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緒論

細菌をはじめとする微生物は，我々人間にとって最も身近な生物である.皮膚表

面や消化管内にはそれぞれの環境に適応した細菌が常在菌として生息し，一定のフ

ローラを形成している.そして有害な細菌の増殖を抑えることにより，健康の維持

に大きく役立つている.一方，ペストやコレラ，結核などの伝染病を引き起こし

多くの人を死に追いやってきたのも微生物である.また日々口にする発酵食品を生

み出すのも微生物であれば，食物を腐敗させるのも微生物である.さらに，我々を

とりまく環境，すなわち大気，水圏，土壌中にも多種多様な細菌が存在し，生態系

の恒常性の維持や物質循環に大きな役割を果たしている.我々人間は微生物に固ま

れて生活を営んでおり，これまでの人類の歴史は微生物との共存ならびに戦いの繰

り返しであったと言っても過言ではない.

このように微生物は我々の生活に深く関与しているにもかかわらず，その存在が

はっきりと認識されるようになったのはわずか百数十年前のことである.すなわ

ち，パスツールによる自然発生説の否定とコッホらによる微生物の発見を契機とし

て 19世紀の中頃に微生物学が始まり，それ以来 微生物学は人類にとって深刻な問

題である疾病の解決，また身近な問題である発酵や腐敗現象の解明を主な目的と し

て発展してきた.そして その過程でペニシリンやストレプトマイシンなどの抗生

物質，マーキュロクロムやクレゾールなどの殺菌・消毒剤が発見・開発され，多く

の感染症が克服されたかに見えた.しかしながら， MRSA ( メチシリン耐性黄色ブ

ドウ球菌) やVRE (バンコマイシン耐性腸球菌)などの出現とともに，これらの抗

生物質耐性細菌による院内感染症が1980年代以降拡がっており 社会的な問題に

なっている.さらには百日咳，ジフテリア， A型溶血性連鎖球菌感染症などの再興

感染症，また腸管出血性大腸菌0157や下痢原性のクリプトスポリジウムに代表され

る新興感染症1)が我々を脅かしつつある.開発途上国をはじめとして 1700万人を越

す人々が依然として呼吸器感染症や下痢 マラリアやエイズにより亡くなってお

り，全世界での死亡原因の33%は感染症である 1).我が固においても，昭和初期まで

は死因の第一位であった肺炎が 75歳以上の高齢者の死因として 1980年代後半から

再び大きな位置を占めるようになっている 2).
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また，我々の食生活や生活様式の変化にともない，外食産業のみならず家庭内に

おいても調理時間の短縮のためにカ ッ ト野菜や冷凍・冷蔵食品などの加工食品を利

用する機会が増加している.同時に，より安価な食材を求めて魚介類や畜産物の海

外からの輸入が急増しているが，その一部からはコレラ菌やサルモネラ菌に汚染さ

れたものが見つかっている.さらには，健康に対する意識の変化から滅塩食品や保

存料無添加の食品が数多く販売されており，これらの食品の衛生管理が徹底してい

ない場合，大規模な集団食中毒が引き起こされる危険性がある.公式に食中毒統計

が発表されるようになった昭和27年 ( 1952年)以来，食中毒の患者数は依然として

減少しておらず3)，食品や飲用水の適切な衛生管理の実施が現在の食品保健分野に

おける大きな課題となっている.

さらに，住まいにおけるエアコン 4)や家庭用加湿器5 ，6)の微生物汚染， 24時間風呂

のレジオネラ菌汚染問題7)など，これまでには無かった問題が起こりつつある.

以上のような微生物に起因する問題を未然に防ぎ，被害を最小限にとどめるに

は，原因となる微生物の正確かつ迅速な検出とその環境中における動態の解明が欠

かせない. しかしながら，現在一般的に用いられている培養法では微生物の検出に

数日を要するため，培養期間中に被害が拡がっていくという大きな問題点がある.

さらに， 1970年代後半の全菌数直接計測法8)の確立を機に，それまでの微生物学の

常識を覆す事実，すなわち我々をとりまく環境中にはこれまで微生物学において開

発されてきた方法では培養，検出できない細菌が高い割合で、存在することが明らか

となってきている 9-11). 例えば，都市近郊の河川水 1 ml中には 104~106の細菌が存

在しているが，通常法で培養できるのはそのうちの 1 ~10%である 12，1 3). また土壌

1 g 中には109~1010の細菌が存在するものの，その1% しか寒天平板培地上にコロ

ニーを形成しないことが知られている 14 ，1 5). と同時に，培養法では検出の難しいこ

れらの細菌の一部が環境中において感染能力や毒素産生能力を保持していること，

周囲の温度や栄養分の変化によって増殖能力を取り戻すことが次第に解明されてき

ている 16-20).

したがって，先に述べた微生物に起因する様々な問題を解決するためには，培養

に依存しない新たな手法を開発しなければならない.特に，食品や医療現場の微生

物汚染を評価する場合には全菌数のみならず生菌数を測定する必要があり，また食
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中毒や感染症を解決するためにはその原因となる微生物を検出しなければならな

い. したがっ て， より有効な対策を立てるために，微生物の活性 (生死) を評価す

る方法，および特定の微生物を検出するための新しい方法の開発が切望されてい

る.

本研究では生理活性を持つ微生物を迅速かつ簡便にシングルセルレベルで検出す

る手法として，蛍光活性染色法の開発を行った.活性を持つ細菌の検出にあたって

は，生細胞内に普遍的に存在する酵素であるエステラーゼ、の活性 ならびに細菌の

持つ呼吸能に着目した.すなわち 細菌のエステラーゼ活性の評価にはエステラー

ゼによって蛍光物質6-carboxyfluoresceinに加水分解される 6-carboxyfluorescein 

diacetate (6CFDA)21-23)を用いた.また細胞の電子伝達系において蛍光物質に還元さ

れる 5-cyano-2 ,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC)24 - 28)を用いて，呼吸能を持つ細菌

の検出を試みた.

なお研究にあたっては，試料として河川水を選んだ.これは 河川水中には土壌

と比べて爽雑物が少なく，湖沼水と比べて自家蛍光を発する植物プランクトンが少

ないので，蛍光染色法を検討するための試料として適しているためである.また

河川は淡水資源ならびに親水空間として我々の生活に深く関わっているにもかかわ

らず，その人為的な汚染が世界各地で深刻化している.河川の持つ自浄能力のいし

ずえとなっているのは生態系の根幹部を構成する微生物であるため 水資源のこれ

以上の汚染を防ぐとともに環境を改善していくには，河川水中の細菌について理解

を深める必要がある. しかしながら，先に述べたようにこれらの細菌の大部分は通

常の方法では培養できないため，手法的な制約から現存量はもとより，その活性や

属種はいまだ十分には明らかにはされていないのが現状である.そこで，蛍光活性

染色法を検討するにあたって，まず河川水中の細菌を6CFDAおよびCTCにより染色

し，最適染色条件を求めるとともに，その有用性を評価した.

次に，より迅速な活性解析系の作成を試みた.蛍光染色した細菌をシングルセル

レベルで検出・計数する場合，一般的に蛍光顕微鏡が用いられるが，肉眼では数千

個の細胞を観察するのは困難である.画像解析装置と組み合わせても，数万個の細

胞を計数し，その蛍光シグナルを解析するには過度の労力と時間を要する.また活

性を持つ細菌についてその同定を行ったり，さらには核酸やタンパク質を抽出して
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解析を行う場合には，活性を持つ細菌を分取した上で以降の解析に用いる必要があ

る.そこで 1 分間に数万個の細胞を解析できるうえ，特定のシグナルを持つ細胞の

分取が可能なフローサイトメーターに着目し，フローサイトメトリーと活性染色法

を組み合わせた解析系を作成した.

特定細菌をシングルセルレベルで検出する手法としては， 1990年以降，蛍光 m

situ ハイブリダイゼーション (FISH) 法29 - 31)が用いられつつある.本方法は蛍光プ

ローブを用いて菌体内の属種特異的なrRNAÎ配列を標的とするハイブリダイゼーショ

ンを行い，特定の細菌を検出する方法である.中でも蛍光染色剤で5'-末端をモノラ

ベルしたプローブを用いる FISH法は操作が簡便であるため，微生物学分野において

現在広く用いられている 32 - 37). しかしながら，本方法には対象とする細菌のrRNA

含量が低い場合にその検出が難しくなるという問題点が残されている. したがっ

て，環境中の細菌はrRNA含量が低いために，一般的なFISH法を用いて検出を行う

のはいまだ困難である.そこで検出感度を上げるために新たな蛍光基質である

HNPP (2-hydroxy-3-naphthoic acid-2'-phenylanilide phosphate) および、Fast Red TRに

着目し，酵素反応により蛍光シグナルを増強するHNPP-Fast Red TR in situ ハイブ

リダイゼーシヨン (HNPP-FISH) 法の開発を行った.

さらに，今回開発した蛍光活性染色法ならびにHNPP-FISH法を活性汚泥の解析に

応用した.活性汚泥による汚水や排水の生物学的処理法は，過剰なエネルギーを必

要とせず処理能力が高いために，現在世界各地で広く用いられている.この活性汚

泥による水処理を有効に行うためには，複合微生物系である活性汚泥を微生物学的

側面から管理することが重要で、あるにもかかわらず，手法的な限界からいまだ活性

汚泥はブラックボックスとして扱われているにすぎない.また活性汚泥はOECD法

38)やMITI法39 ，40)などの化学物質生分解試験において，供試物質の自然環境中での生

分解性を評価するための微生物源として用いられている.これらの生分解試験の信

頼性や再現性の向上のためには，微生物源である活性汚泥の群集構造を理解してお

く必要がある.そこで蛍光活性染色法を用いて活性汚泥中の細菌の活性を評価する

とともに， HNPP-FISH法を用いて活性汚泥の細菌群集構造の解析を行った.
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本論

第一章 蛍光活性染色法の染色条件の検討

活性を持つ細菌の検出・計数には従来，①寒天平板培地培養法41)，②MPN (Most 

probable number ; :最確値)法42)，③DVC (Direct viable count) 法4345)，④シンチレー

ションカウント法46)，⑤マイクロオートラジオグラフィ一法47.48)，⑥ATP含量測定

法49 ， 50)，⑦2-(p-iodophenyl)-3 -p-(ni trophenyl)-5 -phenyltetrazoli um chloride (INT)51)染

色法などが用いられてきた.

寒天平板培地培養法ならびにMPN法は特別な装置を必要とせず簡便に細菌数を測

定できるので，微生物学分野では広く用いられている. しかしながら，これらの方

法では培養に時間がかかるとともに，自然環境中に高い割合で存在する培養困難な

細菌の検出が難しい. DVC1去は試料中にナリデイキシ酸などの抗菌剤を添加し細菌

の分裂を阻害することによって，細菌細胞を伸長・肥大させ計数する方法である.

