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2009 年 4 月から 2010 年 3 月に県内の 5 動物病院で採取した家庭動物の糞便 235 検体

から病原大腸菌、フルオロキノロン耐性大腸菌およびセファロスポリン耐性大腸菌の分
離を試み、分離株の血清型、薬剤感受性および遺伝子型について調査した。病原因子遺
伝子は PCR 法にて astA、eae、aggR、LT、ST、stx1 および stx2 について検索したと
ころ、astA陽性 24検体、eae陽性 12検体および astA＋eae陽性 2検体であった。薬剤耐性
大腸菌は、175/295（59.4%）株が分離され、CPFX 耐性および CTX 耐性は 51 検体 70

株であった。CPFX 耐性大腸菌の主要血清型は O1:H6 および O25:H4、CTX 耐性大腸菌
の主要血清型は O1:H6 および O1:HNM で、CTX-M-14 と CTX-M-15 のどちらか、ある
いはその両方を保有していた。 

CTX 耐性大腸菌等について、地域内流行あるいは動物病院内感染があるかどうかは明らか
とはならなかったが、これらの菌は、健康な家庭動物の消化管に常在していると考えられ
たことから、家庭動物と過度の接触を避ける等、適切な対応が感染症対策ならびに多剤
耐性菌のまん延防止に重要である。 

 

 

１．はじめに 
 

病原大腸菌は、人および動物に下痢等の症状を引き起こ
す大腸菌の総称である。その病原性の発生機序から腸管毒
素原性大腸菌（ETEC）、腸管侵入性大腸菌（EIEC）、腸
管病原性大腸菌（EPEC）、腸管凝集付着性大腸菌
（EAggEC）、腸管出血性大腸菌（EHEC）およびその他
の病原大腸菌に分類される。それぞれの病原因子の主なも
のとして、ETECの LTおよび ST、EPECの eae、EAggEC
の aggR、EHEC の stx1、stx2、その他の病原大腸菌の
astAなどがある。 

一方、人の医療、畜産現場および小動物医療分野などで
は年間 2,000t 以上の抗菌剤が使用されており１）、多様な
多剤耐性菌の出現およびその増加が懸念されている。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
おいては、病院関連感染で問題となっている MRSA、
VRSA、VRE、PRSPおよび多剤耐性緑膿菌が届出対象と
なっており、近年では、基質特異性拡張型β-ラクタマー
ゼ（ESBL）産生菌およびカルバペネマーゼ産生菌の出現
なども問題となっている。福井県内では 2002年以降、散
発下痢症患者から分離されるフルオロキノロン（FQ）系
薬剤耐性大腸菌が増加傾向にあり、ESBL産生菌も散見さ
れるようになっている２）。 

病原大腸菌および薬剤耐性大腸菌の人への感染源
は鶏肉等の食品が主であると考えられているが、人の
腸管外病原大腸菌として注目されている O25-ST131

型のクローン株が、犬および猫から分離されたとの報告３
－４）が欧米ではあり、人への感染源として家庭動物が関

与している可能性も指摘されている。他方、日本において
は、家庭動物の糞便は薬剤耐性大腸菌の人への感染源とし
ての意義は低いとする報告５）もあり、議論されていると
ころである。 

今回、我々は福井県内の 5 か所の動物病院の協力を
得て、家庭動物の糞便を採取し、病原大腸菌、FQ 系
薬剤耐性大腸菌および第 3世代セファロスポリン耐性
大腸菌の分離を試み、血清型、薬剤感受性および遺伝
子型等について調査した。 

 
２．材料および方法 

 

２．１ 材料 
2009 年 4 月から 2010 年 2 月に福井県内の 5 動物病院

（福井市内 3 病院、坂井市内 1 病院および大野市内 1 病
院）に来院した家庭動物の糞便 235 検体を採取した。採
便はシードスワブγ-1 号「栄研」（栄研化学）を用いた。
動物種は犬 161検体、猫 69検体、鳥類 4検体およびカメ
1検体であった。 

