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研究成果の概要（和文）：牛糞堆積堆肥の各部位における大腸菌の残存性を調べるとともに、大腸菌の再増殖に影響を
及ぼす栄養成分とその栄養成分の利用に競合的に働く細菌群を解析した。大腸菌は高温になる堆積物内部では死滅する
が、堆肥頭頂部で長期間残存する傾向にあった。堆肥中で長期間残存していた大腸菌は、牛糞由来の大腸菌よりも熱に
強い性質を示した。大腸菌は堆肥にグルコースを添加することで増加する傾向にあったが、トウモロコシ粉末や菌の遺
体の添加では増加は認められなかった。堆肥中でグルコース、トウモロコシおよび菌の遺体を取り込んで増殖する細菌
類をStable isotope probing法により特定した。

研究成果の概要（英文）：The present study assessed the survival of E. coli in various positions of piled 
cow manure compost. Key substrates which support E. coli regrowth in compost and the microbial 
competitors in terms of substrates assimilation were analyzed. E. coli survived longer time on top 
surface of pile, while E. coli in internal parts of pile eliminated. E. coli strains survived longer time 
in compost were capable of growing in higher temperature relative to E. coli isolated from raw cow 
manure. The addition of glucose resulted in higher growth of E. coli in compost. However, the addition of 
corn powder or dead bacterial biomass did not increase the number of E. coli. Bacterial species which 
incorporate glucose, corn powder or dead bacterial biomass in compost were identified by using Stable 
isotope probing method.

研究分野： 畜産学・草地学、微生物生態学

キーワード： 堆肥　大腸菌　安定同位体標識　炭素基質　SIP法
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１．研究開始当初の背景 
肥料価格の高騰や有機農業の推進にとも

ない、堆肥を有機肥料として利用する機運が
高まっている。しかしながら牛は病原性大腸
菌やサルモネラ菌の保菌動物と知られてお
り、その糞便は病原菌に汚染されている可能
性がある。堆肥は広域に流通すること、また
野菜などの農産物と接触する可能性もある
ことから、牛糞の堆肥化過程では病原菌によ
る汚染リスクを可能な限り低減させる必要
がある。しかし酪農現場で生産される牛糞堆
肥は、粗放な環境下で生産されている事例が
少なくない。一般的に大腸菌は堆肥化過程で
発生する高温により死滅するが、高水分の堆
肥や、堆積物の表層や底部では温度上昇が十
分でなく、大腸菌が残存する可能性がある。
また堆肥中での大腸菌の残存以外にも、堆肥
の撹拌に使用されるホイールローダー等の
作業機械を介しての再汚染や、鳥や鹿など外
部から侵入した野生動物の糞便による汚染
リスクも考えられる。 
堆肥に残存した大腸菌は、堆肥中に基質が

豊富に存在し、かつ適当な水分が与えられた
場合に再増殖することが報告されている。ま
た滅菌堆肥に病原性大腸菌 O157 のみを接種
した場合には O157 は増殖するが、他の微生
物群も共存する未滅菌堆肥に接種した場合
には、O157 の増殖は抑制されるという報告
もある。これらの現象は、堆肥中の基質の存
在は大腸菌の増殖に寄与する一方で、堆肥中
の微生物群と大腸菌の間には基質をめぐる
競合関係が存在することを示している。 
 

２．研究の目的 
本研究では堆肥の安全性を評価する上で

の指標微生物である大腸菌に着目し、その堆
肥化過程での残存性と堆肥中での再増殖機
構の解明を目的とする。堆肥中の大腸菌は、
55℃を超える高温に数日間曝露することで、
また適切な頻度で撹拌することで死滅させ
ることができるが、現実的には堆積物全体を
均等に高温曝露することは難しい。そこで本
研究では実規模の堆積型牛糞堆肥の各部位
や周辺環境における大腸菌の消長を追跡す
ることで大腸菌の残存しやすい部位の特定
を行う。また牛糞、野生動物の糞、および堆
肥に含まれる大腸菌を収集し、ゲノムの繰り
返 し 配 列 の 差 異 を 検 出 す る rep-PCR 
(repetitive-sequence-based PCR)法による
大腸菌の遺伝子型の判別により、牛糞堆肥中
に残存する大腸菌の由来とその類型化を行
い、特定の菌株が堆肥中に残存しやすいのか、
それとも偶発的な汚染によって付着した大
腸菌が残存しているのかを明らかにする。 
これまでの研究から堆肥中での大腸菌の

