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1.はじめに 

 世界的に見ても水質保全技術・管理が最も進んでいる我が国の水環境において，ふん便に由来する病原性細菌・ウイ

ルス汚染による人間への感染・発症のリスクは，それほど低くないことが報告され始めてきている。一見，清浄と判断

されがちな沿岸都市域の水環境においても，細菌学的には高いリスクに遭遇している可能性を否定できない。真に安心

して生活できる沿岸都市を構築するためには，水環境におけるふん便性細菌の汚染源を追跡できる手法の開発が強く望

まれる。このような背景において，細菌の分子生物学的解析法は，細菌の検出・同定に極めて有効な手法の 1つである。 

そこで，人畜のふん便性汚染指標細菌である腸球菌(Enterococcus)に着目し，ヒト，ウシおよびブタの 3種類の異なるふ

ん便を対象として，腸球菌の検出法および菌種の同定法に関する基礎的研究を行った。  

 

2.実験方法 
2.1試料採取  

ヒトの腸球菌を単離するため，ペットの保有が禁じられている住宅団地のコミュニティープラント排水を採取した。

ブタのふん便は養豚場のふん便回収・廃棄物，ウシについては学内で飼育されているウシのふん便（10 サンプルのコ

ンポジット）を採取した。コミュニティープラント排水は，レンサ球菌選択培地（Difco , KF Streptococcus寒天培地：

KF培地）に直接塗布し，ブタとウシのふん便は滅菌生理食塩水に懸濁させてKF培地に塗布した。このKF培地を37℃，

48時間培養し，赤色またはピンク色のコロニーをKF培地による腸球菌と判定した。それぞれの試料について，シング

ルコロニーを釣菌し，Todd Hewitt培地（Difco, TH培地）に単離して，37℃，48時間培養した。 

2.2レンサ球菌検出試験によるEnterococcusの判定 
  Enterococcus属の同定には，ラテックス凝集法を原理とした連鎖球菌抗原キットのレンサ球菌検出用（BIO RAD）を

用いた。測定操作法に従い，1.5mLチューブに，抽出材を 10mL加え溶解させた抽出液 300μL採取し，TH培地のコロ

ニーを数個釣菌して，抽出液に懸濁させた後，15分間酵素抽出反応させた。続いて，反応プレート上で，A，B，C，D，

FおよびGまでの各ラテックス試薬と被検菌株の抽出液を 1滴ずつ滴下し，攪拌棒を用いて混和させ，1分以内におけ

る凝集の有無から陽性・陰性を判定した。D試薬に陽性を示した Enterococcus属，すなわち D群には E. faecalisと E. 

faeciumおよびE. duransが含まれる。 

2.3 ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)法による菌種の同定 
 ヒト由来株のEnterococcus株を対象として，PCR法によるE. faecalis とE. faecium の 2つの菌種に分離した。すなわ

ち，D群陽性判定の各菌株をTH培地に植種し，37℃，24時間で培養して各菌株を増殖させ，続いて， Insta Gene Matrix

液を用いてDNA抽出を行った。次に，16S rDNA 領域を特異的に増幅するプライマーを用いてPCR法による菌種の同

定 を 行 っ た 。 E. faecalis の 特 異 プ ラ イ マ ー と し て （ pEfaecalis-F:5’-GCCACTATTTCTCGGACAGC-3’, 

pEfaecalis-R:5’-GTCGTCCCTTTGGCAAATAA-3’ ） 1) を 用 い ， E. faecium の 特 異 プ ラ イ マ ー に は

（pEfaecium-F:5’-TTGAGGCAGACCAGATTGACG, pEfaecium-R: 5’-TATGACAGCGACTCCGATTCC） ２）を用いた。増

幅プログラムの条件は次のとおりである。前熱変性，94℃，2分；熱変性，94℃，20秒，アニーリング，62℃，20秒，

伸張反応，72℃，45秒を 30サイクル；最終伸張反応を 72℃，2分行った。電気泳動は 1%アガロースゲルで行い，そ

れぞれの菌種特異の PCR産物の増幅を確認して同定した。PCR法において E. faecalisと同定した泳動バンドを図1に

示す。E.faecalisのプライマーのみで特異の遺伝子が増幅される。図2はE. faeciumと同定した泳動バンドである。図1

とは逆に PCR法においてE. faeciumと同定された泳動バンドを示す。E. faeciumのプライマーのみで特異の遺伝子が増

幅される。 
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2.4 EF寒天培地によるE. faecalisとE. faecium鑑別試験 

 PCR 法による同定と従来の選択培地による鑑別法を比較した。鑑

別試験の培地には，腸球菌用EF寒天基礎培地（ニッスイ，EF培地）

を用いた。TH培地からEF培地に分離させ，37℃，48時間で培養後，

培地上の集落の色でE. faecalisとE .faeciumを鑑別した。 

3.実験結果 
3.1 Enterococcusの存在割合 
 図3には，レンサ球菌用の選択培地であるKF培地で陽性コロニー

を形成した菌株について，レンサ球菌検出試験で D 群判定された菌

株，すなわち腸球菌の割合を示す。ヒト，ウシおよびブタのふん便に

おいても 85％前後の高い割合で腸球菌が占めていた。特に，コミュ

ニティープラント排水から単離したヒト由来のサンプルは，90%と最

も高かった。KF培地で形成される陽性コロニーのほとんどはD群の

腸球菌E. faecalis，E. faeciumあるいはE. duransであることがわかっ

た。一般には，水環境の腸球菌の大部分がE. faecalisとE. faeciumが

占めると言われている。 

3.2  PCRによる菌種の同定 
 図 4には，ヒト由来の菌株において，D群と判定された全菌株(28

株)に対するPCR法で E. faecalis あるいはE. faeciumと同定された菌

株の割合を示す。E. faeciumが 19株（68%）と最も多く分離され，E. 

faecalisが 4株（14%）となった。残りの 5株（18%）はE. faecalisと

E. faecium以外のEnterococcus属であるE. duransなどの可能性が考え

られる。 

3.3 EF培地による菌種の同定 
 PCR法においてE. faecalis とE. faeciumと同定された計 23株につ

いて，EF培地で鑑別した結果，E. faecalis が 11株検出され，E. faecium 

が 12株検出された。PCR法とEF培地による結果を比較すると，PCR

により検出されたE. faecium19株中 9株が，EF培地ではE. faecalisと

鑑別された。また，PCR法で検出されたE. faecalis４株のうちの 1株

がEF培地ではE. faeciumと鑑別された。 

 
４.まとめ 

(1) KF 培地で形成される陽性コロニーのほとんどは D 群の腸球

菌E. faecalis，E. faeciumおよびE. duransであることがわかった。 

(2) D 群と判定された全菌株の 80%は E. faecalis あるいは E. 

faecium  のいずれかであることがPCR法によって確認された。 

(3) PCR 法による菌種の同定と EF 培地による鑑別とは異なる結

果が得られた。  
 本研究は，「農林畜産廃棄物利用による地域資源循環システムの構

築（代表：宮崎大学 杉本安寛）」の援助によって行われた。                 
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図3 各種のふん便の腸球菌の割合 
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図4  PCR法によるE. faecalisとE.faecium 
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図1  PCR法によるE. faecalisの泳動バンド 
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図2  PCR法によるE. faeciumの泳動バンド
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