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Summary 
 

 

Increasing public interests have been concerned on safety foods and the 

environmental aspects recently, especially on the so-called organic foods, which are 

made from crops grown with organic fertilizers or compost but no pesticide nor 

chemical fertilizers. Application of compost in agricultural practice could potentially 

cause contamination of foodstuffs with pathogenic bacteria such as Escherichia coli 

O157:H7 (E.coli O157). The aim of this study is to investigate bacterial community 

structures and the occurrence of possible pathogenic bacteria in compost samples by 

conventional culture technique and fluorescence direct count methods, including 

fluorescence in situ hybridization (FISH). Moreover, a pilot-scale apparatus was 

investigated for pasteurization of cow dung for compost production.  

1. In 21 compost product samples collected from Kyusyu district, total direct 

count by the EB method was 3.7×1010 cells g-1 dry matter (mean), and total number of 

viable bacteria by the CFDA method was 1.2×1010 cells g-1 dry matter. The latter 

number was as large as ca. 12 times of those by conventional plate count on nutrient 

Agar, suggesting, ca. 90% of bacteria in compost were viable but nonculturable (VNC). 

It was also suggested that the fluorescence direct count method was more superior to 

plate count technique for observing and enumerating bacteria in compost. 

2.  Of 29 compost samples including cow dung manure, poultry manure, food 

waste compost and biosolid compost, coliform bacteria were detected in 10 samples 

(37.9%), with population of 1.8×102 to 2.5×106 CFU g-1 dry matter. Most of coliform 

bacteria, E.coli and salmonella were destructed during composting process, though 

some pathogenic bacteria survived in some of compost products. it was noticeable that 

some pathogens survived even in uncompleted compost of which temperature was 54 

-69°C.  



3. To enhance microbial safety of compost material, 350 kg of cow dung was 

subject to pasteurization in a pilot-scale drum apparatus. Coliform bacteria, E.coli and 

salmonellas in cow dung at a level of 106 CFU g-1 dry matter have destructed and 

became undetectable (<20 CFU g-1 dry matter) after 6-hour heat treatment at 50 to 

70°C. Moreover, the heat treatment was revealed to give almost no influence on 

various kinds of organic matter-decomposing bacteria that could contribute successive 

composting. 

4. To evaluate biosafety of soil and compost, FISH was developed for detecting 

E.coli in soil and manure with high specificity and sensitivity. DNA data base analysis 

showed ES445 probe had high specificity and sensitivity for E.coli. By using FISH 

with ES445 probe, E.coli K12 added to soil samples was detected at a range of 3.9×108 

to 3.9×109 cells g-1 soil with recovery of 51%.  

These results suggest that E.coli in compost and soil would be detected quickly 

with high specificity. The study would construct the base of biosafety assessment of 

agricultural ecosystem for the safe products of organic farm. 

 



要         旨 

 

 

近年，環境問題や安全な食品への国民の志向を背景として，減農薬や有機農業，オーガ

ニック食品への関心が高まっているなか，堆肥の施用量は急速に増えている．一方，堆肥

を施用した農場で生産された農産物が原因で大腸菌 O157 による食中毒が発生した事例が

外国で報告されており，堆肥や土壌の微生物的安全性の確保は日本でも重要となってきた．

そこで本研究ではまず，蛍光染色法による細菌定量を堆肥の微生物分析に導入し，堆肥中

の微生物群集に関する基礎的知見を集積した．次いで，堆肥や土壌における大腸菌群など

糞便指標菌について，選択分離培地を用いて追跡するとともに， Fluorescence in situ 

hybridization（FISH）による大腸菌の新規高感度迅速検出定量法を確立した．さらに，堆

肥原料の迅速安全化処理法について検討した．  

１．九州等各地から採取した 21 点の堆肥製品試料中の全細菌数は（EB蛍光染色法）平

均 3.7×1010cells g-1 dry matterで，全生細菌数は（CFDA蛍光染色法）平均 1.2×1010cells 

g-1 dry matterであった．この生菌数は従来広く使われている培養法による細菌数の平均

約 12 倍であった．すなわち，堆肥中の細菌の約 9 割が，生きているが培養できない（viable 

but nonculturable, VNC）状態にあることを示しており，このような状態にある堆肥中の

細菌を観察･定量するには，蛍光染色法が培養法よりも卓越していることが示唆された． 

２．牛糞，鶏糞，生ゴミおよび下水汚泥を原料とした堆肥 29 点中 10 点(38％)から，大

腸菌群が検出された．その菌数は 1.8×102～2.5×106 cfu g-1 dry matterの範囲であった．

堆肥化の過程で大腸菌群や大腸菌，サルモネラ菌は，原料から発酵中間品，製品と移行す

るに従って菌数が低下した．しかし，発酵中間物で品温が 54～69℃と高いにも関わらず，

これら病原菌が多数生残している場合が認められた． 

３．加熱処理による堆肥原料牛糞の微生物的安全化に関する研究の結果，堆肥原料の牛

糞を無害化処理機に投入し，50〜70℃で加熱処理すると，大腸菌群，大腸菌およびサルモ

ネラ菌は，当初いずれも 106 cfu / g 乾物であったものが，6 時間後には不検出となった．

このとき，堆肥化に関する各種有機物分解菌などには大きな影響を与えなかった． 



４．堆肥などの有機質資材を施用した土壌の生物的安全性（バイオセーフティー）を評

価する手法として, 土壌中の大腸菌をFISHにより高感度かつ迅速に検出する手法を開発し

た．大腸菌に対するES445 プローブの種特異性は高く，土壌に添加したE.coli K12 の回収

率は 3.9×108～3.9×109 cells/g soilの範囲でほぼ一定（51%）であり，土壌中の大腸菌

を定量的に検出できることに世界で初めて成功した． 

以上の結果から，通常の培養法では検出困難な VNC 状態に陥った大腸菌の堆肥・土壌か

らの特異的迅速検出を行なう道を開くことができた．これにより，安全・安心な有機農産

物生産に向けた農耕地土壌生態系の生物的安全性(バイオセーフティー) 評価法の基礎を

構築することができた． 



第一章 緒論 

第一章 緒  論 

 

 

１． 堆肥 

 日本では，生物系廃棄物の発生量は年間約２億８千万トンであり，一般廃棄物と産業廃

棄物を合わせた生物系廃棄物総量の約６割に当たる．このなかで，家畜糞尿の発生量は年

間約 9,400 万トン，農作物残渣 1,400 万トン，生ゴミ 2,000 万トン，下水汚泥 8,600 万ト

ンという膨大な量に達すると推定されている（図 1-1）． 
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図 1-1 生物系廃棄物の発生量（茅野，2000） 
 

 

 一方，環境問題に対する国民の意識が高まる中で，廃棄物の減量化・リサイクルによる

資源化の推進が社会的にも関心が高まり，農業の面では土づくりの観点から有機廃棄物の

肥料化に大きな期待が寄せられている．こうしたことを踏まえ，最近，「家畜排せつ物の管

理の適正化および利用の促進に関する法律（家畜排泄物管理法）」が施行され（1999年7月），

 1
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家畜排泄物の管理について，畜産業を営む者が遵守すべき管理基準が定められた．また，「持

続性の高い農業生産方式の導入の促進に関する法律」が施行され（1999年10月），環境に調

和した農業生産の確保を図るため，家畜糞等の堆肥化が奨励され，持続性の高い農業生産

方式の導入の促進が図られている．さらに，「食品循環資源の再生利用等の促進に関する法

律（食品リサイクル法）」が施行され（2000年6月），食品廃棄物について発生抑制と減量化

により最終的に処分される量を減少させるとともに，飼料や肥料等の原材料として再生利

用するため，食品関連事業者（製造，流通,外食等）による食品循環資源の再生利用等の促

進が図られている． 

このように，家畜糞や，食品工場，大型店などから排出される食品廃棄物の適正な管理

や堆肥化などの資源化が推進されている．すなわち堆肥化など資源化が奨励され，法的規

制が強化されつつある．さらに，下水汚泥や，飲食店，家庭から排出される生ゴミの堆肥

化なども自治体や市民団体により進められている.こうした状況を背景に，バイオマス･ニ

ッポン総合戦略の閣議決定（2002 年 12 月）がなされ，有機資源（バイオマス）の利活用が

強力に推進されている．このようにして作られた堆肥など有機質資材の活用は，持続的農

業を促進し，高品質で安全・安心な食料を国民に供給する上で，極めて望ましいことであ

る． 

このような背景から，近年，堆肥等の特殊肥料の生産・流通量は，大幅に増加している．

1999年度の有機質肥料の生産量は580万トン，うち堆肥が約340万トンとなっており，今後

も増加すると予想される． 

「堆肥」とは，肥料取締法で，「わら，もみがら，樹皮，家畜または家禽の糞その他動植

物質の有機物質を堆積または攪拌し，腐熟させたものをいう」と定義されている．一般的

に使われている「堆肥」という言葉は，家畜糞尿を含まない植物質だけの原料で作られた

ものをさす狭義の場合と，植物質と家畜糞を混合して発酵させてできた「厩肥」とを合わ

せて表現した「堆厩肥」と同義に使う場合がある．なお，堆肥とコンポストという語は，

ほぼ同義語として使用されていることが多いが，歴史的には，家畜糞やイナワラなどの農

産廃棄物を原料として製造されたものを堆肥と呼び慣わしており，その英語名（compost）

のカタカナ表記としてコンポストとも呼ばれる．一方，近年製造されるようになった都市
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ゴミコンポストや下水汚泥コンポストなどのように，農産廃棄物以外の原料から作られる

場合には，主にコンポストと呼ばれることが多い．これらは微妙に使い分けられているこ

ともあるが，本稿では全て「堆肥」の語に統一して使用した． 

 堆肥の熟成過程において，物理学的・化学的・生物学的にどのように反応が進行するのか．

材料も環境も種々異なる堆肥を単純化することは難しいが，共通した概念を示すと図 1-2

のようになるだろう． 

 

低い 

高い 

C/N比

アンモニア

植物生育阻害物質 病原菌・雑草の種子

品温

切り返し 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 堆肥の完熟過程における質的変化（概念図）  

 

すなわち，堆肥原料を堆積すると，微生物が徐々に活動を始め，発酵熱が生じる．堆肥の

水分が 60％前後で，山（パイル）の高さが適当であれば，品温は 40℃から 70℃以上にまで

上昇する(写真 1-1)．このとき，細菌，放線菌，糸状菌などの微生物は，まず，分解しやす

い水溶性の有機物である糖類，アミノ酸，タンパク質などを利用して増殖する．その際，切

り返しまたは強制通気によって十分な酸素が供給されている場合には，有機物に含まれる炭

素分（C）が二酸化炭素にまで分解され，大気中に放出される（好気的分解）．一方，有機物

内の窒素成分（N）は，まずアミノ酸や尿素に分解され，次いでアンモニア化成作用や加水

分解によりアンモニアとなって堆肥内に遊離してくる．このため，N源の総量はあまり変わ

らないが C源が減少するので，C/N 比が徐々に低下する．また，アンモニアの生成によって，

堆肥の pH が中性からアルカリ性へと変化する．アルカリ性ではアンモニアは揮散するので
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（アンモニアストリッピング），このような堆肥は，強烈なアンモニア臭がして，目も開け

られないほどになる． 

  

 

湯気

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 1-1 堆肥の製造風景（伊万里はちがめプラン）  

 

やがて堆肥の品温はいったん低下してくる．これは，利用しやすい有機物が枯渇してきた

ことと，酸素濃度が低下したためで，ここで切り返しを行うと，物理的に隔離されていた水

溶性有機物が微生物に利用可能な場所に出て来るとともに，酸素が供給されるため，再び微

生物活動が活発になる．また次の段階として，やや分解しにくい有機物が微生物分解の対象

となる．この有機物としては，ヘミセルロースやセルロース（繊維素），さらには木質成分

であるリグニンなどがある．特にセルロースを分解できる微生物（セルロース分解菌）は菌

種として限られているので，この微生物の出現は重要である．ある種の細菌や好熱性の放線

菌などがこれに含まれる．セルロースは二糖類やグルコース，有機酸などに分解されるので，

セルロース分解菌でない微生物も，そのおこぼれに預かれるため，微生物活動は再び活発に

なる． 

 このような状態の堆肥では，その表面に白い粉のようなものが発生している．これは放線

菌（Actinomycetes, 多くは Streptomyces 属）で，手に採ってみると，土のような臭いがす
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るのですぐにわかる（完熟した堆肥の臭い，あるいは土壌の臭いとは，放線菌の出すある種

のエステル化合物に他ならない）． 

 このような急激な微生物の増殖の結果，堆肥の温度が上昇するため，原料に含まれていた

病原菌や寄生虫，雑草の種子などは死滅する．昨今問題となっている大腸菌 O157 も芽胞菌

のような耐熱性は全くないので，60℃で数十分間経過すると死滅すると考えられる（この反

対に未熟堆肥では，病原菌による汚染の心配がつきまとう．また，堆肥の土壌施用後に，見

知らぬ植物が発育してくることもある．これは家畜飼料用の穀類に混入していた雑草や牧草

の種子が発芽したものである）． 

 さらに，リグニン関連成分であるタンニンや多環フェノール系の物質も分解を受けるよ

うになる．これらの物質の中には，植物の発芽や生長を阻害する作用をもつものがあるた

め，未熟な堆肥ではしばしば発育障害をもたらす． 

  

２． 堆肥の衛生的現状 

安全かつ良質な食料の供給，ならびに環境に負荷をかけない持続的農業を行う上で，堆

肥などの有機質資材を利用した有機農業が注目されている．しかし，有機質資材は化学肥

料とは違い，成分が天然物由来の複雑なものであるため，その製造にあたっては，経験的

な判断に依存するところが大きく，また，それらの品質を客観的に評価する基準も，必ず

しも整備されてはいない．しかも，堆肥の原料となる有機質資材の種類は季節や地域によ

って異なるため，同じ施設で作られた製品であっても，それらの成分を一定に保つことは

極めて難しい． 

一方，堆肥の急激な増産は，未熟堆肥の増加を招くことが懸念され，施用後の土壌障害

の発生などに加え，衛生的な問題が心配される．実際，堆肥中の病原菌により汚染された

生の果物や野菜を消費して起こった食中毒事件が欧米でいくつか報告されている（Cieslak 

et al., 1993; Chapman et al., 1997; Itoh et al., 1998; Little et al., 1999）．堆肥

に含まれるヒトの病原菌の中で，大腸菌，特に腸管出血性大腸菌 O157:H7（E.coli O157, 写

真 1-2）の感染は，最も重大な脅威である（Coia et al., 1998; 小沼ら, 2000）．ほとんど

の大腸菌は病原性はなく，ヒトおよび温血動物の腸管において正常な微生物相の一部を構
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成しているが，E.coli O157 のようなベロ毒素（Vero）を生産する大腸菌は，下痢，出血性

腸炎あるいは溶血性尿毒症症候群の原因となる．腸管粘膜に定着した E.coli O157 がその

場で増殖し，産生されたベロ毒素によって下痢を起こす．1982 年アメリカで発生したハン

バーガーによる食中毒事件で初めて，E.coli O157 が原因菌であることが報告された． 

E.coli O157 による感染は経口感染で，飲食物からの感染やヒトからヒトへの感染，水を

介しての感染で大規模な集団食中毒を起こす．感染が成立する菌量は約 100 個ともいわれ，

従来報告されている食中毒菌のなかでは，最も少ない菌数で発症するのも特徴である．症

状は，不顕性感染（まったく症状のないもの）から軽度の下痢，激しい腹痛，頻回の水様

便，著しい血便とともに重篤な合併症を起こし死に至る場合まで様々である．また，これ

らの有症患者の 6～7％では，下痢などの初発症状の数日から 2 週間後に，あるいは激しい

腹痛，血便の数日後に溶血性尿毒症症候群（HUS）や脳症などの重症合併症が生じることが

あり，重症患者では死に至ることもある． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 1-2 大腸菌 O157 の走査型電顕像（6000 倍） 

（株式会社いかがくのホームページ  http://www.ikagaku.co.jp/kg/kg.html より） 
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アメリカでは，本菌は毎年 20,000 件以上の食中毒の起因菌となり，250 人を死亡させて

いると推定されている（Finelli et al., 1995; Kourkia et al., 1997）．日本の E.coli O157

による食中毒の発生は，1996 年 5～7月にかけて岡山,広島,大阪（堺市）の小学校で最初に

記録された．本菌により汚染された食品を使った給食によって引き起され，患者数はほぼ

10,000 人を超え，うち 8人が死亡した（厚生労働省, 2005）．それ以来，本菌による食中毒

は毎年 2,000 件以上報告されている（図 1-3）． 

本菌による食中毒の原因食品として牛肉製品が指摘されている．その汚染源として，牛糞

および牛腸管内容物が注目されはじめている．このような汚染牛糞由来の未熟堆肥を施用し

た家庭菜園の収穫物を介した大腸菌 O157 の感染事例が, アメリカで報告されている

（Cieslak et al., 1993）．日本における大腸菌 O157 による食中毒の大量発生に関連して，

大腸菌 O157 感染の原因食品は確定できない場合も多いが，判明している範囲では，半数以

上が牛肉であり，重要視されている（中澤，2001）．このようなことから，牛糞など家畜糞

を原料とした堆肥は大腸菌 O157 など病原菌の感染源となりうるため，その安全性を高める

ことは緊急の課題といえ，堆肥の衛生管理の重大性がますます増大している． 
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本菌による牛肉の汚染源として，牛糞および牛の腸管内容物が欧米では注目されている．

表 1-1 に示すのは，国外各種動物からの大腸菌 O157 の検出率を集計したものである．この

表によると，牛，羊，ヤギ，鹿，ポニー，豚，ネズミ，鳩から検出されているが，中でも，

牛，羊，鹿の保菌率が高く，特に英国とノルウエーの調査例では，牛から 13～20％の検出

率が出ている． 

 

表 1-1 各種動物からの大腸菌 O157：H7 の検出率* 

種類 検査頭数 検出率(%) 地域 出典 

牛 365 20.0 ノルウェー Cizek ら, 1999 

 4,800 15.7 イギリス Chapman ら, 1997a 

肉牛 1,800 13.4 イギリス Chapman ら, 1997a 

乳牛 1,661 16.1 イギリス Chapman ら, 1997a 

 2,103 4.0 イギリス Chapman ら, 1993 

 4,361 1.2 米国コロラド州 Garber ら, 1999 

 197 1.0 ノルウェー Vold ら, 1998 

乳牛 3,570 0.28 米国ワシントン州 Hancock ら, 1994 

肉牛（放牧） 1,412 0.71 米国ワシントン州 Hancock ら, 1994 

肉牛（飼育場） 600 0.33 米国ワシントン州 Hancock ら, 1994 

羊 * + 米国アイダホ州 Kudva ら, 1997 

 1,000 2.2 イギリス Chapman ら,1997a 

ヤギ * + イギリス Chapman, 2000 

鹿 飼育 * 9.0 米国ワシントン州 Keene ら, 1997 

飼育 * + イギリス Chapman and Ackroyd, 1997

野生 212 2.4 米国カンザス州 Sargeant ら, 1999 

ポニー * + イギリス Chapman, 2000 

豚 1,000 0.4 イギリス Chapman ら,1997a 

ネズミ 10 40 ノルウェー Cizek ら, 1999 

鳩 * + 米国ウィスコンシン州 Shere ら, 1998 

 * + イギリス Dell’Omo ら, 1998 

鶏 1,000 0 イギリス Chapman ら,1997a 

* 染谷・井上（2003）より 

+,陽性（検出率不明） *, 頭数の記載なし 

 

日本での牛の大腸菌 O157 保菌率は，1995 年以前は 0.1～0.3％であったのが，それ以降で

は 1.0～1.5％へとやや上昇している（表 1-2）．したがって大腸菌 O157 は，日本でも牛など

の腸管常在菌となりつつあることが明らかである．これは汚染の先進地イギリスの十数％と
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いう保菌率と比べれば，まだ低い．しかし，欧米で起きていることは,近い将来の日本の姿

であるかもしれないと警戒すべきであろう．このようなことから，牛糞など家畜糞を原料と

した堆肥の安全性を高めることは，日本においても緊急の課題と言える． 

 

表 1-2 牛からの大腸菌 O157：H7 の検出率 

調査時期（年） 検査頭数 検出率（％） 出 典 

1987  300 0.33 静岡県東部食肉衛生研究所 

1995 4,414 0.12 全国食肉衛生検査所協議会 

1995 4,158 1.40 厚生省研究班 

1997  670 1.04 秋庭・中澤，1998 

2000  605 1.50 島根県保健環境研究所 

染谷・井上（2003）より 

 

牛糞のみならず,下水汚泥や都市ゴミ（生ゴミ）にも多くの場合，病原菌が存在する．牛

糞，下水汚泥や都市ゴミなど堆肥原料中の大腸菌群数に関する調査例を表 1-3 に示す．こ

れらのいずれからも，大腸菌群数が乾物１グラム当たり 105～107 個検出され，下水汚泥で

は 109個という高い菌数も出ている．大腸菌群は糞便汚染の指標菌であり，牛糞から高い菌

数が検出されるのは当然としても，いったん水処理を受けた下水汚泥や，直接の大きな汚

染源が見あたらない都市ゴミからも多数検出されている点は，注目すべきである． 

 

表 1-3 堆肥原料となる牛糞，下水汚泥および都市ゴミ中の大腸菌群 

原  料 大腸菌群(cfu g-1) 地  域 出  典 

牛糞 3.0×106 日本 梅田ら，1999 

 1.3×106 ～3.0×107 日本 羽生ら，1997 

 2.3×105 ～3.3×105 日本 本多，1999 

 3.0×105 ～3.0×107 フィンラント Vuorinen and Saharinen, 1997 

下水汚泥 2.0×108 ～1.5×109 米国カリフォルニア Greenberg ら, 1986 

 4.0×105 ～4.0×106 米国カリフォルニア Pereira-Neto ら, 1986 

都市ゴミ 5.0×109 フランス Deportes ら, 1998 

 4.6×106 イタリア Pera ら, 1991 

 4.0×107 米国カリフォルニア Pereira-Neto ら, 1986 

染谷・井上（2003）より
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上記のように，牛糞や活性汚泥，都市ゴミには大腸菌群が多数含まれる．これが堆肥化の

過程でどのように減少するのか，また不検出となるまでにはどのくらいの期間を要するのか，

この問題に関して調査した内外のデータのまとめを表 1-4 に示す．大腸菌群の消失には，お

おむね 1～2 週間の処理ですむが，中には，6 週間以上を要する場合，さらには消失せずに

製品中まで残留する場合も見られる．このように，大腸菌の生残性は報告によってまちまち

である．これは，堆肥を製造する施設の構造や規模，製造方法などによる違いが反映されて

いると思われる．さらに，製品として流通している堆肥からも病原菌が検出される場合があ

ることから，堆肥の発酵熱を十分に生かした堆肥温度管理を通して，微生物学的に安全な堆

肥を製造することが重要であると考えられる．  

 

表 1-4 堆肥化過程での大腸菌群の消失と製品中に生残する大腸菌群* 

原料 消失までの期間 製品中の大腸菌群数 地域 出典 

牛糞 1 週間 ND(<102) 日本 伊吹ら，1996 

牛糞・麦わら 1 週間 ND(<102) フィンラント Vuorinen and Saharinen, 1997

牛糞 2 週間 ND(<102) 日本 渡辺ら，1998 

牛糞 2～6週間 ND(<102) 日本 本多，1999 

牛糞・オガクズ 9～12 日 ND(<103) ～104 日本 羽生ら，1997 

牛糞・オガクズ 消失せず ND(<103) ～107 日本 梅田ら，1999 

オリーブ絞りかす 消失せず 7×102 イタリア Sciancaleporeら, 1996 

活性汚泥 10 日 ND(<102) 米国 Greenberg ら, 1986 

活性汚泥 消失せず 101 ～108 米国 Soares ら, 1995 

都市ゴミ 1 週間 ND(<102) フランス Deportes ら, 1998 

都市ゴミ 1 週間 6.2×103 イタリア Pera ら, 1991 

* 染谷・井上（2003）より. 

ND, 不検出．（ ）内に検出限界を示す. 

 

牛糞や腸管内容物からの食肉への汚染ルートとしては，保菌牛の屠畜場での処理される

過程が指摘されている．すなわち，不適切な屠畜により腸管内容物が食肉を汚染する可能

性が考えられる．また，牛糞堆肥が未熟であると，大腸菌 O157 が十分に熱殺菌されず，生

鮮野菜に対する汚染源となる可能性がある．さらに，牛糞や未熟堆肥は水系への汚染源と

もなり，水泳場や簡易水道での感染の可能性がある．  
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このような国内外の現状から，堆肥の原料となる家畜糞尿は，その衛生管理の重大性が

ますます増大している．改正された肥料取締法の中でも堆肥についての衛生基準は定めら

れておらず，そもそも堆肥中の病原微生物に関する研究報告例が少ないのが現状である．

一般的に完熟堆肥では，その製造過程における発酵熱により，大腸菌 O157 のような病原菌

は殺菌されると言われている．しかし，堆肥をどの程度の高温にどの位の期間保てば病原

菌が死滅するのか，必ずしも明らかではない．したがって，大腸菌 O157 などによる重篤な

食中毒を防止するうえからも，完熟堆肥にすることが重要であり，その条件の解明は緊急

課題といえよう．特に，製品として流通している堆肥中の病原菌の残留状況を把握するこ

とは，安全・安心な農産物を生産する上で欠かせない情報であるが，これに関する知見は

限られている． 

 現在，堆肥等の品質は，その原料，生産工程の多様化により様々なものが供給されてい

る状況である．堆肥等の特殊肥料は肥料取締法の改正により，品質に関する表示が義務付

けられた．しかし，表示内容について，衛生面に関して具体的な指針が提案されていない，

また，堆肥中の病原微生物についての検査も義務付けられていない，そのため，検査がほ

とんど行われていない． 

 

３． 微生物学の研究方法 

微生物学の出発点は，17 世紀後半にオランダの Leeuwenhoek によってなされた一連の観

察である．彼は自作の単眼の顕微鏡を使って自分の周囲の雨滴や土壌中小さな生物を観察

し，その中には長さ 2 μm の微生物の存在を記述しているが，これが人類最初の細菌の形

態的記述であろう．近代微生物学は，R.Koch（独）や L.Pasteur（仏）といった微生物学の

父と呼ばれる先駆者により，その基礎が作られた．彼らが活躍していた 19 世紀後半は，細

菌性伝染病がヒトの死因の高い割合を占めていた．そのため主にヒトや家畜の病原菌に重

点を置いた研究がなされた． Koch は，肉エキスなどの栄養成分を寒天やゼラチンで固めた

ものを細菌用培地として用い，患者や患畜の検体を塗抹し，そこにコロニーを形成させて，

病原菌の検出を計った．この技術を軸として，1880 年以降,様々な病原菌の存在が続々と突

き止められ，微生物学が大きな脚光を浴びるとともに，確かな一学問分野が築き上げられ
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た． 

さて，Koch の微生物への大きな貢献は，微生物学の基本的な仮説となった Koch の四原則

の提唱である，細菌がある特定の病気の原因菌であると認められるかどうかを判定する方

法である．①病気の動物には特定の病原菌が存在するが，健康な動物にはいない；②その

病原菌は純粋培養株として動物から分離できる；③その培養株を健康な動物に接種すると，

同じ病気を引き起こす；④接種によって病気になった動物から，再び同じ病原菌が分離・

培養できる．この仮説は，今日でも微生物学の基礎を成す考え方となっている．そして，

彼らにより確立された培養法による細菌の検出法は，その後の細菌学の発展において，多

大なる貢献を果たしたことは言うまでもない． 

20 世紀半ばから後半にかけて微生物学に新たな方法論が導入された．1970 年代後半に，

蛍光顕微鏡を用いた直接検鏡法による細菌の検出・定量法が主に水圏微生物学において発

達し，水環境試料中の全細菌数（Total direct count, TDC）の計測が可能となった．これ

に用いられる蛍光色素は核酸親和性を有するもので，淡水細菌には Acridine orange (AO, 

Hobbie et al., 1977)，海洋細菌には 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Porter and Feig, 

1980)や Hoechst 33342（Hoechst and Paul, 1982）などが用いられている． 

このような直接検鏡法による全細菌数と培養法による生細菌数との比較が，海洋や湖沼

に生息する細菌に関して行なわれた（Hobbie et al., 1977)）．その結果，全細菌数は生細

菌数より数十倍から数百倍高いことが明らかとなり，培養法では，環境試料中の細菌数が

過小評価されることが判明した．この事実は，海洋など水圏の細菌の多くは寒天培地上で

コロニーを形成しないということも示している． 

こうした現象を説明するものとして，当時二つの原因が考えられた．一つは，水圏の細

菌のほとんどが死んでいるという可能性である．死菌であれば，当然のことながらコロニ

ーが形成されることはない．もう一つは，生きていてもコロニーを作らない細菌が存在す

るという可能性である．しかしこの考えは，それまで 100 年以来信じられてきた Koch の考

え方と相反しており，多くの微生物学者にとっておよそ受け入れがたいものであった． 

このような問題を解決するために，1970 年代後半以降，生きた細菌と死んだ細菌を染め

分けて，顕微鏡下でそれらを計数する活性染色法が開発された．例えば，呼吸活性を持つ
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細菌を検出する 2-(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyl tetrazolium chloride 

(INT)法（Zimmerman et al., 1978）や 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC)

法（Rodriguez et al., 1992），酵素活性を持つ細菌を検出する fluorescein diacetate (FDA)

法（Lundgren et al., 1981）などであった． 

しかし，これらの方法は，細菌の代謝の一部を検出するものであって，必ずしも生細菌

ばかりを検出しているとは言えない可能性がある．例えば，死んだ細菌の中に酵素活性が

残っていれば，そのような細菌も FDA 法では生菌として検出するであろう．したがって，

生細菌を検出するには，細菌の増殖能を識別する必要がある． 

そこで，Kogure ら（1979）は，細菌の生死を増殖能の有無により判別する Direct viable 

count (DVC)法を開発した．この方法は，細胞分裂阻害剤を添加した酵母エキス培地に海水

試料を接種し，30℃で 6 時間インキュベートして，細胞分裂阻害剤の効果により細胞分裂

が抑制された状態で，伸長・肥大した細菌を生きた細菌として蛍光顕微鏡下で検出・定量

する手法である．この DVC 法により，海洋には，培養法で得られる菌数の数百倍もの，培

養できない生きた細菌が存在していることが明らかとなった． 

一方，米国のメリーランド大学の R.Colwell らのグループは，大腸菌やコレラ菌などを

滅菌天然水中に接種し，その生残を見る実験を行い，Kogure の DVC 法を適用した．その結

果，希釈平板法による生細菌数が時間経過とともに急速に減少するのに対し，全細菌数は

ほとんど変化しなかったこと，さらに生細菌数の数倍から数百倍も多い細菌が生残してい

ることを DVC 法によって見出した．彼女らは，このような飢餓条件下で生残している細菌

を Viable but nonculturable (VNC)，つまり生きてはいるが培養できない（コロニーを作

らない）細菌と呼んだ（Xue et al., 1982）．さらに，VNC 状態に陥った細菌は感染性も消

失しているが，何らかのきっかけにより感染性が回復することを動物実験により示し，河

川や海洋など低栄養環境下に生残する病原菌の公衆衛生上の潜在的な脅威を警告した

（Colwell et al., 1985）．彼女らの研究を契機として，自然環境中で生残している大腸菌

やコレラ菌などの病原菌にとどまらず，広く海洋や河川，湖沼などの水圏環境に常在する

細菌についても研究が進められた． 

1950 年代， Watson と Crick による DNA 分子の二重らせん構造モデル（Watson＆ Crick，
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1953）の確立とともに分子生物学の研究が始まった． 20 世紀後半の分子生物学の飛躍的発

展をもたらし，基礎生物学だけではなく，医学，農学をはじめとした応用生物学に大きな

影響を与えたのは，1960 年代の制限酵素の発見（Linn ＆ Arber, 1968； Miselson ＆ Yuan, 

1968）に端を発した遺伝子工学における飛躍的な技術革新である．1970 年代には遺伝子工

学技術の柱となる遺伝子クローニング技術（Jackson et al., 1972; Cohen et al., 1973），

制限酵素や修飾酵素の発見と精製法（Smith ＆ Welcox, 1970; Danna ＆ Nathans, 1971），

塩基配列決定法の開発（Sanger et al., 1975; Maxam ＆ Gilbert, 1977）ならびに核酸分

子間の固相化ハイブリダイゼーション法（Southern, 1975; Alwine et al., 1977）などが

相次いで開発され，遺伝子工学技術の基礎を築いた．また，1980 年代には巨大 DNA 分子を

分離することができるパルスフィールド電気泳動法（Schwartz ＆ Cantor, 1984）や巨大

分子をクローニングする技術（Burke et al., 1987）が開発された．さらに，1985 年には

Saiki らによって耐熱性 DNA ポリメラーゼを利用して in vitro で DNA 分子を増幅できる画

期的な polymerase chain reaction（PCR）法が開発された（Saiki et al., 1985; Mullis ＆ 

Faloona, 1987）． 

微生物分野には，1990 年代になって分子生物的手法が導入され，培養に依存することな

く微生物のゲノムや遺伝子などを直接解析して，高解像度レベル（属，種，株など）で微

生物の多様性や群集構造を理解していく研究が行われ，急激な進歩を見せている．なかで

も，菌体内の特定遺伝子を蛍光標識することにより個々の細胞レベルで行なう方法（FISH

法）と，微生物細胞より抽出した遺伝子を増幅し電気泳動により行なう方法（DGGE 法，TGGE

法，T-RFLR 法）は，環境中の微生物群集の構造解析において広く用いられている． 

一方，土壌細菌を定量する方法は，水圏微生物学と比較して極めて遅れており，培養法

が依然主流である．これには，Nutrient broth (NB)培地，Diluted nutrient broth (DNB)

培地，アルブミン培地などの非選択性培地が一般的に用いられている． 

土壌細菌の直接検鏡法としては，古くからジョーンズ・モリソン法（Jones ＆ Molison, 

1948）という古典的な方法がある．本手法では，血球計算板を用いて土壌プレパラートを

作製し,光学顕微鏡下で土壌細菌の計数を行なうものである．しかしこの手法は，プレパラ

ート作成に高度な技術を要する上に，土壌細菌と土壌粒子との識別が難しいという問題点
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がある．そこで，水圏微生物学と同様に，蛍光顕微鏡を用いた直接検鏡法の導入が試みら

れた．ところが，水圏の細菌の染色に使用される AO や DAPI などの蛍光色素は，土壌粒子

に対し非特異的に吸着する性質を有し，そのため，土壌粒子との識別が困難であった．ま

た，土壌細菌用として Fluorescein isothiocianate (FITC, Babulk ＆ Paul, 1970), 

Europium chelate and Fluorescent brighter (ECFB, Anderson ＆  Slinger, 1975), 

5-(4,6-dichlorotriazin-2-yl) amimofluorescein (DTAF, Sherr et al., 1987)など蛍光

色素も適用が試みられたが，同様の理由によりその評価は低い． 

そこで，Roser(1980)は，新たな蛍光色素として Ethidium bromide (EB)を土壌に導入し

たところ，細菌と土壌粒子との識別性が良く，細菌以外の糸状菌のような真核生物に対し

ても有効であることを見出した．さらに，当研究室の Someya（1995）は，Roser が検討し

ていないEBの染色条件の詳細な検討を行い，EB染色法の最適条件を明らかにするとともに，

FITC, ECFB, AO, DAPI, DTAF などの蛍光色素と比較し，EB が最も優れたものであることを

明らかにした．こうした蛍光染色技術の進歩により，土壌中の全細菌数，つまり土壌 1 グ

ラムにどのくらいの細菌が存在しているのかという，極めて基本的な問題を解決する手法

が初めて確立された． 

このようにして，土壌中の全細菌数の測定が可能となった．しかし，EB の染色原理は核

酸親和性にあるため，EB では生死にかかわらず全ての細菌を検出している．したがって，

土壌中の生きた細菌を検出するには，新たな手法が必要となる．そこで，当研究室では，

生きた土壌細菌の検出を目的に，エステラーゼ活性を保持する細菌を特異的に検出する

6-carboxyfluorescein diacetate (CFDA)染色法を開発し，土壌細菌への導入に成功した（染

谷，1997）．本手法は，海洋細菌に用いられる FDA 法よりも染色性が良く，簡便な生細菌検

出法である． 

近年，環境試料中に含まれる細菌を培養せずに定量し，その群集構造を遺伝子レベルで

解析する方法として，Delong ら（1989）および Amann ら（1990）により開発された FISH 法

が発達してきた．FISH は，細菌の 16S または 23S rRNA における分類群や種に特異的な塩基

配列に対して相補的なオリゴヌクレオチドプローブを用い，環境試料中の目的細菌を蛍光

顕微鏡下で検出する手法である（Amann et al.，1995）．バイオフィルム，下水汚泥，植物
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共生細菌などの解析によく使われている．これらの研究から，固体表面に付着している細

