
(57)【要約】
【課題】コンポストトイレにより処理され、堆肥化される排泄物中の病原菌などの増殖の
有無を簡単、かつ確実に判定する。
【解決手段】消化器系伝染性病原菌又はそのダミーとなる菌種内に lac Zマーカーを有す
るプラスミドを遺伝子導入し、大量に増殖させた菌液を得て、所定のコロニー総数を含む
所定量の菌液を人体排泄物が処理されるコンポストトイレの被処理物中に入れ、処理され
た堆肥を所定の時間間隔で取り出して磨砕した後、
X-gal（ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β -D-galactoside、 5-ブロモ -4-クロロ -3-インドリ
ル -β -D-ガラクトシド）を含有する LB培地で培養し、前記マーカープラスミドを有する前
記伝染性病原菌の菌種が lac Z遺伝子を有し、 X-galを加水分解することにより発現する、
青色コロニーの数を算定する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
コ ン ポ ス ト ト イ レ な ど で 処 理 さ れ た 堆 肥 中 の 伝 染 性 病 原 菌 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
遺 伝 子 組 替 技 術 を 用 い て 消 化 器 系 伝 染 性 病 原 菌 又 は そ の ダ ミ ー と な る 菌 種 内 に lac Zマ ー
カ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 遺 伝 子 導 入 し 、 大 量 に 増 殖 さ せ た 後 菌 液 を 得 て 、 所 定 の コ ロ ニ
ー 総 数 を 含 む 所 定 量 の 菌 液 を 人 体 排 泄 物 が 処 理 さ れ る コ ン ポ ス ト ト イ レ の 被 処 理 物 中 に 入
れ 、 処 理 さ れ た 堆 肥 を 所 定 の 時 間 間 隔 で 取 り 出 し て 磨 砕 し た 後 、
X-gal（ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β -D-galactoside、 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ
ル -β -D-ガ ラ ク ト シ ド ） を 含 有 す る LB培 地 で 培 養 し 、 前 記 マ ー カ ー プ ラ ス ミ ド を 有 す る 前
記 伝 染 性 病 原 菌 の 菌 種 が lac Z遺 伝 子 を 有 し 、 X-galを 加 水 分 解 す る こ と に よ り 発 現 す る 、
青 色 コ ロ ニ ー の 数 を 算 定 す る こ と に よ り 、 消 化 器 系 伝 染 性 病 原 菌 の 増 殖 が 堆 肥 化 処 理 に よ
っ て 抑 制 さ れ る か 否 か を 推 定 す る 、
こ と を 特 徴 と す る コ ン ポ ス ト ト イ レ な ど で 処 理 さ れ た 堆 肥 中 の 伝 染 性 病 原 菌 の 検 出 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 本 発 明 は 、 コ ン ポ ス ト ト イ レ の 堆 肥 中 の 伝 染 性 病 原 菌 の 検 出 方 法 に 関 し 、 特 に 人 体 　
排 泄 物 が コ ン ポ ス ト ト イ レ に よ っ て 処 理 さ れ て な る 堆 肥 物 に 含 ま れ る 菌 量 を サ ン プ リ 　 ン
グ ・ 検 出 し て 安 全 量 以 内 に 抑 制 し 、 消 化 器 系 の 伝 染 性 疾 患 の 伝 播 を 防 止 す る 方 法 に 　 関 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 目 下 、 人 体 排 泄 物 が コ ン ポ ス ト ト イ レ で 処 理 さ れ て な る 堆 肥 に は 大 量 の 大 腸 菌 及 び 枯 草
菌 な ど 伝 染 性 疾 患 の 病 原 菌 が 含 ま れ 、 こ れ ら の 菌 種 は 常 に 胃 腸 な ど の 消 化 器 に 伝 染 性 疾 患
を 引 き 起 こ す が 、 腸 内 細 菌 の 成 長 を 効 果 的 に 抑 制 す る に は 、 選 択 培 地 で 特 定 の 菌 種 を 培 養
す る 以 外 、 検 出 に 用 い ら れ る 適 切 な 検 査 方 法 は 今 ま で は な か っ た 。 コ ン ポ ス ト ト イ レ 又 は
こ れ に よ っ て 処 理 し て な る 堆 肥 中 で 腸 内 細 菌 の 成 長 を 効 果 的 に 抑 制 で き る か 否 か を モ ニ タ
し 、 コ ン ポ ス ト ト イ レ 又 は こ れ に よ っ て 処 理 し て な る 堆 肥 の 安 全 性 を 確 保 す る た め の 新 規
な 検 出 方 法 の 研 究 開 発 は 、 解 決 が 急 務 と な る 課 題 で あ る 。
　 人 間 の 排 泄 物 の 正 常 な 糞 便 に 含 ま れ る 各 種 の 微 生 物 ・ 常 在 菌 は 、 例 え ば Escherichia co
li、 Kleisiella spp、  Enterobacter Spp、 Proteus spp、 Bacterioides spp、 Fusobacter
ium spp、  Bifidobacterium spp、  Eubacterium spp、 Trichomonas hominisな ど 300種 を
超 え て お り 、 食 物 又 は 飲 用 水 か ら の 媒 介 感 染 に よ り 胃 腸 炎 又 は 中 毒 を 引 き 起 こ す 微 生 物 は
伝 染 性 病 原 菌 と 呼 ば れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 伝 染 性 病 原 体 の 種 類 に 関 し て 、 糞 便 中 の 伝 染 性 病 原 体 は 3種 類 に 大 別 さ れ う る 。
