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第1章 背景および目的 
 

（1）研究背景 

抗生物質は、様々な細菌性感染症に有効な薬剤としてヒト用医薬品、動物用

医薬品、水産医薬品、家畜飼料添加物として汎用されている。しかし近年、医

療現場のみならず畜産や水産の現場でも抗生物質耐性細菌が出現し、問題とな

っている 95）。特に医療現場ではメチシリン耐性ブドウ球菌（MRSA）、バンコ

マイシン耐性腸球菌（VRE）などの抗生物質多剤耐性細菌の出現により、当該

病原菌に対して投与した抗生物質が効かないために、死亡にいたるケースも起

きている 28）。 

一方、食品の安全性を求める声が高まっており、安全・安心な畜産物や水産

物、および作物を生産することが求められ、このような現場に抗生物質耐性菌

が拡散することは、人体への影響が懸念されるため、徹底したリスク評価が必

要となっている。 

我が国の抗生物質使用量は年間約 2,210 t であるが、そのうちの 830 t が動物

用医薬品、230 t が家畜飼料添加物として使用されており、ヒトよりも動物に対

し使用されている量が多い（図 1）61）。特に、動物医薬品が高用量で短期間使

用されるのに対し、飼料添加物は、低用量で長期的に使用されるため、暴露期

間が長くなり、細菌が耐性を獲得する機会が高まると考えられる。 

欧米では、家畜生産の場において抗生物質耐性菌の出現が確認されたことを

踏まえ、モニタリングや抗生物質使用の規制措置が取られ始めている。まず、

スウェーデンが 1986 年に治療目的でない抗生物質の使用を禁止し、続いてデン

マークが 1999 年から体重 30 kg 以上の豚の飼料に抗生物質を添加することを禁

止した 93）。そして、EU は抗生物質耐性菌の伝播を抑制・防止するために、耐

性菌の出現状態および抗生物質使用に関するモニタリング、抗生物質乱用の抑

制、代替薬品の開発を含む研究開発や、国際協力を軸に、抗生物質耐性菌に対

処する戦略を打ち出し、2006 年に成長促進のための使用を全面禁止する方針を

決定し、施行されている 25）。米国では、食品医薬品局（FDA）が「人体に与え

る影響に応じて審査を強化する」としている 9）。 

わが国でも、農林水産省が、2003 年 11 月に「食品に関するリスクコミュニ
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ケーション（家畜に使用する抗菌性物質に関する意見交換会）」を開催し、2003

年 12 月に抗菌性物質が飼料添加物又は動物用医薬品として家畜等に給与又は

投与された場合に、選択される薬剤耐性菌について食品安全委員会に意見を聴

くことを決定した 70）。また、抗生物質耐性遺伝子は in vitro では微生物細胞間

で比較的伝播しやすいことから、環境中での抗生物質耐性遺伝子の伝播とその

人間への伝播の実態について関心が高まっており、動物の病原菌、人獣共通病

原菌、常在菌の主要なカテゴリーの細菌について、耐性モニタリングおよびサ

ーベイランスが国レベルで求められている 10）。しかし、抗生物質耐性菌の研究

は、医療分野では進んでいるが、農業環境での研究はほとんどなされていない。

家畜への抗生物質の使用に伴って家畜の腸内で出現した抗生物質耐性菌は、家

畜排泄物を原料とした堆肥を介して土壌へと施用されるが、環境中でどのよう

な動態を示し、ヒトへどう関わっていくのか、なども不明確である。 

様々な取り組みが始められる中、新たな問題が浮き彫りになってきた。デン

マークでは 1999 年に成長促進目的での抗生物質投与を禁止した結果、耐性割合

は減少したが、治療薬としての使用が増加してしまったという報告がされた 1）。

このことから、耐性菌発生のリスクを最小限に抑えるための新たな基準作りが

必要であるとの見方が強まっている。 

また日本では、農林水産省消費・安全局が耐性菌の観点から飼料添加物の見

直しを開始しようと、食品安全委員会に意見を聴くなどの調査の結果、食品を

介してヒトの健康に影響を及ぼす細菌に対する抗菌性物質の重要度のランク

付けについての政策を作成したが 54）、耐性菌のリスク評価は食品を介するルー

トに限定されており、家畜排泄物を介した環境へのルートには目が向けられて

いない。 

家畜由来抗生物質耐性菌の解決方策のために薬剤の使用量と耐性菌発生、お

よび抗生物質低減による病害発生の関連性を裏付ける科学的なデータが必要

である。そのためには、まず畜産を取り巻く様々な環境中の抗生物質耐性菌に

関するバックグラウンド調査がなくてはならない。また、実環境中から得られ

た耐性菌株の多剤耐性がどの程度であるのかを知ることが第一に求められる。

それにより、家畜由来の抗生物質耐性菌が環境中へどのような影響を与える可

能性があるのかを検討し、その指標となる耐性菌、耐性遺伝子を選出すること
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へ発展させることが耐性菌問題解決につながると考えられる。 

（2）研究目的 

多量に抗生物質が添加された飼料を給餌された家畜体内では、抗生物質耐性

菌が高レベルで存在すると考えられ、堆肥化の過程で抗生物質そのものが失活

していても、耐性菌が堆肥中に残存し、それを施用した土壌にも伝播している

恐れがある（図 2）。そこで、本研究では、（1）家畜排泄物、堆肥、土壌中の抗

生物質耐性細菌の分布実態を明らかにするために、作用機構の異なる 6 種類の

抗生物質を用いて、家畜へ飼料添加物として与えられた抗生物質が選抜圧とな

って、家畜排泄物中に抗生物質耐性菌がどの程度出現しており、堆肥や土壌中

に耐性菌がどの程度生存しているかを調査するとともに、（2）多剤耐性の抗生

物質耐性菌がどの程度の頻度で出現するのか、（3）広域スペクトル抗生物質と

して現在臨床で最も多く使用されており、飼料添加物としても家畜に汎用され

ているテトラサイクリンに着目し、テトラサイクリン耐性菌はどれほどの種の

多様性を有しているのか、（4）テトラサイクリン耐性遺伝子（tet）はどのよう

なメカニズムで遺伝子が拡散しうるのかを解明することを目的とした。 

さらに、近年抗生物質の代替効果が期待され、プロバイオティクス効果も注

目されている発酵リキッドフィーディング飼料給与による離乳子豚の排泄物中

の耐性菌割合を調べることによって、（5）抗生物質の使用中止または開始が腸

内細菌の耐性に与える影響、（6）発酵リキッドフィーディングによる腸内細菌

の耐性への影響といった具体的解決案の有効性の評価も検討した。 
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図 1 日本国内での抗生物質の使用量とその目的 
（農林水産省、厚生労働省 2003 年データより作図） 
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図 2 抗生物質耐性菌、耐性遺伝子のフロー 

家畜 ふん 堆肥

土壌土壌

作物作物地下水

成長促進目的
での

抗生物質使用

成長促進目的
での

抗生物質使用

予防薬、治療薬
としての

抗生物質使用

予防薬、治療薬
としての

抗生物質使用

ＲＲ

耐性菌の残存・遺伝子転移耐性菌の残存・遺伝子転移耐性菌の発生

 
5 

 



 6

第2章 農業環境中の抗生物質耐性細菌数 
 

家畜排泄物、堆肥、土壌中の抗生物質耐性細菌の分布実態を明らかにするた

めに、作用機構の異なる 6 種類の抗生物質を用いて、家畜排泄物中に抗生物質

耐性菌がどの程度出現しており、家畜排泄物を原料とした堆肥中や堆肥を施用

した土壌中に耐性菌がどの程度生存しているかを調査した。また、自然状態の

土壌の抗生物質耐性細菌レベルを知るために、人為の影響が極めて低いと考え

られる森林土壌中についても調査をした。 

 

2.1 材料および方法 

 

2.1.1 供試試料 

 2002 年から 2003 年にかけて、家畜ふん（豚ぷんおよび鶏ふん）は畜産草地

研究所と茨城県の畜産経営体から、また家畜ふん堆肥（豚ぷん堆肥、鶏ふん堆

肥および牛ふん堆肥）については茨城県の畜産経営体と大型ホームセンターか

ら、家畜ふん堆肥施用土壌については主に茨城県の耕種農家と、一部他県の農

家から採取した（表 1）。採取した試料は、すぐに 4°C で保管し、3 時間以内に

希釈液に懸濁した。それぞれの由来の詳細を以下に記述する。 

豚ぷんは、つくば市養豚農家の母豚（使用抗生物質は不明）並びに、畜産草

地研究所の LWD 交雑種の子豚と「梅山豚」子豚（写真 1）（両者の飼料には 1 t

当たりエフロトマイシン 12 g（力価）と硫酸コリスチン 40 g（力価）を添加）

から採取した。 

鶏ふんは、畜産草地研究所の「チャンキー」ブロイラー雛鳥（写真 2）（飼料

には 1 t 当たり硫酸コリスチン 10 g（力価）とサリノマイシンナトリウム 50 g

（力価）を添加）、および、小川町イセ・ファーム社の採卵鶏（抗生物質無添加）

と、小川町養鶏農家の採卵鶏（抗生物質無添加）から採取した。 

豚ぷん堆肥は、つくば市内ホームセンターで市販されていた豚ぷん堆肥（使

用抗生物質不明）と、上記のつくば市養豚農家の母豚の排泄物から調製した熟

成度合いの違う 2 種類の豚ぷん堆肥（使用抗生物質使用）から採取した（写真

3）。 
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鶏ふん堆肥は、つくば市内ホームセンターで市販されていた鶏ふん堆肥（使

用抗生物質不明）、小川町ニラ生産農家の屋外堆積のおがくず鶏ふん堆肥（使用

抗生物質不明）（写真 4）、小川町イセ・ファーム社の採卵鶏の排泄物から作ら

れた熟成度合いの違う 2 種類の鶏ふん堆肥（抗生物質無添加）（写真 5）、およ

び、小川町養鶏農家の抗生物質の使用が不明な採卵鶏の排泄物から作られた熟

成度合いの違う 2 種類の鶏ふん堆肥（使用抗生物質不明）（写真 6）から採取し

た。 

牛ふん堆肥は、つくば市内ホームセンターで市販されていた堆肥（使用抗生

物質不明）から採取した。 

豚ぷん堆肥連用土壌は、愛知県の農家畑の 10 年以上豚ぷん堆肥を 40 t/ha ず

つ連用しているキャベツおよびタマネギを栽培している畑から採取した。 

鶏ふん堆肥連用土壌は、愛知県の果樹農家の 8 年間鶏ふん堆肥を 15 t/ha/y 連

用しているナシ栽培土壌、小川町のニラ生産農家の野外堆積したおがくず鶏ふ

ん堆肥を 10 年間 100 t/ha/y 連用しているニラ栽培土壌の施用直後の畑と施用半

年後の畑から採取した。 

堆肥無施用畑土壌は、小川町ニラ生産農家の堆肥を施用していない畑土壌と、

農業環境技術研究所の堆肥を施用していない畑圃場から採取した。畑土壌から

は、いずれも表土（深さ 5~15 cm）を採取した。 

また、人為の影響の極めて少ない土壌として森林土壌として、筑波山山頂付

近のブナ林土壌の O 層（堆積有機質層）、A 層（0~15 cm）B 層（15～50 cm）（写

真 7）と、筑波山山麓のシイ・カシ林土壌の O 層、A 層、B 層（写真 8）の土

壌を採取した。 

 

2.1.2 供試抗生物質  

① アンピシリン（Ap） 

細胞壁合成阻害剤。グラム陽性細菌、グラム陰性細菌に有効。 

② バンコマイシン（Vm） 

細胞壁合成阻害剤。グラム陰性細菌に有効。 

③ カナマイシン（Km） 

タンパク質合成阻害剤。グラム陽性細菌、グラム陰性細菌に有効。 
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④ クロラムフェニコール（Cp） 

タンパク質合成阻害剤。グラム陰性細菌に有効。 

⑤ リファンピシン（Rf） 

RNA 合成阻害剤。グラム陽性細菌、グラム陰性菌および結核菌に有効。 

⑥ テトラサイクリン（Tc） 

タンパク質合成阻害剤。グラム陽性、グラム陰性菌、スピロヘータ、マイコ

プラズマ、リッチケア、クラミジアなどに有効。 

 

2.1.3 使用培地 

 下記①～④の培地を使用した。 

① 全生細菌数：PTYG 培地 

Peptone 0.25 g、Tryptone 0.25 g、Yeast extract 0.5 g、Glucose 0.5 g、MgSO4・

7H2O 0.03 g、CaCl2・2H2O 0.0035 g、Agar 15.0 g/L 

② 全腸球菌数：EF 寒天基礎培地（Nissui, Taito, Japan） 

Brain extract 8.5、Heart extract 8.5、Peptone 10.0 g、Glucose 10.0 g、KH2PO4  2.5 

g、Brom thymol blue 0.032 g、Triphenyl terazolium chloride 0.15 g、Agar 15.0 g/L 

③ 全大腸菌群数：Desoxycholate 培地（Nissui） 

Desoxycol natrium1.0 g、Peptone 10.0 g、Citrate Fe ammonium 2.0 g、NaCl 5.0 g、

KH2PO4 2.0 g、Lactose 10.0 g、Neutral red 0.033 g、Agar 15.0 g/L 

④ 連鎖球菌・乳酸菌数：MRS 培地（Becton, Dickinson and Co., Franklin Lakes, 

USA） 

Proteose peptone 10.0 g、Beef extract 10.0 g、Yeast extract 5.0 g、Glucose 20.0 g、

Polysorbate 80 1.0 g、Ammonium citrate 2.0 g、Sodium acetate 5.0 g、 Magnesium 

sulfate 0.1 g、Manganese sulfate 0.05 g、Dipotassium phosphate 2.0 g、Agar 15.0 

g/L 

 

2.1.4 抗生物質耐性細菌の計数  

 下記の操作によって抗生物質耐性菌を計数した。 

① 試料を約 100 g サンプリングした後、実験に供試するまで硬質ビニール袋に

入れ 4 °C で保存した。 
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② 試料 30 g を一晩 105 °C で乾燥し、水分含量を求めた。 

③ 試料 5 g を 45 ml の希釈水（pH7.0、滅菌 15 mＭ リン酸緩衝液）に加え、1

分間 Vortex で激しく振盪した。 

④ 一次希釈水 100 µl を 900 µl の希釈水に加えて攪拌した。（102 希釈液） 

⑤ 同じ要領で順次 103、104、105、106、107、108 希釈液を作成した。 

⑥ 寒天平板培地に抗カビ剤としてシクロヘキシミドを終濃度 100 µg/ml となる

ように加えた。 

⑦ アンピシリン、バンコマイシン、カナマイシン、クロラムフェニコール、リ

ファンピシン、テトラサイクリンを終濃度 50 µg/ml となるように加え、抗

生物質無添加と各抗生物質含有平板培地を作成した。 

⑧ 希釈液 100 µl を各プレート表面に塗布した。各希釈液 3 段階について 2 枚

ずつのプレートを使用し、3 連で行った。 

⑨ 30 °C で 7 日間静置培養し、生育したコロニー数を計測した。 

⑩ 腸内細菌群については、EF 寒天基礎培地、Desoxycholate 培地と  MRS 培地

の抗生物質無添ならびにテトラサイクリン含有平板培地に希釈液 100 µl を

塗布し、37 °C で 48 時間静置培養して生育したコロニー数を計測した。 

⑪ MRS 培地は嫌気ジャー内でガス置換を行い、嫌気培養を行った。 

⑫ 培養後、細菌数を 1 g 当たりのコロニー形成数（CFU/g）乾物・乾土に換算

した。 



 10

2.2 結果 

 

2.2.1 豚ぷん中の抗生物質耐性細菌数  

A．6 種類の抗生物質に対する総耐性細菌数 

 豚ぷん中の抗生物質耐性細菌数を調べ、下記の結果を得た（図 3、表 2.1）。 

 つくば市養豚農家の母豚（使用抗生物質は不明）の豚ぷん中では、全生細菌

数が約 1011 CFU/g 乾物で非常に多かった。抗生物質耐性細菌は、Km（約 1010/g

のオーダー）、Ap（109/g のオーダー）、Cp（106/g のオーダー）、Tc（106/g のオ

ーダー）、Vm（104/g のオーダー）の順で検出され、調べた家畜の生ふんの中で

は例外的に、リファンピシン耐性細菌が検出限界以下であった。 

 畜産草地研究所の「LWD」子豚（飼料にエフロトマイシン、硫酸コリスチン

を添加）のふんでは、全生細菌数が約 109 CFU/g DM 乾物で、つくば市養豚農

家豚ぷんに比べ菌数レベルは 2 オーダー低かった。抗生物質耐性細菌は Km

（108/g のオーダー）、Ap（108/g のオーダー）、Tc（107/g のオーダー）、Cp（107/g

のオーダー）、Vm（107/g のオーダー）、Rf（105/g のオーダー）の順で検出され

た。 

 畜産草地研究所の「梅山豚」子豚（飼料にエフロトマイシンと硫酸コリスチ

ンを添加）のふんでは、全生細菌数は約 109 CFU/g 乾物であった。抗生物質耐

性細菌は、Tc（109/g のオーダー）、Ap（109/g のオーダー）、Km（108/g のオー

ダー）、Cp（107/g のオーダー）、Vm（107/g のオーダー）、Rf（106/g のオーダー）

の順で検出された。また、用いた 6 種類の抗生物質全てに耐性な細菌が高レベ

ルで存在した。中でも、全生細菌数のほぼ 100 %が Tc 耐性を、約 83 %が Ap 耐

性を保持していた。 

 

B．腸内細菌数  

 生ふん中には大腸菌、腸球菌、乳酸菌などが多いことから、腸内細菌群のう

ち全大腸菌群数と全腸球菌数、ならびにそれらの Tc 耐性を調べた（図 4、表 2.3）。 

 つくば市養豚農家の豚ぷんでは、全大腸菌群数は約 105 CFU/g 乾物で、その

100 %が Tc 耐性を保持していた。全腸球菌数は約 104 CFU/g 乾物で、その約 40 %

が Tc 耐性を保持していた。 
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 畜産草地研究所の「LWD」子豚のふんでは、全大腸菌群数は約 105 CFU/g 乾

物で、その約 75 %が Tc 耐性を保持していた。全腸球菌数は約 106 CFU/g 乾物

で、その約 94 %が Tc 耐性を保持していた。 

 畜産草地研究所の「梅山豚」子豚のふんでは、全大腸菌群数は約 107 CFU/g 乾

物で、その 100 %が Tc 耐性を保持していた。全腸球菌数は約 108 CFU/g 乾物で、

その約 56 %が Tc 耐性を保持していた。 

 

2.2.2 鶏ふん中の抗生物質耐性細菌数 

A．6 種類の抗生物質に対する総耐性細菌数 

鶏ふん中の抗生物質耐性細菌数を調べ、下記の結果を得た（図 5、表 2.1）。 

 畜産草地研究所の「チャンキー」ブロイラー雛鳥（飼料に硫酸コリスチンと

サリノマイシンナトリウムを添加）のふんでは、全生細菌数が約 1013 CFU/g 乾

物と非常に多かった。抗生物質耐性細菌は Ap（1012/g のオーダー）、Km（1012/g

のオーダー）、Vm（1011/g のオーダー）、Tc（1010/g のオーダー）、Cp（108/g の

オーダー）、Rf（107/g のオーダー）の順で検出された。また、用いた 6 種類の

抗生物質全てに耐性な細菌が高レベルで検出された。 

 小川町イセ・ファーム社の採卵鶏（抗生物質無添加）のふんでは、全生細菌

数が約 1012 CFU/g 乾物であった。この採卵鶏の飼料には抗生物質が全く添加さ

れていないにもかかわらず、抗生物質耐性細菌が Ap（1013/g のオーダー）、Tc

（109/g のオーダー）、Km（108/g のオーダー）、Vm（107/g のオーダー）、Cp（106/g

のオーダー）、Rf（106/g のオーダー）の順で検出された。 

 小川町養鶏農家の採卵鶏（使用抗生物質が不明）のふんは、全生細菌数が約

1011 CFU/g 乾物であった。抗生物質耐性細菌は、Vm（108/g のオーダー）、Ap

（107/g のオーダー）、Km（106/g のオーダー）、Tc（106/g のオーダー）、Rf（105/g

のオーダー）、Cp（104/g のオーダー）の順で検出された。 

 

B．腸内細菌数  

鶏ふん中の大腸菌群数、腸球菌数とそれらの Tc 耐性を調べた。イセ・ファー

ム社採卵鶏、小川町養鶏農家採卵鶏では連鎖球菌・乳酸菌類数とそれらの Tc

耐性を加えて調べ、下記の結果を得た（図 6、表 2.3）。 
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 畜産草地研究所の「チャンキー」ブロイラー雛鳥のふんでは、全大腸菌群数

が約 109 CFU/g 乾物で、その約 12 %が Tc 耐性を保持していた。全腸球菌数は

約 1010 CFU/g 乾物で、その約 53 %が Tc 耐性を保持していた。 

 小川町イセ・ファーム社の採卵鶏（抗生物質無添加）のふんでは、全大腸菌

群数が約 109 CFU/g 乾物で、飼料に抗生物質が添加されていないにもかかわら

ず、その約 36 %が Tc 耐性を保持していた。全腸球菌数は約 108 CFU/g 乾物で、

その約 2 %が Tc 耐性を保持していた。全連鎖球菌・乳酸菌類数は約 1010 CFU/g 

乾物で、その約 0.2 %が Tc 耐性を保持していた。 

 小川町養鶏農家の採卵鶏（使用抗生物質が不明）のふんでは、全大腸菌群数

は約 105 CFU/g 乾物で、その約 23 %が Tc 耐性を保持していた。全腸球菌数は

約 109 CFU/g 乾物で、その約 2 %が Tc 耐性を保持していた。全連鎖球菌・乳酸

菌類数は約 1010 CFU/g 乾物で、その約 1 %が Tc 耐性を保持していた。 

 

2.2.3 豚ぷん堆肥中の抗生物質耐性細菌数  

つくば市養豚農家の母豚（使用抗生物質が不明）の排泄物からその農家の調

整した熟成度合いの違う 2 つの豚ぷん堆肥について、抗生物質耐性細菌数を調

べ、生豚ぷんの結果と比較した（図 7、表 2.1）。なお、下記において未熟堆肥

や完熟堆肥という表現は、当該農家の表現によるものである。 

 未熟豚ぷん堆肥中では、全生細菌数が約 108 CFU/g 乾物であった。抗生物質

耐性細菌は、Ap（106/g のオーダー）、Tc（105/g のオーダー）、Vm（104/g のオ

ーダー）、Cp（104/g のオーダー）の順で検出された。一方、Km、Rf 耐性細菌

は検出限界以下であった。完熟豚ぷん堆肥中では、全生細菌数が約 109 CFU/g 乾

物であった。抗生物質耐性細菌は、Ap（106/g のオーダー）、Cp（105/g のオー

ダー）、Tc（103/g のオーダー）の順で検出された。一方、Vm、Km、Rf 耐性細

菌は検出限界以下であった。 

 

2.2.4 鶏ふん堆肥中の抗生物質耐性細菌数  

小川町養鶏農家の採卵鶏（使用抗生物質が不明）の排泄物から作られた熟成

度合いの違う 2 つの鶏ふん堆肥における抗生物質耐性細菌数を調べ、生鶏ふん

での結果と比較した（図 8、表 2.1）。なお、下記において未熟堆肥や完熟堆肥

という表現は、当該農家の表現によるものである。 
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未熟鶏ふん堆肥中では、全生細菌数が約 107 CFU/g 乾物であった。抗生物質

耐性細菌は、Km（106/g のオーダー）、Ap（106/g のオーダー）、Cp（104/g のオ

ーダー）、Tc（103/g のオーダー）の順で検出された。一方、Vm、Rf 耐性細菌

は検出限界以下であった。完熟鶏ふん堆肥中では、全生細菌数が約 108 CFU/g 乾

物であった。抗生物質耐性細菌は、Ap（106/g のオーダー）、Km（104/g のオー

ダー）、Vm（104/g のオーダー）、Tc（103/g のオーダー）の順で検出された。一

方、Cp、Rf 耐性細菌は検出限界以下であった。 

小川町イセ・ファーム社の採卵鶏（抗生物質無添加）の排泄物から作られた

熟成度合いの違う 2 つの鶏ふん堆肥における抗生物質耐性細菌数を調べ、生鶏

ふんでの結果と比較した（図 9、表 2.1）。なお、下記において未熟堆肥や完熟

堆肥という表現は、当該社の表現によるものである。未熟高温堆積中鶏ふんで

は、全生細菌数が約 103 CFU/g 乾物であったが、6 種類の抗生物質に耐性な細

菌は全て検出限界以下であった。完熟鶏ふん堆肥中では、全生細菌数が約 107 

CFU/g 乾物であった。そして、Ap 耐性細菌が約 103 CFU/g 乾物検出されたが、

他の 5 種類の抗生物質に耐性な細菌は全て検出限界以下であった。 

小川町の養鶏農家とイセ・ファーム社の鶏ふん堆肥については、大腸菌群数、

腸球菌数、連鎖球菌・乳酸菌類数とその Tc 耐性も調査した（図 10、表 2.3）。 

養鶏農家の未熟鶏ふん堆肥中では、全大腸菌群数が 104 CFU/g 乾物で、その

ほぼ 100 %が Tc 耐性を保持していた。全腸球菌数は約 105 CFU/g 乾物で、Tc

耐性を保持している細菌は検出限界以下であった。全連鎖球菌・乳酸菌類数は

約 106 CFU/g 乾物で、その約 0.4 %が Tc 耐性を保持していた。完熟堆肥中では、

全大腸菌群数、Tc 耐性大腸菌群数、腸球菌数、Tc 耐性腸球菌数は全て検出限界

以下であった。全連鎖球菌・乳酸菌類数は約 106 CFU/g 乾物で、Tc 耐性を保持

している細菌は検出限界以下であった。 

 イセ・ファーム社の未熟鶏ふん堆肥中では、全大腸菌群数、Tc 耐性大腸菌群

数、腸球菌数、Tc 耐性腸球菌数、全連鎖球菌・乳酸菌類数、Tc 耐性全連鎖球菌・

乳酸菌類数は全て検出限界以下であった。完熟堆肥中でも、全大腸菌群数、Tc

耐性大腸菌群数、腸球菌数、Tc 耐性腸球菌数は全て検出限界以下であった。全

連鎖球菌・乳酸菌類数は約 105 CFU/g 乾物で検出されたが、Tc 耐性を保持して

いる細菌は検出限界以下であった。 
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 小川町ニラ生産農家の屋外堆積のおがくず鶏ふん堆肥では、全生細菌数が約

109 CFU/g 乾物であった。抗生物質耐性細菌は、Ap（107/g のオーダー）、Km（107/g

のオーダー）、Vm（106/g のオーダー）、Rf（106/g のオーダー）、Cp（105/g のオ

ーダー）、Tc（105/g のオーダー）の順に高レベルで検出された。 

 

2.2.5 市販堆肥中の抗生物質耐性細菌数  

 市販の家畜ふん堆肥について抗生物質耐性細菌を調べた。なお、市販牛ふん

堆肥については、大腸菌群数とその Tc 耐性を調査した（図 11、表 2.2）。 

 市販豚ぷん堆肥では、全生細菌数が約 1012 CFU/g 乾物であった。抗生物質耐

性細菌は、Ap（1010/g のオーダー）、Km（109/g のオーダー）、Vm（109/g のオ

ーダー）、Cp（107/g のオーダー）、Tc（105/g のオーダー）の順で検出された。

一方、Rf 耐性細菌は検出限界以下であった。 

 市販鶏ふん堆肥では、全生細菌数が約 108 CFU/g 乾物であった。抗生物質耐

性細菌は、Tc（105/g のオーダー）、Cp（105/g のオーダー）、Km（104/g のオー

ダー）、Ap（103/g のオーダー）の順で高次に検出された。一方、Vm、Rf 耐性

細菌は検出限界以下であった。 

 市販牛ふん堆肥では、全生細菌数が約 1010 CFU/g 乾物であった。抗生物質耐

性細菌は、Ap（109/g のオーダー）、Km（108/g のオーダー）、Vm（108/g のオー

ダー）、Rf（108/g のオーダー）、Cp（106/g のオーダー）、Tc（105/g のオーダー）

の順で検出された。市販牛ふん堆肥中の全大腸菌群数は約 104 CFU/g 乾物で、

その約 27 %が Tc 耐性を保持していた（表 2.3）。 

 

