二に，抽出溶媒に添加する酸の種類及

び最終試験溶液中の濃度を検証した．酸性による薬剤の分

解を最小限に抑えることができるが，タンパクと最終試験

溶液の白濁の除去も可能な酢酸の濃度 0.05%を選択した

（図3）．第三に，７種類の固相カラムを用いて精製を検

討した．脂質等は除去し，CP系抗生物質は保持されず全

量溶出する逆相系固相カラムのうち，操作が簡便なOasis 
PRiME HLBを採用した．第四に，高感度機種での測定で

ある利点を生かし，測定上のMRMトランジションの再選

択を行い，定性・定量の精度を高めた． 
開発試験法を用いて，2試料（牛乳及び生乳），2濃度に

おいて，妥当性評価を実施した．全5薬剤で，ガイドライ

ンの基準を満たしていた．定量下限値は0.001 µg/gと設定

した．一律基準値の1/10濃度まで分析が可能な信頼性の高

い試験法を開発した． 
 

図3. カルバペネム系抗生物質の前処理における 
 徐タンパクに用いる酸の種類と濃度の最適化 

 
 
(2) 他他系系統統ののβララククタタムム系系抗抗生生物物質質へへのの適適用用拡拡大大  より

多くの薬剤を同時分析できるように，CP法の改良を行っ

た．対象薬剤は，牛の乳房炎等の治療に使用される同じβ
ラクタム系であるペニシリン系，セファロスポリン系抗生

物質及びペネム系であるファロペネムの計22薬剤とした

（表3，1））． 
改良点として， LC-MS/MSへの注入量を変更すること

で，クロキサシリン，ファロペネム等についても十分な測

定感度が得られ，測定値のばらつきを抑えた．次に，ベン

ジルペニシリン等の低回収率の要因である精製用固相カラ

ムの最適化を行った．InertSep 2OHを採用することで，全

薬剤で良好な回収率が得られた．改良したCP法を用い，2
試料（牛乳及び生乳）において妥当性評価試験を実施した

ところ，全22薬剤でガイドラインの基準を満たした．定量

下限値は0.001 µg/gと設定し，高感度かつ高精度な分析を

実現できた． 
改良したCP法を薬剤の同定・定量が困難であった検査

検体（生乳）に適用した．供した検体は，細菌学的試験法

3)でβラクタム系抗生物質の残留が推定されたものの，ペ

ニシリナーゼ試験及びβラクタム系を検出するイムノクロ

マト法では陰性を示した薬剤の同定が困難な検体であった．

改良したCP法を適用した結果，セファゾリンを検出し，

その残留量が残留基準値未満であることを判定できた．今

までは数日かかっていた同定・定量を，改良したCP法で

は約半日で判定でき，イムノクロマト法では検出できない

濃度までを高精度に検出可能であった．さらに，残留実態

調査を継続し，生乳16検体，牛乳19検体に適用し，いずれ

の薬剤も検出しなかった． 
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3) AG系系抗抗生生物物質質のの新新規規分分析析法法開開発発 
分析対象薬剤として，家畜への適用や使用履歴を考慮し，