　 （ １ ） 細 菌 類
　 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus）
　 ボ ツ リ ヌ ス 菌 （ Clostridium botulinum）
　 セ レ ウ ス 菌 （ Bacillus cereus）
　 大 腸 菌 （ Escherichia coli）  O157:H7
　 サ ル モ ネ ラ 菌 属 （ Salmonella spp）
　 赤 痢 菌 属 （ Shigella spp）
　 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 属 （ Campylobacter spp）
　 ビ ブ リ オ 属 （ Vibrio spp）
　 エ ル シ ニ ア 属 （ Yersinia spp）
　 リ ス テ リ ア 属 （ Listeria spp）
　 （ ２ ） ウ イ ル ス 類
　 ロ タ ウ イ ル ス （ Rotavirus）
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　 ポ リ オ ウ イ ル ス （ Poliovirus）
　 Ａ 型 ウ イ ル ス 肝 炎 （ Viral hepatitis type A）
　 （ ３ ） 原 虫 類
　 エ ン ト ア メ ー バ （ Entamoeba）
　 条 虫 （ Tapeworm）
　 回 虫 （ Ascaris）
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 人 体 排 泄 物 が コ ン ポ ス ト ト イ レ に よ っ て 処 理 さ れ て な る 堆 肥 物 に 含 ま
れ る 菌 量 を 測 定 し て 安 全 量 以 内 に 抑 制 さ れ て い る か 否 か を 判 定 す る た め に 供 す る こ と が 出
来 る 測 定 方 法 が 必 要 で あ る が 、 以 下 主 要 な 菌 種 に つ き そ の 特 性 、 疾 患 と 採 用 さ れ て い る 実
験 室 の 測 定 方 法 を 挙 げ る 。
　 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 は 、 グ ラ ム 陽 性 球 菌 で 、 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン を 産 生 し 、 食 中 毒 の 主
因 と な っ て お り 、 実 験 室 の 測 定 方 法 で は LB培 地 の コ ロ ニ ー 周 囲 に お け る 溶 血 現 象 が 観 察 さ
れ る 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の コ ア グ ラ ー ゼ 試 験 で は ウ サ ギ の 血 漿 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
た 後 、 血 漿 を 凝 固 さ せ る こ と が で き る 。 DNA（ デ オ キ シ リ ボ 核 酸 ） 酵 素 加 水 分 解 試 験 で は
、 指 示 薬 及 び DNAを 含 有 す る 培 養 皿 に コ ロ ニ ー を 接 種 す る と 、 コ ロ ニ ー の 周 囲 が 赤 紫 色 に
変 色 し て 陽 性 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 セ レ ウ ス 菌 は 、 グ ラ ム 陽 性 桿 菌 で 、 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン を 産 生 し 、 食 中 毒 の 主 因 と
も な る 。 実 験 室 の 測 定 方 法 と し て は LB培 地 で 16～ 18時 間 培 養 し た 後 、 コ ロ ニ ー の 周 囲 に 透
明 な 溶 血 環 が 形 成 さ れ 、 そ し て 運 動 性 を 示 す 。 酵 素 分 解 レ シ チ ン を 用 い る 際 に 陽 性 反 応 を
示 し 、 ま た ゼ ラ チ ン （ gelatin） を 加 水 分 解 す る こ と が で き る 。
　 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 （ Enterohemorrhagic E. coli） は 、 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 で 、 志 賀 様 毒 素
１ 型 及 び ２ 型 （ Shiga-like(Vero) toxin l and 2） を 産 生 す る た め 、 出 血 性 大 腸 炎 及 び 溶
血 性 尿 毒 症 （ Hemolytic uremic syndrome; HUS） を 引 き 起 こ し 、 こ の 菌 は 血 清 学 的 な 分 類
で ほ と ん ど O157:H7に 属 す る 。 実 験 室 の 測 定 方 法 と し て は 、 こ の 菌 は D-sorbitolを 利 用 し
て 酸 を 産 生 す る こ と が で き ず 、 他 の 大 腸 菌 と 異 な っ て お り 、 ま た β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （
β -galactosidase） に 対 し て 陰 性 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 赤 痢 菌 （ Shigella species） は グ ラ ム 陰 性 桿 菌 で 、 常 に 赤 痢 を 引 き 起 こ す 。 実 験 室 に お
け る 測 定 方 法 は 、 XLD（ xylose-lactose-deoxycholate） 培 地 の よ う な 選 択 性 の 強 い 培 地 を
