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日本国内の産業廃棄物は年間でおよそ４億�と
されており, そのうちのおよそ22�5％が家畜排泄

物であり, 農業からの産業廃棄物が大きな割合を
占めている (吉田 2004). 近年, 日本国内におい
て, 農家当たりの家畜飼育規模の拡大が見られ,

メタン発酵消化液の液肥としての安全性評価
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それに伴い, 固形状の家畜排泄物を積み上げて放
置する ｢野積み｣ や, 液体状の家畜排泄物を掘っ
た穴に溜めておく ｢素掘り｣ といった家畜排泄物
の不適切な処理を原因とした深刻な水質汚染や悪
臭問題といった環境問題が発生している. この
｢野積み｣ や ｢素掘り｣ といった処理は ｢家畜排
泄物の管理の適正化及び利用の促進に関する法律｣
によって禁止され, 法律で定められた家畜排泄物
の処理法を遵守することが義務付けられるように
なった. また, 家畜排泄物は土壌改良資材や肥料
といったバイオマス資源として注目されているこ
ともあり, その処理方法としてメタン発酵処理や
コンポスト化などが利用されるようになってきた.
特にメタン発酵処理に関して, 生ゴミや家畜排泄
物を原料としたメタン発酵で得られるバイオガス
としてのエネルギー回収率は90％�100％と非常
に高く, 発生したバイオガスはガスエンジン発電
機に送られ発電を行うための電気エネルギーとし
て利用されている (木田 2001). その反面, メタ
ン発酵によって減少する家畜排泄物の重量は, メ
タンガスとして出ていくごくわずかであり, 原料
とほぼ同量の残渣がメタン発酵消化液として産出
される. この消化液は原料の家畜排泄物と比較し
た際に悪臭が低減していること (��������	
�
2008) や, 窒素, リン, カリウムなどの栄養成分
を含んでいるといった報告があり (西川他 2007),
従来の肥料に代わって液肥として農業へ利用する
ことが資源循環や環境負荷の改善にも結び付くと
考えられる.
消化液を液肥として利用するためには, その安
全性を確認する必要がある. 家畜排泄物中にはサ
ルモネラ, キャンピロバクター, 毒素原性大腸菌
などといった病原性微生物が確認されており (柿
市 2000), その家畜排泄物を原料としている消化
液にそれらの微生物が存在していた場合, 液肥と
しての利用が難しくなる. 農水省でリスク管理を
行うべき有害微生物として, 腸炎ビブリオ, サル
モネラ, 病原性大腸菌, キャンピロバクター, ボ
ツリヌス菌, ウェルシュ菌, リステリア菌, ブド
ウ球菌, セレウス菌などの微生物が危害要因とし
て挙げられている. そこで, 本研究では大腸菌群
をはじめとした病原性を有する微生物のメタン発
酵消化液における有無を確認するため, 大腸菌群
選択培地を用いた培養実験, 特定遺伝子を増幅す

る特異的プライマーを用いた��による特異的
検出, そして, 微生物による95種類の炭素源の酸
化還元を発色によって検定することが出来る
���
��プレート (������������) を用いた
病原菌の存在の確認を行った. また, 動物の小腸
に寄生し, 家畜排泄物中に存在するクリプトスポ
リジウム, 特に���������������	����は, 人
に下痢を引き起こす人畜共通伝染病の腸管寄生原
虫であるため, 液肥として利用するためには, 消
化液中の存在を確認する必要がある. そこで,
 �����!��を用いて試料中のクリプトスポリ
ジウムの検出を行った.
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試料には, 家畜糞尿スラリー (以下, スラリー)
として豚糞尿と, 宮崎大学構内のバイオガス・プ
ラントから採取したメタン発酵消化液 (以下, 消
化液) を用いた. 大腸菌選択培地にはデゾキシコ
レート培地 (日水製薬) を用い, 蒸留水１�に培
地45�0�を溶解させ, 121 ℃で20分間のオートク
レーブ滅菌後, 約20��ずつ滅菌シャーレに分注
した. 段階希釈によって作製したスラリーの100
倍希釈溶液と1000倍希釈溶液, 消化液の10倍希釈
溶液と100倍希釈溶液を, それぞれ100��ずつ培
地に塗布し, 37 ℃で24時間培養を行った.
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1) " �の抽出
試料は大腸菌群の培養と同様, スラリーと消化
液を用いた. " �抽出には�����(ニッポンジー
ン) を用い, 改変法で抽出を行った. まず試料を
300 ��ずつ0�5�のガラスビーズを詰めた1�5��
マイクロチューブに採り, 570��の�������
�!
���#$%と30��の�������
����# 20�を加え,
転倒混和した後, ��	���	���("�����&��
�% �%, �'��#��(�'�#��������) を用いて, 30秒
間破砕し�65 ℃で１時間インキュベートした.
冷却遠心機 (3500!��!2724, 久保田商事)にて,
12�000×�, 室温, １分間遠心し, 上清360��を
回収し, 240��の����(�'	���#��
����#を添加し
て十分に混合した. さらに360��のクロロホルム
を添加し, 15秒間ボルテックスで混和した後, 遠
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心分離 (12�000×�, 室温, 15分間)を行った. 水
層480��を回収し, 480��の�����	�
�
�������

