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緒 論  

 

 抗 菌 薬 は 、細 菌 感 染 症 に 対 す る 治 療 の た め に ヒ ト 医 療 分 野 や 獣 医 療 分 野 、

畜 産 分 野 な ど に お い て 広 く 使 用 さ れ て い る 。さ ら に 、畜 産 分 野 に お い て は

治 療 目 的 だ け で な く 、成 長 促 進 や 飼 料 効 率 の 改 善 の た め に も 使 用 さ れ て お

り 、抗 菌 薬 の 過 剰 使 用 は 薬 剤 耐 性 菌 の 選 択 圧 と な る 上 に 、薬 剤 耐 性 遺 伝 子

の 伝 播 や 獲 得 を 促 進 さ せ る [33]。日 本 に お け る 抗 菌 薬 使 用 量 の 約 50%は 畜

産 分 野 が 占 め て お り [67]、世 界 的 に も 家 畜 由 来 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の

出 現 は 大 き な 問 題 と な っ て い る [33, 52]。ま た 、家 畜 由 来 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐

性 遺 伝 子 は 、食 品 や 環 境 な ど を 介 し て ヒ ト に 伝 播 し 、 ヒ ト の 細 菌 感 染 症 に

対 す る 治 療 効 果 が 十 分 に 得 ら れ な く な る 可 能 性 が あ る こ と か ら 、公 衆 衛 生

上 大 き な 問 題 と な っ て い る [51]。  

家 畜 の 糞 尿 に は 、 病 原 微 生 物 だ け で な く 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 も 含 ま

れ て お り 、 家 畜 か ら 環 境 へ の 家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 伝 播 経 路

の ひ と つ と し て 挙 げ ら れ る [7, 33]。 病 原 微 生 物 は 、 堆 肥 化 や 嫌 気 的 処 理 、

浄 化 槽 な ど で 処 理 さ れ る こ と に よ り 死 滅 す る と さ れ て い る が [16, 38, 41]、

薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 が 病 原 微 生 物 と 同 様 に 死 滅 /除 去 さ れ る か は 十 分 に

検 証 さ れ て い な い 。堆 肥 化 な ど で 処 理 さ れ た 後 の 家 畜 糞 尿 中 に 薬 剤 耐 性 菌

/耐 性 遺 伝 子 が 残 存 し て い た 場 合 、 堆 肥 や 排 水 な ど と と も に 土 壌 や 河 川 に

拡 散 さ れ る 。 土 壌 に 拡 散 さ れ た 薬 剤 耐 性 菌 は 土 壌 中 で 生 存 ・ 増 殖 し [40]、

野 菜 な ど を 介 し て ヒ ト に 伝 播 す る 可 能 性 が あ る [54]。 し た が っ て 、 家 畜 糞

尿 処 理 過 程 に お い て 、病 原 微 生 物 だ け で な く 薬 剤 耐 性 菌 も 死 滅 さ せ る こ と

が 必 要 で あ る 。 ま た 、 土 壌 中 に お い て 、 家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 の プ ラ ス ミ ド

性 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 や 染 色 体 上 の ト ラ ン ス ポ ゾ ン が 土 壌 由 来 菌 に 水 平 伝 達

し 、 新 た な 薬 剤 耐 性 菌 と な る こ と や [15, 26]、 土 壌 由 来 菌 が 家 畜 由 来 薬 剤
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耐 性 遺 伝 子 を 形 質 転 換 に よ り 獲 得 し 、薬 剤 耐 性 菌 と な る こ と が 示 唆 さ れ て

い る [30, 32, 37]。さ ら に 、家 畜 糞 尿 中 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 土 壌 を 介 し て 植

物 に 伝 播 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る [56]。 以 上 の こ と か ら 、 家 畜 か ら ヒ ト

へ の 伝 播 リ ス ク と し て は 、薬 剤 耐 性 菌 だ け で な く 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 に も 着 目

す る 必 要 が あ る 。  

米 国 の 環 境 保 護 庁 （ United States Environmental Protection Agency ; 

EPA）は 、家 畜 糞 尿 を 堆 肥 化 す る 際 に 堆 肥 温 度 を 55℃ 以 上 、か つ 3 日 間 以

上 持 続 さ せ る こ と で 、病 原 微 生 物 の 死 滅 が 保 証 さ れ る と 提 言 し て い る [41]。

日 本 に お い て 主 に 用 い ら れ て い る 好 気 的 堆 肥 化 で は 、好 気 性 微 生 物 に よ る

発 酵 熱 が 生 じ る こ と で EPA の 提 言 と 同 程 度 の 条 件 と な る こ と か ら 、 病 原

微 生 物 を 死 滅 さ せ る こ と が 可 能 と 考 え ら れ る 。ま た 、EPA の 提 言 と 同 程 度

の 条 件 で 、 家 畜 糞 尿 中 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 も 死 滅 /除 去 さ せ る こ と が

で き る 可 能 性 が あ る が 、 科 学 的 な デ ー タ を 基 に 検 証 す る 必 要 が あ る 。  

 過 去 の 報 告 に お い て 、 実 験 的 堆 肥 化 に よ る 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消

長 に 関 す る 調 査 が さ れ て い る が 、各 報 告 に よ っ て 堆 肥 化 に 用 い る 資 材 や 堆

肥 化 条 件 が 様 々 で あ り 、結 果 が 異 な っ て い る [53, 55]。し た が っ て 、堆 肥 化

に よ る 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 へ の 影 響 に つ い て は 、 様 々 な 条 件 下 に お け

る 情 報 が 必 要 と さ れ て い る 。 し か し 、日 本 で 一 般 的 に 行 わ れ て い る 好 気 的

堆 肥 化 過 程 に お い て 、 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 関 す る 調 査 を 行 っ

た 報 告 は な い 。  

本 研 究 で は 、 好 気 的 堆 肥 化 が 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 与 え る 影

響 の 解 明 を 試 み た 。 は じ め に 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン （ TC） 耐 性 Escherichia 

coli（ E. coli）は 、豚 糞 便 中 に お い て 55℃ で 1 日 、37℃ で 10 日 、25℃ で 30

日 、4℃ で 100 日 の 培 養 に よ り 検 出 限 界 （ 50 CFU/g） 以 下 ま で 減 少 す る こ

と を 明 ら か に し た 。環 境 由 来 菌 と し て 用 い た Pseudomonas aeruginosa は 、
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豚 糞 便 中 に お い て 55℃ で 1 日 、37℃ で 30 日 、25℃ で 100 日 の 培 養 に よ り

検 出 限 界 （ 50 CFU/g）以 下 ま で 減 少 し 、 4℃ で 100 日 以 上 生 存 す る こ と を

明 ら か に し た 。TC 耐 性 遺 伝 子（ tetA 遺 伝 子 ）は 、豚 糞 便 中 に お い て 55℃

で 5 日 、37℃ で 25 日 の 培 養 に よ り 有 意 に 減 少 し 、25℃ 、4℃ で 100 日 間 の

培 養 に よ り 減 少 す る こ と を 明 ら か に し た（ 第 Ⅰ 章 ）。次 に 、豚 糞 便 を 資 材 と

し た 小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 に よ る 実 験 的 好 気 的 堆 肥 化 試 験 に お い て 、 TC 耐

性 E. coli は 、6 日 目 に 堆 肥 温 度 が 55℃ に 到 達 し た こ と に 伴 い 、7 日 目 に 検

出 限 界（ 50 CFU/g）以 下 に な る こ と を 明 ら か に し た 。tetA 遺 伝 子 は 、4 日

目 の 堆 肥 温 度 上 昇 に 伴 い 、5 日 目 に 有 意 に 減 少 す る こ と を 明 ら か に し た（ 第

Ⅱ 章 ）。次 に 、日 本 の 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 に お い て 、オ キ シ テ ト ラ サ

イ ク リ ン（ OTC）耐 性 菌 は 54.5%検 出（ 豚 由 来 4/7 サ ン プ ル 、牛 由 来 2/4

サ ン プ ル ）、tetA 遺 伝 子 は 100%検 出（ 豚 由 来 7/7 サ ン プ ル 、牛 由 来 4/4 サ

ン プ ル ）さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。ま た 、TC 系 抗 菌 薬 は 100%検 出（ 豚

由 来 29/29 サ ン プ ル 、牛 由 来 4/4 サ ン プ ル ）さ れ 、豚 糞 便 由 来 堆 肥 サ ン プ

ル の 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 は 牛 糞 便 由 来 堆 肥 サ ン プ ル よ り も 有 意 に 高 値 を

示 す こ と を 明 ら か に し た 。さ ら に 、野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 の tetA 遺

伝 子 コ ピ ー 数 及 び 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 間 に は 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ

る こ と を 明 ら か に し た （ 第 Ⅲ 章 ）。 最 後 に 、 家 畜 糞 便 中 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性

遺 伝 子 量 を 減 少 さ せ る 方 法 と し て 、豚 飼 料 中 へ の 飼 料 添 加 物 と し て の コ リ

ス チ ン （ CST） 添 加 中 止 が 豚 糞 便 由 来 E. coli の プ ラ ス ミ ド 性 CST 耐 性 遺

伝 子 保 有 率 及 び CST 耐 性 率 に 与 え る 影 響 の 解 明 を 試 み た 。 飼 料 中 に CST

が 添 加 さ れ て い た 豚 舎 に お い て 、 CST 添 加 中 止 に よ り mcr 遺 伝 子 保 有 E. 

coli 分 離 率 及 び CST 耐 性 率 が 約 6 か 月 で 減 少 す る こ と を 明 ら か に し た（ 第

Ⅳ 章 ）。  

以 上 、 好 気 的 堆 肥 化 が 家 畜 糞 便 中 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 与
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え る 影 響 及 び 養 豚 農 場 に お け る 飼 料 中 へ の 抗 菌 薬 添 加 中 止 が 糞 便 中 の 薬

剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 与 え る 影 響 を 解 明 し 、 家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /

耐 性 遺 伝 子 が 堆 肥 を 介 し て 環 境 中 に 拡 散 す る こ と を 防 ぐ た め の 基 礎 的 知

見 の 構 築 を 試 み た 。  
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第 Ⅰ 章  各 温 度 条 件 が 豚 糞 便 中 の テ ト ラ サ イ ク リ ン（ TC）耐 性 Escherichia 

coli（ E. coli）及 び TC 耐 性 遺 伝 子（ tetA 遺 伝 子 ）の 消 長 に 与 え る

影 響  

 

1. 序 文  

 家 畜 由 来 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 は 、 食 品 や 環 境 な ど を 介 し て ヒ ト に

伝 播 し 、ヒ ト の 細 菌 感 染 症 に 対 す る 治 療 効 果 が 十 分 に 得 ら れ な く な る 可 能

性 が あ る こ と か ら 、 公 衆 衛 生 上 大 き な 問 題 と な っ て い る [51]。 家 畜 か ら 環

境 へ の 家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 伝 播 経 路 の ひ と つ と し て 、 家 畜

糞 尿 が 挙 げ ら れ る [33]。 米 国 の 環 境 保 護 庁 （ United States Environmental 

Protection Agency ; EPA）は 、家 畜 糞 尿 を 堆 肥 化 す る 際 に 堆 肥 温 度 を 55℃

以 上 か つ 3 日 間 以 上 持 続 さ せ る こ と で 、病 原 微 生 物 の 死 滅 が 保 証 さ れ る と

提 言 し て い る が [41]、同 様 の 条 件 で 家 畜 糞 尿 中 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 も

死 滅 /除 去 さ せ る こ と が で き る か は 十 分 に 検 証 さ れ て い な い 。  

家 畜 糞 尿 中 に は 、ヒ ト 医 療 分 野 に お い て も 問 題 と な っ て い る 薬 剤 耐 性 菌

と し て 、Escherichia coli（ E. coli）、Enterococcus spp.（ vancomycin-resistant 

enterococci な ど ）、 Salmonella spp.（ Salmonella enterica subsp. enterica 

serovar Typhimurium definitive type 104 な ど ）、 Campylobacter spp.、

Staphylococcus spp.（ methicillin-resistant Staphylococcus aureus な ど ）、

Clostridioides (Clostridium) difficile な ど が 含 ま れ て い る 可 能 性 が あ る が

[1, 43]、本 試 験 で は 糞 便 由 来 菌 と し て E. coli を 調 査 対 象 と し た 。ま た 、ヒ

ト 医 療 分 野 で 多 剤 耐 性 菌 と し て 問 題 と な っ て い る Pseudomonas 

aeruginosa（ P. aeruginosa） は 家 畜 糞 尿 中 に は 含 ま れ て い な い が 、 堆 肥 副

資 材 の モ ミ ガ ラ や 稲 わ ら に 含 ま れ て い る こ と が あ る こ と か ら [18]、 環 境 由

来 菌 と し て 調 査 対 象 と し た 。  
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日 本 に お け る 抗 菌 薬 使 用 量 の 約 50%は 畜 産 分 野 が 占 め て お り [67]、治 療

目 的 だ け で な く 成 長 促 進 や 飼 料 効 率 の 改 善 の た め に も 使 用 さ れ て い る [33]。

加 え て 、 家 畜 種 別 で は 豚 に 対 す る 使 用 量 が 最 も 多 い こ と か ら [64]、 豚 糞 便

を 堆 肥 資 材 と し て 用 い た 堆 肥 化 に お け る 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 を