2.2.6 農地土壌中の抗生物質耐性細菌数  

A．家畜ふん堆肥連用土壌中の抗生物質耐性細菌数  

 生家畜ふん、堆肥製造と堆肥施用が一貫して行われている生産現場において、

それぞれの段階における抗生物質耐性細菌数を比較できるのが理想である。し

かし、家畜ふんと家畜ふん堆肥を生産する畜産経営体と、堆肥を利用する耕種

経営体は分離されており、比較可能な一貫した経営体を調査することは極めて

難しい。このため、家畜ふんと堆肥での結果と直接比較できないが、家畜ふん

堆肥を多量に施用している畑について、抗生物質耐性細菌数を調査した（図 12、
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表 2.2）。 

 愛知県の農家の豚ぷん堆肥を毎年 40t/ha を連用した野菜畑土壌では、全生細

菌数が約 109 CFU/g 乾土に達していた。抗生物質耐性細菌は、Ap（108/g のオ

ーダー）、Km（108/g のオーダー）、Vm（107/g のオーダー）、Rf（107/g のオー

ダー）、Cp（106/g のオーダー）、Tc（105/g のオーダー）の順に検出された。 

 愛知県の農家の鶏ふん堆肥を毎年 15 t/ha ずつ連用した果樹園土壌では、全生

細菌数が約 109 CFU/g 乾土であった。抗生物質耐性細菌は、Ap（107/g のオー

ダー）、Vm（106/g のオーダー）、Km（106/g のオーダー）、Cp（106/g のオーダ

ー）、Rf（105/g のオーダー）、Tc（104/g のオーダー）の順で検出された。また、

6 種類の抗生物質全てに耐性な細菌が存在した。 

 小川町のニラ生産農家のおがくず鶏ふん堆肥を 10 t/ha/y 連用した土壌につい

ては、堆肥施用直後の土壌と、堆肥施用半年後の土壌について調査したが、両

者で有意な差がなく、唯一認められた差は、Tc 耐性細菌が堆肥施用直後土壌で

約 105 CFU/g 乾土であったのが、堆肥施用半年後土壌では約 103 CFU/g 乾土と

なっていた点であった。 

 

B．家畜ふん堆肥無施用畑土壌中の抗生物質耐性細菌数  

 小川町ニラ生産農家の上記連用土壌に近接した鶏ふん堆肥無施用畑土壌では、

全生細菌数が約 108 CFU/g 乾土であった。抗生物質耐性細菌は、Ap（107/g の

オーダー）、Tc（106/g のオーダー）、Km（106/g のオーダー）、Vm（106/g のオ

ーダー）、Rf（106/g のオーダー）、Cp（106/g のオーダー）の順で検出された。 

農業環境技術研究所の堆肥無施用畑土壌について 4 月、7 月と 11 月に調査を

行った（図 13、表 2.2）。 

 年間を通して全生細菌数が約 108 CFU/g 乾土であった。この圃場にはこれま

で家畜ふん堆肥が施用されていないが、抗生物質耐性細菌が検出され、Ap 耐性

細菌が約 107 CFU/g 乾土、Vm 耐性細菌が約 106 CFU/g 乾土、Km 耐性細菌が

約 107 CFU/g 乾土、Cp 耐性細菌が約 106 CFU/g 乾土、Rf 耐性細菌が約 106 CFU/g 

乾土、Tc 耐性細菌が約 105 CFU/g 乾土存在した。 

 

2.2.7 森林土壌中の抗生物質耐性細菌数  

 上記の農業環境技術研究所の畑土壌には、抗生物質を含む家畜ふん堆肥がこ
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れまで施用されていないが、近隣の施用畑から土壌粒子とともに耐性細菌が飛

散してきて定着している可能性を否定できない。そこで、筑波山山頂近くの人

為の影響が極めて少ないと考えられる森林土壌中の抗生物質耐性細菌数を調査

した（図 14、15、表 2.3）。 

 ブナ林土壌の O 層では全生細菌数が約 109 CFU/g 乾土であった。抗生物質耐

性細菌は、Vm（109/g のオーダー）、Ap（109/g のオーダー）、Km（109/g のオー

ダー）、Cp（108/g のオーダー）、Rf（106/g のオーダー）、Tc（106/g のオーダー）

の順に検出された。また、6 種類の抗生物質全てに耐性な細菌が存在した。 

 ブナ林土壌の A 層では全生細菌数が約 107 CFU/g 乾土であった。抗生物質耐

性細菌は、Vm（106/g のオーダー）、Km（106/g のオーダー）、Ap（106/g のオー

ダー）、Cp（106/g のオーダー）、Rf（105/g のオーダー）、Tc（105/g のオーダー）

の順に検出された。また、6 種類の抗生物質全てに耐性な細菌が存在した。 

 ブナ林土壌の B 層では全生細菌数が約 106 CFU/g 乾土であった。抗生物質耐

性細菌は、Vm（105/g のオーダー）、Km（105/g のオーダー）、Ap（105/g のオー

ダー）、Cp（104/g のオーダー）、Rf（103/g のオーダー）の順に検出された。一

方、Tc 耐性細菌は検出限界以下であった。 

 シイ・カシ林土壌の O 層では全生細菌数が約 109 CFU/g 乾土であった。抗生

物質耐性細菌は、Ap（108/g のオーダー）、Vm（108/g のオーダー）、Km（108/g

のオーダー）、Cp（107/g のオーダー）、Rf（106/g のオーダー）、Tc（106/g のオ

ーダー）の順に検出された。 

 シイ・カシ林土壌の A 層では全生細菌数が約 107 CFU/g 乾土であった。抗生

物質耐性細菌は、Vm（106/g のオーダー）、Km（106/g のオーダー）、Ap（106/g

のオーダー）、Tc（105/g のオーダー）、Cp（105/g のオーダー）、Rf（105/g のオ

ーダー）の順で検出された。 

 シイ・カシ林土壌の B 層では全生細菌数が約 106 CFU/g 乾土であった。抗生

物質耐性細菌は、Km（105/g のオーダー）、Vm（105/g のオーダー）、Ap（105/g

のオーダー）、Cp（105/g のオーダー）、Rf（104/g のオーダー）、Tc（104/g のオ

ーダー）の順に検出された。 
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2.3 考察  

 

2.3.1 家畜への抗生物質投与の現状  

飼料添加物とは、飼料が含有している栄養成分の有効な利用の促進のために

使用の認められた抗生物質のことで 60）、現在 19 品目が認められている 31）。抗

生物質投与により、腸内でのクロストリジウム症やコクシジウム症等を起こす

有害細菌と有害物質産生が減少し、またこれらによって腸管内壁が薄くなり栄

養吸収率が高くなり、成長促進の効果があるとされている。しかし、疑問の声

もある。長年、飼料添加を行ってきたために、その添加効果よりも、添加しな

いことによる病気の発生などへの不安が大きく働いているようである。  

動物体内における抗生物質耐性菌の出現原因の 1 つとして、この成長促進剤

としての抗生物質使用が挙げられる。治療目的に高用量で短期間使用されるよ

りも、低用量で長期に抗生物質に曝されると、動物体内の細菌がそれらの抗生

物質に耐性を獲得する機会が高まるからである。これによって家畜体内で抗生

物質耐性菌が増加し、耐性菌が付着した畜産物を食べることや家畜に接触する

ことによって、ヒトの体内でも耐性菌が増殖し、抗生物質が効かないという危

険性が生まれてくることが懸念されている。また、動物専用医薬品であっても、

ヒトに使用される抗生物質と類似化合物であるために、影響を与える可能性も

ある。例えば、動物用肥育促進剤のアボパルシンがバンコマイシンの構造に類

似していたために，動物体内でできた VRE がヒトに広がったのではないかとい

う議論が起き、そのため、日本では 1997 年にアボパルシンは使用禁止となった

62）。 

最近の家畜生産は大規模経営体で集約的に行われるようになった。また、近

年問題となっている狂牛病や鳥インフルエンザなどの社会的不安から消費者の

求める安全性レベルが向上した。そのため、徹底した衛生管理が重要となり、

予防効果を求めて過剰に薬剤投与する風潮が生じている。  

農林水産省消費・安全局が耐性菌の観点から飼料添加物の見直しを開始しよ

うと、食品安全委員会に意見を聴くなどの調査の結果、食品を介してヒトの健

康に影響を及ぼす細菌に対する抗菌性物質の重要度のランク付けについての政

策を作成したが 54）、ここでは、「家畜等に動物用抗菌性物質を使用することに
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より選択される薬剤耐性菌が食品を介してヒトに伝播し、ヒトが当該耐性菌に

起因する感染症を発生した場合に、ヒト用抗菌性物質による治療効果が減弱あ

るいは喪失する可能性及びその程度」のリスク評価を行うためのものであり、

食品を介するルートに限定されており、家畜排泄物を介した環境へのルートに

は目が向けられていない。 

 

2.3.2 家畜ふん中の抗生物質耐性菌レベル  

本実験では、つくば市養豚農家の母豚（使用抗生物質不明）のふんからの

PTYG 培地分離細菌には、他の豚ぷんサンプルと比べてバンコマイシン耐性細

菌が少なく、リファンピシン耐性細菌は検出限界以下であった（図 3、表 2.1）。

これは、この農家では飼料添加物にリファンピシン、あるいはそれに類似した

抗生物質が使用されておらず、これらに多くの細菌が感受性を持っていたので

はないかと推定される。それに対し、畜産草地研究所の「LWD」子豚のふんに

は、つくば市養豚農家豚ぷんに比べ全生細菌数レベルが低かったものの、用い

た 6 種類の抗生物質に耐性な細菌が高レベルで存在していた。さらに、畜産草

地研究所の「梅山豚」子豚のふんには、「LWD」子豚のふんと同様に、用いた 6

種類の抗生物質に耐性な細菌が高レベルで存在し、全生細菌数の 100 %がテト

ラサイクリン耐性、83 %がアンピシリン耐性、20 %がカナマイシン耐性を示し、

耐性細菌レベルが非常に高かった。畜産草地研究所の 2 種類のブタには、飼料

添加物としてエフロトマイシンと硫酸コリスチンが使用されていたが、アンピ

シリン、カナマイシン、テトラサイクリンにも耐性な細菌が高レベルで存在し

た。 

子豚は、多発性漿膜炎を起こすグレーサー病、呼吸器感染症であるマイコプ

ラズマ肺炎などにかかりやすく、飼料添加物にはもちろん、治療薬や予防薬と

しても抗生物質が多量に使用されている。グレーサー病にはペニシリン系やテ

トラサイクリン系抗生物質が、マイコプラズマ肺炎にはテトラサイクリン系や

マクロライド系などの抗生物質が有効であるとされている 38）。ペニシリン系の

アンピシリンやテトラサイクリンに耐性な細菌レベルが高かったのは、抗生物

質が飼料添加または投与され、耐性細菌が増加したのではないかと推定される。

また、つくば市養豚農家の母豚のふんよりも畜産草地研究所の豚ぷんにおいて
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抗生物質耐性細菌の割合が高かったのは、抗生物質が多種類かつ多量に与えら

れていた子豚由来であったためと推定される。 

3 つの鶏ふんサンプルからも、用いた 6 種類の抗生物質に耐性を持った細菌

が検出された。日本では 1997 年に飼料添加物としての使用が禁止となったアボ

パルシンに類似したバンコマイシンに耐性な細菌も多数検出された。これらの

耐性細菌の耐性メカニズムは不明であるが、抗生物質の添加が禁止になった後

にも、耐性細菌が鶏ふん中に存在していることは注目される。また、飼養過程

で抗生物質を一切使用していないとしている小川町イセ・ファーム社の採卵鶏

鶏ふんにも、用いた 6 種類の抗生物質に耐性な細菌が存在した。治療目的や成

長促進剤としては抗生物質を使用していないことから、自然界由来の抗生物質

耐性細菌が既に飼料に存在していたためと推定される。畜産草地研究所のブロ

イラー雛鳥のふんでは、全生細菌数が 1013 CFU/g 乾物以上と非常に多く、各抗

生物質耐性細菌数も多く検出された。これに対して、小川町養鶏農家の採卵鶏

のふんは、排泄直後のものではなく、鶏の羽が多く混入したものであった。そ

のため、全生細菌数や抗生物質耐性細菌数が 3 サンプル中で最も少なかったと

推測される。（図 5、表 2.1）。より家畜体内の耐性細菌を正確に把握するために

は、直腸ふんに近い新鮮な糞便が望ましいと考えられる。  

 ふん中の抗生物質耐性細菌数がブロイラー雛鶏で採卵鶏よりも多い傾向を示

したのは、飼料採取した 2002 年時、飼養羽数が採卵鶏では 13,730 万羽、ブロ

イラーでは 1,037 万羽と採卵鶏が 10 倍以上 68）であるのに対し、採卵鶏の 7 倍

近くの抗生物質が飼料添加物としてブロイラーに使用されており 67）、ブロイラ

ー雛鶏でより多くの抗生物質が使用されていることを反映している可能性が高

い。 

 

2.3.3 家畜ふん堆肥中の抗生物質耐性菌レベル  

家畜ふんから、極めて多数の抗生物質耐性細菌が検出されたが、堆肥化する

と、減少・消失する抗生物質耐性細菌があることが明らかになった。また、高

温での十分な堆肥化が行われていないために、耐性細菌が残存しているケース

があると推定された。 

つくば市養豚農家の 2 種類の豚ぷん堆肥中では、生ふんに比べて、カナマイ
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シン耐性細菌とバンコマイシン耐性細菌が明らかに減少しており、堆肥化によ

って両抗生物質耐性細菌数が減少することが確認された。堆肥化程度の違うサ

ンプルの比較から、前者は比較的早期に、後者は時間をかけて減少したと推定

される（図 7、表 2.1）。  

小川町養鶏農家の 2 種類の鶏ふん堆肥中では、堆肥化に伴い数の減少した抗

生物質耐性細菌と増加した耐性細菌が認められた。すなわち、堆肥化に伴い、

リファンピシン耐性細菌は比較的短時間で、クロラムフェニコールは長時間か

けて減少したと推定される。未熟鶏ふん堆肥中では検出限界以下であったバン

コマイシン耐性細菌が完熟鶏ふん堆肥中で約 104 CFU/g 乾物検出されたことが

注目された（図 8、表 2.1）。これは、堆肥化過程である程度温度が上昇して耐

性細菌数が一時的に減少したものの、その後の温度低下で細菌が増加したと推

測される。 

小川町イセ・ファーム社の 2 種類の鶏ふん堆肥中では、堆肥化により、抗生

物質耐性細菌数の顕著な減少が確認された。未熟高温堆積中鶏ふん中では、全

生細菌数が約 103 CFU/g 乾物であったが、用いた 6 種類の抗生物質に耐性な細

菌は、全て検出限界以下であった。完熟鶏ふん堆肥中では、アンピシリン耐性

細菌がわずかに検出されたが、他の 5 種類の抗生物質に耐性な細菌は、全て検

出限界以下であった。イセ・ファーム社は、大型の屋内施設で堆肥化を行って

おり、素手では熱いと感ずるほどの温度が出ており、70～80°C に達する高温で

の堆肥化が行われていたものと推測される（図 9、表 2.1、写真 5）。 

小川町ニラ生産農家の屋外に堆積したおがくず鶏ふん堆肥については、どの

養鶏場で飼養された鶏のふんをどのように堆肥化したかは具体的には不明であ

った。全生細菌数が小川町養鶏農家、小川町イセ・ファーム社の完熟堆肥より

も約 10～100 倍多く、抗生物質耐性細菌は用いた 6 種類の抗生物質に耐性を持

つ細菌が高レベルで検出された（表 2.1、写真 4）。この結果は、堆肥化過程で

十分な高温が発生しなかったために、抗生物質耐性細菌が生き残っていたと推

定される。 

また、ホームセンターで販売されている堆肥についても調査を行った（図 11、

表 2.1）。その結果、市販豚ぷん堆肥中の抗生物質耐性細菌は、リファンピシン

耐性細菌は検出限界以下であったものの、他の抗生物質耐性細菌数はつくば市
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養豚農家豚ぷんと同じようなレベルであり、十分な堆肥化が行われていないと

推測された。テトラサイクリン耐性細菌を除いて、明らかに畑土壌よりも多く

の抗生物質耐性細菌が存在しており、このような堆肥を畑に大量に施用するこ

とにより、土壌細菌叢にも影響を与える恐れがあると考えられる。  

市販鶏ふん堆肥では、バンコマイシンおよびリファンピシン耐性細菌は検出

限界以下であり、他の堆肥では多く検出されたアンピシリン耐性細菌、バンコ

マイシン耐性細菌、カナマイシン耐性細菌が少なく、テトラサイクリン耐性細

菌が最も多かった。この堆肥は、全生細菌数が畑土壌と同レベルであり、最も

多く検出されたテトラサイクリン耐性細菌も畑土壌と同レベルで、市販堆肥の

中では、比較的良く堆肥化されたものと推測された。  

市販牛ふん堆肥では、アンピシリン耐性細菌、カナマイシン耐性細菌、バン

コマイシン耐性細菌、リファンピシン耐性細菌が非常に高い割合であった。さ

らに、市販堆肥の中では唯一大腸菌群が検出され、全大腸菌群数の約 27 %がテ

トラサイクリン耐性を保持していた（表 2.3）。この堆肥は、テトラサイクリン

耐性細菌を除いて、全生細菌数、他の抗生物質耐性細菌数が畑土壌の細菌数レ

ベルを越えており、市販豚ぷん堆肥同様に、畑に大量に施用すると、土壌細菌

相に影響を与える恐れがあると推測された。 

3 サンプルのみの調査であったが、市販堆肥には、農家や大型堆肥化施設で

作られた堆肥よりも抗生物質耐性細菌がはるかに多いものも存在していること

が認められた。中でも、豚ぷん堆肥と牛ふん堆肥は抗生物質耐性細菌数が畑土

壌の細菌数レベルを越えており、堆肥としては不十分な段階のものであること

が推測された。 

 

2.3.4 抗生物質耐性菌のリスクを低減させる堆肥化条件  

イセ・ファーム社のように高温で長期間をかけて堆肥化を行えば、家畜ふん

中の抗生物質耐性細菌が大幅に減少すると推定される。市販牛ふん、豚ぷんお

よ び 鶏 ふ ん 堆 肥 に 、 Salmonela 、 Entrohemorrhagic E. coli O157:H7 や L. 

monocytogenes を接種し、32°C で保存し、生残性を見た後藤らの研究では、4

ヶ月後でもこれらの接種菌が残存していたことから、堆肥化の際に十分に高温

発酵させることの重要性が述べられている 27）。 
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また、全国の堆肥センターから送付された 60 点の家畜ふん堆肥から抗生物質

の検出を試みた調査では、すべての堆肥で陰性であったことが報告されている

15）。堆肥化の過程で抗生物質が微生物に分解されたり、60～70°C の高温で、分

解、失活したりしたと考えられる。しかし、耐性細菌の中には高温・乾燥状態

でも生き残れるものが多数存在する。そして、異種細菌の間で、耐性をコード

する遺伝子の乗ったプラスミド DNA を介した耐性遺伝子の伝達もできる。つ

まり、堆肥化によって抗生物質が消失したとしても、耐性細菌が堆肥化後に生

き残り、環境中の一般細菌へ耐性遺伝子だけを転移する可能性は否定できない。 

「家畜排せつ物の管理の適正化及び利用の促進に関する法律」の施行 69）や

有機農業への関心の高まりから、今後、家畜ふん堆肥の施用量はますます増加

すると予測される。家畜ふんは、こうしたリスクを持った細菌を含んでいるこ

とを認識し、安全な堆肥作りをすることが大切となる。  

 

2.3.5 家畜ふん堆肥施用履歴のない土壌中の抗生物質耐性細菌レベル  

一般的には抗生物質の乱用によって抗生物質耐性細菌が出現したと理解され

ているが、抗生物質を使用していないイセ・ファーム社の採卵鶏のふん中、堆

肥無施用畑土壌中や森林土壌中でも抗生物質耐性細菌が多数検出された（図 5、

13、14、15、表 2.1、2.2）。これらの結果から、土壌などの自然の場においては

細菌が他の微生物との競争に打ち勝って、自ら生存を確保するために抗生物質

を生産し、それに対抗するメカニズムとして抗生物質耐性機構が多くの細菌に

獲得されているのではないかと推定することができる。そして、抗生物質を使

用することによって、自然界に存在する抗生物質耐性細菌の中から耐性細菌が

選択的に増加しているのではないかと推定される。 

本実験で、家畜ふん堆肥無施用土壌表土と人為の影響の極めて少ないと考え

られる森林土壌 A 層での抗生物質耐性菌数はほぼ同レベルで、108/g 乾土のオ

ーダーの全生細菌数に対して、抗生物質耐性細菌数は 105～107 CFU/g 乾土のレ

ベルで存在した。これらの結果は、旧西ドイツとオランダの土壌でカナマイシ

ン耐性細菌数が 105/g のオーダーで検出されたとの報告 82）よりも、100 倍近く

多かった。また、いくつかの国における土壌中の抗生物質耐性細菌数を調査し

た結果では、アンピシリン（全菌数より 1 オーダー低い）、カナマイシン、クロ
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ラムフェニコール、リファンピシンおよびテトラサイクリン（全菌数より 3～4

オーダー低い）で検出された報告 33）がなされており、それらの結果と比較し

て、本実験のカナマイシン、クロラムフェニコールおよびリファンピシン耐性

細菌数は 1～2 オーダー多かった。しかし、各国の土壌中の餌となる有機物含量

の違いが細菌数にも影響している可能性もあるので、比較が難しい。  

 

2.3.6 家畜ふん堆肥連用による抗生物質耐性細菌数への影響  

家畜ふん堆肥を多量に連用した畑土壌では、家畜ふん堆肥に残存している抗

生物質耐性細菌が土壌中でも生き残り、元々土壌中に存在していた耐性細菌に

加えて耐性細菌数が増加するのではないかと想定して調査を行った。愛知県農

家豚ぷん堆肥連用畑土壌中では、農業環境技術研究所の堆肥無施用畑土壌中と

比べて、全生細菌数が約 20～30 倍多く、抗生物質耐性細菌数は、約 10 倍程度

多かった（Student t-test；p < 0.05）。このことから、家畜ふん堆肥連用により全

生細菌数、抗生物質耐性細菌数が増加したのではないかと推測される。しかし、

愛知県農家豚ぷん堆肥連用畑土壌以外のサンプルでは、明確な差異を確認でき

なかった。 

また、小川町ニラ生産農家の屋外堆積のおがくず鶏ふん堆肥を連用した土壌

では、堆肥の施用直後、施用半年後で明確な差は見られず、唯一認められた差

はテトラサイクリン耐性細菌が施用直後で約 105 CFU/g 乾土であったのが、施

用半年後では約 103 CFU/g 乾土となっていた点で、施用直後の土壌中では堆肥

中由来のテトラサイクリン耐性細菌が多く残存しており、施用後に減少したも

のと推測される。 

デンマークにおいて、年 0～31 t/ha の豚ぷんスラリー施用が土壌中の抗生物

質耐性細菌に与える影響を 5 つの農場において調査した結果によると、施用直

後にテトラサイクリン耐性菌が 10 倍程度増加し、1 年後には元土壌のレベルに

低下したことが示された 80）。さらに、テトラサイクリン耐性菌の割合は、テト

ラサイクリンの投与量が多い農場で高く、投与量が低いまたはしていない農場

では低いという相関が得られた。これらの結果は、家畜ふん堆肥施用により土

壌中の抗生物質耐性細菌数が増加することを示している。  

本実験では、対照土壌として同農家の鶏ふん堆肥無施用畑土壌を採取し、比
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較してみたが、明確な増減は見られなかった（図 12、表 2.2）。堆肥を施用して

いる畑と距離が近かったため、耐性細菌が飛散している可能性もあり、対照土

壌としては望ましいものではなかったと推測される。今後は、厳密な実験系で

家畜ふん堆肥施用による土壌中への抗生物質耐性細菌数の影響を調査すること

が必要である。 

 

2.3.7 抗生物質耐性菌の耕地における拡散の可能性  

現在、家畜ふん堆肥の耕種での利用が促進されている。その際、家畜体内に

生存している抗生物質耐性菌の問題について、食肉としての安全性という観点

から多くの研究がなされているが、ふん尿を通した野外環境への流出について

の関心はまだ低い。しかし、家畜への抗生物質使用により抗生物質耐性細菌が

選択され、ふん尿スラリーを通じて地下水、畑作物へと流出し、ヒトへ影響を

与える可能性が指摘されている 95）。また、有機肥料中の細菌の 2～25 %から

VRE が検出され、この菌と同じ遺伝子型を保有する細菌が、国産および輸入野

菜の 33 および 34 %から検出されたという報告がある 27）。その中で、家畜腸管

病原菌の生残する未熟堆肥を介した栽培野菜への二次汚染の懸念が述べられて

いる。また、堆肥中に病原性細菌が存在していたとすると、家畜ふん尿に由来

する病原性大腸菌、サルモネラ菌、リステリア菌などの有害細菌が、家畜糞尿

→農地土壌→作物体→収穫物という過程の中で、収穫した農産物に付着する可

能性を否定できないという指摘もされている 83）。未熟堆肥を多量施用した場合、

土壌の抗生物質耐性菌数が一時的に増加し、植物根や、降雨で跳ね上がった土

壌とともに茎葉に定着する可能性を否定できない。こうしたリスク評価に必要

な研究を早急に蓄積することが望まれる。 

欧州委員会は食品安全白書の中で、家畜への成長促進剤としての抗生物質の

段階的廃止や禁止の意向を発表した 24）。また、抗生物質の臨床および家畜衛生

上での使用の安全性を提起し、科学運営委員会で抗生物質耐性細菌の安全性の

評価基準を調査した 25）。日本では、内閣府食品安全委員会が飼料添加物及び動

物用医薬品に起因する薬剤耐性菌の食品健康影響を評価するための基礎資料と

して、「食品を介してヒトの健康に影響を及ぼす細菌に対する抗菌性物質の重要

度のランク付けについて」54）を発表した。循環型社会構築に際して抗生物質耐
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性細菌の問題は、避けられない課題であることが認識されつつある。  
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表１ 供試試料 
  サンプリング地点 採取期日 備考 

つくば市酒丸養豚農家 2002年9月5日 母豚 

畜産草地研究所豚舎 2002年10月15日 豚1（LWD子豚） 

豚ぷん 

 

3点 畜産草地研究所豚舎 2002年10月15日 豚2（梅山豚子豚） 

畜産草地研究所養鶏舎 2002年10月15日 ブロイラー雛鳥 

イセ・ファーム鶏ふん堆肥製造施設 2003年3月12日 抗生物質無添加・採卵鶏

家畜ふん 

 

 

 

 

6点 

鶏ふん 

 

3点 小川町養鶏農家養鶏舎 2003年3月12日 抗生物質無添加・採卵鶏

市販豚ぷん堆肥（つくば市） 2002年5月8日  

つくば市酒丸養豚農家堆肥場 2002年9月5日 堆肥1（未熟堆肥） 

豚ぷん堆肥 

 