��を添加して十分に混和した後, 遠心分離
(15�000×�, ４℃, 15分間) を行った. 上清を捨
て, 600��の��������
��を加えて転倒混和し,
遠心分離 (15�000×�, ４℃, 10分間) を行った.
上清を捨て, 600 ��の70％ (���) エタノールと
1�2 ��の�
�������
�を添加してボルテックス
を行った後, 遠心分離 (15�000×�, ４℃,５分間)
を行った. 上清を除去した後, 減圧乾燥を20分間
行い, ペレットを60 ��の�� ������(10��
���������1�� � �!�	� 8�0)に溶解させ,
 "!抽出液とした.
2) 特異的プライマーによる��#増幅
本実験では, ��#反応に�$��% "! 	��&�
������キット (タカラバイオ) を使用し, プ
ライマーには病原体増幅用プライマーセットで
ある�'#!�������(エーエムアール) の(��)
��
�����(����� 1) と ����������
�����
(�����2) を用いた. ��#反応液組成は10×�$
��%������2�0��, )"����$(2�5��) 2�0��,
�$��% "!	��&������(5*���) 0�1��, プ
ライマー 5��を��#チューブに加え, 鋳型 "!
量が25��チューブとなるように添加し, ��#反
応液とした. ��#増幅は��# 
�������&����
(����200 �+#�������) を用いて, 95 ℃で３
分間の変性後, 95 ℃で30秒間, 55 ℃で30秒間,
72 ℃で30秒間の反応を35サイクル行った後,
72 ℃で７分間のインキュベートを行った. ��#を
行った後, �,�������(47�5�� ���������
�,
1�� � �!) と "������3-1 ア ガ ロ ー ス
(������$,��������#��.��)����*�!)
で調製した３％ (/��) アガロースゲルで電気泳
動を行った. 電気泳動後, ゲルをエチジウム・
ブロマイド溶液 (ニッポンジーン) で染色を
行った後, トランスイルミネーター (*0�����
����������*0 �����������
��, *0�) 上
で��#産物のバンドを検出した.
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本実験ではグラム陰性菌, グラム陽性菌, そし
て嫌気性菌用の,�����プレートを用いて, 病原
微生物の存在の確認を行った. グラム陰性菌とグ

