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研究成果の概要（和文）：畜産施設からの排出される薬剤耐性菌の制御法を確立するため，家畜糞尿含有廃水に
含有する抗生物質の磁気分離による残留抗生物質除去と，嫌気性消化（メタン発酵）による家畜糞尿に残留する
薬剤耐性菌の低減手法について検討した。家畜糞尿液分のような高濃度有機物が含有する溶液に残留する抗生物
質への磁気シーディングにおいて，除去率に寄与する因子を見出した。さらに，実廃水を用いた耐性菌出現すな
わち耐性遺伝子変異リスクについて評価し，微生物群集構造および排水処理性能に影響を与えない最小限の抗生
物質濃度を求めるため，排水処理性能および微生物群集の動的変化を解析した。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a method for controlling antibiotic-resistant bacteria
 discharged from livestock facilities, the removal of residual antibiotics by magnetic separation of
 antibiotics in wastewater containing animal manure and a method for reducing antibiotic-resistant 
bacteria by anaerobic digestion were investigated. Factors contributing to the removal rate were 
found in magnetic seeding of antibiotics in solutions containing high concentrations of organic 
matter, such as livestock manure solutions. Furthermore, the risk of emergence of antibiotic 
resistant bacteria, i.e. mutation risk of resistant genes, was assessed using actual wastewater, and
 dynamic changes in wastewater treatment performance and microbial communities were analyzed to find
 the minimum antibiotic concentration that would not affect the microbial community structure and 
wastewater treatment performance.

研究分野： 農業環境情報工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
得られた研究成果は，ワンヘルスアプローチが期待される抗生物質耐性菌対策において畜産環境分野から直接的
に貢献できる知見を含むことから，社会的な意義は大きいと考えられる。また，磁気力の環境応用を含むことか
ら磁気科学の裾野を広げることにも寄与していると考えられ，学術的な意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
畜産業において抗生物質（動物用抗菌剤）は，感染症の予防・治療や成長促進を目的として広

く用いられている。我が国における抗生物質の年間使用量は 2,200 t を越え，ヒトよりも家畜に
多く使用されている。家畜に投与され代謝分解されなかった抗生物質は，畜産施設から糞尿とと
もに環境に放出されている可能性が高い。排出源とされる畜産施設では、数十 mg/L を超える濃
度で畜産廃水から排出されていると推定される。 
抗生物質の環境拡散によって懸念されるのは，耐性菌の問題である。米国疾病予防センター

（CDC）によれば，抗生物質耐性病原菌による死者は米国内で毎年 23,000 人に達し，耐性遺伝
子が畜産廃棄物から環境経由でヒトへ伝播することを強く警鐘している。WHO は，抗生物質耐
性は目に見えないパンデミック（世界的大流行）と声明を出した。 
薬剤耐性菌に起因する社会的損失は大きいことからその対策は国際的な緊急課題となってお

り，2016 年開催の先進国首脳会議での関係閣僚会議で議題として取り上げられた。日本国政府
も 2016 年に薬剤耐性対策アクションプランを採択した。環境・畜産分野における残留抗菌剤の
研究動向は，曝露試験による処理能変動や耐性菌の発現、耐性遺伝子の伝播が主流であり，本申
請課題の様な具体的な対策技術は極めて限られる。一方，医学細菌学では耐性獲得メカニズムの
詳細についての報告があるが，環境・畜産分野への波及は限定されている。このため，本研究の
ように三分野の学際的研究が必要であると提言されている。 
抗生物質の使用量と拡散経路を踏まえると，畜産廃棄物や畜産廃水に残留する抗生物質の対

策技術が求められ，環境に拡散された抗菌剤が微生物と接触し新たに耐性菌を産出することか
ら，畜産施設から排出される薬剤耐性菌の包括的制御技術を早急に確立する必要がある。 
 
