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（目的）
第 1条　畜産草地研究所研究報告及び畜産草地研究所研究資料への投稿については，この規定の定めるところによる。　
（投稿者の資格）
第 2条　投稿者は原則として，畜産草地研究所職員（以下，「職員」という。）及び流動研究員，依頼研究員，日本学術振興会

特別研究員，日本学術振興会外国人特別研究員等（以下，「他の職員」という。）とする。
　 1　職員が投稿する内容は，主として畜産草地研究所で行った研究とする。
　 2　他の職員が投稿する内容は，畜産草地研究所で行った研究とする。　
（投稿原稿の内容）
第 3条　投稿原稿の内容は次のとおりとする。
　 1　畜産草地研究所研究報告（������������������������������������������������������������������
　　　略誌名：��������������������������������������）
　　（ 1）原著論文：畜産草地研究所（以下，「当研究所」という。）において行った試験研究及び当研究所以外の者に委託し

て行った試験研究の成果に関わる論文とする。
　　（ 2）短　　報：（１）以外の研究の予報，速報などの短報とする。
　　（ 3）技術論文：新しい技術や技術の組立，実証などを主体とする報告。
　　（ 4）総　　説：畜産草地研究に関わるものとする。総説は投稿のほか，編集委員会が依頼したものを含む。
　　（ 5）学位取得論文：当研究所において主として行った試験研究による学位取得論文とする。
　 2　畜産草地研究所研究資料（�����������������������������������������������������������������
　　　略誌名： �������������������������������������）
　　（ 1）調査資料・技術資料・研究資料：当研究所において行った試験研究及び当研究所が当研究所以外のものに委託して
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　行った試験研究のうち，学術的・産業的に有用な未発表の資料とする。

（著作権の帰属及び利用の許諾の取扱い）
第 4条　掲載された論文の著作権は，著述した者に帰属し，別紙様式により独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構に

対して無償にて利用の許諾が行われるものとする。　
（原稿の執筆）
第 5条　原稿の執筆にあたっては，別に定める畜産草地研究所研究報告及び畜産草地研究所研究資料執筆要領に基づくものと

する。使用する言語は日本語または英語とする。　
（原稿の提出）
第 6条　次の手続きにより原稿及び原稿提出票を事務局に提出する。
　 1　職員は原稿提出票に必要事項を記載し，所属研究チーム長及び担当する研究管理監等の校閲を受ける。
　 2　他の職員は原稿提出票に必要事項を記載し，所属研究チーム長及び研究チームを担当する研究管理監等の校閲を受ける。　
（受付）
第 7条　原稿及び原稿提出票を事務局が受け取った日を受付日とする。
　　　　受理日は編集委員会の審査の結果，掲載が妥当と認められた日とする。　
（審査）
第 8条　編集委員会は次の手続きにより論文を審査する。
　　　　ただし，学位取得論文については審査を省略することができる。
　 1　編集委員会は論文の内容により審査員正副をそれぞれ 1名決定し，論文審査を依頼する。
　　　審査員は所内及び所外の研究者等とし，その氏名は公表しない。
　 2　審査員は論文審査票により審査を行う。また必要に応じて指摘事項を書き出し提出する。
　 3　事務局は審査員と著者の間のやり取りの対応にあたる。
　 4　編集委員会は審査員の審査結果を参考にして掲載の可否を判断する。
　　　審査の内容によっては著者に原稿の訂正を求めることができる。
　 5　著者は審査結果を受領後，編集委員会が指定する期日までに修正原稿を事務局に提出する。　
（校正）
第 9条　著者による校正は原則として初校のみとする。
　　　　校正は誤植の訂正程度にとどめる。やむを得ず大きな変更等を行う場合には編集委員会の承認を得なければならない。　
（別刷り）
第10条　別刷りは次のとおりとする。
　 1　100部とし，筆頭著者が代表で受け取る。
　 2　別刷りの追加を希望する場合は研究チーム負担で印刷する。　
附　　則
　この規定は，平成14年 4 月 1 日から施行する。　
附　　則
　この規定は，平成15年10月 1日から施行する。　
附　　則
　この規定は，平成18年 4 月 1 日から施行する。
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熟期，品種および切断長の異なるイネホールクロップサイレージを

給与したウシの栄養素の利用性，第一胃内発酵および咀嚼時間

樋口浩二 1）・田鎖直澄 2）・野中最子 3）・田島　清 4）・藪元悠介 3）・都丸友久 5）・

大谷文博 1）・小林洋介 1）・石川哲也 6）・栗原光規 7）・永西　修 3）

1）栄養素代謝研究チーム
2）独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構　北海道農業研究センター

3）畜産温暖化研究チーム
4）機能性飼料研究チーム

5）群馬県畜産試験場
6）独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構　中央農業総合研究センター

7）独立行政法人農業生物資源研究所

要　　約

　体重 600kg程度のホルスタイン種非妊娠乾乳牛にイネホールクロップサイレージを給与した場合の栄養素の利用

性，ルーメン発酵，咀嚼行動に及ぼす熟期（はまさり；乳熟期，糊熟期，黄熟期），品種（黄熟期；はまさり，クサ

ホナミ，ホシアオバ，クサユタカ），および収穫機械の違いによる切断長（黄熟期，モミロマン）の影響について検

討するため 3回の試験を実施した。すべてのイネホールクロップサイレージは飼料専用品種のイネであり，専用の収

穫機にてロールベールラップサイレージに収穫調製したものを用いた。ウシに給与する際には，尿素あるいは大豆粕

を併給して粗タンパク質含量を補い，ウシの維持要求量を充足する程度を給与した。

　その結果，登熟に伴い，可消化非繊維性炭水化物（NFC）含量が増加し，可消化中性デタージェント繊維（NDF）

含量は低下した。可消化養分総量（TDN）は，有意な差はなかったが，登熟に伴い高くなる傾向にあった。また乾

物摂取量あたりの咀嚼時間（粗飼料価指数；RVI）は，登熟に伴い有意に短くなったが，NDF摂取量あたりの咀嚼時

間には差はなかった。4品種のうち，はまさりは他に比べて可消化 NFC含量および TDNが低かった。クサホナミ，

ホシアオバ，クサユタカの TDNに有意な差はなかったが，ホシアオバとクサユタカは可消化 NFC含量が高く，ク

サホナミは可消化 NDF含量が高かった。RVIははまさりが一番高く，その他の品種間には差はなかったが，NDF摂

取量あたりの咀嚼時間はクサホナミが一番短かった。切断長が長い場合，可消化 NFC含量は高くなったが，TDNに

は有意な差はなかった。切断長の違いによる咀嚼時間の差は認められなかった。ルーメン液性状には登熟，品種およ

び切断長による顕著な影響は見られなかった。

　以上のことから，本実験で用いたイネホールクロップサイレージの TDN含量はおおよそ同程度であった。また

TDNの改善のためには可消化 NFC含量が高くなることが重要と考えられた。但し，クサホナミは高消化繊維を多く

含むことが示された。ルーメン発酵はいずれの処理においても大きな差はなく，粗飼料を給与した場合の典型的な発

酵を示した。咀嚼時間には切断長の影響は見られず，品種の違いによる繊維含量や繊維の質が咀嚼時間に影響を及ぼ

した。

キーワード：イネホールクロップサイレージ，ウシ，栄養価，第一胃内発酵，咀嚼時間

2008年12月12日受付
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緒　　言

　水稲の飼料化研究は，飼料自給率の向上と水田機能保

持という二つの課題に応えうる成果が期待されることか

ら，多くの取り組みがなされてきている 18）。近年は，水

稲をホールクロップサイレージ（イネホールクロップサイ

レージ）としてウシに給与することを目的とした多収性の

飼料用イネ専用品種の開発もおこなわれ 5, 14, 19, 25, 31），ロー

ルベールラップサイレージとする収穫調製体系 33, 34）や，

TMR中の輸入乾草をイネホールクロップサイレージと代

替して搾乳牛へ給与する技術も検討されている 6, 8, 29, 37）。し

かし，飼料設計時の基礎となるイネホールクロップサイ

レージの可消化養分総量（TDN）および代謝エネルギー

価（ME価）といった栄養価や，咀嚼時間といった物理

性を示す飼料特性についてウシを用いて検討した報告

は松山ら 15, 16）の報告に限られ，さらに同時にルーメン

液性状についても検討した報告はない。また，ウシとヤ

ギやヒツジとでは飼料の利用性が必ずしも同程度ではな

く 38, 35），イネホールクロップサイレージを給与したウシ

においては糞に籾が散見される 15, 16, 29, 37, 38）などのことか

ら，ウシを用いて評価したデータの蓄積が必要と考えら

れる。そこで，本研究では熟期，品種および収穫時切断

長の異なる飼料専用イネの発酵品質，ウシでの栄養価，

粗飼料価指数および第一胃内発酵について比較検討し

た。

材料および方法

供試動物，供試飼料および物質出納試験

実験 1（熟期の影響について）

　供試動物は，フィステルを装着したホルスタイン種非

妊娠未経産牛 3頭（平均体重 624kg）を用いた。供試し

たイネホールクロップサイレージは，2005年に埼玉県

下の農家の同一水田において慣行的に栽培したイネ「は

まさり」19）であり（6月下旬移植，9月 17日出穂），こ

れを 9月 28日（乳熟期，出穂後 11日），10月 6日（糊

熟期，出穂後 19日）および 10月 19日（黄熟期，出穂

後 32日）にフレール型専用収穫機（YWH1400，ヤン

マー農機，大阪）で刈り取り，乳酸菌製剤の畜草１号

（雪印種苗，北海道）を原物 1トンあたり 5g相当量を

噴霧しながらロールベールに梱包し，ラップしてロール

ベールサイレージに調製したものである。調製後約 8ヶ

月後に開封，フォーレージハーベスターに投入・細切混

合し，乳熟期，糊熟期，黄熟期およびこれらを混合した

4種類のサイレージを一食ごとにビニール袋に小分け，

脱気した後に 5℃以下の冷蔵庫内に給与するまで保管し

た。馴致期間として 2週間は，乳熟期，糊熟期および黄

熟期のイネサイレージを混合した飼料を給与した後，予

備期 9日，本試験期 5日間の計 14日間を 1期とする 3

× 3のラテン方格法に従って飼料を給与した。3つの処

理区は乳熟区（MILK），糊熟区（DOUGH）および黄熟

区（YELLOW）とした。給与に際しては，給与飼料の

粗タンパク質（CP）含量が 12％程度になるよう大豆粕

を併給した。

実験 2（品種の影響について）

　供試牛は，実験 1と同個体 3頭に同様なフィステル装着

未経産牛 1頭を加えた 4頭（平均体重 613kg）を用いた。

供試飼料は，2004年に中央農業研究センター谷和原水田圃

場において栽培した，玄米千粒重の異なるイネ 4品種，「は

まさり」（玄米千粒重；19g）19），「クサホナミ」（20g）25），

「ホシアオバ」（29g）14），「クサユタカ」（35g）31）を選定し

た。移植・播種日は，5月 28日（はまさり，ロングマッ

ト），4月 28日（クサホナミ，ロングマット），4月 12

日（ホシアオバ，乾田直播）および 5月 28日（クサユ

タカ，ロングマット）であり，出穂日は 9月 5日（はま

さり），8月 21日（クサホナミ），8月 5日（ホシアオ

バ）および 8月 10日（クサユタカ）であった。収穫日

はいずれも黄熟期とし，10月 6日（はまさり，出穂後

31日），9月 22日（クサホナミ，出穂後 32日），9月 9

日（ホシアオバ，出穂後 35日）および 9月 14日（クサ

ユタカ，出穂後 35日）であった。収穫は，コンバイン

型専用収穫機（WB1000，タカキタ，三重）を用い，実

験 1と同様に「畜草 1号」を添加してロールベールサイ

レージに調製した。調製後約 8ヵ月後に開封し，フォー

レージハーベスターで細切・混合した後，4品種をそれ

ぞれ一食ごとにビニール袋に小分けし，実験 1と同様に

保管した。14日間の馴致期間で「はまさり」を給与し

た後，予備期 9日，本試験期 5日間の計 14日間を 1期

とする 4× 4のラテン方格法に従って飼料を給与した。

それぞれの品種のサイレージをひとつの給与区に設定し

（はまさり区，クサホナミ区，ホシアオバ区，クサユタ

カ区），尿素で CP含量を調製して給与した。

実験 3（切断長の影響について）

　実験 2と同じウシを 4頭（平均体重 600kg）用いた。

供試飼料として，中央農業研究センター谷和原水田圃

場において 2007年に栽培したイネ「モミロマン」（5月
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14日移植，8月 13日出穂）を，9月 19日（黄熟期，出

穂後 37日）にコンバイン型専用収穫機あるいは細断型

ホールクロップ収穫機（タカキタ，三重）で刈り取り，

ラップしてロールベールサイレージに調製した。約 6ヶ

月後に開封，ロールベールを展開し，それぞれの収穫機

で調製したサイレージを一食ごとにビニール袋に小分

け，脱気した後に 5℃以下の冷蔵庫内に給与するまで保

管した。コンバイン型専用収穫機（設定切断長 12cm）

で調製したサイレージを長切区（LONG），細断型ホー

ルクロップ収穫機で設定切断長 1.5cmに細切したもの

を短切区（SHORT）とし，4日間の馴致期間では，毎

日両区（朝；長切区，夕；短切区）の飼料を給与した

後，予備期 9日，本試験期 5日間の計 14日間を 1期と

するクロスオーバー法に従って給与した。CP含量の調

製には実験 2と同様尿素を用いた。なお尿素への馴致は

3週間ほど行った。

　全ての実験で，動物は温度20℃，相対湿度60％に保っ

た環境調節室に収容して，飼料は午前 10時と午後 4時

に 2回に分けて給与，水は自由摂取とした。実験 1にお

いては鉱塩も自由摂取とした。給与水準は，実験 1から

3までいずれも維持量程度 22）とした。本試験では全糞尿

採取による消化試験と開放型呼吸試験装置 10）による呼

吸試験を実施した。また本試験中 3日間連続でビデオカ

メラにより咀嚼行動を記録し，採食時間および反すう時

間を計測した。本試験最終日にはルーメン液を朝の飼料

給与直前および 3時間後に，ステンレス製胃カテーテル

（ルミナー；富士平工業，東京）により約 300ml採取し

た。この報告における全ての動物実験は，「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動物

実験実施に関する要領」に基づいて実施した。

化学分析・統計処理

　サイレージ抽出液は，サイレージ新鮮サンプル 50gを

蒸留水 300mlに一晩浸漬し，4重ガーゼで濾過したもの

を用い，pH，乳酸，揮発性脂肪酸（VFA），揮発性塩基

態窒素（VBN）を測定した。pHはガラス電極で測定し

た。乳酸は市販のキット（Fキット，D-乳酸／ L-乳酸，

J.K.インターナショナル，東京），VFAはガスクロマト

グラフィー法 7），VBNは水蒸気蒸留法 7）で分析した。供

試飼料ならびに糞の一般成分は常法 7）により，デンプン

は阿部（1988）の方法 1）で測定した。但し，サイレージ

と糞の窒素含量は新鮮試料を用いてケルダール法 7）にて

測定した。胃液は採取直後に 4重ガーゼでろ過，pHを

測定した後，分析まで－ 30℃で保存した。胃液の VFA

はサーレージ抽出液と同様の方法で分析した。熱量は，

飼料および糞については通風乾燥後粉砕し，尿について

は助燃剤を兼ねたポリエチレンフィルム容器内で凍結乾

燥し 9），燃研式熱量計（CA-4PJ，島津製作所）で測定し

た。得られたデータについては，実験 1および 2ではラ

テン方格法に従って，実験 3ではクロスオーバー法に

従って SAS26）の GLMプロシージャーで分散分析をおこ

ない，飼料給与の影響を検定，危険率 5％以下を有意，

10％以下を傾向ありとした。但し，胃液性状については

SASのMIXEDプロシージャーで混合モデルとして解析

をおこない，飼料給与の影響を検定した。実験 1および

2において飼料給与により有意な差があった場合，さら

に Tukeyの多重検定を実施し，処理区間の差を検定し

た。

結　　果

供試サイレージの化学成分組成

　表 1に供試サイレージの化学組成を示した。実験 1

のサイレージ群では，刈り取り時期の天候の影響を受

け，とくに糊熟期および黄熟期サイレージの水分は高く

なった。また，登熟に伴い非繊維性炭水化物（NFC）

およびデンプン含量が増加し，中性デタージェント繊維

（NDF）含量は低下した。実験 2のサイレージ群でも，

「はまさり」は刈り取り時期の天候の影響を受け，水分

が高くなった。NFCおよびデンプン含量は，「ホシアオ

バ」と「クサユタカ」が高く，次に「クサホナミ」，「は

まさり」の順であった。一方，NDF含量は，「はまさり」

と「クサホナミ」が，「ホシアオバ」と「クサユタカ」

に比べて高い値となった。実験 3のサイレージ群は，原

料草が同一であるために化学成分に差は無かった。これ

らのサイレージを用いて設計した飼料の組成，および化

学成分を表 3に示した。

イネホールクロップサイレージの発酵品質

　供試サイレージの発酵品質を表 2に示した。実験 1で

は，サイレージはいずれも pHはほぼ 4.0まで低下し，

乳酸含有率も 1.0～ 1.3％あり，乳熟期は若干他よりも

高めであるが揮発性塩基態窒素濃度（VBN/TN比）も

低かったため，V-SCORE11, 32）も良と判定され，良好な

発酵であったことが示された。実験 2では，いずれのサ

イレージも pHは 4.2程度にまで低下した。はまさりを

除き，実験 1には及ばないが乳酸含有率も 0.5～ 0.7％

あり，V-SCOREも良と判定され，良好な発酵を示し
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た。はまさりでは，乳酸含有率が 0.2％程度であり，酪

酸も検出され，さらに VBN/TN比も若干高めであった

ため，V-SCOREでは低い評価となった。実験 3では，

pHは 4.8および 4.5と他の実験と比べて高い水準にあ

り，長切サイレージでは乳酸含有量は 0.3％であった。

また，両サイレージとも酪酸が検出されたが，VBN/TN

比は低かったため，V-SCOREでは可の評価であった。

実験１

　体重，乾物摂取量（DMI），消化率ならびにエネル

ギー代謝を表 4に示した。体重には処理区間の差が認

められた。また DMIが乳熟区で有意に多くなっている

が，これは給与量が多くなったためである。体重に処理

区間差が認められたのは，乳熟区の乾物給与量が多く

なってしまったことと，原物給与量が乳熟区（約 34kg/

day）および糊熟区（約 33kg/day）が黄熟区（約 27kg/

day）よりも多かったためと考えられた。乾物（DM），

有機物（OM）およびデンプンの消化率には処理区間

の差はなかったが，NFCの消化率は乳熟区が有意に低

くなった。一方，NDFおよび酸性デタージェント繊維

Table 2.  Fermentation characteristics of whole crop rice silages

pH
Organic acid composition, %Fresh matter

VBN/TN, % V-SCORE
Lactic acid Acetic acid Propionic acid Butyric acid

Experiment 1 (comparison of ripeness stages)

　Milk ripeness 4.0 1.3 0.5 0.0 0.1 8.2 83

　Dough ripeness 3.9 1.1 0.5 0.0 0.0 6.5 91

　Yellow ripeness 4.1 1.0 0.5 0.0 0.0 6.2 95

Experiment 2 (comparison of varieties)

　Hamasari 4.3 0.2 0.7 0.1 0.3 9.5 61

　Kusahonami 4.2 0.5 0.6 0.0 0.0 5.4 94

　Hoshiaoba 4.3 0.5 0.6 0.0 0.1 5.6 90

　Kusayutaka 4.2 0.7 0.5 0.0 0.0 4.0 95

Experiment 3 (comparison of cutting length)

　Long 4.8 0.3 0.7 0.1 0.2 2.5 78

　Short 4.5 0.6 0.6 0.1 0.4 2.6 61

　In the experiment 1, rice plant"Hamasari" was harvested and ensiled at each stages. In the experiment 2, rice plant "Hamasari", "Kusahonami", "Hoshiaoba" 
and "Kusayutaka" were harvested at yellow ripeness and ensiled. In the experiment 3, rice plant "Momiroman" was  harvested by combined type harvester 
(Long) or round baler for chopped material (Short) and ensiled. VBN/TN, volatile basic nitrogen/total nitrogen.

Table 1.  Chemical composition of whole crop rice silages

Item
------------- Experiment 1 ------------- --------------------- Experiment 2 --------------------- ----- Experiment 3 -----
Milk ripe

stage
Dough

ripe stage
Yellow

ripe stage Hamasari Kusahonami Hoshiaoba Kusayutaka Long Short

DM, % 26.0 23.6 29.1 27.5 39.4 35.5 40.4 32.3 31.4

OM, %DM 83.2 83.1 83.9 81.4 85.4 84.1 82.3 86.8 85.9

CP 8.8 8.8 8.3 5.6 4.8 5.9 5.0 8.0 8.2

NFC 15.8 18.4 28.6 22.5 25.2 29.9 29.0 25.9 25.2

Starch 7.2 11.1 17.1 13.2 16.0 18.4 17.6 16.3 15.9

EE 3.3 3.3 3.0 2.6 2.5 2.7 2.3 3.0 3.0

NDF 55.3 52.6 44.0 50.7 52.9 45.5 46.1 49.9 49.6

ADF 36.4 34.4 29.5 33.1 32.4 29.9 29.0 32.6 31.3

CA 16.9 17.0 16.1 18.6 14.6 15.9 17.7 13.2 14.1

Gross energy, Mcal/kgDM 4.05 4.05 4.01 3.82 3.93 3.90 3.75 4.15 4.10

　In the experiment 1, rice plant "Hamasari" was harvested and ensiled at each stages. In the experiment 2, rice plant "Hamasari", "Kusahonami", "Hoshiaoba" 
and "Kusayutaka" were harvested at yellow ripeness and ensiled. In the experiment 3, rice plant "Momiroman" was harvested by combined type harvester 
(Long) or round baler for chopped material (Short) and ensiled. DM, dry matter. OM, organic matter. CP, crude protein. NFC, nonfibrous carbohydrates. EE, 
ether extracts. NDF, neutral detergent fiber. ADF, acid detergent fiber. CA, crude ash.
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（ADF）の消化率は，登熟に伴い低くなる傾向が認めら

れた。DMIの増加に伴って，総エネルギー（GE）摂取

量も乳熟区が有意に多くなった。その他のエネルギー配

分率および利用効率には区間の差は認められなかった

が，熱増加（HI）13）は乳熟区が高い値を示した。ルー

メン液性状および咀嚼時間を表 5に示した。pH，アン

モニア態窒素および総 VFA濃度には差は認められな

かったが，酢酸：プロピオン酸比は黄熟区で高い値を示

した。咀嚼活動では，乾物摂取量あたりの咀嚼時間は乳

熟区で最も長くなったが，NDF摂取量あたりの咀嚼時

間には区間の差は認められなかった。大豆粕の可消化養

分総量（TDN）を 86.8％，可消化エネルギー（DE）価

ならびに代謝エネルギー（ME）価をそれぞれ 3.83, 3.34 

Mcal/kgDMとして 22）試験飼料から差し引いて求めた

イネホールクロップサイレージの可消化養分含量および

飼料の栄養価を表 6に示した。可消化OM含量（DOM）

および可消化CP（DCP）含量には処理区間の差はなかっ

た。登熟に伴い，可消化 NFC含量（DNFC）は増加し，

可消化 NDF含量は（DNDF）減少した。TDN，DE価

およびME価には区間の差は認められなかった。

実験２

　体重，DMI，消化率ならびにエネルギー代謝を表 7

に示した。体重および乾物摂取量には処理間の差はな

かった。はまさり区の DM，OMおよびデンプンの消化

率は，他の品種に比べて有意に低かった。NFCの消化

率は，ホシアオバ区とクサユタカ区が最も高く，次にク

サホナミ区で，はまさり区は最も低かった。一方，繊維

の消化率には処理間の有意な差は認められなかった。

DMIには区間の差はなかったが，はまさり区の GE摂

取量はクサホナミ区に対して有意に低く，糞エネルギー

（FE）への配分率は最も高かった。維持へのエネルギー

利用効率（km），HIおよび維持への代謝エネルギー要

求量（MEm）には区間の差はなかった。ルーメン液の

pH，アンモニア態窒素および総 VFA濃度には区間の差

は認められなかった（表 8）。酢酸と酪酸モル比率には

処理区間の差は認められなかったが，プロピオン酸のモ

ル比率はクサユタカ区で最も高くなり，従って，酢酸 :

プロピオン酸比はクサユタカ区が最も低い値となった。

DMIあたりの咀嚼時間ははまさり区が最も長かったが

（表 8），NDF摂取量あたりの咀嚼時間で見た場合，ク

サホナミ区が他に比べて有意に短くなった。可消化の養

分含量について（表 9），DOMははまさり区が低い値と

なり，DNFCはホシアオバ区とクサユタカ区が最も高

く，次にクサホナミ区が高い値となった。DNDFはク

サホナミ区が高い値であった。TDN，DEおよびMEは，

Table 3.  Ingredients and chemical composition of the diets

Item
--------------- Experiment 1 --------------- ------------------------ Experiment 2 ------------------------ ----- Experiment 3 -----

MILK DOUGH YELLOW HAMASARI KUSAHONAMI HOSHIAOBA KUSAYUTAKA LONG SHORT
Ingredient composition, %DM
　Whole crop rice silage 93.5 92.2 91.0 97.5 97.5 97.5 97.5 96.9 97.0
　Soybean meal 6.6 7.9 9.1
　Urea 1.8 1.8 1.8 1.8 1.2 1.0
　Mineral mix 0.8 0.8 0.8 0.8 2.0 2.0
Chemical composition, %DM
　OM 83.8 83.9 84.8 81.2 85.0 83.7 82.0 85.2 84.4
　CP 11.6 12.2 12.3 10.4 9.7 10.8 9.8 11.1 10.9
　NFC 16.1 18.6 27.9 22.0 24.6 29.2 28.3 25.1 24.4
　Starch 6.8 10.3 15.6 12.8 15.6 17.9 17.2 15.7 15.4
　EE 3.3 3.3 3.0 2.6 2.4 2.6 2.2 2.9 2.9
　NDF 52.8 49.8 41.6 49.5 51.6 44.4 44.9 48.3 48.1
　ADF 34.7 32.5 27.7 32.3 31.6 29.2 28.3 31.5 30.3
　CA 16.2 16.1 15.2 18.8 15.0 16.3 18.0 14.8 15.6
　Gross energy, Mcal/kgDM 4.1 4.1 4.1 3.8 3.9 3.8 3.7 4.0 4.0

　In the experiment 1 , MILK, DOUGH and YELLOW represent the experimental diets composed by whole crop rice silages harvested at milk ripeness, 
dough ripeness and yellow ripeness, respectively. In the experiment 2, HAMASARI, KUSAHONAMI, HOSHIAOBA and KUSAYUTAKA represent the 
experimental diets composed  by the varieties of whole crop rice silages harvested at yellow ripeness. In the experiment 3, LONG and SHORT represent the 
experimental diets composed by the whole crop rice silages ensiled by combined type harvester and round baler for chopped material, respectively, DM, dry 
matter. OM, organic matter. CP, crude protein. NFC, nonfibrous carbohydrates. EE, ether extracts. NDF, neutral detergent fiber. ADF, acid detergent fiber. 
CA, crude ash.
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いずれもはまさり区が低い値となった。

実験３

　体重および DMIに処理区間の差はなかった（表 10）。

また CPおよび粗脂肪（EE）を除いて飼料の消化率，

エネルギー配分およびエネルギーの利用効率には差は認

められなかった。ルーメン液性状については，長切区の

酢酸モル比率が有意に高かったことを除き，いずれも

処理区間の差はなかった（表 11）。また，DMあるいは

NDF摂取量あたりの咀嚼時間いずれについても処理区

Table 4.  Dry  matter intake(DMI), digestibilities and energy 
metabolism in cows fed whole crop rice silage 
diets in experiment 1

Item
Diets

SEM Significance
MILK DOUGH YELLOW

Body weight, kg 637a 623b 613c 1 0.01

DMI, kg/day 9.25a 8.33b 8.23b 0.06 0.05

Digestibility, %

　DM 48.6 50.6 53.1 1.2 NS

　OM 56.1 58.2 59.5 0.9 NS

　CP 67.2 67.1 65.8 0.6 NS

　NFC 78.4b 84.0a 86.5a 0.6 0.05

　Starch 90.5 89.6 89.0 2.9 NS

　EE 63.4 63.9 66.0 0.9 NS

　NDF 46.2 45.3 38.8 1.3 0.10

　ADF 48.7 47.0 43.2 0.9 0.10

GE, Mcal/day 37.9a 34.2b 33.5b 0.3 0.05

FE, %GE 45.1 43.1 41.5 0.9 NS

UE, %GE 4.4 4.0 3.8 0.1 NS

Methane, %GE 6.7 7.0 7.5 0.2 NS

HP, %GE 43.7 72.9 42.5 1.0 NS

RE, Mcal/day 0.0 3.1 4.8 0.4 NS

DE/GE 0.55 0.57 0.59 0.01 NS

ME/GE 0.44 0.46 0.47 0.01 NS

km 0.610 0.703 0.725 0.021 NS

HI, Kcal/
kgBW0.75/day

53.1a 40.0ab 38.0b 1.9 0.05

MEm, kcal/
kgBM0.75/day

132.1 114.2 110.7 4.4 NS

MILK, DOUGH and YELLOW represent the experimental diets 
composed by whole crop rice silages harvested at milk ripeness, 
dough ripeness and yellow ripeness, respectively. DM, dry 
matter. OM, organic matter. CP, crude protein. NFC, nonfibrous 
carbohydrates. EE, ether extracts. NDF, neutral detergent fiber. 
ADF, acid detergent fiber. GE, gross energy. FE, fecal energy. 
UE, urinary energy. HP, heat production. RE, retained energy. 
DE, digestible energy. ME, metabolisable energy. km, ME 
availability for maintenance energy. HI, heat increment (HI=HP-
77.7kcal/kg metaboric body weight/day), MEm, metabolisable 
energy requirement for maintenance. SEM, strandard error of 
means.NS, not significant. Means within rows with diifferent 
letters are significantly different. 

Table 5. Ruminal l iquor pH, volatile fatty acid (VFA) 
composition and chewing activities in cows fed 
whole crop rice silage diets in experiment 1

Item
Diets

SEM Significance
MILK DOUGH YELLOW

pH 6.7 6.8 6.7 0.1 NS

Ammonia-N, mg/100ml 11.8 12.9 9.6 0.9 NS

Total VFA, mmol/L 85.3 84.0 84.2 4.3 NS

Acetate, mol/100mol 64.1b 66.9a 67.1a 0.4 0.05

Propionate, mol/100mol 20.7a 19.9a 17.1b 0.4 0.01

Butyrate, mol/100mol 12.1a 10.2b 13.1a 0.4 0.01

Acetate:propionate 3.1b 3.4b 3.9a 0.1 0.01

Eating time, min/kgDMI 31 13 10 3 0.10

Rumination time, min/kgDMI 58 56 46 2 0.10

Total chewing time, min/kgDMI 90a 69ab 56b 3 0.05

Eating time, min/kgNDFI 60 26 24 6 0.10

Rumination time, min/kgNDFI 111 114 113 4 NS

Total chewing time, min/kgNDFI 171 140 137 8 NS

MILK, DOUGH and YELLOW represent the experimental 
diets composed by whole crop rice silages harvested at milk 
ripeness, dough ripeness and yellow ripeness, respectively. 
DMI, dry matter intake. NDFI, neutral detergent fiber intake. 
SEM, standard error of means. NS, not significant. Means 
within rows with different letters are significantly different.

Table 6.  Diegestible nutrient contents and nutritive values 
of 3 different stage of whole crop rice silage in 
experiment 1

Item
Milk ripe

stage
Dough

ripe stage
Yellow

ripe stage
SEM Significance

Digestible nutrient contents, %

　DOM 47.1 48.7 50.7 0.9 NS

　DCP 7.7 8.3 8.1 0.3 NS

　DNFC 12.8b 15.5ab 25.1a 1.2 0.05

　DNDF 24.4a 22.4a 16.0b 0.5 0.05

　TDN 46.8 47.9 50.0 1.2 NS

DE, Mcal/kgDM 2.13 2.20 2.25 0.05 NS

ME, Mcal/kgDM 1.68 1.75 1.80 0.06 NS

Rice plant "Hamasari" was harvested and ensiled at milk, dough and 
yellow ripe stage. DOM, digestible organic matter. DCP, digestible 
crude protein. DNFC, digestible neutral detergent fiber. TDN, total 
digestible nutrients. DE, digestible energy. ME, metabolisable 
energy. SEM, standard error of means. NS, not significant. Means 
within rows with different letters are significantly different.
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Table 7.  Dry matter intake (DMI), digestibilities and energy metabolism in cows fed diets composed by the varieties of whole crop rice 
silages in experiment 2

Item
Diets

SEM Significance
HAMASARI KUSAHONAMI HOSHIAOBA KUSAYUTAKA

Body weight, kg 616 612 611 615 2 NS

DMI, kg/day 7.55 7.75 7.75 7.74 0.09 NS

Digestibility, %

　DM 48.0b 54.2a 55.7a 53.0a 1.0 0.01

　OM 54.8b 59.6a 61.6a 61.2a 0.9 0.01

　CP 67.9 68.6 70.0 69.7 0.6 NS

　NFC 86.4c 89.7b 93.2a 93.5a 0.4 0.01

　Starch 93.4b 95.2a 96.2a 96.8a 0.4 0.01

　EE 59.2b 61.0b 65.6a 57.1b 0.9 0.01

　NDF 42.3 47.5 42.9 43.6 1.4 NS

　ADF 45.6 48.9 46.9 42.5 3.4 NS

GE, Mcal/day 28.5b 30.1a 29.8ab 28.6ab 0.3 0.05

FE, %GE 46.8a 42.7ab 40.2b 40.7b 0.9 0.10

UE, %GE 3.3 3.2 3.3 3.2 0.1 NS

Methane, %GE 7.8 8.5 8.8 8.9 0.2 0.10

HP, %GE 52.5 48.3 50.8 50.9 1.0 NS

RE, Mcal/day -2.9b -0.8a -0.9a -1.1ab 0.4 0.05

DE/GE 0.53b 0.57ab 0.60a 0.59ab 0.01 0.01

ME/GE 0.42b 0.46ab 0.48a 0.47ab 0.01 0.01

km 0.584 0.660 0.628 0.653 0.021 NS

HI, Kcal/kgBW0.75/day 42.9 40.4 45.5 40.6 1.9 NS

MEm, kcal/kgBW0.75/day 138.8 122.2 127.9 123.1 4.4 NS
HAMASARI, KUSAHONAMI, HOSHIAOBA and KUSAYUTAKA represent the experimental diets composed by the varieties of whole crop rice silages 
harvested at yellow ripeness. DM, dry matter. OM, organic matter. CP, crude protein. NFC, nonfibrous carbohydrates. EE, ether extracts. NDF, neutral 
detergent fiber. ADF, acid detergent fiber. GE, gross energy. FE, fecal energy. UE, urinary energy. HP, heat production. RE, retained energy. DE, digestible 
energy. ME, metabolisable energy. km, ME availability for maintenance energy. HI, heat increment (HI=HP-77.7 kcal/kg metaboric body weight/day), 
MEm, metabolisable energy requirement for maintenance. SEM, standard error of means. NS, not significant. Means within rows with different letters are 
significantly different.

Table 8.  Ruminal liquor pH, volatile fatty acid (VFA) composition and chewing activities of cows fed diets composed by the varieties of 
whole crop rice silage in experiment 2

Item
Diets

SEM Significance
HAMASARI KUSAHONAMI HOSHIAOBA KUSAYUTAKA

pH 6.9 6.9 6.9 6.9 0.1 NS

Ammonia-N, mg/100ml 11.9 12.5 11.0 11.5 1.0 NS

Total VFA, mmol/L 78.0 80.5 79.1 78.9 3.9 NS

Acetate, mol/100mol 72.0 71.6 71.8 70.6 0.4 NS

Propionate, mol/100mol 15.1b 15.4ab 15.0b 16.4a 0.2 0.05

Butyrate, mol/100mol 9.4 9.1 9.0 9.5 0.3 NS

Acetate : propionate 4.9a 4.7ab 4.8a 4.3b 0.1 0.05

Eating time, min/kgDMI 25a 17b 16b 18b 1 0.01

Rumination time, min/kgDMI 70a 62b 63b 62b 1 0.01

Total chewing time, min/kgDMI 95a 79b 79b 80b 1 0.01

Eating time, min/kgNDFI 52a 33b 35b 40ab 3 0.05

Rumination time, min/kgNDFI 142a 121b 142a 138a 2 0.01

Total chewing time, min/kgNDFI 194a 153b 177a 179a 4 0.01
HAMASARI, KUSAHONAMI, HOSHIAOBA and KUSAYUTAKA represent the experimental diets composed by the varieties of whole crop rice silages 
harvested at yellow ripeness. DMI, dry matter intake. NDFI, neutral detergent fiber intake. SEM, standard error of means. NS, not significant. Means within 
rows with different letters are significantly different.
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間の差はなかった。長切区の DNFCが有意に高くなっ

たことを除き，可消化養分含量および飼料のエネルギー

価に処理区間の差は認められなかった（表 12）。

考察

　一般にイネホールクロップサイレージは，茎が中空の

ため空気の残存率が高く好気性微生物が増殖しやすい

可能性があること 2, 3），付着乳酸菌数および乳酸発酵基

質である可溶性糖類が少ないこと 24），さらに水分含量

Table 9.  Digestible nutrient contents and nutritive values of 4 varieties of whole crop rice silage in experiment 2

Table 10.  Dry matter intake (DMI), digestibilities and energy 
metabolism in cows fed 2 different cutting length 
of whole crop rice

Item
Diets

SEM Significance
LONG SHORT

Body weight, kg 600 602 1 NS

DMI, kg/day 8.67 9.01 0.25 NS

Digestibility, %

　DM 54.7 53.1 1.1 NS

　OM 60.3 58.7 1.0 NS

　CP 67.1 63.3 0.9 0.10

　NFC 90.6 89.4 0.4 NS

　Starch 97.0 96.4 0.4 NS

　EE 66.1 63.2 0.2 0.01

　NDF 44.0 43.6 1.9 NS

　ADF 45.1 43.1 2.4 NS

GE, Mcal/day 35.0 35.8 0.9 NS

FE, %GE 41.9 43.5 0.9 NS

UE, %GE 3.9 3.7 0.1 NS

Methane, %GE 6.7 7.0 0.3 NS

HP, %GE 41.8 42.8 0.4 NS

RE, Mcal/day 5.9 3.1 1.2 NS

DE/GE 0.58 0.57 0.01 NS

ME/GE 0.48 0.46 0.01 NS

km 0.707 0.658 0.013 NS

HI, Kcal/kgBW0.75/day 43.8 48.5 2.2 NS

MEm, kcal/kgBW0.75/day 115.2 123.0 2.4 NS

LONG and SHORT represent the experimental diets composed by 
the whole crop rice silages ensiled by combined type harvester and 
round baler for chopped material, respectively. OM, organic matter. 
CP, crude protein. NFC, nonfibrous carbohydrates. EE, ether extracts.
NDF, neutral detergent fiber. ADF, acid detergent fiber. GE, gross 
energy. FE, fecal energy. UE, urinary energy. HP, heat production. 
RE, retained energy. DE, digestible energy. ME, metabolisable 
energy. km, ME availability for maintenance energy. HI, heat 
increment (HI=HP-77.7 kcal/kg metaboric body weight/day), MEm, 
metabolisable energy requirement for maintenance. SEM, standard 
error of means. NS, not significant. Means within rows with different 
letters are significantly different.

Item Hamasari Kusahonami Hoshiaoba Kusayutaka SEM Significance

Digestible nutrient contents, %

　DOM 45.3b 51.4a 52.3a 50.9a 0.8 0.01

　DCP 7.1b 6.7c 7.6a 6.9bc 0.1 0.01

　DNFC 15.8c 18.7b 23.9a 23.1a 0.6 0.01

　DNDF 20.8b 24.5a 19.1b 19.6b 0.7 0.01

　TDN 47.2b 53.3a 54.4a 52.5a 0.8 0.01

DE, Mcal/kgDM 2.01b 2.24a 2.31a 2.21ab 0.04 0.01

ME, Mcal/kgDM 1.58b 1.77a 1.84a 1.74ab 0.03 0.01

 Rice plant "Hamasari", "Kusahonami", "Hoshiaoba", and "Kusayutaka" were harvested and ensiled at yellow ripe stage. DOM, digestible organic matter. 
DCP, digestible crude protein. DNFC, digestible neutral detergent fiber. TDN, total digestible nutrients. DE, digestible energy. ME, metabolisable energy. 
SEM, standard error of means. NS, not significant. Means within rows with different letters are significantly different.

Table 11.  Ruminal liquor pH, volatile fatty acid (VFA) 
composition and chewing activities in cows 
fed 2 different cutting length of whole crop rice 
silage diets in experiment 3

Item
Diets

SEM Significance
LONG SHORT

pH 6.9 7.0 0.1 NS

Ammonia-N, mg/100ml 12.4 13.3 1.1 NS

Total VFA, mmol/L 79.8 79.9 3.2 NS

Acetate, mol/100mol 72.4 70.7 1.1 0.05

Propionate, mol/100mol 15.8 16.6 1.1 NS

Butyrate, mol/100mol 9.4 10.1 0.3 NS

Acetate : propionate 4.7 4.4 0.4 NS

Eating time, min/kgDMI 18 12 3 NS

Rumination time, min/kgDMI 54 55 4 NS

Total chewing time, min/kgDMI 72 67 7 NS

Eating time, min/kgNDFI 38 24 7 NS

Rumination time, min/kgNDFI 114 115 10 NS

Total chewing time, min/kgNDFI 151 139 17 NS

LONG and SHORT represent the experimental diets composed by 
the whole crop rice silages ensiled by combined type harvester and 
round baler for chopped material, respectively. DMI, dry matter 
intake. NDFI, neutral detergent fiber intake. SEM, standard error of 
means. NS, not significant. Means within rows with different letters 
are significantly different.
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が高い場合には酪酸菌の活性が高まる可能性があるこ

と 20）から，乳酸含量が低く，酢酸や酪酸含量の高い低

質サイレージになる可能性が高いと考えられている。一

方，イネホールクロップサイレージへ乳酸菌製剤である

畜草 1号を添加すると，乳酸菌の旺盛な増殖により酪酸

菌やその他の有害微生物の増殖を抑えるとともに，長期

にわたって乳酸発酵を行うため良好な発酵品質となるこ

とが示されている 24）。

　本研究では実験 1および実験 2のイネについては畜草

1号を添加した。実験 1のイネは刈り取り時期および天

候の影響で水分含量が 70％以上の高水分サイレージと

なったにもかかわらず，pHは 4程度，乳酸含量は 1％

以上あり，酪酸はほとんど検出されないなど，良好な

発酵品質であるといえた。これは，蔡ら 24）の報告にあ

る，本実験と同じくフレール型収穫機で収穫調製し，畜

草 1号を添加した「はまさり」の発酵品質と類似してい

た。実験 2のイネは，天候の影響を受け高水分となった

「はまさり」を除いて，水分含量が 60～ 64％程度で比

較的適正 20）であったことから，乳酸含量は 0.5～ 0.7％

程度，酪酸はほとんど検出されず，実験 1と同様に良

好な発酵品質であるといえた。河本ら 12）の報告による

と，実験 2と同様にコンバイン型収穫機で収穫調製した

イネに，畜草 1号を添加しなかった場合，サイレージの

水分含量は本実験とほぼ同等にもかかわらず pHは 5.7

と高い水準にあったことから，本実験においても畜草 1

号がイネの発酵品質を高めたものと推察された。実験 3

では，実験 1および 2に比べて，サイレージの pHは若

干高い水準であり，酪酸も検出されたことから，発酵品

質は若干低くなった。河本ら 12）の報告によると，水分

58％程度のイネを細断型収穫機で収穫調製したサイレー

ジは pH4，乳酸含量は約 2％で酪酸は検出されないな

ど，コンバイン型収穫機で収穫調製したものに比べて発

酵品質が良好でるとされる。しかし本実験では，細断型

収穫機でイネが細切されたことによる大幅な発酵品質の

向上は見られず，これは供試イネの水分含量が約 68％

と河本ら 12）の報告と比べて比較的高水分であったこと

が影響したと推察された。

　実験 1のサイレージ群は，登熟に伴い NFCおよびデ

ンプン含量が増加し，NDF含量は低下したことから，

登熟に伴う典型的な草型の変化を反映するものであると

考えられた。実験 2のサイレージ群では，NFCおよび

デンプン含量は，「ホシアオバ」と「クサユタカ」が高

く，次に「クサホナミ」，「はまさり」の順であった。本

実験に用いた品種では，「はまさり」，「クサホナミ」，

「ホシアオバ」，「クサユタカ」の順に千粒籾重量が小さ

いが，穂比率では「ホシアオバ」が一番高かったため，

NFCおよびデンプン含量は「ホシアオバ」と「クサホ

ナミ」でほぼ同水準となった。一方，NDF含量は，「は

まさり」と「クサホナミ」の 2品種が，「ホシアオバ」

と「クサユタカ」に比べて高い値となった。なお，実験

2の「はまさり」のNFC，デンプンおよびNDF含量は，

実験 1の糊熟期と黄熟期の中間程度の値であること，デ

ンプン含量も松山ら 15, 16）の報告にある黄熟期の「はま

さり」より低めであることから，実験 2の「はまさり」

の生育は十分ではなかったかあるいは遅れた可能性が考

えられた。実験 3のサイレージ群は，原料草が同一であ

るために化学成分に差は無かった。供試イネホールク

ロップサイレージを日本標準飼料成分表（2001）21）の

イネサイレージと比較すると，実験 2のサイレージは粗

タンパク質（CP）含量が低く，実験 1および 2のサイ

レージは灰分含量が高かった。NDFの含量については，

実験 1の黄熟期刈り取りのサイレージは低い値であっ

た。灰分含量の高さはそのまま TDN含量に負として作

用するため好ましくないが，いずれの実験に用いたサイ

レージもおおよそ成分表に示されたものとほぼ同程度で

あったことから，供試したイネホールクロップサイレー

ジは一般的なイネホールクロップサイレージとほぼ同等

のものと考えてよいと思われた。

　登熟に伴う NFC消化率の増加と繊維成分の消化率低

下は，ヒツジを用いて報告された試験結果と同様であっ

た 18）。ウシを用いた試験 15）では登熟に伴う消化率の差

異は検出されていないが，本実験においては，NFCの

Table 12.  Digestible nutrient contents and nutritive values of 
2 different cutting length of whole crop rice silage 
in experiment 3

Item Long Short SEM Significance
Digestible nutrient contents, %
　DOM 51.4 49.6 0.8 NS
　DCP 7.4 6.9 0.1 0.10
　DNFC 22.7 21.8 0.1 0.05
　DNDF 21.3 21.0 0.9 NS
　TDN 53.8 51.9 0.9 NS
DE, Mcal/gDM 2.43 2.32 0.03 NS
ME, Mcal/kgDM 1.99 1.88 0.03 NS
Long and Short represent the whole crop rice silages ensiled by 
combined type harvester and round baler for chopped material, 
respectively. DOM, digestible organic matter. DCP, digestible 
crude protein. DNFC, digestible neutral detergent fiber. TDN, total 
digestible nutrients. DE, digestible energy. ME, metabolisable 
energy. SEM, standard error of means. NS, not significant. Means 
within rows with different letters are significantly different.
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消化率は乳熟期がその他の熟期よりも有意に低いことが

認められた。箭原ら 36）も乳熟期のイネにおいて栄養素

消化率の大きな低下がおこることを報告しており，これ

は乳熟期における茎葉の ADFと粗ケイ酸の含量増加に

よると考察している。本報告における乳熟期の NFC消

化率の低下原因は明らかではないが，穂部に多く含まれ

るデンプンの消化率には熟期による差は認められなかっ

たので，主に茎葉の利用性が影響したものと考えられ

た。品種間の比較では，はまさり区で DMおよび OM

の消化率が他の処理区よりも有意に低くなった。はまさ

り区における DM消化率の低さは，灰分含量の高さに

原因があると考えられた。その上，NFCの消化率も低

かったためOM消化率も低い値になったと考えられた。

これらのことが，はまさり区の GE摂取量とエネルギー

消化率の低下を引き起こし，加えて乾物あたりの咀嚼時

間が他の区に比べて有意に長かったことがエネルギー消

費量を増大させ，蓄積エネルギー（RE）と代謝率（ME/

GE）を低下させたと考えられた。

　泌乳牛にイネホールクロップサイレージを給与した場

合，フンに大量に排泄される籾が問題視される 37, 38）。本実

験においてもフン中に大量の籾が散見されたにもかかわ

らず，デンプンの消化率はおおむね 90％以上であった。

イネホールクロップサイレージを給与した場合のデンプ

ンの消化率は，ヒツジでは 100％に近い値であること 18），

ウシでは 70～ 90％程度と報告されている 15, 16, 18, 36）ことか

ら，ほぼ維持レベルの給与水準であれば，イネホールク

ロップサイレージ子実内のデンプンはほとんど消化され

ているものと考えられた。篠田ら 27）は，より粒の大き

い籾の方が，第一胃から流出しにくく反すう・咀嚼をよ

り多く受けるため，利用性が高いことを報告している。

実験 2では千粒籾重量の異なる品種を選定して供試し，

事実，千粒籾重量の大きい品種の方が NFCおよびデン

プンの利用性は高かった。但し，給与時にフォーレージ

ハーベスターで細切しているため，子実の大きさと利用

性との関係について本実験では明らかにはできなかっ

た。

　TDN含量は登熟に伴い有意ではないが増加した。そ

の内訳として，DNFCが有意に増加する一方，DNDF

含量は有意に低下した。これら登熟に伴う飼料中可消

化成分割合の変化は，これまでに報告されていること

とよく一致 18, 36）する結果であった。TDN含量はおよ

そ 50％程度であり，成分表に示されている値より若干

低めであった。TDN含量が 50％を上回る場合はおおむ

ね DNFC含量が 20％を超えている場合であり，TDN含

量の増加には登熟に伴う DNFC含量の増加が重要な役

割を担っていることが伺えた。これは，穂比率により

TDN含量を推定できるとする報告 4）とも関連する結果

と考えられた。但し，「クサホナミ」に関しては，黄熟

期にも関わらず DNFC含量は 20％を下回り，一方 NDF

含量は「はまさり」の糊熟期，DNDF含量は同じく「は

まさり」の乳熟期とほぼ同等であることから，繊維質に

富む茎葉の利用性が高い品種である可能性が伺えた。

　一般に，粗繊維含量の高い飼料を給与すると胃液

VFAの酢酸割合が高まり，デンプンなどの易発酵性炭

水化物含量の高い飼料を給与するとプロピオン酸と酪酸

の割合が高まることが通説とされる 23）。本実験におい

ても，給与したサイレージによりプロピオン酸あるいは

酪酸の比率に差は認められた。酢酸の割合を 1とした場

合，プロピオン酸と酪酸の割合はいずれの実験おいて

も，それぞれ 0.2～ 0.3および 0.1～ 0.2の程度で表され

た。一方，名久井ら 18）が示した値は，酢酸の割合を 1

とした場合プロピオン酸と酪酸いずれも 0.6～ 1.0の範

囲であり，本実験よりも圧倒的にプロピオン酸と酪酸の

割合が高いことが示されている。それは，名久井ら 18）

の用いたイネは子実重量割合が 43～ 56％，デンプン含

量が 21～ 41％であったことから，本実験で用いたイネ

（穂比率 29～ 49％，デンプン含量 7～ 18％）に比べて

ルーメンでの発酵の様相が大きく異なったと推察され

た。そしてルーメン発酵でみた場合，本実験に用いたイ

ネホールクロップサイレージは粗飼料の色合いの強い特

性を示したと考えられた。

　咀嚼時間は，粗飼料の繊維含量や切断長に比例して長

くなることが知られている 17）。本実験では切断長を 2cm

程度に細切したものと 15cm程度のイネホールクロップ

サイレージを給与したが，切断長の差異が咀嚼時間に及

ぼす影響は明確ではなく，品種および熟期の差異が及ぼ

す影響のほうが強いことが示された。松山ら 15, 16）も，

2cmに切断したイネホールクロップサイレージにおい

て，乳熟期のイネホールクロップサイレージ（「はまさ

り」）は咀嚼時間が長くなることを示している。これは

切断長よりも飼料中の繊維の含量や繊維の質がより咀嚼

時間に影響を及ぼす可能性を示すものと考えられた。と

くに乳熟期のイネホールクロップサイレージは，糊熟期

のサイレージと比べて NDF含量が若干高い程度にもか

かわらず，DMおよび NDF摂取量あたりの咀嚼時間に

は大きな差異があるように思われる。これは乳熟期のイ

ネホールクロップサイレージの粗剛性が他の熟期に比べ

て高いことを示すと考えられた。これとは逆に「クサホ
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ナミ」は，NDF含量が高いにもかかわらずその消化率

は高く，一方では咀嚼時間は短かった。

　以上の結果から，本実験に用いたイネホールクロッ

プサイレージをウシに給与した場合の特徴として，栄

養価としては NFCおよびデンプン含量が重要であるこ

と，総合的な特性としては，繊維質の含量の高い粗飼料

的な特性を強く示すことが挙げられた。それは，登熟

により DNFC含量は増加，DNDF含量は低下し，TDN

としては値が高くなってゆくこと，品種により DNFC

と DNDF含量の比率に差はあるが，その増減は相殺さ

れ，TDNでみた場合は黄熟期ではほぼ同等であったこ

とによる。また，NFCおよびデンプン含量は登熟によ

り高まるが，繊維の粗剛性が強いため，ルーメン発酵で

みた場合には粗飼料的な発酵を示し，咀嚼時間について

は切断長の影響は見られなかったことによる。

　NFCおよびデンプン含量は可消化成分として大きな

割合を占めることから，これらの含量の高い品種を選択

すること，あるいはクサホナミのような繊維の利用性の

高い品種を選択することは，イネホールクロップサイ

レージの栄養価の向上には重要と考えられた。さらに，

イネホールクロップサイレージの灰分含量は実験および

品種間で大きく異なった。灰分のうちケイ酸はイネの茎

葉に多く含まれ，イネの発育や耐病性にも重要であるた

め一概に問題視することはできないが，TDN含量に直

接影響する要因でもあるため，茎葉繊維の消化性を高め

るような品種育成や土壌付着を避けるような栽培・収穫

をすることもイネホールクロップサイレージの栄養価や

品質向上に資すると考えられた。
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Summary

　　Three experiments were conducted using non-pregnant dry cows to evaluate feed characteristics of whole crop rice 

silages (WCRS) by making digestible and metabolism trials, examining ruminal liquor characteristics, and monitoring 

chewing behavior.  We examined grain filling (milk ripe stage, dough ripe stage, and yellow ripe stage) of WCRS in the 

first experiment, varieties (Hamasari, Kusahonami, Hoshiaoba, and Kusayutaka) using WCRS harvested at the yellow ripe 

stage in the second experiment, and cutting lengths (LONG and SHORT) using WCRS harvested at the yellow ripe stage 

in the third experiment.  With grain filling, WCRS lose digestible neutral detergent fiber (NDF) content and chewing time 

per kg of dry matter (DM) intake, whereas the digestible nonfibrous carbohydrates (NFC) content of WCRS increased.  

