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概 要

我々は大腸菌の酵素活性に基づく簡易大腸菌モニタリング技術を開発した。本法は，サンプルと

培地を混合するだけで，無菌環境を必要とせず，最大 96 サンプルを一斉に，1サンプルあたり約 2

円で大腸菌を測定できる技術である。酵素活性の増大は大腸菌の遺伝子濃度の増大とほぼ同時に起

こった。薬剤耐性大腸菌数を定量できた。下水や河川水中に 4.3 MPN/mL 以上の大腸菌が存在すれ

ば，2 時間程度で大腸菌を半定量できた。下水処理場の各プロセスでの処理効率を評価し，糞便汚

染地点を特定した。
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1．緒 言

1. 1 簡易微生物モニタリング技術の重要性

微生物の生存能力は極めて高く，純水製造装置の貯

水タンクでも微生物が増殖する1)。水道水の配水施設

内に病原性微生物が存在すれば人の健康を害するリス

クが高まる。直接飲用される水ではなくても，農業用

水や人が触れる可能性のある親水や公共用水中にどれ

だけ病原性微生物が存在するのかを定量することは極

めて重要である。微生物の測定は水処理装置の処理効

果の評価にも用いられる。

病原性微生物は多岐にわたるため，全ての病原性微

生物を検出することは現実的ではない。そこで水系感

染症を引き起こす病原性微生物は主に温血動物の腸管

に存在することから，病原性微生物そのものを検出す

る代わりに糞便汚染を検出するという考え方がある。

一般的に水の糞便汚染は腸管内に高い割合で普遍的に

存在する細菌である大腸菌，腸球菌，バクテロイデス

目の細菌の検出によって評価されている。よってこれ

ら細菌は糞便汚染の指標細菌と呼ばれる。

現在，指標細菌はシャーレや試験管を用いた培養に

基づく方法か PCR法により測定されている。培養に

基づく方法には，結果を得るまでに 24 時間程度を要

する，生きているが培養できない病原細菌を見落とす，

PCR法には，イニシャルコストが高い，高額な酵素

が必要という解決すべき課題があり，これらの課題を

克服した新たな測定技術の開発が望まれている。我々

は 2014年より，大腸菌の酵素活性に基づく簡易大腸

菌モニタリング技術を開発してきたのでその成果を紹

介する。

2．研 究 成 果

2. 1 現行の大腸菌測定法

日本の水道水質基準の項目には大腸菌が含まれてお

り，厚生労働省が定めるMUGを用いる方法で測定さ

れている2)。MUG とは 4-メチルウンベリフェリル-

β-D-グルクロニドであり，4-メチルウンベリフェロ

ン (MU) という蛍光分子に，酵素 β-グルクロニダー

ゼ (GUS) の基質である D-グルクロン酸が結合した

ものである。大腸菌のほとんどが GUSを産生し，大

腸菌以外のほとんどの細菌は GUSを産生しないこと

から，環境工学では GUSを産生する細菌を大腸菌と

定義している。GUSを産生する細菌 (すなわち大腸

菌) は，液体培地や寒天培地にMUGを添加すること

で簡便に検出しうる。培地にサンプルを添加し，培養

し，培養液や寒天培地上のコロニーが紫外線下で 4-

メチルウンベリフェロン特有の青白い蛍光を発すれば

高濃度にMUGが産生された，すなわち大腸菌が存在

する証拠となる。

2. 2 酵素活性測定に基づく簡易大腸菌モニタリング

技術の原理

この知見から我々は定量 PCR法と同様のメカニズ

ムで大腸菌を定量できるのではないかと考えた。定量

PCR法ではサンプルの温度を上昇，その後低下させ

ることで DNA が 2倍に増幅する。DNA は n回の温

度変化サイクルの後に理論的には初期濃度の 2 の n

乗倍に増える。DNA 濃度は二本鎖 DNA と結合する

と蛍光を発する蛍光色素の蛍光強度から求められる。

増幅前のサンプルの蛍光強度と比較して明らかに高い
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蛍光強度を閾値に設定すると，初期DNA濃度が高い

