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研究成果の概要（和文）：畜産バイオマスの安全性確保のために，残留する抗生物質耐性菌の制御法と残留抗生
物質の分解手法を確立することを目的として，メタン発酵法による抗生物質耐性菌の低減と，抗生物質の分解を
試みた。家畜糞尿中のクロルテトラサイクリン，タイロシンはメタン発酵によって分解され，セファゾリン耐性
菌は顕著に減少したが，中温メタン発酵処理ではバチルス，シュードモナス，アシネトバクターなどが残存する
傾向にあり，消化液を液肥として利用する際には追加処理が必要であると考えられた。一方，難分解性抗菌剤は
電解酸化処理によって効率的に分解され，テトラサイクリン系，セフェム系抗菌薬は優先的に分解されることが
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To establish a treatment method of livestock wastes that promises the safe 
use of dairy biomass, lab-scale anaerobic digestion of livestock wastes were performed and the 
effectiveness of anaerobic digestion treatment on residual antimicrobials and 
antimicrobials-resistant bacteria was analyzed. Not only chlortetracycline and tylosin were 
decreased significantly by anaerobic digestion, but also cefazolin-resistant bacteria in cow manure,
 while Bacillus, Pseudomonas and Acinetobacter had tendencies to survive during mesophilic 
digestion. These results suggested that mesophilic digestate needs further sanitary treatment prior 
to use as liquid fertilizer. On the other hand, hardly-degradable antimicrobials could be degraded 
efficiently by electro-oxidation treatment, particularly tetracyclines and cefems.

研究分野：畜産衛生工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
畜産環境において家畜糞尿などのバイオ
マス資源の安全性確保は重要であり，また排
出される廃棄物の安全も求められる。畜産業
において動物用抗菌剤は，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。畜産における危害要因である家畜・家
禽の疾病の予防・治療のためには，動物用抗
菌剤の使用はやむを得ない面がある。しかし，
我が国における抗菌剤（抗菌剤および合成抗
菌薬）の年間使用量は 2,200 tを越え，ヒトよ
りも家畜や家禽に使用されている量の方が
多い。投与された動物用抗菌剤の代謝分解は
困難であることが一般的で，畜産施設から糞
尿を通じて環境への拡散が懸念されている。
近年，畜産業由来と考えられる動物用抗菌剤
が，我が国の河川等から検出されている。
Matsui ら（Desalination, 2008）は，我が国の
畜産業地域の河川において最大 68 μg/Lのオ
キシテトラサイクリンが検出されたことを
報告した。これは都市部河川の濃度と比較す
ると数オーダー高い値である。報告されてい
る河川水のデータから，薬剤が使用される畜
産施設から，数十 mg/L を超える濃度の畜産
廃棄物が排出されている可能性がある。さら
に，抗菌剤の使用によって耐性菌が出現し，
耐性遺伝子が家畜糞尿を通じて伝播するこ
とが指摘されている（Witte, Science, 1998）。 
また，感染症の予防・治療や成長促進を目
的とする抗菌剤の不適切な使用は薬剤耐性
菌の出現という由々しき事態を招き，一部は
ヒトへの影響が拡大している。2013年 9月に
米国疾病予防管理センター（CDC）から公表
された薬剤耐性菌に関する文書（Antibiotic 
Resistance Threats in United States, 2013）にお
いて，抗菌剤耐性感染症によって米国内で年
間 23,000人が死に至り，もっとも重大な健康
脅威のひとつであることが報告されている。
この文書は，薬剤耐性の広がりについて詳述
しており，家畜への抗菌剤投与が原因のひと
つであること，家畜糞尿が拡散の媒体となっ
ていることが図表を使って説明されている。
畜産物環境中のこれらの残留医薬品や薬剤
耐性菌のいずれも，主たる発生源は畜産業で
あると考えられている。米国疾病予防管理セ
ンター（CDC）は，薬剤耐性菌の伝播が食物
連鎖だけではなく環境経由で拡大すること
を警鐘しており，ヒト・家畜・畜産物そして
食料生産環境に関わる深刻な問題になりつ
つある。環境中のこのような因子を削減する
ためには，発生源におけるエミッション削減
が一番効果的であり，畜産および環境工学分
野の研究者としての義務でもある。しかしな
がら，畜産バイオマスの利用が着実に拡大し
ているにも関わらず，畜産業から排出される
動物用抗菌剤のリスク削減技術は，大きく立
ち遅れているのが現状である。 
家畜糞尿における動物用抗菌剤関連リス
クの低減のために，薬剤耐性菌の不活化技術
と残留動物用抗菌剤の確実な分解技術を早

急に確立する必要がある。畜産バイオマスの
更なる高度循環利用を目指す場合，エネルギ
ー利用のみならず危害要因である残留医薬
品と薬剤耐性菌の無害化が強く求められる。
危害要因に対する的確なリスク低減技術の
確立は，畜産資源の安全性確保と環境負荷の
低減に大きく資すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では，家畜糞尿をはじめとする畜産
バイオマスの安全性確保のために，残留する
抗生物質耐性菌の制御法と残留抗生物質の
分解手法を確立することを目的とした。具体
的な手段として，畜産バイオマスの利活用法
として広く普及しているメタン発酵法を用
いて，残留する抗生物質耐性菌の低減と，残
留抗生物質の分解を試みた。残留抗生物質に
ついては，物理化学的手法についても検討を
行った。 
 