菌群集が高度な構造をもつことやマイクロコロニー内では様々に異なった細胞が共存して

いることが明らかとなってきている．環境試料中の群集構造解析に用いられる FISH プロー

ブには、全真正細菌に反応する EUB338 プローブをはじめとして、グラム陽性細菌やグラム

陰性細菌の各種の細菌群を検出するための種々の群特異的プローブが提案されている

（Manz et al., 1992）。これらのプローブを用いて、生物膜（Amann et al., 1992；Okabe 

et al.,  1999）や活性汚泥（Wagner et al., 1993）のように、複雑な細菌フロラを構成

する多くの環境試料の解析に成功している。特に、汚水処理微生物系では、処理システム

の違いや季節の違いによる細菌群集構造の変化を解析するために（秋山ら、2000）、また、

バルキングや閉塞といった水処理技術上の問題と細菌フロラとの関連性の解明（Roller et 

al, 1994）などに広く用いられている。 

このような FISH 用プローブの群特異性、つまり目的菌群のみを検出するという性質は、

本手法を環境試料に適用する上で極めて重要なものと言える。しかし，土壌や堆積物にお

いては感度が低いことが問題点である．また，細胞内の標的 rRNA の数が代謝活動に依存す

るため，細胞が活発に増殖していない場合はやはり感度が低下する．さらに，FISH プロー

ブの特異性および感度には種々の問題点があり，必ずしも十分に検討されていない．これ

らの問題を解決するため，当研究室ではプローブの特異性や感度を向上させるために FISH

の種々の条件について検討した（中村，2002；佐藤，2003，王，2004）．  

 

４． 本研究の目的 

 以上のことをふまえて，本研究では，培養法および非培養法（蛍光染色法）を用い，堆肥

および土壌の微生物学的安全性（バイオセーフティー）を向上させるための基礎的情報を得

ることを目的として，主に九州各地の堆肥製造施設で生産されている堆肥を入手し，まず，

堆肥中に存在する全細菌数や有機物分解に関与する各種微生物を調べた．次いで糞便汚染指

標菌（大腸菌群，大腸菌，およびサルモネラ菌）の堆肥製品中の残留について，培養検査に

より実態調査を行った．あわせて，堆肥原料である牛糞や生ゴミなどにおける糞便汚染指標

菌の存在および堆肥化過程における消長についても調査した．また，より安全な堆肥の製
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造・使用のための新規技術として，堆肥原料の迅速安全化処理法について検討した．さらに，

FISH による大腸菌の新規高感度迅速検出定量法の確立を行なった．   

これらの研究成果より，① 堆肥中の大腸菌など有害微生物を迅速かつ高感度で検出する

方法を開発し，堆肥化過程における有害微生物の動態とその変動要因を解明するとともに，

堆肥の微生物安全性（バイオセーフティー）評価法の基礎を構築した．② 有機廃棄物無害

化処理装置による堆肥原料（牛糞など）の微生物的安全化処理の最適条件を明らかにした． 

③ FISH による土壌および堆肥における大腸菌を対象として新規検出・定量法を確立し，有

機性資源による農耕地生態系の微生物的安全性(バイオセーフティー)評価の基礎とした． 

 

５． 論文の構成 

 本論文は六章で構成されている．第一章の緒論では，堆肥に関する定義や発酵（堆肥化），

衛生的現状ならび微生物研究史の概要および本研究の目的と意義の概略を述べた．第二章で

は，蛍光染色法と培養法を併用して，各種堆肥中における細菌群集を解析し，VNC について

論じた．第三章では，堆肥中の病原菌の生残性に関する実態調査を行なうとともに，堆肥に

おける大腸菌 K12 および大腸菌 O157 の熱抵抗性を実験モデルで検討した．第四章では，牛

糞など堆肥原料の迅速安全化法の検討について述べた．第五章では，分子生物学的蛍光染色

法（FISH）により土壌中の大腸菌を迅速かつ特異的に検出する方法の開発について述べた．

第六章では，各章の内容を総括して，研究の結論や未来の展望を述べた． 



第二章 蛍光染色法および培養法による各種堆肥中の細菌の定量に関する研究 

第二章 蛍光染色法および培養法による各種堆肥中の 

細菌の定量に関する研究 

 

 

1． 緒言 

 堆肥の施用により，以下の効果が植生に対し一般的に得られる．1. 養分供給：堆肥には，

窒素・リン酸・カリの三大栄養素及び石灰，苦土等の塩基成分が含まれている．また，材

料の選択をうまく行うと，マンガン，ホウ酸，鉄，銅，モリブデン等の微量要素が含まれ

た総合的な養分供給資材となる．2. 土壌の化学性，物理性の改善：土壌中の腐植含量が増

加する．さらに，腐植のキレート作用により，施肥リン酸の土壌への固定を抑えることが

できる．3. 生物性の改善：堆肥の施用により，土壌中の微生物や小動物の生活環境が改善

され，その増殖，活動が盛んになる．このことにより，地力の促進や物質循環が向上する．

また，微生物の活動が盛んな土壌では，一部の有害な細菌の活動が抑えられることも報告

されている．未熟堆肥を使うと，易分解性有機物の急激な分解により，窒素飢餓や異常還

元等が生じ，生育障害が起きる場合が多い． 

現在，日本の畜産農家の専業化や大規模化を背景として，家畜排泄物の発生量は年間約

9,400 万 t という膨大な量になっている（茅野，2000）．有機物資材の利活用は，畜産廃棄

物の処理という面からもその推進が望まれているが，費用対効果の面で難しいこともある．

そのため九州南部など各地で，畜産廃棄物の不法投棄(土壌浸透，野積み)による土壌，地

下水汚染が進行している．これは，井戸水の硝酸態窒素汚染という形で顕在化している．

このため，家畜排泄物による環境汚染の防止や適切な資源化は，ますます重要な課題とな

ってきている． 

 一方，減農薬･減化学肥料農業や完全無農薬・無化学肥料による有機農業など，環境保全

型農業や持続的農業への関心が高まっている．このような背景から，最近，堆肥に関連す

るいろいろな法律が施行された．すなわち，「家畜排せつ物の管理の適正化および利用の促

進に関する法律」が 1999 年 7 月に制定され，家畜排泄物について，その適正な管理を確保

し，堆肥化して農業の持続的な発展に資する土づくりに積極的に活用するなど，資源とし
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ての有効利用の促進が図られている．また「持続性の高い農業生産方式の導入の促進に関

する法律」が 1999 年 10 月に施行され，持続性の高い農業生産方式の導入を促進するため

の措置を講ずることで，環境と調和のとれた農業生産の確保を図り，農業の健全な発展に

寄与することが奨励されている．また，「食品循環資源の再生利用等の促進に関する法律」

が施行され（2000 年 6 月），食品廃棄物について発生抑制と減量化により最終的に処分さ

れる量を減少させるとともに，飼料や肥料等の原材料として再生利用するため，食品関連

事業者（製造，流通，外食等）による食品循環資源の再生利用等の促進が図られている．

これにより，家畜糞や，食品工場，大型店などから排出される食品廃棄物の適正な管理や

堆肥化などの資源化が推進されている．さらに，下水汚泥や，飲食店，家庭から排出され

る生ゴミの堆肥化なども自治体や市民団体により進められている.こうした状況を背景に，

バイオマス･ニッポン総合戦略の閣議決定（2002 年 12 月）がなされ，有機資源（バイオマ

ス）の利活用が強力に推進されている．このようにして作られた堆肥など有機質資材の活

用は，持続的農業を促進し，高品質で安全な食料を国民に供給する上で，極めて望ましい

ことである． 

このような資源循環型社会の形成に向けた取り組みに伴い，堆肥という古くからの農業

資材は，今日的な意義を帯びた有機質資材として見直されるべき時期に来ているといえよ

う．そのためすでに，学問的見地からも堆肥に関する再評価ともいうべき諸研究がスター

トしている．例えば，堆肥の肥料成分に関する研究（原田，1990; 原ら，2003），優良堆肥

の製造方法（金澤, 2002）や施用効果に関する研究（中津ら，2000; 前原ら，2003; 中野

ら, 2003），重金属の蓄積による作物の生育阻害に関する研究（折原ら，2002; 後藤ら，2002; 

磯部ら, 2003）などがある． 

堆肥の熟成過程や製品となった堆肥中における微生物の菌数やフロラに関しては，培養

法による研究事例が数多く報告されている．堆肥の原料（牛糞,生ゴミ，下水汚泥,落葉，

麦わらなど）にもよるが，細菌数は大略 107～109 cfu g-1 dry matter の範囲にあり（Safwat，

1980; Nakai，2001; Gray et al., 1971; Diaz-Ravina et al.，1989; De Bertoldi et al., 

1980; Epstein, 1997），糸状菌数および放線菌数はいずれも 104～108 cfu g-1 dry matter

の範囲にある（Safwat，1980; Nakai，2001; Gray et al., 1971; Diaz-Ravina et al.，
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1989; Epstein, 1997）．フロラに関しては，細菌では Bacillus, Achromobacter, 

Pseudomonas な ど が 主 要 菌 群 と し て 見 出 さ れ て お り ， 放 線 菌 で は

Streptomyces,Thermomonospora, Thermoactinomyces が，糸状菌としては Cladosporium, 

Aspergillus, Geotrichum などが見出されている（Epstein, 1997; Finstein et al., 1975）．

また，堆肥中の病原菌に関しては，染谷.井上（2003）の総説に詳しくまとめられている． 

一方，培養によらない手法を用いて堆肥中の微生物フロラを解析する試みも始まってい

る．大西ら（2003）は，Fluorescence in situ hybridization (FISH)法を用いて生ゴミの

堆肥化過程における好熱性細菌フロラを解析し,培養法で得られた結果と大きな差異を見

出し，菌相の推定を培養法に頼ることの限界を指摘している． 

近年，水圏や土壌圏など自然環境中の従属栄養性細菌の大部分が，生きているが培養で

きない（Viable but nonculturable, VNC）状態にあるという現象が広く認識されつつある

（McDougald et al., 1998; 染谷ら, 1999; 木暮, 2003）．これは，蛍光顕微鏡技術の発達

に負うところが大きい．すなわち，環境試料中の生きた細菌細胞を蛍光顕微鏡下で直接定

量できる種々の技法が開発されてきた結果（Kogure et al., 1984; Yamamoto et al., 1996; 

染谷ら, 2003），培養法で得られる細菌数の数倍～数百倍の細菌数が環境試料中に見出され

てきた． 

蛍光色素を用いる直接検鏡法は近年めざましい進歩を遂げている．これは落射型蛍光顕

微鏡の著しい発達とヌクレポアフィルターなど優れて平滑なフィルターの出現のおかげで

ある．蛍光色素としては，菌体表層部のたんぱく質を染色する fluorescein isothiocyanate 

(FITC)，核酸および菌体表層部の酸性ポリ多糖に親和性がある acridine orange (AO)，AO

よりも核酸親和性の高い 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)及び ethidium bromide 

(EB)，代謝活性のある細胞を選択的に染色する fluorescein diacetate （FDA）および

6-carboxy fluorescein diacetate （CFDA）などが使われている．しかし堆肥中の細菌に

関しては，蛍光染色法などの直接計数法による定量を試みた例はほとんどない．一方，

Someya（1995）は，Ethidium bromide（EB）を用いた蛍光染色法が，土壌中の細菌の定量

に適していることを示した． 

そこで本研究では，九州各地から畜糞堆肥や生ゴミ堆肥などを採取し，それらの理化学
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的性状を測定し，さらに，蛍光染色法および培養法を用いて，それらの微生物学的性質を

分析した．すなわち，蛍光染色法として EB および CFDA 法を用い，培養法として種々の培

地を用いて，各種細菌の測定を行なった．特に堆肥の製造過程において重要な役割を果た

していると考えられているセルロースや脂質などの有機物分解能を持つ微生物群を含む各

種の微生物数を測定した．その分析の結果と，堆肥の理化学的性状や外観上にいかなる関

係があるのかを検討した． 

 

 

２． 材料および方法 

 

２．１ 堆肥試料 

九州各地および岡山県の堆肥化施設 17カ所から 1997 年 9月～2004 年 12 月に計 21点の

堆肥試料を採取した．堆肥試料の採取に当たっては，堆肥の山の表面下 30～50cm の部位か

ら約 500g ずつを 5 ヵ所で採取し，これらをよく混合縮分した後，その約 500 g をビニール

袋に密封した（反復なし）．これをクーラーボックスに入れて研究室まで運搬し，4℃で冷

蔵保存して３日以内に分析に供した． 

堆肥試料は全て発酵の終了した堆肥製品である．表 2-1 に示すように，原料は牛糞，鶏

糞，生ゴミ，下水汚泥，食品残渣などで，畜舎で敷料として使用されるオガクズなどが副

資材として混入している．内訳は，牛糞堆肥が 9 点（42.9％），鶏糞堆肥が 4 点（19.0％），

下水汚泥堆肥が 2 点（9.5％），および生ごみ堆肥が 6 点（28.6％）であった．今回調査し

た堆肥の発酵期間は，1～6 ヵ月の範囲であった．そのうち，発酵期間 3～4 ヵ月の堆肥が

13 点あり，全体の 61.9％を占めた． 
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表 2-1 各種堆肥試料の製造場所，原料，副資材および発酵期間 

 

堆肥試料 

番号 
製 造 場 所 原  料 副資材（敷料） 発酵期間

1 宮崎県小林市 N 牧場 牛糞 オガクズ 1 ヵ月 

2 鹿児島県指宿市 K 牧場 牛糞 廃材木材チップ 5 ヵ月 

3 鹿児島県出水市 I 施設 牛糞 オガクズ 3 ヵ月 

4 福岡県飯塚市 H 牧場 牛糞 オガクズ，バック 2 ヵ月 

5 熊本県小川町 K 施設 牛糞 バーク 6 ヵ月 

6 佐賀県唐津市 U 農協 A 施設 牛糞 オガクズ，モミガラ 3 ヵ月 

7 佐賀県唐津市 U 農協 B 施設 牛糞 オガクズ，モミガラ 3 ヵ月 

8 熊本県菊池市 K 農協 牛糞，鶏糞 オガクズ，モミガラ 4 ヵ月 

9 熊本県大牟田市 M 畜産組合  牛糞，鶏糞 オガクズ 3.5 ヵ月 

10 鹿児島県知覧町 K 施設 鶏糞 ― 2 ヵ月 

11 熊本県水俣市 M 社*1 鶏糞 ― 1 ヵ月 

12 熊本県水俣市 M 社*2* 鶏糞 ― 1 ヵ月 

13 佐賀県白石町 Y 社 鶏糞 ― 3 ヵ月 

14 岡山県 N 社 下水汚泥，鶏糞 ―  42 日 

15 佐賀県富士町 D 社 食品残さ，汚泥 バーク 4 ヵ月 

16 佐賀県江北町 D 商会 生ゴミ モミガラ 3 ヵ月 

17 佐賀県伊万里市 I 施設*3 生ゴミ オガクズ 3.5 ヵ月 

18 佐賀県伊万里市 I 施設*3 生ゴミ オガクズ 3.5 ヵ月 

19 佐賀県伊万里市 I 施設*3 生ゴミ オガクズ 3.5 ヵ月 

20 長崎県長崎市 N 施設*4 生ゴミ オガクズ 3 ヵ月 

21 長崎県長崎市 N 施設*4 生ゴミ オガクズ 3 ヵ月 

堆肥試料は 1997 年 9 月～2004 年 12 月に採取した. 

 *1 ペレット状製品. 

 *2 粉末状製品. 

*3 試料採取時期：試料 17, 01 年 7 月; 試料 18, 01 年 12 月; 試料 19, 04 年 12 月. 

*4  試料採取時期：試料 20, 04 年 10 月; 試料 21, 04 年 12 月. 
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２．２ 理化学的性質の分析 

堆肥試料の理化学性質に関しては，含水率，pH(H2O),電気伝導率（EC）, 陽イオン交換

容量（CEC）,全炭素（T-C）,全窒素（T-N）など 6 項目を測定した． 

 

２．２．１ 含水率の測定  

  乾熱法（土壌標準分析･測定法委員会，1986）にしたがって，堆肥試料約 10 g を秤量瓶

またはアルミケースに入れ秤量して，105 ℃，18～24 時間乾燥処理してから，デシケータ

ー中で室温までに放冷したのち秤量し，含水率を求めた(図 2-1)．通常は 3 連で測定し，

その平均値を算出した． 

 

 

水分含量（含水率）＝ 
（風袋＋湿潤試料)重－(風袋＋乾燥試料)重 

(風袋＋湿潤試料) 重－風袋重 
×100（％） 

下記の式で含水率を計算する． 

放冷した試料を量る． 

計 算 

秤 量 

放 冷 

乾 燥 

乾燥した試料をすぐデシケーター中に

入れ，室温まで放冷する． 

乾燥機に入れ，105℃，10 hr 乾燥する． 

アルミケースに試料を約 10 g 量る． 

 3 連をする． 
試 料 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2-1 試料含水率の測定
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２．２．２ pH (H2O)の測定 

  ガラス電極法（土壌環境分析法編集委員会，1997）で pH(H2O)を測定した (図 2-2)．乾

物 10 g 相当量の新鮮試料を 125 mL のポリエチレン振とう瓶に入れ，試料に含まれる水分

を考慮して乾物量に対する水の比が 1：2.5 になるように脱イオン水を添加した．1 時間振

とう後，ガラス電極計（HORIBA pH meter M-11）を試料に浸し，表示値を読み取った． 

 

 

振とう

1 hr

試料（10 g 乾物相当） 25 mL 脱イオン水 ガラス電極 pH メーター  

 

 

 

 

 

測定 広口ポリ瓶 
 

 

図 2-2  pH(H2O)の測定 
 

 

２．２．３ 電気伝導率 EC の測定 

  EC は堆肥試料中の水溶性塩類総量の指標として有効である．1:5 水浸出法で EC を測定

した (図 2-3)．乾物 10 g 相当量の新鮮試料を 100 mL 容のポリエチレン振とう瓶に入れ，

試料に含まれる水分を考慮して乾物量に対する水の比が 1：5 になるように脱イオン水を添

加した．一定時間よく振とうした後，EC メーター（HORIBA，Twin Cond B-173 ）を用いて

測定した． 
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振とう

1 hr

試料（10g 乾土相当） 50 mL 精製水 EC 電極 

 

 

 

 

 

広口ポリ瓶  測定 

 
図 2-3  電気伝導率（EC)の測定 

 

 

２．２．４ 陽イオン交換容量 CEC の測定 

セミ・ミクロ法（土壌環境分析法編集委員会，1997）で陽イオン交換容量（CEC）を測

定した．図 2-4 のように，ろ紙を底部に敷いたイオン浸出装置の浸透管に堆肥試料を 4.0 g  

充填し，これに１N 酢酸アンモニウム溶液 100 mL を約 2 時間かけて通液し，堆肥中の陽イ

オンを交換浸出させた．さらに，80％エタノール 50 mL を通液して洗浄した．この時点で

堆肥は NH4
+で飽和されているので，10％塩化カリウム溶液 100 mL を通液して，NH4

+を交換

溶出させた．得られた溶出液を水蒸気蒸留法に供し，NH4
+を定量して CEC を求めた． 
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脱脂綿およびろ紙を敷いたカラム B に試

料 4.0 g を充填 

1 N 酢酸アンモニウム溶液 100 mL を洗

浄容器 A に入れ，カラム B にゆっくり通

液（約 2 時間） 

80％エタノール 50 mL を 
洗浄容器 A に入れ，カラ 
ム B にゆっくり通液 

10％塩化カリウム溶液 100  
mL を洗浄容器 A に入れ， 
カラム B にゆっくり通液 

交換抽出された NH4+を 
滴定により定量 

A，洗浄液容器

B，浸透管 

C，受器 

土 壌 浸 出 装

溶出液 

滴 定 

交換抽出 

蒸 留 

当量換算 

洗 浄 

試料充填 

交換抽出 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4 CEC の測定法（セミ・ミクロ法）  
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２．２．５ 全炭素（T-C）の測定 

全炭素（T-C）の測定にはチューリン法（土壌標準分析･測定法委員会，1986）を用いた

(図 2-5)．堆肥中の有機炭素は，重クロム酸カリウムの濃硫酸溶液（クロム酸･硫酸混合液）

と共に加熱すると，次式のように酸化される． 

2Cr2O7
2- + 3C0 + 16H+ = 4Cr3+ + 3CO2 + 8H2O 

 

 

W

0.3×(B-T) ×F 
C(%)= 

セッティン

フラスコの口に小漏斗を差し込み，あらかじめ加熱してあるホットプレ

ート上に置き．ホットプレートが約200℃に，沸騰が始まってから5分後

まで加熱を続けた後ただちにホットプレートから下ろす．流水中で速や

かに冷却する．約40 mlの水でフラスコ内に洗いこむ． 

100 ml容の三角フラスコに入れ，0.4Nクロム酸・硫酸混合液10 mlを正

確に加える．別に空試験として，クロム酸・硫酸混合液だけを正確に10 

ml入れたフラスコを用意する． 

試料風乾，磨砕した後，適量の風乾試料（0.05～0.5 g）を秤量する． 

指示剤0.2%フェニルアントラニル酸液を5滴加える．加熱分解後の重ク

ロム酸の残量を0.1N硫酸第一鉄アンモニウム液で滴定．滴定の終点は，

暗赤紫色から鮮明な緑色に変わった時である. 

計 算 

滴 定 

加熱酸化 

風 乾 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
×100

 

 

 図2-5 全炭素分析法（Tyurin法） 

 

C:分析試料の炭素含量（％）;B:空試験滴定値（ml）; T:分析試料滴定値（ml）; 

F:0.1N硫酸第一鉄アンモニウム液の補正係数; W:分析試料採集量（g） 

 

 

 

重クロム酸は，反応した炭素量に応じて消費されるので，あらかじめ既知量の過剰の重

クロム酸を加えておけば，反応後残っている重クロム酸を標準鉄（Ⅱ）溶液で滴定するこ
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とによって，有機物の酸化に消費された重クロム酸の量が求められ，それから炭素量を算

出することができる．  

 

２．２．６ 全窒素（T-N）の測定 

全窒素（T-N）の測定にはサリチル酸－硫酸分解法（土壌環境分析法編集委員会，1997）

を用いた（図 2-6）．堆肥試料中に硝酸態窒素を含む場合には，硝酸を還元してアンモニア  

 

計  算 

滴  定 

蒸  留 

加熱分解 

セッティング 

×
分析試料（mg） 

100

蒸留した試料液（ml）
×

100
N(%) = 0.07005

セミ・ミクロ蒸留法．

粉末チオ硫酸ナトリウム3 gを少量ずつ数回に分けて加え，最初は

ごく弱火で加熱する．やがて白煙が発生するようになるので，しば

らくしてから分解促進剤*約３gを加え，火力を徐々に強くし，最後

に強熱する．強熱を続けて分解液の色が緑色に変わってからさらに

30分間加熱した後，放冷する．冷えてから蒸留水を徐々に加えて内

容物を溶かし，100 mlのメスフラスコに移し，定容する． 

100～200 ml容のケルダール分解フラスコに入れ，サリチル酸－硫

酸（サリチル酸10 gを硫酸300 mlに溶かすもの）15～20 mlを加え，

よく混合しながら時々振り混ぜ30分以上放置する． 

風幹試料(<2 mm)，さらに磨砕して0.5 mmの網ふるいを通す．適量

の分析試料（0.5～2 g）を秤量する． 

0.5%ブロムクレゾールグリーン・メチルレッド混合指示剤を入れ

た4％ホウ酸液を5 ml用いて，収集したアンモニアを吸収させてア

ルカリ性になると微赤色から青色に変化する．これをN/200硫酸標

準液で滴定して液の色が青色から微赤色に変わった点を滴定の終

点とする． 

秤  量  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

× K  

 

図2-6 全窒素分析法（サリチル酸ー硫酸分解法） 

 

f:N/200硫酸標準液の補正係数; b:ブランク滴定値（ml); t:分析試料滴定値（ml）; 

k:風幹土/幹土重（105℃乾燥）; N/200硫酸標準液1ml＝0.07005 mg(NH4-N) 
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に変える必要があるため，サリチル酸およびチオ硫酸ナトリウムを加えて硫酸分解を行う

（サリチル硫酸分解法）．分解によって生成したアンモニウム態窒素を定量するため，硫酸

分解液の一定量を強アルカリ性とした後，水蒸気蒸留によってアンモニアを蒸留し，これ

を滴定した．アンモニアを定量する方法としては，一定量の既知濃度のホウ酸液にアンモ

ニアを吸収させ，それを既知濃度の硫酸で直接滴定してアンモニア量を求めた． 

 

２．３ 試料の懸濁液の調製 

図 2-7 に示したように，堆肥試料 10.0 g(生重)を滅菌生理食塩水（0.85% NaCl ）に加

えて全量を 100 mL とし，ステンレスブレードの付いたホモジナイザー（日本精機，エース 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

堆肥試料 

10-7 10-610-510-1 10-2 10-3 10-4

2 mL 2 mL2 mL2 mL2 mL 

18 mL 18 mL18 mL18 mL18 mL 18 mL 
滅菌生理
食塩水 

2 mL 

水分含量，pH，EC の測定

10-1 

10 g 試料を量り，95 mL の滅菌生理食塩水に入れ，

ホモジナイザーで 15,000 rpm, 15min 分散処理 

 直検法：全細菌数（EB 法），生菌数（CFDA 法） 

培養法：富栄養性細菌（NA 培地）， 放線菌数（アルブミン培地）， 

セルロース分解菌数（CMC 培地）， 脂肪分解菌数（Tween20 培地）， 

蛋白質分解菌数（カゼイン培地）， デンプン分解菌数（デンプン培地） 

 

 

 

図 2-7 堆肥懸濁液の調製  
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ホモジナイザー AM-3）を用いて 15,000 rpm，15 分間の分散処理を行った．この 10―１希釈

懸濁液を 5 mL 取り，45 mL の滅菌生理食塩水に加えて，10―２希釈懸濁液とした．この希釈

操作を順次繰り返し，10―8 までの希釈懸濁液を調製して，蛍光染色法または培養法による

微生物定量に供した． 

 

２．４ 蛍光染色法 

 本研究では，EB 法を用いて全細菌数を求め，CFDA 法を用いて全生細菌数を求めた． 

 

２．４．１ EB 蛍光染色法 

 試料中の全細菌数の定量は，Ethidium bromide（EB）蛍光染色法（Someya, 1995）を用

いた．その原理は，図 2-8 に示すように，細菌の核酸に対する EB 親和性で，核酸は 450 nm  

 

インターカレート

した分子 

 
バックボーン

ヌクレオチド

エチジウムブロミド
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2-8 EB 染色の原理

 エチジウムブロミドの DNA 分子中へのインターカレーション．エチジウム 

ブロミドが入り込むために塩基対の間隔が広がり，規則正しい糖―リン酸 

バックボーンはゆがめられ，螺旋のピッチが増す． 
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付近の波長に吸収のピークがあり，この波長の青色光の吸収を利用する．EB 分子は DNA の

二本鎖の内部にインターカレートする性質を持ち，その際，DNA 分子は，吸収した青色光

のエネルギーを効率よく EB 分子に渡す．これをエネルギー転移という．エネルギーを受け

取った EB 分子は，励起されて 590 nm（オレンジ色）の蛍光を発する．EB 分子本来の吸収

は 300 nm なので，この 300 nm の波長をあまり含まず 450 nm の波長を豊富に含む青色光

で EB 染色した菌体を照射すると，遊離した EB 分子は励起されず，インターカレートした

分子のみが DNA からのエネルギー転移によって励起されて蛍光を発する．つまり，菌体の

中で，DNA 二本鎖のある部分のみが光るわけである．したがって，EB によって DNA を持つ

菌体と他の物質とを染め分けることができる．細胞の生死にはかかわらず，生菌だけでな

く死菌も染色される．EB は蛍光色素なので，試料を染色したのち落射型蛍光顕微鏡で観察

すると，菌体のみが明るいオレンジ色の蛍光を発して見える．これを計数して，試料中の

菌数を算出できる． 

EB 蛍光染色法（Someya,1995）は，蛍光色素（EB）が土壌有機物や粘土粒子に非特異的

に吸着しにくい点で，アクリジンオレンジ（AO）蛍光染色法（Hobbie et al., 1977）など

よりも優れている．その手順は図 2-9 に示すように，有効直径 15.0 mm の吸引濾過器にメ

ンブランフィルター（孔径 5.0 μm）とヌクレポアフィルター（ヌクレポア社または他社

の同等品，孔径 0.2 μm）を順に載せ，その上にファンネルをセットした．試料粒子を均

一に分散させるため，ヌクレポアフィルターをあらかじめ 100μg/mL の Poly-L-lysine 水

溶液に 10 分間以上浸し，親水化処理したものを濾紙にはさんで乾燥させた後に使用した．

ファンネルに除菌水を 1 mL 程度入れてから 10-2の試料希釈懸濁液を 50 μL～100 μL 加

え，フィルターホルダー全体を軽く振ってよく混合させた後，吸引してフィルター上に試

料を捕集した．EB 液（100 mg L-1，0.1 mol L-1リン酸緩衝液，pH7.2）約 500 μL をフィ

ルター上に載せて室温で 3 分間染色した．EB はシグマ社の製品（純度約 95％）を用いた．

吸引濾過してファンネル内の染色液を取り除き，スライドグラス上に IMMERSION OIL（オ

リンパス，非蛍光，屈折率 1.516）を一滴落とし，そこに染色したヌクレポアフィルター

をのせた．その上に IMMERSION OIL を一滴のせてカバーグラスで封入し，最後に 100 g 程

度のゴム栓をカバーグラスの上に約 1 分間置き，カバーグラスをスライドグラスに圧着さ 
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 25 ㎜径のフィルターホルダーにメンブランフィルター(孔径 5 μm)

とヌクレポアフィルター(孔径 0.2 μm,ブラック，親水化処理済み)

を順次のせ，ファンネルをセット. 

親水化処理 :  10 0 μg /m・poly-L-lysine 溶液に一晩浸す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

試料加入 

観察・計数 

マウント・封入

染 色 

吸引濾過 

セッティング

 除菌水を約 2 ml 入れた後，適当量（50～200μl）の堆肥試料 100 倍 

希釈液を加えてよく振とうする． 

ポンプで吸引した後，除菌水でファンネルを 2～3 回洗って

吸引する． 

フィルターに染色液を約 1 mｌのせる.Ethidium bromide 

(EB; 100 μg/mL, in 0.1 M Phosphate buffer  pH7.2），

室温，3 分間 

染色剤を吸引濾過後，ヌクレポアフィルターをスライドグラス

上にマウントし，イマージョンオイルを滴下． 

落射型蛍光顕微鏡 (B 励起，対物 100 倍油浸系)にて検鏡接眼 

レンズに方眼マイクロメーター(5×5)を入れ，方形枠内に見える 

オレンジ色の蛍光を発する細菌をカウント 10 視野または菌数が 

合計 300 個以上となるまで計数する 

フィルターは通常 3 連 
 

 

 

図 2-9 EB 法(Someya, 1995) の手順
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せた．このプレパラートを蛍光顕微鏡にセットし，B 励起下（450～490 nm），対物レンズ

40～100 倍で細菌の観察・計数を行った．１試料あたり３枚のプレパラートを作製し，落

射型蛍光顕微鏡（オリンパス BH2-RFL）を用いて検鏡した．細菌数の計数には接眼レンズ

に 5×5 グリッド（40×40μm）ないし 10×10 グリッド（80×80μm）を用いてオレンジ色

の蛍光を発する細菌を計数した．一視野当たり 30 個以上の細菌数となる条件下で，フィル

ター1 枚につき 10 視野を計測し，1 試料当たり 3 枚のフィルターを作成し，平均値を求め

た．顕微鏡視野当たりの菌数から試料中の菌数を計算する方法は表 2-2 にしたがった． 

なお，使用した器具や Poly-L-lysine 水溶液および EB 溶液は，メンブレンフィルター

（孔径 0.2μm）で除菌したものを用いた． 
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表 2-2 直検法による菌数の計算 

 

試料中の全細菌数 N（cells/g 乾土）は 

 
方形枠内の平均菌数（cells）×有効濾過面積（mm2）×生土重 

 

 

 

 

 

対物 レンズ（倍率） ×10 ×20 ×40 ×100 

一 辺 サ イ ズ（µm） 80 40 20 8 

N＝ 
方形枠内の面積（mm2）×土壌希釈液の量（mL）×土壌希釈率×乾土重 

 

ここで，有効濾過面の直径＝15.0 mm

方形枠の一辺の長さは 

 

 これから，換算係数*を得る 

倍      率 
Grid 

×10 ×20 ×40 ×100 

5×5 1.10×103 4.42×103 1.77×104 1.10×105 

10×10 2.76×102 1.10×103 4.42×103 2.76×104 

 

* 換算係数＝有効濾過面積（mm2）/ 方形枠内の面積（mm2）
 

 

方形枠内の平均菌数（cells）×生土重 

土壌希釈液の量（mL）×土壌希釈率×乾土重 

 
N＝換算係数× 

 
 

 

 液体試料の場合，試料中の全細菌数 N（cells/mL）は

 
方形枠内の平均菌数（cells） 

試料希釈液の量（mL）×試料希釈率
 N＝換算係数× 
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２．４．２ CFDA 蛍光染色法 

試料中の全生細菌数の定量には，6-carboxy fluorescein diacetate（CFDA）蛍光染色

法を用いた．CFDA 法は，細胞内酵素エステラーゼ活性および細胞膜の選択性を利用して生

きた細菌を検出する手法である．CFDA は蛍光色素 6-carboxy fluorescein に酢酸基が二つ

エステル結合してできた化合物で，これは自身蛍光を持たない．CFDA は極性が低い（疎水

性である）ため，細胞膜を容易に通過して細胞内に入る．細胞内で CFDA は，非特異的なエ

ステラーゼ（リパーゼやフォスファターゼ）によって加水分解され，蛍光色素 carboxy 

fluorescein を遊離する．これは極性が高いので細胞膜を通過できず細胞内に滞留する（生

物の細胞膜は選択透過性を持ち，特にイオンや糖，アミノ酸など極性の高い，すなわち親

水性の物質はむやみに通さない性質を持っている）．したがって CFDA を用いると，酵素活

性を持ち細胞膜に選択透過性を持つという意味で「生きている」細胞のみを蛍光顕微鏡下

で検出することができる（染谷ら，2003，図 2-10）．  

 

正常な膜機能とエステラーゼか性能を 
有する細胞を検出 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2-10 CFDA染色の原理  
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全生細菌数の測定には，Yamamoto ら（1996）の CFDA 蛍光染色法を土壌･堆肥用に改変

した方法を用いた（図 2-11）．  

 

観察・計数 

マウント・封入

水 洗 

セッティング

吸引濾過 

インキュベート
μg/ml 

試料        100     300   500 

緩衝液      100     300   500 

CFDA 原液     1       3     5 

土壌試料の場合，通常 10-2希釈懸濁液

 

試 料 

ヌクレポアフィルターをスライドグラス上にマウントし，イマージョン

オイルを 1 滴のせ，カバーグラスで封入 

- 除菌水約 2 ml を用いて水洗

インキュベート後の試料 100μl～1ml をファンネルに入れ，吸引濾過 

（土壌試料 10-2の場合通常 100μl） 

25 ㎜径のフィルターホルダーにメンブランフィルター(孔径 5μm) と

ヌクレポアフィルター(孔径 0.2μm，ブラック)を順次のせ，ファンネ

ルをセット 

30℃ ，60 min

2％ CFDA 原液(DMSO 溶液) 1/100 容 （最終濃度 100μg/ml） 

0.2M リン酸緩衝液(pH 7.2 ,10％食塩添加)

落射型蛍光顕微鏡(B 励起，対物 100 倍，油浸系)にて検鏡. 接眼レンズ

に方眼マイクロメーター(5×5)を入れ，方形枠内に見える黄緑色の蛍光

を発する細菌をカウント. 10 視野または菌数が合計 300 個以上となる

までフィルターは通常 3 連 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2-11 改良 CFDA 蛍光染色法の手順 
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マイクロチューブに 0.2 mol L-1リン酸緩衝液食塩水（10％NaCl 添加，pH7.2）を 500 μ

L 入れ，試料の 10-2希釈懸濁液を 500 μL 加えた．これに 20 g L-1 CFDA 原液（ジメチルス

ルホキシド溶液）を 5 μL 加えてよく混合し，アルミブロックヒーターで 30℃，１時間イ

ンキュベートした．CFDA は Molecular Probes 社より入手した．EB 蛍光染色法と同様にセ

ットしたファンネル内に除菌水約１ mL を入れ，これに，インキュベート後の反応液 100

～200 μL を加えて吸引濾過し，さらに除菌水約１ mL を吸引濾過することで水洗した．プ

レパラートの作製および細菌数の計測は EB 蛍光染色法に準じた．B 励起下で黄緑色の蛍光

を発する細菌を計数し，CFDA 生菌数とした． 

 

２．４．３ EB/CFDA 二重染色法 

EB/CFDA 二重蛍光染色法には，CFDA 蛍光染色法に従って試料を染色した後，EB 液をフィ

ルター上に載せて室温で１分間染色した．プレパラートの作製および細菌数の計測は EB

蛍光染色法に準じた． 

 

２．４．４ 検鏡 

蛍光観察は，見たい細胞や分子だけを選択的に見ることができるため，近年の生命科学

の研究に欠かせない手法になってきている（写真 2-1）．  

本研究では，蛍光染色後のプレパラートを 40 倍あるいは 100 倍の対物レンズ（油浸系）

を付けた落射型蛍光顕微鏡下で観察し，堆肥試料中の細菌を計数した． Nikon Optiphoto 

EFD-3 落射型蛍光顕微鏡を使った．接眼レンズに 5×5 のグリッド型マイクロメーター，ま

たは 10×10 のグリッド型マイクロメーターを入れて，このグリッド内の染色された堆肥細

菌の計数を行った．フィルター（プレパラート）当たり 10 視野を検鏡した，1 試料につき

3 連のフィルターを作成し，その平均値と標準偏差を求めた．蛍光像の撮影には，ZEISS

社製高感度３CCD デジタルカメラ（AxioCam HRc）を蛍光顕微鏡に取り付けたシステムを用

いた． 

蛍光顕微鏡のフィルターの波長特性を表 2-3 に示した． 
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コンピューター  

高解像度

カメラ

落射型 

蛍光顕微鏡 

 

写真 2-1 蛍光顕微鏡システム   
 

 

 