サンプルほど早く蛍光強度が閾値に達する。閾値に達

するまでのサイクル数 (Ct 値と呼ばれる) と初期

DNA 濃度の対数値には負の相関が見られる。これに

並行して初期DNA濃度が既知のスタンダードサンプ

ルを用いて検量線を作成することで，初期DNA濃度

が未知のサンプルの DNA濃度を算出できる3)。

我々は，大腸菌も 2 の n 乗倍で増えること，かつ

大腸菌数を蛍光色素 (MUG) で検出できることが定

量 PCR法と同様であることから，以下の方法で大腸

菌数を定量することを発想した。96ウェルマイクロ

プレート (TPP社 細胞培養プレート 96well平底) の

1 ウェルに蛍光測定用培地 0.02 mL とサンプル 0.18

mL を添加する。蛍光測定用培地は，Milli-Q 水 1 L

にトリプトース 5 g，塩化ナトリウム 5 g，ソルビ

トール 1 g，トリプトファン 1 g，リン酸水素二カリ

ウム 2.7 g，リン酸二水素カリウム 2.0 g，ラウリル硫

酸ナトリウム 0.1 g，イソプロピル-β-Dチオガラクト

ピラノシド 0.1 g を添加し，最後にMUGを最終濃度

で 2.5 μMになるように添加したものとした。この混

合液を 1 サンプルにつきマイクロプレートの 10ウェ

ルに分注する。マイクロプレートをマイクロプレート

リーダー (TECAN社，インフィニット F200Pro，励

起フィルター 360 nm，蛍光フィルター 460 nm) に設

置し，温度を 37℃に設定し，10分毎に最長 24 時間に

わたり蛍光強度を測定する。

2. 3 結果と考察

(1) 大腸菌数と蛍光強度の関係

Fig. 1に MUの蛍光強度 (F. I.) および uidA 遺伝

子濃度の経時変化を示した。uidA 遺伝子は GUS を

コードする遺伝子である。遺伝子濃度は定量 PCR法で

測定した4)。サンプルの F. I. はおよそ 5 時間から増加

した。uidA 遺伝子濃度は 5 時間から 8 時間の間に指

数関数的に増加した。この結果は F. I. の急激な増大が

大腸菌の対数増殖に対応していることを示している。

(2) 大腸菌数の定量

そこで，サンプルを蒸留水としたブランクサンプル

の F. I. を 24 時間にわたり測定し，その平均値に標準

偏差の 10倍を加えた値を閾値とし，大腸菌を含むサ

ンプルの F. I. が閾値を超えた時間を「対数増殖開始

時間 (Ti)」と定義した5)。大腸菌数が異なるサンプ

ルの Ti を測定したところ，Ti と大腸菌数の対数値に

は負の相関が見られた5)。この原理を利用して，サン

プル中の大腸菌数を，さらには蛍光分子をMUGから

大腸菌群測定用の 4-メチルウンベリフェリル-β-D-

ガラクトピラノシド に変更することによって大腸菌

群を定量できることがわかった6)。

(3) 薬剤耐性大腸菌数の定量

本法は培養可能な大腸菌のみを定量できる方法であ

ることから，大腸菌の活性を阻害した際の効果 (阻害

率または生存率) を判別できるのではないかという仮

説を立て，蛍光測定用培地に抗菌薬を入れることで，

抗菌薬存在下でも増殖可能な大腸菌，すなわち薬剤耐

性大腸菌 (AREc) を検出することを試みた5)。A 下

水処理場の最終沈殿池からサンプルを採取し，シプロ

フロキサシン (CIP) に対するAREc の全大腸菌に対

する比率を，Chromocult Coliform Agar ES，Colilert

法，ETEST 法，および本法にて算出した (Fig. 2)。

CIP 濃度が 10 μg/mL の時のAREc比率は全ての方法

で 3 %以下であった。10 から 0.01 μg/mL の範囲では，

本法の結果は Chromocult 法と比較して，平均 AREc

比率の違いは 7 %以内であった。CIP 濃度が 0.1 から

0.01 μg/mL の範囲では，Colilert 法では本法および

Chromocult 法よりも AREc 比率は低かった。また，

CIP 濃度が 0.01 μg/mL の場合，ETEST法では他の 3

つの方法よりも AREc 比率は高かった。これは

ETESTストリップの最小発育阻止濃度の判別が難し

かったためと考えられる。各 CIP 濃度での AREc比

率の標準偏差は，本法 (<23%) では他の方法 (< 3

%) よりも高く，本法は他の方法よりも精度が低いこ
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Fig. 1 MUの蛍光強度と uidA遺伝子濃度の経時変化