14薬剤を選定した（表3，2））．AG系抗生物質は，その

分子構造中の含有窒素数により化学的性質が大きく異なる

という特徴があるため，細菌学的測定法及び理化学的測定

法ともに，多剤を同時に測定することが困難である．さら

に従来法4)では，本研究における分析対象薬剤を網羅でき

ない，前処理工程においてpH調整や固相カラム精製に時

間を要し操作が煩雑である，検出感度が低い，食品によっ

ては擬陽性を呈する等の課題がある．そこで，基準値レベ

ルを十分に検出可能でかつ複数のAG系抗生物質に適用可

能とするために分析法の構築を行った． 
(1) 細細菌菌学学的的測測定定条条件件のの検検討討 試験菌にはBacillus 

subtilis及びBacillus megateriumを用いた．金属イオンと栄

養の少ない培地に菌を混釈して，試験平板を作成した．ま

た，最終試験溶液のpHを従来法の7.5から8.5に変更した．

以上により，対象14薬剤中12薬剤で，従来の20-50倍の高

感度化を図ることができた．また，はちみつ試料由来成分

による，擬陽性を呈さない方法となった． 
(2) 前前処処理理法法のの検検討討 課題であった結果判定の誤認を解

決するため，スクリーニング検査で陽性を示した物質を

迅速にAG系抗生物質と同定できる方法となるよう工夫し

た．すなわち，1回の前処理工程で調製した試験溶液を，

原理の異なる細菌学的測定とLC-MS/MS測定の2つに適用

可能となるよう検討を進めた． 
 

図4. アミノグリコシド系抗生物質の前処理における 
弱陽イオン交換カラムの最適化 

 
第一に，従来法4)のBakerbond speTM COOHを用い，薬剤の

高回収率が得られる溶出液の種類を検討した．LC-MS/MS
測定を可能とするために不溶性塩を含まず，細菌学的測定

では試薬による擬陽性を示さない，1%ギ酸含有0.2 mol/L
ギ酸アンモニウム溶液を採用した．第二に，5種類の弱陽

イオン交換カラムを検討した（図4）．溶出液の種類と溶

液量を変えずに，同系統でも物性が異なり同時分析が難し

いゲンタマイシン等の十分な回収率が得られたInertSep 
CBAを選択した．第三に，抽出溶液を検証した．はちみ

つに加えて他の畜産，農産食品からも抽出率が十分な2%
トリクロロ酢酸溶液（pH 1）とした．分析精度を高める上

で重要なpH調整には，微小電極のpHメータ－を用いた．

さらに，細菌学的測定に用いる試験溶液の最終pH調整に1 
mol/Lトリス水溶液を用いることで，調整が容易となると

ともに，明瞭な阻止円を得られるようになった. 
4) 成成果果のの活活用用とと今今後後のの課課題題 
本研究では，これまで畜産分野で使用されていた薬剤に

加えて，今後使用される可能性がある高極性がゆえに分析

が困難な2系統の抗微生物薬について多剤一斉分析法を開

発した．薬剤耐性菌の動向は日々変化するため，開発法の

性能評価を実施したうえで，日常検査に導入し，2系統の

抗微生物薬の残留検査を継続して，基礎データを集積し，

AMR対策に活用していくことが重要である．また，固相

カラムの種類や洗浄液，溶出液等の検討を進め，試料由来

の夾雑成分を分離し，よりマトリクス成分の多い食肉及び

水産食品等対象試料の拡大を図る． 
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4.  農農産産食食品品中中抗抗微微生生物物薬薬のの分分析析法法開開発発とと残残留留実実態態のの把把

握握 
1) 背背景景とと目目的的 
農薬として出荷されている抗微生物薬は，ヒト用あるい

は動物用を含めた国内全出荷量の約10%を占めている．ヒ

ト用あるいは動物用医薬品として使用された抗微生物薬に

ついては，使用量の把握あるいは畜水産食品中への残留・

移行量のモニタリングという形で管理されており，ワンヘ

ルスアプローチの基，抗微生物薬の汚染・残留実態の把握

に貢献している．その一方で，農薬として農産物に使用さ

れた抗微生物薬に関しては，使用量が追跡されておらず，

かつ農産食品中の残留調査も行われていないことから使用

における管理がなされていない． 
その要因として，ⅰ）農薬として使用される抗微生物薬

は，化学的性状や構造の異なる複数の系統の薬剤が使用さ

れており，他の農薬と同時に分析することが困難である点，

ⅱ）農薬として適用のある農産食品が非常に多岐にわたっ

ており，ひとつの食品に適した分析法を開発しても，異な

る農産物に適用できない例が多い点，ⅲ）農業分野におい

ても，ヒトや動物に使用される抗微生物あるいはその類似

薬が使用されているという，認知そのものが低い点，等が

挙げられる． 
 そこで本研究では，汚染・残留実態の把握されていない

農産食品について，大規模な調査が可能となるような多系

統同時分析法の開発を行ったので報告する． 
2) 分分析析対対象象 
AG系抗生物質として，ストレプトマイシン（SM），ジ

ヒドロストレプトマイシン（DSM），カスガマイシン

（KM），バリダマイシン（VM）を選定した．キノロン

剤として，オキソリニック酸，テトラサイクリン系抗生物

質としてオキシテトラサイクリン（OTC）を選定した． 
3) 測測定定条条件件のの検検討討 
すでに測定条件が確立しているオキソリニック酸と

OTCについては，既報の条件1)を採用し，本研究ではAG
系抗生物質の測定条件の構築を行った． 
第一に，LCカラムの検討を行った．ODS系のカラムと

してACQUITY UPLC HSS T3（Waters），極性の高い化合

物の分析に向いている両性イオン系カラムとしてZIC-
HILIC（Merck），同じくアミド系カラムの InertSustain 
Amide （GLサイエンス）を用い，ピーク形状及び薬剤の