There was a tendency for total digestible nutrients (TDN) content to increase with grain filling.  Kusahonami, Hoshiaoba, 

and Kusayutaka have higher TDN contents and shorter chewing time than those of Hamasari.  Hoshiaoba and Kusayutaka 

also have higher digestible NFC content, whereas Kusahonami has higher digestible NDF content and shorter chewing 

time per kg NDF intake, indicating a higher amount of available fiber.  WCRS with a long cutting length has higher 

digestible NFC content, but there was no difference in TDN content between long and short cutting lengths.  There was 

no remarkable difference in ruminal liquor characteristics of the cows fed WCRS, but the ruminal fermentation typically 

represented forage-type fermentation.  These results indicate that WCRS had almost the same nutritive values in terms of 

varieties and cutting length at the yellow ripe stage in this study.

　Key words : whole crop rice silage, cow, nutritive value, ruminal fermentation, chewing time

Effects of grain filling, variety and cutting length of whole crop rice silage 

on nutrient utilization, ruminal fermentation and chewing time in dry cows
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緒　　言

　イタリアンライグラスうどんこ病（以下，うどんこ

病）は，1996年の宮崎県における発生が国内で最初の

報告である 12）。これまで，農業現場での甚大な被害は

報告されていないが，イネ科作物においても麦類やオー

チャードグラス等でうどんこ病が重要病害となっている

ことから，今後の温暖化等の気候変動により，イタリア

ンライグラスにおいてもうどんこ病が重要病害となる可

能性がある。

　農薬の利用が難しい牧草類においては，抵抗性品種の

利用が最も有効な防除方法となるが，我が国のイタリア

ンライグラス栽培での主力である 2倍体の早生品種に

は，うどんこ病に抵抗性を有するものは見いだされてい

ない。これらの品種は鳥取在来，宮崎在来，黒石在来な

ど，国内の在来系統をその主な母材としているので，こ

れら母材中のうどんこ病抵抗性遺伝子の頻度が低いと推

察される。通常，新品種の育成には長期間を要すること

から，本病による被害が農業現場で顕在化する以前に抵

抗性系統を中間母本として育成しておき，迅速に抵抗性

品種が育成される態勢を整えておくことは重要である。

　うどんこ病は，通常の圃場では発生が安定せず，罹病

イタリアンライグラスうどんこ病抵抗性中間母本「ER3」の育成とその特性

荒川　明・矢萩久嗣 1）・杉田紳一 2）・清多佳子 3）・小松敏憲 4）・内山和宏 5）・水野和彦 2）

飼料作物育種研究チーム
1）茨城県畜産センター

2）草地研究支援センター
3）飼料作物育種工学研究チーム

4）独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構　北海道農業研究センター
5）畜産温暖化研究チーム

要　　約

　イタリアンライグラスのうどんこ病抵抗性が高い中間母本を育成した。2倍体で早晩性が極早生または早生の 8品

種・系統を育種素材とし，うどんこ病が罹病しやすい条件である隔離圃場およびガラス室において，自然発病による

3世代の表現型循環選抜を行い，うどんこ病抵抗性の新系統「ER 3」を選抜した。

　本系統は，「ニオウダチ」並の早生で，うどんこ病に対する抵抗性が主要な既存早生品種より強い。選抜材料に用

いた品種・系統は，集団として高度に罹病性であったが，これらの品種・系統集団中にも抵抗性遺伝子を保有してい

たことが確認された。また，既存の罹病性品種との交雑後代において高い頻度で抵抗性個体が得られたことから，本

系統のうどんこ病抵抗性は遺伝性が高く，うどんこ病抵抗性を効率よく高めることができると考えられた。

　本系統の収量性は「はたあおば」より劣るものの，「ニオウダチ」より優れた。しかし，耐倒伏性がこれらの品種

より劣ることから，本系統を利用する場合には，母材選定や選抜過程において，これに配慮する必要がある。なお，

「ER3」は平成 19年に「イタリアンライグラス中間母本農 1号」の名称で品種登録出願が受理された（出願番号：第

21404号）。

キーワード：イタリアンライグラス，うどんこ病，中間母本，抵抗性，早生

2008年12月16日受付
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性品種においてもほとんど発生が認められない場合もあ

る。そこで，うどんこ病が発生しやすい条件である，日

当たりと風通しが悪い隔離圃場および雨滴が植物体に当

たらないガラス室において，抵抗性個体を繰り返し選抜

する表現型循環選抜を 3回行って，うどんこ病抵抗性系

統「ER3」を育成した。なお，本系統は，平成 19年度

に「イタリアンライグラス中間母本農 1号」の名称で品

種登録出願が受理された（出願番号：第 21404号）。

材料と方法

１．「ER3」の育成

　図 1に，「ER3」の育成経過を示した。1998年 10月 10

日に選抜基礎集団となる 8品種・系統 639個体を，畜産

草地研究所（那須塩原市）の日当たりと風通しが悪い

隔離圃場に定植した。1999年，出穂期頃にうどんこ病の

病徴が認められなかった 28個体を隔離条件で交配して

個体毎に採種した（「ER1」）。2002年 3月 22日に「ER1」

28母系のうち，種子量が十分であった 21母系 457個体

をガラス室に定植した。うどんこ病の病徴が認められ

ず，草型が立ち型で草勢の良い 19母系 37個体を選抜

し，隔離条件で交配して個体毎に採種した（「ER2」）。

2003年 3月 18日に「ER2」37母系 705個体をガラス室

に定植し，うどんこ病の病徴が認められず，草型が立ち

型で草勢の良い 15母系 30個体を選抜し，隔離条件で交

配し個体毎に採種し，「ER3」とした。各個体からの等量

混合種子を 1世代増殖し，それによって「ER3」のうど

んこ病抵抗性および農業形質を評価した。

1998
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図１．イタリアンライグラスうどんこ病抵抗性系統「ER3」の育成経過
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2 ．「ER3」および単交雑後代のうどんこ病抵抗性

　「ER3」のうどんこ病抵抗性を明らかにするために，

試験 Aでは，「ER1」，「ER2」，「ER3」，「ワセアオバ」，「ニ

オウダチ」，「ワセユタカ」および「はたあおば」を密個

体植え（株間 6cm）で，試験 Bでは，「ER2」，「ER3」，「ニ

オウダチ」および「ワセユタカ」を条播で，それぞれ品

種・系統間の罹病程度を比較した（表 1）。また，試験

Cでは「ER3」の任意の個体と早生品種の任意個体（い

ずれもうどんこ病罹病程度は未調査）との間で 4組み合

わせの単交雑を行い，後代の罹病程度を個体毎に調査し

た（表 1）。

　「ER2」，「ER3」の選抜時（2002年および 2003年）お

よび試験 A～ Cを通じ，うどんこ病罹病程度を評価す

るための試験は，無加温，自然日長のガラス室において

地表潅水により栽培し行った。うどんこ病罹病程度の評

価はいずれも，罹病個体で病徴が甚だしくなる 5月の出

穂期頃に植物体全体を観察し，病徴が確認されなかった

ものを無，植物体全体が甚だしく罹病しているものを甚

とした。試験 Cでは 0：無～ 5：甚の 6段階で，それ以

外は 1：無～ 9：甚の 9段階で評点を付した。

3 ．「ER3」の農業特性の調査

　「ER3」の形態形質や農業特性を評価するため，「ニオ

ウダチ」および「はたあおば」を比較品種として，圃場

において個体植えによる特性調査（試験 D）および生産

力検定試験（試験 E）を行った（表 1）。試験 Dにおけ

る各特性の調査は，種苗特性分類調査（昭和 52年）に

従って実施した。

結　　果

1．「ER3」育成過程におけるうどんこ病抵抗性の向上

　表 2に，選抜基礎集団の隔離圃場における罹病程度

と，「ER1」への選抜における選抜個体数および選抜率

を示した。選抜基礎集団 8品種・系統のそれぞれの罹病

程度の平均は 3.4～ 7.2であり，最も著しく罹病した個

体の罹病程度は「ハルアオバ」で 6であった他は 9と甚

だしい罹病であった。しかし，「ミナミアオバ」と「友

試験名 播種または移植の時期
年　月　日 場所 栽植様式

（畦間×株間）㎝ １区個体数 一区面積
㎡ 反復数 備考

Ａ 2004.3.11 ガラス室 密個体値
（70× 6） 25 1.05 4

Ｂ 2003.12.2 ガラス室 条播
（70） － 1.05 4

Ｃ 2006.4.11 ガラス室 密個体植
（70× 10） 20 1.4 2

Ｄ 2005.10.19 圃場 個体植
（80× 40） 20 6.4 3

Ｅ 2005.10.5 圃場 条播
（30） － 6.0 4 生産力検定

表 1 ．うどんこ病抵抗性検定および特性調査試験の方法

品種・系統 早晩性 個体数
罹病程度（1～ 9：甚） 無病微個体数

（選抜個体数） 選抜率（％）
平均（レンジ）

サクラワセ 極早生 29 5.6（1-9） 2 6.9

ミナミアオバ 極早生 8 7.0（6-9） 0 0　

ウヅキアオバ 極早生 62 4.9（1-9） 3 4.8

ハルアオバ 早生の早 80 3.4（1-6） 4 5.0

ニオウダチ 早生 253 4.9（1-9） 4 1.6

ワセユタカ 早生 162 3.4（1-9） 14 8.6

友系 23号 早生の晩 22 7.2（4-9） 0 0　

友系 24号 早生の晩 23 6.2（1-9） 1 4.3

合計又は平均 639 4.6 28 4.4

表 2 ．選抜基礎集団のうどんこ病罹病程度と「ER1」への選抜
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系 23号」を除く 6品種・系統からは無病徴個体が得ら

れ，選抜基礎集団個体の 4.4%にあたる 28個体が病徴の

認められない個体であり，これら 28個体全てを選抜し

て「ER1」とした。表 3に，「ER2」および「ER3」への

選抜経過を示した。それぞれの世代の選抜時において，

その選抜母集団となった「ER1」および「ER2」の無病

徴個体の割合はそれぞれ 59.3%および 87.2%であった。

「ニオウダチ」の罹病程度からみて，罹病性個体が十分

に罹病する条件であったと考えられる。

2 ．「ER3」および単交雑後代のうどんこ病抵抗性

　「ER1」，「ER2」および「ER3」は，比較 4品種より有

意に罹病程度が低く，これら 3選抜世代間に罹病程度の

有意差はなかった（試験 A，図 2）。試験 Bにおいても

同様の結果であり（図 3），「ER2」および「ER3」は「ニ

オウダチ」および「ワセユタカ」よりも罹病程度が有意

に低かった。「ER2」と「ER3」との間には有意差がな

かったが，わずかに「ER3」は「ER2」よりも罹病程度

が低かった。

　「ER3」個体と早生品種の個体との間の 4組み合わせ

の単交雑後代のうどんこ病罹病程度を表 4に示した（試

験 C）。罹病程度の頻度分布は組み合わせごとに 0～ 5

まで分布するもの，1以下の罹病程度の低い個体のみ出

現したものなど異なったが，4組み合わせの合計では
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図 2 ． 選抜各世代および早生品種のうどんこ病罹病程度（試験Ａ）。
 誤差線は標準偏差。Ryan 法により異なるアルファベッ

ト間に 5％水準で有意差があることを示す。
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図 3 ． 「ER2」，「ER3」，「ニオウダチ」および「ワセユタカ」の罹
病程度（試験Ｂ）。

 誤差線は標準偏差。Ryan法により異なるアルファベット間
に5％水準で有意差があることを示す。

選抜母集団 選抜母集団の個体数 無病微
個体数

無病微個体
割合（％）

選抜率
（％）

選抜母集団
罹病程度

ニオウダチ
罹病程度

ER1 457 271 59.3 8.1 1.8 4.3

ER2 705 615 87.2 4.3 1.5 3.7

選抜母集団および「ニオウダチ」の罹病程度は評点（1～ 9：甚）による。「ニオウダチ」の罹病程度は 20個体平均。

表 3 ．「ER2」および「ER3」への選抜における選抜母集団の無病微個体割合と選抜率

組み合わせ
罹病程度（0～ 5：甚）

合計
0 1 2 3 4 5

ER3-1× ND1 18 3 2 3 8 6 40

ER3-2× ND2 23 16 0 0 0 0 39

ER3-3× HA1 0 1 9 6 6 18 40

ER3-4×WA1 28 4 3 2 3 0 40

合計
（％）

69 24 14 11 17 24 159

（43.4） （15.1） （8.8） （6.9） （10.7） （15.1） （100）
ER3-1～ 4は ,ER3の個体。ND1および ND2は，「ニオウダチ」の個体。HA1およびWA1はそれぞれ「はたあお
ば」および「ワセアオバ」の個体。

表 4 ．「ER3」個体と早生品種個体間の単交雑後代のうどんこ病罹病程度
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43.4%の個体が無病徴であった。

3 ．「ER3」の一般特性および収量性

1）出穂の早晩性および形態的特性

　「ER3」の早晩性は，その出穂始日において「ニオウ

ダチ」および「はたあおば」との差が試験 Dおよび E

のいずれにおいても 1日以内で”早生”に属する（表

5，表 6）。また，草型，稈長および葉身長など，主要な

形態形質や越冬前後の生長において，「ニオウダチ」お

よび「はたあおば」と有意差がみられたものはなかった

（表 5）。

2 ）収量性，草丈および倒伏程度

　「ER3」の乾物収量は，1番草は「ニオウダチ」より

優れ，「はたあおば」より劣った。2番草は，「ニオウダ

チ」および「はたあおば」より優れ，合計では「ニオウ

ダチ」より優れ，「はたあおば」より劣った（表 6）。草

丈は 1番草は「ニオウダチ」および「はたあおば」と同

等であり，2番草は「ニオウダチ」および「はたあおば」

よりやや高かった（表 6）。耐倒伏性は，「ニオウダチ」

および「はたあおば」より劣った（表 6）。

考　　察

　ライグラス類のうどんこ病については，イギリスなど

でもいくつかの報告がある 6，8，11）。Carver， T． L　et al.6）

は，イギリスではライグラス類のうどんこ病は穀類の作

物のようには被害が問題になっていないとし，その要因

形質 調査日
年　月　日 ER3  ニオウダチ はたあおば

出穂始日 5月 6日 5月 7日 5月 6日 n. s.

草型 1 2006.   4. 25     3.3     3.7     3.5 n. s.

穂数 2006.   6.   8 161 153 155 n. s.

茎の太さ 2 2006.   5. 26     2.0     2.2     2.1 n. s.

稈長 3 2006.   5. 26   76.2   78.1   77.0 n. s.

穂長 3 2006.   5. 26   24.1   25.4   25.5 n. s.

小穂数 2006.   5. 26   20.6   20.7   20.6 n. s.

葉身長 a3 2006.   5. 17   23.9   24.6   23.1 n. s.

葉幅 a2 2006.   5. 17     9.8     9.9     9.9 n. s.

初期草丈 3 2005. 12. 15   19.6   19.2   18.9 n. s.

春期草丈 3 2006.   4. 19   35.7   34.6   32.1 n. s.
11：直立～ 9：ほふく，2㎜，3㎝
a止葉の下第１葉
n. s. は有意差がないことを示す。

表 5 ．個体植試験における諸特性（試験Ｄ）

系統名 調査日
年　月　日 ER3 ニオウダチ はたあおば L. S. D. （5％）

出穂始日 1番草 5月 1日 5月 2日 5月 1日 n. s.

乾物収量 1

1番草 2006.  5.  8 104 57.4 110 n. s.

2番草 2006.  6.  8 107 28.0 105 n. s.

合計 105 85.4 108 n. s.

草丈
（㎝）

1番草 2006.  5.  8 105 105 105 n. s.

2番草 2006.  6.  8 93 88 91 n. s.

倒伏程度
（1：無～ 9：甚）

1番草 2006.  5.  8 3.5 1.0 1.0 1.9

2番草 2006.  6.  8 3.0 1.0 1.0 0.8
1ニオウダチ比％，ニオウダチは kg/a.

表 6 ．乾物収量，草丈および倒伏程度（試験E）
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の一つとして，葉の裏面のワックスが発芽胞子の発生を

抑制している可能性を示唆した。国内では，1996年の

宮崎県での発生が初めて報告されたものであり 12），そ

の後，新潟県 1，2），栃木県など，国内各地で発生が観察

されている。特に宮崎での発生は罹病程度が甚しく，株

全体の枯死も観察されている。しかし，今のところ国内

の生産現場で大きな問題となっていない。筆者らは畜産

草地研究所（那須塩原市）の圃場においてもその発生を

観察しているが，その発生の程度は年次によって著しく

変動する。一般にうどんこ病は高温かつ湿度が低い条件

で発生しやすいことが知られており 5），今後の温暖化等

の気候変動でイタリアンライグラスにうどんこ病が発生

しやすくなる可能性がある。従って，これが多発するよ

うな事態が生じた場合，その抵抗性を効率的に付与でき

る中間母本があれば迅速な育種的対応が可能になる。

　佐々木（日本草地畜産種子協会，未発表）の調査によ

ると，イタリアンライグラス 92品種・系統の中に明瞭

にうどんこ病抵抗性を示したものはなく，特に 2倍体の

極早生および早生のものは高度に罹病性であるものが多

かった。「ER3」の選抜基礎集団も 2倍体の極早生およ

び早生の品種・系統からなり，甚だしく罹病した個体も

みられたが，4.4%の抵抗性（無病徴）個体が認められた

ことから，これら罹病性の品種・系統の中にも低頻度な

がら抵抗性遺伝子が含まれており，その頻度を「ER3」

の選抜過程において高めることができたと考えられる。

　「ER3」の選抜過程において，3世代の選抜のうち第 1

世代の選抜の効果が最も大きかったことから，少数の効

果の大きい抵抗性遺伝子の関与が示唆される。また，世

代による無病徴個体割合の推移から，抵抗性遺伝子の優

性効果も高いと考えられた。本報告の試験 Cで，「ER3」

と既存品種と単交雑後代においては，組み合わせによっ

ては抵抗性個体から罹病性個体まで分布するものや，抵

抗性個体が出現しなかったものもあったが，交雑を行っ

た 4組み合わせ全体としてみれば 43.4%もの抵抗性個体

が出現した（表 4）。これらのことは，「ER3」のうどん

こ病抵抗性は遺伝性が高く，中間母本として交雑に用い

ることにより，効率よく罹病性系統の抵抗性を高めるこ

とができることを示している。

　ライグラス類においては，Roderick， H． W． et al.11）

によってペレニアルライグラスで抵抗性の種内変異につ

いて報告されているが，抵抗性の選抜や選抜効果の検証

はされていない。筆者ら 3）は，「ER3」育成の材料とは

異なるイタリアンライグラスの単交雑後代で，うどんこ

病罹病程度が軽微であった個体と甚しく罹病した個体と

に明瞭に分離し，その分離比が 1：1に適合した組み合

わせを見いだしており，このことは効果の大きい抵抗性

遺伝子の関与を示唆すると考えられる。オーチャードグ

ラスにおいては，Nasinec， I．9）が選抜初期世代で高い

抵抗性を持つ系統を得たが，以後 4世代までの選抜では

抵抗性の向上はほとんどなかったと報告している。我が

国で育成されたオーチャードグラスうどんこ病抵抗性系

統「ER571」も，幼苗接種および圃場検定を併用してい

るとはいえ，1世代のみの選抜で育成された高度抵抗性

系統である（藤本ら 6））。これらのことから，オーチャー

ドグラスにおけるうどんこ病抵抗性には，比較的効果の

大きい遺伝子が関与していることが推察される。なお，

オーチャードグラスうどんこ病菌は麦類等のイネ科植物

に感染しないことが報告されている 10）が，ライグラス

類うどんこ病については，他のイネ科植物への病原性は

明らかになっていない。

　「ER3」は隔離圃場およびガラス室で，うどんこ病抵

抗性を指標に選抜したが，「ER2」および「ER3」への

選抜では，選抜母集団の半分以上の個体で罹病が認めら

れなかったため，草勢による選抜を行った。このように

育成した「ER3」の乾物収量は既存品種である「ニオウ

ダチ」や「はたあおば」と比較して同程度の水準であっ

た。しかし，耐倒伏性はこれらの品種より劣った。耐倒

伏性は我が国のイタリアンライグラスの最も重要な育種

目標の 1つであり，指定試験地等の育種場所においても

精力的に耐倒伏性を強化した品種が育成されてきた。

「ER3」のうどんこ病抵抗性は遺伝性が高いことから，

耐倒伏性品種・系統との交雑とその後代からの選抜によ

り，耐倒伏性に優れたうどんこ病抵抗性のイタリアンラ

イグラス品種が迅速に育成されると考えられる。また，

我が国のイタリアンライグラスの熟期別シェア（コモン

を除く）は，夏作の飼料作物と組み合わせた二毛作で利

用できる早生品種が 70%を占めており，育種における

最重要な熟期である。「ER3」は「ニオウダチ」や「は

たあおば」と同じ早生で，この熟期のものとの交雑が容

易であることも，今後の育種に利用するための重要な点

であると考えられる。

　冬作単年利用が主体のイタリアンライグラスにおいて

は，気候温暖化の進行によって病害発生の増大が懸念さ

れる。うどんこ病についても，冠さび病，いもち病とな

らんで育種の重要目標となる可能性があり，抵抗性の強

化に「ER3」が利用できると期待される。
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Summary

　　'ER3'， an Italian ryegrass line resistant to powdery mildew was developed from 8 diploid， very early and early 

maturing cutivars after 3 generations of recurrent phenotypic selection for powdery mildew resistance． Superior 

genotypes， expressing powdery mildew resistance， were selected after natural infection in the field and greenhouse， 

where plants were easily infected with powdery mildew．  

　　Heading date of 'ER3' is as early as that of 'Nioudachi'． 'ER3' clearly has higher resistance to powdery mildew 

than the existing early maturing cultivars， though the material cultivars from which 'ER3' is derived are susceptible． 

Therefore， these very early or early maturing cultivars might have resistance gene（s）． Resistant plants were frequently 

obtaind from progenies of paircrosses between genotypes of 'ER3' and susceptible cultivars， so 'ER3' is considered to 

be effective for the use in breeding powdery mildew resistant cultivars． Dry mater productivity of 'ER3' placed between 

those of 'Hata-aoba' and superior to that of 'Nioudachi'． But because lodging resistance of 'ER3' was inferior to that of  

'Nioudachi' and 'Hata-aoba'， the trait will need to be incorporated from other lines when 'ER3' is used for breeding． 

　Keywords: early maturing， intermediate parent line， Italian ryegrass， powdery mildew， disease resistance
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and its Characteristics．
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乳業用乳酸菌 Lactococcus lactisのプラスミド育種改良法の開発と

乳発酵特性変異の解明に関する研究

小林美穂

畜産物品質研究チーム

要　　約

　乳製品製造に汎用されている Lactococcus lactisの遺伝子構成は，2 Mb程度の小型の染色体遺伝子と，複数のプラ

スミド遺伝子を細胞内に保有することが特徴的である。L. lactisのプラスミドは，ごく一部の例外を除いてθ -複製

型プラスミドであり，乳発酵に必須な形質をコードする場合が多く，ラクトース資化，プロティナーゼ活性，クエン

酸取込み，ファージ耐性，バクテリオシン生産，粘性物質生産などの形質に関与する。L. lactis の内在プラスミドの

種類や組合せは菌株ごとに異なり，菌株特異的な表現型を決定する。L. lactisの分離原は乳製品，生乳，漬物，生草

など多岐にわたり，プラスミド構成を変えながら生育環境に適応していると考えられる。中には細胞内に 10種類程

度のプラスミドを保有する株もあり，機能が特定されていないプラスミドも多く残されている。プラスミドの機能解

析は，通常まずプラスミド除去株を作出し，変異株の表現形質と親株の表現形質を比較して研究の端緒とする。従っ

て，除去するプラスミドを任意にコントロールすることができれば，プラスミド上の遺伝子機能や関係する表現形質

を効率良く推定することができる。また，必要不可欠なプラスミドを損なわずに，1種類のプラスミドを除去する方

法は，発酵産業に利用可能な実用菌株の改良にも利用できる。第 1章では，宿主 DNAにランダムに作用する変異剤

処理などを行わず，複数の内在プラスミドのうち 1種類のプラスミドを選択的に除去し，親株と発酵特性の異なる新

菌株を作出する方法，即ち，任意のθプラスミドの複製単位を in vitroで再構成し，不和合性プラスミド（競合プラ

スミド）によるθ -プラスミド選択的除去法を開発した。本法は，1）複製単位の再構成に共通して用いることので

きるプラスミドベクター（pDB1）の作成，2）任意の L. lactis θプラスミドの不和合性配列を増幅しうる PCRプラ

イマーペア（VF3 - VF4）の設計，3）in vitroでの不和合性プラスミドの再構成と，L. lactis wild type プラスミドの除

去操作，からなる。

　この方法で作出した変異株は，細胞内に外来遺伝子を保有せず，また発酵に不都合な遺伝変異も起こっていない

と考えられるため，食品加工用のスターターに利用できる。そこで第 2章では本法を用いた L. lactis プラスミド変異

株の育種例 2例について記述した。1例目としては，前段で L. lactis DRC1に内在し，宿主の増殖速度を抑制するプ

ラスミドの発見と，その解析について述べ，続いてプラスミドの選択的除去法を用い，当該プラスミドを除去する

ことで親株より増殖速度の早いプラスミド変異株を作出したことを上げた。また 2例目としては，L. l. lactis bioval. 

diacetylactis N7からクエン酸透過性プラスミドを選択的に除去し，クエン酸の代謝産物であるジアセチルの生成能を

失わせたフレーバー変異株育種の試みについて記述し，作出したプラスミド変異株の乳発酵スターターとしての能力

について考察した。

　第 3章には，プラスミドの選択的除去で見出された新しいプラスミド性因子の解析例「宿主遺伝子の安定化に働く

プラスミドの発見」についてまとめた。

　L. lactis subsp. cremoris NIAI712は，乳発酵スターター乳酸菌のプロトタイプとして，世界中で広く研究に用いられ

ている L. lactis NCDO712の派生株である。L. lactis NIAI712は，5種類のプラスミドを有し，そのうち約 9 kbのプ

ラスミド pAG6はコピー数も多く，非常に安定である。それゆえ従来のプラスミド除去法では欠失されず，その機能

2009年 1月13日受付
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緒　　論

乳酸菌の研究は，酪農食品の歴史が古いヨーロッ

パで始まった。したがって現在では多くの種に分類

される乳酸菌群の中にあって，チーズ製造用乳酸菌
Lactococcus lactis（L． lactis）の研究蓄積は群を抜いてい

る。L． lactisは，1873年に Listerによって酸敗した乳

から Bacterium lactisとして初めて分離された。1919年

には Orla-Jensenにより牛乳やクリームに酸を生成する

菌として Streptococcus属に位置付けられた 67）。ランス

フィールドの血清学的分類ではグループ Nに分類され

る。Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 第 9 版

ではグループ Nの乳酸球菌は Streptococcus属から独立

し，新たに Lactococcus属に位置付けられた 38）。ゲノム

DNAの G+C含量は 38 – 40 mol %で，低 GC含量の細菌

群に分類される。形態的にはグラム陽性球菌で，二連あ

るいは短連鎖を形成し，グルコースから L-乳酸を生成

する。通性嫌気性でカタラーゼを生産せず，運動性を示

さない。
L． lactisは，様々な乳製品の発酵に関与する微生物と

して分離されているが，特にチーズ製造においてはカー

ド形成や食感・風味の生成に適した条件を作り出す種

菌「発酵スターター」の主役である。乳成分の資化能，

乳酸や各種フレーバー成分の生成能，発酵基質中での増

殖能など発酵スターターの能力は，製品の品質に直結す

る。そこでこれまでに乳発酵の成否を決定付ける形質，

すなわち乳糖の代謝経路，乳タンパク質の分解過程，

フレーバーや菌体外多糖などの生成経路，バクテリオ

ファージの感染経路と防御機構などに関して数多くの成

果が報告されており，またこれらの形質の支配遺伝子が

特定されている 73）。

近年では，乳発酵食品に対する消費者の期待は多様化

し，美味しさの向上に加え，整腸作用や免疫賦活作用な

ど健康機能の強化を目指した発酵食品の開発が行われて

いる 5， 71， 91）。最近人気が高まっている機能性ヨーグルト

などの機能性発酵食品では，その効能は発酵スターター

（Lactobacillus casei シロタ株 ; ヤクルト，Lactobacillus 

gasseri LG21株 ; 明治乳業，等）の菌株特異性，すなわ

ち菌株に特徴的な菌体成分や代謝産物の保健効果に依存

している 75， 82）。このことは，近年スターターの菌株名

を積極的に商品に表示するようになったことで，一般消

費者にも広く認識される所となった。また，今迄あまり

意識されていなかったが，伝統的な乳製品の評価基準で

ある保存性，美味しさ，製造安定性なども実は菌株特異

的性質であった。店頭に並ぶ発酵乳製品の種類が増え，

『美味しさの評価基準』も多様化してきた中で，個性の

は調べられていなかった。そこで開発したプラスミドの選択的除去方法を試みたところ，効率よく pAG6除去株（712

∆ pAG6）が得られた。712 ∆ pAG6の乳発酵能を調べたところ，乳中での増殖能および乳酸生成能が親株よりも著し

く劣っていた。712 ∆ pAG6と親株からゲノム遺伝子を抽出し，その制限分解パターンを比較したところ，pAG6の除

去に伴って，短期間のうちに遺伝子組み換えによる変異が起こることが明らかとなった。さらにこのゲノム変異に

よって，カゼイン分解物の取り込みに働く一連の遺伝子群 opp-pepOが，例外なく消失していることを突き止め，発

酵遅延の主原因であると結論した。

　pAG6には，宿主 DNAのメチル化配列を決定する因子がコードされていた。遺伝子プロモーター近傍の DNAのメ

チル化状態が，遺伝子の転写活性に影響することは周知の事実である。特に遺伝子の転移を仲介するトランスポゾン

の転移酵素遺伝子 tnpの転写減衰はよく知られている。それゆえ pAG6の除去操作中，すなわち，pAG6と競合プラ

スミドが同一細胞中に共存する状態で tnpの転写活性が上昇するのではないかと予想した。そこで，pAG6 と 競合プ

ラスミドが共存する変異株を作成し，tnp転写活性を解析した。その結果，競合プラスミドの共存によって pAG6の

複製が不安定になっている最中には，ある種の tnpの発現量が特異的に上昇することを明らかにした。L. lactis のプ

ラスミドが，共存する他のプラスミドやクロモゾームなど宿主のゲノム構造の安定化に働く現象は，本研究で明らか

にされた新規な知見である。宿主は細胞内で pAG6を安定に保持することで，ゲノム遺伝子のメチル化状態を正常に

保ち，ゲノム内トランスポゾンなど可動性遺伝因子の転移活性を小さくし，ゲノム構造や菌株特異的なプラスミド構

成を維持するのかもしれない。L. lactisにおいて，DNAメチル化による転写制御の研究はごく少ない。本研究で作出

した変異株が，メチル化と菌株特異的な遺伝子発現との関連を解析するモデル菌株になるのではないかと期待してい

る。

キーワード：乳酸菌，プラスミド，生育速度，乳発酵
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際立った乳酸菌を発酵に利用して製品のバリエーション

を増やすことも，乳製品の消費拡大を図る一手段と言え

る。このような背景の中で，いま菌株特異性の分子レベ

ルでの解明に光が当たっている。菌株特異性の解明こそ

特定の乳酸菌の付加価値を裏付ける明解な科学的データ

だからである。菌株特異性は，表現型に関わる遺伝子の

有無だけで決まるわけでは無い。すなわち，関わる遺伝

子群の発現強度や，実際に働いているタンパク質の分解

速度などが複雑に影響する。
L． lactisの遺伝子構成が，2 Mb程度の小型の染色体

と，通常複数の染色体外遺伝子（プラスミド）を細胞内

に保有することを特徴とすることから，著者は，乳系乳

酸菌 L． lactis subsp． lactis および subsp． cremorisのプ

ラスミドを研究対象としてきた 52， 79， 81）。各々のプラス

ミドは宿主細胞の増殖と同調して，あるいは無関係に一

定のコピー数を自己複製し，通常正確に次世代の細胞に

分配される（Fig． 1）。 　　
L． lactisのプラスミドのうち，最初にクローニング

され，全配列が決定されたのは，ローリングサークル

（RC）型で複製する小型のプラスミド pWVO1と pSH71

である 22， 56）。これらのプラスミドは Escherichia coli（E． 

coli），Bacillus subtilis（B． subtilis） を宿主としても複

製できる広宿主域プラスミドで，現在汎用している L． 

lactisベクターの基礎となっている。しかしその後の研

究から，L． lactisに広く分布するほとんどのプラスミド

は，pWVO2および pCI305に代表されるθ -複製型プラ

スミドであることが明らかとなった 45）。現在までに L． 

lactisで RC型プラスミドを 2種類以上保有する菌株は

報告されておらず，L． lactisに内在する RC型プラスミ

ドは全て pWVO1-typeファミリーに属することが示唆さ

れている 80）。pWVO2ファミリーに属するθ -プラスミ

ドは宿主域が狭く，安定で，80 –100 kb程度の大型のプ

ラスミドも報告されている。L． lactisのθ -プラスミド

の特徴として，乳発酵に必要不可欠な表現形質をコード

することが上げられる。現在迄に，ラクトース資化，プ

ロティナーゼ活性，クエン酸取込み，ファージ耐性，バ

クテリオシン生産，粘性物質生産などの形質に関与する

プラスミドが確認されている 20， 76）。L． lactis の内在プラ

スミドの種類や組合せは菌株ごとに異なり，菌株特異的

な表現型を決定している。L． lactisの分離源は乳製品，

生乳，漬物，生草など多岐にわたり，プラスミド構成を

変えながら生育環境に適応していると考えられる。中に

は細胞内に 10種類程度のプラスミドを保有する株も多

く，未知機能の発見・解明が期待されている。

 プラスミド研究ではプラスミド除去株と野生株の表

現型比較を解析の端緒とすることも多く，複製が安定

で，既存の方法では除去することが難しいプラスミドの

解析は遅れている。従来プラスミド除去株の作出には，

アクリジン色素等の変異剤添加培地での継代培養，高温

培養，プロトプラスト形成，およびそれらの組合せ法が

用いられている 25， 31， 32， 60， 85）。これらの方法では，比較

的不安定なプラスミドが先に消失してしまうため，研究

に都合の良いプラスミド除去株を，任意に作出すること

ができなかった。また先に述べたように，乳酸菌細胞内

のプラスミドの種類や組合せを変えることで，親株とは

性質の違う菌株を新しく作出することができる。した

がってプラスミド変異株を発酵スターターとして使う

と，発酵製品の味や風味の改善が期待できる。しかし従

来法では，通常発酵に必須な大型のプラスミドから除去

されることから，発酵産業に利用可能な実用菌株の改良

方法としての適用は難しかった。さらに，変異剤は菌の

遺伝子にランダムに作用するため，菌の生育や，発酵性

能に関与する他の有用な遺伝子群の変異も同時に誘起す

るほか，有害な遺伝変異が被検菌に導入される可能性も

否定できない。そのため，プラスミド除去に汎用されて

いる従来法は，食品の発酵に利用するための菌株の改良

には，安全面の点でも不向きであった。
Fig. 1.　Theta- replicating (θ-) and rolling circle replicating 

(RC-) plasmids in Lactococcus lactis.
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同一の細菌細胞内に，近縁の 2種類以上のプラスミド

が安定に共存できない性質は，「プラスミドの不和合性」

として知られ，良く研究されている 4， 12， 21， 65）。L． lactis の

θ -型プラスミドの場合，プラスミドの増幅を制御して

いる複製領域のうち，プラスミドの分配やコピー数など

を決めている一部の遺伝子配列（不和合性決定配列）が

一致すると，それらのプラスミドは不和合性となり，同

一細胞内に安定して共存し続けることはできない 4， 65）。

そこで第 1章ではプラスミド解析の効率化を目指し，
L． lactis細胞内に複数種類内在しているθ -プラスミド

のうち任意の 1種類を，不和合性を利用して選択的に除

去する方法を開発した。この方法の最大の利点は，目的

とするプラスミドの除去に際して，内在する他のプラス

ミド構成に影響しないことであり，発酵食品の製造に用

いるスターター乳酸菌の育種法としても応用が可能であ

る。そこで第 2章では本法を用いたスターター乳酸菌株

の実際の育種例について記述した。続いて第 3章では，
L． lactisに内在する 8.7 kb のプラスミドを，選択的に除

去することで高頻度に出現する発酵遅延変異株を試験に

用い，除去したプラスミドの機能解析を行った結果につ

いて詳述する。得られた発酵遅延変異株では，乳資化性

遺伝子群の転写活性が著しく低下していた。乳酸菌にお

ける菌株特異性には，保有遺伝子の構成や，配列のバリ

エーションに加えて，保有遺伝子の発現強度も大きく影

響すると考えられている。本研究で除去した 8.7 kb の

プラスミドには，宿主 DNAのメチル化配列を決定する

因子がコードされていた。DNAのメチル化状態が，転

写活性に影響することは周知の事実である 11）。それゆ

え本研究で作出した変異株が，DNAメチル化と菌株特

異性との関連を解析するモデル菌株になるのではないか

と期待している。本章では，プラスミド除去株で発現抑

制を受けている遺伝子群を明らかにするとともに，発酵

遅延の原因について考察した。

第 1 章　乳製品のスターター（Lactococcus lactis 

subsp.）に内在するプラスミドの選択的
除去法の開発

緒　　言

乳業用乳酸菌 Lactococcus lactis （L． lactis）は，細胞内

に通常複数のプラスミドを保有しており，発酵特性を支

配している遺伝子群をコードしている場合が多い（Fig． 

1）。緒論で述べた通り，L． lactisに広く分布するほとん

どのプラスミドは，pWVO2-typeのθ -複製型プラスミ

ドである 45）。また Seegersらは，プラスミド複製領域の

DNA配列を認識するプローブを用いてサザン解析を行

い，1）L． lactisから分離されるプラスミドの大多数は，

pWVO2-typeのプラスミドファミリーであること，2）

多くの L． lactis菌株は細胞内に，複数の pWVO2-typeプ

ラスミドを保有することを示している 80）。pWVO2-type

プラスミドは，複製に際してシスに働く DNA配列，

すなわち複製起点（ori）と，トランスに働き，ori配列

に特異的に結合してプラスミドの複製開始に働く複製

開始因子（RepB）を必要とする 33）。通常 oriの 3’側に

隣接して RepB遺伝子（repB）がコードされている。

pWVO2-typeの oriの構造については，Kiewietらが詳し

く研究し 45），保存性が高く，アデニンおよびチミン残

基に富む AT-rich box，続いて 22-bpの配列が 3.5回繰り

返される 22-bp repeat（イテロン），および 2セットの

インバーテッドリピート配列（IR1，IR2）を oriに特徴

的な DNA配列として報告している。イテロンをコード

するプラスミド複製領域の詳細な構造と複製メカニズム

は，大腸菌の F因子や P1，Pseudomonas 由来の pPS10

などのプラスミドで研究が先行し，不和合性を決定する
oriの DNA配列をはじめ，複製開始に必要な複製開始

因子の 2量化や，oriとの結合に関与するアミノ酸配列

とモチーフなどが特定されている 12， 21， 65）。

pWVO2-typeファミリーに属するプラスミドの複製領

域は，互いに高い相同性を示す 34， 45， 80）。L． lactisの細

胞内に，同じファミリーに属し，相同性の高い複製モ

ジュールを含む多数のプラスミドが不和合性を示さず，

なぜ安定に共存するのかという疑問を解明するために，

pWVO2-typeプラスミドの複製領域の構造が詳しく研究

されてきた 29， 33， 37， 80）。SeegersらおよびGravesenらは，
L． lactisθ -プラスミドおよび，P1プラスミドなどイ

テロンをコードする既知のプラスミドの oriを比較し，

pWVO2-typeプラスミドでは，ori内の 22-bp repeatと，

22-bp repeatに重なる IR1の配列が不和合性に関与して

いると結論した 34， 80）。また RepBについても，既知複製

因子との相同性やモチーフ解析から，oriとの特異的結

合や不和合性に関与するアミノ酸配列を推定している
26， 34）。

L． lactis は，様々な分離源から得られ，環境に適応し

たプラスミド構成を持つ。したがってその機能が特定さ

れていないプラスミドも多く残されている。プラスミド

の機能解析においては，通常まずプラスミド除去株を作

出し，除去株の表現形質と親株の表現形質を比較して研

究の端緒とする。従って，対象とするプラスミドを選択
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的に除去することができれば，プラスミド上の遺伝子機