調 査 す る こ と と し た 。  

ま た 、日 本 の 畜 産 分 野 で 使 用 さ れ る 抗 菌 薬 の う ち 、テ ト ラ サ イ ク リ ン（ TC）

系 抗 菌 薬 が 最 も 多 く 販 売 さ れ て お り （ 311,177kg/年 , 2018 年 ） [64]、 海 外

に お い て も 日 本 と 同 様 に 畜 産 分 野 に お い て TC 系 抗 菌 薬 が 広 く 使 用 さ れ て

い る こ と か ら [23]、 TC 耐 性 を 調 査 対 象 と し た 。  

TC 系 抗 菌 薬 に 対 す る 細 菌 の 耐 性 機 構 は 、 排 出 ポ ン プ に よ る 薬 剤 の 菌 体

外 へ の 能 動 的 排 出 、リ ボ ソ ー ム 保 護 タ ン パ ク 質 の 産 生 に よ る リ ボ ソ ー ム の

保 護 ・ 防 御 、 修 飾 酵 素 に よ る 薬 剤 の 不 活 化 の 3 つ が 主 で あ る [39]。な か で

も 、 グ ラ ム 陰 性 菌 の TC 耐 性 の 多 く は 、 排 出 ポ ン プ に 関 連 し た プ ラ ス ミ ド

性 TC 耐 性 遺 伝 子 に よ る も の で あ る [60]。 排 出 ポ ン プ に 関 連 し た プ ラ ス ミ

ド 性 TC 耐 性 遺 伝 子 は 少 な く と も 26 種 類 が 報 告 さ れ て い る が [39]、 特 に

家 畜 か ら 頻 繁 に 分 離 さ れ [21, 35, 45]、農 場 に 広 く 存 在 し て い る と 考 え ら れ

る tetA 遺 伝 子 を 調 査 対 象 と し た 。  

 本 章 で は 、 堆 肥 化 過 程 に お け る 堆 肥 温 度 を 想 定 し た 各 温 度 条 件 が 、 豚 糞

便 に 添 加 し た tetA 遺 伝 子 保 有 E. coli 及 び P. aeruginosa の 消 長 に 与 え る 影

響 の 解 明 を 試 み た 。  

 

2. 材 料 と 方 法  

1） 供 試 菌  

供 試 菌 は 、 E. coli 及 び P. aeruginosa を 用 い た 。 供 試 菌 株 は 、 プ ラ ス ミ

ド 性 TC 耐 性 遺 伝 子（ tetA 遺 伝 子 ）を 保 有 し 、加 え て 、染 色 体 性 リ フ ァ ン
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ピ シ ン 耐 性（ Minimum Inhibitory Concentration（ MIC）： 512μ g/mL）を

示 す 実 験 室 系 統 株 E. coli（ TC7-1/DH5α  [13]） 及 び リ フ ァ ン ピ シ ン 弱 耐

性（ MIC：16–64μ g/mL）を 示 す P. aeruginosa（ ATCC 27853）を 用 い た 。

Mueller-Hinton Broth（ MHB）（ OXOID、Hampshire、UK）5mL に E. coli

（ TC7-1/DH5α ）も し く は P. aeruginosa（ ATCC 27853）を 懸 濁 し 、37℃ 、

24 時 間 培 養 し た も の を 各 供 試 菌 液 と し た 。  

2） 供 試 材 料  

母 豚 糞 便 を 酪 農 学 園 大 学 附 属 農 場 に お い て 採 材 後 4℃ で 保 管 し 、 3 日 以

内 に 試 験 に 供 し た 。  

3） 各 温 度 条 件 下 に お け る 菌 添 加 豚 糞 便 培 養 試 験  

豚 糞 便 10g を 入 れ た プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ  に E. coli 菌 液 500μ L 及 び

0.85%滅 菌 生 理 食 塩 水 1,500μ L（ 最 終 菌 濃 度 ： 106～ 107 Colony Forming 

Unit（ CFU）/g）、も し く は P. aeruginosa 菌 液 2,000μ L（ 最 終 菌 濃 度：106

～ 107 CFU/g）を 添 加 し 、4℃ 、25℃ 、37℃ 、55℃ の 恒 温 器 で 100 日 間 培 養

し た 。E. coli 添 加 群 は 0、1、3、5、7、10、15、20、25、30、60、80、100

日 目 、P. aeruginosa 添 加 群 は 0、1、5、10、30、60、80、100 日 目 に 同 一

プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ か ら サ ン プ ル を 回 収 し た 。試 験 は 3 回 繰 り 返 し て 行

い 、 平 均 値 及 び 標 準 誤 差 を 算 出 し た 。  

4） 生 菌 数 計 測  

回 収 し た サ ン プ ル 0.2g を 0.85%滅 菌 生 理 食 塩 水 1mL に 懸 濁 し た 後 に

10 倍 段 階 希 釈 を 行 っ て サ ン プ ル 希 釈 液 と し 、 以 下 の 各 選 択 培 地 に 100μ L

塗 布 し た 後 37℃ 、 24 時 間 培 養 し 、 生 菌 数 を 測 定 し た 。 E. coli（ TC7-

1/DH5α ） の 選 択 培 地 と し て 、 リ フ ァ ン ピ シ ン （ SIGMA-ALDRICH、

MO、 USA） 50mg/L を 添 加 し た Mueller-Hinton agar（ MHA）

（ OXOID）、 P. aeruginosa（ ATCC 27853） の 選 択 培 地 と し て 、 リ フ ァ ン
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ピ シ ン （ SIGMA-ALDRICH） 8mg/L を 添 加 し た MHA（ OXOID） を 使 用

し た 。  

5） DNA 抽 出  

ISOFECAL（ NIPPON GENE、 東 京 、 日 本 ） を 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従

っ て 用 い 、 回 収 し た サ ン プ ル 0.2g か ら DNA を 抽 出 し た 。  

6) TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA 遺 伝 子 ） 定 量  

SYBR Premix Ex Taq Ⅱ（ Tli RNaseH Plus）（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 、滋

賀 、 日 本 ）  10μ L に tetA 遺 伝 子 を 標 的 と し た 20μ M プ ラ イ マ ー （ 表 1） 

各 0.4μ L 及 び 希 釈 液  5μ L を 加 え 、滅 菌 蒸 留 水  4.2μ L で 20μ L に 調 整 し

た 調 整 液 を 作 成 し 、 Light Cycler 480Ⅱ （ Roche-Diagnostics 、 Basel 、

Switzerland）を 用 い て tetA 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 測 定 し た 。反 応 条 件 は 95℃ 、

30 秒 間 の 初 期 変 性 、 95℃ 、 3 秒 間 の 変 性 及 び 52℃ 、 30 秒 間 の ア ニ ー リ ン

グ /伸 長 反 応 を 45 サ イ ク ル 繰 り 返 し た 後 、融 解 曲 線 分 析 を 行 っ た 。リ ア ル

タ イ ム PCR は 二 重 反 復 法 で 3 回 行 い 、 遺 伝 子 コ ピ ー 数 の 平 均 値 及 び 標 準

誤 差 を 求 め た 。  

7） 統 計 解 析  

試 験 0 日 目 と 比 較 し た サ ン プ ル 回 収 日 の 生 菌 数 及 び tetA 遺 伝 子 コ ピ ー

数 を Dunnett's test に よ り 多 重 比 較 検 定 し 、 p <0.05 を 有 意 差 と し た 。 統

計 解 析 は R software を 用 い て 実 施 し た 。  
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表 1. 使 用 プ ラ イ マ ー  

標 的  

遺 伝 子  

  塩 基 配 列  

（ 5’-3’）  

ア ニ ー リ ン グ  

温 度 （ ℃ ）  

増 幅  

産 物  

（ bp）  

引 用  

文 献  

tetA Forward GCTACATCCTGCTTGCCTTC 

52 210 [27] 

  Reverse CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

 

 

3. 結 果  

各 温 度 条 件 下 に お け る E. coli（ TC7-1/DH5α ） 生 菌 数 、 P. aeruginosa

（ ATCC 27853） 生 菌 数 、  tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 の 推 移 を 図 1 に 示 す 。  

E. coli（ TC7-1/DH5α ）及 び P. aeruginosa（ ATCC 27853）は 55℃ 培 養

に よ り 、試 験 1 日 目 に 検 出 限 界（ 50CFU/g）以 下 と な っ た 。E. coli（ TC7-

1/DH5α ） は 、 37℃ で 7 日 目 、 25℃ で 25 日 目 、 4℃ で 80 日 目 ま で 生 存 し

た （ 図 1A）。  

P. aeruginosa（ ATCC 27853）は 、37℃ で 10 日 目 、25℃ で 80 日 目 、4℃

で 100 日 目 ま で 生 存 し た （ 図 1B）。  

tetA 遺 伝 子 は 100 日 間 の 培 養 に よ り 、 55℃ で 8.6 log copies/g か ら 2.5 

log copies/g に 、 37℃ で 8.1 log copies/g か ら 3.4 log copies/g に 有 意 に 減

少 し た 。 25℃ で は 8.2 log copies/g か ら 5.6 log copies/g、 4℃ で は 7.5 log 

copies/g か ら 5.4 log copies/g と な っ た （ 図 1C）。  

 



10 

 

 

図 1. 各 温 度 条 件 下 の 菌 添 加 豚 糞 便 培 養 試 験 に お け る（ A）Escherichia coli

（ TC7-1/DH5α ） 生 菌 数 、（ B） Pseudomonas aeruginosa（ ATCC 27853）

生 菌 数 、 （ C）tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 の 推 移（ ＊：0 日 目 と 比 較 し て 最 初 に

有 意 差 が 認 め ら れ た 日 目 ）  

4. 考 察  



11 

 

本 試 験 に お い て 、 豚 糞 便 に 添 加 し た E. coli（ TC7-1/DH5α ） 及 び P. 

aeruginosa（ ATCC 27853） は 55℃ で 1 日 以 内 に 検 出 限 界 以 下 と な っ た 。

こ の 結 果 か ら 、EPA が 提 言 す る 条 件（ 55℃ 以 上 か つ 3 日 間 以 上 ）を 満 た す

好 気 的 堆 肥 化 に よ り 、 TC 耐 性 E. coli 及 び P. aeruginosa の 多 く が 減 少 す

る こ と が 示 唆 さ れ た 。堆 肥 温 度 が 55℃ 以 上 に 上 昇 し た 家 畜 糞 便 由 来 堆 肥 か

ら 多 剤 耐 性 P. aeruginosa が 分 離 さ れ た と い う 報 告 が あ る が [18]、 本 試 験

で 再 現 性 は み ら れ な か っ た 。 し か し 、 P. aeruginosa や E. coli は 耐 熱 性 変

異 株 の 存 在 が 報 告 さ れ て い る こ と か ら [10]、 堆 肥 温 度 に よ っ て は 生 存 す る

可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 芽 胞 形 成 菌 の Clostridioides difficile が 55℃ に 加

温 し た 豚 糞 便 中 で 10 日 間 生 存 し た と い う 報 告 が あ る [42]。 以 上 の こ と か

ら 、EPA が 提 言 す る 条 件 を 満 た す 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 病 原 微 生 物 や 薬 剤 耐

性 菌 の 全 て を 完 全 に 死 滅 さ せ る こ と は 困 難 で あ る が 、 菌 量 を 減 少 さ せ う る

こ と が 示 唆 さ れ た 。  

ま た 、 E. coli（ TC7-1/DH5α ） 及 び P. aeruginosa（ ATCC 27853） は 、

37℃ 、 25℃ 及 び 4℃ で は 7～ 100 日 間 生 存 し 、 低 温 で あ る ほ ど 長 期 間 生 存

し た 。農 場 に よ っ て は 堆 肥 化 ま で の 間 に 家 畜 糞 尿 を 数 日 間 保 管 す る 場 合 が

あ り 、 病 原 微 生 物 や 薬 剤 耐 性 菌 の 環 境 中 へ の 拡 散 源 と な り う る こ と か ら 、

早 期 に 処 理 を 行 う 必 要 が あ る 。ま た 、E. coli が 20℃ 以 下 の 乳 用 牛 ス ラ リ ー

中 で 3 か 月 間 生 存 し た と い う 報 告 が あ り [28]、堆 肥 中 の 水 分 量 が 過 剰 な 場

合 や 好 気 的 堆 肥 化 過 程 に お け る 通 気 量 が 過 剰 も し く は 不 十 分 な 場 合 、寒 冷

期 に 堆 肥 化 を 行 う 場 合 な ど に 堆 肥 温 度 の 上 昇 が 不 十 分 と な り [61, 65]、 薬

剤 耐 性 菌 を 含 む 細 菌 が 堆 肥 中 に 長 期 間 生 存 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。ま

た 、一 度 検 出 限 界 以 下 ま で 減 少 し た 家 畜 糞 便 由 来 堆 肥 に お い て 、 E. coli な

ど の 病 原 菌 が 再 増 殖 す る こ と が 報 告 さ れ て い る [14]。 し た が っ て 、 堆 肥 温

度 を 均 一 に 上 昇 さ せ る 必 要 が あ り 、堆 肥 材 料 の 均 質 化 及 び 適 切 な 切 り 返 し
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の 実 施 、堆 肥 化 期 間 の 延 長 、堆 肥 材 料 の 加 熱 等 の 工 夫 が 必 要 で あ る と 考 え

ら れ る 。  

 tetA 遺 伝 子 は 、 55℃ 及 び 37℃ で 100 日 間 の 培 養 に よ り 有 意 に 減 少 し た

が 、検 出 限 界 以 下 ま で は 減 少 し な か っ た 。排 水 沈 殿 物 の 嫌 気 的 処 理 に お い

て 55℃ で 5 日 間 、 恒 温 器 内 に お け る 豚 糞 便 の 好 気 的 堆 肥 化 に お い て 55℃

で 48 日 間  tetA 遺 伝 子 が 残 存 し た 報 告 が あ る [8, 48]。さ ら に 、豚 糞 便 中 の

tetA 遺 伝 子 を 含 む TC 耐 性 遺 伝 子 が オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 （ 121℃ 、 30 分 、

3 回 ） 後 も 残 存 し た と い う 報 告 が あ る [17]。 以 上 の こ と か ら 、 tetA 遺 伝 子

は EPA が 提 言 す る 条 件 を 満 た す 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 減 少 す る も の の 完 全

に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 本 章 で は 、55℃ 、37℃ 、25℃ 、4℃ の 温 度 条 件 が 豚 糞 便 に 添 加 し た E. coli

（ TC7-1/DH5α ）、P. aeruginosa（ ATCC 27853）、tetA 遺 伝 子 の 消 長 に 与

え る 影 響 を 明 ら か に し た 。こ れ は 、家 畜 糞 尿 を 処 理 す る 際 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐

性 遺 伝 子 の 低 減 に 関 す る 基 礎 的 知 見 と な り 、今 後 、家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /耐

性 遺 伝 子 を 低 減 /除 去 す る た め の 家 畜 糞 尿 処 理 条 件 の 構 築 に 貢 献 す る も の

と 考 え ら れ る 。  

 

5. 小 括  

各 温 度 条 件 が 豚 糞 便 中 の TC 耐 性 E. coli 及 び TC 耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 与