用 い て 透 明 な コ ロ ニ ー を 釣 菌 し た 後 、 更 に 生 化 学 的 性 状 試 験 用 キ ッ ト で こ の 菌 の 生 化 学 反
応 を 行 い 、 反 応 結 果 に 基 づ き 測 定 す る 。
　 サ ル モ ネ ラ 菌 （ Salmonella species） は 、 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 で 、 下 痢 を 起 こ す 。 実 験 室 に
お け る 測 定 方 法 は 、 XLD（ xylose-lactose-deoxycholate） 培 地 の よ う な 選 択 性 の 強 い 培 地
を 用 い て 黒 色 の コ ロ ニ ー を 釣 菌 し た 後 、 更 に 生 化 学 的 性 状 試 験 用 キ ッ ト で こ の 菌 の 生 化 学
反 応 を 行 い 、 反 応 結 果 に 基 づ き 測 定 す る 。
　 ま た 、 コ レ ラ 菌 （ Vibrio cholerae） は 、 グ ラ ム 陰 性 菌 で 、 常 に 水 様 性 下 痢 を 起 こ す 。
実 験 室 の 測 定 方 法 と し て は 、 マ ッ コ ン キ ー （ MacConkey） 培 地 上 で ピ ン ク 色 の コ ロ ニ ー を
形 成 し 、 LB培 地 上 で 滑 ら か で 白 色 で β 溶 血 を 示 す コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。 生 化 学 的 性 状 試 験
用 キ ッ ト で こ の 菌 の 生 化 学 反 応 を 行 い 、 反 応 結 果 に 基 づ き 測 定 す る 。 こ の 菌 は オ キ シ ダ ー
ゼ （ oxidase） を 含 有 し 、 臨 床 上 に お い て こ の 菌 と そ の 他 の 腸 内 細 菌 と を 見 分 け る 最 も 重
要 な 指 標 と な る 。 こ の 菌 の 血 清 型 を 判 定 す る た め に 、 更 に ス ラ イ ド 凝 集 反 応 試 験 を 行 う 必
要 が あ る 。
　 エ ル シ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ テ ィ カ （ Yersinia enterocolitica） は 、 下 痢 を 起 こ す 小 型
グ ラ ム 陰 性 球 桿 菌 で あ る 。 実 験 室 の 測 定 方 法 と し て は 、 マ ッ コ ン キ ー （ MacConkey） 培 地
上 で 薄 ピ ン ク 色 の コ ロ ニ ー を 形 成 し 、 LB培 地 上 で 小 さ く て 灰 白 色 で β 溶 血 を 示 さ な い コ ロ
ニ ー を 形 成 す る 。 生 化 学 的 性 状 試 験 用 キ ッ ト で こ の 菌 の 生 化 学 反 応 を 行 い 、 反 応 結 果 に 基
づ き 測 定 す る 。 こ の 菌 は 乳 糖 を 発 酵 さ せ る こ と な く シ ョ 糖 を 発 酵 さ せ る こ と が で き 、 即 ち
37℃ で 運 動 性 を 示 す こ と な く 25℃ で 運 動 性 を 示 す 。
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　 ロ タ ウ イ ル ス （ Rotavirus） に 関 し て は 、 ロ タ ウ イ ル ス に 対 す る 特 異 抗 体 を 結 合 さ せ る
ラ テ ッ ク ス 粒 子 （ latexparticles） が 検 体 中 の ロ タ ウ イ ル ス と 凝 集 反 応 を 行 う 商 品 化 さ れ
た テ ス ト キ ッ ト （ The Murex Rotavirus Latex Test） を 用 い て こ の ウ イ ル ス を 測 定 す る 。
　 回 虫 （ Ascaris） 及 び 鉤 虫 （ Hook worm） に 関 し て は 、 CFEA濃 縮 集 卵 法 を 用 い て サ ン プ リ
ン グ し て 直 接 検 査 し 、 更 に MIFに よ る 染 色 法 で 人 体 排 泄 物 の コ ン ポ ス ト ト イ レ に よ る 処 理
後 の 堆 肥 物 を 採 集 し て 得 ら れ た 検 体 中 の 寄 生 虫 卵 を 検 査 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 住 宅 地 で 通 常 使 用 さ れ る 好 気 性 又 は コ ン ポ ス ト 型 嫌 気 性 堆 肥 化 反 応 槽 の バ イ オ 再 生 シ ス
テ ム （ Bioregenerative system） の 効 率 及 び そ れ が 環 境 に 及 ぼ す 影 響 を 評 価 す る 際 に 、 本
発 明 の 方 法 で 培 養 さ れ た 遺 伝 子 マ ー カ ー を 有 す る 大 腸 菌 及 び 枯 草 菌 の 残 存 率 を 、 胃 腸 疾 患
の 伝 染 性 細 菌 が バ イ オ 再 生 シ ス テ ム に 処 理 さ れ た 後 に 残 存 で き る 否 か の 基 準 と す る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 ２ ０ ０ １ － ５ ２ ４ ４ ４ ４ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 人 間 の 排 泄 物 の 再 生 利 用 に お い て は 、 種 々 の 伝 染 病 媒 介 物 の 食 物 連 鎖 へ の 混 入 に よ る 問
題 を 考 慮 す べ き で 、 種 々 の 伝 染 病 媒 介 物 が 堆 肥 化 処 理 後 除 去 さ れ る こ と が で き る も の の 、
異 な る 方 法 に よ っ て 効 率 に も 相 違 が あ る 。 各 種 の バ イ オ 再 生 法 に お け る 枯 草 菌 胞 子 の 残 存
率 は 、 伝 染 性 細 菌 が 各 種 の バ イ オ 再 生 シ ス テ ム に よ っ て 処 理 さ れ た 後 に 残 存 で き る か 否 か