 
２．２ 方法 

採取した糞便は、生理食塩水約 1mlで懸濁した後、mEC

培地 10mlに接種し、42℃で 18～20時間増菌培養した。 
 
２．２．１ 病原大腸菌の分離 

畠山らの報告６）に基づき、増菌培養液 400μ l を
12,000rpm、10分間遠心分離し、その沈さを PBSで 2回
洗浄した。次いで、95℃10分間の加熱処理後 12,000rpm、
5分間遠心し、その上清を PCR法に供した。PCR法は表

調査研究 
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1に示したプライマーを用い、それぞれの病原因子遺伝子
の検出を行った。増菌培養液で陽性となった検体は、DHL
培地に 1白金耳量を塗抹し、37℃、22hr培養し、発育し
てきた大腸菌と思われるコロニーを 10～30 個釣菌して、
PCR 法により同様に検索を行った。病原因子遺伝子陽性
が確定した株については、病原大腸菌免疫血清「生研」（デ
ンカ生研）を用いて血清型別を行った。 

 

表 1 病原因子遺伝子の検索に用いたプライマー 
病原因子遺伝子 プライマー reference 

astA 

EAST1S 

7) 

EAST1AS 

eae 

EA-1 

7) 

EA-2 

aggR 

aggRks1 

8) 

aggRkas2 

lt 

LT-1 

9) 

LT-2 

st 

ST-1 

9) 

ST-2 

stx1 

V1 

10) 

V3 

stx2 

V4 

10) 

V5 

 

 
２．２．２ CPFX および CTX 耐性大腸菌の分離 
 シプロフロキサシン（CPFX）を 6.4μg/ml 添加した
DHL培地およびセフォタキシム（CTX）を 6.4μg/ml 添
加した DHL培地に、増菌培養液をそれぞれ 1白金耳量塗
抹し、37±1℃で 20～24hr 培養した。発育してきた大腸
菌と思われるコロニーは、1 平板あたり 5 個程度釣菌し、
血清型別を行った。 

 

２．２．３ 薬剤感受性試験および最小発育阻止濃度
（MIC）の測定 

薬剤感受性試験は Clinical and Laboratory Standards 

Institute（CLSI）１１）に準拠した KB法により実施した。
使用した薬剤は、アンピシリン（ABPC）、ストレプトマ
イシン（SM）、テトラサイクリン（TC）、CPFX、カナマ
イシン（KM）、CTX、クロラムフェニコール（CP）、ST

合剤（ST）、スルフィソキサゾール（Su）、ゲンタマイシ
ン（GM）、ナリジクス酸（NA）およびホスホマシシン
（FOM）の 12剤とし、分離した 295株を供試した。CPFX
に耐性を示した株については、CPFXおよびエンロフロキ
サシン（ERFX）のMICを寒天平板希釈法により調べた。
また、CTX に耐性を示した株については、CTX、セフタ
ジジム（CAZ）、セフトリアキソン（CTRX）、セフピロム
（CPR）のMICをE-testにより調べた。有意差の検定は、
wilcoxonの順位和検定により行った。 

 

２．２．４ FQ 系薬剤耐性大腸菌の遺伝子解析 
 CPFX耐性株のうち、特に多く分離された血清型O1:H6

（9 株）および O25:H4（8 株）について、耐性機構の解
析のため、Giraudらの報告に基づき１２）

gyrAおよび parC

遺伝子のキノロン耐性決定領域（QRDR）を増幅する PCR

を行い、PCR 産物を精製した。その後、ダイレクトシー
クエンスにより塩基配列を決定し、NCBIの BLASTによ
り遺伝子変異状況について感受性株と比較した。 

 

２．２．５ bla 遺伝子保有状況 
 CTXに耐性を示した株は、八木ら１３）、 Shibataら１４）、
Shengら１５）の報告に基づき、bla遺伝子のうち、blaSHV、
blaTEM、blaCMY、blaCMY-2、blaCTX-M-1GROUP、blaCTX-M-2GROUP 

blaCTX-M-8GROUPおよび blaCTX-M-9GROUPについてPCRによ
り保有状況を調べた。また、blaCTX-M-GROUPのいずれかに
陽性となった株は、Dutour ら１６）の報告に基づき、PCR