3点 つくば市酒丸養豚農家堆肥場 2002年9月5日 堆肥2（完熟堆肥） 

市販鶏ふん堆肥（つくば市） 2002年5月8日  

小川町農家野積み堆肥場 2002年5月15日  

イセ・ファーム鶏ふん堆肥製造施設 2003年3月12日 堆肥1（未熟堆肥） 

イセ・ファーム鶏ふん堆肥製造施設 2003年3月12日 堆肥2（完熟堆肥） 

小川町養鶏農家 2003年3月12日 堆肥1（未熟堆肥） 

鶏ふん堆肥 

 

 

 

 

6点 小川町養鶏農家 2003年3月12日 堆肥2（完熟堆肥） 

家畜ふん

堆肥 

 

 

 

 

 

 

 

10点 
牛ふん堆肥 市販牛ふん堆肥（つくば市） 2002年5月8日  

豚ぷん堆肥連用土壌 愛知県農家畑土壌 2002年7月26日 40 t/ha・8年間連用 

愛知県農家果樹圃場 2002年7月26日 15 t/ha・10年間連用 

小川町農家畑圃壌 2002年5月15日 100 t/ha・10年間連用 

（施用直後） 

鶏ふん堆肥連用土壌 

 

3点 

小川町農家畑圃壌 2002年5月15日 100 t/ha・10年間連用 

（施用半年後） 

小川町農家畑圃壌 2002年5月15日  

農業環境技術研究所畑圃壌 2002年4月24日  

農業環境技術研究所畑圃壌 2002年7月9日  

農地土壌 

 

 

 

 

 

 

8点 

堆肥無施用土壌 

 

 

4点 農業環境技術研究所畑圃壌 2002年11月30日  

筑波山ブナ林 2003年9月29日 O層 

筑波山ブナ林 2003年9月29日 A層 

広葉樹林土壌1 

 

3点 筑波山ブナ林 2003年9月29日 B層 

筑波山シイ・カシ林 2003年9月29日 O層 

筑波山シイ・カシ林 2003年9月29日 A層 

森林土壌 

 

 

 

 

6点 

広葉樹林土壌2 

 

3点 筑波山シイ・カシ林 2003年9月29日 B層 
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写真１ 畜産草地研究所「梅山豚」子豚 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真 2 畜産草地研究所「チャンキー」肉鶏舎 
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写真 3 つくば市養豚農家堆肥場 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
写真 4 小川町ニラ農家屋外堆積おがくず鶏ふん堆肥 
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写真 5 イセ・ファーム社堆肥化施設 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真 6 小川町養鶏農家 
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写真 7 筑波山ブナ林 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真 8 筑波山シイ・カシ林
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表 2.1 家畜ふんおよび家畜ふん堆肥中の抗生物質耐性細菌数 
 畜草研LWD 豚ぷん 畜草研梅山豚豚ぷん 畜草研チャンキー鶏ふん つくば市養豚農家豚ぷん つくば市養豚農家未熟堆肥 つくば市養豚農家完熟堆肥 

全生細菌数 8.14×108 2.63×109 1.14×1013 3.83×1011 7.80×107 1.07×109 
    
アンピシリン耐性細菌 1.10×108 2.19×109 7.50×1011 1.15×109 7.88×105 2.27×106 
バンコマイシン耐性細菌 1.01×107 1.28×107 3.51×1010 5.36×104 1.17×104 aN.D. 
カナマイシン耐性細菌 2.76×108 5.25×108 3.23×1011 9.10×109 N.D. N.D. 
クロラムフェニコール耐性細菌 1.31×107 2.28×107 1.80×108 3.21×106 3.90×103 1.24×105 
リファンピシン耐性細菌 6.21×105 1.02×106 1.34×107 N.D. N.D. N.D. 
テトラサイクリン耐性細菌 5.06×107 3.01×109 3.66×109 3.83×106 5.93×104 1.07×103 

 イセ・ファーム社鶏ふん イセ・ファーム社未熟堆肥 イセ・ファーム社完熟堆肥 小川町養鶏農家鶏ふん 小川町養鶏農家未熟堆肥 小川町養鶏農家完熟堆肥 

全生細菌数 3.19×1012 3.28×103 1.34×107 2.64×1011 1.36×107 1.16×108 
   

アンピシリン耐性細菌 5.82×109 N.D. 1.25×103 3.84×106 1.42×106 7.38×105 
バンコマイシン耐性細菌 2.61×107 N.D. N.D. 4.20×107 N.D. 6.77×103 
カナマイシン耐性細菌 1.70×108 N.D. N.D. 1.56×106 1.48×106 2.52×104 
クロラムフェニコール耐性細菌 3.12×106 N.D. N.D. 8.40×103 4.37×103 N.D. 
リファンピシン耐性細菌 5.58×105 N.D. N.D. 1.20×105 N.D. N.D. 
テトラサイクリン耐性細菌 6.03×108 N.D. N.D. 1.33×106 7.45×102 1.85×103 

 市販豚ぷん堆肥 市販鶏ふん堆肥 市販牛ふん堆肥 小川町おがくず鶏ふん堆肥

全生細菌数 7.42×1011 8.84×107 3.57×109 9.14×109

  
アンピシリン耐性細菌 7.42×109 2.17×103 3.15×108 9.14×106

バンコマイシン耐性細菌 1.05×109 N.D. 2.34×108 2.71×106

カナマイシン耐性細菌 1.20×109 5.42×103 2.49×108 8.91×106

クロラムフェニコール耐性細菌 6.11×106 3.38×104 2.81×106 7.04×104

リファンピシン耐性細菌 N.D. N.D. 4.11×107 1.28×106

テトラサイクリン耐性細菌 4.67×104 2.99×105 8.50×104 3.63×104

aN.D.: Not detected                                                  （CFU/g DM）       

31 
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表 2.2 農地土壌および森林土壌中の抗生物質耐性細菌数 
 農環研畑土壌 4 月 農環研畑土壌 7 月 農環研畑土壌 11 月 小川町堆肥無施用畑土壌

全生細菌数 4.03×107 4.76×107 5.32×107 4.50×107

 

アンピシリン耐性細菌 3.65×106 1.01×107 3.38×106 5.59×106

バンコマイシン耐性細菌 1.73×106 1.90×106 2.84×106 1.95×106

カナマイシン耐性細菌 2.73×106 5.41×106 3.95×106 2.96×106

クロラムフェニコール耐性細菌 7.80×105 1.03×106 1.78×106 4.19×105

リファンピシン耐性細菌 2.14×106 2.56×106 4.13×106 6.47×105

テトラサイクリン耐性細菌 6.25×104 8.94×104 9.69×104 3.04×106

 小川町当年鶏ふん堆肥施用土壌 小川町前年鶏ふん堆肥施用土壌 愛知鶏ふん堆肥連用土壌 愛知豚ぷん堆肥連用土壌

全生細菌数 8.24×107 7.43×107 1.11×109 6.99×109

 

アンピシリン耐性細菌 8.36×106 6.48×107 7.51×106 1.08×108

バンコマイシン耐性細菌 1.50×106 2.59×106 2.02×106 1.69×107

カナマイシン耐性細菌 5.02×106 3.42×106 1.98×106 3.13×107

クロラムフェニコール耐性細菌 3.37×105 5.68×105 1.02×106 2.09×106

リファンピシン耐性細菌 7.70×105 5.68×105 5.65×104 4.64×106

テトラサイクリン耐性細菌 7.14×104 1.08×103 1.26×104 1.33×105

 ブナ林土壌O 層 ブナ林土壌A 層 ブナ林土壌B 層 シイ・カシ林土壌O 層 シイ・カシ林土壌A 層 シイ・カシ林土壌B 層 

全生細菌数 2.52×109 1.09×107 2.19×106 1.61×109 7.45×106 1.57×106 
   

アンピシリン耐性細菌 5.15×108 1.39×106 7.67×104 2.25×108 1.12×106 1.11×105 
バンコマイシン耐性細菌 5.52×108 1.74×106 2.63×105 2.14×108 1.79×106 1.57×105 
カナマイシン耐性細菌 3.31×108 1.51×106 1.64×105 5.78×107 1.19×106 2.10×105 
クロラムフェニコール耐性細菌 5.06×107 4.52×105 8.76×103 2.24×107 1.49×105 4.00×104 
リファンピシン耐性細菌 2.54×106 8.47×104 1.10×103 2.26×106 8.20×104 1.05×104 
テトラサイクリン耐性細菌 2.02×106 8.12×104 N.D. 7.49×105 2.24×105 7.86×103 
aN.D.: Not detected                                                  （CFU/g Dry soil） 

32 



 33

 
 

表 2.3 テトラサイクリン耐性腸内細菌数 

 つくば市養豚農家豚ぷん 畜草研LWD 豚ぷん 畜草研梅山豚豚ぷん 畜草研チャンキー鶏ふん 市販牛ふん堆肥

全大腸菌群数 2.37×105 1.10×105 1.21×107 2.32×109 1.40×104

  

テトラサイクリン耐性大腸菌群数 2.69×105 8.28×104 1.36×107 2.81×108 3.83×103

  
全腸球菌数 7.65×103 1.96×106 7.04×107 7.13×109 N.D.
  

テトラサイクリン耐性腸球菌数 3.06×103 1.85×106 3.96×107 3.75×109 N.D.

 イセ・ファーム社鶏ふん イセ・ファーム社未熟堆肥 イセ・ファーム社完熟堆肥 小川町養鶏農家鶏ふん 小川町養鶏農家未熟堆肥 小川町養鶏農家完熟堆肥 

全大腸菌群数 1.11×109 N.D. N.D. 1.56×105 7.45×103 N.D 
   

テトラサイクリン耐性大腸菌群数 4.00×108 N.D. N.D. 3.55×104 26.8×104 N.D 

   
全腸球菌数 2.78×108 N.D. N.D. 6.71×108 3.20×104 N.D 
   

テトラサイクリン耐性腸球菌数 5.10×106 N.D. N.D. 1.13×107 N.D. N.D 

   
全乳酸菌類数 1.29×1010 N.D. 2.44×105 5.14×109 8.34×105 4.92×105 
   

テトラサイクリン耐性乳酸菌類数 3.20×107 N.D. N.D. 3.88×107 3.73×103 N.D 
aN.D.: Not detected                                                                                   （CFU/g DM） 
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図 3 豚ぷん中の 6 種類の抗生物質に対する耐性細菌数 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 豚ぷん中腸内細菌群におけるテトラサイクリン耐性細菌数 
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図 5 鶏ふん中の 6 種類の抗生物質に対する耐性細菌数 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 鶏ふん中腸内細菌群におけるテトラサイクリン耐性細菌数 

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

全生細菌 Ap-r Vｍ-r Km-r Cp-r Rf-r Tc-r

L
o

g
 C

F
U

/
g
 D

M

畜産草地研究所鶏（肉雛鶏）

イセ・ファーム社（採卵成鶏）

小川町養鶏農家（採卵成鶏）

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

全大腸菌群 Tc-r 全腸球菌 Tc-r

L
o

g
 C

F
U

/
g
 D

M

畜産草地研究所鶏（肉雛鶏）

イセ・ファーム社（採卵成鶏）

小川町養鶏農家（採卵成鶏）



 36

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 7 豚ぷん堆肥中の 6 種類の抗生物質に対する耐性細菌数 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 鶏ふん堆肥中の 6 種類の抗生物質に対する耐性細菌数（1） 
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図 9 鶏ふん堆肥中の 6 種類の抗生物質に対する耐性細菌数（2） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 10 鶏ふん、鶏ふん堆肥中連鎖球菌・乳酸菌類における 
テトラサイクリン耐性菌数 
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図 11 市販堆肥中の 6 種類の抗生物質に対する耐性細菌数 
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図 12 堆肥連用畑状態土壌中の抗生物質耐性細菌数
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図 13 堆肥無施用畑土壌中の抗生物質耐性細菌数  
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図 14 ブナ林土壌中の抗生物質耐性細菌数  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15 シイ・カシ林土壌中の抗生物質耐性細菌数
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第3章 農業環境中における多剤耐性菌の出現 
 

医療現場では、抗生物質多剤耐性菌が深刻な問題となっているが、農業環境

中では多剤耐性菌が存在するのか、また、その多剤耐性レベルはどれくらいの

ものなのかを調査するために、上記の実験で豚ぷん、鶏ふん、豚ぷん堆肥、堆

肥無施用土壌及び森林土壌から分離した 6 種類の抗生物質に耐性な細菌を、サ

ンプルごとに各 10 株を供試し、他の 5 つの抗生物質に対する耐性を調査した。 

 

3.1 材料および方法 

 

3.1.1 供試細菌  

 畜産草地研究所の「LWD」子豚の豚ぷんから分離した各抗生物質耐性細菌各

10 株、つくば市内ホームセンターで市販されていた豚ぷん堆肥から分離した同

各 10 株、農業環境技術研究所の堆肥無施用畑圃場の土壌（2002 年 11 月採取）

から分離した同各 10 株、筑波山のブナ林土壌の A 層から分離した同各 10 株、

合計 4 サンプル×6 抗生物質×10 株の 240 菌株を用いた。なお、市販豚ぷん堆

肥については、リファンピシン耐性細菌が検出されなかったため、リファンピ

シンを除く 5 抗生物質耐性細菌を用いた。各細菌は、以下の方法によって純化

した。 

① コロニーを計数の後、各抗生物質耐性細菌 10 コロニーを無作為に選び、分

離培地と同種類、同濃度の抗生物質含有 PTYG 平板培地に白金耳で植菌した。 

② コロニー形成後、単一コロニーを分離培地と同種類、同濃度の抗生物質含有

PTYG 液体培地 5 ml に移植し、30 °C で 3 日間振盪培養した。 

③ 培養液を希釈し、順次作成した希釈液を、再度分離培地と同種類、同濃度の

抗生物質含有平板培地に 100 µl 塗布し、30 °C で 3 日間静置培養した。 

④ ②、③の作業を再度行い、各抗生物質耐性細菌を純粋分離した。 

 

3.1.2 供試抗生物質  

 家畜ふん、堆肥および土壌中の抗生物質耐性細菌の計数に用いた 6 種類の抗

生物質のほか、畜産草地研究所の「LWD」子豚に硫酸コリスチンが飼料添加物と
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して使用されていたことから、「LWD」子豚の豚ぷんから得られた各抗生物質耐

性細菌の多剤耐性の検討には、硫酸コリスチンも加えた。なお、コリスチンは細

胞質膜傷害剤でグラム陰性細菌に有効なペプチド系抗生物質である。 

性状は以下の通りである。 

 

3.1.3 使用培地 

PTYG 培地に各抗生物質を 50 µg/ml 加えた寒天平板を使用した。 

 

3.1.4 多剤耐性の検討  

単離した各抗生物質耐性細菌各 10 株をそれぞれ他の 5 種類（畜産草地研究

所の「LWD」子豚の豚ぷんの抗生物質耐性細菌においてはコリスチンも含めて

6 種類）の抗生物質含有平板培地に移植し、30°C で培養し、24 時間後の生育の

有無により多剤耐性を検討した。 
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3.2. 結果  

 

3.2.1 豚ぷん中の抗生物質耐性細菌の多剤耐性 

豚ぷんについては、畜産草地研究所の LWD 子豚（飼料にエフロトマイシン、

硫酸コリスチンを添加）のふんから分離された耐性株について調べた（図 16、

表 3）。 

その結果，分離された細菌の多くが多剤耐性を有していることと、アンシピ

リン耐性株と他の 5 つの抗生物質耐性株との間には、多剤耐性の点でかなりの

違いがあることが注目された。すなわち、Ap 耐性株は、10 株中 8 株が他の 1

剤に、1 株が他の 2 剤に、1 株が 3 剤に耐性を示した。そして、Vm、Km、Cp、

Rf、Tc 耐性株は、10 株全てが他の 5 剤にも耐性を有していた。 

 また、畜産草地研究所の子豚のふんから分離した菌株については、飼料に添

加されていた、グラム陰性細菌に特異的に作用するコリスチンに対する耐性の

有無も調べた。その結果、Ap 耐性の 10 株は全て感受性を示し、他の Vm、Km、

Cp、Rf、Tc 耐性株は 10 株全てが耐性を示した。 

 

3.2.2 豚ぷん堆肥中の抗生物質耐性細菌の多剤耐性  

豚ぷん堆肥については、ホームセンターで市販されていた豚ぷん堆肥から分

離された耐性株について調べた。Rf 耐性株については試料から検出されなかっ

たため、これを除く他の抗生物質耐性株について調査した。その多くが多剤耐

性を有し、Rf を除く他の抗生物質 4 剤全てにも耐性な株が多く認められた。 

Ap 耐性株は、3 株が他の 1 剤に、4 株が 2 剤に、2 株が 3 剤に、1 株が 4 剤

に耐性を有し、Vm 耐性株は、10 株全てが他の 4 剤に耐性を有し、Km 耐性株

は、4 株が他の 3 剤に、6 株が 4 剤に耐性を有し、Cp 耐性株は、4 株が他の 1

剤に、1 株が 3 剤に、4 株が 4 剤に耐性を有し、Tc 耐性株は、10 株全てが他の

4 剤に耐性を有していた。 

 

3.2.3 堆肥無施用畑土壌中の抗生物質耐性細菌の多剤耐性 

農業環境技術研究所の堆肥無施用畑土壌から 11 月に分離した耐性株につい

て調べた。その結果、家畜ふん堆肥を施用した履歴がないにもかかわらず、耐
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性株の多くが多剤耐性を示すことが認められた。 

 Ap 耐性株は、3 株が他の 2 剤に、6 株が 3 剤に、1 株が 4 剤に耐性を有し、

Vm 耐性株は、2 株が他の 3 剤に、8 株が 5 剤に耐性を有し、Km 耐性株は、4

株が他の 4 剤に、6 株が 5 剤に耐性を有し、Cp 耐性株は、3 株が他の 1 剤に、

3 株が他の 2 剤に、3 株が 3 剤に、1 株が 4 剤に耐性を有し、Rf 耐性株は、6

株が他の 4 剤に、4 株が 5 剤に耐性を有し、Tc 耐性株は、10 株全てが他の 5

剤に耐性を有していた。 

 

3.2.4 森林土壌中の抗生物質耐性細菌の多剤耐性 

筑波山ブナ林の A 層から分離した耐性株について調べた。その結果、人為の

影響がほとんどないと考えられる土壌からの分離株であるにもかかわらず、耐

性株の多くは多剤耐性を示し、他の 5 剤全てにも耐性な株が少なからず認めら

れた。 

 Ap 耐性株は、1 株が他の 1 剤に、5 株が 2 剤に、3 株が 3 剤に、2 株が 4 剤

に耐性を有し、Vm 耐性株は、3 株が他の 1 剤に、5 株が他の 2 剤に、1 株が 3

剤に、1 株が 4 剤に耐性を有し、Km 耐性株は、2 株が他の 1 剤に、2 株が 2 剤

に、4 株が 3 剤に、1 株が 4 剤に、1 株が 5 剤に耐性を有し、Cp 耐性株は、5

株が他の 3 剤に、2 株が他の 4 剤に、3 株が 5 剤に耐性を有し、Rf 耐性株は、3

株が他の 4 剤に、7 株が 5 剤に耐性を有し、Tc 耐性株は、１株が他の 3 剤に、

6 株が他の 4 剤に、3 株が 5 剤に耐性を有していた。 
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3.3 考察  

 

医療現場では、メチシリン耐性ブドウ球菌（MRSA）、バンコマイシン耐性腸

球菌（VRE）、病原性大腸菌、Salmonella enterica subspecies enterica serovar 

Typhimurium DT104 などが深刻な問題となっている 43, 92）。特に、S. enterica 

serovar Typhimurium DT104 は 1988 年英国でウシから検出が報告され、その後、

家禽、ブタ、ウマからも分離された。この菌株は、アンピシリン、クロラムフ

ェニコール、ストレプトマイシン、サルファ剤、テトラサイクリンの 5 剤に耐

性を持っていることが明らかにされている。わが国でも今後、人畜共通感染症

として注意が必要とされている 21）。また、水産現場でもα溶血性連鎖球菌症に

感染した養殖ブリから分離された Lactococcus garvieae がテトラサイクリン系、

マクロライド系、リンコマイシンに対し多剤耐性を示したことが報告されてい

る 42）。 

多剤耐性を検討した本実験結果から、豚ぷん、豚ぷん堆肥、堆肥無施用畑土

壌および森林土壌から分離した 6 種類のいずれかの抗生物質に耐性を持つ細菌

の多くは、他のいくつかの抗生物質に対しても耐性を持っていることが明らか

になった（図 16、表 3）。特に、豚ぷんから分離されたバンコマイシン、カナマ

イシン、クロラムフェニコール、リファンピシンおよびテトラサイクリンに耐

性な細菌は、それぞれ 10 株全てが他の 5 剤にも耐性を示した。また、豚ぷん堆

肥から分離されたバンコマイシン耐性細菌も 10株全てが他の 4剤に耐性を示し

た。豚ぷん、豚ぷん堆肥および堆肥無施用畑土壌から分離されたテトラサイク

リン耐性細菌は、それぞれ 10 株全てが他の 5 薬剤にも耐性を示したが、森林土

壌から分離されたテトラサイクリン耐性細菌は他の 3 剤または 4 剤にしか耐性

を持っていない株も認められた。しかし、多剤耐性細菌が人為の極めて少ない

と考えられる森林土壌からも分離されたことから、自然界にもすでに多剤耐性

細菌は存在していることが明らかとなった。しかし、多剤耐性細菌の割合が森

林土壌では低く、家畜ふん、家畜ふん堆肥や畑土壌で高かったことから、家畜

飼料への抗生物質添加という人為が多剤耐性細菌の出現を加速していると推定

される。 

多数の薬剤耐性遺伝子がゲノム上の抗生物質耐性アイランドに集中的に乗っ
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ているため、遺伝子転移の際、隣の抗生物質耐性遺伝子までもが一緒に転移し

ていることが多剤耐性化の原因ともいわれている 45）。本実験で、テトラサイク

リン耐性細菌が他の 5 剤にも耐性という高度な多剤耐性を示すことが確認され

た。これは、テトラサイクリン系抗生物質が、他の多くの薬剤に耐性な細菌に

も有効であるために多用された結果、テトラサイクリン耐性細菌が他の耐性細

菌にも接触する機会が多くなり、多くの耐性遺伝子を獲得することができたの

ではないかと推測される。 
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表 3 抗生物質耐性細菌株の多剤耐性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
○で囲った数字は、10 菌株中の耐性の示された菌株番号 

 
 

アンピシリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ① 2 ③ 4 5 6 7 8 ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① 2 ③ 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

バンコマイシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

カナマイシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

クロラムフェニコール耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

リファンピシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

テトラサイクリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

アンピシリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 2 ③ 4 ⑤ 6 ⑦ ⑧ 9 ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 ② 3 ④ ⑤ 6 7 8 9 10 1 2 3 4 ⑤ ⑥ ⑦ 8 9 ⑩

バンコマイシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

カナマイシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ 7 8 ⑨ 10 ① ② 3 4 5 ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

クロラムフェニコール耐性細菌 1 2 3 4 5 ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 2 3 4 ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 2 3 4 5 6 ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ 4 5 ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

リファンピシン耐性細菌

テトラサイクリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

アンピシリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ 5 6 ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ 5 6 7 8 ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 ④ ⑤ ⑥ ⑦ 8 9 10

バンコマイシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 9 10 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 9 10

カナマイシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 9 10 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ 5 6 ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

クロラムフェニコール耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ① ② ③ 4 5 6 7 ⑧ 9 10 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② 3 4 5 6 7 8 9 10 ① 2 ③ ④ ⑤ 6 ⑦ ⑧ 9 10

リファンピシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ 5 6 7 8 9 10 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

テトラサイクリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

アンピシリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ 5 6 7 8 9 10 1 ② ③ ④ 5 ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ 4 5 6 7 8 ⑨ 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

バンコマイシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 2 ③ ④ 5 6 7 8 9 10 ① 2 3 4 5 ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ 10 1 2 3 4 5 ⑥ 7 ⑧ 9 10 1 2 3 4 5 6 7 ⑧ 9 10

カナマイシン耐性細菌 1 2 3 4 ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① 2 ③ ④ ⑤ 6 ⑦ ⑧ ⑨ 10 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② 3 ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① 2 3 4 ⑤ ⑥ 7 ⑧ 9 10 1 2 3 4 5 6 7 ⑧ 9 10

クロラムフェニコール耐性細菌 ① ② ③ ④ 5 ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ 6 ⑦ 8 ⑨ 10 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 9 ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② 3 ④ ⑤ 6 ⑦ 8 ⑨ 10 ① ② 3 4 ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 9 ⑩

リファンピシン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 9 ⑩ 1 2 ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

テトラサイクリン耐性細菌 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 9 ⑩ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 1 ② 3 4 5 ⑥ 7 ⑧ 9 10 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩

リファンピシン含有培地 テトラサイクリン含有培地アンピシリン含有培地 バンコマイシン含有培地 カナマイシン含有培地 クロラムフェニコール含有培地

豚ぷん

リファンピシン含有培地 テトラサイクリン含有培地

コリスチン含有培地

豚ぷん堆肥

テトラサイクリン含有培地アンピシリン含有培地 バンコマイシン含有培地 カナマイシン含有培地 クロラムフェニコール含有培地

アンピシリン含有培地 バンコマイシン含有培地 カナマイシン含有培地 クロラムフェニコール含有培地

アンピシリン含有培地 バンコマイシン含有培地 リファンピシン含有培地 テトラサイクリン含有培地カナマイシン含有培地 クロラムフェニコール含有培地

堆肥無施用畑土壌

森林土壌

リファンピシン含有培地
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図 16 抗生物質耐性細菌株の多剤耐性 
（横軸の数値は耐性の示された薬剤数）

豚ぷん

豚ぷん堆肥

堆肥無施用畑土壌

森林土壌

Apr Vmr Kmr Cpr Rfr Tcr
10

5

0 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0
1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0

Not tested

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 41 2 3 4

非分離

豚ぷん

豚ぷん堆肥

堆肥無施用畑土壌

森林土壌

Apr Vmr Kmr Cpr Rfr TcrApr Vmr Kmr Cpr Rfr Tcr
10

5

0 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0

10

5

0 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0

10

5

0 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0
1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0

10

5

0
1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 1   2   3   4   5 

10

5

0

Not tested

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 41 2 3 4

非分離

10

5

0

10

5

0

Not tested

1 2 3 41 2 3 4 1 2 3 41 2 3 4 1 2 3 41 2 3 4 1 2 3 41 2 3 4 1 2 3 41 2 3 41 2 3 41 2 3 4

非分離

49 

 



 50

第4章 農業環境中のテトラサイクリン耐性細菌の多様性 
 

第 2 章で行った 50 µg/ml のテトラサイクリン含有寒天培地上に成育したコロ

ニーを単離・純化することにより、豚ぷんから 74 株、鶏ふんから 102 株、豚ぷ

ん堆肥から 21 株、鶏ふん堆肥から 23 株、牛ふん堆肥から 18 株、豚ぷん堆肥連

用土壌から 9 株、堆肥無施用畑土壌から 32 株、森林土壌から 44 株、合計 350

株のテトラサイクリン耐性菌を分離した。これらの分離株の系統解析により、

テトラサイクリン耐性細菌の多様性を調査した。 

 

4.1 材料および方法 

 

4.1.1 テトラサイクリン耐性細菌の単離 

⑤ コロニー数を計測の後、各抗生物質耐性細菌 10 コロニーを無作為に選び、

PTYG 培地分離株は 50 µg/ml のテトラサイクリン含有 PTYG 平板培地に白

金耳で植菌し、30 °C で 3 日間生育させた。 

⑥ EF 培地、Desoxycholate 及び MRS 培地分離株は、50 µg/ml のテトラサイク

リン含有 LB 培地（Tryptone 10.0 g、Yeast extract 5.0 g、NaCl 10.0 g、Agar 15.0 

g/L）に白金耳で植菌し、37 °C で 24 時間生育させた。 

⑦ コロニー生育後、単コロニーを分離培地と同種類の、テトラサイクリン含有

液体培地 5 ml に移し、一次分離と同温度・同時間振盪培養した。 

⑧ 培養液を希釈し、順次作成した希釈液を、再度一次分離培地と同平板培地に

100 µl を塗布し、同温度・同時間静置培養した。 

⑨ ③、④の作業をさらに 2 回行い、各抗生物質耐性細菌を純粋分離した。 

 