表 2-3 蛍光顕微鏡のフィルターの特性 
 

波 長（nm） 
フィルター 

Olympus BH2-RFK Olympus BH2-RFL Nikon Optiphoto EFD-3

励起光 300-400 290-400 330-380 
UV 

観察光 ≥410 ≥410 ≥420 

     

励起光 385-420 380-420 380-420 
V 

観察光 ≥445 ≥445 ≥450 

     

励起光 360-500 360-505 450-490 
B 

観察光 ≥505 ≥505 ≥520 

     

励起光 450-560 525-575 510-560 
G 

観察光 ≥575 ≥575 ≥590 
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２．５ 培養法 

 細菌を適切な培地の上に接種して適当な温度や，pH，酸素などの条件下で培養するとい

う方法は，従来から細菌に対する重要な研究方法である．細菌を計数するため，培養法は

大別的に平板法と most probable number（MPN）法とに分けられる．本研究では，平板法

を用いて細菌の菌数を求めた．その一般的な手順を図 2-12 に示した．堆肥中の微生物の分

析項目には，従属栄養性細菌として NB 細菌および DNB 細菌を，また，放線菌，油脂分解菌，

デンプン分解菌，蛋白質分解菌およびセルロース分解菌を選定した． 

 

 

試料希釈液 

接 種 

培 養 

計 数 

分散処理 
試料 10 g を 95 mL の滅菌生理食塩水に加えて， 

ホモジナイザーで 15,000 rpm，15 分間分散処理 
 

 

試料 200 μL を滅菌生理食塩水 1.8 ml に加え， 

10 倍希釈により 10-2～10-8の希釈液を作成 
 

 

 
3 連のシャーレに 10-3～10-8 の希釈液を 100 μL

ずつ入れて塗抹法で接種  

 

 
菌種による一定温度で一定時間培養

 

 

コロニーをカウントした 3 枚の平板培地の平均値 

と標準偏差を算出 
 

 

 

図 2-12 希釈平板法の手順 

 

従属栄養性細菌のうち NB 細菌は，nutrient broth (NB)寒天培地上で計測される細菌で，

DNB 細菌は，100 倍希釈 NB 寒天培地上で計測される細菌である（土壌微生物研究会，1992）．

放線菌はアルブミン培地上で計測し（土壌微生物研究会，1992），油脂分解菌は Tween20
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培地(Sierra,1956)，デンプン分解菌はデンプン培地(コーワン,1979)，蛋白質分解菌はカ

ゼイン培地（Martley et al., 1970），またはゼラチン培地(Hankin et al.,1974)，セルロ

ース分解菌は CMC 培地(Suyama et al.,1993)を用いて希釈平板法により定量した．表 2-4

に，これら微生物の培地，培養条件および細菌の判定方法を示す． 

表 2-5 に，使用培地の組成を示す．堆肥試料の 10-2～10-8の希釈懸濁液のうち，適切と

予想された希釈液を 3 段階選び，各希釈段階５連の培地に各 100μL を塗抹接種した． NB

細菌および DNB 細菌を計数する際は，培地上に出現した細菌コロニーを全て計測し，放線

菌の計数には，実体顕微鏡下で放線菌の菌糸が認められるコロニーのみを計数した． 

油脂分解菌の計数には，コロニーの周囲に Tween 20 の分解によるカルシウム塩の白濁

帯が出現しているものを計数した． 

デンプン分解菌では，培地にルゴール液（6.7 g L-1ヨウ化カリウム，3.3 g L-1ヨード）

を注ぎ，デンプン・ヨード反応により濃紫色となった培地上で透明帯を持つコロニーを計

数した． 

セルロース分解菌の計数には，染谷の carboxymethy cellulose (CMC)平板法を改良した

Suyama ら（1993）のコンゴーレッド法を用いた．培養後，培地表面に 0.1％コンゴーレッ

ド水溶液を約 10 mL 載せて 15 分ほど静置した後，これを捨て，1 mol L-1食塩水約 10 mL

を載せて 15 分間静置してから排液した．コンゴーレッドによってオレンジ色に染まった培

地上で周囲に透明帯が出現したコロニーを計数した． 

蛋白質分解菌では，カゼインの分解による白濁帯が出ているコロニーを計測した．また，

Hankin ら（1974）のゼラチン培地法も用いた．この場合，培養後の平板培地に飽和硫酸ア

ンモニウム溶液を約10 mL載せて60分間静置し，塩析によりゼラチンを白濁沈澱させた後，

透明帯を持つコロニーを計数した． 
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表 2-5 培地の組成一覧表 

 

普通寒天培地  アルブミン培地 

成分 ｇ/L  成分 ｇ/L 

肉エキス 5.0  エッグアルブミン    0.25

ペプトン 10.0  グルコース 1.0 

塩化ナトリウム 5.0  K2HPO4 0.5 

寒天 15.0  MgSO4・７H2O 0.2 

pH7.0  Fe2(SO4)3 0.01

   寒天 15.0 

Tween20 培地 pH6.9 

成分 ｇ/L    

ペプトン 10.0    

塩化ナトリウム 5.0  CMC 培地 

塩化カルシウム（2 水和物） 0.1  成分 ｇ/L 

寒天 15.0  リン酸水素二カリウム 1.0 

Tween20 10 mL  硝酸アンモニウム 0.3 

 pH7.4  塩化カリウム 0.5 

   硫酸マグネシウム（7 水和物） 0.5 

デンプン培地  硫酸鉄   0.01

成分 ｇ/L  CMC 5.0 

酵母エキス 10.0  寒天 10.0 

可溶性デンプン 5.0   pH6.8 

寒天 15.0    

pH not adjusted    

   カゼイン培地 

   成分 ｇ/L 

ゼラチン培地  Sodium Caseinate 10.0 

成分 ｇ/L  N-Z Case Pulus 5.0 

肉エキス 5.0  酵母エキス 2.5 

ペプトン 10.0  Glucose 1.0 

塩化ナトリウム 5.0  塩化カルシウム   0.88

ゼラチン 4.0  クエン酸 3 ナトリウム 4.4 

寒天 15.0  寒天 15.0 

 pH7.0   pH6.6 
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３． 結果および考察 

 

３．１ 堆肥試料の理化学的性状 

堆肥試料 21 点の理化学的性状を表 2-6 に示す．これらの堆肥試料はいずれも，地域で

評判の高い堆肥化施設から採取された． 

 

表 2-6 各種堆肥試料の理化学的性状 

 

堆肥試料 

番号 

含水率 

(%) 

pH 

(H2O) 

EC 

(mS cm-1)

CEC 

(cmolckg
-1)

T-C 

(%) 

T-N 

(%) 
C/N 

1 45.4 8.2 3.3 61.8 36.3 2.6 14.0 

2 47.9 8.8 5.1 60.5 30.1 2.2 13.6 

3 45.8 9.0 4.2 43.9 33.2 2.1 15.8 

4 40.4 6.8 3.0 51.2 19.7 1.1 17.9 

5 58.3 8.2 4.4 55.2 35.1 1.8 19.5 

6 41.5 8.2 5.5 63.0 33.1 3.1 10.7 

7 46.3 8.0 5.7 57.4 37.2 2.9 12.8 

8 29.2 9.4 6.1 31.4 29.0 1.7 17.1 

9 45.1 9.3 5.9 60.1 34.2 2.0 17.1 

10 23.2 7.9 6.9 48.4 30.6 3.7 8.3 

11 16.1 8.0 7.1 61.4 36.3 3.7 9.8 

12 15.7 6.7 8.5 56.2 37.3 4.9 7.6 

13 52.5 8.4 7.4  NT* 33.1 3.5 9.5 

14 28.9 8.1 13.4 NT 31.7 2.1 15.1 

15 44.3 6.6 5.7 61.3 27.2 1.3 20.9 

16 20.9 6.6 4.2 41.2 46.3 2.6 17.8 

17 54.0 6.7 7.9 79.0 17.5 1.2 14.6 

18 53.2 8.2 6.5 33.5 35.2 2.1 16.8 

19 57.6 7.4 6.4 47.5 23.9 1.7 14.1 

20 13.0 6.3 3.5 71.5 28.9 1.5 19.3 

21 15.0 7.1 3.8 68.3 27.1 1.4 19.4 

平 均 37.8 7.8 5.9 55.4 31.6 2.3 14.8 

範 囲 13.0-58.3 6.3-9.4 3.0-13.4 31.4-79.0 17.5-46 1.1-4.9 7.6-20.9 

* NT, 未測定． 
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含水率は 13.0～58.3％の範囲にあり，50％を越すものが 5 点あった．堆肥製品中の含水

率が高いと，保管中に変質する可能性，特に病原菌の再増殖の可能性が指摘されている

（Betoldi et al., 1988）．（社）日本施設園芸協会の生鮮野菜衛生管理ガイドでも，堆肥

の含水率は品質保持上，30％以下が好ましいとされている（社団法人日本施設園芸協会, 

2003）．この点，約 62%の堆肥試料で含水率が 30％以上であった． 

堆肥試料 21 点の pH は 6.3～9.4 の範囲で，中性からアルカリ性の範囲にあり，アルカ

リ性の強い試料の中には，アンモニア臭の強いものがあった． 

EC は 3.0～13.4 mS cm -1の範囲にあった．土壌中の EC が 2.0 mS cm -1を越すと作物の生

育に悪影響が生じ,除塩対策が必要となると言われている（松坂ら, 1994）．この点，供試

堆肥はいずれも通常の使用では問題ないと思われた． 

CEC は 31.4～79.0 cmolckg
-1の範囲にあった．各種完熟堆肥の CEC はおおむね 40～120 

cmolckg
-1 の範囲と言われ（Harada et al., 1980; 藤原, 1997），供試堆肥試料の CEC は,

ほぼこの範囲に含まれていた． 

全炭素（T-C）は 17.5～46.3％の範囲，全窒素（T-N）は 1.1～4.9％の範囲にあり，特

に鶏糞堆肥（試料 10～13）では T-N が高い傾向を示した． 

堆肥試料の炭素率（C/N 比）は，7.6～20.9 の範囲にあった．一般的に，完熟堆肥の持

つ C/N 比は 15～20 であり（藤原, 1997），オガクズなどの炭素率の高い副資材を原料に含

まない鶏糞堆肥 4 点（試料 10～13）を除き，ほぼこの範囲に入っていた．したがって CEC

の値も勘案して，供試試料はいずれもほぼ完熟であったと判断された． 

 

３．２ 蛍光染色法による細菌数 

EB 蛍光染色法，CFDA 蛍光染色法および EB/CFDA 二重蛍光染色法を用いて堆肥試料を染

色した例を写真 2-2 に示す．EB 蛍光染色法では，全ての微生物（主に細菌）細胞がオレン

ジ色の蛍光を発する粒子として蛍光顕微鏡下で観察された．試料中に存在する有機物は，

赤色の不定形物質として観察され，微生物との識別は比較的容易であった．一方，CFDA 蛍

光染色法では，有機物はほとんど染色されず，暗色の背景の中で，生きた細菌が黄緑色の

明るい蛍光を発した．また，EB/CFDA 二重蛍光染色法では，生細菌が CFDA により黄緑色に， 
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 試料 17（生ゴミ堆肥）を

供試した．A，EB 蛍光染色法

による画像（B 励起）．全て

の微生物（主に細菌）の細胞

がオレンジ色の蛍光を発す

る粒子として観察される．有

機物が薄い赤色に染まって

いる．B，CFDA 蛍光染色法に

よる画像（B 励起）．全ての

生きている微生物（主に細

菌）の細胞が黄緑色蛍光を発

する粒子として観察される．

C，EB/CFDA 二重蛍光染色法

による画像（B 励起）．生き

た細胞は黄緑色の粒子とし

て，また死菌はオレンジ色の

粒子として観察される．生細

胞は EB でも染色されている

が，CFDA による黄緑色の蛍

光が強いため，黄緑色に見え

る．画面中央に生ゴミ由来の

四角形の有機物が見える．

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 2-2 堆肥の蛍光染色像 
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また死菌が EB によりオレンジ色に染色され，両者の区別は明瞭であった． 

ただし， EB/CFDA 二重蛍光染色法で得られた生細菌数は，CFDA による単染色で得た生 

細菌数よりも少ない傾向が認められた（データ略）．これは，CFDA では EB と比べて，染色

直後では蛍光強度がより強いが，蛍光の退色がより早いことが主な原因と考えられた．す

なわち，生菌は CFDA のみならず EB でも染色されているが，染色直後では EB の蛍光は CFDA

の蛍光にマスクされ，肉眼的には認められない．しかし，CFDA の蛍光の退色につれて EB

の蛍光が現れ，死菌と誤認しやすくなると考えられた．したがって，EB/CFDA 二重蛍光染

色法は，デモンストレーションには適しているが，生細菌数の計測には不適で，その目的

には CFDA 単染色（CFDA 蛍光染色法）が適していると判断された． 

CFDA 蛍光染色法は，微生物の持つエステラーゼ活性に基づいて生細胞を検出している．

エステラーゼは全ての生物細胞が有する酵素であるから，原理的には全ての生細胞を検出

することができる．この意味で，CFDA 蛍光染色法で得られる細菌数を「全生細菌数」と呼

ぶことができると考えられる． 

EB蛍光染色法および CFDA蛍光染色法を用いて，21点の堆肥試料中の細菌数を測定した．

その結果（表 2-7），EB 法によって得られる全細菌数は 7.8×109～9.3×1010（平均 3.7×1010）

cells g-1 dry matter という値であった．これは，肥沃な水田土壌（染谷ら, 2003）の 2

～9 倍も高い菌数であった． 

一方，CFDA 蛍光染色法による全生細菌数は 1.4×109～8.2×1010（平均 1.2×1010）cells 

g-1 dry matter であった．生菌率（全細菌数に対する全生細菌数の比）は 5.4％～169％（平

均 41.8%）であった．ここで，生菌率が 100％を超える試料（試料 1，2，4，および 9）が

あった理由は，両染色法の検出感度の差にあると考えられた．すなわち,EB は AO などと比

べると有機物への非特異的吸着が少ないが，セルロースなどの粗大有機物が多い試料では，

多少は非特異的に吸着され，背景と細菌粒子とのコントラストがやや低下する．一方，CFDA

蛍光染色法では，蛍光物質 CF は細胞内に貯留するため，背景はほとんど染色されず極めて

暗い（写真 1,B）．このため，EB 蛍光染色法では，粗大有機物が多い試料で，コントラスト

の低下による細胞の見落としがあり得ると考えられた．この推論は，生菌率が 100％を越

える試料（1，2，4，および 9）が，イナワラ含量の高い牛糞堆肥に限られていることから
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も指示された．したがって，生菌率が 100％以上の場合，生菌率はほぼ 100％と見なしてよ

いと判断した． 

 

表 2-7 各種堆肥試料中の全細菌数，全生細菌数，及びその生菌率 

 

全細菌数*1 

（EB 蛍光染色法） 

全生細菌数*1 

（CFDA 蛍光染色法） 堆肥試料番号 

(cells g-1 dry matter) 

生菌率*2 

(％） 

1 (5.0±0.5)×1010 (8.0±1.8)×1010 160.0 

2 (6.8±1.3)×1010 (8.2±1.2)×1010 120.6 

3 (9.3±2.5)×1010 (4.8±1.2)×1010 51.6 

4 (4.1±2.0)×1010 (4.8±0.9)×1010 117.1 

5 (2.3±0.4)×1010 (5.4±4.6)×109 23.5 

6 (8.6±2.1)×1010 (3.8±1.9)×1010 44.2 

7 (6.2±0.3)×1010 (9.6±0.4)×109 15.6 

8 (2.2±0.5)×1010 (1.4±5.1)×109 6.4 

9 (3.9±0.9)×1010 (6.6±1.4)×1010 169.2 

10 (2.3±0.5)×1010 (2.0±1.0)×109 8.7 

11 (6.7±3.0)×1010 (3.6±2.0)×109 5.4 

12 (3.5±0.7)×1010 (6.0±6.4)×109  17.1 

13 (1.5±0.3)×1010 (2.5±0.2)×109 16.7 

14 (2.3±0.2)×1010 (1.8±0.1)×1010 78.3 

15 (3.2±0.9)×1010 (1.1±0.4)×1010 34.4 

16 (7.8±0.8)×109 (1.7±0.2)×109 21.8 

17 (6.3±1.5)×1010 (2.6±0.2)×1010 41.3 

18 (5.9±0.2)×1010 (1.8±0.3)×1010 30.5 

19 (7.1±0.2)×1010 (2.8±0.5)×1010 39.4 

20 (2.7±0.2)×1010 (4.6±0.3)×109 17.0 

21 (2.2±0.2)×1010 (5.9±0.3)×109 26.8 

平均*3 3.7×1010 1.2×1010 41.8 

*1 菌数値は，3 連のフィルターの平均値±標準偏差を示す． 

*2（全生細菌数 / 全細菌数）×100． 

*3 菌数には相乗平均を，比率には相加平均を用いた．なお，生菌率が 100％を 

超える場合，100％として平均を求めた． 
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一部の牛糞堆肥（試料７）と鶏糞堆肥の多く（試料 8,10～13）では，生菌率が 5.4～17.1％

と低い傾向が認められた．生菌率の高低は，微生物の代謝活性や菌体のターンオーバー速

度を反映するものと考えられるが，これらの点については，より多くの知見の集積が必要

である． 

 

３．３ 希釈平板法による従属栄養性細菌数および放線菌数 

堆肥試料 21 点を希釈平板法に供し，NB 細菌，DNB 細菌及び放線菌の菌数を測定した．

各種培地上のコロニーの様子を写真 2-3 に示した．従属栄養性細菌のうち，NB 培地によっ

て計測される NB 細菌は（表 2-8），4.6×106～5.2×109（相乗平均 4.6×108） cfu g-1 dry 

matter で，DNB 培地によって計測される DNB 細菌は 4.2×105～1.1×109（相乗平均 3.8×

107）cfu g-1 dry matter であった．NB 細菌数と DNB 細菌数の比は，0.7～381（平均 48.1）

で，NB 細菌数は DNB 細菌数より数倍～数百倍多かった．NB 細菌には，高濃度の有機物を利

用して増殖できる富栄養性細菌が多く含まれる．一方，DNB 細菌の多くには，低栄養性細

菌（有機物濃度 1 mg L-1で増殖する細菌）が含まれることが土壌などで知られている（Ohta 

et al., 1983）．したがってこの結果から，完熟堆肥中では，培養可能な従属栄養性細菌の

うちの多くを富栄養性細菌が占め，低栄養性細菌は少数者である可能性が示唆された．こ

のように，富栄養性細菌が優占することは，堆肥が富栄養環境にあることの反映と考えら

れる． 

コロニー形成率（全生細菌数に対する NB 細菌数または DNB 細菌数のうちの高い方の菌

数の比）は 0.1％～46.9％（平均 8.5％）であった．この結果は，CFDA 蛍光染色法で検出

される生きた細菌のうち，平均約 9 割が培地上でコロニーを形成しないことを意味してお

り，堆肥中の細菌の多くが VNC 状態にあることを示唆する．湖沼・海洋・土壌など環境中

の細菌の多くが VNC 状態にあることはよく知られている（McDougald et al., 1998; 染谷

ら, 1999; 木暮, 2003）．一方，ヒトの糞便では約 50%が培養可能であることが，全真正細

菌をターゲットとする FISH により明らかにされている（Franks et al., 1998）．土壌や淡

水などと比べれば，堆肥中の有機物濃度や組成は糞便に近く，その点では，堆肥中で生存

している細菌の多くが培養されてもいいと予想されたが，それを覆す結果であった．環境 
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A. NB 培地上の富栄養性細菌のコロニー B. DNB 培地上の低栄養性細菌のコロニー   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AH

B  
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C. アルブミン培地上の放線菌のコロニーおよびその菌糸 
 

 

 
写真 2-3 富栄養性細菌，低栄養性細菌および放線菌 

 

A, 放線菌； AH, 放線菌菌糸； B, 細菌； F, 糸状菌． 
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中の細菌が VNC 状態に陥る原因には，塩分，乾燥，高温，低温などのストレスが知られて

いる（McDougald et al., 1998; 染谷ら, 1999; 木暮, 2003）．堆肥中の細菌が VNC になる

原因としては，発酵熱による温度ストレスの可能性が考えられる． 

 

表 2-8 各種堆肥試料中の従属栄養性細菌数及び放線菌数 

 

従属栄養性細菌*1 

(cfu g-1 dry matter) 
堆肥試料

番号 
NB 細菌（A）  DNB 細菌（B）

A/B 

コロニー

形成率*2

(％） 

放線菌 

(cfu g-1 dry 

matter) 

1 (3.7±0.0)×109 (4.4±0.6)×108  8.4  4.6 (4.6±1.0)×108

2 (7.1±0.0)×107 (1.5±0.3)×106 47.3   0.1 (4.4±0.3)×106

3 (4.9±0.0)×109 (5.2±0.1)×108  9.4 10.2 (1.9±0.0)×106

4 (2.5±0.0)×109 (8.0±7.7)×108   3.1 5.2 (3.5±0.0)×108

5 (1.1±0.2)×109 (2.2±0.6)×108  5.0 20.4 (2.6±3.4)×107

6 (2.5±0.2)×109  NT*3 -  6.5 (2.4±0.6)×108

7 (4.5±1.3)×109 NT - 46.9 (4.5±0.5)×106

8 (2.3±0.1)×108 (4.0±2.1)×106 57.5 16.4 (9.2±4.9)×105

9 (6.7±0.2)×108 (3.2±1.2)×107 20.9  1.0 (1.3±0.5)×106

10 (3.5±0.1)×107 (4.6±0.9)×105 76.1 1.8 (6.5±9.1)×104

11 (4.6±1.1)×106 <105 - 0.1 <105 

12 (1.6±0.0)×108 (4.2±2.5)×105 381 2.7 <105 

13 (1.7±0.1)×107 NT - 2.4 NT 

14 (6.1±0.2)×108 (3.4±0.8)×108  1.8  3.4 (1.5±0.7)×106

15 (8.0±0.1)×108 (1.1±0.6)×109  0.7 10.0 (5.7±5.0)×106

16 (3.0±0.5)×108 NT -  3.8 (2.5±0.5)×107

17 (4.7±1.2)×108 NT - 1.8 (1.3±0.1)×108

18 (2.2±0.1)×109 (3.8±0.5)×108  5.8 12.0 (2.3±0.5)×108

19 (5.2±0.2)×109 (6.4±1.1)×108  8.1 18.6 (1.1±0.4)×108

20 (5.3±1.1)×107 NT - 1.2 (1.0±0.5)×107

21 (5.9±0.7)×108 NT - 10.0 (1.8±0.1)×108

平均*4 4.6×108 3.8×107  48.1 8.5 9.6×106 

*1 菌数は，5 連の平板の平均値±標準偏差を示す． 

*2 (NB 細菌数または DNB 細菌数のうちの高い方の菌数 / CFDA による全生細菌数）×100 

*3 NT，未測定． 

*4 菌数には相乗平均を，比率には相加平均を用いた． 
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上記の結果から，堆肥中の細菌の定量には，培養法では不十分であり，培養によらない

微生物定量法である蛍光染色法が有効であることが示唆された． 

アルブミン培地で計測した放線菌数は 6.5×104～4.6×108（相乗平均 9.6×106）cfu    

g-1 dry matter であった．牛糞堆肥および生ゴミ堆肥では 106～108 cfu g-1 dry matter と

比較的多く，一方，鶏糞堆肥ないし牛糞・鶏糞混合堆肥（試料 8～13）では 106 cfu g-1 dry 

matter 以下で少ない傾向が認められた．放線菌は，一般的にセルロースなど難分解性有機

物を分解するため，牛糞堆肥や生ゴミ堆肥では多いが，鶏糞堆肥では少ないものと推察さ

れた．また，放線菌の多くは抗生物質生産能を持ち，土壌病害菌に対して拮抗作用を持つ

種類も含まれる（日本放線菌学会, 2001）．したがって，高い放線菌数は，堆肥の付加価値

を高めるとも考えられるが，その実証的検討は今後の課題である． 

培養法による既往の諸研究によると，堆肥中の細菌数は麦わら堆肥や落葉堆肥では 108

～109 cfu g-1 dry matter と多い（Safwat, 1980; Webley, 1947; Hankin et al., 1976）．

一方，家畜糞（牛糞,豚糞や鶏糞）堆肥や生ゴミ堆肥，下水汚泥堆肥では 107～109 cfu g-1 dry 

matter と（Nakai, 2001; Gray et al., 1971; Diaz-Ravina et al., 1989; De Bertoldi et 

al., 1980; Nakasaki et al., 1992）やや少ない傾向が認められる．逆に放線菌数は，麦

わら堆肥や落葉堆肥では 105～106 cfu g-1 dry matter とやや少なく（Safwat, 1980; Hankin 

et al., 1976） ，家畜糞堆肥で105～107 cfu g-1 dry matterとやや多く（Nakai, 2001; Epstein 

et al., 1997），さらに生ごみ堆肥や下水汚泥堆肥では 106～108 cfu g-1 dry matter と多い

傾向が見られる（Safwat, 1980; Gray et al., 1971; Diaz-Ravina et al., 1989; De Bertoldi 

et al., 1980; Epstein, 1997）．本研究で得られた家畜糞堆肥や生ゴミ堆肥中の培養法に

よる細菌数や放線菌数は，これらの傾向とほぼ一致していた． 

 

３．４ 希釈平板法による各種有機物分解菌数 

堆肥試料 10 点中の各種有機物分解菌数を測定した．そのコロニーの代表例を写真 2-4

に示す．これらの選択培地上の目的菌は，目的有機物の分解による透明帯または白濁帯を

形成し，他の菌との識別は多くの場合，容易であった．各種有機物分解菌数を表 2-9 に示

す．鶏糞堆肥（試料 13）や下水汚泥・鶏糞混合堆肥（試料 14）では，牛糞堆肥（試料 6,7） 

 52



第二章 蛍光染色法および培養法による各種堆肥中の細菌の定量に関する研究 

 53

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A 

B, デンプン培地上のデンプン分解菌 A, Tween 20 培地上の油脂分解菌 

* ルゴール液により濃紫色となった培地

上でコロニーの周囲に透明帯を形成. 
* コロニーの周りに Tween 20 の分解に

よるカルシウム塩の白濁帯を形成． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B  

C, CMC 培地上のセルロース分解菌  D, カゼイン培地上の蛋白質分解菌 

 
* コロニーの周りにカゼインの分解によ

る白濁帯を形成. 
* コンゴーレッドによってオレンジ色に染

まった培地上でコロニーの周囲に透明帯

を形成. 

 

 

 
写真 2-4 生ゴミにおける各種有機物分解菌
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や生ゴミ堆肥（試料 16～21）と比べて，油脂分解菌数，デンプン分解菌数，セルロース分

解菌数がいずれも少ない傾向が認められた．すなわち，牛糞堆肥や生ゴミ堆肥では，これ

ら有機物分解菌数がほぼ 107～108 cfu g-1 dry matter のオーダーにあり，鶏糞堆肥や下水

汚泥堆肥よりも多い傾向が認められた．これは，発酵原料である牛糞や生ゴミが有機物に

富むことを反映していると推察された．また試料 17～19 および 20～21 は，それぞれ同一

施設から時期を変えて採取したものであるが，同一施設の生ごみ堆肥でも，各種の有機物

分解菌数に変動があることが見てとれる．これは，季節による原料組成の変動や発酵温度

の違いなどを示す可能性が考えられるが，今後の知見の集積が必要である． 

試料 8 点について，蛋白質分解菌数を測定した（表 2-10）．当初，カゼイン法を主とし

て用いたが，極めて低い菌数しか得られない場合があり（試料 13～18），ゼラチン法も併

用した．その結果，カゼイン法では検出できない場合でもゼラチン法で検出でき，その菌

数は 107～108 cfu g-1 dry matter のオーダーにあった．蛋白質分解菌の産生するプロテア

ーゼは多様であり，基質としてカゼインを用いた場合，検出されにくいタイプの蛋白質分

解菌が存在する可能性が考えられ，詳しくは今後の課題である． 

 

表 2-10 堆肥試料中の蛋白質分解菌群数 

 

カゼイン培地 ゼラチン培地 
堆肥試料 

番号 
原 料 菌数*1 

(cfu g-1 dry matter)

存在比*2

（％） 

菌数 

(cfu g-1 dry matter) 

存在比

（％）

6 牛糞 (4.1±0.2)×108 16.4  NT*3 - 

7 牛糞 (3.1±0.2)×108 6.8 NT - 

13 鶏糞 <102 <10-3 NT - 

14 下水汚泥･鶏糞 <104 <10-2 NT - 

18 生ゴミ <104  <10-3 NT - 

19 生ゴミ <104 <10-3 (1.2±0.8)×107  0.2 

20 生ゴミ <104 <10-1 (1.7±1.0)×107 32.1 

21 生ゴミ <104 <10-2 (1.3±0.3)×108 20.3 

*1 菌数は，5 連の平板の平均値±標準偏差を示す． 

*2 NB 細菌数または DNB 細菌数のうちの高い方の菌数に対する比率. 

*3 NT，未測定． 
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以上の諸結果から，供試した堆肥中の細菌は，その多くが培養困難な VNC 状態にあるこ

とが判明した．同時に，培養できない細菌を観察･定量するには，蛍光染色法が有効である

ことが実証された．蛍光染色法に要する時間は，EB 蛍光染色法でわずか約 10 分間，CFDA

蛍光染色法でも 1 時間余りであり，培養法と比べて極めて短時間で測定ができる点でも優

れている．しかし一方で，有機物分解菌など機能性の面から堆肥中の細菌を解析するには，

依然，培養法に頼らざるを得ない面が残されている．本研究で対象としたセルロース分解

菌やデンプン分解菌などの有機物分解菌は，系統発生的に多様な菌群に分散しており，そ

のうえ分解酵素系の遺伝子も多岐にわたっており，特異塩基配列を用いる FISH などによる

定量が現状では困難である．従って，全細菌数などの計測における蛍光染色法の優位性は

揺るがないとしても，機能群の解析には，蛍光染色法と培養法とを補完的に使用するべき

ものと結論される． 

現在，堆肥中の微生物フロラの研究に関しては，培養法によらない方法である PCR-DGGE

法などが導入されつつある．今後，堆肥に関するよりいっそうの知見が，このような培養

に依存しないフロラ解析法や蛍光染色法などによって集積されるならば，堆肥中の微生物

の動態がより明らかになるとともに，堆肥の微生物的品質評価法の確立などを通して，良

質な堆肥の製造・利用技術の確立などに寄与できるものと期待される． 
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４． 要約 

九州等各地の堆肥化施設 17 ヵ所から採取した 21 点の堆肥製品試料中の各種の微生物数

を蛍光染色法および培養法により測定し，堆肥中の細菌の測定に蛍光染色法が有効である

か検証するとともに，各種有機物分解菌数を平板培養法で測定し比較検討した．得られた

結果は以下のとおりである． 

１）これら堆肥の含水率は 13.0～58.3％で，pH は 6.3～9.4，EC は 3.0～13.4 mS cm-1

の範囲にあり，CEC は 31.4～79.0 cmolckg
-1の範囲にあった．炭素率は 7.6～20.9 の範囲

にあり，完熟堆肥の持つべき C/N 比の範囲にほぼ入っていた． 

２）Ethidium bromide(EB)蛍光染色法により，堆肥中の細菌が明瞭に観察でき，有機物

との識別は容易であった．これを用いて定量した結果，全細菌数は 7.8×109～9.3×1010

（相乗平均 3.7×1010）cells g-1 dry matter の範囲にあった．一方，6-carboxyfluorescein 

diacetate(CFDA)蛍光染色法では，有機物はほとんど染色されず，暗色の背景に生きた細菌

が黄緑色の蛍光を発して明瞭に観察された．CFDA 蛍光染色法による全生細菌数は 1.4×109

～8.2×1010（相乗平均 1.2×1010）cells g-1 dry matter で，生菌率（全細菌数に対する全

生細菌数の比）は 5.4～169％（平均 41.8％）であった．生菌率が 100％を越えることがあ

る理由として，EB 蛍光染色法よりも CFDA 蛍光染色法の方が，有機物とのコントラストが

大きく，過小評価が少ないことが推察された． 

３）希釈平板法による測定の結果，Nutrient broth（NB）寒天培地による NB 細菌数は

4.6×106～5.2×109（相乗平均 4.6×108）cfu g-1 dry matter であった．これらの値は,

百倍希釈 NB 寒天培地による DNB 細菌数より数倍～数百倍高く，堆肥の富栄養的環境を反映

していると考えられた．コロニー形成率（CFDA 蛍光染色法による全生細菌数に対する培養

可能な細菌数の比）は 0.1～46.9%（平均 8.5％）と低かった．このことは，堆肥中の細菌

の約 9 割が，生きているが培養できない（Viable but nonculturable,VNC）状態にあるこ

とを示しているとともに，堆肥中の培養できない細菌を観察･定量する目的に，蛍光染色法

が有効であることを示唆していた． 

４）牛糞堆肥および生ゴミ堆肥には放線菌が 106～108 cfu g-1 dry matter 存在し，一方,

鶏糞堆肥では 106 cfu g-1 dry matter 以下で少ない傾向が認められた． 
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５）牛糞堆肥や生ゴミ堆肥には，セルロース分解菌やデンプン分解菌，油脂分解菌が 107

～108 cfu g-1 dry matter 存在し，鶏糞堆肥や汚泥堆肥と比べて多い傾向が認められた． 

６）蛋白質分解菌数の測定には，カゼイン法では堆肥試料の測定に適さない場合があり，

ゼラチン法により，107～108 cfu g-1 dry matter の菌数が得られた． 

以上の結果から，堆肥中の細菌の多くは VNC であり，全細菌数などの定量には蛍光染色

法が培養法よりも卓越していることが検証された．同時に，有機物分解菌など，現在では

蛍光染色法で定量できない微生物もあり，蛍光染色法と培養法とを補完的に使用すること

が必要と判断された． 



第三章 堆肥における大腸菌群など糞便汚染指標菌の生残性に関する研究 

 

第三章 堆肥における大腸菌群など糞便汚染指標菌の 

生残性に関する研究 

 

 

１． 緒言 

日本では，生物系廃棄物の総量は廃棄物全体の約 60%に当たる２億 8 千万トンという膨

大な量に達すると推定され，その内訳は，家畜糞尿 9,400 万トン，下水汚泥 8,600 万トン，

生ゴミ 2,000 万トン，食品産業汚泥 1,500 万トン，その他 6,600 万トンである（生物系廃

棄物リサイクル研究会, 1999; 茅野, 2000）．廃棄物による環境汚染のおそれが重大な問題

となってきた．一方，環境問題への国民の関心が高まる中で，廃棄物を資源化，環境負荷

を低減していく循環型の経済社会への転換が求められている．最近，家畜排せつ物法（1999）

や食品リサイクル法（2000）が制定され，家畜糞や，食品工場，大型店などから排出され

る食品廃棄物の適正な管理や堆肥化などの資源化が推進されている．すなわち堆肥化など

資源化が奨励され，法的規制が強化されつつある．さらに，下水汚泥や，飲食店，家庭か

ら排出される生ゴミの堆肥化なども自治体や市民団体により進められている.こうした状

況を背景に，バイオマス･ニッポン総合戦略の閣議決定（2002 年 12 月）がなされ，有機資

源（バイオマス）の利活用が強力に推進されている．このようにして作られた堆肥など有

機質資材の活用は，持続的農業を促進し，高品質で安全な食料を国民に供給する上で，極

めて望ましいことである．このような中で有機廃棄物である生ごみ，食品産業汚泥，畜産

副産物，生活排水汚泥等は，元来資源化・リサイクルが可能であり，既に堆肥等として利

用が図られているものもある． 

このような法的整備を背景に，家畜糞や生ゴミ，汚泥などの有機廃棄物の資源化対策と

して堆肥化が注目され，同時に堆肥は，減農薬・減化学肥料による持続的農業を促進する

有機質資材として再評価されつつある．堆肥の生産量はこの十年間で倍増し，1996 年度に

は全国で総計 300 万トンと推計され（茅野,2000），今後も増加すると予想される．そこで，

堆肥の適正な生産および使用を図るために，社会学的，自然科学的研究および普及啓発の

推進が強く求められている（茅野,2000）． 
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第二章で述べたように，堆肥の微生物学的側面について再評価するために，蛍光染色法

による細菌定量技術を堆肥の微生物分析に導入した．その結果，蛍光染色法による堆肥中

の細菌数は，従来の培養法による測定値の数倍から十数倍も高く，堆肥中の細菌の平均約

９割が，生きてはいるが培養できない（viable but nonculturable, VNC）状態にあること

などを明らかにした（龚ら，2005）． 

一方，堆肥の急激な増産は，未熟堆肥の増加をも招くことが懸念され，施用後の土壌障

害の発生などに加え，衛生的な問題が心配される．実際，未熟堆肥を使用して作られたと

推定される果物や野菜の生食により，病原性の強い腸管出血性大腸菌 O157:H7（大腸菌

O157）による食中毒事件が諸外国で報告されている（Morgan et al., 1988; Besser et al., 

1993; Cieslak, et al., 1993; Chapman, et al. ）．日本や諸外国の野菜の微生物汚染状

況に関する総説（小沼ら, 1999; 金子, 1999）によると，海外では野菜や果実による食中

毒が増加傾向にあることから，日本でも潜在的な脅威として看過できず，農産物の生産・

流通・消費の各段階における衛生管理の徹底が強調されている． 

本菌による食品の汚染源として，牛糞および牛の腸管内容物が欧米では注目されている．

すなわち,牛糞からの 0157 の検出率は実に数％〜数十％にも昇る．本菌によって汚染され

た牛糞や腸管内容物を介して牛挽肉，生乳，水，非加熱リンゴジュース，果物および野菜

が汚染され，経口感染によって集団発生が起きている．牛，羊および鹿はこの病原菌の主

な保菌動物であると考えられている（染谷, 2000）． 

通常，堆肥の製造過程では，発酵熱による発熱のため堆肥は 60℃以上の高温となり，こ

の熱によって病原菌や寄生虫卵，雑草の種子などが死滅する．したがって，一般的に良質

の完熟堆肥には病原菌が存在しないと言われるが，実際には，そう単純ではない．堆肥製

造過程の高温で，大腸菌群が何日くらいで消滅するか，また製品堆肥中に残存していない

かを調査した内外の報告では，大腸菌群の堆肥からの消失には，どの調査例でも１週間以

上の発酵期間が必要で，製品堆肥中に残留する場合も少なくない（染谷・井上, 2003）． 

本菌によって汚染された牛糞や腸管内容物を介して，牛挽肉，生乳，水，非加熱リンゴ    

ジュース，果物および野菜が汚染され，経口感染によって集団発生が起きている（Pell, 

1997）．牛，羊および鹿はこの病原菌の主な保菌動物であると考えられている（Keene et al., 
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1997; Tauxe et al., 1997 ）．Wang らは，牛糞において E.coli O157 が一定の温度下で 70