能や，関係する表現形質を効率良く推定することができ

る。また発酵の種菌（発酵スターター）として不可欠な

プラスミドの保有状態を変えず，不必要なプラスミドを

選択的に除去することができれば，スターターの改良に

も便利である。しかし緒論で述べた通り，汎用されてい

るプラスミド除去法では，除去するプラスミドを選べな

い。　　

外来プラスミドの導入によって，内在している近縁の

プラスミドが不和合性となり選択的に除去される現象

は，良く知られている 12， 65）。近年 L． lactisに広く分布

する pWVO2-typeプラスミドの複製領域の構造について

多くの知見が集積されており，oriおよび repB配列のう

ち，不和合性やコピー数を決定する可変配列と RepB構

造の維持に必要な保存配列を推定できる。そこで，第 1

章では，効率的な L． lactisプラスミド研究と，発酵ス

ターターの改良を目的とし，不和合性を利用したプラス

ミド除去法を検討した。

これまで不和合性な競合プラスミドをキュアリングに

用いている例は多くあるが，競合プラスミドの作成に

は，目的プラスミドのレプリコンが用いられている。こ

の点を改良すべく，著者は，pWVO2-typeプラスミド複

製領域の可変配列を効率よく増幅しうるプライマーペア

を設計するとともに，保存配列を含むベクターを作成し

た。またそれらを用いて競合プラスミドを in vitroで合

成し，L． lactisθ－プラスミドを選択的に除去する方法

を開発した。本法は，競合プラスミドの作成に際して，

目的プラスミドの抽出や，シークエンスによる複製領域

の解析を必要とせず，PCRで複製領域の可変配列を増

幅できれば，L． lactisで複製可能な競合プラスミドを作

成できる点が簡便であり新規である。さらに本法は変異

剤等を用いないことから，発酵に不都合な遺伝変異や，

不可欠なプラスミドの脱落が起こりにくいと考えられる

ため，発酵産業に利用可能な実用菌株の改良にも利用で

きる。
Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis DRC1

は，5種類のプラスミドを保有し，L． lactisのプラスミ

ド抽出に汎用されるマッケイらの方法で再現性良くトー

タルプラスミドが得られた。また以前，畜産試験場の藤

田らは，L． lactis DRC1の全プラスミドを除去し，プラ

スミドフリー株 L． lactis DRC1021を育種している 30， 97）。

そこで，［不和合性を利用したプラスミドの除去］シス

テムの構築に用いるθ－プラスミドの供与菌として，
L． lactis DRC1を，維持するための宿主として L． lactis 

DRC1021を用いることとした。

第 1節　L． lactis θ - 複製型プラスミドの複製単
位（ori-repB）の取得

１．材料および方法

菌株およびプラスミド

本研究で使用した微生物およびプラスミドは Table 1に

まとめた。Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis 

DRC1は，National Institute for Research in Dairying （現

在 Agricultural and Food Research Council （AFRC） of 

the Institute of Food Research， Shinfield， UK）から 20

年以上前に分譲された。L． lactis DRC1021は，L． lactis 

DRC1の全プラスミドを除去したプラスミドフリー株

で，藤田らが作出した 97）。Escherichia coli XL1-Blueは，

プラスミドベクターおよび組換えプラスミドの宿主と

して用いた。プラスミドベクター pBluescript IIは，遺

伝子クローニングおよび E． coli – L． lactisシャトルベク

ターの作成に用いた。XL1-BlueとpBluescript II KS+ は，

Stratagene Cloning Systems（La Jolla， CA， USA）から

購入した。

培地と培養条件

L． lactis の培養には TYG培地（1% トリプトン，0.5% 

酵母エキス，0.5% 塩化ナトリウム，1% グルコース，1% 

コハク酸ナトリウム；pH 6.8），TYL培地（1% トリプト

ン，0.5% 酵母エキス，0.5% 塩化ナトリウム，1% ラクトー

ス，1% コハク酸ナトリウム；pH 6.8）または 10%スキ

ムミルク培地 を用い，30℃で静置培養した。E． coliは，

LB培地を用いて 37℃で震盪培養した。菌株を繰り返し

て継代培養する場合には，培養液を 0.1% 接種した。ま

た平板培養には，各々の培地に 1.5%アガーを添加した

培地を用いた。TYG培地，TYL培地および LB培地は

121℃で 15分間， 10%スキムミルク培地は 110℃で 10分

間，それぞれオートクレーブで滅菌し，培養に用いた。

プラスミドの調製と組換えプラスミドの作成

E． coli XL1-Blueプラスミド DNA の抽出は，Molecu-

lar Cloning: a laboratory manual second edition の 記 述

に従って行った 77）。L． lactisプラスミド DNA の抽出

は， Anderson and McKay（1983）の方法で行った 3）。
L． lactisからプラスミド DNAを抽出する際には，10 

mM DL-スレオニンを添加した TYG培地（TYGリシス

培地）で一晩培養後，定常期の細胞を集菌して用いた。

抽出した DNA画分には，最終濃度が 1 mg/mlになるよ
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うに RibonucleaseA （RNase A）を添加し，37℃で 30分

間インキュベートし，RNAを分解した。RNase A処理

後，フェノール：クロロホルム（1：1）を等量加えて

処理し，エタノール沈澱法でプラスミド DNAを精製し

た。プラスミド DNAの制限分解，末端平滑化反応（ブ

ランチング），ライゲーション反応には，各種制限酵素

（Toyobo， Osaka， Japan），DNA Blunting Kit （Takara， 

Otsu， Japan），Ligation Kit ver． II （Takara）を添付の使

用説明書に従って用いた。

プラスミドおよびDNAフラグメントのアガロースゲル

電気泳動

L． lactisから抽出したトータルプラスミドおよび制限

酵素で切断した DNAフラグメントは，0.8%または 1% 

LO3-アガロース（Takara）で調製した 52 mm （W） × 

60 mm （L） ゲル，あるいは 107 mm （W） × 60 mm （L） 

ゲルを用い，Mupid-2 （Advance， Tokyo， Japan）を使

用して泳動し，分画した。電気泳動バッファーには，

1 × TBEバッファー（89 mM トリス－ホウ酸，2.5 mM 

EDTA，pH 8.3）を用い，100 Vで30分～1時間泳動した。

Table 1.　L. lactis Strains and Plasmids

Strains and Plasmids Properties References or sources

Strains

Lactococcus lactis ssp. lactis

DRC1 Wild type Swartling (1951); 

Colling and Harrey (1962)

NIAI N7 Wild type Lab. collection     

527 Wild type Lab. collection     

Lactococcus lactis ssp. cremoris 

NIAI712 Wild type Lab. collection

IL1403 Plasmid-free derivative of IL594 Chopin et al., (1984)

DRC1021 Plasmid-free derivative of DRC1 Fujita et al., (1999)   

DRC1121 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study

DRC1521 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1B This study

Escherichia coli

XL1-Blue

Plasmids

pGKV21 E. coli, B. subtilis, L. lactis shuttle  

vector, EmR, CmR van der Vossen et al., (1985)

pDR1-1 7.4 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study

pDR1-1B 7.3 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study 

pDB1 Receptor vector, a partial replicon of 

 pDR1-1B with an EmR gene cloned into 

pBluescriptII, ApR, EmR This study

pCV(x) Part of optional θ-replicon including   

incompatibility determinant cloned 

into pDB1, EmR This study

pBLs1 pDR1-1 cloned into the SalI site of 

pBluescriptII, ApR This study

pBLb1 pDR1-1B cloned into the HincII site of 

pBluescriptII, ApR This study

pBluescriptII E. coli cloning vector, ApR

p8Em1 pUC118 containing pAMβ1 EmR gene Ito et al., (1992)

EmR, resistance to erythromycin;  ApR, resistance to ampicillin
Lab. collection, National Institute of Livestock and Grassland Science collection
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泳動終了後のアガロースゲルは，エチジウムブロマイド

で染色後，紫外線ランプ照射下で観察した。アガロース

ゲル電気泳動で分画したプラスミドおよび DNAフラグ

メントの抽出と精製には，QIAquick Gel Extraction Kit 

（Qiagen， Chatsworth， CA， USA）を用いた。

形質転換

1）大腸菌の形質転換

E． coli XL1-Blueの形質転換は，Molecular Cloning: a 

laboratory manual second editionの記述に従って行っ

た 77）。形質転換体は 50 mg/mlのアンピシリンナトリウ

ム（Ap）を添加した LB寒天プレートで選択した。また

組換えプラスミド保有菌は，Apに加えて，IPTG（0.5 

mM）と X-Gal（100 mg/ml）を添加した LB寒天レート

で選択した。 

2 ）選択マーカーを有するプラスミドベクターまたは組

換えプラスミドによる L． lactisの形質転換

E． coli - L． lactis シャトルベクター pGKV21（エリス

ロマイシン耐性；EmR，クロラムフェニコール耐性；

CmR）および EmRフラグメントを有する組換えプラス

ミドによる L． lactisの形質転換は，Bio-Rad gene pulser 

（Bio-Rad Laboratories， Richmond， CA， USA） を 使 用

し，Holo and Nesの記述に従って，エレクトロポレー

ション法で行った 38）。すなわち，あらかじめ氷冷した

2 mm gap のエレクトロポレーションキュベットに，プ

ラスミド DNA（10 ng）と 40 ml のコンピテントセルを

混合して入れ，25 mF， 200 Ω and 2.5 kVのシングルパ

ルスに暴露しプラスミドを導入した。パルス暴露直後

に 1 mlの SGM17培地（GM17 （Difco， Detroit， USA）

containing 1% glucose， 20% sucrose）をキュベットに添

加し，30℃で 1.5時間復帰培養した。培養後，100 ml 

あるいは 10 mlの培養液をエリスロマイシン（Em）

（5 mg/ml）添加 SRアガープレート （1% tryptone， 0.5% 

yeast extract， 1% glucose， 20% sucrose， 2.5% gelatin， 2.5 

mM MgCl2， 2.5 mM CaCl2 and 1.5% agar，; pH 6.8） に塗

布し，30℃で 1晩～ 3日間静置培養し，Em耐性を指標

に形質転換体を分離した。

3 ）野生型プラスミドによる L． lactisの形質転換

プラスミド内に，EmRなどの選択マーカー遺伝子

の配列を含まない非組換え L． lactisプラスミド（wild 

type plasmid）を用いた形質転換体の取得には，pGKV21

（EmR）をインジケータープラスミドとして用いた 16， 51）。

方法の概略は Fig． 2に示した。すなわち，Bio-Rad社製

のエレクトロポレーションキュベットに，L． lactisプラ

スミド画分（100 ng），pGKV21（10 ng）および 40 ml 

のコンピテントセルを混合して入れ，2）と同条件のシ

ングルパルスに暴露し，プラスミドを導入した。形質転

換体は，まず Em添加 SR寒天プレートで培養し，EmR

コロニーを単離した。次に単離した各々の EmR菌株か

らプラスミドを抽出してアガロース電気泳動でプラスミ

ドプロフィールを比較し，pGKV21の他に，同時に導入

した L． lactisプラスミドを保有する菌を探査した。分離

した菌株を TYG培地に植菌し，39℃で連続して継代培

養することで，内在する pGKV21を除去した。

DNA配列解析

供試した L． lactisプラスミドを適当な制限酵素で切

断し，pBluescript IIのマルチクローニングサイトにク

ローニングした。次に Deletion Kit for Kilo Sequencing 

（Takara）を用いてデリーションクローンを作成し，

シークエンスのテンプレートとして用いた。Taq dye-

primer cycle sequencing kitとM13 universal dye primer

（Perkin Elmer）を用いてシークエンス反応し，Applied 

Biosystems 373A automated DNA sequencer （Applied 

Fig. 2.　Isolation of variants containing an indicator pGKV21 
and wild type plasmids.
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Biosystems， Foster City， CA， USA）を用いて配列デー

タを得た。配列データは Genetyx-Mac ver.9.0.1を用い

て解析した。ORF解析および相同性解析には，BLAST 

または FASTA 解析を用いた 2， 69）。

2 ．結果

θ－型プラスミド pDR1-1 および pDR1-1B の単離

L． lactis DRC1からトータルプラスミドを抽出し，0.8%

アガロースゲル電気泳動でプラスミドプロフィールを調

べた（Fig． 3）。L． lactis DRC1のプラスミドは，以前藤

田らが研究し，クエン酸透過性プラスミド（pDR-Cit : 8.3 

kb），乳糖およびカゼイン資化性プラスミド（pDR-Lac: 

50 kb），バクテリオシン生産性プラスミド（約 60 kb; 本

研究で用いた電気泳動の条件では泳動されなかった。）

を同定しているが，最も分子量の小さい多コピープラ

スミド pDR1-1の機能は報告されていない 97）。乳糖資化

性遺伝子群の構成遺伝子 lacG （phospho-b-galactosidase 

gene），citP （citrate permease gene） を認識するプロー

ブを用いてサザン解析を行い確認した所，約 50 kbのプ

ラスミドバンドが lacG-プローブで，約 8 kbのバンド

が citP-プローブで認識された（Fig． 3）。
L． lactis DRC1のトータルプラスミドと，インジケー

タープラスミド（pGKV21）を 10 : 1の比率で混合し，

プラスミドフリー株 L． lactis DRC1021に導入し，L． 

lactis DRC1由来の wild typeプラスミドを 1個以上保有

する形質転換体 9株（DRC1121～ DRC1921）を得た。

そのうち DRC1121と DRC1521には，共に pDR1-1に相

当するプラスミドが導入されていた。しかし制限酵素処

理の結果，DRC1121には SacIで切断される約 7.5 kbの

プラスミドの導入，DRC1521には Bam HIで切断され

る約 7.5 kbのプラスミドの導入が確認された。このこ

とは，アガロースゲル電気泳動で，pDR1-1とされてい

たプラスミドバンドは，少なくとも 2種類のプラスミド

を含んでいたことを示唆している。そこで，SacIで切

断されるプラスミドを pDR1-1，BamHIで切断されるプ

ラスミドを pDR1-1Bと名付けた。

塩基配列分析

L． lactis DRC1 の wild type plasmid pDR1-1 お よ び

pDR1-1Bは HincIIで 1箇所切断された。そこで pBlue-

script IIの SalIサイトに両プラスミドをクローニング

し，pBLs1および pBLb1を作成した。pBLs1および

pBLb1のデリーションクローンをシークエンスし，両

プラスミドの全配列を決定した（Fig． 4）。その結果，

pDR1-1と pDR1-1Bの大きさはそれぞれ 7412 bp およ

び 7344 bpで，その GC含量はどちらも 33.7%だった。

またその制限酵素地図は，一部の領域を除いて一致し

ていた。オープンリーディングフレーム（ORF）解析

の結果，両プラスミド共に 6個の ORFが見つかった。

pDR1-1および pDR1-1Bの ORFの大きさと相同性解析

の結果を Table 2に示した。pDR1-1， pDR1-1B両プラス

ミドにおいて，第 1番目の ORFは，L． lactis に広く分

布しているθ -複製型プラスミドの複製開始因子遺伝

子（repB）と高い相同性があった。repBの開始コドン

の 10 - 15 bp上流にはリボソーム結合部位（RBS），77 ~ 

104 bp上流にはプロモーター配列（-10，-35）が存在し，

113 – 188 bp上流には，22-bpフラグメントの 3.5回繰

返し配列（22-bp repeat），さらに上流に保存性が高く，

AT塩基に富んだ配列（AT-rich Box）を含むθ -プラス

ミドの複製起点（ori）が存在した。通常 L． lactisのθ -

プラスミドでは，repB配列直後に，プロモーター配列

の無い 1ないし 2つの ORFが隣接し，repBと共に複製

領域を形成している 79， 80）。

pDR1-1および pDR1-1Bにおいても，repB直下に L． 

lactis プラスミド pCIS3で最初に報告された orfX，さら

に下流に type I 制限・修飾システムの認識サブユニット

遺伝子（hsdS）と相同性の高い ORFが隣接していた 29， 

79）。また orfXおよび hsdS上流にはプロモーター配列が

存在しないことから，repB-orfX-hsdSはオペロンを形成

し，repB上流のプロモーターによって転写されること

Fig. 3. Plasmid profile of L. lactis DRC1.
 Southern hybridization showed that pDR-Lac contained lac 

genes, pDR-Cit contained citP gene.
 C. C. indicates closed circular plasmid. 
 O. C. indicates open circular plasmid. 
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が示唆された（Fig． 4）。pDR1-1の repB，orfX，hsdS は

それぞれ 423アミノ酸残基，214アミノ酸残基，414ア

ミノ酸残基をコードしていた。また pDR1-1Bの repB，
orfX，hsdS はそれぞれ 386アミノ酸残基，211アミノ酸

残基，414アミノ酸残基をコードしていた。pDR1-1お

よび pDR1-1Bの repB-orfX-hsdS 領域（各々約 3.4 kb，3.3 

kb）の配列は 77.4%一致した。一方 repB-orfX-hsdS以外

の配列は，95%以上一致した。一致領域に含まれる 3つ

の ORFのうち，ORF519と ORF567は，他の乳酸菌で

報告されている integrase / recombinase（int / rec）と

高い相同性があった 1， 17， 18， 26）。一方 ORF828の機能は報

告されていない。

pDR1-1および pDR1-1Bの複製単位（ori-repB）の遺

伝子配列を，DDBJデータバンクの既知配列と比較解

析したところ，pDR1-1の複製単位は新規であったが，

pDR1-1B の複製単位は Lactococcus lactis subsp． lactis 

UC317の pCI305，および L． lactis subsp． lactis DPC721

の pAH33，さらに L． lactis subsp． cremoris UC509.9の

pCIS3で既に報告されている配列と一致した（Fig． 5）

29， 37， 67， 79）。この結果は，pDR1-1Bの複製単位をコードす

る野生型プラスミドが，Lactococcus属乳酸菌に広く分

布していることを示唆する。本研究で解析した pDR1-1

および pDR1-1Bの全配列は，DDBJに登録した。ア

クセッションナンバーは AB079381（pDR1-1）および

AB079380（pDR1-1B）である。

3 ．考察　

本研究では，L． lactis に広く分布しているθ -プラス

ミドを選択的に除去するために，θ -プラスミドの複製

単位を in vitroで再構築し，不和合性プラスミドを作成

することを計画した。任意の L． lactisθ -プラスミドに

対する不和合性プラスミドの作成に際しては，1） 複製

単位の再構築に共通して用いることのできるプラスミド

ベクターの作成，2）任意の L． lactisθ -プラスミドの

不和合性配列を増幅しうる PCRプライマーペアの設計

が必要である。

θ－複製型プラスミドの供与菌としては，研究室保

存 株 Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis 

DRC1を用いた。L． lactis DRC1の 3種類のプラスミド

の機能は既に特定されているが，最も分子量の小さい

多コピープラスミド pDR1-1の機能は明らかにされてい

ない。またサザン解析によって，pDR1-1は，L． lactis 

DRC1のクエン酸透過性プラスミドの repBと相同性の

ある配列を含むことが示されている（未発表）。そこで，

pDR1-1が多コピーで複製しうるθ－型の複製領域（ori 

+ repB）を含むと予想し，目的とするベクター構築のた

めの素材とした。　
L． lactis DRC1全プラスミドをアガロースゲル電気泳

動で分離し，ゲルから抽出・精製した pDR1-1のプラス

ミドバンドは，2つの異なるプラスミド pDR1-1および

pDR1-1Bを含んでいた。pDR1-1と pDR1-1Bの両プラ

Fig. 4.　 Physical and genetic map of plasmid pDR1-1 and 
pDR1-1B in L. lactis DRC1.
Same patterns indicate the same DNA sequences. 

pDR1-1

   　name repB  orfX  hsdS orf591 orf828 orf567

   　gene repB orfX hsdS int / rec unknoun int / rec

   　size (bp) 1,302 699  1,314  591  828 567

pDR1-1B

  　 name repB orfX  hsdS orf591 orf578 orf567

  　 gene repB orfX  hsd int / rec  unknoun int / rec

  　 size (bp) 1,224  633 1,314  591  828 567

  　 similarity to

   　pDR1-1 (%) 68.8% 67.3% 71.5% 100% 100% 100%

Table 2.　ORF encoded by pDR1-1 and pDR1-1B
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スミドは，ori-repB-orfX-hsdS遺伝子クラスターからな

る典型的なθ -型複製モジュールをコードしていた。L． 

lactis θ -型プラスミドの複製モジュール内に頻繁に見

出される hsdS は，Type-I制限／修飾の認識ザブユニッ

ト HsdSをコードしており，プラスミドの複製には関与

しない 29， 79）。HsdSは乳酸菌細胞内で自己と非自己遺伝

子を見分ける役割を担い，バクテリオファージ感染な

ど外来遺伝子の侵入防御に働くプラスミド性因子であ

る 8）。多くのファージとファージの進化に対抗するため

には，認識配列の異なる多くの HsdS種を細胞内に発現

している必要がある。L． lactis の細胞内に複数共存する

θ -型プラスミドの ori-repB-orfX-hsdS配列は，しばしば

相同組換えを起こすことが知られている。その結果，親

プラスミドと異なる不和合性グループに属し，かつ異な

る DNA配列を認識する‘新 HsdS’をコードする組換

えプラスミドを生じさせる 67）。O’Saribanらは，内在プ

ラスミドとは配列の異なる hsdS-コードプラスミドの導

入によって，ファージ抵抗性が高まることを報告してい

る。L． lactis DRC1から分離した双子プラスミド pDR1-1

と pDR1-1Bも，おそらくファージ感染に対抗する進化

Fig. 5.　 Alignment of the RepB of pDR1-1B, pDR1-1 and three lactococcal plasmids.
Amino acid sequences identical to RepB of pDR1-1B are boxed. 
The complete plasmid sequences of pDR1-1, pDR1-1B, pCI305 (Hayes et al. 1991), pAH33 (O’sullivan et al. 2000), and pCIS3 (Seegers et al. 
2000) have been assigned to DDBJ with accession numbers AB079381, AB079380, AF179848, AF207855, and AF153414, respectively.
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の過程で生じたものであろう。FASTAプログラムによ

る相同解析の結果，pDR1-1の ori-repB-orfX-hsdS配列は

新規であったが，pDR1-1Bの同配列は，L． lactis subsp． 
lactis および L． lactis subsp． cremorisのプラスミドで既

に 100%一致した配列が報告されていた。この結果は，

pDR1-1Bと同じ複製単位を有する野生型プラスミドが，
Lactococcus属乳酸菌に広く分布することを示唆する。

もしかすると pDR1-1Bの repB配列の方が系統進化的に

古く，pDR1-1は pDR1-1Bから派生したものかも知れな

い。

本研究で計画したプラスミドベクターの構築と，任

意の L． lactisθ -プラスミドの不和合性配列を増幅でき

る PCRプライマーペアの設計には Lactococcus属乳酸菌

に広く分布するθ -型複製単位の利用が望ましいと考え

た。そこで，pDR1-1Bの複製単位の配列を利用するこ

ととした。

第2節　不和合性誘導プラスミドの作成

1．材料および方法

菌株およびプラスミド

本研究で使用した微生物およびプラスミドは Table 1

にまとめた。pAMb1由来のエリスロマイシン耐性遺伝

子（EmR）とマルチクローニングサイトを含む p8Em1

は，明治乳業の佐々木博士から分譲して頂いた。

培地と培養条件

L． lactis の培養には TYG培地または TYL培地を用

い，30℃で静置培養した。E． coliは，LB培地を用いて

37℃で振とう培養した。また平板培養には，各々の培地

に 1.5%寒天を添加した培地を用いた。培地は 121℃で

15分間オートクレーブして滅菌し，培養に用いた。

プラスミドの調製と組換えプラスミドの作成

E． coliプラスミド DNA および L． lactisプラスミド

DNA の抽出と精製，さらにプラスミド DNAの制限分

解，ブランチング，ライゲーション反応は，第 1章，第

1節に記述した方法で行った。

プラスミドおよびDNAフラグメントのアガロースゲル

電気泳動

プラスミドおよび DNAフラグメントは，1% LO3-ア

ガロースゲル 52 mm （W） × 60 mm （L）あるいは 107 

mm （W） × 60 mm （L）を用い，第 1章，第 1節に記述

した方法で行った。アガロースゲル電気泳動で分画し

たプラスミドおよび DNAフラグメントの抽出と精製に

は，QIAquick Gel Extraction Kitを用いた。

形質転換

1）大腸菌の形質転換

プラスミドベクターの作成および増幅には，宿主と

して E． coli XL1-Blueを用いた。形質転換は，第 1章，

第 1節に記述した方法で行った。ベクターを保有する形

質転換体は Ap （50 mg/ml） と Em （500 mg/ml）を添加

した LBアガー培地で選択し，継代培養および保存には

Ap添加 LB培地を用いた。

2 ）L． lactisの形質転換

L． lactisの形質転換は，第 1章，第 1節に記述した方

法で行った。EmR遺伝子を有する組換えプラスミドに

よる L． lactisの形質転換では，10 ngの組換えプラスミ

ド DNAを用いて第 1章，第 1節に記述した方法で行っ

た。不和合性誘導プラスミドの導入には，精製したプラ

スミド DNAを 10 ngあるいは 100 ng用いた。

Polymerase chain reaction（PCR）

PCRには，Perkin-Elmer社（Wellsley， MA， USA）製

の GeneAmp PCR System 2400 と，KOD-plus DNA poly-

merase（Toyobo）を用いて，20 mlあるいは 50 ml容量

の反応液で PCR反応を行った。テンプレートには DNA

を 1 ng/ml程度に希釈し，2 ml用いた。pDR1-1Bの複

製配列上の，PCRプライマーの認識部位および増幅フ

ラグメントの名称を Fig． 6に図示した。

pDR1-1Bの ori配列の上流部分を含むフラグメントを

（FUb1），および pDR1-1Bの repBの下流部分を含むフ

ラグメントを（FDb1）と名付け，FUb1と FDb1を増幅

できる PCRプライマーを設計した。その増幅条件は，

ヒートショック 94℃で 2分間保持，続いて 1）変性，

94℃で 15秒，2）アニーリング 53℃で 30秒，3）伸長

68℃で 45秒，1）～ 3） の反応を 40サイクル行い，最

後に 68℃で 7分間保持した。これまでに報告されてい

る L． lactis θ -プラスミドの複製領域との DNA配列の

比較から，FUb1はθ -型複製単位の 5’側不変配列，す

なわち AT-rich Boxを含むように設計した。また FDb1

は，repBの 3’領域を含むように設計した（Fig． 6）。

pDR1-1Bの ori配列の 22-bp repeat，IR1，および repB

の上流部分を含む可変領域（variable fragment）すなわ

ち「pDR1-1B不和合性決定配列」を VFと名付けた。

VFを増幅し，FUb1と FDb1間に結合できる PCRプラ
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イマーを設計した（Fig． 6）。VFの増幅条件は，ヒート

ショック 94℃で 2分間保持，続いて 1）変性，94℃で

15秒，2）アニーリング 45℃で 30秒，3）伸長 68℃で 2

分，1）～ 3） の反応を 40サイクル行い，最後に 68℃で

7分間保持した。PCR反応後の増幅産物はすべて PCR 

purification Kit （Takara） で精製した。

2 ．結果

pDR1-1B の複製単位を再構成するためのスキームとプ

ライマーの設計

pDR1-1Bの複製単位は，ori配列および 386アミノ酸

残基をコードする repBからなる。pDR1-1Bの複製単位

を in vitroで再構成するためのスキームと，複製単位の

部分配列を増幅しうるプライマーの位置を，Fig． 6に

示した。L． lactis θ -プラスミドの複製単位における，

5’側共通配列（FUb1）を増幅するために，pDR1-1Bの

複製起点上流を認識するフォワードプライマー Pc1，

AT-rich-boxを認識するリバースプライマー Pc2を設

計した。3’側共通配列（FDb1）を増幅するために，

pDR1-1Bの repB内部配列を認識するフォワードプライ

マー Pc5，repBを認識するリバースプライマー Pc6を

設計した。さらに pDR1-1Bの不和合性決定配列を増幅

するために，AT-rich-boxを認識するフォワードプライ

マー Pv3，repB内部配列を認識するリバースプライマー

Pv4，を設計した（Fig． 6）。設計したプライマーの配列

と，予想される増幅産物の大きさを Table 3に示した。

緒言でも言及したが，これまでに配列が決定され，

データベースに登録されている L． lactis θ -プラスミド

の ori配列の比較から，L． lactis θ -プラスミドの不和

合性は，22-bp repeat と IR1の配列によって決定される

ことが示唆されている 28， 33）。Fig． 7には，pDR1-1Bの
ori配列と，プライマー Pc2と Pv3の位置，および DNA

配列を示した。図中の四角で囲った AT-rich-boxは，特

に保存性の高い配列であることから，この部分を認識す

るフォワードプライマー Pv3とリバースプライマー Pc2

を図の様に設計した。Pc1 – Pc2で増幅される FUb1を

市販ベクター pBluescript IIに組込むために，Pc1配列

内に BanIIIサイトを，Pc2配列内に EcoRIサイトを作っ

た。また Pv3 – Pv4で増幅される pDR1-1Bの不和合性

決定配列と結合するために， Pc2配列内に NruIサイト

を作った。Fig． 8には，pDR1-1Bの repBと推定アミノ

酸配列，およびプライマー Pv4，Pc5，Pc6の位置とそ

の DNA配列を示した。L． lactis θ -プラスミドの RepB

は，E． coli， B． subtilis，で報告されたθ -型プラスミド

の複製因子と比較され，プラスミドの複製開始に働く 2

量化，コピー数制御，ori特異的 DNA結合活性に関与

するアミノ酸配列が特定されている 12， 26）。Fig． 8では

それぞれを実線，二重線，太線で示した。図中の点線で

示した部分は，特に保存性の高い配列であることから，

この部分を認識するリバースプライマー Pv4とフォワー

ドプライマー Pc5を図の様に設計した。Pc5 – Pc6で増

幅される FDb1を pBluescript IIに組込むために，Pc5

配列内に PstIサイトを作った。また Pv3 – Pv4の増幅断

片と結合するために，Pv4および Pc5配列内に XhoIサ

イトを作った（Fig． 8）。

ベクターの構築

pBlb1をテンプレートとして PCR反応を行い，455 bp 

の FUb1と，466 bpの FDb1を得た。FUb1を BanIIIお

よび EcoRIで，FDb1を PstIと XbaIでそれぞれ制限分

解し，pBluescript IIの BanIII - EcoRI サイトおよび PstI 

- XbaIサイトにクローニングした。またその SacIサイ

トに， p8Em1を SacI分解して得た EmRフラグメントを

クローニングし，pDB1と名付けた（Fig． 9）。プラスミ

ドベクター pDB1は，pBluescript II由来の oriを有する

ので E． coliを宿主として増幅できるが，pDR1-1Bの複

製単位から，oriと repBの一部約 1.1-kbからなる不和合

Fig. 6.　 Genetic organization of the replication module pDR1-
1B and positions of PCR primers to amplify Fub1, 
FDb1, and VF(X). 
Relevant features of the plasmids and noticeable restriction 
sites are indicated. Thin arrows indicate ORFs. The rightward- 
and leftward-pointing thick arrows indicate the relative 
positions of PCR primers Pc1, Pc2, Pv3, Pv4, Pc5, and Pc6. 
The Fub1, FDb1, and VF(X) correspond to the PCR fragments 
resulting from the amplification of Pc1-Pc2, Pc5-Pc6, and 
Pv3-Pv4 primer sets, respectively. The A-T, 22-repeat, IR1 
and IR2 correspond to the A-T rich box, 22 bp direct repeats, 
and two inverted repeats in replication origin, respectively.
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性決定配列を欠失しているため，L． lactisでは複製でき

なかった。

親プラスミド pDR1-1B の複製単位の再構成

pBlb1 をテンプレートとして PCR 反応を行い，

1.1-kbの特異的フラグメントを増幅し，VF5と名付け

た。VF5 を XhoI で制限分解した後， pDB1 の NruI - 

XhoIサイトに結合し，pDR1-1Bに対する不和合性誘導

プラスミド作成し pCV5と名付けた。pCV5は，NruIサ

イトの導入に起因し，AT-リッチボックス内に 1塩基置

換された（Fig． 7）。また XhoIサイトの導入に起因し，
repB内に 3塩基置換された（Fig． 8）。ただし repB内の

Primer Gene target Fragment size (bp)   Sequence

445 bp

Pc1 upstream sequence AACGCTCTAAAAATCGATTTAAGCGA 

of ori * containing a substitution (boldface) generating 

a BanIII site 

Pc2 AT-rich box in ori AAAGAATTCGCGATAAATATATATATAGGC

* containing six substitutions (boldface) generating 

a NruI and an EcoRI site

1,100 bp

Pv3 AT-rich box in ori ATATTATGCATATATATTTTAATCTTTTGTTCTTTTG

* containing four substitutions (boldface) generating 

an EcoT22I site

Pv4 consensus sequence TTTATCCTCGAGCTTGTAGCTGTTATCATCTGC

in repB * containing three substitutions (boldface) generating 

an XhoI site

466 bp

Pc5 consensus sequence CAGCTGCAGGCTCGAGGATAAAGATTATCAATCCGA

in repB * containing five substitutions (boldface) generating 

a PstI site and an XhoI site

Pc6
d o u n s t r e a m 
sequence

CTGGAGAGTATCATCTGCTTCATCAATA

of repB

Table 3.　Oligonucleotide primers and probes used in this study                                    

Fig. 7.　 Replication origin of pDR1-1B.
The -35 and -10 boxes of repB promoter and RBSs are indicated in boldface. AT-rich boxes among the q-replicons 
are boxed. The solid arrows indicate 22-bp direct repeats. The dashed arrows indicate two inverted repeats, IR1 and 
IR2. The PCR primers Pc1 (5’-AACGCTCTAAAAATCGATTTAAGCGA-3’), Pc2, and Pv3 are illustrated at their positions, 
and nucleotide substitutions are indicated in boldface. The red arrow indicates a substitution of one nucleotide in the 
AT-rich box when synthetic replicons were constructed.
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塩基置換はアミノ酸配列には影響しない。

pCV5 の L． lactisにおける複製能の確認

再構成した複製単位を持つ pCV5の L． lactis での複製

能の回復を確かめるために，L． lactis DRC1021にエレ

クトロポレーションで導入し，エリスロマイシン耐性を

指標に形質転換体を 16株取得した。アガロース電気泳

動の結果，全ての形質転換体で 6.1 kbプラスミド pCV5

の導入が確認された。このことは，pDR1-1Bの複製単

位の再構成に際して，AT-リッチボックス内に 1塩基置

換，repB内に 3塩基置換が起こっても，プラスミドの

自立的複製能力が回復したことを示す。

Fig. 8.　RepB of pDR1-1B.
The one-letter code is used for deduced amino acid sequences. The thin line indicates the conserved domain 
of RepB for protein dimerization. The double line indicates the conserved domain for copy number control. The 
thick line indicates the conserved domain for governing ori-specific interactions. The dashed line indicates 
conserved amino acid sequences, which were located from 249 to 272, among lactococcal θ-replicons. 
The PCR primers Pv4, Pc5 and Pc6 (5’-CTGGAGAGTATCATCTGCTTCATCAATA-3’) are illustrated at their 
positions, and nucleotide substitutions are indicated in boldface.
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不和合性誘導プラスミド pCV5 による pDR1-1B の選択

的除去試験

pCV5を L． lactis DRC1に導入し，不和合性プラス

ミド pDR1-1Bの除去を試みた。操作の概要は Fig． 10

に示した。pCV5 の導入には，精製した pCV5-DNAを

10 ngあるいは 100 ng用いた。形質転換頻度は，1 mg 

DNAあたり 2.1 × 103 CFUだった。pDR1-1B非保有菌

の判定は，pDR1-1B の hsdS配列の有無を PCRで確認し

た。TYL-E培地で 5回継代培養して TYL-E寒天培地に

塗布し，出現したコロニーを PCRスクリーニングして

pDR1-1B非保有菌 DRC1 ∆ pDR1-1BERを得た。DRC1 ∆

pDR1-1BERを TYLで 5回継代培養して TYLアガーに展

開し，出現したコロニーのうち，エリスロマイシン感受

性菌 DRC1 ∆ pDR1-1Bを得た。分離した DRC1 ∆ pDR1-

1Bから抽出したトータルプラスミドをアガロースゲル

電気泳動したところ，pCV5に相当するバンドは検出さ

れなかった。

3 ．考察

pDR1-1Bの複製単位の内部配列 1.1 kb（VF5）を増幅

するプライマーペア Pv3 - Pv4と，PCR増幅フラグメン

ト VF5を組込むことで，pDR1-1Bの複製単位を再構築

できるプラスミドベクター pDB1を作出した。VF5を

pDB1に組込んで構築した合成複製単位は，L． lactisで

複製能を回復した。作出した組換えプラスミド pCV5

は，プラスミドフリー株 DRC1021および，形質転換頻

度は著しく低下したものの，親株 L． lactis DRC1で複製

することが確認された。以前の研究でも指摘されている

が，L． lactis DRC1における形質転換頻度の低下は，内

在する野生型プラスミド pDR1-1Bと pCV5との不和合

性が原因であると推定された 65）。PCRスクリーニング

の結果，TYG-E培地で分離直後の形質転換体は，EmR

形質を持ちながらも，pDR1-1Bを保持している。この

ことは，L． lactis DRC1細胞内で，pDR1-1Bと pCV5が

共存することを示唆する。しかし TYG-E培地で継代的

に培養し，pCV5保有株を選択することで，pDR1-1Bは

選択的に細胞内から失われた。

Fig. 9. Schematic illustration of the strategy for the 
construction of pCV(X). 
The antibiotic markers for ampicillin and erythromycin are 
indicated as AmR and EmR respectively. Relevant PCR primer 
sets Pc1-Pc2, Pv3-Pv4, and Pc5-Pc6, with restriction sites 
useful for ligation, are indicated. The vector pDB1 contained 
a sequence of an upstream part (FUb1) and a downstream 
part (FDb1) of pDR1-1B with an erythromycin resistance 
gene. The NruI and XhoI sites of pDB1 indicate VF(X) 
insertion sites. 

Fig. 10.　Strategy for plasmid elimination with pCV(X).
Resident plasmids in L. lactis are indicated by single circles. 
Synthetic replicon pCV(X) is indicated by the double circle.
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本研究で考案した L． lactisθ -プラスミドの選択的除

去システムは，以下の優れた特徴を持つ。1）pDR1-1B

との不和合性を有するプラスミド pCV5を in vitroで構

築できること。2）pCV5を用いて，L． lactis DRC1の他

の内在プラスミドの保有状態を変えずに，pDR1-1Bを

選択的に除去できること。3）選択圧が無い場合 pCV5

は複製が不安定で，Em無添加培地による継代で速やか

に欠失すること。そこで次節では，本システムが任意の
L． lactisθ -プラスミドの除去にも用いることができる

か試験することとした。

第 3節　任意の L． lactis θ - プラスミドの選択的
除去への応用

1．材料と方法

菌株およびプラスミド

試験に供した微生物およびプラスミドは Table 1にま

とめた。L． lactis は全て研究室保有株を用いた。

培地と培養条件

E． coliおよび L． lactis の培養は，第 1章，第 2節に

記述した方法で行った。

プラスミドの調製と組換えプラスミドの作成

E． coliプラスミド DNA および L． lactisプラスミド

DNA の抽出と精製，さらにプラスミド DNAの制限分

解，ブランチング，ライゲーション反応は，第 1章，第

1節に記述した方法で行った。

L． lactisトータルプラスミドのアガロース電気泳動

L． lactisのプラスミドサンプルは，約 1010 個の L． lac-

tis細胞から調製して 20 mlの TE（10 mM Tris-HCl， 1 

mM EDTA； pH 8.0）に溶解し，その全量を 1ウェルで

泳動した。トータルプラスミドの泳動には，0.8% LO3-

アガロースゲル 109 mm （W） × 100 mm （L）を用い，

100 Vで 90分間通電した。電気泳動で分離したプラス

ミドバンドは，エチジウムブロマイドで染色し可視化し

た。

PCRテンプレートの調製

アガロース電気泳動で分離したプラスミドバンドを，

長波長の紫外線照射下でカミソリを用いて切り出し，

QIAquick Gel Extraction Kit（Qiagen）を用いて精製し，

50 mlの滅菌蒸留水に懸濁した。ゲルから 20 kb以上の

プラスミドを抽出する場合には，ゲル溶解液をピペッ

ティングし，大型のプラスミドを物理的に切断してから

処理した。精製したプラスミド溶液 2 mlを PCRのテン

プレートに供した。

形質転換

1）大腸菌の形質転換

不和合性誘導プラスミド pCV（X）による E． coli 

XL1-Blueの形質転換および形質転換体の選択は，第 1

章，第 1節に記述した方法で行った。

2）L． lactisの形質転換

不和合性誘導プラスミド pCV（X）の L． lactisへの

導入は，第 1章，第 2節で記述した pCV5の L． lactis 

DRC1への導入と同じ条件で行った。

PCR

任意の L． lactis θ -プラスミドの不和合性決定配列

は，VFの文字を共通させて名付けた。（VF（X））を得

るために，第 1章，第 2節で記述した pDR1-1Bの不和

合性決定配列（VF5）の増幅と同じ条件で PCRを行っ

た。PCR反応後のサンプルは，1% LO3-アガロースゲル

で電気泳動し，増幅フラグメントが得られた場合には

QIAquick Gel Extraction Kit（Qiagen）を用いて精製し

た。

プラスミド安定性の検定

エリスロマイシン耐性プラスミドを保有する菌株を，

TYG-E培地で 12時間前培養し 0世代とした（T = 0）。

前培養した培養液 10 mlを 10 mlの TYG培地に接種し，

定常期まで培養した（T = 1）。以降，定常状態まで培養

した試験菌を TYG培地に 0.1%接種し，30℃で定常期ま

で静置培養する作業を 10回繰り返した。T = 0および 5

回目（T = 5）と 10回目（T = 10）の培養が終了した培

養液 10 mlを滅菌蒸留水 1 mlで希釈し，TYGアガープ

レートに展開した。30℃ で 24 時間培養し，形成したコ

ロニーをランダムに 100個釣菌し，TYG-Eアガープレー

トにレプリカした。30℃ で 24 時間培養し，増殖したエ

リスロマイシン耐性コロニーを数え，プラスミド保有菌

の割合を算出した。

2 ．結果

任意のθ - プラスミドの不和合性誘導プラスミドの作成

プラスミドを複数保有し，畜産草地研究所で乳発酵に

用いている L． lactis DRC1，527，NIAI712，N7を，試験
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菌株とした。各々の菌株から抽出したトータルプラスミ

ドをアガロース電気泳動で分離し，DNAをエシジウムブ

ロマイド染色で可視化した。ゲルから切り出したプラス

ミドバンドを PCRのテンプレートに用い，不和合性決定

配列 VF（X）を増幅した。得られた約 1.1-kbのインサー

トを XhoIで制限分解した後，pDB1の NruI - XhoIサイ

トに結合し，作成した不和合性誘導プラスミドを E． coli

を宿主として増幅させた。本試験では 8種類の不和合

性誘導プラスミドが得られた。各々のインサート（VF

（X））の増幅に用いたプラスミドバンドは Fig． 11に図

示した。不和合性誘導プラスミドの名称は，pCVを共

通させた。作成した pCV（X）と，テンプレートに用い

た親プラスミド，および菌株名は Table 4にまとめた。

Table 4のプラスミド番号は，Fig． 11のプラスミドバン

ドの番号と一致させた。プラスミドのアガロース電気泳

動では，同じ種類のプラスミドであっても閉環型，開環

型，直線型では移動度が異なり，トータルプラスミドの

電気泳動像は複雑になる。Fig． 11のプラスミド番号と

矢印は，テンプレートに用いたプラスミドバンドのう

ち，閉環状プラスミドを指している。

pCV（X）の複製起点の配列解析

pBluescript IIの T3プロモーター配列を認識する T3

プライマー；5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’を用

いて，8つの pCV（X）のインサートの DNA配列をシー

クエンスで確認した（Fig． 12）。FASTAプログラムによ

る相同性解析の結果，pCV（X）のインサートは全て L． 

lactis θ -プラスミドの複製領域と高い相同性があった。

このことは，pDR1-1Bの不和合性決定配列を増幅する

プライマー Pv3および Pv4が，任意のθ -プラスミドの

複製領域も認識することを示している。図中の赤矢印で

示した塩基は，プライマー Pc2の配列に由来する 1塩

基置換箇所である。

L． lactis における pCV（X）の複製能の確認と形質転

換効率の解析

プラスミドフリー株 L． lactis IL1403は，L． lactis の実

験株として広く世界中で用いられており，厳しい制限・

Table 4.　Origin of pCV (X)

Stain and Plasmid
Plasmid 

size
Properties pCV (X) No. in Fig. 10

L. lactis DRC1

　　　　pDR1-1 7.4kb unknown pCV1 1

　　　　pDR1-1B 7.3kb unknown pCV5 2

　　　　pLac-DRC1 50kb Lac+, prt+ pCV28 3

L. lactis 527

　　　　pLac-527 50kb Lac+, Prt+ pCVL3 4

L. lactis NIAI712

　　　　pAG6 8.7kb unknown pCVm6 5

　　　　pAG3 50kb unknown pCVL1 6

　　　　pLac-Prt 55kb Lac+, Prt+ pCVL10 7

L. lactis N7

　　　　pCit-712 8.3kb Cit+ pCVc8 8

Lac+, lactose utilization activity; Prt+ proteinase activity; Cit+ citrate utilization activity

Fig. 11.　Agarose gel electrophoresis for isolation of L. lactis 
plasmids to make competitors ( pCV(X) )to wild type 
plasmids in parent strains.
Total plasmids from L. lactis subsp. lactis DRC1 (lane 1), L. 
lactis subsp. lactis 527 (lane 2), L. lactis subsp. cremoris 
NIAI712 (lane 3), and L. lactis subsp. lactis N7 (lane 4).
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Fig. 12.　Alignment of the Replication Origins of pDR1-1B and Synthetic Hybrid Replicons.
Sequences identical in all plasmids are indicated by asterisks. AT-rich boxes are boxed. An 
arrow indicated a substitution of one nucleotide in the AT-rich box when synthetic replicons are 
constructed.
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修飾システムを持たないことが報告されている 6）。そこ

で，作成した pCV（X）を L． lactis IL1403に導入し，複

製能を確認した。形質転換効率およびプラスミドの安

定性は Table 5にまとめた。1.2 × 105 ～ 9.8 × 105 の効

率で全ての pCV（X）は L． lactis IL1403に導入され，

TYL-E培地での継代培養では，宿主に安定に保持され

た。アガロース電気泳動の結果，全ての形質転換体で

6.1 kbプラスミド pCV（X）の導入が確認された（Fig． 

13）。これらの結果は，任意の L． lactis θ -プラスミド

の複製単位に由来するインサートを pDB1に組込むこと

で，プラスミドの複製能が回復したことを示唆する。

pCV（X）の導入による不和合性の誘導とプラスミドの

選択的除去

各々の pCV（X）を，インサートの鋳型にしたプラ

スミドを含む親株に導入し（Table 4，Fig． 11），内在

する不和合性プラスミドの除去を試みた。10 ngある

い は 100 ng の pCV1，pCV5， pCV28 を L． lactis DRC1

に，pCVL3 を Lactococcus lactis subsp． lactis 527 に，

pCVm6，pCVL1，pCVL10 を Lactococcus lactis subsp． 
cremoris 712に，pCVc8を Lactococcus lactis subsp． lactis 

biovar diacetylactis N7にエレクトロポレーションで導

入し，エリスロマイシン耐性を指標に選抜したところ，

pCV1，pCV5，pCVm6 および pCVc8 の導入株 DRC1

（including pCV1）ER，DRC1（including pCV5）ER，712（in-

cluding pCVm6）ER，N7（including pCVc8）ERが得られ

た。導入した pCV（X）を選択するために，TYL-E培地

で 5回継代培養して TYL-E寒天培地に展開し，コロニー

を形成させた。pCV1，pCV5の親プラスミド pDR1-1，

pDR1-1B非保有菌の判定は，内在する各 hsdS配列の有

無を PCRで確認した。pCVm6および pCVc8の親プラ

スミド非保有菌の判定は，電気泳動でプラスミドパター

ンを親株と比較した。試験に供した pCV（X）導入株全

てでインサートの鋳型となった親プラスミドの除去株が

得られた。pCV1による pDR1-1の除去，pCVc8による

クエン酸資化性プラスミド pN7-Citの除去は，次章に詳

述した。また pCVm6による機能未知プラスミド pAG6

の除去は第 3章に詳述した。
L． lactis IL1403を宿主に用いた場合，エリスロマイシ

ン無添加培地では，pCV（X）の安定性は低かった（Table 

5）。そこで，得られたプラスミド除去株を TYLで 5回

継代培養し，pCV（X）の除去を試みた。継代培養後

TYL寒天培地に展開してコロニーを形成させ，レプリ

カ法でエリスロマイシン感受性菌を得た。また分離した

エリスロマイシン感受性菌が，pCV（X）を含まないこ

Tested plasmid Transformation efficiency *
 EmR colony
at T = 0 **

EmR colony 
 at T = 5 **

EmR colony        
 at T = 10 **

pCV1 8.1 x 105 100 5  0
pCV5 9.8 x 105 100 13  2
pCV28 7.8 x 105 100 0  0
pCVc8 1.2 x 105 100 0 0
pCVL3 5.0 x 105 100 6 2
pCVL1 3.2 x 105 100 5  0
pCVL10 6.2 x 105 100 12  0
pCVm6 8.3 x 105 100 24 0
EmR, resistance to erythromycin 
T indicates transfer times in TYG
*  number of transformants per microgram of pCV(X) DNA
**  percentage of EmR colonies in the population

Table 5.　Transformation Efficiency and Stability of pCV(X) in IL1403 

Fig. 13.　Agarose gel electrophoresis of synthetic hybrid rep-
licons (pCV(X)).
Plasmid free strain L. lactis IL1403 was used as a host.
C. C. indicates closed circular plasmid. 
O. C. indicates open circular plasmid. 
L. indicates linear plasmid.
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とをアガロースゲル電気泳動および PCRで確認した。