4.1.2 テトラサイクリン耐性細菌からの DNA 抽出 

4.1.1 の手順によって分離されたテトラサイクリン耐性細菌 350 株から CTAB 

（hexadecyltrimethylammonium bromide)法 77）によってゲノムDNAを抽出した。 

① 菌体培養液 1.5 ml を 4 °C、8,000 rpm で 2 分間遠心分離した。 

② ピペットで上清を吸い上げ菌体のみを回収した。 

③ 菌体ペレットに 567 µl の TE バッファー（10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA）を
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加えて懸濁した。 

④ 1 mg のリゾチームを加え、37 °C で 30 分間インキュベートした。 

⑤ 30 µl の 10 % SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）、3 µl のプロテナーゼ K（1 

mg/ml）を加え、軽く懸濁後、37°C で 1 時間インキュベートした。 

⑥ 5 M NaCl を 100 µl 加えて懸濁した。 

⑦ CTAB/NaCl 溶液（0.7 M NaCl、10 % (w/v)臭化セチルトリメチルアンモニウ

ム）を 80 µl 加え、懸濁後、65 °C で 10 分間インキュベートした。 

⑧ 600µl の CI（24:1 クロロホルム・イソアミルアルコール）を加え、20 秒間

よく懸濁し、室温、15,000 rpm で 5 分間遠心分離した。 

⑨ 上清を新しいチューブに移した。 

⑩ 600 µl の PCI（25: 24: 1 フェノール・クロロホルム・イソアミルアルコール）

を加え、20 秒間よく懸濁し、室温、15,000 rpm で 5 分間遠心分離した。 

⑪ 上清を新しいチューブに移した。 

⑫ 300 µl のイソプロパノールを加え、DNA の存在を確認しながらチューブを

転倒した。 

⑬ 室温、15,000 rpm で 15 分間遠心分離した。 

⑭ 上清を取り除き、500 µl の 70 % エタノールを加え、DNA ペレットを洗浄

した。 

⑮ 4 °C、15,000 rpm で 5 分間遠心分離した。 

⑯ 真空デシケータでエタノールを完全に取り除き、ペレットを乾燥させた。 

⑰ ペレット状 DNA を 100 µl の TE バッファーに溶解させ、分光光度計

（BECKMAN 社製）で DNA 濃度を測定するとともに、1 %アガロースゲル

中で 100 V、30 分間電気泳動を行い、UV 照射により得られた DNA の分子

量を確認した。 

⑱ 後の PCR のために 1 mg/ml に調製したテンプレート DNA を作成した。 

 

4.1.3. 16S rRNA gene の増幅 

16S rRNA gene （ 16S rDNA gene ） 増 幅 の た め に 、 63f （ 5' - 

CAGGCCTAACACATGCAAGTC - 3'）、1387r （5' - GGGCGGWGTGTACAAGGC 

- 3'）の各プライマーを用いた 48）。PCR反応液は1.0 UのEx Taq polymerase (Takara, 
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Shiga, Japan)、5 µl の 10 × Ex Taq reaction buffer (Takara)、10 nmol の dNTPs、1 nmol 

のテンプレート DNA、及び 25 pmol の各プライマーを混合し、全量 50 μl とし

た。反応は I-Cycler（Bio Rad, Hercules, USA）を用いた。反応条件は初期変性

94°C で 30 秒、アニーリング 58°C で 30 秒、伸長 72°C で 30 秒を 30 サイクル、

final extension を 72°C で 10 分行った。 

PCR 産物は分光光度計で濃度を測定するとともに、1.2 %アガロースゲル中で

100 V、30 分間電気泳動を行い、UV 照射により得られた産物の分子量を確認し

た。また、PCR 産物の精製のために、Exo-SAP IT （GE Healthcare Bio-Sciences 

Corp. Piscataway, USA）を 1/10 量添加し、37°C、15 分間消化し、エキソヌクレ

アーゼによるプライマー分解とシュリンプアルカリフォスファターゼによる

dNTP の脱リン酸化を行い、その後 80°C、15 分間酵素を失活させた。 

 

4.1.4. Restriction fragment length polymorphism（RFLP）解析 

精製した PCR 産物を制限酵素 HaeIII（Toyobo, Osaka, Japan)と RsaI（Toyobo）

で消化し、クラスター分類を行った 53）。反応はそれぞれ、Buffer（HaeIII は 10 × 

M Buffer、RsaI は 10 × L Buffer）1 μl、制限酵素 0.2 μl、PCR 産物 2 μl を混合し

た全量 10 μl で行った。37°C、2 時間の反応終了後、生成物 5 μl を 2 %アガロ

ースゲル中で 100 V、30 分間電気泳動を行い、UV 照射により得られた遺伝子

断片のバンドの位置や数の違いから目視によってクラスター分類を行った。 

 

3.1.5. シークエンス解析 

3.1.4 のRFLP解析で得られたグループの代表株をシークエンス解析した。シ

ークエンス反応は、Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA)を用いて行った。プライマーは 3.1.3.で 16S 

rRNA gene の 増 幅 に 使 用 し た 63f と 1387r に 加 え 、 530f （ 5

‘-GTGCCATCCAGCCGCGG-3’）97）を用いて、1 テンプレートDNAに対し 3

種類のプライマーでそれぞれ行った。反応液はSequence Mix 1 μl、Big Dye 5 × 

Buffer 1.5 μl、2.5 pmol/μlのプライマー溶液 0.5 μl、PCR産物DNAを 0.25 μl加え、

全量 10 μlとした。反応条件は初期変性 95°C、30 秒、アニーリング 50°C、15

秒、伸長 60°C、4 分を 25 サイクル行った。得られた反応物は、QIAquick 96 PCR 
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Purification Kit (QIAGEN, GmbH, Germany)で精製し、ABI PRISM 3730 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)によって解析した。シークエンスデータはDNASIS 

Pro (Hitachi Software Engineering Co., Tokyo, Japan)内で編集し、Contig Manager

で配列の連結を行い、およそ 1,200bpの塩基配列を得た。これらをDDBJ database 

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-e.html) 内BLAST programで相同性検索を行

った。本研究で得られた 16S rRNA geneの配列情報は、DDBJ databaseに登録さ

れた。アクセッションナンバーはAB272318 からAB272386 である。 

 
 

http://www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-e.html�
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4.2 結果  

 

豚ぷんから 74 株、鶏ふんから 102 株、豚ぷん堆肥から 21 株、鶏ふん堆肥か

ら 23 株、牛ふん堆肥から 18 株、豚ぷん堆肥連用土壌から 9 株、堆肥無施用畑

土壌から 32 株、森林土壌から 44 株、合計 350 株のテトラサイクリン耐性菌を

分離した。350 株は、RFLP によりバンドの位置や数の違いから 69 グループに

分けられた（表 4）。およそ 1,200 bp のダイレクトシークエンスの相同性検索の

結果は、グループ 27 が Kurthia gibsonii に 96.7 %、グループ 53 が Alcaligenes sp.

に 95.8 %、グループ 54、56 が Bordetella sp.にそれぞれ 96.1 と 96.8 %、グルー

プ 55 が Clostridium sp.に 94 .5%の相同性を示した以外は、全て 97 %以上の相同

性であった（表 5）。 

69 のグループは 28 細菌属に分類された。そのうち、グラム陽性細菌は 8 属、

グラム陰性細菌は 20 属であった（表 6）。これらのグループの代表株の塩基配

列は、DDBJ database に登録された。アクセッション番号は表 7 に示す。 

 

4.2.1 豚ぷん分離株  

豚ぷんから分離された 74 株は、22 株が Enterococcus faecalis、16 株が Serratia 

marcescens、15 株が Escherichia coli、7 株が Proteus mirabilis、2 株が Kurthia 

gibsonii、2 株が Acinetobacter sp.、1 株が Staphylococcus epidermidis、1 株が

Staphylococcus saprophyticus に最も近縁であった（表 8）。3 株が Kurthia gibsonii

に 96.7%の相同性であった。 

 

4.2.2 鶏ふん分離株  

鶏ふんから分離された 102 株は、38 株が Enterococcus faecalis、29 株が

Escherichia coli、10 株が Pediococcus sp.、8株が Kurthia gibsonii、6株が Providencia 

heimbachae、3 株が Staphylococcus saprophyticus、2 株が Alcaligenes faecalis、2

株が Proteus mirabilis、1 株が Alcaligenes sp.、1 株が Kurthia zopfii、1 株が

Vagococcus fluvialis に最も近縁であった（表 8）。 
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4.2.3 豚ぷん堆肥分離株  

豚ぷん堆肥から分離された 21 株は、 9 株が Escherichia coli、 3 株が

Ochrobactrum grignonense 、 3 株 が Staphylococcus saprophyticus 、 3 株 が

Staphylococcus xylosu、1 株が Bacillus sp.、1 株が Bradyrhizobium elkanii、1 株が

Bradyrhizobium sp.に最も近縁であった（表 8）。 

 

4.2.4 鶏ふん堆肥分離株  

鶏ふん堆肥から分離された 23 株は、 5 株が Alcaligenes sp.、 4 株が

Staphylococcus xylosus、3 株が Bordetella sp.、3 株が Staphylococcus equorum、1

株が Bradyrhizobium elkanii に最も近縁であった（表 8）。1 株が Alcaligenes sp.

に 95.8 %、6 株が Bordetella sp.に 96.1-98.0 %、3 株が Clostridium sp.に 94.5 %

の相同性であった。 

 

4.2.5 牛ふん堆肥分離株  

牛ふん堆肥から分離された 18 株は、16 株が Serratia marcescens、2 株が

Ochrobactrum sp.に最も近縁であった（表 8）。 

 

4.2.6 堆肥施用土壌分離株  

堆肥施用土壌から分離された 36 株は、8 株が Burkholderia cenocepacia、6 株

が Afipia massiliensis、5 株が Staphylococcus epidermidis、4 株が Burkholderia 

cepacia、4 株が Flexibacter sp.、4 株が Nordella oligomobilis、4 株が Serratia 

marcescens、1 株が Rhodopseudomonas sp.に最も近縁であった（表 8）。 

 

4.2.7 堆肥無施用土壌分離株  

堆肥無施用土壌から分離された 32 株は、1 株が Bradyrhizobium elkanii、14

株が Burkholderia cenocepacia、12株が Flexibacter sp.、2 株が Lysobacter gummosus、

2 株が Variovorax paradoxus に最も近縁であった（表 8）。 

 

4.2.8 森林土壌分離株  

森林土壌から分離された 44 株は、11 株が Burkholderia cepacia、10 株が
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Burkholderia cenocepacia、5 株が Dyella koreensis、5 株が Luteibacter rhizovicinus、

3 株が Bradyrhizobium sp.、3 株が Flexibacter sp.、1 株が Inquilinus limosus、1

株が Lysobacter sp.、1 株が Pandoraea sp.、1 株が Serratia marcescens、1 株が

Streptomyces olivaceus に最も近縁であった（表 8）。 
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4.3 考察 

 

69 のグループは 28 細菌属に分類された。そのうち、グラム陽性細菌は 8 属、

グラム陰性細菌は 20 属であった（表 6）。16S rDNA シークエンスによって得ら

れたおよそ 1,200 bp の塩基配列をもとに、DDBJ database 内 BLAST program で

相同性検索を行った結果、69 株中 5 株が 94.5～96.9 %の相同性であった。97 %

以上の相同性が得られたものについては、分子系統学上同種である可能性が高

いと判断した 81）。豚ぷん分離株 SF7 は swine fecal bacterium を生物名として配

列を DDBJ に登録した。また同様に、鶏ふん堆肥分離株 MUC1、MUC2、MUC3、

MUC7 は poultry manure bacterium を生物名として登録した（表 7）。また、94.5

～96.9 %の相同性であった 10 株は同属である可能性が高いと判断し、以後、本

論文内では、SF5、SF7、SF10 株は Kurthia sp.、MUC1 株は Alcaligenes sp.、MUC2、

MUC4、および MUC7 株は Bordetella sp.、MUC3、MUC5、および MUC6 株は

Clostridium sp.に近縁な細菌として扱うこととした。 

 

4.3.1 家畜ふん分離株はグラム陽性細菌と Enterobacteriaceae 科が大半  

家畜ふん分離株 176 株は、95 株（54.0 %）がグラム陽性細菌、81 株（46.0 %）

がグラム陰性細菌であった。グラム陽性菌が多く検出されたのは、乳酸菌であ

る Enterococcus、Pediococcus および Vagococcus と、バチルス属である Kurthia、

Staphylococcus が存在したためと考えられる（表 6）。Acinetobacter、Serratia は

鶏ふんから検出されず、豚ぷんからのみに見られた。また、Alcaligenes、

Pediococcus、Vagococcus は豚ぷんから検出されず、鶏ふんのみに見られた。家

畜ふん分離株からは、α-proteobacteria は検出されなかった。 

豚ぷん中で優先していた細菌種は Enterococcus faecalis（29.7 %）、Serratia 

marcescens（21.6 %）、Escherichia coli（20.3 %）にそれぞれ近縁種であった。通

常の離乳子豚の腸内細菌叢は、40 %程度が Enterobacteriaceae 科、20 %程度が

Bacteroides 科、20 %程度が Clostridium 科であるとされている 89）。本実験にお

いて、家畜ふんから多く分離されるであろうと想定した Bacteroides 属は嫌気要

求度が高いため、排泄されてから時間が経過し酸素に接触した糞便では、検出

されなかった可能性が高いと考えられる。 
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鶏ふん中で優占していた細菌種は Enterococcus faecalis の近縁種（37.3 %）、

Escherichia coli の近縁種（28.4 %）、Pediococcus sp.の近縁種（9.8 %）であった。

通常の鶏の腸内細菌叢は出生直後には乳酸球菌が 60 %、好気性菌が 40 %程度

であり、成長に伴い乳酸菌以外の嫌気性菌が増加し、40 日齢では乳酸桿菌が

10 %、その他は乳酸菌以外の嫌気性菌が 90 %程度になるとされている。多くの

嫌気性菌が排泄後に生存できないと考えられるが、バチルス属や Alcaligenes 属

はその後も生き残るのではないかと推察された。 

家 畜 ふ ん 分 離 株 176 株 中 、 171 株 （ 97.2 % ） が グ ラ ム 陽 性 細 菌 と

Enterobacteriaceae 科で構成されていることが特徴的であり、その傾向は豚ぷん

と鶏ふんに共通であった。 

 

4.3.2 家畜ふん堆肥分離株は家畜由来細菌と環境細菌が混在  

家畜ふん堆肥分離株 62 株は、17 株（27.4 %）がグラム陽性細菌、45 株（72.6 %）

がグラム陰性細菌であった。Bacillus と Escherichia は豚ぷん堆肥からのみ検出

され、Alcaligenes、Bordetella、Clostridium は鶏ふん堆肥からのみ検出され、Serrati

は牛ふん堆肥からのみ検出された（表 8）。家畜ふん堆肥から分離されたグラム

陽性細菌は Bacillus 属と Staphylococcus 属であった。また未熟鶏ふん堆肥分離

株 MUC3 は Clostridium sp.と 94.5 %の相同性を示し、Clostridium 属であると考

えられる。これらの細菌は環境中の多くの分野から分離されており、Bacillus

属細菌は絶対もしくは通性好気性の芽胞形成細菌であり、多くが土壌由来とさ

れており 59）、Clostridium 属細菌は偏性嫌気性の胞形成細菌であり、未熟堆肥か

ら分離されたため、家畜ふん由来である可能性が高い。Staphylococcus 属細菌

は偏性嫌気性の非芽胞形成細菌であり、ヒトや動物由来であることが多いが、

十分に完熟した鶏ふん堆肥から分離されており、由来は特定できない。 

豚ぷん堆肥中で優占していた細菌種は Escherichia coli（42.9 %）の近縁種で

あった。9 株全てつくば市養豚農家未熟堆肥から分離された菌株であり、堆肥

化が進んでいないために、家畜腸内細菌が残存していたと考えられる。 

 鶏ふん堆肥中で優占していた細菌種は Alcaligenes sp.（26.1 %）と Bordetella sp.

（26.1 %）にそれぞれ近縁の種であった。これらの細菌は、β-proteobacteria に

属し、偏性好気性細菌であり、環境中に広く分布する種と親動物性の種がある
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と報告されている 59）。これらは、5 株が小川町おがくず鶏ふん堆肥から分離さ

れ、7 株が小川町養鶏農家未熟堆肥から分離されている。小川町おがくず鶏ふ

ん堆肥は、「家畜排せつ物の管理の適正化及び利用の促進に関する法律」の施行

前に採取した野積みの堆肥であり（第 2 章、写真 4）、切り返しなど十分な堆肥

化が行われていないと考えられた。そのため、これらの優占種は未熟堆肥に特

徴的な細菌である可能性が高いと考えられた。 

牛ふん堆肥中で優占していた細菌種は Serratia marcescens の近縁種（88.9 %）

であった。Serratia は、Enterobacteriaceae 科で、主に動物や臨床から分離され

る腸内細菌であるが、院内感染などの原因菌としても知られており 72）、環境中

に広く分布しているため、由来は特定できない。 

家畜ふん堆肥分離株は家畜由来と考えられる細菌と環境細菌が混在してお

り、両者の接触が起きている場であると考えられ、遺伝子伝播などのコミュニ

ケーションが行われている可能性が高いと推測された。 

 

4.3.3 土壌分離株の構成種は非常に多様  

土壌分離株 112 株は、6 株（5.4 %）がグラム陽性細菌、106 株（95 %）がグ

ラ ム 陰 性 細 菌 で あ っ た 。 Afipia 、 Nordella 、 Rhodopseudomonas お よ び

Staphylococcus は、堆肥施用土壌からのみ検出された。また、Variovorax は堆肥

無施用土壌からのみ検出された。さらに、Dyella、 Inquilinus、Luteibacter、

Pandoraea および Streptomyces は森林土壌からのみ検出された（表 8）。小川町

前年鶏ふん堆肥施用土壌から分離された 5 株の Staphylococcus epidermidis とシ

イ・カシ林土壌 B 層から分離された 1 株以外は、全てグラム陰性細菌であった。 

堆肥施用土壌中では、特徴的に優占していた細菌種はなく、Burkholderia 

cenocepacia の近縁種（ 22.2 %）、Afipia massiliensis の近縁種（ 16.7 %）、

Staphylococcus epidermidis の近縁種（13.9 %）、Burkholderia cepacia の近縁種

（11.1 %）、Flexibacter sp.の近縁種（11.1 %）、Nordella oligomobilis の近縁種

（11.1 %）、Serratia marcescens の近縁種（11.1 %）など、多様な細菌が検出さ

れた。この中で、Serratia と Staphylococcus は、家畜ふんや堆肥からも検出され、

堆肥無施用土壌からは検出されなかったことから、家畜由来の細菌である可能

性が示唆されたが、Serratia は森林土壌からも 1 株であるが検出されており、
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また、この 2 種の細菌は、様々な環境中からも検出されている報告があり 59）、

明確な由来は不明であった。 

堆肥無施用土壌中で優占していた細菌種は、Burkholderia cenocepacia の近縁

種（43.8 %）、Flexibacter sp.の近縁種（37.5 %）であった。これらの細菌種は、

他の土壌分離株からも多く検出されたことから、一般的な土壌細菌の細菌叢を

示していたと考えられた。Burkholderia は、土壌細菌あるいは植物病原菌であ

ることが良く知られているが、Flexibacter は近年、多環芳香族炭化水素分解微

生物として注目を集めている 91）。 

森林土壌分離株中で優占していた細菌種は、Burkholderia cepacia の近縁種

（25.0 %）、Burkholderia cenocepacia の近縁種（22.7 %）であった。Burkholderia 

cenocepacia は Burkholderia cepacia の複合種である 88）ことを考慮すると、分離

株の半数近くは Burkholderia 属で占められていたと推定される。しかしその一

方、α、β、γ-proteobacteria、Firmicutes、Actinobacteria、Sphingobacteria と多く

の属の細菌が検出され、人為の影響が極めて少ないと考えられる環境の土壌中

の微生物叢は、極めて多様性が高いことが明らかになった。 
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表 4 RFLP によるテトラサイクリン耐性分離株のグループ分け 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Group
1 KA1 KA7 KA8 KA10 KJ4 KJ5 AS2 AS7 1-A-1 1-A-3

KA5 KA6 KJ1 KJ2 KJ6 KJ7 KJ10 KN1 KN2 KN3
KN4 KN5 KN6 KN9 AP1 AP5 AP6 AP8 AP10 AS3
AS4 AS8 2-O-1 2-O-10 2-A-3 2-A-5 2-A-6 2-B-2 2-B-3 2-B-4
2-B-6 2-B-8

3 KJ3 KJ8 KJ9 KN7 KN8 KN10 OZ2
4 OT1 OT2 OT3 OT4
5 OT5 OT6 OT7 OT8 OT9 OT10
6 OZ1
7 OZ5 OZ6 OZ8 OZ9 OZ10
8 OO4 OO5 OO8 OO9 OO10 PC4
9 OC1

10 OC2
11 OC3 OC4
12 OC5 OC6
13 PM1 PM2 PM6 SM6 SM8
14 PM3
15 PM7
16 PM8 PM10
17 PM9 SM1
18 SM7
19 SM9

BM1 BM2 BM3 BM4 BM5 BM6 BM7 BM8 BM9 BM10
BMC1 BMC2 BMC3 BMC5 BMC6 BMC7

21 BMC4 BMC8
22 AP2 AP3 AP4 AS1 2-O-8
23 AS7
24 AP9 2-O-3 2-O-4 2-A-1 2-A-2 2-A-4 2-A-7 2-A-8 2-A-9 2-A-10
25 AS5 AS9 AS10 2-O-2 2-O-5
26 SF2 SF4
27 SF5 SF7 SF10
28 SF6 SF9

SF8 SFC1 SFC2 SFC3 SFC4 SFC5 SFC7 SFC8 SFC10 SU3
SCC5 SCC7 SCC8 SCC9 PC1 PC3 PC5 PC10 PCC1 PCC3
PCC4 PCC6 PCC8 PCC9 PCC10 IF1 IF2 IF3 IF5 IF6
IF7 IF8 IF9 IF10 IFC1 IFC2 IFC4 IFC5 IFC7 IFC8
IFC9 IFC10

30 SFC6 SU1 SU2 SU4 SU5 SU6 SU7 SU9 SU10
31 SFC9
32 SFE1
33 SU8
34 SRC1 SRC2 SRC4

SL5 SL10 SLC1 SLC2 SLC4 SLC5 SLC6 SC5 SC6 SC7
SC8 SC9 SC10 PC2

36 SLC7 SLC8 SCC1 SCC2 SCC3 SCC4 SCC6

35

Isolates 

2

20

29



 62

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

赤字はシークエンス解析した菌株 

 

 

 

SLC9 SLC10 SLE1 SLE2 SLE3 SLE4 SLE5 SLE6 SLE7 SLE8
SLE9 SLE10 SCE1 SCE2 SCE3 SCE4 SCE5 SCE6 SCE7 SCE8
SCE9 SCE10 PCE1 PCE2 PCE3 PCE4 PCE5 PCE6 PCE7 PCE8
PCE9 PCE10 IFE1 IFE2 IFE3 IFE4 IFE5 IFE6 IFE7 IFE8
IFE9 IFE10 MFE1 MFE2 MFE3 MFE4 MFE5 MFE6 MFE7 MFE8
MFE9 MFE10 MFS1 MFS2 MFS3 MFS4 MFS5 MFS8 MFS9 MFS10

38 SC1 SC2 SC3
39 PC6

PC7 PC8 PC9 SR1 SR2 SR3 SL2 SL3 SL6 SL7
SL8 SL9

41 IF4
42 IFC3
43 IFS1 IFS2 IFS5 IFS9
44 IFS3
45 IFS4
46 IFS6
47 IFS7
48 IFS8
49 IFS10
50 MF1 MF3 MF4 MF6 MF7 MF8
51 MF2 MF5
52 MFC1 MFC2 MFC3 MFC4 MFC5 MFC6 MFC7 MFC8 MFC9 MFC10
53 MUC1
54 MUC2 MUC4
55 MUC6 MUC3 MUC5
56 MUC7
57 MUC8 MUC9 MUC10
58 1-O-1 1-O-8
59 1-O-2 1-O-6
60 1-O-3 1-O-4
61 1-O-5
62 1-O-7
63 1-O-9
64 1-O-10 1-A-4 1-A-5 1-A-9 1-A-10
65 1-A-2
66 1-A-6 1-A-8
67 2-O-6
68 2-O-7
69 2-B-10

37

40
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＜家畜ふん分離株 I.D.＞ 

PC:畜草研チャンキー鶏ふん（PTYG 培地由来）、PCC:畜草研チャンキー鶏ふ

ん（desoxycholate 培地由来）、PCE:畜草研チャンキー鶏ふん（EF 培地由来）、

IF:イセ・ファーム社鶏ふん（PTYG 培地由来）、IFC:イセ・ファーム社鶏ふん

（desoxycholate 培地由来）、IFS:イセ・ファーム社鶏ふん（MRS 培地由来）、

MF:小川町養鶏農家鶏ふん（PTYG 培地由来）、MFE:小川町養鶏農家鶏ふん（EF

培地由来）、SF:つくば市養豚農家豚ぷん（PTYG 培地由来）、SFC:つくば市養

豚農家豚ぷん（desoxycholate 培地由来）、SFE:つくば市養豚農家豚ぷん（EF 培

地由来）、SL:畜草研 LWD 豚ぷん（PTYG 培地由来）、SLC:畜草研 LWD 豚ぷん

（desoxycholate 培地由来）、SLE:畜草研 LWD 豚ぷん（EF 培地由来）、SC:畜草

研梅山豚豚ぷん（PTYG 培地由来）、SCC:畜草研梅山豚豚ぷん（desoxycholate

培地由来）、SCE:畜草研梅山豚豚ぷん（EF 培地由来） 

 

＜家畜ふん堆肥分離株 I.D.＞ 

OO:小川町おがくず鶏ふん堆肥（PTYG培地由来）、PM:市販鶏ふん堆肥（PTYG

培地由来）、MUC: 小川町養鶏農家未熟堆肥（desoxycholate 培地由来）、SU:つ

くば市養豚農家未熟堆肥（PTYG 培地由来）、SR:つくば市養豚農家完熟堆肥、

SRC:つくば市養豚農家完熟堆肥（desoxycholate 培地由来）、SM:市販豚ぷん堆

肥（PTYG 培地由来）、BM:市販牛ふん堆肥（PTYG 培地由来）、BMC:市販牛ふ

ん堆肥（desoxycholate 培地由来） 

 

＜土壌分離株 I.D.＞ 

KA:農環研畑土壌 4 月、KJ:農環研畑土壌 7 月、KN:農環研畑土壌 11 月、OC:

小川町堆肥無施用畑土壌、OT:小川町鶏ふん堆肥施用直後土壌、OZ:小川町鶏ふ

ん堆肥施用半年後土壌、AP:愛知鶏ふん堆肥連用土壌、AS:愛知豚ぷん堆肥連用

土壌、1-O:ブナ林土壌 O 層、1-A:ブナ林土壌 A 層、1-B ブナ林土壌 B 層、2-O:

シイ・カシ林土壌 O 層、2-A:シイ・カシ林土壌 A 層、2-B:シイ・カシ林土壌 B

層 

以上、全て PTYG 培地から分離された。 
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表 5 相同性検索結果  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Group Strain Closest relatives Similarity
(% )

Group Strain Closest relatives Similarity
(% )