え る 影 響 を 小 括 す る と 以 下 の 通 り で あ る 。  

1） E. coli（ TC7-1/DH5α ） 及 び P. aeruginosa（ ATCC 27853） は 55℃ で

1 日 以 内 に 検 出 限 界 以 下 と な っ た 。 EPA が 提 言 す る 条 件 （ 55℃ 以 上 か つ 3

日 間 以 上 ）を 満 た す 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 病 原 微 生 物 や 薬 剤 耐 性 菌 の 全 て を

完 全 に 死 滅 さ せ る こ と は 困 難 で あ る が 、菌 量 を 減 少 さ せ う る こ と が 示 唆 さ

れ た 。  
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2）E. coli（ TC7-1/DH5α ）及 び P. aeruginosa（ ATCC 27853）は 、37℃ 、

25℃ 及 び 4℃ で は 7～ 100 日 間 生 存 し 、低 温 で あ る ほ ど 長 期 間 生 存 し た 。堆

肥 化 の 際 に は 堆 肥 温 度 を 均 一 に 上 昇 さ せ る 必 要 が あ り 、堆 肥 材 料 の 均 質 化

及 び 適 切 な 切 り 返 し の 実 施 、堆 肥 化 期 間 の 延 長 、堆 肥 材 料 の 加 熱 等 の 工 夫

が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。  

3）tetA 遺 伝 子 は 、55℃ 及 び 37℃ で 100 日 間 の 培 養 に よ り 有 意 に 減 少 し た

が 、 検 出 限 界 は 下 回 ら な か っ た 。 tetA 遺 伝 子 は EPA が 提 言 す る 条 件 を 満

た す 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 減 少 す る も の の 完 全 に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ

る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
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第 Ⅱ 章  小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 を 用 い た 好 気 的 堆 肥 化 が TC 耐 性 E. coli 及 び

TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA 遺 伝 子 ） の 消 長 に 与 え る 影 響  

 

1. 序 文  

第 Ⅰ 章 に お い て 、 豚 糞 便 に 添 加 し た tetA 遺 伝 子 保 有 E. coli 及 び P. 

aeruginosa は 、EPA が 提 言 す る 条 件（ 55℃ 以 上 か つ 3 日 間 以 上 ）に よ っ て

検 出 限 界 以 下 ま で 減 少 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。一 方 、tetA 遺 伝 子 は 有 意 に

減 少 す る も の の 、 完 全 に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し

か し 、本 試 験 は サ ン プ ル を 均 一 か つ 一 定 に 加 温 す る こ と に よ り 堆 肥 温 度 を

再 現 し た も の で あ り 、堆 肥 資 材 や 産 生 さ れ る 発 酵 熱 の 不 均 一 性 、切 り 返 し

作 業 や 外 気 温 の 影 響 に よ る 堆 肥 温 度 の 上 昇 及 び 下 降 な ど は 再 現 さ れ て い

な い 。し た が っ て 、 実 際 の 好 気 的 堆 肥 化 を 再 現 し た 条 件 に お い て 、さ ら な

る 検 証 が 必 要 で あ る 。  

好 気 的 堆 肥 化 で は 、は じ め に 中 温 性 細 菌 に よ っ て 堆 肥 材 料 中 の 易 分 解 性

物 質 （ 糖 質 や た ん ぱ く 質 な ど ）が 分 解 さ れ る 際 に 発 酵 熱 が 生 じ 、 堆 肥 温 度

が 上 昇 す る 。 次 に 、 高 温 性（ 好 熱 性 ） 細 菌 に よ っ て セ ル ロ ー ス や ヘ ミ セ ル

ロ ー ス が 分 解 さ れ る 際 に さ ら に 発 酵 熱 が 生 じ 、堆 肥 温 度 は 60～ 80℃ ま で 上

昇 す る 。各 成 分 が 分 解 さ れ た 後 は 再 び 中 温 性 細 菌 が 優 勢 と な り 、堆 肥 温 度

は 低 下 す る [57]。  

実 験 的 な 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 、 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 を 観 察 し

た 報 告 は あ る が 、堆 肥 温 度 の 変 化 を ウ ォ ー タ ー バ ス で 再 現 し た も の や [47]、

コ ン ピ ュ ー タ ー で コ ン ト ロ ー ル さ れ た も の で あ り [36]、 好 気 的 堆 肥 化 過 程

で 産 生 さ れ る 発 酵 熱 に よ る 堆 肥 温 度 の 変 化 の 下 で 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子

の 消 長 を 観 察 し た 報 告 は な い 。  

実 験 的 に 好 気 的 堆 肥 化 を 行 う 際 の 課 題 と し て 、 資 材 （ 家 畜 糞 便 ） 及 び 副
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資 材 （ モ ミ ガ ラ 、 稲 わ ら な ど ） の 確 保 、堆 肥 化 場 所 の 確 保 、 通 気 及 び 切 り

返 し 作 業 の 実 施 、 堆 肥 温 度 の 経 時 的 測 定 、複 数 試 験 の 実 施 、サ ン プ ル 採 材

の 簡 便 性 な ど が あ る 。し た が っ て 、本 試 験 で は 通 気 ポ ン プ 及 び 温 度 記 録 計

を 有 し 、少 量 の 資 材 及 び 副 資 材 で 複 数 台 同 時 に 試 験 を 実 施 可 能 な 、市 販 の

小 型 堆 肥 化 実 験 装 置（ か ぐ や ひ め ）（ 富 士 平 工 業 株 式 会 社 、東 京 、日 本 ）を

用 い て 行 う こ と と し た [58]。  

本 章 で は 、小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 を 用 い た 好 気 的 堆 肥 化 が 、堆 肥 材 料 に 添

加 し た tetA 遺 伝 子 保 有 E. coli の 消 長 に 与 え る 影 響 の 解 明 を 試 み た 。  

 

2. 材 料 と 方 法  

1） 供 試 菌  

供 試 菌 は 、E. coli を 用 い た 。供 試 菌 株 は 、第 Ⅰ 章 と 同 様 に E. coli（ TC7-

1/DH5α ） を 用 い た 。 MHB（ OXOID） 50mL に E. coli（ TC7-1/DH5α ）

を 懸 濁 し 、 37℃ 、 24 時 間 培 養 し た も の を 供 試 菌 液 と し た 。  

2） 供 試 材 料  

母 豚 糞 便 を 酪 農 学 園 大 学 附 属 農 場 に お い て 採 材 後 4℃ で 保 管 し 、 3 日 以

内 に 試 験 に 供 し た 。 乾 燥 器 を 用 い て 水 分 含 量 を 測 定 （ 105℃ 、 48 時 間 ） し

た 豚 糞 便 1,877g（ 水 分 含 量：66.64%）、モ ミ ガ ラ 623g（ 水 分 含 量：9.58%）、

E. coli 菌 液 500mL（ 最 終 菌 濃 度：107CFU/g）（ 水 分 含 量：97.94%）を 総 重

量 3kg、 最 終 水 分 含 量 60%に な る よ う に 混 合 し た 。  

3） 実 験 的 好 気 的 堆 肥 化 試 験  

実 験 的 好 気 的 堆 肥 化 試 験 は 、小 型 堆 肥 化 実 験 装 置（ か ぐ や ひ め ）（ 富 士 平

工 業 株 式 会 社 、東 京 、日 本 ）（ 図 2）へ の 投 入 群 及 び 室 温 で プ ラ ス チ ッ ク バ

ケ ツ 内 に 投 入 し た コ ン ト ロ ー ル 群 の 2 群 作 成 し 、2016 年 3 月 ～ 4 月 に 実 施

し た 。 小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 投 入 群 は 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 20 日
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間 の 堆 肥 化 を 行 っ た 。0.5L/min の 送 気 に よ り 好 気 条 件 に し 、小 型 温 度 記 録

計（ TR-52i）（ 株 式 会 社 テ ィ ア ン ド デ イ 、長 野 、日 本 ）を 用 い て 堆 肥 の 中 心

温 度 及 び 室 温 を 記 録 し た 。 20 日 間 の 試 験 の う ち 、 1、 2、 3、 5、 6、 8、 9、

11、13、15 日 目 に 堆 肥 化 装 置 投 入 群 で 切 り 返 し を 行 っ た 。コ ン ト ロ ー ル 群

で は 切 り 返 し は 行 わ ず に 室 温 で 静 置 し た 。堆 肥 化 装 置 投 入 群 、コ ン ト ロ ー

ル 群 共 に 0、 1、3、 5、7、9、 11、13、 15、 17、20 日 目 に サ ン プ ル を 回 収

し た 。堆 肥 化 装 置 投 入 群 は 同 時 に 二 台 の 装 置 を 用 い て 行 い 、平 均 値 及 び 標

準 誤 差 を 測 定 し た 。  

4） 生 菌 数 計 測  

第 Ⅰ 章 2-4)の 手 順 に 準 拠 し て 行 っ た 。  

5） DNA 抽 出  

第 Ⅰ 章 2-5) の 手 順 に 準 拠 し て 行 っ た 。  

6） TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA 遺 伝 子 ） 定 量  

第 Ⅰ 章 2-6) の 手 順 に 準 拠 し て 行 っ た 。  

7） 16S rRNA 遺 伝 子 定 量  

SYBR Premix Ex Taq Ⅱ （ Tli RNaseH Plus）（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ）  

10μ L に 16S rRNA 遺 伝 子 を 標 的 と し た 20μ M プ ラ イ マ ー （ 表 2）  各

0.4μ L 及 び 希 釈 液  5μ L を 加 え 、滅 菌 蒸 留 水  4.2μ L で 20μ L に 調 整 し た

調 整 液 を 作 成 し 、 Light Cycler 480Ⅱ （ Roche-Diagnostics） を 用 い て 16S 

rRNA 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 測 定 し た 。 反 応 条 件 は 95℃ 、 30 秒 間 の 初 期 変

性 、95℃ 、3 秒 間 の 変 性 及 び 60℃ 、30 秒 間 の ア ニ ー リ ン グ /伸 長 反 応 を 45

サ イ ク ル 繰 り 返 し た 後 、融 解 曲 線 分 析 を 行 っ た 。リ ア ル タ イ ム PCR は 二 重

反 復 法 で 3 回 行 い 、 遺 伝 子 コ ピ ー 数 の 平 均 値 及 び 標 準 誤 差 を 求 め た 。  

8） 統 計 解 析  

第 Ⅰ 章 2-7) の 手 順 に 準 拠 し て 行 っ た 。  
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図 2. 小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 （ か ぐ や ひ め ） 図 面  
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表 2. 使 用 プ ラ イ マ ー  

標 的  

遺 伝 子  

  塩 基 配 列  

（ 5’-3’）  

ア ニ ー リ ン グ  

温 度 （ ℃ ）  

増 幅  

産 物  

（ bp）  

引 用

文 献  

16S rRNA Forward CCTACGGGAGGCAGCAG 

60 192 [50] 

  Reverse ATTACCGCGGCTGCTGG 

 

 

3. 結 果  

小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 に よ る 実 験 的 好 気 的 堆 肥 化 試 験 に お け る E. coli

（ TC7-1/DH5α ）生 菌 数 、tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 、16S rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー

数 、 堆 肥 温 度 、 室 温 の 推 移 を 図 2 に 示 す 。  

小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 投 入 群 に お い て 、試 験 3 日 目 か ら 堆 肥 温 度 の 上 昇 が

認 め ら れ 、 4 日 目 に 40.4℃ 、 6 日 目 に 最 高 到 達 温 度 の 62.8℃ 、 10 日 目 に

49.5℃ に 達 し た 。E. coli（ TC7-1/DH5α ）は 6 日 目 に 堆 肥 温 度 が 55℃ ま で

到 達 し た 後 、1 日 以 内 に 検 出 限 界（ 50 CFU/g）以 下 と な っ た 。tetA 遺 伝 子

コ ピ ー 数 は 、4 日 目 の 堆 肥 温 度 上 昇 に 伴 い 、 0 日 目 の 7.8 log copies/g か ら

5 日 目 に 3.8 log copies/g、20 日 目 に 3.5 log copies/g ま で 有 意 に 減 少 し た 。

16S rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、 5、 15、 17 日 目 に 有 意 な 減 少 が 認 め ら れ た

も の の 、 20 日 目 に は 有 意 な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 3A）。  

コ ン ト ロ ー ル 群 に お い て 、20 日 間 で 堆 肥 温 度 の 上 昇 は 認 め ら れ な か っ た 。

E. coli（ TC7-1/DH5α ）生 菌 数 は 11 日 目 に 検 出 限 界（ 50 CFU/g）以 下 と

な っ た が 、 20 日 目 に は 0 日 目 と 同 程 度 の 生 菌 数 が 検 出 さ れ た 。 tetA 遺 伝

子 コ ピ ー 数 、16S rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 20 日 間 で 変 化 は 認 め ら れ な か っ
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た （ 図 3B）。  
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図 3.（ A） 小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 投 入 群 及 び （ B） コ ン ト ロ ー ル 群 の 実 験 的 好 気 性

堆 肥 化 試 験 に お け る Escherichia coli（ TC7-1/DH5α ） 生 菌 数 、 tetA 遺 伝 子 コ

ピ ー 数 、 16S rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 、 堆 肥 温 度 、 室 温 の 推 移 （ ＊ ： 小 型 堆 肥 化

実 験 装 置 投 入 群 の み 0 日 目 と 比 較 し て 有 意 差 が 認 め ら れ た 日 目 ）  
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4. 考 察  

本 試 験 に お い て 、 堆 肥 温 度 は EPA が 提 言 す る 条 件 （ 55℃ 以 上 か つ 3 日

間 以 上 ） の う ち 、 55℃ 以 上 の 条 件 は 満 た し た が 、 3 日 間 以 上 の 条 件 を 満 た

す こ と が で き な か っ た 。好 気 的 堆 肥 化 で は 、堆 肥 材 料 中 の 易 分 解 性 物 質（ 糖

質 や た ん ぱ く 質 な ど ） や 、 セ ル ロ ー ス 、 ヘ ミ セ ル ロ ー ス が 分 解 さ れ る 際 に

発 酵 熱 が 生 じ る こ と か ら 、こ れ ら の 成 分 が 枯 渇 し た こ と に よ り 55℃ 以 上 の

堆 肥 温 度 を 維 持 で き な か っ た も の と 考 え ら れ た 。  

小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 投 入 群 に お い て 、試 験 6 日 目 に 堆 肥 温 度 が 55℃ に 到