分裂能を持つ細菌をシングルセルレベルで検出できるために環境微生物学分野で多

用されているが，抗菌剤耐性菌が多く存在する試料ではその活性を過小評価してし

まう. [3H]-チミジンなどの放射性同位元素 (RI) でラベルした基質の資化能を検出・

測定するシンチレーションカウント法やマイクロオートラジオグラフィー法は細菌

の代謝能力を直接的に評価できるが，その実施にあたってはRIを使用できる施設が

必要である. ATP含量測定法は操作が簡便で、高感度で、あるため，食品分野などで生

菌数の測定に用いられているが，菌体内のATPを抽出する必要があるため，個々の

細菌の活性を評価する必要がある場合には適用できない. INT染色法は細菌の呼吸

によって生じる紫色色素を光学顕微鏡下で検出する手法である.個々の細菌の持つ

呼吸能を評価することが可能であるが，色素の生成が肉眼で、は確認しにくく，呼吸

能を持つ細菌を過小計数してしまう問題点がある.以上のように各々の方法にはそ

れぞれ優れた点があり，研究目的に応じて使い分けられてきたが 同時にそれらの

欠点を補う新たな手法の開発が望まれている.

蛍光染色法は操作が簡便かつ迅速で、あり，核酸やタンパク質などの細胞内成分を

指標に特異的に検出することができるという特長を持つ.またTable 1 に示したよう

5 
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同じ励起波長であっても染色対象ならびに蛍光波長が異なる蛍光染色剤があ る

ため 細胞を多重染色することにより複数の情報を得ることが可能である さらに

蛍光染色法の普及にともない ， より蛍光の強い， あるいは染色特異性の高い蛍光染

色剤が次々に開発されてきており， 微生物学においても積極的な利用が試みられて

いる . そこで， 蛍光活性染色法を検討するにあたり， 細胞のエステラ ーゼ活性を評

価できる 6CFDAおよび呼吸能を評価できる CTCに着目 した .

Table 1. Fluorescent dyes used in rnicrobiology. 

蛍光染色刻

F'l u oresce i n -isoth i oc yan ate(FITC) 

Rhodamir>e 123 

Acridine orangc 

Chromomycin A3 

Mithramycin 

4 ' ,6 diamidino 2-phenylindole(DAPI) 

Hoechst33258 

Hoechst33342 

Ethidium bromide 

Propidium iodide 

Ethidium homodimer 

SYTOX Green 

BOBO・ 1

POPO-1 

TOTO-1 

YOYO-1 

TO PR01 

SYBR Green T 

Carboxyfluorescein diacetate(CFDA) 

Fluorescein diacetate(FDA) 

Carboxyfluorescein diacetate-

acetoxymethylester(CFDA -AM) 

Calcein-AM 

5-cyano-2 ,3-ditolyl tetrazolium 

chloride(CTC) 

Tetramethylrhodam ine isoth iocyanate 

(TRITC) 

Texas Red 

Cy3 

Cy5 

2-hydroxy-3-naphtoic acid-2' 

-phcnyJanijide phosphate(HNPP) 

5( 6 )-carboxy f1uorescein -N -hyd roxy 

succin匇ide-ester (FLUOS) 

5(6) - carboxytetramethyl 宇rhodamine ­

N hydroxysuccinimide-ester (CT) 

励起波長

(nm) 

490 

507 

490 

450 
395 

358 

352 
350 
545 
530 
518 
502 

462 
434 
514 
491 

515 
497 

495 
495 
495 

490 

488 

542 

568 
550 

649 
350 ,550 

491) 

546 

蛍光波長

(nm) 

520 

529 

526 , 650 
570 

570 

461 
461 
461 
605 
615 
605 
523 
481 

456 
533 

509 

531 
520 

520 

520 

520 

515 

602 

572 

610 
570 

670 

562 

518 

576 
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染色対象

タンパク質(町 一アミノ基)

細胞膜

一本鎖・二本鎖核酸
G -C領域

G-C領域
A -T領域

A -T領域

A -T領域

二本鎖核酸

二本鎖核酸
二本鎖核酸

DNA 

DNA 

DNA 

DNA 

DNA 

DNA 

DNA 

esteraseにより 加水分解される
esteraseにより加水分解される

esteraseにより加水分解される

este raseにより加水分解される

呼吸にともない還元される

主な用途

細胞内タンパク質の定置，

蛍光抗体の標識

細胞膜の活性の評価

核酸の染色， RNA/DNA比の測定
DNAの定量

DNAの定量
DNAの定量

DNAの定量
DNAの定量
DNAの定量 3 死細胞の検出

DNAの定量，死細胞の検出

DNAの定量，死細胞の検出

DNAの定量，死細胞の検出
DNAの定量
DNAの定且

DNAの定量
DNAの定量

DNAの定量
DNAの定量， ウイ Jレスの計数

生細胞の検出
生細胞の検出

生細胞の検出

生細胞の検出

生細胞の検出

FISH用 プロープの標識

FISH用プロープの標識

FISH用プロープの標識

FISH用プロープの僚議

FISH用プロープの標識

FISH用プロープの標識

FISH用プロープの標識

6CFDAは無蛍光性 ・ 無極性の蛍光染色剤で、あり， 生細胞内に容易に浸透する性質
を持つ . 生細胞内に入った6CFDAはリバーゼ， アルカリフォスファターゼ， ヌクレ

アーゼなとぐのエステラ ーゼによって6-carboxyf]uorescein (6CF) に加水分解される .
この6CFは極性を持ち ， 生細胞内に蓄積されるため， 試料を 6CFDAで染色した場

h ‘ 
ロ， エステラ ーゼ活性を持つ細菌は波長488nm付近の B励起光によって緑色蛍光を
発する. ま た CTCは細菌の呼吸により赤色蛍光性のCTC-formazanに還元されるた
め 呼吸能を持つ細菌を蛍光顕微鏡下で容易に検出することができるという特長を
持つ . したがって， これらの蛍光染色剤と DNA結合性の蛍光染色斉04' ,6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI) 52) と を組み合わせて細菌を二重染色し， B励起と紫外線 (UV)

励起を切 り替え るこ と に よ って 蛍光顕微鏡下同一視野において活性を持つ細菌数

と全菌数 (TDC) とを計測でき る (Fig. 1) . 本研究で、は環境の異なる地点から採取し
た河川水を試料として 6CFDA-DAPI二重染色法な ら びにCTC-DAPI二重染色法の

最適染色条件を検討するとともに

6C~~ , 6-carboxyfluorescein diacetate 
6CF , 6-carboxyfluorescein- E 

DAPI , 4' , 6-diarnidino-2-phenylindole. 

その微生物学分野における有用性を評価 した .

CTC , 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazoliuIn chloride 
CF ， CTC・forrnazan

DAPI , 4' , 6-diamidino-2・phenylindole.

Fig. 1. Principle of 6CFDA-DAPI and CTC-DAPI double staining methods. 

材料と方法

採水地点

試料水の採取はFig. 2 に示 した 4 地点で1 9 94年 9 月 か ら 19 9 5年 2 月にかけて計1 5
回行っ た. 箕面川は箕面山系を源とし， 桑津の上流約 1.5kmの地点で、猪名川に合流
する . 滝上は箕面国定公園内に位置する渓流であ り ， 家庭排水や工業廃水の流入は
認め ら れな い. 高山は滝上の上流に位置し， その環境は滝上 と類似している. 猪名
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Fig. 2. Sampling stat�ns. 

コロニー形成菌数の測定

川の桑津は大阪国際空港西側の工業地

帯に位置し，川底の石には茶褐色のバ

イオフィルムが付着している.寝屋川

の北橋は大阪ビジネスパーク内に位置

し，付近には底泥の淡深船がよく見か

けられる.これまでの研究により，高

山と滝上は有機物による汚染の進んで、

いない地点，桑津と北橋は汚染の進ん

でいる地点であることがわかっている

53-56) .河川水の採取時には気温，水

温， pH , ECを採水現場で羽Ij定した.

また全有機炭素 (TOC) 値は， TOC-

500 (島津)により測定した.

各試料を滅菌蒸留水で段階希釈し，その100μl を R2A寒天平板培地57) (酵母エキ

ス Difco Proteose Peptone N 0.3，カサミノ酸，グルコース，可溶性デンプン

各0.5 g ;ピルビン酸ナトリウム， K2HP04 各0.3 g ; MgS04 ・ 7H20 0.05 g ; 

寒天 15.0g/1~ ) に塗沫した. 25 0C で 1 週間培養した後，生じたコロニーを計数

した.

6CFDA -DAPI二重染色

河川水をその 1 / 2量の染色用バッファー (0.3M phosphate buffer [pH8.5] , 15% 

NaCl , 1.5mM EDTA) と混合し， 6CFDA (Sigma; 10mg/ml アセトン溶液)と DAPI

(Sigma; 1 O!lgl ml水溶液)をそれぞれ終濃度150μg/ml， 1μg/ml となるように添加し

た.遮光下室温で 3 分間染色した後，ろ過によって試料中の細菌をNucleporeblack 

filter (Costar Scientific; 孔径 0.20μm) 上に捕集した.フィルターをスライドガラス

上に乗せ，エマルジョンオイルで封入し，蛍光顕微鏡で観察した.
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CTC-DAPI二重染色

河川水にCTC (Polysciences; 50mM 水溶液)と R2A液体培地をそれぞれ終濃度

1.0mM , 10% (v / v) となるょっに添加した.試料を遮光下25 0C で30分間振とうした

後， DAPI (Sigma; 10μg/ml水溶液)を終濃度1μg/ml となるように加え，室温で 3 分

間染色した.試料中の細菌を前述の6CFDA-DAPI二重染色法と同様にNuclepore

black filter上に捕集し，プレパラートを作成後，蛍光顕微鏡で観察した.

蛍光顕微鏡

試料の観察には蛍光顕微鏡BH2 (オリンパス)を用いた. 6CFDAまたはCTCによ

り染色した細菌の観察には励起フィルター BP490+EY455 ダイクロイックミラー

DM500，吸収フィルター 0515 を用いた. DAPIにより染色した細菌の観察には励起

フィルター UG1，ダイクロイックミラー DM400 吸4又フィルターL420 を用いた.

これらのフィルター設定を用いることにより 活'性を持つ細菌は波長488nm付近の

B励起光下，全菌数はUV励起光下で計数できる.各試料について細菌数が 1 視野あ

たり 80個以上になるように調製し 1 試料あたり 30視野以上を計数した.

結果と考察

実験を始めるにあたり，北橋から採取した河川水を用いて 各二重染色法の最適

染色条件を求めた.

細菌を蛍光染色するにあたっては， EDTAの添加がグラム陰性細菌の染色性を向

上することが報告されている 58).そこで， 6CFDA-DAPI二重染色におけるEDTAの

効果を検討したところ，終濃度0.5mMのEDTAの添加により 全菌数に占めるエス

テラーゼ活性を持つ細菌数の割合 (6CFDA(+)/TDC) が上がることがわかった.次に

6CFDAの至適濃度を検討した. 6CFDAの濃度をそれぞれ5. 10. 20. 30. 40 

50 , 100 , 150 , 200 , 300μg/ml となるょっに河川水に添加し，細菌細胞の発する

緑色蛍光の強度を比較した.その結果， 30μg/ml以下では蛍光が弱く，また槌色が

起こったのに対し， 150μg/ml以上で、染色を行った場合は十分な蛍光が得られ，また

バックグラウンドが低くなった.さらに染色時間を検討した結果 3 分間から 60分

間では有意の差は得られず， したがって以降の6CFDA-DAPI二重染色では，染色用
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Fig. 3. Epifluorescence micrographs of double stained bacterial ceIIs. 