1 KA1 Flexibacter sp. 98.7 36 SLC7 Proteus mirabilis 100
2 KN9 Burkholderia cenocepacia 98.8 37 SLE1 Enterococcus faecalis 100
3 KN8 Flexibacter sp. 97.1 38 SC3 Serratia marcescens 99.0
4 OT1 Nordella oligomobilis 98.3 39 PC6 Kurthia gibsonii 99.9
5 OT5 Afipia massiliensis 98.5 40 PC8 Staphylococcus saprophyticus 100
6 OZ1 Rhodopseudomonas sp. 97.0 41 IF4 Escherichia coli 100
7 OZ5 Staphylococcus epidermidis  99.8 42 IFC3 Proteus mirabilis 98.2
8 OO4 Alcaligenes sp. 98.5 43 IFS1 Kurthia gibsonii 99.9
9 OC1 Bradyrhizobium elkanii 99.8 44 IFS3 Vagococcus fluvialis 100
10 OC2 Variovorax paradoxus 99.1 45 IFS4 Kurthia gibsonii 99.8
11 OC3 Lysobacter gummosus 99.5 46 IFS6 Kurthia zopfii 99.5
12 OC5 Lysobacter antibioticus 99.3 47 IFS7 Kurthia gibsonii 99.1
13 PM1 Staphylococcus xylosus 99.5 48 IFS8 Kurthia gibsonii 99.9
14 PM3 Bradyrhizobium elkanii 99.2 49 IFS10 Proteus mirabilis 99.8
15 PM7 Staphylococcus equorum 99.8 50 MF1 Providencia heimbachae  99.5
16 PM8 Staphylococcus equorum 99.6 51 MF2 Alcaligenes faecalis 97.6
17 PM9 Staphylococcus xylosus 99.0 52 MFC1 Pediococcus sp. 99.9
18 SM7 Bradyrhizobium elkanii 99.1 53 MUC1 Alcaligenes sp. 95.8
19 SM9 Bradyrhizobium sp. 100 54 MUC2 Bordetella sp. 96.1
20 BM1 Serratia marcescens 100 55 MUC3 Clostridium sp. 94.5
21 BMC4 Ochrobactrum sp . 99.3 56 MUC7 Bordetella sp. 96.8
22 AP2 Serratia marcescens 99.1 57 MUC8 Bordetella sp. 98.0
23 AS7 Flexibacter sp. 99.0 58 1-O-1 Variovorax sp. 100
24 AP9 Burkholderia cepacia 99.4 59 1-O-2 Luteibactor rhizovicinus 98.3
25 AS10 Burkholderia cepacia 99.3 60 1-O-3 Luteibactor rhizovicinus 98.3
26 SF2 Kurthia gibsonii 98.0 61 1-O-5 Inquilinus ginsengisoli 99.4
27 SF7 Kurthia gibsonii 96.7 62 1-O-7 Flexibacter sp. 97.1
28 SF6 Acinetobacter sp. 98.6 63 1-O-9 Luteibactor rhizovicinus 98.2
29 SF8 Escherichia coli 99.5 64 1-A-4 Dyella koreensis 98.3
30 SFC6 Escherichia coli 99.4 65 1-A-2 Bradyrhizobium sp. 99.9
31 SFC9 Escherichia coli 99.0 66 1-A-6 Bradyrhizobium sp. 100
32 SFE1 Staphylococcus epidermidis  99.4 67 2-O-6 Pandoraea sp. 99.8
33 SU8 Bacillus sp. 98.9 68 2-O-7 Lysobacter sp. 100.0
34 SRC1 Ochrobactrum grignonense 97.3 69 2-B-10 Streptomyces olivaceus 99.5
35 SL10 Serratia marcescens 99.5
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表 6 系統分類表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Group Closest relatives Microbial Systematics Gram
28 Acinetobacter sp. Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Moraxellaceae; Acinetobacter. N
5 Afipia massiliensis Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Afipia. N
51 Alcaligenes faecalis Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; Alcaligenes. N
8, 53 Alcaligenes sp. Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; Alcaligenes. N
34 Bacillus sp. Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus. P
54, 56, 57 Bordetella  sp. Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; Bordetella. N
9, 14, 18 Bradyrhizobium elkanii Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium. N
19, 65, 66 Bradyrhizobium sp. Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium. N
24, 25 Burkholderia cepacia Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Burkholderiaceae; Burkholderia; Burkholderia cepacia complex. N
2 Burkholderia cenocepacia Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Burkholderiaceae; Burkholderia; Burkholderia cepacia complex. N
55 Clostridium sp. Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; Clostridium. P
64 Dyella koreensis Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales;  Xanthomonadaceae; Dyella. N
37 Enterrococcus faecalis Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Enterococcaceae; Enterococcus. P
29, 30, 31, 41 Escherichia coli Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Escherichia. N
1, 3, 23, 62 Flexibacter  sp. Bacteria; Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales; Flexibacteraceae; Flexibacter. N
65 Inquilinus grinsengisoni Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; Rhodospirillaceae; Inquilinus. N
26, 27, 39, 43, 45, 47, 48 Kurthia gibsonii Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Planococcaceae; Kurthia. P
46 Kurthia zopfii Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Planococcaceae; Kurthia. P
59, 60, 63 Luteibacter rhizovicinus Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Luteibacter. N
12 Lysobacter antibioticus Bacteria; Proteobacteria; gamma subdivision; Lysobacterales; Lysobacteraceae; Lysobacter. N
11 Lysobacter gummosus Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Lysobacter. N
68 Lysobacter sp. Bacteria; Proteobacteria; gamma subdivision; Xanthomonas group; Lysobacter. N
4 Nordella oligomobilis Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Nordella. N
34 Ochrobactrum grignonense Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Brucellaceae; Ochrobactrum. N
21 Ochrobactrum  sp. Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Brucellaceae; Ochrobactrum. N
67 Pandoraea sp. Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Burkholderiaceae; Pandoraea. N
54 Pediococcus  sp. Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; Pediococcus. P
36, 42, 49 Proteus mirabilis Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Proteus. N
50 Providencia heimbachae Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Providencia. N
6 Rhodopseudomonas sp. Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Rhodopseudomonas. N
20, 22, 35, 38 Serratia marcescens Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Serratia. N
7, 32 Staphylococcus epidermidis Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staphylococcus. P
15,16 Staphylococcus equorum Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staphylococcus. P
40 Staphylococcus saprophyticus Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staphylococcus. P
13, 17 Staphylococcus xylosus Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staphylococcus. P
69 Streptomyces olivaceus Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Streptomycineae; Streptomycetaceae; Streptomyces. P
44 Vagococcus fluvialis Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Enterococcaceae; Vagococcus. P
10 Variovorax paradoxus Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Comamonadaceae; Variovorax. N
58 Variovorax sp. Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Comamonadaceae; Variovorax. N

65 
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表 7 DDBJ への登録番号 

Group Strain Registered organism Accession No. 

1 KA1 Flexibacter sp. AB272318 

2 KN9 Burkholderia cenocepacia AB272319 

3 KN8 Flexibacter sp. AB272320 

4 OT1 Nordella oligomobilis AB272321 

5 OT5 Afipia massiliensis AB272322 

6 OZ1 Rhodopseudomonas sp. AB272323 

7 OZ5 Staphylococcus epidermidis  AB272324 

8 OO4 Alcaligenes sp. AB272325 

9 OC1 Bradyrhizobium elkanii AB272326 

10 OC2 Variovorax paradoxus AB272327 

11 OC3 Lysobacter gummosus AB272328 

12 OC5 Lysobacter antibioticus AB272329 

13 PM1 Staphylococcus xylosus AB272330 

14 PM3 Bradyrhizobium elkanii AB272331 

15 PM7 Staphylococcus equorum AB272332 

16 PM8 Staphylococcus equorum AB272333 

17 PM9 Staphylococcus xylosus AB272334 

18 SM7 Bradyrhizobium elkanii AB272335 

19 SM9 Bradyrhizobium sp. AB272336 

20 BM1 Serratia marcescens AB272337 

21 BMC4 Ochrobactrum sp. AB272338 

22 AP2 Serratia marcescens AB272339 

23 AS7 Flexibacter sp. AB272340 

24 AP9 Burkholderia cepacia AB272341 

25 AS10 Burkholderia cepacia AB272342 

26 SF2 Kurthia gibsonii AB272343 

27 SF7 swine fecal bacterium AB272344 

28 SF6 Acinetobacter sp. AB272345 

29 SF8 Escherichia coli AB272346 

30 SFC6 Escherichia coli AB272347 

31 SFC9 Escherichia coli AB272348 

32 SFE1 Staphylococcus epidermidis  AB272349 

33 SU8 Bacillus sp. AB272350 

34 SRC1 Ochrobactrum grignonense AB272351 

35 SL10 Serratia marcescens AB272352 
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Group Strain Registered organism Accession No. 

36 SLC7 Proteus mirabilis AB272353 

37 SLE1 Enterococcus faecalis AB272354 

38 SC3 Serratia marcescens AB272355 

39 PC6 Kurthia gibsonii AB272356 

40 PC8 Staphylococcus AB272357 

41 IF4 Escherichia coli AB272358 

42 IFC3 Proteus mirabilis AB272359 

43 IFS1 Kurthia gibsonii AB272360 

44 IFS3 Vagococcus fluvialis AB272361 

45 IFS4 Kurthia gibsonii AB272362 

46 IFS6 Kurthia zopfii AB272363 

47 IFS7 Kurthia gibsonii AB272364 

48 IFS8 Kurthia gibsonii AB272365 

49 IFS10 Proteus mirabilis AB272366 

50 MF1 Providencia heimbachae  AB272367 

51 MF2 Alcaligenes faecalis AB272368 

52 MFC1 Pediococcus sp. AB272369 

53 MUC1 poultry manure bacterium AB272370 

54 MUC2 poultry manure bacterium AB272371 

55 MUC3 poultry manure bacterium AB272372 

56 MUC7 poultry manure bacterium AB272373 

57 MUC8 Bordetella sp. AB272374 

58 1-O-1 Variovorax sp. AB272375 

59 1-O-2 Luteibactor rhizovicinus AB272376 

60 1-O-3 Luteibactor rhizovicinus AB272377 

61 1-O-5 Inquilinus ginsengisoli AB272378 

62 1-O-7 Flexibacter sp. AB272379 

63 1-O-9 Luteibactor rhizovicinus AB272380 

64 1-A-4 Dyella koreensis AB272381 

65 1-A-2 Bradyrhizobium sp. AB272382 

66 1-A-6 Bradyrhizobium sp. AB272383 

67 2-O-6 Pandoraea sp. AB272384 

68 2-O-7 Lysobacter sp. AB272385 

69 2-B-10 Streptomyces olivaceus AB272386 
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表 8 16S rDNA 系統解析に基づくテトラサイクリン耐性菌の分離源  

a:堆肥施用土壌、b:堆肥無施用土壌、c:森林土壌 

Feces  FYM Soi l  Closest relative 
Swine Poul t ry Swine Poul t ry Cat t l e So i l (+)a Soil(-)b F-so i l c

Tota l  

Acinetobacter sp. 2        2  
Afipia massiliensis      6   6  

Alcaligenes faecalis  2       2 

Alcaligenes sp.  1  6     7 

Bacillus sp.   1      1 

Bordetella sp.     6     6 

Bradyrhizobium elkanii    1 1   1  3 

Bradyrhizobium sp.   1     3 4 

Burkholderia cepacia       4  11 15 

Burkholderia cenocepacia      8 14 10 32 

Clostridium sp.    3     3 

Dyella koreensis        5 5 

Enterococcus faecalis 22 38       60 

Escherichia coli 15 29 9      53 

Flexibacter sp.      4 12 3 19 

Inquilinus limosus        1 1 

Kurthia gibsonii 5 8       13 

Kurthia zopfii  1       1 

Luteibacter rhizovicinus        5 5 

Lysobacter antibioticus       2  2 

Lysobacter gummosus       2  2 

Lysobacter sp.        1 1 

Nordella oligomobilis      4   4 

Ochrobactrum grignonense   3      3 

Ochrobactrum sp.     2    2 

Pandoraea sp.        1 1 

Pediococcus sp.  10       10 

Proteus mirabilis 7 2       9 

Providencia heimbachae  6       6 

Rhodopseudomonas sp.      1   1 

Serratia marcescens 16    16 4  1 38 

Staphylococcus epidermidis 1     5   6 

Staphylococcus equorum    3     3 

Staphylococcus saprophyticus 6 3 3      12 

Staphylococcus xylosus   3 4     7 

Streptomyces olivaceus        1 1 

Vagococcus fluvialis  1       1 

Variovorax paradoxus       1  1 

Variovorax sp.         2 

Total 74 102 21 23 18 36 32 44 350 
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図 17.1 家畜ふん分離株の系統分類  
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図 17.2 家畜ふん堆肥分離株の系統分類  
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図 17.3 土壌分離株の系統分類
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第5章 農業環境中のテトラサイクリン耐性遺伝子の分布 
 

分離されたテトラサイクリン耐性細菌株はどのような耐性遺伝子を保持して

いるのであろうか。これまでのテトラサイクリン耐性遺伝子（tet 遺伝子）の研

究は実験微生物や病原菌に限られていた。本研究では、特定の細菌に限定せず

に家畜ふん、家畜ふん堆肥、農業土壌および森林土壌という広い環境中から分

離した 350 株のテトラサイクリン耐性細菌を対象とすることで、今まで研究さ

れてこなかった一般細菌にも焦点を当てた。また、tet 遺伝子の研究は、ある特

定の遺伝子タイプに限定した詳細な分子遺伝学的解明が多くなされてきたが、

まず、全体像を把握するために Efflux 型: tet(A), tet(B)、tet(C)、tet(D)、tet(E)、

tet(G)、tet(H)、tet(J)、tet(Y)、tet(Z)、tet(30)、および RPP 型: tet(M)、tet(S)、tet(O)、

tet(W)、tet(Q)、tet(T)、tetP(B)、otr(A)の 19 の遺伝子をターゲットとした。  

 
5.1 材料および方法  

 

4.1.2 で抽出したゲノム DNA をテンプレートとしてテトラサイクリン耐性遺

伝子の検出を行った。 

350 株について、PCR により tet gene の検出を試みた。Aminov et al.6、7）によ

って設計された 19 の遺伝子｛11 efflux pump genes（Efflux 型）: tet(A)、tet(B)、

tet(C)、tet(D)、tet(E)、tet(G)、tet(H)、tet(J)、tet(Y)、tet(Z)、tet(30)、および 8 ribosomal 

protection proteins genes（RPP 型）: tet(M)、tet(S)、tet(O)、tet(W)、tet(Q)、tet(T)、

tetP(B)、otr(A)｝をターゲットとしたプライマーペアを用いた（表 9）。PCR 反

応液は 1.0 U の Ex Taq polymerase (Takara、 Shiga、  Japan)、5 µl の 10 × Ex Taq 

reaction buffer (Takara)、10 nmol の dNTPs、1 nmol のテンプレート DNA、及び

25 pmol の各プライマーを混合し、全量 50 μl とした。反応は I-Cycler（Bio Rad）

を用いた。反応条件はターゲット遺伝子によって異なるため、表 10 に示す。1

回目の PCR で目的の増幅産物が得られなかったときには、1 回目の PCR 産物 1 

μl をテンプレートとして 2 回目の PCR を同条件で行った。  

PCR 産物は分光光度計で濃度を測定するとともに、2.0 %アガロースゲル中で

100 V で 30 分間電気泳動を行い、UV 照射により得られた産物の分子量を確認
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した。また、PCR 産物の精製のために、Exo-SAP IT (GE Healthcare Bio-Sciences 

Corp.)を 1/10 量添加し、37°C、15 分間消化し、エキソヌクレアーゼによるプラ

イマー分解とシュリンプアルカリフォスファターゼによる dNTP の脱リン酸化

を行い、その後 80°C、15 分間酵素を失活させた。  

さらに、増幅されたPCR産物の代表株をシークエンス解析した。シークエン

ス反応は、Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems)を用

いて行った。プライマー、反応条件は遺伝子検出に用いたものと同じである。

反応液組成、反応物の精製法は 4.1.5 と同様である。シークエンスデータは

DNASIS Pro (Hitachi Software Engineering Co.)内で編集し、およそ 200bpの塩基

配列を得た。これらをDDBJ database (http://www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-e.html) 

内BLAST programで相同性検索を行った。 

 

http://www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-e.html�
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6.2 結果 

 

350 株中 249 株（71.1 %）から 15 種類の tet 遺伝子が検出された。RPP 型の

tet 遺伝子を保有している株が 109 株（31.1 %）、Efflux 型の tet 遺伝子を保有し

ている株が 140 株（40.0 %）であることが明らかになった（表 11）。 

Efflux 型の tet 遺伝子は、tet(A)、tet(B)、tet(C)、tet(G)、tet(H)、tet(J)、tet(Y)、

および tet(Z)の 8 遺伝子が検出された（図 18）。最も多く検出された遺伝子は

tet(B)であり、140 株中 50 株（35.7 %）から検出された。次に多かったのは tet(H)

であり、140 株中 37 株（26.4 %）から検出された。その他、tet(J)が 140 株中 26

株（18.6 %）、tet(Z)が 140 株中 13 株（9.3 %）、tet(A)が 140 株中 6 株（4.3 %）、

tet(C)が 140 株中 3 株（2.1 %）、tet(Y)が 140 株中 3 株（2.1 %）、tet(G)が 140 株

中 2 株（1.4 %）の順であった。tet(B)と tet(J)は家畜ふん、堆肥、土壌分離株か

ら広く検出され、tet(A)、tet(C)および tet(H)は家畜ふん分離株からに限られ、

tet(G)は土壌分離株からに限られていた。 

RPP 型の tet 遺伝子は tet(M)、tet(O)、otr(A)、tet(Q)、tet(S)、および tet(W)の

6 遺伝子が検出された（図 18）。最も多く検出された遺伝子は tet(M)であり、109

株中 74 株（67.9 %）から検出された。次に多かったのは tet(W)であり、109 株

中 26 株（23.9 %）から検出された。その他、tet(Q)が 109 株中 4 株（3.7 %）、tet(O)

が 109 株中 3 株（2.8 %）、otr(A)が 109 株中 2 株（1.8 %）、tet(S)が 109 株中 2

株（1.8 %）の順であった。tet(M)と tet(W)は家畜ふん、堆肥、土壌分離株から

広く検出され、tet(O)は家畜ふん分離株からに限られ、tet(S)は堆肥分離株に限

られ、otr(A)は土壌分離株に限られていた。また、鶏ふんから分離された 2 株

は tet(M)と tet(O)の両方を同時に保持していた。 

 

5.2.1 家畜ふん分離株の tet 遺伝子の分布  

家畜ふんから分離された 176 株のテトラサイクリン耐性細菌の tet 遺伝子型

を調べた。その結果、19 株（10.8 %）が非検出であったが、RPP 型の tet 遺伝

子を保有している株が 81 株（46.0 %）、Efflux 型の tet 遺伝子を保有している株

が 31 株（43.2 %）であることが明らかになった（表 11）。 

豚ぷん分離株では、74 株中 61 株（82.4 %）から tet 遺伝子が検出された。31
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株が Efflux 型の tet 遺伝子 tet(A)、tet(B)、tet(C)、tet(H)、tet(J)、または tet(Y)

のいずれかを保有しており、30 株が RPP 型の tet 遺伝子 tet(M)、tet(Q)、または

tet(W)のいずれかを保有していた。豚ぷん分離株から検出された tet 遺伝子と菌

種を表 12.1 に示す。最も多く検出されたのは tet(M)であり、20 株が Enterococcus 

faecalis、2 株が Kurthia gibsonii、1 株が Kurthia sp.、1 株が Escherichia coli にそ

れぞれ近縁の種であった。次に多く検出されたのは tet(B)であり、5 株が Serratia 

marcescens、4 株が Escherichia coli、2 株が Kurthia sp.、1 株が Staphylococcus 

saprophyticus にそれぞれ近縁の種であった。次に多く検出されたのは tet(H)で

あり、5 株が Proteus mirabilis、4 株が Escherichia coli、1 株が Enterococcus faecalis

にそれぞれ近縁の種であった。さらに、tet(A)を保持していた 4 株が Escherichia 

coli の、tet(W)を保持していた 2 株が Escherichia coli、1 株が Acinetobacter sp.、

1 株が Serratia marcescens にそれぞれ近縁の種であった。また、tet(J)を保持し

ていた 2 株が Proteus mirabilis、1 株が Serratia marcescens に近縁な種であり、

tet(Q)を保持していた 1 株が Enterococcus faecalis、 1 株が Staphylococcus 

saprophyticus にそれぞれ近縁の種であり、 tet(C)を保持していた 1 株が

Staphylococcus epidermidis、tet(Y)を保持していた 1 株が Acinetobacter sp.にそれ

ぞれ近縁の種であった。 

鶏ふん分離株では、102 株中 96 株（94.1 %）から tet 遺伝子が検出された。

45 株が Efflux 型の tet 遺伝子 tet(A)、tet(B)、tet(C)、tet(H)、または tet(J)のいず

れかを保有しており、51 株が RPP 型の tet 遺伝子 tet(M)、tet(O)、tet(Q)、また

は tet(W)のいずれかを保有していた。鶏ふん分離株から検出された tet 遺伝子と

菌種を表 12.2 に示す。最も多く検出されたのは tet(M)であり、 30 株が

Enterococcus faecalis、7 株が Escherichia coli、4 株が Kurthia gibsonii、1 株が

Kurthia zopfii、1 株が Proteus mirabilis にそれぞれの近縁種であった。次に多く

検出されたのは tet(H)であり、19 株が Escherichia coli、3 株が Staphylococcus 

saprophyticus、1 株が Alcaligenes sp.、1 株が Kurthia gibsonii、1 株が Pediococcus 

sp.、1 株が Proteus mirabilis、1 株が Serratia marcescens にぞれぞれの近縁種で

あった。次に多く検出されたのは tet(B)であり、3 株が Kurthia gibsonii、3 株が

Providencia heimbachae、2 株が Enterococcus faecalis、2 株が Pediococcus sp.、1

株が Vagococcus fluvialis にそれぞれ近縁の種であった。さらに、tet(W)を保持し
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ていた 4 株が Enterococcus faecalis、1 株が Escherichia coli、1 株が Pediococcus sp. 

にそれぞれ近縁の種であった。また、tet(J)を保持していた 2株が Pediococcus sp.、

1 株が Providencia heimbachae にそれぞれ近縁の種であった。また、tet(O)を保

持していた 2 株が Enterococcus faecalis、1 株が Pediococcus sp.にそれぞれ近縁

の種であった。その他、tet(A)を保持していた 2 株が Alcaligenes faecalis、tet(C)

を保持していた 2 株が Escherichia coli、tet(Q)を保持していた 1 株が Providencia 

heimbachae にそれぞれ近縁の種であった。 

 

5.2.2 家畜ふん堆肥分離株の tet 遺伝子の分布  

家畜ふん堆肥から分離された 62 株のテトラサイクリン耐性細菌の tet 遺伝子

型を調べた。その結果、22 株（35.5 %）が非検出であったが、RPP 型の tet 遺

伝子を保有している株が 15 株（24.2 %）、Efflux 型の tet 遺伝子を保有している

株が 25 株（40.3 %）であることが明らかになった（表 11）。 

豚ぷん堆肥分離株では、21 株中 14 株（66.7 %）から tet 遺伝子が検出された。

7 株が Efflux 型の tet 遺伝子 tet(B)または tet(J)のいずれかを保有しており、7 株

が RPP 型の tet 遺伝子 tet(M)、tet(S)または tet(W)のいずれかを保有していた。

豚ぷん堆肥分離株から検出された tet 遺伝子と菌種を表 12.3 に示す。最も多く

検出されたのは tet(B)であり、3株が Ochrobactrum grignonense、2 株が Escherichia 

coli にそれぞれ近縁の種であった。次に多く検出されたのは tet(M)であり、2 株

が Staphylococcus saprophyticus、1 株が Bacillus sp.、1 株が Escherichia coli にそ

れぞれ近縁の種であった。その他、tet(J)を保持していた 2 株が Escherichia coli、

tet(W)を保持していた 2 株が Paenibacillus sp.、 tet(S)を保持していた 1 株が

Escherichia coli にそれぞれ近縁の種であった。 

鶏ふん堆肥分離株では、23 株中 10 株（43.5 %）から tet 遺伝子が検出された。

4 株が Efflux 型の tet 遺伝子 tet(B)を保有しており、6 株が RPP 型の tet 遺伝子

tet(S)または tet(W)のいずれかを保有していた。鶏ふん堆肥分離株から検出され

た tet 遺伝子と菌種を表 12.3 に示す。最も多く検出されたのは tet(W)であり、2

株が Bordetella sp.、2 株が Staphylococcus xylosus、1 株が Clostridium sp.にそれ

ぞれ近縁の種であった。次に多く検出されたのは tet(B)であり、1株が Alcaligenes 

sp.、1 株が Bordetella sp.、1 株が Bradyrhizobium elkanii、1 株が Staphylococcus 
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xylosus にそれぞれ近縁の種であった。その他、 tet(S)を保持していた 1 株が

Clostridium sp.の近縁種であった。 

牛ふん堆肥分離株では、18 株中 16 株（88.9 %）から tet 遺伝子が検出された。

14 株が Efflux 型の tet 遺伝子 tet(B)、tet(J)、または tet(Z)のいずれかを保有して

おり、2 株が RPP 型の tet 遺伝子 tet(W)を保有していた。牛ふん堆肥分離株から

検出された tet 遺伝子と菌種を表 12.3 に示す。最も多く検出されたのは tet(J)で

10 株、その他 tet(B)、tet(Z)、tet(W)が 2 株ずつ検出され、すべて Serratia marcescens

の近縁種であった。 

 

5.2.3 土壌分離株の tet 遺伝子の分布  

土壌から分離された 112株のテトラサイクリン耐性細菌の tet遺伝子型を調べ

た。その結果、60 株（53.6 %）が非検出であったが、RPP 型の tet 遺伝子を保

有している株が 13 株（11.6 %）、Efflux 型の tet 遺伝子を保有している株が 39

株（34.8 %）であることが明らかになった（表 11）。 

豚ぷん堆肥連用土壌分離株では、9 株中 5 株から tet 遺伝子が検出された。2

株が Efflux 型の tet 遺伝子を保持しており、1 株は tet(B)を持つ Burkholderia 

cenocepacia の近縁種、また別の 1 株が tet(J)を持つ Burkholderia cepacia の近縁

種であった。また、3 株が RPP 型の tet 遺伝子を保持しており、2 株は tet(W)

を持つ Flexibacter sp.、1 株は otr(A)を持つ Serratia marcescens にそれぞれ近縁

の種であった（表 12.4）。 

鶏ふん堆肥連用土壌分離株では、27 株中 22 株（81.5 %）から tet 遺伝子が検

出された。20 株が Efflux 型の tet 遺伝子 tet(B)、 tet(G)、 tet(J)、または tet(Z)

のいずれかを保有しており、2 株が RPP 型の tet 遺伝子 tet(Q)または tet(W)のい

ずれかを保有していた。鶏ふん堆肥連用土壌分離株から検出された tet 遺伝子

と菌種を表 12.4 に示す。最も多く検出されたのは tet(B)であり、6 株が Afipia 

massiliensis、3 株が Staphylococcus epidermidis にそれぞれ近縁の種であった。次

に多く検出されたのは tet(J)と tet(Z)であり、tet(J)を保持していた 3 株が Nordella 

oligomobilis、2 株が Serratia marcescens、tet(Z)を保持していた 4 株が Burkholderia 

cenocepacia、1 株が Serratia marcescens にぞれぞれ近縁の種であった。その他、

tet(G)を保持していた 1 株が Rhodopseudomonas sp.、tet(Q)を保持していた 1 株
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が Flexibacter sp.の近縁種、tet(W)を保持していた 1 株が Nordella oligomobilis

の近縁種であった。 

堆肥無施用土壌分離株では、32 株中 11 株（34.4 %）から tet 遺伝子が検出さ

れた。11 株が Efflux 型の tet 遺伝子 tet(B)、tet(G)、tet(J)、または tet(Z)のいず

れかを保有しており、8 株が RPP 型の tet 遺伝子 tet(M)、otr(A)、または tet(W)