達 し 、堆 肥 化 材 料 に 添 加 し た E. coli（ TC7-1/DH5α ）は 1 日 以 内 に 検 出 限

界（ 50 CFU/g）以 下 ま で 減 少 し た 。し た が っ て 、EPA が 提 言 す る 条 件 に 満

た な い 好 気 的 堆 肥 化 に お い て も TC 耐 性 E. coli の 多 く が 減 少 し た こ と か

ら 、 EPA が 提 言 す る 条 件 で は さ ら に TC 耐 性 E. coli の 多 く が 減 少 す る こ

と が 示 唆 さ れ た 。  

一 方 、tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、試 験 4 日 目 に 堆 肥 温 度 が 40.4℃ ま で 上 昇

し た こ と に 伴 い 5 日 目 に 有 意 に 減 少 し た が 、検 出 限 界 以 下 ま で は 減 少 し な

か っ た 。ま た 、試 験 6 日 目 に 堆 肥 温 度 は 62.8℃ に 達 し た が 、5 日 目 か ら 20

日 目 ま で は 、有 意 な 変 化 は み ら れ な か っ た 。し た が っ て 、tetA 遺 伝 子 は 好

気 的 堆 肥 化 に よ る 堆 肥 温 度 上 昇 に よ っ て 減 少 す る も の の 、完 全 に 除 去 す る

こ と は 困 難 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

16S rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、 試 験 5、 15、 17 日 目 に 有 意 な 減 少 が 認 め

ら れ た が 、 20 日 目 に は 有 意 な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 16S rRNA 遺 伝 子

コ ピ ー 数 は 細 菌 種 に よ っ て 異 な る が 、サ ン プ ル 中 の 総 細 菌 量 の 推 定 及 び 細

菌 集 団 中 の 耐 性 遺 伝 子 量 の 標 準 化 に 使 用 さ れ て い る [2]。し た が っ て 、堆 肥

材 料 中 の 総 細 菌 量 は 本 試 験 期 間 中 に 変 動 が み ら れ た も の の 、試 験 終 了 時 に

は E. coli（ TC7-1/DH5α ） 及 び tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 が 特 異 的 に 減 少 し て
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い た こ と が 示 唆 さ れ た 。  

本 章 で は 、小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 を 用 い た 実 験 的 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 、 堆

肥 温 度 が 55℃ 以 上 に 達 し 、 E. coli（ TC7-1/DH5α ） 及 び tetA 遺 伝 子 が 有

意 に 減 少 す る こ と を 明 ら か に し た 。し か し 、tetA 遺 伝 子 を 完 全 に 除 去 す る

こ と は 困 難 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ は 、 日 本 に お い て 家 畜 糞 尿 の 処

理 に 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 好 気 的 堆 肥 化 に お け る 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝

子 の 低 減 に 関 す る 基 礎 的 知 見 と な り 、今 後 、家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝

子 を よ り 低 減 /除 去 可 能 な 好 気 的 堆 肥 化 条 件 の 構 築 に 貢 献 す る も の と 考 え

ら れ る 。  

 

5. 小 括  

小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 を 用 い た 好 気 的 堆 肥 化 が TC 耐 性 E. coli 及 び TC 耐

性 遺 伝 子 の 消 長 に 与 え る 影 響 を 小 括 す る と 以 下 の 通 り で あ る 。  

1） E. coli（ TC7-1/DH5α ） は 、 小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 投 入 群 の 堆 肥 温 度 が

試 験 6 日 目 に 55℃ に 到 達 し て か ら 1 日 以 内 に 検 出 限 界 （ 50 CFU/g） 以 下

ま で 減 少 し た 。こ の こ と か ら 、好 気 的 堆 肥 化 に よ り TC 耐 性 E. coli の 多 く

が 減 少 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

2） tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、 小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 投 入 群 の 堆 肥 温 度 が 試 験

4 日 目 に 40.4℃ ま で 上 昇 し た こ と に 伴 い 5 日 目 に 有 意 に 減 少 し た が 、検 出

限 界 以 下 ま で は 減 少 し な か っ た 。ま た 、試 験 6 日 目 に 堆 肥 温 度 は 62.8℃ に

達 し た が 、5 日 目 か ら 20 日 目 ま で は 有 意 な 変 化 は み ら れ な か っ た 。こ の こ

と か ら 、好 気 的 堆 肥 化 に よ り tetA 遺 伝 子 は 減 少 す る も の の 完 全 に 除 去 す る

こ と は 困 難 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

3）16S rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、試 験 5、15、17 日 目 に 有 意 な 減 少 が 認 め

ら れ た が 、20 日 目 に は 有 意 な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。こ の こ と か ら 、E. 
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coli（ TC7-1/DH5α ）及 び tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 が 特 異 的 に 減 少 し た こ と が

示 唆 さ れ た 。  
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第 Ⅲ 章  日 本 の 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に 存 在 す る オ キ シ テ ト ラ サ

イ ク リ ン（ OTC） 耐 性 菌 数 、 TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA 遺 伝 子 ） 量 及

び 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 に 関 す る 調 査  

1. 序 文  

第 Ⅰ 章 及 び 第 Ⅱ 章 に お い て 、 TC 耐 性 E. coli 及 び TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA

遺 伝 子 ）は そ れ ぞ れ 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 減 少 す る が 、TC 耐 性 遺 伝 子（ tetA

遺 伝 子 ） は 完 全 に 除 去 で き な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し 、実 際 の 畜 産 農

場 に お い て 好 気 的 堆 肥 化 処 理 さ れ た 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に 残 存 す る

TC 耐 性 菌 数 及 び TC 遺 伝 子 量 に つ い て は 十 分 に 調 査 さ れ て い な い 。  

ま た 、家 畜 に 投 与 さ れ た 抗 菌 薬 の 約 75%は 吸 収 さ れ ず に 排 泄 さ れ る と い

う 報 告 が あ る こ と か ら [6]、 家 畜 糞 尿 中 に は 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 だ け で

な く 残 留 抗 菌 薬 も 含 ま れ て い る と 考 え ら れ る 。 豚 糞 尿 中 の テ ト ラ サ イ ク リ

ン 系 抗 菌 薬 が 堆 肥 化 処 理 に よ り 減 少 す る と い う 報 告 が あ る が [5]、実 際 の 農

場 で 好 気 的 堆 肥 化 処 理 さ れ た 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に 残 留 す る 抗 菌 薬

量 に つ い て は 十 分 に 調 査 さ れ て い な い 。  

し た が っ て 、本 章 で は 、日 本 の 牛 及 び 豚 農 場 に お い て 好 気 的 堆 肥 化 処 理

さ れ た 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に 存 在 す る オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ ン（ OTC）

耐 性 菌 数 、 TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA 遺 伝 子 ） 量 及 び 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 を

計 測 す る こ と と と も に 、 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 と TC 耐 性 遺 伝 子 量 の 関 係

に つ い て 解 明 を 試 み た 。  

 

2. 材 料 と 方 法  

1） 供 試 材 料  

野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 の オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ ン（ OTC）耐 性 菌

（ TCr） 生 菌 数 及 び tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 を 計 測 す る た め 、 2014 年 8 月 か
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ら 2015 年 11 月 に 採 材 さ れ た 豚 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 7 農 場 7 サ ン プ ル 、牛 糞

便 由 来 完 熟 堆 肥 4 農 場 4 サ ン プ ル の 計 11 サ ン プ ル を 用 い た 。  

野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 の tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 と 残 留 抗 菌 薬 濃 度

の 相 関 を 明 ら か に す る た め 、 2014 年 8 月 か ら 2015 年 11 月 に 採 材 さ れ た

豚 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 11 農 場 29 サ ン プ ル 、牛 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 4 農 場 4 サ

ン プ ル の 計 33 サ ン プ ル を 用 い た 。  

全 て の サ ン プ ル は 、各 農 場 に お い て 好 気 的 に 堆 肥 化 さ れ た 。サ ン プ ル は

全 て 採 材 後 -80℃ で 保 存 さ れ た も の を 試 験 に 供 し た 。  

2） OTC 耐 性 菌 （ TCr） 生 菌 数 計 測  

 サ ン プ ル 0.2g を 0.85%滅 菌 生 理 食 塩 水 1mL に 懸 濁 し た 後 に 10 倍 段 階

希 釈 を 行 っ て サ ン プ ル 希 釈 液 と し 、OTC（ SIGMA-ALDRICH）50mg/L を

添 加 し た 普 通 寒 天 培 地 （ 日 水 製 薬 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ） に 100μ L 塗 布

し た 後 37℃ 、 24 時 間 培 養 し 、 生 菌 数 を 測 定 し た 。  

3） DNA 抽 出  

第 Ⅰ 章 2-5)の 手 順 に 準 拠 し て 行 っ た 。  

4） TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA 遺 伝 子 ） 定 量  

第 Ⅰ 章 2-6)の 手 順 に 準 拠 し て 行 っ た 。  

5） 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 計 測  

 東 京 農 工 大 学 に 依 頼 し 、 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 サ ン プ ル 中 の TC 系

抗 菌 薬（ TC、OTC、ド キ シ サ イ ク リ ン 、ミ ノ サ イ ク リ ン 、ク ロ ル テ ト ラ サ

イ ク リ ン ） 濃 度 を 固 相 カ ー ト リ ッ ジ （ Oasis HLB resin）（ Waters Corp., 

Milford, MA, USA) に よ る 固 相 抽 出 後 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

（ Accela）（ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA） 及 び タ ン デ ム

質 量 分 析 計 （ Liquid Chromatograph-tandem mass Spectrometry （ LC-

MS/MS））（ Quantum Access）（ Thermo Fisher Scientific）を 用 い て 分 析 し
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た 。  

6） 統 計 解 析  

豚 糞 便 由 来 堆 肥 及 び 牛 糞 便 由 来 堆 肥 間 に お け る TCr 生 菌 数 及 び tetA 遺

伝 子 コ ピ ー 数 、 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 の 差 を 比 較 す る た め 、 Shapiro-Wilk 

test に よ る 正 規 性 判 定 及 び Wilcoxson rank sum test に よ る 順 位 和 検 定 に よ

り 判 定 し た 。  

tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 及 び 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 の 相 関 関 係 を Pearson’s 

test に よ り 判 定 し た 。  

各 検 定 に お い て p <0.05 を 有 意 差 と し 、統 計 解 析 は R software を 用 い て

実 施 し た 。  

 

3. 結 果  

野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 に お け る 、由 来 家 畜 種 及 び 農 場 毎 の TCr 生 菌

数 及 び tetA 遺 伝 子 の 検 出 量 を 表 3 に 示 す 。 TCr は 54.5%（ 6/11） か ら 検

出 さ れ 、 そ の う ち 豚 糞 便 由 来 堆 肥 か ら 57.1%（ 4/7）、 3.4–4.4 log CFU/g、

牛 糞 便 由 来 堆 肥 か ら 50.0%（ 2/4）、4.2–4.6 log CFU/g 検 出 さ れ た 。tetA 遺

伝 子 は 全 サ ン プ ル （ 11/11） か ら 検 出 さ れ 、 そ の う ち 豚 糞 便 由 来 堆 肥 か ら

4.2–8.6 log copies/g、 牛 糞 便 由 来 堆 肥 か ら 2.8–5.9 log copies/g 検 出 さ れ

た 。  

 TC 系 抗 菌 薬 は 全 サ ン プ ル（ 33/33）か ら 検 出 さ れ た 。豚 糞 便 由 来 堆 肥 サ

ン プ ル の 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 は 牛 糞 便 由 来 堆 肥 サ ン プ ル よ り も 有 意 に 高

値 を 示 し た （ p = 0.00007331）。 tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 及 び 残 留 TC 系 抗 菌

薬 濃 度 間 に は 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た（ y = 1.0729x + 4.4226, R = 0.47, 

p = 0.005590）（ 図 4）  
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図 4. 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に お け る tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 及 び 残 留

テ ト ラ サ イ ク リ ン 系 抗 菌 薬（ オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ ン 、テ ト ラ サ イ ク リ ン 、

ド キ シ サ イ ク リ ン 、ミ ノ サ イ ク リ ン 、ク ロ ル テ ト ラ サ イ ク リ ン ） 濃 度 の 相

関 図（ 豚 由 来：青 色 ● 、牛 由 来：橙 色 ×）（ y = 1.0729x + 4.4226, R = 0.47, 

p = 0.005590）  



28 

 

4. 考 察  

 本 試 験 に お い て 、TCr は 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 6 サ ン プ ル（ 54.5%）

か ら 検 出 さ れ た 。由 来 家 畜 種 別 で は 、豚 由 来 が 4 サ ン プ ル（ 57.1%）で 3.4  

–4.4 log CFU/g、牛 由 来 が 2 サ ン プ ル（ 50.0%）で 4.2–4.6 log CFU/g の 幅

で 検 出 さ れ た 。第 Ⅰ 章 及 び 第 Ⅱ 章 の 結 果 か ら 、55℃ 以 上 か つ 3 日 間 以 上 の

条 件 を 満 た す 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 、 TC 耐 性 E. coli の 多 く が 減 少 す る こ と

が 示 唆 さ れ た が 、 野 外 に お け る 完 熟 堆 肥 の 半 数 以 上 に TC 耐 性 菌 が 残 存 し

て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 実 際 の 農 場 で は 、堆 肥 温 度 、堆 肥 化 期 間 、堆 肥

材 料（ 水 分 量 、副 資 材 な ど ）、外 気 温 な ど の 様 々 な 要 因 に よ り TC 耐 性 菌 が

死 滅 し て い な い 可 能 性 が 考 え ら れ た 。  

tetA 遺 伝 子 は 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 11 サ ン プ ル（ 100%）か ら 検 出

さ れ た 。 由 来 家 畜 種 別 で は 、 豚 由 来 が 7 サ ン プ ル （ 100%） で 4.2–8.6 log 

copies/g、 牛 由 来 が 4 サ ン プ ル （ 100%） で 2.8–5.9 log copies/g の 幅 で 検

出 さ れ た 。第 Ⅰ 章 及 び 第 Ⅱ 章 の 結 果 と 同 様 に 、好 気 的 堆 肥 化 で は tetA 遺 伝

子 を 低 減 さ せ る も の の 完 全 に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ り 、野 外 に お け る 家

畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 の 多 く に tetA 遺 伝 子 が 残 存 し て い る こ と が 示 唆 さ れ

た 。家 畜 糞 尿 由 来 堆 肥 中 に 存 在 す る 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 は 、散 布 さ れ た 土 壌 中