の 基 準 と す る こ と が 可 能 で 、 自 然 界 の 枯 草 菌 に 汚 染 さ れ る こ と に よ っ て 判 定 結 果 が 妨 害 さ
れ る こ と を 避 け る た め 、 本 発 明 の 方 法 は 遺 伝 子 組 替 技 術 で マ ー カ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド を
枯 草 菌 に 導 入 し た 後 、 枯 草 菌 を 大 量 に 増 殖 さ せ 、 そ れ を 冷 蔵 庫 内 の 生 理 食 塩 水 に 入 れ て 胞
子 の 形 成 を 誘 導 し 、 更 に 堆 肥 中 に 加 え 、 所 定 の 時 間 間 隔 で サ ン プ リ ン グ し て マ ー カ ー プ ラ
ス ミ ド を 有 す る 枯 草 菌 の 残 存 の 有 無 を 検 査 す る こ と に よ っ て 、 各 種 の 堆 肥 化 処 理 の 細 菌 へ
の 影 響 を 知 る こ と が で き る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 述 に 鑑 み て 本 発 明 者 は 、 鋭 意 検 討 を 重 ね た 結 果 、 大 腸 菌 又 は 枯 草 菌 な ど の 菌 種 内 に 遺
伝 子 組 替 技 術 で lac Zマ ー カ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド （ plasmid） を 遺 伝 子 導 入 し 、 菌 種 を 大
量 に 増 殖 さ せ て 菌 液 を 得 て 、 所 定 量 の 該 菌 液 を コ ン ポ ス ト ト イ レ 又 は 堆 肥 に 入 れ 、 所 定 の
時 間 間 隔 で サ ン プ リ ン グ し 、 サ ン プ ル を 生 理 食 塩 水 で 均 一 に 混 合 し た 後 、 X-gal（ 5-bromo
-4-chloro-3-indolyl-β -D-galactoside、 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル -β -D-ガ ラ ク
ト シ ド 、 以 下 X-galと 略 称 ） を 含 有 す る LB培 地 （ 以 下 、 LB培 地 と 略 称 ） に 所 定 量 の 抽 出 液
を 接 種 し て ３ ７ ℃ で 培 養 し 、 マ ー カ ー プ ラ ス ミ ド を 有 す る 前 記 菌 種 が lac Z遺 伝 子 を 有 し
、 X-galを 加 水 分 解 し て 青 色 の コ ロ ニ ー を 産 生 す る こ と が で き る こ と を 利 用 し て 、 単 位 量
当 た り の コ ン ポ ス ト ト イ レ 内 で 処 理 さ れ た 人 体 排 泄 物 中 の 培 養 さ れ た 青 色 コ ロ ニ ー を 検 査
す る こ と に よ り 、 コ ン ポ ス ト ト イ レ 又 は こ れ に よ っ て 処 理 し て な る 堆 肥 が 腸 内 細 菌 の 成 長
を 抑 制 で き る か 否 か を 知 る こ と が で き 、 更 に コ ン ポ ス ト ト イ レ 又 は 同 様 の 施 設 に よ っ て 処
理 す る 堆 肥 の 熟 成 に 必 要 な 時 間 を 測 定 す る こ と も で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ
る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 遺 伝 子 組 替 技 術 を 用 い て 大 腸 菌 、 枯 草 菌 等 の 菌 種 内 に lac Zマ ー カ ー
を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 遺 伝 子 導 入 し 、 大 量 に 増 殖 さ せ た 後 菌 液 を 得 て 、 所 定 量 の 菌 液 を 人
体 排 泄 物 が 処 理 さ れ た コ ン ポ ス ト ト イ レ 内 に 入 れ 、 所 定 の 時 間 間 隔 で サ ン プ リ ン グ し て X-
galを 含 有 す る LB培 地 で 培 養 す る 。 マ ー カ ー プ ラ ス ミ ド を 有 す る 前 記 菌 種 が lac Z遺 伝 子 を
有 し 、 X-galを 加 水 分 解 す る こ と が で き る た め 、 青 色 コ ロ ニ ー の 数 を 算 定 す る こ と に よ り
、 腸 内 細 菌 の 成 長 が 堆 肥 化 処 理 に よ り 抑 制 さ れ る か 否 か を 推 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
〔 式 １ 〕
　 　 　 　 　 　 　 　 lac Z
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　 　 　 X-gal------------------→ 青 色 コ ロ ニ ー
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 コ ン ポ ス ト ト イ レ 又 は 同 様 の 施 設 に よ っ て 処 理 す る 堆 肥 中 の 各 種 細 菌 、 特 に
消 化 器 系 の 伝 染 性 病 原 体 の 増 殖 の 有 無 を こ れ ら の 堆 肥 の 実 際 の 使 用 条 件 に 即 し て 、 簡 易 な
手 順 に よ り 確 認 す る こ と が 出 来 る た め 、 こ れ ら の コ ン ポ ス ト ト イ レ の 有 効 性 、 堆 肥 の 効 果
的 な 熟 成 期 間 な ど の 評 価 を 容 易 に 、 か つ 確 実 に 行 う こ と が 出 来 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 挙 げ な が ら 本 発 明 の 技 術 内 容 を 詳 し く 説 明 す る 。 た だ 、 本 発 明 の 請 求 の