日間もに生残できることを報告した（Wang et al., 1996）． 

 染谷らは，堆肥の病原菌汚染に関して内外の知見をとりまとめ（染谷・井上, 2003），家

畜糞や生ゴミなどの堆肥原料から多種類の病原菌や寄生虫が検出されていること，さらに，

製品として流通している堆肥からも病原菌が検出される場合があることから，堆肥の発酵

熱を十分に生かした堆肥温度管理を通して，微生物学的に安全な堆肥を製造することが重

要であると指摘した．  

しかしながら，堆肥中の病原菌の存在に関して，我が国での調査事例は依然少ない．牛

糞堆肥の製造過程において，糞便指標菌群である大腸菌群が発酵１〜6 週間で消失したと

いう報告がある一方（伊吹ら, 1996; 渡辺ら, 1997; 梅田ら, 1999），1～3 ヵ月の発酵終

了後も生残していたという報告がある（羽生ら, 1999; 金子, 1999）．特に，製品として流

通している堆肥中の病原菌の残留状況を把握することは，安全・安心な農産物を生産する

上で欠かせない情報であるが，これに関する知見は限られている． 

家畜糞の堆肥化過程では，原料の畜糞に病原菌が含まれていても，通常は発酵熱により

殺菌消毒される．しかし，未熟堆肥では病原菌が残留する可能性がある．したがって，畜

糞を原料とした堆肥の衛生管理は，堆肥の取り扱い者の健康や農産物の安全性の確保にお

いて極めて重要である．日本では，堆肥の衛生基準について定めはなく，堆肥中の病原微

生物の検査法も定められていない．また，畜糞堆肥の衛生学的な研究も少ない．さらに，

堆肥中の微生物全般に関しても微生物学的研究は少ない． 

今まで，環境中における大腸菌の生残について多くの研究があるが，それらのほとんど

は，土壌，水環境および廃棄物に絞られたものである（Shere et al., 1998; Kudva et al., 

1998; Wang et al., 1998; Gafliardi et al., 2000; Maule, 2000 ）．堆肥中における病

原菌の生残についての研究は極めて少ない（Lung et al., 2001）．そこで本研究では，堆

肥の微生物学的安全性（バイオセーフティー）を向上させるための基礎的情報を得ること

を目的として，主に九州各地の堆肥製造施設で生産されている堆肥を入手し，糞便汚染指

標菌（大腸菌群，大腸菌，およびサルモネラ菌）の残留について培養検査による実態調査

を行った．あわせて，堆肥原料である牛糞や生ゴミなどにおける糞便汚染指標菌の存在と，
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堆肥化過程における消長についても調査検討した．さらに，大腸菌 K12 および大腸菌 O157

に対して種々の温度下での発育およびその熱抵抗性について室内モデルを用いて検証した．  

 

 

２． 材料および方法 

 

２．１ 供試堆肥の採取 

堆肥試料として，1997 年 9 月～2004 年 12 月に，九州各地および岡山県の堆肥施設計 23

ヵ所から計 29 点を採取した(表 3-1)．その内訳は，牛糞堆肥が 13 点（試料 1～13），牛糞・

鶏糞ブレンド堆肥が 2 点（試料 14〜15），鶏糞堆肥が 4 点（試料 16～19），下水汚泥堆肥（鶏

糞など他の原料も含まれる）が 2 点（試料 20～21），生ゴミ堆肥が 8 点（試料 22～29）で

あった．これらは全て発酵の終了した堆肥製品で，畜舎の敷料や水分調整剤として使用さ

れているオガクズやモミガラなどが副資材として混入していた．また，堆肥の原料である

牛糞や生ゴミ，発酵途上の堆肥からも，適宜試料を採取した． 

 堆肥試料等の採取には，堆肥等の山の表面下 30～50cm の部位から約 500g ずつを 5 ヵ所

採取し，これらをよく混合縮分した後，その約 500 g をビニール袋に密封した．これをク

ーラーボックスに入れて研究室まで運搬し，冷蔵保存して 3 日以内に分析に供した． 
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表 3-1  各種堆肥試料の製造場所，原料，副資材および発酵期間 

 

堆肥試料*1

番号 
製造場所 原料 副資材（敷料） 

発酵期間

（月） 

1 宮崎県 N 牧場 牛糞 オガクズ 1 

2 宮崎県 N 施設 牛糞 イナワラ 3 

3 宮崎県 A 施設 牛糞 オガクズ 3 

4 宮崎県 A 農協 牛糞 オガクズ 3 

5 宮崎県 I 社 牛糞 オガクズ 3 

6 鹿児島県 K 牧場 牛糞 廃材木材チップ 5 

7 鹿児島県 I 施設 牛糞 オガクズ 3 

8 福岡県 H 牧場 牛糞 オガクズ，バーク 2 

9 熊本県 K 施設 牛糞 バーク 6 

10 熊本県 Q 施設 牛糞 イナワラ 3 

11 佐賀県 A 施設 牛糞 オガクズ，モミガラ 3 

12 佐賀県 B 施設 牛糞 オガクズ，モミガラ 3 

13 佐賀県 Q 施設 牛糞 オガクズ 6 

14 熊本県 K 農協 牛糞，鶏糞 オガクズ，モミガラ 4 

15 熊本県 M 組合  牛糞，鶏糞 オガクズ  3.5 

16 鹿児島県 K 施設 鶏糞  -*2 2 

17 熊本県M社a*3 鶏糞  - 1 

18 熊本県 M 社 b 鶏糞  - 1 

19 佐賀県 Y 社 鶏糞  - 3 

20 岡山県 N 社 下水汚泥，鶏糞  -  1.5 

21 佐賀県 D 社 食品残さ，汚泥 バーク 4 

22 佐賀県 D 商会 生ゴミ モミガラ 3 

23 佐賀県I施設c*4 生ゴミ オガクズ  3.5 

24 佐賀県 I 施設 d 生ゴミ オガクズ  3.5 

25 佐賀県 I 施設 e 生ゴミ オガクズ  3.5 

26 佐賀県 I 施設 f 生ゴミ オガクズ  3.5 

27 長崎県 N 施設 g 生ゴミ オガクズ 3 

28 長崎県 N 施設 h 生ゴミ オガクズ 3 

29 宮崎県 A 施設 生ゴミ イナワラ 3 

 *1  堆肥試料は 1997 年 9 月～2004 年 12 月に採取した． 

 *2  副資材なし． 

 *3  a, ペレット状製品; b, 粉末状製品． 

*4  c～f，g～h はそれぞれ同一施設で，試料採取時期が異なる． 
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２．２ 試料の分散懸濁液の調製 

堆肥試料 10.0 g(生重)を滅菌生理食塩水に加えて全量を 100 mLとし，ステンレスブレー

ドの付いたホモジナイザー（日本精機，エースホモジナイザー AM-3）を用いて 15,000 rpm，

15 分間の分散処理を行った．この試料懸濁液を滅菌生理食塩水に加えて，10—２希釈懸濁液

を調製した．この希釈操作を順次繰り返し，10—8までの希釈懸濁液を調製して，培養法に

よる微生物定量に供した(図 2-7 を参照)． 

 

２．３ 理化学的性質の分析 

含水率は，乾熱法（土壌標準分析･測定法委員会, 1986）にしたがって，約 10 gの堆肥

試料を 105℃，24 時間乾燥させ，測定した．pH(H2O)は，ガラス電極法（試料:水＝１：2.5）

（土壌環境分析法編集委員会, 1997）を用いて測定した．電気伝導率（EC）の測定には，

EC計（堀場，Twin Cond B-173）を用いた（試料:水＝1：5，土壌環境分析法編集委員会, 1997）．

陽イオン交換容量（CEC）はセミ・ミクロ法（土壌環境分析法編集委員会, 1997）で測定し，

全炭素（T-C）の測定にはチューリン法（土壌標準分析･測定法委員会, 1986）を用い，全

窒素（T-N）の測定にはサリチル酸－硫酸分解法（土壌環境分析法編集委員会, 1997）を用

いた（第二章を参照）． 

 

２．４ 糞便汚染指標菌の検出法 

 水や牛乳，食品の衛生検査において，いわゆる衛生細菌学でいう大腸菌は，医学細菌学

とはやや意味を異にし，大腸菌（Escherichia coli）以外に Klebsiella, Citrobacter, 

Enterobacter のほかに，Aeromonas のような腸内細菌以外の細菌を含めたもので，大腸菌

群と総称されている．本菌群は好気性または通性嫌気性の無芽胞桿菌で，乳糖を分解して

ガスを形成するグラム陰性菌と定義され，糞便汚染の指標菌として広く使われている．本

菌群が水，食品から検出されることは，それらが大便により直接または間接的に汚染され

ていることを意味し，本菌群と出所を同じくする腸管系病原菌の存在の可能性があると見

なされる． 
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２．４．１ 大腸菌群などの定義および相互の関係 

大腸菌群や糞便性大腸菌などは，糞便汚染指標菌として食品や環境など公衆衛生上よく

使用されている．図 3-1 は大腸菌群などの定義およびその関係を示す． 

 大腸菌群（coliform bacteria）は，乳糖を分解しガスを産生する好気性ないし通性嫌気

性のグラム陰性無芽胞桿菌の総称で，糞便汚染の指標として扱われる．大腸菌群には，大

腸菌以外にも，クレブシエラやシトロバクター，エンテロバクターなど腸内細菌科の細菌

やアエロモナスなど近縁の細菌種が含まれる．それらの中には，糞便汚染と関係のない自

然界の常在菌も存在することがあるため，測定値の評価には注意を要する． 

 清涼飲料水や生食用かきの大腸菌群検査には乳糖ブイヨン培地が，また食肉，魚肉練り

製品等には BGLB 培地が使われ，いずれも MPN 法（液体培地による検査法）によって測定さ

れる．また，乳製品や冷凍魚介類には，デスオキシコーレイト培地による希釈平板法が使

われる（衛生試験法・注解，2000）． 

  糞便性大腸菌（Fecal coliform）は，大腸菌群に属する細菌のうち，大腸菌のみを検出

する簡便法によって計測されるものを言う．大腸菌群の中で，大腸菌が最も耐熱性が高い

ことを利用した検査方法で，EC 培地などを用いて 44.5℃で 24 時間培養し，ガス産生が認

められたものを陽性として MPN 法で計測する． 

 大腸菌（Escherichia coli ）は，生物学的に大腸菌と同定される細菌を言い，人や温

血動物の腸管の常在菌で，自然界では比較的生存期間が短いので適切な汚染指標となる．

大腸菌群として検出された細菌をさらに IMVIC 試験や API 同定キットなどを用いて性状試

験を行い判定する． 

 大腸菌 O157（Escherichia coli O157:H7）は，大腸菌のうち，その菌体表層成分である

O 抗原（菌体抗原で，現在 1〜173 の番号が付けられている）として 157 番目の抗原を持ち，

H 抗原（鞭毛抗原，現在 1〜60 の番号が付けられている）として 7 番目の抗原を持つ菌株

（血清型）である．Vero 毒素を産生し，腸管出血性腸炎を起こす病原大腸菌の代表的な菌

株である．大腸菌 O157 は，飲食物を介する経口感染により伝播し，水平感染（人から人へ

の感染）や，水を介する大規模な集団食中毒を引き起こすなど，軽視できない病原菌であ

る． 
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２．４．２ 各種糞便汚染指標菌の定量法 

大腸菌群は Desoxycholate agar（デスオキシコーレイト）寒天培地（栄研）で，大腸菌

は Chromocult coliform agar（クロモカルト）寒天培地（Merck）上で，サルモネラ菌は

Mannitol lysine crystalviolet brilliantgreen agar（MLCB）寒天培地（日水）上で希釈

平板法により定量した．表 3-2 に，これら微生物の培地，培養条件および細菌の判定方法

を示す． 

 

表 3-2  培養法による細菌の定量法 

 

微生物 培地 検出原理 希釈次数 培養条件 判定方法 

従属栄養

性細菌 

NA 培地 富栄養性細菌の

検出 

10-5,10-6,10-7 30℃, 

5 日間 

コロニーを全て計測

する 

大腸菌群 デスオキ

シコーレ

イト培地

胆汁酸抵抗性乳

糖の分解 

10-1,10-3,10-5 37℃, 

1 日間 

赤色コロニーを計測

する 

 

10-1,10-3,10-5大腸菌 クロモカ

ルト培地

β-D-グルクロ

ニダーゼの検出

37℃, 

1 日間 

濃青色コロニーを大

腸菌として計測し，

ピンク色のコロニー

を大腸菌群とする 

10-1,10-3,10-5サルモネ

ラ菌 

MLCB 培地 ブリリアントグ

リーン抵抗性 

硫化水素の発生

37℃, 

1 日間 

黒色のコロニーを計

測する 

NA, nutrient Agar； MLCB,  Mannitol lysine crystalviolet brilliantgreen agar. 

 

堆肥試料の 10-1～10-7の希釈懸濁液のうち，適切と予想された希釈液を 3 段階選び，各

希釈段階 5 連の培地に各 100μLを塗抹接種し, いずれも 37℃で 18〜24 時間培養した．大

腸菌群では，デスオキシコーレイト寒天培地上に出現した真っ赤なコロニーを計数した（日

本薬学会, 2000）．大腸菌では，クロモカルト寒天培地上の濃青色コロニーを計数した

（Frampton et al, 1988）．サルモネラ菌では，MLCB寒天培地上の黒色コロニーを計測した

（日本薬学会, 2000）．このとき，大腸菌群と大腸菌の陽性対照菌および陰性対照菌として

Escherichia coli K12 およびSalmonella typhimurium (Salmomella choleraesuis subsp. 
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choleraesuis) IFO14193 をそれぞれ用い，サルモネラ菌にはそれらを逆にして用いた．こ

れらの培地の組成を表 3-3 に示した． 

 

表 3-3 培地の組成一覧表 

 

デスオキシコーレイト培地 MLCB 培地 

成分 ｇ/L 成分  ｇ/L 

ペプトン 10.0 酵母エキス 5.0 

乳糖 10.0 ペプトン 10.0 

デスオキシコール酸ナトリウム 1.0 ハートエキス 2.0 

塩化ナトリウム 5.0 塩化ナトリウム 4.0 

リン酸 2 カリウム 2.0 マンニット 3.0 

クエン酸鉄アンモニウム 2.0 L-リジン塩酸塩 5.0 

中性紅 0.033 チオ硫酸ナトリウム 4.0 

寒天 15.0 クエン酸鉄アンモニウム 1.0 

 pH7.3 ブリリアントクリーン 0.0125 

 クリスタルバイオレット 0.01 

クロモカルト培地 寒天 15.0 

成分 ｇ/L  pH6.8 

ペプトン 3.0   

塩化ナトリウム 5.0   

BHI 培地 リン酸 2 水素ナトリウム 2.2

リン酸 1 水素ナトリウム 2.7 成分  ｇ/L 

ピルビン酸ナトリウム 1.0 牛脳エキス末  7.5 

トリプトファン 1.0 ハートエキス末  8.0 

ソルビトール 1.0 ペプトン  10.0 

タージトール 7 0.15 ブドウ糖 2.0 

発色基質 0.4 塩化ナトリウム 5.0 

寒天 10.0 リン酸 1 水素カリウム 2.5 

 pH6.8  pH7.2 
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２．５ 大腸菌群分離株の同定 

デスオキシコーレイト寒天培地上の大腸菌群と推定される細菌コロニーから白金線で釣

菌し，0.5 mLの滅菌生理食塩水に懸濁した（１試料当たり数個）．この懸濁液を肉汁寒天培

地（5.0 g L-1 肉エキス，10.0 g L-1 ペプトン，5.0 g L-1 NaCl，15.0 g L-1 寒天，pH7.0） 

(土壌微生物研究会, 1992)上に画線塗抹接種し，30℃で5日間培養して純粋性を確認した．

この分離株の新鮮培養菌液を，腸内細菌用簡易同定キットAPI 20E（日本ビオメリュー）に

接種し，37℃で 24 時間好気培養した．培養ウエル中の自発的な反応および試薬添加による

呈色反応を記録し，その結果を７桁のAPIプロファイルコードに変換し，これを API 20E

プロファイルインデックスと照らし合わせて同定した（図 3-2）． 

API 20E は，1 枚のプレート上に 20 個のマイクロチューブを有し，腸内細菌科の細菌お

よび他のグラム陰性桿菌の同定のための生化学的性状テストに必要な 20 の基質が乾燥状

態でセットされたシステムである．API 20E プレートの基質の成分は以下の通りである． 

① o-ニトロフェニル-β-D-ガラクトピラノシド（ONPG）； ② L-アルギニン塩酸塩

（ADH）; ③ 塩酸リジン（LDC）； ④ L-オルニチン塩酸塩（ODC）； ⑤ クエン酸ナトリ

ウム（CIT）； ⑥ チオ硫酸ナトリウム（H2S）； ⑦ 尿素（URE）； ⑧ L-トリプトファン

（TDA）； ⑨ L-トリプトファン（IND）； ⑩ ピルビン酸ナトリウム（VP）； ⑪ ゼラチ

ン（GEL）； ⑫ ブドウ糖（GLU）； ⑬ D-マンニトール（MAN）； ⑭ イノシット（INO）； 

⑮ D-ソルビトール（SOR）； ⑯ L-ラムノース（RHA）； ⑰ 白糖（SAC）； ⑱ D-メリビ

オース（MEL）； ⑲ D-アミグダリン（AMY）； ⑳ L-アラビノース（ARA）．これらの反応

の試験結果をデータベースまたはプロファイルインデックスブックと照合させることで，

腸内細菌科の細菌および類縁菌を同定することができる（写真 3-1）． 

 

 

 

 

写真 3-1 API 20E の供試例（E.coli K12）  
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図 3-2  API 20E による性状試験および同定

前培養

菌液調製

接 種 

重 層 

本培養

判 定 

同 定 

被験菌株を NB 培地で 37℃，1～3 日間培養 

目的菌：腸内細菌および他のグラム陰性桿菌 

滅菌精製水 3 mL に新鮮培養菌を白金耳で懸濁する 

API 20E プレートへの接種

ADF，LDC，ODC，URE およびH2S の項目の各カップ

部分にミネラルオイルを重層 

35～37℃，1～3 日間培養

判定表に従って成績を読み取る.

20 個の試験成績を 7 ケタのコードに変換し， 

プロファイルインデックスを用いて同定 
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２．６ 病原大腸菌に対するスライド凝集反応 

細菌や赤血球などの粒子性の抗原に対して，適切な抗体を反応させると，抗原表面に結

合した抗体によって，抗原は肉眼的に認められる凝集塊を作る．この血清学的反応は凝集

反応（agglutination）という．この反応に与かる抗原を凝集原（agglutinogen），抗体を

凝集素（agglutinin）と呼ぶ．細菌には鞭毛抗原（H 抗原），莢膜由来の K 抗原またチフス

菌の Vi 抗原，細胞壁多糖体由来の菌体抗原（O 抗原）など多くの抗原が表面に存在する．

H 抗原に基づく H 凝集は線状のやわらかい凝集塊を作り，O 抗原に基づく O 凝集は小さく硬

い凝集塊を作る．また類縁菌種間で菌種に特異な種特異抗原のほか共通の抗原（群特異抗

原）をもつ場合には，相互に類属凝集反応（group agglutination）を起こす．  

 

 

図 3-3 病原大腸菌のスライド凝集反応手順 

普通寒天培地で被検菌株を 37℃で，一日前培養する． 

凝集反応 

抗原調整 

 
遠心分離

培 養 

前培養した被検菌株の 1 白金耳量をマイクロチューブ

中の生理食塩水 100μL に加え懸濁し，121℃，15 分間

の加熱処理を行い，菌体表面の鞭毛抗原を除去する． 

15,000 rpm，15 分間遠心分離し，上清を捨て，沈渣に

生理食塩水 100μLに加えて均一に浮遊させたものを抗

原液とする． 

スライドグラスをガラス鉛筆で数区画に分け，区画毎

に各混合血清または生理食塩水 1 滴を滴下して上記の

抗原液を１白金耳ずつ血清の上方に置き，スライドグ

ラスを前後に傾斜しながら凝集の有無を観察する． 
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スライドグラスの上で抗原と抗体（抗血清や被検血清）を混合して定性的に判定する方

法を，スライド凝集反応という．本研究では，E.coli と同定された菌株について，その新

鮮培養液を病原大腸菌免疫血清（デンカ生研，43 種類の O 抗原に対する免疫血清キット）

に供試した．図 3-3 に示した手順にしたがって，スライド凝集反応により病原大腸菌であ

るかを判定した． 

病原大腸菌陽性対照株として，産業医科大学産業保健学部微生物学教室にて保存の E. 

coli O157 臨床分離菌株を D8 株用い，陰性株に E.coli K12 を用いた． 

 

２．７ 大腸菌の熱抵抗性 

滅菌生理食塩水または滅菌堆肥中における熱抵抗性の試験には，E.coli K12 および，産

業医科大学産業保健学部微生物学教室有働武三教授より分与いただいた腸管出血性

E.coli O157 の臨床分離株 15 株（菌株番号 G1～G15）を用いた．K12 は遺伝的および生理

学的性状が良く知られている，毒性がなく自然環境下での生存能力も低い大腸菌の実験室

株である． 

 

２．７．１ 種々の温度における大腸菌の発育の検討 

固体静置培養：E.coli O157（G1～G15,共 15 株）および E.coli K12（1 株）計 16 株を

それぞれ NA（Nutrient Agar）培地上に接種し，37℃，24 時間，前培養した．この菌体を

滅菌生理食塩水に懸濁して，懸濁液を白金耳で取り，BHI（Brain Heart Infusion Broth）

培地にそれぞれ 2 連で接種した．37℃，45℃，50℃，55℃および 60℃で 1～2 日間培養し

た後，菌株の発育状況を観察記録した（図 3-4）． 
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前培養 保存菌株 E.coli O157 15 株および E.coliK12 1 株 

接 種 

培 養 

観 察 

白金耳で NA 培地および BHI 培地に接種（2 連） 

37℃，45℃，50℃，55℃および 60℃で 1-5 日間培養 

毎日観察して，発育状態を記録 

図 3-4 種々の温度における大腸菌 O157 などの発育試験（固体培地） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

液体静置培養：保存菌株を BHI 液体培地 2 mL に接種し，37℃，24 時間，前培養した．

これを 20μL 取って,BHI 液体培地 2 mL に接種し，37℃，45℃，50℃，55℃および 60℃で

2 日間培養し，菌株の発育状況を観察記録した（図 3-5）． 

 

 

前培養 
保存菌株 E.coli O157 15 株および E.coliK12 1 株 

それぞれ白金線で 2 mL BHI 液体培地に接種する 

（3 連） 

培 養 

観 察 

上記の菌液 20μL を 2 mL BHI 液体培地接種し， 

37℃，45℃，50℃，55℃および 60℃で 1-5 日間培 

養する 

毎日観察して，発育状態を記録 

図 3-5 種々の温度における大腸菌 O157 などの発育試験（液体静置培養） 
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液体振とう培養： E.coli O157  G7 株の菌液 200μL を BHI 培地 18 mL にそれぞれ 3 連

で接種し，37℃，45℃，50℃および 55℃で 12 時間振とう培養後，菌数を経時的に希釈平

板法で計測した．すなわち，希釈菌液を NA 培地に接種して 37℃，24 時間培養した後コロ

ニーを計数した． 

 

２．７．２ 大腸菌の熱抵抗性の検討 

 採取した堆肥製品を乾燥機で 105℃，10 時間乾燥し，デシケーター内に置いて冷却した．

この乾燥堆肥を 1 mm メッシュの篩にかけたのち，メディウム瓶に入れ，乾燥機で 180℃，

5 時間滅菌し，室温で保存した．使用時，この滅菌乾燥堆肥に滅菌水を加えて，40% また

は 70%含水率の滅菌堆肥試料を調製した（図 3-6）． 

 

 

  

水分調整

採取した堆肥を乾燥で 105℃，10hr 乾燥する. 

乾燥した堆肥 1 mm メッシュの篩にかける. 

メディウム瓶に入れ，乾燥機で 180℃， 5 時

間滅菌する. 

乾燥した堆肥に滅菌水および菌液を添加し，

含水率 40％および 70％の堆肥を調製する. 

図 3-6 熱抵抗性試験用の堆肥試料調製 

篩 別

乾 燥

滅 菌

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 74



第三章 堆肥における大腸菌群など糞便汚染指標菌の生残性に関する研究 

 

 

熱処理する場合，大腸菌 K12 および大腸菌 O157 を L 字管に入った 18 mL の Nutrient 

Broth（NB） 培地にそれぞれ 200μL 接種し，37℃，8～40 時間振とう培養し，対数増殖期

の後期および定常期に，培養液 100μL を 0.9 mL の滅菌生理食塩水または 0.9 g の滅菌堆

肥（含水率 40％または 70％）に接種し，それぞれ 60℃のウォーターバスに水没させ，

0,1,2,3,5 および 10 分間の熱処理を行った．生理食塩水の場合はそのまま，また堆肥試料

の場合は 9 mL の滅菌生理食塩水を加えてからホモジナイザーで 15,000 rpm，15 分間分散

処理し，これを段階希釈し，NA 培地に接種して，37℃，18～24 時間培養した後，コロニー

を計数し，その値から生残した菌数を計算した（図 3-7）．熱処理に用いた容器は，熱伝導

性の高いアルミキャップ（M1 型，4 mL 容）にシリコンゴム栓を付けたものを使用した．温

度計には三商Ｄ・Ｈ形ＤＩＧＩＴＡＬ温度計を用いた． 
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２．７．３  D 値の算出法 

 D 値は，一定温度下で菌数が 1/10 に減少するのに要する時間で，decimal reduction time

（DRT）とも呼ばれる（柳田，1981）． 

  図 3-8 Aからも分かるように，一般に微生物の細胞の死滅経過は，原則として化学反応

における 1 次反応のような経過を取る．すなわち，任意の時刻における死滅速度は，その

時の生細胞数に比例するという関係が成立する．今，はじめの細胞数をN0，これにあるス

トレスをかけた場合，t 時間後に細胞数がNになったとすれば， 

 

                      - ( dN/dt ) = kN 

すなわち 

                      - ln N = kt + C 

となる．t = 0 においてはN = N0であるから，C = - ln N0となり 

- ln N = kt  - ln N0 

k = 1/t ln N0/ N 

 あるいは 

            k = 1/t (log N0 – log N)/0.434     （1）式 

 t = Dにおいては (log N0 – log N) = 1 となり 

                        D = 2.303/k               （2）式 

 

と表される．ここに，k は死滅速度を示す恒数である．この関係からも分かるように，一

般に生細胞数の対数と時間との間には，図 3-8 B の直線 a に示すような直線関係が成立す

る．これは死滅の対数法則（law of logarithmic order of death）と呼ばれている． 

 そこで，図 3-8 B のように，実験的に求めた生細胞数の減少直線を最小二重法で直線回

帰し，（1）式から k を求め，さらに（2）式から D 値を求めた． 
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３． 結果および考察 

 

３．１ 堆肥試料の理化学的性状 

主に九州各地の堆肥製造施設 23 箇所から採取した堆肥試料 29 点の理化学的性状を表

3-4 に示す．これらの堆肥試料はいずれも，良質の完熟堆肥を作ると地域で評価の高い堆

肥化施設から採取された． 

含水率は 13.0～77.0％の範囲にあり，平均 41.7％であった．製品堆肥の含水率が高い

と，微生物的な変質，特に病原菌の再増殖が起きやすいと指摘されている（Betoldi et al, 

1988; Soares et al, 1995）．（社）日本施設園芸協会の生鮮野菜衛生管理ガイド（社団法

人日本施設園芸協会, 2003）では，堆肥製品の品質保持上，含水率は 30％以下が好ましい

とされている．この点，約 17%の堆肥試料のみが，この範囲にあった． 

pH は 6.3～9.4 の範囲（平均 7.9%）で，アルカリ性の強い試料の中には，アンモニア臭

の強いものがあった． 

ECは 0.4～13.4 mS cm -1の範囲（平均 5.9 mS cm -1）であった．原料の違いによる一定の

傾向は認められなかった． 

 CECは 31.4～79.0 c molc kg
-1の範囲（平均 55.4 c molc kg

-1）であった．各種完熟堆肥

のCECはおおむね 40～120 c molc kg
-1の範囲と言われ（Harada et al, 1980; 藤原俊六郎, 

1997），供試堆肥試料のCECは，ほぼこの範囲に含まれていた． 

全炭素（T-C）は 17.5～63.3％の範囲（平均 35.1%）で，試料 2,4 の炭素率が高かった．

全窒素（T-N）は 1.1～4.9％の範囲（平均 2.4%）で，特に鶏糞堆肥（試料 16～19）では高

い傾向を示した． 

炭素率（C/N 比）は，7.6～25.4 の範囲（平均 15.3%）で，オガクズなど炭素率の高い副

資材を原料に含まない鶏糞堆肥 4 点（試料 16～19）は 7.6〜9.8 と低かった．一般に，完

熟堆肥の持つ C/N 比は 20 以下であり（藤原俊六郎, 1997），試料 29 点中 26 点（90%）はこ

の範囲に入っていた．したがって CEC の値も勘案すると，供試試料はほとんど完熟であっ

たと判断された． 
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表 3-4 各種堆肥試料の理化学的性状 

 

堆肥試料 

番号 

含水率 

(%) 

pH 

(H2O) 

EC 

(mS cm-1)

CEC 

(cmolc kg
-1)

T-C 

(%) 

T-N 

(%) 
C/N 

1 45.4 8.2 3.3 61.8 36.3 2.6 14.0 

2 60.1 8.6 5.0  NT * 63.3 3.7 17.1 

3 77.0 6.5 0.4 NT NT NT NT 

4 38.6 9.1 7.3 NT 60.4 2.4 25.4 

5 45.5 6.7 5.0 NT 20.4 0.8 24.8 

6 47.9 8.8 5.1 60.5 30.1 2.2 13.6 

7 45.8 9.0 4.2 43.9 33.2 2.1 15.8 

8 40.4 6.8 3.0 51.2 19.7 1.1 17.9 

9 58.3 8.2 4.4 55.2 35.1 1.8 19.5 

10 51.3 9.0 7.7 NT 45.6 2.9 15.5 

11 41.5 8.2 5.5 63.0 33.1 3.1 10.7 

12 46.3 8.0 5.7 57.4 37.2 2.9 12.8 

13 52.5 8.9 7.4 NT NT 1.1 NT 

14 29.2 9.4 6.1 31.4 29.0 1.7 17.1 

15 45.1 9.3 5.9 60.1 34.2 2.0 17.1 

16 23.2 7.9 6.9 48.4 30.6 3.7  8.3 

17 16.1 8.0 7.1 61.4 36.3 3.7  9.8 

18 15.7 6.7 8.5 56.2 37.3 4.9  7.6 

19 52.5 8.4 7.4 NT 33.1 3.5  9.5 

20 28.9 8.1 13.4 NT 31.7 2.1 15.1 

21 44.3 6.6 5.7 61.3 27.2 1.3 20.9 

22 20.9 6.6 4.2 41.2 46.3 2.6 17.8 

23 54.0 6.7 7.9 79.0 17.5 1.2 14.6 

24 50.9 8.2 6.5 33.5 35.2 2.1 16.8 

25 53.6 8.0 3.1 31.0 16.1 1.0 16.1 

26 57.6 7.4 6.4 47.5 23.9 1.7 14.1 

27 13.0 6.3 3.5 71.5 28.9 1.5 19.3 

28 15.0 7.1 3.8 68.3 27.1 1.4 19.4 

29 31.4 8.9 11.5 NT 44.6 3.4 13.2 

平 均 41.7 7.9 5.9 55.4 35.1 2.4 15.3 

範 囲 13.0-77.0 6.3-9.4 0.4-13.4 31.4-79.0 17.5-63.3 1.1-4.9 7.6-25.4

* 未測定． 
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３．２ 堆肥製品中の大腸菌群数 

堆肥試料 29 点中，大腸菌群が検出された試料は 11 点（38％）あり，それらの菌数は 102

～106 cfu g-1 dry matterのレベルにあった（表 3-5）．原料別に見ると，牛糞堆肥，下水

汚泥堆肥，生ゴミ堆肥から検出され，牛糞・鶏糞混合堆肥 2 点（試料 14，15）および鶏糞

堆肥４点（試料 16～19）からは検出されなかった．ただし，この傾向が有意なものかを判

断するには，より多くの知見の集積が必要と考えられる． 

 

表 3-5 各種堆肥試料中の大腸菌群数 

 

堆肥試料 

番号 

大腸菌群数 

（cfu g-1 dry matter）

堆肥試料 

番号 

大腸菌群数 

（cfu g-1 dry matter） 

1 ND* 16 ND 

2 ND 17 ND 

3 (2.5±0.3)×106 18 ND 

4 ND 19 ND 

5 (7.4±1.6)×103 20 1.8×102

(1.1±0.0)×1036 ND 21 

7 (9.3±13.0)×102 22 ND 

2.4×1048 ND 23 

4.7×1039 ND 24 

10 ND 25 ND 

11 (3.0±1.0)×102 26 (3.2±0.5)×103

12 (6.4±1.1)×102 27 ND 

13 (9.1±1.2)×102 28 ND 

ND 14 ND 29 

 15 ND  

大腸菌群陽性率 37.9% 

* 不検出（検出限界： < 20 cfu g-1 dry matter）． 

 

大腸菌群数は公衆衛生学的な指標として，食品や飲料水の衛生基準などで世界的に広く

使われている．水や食品から本菌群が検出されることは，それらが糞便により直接または

間接的に汚染されている可能性を意味する．本菌群に含まれる腸内細菌科の乳糖分解性細
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菌の多くは非病原性か，病原性の弱い日和見感染菌である．しかし，本菌群の存在は，出

所を同じくする腸管系病原菌の存在リスクがあると考えられる． 

 

写真 3-2 デスオキシコーレイト培地上の大腸菌群コロニー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 3-2 はデスオキシコーレイト培地上に形成された大腸菌群コロニーを示す．大腸菌

群には人畜の糞便に由来するものと，土壌等に由来するものがある．従って，大腸菌群の

存在自体が直ちに糞便性汚染を意味するものではないが，病原微生物により汚染されてい

る疑いを示している．病原菌による汚染の疑いのない飲料水とするために，「大腸菌につい

ては検出されないこと」（厚生労働省，2005）と水道法第４条に基づき厚生労働省により定

められている．「食品衛生規範等の指導基準値」（神奈川県，2005）によると，食品中の大

腸菌群や大腸菌は全て陰性であることが要求される． 

一方，大腸菌群には人畜の糞便に由来するもの以外に，植物や土壌の常在菌として広く

環境中に生存するものがあることが最近分かってきた．たとえば，国内の有機栽培野菜 153

点の 98%から，また市販野菜（従って堆肥使用との関係が明確でないもの）44 点の 56%か

ら大腸菌群が検出されたが，その全ては大腸菌以外の菌種であり，病原性の可能性は低い

と多種類見いだされているが，その中には，Enterobacter や Klebsiella，Pantoea など大
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腸菌群に属する腸内細菌科の細菌が含まれている（Dong et al., 2003）．したがって腸内

細菌科の細菌が，植物のエンドファイトとして生鮮野菜や堆肥の副資材であるイナワラな

どに存在する可能性も考えられる．このような植物内生菌のヒトや植物への病原性に関す

る知見は極めて限られており，今後の解明が待たれる． 

以上のことから，堆肥からの大腸菌群の報告されている（上田・桑原，2002）．また，

植物から窒素固定能を持つエンドファイトの検出が直ちに有害菌の存在を示すとは言えず，

それがどのような菌種であり，どのような性質を有しているか詳細に検討する必要がある． 

 

３．３ 大腸菌群分離株の同定および病原大腸菌に対するスライト凝集反応 

本研究でデスオキシコーレイト培地から検出された大腸菌群は確かに大腸菌群に属す

るか，もし大腸菌と同定された場合，その大腸菌は病原性を持っているかということを確

認するため，牛糞堆肥試料 5 点から得られた大腸菌群分離株について，API 20E により同

定した．  

試料 5 点のうち 4 点からの分離株 11 株が，E.coli， E.vulneris， Pantoea sp または 

Buttiauxella agrestis と同定された．これらはいずれも大腸菌群に属する腸内細菌科の

細菌である．しかし，Serratia marcescens のみが分離された試料が１点あり（試料 23），

また E.coli が検出された試料１点（試料 11）からも本菌が検出された．S.marcescens は

大腸菌群には属さない腸内細菌科の細菌である．すなわち，デスオキシコーレイト寒天培

地により大腸菌群陽性と判定された 5 点の堆肥試料のうち，１点からは大腸菌群が分離さ

れず，代わりに大腸菌群ではない本菌が分離された． 

S. marcescens は赤色色素プロジギオシン（prodigiosin）を生産するため，デスオキシ

コーレイト寒天培地上で大腸菌群の赤いコロニーと誤認されたものと推察された．本菌の

発色と大腸菌の発色とは微妙に異なるので，大腸菌群を検出する際に，本菌の純粋培養を

「誤認しやすい陰性対照」として用いることで，偽陽性の判定を避けることができると考

えられる． 

堆肥試料から分離された大腸菌群に属する細菌のうち，E.coli には非病原性の株と病原

性の株とがあり，病原大腸菌の多くは菌体抗原により血清型別されている．そこで，E.coli
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と同定された分離株５株を，病原大腸菌免疫血清によるスライド凝集試験に供した．その

