
あ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

畜水産食品における薬剤耐性菌の 

出現実態調査（水産関連プロトコル作成） 

報告書  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

平成 28 年 12 月  

 

一般財団法人  東京顕微鏡院  

 

内 閣 府 食 品 安 全 委 員 会  

平成 28 年度食品安全確保総合調査  



 

 

目  次  

Ⅰ．調査の概要  .................................................................................................... 1 

Ⅱ．調査背景および目的  ...................................................................................... 3 

Ⅲ．有識者から構成される検討会の設置  ................................................................ 3 

Ⅳ．科学文献等及び情報の収集・整理  .................................................................. 4 

1.薬剤耐性菌の試験方法に関する文献等の収集  ............................................... 4 

1）調査対象  .................................................................................................. 4 

2）文献の収集  ............................................................................................... 4 

3）文献の収集結果  ....................................................................................... 5 

Ⅴ．試験調査プロトコル  ......................................................................................... 5 

1.サンプリング方法  ............................................................................................ 5 

1）試料採取施設について  .............................................................................. 5 

①施設の要件  ........................................................................................... 5 

②施設数  .................................................................................................. 5 

2）採取試料について  ..................................................................................... 5 

①試料の種類  ........................................................................................... 5 

②採材方法 ............................................................................................... 5 

③試料の輸送方法及び保管方法  ............................................................... 5 

④試料数  .................................................................................................. 6 

2.試料からの細菌の分離及び同定方法  ............................................................. 6 

1）対象菌種  .................................................................................................. 6 

2）分離方法及び同定方法  ............................................................................ 6 

①検査試料の調製（前処理）  ...................................................................... 7 

②対象菌の分離・同定方法  ....................................................................... 7 

3）分離菌株数  ............................................................................................. 18 

4）保管方法  ................................................................................................. 18 

3.薬剤感受性試験方法  ................................................................................... 19 

1）測定方法  ................................................................................................. 19 

2）抗菌性物質の調整方法  ............................................................................ 19 

3）培養方法  ................................................................................................. 22 

4）感受性及び耐性の判定方法  ..................................................................... 22 

5）精度管理の方法  ...................................................................................... 22 

6）MIC 分布、MIC50 及び MIC90 の作成方法  ................................................ 24 

7）ブレイクポイント  ......................................................................................... 25 

4.薬剤耐性菌の保存  ....................................................................................... 25 



 

 

5.施設に関する情報の管理方法  ....................................................................... 25 

Ⅵ．検討会における議論の概要  ............................................................................ 28 

1.検討会の議事録  ........................................................................................... 28 

2.サンプリングに関する意見  .............................................................................. 28 

3.プロトコルに関する意見  .................................................................................. 28 

4.薬剤感受性試験に関する意見  ...................................................................... 29 

5.その他の意見  ............................................................................................... 29 

Ⅶ．参考資料  ...................................................................................................... 40 

参考資料 1 ..................................................................................................... 40 

参考資料 2 ..................................................................................................... 46 

参考資料 3 ..................................................................................................... 47 

文献一覧  ........................................................................................................ 49 



1 

 

 

Ⅰ．調査の概要  

 

本調査では、平成 17 年度に作成した畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態

調査に関わるプロトコルについて、補完が必要とされた養殖魚及び水産食品について、

耐性菌の出現実態を把握するための対象細菌の設定等に関する基礎的な調査を実

施した。本調査を行うにあたり適切な科学文献及び情報を検討して、科学的かつ国際

的に調和したプロトコルを作成するために、5 名の外部有識者から構成される検討会を

設置するとともに、8 名の業務従事者からなるプロジェクトチームを編成した。調査期間

中に 3 回の検討会（平成 28 年 6 月、9 月、12 月）を開催し、試験方法等の収集や整

理方法及びプロトコルの内容について意見を聴取し、その内容を取りまとめることでプロ

トコルを作成した。  

 

①対象菌種  

これまでに養殖魚などの水産食品に関する薬剤耐性菌のサーベイランスはほとんど

実施されていないことから、対象菌種について検討した。その結果、海水養殖魚を対象

とする場合にはグラム陰性菌として Vibrio 属菌、グラム陽性菌として Lactococcus 

garvieae、内水面養殖魚を対象とする場合にはグラム陰性菌として Vibrio anguillarum、

大腸菌、グラム陽性菌として腸球菌を選択することとした。なお Vibrio 属菌に関しては

種類が多いことから、白糖の分解性 と耐塩性の生化学的性状から 4 菌種 （ V. 

parahaemolyticus、V. vulnificus、V. alginolyticus、V. anguillarum）とした。  

 

②試料  

対象試料については、養殖魚（体表、エラ、腸管など）及び環境試料（海水、生簀付

着物、底泥など）とした。採材の実施に当たっては複数の養殖場を対象とし、一つの生

簀から最低 3 検体（匹）を採取し、対象菌種の分離に供試するプロトコルとした。  

 

③分離方法  

Vibrio 属菌は、2％  NaCl 含有アルカリペプトン水で増菌培養し、TCBS 寒天培地で

分離培養後、確認試験を実施する方法とした。一方、Lactococcus garvieae は直接分

離法と増菌培養法を併用とするが、適切な選択分離培地が存在しないことから血液寒

天培地等の非選択分離培地で分離培養後、グラム染色と PCRにより同定する方法とし

た。大腸菌と腸球菌については既存の方法とした。また、分離する菌株数は既存の方

法と同様に、原則として 1 検体から 3 株とし、これらを薬剤感受性試験に供試することと

した。  
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④薬剤感受性試験  

承認されている水産用医薬品を対象とする、微量液体希釈培養法を採用した。  

 

検討会において、本報告書を取りまとめるための指導及び助言に留まらず、薬剤耐

性菌に関する食品健康影響評価に役立たせるために注意すべき事項として貴重な意

見が出されたので、検討会の議論の概要として併せてまとめた。  
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Ⅱ．調査背景および目的  

 

畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査について、平成 17 年度にプロトコ

ルが作成され、平成 18～20 年度及び平成 25～27 年度において、国産の牛、豚及び

鶏由来食品のサルモネラ、カンピロバクター、大腸菌及び腸球菌について薬剤耐性菌

の調査が実施された。これらの調査により得られたデータは、薬剤耐性菌に関する食品

健康影響評価のばく露評価において、薬剤耐性菌による食品の汚染状況についての

懸念を評価する際に使用されている。  

一方、水産食品については同プロトコルにおいて、養殖魚の生産量及び流通経路に

ついて実地調査・報告がなされたが、対象細菌の検出率、試料総数等更なる情報収

集が必要とされたため調査が実施されていない。このため、平成 28 年度においては、プ

ロトコルの補完が必要である養殖魚及び水産食品について、耐性菌の出現実態を把

握するための対象細菌の設定等に関する基礎的な調査を実施した。 

 

Ⅲ．有識者から構成される検討会の設置  

 

 本調査を行うにあたり適切な科学文献及び情報を検討して、科学的かつ国際的に調

和したプロトコルを作成するために、下記の有識者から構成される検討会を設置した。ま

た一般財団法人東京顕微鏡院内に 8 名の業務従事者からなるプロジェクトチームを編

成した。  

 

（1）有識者  

池  康嘉 （群馬大学名誉教授，食品安全委員会薬剤耐性菌 WG 専門参考人）  

舞田  正志 （東京海洋大学大学院教授，食品安全委員会動物用医薬品専門調査会専門委員）  

甲斐  明美 （元東京都健康安全研究センター微生物部長，  

食品安全委員会薬剤耐性菌 WG 専門委員）  

山下  伸也 （日本水産株式会社  中央研究所  所長）  

伊藤  暁 （マルハニチロ株式会社  増養殖事業部  部長）  

 

（2）オブザーバー  

大倉  尚子 （食品安全委員会事務局  評価第二課  課長補佐）  

高橋  周子 （食品安全委員会事務局  評価第二課  課長補佐）  

青山  葉子 （食品安全委員会事務局  評価第二課  評価専門官）  

比企  基高 （農林水産省  消費・安全局  畜水産安全管理課  係長）  

小澤  真名緒 （農林水産省  動物医薬品検査所  主任研究官）  
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（3）プロジェクトチーム  

伊藤  武 （東京顕微鏡院  名誉所長）  

難波  豊彦 （東京顕微鏡院  微生物検査部）  

本間  耕一 （東京顕微鏡院  理化学検査部・微生物検査部）  

臼井  文則 （東京顕微鏡院  食品安全サポート部）  

鄒  碧珍 （東京顕微鏡院  微生物検査部）  

和田  真太郎 （東京顕微鏡院  調査研究室・動物検査部）  

岡村  奈保子 （東京顕微鏡院  微生物検査部）  

森  哲也 （東京顕微鏡院  調査研究室・微生物検査部） 

 

検討会は、2016 年 6 月 15 日、2016 年 9 月 30 日、2016 年 12 月 7 日の合計 3 回

開催した。  

 

Ⅳ．科学文献等及び情報の収集・整理  

1.薬剤耐性菌の試験方法に関する文献等の収集  

1）調査対象  

養殖魚由来の細菌の検出及び薬剤感受性試験方法に関する文献を収集するにあ

たり、調査対象を以下のように設定した。  

a. 国内で生産される海面養殖魚、内水面養殖魚、及び養殖場等の生産環境を対象

とする。  

b. 薬剤耐性菌による汚染状況を試験するためのサンプリング方法  

c. 細菌の分離・同定方法  

d. 薬剤感受性試験方法  

e. 菌株の保存方法  

 