(a) and (b), 6CFDA-DAPI double stむning ; (c) and (d) , CTC-DAPI double staining. 

6CFDA, 150μg/mI ; CTC, 1.0mM; DAPI, 1μg/mI . 

Sample, river water collected at Kitahashi. 

次に，こ れ ら の二重染色法を用いて ， 環境の異なる地点か ら採取 した河川水中の

細菌の活性を解析した.採水時の気温，水温，河川水のpH ， EC , TOC値を Table 2 

に示した. TOC値は高山， 滝上で 1 ~ 2 ppm ， 桑津， 北橋では 6 ~ 1 0ppmで、あっ

た. したがって，高山や滝上に比べて桑津，北橋では有機物による汚染の進んで、い

ること が確認できた.

バッファーに終濃度0.5mM となるようにEDTAを添加し， 6CFDA濃度を 150μg/ml ，

染色時間を 3 分間とした.

同様にCTC-DAPI二重染色の最適条件を検討した.まず河川水にCTCをそれぞれ

終濃度0.5mM ， 1.0mM , 2.5mM , 5mMとなるように添加し，細菌の発する蛍光強度

を比較した.その結果， 0.5mMで、は細菌の発する赤色蛍光が弱く，呼吸能の評価が

困難であった.また1.0mM以上では蛍光強度に大きな差は見られなかった.次に染

色時間を 5 分， 15分， 30分， 1 時間， 2 時間， 4 時間とした場合について，全菌数

に占める呼吸能を持つ細菌数の割合 (CTC(+)/TDC) を求めた . その結果，染色時間

が15分以下では細菌の発する蛍光が弱く，また 4 時間染色した場合は菌イ本の崩壊に

ともなう全菌数の減少が見られた.さらに， Rodriguez らにより試料水中の栄養源が

少ない場合には細菌の呼吸能が測定しにくくなることが報告されている 25)ため，試

料水中へのR2A培地の添加を試みた.培地を終濃度0% ， 10% , 20% , 50% (v/v) とな

るように試料に添加してCTC染色を行った結果，培地を添加した場合は添加しない

場合に比べてCTC(+)/TDC値が増加したものの，染色時間の延長にともない全菌数

の増加が見られた.そこで， CTC-DAPI二重染色においては， R2A培地を試料水の

1 O%(v /v) となるように加え， CTC濃度を1.0mM として 30分間振とう染色を行うこと

とした.

以上の染色条件で蛍光染色した河川細菌の蛍光顕微鏡像をFig. 3 に示した . uv励

起光下では全ての細菌がDAPI由来の青色蛍光 (Fig. 3a, c) を発しているのに対 し ，

B励起光下ではエステラーゼ活性を持つ細菌が緑色蛍光 (Fig. 3b) ， ま た呼吸能を持

つ細菌が赤色蛍光 (Fig. 3d) を発していた.なお，ホルマリン処理した河川水試料に

対して同様に蛍光活性染色を行ったところ， uv励起光下でDAPI由来の蛍光は見ら

れたものの， B励起光下では6CFDAあるいはCTC白来の蛍光は認め られなかった .

したがって， 6CFDA-DAPI二重染色法およびCTC-DAPI二重染色法を用いることに

より，それぞれエステラーゼ活性または呼吸能を持つ細菌を 1 時間以内に簡便かっ

特異的に検出・計数できるようになった .
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Table 2. Physico-chemical characteristics of river water. 

TOC 
(ppm) 

EC 
(μS/cm) 

pH W.T. 
CC) 

A.T. 

CC) 

Sampling 
statlOns 

1.0:t0.6 136:t16 8.1:t0.3 9.6:t5.1 10.0:t6.0 * Takayama (n=7) 

1. 8:t 1.0 157:t14 8.0:t0.2 13.7:t5.6 13.5:t5.7 Takiue (n=13) 
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コロニー形成菌数をFig. 4に示した.全活性を持つ細菌数，各河川水の全菌数，

またいずれの地点においてもコロ滝上に比べて桑津，北橋では多く，菌数は高山，

エステラーゼ活性を持つ細菌数，全菌数の}II買ニー形成菌数，呼吸能を持つ細菌数，

したがって，従来用いられていた寒天平板培に計測値が高くなる傾向が見られた.

e
L

バ
斗

n
γ
n
y
 

e

円
ヲ

司
令〕

C
J
1
t

ハU
噌
E
a
A

103 

S巴pt

1994 

地培養法では，試料中の生理活性を持つ細菌数を過小評価していたことが確かめら

Feb. Jan. 

1995 

Dec. Nov Oct Feb. Jan. 

1995 

Dec Nov. Oct 
さらに，河川水中の細菌がその生息する環境の汚染状況にかかわらず，生理れた.

活性を保持していることが明らかとなった.

Changes in number of bacteria at four sampling stations. 

(口)， to凶 direct counts; (企)， number of esterase-active bacteria determined 

Fig.4. 寒天平板培地培養法は簡便ではあるものの結水環境中の細菌数を測定する場合，

by 6CFDA staining; C. ), number of respiring bacteria detennined by CTC 

また全菌数直接計測法では生菌のみならず死菌も検果を得るまでに時間がかかる，

staining; (ム)， colony fo口町ng unﾏts. 
蛍光活性染色法は 1 時間以内に生菌を検出できるた出されるという問題点がある.

医薬品製造用水や食品の微生物管理，め，環境微生物学分野のみならず，飲用水，

医療機関や住環境中の生菌の検出にも利用可能であり，今後の積極的な利用が期待

小括
される.

蛍光活性染環境中の生理活性を持つ細菌数を測定するための新たな手法として

蛍光染色剤として，細胞の持つエステラーゼ、活↑生を評価で、き色法の開発を行った.

河川水を試料として最適染色条る 6CFDAならびに呼吸能を評価できるCTCを用い，

試料水に終濃度O.5mM と

染色時間を 3 分間とした場合

6CFDA.DAPI二重染色法では，

6CFDA濃度を 150μg/mI ，

その結果，

なるようにEDTA を添加し，

件を検討した.

13 
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に十分な蛍光が得られ，バックグラウンドが低くなることがわかった.また， CTCｭ

DAPI二重染色法ではR2A培地を試料水の 10%(v / v) となるように加え， CTC濃度を

1.0mM として 30分間振とうすることにより，呼吸能を持つ細菌を特異的に染色でき

た.これらの蛍光活性染色法を用いることにより，それぞれエステラーゼ活性また

は呼吸能を持つ細菌を， 1 時間以内に簡便かつ特異的に検出・計数できるよっに

な っ た.

次にこれらの蛍光活性染色法を用いて環境の異なる河川水中の細菌数を測定し，

寒天平板培地培養法で求めたコロニー形成菌数と比較した.その結果，蛍光活性染

色法により求めた河川水中の活性を持つ細菌数は，生菌数計測に広く用いられてい

る寒天平板培地培養法で求めたコロニー形成菌数よりも高い値を示した.したがっ

て 寒天平板培地法では試料中の生理活性を持つ細菌数を過小評価していたことが

確かめられた.

14 

第二章 フローサイトメトリーによる活性解析系の作成

蛍光活性染色法を河川水や湖沼水中の細菌の活性の評価のみならず，飲料水や無

菌水の微生物管理に応用するためには より短時間で多くの細胞を処理できる解析

系が必要となる.蛍光顕微鏡を用いた場合 画像解析装置と組み合わせても，数万

個の細胞を計数し その蛍光シグナルを解析するには過度の労力と時間を要する.

さらに，飲用水中の下痢原性細菌の検出など，細菌の持つ活性と同時に核酸配列等

の他の情報が必要となる場合には 活性を持つ細菌を分取した上で以降の解析に用

いることが有効である.そこでフローサイトメーターに着目した.

フローサイトメーターは流体系中を高速で流れる個々の細胞に励起光を照射し，

得られる蛍光を分光して解析する装置である (Fig. 5). 最大の特徴は多数の試料を迅

速に解析できることであり 1 分間で数万個の細胞を解析可能で、ある.またソー

ティング機能を利用することにより，特定のシグナルを持つ細胞の分取が可能とな

る 59). 真核細胞の解析を目的に開発されてきたために微小な細菌の解析には応用が

難しかったが，より蛍光強度の強い染色剤や高感度な機器の開発にともない，細菌

の解析においても応用の段階を迎えつつある 60 - 63).

Sheath flow 

Side scatter 
(fluorescence) 

Forward scatter 

Sample 

Bacteria 

Stained DNA 
(probe, fluorescent dye) 

Laser beam 

Fig. 5. Principle of flow cytometry. 
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本研究ではまずフローサイトメトリーと活性染色法を組み合わせた解析系を検討

した.次に作成した系を用いて環境の異なる地点から採取した河川水を解析し，河

川環境とそこに生息する細菌の活性との関係を考察した.

なお，エステラーゼ活性を持つ細菌の検出にあたっては6CFDA-PI (propidiurn 

iodide) 三重染色法23) を応用 した. 6CFDA-PI二重染色法の原理を以下に示した (Fig

6). 活性を持つ細菌で、はPIはその極性のために細胞内に浸透できないのに対し，無

極性の6CFDAは細胞内に浸透し，細胞内のエステラーゼにより 6CFに加水分解され

る.この6CFは細胞内に蓄積されるので，波長488nm付近の B励起光により細胞は

6CF由来の緑色蛍光を発する.これに対し，活性を失った細菌ではPIが細胞内に浸

透し，二本鎖核酸と結合する.また6CFDAは細胞内に入ってもエステラーゼ活性の

ない状態では6CFに分解されないので， B励起光により細胞はPI由来の赤色蛍光を

発する.したがって，本二重染色法により，発する蛍光色の違いからエステラーゼ

活性を持つ細菌と持たない細菌を区別できる 23).

Active cell 

Inactive cell 

PI 

6CFDA 488 nm 520 nm fluorescence 

、....._

~ 

(green) 

6CFDA 488 nm 625 nm fluorescence 

、....._

~ 

6CFDA, 6-carboxyfluorescein diacetate. 
6CF , 6-carboxyfluorescein. 
PI , propidium iodide. 

(red) 

Fig.6. Principle of 6CFDA-PI double staining method. 
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材料と方法

採水地点

河川水の採取は第一章と同じく，箕面川の高山と滝上，猪名川の桑津，寝屋川の

北橋において， 1994年 10月から 1995年 9 月にかけて計10回行った .

細菌数ならびに全有機炭素 (TOC) 値の測定

コロニー形成菌数 (CFU) の測定にあたっては，第一章と同様に， R2A培地に試料

水を塗布し， 25 0C で 1 週間培養した後，培地表面に生じたコロニー数を計測した.

全菌数 (TDC) の測定にはDAPIを用いた.試料水にDAPIを終濃度 lμg/ml となるよ

うに添加し， 5 分間染色した後，ろ過によって試料中の細菌をNucleporeblack 

filter (Costar Scientific Co.; 孔径 0.20μm) 上に捕集した.フィルターをスライドガラ

ス上に乗せ，エマルジョンオイルで封入し，蛍光顕微鏡で観察した.試料の観察に

は第一章と同様，蛍光顕微鏡BH2 (オリンパス ) を用いた.