で ヒ ト の 病 原 性 細 菌 に 水 平 伝 達 し 、薬 剤 耐 性 を 獲 得 す る 可 能 性 が あ る こ と

か ら 、公 衆 衛 生 上 の リ ス ク と 考 え ら れ て い る [11, 15]。ま た 、実 験 室 内 に お

け る E. coli の 形 質 転 換 効 率 は 塩 化 カ ル シ ウ ム 濃 度 及 び プ ラ ス ミ ド 濃 度 に

依 存 す る こ と か ら [24]、 多 く の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 存 在 下 で は 形 質 転 換 効 率 が

上 昇 し 、 薬 剤 耐 性 菌 が 生 じ る 可 能 性 が 高 ま る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、

好 気 的 堆 肥 化 に よ り 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 低 減 さ せ る こ と は 、薬 剤 耐 性 菌 が 生

じ る 頻 度 を 減 少 さ せ る た め に 有 効 で は あ る が 、完 全 に 除 去 す る こ と が 望 ま

し い と 考 え ら れ る 。  
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 TC 系 抗 菌 薬 は 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 33 サ ン プ ル （ 100%） か ら 検

出 さ れ た 。 実 験 的 堆 肥 化 に お い て 、 堆 肥 材 料 中 の TC 系 抗 菌 薬 濃 度 が 減 少

す る と い う 報 告 が あ る 一 方 [5, 9, 36]、野 外 に お け る 乳 牛 糞 便 由 来 堆 肥 中 に

TC 系 抗 菌 薬 が 残 留 し て い る と い う 報 告 が あ る [34]。 実 際 の 農 場 で は 、 堆

肥 化 の 際 に 残 留 抗 菌 薬 を 減 少 さ せ る 条 件（ 堆 肥 温 度 、堆 肥 材 料 の 均 質 性 な

ど ）が 満 た さ れ ず 、 結 果 と し て 野 外 に お け る 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 の 多 く

に 抗 菌 薬 が 残 留 し て い る 可 能 性 が あ る 。  

由 来 家 畜 種 別 で は 、 豚 由 来 サ ン プ ル の 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 は 牛 由 来 サ

ン プ ル よ り も 有 意 に 高 値 を 示 し た 。2014 年 及 び 2015 年 の 日 本 の 養 豚 に お

け る TC 系 抗 菌 薬 販 売 量（ 原 末 換 算 量 ）は 約 233～ 236 ト ン で 、約 12 ト ン

の 乳 用 牛 と 比 べ て 約 20 倍 、約 6 ト ン の 肉 用 牛 と 比 べ て 約 40 倍 多 い こ と か

ら [62, 63]、 抗 菌 薬 使 用 量 が 多 い ほ ど 堆 肥 中 の 残 留 抗 菌 薬 濃 度 が 高 く な る

こ と が 示 唆 さ れ た 。  

野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 の tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 及 び 残 留 TC 系 抗

菌 薬 濃 度 間 に は 、有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た（ 図 4）。し た が っ て 、家 畜

糞 便 由 来 堆 肥 中 の 残 留 抗 菌 薬 濃 度 が 高 い ほ ど 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 維 持 さ れ

や す い こ と が 示 唆 さ れ た 。  

本 章 で は 、 日 本 に お け る 複 数 の 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に TC 耐 性

菌 及 び tetA 遺 伝 子 が 残 存 し 、TC 系 抗 菌 薬 が 残 留 し て い る こ と を 明 ら か に

し た 。ま た 、堆 肥 中 の 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 と tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 に は 正

の 相 関 が あ る こ と を 明 ら か に し た 。本 結 果 は 、 日 本 の 農 場 に お い て 堆 肥 化

さ れ た 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 が 、 家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 環 境

へ の 拡 散 源 と な り う る こ と を 示 唆 す る 重 要 な 知 見 で あ る 。 今 後 、家 畜 由 来

薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 を よ り 低 減 /除 去 可 能 な 好 気 堆 肥 化 条 件 の 検 討 や 、

他 の 家 畜 糞 尿 処 理 方 法 に 関 す る さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 
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5. 小 括  

日 本 の 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に 存 在 す る オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ

ン （ OTC） 耐 性 菌 数 、 TC 耐 性 遺 伝 子 量 及 び 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 に 関 す

る 調 査 を 小 括 す る と 以 下 の 通 り で あ る 。  

1）OTC 耐 性 菌（ TCr）は 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 6 サ ン プ ル（ 54.5%）

か ら 検 出 さ れ た 。第 Ⅰ 章 及 び 第 Ⅱ 章 の 結 果 か ら 、55℃ 以 上 か つ 3 日 間 以 上

の 条 件 を 満 た す 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 、 TC 耐 性 E. coli の 多 く が 減 少 す る こ

と が 示 唆 さ れ た が 、 野 外 に お け る 完 熟 堆 肥 の 半 数 以 上 に TC 耐 性 菌 が 残 存

し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

2） tetA 遺 伝 子 は 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 11 サ ン プ ル （ 100%） か ら 検

出 さ れ た 。好 気 的 堆 肥 化 で は tetA 遺 伝 子 を 完 全 に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ

り 、野 外 に お け る 完 熟 堆 肥 の 多 く に tetA 遺 伝 子 が 残 存 し て い る こ と が 示 唆

さ れ た 。  

3）TC 系 抗 菌 薬 は 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 33 サ ン プ ル（ 100%）か ら 検

出 さ れ 、 豚 由 来 サ ン プ ル の 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 は 牛 由 来 サ ン プ ル よ り も

有 意 に 高 値 を 示 し た 。抗 菌 薬 使 用 量 と 堆 肥 中 の 残 留 抗 菌 薬 濃 度 に は 相 関 が

あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

4） 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 の tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 及 び 残 留 TC 系 抗

菌 薬 濃 度 間 に は 、有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。家 畜 糞 便 由 来 堆 肥 中 に お

け る 残 留 抗 菌 薬 濃 度 が 高 い ほ ど 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 維 持 さ れ や す い こ と が

示 唆 さ れ た 。   
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第 Ⅳ 章  豚 飼 料 中 へ の 飼 料 添 加 物 と し て の コ リ ス チ ン （ CST） 添 加 中 止 が

豚 糞 便 由 来 E. coli の プ ラ ス ミ ド 性 CST 耐 性 遺 伝 子（ mcr 遺 伝 子 ）

保 有 率 及 び CST 耐 性 率 に 与 え る 影 響  

1. 序 文  

 第 Ⅰ 章 及 び 第 Ⅱ 章 に お い て 、豚 糞 便 中 の TC 耐 性 E. coli 及 び TC 耐 性 遺

伝 子（ tetA 遺 伝 子 ）は 、好 気 的 堆 肥 化 に よ り そ れ ぞ れ 有 意 に 減 少 す る こ と

を 明 ら か に し た が 、 TC 耐 性 遺 伝 子 （ tetA 遺 伝 子 ） は 堆 肥 化 過 程 に お い て

完 全 に 除 去 で き な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 第 Ⅲ 章 に お い て 、 野 外 の 家

畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 の 多 く に TC 耐 性 菌 及 び TC 耐 性 遺 伝 子（ tetA 遺 伝 子 ）

が 残 存 し 、 さ ら に TC 系 抗 菌 薬 が 残 留 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 家 畜 糞

尿 の 処 理 過 程 に お け る 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 及 び 残 留 抗 菌 薬 を 除 去 す る た め の

対 策 と し て 、よ り 効 果 的 な 好 気 的 堆 肥 化 条 件 の 検 討 、堆 肥 副 資 材（ 添 加 剤 ）

の 検 討 、好 気 的 堆 肥 化 以 外 の 家 畜 糞 便 処 理 方 法 （ 嫌 気 的 処 理 や イ エ バ エ 幼

虫 堆 肥 化 な ど ）の 検 討 な ど が 考 え ら れ る [19, 46]。し か し 、家 畜 糞 尿 の 処 理

前 の 対 策 と し て 、家 畜 糞 便 中 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 量 を 減 少 さ せ る こ と も 重 要

な 対 策 で あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 家 畜 飼 養 時 に お け る 抗 菌 薬 使 用

量 の 削 減 が 家 畜 糞 便 中 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 量 の 低 減 に 与 え る 影 響 を 調 査 す

る こ と と し た 。  

コ リ ス チ ン （ CST） は 、 ヒ ト 医 療 分 野 に お い て 多 剤 耐 性 グ ラ ム 陰 性 桿 菌

感 染 症 に 対 す る 最 後 の 砦 と し て 重 要 な 治 療 薬 と な っ て い る と と も に [29]、

畜 産 分 野 に お い て は 、特 に 養 豚 農 場 に お い て 動 物 用 医 薬 品 や 抗 菌 性 飼 料 添

加 物 と し て 広 く 使 用 さ れ て き た [20]。CST 耐 性 に つ い て は 、長 ら く 染 色 体

性 機 構 の み が 知 ら れ て い た が 、 2015 年 に 中 国 で プ ラ ス ミ ド 性 CST 耐 性 遺

伝 子 （ mcr 遺 伝 子 ） の mcr-1 遺 伝 子 が 初 め て 特 定 さ れ て 以 降 [25]、日 本 を

含 む 世 界 各 国 で 検 出 報 告 が あ り [20, 22, 31]、 CST 耐 性 の 急 速 な 拡 大 が 懸



32 

 

念 さ れ て い る 。2017 年 に は 、食 品 安 全 委 員 会 に よ る「 家 畜 に 使 用 す る 硫 酸

コ リ ス チ ン に 係 る 薬 剤 耐 性 菌 に 関 す る 食 品 健 康 影 響 評 価 」に よ り 中 程 度 の

リ ス ク と 評 価 さ れ た こ と か ら [66]、2018 年 7 月 に 家 畜 の 抗 菌 性 飼 料 添 加 物

と し て の 指 定 が 取 り 消 さ れ 、動 物 用 医 薬 品 と し て は 第 二 次 選 択 薬 に 位 置 付

け さ れ た 。  

し た が っ て 、本 章 で は 、CST の 抗 菌 性 飼 料 添 加 物 と し て の 指 定 取 り 消 し

を 受 け て 、 抗 菌 性 飼 料 添 加 物 と し て CST が 添 加 さ れ て い る 飼 料 （ CST 添

加 飼 料 ） か ら CST が 添 加 さ れ て い な い 飼 料 （ CST 未 添 加 飼 料 ） に 切 り 替

え を 実 施 す る こ と と な っ た 養 豚 農 家 に お い て 、豚 飼 料 中 へ の 飼 料 添 加 物 と

し て の CST 添 加 中 止 が 豚 糞 便 に お け る E. coli の プ ラ ス ミ ド 性 CST 耐 性 遺

伝 子 保 有 率 及 び CST 耐 性 率 に 与 え る 影 響 を 明 ら か に す る こ と と し た 。  

 

2. 材 料 と 方 法  

1） 検 体 採 材  

愛 媛 県 の 養 豚 農 家 1 農 場 に お い て 、繁 殖 豚 舎 1 豚 群（ 母 豚 ）、分 娩 豚 舎 3

豚 群（ 1 週 齢 、離 乳 1 週 前 、離 乳 週 ）、離 乳 豚 舎 3 豚 群（ 移 動 後 2 週 、移 動

後 3 週 、 移 動 後 5 週 ）、 肥 育 豚 舎 2 豚 群 （ 移 動 後 5 週 、 移 動 後 7 週 ） の 計

4 豚 舎 9 豚 群 の 糞 便 を 計 3 回 採 材 し た 。 繁 殖 豚 舎 で は 1 個 体 の 直 腸 便 も し

く は 落 下 糞 便 を 1 検 体 、分 娩 豚 舎 、離 乳 豚 舎 及 び 肥 育 豚 舎 で は 5 箇 所 の 落

下 糞 便 を 1 検 体 と し た 。検 体 数 は 、繁 殖 豚 舎 で は 1 豚 群 あ た り 5 検 体 、分

娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 で は 1 豚 群 あ た り 2 検 体 、肥 育 豚 舎 で は 1 豚 群 あ た り

2 検 体 と し た（ 表 4）。1 回 目 の 採 材 は 、CST 添 加 飼 料 か ら CST 未 添 加 飼 料

へ 切 り 替 え た 2018 年 4 月 か ら 約 6～ 8 か 月 前 の 2017 年 8 月 及 び 10 月 に

実 施 し た 。 2 回 目 の 採 材 は 、 CST 未 添 加 飼 料 へ 切 り 替 え た 2018 年 4 月 か

ら 約 6 か 月 後 の 2018 年 11 月 に 実 施 し た 。3 回 目 の 採 材 は 、CST 未 添 加 飼
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料 へ 切 り 替 え た 2018 年 4 月 か ら 約 1 年 後 の 2019 年 3 月 に 実 施 し た （ 図

5）。採 材 1 回 目 時 点 で は 、分 娩 豚 舎 に お け る 6 日 齢 か ら 離 乳 豚 舎 に お け る

70 日 齢 ま で CST 添 加 飼 料 が 給 与 さ れ て い た が 、 採 材 2 回 目 及 び 3 回 目 時

点 で は CST 未 添 加 飼 料 が 給 与 さ れ て い た 。  

 

 

 

 

図 5. 養 豚 場 に お け る 飼 料 添 加 物 コ リ ス チ ン 添 加 中 止 時 期 及 び 採 材 時 期  

 

2） CST 耐 性 遺 伝 子 （ mcr 遺 伝 子 ） 保 有 E. coli 分 離  

採 材 し た 糞 便 検 体 は 、 滅 菌 綿 棒 を 用 い て DHL（ deoxycholate-hydrogen 

sulfate-lactose） 寒 天 培 地 （ 日 水 製 薬 ） に 直 接 塗 抹 し 、 37℃ 、 24 時 間 好 気



34 

 

培 養 し た 。赤 色 を 呈 し た コ ロ ニ ー を 1 検 体 あ た り 3 株 釣 菌 し 、PCR 法 に よ

り E. coli と 同 定 し た [49]。 次 に 、 分 離 し た E. coli を 1 検 体 あ た り 2 株 選

択 し 、 PCR 法 に よ り mcr 遺 伝 子 （ mcr-1～ mcr-5） の 保 有 状 況 を 確 認 し た

[31]。  

3） 薬 剤 感 受 性 試 験  

分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 の 分 離 株 に つ い て 、 mcr 遺 伝 子 保 有 株 が 分 離 さ れ