２．研究の目的 
畜産施設からの排出される薬剤耐性菌に対し包括的な制御法を確立するため，家畜糞尿含有

廃水や廃棄乳等の液相に残留する抗生物質の磁気分離による残留抗生物質除去と，嫌気性消化
（メタン発酵）による家畜糞尿に残留する薬剤耐性菌の低減手法について検討した。家畜糞のよ
うな固相に形成される微生物叢は液相中に残留する抗生物質から耐性を獲得することが知られ
ており，メタン発酵の前処理として磁気分離法を活用し，耐性遺伝子伝播の原因となる抗生物質
の選択的除去を試みた。メタン発酵法は再生可能エネルギー（バイオガス）を生成可能な家畜糞
尿処理法として，畜産施設への普及が進みつつある。本研究から得られる知見は，メタン発酵の
衛生管理機能を拡張させるものであり，家畜糞尿資源の循環利用を通じて持続可能な畜産業の
実現に資することが期待できる。すなわち，メタン発酵施設を活用して畜産現場へ応用展開でき
ることが特徴である。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題は，1) 畜産廃水・バイオマスからの動物用抗菌剤の磁気分離法の開発と，メタン
発酵による薬剤耐性菌の制御，2) 耐性菌拡散防止のための遺伝子変異解析に基づく耐性菌出現
の抗生物質濃度の解明 に 2 つに構成される。 
1) 畜産廃水・バイオマスからの動物用抗菌剤の磁気分離法の開発と，メタン発酵による薬剤耐

性菌の制御 
メタン発酵の前処理法として家畜糞尿や畜産廃水等に残留する抗生物質の磁気分離法を検討

した。動物用抗菌剤（抗生物質）の磁化率は小さいため，磁気力で牽引するためには磁気シーデ
ィング（磁性付与）によってみかけの磁化率を拡大させる必要がある。リガンド（配位子）の性
質を持つ抗生物質に対し電気化学反応によって金属イオンと選択的にキレート結合させ，さら
に強磁性物質を添加することによって，磁気力による抗菌剤の選択分離を試みた。また，磁気力
によって分離した抗菌剤の無害化処理のために，磁気力制御による磁気フィルタからのリスク
物質の分離と回収についても検討を行った。 
さらに，家畜糞尿に出現した抗生物質耐性菌の制御法としてメタン発酵法を検討した。乳牛糞

尿を対象とし，酸生成相とメタン生成相に分け，それぞれのフェーズにおける耐性菌の消長を調
査し，耐性菌低減に寄与する因子について調査を行った。 
 

2) 耐性菌拡散防止のための遺伝子変異解析に基づく耐性菌出現の抗生物質濃度の解明 
メタン発酵法による薬剤耐性菌低減のためには，主たる微生物叢が存在する固形物中の残留

抗菌剤濃度が大きく影響すると考えられる。すなわち，抗生物質濃度をどこまで低減させれば新
たな耐性菌の出現が抑止できるかという知見は，磁気分離法の目標設定にも欠かせない重要な
情報である。実際に申請者らの成果で、微生物叢全体や処理能に影響を与える残留抗菌剤濃度に
は閾値があることを見出した（Hao, Ihara, Maeda, Shimizu et al., Sci. Total Environ. 2019）。そこで，
下水等の実廃水を用いた耐性菌出現すなわち耐性遺伝子変異リスクについて評価した。 
 
 



４．研究成果 
1) 畜産廃水・バイオマスからの動物用抗菌剤の磁気分離法の開発と，メタン発酵による薬剤耐

性菌の制御 
 

1-1)  乳牛糞尿液分に含有するテトラサイクリン系抗生物質への磁気シーディング法の検討 
乳牛糞尿液分に含有するテトラサイクリン系抗生物質への磁気シーディング法として，鉄

アノードを使用した電気化学凝集について検討した。電気化学凝集において，pH が OTC 除
去に与える影響を検討するために，pH を制御して実験を行った。pH 7.0, 7.5 と比較すると pH 
8.0, 8.5, 9.0 の除去率は約 20%以上改善し，pH 8.5 のとき最も高くなった。溶液 pH は生成さ
れる鉄化合物の種類に影響する。除去率の変化は生成される鉄化合物が影響したと考えられ
た。得られた結果から，pH を制御することで必要な投入電気量を削減できることが示された。
電気化学凝集による抗生物質除去において，溶出した鉄イオンの拡散が影響を与えると考え
られる。そこでポンプを用いた溶液循環を行い，溶出した鉄イオンの拡散の効果を検証した。
溶液循環をしない場合と比較して，ポンプによる溶液循環により OTC 除去率は最大約 20％
程度上昇した。溶液循環により電極間の凝集物の滞留が解消され，OTC 除去率が向上された
と考えられた。 
高濃度有機溶液である乳牛糞尿液分からの電気化学凝集による OTC 除去において，投入電

気量の削減する方法を検討し，pH 制御によって生成される鉄化合物の制御が可能であり，特
定の pH において OTC 除去に必要な投入電気量が削減できることが示された。また電極から
溶出された鉄イオンの拡散を促進させることにより，OTC 除去に必要な投入電気量が削減で
きることを示した。 