再増殖を促進する要因として、堆肥中に残存
する大腸菌が利用可能な基質の存在が、また
再増殖を抑制する要因として大腸菌の増殖
に競合的に作用する堆肥中にもともと存在
する“土着の微生物群”の影響が指摘されて

いる。そこで本研究では、堆肥中にいかなる
炭素基質が存在する時に大腸菌は増殖が可
能なのか、またその基質をめぐり大腸菌がい
かなる微生物群と競合しているのかを明ら
かにするため、SIP（Stable Isotope Probing）
法による解析を行った。 
 

３．研究の方法 
 (1) 堆積型牛糞堆肥における大腸菌の消長
と残存した大腸菌株の類型化 
牛糞と低質牧草の混合物26.8tを堆肥舎壁

面に堆肥を押しつける形で 8.3×3.7×2.5m
（W×D×H）のサイズに堆積した。堆積物の
中央部および両端の底からの高さ 1m、表層か
ら 50cm の部位に温度センサーを設置し、堆
肥温度を連続測定した。堆肥化試験は、堆肥
サンプルから大腸菌が検出されなくなる迄
実施し、2 週間に一回の割合で堆肥の切り返
しを行った。切り返し作業時には、堆積物の
温度センサー付近の堆肥サンプル、および堆
積物の頭頂部と底部のサンプルを採取した。
ホイールローダーのバケット部の表面に存
在する大腸菌を計数するため、切り返し作業
前にラスパーチェック（日本 BD）を用いた拭
き取りサンプルを採取した。また堆肥舎内に
落下している野生動物の糞を採取した。 
大腸菌の計数は、XM-G 寒天培地（日水製薬）

および Colisure 培地（IDEXX Laboratories）
を併用して測定した。堆肥サンプル、拭き取
りサンプルおよび野生動物の糞から分離し
た大腸菌株について、BOX A1R プライマーを
用いた rep-PCR を行い、得られたバンドパタ
ーンから遺伝子型の判別を行い、分離株の類
型化を行った。 
 

 (2) 堆肥中における炭素源存在下の大腸菌
の動態とSIP法による炭素源の資化菌の検出   
牛糞中に未消化物として排出される可能

性があるデンプン、デンプンやセルロースの
構成糖であるグルコース、および堆肥熱等で
死滅した微生物遺体を想定した菌体バイオ
マスを堆肥に添加した時の大腸菌の動態、お
よびそれぞれの基質を資化している細菌群
について SIP 法による解析を行った。 
麦稈と牛糞を混合して2ヶ月間堆積した牛

糞堆肥を粉砕し、乾物15g相当の堆肥を100mL
三角フラスコに充填した。前年度分離した堆
肥化開始後12週目まで残存していた大腸菌3
株を培養、それぞれが同じ菌数になるように
混合した大腸菌懸濁液を2.0×103 CFU/gとな
るように堆肥に添加した。この堆肥に①13C
標識グルコースを堆肥乾物当り 0.5%添加、非
標識グルコースを堆肥乾物当り 0.5%添加、炭
素基質無添加（対照）の3つの区を設定した。
デンプンについては、②13C 標識および非標識
トウモロコシを堆肥乾物当り 1%添加、トウモ
ロコシ無添加（対照）の 3区を設定した。ト
ウモロコシは、粒径 0.2mm 以下の 13C 標識お
よび非標識の粉末標品を購入した。菌体バイ
オマスは、③13C 標識および非標識菌体バイオ
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