結果（表 3-6），これらの分離株は，いかなる病原大腸菌の血清型にも反応しなかった． 

 

表 3-6 堆肥から大腸菌群として分離した菌株の API 20E 

による同定および病原大腸菌免疫血清反応 

 

API 20E による同定結果 
堆肥試料 大腸菌群

の合否 

病原大腸菌
菌株 

番号 コード 
スライド 同定確率

(%) 
番号*1

菌 種 
凝集反応 

 NT*31 5307721 Serratia marcescens 97.5 - 

2 5307721 Serratia marcescens 97.5 - 11a*2

3 5044553 Escherichia coli 94.8 + 

NT 

- 

- 4 5044553 Escherichia coli 94.8 + 

- 5 5144572 Escherichia coli 99.6 + 11b 

6 5144572 Escherichia coli 99.6 + - 

- 7 5144556 Escherichia coli 97.6 + 

NT 8 5344576 該当なし - - 12 

9 5244576 該当なし - - NT 

NT 10 5307761 Serratia marcescens 97.0 - 

NT 11 5307761 Serratia marcescens 97.0 - 

NT 12 5307761 Serratia marcescens 97.0 - 

13 5306761 Serratia marcescens 95.3 - NT 

14 5306761 Serratia marcescens 95.3 - 

23 

15 5306761 Serratia marcescens 95.3 - 

NT 

NT 

NT 16 1005113 Pantoea sp. 97.9 - 

NT 17 1005113 Pantoea sp. 97.9 - 

NT 18 1005113 Pantoea sp. 97.9 - 

NT Escherichia vulneris 41.4 + 19 1004113 

Buttiaux agrestis 24.6 -   NT 

20 1004113 Escherichia vulneris 41.4 + 

  Buttiaux agrestis 24.6 - 

NT 

NT 

26 

21 

 

1004113 

 

Escherichia vulneris

Buttiaux agrestis 

41.4 + 

- 

NT 

NT 24.6 

 *1 詳細は表１参照． 

*2 a と b はそれぞれ同一施設で，試料採取時期が異なる． 

*3 未測定． 
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一方，E. vulneris， Pantoea sp.， B. agrestis，および非大腸菌群である S. marcescens

は，いずれもヒトの日和見感染菌として知られている（Lebine et al., 1994; De Baere et 

al., 2004; Dionisio et al., 1992; 平潟, 2002）．これらの菌種の病原性は菌株により異

なるが，これらの菌種が検出されたこと自体，注目すべきことであろう． 

 

３．４ 堆肥製品中の大腸菌数およびサルモネラ菌数 

堆肥試料 12 点について，クロモカルト・コリフォーム寒天培地を用いて，大腸菌の検

出を試みた（表 3-7）．その結果，いずれの試料からも大腸菌は不検出であった．これらの

堆肥試料のうち， 23 および 26 については，デスオキシコーレイト寒天培地による大腸菌

群の検出（表 3-5）と分離同定による確認もなされ，いずれも分離株は大腸菌以外の菌種

であった（表 3-6）．クロモカルト・コリフォーム寒天培地による結果は，これらの結果と

一致した． 

 

表 3-7 各種堆肥試料中の大腸菌数およびサルモネラ菌数 

 

菌数（cfu g-1 dry matter） 堆肥試料 

番号 大腸菌 サルモネラ菌 

2  ND* ND 

3 ND ND 

4 ND ND 

5 ND ND 

10 ND ND 

13 ND (1.9±0.6)×103

22 ND ND 
23 ND (6.0±2.0)×103

24 ND ND 
25 ND ND 

26 ND ND 

29 ND ND 

陽性率 0.0% 16.7% 

* 不検出（検出限界：< 20 cfu g-1 dry matter） 
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また，サルモネラ菌についてMLCB培地を用いて検査した（表 3-7）．試料 12 点のうち２

点から検出され（陽性率 17%），その菌数はいずれも 103 cfu g-1 dry matterのレベルであ

った． 

サルモネラ菌は，ヒトや動物の腸管内に生息し，食物や水を介して，またヒトからヒト

に感染する代表的な細菌群である．本菌群による感染症は，昔は腸チフスが有名であった

が，近頃は食中毒が最も多い．特に近年は，サルモネラ・エンテリティディス(Salmonella 

enteritidis)を原因とする卵および卵加工品による食中毒が急増している． 

クロモカルト培地上に形成された濃青色の大腸菌コロニーおよび MLCB 培地上に形成さ

れた黒色のサルモネラ菌コロニーを写真 3-3 に示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 3-3 大腸菌およびサルモネラ菌のコロニー 

A， クロモカルト培地上のコロニー B，MLCB 培地上のサルモネラ菌コロニー

EC 

CF 

CF，大腸菌群のコロニー 

EC, 大腸菌のコロニー 

 

３．５ 堆肥原料中の糞便汚染指標菌数 

堆肥原料である牛糞試料 5 点および生ゴミ試料 3 点計 8 点について，糞便汚染指標菌の
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存在を検討した（表 3-8）．これらの試料は，含水率が 52.6～85.5 の範囲で，pHは 5.3～8.7，

ECは 1.5～6.1mS cm-1であった．大腸菌群は 6 点（75%）から検出され，菌数は 106 ～108 cfu 

g-1 dry matterのレベルであった．また大腸菌は 5 点（63％）から検出され， 102 ～108 cfu 

g-1 dry matterのレベルで，サルモネラ菌は 6 点（75％）から検出され，103 ～108 cfu g-1 

dry matterのレベルであった．牛糞のみならず，生ごみからもこれら糞便汚染指標菌が検

出されていた． 

堆肥の原料となる牛糞や生ゴミなどに関する内外の調査例によると，大腸菌群は，牛糞

から 105～107 cfu g-1 dry matterのレベルで，また生ゴミからは 106～109 cfu g-1 dry matter

のレベルで検出されている（染谷・井上, 2003）．上記の結果は，これらの報告レベルとほ

ぼ一致する．なお，大腸菌やサルモネラ菌の堆肥原料や堆肥中の陽性率や菌数に関しては，

調査例が限られているが，本研究とほぼ同様の傾向が認められている（Droffner et al., 

1995）． 

 

表 3-8 堆肥原料の理化学性および各種病原指標菌数 

菌数（cfu g-1 dry matter） 
製造場所*1 原料*2

含水率 

(%) 

pH 

(H2O)

EC 

(mS cm-1) 大腸菌群 大腸菌 サルモネラ菌 

佐賀県A施設a*3 牛糞 75.5 7.7 5.9 (6.7±2.5)×107 (7.6±0.5)×107 (8.6±1.9)×103

佐賀県 A 施設 b 牛糞 73.2 7.6 5.3 (1.4±0.1)×108 (8.5±0.7)×107 ND*4

佐賀県 B 施設 牛糞 84.1 8.6 6.1 (9.6±1.3)×107 (1.0±0.2)×108 (5.4±1.8)×108

熊本県 Q 施設 牛糞 73.2 8.3 4.2 ND (1.6±1.4)×102 (5.3±1.0)×103

佐賀県 Q 施設 牛糞 85.5 8.7 3.0 (1.5±0.2)×106 (1.4±0.5)×106 (5.7±1.3)×105

佐賀県 I 施設 c 生ゴミ 53.5 5.5 5.4 >106    NT*5 >107

佐賀県 I 施設 e 生ゴミ 52.6 5.3 1.8 ND ND (5.6±1.9)×106

佐賀県 D 商会 生ゴミ 67.6 6.0 1.5 (7.5±0.4)×108 ND ND 

*1  製造場所の詳細は表 1 参照． 

*2  副資材を含む（表１参照）． 

*3  a と b，c と e はそれぞれ同一施設で，試料採取時期が異なる． 

*4  不検出（検出限界：<20 cfu g-1 dry matter）． 

*5  未測定． 

 

 87



第三章 堆肥における大腸菌群など糞便汚染指標菌の生残性に関する研究 

 

３．６ 堆肥発酵過程における糞便汚染指標菌の消長 

表 3-8 に示す製造場所６施設における堆肥化過程での病原指標菌の消長を７例について

追跡した（図 3-9）．堆肥の温度（図 3-10，大腸菌群の図中）に関しては，７例のうち６例

（A〜F）では，発酵中間品で 60℃以上に上昇し，製品ではおおむね 40℃以下に低下した．

残りの１例（G）では，原料，発酵中間品，製品を通して温度が約 40～50℃であった．図

3-10 の糞便汚染指標菌の消長パターンは，ほぼ４通りに分けられた．すなわち，（１）糞

便汚染指標菌は原料から検出されたが，発酵中間物で減少し，製品中では消失する場合（C

の大腸菌群，A，D，F の 大腸菌，および A，B のサルモネラ菌），（２）いったん消失する

が，製品から再度検出される場合（D〜F の大腸菌群，E の大腸菌および F のサルモネラ菌），

（３）全く消失しない場合（G の大腸菌群とサルモネラ菌），（４）原料の段階から検出さ

れない場合（A，B の大腸菌群，B，C の大腸菌および C，D のサルモネラ菌）であった． 

これらの結果は，大腸菌群（伊吹ら，1996; 渡辺ら，1998; 本多ら，1999; 羽生ら，1997; 

梅田ら，1999;）や大腸菌（Droffner et al., 1995），サルモネラ菌（Droffner et al., 1995）

の堆肥化過程における消長に関する内外の既往の報告とほぼ一致した． 

上記のように異なる消長を辿る原因に関して，（１）の場合では，温度制御が適切で発

酵熱による糞便汚染指標菌の殺菌が完全で，製品中での再増殖もなかったと判断される．

（２）の場合では，発酵温度不足による糞便汚染指標菌の生残や保管中の高水分下での再

増殖（Soares et al., 1995）などが考えられるが，結論を得るには，堆肥化過程での詳細

な温度や菌数の追跡の必要がある．温度，水分，炭素，pH，NaCl および微生物の多様性な

どは堆肥中での病原菌の再増殖の主な影響因子であると報告されている(Deportes et al., 

1995; Blackburn et al., 1997)．（３）の場合には，発酵温度がやや低いことや，交叉汚

染（堆肥の表層部の温度が低い箇所で生残していた菌や堆肥製造後の不適切な取り扱いに

よる原料からの汚染）の可能性が考えられる． 
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図 3-9  堆肥化過程における大腸菌群，大腸菌およびサルモネラ菌の消長と堆肥温度 

A, 熊本県 Q 施設（牛糞堆肥）； B, 佐賀県 I 施設（生ごみ堆肥 c）； C, 佐賀県 D 商会（生ごみ堆肥）; 

, 佐賀県 A 施設（牛糞堆肥 b）； E, 佐賀県 B 施設（牛糞堆肥）； F, 佐賀県 Q 施設（牛糞堆肥）；

G, 佐賀県 I 施設（生ごみ堆肥 e）． 

ND, 不検出（検出限界<20 cfu g P

-1
P dry matter）  
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ここで特に注目すべきことは，発酵中間物で品温が 60～70℃と高いにも関わらず，糞便

汚染指標菌が多数検出されている場合があることである（B と E のサルモネラ菌）．サルモ

ネラ菌を含め非芽胞菌の多くでは，D 値（細胞の 90%が死滅するのに要する時間）が 50℃

前後のときでも数十秒から数分間であり（芝崎, 1996），約 60℃の発酵中の堆肥から生き

たサルモネラ菌が検出されることは説明がつきにくい．水分活性が低いと熱の殺菌作用を

受けにくいことが食品中の病原菌の生存に関して報告されており（芝崎, 1996），堆肥中で

も同様の現象がある可能性が考えられる．また，上記の交叉汚染の可能性も考えられる． 

54℃で増殖できる大腸菌やサルモネラ菌の変異株も報告されており（Droffner, 1991），堆

肥中にそのような細菌が存在するか，今後の課題である． 

通説では，堆肥の製造過程の発酵熱によって病原菌や寄生虫卵，雑草の種子などが死滅

するといわれているが，本研究では，完熟堆肥と見なされる堆肥製品中から大腸菌群が高

頻度（38%）で検出され，さらに，大腸菌やサルモネラ菌およびその他の日和見感染菌とし

て知られる腸内細菌科の細菌が検出された．特に，60℃以上の発酵中の堆肥からもサルモ

ネラ菌が検出されたことから，堆肥の製造過程における温度管理や交叉汚染の防止など，

適切な衛生管理が堆肥の取り扱い者の健康や農産物の安全性の確保において重要であるこ

とが強調される． 

堆肥原料中に存在し，堆肥製品に残留する可能性のある病原菌のうち，最も警戒すべき

なのは，大腸菌 O157 であろう．しかし，本菌の牛糞等からの検出率は，イギリスやノルウ

ェーなどを除けば日本も含め数%以下であり，堆肥からの分離例はほとんどない（金子, 

1999）．その他の病原菌としては，大腸菌 O157 以外の病原大腸菌やサルモネラ菌が重要と

考えられる．本研究では，堆肥製品から分離された大腸菌は病原大腸菌ではなかったが，

まだ少数例なので，より多くの知見の集積が望まれる．また，サルモネラ菌が堆肥製品の

17％から検出されたことは注目すべきである． 

以上のことから，堆肥には潜在的に感染リスクがあると考えて対処することが適切と考

えられる．すなわち，堆肥は完熟した製品でも病原菌による汚染の可能性があるものとし
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て考え，原則として作付け数ヵ月前に元肥としてのみ使用し，追肥として使用しないこと，

施用後すぐに土壌と混合して飛散を防止すること，生食用野菜と接触しないような配慮を

することなどの対策（社団法人日本施設園芸協会, 2003）が必要と考えられる． 

本研究も含めて，堆肥中の大腸菌等の検出には，培養法が使用されている．しかし，環

境中に出た大腸菌がVNC状態になることは広く知られており（染谷ら, 1999），低栄養環境，

温度ストレス，塩ストレスなどが VNC 化を促進すると指摘されている．堆肥中でも熱スト

レスにより大腸菌等が VNC となる可能性が考えられ，このような場合，培養法では菌数を

過小評価する恐れがある．この点について実証的に研究した報告は見あたらない．これは，

堆肥中の大腸菌を培養に依存しないで定量的に検出した成功例がないためである．堆肥中

の大腸菌やサルモネラ菌の DNA プローブによる検出が試みられているが（Droffner et al., 

1995），原理的に定量性がないという限界がある．この点に関して，筆者らは，Fluorescence 

in situ hybridaization (FISH)による大腸菌の特異的かつ定量的な検出法の開発に成功し

ており，第五章で報告する． 

米国EPAでは下水汚泥堆肥の販売基準に関して，施設ごとのランクを定めており（Soares 

et al., 1995），堆肥製品中の糞便性大腸菌群数が 103 MPN g-1 dry matter未満であればA

クラスの施設としてランク付けされ，製造された堆肥は広く販売できるが，103～106 MPN g-1 

dry matterではBクラスとされ，市販の禁止など販売が著しく限定される．ただしこの基準

は経験則的なものと推察される． 

日本では，堆肥の微生物学的安全性（バイオセーフティー）に関して法的な基準はない

が，今後，堆肥中の有害菌に関する知見が多数集積するならば，堆肥の衛生基準を設定す

ることも可能になると期待される． 

 

３．７ 種々の温度における大腸菌の発育 

 大腸菌 O157 の臨床分離株 15株および K12株の種々の温度における培養結果を表 3-9に

示す．BHI 培地を用いた場合，平板培地上では大腸菌 O157 は 50℃までは旺盛に発育し，55℃
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でも発育が見られ，60℃でも 15 株中 13 株でわずかな発育が見られた．しかし液体培地に

よる静置培養では 45℃までは発育したが，50℃以上では発育しなかった．一方，K12 株で

は平板培地上でも発育は 55℃までで，液体培地では 45℃が発育の上限であった． 

 平板培地の方が液体培地よりも高温で発育可能であるという上記の結果から，酸素濃度

が高温での発育に影響している可能性が考えられる．そこで，L 字管に入った液体培地に

E.coli O157 G7 株を接種し，振とう培養した結果，45℃で旺盛な増殖が認められ，50℃で

は発育しなかった．しかし，その菌液を NA 培地に接種したところ，多数のコロニーが出現

した．55℃の場合では生残細胞はほとんど認められなかった． 

 以上の結果から，供試した大腸菌 O157 株または K12 株は高い温度（50〜60℃）で発育

でき，この時，酸素濃度が影響していることが示唆された．大腸菌 O157 は K12 株と比べて

熱抵抗性が高く，55℃までは平板培地上で良く発育し，60℃の温度でもわずかながらであ

るが，平板上で発育することが見出された．大腸菌 O157 の熱抵抗性がこれほど高いことを

報じた論文は，今までに見あたらない． 
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３．８ 熱抵抗性試験条件の検討 

 

３．８．１ 加熱恒温器の選定 

 加熱恒温器にはドライバスとウォーターバスを用いた．いずれの方が伝熱がよいか，そ

の検討の結果を図 3-10 に示す．温度計センサーを 60℃のドライバスに投入した場合，温

度計の読みが 60℃になる時間は約 240 秒で，一方，60℃のウォーターバスでは，温度計の

読みが 60℃に達する時間はわずか 20 秒であった． 

 この結果から，ドライバスよりウォーターバスの方が温度上昇速く，熱伝導性がよいこ

とが分かった．したがって，本試験には恒温器にはウォーターバスを選んだ． 

 

ウォーターバス 
ドライバス 

温
度

（
℃

）
 

時間（秒） 

図 3-10 ウォーターバスまたはドライバスに温度計の 

センサーを入れた際の温度上昇曲線 
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３．８．２ 熱抵抗性試験用容器の選定 

 ウォーターバスに種々の容器を投入した際の容器内の温度変化を測定した（図 3-11）．

アルミキャップ（M1 型，4 mL 容）にシリコン栓をしたもの，キャップ付小試験管（10 mL

容），マイクロチューブ（1.5 mL 容）およびバイアル瓶（S-1 型，4 mL 容）の計 4 つ容器

の中では，アルミキャップや小試験管，バイアル瓶の熱伝導がほぼ同じで，120 秒で 60℃

に達した．マイクロチューブの熱伝導はやや遅れ，約 180 秒であった． 
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 アルミキャップや小試験管，バイアル瓶の熱伝導性がほぼ同じで最も良好であったが，

取り扱いの便利さのため，アルミキャップにシリコン栓を付したものを熱抵抗性試験用容

器として選んだ． 
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図 3-11 種々の容器における温度上昇曲線 

*容器内に水 1 ml と温度計センサーを入れ，密栓 

して 60℃のウォーターバスに，水没させる 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．８．３ 容器内に入れる試料量の選定 

 蒸留水をアルミキャップに 0〜3 mL 入れ，伝熱性を検討した（図 3-12）．0.5〜3 mL の 
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図 3-12 アルミ容器内の水量が温度上昇曲線に及ぼす影響 
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範囲で温度上昇がほぼ同じで，60℃になるまでの時間は約 120 秒であった．一方，0 mL で

は 300 秒以上を要した．この結果から，試料量として 1 mL を熱抵抗性試験に採用した． 

 

３．９ 大腸菌の熱抵抗性 

 生理食塩水中または堆肥中における大腸菌の熱抵抗性試験の結果を図 3-13 示す． 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

最初の約 1 分間ではいずれの場合も菌数があまり低下しなかった．これは，熱処理の際

に処理容器内の温度が高温になるまでの熱伝導の時間が必要であるためと推察される． 

大腸菌K12 の場合では，対数期後期の菌体では，当初 1.6×108 cfu/mLあった菌数が，食

図 3-13 60℃にける大腸菌の死滅曲線 

A 対数期後期 K12 B 定常期 K12 C 対数期後期 O157  D 定常期 O157 
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塩水中では 1 分間で 3.5×103 cfu/mLに減り，約 2 分間で 101 cfu/mL以下に著しく低下し

た．しかし，含水率 70％の堆肥中では，死滅がやや遅く，さらに含水率 40％の堆肥中では，

加熱 10 分後でも 1.1×103 cfu/mLの細胞が生残していた(図 3-13 A)．一方，定常期の菌体

で同様の実験をすると，当初 2.1×108 cfu/mLあった菌数が，食塩水中では 1 分間で 9.6

×105 cfu/mLに減り，約 2 分間で 1.2×102 cfu/mLに著しく低下した．含水率 70％の堆肥

中では，死滅がやや遅く，含水率 40％の堆肥中では，加熱 10 分後でも 8.9×103 cfu/mL

の細胞が生残していた(図 3-13 B). 対数期後期の菌体と比べて，いずれの場合でも熱抵抗

性がさらに強まる傾向が認められた． 

このように，生理食塩水よりも堆肥中の方が大腸菌は死滅しにくく，しかも堆肥の含水

率が低いと熱抵抗性が高くなることが明らかであった．さらに，定常期の菌体の方が対数

期後期の菌体よりも熱抵抗性が強い傾向が認められた． 

大腸菌O157 の場合では，対数期後期の菌体では，当初 2.5×108 cfu/mLあった菌数が，

食塩水中では 1 分間で 9.8×106 cfu/mLに減り，約 2 分間で 1.0×104 cfu/mL以下に低下し

た．しかし，含水率 70％の堆肥中では，死滅がやや遅く，さらに含水率 40％の堆肥中では，

加熱 10 分後でも 2.7×104 cfu/mLの細胞が生残していた(図 3-13 C)． 一方，定常期の菌

体で同様の実験をすると，当初 2.7×108 cfu/mLあった菌数が，食塩水中では 1 分間で 1.1

×108 cfu/mLに減り，約 2 分間で 1.5×105 cfu/mLに低下した．含水率 70％の堆肥中では，

死滅がやや遅く，含水率 40％の堆肥中では，加熱 10 分後でも 1.3×106 cfu/mLの細胞が生

残していた(図 3-13 D). 

大腸菌 O157 の熱抵抗性試験の結果は大腸菌 K12 株と同様，食塩水中よりも堆肥中，そ

れも水分が低い方が，また対数期の菌体よりも定常期の菌体の方が熱抵抗性高いという結

果が得られた．しかも，K12 株よりも全般的に死滅が遅い傾向が見られた． 

  微生物の加熱殺菌においては，微生物固有の熱抵抗性はもちろんであるが，加熱前，加

熱時，加熱後の諸条件の影響を無視することができない．このうち加熱前歴については，

内部要因としての細胞の遺伝性，細胞成分組成，培養齢など微生物細胞自体の問題と，外

部環境因子としての温度，水分活性（aw），培地成分，pH，酸素などが微生物の熱死滅に対

して影響することが明らかにされている（芝崎，1996）．これに関して，上記の結果から，
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内部要因の培養齢について，対数期後期の菌体より定常期の菌体の方が熱抵抗性は高いこ

と，また，外部環境因子の水分ポテンシャルについて，堆肥の含水率が低いと熱抵抗性が

強くなるという２点の結論が明らかであった． 

 

３．１０ 大腸菌の D 値 

 図 3-14 の死滅曲線から求めた D 値を表 3-10 に示す．生理食塩水中で対数期後期の大腸

菌 K12 の D 値は 15.0 秒であったが，含水率 40％の堆肥中における定常期の菌体では 122.4

秒となり，熱抵抗性が約 8 倍も高かった． 

  

表 3-10  E.coli K12 and O157 の D 値 

D 値 (秒) 

対数後期 定常期 処 理 

K12 O157 K12 O157 

生理食塩水 15.0 17.2 22.1 30.4 

堆肥(含水率 70%) 15.4 40.0 29.0 61.6 

堆肥(含水率 40%) 109.9 136.4 122.4 215.9 

E.coli O157 は臨床株を使った． 

D 値：一定温度下で菌体が 90％死滅するのに要する時間 

 

算定された大腸菌 O157 の D 値は，生理食塩水中で約 17.2 秒と，K12 株よりもやや大き

く，水分 40％の堆肥中では定常期菌体で 215.9 秒という大きな値であり，K12 株の約 2 倍

の値であった．このように大腸菌Ｏ157 は大腸菌 K12 株より熱抵抗性が強いことが明らか

となった． 

以上の結果から，堆肥の中では，大腸菌の熱抵抗性は堆肥中の水分含量が低いほど高く，

定常期の菌体は対数後期の菌体より，熱抵抗性が高い傾向があった．水分含量（水ポテン

シャル）が低いほど熱抵抗性が高まるという現象は，食品微生物学で知られていることで

ある．また定常期菌体の方が種々のストレスに対して抵抗性が高いことも最近指摘されて

いる（染谷, 1999; 柳田, 1981）． 

Tsuchidoら（1982）は加熱プロセス中でのE.coli細胞の熱抵抗性の変化を種々の加熱条
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件で検討した．温度上昇速度が遅いほど細胞の熱抵抗性が増し，急速加熱により著しく生

菌数が低下することが認められた．50℃で急速加熱した場合，E.coli細胞のD値は 3.7 分で，

50℃で緩速加熱（0.6℃ min-1）した場合，D値は 17.0 分であった．Katsuiら（1982）は加

熱殺菌前の予備保温（熱ショック）効果についてE.coli細胞の生残率を求めた．37℃で 30

分間保温したE.coli細胞は 50℃で殺菌加熱した場合，D値が 45 分で,対照として 0℃,30 分

保温したE.coli細胞では 50℃で殺菌加熱したとき，D値が 30 分と低くなった．しかし,こ

のような予備保温（熱ショック）効果による熱抵抗性獲得の機序はまだ明らかにされてい

ない．    

熱抵抗性の上昇と熱ショック蛋白の合成とが併行していること, 熱ショック細胞の熱死

滅経過より加熱損傷の修復システムが効率よく対応していること,細胞膜機構が関連する

ことなどの指摘がなされている（芝崎，1996）．Tsuchido ら（1992）は E.coli 細胞の加熱

損傷の回復過程において熱ショック蛋白質やその他の蛋白質の合成が認められるが, 熱シ

ョック蛋白質の生成によって熱抵抗性が誘導されるとし,さらに回復過程中にリポ多糖の

合成が行なわれることも確かめている． 

 得られたD値から計算して，堆肥中で 108 cfu/g から 100 cfu/g に減少する時間は，定

常期菌体で大腸菌K12 が 16.3 分，大腸菌O157 が 28.8 分である．したがって高温の堆肥中

では，数時間で大腸菌は全て死滅してしまうはずである．しかし実際には，本研究におけ

る調査では，発酵中の堆肥から大腸菌が検出された．このことから，堆肥中の大腸菌の生

残には，熱ショックあるいは他にまだ知られていない重要な因子があるという可能性が考

えられる．この点に関連して，堆肥の山の内外で温度が異なるという，温度分布の不均一

性も重要な因子と考えられる． 
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４． 要約 

九州各地の堆肥化施設 23 ヵ所から，牛糞，鶏糞，生ゴミおよび下水汚泥を原料とした

堆肥計 29 点を採取し，理化学的性質または糞便汚染指標菌（大腸菌群，大腸菌およびサル

モネラ菌）について培養検査した． 

１）これらの堆肥のCECは 31.4～79.0 c molc kg
-1の範囲（平均 55.4 c molc kg

-1）で，

炭素率（C/N比）は 7.6～25.4 の範囲（平均 15.3%）にあり，ほぼ完熟堆肥であると判断さ

れた． 

２）デスオキシコーレイト寒天培地により大腸菌群が 29 点中 11 点（38％）から検出さ

れ， 102～106 cfu g-1 dry matterの菌数レベルであった．大腸菌群陽性堆肥試料４点のう

ち３点からの分離株は，大腸菌群に属するE. coli， E. vulneris， Pantoea sp.， 

Buttiauxella agrestisと同定された．しかし，Serratia marrcescensのみが分離された試

料が１点，本菌とE. coliが分離された試料が１点あった．大腸菌群には属さない腸内細菌

科の細菌であるS. marrcescensは赤色色素を生産するため，分離培地上で大腸菌群の赤い

コロニーと誤認されたものと推察された．一方，得られたE. coli 5 株は，病原大腸菌免

疫血清試験で全て陰性であった． 

３）堆肥試料 12 点についてクロモカルト・コリフォーム培地による大腸菌の直接培養

検査およびMLCB寒天培地によるサルモネラ菌の検出を試みた結果，大腸菌はいずれの試料

からも検出されず，サルモネラ菌は２点（17%）から検出され，その菌数は 103 cfu g-1 dry 

matterのレベルにあった． 

４）堆肥原料（牛糞，鶏糞，生ゴミ等）8 点のうち大腸菌群およびサルモネラ菌がいず

れも 6 点（75%）から，E.coliが 5 点（63%）から検出され，菌数はいずれも 102～108 cfu g-1dry 

matterであった． 

５）堆肥製造施設６ヵ所における堆肥化過程での糞便汚染指標菌の消長を７例について

追跡した結果，糞便汚染指標菌が減少して製品中で消失する場合，いったん消失するが製

品で再度検出される場合，全く消失しない場合，原料から製品まで検出されない場合の４
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通りが観察された．発酵温度が高くてもサルモネラ菌などが生残する場合があり，その原

因について，再増殖や交叉汚染の可能性を考察した． 

６）堆肥中では大腸菌の熱抵抗性が水溶液中よりも高まる現象が実験的に確認された．

さらに，定常期の菌体は対数期後期の菌体より熱抵抗性が高く，また，E.coli O157 の熱

抵抗性は大腸菌 K12 よりも高いことが明らかになった． 

７）60℃の加熱処理における E.coli K12（対数期後期）の D 値（菌数が 90％減少する

のに要する時間）は，生理食塩水中では 15 秒であったが，水分 40％の堆肥中では 110 秒

と大きかった．一方，E.coli O157 の D 値は，生理食塩水中では 17 秒で，水分 40％の堆肥

中では 136 秒であった．さらに，定常期の菌体では D 値が大きくなり，水分 40％の堆肥中

で 216 秒であった． 

以上の結果から，牛糞や生ゴミなど堆肥原料中には大腸菌群やサルモネラ菌が高濃度で

存在するが，堆肥発酵過程でその大部分は死滅することが示唆された．しかし，これら病

原指標菌が死滅していない堆肥製品も認められた．上記の諸結果に基づき，堆肥の製造過

程における温度管理や交叉汚染防止などの適切な衛生管理の重要性を指摘した． 

8 0 cfu/g から 10 得られたD値に基づくと，60℃の堆肥中で 10  cfu/g に菌数が減少する

時間は，E.coli K12 で 16.2 分，E.coli O157 で 28.8 分と算定される．これらの値では，

高温の堆肥から大腸菌群などが検出される理由が説明できない．したがって堆肥中の大腸

菌の生残には，熱ショックなど重要な因子があるという可能性が考えられる． 
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第四章 加熱による堆肥原料の微生物的 

安全化に関する研究 

 

 

１．緒言  

環境問題や食品の安全への志向を背景として，有機農業やオーガニック食品への関心が

高まっている．その中で，堆肥は「土つくり」の基本となる有機物を提供し，重要な有機

質農業資材としてよく使用されている．さらに，家畜排泄物法（1999）や食品リサイクル

法（2000）の制定に伴い，家畜糞や食品廃棄物などの適正な処理の方法として堆肥化が見

直され，堆肥の施用量が近年，増加している．しかし，堆肥の原料となる牛糞，下水汚泥

および都市ごみなどには，大腸菌，サルモネラ菌等の多種多様な病原菌が存在し（Deportes  

et al., 1995），乾物１g当たり 105 ～109 個という高い大腸菌群数も検出されている（梅田

ら, 1999; 羽生ら, 1997; 本多ら, 1999; Vuorinen et al., 1997; Greenberg et al., 1986; 

Pereira-Neto et al., 1986; Deportes et al., 1998; Pera et al., 1991）．一方，上田

ら（2002）の調査では，有機栽培野菜は市販野菜に比較して大腸菌群の検出率が高かった．

その上，有機栽培圃場の土壌 101 点からは大腸菌群が 100％検出され，糞便性大腸菌群も 7％

から検出されており，堆肥施用の影響がうかがえる．特に，腸管出血性大腸菌 O 157：H7

は日本の牛に 0.1～1.5％保菌されており（染谷・井上，2003），牛糞に汚染された食品を介

して，少量の菌数でも食中毒が引き起こされたことが報告されている（染谷・井上，2003;  

Coia et al., 1998; Michino et al., 1999）．このように，大腸菌 O157 に関連して堆肥を

介した野菜の汚染リスクが指摘されている． 

堆肥化の際，堆肥原料中の病原菌は発酵熱により大部分死滅すると言われる．しかし，

発酵中の堆肥の内外の温度は均一ではない．従って内部は 60℃以上に達していても，外部

は 30～40℃という場合もある．そのため，堆肥には有害微生物の生残の可能性があると考

えられる．しかも，堆肥製品中からも病原菌が検出されており（Gong et al.，2005；梅田

ら, 1999; 羽生ら, 1997; Pera et al., 1991; Sciancalepore et al., 1996; Soares et al., 

1995），本研究（第三章）でも同様の結果を得た．このため，病原リスクのある堆肥（未熟
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堆肥）は，有機農業に不安をもたらすことになる． 

安全で安心な堆肥を製造するためのガイドラインとして，堆肥製造の衛生管理の要点と

して，60℃以上の堆肥温度を 3 週間以上維持すること，製品堆肥の水分は 30％以下が好ま

しいこと，作業機械・道具類を堆肥原料用と製品堆肥用とで明確に区別すること，製造施

設の整理整頓を励行し，原料が製品に混入しないようにすること，などが挙げられている

（日本施設園芸協会，2003）．温度管理の要点は，堆肥製造技術者が経験的に会得している

ほか，いくつかの研究者が検討している．発酵中の堆肥の水分調節は，温度管理上重要で

ある．また，廃食用油や石灰窒素を添加すると堆肥温度が上昇するので，温度管理上有益

である（梅田ら, 1999; 羽生ら, 1997; Greenberg et al., 森, 2003）．最近，超高温菌を

利用した高温堆肥化の研究が進んでいる(金澤, 2002)．通常の堆肥では，発酵温度が上が

りすぎると微生物の活性が低下するため，80℃以上にはなかなか上昇しない．しかし超高

温菌を利用すると，90℃前後でも発酵温度を維持できるため，発酵期間を短縮できるとも

に，病原菌の完全殺菌が容易に達成できる．しかし，超高温堆肥化は研究段階にあり,実用

化と普及が待たれる． 

堆肥の微生物的安全化を達成する方策としては，堆肥化中の病原菌を完全に死滅するよう

に発酵温度を高く維持することが重要であり，これは様々な手法を用いて工夫されている．

特に，高温になる堆肥中でも病原菌が死滅しにくい理由の一つに，堆肥の山の表面では温度

が低く，そこで病原菌が生き残る素地が出てくることが考えられる．これは，パイル方式（堆

肥を山積みにして発酵させる最も一般的な方法）の堆肥法ではどうしても避けられない現象

である．  

そこで，本研究では，堆肥原料の微生物的安全化を 24 時間で達成する堆肥化前処理技術

を開発するために，密閉式の大型容器に堆肥原料である牛糞を入れ，50～70℃で加熱処理

して短時間で無害化してしまう方法を検討した．加熱処理した堆肥原料中の大腸菌群など

の指標性病原菌は培養法により検査する．その際，病原菌の一部が損傷菌の状態となり，

通常よく使われる選択圧の高い選択分離培地では検出できない可能性（日本施設園芸協会，

2003）も考えられたため，増菌培養による高感度培養検査を行なった． 

また，製造後期に品温が低下した際，または製品の保存の際，わずかに生残している病
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原菌が再び出現し再増殖することがある（Deportes et al.，1998; Someya et al., 2003; 

Mote et al, 1988）ことも考えられたので，この再増殖が起きないかについても検討した．

さらに，加熱処理によって牛糞中の病原菌が死滅したと同時に，堆肥の発酵に役立つ有機

物分解菌が死滅することも考えられ，加熱処理した牛糞が十分な発酵能を有しているか検

討した．最後に，加熱処理した牛糞と非加熱処理の牛糞をそれぞれ堆肥化し，その中の病

原菌の動態を調べ，微生物的安全化を確認した． 

 

 

２．材料および方法 

 

２．１ 無害化装置 

ドラム回転式堆肥原料無害化処理機 4号機（写真 4-1，図 4-1）を佐賀県白石町の有限会

社玄甫興業と共同開発した．この微生物的無害化処理機は，直径 136 cm，長径 217 cm，容

積 2.2 m3で，1回に約１トンの堆肥原料を処理できる．加温用ヒーター（1 kw×5 個）が装

置の二重壁内に設置され，温水を作ることにより加温する仕組みになっている．また，温

風送風機（竹網製作所，TSK-15, 1.5 kw）により補助加熱した．  
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投入口 
  

 

 

 

 

 制御板 

 

 

 

 

 重量計 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ヒーター

温水 

試料 

撹拌棒

モーター

温風送風機

写真 4-1 ドラム回転式無害化処理機 

 
図 4-1 ドラム回転式無害化処理機断面図 
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２．２ 牛糞試料  

牛糞試料として，県内から 3点を採取した（表 4-1）．試料２は 400 kg をシート上に広げ，

扇風機を使って乾燥処理し，含水率を 51％に調節した． 

 

表 4-1 各種牛糞試料 

試料番号 試料 採取場所 採取日 含水率(%) 

１ 肉用牛糞 白石町畜産農家 2003 年 6 月 11 日 82 

２ 肉用牛糞 白石町畜産農家 2003 年 6 月 30 日   51（調整） 

３ 搾乳牛糞 佐賀県畜産試験場 2004 年 5 月 31 日 73 

 