範 囲 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 大 腸 菌 は 常 に 衛 生 基 準 と し て 用 い ら れ る た め 、 各 種 の バ イ オ 再 生 法 に お け る 大 腸 菌 の 残
存 率 は 、 伝 染 性 細 菌 が 各 種 の バ イ オ 再 生 シ ス テ ム に 処 理 さ れ た 後 に 残 存 で き る か 否 か の 基
準 と さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 自 然 界 の 大 腸 菌 に 汚 染 さ れ る こ と に よ っ て 判
定 結 果 を 妨 害 さ れ る こ と を 避 け る た め 、 遺 伝 子 組 替 技 術 で 遺 伝 子 マ ー カ ー を 有 す る プ ラ ス
ミ ド を 大 腸 菌 （ XL-1 Blue菌 株 ） 内 に 導 入 し 、 大 腸 菌 を 大 量 に 増 殖 さ せ て 、 実 験 室 で 培 養
し た 大 腸 菌 XL-1 Blue菌 株 （ コ ロ ニ ー 総 数 が 約 107個 ） を コ ン ポ ス ト ト イ レ に 入 れ 、 そ れ ぞ
れ 1ヶ 月 、 2ヶ 月 、 3ヶ 月 堆 肥 化 後 、 コ ン ポ ス ト ト イ レ の 最 終 堆 肥 か ら サ ン プ リ ン グ し て 粉
砕 し 、 そ の 後 25ｍ ｇ 、 2.5ｍ ｇ を そ れ ぞ れ と っ て 15ｍ ｌ の LB培 地 （ Ampicilin、 x-gal、 IPT
G（ isopropylthiogalactoside） を 含 む ） の 入 っ た 試 験 管 に 移 し 、 均 一 に 混 合 し て か ら 培
養 皿 に 入 れ 、 凝 固 し た 後 35℃ の 恒 温 室 で 終 夜 培 養 し て か ら 再 度 サ ン プ リ ン グ し 、 検 査 し た
結 果 、 マ ー カ ー プ ラ ス ミ ド を 有 す る い か な る 残 存 大 腸 菌 も 分 離 さ れ ず 、 実 験 室 で 培 養 し た
大 腸 菌 XL-1 Blue菌 株 の 成 長 が 完 全 に 抑 制 さ れ て い る こ と を 十 分 示 し て い た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 行 う 前 に 、 伝 染 病 媒 介 物 （ 特 に 伝 染 性 細 菌 ） の 伝 播 を 抑 制 す る べ き で 、
こ れ は 落 下 細 菌 試 験 で 証 明 さ れ る こ と が で き る 。 通 常 、 ク リ ー ン な 空 気 に お け る グ ラ ム 陰
性 桿 菌 の 数 は 1000CFU/m 3 以 下 に さ れ る べ き で あ る （ Jager and Zeschmar.,1994a） 。 現 在
、 ド イ ツ で は 室 内 及 び 作 業 区 域 の 法 定 最 大 及 び 平 均 落 下 細 菌 数 が 10000CFU/m 3 以 下 と 規 定
し て い る (Brown et al.,1995)。 本 発 明 の 方 法 を 行 う 際 に 、 便 座 を 覆 わ な く て も 空 気 中 に
は 遺 伝 子 マ ー カ ー を 有 す る 大 腸 菌 が い な い こ と が 見 出 さ れ 、 汚 染 さ れ て い な い こ と を 示 し
て い る 。 同 時 に 、 室 内 の そ の 他 の 落 下 細 菌 を 検 査 し て も 室 内 及 び 作 業 区 域 の 平 均 落 下 細 菌
数 の 規 定 に も 適 合 し 、 こ の 結 果 は コ ン ポ ス ト ト イ レ の 伝 染 病 媒 介 物 が 空 気 に 散 布 さ れ て い
な い こ と を 示 し て い た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 同 時 に コ ン ポ ス ト ト イ レ 又 は こ れ に よ っ て 処 理 し て な る 堆 肥 の 安 全 性 を 確 保 し 、 伝 染 性
病 原 菌 が 通 風 管 を 介 し て 日 常 生 活 の 共 通 環 境 を 害 す る か 否 か を 検 査 す る た め 、 通 風 管 に 濾
紙 を 置 い て 伝 染 性 病 原 菌 が コ ン ポ ス ト ト イ レ の 堆 肥 化 処 理 過 程 に 通 風 管 を 介 し て 伝 播 さ れ
る か 否 か を 測 定 し た 。 通 風 管 の 落 下 細 菌 試 験 で は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aur
eus） 及 び サ ル モ ネ ラ 菌 （ Salmonella group β 、 コ ロ ニ ー 総 数 が 約 １ ０ 7 個 ） な ど 大 量 の
伝 染 性 病 原 菌 を ト イ レ に 加 え る と 同 時 に 、 通 風 口 に 2枚 の 滅 菌 濾 紙 を 置 き 、 1日 後 濾 紙 を 取
っ て LB培 地 （ BAP） 、 EMB Agar（ Difco） 、 HE Agar（ Difco） 、 SS Agar（ Difco） に 敷 き 、
濾 紙 を 取 り 出 し て か ら 終 夜 培 養 し 、 細 菌 の 培 養 及 び 測 定 を 行 っ た 結 果 、 細 菌 の 成 長 は 観 察
さ れ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 日 常 生 活 の 環 境 で 使 用 さ れ る コ ン ポ ス ト ト イ レ は 安 全 性 と
環 境 保 全 性 に お い て 心 配 す る 必 要 が な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
