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論文要旨 

抗菌薬に耐性を有する薬剤耐性菌の出現と蔓延の問題が、世界的な規模で進行している。水環境から検出

される薬剤耐性菌の起源は多岐に渡るとされているが、環境中に流入する排水の影響を考慮することの重要

性が指摘されている。しかしながら、環境を対象とした薬剤耐性菌については不明なことも多く、病院等の

医療機関に由来する排水を対象とした研究事例については、未だに知見が限られているのが現状である。そ

こで、本研究では医療機関における排水にオゾン処理を適応し、高度処理の有効性について評価を試みた。 

 

The emergence and spread of antimicrobial resistance (AMR) is an ongoing problem on a global scale. 

Although the origins of AMR detected in the aquatic environment have been reported to be diverse, the 

importance of considering the impact of wastewater has been highlighted. However, there is still limited 

knowledge about researches involving wastewater from medical facilities. This study applied ozone 

treatment to hospital wastewater and evaluate the effectiveness of advanced wastewater treatment. 
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１．はじめに 

近年、抗菌薬に耐性を有する薬剤耐性菌（以下薬剤耐性菌）の出現と蔓延の問題が、世界的な規模で進行

している。抗菌薬は人、畜産業、水産業、農業、愛玩動物など幅広い分野で用いられており、薬剤耐性菌が

直接的に人に感染する健康リスクにとどまらず、環境を経由して最終的に人に感染する間接的なリスクにつ

いても考慮することの重要性が指摘されている1,2)。英国政府の委託をうけたO'Neill委員会は、薬剤耐性菌

の蔓延に有効な対策が講じられない場合、薬剤耐性菌による世界での年間死亡者は2014年時点の70万人か

ら2050年には1,000万人となりがんによる死者を上回り（国際的に著名な医学学術雑誌として知られるThe 

Lancet（2021 年の Impact Factor：203）に掲載されている最新の報告によると、2019 年には127 万人に増

加しているとされる3)）、世界GDPへの経済損失は100兆ドルにのぼると推定している4)。薬剤耐性菌の問題

は各国が直面する課題となっており、WHO は各国に国家行動計画の策定を求めており 5)、日本においてもア

クションプランが制定され対策が進んでいる6)。 

これまでの研究により、病院等の医療機関に由来する排水中には、患者に由来する種々の微生物や、感染

症の治療に関連する抗菌薬が含まれていることが報告されている 7)。そのため、医療排水中に存在する薬剤

耐性菌や医薬品類の環境へのインパクトの評価を行うとともに、これらの環境汚染物質を削減又は低減可能

な処理法開発を模索していくことは、人や環境の健康を守ることにとどまらず、院内感染の低減や医療の質

の向上にも寄与出来る可能性があることが報告されつつある 8)。しかしながら、病院等の医療機関に由来す

る排水を対象とした研究事例については、世界的にみても知見が限られているのが現状である。そこで、本

研究では病院から公共下水道に放流される排水処理へのオゾンの応用について検討を試みた。 



２．実験方法 

２.１ 薬剤耐性菌 

研究対象とする薬剤耐性菌は、WHO が対策を求めている複数の抗菌薬に耐性を有する多剤薬剤耐性菌 5)の

うち、緊急度が高い又は動向に注意を要するとされているCarbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE), 

Extended-spectrum β-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae, Multi-drug-resistant Acinetobacter 

(MDRA), Multi-drug-resistant Pseudomonas aeruginosa (MDRP), Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA), Vancomycin-resistant Enterococcus (VRE)と、これらの耐性菌を構成する微生物種（Acinetobacter, 

Enterococcus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus）について検討を行った。 

 

２.２ 抗菌薬 

本研究では、2.1 で述べた薬剤耐性菌に対応する抗菌薬に加え、これまでに下水及び河川水中からの検出

例が国内外で多く報告されている代表的な抗菌薬と、国内での生産量や販売高及び未変化体での体外排泄割

合を基に医療現場で主に使用されていると考えられる抗菌薬 9)をあわせた 7 成分（ampicillin, cefdinir, 

ciprofloxacin, clarithromycin, levofloxacin, minocycline, vancomycin）を対象とした。 

 

２.３ オゾン処理実験 

オゾン処理による水試料中に存在する薬剤耐性菌への不活化効果の評価は、ラボスケールでの半回分水

処理装置を用いて行った。水試料は、反応槽の外部に設置されたウォータージャケット内に恒温水循環装置

を用いて水を循環させることで20℃に維持し、反応槽の下部からスターラーで溶液を撹枠させながら除去実

験を行った。処理条件については、国内の下水処理場でオゾン処理が導入されている施設における処理条件

や既報 10,11)を基に、オゾン濃度 6.5 mg/L で流速 0.3 L/min の注入率で行い、経時的に水試料を採取した。

また、オゾン処理に過酸化水素やUVを併用する系では、254 nmの UVランプ（照射強度2.8 mW/cm2）、過酸

化水素の添加濃度は5 mg/Lの条件で処理を行った8)。採取した水試料には、チオ硫酸ナトリウムの添加を行

った後、2.4の方法により水試料中に存在する薬剤耐性菌の解析を行った。 

 