のいずれかを保有していた。堆肥無施用土壌分離株から検出された tet 遺伝子

と菌種を表 12.4 に示す。最も多く検出されたのは tet(Z)であり、 6 株が

Burkholderia cenocepacia の近縁種であった。次に多く検出されたのは tet(W)で

あり、3 株が Flexibacter sp.、1 株が Burkholderia cenocepacia にそれぞれ近縁の

種であった。次に多く検出されたのは tet(M)であり、2 株が Flexibacter sp.、1

株が Burkholderia cenocepacia にそれぞれ近縁の種であった。その他、tet(B)を

保持していた 2 株が Lysobacter antibioticus、 tet(J)を保持していた 1 株が

Burkholderia cenocepacia、1 株が Lysobacter gummosus、tet(G)を保持していた 1

株が Flexibacter sp.、otr(A)を保持していた 1 株が Burkholderia cenocepacia にそ

れぞれ近縁の種であった。 

森林土壌分離株では、44 株中 6 株から tet 遺伝子が検出され、すべて Efflux

型の tet 遺伝子であった。tet(B)を保持していた 3 株が Flexibacter sp.、1 株が

Burkholderia cepacia、tet(Y)を保持していた 1 株が Luteibacter rhizovicinus、1 株

が Dyella koreensis にそれぞれ近縁の種であった（表 12.4）。 
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5.3. 考察 

 

テトラサイクリン系抗生物質は広域スペクトル抗生物質であり、グラム陽性

細菌、グラム陰性細菌、プロトゾア、さらにはクラミジア、マイコプラズマ、

リッチケアにも有効性を示すタンパク質合成阻害剤である 92）。テトラサイクリ

ン系抗生物質としては、テトラサイクリン、ドキシサイクリン、ミノサイクリ

ン、オキシテトラサイクリン、デメクロサイクリン、クロルテトラサイクリン

が挙げられる。これらの薬剤は優れた特性と安価であったことから人間、養殖

魚、および動物の感染症に対し、治療だけでなく予防薬としても 60 年近く大規

模に使用されてきた 16, 26, 50, 73）。さらに、世界中の多くの国で、成長促進剤とし

て、家畜や養殖魚の餌に添加をしている。その結果、急速にテトラサイクリン

耐性菌が蔓延し、臨床だけでなく自然環境中にも耐性遺伝子が拡大した 5, 8, 11, 14, 

29）。特に、農業環境から分離されたテトラサイクリン耐性細菌は広域多剤耐性

であった 41）。しかし、これまでのテトラサイクリン耐性細菌に関する学術研究

の多くは病原菌や疫学上重要な細菌に限られていた 8）。これらの研究は、生態

系全体を考えたとき、自然状態や選択圧がない状態で存在しているテトラサイ

クリン耐性遺伝子（tet 遺伝子）の存在状態を評価できない。そして、ヒトや家

畜病原菌が自然状態で存在している一般細菌へ与えるインパクトやリスクを十

分に予測できない。 

本研究では、実験微生物や病原菌に限定せずに家畜ふん、家畜ふん堆肥、農

業土壌および森林土壌という広い環境中から試料を採取し、350 株のテトラサ

イクリン耐性細菌を対象とすることで、今まで研究されてこなかった一般細菌

にも焦点を当てた。また、tet 遺伝子の研究は、ある特定の遺伝子タイプに限定

した詳細な分子遺伝学的解明が多くなされてきたが、まず、全体像を把握する

ために Efflux 型: tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(J), tet(Y), 

tet(Z), tet(30);および RPP 型: tet(M), tet(S), tet(O), tet(W), tet(Q), tet(T), tetP(B), 

otr(A)の 19 の遺伝子をターゲットとした。 
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5.3.1 PTYG 培地の有効性 

 

2001 年に発表されたテトラサイクリン耐性細菌に関する総説では、39 属のグ

ラム陰性細菌、23 属のグラム陽性細菌について耐性遺伝子が検出されたことが

報告された 16）。2005 年にはその改訂版が発表され、tet 遺伝子を持つ細菌属は

62 属から 115 属に増えた 76）。本研究ではさらに、13 細菌属が新たに tet 遺伝子

を持つことが明らかになった。 

これには 2 つの理由が考えられる。まず、本研究では環境中の広い分野から

細菌を分離したことが挙げられる。特に、森林土壌といった自然本来の土壌微

生物叢を対象にしたものはなかった。次に、PTYG 培地といった非選択培地を

用い、従属栄養土壌細菌も分離できたことが挙げられる。PTYG 培地は、これ

まで研究対象とされていなかった貧栄養環境に生息する細菌を検出できるとと

もに、家畜ふんや家畜ふん堆肥からも、Alcaligenes faecalis、Escherichia coli、

Kurthia gibsonii 、 Providencia heimbachae 、 Serratia marcescens お よ び

Staphylococcus saprophyticus にそれぞれ近縁であり、通常は栄養リッチな選択培

地で検出する細菌も検出可能であった。 

 

5.3.2 新規 tet 遺伝子を保持する属  

本研究では、分離した 350 株中、tet 遺伝子を持つ細菌としては 24 属が明ら

かになった。これまでに tet 遺伝子保持菌として報告されてきた 115 属のうち、

11 属から tet 遺伝子が検出された。新規に tet 遺伝子を保持する細菌としては、

家畜ふん分離株から Kurthia、Pediococcus および Vagococcus が、家畜ふん堆肥

分離株から Bordetella、Bradyrhizobium と Ochrobactrum が、土壌分離株からは

Burkholderia、Dyella、Flexibacter、Luteibacter、Lysobacter、Nordella および

Rhodopseudomonas にそれぞれ近縁である 13 細菌属が挙げられる。 

Bordetella からは tet(B)と tet(W)、Bradyrhizobium からは tet(B)、Burkholderia

からは tet(B)、tet(J)、tet(Z)、tet(M)、tet(W)、および otr(A)、Dyella からは tet(Y)、

Flexibacter からは tet(B)、tet(G)、tet(M)、tet(Q)、および tet(W)、Kurthia からは

tet(B)、tet(H)、および tet(M)、Luteibacter からは tet(Y)、Lysobacter antibioticus

からは tet(B)と tet(J)、Nordellaからは tet(J)と tet(W)、Ochrobactrumからは tet(B)、
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Pediococcus からは tet(B)、tet(H)、tet(J)、tet(O)、および tet(W)、Rhodopseudomonas

からは tet(G)、Vagococcus からは tet(B)が検出された。 

上記の細菌だけでなく、今までに研究の対象とならなかっただけで、報告さ

れていなかった細菌が tet 遺伝子を持っている可能性があることが示唆された。 

 

5.3.3 新規 tet 遺伝子－保持菌組み合わせ  

これまで tet 遺伝子保持菌として報告されていたもののうち、新たな tet 遺伝

子を持つものも多いことが明らかになった。特に、腸内細菌については、医学

野のみならず、家畜衛生分野でも研究が進んでいる。まず、Enterococcus 属細

菌は tet(K)、tet(L)、tet(M)、tet(O)、および tet(S)を持つことが報告されている

が 2, 3, 34）、tet(B)、tet(H)、および tet(W)の検出は本研究が始めてである。次に

Escherichia 属細菌は tet(A)、tet(B)、tet(C)、tet(D)、tet(E)、tet(G)、tet(I)、tet(M)、

および tet(R)を持つことが報告されているが 11, 12, 19, 44, 46, 52）、tet(W)の検出は本

研究が始めてである。また、Serratia 属細菌は tet(A)、tet(B)、tet(C)、tet(G)、tet(E)、

および tet(34)を持つことが報告されているが 16, 50, 76）、tet(H)、tet(J)、tet(Z)、otr(A)、

および tet(W)の検出については報告例がない。また、Staphylococcus 属細菌は

MRSA などで耐性遺伝子に関する研究が多くなされていて、tet(K)、tet(L)、tet(38)、

tet(M)、tet(O)、tet(W)、および tet(U)を持つことが報告されているが 14, 58, 35）、

tet(B)、tet(C)、tet(H)および tet(Q)の検出については報告例がない。また、Proteus

属細菌は tet(C)と tet(J)を持つことが報告されているが 16, 47）、tet(H)と tet(M)の

検出については報告例がない。また、Alcaligenes 属細菌は tet(A)と tet(E)を持つ

ことが報告されているが 4）、tet(B)と tet(H)の検出については報告例がない。ま

た、Providencia 属細菌は、tet(B)、tet(E)、tet(G)および tet(I)を持つことが報告

されているが 16, 76）、 tet(J)と tet(Q)の検出については報告例がない。また、

Clostridium 属細菌は Clostridium perfringens が病原菌であることから研究が進み、

tet(K)、 tet(L)、 tetA(P)、tet(M)、tet(W)、tet(Q)、tet(32)、および tet(36)を持つ

ことが報告されているが 37, 87）、tet(S)と tet(W)の検出については報告例がない。

また、腸内細菌ではないが、Acinetobacter 属細菌についても、Acinetobacter 

baumannii が日和見感染の原因菌となることから臨床での研究が進んでおり、

tet(A)、tet(B)、tet(H)、tet(39)、および tet(M)を持つことが報告されているが 49, 75）、
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tet(Y)と tet(W)の検出については報告例がない。また、土壌細菌として知られて

いる Afipia 属細菌は根粒菌であるとともに、2、4-D 分解菌としても研究されて

おり、tet(M)を持つことが報告されているが tet(B)の検出は報告がない 76）。 

上記の細菌は、ほとんどが腸内細菌や病原菌であるために、耐性遺伝子の研

究が進んでいるが、その生息環境が細菌密度の高いことから、遺伝子伝播の確

率は高く、さらに、新たな tet 遺伝子を獲得する可能性も非常に高いことが示

唆された。 

 

5.3.4 家畜ふん由来 tet 遺伝子の環境中への拡散の可能性  

本研究では、広い範囲の環境試料 350 株のテトラサイクリン耐性細菌から、

19 種の tet 遺伝子の検出を試みた。その結果、非病原性細菌や非臨床株の一般

細菌では、想定した以上の割合でテトラサイクリン耐性遺伝子を保持すること

が明らかになった。抗生物質耐性遺伝子の中でも特にテトラサイクリン耐性遺

伝子が問題となるのは、その遺伝子がプラスミド上に存在することや転移因子

（トランスポゾン）であることに起因する。これらが染色体やプラスミド間を

頻繁に転移するうちに、細菌は新しい性質を獲得し、新しい耐性を持つなどの

機会が増えるのである。 

プラスミド上に頻繁に見られる tet 遺伝子としては tet(B)、tet(S)および tet(O)、

トランスポゾンに頻繁に見られる tet 遺伝子としては tet(M)、tet(Q)および tet(W)

が挙げられる 16, 78）。また、tet(B)、tet(M)および tet(W)はそのホスト菌種が多い

ことが特徴であり、耐性遺伝子の拡散の一旦を担っている可能性が高い 17）。

tet(B)はグラム陰性細菌でよく見られるが、本研究では Enterococcus 属細菌、

Kurthia 属細菌、Staphylococcus 属細菌、Pediococcus 属細菌、Vagococcus 属細菌

といったグラム陽性細菌からも検出された。また、tet(M)と tet(W)はトランスポ

ゾンによって転移することが知られており、細菌種を乗り越えて伝播する可能

性が高い 16）。本研究でも、tet(M)と tet(W)は、腸内細菌から土壌細菌にいたる

まで広い範囲で検出された。しかし、テトラサイクリンが元々は抗菌スペクト

ルの非常に広い薬剤であったことを考えると、薬剤耐性遺伝子の獲得による耐

性化が主要な原因ではないかと推察される。 

また、家畜ふんに特徴的な tet 遺伝子として、豚ぷんと鶏ふんでは tet(M)、家
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畜ふん堆肥に特徴的な tet 遺伝子としては豚ぷん堆肥では tet(B)、鶏ふん堆肥で

は tet(W)、牛ふん堆肥では tet(J)、土壌に特徴的な tet 遺伝子としては tet(B)が挙

げられた。これら特徴的な tet 遺伝子型の変動を見ることで、他の環境からの

遺伝子の移動を評価できるのではないかと考えられた。しかし、分離株が少な

かったサンプルもあったため、集団の特徴を正確に捉えたとは言えない。今後、

さらに様々なサイトから多くの細菌を分離し、tet 遺伝子タイプの特徴づけを行

うことにより、遺伝子拡散の可能性についてさらに踏み込んだ言及ができるの

でないかと考えられた。 
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表 9.1 tet 遺伝子検出プライマーの塩基配列と増幅サイズ（RPP 型） 

 Primer pair Class targeted Sequence 
PCR annealing temp 

(°C) 
Amplicon size 

(bp) 
 Tet B/P-FW AAA ACT TAT TAT ATT ATA GTG 
 Tet B/P-RV 

P(B) 
TGG AGT ATC AAT AAT ATT CAC 

46 169 

 Tet M-FW ACA GAA AGC TTA TTA TAT AAC 
 Tet M-RV 

M 
TGG CGT GTC TAT GAT GTT CAC 

55 171 

 Tet O-FW ACG GAR AGT TTA TTG TAT ACC 
 Tet O-RV 

O 
TGG CGT ATC TAT AAT GTT GAC 

60 171 

 Otr A-FW GGC AYT YCT GGC CCA CGT 
 Otr A-RV 

otr A 
CCC GGG GTG TCG TAS AGG 

66 212 

 Tet Q-FW AGA ATC TGC TGT TTG CCA GTG 
 Tet Q-RV 

Q 
CGG AGT GTC AAT GAT ATT GCA 

63 169 

 Tet S-FW GAA AGC TTA CTA TAC AGT AGC 
 Tet S-RV 

S 
AGG AGT ATC TAC AAT ATT TAC 

50 169 

 Tet T-FW AAG GTT TAT TAT ATA AAA GTG 
 Tet T-RV 

T 
AGG TGT ATC TAT GAT ATT TAC 

46 169 

 Tet W-FW GAG AGC CTG CTA TAT GCC AGC 
 Tet W-RV 

W 
GGG CGT ATC CAC AAT GTT AAC 

64 168 
a: FW, forward; RV, reverse 
b: PCR 条件は表 10 を参照 
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表 9.2 tet 遺伝子検出プライマーの塩基配列と増幅サイズ（Efflux 型） 

 Primer pair Class targeted Sequence 
PCR annealing temp 

(°C) 
Amplicon size 

(bp) 
 Tet A-FW GCG CGA TCT GGT TCA CTC G 
 Tet A-RV 

A 
AGT CGA CAG YRG CGC CGG C 

61 164 

 Tet B-FW TAC GTG AAT TTA TTG CTT CGG 
 Tet B-RV 

B 
ATA CAG CAT CCA AAG CGC AC 

61 206 

 Tet C-FW GCG GGA TAT CGT CCA TTC CG 
 Tet C-RV 

C 
GCG TAG AGG ATC CAC AGG ACG 

68 207 

 Tet D-FW GGA ATA TCT CCC GGA AGC GG 
 Tet D-RV 

D 
CAC ATT GGA CAG TGC CAG CAG 

68 187 

 Tet E-FW GTT ATT ACG GGA GTT TGT TGG 
 Tet E-RV 

E 
AAT ACA ACA CCC ACA CTA CGC 

61 199 

 Tet G-FW GCA GAG CAG GTC GCT GG 
 Tet G-RV 

G 
CCY GCA AGA GAA GCC AGA AG 

68 134 

 Tet H-FW CAG TGA AAA TTC ACT GGC AAC 
 Tet H-RV 

H 
ATC CAA AGT GTG GTT GAG AAT 

61 185 

 Tet J-FW CGA AAA CAG ACT CGC CAA TC 
 Tet J-RV 

J 
TCC ATA ATG AGG TGG GGC 

61 184 

 Tet Y-FW ATT TGT ACC GGC AGA GCA AAC 
 Tet Y-RV 

Y 
GGC GCT GCC GCC ATT ATG C 

68 181 

 Tet Z-FW CCT TCT CGA CCA GGT CGG 
 Tet Z-RV 

Z 
ACC CAC AGC GTG TCC GTC 

61 204 

 Tet 30-FW CAT CTT GGT CGA GGT GAC TGG 
 Tet 30-RV 

30 
ACG AGC ACC CAG CCG AGC 

68 210 
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表 10  tet 遺伝子検出のための PCR 条件 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

TetT, Tet B(P) 
94 °C 5 min  
94 °C 30 sec 
46 °C 30 sec 
72 °C 30 sec 

25 cycles 

72 °C 7 min  

Tet O 
94 °C 5 min  
94 °C 30 sec 
60 °C 30 sec 
72 °C 30 sec 

25 cycles 

72 °C 7 min  

Tet M 
94 °C 5 min  
94 °C 30 sec 
55 °C 30 sec 
72 °C 30 sec 

25 cycles 

72 °C 7 min  

Otr A 
94 °C 5 min  
94 °C 30 sec 
63 °C 30 sec 
72 °C 30 sec 

25 cycles 

72 °C 7 min  

Tet Q 
94 °C 5 min  
94 °C 30 sec 
63 °C 30 sec 
72 °C 30 sec 

25 cycles 

72 °C 7 min  

Tet S 
94 °C 5 min  
94 °C 30 sec 
50 °C 30 sec 
72 °C 30 sec 

25 cycles 

72 °C 7 min  

Tet W 
94 °C 5 min  
94 °C 30 sec 
64 °C 30 sec 
72 °C 30 sec 

25 cycles 

72 °C 7 min  

Tet A, Tet B, Tet E, Tet H, Tet J, Tet Z 
94 °C 5 min  
94 °C 5 sec 
61 °C 30 sec 

25 cycles 

61 °C 7 min  

Tet C, Tet D, Tet G, Tet Y, Tet 30 
94 °C 5 min  
94 °C 5 sec 
68 °C 10 sec 

25 cycles 

68 °C 7 min  
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表 11 テトラサイクリン耐性細菌分離株の分離源と tet 遺伝子型 
tet  genes 

Origin Mediaa No. of 
isolates Efflux genes RPP genes Unknown 

Swine feces PTYG 25 10 6 9 

 Deso 28 20 4 4 

 EF 21 1 20 0 

 Subtotal 74 31 30 13 

Poultry feces PTYG 28 22 5 1 

 Deso 26 17 6 3 

 EF 30 0 30 0 

 MRS 18 6 10 2 

 Subtotal 102 45 51 6 

Swine FYM PTYG 18 4 7 7 

 Deso 3 3 0 0 

 Subtotal 21 7 7 7 

Poultry FYM PTYG 13 2 2 9 

 Deso 10 2 4 4 

 Subtotal 23 4 6 13 

Cattle FYM PTYG 10 8 2 0 

 Deso 8 6 0 2 

 Subtotal 18 14 2 2 

Soil (swine FYM applied) PTYG 9 2 3 4 

Soil (poultry FYM applied) PTYG 27 20 2 5 

Soil (FYM not applied) PTYG 32 11 8 13 

Forest soil PTYG 44 6 0 38 

Total All media 350 140 109 101 

a PTYG: PTYG agar medium for detection of heterotrophic bacteria; Deso: desoxycholate agar 
medium for detection of coliform bacteria; EF: EF agar medium for detection of enterococci; 
MRS: MRS agar medium for detection of lactic acid bacteria 
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図 18 テトラサイクリン耐性遺伝子の検出  
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表 12.1 豚ぷん分離株の tet gene の分布  

 
Gene Closest relatives Medium Isolatesa 

tet(A) Escherichia coli Deso SFC4, SFC5, SFC7, SFC9 

tet(B) PTYG SF8 Escherichia coli  

Deso SFC1, SFC6,SFC10  

Kurthia  sp .  PTYG SF5, SF10 

PTYG SL10  Serratia marcescens 

Deso SLC1, SC1, SC3, SC6 

 Staphylococcus saprophyticus PTYG SL3 

tet(C) Staphylococcus epidermidis EF SFE1 

tet(H) Escherichia coli Deso SCC5, SCC7, SCC8, SCC9 

 Enterococcus faecalis Deso SLC10 

 Proteus mirabilis Deso SLC7, SCC2, SCC3, SCC4, SCC6 

tet(J) Serratia marcescens PTYG SC5 

 Proteus mirabilis Deso SLC8, SCC1 

tet(Y) Acinetobacter sp .  PTYG SF6 

tet(M) Enterococcus faecalis EF SLE1, SLE2, SLE3, SLE4, SLE5, SLE6, 
SLE7, SLE8, SLE9, SLE10, SCE1, SCE2, 
SCE3, SCE4, SCE5, SCE6, SCE7, SCE8, 
SCE9, SCE10 

 Escherichia coli Deso SFC3 

 Kurthia gibsonii PTYG SF2, SF4 

 Kurthia  sp .  PTYG SF7 

tet(Q) Enterococcus faecalis Deso SLC9 

 Staphylococcus saprophyticus PTYG SL9 

tet(W) Acinetobacter sp .  PTYG SF9 

 Escherichia coli Deso SFC2, SFC8 

 Serratia marcescens PTYG SC8 
a 表 4、分離株 I.D.を参照 
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表 12.2 鶏ふん分離株の tet gene の分布 
 

Gene Closest relatives Medium Isolates 

tet(A) Alcaligenes faecalis PTYG MF2, MF5 

tet(B) Enterococcus faecalis MRS MFS3, MFS4 

 Kurthia gibsonii MRS IFS1, IFS2, IFS4 

 Pediococcus sp. Deso MFC1, MFC5 

 Providencia heimbachae PTYG MF6, MF7, MF8 

 Vagococcus fluvialis MRS IFS3 

tet(C) Escherichia coli Deso PCC3, PCC10 

tet(H) Alcaligenes  sp. PTYG PC4 

PTYG PC3, PC5, IF1,  IF2, IF3,  IF4, IF5, IF6,  
IF7, IF8 

 Escherichia coli 

Deso PCC4, PCC6, PCC8, PCC9, IFC1, 
IFC4, IFC5, IFC7, IFC9 

 Kurthia gibsonii PTYG PC6 

 Pediococcus sp. Deso MFC4 

 Proteus mirabilis  Deso IFC3 

 Serratia marcescens PTYG PC2 

 Staphylococcus saprophyticus PTYG PC7, PC8, PC9 

tet(J) Pediococcus sp. Deso MFC6, MFC9 

 Providencia heimbachae PTYG MF4 

tet(M) Enterococcus faecalis EF PCE1, PCE2, PCE3, PCE4, PCE5, 
PCE6, PCE7, PCE8, PCE9, PCE10, 
IFE1, IFE2, IFE3, IFE4, IFE5, IFE6, 
IFE7, IFE8, IFE9, IFE10, MFE1, 
MFE2, MFE3, MFE4, MFE5, MFE6, 
MFE7, MFE8, MFE9, MFE10 

PTYG PC1, PC10, IF9, IF10  Escherichia coli 

Deso IFC2, IFC8, IFC10 

 Kurthia gibsonii MRS IFS5, IFS7, IFS8, IFS9 

 Kurthia zopfii MRS IFS6 

 Proteus mirabilis MRS IFS10 

tet(O) Enterococcus faecalis  EF PCE1, PCE4 

 Pediococcus sp. Deso MFC8 

tet(Q) Providencia heimbachae PTYG MF1 

tet(W) Enterococcus faecalis  MRS MFS1, MFS2, MFS5, MFS10 

 Escherichia coli  Deso PCC1 

 Pediococcus sp. Deso MFC10 
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表 12.3 家畜ふん堆肥分離株の tet gene の分布 

 
Gene Closest relatives Medium Origin Isolates 

tet(B) Escherichia coli  PTYG Swine FYM SU4, SU5 

 Ochrobactrum grignonense Deso Swine FYM SRC1, SRC2, SRC4 

tet(J) Escherichia coli  PTYG Swine FYM SU7, SU10 

tet(M) Bacillus sp .  PTYG Swine FYM SU8 

 Escherichia coli PTYG Swine FYM SU3 

 Staphylococcus saprophyticus PTYG Swine FYM SR1, SR2 

tet(S) Escherichia coli PTYG Swine FYM SU6 

tet(W) Paenibacillus sp .  PTYG Swine FYM SU1, SU9 

tet(B) Alcaligenes sp .  Deso Poultry FYM MUC1 

 Bordetella sp. Deso Poultry FYM MUC7 

 Bradyrhizobium elkanii PTYG Poultry FYM PM3 

 Staphylococcus xylosus PTYG Poultry FYM PM9 

tet(S) Clostridium sp .  Deso Poultry FYM MUC6 

tet(W) Bordetella sp. Deso Poultry FYM MUC4, MUC8 

 Clostridium sp .  Deso Poultry FYM MUC3 

 Staphylococcus xylosus PTYG Poultry FYM PM1, PM2 

PTYG Cattle FYM BM3 tet(B) Serratia marcescens 

Deso Cattle FYM BMC2 

PTYG Cattle FYM BM2, BM4, BM5, BM6, 
BM8, BM9, BM10 

tet(J) Serratia marcescens 

Deso Cattle FYM BMC1, BMC3, BMC6 

tet(Z) Serratia marcescens Deso Cattle FYM BMC5, BMC7 

tet(W) Serratia marcescens PTYG Cattle FYM BM1, BM7 
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表 12.4 土壌分離株の tet gene の分布 
 
Gene Closest relatives Origin Isolates 

tet(B) Burkholderia cenocepacia Soil (swine FYM applied) AS4 

tet(J) Burkholderia cepacia Soil (swine FYM applied) AS9 

otr(A) Serratia marcescens Soil (swine FYM applied) AS1 

tet(W) Flexibacter sp .  Soil (swine FYM applied) AS2, AS7 

tet(B) Afipia massiliensis Soil (poultry FYM applied) OT5, OT6, OT7, OT8, 
OT9, OT10 

 Staphylococcus epidermidis Soil (poultry FYM applied) OZ5, OZ6, OZ10 

tet(G) Rhodopseudomonas  sp. Soil (poultry FYM applied) OZ1 

tet(J) Nordella oligomobilis Soil (poultry FYM applied) OT2, OT3, OT4 

 Serratia marcescens Soil (poultry FYM applied) AP3, AP4 

tet(Z) Burkholderia cenocepacia Soil (poultry FYM applied) AP5, AP6, AP8, AP10

 Serratia marcescens Soil (poultry FYM applied) AP2 

tet(Q) Flexibacter sp .  Soil (poultry FYM applied) AP7 

tet(W)  Nordella oligomobilis Soil (poultry FYM applied) OT1 

tet(B) Lysobacter antibioticus Soil (FYM not applied) OC5, OC6 

tet(G) Flexibacter sp .  Soil (FYM not applied) KJ8 

tet(J) Burkholderia cenocepacia Soil (FYM not applied) KN1 

 Lysobacter gummosus Soil (FYM not applied) OC3 

tet(Z) Burkholderia cenocepacia Soil (FYM not applied) KJ1, KJ2, KJ6, KJ7, 
KN2, KN3 

tet(M) Burkholderia cenocepacia Soil (FYM not applied) KN9 

 Flexibacter sp .  Soil (FYM not applied) KN8, KN10 

otr(A) Burkholderia cenocepacia Soil (FYM not applied) KJ10 

tet(W) Flexibacter sp .  Soil (FYM not applied) KA7, KA10, KJ4 

 Burkholderia cenocepacia Soil (FYM not applied) KN6 

tet(B) Flexibacter sp .  Forest soil  1-A-1, 1-A-3, 1-O-7 

 Burkholderia cepacia Forest soil  2-A-4 

tet(Y) Luteibacter rhizovicinus Forest soil  1-O-9 

 Dyella koreensis Forest soil  1-O-10 
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第6章 発酵リキッド飼料給与が抗生物質耐性菌割合に与える影響