保持について比較検討した．その結果，ACQUITY UPLC 
HSS T3では，水系移動相を100%にして薬剤の保持を最大

にしても，ほとんど保持せずに1分未満で溶出した．両性

イオンカラムのZIC-HILICでは，ギ酸－アセトニトリル系

の移動相において，いずれの薬剤もピークを検出しなかっ

た．一方，InertSustain Amideでは，SM及びDSMは，4分か

ら5分にかけてのピーク幅約1分の，形状の悪いピークであ

ったものの，いずれの薬剤も保持時間5分前後にピークを

検出することが出来た． 

第二に，薬剤の保持と溶出が可能なInertSustain Amideを
用い，移動相に加える添加剤について検討を行った．水系

移動相への添加剤として，0.1%ギ酸，0.5%ギ酸，10 
mmol/L酢酸アンモニウム及び0.5%ギ酸含有10 mmol/L酢酸

アンモニウムを比較し，それぞれの移動相使用時における

ピーク形状を評価した．その結果，KM及びVMについて

は，いずれの移動相でも対称でシャープなピークを得るこ

とができたが，SM及びDSMはギ酸のみもしくは酢酸アン

モニウムのみではLCカラムからの溶出が十分ではなく，

ブロードなピークとなるもしくはピークが検出できず，

0.5%ギ酸含有10 mmol/L酢酸アンモニウムを用いるとシャ

ープなピークを得ることが出来た．そこで本研究では，水

系移動相に0.5%ギ酸含有10 mmol/L酢酸アンモニウム，溶

媒系移動相のアセトニトリルにも同じ濃度のギ酸を添加す

ることとした．本結果は，1級アミンを複数持つSM等の

LCカラムからの溶出が，ギ酸による薬剤の陽イオン化だ

けでは十分でなかったものの，アンモニウム塩を入れるこ

とで，カラムの固定相に保持された薬剤の置換が進み溶出

が促進され，安定して測定できることとなった． 
第三に，AG系抗生物質を高感度に測定するためのMSパ

ラメータの検証を行った．検討は，最も感度に影響を与え

るキャピラリー電圧と脱溶媒温度について行った．キャピ

ラリー電圧については，0.5，1，2，及び3 kVで各薬剤の

相対感度を比較したところ，いずれの薬剤も電圧の上昇と

ともに感度が低下したため，0.5 kVを採用した．脱溶媒温

度は，メーカーが推奨する600°C以内の4つの温度：300，
400，500及び600°Cで比較し，いずれの薬剤においても温

度の上昇とともに感度が上昇したため，600°Cを採用した． 
さらに本検討の条件と既報の条件1)を，カラムスイッチ

ング機能を用いることで，1つのバイアル（標準溶液及び

試験溶液）から2系統の測定が可能となった．これにより

系統ごとに機器の準備を行う必要がなく，より簡便な測定

条件を整備することができた．以上の検討を踏まえ，測定

した標準溶液20 ng/mLのクロマトグラムを図5に示した． 

図 5. アミノグリコシド系抗生物質の標準溶液の 
MRM クロマトグラム 

（0.02 µg/mL 3 µL 注入）
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4) 前前処処理理条条件件のの検検討討 
今回対象とする薬剤は，高極性薬剤が多いことから，抽