全有機炭素 (TOC) 値は， TOC-500 (島津)により測定した.

組車盤

フローサイトメトリーの条件検討にあたっては ， Escherichia coli K-12 W3110 

Pseudomonasputida ATCC12633 , Staphylococcus epidermidis IF03762 ならぴ、に

Bacillus megaterium ATCC12872 を用いた.これらの菌株はLB培地 (1% Bacto 

tryptone , 0.5% Yeast extract, 1 % NaCl [pH 7.0 1)中 30 0Cで前培養後，対数増殖期

および定常期まで本培養し，実験に用いた.

また自然環境中に分布している細菌に対する染色性を確認するために，箕面川上

流の滝上から単離したT-3 ， T-7株，大阪市内の寝屋川の北橋から単離したK-1

K-5 , K-7 , K - 10の 6 株を用いた.これらの河川単離株は0.05培地64)により 25 0Cで

前培養した後，同条件で対数増殖期あるいは定常期になるまで本培養したものを使

用した.なお，これらの単離株の同定にはAPI 20NE (Bio M駻ieux S.A.) を用いた.

実験に用いた細菌株については growth curveを作成し，以降の実験においては

growth phase を揃えたものを使用した.
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C TC染色

試料にCTC (Polysciences; 50mM 水溶液)を終濃度0.5mMとなるように添加し，

遮光下25 0Cで30分間振とうさせた.染色後，直ちにフローサイトメーターで解析を

行った.

6CFDA-PI二重染色

試料を染色用バッファー(終濃度 O.lM phosphate buffer [pH8.5j , 5% NaCl , 

0.5mM EDTA) と混合し， 6CFDA (Sigma; 10mg/ml アセトン溶液)と PI (Sigma; 

0.5mg/ml となるようにO.lM Tris・ O.lM NaCI-1M HCl溶液 [pH7.5jに溶解)をそれぞ

れ終濃度10μg/ml となるように添加した.室温，遮光下で 5 分間染色した後，直ち

にフローサイトメーターで解析した.

試料の固定

試料の固定は湯浴を用いて90 0C ， 10分間の加熱処理により行った.熱固定後の試

料の染色にあたっては30分以上放置し，室温まで冷ましたものを用いた.なお，熱

固定後の細菌をDAPIで染色し蛍光顕微鏡により観察したところ，細菌数の減少なら

びに形態の変化は認められなかった.

フローサイトメトリー

フローサイトメーターはEPICS Elite (Coulter) を用いた.使用したレーザ一光は波

長488nm，出力15mW である.光軸調整は蛍光ピースであるDNA Check (Coulter; 

直径10μm) および、Fluoresbrite (Polysciences; 直径l.66μm) を用いて行った.細菌と

細菌以外の粒子を区別するためのディスクリミネーシヨンには，波長488nmの側方

散乱光を用いた.細菌細胞の解析には細菌の大きさを反映する前方散乱光ならびに

各蛍光染色剤由来の蛍光を検出・測定した. 6CF由来の蛍光の解析には525nmバン

ドパスフィルターを用い PIおよび、CTC -formazan由来の蛍光の解析には625nmのダ

イクロイ ッ クフィルターを使用した.各試料について 1 秒間あたり 150から 300細胞

の流速で計35 ，000細胞を解析した.

活性を持つ細菌の解析にあたり 呼吸能を持つ細菌の解析には前方散乱光と CTC-

18 

formazan由来の赤色蛍光を表すスキャッタ一グラムを，エステラーゼ活性を持つ細

菌の解析には6CF由来の緑色蛍光と PI由来の赤色蛍光を表すスキャッタ一グラムを

用いた.まず，熱固定した試料を解析し，各スキヤ ツタ一グラム上で活性を失った

細菌のシグナルが特異的に現れる部分を求め，ゲートを設定した.次に固定してい

ない試料を解析し全菌数を求めると同時に，固定した試料により先に設定したゲー

トを用いて，全菌数に占める活性を持つ細菌数の割合を求めた .

結果と考察

フローサイトメトリーにあたって，まずEscherichia coli を用いて各染色条件，解

析条件を検討した.はじめにCTC濃度を検討したところ 1.0mM以上で、はCTC-

formazan由来のシグナルを発する細菌数が多くならず，逆に全菌数が減少する傾向

が見られた.結果としてCTC濃度を 0.5mM として 30分間染色した場合に呼吸能を持

つ細菌と持たない細菌を明確に区別できることがわかった (Fig. 7). なお，呼吸能を

持つ細菌を蛍光顕微鏡を用いて検出する場合には， CTC染色時に培地成分や電子授

与体を添加することにより検出効率が上がることが報告されている 25 ，27)，そこで

様々な濃度の培地成分 (0.05培地， R2A培地) やメルドラブルー (9・dimethyl amino 

benzo-α-phenazoxonium chloride; ドージン ) を添力日し フローサイトメトリーにお

ける検出感度の向上を試みた. しかしながら，これらの添加によってノイズが増加

し，検出感度は上がらなかった.培地成分やメルドラブルーは添加直前に孔径

0.2μmのフィルターによって微小粒子を除いたものを使用している.したがって

今回ノイズが増加した原因は染色中にCTC-formazanの微小な結晶が非特異的に生じ

たためであると考えられた.

次に， 6CFDA-PI二重染色法についても最適染色条件，解析条件を検討したとこ

ろ， 6CFDA , PI ともに終濃度10μg/ml となるように添加し， 5 分間染色した場合に

エステラーゼ活性を持つ細菌は6CFDA由来の強い緑色蛍光を発し またPI由来の赤

色蛍光はほとんど発しなかった.逆に，活性を持たない細菌は強い赤色蛍光を発す

ることがわかった (Fig. 8)，なお染色時間の延長にともない緑色蛍光のパ ッ クグラウ

ンドが高くなったが，これは非特異的な6CFDAの加水分解が起こるためだと考えら

れた.また6CFDA濃度を過剰にした場合は， 6CFDA由来のシグナルがPIの蛍光を検
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Fig. 8. Flow cytometric analysis of E. coli stained with 6CFDA and PI. E. co/i in logarithmic 

phase (a) and heat-treated (b) were analyzed. Fluorescence intensity of 6-carboxy 

fluorescein (i) and propidium ioclide (ii) was measured. Two dimensional analysis 

was also performed (iii). 
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Pseudomonas putida , 

陽性細菌に対する染色性は高いが，

サイトメトリーにより解析し，
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Fig.7. Flow cytometric analysis of E. coli stained with CTC. E. coli in logarithmic phase (a) 

and heat-treated (b) were analyzed. Fluorescence intensity of CTC-formazan 

produced was measured (i) and analyzed two dimensionally (ii). 
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Pseudomonas属; K -10 , Aeromonas属; T - 7，同定不可) である.その結果，菌種:や

growth phaseによってシグナル強度は異なり，菌体の大きいB. megaterium では

E. coJiやS. epidermidis と比較して強い蛍光を発していたものの，実験に用いたすべ

ての細菌株についてそのエステラーゼ活性 呼吸能を検出し評価することができ

た (Table 3). すなわち，解析対象とする細菌の属種やgrowth phaseにかかわらず解

析ができたことより，今回検討した条件を用いることによって，多くの種類の細菌

が異なる生理状態で存在する試料中の細菌群集を 数分間で解析できることがわ

かった.

Table 3. Bacterial physiological activity measured by flow cytome町y.

Strain E. coli P. putida S. epidermidis B. megaterium 

Growth phase本 L S 

CTC(+)ffOC (%) 85 70 

6CFDA(+)ffOC (%) 97 93 

Strain K-1 

Growth phase本 L

CTC(+)ffDC (%) 70 

6CFDA(+)ffDC (%) 93 

L S 

60 62 

86 88 

K-5 K-7 

L L 

60 70 

78 98 

L S 

86 80 

99 97 

T-3 

S 

81 

98 

L S 

73 60 

80 96 

T-7 

S 

44 

80 

CTC(+) , respiring; 6CFDA(+), esterase-active; TOC, total direct count. 

ト L， log訂ithmic phase ; S, stationary phase. 

K-I0 

S 

84 

86 

K-l , K-5 , K-7 , T-3 , Pseudomonas sp.; T-7 , not identified; K-I0, Aeromonas sp. 
All values are mean (n=2). 

以上の検討を行った上で 本解析系を用いて環境の異なる河川水中に生息する細

菌の活性を評価した.採水データをTable 4 に示した.第一章で示した結果と同様に

TOC値は高山，滝上よりも桑津，北橋の方が高く，コロニー形成菌数は高山で
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7.6 x 10 3cells /ml，滝上で9.0 X 10 3cells /ml，桑津で9.2 X 104 cells /ml，北橋で

1.0 x 10 6cells /mlで、あった. したがって高山，滝上は有機物による汚染が進んで、いな

い地点，桑津，北橋は汚染が進んで、いる地点であることが確認された.

Table 4. Total organic carbon and bacterial number in four river water. 

Sampling 

stations TOC (ppm) CFU (cells/ml) TDC (cells/ml) 

Takayama 1.0 + 0.50 7.6 + 0.90 x 103 
2.8 + 0.77 X 1cP 

Takiue 1.8 + 0.36 9.0 土 0.80 X 103 
8.6 土1.4 X 1 ぴ

Kuwazu 6.1 + 0.67 9.2 + 1.3 X 104 4.9 土 0.74 X 106 

Kitahashi 7.1 士 0.71 1. 0 土 0.26 X 106 
5.7 + 0.65 x 106 

CFU , colony forming units; TDC, total direct count; ., standard error (n=10). 

各河川水中の全菌数に占めるコロニー形成細菌数の割合 (CFU/TDC)，呼吸能を持

つ細菌数の割合 (CTC(+)/TDC)，エステラーゼ、活性を持つ細菌数の割合 (6CFDA(+)/

TDC) を Table 5に示した.採水期間を通してCFU/TDC値は高山，滝上，桑津で2% ，

北橋で15%であった. CTC(+)/TDC値は高山，滝上，桑津で10---15%，北橋で30%で

あり，呼吸詑を持ちながらも培養法では検出できない細菌が高い割合で存在するこ

とが確かめられた. 6CFDA(+)/TDC値は高山，滝上で50%，桑津，北橋で70---85%

であった.すなわち，河川水中において一般的な寒天平板培地培養法により計数可

能な細菌の割合は全菌数の2---15%であるのに対し，蛍光活性染色法を用いて計数で

きる細菌の割合は全菌数の10---85% と大きな値であった.河川水中で、呼吸を行い酵

素活性を発現している細菌は，有機物質を代謝し生命活動を営んでいるものと考え

られる.今回得られた結果より，従来法ではその活性を評価で、きなかった河川水中

の培養困難な細菌の多くが，呼吸能や酵素活性を保持しており，生態系において恒

常性の維持や物質循環などに深く関与している可能性が示された.
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また細菌はその環境適応性と短い世代交代時間から環境の変化に対して迅速に反

応する 65-68). したがって環境中の細菌の現存量や活性 群集構造を詳細に解析する

ことにより，その環境の評価および環境の変化の早期予測が可能になるものと考え

られる.今回フローサイトメ トリーにより得られた全菌数に占めるエステラーゼ活

性を持つ細菌数の割合は貧栄養域と汚染域で大きく異なり 河川の汚染度と相関性

が見られた . したがって この割合が河川の有機物汚染に対する環境指標として使

用できる可能性が示された.今後はさらに多くの地点について同様の解析を行い基

礎データを集積することによって 河川環境と微生物の生理活性の関係をより定量

的に解析でき，指標生物としての有用性について考察できるようになるものと期待

される.

