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                         Abbreviations 

A.T. ambient temperature 

CFU colony forming units 

 Cy3-FISH fluorescent in situ hybridization with mono-Cy3 labelled 

                  oligonucleotide probe 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

DVC direct viable counting 

DVC-FISH combination of fluorescent in situ hybridization 

                 with direct viable count approach 

EC electric conductivity 

FISH fluorescent in situ hybridization 

FITC fluorescein isothiocyanate 

FITC-FISH fluorescent in situ hybridization with mono-FITC labelled 

                  oligonucleotide probe 

HNPP 2-hydroxy-3-naphthoic acid-2'-phenylanilide phosphate 

HNPP-FISH HNPP and Fast Red TR in situ hybridization 

SYBR-II SYBR green II 

TDC total direct count 

TOC total organic carbon 

W.T. water temperature



緒 論

微生物 は生物 圏 に広 く生息 し,多 種多様 な物 質の分解,循 環 を通 して,生 態系 を支 えて

いる.例 えば動植物 に由来す る有 機物 を無機化 し,栄 養塩 の再利用 を促 進 している.ま た

農薬や合成洗剤 な ど環境 中 に放 出 され た様 々な化学物質 を分解 し,環 境 浄化 に大 き く貢献

してい る.つ ま り微 生物 の これ らの働 きが なけれ ば,物 質 は循環せず,生 態系 の恒常性 は

維持 で きない とい える.こ のため微生物 による化 学物質の分解性 を予測 する ことは,環 境

負荷 の軽減 に重 要 な意味 を持 ち,日 本 をは じめ多 くの先 進国では,化 学物質 の製造 にあた

り生分解試験が課せ られてい る13).ま た微生物 は分解者 と して環境 中で機能 している一方,

上 位 の生 物 に栄 養 源 として利 用 され,生 産者 と しての役 割 も担 って い る.こ の概 念 は

microbialloopと して1980年 代 か ら認識 され るようにな り4),生 物圏 における炭素 の流 れ

を説明す る上で必須 の もの となっている.

この よ うに環境 中の微生物 はその存 在 の重要性 が認識 されてい るに もかかわ らず,群 集

の基本的情報,す なわち群集構造 やそれ を構 成す る個体 の生理活性 に関する情報です ら,

い まだ十分 には理解 されてい ない.こ の大 きな理 由 と して,現 在一般 的 に用 い られてい る

培養法では,環 境 中の ご く一部 の細菌 しか検 出で きないこ とが挙 げ られる.つ ま り培 養法

によ り得 られ る細 菌数 は,直 接計 数法 に よる値 に比べ通常10倍 か ら1000倍 低 く5-11),

培 養 を基本 とす る手法 のみ では,環 境 中の微 生物 群集 に関す る情報が制 限 される.こ の よ

うに培養 の難 しい細 菌 であ って も,そ の多 くは生理活性 を有 している ことが明 らか とな っ

ている12'14).ま たこれ らの細菌 の一部 は感染 能力 や毒素 産生能力 を持 つ ことが報告 されて

お り15・16),培養困難 な細菌 の重要性 が認識 されて きている.し たがって環境 中に生息 する

細菌 の群集構造 を解析 しその生理活性 を評価 す るため には,培 養操作 に依存 しない検 出法

が必要 となる.

環境 中に生息 する細 菌 を培養す る ことな く属種 レベルで明 らかにす る方法 として,蛍 光

insituハ イブ リダイゼー シ ョン(FISH)法 が1990年 以降環境微生物学 に応用 されつ つあ

る17-19).FISH法 は蛍光 プローブを用 いて菌体 内のrRNAに 対 してハ イブ リダイゼーシ ョ

ンを行 い,特 定 の細 胞 を検 出す る方法 で ある.rRNAは,界(kingdom) ,科(family),属

(genus),種(species)等 の レベ ルで共通 な塩基配列 をその中 に含 んでい る19).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,属 や種 に関す る遺伝情報 を も

とに した特 定 細 菌 の検 出が可 能 とな る.し か しなが ら,FISH法 の検 出感度 は菌体 内 の
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rRNA含 量 に依存す る ことか ら17,19),貧栄養 な環境 に生息 す るrRNA含 量が低 い細 菌 に対

しては,そ の応用が制限 され る場合が多い.そ こで本研 究 では検 出感 度の向上 を 目的 とし

て,蛍 光色 素HNPP(2-hydroxy-3-naphthoicacid-2'phenylanilidephosphate)お よびFastRed

TRを 用 いたFISH法(HNPP-FISH法)に 着 目 した20).本 法 は プロー ブに標識 した酵素の

反応 に よ り,蛍 光強 度 を増 幅 させ る手 法 で あ る.本 研 究 で は,ま ず 標 準 株 を用 い て

HNPP-FISH法 の検 出条件 の最適化 を試み,本 法 を河川水 中の細菌群集構 造解析 に応用 しそ

の有効性 につ いて検討 した.河 川 は湖沼,地 下水 な どと同様,淡 水資 源 として人間 の生活

に不可欠 な ものであ り,同 時 に親水空 間 として我 々の生活 に深 く関わ ってい る.

FISH法 の検 出感度 は細菌 のrRNA含 量 に依存 す ることか ら,細 菌 の生理活性 を知 る指

標 の一つ となる17,19).一方,飢 餓状態 に入 った細菌 ではrRNAの 半減期 は数 日であ る こと

が報告 されてお り21),FISH法 は厳 密 には細 菌 の生死 を評価 で きる手法 ではない.環 境 中

では生 きてい る細菌,高 い生理 活性 を持つ細菌 は物 質循環 にお ける寄与 が大 きい と推察 さ

れ る.そ こでDVC(directviablecounting)法 を行 った試料 に対 してFISHを 行 い(DVC-

FISH法)9,22),生 きてい る細 菌 を対 象 とした群 集構造解析 を試 みた.DVC法 は試料 に培地

成分 とDNAgyraseを 阻害 す る抗菌剤 を加 えて一定時 間イ ンキュベー トす る手法 であ り,

増殖能 を有す る細菌 は抗 菌剤 に よ り細胞分裂 が 阻害 され るため伸長 ・肥 大す る6).こ の時

タンパ ク合 成が行 われ,細 胞 内のrRNA含 量 が増加 する.こ の ような試料 に対 しFISHを

行 うことによ り,細 菌の属種 とタンパ ク合成能 を同時に検 出す ることが可能 とな る.

本研究 で は,DVC-FISH法 を東南 アジアの河 川 に生息 す る細 菌の群集構造解 析 とその生

理活性評価 に応用 した.東 南 アジア諸国で は,急 速 に都市化,工 業化 が進 み,生 活排水,

工業廃水,さ らには多量 の農薬 の使用 に よる水 質汚濁が深刻化 してい る23-26)。環境 中 に放

出 され た汚染物 質 は微 生物 による分解 を受 け るため,生 態系 に対 す る汚染物 質の影響 を評

価す るにあた っては,微 生物 学的 な検討 が求め られ てい る.し か しなが ら環境微 生物 学は

主 に冷温帯 に位置 す る欧米諸 国 を中心 に発展 して きたため,東 南 アジ アな どの熱帯 に生 息

す る細 菌 に関す る知見 は,未 だ限 られている.そ こで本研 究 ではマ レーシアの首都 クア ラ

ルンプー ルを流 れるKelang川,タ イの首都バ ンコクを流 れるChaoPhraya川,さ らに大

阪市周辺 の河 川 を対象 として都市河川 に生息 す る細 菌の現存量,生 理 活性,群 集構 造 を調

査 し,河 川環境 の微 生物学的評価 を試みた.
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本論

第一章HNPP-FISH法 を用いた細菌群集構造解析法の最適化

特 定 の 種,属 な どの細 菌 を特 異 的 に シ ング ルセ ル レベ ル で検 出す る方法 と して,FISH法

が1990年 以 降環 境 微 生 物 学 に応 用 され つ つ あ る17-19).FISH法 は細 菌 のrRNAの 塩基 配

列 を ター ゲ ッ トと した プ ロー ブ を作 成 し,そ の末 端 をfluoresceinisothiocyanate(FITC)な ど

の蛍 光 色 素 で モ ノラ ベ ル して検 出 を行 う とい う方 法 が 一般 的 で あ る.こ の よ うな シ ング ル

セ ル レベ ル で の検 出法 で は,同 時 に細 菌 の生 理活 性 の情 報 を得 る こ とが可 能 で あ り,将 来

的 に は多 重 染 色 法 を用 い て細 菌 の持 つ 複 数 の遺 伝 子情 報,例 えば属 種 と機 能等 を 同時 に知

る こ とが で きる.

FISH法 はそ の有 用 性 が認 識 され て い る もの の,検 出感 度 は菌 体 内 のrRNA含 量 に依 存

す る こ とか ら17・19),貧栄 養 な環境 に生 息 す るrRNA含 量 が低 い細 菌 に対 して は,そ の応 用

が 制 限 され る場 合 が多 い.そ こで本 研 究 で は,蛍 光基 質 と してHNPPお よびFastRedTR

を用 い たHNPP-FISH法 を用 い20),蛍 光 シ グナ ルの増 強 を試 み た.HNPP-FISH法 で は ま

ず ジ ゴ キ シゲ ニ ンで5'一 末 端 を標 識 した プ ロ ー ブ を用 い てinsituハ イブ リ ダイ ゼ ー シ ョン

を行 う(Fig.1).次 に ア ル カ リ フ ォス フ ァタ ーゼ を結 合 させ た抗 ギ 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FastRedTRを 添 加 す る こ とに よ っ て蛍光 物 質HNP/TRが 生成 さ

れ る.こ の 反 応 で は ア ル カ リ フ ォス フ ァタ 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

Fig.1.PrincipleofHNPP-FISH.