出液はマキルベン緩衝液（pH 7, 0.1 mol/L EDTA含有）を

用いる1) こととし，本検討では主にAG系抗生物質を保持

・溶出させつつ，オキソリニック酸やOTCを同時分析で

きる固相抽出法に焦点を当てた． 
(1) 対対象象薬薬剤剤のの保保持持・・溶溶出出 対象薬剤について，逆相系

固相InertSep PLS-3（GLサイエンス），強陽イオン交換系

固相InertSep MCX-FF（GLサイエンス），弱陽イオン交換

系固相InertSep MC-2及びInertSep WCX-FF（GLサイエンス）

への保持・溶出効率について比較検討した．検討は，グレ

ープフルーツを用いマキルベン緩衝液20 mLで抽出した溶

液に，標準溶液を加えた溶液を負荷液とし，それぞれの固

相からの溶出が最大となる溶液を用いた． 
 その結果，InertSep PLS-3ではAG系抗生物質の保持が全

くできず，オキソリニック酸とOTCの保持・溶出のみし

か確認することができなかった．一方，InertSep MCXでは，

1級アミンを複数持つAG系抗生物質を強固に保持してしま

い，それら薬剤が全く溶出しなかった．InertSep WCX-FF
では，AG系抗生物質であるSM及びDSMの保持・溶出効

率が高く，かつオキソリニック酸やOTCも同時に93%以上

の保持・溶出率が得られ，4薬剤の精製が可能となったた

め，採用することとした． 
次に，InertSep WCX-FFからの溶出液の最適化を図った

ところ，移動相である0.5%ギ酸含有10 mmol/L酢酸アンモ

ニウムと0.5%ギ含有アセトニトリルを1:1で混合した溶出

液よりも，塩を含まずギ酸濃度を上昇させた水・アセトニ

トリル混液である1%ギ酸含有50%アセトニトリル水で溶

出効率が安定かつ最大となったため，溶出液は1%ギ酸含

有50%アセトニトリル水とした． 
一方，検討した4種の固相に保持されないKM及びVMに

ついては，別の固相を検討することとした． 
(2) KM，，VMのの保保持持・・溶溶出出 InertSep WCX-FFに保持で

きなかった2薬剤を保持する固相を検討するため，抽出液

の一部（5 mL）について以下の検討を行った．①強陽イ

オン交換系固相への保持の検証；負荷液に塩酸を加えて酸

性化したものをInertSep SCX及びInertSep MCX-FF（GLサ
イエンス）に負荷したもの，②平面構造の保持に有効な固

相への保持の検証；負荷液をグラファイトカーボン系固相

のInertSep GCに負荷したもの，③InertSep WCX-FFからの

溶出液を②と同じ条件で保持を検証；負荷液をInertSep 
WCX-FFに通液させた後にInertSep GCに負荷したもの，で

検討した．両薬剤とも強陽イオン交換系固相では，十分酸

性化してもほとんど保持されず，InertSep GCを用いたとき

にVMの保持が100%となった．KMは30%未満であったが，

WCXに通液した後ではInertSep GCへの保持が70%以上と

良好となった． 
(3) InertSep GCへへのの負負荷荷量量とと充充填填剤剤量量ののババラランンスス及及びび

溶溶出出液液のの検検討討 (2)では，抽出液のうちの4分の1の液量で

の検討結果であり，前処理工程での希釈，つまり分析法と

しての検出感度を確保するためには，希釈倍率をさらに抑

える必要がある．そこで負荷液量を増やしても，同様の結

果となるかの検証を行った．このとき，負荷液量を増やす

ことから，固相の充填剤量を500 mgと2 g，負荷液量を10 
mLと20 mL，溶出液をメタノールと1%ギ酸含有50%アセ

トニトリル水にした時の組合せについて，KMとVMの保

持・溶出効率を検討した． 
 その結果，同じ充填量及び溶出液のとき，負荷量の増加

に伴いKMの保持ができなくなった．一方，同じ負荷量の

ときは，充填剤量を増やすことでKMの保持が改善するも

のの，VMが溶出しなくなる傾向が見られた．そこで，溶

出液をメタノールからWCXと同じ1%ギ酸含有50%アセト

ニトリル水にしたところ，両薬剤の溶出力が上がり，保持

・溶出効率がともに98%以上と良好であった．以上の結果

から，KMとVMの保持・溶出には，InertSep WCX-FFを通

過させた溶液の全量20 mLをInertSep GC（2 g）に負荷し，

溶出液に1%ギ酸含有50%アセトニトリルを採用すること

で，すべての対象薬剤6薬剤を同時に精製，濃縮及び溶媒

置換することができた． 
(4) 前前処処理理系系のの希希釈釈倍倍率率とと2種種類類のの固固相相のの使使いい方方 抽出

した対象薬剤のうち，KMとVMを除く4薬剤はInertSep 
WCX-FFへ，2薬剤はInertSep GCへ保持させていることか

ら，それぞれの固相から別々に溶出し試験溶液を2つにす

ると，1つの検体を分析する際AG系抗生物質を2回注入・

測定し，かつオキソリニック酸とOTCの測定に1回注入，

計3回の測定が必要となる．また，この2つの試験溶液を等

量混合して1つの試験溶液とすると，そのときに2倍の希釈

がかかることになり，前処理で確保した分析対象薬剤の検

出感度が確保できなくなる．そこで，1つの試験溶液に集

約する別の方法として2つの固相を連結させる方法；上に

InertSep WCX-FF，下にInertSep GCを連結することとし，

抽出液を負荷し順に通液して，水1 mLで洗浄した後，両

カラムからの溶出を同時に試みた．しかし， InertSep 
WCX-FFから溶出したオキソリニック酸とOTCがInertSep 
GCに強固に保持され，溶出することができなかった． 
そこで溶出時に，2つの固相を入れ替えて上にInertSep 

GC，下にInertSep WCX-FFとなるよう連結し直し，両カラ

ムからの溶出を同時に試みた．その結果，6薬剤とも別々

に負荷したときと同じ保持・溶出率が得られ，すべての薬

剤で70%以上の回収率を得ることができた．これにより，

6薬剤の対象薬剤を1つの試験溶液に集約することが可能と

なり，かつ農産食品－対象薬剤で最も基準値の低いグレー

プフルーツのSMにおける0.02 µg/g相当の残留濃度が分析

可能な感度を確保することができた． 
5) 開開発発ししたた分分析析法法のの性性能能評評価価 
今回開発した分析法の性能評価を添加回収試験によって

実施した．試料は，過去に検疫所においてSMの規格基準

違反があったグレープフルーツを用い，SMの基準値相当
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である0.02 µg/g（ppm）添加とした．5併行での添加回収

試験の結果，マトリクス検量線による定量で真度74–99%，

RSD 4–14%の回収率を得ることができた． 
6) 成成果果のの活活用用とと今今後後のの課課題題 
本研究では，機器分析が困難な薬剤群の測定条件の確立

と，化学的性状の異なる3系統6薬剤の同時抽出法の構築を

行った．本結果から，これまで未整備であった農産食品中

の抗微生物薬の一斉分析方法を構築し，それを活用した大

規模な残留実態調査が可能となったと考えられる． 
しかし，農産食品は，それぞれの食品ごとに成分や性状

が大きく異なるため，対象薬剤の挙動；回収率やマトリク

ス効果が大きく変化することが予想される．そのため，今

後は食品ごとの変動抑えて定量できる条件を探索していく． 
 

文文 献献 
1) Kanda, M., Nakajima, T., Hayashi, H., et al.: J. AOAC Int., 

98, 230–247, .2015. 
 

発発 表表 実実 績績 
1) 中島崇行，野口舞子，渡邊趣衣，他：農産物中に残留

する抗微生物薬3系統6薬剤の一斉分析法の検討，（公

社）日本食品衛生学会第119回学術講演会（東京），

2023. 
 
