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＜特集＞

毒物検知システム

　　　　　　　　　　　　田中良春

　　　　　　　富士電機水環境システムズ㈱開発部
（〒191－8502日野市富士町1番地E－mailltanaka－yoshiharu＠fesys．cojp）

　　　　　　　　　　　　　　　　　概要

　バイオセンサーは生物材料の特性を巧みに利用したセンサーであり、水環境の水質計測へ広く応用

されることが期待されている。筆者らは水環境計測用バイオセンサーの研究開発を鋭意進めて来た。本

稿では、水環境試料への適用に特に留意した毒物検知システムにっいて述べる。

キーワード1バイオセンサー，バイオアッセイ，毒物センサー，水環境計測

1．はじめに

　バイオアッセイは生物材料を用い、その生物応答から生

物作用量を評価する方法である。したがって、対象とする物

質は生物作用物質で医薬品や機能性食品など有益な生物

作用の評価を目的とした場合と、環境汚染物質のような有害

影響を評価を目的とする場合がある。すべての化学物質は

毒性を持っており、ある化学物質が有害である、あるいはど

の程度危険であるかということは生体へのその物質の暴露量

とそれに対する生体側の反応の量的関係に依存する。

1．1水環境計測へのバイオアッセイの応用

　現状、個々の化学物質に対して環境での濃度基準や排

出を規制する基準が定められているが、個々の物質毎にす

べての物質を監視することは困難であり、さらに、未規制の

物質や非意図的な物質（処理の過程で生成する副生成物

や分解生成物）、複合的な毒性作用の評価は難しく、物理

化学的計測手段では限界がある。このため、バイオアッセイ

の水環境分野での利用が期待される1）。

1．2バイオセンサーによる自動計測

　自動測定やオンライン計測のための方法のひとっとして、

生物材料を固定化する技術とその生物材料からのシグナル

を検出するセンシング技術を融合させたバイオセンサーがあ

る。特別な技術や知識、操作の熟練度などを必要とせず、誰

でもが簡単に生物材料を利用しなければ計測が難しい水質

情報を再現性良く得るための手段として有効と考える。

　環境計測用バイオセンサーには、酵素や抗体などの基質

特異性や選択性のある生体材料を利用した物質量を測定

するセンサーと微生物や細胞を利用し、総括的に“汚染の度

合い”や“毒性”を測定するセンサーがある。

　前者には抗原抗体反応を利用した特定の農薬などを測

定するイムノセンサー、後者には、水質汚濁の指標である

BOD（生物化学的酸素要求量）を測定するBODバイオセン

サーや毒物センサーがある。

　筆者らは水環境計測用バイオセンサーの研究開発を鋭意

進めて来た。本稿では、筆者らが水環境への適用の経験か

ら特に留意し開発した毒物検知システムについて紹介する。

2．活性コントロール形毒物モニター

2．1開発の背景

　硝化細菌は活性汚泥プロセスの微生物の中でも有害化

学物質に対してもっとも感受性が高い微生物として知られて

いる。そこで、純粋培養した硝化細菌を利用した急性毒物セ

ンサーを開発した。

2．2原理と構成

　バイオセンサーは、有害化学物質に対して鋭敏な硝化菌

の純粋培養株（MかOSO加0η∂5θα■ρρ∂θa）を固定化した微

生物膜と溶存酸素電極で構成される（Fig。1）。

　検水に硝化菌の基質となるアンモニア性窒素を含む緩衝

液（フィード液）と空気を混合し、センサー部に連続的に供給

し、固定化された硝化菌の酸素消費量を溶存酸素電極で常

時測定する。検水中に毒物が混入し、硝化菌が呼吸阻害を

受けると、酸素消費率が減少し、酸素消費率が90％に達し

た時（阻害率10％）水質異常と判定し警報を出力する。

溶存酸素センサ

膜

空気⇒検水

NH3

硝化菌

硝化菌によ

る酸素消費

酸素 NH3

Fig．1毒物センサーの基本構成
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2．3微生物活性度制御2）