 

２．３ 無害化処理方法 

 あらかじめ無害化処理機を予熱して，60℃～65℃とし，生牛糞 300 kg を無害化処理機に

投入し，投入口を閉めて，24 時間の加熱撹拌処理をおこなった．装置回転速度は１rpm と

した（写真 4-2）． 

 

  

温度計 

処理中の牛糞

 

攪拌棒 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 4-2 無害化処理機内部の様子 
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運転開始 0, 1, 3, 6, 24 時間後に装置内部から牛糞試料をそれぞれ１kg 採取し(任意に

5カ所から採取し，それらを混合した)，表 4-2 に示す項目について測定した． 

 

 

表 4-2 堆肥試料の分析項目とその方法 
 

 
温度 

含水率

pH(H2O) 

EC 測定

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

直検法

培養法

(平板法)

分散処理 

(８段階) 

試料 
全菌数（EB法） 

生菌数（CFDA 法）

 

高温性富栄養細菌（NA 培地） 

中温性富栄養性細菌（NA培地） 

セルロース分解菌（CMC 培地） 

油脂分解菌（Tween 20 培地） 

デンプン分解菌（デンプン・酵母培地）

タンパク質分解菌（カゼイン培地） 

大腸菌群（デスオキシコレート培地） 

糞便性大腸菌群（EC 培地） 

大腸菌（クロモカルト寒天培地） 

サルモネラ菌（MLCB 培地） 

 

 

 

２．４ 理化学性の測定 

温度は，試料採取の際に，5 カ所を任意に選んで温度計(三商,D.H 型)で測定し，平均値

を求めた．含水率は，採取した試料を混合縮合して，その約 1 g を取り，ハロゲン水分計

（メトラー,HG53）で測定した（3連）．pH(H2O) および EC の測定では，乾物 10 g 相当量の

試料を 100 mL のポリエチレン振とう瓶に入れ，試料に含まれる水分を考慮して乾物量に対
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する水の比が 1：5 になるように脱イオン水を添加した．1 時間振とう後，パスツールピペ

ットで浸出液を取り，ポケット pH 計（HORIBA, twin pH B-212）およびポケット EC 計(HORIBA, 

Twin cond RB-173)で pH および EC をそれぞれ測定した．（第二章参照） 

 

２．５ 各種微生物の測定 

試料中の全細菌数，全生細菌数の定量は，それぞれ Ethidium bromide（EB）蛍光染色法

（Someya, 1995），6-carboxy fluorescein diacetate（CFDA）蛍光染色法（染谷, 1997）

を用いて行った．高温性および中温性従属栄養性細菌，有機物分解菌群, 大腸菌群，糞便

性大腸菌群，大腸菌，サルモネラ菌は第二章および第三章の方法に従って，希釈平板法を

用いて測定した．すなわち，10-1～10-8 の希釈段階希釈懸濁液から適当と思われる希釈懸濁

液を 3段階選択し，各種の培地に接種し，一定の培養条件で培養後，菌数を計測した． 

中温性従属栄養性細菌は NB 細菌（第二章）と同じもので， NA 培地で 30℃，5 日間培養

しコロニーを計数した（土壌微生物研究会，1992）．高温性従属栄養性細菌の測定には，NA

培地で 60℃，3 日間培養しコロニーを計数した．また，糞便性大腸菌群は Most Probable 

Number（MPN）法を用いて測定した．堆肥試料の希釈懸濁液（10-1～10-5希釈）を EC 培地（20.0 

g L-1ペプトン，5.0 g L-1乳糖，1.5 g L-1胆汁酸塩 No.2，4.0 g L-1リン酸 2カリウム，1.5 

g L-1リン酸 1カリウム，5.0 g L-1塩化ナトリウム，pH6.9）各 5連に 1 mL ずつ接種し，恒

温水槽を用いて 44.5℃で 24 時間培養した．EC 培地には，培地 9 mL を中型試験管（長さ 160 

mm，外径 18 mm）に分注し，ダーラム管（長さ 30 mm，内径 5 mm，外径 6 mm 程度の一端を

封じたガラス管）を逆さにして投入したものを用いた．培養後，EC 培地のいずれもダーラ

ム管内にガスの蓄積が見られ，かつ，培地が黄変した試験管を陽性とし，陽性管数から試

料中の細菌数を最確数（MPN）として算出した（図 4-2，写真 4-3）． 

 

２．６ 糞便汚染指標菌の再増殖 

無害化処理した牛糞中の病原菌が死滅したのかを確認するため，再増殖実験を行った．

その手順を図 4-3 に示す，安全化処理機で加熱処理した牛糞を 150 g 計り，滅菌した広口

瓶に入れ，蓋をして，30℃で７，14，21 日間インキュベートした．それぞれ 10 g の試料を 
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計 数 

接 種 

培 養 

希釈分散液 

分散処理 
試料 10 g を 95 mL の生理食塩水に加えて，

ホモジナイザーで 15,000 rpm, 15 min 分散

処理する． 

 

 

 

200μL 分散液を 1.8 mL の滅菌生理食塩水に

加え，10 倍希釈により 10-2～10-8の希釈分散

液を作成する． 

 

 

 

5 連の 9 mL の EC 培地入れた試験管に 10-2～

10-8の中に適切な5段階希釈分散液をそれぞ

れ 1 mL ずつ入れて混合する． 

 

 

 

 恒温水槽に 44.5℃，24 時間培養する． 

 

 

ガス発生＋培地の混濁の認められた試験管

を陽性し，MPN 表により細菌数を算出する． 
 

 

 
図 4-2 糞便性大腸菌群のMPN測定法

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ダ―ラム管 

 気泡

 混濁

 陽性  陰性  未接種 

 
写真 4-3 MPN 法による糞便性大腸菌群の検出（EC 培地） 
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採取して，デスオキシコーレイト培地およびクロモカルト培地により，大腸菌群およびサ

ルモネラ菌を測定した． 

 

病原指標菌の測定 

サンプリング 

30℃ 

試 料  試料 150 ｇを量る

 

 

 牛糞試料を広口瓶に入れ，

蓋をする 
 

 

 

30℃で，インキュベートする  

 

 

０，7，14，21 日後にそれぞれ

10ｇのサンプルを採取する 
 

 

 
培養法により，大腸菌群およ

びサルモネラ菌を測定する  

 

 
図 4-3 再増殖試験 

 

 

２．７ 糞便汚染指標菌の増菌培養 

加熱、乾燥、放射線照射および凍結された堆肥原料中の大腸菌群およびサルモネラ菌は、

損傷されているか休眠状態にあるため増殖力が弱いので、選択性の強い増菌培地に検査材

料を直接接種すると死滅したり増殖できないことがある。そのため、あらかじめ選択性の

弱い本培地で前増菌培養した後に増菌培養すると、大腸菌群およびサルモネラ菌の検出率

が高まる。 
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増菌培養手順を図 4-4 に示す．加熱処理後の牛糞を 25 g 秤量して，乳糖ブイヨン培地 225 

mL および EEM ブイヨン培地 225 mL に添加後，混合し，36℃で 24 時間の大腸菌群の増菌培

養を行なった．培養後，それぞれ培養液 100μL をデスオキシコーレイト培地および MLCB

培地に塗抹接種し，37℃で 24 時間培養して，大腸菌群およびサルモネラ菌の発育を判定し

た． 

 

 

培 養 

試 料 

判 定 

試料 25 g を量る 

 

 

 
乳糖ブイヨン培地 225 mL に入れ，混合す

る  

 

 

36℃，18～24 時間培養する  

 

 

培養後，培養液 100 μL をデスオキシコ

ーレイト培地およびMLCB培地に塗抹接種

し，37℃，18～24 時間培養する 

 

 

 

それぞれ大腸菌群およびサルモネラ菌の

コロニーがあるかどうか判定する 

 

 

 

図 4-4 大腸菌群増菌培養の試験方法 

 

培地組成は，乳糖ブイヨン培地（3.0 g L-1肉エキス,5.0 g L-1ペプトン，5.0 g L-1乳糖， 

pH6.9），EEM ブイヨン培地（10.0 g L-1 トリプトン，5.0 g L-1 マンニット，6.5 g L-1 リン

酸二ナトリウム，2.0 g L-1リン酸一カリウム，20.0 g L-1ウシ胆汁末，0.0135 g L-1ブリリ

アントグリーン，pH7.2）とした． 
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２．８ 発酵能の測定 

未加熱処理牛糞および 24 時間加熱処理後の牛糞を各 100 g 量り，それぞれ滅菌ビーカー

に入れて，滅菌脱イオン水で含水率を 60％に調整後，アルミホイルでビーカーを覆った．

このビーカーを 30℃で 7日間インキュベートした．その後，さらに 60℃で 7日間インキュ

ベートした．インキュベート中の牛糞の含水率を 60％に維持するよう滅菌脱イオン水で水

分補給を毎日行なった．インキュベート前，30℃で 7 日間インキュベート後，さらに 60℃

で 7日間インキュベート後にそれぞれ 10 g の試料をサンプリングし，全細菌数，全生細菌

数，従属栄養性細菌，大腸菌群，サルモネラ菌,デンプン分解菌，セルロース分解菌，油脂

分解菌，タンパク質分解菌の分析をおこなった．実験手順を図 4-5 に示した． 

 

60℃で，また 7日間 

インキュベート 

 

60 ℃60 ℃

30 ℃30 ℃

24hr0 hr

加熱処理 24 hr 牛糞

含水率 60％に調整 

加熱処理後牛糞 100 g を 

量り，ビーカーに入れる 

加熱処理 0 hr 牛糞 

牛糞原料 

図 4-5 加熱処理牛糞の発酵能にする実験手順
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２．９ 無害化牛糞の堆肥化過程における微生物の消長の検討 

無害化処理機で加熱処理した牛糞を，独立行政法人九州沖縄農業研究センター（九農研）

および宮崎総合農業試験場（宮農試）に運んで堆肥化した．  

１）牛糞の加熱処理 

非加熱処理：牛糞（試料 3）2 m3（1.6 t）を無害化処理機に数回に分けて投入し，加熱

せず，24 時間送風回転のみとした． 

加熱処理：牛糞（試料 3）4 m3（3.2 t）を予熱容器に予熱してから無害化処理機に数回

分けて投入し，本体ヒーターによる加熱および温風送風攪拌を行なった． 

２）加熱処理した牛糞を堆肥化した． 

 九農研では強制通気式閉鎖型堆肥化装置（容量 2.0 m3，切り返し週一回）を用い，宮農

試ではパイル方式にて堆肥化した（容量 2.0 m3，切り返しは週一回）． 

３）無害化牛糞の堆肥化過程における各種微生物の消長を検討した． 

測定項目は a,理化学性：温度，含水率，pH，EC； b,微生物：全細菌数（EB 法），全生

細菌数（CFDA 法），大腸菌群（Desoxycholate Agar 培地），大腸菌（Coliform Agar 培地），

サルモネラ菌（MLCB 培地）． 
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３． 結果および考察 

 

３．１ 加熱処理における牛糞試料の理化学性の経時的変化 

図 4-6 に加熱処理における処理機加温壁温度および牛糞温度の推移を示した．試料 1（含

水率 82％）の場合， 処理機の温度はスタート時に 62℃で，これに投入した牛糞温度は 34℃

で，3時間後には 50℃に達し，6時間後には 54℃，24 時間後には 66℃であった．試料 2（含

水率 51％）の場合，処理機の温度はスタート時に 63℃で，これに投入した牛糞の温度は 32℃

で，3時間後に 52℃，6時間後に 62℃に達し，24 時間後には 60℃であった．  

この結果から，本研究で用いた有機廃棄物無害化処理機は含水率 50％以上の生牛糞を 6

時間以内に，60℃という低温滅菌温度にできることが明らかになった． 

 

 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

0 6 12 18 24

試料 2

試料 1

牛糞温度処理機加温壁温度

図 4-6 加熱処理における処理機加温壁温度および牛糞温度の推移 
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加熱処理における牛糞の含水率，pH および EC を図 4-7 に示した．試料 1の場合，牛糞含

水率は最初の 82％から，3 時間後に 80％，24 時間後に 77％とやや低下した．pH はスター

ト時の 8.4 から，加熱処理 6時間後には 8.0 とやや下がり，24 時間後には 6.8 に下がった．

EC 値は処理期間中，5.2～6.1 の範囲で変動していた．試料 2の場合，牛糞の含水率は当初

の 51％から，加熱処理 3 時間後に 47％，24 時間後には 40％に低下した．pH は加熱処理期

間中，8.9～9.2 の狭い範囲で変動していた．EC 値も同様に 3.4～3.9 の狭い範囲で変動し

ていた．このように，加熱処理により牛糞の含水率はわずかに低下したが，pH や EC には大

きな変動は認められなかった． 
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図 4-7 加熱処理における牛糞含水率，pH および EC の経時的変化 
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第四章 加熱による堆肥原料の微生物的安全化に関する研究 

 

３．２ 加熱処理における牛糞中の各種微生物数の経時的変化 

 

３．２．１ 全細菌数および全生細菌数の経時的変化 

全細菌数（EB 法）および全生細菌数（CFDA 法）を図 4-8 に示す．試料 1（含水率 82％）

の場合，6 時間の加熱処理で全細菌数は 2.07×1011 cells g-1 dry matter から 9.3×1010に

半減し, 24 時間後に 7.7×1010 cells g-1 dry matter と約 3分の１に減少した．全生細菌数

は，当初の 4.5×1010 cells g-1 dry matter から 6時間後に 9.0×109 cells g-1 dry matter

と 5 分の 1に減少し，24 時間後に 1.3×109 cells g-1 dry matter と 35 分の 1に減少した. 

生菌率は 当初 21.6％であったが， 6 時間の加熱処理後 9.6％に急激に低下し, 24 時間の

加熱処理後 1.6％になった． 

試料 2（含水率 51％）の場合, 加熱処理によって牛糞中の全細菌数は当初の 3.4×1011 

cells g-1 dry matter から 6時間後には 1.4×1011 cells g-1 dry matter に半減し, 24 時間

後に 7.3×1010 cells g-1 dry matter と約 5分の 1に減少した．また全生細菌数は， 8.5×

1010 cells g-1 dry matter から 6時間後に 5.9×109 cells g-1 dry matter と約 14 分の 1 に

減少し，24 時間後に 3.3×109 cells g-1 dry matter と 26 分の 1に減少した．生菌率では 当

初 25.2％であったが， 6 時間の加熱処理後，4.1％に急激に低下し，24 時間の加熱処理後

4.5％になった．  

これらの結果から，50～66℃の加熱処理によって，牛糞中の全細菌数は 1～2桁減少する

が，109 cells g-1 dry matter の生細菌が残存することが明らかとなった．  
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図 4-8 加熱処理による牛糞中の直接計数法による細菌数の経時的変化 
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３．２．２ 従属栄養性細菌数の経時的変化 

中温性および高温性従属栄養性細菌数の経時的変化を図 4-9 に示す． 

試料 1（含水率 82％）の場合，加熱処理期間中，中温性従属栄養性細菌数は当初の 1.8

×1010 cfu g-1 dry matter から，6時間後には 1.8×107cfu g-1 dry matter に急激に減少し，

24 時間後には 1.3×106cfu g-1 dry matter と約万分の一に減少した．このとき，コロニー

形成率(全生細菌数との比)は最初の40.8％から，6時間後には1.0％以下に急激に減少した．

一方，高温性従属栄養性細菌数は 1.0×106～6.6×106 cfu g-1 dry matter の範囲で，大き

な変動は認められなかった．  
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図 4-9 加熱処理による牛糞中の従属栄養性細菌の経時的変化 
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試料 2（含水率 51％）の場合，加熱処理によって中温性従属栄養性細菌は 1.8×1010 cfu g-1 

dry matter から，3時間後に 9.3×10８cfu g-1 dry matter，さらに 6時間後に 5.5×10７cfu 

g-1 dry matter，24 時間後に 4.6×10７cfu g-1 dry matter と約 400 分の 1 に減少した．コ

ロニー形成率は最初の 21.5％から，6時間後には 1.5％以下に急激に減少した．一方，高温

性従属栄養性細菌は当初の 3.9×105 cfu g-1 dry matter から 6時間後に 1.0×107 cfu g-1 dry 

matter と約 25 倍に増加した． 

これらの結果から，加熱処理によって牛糞中の中温性従属栄養性細菌は減少したが，高

温性従属栄養性細菌数は一定または増加したことが明らかになった． 
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ここで注目されるのは，コロニー形成率が著しく低下したことであった．この原因とし

て，熱ストレスにより細菌が VNC 状態になったと考えられる．さらに，半致死の損傷

（sublethal injury）状態になって，コロニー形成ができないことも考えられる．加熱処

理による損傷菌の発生は， Ordal らのによって概念的に示され（Iandolo and Ordal, 1966）， 

Staphylococcus aureus 細胞をリン酸緩衝液中で加熱処理し，通常のトリプトソイ寒天

培地およびこの細菌の選択培地として利用される 7.5％食塩を含む同培地を用いてそれぞ

れの生菌数を測定した．その結果の差に基づいて，前者の培地（非選択培地）ではコロニ

ーを形成するが，後者では（選択培地）できない細菌集団を，この濃度の食塩に対する耐

性を失った加熱損傷菌として定義した．土戸（2002）や森地（2003）も，食品や諸環境に

おいて微生物細胞に冷却，凍結，加熱，濃縮，乾燥，加塩，加糖，放射線および酸性化な

ど様々な理化学的ストレスをかけて，その細菌の一部が半致死の損傷菌になる現象を見出

している．これらの損傷菌は，加熱処理後適当な条件におかれると，少なくとも一部の集

団は回復することが指摘されている． 

本実験では，非選択培地（NA 培地）を用いているため，コロニー形成率の低下は VNC 状

態への移行と考えられる． 

 

３．２．３ 糞便汚染指標菌の経時的変化 

 糞便汚染指標菌の消長を図 4-10 に示す．試料 1（含水率 82％）の場合．大腸菌群，糞便

性大腸菌，大腸菌およびサルモネラ菌は，当初 106 cfu or MPN g-1 dry matter 前後あった

が，3時間後から急激に減少し，6時間後にはいずれも不検出となった．試料 2（含水率 51％）

の場合，糞便汚染指標菌はいずれも，当初 106 cfu g-1 dry matter 前後あったが，3時間後

にはサルモネラ菌が不検出，6 時間後にはいずれも不検出となった． これは Greenberg ら

（1986）の堆肥温度が 50℃を超えると大腸菌群が急激に減少したという試験結果と同様で

あった．  
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図 4-10 加熱による牛糞中の病原性指標菌の消長
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堆肥の製造過程において病原菌を死滅させる温度と期間に関しては，「55℃以上で 3日間

以上」（Greenberg et al，1986），「55～60℃で３日間以上」（Deportes et al，1998），「65℃

以上で 2～3日間 以上」（Betoldi et al，1988）などの報告がある．本研究では，牛糞中

の病原指標菌が検出限界以下となるまでに 50℃以上で 6 時間という短時間であった．上記

の諸報告よりも病原菌を死滅させる期間が短いのは，装置が密閉式で内部の温度が均一の

ため，滅菌が徹底されたためと推察される． 
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３．３ 加熱処理による牛糞中の糞便汚染指標菌の再増殖の検討 

培養法による糞便汚染指標菌の計測には検出限界があり（102 cfu g-1 dry matter），わず

かな菌が残留している可能性が考えられる．そこで，3.2.3 の結果を確かめるため，加熱処

理 6時間および 24 時間の牛糞を用いて再増殖試験を行った．すなわち，加熱処理した牛糞

を 30℃で，3 週間インキュベートした．その結果（表 4-3），大腸菌群もサルモネラ菌も検

出されなかった． 

 

表 4-3 加熱処理した牛糞中の糞便汚染指標菌の再増殖試験*による検出* 

 

試 料 加熱処理時間（hr） 再増殖日数 大腸菌群 サルモネラ菌 

7  ND＊＊ ND 

14 ND ND 6 

21 ND ND 

7 ND ND 

14 ND ND 

試料 1 

24 

21 ND ND 

7 ND ND 

14 ND ND 6 

21 ND ND 

7 ND ND 

14 ND ND 

試料 2 

24 

21 ND ND 

* 30℃でインキュベート 

** 不検出（検出限界：102 cfu g-1 dry matter） 

 

  

３．４ 加熱処理による牛糞中の糞便汚染指標菌の増菌培養試験 

さらに，病原菌の損傷菌などが存在するかどうかを確認するために，加熱処理 6 時間お

よび 24 時間後の牛糞を，それぞれ乳糖ブイヨン培地および EEM ブイヨン培地に接種して，

36℃で 24 時間増菌培養した後，大腸菌群およびサルモネラ菌の有無を試験した（表 4-4）．

試料 1（含水率 82％）の場合，6時間および 24 時間加熱処理後の牛糞試料からはいずれも，
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大腸菌群もサルモネラ菌も検出されなかった．一方，試料２（含水率 51％）の場合，大腸

菌群はいずれも不検出であったが，6時間加熱処理後の牛糞試料からは，サルモネラ菌が増

菌培養で検出された． 

 

表 4-4 加熱処理した牛糞中の糞便汚染指標菌の増菌培養による検出 

 

試 料 加熱処理時間（hr） 大腸菌群 サルモネラ菌 

6  ND* ND 
試料 1 

24 ND ND 

6 ND 検出 
試料 2 

24 ND ND 

* 不検出（検出限界：102 CFU/g dry matter） 

 

 

 

 

 

 

 

 

このように，含水率が低い場合は，殺菌効果が低いことが明らかになった．これは含水

率が低いほうが堆肥中の大腸菌が生残しやすいという実験結果（第二章）と一致する． 

以上の結果から，本無害化装置により短時間で堆肥原料（牛糞）の病原菌を死滅させる

ことができることが明らかになった．すなわち，牛糞を 24 時間の無害化処理することによ

り，牛糞中の病原性指標菌を完全に殺菌できることが確認された．この方法は，牛糞の

Pasteurization（パスチャライズ，低温殺菌）と言うべきものである． 

 

３．５ 加熱処理による堆肥化微生物に及ぼす影響 

加熱処理した牛糞の発酵能が喪失するかを調べるために，加熱処理した試料を 30℃，７

日間インキュベートし（処理後，室温に放置した状態を想定），さらに 60℃，７日間インキ

ュベートした（堆肥化を想定）．牛糞中の全細菌，全生細菌，従属栄養性細菌および各種有

機物分解菌の回復状況を検討した． 

 

３．５．1 全細菌数および全生細菌数 

未処理（非加熱処理）の試料 2の全細菌数は当初 3.4×1011 cells g-1 dry matter であっ
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たが，これを 30℃で７日間インキュベートした後（B）には 2.8×1011 cells g-1 dry matter

にやや減少し, さらに 60℃で７日間インキュベートした後（C）には 1.3×1011 cells g-1 dry 

matter と当初の約 3 分の 1 に減少した（図 4-11）．一方, 24 時間加熱処理した試料 2 の全

細菌数は未処理の約 5分の 1の 7.3×1010 cells g-1 dry matter であったが，30℃で７日間

インキュベートした後（B）には 1.8×1011 cells g-1 dry matter と約倍増し, さらに 60℃

で７日間インキュベートした後（C）には 1.2×1011 cells g-1 dry matter と再びやや減少

した． 
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 図 4-11 未処理または高温処理した牛糞のインキュベート前後の全細菌数および全生細菌数

A, インキュベート前； B，30℃で，7日間インキュベート； 

C, さらに 60℃で，7日間インキュベート． 

 

 
未処理 24 時間高温処理後
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試料 2 の全生細菌数も，全細菌数とほぼ同様の傾向を示し，非加熱処理では 8.5×1010 

cells g-1 dry matter であったが，30℃で７日間インキュベートした後（B）には 5.0×1010 

cells g-1 dry matter にやや減少し, さらに 60℃で７日間インキュベートした後（C）には

1.8×1010 cells g-1 dry matterと当初の約5分の1に減少した．生菌率としては 当初 25.2％

であったが，それから，17.9％，13.5％に低下した．一方, 24 時間加熱処理した試料 2 の

全生細菌数は 3.3×109 cells g-1 dry matter となったが，30℃で７日間インキュベートし

た後（B）には 4.7×1010 cells g-1 dry matter と約 14 倍増加し, さらに 60℃で７日間イン

キュベートした後（C）にも 2.6×1010 cells g-1 dry matter とわずかに減少したのみであ

った．生菌率としては，当初 4.5％であったが，それから，25.3％，22.3％に上昇した． 

以上の結果から，牛糞中の細菌は，24 時間の加熱処理により減少するが，30℃で７日間

のインキュベートによりかなり回復することが明らかとなった．すなわち，加熱無害化処

理によって全細菌数や全生細菌数はいったん減少するが，常温で 1 週間放置すると，かな

り回復するという現象を見出した． 

 

３．５．２ 高温性，中温性従属栄養性細菌 

 図 4-12 に示したように，未処理（非加熱処理）の牛糞（試料 2）の中温性富栄養細菌数

は当初 1.7×1010 cfu g-1 dry matter であったが，30℃で７日間インキュベートした後（B）

には 1.6×1010 cfu g-1 dry matter と変化なく, さらに 60℃で７日間インキュベートした後

（C）には 3.1×105 cfu g-1 dry matter と激しく減少した．一方, 24 時間加熱処理した試

料 2 の中温性富栄養細菌数は加熱前と比べて約 400 分の 1 に減少し 4.6×107 cfu g-1 dry 

matterとなったが，30℃で７日間インキュベートした後（B）には1.9×1010 cfu g-1 dry matter

と大幅に増加し加熱前の菌数にほぼ復帰した．さらに 60℃で７日間インキュベートした後

（C）には 5.0×105 cfu g-1 dry matter と再び激しく減少した． 

高温性富栄養細菌に関しては，非処理の牛糞（試料 2）では当初 3.9×105 cfu g-1 dry matter

の菌数であったが,30℃で７日間インキュベートした後（B）には 3.8×105 cfu g-1 dry matter

と変わらず, さらに 60℃で７日間インキュベートした後（C）には 3.9×108 cfu g-1 dry 

matter と千倍に増加した．一方, 24 時間加熱処理した場合,高温性富栄養細菌数は未処理
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と比べて約 120 倍の 4.8×107 cfu g-1 dry matter と増加し,30℃で７日間インキュベートし

た後（B）には 3.1×107 cfu g-1 dry matter にやや減少し, さらに 60℃で７日間インキュベ

ートした後（C）には 1.7×109 cfu g-1 dry matter と再び大幅に増加した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-12 未処理または高温処理した牛糞のインキュベート後の高，中温性従属栄養性細菌

24時間高温処理後未処理 

A, インキュベート前； B，30℃で，7日間インキュベート； 

C, さらに 60℃で，7日間インキュベート． 
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以上の結果から，牛糞中の中温性富栄養細菌は，24 時間の加熱処理により菌数が激しく

減少するが，30℃で７日間インキュベートすることでほぼ元の菌数に回復することが明ら

かになった．一方，高温性富栄養細菌は当初，中温性富栄養細菌の約 5 万分の 1 と少なか

ったが，24 時間の加熱処理により菌数は逆に増加し，さらに 60℃で７日間インキュベート

すると，109 cfu g-1 dry matter のレベルまで増加した．このように，本研究で用いた無害
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化処理機で加熱処理することによって，牛糞中の中温性富栄養細菌には一時的な影響しか

与えないことが判明した．しかも，牛糞中の高温性富栄養細菌は加熱処理によってむしろ

多くなり，堆肥化過程で品温が上昇した際にはさらに増殖し，非加熱処理の場合よりも高

い菌数レベルに達した．このことは，堆肥化過程で主役となると考えられる高温性富栄養

細菌が，無害化処理により増殖が促進され，そのため堆肥化もさらに促進される可能性を

示している． 

  

３．５．3 各種有機物分解菌 

 前記と同様の処理をした牛糞中の各種有機物分解菌数の推移を図 4-13 に示す．セルロー

ス分解菌，油脂分解菌，蛋白質分解菌，デンプン分解菌のいずれも，多少の差はあるがほ

ぼ同様の推移を示した．すなわち，供試生牛糞中にはこれら有機物分解菌は 6.7×107 ～1.2

×109 cfu g-1 dry matter 存在し，これを 30℃で７日間インキュベートすると，これらの菌

数はほぼ変わらないか，多少減少した．さらに 60℃で７日間インキュベートすると，1.3

×106 ～2.1×108 cfu g-1 dry matter と大幅に減少した．一方，この牛糞を無害化処理（24

時間加熱処理）すると，これら有機物分解菌は 500 分の 1～4分の 1に減少したが，30℃で

７日間インキュベートにより，元の菌数前後にまでほぼ回復した．特に油脂分解菌と蛋白

質分解菌では，生牛糞よりも 4.7 倍高い菌数となった．続く 60℃で７日間インキュベート

により，これらの菌数は 137 分の 1～3分の 1へ激減した． 
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図 4-13 未処理または高温処理した牛糞のインキュベート後の有機物分解菌数 
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これらの結果から，牛糞の無害化処理により，各種有機物分解菌は 4～500 分の 1に減少

するが，その後，単に放置することによって, いずれも元の菌数前後にまで回復すること

が示された． 

全細菌や各種の有機物分解菌の推移を見ると，無害化処理によっていったん減少した菌

数は，単に放置（30℃で 7 日間の静置）することによって，元の菌数以上に増加する場合

も認められた．この原因としては，高温処理により牛糞中の微生物が死滅したのち，生残

していた微生物が死菌体を栄養源として速やかに増殖した可能性が考えられる． 

このように，無害化処理機による加熱処理は，堆肥化に関する微生物に対して大きなマ

イナスの影響はほとんどないと考えられる． 
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３．６ 無害化牛糞の堆肥化過程における微生物の消長 

 無害化処理が堆肥化過程に対して悪影響を及ぼさないかどうかを確めるため，無害化処

理した牛糞を実際に数 m3 規模で堆肥化して，発酵温度の推移および病原性指標菌などの消

長を追った．このとき，無害化処理の対照として，無害化処理機に牛糞を入れて非加熱で

攪拌処理のみを施した． 

 

３．６．１ 非加熱処理における牛糞の理化学性および病原指標菌の経時的変化 

牛糞試料 3を無害化処理機に 400 kg 投入して，加熱せず，24 時間送風回転のみの処理を

行ない，対照区とした．この処理を 4回繰り返し，合わせて約 1.6 t の対照区牛糞を得た．

その理化学性および病原指標菌の経時的変化を表 4-5 に示す．処理前には牛糞の温度は

28.8℃，含水率 74.6％，pH8.1，EC4.0 で，24 時間の非加熱処理後も，これらの理化学性は

ほとんど変わらなかった．全細菌数および全生細菌数は処理前後で 1010 cells g-1 dry matter

のレベルで他の 3 回の処理においても，ほぼ同様の結果を得た．大腸菌群数，大腸菌数お

よびサルモネラ菌数は処理前に 104～105 cfu g-1 dry matter あり，処理後もほぼ変化がな

いか，微増した． 

 

表 4-5 非加熱処理牛糞の理化学性および病原指標菌の経時的変化* 

 

処 理 
測定項目 

0 hr  24 hr  

温度（℃） 28.8 28.2 

含水率（％） 74.6 73.2 

pH 8.1 8.3 

EC（mS/cm） 4.0 4.2 

全細菌数（cells g-1 dry matter） (4.79±0.80)×1010 (5.09±0.80)×1010 

全生細菌数（cells g-1 dry matter） (3.34±2.64)×1010 (3.63±0.38)×1010 

大腸菌群数（cfu g-1 dry matter） (9.33±2.64)×105 (1.17±0.17)×106 

大腸菌数（cfu g-1 dry matter） (6.81±0.83)×105 (9.96±1.83)×105 

サルモネラ菌数（cfu g-1 dry matter ） (3.35±0.12)×104 (3.88±0.37)×104 

* 4 回の処理のうちの第一回目のデータを示す． 
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３．６．２ 加熱処理における牛糞の理化学性および各種微生物の経時的変化 

牛糞試料 3を無害化処理機に 400 kg 入れて加熱処理した．この処理を 8回繰り返し，合

わせて約 3.2 t の処理牛糞を得た．第一回の処理の結果を表 4-6 に示す．牛糞の温度は，

スタート時には 42.3℃で， 24 時間後には 60.5℃に上昇した．この間，牛糞の含水率は 73.3

～73.1 で安定し，pH は 8.0～8.1, EC は 3.5～4.0 の範囲にあり，ほとんど変化しなかった． 

 

表 4-6 加熱処理牛糞の理化学性および病原指標菌の経時的変化 

 

処 理 
測定項目 

0 hr  24 hr  

温度（℃） 42.3 60.5 

含水率（％） 73.3 73.1 

pH 8.0 8.1 

EC（mS/cm） 3.5 4.0 

全細菌数（cells g-1 dry matter） (1.58±0.35)×1011 (4.94±0.41)×1010 

全生細菌数（cells g-1 dry matter） (3.02±0.48)×1010 (3.09±0.70)×1010 

大腸菌群数（cfu g-1 dry matter） (2.51±2.17)×104  ND* 

大腸菌数（cfu g-1 dry matter） (1.12±0.75)×105 ND 

サルモネラ菌数（cfu g-1 dry matter ） (3.35±0.12)×104 ND 

*  不検出(検出限界：<102 cfu g-1 dry matter) 

 

この無害化処理において，全細菌数は， 24 時間の加熱処理で約 3分の 1に減少した．全

生細菌数はほとんど変化しなかった．大腸菌群，大腸菌およびサルモネラ菌は，当初 104～

105 cfu g-1 dry matter 前後であったが，加熱処理 24 時間後にはいずれも不検出となった．

このように，24 時間加熱処理により牛糞中の大腸菌群など測定した病原性指標菌が全て死

滅した． 

 

３．６．３ 無害化牛糞の堆肥化過程における品温の経時的変化 

 加熱処理および非加熱処理した上記牛糞を九沖農研に運搬し，それぞれを堆肥化した．

堆肥化は閉鎖式強制通気堆肥化装置内で 40 日間行なった．堆肥品温の経時的変化を図 4-14

に示す．  
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堆肥化スタート翌日には，加熱処理牛糞堆肥および非加熱処理牛糞堆肥とも 74.0℃に上

昇し，その後，60℃以上の品温を 4 週間維持した．週間ごとの切り返しの際に，品温が外

気温近くまで一時的に低下したが，すぐに上昇した．このとき，加熱処理牛糞堆肥の品温

は非加熱処理牛糞堆肥よりも 1～5℃高く推移し，この傾向は約 30 日間継続した．この結果

は，牛糞無害化処理により堆肥化が促進される効果があることを示している．これは，無

害化処理に伴う熱処理によって牛糞中の細菌が死滅し，生残した常在菌によって栄養源と

して死菌体の再利用が起き，常在菌数が無処理牛糞よりも増加したものと考えられる（表

4-6）． 
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図 4-14 堆肥化過程の堆肥温度の経時的変化  

 

３．６．４ 無害化牛糞の堆肥化過程における病原指標菌の経時的変化 

加熱処理牛糞および非加熱処理牛糞の堆肥化過程における病原性指標菌の消長を追跡し

た（表 4-7）．未処理牛糞では当初，大腸菌群，大腸菌およびサルモネラ菌が 104～106 cfu g-1 

dry matter 存在したが，堆肥化 14 日後にはいずれも不検出となった．一方，無害化牛糞で

は堆肥化の全期間を通じて，上記病原性指標菌は全く検出されなかった．これらの結果か

ら，24 時間無害化処理した牛糞は堆肥化過程でも確実に有害菌の存在しない状態を保つこ

 130



第四章 加熱による堆肥原料の微生物的安全化に関する研究 

とができ，微生物的安全化を確保できることが明らかになった．同時に，閉鎖型強制通気

式堆肥化装置のような高価だが優れた発酵装置を使用すれば，有害菌の存在する牛糞も堆

肥化過程で微生物的安全化ができることが示された．ただし，実際の多くの堆肥センター

では閉鎖型堆肥化装置はなく，パイル方式や開放型攪拌発酵方式が主流であるため，堆肥

化の品温管理が難しい状態なので，堆肥原料の無害化処理は十分意義があると考えられる． 

 

表 4-7 無害化処理牛糞の堆肥化過程における病原指標菌数の変化 

 

試料 堆肥化日数 大腸菌群 大腸菌 サルモネラ菌 

0 (1.17±0.17)×106 (9.96±1.83)×105 (3.88±0.37)×104

14  ND＊ ND ND 未処理牛糞 

42 ND ND ND 
0 ND ND ND 

14 ND ND ND 
無害化処理

牛糞 
42 ND ND ND 

* 不検出(検出限界：<102 cfu g-1 dry matter) 

単位: cfu g-1 dry matter 

 

 

 

 以上の諸結果から，本無害化処理機で牛糞を 24 時間処理することで，微生物的安全化が

達成でき，しかも無害化処理による堆肥化への悪影響はなく，むしろ堆肥化促進効果があ

ることが明らかとなった． 

 なお，本無害化処理機とその方法は，特許申請された（特願 2004-076750 堆肥原料処理

方法および装置，発明人：染谷孝，出願人：染谷孝，有限会社玄甫工業）． 
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４． 要約  

牛糞などの堆肥原料中には，動物の腸管に由来する多種多様な病原菌が存在している．

病原菌を完全に死滅させ，安全な堆肥を製造するために，堆肥原料である牛糞を無害化処

理機に投入し，50～70℃で加熱処理して短時間で安全化するための条件検討を行った．ま

た，加熱処理後の牛糞中の病原性指標菌の再増殖試験および増菌培養を行い，殺菌を確認

した．さらに，加熱処理後の牛糞が十分な発酵能を有しているか検討し，加熱処理した牛

糞を実地に堆肥化し，その中の病原菌の動態を調べ，微生物的安全化を確認した． 

１）無害化処理機に投入した牛糞の温度は当初の 34℃から，６時間後には 55℃，24 時間

後には 66℃に到達した．この条件下で，試料 1（含水率 82％）および試料 2（含水率 51％）

いずれも，大腸菌群や糞便性大腸菌群，大腸菌およびサルモネラ菌などは当初 105～106 cfu 

g-1 dry matter であったが，加熱処理 6 時間以降には不検出となった．ただし含水率 51％

の牛糞で，サルモネラ菌が 6 時間処理後に増菌培養で検出されたが，24 時間加熱処理後に

は増菌培養でも検出されなかった．これらの結果から，本無害化処理機により短時間で堆

肥原料（牛糞）の病原菌を完全に死滅させることができることを明らかにした． 

２）セルロース分解菌，油脂分解菌，デンプン分解菌および蛋白質分解菌は，当初 107～

109 CFU/g dry matter であったが，無害化処理によりこれら有機物分解菌は 500 分の 1～4

分の 1 に大幅に減少したが，これを 30℃で７日間インキュベートすると，元の菌数前後に

までほぼ回復した．特に油脂分解菌および蛋白質分解菌では，生牛糞よりも約 5 倍の菌数

となった．これらの結果により，牛糞原料の加熱処理により各種有機物分解菌はいったん

減少するが，その後室温で放置することにより，速やかに菌数は回復するため，無害化処

理が堆肥化に関与する微生物に与える影響はほとんどないことを明らかにした． 

３）圃場試験に使用するため，無害化牛糞および未処理牛糞を調製し，堆肥原料とした．

未処理牛糞からは大腸菌群等がいずれも多数検出されたが，処理牛糞からは，いずれから

も検出されなかった．さらに，堆肥化過程の品温は，未処理牛糞堆肥より無害化処理牛糞

堆肥の方でむしろ高い傾向が認められた．これは，無害化処理に伴う熱処理で死滅した細

菌菌体を常在菌が再利用し，著しい増殖が起きたことによるプライミング効果と考えられ，

無害化処理により堆肥化がむしろ促進される効果があることを示している． 
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第五章 FISH による土壌中における大腸菌の 

特異的検出に関する研究 

 

 

１．緒言 

従来，環境試料中の細菌フロラを解析する方法としては，培養してコロニーを形成させ，

そこから多数の菌株を単離し同定する方法が一般的であった．しかし，自然界においては，

生きているが培養できない（Viable but nonculturable，VNC）状態にある細菌が大部分を

占めていることが分かってきた（McDougald et al, 1998; 染谷ら，1999; 森地，2003）．

また，コレラ菌や大腸菌など本来培養できる病原菌も，環境中においては VNC になること

が知られている（Xue et al, 1982）．したがって，環境試料中の病原菌を検出・定量する

には，培養法では不十分である可能性が出てきた．一方，近年，環境試料中に含まれる細

菌を培養せずに定量し，その群集構造を遺伝子レベルで解析する方法として，蛍光染色法

と微生物学的手法を合わせた Fluorescence in situ Hybridization（FISH）が発達してき

た．FISH では rRNA をターゲットとするプローブがよく用いられる．リボソーム RNA（rRNA）

は，細胞内で蛋白質を合成するリボソーム（ribosome）を構成する RNA である．rRNA には

全ての生物に共通な配列が保存されている領域と，微生物の科，属，種のレベルで特異的

な配列が存在するため，系統分類および進化系統の指標分子として用いられている（Woese, 

1987）．したがって，目的に応じた rRNA 配列を標的とすることにより，科や属レベルでの

特定微生物の検出が可能となる．この原理に基づいて FISH が 1990 年代はじめに開発され

た（Delong et al, 1989; Amann et al, 1990）. 