　 本 発 明 者 は 、 更 に 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 サ ル モ ネ ラ 菌 、 セ レ ウ ス 菌 、 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 、
赤 痢 菌 な ど の 液 肥 で 伝 播 さ れ る 伝 染 性 疾 患 の 細 菌 が コ ン ポ ス ト ト イ レ に よ っ て 処 理 さ れ た
後 依 然 と し て 残 存 で き る か 否 か を 以 下 の 実 験 に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 遺 伝 子 組 替 技 術 を 用 い て 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 サ ル モ ネ ラ 菌 、 セ レ ウ ス 菌 、 腸 管 出 血 性 大 腸
菌 、 赤 痢 菌 な ど の 菌 種 内 に lac Zマ ー カ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 遺 伝 子 導 入 し 、 大 量 に 増
殖 さ せ た 後 菌 液 を 得 て 、 所 定 量 の 菌 液 （ コ ロ ニ ー 総 数 が そ れ ぞ れ 約 １ ０ 7 ） を 人 体 排 泄 物
が 処 理 さ れ た コ ン ポ ス ト ト イ レ 内 （ コ ン ポ ス ト ト イ レ を 1ヶ 月 ほ ど 引 き 続 い て 使 用 し た 後
、 該 コ ン ポ ス ト ト イ レ の 使 用 を 停 止 し 、 2ヶ 月 程 度 堆 肥 化 処 理 を 行 う ） に 入 れ 、 処 理 後 の
堆 肥 を 取 り 出 し て 磨 砕 し 、 X-gal
（ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β -D-galactoside、 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル -β
-D-ガ ラ ク ト シ ド ） を 含 有 す る LB培 地 で 培 養 す る こ と で 、 黴 菌 及 び 細 菌 を 培 養 し た 。
　 細 菌 の 培 養 は 粉 砕 さ れ た 堆 肥 を そ れ ぞ れ 25ｍ ｇ 、 2.5ｍ ｇ と っ て 15ｍ ｌ の LB培 地 及 び 15m
lの マ ッ コ ン キ ー 寒 天 培 地 MacConkey Agar（ Difco） の 入 っ た 試 験 管 に 移 し 、 均 一 に 混 合 し
て か ら 培 養 皿 に 入 れ 、 凝 固 し た 後 ３ ５ ℃ の 恒 温 室 で 終 夜 培 養 し 、 コ ロ ニ ー を エ ン テ ロ チ ュ
ー ブ Enterotube（ Becton Dickinson） 試 薬 キ ッ ト で 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 大 腸 菌 (E.coli)
、 緑 膿 菌 (Pseudomonas aeruginosa)、 桿 菌 類 (Bacillus species)、 コ ア グ ラ ー ゼ 陰 性 ブ ド
ウ 球 菌 (Coagulase-negative Staphylococci)な ど の 複 数 種 の 常 在 菌 が 分 離 さ れ る こ と が 発
見 さ れ て い る 。
　 3ヶ 月 ま で 引 き 続 い て 堆 肥 化 し 、 堆 肥 を 取 り 出 し て 磨 砕 し た 後 、 ２ ５ ｍ ｇ の 堆 肥 を ５ ｍ
ｌ の 生 理 食 塩 水  に 入 れ 、 激 し く 振 と う し て 数 分 間 静 置 し 、 10μ lの 上 清 液 を そ れ ぞ れ 取 っ
て BAP及 び HE Agarに 接 種 し 、 白 金 耳 で 展 開 後 、 ３ ５ ℃ の 恒 温 室 で 終 夜 培 養 し 、 そ の 結 果 、
グ ラ ム 陽 性 桿 菌 の 成 長 が 観 察 さ れ た 。 マ ー カ ー プ ラ ス ミ ド を 有 す る 前 記 菌 種 が lac Z遺 伝
子 を 有 し 、 X-galを 加 水 分 解 す る こ と が で き る た め 、 青 色 コ ロ ニ ー の 数 を 算 出 す る こ と に
よ り 、 腸 内 細 菌 の 成 長 が 堆 肥 化 処 理 に 抑 制 さ れ る か 否 か を 推 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 液 体 培 地 で 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を 培 養 し 、 コ ロ ニ ー 総 数 が 約 １ ０ 7 個 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を 含
有 す る 菌 液 を コ ン ポ ス ト ト イ レ に 入 れ 、 そ れ ぞ れ 2週 間 、 1ヶ 月 、 2ヶ 月 、 3ヶ 月 堆 肥 化 後 、
サ ン プ リ ン グ し て 粉 砕 し 、 そ の 後 25mg、 2.5mgを そ れ ぞ れ と っ て 15ｍ ｌ の LB培 地 を 入 れ た
試 験 管 に 移 し 、 均 一 に 混 合 し て か ら 培 養 皿 に 入 れ 、 凝 固 し た 後 35℃ の 恒 温 室 で 終 夜 培 養 し
た 。
　 コ ン ポ ス ト ト イ レ に 投 入 前 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 は 、 そ の コ ロ ニ ー 周 囲 に お い て 溶 血 現 象 が
見 ら れ 、 コ ア グ ラ ー ゼ を 産 生 し て ウ サ ギ の 血 漿 を 凝 固 さ せ た 。 ま た 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 は 指
示 薬 及 び DNAを 含 有 す る 培 養 皿 内 （ DNA酵 素 加 水 分 解 試 験 ） で 、 コ ロ ニ ー の 周 囲 が 赤 紫 色 に