　バイオセンサーの使用条件は、使用する生物材料の長期

安定性を保つために、一般に至適pH条件，至適温度条件

に設定して使用する。

　しかしながら、河川水等環境試料に適用する場合、センサ

ーのフィード液出力値は硝化菌の活性や菌数が原水中に含

まれる微量栄養成分によって変動し、センサー出力は見か

け h100％（酸素電極出力OmV）で飽和しているが、硝化菌

活性はヒ昇し続け、有害物質に対する呼吸阻害率（毒物感

度）が低下する場合があると考えられた。そこで、フィード液

出力値が常に100％より少なくなるように硝化菌の活性度を

温度制御すれば、より高い毒物感度が得られると考えバイオ

センサの微生物活性度制御システムを構築した。（Fig．2）

き、広く水環境分野の盈りで擢か四β塑加8・研56θmとして展

開して行きたいと考えている。
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Fig．2温度と酸素消費率、阻害率（毒物感度）の関係

2．4実証試験

　微生物活性度制御システムを搭載した水質安全モニタ

（MK－II）の性能確認を（財）水道技術研究センタの実施した

環境影響低減化浄水技術開発研究（e－Water）（2004年1

．月～2005年3月）の持込み研究にて実施した。

　結果をFig．3に示す。本実験ではo．1～o．3％のアセトン

水溶液を模擬毒物として使用した。図中、水質異常警報レ

ベルは、微生物の呼吸阻害率が閾値以上（10％以上）にな

ったときに毒物の混入があったと判断する呼吸阻害率のレ

ベルを示す。実験期問中は常に毒物検知レベル以上の毒

物検知感度を安定的に維持していることが確認でき、本活

性度制御法の妥当性を確認できた。

　毒物感度の変動は、原水水質中の微量栄養成分の変動

と微生物膜製膜時の菌の状態によると考えられ、今後連続

的な原水水質データ取得と詳細な解析を行うことにより、原

水水質に関する新たな知見が得られる可能性も示唆され

た。

2．5毒物モニタの適用分野

　毒物検知システムは、浄水場の取水、原水監視システム

や河川水質事故監視システムとして、旧型および上述の新

型含め、全国で50台以上稼動している。

今後は、下排水分野への適用を目的とした開発を進めて行

璽
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Fig．4毒物検知システムの導入状況
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3．リファレンス同時測定形発光αzηαセンサ

3，1開発の背景
（1）〃〃7〃言式馬寅

　〃加召試験（試験管法）は、変異原性、すなわち遺伝子を

損傷するような化学物質の試験方法である。

　日本では、1993年に上水試験方法として採用、1997年

に下水試験方法に採用されており、海外ではドイツの排水

安全性試験のひとつとして採用されている（DIN38415－3）。

　2000年には、ISO／DIS13829として、水と排水の遺伝

子毒性試験法として承認され，2001年には排水安全性試

験（ISO／TC147／SC）として採用されている。

（2）センサーの開発3）14）

　召加ロ試験法はAmesテストより手法が簡略化されているも
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のの、酵素反応には希釈、細胞破砕、手順を踏んだ試薬の