およびPCR産物のダイレクトシークエンスを行い、NCBI
の BLASTにより CTX-M型を決定した。 

 

２．２．６ サルモネラ属菌の分離 
 鳥類 4 検体およびカメ 1 検体は、糞便を緩衝ペプトン
水（BPW）で 37℃24 時間、前増菌培養した後、ハーナ
のテトラチオネート培地（TT）で 42℃24時間増菌培養し、
SS 寒天培地（SS）に塗抹して 37℃24 時間培養した。発
育してきたサルモネラと思われるコロニーは、TSI培地お
よび LIM培地に接種し、生化学性状および IDテスト（栄
研化学）を用いて同定した。 

 

２．２．７ パルスフィールド・ゲル電気泳動 
 blaCTX-M遺伝子を保有する血清型 O1:H6 は、感染症研
究所の方法１７）に基づき、制限酵素 XbaⅠ処理によるパル
スフィールド・ゲル電気泳動（PFGE）を実施した。 

撮影画像は、画像解析ソフト FingerPrintingⅡを用いて
UPGMA法により処理し、散発下痢症患者由来 O1:H6と
比較解析した。 

 
３．結果 

 
３．１ 動物の年令および健康状態 
検体の動物種は犬 161頭、猫 69頭、鳥類 4羽およびカ

メ 1匹であった。犬 161頭の年齢は、生後 1ヶ月から 18

才、猫 69 頭の年齢は、生後 1 ヶ月から 13 才であった。
鳥類は 4歳が 1羽、年齢不明が 3羽およびカメは 10才で
あった。 

動物の健康状態および投薬歴を図 1に示した。消化器症
状なし・投薬歴なしが 130 検体（54.6%）、消化器症状な
し・投薬歴ありが 46検体（19.3%）、下痢症状あり・投薬
歴なしが 11 検体（4.6%）、下痢症状あり・投薬歴ありが
27検体（11.3%）、その他の症状あり・投薬歴なしが 8検
体（3.4%）およびその他の症状あり・投薬歴ありが 16検
体（6.7%）であった。204検体（85.7%）は採便時に投薬
していなかった。 

 

３．２ 病原大腸菌およびサルモネラの検出状況 
29/238検体（12.2%）は DHL培地にコロニーが発育せ

ず、大腸菌は得られなかった。増菌培養液の PCR結果は、
61 検体（25.6%）が astA 陽性または eae 陽性となった。
その後の菌検索の結果、37検体（15.1%）から 38株の病
原大腸菌が検出された。動物種では犬が 29/161 検体
（18.0%）および猫が 8/69検体（11.6%）であった。 
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astA陽性は 23検体（9.7%）24株、eae陽性は 12検体
（5.0%）12株および astA＋eae陽性は 2検体（0.8%）2

株であった。主な血清型は、O153、O157、O103、O74

および O8 であった（表 2）。病原大腸菌を保有していた
動物の年齢は、生後 2 カ月から 18 才で、1 才未満の動物
が 24検体（64.9%）であった。また、30/37検体（83.3%）
が消化器症状なしであった。なお、鳥類 4検体およびカメ
1検体からサルモネラは検出されなかった。 

 

表 2 主な病原大腸菌の血清型等 

血清型 

病原因子 

遺伝子 

検体数 動物種 年令 

O153 astA 5 イヌ 3M～14Y

O157 
eae 

astA+eae 

2 

1 
イヌ 

2M,6Y 

2M 

O103 eae 2 イヌ 2M,3M 

O74 astA 2 ネコ 2M,10M

O8 astA 2 ネコ 8M 

 