増 強 す る こ とが で き る.HNPP-FISH

法 で は,FITCで モ ノ ラベ ル した プ ロ

ー ブ を用 い たFITC-FISH法 に比 べ 約

8倍 強 い蛍 光 が 得 られ る こ とが示 され

て い る20).

本 章 で は ま ず 水 環 境 に 多 く生 息 す

る と報 告 さ れ て い る細 菌 群 を標 的 と

した プ ロ ー ブ を用 い てHNPP-FISH

法 の最 適 化 を行 った.そ して本 法 を河
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川水中の細菌群集構造解析に応用 し,そ の有効性 を検討 した.

材 料 お よ び 方 法

細 菌 株 と培 養

E5c乃 θ7'6伽co1∫ はLB培 地(1%polypeptone,05%yeastextract,05%NaCI)を 用 い て

37℃ で 振 盪 培 養 した.他 の 菌 株 はLB培 地(た だ し,1吻v凾 αo∫θ吻 〃z属 は0%NaCl,Vibrio

属 は3%NaCl,他 の 菌 株 は0.5%NaCI)を 用 い て30℃ で 振 盪 培 養 し た.

採水地点

1996年,箕 面川上流 の高山,大 阪市 内 を

流 れる寝屋 川の北橋 にて表層水 を採 取 した

(Fig.2).高 山は箕面 治水 ダムの上 流 に位 置

し,山 林地帯 にあ る.川 幅は狭 く,両 岸 は

草 や木が生 い茂 って い る.寝 屋 川 の北橋 は

大阪 ビジネスパ ー ク内 に位置す る.上 流 に

は小規模 な工場 が多 く集 まった地域 が あ り,

住宅密集地域 の一部 では家庭排 水 が流 れ込

んでいる.

細菌数ならびに全有機炭素値の測定

コ ロニ ー 形 成 数(CFU)の 測 定 に あ た っ

て は,R2A培 地27)に 試料 水 を塗 布 し,25℃

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.

Fig.2.SamplingstationsinnorthernOsaka.

全 菌 数(TDC)の 測 定 に はDAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)を 用 い た.試 料 水 に

DAPIを 終濃 度1μgmr1と な る よ う に添 加 し,5分 間 染 色 した後,濾 過 に よ っ て試 料 中

の細 菌 をNucleporeblackfilter(CostarScientific;孔 系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(OlympusBH2)で

観 察 ・計 数 した.な おDAPI由 来 の 蛍 光 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.
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全 有 機 炭 素 値 は,TOC-500(島 津)に よ り測 定 した.

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ

本 研 究 で 用 い た プ ロ ー ブ の 配 列 をTable1に 示 し た.こ れ ら は 水 環 境 に多 く生 息 す る と

報 告 さ れ て い る 細 菌 群 を 標 的 と し て 作 成 し た も の で あ り,そ れ ぞ れFC:π αvoわαc'θ勘 〃2-

('ytophagaの ク ラ ス タ ー,BCA:BurkhoZdeYia-Comamonas-authenticAlcaligenesグ ル ー プ,

VA:陽7'o認 ¢m〃aonasグ ル ー プ,Ac:AcinetobactoN属,P(1):Pseudonzonas(rRNAgroupI)が

検 出 対 象 で あ る28・29).ま た真 正 細-菌 を標 的 と し た プ ロ ー ブEUB33818)お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ

ン トロ ー ル と な る プ ロ ー ブNON30)を 用 い た.各 プ ロ ー ブ の5'一 末 端 は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で

標 識 し た.16SrRNAの 塩 基 配 列 に 基 づ く系 統 樹 をFig.3に 示 した.プ ロ ー ブBCAの グ

ル ー プ はProteobacteriaのbetaグ ル ー プ,プ ロ ー ブAc,VA,P(1)の グ ル ー プ は

Pアo'θoわoo'師 α のgammaグ ル ー プ に 属 す る.各 プ ロ ー ブ の 特 異 性 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ンの 条 件 は,30種 の 標 準 株 を 用 い,HNPP-FISH法 に よ り検 討 した.

Table1.Oligonucleotideprobes.

ProbeSpecificitySequence(5'-3')Tartgetposition°Reference

FCFIavobacterium-CytophagaAGGTACCCCCAGCTTCCATGGCT165,1408-143028,29

BCABurkholderia-ComamonasGTGTGCCGGTTCTCTTTCGAGCAC16S,1022-104428,29

AuthenticAlcaligenes

AcAcinetobacterGCGCCACTAAAGCCTCAAAGGCC165,836-85828,29

VAVibrioAeromonasACGACGCACTTTTTGGGATTCGCT16S,1265-129728,29

CACTATCGCAAG

P(1)Pseudomonas(rRNAI)ATTTCAGCCTACCACCTTAA23S,1467-148628,29

EUB338domainBacteriaGCTGCCTCCCGTAGGAGT16S,338-35518

NONNegativecontrolACTCCTACGGGAGGCAGC165,338-35530

E.colirRNAnumbering.
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Flavobacteriumjohnsoniae

Capnoの ぜρρ加9α9'ngivalis

Chryseobacteriummeningosepticum

Sphingobacteriumthalpophilum

Chlorobiun:vibrioforme

Spirochaetastenostrepta

HelicobacterDesulfovibrio
pyloridesulfurica

E

R

Sulfolobussolfataricus

a
10%

Fig.3.Evolutionarydistancetreebasedon16SrRNAsequences.

divergence.°23Sr]ZNA-targetedoligonucleotideprobe.

Thebarcorrespondsto10%estimatedsequence

HNPP-FISH

各 試 料 に冷paraformaldehyde溶 液(12%inPBS[pH7.5])を 加 え(終 濃 度3%),4℃ で8

-16時 間固 定 した .次 に,ガ ラス フ ァンネ ル に フ ィル ター をセ ッ トした 濾 過 装 置 に試 料 水

を入 れ,細 菌 を フ ィル ター上 に トラ ップ した.濾 過 滅 菌水 で洗 浄 した 後,こ の フ ィ ル タ ー

を容 量50mlのCentrifugetube(Coming)に 入 れ,濾 過 滅 菌 水 を加 え て ピペ ッテ ィ ン グ に

よ り細 菌 を再 懸 濁 した.

ゼ ラチ ン コー テ イ ン グ(0.1%gelatin,0.01%KCr(SO4)2)し た ス ライ ドガ ラス 上 に再 懸 濁

した試 料 を20μ1滴 下 し,乾 燥 させ た後,50%,80%,100%エ タ ノー ル にそ れ ぞ れ3分

間浸 す こ と に よ り脱 水 を行 っ た.次 にlysozyme溶 液(0.5mgmrlinlOOmMTris-HC1

[pH8.2],50mMEDTA)を30μ1滴 下 し4℃ で15分 間処 理 した後,濾 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.proteinaseK溶 液(0.1μgmr弖

in10mMTris-HCl[pH8.2],1mMEDTA)を30μ1滴 下 し室 温 で3分 間 処 理 した後,濾

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 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(0.9MNaCl,5mMEDTA,0.1%SDS,20mMTrisHCI[pH7.5],30

～45%fb㎜ ㎜ide)を20μ1滴 下 し,37℃ で1時 間 イ ンキ ュベ ー トした.反 応 後,37℃,
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室 温,4℃ の 濾過 滅 菌水 で軽 く洗 浄 し,ブ ロ ッキ ング液(30mgml-1BSAinPBS)を30μ1

滴 下 し,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15μ1除 い

た後,ア ル カ リフ オス フ ァ ター ゼ結 合Antidigoxige血Fab丘agments(Boehringer)を ブ ロ ッ

キ ング液 で60倍 希釈 しTween20を1%と な る よ うに加 えた液 を15μ1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(100mMTris-HC1[pH7.5],150mM

NaCl,0.05%Tween20),バ ッ フ ァー2(100mMTris-HCI[pH8.0],100mMNaCI,10mM

MgCl2)で そ れ ぞ れ室 温 で10分 間,2回 洗 浄 後,HNPPIFastRedTR(AisinCosmos)反 応 液

(100μgmrlHNPP,250μgmrlFastRedTRinバ ッフ ァー2)を30μ1滴 下 し,室 温 で

30分 間反 応 させ た.こ のHNPPIFastRedTR反 応 を2回 繰 り返 した後,濾 過 滅 菌水 で5

分 間洗 浄 した.DAPIに よ る カ ウ ン タ ー染 色(終 濃 度2μgmr1)を 行 い,MacIlavaineバ

ッ フ ァー(53.2mMcitricacid,93.6mMNa2HPO4[pH4.5])10μ1で 封 入 し,蛍 光 顕 微 鏡

(01ympusBH2)で 観 察 ・計 数 し た.HNP/TR由 来 の 蛍 光 の 観 察 に は 励 起 ブ イ 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由

来 の蛍 光 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 ブ イル タ

ーL420を 用 い た
.