これらの結果は，pDB1および PCRプライマーペア

Pv3-Pv4を利用した不和合性誘導プラスミド pCV（X）

の構築と，pCV（X）を用いたプラスミドの選択的除去

が，任意の L． lactisθ -プラスミドに適応が可能である

ことを示唆している。また，最終的に得られたプラスミ

ド除去株は，組換え遺伝子を含まず，食品加工に利用が

可能であると考えられた。

3 ．考察

Lactococcus lactis subsp． lactis 527 ，Lactococcus lactis 

subsp． lactis biovar diacetylactis DRC1，N7， お よ び
Lactococcus lactis subsp． cremoris NIAI712のプラスミド

から，L． lactis IL1403で複製する 8種類の合成レプリコ

ン（pCV（X））を得た。すなわち，プライマーセット

Pv3 - Pv4によって，任意の L． lactisθ -プラスミドの不

和合性決定配列を PCRで増幅でき，pDB1にクローニ

ングすることで，L． lactisでの複製能を回復することを

確認した。これら in vitroで作成した競合プラスミドを

用いて，L． lactis DRC1，N7，および NIAI712のプラス

ミドを選択的に除去することができ，考案した方法が，
lactisおよび cremorisの両亜種で使用可能であることを

確認した。
L． lactis DRC1のプラスミドからは，3種類の競合プ

ラスミド（pCV1，pCV5および pCV28）を得た。その

うち pCV28に組込んだ VF28は，藤田らがラクトース

資化性プラスミドと同定したプラスミドより得たフラグ

メントである。L． lactis DRC1への pCV5の導入によっ

て，pDR1-1Bは除去されたが，派生株 DRC1 ∆ pDR1-1B

はスキムミルクで生育でき，電気泳動でも 50 kbのラク

トース資化性プラスミドが確認された。Fig． 12で示し

た通り，pCV5の oriと，pCV28の ori配列の違いは，3

塩基であった。したがって，pCV5は，3塩基の違いを

区別し，pDR1-1B特異的に不和合性を誘導 できること

が示唆された。

pCVc8に組込んだ VFc8は，クエン酸資化性プラスミ

ドと同定されている約 8.3 kbのプラスミドより得たフラ

グメントである 97）。pCVc8の ori配列は，pCVL10と一

致した。pCVL10は，L． lactis subsp． cremoris NIAI712

のプラスミドに由来した。現在迄に，cremoris亜種から

CitPプラスミドが分離された報告はなく，実際 L． lactis 

NIAI712はクエン酸を資化しなかった。このことは，
cremoris亜種には CitP遺伝子は存在しないが，複製単

位は組換えによって受継がれ，CitPとは別の機能をコー

ドする，もっと大型の（> 40 kb）プラスミドの複製単

位として利用されていることを示唆する。

本研究で，供試菌株から除去できたプラスミドはいず

れも 10-kb以下の多コピープラスミドで，ラクトース資

化やプロティナーゼ活性に関与する 20-kb以上の大型の

プラスミドの除去には成功しなかった。ラクトース資化

プラスミド等の大型のプラスミドは，概してコピー数が

少ない 83）。考案したシステムでは，除去するプラスミ

ドが多コピーで，細胞内に pCV（X）と親プラスミドが

共存する状態が必要なのかもしれない。また大型のプラ

スミドは，通常分子内に複製領域を 2カ所以上コードし

ている 83）。その場合，in vitroで構築した競合プラスミ

ドで，不和合性によるプラスミド除去を誘導できない可

能性がある。しかしながら，大型でコピー数の少ないプ

ラスミドは，変異剤等を用いる従来法で効率よく除去で

きるため 23， 32），機能解析も進んでいる。一方θ -複製型

で，10-kb以下の多コピープラスミドは複製が安定で，

従来法による除去操作に抵抗し，機能の推定が難しかっ

た。本研究で考案した方法は，従来法では難しいプラス

ミドを効率よく除去できることから，プラスミドの新機

能の発見が期待できる。

考案したシステムでは，プラスミド除去に用いる競合

プラスミドの複製が不安定であるため，最終的に育種さ

れるプラスミド除去株は，細胞内に外来遺伝子を含まな

い。現在食品の加工に，組換え微生物の使用が許可され

ている国は無い。また医療現場では，水平伝搬によって

複数の抗生物質耐性遺伝子を保有する多剤耐性菌の出現

が問題視されている 72）。L． lactisにおいても，抗生物質

の暴露によって，自然耐性菌の出現例が古くから報告さ

れているが 27），有害微生物への耐性遺伝子の水平伝搬

が危惧されることから，食品加工には，耐性菌を用い

るべきではない。従って本法は，食品加工に用いる L． 

lactisのプラスミド育種に適した方法である。第 2章に

は本法を用いた乳加工用乳酸菌の育種例を記述した。

第 2章　プラスミドの選択的除去操作を利用した
乳発酵スターターの育種

緒　　言

Lactococcus lactisが，菌の生育上不可欠なプラスミド

の他に，機能の特定されていない，あるいは明らかに生

育に不必要なプラスミドも多数保有していることは前述

した。プラスミドを保有する様々な微生物において，プ

ラスミドの保有と，細胞増殖速度の関係について多くの
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研究がなされており，プラスミドの複製や，コードして

いる遺伝子産物の発現が宿主細胞の増殖速度を抑制する

例が報告されている 10， 24， 36）。しかし L． lactis野生株に

内在する wild typeプラスミドと，宿主増殖速度との関

係は調べられていない。

本章，第 1節ではまず，L． lactis DRC1に内在し，宿

主の増殖速度を抑制するプラスミドの発見と，その解析

について述べた。次に第 1章に記述した，プラスミドの

選択的除去法を用いたスターターの育種例について述べ

た。スターターの増殖速度の改善は，発酵の効率化に直

結する。そこで，親株 L． lactis DRC1から増殖速度を抑

制するプラスミドを選択的に除去し，増殖速度の早いプ

ラスミド除去株の作出を試験した。

続いて第 2 節では，Lactococcus lactis subsp． lactis 

biovar diacetylactis N7からクエン酸透過酵素（CitP）を

コードする 8.3-kbプラスミドの選択的除去の試みにつ

いて述べた。Lactococcus のうち，ジアセチラクティス

として区別される菌群は，牛乳中に 0.1～ 0.2%含まれる

クエン酸を代謝し，芳香成分ジアセチルを生産する。ジ

アセチルはポップコーンなどの香気成分として好まれ，

添加されたりもするが，発酵乳の香りとしては好まれな

い 94）。しかし，近年 Lactococcus属乳酸菌，特にジアセ

チラクティスの機能性が着目され，機能性ヨーグルト開

発をめざして試験されるようになってきており 46），ク

エン酸透過性プラスミドを除去できれば，ジアセチラク

ティスを用いた機能性ヨーグルトの風味改善をはかるこ

とができると考えられる。ところがクエン酸透過性プラ

スミドは安定で，選択的な除去は困難であるとされてい

る 70）。そこで本章では，第 1章で開発した方法を用い

てジアセチル生成能欠損株の育種を試み，作出したプラ

スミド除去株の乳発酵スターターとしての能力について

考察した。

第 1節　宿主の増殖速度を決定しているプラスミ
ドの発見と増殖速度の速い菌株の育種

１．材料および方法

菌株およびプラスミド

本研究で使用した微生物およびプラスミドは Table 6

にまとめた。DRC1121， および DRC1521の作出手順は

第 1章，第 1節に記述した。DRC121は，DRC1021に

pGKV21をエレクトロポレーションで導入して作出し

た。DRC11は，DRC1121を TYG培地で高温条件（39℃）

のもと連続して培養することで pGKV21除去して派生

させた。pDR1-1のデリーションプラスミド pBE1は，

pDR1-1の EcoRI – BglIIフラグメント（3-kb）と，EmR

フラグメントを結合して作成し，DRC1021を宿主とし

て増幅した（Fig． 14）。

プラスミドの調製と形質転換

プラスミド DNA の調製，制限酵素分解，ブランチン

グ，ライゲーション反応および形質転換は，第 1章，第

1節に記述した方法で行った。

増殖速度の測定

供試菌は，菌体培養液 0.1% を 10 mlの TYG培地に植

菌し，30℃で 2回以上繰返して培養して活性化し，準備

した。活性化後，一晩培養した定常状態の供試菌培養液

10 mlを，あらかじめ 30℃に加温した新鮮な TYG培地

に植菌し，30℃で静置培養した。試験には 11 mm径の

ねじ口試験管を使用した。菌の増殖は，Bausch & Lomb 

Model 21 spectrophotometer （Bausch & Lomb， Roches-

ter， NY）を使用し，620 nmの波長で培養液の濁度を 1

時間毎に測定した。生菌数は，100 mlの培養液を滅菌

蒸留水で段階的に希釈して TYG寒天プレートでカウン

トした。バッチ培養における対数増殖期の細胞倍加時間

（ジェネレーションタイム = T）は，経時的な生菌数の

増加をグラフにプロットし，対数増殖期のグラフの傾き

から求めた。また比増殖速度（μ）は，以下のように算

出した。すなわち，対数増殖期のジェネレーションタイ

ムを Tとした場合，μ = ln 2 / T 。

統計処理

増殖速度の測定は，すべての供試菌で 3回繰り返し

Fig. 14.　Construction of recombinant plasmid pBE1.
Thin arrows indicate ORFs. The 22 bp repeats refer to the 
putative replication origin (ori) preceding the replication 
genes (rep). Open boxes indicate the rep-hsdS operon-
like structure (replication module). The rightward- and the 
leftward-pointing thick arrows indicate the relative positions 
of the PCR primers SES1 and SC15c, respectively.  
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た。統計処理は，Student’s t-test を用い，統計学的有意

差は，危険率 5%水準未満で判定した。

コロニーPCRによるスクリーニング

pDR1-1 が コ ー ド し て い る hsdS 遺 伝 子（hsdS/

pDR1-1）保有株のスクリーニングはコロニー PCRで

行った。供試菌は TYG寒天プレートで培養してコロ

ニーを形成させ，100 mlの滅菌蒸留水に 1個のコロニー

を釣菌し懸濁した。hsdS/pDR1-1の内部配列を認識す

るプライマーペア SES1 - SC15c（SES1: 5’-GGTGGAA-

CACCAAGTACATCGAACTCTG-3’，SC15c : 5’-CTA-

CACTGCCTTTAGAGATATTCAGTTG-3’）と，テンプ

レートとしてコロニー懸濁液 2 mlを用い，反応液量 20 

ml で PCR反応を行った。増幅条件は，ヒートショック

94℃で 2分間保持，続いて 1）変性，94℃で 15秒，2）

アニーリング53℃で30秒，3）伸長68℃で1分，1）～3）

の反応を 30サイクル行い，最後に 68℃で 7分間保持し

た。フラグメントの増幅は，1%アガロース電気泳動で

確認した。また増幅したフラグメントの DNA配列を調

べた。

2 ．結果

野生株とプラスミドフリー菌株の増殖速度の比較

L． lactis DRC1は，乳糖およびカゼイン資化性プラス

ミド（50 kb），バクテリオシン生産性プラスミド（約

60 kb）など大型のプラスミドを含む少なくとも 5種

類のプラスミドを有している（第 1章，第 1節参照，

Fig． 3）。L． lactis DRC1およびそのプラスミドフリー株

Strains and Plasmids Properties References or sources

Strains

Lactococcus lactis ssp. lactis

DRC1 Wild type Swartling (1951); 

Colling and Harrey (1962)

NIAI N7 Wild type Lab. collection 

13675 Wild type Lab. collection

DRC1021 Plasmid-free derivative of DRC1 Fujita et al., (1999)   

DRC121 DRC1021 harboring pGKV21 This study

DRC1121 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study

DRC1821 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study

DRC1921 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study

DRC1321 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1B This study

DRC1521 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1B This study

DRC1621 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1B This study

DRC11 DRC1021 harboring pDR1-1 This study

DRC12pDR1-1 DRC1 eliminating pDR1-1 This study

N72CitP N7 eliminating pN7-Cit This study

Plasmids

pGKV21 E. coli, B. subtilis, L. lactis shuttle  

vector, EmR, CmR van der Vossen et al., (1985)

p8Em1 pUC118 containing pAMβ1 EmR gene Ito et al., (1992)

pDR1-1 7.4 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study (chapter 1)

pDR1-1B 7.3 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study (chapter 1)

pN7-Cit 7.8 kb θ-plasmid from L. lactis N7, Cit+ This study (chapter 1)

pBE1 EmR gene from p8Em1 fused to 

3.0 kb BglII – EcoRI fragment of pDR1-1 This study

pCV1 competitor to pDR1-1 This study (chapter 1)

pCVc8 competitor to pN7-Cit This study (chapter 1)

EmR, resistance to erythromycin; Cit+ citrate utilization activity.
Lab. collection, National Institute of Livestock and Grassland Science collection

Table 6.　L. lactis Strains and Plasmids
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DRC1021の増殖を比較した。TYG培地で培養した場合，

DRC1021は L． lactis DRC1よりも明らかに増殖が早かっ

た（Fig． 15）。乳酸球菌の培養に汎用される GM17培地

（1% グルコース添加M17，Difco）を用いた測定でも同

じ結果であった。

L． lactis DRC1の増殖速度を抑制するプラスミドの同定

L． lactis DRC1の増殖速度に影響する内在プラスミ

ドの有無を調べるために，L． lactis DRC1のトータル

プラスミドをインジケータープラスミド pGKV21と同

時に DRC1021に導入し，L． lactis DRC1由来のプラス

ミドを 1個以上保有する派生株を 9株（DRC1121～

DRC1921）得た。得られた派生株の増殖を DRC1021

と比較したところ，増殖の遅い 3 株 DRC1121，

DRC1821，DRC1921を得た。アガロースゲル電気泳動

で確認したところ，DRC1の最も小さいプラスミドが導

入されており，導入されたプラスミドを pDR1-1と名付

けた。しかし，アガロース電気泳動の結果，DRC1021

と増殖の変わらない派生株のうち 5株が，pDR1-1と同

じ大きさのプラスミドを保有することが示された。そこ

で，増殖の遅い DRC1121，DRC1821，DRC1921と，増

殖の早い DRC1321，DRC1521，DRC1621からトータル

プラスミドを抽出し，制限酵素の切断パターンを比較し

た。その結果，どちらのグループのプラスミドも HincII

で切断されるが，増殖の遅いグループのプラスミドは

SacI，KpnIで切断され，増殖の早いグループのプラス

ミドは BamHIで切断された。そこで，宿主の増殖に

影響し，SacIで切断されるプラスミドを pDR1-1，宿主

の増殖に影響せず，BamHIで切断されるプラスミドを

pDR1-1Bとした。pDR1-1および pDR1-1Bの構造は第 1

章，第 1節の（Fig． 4）に，その DNA配列から予想さ

れる 6つの ORFの相同性を Table 2に示した。pDR1-1

および pDR1-1Bの複製領域は，プラスミドの複製に際

してシスに働く ori配列の下流に repB，続いてプロモー

ター配列を伴わな orfXと hsdSが近接し，L． lactis に広

く分布するθ -複製型プラスミドの典型的な構造を示し

た。hsdS 下流の ORF591，ORF578，ORF567のアミノ

酸配列は，100%一致した。そこで，pDR1-1の最小複製

単位と EmRを結合して作出した組換えプラスミド pBE1

を DRC1021に導入し，影響を調べた。pBE1保有株

（DRC117）の増殖速度は DRC1021と有意な差は無かっ

た。Table 7に本研究で作出した L． lactis DRC1派生株

の増殖速度をまとめた。L． lactis DRC1および菌体内に

pDR1-1のみ保有する派生株 DRC11のμは互いに有意差

がなく，pDR1-1非保有株よりも有意に小さいことが示

された。これらの結果から，L． lactis DRC1の増殖速度

は，共存するプラスミドの複製による総和的な抑制で

はなく，実質的に 1種類のプラスミド pDR1-1の抑制に

よって決定されることが示唆された。

Fig. 15.　Growth  of  DRC1  wild-type  and  a  plasmid-free 
derivative.
Cultures were incubated at 30 ℃. 

Strains Presence of pDR1-1 a) µ (h-1) b) Generation (T, min)

L. lactis DRC1 (Wild type) + 0.853 (± 0.044) 49

DRC11 + 0.833 (± 0.071) 50

DRC1021 - 1.14 (± 0.032) c) 36

DRC117 - 1.12 (± 0.077) c) 37

DRC12pDR1-1 - 1.12 (± 0.013) c)  37

a), pDR1-1 was detected by PCR. +, PCR products were obtained with pDR1-1 specific primers; -, no PCR products were obtained.
b), Values are means of 3 trials (± S. D.)
c), Significantly different from the value of the DRC1 wild type strain (P < 0.05)

Table 7.　Specific growth rate (μ) of DRC1 and variants
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pDR1-1 類似プラスミドの L． lactis における分布

研究室で保存している L． lactis 24株をコロニー PCR

で試験したところ，L． lactis DRC1および Lactococcus 

lactis subsp． lactis biovar diacetylactis 13675に由来する

増幅フラグメントが得られた。得られたフラグメント

はいずれも 972 bpで，DNA配列は 100%一致した。ま

た増幅フラグメントの内部配列からプライマーを合成

し，プライマー walkingで hsdSの全配列を決定したと

ころ，L． lactis 13675は hsdS/pDR1-1と一致する遺伝子

を有することが明らかとなった。サザン解析の結果，
hsdS/pDR1-1は，L． lactis 13675においても pDR1-1と

ほぼ同じ大きさのプラスミドにコードされていた（Fig． 

16）。

pDR1-1 を保有する乳酸菌株と保有しない乳酸菌株の増

殖比較

pDR1-1を保有する乳酸菌株（L． lactis DRC1と L． 

lactis 13675）と保有しない乳酸菌株 L． lactis N7と L． 

lactis DRC1021）の増殖を比較した。1時間ごとの吸光

値をグラフにプロットしたところ，pDR1-1を内在して

いる L． lactis DRC1と L． lactis 13675の増殖カーブは一

致し，pDR1-1を内在していない L． lactis N7の増殖カー

ブは DRC1021と一致した（Fig． 17）。また対数増殖期

のμも，pDR1-1保有株と非保有株では有意に異なって

いた（Table 8）。

増殖速度の速い菌株の育種

第 1章，第 3節で作出した不和合性誘導プラスミド

pCV1のインサートは，pDR1-1の複製単位を鋳型に増

幅した。L． lactis DRC1に pCV1を導入し，pCV1の不

和合性プラスミド pDR1-1を除去したプラスミド除去株

DRC1 ∆ pDR1-1を作出した（Fig． 18）。DRC1 ∆ pDR1-1

は，親株 L． lactis DRC1よりも対数増殖期の増殖速度が

Fig. 16.　Plasmid profile of L. lactis DRC1 and L. lactis 13675.
1, L. lactis 13675 wild type strain
2, L. lactis DRC1 wild type strain

Fig. 17.　Comparison of growth of L. lactis strains with or 
without pDR1-1.
Cultures were incubated at 30 ℃. 

Strains Presence of pDR1-1 a)  µ (h-1) b) Generation (T, min)

L. lactis DRC1 +  0.853 (± 0.044) 49

DRC1021 - 1.14 (± 0.032) c) 36

L. lactis 13675 +  0.933 (± 0.054)  44

L. lactis N7 - 1.22 (± 0.029) c)  34

a), pDR1-1 like plasmid was detected by PCR. +, PCR products were obtained with pDR1-1 specific primers; -, no PCR products were obtained.
b), values are means of 3 trials (± S. D.)
c), significantly different from the value of the DRC1 wild type strain (P < 0.05)

Table 8.　Specific growth rate (μ) of Lactococcus lactis strains
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25% 以上早かった（Table 7）。さらに pDR1-1の除去に

用いた pCV1は Em無添加培地で培養すると宿主から用

意に除去された（第 1章，第 3節）。したがって DRC1

∆ pDR1-1は，菌体内に外来遺伝子を含まず，乳発酵ス

ターターとして用いることができる。

3 ．考察

核外遺伝子を保有する様々な微生物で，プラスミドの

保有に起因する宿主増殖速度の低下が報告されている。

プラスミドの複製や，コードしている遺伝子産物の生

産，蓄積が，宿主の代謝や細胞成分の生合成の負担にな

り，増殖速度の低下や総菌数の減少をもたらすと説明

されている 10， 24， 36）。L． lactisは，細胞内に多くのプラス

ミドを保有する代表的な菌種である 52， 80， 81）。これまで
L． lactisで用いられる代表的なプラスミドベクターと宿

主増殖速度についての報告はあるものの 57），内在する

wild type-プラスミドと宿主増殖速度の関係は調べられ

ていなかった。以前藤田らは，L． lactis DRC1のプラス

ミドフリー株 L． lactis DRC 1021を育種した。DRC 1021

と親株 L． lactis DRC1の増殖速度を比較したところ，

DRC 1021の方が，対数増殖期の増殖速度が約 25%早い

ことを見出した。そこで L． lactis DRC1のプラスミド

を L． lactis DRC1021にランダムに導入し，増殖の遅い

プラスミド変異株を分離した。分離した菌株の増殖速度

は，L． lactis DRC1と有意差が無く，全ての変異株が 7.4 

kbのプラスミド pDR1-1を保有していた。第 1章で記述

した通り，L． lactis DRC1は，pDR1-1の他に，60 kb，

50 kb，8.3 kb，7.3 kbの少なくとも 5種類の wild type-

プラスミドを保有している。それゆえ，L． lactis DRC1

の増殖速度は，共存するプラスミドの複製による総和的

な抑制ではなく，実質的に 1種類のプラスミド pDR1-1

の抑制によって決定されていると結論した。抑制の原

因としては，デリーションプラスミド pBE1には増殖速

度抑制効果がないこと，pDR1-1とは複製モジュールの

構造のみが異なる pDR1-1Bには抑制効果がないことか

ら，pDR1-1の複製モジュールの hsdSの遺伝子産物が，

宿主の増殖に何らかの影響を与えるのではないかと予想

している。HsdSは制限／修飾システムのサブユニット

であり，DNAメチル化配列を決定する機能を持つ 61）。

DNAのメチル化は，様々な遺伝子の発現に関与するこ

とが報告されていることから，著者は L． lactis DRC1と

DRC1 ∆ pDR1-1のメチル化状態の比較解析や，代謝性

遺伝子の発現比較に興味を持っている。しかしその解析

は今後の課題である。

pDR1-1がコードする hsdS（hsdS/pDR1-1）の可変領

域を認識するプライマーペアを用いて，研究室保存株の

中から hsdS/pDR1-1を保有する菌株をスクリーニング

した。その結果，L． lactis subsp． lactis biovar diacetylac-

tis 13675が，全く同じ配列の複製モジュールを含むプ

ラスミド保有していた。L． lactis13675の増殖速度は，
L． lactis DRC1と有意差が無く，また hsdS/pDR1-1を

保有しない L． lactis subsp． lactis biovar diacetylactis N7

の増殖速度は DRC 1021と有意差がなかった。従って

pDR1-1類似プラスミドは他の L． lactisにも分布し，L． 

lactis DRC1と同様な機作で宿主増殖を抑制すると予想

した。

第 1章で詳述した方法で L． lactis DRC1から選択的

に pDR1-1を除去することができた。作出したプラスミ

ド除去株 L． lactis DRC1 ∆ pDR1-1は野生株よりも約 25%

増殖速度が速かった。発酵産業において，スターター微

生物の増殖速度は生産効率に直結する。この結果は，

wild type-プラスミドの選択的除去による発酵製造の効

率化の可能性を示唆する。

Fig. 18.　Plasmid profile of L. lactis DRC1 and variants.
1, DRC11 (L. lactis DRC1021 containing pDR1-1)
2, L. lactis DRC1 wild type
3, DRC1∆pDR1-1 (DRC1 eliminating pDR1-1)
pDR-Cit indicates CitP-plasmid.
C. C. indicates closed circular plasmid. 
O. C. indicates open circular plasmid. 
L. indicates linear plasmid. 
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第2節　ジアセチル臭を生じさせない菌株の育種

１．材料および方法

菌株およびプラスミド

Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis N7

は，研究室保存株である。

pCVc8の作成法および性質は第 1章，第 3節に記述

した。

形質転換と不和合性プラスミドの除去

エレクトロポレーションによる pCVc8の L． lactis N7

への導入と，内在プラスミドの選択的除去操作は，第 1

章，第 3節に記述した。

乳酸生成能の検定

供試菌株は，前日から一晩 TYGで培養し用いた。500 

μlの培養液を 16,000 g， 10分間遠心分離して菌を回収

し，滅菌蒸留水で 2回洗浄して等量の滅菌蒸留水に再懸

濁し，全量を 50 mlのスキムミルク培地に植菌した。植

菌後 0， 6， 12， 24時間後の pHを測定した。

プロティナーゼ活性の検定

ミルク培地で培養した乳酸菌のプロティナーゼ活性

は，o-フタルジアルデヒド（o-phthaldialdehyde）法（OPA

法）で検定した。試験に用いた OPA溶液（50 mMクエ

ン酸三ナトリウム，1% SDS，6 mM OPA，0.2 % β -メ

ルカプトエタノール）は，使用直前に調製した。試験菌

は 10%スキムミルク培地に 1%接種し，30℃で 24時間

培養した。50 μlのミルク培養液を 1 mlの OPA溶液に

加えて混合し，室温で 2 分間インキュベートした後，

BECKMAN DU 640 Spectrophotometer（BECKMAN， 

CA， USA）を用いて 340 nmの吸光値を測定した。

クレアチンテスト

スキムミルク培地で培養した乳酸菌のジアセチル生成

能は，クレアチンテストで確認した。供試菌を 10%ス

キムミルク 5 mlで一晩培養後，1 mlの 0.5%クレアチン

と，試験直前に調製した 1 mlの 2.5 M 水酸化ナトリウ

ム，5% α -ナフトールを添加して混合し，室温で 1時

間放置し，赤色化の有無を観察した。

2 ．結果

プラスミド除去株の取得

pCVc8のインサートは，L． l． lactis biovar diacetylactis 

N7に内在するプラスミドの複製単位を鋳型に増幅し

た。pCVc8のインサートの DNA配列は，既知のクエン

酸資化性プラスミドの複製単位の配列と高い相同性が

あった 70）。L． lactis N7に pCVc8を導入して内在する不

和合性プラスミドを除去し，プラスミド除去株 L． lactis 

N7 ∆ pCitを育種した（Fig． 19）。

プラスミド除去株の乳発酵能の解析

L． lactis N7とプラスミド除去株 L． lactis N7 ∆ pCitを

接種したスキムミルク培地の pH変化と，スキムミルク

の凝固時間を比較した。L． lactis N7 ∆ pCit接種区のス

キムミルクの pH低下は，L． lactis N7接種区よりも早

く，短い時間でスキムミルクを凝固させた（Table 9）。

この結果は，プラスミド除去株の乳発酵能は，pCVc8

によるプラスミド除去操作で低下せず，むしろ野生株よ

りも乳発酵完了までの時間が短縮されたことを示唆して

いる。また OPA法で N7，N7 ∆ pCitおよびプロティナー

ゼ活性の無いプラスミドフリー株のプロティナーゼ活性

を比較した。∆ OD340 nmの測定値は各々 0.084， 0.091， 

0.002であり，プラスミド除去株には野生株と同等のプ

ロティナーゼ活性があった。

Fig. 19.　Plasmid profile of L. lactis N7 and variants.
1, L. lactis N7 wild type strain
2, L. lactis N7 containing  pCVc8 and eliminating pN7-Cit
3, N7∆pCit variant (L. lactis N7 eliminating pN7-Cit and 
pCVc8)
C.C. indicates closed circular plasmid
O.C. indicates open circular plasmid
pCVc8 indicates competitor to pN7-Cit 



49小林：乳業用乳酸菌 Lactococcus lactisのプラスミド育種改良法の開発と乳発酵特性変異の解明に関する研究

プラスミド変異株のジアセチル生成能の解析

クレアチンテストの結果，プラスミド除去株 N7 ∆

pCitは，クエン酸代謝によって生じるジアセチルの生

成能を失っていた（Table 9）。したがって除去された約

8 kbのプラスミドは，クエン酸資化性プラスミドであ

ることが確認された。L． lactis N7 ∆ pCitも第 2章，第 1

節に記述した DRC1 ∆ pDR1-1と同様に，菌体内に外来

遺伝子を含まず，乳発酵スターターとして用いることが

できる。

3 ．考察

Lactococcus lactis subsp． lactis の中には，牛乳中のクエ

ン酸を代謝し，ジアセチルやアセトインを生産する菌株

があり，Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis

として区別されている 15）。diacetylactisは，pH5.0 - 6.0

に至適 pHをもつプロトン共輸送系のクエン酸パーミ

アーゼ（citrate permiase: CitP）の働きで，培地中のク

エン酸を菌体細胞内に取込み，クエン酸リアーゼによっ

てオキサロ酢酸と酢酸に分解する。オキサロ酢酸はオ

キサロ酢酸デカルボキシラーゼによってピルビン酸に

転換され，いくつかの中間体を経て芳香成分であるジ

アセチルを生成する。L． lactisのクエン酸代謝経路のう

ち，CitPは，通常プラスミドにコードされているが，

その他の遺伝子はクロモゾーム支配である 43， 44）。また

クエン酸リアーゼはクエン酸誘導酵素であることから，

CitP-プラスミドを持たない菌株では，クエン酸リアー

ゼ活性がかなり低くなる。したがって，L． lactisのジア

セチル生成能は，実質 CitP-プラスミドの内在によって

決定される。
L． l． lactis biovar diacetylactis N7は，乳製品から分離

された研究室保有株で，3種類のプラスミドを保有して

いる。サザン解析の結果から，そのうち 8.3-kb のプラ

スミドが CitP-プラスミドと推定された（未発表）。

L． lactis N7は，胆汁酸耐性，pH耐性共に高く，マウ

スの試験では生きたまま腸に到達することが確認されて

おり，プロバイオティクスとしての利用が期待されてい

る （木元ら特許：特許第 3777296号）。また増殖期の菌

体は，培地中のコレステロールを除去する能力が高い，

抗酸化能力が高いなど，生体調節機能を付加した発酵食

品，例えば機能性ヨーグルトなどの種菌としての利用が

期待されている 46）。

ジアセチルは非常に強い臭いを有する化合物であり，

微量でも発酵飲食品の香味品質に大きな影響を与える。

同時に抗菌性も有し，200 μg/mlでイーストやグラム

陽性菌の，300 μg/mlでグラム陰性菌の増殖を阻止す

る。乳酸菌自体は 350 μg/mlでも抑制されない。発酵

乳製品では，ジアセチル臭を品質特徴とするものが多

い。特にカッテージチーズやクリームチーズなどの非熟

成チーズ，発酵バター，サワークリームなどでは好まれ

る香りであり，その製造には種菌としてジアセチル生

成能の高い L． l． lactis biovar diacetylactisや Leuconostoc 

cremorisなどが用いられる。しかしこのジアセチル臭

は，アセトアルデヒドの爽やかな香りが好まれる発酵乳

や乳酸菌飲料では，むしろ感じられない方が好ましい。

特に我が国の場合，欧米に比べ，ジアセチルに対する馴

染みのなさが指摘されてもいる 94）。
L． lactis N7の 8.3-kb プラスミドに対する不和合性プラ

スミド pCVc8を構築し，L． lactis N7に導入することに

よって，本プラスミドを選択的に除去し，L． lactis N7 ∆

CitPを育種した。クレアチンテストの結果，L． lactis N7

∆ CitPはジアセチルを生成しないことが確かめられた。

親株あるいは L． lactis N7 ∆ CitPをスターターに用いて

6時間および 12時間発酵させた発酵乳中の乳酸菌数に

有意差は無く，乳中での両菌株の増殖能は変わらなかっ

た（未発表）。しかし L． lactis N7 ∆ CitPを用いた場合に

は，親株よりも発酵乳の pH低下が早く，乳凝固時間が

Strain  Lactose Proteinase Diacetyl 6h-pH a) 12h-pH b) Coagulation   

utilization activity production        time c)

L. lactis N7 + + +  5.8  4.7  12 

N7∆CitP + + -  5.4  4.5 10     

a), culture pH of L. lactis N7 and N72pCit -N7 in sterile 10% (w/v) reconstituted skim milk from a 1% inoculum after 6 h of growth at 
30℃ (initial pH of 10% reconstituted skim milk was 6.6). 

b), culture pH of L. lactis N7 and N72pCit -N7 after 12 h of growth at 30℃
c), coagulation time (hour) of skim milk from a 1% inoculum 
a), b), and c), values are means of 3 trials.

Table 9.　Comparison of milk fermentation ability of L. lactis N7 with N72pCit



50 畜産草地研究所研究報告　第 9号（2009）

有意に短縮し，発酵乳の最終 pHも低かった。また L． 

lactis N7 ∆ CitPを用いた発酵乳は，親株を種菌としたも

のよりもカードが固く，酸味が際立ち，ヨーグルト臭が

強く感じられた。クエン酸透過性プラスミド除去株は，

牛乳中に約 0.1 – 0.2%含まれるクエン酸を全く代謝しな

い。そのため L． lactis N7 ∆ CitPを用いた発酵乳では味

やフレーバーに違いが感じられたのかもしれない。
L． lactisの CitP-プラスミドは，変異剤などで処理し

ても容易に欠損株を得られないことが知られている。本

研究で考案したプラスミドの選択的除法は，CitP-プラ

スミドの除去を容易にした。本法により乳発酵能を損な

うこと無く種菌の発酵特性を変更でき，製品の風味改良

に繋がる。

第 3章　プラスミドの選択的除去で見出された新
しいプラスミド性因子の解析

－宿主遺伝子の安定化に働くプラスミドの発見－

緒　　言

遊離アミノ酸量が少ない牛乳中で，Lactococcus lactisが

生育するためには，細胞壁結合型プロティナーゼ（PrtP

および PrtM）と幾つかのペプチダーゼが働いて，カゼ

インを L． lactisが必要とするアミノ酸や分子量の小さ

なペプチドにまで分解することは極めて重要である。さ

らに細胞膜に位置し，カゼイン分解ペプチドの取込みに

働くオリゴペプチドトランスポーター（Opp）が，fast-

coagulation-phenotype（短時間に乳を凝固する表現形

質）には必要不可欠であることが示されている 20， 93）。

Opp システムは初め，Lactococcus lactis subsp． lactis 

SSL135のクロモゾームに由来する約 8.9 kbフラグメ

ントとしてクローニングされ，ミルク培地における L． 

lactisの速やかな生育に必要な遺伝子群として同定され

た 90）。またその後の遺伝子解析によって，8.9 kbフラグ

メントは，oppA，B，C，D，Fおよびペプチダーゼ（pepO）

を含む遺伝子クラスターをコードしていることが明ら

かとなった 89）。通常 prtや opp，さらに乳糖分解に働く
lacなど発酵に重要な形質は，insertion sequence（IS）

に隣接し，時には複合トランスポゾンを形成し，乳酸菌

のゲノム内を転移することが知られている 74）。
Lactococcus lactis subsp． cremoris NCDO712とその派生

株は，L． lactisのプロトタイプとして，世界中で最も研

究されてきた菌株である 32， 92）。L． lactis NCDO712は，

pLP712， pSH74，pSH73，pSH72，および pSH71の 5種

類のプラスミドを内在している 32）。そのうち pSH71と

pLP712については詳しく研究されている。すなわち

pSH71 はローリングサークル複製型プラスミドで，L． 

lactis，E． coli，および Bacillus subtilis で複製することか

ら，その複製領域の DNA配列が，L． lactisで汎用する

クローニングベクターの構築に利用されている 22， 56）。一

方 L． lactis NCDO712に内在する最も分子量の大きい 55 

kbのプラスミド pLP712は，θ－複製型プラスミドで

あり，lac-遺伝子クラスター，prtPおよび prtM，さら

に opp-pepO遺伝子クラスターをコードしている 59）。Le 

Bourgeois らは，L． lactis NCDO712とその派生株のク

ロモゾームを NotI，ApaI，および SmaIで消化し，パル

スフィールド電気泳動を用いて制限酵素分解多型を調べ

ている。その結果，opp-pepOクラスターの遺伝子座は，

ごく近縁の菌株間でも一致せず，opp-pepOクラスター

が隣接する ISエレメントと共に複合型トランスポゾン

を形成し，短い期間に転移を繰り返していることを示唆

した 53）。L． lactis NCDO712においては，opp-pepOクラ

スターは前述の通り pLP712にコードされていたが，ク

ロモゾームにも ISS1と IS982に挟まれ 1コピー存在し

た 53）。隣接する ISと共に opp–pepOがゲノム内を転移

する状況証拠は多く得られているものの，転移を誘起す

る特異的な信号や，細胞の状態は特定されていない。

我々の研究室で継代し保存している L． lactis subsp． 
cremoris NIAI712 も L． lactis NCDO712 の派生株であ

る。しかし 55 kbプラスミド（L． lactis NCDO712では

pLP712）の制限酵素分解パターンが，親株の pLP712と

は異なるなど，研究所での継代期間中に，既にプラス

ミドの組み換えが起こったことが示唆されている（Fig． 

20）。L． lactis NIAI712は，親株である L． lactis NCDO712

と同様に，5種類のプラスミドを有している（Fig． 20）。

そのうち約 9 kbのプラスミド pAG6はコピー数も多く，

非常に安定である。L． lactis NCDO712においても同じ分

子量のプラスミド pSH73は，特異的な除去株が得られて

おらず，その機能は調べられていない 32）。本章では，第

1章に記述した方法を用いて，pAG6を選択的に除去し，

その機能解析を行った。in vitroで作出した競合プラス

ミドによって pAG6を選択的に除去すると，高頻度で発

酵遅延株が出現した。この結果は，pAG6除去株では，

乳発酵能を損なうような遺伝子変異が高頻度で起こって

いることを示唆している。本章では pAG6の選択的除去

を端緒として見出されたプラスミドの新しい機能とその

解析結果について記述した。
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第 1節　プラスミドの選択的除去による発酵不良
の原因解明

1．材料および方法

菌株およびプラスミド

本研究で使用した微生物およびプラスミドは Table 10

にまとめた。Lactococcus lactis subsp． cremoris NIAI712

は，定期的に復帰培養し，20年以上保存している当研

究室の研究室保存株であるが，最初の由来は Lactococcus 

lactis subsp． cremoris NCDO712の派生株である 32）。

培地と培養条件

E． coliおよび L． lactis の培養は，第 1章，第 2節に

記述した方法で行った。EmRをコードしたプラスミド

を保有する L． lactis は，TYGに 2 μg/mlのエリスロマ

イシンを添加した TYG-Eで培養した。

プラスミドの調製，組換えプラスミドの作成および形質

転換

E． coliプラスミド DNA および L． lactisプラスミド

DNA の抽出と精製，さらにプラスミド DNAの制限分

解，ブランチング，ライゲーション反応および形質転

換は，第 1章，第 1節に記述した方法で行った。pAG6

に対する不和合性誘導プラスミド pCVm6の作出法，性

質，および pCVm6を用いたプラスミドの除去法は第 1

章，第 3節に記述した。

アガロースゲル電気泳動

プラスミドおよび DNAフラグメントのアガロースゲ

ル電気泳動は，第 1章に記述した方法で行った。

DNA配列解析

供試したプラスミド pAG6は，L． lactis NIAI712トー

タルプラスミドのアガロース電気泳動ゲルから精製し，

実験に供した。プラスミドの全配列を解析するために，

約 9-kbの pAG6を Hind IIIで 4-kbと 5-kbのフラグメン

トに切断し，pBluescript IIにクローニングした。作出

したプラスミド pBAG61，pBAG62から，デリーション

クローンを作成し，シークエンスのテンプレートとして

用いた。BigDye Kilo Terminator v3.1 cycle sequencing 

kit （Applied Biosystems， Foster City， CA， USA）を用い

てシークエンス反応し，Applied Biosystems 3730 auto-

mated DNA sequencer （Applied Biosystems）を用いて

配列データを得た。配列データは GenetixMac ver．11 

（Genetyx， Tokyo， Japan）を用いて解析した。ORF解析

および相同性解析には，DNA Data Bank of Japan （DDBJ） 

databaseの BLAST または FASTA 解析を用いた。全配

列を DDBJデータバンクに登録した（アクセッション

ナンバー；AB198096）

増殖測定

第 2章，第 1節の方法に従って行った。

乳酸生成能の検定

第 2章，第 2節の方法に従って行った。

乳発酵能の検定

乳発酵能は，接種した試験菌の乳酸生成によるカード

形成を指標に評価した。すなわち TYGで前培養した供

試菌 5 μlを 10%スキムミルク 5 ml（11 mm試験管）に

接種し，30℃で 12時間静置培養した。培養後試験管を

転倒し，発酵乳の凝固状態を調べた。発酵乳のカードが

壊れなければ凝固と判定した。また試験培養中の発酵乳

を 1時間毎に静かに転倒し，供試菌接種から凝固までの

時間を測定して乳凝固時間とした。

Fig. 20.　Plasmid profile of L. lactis NIAI712 and parent strain 
L. lactis NCDO712. 
1, Total plasmid of L. lactis subsp. cremoris NCDO712
2, Total plasmid of L. lactis subsp. cremoris NIAI712
The accurate sizes and properties of pSH73 and pSH74 
have not been studied.
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RNAの調製

供試菌株は，前日から一晩 TYGで培養し用いた。40 

μlの培養液を 40 ml TYGリシス培地に接種して，30℃

で OD = 0.25 ～ 0.3まで静置培養し，菌を 1,800 gで 10

分間遠心分離して集菌した。菌は滅菌蒸留水で 2回洗浄

し，100 μlのリゾチーム（3 mg/ml）添加 TEバッファー

（pH 8.0）に懸濁して 37℃で 15分間インキュベートし

た。細胞壁を消化した後，RNeasy Mini Kit（Qiagen）

を用い，付属の使用説明書にしたがってトータル RNA

を精製した。RNAの濃度と精製度は，DU 640 spectro-

photometer（BECKMAN）を用いて 260 nmと 280 nm

の吸光度を測定して確認した。

マイクロアレイ解析

マイクロアレイ解析に用いるジーンチップの設計，ハ

イブリダイゼーション，RAM（Robust Multi-chip Analy-

sis）アルゴリズムによるデータ補正，解析，および統計

処理はジーンフロンティア社に依頼した（GeneFrontier 

Corporation， Tokyo， Japan）。L． lactis strainは通常，約

2-Mbのクロモゾームと複数のプラスミドを有する。ま

た乳発酵に重要な遺伝子は，プラスミドにコードされて

いる。そこで GenBank（DDBJ）に登録されている，プ

ラスミドフリー株 L． lactis IL1403の全遺伝子配列およ

び L． lactis 由来のプラスミド配列（J05748， AF247159， 

X99798， AF409136， AF242367， AF036485， AF243383， 

AF207855， J04962， AE005176）をもとにアレイを設計

した。マイクロアレイのスペックは Table 11にまとめ

た。アレイには 2,533遺伝子を搭載したが，これはア

レイ設計に用いた L． lactis IL1403およびプラスミドの

DNA配列から推定される ORFの合計なので，機能の同

じ遺伝子を重複する場合もある。マイクロアレイの詳細

なスペックは，NCBI Gene Expression Omnibus （GEO） 

Strain or Plasmid Properties Reference or source

Lactococcus lactis

NIAI712 Wild type Lab. Collection

MG1363 Plasmid-free derivative of NCDO712 Gasson et al., (1983)

∆pAG6 variant

  712d35 pAG6-cured derivative of NIAI712 This study

  712d51 pAG6-cured derivative of NIAI712  This study

  712d61 pAG6-cured derivative of NIAI712 This study

712dR variant

  712dR1 derivative of NIAI712 harboring pAG6dR This study

  712dR2 derivative of NIAI712 harboring pAG6dR This study

  712dR3 derivative of NIAI712 harboring pAG6dR This study

Plasmids

pAG6 8.7-kb θ-plasmid from L. lactis NIAI712 This study

pAG3 50-kb θ-plasmid from L. lactis NIAI712  This study

pLac-Prt 55-kb θ-plasmid from L. lactis NIAI712

carrying Lac-operon and PrtP/M This study

pDR1–1B 7.3-kbθ-plasmid from L. lactis DRC1 Kobayashi et al. (2007)

pDB1 shuttle vector for E. coli and L. lactis.