5. 環環境境水水中中ににおおけけるる農農業業用用殺殺菌菌剤剤等等のの存存在在実実態態及及びび浄浄

水水処処理理等等にによよるる挙挙動動解解明明 
1) 背背景景とと目目的的 
近年，AMRを持つ細菌（薬剤耐性菌）の増加が世界的

に問題になっており，2016年には我が国として初めて

AMR対策アクションプランが決定された1)．そして，ヒト

・動物・環境を含めたワンヘルスアプローチの下，産官学

が連携して取り組むことが宣言された．その中で，「環境」

は，水圏及び土壌環境等における薬剤耐性微生物，抗微生

物剤残留濃度等に関する動向調査・監視に関する調査研究

の実施が戦略として掲げられている．ヒト・動物等で使用

された抗菌薬や医療環境で発生した薬剤耐性菌の環境への

流出は大きな問題である．そこで，本研究では，グラム陰

性細菌等による重篤な細菌感染症の治療に使用されるAG

系抗生物質や都内で出荷量が多い2)ものの当研究室で検査

対象としていない農業用殺菌剤等に着目し，分析方法の検

討や河川水等の環境水中における存在実態の把握を目的と

した．また，対象薬剤が河川水中に高濃度で検出された場

合に水道水へ影響を及ぼすか否かを把握するため，浄水処

理3)等による挙動解明も行った． 
2) 調調査査対対象象薬薬剤剤及及びび検検査査法法検検討討 
農業用殺菌剤23薬剤；クレソキシムメチル，トリフロキ

シストロビン，ピコキシストロビン，マンデストロビン，

チフルザミド，フルトラニル，フルキサピロキサミド，ペ

ンフルフェン，ボスカリド，メプロニル，アミスルブロム，

フルジオキソニル，イプロジオン，シプロコナゾール，ト

リフルミゾール，メトコナゾール，ヘキサコナゾール，イ

ソプロチオラン，シフルフェナミド，トルクロホスメチル，

ピロキロン，フェリムゾン及びトリホリンは，固相にスチ

レンジビニルベンゼン共重合体を充填した逆相カラム

（InertSep PLS-2）を用いた固相抽出-GC/MSによる一斉分

析法を確立した． 
農業用殺菌剤8薬剤；シアゾファミド，ピリベンカルブ，

プロパモカルブ，ホセチル，アゾキシストロビン，ジフェ

ノコナゾール，フルスルファミド及びピカルブトラゾクス

は，直接注入-LC/MS/MSによる一斉分析法を確立した． 
AG系抗生物質を含む抗菌性抗微生物薬6薬剤；SM， 

DSM，VM，KM，OTC及びオキソリニック酸の分析条件

について検討した．その結果，SM，DSM，VM及びKMは，

アミド基結合型分析カラム（InertSustain Amide）を用いて

定量レベル1 µg/Lを水道水に添加し評価を行ったところ，

水道水の妥当性評価ガイドライン4)の評価基準である真度

70–130%及び併行精度20%以下を満たした． OTC及びオ

キソリニック酸は，高極性薬剤の保持に優れた逆相分析カ

ラム（ACQUITY UPLC HSS T3）を用いて同様の測定を行

ったところ，妥当性評価ガイドラインの評価基準を満たし

た．SM，DSM，VM及びKMは他の薬剤よりも測定感度が

低く，環境水中の濃度として測定装置の定量レベルの

1/100程度を定量するのに必要な操作として，固相抽出に

よる前処理の検討を行った．同じAG系抗生物質でもSMと

DSM，VMとKMでは物性が大きく異なるため，別々の固

相カラムでの抽出を試み，図6に示す前処理フローとした． 

図6. アミノグリコシド系抗生物質4薬剤の前処理フロー

 500 mL  200 mL

　溶出液：2%ギ酸20%メタノール溶液 　溶出液：75%アセトニトリル水溶液

 5 mL  2 mL

固相抽出（グラファイトカーボン型InertSep GC）

試験液

＜ストレプトマイシン・ジヒドロストレプトマイシン＞ ＜バリダマイシン・カスガマイシン＞

LC-MS/MSによる分析

検水

試験液

固相抽出（弱陽イオン交換型OASIS WCX）

検水
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SM及びDSMは，固相カラムに弱陽イオン交換型

（OASIS WCX），溶出液に2%ギ酸含有20%メタノール水

溶液を用いたところ，真度はSMで69%，DSMで170%と妥

当性評価ガイドラインの評価基準を満たさなかったものの，

併行精度は5.1–8.4%と20%以下であったことから，スクリ

ーニング法として採用することとした．VM及びKMは，

固相カラムにグラファイトカーボン型（InertSep GC），溶

出液に75%アセトニトリル水溶液を用いたところ，真度は

VMで101%，KMで69%，併行精度は2.2–14.3%となり，妥

当性評価ガイドラインの評価基準をほぼ満たした． 
3））環環境境水水中中対対象象薬薬剤剤のの実実態態調調査査 
(1) 河河川川水水 都内を流れる多摩川（支川を含む）で，