結 果 お よ び考 察

検 出 条件 の最 適 化 一

FISH法 に よ り特 異 的 な検 出 を 行 う に は,ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン温 度,塩 濃 度,

鉛㎜ ㎜ide濃 度 の最 適化 が必 要 とな る.本 研 究 で は塩 濃 度 を0.9M,ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ

ョン温 度 を37℃ に 固定 し,ホ ル ム ア ミ ド濃 度 を変 化 させ た.

Flavobacteriumbreve(E〃2ρ θ4励αo'θ酌7θv勧 とAeromonashydrophilaを 試 料 と して,プ ロ

ー ブFcを 用 い たHNPP -FIsHを 行 い ,DAPIで 染 色 後,蛍 光顕 微 鏡 像 を比 較 した(Fig.4).

Fig.4a,bの 写 真 は同 一視 野 を撮 影 した もの で あ り,UV励 起 光 下 で はDAPIに よ り核 酸

染 色 され た全 て の細 菌 が 蛍 光 を発 した.一 方,同 一 視 野 を青 色励 起 光 下 で観 察 した場 合 プ

ロー ブが 標 的 とす る細 菌,す な わ ち プ ロー ブFCと ハ イ ブ リ ダイズ しHNP/TR由 来 の 赤

色 蛍 光 を発 す るEfnpedobacteYbNevisの み を検 出す る こ とが で きた.な お赤 色 蛍光 が 強 い場

合 に はUV励 起 光 下 で も青 色 と赤 色 の 混 在 した シ グナ ル と して観 察 す る こ とが で きた.こ

の よ うにHNPP-FISH法 を用 い る こ と に よ り特 定 細 菌 のみ を高感 度 に検 出 す る こ とが可 能

とな る.ホ ル ム ア ミ ド濃 度 を0%か ら55%ま で5%ご とに濃 度 を変 化 させ,蛍 光 顕 微 鏡
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像 を見 なが ら標 的 とす るFlavobacteriumわ1・ εvθの み を検 出 す るハ イブ リダ イゼ ー シ ョンの

条 件 を検 討 した とこ ろ,至 適 条件 はホ ル ム ア ミ ド濃 度30%,ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン温 度

37℃,ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン時 間1時 間 とな っ た.

a b

Fig.4.SpecificidentificationoftargetbacterialcellswithHNPP/FastRedTRwhole-cellhybridization.F .breve(E.

わ1・evis)and/望.勿 ノdrophilawerehybridizedwithF1αvoわoo'ε 〃um,(う 丿topノ?αgαspeciflcprobe.Thesalnemicroscopic

fieldsareshownwithUVexcitation(a)andBlueexcitation(b).

5種 の プ ロー ブ(FC,BCA,Ac,VA,P(1))に お け るハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョンの 至 適 条

件 を,30種 の標 準 株 を用 い て検 討 した(Table2).HNPP-FISHを 行 っ た の ち蛍 光 が 見 られ

た もの は+,見 られ なか った もの は 一で表 した.そ れ ぞ れ標 的 とす る細 菌 に の み蛍 光 が 見

られ る よ うに検 出条 件 を最 適 化 す る こ とが で きた こ とか ら,HNPP-FISH法 を用 い る こ とに

よ り,多 種 多 様 な細 菌 が 混在 す る試 料 か ら特 定 の細 菌 の み を高感 度 に検 出可 能 で あ る と考

え られ た.

河川 に生息す る細菌 に対す る有効性

河川水 試料 を用 いて本法の有効性 を検討 す るに先 立 ち,採 水地 点の河川水 の特性 を比較

した.両 地点の気温,水 温,pH,EC,TOC値 お よび細 菌数 をTable3に 示 した.こ れ ら

の結果 よ り,高 山に比べ北橋 は有機物 による汚染が進 んでい ることを確認 した.
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Table2.Speci丘cityof血edesignedoligonucleotideprobesdeterminedbyinsituh)あridiz跏n.

Strain
Presenceofsignal(no.ofmismatches)forprobe°

FC[23] BPA【24亅 Ac[23] VA[36] P(1)[20]

α め 爬oう αc'θア跏〃2〃en'ngoseplicumATCCI3253

EmpedobacterbrevisGIFU3159

Flavobacter'跏2/ohnsoniaeATCC17061

SphingobacteriumthalpophilumATCC43320

.41砌ligenes .faecalisATCC19018

AlcaligenesxylosoxidansATCC27061

BurkholderiacepaciaATCC25416

ComamonasacidovoransIAM12409

ComamonastestosteroneIAM12419

AcinetobacterbaumanniiATCC19606

AcinetobactercalcoaceticusATCC23055

AcinetobacterhaemolyticusATCC17906

、40'vetoろacterjohnso励ATCC17909

AcinetobacterjuniiATCC17908

AcinetobacterIwoATCC15309

AeromonascaviaeJCM1060

AeromonashydrophilaATCC7966

Vibriocampbe伽ATCC25920

VibrioparahaemolyticurATCC17802

VibriovulnifrcusATCC27562

PseudomonasmendocinaATCC25411

Pseudomonas ,fluorescensRIMD1615005

PseudomonasputidaATCC12633

RalstoniaeutrophusIAM12305

EscherichiacoliK-12W3110

Moraxe[labovislAM12313

ルfo燃ella1と τα♂ηα砂IAMI2150

MoraxellanonliquefacienslAM12314

BreviundimonasdiminutaGIFU657

StenotrophomonasmaltophiliaKM1168

十

十

十

十

(1)
(ND)

(2)
(2)

(ND)
(ND)
(9)

(ND)
(ND)
(9)

(9)
19)
(9)
(9)

(9)
(10)
(9)
(10)

(10)
(10)
(9)

(ND)
(9)
(ND)
(12)

(ND)
(ND)
(ND)

(ND)
(ND)

(12)

(ND)
(7)
(13)

+(ND)
+(ND)

+(1)
+(ND)
+(ND)

(10)

(10)
(10)
(10)

(10)
(10)
(11)
(13)

(9)
(g)
(g)
(13)

(ND)
(10)
(ND)

(11)
(ND)
(ND)

(ND)
(ND)
(ND)

(10)

(ND)
(12)
(11)

(ND)
(ND)
(g)

(ND)
(ND)

+(0)
+(0)
+(0)

+(0)
+(0)
+(0)

(12)

(11)
(10)
(9)
(10)

(7)
(ND)
(6)

(ND)
(11)
(ND)

(ND)
(ND)
(ND)
(ND)

十

十

十

十

十

(19)

(ND)

(12)

(15)

(ND)

(ND)

(13)

(ND)

(ND)

(14)

(10)

(io)

(10)

(14)

(11)

(2)

(2)

(1)

(3)

(3)

(14)

(ND)

(15)

(ND)

(g)

(ND)

(ND)

(ND)

e叮D)

(ND)

(ND)
(ND)

(ND)
(ND)
(9)

(ND)
(10)
(ND)

(ND)
(ND)
(9)

(ND)
(ND)
(ND)
(ND)

(ND)
(io)
(ND)

(ND)
(ND)

+(ND)

+(ND)
+(ND)

(ND)
(6)

(ND)
(ND)
(ND)
(ND)

(ND)

formamideconcentration 30% 40% 40% 45% 45%

aP
robelengthsareshowninsquarebrackets.ND,nodata:sequencedataarenotavailableinGenBank .

Table3.Physico-chemicalcharacteristicsofriverwatersamples.

Property M s士SDrall1 ement

Takayama Kitahashi

Ambienttemperature(°C)

Watertempera加re(℃)

pH
-1

Electricalconductivity(ｵScm)
層l

Totalorganiccarbon(mgliter)
-i _a

TDC(cellsml)
-1わ

CFU(cellsml)

8.317.9

8.0圭5.6

7.9土0.4

120f40

2.0士L3
53

.0圭1.7x10
41

.3tO.8x10

14f9.9

16f7.8

7.2fO.4

470f250

lOt7.9
69

.9f7.7x10
62

.Sf2.6x10

Q

TDC,totaldirectcountsdeterminedbyDAPIstaining.

ゐCFU

,colonyformingunitsonR2Amedium.

次 に真正細 菌 に共通 なプローブEuB338を 用 いてFlsH法 の検 出効率 を検討 した.Fig.5

はHNPP-FISH法 で検 出 した河川水 中の細菌 の蛍 光顕微鏡写真 であ る.左 右 の写真 は同一
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a h

C d

Fig.5.TypicalmicrographsofbacterialceHsdetectedbyHNPP-FISH:cellshybridizedwithEUB338im'{verwate!'

samplecollectedatKitahashi(a,b)andTakayama(c,d).ThesamemicroscopicfieldsareshownwithUVexcitation(a,

c)andBlueexcitation(b,d).

視 野 を撮 影 した もの で あ る.a,bは 北 橋 の 試 料,c,dは 高 【.1.1の試 料 で あ る.UV励 起 ・光

.下(
a,c)で は全 て の細 菌 がDAPI由 来 の 青 色 の 蛍 光 を発 して い るの に対 し,青 色 励 起.下

10



(b,d)で はHNPP-FISH法 によ り検 出 した細菌 のみが赤色 の蛍光 を発 している.本 研 究

では各励起光下 で細菌を計 数 し,プ ローブ とハ イブ リダイズ した細菌 の全細 菌 に対す る割

合 を求めた.