（第 1 回目） 
 

前章までの結果を受けて、抗生物質耐性菌対策の必要性が浮かび上がり、そ

の一環として独立行政法人 農業・食品産業技術総合研究機構 畜産草地研究所  

機能性飼料研究チームとの共同研究を行った。抗生物質の代替効果が期待され

注目されているプロバイオティクス飼料である発酵リキッドフィーディング飼

料給与による耐性菌割合への影響を調べることによって、抗生物質使用と家畜

腸内での耐性菌出現の関係、発酵リキッドフィーディングにより腸内細菌の耐

性の増加が抑制されるのか、といった具体的解決案の有効性の評価を行った。 
 
6.1 材料および方法 

 

6.1.1 供試動物  

2004 年 12 月 23 日生まれの同腹の LWD 交雑種子豚を 5 頭用い、生後 4 週齢

で離乳し、個別飼育を行った。母豚にはクロルテトラサイクリンとリンコマイ

シンの投与歴があった。また、子豚には離乳までリンコマイシン、カナマイシ

ン、セフチオフルの投与歴があった。 

離乳後、試験区 1．子豚用人工乳飼料（表 13）を同量の水と混合（以下対照

区）―2 頭、試験区 2．発酵リキッド（以下発酵区）―3 頭の 2 区に分け、8 週

齢まで飼育した（写真 9）。  

また参考までに母豚、子豚ともに全く抗生物質の投与歴がないバークシャー

種の離乳子豚について、生後 5 週齢の糞便を採取し同様に実験を行った（E-farm

区、写真 10）。この子豚の飼料内容は食品残渣、コーンミール、米ぬか、薫煎

黄粉、魚粉、糖蜜、炭酸カルシウム、第 2 リン酸カルシウム、ビタミンを配合

したものであった。 

 

6.1.2 飼料調製と管理  

発酵リキッドは子豚用人工乳飼料に乾物率 30 %となるように加水し、

Lactobacillus plantarum LQ80と Bacillus subtilis LQ13の複合スターター菌液を培
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養開始時にそれぞれ 106 CFU/ml になるように添加し、24 時間、37 °C で培養し

た。培養後、pH 測定で pH4.0 以下であることにより発酵終了を確認し、4 °C

で保存した。 

 

6.1.3 大腸菌の検出および分離  

新鮮糞便は離乳後 0、7、14、21、28 日後に、直腸刺激により 5 g 程度を採取

した。飼料は、採取後直ちに乾物重の測定、細菌検出に供した。 

① 試料 0.3 g を 2.7 ml の検体希釈液（KH2PO4 4.5 g、Na2HPO4 6.0 g、

L-cystein·HCl·H2O 0.5 g、Tween 80 0.5 g、Agar 1.0 g/L）に加え、30 分間激し

く振盪した。 

② 一次希釈液 100 µl を 900 µl の希釈液に加えて攪拌した。（102 希釈液） 

③ 同じ要領で順次 103-1010 希釈液を作成した。 

④ Desoxycholate 培地のプレート表面に希釈液 100 µl を塗布した。各希釈液 3

段階について 2 枚ずつのプレートを使用し、3 連で行った。 

⑤ 37 °C で 24 時間静置培養し、生育したコロニー数を計測した。 

⑥ 1 区 60 コロニーを無作為に選び、LB 平板培地に白金耳で植菌し、37 °C で

24 時間生育させた。 

⑦ コロニー生育後、単コロニーを LB 液体培地 5 ml に移植し、37 °C で 24 時

間振盪培養した。 

⑧ 培養液を希釈し、順次作成した希釈液を、再度 LB 平板培地に 100 µl を塗布

し、37 °C で 24 時間静置培養した。 

⑨ ⑦、⑧の作業をさらに 2 回行い、細菌を純粋分離した。 

⑩ 菌数 1 × 108 /ml 程度になるように液体培養をし、終濃度 50 %になるように

滅菌グリセロールと混合し、-80 °C で保存した。 

⑪ 単離した菌株から DNA を抽出し、16S rDNA のシークエンス解析により、

菌の同定を行った。 
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6.1.4 NCCLS（National Committee for Clinical Laboratory Standards、現

CLSI：Clinical Laboratory Standards Institute）法 57）に準拠した薬剤感受性試

験 

子豚排泄物から全 600 株の大腸菌を分離し、カナマイシンとテトラサイクリ

ンに対する抗生物質感受性試験を行った。 

① カナマイシン、テトラサイクリン原末を希釈溶液に溶解して薬剤原液を調製

した。 

薬剤有効量（µg/ml）×薬剤の秤量（mg）/原液の濃度（µg/ml）=溶媒量（ml） 

② 抗生物質 1,280 µg/ml マスターA 液を 12 ml 作成し、フィルターろ過滅菌を

行った。 

③ 表 14 に従い、滅菌水を用いて希釈を行った。 

④ Muller-Hinton Agar（Difco）23.21 g を 550 ml の蒸留水に添加し、オートクレ

ーブし、50 °C で保持した。 

⑤ 角型シャーレに③で調製した抗生物質希釈液を 4 ml と Muller-Hinton Agar 36 

ml を入れ、混合し固化させた。同時に、薬剤無添加の対照平板も作成した。 

⑥ 6.1.2 で保存した披検株を TRYPT-SOY BROTH（Eiken Chemical Co., Bunkyo, 

Japan）内で増殖させ、滅菌生理食塩水で菌数 1 × 108 CFU/ml 程度になるよ

うに調製した。 

⑦ 調製した接種菌液を滅菌 96 穴プレートに 100 µl ずつ分注した。 

⑧ 火炎滅菌したマルチピンブロッターを用いて接種用菌液を抗生物質含有平

板および対照平板にスポットした。 

⑨ 寒天平板表面の菌液が完全に乾いた後、35 °C で 16-20 時間培養し、生育の

有無によって判定を行った。 
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6.2 結果  

子豚排泄物から全 600 株の大腸菌を分離し、大腸菌の抗菌スペクトルに入っ

ているカナマイシンとテトラサイクリンに対する抗生物質感受性試験を行った。

エンドポイントの決定は、接種起因の薬剤含有培地での発育が完全に阻害され

た薬剤の最小濃度をエンドポイントと判定し、その値を最小発育阻止濃度

（Minimum Inhibitory Concentration）とした。また、E.coli ATCC25922 を精度管

理菌株として使用した。写真 11 に、感受性試験の一例を示す。 

 

6.2.1 大腸菌数 

離乳日を 0 日目として 28 日目まで 1 週間毎に大腸菌の計数を行った（図 20）。

対照区は 2.75 × 105～3.38 × 109 CFU/g DM、発酵区は 7.43 × 105～3.81 × 109 CFU/g 

DM の間で推移したが、処理区による差、日数による増減などの傾向は見られ

なかった。 

E-farm 区では、3 頭について調べた結果、2.63 × 108～3.46 × 108 CFU/g DM で

あった。 

 

6.2.2 最小発育阻止濃度（MIC） 

分離した細菌はシークエンス解析によって 600 株すべてが Escherichia coli で

あることが確認された。これらの感受性試験の結果を表 15.1、15.2 に示す。 

カナマイシン感受性試験においては、対照区、発酵区ともに MIC 値が 1～4 

µg/ml の菌株が数株と≧128 µg/ml の菌株が 80 %程度という二峰性を示した。ま

た、両区ともに MIC50 が 0 日目から 28 日目まで継続して≧128 µg/ml であり、

高度耐性株が多くを占めていた。E-farm 区では、MIC50 が 0.25 µg/ml であり耐

性株は 1 株しかなく、対照区、発酵区の全ての期間と比較して、最も感受性が

高かった。 

テトラサイクリン感受性試験においては、対照区では MIC50（50 %の発育を

阻止する MIC 値）が 14 日目で 64 µg/ml であった以外は 128 µg/ml であった。

発酵区では、MIC50 が 0 日目、7 日目は 128 µg/ml であったが、14 日目以降は

64 µg/ml に減少し、MIC 値が 0.5、1 µg/ml の菌株が増加した。≧128 µg/ml の高

度耐性株も、対照区では 28 日目まで検出されたのに対し、発酵区では 7 日目以
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降は見られなかった。また、E-farm 区では MIC50 が 64 µg/ml であり、MIC 値

が 0.25、0.5 µg/ml の菌株が 24 株と 40 %を占めており、対照区、発酵区の全て

の期間と比較して、最も感受性が高かった。 

 

6.2.3 抗生物質耐性菌割合  

NCCLS ガイドラインによる E.coli の薬剤耐性ブレイクポイント基準を参考に、

カナマイシンは MIC≧64 µg/ml、テトラサイクリンは MIC≧16 µg/ml を耐性で

あると判断した。 

カナマイシン耐性は、0 日目では耐性割合が 95.0 %と非常に高く、7 日目に

おいては対照区で 98.3 %、発酵区で 83.3 %と耐性割合の違いが見られたが、14

日目と 21 日目では逆転し、28 日目ではそれぞれ 80.0 と 81.6 %、と同程度にな

っており、明確な差は得られなかった（図 21）。E-farm 区では、0 日目が 1.7 %

と非常に低い耐性割合であった。 

テトラサイクリン耐性は、0 日目では耐性割合が 100 %と非常に高く、両区

とも 21 日目までは 93.3 %以上であったが、28 日目では、対照区が 100 %であ

ったのに対し、発酵区では 71.7 %となり、減少する傾向が見られた。E-farm 区

では、0 日目が 58.3 %と発酵区の 28 日目よりも低い耐性割合であった。 
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6.3 考察  

 

6.3.1 薬剤耐性モニタリングの重要性 

我が国における家畜衛生分野における最初の全国的な薬剤耐性調査は、昭和

51 年度及び昭和 52 年度に農林水産省畜産局が実施した実態調査 66）である。当

時、食用動物由来薬剤耐性菌の公衆衛生への影響が盛んに議論されており、抗

菌性物質の畜産物への残留や薬剤耐性菌の増加による公衆衛生への影響を配慮

した「飼料の安全性の確保及び品質の改善に関する法律」（昭和 51 年施行）が

成立した時期であった。そこで、同法に基づく規制前後の薬剤耐性菌の実態を

把握することを目的として、薬剤耐性調査が実施されたものであった。その後、

数回にわたり全国的な調査が行われたが、いずれも単発的であり継続的な調査

は実施されていなかった。 

1980 年代、世界保健機関(WHO)は、ヒト医療における薬剤耐性菌問題の原

因が食用動物に抗菌性物質を使用することにあるとの観点から、食用動物にお

ける抗菌性物質の使用を禁止若しくは制限しようとするキャンペーンを展開し

た 86）。しかし、これらの会議では、ヒト由来薬剤耐性菌の出現と食用動物へ

の抗菌性物質の使用との因果関係の実証に至らなかった。その一因として食品

媒介性病原菌の薬剤耐性に関する科学的なモニタリング情報の欠如が挙げられ

た。一方、家畜衛生の専門国際機関である国際獣疫事務局(OIE)は、家畜衛生

及び公衆衛生上問題となる薬剤耐性菌を制御するための戦略の一つとして、国

際的に比較可能な薬剤耐性モニタリングの重要性を指摘した 71)。 

現在、家畜衛生分野における薬剤耐性モニタリング体制としては、欧州連合

(EARSS; European Antimicrobial Resistance Surveillance System)23）、WHO 

(WHONET; WHO Network on Antimicrobial Resistance Monitoring)94）、デンマー

ク(DANMAP; Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research 

Programme)18）、米国(NARMS; National Antimicrobial Resistance Monitoring 

System)55）、スウェーデン(SVARM; Swedish Veterinary Antimicrobial Resistance 

Monitoring)85）等の活動が知られている。 

日本では、平成 7 年度から製造物責任法対応として実施していた家畜病原細

菌の薬剤耐性調査に加え、平成 11 年度から健康動物由来食品媒介性病原細菌及
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び指標細菌の全国的な薬剤耐性調査を開始した。さらに、平成 12 年度からは、

畜産振興総合対策事業に基づき全国の家畜保健衛生所の全面的な支援を受け、

全国的な薬剤耐性ネットワークを構築し、薬剤耐性モニタリング体制

JVARM(Japanese Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring System)を整備

した 63）。 

 

6.3.2 抗生物質使用停止と発酵リキッドの効果  

前章までの研究で、家畜由来の耐性菌がその後の物質循環の流れの中で、環

境中の細菌にも影響を与える事例があり、その耐性遺伝子の宿主となる細菌も

多様性に富んだものであることが明らかになった。しかし、長期、広範囲で行

われたモニタリング結果からは、個々の農場における抗菌剤の使用と耐性菌の

出現には必ずしも相関が認められない事例があるとの報告（厚生労働省科学研

究費補助金食品の安心・安全確保推進研究事業 H15-食品-012）や、デンマーク

では 1999 年に成長促進目的での抗生物質投与を禁止した結果、耐性割合は年々

減少したが、治療薬としての使用が増加してしまったという報告 1）があり、単

純に抗生物質使用を中止すれば問題が解決するわけではないということが認識

され始めた。また、家畜生産現場では、耐性菌蔓延防止のため、数年ごとに薬

剤の種類を変えることや、抗生物質使用量の低減を目指して代替品を取り入れ

る動きが行われ始めた 30, 84）。しかし、それらの新たな取り組みに対する効果を

科学的に評価するための基礎データが不足しているのが現状である。 

抗生物質の代替品として期待される飼料添加物として、プロバイオティクス

（培養微生物製品）、プレバイオティクス（オリゴサッカライド製品）、有機酸

（プロピオン酸とギ酸等の単味または複合製品）、天然濃縮物（植物抽出物や漢

方薬など）が挙げられる。 

本研究では、畜産草地研究所機能性飼料研究チームと共同で乳酸菌発酵飼料

である発酵リキッドフィーディングによるプロバイオティクス効果を抗生物質

耐性菌の観点から検証した。乳酸発酵を利用したリキッドフィーディングは、

家畜消化管内における微生物叢の改善、pH 低下による有害微生物の除去、免疫

賦活化の効果があることが多数報告されており、注目されている技術である 39）。 

疾病にかかりやすい離乳子豚に対し、実験豚舎の通常管理ではリンコマイシ
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ン、カナマイシン、セフチオフルの投与が行われているが、本実験の供試動物

には、離乳日以降は全く薬剤を使用しなかった。子豚が耐性を獲得する方法と

しては、母豚から母乳や血液を通した垂直伝播、畜舎環境からの水平伝播など

が考えられる。今回の実験では、離乳前は母豚舎で群飼いされており、様々な

感染があったと推測されるが、離乳後は母豚舎とは別の畜舎での個別飼育を行

ったので、すでに獲得してしまった耐性菌が抗生物質という選択圧がなくなっ

たこと、発酵リキッドフィーディングというプロバイオティクス微生物の導入

の 2 点についてどのように変動するかに着目した。 

母豚にはクロルテトラサイクリンとリンコマイシンの投与歴があった。また、

子豚には離乳までリンコマイシン、カナマイシン、セフチオフルの投与歴があ

った。この中で、抗菌スペクトル内に大腸菌が入っている薬剤はクロルテトラ

サイクリンとカナマイシンである 22）。 

MIC 測定による抗生物質耐性菌割合調査の結果、テトラサイクリン耐性は、

離乳直後の 0 日目では耐性割合が 100 %、21 日目まで 93.3 %以上と非常に高か

ったが、28 日目において発酵区では 71.7 %となり、減少した（図 21）。28 日目

における対照区と発酵区の MIC 値の t 検定の結果から p < 0.01 で有意差があっ

た。子豚は直接クロルテトラサイクリンへの暴露がなかったことから、母豚が

獲得した耐性菌が子豚にも垂直伝播した可能性が高いと推測される。離乳後、

通常の子豚用粉餌の給与ではテトラサイクリン耐性菌割合は減少しなかったが、

発酵リキッド給餌により、テトラサイクリン耐性菌の割合が減少することが示

された。また、大腸菌数の計数結果と照らし合わせてみても、28 日目において

発酵区の 3 頭はいずれも菌数は増加しておらず（図 20）、腸内全体のテトラサ

イクリン耐性菌数が減少したことが明らかになった。 

カナマイシン耐性については、離乳直後の 0 日目では耐性割合が 95.0 %であ

ったが、28 日目においては対照区、発酵区ともに 81.7 %までに減少する傾向が

見られたが、統計検定による有意差は得られなかった。カナマイシンは、出生

日、1 週目、2 週目、3 週目と計 4 回に渡って離乳直前まで鼻噴霧による接種が

行われていた。このため、耐性菌のほとんどが MIC≧128 の高度耐性菌であり

（表 15.1）、耐性減少には繋がらなかったと推測される。 
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6.3.3 E-farm 区の抗生物質耐性  

母豚へも抗生物質が全く使用されていない E-farm 区では、テトラサイクリン

耐性については 58.3 %と発酵区の 28 日目の 71.7 %よりもさらに低い耐性割合

であった。また、カナマイシン耐性については、1.7 %と非常に低い耐性割合で

あった。 

これらのことから、E-farm 区における母豚の腸内では耐性菌が極めて少なく、

子豚への垂直伝播のリスクが抑制されていた可能性が示唆された。しかし、

E-farm の畜舎は雑木林を開墾した広い開放系の土壌の上で飼育されていたため、

周辺環境からの耐性菌の流入の可能性は否定できない。また、実験家畜は個体

差の大きい動物でもあり、畜産草地研究所の 5 頭、E-farm の 3 頭のみの比較で

は不十分である。しかしながら、それらを考慮しても、E-farm の子豚腸内は、

極めて抗生物質耐性菌の少ないことが明らかになり、抗生物質使用と耐性菌の

出現には関係性があり、発酵リキッドフィーディングというプロバイオティク

ス微生物の導入により、耐性菌を減少させることができるのではないかという

可能性が示された。 
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図 19 発酵リキッドフィーディングによる抗菌性飼料添加物に頼らない 
母豚・子豚の飼養管理技術の開発 
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表 13 子豚用人工乳飼料組成 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

原料 現物% 原料 現物%
トウモロコシ 33.73 トウモロコシ 33.73
大豆粕 25.00 大豆粕 25.00
脱脂粉乳 12.00 脱脂粉乳 12.00
小麦粉 8.00 小麦粉 8.00
ふすま 2.00 ふすま 2.00
砂糖 5.00 砂糖 5.00
コーンスターチ 5.35 コーンスターチ 5.35
大豆油 4.00 大豆油 4.00
第2リン酸カルシウム 2.50 第2リン酸カルシウム 2.50
炭酸カルシウム 0.60 炭酸カルシウム 0.60
食塩 0.50 食塩 0.50
リジン塩酸塩 0.30 リジン塩酸塩 0.30
DL-メチオニン 0.25 DL-メチオニン 0.25
トレオニン 0.12 トレオニン 0.12
エーフィードE-SB 0.20 （ビタミン） エーフィードE-SB 0.20 （ビタミン）

ネオ－ビーフィードM 0.25 (ビタミン） ネオ－ビーフィードM 0.25 （ビタミン）

ネオ－ミネフィードM 0.20 (ミネラル） ネオ－ミネフィードM 0.20 (ミネラル）

酸化クロム 0.10 酸化クロム 0.10
アビラマイシン 0.04 （抗生物質）

硫酸コリスチン 0.20 （抗生物質）

クエン酸モランテル 0.01 （抗生物質）

合計 100.1 合計 100.35

対照飼料、発酵リキッド飼料 抗生物質区飼料
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写真 9 LWD 交雑種子豚（3 週齢） 
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写真 10 バークシャー種子豚（5 週齢） 
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表 14 抗生物質希釈方法 

マスター希釈濃度 容量 希釈用滅菌水 中間濃度 寒天平板での最終濃度
段階 

（µg/ml） (ml) (ml) （µg/ml） （µg/ml） 
Log2 

1 1,280  A 液 4.0 0.0 1,280  128  9 

2 1,280  A 液 2.5 2.5 640  64  8 

3 1,280  A 液 1.5 4.5 320  32  7 

4 1,280  A 液 1.0 7.0 160  16  6 

5 160  B 液 2.5 2.5 80  8  5 

6 160  B 液 1.5 4.5 40  4  4 

7 160  B 液 1.0 7.0 20  2  3 

8 20  C 液 2.5 2.5 10  1  2 

9 20  C 液 1.5 4.5 5   0.5 1 

10 20  C 液 1.0 7.0  2.5  0.25 0 

11 2.5 D 液 2.5 2.5  1.25  0.125 -1 

12 2.5 D 液 1.5 4.5  0.625  0.625 -2 

13 2.5 D 液 1.0 7.0  0.3125  0.03125 -3 

マスター希釈 A 液―A 液 12 ml             （1,280 µg/ml） 

マスター希釈 B 液―A 液 1 ml + 滅菌水 7 ml   （160 µg/ml） 

マスター希釈 C 液―B 液 1 ml + 滅菌水 7 ml    （20 µg/ml） 

マスター希釈 D 液―C 液 1 ml + 滅菌水 7 ml    （2.5 µg/ml） 
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写真 11.1 Control 平板 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 11.2 Ceftiofur 0.25µg/ml 平板 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真 11.3 Ceftiofur 0.5µg/ml 平板 
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図 20 離乳後の個体別大腸菌数 
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表 15.1 大腸菌のカナマイシン感受性試験結果表 

 
 

Cont: Control、Liq: Liquid 
赤線が耐性のブレイクポイント 
 

 

MIC(µg/ml) 
Days after 
weaning No. of isolate 

0.0313 0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 ≧128 

0 60      2  1      57 

7 60       1       59 

14 60      6 2 1      51 

21 60       10       50 

Cont 

28 60      6 5      1 48 

0 60      2  1      57 

7 60      7 3       50 

14 60      1 4       55 

21 60      2 3       55 

Liq 

28 60      11        49 

                 

E-farm 0 60    40 11 7 1       1 
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表 15.2 大腸菌のテトラサイクリン感受性試験結果表 
 
 

Cont: Control、Liq: Liquid 
赤線が耐性のブレイクポイント 
 

MIC(µg/ml) 
Days after 
weaning No. of isolate 

0.0313 0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 ≧128 

0 60            3 54 3 

7 60            28 32  

14 60     1 3      29 27 1 

21 60            17 43  

Cont 

28 60            7 48 5 

0 60            3 54 3 

7 60     2 1     1  56  

14 60    2        38 20  

21 60     3       53 4  

Liq 

28 60     2 14  1    28 15  

                 

E-farm 0 60    10 14    1  1 32 2  
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図 21 離乳子豚大腸菌の耐性菌割合  

（各区 n=300 菌株） 
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第7章 発酵リキッド飼料給与が抗生物質耐性菌割合に与える影響

（第 2 回目） 
 

前章に引き続き、発酵リキッドフィーディングが抗生物質耐性菌に与える影

響を評価した。第 1 回目は大腸菌だけを対象にしていたが、第 2 回目は乳酸菌

も分離し、同様に感受性試験を行った。 

 
7.1 材料および方法 

 

7.1.1 供試動物  

2006 年 3 月 20 日生まれの LWD 種子豚を 9 頭用い、生後 4 週齢で離乳し、個

別飼育を行った。同腹の子豚で、母豚にはクロルテトラサイクリンとリンコマ

イシンの投与歴があった。また、子豚には離乳までリンコマイシン、カナマイ

シン、セフチオフルの投与歴があった。 

離乳後、試験区 1．子豚用人工乳飼料（以下対照区）―3 頭、試験区 2．子豚

用人工乳飼料にアビラマイシン、コリスチン添加（以下抗生区）―3 頭、試験

区 3．発酵リキッド（以下発酵区）―3 頭の 3 区に分け、8 週齢まで飼育した（表

13、写真 13.1-13.3）。 

 

7.1.2 飼料調製と管理  

発酵リキッドは子豚用人工乳飼料に乾物率 30 %となるように加水し、

Lactobacillus plantarum LQ80 スターター菌液を培養開始時に 106 /ml になるよう

に添加し、24 時間、37 °C で培養した。培養後、pH 測定で発酵終了を確認し、

4 °C で保存した（写真 12）。  

 

7.1.3 大腸菌と乳酸菌の検出および分離  

大腸菌の検出および分離は第 6 章と同様に行った。乳酸菌については、改変

LBS 培地{LBS 寒天培地: Pancreatic digest of cacein 10.0 g、Yeast extract 5.0 g、

Monopotassum phosphate 6.0 g、Ammonium citrate 2.0 g、Dextrose 20.0 g、

Polysorbate80 1.0 g、Sodium acetate hydrate 25.0 g、Magnesium sulfate 0.575 g、



 113

Manganese sulfate 0.12 g、Ferrous sulfate 0.034 g、Agar 15.0 g（Becton, Dickinson 

and Co.）を 84.0 g、Lab-lemco powder（Oxoid Unipath, Basingstoke, England） 8.0 

g、Sodium acetate 3H2O 15.0 g/L をオートクレーブ後 Acetic acid 2.4 ml/L 添加}

を用いて 37 °C で 48 時間静置し嫌気培養で検出を行い、GAM 培地（Nissui）: 

Peptone 10.0、Soi peptone 3.0、Protease peptone 10.0、Hydrolyzed serum powder 13.5 

、Yeast extract 5.0、Meat extract 2.2、Liver extract 1.2、Glucose 3.0、KH2PO4 2.5 

、NaCl 3.0、Soluble starch 5.0、L-cystein-HCl 0.3、Thioglycolate-sodium salt 0.3、

Agar 15.0 g/L を用いて嫌気的に分離した。 

 

7.1.4 NCCLS 法に準拠した薬剤感受性試験  

子豚排泄物から 540 株の乳酸菌と 434 株の大腸菌を分離し、乳酸菌に対して

はアビラマイシン、大腸菌に対してはコリスチンとテトラサイクリンについて

感受性試験を行った。 

アビラマイシン、コリスチン、テトラサイクリン原末を希釈溶液に溶解して

薬剤原液を調製し、6.1.4 と同様の方法で感受性試験を行った。乳酸菌の感受性

試験平板には Muller-Hinton Agar の代わりに GAM Agar を用い、嫌気培養条件

下 35 °C で 16-20 時間培養し、生育の有無により判定を行った。 
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7.2 結果  

子豚排泄物から 540 株の乳酸菌と 434 株の大腸菌を分離し、乳酸菌に対して

はアビラマイシン、大腸菌に対してはコリスチンとテトラサイクリンについて

感受性試験を行った。エンドポイントの決定は、接種起因の薬剤含有培地での

発育が完全に阻害された薬剤の最小濃度をエンドポイントと判定し、その値を

最小発育阻止濃度（Minimum Inhibitory Concentration）とした。また、E.coli 

ATCC25922 を精度管理菌株として使用した。乳酸菌については精度管理株が示

されていないが、NCCLS の嫌気性菌感受性試験標準法に準拠して行った G001)。 

 

7.2.1 乳酸菌 

7.2.1.1 乳酸菌数  

離乳日を 0 日目として 28 日目まで 1 週間毎に乳酸菌の計数を行った（表 16、

図 22）。0 日目においては全区で 5.06 × 105～4.46 × 109 CFU/g DM、28 日後にお

いては対照区で 8.62 × 108～2.67 × 1010 CFU/g DM、抗生区で 8.98 × 109～5.78 × 

1010 CFU/g DM、発酵区で 1.11 × 1010～3.36 × 1012 CFU/g DM であった。発酵区

においては、14 日目で検出されたコロニーの 50 %、21 日目で検出されたコロ

ニーの 100 %が飼料添加菌 Lactobacillus plantarum LQ80であることが形態観察、

遺伝子解析によって確認された。 

 

7.2.1.2 最小発育阻止濃度（MIC） 

540 株の分離細菌のアビラマイシン感受性試験の結果を表 18 に示す。 

対照区においては MIC 値が 0 日目から 28 日目まで継続して 1～≧128 µg/ml

の範囲にあり、日数経過による増減は見られなかった。抗生区においては、0

日目には MIC 値の範囲が 2～≧128 µg/ml であったが、28 日目には 16～≧128 

µg/ml とシフトした。発酵区においても、0 日目には MIC 値の範囲が 2～≧128 

µg/ml であったが、28 日目には 36 株全て 128 µg/ml と集束した。 

 