2）文献の収集  

文献の収集方法及び収集の範囲を次の a～d に示した。 

a. 検索に用いるデータベースとして、国立研究開発法人  科学技術振興機構の

J-STAGE や米国国立医学図書館  国立生物科学情報センターの PubMed などを

使用した。  

b. 検討委員、検討委員会事務局、当施設等所有の文献も対象とした。  

c. 原則として原著論文（短報を含む）及び総説を収集し、学会発表の抄録は必要に

応じ採用した。  

d. 国、団体等の公表資料を含めた。  
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3）文献の収集結果  

対象菌種の分離方法に関する文献 56 件、薬剤感受性試験方法に関する文献 39

件、各国の薬剤耐性菌サーベイランスに関する文献 70 件、その他 68 件を収集し、文

献一覧として報告書末尾に記載した。  

 

Ⅴ．試験調査プロトコル  

1.サンプリング方法  

試料の採取においては、「Ⅵ．検討会における議論の概要」の「2.サンプリングに関す

る意見」も参考に、下記に従い実施する。  

 

1）試料採取施設について  

①施設の要件  

市場等への輸送時のクロスコンタミネーションの影響を避けるため、養殖場での試料

採取を原則とする。  

 

②施設数  

 複数の養殖施設を対象とし、具体的な施設数は調査毎に設定する。 

 

2）採取試料について  

①試料の種類  

国産の海面養殖魚及び内水面養殖魚を対象とする。また生産環境試料として、海

水、生簀等への付着物、底泥等も対象とする。  

 

②採材方法  

試料が微生物によって汚染されないよう採取する。  

 

③試料の輸送方法及び保管方法  

採材した試料（養殖魚、生産環境試料）は、採取時の状態を可能な限り維持し、以

下の点を注意して運搬、保管する。  

○ 試料を入れる容器は、試料の種類、形状等を考慮した形状のもので、運搬、洗浄

および滅菌に便利なものを用いる。  

○ 試料の汚染、破損、損傷および取り違えが生じないように注意する。  

○ 8℃以下に保冷し（冷凍不可）、採取後可能な限り速やかに試験に供試する。  

○ 試料に関する情報（名称、産地等）、採取日、対象施設名等を記録する。  

 



6 

 

④試料数  

海面養殖魚、内水面養殖魚、及びその生産環境からの対象細菌（Vibrio 属菌、

Lactococcus garvieae、大腸菌、腸球菌）の検出に関する報告 1,2はあるものの、検出率

に関する報告は見当たらない。このため本プロトコルで作成した分離方法により、養殖

魚（ぶり）及びその生産環境（海水、生簀のフロート付着物）から対象細菌の分離を実

施した検証試験結果（参考資料 2）より、下記のように暫定的な試料数を算出した。  

平成 17 年度に作成されたプロトコルにおいて、薬剤感受性試験の供試菌株数は

100 株 以 上 必 要 であるとされている 。検 証 試 験 結 果 よ り 、 Vibrio 属 菌 （ Vibrio 

alginolyticus）は全ての養殖魚、生簀付着物、海水から分離されており 1 検体から 3 株

が分離されると仮定すると、各試料が 34 検体あれば 100 株以上（34 検体×3 株=102

株）が分離可能と算出される。  

 

2.試料からの細菌の分離及び同定方法  

1）対象菌種  

a. Vibrio 属菌  

Vibrio 属の中でも、 V. parahaemolyticus 、 V. vulnificus 、 V. alginolyticus 、 V. 

anguillarum を対象とした。  

b. Lactococcus garvieae 

c. 大腸菌  

d. 腸球菌  

 

2）分離方法及び同定方法  

対象菌種の分離・同定に関しては、国内で広く活用されている食品衛生検査指針

微生物編（2015 年）3、食品からの微生物標準試験法検討委員会で妥当性確認が行

われた NIHSJ（標準試験）法 4、米国 5、カナダ6、デンマーク7、ノルウェー8等の各国が薬

                                              
1  Kitano,  T.  et al . :  Fish Pathology,  10(2),  181 -185, 1976  
2  Neela FA et  al . :  The Journal of Microbiology,  45(1),  64 -68,  2007  
3  浅尾努ら :  食品衛生検査指針 (微生物編 ) ,  五十君靜信 ,  172-189, 189-200,  293-311,  (公社 )日

本食品衛生協会 ,東京 (2015) 
4  国立医薬品食品衛生研究所 :  食品からの微生物標準試験法 ,  

ht tp: //www.nihs.go.jp/fhm/mmef/i ndex.html  
5  National Antimicrobial  Resistance Monitoring  System Retai l  Meat Surveillance Laboratory 

Protocol ,ht tp:/ /www.fda.gov/downloads/AnimalVeterinary/SafetyHealth/AntimicrobialResistanc   

e/NationalAntimicrobialResistanceMonitoringSystem/UCM456343.pdf# search=%27NA

RMS+Retail+Meat+Isolat ion%27  
6  Public Health Agency of Canada : CIPARS 2013 –  Annual Report ,  

ht tp: //publicat ions.gc.ca/collect ions/collection_2015/aspc -phac/HP2-4-2013-1-eng.pdf  
7  DANMAP: DANMAP 2015,  

ht tp: //www.danmap.org/~/media/Projekt%20sit es/Danmap/DANMAP%20reports/  

DANMAP%20%202015/DANMAP%202015.ashx  
8  Norwegian Veterinary Inst itute :  NORM / NORM-VET 2013,  

ht tp: //vetinst .prod1.seeds.no/eng/content/download/14065/170822/fi le/  

NORM%20NORM-VET%  202013.pdf 
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剤耐性菌のサーベイランスで使用している分離法、さらに学術論文等で報告されている

分離法を参考とした。  

 

①検査試料の調製（前処理）  

a. 固形試料（養殖魚の腸管、体表、エラ、生簀付着物、底泥など）  

それぞれ 25 g を秤量し、供試する。稚魚等で 1 匹で 25 g を秤量することが困難な場

合には、複数を合わせたものを 1 検体として取り扱い、秤量する。  

Vibrio 属菌の分離では 2％  NaCl 含有アルカリペプトン（Alkaline Peptone Water,  

APW） 225 mL を加え、ストマッカー処理 1 分間したものを試料液とする。  

Lactococcus garvieae、大腸菌、腸球菌の分離では、緩衝ペプトン水 （Buffered 

Peptone Water, BPW）  225 mL を加え、ストマッカー処理 1 分間したものを試料液とす

る。 

 

b. 液体試料（海水、河川水など）  

それぞれ 1,000 mL を計量し、供試する。浮遊物等の存在により濃縮することが困難

な場合、フィルターを交換するなどして最低 200 mL 以上を濃縮する。  

フィルターは、水試料に適用可能な孔径 0.45 µm のメンブレンフィルターを用い、吸

引ろ過にて濃縮したもの（フィルター）を試料とする。  

 

②対象菌の分離・同定方法  

a. Vibrio 属菌  

国産の水産食品（養殖魚）が対象となることから、海水などの水環境中に多く存在す

る常在細菌である Vibrio 属をグラム陰性菌の対象菌種として設定した。しかし、Vibrio

属には 100 以上の種が存在することから、分離された全ての Vibrio 属菌について菌種

を確実に同定する検査法の確立や調査は現実的でないとの意見が検討会で出された

ことから、本プロトコルでは一定の生化学的性状で同定する方法を定めた。  

Vibrio 属菌の分離・同定法を図 1 に示した。すなわち、各試料を 30±1℃、24±2 時

間増菌培養後、増菌培養液の 1 白金耳量を TCBS 寒天培地等に画線分離し、30±

1℃、24±2 時間培養する。分離寒天培地上で白糖分解を疑う集落と、白糖非分解を

疑う集落について、図 1 に示す各種生化学的性状試験を実施し、表 1 に示した性状を

示したものを、V. parahaemolyticus、V. vulnificus、V. alginolyticus、V. anguillarum と

する。  
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乳剤の調製

検体 25 g

+ 2%NaCl含有APW 225 mL

増菌培養

30±1℃，24±2時間

分離培養

TCBS寒天培地等*1

30±1℃，24±2時間

図1 ビブリオ属の分離方法

生化学的性状試験

菌株の凍結保存（薬剤感受性試験には3株を供試する）

2%NaCl含有TSI

2%NaCl含有LIM

2%NaCl含有NA（オキシダーゼ試験）
耐塩性（NaCl濃度0%、8%ペプトン水）

ろ過濃縮液の調製

検体 1,000 mL

メンブレンフィルター（0.45µm）にて濃縮

フィルターを2%NaCl含有APW 10 mL

に入れ，ミキサーにかけて菌を振りだす

ストマッカー処理1分間

白糖分解

V. alginolyticus

V. anguillarum

白糖非分解

V. parahaemolyticus

V. vulnificus

白糖分解/非分解で
の対象菌は左記の
通り

*1 使用する分離培地は、調査目的により適宜最適なものを選択する

固形試料（腸管内容物，体表，エラ，
フロート等への付着物，泥など） 液体試料（海水，河川水など）

（1,000 mL濃縮できない場合、最低200 mL以上）
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生化学的性状