IJ\~舌

Table 5. Bacterial physiological activity in river water determined by flow cytometry. 

Sampling 
CFU/TDC (%) CTC(+)/TDC (%) 6CFDA(+)/TDC (%) 

statlOns 

Takayama 2.1 + 0.49 ・ 10 士 3.5 51 + 5.1 

Takiue 1.4 + 0.24 16 + 2.3 48 + 1.3 

Kuwazu 2.1 土 0.4 8 15 + 2.5 72 + 4.2 

Kitahashi 15 士 2.9 28 + 2.0 86 士 2.3

CFU , colony forming unit; TDC , total direct count; CTC (+), number of respiring 

bacteria; 6CFDA(+) , number of esterase-active bacteria; ぺ standard error (n = 1 0). 

微生物の活性のより迅速な解析を目的として 先に検討を行った蛍光活性染色法

とフローサイトメトリーとを組み合わせ，標準株，河川単離株ならびに環境の異な

る地点から採取した河川水中の細菌の呼吸能 エステラーゼ活性を評価した.細菌

の呼吸能の評価にはCTC を エステラーゼ活性の評価には6CFDA-PI二重染色法を用

いた.その結果，本解析系を用いることにより，対象とする細菌の属種やgrowth

phaseにかかわらず， 1 分間に 10 ，000個以上の細菌の活性を評価できた.蛍光顕微鏡

を用いた場合， 10 ，000個の細菌の活性の評価には 2 時間以上必要となる. したがっ

て，蛍光顕微鏡と比較してより短時間で多くの細菌の活性を評価できるようになっ

た.

次に，環境の異なる河川水中の細菌について解析したところ，寒天平板培地培養

法により求めた各試料水のコロニー形成菌数は，特に汚染の進んだ地点を除いては

2%以下であった.フローサイトメトリーにより求めた呼吸能を持つ細菌数は全菌数

の 10%から 1 5%であり，特に汚染の進んだ、地点で、30%で、あった.エステラーゼ活性

を持つ細菌数は汚染の進んで、いない地点では全菌数の約50%，汚染の進んだ、地点で

は全菌数の70%から 85%であった.したがって，蛍光顕微鏡による解析結果と 同じ

く河川環境中の培養困難な細菌の多くが呼吸能，酵素活性を保持していることが確

かめられた.すなわち，従来法ではその活性を評価で、き なかった河川|水中の培養困

難な細菌の多くが，呼吸能や酵素活性を保持しており，生態系において恒常性の維

持や物質循環などに深く関与している可能性が示された.

さらに，フローサイトメトリーにより得られた結果では全菌数に占めるエステ

ラーゼ活性を持つ細菌の割合と試料採取地点の有機物濃度に相関性が見られ，この

割合が河川の有機物汚染度の生物学的指標として利用できる可能性が示された.本

方法は短時間のうちに多検体を解析できるので，今後はさらに多くの地点について

同様の解析を行い，基礎データを集積することによ って，河川環境と細菌の生理活

性の関係をより定量的に解析できるようになるものと期待される.



ターゼに活性がある限り

HNP/TRが細胞内に沈着す

る. したがって，このような

酵素反応を利用した系を用

いることにより，蛍光シグナルを増強することができる (Fig. 9). 本研究ではこの

HNPP-FISH法を用いて細菌を検出するための条件を検討するとともに，一般的に用

第三章 HNPP-Fast Red TR in situ ハイブリダイゼーション (HNPP­

FrSH) 法の開発
FITC-ASH 

Fluorescent dye (F汀C， etc.) 

環境中の細菌を解析するにあたっては，その活性の評価を行うとともに特定の細

菌を検出することも重要である.臨床分野では感染症の診断と有効な治療のため

に，体液や排j世物中から特定の病原細菌を検出する必要がある.食中毒問題におい

ては発生を未然に防ぎ，被害を最小限にくい止めるために，感染源、と感染経路の迅

速な解明が重要である.さらに，細菌を指標生物として環境評価に用いるには，ど

のような環境にどのような細菌が生息するのかを定性的かつ定量的に求める必要が

あるため，個々の細菌の属種に関する情報が必要となる.

特定細菌をシングルセルレベルで、検出する手法として 1990年以降，蛍光in situ ハ

イブリダイゼーション (FISH) 法が用いられつつある 29-31). FISH法は蛍光染色剤で

5'・末端をラベルしたオリゴヌクレオチドプローブを用いて細菌細胞内のrRNA配列

を標的とするハイブリダイゼーションを行い，特定の細菌を検出する方法である.

rRNAはリボゾームを構成する RNAであり，界 (kingdom)，科 (family)，属 (genus) ，

種 (species) 等のレベルで共通な配列をその中に含んでいる 69).したがって，目的に

応じた配列をプローブとして利用することによって，科や属に関する遺伝情報をも

とにした特定細菌の検出が可能になる.

環境微生物学分野においては， fluorescein isothiocyanate (FITC) などの蛍光染色剤

で5' -末端をモノラベルしたプローブを用いるFISH法が，その操作の簡便性から現在

広く用いられている 32・ 37). しかしながら，本方法には対象とする細菌のrRNA含量

が低い場合にはその検出が難しくなるという問題がある.貧栄養環境中の細菌は

rRNA含量が低いために，一般的に用いられている FITC-FISH法は貧栄養環境中の特

定細菌の検出には感度が不十分である.そこで新たな蛍光基質であるHNPP (2 ・

hydroxy-3-naphthoic acid -2' -phenylanilide phosphate) ならびにFast Red TR70)に着目

し，より高感度なFISH法としてHNPP -Fast Red TR in situ ハイブリダイゼーシヨ

ン(HNPP- FISH) 法を検討した.

HNPP-FISH法ではまずジゴキシゲニンで5'-末端をラベルしたプローブを用いて III

situ ハイブリダイゼーションを行う.次にアルカリフォスファターゼを結合させた

HNPP-ASH 

HNP/TR 

HNPP, 2-hydroxy司3・naphthoic acid-2'-phenylanilide phosphate 

Fig.9. Principle of FITC-FISH and HNPP-FISH. 

いられている FITC-FISH法との検出感度の比較を行った.
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抗ジゴキシゲニン抗体を加

えてプローブと結合させ

る.ここに蛍光基質である

HNPPを添加すると HNPPが

HNPに脱リン酸化され さ

らにFast Red TRを添加する

ことによって蛍光物質HNPI

TRを生成させる.この反応

ではアルカリフォスファ

実験にはAeromonas hydrophila GIFU3173 , Aeromonas sobria GIFU11325 , 

Pseudomonas putida RIMD1626003 , Vibrio campbellii GIFU10636 , Vibrio 

parahaemolyticus RIMD2210001 , Vibrio vulnificus GIFU10458 を用いた.各菌株を

LB培地を用いて 25 0Cで対数増殖中期，対数増殖後期ならびに定常期になるまで振と

う培養した.

細菌細胞の固定

培養した細菌をPBS (137mM NaCl , 2.68mM KC1 , 8.10mM Na2HP04 , 1.47mM 

KH2P04 [pH7.2 -7.51)に再懸濁後， 12%パラホルムアルデヒド溶液 (PBSに溶解;

用時調製)を終濃度3%(w/v) となるように加え， 4 0C で 16時間固定した. 固定細胞
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はPBSで洗浄し， PBS と等量のエタノールを添加し， 一 20 0C で保存した71 ) .

プローブ

GenBank (release 84.0) に収録されていたデータを用いて独自に設計したVibrio­

Aeromonas属に特異的なVAプローブ (5'-ACGACGCACTTTTTGGG A TTCGCTCACT 

A TCGCAAG-3') を用いた.

蛍光 in situ ハイブリダイゼーション

FITCにより蛍光ラベルしたプローブを用いた蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ

ン (FITC - FISH) は， Amann らの報告をもとに行った 30). マイクロチューブ中に固定

細胞 (約1. 5 ~ 3.0 x 106cells) とハイブリダイゼーションバッファー (0.9M NaCl , 

0.1 %(w/v) sodium dodecyl sulfate [SDS] , 20mM Tris-HCl [pH 8.01 , probe 200ng) を

最終量が50μ! となるように混合し， 60 0C で 5 時間インキユベートした.なおFITCは

槌色しやすいため インキュベートは暗所で、行った.インキュベート終了後，バッ

ファー (0.9M NaCl , 20mM Tris-HCl IpH 8.0]) を 1ml1恭力日し，ハイブリダイゼーシヨ

ンを止めた.終濃度 Iμg/mlのDAPIを用いて 15分間，室温で対比染色を行った後，

ろ過によって試料中の細菌をNuclepore black filter (Costar Scientific; 孔径 0.20μm)

上に捕集した.フィルターをスライドガラス上に乗せ，エマルジョンオイルで封入

し，蛍光顕微鏡BH2(オリンパス)で観察した.

HNPP-Fast Red TR in situ ハイブリダイゼーション (HNPP-FISH) 

ゼラチンコーテイング( 0.1 % gelatin , 0.01 % KCr(S04)2 )したスライドグラスに

固定細胞を 10~30μl 滴下し，乾燥させた後， 50% , 80% , 100%エタノールに順に

各 3 分間浸すことにより脱水を行った. 次に塩化リゾチーム溶液 (0.5mg/ml in 

100mM Tris-HCl [pH8.2j , 50mM EDTA) を 30μ! 滴下して 4 oC で 15分間処理した.

ろ過滅菌水で軽く洗浄し，再び50% ， 80% , 100%エタノールで、脱水を行った後，

digoxigeninで標識したオリゴヌクレオチドプローブ200ngを含むハイブリダイゼー

ションノてッファー (0.9M NaCl , 5mM EDTA , 0.1 %(w/v) SDS , 20mM Tris-HCl 

[pH7.5 j, 45% formamide) を 20μl 滴下し， 37 0C で 1 時間ハイブリダイズさせた.

28 

反応後，ろ過滅菌水で軽く洗浄し，ブロ ッ キング液 (10mg/ rnl blocking reagent 

[Boehringer] , 100mM Tris-HCl [pH 7.5] , 150mM NaCl) を 30μl滴下して室温で30分

間ブロッキング、処理を行った.次にアルカリフ ォ スフ ァ ターゼ結合Anti-digoxigenin 

Fab fragments (Boehringer) をブロッキング液で1 5 0倍希釈した反応液を 30μl滴下

し，室温で45分間反応させた.反応後，バッフアー 1 (100mM Tris-HCl [pH7.5] , 

150mM 1、~aCl ， 0.05% Tween20)，ノてッファー 2 (100rnM Tris-HCl [pH8.0 ], 100mM 

NaCl , 10mM MgC12) でそれぞれ室温10分間， 2 回洗浄後， HNPP-Fast Red TR ( ア

イシンコスモス)反応液 (HNPPが100μg/ml ， Fast Red TRが250μg/ml となるように

バッファー 2 に溶解)を 30μl 滴下し，室温で30分から 90分間反応させた.ろ過滅菌

水で、洗浄した後， DAPIにより対比染色を行い， MacIlavaine buffer (53.2mM citric 

acid , 93.6mM Na2HP04 [pH4.5]) 10μl で封入し，蛍光顕微鏡BH2で観察・計数を

行った.なお ， HNP/TR由来の蛍光の観察には励起フィルター BP490+EY455 , 

ダイクロイックミラー DM500，吸収フィルター 0515 を用いた. DAPIにより染色

した細菌の観察には励起フィルター UG1，ダイクロイックミラー DM400，吸収

フィルターL420 を用いた.