た 検 体 に つ い て は 1 検 体 あ た り mcr 遺 伝 子 を 保 有 す る 1 株 を 選 択 、mcr 遺

伝 子 保 有 株 が 分 離 さ れ な か っ た 検 体 に つ い て は 無 作 為 に 1 検 体 あ た り 1 株

を 選 択 し 、CST の 薬 剤 感 受 性 を 調 査 し た 。薬 剤 感 受 性 は 、寒 天 平 板 希 釈 法

に よ り 最 小 発 育 阻 止 濃 度 （ MIC ） を 測 定 し 、 European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing（ EUCAST） の 定 め る ブ レ イ ク ポ イ ン

ト か ら 、 MIC≧ 4μ g/mL を 耐 性 と し た 。  

 

3. 結 果  

全 3 回 の 採 材 に お い て 、 繁 殖 豚 舎 及 び 肥 育 豚 舎 か ら mcr 遺 伝 子 保 有 E. 

coli は 分 離 さ れ な か っ た 。分 娩 豚 舎 か ら は 、採 材 1 回 目 に 2/3 豚 群 4/6 検

体 、採 材 2 回 目 に 2/3 豚 群 3/6 検 体 、採 材 3 回 目 に 1/3 豚 群 1/6 検 体 、離

乳 豚 舎 か ら は 、 採 材 1 回 目 に 3/3 豚 群 6/6 検 体 、 採 材 2 回 目 に 1/3 豚 群

1/6 検 体 、 採 材 3 回 目 に 2/3 豚 群 3/6 検 体 か ら mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が

分 離 さ れ た （ 表 5）。 分 離 さ れ た mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli18 検 体 の う ち 、 採

材 2 回 目 の 分 娩 豚 舎 、 離 乳 週 1 検 体 で は mcr-5 遺 伝 子 保 有 E. coli で あ っ

た が 、 他 の 17 検 体 は 、 mcr-1 遺 伝 子 保 有 E. coli で あ っ た 。  

分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 に お け る mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli 分 離 率 は 、採 材 1

回 目 が 83.3％（ 10/12 検 体 ）、採 材 2 回 目 及 び 3 回 目 が 33.3％（ 4/12 検 体 ）

で あ っ た（ 表 6）。 CST 耐 性 率 は 、採 材 1 回 目 が 83.3％（ 10/12 検 体 ）、採
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材 2 回 目 が 16.7％ （ 2/12 検 体 ）、 採 材 3 回 目 が 25.0％ （ 3/12 検 体 ） で あ

っ た （ 表 6）（ 図 6）。  
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図 6. 分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 分 離 株 に お け る mcr 遺 伝 子 保 有 状 況 と コ リ ス

チ ン（ CST）-MIC の 推 移（ A: 採 材 1 回 目（ CST 添 加 中 止 前 ）、B: 採 材 2

回 目 （ CST 添 加 中 止 約 6 か 月 後 ）、 C: 採 材 3 回 目 （ CST 添 加 中 止 約 1 年

後 ））（ BP： ブ レ イ ク ポ イ ン ト ）  

 

4. 考 察  

  3 回 の 採 材 全 て に お い て 、 分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 か ら mcr 遺 伝 子 保 有

E. coli が 分 離 さ れ 、繁 殖 豚 舎 及 び 肥 育 豚 舎 か ら は 分 離 さ れ な か っ た 。 こ れ

は 、 1 回 目 の 採 材 時 に 分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 （ 6～ 70 日 齢 ） に お い て 抗 菌

性 飼 料 添 加 物 の CST が 飼 料 中 に 添 加 さ れ て い た こ と が 要 因 と 考 え ら れ た 。

今 回 分 離 さ れ た mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli は 、 飼 料 中 に 添 加 さ れ た CST の 選

択 圧 に よ り 豚 腸 管 内 で 選 択 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 か ら 分 離 さ れ た mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli の 分 離 率

及 び CST 耐 性 率 は 、 採 材 1 回 目 か ら 採 材 2 回 目 及 び 3 回 目 に そ れ ぞ れ 減

少 し た 。 こ の こ と か ら 、 飼 料 中 の CST 添 加 中 止 に よ り CST の 選 択 圧 が 無
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く な る こ と で 、 豚 糞 便 中 の mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が 減 少 す る こ と が 示 唆

さ れ た 。一 方 、採 材 2 回 目 と 3 回 目 で は 、mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli 分 離 率 及

び CST 耐 性 率 は 減 少 し な か っ た 。一 般 的 に 、薬 剤 耐 性 菌 は 感 受 性 菌 と 比 較

し て 適 応 性 が 低 下 す る た め 、抗 菌 薬 に よ る 選 択 圧 が な く な る と 耐 性 菌 は 淘

汰 さ れ 、感 受 性 菌 が 優 勢 に な る と さ れ て い る [4]。し か し 、E. coli や カ ン ピ

ロ バ ク タ ー 属 菌 に お け る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 や 、カ ン ピ ロ バ ク タ ー

属 菌 に お け る フ ル オ ロ キ ノ ロ ン 耐 性 に お い て は 、抗 菌 薬 に よ る 選 択 圧 が な

く な っ て も 耐 性 率 が 低 下 し な い と い う 報 告 や [59]、 耐 性 を 獲 得 し て も 適 応

性 が 減 少 し な い 、 ま た は 増 加 す る と い う 報 告 が あ る [3]。 Usui ら は 、 本 結

果 と 同 様 に 、 飼 料 添 加 物 と し て の コ リ ス チ ン 使 用 禁 止 前 後 で 豚 糞 便 中 E. 

coli の CST 耐 性 率 及 び mcr-1 遺 伝 子 保 有 率 が 有 意 に 減 少 し た も の の 、 禁

止 か ら 1 年 経 過 後 も 検 出 さ れ 続 け た と 報 告 し て い る こ と か ら [44]、CST の

選 択 圧 が 無 い 状 態 に お い て も mcr 遺 伝 子 ま た は mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が

豚 糞 便 中 に 一 定 量 維 持 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し 、 mcr 遺 伝 子

の 適 応 性 に つ い て は 知 見 が 少 な く 、CST 非 選 択 圧 下 に お け る mcr 遺 伝 子 及

び mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli の 消 長 に つ い て は さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る と

考 え ら れ る 。  

ま た 、 採 材 1 回 目 の mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli は 全 10 株 が CST 耐 性 を 示

し た が 、 採 材 2 回 目 は 4 株 中 2 株 、 採 材 3 回 目 は 4 株 中 1 株 が mcr 遺 伝

子 を 保 有 し て い る に も か か わ ら ず CST に 感 受 性 を 示 し た 。 CST 感 受 性 の

mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli は 、 国 内 に お い て 分 離 報 告 が 少 数 あ る が [12, 20]、

耐 性 の 発 現 条 件 や 遺 伝 子 水 平 伝 達 頻 度 、CST 非 選 択 圧 下 に お け る 消 長 に つ

い て は 不 明 で あ る た め 、 さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。  

本 章 で は 、 飼 料 中 の CST 添 加 中 止 に よ り 豚 糞 便 由 来 E. coli の mcr 遺 伝

子 保 有 率 及 び CST 耐 性 率 が 約 6 か 月 で 減 少 す る こ と を 明 ら か に し た 。 こ
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れ は 、家 畜 糞 便 中 及 び 家 畜 糞 便 由 来 堆 肥 中 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 量 を 減 少 さ せ

る た め に は 、抗 菌 薬 の 添 加 量 を 削 減 す る こ と が 有 効 で あ る こ と を 示 唆 す る

重 要 な 知 見 で あ る 。今 後 は 、CST 以 外 の 抗 菌 薬 に お い て も 同 様 の 研 究 が 必

要 で あ る 。  

 

5. 小 括  

豚 飼 料 中 へ の 飼 料 添 加 物 と し て の CST 添 加 中 止 が 豚 糞 便 由 来 E. coli の

プ ラ ス ミ ド 性 CST 耐 性 遺 伝 子 保 有 率 及 び CST 耐 性 率 に 与 え る 影 響 を 小 括

す る と 以 下 の 通 り で あ る 。  

1） 1 回 目 の 採 材 時 に 抗 菌 性 飼 料 添 加 物 の CST が 飼 料 中 に 添 加 さ れ て い た

分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎（ 6～ 70 日 齢 ）に お い て 、mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が

分 離 さ れ 、繁 殖 豚 舎 及 び 肥 育 豚 舎 か ら は 分 離 さ れ な か っ た 。こ の こ と か ら 、

今 回 分 離 さ れ た mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli は 、 飼 料 中 に 添 加 さ れ た CST の 選

択 圧 に よ り 豚 腸 管 内 で 選 択 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ た 。  

2） 分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎 か ら 分 離 さ れ た mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli の 分 離 率

及 び CST 耐 性 率 は 、 採 材 1 回 目 か ら 採 材 2 回 目 及 び 3 回 目 に そ れ ぞ れ 減

少 し た 。 こ の こ と か ら 、 飼 料 中 の CST 添 加 中 止 に よ り CST の 選 択 圧 が 無

く な る こ と で 、 豚 糞 便 中 の mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が 減 少 す る こ と が 示 唆

さ れ た 。  

3）採 材 2 回 目 と 3 回 目 で は 、mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli 分 離 率 及 び CST 耐 性

率 は 減 少 し な か っ た 。こ の こ と か ら 、CST の 選 択 圧 が 無 い 状 態 に お い て も

mcr 遺 伝 子 ま た は mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が 豚 糞 便 中 に 一 定 量 維 持 さ れ て

い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
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総 括  

 

 本 研 究 は 、 家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 が 堆 肥 を 介 し て 環 境 中 に 拡

散 す る こ と を 防 ぐ た め の 基 礎 的 知 見 の 構 築 を 目 的 と し 、堆 肥 化 過 程 に お け

る 堆 肥 温 度 を 想 定 し た 各 温 度 条 件 が 、豚 糞 便 に 添 加 し た tetA 遺 伝 子 保 有 E. 

coli 及 び P. aeruginosa の 消 長 に 与 え る 影 響 を 解 析 し た 。ま た 、小 型 堆 肥 化

実 験 装 置 を 用 い た 好 気 的 堆 肥 化 が 、堆 肥 材 料 に 添 加 し た tetA 遺 伝 子 保 有 E. 

coli の 消 長 に 与 え る 影 響 を 解 析 し た 。 ま た 、 日 本 の 牛 及 び 豚 農 場 に お い て

好 気 的 堆 肥 化 処 理 さ れ た 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に 存 在 す る オ キ シ テ ト

ラ サ イ ク リ ン（ OTC）耐 性 E. coli 数 、TC 耐 性 遺 伝 子（ tetA 遺 伝 子 ）量 及

び 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 を 計 測 す る こ と と と も に 、 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度

と TC 耐 性 遺 伝 子 量 の 関 係 に つ い て 解 析 し た 。 さ ら に 、 豚 飼 料 中 へ の 飼 料

添 加 物 と し て の CST 添 加 中 止 が 豚 糞 便 に お け る E. coli の プ ラ ス ミ ド 性

CST 耐 性 遺 伝 子 保 有 率 及 び CST 耐 性 率 に 与 え る 影 響 を 解 析 し た 。 こ れ ら

の 研 究 か ら 以 下 の 結 果 を 得 た 。  

 

1. 各 温 度 条 件 が 豚 糞 便 中 の TC 耐 性 E. coli 及 び TC 耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に

与 え る 影 響  

E. coli（ TC7-1/DH5α ）及 び P. aeruginosa（ ATCC 27853）は 、55℃ で

1 日 以 内 に 検 出 限 界 以 下 と な っ た 。ま た 、37℃ 、25℃ 及 び 4℃ で は 7～ 100

日 間 生 存 し 、低 温 で あ る ほ ど 長 期 間 生 存 し た 。tetA 遺 伝 子 は 、55℃ 及 び 37℃

で 100 日 間 の 培 養 に よ り 有 意 に 減 少 し た が 、 検 出 限 界 は 下 回 ら な か っ た 。

EPA が 提 言 す る 条 件（ 55℃ 以 上 か つ 3 日 間 以 上 ）を 満 た す 好 気 的 堆 肥 化 に

よ り 病 原 微 生 物 や 薬 剤 耐 性 菌 の 全 て を 完 全 に 死 滅 さ せ る こ と は 困 難 で あ

る が 、菌 量 を 減 少 さ せ う る こ と が 示 唆 さ れ た 。一 方 、tetA 遺 伝 子 は EPA が
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提 言 す る 条 件 を 満 た す 好 気 的 堆 肥 化 に よ り 減 少 す る も の の 完 全 に 除 去 す

る こ と は 困 難 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 以 上 の こ と か ら 、堆 肥 化 の 際 に は

堆 肥 温 度 を 均 一 に 上 昇 さ せ る 必 要 が あ り 、堆 肥 材 料 の 均 質 化 及 び 適 切 な 切

り 返 し の 実 施 、堆 肥 化 期 間 の 延 長 、堆 肥 材 料 の 加 熱 等 の 工 夫 が 必 要 で あ る

と 考 え ら れ た 。  

 

2. 小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 を 用 い た 好 気 的 堆 肥 化 が TC 耐 性 E. coli 及 び TC

耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 与 え る 影 響  

E. coli（ TC7-1/DH5α ）は 、小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 投 入 群 の 堆 肥 温 度 が 試

験 6 日 目 に 55℃ に 到 達 し て か ら 1 日 以 内 に 検 出 限 界 （ 50 CFU/g） 以 下 ま

で 減 少 し た 。こ の こ と か ら 、好 気 的 堆 肥 化 に よ り TC 耐 性 E. coli の 多 く が

減 少 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、小 型 堆 肥 化 実 験 装 置

投 入 群 の 堆 肥 温 度 が 試 験 4 日 目 に 40.4℃ ま で 上 昇 し た こ と に 伴 い 5 日 目 に

有 意 に 減 少 し た が 、検 出 限 界 以 下 ま で は 減 少 し な か っ た 。ま た 、試 験 6 日

目 に 堆 肥 温 度 は 62.8℃ に 達 し た が 、 5 日 目 か ら 20 日 目 ま で は 有 意 な 変 化

は み ら れ な か っ た 。こ の こ と か ら 、好 気 的 堆 肥 化 に よ り tetA 遺 伝 子 は 減 少

す る も の の 完 全 に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。16S rRNA

遺 伝 子 コ ピ ー 数 は 、試 験 5、15、17 日 目 に 有 意 な 減 少 が 認 め ら れ た が 、20

日 目 に は 有 意 な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 E. coli（ TC7-

1/DH5α ） 及 び tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 が 特 異 的 に 減 少 し た こ と が 示 唆 さ れ