ラム陽性菌の検出はスラリーと消化液で行った.
まず, 採取してきた試料を滅菌蒸留水で希釈し,
100倍希釈溶液を作製した. この100倍希釈溶液を
,�����プレートにウェルあたり100��ずつ接種し,
37 ℃で培養を行い, 24時間後, 48時間後, 72時
間後, 96時間後の発色の様子を観察した.
嫌気性菌の検出は消化液に関して行った. 採取
してきた試料を脱気した滅菌蒸留水で希釈し, 50
倍希釈溶液を作製した. 嫌気性菌用の,�����プ
レートのプロトコールに従い, 20分間空気に晒し
た後, 50倍希釈溶液をウェルあたり100��ずつ接
種し, その10分後に角型ジャー (三菱ガス化学)
に,�����プレートとアネロパック・ケンキ (三菱
ガス化学)と嫌気指示薬 (三菱ガス化学)を入れ,
37 ℃で４日間, 発色の変化が見られなくなるま
で培養を行った.
それぞれ３連で培養の後, それぞれの,�����
プレートで発色したウェルと, ,�����データベー
スの病原微生物の発色パターンとを比較し, 発色
割合を算出し, 病原微生物が試料中に存在する可
能性を検討した.
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試料の "!を２と同じ手法で抽出し, "��
�)�
��#により得られた "!抽出液中のクリプトス
ポリジウムの存在の有無を評価した. ������&�
��#および����)��&���#のプライマー配列は
1����
���(1999) および, 2����)�
���(1999)
の報告を参考に設計した２組のプライマーセット
(������&���#-53��!!����!4!4��!!�!
�!�4�4�33と 53��!��������4!!!�!44
!�33, ����)��&���#-53�44!!444��4�!
���!��!4!�!!!4�33と53�!!44!4�!!4
4!!�!!�����!�33) をそれぞれ用いた. ��#
組成は, 10×�$��%������2�5��, )"����$
(2�5��) 2�0��, 各10��プライマー0�5��, �$
��% "! 	��&������(5*���) 0�1 ��, 滅菌
蒸留水19�0 ��と, 試料の "!抽出液0�5 ��を
��#チューブに加え, 反応液とした. ��#増幅
は��#
�������&����(����200 �+#�������)
を用いて, 94 ℃で３分間の変性後, 94 ℃で45秒
間, 52 ℃で45秒間, 72 ℃で１分間の反応を35サ
イクル行った後, 72 ℃で７分間インキュベート
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を行った. 得られた���産物を�����	
�����
の鋳型���に使用した. �����	
�����におけ
る ���反応液組成, 反応条件は����
�����と
同様の手法で行った. ���終了後, ���������
(40�� ����, 20�� 酢酸, 1�� ����) で
調製した１％ (���) アガロースゲルで電気泳動
を行った. 電気泳動後, Ⅱの2)と同じ方法で､ 染
色を行い､ ���産物のバンドを検出した.
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24時間培養後の培地の様子を観察したところ,
スラリー区では大腸菌群のコロニーが出現してい
たのに対し, 消化液区では大腸菌群のコロニーは
出現しなかった (����1). スラリーの大腸菌群濃

度を算出した結果, 平均値±����で (2�58±0�24)
×105 ��  ���!となり, 105 ��  ���!以上の大腸
菌群の存在が確認された. 一方､ 消化液では10倍
希釈溶液の培養においても大腸菌群のコロニーは
出現しなかった. このことからメタン発酵の過程
においてほとんどの大腸菌群が死滅するものと考
えられる.
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本実験では, � ��"��	��� #����������や
� ��"��	��� ��"� ����, ���$����$�
�� �のよ
うな食中毒性の菌を検出するためのプライマー
(�
� �1) と侵入性大腸菌や腸管毒素原性大腸菌
のような下痢性の病原菌を検出するためのプライ
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��� 病原菌名 和名 増幅サイズ