菌種

TSI

寒天培地*

LIM

培地*

NA

寒
天
培
地*

耐塩性
試験
（発育）

乳
糖
・白
糖
分
解
（斜
面
）

ブ
ド
ウ
糖
分
解
（高
層
）

ガ
ス
産
生

硫
化
水
素
産
生

リ
ジ
ン
脱
炭
酸

イ
ン
ド
ー
ル
産
生

運
動
性

オ
キ
シ
ダ
ー
ゼ

塩
化
ナ
ト
リ
ウ
ム
0
％

塩
化
ナ
ト
リ
ウ
ム
8
％

V. parahaemolyticus - + - - + + +

+

- +

V. vulnificus - + - - + + + - -

V. alginolyticus + + - - + + + - +

V. anguillarum + + - - - +/- + - -

表1 対象菌の生化学的性状

* 2％NaCl含有
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b. Lactococcus garvieae 

国産の水産食品（養殖魚）が対象となることから、海水環境中に存在すると考えられ

る Lactococcus garvieae をグラム陽性菌の対象菌種として設定した。Lactococcus 

garvieae はブリ類由来連鎖球菌症の原因菌であり、病巣からの分離には非選択の寒

天培地が使用される。本調査では健康魚が対象となるが、検出率や汚染菌量等に関

する情報がなく、適切な選択増菌培地や選択分離培地は開発されていない。このため

論文情報等をもとに、魚病の検査で使用される分離培地をプロトコルに採用した。  

Lactococcus garvieae の分離・同定法を図 2 に示した。すなわち、各試料を直接分

離培養として Lactococcus garvieae が分離可能な寒天培地に画線分離し、30±1℃、

24±2 時間（使用する培地の種類に応じて培養時間は変更）培養する。一方、増菌培

養として試料液を、30±1℃、24±2 時間培養後、寒天培地に画線分離し、30±1℃、

24±2 時間（使用する培地の種類に応じて培養時間は変更）培養する。それぞれの分

離寒天培地上で Lactococcus garvieae を疑う集落については、グラム染色でグラム陽

性球菌であることを確認し、PCR にて菌種同定する。  
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直接分離培養

2%NaCl含有MHA

0.5-3%NaCl含有BHI寒天培地

1%YeastExtract加5%SheepBloodAgar

LG Agar*2

Mitis-Salivalius Agar (MSA) *3 等*4

30±1℃，24±2時間

（使用培地の種類に応じ変更）

乳剤の調製

検体 25 g + BPW 100 mL

増菌培養

30±1℃，24±2時間

分離培養

直接分離培養と同様の培地

30±1℃，24±2時間

（使用培地の種類に応じ変更）

図2 Lactococcus garvieaeの分離方法

疑わしい集落3-4集落（直接培養：1-2コロニー、増菌培養：1-2コロニー）

生化学的性状試験

菌株の凍結保存（薬剤感受性試験には3株を供試する）

グラム染色、菌種同定（PCR*5）

ろ過濃縮

検体 1,000 mL

メンブレンフィルター（0.45µm）にて濃縮

フィルターをBPW 10 mLに入れ，ミキ

サーにかけて菌を振りだす*1

ストマッカー処理1分間

*1 一部を直接分離培養用に供試し、残りはそのまま増菌培養に供試する
*2 C-I Chang et al.: J. Fish Dis., 37, 719-728, 2014
*3使用する分離培地は、調査目的により適宜最適なものを選択する
*4福田ら：大分水研事業報告，77-79，2010
*5 Zlotkin, A. et al.: J. Clin. Microbiol., 36, 983-985, 1998

固形試料（腸管内容物，体表，エラ，
フロート等への付着物，泥など） 液体試料（海水など）

（1,000 mL濃縮できない場合、最低200 mL以上）
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c. 大腸菌  

 大腸菌については平成 17 年度にプロトコルが作成され、これまでの実態調査で改良

されてきた方法があるため、その方法に従う。  

大腸菌の分離・同定方法を図 3 に示した。すなわち、各試料を直接分離培養として

大腸菌の選択分離培地であるクロモアガーECC 培地等に画線分離し、36±1℃、24±

2 時間培養する。一方、増菌培養として大腸菌の増菌培地である EC 培地（3 倍濃度、

5 mL）に試料液 10 mL を加え、36±1℃、24±2 時間培養後、クロモアガーオリエンタシ

オン/ESBL 分画培地等に画線分離し、36±1℃、24±2 時間培養する。それぞれの分

離寒天培地上で大腸菌を疑う集落については、図 3 に示す各種生化学的性状試験を

実施し、表 2 に示した性状を示したものを大腸菌とする。  
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固形試料（腸管内容物，体表，エラ，
フロート等への付着物，泥など）

直接分離培養

クロモアガーECC培地等*2

36±1℃，24±2時間

乳剤の調製

検体 25 g + BPW 100 mL

増菌培養

×3EC培地5mL +乳剤10mL

36±1℃，24±2時間

分離培養

クロモアガーオリエンタシオン

/ ESBL分画培地等*2

36±1℃，24±2時間

図3 大腸菌の分離方法

疑わしい集落3-4集落（直接培養：1-2コロニー、増菌培養：1-2コロニー）

生化学的性状試験

菌株の凍結保存（薬剤感受性試験には3株を供試する）

TSI寒天培地，LIM培地，尿素培地，VP半流動培地，SC培地，
NA（オキシダーゼ試験），血清型別（必要に応じて実施）

液体試料（海水，河川水など）

ろ過濃縮

検体 1,000 mL

メンブレンフィルター（0.45µm）にて濃縮

フィルターをEC 10 mLに入れ，ミキサー

にかけて菌を振りだす*1

ストマッカー処理1分間

*1 一部を直接分離培養用に供試し、残りはそのまま増菌培養に供試する
*2使用する分離培地は、調査目的により適宜最適なものを選択する

（1,000 mL濃縮できない場合、最低200 mL以上）
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TSI

寒天培地
LIM

培地
尿素
培地

VP

半流
動培
地

SC

寒天
培地

NA

寒天
培地

乳
糖
・白
糖
分
解
（斜
面
）

ブ
ド
ウ
糖
分
解
（高
層
）

ガ
ス
産
生

硫
化
水
素
産
生

リ
ジ
ン
脱
炭
酸

イ
ン
ド
ー
ル
産
生

運
動
性

尿
素
分
解

VP

反応

ク
エ
ン
酸
利
用

オ
キ
シ
ダ
ー
ゼ

+ + +/- - + + + - - - -

表2 大腸菌の生化学的性状
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d. 腸球菌  

 腸球菌については平成 17 年度にプロトコルが作成され、これまでの実態調査で改良

されてきた方法があるため、その方法に従う。なお対象とする腸球菌は、Enterococcus 

faecalis および E. faecium の 2 菌種とする。  

腸球菌の分離・同定方法を図 4 に示した。すなわち、各試料を直接分離培養として

腸球菌の選択分離培地である EF 寒天培地等に画線分離し、36±1℃、48±3 時間培養

する。一方、増菌培養として腸球菌の増菌培地である Enterococcosel 培地（3 倍濃度、

5 mL）に試料液 10 mL を加え、36±1℃、24±2 時間培養後、EF 寒天培地等に画線分

離し、36±1℃、48±3 時間培養する。それぞれの分離寒天培地上で腸球菌を疑う集落

については、図 4 に示す各種生化学的性状試験を実施し、表 3 に示した性状を示した

ものを腸球菌とする。  
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直接分離培養

EF寒天培地等*2

36±1℃，48±3時間

増菌培養

×3Enterococcosel培地5mL

+乳剤10mL36±1℃，24±2時間

分離培養

EF寒天培地等*2 48±3時間

36±1℃，24±2時間

図4 腸球菌の分離方法

疑わしい集落3-4集落（直接培養：1-2コロニー、増菌培養：1-2コロニー）

生化学的性状試験

菌株の凍結保存（薬剤感受性試験には3株を供試する）

45℃発育
6.5%NaCl耐性
菌種同定（PCR）

クロモアガーVREスクリーン培地 等*2

固形試料（腸管内容物，体表，エラ，
フロート等への付着物，泥など）

乳剤の調製

検体 25 g + BPW 100 mL

液体試料（海水，河川水など）

ろ過濃縮

検体 1,000 mL

メンブレンフィルター（0.45µm）にて濃縮

フィルターをEnterococcosel 10 mLに入
れ，ミキサーにかけて菌を振りだす*1

*1 一部を直接分離培養用に供試し、残りはそのまま増菌培養に供試する
*2使用する分離培地は、調査目的により適宜最適なものを選択する

ストマッカー処理1分間
（1,000 mL濃縮できない場合、最低200 mL以上）
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発育試験

45℃
6.5%

塩化ナトリウム

+ +

表3 腸球菌の生化学的性状
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3）分離菌株数  

薬剤感受性試験に供試する菌株は、原則として同一検体から検出された 3 菌株とす

る。ただし、検査法として直接分離培養と増菌培養を併用しており、個々の細菌や病原

菌により供試すべき菌株の選択には下記に示すように考慮が必要である。  

 

a. Vibrio 属菌  

表 1 に示した生化学的性状試験で分類した Vibrio 属菌 3 菌株とする。生化学的性

状が異なる菌株が分離された場合には、それぞれの性状を示すものを各 3 菌株とする。  

 

b. Lactococcus garvieae  

直接分離培養から検出された 2 菌株、増菌培養から検出された 1 菌株の計 3 菌株と

する。ただし、直接分離培養が陰性で、増菌培養のみ陽性の場合は、増菌培養から検

出された 3 菌株とする。  

 

c. 大腸菌  

直接分離培養から検出された 2 菌株、増菌培養から検出された 1 菌株の計 3 菌株と

する。ただし、直接分離培養が陰性で、増菌培養のみ陽性の場合は、増菌培養から検

出された 3 菌株とする。  

 

d. 腸球菌  

直接分離培養から検出された 2 菌株、増菌培養から検出された 1 菌株の計 3 菌株と

する。ただし、直接分離培養が陰性で、増菌培養のみ陽性の場合は、増菌培養から検

出された 3 菌株とする。  

 