 
1-2) 磁気力制御による磁気フィルタを用いたリスク物質の分離と回収 

対象水から抗生物質のようなリスク物質を分離・回収する技術として，磁気フィルタを用い
た高勾配磁気分離に着目した。磁気フィルタへ分離した対象物質に対し，洗浄水を用いるこ
とでフィルタからの回収が実現する。しかし，磁場の解除後も残留磁化等の影響により，分
離した物質の回収率が低いことが指摘されている。回収においては，洗浄液量を極力抑制し，
対象廃水に対して高い濃縮率を実現することが無害化処理には望ましい。すなわち，磁気フ
ィルタからの高回収率と高濃縮率を両立させる分離・回収プロセスの開発が必要である。本
研究では，模擬リスク物質として磁性粒子を用いて，高濃縮率条件下における磁気分離・回
収プロセスについて検討した。 
模擬廃水として溶液量 1.8 L，磁性粒子濃度 50 mg/L の溶液を作成した。磁性粒子として，

マグネタイトを用いた。キャニスタに磁気フィルタとして SUS440C 球を装填したモジュール
を作成し，ネオジム磁石による磁場空間を持つ磁気分離装置（最大中心磁場 0.6 T）を実験に
使用した。磁性粒子溶液を循環させ磁性粒子の分離試験を行った。印可磁場を解除し脱磁操
作を行った後，濃縮倍率が 30 倍となるように回収液量を設定し磁性粒子の回収試験を行っ
た。 
磁気分離試験において，分離流量 5.4 mL/s と比較すると，21 mL/s ではマグネタイト分離率

99%までの所要時間は短縮された。分離流量の増大は磁気分離プロセスの高速化に寄与する
と考えられる。しかし分離流量を過大にすると，粒子に作用する流れ由来のドラッグ力が増
大し磁気分離が困難になる可能性があり，留意が必要である。 
濃縮倍率を 30 倍とした回収試験において，回収流量 12 mL/s では 3.0 mL/s, 5.4 mL/s と比較

してマグネタイト回収率は 84.8%と高くなったが，流量増大に伴う回収率の増加は鈍化した。
また回収溶液量が回収率に与える影響はほとんど観察されなかった。後処理によるリスク物
質の無害化を想定した場合，回収溶液量を抑制する必要がある。また分離流量 21 mL/s での
分離後の回収において回収率は 31.5%と低くなった。分離条件も回収に影響を与えることが
示唆された。 

 
1-3) 乳牛糞尿液分からの抗生物質の磁気分離 

酪農施設から動物用抗菌剤の拡散を防止する技術が求められることから，磁気分離法に着
目した。動物用抗菌剤は磁化率が小さいことから磁性付与の方法として，鉄電極を用いた電
気化学凝集反応による電気化学磁気シーディング法がある。電気化学磁気シーディングでは，
生成する水酸化物イオンにより溶液 pH が上昇し，抗生物質に対する磁性付与や最終的な除
去率に影響する。本研究では，乳牛糞尿の固液分離後の液分を対象サンプルとし，電気化学
凝集反応における溶液 pH の制御を試み，抗生物質除去率への影響を検討した。 
対象物質としてテトラサイクリン系抗生物質の一種であるオキシテトラサイクリン 

(OTC) を用いた。対象溶液として関西地区の農場から採取した乳牛糞尿液分を 10 倍希釈し
て用いた。OTC (100 mg / L) とマグネタイト (250 mg / L) を添加した乳牛糞尿液分に対し，
板状鉄電極を用いて投入電気量を変化させて電気化学凝集を行った。溶液温度はウォーター
バスによって 25 ℃に設定した。電気化学磁気シーディング中の溶液 pH 制御は自動問欠制御
方式を採用し，設定値よりも pH が上昇すると 0.1 M H2SO4を自動的に添加した。電気化学凝
集を行った溶液に対し，重力分離もしくは磁気力による循環分離を行った。磁気分離は，磁
気フィルタを装着した永久磁石磁気分離装置 (0.6 T) を使用した。磁気フィルタとして