Fig.6は 寒天平板培養法,FITC-FISH法,HNPP-FlsH法 によ り検 出可能 な細菌 の全細菌

に対す る割合 を比 較 した結果 である.試 料 と して汚染の進んだ地点 であ る北橋 の河川水 を

用 い,FITC-FISH法,HNPP-FISH法 では真正細菌 に共通 なプローブEUB338を 用 いた.

寒 天平板培養法 に より検 出で きた細菌 は全細菌 の約5%,従 来法で あるFITC-FISH法 によ

り検 出で きた細 菌 は約15%で あった.こ れ に対 しHNPP-FISH法 では約70%の 細菌 を

検 出するこ とがで き,HNPP-FISH法 は従来法 に比べ はるか に有効 な手法であ ることがわか

った.

また季節変化(1月,4月,10月)に つい て検討 を行 った ところ,プ ローブEUB338に

よ り検 出で きた細 菌の割合 は,汚 染 の進 んだ地 点 である北橋 で は55-70%,汚 染 の進 んで

い ない地点であ る高山では40-45%と な り地 点 に よる差が見 られ た(Fig .7).こ れ は貧栄

養 な地点 ほ ど生息す る細 菌 のrRNA含 量が低 い こ とに起 因す る と考 え られた.例 えば,

Kirchmanら は放射性同位元素 で標識 した栄養基 質 を用いて,汚 染物 質の量が多い地点 ほ ど

細 菌 による基 質の取 り込 み量が多い こ と,つ ま りタンパ ク合 成が活発 であ ることを報告 し

てい る31).ま たYamaguchiら は汚染 の進 んだ地点 では生理活性 を持 つ細'菌の全細菌 に対

す る割合が高 い ことを報告 している14).本 研 究 の結果 か ら有機物汚染が進 んだ地点 では,

タンパ ク合成 を行 う細菌が多 く,rRNA含 量が 高い こ とが推 察 され た.

グループ特異的 な5種 のプ ローブを用 い て細菌群集構造 を解析 した結果 では(Fig.7),

北橋 では約50%,高 山で は25-40%の 細 菌が いずれ かのプローブ とハ イブリダイズ し,

プ ローブEUB338で 検出 で きる細菌 の大部分 を同定す る ことがで きた.ま た両地点 ともに

プローブFC,BCAと ハ イ ブリダイズす る細 菌が多 く検出 され,季 節 による細菌群集構造

の大 きな変化 は見 られなか った.培 養法 を用 い た細菌群集構造 の調査 では,多 くの河川 や

湖沼 におい てFlavobacteriunz属 の細菌 が優 占種 と して存 在 してい ることが報告 されて い

る32-36).本 研究 において もFlavobacterium-Cytophagaク ラス ターの細菌が多 く検 出 され,

これ らの細菌 群が 淡水環境 に広 く分布 してい るこ とが推察 され た.今 後優 占種 の遺伝 学

的 ・生理学的性質 を検討す るこ とによ り,環 境 中にお ける役割 や生態学的意義 を理解 で き

る もの と期待 され る.

なお,い ずれ の試料 にお いて もHNPP-FISH法 では検 出で きない細菌が存在 した.こ の
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Plate counting

FITC-FISH
a

             a 

HNPP-FISH

           0  20 40 60 80 100 

                               Detectable bacteria (% of total count) 

Fig. 6. Bacterial fraction detectable by three methods in river water sample collected at Kitahashi. 
 ° Cells hybridized with EUB338 probe.

Takayama 

        Jan.

Apr.

Oct.

Kitahashi 

       Jan.

Apr.

Oct.

0 20 40 60 
Bacteria detectable by rRNA probes (%

80 100 
of total count)

 ^ FC : Flavobacterium -Cytophaga 

  BCA :Burkholderia 
        -Comamonas 
       -Authentic  Alcaligenes 

 ^ Ac : Acinetobacter

0 

0 

CI

 VA  : Vibrio -Aeromonas 

P(I) : Pseudomonas (rRNA  I) 

Not identified

Fig. 7. Comparison of bacterial community structure in river water samples collected at Takayama and Kitahashi. 
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主 な理 由 と して,(1)細 胞壁 の透過性 が低 いため にHNPP-FISH法 の際 にプローブや抗体が

菌体内 に入 らなか った こと,(II)菌 体 内のrRNA含 量 がHNPP-FISH法 の検 出限界以下で

あった こ とが挙 げ られる.(1)に 関 しては透過性処理 に用 いた1ysozymeやproteinaseKに

対する感 受性 の低 い ことが考 え られ,今 後菌体 の処理方法 を改 良す る ことによ り高 い割合

で河川水 中の細菌群 集構 造 を解析 で きる もの と考 え られ る.(II)に 関 してはプローブの標

的 となる塩 基配列 の増幅が必 要 となる.そ の手段 と して細胞 内でPCR反 応 を行 うinSltll

PCR法37,38)や,培 地成分 と抗 菌剤 を加 えた インキ ュベー シ ョンに よ り細胞 内のrRNA含

量 を増加 させ るDVC-FISH法9,22)な どが挙 げ られ,今 後の発展が期待 され る.

小括

本研 究 では,河 川水 中の生理 活性 の低 い細 菌の群集構造 を解析 する ことを目的 として,

よ り高感 度 な検 出が可 能なHNPP-FISH法 に着 目 し,そ の最適化 を試みた.水 環境 に多 く

生息す る と報告 されている細 菌 を標 的 とした5種 のrRNAプ ローブを用い,そ のハ イブ

リダイゼー シ ョンの条件 を30種 の標準株 を用 い て決定 した.

次 に本 法 を河川水 中の細菌群集構造解析 に応用 し,従 来法 との比較 を行 った.HNPP-FISH

法では全細 菌 の約70%の 細菌 を検 出す る こ とがで きたの に対 し,培 養法 では約5%,従

来法 であるFITC-FISH法 では約15%で あ った.こ の ことか ら本法は従来法 に比べ はるか

に有効 な手法 であ るこ とがわか った.

また5種 のプロー ブを用いて群集構造解析 を行 った結果,有 機物 汚染 の進 んだ地点では

約50%,汚 染 の進 んでいない地点 では25-40%の 細菌がいずれかのプローブとハ イブ リ

ダイズ し,プ ローブEUB338で 検 出で きる細菌 の大部分 を同定す ることがで きた.ま たい

ずれの地点 で もFlavobacterium-(ytophagaク ラス ターの細 菌が多 く検 出され,こ れ らの細

'菌群が淡水環境 に広 く分布 して
い ることが推察 された.
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第 二 章 ア ジ ア 都 市 河 川 環 境 の 微 生 物 学 的 評 価

FISH法 は属種 レベ ルでの群集構造解析 に有効 な手法 であ り,ま たその検 出感度 は細菌 の

rRNA含 量 に依存 す る ことか ら,細 菌の生理活性 を知 る指標 の一つ となる17・19).しか しな

が ら,飢 餓状 態 に入 った細菌で はrRNAの 半減期 は数 日であ る ことが報告 されてお り21),

FISH法 は厳 密 には細 菌の生死 を評価 で きる手法 では ない。環境 中で は生 きてい る細 菌,高

い生 理 活性 を持つ細 菌 は物 質循環 にお ける寄与 が大 きい と推察 され る.そ こで本 章 では

DVC法 を行 った試料 に対 してFISHを 行 い(DVC-FISH法)9,22),生 きてい る細 菌 を対象 と

した群 集構造解析 を試みた.DVC法 は試料 に培地成分 とDNAgyraseを 阻害 する抗菌剤 を

加 えて一定 時間 インキュベ ー トする手法であ り,増 殖能 を有す る細 菌 は抗 菌剤 に よ り細胞

分裂 が阻害 されるため伸長 ・肥大 する6).こ の時 タ ンパ ク合成が行 われ,細 胞 内のrRNA含

量 が増加 す る.こ の ような試料 に対 しFISHを 行 うこ とによ り,細'菌 の属 種 とタ ンパ ク合

成能 を同時 に知 る ことがで きる.