３．３ 薬剤感受性試験および MIC 
 分離した 295 株のうち、175 株（59.4%）が供試した
12 薬剤のいずれかに中間の感受性および耐性を示した。
耐性薬剤数は図 2に示した。1剤以上に耐性を示した犬分
離株は 136/210 株（64.8%）で、猫分離株は 39/83 株
（46.9%）であった。薬剤別の耐性率（図 3）は ABPC、
TC、SM、Su および NAの順に高く、それぞれ 42.0%、
28.5%、27.8%、25.8%および 20.1%であった。FOMを除
く 11薬剤の耐性率は、犬分離株の方が猫分離株より高か
った。CPFX 耐性株は 55 検体（23.9%）59 株（犬 48 株
および猫 11株）、CTX耐性株は 24検体 30株、CPFX耐
性かつ CTX耐性株は 14検体 16株が分離された。CPFX

耐性株および CTX耐性株が分離された動物の年齢は生後
2カ月から 18才で、1才未満は 20検体（39.2%）であっ
た。また、24/51 検体（47.1%）は投薬歴があった。複数
の検体から分離された血清型は、O1：H6、O1：HNM、
O153：H6、O25：H4、O91：H28、O86a：HNM およ
び O157：H16で、CPFX耐性株では特に O1:H6（9株）
および O25:H4（8株）が多かった。17株に対する CPFX

および ERFX の MIC 等を表 3 に示した。CPFX の MIC

は、O1:H6 が O25:H4 よりも有意に高かった（p<0.05）

が、ERFXのMICは血清型間で有意差は認められなかっ
た。一方、CTX耐性株の血清型は O1:H6および O1:HNM

が最も多く、各 5 株分離された。第 3 世代セファロスポ
リン系 4薬剤（CTX、CAZ、CPDXおよび CTRX）のMIC

は 2 血清型間で有意差は見られなかったが、第 4 世代セ
ファロスポリン系薬剤である CPR の MIC は、O1:HNM

に対して有意に高かった（p<0.01）（表 4）。 

 

３．４ QRDR における遺伝子変異 
供試した 17株の遺伝子変異パターンは 5パターンに分

類された（表 5）。すなわち、O1:H6は 3点および 4点変
異の 3パターン、O25:H4は 1点および 4点変異の 2パタ
ーンで、4 点変異株が 12 株であった。変異パターン間で
FQ系薬剤のMICに有意差は認められなかった。 

 

３．５ bla 遺伝子保有状況 
CTX 耐性の 30株のうち、CTX-M型 bla遺伝子保有大

腸菌は 24 株で、CTX-M-1G 保有 7 株、CTX-M-9G 保有
13 株および CTX-M-1G+CTX-M-9G 保有 4 株であった。
主要な血清型であった O1:H6 および O1:HNM の bla 遺
伝子保有状況を表 6 に示した。調べた 4 遺伝子群全てを
保有する株が 7株あり、うち 3株はさらに CTX-M型 bla

遺伝子を 2 種類（CTX-M-14 および CTX-M-15）保有し
ていた。 

 

３．６ CTX-M 型 bla 遺伝子保有 O1:H6 の分子疫学解析 
O1:H6の PFGE解析結果を図 4に示した。供試した 13

株全てが異なる遺伝子パターンを示し、散発下痢症患者由
来株と家庭飼育動物由来株の間および家庭飼育動物由来
株間のいずれにおいても、近縁と推定される遺伝子パター
ンの株は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 50 100 150

頭数

図1 動物の健康状態および投薬歴

下痢 そのほかの症状 無症状

消化器症状なし＋投薬歴あり 

消化器症状なし＋投薬歴なし 

下痢症状あり＋投薬歴あり 

下痢症状あり＋投薬歴なし 
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図 2 分離株の薬剤耐性状況 

 

図 3 分離株の薬剤別耐性率 
 

表 3 O1:H6 および O25:H4 に対する CPFX および ERFX の MIC 
血清型 動物種 耐性薬剤数 MIC 

CPFX ERFX

O1:H6 

イヌ 4 64 128 

イヌ 7 128 512< 

イヌ 8 128 512 

イヌ 8 64 128 

イヌ 9 128 512< 

イヌ 10 256 512< 

イヌ 10 128 256 

イヌ 10 128 128 

イヌ 10 64 128 

O25:H4 

ネコ 2 32 256 

イヌ 2 32 128 

イヌ 2 64 128 

イヌ 3 64 128 

ネコ 3 128 512< 

イヌ 4 32 64 

ネコ 4 64 128 

イヌ 7 64 512< 

 