Partial replicon of pDR1–1B with an EmR gene

cloned into pBluescriptII, ApR, EmR Kobayashi et al. (2007)

pCVm6 Competitor to pAG6. An incompatibility

determinant of pAG6 cloned into pDB1, EmR

(strongly incompatible with pAG6 and unstable)  Kobayashi et al. (2007)

pAG6dR A competitor to pAG6. A truncated-rep and ori of pAG6 This study

with an EmR gene cloned into pBluescriptII, ApR, EmR

(weakly incompatible with pAG6)

p8Em1 pUC118 containing pAM β1 EmR gene Ito and Sasaki (1994)

EmR, resistance to erythromycin; ApR, resistance to ampicillin

Table 10.　Lactococcus lactis strains and plasmids
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に登録した。アクセッションナンバーは，GPL6536で

ある。マイクロアレイ解析結果は同じく GEOに登録し

た。L． lactis NIAI712の結果はアクセッションナンバー

GSM269644，712d35の結果は GSM269645である。

コロニーPCRによる保有遺伝子の確認

遺伝子の確認に用いた PCRプライマーは Table 12に

まとめた。操作は第 2章，第 1節に記述した方法で行っ

た。

パルスフィールド電気泳動（PFGE；Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis）

パルスフィールドゲル電気泳動を用いた染色体電気泳

動は，Kojicらの方法を参考に行った。供試菌は OD = 0.6

まで TYGリシス培地で培養し，遠心分離で集菌した。

EET バ ッ フ ァ ー（100 mM EDTA， 10 mM EGTA， 10 

mM Tris-HCl， pH 8.0）で 2回洗浄し，109 cell/mlにな

るように，TEEに再懸濁した。溶解した 2% CertifiedTM 

Low Melt Agarose（Bio-Rad Laboratories）と懸濁した

菌とを 1 : 1に混合し，100 μlのキャスティングモール

ドに入れ，4℃，10分間冷却して固めた。細胞壁を分解

するために，4個のプラグを N-lauroyl sarcosine（0.05% 

w/v）と lysozyme（1 mg/ml）を含んだ TEEバッファー

1 ml に入れ，37℃で 4時間インキュベートした。次に

アガロースプラグをプロティナーゼ Kバッファーに移

し，55℃で一晩インキュベートした。プロティナーゼ K

処理後，プラグは 20 ml の TEバッファー（10 mM Tris-

HCl 1mM EDTA pH 8.0）で 2時間ずつ 2回洗浄した。

Table 11. Microarray specification

Strain Lactococcus lactis

Data source DDBJ accession No (J05748, AF247159, 
X99798, AF409136, AF242367, AF036485, 
AF243383, AF207855, J04962, and AE005176)

Number of genes 2,533

Number of probes 44 perfect much probes × 2,533 (111,452)

Probe size 24 mer

Primer Gene target Fragment size (bp) Sequence

CdAF cadA TTGCCAGGAGTTACGAGTGCAACAGT
CdAR cadA 1200 TGGTTGCAATGAAATCCGTTACGACA

HsF1 hsdS in pAG6 GGGGTTATTATCTAATTATAGACC
HsR1 hsdS in pAG6 690 TCGGTTCATTCTTTAAACAGCTGG

HsF2 hsdS-homolog AAAATGTTCCCTAAAAATGGT
HsR2 hsdS-homolog 552 AAACATCTTTTGTAAAAAGCC

LGF1 lacG GAATGCCACAAGCGTCATGTTGAACC
LGR1 lacG 1000 TGACCATGAGAAAACGTCCATAAGTG

763prF prtP ACATGTCCTTAGGATCTGATTCAG
763prR prtP 950 TTGATTGGCTGGGCAGTATTCATC

OpAF oppA ACTCCTAAGTGCTTGTGGTTCTAA
OpAR oppA 1700 TCAAGCGTCATTCCAACTACACG

OpDF oppD CACTCACTGCGCTTAATCCATTGATG
OpFR oppF 790 TCTGTCACTCGATTAAAGAAACCA

OpCF oppC TCTAGTTGCTGTCTTTCTAATCGT
OpCR oppC 770 GCCACTCGTCTTAGTGCATTTCCG

S1F tnpS1 GCGCCCTCTATTGGTTCTGCATTTAG
S1R tnpS1 162 GGTTGAGGCAGTTCGTAGACTTCGAT

981F tnp981 TAACCGAGGAATCTATGGTGCTCCTA
981R tnp981 157 GTGATCACTTAGTGAGTATCCAGGCT

982F tnp982 CCTCTTACCGAGTATCCAAGTCATTC
982R tnp982 154 GCCAACATTTGCATAATCTCCAAGAC

1077F tnp1077 TAAATTGCACAGACGCTTCAGAACTT
1077R tnp1077 156 GAGATATGATAACTAATCACCTCGCT

Table 12.　Oligonucleotide primers and probes used in this study
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次に 1 mlの ApaIバッファーに浸漬し，4℃で 30分間イ

ンキュベートした。次に ApaI 20ユニットを含む 200 μl 

の ApaIバッファーにプラグを 1個ずつ入れ，37℃でイ

ンキュベートし，2時間後，さらに ApaI 20ユニットを

加えて 2時間反応させた。次にプラグを染色バッファー

（40% シュークロース，10 mM EDTA，0.01% BPB）に移

して制限酵素反応を止めた。制限分解後のプラグをナイ

フで 1 / 2に切断し，1%アガロースゲルのサンプル well

に詰め，0.5 × TBE（45 mM Tris， 45 mM ホウ酸，1 mM 

EDTA， pH 8.0）で泳動した。PFGE は，CEFF DR-III 

（Bio-Rad）を用いて以下の設定で行った。電圧 6 V/cm， 

スウィッチングタイム 50 - 90 秒，アングル 120°，22時

間，14℃。ランニングバッファーには 0.5 × TBE 2 lを

用いた。サイズマーカーとしてファージλコンカテマー

を用いた 91）。

Southern 解析

Southernトランスファーには Hybond - Nメンブレ

ン（Buckinghamshire， UK）を用い，VacuGene XL（GE 

Healthcare， Tokyo， Japan）で，付属の使用説明書に

従って行った。ハイブリダイゼーションプローブは，
lacG， および ISS1， IS982， IS1077 の転移酵素 tnpSI， 
tnp982， tnp1077 の内部配列を DIG-High Prime DNA 

Labeling and Detection Starter Kit II（Roche Dignostics， 

Mannheim， Germany）を用いて DIG-標識して調製し

た。ハイブリダイゼーション操作および検出操作は，

Kit付属のロシュ社の使用説明書に従って行った。ハイ

ブリダイゼーションおよびメンブレン洗浄の条件は次の

通りである。すなわち，ハイブリダイゼーションは，

トランスファーメンブレンと DIG-標識プローブを 42℃

一晩インキュベートして行った。メンブレンの洗浄は，

2 × SSC，0.1% SDS， 室 温 5 分 間 2 回，0.5 × SSC，

0.1% SDS，68℃，15分間 2回，いずれもフナコシ社の

HB-1000 Hybridizerで振とうしながら洗浄した。

2 ．結果

プラスミドの選択的除去による変異株の作出

L． lactis NIAI712は，約 9-kbの機能未知なプラスミ

ド pAG6を含む 5種類のプラスミドを保有している。

pAG6の機能を調べるために，in vitroで作成した競合プ

ラスミドpCVm6をL． lactis NIAI712にエレクトロポレー

ションで導入し，異なるコロニー由来の pAG6除去株（∆

pAG6）を作出した（Fig． 21）。すなわち，pCVm6導入

菌株 NIAI712（including pCVm6）ERを TYL-Eアガープ

レートで培養して出現したコロニーを釣菌し（Fig． 21， 

lane 1），10 mlのTYL-E培地で 5回培養を繰り返した後，

再び TYL-Eアガープレートでコロニーを形成させた。

コロニーを釣菌して TYGリシス培地で培養してプラ

スミドを抽出し，pAG6除去菌株を選抜した（Fig． 21， 

lane 2）。最後にプラスミド除去に用いた競合プラスミ

ド pCVm6を除去するために TYL培地で 5回培養を繰り

返した後，TYLアガープレートでコロニーを形成させ，

TYL-Eアガープレートにレプリカしてエリスロマイシン

感受性菌を選抜した。選抜した菌株（∆ pAG6株）はす

べて pCVm6非保有菌で，トータルプラスミドの電気泳

動像は，Fig． 21， lane 3に示したものと同じだった。異

なる NIAI712（including pCVm6）ERコロニー由来の菌

株の内，9株を保存した。Table 10に，本章の研究に用

いた菌株とプラスミドをまとめた。作出した∆ pAG6株

のうち 3株 L． lactis 712d35，712d51，712d61を発酵試

験に用いた。∆ pAG6株と親株 L． lactis NIAI712をスキ

ムミルクに接種し，乳発酵能を比較した。菌接種 12時

間後の発酵乳の凝固状態を調べたところ，∆ pAG6株接

種区のスキムミルクはカードを形成せず，乳発酵能が

野生株に比べて著しく劣っていた（Fig． 22）。L． lactis 

Fig. 21.　Plasmid profile of L. lactis NIAI712 and variants.
　　　　　1,  L. lactis NIAI712 containing a competitor pCVm6
　　　　　2, L. lactis NIAI712 containing  pCVm6 and eliminating 

pAG6
　　　　　3, ∆pAG6 variant (L. lactis NIAI712 eliminating pAG6 and 

pCVm6)
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NIAI712は，当研究所でチーズスターターとして用いて

おり，乳の発酵能力が高い。しかし乳発酵試験の結果

から，機能未知プラスミド pAG6を除去すると乳発酵遅

延が起こった。このことから著者は pAG6が乳発酵に重

要な未知の機能に関与すると考え，pAG6の機能解析を

行った。

発酵不良原因の調査

∆ pAG6株の示す発酵不良の原因を調べるために，乳

糖資化能とカゼイン資化能を L． lactis NIAI712と比較し

た。まず∆ pAG6株の乳糖資化能を試験するために，L． 

lactis 712d35の TYL培地における増殖を野生株と比較

した。L． lactis 712d35は TYL培地で良く増殖すると共

に，ラクトースを糖源として乳酸を生成し，培地の pH

を速やかに低下させた。∆ pAG6株の増殖カーブおよび

pHカーブはL． lactis NIAI712のものと一致し，ラクトー

ス代謝能力は野生株と変わらないことが示唆された。次

に，∆ pAG6株のカゼイン資化能力を試験するために，
L． lactis 712d35のスキムミルク培地，および 1%トリプ

トン添加スキムミルク培地における増殖を野生株と比較

した。L． lactis NIAI712をスキムミルクに接種し，発酵

乳の pH低下を測定するとともに乳凝固時間を調べた。

その結果，発酵開始から 7時間後，pH4.8で発酵乳は凝

固した。また発酵 8時間後の pHは 4.6に低下し，カゼ

インの等電点（pH4.6）に達した。しかし 712d35を接

種した試験区では，培養 24時間後においても発酵乳の

pHは 5.1であり，カードは形成しなかった。一方スキ

ムミルクにトリプトンを添加した培地で培養すると，
L． lactis 712d35を接種した試験区でも pHは速やかに

低下し，培養 7時間後，pH4.6でカードが形成された。
L． lactis 712d51および 712d61の生育試験の結果は L． 

lactis 712d35の結果と一致した。これらの結果から，∆

pAG6株の発酵不良原因は，カゼイン代謝能の欠陥によ

ることが明らかとなった。 

pAG6 の塩基配列分析

pAG6の機能を調べるために，プラスミドの全 DNA

配列を決定した。また pAG6の全配列および推定される

オープンリーディングフレーム（ORF）の情報を DDBJ

に登録した（アクセッションナンバー；AB198096）。

pAG6全配列中の G+C含量は 33.7%で，8,662 bpからな

り，6個の ORFが存在した。pAG6の制限酵素地図およ

び ORFの大きさと向きを Fig． 23に ，FASTAプログラ

ムによる相同性解析の結果を Table 13示した。第 1番

目の ORFは，repBと高い相同性があり，repB上流に

は，22-bpフラグメントの 3.5回繰返し配列を含む oriが

存在した。また repB直下に orf588，orfX，さらに type 

I 制限／修飾システムの認識サブユニット遺伝子 hsdS

が隣接し，典型的な L． lactis θ -複製型プラスミドの

複製領域の構造が保存されていた。orf588，orfXおよ

び hsdSの 5’側にはプロモーター配列が無く，orf588，

Fig. 22.　Skim milk after 12 h fermentation using L lactis 
NIAI712 or ∆pAG6 variants.
Five μl of TYG-culture solutions were inoculated  into 5 ml 
of skim milk and fermentation were performed at 30 ℃.
1 and 2, Fast coagulation phenotype (L lactis NIAI712 wild 
type strain). 
3 and 4, Slow coagulation phenotype (∆pAG6 variant 
712d35 and 712d51).

Gene name  repB  orf588 orfX hsdS cadC cadA

properties
plasmid

replication
unknoun

plasmid
replication

type I-R/M
subunit

transcriptional
regulatory repressor

cadmium resistance

size (bp) 1,221 588 651 1,236 369 2,130

Table 13.　ORF encoded by pAG6
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orfXおよび hsdSの転写は，上流の repBプロモーター

に制御されていることが示唆された。hsdS下流の 5番

目と 6 番目の ORF は，既知の Cd2+-specific P-type ef-

flux ATPase（CadA；カドミウム耐性因子）と転写レプ

レッサー（CadC）の遺伝子配列と一致した 41， 55， 58， 66）。
L． lactis のカドミウム耐性プラスミドは，1994年に Lui

らによって最初に報告された 58）。同定されたカドミウ

ム耐性プラスミド pND302は 8.8-kbと報告されている

が，その制限酵素地図，最小複製単位（ori and repB）

および cadA-cadC領域の配列は，pAG6と完全に一致し

た。L． lactis NIAI712のカドミウム耐性を試験したとこ

ろ，野生株は 300 μM CdCl2 添加培地で生育したが，∆

pAG6株は 20 μM 添加培地で生育できなかった（data 

not shown）。このことから pAG6も pND302と同様に，

宿主のカドミウム耐性能を決定することが示唆された。

L． lactis NIAI712 および L． lactis 712d35 の発現遺伝

子の網羅的解析

対数増殖期の L． lactis NIAI712とその∆ pAG6株 L． 

lactis 712d35の遺伝子発現を，マイクロアレイを用いて

比較解析した。本試験で使用したマイクロアレイは，1

遺伝子あたり，44のパーフェクトマッチプローブを用

いている。

2サンプル間で発現に有意差（危険率 5%以下）が認

められた 276遺伝子中，1.5倍以上発現量の異なる遺伝

子は 53あった。そのうち，野生株と比較して，L． lactis 

712d35で 75%以下に発現が低下している遺伝子は 43

で，12.5%以下に低下しているものが 33遺伝子あった。

33遺伝子は，i）ラクトース資化（Lac）に関与する 10

遺伝子，ii）プロティナーゼ活性（Prt）に関与する 10

遺伝子，iii） オリゴペプチドトランスポーター（Opp）

に関与する 4遺伝子の，iv）除去された pAG6にコード

されている 9遺伝子の，4つのグループに分類された。

グループ i）および ii）に分類される遺伝子の発現量の

低下は，1/10～ 1/20であるのに対して，グループ iii）

および iv）に分類される遺伝子では 1/80以下に発現

量が低下しており，Oppシステムの構成遺伝子である
oppFは約 1/200に低下していた。また L． lactis 712d35

では，遺伝子転移の原因となる ISS1， IS982， IS1077の

転移酵素（トランスポゼース；Tnp）の発現量が，野生

株の 75%～ 25%に低下していた。

遺伝子の確認

アレイ解析の結果，L． lactis 712d35では，野生株 L． 

lactis NIAI712と比較して乳糖資化性遺伝子群（lac），

菌体外プロティナーゼ遺伝子（prtP， prtM），およびオ

リゴペプチドトランスポーター遺伝子群（opp）の発現

が著しく低下していることが明らかとなった。変異剤

やプロトプラスト形成法によるランダムなプラスミドの

除去操作では，同時に 2種類以上のプラスミドが失わ

れる現象がしばしば起こる。また，L． lactis NIAI712の

近縁株 L． lactis NCDO712では，lac，prt，opp遺伝子群

は，同じ 55-kbのプラスミド pLP712にコードされてい

る 32）。そこで，L． lactis 712d35で 1/8以下に発現量の低

下した lac，prt，opp遺伝子群の有無を，コロニー PCR

で確認した。増幅フラグメントの有無は Table 14にま

とめた。L． lactis NIAI712の試験区では，cadA， hasS， 
lacG， prtP， oppA， および oppDに由来する増幅フラグ

メントが得られ，その大きさは既知配列の予想と一致

した（Table 14）。一方 L． lactis 712d35の試験区では，
lacG， prtPに由来する増幅フラグメントのみ得られた。
L． lactis 712d51および 712d61の試験区の結果は 712d35

と同じだった。このことは，Opp遺伝子群が∆ pAG6株

のゲノムから消失していることを示唆している。

オリゴペプチドトランスポーターオペロンの確認

Fig． 24には，以前報告された L． lactis NCDO712の

pLP712にコードされている lac，opp遺伝子群のオペロ

ン構造を示した。L． lactis NCDO712では，約 9 kbにわ

たる Oppクラスターは，Prt遺伝子群（prtP & prtM）

および Lacクラスターと共に約 55Kbの pLP712にコー

ドされ，さらにクロモゾームにも同じ構造の遺伝子群が

コードされていることが確認されている 53）。コロニー

Fig. 23.　Physical and genetic map of plasmid pAG6 in 
L. lactis NIAI712.
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PCRの結果，∆ pAG6株での Oppクラスターの消失が

示唆されたが（Table 14），本研究の供試菌株 L． lactis 

NIAI712においては，Oppクラスターが，どのプラスミ

ドに存在しているのか，さらにクロモゾームにも存在し

ているのかは不明であった。そこで，L． lactis NIAI712

と∆ pAG6株のプラスミドプロフィールと，クロモゾー

ム遺伝子の制限分解多型を調べた。さらにサザン解析で

Oppクラスターの所在を調べた。

１）L． lactis NIAI712 と∆ pAG6 株のプラスミドの解析

L． lactis NIAI712 と ∆ pAG6 株 L． lactis 712d35，

712d51のトータルプラスミドの電気泳動パターンを比

較したところ，∆ pAG6株では，全プラスミドのうち 2

番目に大きい約 50 kbのプラスミド pAG3が消失してい

た（Fig． 25）。サザン解析の結果，L． lactis NIAI712で

は，lacEおよび prtPのプローブは，最も大きい 55 kb

のプラスミド pLacPrtを認識し（data not shown），oppC

プローブは pAG3を認識した（Fig． 26）。これらの結果

は，L． lactis NIAI712の保存中にプラスミド間およびプ

ラスミド -クロモゾーム間で組換えが生じ，親株 L． lactis 

NCDO712とは異なるプラスミド構成となっていること

を示唆する。

2 ）L． lactis NIAI712と∆ pAG6株のクロモゾームの解析

ApaIで切断したフラグメントの PFGEパターンを比

較した（Fig． 26）。ほとんどの切断フラグメントは一

致したが，野生株の 230 kbのフラグメントが変異株で

はなかった。この切断多型は，クロモゾーム遺伝子に

Fig. 24.　Construction of Lac-operon and Opp-PepO-
operon.
A: This figure (Lac-operon) was copied from 乳酸菌の科
学と技術 （学会出版センター）p190
B: This figure (Opp-PepO-operon) was copied from J. 
Bacteriology (1993) 175 (23) 7523 - 7532

Fig. 25.　 Plasmid profiles of L. lactis NIAI712 strain and 
variants.
Total plasmids from NIAI712 (lane 1), MG1363 plasmid-
free variant (lane 2), 712d35 (lane 3) and 712d51 (lane 4).
pLac-Prt contained lac and prt genes and pAG3 contained 
opp-pepO genes.

Strain cadA hsdS(pAG6) hsdS lacG prtP oppA oppD

L. lactis ssp. cremoris

NIAI712 + + ND + + + +

MG1363 (plasmid-free) – – + – – +  +

712d35 (∆pAG6)
  – – + + + – –

+  a specific amplicon could be obtained by PCR
–  no product could be amplified
ND, not done

Table 14.　PCR analysis to confirm the residence of the lac-cluster, prtP/M, and opp–pepO in Lactococcus lactis NIAI712 and variants.
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組換えが生じたことを示唆している。opp-pepOに対す

るサザン解析の結果，ポジティブシグナルは，L． lactis 

NIAI712の 50 kbフラグメントだけ認識した。oppCポ

ジティブシグナルの大きさは，pAG3と一致した。

3 ）L． lactis NIAI712 および∆ pAG6 株の insertion se-

quence（IS）エレメントの解析

親株 L． lactis NCDO712といくつかの近縁株の研究か

ら，Oppクラスターは ISエレメントと共に複合型トラ

ンスポゾンを形成してゲノム内を頻繁に転移し，時には

欠失し，多くの派生株を生ずる原因となっていることが

状況証拠と共に示唆されている 53， 92）。しかし転移を誘

引する具体的なきっかけは明らかになっていない。本研

究で行ったマイクロアレイ解析の結果から，野生株と

∆ pAG6株では 3種類のトランスポゼース遺伝子 tnpS1， 
tnp1077， tnp982の発現量が有為に異なることが明らか

となった。著者は，∆ pAG6株で生じた Oppクラスター

の消失が，トランスポゼース TnpS1， Tnp1077， Tnp982

がコントロールする，3種類の ISエレメント（ISS1，

IS1077，IS982）の転移と関係があると予想し，L． lactis 

NIAI712と∆ pAG6株の ISエレメントの位置をサザン

解析で調べた（Fig． 26）。サザン解析のプローブは，
tnpS1， tnp1077， tnp982の配列をテンプレートして合成

した。その結果，tnp982プローブのハイブリパターン

が L． lactis NIAI712と∆ pAG6株で異なることが明らか

となった。L． lactis NIAI712では，50 kbと 120 kbのフ

ラグメントが tnp982プローブで認識されたが，∆ pAG6

株では 120 kbのフラグメントのみ認識された。50 kb 

の tnp982ポジティブフラグメントは，その大きさか

ら pAG3と推定された。この結果は，pAG3が，Oppク

ラスターと tnp982をコードしていることを示唆してい

る。L． lactis NIAI712と∆ pAG6株の両方に存在する 120 

kb の tnp982ポジティブフラグメントは，クロモゾーム

由来と推定される。一方 tnpS1と，tnp1077プローブは，

pLacPrtを認識した。tnpS1と，tnp1077プローブによ

るサザン解析では，L． lactis NIAI712と∆ pAG6株の結

果は同じであった。

3 ．考察

研究室保存株 Lactococcus lactis subsp． cremoris NIAI712は，

もともと L． lactis NCDO712から派生した 32）。L． lactis 

NIAI712のプラスミドプロフィールは，親株の L． lactis 

NCDO712と区別がつかなかった。しかし，パルス

フィールド電気泳動を用いた制限分解多型とは両菌株

で異なり，また両菌株共に保有している 55-kbのラク

トース資化性プラスミドの制限分解パターンが一致しな

かった。L． lactis NIAI712では，lac-オペロンと，prtP 

/ prtM遺伝子群は 55-kbのプラスミド pLac-Prtにコー

ドされていた。しかしオリゴペプチドトランスポーター

遺伝子クラスター（opp-pepO）は，50 kbのプラスミド

pAG3にコードされ，クロモゾームには存在していな

い。これらの結果から，我々の研究室での継代と保存の

間に，opp-pepOの転移が起こり，L． lactis NIAI712が派

生したと考えられる。L． lactis NIAI712は乳発酵能が優

れている。しかし∆ pAG6株は，発酵遅延の表現型を示

す。野生株と∆ pAG6株のゲノム遺伝子を ApaIで分解

し，制限フラグメント多型を比較すると，野生株にある

230 kbのクロモゾーム由来のフラグメントと，プラス

ミド由来の 50 kbフラグメントが∆ pAG6株には無かっ

た。このことは，pAG6除去株では，ゲノム遺伝子にコ

ンスタントな組み換え変異が起こることを示唆してい

る。PFGEとマイクロアレイ結果から，∆ pAG6株の乳

発酵遅延は，pAG3にコードされている opp-pepOの欠

失によるものであると結論した。

Fig. 26.　PFGE analysis, and Southern hybridization using 
oppC probe, tnpS1 probe, tnp982 probe, and 
tnp1077 probe. 
PFGE (A) and Southern hybridization (B) were performed on 
ApaI digests of total DNA isolated from NIAI712 (lane 1) and 
DpAG6 variants 712d35 (lane 2) and 712d51 (lane 3).
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第 2節　プラスミド除去に伴うトランスポゼース
の発現解析

１．材料および方法

菌株およびプラスミド

本研究で使用した微生物およびプラスミドは Table 10

にまとめた。

培地と培養条件

E． coliおよび L． lactis の培養は，第 1章，第 1節に

記述した方法で行った。
L． lactis NIAI712はカドミウム自然耐性菌である。カ

ドミウムとエリスロマイシンを同時にセレクションマー

カーとして用いる場合には，20 nM Cd，0.5 μg/ml Em

を添加した TYG-EC培地あるいはスキムミルク -EC培

地を用いた。

競合プラスミド pAG6dR の作成

E． coliプラスミド DNA および L． lactisプラスミド

DNA の抽出と精製，さらにプラスミド DNAの制限分

解，ブランチング，ライゲーション反応および形質転換

は，第 1章，第 1節に記述した方法で行った。本研究で

は，pAG6の複製起点から hsdSのターミネーターまでの

複製領域全配列を PCRで増幅し，EmRフラグメントと

ともに pBluescript IIにクローニングし，pAG6RSを作出

した（Fig． 27）。この組換えプラスミドをテンプレート

として，PCRで orf588，orfX， hsdSを除いた約 7 kbを増

幅して環状化し，pAG6dRを作出した（Fig．27）。

競合プラスミドによる形質転換と内在プラスミドの除去

操作

L． lactis NIAI712への pAG6dRの導入法と，内在プラ

スミド pAG6の除去法は第 1章，第 3節に記述した方法

で行った。

逆転写PCRによる cDNAの合成

トータル RNAの調製は，第 3章，第 2節に記述した

方法で行った。逆転写反応には，供試菌から抽出した

500 ngのトータル RNAをテンプレートとして用いた。

cDNA の合成は，QuantiTect Reverse Transcription Kit 

（Qiagen）を用い，添付の使用説明書に従って行った。

半定量リアルタイムPCR

半定量リアルタイム PCRは，QuantiTect SYBR green 

（Qiagen）を用い，添付の使用説明書に従って行った。

テンプレートには 1 μlの cDNAを用い，20 μlの PCR

ミクスチャーを反応に供した。リアルタイム PCRに

は，Light Cycler （Roche Diagnostics， Sant Cugat del 

Valles， Spain）を用いた。サイクルパラメーターは，

95℃で 10分間変性した後， 変性 95℃で 15秒，伸長

60℃で 60秒を 50回繰り返した。試験は 3連で行った。

すなわち，トータル RNAは 3回調製し，各々のサンプ

ルから cDNAを合成してリアルタイム PCRに供した。

プライマーペアは，GTPases-translation elongation fac-

tors （tuf）および，tnpS1，tnp982，tnp1077，tnp981を

認識する配列を用いた。プライマーの配列と増幅フラグ

メントの大きさは Table 13にまとめた。解析結果の数値

は，tufの発現データを内部標準として用い補正した 7）。

統計処理

統計処理は，Student’s t-test を用い，統計学的有意差

は，危険率 5%水準未満で判定した。

2 ．結果

pAG6 と競合プラスミドの両方を含む変異株の作出

本研究で見出された，pAG6の除去に伴う Opp-クラ

スターの消失や，クロモゾーム内遺伝子の変異（ある

いは転移）は，細胞内に pAG6と競合プラスミドが共存

し，pAG6の複製が不安定になる状況で起こると予想し

た。そこで，同一細胞内に pAG6と競合プラスミドの

両方を含む変異株の作出を計画した。しかし第 1節で

pAG6の除去操作に用いた pCVm6を L． lactis NIAI712

に導入し，派生株（pCVm6+，pAG6+）をカドミウムと
Fig. 27.　Physical and genetic map of replication module of 

pAG6 and schematic representation of pAG6dR.
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エリスロマイシンを添加したダブルセレクション培地

TYG-ECで培養すると，その増殖速度は著しく低下し

た。また派生株（pCVm6+，pAG6+）を TYG-Eに移植す

ると，1回の植継ぎ操作で pAG6が失われ，目的とする

解析が出来なかった。この結果は，pCVm6の不和合性

誘導能の強さが原因であると予想した。そこで，宿主

の増殖を阻害せずに pAG6と共存できる弱い競合プラス

ミドの作成を試みた。すなわちまずインバース PCRで

pAG6RSの欠失プラスミドを作成し（Fig． 27），L． lactis 

NIAI712に導入した。次に分離した派生株を TYG-E培

地で継代培養した後，TYG-EC寒天培地に 103 細胞程度

塗布し，形成したコロニー（EmR， CdR）の数をカウン

トして pAG6保有株の割合を算出した。試験した派生株

のうち，L． lactis NIAI712に pAG6dRを導入したものは，

TYG-E培地で 2回培養後，80%以上 pAG6を保有してい

た。そこで，pAG6dRを用いて pAG6と pAG6dRの共存

する試験菌株 L． lactis 712dR1，712dR2，712dR3を作出

した（Table 10）。

weak competitor pAG6dR の配列解析

作出した pAG6dRのインサートの配列をシークエン

スで確認したところ，pAG6dRの複製領域を構成してい

る repBは 3’領域が欠失し，内部に 1塩基置換があった

（Fig． 27）。

リアルタイム PCR を用いたトランスポゼース遺伝子

（tnp）の発現解析

マイクロアレイの結果から，L． lactis 712d35では，
tnpS1，tnp1077， tnp982の遺伝子発現が 1.5～ 4倍低

下していたが，tnp981や tnp905の発現に有意差はな

かった。そこで半定量リアルタイム PCRを用いて，ト

ランスポゼースの発現量の変化を確かめた。トータル

RNAの調製に際しては，L． lactis NIAI712および∆pAG6

（712d35，712d51，712d61）を，TYGで一晩培養して

活性化し，0.1%の培養液を新鮮な TYGに接種した。約

5時間後，OD = 0.25まで培養した細胞を集菌して RNA

を抽出した。一方 712dRは，スキムミルク -EC培地で

継代培養し，pAG6と競合プラスミド pAG6dRおよび
opp-pepO coding プラスミド pAG3を維持した。トータ

ル RNAの調製に際しては，712dR（712dR1，712dR2，

712dR3）を，TYG-ECで一晩培養して活性化し，0.1%の

培養液を新鮮な TYG-Eに接種した。約 5時間後，OD = 

0.25まで培養した細胞を集菌して RNAを抽出した。リ

アルタイム PCRには，500 ngのトータル RNAから調製

した cDNAを 1 μl用いた。野生株と派生株の遺伝子発

現量を標準化するために，tufの発現量の測定を同時に

行った。tufの値で標準化したデータを元に，各 tnpの

発現量を野生株と派生株で比較した（Fig． 28）。すなわ

ち，野生株 L． lactis NIAI712の発現量を 1として，派生

株の当該 tnpの発現量の相対値を算出してグラフに示し

た。L． lactis NIAI712と∆ pAG6の比較では，tnpS1およ

び tnp982のリアルタイム PCRの結果は，アレイ解析

の結果と一致した。すなわち，∆ pAG6の tnpS1および
tnp982発現量は野生株よりも有意に低かった。しかし，

712dRにおける tnpS1および tnp982発現量は野生株の

約 2倍高かった。このことは，pAG6の除去過程（キュ

アリングプロセス）においては，tnpS1および tnp982の

発現が高まり，Tnp活性が高まることを示唆している。

対照的に，L． lactis NIAI712と∆ pAG6および 712dRの

Fig. 28.　Semiquantitative-realtime-PCR.
Asterisks indicate significant difference from the wild type 
with P < 0.05.
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比較では，tnp1077のリアルタイム PCRの結果に有意

差はなかった。さらに，マイクロアレイ解析で有意差の

なかった tnp981の発現量もリアルタイム PCRで比較し

た。tnp981の発現量は，リアルタイム PCRにおいても

有意差がないことが確かめられた。この結果は，IS1077

および IS981は，pAG6の選択的除去に起因する一連の

現象とは関係しないことを示唆している。

3 ．考察

L． lactisプラスミドは多くの ISエレメントを含み，

プラスミド間，或はクロモゾームへの遺伝子転移に

働き，進化に寄与している 19， 54）。L． lactis NIAI712が

保有するプラスミド上の ISエレメントを調べたとこ

ろ，opp-pepOをコードする pAG3には IS982が含まれ

ていた。一方 lac-オペロンと prtP/prtMをコードする

pLacPrtには ISS1と IS1077が含まれていた。最近 L． 

lactis NIAI712に近縁なプラスミドフリー株MG1363の

全ゲノムが公開されたが，それによると IS982と ISS1

は，全ゲノム内に各々 2コピーしかなく，9コピーあ

る IS1077のトランスポゼース遺伝子の全てがシュード

ジーンだった 92）。本研究でも，IS982と ISS1はプラス

ミドとクロモゾームに 1コピーずつ検出された。すな

わち，IS982は pAG3とクロモゾーム由来の 120 kbフ

ラグメントに，ISS1は pLacPrtとクロモゾーム由来の

120 kbフラグメントにコードされていた。プラスミド

フリー株MG1363でメジャーな ISエレメントは IS981

や IS905であり，ゲノム内に 100コピー以上コードされ

ている 92）。対数増殖期の L． lactis NIAI712においても，

IS982と ISS1の転移酵素 tnp982，tnpS1の発現量は，

コピー数の多い IS981や IS905の tnpの 1/100以下だっ

た。したがって，本研究で観察された，opp-pepOの消

失を含む L． lactis NIAI712ゲノム内再構成は，マイクロ

アレイ解析で変動のあった tnpの転写活性の上昇が引き

金ではないかと予想した。すなわち，opp-pepO近傍の

ISエレメントの転移活性が，宿主細胞内に pAG6と競合

プラスミドが共存する状態で活性化されると予想した。

しかし第 1章で pAG6の除去に用いた pCVm6は，宿主

細胞内で pAG6との共存が困難で，両プラスミドの保有

を強制する TYL-EC培地で培養しすると，増殖速度が著

しく低下した。さらに，TYL-E培地で 1回植え継ぐと

pAG6が 100%除去されるため，両プラスミド共存株の

遺伝子発現を解析する試験菌株として不都合だった（未

発表）。そこで，宿主の増殖を抑制することなく，宿主

内で pAG6との共存状態を維持できる第 2の競合プラス

ミド pAG6dRを作出した。L． lactis NIAI712に pAG6dR

を導入した派生株 712dRは，TYL-EC培養で増殖抑制

されず，TYL-E培地の 5回継代培養後においても，50%

の菌が pAG6を保持していた。親株 L． lactis NIAI712，

pAG6/pAG6dR共存株 712dR，および pAG6除去株 ∆

pAG6の対数増殖期の細胞で，tnpの発現量を比較した

ところ，712dR株の tnp982と tnpS1の発現量が有意に

高かった。pAG6/pAG6dR共存株 712dRでは，tnp982

と tnpS1の発現量が高まることから，IS982と ISS1の

転移も活性化することが予想された。一方 tnp981と
tnp1077の発現量に有意差は無く，pAG6除去に伴うゲ

ノム遺伝子の組み換え現象に，IS981と IS1077が関与

する転移は無関係と考えられた。

本研究では，L． lactis NIAI712の pAG6が，共存する

pAG3やクロモゾームなど宿主のゲノム構造の安定化に

働くことを示した。かつて親株 L． lactis NCDO712か

ら，プラスミドフリー株を含む様々なプラスミド除去

株が得られているが，pAG6と同じ大きさの pSH73だ

けが除去された派生株は得られていない 32）。L． lactis 

NIAI712の以前の試験でも，変異剤処理や高温培養な

どの従来法では，pAG6欠損株は得られなかった（未発

表）。pAG6の高い安定性の原因として，pAG6のコピー

数や，コードしている遺伝子産物の細胞内濃度が厳密に

制御されない状態では，宿主の生育に不利な組み換え

や不可欠なプラスミドの欠損頻度が上昇し，結果的に

pAG6欠損株が環境中で不利になると推定している。

pAG6がコードしている遺伝子産物の中で特に着目

しているのは HsdS（HsdS/pAG6）である。HsdSは，

Type I-制限／修飾（Type I-R/M）システムの認識サブ

ユニットである。L． lactisは常にバクテリオファージの

攻撃に曝されており，様々なファージ耐性機構を有して

いる 29）。制限／修飾システムは，自己と非自己の DNA

を区別し，ファージ感染など外来遺伝子の侵入から宿主

を防御するファージ耐性システムであり，L． lactisでは

Type I-R/Mと Type II-R/Mが報告されている 29）。Type 

I-R/Mは，制限サブユニット（HsdR），修飾サブユニッ

ト（HsdM），認識サブユニット（HsdS）から構成され，

HsdRと HsdMはクロモゾームにコードされている。一

方 HsdS遺伝子は，θ -プラスミドの複製モジュールを

構成し，これまでに多くの相同性遺伝子が報告されて

いる 61， 67）。遺伝子のメチル化には，2分子のHsdMと 1

分子のHsdSからなるメチル化コンプレックス（M2S）で

機能し，DNA切断にはM2SR2で働く 61）。複合酵素内の

HsdSの種類によって認識配列が決定され，したがって
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感受性ファージの種類にも影響する 61）。Type I-R/Mの

認識配列は単純なインバーテッドリピートではなく，こ

れまでに L． lactisの Type I-R/Mの認識配列が決定され

た報告はまだない。しかしHsdMおよびHsdRのアミノ

酸配列の相同性から，アデニンメチラーゼ活性を持つと

推定されており 42），異なる HsdSと結合することで異な

る配列を認識し，メチル化あるいは切断する 78）。細胞

内で pAG6がコードしている HsdS（HsdS/pAG6）の発

現が不足し，メチル化酵素が十分に機能しない場合，メ

チル化されていない認識配列を含む pAG3を切断酵素が

分解し，結果 pAG6＆ pAG3欠損株の出現割合が増加す

るのかもしれない。また別の仮説も考えられる。すなわ

ち，遺伝子のプロモーター領域近傍のメチル化状態は，

遺伝子の転写活性に影響する 14， 62）。これまで報告され

ている ISエレメントの tnp のプロモーター領域近傍に

は，しばしば DNA adenine methylase（DAM）の認識

配列が含まれ，そのメチル化状態が tnpの発現量に影響

し，転移活性を制御しているという報告がある 73， 86）。L． 

lactis NIAI712の場合，競合プラスミドの共存によって

pAG6複製が不安定になっている最中には，tnp982と
tnpS1の発現量が増加した。細胞内で pAG6を安定に保

持することで，HsdS/pAG6の認識配列を正常なメチル

化状態に保ち，IS982の転移活性を小さくし，IS982を

コードする pAG3などのプラスミドの安定化に寄与する

可能性も，今後の研究課題として興味深い。

総　　括

乳製品製造に汎用されている Lactococcus lactisの遺伝

子構成は，2 Mb程度の小型の染色体と，複数のプラス

ミドを細胞内に保有することが特徴的である。各々のプ

ラスミドは，宿主細胞の増殖と同調して，あるいは無関

係に一定のコピー数を自己複製し，通常正確に次世代の

細胞に分配される。L． lactisのプラスミドの特徴として，

乳発酵に必要不可欠な経済形質をコードすることが上げ

られる。現在迄に，ラクトース資化，プロティナーゼ活

性，クエン酸取込み，ファージ耐性，バクテリオシン生

産，粘性物質生産などの形質に関与するプラスミドが確

認されている。L． lactis の内在プラスミドの種類や組合

せは菌株ごとに異なり，菌株特異的な表現型を決定す

る。L． lactisの分離源は乳製品，生乳，漬物，生草など

多岐にわたり，プラスミド構成を変えながら生育環境に

適応していると考えられる。中には細胞内に 10種類程

度のプラスミドを保有する株も多く，機能が特定されて

いないプラスミドも多く残されている。プラスミドの機

能解析は，通常まずプラスミド除去株を作出し，除去株

の表現形質と親株の表現形質を比較して研究の端緒とす

る。従って，対象とするプラスミドを選択的に除去する

ことができれば，プラスミド上の遺伝子機能や関係する

表現形質を効率良く推定することができる。また，必要

不可欠なプラスミドを損なわずに，1種類のプラスミド

を除去する方法は，発酵産業に利用可能な実用菌株の改

良にも利用できる。第 1章では，宿主 DNAにランダム

に作用する変異剤処理などを行わず，複数の内在プラス

ミドのうち 1種類のプラスミドを選択的に除去し，親株

と発酵特性の異なる新菌株を作出する方法を開発した。
L． lactisの内在プラスミドの殆どが，宿主域の狭いθ -

複製型プラスミドであることが知られている。そこで，
L． lactis に広く分布しているθ -プラスミドを選択的に

除去するために，任意のθ -プラスミドの複製単位を in 

vitroで再構成し，不和合性プラスミド（競合プラスミ

ド）を作成する方法を開発した。本法は，1）複製単位

の再構成に共通して用いることのできるプラスミドベク

ター（pDB1）の作成，2）任意の L． lactisθ -プラス

ミドの不和合性配列を増幅しうる PCRプライマーペア

（VF3 - VF4）の設計，3）in vitroでの不和合性プラスミ

ドの再構成と，L． lactis wild type プラスミドの除去操作，

からなる。本章では，考案した方法が，L． lactis subsp． 

lactisおよび subsp． cremorisの両亜種で使用可能である

ことを確認した。本法の利点は，以下の 3点にまとめる

ことができる。すなわち，1）作出した変異株は外来遺

伝子を保有せず，食品加工用のスターターに利用でき

る。2）除去プラスミドを選択でき，利用目的に即した

スターターの改良が可能である。3）既存法では除去の

難しい安定なプラスミドも選択的に除去でき，プラスミ

ドの機能解析に応用できる。そこで第 2章では，プラス

ミドの選択的除去を，乳業用乳酸菌の育種に応用した研

究について記述し，第 3章では本法を研究端緒とした L． 

lactisプラスミドの新機能の解析について記述した。

産業菌株において，安定した発酵性能と共に，発酵

の効率性も重要な形質である。本研究では，L． l． lactis 

biovar diacetylactis DRC1および diacetylactisのタイプ

ストレインである L． l． lactis biovar diacetylactis 13675

において，宿主の増殖を抑制し，実質的に宿主の増殖速

度を決定している 7.4 kbのプラスミド pDR1-1を同定し

た。第 1章に記述した方法で pDR1-1を選択的に除去す

ることで，親株より増殖の早い変異株を育種することが

できた。また産業菌株への利用例として，フレーバー変
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異株の育種について第 2章，第 3節に記述した。すなわ

ち，L． l． lactis biovar diacetylactisは，乳中のクエン酸

を代謝し，ジアセチルを生成する。diacetylactisのジア

セチルを生成能は，実際にはクエン酸透過性プラスミ

ド pCitの有無で決定され，pCitを持たない菌株ではク

エン酸リアーゼなどクエン酸の代謝に関係する遺伝子が

正常であっても培地内のクエン酸を菌体内に取り込めな

いためジアセチルの生成も無い。ジアセチルは非常に強

い臭いを有する化合物であり，微量でも発酵飲食品の香

味品質に大きな影響を与える。発酵バター製造には必要

なフレーバーとされているが，発酵乳製造には好まれな

い。特に我が国の場合，欧米に比べ，ジアセチルに対す

る馴染みのなさが指摘されてもいる。そこで本研究では
L． l． lactis biovar diacetylactis N7のクエン酸透過性プラ

スミドを選択的に除去し，ジアセチル生成能の無い変異

株を育種した。N7は胆汁酸耐性，コレステロール除去

能などを有し，機能性発酵乳の製造が期待されている。
L． lactisの CitP-プラスミドは，変異剤などで処理して

も容易に欠損株を得られないことが知られている。本研

究で考案したプラスミドの選択的除去法は，CitP-プラ

スミドの除去を容易にした。本法により乳発酵能を損な

うこと無く種菌の発酵特性を変更でき，製品の風味改良

に繋がる。

最後に第 3章では，プラスミドの選択的除去によって，

高頻度に出現する発酵遅延変異株を試験に用い，除去し

たプラスミドの機能解析を行った結果について詳述し

た。我々の研究室で継代し保存している L． lactis subsp． 
cremoris NIAI712は，5種類のプラスミドを有している。

そのうち約 9 kbのプラスミド pAG6はコピー数も多く，

非常に安定であるが故にプラスミド除去株が得られてお

らず，その機能は調べられていなかった。そこで第 1章

に記述した方法で pAG6を選択的に除去すると，高頻度

で発酵遅延株が出現した。pAG6を除去して得られた発

酵遅延変異株 712 ∆ pAG6では，乳糖資化，カゼイン分

解および取込みなど，乳資化性遺伝子群の転写活性が著

しく低下していた。さらに，712 ∆ pAG6のゲノム内に

は，pAG6の除去に伴って，短期間のうちに遺伝子組み

換えによる変異が起こることが明らかとなった。本研究

ではこのゲノム変異によって，カゼイン分解物の取り込

みに働く一連の遺伝子群 opp-pepOが，例外なく消失し

ていることを突き止め，発酵遅延の主原因であると結論

付けた。

pAG6には，宿主 DNAのメチル化配列を決定する因

子，すなわち Type I制限／修飾サブユニット HsdSが

コードされていた。遺伝子プロモーター近傍の DNAの

メチル化状態が，遺伝子の転写活性に影響することは周

知の事実である。特に遺伝子のゲノム内転移を仲介す

るトランスポゾンの転移酵素遺伝子 tnpの転写減衰はよ

く知られている。それゆえ pAG6の除去操作中，すなわ

ち，pAG6と競合プラスミドが同一細胞中に共存する状

態で tnpの転写活性が上昇し，トランスポゾンが転移し

て opp-pepO欠失が起こるのではないかと予想し，pAG6 

/ 競合プラスミド共存株での tnp転写活性を解析した。

その結果，競合プラスミドの共存によって pAG6複製が

不安定になっている最中には，tnp982と tnpS1の発現

量が特異的に上昇することを明らかにした。宿主は細胞

内で pAG6を安定に保持することで，HsdS/pAG6の認

識配列を正常なメチル化状態に保ち，ゲノム内トランス

ポゾンなど可動性遺伝因子の転移活性を小さくし，ゲノ

ム構造や菌株特異的なプラスミド構成を維持するのかも

しれない。
L． lactisには多くの HsdSバリエーションが知られて

いるが，宿主の遺伝子発現との関係を試験した例は全く

ない。しかしながら Type-II R/Mでは，認識配列のメチ

ル化状態が自己遺伝子の転写活性を制御することが報告

され，乳酸菌の制限／修飾システムの，ファージ耐性

以外の働きが初めて明らかにされた 14）。特に乳発酵に

関与する遺伝子群の発現と HsdSが決定するメチル化状

態の関係は興味深い。なぜなら本研究で作出した 712 ∆

pAG6株では，遺伝子が欠失していないにも関わらず，

遺伝子発現が異なる多くの乳資化性遺伝子を確認したか

らである。712 ∆ pAG6の除去プラスミド pAG6上には，

HsdSと共にカドミウム耐性因子 CadA / Cがコードさ

れている。cadA / Cをコードするプラスミドは，乳発

酵スターターに用いる Lactococcus strainに広く分布し

ている 88）。著者らのスクリーニングでも，乳製品由来

の L． lactis ssp． lactisは全て pCadを保有していた（未

発表）。L． lactisをグルコース添加培地で培養すると，

容易にラクトース資化性プラスミドが欠落するように，

不要なプラスミドはしばしば失われる。したがって乳

製品から分離された菌株の全てがカドミウム耐性プラ

スミドを保有したことには，何か合理的な必然性があ

るだろう。一つの可能性として，pCadと共にコードさ

れている hsdS （HsdS/pAG6 ?）に着目している。すなわ

ち，HsdS/pAG6が乳中での生育に有利なメチル化状態

を作り出しているのではないか？という仮説は飛躍し

すぎているだろうか。この仮説を裏付けるプロテオー

ム解析結果が報告されている。INRAの Chichらは，
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L． lactis NIAI712の近縁株 L． lactis NCDO763 をケミカ

リー・ディファインド培地（CDM）で培養し，全菌体

タンパク質を 2次元電気泳動で分画することで，400 ス

ポットを検出・解析できたと報告している。彼等はまた
L． lactis NCDO763をM17培地，およびスキムミルク培

地で培養し，培地特異的に発現する菌体タンパク質を探

査した。その結果，CDMやM17培地よりも，ミルク

培地培養による菌体から，有意に発現量の大きいスポッ

トとして HsdSが同定された。ある種の HsdSが，乳環

境下で乳酸菌の生育に有利な遺伝子産物として発現が強

化されているとしたら，L． lactisが保有する hsdS遺伝

子の種類は，ファージ耐性に影響するだけでなくミルク

中での菌株の優位性にも影響するだろう。
L． lactisで頻繁に見つかる hsdS遺伝子は，DNA配列

中の保存領域で容易に組み換えを起こし，新種の hsdS

を生じさせる。機能的な新種の hsdSが，細胞内に生じ

た菌株のメチル化状態は，親株とは異なるだろう。著者

は，プラスミド構成の違いなど保有遺伝子そのものの違

いと共に，ゲノム遺伝子全体のメチル化状態の違いも，
L． lactisの菌株特異性や環境適応進化の根源ではないか

と考えている。本研究で作出したプラスミド変異株は，

菌株特異的なメチル化状態を解析するのに相応しい実験

材料であり，メチル化状態と宿主の遺伝子発現との関係

は，今後の研究課題として大変興味深い。
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Summary

Chapter 1. Manipulation for selective Plasmid Elimination from Lactococcus lactis

　　Strains of lactococcal bacteria are used as starters in the fermentation of dairy products. Such strains generally carry 

a number of plasmids, varying in size from approximately 2 kb to 80 kb. Some plasmids encode properties essential to 

the manufacture of dairy products such as lactose fermentation, proteolysis, diacetyl production, and phage resistance, 

and others encode nonessential or unknown properties. Plasmid elimination is a fundamental technique for investigating 

the diverse properties of encoding plasmids. It is currently performed by culturing with a mutagenic chemical such as 

acridine orange, culturing in unbuffered medium, exposing cells to elevated growth temperatures, regenerating bacterial 

protoplasts, or a composite of these methods. With these methods, plasmids cannot be chosen for elimination, and the 

simultaneous loss of more than one plasmid is frequent. In addition, the resulting variants that have lost co-existing 

essential plasmids are ineffective as starters. 

　　This study was designed selectively to eliminate a θ-plasmid from Lactococcus lactis strains by transforming synthetic 

competitors. A shuttle vector for Escherichia coli and L. lactis, pDB1, was constructed by ligating a partial replicon of 

pDR1-1B, which is a 7.3 kb  θ-plasmid in L. lactis DRC1, with an erythromycin resistance gene into pBluescript II KS+. 

This versatile vector was used to construct competitors to common lactococcal  θ-plasmids. pDB1 contains the 5' half 

of the replication origin and the 3' region of repB of pDR1-1B, but lacks the 1.1-kb region normally found between these 

two segments. A set of primers, Pv3 and Pv4, was designed to amplify the 1.1-kb middle parts of the general  θ-replicons 

of lactococcal plasmids. When the PCR products were cloned into the Nru I and Xho I sites of pDB1, synthetic replicons 

were constructed and replication activity was restored. A number of  θ-plasmids in L. lactis ssp. lactis and cremoris were 

eliminated selectively by transforming the synthetic competitors. These competitors were easily eliminated by subculture 

for a short time in the absence of selection. The resulting variants contained no exogenous DNA and are suitable for food 

products, since part of the phenotype was altered without altering other plasmids indispensable for fermentation.

Chapter 2. Breeding of new Lactococcus lactis starters by plasmid elimination

　　Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetilactis DRC1 carries more than 6 plasmids, including a 7.4 kb cryptic 

plasmid, which was designated as pDR1-1. pDR1-1 was found to significantly affect the specific growth rate of the host cells 

because of its limiting effect on growth. When pDR1-1 was eliminated by an unstable competitor to pDR1-1, as described 

in chapter 1, the resulting variant, L. lactis DRC1∆pDR1-1, grew more efficiently than the DRC1 wild type. In addition, 

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetilactis N7 carried an 8.3-kb plasmid, which was expected to be the citrate 

permease plasmid (CitP-plasmid). When the 8.3-kb plasmid was eliminated, the variant, L. lactis N7∆pCit, lost the ability 

to metabolize citrate and to produce the aromatic compound diacetyl from citrate. Diacetyl produces a buttery flavor in 

New methods for selective plasmid elimination from Lactococcus lactis and 

characterization of the genetic variability of variants derived 

from Lactococcal starter for milk fermentation

Miho KOBAYASHI

Animal Products Researh Team
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fermented dairy products, but this aroma is undesirable for yoghurt. Therefore, selective elimination of CitP-plasmid may 

serve to breed a variant preferable for yoghurt starter. Neither L. lactis DRC1∆pDR1-1 nor L. lactis N7∆pCit contained 

exogenous DNA, making both suitable for food products.