FISH は検出対象とする微生物が持つ特異的な rRNA 配列に相補的な配列（プローブ）を合

成し，これを蛍光標識し，微生物細胞内の rRNA を標的としてハイブリダイゼーションを行

うことにより特定の微生物をシングルセルレベルで検出する方法である（図 5-1）．すなわ

ち，細菌の 16S または 23S rRNA における特異的な塩基配列に対して相補的なオリゴヌクレ

オチドプローブを作成し，このプローブを蛍光色素 Cy3 などで標識し，環境試料中の目的

細菌とハイブリダイゼーションを行い，プローブと結合した目的細菌を蛍光顕微鏡下で検 
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ハイブリダイゼーション 
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蛍光色素（Cy3 等）
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オリゴヌクレオチドプローブ
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DAPI 対比染色

その他の細菌 
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した標的細菌 

バクテリア 

蛍光標識したオリゴヌクレオチドプローブ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    DAPI 染色 Cy3 標識プローブ 
（UV 励起にて青色） (G 励起にて橙色）

 

 図 5-1 Fluorescence in situ Hybridization（FISH）の原理 
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出する．プローブの設定により，サブクラス，属ないし種や菌株レベルの特異性をもたせ

ることができる（Amann et al, 1995）．近年，FISH は水試料中の細菌を特異的に検出する

手法として広く利用されるようになってきた． 

FISH では微生物細胞由来の蛍光強度が細胞内の rRNA 量に依存する．対数増殖期などの生

理活性の高い状態にある細菌では rRNA は数千コピー存在するため，FISH により容易に検出

できる．しかしながら，環境中の微生物の多くは生理活性の低い状態にあることから rRNA

含量が低く，また微小であることから通常の FISH 法では蛍光の認識が困難である場合が多

い．これを解決する方法として山口ら（2003）は，①微弱な蛍光を検出できる高感度冷却

CCD カメラの利用，②Cy3 などの蛍光強度のより高い色素をプローブの標識に用いること，

③得られる蛍光シグナルを増幅させること，などの方法を指摘した． 

群集構造解析に用いられる FISH プローブには，全真正細菌に反応する EUB338 プローブ

をはじめとして，グラム陽性細菌やグラム陰性細菌の各種の細菌群を検出するための種々

の群特異的プローブが提案されている（Manz et al., 1992）．これらのプローブを用いて，

生物膜（Amann et al., 1992；Okabe et al.,  1999）や活性汚泥（Wagner et al., 1993）

のように，複雑な細菌フロラを構成する多くの環境試料の解析に成功している．特に，汚

水処理微生物系では，処理システムの違いや季節の違いによる細菌群集構造の変化の解析

（秋山ら，2000），また，バルキングや閉塞といった水処理技術上の問題と細菌フロラとの

関連性の解明（Roller et al, 1994）などに広く用いられている． 

 このような FISH 用プローブの群特異性，つまり，目的菌群のみを検出するという性質は，

本手法を環境試料に適用する上で極めて重要なものと言える．しかし，この特異性につい

ては Amann らの初期の研究（Manz et al，1992；Roller et al，1994）を除いては，必ず

しも十分には検証されていない．すなわち彼らは，FISH プローブの特異性を実際 FISH に実

施することなく，Dot blotting 法などを用いて，間接的に検討している．すなわち，細菌

の細胞をそのまま（in situ）ハイブリダイゼンションして検討していないため，いろいろ

問題点を残している． 

これに対して，当研究室では，純粋培養菌に対して FISH を実施することで各種の FISH

プローブの特異性を検定した．境（2001）は，オリゴヌクレオチドプローブとして EUB338, 
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ALF1b, BET42a, GAM42a および CF319a の 5 種類を用いて，ヤクルト方式浄化槽内における

真正細菌,プロテオバクテリアのα-, β-, γ-の各サブクラス，Cytophaga/Flavobacteria 

(CF)のフロラを解析した．このように FISH を用いることで，浄化槽の細菌フロラを解明し，

タイプの異なる浄化槽の比較ができるなど，環境中の細菌フロラの解明に有効であった．

しかし，中村（2002）が，食品工場排水処理や池の水質浄化に使われている種々のヤクル

ト浄化システムを対象として，ヤクルト濾材表面に発達したバイオフィルム（菌膜）の微

生物群集を解析したところ，真正細菌に属するプロテオバクテリアα-, β-, γ-の各サブ

クラスおよび Cytophaga/Flavobacteria (CF)を合わせた全細胞数が，真正細菌を検出する

EUB338 プローブに反応した細胞よりも多くなるという問題が発生した．このことは，使用

した各種プローブの特異性および感度に問題があると考えられる．それを解決するために，

佐藤（2003）および王（2005）は，FISH に用いられる種々のオリゴヌクレオチドプローブ

について純粋培養細菌を用いて検出特異性および感度（目的の菌種に対する反応率）を検

討した．さらに，反応感度を向上させるために FISH の種々の反応条件を改善したことによ

り，その改良法を確立した． 

このように，FISH は微生物生態学的研究に欠かせない先端技術となってきた．しかしな

がら，以上の諸研究の対象は主に水環境試料であり，土壌や堆肥を対象とした研究はほと

んどない．第三章で，堆肥における大腸菌群等の生残性に関する研究の結果，培養法によ

り堆肥製品中から大腸菌群など糞便汚染指標菌を検出した．しかし，環境中に出た病原菌

の一部が VNC 状態となることを考えると，培養法では堆肥中の大腸菌群を過小化評価して

いる可能性がある．しかし，大腸菌などが淡水や海水中で VNC になることは証明されてい

るが，土壌や堆肥中でも果たして VNC になるかどうかについては知られていない．それは，

多数の常在菌が共存する中で，培養せずに土壌や堆肥中の大腸菌を定量する手法が確立さ

れていないためである．そこで，本研究では，土壌中における大腸菌を特異的かつ迅速に

検出する FISH について検討し開発した． 
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２． 材料および方法 

FISH の基本的な手法は Amann ら（1995）の方法に従い，Alfreider ら（1996）のポリカ

ーボネートフィルターを使用する変法を取り入れた中村（2002）の手法に従った．以下に

FISH の研究開発の手順を示す（図 5-2）．まず大腸菌の純粋培養液を土壌に添加してホモジ

ナイズで分散処理（15,000 rpm, 15 min）した．その分散液を 100 倍希釈した．超音波―

遠心洗浄法によりその分散希釈液を 3～5回処理して上清を収集し，それにパラホルムアル

デヒド固定液を加えて固定し，細胞壁・細胞膜を処理することにより，プローブの細胞内

への透過性を高めた．その後，固定した細胞をフィルターに捕集し，ゼラチンでコーティ

ングしたスライドガラス上にのせ，大腸菌に対して特異的な蛍光標識プローブを含むバッ

ファーにより，固定した細胞に対してハイブリダイゼーションを行った．その後，洗浄操

作により非特異的に吸着・結合したプローブを除去した．最後に対比染色を行い，蛍光顕

微鏡下でｄ観察した． 

なお，FISH に使用した全ての器具および溶液は 0.2 μm のメンブランフィルターで除菌

したものを用いた． 
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土壌試料 10 g を量る． 

一定量の E.coli K12 純粋培養菌を添加し，ホ

モジナイザーにより 1,500 rpm, 15 min 分散

処理． 

0.85％の生理食塩水を加え，100 倍に希釈する．

1 min 超音波分散処理および 10 min, 740 ×g

遠心分離して，細菌を物理的抽出する． 

パラホルムアルデヒド固定液を細菌画分に加

えて固定する． 

細菌を 0.2 μm 径のヌクレポアフィルター上

に捕集する． 

大腸菌プローブを滴下し，46℃,3 hr でハイブ

リダイゼーションした後，DAPI 染色剤により

5 min 暗所で対比染色する． 

フィルターを蛍光顕微鏡下で観察，その画像

をパソコンに取り込み，解析する． 

E.coli K12 の純粋培養菌 

E.coli 特異的なプローブ作成 

顕微鏡で観察・解析 

分散処理 

懸濁液調製 

細菌の抽出 

固 定 

細菌の捕集 

hybridization 

土壌試料  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 5-2 土壌中の大腸菌検出の試験手順 
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２．１ E.coli K12 純粋培養菌液の調製 

クックドミート培地（室温）または 50％グリセリン（-80℃）で保存されている E.coli K12

菌株を白金耳で Nutrient Agar（NA）に画線接種し，37℃，18～24 時間で培養した．NA 培

地に発育した菌株を， L 字試験管に入った Nutrient broth（NB）5 mL に白金耳で接種し，

バイオフォトレコーダー（ADVANTEC，TVS062CA）を用いて対数増殖後期に達するまで 37℃

で振とう培養し（45 stroke/min），前培養液を得た．この 100 μL を，新しい NB 培地 5 mL

（L 字管）に接種し，同様に対数増殖後期に達するまで本培養を行った（図 5-3）．この時

の菌液の最終濃度は約 2×109 CFU/mL であった． 

 

２．２ E.coli K12 を添加した土壌の分散 

 上記の菌液から培地成分を除去するために，1.5 mL 容のマイクロチューブに上記の菌液

を 1.0 mL 程度移し，遠心機（マイクロ遠心器，TAITEC，Micro Clever CR-12）を用いて 9,000

×g，12,000 rpm で 10 分間遠心したのち，マイクロピペットで上清 800 μL を静かに取り

除き，除菌滅菌生理食塩水 800 μL を加えて懸濁した．この遠心洗浄操作を 3 回繰り返し

た． 

 洗浄後，適当な濃度に調整した E.coli K12 を畑土壌（佐賀大学ダイズ畑）10 g に添加し

て，よく混合した．これに生理食塩水（0.85% NaCl ）を加えて全量を 100 mL とし，ステ

ンレスブレードの付いたホモジナイザー（日本精機，エースホモジナイザー AM-3）を用い

て 15,000 rpm，15 分間の分散処理を行った．この 10―１希釈懸濁液を 5 mL 取り，45 mL 滅

菌生理食塩水に加えて，10―２希釈懸濁液とした(図 2-7 参照)． 
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保存菌株を白金耳で平板培地に接種培養 

新しい液体培地 5 ｍL（L 字管）に前培養菌液 100 
μL を接種し，バイオフォトレコーダーで菌が Late 
log に達するまで振とう培養する． 

液体培地 5 ｍL（L字管）に白金線で菌を接種し，
バイオフォトレコーダー（ADVANTEC，TVS062CA）
を用い 45 stroke/min で Late log に達するまで振
とう培養する．

保存菌株 

前培養 

本培養 

平板培養  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 5-3 菌供試株の培養法
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２．３ 細菌の物理的抽出 

土壌有機物や粘土粒子による FISH 反応への妨害を防ぐために，本研究では，当研究室の

池田（2004）の超音波－遠心洗浄法 （図 5-4）を用いて，土壌から細菌細胞を物理的に抽出

し，これを FISH に供するという方法をとった．  

上記の 100 倍希釈分散懸濁液を 13 mL 容の遠心管に 10 mL ずつ分注し，超音波破砕機(TOMY 

超音波発生機 UD-201,出力：６)を用いて 1 分間分散処理してから遠心分離機（KUBOTA 

KS-5200C）に移し，低速遠心分離（190×g～720×g,10 分間）して，マイクロピペットで上

清 9 mL を静かに取った．その沈さに除菌水または生理食塩水 9 mL を加え再懸濁し，これ

に上記と同様の超音波処理と低速遠心分離を 3～5回繰り返し，上清を合併して土壌から細

菌画分を抽出し，その細菌画分を FISH に供した． 

 

 

土壌試料 10 g 

除菌水 

除菌水添加

再懸濁 

3～5 回 

低速遠心分離 

FISH 

合併 

（細菌画分）

ホモジナイズ 

15,000 rpm 15 min 

上清 

9.5 mL 

沈さ

超音波処理 

1 min 

100 倍希釈液の調製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 5-4 遠心洗浄法による土壌細菌画分の抽出（池田，2004） 
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２．４ 細菌の固定 

1 0 0  m L の固定液を作る場合，三角フラスコに 4 g のパラホルムアルデヒド

（paraformaldehyde,SIGMA USA）を量って入れ，蒸留水を 66 mL 加えた後湯煎で溶かした．

次に， 3 倍濃度のリン酸緩衝食塩水（ P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e ， 

3×PBS，pH7.4）を 33 mL 加えてよく混合し，すぐ 4℃の冷蔵庫に入れて放冷した．冷却後

の溶液を 2N NaOH あるいは 2N HCl で pH7.4 に調整し，4％パラホルムアルデヒド固定液（pH 

7.4）を得た．これを 0.2μm のメンブランフィルターで除菌して使用した．なお， 3×PBS

の組成を表 5-1 に示す． 

 

表 5-1 3×PBS 溶液の組成 

試薬 グレード 最終濃度（mM） 使用量（g/L） 

NaCl 試薬特級 410.7 24.0 

Na2HPO4・12H2O 試薬特級 24.3 8.7 

KCl 試薬特級 8.1 0.6 

KH2PO4 試薬特級 4.4 0.6 

蒸留水 滅菌不要 ―  1.0 L 

pH7.4, 一般的な使用目的であれば，pH7.2～7.6 なら十分なので，調整不要． 

0.2μm のフィルターで濾過して冷凍保存． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2.3 で得られた細菌画分液に，除菌した 4％パラホルムアルデヒド固定液（分画液の 3倍

量）を加え，4℃で 1～24 時間固定した（図 5-5）．パラホルムアルデヒドは変性が早く，古

いパラホルムアルデヒドを使用すると非特異性蛍光が増大することがあるため（Amann et 

al., 1992），使用の都度作成した． 
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試 薬 

溶 解 

固  定 

pH 調整 

冷 却 

PBS の添加 

 100 mL 固定液を作る場合，パラホルム

アルデヒトを 4 g 量る．  

 

 蒸留水を 65 ml 加えて，2N NaOH を 1滴

入れ，60℃以上の湯煎につけて完全に溶

かす． 

なかなか溶けないので時折激しく振る． 

 

 

 

 3 倍濃度 PBS を 33 ml 加え，4％バラホル 

ムアルデヒド固定液にする．  

 

 
上記の固定液を素早く 4℃の冷蔵庫

にて冷却する．  

 

 

 2N HCl にて pH7.4 に合わせ，0.2 μmの

filter にて濾過する．   

 

 50 mL 容の遠沈管に, 試料：固定液は 1:3

にして，それぞれ入れてよく混合し, 4℃

で 1-24 時間固定する.   

 

 
図 5-5 FISH 法における固定液の調製および試料の固定法  

 
*1 パラホルムアルデヒド溶液は変性が早いため, 使用時にその都度作成する.  

*2 固定試料を液体の状態で長時間保存する場合は, パラホルムアルデヒド溶 

液で 1時間以上固定した後に取り除き, PBS で数回菌体を洗浄した後にエ 

タノール（50％v/v,in PBS,pH7.2）を加え, -20℃で冷凍保存する. 
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２．５ 細菌のフィルターへの捕集 

まず，視野当たりの全細胞数を EB 染色にて求めた．この値に基づいて，FISH 用のフィル

ターに捕集する適切な試料量を求め，FISH 用のフィルターに試料を載せ，濾過・捕集した．

図 5-6 にその手順を示す．25 mm 径のフィルターホルダーに GF/C ガラスフィルター（Whatman

社）とヌクレポアフィルター（Toyo Roshi 社，孔径 0.2 μm）を順次のせ，ファンネルを

セットした．これに PBS １mL および EB 染色から判断した適切菌液量の 4 倍量（パラホル

ムアルデヒドで 4 倍に希釈されているため）の固定菌液を添加し，吸引濾過して細菌をフ

ィルターに捕集した．適切な菌（試料）液量については，FISH 画像の観察視野面積内に 60 

cells 程度の菌が存在するよう調節するために，以下の式から求めた． 

 

適切菌液量（μL） 

= EB 染色した菌液量（μL）÷ EB 染色された細胞数（cells／EB 法測定用視野） 

×60（cells／FISH 用視野）  

 

上式で，FISH の画像解析で用いる観察視野面積（3,000 μm2）は，EB 用測定視野面積（1,600 

μm2）のほぼ 2倍である． 

捕集した細菌の洗浄および脱水を行なった．PBS 1 mL をフィルター上に添加して 3 分静

置したのち吸引濾過した．この洗浄処理をさらに 2 回繰り返した．また，50％のエタノー

ルを 1 mL 入れて 10 分間脱水処理した後，80％，99.5％のエタノール各 1 mL をフィルター

に同様に順次入れ，それぞれ 3 分後に吸引除去することで脱水処理した．エタノールによ

る脱水は，非特異的蛍光の減少に貢献するため（Amann et al，1992），丁寧に実施する必

要がある． 

 脱水後，細菌を捕集したフィルター周囲の余白をハサミで切り放し，6等分して，エタノ

ール消毒済フィルターケース（直径 30 mm）に入れ，－20℃で冷凍保存した． 
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25ｍｍ径のフィルターホルダーに CF/C ガラスフ

ィルターおよびヌクレポアフィルター（孔径 0.2

μm 親水化処理済み）を順次のせ，ファンネルを

セットする． 

PBS（1ｍL）3 回 試料によって 2-3 分静置した

あとに濾過する 

周囲のむだな部分を切り取り，６等分にする． 
切 断 

室温で乾燥する．

PBS 約 1ｍL（土壌試料の場合）入れた後，固定し

た試料を適量，飛び散らないように添加して軽く

振動して吸引濾過する． 

乾 燥 

洗 浄 

試料添加 

セッティング 

滅菌済みフィルターケースにて－20℃で 冷凍保存 

する． 
保 存 

50％，80％，99.5％のエタノール（1ｍL）を順に

加え，それぞれ静置したあと吸引濾過（各１回）．

50％は 10 分間，80%および 99.5%は 2-3 分間静置

する． 

脱 水 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 5-6 細菌の捕集（フィルターの作成）
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２．６ プローブの設計および作成 

細菌類の系統樹は，16S rRNA の塩基配列に基づいた分子進化に即して作られている（図

5-7）．このうち，水圏や土壌で出現すると予想される細菌群を系統樹の中から選定し，各

細菌群の 16S または 23S rRNA に存在する特異的な塩基配列に対して相補的な 17～18 塩基

のオリゴヌクレオチドを作成し，5’末端を蛍光色素 Cy3 で標識することで FISH 用プロー

ブを作成した．本研究室で使用したプローブを表 5-2 に示した．これらのうち，EUB338 は

真正細菌（Domain Bacteria）を検出するためのプローブであり， ALF1b（α-1b），BET42a

（β-42a）および GAM42a（γ-42a)の各プローブは，グラム陰性細菌を代表するプロテオバ

クテリアという大きな菌群の各グループを特異的に検出するために作成された．ただし

BET42a および GAM42a は 17 塩基中 1 塩基しか違いがないので，このままでは交叉反応によ

る誤反応が起きやすい．これを防ぐため，BET42a プローブには非標識 GAM42a プローブを同

濃度加え，また，GAM42a プローブには非標識 BET42a プローブを同濃度加えた（Manz et al., 

1992）．  

また，これらのプローブに加えて，今回新しく HGCGP および LGC354B プローブを作成し

た．HGCGP プローブは High G＋C グラム陽性細菌を検出するためのプローブである．このグ

ループのグラム陽性細菌には放線菌をはじめとする多種多様な代謝能力を有する細菌種が

多いため，自然界における有機物の分解に大きく寄与していると考えられている．また，

秋山ら（2000）によって，活性汚泥では High G+C グラム陽性細菌が 1～2 割存在すると報

告されている．また，Low G+C グラム陽性細菌は，土壌ないし土壌－水系から多く分離され

ており，活性汚泥中にも多く存在する．Meier et al. （1999）によると，Low G+C グラム

陽性細菌を検出するプローブには LGC354A～C の 3 種類があり，そのうち Bacillus や

Staphylococcus を検出する LGC354B プローブを選定した． 

さらに，本研究では大腸菌の種特異的プローブの設計を行った．まず，文献またはプロ

ーブベースから大腸菌の特異的なプローブを検索した．次いで，得られたプローブの塩基

配列を DNA Data Bank of Japan，DDBJ（http://www.ddbj.nig.ac.jp）により相同性検索し

た．最後に，プローブの特異性を確認し，大腸菌のプローブを決定した． 
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図 5-7 原核生物の 16S rRNA による分子進化の系統樹（山本・平石，1997） 
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２．６．１ 大腸菌の特異的プローブの検索 

まず，文献により大腸菌に特異的なプローブを検索した．FISH のプローブについては，

環境微生物生態に関する雑誌から検索した．主な雑誌には，アメリカ微生物学会（ASM）の

会誌である「Applied and Environmental Microbiology」（http://journals.asm.org），ヨ

ーロッパ微生物学連合会（FEMS）の会誌「FEMS Ecology」や「FEMS Letters」，「FEMS Reviews」

(http://www.fems-microbiology.org) およびイギリスのオックスフォード大学の

「Nucleic Acids Research」（http://nar.oupjournals.org）などがある． 

次に，プローブデータベースから目的細菌のプローブを検索した．主なプローブデータ

ベースは，アメリカのミシガン大学の「Ribosomal Database Project-Ⅱ，RDP」

（http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp），日本国立遺伝学研究所の「DNA Data Bank of Japan, 

DDBJ」（http://www.ddbj.nig.ac.jp）およびオーストリアのウィーン大学の「probeBase」

（http://www.microbial-ecology.de/probebase）などである．また，日本理化学研究所微

生物材料開発室の「Japan Collection of Microoganisms，JCM」（http://www.jcm.riken.jp）

やアメリカの世界生物資源センターの「American Type Culture Collection，ATCC」

（ http://atcc.org/Home.cfm ） か ら も 検 索 で き る ． そ の ほ か ， 日 本 語 MEDLINE

（ http://www.healthy.pair.com ） や 佐 賀 大 学 附 属 図 書 館 の 電 子 ジ ャ ー ナ ル

（http://yoka.dl.saga-u.ac.jp/univ/saga）からも調べた． 

 

２．６．２ 大腸菌の特異的プローブの相同性検索 

 ここでは，DDBJ で公開されている相同性検索システムを例に，具体的な使い方を示す．

DDBJ のホームページ(http://www.ddbj.nig.ac.jp)から Homology Search を選択して，配列

相同性のぺ一ジに移る．このぺ一ジを見るとわかるように，DDBJ では，検索のアルゴリズ

ムとして，BLAST，FASTA，SSEARCH および PSI-BLAST を提供しており，それぞれについて，

さまざまな検索対象用のデータベースを構築している． 

１）検索条件の設定と検索の実行 

 BLAST アルゴリズムを使って相同性検索をする場合を例にして，使用法を説明する．相同

性検索のぺージから BLAST をクリックして，検索条件を指定するぺ一ジに移る． 
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 まず，データベースとして default(DNA)，DDBJ 全データあるいは DDBJ 新着データを選

択した場合に限り，検索対象を DDBJ の division によってさらに絞り込むことができる． 

 次に，検索用キーとなる配列を指定する．配列の指定は，コピー＆ぺ一スト機能を利用

してウィンドウに直接貼りつけるか，Fi1e Up1oad の「参照」ボタンをクリックして，ユ

ーザーのコンビュータ内のテキストファイルを直接指定して行なう．テキストファイルを

指定する場合，ファイルには検索に使う配列のみを書いておく．最後に，検索結果の受け

取り方法を指定する．オンラインのまま検索結果を見たい場合は WWW のボックスを，E-mai1

で受け取りたい場合には E-mai1 のボックスをチェックする．           

これで検索条件の設定は終わる．検索を実行するには，1検索内容の送信ボタンをクリッ

クする．正常に受けつけられると，レシートが得られる． 

２）結果の見方 

 検索が終了すると，結果が HTML 形式の添付ファイルとして届く．このファイルをダブル

クリックすると結果を見ることができる．結果リストは，検索緒果の局所配列を含む配列

のアクセッション番号，バージョン番号，Definition 行の一部のあとに，Score 列と E-value

列が続く． 

 E-value は BLAST が相同性の度合いを測る量の 1 つで，検索に使ったデータベースの中

で，この局所配列と検索配列の組合せが偶然に見つかる個数を示している．簡単にいえば，

この数が小さいということは，この局所配列の検索配列への一致度が高いということにな

る．一概にはいえないが，この値が 1e-10（1×10-10）以下であると，かなり高い確率で機

能的にも類似の配列である可能性が示唆される．  Score 列の数字はクリッカブルになって

いるが，これをクリックすると局所配列の詳細をみることができる． 

条件設定の画面で Gap を非計算にし，結果の受け取りを WWW にして検索を実行すると，

結果リストの上方に[Se1ect Sequences]という項目が現われる．このボタンをクリックす

ると，多重配列化および進化系統樹作成プログラム(CLUSTALW〉への連携インタフェース画

面を表示することができる．このぺ一ジで解析のための配列を絞り込み，CLUSTALWSETUP ボ

タンをクリヅクすると，進化系統解析をオンラインで実行することができる． 
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２．６．３ プローブの作成 

FISH 用プローブの製作はつくばオリゴサービス（株）に依頼した．その方法を大腸菌に

特異的なプローブ ES445 を例にして説明する．まず，つくばオリゴサービス（株）のホー

ムページ（http://www.tos-bio.com）を開く，製品発注をクリック後，製品発注ページの

DNA オーダーフォームをクリックする．発注の申し込みページに ES445 プローブの塩基配列

CTT TAC TCC CTT CCT CCC を入力し，5’末端を蛍光色素 Cy3 で標識，HPLC 精製および収量

OD などの情報を全て入力して依頼した．プローブの標識に一般的に用いられる蛍光色素を

表 5-3 に示した． 

 

表 5-3 FISH 用プローブの標識に用いられる蛍光色素 

Fluorochrome Excitation (nm) Emision (nm) 

Fluoresein-isothiocyanate (FITC) 494 (Blue) 518 (green) 

5(6)-carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimide-ester (FLUOS) 494 (Blue) 518 (green) 

Tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC) 554 (Green) 576 (Orange) 

Texas Red 596 (Red) 615 (Red) 

Cy2 489 (Blue) 506 (Green) 

Cy3 550 (Green) 570 (Orange) 

Cy5 649 (FarRed) 670 (FarRed) 

 

 

２．６．４ 至適プローブ濃度の検討 

注文して得られたプローブ粉末にハイブリダイゼーション緩衝液（HB，表 5-4）を加えて

溶液とし，さらに，2.5，5.0，7.5，10，15 ng/μL の 5 段階の濃度に調製した．これらプ

ローブ希釈液について，大腸菌の代表的な菌株である E.coli K12 に対する検出率（全細胞

数に対するプローブで検出された細胞の比率）を測定した．このとき，大腸菌はγ-プロテ

オバクテリアに属するため，γ-プロテオバクテリアに対する特異的な GAM42a プローブ（2.5 

ng/μL）をコントロールとして用いた．調製したプローブは－20℃で凍結保存した．  
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 表 5-4 ハイブリダイゼーション緩衝液（HB）の組成 

組成 最終濃度 

NaCl 0.9 M 

Tris-HCl (pH7.4) 20 mM 

SDS 0.01% 

Formamide 20%: EUB38, ALF1b, CF, HGCGP 

 30%: BET42a, GAM42a, DEL, LGC354B 

 

 

 

 

 

 

２．６．５ プローブの特異性の検討 

大腸菌プローブの特異性の検定には，Escherichia coli K12, Escherichia coli O157:H7 

G7 株，shigella dysenteriae， shigella boydii，Salmonella typhimurium， Serratia 

marcescens，Enterococcus feacalis，Enterobacter cloacae，Citrobacter diversus，

Staphylococcus aureus 209P JC-1，Bacillus cereus の計 11 株の既知の細菌の菌株を用い

た．クックドミート培地（室温）または 50％グリセリン（-80℃）で保存されている各種菌

株を白金耳でそれぞれ Nutrient Agar（NA）培地に画線塗抹し，37℃，18～24 時間で培養

した．NA 培地に発育した菌株を， Nutrient broth（NB）液体培地 5 mL（L 字試験管）に白

金耳で接種した．バイオフォトレコーダー（東洋科学，TC-106）を用い，対数増殖後期に

達するまで 37℃で振とう培養し（45 stroke/min），新鮮培養菌を得た．この前培養液 100 μ

L を，新しい NB 液体培地 5 mL（L 字管）に接種し，対数増殖後期に達するまで同様に本培

養を行った（図 5-3 に参照）．  

これらの純粋培養菌を，選定した大腸菌プローブとそれぞれ FISH を行い，検出率を測定

した． 

 

２．７ ハイブリダイゼーションの手順 

 FISH の手順を図 5-8 に示す．ポリプロピレン製遠沈管（50 mL 容）に，折り畳んだキム

ワイプ 1枚を入れ，これにハイブリダイゼーション緩衝液（HB）を 2 mL 加えて湿らせ，キ

ャップを閉めてインキュベータ－に入れ，46℃で 20 分間保温した．これはハイブリダイゼ

ーション中にフィルターが乾燥するのを防ぐためである．ゼラチンコーティングしたスラ 

 152



第五章 FISH による土壌中における大腸菌の特異的検出に関する研究 

 

 153

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ゼラチンコーティングスライドグラス上にフィルター試料
を 1～3 枚のせ，48 ℃に温めておいた HB18μL とプローブ 2 
μL を直接フィルター上で混合し，遠沈管内に入れる 

 

２つの画像をパソコン上で比較しながらプローブに反応し 
た菌数を計測する（Adobe photoshop 上で 6×4 のグリッド
を加える）． 

計 測 

対物×100 で DAPI とプローブの蛍光画像（1024×724 
pixels）を 1フィルター当たり 10 組撮影し，パソコンに取
り込む． 

20 分WS
WS

48℃

画像の撮影・取り込み 

蛍光顕微鏡にて観察 

封 入 

ハイブリダイゼーション 

洗 浄 

フィルターホルダーに，フィルターを試料面が上になるよう
に乗せ，吸引しながら除菌水で洗浄して乾燥する． 

UV 励起にて DAPI を，G励起にてプローブの蛍光を観察する．

Antifade reagent in glycerol buffer を滴下し，カバー

グラスで封入する． 

対比染色 スライドグラスに，フィルターを試料面が上になるように乗せ
DAPI（1μg/mL，in 0.1Phosphate buffer pH7.2）2～3 μL をフ
ィルター上に直接添加し，5 分間暗所で染色する． 

 

洗浄溶液（WS）を 20 分前ぐらいからあらかじめ 48℃に温めてお
くスライドガラス上のフィルターをピンセットで取り，48 ℃の
WS で素早く洗い，残りの WS に浸して 48 ℃で 20 分以上保温．そ
の後，フィルターを金網の上に勢いよくだし，洗瓶に入れた除菌
滅菌水で勢いよく洗浄する． 

46 ℃，一定時間（3～12 hr）
インキュベート 

50 mL 容ポリプロピレン遠沈管に入れたキムワイプをハイブ
リダイゼーション緩衝液（HB）2 mL で浸し，46℃で保温（約
15 分程度）プローブを冷蔵庫で解凍しておく 

前処理 

 

 図 5-8 Fluorescence in situ hybridization (FISH)法の手順 
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イドグラスに，図 5-6 の方法で作成したフィルターを試料面が上になるようにしてのせ，

48℃に暖めておいた HB 18 μL および解凍して室温に戻しておいたプローブ 2 μL をフィ

ルター上で混合した．このスライドグラスを，上記のポリプロピレン製遠沈管に素早く入

れ，46℃で 3～12 時間インキュベートし，ハイブリダイゼーションさせた．図 5-9 は，ス

ライドグラスのゼラチンコーティングの手順を示した． 

 

 ゼラチン 0.2 g と硫酸カリウムクロム（Ⅲ）12 水和物
0.01g をＤＷ100mＬに加え，後者が溶けるまでよくかき
混ぜる．ゼラチンをふやかしてから 70℃（>60℃）の湯
煎にかけ，ゼラチンを完全に溶かす． 
*ゼラチン溶液はその都度作り，作り置きしないこと． 

洗 浄 

ゼラチン溶液

の作成 

乾 燥 

ゼラチン 

コーティング 

乾 燥 

 

 

 
角をカットしたスライドグラスを約60℃に温めた10％
KOH に 1 時間入れ，その後，水道水・DW で洗浄する  

 

 
オーブン（60-70℃） 

 

 

 
スライドグラスを一枚ずつオーブンから出し，湯煎にか
けたままのゼラチン１秒程度浸す．  

 

出来るだけ垂直にした状態にしてドライヤーで乾燥させ
る．乾燥したら，DW を 1滴垂らして液だれのないことを
確認する． 

 

 

 

 図 5-9 スライドグラスのゼラチンコーティング 

 

純粋培養菌を用いた実験では，試料当たり各プローブ 1 連で行い，環境試料を用いた実

験では 3連で行った．ハイブリダイゼーション後，ピンセットでフィルターの端をはさみ，

スクリュー管瓶（20 mL 容）に入った 10 mL 以上の洗浄溶液（WS，48℃に暖めておく，表 5

－5）のうち約 5 mL をこの表裏にかけ流し，残りの WS にフィルターを浸して，48℃で 20
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分間以上保温した．その後，スクリュー管瓶の中身を金網の上に流し，さらに除菌滅菌水

約 15 mL で勢い良くフィルターの表裏を洗浄し，吸引して乾燥させ，フィルターの試料面

が上になるように再びスライドグラス上に置いた．4, 6 diamino-2-phenylindole（DAPI，

1 ng μL-1）をフィルター上に直接 2 μL 添加し，暗所で 5分間染色した．染色後，フィル

ターが乾いていなければ吸引して乾燥させ，再度スライドグラス上に戻し，グリセリン入

り Anti Fade（Molecular Probes，SlowFades Antifade Kits）を 1滴添加して，18×18 cm

のカバーグラスで封入した． 

 

 表 5-5 洗浄溶液（WS）の組成 

組成 最終濃度 

4N EDTA 5 mM 

Tris-HCl (pH7.4) 20 mM 

SDS 0.01% 

NaCl 0.225M: EUB38, ALF1b, HGCGP 

 80mM: BET42a, GAM42a, DEL, CF, LGC354B 

 

 

 

 

 

 