結果と考察

HNPP-FISH法では分子量約17万の抗体を使用する.この抗体を菌体内に浸透させ

るためには細胞の前処理が必要となる.そこで，細胞壁の透過性を上げるために，

リゾチーム処理を検討した.すなわち， HNPP-FISH法で、Aer. hydrophila を検出する

にあたり，それぞれ0 ， 0.00 1, 0.01 , 0.05 , 0.1 , 0.5 , 1.0 , 5.0mg/ml となるよう

にリゾチームを加え， 4 0C で 15分間処理した後， HNPP-FISH を行った.その結果，

リゾチームを添加しなかった場合はHNP/TRの蛍光はほとんど見られなかった.

リゾチーム濃度O .Olmg/mlから 1.0mg/mlで、は検出に十分な蛍光が見られ， 5.0mg/ml 

ではさらに強い蛍光が見られた (Fig. 10). しかしながら ， 1. 0mg/ml以上のリゾチー

ムで処理した場合は溶菌が見られたため，菌体の前処理に用いるリゾチーム濃度は

0.5mg/ ml とした.
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Fig. 10. Optimization of lysozyme treatment. 
Fig. 11. Optimization of hybridization time. 

FISH法を用いて特定の細菌を検出するにあたっては ハイブリダイゼーションの

時間が重要となる.そこで次にハイブリダイゼーションの時間を検討した.すなわ

ち， HNPP-FISH1:去で、Aer. hydrophila を検出するにあたり，ハイブリダイゼーション

の時間を 10分， 30分， 1 時間， 2 時間， 3 時間， 5 時間， 7 時間， 9 時間， 11時

間， 13時間と変化させ， Aer. hydrophilaの蛍光強度を測定した.その結果，ハイブ

リダイゼーションの時間を 30分以上にした場合に十分な強度の蛍光が見られた

が (Fig. 11)，ハイブリダイゼーションの時間が 7 時間以上になるとパックグラウン

ドが高くなり，細菌の観察が困難になった.そこで， HNPP-FISHにおけるハイブリ

ダイゼーションの時間を 1 時間とした.

以上， HNPP-FISH法の条件検討を行った上で， Aer. hydrophila と Ps. putida を試料

として， FITCで 5'-末端をモノラベルしたプロープを用いたFISH (FITC-FISH) なら

びにHNPP-FISH を行い， DAPIで対比染色した後，結果を比較した.

FITC-FISHの結果を Fig. 12 に示した. uv励起光下ではDAPI由来の蛍光を発する

Aer. hydrophi1a と Ps. putida の両方が観察できるのに対し， B励起光下ではプローブ

とハイブリダイズするAer. hydrophi1a のみが特異的に緑色のシグナルを発してい

た.しかしながら， FITCの蛍光は l 分以内で槌色し，詳細な観察が難しかった.

次に同じ試料にHNPP-FISH を行った結果を Fig. 13 に示した. FITC-FISHの結果と

同様， uv励起光下では両方の細菌が観察できるのに対し， B励起光下で、はAer.

hydrophilaのみが特異的にシグナルを発していた.このHNP/TR由来の赤色蛍光は槌

色がなく，強い蛍光を発した.
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さらに本HNPP-FISH法の蛍光増強性を評価するために 対数増殖後期の

Aeromonas属の菌株 2 種ならびに Vibrio属の菌株 3 種に対 し て FITC-FISHならびに

HNPP-FISH を用いることその結果，その蛍光強度を比較した .HNPP- FISH を行い，

V. 

V. vulnificus で、は 4.6倍蛍光強

growth phaseの異

ハイブリダイズするプローブの量が検出対象となる細菌の

また細菌細胞内のrRNA含量は細菌のgrowth

Fig. 14. Comparison of fluorescence intensity in standard FITC-FISH and 

in HNPP-FISH of variousAeromonas and Vibrio species. 

Aer.hydrophila では 3.3倍，

V. vulnificus 

そこで，

v. pαrahaemolytïcus 

A. hydrophila V. campbellii 

phaseによって大きく変化することが報告されている 72) .

Bacterial species 

V. campbelliiで、 は 4 . 5倍，

FITC - FISH よ りもAer. sobria では1.9倍，

rRNA含量により変化すること 29) ，

A. sobria 

parahaemolyticus で、 は 5.5 f音 ，

度が上がっ た (Fig. 14). 
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Vibrio-Aeromonas specific probe (FITC-labeled). (a) UV excitation (exposure time, 
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その蛍光強度を

定常期では8倍以上蛍光強度が上がることが

h-ー一一一一一一一ーで一一竺--

FITC -FISH よ り も対数増殖

本HNPP -FISH法は現在広く用いられている FITC -
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なるAer_ hydrophila に対してFITC- FISHならびにHNPP -FISH を行い，

HNPP -FISHを用いることにより，

対数増殖後期では4倍，

したカぎって

その結果，

わかっ た (Fig. 15). 

中期では5 . 5倍，

比較した.Fig. 13. Specific identification of target bacterial cells with HNPP-Fast Red TR in si印

hybridization. Aeromonas hydrophila and Pseudomonas putida were hybridized 

with the Vibrio-Aeromonas specific probe (digoxigenin-labeled). (a) UV excita.tion 

(exposure time, 2 s); (b) B excitation (exposure time, 5 s). 
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その結その蛍光強度を比較した.対してFITC-FISHならびにHNPP-FISH を行い，またrRNA含量の低い細菌に対FISH法よりも高感度であり，環境中の微小な細菌，

FITC-FISH法よりも 2----6 倍蛍光強度が上HNPP-FISH1:去を用いることにより，果，しでも，科や属を対象とした特異的な検出に有効であることがわかった.

HNPP-FISH法では蛍光の槌色が無く，蛍光顕微鏡下でまたがることがわかった.

さらに， rRNA含量の低い細菌に対する本手法の検出の詳細な観察が可能であった.

FITC-FISHならびgrowth phaseの異なる細菌を試料として，感度を評価するために，

HNPP-FISH法では従来その結果，その蛍光強度を比較した.にHNPP-FISH を千子い，

定常期のFITC-FISH法に比べて，対数増殖中期では5.5倍，対数増殖後期では4倍，

したがって，本HNPP-FISH法は一般的に用いられで、は8倍以上蛍光強度が上がった.

またrRNA含量の低ている FITC-FISH法よりも高感度であり，環境中の微小な細菌，

い細菌の検出に有効であることがわかった.
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Fig_ 15. Comparison of fluorescence intensity in standard FπC-FISH and 

in HNPP-FISH ofAeromonas hydrophila in diffrent growth phases. 

小括

より高感度な特定細菌の検出法として，酵素反応により蛍光シグナルを増幅する

HNPP-FISH法を検討した.

本HNPP-FISH法では抗体を菌体内に浸透させる必要があるため，細胞壁の処理条

4 oc で 15分間処理した場O.5mg/mlのリゾチームを用い，件を検討した.その結果

ハイブリダイゼーショまた合に十分な蛍光シグナルの得られることがわかった.

1 時間が最適であることがわかった.

Vibrio属ならびにAeromonas属の細菌 5 株に

ンの時間についても検討した結果，

HNPP-FISH法の条件を検討した上で，



第四章 蛍光染色法の活性汚泥解析への応用

活性汚泥を用いた下水や排水の生物学的処理法は ， 過剰なエネルギーを必要とせ

ず処理能力が高いために，現在世界各地で広 く用い ら れている. しかしながら，活

性汚泥中の細菌の多 く は培養法では検出が難しく 3334)，顕微鏡観察では優先種とし

て確認できる糸状菌が培養法では全く検出できない等の例も報告されている 73) . 活

性汚泥の有機物処理能力と細菌群集構造の関係を明らかにすることにより，活性汚

泥の微生物学的側面からの管理，さらには効率的な水処理が可能となるにもかかわ

らず，手法的な制約からいまだ活性汚泥はブラ ッ クボックスとして扱われているに

すぎない.

また活性汚泥はOECD法38)やSCAS法74). MITI法39 ，4 0)などの化学物質生分解試験に

おいて，イ共試物質の自然環境中での生分解性を評価するための微生物源として用い

ら れている.これらの生分解試験の信頼性や再現性の向上のためには，微生物源で

ある活性汚泥の群集構造を理解しておく必要がある.

そこでこれまでの研究で検討した蛍光染色法を 活性汚泥の微生物学的評価に応

用した.すなわち 蛍光活性染色法を用いて活性汚泥中の細菌の活性を評価すると

ともに HNPP - FISH法を用いて活性汚泥の細菌群集構造の解析を行った.

材料と方法

活性汚泥

下水処理場の活性汚泥として 合流式都市型下水処理場である南吹田下水処理場

(大阪府吹田市;処理能力50 ，000m3/ 日 ) の返送汚泥を 1996年11月および1997年

1 月に採取した.本下水処理場は最初沈殿池，曝気層 (15 ，000m3 ;ステップエア

レーション法;水理学的滞留時間 7 時間)，最終沈殿池 (7 ，500m 3)から構成されてい

る.汚泥日齢は 2.5 日で， BOD-SS負荷は0.3 kg/SSkg/ 日である.

化学物質生分解試験法であるMITI法で微生物源として用いられる標準活性汚泥は

1995年10月ならびに1996年 7 月に財団法人化学品検査協会より配布されたものを

使用した.この標準活性汚泥は日本各地計10ヶ所の下水処理場や湖沼，河川から得

た活性汚泥や表層水を混合して調製されており，その配布に先立って0. 1%合成下水
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(0.1 %(w /v) glu cose , peptone, KH2P04 [pH 7.0 + 1. 0]) を用いて 1 カ月間馴化されてい

る 39，4 0) . 標準活性汚泥の馴化にあたっては，その回分培養時に「曝気の停止→ 30

分間静置→全量の 1 / 3の上清を除去 →新しい培地の添加と曝気の再開」 の一連の

操作を 1 日 l 回繰り 返 している 39 ， 40) . し たがっ て，上清部 と沈殿部では細菌群集構

造が異なる可能性があるため 曝気を止めた後30分静置 して上清部と沈殿部に分

け，各々について実験を行っ た.

活性汚泥の分散

下水処理場活性汚泥ならびに標準活性汚泥上清部では希釈を行わずにパス型超音

波処理機 (JUS-SO1; JEOL) を用いて 125W ， 400kHzで 1 分間処理し， 分散させた.