4）保管方法  

上記方法により分離され薬剤感受性試験に供試する菌株は、プラスミドなどが脱落

しない方法で保存しなければならない。Lactococcus garvieae、大腸菌、腸球菌の各菌

株についてはカシトン半流動培地、Vibrio 属菌は 1%NaCl 添加カシトン半流動培地に

保存する。乾燥を防ぐためにゴム栓、キャップ等で密栓し、冷暗所に保存し、速やかに

薬剤感受性試験に供試する。また長期保存には、10～20%濃度のグリセリンやスキムミ

ルク（Vibrio 属菌では 3%NaCl 含有 10%スキムミルク9）、菌株保存用バイヤル（マイクロ

バンクなど）を利用して、ディープフリーザー（ -80℃）で保存する。  

 

                                              
9  森本洋ら：道衛研所報  Rep.  Hokkaido Inst .  Pub.  Health, 63, 65-67,  2013 
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3.薬剤感受性試験方法  

1）測定方法  

薬剤耐性菌サーベイランス事業が世界各国で注目され、MIC（最小発育阻止濃度）

の相互比較が極めて重要であることから MIC の測定法の統一化が求められている。国

内の健康動物由来食品媒介性病原細菌及び指標細菌の薬剤耐性調査 （JVARM；

Japanese Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring System，動物由来薬剤耐

性菌モニタリング）で採用されている方法は、CLSI（米国臨床検査標準協会）の提唱す

る寒天平板希釈培養法や微量液体希釈培養法に準拠した方法である。また水産養殖

分野における野外流行株の薬剤耐性調査として、平成 27 年に「ブリ類由来連鎖球菌

症及び類結節症原因菌並びに水産養殖環境由来腸炎ビブリオの薬剤感受性」が公

表されているが、薬剤感受性試験方法としては過去の調査事業に合わせる形で寒天

平板希釈培養法が採用されている。  

本プロトコルでは、農林水産省の調査 10で平成 22 年以降は微量液体希釈培養法が

採用されていること、CLSI の水生動物由来細菌の薬剤感受性試験方法として微量液

体希釈培養法 11とディスク法 12が提唱されていること、国際的に微量液体希釈培養法が

受け入れられていることを考慮し、微量液体希釈培養法を採用する。  

 

2）抗菌性物質の調整方法  

a. 対象薬剤  

薬剤感受性試験で対象とする薬剤は、表 4 に示す国内で水産用医薬品として承認

されている抗生物質及び合成抗菌剤とする。なお対象魚、適応症、対象医薬品の組

合せを考慮したプロトコルも想定されるが、汎用性を考慮して薬剤の系統毎に代表とな

る 1 薬剤を対象とする。  

また薬剤の濃度範囲は、水産養殖分野における野外流行株の薬剤耐性調査で報

告 13されている MIC 分布を踏まえ暫定的に設定したが、実態調査における MIC 分布や

プレート調製時の薬剤の溶解状況等を踏まえて見直す必要がある。  

                                              
10  農林水産省：A Report  on the Japanese Veterinary Antimicrobial  Resistance Monitoring 

System-2008 to 2011-:  National Veterinary Assay Laboratory,  Ministry of Agriculture,  Forestry 

and Fisheries;  2013  
11  CLSI:  Methods for Broth Dilution Su sceptibi li ty Test ing of Bacteria Isolated From Aquatic 

Animals;  Approved Guideline-Second Edit ion. CLSI document VET04-A2. Wayne, PA: Clinical 

and Laboratory Standards Inst i tute; 2014  
12

 CLSI: Methods for Antimicrobial Disk Susceptibility Testing of Bacteri a Isolated 

From Aquatic Animals; Approved Guideline. CLSI document VET03-A. Wayne,  PA: 

Clinical  and Laboratory Standards Insti tute;  2014  
13  農林水産省：ブリ類由来連鎖球菌症及び類結節症原因菌並びに水産養殖環境由来腸炎ビブ

リオの薬剤感受性；2015  
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表4　調査対象薬剤

系統 薬剤 濃度範囲（µg/mL）

テトラサイクリン系 オキシテトラサイクリン 0.125 - 256

ペニシリン系 アンピシリン 0.125 - 256

マクロライド系 エリスロマイシン 0.125 - 256

リンコマイシン系 リンコマイシン 0.125 - 256

その他の抗生物質 ビコザマイシン 0.125 - 256

ホスホマイシン 0.125 - 256

キノロン系 オキソリン酸 0.125 - 64

サルファ剤 スルファモノメトキシン 0.125 - 256

フェニコール系 フロルフェニコール 0.125 - 16

 

 

b. 標準品の保存  

薬剤は吸湿を防止するためにデシケーターに入れ -20℃以下で保存する。秤量時も

吸湿を避けるために相対湿度が 45％以下の環境で行う。  

 

c. 薬剤の溶解と濃度の調整  

原則として滅菌蒸留水を用いて溶解するが、水に不溶性の薬剤は表 5 に示すように

メタノールやエタノール、水酸化ナトリウムなどで溶解後、滅菌蒸留水等で希釈する。溶

解に必要な溶媒の量は、下記の計算式により計算する。  
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表5　試験試薬の溶解に使用する溶媒と希釈液

薬剤 溶媒 希釈液

オキシテトラサイクリン 100%メタノール 蒸留水

アンピシリン リン酸緩衝液，pH 8.0，0.1 mol/L リン酸緩衝液，pH 6.0，0.1 mol/L

エリスロマイシン 95%エタノール　または　氷酢酸 蒸留水

リンコマイシン 蒸留水 蒸留水

オキソリン酸 下記1）参照 蒸留水

スルファモノメトキシン 下記2）参照 蒸留水

フロルフェニコール 95%エタノール 蒸留水

1） 蒸留水1/2容量を加えた後、1 mol/L NaOHを溶解するまで滴下し、蒸留水でメスアアップする。

2） 熱い蒸留水1/2容量を加えた後、2.5 mol/L NaOHを溶解するまで滴下し、蒸留水でメスアップする。

 

 

溶媒量（mL）＝秤量（mg）×力価（µg/mg）÷濃度（µg/mL）  

 

薬剤の希釈は滅菌蒸留水等により表 6 に示すように、2 段階希釈液を調整する。  

表6　微量液体希釈法のための希釈例

段階
濃度
（µg/mL）

供試段階
容量
（mL）

+ CAMHB

（mL）

最終薬剤濃度
（µg/mL）

Log2

1 5,120 保存原液 1 9 512 9

2 512 段階1 1 1 256 8

3 512 段階1 1 3 128 7

4 512 段階1 1 7 64 6

5 64 段階4 1 1 32 5

6 64 段階4 1 3 16 4

7 64 段階4 1 7 8 3

8 8 段階7 1 1 4 2

9 8 段階7 1 3 2 1

10 8 段階7 1 7 1 0

11 1 段階10 1 1 0.5 -1

12 1 段階10 1 3 0.25 -2

13 1 段階10 1 7 0.125 -3

CAMHB，cation-adjusted Mueller-Hinton broth

 

 

d. 薬剤含有感受性測定用液体培地の調製  

表 6 に例示した方法などにより、薬剤原液を 512、256、128、・・・0.25、0.125 µg/mL

となるように CAMHB で希釈し、薬剤含有感受性測定用液体培地を作製する。この液

体培地をマイクロプレートの 1ウエルあたり 0.1 mL分注する。薬剤感受性測定用培地は
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検査当日に作製する。市販の薬剤感受性測定用プレートを使用することも可能である

が、下記 5）に示す精度管理を実施すること。  

 

3）培養方法  

a. 接種用菌液の調製  

MHB で McFarland 標準液の No. 0.5 の濁度まで増菌、あるいは寒天平板培地の新

鮮培養菌を用いてMcFarland標準液の No. 0.5の濁度に調整する（1–2×10
8
 CFU/mL）。

なお、分光光度計で A625  0.08-0.13、濁度計で 30-70 NTUs でも調整可能である。 

調整した菌液は、いずれの場合も CAMHB で 10 倍希釈し、接種用菌液とする

（1–2×10
7
 CFU/mL）。  

 

b. 薬剤感受性試験用液体培地への接種  

マイクロプレートに分注した 0.1 mL の試験用液体培地当たり、接種用菌液を 0.005 

mL（5 µL）接種する。これにより、各ウェルの最終菌濃度が約 5×10
4
 CFU となる。  

なお Lactococcus garvieae を試験する場合には、馬溶血液を最終濃度が 2.5％から

5％（v/v）となるように添加する。  

 

c. 培養  

菌接種後、Vibrio 属菌については 28℃で 24-28 時間、Lactococcus garvieae につい

ては 22℃で 44-48 時間、大腸菌、腸球菌については 35℃で 16-20 時間培養する。  

 