本章 で は,DVC-FISH法 を東南 アジアの河 川 に生息す る細菌 の群 集構 造解析 とその生 理

活 性評価 に応用 した.東 南 アジア諸国では,急 速 に都 市化,工 業化が進 み,生 活排水,工

業廃水,さ らには多量の農薬 の使用 による水質汚濁 が深刻化 してい る23-26).環 境汚染 に対

して的確 な対 策 を講 じるため には,ま ず河川環境 の現状 を明 らか にす るこ とが重要であ り,

特 に生 態系 に対 す る汚染物 質の影響 を評価 す るこ とが必須 となる.細 菌 は多様 な機 能 と豊

富 な現存 量 を もとに生態系 の根幹部 を支 えてい るため,汚 染物 質の生態系 影響評価 にあた

っては微 生物学 的 な検 討が必要 である.ま た河 川の持 つ 自浄作用 におい て,細 菌 は極 めて

重要 な役 割 を果 た している ことか ら,今 後社会 の発 展 を維持 しなが らも,淡 水資源 を安全

かつ効率 的 に利用 してい くため には,自 浄作用 にお ける細菌 の能力 を評価 し,河 川 に生息

す る細菌 を深 く理解 する ことが必要である.し か しなが ら環境微 生物 学 は主 に冷温帯 に位

置す る欧 米諸国 を中心 に発展 して きたため,東 南 アジアな どの熱帯 に生息 す る細菌 に関す

る知見 は,未 だ限 られている.そ こで本章 ではマ レーシアの首都 クアラル ンプール を流 れ

るKelang川,タ イの首都バ ンコクを流れ るChaoPhraya川,さ らに大 阪市 周辺 の河川 を

対象 として,都 市 河川 に生息す る細菌 の現存 量,生 理活性,群 集構造 を調査 し,河 川環境

の微生物 学 的評価 を試 みた.
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材 料 お よび 方 法

採 水 地 点

1998年 か ら1999年 にか け てKelang川 流 域 の5地 点(Fig.8),ChaoPhraya川 の3地

点(Fig.9),大 阪 近 郊 河 川 の4地 点(Fig.10)に て 表層 水 を採 取 した.ク ア ラ ル ンプ ール市

内 の採 水 地 点 で あ るKL1,KL3,KL4で は,川 幅 は約10m,水 深 は1-2mで あ り,周

囲 は市 街 地 で あ る(Fig.11a,b,c).約10㎞ 下流 の シ ャー ラ ム市 に位 置 す るSA6で1ま,

川 幅 は約50mで あ り,周 囲 は工 場 地帯 で あ る(Fig.11d).さ らに5㎞ 下 流 の ケ ラ ン市 に

位 置 す るK7で は,川 幅 は約100mで あ り,周 囲 は市街 地 で あ る(Fig.11e).マ レー シ ア

で は未 処 理 の 下水 が 河 川 に流入 す る場 合 が多 く,ま た下水 処 理 場 で は塩 素 消 毒 が 行 わ れ ず

に処 理 水 が河 川 に放 流 され る.Kelang川 で は,河 川 の水 量 が少 ない に もか か わ らず ,十 分

に処 理 され て い ない 多量 の下 水 が 河 川 に流 入 す る た め,水 質 汚 濁 が著 し く進 ん でい る.バ

ン コク市 内 の採 水 地 点 で あ るCP1 ,CP2,CP3の 地 点 で は いず れ も川 幅 は100m以 上,

水 深 は10m以 上 あ り,周 囲 は市 街 地 で あ る(Fig.11f,g,h).バ ンコ ク市 内 で は下水 処 理 場

が 存 在 す る もの の そ の 数 は少 な く,ま た下 水 管 の 不 備 が 多 い た め,未 処 理 の 下 水 がChao

Phraya川 に流 入 す る場合 が 多 い.ChaoPhraya川 は,Kelang川 に比 べ る と水 量 が は るか に

2
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Fig.8.SamplingstationsinKelangRiverbasin.
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Fig. 9. Sampling stations in Chao Phraya River.
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Fig. 10. Sampling stations in Osaka.
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h

Fig. 11. Photographs of sampling stations. 

a,  KL1;  b,  KL3;  c,  KL4; d, SA6;  e,  K7; f,  CP1; g, CP2; h, CP3.
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多 い こ とか ら,Kelang川 の方 が 流 入 す る下水 の影 響 を よ り強 く受 け る.大 阪市 内 の採 水 地

点 で あ るKN,NY,HR,YMは そ れ ぞ れ神 崎 川,寝 屋 川,平 野 川,大 和 川下 流 に位 置 し,

都 市 近 郊 の汚 染 の 進 んだ 地 点 で あ る.

細 菌 数 な らび に全 有 機 炭 素値 の測 定

コ ロニ ー形 成 数 の測 定 にあ た っ て は,R2A培 地 に試 料水 を塗 布 し,30℃ 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 の 測 定 にあ た っ て は,大 阪 の 河 川 水 試 料 に対 して はDAPIを,他 の試料 に対 して

はSYBR-II(SYBRgreenII)を 用 い た.試 料 水 に冷paraformaldehyde溶 液(12%inPBS

[pH7.5])を 加 え(終 濃 度3%),4℃ で18時 間 以 上 固定 した.次 にDAPI(終 濃 度1μg

mr1)ま た はSYBR-II(終 濃 度stocksolutionの1万 倍 希 釈)を 添 加 して5分 間染 色 し,濾

過 に よっ て試 料 中 の細 菌 を ポ リカ ー ボ ネ ー トフ ィル ター(東 洋 濾 紙;孔 系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(OlympusAx70)で 観 察 ・計 数 した.な おDAPI由 来 の蛍 光 の観 察 にはu-Mwuキ

ュ ー ブ,SYBR-II由 来 の 蛍 光 の観 察 に はU-MNIBAキ ュ ー ブ を用 い た.

全 有 機 炭 素 値 は,TOC-5000(島 津)に よ り測 定 した.'

大 腸 菌 群 試 験

大 腸 菌 群 数 は,乳 糖 ブ イ ヨ ン培 地 を用 い たMPN法 に よ り求 め た39).

オ リゴヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ

使 用 した プ ロ ー ブ をTable4に 示 した.す な わ ち,PNOteobacteriaのalpha,beta,gamma

サ ブ ク ラ ス を そ れ ぞ れ 標 的 と し た プ ロ ー ブALFIb,BET42a,GAM42a40),Cytophaga-

FlexibacteY-Bacteroides門 の('ytophaga一 παvo肋 αθ吻 〃2ク ラス タ ー を標 的 と した プ ロ ー ブ

CF31941),偏 性 嫌 気 性 グ ラ ム 陰 性 細 菌Bacteroidesグ ル ー プ を 標 的 と し た プ ロ ー ブ

BAC30341),通 性 嫌 気 性 グ ラム 陰性 腸 内細 菌 科E5伽7∫c肋 一Shigellaの グ ル ー プ を標 的 と し

た プ ロ ー ブES445を 用 い た.プ ロー ブES445は 本 研 究 で デザ イ ン した.ま た真 正 細 菌 を

標 的 と した プ ロ ー ブEUB338お よ び ネ ガテ ィブ コ ン トロ ー ル とな る プ ロー ブNONを 用

い た.各 プ ロ ー ブ の5'一 末 端 は蛍 光 色 素Cy342,43)で 標 識 した.16SrRNAの 塩 基 配 列 に基

づ く系 統 樹 をFig.12に 示 した.プ ロ ー ブALFlb,BET42a,GAM42a,CF319の 標 的 とす
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る細 菌 は交 差 反 応 しない.プ ロー ブBAC303と ハ イブ リ ダイ ズ す る細 菌 の 一 部 は プ ロー ブ

CF319と,プ ロ ー ブES445と ハ イ ブ リダ イズ す る細 菌 は,プ ロ ー ブGAM42aと 交 差 反 応

す る.

Table4.Oligonucleotideprobes.

Probe Specificity Sequence(5'-3') Tartgetposition°Reference

ALFlb

BET42a

GAM42a

CF319

BAC303

ES445

EUB338

NON

AlphasubclassofProteobacteria

BetasubclassofProteobacteria

GammasubclassofProteobacteria

(ン'ρρ乃α9α一Flaレ0わacteriu〃Zciuster

ofCFB-phylum

BacteroidesclusterofCFB-phylum

E∫o乃 θアたh'a-5窃9θ 〃αandrelatives

domainBacteria

Negativecontrol

CGTTCG(C/T)TCTGAGCCAG
GCCTTCCCACTTCGTTT

GCCTTCCCACATCGTTT

TGGTCCGT(G/A)TCTCAGTAC

CCAATGTGGGGGACCTT

CTTTACTCCCTTCCTCCC

GCTGCCTCCCGTAGGAGT

ACTCCTACGGGAGGCAGC

165,19-35

23S,1027-1043

235,1027-1043

16s,319-336

16s,303-319

16s,445-462

165,338-355

165,338-355

40

40

40

41

41

Thisstudy

16

28

゜E
.colirRNAnumbering.

GAM42a

Yibrio

ALFlb BAC303

edra

Sulfolobussolfataricus

Fig.12.Evolutionarydistancetreebasedon16SrRNAsequences .
divergence.

Thebarcorrespondsto10%estimatedsequence
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一FI

各試 料 に冷paraformaldehyde溶 液(12%inPBS[pH7.5])を 加 え(終 濃 度3%),4℃ で

18時 間 固定 した.次 に ポ リカ ー ボ ネ ー ト製 フ ィ ル タ ー 上 に細 菌 を捕 集 し,濾 過 滅 菌 水 で 洗

浄 した.続 い て細 菌 を捕 集 した ポ リ カー ボ ネ ー ト製 フ ィル ター を6分 の1に 切 断 した.