２．８ 細菌の観察および画像解析 

FISH のプレパラートを蛍光顕微鏡下で観察し，Adobe Photoshop 上で画像解析した．図

5-10 に示すように，作成したプレパラートを蛍光顕微鏡（Nikon，EFD-3）にセットし，ま

ず DAPI 染色された細胞を UV 励起下（330～380 nm），対物レンズ 100 倍で観察し，適切な

視野を選択した．この蛍光顕微鏡画像をデジタルカメラ（ZEISS, AxioCam HRc）で撮影し

（メモリ画素数：高解像度モード＝1400（H）pixel×1040（D）pixel），Microsoft Photo Editor

を用いて JPEG で保存した．次いで，上記と同一視野において，プローブに特異的に反応し

た細菌の蛍光像を G励起下（510～560 nm）で同様の操作にて，保存した．DAPI 画像および

プローブ反応画像を１フィルターにつき，それぞれ 10 視野ずつパソコンに取り込んだ． 

 これら同一視野の蛍光画像の各組を Adobe Photoshop 上で合成して解析した．まず両画

像のコントラストと明るさを調節し，DAPI 画像全体を選択したのちコピーしてプローブ反 
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同様にして取り込む．

以上の操作を，1試料，1プローブ，1フィルターにつ 
き 10 回繰り返す． 

DAPI 染色された細菌（全細菌）を計数し（A)，次いで
DAPI とプ．プローブに反応した細菌数の全菌数に対す
る存在割合（100･B/A）を，それぞれの視野において算
出する． 

UV 励起（330-380）, 対物レンズ×100 にて DAPI 染色
された細菌を観察する． 

3CCD カメラ（OLINPAS，M-3204C）で画像を撮影（FREEZE）
し，パソコンの Adobe phtoshop 上にメモリ画素数 1020
（H）pixels×483(D) pixels 取り込む（フィイルメニ
ュー→取り込む→M-3204C→transfer）． 

蛍光顕微鏡にて観察 

レイヤーの調節 

グリットの貼り付け 

計 数 

以下，photoshop 上での操作 

プローブに反応した細菌画像のコントラストを調節し，
その上に同一視野の DAPI 染色画像レイヤーをペースト
する． 

DAPI 染色のレイヤーを選択し，レイヤーメニュー→レイ
ヤーオプション→描画モード→比較（明）を選択する（2
枚の画像が見えるようになる）． 

画像のコントラストを調節．画像全体を選択し，コピー．

同視野を G励起（510-560 nm）に変え，プローブに反応
した細菌を観察する． 

画像の取り込み 

画像の取り込み 

蛍光顕微鏡にて観察 

レイヤーのペースト 

画像のレタッチ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Photoshop 上で作成した 6×4グリットをペーストする．

 

 

 

 

 
図 5-10 画像の取り込みと細菌の計数法 
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応画像に張り付けた．次いで，DAPI 画像のレイヤーを選択し，レイヤーメニューからレイ

ヤーオプションを選択して，描画モードを “比較（明）”に設定したのち 2 つの画像の位

置を調節して重ね合わせた．さらに，計数範囲を定めるため，Adobe Photoshop 上で作成し

た 6×5 のグリッド（縦 50μm，横 60μm，面積 3,000μm2 に相当）を二重画像に重ねた．

次いで，細菌計数を行った．まず DAPI 染色された細胞を計数し，次いで DAPI とプローブ

の両方の蛍光を発している細胞を計数した．DAPI で蛍光を発せず，プローブでのみ蛍光を

発しているものは，試料中に含まれる有機物や細胞の 2 次生成物とみなし，計数から除外

した．プローブに反応した細胞数（A）の，DAPI で染色された全細胞数（B）に対する割合

（A/B×100）を算出し，各細菌に対する蛍光プローブの反応率とした．蛍光プローブ反応

率は視野ごとに算出し，平均値(mean)と標準偏差(standard deviation)を求めた． 

 

 

３． 結果および考察 

 

３．１ FISH における大腸菌 K12 の反応 

本研究では，まず当研究室で改良した FISH 法の有効性を検証するために，微生物研究で

最も多く使っている E.coli K12 の純粋培養菌を用いて，真正細菌を標的とした FISH プロ

ーブの EUB338 とハイブリダイゼーションし，その検出感度を検討した． 

写真 5-1 に示すように，DAPI 蛍光染色法では，全ての E.coli K12 細胞が青色の蛍光を発

する粒子として蛍光顕微鏡下で観察された（写真 5-1A）．一方，EUB338 プローブを用いた

FISH 法では，暗色の背景の中で，E.coli K12 細胞がオレンジ色の蛍光を発した（写真 5-1B）．

また，同じ視野の画像写真 5-1A と写真 5-1B とを重ねると，E.coli K12 細胞がほぼ重ねあ

わさり，E.coli K12 細胞の検出率は 98.6％であった． 

このように，本 FISH 法は，E.coli K12 の検出に対して適用であると確認された．土壌や

堆肥から大腸菌を特異的かつ迅速に検出する手法を確立するために，この方法は，基本的

手法として適用性が高いと考えられる． 
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C 

B 

A 

Ｅ.coli K12 を用いて FISH

による検出有効性を検討し

た．A，DAPI 蛍光染色法によ

る画像（UV 励起）．全ての

Ｅ.coli K12 の細胞が青色の

蛍光を発する粒子として観

察される．B，真正細菌に対

する EUB338 プローブとハイ

ブリダイゼーションによる

蛍光画像（B 励起）．全ての

Ｅ.coli K12 の細胞がオレン

ジ色蛍光を発する粒子とし

て観察される．C，同じ視野

の DAPI 蛍光画像（A）と

EUB338 の蛍光画像（B）と重

ねた画像．EUB338 プローブ

でFISHによる細胞はDAPI蛍

光染色による細胞とほぼ重

なっている．矢印の示す粒子

はプローブと非特異的に結

合した粒子で，細菌ではな

い． 

写真 5-1 EUB338 プローブを用いた FISH による E.coli K12 の蛍光画像 
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３．２ 大腸菌プローブの検索および選定 

文献または Probebase から検索した結果，表 5-6 に示すように，10 種類のプローブが，

大腸菌プローブの候補として得られた．このうち，ES445 プローブは大阪大学の Kenzaka ら

（2001）の提案するもので，DDBJ により相同性検索した結果，その塩基配列を持っている

細菌のうち，理論上大腸菌は約 70％を占め，他にシゲラなど数種の類縁菌種も認められた．

Neef らの Eco1167 プローブは E.coli が 62.2％，シゲラが 32.4％であった． Eco440 プロ

ーブにおいては E.coli の占める割合が 50.0％，Eco541 プローブは 60.0％があった．Eco-1

プローブは E.value が 2e-12（2×10-12）であり，E.coli ATCC25922 に対して，この局所配

列の検索配列への一致度がかなり高い．しかし，塩基配列が 37 mer と長すぎ，この配列を

持つ細菌のうち大腸菌に対して占める割合が 37.5％と低い，そのほかの 5 種類のプローブ

については相同性が低かった．これらの結果から，本研究では，ES445 プローブおよび

Eco1167 を，理論的な特異性の高さから選定した．これらのプローブを合成して 5’末端を

蛍光色素 Cy3 で標識し FISH に供した． 

 

表 5-6 大腸菌特異的プローブの選定 

プローブ 塩基配列 E-value* E.coli の比率 出典 

1.ES445 5'-CTT TAC TCC CTT CCT CCC-3' 0.019 約 70.0% Kezaka et al,2001

2.Eco1167 5'-GCA TAA GCG TCG CTG CCG-3' 0.028 62.2% Neef et al, 1995

3.Eco-1 5'-ACA GGA AGA AGC TTG CT- 

CTT TGC TGA CGA GTG GCG GA-3'

2e-12 37.5% Wang et al,2002 

4.Eco440 5'-TCC CTT CCT CCC CGC TG-3' 0.075 約 50.0% Fuchs et al, 1998

5.EcoO541 5'-CCG ATT AAC GCT TGC ACC-3' 0.019 約 60.0% Fuchs et al, 1998

6.Eco871 5'-CCC CAG GCG GTC GAC TTA-3' 2e+02  Fuchs et al, 1998

7.Eco889 5'-TAA CCT TGC GGC CGT ACT-3' 9e+02  Fuchs et al, 1998

8.Eco1410 5'-GCA ACC CAC TCC CAT GGT-3' 29.2  Fuchs et al, 1998

9.Eco1482 5'-TAC GAC TTC ACC CCA GTC-3' 1.2e+02  Fuchs et al, 1998

10.Eco1500 5'-CCC CTA CGG TTA CCT TGT-3' 31.0  Fuchs et al, 1998

* E-value は BLAST において相同性の度合いを測るパラメーターの 1 つで，検索に使ったデータベースの

中で，この局所配列と検索配列の組合せが偶然に見つかる個数を示している． 
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３．３ 大腸菌プローブの決定 

選定した ES445 プローブおよび Eco1167 プローブの大腸菌に対する検出感度について，

大腸菌 K12 の純粋培養菌を用いて検証した．写真 5-2 に示すように，大腸菌の全ての細胞

は DAPI により UV 励起下で青い蛍光を発し，一方，FISH プローブに結合した細胞は G 励起

下で赤色の蛍光を発した．左右の写真は同じ視野で，それぞれ DAPI 染色された全細胞（左）

およびプローブとハイブリダイゼーションした細胞（右）である．その結果，ほぼ 100％の

大腸菌 K12 細胞が ES445 プローブと反応した．一方，Eco1167 プローブはほとんど大腸菌

K12 と反応しなかった（原因不明）．この結果から，本研究では ES445 プローブを有望な大

腸菌プローブとして最終決定した． 

 

 

ES445 ECO1167 

DAPI (UV 励起） 

DAPI (UV 励起） 

ECO1167 (G 励起 ) 

ES445 (G 励起 )  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 5-2 E.coli K12 に対するプローブの検出感度  

ES445 プローブおよび Eco1167 プローブによるハイブリダイゼーション後に，DAPI により対

比染色を行なった．すべての E.coli K12 が UV（紫外線）励起下で DAPI に由来する青い蛍

光を発している．G（緑色）励起光下ではプローブとハイブリダイゼーションした E.coli K12

のみが赤い蛍光を発している．左右の写真は同一視野で励起光を変えて撮影した． 
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３．４ 大腸菌プローブの至適濃度 

ES445 プローブの至適な濃度を決めた．2.5，5.0，7.5，10，15 ng μL-1の 5 段階濃度の

ES44５プローブおよび 2.5 ng μL-1 の GAM42a プローブを用いて，E.coli K12 に対して検

出率を測定した（図 5-11）.コントロールとして用いた GAM42a プローブでは，92.5％と高

い検出率であった．一方，ES44５プローブでは 7.5 ng μL-1の濃度で，検出率が最も高く，

95.5％に達した．したがって，この濃度が最適濃度であることが明らかになった． 
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図 5-11 E.coli K12 に対する ES445 プローブ濃度により検出率 

 

 

３．５ 大腸菌プローブの種特異性の検証 

ES445 プローブの種特異性について，本研究では，Escherichia coli K12，Escherichia coli 

O157，Shigella dysenteriae，Shigella boydii，Salmonella typhimurium，Serratia 

marcescens，Enterococcus feacalis，Enterobacter cloacae，Citrobacter diversus，

Staphylococcus aureus および Bacillus cereus など大腸菌ないし大腸菌の近縁菌である

11 種類の菌株を用いて検証した．その結果，図 5-12 に示したように，Escherichia coli K12 
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の検出率は 101％，Escherichia coli O157 は 85％と高い検出率であった．また，Shigella

（赤痢菌）に対しても 50～80％の検出率があった．一方，Sallmonella typhimurium では

9％で，Serrstia marcescens で 5％，他の腸内細菌 5 種とグラム陽性菌 2 種に対しては不

検出であった．このように，ES445 プローブは大腸菌と，ごく近い類縁菌である赤痢菌に対

して特異性が高いことが実証された． 
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ND 
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図 5-12 ES445 プローブの特異性検証 

 
* ND, 未検出． 

 

３．６ 超音波―遠心洗浄法による細菌の回収率 

FISH は近年水試料中の細菌を特異的に検出する手法として広く利用されるようになって

きた．しかし，土壌での成功例はほとんどない．これは，土壌有機物や粘土粒子による FISH

反応への妨害があるためと考えられる．この問題を解決するために，本研究では，当研究

室の池田が改良した超音波―遠心洗浄法（池田ら，2004）を用いて，土壌から添加した E.coli 

K12 細胞を物理的に抽出し，その細菌画分を FISH に供した． 
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まず， ES445 プローブを用い，対数期後期の E.coli K12 の純粋培養細胞とハイブリダイ

ゼーションした．その結果，E.coli K12 の検出率は 98.6％であった．このとき，E.coli K12

の細胞は DAPI 蛍光染色でも ES445 プローブとハイブリダイゼーションでも明瞭に観察され，

DAPI の蛍光染色された細胞数に対照すると，ほぼ全ての細胞が ES445 プローブと反応した

ことが明らかになった（写真 5-3A）． 

次いで，E.coli K12 を佐賀大学水田土壌に添加してホモジナイザーで分散処理し，それ

を FISH に供した．その結果，E.coli K12 細胞の検出率は 23.2％と低かった．DAPI による

全細菌の蛍光画像では，土着菌と大腸菌がともに観察できたが，土壌有機物の自家蛍光も

多数観察された．同一視野において，G励起下では ES445 プローブと反応した大腸菌の細胞

は非常に観察しづらかった（写真 5-3B）．このように，ES445 プローブと反応した E.coli K12 

の細胞を検出するのに，土壌有機物や粘土粒子が何らかの妨害を与えたことが示唆された． 

そこで，E.coli K12 を水田土壌に添加した分散懸濁液から超音波―遠心洗浄法により細

菌画分を抽出し，ES445 プローブによる FISH に供した（写真 5-3C）．その結果，細菌画分

には E.coli K12 の検出率は 91.1％という高い検出率であった．土壌有機物の自家蛍光が少

なく，ES445 プローブと反応した E.coli K12 の細胞を明瞭に観察することができた（写真

5-3C）．このように，超音波―遠心洗浄 法により土壌有機物や粘土粒子を除去することで，

検出感度が高まることが明らかとなった．土壌中の大腸菌が FISH で検出されたことは，細

胞添加実験ではあるが，世界初であると思われる． 

このとき，細菌画分の回収率は 70.1％であった．ここで回収率とは，画分前の懸濁液の

全菌数に対する，細菌画分液中の全菌数と定義した．したがって，ES445 プローブを用いた

FISH において，土壌に添加した E.coli K12 の検出率が 70.1％×91.1％＝63.9％と算定さ

れた（表 5-7）．土壌における大腸菌の検出率としては，まずまず満足すべきものであると

考えられる． 
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大腸菌 K12 

自家蛍光 

大腸菌 K12 

土着菌 
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A  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 5-3 E.coli K12 純粋培養，E.coli K12 を添加した土壌および 

その細菌画分に対する ES445 プローブによる FISH 画像  

 
左側は DAPI による細胞の対比染色画像で，右側は ES445 プローブとハイブリダイゼーションし

た細胞の画像.左右の写真は同一視野で励起光を変えて撮影した． A, E.coli K12 純粋培養細胞；

B, E.coli K12 を添加した佐大水田土壌； C, E.coli K12 を佐大水田土壌に添加した後，超音

波―遠心洗浄法により得られた細菌画分． 
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 これらの結果から，超音波―遠心洗 浄法によって土壌から細菌を抽出する方法が有効で

あることが明らかになった．この方法を用いて，FISH による土壌や堆肥中の大腸菌など目

的病原菌を特異的に検出することが可能となった． 

 

表5-7 超音波―遠心洗浄による土壌細菌の回収率およびFISHによる大腸菌の検出率 *1

目的細菌 蛍光色素 or プローブ 細菌回収率*2（％） 大腸菌検出率*3（％） 

全細菌 Ethidium bromide 70.1 ―  

E.coli K12 ES445 63.9 91.1 

*1 土壌懸濁液にE.coli K12を添加し（最終濃度：107 cells mL-1），超音波―遠心洗浄法により細 菌

画分を得た． 

*2 回収率（％）＝（画分液中の全菌数 / 画分前の懸濁液の全菌数）×100 

*3 検出率（％）＝（ES445プローブによるE.coli 菌数 / DAPI による全菌数）×100 

 

 

３．７ E.coli K12 の定量的検出 

超音波―遠心洗浄法によって， 水田土壌に添加した E.coli K12 の回収率が 63.9％である

という結果が得られた．この方法を用いて，土壌に添加した大腸菌が定量的に検出される

のかを検討するために，本研究では，佐賀大学畑土壌試料に大腸菌 K12 を添加し，遠心洗

浄法により得られた細菌画分に対して ES445 プローブを用いて FISH を行い，その回収率を

検討した．その結果（図 5-13），3.9×108 ～3.9×109 cells g-1 soil の範囲で添加した大

腸菌に対して，ほぼ直線的な値が得られ，直線回帰式 Y＝0.511X（r=0.998）が得られた．

このことから，ES445 プローブによる大腸菌の回収率は平均 51.1％で，極めて高い相関

（r=0.998）で，土壌中における大腸菌数を定量できることが実証された． 
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図 5-13 畑土壌に添加した E.coli K12 の回収率 

 

以上の結果から．ES445プローブは大腸菌の特異的プローブとして信頼性が高く，土壌中

の大腸菌をFISHにより特異的かつ定量的に検出できることが示された．この方法を活用して，

土壌や堆肥における大腸菌を迅速かつ特異的に検出することができると期待される．特にこ

のFISHは全工程5時間で実施できるため，迅速性にも優れている．本研究は，土壌中の大腸

菌に対してFISHを用いて検出した初めての成功例である． 
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４． 要約 

自然界においては，生きているが培養できない（Viable but nonculturable，VNC）状態

にある細菌が大部分を占めている．したがって，環境試料中の病原菌を検出・定量するには，

培養法では不十分である可能性が出てきた．一方，堆肥などの有機質資材を施用した土壌の

生物的安全性（バイオセーフティー）を高めるためには，大腸菌など外来性有害菌の土壌中

における動態の解明が重要である．そこで本研究では，農業生態系におけるバイオセーフテ

ィーを評価する手法として，土壌中の大腸菌を FISH により高感度かつ迅速に検出する手法

を検討し，以下の結果が得られた． 

１）文献またはインターネットから特異的な大腸菌プローブを検索した結果，10 種類の

大腸菌プローブ候補が抽出され．それらを DDBJ による相同性検索および RDP による特異性

確認について検討した結果から，ES445 プローブ（5'-CTT TAC TCC CTT CCT CCC-3'）の特

異性および感度は良く，これを用いた FISH により，信頼性が高いことが実証された． ES44

５プローブは 7.5 ng/mL の濃度が至適濃度で，検出率が最も高く，95.5％に達した． 

２）11 種類の既知の細菌種を用いて，ES445 プローブの特異性を検討した結果，大腸菌

株の検出率 85～100%．Shigella は 50～80%．Salmonella や Serratia など他の菌種では 0

～10%であった．このように，ES445 プローブは大腸菌とその類縁菌である赤痢菌に対して

特異性が高いことが実証された． 

３) FISH は，土壌での成功例はほとんどない．これは，土壌有機物や粘土粒子による FISH

反応への妨害があるためと考えられる．この問題を解決するために，当研究室の超音波―

遠心洗浄法を導入して，土壌有機物や粘土粒子を除去することで，E.coli K12 の細胞は明

瞭に観察され，ほぼ全ての細胞が ES445 プローブと反応し，検出感度が高まった．その結

果，全菌数の回収率は 70.1％で，土壌に添加した大腸菌の回収率 63.9％を得た．  

４）畑土壌に添加した E.coli K12 の回収率は 3.9×108～3.9×109 cells/g soil の範囲で

ほぼ一定（51%）であり，直線回帰式 Y＝0.511X が得られた．この結果から，土壌中の大腸

菌を FISH により定量的に検出できることが実証された．  

以上の結果から，ES445プローブは大腸菌の特異的プローブとして信頼性が高く，土壌中

の大腸菌をFISHにより特異的かつ定量的に検出できることが示された．この方法を活用して，
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第六章 総括 

第六章 総  括 

 

 

１． 研究の背景 

化学肥料や農薬を利用する現代農業技術は，著しい生産性の向上をもたらした反面，資

材の過剰投入による環境負荷を招いている．高品質で，しかも安全・安心な農作物を供給

する有機農業への期待が消費者の間に高まっているなかで，堆肥の施用量が急速に増えて

いる．一方，堆肥は，家畜糞や下水汚泥など，本来腸管系の病原菌が内在し得るものを原

料としているので，衛生的管理が重要であると考えられる．近年の食生活スタイルの変化，

健康・グルメ志向による野菜類の生食の増加が，新しい形の衛生リスクを増大させている．

農産物の生産や流通，消費までの過程のどこかで，農産物がひとたび病原菌に汚染された

場合，大きな食中毒事件に拡大するおそれがある．堆肥を施用した農場で生産された農産

物が原因で，病原性の強い大腸菌 O157 による食中毒が発生したことが外国で報告されてい

る．日本においては， 1996 年に大阪堺市などで，患者数 10,000 人を超え，うち 8 人の死

亡者を出した大腸菌 O157 による食中毒事件は，まだ記憶に新しいところである．このよう

な背景から，堆肥や土壌の微生物的安全性の確保は，今後一層重要となるものと思われる． 

そこで本研究ではまず，Ethidium bromide(EB)および 6-carboxymetylfluorescein 

diacetate (CFDA)蛍光染色法による細菌定量を行うことで，堆肥中の細菌群集の全体像を

明らかにした．次いで，堆肥や土壌における大腸菌群など糞便指標菌について，選択分離

培地を用いて追跡するとともに，堆肥の迅速安全化技術を開発した．さらに，Fluorescence 

in situ hybridization（FISH）による大腸菌の新規検出・定量法を確立した，  

 

２． 蛍光染色法及び培養法による各種堆肥中の細菌の定量に関する研究 

九州等各地の堆肥化施設 17 ヶ所から採取した 21 点の堆肥製品試料中の各種の微生物数

を蛍光染色法および培養法により測定し，堆肥中の細菌の測定に蛍光染色法が有効である

か検証するとともに，各種有機物分解菌数を平板培養法で測定し比較検討した． 

１）これら堆肥の含水率は 13.0～58.3％で，pH は 6.3～9.4，EC は 3.0～13.4 mS cm-1
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の範囲にあり，CEC は 31.4～79.0 cmolckg
-1の範囲にあった．炭素率は 7.6～20.9 の範囲

にあり，完熟堆肥の持つべき C/N 比の範囲にほぼ入っていた． 

２）EB 蛍光染色法により，堆肥中の細菌が明瞭に観察でき，有機物との識別は容易であ

った．これを用いて定量した結果，全細菌数は 7.8×109～9.3×1010（相乗平均 3.7×1010）

cells g-1 dry matter の範囲にあった．一方， CFDA 蛍光染色法では，有機物はほとんど

染色されず，暗色の背景に生きた細菌が黄緑色の蛍光を発して明瞭に観察された．CFDA 蛍

光染色法による全生細菌数は 1.4×109～8.2×1010（相乗平均 1.2×1010）cells g-1 dry 

matter で，生菌率（全細菌数に対する全生細菌数の比）は平均 41.8％であった．  

３）希釈平板法による測定の結果，Nutrient broth（NB）寒天培地による NB 細菌数は

4.6×106～5.2×109（相乗平均 4.6×108）cfu g-1 dry matter であった．これらの値は,

百倍希釈 NB 寒天培地である DNB 細菌数より数倍～数百倍高く，堆肥の富栄養的環境を反映

していると考えられた．コロニー形成率（CFDA 蛍光染色法による全生細菌数に対する培養

可能な細菌数の比）は平均 8.5％と低かった．このことは，堆肥中の細菌の約 9 割が，生

きているが培養できない状態（Viable but nonculturable,VNC）にあることを示している

とともに，堆肥中の培養できない細菌を観察･定量する目的に，蛍光染色法が有効であるこ

とを示唆していた． 

４）牛糞堆肥および生ゴミ堆肥には放線菌が 106～108 cfu g-1 dry matter 存在し，一方,

鶏糞堆肥では 106 cfu g-1 dry matter 以下と少ない傾向が認められた． 

５）牛糞堆肥や生ゴミ堆肥には，セルロース分解菌やデンプン分解菌，油脂分解菌が 107

～108 cfu g-1 dry matter 存在し，鶏糞堆肥や汚泥堆肥と比べて多い傾向が認められた． 

６）蛋白質分解菌数の測定には，カゼイン法では堆肥試料の測定に適さない場合があり，

ゼラチン法により，107～108 cfu g-1 dry matter の菌数が得られた． 

以上の結果から，堆肥中の細菌の約 9 割が，生きているが培養できない（VNC）状態に

あることを示しているとともに，堆肥中の培養できない細菌を観察･定量する目的に，蛍光

染色法が培養法よりも卓越していることを示唆した．同時に，放線菌およびセルロース分

解菌，デンプン分解菌，油脂分解菌および蛋白質分解菌など有機物分解菌など，現在では

蛍光染色法で定量できない微生物もあり，蛍光染色法と培養法とを補完的に使用すること
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が必要と判断された． 

 

３． 堆肥における大腸菌群等糞便汚染指標菌の生残性に関する研究 

近年， E.coli O157 など病原菌により汚染された生の果物や野菜を消費して起きた食中

毒事件が内外で報告された．これまで，大腸菌について多くの研究があるが，それらのほ

とんどは土壌，水環境および廃棄物に絞られたもので，堆肥に関するものは少ないであっ

た．本研究では，九州各地の堆肥化施設 23 ヶ所から，牛糞，鶏糞，生ゴミおよび下水汚泥

を原料とした堆肥計 29 点を採取し，糞便汚染指標菌（大腸菌群，大腸菌及びサルモネラ菌）

について培養検査した． 

１）これらの堆肥の CEC は 31.4～79.0 c molc kg
-1の範囲（平均 55.4 c molc kg

-1）で，

炭素率（C/N 比）は 7.6～25.4 の範囲（平均 15.3%）にあり，ほぼ全て完熟堆肥であると判

断された． 

２）デスオキシコーレイト寒天培地により大腸菌群が 29 点中 11 点（37.9％）から検出

され， 102～106 cfu g-1 dry matter の菌数レベルであった．大腸菌群陽性堆肥試料４点の

うち３点からの分離株は，大腸菌群に属する E. coli， E. vulneris， Pantoea sp.， 

Buttiauxella agrestis と同定された．しかし，Serratia marrcescens のみが分離された

試料が１点，本菌と E. coli が分離された試料が１点あった．大腸菌群には属さない腸内

細菌科の細菌である S. marrcescens は赤色色素を生産するため，分離培地上で大腸菌群の

赤いコロニーと誤認されたものと推察された．一方，得られた E. coli５株は，病原性大

腸菌免疫血清試験で全て陰性であった． 

３）堆肥試料 12 点について，クロモカルト・コリフォーム培地による大腸菌の直接培

養検査および MLCB 寒天培地によるサルモネラ菌の検出を試みた結果，大腸菌はいずれの試

料からも検出されず，サルモネラ菌は２点（16.7%）から検出され，その菌数は 103 cfu g-1 

dry matter のレベルにあった． 

４）堆肥原料（牛糞，鶏糞，生ゴミ等）８点のうち大腸菌群およびサルモネラ菌がいず

れも６点（75%）から，大腸菌が５点（63%）から検出され，菌数はいずれも 102～108 CFU g-1dry 

matter であった． 
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５）堆肥製造施設６ヶ所における堆肥化過程での糞便汚染指標菌の消長を７例について

追跡した結果，糞便汚染指標菌が減少して製品中で消失する場合，いったん消失するが製

品で再度検出される場合，全く消失しない場合，原料から製品まで検出されない場合の４

通りが観察された．発酵温度が高くてもサルモネラ菌などが生残する場合があり，その原

因について，再増殖や交叉汚染の可能性を考察した． 

６）Escherichia coli K12 および Escherichia coli O157:H7 の臨床分離株を用いて，

滅菌生理食塩水または滅菌堆肥中における熱抵抗性を実験的に検討した結果，60℃の加熱

処理における E.coli K12（対数期後期）の D 値（菌数が 90％減少するのに要する時間）

は，生理食塩水中では 15 秒であったが，水分 40％の堆肥中では 110 秒と大きかった．一

方，E.coli O157 の D 値は，生理食塩水中では 17 秒で，水分 40％の堆肥中では 136 秒であ

った．さらに，定常期の菌体では D 値が大きくなり，水分 40％の堆肥中で 216 秒であった． 

７）得られた D 値に基づくと，60℃の堆肥中で 108 CFU/g から 100 CFU/g に菌数が減少

する時間は，E.coli K12 で 16.2 分，E.coli O157 で 28.8 分と算定される．これらの値で

は，高温の堆肥から大腸菌群などが検出される理由が説明できない．したがって堆肥中の

大腸菌の生残には，他にまだ重要な因子があるという可能性が考えられる． 

以上の結果から，牛糞や生ゴミなど堆肥原料中には大腸菌群やサルモネラ菌が高濃度で

存在するが，堆肥発酵過程でその大部分は死滅することが示唆された．しかし，これら病

原指標菌が死滅していない堆肥製品も認められた．すなわち，病原菌は高温の堆肥化過程

において，ある程度長時間生残できることが明らかになった．堆肥中での大腸菌の生残時

間は，60℃の高温下で 1 時間以内と実験的に確認された．これでは実際に高温の堆肥から

大腸菌群などが検出される理由が説明できないため，堆肥の製造過程における温度管理や

交叉汚染防止などの適切な衛生管理の重要性が指摘された． 

 

４． 加熱処理による堆肥原料牛糞の微生物的安全化に関する研究 

 牛糞などの堆肥原料の中には，動物の腸管に由来する多種多様な病原菌が存在している．

病原菌を完全に死滅させて，安全な堆肥を製造するために，容量 1 トンの無害化処理機に

堆肥原料とする牛糞 300 kg を入れ，50～70℃で加熱処理して短時間で微生物的安全化する
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ための条件検討を行った．さらに，加熱処理後の牛糞中の病原性指標菌の再増殖試験，増

菌培養による殺菌の確認を行った．また，加熱処理後の牛糞が十分な発酵能を有している

か検討した．  

１）含水率 82％および含水率 51％の牛糞試料いずれも，牛糞温度は当初の 34℃から，

６時間後には 55℃，24 時間後には 66℃に到達した．この条件で，大腸菌群や糞便性大腸

菌群，大腸菌，サルモネラ菌など病原指標菌は当初 105～106 CFU/g dry matter であった

ものが，加熱処理 6 時間以降には不検出となった．含水率 82％の生牛糞の場合，大腸菌群

およびサルモネラ菌は， 6 時間処理後の増菌培養および再増殖試験でも不検出となった．

しかし，含水率 51％の生牛糞の場合，サルモネラ菌が 6 時間処理後の増菌培養で検出され

た．さらに，24 時間加熱処理後の牛糞試料を増菌培養して，サルモネラ菌の測定を行った

が，この場合は検出されなかった．これらの結果から，本無害化装置により短時間で堆肥

原料（牛糞）の病原菌を死滅させることができることが明らかになった． 

２）水分ポテンシャルが低い場合，同じ温度でも殺菌効果が低いことが知られている．

加熱処理により牛糞中の指標性病原菌は 6 時間後にはいずれも希釈平板法での検出限界以

下になったものの，試料 2（含水率 51％）の場合，6 時間加熱処理後の牛糞の試料から増

菌培養でサルモネラ菌が検出され，試料 1（含水率 82％）の場合，6 時間加熱処理後の試

料から増菌培養および再増殖試験により病原性指標菌がいずれも不検出になった．この結

果により，牛糞含水率の低い場合は含水率の高い場合より殺菌効果が低いことが明らかに

なった． 

３）24 時間の加熱処理により全細菌数は 1/3 に低下し，生菌率（全細菌数に対する全生

細菌数の比）は 21.6％から 1.6％に低下した．セルロース分解菌，油脂分解菌，デンプン

分解菌および蛋白質分解菌は，当初 107～109 CFU/g dry matter であったが，処理後は 500

分の 1～4 分の 1 に大幅に減少した．しかし無害化牛糞を 30℃で１週間静置することで，

いずれの菌数もほぼ回復した．特に油脂分解菌および蛋白質分解菌では，生牛糞よりも 4.7

倍高い菌数となった．これらの結果により，牛糞原料の加熱処理により各種有機物分解菌

は一旦減少するが，その後インキュベートすることにより，速やかに菌数は回復できるた

め，加熱処理が堆肥化微生物に与える影響はほとんどないことを明らかにした． 
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４）無害化牛糞を九沖農研および宮農試にて堆肥化した．その全過程において大腸菌群

等は全く検出されなかった．さらに，全細菌数や各種の有機物分解菌数は，無処理牛糞よ

りもむしろ高い傾向を示した．これは，無害化処理に伴う熱処理で死滅した細菌菌体が常

在菌により再利用されたことによるプライミング効果と考えられ，初期発酵温度が無処理

牛糞よりも高く推移する結果と合わせると，無害化処理により堆肥化が促進される効果が

あることを示している． 

これらの結果から，55～65℃の加熱条件で６時間以上処理することで，牛糞を完全に無

害化できることが明らかとなった．報告した結果より，病原菌を死滅させる期間が短くな

るのは，加熱処理過程で投入した牛糞を攪拌棒で連続攪拌運転することで，温度が均一に

なり，滅菌が徹底されたためと推察される．牛糞の含水率が低い場合は，高い場合より殺

菌効果が低いことが明らかになった．牛糞原料を加熱処理することで，各種有機物分解菌

はいったん減少するが，その後のインキュベートにより菌数は回復できることが明らかと

なり，加熱処理が堆肥化微生物に与える影響がほとんどないことを明らかし，また，無害

化処理により堆肥化が促進される効果があることを示唆した． 

 

５． FISH による土壌中における大腸菌の特異的検出に関する研究 

従来，環境試料中の細菌フロラを解析する方法としては，培養法を用いてコロニーを形

成させ，そこから多数の菌株を単離し同定する方法が一般的であった．しかし，自然界に

おいては，大腸菌やコレラ菌などの病原菌が，生きているが培養できない（Viable but 

nonculturable，VNC）状態に陥ることが分かってきた（Xue et al, 1982）．近年，環境試

料中に含まれる細菌を培養せずに定量し，その群集構造を遺伝子レベルで解析する方法と

して，蛍光染色法と微生物学的手法を合わせた Fluorescence in situ Hybridization（FISH）

が発達してきた．堆肥などの有機質資材を施用した土壌の生物的安全性（バイオセーフテ

ィー）を高めるためには．大腸菌など外来性有害菌の土壌中における動態の解明が重要で

ある．そこで本研究では，農業生態系におけるバイオセーフティーを評価する手法として．

土壌中の大腸菌を FISH により高感度かつ迅速に検出する手法を検討した．  

１）大腸菌に特異的なプローブを文献またはインターネットから検索した結果，10 種類
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の大腸菌プローブ候補を得た．それらを DDBJ による相同性検索および RDP による特異性確

認について検討した結果，ES445 プローブの特異性と感度は良く，信頼性が高いことが予

想された．ES445 プローブの至適濃度は 7.5 ng/mL で，95.5％の検出率が得られることが

明らかになった． 

２）11 種類の既知の細菌種を用いて，ES445 プローブの特異性を検討した結果，大腸菌

株の検出率は 85～100%，Shigella は 50～80%，Salmonella や Serratia など他の菌種では

0～20%であった．このように ES445 プローブは，大腸菌とその類縁菌である赤痢菌に対し

て特異性が高いことが実証された． 

３) FISH は土壌での成功例がほとんどない．これは，土壌有機物や粘土粒子による FISH

反応への妨害があるためと考えられる．この問題を解決するために，当研究室で開発した

超音波遠心洗浄法を導入した．その結果，この手法により土壌有機物や粘土粒子を除去す

ることで，土壌に添加した E.coli K12 の細胞は明瞭に観察され，ほぼ全ての細胞が ES445

プローブと反応した．このとき，全菌数の回収率は 70.1％で，添加した大腸菌の回収率は

63.9％であった．  

４）畑土壌に添加した E.coli K12 の回収率は，3.9×108～3.9×109 cells/g soil の範

囲でほぼ一定（51%）であり，直線回帰式 Y＝0.511X が得られた．この結果から，土壌中の

大腸菌を FISH により定量的に検出することが実証された．  

以上の結果から，ES445プローブは大腸菌の特異的プローブとして信頼性が高く，土壌中

の大腸菌をFISHにより特異的かつ定量的に検出できることが示された．この方法を活用し

て，土壌や堆肥における病原菌の迅速かつ特異的検出が可能となると考えられる．特にプ

ローブES445によるFISHは全工程5時間という短時間で実施できた．これは土壌中の大腸菌

に対してFISHを用いて検出した初めての成功例である． 

 

６． 研究結果の意義とその展望 

本研究で，以下の成果が得られ，将来の研究の展望が開けた． 

１）EBおよびCFDA蛍光染色法により，堆肥中の細菌の大部分が「生きているが培養でき
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ない（VNC）」状態にあることも明らかにした．これは，従来の培養法では堆肥中の微生物

数を大幅に過小評価していたことを意味する． 

２）FISHによる大腸菌の特異的かつ迅速な検出について検討し，土壌中の大腸菌を高感

度かつ迅速に検出するFISHを確立した． 

３）有機廃棄物無害化処理堆肥原料である牛糞などの微生物的安全化処理の最適条件を

明らかにした．本技術は特許申請され，堆肥製造においてバイオセーフティーを確保する

新規技術として発展することが期待される． 

４）今後，本研究室で開発したFISHを用いることで，土壌モデル実験や農耕地現場にお

いて，培養法では検出困難なVNC状態に陥った大腸菌の検出について検討し，その適用性を

評価することで，有機農業の普及に向けた農耕地土壌生態系での生物的安全性(バイオセー

フティー) 評価法の基礎を構築できると期待される． 
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