▲：Chromocult 法，■：Colilert 法，×：ETEST法，●：本法

Fig. 2 CIP 濃度に対するAREc の全大腸菌に対する比率



とがわかった。これは本法のサンプル量が 0.18 mL で

あるのに対し，他の方法では 10 mL 以上のサンプル

を用いるためと考えられる。精度は劣るが本法では

AREc を半定量的にスクリーニングすることが可能で

あることがわかった。

(4) 大腸菌数測定の迅速化

Fig. 1を見ると蛍光強度が急上昇する前にも直線的

に増大していることがわかる。これは，培養前のサン

プル中に存在する大腸菌が既に GUSを保有している

ためであり，サンプルと培地を混合した瞬間から

GUSが分解されているためと考えられる。すなわち，

蛍光強度の経時変化 (傾き) は培養前のサンプル中の

GUS活性を表しているものと考えられる4, 7)。そこで

傾きと大腸菌数との相関を解析するために，大腸菌数

166±39 MPN/mL の下水処理水を生理食塩水で 1.2

倍に，計 4 回希釈し，傾きと大腸菌数を測定した

(Fig. 3)。これらのサンプルの F. I. は，培養後 0.5 時

間から 2.0 時間まで直線的に増加した (Fig. 3a)。傾

きは希釈倍率に従って低下した。ブランクサンプルの

傾きは−0.18 h−1であった。これらの結果に基づいて，

サンプルの傾きからブランクサンプルの傾きを差し引

き，既往の方法に準じて GUS活性 (mMFU/mL) に

変換した (Fig. 3b)。大腸菌数と GUS 活性との間に

は相関係数 0.997で高い正の相関が見られた。この結

果から，本法にて 2時間で下水処理水中の大腸菌数を

測定できることがわかった。本法の標準偏差は

Colilert 法よりも低かった。これは，本法の測定数

(n=10) が Colilert 法のそれ (n=2) よりも多いため

と考えられる。さらに，本法の変動係数は <12.5%

未満であり，Colilert 法のそれ (23.8%) よりも低く，

本法は Colilert 法よりも信頼性が高いことが示された。

t 検定の p値は Fig. 3bの 2つの隣接したプロット全

てで <0.0005 であり，本法は下水中の大腸菌数 80

MPN/mL と 96 MPN/mL を高い精度で区別できるこ

と，少なくとも 16 MPN/mL まで測定できることが

明らかとなった。

続いて，本法を河川水に適用した8)。2017 年 5 月

から 2018 年 1 月の間，毎週 3 つの下水処理場の処

理水放流口の直上および直下の河川で採水を行い，

103 サンプルを採取した (Fig. 4)。大腸菌数が 100

MPN/100 mL 以下の場合，GUS活性は大腸菌数に依

存して変化しなかった (約 0.2 mMFU/mL)。一方，

大腸菌数が 100 MPN/100 mL を超えると GUS活性は

大腸菌数に依存して増加した。近似式は y=0.012 x0.51，

相関係数は 0.87，p値は 2.8×10−32であった。大腸菌

数が 100 MPN/100 mL 以下の場合，GUS活性の平均

値と標準偏差 (σ) はそれぞれ 0.18 と 0.023 であった。

これらの値を用いて，本法の検出限界 (LoD=3×σ/

傾き) を算出したところ，LoD は 430 MPN/100 mL

であった。

さらに 3つの下水処理場の最初沈殿池および最終沈

殿池から 10ヶ月にわたり下水を採取した7)。最終沈殿

池サンプルを測定するとともに，データを増やすため

に，最初沈殿池サンプルの少量 (< 1 %) を最終沈殿

池に添加したスパイクインサンプルも測定した (Fig.

5)。A 処理場から取得したサンプルの GUS活性と大

腸菌数に高い相関が見られた (Log y=0.47 Log x

−0.53，r=0.86，p 値 =1.6×10−12)，また B 処理場
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Fig. 3a 下水処理水 (i) とこれを段階的に希釈したサンプル
(ii から vi) の蛍光強度の経時変化