7.2.2 大腸菌  

7.2.2.1 大腸菌数 

離乳日を 0 日目として 28 日目まで 1 週間毎に大腸菌の計数を行った（表 17、
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図 22）。0 日目においては全区で 3.07 × 109～1.43 × 1010 CFU/g DM、28 日後にお

いては対照区で 6.50 × 103～3.61 × 106 CFU/g DM、抗生区で検出限界以下～5.71 

× 102 CFU/g DM、発酵区で 1.09 × 104～1.46 × 105 CFU/g DM であった。抗生区

の 7 日目では 3 頭、14 日目、21 日目および 28 日目では一部検出限界以下にま

で減少した。 

 

7.2.2.2 最小発育阻止濃度（MIC） 

434 株の分離細菌のコリスチン感受性試験の結果を表 19.1 に示す。対照区に

おいては MIC 値が 0 日目から 28 日目まで 14 日目の 1 株を除くすべての株では

継続して 1～8 µg/ml の範囲にあり、日数経過による増減は見られなかった。発

酵区においても、0 日目には MIC 値の範囲が 2～4 µg/ml であったが、28 日目

には 2～64 µg/ml とややシフトしたが、対照区と発酵区の MIC90 の値は 14 日

目以外すべて 4 µg/ml と変わらなかった。抗生区においては、0 日目には MIC

値の範囲が 2～4 µg/ml であったが、28 日目には 4～128 µg/ml とシフトした。

抗生区では、7 日目以降、検出された大腸菌が少なかったので 36 株を分離でき

なかったが、MIC90 の値は 14 日目では 64 µg/ml、21、28 日目では 128 µg/ml

と日数とともに高くなる傾向が見られた。 

360 株のテトラサイクリン感受性試験の結果を表 19.2 に示す。対照区におい

ては MIC 値が 32～64 µg/ml であり、全てブレイクポイント以上であった。日

数の経過とともに、1～128 µg/ml と範囲が広がっていったが、MIC50 の値は 0

日目から 28 日目まで継続して 32～64 µg/ml であった。発酵区においては 7 日

目に MIC 値が 2～8 µg/ml の菌株が出現し始め、28 日目には 0.125～64 µg/ml と

シフトし、MIC50 の値は発酵区においては 28 日目に 0.5 µg/ml まで低下した。 

 

7.2.2.3 抗生物質耐性菌割合 

NCCLS ガイドラインによる E.coli の薬剤耐性ブレイクポイント基準を参考に、

コリスチンは MIC≧16 µg/ml、テトラサイクリンは MIC≧16 µg/ml を耐性であ

ると判断した。 

コリスチン耐性は、0 日目では耐性割合が 0 %と非常に低く、最も高い割合

でも対照区で 2.7 %、発酵区で 8.3 %と同程度になっており、明確な差は得られ
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なかった。抗生区では、分離菌株数が少なく正確な集団の割合を表す値ではな

いが、14 日目から耐性割合が 100 %になり、21 日目で 37.5 %、28 日目で 50.0 %

であった。 

母豚に与えられていたクロルテトラサイクリンの子豚への影響を見るために、

対照区と発酵区から分離された大腸菌を対象にテトラサイクリン耐性細菌割合

を調査した（図 23）。テトラサイクリン耐性は、0 日目では耐性割合が 100 %と

非常に高く、両区とも 14 日目までは 94.4 %以上であったが、21 日目では、対

照区が 97.2 %であったのに対し、発酵区では 80.6 %となり、減少する傾向が見

られた。その後、28 日目では、対照区が 88.9 %であったのに対し、発酵区では

22.2 %となり、著しく減少する傾向が見られた。 
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7.3 考察  

 

7.3.1 発酵リキッドフィーディングの腸内細菌叢への影響  

発酵リキッド飼料の特徴は乳酸発酵により pH がおよそ 4.0 以下であり、乳酸

その他の有機酸を含むことが挙げられる。乳酸菌によるプロバイオティク効果

はヒトでも研究が多く行われている。プロバイオティクスとは、「腸内微生物の

バランスを改善することによって宿主に有益な作用を示す生きた微生物および

それを含む食品」を指す。代表的な細菌は、Lactobacillus や Bifidobacterium な

どで、乳酸菌飲料、ヨーグルトをはじめとする発酵食品や生菌製剤として使わ

れている。ヒトに関しては、免疫グロブリンの産生を高める免疫学的な効果や

コレステロール低下作用、便性の改善、アトピー症状の軽減などの効果を示す

ことが確認されている。また獣医・畜産の分野では、抗生物質に代わる家畜の

成長促進剤としても使用が進められており、多数のプロバイオティク微生物が

スクリーニングされ、製品化されている 20）。 

豚に対する発酵リキッドフィーディングにより、腸内の大腸菌の割合が減少

し乳酸菌の割合が増加するという報告 13）、乳酸菌の増加は認められたものの、

大腸菌数には差がなかったという報告 79）、乳酸菌の中でも Lactobacillus のみを

増加させる効果があるという報告 74）など、様々な研究がなされている。本研

究においては、大腸菌が 0 日目では 8.52 × 109 CFU/g DM であったのが 28 日目

には対照区で 1.21 × 106 CFU/g DM に、発酵区で 1.08 × 105 CFU/g DM になった。

また、乳酸菌は 0 日目では 6.95 × 108 CFU/g DM であったのが 28 日目には対照

区で 1.15 × 1010 CFU/g DM に、発酵区で 1.23 × 1012 CFU/g DM になった。0 日目

と 28 日目を比較すると大腸菌数が減少し、乳酸菌数が増加するという傾向が示

された（図 22）。しかし個体差が大きく、1 区 3 頭という少ない母集団であった

ため、大腸菌、乳酸菌ともに 0 日目と 28 日目の間、対照区と発酵区の間には、

統計的有意差が得られなかった。また、同様の試験で腸内細菌の全菌数を調査

した結果、離乳日から 1 ヶ月程度は 1010～1012 CFU/g DM の間でほぼ一定に保

持されることが明らかになっている。つまり、細菌数は変わらず、構成種の割

合が変化すると考えられる。発酵区の 21 日目で検出された乳酸菌のほぼ 100 %

が添加乳酸菌 Lactobacillus plantarum LQ80 であることが確認されたことから、
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腸内細菌全体に占める乳酸菌の数は変化しなかったが、その構成種が LQ80 へ

交代したものと考えられる。 

ヒトの腸内細菌叢は、母乳から一般食に切り替わる離乳期に決定すると言わ

れている 51）。豚もヒトと同様に母豚の胎内にいるときは無菌状態で、産道を通

過する時から細菌との接触が始まり、その後も母豚の糞便などから細菌を徐々

に体内へと取り込んで、自己の腸内細菌叢を獲得してゆくと言われている 90）。

肥育期には、継続して同じ豚舎で飼育され、特定の飼料のみを与えられること

から、離乳期に形成される腸内細菌叢が生涯保持されると考えられる。 

このような理由から、離乳期に理想的な腸内細菌叢を形成させることが望ま

れるが、LQ80 菌株のプロバイオティクス効果は、現在反復試験を行っている

最中であるため詳細な報告が待たれる。 

 

7.3.2 乳酸菌の抗生物質耐性 

本実験では、発酵飼料に乳酸菌 Lactobacillus plantarum LQ80 を添加し、摂取

21 日後には腸内乳酸菌の最優占種となることが示されたが、乳酸菌の抗生物質

耐性レベルがどの程度なのかを調査した。アビラマイシンは主にグラム陽性菌

に抗菌力を示すオルトソマイシン系と呼ばれる新規の抗生物質群に属するオリ

ゴ糖の動物専用抗生物質で、ヒト用および動物用として現在使用されている抗

生物質のいずれの類にも属せず、他の抗生物質との交差耐性もなく、極めて安

全な薬剤であると言われていた 96）。 

1976 年にイーライ・リリー社によって行われた Lactobacillus plantarum を含

む Lactobacillus sp.のアビラマイシン感受性試験では、MIC 値は 0.025～1.6 µg/ml

であったことから、30 年前の時点ではアビラマイシンは乳酸菌に対して耐性を

持っておらず有効な抗菌力を持っていたと考えられる。しかし、本実験におい

ては、0 日目における MIC 値は 2～≧128 µg/ml であり、全株がアビラマイシン

耐性菌であったと考えられる（表 18）。しかし、供試子豚は離乳日までアビラ

マイシンへの暴露が全く無く、抗生区だけが離乳後にアビラマイシンを与えら

れていたのであるが、処理区による差はなかった。アビラマイシンは、日本で

飼料添加物として使用されている抗生物質の 10 %程度を占め、サリノマイシン、

コリスチン、ナラシンの次に多く生産されており 32）、流通している配合飼料の



 119

半数以上に含有されているという推測もある。アビラマイシンの使用量がこの

30 年近くで急激に増加したことに伴って、乳酸菌のアビラマイシン耐性が増加

したと考えられる。 

 

7.3.3 大腸菌の抗生物質耐性  

大腸菌は常在細菌であり、病原性を持っていなければ宿主にとって無害であ

る。しかし、大腸菌は多くがプラスミドを持つ細菌であり、DNA 組換え実験で

利用されているように遺伝子の運搬を行う機能をもつことが知られている。今

回の試験では、離乳後に子豚に与えられ始めたコリスチン、母豚に与えられて

いたクロルテトラサイクリンの子豚への影響をみるためにコリスチンとテトラ

サイクリン耐性について調査した。コリスチンはグラム陰性菌に抗菌力を示す

ペプチド系抗生物質で飼料添加物として、国内ではサリノマイシンの次に多く

使用されている抗生物質である 32）。 

コリスチン耐性については、処理区間の明確な差は見られなかった。また、

抗生区では、大腸菌数そのものが減少したため、比較検討できなかった。2005

年に農林水産省動物医薬品検査所と肥飼料検査所が日本全国を対象に 518 株

（肥育牛由来 138 株、肥育豚由来 152 株、採卵鶏由来 121 株及びブロイラー由

来 107 株）から分離した大腸菌の薬剤耐性調査を行ったデータではコリスチン

耐性率は 0 %であった 64）。本実験でも対照区、発酵区ではコリスチン耐性菌割

合は 0～8.3 %と極めて低く、同様の傾向が見られた（表 19.1）。コリスチンを

与えていた抗生区では、離乳 14 日目で分離された大腸菌の 100 %が耐性菌であ

った。しかし、対照区、発酵区でも 1 株ずつではあるが耐性株が検出されてい

る。また、抗生区における耐性菌割合は 21 日目で 37.5 %、28 日目で 50.0 %と

なり、日数経過に伴って多く検出される傾向が見られたが、十分な分離株数が

得られなかったため、抗生物質の使用によって耐性菌割合が増加したという明

確な結果には結びつけられなかった。 

一方、抗生物質を与えた区の子豚において、大腸菌が急激に減少して検出限

界以下になるケースが多数見られた（表 17）。この減少は、抗生区にのみ見ら

れたことから抗生物質の使用と何らかの関係が示唆されたが、詳細は不明のま

まである。今後の再試験により、明らかにしていく予定である。 
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テトラサイクリン耐性については、MIC 測定による抗生物質耐性菌割合調査

の結果、離乳直後の 0 日目では耐性割合が 100 %、14 日目まで 94.4 %以上と非

常に高かったが、発酵区では 21 日目において 80.6 %、28 日目で 22.2 %と、明

らかに減少した。28 日目における対照区と発酵区の MIC 値の t 検定の結果から

p < 0.01 で有意差があった（図 23）。本試験も前章の試験と同様に子豚は直接ク

ロルテトラサイクリンへの暴露がなかったことから、母豚が獲得した耐性菌が

子豚にも垂直伝播したと推測される。離乳後、子豚用人工乳飼料の給餌ではテ

トラサイクリン耐性菌割合は減少しなかったが、発酵リキッド給餌により、テ

トラサイクリン耐性菌の割合が減少することが示された。また、両区の大腸菌

数は離乳後日数の経過とともに減少しているため（図 22）、腸内全体のテトラ

サイクリン耐性菌数が減少したことが明らかになった。 

第 6 章、第 7 章を通じてテトラサイクリン耐性に着目すると、母豚に対し数

年にわたる使用歴があり、子豚には使用歴がない。また、離乳後子豚は配合飼

料を給餌した対照区と発酵リキッド飼料を給餌した発酵区があり、同条件であ

る。2 つの試験をまとめると、母豚から子豚にテトラサイクリン耐性菌が垂直

伝播しており、離乳時の子豚の耐性菌割合はほぼ 100 %であり、抗生物質使用

を止めても通常飼料の給餌では耐性菌は減少しない。発酵リキッド飼料を給餌

するとその割合は 22 %から 72 %程度まで減少させることができると結論づけ

られる。今後は、その耐性菌減少に発酵リキッドがどのように作用しているの

かといったメカニズムの解明へと発展させていくことが求められる。 

 

7.3.4 発酵リキッドフィーディングの有効性  

平成 17 年度から農林水産省の推進する「安全・安心な畜産物生産技術の開発

―抗生物質に依存しない減投薬飼養管理システムの構築―」プロジェクトでは

3 大柱として 1.免疫機能を高める飼料の開発、2.効率的な投薬技術、3.疾病を防

止する家畜管理を掲げており、その中の 1.の技術開発の一つとして乳酸菌を利

用した発酵リキッドフィーディングが挙げられる 65）。 

発酵リキッドフィーディングの利点としては、1.取り扱いやすい、2.衛生環

境の向上、3.生産能力と飼料要求率の向上といった家畜生産の観点だけでなく、

成長促進様作用 36）や免疫賦活作用 40）、などの機能性が報告されており、離乳
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子豚においては離乳時の餌付けをスムーズにするといった効果も期待される。

本研究で使用した Lactobacillus plantarum LQ80 は短時間で増殖が良く、生存力

が強く、取り扱いも簡便であり、多数の研究機関、飼料会社や農家などの実際

の生産現場に導入が行われていることから、日本での発酵リキッドフィーディ

ングのモデルになると考えられる。 

本試験で得られた発酵リキッドフィーディングによる大腸菌の抗生物質耐性

の減少のメカニズムを明らかにするには、乳酸菌もしくは乳酸菌の生産物が耐

性菌に与える影響を詳細に知るための更なる解析が望まれる。 

近年、乳酸菌は優れた機能性が見直され、ヒトに対するプロバイオティクス

効果についての多くの有効性が発見されている。しかし、家畜に対する効果は

報告例が少なく、評価を検討するデータが不足している。本試験で見られた乳

酸菌による大腸菌の抗生物質耐性への影響についての研究例はなく、他の農場

との比較ができないが、家畜への抗生物質使用を低減させるための一つの方法

として、大きな可能性を示唆する結果が得られた。もし、発酵リキッドに抗生

物質代替効果が見出されれば、抗生物質耐性菌の出現に与える選択圧が抑えら

れ、かつ離乳期における発酵リキッドフィーディングにより耐性菌を減少させ、

家畜生産現場における全体の耐性菌レベルを低下させることが可能になるかも

しれない。 
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写真 12 発酵リキッド飼料 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真 13.1 LWD 交雑種子豚（実験開始 5 日目・発酵区） 
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写真 13.2 LWD 交雑種子豚（実験開始 22 日目・対照区） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真 13.3 LWD 交雑種子豚（実験開始 27 日目・抗生区）
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表 16 離乳後の個体別乳酸菌数 

（CFU/g DM） 

 
表 17 離乳後の個体別大腸菌数 

N.D.: Not detected、                                        （CFU/g DM） 

 

個体番号  0 日目  7 日目  14 日目  21 日目  28 日目  

対照 1 112 6.06 × 105 1.33 × 109 3.69 × 108 3.71 × 106 8.62 × 108 

対照 2 116 1.04 × 108 3.16 × 109 2.76 × 1010 4.02 × 109 2.67 × 1010 

対照 3 118 1.31 × 108 1.30 × 109 7.00 × 109 8.38 × 109 6.93 × 109 

抗生 4 111 1.72 × 108 2.24 × 1010 4.05 × 1010 1.98 × 1010 3.83 × 1010 

抗生 5 114 1.62 × 108 3.55 × 109 2.56 × 108 8.93 × 109 5.78 × 1010 

抗生 6 117 6.53 × 108 2.93 × 109 1.91 × 109 1.12 × 1010 8.98 × 109 

発酵 7 110 4.46 × 109 3.07 × 1010 5.79 × 1010 1.16 × 1011 3.36 × 1012 

発酵 8 115 2.09 × 107 2.87 × 1010 1.01 × 1011 2.38 × 1011 3.26 × 1011 

発酵 9 119 5.49 × 108 9.73 × 1010 2.63 × 109 4.52 × 1011 1.11 × 1010 

個体番号  0 日目  7 日目  14 日目  21 日目  28 日目  

対照 1 112 3.81 × 109 3.70 × 105 1.46 × 106 3.99 × 106 3.61 × 106 

対照 2 116 1.43 × 1010 4.33 × 106 1.10 × 107 1.37 × 107 9.69 × 103 

対照 3 118 8.44 × 109 1.61 × 107 1.04 × 106 9.13 × 104 6.50 × 103 

抗生 4 111 4.48 × 109 N.D. N.D. N.D. 5.71 × 102 

抗生 5 114 3.07 × 109 N.D. 1.71 × 103 4.99 × 104 N.D. 

抗生 6 117 1.48 × 109 N.D. N.D. 2.74 × 103 N.D. 

発酵 7 110 3.96 × 109 2.16 × 108 3.86 × 106 1.63 × 105 1.46 × 105 

発酵 8 115 4.25 × 109 1.52 × 106 3.68 × 107 6.70 × 104 1.67 × 105 

発酵 9 119 8.60 × 109 2.70 × 109 7.51 × 105 7.86 × 104 1.09 × 104 
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図 22 離乳後の大腸菌数と乳酸菌数 
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表 18 乳酸菌のアビラマイシン感受性試験結果表 

Cont: Control、Anti: Antibiotic、Liq: Liquid 

MIC(µg/ml) 
Days after 
weaning No. of isolate 

0.0313 0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 ≧128 

0 36       1 1   1 11 11 11 

7 36      1  13  1  11 10  

14 36       6 7 2  4 14 1 2 

21 36       1 3    17 3 12 

Cont 

28 36      1 1     34   

0 36       1 1   1 11 11 11 

7 36        3    21 12  

14 36        6 1  7 21 1  

21 36        2 1 1  25 2 5 

Anti 

28 36          2   33 1 

0 36       1 1   1 11 11 11 

7 36        3 2  9 22   

14 36        4 13   19   

21 36            26 10  

Liq 

28 36             36  

126 
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表 19.1 大腸菌のコリスチン感受性試験結果表 

Cont: Control、Anti: Antibiotic、Liq: Liquid、赤線が耐性のブレイクポイント 

MIC(µg/ml) 
Days after 
weaning No. of isolate 

0.0313 0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 ≧128 

0 36       9 27       

7 36       31 5       

14 36        25 10  1    

21 36       6 30       

Cont 

28 36      1 27 8       

0 36       9 27       

7 0               

14 12           8 4   

21 24       1 14  5  2 2  

Anti 

28 2        1     1  

0 36       9 27       

7 36       28 8       

14 36        24 11 1     

21 36       5 30      1 

Liq 

28 36       7 25  2  1   

127 
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表 19.2 大腸菌のテトラサイクリン感受性試験結果表 

Cont: Control、Anti: Antibiotic、Liq: Liquid 
赤線が耐性のブレイクポイント 
 
 
 

MIC(µg/ml) 
Days after 
weaning No. of isolate 

0.0313 0.0625 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 ≧128 

0 36           31 5   

7 36           5 20 11  

14 36          6 13 17   

21 36         1 13 6 16   

Cont 

28 36      1  1 2 12 6 13 1  

0 36           32 3 1  

7 36       1  1  16 18   

14 36          5 16 13 2  

21 36     7     14  12 3  

Liq 

28 36   2  21 1 2  2  2 6   

128 
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図 23 離乳子豚大腸菌のテトラサイクリン耐性菌割合  

（各区 n=180 菌株）  
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第 8 章 総括 
 

年々、食品の安全性を求める声が高まっており、安全・安心な畜産物や水産

物、および作物を生産することが求められており、ヒトへの影響、環境への影

響などを科学的にリスク評価するためのデータが必要とされている。本研究で

は、家畜由来の抗生物質耐性菌や耐性遺伝子が家畜排泄物を介して、環境中に

どのように分布し、どのようなメカニズムで遺伝子が拡散しうるのかを解明す

ることを目的とした。 

まず第 1 章ではなぜ耐性菌が問題となるのか、日本を始め世界の国々がこの

問題にどのように取り組んでいるのか、そして解決のために何が必要なのかを

述べた。抗生物質耐性菌の研究は、病原菌や臨床上重要な細菌では進んでいる

が、農業環境での研究はほとんどないのが現状である。しかし、抗生物質はも

ともと土壌細菌の生存戦略の一つとして生成されている物質であることから、

土壌中には抗生物質耐性菌がある程度存在すると考えられる。そしてそのレベ

ルがヒトの行為によって増減しているのではないかという仮説を建てた。 

第 2 章では、バックグラウンド調査のために、様々な環境の 14 箇所、30 サ

ンプルの家畜ふん、堆肥、土壌を採取し、作用機構の異なる 6 種類の抗生物質

を用いて、抗生物質耐性細菌の分布実態を明らかにした。その結果、家畜ふん

堆肥無施用の土壌や森林土壌でも 103～105 CFU/g 乾土の抗生物質耐性細菌が

存在しており、これは土壌における通常の抗生物質耐性細菌レベルと考えられ

た。豚ぷん堆肥を 10 年以上連用した畑土壌では、10 年以上堆肥を施用してい

ない畑土壌と比べると、全生細菌数が約 20～30 倍多く、抗生物質耐性細菌数

は、どれも約 10 倍程度多かった。また、抗生物質を多種類、多量に与えられ

ている家畜の腸内細菌を調べたところ、全菌数の 100 %がテトラサイクリン耐

性を保持しているケースが見られた。また、家畜排泄物を原料とする堆肥の中

には、家畜ふん中の耐性菌数のレベルであり、土壌に施用するのは危険である

と考えられるものも存在した。これらのことから、抗生物質の飼料添加によっ

て家畜ふん中の抗生物質耐性細菌が増加し、堆肥中では家畜ふん由来の耐性菌

が多く残存している可能性が高いことが明らかになった。 

第 3 章では、第 2 章で供試したサンプルのうち、豚ぷん、豚ぷん堆肥、堆肥
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無施用土壌および森林土壌から分離した各抗生物質耐性菌 240 株の多剤耐性を

検討した。その結果、豚ぷんでは分離菌株多くが、高度多剤耐性菌であること、

また用いた 6 種類の抗生物質のうち、森林土壌以外から分離したテトラサイク

リン耐性菌株の全てが少なくとも 6 剤耐性であることが明らかになった。この

ことから、家畜飼料への抗生物質添加という人為が多剤耐性細菌の出現を加速

していると推定された。 

第 2 章、第 3 章の結果より、テトラサイクリン耐性菌が高度多剤耐性菌であ

るのは、テトラサイクリン系抗生物質が、他の多くの薬剤に耐性な細菌にも有

効であるために多用された結果、テトラサイクリン耐性細菌株が他の耐性細菌

株にも接触する機会が多くなり、多くの耐性遺伝子を獲得することができたの

ではないかと推測された。そこで、第 4 章ではテトラサイクリン耐性菌にはど

のような微生物種が存在するのかを 16S rRNA 遺伝子系統解析によって多様性

を探索した。第 2 章で供試したサンプルから分離した 350 株のテトラサイクリ

ン耐性細菌の系統解析により家畜ふん分離株は 11 細菌属、家畜ふん堆肥分離

株は 9 細菌属、土壌分離株は 15 細菌属に分類された。特に、自然環境土壌中

のテトラサイクリン耐性細菌は、極めて多様性が高いことが明らかになった。 

第 5 章では、第 4 章と同じ分離株を用いて、テトラサイクリン耐性遺伝子（tet

遺伝子）の検出を試みた。これまでに行われてきた tet 遺伝子の研究は実験微

生物や病原菌に限られており、一般細菌には目が向けられて来なかった。しか

し、テトラサイクリン耐性細菌の多様性の高さから、今まで報告されていたよ

りも多くの細菌が tet 遺伝子の宿主となる可能性があると予測し、家畜ふん、

家畜ふん堆肥、農業土壌および森林土壌という広い環境中のテトラサイクリン

耐生細菌を対象とした。また、ある特定の遺伝子タイプに限定せずに、環境中

から頻繁に分離される 19 の遺伝子をターゲットとした。その結果、新規に tet

遺伝子を保持する細菌として 13 細菌属が判明し、さらにこれまで tet 遺伝子保

持菌として報告されていたもののうち、新たな tet 遺伝子タイプを持つものも

多いことが明らかになった。また、tet(B)、tet(M)および tet(W)は様々な分離源

に跨って検出されており、ホスト菌種が多いことも特徴であり、耐性遺伝子の

拡散の一旦を担っている可能性が高いことが示唆された。 

また、家畜ふんに特徴的な tet 遺伝子として、豚ぷんと鶏ふんでは tet(M)、家
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畜ふん堆肥に特徴的な tet 遺伝子としては豚ぷん堆肥では tet(B)、鶏ふん堆肥で

は tet(W)、牛ふん堆肥では tet(J)、土壌に特徴的な tet 遺伝子としては tet(B)が挙

げられた。これら特徴的な tet 遺伝子型の変動を見ることで、他の環境からの

遺伝子の移動を評価できるのではないかと考えられた。しかし、分離株が少な

かったサンプルもあったため、集団の特徴を正確に捉えたとは言えない。今後、

さらに様々なサイトから多くの細菌を分離し、tet 遺伝子タイプの特徴づけを行

うことにより、遺伝子拡散の可能性について言及できるのでないかと考えられ

る。 

第 6 章、第 7 章では前章までの結果を受けて、抗生物質耐性菌対策の必要性

が浮かび上がり、その一環として独立行政法人 農業・食品産業技術総合研究機

構 畜産草地研究所 機能性飼料研究チームとの共同研究を行った。抗生物質の

代替効果が期待され注目されているプロバイオティクス飼料である発酵リキッ

ドフィーディング飼料給与による耐性菌割合への影響を調べることによって、

抗生物質使用と家畜腸内での耐性菌出現の関係、発酵リキッドフィーディング

により腸内細菌の耐性の増加が抑制されるのか、といった具体的解決案の有効

性の評価を行った。その結果、第 1 回目の 2005 年の試験では母豚に投与されて

いたクロルテトラサイクリンに対し、子豚分離大腸菌は 100 %の耐性を持って

いたが、抗生物質使用を中止し、かつ発酵リキッドフィーディングを行えば、

耐性割合が減少することが明らかになった。第 2 回目の 2006 年の試験では、前

年の再現性を取ることができ、さらに明確な減少を確認できた。もし、発酵リ

キッドに抗生物質代替効果が見出されれば、抗生物質耐性菌の出現に与える選

択圧が抑えられ、発酵リキッドフィーディングにより耐性菌を減少させ、家畜

生産現場における全体の耐性菌レベルを低下させることが可能になるかもしれ

ない。今後は、その耐性菌減少に発酵リキッドがどのように作用しているのか

といったメカニズムの解明へと発展させていくことが求められる。 

以上のことから、家畜由来の抗生物質耐性遺伝子の農業環境中での分布と遺

伝子拡散の可能性についての多くの知見が得られた。家畜由来の抗生物質耐性

菌や耐性遺伝子が食品や家畜排泄物を介して、環境に対する影響、さらにはヒ

トに対しても影響を及ぼす可能性の評価には、畜産学と医学といった入口と出

口までの間に多くの要因が複雑に関わり合っていることを再認識させられた。
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今後も、本論文で得られたデータに、さらに広範囲、長期に渡るモニタリング

データを加えながら抗生物質耐性菌発生評価、暴露評価、影響評価などに関わ

る研究を行っていく必要があると考えられた。 
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