表 4 O1:H6 および O1:HNM の FQ 耐性状況 
血清型 分離 

検体 
分離 
株数 

耐性 
薬剤数 

薬剤の MIC 病原因子 
遺伝子 CTX CAZ CPDX CTRX CPR

O1:H6 5 5 

10 

7 

8 

10 

9 

256 

256 

16 

256<64 

32 

8 

0.8

16 

2 

256< 

256< 

128 

256<256<

96 

256 

16 

256<

256<

32 

64 

4 

48 

24 

astA 

O1:HNM 5 5 

10 

10 

10 

5 

6 

256< 

256< 

256< 

256< 

256< 

8 

8 

8 

48 

16 

256< 

256< 

256< 

256< 

256< 

256<

256<

256<

256<

256<

96 

256<

256<

256

192

- 
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表 5 QRDR の変異パターンと FQ の MIC 
パターン 血清型 株数 GyrA ParC MIC(μg/mL) 

83位 87位 80位 84位 CPFX ERFX 

1 O1:H6 5 S83L D87N S80I E84G 64～256 128～512<

2 O1:H6 2 S83L D87N S80I - 128 128～512

3 O1:H6 2 S83L D87Y S80I - 64～128 128～256

4 O25:H4 7 S83L D87N S80I E84V 32～128 128～512<

5 O25:H4 1 - D87N - - 32 64 

 

表 6  O1:H6 および O1:HNM の bla遺伝子保有状況 

図 4  CTX-M 型 bla遺伝子保有 O1:H6 の PFGE 解析 
（制限酵素 XbaⅠ処理） 

 

４．考察 
 

福井県内の 5 動物病院に来院した家庭動物の病原大腸
菌の保有率は 15.1％で、eae 遺伝子陽性は、12 検体（犬
11検体および猫 1検体）12株で、EAggECの astA遺伝
子陽性は、23 検体（犬 16 検体および猫 7 検体）24 株で
あった。それ以外の因子は確認できなかった。畠山らの報
告６）では、動物飼養施設および動物愛護相談センターの
動物を対象に病原大腸菌の保有実態調査が行われており、
ST遺伝子のみ、犬から 10.3%、猫から 15.9%および鳥類
から 4.8%検出されている。検出率については、我々の結
果とそれほど変わらないが、対象動物や地域の違いにより、
保有する病原因子遺伝子が全く異なる結果となったこと 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

は興味深い。 

今回分離された大腸菌株の薬剤感受性については、
175/295 株（59.4%）が 12 薬剤のいずれかに耐性あるい
は中間の感受性を示し、薬剤別の耐性率が、ABPC、TC、
SM、SuおよびNAの順にそれぞれ、42.0%、28.5%、27.8%、
25.8%および 20.1%であった。Costa らの報告１８）では、
健康な犬 39 頭および猫 36 頭から分離した大腸菌 144 株
の 20.0%が ABPC耐性、12.0%が TC耐性、15.0%が SM

耐性で、他の薬剤の耐性率は 4.0%以下であり、我々の結
果の方が耐性率が高い傾向にあった。 

CPFX耐性を示したO1:H6およびO25:H4のQRDRに
おける変異パターンは、福井県等の散発下痢症患者から分
離された O153の変異パターン２）とほぼ同様であったが、
CPFXのMICは家庭動物由来株の方が高い傾向が見られ

血清型 
β-ラクタマーゼ遺伝子 

bla
CMY

 bla
SHV

 bla
TEM

 bla
CTX-M-Group

 bla
CTX-M-type

 