4）感受性及び耐性の判定方法  

接種菌の薬剤含有培地での発育を対照培地での発育と比較し、肉眼的に見て発

育 が完 全 に阻 止 された最 小 濃 度 を最 小 発 育 阻 止 濃 度 （ Minimum Inhibitory 

Concentration: MIC）とする。  

 

5）精度管理の方法  

薬剤感受性試験は使用培地、培地の量、接種菌量、菌の培養状態、培養温度及

び培養時間によって影響されるので、常に一定条件を守る必要がある。さらに測定した

MIC を共有、比較するためには MIC の精度管理が極めて重要となることから、CLSI の

ドキュメント 14で示された下記の菌株により、その精度と正確性を確保しなければならな

い。 

 

22℃±2℃、44-48 時間の場合  

                                              
14  CLSI:  Methods for Broth Dilution Susceptibi li ty Test ing of Ba cteria Isolated From Aquatic 

Animals;  Approved Guideline-Second Edit ion. CLSI document VET04-A2. Wayne, PA: Clinical 

and Laboratory Standards Inst i tute; 2014  
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28℃±2℃、24-28 時間の場合  

Escherichia coli  ATCC 25922 

Aeromonas salmonicida  subsp. salmonicida  ATCC 33658 

 

35℃±2℃、16-20 時間の場合  

Staphylococcus aureus  ATCC 29213 

Enterococcus faecalis  ATCC 29212 

Escherichia coli  ATCC 25922 

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 

Streptococcus pneumoniae  ATCC 49619 

 

MIC の精度管理限界値（MIC 範囲）は、CLSI の規定に従う。  

表7　微量液体希釈法による精度管理限界値（µg/mL）（22±2℃，44-48時間）

薬剤
Escherichia coli

ATCC 25922

Aeromonas salmonicida

subsp. salmonicida

ATCC 33658

オキシテトラサイクリン 0.5 - 2 0.12 - 1

アンピシリン 4 - 16 0.25 - 1

エリスロマイシン - 4 - 32

リンコマイシン - -

オキソリン酸 0.06 - 0.25 0.008 - 0.03

スルファモノメトキシン - -

フロルフェニコール 4 - 16 0.5 - 2

 



24 

 

表8　微量液体希釈法による精度管理限界値（µg/mL）（28±2℃，24-28時間）

薬剤
Escherichia coli

ATCC 25922

Aeromonas salmonicida

subsp. salmonicida

ATCC 33658

オキシテトラサイクリン 0.5 - 2 0.12 - 1

アンピシリン 2 - 16 0.12 - 1

エリスロマイシン - 4 - 32

リンコマイシン - -

オキソリン酸 0.06 - 0.25 0.008 - 0.03

スルファモノメトキシン - -

フロルフェニコール 4 - 16 0.5 - 2

 

表9　微量液体希釈法による精度管理限界値（µg/mL）（35±2℃，16-20時間）

薬剤
Staphylococcus aureus

ATCC 29213

Enterococcus faecalis

ATCC 29212

Escherichia coli

ATCC 25922

Streptococcus pneumoniae

ATCC 49619
1）

オキシテトラサイクリン - - 0.5 - 4 -

アンピシリン 0.5 - 2 0.5 - 2 2 - 8 0.06 - 0.25

エリスロマイシン 0.25 - 1 1 - 4 - 0.03 - 0.12

リンコマイシン - - - -

オキソリン酸 - - 0.06 - 0.25 -

スルファモノメトキシン - - - -

フロルフェニコール 2 - 8 2 - 8 2 - 8 1 - 4

1） 2.5%～5.0％の馬溶血血液を添加した場合にのみ適用する

 

 

6）MIC 分布、MIC50 及び MIC90 の作成方法  

得られた成績から検体種、菌種毎に、供試薬剤に対する MIC 分布、Range、耐性菌

株数、耐性率、MIC50、MIC90 を記載する。記載例を表 10、表 11 に示す。  

 

表10　Lactococcus garvieaeの薬剤感受性試験結果：MIC分布（記載例）

≤0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 >512

オキシテトラサイクリン 65 74 134 87 24 18 13 33 25 34 6 0 0 0

エリスロマイシン 260 124 9 0 5 1 12 3 3 0 4 27 36 29

リンコマイシン 9 30 20 8 2 1 2 59 173 81 14 46 27 41

フロルフェニコール 0 0 0 107 353 52 1 0 0 0 0 0 0 0

菌株数：MIC （µg/mL）

513

薬剤 供試菌株数
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表11　Lactococcus garvieaeの薬剤感受性試験結果（記載例）

オキシテトラサイクリン ≤0.125 - 128 0.5 32 111 21.6 8

エリスロマイシン ≤0.125 - >512 ≤0.125 512 114 22.2 8

リンコマイシン ≤0.125 - >512 32 512 444 86.5 4

フロルフェニコール 1 - 8 2 4 - - -

513

薬剤
耐性率
（%）

耐性菌株数
ブレイクポイント
（µg/mL）

供試菌株数
MIC90

（µg/mL）

MIC50

（µg/mL）

Range

（µg/mL）

 

7）ブレイクポイント  

ブレイクポイント（耐性限界値）は、農林水産省が実施している水産養殖分野におけ

る野外流行株の薬剤耐性調査 15で暫定的に設定された値を参考とする。ブレイクポイン

トが設定されていない薬剤については MIC 分布を確認し、二峰性分布を示した場合、

感受性と耐性のピークの中間点をブレイクポイントとして設定する。  

なおブレイクポイントは今後の研究等の進展により明確となったものは、それらの報告

に従う。また CLSI 等にブレイクポイントがある場合は、参考値として記載する。  

 

4.薬剤耐性菌の保存  

分離菌株の保管方法に従い、ディープフリーザー（ -80℃）に保存する。  

 

5.施設に関する情報の管理方法  

検体の入手先、名称、数量、検査成績などを電子媒体あるいはプリントアウトした書

類等で保存する場合、情報管理規定を定め、情報の機密保持と漏洩防止を図る。以

下、管理規定のモデルを示したので、参考とする。  

                                              
15  農林水産省：ブリ類由来連鎖球菌症及び類結節症原因菌並びに水産養殖環境由来腸炎ビブ

リオの薬剤感受性；2015 
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規定番号 
情 報 管 理 規 定モデル  

 

第１条（目的） 

 本規定は、「畜水産物における薬剤耐性菌の出現実態調査」（以下実態調査）における情報管理 

に関する事項を定める。 

第２条（定義） 

(１)〇〇情報とは、〇〇〇の所有する情報であって、経営情報、顧客情報、営業関連情報、情報システム

情報、及びその他財団経営上の必要な全ての情報をいう。 

(２)機密情報とは、企業の財産、営業、業務執行に重大な影響を及ぼす､機密性の高い文書をいう。 

(３)〇〇〇ネットワークとは、LAN及び電話回線で結ばれたサーバーとパソコンの集合体をいう。 

第３条（情報の漏洩禁止） 

 職員は、財団の情報セキュリティを確保するため、〇〇〇情報を業務以外の目的で使用したり、第三者

に漏洩したり、無断で使用または院外に持ち出したりしてはならない。 

２ 退職後も、在職中に知り得た社内情報を第三者に漏洩したり、無断で使用したりしてはなら

ない。 

３ また、次の事項を守らなければならない。 

(１)〇〇〇情報を複製する場合は、複製の目的などを申告し管理責任者の許可を得て、機密保護に注意し

て実施すること。許可なく院外に持ち出さないこと。 

(２)プリントアウトした〇〇情報については、機密保護に注意し、定められた方法により保管すること。 

第４条（機密情報の管理） 

 機密情報の院外漏洩などによる、企業経営に与える影響が甚大であることから、機密情報の不正利用、

外部漏洩、及びプライバシー侵害などを防止するため、特に厳重な管理を行なわなければならない。 

(１)機密文書の機密度に応じて、発送、受付、整理、保管、保存及び廃棄の作業に、管理者が立ち会うな

ど、機密保持に特別に注意しなければならない。 

(２)機密情報を削除する場合、または社内情報が含まれる帳票等を廃棄する場合は、作業担当者及び処理

内容を記録し、記録媒体の初期化など情報を復元できないような処理を実施し、不正防止及び機密保護の

対策を講じた上で、削除または廃棄しなければならない。 

 

制定：平成 年 月 日 見直期限：平成 年 月 日 
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規定番号 
情 報 管 理 規 定モデル続き  

 

第５条（ネットワークの安全性確保） 

 職員は、所内ネットワークの安全性確保のため、次の事項を守らなければならない。 

(１)〇〇〇所有の機器を使い、許可なく業務以外の目的で、電子メールなどの通信を送受信しないこと。 

(２)〇〇〇所有の機器を使い、許可なく業務以外の目的で、インターネットのアクセス、ダウンロード、

取引などを行なわないこと。 

(３)各自に供用されているパソコンに対して、情報システム部の許可なくソフトウェアを導入しないこと。 

(４)各自に供用されているパソコンに対して、違法コピーのソフトウェアを導入しないこと。 

(５)各自に供用されているパソコンに対して、〇〇〇の許可なくモデムなど増設してインターネットへの

接続を行なったり、外部からのアクセスを可能とする仕組みを構築するなど、機器の増設や改造を行なわ

ないこと。 

(６)不正アクセスを防止するため厳格にパスワードの管理を行なうこと。 

(７)コンピュータウイルスに感染することを防止するために、常に必要な対策を実施すること。 

(８)突発的な停電及び情報セキュリティが侵害された場合、連絡体制、証拠保全、被害拡大の防止、復旧

などの必要な措置を規定した緊急時対応計画に沿って、対応すること。 

(９)情報セキュリティに関する事故や、情報システム上の欠陥、所内ネットワークの安全性を阻害する恐

れのある状況などを発見した場合は、独自にその事故または欠陥などの解決を図らずに、速やかに管理責

任者に報告し、処理方法などについてその判断・指示を仰ぐこと。 

 