な っ た 。 マ ン ニ ト ー ル (mannitol)を 利 用 し て 酸 を 産 生 し た 。
　 堆 肥 化 後 の サ ン プ ル に つ い て 、 ２ 週 間 目 の サ ン プ ル で は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が 分 離 さ れ た も
の の 、 そ の 後 の サ ン プ リ ン グ 検 査 で は い か な る 残 存 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 も 分 離 さ れ て お ら ず 、
黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 菌 株 の 成 長 が 1ヶ 月 後 に 完 全 に 抑 制 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し
、 2週 間 目 の サ ン プ リ ン グ の 際 に 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が 分 離 さ れ た た め 、 1ヶ 月 以 内 の 場 合 に は
少 量 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 菌 株 が 残 存 す る 可 能 性 が あ る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 サ ル モ ネ ラ 菌 に 関 し て は 、 ま ず 液 体 培 地 で サ ル モ ネ ラ 菌 B群 （ 安 全 の た め に チ フ ス を 起
こ さ な い 菌 株 ） を 大 量 に 増 殖 さ せ 、 コ ロ ニ ー 総 数 が 約 １ ０ 7 個 の サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 有 す る
菌 液 を コ ン ポ ス ト ト イ レ に 入 れ 、 そ れ ぞ れ 2週 間 、 1ヶ 月 、 2ヶ 月 、 3ヶ 月 堆 肥 化 後 、 サ ン プ
リ ン グ し て 粉 砕 し 、 そ の 後 25ｍ ｇ 、 2.5ｍ ｇ を そ れ ぞ れ と っ て １ ５ ｍ ｌ の LB培 地 を 入 れ た
試 験 管 に 移 し 、 均 一 に 混 合 し て か ら 培 養 皿 に 入 れ 、 凝 固 し た 後 ３ ５ ℃ の 恒 温 室 で 終 夜 培 養
し た 。 ま ず XLD（ xylose-lactose-deoxycholate） 培 地 の よ う な 選 択 性 の 強 い 培 地 を 用 い て
黒 色 の コ ロ ニ ー を 釣 菌 し 、 更 に 生 化 学 的 性 状 試 験 用 キ ッ ト で こ の 菌 の 測 定 を 行 っ た 。 ２ 週
間 目 に サ ル モ ネ ラ 菌 が 分 離 さ れ た も の の 、 そ の 後 の サ ン プ リ ン グ 検 査 で は い か な る 残 存 サ
ル モ ネ ラ 菌 が 分 離 さ れ て お ら ず 、 サ ル モ ネ ラ 菌 の 菌 株 の 成 長 が 1ヶ 月 後 に 完 全 に 抑 制 さ れ
る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し 、 ２ 週 間 目 の サ ン プ リ ン グ の 際 に 一 部 の サ ル モ ネ ラ 菌 が 分
離 さ れ た た め 、 1ヶ 月 以 内 に 少 量 の サ ル モ ネ ラ 菌 の 菌 株 が 残 存 す る 可 能 性 が あ る こ と が 明
ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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　 セ レ ウ ス 菌 で は 、 ま ず 液 体 培 地 で セ レ ウ ス 菌 を 大 量 に 増 殖 さ せ 、 コ ロ ニ ー 総 数 が 約 １ ０
7 個 の セ レ ウ ス 菌 を 含 有 す る 菌 液 を コ ン ポ ス ト ト イ レ に 入 れ 、 そ れ ぞ れ 2週 間 、 1ヶ 月 、 2ヶ
月 、 3ヶ 月 堆 肥 化 後 、 サ ン プ リ ン グ し て 粉 砕 し 、 そ の 後 25ｍ ｇ 、 2.5ｍ ｇ を そ れ ぞ れ と っ て
15ｍ ｌ の LB培 地 を 入 れ た 試 験 管 に 移 し 、 均 一 に 混 合 し て か ら 培 養 皿 に 入 れ 、 凝 固 し た 後 ３
５ ℃ の 恒 温 室 で 終 夜 培 養 し た 。 セ レ ウ ス 菌 は LB培 地 で 16～ 18時 間 培 養 さ れ た 後 、 コ ロ ニ ー
の 周 囲 に 透 明 な 溶 血 環 を 形 成 し 、 運 動 性 を 示 す 。 ま た 、 酵 素 分 解 レ シ チ ン で は 陽 性 反 応 を
示 し 、 ゼ ラ チ ン を 加 水 分 解 す る こ と が で き る 。
1ヶ 月 後 の サ ン プ リ ン グ 検 査 で は 、 上 述 の 特 徴 を 有 す る セ レ ウ ス 菌 が 分 離 さ れ て い な い 。
　 ま た 、 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 に 関 し て は 、 ま ず 液 体 培 地 で 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 を 大 量 に 増 殖 さ
せ 、 コ ロ ニ ー 総 数 が 約 １ ０ 7 個 の 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 を 含 有 す る 菌 液 を コ ン ポ ス ト ト イ レ に
入 れ 、 そ れ ぞ れ 2週 間 、 1ヶ 月 、 2ヶ 月 、 3ヶ 月 堆 肥 化 後 、 サ ン プ リ ン グ し て 粉 砕 し 、 そ の 後