２.４ 薬剤耐性菌の測定方法 

薬剤耐性菌及びその他の微生物の測定は、病院等の臨床現場において薬剤耐性菌の判別に用いられてお

り、排水や河川等の環境領域においても用いられている、抗菌薬を含有する、又は無添加による特定酵素

基質培地法を基にした方法12,13)により行った。培養条件については、既報13)を基に各々の寒天培地に検体

を塗抹した後37℃又は42℃の好気条件で24時間培養し、培養後発色基質との反応により呈色したコロニ

ー数を計測した。また、qPCR を用いた各種水試料中に存在する薬剤耐性遺伝子（blaIMP(CRE), blaTE 及び

blaCTX-M(ESBL)）の測定と、微生物の菌叢解析14)についてもあわせて行った。 

 

２.５ 抗菌薬の測定方法 

排水試料中の抗菌薬の測定は、既報をもとにガラス繊維ろ紙（GF/B：1 μm）で吸引ろ過し、Oasis HLB固相

抽出カートリッジに通水させて固相抽出を行った。固相抽出後、メタノール及びアセトンを用いて抗菌薬の

溶出を行い、窒素ガスで穏やかに濃縮乾固後、ギ酸・メタノール混合溶液に再溶解させ、UPLC-MS/MS（Waters）

を用いて測定を行った15)。 

 

３．結果および考察 

ラボスケールでの病院排水のオゾン処理実験における、薬剤耐性菌に対する経時的な不活化効果の推移を

まとめたものを図1に示す。対象とした全ての薬剤耐性菌に対してオゾン処理による不活化効果が確認された。 



不活化効果の速度は、各種薬剤耐性菌毎に異なる

傾向がみられたが、いずれの耐性菌についてもオ

ゾン処理により速やかに不活化され、処理開始か

ら 10 分後にはいずれの処理系においても薬剤耐

性菌の不活化率が95％以上となった。また、オゾ

ン単独による処理（O3）と比較して、過酸化水素

の添加を行う処理（O3/H2O2）では概ね同等の不活

化効果となる傾向がみられたが、UVを併用する系

（O3/UV, O3UV/H2O2）において不活化率が向上し、

処理開始から2 分後に不活化率が99％以上に達し

た。これらの結果は、病院排水の処理にオゾンをベ

ースとした処理が有効であることを示唆している。 

下水処理場の排水と比較して、不活化に必要な処理時間は長くなる傾向があるものの、ろ過や生物学的な前

処理を行わず、夾雑物が多く含まれる病院排水に直接的なオゾン処理を行うことが可能であることは、興味

深い知見であると考えられる。 

次に、上記したオゾン処理実験において、処理前

（0 分）と処理後（30 分）の水試料について薬剤

耐性遺伝子の解析を行った結果を図2に示す。得

られた結果より、オゾン処理を行うことで排水中

に存在する薬剤耐性遺伝子についても除去効果が

みられた。薬剤耐性遺伝子の除去において、除去率は

O3:19％、O3/H2O2:34％、O3/UV:91％、O3UV/H2O2:86％

と、薬剤耐性菌と同様にUVを併用する系において

処理効果の向上がみられた。さらに、次世代シー

ケンサーを用いた菌叢解析においても細菌種のク

ラスターが処理前と比較して約 40％～60％程度

に減少する傾向がみられ、処理に伴い多くの遺伝子 

の構造に変化が生じていると考えられた。詳細についてはさらなる検討を行う必要があると考えられるが、

微生物に対する消毒・不活化効果の有効性について検討を試みる上で、遺伝子を含めた除去の効果について、

高度処理を行うことで効果の高い処理が行うことが可能であることを示唆していると考えられる。 

病院排水中の抗菌薬へのオゾン処理による経時

的な除去効果の推移を図3に示す。オゾン単独の

処理（O3）では、処理後30分後に試料中から検出され

る成分（Vancomycin）がみられるが、O3/H2O2 処理

では処理開始から10分後に除去率が84％、O3/UV、

O3UV/H2O2処理では92％、94％と大部分の抗菌薬が

除去され、20分の処理で除去率が99％以上となっ

た。抗菌薬に対するオゾン処理の除去速度は、薬

剤耐性菌の不活加速度よりも若干小さくなる傾向

がみられることは、薬剤耐性菌と抗菌薬の両方に

ついて効果の高い処理を行う上で重要な知見であ

ると考えられる。 
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図 1 オゾン処理による薬剤耐性菌（合計）の

不活化の推移 

図3 オゾン処理による抗菌薬濃度（合計）の推移

図2 オゾン処理前後の医療排水中における

薬剤耐性遺伝子 



これらの結果は、医療排水にオゾン処理を応用することにより、薬剤耐性菌や抗菌薬について効果的な不

活化・除去を行うことが可能であることを示唆していると考えられる。本研究で得られた成果は、医療分野

においてもオゾン処理が環境への配慮対策として有効な取り組みの1つとなる可能性を示唆していると考え

られる。今後さらなる知見の収集を図るとともに、水環境中に流入する薬剤耐性菌や抗菌薬の環境リスク評

価に関する研究とあわせて、環境面から薬剤耐性菌への新たな対策戦略についても発展を試みていくことが

重要であると考えられる。 

 

４．まとめ 

本研究では、医療機関の排水を対象としてオゾン処理を応用し、薬剤耐性菌と抗菌薬への処理効果の評価を

行った。その結果、薬剤耐性菌と抗菌薬はオゾン処理を行うことで速やかに不活化又は除去される傾向にあり、

医療分野においてオゾン応用の有効性が示唆されることを明らかにした。 
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