Chapter 3. Characterization of a cryptic plasmid that contributes to the stable maintenance of host genome in 

Lactococcus lactis

　　Lactococcus lactis subsp. cremoris NIAI712 carries five different plasmids, including an 8.7-kb plasmid designated 

pAG6. pAG6 encodes a subunit of a type-I restriction and modification system (HsdS), as well as proteins involved in 

cadmium resistance (CadA and CadC). When we eliminated pAG6 by inserting a competitor into strain NIAI712, the 

resulting ∆pAG6 variants showed a slow-milk–coagulation phenotype, even though the cells retained their lactose 

fermentation and proteolysis activities. Pulsed-field gel electrophoresis followed by Southern hybridization analysis showed 

that chromosomal rearrangements as well as co-elimination of the 50-kb plasmid pAG3, which carried an oligopeptide 

transport system gene cluster (opp-cluster), occurred consistently in the genome of ∆pAG6 variants. These results suggest 

that the stable maintenance of pAG6 prevents destabilization of a co-existing plasmid and constant genome rearrangement 

of chromosome. In ∆pAG6 variants, transposases of IS982 and ISS1 were expressed at lower levels than in the parent 

NIAI712 strain. The expression of these transposases increased in an intermediate variant containing both pAG6 and 

competitor. Therefore, the frequency of chromosomal rearrangements and loss of pAG3 in association with the IS982 and 

ISS1 elements may increase during the process of pAG6 elimination. 

　　Out of the entire sequence of pAG6, we have focused on the function of HsdS as a factor that serves in stable 

maintenance of the host genome. HsdS is part of multi-functional complexes, i.e. Type-I R/M systems composed of three 

different subunits, HsdS, HsdM, and HsdR. This complex is active in an N-6 adenine-specific DNA methylase, a DNA-

dependent ATPase, a DNA translocase, and a restriction endonuclease. Since HsdS is responsible for the recognition 

of a specific DNA sequence, the restriction and methylation sites in the genomes would be altered by the elimination of 

HsdS/pAG6. We therefore expected that the restriction complex with HsdS/pAG6 would cleave pAG3 and part of the host 

chromosome, or that the gene transpositions regulated by IS982 or ISS1 would be promoted by aberrant transcription of 

the tnp genes following the methylation changes near the promoter regions.

　Key words：Lactic acid bacteria, plasmid, growth rate, milk fermentation
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第１章　序論

１．研究の背景

⑴　家畜排泄物処理問題の現状

従来の「大量生産・大量消費・大量廃棄型社会」の反

省から，我が国においては物質の効率的な利用やリサイ

クルの推進を通じ，より環境への負荷が少ない「循環型

社会」を構築することが急務となっている。このような

状況の中，地球温暖化防止，循環型社会形成，戦略的産

業育成，農山漁村活性化等の観点から，バイオマスの利

活用推進に関する具体的取り組みや行動計画を取りまと

めた「バイオマス・ニッポン総合戦略」が，平成 14年

12月に閣議決定された。このバイオマス・ニッポン総

合戦略では，「再生可能な，生物由来の有機性資源で化

家畜排泄物処理における大腸菌の制御に関する研究

花島　大

1)独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構　北海道農業研究センター

要　　約

家畜排泄物は主として堆肥化，液肥化を経て循環利用されているが，食の安心・安全に対する消費者の関心は高

く，有機肥料の生産段階においてもこれまで以上に衛生的な処理が望まれている。一般的に堆肥化過程で発生する高

温は有害微生物の低減に効果があることが知られているが，牛糞のような高水分堆肥原料の堆肥化に際し，オガクズ

や稲ワラ等の水分調整材の使用が十分でない場合には，適正な堆肥化プロセスが進行しない事例も見受けられる。そ

こで本研究では，温度が上昇しにくい高水分の堆肥原料中での有害微生物の低減化を促進させる方法として，家畜糞

と食品副産物等の有機廃棄物との混合堆肥化を検討した。また近年，堆肥化過程で一度は低減した有害微生物が，水

分や温度など適当な生育条件が整うことで再増殖するという現象が問題となっている。堆肥の安全性を考える上でこ

のような堆肥の流通は好ましくないことから，再増殖を起こす可能性のある堆肥の類型化を行った。液肥化処理につ

いてはそもそも研究蓄積が少なく，処理過程の有害微生物の動態や死滅機構は十分に明らかになっていない。そこで

通気処理過程における糞便汚染指標微生物である大腸菌の消長についての知見を得るとともに，大腸菌数の推移に影

響を与えると予測される物理化学的，生物的パラメータの推移を解析し，それらの関連性について検討を行った。

その結果，高水分牛糞に対する有機廃棄物の添加は，無添加の原料に比べ大幅に温度上昇を促進し，55℃を超える高

温を維持することで，大腸菌数を激減させることが明らかとなった。この温度上昇は主として添加廃棄物中の易分解性

有機物量に依存し，堆肥温度と易分解性有機物量の指標である BOD （Biochemical Oxygen Demand）値の間には正の相

関が認められた。また大腸菌の再増殖は，高温期の，または高温期が終了直後の堆肥サンプルにおいて顕著に認められ

ることから，再増殖のリスクは有機物分解が十分に進行していない堆肥において特に高いことが明らかとなった。液肥

化過程において大腸菌は，初期の段階で大幅に減少していた。堆肥化とは異なりこの低減機構は温度によるものではな

く，大腸菌低減時に著しく優占する未培養の Bacillus属細菌など共存する微生物群との競合，または有機成分の分解と

代謝産物の生成に起因する液中の物理化学的変化が大腸菌の生存に影響を及ぼしているものと考えられた。以上から，

堆肥については高温処理の徹底，および十分な腐熟期間の保持が，液肥については，温度以外の生物的，物理化学的要

因による大腸菌低減のメカニズムの解明が衛生的な処理の確立に対して重要であると考えられた。

キーワード：堆肥，液肥，大腸菌，再増殖

2008年12月10日受付
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石資源を除いたもの」をバイオマスと定義しており，代

表的なバイオマスとして家畜排泄物，下水汚泥，食品廃

棄物，木質残材，そして農作物非食用部等が挙げられて

いる。平成 18年度の段階でそれらの総量は 20,840万ト

ンにも及び（図 1），このうち全体の 42％（約 8,700万ト

ン）を占める家畜排泄物は，最も豊富なバイオマス資源

となっている 72）。またこの内訳を見ると乳牛，肉牛そし

て豚の順に排出量が多く，乳牛と肉牛で全体の 60％を，

また豚で 25％を占めていることがわかる（図 1）10）。

家畜排泄物は古くから肥料の原料として，また近年に

おいてはバイオガスの原料として利用されてきたが，排

泄物特有の強い臭気や汚物感はしばしば周辺住民の苦情

の原因となってきた。また図 2に示すように乳牛，肉

牛，養豚を営む農家戸数は，平成 2年度以降減少傾向に

ある一方で（図 2A），一戸当たりの飼養頭数は増加傾向

にある（図 2B）。これは経営の大規模化と集約化が進行

していることとともに，大量の排泄物が特定の地域に蓄

積している状況を示している 25）。

このような状況を打開するため，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（家畜排せつ物

法：平成 11年施行）が制定され，家畜排せつ物の適正

管理と循環利用が推進されてきた。しかし排泄物の局在

化が進行している昨今では，生産された有機肥料等が地

域内ですべて利用されるかというと疑問が残る。特に九

州南部の宮崎，鹿児島両県では，排出される家畜糞尿に

含まれる窒素量を県内の耕地面積で除した場合，その値

は 250 kg/ha以上となり，全国平均の約 2倍を超える集

積が起きていることが報告されている 10）。地域外を含

めた有機肥料の円滑な流通を促進するためには，有機肥

図 1.　平成 18年度におけるバイオマスの内訳と家畜排泄物の排出量
　　　*農林水産省：食料・農業・農村白書および畜産統計より作図。

図 2.　乳牛，肉牛および養豚経営における (A) 畜産農家の年次
推移および (B) 1戸当たりの飼養頭数の推移

　　　*畜産統計より作図
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料品質の向上，肥効成分などの表示，流通システムの整

備，そして有機肥料の安全性の確保が必要であることは

言うまでもない。

⑵　　　　　　　衛生的な堆肥化処理，液肥化処理の必要性

有機肥料の利用を阻害する要因として，成分が安定し

ていないこと，塩類の蓄積，重金属の蓄積，外来雑草の

種子，有害微生物による汚染などが挙げられる。堆肥の

臭いや色などとは異なり，いずれも利用者である耕種農

家が感覚的に判断しにくい項目でもある。

食の安全性に対する消費者の意識は非常に高い。1996

年に大阪の堺市で起きた病原性大腸菌 O157：H7による

集団感染では，3名もの尊い命が奪われ，感染源とされ

たカイワレ大根の売上げが大幅に減少した。その他でも

牛海綿状脳症（BSE）の発生に端を発した米国産牛肉離

れ，ノロウィルスの流行による牡蠣の売上げの低迷，農

薬や薬剤の残留による輸入農林水産物の買い控えなど，

食の安心・安全を脅かす事件とその風評被害が関連業界

に及ぼす打撃は無視できない状況にある。

それでは家畜排泄物を原料とした堆肥をはじめとした

有機肥料には，潜在的にどのようなリスクがあるのだろ

うか。表 1に平成 14年から 18年までの，細菌に由来す

る食中毒の年次別発生件数を示した。

これら食中毒菌のうち，群を抜いて発生件数の多いカ

ンピロバクター・ジェジュニ /コリ，サルモネラ属菌，

そして病原大腸菌やウエルシュ菌については家畜消化管

に由来することが知られており16, 24, 30），畜産物を介した

食中毒が毎年発生している。家畜排泄物を原料とした有

機肥料は，栽培時，そして収穫時に最終生産物である野

菜や果実等と接触する可能性があり，可能な限りその製

造過程でのリスクの低減が求められる。

それでは家畜排泄物処理過程で，これら有害微生物を

どこまで低減させればよいのだろうか。畜産経営におい

て家畜排泄物処理は非採算部門であり，可能な限り低コ

ストでの処理を求められていること，また最終的に有機

肥料としての利用を考えると，薬剤や抗生物質の使用に

よる有害微生物の制御法を適用することは難しい。従っ

て処理コストが許す範囲でリスクを低減させるスタンス

が，最も現実的な選択肢であると考えられる。我が国に

おいては肥料取締法において亜鉛，カドミウム等の重金

属汚染に関する上限値は存在するが，有害微生物に関連

した規制は現在のところ存在しない。よってここでは，

諸外国におけるこれら有害微生物の堆肥品質基準値につ

いて紹介する。

アメリカ合衆国環境保護局 （United States Environmental 

Protection Agency： USEPA）が 1994年に策定した 40 

CFR Part 503 Rule94）は，バイオマスの堆肥化，特に下

水汚泥を対象とした堆肥の基準として，しばしば有機

表 1.　細菌性食中毒の発生件数の推移

14年度 15年度 16年度 17年度 18年度

細菌（総数） 1,377 1,110 1,152 1,065 774

サルモネラ属菌 465 350 225 144 124

ブドウ球菌 72 59 55 63 61

ボツリヌス菌 0 0 0 0 1

腸炎ビブリオ 229 108 205 113 71

病原大腸菌 97 47 45 49 43

ウエルシュ菌 37 34 28 27 35

セレウス菌 7 12 25 16 18

エルシニア・エンテロコリチカ 8 0 1 0 0

カンピロバクター・
ジェジュニ／コリ

447 491 558 645 416

ナグビブリオ 2 2 0 0 0

コレラ菌 2 0 0 0 0

赤痢菌 2 1 1 0 1

チフス菌 0 0 0 0 0

パラチフス A菌 0 0 0 0 0

その他細菌 9 6 9 8 4

*厚生労働省統計より抜粋
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肥料の安全性を議論する上で引用される。表 2に示し

たように，Class Aの基準を満たす堆肥は，大腸菌群

として 1,000 MPN/g-dry weight以下であること，また

はサルモネラ属菌として 3 MPN/4g-dry weightである

と記されている。また 2005年にイギリスにおいて示

さ れ た British Standards Institution’s Publicly Available 

Specification for Composted Materials （BSI PAS 100）で

は，堆肥の満たすべき基準として，大腸菌として 1,000 

CFU/g-fresh mass以下であること，またはサルモネラ

属菌として absent/25g-fresh massであることが定義さ

れている 81）。米国および英国のガイドラインには，と

もにこの基準を達成するため，堆肥の製造過程における

処理方法，到達温度，処理期間についての詳細な記載が

盛り込まれている。堆肥の評価に特定の微生物（糞便汚

染指標微生物やサルモネラ菌等）の菌数を用いている国

は，他にはカナダ，イタリアおよびオーストリアなどが

ある 18）。いずれの国においても，すべての有害微生物

を検出，計数するのではなくサルモネラ菌または環境中

における糞便汚染指標微生物（大腸菌や，大腸菌群，腸

球菌）の菌数を有害微生物に関するリスクとして評価し

ている。

液肥は堆肥と比較してハンドリングが悪いこと，また

単位体積当たりの重量が重いことから運搬に適しておら

ず，有機肥料としての市場性は薄い。従って液肥の利用

は自家消費または近隣農家に限られるため，品質に関す

る基準は特に存在しない。畜舎近くの貯留タンクに蓄積

された糞尿が，直接農地に散布される事例も見受けられ

るが，糞尿中に含まれる有機酸，硫黄化合物および窒素

化合物は強烈な臭気物質であるため，事前に通気処理や

メタン発酵処理などを行い，十分に臭気を低減させてか

ら散布を実施することが奨励されている。しかし液状糞

尿は比熱の高い水分を多く含むため，堆肥に比べて温度

が上昇しにくい。よって一般的には，高温曝露による有

害微生物の死滅は期待できず，堆肥とは異なる有害微生

物の低減化手法が求められる。また液状である液肥は周

辺の水路，河川への流入，降雨等により容易に圃場から

流出する可能性もあることから，徹底した有害微生物の

低減化が望まれる。

2 ．既往の研究

⑴　堆肥化処理に関する研究

堆肥処理過程において発生する高温は，有害微生物の

死滅に効果があることが知られている 18）。Golueke et al.22）

が示した有害微生物，雑草種子それぞれの死滅温度を表 3

に示す。堆肥化に用いる原料や処理方式によって異なる

が，通常温度は 70℃近くまで上昇する。よって理論上，

表 3に示した有害微生物群は死滅すると考えられるが，

堆積物全体に均一な高温を曝露することは難しい。また

堆肥化の適切な進行の為には，水分調整，通気（酸素供

給）等が必要とされるが，何らかの原因で堆肥化が適正

に進行しなかった場合には，温度が十分に上昇しない可能

性も考えられる。よって前述の 40 CFR Part 503 Ruleおよ

び BSI PAS 100では，より確実な処理過程でのリスク低減

を目指し，処理温度およびその持続時間等のプロセスにつ

いても詳細な規定を提示している 81, 94）。また近年では，一

度検出限界以下まで低下した有害微生物が堆肥中で再増殖

（Regrowth）する現象が問題となっており，その要因の解

析が進められている 5, 89, 100）。

⑵　液肥化処理に関する研究

一般的には，液状の化学肥料や肥効成分を豊富に含ん

だ液状肥料を液肥と称するが，本論では農地散布を目的

Organization Regulation Requirements

USEPA1 40 CFR Part 503 Rule

Class A:
< 1× 103 MPN/g-total solids (dry-weight basis) as coliform
　　　　　　　　　　or 
< 3 MPN/4g- total solids as Salmonella sp.

Class B:
< 2× 106 CFU or MPN/g-total solid as coliform

BSI2 BSI PAS 100
< 1× 103 CFU/g-fresh mass as Escherichia coli
　　　　　　　　　　or
Absent/25g-fresh mass as Salmonella sp.

1 United States Environmental Protection Agency
2 British Standards Institution

表 2.　米国および英国における堆肥中の有害微生物の基準
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として家畜糞尿液状物を通気処理して得られた液状有機

肥料を液肥と定義する。液肥化処理については，堆肥化

処理と比較して単位体積当たりの基質となる有機物含量

が低いこと，またその対象が液体であることから，比熱

の高い水の温度を上昇させるために多大なる熱量を必要

とする。よって堆肥化処理よりも温度が上昇しにくい傾

向にある。一部の処理装置においては，通気システムを

構築する通気ポンプや液分の攪拌装置の廃熱が伝導する

ことにより液温が高温に達する場合もあるが，一般的な

処理プロセスは中温域で推移する 6, 7）。貯留状態にある

糞尿中の指標微生物を含む有害微生物は，長期間にわた

り生存することが知られている 1, 2, 16, 36, 49）。しかし 55℃

を超える高温域での液肥化処理過程では，堆肥化処理同

様にその高温による有害微生物の低減作用が報告されて

いる 44）。その一方で，中温域の処理過程におけるサル

モネラ菌数の低減 34）や大腸菌群数の低減 64）等も報告さ

れており，温度以外のファクターが有害微生物の消長に

影響を及ぼす可能性も否定できない。

3 ．研究の目的

本研究では，固形の家畜排泄物を扱う堆肥化処理，お

よび液状物を扱う液肥化処理過程における有害微生物の

低減化の促進を目的としている。適切に管理された堆肥

化処理の温度は 70℃近くまで上昇し，多くの有害微生

物を死滅させるレベルまで達する。しかしながら日本国

内においては，堆肥化進行の重要なファクターである水

分を調整するのに必要なオガクズやワラなどの水分調整

材の安定した調達が困難，または購入は可能であっても

価格が高いなどの問題があるため，適正な堆肥化処理が

行われていない事例も見受けられる。特に比較的高水分

である牛糞（約 85％前後）の堆肥化において，水分調

整材の必要性は高い。牛をはじめとする反芻動物は，病

原性大腸菌（O157，O26，O111等）の主たる保菌動物

と考えられており 30），その排泄物処理過程でのリスク

低減は重要な課題となっている。

よって本研究では，まず温度が上昇しにくい高水分の

堆肥原料中での有害微生物の低減化を促進させる方法と

して，家畜糞と食品副産物等の有機廃棄物との混合堆肥

化を検討した。平成 15年に施行された食品循環資源の

再生利用等の促進に関する法律（食品リサイクル法）で

は，食品廃棄物の飼料や肥料等の原材料としての再生利

用が目標として掲げられており，従来，焼却または投棄

されていた廃棄物の有効利用ついて様々な方法が模索さ

れている。将来的な有機廃棄物の循環利用を促進する一

形態として，また有害微生物を積極的に低減させる手法

として両者の混合処理を試みた。

また近年，堆肥化過程で一度は低下した有害微生物

が，水分や温度など適当な生育条件が揃うことで，再び

堆肥中で増殖するという現象が問題となっている。堆肥

化過程における有害微生物の低減に加え，堆肥中での再

増殖の抑制も良質堆肥の持ちうる重要な要素と考えられ

たため，本件についても検討を行った。

液肥化処理については，堆肥化処理と比較してそもそ

も研究蓄積が少ない。一部，通気処理過程で有害微生物

Organisms
Thermal deathpoint

Temperature (℃ ) Exposure time in minutes

Salmonella enterica subsp. 55－ 60 30

enterica serovar Typhi

Salmonella spp. 56 60

60 15

Shigella spp. 55 60

Escherichia coli 55 15－ 20

Staphylococcus aureus 50 10

Streptococcus pyogenes 54 10

Mycobacterium tuberculosis 66 15－ 20

var. hominis

Corynebacterium diptheriae 55 45

Brucella abortus/suis 61 3

*Golueke (1977)より抜粋

表 3.　各種病原性微生物の死滅温度
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数が低下した事例が報告されているが，その事象の再現
性や死滅機構は明らかになっていない。そこで，通気処
理過程における大腸菌の消長についての知見を得るとと
もに，大腸菌数の推移に影響を与えると考えられる物理
化学的パラメータや微生物群集の推移を解析し，それら
の関連性について検討した。
全章を通じて，排泄物処理過程の衛生的な指標は大腸
菌数が用いられている。これは， ①糞便中にほぼ安定し
た個体数（106～107 CFU/g-wet）で排出されていること， 
②サルモネラ菌等の有害微生物の動態を代表しうる菌で
あること 55, 68, 73），③国内外での環境関連法規の規制対象
となっていることによる。

4 ．本研究の構成

本研究は堆肥化処理を論じた 2～ 4章，および液肥化
処理を論じた 5章，全体を総括した第 6章を含む全 6章
から構成されている。以下に第 2章から第 6章までの検
討課題と方法を述べる。
第2章では，水分が高く適正な堆肥化が進行しにくい牛
糞堆肥化過程の温度上昇，および大腸菌死滅を促進するた
め，小型堆肥化リアクターを用いた牛糞と各種有機廃棄物
等との混合堆肥化を試み，その効果を明らかにする。
第 3章では，第 2章で検討した混合堆肥化処理におい
て添加効果の認められた有機廃棄物である豆腐粕を用
い，パイロット・スケールでの堆積型堆肥化処理におけ
る温度上昇効果の検証を行う。
第 4章では，堆肥化ステージおよび牛糞堆肥に対する
有機廃棄物の混合の有無が，堆肥中での大腸菌の増殖に
与える影響を明らかにするため，堆肥に人為的に接種し
た大腸菌の増減を評価するアッセイを実施し，堆肥中で
の大腸菌の増殖（再増殖）に影響を与える要因について
検討を行う。
第 5章では，野菜や花卉など商品作物に利用されるこ
とが多い豚糞尿の液肥について，その処理過程における
大腸菌の消長，臭気成分等の環境負荷物質の推移，pH
や酸化還元電位等の物理化学的パラメータ，および非培
養法による微生物群集の推移について解析を行い，相互
の関連性について検討を行う。
第 6章では，本研究での成果をまとめるとともに，よ
り衛生的な家畜排泄物処理に関する今後の課題について
述べる。

第 2章　高水分堆肥原料に対する各種有機廃棄物
の混合が大腸菌数低減に及ぼす影響

1．緒言

家畜排泄物の処理は世界各国で問題となっており，我
が国全体においても 1年間に発生する推計 8,700 万トン
の家畜排泄物の処理の為に様々な取り組みがなされてい
る。
堆肥化処理は有機廃棄物を循環利用するために経験的
に行われてきた方法であり，有機物の分解過程で悪臭は
大幅に低減され，廃棄物自体の乾燥も進むことからハン
ドリング性の向上とともに運搬も容易となる利点があ
る。また適切な堆肥化処理は，微生物活性によって発生
した高温により，病原微生物や雑草の種子を大幅に低減
させる効果がある 22）。家畜排泄物はウイルス，細菌，
または原虫等に由来する人畜共通の有害微生物に汚染さ
れている例が報告されていることから，未処理の家畜排
泄物を圃場等に散布することは人間に対する衛生的なリ
スクとなりうる。
特に搾乳牛は病原性大腸菌 O157：H7 の主要な保菌
動物と目されていること 30），また O157：H7 は動物の
生体内よりも糞中で，また糞に汚染された物体中でより
長く生存することが知られていることから，それらが家
畜に対する O157：H7 の再感染源となっている可能性
が指摘されている 49）。Wang et al.96）は牛糞中でO157：
H7 が 5℃で 70 日，22℃で 56 日，37℃で 49 日間生存し
ていたことを報告している。それ故，堆肥化過程での徹
底した有害微生物の低減化が望まれている。しかしなが
ら，牛糞は水分が 80 － 85％と比較的高く，また鶏や豚
など穀物を給与されている家畜の糞に比べて繊維主体の
飼料を給与されている為に，微生物群の基質となる易分
解性有機物の含有量が少ない。よって有害微生物の死滅
温度まで堆肥温度を上昇させるためには，適切な堆肥原
料の水分調整が必要となる。我が国においてはオガク
ズ，稲ワラ，樹皮および籾殻などが水分調整材として一
般的に用いられているが，すべての地域で年間を通じて
の安定的な供給が必ずしも保証されている訳ではない。
十分量の水分調整材が確保できない場合には，堆肥原料
が高水分のまま堆肥化処理を余儀なくされる事例も見受
けられる。そこで本研究では高水分の堆肥化過程におけ
る大腸菌の低減化を促進するため，有機廃棄物の混合に
よる堆肥化プロセスの改善を試みた。
本実験では，最初に水分の異なる堆肥材料に対して易
分解性有機物の添加を行い，各水分レベルにおける易分
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解性有機物の温度上昇，および大腸菌数の低減効果を検

討した。その後，種々の有機廃棄物と牛糞の混合堆肥化

試験を行い，その際の温度上昇と大腸菌数低減効果につ

いて検討を行った。

2.　実験方法

⑴　堆肥原料の性状

搾乳牛の糞は畜産草地研究所（つくば市）の搾乳牛舎

から採取した。粗飼料と市販の濃厚飼料を給与している

舎内の牛群より，ワラやオガクズなどの敷料が混入して

いない状態で糞を採取した。水分調整材として 8 mm径

のメッシュを通過した細断稲ワラを用い，目的の水分に

調整するために適量を牛糞に添加後，混合した。

⑵　小型堆肥化リアクターおよび運転条件

堆肥化は，図 3に示した有効容積 12 Lの保温式の小

型堆肥化リアクター 26, 29, 52）を用いて行った。温度測定

の為の熱電対を，容器の堆肥原料充填部の底から 7.5 cm

の中心部に設置した。通気は，堆肥原料の底部から 0.4 

L/minの割合で連続的に行った。一連の試験は，これら

の堆肥化リアクター計 4台を用い，25℃の恒温室内で実

施した。

⑶　分析および大腸菌の計数

1）　水分

堆肥の水分は適当量を 105℃で 24時間乾燥させた後，

デシケータ内で 30分放冷後に測定した。

2）　堆肥温度

小型堆肥化リアクター内に設置した熱電対により，

データロガー（サーモダック EF MODEL 5020A，江藤

電気）を用いて 2時間毎の連続測定を行った。

3）　アンモニア態窒素

アンモニア態窒素は，堆肥サンプルと 2M KCl 溶液を

1：9（w/v）で混合し，30分の振盪後，得られた濾紙濾

過液を Bremner法 4）によって分析した。

4）   生 物 化 学 的 酸 素 要 求 量（Biochemical oxygen 

demand： BOD）

堆肥の BODは，堆肥適量（堆肥化ステージによって

異なる）を 300mlの蒸留水に懸濁し，クーロメーター

（大倉理研）により 5日間の培養を行って測定した。

5）　大腸菌の計数

大腸菌数の測定は，堆肥と生理食塩水を 1：9（w/v）

で混合した後に，氷冷下で 10,000 rpm，5分のホモゲ

ナイズを行い，その希釈系列（1：9）についてクロモ

カルトコリフォーム寒天（Merck）を用いた希釈平板

法にて大腸菌数を計数した。培養は 37℃，24時間で

行い，特異酵素基質である salmon-galactosideがβ -D-

galactodidaseによって分解される際に発する赤色と，

X-glucuronideがβ -D-glucuronidaseによって分解され

る際に発する青色の両者が混合した際に呈する紫～濃青

色のコロニーをもって大腸菌と判定した。

⑷　水分の異なる堆肥原料に対するポリペプトン混合試

験

堆肥原料の様々な水分レベルを設定するため，採取し

た水分 84％の牛糞に対し，水分 12％の稲ワラの添加量

を変えることで 71％，74％そして 78％の 3段階の牛糞

と稲ワラの混合物を作成した。それぞれの水分レベルの

堆肥原料を無添加区（対照区）とした。これら無添加

の堆肥原料に対し，易分解性有機物としてポリペプト

ン（ダイゴ）を乾物当たり 4％の割合で添加した区を設

定した。それぞれ湿重で 4kgを堆肥化装置に充填し，

連続通気を行った。堆肥は 7日後に装置から取り出し，

手で入念に混合を行った後に再び装置に充填した。その

後，更に 5日間通気を行い 12日が経過した時点で堆肥

化試験を終了した。初発，堆肥混合時，そして堆肥化終

了時のサンプルを分析に供試した。

それぞれの水分レベルにおける添加区，無添加区の比

較は，2連の堆肥化試験によって行った。各水分レベル

の実験は，異なる日に，異なるロットの牛糞を用いて

行った。

図 3.　堆肥化リアクターの概要

Schematic diagram of composting reactor.
a, insulation material (Styrofoam); b, trap for accumulated 
water; c, cylinder (PVC); d, thermocouple; e, stainless-steel 
mesh; f, aeration pump; g, flow meter; h, flask for cooling 
outlet gas; i, gas sampling port; j, recorder.
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⑸　高水分堆肥原料に対する各種有機廃棄物の混合試験

牛糞と細断稲ワラを 6.5：3.5の割合で混合し，この有

機物を添加していない牛糞・稲ワラ混合物を無添加区

（対照区）とした。この牛糞・稲ワラ混合物の乾物量の

17％を，豆腐粕，米ぬか，油かす，生鶏糞，乾燥鶏糞，

および 2種類の人工生ゴミなどの計 7種類の有機廃棄物

で置換した混合物を処理区として設定した。2種類の人

工生ゴミ組成については，清掃局に持ち込まれる生ゴミ

の組成に関する報告書 53）をもとに作成した。供試した

生ゴミの組成を表 4に示す。混合物の水分は蒸留水を添

加することにより 78％に調整した。この一連の試験に

は 4台の堆肥化装置を用い，無添加の対照区と各種有機

廃棄物を混合した 3種類の添加区を配置した（表 5）。

3.　結果および考察

⑴　堆肥原料の水分と易分解性有機物の混合が堆肥化過

程の温度上昇に及ぼす影響

通気開始後から堆肥温度は上昇を始め，いずれの堆肥

においても 2日目から 4日目にかけて最高温度を記録し

た。その後，7日目に堆肥温度は 30℃近くまで低下した

ため，装置から堆肥を取り出し，十分に攪拌した後にサ

ンプルを採取し，再び装置内に充填した。しかし再充填

後の堆肥においては，顕著な温度上昇が認められなかっ

たため，温度上昇に対するポリペプトン添加効果の比較

は，堆肥化開始から 7日間のデータについて行うことと

した。各水分レベルにおける無添加区，およびポリペプ

トン添加区の 7日間の堆肥温度を図 4に示した。温度

推移は，2連で実施した繰り返し間で非常に近似してい

た。初発の堆肥原料の乾物量，平均最高温度，病原性微

生物の低減に有効と言われる 55℃以上の温度の持続時

間 94），堆肥化開始前および 7日経過後の大腸菌数を表 6

に示した。

いずれの水分レベルにおいても，ポリペプトン添加区

の温度は無添加区と比較して高い値を示した。各水分

レベルにおける無添加区とポリペプトン添加区との最

高温度，および 55℃以上の温度の持続時間を比較する

と，71％水分で 2.3℃，17 時間，74％水分で 7.0℃，30 

時間，そして 78％で 9.2℃，51 時間となり，高水分レベ

ルになるほどポリペプトン添加による温度上昇効果が高

い傾向にあった。更に，この温度上昇は大腸菌数の低減

と高い相関が認められた。United States Environmental 

Protection Agency （USEPA）は病原性微生物を除去する

指標として 55℃以上の温度への到達と，55℃以上の温

Garbage A Garbage B

Rice 20 20

Cabbage 30 30

Apple 15 15

Banana skin 15 15

Grilled fish 10 0

Tea leaves 5 0

Coffee grounds 5 0

Grilled beef 0 10

Salad oil 0 10

*京都市清掃局「家庭ごみ細組成調査報告書」（1996年 8月）
を参考に組成を決定した。

表 4.　生ゴミ Aおよび Bの組成 （湿重％）
Constituents of garbage A and B (% of wet weight basis)

Composter1 Composter 2 Composter 3 Composter 4

Run 1 Control 1 Tofu residue 1 Rice bran 1 Dried chicken feces

Run 2 Control 2 Tofu residue 2 Rice bran 2 Raw chicken feces

Run 3 Control 3 Rapeseed meal Garbage A Garbage B

表 5.　3回の堆肥化試験の実験区分
　　　Allocation of three runs of composting trials.

Moisture content Maximum temperature Duration55a Number of E. coli (CFU/g-wet)

(%) (°C) (h) day 0 day 7

Control Polypepton Control Polypepton Control Polypepton Control Polypepton

71 68.4 70.7 52 69 1.6×107 1.0×107 <103 <103

74b 60.0 67.0 38 68 1.1×106 9.5×105 <103 <103

78 53.5 62.7 0 51 1.6×106 1.0×106 1.0×105 <103

a Duration of the temperatures above 55°C.
b Due to a trouble inside the composter, the data in one of the duplicates of a control (non-addition) treatment containing 74% moisture was omitted from   
  Table 6.

表 6.　ポリペプトンの添加が堆肥温度および大腸菌の低減に及ぼす影響
　　　 Effect of polypepton addition on the temperature and the elimination of E. coli.



79花島：家畜排泄物処理における大腸菌の制御に関する研究

度を 3日間以上継続させることを示している 94）。堆肥

化 7日後の大腸菌数は，78％水分における無添加区を除

き，すべての区において 103 CFU/gまで低下していた。

78％水分の無添加区では，最高温度は 55℃には到達せ

ず（図 4），大腸菌数も 1オーダー減少したのみであっ

た。このようにポリペプトン添加は，特に高水分条件に

おいて大腸菌数の低減を促進するレベルまで温度を上昇

させる効果が顕著であった。ポリペプトンは栄養培地成

分として汎用されており，微生物群がポリペプトンを基

質として利用することで代謝活性が高まり，堆肥の温度

上昇に影響を及ぼしたと考えられた。

⑵　高水分堆肥原料に対する各種有機廃棄物の混合が温

度上昇および大腸菌数の低減に及ぼす影響

前項で示されたように，温度上昇に対するポリペプ

トン添加の効果は，水分が 78％の時に最も顕著であっ

た。そこで高水分条件（78％）における種々の有機廃棄

物の添加効果について検証を行った。

すべての堆肥化試験において通気直後から温度は上昇

しはじめ，堆肥化開始後 1－ 4日目の間に最高温度を

記録した。開始後 7日目に温度が 40℃近くまで低下し

たため，堆肥化装置から堆肥を取り出し十分に攪拌した

後，再び堆肥化装置内に充填した。攪拌後もすべての区

で顕著な温度上昇が認められなかったため，堆肥化試験

は 12日間で終了した。温度上昇の一例として Run3に

おける温度推移を図 5に示す。

有機廃棄物の添加による温度上昇効果は，生鶏糞およ

び乾燥鶏糞添加区を除くすべての区において認められ

た。最高温度，55℃以上の持続時間，0，7および 12日

目における大腸菌数の推移を表 7に示した。有機廃棄物

を添加しない対照区の最高温度は，いずれも 55℃には

到達せず，44.6－ 51.5℃の範囲であった。一般的に高水

分の牛糞の堆肥化では，乾燥処理や適当な水分調整材と

の混合をしない限り高温処理は難しいことが指摘され

ている 91）。そのため牛糞を原料として高温堆肥化処理図 4.　71%(A)、74%(B)、および 78%水分 (C)に調整した堆
肥原料に，ポリペプトンを添加，または添加しない場合
の堆肥温度の推移

Changes in temperature during composting process at (A) 
71%, (B) 74% and (C) 78% moisture content level with or 
without polypepton addition. 
Data of duplicate results are shown. Thin and thick line 
show a time course of control (non-addition) and treatment 
(polypepton-addition), respectively. Due to a trouble inside 
the reactor, the data in one of the duplicates of a control (non-
addition) containing 74% moisture was omitted.

図 5.　Run3の堆肥温度の推移

Time courses of temperature of Run 3.
Arrow indicates turning of the composting materials. Thin, 
shaded, dotted and thick line show a time course of control 
(non-addition), rapeseed meal, garbage A and garbage B 
addition, respectively.
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を実現させるためには，本試験で設定した 78％という

水分は高すぎると考えられた。しかしながら豆腐粕，

米ぬか，油かす，生ゴミ Aおよび生ゴミ Bの混合は，

温度上昇を促進し，それぞれ 65.7（n=2），60.0（n=2），

69.5，58.6そして 68.5℃の最高温度を記録した。また

生ゴミ Aと生ゴミ Bの比較では，10％のサラダ油を含

む生ゴミ Bの方がより高い最高温度を示すとともに，

55℃以上の高温域の持続時間も長い傾向にあった（表

7）。

USEPAが定めた堆肥の製造管理要件である Process 

to Further Reduce Pathogens （PFRP）によれば，堆肥

の温度を少なくとも 55℃以上に保ち，3日以上持続さ

せる処理が求められている 94）。Run2における米ぬかの

混合試験では，最高温度は 55.4℃，55℃以上の高温持

続時間は 18時間であり，7日後の大腸菌数は 4.4× 106 

CFU/g-wetから検出限界以下（< 102）まで減少してい

た。一方で Run1における乾燥鶏糞添加区では最高温度

は 52.5℃と 55℃に満たず，大腸菌数の減少も認められ

なかった（表 7）。最高温度が 55℃に達しなかった対照

区については 7日目においても大腸菌数は減少せず，

堆肥化開始前の大腸菌数とほぼ同様かそれ以上の値を

示した。特に Run1と Run3の 12日目の大腸菌数は 107 

CFU/g-wet以上であり，堆肥化開始前の大腸菌数より

も明らかに増加していた。一方で生鶏糞および乾燥鶏糞

添加区を除く有機廃棄物を添加した処理では，7日間の

堆肥化処理期間で，初発の 106から 102 CFU/g-wet程度

までの顕著な大腸菌数の低減が認められており，その後

も 12日目まで低い菌数で推移した。これらの結果から

大腸菌数低減に対しては，堆肥化初期段階における高温

曝露が非常に重要であることが明らかとなった。

生鶏糞添加区の最高温度は 42.2℃であったが，大腸

菌数は 4.7× 106から 2.0× 103 CFU/g-wetにまで低下

していた。Taylor et al.93）は，石灰を添加した生の汚泥

を土壌に施用し，その後の大腸菌群数をモニタリング

したところ，大腸菌群数はアンモニア態窒素濃度と負

の相関があったことを報告している。0日目における生

鶏糞添加区のアンモニア態窒素濃度は，他の処理区が

0.79－ 1.50 mg-N/乾物 gの範囲であったのに対し，2.57 

mg-N/乾物 gであり，7日目においても他の処理区が

0.14－ 3.62 mg-N/乾物 gの範囲であったのに対し，5.51 

mg-N/乾物 gと，いずれのサンプル採取日においても最

も高い値を示していた。よって生鶏糞添加区において認

められた大腸菌数の低下は，生鶏糞の分解過程で生成し

たアンモニアが，大腸菌の生存に影響を及ぼした可能性

もあると考えられた。また生鶏糞を添加した堆肥には粘

性があり，開始後 7日目に行った堆肥の攪拌時には，硫

化水素のような嫌気分解時に生成する臭気の発生が認め

られた。嫌気分解時に発生する低級脂肪酸等の有機酸は

大腸菌の生存に阻害的に働くことが知られており 31），ア

ンモニアもしくは嫌気的条件で生成した分解産物が大腸

菌の低減に寄与した可能性も考えられた。温度に依存し

ない大腸菌の死滅機構は未知の部分が多く，今後更なる

No. organic waste TEMPmax
a Duration55b BOD Number of E. coli (CFU/g-wet)

(°C) (h) (O2 mg/g DM) day 0 day 7 day 12

Run 1 1 control 1 51.5 0 92.9 9.3×105 1.3×106 1.7×107

2 tofu residue 1 67.9 70 206.0 2.6×106 <102 2.1×103

3 rice bran 1 64.6 60 223.6 8.3×105 <102 <102

4 dried chicken feces 52.5 0 117.0 4.5×106 1.0×106 2.9×107

Run 2 5 control 2 44.6 0 81.1 9.4×106 2.4×106 1.3×106

6 tofu residue 2 63.4 56 166.2 1.0×107 <102 <102

7 rice bran 2 55.4 18 185.0 4.4×106 <102 <103

8 raw chicken feces 42.2 0 124.3 4.7×106 2.0×103 1.2×103

Run 3 9 control 3 51.1 0 111.2 1.0×106 1.5×106 2.6×107

10 rapeseed meal 69.5 58 174.0 1.0×106 <102 <102

11 garbage A 58.6 32 179.8 1.1×106 <102 <102

12 garbage B 68.5 58 219.7 1.2×106 <102 <102

a Maximum temperature.
b Duration of the temperatures above 55°C.

表 7.　最高温度，55℃以上の持続時間，BODおよび大腸菌数の推移
　　　Maximum temperature, duration of temperatures above 55°C, BOD, and changes in the number of E. coli.
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研究が期待される。

⑶  堆肥の温度と大腸菌数低減との相関

ポリペプトン添加試験，および有機廃棄物添加試験

の計 23回の堆肥化試験結果をもとに，堆肥化開始後 7

日目の大腸菌数と堆肥の最高温度，および 55℃以上の

持続時間との相関を図 6に示した。PFRPに規定され

ている堆肥温度の下限値である 55℃を境界として，大

腸菌数は 103 CFU/g-wet以下にまで低下していた（図

6A）。また 55℃以上の高温曝露の経験がない堆肥につ

いては，103 CFU/g-wet以上の大腸菌の残存が認められ

たが，最低 18時間以上の曝露により，大腸菌数は 103 

CFU/g-wet以下にまで低下していた（図 6B）。

⑷  堆肥の温度上昇と原料の Biochemical Oxygen 

Demand （BOD）の相関

有機廃棄物添加区において認められた温度上昇は，有

機廃棄物中に含まれる基質の添加によって増大した微生

物活性に起因すると考えられた。そこで易分解性基質

の指標として，堆肥原料中の BOD値を測定した。堆肥

原料の BOD値，最高温度，55℃以上の高温持続時間を

表 7に示した。対照区の平均 BODは 95.1 O2 mg/g-dry 

matter （n=3）であり，有機廃棄物を添加した堆肥原

料の値は，それよりも高い 117.0－ 223.6 O2 mg/g-dry 

matterの範囲であった。また原料の BOD値が 166.2 O2 

mg/g-dry matter以上の場合には，7日目において顕著

な大腸菌数の低下が認められた。BOD値と堆肥の最高

温度の間には，図 7に示したように正の相関が認めら

れた （r=0.832） 。特に豆腐粕，米ぬか，および生ゴミ

Bを添加した堆肥原料の BOD値は，200 O2 mg/g-dry 

matter以上の高い値であった。家畜の飼料としても利

用されるこれらの有機廃棄物については，日本標準飼料

成分表 71）にその栄養的価値が記載されており，乾燥豆

腐粕および米ぬかはそれぞれ 13.1および 18.5％の粗脂

肪を含有しているとの報告がある。また生ゴミ Bにつ

いても全重量の 10％のサラダ油が含まれている。油脂

成分は BOD値も高いことから，これらの成分が温度上

図 6.　堆肥化 7日目の大腸菌数と最高温度 (A)，および 55℃
以上の持続時間 (B)との関係

Relationships between the numbers of E. coli on day 7 and (A) 
maximum temperatures or (B) duration of the temperatures 
above 55℃.
Open circles show the numbers of E. coli below 103 CFU/g-
wet.

図 7.　最高温度と堆肥の BOD値との相関

Relationships between maximum temperature and BOD value 
of compost mass. Numbers attached to circle correspond to 
those in Table 7.
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昇に大きく影響を及ぼしているものと考えられた。油か

すを添加した堆肥原料の BOD値は，174.0 O2 mg/g-dry 

matterに過ぎなかったが，添加処理区の中で最も高い

69.5℃の最高温度を記録した。Imbeah et al.42）は堆肥中

の空隙の確保は，好気性菌の代謝による熱生産を行う上

で必要な酸素を行き渡らせるのに効果があることを報告

している。よってこの温度上昇は，BOD源の供給に加

え，粒状の油かすの混合により堆肥中に適当な空隙が形

成された結果であると考えられた。

4 .　要約

本試験では水分調整材が不足しがちな国内の状況を踏

まえ，高水分の状態ながらも衛生的な条件を満たしうる

堆肥化プロセスの確立を目的として，牛糞と有機廃棄物

との混合堆肥化処理について検討を行った。水分が異な

る堆肥原料に，培地成分として用いられる易分解性基質

であるポリペプトンを添加し，堆肥の温度上昇に対する

効果を測定した。その結果，水分が高くなるほど堆肥の

温度上昇は抑制される一方で，ポリペプトンの添加は温

度上昇を促進し，その効果は水分の高い堆肥原料におい

て特に顕著であることが明らかとなった。高水分堆肥原

料に対する易分解性有機物の添加効果が明らかになった

ところで，実際の有機廃棄物と牛糞の混合堆肥化試験を

行った。高水分牛糞に対する豆腐粕，米ぬか，油かす，

および生ゴミの混合は，無添加の原料に比べ大幅に温度

上昇を促進し，55℃を超える高温を維持することで，大

腸菌数を大幅に低減させることが明らかとなった。この

温度上昇は主として添加物中の易分解性有機物量に依

存し，堆肥温度と BOD値の間には正の相関が認められ

た。また，有機廃棄物を添加した堆肥原料の BOD値が

166.2 O2 mg/g-dry matter以上の時，顕著な大腸菌数の

低減が認められた。家畜糞と有機廃棄物の混合堆肥化処

理は，有機資源の循環の上でも，また堆肥化プロセスの

改善の意味でも有効な手段と考えられる。

本試験は実験室レベルの小型リアクターを用いて行わ

れたが，次章ではパイロット・スケールの堆積型堆肥化

における有機廃棄物の添加効果を検証する。

第 3章　豆腐粕の混合が牛糞の堆積型堆肥化過程
の温度上昇に及ぼす影響

1.　緒言

我が国の集約的な畜産業の発展によってもたらされた

局地的な排泄物の蓄積は，深刻な環境汚染問題を引き起

こしている 25）。このような環境問題に対応するため，

家畜排泄物の管理の適正化および利用の促進を目的とし

て，1999年から新しい法律が施行された。また家畜排

泄物に加え，各地域で発生する食品副産物等の有機廃棄

物の循環利用も国策として推進されている。中でも水分

が低く，臭いが少なく，スラリー状の糞尿に比べて市場

価値が高い有機肥料を生産する堆肥化処理は，有機廃棄

物の循環利用の最も現実的な手段となっている。

畜産業全体で排出される糞尿量に対する乳牛の割合

は，2006年において 31％を占めており畜種別で最も割

合が高い。乳牛糞は水分が 80－ 85％と比較的高く，穀

物を主として給与されている鶏や豚の糞に比較して易分

解性有機物含量が少ない。それ故，高水分の乳牛糞を用

いて堆肥化を行う場合には，適当な水分調整材（ワラや

オガクズなど）の添加を行わない限り，高温域に達する

までの温度上昇は期待できない 91）。

乳牛は病原性大腸菌 O157：H7の主要な保菌動物と考

えられており 30），乳牛糞の堆肥化過程で高温域の堆肥

化を実践し，有害微生物を低減させることは以前にも増

して重要になってきている。米国環境保護庁（USEPA）

の 40 CFR part 503に記されている堆肥化プロセスの実

施要項は，病原性微生物の低減や媒介物の制御の徹底を

目的として定められた。このプロセス実施要項には様々

な種類の堆肥化処理法に対し，堆肥化過程での温度とそ

の持続時間についての基準が設けられている。これらの

基準を満たす為には，高水分である乳牛糞の水分を調整

し，堆積物中に空隙をもたらすような水分調整材の添

加，もしくは第 2章で議論された易分解性有機物の添加

が有効な選択肢となりうる。

豆腐は我が国において人気のある食材であり，その副

産物である豆腐粕は以前から家畜の飼料として用いられ

てきた。しかしながら，近年は安価な輸入飼料がそれに

取って替わり，豆腐製造業界はその処理について対応を

求められている。Nakasaki et al.67）は，この豆腐粕を堆

肥原料として様々な菌の接種を行い，その温度上昇を観

察した。その結果，豆腐粕は堆肥化することにより速や

かに温度が高温域にまで達したことから，分解性の高い

有機廃棄物であると考えられた。また第 2章で示された

BOD値のように豆腐粕は相当量の易分解有機物を含有

していると考えられ，実規模の堆肥化においても豆腐粕

を混合し堆肥化することで，良好な処理プロセスの進行

が期待された。そこで本研究では乳牛糞に対する豆腐粕

添加の効果，特に添加量と温度上昇の相関を明らかにす

るために，小型堆肥化リアクターを用いた試験を実施す
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るとともに，堆積型堆肥における部位別温度上昇に対す

る添加効果を明らかにするために，パイロット・スケー

ルでの静置堆積型堆肥化試験を行った。

2.　実験方法

⑴　豆腐粕の混合割合を変化させた場合の牛糞堆肥化試

験（小型堆肥化リアクター試験）

搾乳牛の糞は，農林水産省畜産試験場（つくば市）の

搾乳牛舎から採取した。粗飼料と市販の濃厚飼料を給与

している舎内の牛群より，ワラやオガクズなどの敷料が

混入していない状態で糞を採取した。新鮮牛糞と 8mm

の篩を通過した細断ワラを，71％の水分になるように湿

重量比で 8.3：1.7の割合で混合した。この乳牛糞と細断

ワラの混合物に対し，乾燥豆腐粕（水分 14％，ケルダー

ル窒素分（Kj-N）5％）を全乾物当たり 0％（対照区），6％

（6TR）そして 11％（11TR）となるように混合した。そ

れぞれの混合物の初発水分，およびKj-Nを表8に示す。

小型堆肥化リアクターは，第 2章で用いたものを使用し

た。それぞれ 4 kgの堆肥原料を，20 cmの堆積高にな

るようにリアクターに充填した。温度測定のための熱電

対はリアクター中心部の，堆肥原料充填物の底から 7.5 

cmの位置に設置した。通気はそれぞれのリアクターに

対し，0.4 L/minの割合で連続的に行った。小型リアク

ターを用いたすべての堆肥化試験は，25℃の恒温条件下

で行った。堆肥化期間中のサンプリングは，堆肥温度が

30℃近くまで低下した際にリアクターから堆肥を取り出

し，手で十分に攪拌した後に行った。攪拌後は再び堆肥

をリアクター内に充填し，通気を再開した。堆肥化処理

は堆肥の攪拌処理後に，堆肥温度のピークが認められた

後に終了した。初発，中間の堆肥攪拌時，堆肥化終了時

のサンプルについて水分，および生物化学的酸素要求量

（BOD）の測定を行った。この一連の試験は異なるロッ

トの乳牛群の糞を用い，同一条件下で 3回行った（Run 

1－ 3）。この 3回の試験期間中，牛糞を採取する個体，

およびその飼養管理は一定の条件下で行った。

⑵　静置堆積型堆肥化処理における豆腐粕の混合試験

　　（パイロット・スケール試験）

乳牛糞とワラの混合物に対し，豆腐粕を添加，または

添加しない原料を用いた堆積堆肥化試験を実施した。堆

肥原料は，牛糞尿混合物のスクリュープレスによる固液

分離処理によって得られた固形物を主とし，それに新鮮

乳牛糞および細断ワラを湿重量比で 7.2：3.5：1の割合

で混合したものを用いた。この混合物に対し，豆腐粕を

乾物重当たり 0％（対照区）および 15％（添加区）混合

し，水道水を添加することで水分 78％の高水分原料を

調製した。鉄製フレームと 5 cm厚の強化発泡スチロー

ルで組み立てた枠に，1.0× 0.8× 0.75 （縦×横×高さ） 

（単位：m）となるように上記堆肥原料を充填・堆積し

た。堆肥の底部には，ポリエステル製の不織布で表面を

カバーした工業用排水シートを設置し，堆積物に対する

底部からの受動通気が促進される設計とした 92）。堆肥

原料は，それぞれ 220 kgをフレーム内に充填した。堆

積物中の温度測定位置は計 9箇所とし，堆積物の中心，

および中心から左に 40 cm，右に 40 cmの位置に，堆肥

底部から 10 cm，40 cmおよび 55 cmの高さとなるよう

に，ステンレス製の棒に熱電対を固定したものを挿入し

た。（図 8）。

⑶　分析および統計解析

1）　水分，堆肥温度，生物化学的酸素要求量

第 2章と同様の手法で測定した。

2）　ケルダール窒素（Kjeldahl-nitrogen： Kj-N）

Kj-Nは，堆肥現物 5 g程度を Bremner et al.の方法 4）

により測定した。

3）　統計解析

堆肥温度に対する豆腐粕添加の効果は，豆腐粕添加割

合を処理，繰り返し試験をブロックとした乱塊法により

分析した。平均値間の差は，Tukeyの多重検定により解

析した。すべての統計解析は，SASの GLMプロシジャ

を用いて行った 82）。

3 .　結果および考察

⑴　豆腐粕混合割合が堆肥の温度上昇および有機物分解

に及ぼす影響（小型堆肥化リアクター試験）

いずれの添加割合の堆肥においても通気開始後から

温度は上昇し，2日以内に最高温度を記録した。7日目

にすべての堆肥において温度が 30℃以下に低下したた

Moisture (%) ±SD Kj-N (%) ±SD

Control 71.7±0.9 1.4±0.1

6TR 70.3±0.8 1.6±0.1

11TR 69.4±0.1 1.9±0.1

*Control, 6TR, 11TR: 0, 6 and 11% tofu residue addition treatment, 
respectively.