黒：上流，グレー：下流

Fig. 4 河川サンプルの GUS活性と大腸菌数の関係Fig. 3b サンプル (i) から (vi) の GUS活性と大腸菌数の関係



でも相関が高かった (Log y=0.48 Log x−0.87，r=

0.86，p値=4.8×10−9)。一方，C処理場では相関が低

かった (Log y=0.24 Log x−0.45，r=0.44，p 値 =

0.04)。この結果から，相関式は処理場によって異な

ることがわかった。また，スパイクインサンプルと最

終沈殿池サンプルが同じ式で近似できたことから，大

腸菌以外の細菌や有機物や無機物などの下水中の物質

は本法を阻害しないことがわかった。

さらに，A 下水処理場の初沈，終沈，砂ろ過槽，

塩素接触槽から採水し，一つの処理場の各処理プロセ

スにおける大腸菌除去効率を評価した7) (Fig. 6)。算

出した GUS活性を Fig. 5 Aの関係式を用いて大腸菌

数に変換した。大腸菌数は初沈越流後には約 104

MPN/mL であったが，終沈越流後には 2 から 3 桁

減少していた。終沈越流後と比較し砂ろ過後は，

Colilert 法で測定した大腸菌数は同程度であったが，

本法で測定した大腸菌数は低下した。この結果から，

砂ろ過処理は培養可能な大腸菌数を変化させない一方

で，大腸菌内の GUS活性を低下させることがわかっ

た。逆に，塩素消毒後は Colilert 法で測定した大腸菌

数は<1 MPN/mL に減少したが，本法で測定した大

腸菌数は過大評価された。この理由として，塩素消毒

により培養可能な大腸菌数は大きく減少する一方で大

腸菌内の GUS活性はさほど低下しなかったことが考

えられる。

(5) 糞便汚染源の特定

上記の結果から，砂ろ過処理のように基質や栄養が

律速する環境では培養可能な大腸菌数が維持される一

方で GUS活性が低下したり，塩素消毒のように培養

可能な大腸菌数が減少する一方で GUS活性が維持さ

れたりすることがわかった。このことは Colilert 法で

測定した大腸菌数と GUS活性の比率は，それまでに

大腸菌が置かれてきた環境に依存することを示唆して

いる。そこで下水処理場の処理水放流口の直上および

直下の河川から採水し大腸菌数と GUS活性を測定し

た4) (Fig. 7)。上流サンプルの GUS 活性は <0.24

mMFU/mL であり，大腸菌数が増大するにつれて増

加する傾向が見られた。一方，下流サンプルの GUS

活性は >0.21 mMFU/mL であった。興味深いのは，

一部の上流サンプルが，下流の全ての大腸菌が検出さ

れた範囲 (104から 105 MPN/mL) に含まれていたも

のの，これらのサンプルのほとんどが下流サンプルよ

りも GUS活性が低かったことである。一方，いくつ

かの下流サンプルの大腸菌数は比較的低かった

(<104 MPN/mL) ものの，これらサンプルの GUS活

性は，同じ大腸菌数の範囲の上流サンプルよりも高

かった (>0.21 mMFU/mL)。本測定においては下流

サンプルは明らかに糞便汚染源直下であり，この放流

口よりも上流には下水処理場は存在しないことから上

流サンプルは糞便汚染を受けていないサンプルと考え

ることができる。よってこの結果から，GUS活性の

閾値 (0.21 mMFU/mL) を設定することで，糞便汚

染源を容易に特定できることがわかった。

簡易微生物モニタリング技術の開発44

グレー：終沈，黒：スパイクサンプル

Fig. 5 3 下水処理場の GUS活性と大腸菌数の関係

Fig. 7 下水処理場の処理水放流口の直上 (グレー) および直下
(黒) の河川の大腸菌数と GUS活性。点線はブランクサン
プルの GUS活性 (1.6 mMFU/mL)

Fig. 6 A 下水処理場の初沈 (●)，終沈 (×)，砂ろ過槽 (■)，
塩素接触槽 (▲) における Colilert 法 (横軸) および本法
(縦軸) で測定した大腸菌数



3．結 論

本研究では，本法を用いることで，4.3 MPN/mL

以上の大腸菌を含む下水や河川水であれば，2時間程

度で大腸菌を半定量できることを明らかにした。本法

は，サンプルと培地を混合するだけの簡便な操作で，

無菌環境を必要とせず，最大 96 サンプルを一斉に，1

サンプルあたり約 2円で大腸菌を測定できる技術であ

り，下水処理場の各プロセスでの処理効率を評価した

り，糞便汚染地点を特定できる技術であることがわ

かった。現在は他の特定酵素蛍光基質を本法に適用し，

腸球菌や緑膿菌の簡易分析技術の開発に取り組んでい

る。
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