た 。  

 

3. 日 本 の 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 に 存 在 す る オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ

ン（ OTC）耐 性 菌 数 、TC 耐 性 遺 伝 子 量 及 び 残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 に 関

す る 調 査  
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OTC 耐 性 菌 （ TCr） は 野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 6 サ ン プ ル （ 54.5%）

か ら 検 出 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 野 外 に お け る 完 熟 堆 肥 の 半 数 以 上 に TC

耐 性 菌 が 残 存 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。tetA 遺 伝 子 は 野 外 家 畜 糞 便 由 来

完 熟 堆 肥 11 サ ン プ ル（ 100%）か ら 検 出 さ れ た 。好 気 的 堆 肥 化 で は tetA 遺

伝 子 を 完 全 に 除 去 す る こ と は 困 難 で あ り 、野 外 に お け る 完 熟 堆 肥 の 多 く に

tetA 遺 伝 子 が 残 存 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 TC 系 抗 菌 薬 は 野 外 家 畜 糞

便 由 来 完 熟 堆 肥 33 サ ン プ ル（ 100%）か ら 検 出 さ れ 、豚 由 来 サ ン プ ル の 残

留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 は 牛 由 来 サ ン プ ル よ り も 有 意 に 高 値 を 示 し た 。 こ の こ

と か ら 、抗 菌 薬 使 用 量 と 堆 肥 中 の 残 留 抗 菌 薬 濃 度 に は 相 関 が あ る こ と が 示

唆 さ れ た 。ま た 、野 外 家 畜 糞 便 由 来 完 熟 堆 肥 中 の tetA 遺 伝 子 コ ピ ー 数 及 び

残 留 TC 系 抗 菌 薬 濃 度 間 に は 、有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。し た が っ て 、

家 畜 糞 便 由 来 堆 肥 中 に お け る 残 留 抗 菌 薬 濃 度 が 高 い ほ ど 薬 剤 耐 性 遺 伝 子

が 維 持 さ れ や す い こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 

4. 豚 飼 料 中 へ の 飼 料 添 加 物 と し て の CST 添 加 中 止 が 豚 糞 便 由 来 E. coli の

プ ラ ス ミ ド 性 CST 耐 性 遺 伝 子 保 有 率 及 び CST 耐 性 率 に 与 え る 影 響  

1 回 目 の 採 材 時 に 抗 菌 性 飼 料 添 加 物 の CST が 飼 料 中 に 添 加 さ れ て い た

分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚 舎（ 6～ 70 日 齢 ）に お い て 、mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が

分 離 さ れ 、繁 殖 豚 舎 及 び 肥 育 豚 舎 か ら は 分 離 さ れ な か っ た 。こ の こ と か ら 、

今 回 分 離 さ れ た mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli は 、 飼 料 中 に 添 加 さ れ た CST の 選

択 圧 に よ り 豚 腸 管 内 で 選 択 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ た 。分 娩 豚 舎 及 び 離 乳 豚

舎 か ら 分 離 さ れ た mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli の 分 離 率 及 び CST 耐 性 率 は 、 採

材 1 回 目 か ら 採 材 2 回 目 及 び 3 回 目 に そ れ ぞ れ 減 少 し た 。 こ の こ と か ら 、

飼 料 中 の CST 添 加 中 止 に よ り CST の 選 択 圧 が 無 く な る こ と で 、 豚 糞 便 中

の mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が 減 少 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 採 材 2 回 目 と 3



42 

 

回 目 で は 、 mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli 分 離 率 及 び CST 耐 性 率 は 減 少 し な か っ

た 。こ の こ と か ら 、CST の 選 択 圧 が 無 い 状 態 に お い て も mcr 遺 伝 子 ま た は

mcr 遺 伝 子 保 有 E. coli が 豚 糞 便 中 に 一 定 量 維 持 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ

れ た 。  

 

以 上 の 研 究 か ら 、好 気 的 堆 肥 化 に よ る 堆 肥 温 度 の 上 昇 が 家 畜 糞 便 中 の 薬

剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 与 え る 影 響 及 び 養 豚 農 場 に お け る 飼 料 中 へ

の 抗 菌 薬 添 加 中 止 が 糞 便 中 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 消 長 に 与 え る 影 響

を 解 析 す る こ と で 、 家 畜 糞 便 中 の 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性 遺 伝 子 の 低 減 に 必 要 な

条 件 の 一 部 が 解 明 さ れ た 。得 ら れ た 研 究 成 果 は 、家 畜 由 来 薬 剤 耐 性 菌 /耐 性

遺 伝 子 が 堆 肥 を 介 し て 環 境 中 に 拡 散 す る こ と を 防 ぐ た め の 重 要 な 知 見 に

な り 得 る も の と 期 待 さ れ る 。   
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d a i r y  f a r m .  F r o n t .  M i c r o b i o l .  6 :  5 3 6 .  

2 4 .  L i u ,  X . ,  L i u ,  L . ,  W a n g ,  Y . ,  W a n g ,  X . ,  M a ,  Y .  a n d  L i ,  Y .  2 0 1 4 .  T h e  

s t u d y  o n  t h e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  t r a n s f o r m a t i o n  e f f i c i e n c y  o f  E .  c o l i  

c o m p e t e n t  c e l l s .  P a k .  J .  P h a r m .  S c i .  2 7 :  6 7 9 – 6 8 4 .  

2 5 .  L i u ,  Y .  Y . ,  W a n g ,  Y . ,  W a l s h ,  T .  R . ,  Y i ,  L .  X . ,  Z h a n g ,  R . ,  S p e n c e r ,  J . ,  

D o i ,  Y . ,  T i a n ,  G . ,  D o n g ,  B . ,  H u a n g ,  X . ,  Y u ,  L .  F . ,  G u ,  D . ,  R e n ,  H . ,  

C h e n ,  X . ,  L v ,  L . ,  H e ,  D . ,  Z h o u ,  H . ,  L i a n g ,  Z . ,  L i u ,  J .  H .  a n d  S h e n ,  

J .  2 0 1 6 .  E m e r g e n c e  o f  p l a s m i d - m e d i a t e d  c o l i s t i n  r e s i s t a n c e  

m e c h a n i s m  M C R - 1  i n  a n i m a l s  a n d  h u m a n  b e i n g s  i n  C h i n a :  a  
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m i c r o b i o l o g i c a l  a n d  m o l e c u l a r  b i o l o g i c a l  s t u d y .  L a n c e t .  I n f e c t .  D i s .  

1 6 :  1 6 1 – 1 6 8 .  

2 6 .  M a r t í n e z ,  J .  L .  a n d  B a q u e r o ,  F .  2 0 1 4 .  E m e r g e n c e  a n d  s p r e a d  o f  

a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e :  s e t t i n g  a  p a r a m e t e r  s p a c e .  U p s .  J .  M e d .  S c i .  

1 1 9 :  6 8 – 7 7 .  

2 7 .  N g ,  L .  K . ,  M a r t i n ,  I . ,  A l f a ,  M .  a n d  M u l v e y ,  M .  2 0 0 1 .  M u l t i p l e x  P C R  

f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n t  g e n e s .  M o l .  C e l l .  P r o b e s .  

1 5 :  2 0 9 – 2 1 5 .  

2 8 .  N i c h o l s o n ,  F .  A . ,  G r o v e s ,  S .  J .  a n d  C h a m b e r s ,  B .  J .  2 0 0 5 .  P a t h o g e n  

s u r v i v a l  d u r i n g  l i v e s t o c k  m a n u r e  s t o r a g e  a n d  f o l l o w i n g  l a n d  

a p p l i c a t i o n .  B i o r e s o u r .  T e c h n o l .  9 6 :  1 3 5 – 1 4 3 .  

2 9 .  P a t e r s o n ,  D .  L .  a n d  H a r r i s ,  P .  N .  A .  2 0 1 6 .  C o l i s t i n  r e s i s t a n c e :  a  

m a j o r  b r e a c h  i n  o u r  l a s t  l i n e  o f  d e f e n c e .  L a n c e t .  I n f e c t .  D i s .  1 6 :  

1 3 2 – 1 3 3 .  

3 0 .  R a h u b e ,  T .  O .  a n d  Y o s t ,  C .  K .  2 0 1 2 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  m o b i l e  

a n d  m u l t i p l e  r e s i s t a n c e  p l a s m i d  i s o l a t e d  f r o m  s w i n e  m a n u r e  a n d  i t s  

d e t e c t i o n  i n  s o i l  a f t e r  m a n u r e  a p p l i c a t i o n .  J .  A p p l .  M i c r o b i o l .  1 1 2 :  

1 1 2 3 – 1 1 3 3 .  

3 1 .  R e b e l o ,  A .  R . ,  B o r t o l a i a ,  V . ,  K j e l d g a a r d ,  J .  S . ,  P e d e r s e n ,  S .  K . ,  

L e e k i t c h a r o e n p h o n ,  P . ,  H a n s e n ,  I .  M . ,  G u e r r a ,  B . ,  M a l o r n y ,  B . ,  

B o r o w i a k ,  M . ,  H a m m e r l ,  J .  A . ,  B a t t i s t i ,  A . ,  F r a n c o ,  A . ,  A l b a ,  P . ,  

P e r r i n - G u y o m a r d ,  A . ,  G r a n i e r ,  S .  A . ,  d e  F r u t o s ,  C . ,  E s c o b a r ,  

M a l h o t r a - K u m a r ,  S . ,  V i l l a ,  L . ,  C a r a t t o l i ,  A .  a n d  H e n d r i k s e n ,  R .  S .  

2 0 1 8 .  M u l t i p l e x  P C R  f o r  d e t e c t i o n  o f  p l a s m i d - m e d i a t e d  c o l i s t i n  

r e s i s t a n c e  d e t e r m i n a n t s ,  m c r - 1 ,  m c r - 2 ,  m c r - 3 ,  m c r - 4  a n d  m c r - 5  f o r  



50 

 

s u r v e i l l a n c e  p u r p o s e s .  E u r o .  S u r v e i l l .  2 3 :  1 7 – 0 0 6 7 2 .  

3 2 .  R o m a n o w s k i ,  G . ,  L o r e n z ,  M .  G . ,  S a y l e r ,  G .  a n d  W a c k e r n a g e l ,  W .  

1 9 9 2 .  P e r s i s t e n c e  o f  F r e e  P l a s m i d  D N A  i n  S o i l  M o n i t o r e d  b y  

V a r i o u s  M e t h o d s ,  I n c l u d i n g  a  T r a n s f o r m a t i o n  A s s a y .  A p p l .  E n v i r o n .  

M i c r o b i o l .  5 8 :  3 0 1 2 – 3 0 1 9 .  

3 3 .  S a r m a h ,  A .  K . ,  M e y e r ,  M .  T .  a n d  B o x a l l ,  A .  B .  A .  2 0 0 6 .  A  g l o b a l  

p e r s p e c t i v e  o n  t h e  u s e ,  s a l e s ,  e x p o s u r e  p a t h w a y s ,  o c c u r r e n c e ,  f a t e  

a n d  e f f e c t s  o f  v e t e r i n a r y  a n t i b i o t i c s  ( V A s )  i n  t h e  e n v i r o n m e n t .  

C h e m o s p h e r e .  6 5 :  7 2 5 – 7 5 9 .  

3 4 .  S c h u e l e r ,  J . ,  N a a s ,  K . ,  H u r s t ,  J . ,  A g a ,  D .  a n d  L a n s i n g ,  S .  2 0 2 1 .  

E f f e c t s  o f  o n - f a r m  d a i r y  m a n u r e  c o m p o s t i n g  o n  t e t r a c y c l i n e  c o n t e n t  

a n d  n u t r i e n t  c o m p o s i t i o n .  A n t i b i o t i c s  ( B a s e l ) .  1 0 :  4 4 3  

3 5 .  S c h w a i g e r ,  K . ,  H ö l z e l ,  C .  a n d  B a u e r ,  J .  2 0 1 0 .  R e s i s t a n c e  g e n e  

p a t t e r n s  o f  t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n t  E s c h e r i c h i a  c o l i  o f  h u m a n  a n d  

p o r c i n e  o r i g i n .  V e t .  M i c r o b i o l .  1 4 2 :  3 2 9 – 3 3 6 .  

3 6 .  S e l v a m ,  A . ,  Z h a o ,  Z .  a n d  W o n g ,  J .  W .  C .  2 0 1 2 .  C o m p o s t i n g  o f  s w i n e  

m a n u r e  s p i k e d  w i t h  s u l f a d i a z i n e ,  c h l o r t e t r a c y c l i n e  a n d  

c i p r o f l o x a c i n .  B i o r e s o u r .  T e c h n o l .  1 2 6 :  4 1 2 – 4 1 7 .  

3 7 .  S m a l l a ,  K . ,  H e u e r ,  H . ,  G o t z ,  A . ,  N i e m e y e r ,  D . ,  K r o g e r r e c k l e n f o r t ,  

E .  a n d  T i e t z e ,  E .  2 0 0 0 .  E x o g e n o u s  i s o l a t i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  

p l a s m i d s  f r o m  p i g g e r y  m a n u r e  s l u r r i e s  r e v e a l s  a  h i g h  p r e v a l e n c e  

a n d  d i v e r s i t y  o f  I n c Q - l i k e  p l a s m i d s .  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  6 6 :  

4 8 5 4 .  

3 8 .  S t r a u c h ,  D .  1 9 9 1 .  S u r v i v a l  o f  p a t h o g e n i c  m i c r o - o r g a n i s m s  a n d  

p a r a s i t e s  i n  e x c r e t a ,  m a n u r e  a n d  s e w a g e  s l u d g e .  R e v .  S c i .  T e c h .  1 0 :  
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8 1 3 – 8 4 6 .  

3 9 .  T h a k e r ,  M . ,  S p a n o g i a n n o p o u l o s ,  P .  a n d  W r i g h t ,  G .  D .  2 0 0 9 .  T h e  

t e t r a c y c l i n e  r e s i s t o m e .  C e l l .  M o l .  L i f e .  S c i .  6 7 :  4 1 9 – 4 3 1 .  