SUS440C 球 (直径 2.38 mm) を用いた。 
電気化学凝集後に 2 時間の重力分離を行い，OTC 除去率を調べた。電気化学凝集後の溶液

pH が重力分離による除去率に与える影響を調べた。投入電気量を大きくすると除去率は向上
した。また、投入電気量 780 C/L では pH 8.5 付近にピークが存在し，投入電気量 1365 C/L の
場合と同水準の除去率が得られた。Fe2+は水酸化鉄コロイドを形成しやすいことが知られて
いる。pH 8.5 付近において OTC-Fe キレート錯体と水酸化鉄の形成が適度に進行し，キレー
ト錯体と水酸化鉄の凝集物が生成され，重力分離による高い除去率が得られたと考えられる。
分離方法が OTC 除去率に与える影響を示す。pH 6.9 以降において重力分離と比較して磁気分
離による除去率が低く，抗生物質に作用する磁気力が不足していたことが示唆された。乳牛
糞尿液分に対して電気化学凝集後，重力分離もしくは磁気力による循環分離を行い，溶液 pH
の影響について評価した。OTC 除去率が最も高い条件は，重力分離では pH 8.7，磁気分離で
は pH 7.0 であった。溶液 pH を制御することで、少ない投入電気量で高い除去率が得られ，
生成される凝集物も少量であることから，除去プロセスとして優れていると考えられた。 

 
1-4) メタン発酵による薬剤耐性菌の制御 

セファゾリン(CEZ)は乳牛の乳房炎治療に広く使用されている。しかし，投与された抗生物
質の一定割合は家畜体内で代謝分解されず，代謝物を含め糞尿と一緒に排出される。その結
果，嫌気性消化(AD)の基質として乳牛糞尿を使用すると，バイオリアクタ内に CEZ が蓄積
し，抗生物質耐性菌(ARB)が増殖するリスクが高まる可能性がある。中温(37℃)メタン発酵の
酸生成段階およびメタン生成段階における薬剤耐性菌(ARB)の消長を調べるため，CEZ を添
加した乳牛糞尿を用いた 2 段階メタン発酵における ARB の消長を調べた。 
 実験では、コントロールリアクタ（CEZ 無添加），100 mg/L CEZ リアクタ，200 mg/L CEZ
リアクタを用意し，それぞれ 2 段階メタン発酵を実施した。寒天平板希釈法を用いて ARB を
計数し，PTYG 培地を用いて除去率を評価した。 
酸生成段階において，pH は CEZ 添加量の増加とともに上昇し，コントロールリアクタの

pH は 6.1 と低くなったが，100 mg/L CEZ リアクタは pH 6.22，200 mg/L CEZ リアクタは pH 
6.27 であった。コントロールリアクタの総 VFA 濃度は上昇した後に低下し，4 日目に 1878.1 
mg/L でピークに達した。これらの結果は，CEZ が有機物を分解して水素と VFA を生成する
水素生成細菌と酸生成細菌をそれぞれ抑制した可能性を示すものである。ARB の消長につい
ては，コントロールリアクタでは AMP-r を除き，OTC-r，CEZ-r，TYL-r の菌数は減少傾向に
あった。しかし，CEZ を添加すると，4 種類の ARB はいずれも増加し，CEZ を 200 mg/L 添
加したリアクタでは，OTC-r，CEZ-r，AMP-r，TYL-r の増殖率は，それぞれ 4%，7%，20%，
2%であった。これは，CEZ の存在が細菌に選択圧を与え，抗生物質耐性の出現を誘導したこ
とが考えられた。VFA 濃度が高い場合，ARB の除去が促進され，CEZ の VFA 産生抑制効果
により酸生成相の ARB 除去能力が低下した。この結果と比較すると，CEZ の添加は酸生成
段階の VFA 産生を抑制させ，結果として ARB の消長に影響を与えた可能性がある。 
メタン生成相では，pH値とVFA濃度はいずれの実験区においても比較的同程度であった。

これは，酸性相が CEZ の阻害を低下させ，CEZ がメタン生成菌や VFA の分解にほとんど影
響を与えなかったためと考えられる。コントロールリアクタと CEZ 添加リアクタの両方で，
OTC-r，CEZ-r，AMP-r，TYL-r の数が減少した。これは，メタン生成段階が ARB 減少の主要
段階であったことを意味する。酸生成相では，CEZ の存在は酸生成細菌による VFA の生産に
影響を与え，ARB の発生を誘導したことが考えられる。メタン生成段階は ARB を減少させ
る主要なフェーズであり，メタン生成菌に対する CEZ の効果は，酸生成細菌に対する効果よ
りも低かった。二段 AD の方が ARB 除去効果は高いが，酸生成段階での ARB の濃縮も顕著
であった。 
 

2) 耐性菌拡散防止のための遺伝子変異解析に基づく耐性菌出現の抗生物質濃度の解明 
多くの先行研究により，抗生物質耐性は新たなリスクであり，排水処理施設（WWTP）は