表 8.　堆肥原料の水分とケルダール窒素量

Moiture content (%) and Kj-N (%) in the initial composting 
material mass.
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め，堆肥の攪拌を行った。いずれの堆肥も攪拌後に温度

上昇のピークを示したが，11TR以外の堆肥の最高温度

は 50℃に達しなかった。その後の温度推移から，更な

る温度上昇が期待できないと判断したため，豆腐粕混合

割合が異なる堆肥における温度上昇効果の比較は，この

温度上昇が最も顕著な 12日間のデータを用いて行うこ

ととした。

豆腐粕添加による温度上昇の評価は，（ⅰ） 最高温

度（TEMPmax） ，（ⅱ） 堆肥温度が 55℃に達するまで

に要する時間 （TIME55℃）， （ⅲ） 55℃以上の持続時間 

（Duration55℃） の 3つのパラメータによって行った（表

9）。

堆肥の最高温度は，豆腐粕添加割合が多いほど高い傾

向にあったが，有意な差は認められなかった。TIME55℃

は豆腐粕添加割合が多くなるほど短縮される傾向にあ

り，対照区と 11TRの間に有意差（p<0.05）が認められ

た。USEPA は“A process to further reduce pathogens 

（PFRP）”に定められる堆肥製造管理要項の中で，堆肥

中の病原微生物の死滅を徹底させるために，55℃以上の

堆肥温度を少なくても 3日以上継続させて管理すること

を推奨している 94）。本堆肥化条件では，豆腐粕添加割

合は堆肥の最高温度に対して有意な影響を与えなかっ

たが，Duration55℃は添加割合が高まるほど延長される

傾向にあり，対照区と 11TRの間に有意差が認められた

（p<0.05）。

温度上昇に差異をもたらした要因として，豆腐粕中の

易分解性有機物が寄与した可能性が考えられた。豆腐粕

添加割合の異なる混合物について，BOD値の経時変化

を測定した結果を表 10に示す。

混合物の BOD値は，対照区が 97.6± 16.6，6TRが

126.6± 11.7，11TRが 183.5± 18.9 O2 mg/g-dry matter

と，添加割合が多くなるほど高くなる傾向にあった。し

かしながら堆肥化の進行に伴って BOD値は低下し，12

日目にはいずれの区も 15.8－ 31.6 O2 mg/g-dry matter

の範囲であった。Fernandes et al.20）は農業廃棄物と脂

肪分を多く含んだ都市ゴミの混合堆肥化において，初発

の脂肪含有量が堆肥の高温持続時間に影響を与えるが，

その際の最高温度に大きな違いは認められないことを報

告している。脂肪分，豆腐粕はともに BOD値が高い物

質であり，豆腐粕によって持ち込まれた易分解性有機物

は，堆肥化過程で分解され，その結果 BOD量に比例し

た熱産生量がもたらされたと考えられた。

⑵　豆腐粕添加が静置堆積型堆肥の部位別温度上昇に及

ぼす影響

パイロット・スケールの堆積型堆肥試験は，平均外気

温が 4.1℃であった冬期に行った。高水分にもかかわら

図 8.　本研究で用いた静置型堆積堆肥の概要

A Schematic diagram of the static compost pile used in this 
study. The numbers of the thermocouples and their locations 
are corresponded to Fig. 10.

TEMPmax
a (℃) TIME55℃

b (h) Duration55℃
c (h)

Control 65.9 ± 0.9d 38.7 ± 7.6d 55.3 ± 4.6d

6TR 68.1 ± 1.7d 32.0 ± 4.0de 72.7 ± 8.3de

11TR 68.6 ± 2.6d 26.0 ± 2.0e 89.3 ± 22.1e

*Control, 6TR, 11TR: 0, 6 and 11% tofu residue addition treatment, 
respectively.
aMaximum temperature.
bTime required for temperature to reach 55℃.
cDuration of the temperatures above 55℃.
d,eMeans in same row with different superscript letters are significantly different 
(p<0.05).

表 9.　温度上昇に対する豆腐粕添加の効果
　　　Effect of tofu residue addition on temperature rise.

Control 6TR 11TR

Day 0 97.6 ± 16.6 126.6 ± 11.7 183.5 ± 18.9

Day 7 49.1 ± 11.8  54.2 ± 14.3 70.4 ± 5.2

Day 12 15.8 ± 1.1 28.2 ± 4.7 31.6 ± 2.1

*Control, 6TR, 11TR: 0, 6 and 11% tofu residue addition treatment, 
respectively.

表 10.　堆肥化過程における BOD値 (O2 mg/g-dry matter)の
推移

Changes in BOD (O2 mg/g-dry matter) during the composting 
process.
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ず，対照区，豆腐粕添加区とも堆積直後から温度上昇が

始まり，2－ 3日以内に最高温度に達した。堆肥化試験

は，開始後 21日目で堆積物の中心部（底部から 40 cm

の部位）の温度がほぼ外気温と同程度に低下したため，

その時点で終了した。図 9に堆積型堆肥化試験の典型的

な温度推移として対照区，および豆腐粕添加区の中心部

の温度推移を示した。また図 10に対照区，豆腐粕添加

区の堆積物中それぞれ 9箇所の最高温度，および 55℃

以上の高温持続時間を示した。堆積物中の部位によって

温度推移が異なっており，中心部よりも周辺部の方が温

度は低い傾向にあった。最高温度はいずれの部位におい

ても豆腐粕添加区の方が対照区よりも高く，中心部から

離れた部位においてその差は顕著であった。また堆積物

中の最高温度は両区とも中心部で記録されていたが（そ

れぞれ 77.3，80.0℃），それらの温度差は周辺部の同部

位の温度差よりも小さかった。堆積物の 9箇所（対照区

については 55℃に達しなかった箇所を除く 8箇所）に

おける TIME55℃の平均値を比較したところ，無添加区の

37.9 時間と比較して豆腐粕添加区では 32.6 時間と高温

に達するまでの所要時間が短い傾向にあった。

高水分でかつ，厳寒期に行われたパイロット・スケー

ル堆積型堆肥化試験では，小型堆肥化リアクター試験と

比較して豆腐粕混合による温度上昇の効果が顕著に認

められた。両区の Duration55℃の比較では，対照区では

堆積物中 9箇所の温度のうち 4箇所が PFRPの基準を満

たしていたのみであったが，豆腐粕添加区では 7箇所が

55℃以上の温度を 3日以上持続していた。更に，豆腐粕

添加区の Duration55℃はいずれの部位においても対照区

の約 2倍程度の値を示していた。今回の堆肥化試験は，

高水分，低温環境という堆肥化に適さない条件であった

が，豆腐粕添加は対照区に比較して大幅に温度上昇を促

進するとともに，PFRPの要項を堆肥中の大部分の部位

で満たしていた。今回の試験は堆肥の攪拌を行わない静

置状態で行ったが，適切な間隔で攪拌を行うことで堆肥

全体を高温に曝露できるような処理が期待できると考え

られた。

4 ．要約

本章では断熱型の小型堆肥化リアクター（有効容積

12 L），および受動通気によるパイロット・スケールの

堆積型堆肥化装置を用い，牛糞と細断ワラの混合物に豆

図 9.　外気温および豆腐粕を添加した，または添加しない堆肥
の中心温度の推移

Time courses of temperature of the center of the control pile, 
tofu residue addition pile and ambient during the composting 
process. 
Dotted, thin and thick line show a time course of ambient, con-
trol and tofu-addition treatment, respectively.

図 10.　豆腐粕を添加した，または添加しない堆積堆肥の 9箇
所の最高温度 (A)，および 55℃以上の持続時間 (B)の
比較

Comparison of (A) the maximum temperature and (B) the 
duartion of the temperature above 55℃ (Duration55℃) of 
9 locations in control and tofu residue addition pile. The 
numbers of the positions are corresponded to Fig. 8. Open 
and shaded column show a value of control (non-addition) 
and tofu-addition treatment, respectively.
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腐粕を混合した場合の温度上昇および有機物分解特性に

ついて検証を行った。小型堆肥化リアクターでの試験で

は，乾物当たり 11％の豆腐粕の添加は，無添加の堆肥

と比較して最高温度には差が認められなかったものの，

高温域に達するまでに要する時間を短縮し，55℃以上の

高温持続時間を有意に延長させることが明らかとなっ

た。また堆肥中の BOD値の測定から，豆腐粕の添加に

より堆肥原料中の易分解性有機物量が大幅に増加する一

方で，12日間の堆肥化期間中にそれらの大部分は分解

されることが示された。この豆腐粕の温度上昇効果は，

パイロット・スケールの堆積型堆肥化において更に顕著

であり，堆積堆肥中のいずれの部位でも対照区よりも高

い最高温度，および約 2倍の 55℃以上の高温持続時間

が認められた。よって牛糞に対する豆腐粕の混合は，堆

積物全体に高温状態を作り出すことが明らかとなった。

しかし現実には堆肥全体を完全に高温曝露し，大腸

菌数をゼロにまで低減化させることは困難である。

USEPAの40 CFR Part 503 Rule94）においても，“Class A”

堆肥の大腸菌群数を 103 CFU/g以下と定義しており，

完全な死滅というよりは病原菌リスクの低下に主眼を置

いていることが分かる。しかし近年，一度堆肥中で低減

した有害微生物が，適当な水分と温度条件を付与される

ことで再増殖（Regrowth）する現象が問題となってい

る。本章で検証を行った豆腐粕添加は温度上昇という点

では有用であるが，基質に富んだその性状は有害微生物

の再増殖を促す可能性がある。よって次章では，牛糞と

豆腐粕の混合堆肥化過程での様々な堆肥化ステージにお

ける大腸菌の Regrowthのリスク評価を行う。

第 4章　堆肥化ステージの異なる堆肥中における
接種大腸菌の増殖

1.　緒言

環境に優しい持続的農業の活性化の視点から，食品リ

サイクル法等の有機廃棄物の循環利用に関する法律が制

定され，各地で有機資源循環利用の機運が高まってい

る。堆肥化処理は，家畜排泄物の循環利用の為に普遍的

に行われている方法であり，臭気が軽減し乾燥が進んだ

堆肥は，有機肥料として流通されている。また近年，牛

舎で使用するオガクズやワラ等の敷料の不足から，堆肥

をその代替として利用する事例も見受けられる。

乳牛は病原性大腸菌 O157：H7の主たる保菌動物であ

ると考えられている 30）。また O157：H7は牛糞中で長

時間生存し続けることが知られており 1, 2, 16, 36, 49），排泄物

処理過程での大幅な低減が望まれている。牛糞は比較的

水分が高く，オガクズやワラなどの適切な水分調整材の

混合を行わない限り，堆肥化過程で病原性微生物の死滅

温度までの高温を実現することは難しい。しかし第 2，

3章で示されたように，易分解性有機物を多く含む有機

廃棄物を混合することで，高水分条件でも温度が上昇

し，大腸菌の死滅を促進できることが明らかとなった。

しかし一方で易分解性有機物が未分解のまま残存した場

合には，それらが有害微生物の基質となる可能性もあ

る。たとえ見かけ上乾燥していたとしても，散布された

圃場で降雨等の要因により適当な水分と温度条件が与え

られた場合，残存した，または外部からの汚染により付

着した有害微生物が，堆肥中で増殖する可能性がある。

また敷料として利用された場合でも，尿や糞の汚染によ

りその中で有害微生物が増殖する状況は好ましくない。特

に大腸菌は，乳牛における乳房炎の原因菌として頻繁に分

離されており，疾病のリスクを増大させる可能性がある 38, 

83）。一方で堆肥には，外来の微生物に対する拮抗作用が

あるという報告もあり，Millner et al.63）は堆肥中の拮抗

微生物群の作用により，堆肥中のサルモネラ菌の増殖が

抑制されることを報告している。

堆肥の利用に関してはいくつかの品質評価基準が設け

られているが，実際の農業現場では，取り扱いや運搬の

容易さを考えて堆肥の乾燥状態に目が向けられがちであ

る。しかし本来は，適度な堆肥化期間を経て生産された

腐熟の進行した堆肥の利用が望ましい。そこで本試験で

は，堆肥化期間の異なる堆肥に人為的に大腸菌を接種

し，そこでの増殖を測定することで，堆肥中での大腸菌

の動態を把握すると共に，拮抗作用の有無についても検

証を行った。供試堆肥としては，第 3章の実験で用いた

堆肥を利用し，牛糞・ワラ堆肥とそれに豆腐粕を添加し

た堆肥中での大腸菌の増殖について比較を行った。

2 ．実験方法

⑴　供試堆肥およびサンプリング

実験には，第 3章で実施したパイロット・スケールの

堆積型堆肥の対照区（牛糞・ワラ堆肥），および豆腐粕

添加区（牛糞・ワラ・豆腐粕混合堆肥）の 2種類の堆

肥を用いた。400 gの堆肥原料を入れたナイロン・メッ

シュ袋に熱電対を括りつけ，それぞれ 4つずつを対照

区，または豆腐粕添加区の堆積堆肥の中心部近くの底

部から 40 cmの高さのところに配置した。堆肥温度の

推移は，１時間毎に連続的に記録した。ナイロン・メッ

シュ袋は，堆積堆肥から経時的に 1つずつ取り出し，回
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収した堆肥はすぐにアルミ製のトレイ上に広げ風乾させ

た。水分が 20％以下になったところで，トレイから滅

菌ビニール袋に移し，実験に供試するまで室温で保存し

た。また本試験とは別に，他の牛糞堆肥化試験で得た対

照区と同一原料組成の堆肥を，開口したビニール袋に室

温条件で 190日間および 360日間保存しておいた堆肥サ

ンプル（それぞれ A190および A360）についても実験

に供試した。

⑵　大腸菌の接種

接種には，家畜衛生試験場（現：動物衛生研究所）

中澤宗生博士から供与いただいた大腸菌 O157：H37　

CE273株（子牛の糞便より分離。非病原性株）を用い

た。本菌株を Nutrient Broth （Difco Lavoratories） 100 ml

に 1白金耳接種し，37℃で 18時間，150 rpmの振盪培

養を行った。菌体は遠心分離（7,000× g, 10 min）にて

ペレットとし，0.1 M Phosphate-buffered saline （PBS）

にて 2度の洗浄，遠心分離を繰り返し，最終的に PBS

に懸濁させた。菌体濃度は吸光度（O.D.600）の測定によ

り，おおよそ 2.0× 108 CFU/mLとなるように PBSで

適宜希釈し調製した。

⑶　大腸菌接種堆肥の培養

大腸菌接種培養試験に供試した風乾堆肥サンプルは，

事前に 0.5 cmの篩を通過したサイズのものを用いた。

接種前に風乾堆肥サンプルに存在する大腸菌，および

大腸菌以外の大腸菌群の計数を行った。生牛糞とほぼ

同様の大腸菌数である 107 CFU/g-dry weightの大腸菌

CE273株を，乾物ベースで 15 gの堆肥に接種し，水分

約 50％となるように滅菌蒸留水を添加した。大腸菌を

接種した堆肥サンプルは，滅菌ビニール袋中で十分に攪

拌後，100 ml容の滅菌三角フラスコに充填した。通気

性のあるスポンジ製の栓をした接種堆肥を充填したフラ

スコとともに，水を入れたビーカーをプラスチック製の

箱の中に収め，30℃で 5日間培養を行った。大腸菌およ

び大腸菌以外の大腸菌群の測定は，培養前後に一度ずつ

行った。すべての培養試験は 1堆肥サンプルあたり 3連

で行った。

⑷　分析および大腸菌の計数

1）　水分，アンモニア態窒素

第 2章と同様の手法で測定した。

2）　大腸菌の計数

測定は 1希釈段階につき 3枚のプレートを使用し

た。大腸菌に加え，β -D-galactodidaseの作用により

salmon-galactosideが分解されて生じる赤色コロニー

を，大腸菌以外の大腸菌群として計数した。本来，大腸

菌は大腸菌群に分類されるが，ここでは大腸菌以外の大

腸菌群の計数を大腸菌群数として表示した。

⑸　統計解析

初発の大腸菌数に対する大腸菌の増殖割合（％）に対

する堆肥化ステージの影響は，1元配置分散分析によっ

て検定し，平均値の差を Tukeyの多重検定によって解

析した。すべての解析は SASの GLMプロシジャを用い

て行った 82）。

3 .　結果

⑴　堆肥化過程の温度推移

堆肥化期間の平均外気温は 4.1℃であった。堆肥サン

プルの温度履歴は図 11に示した。対照区（無添加区），

および豆腐粕区の堆肥原料（0日目サンプル），7，13，

22および 41日目の堆肥サンプルをそれぞれ C0，C7，

C13，C22，C41および T0，T7，T13，T22，T41とした。

それぞれの堆肥における最高温度は 2日目に記録され，

対照区で 73.7℃，豆腐粕区で 78.2℃であった。対照区の

温度は徐々に低下し，13日目に 10℃以下になったのに

対し，豆腐粕区では高温期間が持続し，22日目になっ

て 10℃以下にまで低下した。その後の温度は 10℃以下

で推移し，それ以上の温度上昇が期待できないと判断し

たため 41日目に堆肥化処理を終了した。

図 11.　堆積堆肥の中心部付近の温度推移とサンプル採取時期

Temperature records at nearly mid-depth of the center in static 
piles and the time schedule for compost sample collection. 
Thin line: temperature in control pile; thick line: temperature 
in pile containing tofu residue. Circles show the temperatures 
at sample collection.
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⑵　供試堆肥中の大腸菌および大腸菌群数

堆肥化開始前の堆肥原料中の大腸菌，および大腸菌

群数は，ともに 107 CFU/g-dry matterのオーダーであっ

た。堆肥化の進行に従って堆肥温度は上昇し，いずれ

の区においても大腸菌および大腸菌群数は < 102 CFU/

g-dry matterまで低下した。しかしながら風乾処理によ

り，いずれの堆肥サンプルにおいても再増殖が認められ

た。大腸菌接種試験に用いた接種前の堆肥サンプル中の

大腸菌，および大腸菌群数を表 11に示す。いずれのサ

ンプルにおいても大腸菌数は 105 CFU/g-dry matter以下

であったが，大腸菌群数はそれよりも高い傾向にあっ

た。堆肥化終了後から 190日および 360日経過した堆肥

サンプル（それぞれ A190および A360）については，

大腸菌および大腸菌群とも検出限界（< 102 CFU/g-dry 

matter）以下であった。

⑶  異なる堆肥化ステージの堆肥中における大腸菌の増

殖

大腸菌を接種した後の堆肥サンプル中の大腸菌数の平

均は，2.3× 107 CFU/g-dry matter（範囲： 1.8－ 2.8×

107 CFU/g-dry matter）であり，これは新鮮牛糞で検出

される大腸菌数とほぼ等しかった。接種大腸菌の増殖割

合は，培養前の大腸菌数に対する百分率として示した。

堆肥化ステージの異なる堆肥サンプルにおける大腸菌数

の増殖割合を図 12に示した。1000％を超える高い増殖

は，対照区においては C7および C13で，豆腐粕区にお

いては T0，T7，および T13で認められた。特に堆肥化

初期（0－ 13日目）の堆肥サンプルにおいて，豆腐粕

区は対照区よりも増殖割合が高い傾向にあった。また最

も高い増殖割合は対照区，豆腐粕区ともに 7日目の堆肥

サンプル（C7および T7）において認められた。2つの

日数の経過した堆肥 A190および A360の増殖割合は，

それぞれ 275％と 265％であり，これらと 13日目以降の

対照区および豆腐粕区における堆肥サンプルとの間に有

意差は認められなかった。C22は唯一，大腸菌数が低下

した堆肥サンプルであった。

4 ．考察

接種試験の結果，C22の堆肥サンプルを除いたすべて

の堆肥サンプルにおいて大腸菌数は増加傾向にあり，接

種菌に対する明確な堆肥の拮抗作用は認められなかっ

た。大腸菌の増殖割合は，13日目の堆肥サンプルを境

にそれ以前の堆肥はそれ以後よりも高い傾向にあった。

Russ and Yanko80）は，汚泥堆肥中のサルモネラ菌の増殖

について，炭素窒素比（C/N）がサルモネラ菌の増殖能

に影響を与えていることを報告している。堆肥化プロセ

After Air-Drying Inoculation of E. coli2 After Incubation

Compost E. coli Coliforms3 E. coli E. coli Coliforms

Samples1 (CFU/g DM) (CFU/g DM) (CFU/g DM) (CFU/g DM) (CFU/g DM)

C0 7.8 × 105 <104 Average: 2.3 × 107 7.8 × 107 1.2 × 107

C7 <104 1.7 × 105 Range: 1.8 to 2.8 × 107 3.7 × 108 2.9 × 108

C13 <104 5.6 × 107 〃 3.1 × 108 7.4 × 108

C22 <104 2.3 × 108 〃 8.3 × 106 1.1 × 109

C41 <104 1.0 × 107 〃 2.9 × 107 7.2 × 107

A190 <102 * <102 〃 5.7 × 107 <105

A360 <102 <102 〃 6.0 × 107 <105

T0 7.6 × 105 1.3 × 104 〃 4.1 × 108 1.2 × 108

T7 5.5 × 104 3.2 × 105 〃 5.6 × 108 1.4 × 108

T13 <104 1.3 × 107 〃 2.5 × 108 9.3 × 107

T22 2.2 × 104 5.2 × 106 〃 1.5 × 108 9.6 × 107

T41 <104 2.9 × 106 〃 3.7 × 107 4.0 × 107

1 C = control; T = tofu residue; numbers = age (d) of sample collected; A190 and A360: compost samples derived from another composting 
run, which had been composted and kept in plastic bags for 190 or 360 d, respectively.
2 Quantity of E. coli inoculated into each air-dried compost sample.
3 The numbers of coliforms except E. coli are shown.
* Below limit of detection.

表 11.　風乾堆肥中，および培養前後の大腸菌および大腸菌群数の変化
Numbers of E. coli and coliforms in the air-dried compost and their populations before and after incubation.
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スに進行によって C/Nが低下することは一般的に知ら

れており 18），堆肥化日数とそれに伴う有機物分解の進

行が，病原性微生物の増殖に与える一つの大きな要因と

して考えられた。

10倍以上（>1000％）の大腸菌の増殖を示した堆肥サ

ンプルは，主として堆肥温度が高温期，または高温期を

過ぎた直後に採取されたものであった。特に，いずれの

区においても，7日目に採取した堆肥サンプル（C7お

よび T7）で最も高い増殖が認められた。Mathur et al.59）

は，堆肥化経過日数が異なる数種類の堆肥サンプルの湯

抽出液について，生物化学的酸素要求量（BOD），およ

び可溶性有機炭素（DOC）を測定している。DOCにつ

いては，堆肥化での分解が始まるとともに増加し，高温

期が終了すると低下すること，また BOD値については

堆肥化後期の抽出液と比較して，初発，高温期および高

温期が終了した直後の抽出物の値が高いことを報告して

いる。また Soares et al.89）は，数種類の堆肥サンプル中

における大腸菌群の増殖を測定し，非常に乾燥した堆肥

において高い増殖が認められたことを報告している。彼

等はこの現象を，堆肥化が低水分条件で進行したために

分解が進む前に堆肥が乾燥し，有機物の多くが未分解の

まま残存したことが大腸菌の増殖に寄与したのではない

かと考察している。我々の堆肥化初期の堆肥サンプルに

おいて認められた大腸菌の増殖は，堆肥化過程で生成さ

れた大腸菌にとって利用性の高い低分子化した有機物，

または堆肥サンプルの風乾過程で死滅した微生物群の遺

体を利用することにより生じたものと考えられた。

豆腐粕混合は，高温堆肥化を促進し大腸菌数を大幅に

低下させるが，一方で大腸菌の増殖を促進する傾向に

あった。これは 0日目において，C0よりも有意に高い

T0の増殖割合によって裏付けられる。大豆ミールの酵

素分解物は，しばしば大腸菌を含めた腸内細菌群の増菌

培地（Tryptic Soy Broth等）の含有成分として用いら

れている。恐らく豆腐粕中に残存した利用可能な栄養成

分が，大腸菌の増殖を促進したものと考えられた。

しかしながら堆肥化後日数が経過したサンプルにお

いては，対照区，豆腐粕区の増殖割合の差は小さく

なり，最終的に堆肥化終了から半年以上日数が経過

した A190，A360堆肥サンプルと同様の値となった。

Hanajima et al.29）は，豆腐粕の添加により堆肥中の BOD

値は上昇する一方で，12日間の堆肥化処理により，そ

の値は無添加の堆肥と同様の値まで低下することを報告

している。豆腐粕中の添加によって得られた易分解性有

機物は 1, 2週間の高温堆肥化過程においてその大部分が

分解されると考えられた。

唯一，C22の堆肥サンプルにおいて大腸菌数の減少が

認められた。この理由は明らかでないが，生物的な拮抗

が大腸菌の増殖に影響を与えた可能性がある。Millner 

et al.63）は大腸菌群の単独の存在，または代謝活性のあ

る細菌群と放線菌の存在が，堆肥中でのサルモネラ菌

の死滅を引き起こしたことを報告している。Golueke23）

も接種した病原性微生物よりも堆肥中の土着の微生物

群の方が，基質の競合において有利であることを指摘

している。実際に C22サンプル中の大腸菌群数は接種

前（2.3 × 108 CFU/g-dry matter），接種後（1.1 × 109 

CFU/g-dry matter）とも，すべての堆肥サンプル中で最

も高い値を示していた。それ故，高い菌数で共存した大

腸菌群が，接種大腸菌の増殖に影響を与えた可能性も考

えられた。

本研究の結果は，堆肥化の高温期，または高温期が終

わった直後の堆肥サンプルが仮に大腸菌に汚染され，適

当な水分条件，温度条件が与えられた場合には，大腸菌

の大幅な増殖が起きうることを示唆している。実際の現

場では，高温多湿な夏季における汚染堆肥の施肥におい

て注意が必要であると考えられた。また堆肥の敷料利用

に関して Smith et al.87）は，大腸菌群に起因する牛の乳

房炎の発生は夏に最大となり，それは敷料中に存在する

図 12.　古堆肥，および豆腐粕を添加した，または添加しない
採取時期の異なる堆肥中における大腸菌の増殖の比較

Comparison of E. coli growth in compost samples of different 
stages with and without the addition of tofu residue, and 
aged compost samples.
1 % of initial E. coli population calculated as [E. coli counts 
after 5 days incubation]/[E. coli counts before incubation] × 
100.
2 C = control; T = tofu residue; numbers = age (d) of sample 
collected; A190 and A360: compost samples derived from 
another composting run, which had been composted and 
kept in plastic bags for 190 or 360 d, respectively.
 * abcde: Means with different letters are significantly 
different (p < 0.05). Bars show standard deviation.
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多数の大腸菌群への曝露が原因であると報告している。

よって堆肥の敷料利用に際して環境性乳房炎の発生を抑

制する為には，たとえ見かけ上堆肥が乾燥していたとし

ても，堆肥化初期，または分解が十分に進んでいない堆

肥を，敷料として利用することは好ましくないと考えら

れる。

5 ．要約

近年，堆肥における有害微生物の再増殖（Regrowth）

が問題となっている。また酪農経営においては，オガク

ズ等の敷料の高騰から堆肥をその代替として使用する事

例も見受けられる。乳牛は病原性大腸菌 O157：H7の

主要な保菌動物とされており，非病原性大腸菌について

も乳房炎の原因菌とされていることから，圃場に施用し

た，もしくは敷料として散布した堆肥中での大腸菌の増

殖は好ましくない。堆肥化過程では堆肥の物理性，化学

成分，そして微生物叢が大きく変化していく。有害微生

物の堆肥中での増殖は，これら堆肥性状の変遷と関連

が深いと予想される。そこで堆肥化開始後から 0，7，

13，22，41，190および 360日目に採取した堆肥に，人

為的に大腸菌を接種することで，それぞれの堆肥におけ

る大腸菌の増殖リスクを検討した。堆肥サンプルは牛糞

堆肥化過程，および牛糞と豆腐粕の混合堆肥化過程から

経時的に採取し，直ちに風乾したものを供試した。堆肥

を水分 50％に調整し，大腸菌を接種した後に 30℃の条

件で 5日間の培養を行った。培養前後のサンプルについ

て，希釈平板法により大腸菌の計数を行った。その結

果，ほとんどの堆肥中で大腸菌は増殖し，特に高温期

（7日目）の，または高温期が終了した直後の堆肥サン

プルにおいて，最も高い増殖が認められることが明らか

となった。しかしながら堆肥化開始後 13日以上経過し

た堆肥サンプルと，190日以上経過した堆肥サンプルの

間には，有意な差は認められなかった。豆腐粕混合堆肥

の経過日数 13日以前の堆肥では，同時期の無添加の牛

糞堆肥と比較して高い大腸菌の増殖割合が認められた。

よって豆腐粕の混合は，堆肥温度を大幅に上昇させ大腸

菌の死滅を促進する一方で，分解が進行しなかった場合

には，適当な水分や温度条件が与えられることで大腸菌

の増殖を促進する可能性があることが示された。しかし

ながら十分な堆肥化期間を経ることで，その増殖は無添

加の堆肥と同程度になることが明らかとなった。

第 5章　豚糞尿通気処理過程における大腸菌の消
長，物理化学的パラメータおよび

　　　　微生物群集の推移

1．緒言

家畜排泄物は，貴重な有機資源として古くから農業生

産の肥料として用いられてきた。しかし糞尿液状物が直

接農地に散布された場合には，悪臭は大気中に拡散し，

しばしば近隣住民からの苦情を受けることになる。特

に豚糞尿は低級脂肪酸（VFAs），インドール，フェノー

ル，アンモニア，揮発性アミン，揮発性硫黄化合物等の

様々な臭気物質を含む，臭気の強い有機廃棄物のうちの

１つであることが知られている 103）。また豚糞尿は家畜

および人間に危害を及ぼす Escherichia coli O157：H7，
Salmonella，Campylobacter，Yersinia等の有害微生物に

汚染されている可能性もある 24）。

酪農経営においては排出された糞尿は未処理のまま，

もしくは堆肥化，液肥化等の処理がなされた後に自らが

管理する農地に散布され，自給飼料を生産する為の肥料

として用いられる。しかしながら養豚経営では，農地を

持たない経営体が大部分を占めるため，糞尿は浄化処理

後に河川へ放流，または野菜や花卉をはじめとした商品

作物を栽培する農地に散布されることが多い。よって家

畜糞尿を有機肥料として使用する場合には，事前に臭気

や有害微生物等の環境リスクをできる限り低減させる処

理を行うことが奨励されている。

我が国において，有機肥料生産を目的とした家畜排泄

物の処理に対して最も汎用されている方法は好気的処理で

ある。豚糞尿の好気処理の主眼は，臭気の低減，堆肥有機

成分の安定化，そして有害微生物の低減に置かれている。

これまで多くの手法やシステムが環境負荷低減を目的に開

発されており 19, 44, 101），様々な処理システムが豚糞尿の好

気的処理の実験に適用されてきた 3, 44, 45, 69, 75）。このような

処理システムにおいて，通気手法の違いは処理温度に大き

な影響を与える。一般的に豚糞尿の通気処理過程は中温域

で進行するが，高温域での処理を可能とした装置では有

害微生物の大幅な低減が実現できる 44）一方で，アンモニ

ア揮散量が増加することが知られている 75）。しかしなが

ら，中温処理過程においてもサルモネラ菌の低減 34, 84），

および大腸菌群 64, 84）の低減も報告されており，熱以外

の有害微生物低減機構の存在も示唆されている。また，

Hissett et al.37）は 5℃から 50℃とした処理温度の中で，

35℃から 40℃の中温域で微生物の呼吸活性が最も高く

なると報告している。恐らく通気処理過程では，通気に
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より生じた微生物群の活性が，糞尿中の環境に大きな変

化をもたらしていることが考えられる。

これまでの家畜糞尿の通気処理における微生物学的な

研究は，培養的手法によるものが中心であった 9, 41）。ま

た豚の消化管内容物サンプルからクローン化された 16S 

rRNA遺伝子の 59％は，これまで培養法によって分離さ

れた菌の配列と 95％以下の相同性であったことが報告

されている 77）。よって従来の培養法に依存したアプロー

チでは，豚糞尿中の微生物群集を十分に評価できない可

能性がある。よって本研究では 16S rRNA遺伝子を介し

た解析，ここでは PCR-DGGE法およびクローンライブ

ラリー法を用い，通気処理プロセスにおいて重要なパラ

メータである悪臭の推移，有機成分の分解，および糞便

汚染指標微生物等の動態と，その時の微生物群集の特徴

づけを行うことを目的とした。

2 ．実験方法

⑴　供試豚糞尿試料

新鮮豚糞は，2002年 11月から 2003年 8月にかけて

畜産草地研究所内（つくば市）の肥育豚舎内で採取し

た。豚糞と蒸留水を 1：14（豚糞については乾物重）の

割合で混合し，0.5 mmのメッシュで濾過することで，

処理過程では分解されない大きさの浮遊物質を除去し

た。この懸濁液に尿の代替として 3L当たり 6 gの尿素

を溶解し，豚糞尿を作成した。

⑵　小型液肥化リアクターおよび運転条件

回分式の液肥化処理は，泡切り羽を装備した 5L容の

ジャーファーメンター（TJM-502WS，高崎科学）に 3L

の豚糞尿を充填して行った（図 13）。液温は 40℃に制

御し，250 rpmの割合で連続攪拌した。通気はジャー

ファーメンターの底部からセラミック製散気管（1.2 cm 

i.d. × 5.5 cm）を通じて 50 ml-air/min/L-slurryの割合

で連続的に 6日間行った。この通気量は日本国内で一般

的に行われている通気量のほぼ平均値に相当する 43）。

糞尿のORPとpHは，30分毎にデータロガー（サーモダッ

ク EF, Model 5020A, 江藤電気）により連続的に測定し

た。リアクター内のサンプルはシリンジを介して経時的

に採取した。回分式通気処理試験は計 3回実施した。

⑶  化学分析および大腸菌の計数

1）　 化 学 的 酸 素 要 求 量（Chemical oxygen demand： 

CODCr）

CODCrは Hach社が供給する試薬および反応試験管を

用い，糞尿サンプルと反応後に比色法によって測定し

た。

2）　全窒素

ケルダール窒素（Kj-N）は，ケルダール法によって測

定した 4）。全窒素（TN）は，Kj-Nと亜硝酸態および硝

酸態窒素の合計値として算出した。

以下に挙げる化学分析は，糞尿サンプルを遠心し

（20,000× g, 10 min），その遠心上清を分析サンプルと

して用いた。

3）　アンモニア態窒素（NH4-N）および亜硝酸態，硝酸

態窒素

NH4-Nおよび亜硝酸態，硝酸態窒素は比色法（Aquatec 

5400 analyzer, Tecator）を用いて測定した。糞尿サンプ

ルの全窒素に対するアンモニア濃度の推移を把握するた

め，1日目から最終日のサンプルについて NH4-N/TNの

算出を行った。これら値の最小有意差検定は，SASの

GLMプロシジャ 82）を用いて算出した。

4）　遠心上清の全炭素

豚糞尿の遠心上清の全炭素（Total organic carbon）

（TOCS）は，TOCアナライザー（TOC-500，島津製作所）

によって測定した。

5）　低級脂肪酸類（Volatile fatty acids： VFAs）

低級脂肪酸類（Volatile fatty acids： VFAs）（C2－ C4）

は，キャピラリー電気泳動（HP3DCE system, Agilent 

Technologies）を用いて測定した。

6）　大腸菌の計数

大腸菌数の測定は滅菌生理食塩水により豚糞尿の希釈

系列（1：9）を作成し，クロモカルトコリフォーム寒天

図 13.　液肥化リアクターの概要

Schematic diagram of liquid composting reactor.
a, aeration pump; b, mass flow meter; c, ceramic diffuser; 
d, pH sensor; e, ORP meter; f, sampling syringe; g, recorder.
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（Merck）上に表面塗沫する希釈平板法により行った。

また大腸菌数が低い場合（<103 CFU/mL）には，希

釈平板法に加え，LMX broth（Merck）を用いたMost 

probable number method （MPN法）を併用し計数を

行った。

⑷　核酸抽出およびPCR条件

1）　核酸抽出

0.5mlの豚糞尿を遠心（20,000× g, 4℃ , 5 min）し

て得られたペレットは，500 µlの extraction buffer （100 

mM Tris-HCl at pH9.0 and 40 mM EDTA）に懸濁され，

抽出に供するまで－ 20℃の冷凍庫に保存された。ゲノム

DNAはこの凍結サンプルよりベンジルクロライド法 102）

により抽出し，PCRのテンプレートとした。

2）　PCR条件

PCRは，真正細菌 16S rRNA遺伝子の可変領域 3（E. 

coli 16S rDNAの 341番目から 534番目塩基対まで）を

標的とした以下のプライマーを用いた 65）。

357f-GC：  5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGG

CGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG -3’ 

（下線部は GCクランプを示す）

517r：　5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’

PCR増幅は AmpliTaq Gold （PE Applied Biosystems）

により，サーマルサイクラー（TaKaRa Thermal Cycler 

MP; TaKaRa Biomedicals）を用いた。温度サイクルは，

以下に示す条件で行った。

95℃，10分，1サイクル

93℃，60秒→ 48℃，60秒→ 72℃，60秒　25サイクル

72℃，5分，1サイクル

PCR産物を 2％アガロースゲル電気泳動で確認を行

い，QIAEXⅡ Gel Extraction Kit （QIAGEN）を用いて濃

縮を行った。

⑸　PCR-DGGE

DGGEは DCode Universal Mutation Detection System 

（Bio-Rad）を用いて行った。使用したゲルにはポリアク

リルアミド濃度勾配（6－ 12％）と変性剤濃度勾配 （25

－ 50％，ただし 7M尿素－ 40％（v/v）ホルムアミド

を 100％とする）の 2つの濃度勾配が形成されており，

PCR産物をこのゲルに直接アプライした後に，0.5×

TAE buffer （20 mM Tris-acetate [pH 7.4], 10 mM acetate, 

0.5 mM Na2EDTA）中で 200Vの一定電圧で 61℃，5時

間の電気泳動を行った。この二つの勾配を持つ Double 

gradientゲルは，変性剤濃度勾配に加え，ポリアクリル

アミド濃度の違いによる第 2の勾配を導入することで

個々のバンドの分離を改善する効果があることが報告さ

れている 13, 32）。

電気泳動後，ゲルを 1万倍希釈した SYBR Green I 

（Molecular Probes）にて 30分間染色し，トランスイル

ミネーター上にゲルを移し，UV照射下で電気泳動像を

撮影した（Gel Print 2000i, Genetics Solutions）。

電気泳動像から興味の対象となるバンドを選択し，ト

ランスイルミネーター上にて切り出しを行った。切り

出したバンドを含むゲルより，QIAEXⅡ Gel Extraction 

Kit （QIAGEN）を用いて DNAを溶出させた。更に溶出

DNAを用いて再度 PCR-DGGEを行い，切り出したバン

ドが単一になるまで操作を繰り返した。尚，5回の切り

出しを経て単一にならなかったバンドについては，下記

のシーケンスを行わなかった。

⑹　Sequencing

単一になったバンド DNAを用いて，Sequence反応

を行った。反応は BigDye Terminator Cycle Sequencing 

Kit （Applied Biosystems） を用い，反応条件は本キット

のマニュアルに従った。Sequence反応の際のプライマー

は，前述の 357f-GCの GCクランプ部を除いた配列をも

つ 357fおよび 517rを用いた。Sequenceは，ABI Prism 

377 DNA sequencer （Applied Biosystems）にて行った。

得られた遺伝子配列と相同性をもつ配列について，

WEB上のデータベースより BLASTプログラムを用い

て検索を行った。

⑺　DGGEバンドパターンの統計解析

取り込まれた DGGEゲルイメージを Luminous Imager

（アイシン・コスモス研究所）で読み込み，バンド強度

を数値化した。それぞれのバンドの強度は，Piに変換さ

れた。ここで Piは以下のように定義される 17）。

Pi = ni/N

Pi： importance probability of the band in a gel lane

Ni： band intensity of individual bands

N： sum of the intensities of the bands in the lane
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それぞれのレーンに対応するバンドが存在しない

場合には，0の数値を入力した。これらの数値から，

SASの PRINCOMPプロシジャ 82）を用いて主成分分析

（Principal component analysis： PCA）を行い，DGGE

バンドパターンの遷移について可視化を試みた。

⑻　16S rRNA遺伝子のクローンライブラリー解析

クローニングに供する真正細菌の 16S rRNA遺伝子の

増幅は，以下のプライマーセット 54）を用いて行った。

27f：　5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’

1492r：　5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’

温度サイクルは以下に示す条件で行った。

95℃，10分，1サイクル

93℃，60秒 → 48℃，60秒 → 72℃，60秒　15サイクル

72℃，5分，1サイクル

反応後に PCR産物を 2％アガロースゲル電気泳動で

確認を行い，適切に増幅されたバンド（～ 1.5kb）を

切り出し精製した。精製された PCR産物は，pGEM-T 

Easy vector （Promega）にライゲーション後，E. coli 

JM109株に形質転換を行い，IPTG（0.5 mM），X-gal

（100 µg/mL）およびアンピシリン （100 µg/mL）を含

む LB寒天培地に塗沫し，37℃で一晩培養した。寒天培

地上に出現した白色コロニーを単離し，LB brothで培

養後に菌体を得た。菌体から QIAprep Spin Miniprep Kit 

（QIAGEN） を用いてプラスミドの抽出を行った。Day 

0，2，4，6サンプルからランダムに取得されたクロー

ン化された DNA断片を Sequenceのテンプレートとし

て使用した。Sequenceには，以下のプライマーセット

を用いた。

27f： 前述

907r： 5’-CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3’

それぞれ得られた配列については，Ribosomal 

Database ProjectⅡ（RDP-Ⅱ）11）の RDP classifierを用

いて系統学的な分類を行った。配列のキメラ構造は，

5’末端側配列，3’末端側配列および全体配列の系統

学的分類に斉一性が認められるか否かをチェックする

ことにより行った 35, 58）。99％以上の相同性を持つ配列

同士は，同一の配列と定義し，以降の系統解析には

Operational taxonomic unit（OTU）として扱った。系統

樹は，MEGA version 3.150）を用いて作成した。1300塩

基以上の 16S rRNAのリファレンス配列を含む系統樹

は，neighbor-joining法を用いて作成した。ブートスト

ラップ値は 1000回とした。

本研究で得られた塩基配列は以下のアクセッション・

ナンバーで DDBJ/EMBL/GenBankデータベースに登

録した。DGGEゲルから切り出された DNA断片につ

いては，AB331442– AB331452を，微生物群集の 16S 

rRNA遺伝子 OTUs の PSM-1から PSM-62については，

AB331453– AB331514を参照されたい。

3 .　結果

⑴  液肥化過程における物理化学的パラメータの推移と

大腸菌の消長

物理化学的パラメータの推移，および糞便汚染微生物

の指標として測定した大腸菌数の推移は，3回の試験の

平均値として示した。ORPについては，測定間隔が 30

分と短く，またその変化も急激であり，数値の平均化に

なじまないことから代表的な推移を示した。

1）　pHの推移

pHは初発の 7.1から実験開始 1日目で 8.3まで急上

昇し，以後 6日目に 8.6に達するまで穏やかに上昇した

（データ未掲載）。この pHの上昇は，アンモニア濃度の

上昇と連続通気による CO2のストリッピング 28, 90, 95）に

よるものと考えられた。開始 1日後のアンモニア濃度の

上昇は，添加した尿素の分解に起因するものであり，1

日目のアンモニア濃度である 1,110 mg/Lは，最初に含

まれていたアンモニア濃度と添加した尿素（2 g/L）の

ほぼ全量が，アンモニアに分解された濃度を合算した値

に相当していた（図 14C）。

 2）　CODCrおよび TOCSの推移

6日間の通気処理過程で初発 CODCrの約 60％が分解

されていたことから，有機物の活発な分解が進行してい

たと考えられた（図 14B）。TOCS は開始後 1日目に増

加が認められたが，2日目以降から実験終了時まで一貫

して減少傾向にあった（図 14B）。

3）　大腸菌数の推移

大腸菌数は，初発の 107 CFU/mLから 1日目には速や

かに 102 CFU/mLまで低下し，103 CFU/mL以下の低い

菌数で試験終了時まで推移した（図 14D）。

4）　ORPとアンモニア濃度および VFA濃度の推移

ORPは，連続通気条件下ながら開始後 12 時間には－

350 mVまで値が低下した（図 14A）。この－ 350 mV程
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度の低い ORP値は 3日目まで続き，この期間には豚糞

尿中で主要な VFAである酢酸濃度，および TOCS の増

加が認められた（図 14B）。しかしながら 4日目には，

酢酸を含む VFAsのほとんどが消失していた。

3日目以降，ORP値は－ 250から－ 50 mVの間で変

動しながら上昇し，6日目には－ 7 mVまで上昇した。

この時期には TOCSの分解速度は鈍化しており，アンモ

ニア濃度の再上昇も認められた。Fig. 14Cに 1日目（こ

の時点でほとんどの添加尿素がアンモニアに分解されて

いる）以降の，全窒素に対するアンモニア濃度の比率

（NH4-N/TN： ％）を示した。NH4-N/TNは 4日目に最

も低く，6日目には有意に（p < 0.05）に増加していた。

処理期間中，亜硝酸態および硝酸態窒素は検出されな

かった。

⑵　PCR-DGGE解析

3回の液肥化試験のうち，典型的な DGGEバンドパ

ターンのプロファイルを図 14Aに示した。物理化学的

パラメータの推移と同様に，微生物群集も開始 1日後に

は顕著な変化が認められた。2日目と 4日目のバンドパ

ターンにおいては，顕著な変化は認められないが，その

後 6日目には再び大きなバンドパターンの変化が認めら

れた。これらバンドパターンの経時的な推移は，主成分

分析の結果に明確に表れた（図 14B）。2日目と 4日目

の座標は近接しているが，0日目および 6日目の座標は

大きく異なっていた。更に，主成分分析の結果は，3回

の繰り返し試験のバンドパターンの推移が互いに近似し

ていることを示していた。

DGGEゲルから重要と思われるバンドを切り出し，

精製した後に DNA断片の塩基配列を調べた。BLAST検

索によるそれぞれの DNA断片の Closest Relativeの一覧

を表 12に示した。0日目の微生物群集は，消化管微生

物の配列 56）に高い相同性をもつ band 1, 2のようなバン

ドの存在によって特徴づけられていた。液肥化開始後 1

日目には，Bacilliに分類される band 3, 4, 5の配列が認

められるとともに，0日目で認められた Clostridiaに分

類される band 1の共存も認められた（図 15A）。2日目

には Bacteroidetesに分類される band 6のようなバンド

も認められた。DGGEゲル上のバンドの中では，band 3

が処理期間を通じて特に強い強度で認められた。

4.5日目には Bacteroidetesに分類される band 7, 8，

Flavobacteriaに分類される band 9，および Clostridiaに

分類される band 10が明確なバンドとして認められた。

これらのバンドは band 8を除き，微弱なバンド強度な

図 14.　（A）酸化還元電位，（B）上清TOC，VFAおよびCODCr，（C）
アンモニア態窒素およびアンモニア／全窒素比，および
（D）大腸菌数の推移

Time courses of (A) oxidation-reduction potential (ORP) (B) 
supernatant TOC (TOCS) and CODCr and volatile fatty acids: 
closed triangles and circles represent the values of TOCS 
and CODCr, respectively, while open circles, triangles and 
squares represent the values of acetic acid, propionic acid 
and butyric acid (C) NH4-N in the pig slurry and the ratio of 
NH4-N to total nitrogen. Ratio of NH4-N to TN was statistically 
compared for the samples after day 1 when added urea 
was hydrolyzed: open circles and columns represent the 
values of ammonia concentrations and ratio of ammonia to 
total nitrogen, respectively, and (D) the number of E. coli. 
Thin arrows indicate the samples used for DGGE analysis 
(Fig. 15A). Bold arrows indicate the samples used for PCA 
(Fig. 15B) and clone library analysis. The error bars indicate 
standard deviations of the mean (n = 3). Only for ORP is a 
typical time course shown. ab: Means indicated with different 

letters are significantly different (p < 0.05).
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がらも 3.5または 4日目頃から認められていたバンドで

ある。これらバンドパターンの変化は，band 1, 3, 4お

よび 6のバンド強度の低下に付随して起こっていた。

⑶　16S rRNA遺伝子のクローンライブラリー解析

Day 0 （n=47クローン），Day 2 （n=48クローン），

Day 4 （n=50クローン），Day 6 （n=48クローン）のク

ローンライブラリーの比較を行った。Day 0クローン

ライブラリーでは 22の OTUが得られ，豚糞尿中の

微生物群集の高い多様性を示していた。クローンの

大 部 分 は，Clostridia（21/47） お よ び Bacteroidetes

（23/47）であった（図 16）。大部分の OTUは，PSM-28, 

図 15.　豚ふん尿液肥化過程の微生物群集の DGGEプロファイル (A)と主成分分析による群集の推移の解析（B）

(A) Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) profiles of PCR-amplified 16S rRNA gene extracted from aerated 
pig manure slurry microflora. The numbered bands refer to those in Table 12. *: These bands are supposed to be a 
heteroduplex that was derived from the sequences represented by bands 3, 4 and 5, because the re-amplified frag-
ments recovered from these bands showed bands 3, 4 and 5 on the DGGE gel. (B) Scatter plot of the results from the 
PCA of the DGGE profiles of three runs. Open, closed and shaded circles represent the plots of three independent 

runs. Open circles correspond to the run of the DGGE profile shown in (A).