4 0 .  U d i k o v i c - K o l i c ,  N . ,  W i c h m a n n ,  F . ,  B r o d e r i c k ,  N .  A .  a n d  

H a n d e l s m a n ,  J .  2 0 1 4 .  B l o o m  o f  r e s i d e n t  a n t i b i o t i c - r e s i s t a n t  

b a c t e r i a  i n  s o i l  f o l l o w i n g  m a n u r e  f e r t i l i z a t i o n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  

S c i .  U .  S .  A .  1 1 1 :  1 5 2 0 2 – 1 5 2 0 7 .  

4 1 .  U n i t e d  S t a t e s  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n c y  ( E P A ) .  1 9 9 4 .  

C o m p o s t i n g  Y a r d  T r i m m i n g s  a n d  M u n i c i p a l  S o l i d  W a s t e .  

h t t p s : / / n e p i s . e p a . g o v / E x e / Z y P U R L . c g i ? D o c k e y = 1 0 0 0 0 S 7 7 . t x t  

4 2 .  U s u i ,  M . ,  K a w a k u r a ,  M . ,  Y o s h i z a w a ,  N . ,  S a n ,  L .  L . ,  N a k a j i m a ,  C . ,  

S u z u k i ,  Y .  a n d  T a m u r a ,  Y .  2 0 1 7 .  S u r v i v a l  a n d  p r e v a l e n c e  o f  

C l o s t r i d i u m  d i f f i c i l e  i n  m a n u r e  c o m p o s t  d e r i v e d  f r o m  p i g s .  

A n a e r o b e .  4 3 :  1 5 – 2 0 .  

4 3 .  U s u i ,  M . ,  N a n b u ,  Y . ,  O k a ,  K . ,  T a k a h a s h i ,  M . ,  I n a m a t s u ,  T . ,  A s a i ,  

T . ,  K a m i y a ,  S .  a n d  T a m u r a ,  Y .  2 0 1 4 .  G e n e t i c  r e l a t e d n e s s  b e t w e e n  

J a p a n e s e  a n d  E u r o p e a n  i s o l a t e s  o f  C l o s t r i d i u m  d i f f i c i l e  o r i g i n a t i n g  

f r o m  p i g l e t s  a n d  t h e i r  r i s k  a s s o c i a t e d  w i t h  h u m a n  h e a l t h .  F r o n t .  

M i c r o b i o l .  5 :  5 1 3 .  

4 4 .  U s u i ,  M . ,  N o z a w a ,  Y . ,  F u k u d a ,  A . ,  S a t o ,  T . ,  Y a m a d a ,  M . ,  M a k i t a ,  K .  

a n d  T a m u r a ,  Y .  2 0 2 1 .  D e c r e a s e d  c o l i s t i n  r e s i s t a n c e  a n d  m c r - 1  

p r e v a l e n c e  i n  p i g - d e r i v e d  E s c h e r i c h i a  c o l i  i n  J a p a n  a f t e r  b a n n i n g  

c o l i s t i n  a s  a  f e e d  a d d i t i v e .  J .  G l o b .  A n t i m i c r o b .  R e s i s t .  2 4 :  3 8 3 – 3 8 6 .  

4 5 .  U s u i ,  M . ,  S h i r a k a w a ,  T . ,  F u k u d a ,  A .  a n d  T a m u r a ,  Y .  2 0 1 5 .  T h e  r o l e  

o f  f l i e s  i n  d i s s e m i n a t i n g  p l a s m i d s  w i t h  a n t i m i c r o b i a l - r e s i s t a n c e  
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g e n e s  b e t w e e n  f a r m s .  M i c r o b .  D r u g .  R e s i s t .  2 1 :  5 6 2 – 5 6 9 .  

4 6 .  W a n g ,  H . ,  L i ,  H . ,  G i l b e r t ,  J .  A . ,  L i ,  H . ,  W u ,  L . ,  L i u ,  M . ,  W a n g ,  L . ,  

Z h o u ,  Q . ,  Y u a n ,  J .  a n d  Z h a n g ,  Z .  2 0 1 5 .  H o u s e f l y  l a r v a  

v e r m i c o m p o s t i n g  e f f i c i e n t l y  a t t e n u a t e s  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  

i n  s w i n e  m a n u r e ,  w i t h  c o n c o m i t a n t  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  c h a n g e s .  

A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  8 1 :  7 6 6 8 – 7 6 7 9 .  

4 7 .  W a n g ,  J . ,  B e n ,  W . ,  Z h a n g ,  Y . ,  Y a n g ,  M .  a n d  Q i a n g ,  Z .  2 0 1 5 .  E f f e c t s  

o f  t h e r m o p h i l i c  c o m p o s t i n g  o n  o x y t e t r a c y c l i n e ,  s u l f a m e t h a z i n e ,  a n d  

t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  r e s i s t a n c e  g e n e s  i n  s w i n e  m a n u r e .  E n v i r o n .  S c i .  

P r o c e s s .  I m p a c t s .  1 7 :  1 6 5 4 – 1 6 6 0 .  

4 8 .  W a n g ,  L . ,  O d a ,  Y . ,  G r e w a l ,  S . ,  M o r r i s o n ,  M . ,  M i c h e l ,  F .  C .  a n d  Y u ,  

Z .  2 0 1 2 .  P e r s i s t e n c e  o f  r e s i s t a n c e  t o  e r y t h r o m y c i n  a n d  t e t r a c y c l i n e  

i n  s w i n e  m a n u r e  d u r i n g  s i m u l a t e d  c o m p o s t i n g  a n d  l a g o o n  

t r e a t m e n t s .  M i c r o b .  E c o l .  6 3 :  3 2 – 4 0 .  

4 9 .  W a n g ,  R .  F . ,  C a o ,  W .  W .  a n d  C e r n i g l i a ,  C .  E .  1 9 9 6 .  P C R  d e t e c t i o n  

a n d  q u a n t i t a t i o n  o f  p r e d o m i n a n t  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  h u m a n  a n d  

a n i m a l  f e c a l  s a m p l e s .  A p p l .  E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  6 2 :  1 2 4 2 – 1 2 4 7 .  

5 0 .  W e i ,  T . ,  M i y a n a g a ,  K .  a n d  T a n j i ,  Y .  2 0 1 4 .  P e r s i s t e n c e  o f  a n t i b i o t i c -

r e s i s t a n t  a n d  - s e n s i t i v e  P r o t e u s  m i r a b i l i s  s t r a i n s  i n  t h e  d i g e s t i v e  

t r a c t  o f  t h e  h o u s e f l y  ( M u s c a  d o m e s t i c a )  a n d  g r e e n  b o t t l e  f l i e s  

( C a l l i p h o r i d a e ) .  A p p l .  M i c r o b i o l .  B i o t e c h n o l .  9 8 :  8 3 5 7 – 8 3 6 6 .  

5 1 .  W o o l h o u s e ,  M .  E .  J .  a n d  W a r d ,  M .  J .  2 0 1 3 .  M i c r o b i o l o g y .  S o u r c e s  

o f  a n t i m i c r o b i a l  r e s i s t a n c e .  S c i e n c e .  3 4 1 :  1 4 6 0 – 1 4 6 1 .  

5 2 .  W o o l h o u s e ,  M . ,  W a r d ,  M . ,  v a n  B u n n i k ,  B .  a n d  F a r r a r ,  J .  2 0 1 5 .  

A n t i m i c r o b i a l  r e s i s t a n c e  i n  h u m a n s ,  l i v e s t o c k  a n d  t h e  w i d e r  
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e n v i r o n m e n t .  P h i l o s .  T r a n s .  R .  S o c .  L o n d .  B .  B i o l .  S c i .  3 7 0 :  

2 0 1 4 0 0 8 3 .  

5 3 .  X i e ,  W .  Y . ,  S h e n ,  Q .  a n d  Z h a o ,  F .  J .  2 0 1 8 .  A n t i b i o t i c s  a n d  a n t i b i o t i c  

r e s i s t a n c e  f r o m  a n i m a l  m a n u r e s  t o  s o i l :  a  r e v i e w .  E u r .  J .  S o i l .  S c i .  

6 9 :  1 8 1 – 1 9 5 .  

5 4 .  Y a n g ,  Q . ,  Z h a n g ,  H . ,  G u o ,  Y .  a n d  T i a n ,  T .  2 0 1 6 .  I n f l u e n c e  o f  

c h i c k e n  m a n u r e  f e r t i l i z a t i o n  o n  a n t i b i o t i c - r e s i s t a n t  b a c t e r i a  i n  s o i l  

a n d  t h e  e n d o p h y t i c  b a c t e r i a  o f  p a k c h o i .  I n t .  J .  E n v i r o n .  R e s .  P u b l i c  

H e a l t h .  1 3 :  6 6 2 .  

5 5 .  Y o u n g q u i s t ,  C .  P . ,  M i t c h e l l ,  S .  M .  a n d  C o g g e r ,  C .  G .  2 0 1 6 .  F a t e  o f  

a n t i b i o t i c s  a n d  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  d u r i n g  d i g e s t i o n  a n d  

c o m p o s t i n g :  A  R e v i e w .  J .  E n v i r o n .  Q u a l .  4 5 :  5 3 7 – 5 4 5 .  

5 6 .  Z h a n g ,  Y .  J . ,  H u ,  H .  W . ,  C h e n ,  Q .  L . ,  S i n g h ,  B .  K . ,  Y a n ,  H . ,  C h e n ,  

D .  a n d  H e ,  J .  Z .  2 0 1 9 .  T r a n s f e r  o f  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  f r o m  

m a n u r e - a m e n d e d  s o i l s  t o  v e g e t a b l e  m i c r o b i o m e s .  E n v i r o n .  I n t .  1 3 0 :  

1 0 4 9 1 2 .  

5 7 .  家 畜 改 良 セ ン タ ー  堆 肥 化 処 理 の 理 論 と 実 践 .  

http://www.nlbc.go.jp/gijutumanyuaru/manual1/manual1.pdf  [accessed on 

December 1, 2022] 

5 8 .  富 士 平 工 業 株 式 会 社  小 型 堆 肥 化 実 験 装 置 か ぐ や ひ め  

h t t p : / / w w w . f u j i h i r a . c o . j p / s e i h i n / c h k / p d f c a t a l o g / k a g u y a h i m e . p d f  

[accessed on December 1, 2022] 

5 9 .  小 澤 真 名 緒  2 0 1 6 .  豚 由 来 細 菌 に お け る 薬 剤 耐 性 菌 の 疫 学 .  豚 病 会 報 .  6 8 :  

1 9 – 2 3 .  

6 0 .  山 口 明 人 ,  澤 井 哲 夫  1 9 9 2 .  抗 生 物 質 の 細 菌 細 胞 膜 透 過 機 構 .  フ ァ ル マ シ ア .  
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2 8 :  8 6 7 – 8 7 1 .  

6 1 .  羽 賀 清 典  有 機 廃 棄 物 の リ サ イ ク ル 及 び バ イ オ マ ス 利 用 .  

h t t p s : / / w w w . e n g i n e e r . o r . j p / c _ c m t / c p d / t o p i c s / 0 0 8 / a t t a c h e d / a t t a c

h _ 8 4 5 8 _ 1 . p d f  [accessed on December 1, 2022] 

6 2 .  農 林 水 産 省 動 物 医 薬 品 検 査 所  

動 物 用 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 及 び 医 療 機 器 販 売 高 年 報 （ 別 冊 ） 各 種 抗 生 物 質 ・

合 成 抗 菌 剤 ・ 駆 虫 剤 ・ 抗 原 虫 剤 の 販 売 高 と 販 売 量 （ 2 0 1 4 ） .  

h t t p s : / / w w w . m a f f . g o . j p / n v a l / i y a k u t o u / h a n b a i d a k a / p d f / h 2 6 h a n b a i

k o u k i n 2 0 1 8 0 2 0 5 . p d f  [accessed on December 1, 2022]  

6 3 .  農 林 水 産 省 動 物 医 薬 品 検 査 所  

動 物 用 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 及 び 医 療 機 器 販 売 高 年 報 （ 別 冊 ） 各 種 抗 生 物 質 ・

合 成 抗 菌 剤 ・ 駆 虫 剤 ・ 抗 原 虫 剤 の 販 売 高 と 販 売 量 （ 2 0 1 5 ） .  

h t t p s : / / w w w . m a f f . g o . j p / n v a l / i y a k u t o u / h a n b a i d a k a / p d f / h 2 7 h a n b a i

k o u k i n 2 0 1 8 0 2 0 5 . p d f  [accessed on December 1, 2022]  

6 4 .  農 林 水 産 省 動 物 医 薬 品 検 査 所  

動 物 用 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 及 び 医 療 機 器 販 売 高 年 報 （ 別 冊 ） 各 種 抗 生 物 質 ・

合 成 抗 菌 剤 ・ 駆 虫 剤 ・ 抗 原 虫 剤 の 販 売 高 と 販 売 量 （ 2 0 1 8 ） .  

h t t p s : / / w w w . m a f f . g o . j p / n v a l / i y a k u t o u / h a n b a i d a k a / p d f / H 3 0 h a n b a i

k o u k i n 2 0 2 2 1 1 . p d f  [accessed on December 1, 2022] 

6 5 .  阿 部 英 則 ,  井 内 浩 幸 ,  大 原 益 博 ,  小 松 輝 行  1 9 9 1 .  

冬 期 に お け る 豚 糞 の 断 続 添 加 に よ る 堆 肥 化 の 促 進 .  北 海 道 立 農 誌 集 報 .  6 3 :  

2 3 – 3 0 .  

6 6 .  食 品 安 全 委 員 会  

家 畜 に 使 用 す る 硫 酸 コ リ ス チ ン に 係 る 薬 剤 耐 性 菌 に 関 す る 食 品 健 康 影 響 評 価 .  

h t t p : / / w w w . f s c . g o . j p / f s c i i s / a t t a c h e d F i l e / d o w n l o a d ? r e t r i e v a l I d = k y
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a 0 3 1 2 0 8 1 6 9 1 8 & f i l e I d = 2 0 1  [accessed on December 1, 2022]  

6 7 .  薬 剤 耐 性 ワ ン ヘ ル ス 動 向 調 査 年 次 報 告 書  2 0 2 0 .  

h t t p s : / / w w w . m h l w . g o . j p / c o n t e n t / 1 0 9 0 6 0 0 0 / 0 0 0 8 8 1 5 3 9 . p d f  

[accessed on December 1, 2022] 

  