25ｍ ｇ 、 2.5ｍ ｇ を そ れ ぞ れ と っ て 15mlの 綿 羊 の 血 液 を 含 む 培 地 を 入 れ た 試 験 管 に 移 し 、
均 一 に 混 合 し て か ら 培 養 皿 に 入 れ 、 凝 固 し た 後 35℃ の 恒 温 室 で 終 夜 培 養 し た 。 更 に 血 清 学
的 な 分 類 で こ の 菌 が O157:H7に 属 す る か 否 か を 測 定 し た 。 大 腸 菌 O157:H7が 他 の 大 腸 菌 と 異
な る の は D-sorbitolを 利 用 し て 酸 を 産 生 で き な い こ と で 、 上 記 の サ ン プ リ ン グ の 結 果 い ず
れ も ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ galactosidase） で は 陰 性 反 応 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 赤 痢 菌 に つ い て は 、 ま ず 液 体 培 地 で 赤 痢 菌 を 大 量 に 増 殖 さ せ 、 コ ロ ニ ー 総 数 が 約 １ ０ 7

個 の 赤 痢 菌 を 含 有 す る 菌 液 を コ ン ポ ス ト ト イ レ に 入 れ 、 そ れ ぞ れ 2週 間 、 1ヶ 月 、 2ヶ 月 、 3
ヶ 月 堆 肥 化 後 、 サ ン プ リ ン グ し て 粉 砕 し 、 そ の 後 25ｍ ｇ 、 2.5ｍ ｇ を そ れ ぞ れ と っ て 15ｍ
ｌ の LB培 地 を 入 れ た 試 験 管 に 移 し 、 均 一 に 混 合 し て か ら 培 養 皿 に 入 れ 、 更 に XLD（ xylose-
lactose-deoxycholate） 培 地 の よ う な 選 択 性 の 強 い 培 地 を 用 い て 透 明 な コ ロ ニ ー を 釣 菌 し
、 そ の 後 生 化 学 的 性 状 試 験 用 キ ッ ト で こ の 菌 の 測 定 を 行 っ た 。
　 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 の 場 合 と 同 様 、 い ず れ の サ ン プ ル に お い て も 菌 株 が 残 存 す る 可 能 性 は
見 出 せ な か っ た 。
　 コ ン ポ ス ト ト イ レ の 堆 肥 を 土 壌 に 混 入 し て 堆 肥 物 に な る か の 指 標 と し て カ ビ 菌 の 培 養 を
行 っ た 。
　 土 壌 に は 種 々 の 菌 類 や カ ビ 菌 が 存 在 し 、 多 く は 酸 素 の 多 い 地 表 近 く に 存 在 す る 。 グ ラ ム
あ た り の カ ビ 菌 数 約 １ ０ 4 ～ １ ０ 5 個 の カ ビ 菌 糸 が 存 在 す る 土 壌 は 、 水 分 に よ り 団 粒 構 造 と
な り や す く 、 農 業 用 土 壌 と し て 適 す る 。
　 カ ビ 菌 の 培 養 で は 、 上 記 同 様 の 方 法 で 前 記 3ヶ 月 堆 肥 化 処 理 し て 磨 砕 さ れ た 堆 肥 を 均 一
に 混 合 し て 培 養 皿 に 入 れ 、 凝 固 し て か ら 室 温 （ 25℃ ） の 恒 温 室 で カ ビ 菌 を 培 養 し 、 大 量 の
ア オ カ ビ （ Penicillium） 、 ク モ ノ ス カ ビ （ Rhizopus） 、 コ ウ ジ カ ビ （ Aspergillus） な ど
の 菌 糸 体 を 分 離 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の 菌 糸 体 は ア ル カ リ 性 の 環 境 で は グ ラ ム 陽 性 球
菌 の 成 長 を 抑 制 し 、 酸 性 の 環 境 で は グ ラ ム 陰 性 菌 の 成 長 を 抑 制 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 上 の 実 験 結 果 か ら 、 コ ン ポ ス ト ト イ レ に よ り 処 理 さ れ た 堆 肥 に お い て 各 種 の 病 原 性 の
あ る 腸 内 細 菌 、 及 び 大 腸 菌 、 枯 草 菌 が い ず れ も 増 殖 で き ず 、 衛 生 上 安 全 で あ る こ と 、 そ し
て 、 こ れ ら 衛 生 管 理 上 の 指 標 と さ れ る 病 原 性 の な い 大 腸 菌 及 び 枯 草 菌 の 増 殖 の 有 無 が 容 易
に 判 定 で き る こ と か ら 、 衛 生 上 の 指 標 と さ れ る 病 原 性 の な い 大 腸 菌 、 枯 草 菌 に 遺 伝 子 操 作
技 術 に よ っ て lacZマ ー カ ー を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た ダ ミ ー 菌 種 を 用 い た 本 発 明 の 検
査 方 法 が 有 効 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
　 本 発 明 の 検 査 方 法 は 、 こ の よ う に こ れ ら の コ ン ポ ス ト ト イ レ に よ り 処 理 さ れ た 堆 肥 に お
い て 、 そ の 堆 肥 化 処 理 の 適 否 を 簡 易 に 判 定 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の ほ か 同 様 に 処 理 さ
れ て 肥 料 化 さ れ る 排 泄 物 由 来 の 堆 肥 類 の 衛 生 管 理 上 、 簡 易 且 つ 信 頼 性 の 高 い 検 査 方 法 と し
て 広 く 適 用 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
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