�
��� !"#$%$%%&'
��� ブドウ球菌群 (�()�

*#$'�+,-,&. /+0+,12/1' ウェルシュ菌 345)�

3
6,7+,$ �+�!�/.$#"�,%&'���8� 腸炎ビブリオ菌 (溶血毒) 9:;)�

*#$'�+,-,&. /+0+,12/1' ウェルシュ菌 39<)�

9 *�. "#$7�%�$+=/=&1, キャンピロバクター �<5)�

(
6,7+,$%!$#/+�/ コレラ菌 (下痢毒素) (>()�

*#$'�+,-,&.7$�&#,1&.?@ABC���8� ボツリヌス菌群 �%&�'型 9><)�

4
D,'�/+,�.$1$%"�$2/1/'���8� リステリア菌 (��)�

E�%,##&'%/+/&'���8� セレウス菌群 (非溶血性腸管毒) �43)�

:
��#.$1/##�
��� サルモネラ菌 (侵入因子) (33)�

E�%,##&'%/+/&'���8� セレウス菌群 �(9)�

5 FG%$#,H�!,2/##����8� 大腸菌�赤痢菌 (�9)�

;
@�����	��8�	I��
�� 細菌一般 4�<)�

B8����8�	I��
�� カビ一般 9;<)�

JKL���M���8��8������8
�����	���)�����	�
�����	���8��	������	8��M��B	�8��
��N
����8O
��	������	8�����3(��8�
�M�����
	��
��N
�8��8������
N	���P�������
�8��QR���
����	���
	��
��N
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マー (�����2) を用いた. まず, 食中毒性病原
菌検出用プライマーを用いた場合, スラリーでは
一般細菌と大腸菌群において増幅サイズと一致す
る���産物が確認された. 一方, 消化液では一
般細菌以外の���産物のバンドは検出されなかっ
た (	
��2). スラリーからは大腸菌が検出され
たが, 消化液からは検出されなかったことからメ

タン発酵の過程において大腸菌群のほとんどは死
滅してしまうものと考えられる. しかし, 一般細
菌に関してはスラリーと消化液の両方から検出さ
れたことから, 発酵過程においてすべての菌が死
滅するのではないものと考えられる. ���によ
る検出では, さらに大腸菌の中でも侵入性大腸菌
群や腸管出血性大腸菌群など, 下痢性の大腸菌を
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��� 病原菌名 和名 増幅サイズ

� ����
	��� !"#$%&'$()##* 赤痢菌�侵入性大腸菌群 �+,-�

+
.�������/	���	�� !"#$ 腸管毒素原性大腸菌 0.1.23 +4,-�

.��������������	�� !"#$ 腸管出血性大腸菌群 (.5.2) 6,7-�

6
����
	��� !"#$%&'$()##* 赤痢菌�侵入性大腸菌群 �6,-�

.��������������	�� !"#$ 腸管出血性大腸菌群 (.5.2) +,+-�

8
9$:;$"<*;*'*)="#>?$!@A���B� 腸炎ビブリオ 67C-�

.�������/	���	�� !"#$ 腸管毒素性大腸菌 (.1.2) �,�-�

D 9$:;$"!'"#);*) コレラ菌 (下痢毒素) 848-�

7
E);A$F$*���B� エルシニア属菌群 6�7-�

G*=<>#":*!?);H)H@F$ キャンピロバクター �I,-�

, ����
	��� !"#$%&'$()##* 赤痢菌�侵入性大腸菌群 ��,-�

C
&*#="F)##*
��� サルモネラ菌 (侵入因子) 8++-�

.�������������	��� !"#$ 腸管凝集性大腸菌 �,6-�

JKL���1����
B���M2N����		���	����������	��������������
����	���������������
�

OPQ�����	��������������
RSPT	�����U��(�II-�������), �P&?*<'>#"!"!!@A
���V
G#"A?;$W$@=<);X;$F()FA, +P9$:;$"<*;*'*)="#>?$!@A���B�VG#"A?;$W$@=<);X;$F()FA, 6P
G*=<>#":*!?";H)H@F$, 8P9$:;$"!'"#);*VG#"A?;$W$@=:"?@#$F@=OY(Z) ���B�, DP[$A?);$*
="F"!>?"()F)A���B�V\*!$##@A!);)@A���B�, 7P&*#="F)##*
���V\*!$##@A!);)@A���B�, ,P
� !"#$V&'$()##*���B�, CPY�����	��B�	���
��VZB����B�	���
���

YPQ�����	����	���������������
RSPT	�����U��(�II-�������), �P����
	��� !"#$%
&'$()##*,+P.�������/	���	�� !"#$V.��������������	�� !"#$,6P����
	��� !"#$%&'$()##*%
.��������������	�� !"#$, 8P9$:;$"<*;*'*)="#>?$!@A���B�V.�������/	���	�� !"#$, DP
9$:;$"!'"#);*), 7PE);A$F$*���B�VG*=<>#":*!?);H)H@F$, ,P����
	��� !"#$%&'$()##*, CP
&*#="F)##*
���V.�������������	��� !"#$



検出するプライマーを用いたところ, スラリー,
消化液のいずれのサンプルからも病原微生物は検
出されなかった (����2�). これらの結果は, 宮
崎大学のメタン発酵消化液には食中毒性および下
痢性病原菌の存在する可能性は低いことを示唆す
るものである.

