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論文内容の要旨

細菌の現存量の迅速な測定および生理活性の評価は、微生物学の幅広い分野において非常に重要である。細菌数を

迅速に測定する手法として、蛍光顕微鏡直接計数法が一般化しつつあるo また複数種の染色剤を用いる蛍光多重染色

法により、細菌の現存量、生理活性や属種に関する情報を同時に得られるようになった。しかし同一視野を異なる励

起光下で繰り返し観察しなければならないため蛍光顕微銭の取り扱いに熟練する必要があり、しかも計数に時間と労

力を必要とする。さらに観察者は主観に基づき細菌を計数するため、結果には個人差が生じやすL、。したがって、多

重染色に用いた個々の染色剤由来の蛍光を別々にとらえ、迅速、簡便に解析できる手法が必要であるo そこで本研究

では同一視野の励起波長が異なる蛍光顕微鏡像を一度に解析できるシステムを開発し、生菌や特定細菌を迅速、簡便

かっ正確に同時定量できるようにした。なお蛍光顕微鏡像として、カラー CCD カメラを装着した蛍光顕微鏡(対物

レンズ倍率40倍)で撮影した uv 励起光像および B励起または G励起光像(すべて24 ピット [RGB 各色256階調、 0

が晴、 255が明] BMP 形式)を用いた。また蛍光染色剤として二本鎖 DNA に結合して uv 励起光下で青色蛍光を発

する 4' ，6-diamidino-2・phenylindole (DAPI)、呼吸活性を標的とし B励起およびG励起光下で赤色蛍光を発する 5-cy

ano-2 ,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC)、およびE. ('oli 0157:H7を標的とし B 励起光下で緑色蛍光を発する

FITC 標識抗体を用いた。

蛍光顕微鏡画像を解析し生菌やE.coli 0157:H7を正確に計数するにあたっては、まず蛍光を発する粒子を検出し、

爽雑物を除去したのちに生菌や特定細菌を区別する必要があるo そこで、まず明るさの情報に基づき画像中の蛍光を

発する粒子の座標を決定した。次に、粒子の大きさおよび色情報に基づき細菌と試料中の爽雑物を区別した。面積と

短径についてはそれぞれ15μm2、 3μm、色情報については緑色蛍光強度を青色蛍光強度で割った値が1. 16を基準と

し、これら 3 つのうちいずれか l つでも基準を超えたものをすべて爽雑物とした。そして CTC の蛍光強度に基づき

細菌の生理活性を評価し、 FITC 標識抗ι co!i 0157:H7抗体の蛍光強度に基づき特定細菌を検出した。これらの検出

基準は、それぞれ赤色輝度が50、緑色輝度が30を基準とした。すなわち、蛍光強度が検出基準以上で、かつ uv 励

起光下の同一位置で DAPI 由来の蛍光を観察できた細菌はそれぞれ生菌およびE. coli 0157:H7である。この基準を

設定することで、 CTC 染色された生理活性を有する細菌や FITC 標識蛍光抗体により抗体と結合する特定細菌を正

確に計数できるようにした。

また CTC-FITC 標識抗体-DAPI 三重染色によるιωli 0157:H7の生理活性の評価にあたり、個々の試薬に由来す
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る蛍光強度を別々に測定する機能を開発した。 FITC の蛍光には緑色輝度の60%の赤色輝度が含まれているo そこで

粒子の赤色輝度全体より FITC 由来の赤色輝度を引くことで CTC および FITC に由来する蛍光強度を正確に求める

ことを可能とした。これを画像解析システムに組み込むことで、蛍光多重活性染色された生菌と E. co/i 0157:H7を

それぞ‘れの蛍光強度に基つeき区別して迅速、簡便かっ正確に計数できるようにした。

次に本システムを河川水および乳製品中の微生物計数に応用した。河川水試料については、日本およびタイの 7 地

点で採取し、 CTC および DAPI で生菌および全細菌を染色した。また乳製品試料については、 E. coli 0157:H7 と

E. coli K-12それぞれの生菌および死菌を添加した高温殺菌牛乳を用いた。乳製品中のたんぱく質や脂質による蛍光

への影響を防止するために、酵素と界面活性剤処理で除去したのちに CTC、 FITC 標識抗体および DAPI で生菌、

E.coli 0157:H7および全細菌を染色した。これらの試料中の微生物を画像解析システムと自視で計数し比較したとこ

ろ、両手法の結果は 1 : 1 の関係にあり本システムと目視の結果は極めて一致した。河川水中の生菌の目視計数には

熟練した観察者でも l 試料あたり 15分、牛乳中の蛍光多重染色された生菌と E. coli 0157:H7の目視計数には30分要

するのに対し、本システムでは計数時間は数分であり、しかも観察者の計数基準の差を排除できた。今後は多様な試

料調製法や蛍光染色法と組み合わせることにより、河川水や牛乳試料のみならず幅広い分野における微生物の迅速な

定量への応、用が期待できるo またユーザーインターフェースを改良することで、簡単な操作で微生物を計数できるよ

うになると考えられる。

論文審査の結果の要旨

細菌現存量の迅速な測定は細菌学の幅広い分野において重要であり、蛍光顛微鏡を用いる直接計数法は、有力な手

法のひとつである。しかしながら、細菌の計数は目視観察により行うため、観察者は蛍光顕微鏡観察に熟練しなけれ

ばならず、その操作に時間および労力を要することがその普及の妨げとなっているo また計数にあたって観察者はそ

れぞれの主観に基づき細菌と央雑物を区別し計数するため、観察者ごとに結果が異なるという問題があることから、

客観的な結果を得られる計数法の開発が切望されている。

本研究で開発したシステムは、蛍光顕微鏡像より蛍光染色された細菌を認識し、その大きさおよび色成分を自動的

に解析することにより、菌数を自動的に計数するためのものである o これにより、細菌計数における観測者間の誤差

を排除し、客観的な計数結果を得ることができるようになった。さらに、本システムを蛍光活性染色試料や蛍光抗体

染色試料の解析に適応することにより，これまで困難であった生菌や特定細菌の迅速かつ客観的、さらに精度の高い

計数が可能となった。

本論文は、細菌の新しい計数法を開発したものであり、その成果は細菌学の基礎および応用分野の進歩に貢献する

ことから、博士(薬学)の学位に値するものと判断するo
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