付 則 

１．本規定の改正は、    が立案し、所長が承認・決裁をもって確定する。 

２．本規定は、平成  年 月 日より実施する。 

 

制定：平成 年 月 日 見直期限：平成 年 月 日 
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Ⅵ．検討会における議論の概要  

本調査は、調査の方法、収集したデータの解析及び考察等を外部有識者からなる

検討会に諮りながら実施した。3 回開催した検討会において、本報告書を取りまとめる

ための指導及び助言に留まらず、薬剤耐性菌に関する食品健康影響評価に役立たせ

るために注意すべき事項として貴重な意見が出されたので、以下に列記する。  

 

1.検討会の議事録  

2016 年 6 月 15 日（第 1 回）、2016 年 9 月 30 日（第 2 回）、2016 年 12 月 7 日（第

3 回）の合計 3 回開催した検討会の議事録は、報告書末尾に記載した。  

 

2.サンプリングに関する意見  

○ クロスコンタミネーションを防ぐため、養殖場での採材が良い。 

○ 稚魚期に薬剤投与を行うことが多いため、調査対象となる魚は稚魚期のものが良

い。 

○ 低温下では細菌の汚染が少なく、菌が検出されない可能性を考慮する必要があ

る。 

○ 養殖魚の可食部から菌が検出されることは無いが、内臓や体表からは検出される。  

○ 養殖魚のエラには様々な菌が存在する。  

○ 養殖場の海水、または海底の泥に魚の糞や細菌が沈殿、濃縮していると考えられ

る。 

○ 養殖場の海底には魚の糞も堆積することから調査対象物としては意義はある。  

○ 生簀のフロートなどへの付着物も、調査対象として有用かつ採取容易と考えられ

る。 

○ 残留抗生物質の結果を見ると、同じ生簀に飼育されている魚も個体差が大きい。  

○ 1 つの生簀につき最低 3 検体というのも調査手法として間違いではない。  

 

3.プロトコルに関する意見  

○ 魚の腸内細菌は常在菌というものはなく、周囲の環境水中の細菌叢の影響を受け

た菌叢を形成する。  

○ Vibrio 属は病原菌としての調査対象として妥当であるが、種が膨大であるため、種

の同定までは現実的ではない。性状、形態や MIC 分布によりグループ作成を試み

るなど、条件を決めたプロトコル作成が望ましい。  

○ 海水魚由来の対象菌は、グラム陰性菌として耐塩性のある Vibrio 属、グラム陽性

菌として Lactococcus garvieae を選択することが妥当と考えられる。  

○ 淡水魚由来の対象菌は、グラム陰性菌として耐塩性のない Aeromonas 属や
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Flavobacterium 属を対象とすることが考えられる。河川の状況によっては、腸球菌

や大腸菌も存在する可能性がある。  

○ 淡水魚由来の病原菌として、Vibrio anguillarum が、あゆ、にじます、うなぎ等から

検出される。  

○ 淡水魚由来の病原菌である Flavobacterium psychrophilum は、にじますから検出

されることが多いが、にじますの冷水病に承認が下りている薬剤はサルファ剤のみで

ある。抗生物質に対する耐性調査という点を考慮すると、Vibrio anguillarum の方

が良いと考えられる。  

 

4.薬剤感受性試験に関する意見  

○ 人に対する医薬品の中で、フルオロキノロンなどは水産用医薬品として承認されて

いないので、リスク評価が難しい。交差耐性を示す場合に考慮する必要もあるが、

本プロトコルでは承認されている水産用医薬品を中心とした薬剤感受性試験法を

作成する。耐性菌が検出された場合、交差耐性を示すか検討することをプロトコル

に記載する。  

○ ホスホマイシンも水産用医薬品として承認されているが、使用頻度が少ない。今回

のプロトコルにおいては対象から外し、今後の動向次第で追加を検討する。  

○ チアンフェニコール系としてチアンフェニコールとフロルフェニコールが承認されてい

るが、交差耐性が存在する部分もあるため、フロルフェニコールを調査選択すること

が多い。  

○ CLSI のブレイクポイントは PK/PD に基づいており、臨床学的な設定となっている。

細菌学的なブレイクポイントという観点では、MIC 分布から定めることが妥当である。

人（臨床学）側に重点をおくか、細菌学側に重点をおくかを選択する必要がある。  

 

5.その他の意見  

○ 海水魚と淡水魚で使用する薬剤、養殖環境が異なることから、調査時には代表と

なる各 1 魚種を対象とすることが適当である。  

○ 貝類は、養殖方法が魚類と異なること、水産用医薬品の承認が無く、薬剤耐性菌

が選択される可能性が低いと考えられるので対象から外す。 

○ クルマエビは、養殖技術の向上により薬剤を使用する実態がないこと、摂食による

薬剤耐性菌の移行やばく露という今回の調査趣旨から外れるので対象から外す。 

○ 海水魚においては、消費量、生産量共に多い「ぶり」を調査対象とするのが妥当と

考えられる。  

○ 淡水魚においては、「あゆ」は治療困難な病気があり、抗生物質を頻回投与するた

め使用量が多く、薬剤耐性菌出現の可能性が高いことが想定されるので妥当と考

えられる。 
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第 1 回「畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査（水産関連プロトコル作成）」  

に関する検討会議事録  

記録：一般財団法人東京顕微鏡院  岡村  

 

1.  目的  

平成 17 年度に作成した畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査のプロトコル

により、国産の牛、豚及び鶏由来食品の食中毒菌、薬剤耐性菌の調査が実施され、薬剤

耐性菌に関する食品健康影響評価のばく露評価に使用されている。  

一方、水産食品においては対象細菌の検出率、試料総数等、不足している情報が多い

ため調査が実施されていない。本事業ではプロトコルの補完が必要である養殖魚及び水産

食品について、調査内容及びその方法について決定する。  

 

2.  日時・場所  

平成 28 年 6 月 15 日（水）15:00-17:00 

 

3.  内容と決定事項  

(1)  内閣府食品安全委員会事務局からの事業説明  

○  食品安全委員会では薬剤耐性菌の発生段階（発生評価）、ばく露段階（ばく露評

価）、人への治療段階（影響評価）の 3 段階に分けてリスク評価を行っている。本事

業は水産物における薬剤耐性菌出現実態調査のためのプロトコル作成である。  

○  薬剤耐性菌については WHO でグローバルアクションプランが採択され、日本でも本

年 4 月にアクションプランが決定されている、重要な分野である。  

○  畜産食品の出現実態調査については平成 17年にプロトコルが作成され、調査が実

施されたが、水産食品については情報が不足していたことからプロトコルが作成され

ず、未だ調査が実施されていない。  

○  不足している情報は、サンプリング方法、菌種の設定、分離及び同定方法、薬剤感

受性試験方法などで、細菌別にプロトコルを作成する必要がある。  

 

(2)  プロトコルに関する検討項目  

1)  対象食品を何にするか  

○  貝類は対象から外す。理由としては養殖方法が魚類と異なること、水産用医薬品の

承認がなく、薬剤耐性菌が選択される可能性が低いと考えられるためである。  

○  くるまえびは対象から外す。理由としては養殖技術の向上により薬剤を使用する実

態がないこと、摂食による薬剤耐性菌の移行や、ばく露という今回の調査趣旨から

外れるためである。  

○  海水と淡水で使用する薬剤、養殖環境が異なることから、実際の調査時には代表と
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なる各 1 魚種を対象とすることを検討委員会の意見として報告書に記載する。  

○  淡水魚においては、あゆは治療困難な病気があり、頻回投与するため抗生物質の

使用量が多く、耐性菌出現の可能性が高いことが想定される。なお、こいは刺身で

喫食することもあるので、どちらを優先させるか？→魚類による食中毒が減少してお

り、本調査では喫食方法（生食や加熱調理）による違いは考慮せずにプロトコルを

作成する。  

○  海水魚においては、消費量、生産量共に多いぶりを調査対象とするのが妥当と考

えられる。  

決定事項  

本事業では養殖魚（海水魚、淡水魚）を対象とすることとし、水産用医薬品の承認がな

い貝類は対象から外す。  

実際の汚染実態調査では、海水魚、淡水魚から代表魚種を各 1種類選出し、ぶり、あゆ

を対象食品とすることが妥当であることを、検討委員会の意見として報告書に記載する。  

 