ス ラ イ ドガ ラ ス上 に置 い た 濾 紙 に40μ1の ハ イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョンバ ッ フ ァ ー(0.9M

NaC1,5mMEDTA,0.1%SDS,20mMTris-HCI[pH7.5],各 濃 度 のformamide[ALFlb,20%;

BET42a,35%;GAM42a,35%;CF319,15%;BAC303,0%;ES445,45%;EUB,0%;

NON,0%])を 吸 収 させ,そ の 上 に細 菌 を捕 集 した ポ リカ ー ボ ネー ト製 フ ィル ター を置 き,

51℃ で15分 間 イ ンキ ュベrし た.次 にCy3で 標 識 した オ リゴヌ ク レオ チ ドプ ロー ブ2

ngμriを 含 むハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョンバ ッフ ァー を40μ1滴 下 し,46℃ で3時 間 イ ン

キ ュベ ー トした.ハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョン後,フ ィル タ ー を300μ1の 洗 浄 バ ッ フ アー(各

濃度 のNaCl[ALFlb,0.225M;BET42a,80mM;GAM42a,80mM;CF319,80mM;BAC303,

0.9M;ES445,80mM;EUB,0.9M;NON,0.9M],5mMEDTA,0.01%SDS,20mMTris-

HCI[pH7.5])に 浸 し,48℃ で30分 間 イ ンキ ュ ベ ー トした.洗 浄 後,フ ィル ター を300

μ1の 核 酸 染 色 溶液(DAPIの 終 濃 度 は1μgmr1,SYBR-IIの 終 濃 度 はstocksolutionの

1万 倍 希 釈)に 浸 し,室 温 で5分 間 イ ンキ ュベ ー ト した.フ ィル ター を濾過 滅 菌 水 で洗 浄

し,風 乾 させ た後,エ マ ル ジ ョンオ イ ル で封 入 して蛍 光顕 微 鏡(Oly即usAX70)で 観 察 ・

計 数 した.な おDAPI由 来 の 蛍 光 の観 察 に はU-MWUキ ュ ー ブ,SYBR-II由 来 の 蛍 光 の

観 察 に はu-MNBAキ ュー ブ,cy3由 来 の蛍 光 の観 察 に はu-MwIGキ ュ ー ブ を用 い た.

DVC

FISH法 の 検 出 感 度 の 向 上 と個 々 の 細 菌 の 生 理 活 性 を評 価 す る た め,DVC法 を 併 用 し

た6,44).す な わ ち試 料 を容 量15mlのCentrifugetube(Coming)に 入 れ,yeastextract(50μ

gml-i),n・lidixicacid(20μgmr1),pip・midi・acid(10μgmr1),P廿 ・midicacid(10μgmr'),

cephalexin(10μgmrl),ciprofloxacin(0.5μgmrl)を 加 え,30℃ で18時 間 静 置 し た 後,

Cy3-FISHを 行 っ た.

結 果 お よ び 考 察

Kelang川,ChaoPhraya川,大 阪 の 河 川 の 採 水 地 点 に お け る気 温,水 温,pH,EC,TOC

値 お よび 全 菌 数 をTable5に 示 した.有 機 炭 素 値 は い ず れ も高 い 値 を 示 し,有 機 物 汚 染 が
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進 んでいるこ とを確認 した.

Table5.Physico-chemicalcharacteristicsofriverwatersamples .

SamplingDate

stations

　 わ ご
A.T.W.T.pHEC

ヨ

(°C)(°C)(μScm)

deT
OCTDC

ヨ 　 ヨ

(mgliter)(10ml)

KL1

KL3

D

SA6

K7

CP3

CP2

CP1

HR

YM

KN

NY

22Jul.1999

140ct.1999

22Jul.1999

140ct.1999

22Jul.1999

140ct.1999

22Jul.1999

140ct.1999

22Jul.1999

140ct.1999

20Jul.1999

120ct.1999

20Jul.1999

120ct.1999

20Jul.1999

120ct.1999

27Sep.1999

27Sep.1999

27Sep.1999

27Sep.1999

25

25

25

25

27

24

31

31

29

29

31

30

31

29

28

29

126

027

825

125

826

625

328

827

3.29

026

331

130

430

530

831

430

77

17

67

67

37

77

97

57

57

77

27

87

87

77

27

67

6534

5200

4352

;.

7351

6195

5369

3219

4369

3159

6652

8220

6287

9200

6308

7230

29.326.47.6700

27.127.47.842Q

23.826.37.8387

27.427.57.6394

9

5

7

4

7

4

8

6

8

5

7

4

6

4

6

5

7

4

4

1.

3

2

3

5

2

5

1

6

2

7

0

5

9.8

5.6

6.3

5.1

15

3.0

11

3.0

10

3.8

6.2

4.0

6.0

3.2

3

3

2

3

2

3

1

4

4

3

2

8

13

12

4.7

4.0

Q

A.T.,ambienttemperature.
b
W.T.,watertemperature.

EC,electricalconductivity.
d
TOC,totalorganiccarbon.

e

TDC,totaldirectcountsdeterminedbyDAPIorSYBR-IIstaining .

コ ロニ ー形 成細 菌 の 全細 菌 に対 す る割 合 をFig .13に 示 した.汚 染 の 進 ん だ大 阪 の河 川

水 試料 で は10-30%,ChaoPhraya川 の試 料 で は5-10%で あ った の に対 し,Kelang川 の

試料 で は20-60%で あ り,極 め て 高 い値 を示 した.従 来 よ り環 境 中 の細 菌 は大 部 分 が 培

養 困難 で あ る こ とが報 告 され て い る こ とか ら6-8,14),Kelang川 の細 菌 の 生 理 状 態 は これ らの

細 菌 と大 き く異 な る こ とが 推 察 され た.

FIsH法 お よびDvc-FISH法 の検 出効 率 を表 した結 果 をFig .14に 示 した.こ れ は真 正

細 菌 に共 通 な プ ロ ー ブEUB338と ハ イ ブ リ ダ イズ した 細 菌 の全 細 菌 に対 す る 割合 と して

表 した.FISH法 の み を行 った場 合,Kelang川 の試 料 で は55-80%,ChaoPhraya川 の試

料 で は15-35%,大 阪 の試 料 で は45-60%で あ った(Fig.14a).FISH法 の検 出効 率 は菌
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Fig. 13. Culturable bacteria in river water samples measured as CFU on R2A medium.
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Fig. 14. Hybridization efficiency.
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体 内 のrRNA含 量 に依 存 す る こ とか ら17,19),Kela皿g川 の試料 で はrRNA含 量 が 高 い,す

なわ ち細 菌 の 生 理 活 性 が高 く,ChaoPhraya川 の試 料 で は生 理 活性 が低 い こ とが推 察 さ れ た.

またDVC-FISHを 行 った場 合,検 出 効 率 は,Kelang川 の試 料 で は大 き く変 化 しな か っ た

の に対 しChaoPhraya川 の 試 料 で は75-80%,大 阪 の試 料 で は70-80%に 向 上 した

(Fig.14b).検 出 効 率 の増加 は,Dvc法 での イ ンキ ュベ ー シ ョンに よ りタ ンパ ク合 成 が 行 わ

れ,rRNA含 量 が 増 加 した細 菌 が 存 在 す る こ とを意 味 す る.し たが っ てFISH法 で は検 出

され ず,DVC-FISH法 での み 検 出 可 能 とな っ た細 菌,す な わ ちChaoPhraya川 の試 料 で は

40-60%,大 阪 の 試 料 で は10-40%を 占 め る細 菌 は,河 川水 中 で の生 理 活 性 が低 い もの

の,タ ンパ ク合 成 能 を保持 して い る と考 え られ た.ま たKelang川 の 試料 で は ,河 川 水 中

で の生 理 活性 が 高 い細 菌 が多 い ため,検 出効 率 が 大 き く変 化 しなか った と考 え られ た .

こ の よ う にKelang川,ChaoPhraya川,大 阪 の 河 川水 試料 を比 較 した と ころ ,EC,TOC

値,全 菌 数 で は,こ れ ら3地 域 に よる違 い は,顕 著 に見 られ なか っ た.し か しな が ら,コ

ロニ ー形 成 細 菌 の 全 細 菌 に対 す る割 合 ,FISH法 お よびDVC-FISH法 の検 出効 率 を も とに

細 菌 の生 理 活 性 を検 討 した と ころ,3地 域 に よる違 い が見 られ,Kelang川 で は生 理 活性 の

高 い細 菌 が 多 い こ とが 明 らか とな っ た.Kelang川 で は水 量 が 少 ない に もか か わ らず,十 分

に処 理 され て い ない 多量 の下 水 が 流 入 して い る.ま た処 理 され た場 合 で も,塩 素 消 毒 が行

われ ず に河 川 に放 流 され る.こ の よ う な理 由 に よ り河 川水 中 に生 理 活性 の高 い細 菌 が 多 い 、

と考 え られ た.

Fig.15は グ ル ー プ特異 的 な プ ロー ブ を用 い て細 菌 群 集構 造 を解 析 した結 果 で あ る.上 の

カ ラ ム がFISH法 を用 い た 結 果(Fig.15a),下 の カ ラ ムがDVC-FISH法 を用 い た 結 果

(Fig.15b)で あ る.FISHを 行 っ た と ころ,大 阪 の河 川 で はbetaサ ブ クラス の細 菌 が優 占

す る の に対 し,Kelang川,ChaoPhraya川 で はbetaお よび:.サ ブ ク ラス の細 齢 多

く生 息 して い る こ とが わか っ た.冷 温帯 の 水 環 境 で はbetaサ ブ ク ラス の細 菌 が優 占 し,

次 い でCytophaga-Flavobacteriumク ラス ター の細 菌 また はalphaサ ブ ク ラス の細 菌 が 多

く,gammaサ ブ ク ラス の細 菌 の 現 存 量 は極 め て少 ない こ とが報 告 され て い る42,43,45-48).こ

れ に対 しKelang川,ChaoPhraya川 の試 料 で は_.サ ブ ク ラス の細 菌 が 優 占種 の一 部

で あ る こ とが 特 徴 と して挙 げ られ る.ま た大 阪 の試 料 で はDVC-FISHを 行 うこ とに よ り,

gammaサ ブ ク ラ ス の細 菌 が 多 く検 出 され る よ うに な った(Fig.15b).FISH法 を用 い た結 果

との 比較 か ら,大 阪 の河 川 に生 息 す るgammaサ ブ ク ラス の細 菌 は河 川水 中 で の生 理 活 性

が 低 い もの の,タ ンパ ク合成 能 を保 持 して い る こ とが わ か った.こ の こ とは通 常 のFISH法
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Fig.15.BacterialcommunitystructureinriverwatersamplesdeterminedbyFISH(a)andDVC-FISH(b).