2022年及び2023年の5–9月及び11月にそれぞれ11地点（図7）
で調査を行った．調査時期の選定として，農薬の散布時期

である5–9月に合わせ，毎月試料を1回採水し，農薬の使用

量が減少すると推察される11月に試料を1回採水した． 
 

図7. 多摩川及び支川における調査地点（A-K） 
 

調査対象薬剤の検出状況を表4に示す．調査対象37薬剤

のうちカルベンダジム（MBC）は，各年で調査時期に関

わらずほぼ全地点で検出が認められた．検出レベルは2022
年及び2023年において0.5–250 ng/Lであった．2023年8月に

調査地点I及びJで210及び150 ng/L，11月に調査地点Gで

250 ng/Lと高濃度で検出したが原因は不明である．MBCは，

紙，木材等の防カビ材として利用されており，殺菌剤であ

るベノミル又はチオファネートメチルの共通の分解物5)で

あることが知られている．環境省の環境リスク初期評価6)

によると，環境水中濃度が100 ng/L以上となった場合，

「生体リスク評価について，詳細な評価を行う候補と考え

られる」に判定される7)ため，注視していく必要があると

考えられる．アゾキシストロビンは，2023年にはほぼ全域

で認められているものの濃度は0.2–11 ng/Lであり，水質汚

濁に係る農薬登録基準0.47 mg/Lと比較すると，約1/40,000
以下という極微量の検出であった．チフルザミドは，2022
年及び2023年の5–7月（灌漑期）に調査地点B，C，D，F，
G及びHで1.5–30 ng/L検出し，水質汚濁に係る農薬登録基

準0.037 mg/Lに比べて約1/1,000以下であった．適用作物は

水稲であり灌漑期に検出したことから，調査地点周辺の水

田等から流入した可能性が高いと考えられる．その他，

2022年にはペンフルフェン及びボスカリドが灌漑期に多摩

川中流域（調査地点D，F及びH），支川（調査地点I及びJ）
で18–27 ng/L及び65–72 ng/Lを検出した．また，AG系抗生

物質のSM，DSMについて，2022年及び2023年の5–8月に

多摩川中流域（調査地点D，F及びH）で痕跡程度の検出

が認められた．

 
表4. 河川水中調査対象成分の検出状況（2022年及び2023年）

検出濃度
(ng/L)

検出率
*

（%）

検出濃度
(ng/L)

検出率
*

（%）

検出濃度
(ng/L)

検出率
*

（%）

検出濃度
(ng/L)

検出率
*

（%）

検出濃度
(ng/L)

検出率
*

（%）

検出濃度
(ng/L)

検出率
*

（%）

A 0.2 17 1.7－2.2 33 1.2－9.0 83

B 2.8－11 100 1.6－29 100 1.5－5.4 100 1.5－40 100 3.6－7.2 50 19－23 33

C 0.2－0.8 50 1.5－2.9 50 0.5－8.0 100 2.1－5.9 50 19 17

D 1.3－2.8 67 0.7－5.0 67 6.3－43 100 2.5－19 100 1.5－4.0 33 18－24 33

E 0.3－0.7 50 4.9－48 100 4.3－11 100 1.7－4.2 33

F 1.2－2.2 67 0.8－4.6 67 7.9－20 100 4.3－36 100 3.7 17 22 17

G 1.0－4.0 100 0.8－2.5 67 15－70 100 25－250 100 4.3－7.7 33 19 17

H 0.9－2.4 100 0.5－5.0 100 9.7－22 100 9.3－37 100 2.3－4.1 33 30 17

I 0.4－11 50 1.9－12 100 29－210 100 22 17

J 1.1－110 50 1.1－2.5 33 13－25 100 11－150 100

K 1.0－75 83 0.3－4.0 100 11－37 100 10－55 100

調査
地点

アゾキシストロビン カルベンダジム（MBC）

2022年度 2023年度 2022年度 2023年度

チフルザミド

2022年度 2023年度

* 検出率：定量下限値以上の検出回数／全調査回数（6回）
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(2) 下下水水処処理理場場のの流流入入水水及及びび放放流流水水  下水処理場におけ