標準活性汚泥沈殿部は0.1%合成下水で10倍希釈した後，同超音波処理機を用い

12 5W , 400kHzで 5 分間処理した.

細菌数計測

コロニー形成菌数の計測にはR2A培地を用い，前述と同様2 5 0Cで 1 週間培養する

ことにより測定した.

全菌数ならびにエステラーゼ活性を持つ細菌数は第一章の6CFDA-DAPI二重染色

法により測定した.

オリゴヌクレオチドプローブ

今回実験に用いたプローブの配列をTable 6に示した.検出対象とする細菌はそれ

ぞれP(I) : Pseudomonas (rRNA group 1) , V A : Vibrio -Aeromonas グループ， FC: 

Fl a vobacteri um - Cytophaga クゃ jレーブ0 ， BPA: Burkholderia - Comamonas -Alcaligenes グ

ループ， Ac: Acinetobacter属である.これらのプローブはGenBanlく (release 84.0) に

登録された配列をもとに設計したものであり，その特異性は標準株を用いて確認し

ている 75). また，真正細菌の検出にはEUB3387 1 ) を， negative control としては

NON76)を用いた.プロープの5'末端はfluorescein isothiocyanate (FITC) またはジゴキ

シゲニンでラベルし，蛍光 in situ ハイブリダイゼーションに用いた.
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Probe Target Oligonucleotide sequence Location 

標識したオリゴヌクレオチドプローブ200ngを含むハイブリダイゼーションバ ッ

ファー (0.9M NaCl , 5mM EDTA , 0.1 %(w/v) SDS , 20mM Tris-HCl [pH7.5j , 

formamide : EUB338 と FC フ。ロープ、は 30% ; Ac と BPAフ。ローフやは40% ; P(I) と VAフ。

ローブは45%) を 20μi 滴下し， 37 0Cで 1 時間ハイブリダイズさせた.反応後，

37℃，室温， 4 0Cの各ろ過滅菌水で、軽く洗浄し，ブロ ッ キンク1夜 (30μg/ml となるよ

うに Bovine Albumin を PBSに溶解)を 30μl滴下して室温で30分間ブロ ッ キング処理

を行った.次にブロッキング液を 15μl 除いた後，アルカリフォスファターゼ結合

Table 6. Probe sequences and t訂get sites for in situ hybridization. 
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Pseudomonas (rRNA group 1) 5'-A1TIC AGCCT ACCAC CTTAA-3' 1467-1486 a 

VA Vibrio -Aeromonas 5'-ACGAC GCACT TTTTG GGA TT 
CGCTC ACTAT CGCAA G-3' 

] 262-1297 b 

FC FLaνobacterium -Cytophaga 5'-AGGTA CCCCC AGCTT CCATG GCT-3' 1408-1434 b 

B urkholde ria 

-Comamonas 5'-GTGTG CCGGT TCTCT TTCGA GCAC-3' 1022-1044 b 

-authenticAlcaLigenes 

EUB338 domain Bacteria 5'-GCTGC CTCCC GTAGG AGT-3' 338-355 b 

Anti -digoxigenin Fab fragments (Boehringer) をブロッキンク'液で、60倍希釈しTween

20 を 1%となるように加えた液を 15μl滴下して混合し，室温で45分間反応させた.

反応後バッファー 1 (100rnM Tris-HCl [pH7.5j , 150mM NaCl , 0.05% Tween20) , 

バッファー 2 (100mM Tris-HCl [pH8.0j , 100mM NaCI , 10mM MgC12) でそれぞれ

室温下10分間， 2 回洗浄後， HNPP-Fast Red TR (Aisin Cosmos) 反応液 (HNPP を 100

μg/ml ， Fast Red TR を 250μg/ml となるようにバッファー 2 に溶解)を 30μl 滴下し，

室温で30分間反応させた.このHNPP-Fast Red TR反応を 4 回繰り返した後，ろ過滅

菌水で、軽く洗浄した.第三章と同様にしてDAPIによりカウンター染色を行い，

MacIlavaine buffer (53.2mM citric acid , 93.6rnM Na2HP04 [pH4.5J) 10μl で封入し，

蛍光顕微鏡BH2(オリンパス)で観察・計数を行った.

BPA 

Ac Acinetobacter 5'-GCGCC ACTAA AGCCT CAAAG GCC-3' 836-858 b 

NON Negative control 5'-ACTCC TACGG GAGGC AGC-3' 

aHomologous position on E.coli 23S rRNA. 
bHomologous position on E.coli 16S rRNA. 

細胞固定

試料中の細菌は 第三章と同様の方法でパラホルムアルデヒドにより固定した.

蛍光 in situ ハイブリダイゼーション

FITCラベルしたプローブを用いた蛍光 in situ ハイブリダイゼーション (FITC­

FISH) は第三章と同様にして行った.

HNPP-FISHは第三章に述べた方法を改良して行った.ゼラチンコーテイング

(0.1 % gelatin , 0.01 % KCr(S04)2 )したスライドグラスに試料を 10-30μl 滴下し，

乾燥させた後， 50% , 80% , 100%エタノールに順に各 3 分間浸すことにより脱水を

行った.次に塩化リゾチーム溶液 (0.5mg/ml in 100mM Tris-HCI [pH8.2 j, 50mM 

EDTA) を 30μi 滴下して 4 0C で15分間処理した後，ろ過滅菌水で軽く洗浄し，再び

50% , 80% , 100%エタノールで、脱水を行った. proteinase K (0.1μg/ml in 10mM 

Tris-HCl [pH7.5 j, 1mM EDTA) を 30μl 滴下し室温で 3 分間処理後，ろ過滅菌水で

軽く洗浄し，再び50 ， 80 , 100%エタノールで脱水を行った.次に， digoxigenin で、

結果と考察

活性汚泥の細菌数計測や細菌群集構造解析にあたっては，まず微生物の凝集体

(フロック)を分散させる必要がある.そこで，超音波処理による分散条件の検討

を標準活性汚泥を用いて行った.

Fig. 16は合成下水で'10倍希釈した標準活性汚泥沈殿部について， 125W, 400kHz 

での超音波処理時間と細菌数の関係を表した結果である.超音波処理 1 分以下では

フロックが多く，全菌数 (TDC) ならびにエステラーゼ活性を持つ細菌数 (6CFDA

(+))を蛍光顕微鏡下で計測することは困難であった.超音波処理 3 分でフロックは

かなり消失し， 5 分以上で完全に消失した.またコロニー形成細菌数 (CFU)，全菌

数，エステラーゼ活性を持つ細菌数ともに超音波処理を 5 分以上に延長しても変化

しなかった.したがって 標準活性汚泥沈殿部については合成下水で'10倍希釈し，
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1012 

いる 35) . そこで南吹田下水処理場から採取した活性汚泥にEUB338 をプローブとし

てWagner らと同様にFITC-FISHを行ったところ，全菌数の70%以上の細菌が検出で

きた. しかしながら標準活性汚泥を FITC- FISHにより解析したところ， EUBプロー

ブを用いて検出できた細菌は全菌数の5%以下であり，標準活性汚泥の解析には

FITC-FISH法の応用が難しいことがわかった. したがって，活性汚泥の微生物群集

構造の解析にあたってはHNPP-FISH法を用いることとした.

125W. 400kHzで、 5 分間超音波処理することとした.また，下水処理場活性汚泥な

らびに標準活性汚泥上清部では希釈を行わずに125W ， 400kHzで 1 分間超音波処理

することによりフロックは完全に分散した. したがって，以降の実験にはこれらの

条件で分散させた活性汚泥を用いた.
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Table 7. Bacterial number in activated sludge from Minami-Suita wastewater 

町eatment plant. 

Sampling date 

20 Nov. 1996 

CFU 

3.3X10
8 

6CFDA(+) 

5.6 X 10
9 

TDC 

7.0X10
9 

29 Jan. 1997 5.5 X 108 1.3X109 2.3X109 

ハ
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Q
J
 

ハ
U1

i
 2 4 

Time (min) 

6 8 
unit, cells/ ml. 

Fig. 16. Bacterial number after sonication for dispersion of activated sludge. 

(0), total bacteri剖 numberdetermined by DAPI-stむning; (口)， number of 

esterase-active bacteria determined by 6CFDA-staining; (.), number of 

colony forming bacteria on R2A medium. 
Table 8. Bacterial number in standard activated sludge. 

下水処理場より採取した活性汚泥ならびに標準活性汚泥を寒天平板培地培養法，

蛍光活性染色法 HNPP-FISH法で解析した結果をそれぞれTable 7 , Table 8および

Fig. 17 , Fig. 18に示した.標準活性汚泥中にはUV励起下で黄色に光り， HNPP-

FISHにおいてEUBプローブとハイブリしないグラム陽性の双球菌 (Fig. 19) が高い

割合で存在したため これらを別に計数し，結果をHNPP-FISHの結果と合わせた.

なお， Wagner らは 5'-末端を蛍光染色剤でモノラベルしたプローブを用いたFISH法

を用いてドイツの都市下水処理場曝気層より採取した活性汚泥を解析し，全菌数の

78+10%を真正細菌に特異的なEUB338プローブにより検出できたことを報告して

Sampling date CFU 6CFDA(+) TDC 

Supernatant 3.1 X 107 l.8Xlcf 5.5 X 1 ポ
19 Oct. 1995 

Floc l.8 X 10
9 l.8 X 10

10 
3.0 X 10

10 

Supernatant 6.0X107 1.2Xld' 2.0X1d' 
19 Jul. 1996 

Floc 4.8 X 10
10 l.7 X 10

11 
3.0 X 10

11 

unit. cells/ml. 
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CFU CFU 

6CFDA(+) 

HNPPｭ
FISH 

6CFDA(+) 

E王NPP­
FISH 

。 。 100 20 40 60 80 20 40 60 80 100 

Percentage to total bacterial number 

回 FlayobCl;cterium-Cytophaga
・ Acinetobacter
国 Burkholderia-COmam01w.s-Authentic Alcaligenes 

回 Pseudomonas(rRNA 1) 
ロ Vibrio-Aeromonas
国 Not identified 

Fig. 17. The ratios of the number of colony forming and esterase-active bacteria to 

total bacterial number, and community structures in acti vated sludge 

samples obtained from Minami-Suita wastewater treatment plant. Samples 

were collected on 20 November, 1996 (a) 叩d 291anuary, 1997 (b). 

CFU, colony forming unit; 6CFDA(+), esterase-active bacteria. 
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Fig.19. Specific coccoid cells in standard activated sludge. 

(a), epifluorescence micrograph; (b), scanning electron micrograph. 

いずれの活性汚泥においてもエステラーゼ活性を示した細菌数は全菌数の60%か

ら 80%であり，コロニー形成菌数の2.4 ~20倍の値であった (Table 7 , 8 ; Fig. 17, 

18) .この結果より，活性汚泥中の細菌は活性を持ちながらも培養法では検出しに

くいことが確かめられた.したがって 蛍光活性染色法が活性汚泥中の活性を持つ

細菌の検出にも有効であるとともに，活性汚泥においても培養法での検出が難しい

細菌の多くが生理活性を保持していることが確かめられた.