O1:H6 CMY-2 + + M-9G CTX-M-14 

O1:H6 + + + M-9G CTX-M-14 

O1:H6 + + + M-9G CTX-M-14 

O1:H6 + + + M-1G+M-9G CTX-M-14+M-15 

O1:H6 - + - M-1G CTX-M-15 

O1:HNM + + + M-1G+M-9G CTX-M-14+M-15 

O1:HNM + + + M-1G+M-9G CTX-M-14+M-15 

O1:HNM + + + M-1G CTX-M-15 

O1:HNM + - + M-1G+M-9G CTX-M-14+M-15 

O1:HNM - + - M-1G CTX-M-15 

犬由来 

犬由来 

人糞便由来
犬由来 

犬由来 

犬由来 

人糞便由来
犬由来 

人糞便由来
犬由来 

人糞便由来
犬由来 

猫由来 
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た。今回分離された FQ系薬剤耐性の O25:H4は、米国の
家庭動物由来株（犬由来 1 株および猫由来 2 株）からも
分離され、家庭動物間での伝播が生じていると考察されて
いる１９）。米国分離株との関連性を考察するためにも
Sequence Typeを調査する必要がある。 

CTX-M型 bla遺伝子保有大腸菌の家庭動物からの検出
報告は世界的に増加しており、欧米ではCTX-M-15保有、
ST131の血清型O25:H4の分離報告がされている２０～２１）。
また、中国では犬から CTX-M-1Gおよび CTX-M-9G保有
大腸菌が２２）、チリでも犬および猫から、CTX-M-1および
CTX-M-14保有大腸菌の分離報告２３）がなされている。一
方、日本においては、畠山らの報告２４）で動物愛護相談セ
ンターの犬糞便から CTX-M-14保有大腸菌を 1株分離し
ている。今回、我々は犬および猫から CTX-M-14および
CTX-M-15保有大腸菌を 24株分離しており、今まで判明
していた以上に、日本の家庭動物においても CTX-M型β
-ラクタマーゼ遺伝子の伝播が生じていると示唆された。
本研究で分離された CTX-M型 bla遺伝子保有の血清型
O25:H4は、CTX-M-27保有であり、世界的流行株とは異
なっていた。ただし、この株は FQ系薬剤にも耐性であり、
動向に注意すべきと思われた。家庭動物由来の CTX-M型
bla遺伝子保有 O1:H6については、散発下痢症患者由来
O1:H6との明らかな遺伝子学的関連は見られなかった。 

本研究により、日常生活で最も身近な家庭動物である犬
および猫が、病原大腸菌、CPFX耐性大腸菌および CTX

耐性大腸菌を高率に保有していることが明らかとなった。
これらの菌の血清型および薬剤耐性の保有遺伝子の特徴
等から、家庭動物間で容易に薬剤耐性が伝播するだけでな
く、人と家庭動物の間でも伝播する可能性が示唆された。
人に対するレゼルボアとしての公衆衛生上の意義および
動物医療の現場における適正な抗生物質の選択のために
も、今後も家庭動物の薬剤耐性菌保有状況を監視する必要
があると思われた。 

 

５．まとめ 
 

1. 病原因子遺伝子保有大腸菌は 37検体（15.1%）38株が
分離された。astA陽性が 23検体 24株、eae陽性が 12

検体12株およびastA＋eae陽性が2検体2株であった。 
2. 薬剤耐性株は 175/295株（59.4%）が分離され、薬剤別
の耐性率は ABPC、SM、TC、Suおよび NAの順に高
く、42.0%、28.5%、27.8%、25.8%および 20.1%であ
った。 

3. CPFX耐性株は 55検体（23.9%）59株分離され、特に
O1:H6 および O25:H4 が多かった。QRDR における変
異は、O1:H6 は 3 点および 4 点変異の 3 パターン、
O25:H4は 1点および 4点変異の 2パターンで、4点変
異株が 12株であった。 

4. CTX 耐性の 30株のうち、CTX-M型 bla遺伝子保有大
腸菌は 24 株で、CTX-M-1G 保有 7 株、CTX-M-9G 保
有 13株および CTX-M-1G+CTX-M-9G保有 4株であっ
た。主要な血清型の O1:H6 および O1:HNM は、
CTX-M-14 と CTX-M-15 のどちらか、またはその両方
を保有していた。 

5. 家庭動物は、病原大腸菌、FQ耐性大腸菌および CTX-M

型 bla遺伝子保有大腸菌を高率に保有しており、人に対
するレゼルボアとしての役割を担う可能性が示唆され
た。 
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