������������������	
�����

�����

グラム陰性菌のプレートにおけるスラリーと消
化液の発色パターンを比較してみると, スラリー
では全炭素源のうち88�6±2�9％の炭素源におい
て, 発色を示したのに対し, 消化液ではその発色
パターンが大きく変化し, 発色の見られた炭素源
は全炭素源の39�1±2�2％と減少していた (����3).
また, グラム陽性菌のプレートにおける発色パター
ンに関しても, グラム陰性菌の場合と同様にスラ
リーでは59�4±3�0％の炭素源が発色を示したの
に対し, 消化液では発色の見られた炭素源は6�2
±3�0％と減少していた (����4). これはグラム陰
性菌, グラム陽性菌に関して, メタン発酵過程で単
純な菌相へと変化しているためと考えられる. 次に
消化液に関して, グラム陰性菌, グラム陽性菌, そ
して嫌気性菌の������プレートの発色パターンをデー

タベース上にある病原微生物の発色パターンと比較
してみた. 比較した病原微生物はグラム陰性菌では
��	
����
������������,����������	����
�,
������,グラム陽性菌では,�����
���������������,
���������������
���, ����������
���,そし
て嫌気性菌では�������	����
, ��	��������,
����
�
������と, それぞれリスク管理を行う必
要のある病原微生物に関して調査した. これまで
の実験結果よりスラリーでは大腸菌群が存在して
いると考えられるので, データベースと一致した
発色の割合を平均値±����で示した結果, スラリー
の発色パターンと大腸菌の発色パターンとで一致
した89�8±2�4％ (����3)を同定の基準値と定め,
������プレートにおける同定には, この値以上の発
色の一致が必要と考えた. グラム陰性菌の������

プレートにおいて, スラリーでは��	����
�, ��

��
������������に一致した発色は共に90％以上
と高い割合を示した (����3). 一方, 消化液では,
������が39�0±0�0％, ��	����
�が41�5±1�6％,
����
������������が50�0±0�0％といずれも基
準値より低い値であった (����3). グラム陽性
菌の������プレートではスラリーと病原微生
物で一致した発色の割合はそれぞれ , ��

�������������が53�5±9�9％, ����
���が65�5
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±3�4％, ��������が67�3±5�2％であり, 消化液
と病原微生物の比較では, ��	
�
��
�����が
5�9±1�6％, ��������が8�5±3�3％, ��������
が8�2±1�3％と, いずれも基準値を大きく下回っ
た(����4). また, 嫌気性菌の発色パターンと消化
液の発色パターンを比較した結果, それぞれ��	�
���
�����������で12�9±8�5％, ��	���
�
����������で14�5±6�6％, ���
�����	で21�4
±2�4％, �������������で22�5±5�3％となった
(����5).
以上のことから, スラリーにおける複雑な菌相
が発酵過程に単純化し, メタン生成菌などのメタ
ン発酵に関係する菌が増加したと考えられる. ま
た, ��
�
�プレートを用いた手法では, 消化液
ではグラム陰性, グラム陽性, 嫌気性菌に属する
各種病原微生物の存在は認められなかった. スラ
リーではグラム陽性菌に属する病原微生物に関し
ては基準値を下回っており, 存在は認められなかっ
たが, グラム陰性菌に関して, ��
�
�プレート
による実験では３種類とも発色の一致した割合が
基準値である88％を超えていた. しかしながら,
���で検出されたのは���
��だけであった. こ
れは, スラリー中には多種多様な微生物が存在し
ており, ��
�
�プレートでの実験ではスラリー
の希釈液をそのまま接種したため, 多種多様な微
生物が炭素源の発色に関与したと考えられる. 従っ
て, ��
�
�プレートの実験と���による実験の
両方で検出された���
��は存在していると考えら
れるが, ���による実験で検出されなかった
���������	
������と���
��
��の２種類に関
して, スラリー中に存在している可能性は低いと
考えられる.