３．研究の方法 
我々は，抗菌剤の使用と耐性菌出現の関連
を調べるため，帯広畜産大学内の乳牛畜舎で
使用されている抗菌剤と未使用の抗菌剤を
各 5種類選択し，乳牛糞尿および高温（55 °C）
フルスケールバイオガスプラントで処理し
た乳牛糞尿（メタン発酵消化液）に含まれる
耐性菌数の測定を行った。対象とした抗菌剤
は，セファゾリン，セフロキシム，ストレプ
トマイシン，ネオマイシン，ペニシリン（以
上使用），アンピシリン，テトラサイクリン，
カナマイシン，バンコマイシン，チアムリン
（以上未使用）で，微生物の薬剤感受性試験
は臨床検査標準委員会（CLSI）の標準法
（NCCLS 2002）に準拠した寒天平板塗抹培
養法により実施した。 
また，ラボスケールの発酵試験は回分式で
行った。現有のラボ発酵試験器（10 L）を用
い，35 °C（中温），55 °C（高温），65 °C（超
高温）の温度で乳牛糞尿をメタン発酵処理し，
それぞれのメタン発酵消化液に含まれる大
腸菌，腸球菌，サルモネラ，キャンピロバク
ターの細菌数を測定した。細菌数の測定は，
前述と同様に寒天平板塗抹培養法により行
ったが，用いた寒天平板培地は大腸菌，腸球
菌，サルモネラ，キャンピロバクターに特異
的な選択分離培地（大腸菌：クロモアガーECC，
腸球菌：ECS agar medium，サルモネラ：X-SAL
寒天培地，キャンピロバクター：スキロー培
地）である。さらに，乳牛糞尿に含まれるそ
の他の細菌としてシュードモナス，バチルス，
アシネトバクターについても同様に選択分
離培地（シュードモナス：セトリミド寒天培
地，バチルス：MYP寒天培地，アシネトバク
ター：クロモアガーアシネトバクター）を使
用して細菌数の測定を行った。 
さらに，簡易選択分離培地であるクロムア
ガーESBL を用いてセファゾリン耐性菌にお
ける拡張型 β-ラクタマーゼ（ESBL）産生能
を検討した。この培地には発色基質が含まれ



ており，発色や菌体コロニーの形状の違いか
ら大腸菌，クレブシエラ，エンテロバクター，
シトロバクター，プロテウス，シュードモナ
ス，アシネトバクターに分類することができ
る。 
 
４．研究成果 
４．１ 家畜糞尿に残留する抗生物質耐性菌
制御法の確立 
帯広畜産大学で使用している抗菌剤と未
使用の抗菌剤を比較した場合，使用している
抗菌剤に対する耐性菌の中にはセファゾリ
ン耐性菌（0.49%）やストレプトマイシン耐
性菌（1.27%）のように数が多いものが含ま
れ，また逆に使用していない抗菌剤に対する
耐性菌の中にはテトラサイクリン耐性菌
（0.003%）のように数が少ないものが含まれ
ていた。また，ストレプトマイシンとカナマ
イシンは共にアミノグリコシド系の抗菌剤
で，ともに細菌のリボソームに作用してタン
パク合成阻害や，細胞質膜を障害する作用が
あるなどの作用機序が似ており，さらに広範
囲のグラム陰性桿菌に効果があるなど抗菌
スペクトルも似ているが，使用の有無によっ
て耐性菌の陽性率に大きな違いが認められ
た（カナマイシン耐性菌は検出されなかっ
た）。この結果は抗菌剤の使用と耐性菌の出
現との関連を示唆するものであるが，使用し
ている抗菌剤グループ全体（0.01-1.27%）と
使用していない抗菌剤グループ全体
（0-5.88%）の耐性菌数を比較すると有意な差
は認められなかった（p=0.401194）。従って，
帯広畜産大学の農場で採取した乳牛糞尿で
は，使用している抗菌剤に対する耐性菌が多
く含まれるという結果は得られなかった。 
 

図 1 乳牛ふん尿と消化液中のセファゾリン
耐性（CEZ-R）および感受性（CEZ-S）細菌
数 
D：乳牛糞尿，M：中温発酵消化液，T：高温
発酵消化液，E：超高温発酵消化液 

ND：検出限界以下 
 
中温，高温，超高温のいずれの発酵処理に
おいても消化液中に大腸菌，腸球菌，サルモ
ネラは検出されなかったが，中温と高温の発
酵処理ではカンピロバクターが検出された。

さらに，乳牛糞尿に含まれる大腸菌，腸球菌，
サルモネラに関してセファゾリン耐性は認
められなかったが，セファゾリン耐性カンピ
ロバクターが検出され，中温発酵処理では残
存が認められた（図 1）。 
また，シュードモナス，アシネトバクター
はいずれの温度帯での発酵処理でも消失し
たが，バチルスは中温発酵で有意な増加が認
められた。この増加が認められたバチルスは
セファゾリン耐性ではなかった。一方，乳牛
糞尿中に存在が認められたシュードモナス
はセファゾリン耐性であった（図 2）。 
 