2)  対象菌種を何にするか  

○  農林水産省の研究報告で、魚病菌として Lactococcus garvieae、Photobacterium 

damselae  subsp. picicida、Vibrio parahaemolyticus の薬剤感受性試験に関する

報告がある。  

○  魚病菌としてグラム陽性菌では Lactococcus garvieae の他に、連鎖球菌症で

Streptococcus iniae がある。  

○  魚の腸内細菌は常在菌というものはなく、周囲の環境水中の細菌叢の影響を受け

た菌叢を形成する。  

○  Vibrio 属は病原菌としての調査対象菌として妥当であるが、種類が膨大であるため、

種の同定までは現実的ではない。性状、形態や MIC 分布によりグループ作成を試

みるなど、条件を決めたプロトコル作成が望ましい。  

○  スウェーデンのモニタリング調査における養殖魚由来の対象菌は、Aeromonas  

salmonicida  subsp.achromogenes、Flavobacterium columnare、Flavobacterium 

psychrophilum で、いずれも淡水魚の病原菌である。  

○  Flavobacterium は栄養要求が厳しく、分離が困難と考えられる。  

○  海水魚由来の対象菌は、グラム陰性菌として耐塩性のある Vibrio 属、グラム陽性菌

として Lactococcus garvieae を選択することが妥当と考えられる。  

○  淡水魚由来の対象菌は、グラム陰性菌として耐塩性のない Aeromonas 属や

Flavobacterium 属を対象とすることが考えられる。河川の状況によっては、腸球菌

や大腸菌も存在する可能性がある。  

○  淡水魚由来の病原菌として、Vibrio anguillarum があゆ、にじます、うなぎ等から検

出される。  
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○  淡水魚由来の病原菌である Flavobacterium psychrophilum は、にじますから検出

されることが多いが、にじますのビブリオ病に承認が下りている薬剤はサルファ剤のみ

である。抗生物質に対する耐性調査という点を考慮すると、Vibrio anguillarum の

方がよいと考えられる。  

○  実際にこれらの菌種の検出が可能か、予備実験をする必要があるのではないか。  

決定事項  

本事業では海水魚由来はグラム陽性菌として Lactococcus garvieae  、グラム陰性菌とし

て Vibrio 属（特定の性状を決める必要がある）、淡水魚由来はグラム陽性菌として腸球菌

（河川次第の可能性あり）、グラム陰性菌として Vibrio anguillarum、大腸菌（河川次第の

可能性あり）を対象菌種としてプロトコル作成を進める。  

 

3)  サンプリングについて  

○  クロスコンタミネーションを防ぐため、小売店ではなく養殖場での採材がよいと考えら

れる。  

○  魚の可食部から菌が検出されることはない。内臓や体表からは検出される。  

○  魚病のときは肝臓、腎臓、脳などから原因菌を分離することが多い。  

○  養殖場の海水、または泥に魚の糞や細菌が沈殿、濃縮していると考えられるので検

査対象とすることが考えられる。  

○  稚魚期に薬剤投与を行うことが多いため、検査対象の魚は稚魚期のものがよいと考

えられる。  

○  魚のエラには様々な菌が存在するため、検査対象とすることが考えられる。  

決定事項  

養殖環境や部位による差が懸念されるので、サンプリングに対する条件を報告書に明記

する。本事業では対象部位として腸管内容物、体表、エラの 3 部位、養殖環境については

海水、泥についてプロトコル作成を進める。  

 

4)  対象薬剤について  

○  魚種により承認されている薬剤の耐性を調査する。  

○  使用されている薬剤以外に、家畜や医療分野で重要視されている薬剤についても

調査する。  

 

(3)  第 2 回検討会について  

○  検討委員の予定を確認、調整した上で決定する。  

各委員の予定を考慮した上で 9 月 30 日（金）15:00-17:00 で開催することとした。  

 

以上  



33 

 

第 2 回「畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査（水産関連プロトコル作成）」に

関する検討会議事録  

記録：一般財団法人東京顕微鏡院  岡村  

 

1.  日時・場所  

 平成 28 年 9 月 30 日（金）15:00-17:00 

一般財団法人東京顕微鏡院  豊海研究所 4F 会議室  

 

2.  内容と決定事項  

(1)  第 1 回議事録の確認  

第 1 回議事録の決定事項について、読み上げによる確認を行った。  

(2)  プロトコルに関する検討項目  

1)  検体の前処理方法について（全検査項目共通）  

○  海水、河川水の検体量は 1000 mL で妥当かどうか。海水の状況によってはフィルタ

ーが目詰まりする可能性が考えられる。事務局で検証試験に供試した海水は 1000 

mL ろ過することは可能であったが、目詰まりすることを考慮しプロトコルには最低検

体量の記述も入れる。  

○  検体量について、25 ｇ採取は検体の大きさによっては厳しいことが想定されるため、

検体量 X g の場合の試料液の調製方法についても追記する。例えば腸管内容物

については腸管全体を検体とするなど注意点を記載する。併せてその場合の最低

検体量も定めておく必要がある。  

○  体表を検査対象部位として想定した場合。皮のみを採取することは困難と考えられ

る。体表を拭取るという方法もあるが、うろこの間に菌がいることも考えられるため、皮

をサンプリングすることが望ましい。また、体表は交差汚染の可能性も考えられること

から、輸送方法についてもプロトコルを定める必要がある。  

○  泥については採泥器を所有していない養殖場も多く、採泥は困難と考えられる。し

かし養殖場の海底には魚の糞も堆積することから検査対象物として意義はあるため、

検討委員会の意見として報告書に記載する。  

○  生簀のフロートなどへの付着物も検体として有用かつ採取が容易と考えられる。  

○  低温下では細菌の汚染が少なく菌が検出されない可能性を考慮し、検体採取時

期についても検討委員会の意見として報告書へ記載する。  

決定事項  

輸送方法も含めた検体採取のプロトコルを作成し、検体量が満たない場合を想定した最

低検体量を定める。調査時期や環境試料採取の提案などを検討委員会の意見として報告

書に記載する。  
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2)  大腸菌の分離方法について  

○  酵素基質培地に海水由来のオキシダーゼ陽性の菌が発育する可能性があることか

ら、生化学的性状試験にオキシダーゼ試験を追加する。  

○  生化学的性状試験に尿素試験を追加する。  

○  本分離方法の生化学的性状試験において得られる大腸菌を推定大腸菌とし、薬

剤耐性菌が得られた場合には同定キットを用いて大腸菌と同定する必要がある。大

腸菌陰性と判定された株に関しては薬剤感受性試験の結果から除くこととする。  

○  薬剤耐性菌に供試する菌は 1 株が妥当か。→諸外国でも薬剤耐性試験に供試す

る数はまちまちであり、また同一検体由来でも同一菌種とは限らない（薬剤耐性試

験を行うまでわからない）ため、供試する菌株数は 1 検体 3 株を原則とし、同様の薬

剤耐性パターンを示したものは同一株とみなすこととする。  

決定事項  

生化学的性状試験にオキシダーゼ試験、尿素試験を追加する。本分離方法の生化学

的性状試験で得られる大腸菌を推定大腸菌とし、薬剤感受性試験には 1 検体 3 株供試す

ることを原則とする。  

薬剤感受性試験後、耐性菌については同定キットを用いて大腸菌の同定を行う。  

 

3)  腸球菌の分離方法について  

決定事項  

大腸菌と同様、薬剤耐性試験に供試する菌株数は原則 1 検体 3 株供試する。  

 

4)  Vibrio 属の分離方法について  

○  大腸菌と同様、薬剤耐性試験に供試する菌株数は原則 1 検体 3 株供試する。  

○  Vibrio 属の検査での培養温度は通常 35～37℃で行うが、魚病の検査は 25～

30℃で行うことが多いことから、培養温度は何度に設定することが適切か。→35～

37℃では発育しないことが考えられるため、30℃、24 時間とする。  

○  生化学的性状試験にオキシターゼ試験を追加する。耐塩性試験での発育が悪い

ことも考えられるため、一次試験に TSI、LIM、NA とし、二次試験にオキシダーゼ

試験、耐塩性試験と二段階にわけて性状試験を行うプロトコルが良いと考えられ

る。  

○  日本水産資源保護協会で V.anguillarum 抗血清を作製しており、水産試験場で

は通常これが用いられている。市販はされていないため、入手可能であるか確認し、

別途性状試験においても V.anguillarum と同定する性状を定めておく。  

○  V.anguillarum は他の Vibrio 属とプロトコルを分けることが望ましいと考えられる。  

決定事項  

培養条件は 30℃、24 時間とし、生化学的性状試験にオキシダーゼ試験を追加する。  
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5)  Lactococcus garvieae の分離方法について  

○  溶血を確認可能な分離培地を用いて溶血性を示したものを確認試験に供試する。

溶血性を確認する観点から、どの血液を用いるか動物種を検討する。  

○  グラム陰性菌を抑える方法を検討する。→嫌気培養は L.garvieae の発育が悪くな

るため好気培養とするプロトコルが望ましい。  

○  培養条件は 30℃、24 時間とする。  

決定事項  

培養条件は 30℃、24 時間とする。  

 

(3)  第 3 回検討会について  

○  検討委員の予定を確認、調整した上で決定する。  

各委員の予定を考慮した上で 12 月 7 日（水）15:00-17:00 で開催することとした。  

 

以上  
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第 3 回「畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査（水産関連プロトコル作成）」に

関する検討会議事録  

記録：一般財団法人東京顕微鏡院  岡村  

 

1.  日時・場所  

 平成 28 年 12 月 7 日（水）15:00-17:00 

一般財団法人東京顕微鏡院  豊海研究所 4F 会議室  

 