またHNPP-FISH法を用いることにより 都市下水処理場の活性汚泥で、は細菌群集

構造の50%，標準活性汚泥では40%を解析できることがわかった (Fig. 17 , 18). 

下水処理場の活性汚泥中にはFlavobacterium ， Cytophaga に属する細菌が全菌数の

26 ---2 8% と高い割合を占めていた.標準活性汚泥の上清部で、はBurkholderia -

Comamonas-authentic Alcaligenes グループ(全菌数の19%) ならびにPseudomonas

rRNAI型の細菌(全菌数の11%) が，沈殿部ではFla vobacteri um - Cytophaga グループの

細菌(全菌数の 14%) ならぴ、にBurkholderia -Comamonas -Alcaligenes グループ(全菌数

の 12%) が高い割合を占めていることがわかった.双球菌は標準活性汚泥の上清部で

全菌数の51%，沈殿部で全菌数の27% と高い割合で存在した.

なお，いずれの活性汚泥中にも HNPP-FISH法では検出できない細菌が存在した.
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CFU CFU 

6CFDA(+) 

HNPPｭ
FISH 

6CFDA( 

HNPPｭ
FISH 園田勿1I~

。 60 
。 100 20 60 40 80 20 40 80 100 

Percentage to total bacterial number 

• Burkholderia-Comamonas-Authentic Alcaligenes 
ロ Pseudomonas(rRNA 1) 
回 Flavobacterium-Cytophaga

• Acinetobαcter 
ロ Vibrio-Aeromonas
囚 duplococci

Fig. 18. The ratios of the number of colony forming and esterase-actﾌve bacteria to 

total bacterial number, and community structures in standard activated 

sludge. The standard activated sludge was delivered on luly 19, 1996. 

(a), supematant; (b), floc of the sludge. 

CFU, colony forming unit ; 6CFDA( +), esterase-active bacteria. 
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この理由としては①菌体のrRNA含量がHNPP-FISH法の検出限界以下であ っ たこと

②細胞壁の透過性が低いためにHNPP - FISHの際にプロープや抗体が菌体内に入らな

かったこと，③用いたプローブが不適切で、あったこと，などが挙げられる. しかし

ながら下水処理場の活性汚泥において， FITC-FISH法ではEUBプローブを用いて全

菌数の70%以上を検出できたのに対し， HNPP-FISH法ではその値が50% と減少した

ことから，細菌細胞壁の透過性がHNPP-FISH法における検出効率を下げている可能

性が高い.今回用いたリゾチームと proteinase Kによる処理法で、はMoraxella属や

Staphylococcus属の細菌を検出できないことがわかっている.今後菌イ本の処理法を改

良することによって，さらに高い割合で活性汚泥の細菌群集構造を解析できるよう

になり，これまで難しかった活性汚泥の微生物学的側面からの管理が可能になるも

のと考えられた.

小括

蛍光活性染色法ならびにHNPP-FISH1去を用いて，都市下水処理場より採取した活

性汚泥ならびに化学物質の生分解試験であるMITI法で微生物源として用いられてい

る標準活性汚泥の細菌群集構造解析を行った.

6CFDA-DAPI二重染色法によって求めたエステラーゼ活性を持つ細菌数はいずれ

の活性汚泥においても全菌数の60%から 80%であり，全菌数に占めるコロニー形成

細菌数の割合を大きく越えていた.したがって，培養困難な活性汚泥の細菌の多く

が生理活性を保持していることがわかった.

またHNPP - FISH法を用いることにより，都市下水処理場の活性汚泥で、は細菌群集

構造の50%，標準活性汚泥で、は40%を解析で、きた.下水処理場の活性汚泥における

優占種はFlavobacterium ， Cytophaga に属する細菌であり，全菌数の26---28%であっ

た.標準活性汚泥の上清部で、はBurkholderia-Comamonas - authentic Alcaligenes グルー

プならび、にPseudomonas rRNAI型の細菌が，沈殿部ではFlavobacterium-Cytophaga グ

ループならび、にBurkholderia -Comamonas-Alcaligenes グループの細菌が高い割合を占

めていることがわかった.なお，標準活性汚泥では特徴的な形態と蛍光特性を持つ

双球菌が高い割合で存在したため，この双球菌の計数値と HNPP-FISH法の結果を合

わせることによ っ て，標準活性汚泥の細菌群集構造を高い割合で、解析で、 きた.
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総括

細菌をはじめとする微生物は人間にとって最も身近な生物であり 疾病の原因あ

るいは常在菌として我々の健康に また発酵や腐敗作用により我々の食生活に深く

関与している.同時に 自然環境中の細菌は生態系の恒常性の維持や物質循環に大

きな役割を果たしている.これまでの人類の歴史は微生物との共存ならびに戦いの

繰り返しであったと言っても過言ではない.

19世紀中頃以来百数十年にわたり 微生物学は人類にとって深刻な問題である

疾病の解決，また身近な問題である発酵や腐敗現象の解明を主な目的として発展し

てきた.そして，様々な抗生物質や殺菌消毒剤の発見・開発により，多くの感染症

は克服されたかに見えた. しかしながら，抗生物質耐性菌による院内感染症や新

興・再興感染症が現在，全世界の人々を脅かしている.のみならず，食生活や生活

様式の変化にともない，食品分野や住環境において微生物に起因する新たな問題が

台頭している.このような問題を未然に防ぎ，被害を最小限にくいとめるために

は，原因となる微生物の正確かつ迅速な検出とその環境中における動態の解明が欠

かせない.

また，湖沼や河川などの水資源、の汚染は生態系の持つ緩衝能力を越えた有機物

質，化学物質の放出が大きな原因であるため，水資源のこれ以上の汚染を防ぎ環境

を改善していくには 自然が持つ自浄能力のいしずえとなっている環境中の微生物

についての理解を深めていく必要がある.

しかしながら，環境中の細菌の多くはこれまでの細菌学で開発されてきた方法で

は培養が困難であり 培養に依存した方法のみではその十分な解析ができない.そ

のため微生物学分野では，培養することなく細菌の活性を評価するための新たな手

法，また自然環境中の特定の細菌を高感度に検出するための新しい手法の開発が切

望されている.

そこで 本研究では生理活性を持つ細胞を迅速かつ簡便にシングルセルレベルで

検出する手法として蛍光活性染色法を開発し その微生物学分野への応用を行っ

た.細菌の持つエステラーゼ活性を評価するにあたっては 生細胞内のエステラー

ゼによって蛍光物質6・carboxyfluorescein に加水分解される 6CFDAを用いた.また呼
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吸能を持つ細菌を検出するために，細胞の電子伝達系において蛍光物質CTC-

formazanに還元される CTCを用いた.その結果 1 時間以内に試料中の生理活性を

持つ細菌を特異的に検出・計数できるようになり，従来の培養法では数日要してい

た生菌の検出をはるかに短時間で行うことが可能になった.さらに蛍光活性染色法

を用いて河川水中の細菌の活性を評価した結果 従来の寒天平板培地培養法では試

料水中の生理活性を持つ細菌数を過小評価していたこと，および河川水中の細菌の

多くが酵素活性や呼吸能を保持していることがわかった. したがって，一般的な手

法では培養が困難である自然環境中の細菌が その活性をもとに生態系の恒常性の

維持や物質循環に深く関与している可能性が示された.

次に，細菌の生理活性をより迅速に評価するために，蛍光活性染色法のフローサ

イトメトリーへの応用を行った.その結果 1 分間に 10.000個以上の細菌の解析が

可能となり，より短時間で多くの細菌の活性を評価できるようになった. したがっ

て，試料中の生菌の検出にあたり，多検体をより迅速に処理することが可能になっ

た.さらに，本方法を用いて環境の異なる地点から採取した河川水中の細菌を解析

したところ，全菌数に占めるエステラーゼ活性を持つ細菌の割合と試料採取地点の

有機物濃度に相関性が見られ，この割合が河川の有機物汚染度の生物学的指標とし

て利用できる可能性が示された.

また，新たな蛍光基質である HNPPならびにFast Red TRに着目し，特定細菌のよ

り高感度な検出法として HNPP-Fast Red TR in situ ハイブリダイゼーション

(HNPP-FISH) 法を開発した.その結果，従来のFISH法に比べて 8 倍以上蛍光強度を

上げることができるようになり 自然環境中の微小な細菌 rRNA含量の低い細菌を

その遺伝情報をもとに特異的に検出できるようになった.

さらに，今回の研究において検討した蛍光染色法を，汚水や排水の処理，また化

学物質の生分解試験において微生物源として用いられている活性汚泥の微生物学的

評価に応用した.すなわち 蛍光活性染色法を用いて活性汚泥中の細菌の活性を評

価するとともに， HNPP-FISH法を用いて活性汚泥の細菌群集構造の解析を行った.

その結果，培養困難な活性汚泥の細菌の多くが生理活性を保持していることがわ

かった.またHNPP-FISH法を用いることによって，都市下水処理場の活性汚泥では

細菌群集構造の50%，標準活性汚泥では40%を解析することができた.今後手法を
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改良することによって さらに高い割合で活性汚泥の細菌群集構造を解析できるよ

うになり，これまで難しかった活性汚泥の微生物学的側面からの管理が可能になる

ものと考えられた.

今回の研究で検討を行った蛍光活性染色法は迅速・簡便に生菌を検出することが

できる.またHNPP-FISH法は，従来の方法よりもさらに高感度な特定細菌の検出が

可能である.したがって これまでの微生物学的手法では対処が難しかった医療や

食品分野，住環境における微生物に起因する問題の解決に大きく寄与するものと期

待される.
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結論

1 .蛍光染色剤6CFDAならびにCTC を用いて 生理活性を持つ細菌をシングルセル

レベルで検出するための蛍光活性染色法を開発した.その結果 6CFDA-DAPI 

二重染色法およびCTC-DAPI二重染色法を用いることにより それぞれエステ

ラーゼ活性または呼吸能を持つ細菌を 1 時間以内に特異的に検出・計数できる

ようになった.

2. フローサイトメトリーによる細菌の活性解析系を作成した.その結果， 10 ,000 

個以上の細菌の活性を 1 分間で評価できるようになった.すなわち，より短時

間で多くの細菌の活性を評価することを可能にした.

3. 蛍光活性染色法を用いて河川水中の細菌を解析したところ その多くが酵素活

性や呼吸能を持っていることがわかり 従来の寒天平板培地培養法で、は試料水

中の生理活性を持つ細菌数を過小評価していたことがわかった.

4. HNPP-FISH法を用いることにより 現在広く用いられている FITC-FISH法より

も最大 8 倍以上蛍光強度を上げることができた. したがって環境中の微小な

細菌，またrRNA含量の低い細菌の検出への道が拓けた.

5. 蛍光活性染色法を用いて活性汚泥の解析を行った結果 培養困難な活性汚泥の

細菌の多くが高い生理活性を保持していることがわかった.またHNPP-FISH法

を用いることによって，都市下水処理場の活性汚泥で、は細菌群集構造の50% ，

標準活性汚泥では40%を解析することができた.

6. 蛍光活性染色法は操作が迅速かっ簡便で、あるため 自然環境中の細菌の活性1評

価のみならず，飲用水や食品の衛生微生物学的管理 医療機関や住環境中の

生菌の検出に有効であると考えられた.
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