図 2 乳牛ふん尿と消化液中のセファゾリン
耐性（CEZ-R）および感受性（CEZ-S）細菌
数 
D：乳牛糞尿，M：中温発酵消化液，T：高温
発酵消化液，E：超高温発酵消化液 
ND：検出限界以下 
 
一般的に普及している中温メタン発酵処
理ではカンピロバクター，バチルスなどの細
菌が残存または増加する傾向にあるため，消
化液を液肥として利用する際には注意が必
要であると考えられた。超高温域での嫌気性
消化の先行研究例は少ないため，これらの知
見はバイオガスシステムの工学的新展開の
一助となると考えられる。 
セファゾリンを添加したクロモアガーECC
寒天培地で乳牛糞尿およびメタン発酵消化
液を培養し，セファゾリン耐性の大腸菌，大
腸菌以外の大腸菌群，その他のグラム陰性菌
の選別を行った。比較対象として帯広畜産大
学農場から採取した乳牛糞尿を同様に培養
した。今回の検討ではいずれの試料からも大
腸菌は検出されなかった。他の大腸菌群はメ
タン発酵消化液では検出されず，その他のグ
ラム陰性菌は，乳牛糞尿に比べメタン発酵消
化液では減少しており，高温ほど減少してい
ることが確認された。 
次に，大腸菌群と他のグラム陰性菌からそ
れぞれ 300 株を選択し，クロモアガーESBL
寒天培地に移植して分類するとともに ESBL
産生能を確認した。大腸菌群の中では，ESBL
を産生するクレブシエラ，プロテウス等の割
合は少ないが，メタン発酵処理により ESBL
を産生するシュードモナスとアシネトバク



ターが増加することが示唆される結果とな
った（図 3）。 
 

図 3 β-ラクタマーゼ産生菌の検出 
E：大腸菌，Kle：クレブシエラ/エンテロバク
ター/シトロバクター，Pro：プロテウス，Pse：
シュードモナス，Aci：アシネトバクター 
 
メタン発酵消化液では ESBLを産生する細
菌のうち比較的熱に耐性を持つ細菌が残存
もしくは増加する傾向がみられた。特に中温
メタン発酵消化液ではセファゾリン耐性の
シュードモナス，バチルス，アシネトバクタ
ーが増加する懸念が示された。これまでの知
見を合わせると，中温メタン発酵処理ではカ
ンピロバクター，バチルスに加え，シュード
モナス，アシネトバクターなどの細菌が残存
または増加する傾向にあると考えられるた
め，消化液を液肥として利用する際には高温
で殺菌するなどの追加的な処理が必要であ
ると考えられるが，これらの細菌が圃場に散
布した後にどのような動態を示すかについ
て調査する必要がある。 

 
４．２ 畜産バイオマスに含有する抗生物質
の分解 
酪農の場合，抗菌剤の排出先として生乳と
乳牛糞尿が挙げられる。そこで本研究では，
廃棄乳と糞尿両方の処理技術を確立するこ
とによって，畜産施設からの抗菌剤排出量の
削減を試みた。処理法として，廃棄乳に対し
ては，生乳が生物難分解性物質を含有し，生
物学的処理が困難であることから物理化学
的な手法である電解酸化法を，乳牛糞尿に対
しては家畜糞尿処理法として用いられるメ
タン発酵の適用を試みた。具体的には，乳牛
糞尿の中温メタン発酵プロセスにおける含
有抗菌剤の分解特性と発酵に及ぼす影響を
調べた。また，生物学的処理であるメタン発
酵のみでは抗菌剤濃度の低減が不十分であ
る場合を想定し，メタン発酵後消化液に添加
した抗菌剤に対して電解酸化処理を試みた。 
乳牛糞尿のメタン発酵において，含有する
クロルテトラサイクリンおよびタイロシン
は分解された。嫌気性水溶液での結果と比較
すると，メタン発酵では抗菌剤の濃度低減速
度が大きく，メタン発酵の有効性が示された。
また，電解酸化処理によって，メタン発酵後
消化液に含有する抗菌剤は効率的に分解さ
れた。電解酸化法は，乳牛糞尿に残留する抗
菌剤の確実な分解を実現する手法であると
考えられる。 

生乳に含有する抗菌剤の分解については，
電解酸化処理によって生乳に含有するテト
ラサイクリン系抗菌薬およびセフェム系抗
菌薬は部分的かつ優先的に分解されること
を明らかにした。生乳中の抗菌剤の分解特性
を水溶液と比較すると，生乳中では抗菌剤濃
度および瞬間電流効率の挙動が異なり，有機
性濃厚溶液としての特徴が明らかになった。
抗菌剤の優先的な分解には，実験条件の影響
が大きく，優先性が向上すると，抗菌剤の分
解に要する電気量は減少した。優先的な分解
はエネルギー消費量を抑制すると考えられ
た。 
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