では,生 理活性 の低いgammaサ ブ クラス の細 菌の現存量 が過小 評価 され ていた ことを意

味す る.搬 的 に:.サ ブクラスの糸躪 ま自然環境 中での現存量 は少 ない と黠 され
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て い る もの の42,43,45-48),実 際 に は冷 温帯 の水 環 境 に生 理 活性 が低 い状 態 で生 存 してい る こ

とが推 察 され た.

東 南 ア ジ アで は下 水 が 十分 処 理 されず に河 川 に流 入 す る場 合 が 多 い.そ こで動 物 消 化 管

由来 の細 菌 の 現存 量 を検 討 す る た め,屎 尿 汚 染 の 指 標 と して一 般 的 に用 い られ る大 腸 菌 群

試験 を行 っ た.し か しなが らこ の方 法 は,(1)培 養 法 で あ る ため 時 間 を要 す る,(H)大 腸 菌

の他,自 然 環 境 中 に生 息 す るEハ 癇'αoαアo∫ovo鯢 やCitrobacterfi°eundiiな ど屎尿 とは無 関

係 の細 菌 を検 出 して しま う39),と い う問 題 点 が あ る.そ こで本 研 究 で は,同 時 にFISH法

に よる検 出 を行 い,結 果 を比較 した.プ ロ ー ブ と してEscherichia-Shigellaグ ル ー プ を標 的

と した プ ロ ー ブES445,BacteYOidesグ ル ー プ を標 的 と した プ ロー ブBAC303を 用 い た.

大 腸 菌(Escherichiacoli)は 屎尿 汚 染 の指 標 と して用 い られ る細 菌 で あ る.大 腸 菌 とShigella

属 の 細 菌 の16SrRNAの 塩 基 配 列 は相 同 性 が 高 く区 別 で き な い た め,本 研 究 で は

趣c乃θr励か 翫'gε11αグ ル ープ を標 的 と した プ ロ ー ブ を作 成 した.ま たBacteroidesグ ル ー プ

は動 物 消 化 管 に お い て最 優勢 を 占め る細 菌 群 で あ る49-52).Table6は そ れ ぞれ 大 腸 菌 群数,

プ ロー ブBAC303ま た はES445と ハ イブ リ ダ イ ズ した細 菌 数 を測 定 した結 果 で あ る:ま

た これ らの細 菌 の全 細 菌 に対 す る割 合 を併 記 した.

大 腸 菌 群 数 は,ChaoPhraya川,大 阪 の河 川 水 試 料 で は103MPNml-1未 満 で あ るの に対

し,Kelang川 の試 料 で は103-104オ ー ダー とい う高 い値 を示 した.ま たKelang川 の 試

料 で は,プ ロ ー ブBAC303と ハ イ ブ リ ダイ ズ した 細 菌 は,全 細 菌 の1-8%で あ った.

B覦 θ70∫漉5グ ル ー プの 細 菌 は,動 物 消化 管 内 で はEscherichia-Shigellaグ ル ー プ に比 べ は

るか に現 存 量 が多 く,ま た偏性 嫌 気性 菌 で あ る た め,溶 存 酸 素 の存 在 す る河 川水 中で は生

存 で き ない とい う特 徴 を持 つ49,50)。Kelang川 の試 料 で は,プ ロー ブBAC303と ハ イ ブ リ

ダ イズ す る細 菌 が プ ロー ブES445と ハ イ ブ リ ダ イ ズ した細 菌 よ りも多 く,全 細 菌 に 占 め

る割合 が高 い(1-8%)こ と,大 腸 菌 群 数 が 非 常 に多 い こ とか ら,Kelang川 は屎尿 を含 ん

だ下水 に よる有 機 物 負 荷 を強 く受 けて い る こ とが 示 され た.

ChaoPhraya川 の試 料 で は,プ ロ ー ブES445と ハ イ ブ リ ダイズ した細菌 は,全 細 菌 の

1-9%で あ っ た.下 水 処 理場 で 塩 素 処 理 を受 け た場 合,趣o伽 励'α一8玩gε11αグ ル ー プの細

菌 は殺 菌 され る はず で あ る.し か しなが ら河 川水 中 で の そ の現 存 量 は プ ロー ブBAC303と

ハ イ ブ リダ イ ズ した細 菌 よ り も多 く,全 細 菌 に 占め る割 合 が 高 い(1-9%)ご とか ら,屎 尿

を含 ん だ下 水 がChaoPhraya川 に流 入 し,そ の後Escherichia-Shigellaグ ル ー プの 細 菌 が 河

川水 中 で生存 ・増 殖 してい る と考 え られ た.ま た プ ロ ー ブBAC303と ハ イ ブ リダ イズ した
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細菌お よび大腸 菌群 の現存量 は,Kelang川 の試料 に比 べ少 なか ったこ とか ら,ChaoPhraya

川 は屎尿 を含 んだ下水 による有機物負荷 を受 けている ものの,河 川の水量 が多 いため

Kelang川 ほ どその影響 は強 くない と考 え られた.

大 阪の試料 では,プ ローブBAC303ま たはES445と ハ イブ リダイズ した細 菌の全細菌

に対す る割 合 は,本 実験の検 出限界 である0.1%未 満 で あったことか ら,十 分 に下水 処理

が行 われ てい る と考 え られ た.

FISH法,DVC-FISH法 を用い た結果か ら,Kelang川,ChaoPhraya川 では,動 物消化

管 由来の細菌 は培養法 であ る大腸菌群試験 によ り得 られ る値 に比べ は るか に高 い割合 で存

在 してい る ことが 明 らか となった.屎 尿汚染 の見 られ る環境 では,消 化器感染症 の病 原体

の存在 が危 惧 される.し たが ってKelang川,ChaoPhraya川 では,培 養操作 に依存 しない

手法 を用 い て汚染指標細菌 をモニ タリングす る必 要があ る と考 えられた.

Table6.Abundanceoffecalbacteriainriverwatersamples.

SamplingColiform
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小括

東南 アジア諸国では,急 速に都市化,工 業化が進み,生 活排水,工 業廃水,さ らには多

量の農薬 の使用 による水質汚濁が深刻化 している.環 境汚染 に対 して的確 な対策を講 じる
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ためには,ま ず河川環境 の現状 を明 らか にす る こ とが重要 であ り,生 態系 の根 幹部 を支 え

てい る細菌 を深 く理解 す るこ とが必要 である.そ こでマ1/一 シアのKelang川 お よび タイ

のChaoPhraya川 に生息 する細菌 の群集構造 お よびその生理活性 をシ ングルセ ルで検討 し

た.大 阪の都市河川水 との比較 を行 った ところ,Kelang川 に生息する細 菌 の20-60%が

培養可能であ ることが分 か り,細 菌の生理状態 が全 く異 なるこ とが推察 され た.

細菌のrRNA含 量 を指標 としたFISH法 お よびDVC-FISH法 の検 出効 率 の結果か ら,

Kelang川 に生息する細菌 は河川水 中での生理 活1生が高い こ と,ChaoPhraya川 に生息する

細菌 は河川水 中での生理活性が低い ものの,そ の多 くはタ ンパ ク合成 能 を有 している こと

が わかった.Kelang川 では水量が少 ないに もか か わ らず,十 分 に処理 され ていない多量の

下水が流入 している.ま た処理 された場合 で も,塩 素消毒 が行 われず に河 川 に放流 され る

こ とか ら,Kelang川 に生息 する細菌 の多 くは生理 活性 が高 い もの と考 え られた.

細菌群集構造解析 の結果 か ら,両 河 川 ともにPアo∫θ詒α餾7'oのbeta,gammaサ ブクラス

の細 菌が優 占 し,betaサ ブクラスが優 占す る冷温帯 の水 環境 との違いがみ られ た.ま た大

阪の試料で はDVC-FISHを 行 うこ とによ り,:.サ ブク ラスの細菌 が多 く検 出 され る

ようになった ことか ら,こ れ らの細 菌 は河川水 中での生理活性が低い ものの,タ ンパ ク合

成能 を保持 しているこ とが 明 らか となった.一 般 的 にgammaサ ブクラスの細 菌 は自然環

境 中での現存 量 は少 ない と報告 されてい ることか ら,実 際 には冷温帯 の水環境 に生理活性

が低い状態 で生存 してい る ことが推 察 された.