Band
Numbera

Closest relative

Organisms Classb　　　　　　　 Similarityc (%) Accession No.

1 Uncultured bacterium clone p-956-s962-5 Clostridia  100 AF371797

2 Uncultured bacterium p-2513-18B5 Clostridia  100 AF371834

3 Bacillus sp. STB9 Bacilli   96 AY603079

4 Bacterium K2-24 Bacilli   96 AY345429

5 Bacillus sp. STB9 Bacilli   96 AY603079

6 Petrimonas sulfuriphila strain BN3 Bacteroidetes   93 AY570690

7 Bacteroides sp. 22C Bacteroidetes   92 AY554420

8 Chitinophaga sp. Gsoil 052 Bacteroidetes   90 AB245374

9 Flavobacterium terrae strain R2A1-13 Flavobacteria   93 EF117329

10 Sulfate-reducing bacterium RA50E1 Clostridia   89 AY548776

11 Aequorivita antarctica isolate S4-8 Flavobacteria   96 AY771732
a Band numbers refer to Fig. 15A.
bThe sequence of closest relatives were phylogenetically classified using the RDP classifier of the Ribosomal Database Project II
c Percentage similarity to the closest relative according to the BLAST search.

表 12.　DGGEゲルから得られた DNA断片の配列に近縁な種とその相同性
Sequence similarities between DNA fragments recovered from DGGE gel and their closest relatives.
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-12, -13, -16, -17, -26 （EF529620, AY028442, AB064923, 

AY239461, AB238927, X94967）のように動物の糞便，ま

たはルーメンに由来する配列と相同性が高かったが，

口腔 （PSM-11） （AY005061） ，または水田（PSM-34） 

（Y15986）に由来する配列も認められた（表 13）。

Day 2クローンライブラリーは 9つの OTUから構成

されており，Day 0と比較して特定の細菌が集積した

ことを示していた（図 16）。Day 2ライブラリーでは，
Bacillusに分類されるクローンの顕著な増加が認めら

れた（図 16，表 13）。この優占の OTUである PSM-1

（21/48），および PSM-2（9/48）は，DGGEゲルでの

band 3, 5（PSM-1），および band 4（PSM-2）に対応し

ていた。PSM-1と -2は Bacillusに属し，系統的に近似

していた（similarity 98.3-98.7％）。またこれらと 97％以

上の相同性をもつ Closest relativeは，データベース上

に認められなかった。Day 2ライブラリーで Clostridia

は Bacilliに次いで 2番目に多いクローンであったが，

Day 0ライブラリーと同一の OTUは認められなかった

（図 17）。

Day 2 と同様の構成は，Day 4ライブラリーにおいて

も認められた。Day 4ライブラリーにおいてはより多く

の Bacillusに属する OTUの集積が認められ，Day 2 と

同様に多数の PSM-1（28/50）および -2（12/50）が認

められた（図 16，表 13）。また Day 4ライブラリーは，

Clone
library

OTUs
%

of Total
Classa Corresponded

DGGE bandb Best match in GeneBank % similarityc

Day 0 PSM-28 10.6 Clostridia EF529620 93

PSM-16 8.5 Bacteroidetes AY239461 87

PSM-17 8.5 Bacteroidetes AY862593 90

PSM-11 6.4 Bacteroidetes AY005061 90

PSM-12 6.4 Bacteroidetes AY028442 93

PSM-13 6.4 Bacteroidetes Prevotella copri 93

PSM-37 6.4 Clostridia Y15986 89

Day 2 PSM-1 43.8 Bacilli Band 3, 5 AM690038 95

PSM-2 18.8 Bacilli Band 4 DQ448750 94

PSM-34 14.6 Clostridia AF443595 98

PSM-36 8.3 Clostridia Oscillibacter valericigenes 93

Day 4 PSM-1 56.0 Bacilli Band 3, 5 AM690038 95

PSM-2 24.0 Bacilli Band 4 DQ448750 94

Day 6 PSM-1 10.4 Bacilli Band 3, 5 AM690038 95

PSM-56 10.4 β-proteobacteria EF095770 96

PSM-49 8.3 α-proteobacteria AJ565420 91

PSM-50 8.3 α-proteobacteria AJ565420 91

PSM-62 8.3 γ-proteobacteria AM400231 96

PSM-48 6.3 Flavobacteria Aequorivita antarctica 93
a The sequences of OTUs were phylogenetically classified using the RDP classifier of the Ribosomal Database Project II. 
b Band numbers refer to Fig. 15A and Table 12.
c Percentage similarity to the closest relative according to the BLAST search.

表 13.　0，2，4，6日目のクローンライブラリーのうち全クローンの 5%以上の割合を占めた OTUとその近縁種

The commonly isolated OTUs (>5% in total clones) from day 0, 2, 4 and 6 clone libraries.

図 16.　0，2，4，6日サンプルから得られた 16S rRNA遺伝子
の系統的分類

Relative proportions of 16S rRNA gene sequences 
recovered from day 0, 2, 4 and 6 samples. “Other” 
represents Sphingobacteria, Mollicutes or unclassified 
bacteria combined. The number above the bar 
indicates the total number of clones obtained in this 
study. 
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Bacteroidetesのクローンの増加によっても特徴づけら

れた。しかし Day 4ライブラリーの Bacteroidetesに分

類された 4つの OTUのうち 3つは，Day 0ライブラリー

の Bacteroidetesと異なるクラスターを形成していた（図

17）。

Day 6では，Proteobacteriaに属するクローンが最

も多くなり，以下 Bacilli，Flavobacteriaがこれに次い

だ（図 16）。しかしながら，DGGEプロファイルにお

図 17.　0，2，4，6 日目のクローンライブラリーから得られた Clostridia，Bacteroidetes，Flavobacteria および
Sphingobacteriaに属するクローンの系統樹

Phylogenetic tree generated by the neighbor-joining method showing the phylogenetic relationships among the clones from the 
aerated pig slurry samples on day 0, 2, 4 and 6 within the classes Clostridia, Bacteroidetes, Flavobacteria and Sphingobacteria. 
Bootstrap values are shown for each node that had >70% support in a bootstrap analysis of 1000 replicates. Sequences obtained 
in the present study are in boldface, followed by the clone library from which the individual 16S rRNA clone sequences came. 
Campylobacter fetes in the ε-proteobacteria served as the outgroup organism. The scale bar represents 5% sequence divergence. 
DDBJ/EMBL/GenBank accession numbers of reference sequences are given.
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いても認められたように，band 3および 5に対応す

る PSM-1（5/48）は依然として検出された（図 18，表

13）。Proteobacteriaに属するクローンのいくつかは，水

圏に由来する微生物群の配列と高い相同性を示した。例

えば canal water （PSM-45, -46） （AJ565420），および lake 

water （PSM-57） （AM400231） （図 18）がそれに該当す

る。また DGGEゲルでの band 9に対応する PSM-44は

Flavobacteriaに属し，その配列は seawater （AY027803）

に由来する微生物の配列と高い相同性を示した。

4 ．考察

本研究で実施した液肥化処理過程では CODCrの減少

に示されるように，豚糞尿の有機成分は効果的に安定

化されていた。また臭気成分である VFAs濃度は，4日

の処理期間で嗅覚的に受容できる濃度 0.23 kg/m3, 97）に

まで低下していた。もう一つの臭気物質であるアンモ

ニアは，4日目までは低下していたが，通気処理を継続

することで再上昇することが明らかになった。また糞

便汚染の指標微生物である大腸菌は，処理終了時に 103 

CFU/mL以下まで低減化されていた。この菌数は，40 

CFR part 503 regulation94）の“Class A”の基準に相当す

る値である。

連続通気運転にも拘わらず処理の初日から ORPは，

－ 350 mV近くまで急速に低下した。この低い ORP値

は，溶存酸素を消費する好気性菌の旺盛な呼吸によるも

のと考えられた。実際に PCR-DGGEおよびクローンラ

イブラリー解析では，この ORPが低い時期に Bacillus

に属する細菌の優占が認められた。またこの時期には，

有機物の可溶化と無機化が同時に進行しており，特に酢

酸濃度は 2日目に最高値となり 4日目に消失していた。
Bacills属の細菌は様々な環境に遍在し，酢酸やプロピ

オン酸などの低分子の有機酸を含む種々の基質を好気的

に資化できることが知られている 88）。これまでに中温域

の豚糞尿の液肥化処理サンプルからはB. thuringiensis57）

が，高温域のサンプルから B. licheniformis3），および B. 

thermocloacae45）が単離またはその近縁種のクローンと

して得られているが，本実験で得られた OTU PSM-1, 

-2の配列との相同性はいずれも 96％以下であった。

Nakamura et al.66）は，生ゴミ処理過程で優占となる新規

に単離された Bacillaceaeに属する株について生理・生

化学性状の解析を行い，それらが有機廃棄物の分解を

担っている可能性があることを報告している。堆肥化

と同様に液状物の通気処理も世界で広く行われている

手法であるが，これらのプロセスは未だに有機廃棄物

分解の重要な役割を果たしている未培養の菌種 33）を多

く含んでいる可能性があると考えられる。低 ORPの時

期には Bacilliに加え，有機酸産生菌として知られてい

る Clostridiaおよび Bacteroidetes12, 85）も検出された。

Leungと Topp57）は，Clostridium sp.が豚糞尿の凝集物

中で生存することを報告している。また好気性菌の呼吸

によって造りだされた低 ORP状態は，好気性菌ととも

に嫌気性菌の増殖をも可能にしたと考えられた。豚糞尿

の有機成分の可溶化および無機化は，好気性菌と嫌気性

菌が優占種として共存した状態で進行したものと考えら

れた。

ORP値は 3日目から上昇し始め，4日目には VFAsの

消失と TOCS分解速度の鈍化が認められた。この ORP

の上昇は，基質を酸化するために必要な酸素要求量が

減少したことによると考えられた。大部分の分解可能

な炭素源が消失した後，Bacilliのバンド強度が低下して

いく一方で，Bacteroidetesのバンド（band 7, 8, 9およ

び 11）が認められた。Bacteroidetesに属する菌のいく

つかは，下水処理プラントの好気プロセスに常在し，有

機物分解を担っている。それらの多くはタンパク質，キ

チン質，デンプン，またはセルロースなど多様な高分子

化合物を分解できることが知られている 78）。band 10の

DNA断片は，4.5日目に一時的に検出されたが，5日目

には認められなかった。この菌種は微生物群集の新しい

メンバーとして増殖したが，直ちに死滅したものと考え

られた。4から 6日目に認められた ORPの変動は，ア

ンモニア濃度の上昇を伴っていることから，新たに生じ

た微生物群集が死菌を分解する際に要した酸素消費の変

化に起因するものと考えられた。

Day 6 のクローンライブラリーにおいては，

Proteobacteria が最も優占であり，次いで Bacilli，

Flavobacteria の順であった。ライブラリーで優占

で あ っ た Proteobacteria， お よ び Flavobacteria の

配列は，豚糞尿と比較して相対的に汚染度の低い

水圏の細菌群の配列との相同性が高かった。それ

故，6日目に認められた微生物群集の明確な変化は，糞

尿の有機成分の安定化と大いに関連があるものと考えら

れた。

窒素成分の変遷に目を向けると，アンモニア濃度は 1

日目以降徐々に低下し，4日目に最も低い濃度を示した

（図 14C）。このアンモニア濃度の低下は，NH4-N/TNの

比率としても 4日目に最小となり，以後増加していくこ

とから，アンモニアの揮散によるものではなく一時的な

有機化によるものと考えられた。
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豚糞尿におけるアンモニアの貯蔵形態として，
Bacillus株を用いる研究が試みられている 39, 51, 76）。これ

らの報告のうち，Hoppensack et al.39）は液状糞尿の TN

のうちの 28％が菌体バイオマスとして，また 0.1％がポ

リグルタミン酸（PGA）の産生に用いられたことを示

している。本研究で検出された Bacillusが PGAを産生

するか否かは明らかでないが，炭素源の好気的な分解と

NH4-N/TNの低下，および炭素源の枯渇と NH4-N/TN

図 18.　 0，2，4，6日目のクローンライブラリーから得られた Bacilli， α -proteobacteria，β -proteobacteria，γ -proteobacteria，
δ -proteobacteria，Mollicutesおよび Unclassedに属するクローンの系統樹

Phylogenetic tree generated by the neighbor-joining method showing the phylogenetic relationships among the clones from the aerated pig 
slurry samples on day 0, 2, 4 and 6 within the classes Bacilli, α-proteobacteria, β-proteobacteria, γ-proteobacteria, δ-proteobacteria, 
Mollicutes and Unclassed. Bootstrap values are shown for each node that had >70% support in a bootstrap analysis of 1000 replicates. 
Sequences obtained in the present study are in boldface, followed by the clone library from which the individual 16S rRNA clone sequences 
came. Leptospira fainei in the Spirochaetes served as the outgroup organism. The scale bar represents 2% sequence divergence. DDBJ/
EMBL/GenBank accession numbers of reference sequences are given.
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の上昇は，Bacillusを優占した群集の推移と関連が深い

と推察されることから，この時期の群集が糞尿中の適当

な炭素源を用いて，アンモニアをバイオマスに変換して

いたものと考えられた。VFAの消失と TOCSの分解速度

の鈍化の後に，NH4-N/TNは有意に増加した（図 14）

が，この比率の増加は炭素源の欠乏によって死滅した菌

体の分解に起因するアンモニア生成によるものと考えら

れた。

糞便汚染の衛生的な指標として培養法による大腸菌の

モニタリングを行った。大腸菌数は至適生育温度に近く

（40℃），低 ORP値（～－ 350 mV）条件であったのにも

拘わらず，通気開始後直ちに 103 CFU/mL以下にまで低

下した。

Diez-Gonzalez et al.15）は，静置した牛糞尿中で認めら

れる大腸菌の死滅は，炭酸塩とアルカリ条件の協同効果

による非生物的な要因に起因するものだとしている。本

実験では，添加した尿素が 1日以内に分解されることか

ら，CO2とアンモニアが生成されることで pHおよび炭

酸塩濃度の上昇が起きると考えられた。しかしながら

本実験は連続通気を行っており，産生された CO2は随

時ストリッピングされる状況にあった。また Harris et 

al.31）は，VFAsが豚糞尿中の大腸菌を失活させることを

報告しているが，その効果が認められる pHは 4.3であ

り，その pHが 6.8にまで上昇した場合には，低減効果

は認められないとしている。本試験では，通気処理の初

期に大幅な VFAs濃度の上昇が認められたものの，期間

を通じて pHはアルカリ側で推移していた。

Munch et al.64）は，豚糞尿および牛糞尿に対する通気処

理は，大腸菌群数を大幅に低減させることを報告してい

る。本研究の微生物群集の推移のデータは，通気処理によ

りたった 1日で群集が大きく変化すること，また豚糞尿に

由来する消化管微生物が大幅に減少することなどが認めら

れている。共存微生物群による生物的な有害微生物の抑制

は，これまでにいくつか報告されており 40, 86），通気処理

によって優占となった Bacilli-Clostridia-Bacteroidetesを

主体とする菌叢が，大腸菌を含む消化管由来の微生物群

の排除に作用した可能性も考えられる。

本研究では，消化管由来微生物群集が通気処理により

急激に Bacillus属優占の群集に変化すると共に，その過

程で VFAやアンモニア濃度の減少，および大腸菌数の

大幅な低下が起こることが示された。通気条件下におけ

る ORP値は，Bacillusをはじめとした好気性菌の呼吸

の影響を受けるとともに，アンモニアの同化を伴う易分

解性炭素源の分解とも関連が深かった。よって ORP値

を読み取ることで処理過程の進行をモニタリングするこ

とが可能であり，低級脂肪酸やアンモニアのような臭気

物質が低下する時期を検出することで，プロセス管理

上，有用な情報を得ることができると考えられた。

本研究で検出された Bacillusのうち，PSM-1および -2

の Bacillus株は，通気処理プロセスにおいて重要な役割

を担っている可能性がある。新種の可能性もあるこの 2

つの Bacillus株については，処理過程におけるそれらの

代謝活性および他の菌群に対する影響（大腸菌の抑制に

働く作用など）などに注目しつつ，更なる研究が必要で

ある。

5 ．要約

豚糞尿には低級脂肪酸をはじめとした強烈な臭気物質

が含まれており，有機肥料として圃場に散布する際に

は，通気処理により臭気を大幅に低減させるとともに有

機成分を安定化させることが奨励されている。この液

肥化プロセスは，通気処理によって新たに生じた微生

物群の活性によって進行すると考えられる。そこで本

研究では環境負荷物質として重要な臭気物質，および

糞便汚染指標微生物である大腸菌の消長を測定すると

ともに，処理過程における微生物群集の変遷を非培養

的手法により解析した。豚糞尿の ORPは連続通気であ

るのにも拘わらず 1日目に－ 350mV近くまで低下した

ことから，好気性菌群による活発な溶存酸素の消費が

起こっていたと考えられた。この ORPが低い環境では

Bacilli，Clostridia，および Bacteroidetesが優占となっ

ており，特に Bacillusは 2日目のクローンライブラリー

で全クローンの 65％を占めていた。この ORPが低く，
Bacillusが優占していた環境下では，臭気物質である低

級脂肪酸およびアンモニア濃度が低下するとともに，大

腸菌数が大幅に低下していた。低級脂肪酸が消失し，糞

尿中の可溶性炭素成分の分解が鈍化した 4日目前後を境

に，ORP値は上昇し，－ 250から－ 50mVの値を上下

しつつ 6日目に－ 7mVまで上昇した。この ORP値の変

動は可溶性炭素成分の消失に伴う好気的代謝活性の減退

と，飢餓により生じた死菌を新たに基質として分解する

際に要した酸素消費によるものと考えられた。糞尿中の

有機成分の安定化と ORP値の上昇に伴い，微生物群集

は Bacillus から Proteobacteriaを優占とする菌叢へと遷

移した。通気処理によって生じた 2つの未培養の菌種を

含む Bacillusが優占する過程で，豚糞尿の主要な臭気成

分である低級脂肪酸の分解とアンモニアの有機化が進行

するとともに，大腸菌数も大幅に低下し，豚糞尿の有機
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成分も安定化していった。

第 6章　総括

本研究において，堆肥化および液肥化処理過程におけ

る糞便汚染の衛生的指標である大腸菌数の消長，および

死滅を促進する諸条件に関する様々な知見が得られた。

第 2章においては，水分調整材の不足に起因する不適

切な堆肥化処理と，それに付随した大腸菌の残存に対

し，食品廃棄物等の各種有機廃棄物の混合による処理プ

ロセスの改善を試みた。実際の有機廃棄物の利用に先立

ち，培地成分として用いられるポリペプトンを水分の異

なる堆肥原料に添加して，その温度上昇効果を検討し

た。通常，適正な堆肥化のためには 70％以下の水分が

推奨されている 91）が，本試験ではこの適正水分よりも

高い水分で堆肥化を実施した。その結果，原料水分が高

ければ高いほど堆肥の温度上昇は抑制され，最も水分が

多い 78％の堆肥化条件では，最高温度は 53.5℃までに

しか達せず，更に大腸菌数もほとんど低下しないことを

明らかにした。一方でポリペプトンを添加した堆肥は，

いずれの水分においても無添加の堆肥よりも高い温度で

推移し，78％の水分において最高温度は 62.7℃に達し，

大腸菌数も大幅に低下することが明らかとなった。適正

水分の上限近い 71％の水分条件では，ポリペプトンの

添加の有無に関わらず最高温度や大腸菌の低減効果もほ

ぼ同程度であったことから，添加効果は特に高水分原料

に対して有効であることが示された。この結果を受け，

単独では温度上昇が期待できない高水分（78％）の牛糞

－細断稲ワラ混合物を対照として，各種有機廃棄物との

混合堆肥化試験を行った。その結果，ポリペプトン添加

試験同様に，無添加では大腸菌数を低下させる程の温度

上昇は認められなかったが，食品副産物や食品残渣であ

る豆腐粕，米ぬか，油かす，および生ゴミとの混合によ

り堆肥温度は上昇し，大腸菌数も大幅に低下することが

明らかとなった。堆肥化過程における温度上昇は酸素消

費量と相関が認められることから 18, 21），有機廃棄物の混

合に伴う微生物活性の増大が温度上昇に寄与していると

考えられた。有機廃棄物の混合により，微生物群が利用

可能な基質量が増加したと考えられたため，それぞれの

混合物の生物化学的酸素要求量（BOD）と，堆肥の最

高温度との相関を検討した。その結果，両者の間には正

の相関が認められ，BOD値が 166.2 O2 mg/g-dry matter

以上の時に，大幅な温度上昇と顕著な大腸菌数の低下が

認められることが明らかとなった。

それでは本実験よりも更に高い水分の原料において

も，BOD値を高めること（基質量を増やすこと）で，

高温堆肥化が実現できるのであろうか。有機廃棄物の

好気的分解では，微生物群に対する酸素供給が不可欠で

ある。本試験では細断ワラという堆積物中に空隙を維持

するのに適した水分調整材を利用したため，比較的酸

素（空気）の浸透は確保されていたと考えられる。しか

し今回の試験よりも更に材料の水分が高い状態では，材

料の泥濘化を招き，好気的な分解が阻害される恐れがあ

る。更に嫌気部分で生成する有機酸等による pHの低下

は，堆肥化過程の遅延を起こすことが知られている 21）。

また本試験における米ぬかと油かすの混合堆肥化試験の

比較においても，BOD値の比較では，油かすよりも米

ぬかの値の方が高い一方で，温度上昇効果は米ぬかの方

が低いという結果が得られている。この差異は，顆粒状

の油かすと泥濘化を起こしやすい米ぬかの物理性の違い

が影響していたものと考えられた。よって高水分材料に

対する有機廃棄物の混合は，温度上昇およびそれに付随

した大腸菌の低減化に効果的に働くが，堆積物中の通気

性の確保も重要な条件であると考えられた。

小型堆肥化リアクターを用いた第 2章での結果から，

堆肥化処理における有機廃棄物の混合効果が明らかと

なった。しかし有機廃棄物の混合は，堆肥化過程で分解

されるべき有機物負荷量を高めることであり，成分の安

定化，すなわち堆肥の腐熟に要する時間が延長される可

能性があった。また最も現場で一般的な堆肥化手法であ

る堆積型堆肥化処理を考えた場合には，強制通気でない

ことによる通気性の悪化，自重による堆積物底部の圧密

化，堆積物の各部位の温度差等が生じる可能性があった

ため，小型堆肥化リアクターで得られた結果がそのまま

反映されるか否かは明らかでなかった。そこで第 3章で

は第 2章の試験で混合効果が認められた豆腐粕につい

て，小型堆肥化リアクターを用いて豆腐粕混合堆肥の分

解特性を測定するとともに，パイロット・スケールでの

堆積型堆肥化処理を実施し，堆積物の各部位の温度上昇

効果について検討した。

豆腐粕の混合割合を変えた堆肥化試験において，混合

割合の増加は最高温度に対してではなく，高温（>55℃）

持続時間の延長に効果的に働くことが明らかとなった。

またこの際，堆肥有機成分の安定化の指標である BOD

値は，豆腐粕の混合により著しく増加するものの，12

日間の堆肥化で無添加と同程度まで低下していた。パイ

ロット・スケールでの静置堆積型堆肥化では，混合の

有無に関わらずいずれの堆積物においても中心部と周辺
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部では温度推移は異なり，周辺部の方が低い傾向にあっ

た。また両者の最高温度を比較すると，すべての部位に

おいて添加区の方が高い傾向にあった。堆肥化過程での

大腸菌群の死滅を徹底する為に定められた USEPAの“A 

process to further reduce pathogens （PFRP）”の基準に

よれば，55℃以上の堆肥温度を少なくとも 3日以上継続

させるとある。この基準を満たす部位は，無添加で 9つ

の温度測定部位のうち 4箇所でしかなかったが，豆腐粕

添加においては 7箇所であった。このように豆腐粕添加

は最高温度を上昇させるだけでなく，大腸菌の死滅に必

要な高温持続時間を堆積物中の広範囲な部位で実現する

ことが明らかとなった。今回は静置状態での堆積堆肥化

を行ったが，適度な切り返し（攪拌）を行うことで，よ

り多くの部分が高温に曝露され，徹底した大腸菌の死滅

が期待できると考えられる。

堆肥化過程での有害微生物の低減以外にも，完成した

堆肥中での有害微生物の再増殖が近年問題となっている。

処理プロセスの厳密な管理が難しい堆肥化処理では，有害

微生物を完全に排除することは難しい。有害微生物が残存

する堆肥に，または外的要因で堆肥が汚染された時に，

適当な温度と水分条件が与えられることで大幅に有害微

生物が増殖することが報告されており 27, 40, 80, 100），Soares et 

al.89）は堆肥中の未分解の物質が大腸菌群の再増殖に影

響を与えると推察している。一方で，Sidhu et al.86）は，

堆肥化過程で出現する微生物群集が有害微生物の増殖

を抑制することを報告している。一般に堆肥化の進行に

伴い，有機物の減少，物理性の変化，温度の変化が起こ

り，それに従って微生物群集も遷移していく。これら物

理的，化学的および生物学的な変化は複雑に絡み合い，

有害微生物の再増殖に影響を及ぼしているものと考えら

れた。

近年，牛舎の床に散布するオガクズ等の敷料は不足す

る傾向にあり，その代替物として乾燥した堆肥を用いる

事例が見受けられる。有機肥料として施用した堆肥中で

の有害微生物の増殖は勿論のこと，敷料として利用した

牛床での有害微生物の再増殖も乳牛の疾病防止の観点か

ら好ましいものではない。有機廃棄物の添加によって増

加した易分解性有機物は，堆肥中での有害微生物の増殖

を促進する可能性がある。そこで第 3章で作成した堆積

型堆肥の様々な堆肥化ステージにおいて採取した堆肥サ

ンプルを用い，人為的に接種した大腸菌の増減を測定す

ることで，堆肥における増殖リスクの評価を行った。そ

の結果，ほとんどの堆肥で大腸菌は増殖し，無添加およ

び豆腐粕添加ともに堆肥温度が高温期にあった堆肥にお

いて最も増殖割合が高いことが明らかとなった。当初は

易分解性有機物量が多く残存している 0日目の堆肥が，

最も増殖割合が高いと予想していたが，有機物の低分子

化が進行した高温期（7日目）の堆肥の方が，大腸菌に

とって利用しやすい形態の基質を豊富に含んでいたも

のと考えられた。堆肥化開始後 13日を経過した堆肥で

は，190日以上堆肥化を行った堆肥の増殖割合と有意差

は認められなかった。また無添加および豆腐粕添加の 0

日目の堆肥サンプル間の比較からも分かるように，豆腐

粕を添加した堆肥では，大腸菌の増殖は有意に高かっ

た。これは豆腐粕に含まれる基質により，大腸菌の増殖

が促進されたものと考えられた。しかしながら日数を経

る毎にその増殖割合も低下することから，分解が十分に

進んだ豆腐粕混合堆肥の再増殖リスクは，190日以上堆

肥化を行った堆肥と同程度になると考えられる。以上か

ら有機廃棄物を混合した堆肥，または高温期にある堆肥

は，大腸菌の増殖ポテンシャルを有するが，処理期間に

十分な攪拌と有機物の分解を進行させることで，再増殖

リスクの少ない堆肥を生産することが可能となると考え

られた。

第 2章から 4章までは堆肥化処理を対象とし，2，3

章の結果から，堆肥化過程の大腸菌の死滅は堆肥温度に

依存していること，その境界温度は 55℃前後であるこ

と，有機廃棄物の混合によってもたらされる易分解性有

機物の増加は，微生物群を活性化し，温度上昇を促進す

ることが明らかとなった。この温度上昇効果は水分が高

い時に特に顕著であり，高水分原料の温度上昇を補完す

る有機廃棄物の混合処理は，衛生的な面からも，また有

機資源循環の視点からも有効な処理と考えられた。また

第 4章では堆肥中での有害微生物の再増殖リスクの評価

を行い，増殖リスクが高い堆肥化ステージの特定と，十

分な堆肥化期間を確保し有機物の分解を徹底すること

で，増殖リスクを低減させることが可能であることを数

値的に示すことができた。有機質堆肥の腐熟の観点か

ら，十分な堆肥化期間の確保の必要性はこれまでも言わ

れていたが，有害微生物の増殖リスクについても同様の

ことが確認されたことは，堆肥の製造管理上意義があ

る。

家畜糞尿の液状物に対して通気を行う液肥化処理は，

一般的に堆肥化過程ほどの温度上昇が期待できない。と

いうのも液状糞尿は，糞と比較して単位体積当たりの有

機物量（基質量）が少ない一方で，比熱の高い水分を多

く含んでいるからである。一部，通気装置や循環装置か

らの機械廃熱の伝導により，55℃以上の温度を実現する
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装置の報告も見受けられるが 44, 75），大部分の通気処理過

程は中温域で推移する 7）。よって高温処理が可能な堆肥

化処理と比較して，液肥化処理における大腸菌の低減は

困難であると予想された。しかし中温域の液肥化過程に

おける有害微生物 34），または大腸菌群 64）の低減は以前

から報告されており，その低減化機構についても非生物

的な 15, 31, 74），または生物的な要因 40, 86）の諸説が混在し

ている。そこで本研究では，通気処理過程における大腸

菌の消長とともに，その生存に影響を与えると予想され

た物理化学的パラメータ，有機物量（基質量）そして生

物的な要因として微生物群集の測定を行った。通気処理

過程では，未培養の微生物を含む群集が急激に遷移して

いくことが予想されたため，微生物群集の解析は，細菌

の 16S rRNA遺伝子を標的とした非培養的手法によって

行った。

豚糞尿への通気処理は，物理化学的パラメータおよび

微生物群集の構成に大きな変化をもたらしていた。通気

処理開始前には，消化管に由来すると考えられる微生

物群が大部分を占めたが，2日目には Bacilli-Clostridia-

Bacteroidetesが優占となり，特に Bacillusは 2日目の

クローンライブラリーにおいて全クローンの 65％を占

める程の優占状態であった。また ORP値は 1日目には

－ 350 mV近くまで低下し，連続通気条件にも拘わらず

液中が還元的状態になっていることを示していた。こ

の ORPの低下は，Bacillusをはじめとする好気性菌が，

急激に酸素を消費していることに起因するものと考えら

れた。この Bacillusの優占は，有機物分解の進行，悪臭

である VFAおよびアンモニアの低下，そして大腸菌数

の顕著な低下等と同時期に起こっていた。通気条件下に

おいて Bacillusを含む好気性菌群は，VFAを含めた有

機物を基質として利用する際に酸素を消費し，同時にア

ンモニアを同化したものと考えられた。またこの急激な

物理的，化学的な性状の変化，および微生物群集の変遷

の中で，大腸菌数は初発の 107 CFU/mLから 1日後に

は 102 CFU/mLまで減少し，処理最終日の 6日目まで

103 CFU/mL以下の低い菌数で推移した。この大腸菌数

は，水質汚濁防止法の河川への放流基準値である 3,000 

個 /cm3を下回る値であった。これまでに大腸菌数の死

滅機構については，大きく分けて非生物的，および生

物的要因の 2つの説が報告されている。Diez-Gonzalez 

et al.15）は，静置牛糞尿中の大腸菌の死滅は，尿中の尿

素の分解によって生成したアンモニアによるアルカリ

（pH： 8.5）と，CO2の生成による炭酸塩の蓄積（100 ｍ

M）の協同効果によって起こると報告している。本研究

においても大腸菌数が大幅に低減する 1日目には，アン

モニア濃度の上昇，および pHの上昇（～ 8.3）が認め

られた。本研究では液中の炭酸塩濃度は測定していない

が，Diez-Gonzalez et al.の実験条件と異なり我々の実験

では連続通気と攪拌を行っているため，CO2のストリッ

ピングが生じやすい状況にあった。また液肥化後期に

pHは約 8.6程度まで上昇したが，逆に大腸菌数は微増

傾向にあり，高 pHと大腸菌低減効果との相関は明確で

はなかった。生物的な要因としては，Sidhu et al.86）が滅

菌，および非滅菌堆肥に接種したサルモネラ菌の消長の

比較から，堆肥中の土着の微生物群によるサルモネラ菌

の拮抗作用の存在を報告している。Millner et al.63）は，

堆肥中の大腸菌群，または代謝活性がある微生物群や放

線菌が，サルモネラの死滅を促進したと報告している。

この現象については第 4章の堆肥への大腸菌接種試験に

おいて，有意差は認められないものの，大腸菌群数が最

も多い堆肥においてのみ（図 12：C22-compost）接種大

腸菌の減少が認められたという結果が得られている。ク

ローンライブラリー解析では，0日目と 2日目のライブ

ラリーに同一のクローンが認められなかったことから，

通気処理により 0日目の消化管由来の微生物群集が積極

的に排除されたと考えられた。

活性汚泥処理を行っている汚水中での原虫による細菌

の捕食は一般的な事象であるが，検鏡観察では原生動物

の存在は認められなかった。本実験は 6日間のバッチ式

処理であり，大腸菌の減少に影響を与えるほどの原生動

物の増殖は起こらなかったものと思われた。

液肥化過程の初期には，通気条件下ながら旺盛な酸

素消費が起こることで還元的な状態になり，嫌気性菌

と考えられる Clostridiaや Bacteroidetesと Bacillusの

共存が認められた。しかし有機物の分解が進行すると

ORPは上昇し，微生物群集も Bacillusの優占の群集か

ら Proteobacteriaを中心とした，比較的有機物負荷が少

なく，溶存酸素の高い環境に適した水圏微生物群と高い

相同性がある群集へと遷移していった。このように通気

処理過程にある微生物群集は，基質の減少やそれに伴う

ORPの変化などの液中環境の変化と相互に作用を及ぼ

しつつ遷移していったものと考えられ，微生物生態学的

にも非常に興味深い現象であると思われた。また ORP

の推移をモニタリングすることで，VFAおよびアンモ

ニアなどの悪臭物質の減少，および易分解性有機物の量

を検知できる可能性が示され，技術的にも応用可能な現

象を明らかにしたことは非常に意義がある。

本研究では大腸菌死滅機構の解明までは至らなかった
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が，物理化学的パラメータ，および微生物群集の同時測

定を実施したことで，大腸菌低減に影響を及ぼす可能性

のある各種パラメータの変動を把握するとともに，通気

処理で優占となる主として 2種類の未培養の Bacillus属

の細菌の存在を明らかにすることができた。これら細菌

は，処理プロセスの優占菌というだけでなく，大腸菌を

含む有害微生物の低減等にも作用している可能性もあ

り，これらの機能解析や通気処理過程での役割を解明す

ることで，より安全で効率的なプロセスの構築に資する

技術が開発される可能性がある。

本研究では，堆肥化および液肥化処理過程において，

糞便汚染の衛生的指標である大腸菌の消長，および死滅

を促進する諸条件について検討を行った。本来，大腸

菌は糞便汚染の指標微生物の位置付けだが，近年では

O157，O111，O26をはじめとした病原性株による疾病

も発生していることから，処理過程での低減化の重要性

は増してきている。また病原性微生物とは別に，近年，

家畜に投与した抗生物質や合成抗菌剤に耐性を持つ薬剤

耐性菌の存在が問題となっている。牛群における多剤

耐性大腸菌の存在も報告されており 46-48），耐性遺伝子を

もった菌が排泄物等を介して土壌や河川などの環境中に

放出された場合，それら耐性遺伝子が他の菌に伝達され

ることが指摘されている 8, 62, 70）。これら耐性菌の存在は

人間や家畜の投薬治療に対する脅威となるため，排泄物

処理過程における腸内細菌群の低減は，これまで以上に

重要性を増すと考えられる。

畜体に由来する大腸菌以外の有害微生物では，同じ腸

内細菌科に属し，温血動物の消化管内で増殖するサルモ

ネラ菌の環境中での動態が注目されている 98）。環境中で

の大腸菌とサルモネラ菌の動態の比較から，大腸菌数の

測定はサルモネラ菌のリスクを評価する上での指標にな

りうるという報告 55, 68, 73）がある一方で，10℃以下の河口

水中 79），または塩分の高い水中（brackish water）60）では，

サルモネラ菌の生存性の方が高いことが報告されてい

る。またサルモネラ菌はハエの体内で 4週間程度生存す

ることが知られており 61），鳥やハエはサルモネラ菌が

環境中に拡散する際にベクターとして機能すると考えら

れている 14）。生体外に糞とともに排出された大腸菌は，

温度や豊富な栄養分等の条件が揃いやすい熱帯地域を除

き，環境中では一時的な再増殖はあるものの最終的には

減少の一途をたどる一方で，サルモネラ菌は環境中に放

出された後も少ない菌数ながらも生存を続け，ホストと

なる動物体内で再び増殖すると考えられている 98）。しか

し，堆肥化過程における高温曝露のように物理的に菌を

死滅させるプロセスは，菌種に関わらず画一的に作用す

ると考えられる。表 3に示したように大腸菌とサルモネ

ラ菌の死滅温度は，55～ 60℃とほぼ同程度であること

から，堆肥化過程の大腸菌数の減少は，サルモネラ菌の

動態をも含めた指標になると考えられる。また USEPA

の調査において，365サンプルの堆肥中のサルモネラ菌

を測定した結果，165サンプルが汚染されていたが，サ

ルモネラ菌が検出されなかった 86サンプルは，すべて

大腸菌群数が 1,000 MPN/g以下であったことが報告さ

れている 99）。これは大腸菌群数が 1,000 MPN/g以下に低

下した堆肥では，サルモネラ菌が検出される確率が極め

て低いことを示している。一方で液肥中のサルモネラ菌

の残存については，液中環境において大腸菌より高い生

存性のデータが示されていることから 60, 79），更なる検証

が必要であると考えられる。

堆肥化過程における有害微生物の制御については，堆

肥全体の高温曝露を基本とし，堆肥原料単体での温度上

昇が期待できない場合には，本研究で効果の認められた

易分解性有機物を豊富に含む有機廃棄物の添加や，通気

性を改善する副資材の添加により温度上昇を促進するこ

とが現実的であると考える。また堆肥中での有害微生物

の再増殖については，本研究で明らかとなった基質の残

存がその一因と考えられる。現在の堆肥の評価方法は，

コマツナ種子の発芽試験による植物への生育障害に対す

る評価が一般的であるが，今後は有害微生物の再増殖リ

スクの評価についても，堆肥の品質の新たな評価軸とし

て開発する必要があると考えられる。

糞尿液状物の液肥化過程では，通気開始から 1日の処

理で 4オーダー程度の大腸菌の減少が認められた。この

大腸菌数の減少は，通気による急速な有機物分解の進行

とそれを担う微生物群集の増殖時期と時を同じくするこ

とから，共存微生物群による拮抗作用がその一因と考え

られた。そこで基質の競合による影響を明らかにするた

め，同一の処理条件にある 2つの液状糞尿のうち 1つ

にグルコースを添加したところ，大腸菌は 1010 CFU/mL

程度まで増加することを確認した（データ未掲載）。次

に通気処理過程で優占となる Bacillusの増殖を抑制する

ため，グラム陽性菌に抗菌スペクトルをもつバンコマイ

シンを添加したところ，大腸菌は 108 CFU/mL近くま

で増加するとともに通気処理期間中も 104 CFU/mLを超

える菌数で推移した。この時，DGGEプロファイルに

は Bacillus （OTU PSM-1および -2）に由来するバンドは

確認されず，優占種である Bacillusを含むグラム陽性菌

を抑制することで，大腸菌の生存性が高まることが示さ
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れた（データ未掲載）。大腸菌数は基質の添加により，

また共存するグラム陽性菌を抑制することにより増加す

ることから，基質の競合を介した共存微生物群との競合

が大腸菌の消長に影響を及ぼしている可能性も考えられ

た。いずれにせよ 1日で大腸菌数を 4オーダー低減化さ

せる現象は，有用な有害微生物の制御法になりうると考

えられた。微生物間の拮抗作用を利用した有害微生物の

制御は，薬剤の使用と異なり，環境に優しく，コストの

安い手法であると考えられる。この機構解明によって得

られる低減効果の増強，または既報の生物的・非生物的

な低減効果との組合せ等により，これまで以上に有効な

有害微生物の制御手法の確立が期待される。

本研究では有機肥料の循環利用の障壁となりうる有害

微生物の低減について，他産業に由来する有機廃棄物の

統合処理を行うことでその達成を試みた。有機廃棄物と

の混合処理の主眼は有害微生物の低減化にあったが，温

度上昇が見込める有機廃棄物を無差別に利用すればい

いというものでもない。堆肥利用に関する問題点とし

て「堆肥成分の不安定」が挙げられており，堆肥の温度

上昇を期待して様々な有機廃棄物を無秩序に混合した場

合，大腸菌数の低減は達成できても肥料成分の変動が起

きることにより，耕種農家での利用性が低下することが

危惧される。せっかく作られた有機質肥料も利用されな

ければリサイクルの意味を持たない。有機廃棄物のリサ

イクルが浸透するためには，安定した量と質で供給され

る有機廃棄物同士の適切な組合せと，安定した品質を産

出できる堆肥化システムが必要となる。処理のための処

理ではなく，確固としたリサイクルのシナリオに立った

視点が必要である。そのためには処理の連携，肥料の運

搬，利用先の確保など循環型社会を構築する上で必要な

社会的なインフラの整備も必要と考えられる。こと環境

問題に関しては，テクノロジーと社会システムが両輪と

なって取り組むべき事柄であると考える。
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Summary

　　Animal waste is utilized as an organic fertilizer after it is subjected to composting or the liquid composting process. Food 

security and safety are a great concern for consumers; therefore, effective treatments are required to ensure organic fertilizer 

hygiene. It is well known that proper composting effectively destroys pathogens in animal waste through the high temperature 

achieved by the process. In Japan, sawdust or rice straw is normally used as a bulking agent for moisture adjustment, though 

a constant supply of these bulking agents cannot be expected. In case of a shortage of bulking agents, composting with 

high moisture content materials such as cattle feces is inevitably carried out under inappropriate conditions. In this study, to 

ensure pathogen reduction during composting of cattle feces, I investigated co-composting with a variety of organic wastes. In 

addition, recently, the regrowth of pathogens in finished compost when appropriate temperature and moisture conditions are 

provided is becoming an issue, even though the pathogen population decreases to a low level during the composting process. 

Since the use of such compost which allows the pathogen regrowth is unfavorable, I evaluated the E. coli regrowth potential in 

various types of compost. There are few reports on the dynamics of pathogens and the mechanisms of their reduction during 

the liquid composting of animal waste. In this study, the relationship between the dynamics of the E. coli population and the 

biological and physiochemical factors that may affect E. coli survival was investigated.

　　The results showed that the addition of organic wastes to high moisture content cattle feces significantly increased heat 

generation compared to the treatment wherein organic wastes were not added, and the maximum temperatures of more 

than 55℃ remarkably reduced the E. coli population. This temperature increase depends on the amount of easily digestible 

organic carbon present in organic wastes, and we observed a positive correlation between the maximum temperatures 

and the values of biochemical oxygen demand (BOD), an indicator of easily digestible organic carbon. Significant E. coli 

regrowth was observed in the compost samples collected during or immediately after the thermophilic phase. Therefore, 

the risk of regrowth is considered to be the highest in immature compost. During the liquid composting process, the E. 

coli population significantly decreased during the initial phase of the process. However, the E. coli reduction was not due 

to high temperatures; therefore, the mechanism for E. coli reduction is different between the solid and liquid composting 

processes. It is speculated that the reduction of the E. coli population may be due to the competition with Bacillus, which 

was found to be predominant during the E. coli decreasing phase, and/or the changes in physicochemical factors induced 

by the degradation of organic substances and the production of metabolites during the process. These results indicate 

that thermophilic and curing stages are important for E. coli elimination during solid composting. Further investigation is 

required for the elucidation of the mechanism for E. coli reduction during liquid composting process.

　Key words: Compost, E. coli, Regrowth, Liquid compost
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