���������	
����������	�
��

��

クリプトスポリジウムは, 動物の小腸に寄生し,
家畜排泄物中に存在しており, 下痢を引き起こす
腸管寄生原虫であることが知られている. 従って,
消化液中にクリプトスポリジウムが存在してい
ては, 液肥としての利用が困難になる. そこ
で, ���� ����を用いて試料中に存在する
����
��
�� ��	属原虫の確認を行なった.
���� ����の結果, ����
��
�� ��	属原虫
がスラリーから検出された (����6). 今回用いた

プライマーにおける���産物の推定増幅サイズ
は825��であり (!��
����1999), 電気泳動に
よって検出された���産物のサイズもおよそ
825��であることからスラリーにおいては
����
��
�� ��	属原虫が存在していると考え
られる. 消化液のレーンでは, ����
��
�� ��	
属原虫と思われる���産物は検出されなかった.

�����

大腸菌群の選択培地を用いた実験, 特異的プラ
イマーを用いた���法による食中毒病原菌の検出,
��
�
�プレートを利用した病原微生物の検出を通
じて, グラム陰性菌である���������	
������,
���
��
��, ���
��, グラム陽性菌である, ��
	
�
��
�����, ��������, ��������, 嫌気
性菌である��	���
���
�, ���
�����	, ��
�����������といった病原微生物についてメタン
発酵消化液の微生物的安全性の評価を行った. そ
の結果, 消化液においては, いずれの実験におい
ても病原微生物は検出されなかった. さらに
���� ����によるクリプトスポリジウムの検
出の結果, スラリーにおいては����
��
�� ��	
属原虫と思われる���産物が検出されたのに対
し, 消化液では確認されなかった. �"#����
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(2006) の報告によると, 多くのスラリーで検出
された大腸菌は消化液では99�100％の減少が認
められ, さらにサルモネラやクリプトスポリジウ
ムは全く検出されず, 本研究の結果と一致する.
以上のことから, スラリーと比較して消化液では
大腸菌を始め, 食中毒性細菌が検出限界以下であ
り, 食中毒性細菌が生残している可能性は低いと
考えられる. 今回の研究において, 消化液中に含
まれる病原微生物は検出されなかったことから液
肥として利用する際の安全性に問題は無いと考え
られる. しかし, 消化液にどのような微生物が存
在しているのかは未解明であるため, 今後は消化
液中における微生物相のさらなる解析や, 実際に
消化液を土壌に施用した際に, 土壌の微生物相に
与える影響を調査していく必要がある.

� �

近年, 家畜排泄物は, その不適切な処理のため
深刻な水質汚染や悪臭問題の原因となっている.
家畜糞尿の処理方法の一つであるメタン発酵は資
源循環型の技術として注目されており, その際に
産出される消化液は液肥としての利用が期待され
ている. 液肥として利用する際に重要なこととし
て農作物への安全性を確保する必要がある. そこ
で, 本研究では液肥利用の基礎データとして, 消
化液中の微生物的安全性に関する評価を行った.
試料には, 原料である家畜糞尿スラリーと, 宮崎
大学構内に設置されてあるバイオガス・プラント
から採取したメタン発酵消化液を用いた. 実験
内容として, 大腸菌群選択培地を用いた大腸菌
群の検出, 食中毒性病原菌検出用プライマーを用
いた���による病原微生物の検出, �����	プレー
トの発色を利用した病原微生物の検定, そして

��������を用いたクリプトスポリジウムの
検出を行った. 大腸菌群選択培地ではスラリーで
コロニーが観察されたのに対し, 消化液では観察
されなかった. 病原菌検出用プライマーを用いた
���でも, スラリーにおいて大腸菌が検出され
たが, それ以外の病原微生物は検出限界以下であっ
た. 消化液では, すべての病原微生物が検出限界
以下という結果になった. また, �����	プレー
トを用いた検定においても, 消化液に病原微生物
は検出されず, クリプトスポリジウムに関しても

消化液では検出されなかったことから病原微生物
に関して, 液肥としての安全性に問題は無いこと
が示唆された.

����� �メタン発酵消化液, 液肥, グラム
陰性菌, グラム陽性菌, 嫌気性菌
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