FISH法 を用 いてBacteYOidesグ ルー プ,Escherhichia-Shigellaグ ループの細 菌 の現存量

を検討 した結果,Kelang川 お よびChaoPhraya川 で は,動 物消化管由来 の細菌 が培養法 に

よ り得 られ る値 に比べ はるかに高 い割合 で存在 してい る ことが明 らか となった.屎 尿汚染

の見 られ る環境 では,消 化器感染症の病原体 の存 在 が危惧 される.し たが ってKelang川 ,

ChaoPhraya川 では,培 養操作 に依存 しない手法 を用 いて汚染指標細 菌をモ ニ タリングす る

必要がある と考 え られた.

DVC-FISH法 を用 いる ことによ り,通 常のFISH法 では困難であったタ ンパ ク合成能 を

持 つ細菌 を対 象 とす る群 集構造解析 が可能 とな り,水 環境 の微生物モニ タリングに有効 な

手 法である と考 え られた.ま た本法 は迅速かつ 高感度 にタンパ ク合成能 を持 つ特定細菌 を

検 出可能であ るこ とか ら,医 療 や食 品分野,住 環 境 にお ける微生物管理 に応用 で きる もの

と期待 され る.
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総 括

微 生物 は生物 圏に広 く生 息 し,多 種多様 な物 質の分解,循 環 を通 して,生 態系 を支 えて

い る.例 え ば動植物 に由来 す る有機物 を無機化 し,栄 養塩 の再利用 を促 進 している.ま た

農薬 や合 成 洗剤 な ど環境 中 に放 出され た様 々 な化 学物質 を分解 し,環 境 浄化 に大 き く貢 献

している.つ ま り微 生物 の これ らの働 きが なければ,物 質 は循 環せず,生 態系 の恒常性 は

維持 で きない とい える.ま た微生物 は分解者 と して環境中で機 能 してい る一方,上 位 の生

物 に栄養 源 として利用 され,生 産者 としての役割 も担 ってい る.こ の ように環境 中の微 生

物 はその存 在 の重要性 が認識 されてい るに もかかわ らず,群 集の基 本的情 報,す なわち群

集構造や そ れ を構成 す る個 体 の生理活性 に関す る情報です ら,い まだ十分 には理解 され て

いない.こ の大 きな理 由 として,現 在 一般 的 に用 い られてい る培養法 で は,環 境 中の ご く

一部 の細 菌 しか検 出で きないこ とが挙 げ られ る.ま た培養 の難 しい細菌 であ って も,そ の

多 くは生 理活性 を有 してい るこ とが明 らか とな ってお り,環 境 中にお ける重要性が認識 さ

れて きてい る.し たが って環境 中に生 息す る細菌 の群集構造 を解析 しその生理活性 を評価

す るため には,培 養操作 に依存 しない検 出法が必 要 となる.

環境 中 に生息 す る細菌 を培養する こ とな く属種 レベ ルで明 らか にす る方法 として,蛍 光

inSltllハ イ ブ リダイゼー シ ョン(FIsH法)が1990年 以 降環境微 生物学 に応用 され つつ

ある.し か しなが ら,FISH法 の検出感度 は菌体 内のrRNA含 量 に依存 す る ことか ら,貧

栄養 な環境 に生息す るrRNA含 量が低 い細菌 に対 しては,そ の応用が制 限 される場合 が多

い.そ こで 本研 究で は蛍 光基 質HNPPお よびFastRedTRを 用 い た高感 度 なFISH法

(HNPP-FISH法)に 着 目 し,河 川水 中の生理 活性 の低 い細'菌の群 集構 造 を解析 す る こと を

目的 として,そ の最適化 を試み た.水 環境 に多 く生息す る と報告 され てい る細菌 を標 的 と

した5種 のrRNAプ ローブ を用 い,そ のハ イブ リダイゼー シ ョンの条件 を30種 の標 準

株 を用い て決定 した.

次 に本法 を河 川水 中の細菌群集構造解析 に応用 し,従 来法 との比較 を行 った.HNPP-FISH

法 では全細 菌 の約70%の 細菌 を検 出す るこ とがで きたの に対 し,寒 天平板培養法 で は約

5%,従 来法 で あるFITC-FISH法 で は約15%で あった.こ の ことか ら本 法 は従来法 に比

べ はるか に有効 な手法 であ るこ とが わかった.ま た5種 の プロー ブを用 い て群集構造 解析

を行 った結 果,有 機物汚 染 の進 んだ地点で は約50%,汚 染 の進 んでい ない地点 では25-

40%の 細 菌 が いず れか の プローブ とハ イブ リダイズ し,プ ローブEUB338で 検 出で きる
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細菌 の大部分 を同定 す るこ とがで きた.本 法 は淡水環境 に生息す る細 菌の役割や生 態学 的

意義 を理解 す るための基礎 となる もの と考 え られた.

FISH法 の検 出感 度 は細 菌のrRNA含 量 に依存 す るこ とか ら,細 菌 の生理活性 を知 る指

標 の一つ となる.し か しなが ら,飢 餓状態 に入 った細菌 ではrRNAの 半減期 は数 日であ り,

FISH法 は厳 密 には細菌 の生死 を評価 で きる手法 では ない.環 境 中で は生 きている細菌,高

い生理 活性 を持 つ細菌 は物質循環 にお ける寄与が大 きい と推察 され る.そ こでDVC法 を

行 った試料 に対 しFISHを 行 い(DVC-FISH法),東 南 アジアの河川 に生息する細菌 の群集

構造解 析 とその生理活性評価 に応用 した.本 研究 では水質汚濁 が深刻化 しているマ レーシ

アのKelang川 お よび タイのChaoPhraya川,さ らに大阪市周辺 の都市 河川 を対象 とした.

細菌 のrRNA含 量 を指標 としたFISH法 お よびDVC-FISH法 の検 出効率 の結果 か ら,

Kelang川 に生息す る細菌 は河川水 中での生理 活性 が高 い こと,ChaoPhraya川 に生息す る

細菌 は河川水 中での生理活性 が低 い ものの,そ の多 くはタンパ ク合成 能 を有 してい る こと

が わか った.Kelang川 では水量が少 ない に もかか わ らず,十 分 に処 理 されていない多量 の

下水が流入 している.ま た処理 された下水 であって も,塩 素消毒が行 われず に河川 に放 流

され る ことか ら,Kelang川 に生息す る細菌 は生理活性 が高い もの と考 えられた.

細 鮒 鞴 造騎 の蘇 か ら,両 河川 ともにProteobacteriaのbeta,:.サ ブク ラス

の細 菌が優 占 し,betaサ ブ クラスが優 占す る冷温帯の水 環境 との違 いがみ られた.ま た大

阪の試料 ではDVC-FISHを 行 うこ とによ り,:.サ ブクラスの細-菌が多 く検出 される

ようになった こ とか ら,こ れ らの細菌 は河 川水 中での生理 活性 が低 い ものの,タ ンパ ク合

成能 を保 持 してい る ことが明 らか となった.一 般 的 にgammaサ ブ クラスの細菌は 自然環

境 中での現存 量 は少 ない と報告 されている こ とか ら,実 際 には冷温帯 の水環境 に生 理活性

が低 い状態 で生存 している ことが推察 された.

FISH法 を用 いてBacteroidesグ ルー プ,劭o乃 θ酌'o乃'α一Shigellaグ ルー プの細菌 の現存 量

を検 討 した結 果,Kelang川 お よびChaoPhraya川 では,動 物消化管 由来の細菌が培 養法 に

よ り得 られ る値 に比べ はるか に高 い割合 で存在 している ことが明 らか となった.屎 尿 汚染

の見 られる環境 で は,消 化 器感 染症 の病原体 の存在が危惧 される.し たがってKelang川,

ChaoPhraya川 で は,培 養操作 に依存 しない手法 を用い て汚染指標細菌 をモニタリングする

必 要が ある と考 え られ た.

DVC-FISH法 を用 い るこ とによ り,通 常 のFISH法 で は困難 であ った タンパ ク合成 能 を

持 つ細 菌 を対象 とす る群集構 造解析 が可能 とな り,本 法 は水環境 の微 生物モニタリングに
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有効 な手法 である と考 え られた.ま たDVC-FISH法 は迅速 かつ高感度 にタンパ ク合成能 を

持つ特 定細 菌 を検 出可能で あることか ら,医 療や食品分野,住 環境 におけ る微 生物 管理 に

応用 で きる もの と期待 され る.
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結 論

1.河 川水 中の生理活性 の低 い細菌 に対す る群集構造解析 を 目的 と してHNPP-FISH法 を

最適化 した.

2.HNPP-FISH法 を用 いる ことによ り,河 川水 中の約70%の 細菌 を対 象 とする群集構造

解析 が可 能 となった.従 来法である寒天平板培養法 では約5%,FITC-FISH法 では約

15%で あったこ とか ら,HNPP-FISH法 はは るか に有効 な手法 である ことが示 された.

3.DVC-FISH法 を用 いるこ とによ り,通 常 のFISH法 では困難であ ったタンパ ク合成能

を持 つ細 菌 を対象 とす る群集構造解析が可能 とな った.

4.DVC-FISH法 は迅速 かつ高感度 にタンパ ク合成能 を持 つ特定細菌 を検 出可 能であるこ

とか ら,水 環境 の微生物 モニタ リングのみ な らず,医 療 や食 品分野 ,住 環境 にお ける

微 生物 管理 に応用可能 である と考 えられた.
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