る流入水及び放流水中の対象薬剤の実態を把握するため，

2022年9，11月及び2023年6，9，11月の各月1回，多摩川中

流域にある下水処理場（1か所）において定時試料（1サン

プル）と24時間コンポジット試料（1サンプル）の採水を

行った．コンポジット試料とは，一定時間毎に採水した24
時間分の試料を混合したものである．全ての調査時期にお

いて，定時試料又はコンポジット試料に関わらず，流入水

からアゾキシストロビン，MBC及びチオファネートメチ

ルが1–3，25–179及び2–124 ng/Lを検出し，放流水からア

ゾキシストロビン及びMBCが2–5 ng/L及び14–167 ng/Lを検

出した．アゾキシストロビン及びMBCは，流入水と放流

水の濃度レベルがほぼ同レベルであることから，下水処理

による除去性は低いと推察される．流入水のチオファネー

トメチルは，下水処理により除去されたかMBCに加水分

解したため，放流水では不検出となった可能性が高い．ま

た，放流水が流入する多摩川中流では河川水量のうち下水

処理水が約半分を占めると言われており，多摩川河川水中

流域で検出したアゾキシストロビン及びMBCは，灌漑用

水や土壌からの流出に加えて放流水による影響等も考えら

れる． 
(3) 飲飲用用井井戸戸水水  2022 年及び 2023 年の 11–12 月に多摩

地区井戸水 55 地点及び 58 地点で調査対象薬剤の実態調査

を行った．ちなみに，2022 年と 2023 年において同一地点

での調査は行っていない．調査対象のうち検出した薬剤は

MBC のみで，2022 年は 55 地点中 6 地点，2023 年は 58 地

点中 3 地点で認められた．検出濃度は 1–12 ng/L であり，

原因として散布されたベノミルやチオファネートメチルの

地下水への浸透や多摩川河川水による影響が考えられる． 

4) 浄浄水水処処理理にによよるる挙挙動動解解明明 
環境水中の実態調査において検出が認められたアゾキシ

ストロビン，MBC，ペンフルフェン，チフルザミド及び

ボスカリドの 5 薬剤，AG 系抗生物質を含む抗菌性抗微生

物薬 6 薬剤（SM，DSM，KM，VM，OTC 及びオキソリニ

ック酸）の計 11 薬剤について，河川水（濁度 2.2 度，pH 
7.8，アルカリ度 43 mg/L）を用いて浄水処理による挙動解

明を検討した．各薬剤の添加濃度は 100 µg/L とした． 
(1) 凝凝集集沈沈殿殿処処理理  浄水処理装置（ジャーテスター）を

用いて，凝集剤であるポリ塩化アルミニウム（PAC）の注

入量を0，10，20，30及び50 ppmに変えて検討を行った．

攪拌条件は，急速撹拌が 150 rpm で 2 分，緩速撹拌が 50 
rpm で 10 分とし，30 分静置後，上澄み水をろ過して測定

した．その結果（図 8 a）），OTC 及びオキソリニック酸

は，凝集剤注入量が 20 ppm で除去率が 90%以上であった

ものの，その他の薬剤はほとんど除去されなかった．これ

は，調査薬剤と凝集剤との親和性において，凝集剤由来の

アルミニウムイオンと OTC 及びオキソリニック酸のヒド

ロキシル基が化学吸着することにより，沈殿物として除去

されたものと考えられる．しかし，ヒドロキシル基を持つ

AG 系抗生物質（SM，DSM，KM 及び VM）については

pKa が 6.1–7.8 と高いため，化学吸着が進まず除去されな

かった可能性が高い． 
(2) 次次亜亜塩塩素素酸酸ナナトトリリウウムムにによよるる消消毒毒処処理理  次亜塩素酸

ナトリウムを用いて，残留塩素が 1 mg/L になるように添

加し，添加後 0，1，2，3，5，10，15，20，30 及び 60 分

経過した時のサンプルを採取し，残留塩素の除去剤である

アスコルビン酸ナトリウムを添加して測定した． 
 

 

 
 図 8. 浄水処理による調査対象薬剤の除去性  
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その結果（図 8 b）），OTC，VM，KM，MBC 及び SM
が次亜塩素酸ナトリウム添加後 10 分で分解反応が進み，

除去率が 90%以上となった．また，DSM 及びボスカリド

は，添加後 60 分でも分解除去率が 55 及び 23%で，その他

の薬剤はほとんど分解除去されなかった．． 
(3) 粉粉末末活活性性炭炭＋＋凝凝集集沈沈殿殿処処理理  ジャーテストを用いて，

粉末活性炭の注入量を 0，5，10，20，50 及び 100 ppm に

変えて，攪拌条件 150 rpm，30 分で検討を行った．その後，

PAC の注入量を 20 ppm として凝集沈殿処理を行い，上澄

み水をろ過して測定した．その結果（図 8 c）），KM を

除く 10 薬剤について，粉末活性炭 50 ppm で除去率が全て

90%以上となった．KM は粉末活性炭 100 ppm でも除去率

は 60%程度であり，除去率が低い原因は不明である． 
5) 成成果果とと活活用用 
AG系抗生物質や農業用殺菌剤等 37薬剤について，環境

水（河川水，下水処理場の流入水及び放流水，多摩地区地

下水）における実態調査を 2022 及び 2023 年に行ったとこ

ろ，アゾキシストロビンや MBC 等を検出したものの濃度

は非常に低く，環境水に汚染影響を及ぼす程のレベルでは

無かった．また，調査対象薬剤が河川水中に高濃度で検出

された場合，水道水への影響を考えて 3 パターン（凝集沈

殿処理，次亜塩素酸ナトリウムによる消毒処理及び粉末活

性炭＋凝集沈殿処理）の浄水処理の検討を行った．今回対

象とした薬剤については，3 パターンの処理を全て組み合

わせることで 90%以上を除去できることが分かった．また，

検出された薬剤の種類によっては，除去するための浄水処

理を選択することができ，各水道事業体等が浄水処理を行

う際の有用な情報になると考えられる． 
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まま とと めめ 
本重点研究では，ワンヘルスアプローチに基づく抗微生