抗生物質耐性菌（ARB）や遺伝子（ARG）を拡散するホットスポットであることが示されて
いる。また，WWTP から水環境への排水処理水は，紫外線や塩素消毒によって殺菌された後
に放流されている。しかし，抗生物質の濃度が変動する WWTP の生物処理工程に存在する特
定のヒト病原性耐性菌や，消毒後の ARG の挙動についてはほとんど知られていない。本研究
では，レボフロキサシン（LVX）をラボスケールのシークエンスバッチリアクタに曝露（各
リアクタに 0, 4, 16, 128 mg-LVX/L を曝露）し，それぞれのリアクタから分離した細菌に対し
てエリスロマイシン，テトラサイクリン，クロラムフェニコール，LVX を用いた最小阻害濃
度解析により，多剤耐性に着目した抗生物質濃度変動下での ARB の出現を明らかにすると
ともに，ARG の自然界への拡散を防ぐために消毒による ARG の動態を把握することを目的
とした。その結果，Acinetobacter baumannii は LVX の濃度変化，特に低濃度（4 および 16 mg/L）
から高濃度（128 mg/L）へ曝露された段階で，ラボスケールのシークエンスバッチリアクタ
に明確に出現した。大腸菌へのプラスミド DNA（pUC19）形質転換効率は，十分な量（0.5 mg 
Cl2/L 以上）と十分な時間（60 分）の塩素消毒により根絶できた（8.83 log10 減少以上）。この
結果は，WWTP の放流水が環境中に流出する前に，十分な線量と処理時間をかけて消毒を行
えば，耐性菌が拡散するリスクを低減できる可能性を示唆している． 



生物処理の前処理として，排水中の抗生物質を除去することが，いくつかの報告で示され
ている。しかし，微生物群集構造，排水処理性能，抗生物質耐性菌の出現などを引き起こさ
ない最小限の抗生物質濃度が明らかでないため，前処理のガイドライン値は明らかにされて
いない。そこで本研究では，微生物群集構造および排水処理性能に影響を与えない最小限の
抗生物質濃度を求めるため，排水処理性能および微生物群集の動的変化を解析した。先行研
究からラボスケールのシークエンスバッチリアクタに対するレボフロキサシン（LVX）の曝
露濃度は，0, 0.5, 1, 2, 4 mg-LVX/L とした。この結果，2 mg-LVX/L および 4 mg-LVX/L の曝露
下では，アンモニア態窒素酸化および亜硝酸態窒素酸化が抑制された。加えて，亜硝酸態窒
素酸化は，1 mg-LVX/L の曝露下でも抑制された。しかしながら，0.5 mg-LVX/L 曝露下では，
排水処理能は抑制されなかった。以上から，前処理時の LVX のガイドライン値として 0.5 mg-
LVX/L 以下に設定することが提案できると考えられた。 
さらに，合成排水を供給する 4 つの連続流リアクタを設置し，塩化セチルピリジニヌム

（CPC）濃度を 0 μg/L（対照群として; R1），50 μg/L（R2），100 μg/L（R3），500 μg/L（R4）
とした。曝露実験は 4 週間行った。排水処理工程における活性汚泥に含まれる細菌の薬剤耐
性に対する洗剤汚染の影響を明らかにするための指標として，Serratia marcescens を用いた。
水質評価項目は，溶存有機炭素，無機窒素（NH4-N，NO2-N，NO3-N）とし，標準的な方法に
従って測定した。最小発育阻止濃度（MIC）は，levofloxacin，erythromycin，tetracycline，およ
び chloramphenicol を用いて分析した。対照群の DOC 除去率は，それぞれ 85％から 92％の間
で維持された。CPC の曝露後，他の 3 つのリアクタの DOC 除去率は 4 日目に著しく低下し，
それぞれ R2 で 10.2%，R3 で 16.4%，R4 で 50.1%となった。しかし，8 日目には曝露したす
べてのリアクタの DOC 除去率は約 88%まで回復した。実験の進行に伴い，高濃度曝露の R4
のみ 12 日目から DOC 除去率が低下し，最終的には約 70.2％を維持した。DOC とは対照的
に，4 つのリアクタの無機窒素（TIN）除去率は CPC 曝露の影響を受けず，82%から 89%の間
で推移した。TIN の除去については，CPC の濃度にかかわらず，排水中に検出される NH4-N
と NO2-N はごくわずかであり，すべてのリアクタの NH4-N 除去率は 99%以上に達した。洗
剤濃度の上昇に伴い，Serratia marcescens の MIC も上昇し，対照群に比べ最大 37.8％の上昇
を示した。この現象は，排出ポンプに起因するものと考えられた。 
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