分注など、煩雑な操作が必要である。また、レポーター遺伝

子としてβ ガラクトシダーゼ遺伝子を利用しているため、あ

る種の物質に対して感度が低い、着色による妨害が著しいと

いう問題がある。

　発光α加ひ試験法（αmロゴ〃xtest）はレポーター遺伝子と

して海洋性発光細菌（佐わ万oガθoカθガ）由来の発光遺伝子

群（1αx（n4β四）を利用した変異原性試験法であり、

砒ηα00遺伝子の下流に発光遺伝子群を連結しており、本

連結遺伝子導入株は変異原性物質に応答して発光する。

　この方法の特長はレポーター遺伝子として発光遺伝子を

利用しているためルシフェラーゼとともに発光基質（RCHO）

を合成でき、宿主のサルモネラ菌が自ら発光する点にある。

　よって、発光基質の添加や細胞破砕処理といった煩雑な

操作が不用となり、簡便、迅速に変異原性を測定することが

可能であり、また発光検出であるため試料の着色による妨害

を受けず、召加ひ試験法よりも高感度な変異原性の検出が可

能である。これらの特長から発光αmひ試験法はバイオセン

サー開発におけるエンドボイント測定の迅速化、高感度化、

検出系の簡略化、自動化などの有利であると考えられる。

　そこで、発光昭ηα試験法の簡易化、自動化を目指し、発

光昭ηひ試験菌株を用いた遺伝子損傷背物質検出装置の

開発を行った。

菌体を、菌株が漏出せず菌体へ栄養分と酸素の供給が可

能な微孔性膜と菌体からの発光が透過できる光透過性膜と

で挟み固定化した。微孔性膜としては菌株の漏出を防ぐた

め安全をみてポアサイズ0．22μmのニトロセルロース膜を使

用し、光透過性膜としては厚さ0。03mmの透明ポリエチレン

シートを使用した。

±音士也、言式半斗

　工ア
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3．2原理

　発光ひ加o試験の試験菌株（TL210株）は、発光遺伝子

群（加x（二〇凶β励をamロ。00遺伝子の下流に連結した組換

え遺伝子をサルモネラ菌TA1535株に導入した菌株であり
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Fig．5発光〃1ηαセンサの原理

　リファレンス株（TL210ct1株）は、発光遺伝子群

（ノ召xαλ4β助をプラスミドベクターpBR322のテトラサイクリ

ンORFに挿入した組換え遺伝子をサルモネラ菌TA1535

株に導入した菌株であり、常にルシフェラーゼを発現し発光

する。そのため、試料中の溶媒によるTL210株の発光量の

減少を補正および環境試料中に共存し、菌の生育を阻害す

る有害物質を検出するリファレンス株として用いる（false

negativeの防．1 ヒ機能）。

3．3センサーの構成

　発光umuセンサーの構成をFig．6に示す。微生物膜は

　　旦発光

　　　　　　　固定化微生物膜

　　　　　光検出器

Fig．6発光π丑川センサーの基本構成

3．4センサーの特性

（1）遺伝子損傷性物質への応答

　遺伝子損傷性物質として終濃度0．3mg／L（2％＿DMSO）

の4NQOを暴露したところ、TL210ctl株のセンサー出力

が上昇し、TL210株のセンサー出力の上昇も確認できた

（Fig．7）。また、終濃度0．03mg／L（2％＿DMSO）のAF－2

でも同様な結果が得られ、遺伝子損傷性物質を正確に検

出可能であることがわかった（Fig．8）。これらより、発光

umuセンサーは通常のumuテスト（試験管法）と比較し、8

倍以上高感度であることがわかった。
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（2）faIse　negativeの防止機能の確認

　生育阻害物質として終濃度10mg　Hg2∀Lの塩化第二水

銀を暴露したところ、両方の微生物膜ともに発光せず、リファ

レンス株を用いたfalse　negativeの防止機能が確認できた

（Fig．9）。

3 TL210
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Fig．9常にHg2＋の測定結果

3．5適用分野

　発光α切αセンサーについては、現状、試作段階ものであ

り、製品化まで開発を進めていない。今後、排水毒性など測

定の二一ズが高まると予想された段階で完成度を高め、製

品化したいと考えている。

4．まとめ

　アメリカ、カナダ、ヨーロッパ諸国では水環境の管理にバイ

オアッセイの導入が進められている。特に、ドイツでは排水を

規制する総合的なパラメーターとして毒性（バイオアッセイ）

を利用している。ドイツ排水令（Waste　Water　Ordinance）

の中で現状、Table．1に示すような5種のバイオアッセイ（魚、

ミジンコ、海洋性発光細菌、藻類、〃加び試験）が用いられて

いる5）。

　欧米では、動物愛護の観点から、魚類による試験は代替

試験の方法が検討されっつあり、今後、新たなバイオセンサ

ーの開発も考えられる。バイオセンサーが水環境の分野で

広く普及し、展開されることを期待している。

Table1ドイツ排水令の中で用いられているバイオアッセイ

供賦生物 バラメーター　　　　　時関 規格
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