2.  内容と決定事項  

(1)  第 2 回議事録の確認  

第 2 回議事録の決定事項について、読み上げによる確認を行った。  

(2)  プロトコルに関する検討項目  

1)  薬剤感受性試験の対象薬剤について  

○  承認されている水産用医薬品（オキシテトラサイクリン、アンピシリン、エリスロマイシ

ン、リンコマイシン、オキソリン酸、スルファメトキシン、チアンフェニコール、フロルフェ

ニコール）を対象薬剤とすることが妥当かどうか。  

○  人に対する医薬品（フルオロキノロンなど）を対象にいれた方がよいのではないか→

水産用医薬品に承認されていないので、リスク評価が難しい。交差耐性を示す場

合に考慮する必要もあるが、承認されている水産用医薬品を中心とする。耐性菌

が検出された場合、交差耐性を示すか検討することをプロトコルに記載する。  

○  ホスホマイシンも水産用医薬品として承認されているが、対象薬剤に追加する必要

性はあるか。使用頻度が少なければ対象薬剤から外すことを検討してもよいのでは

ないか→アンピシリンが効果のないときにホスホマイシンを使用するため頻度が少な

い。今回のプロトコルにおいては対象から外し、今後の動向次第で追加を検討す

る。  

○  チアンフェニコール系のチアンフェニコールとフロルフェニコールは両方対象とする

必要があるのか。→農水省の調査においてはフロルフェニコールが対象である。交

差耐性が存在する部分もあるため、一般的なフロルフェニコールを選択している。

海外の文献でもフロルフェニコールが選択されていることが多いことから、本プロトコ

ルではフロルフェニコールを代表薬剤として選択する。  

○  マクロライド系耐性菌（エリスロマイシン）における ermB 遺伝子はリンコマイシンにも

耐性機序を示す。リンコマイシンの使用頻度が少ないのでエリスロマイシンのみでも

よいのではないか→リンコマイシンの特異的な耐性機序があるかを再度確認する。  

決定事項  

水産用医薬品を中心とするが、耐性菌が検出された場合には、その耐性菌について人

に承認されている医薬品の薬剤感受性試験を検討する。  
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1)  薬剤感受性試験のブレイクポイントについて  

○  農水省の調査におけるブレイクポイントは 2003 年～2014 年のデータを元に、感受

性株と耐性株の頂点の中間をとっている。  

○  CLSI に設定されているブレイクポイントは、水生動物のマニュアルにおいては

Aeromonas 属のみである。M45 のマニュアルにおいては Lactococcus 属や Vibrio

属も存在するが、培養温度が 35℃となっているため本プロトコルには適さない。  

○  CLSI のブレイクポイントは PK/PD に基づいており、臨床学的な設定となっている。

細菌学的なブレイクポイントという観点では、農水省のやり方に基づき分布から定

めることが妥当である。人（臨床学）側に重点をおくか、細菌学側に重点をおくかに

おいて選択する必要がある。  

      

決定事項  

ブレイクポイントは特に定めず、今後実態調査での分布を考慮した上で設定する。  

なお対象薬剤・菌種に CLSI 等のブレイクポイントがある場合は、参考値として記載する。  

 

2)  薬剤感受性試験の薬剤濃度について  

○  農林水産省の事業結果を参考に、ブレイクポイントの濃度が含まれるように薬剤濃

度範囲を設定する必要がある。  

○  リンコマイシン、エリスロマイシンが高めに分布するので考慮する必要がある。  

○  プレートを作る際、薬剤によって高濃度の限界もバラツキがあるので注意が必要で

ある。  

 

決定事項  

農水省の調査事業で設定されている値を暫定値として使用し、次年度以降の調査結果

を踏まえて見直しを行う。  

 

3)  サンプリングに関する意見  

○  25g に満たない場合は部位を定めず複数検体をまとめて行うため、分離方法に示

された 25g 採取出来ない場合の取扱は削除してもよいのではないか。  

○  EU のモニタリング事業における基準は生産量 100ｔにつき 1 検体採取である。  

○  一つの生簀につき最低 3 検体というのも調査手法として間違いではない。  

○  残留抗生物質の結果を見ると、同じ生簀に飼育されている魚も個体差が大きい。  

○  サンプリングのバラツキが結果に大きく影響するため、詳細は今後検討するとしても

方針は示した方がよいのではないか。  

○  農水省の家畜事業では 1農場につき 1検体で行っているが、養殖における今回検
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討した対象菌種の検出率のデータがほとんどなかったこと、また家畜と比べて養殖

はばらつきが大きいと考えられることから、家畜と同様の考え方は適用できないので

はないか。  

決定事項  

サンプリングは非常に重要な問題であり結果への影響も大きいことから、サンプリング数に

関しては今後検討を重ねることが必要である。  

 

4)  分離方法について  

決定事項  

先日行われた報告会において Vibrio 属の生化学的性状において「耐塩性」の表記が、

0％の培地もあることから「増殖食塩濃度」の方が適当ではないかという意見が出されたが、

公定法や食品からの微生物標準試験法検討委員会でも「耐塩性」という表記が用いられて

いることから、このまま「耐塩性」を採用する。  

Vibrio 属はグループ分けを廃止し、代表の 4 菌種のみ（V.parahaemolyticus、

V.vulnificus、V.alginolyticus、V.anguillarum）とするが、薬剤感受性試験の結果によっては

菌種を特定する。  

各培養温度の表記に、フラン器の性能を考慮し±1℃を追記する。  

   

5)  検証試験の結果  

○  報告会で採取部位を 3 部位ではなく、腸管のみでもよいのではないかとの意見が

出たが、検証試験の結果においては特定の部位に特定の菌種が偏るといったこと

もなかった。  

○  V.alginolyticus、Photobacterium damsela は全体的に検出されたことから、

Photobacterium damsela も性状表に追加してもよいのではないか。  

   

6)  採泥について  

○  採泥は以前も検体として有用であるとの意見はあったものの、実際のサンプリング

が難しいのではないかと考えていたが、やはり実態調査の意義から考えても行うこと

が妥当と考えられる。  

○  泥の中にグラム陽性菌がいるのではないか。魚からのグラム陽性菌の検出が難しい

ことから、泥は有効ではないか。  

○  養殖場生簀の水深が浅いところは、海底の泥の影響が大きく、養殖魚が暴露する

可能性がある。  

○  採泥については今回検証試験を行っていないことから、プロトコルに分離方法は記

載するが、実際のサンプル数や採取方法等は今後の検証がひつようなのではない

か。  
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決定事項  

泥は薬剤や糞が堆積しており、また養殖環境によっては魚に影響を与える可能性が高い

ので採泥を推奨する。  

以上  
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参考資料 2 

検証試験
＜ブリ＞ エラ

内臓

＜付着物＞

 

 

検証試験結果
検体番号 皮 エラ 内臓 生簀付着物-1 生簀付着物-2 海水

Photobacterium damsela V. alginolyticus V. valnificus V. valnificus V. valnificus V. valnificus

Photobacterium damsela V. anguillarum V. alginolyticus V. alginolyticus V. alginolyticus

Photobacterium damsela

V. valnificus V. valnificus V. valnificus

V. alginolyticus V. alginolyticus V. alginolyticus

V. alginolyticus V. valnificus V. alginolyticus

Photobacterium damsela V. alginolyticus Photobacterium damsela

Photobacterium damsela

V. alginolyticus V. alginolyticus V. valnificus

Photobacterium damsela V. anguillarum

Photobacterium damsela

V. alginolyticus V. alginolyticus V. alginolyticus

Photobacterium damsela V. anguillarum Photobacterium damsela

Photobacterium damsela

皮 エラ 内臓 生簀付着物-1 生簀付着物-2 海水

1 E. faecalis E. faecalis

2 E. faecium

Lactococcus属 Micrococcus属

E.faecium Aerococcus属

Aerococcus属

Micrococcus属

グラム陽性菌
検出結果

3

4

5

グラム陰性菌
検出結果

1

2

3

4

5
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参考資料 3 

固形試料（腸管内容物，体表，エラ，
フロート等への付着物，泥など）

直接分離培養

SS寒天培地

羊血液寒天培地（30 mg/Lアンピシリン含有）

36±1℃，21±3時間

乳剤の調製

検体 25 g + BPW 100 mL

増菌培養

×3 APW培地5mL +乳剤10mL

36±1℃，21±3時間

分離培養

36±1℃，24±2時間

図 エロモナス・プレジオモナス属菌の分離方法

疑わしい集落3-4集落（直接培養：1-2コロニー、増菌培養：1-2コロニー）

生化学的性状試験

菌株の凍結保存（薬剤感受性試験には3株を供試する）

TSI寒天培地，LIM培地，NA（オキシダーゼ試験）

液体試料（海水，河川水など）

ろ過濃縮

検体 1,000 mL

メンブレンフィルター（0.45µm）にて濃縮

フィルターをBPW 10 mLに入れ，ミキ

サーにかけて菌を振りだす

ストマッカー処理1分間
（1,000 mL濃縮できない場合、最低200 mL以上）

SS寒天培地

血液寒天培地（30 mg/Lアンピシリン含有）
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生化学的性状

菌種

TSI

寒天培地
LIM

培地

NA

寒天
培地

発育
試験

乳
糖
・白
糖
分
解
（斜
面
）

ブ
ド
ウ
糖
分
解
（高
層
）

ガ
ス
産
生

硫
化
水
素
産
生

リ
ジ
ン
脱
炭
酸

イ
ン
ド
ー
ル
産
生

運
動
性

オ
キ
シ
ダ
ー
ゼ

塩
化
ナ
ト
リ
ウ
ム
0
％

Aeromonas sp. + + + - +/- + +

+

+

Plesiomonas sp. - + - - + + + +

表 エロモナス・プレジオモナスの生化学的性状
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