物薬と薬剤耐性微生物の実態を把握することを目的として，

5題の個別課題について3年間にわたる研究を実施し，多く

の成果が得られた． 
ヒトとコンパニオンアニマル間の薬剤耐性菌の伝播に関

する重要な知見を得た．イヌ，ネコにおいて ESBL 産生大

腸菌の分布が耐性率に大きく寄与している傾向であった．

加えてその大腸菌の動物病院由来株は，ヒトの臨床上の遺

伝子型と近縁であった．このことから，両者間の伝播の可

能性を示唆した．染色体上の特徴の違いも明らかになって

きており，より解析することでメカニズムの解明も可能で

ある． 
さらに，畜産，農産食品，環境水中の薬剤耐性菌の汚染

状況を調査し，特に鶏肉や河川水からの ESBL 産生大腸菌

が高い陽性率であることを報告した．流行株フルオロキノ

ロン耐性血清型O25—ST131株は，食品では 0.5%，環境水

では 29%をしめており，ヒトでの流行株が保有する主な

ESBL 遺伝子を保有していた．このことから，薬剤耐性が

主に環境を通じて広がっていることを示した． 
畜産の分野では，薬剤耐性菌対策の観点から別の薬剤が

使用されることも鑑み，新規あるいはこれまで分析が困難

だった薬剤について分析法を開発した．これにより，より

幅広い薬剤の検出が可能になった．この新しい方法は，乳，

はちみつ等の食品中の抗菌活性物質の残留を把握するのに

用いることができる．実際に，行政検体においてこれまで

検出していない薬剤の早期解明に役立った． 
農産の分野でも，抗菌剤として使用されてはいたものの，

残留分析への注目は低かったが，使用方法からも残留モニ

タリングは重要であるという観点から，流通量の多い 3 系

統 6 薬剤について分析法を開発した．全く物性の異なる薬

剤を測定あるいは前処理でこれまでと異なる工夫を行うこ
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とで，効率よく検査可能とするだけでなく，検出可能な感

度を担保でき，効果的なモニタリングを行える体制となっ

た． 
環境の分野では，調査実績が希薄な農業用殺菌剤等 37

薬剤について，試験法を確立した．それを用いて，多摩川

水系河川水及び流域下水処理場，多摩地区井戸水の存在実

態を調査したところ，特定の殺菌剤を検出することが明ら

かになった．これらの殺菌剤は，浄水処理における凝集沈

殿法，塩素消毒法，粉末活性炭＋凝集沈殿法の組み合わせ

により 90%以上除去することが可能であることを示し，環

境水からの農業用殺菌剤の除去に対処することができると

考えられる． 
以上のヒトやコンパニオンアニマル及び畜水産食品中の

薬剤耐性菌株の解析結果，抗微生物薬の分析法開発，それ

を活用した残留実態の把握，環境水中の抗微生物薬の除去

について，学会，論文発表等で国内外の行政機関及び研究

機関等へ情報提供を行った．薬剤耐性菌の実態については，

当センターの HP や検討会を通して都民や獣医師へ公表し

た．畜水産分野の抗微生物薬の分析法は，行政検体におけ

る抗菌活性物質の早期解明に役立った．農産分野の抗微生

物薬の分析は，国内外で研究が少なく，科研費を取得する

に至った． 
しかしながら解明された部分がある一方，継続が必要な

案件や課題も明確となり，今後も引き続き調査を行い，薬

剤耐性菌の汚染実態調査や遺伝子解析，ESBL 産生大腸菌

耐性遺伝子の伝播のしくみの解明を進める．食品中残留抗

微生物薬の分析法は，対象食品の拡充を図り，食品衛生法

による適否を行えるレベルの精度を確保に努める． 
これらの得られた研究成果についても，より一層情報発

信を進め，ワンヘルスアプローチに基づいた薬剤耐性菌対

策の一助を担う．
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Survey of Antimicrobial Residues and Drug-Resistant Bacterium  
Based on the One Health Approach Perspective 
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The priority study was conducted from 2020 to 2022 to address antimicrobial resistance (AMR), a significant threat to human health 

worldwide, by examining the presence of antimicrobial drugs and antimicrobial-resistant microorganisms in companion animals, food, 
agriculture, livestock, and the environment. The following results were obtained by working on five individual projects. The existence 
of drug-resistant bacteria was determined through the molecular epidemiological analysis of extended-spectrum beta-lactamase -
producing Escherichia coli strains, which revealed that strains closely related to human epidemic strains were detected in dogs, cats, 
and river water. This finding indicated a relationship between the transmission of resistant bacteria from humans to pets and rivers. 
Conversely, food-derived strains possessed different genotypes. We also gained insights into the acquisition and spread of resistance by 
strains. Regarding the antimicrobial drugs, this study attempted to determine whether residual concentrations were lower than the level 
at which AMR occurs and to accurately measure their levels. Analytical methods were developed for highly polar antimicrobial agents 
in livestock and fishery products or agricultural fungicides in agricultural products and environmental water. We attempted to introduce 
our developed methods into routine food inspections. Then, their behaviors during water purification treatment in an environmental field 
were observed. Our results help strengthen measures against AMR based on the One Health approach advocated by the World Health 
Organization. 

 
Keywords: antibacterial-resistance, one health approach, ESBL-producing Escherichia coli, highly polar antimicrobial agent, agricultural 

fungicide, companion animal, livestock product, agricultural product, environmental water, water purification treatment, 
genome analysis, LC-MS/MS 
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