
1.　

多数の環境試料の毒性を迅速に評価する技術は，これ
からますます重要になってくるであろう。環境中におけ
る毒性が特定の物質のみに起因しているのであれば，
HPLC やガスクロマトグラフィーなどの化学的及び物理
的な科学機器分析により，迅速かつ高感度に毒性を評価
することができよう。しかし，不特定多数の物質により
毒性が生じている場合，科学機器分析による毒性の評価
は極めて困難である。環境試料中の総合的な有害性を評
価するためには，やはり，生物を用いたバイオモニタリ
ングに頼らざるを得ない。
従来からのバイモニタリングは，微生物，原生動物，
微細藻類，原生動物及び高等植物などを用い，その致死
性，増殖阻害，代謝活性阻害等を指標に毒性を評価して
いる。特に致死性や増殖阻害を指標にしたバイオモニタ
リングは一般的に行われている。しかし，評価の過程で
細胞を増殖させるステップが含まれるために，増殖速度
が速い細菌を用いても，結果を得るまで半日程度要して
しまう。さらに増殖のための栄養源を添加することで，
毒性に影響を及ぼしてしまう可能性もある。そこで，我
々は細菌の運動性が毒性物質に敏感かつ迅速に応答する
ことに着目し，化学物質の総括的な毒性の評価に細菌の
運動性を指標として利用することが可能か検討を行っ
た。

2.　

微生物の代謝などを阻害する様々な化学物質が，細菌
の運動性を阻害することが報告されている。これらの化
合物には，Hg, Cu や Ni などの重金属類，電子伝達系や 
ATP 生合成系の阻害剤や1,5)，ジオールやジスルフィドな
どの蛋白質変性剤が含まれる2)。我々は1990年代前半か
ら，Pseudomonas aeruginosa の行動的応答，走化性の
研究を行っている。P. aeruginosa の走化性研究の過程
で，P. aeruginosa の運動性も毒性物質に対して極めて
敏感で，毒性物質に遭遇するとすぐに運動性を停止する
ことを見い出した。この実験事実に基づき，運動性細菌 
P. aeruginosa をセンサー素子とし，その運動性の阻害
を指標にして，自然水および土壌サンプルに含まれる化
学物質の総括的な毒性を迅速に試験する手法の開発でき
るのではないかと発想し，開発研究を開始した。

2.1.　

P. aeruginosa の菌体懸濁液に p-クレゾールなどの有
害物質を添加してすぐに顕微鏡観察を行うと，活発に運
動性を示していた細胞が即座に運動性を停止することが
見てとれる。したがって，P. aeruginosa の運動性を評
価する何らかの方法を開発すれば，迅速に有害性を試験
できると期待された。そこで，走化性アッセイのために
開発したコンピュータ支援キャピラリー法6) を基に運動
性測定システムを構築した。この運動性測定システムで
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は，運動性チャンバー（図 1 ）を用いて運動性を観察す
る。運動性チャンバーは上下 2 枚のカバーグラスとその
間の空間を確保するためのスペーサー（市販のクリップ
を加工したもの）から構成される。まずあらかじめスペー
サーを設置してある下部のカバーグラスの中央に 10 µl 
の菌体懸濁液をのせる。上部のカバーグラスの下面の中
央部に毒性物質を含んだ緩衝液を 10 µl 付着させ，速や
かに下部のカバーグラスに重ね合わせ菌体懸濁液と混合
させる。そしてただちに顕微画像をビデオで録画する。
運動を停止した菌体の割合はコンピュータを用いた画像
解析で行う。まず対照となる時点のビデオ画像をコン
ピュータに取込む。コンピュータ画面上の菌体の回りに

適当な直径の円を描く。そして対照とした時点の 5 秒後
の画像を取込み重ね合わせる。もし 5 秒後の菌体が円内
に留まっているようであれば，その菌体は運動を停止し
ていると見なしカウントする。画面上に描く円の直径
は，菌体のブラウン運動を考慮して決める。われわれの
経験では，5～7 µm に相当する円を描けば，ブラウン運
動をしている停止菌体も停止菌体としてカウントするこ
とができることがわかっている。また，運動している菌
体が偶然に円内に入って停止菌体と見なされる可能性も
勿論ある。しかし，実際に測定を行ってみるとその確率
は無視できる程小さいことがわかり，この方法で測定し
た停止菌体率（画面上の全菌体数に対する停止菌体の割

図 1 ．顕微画像法による有害性試験の概要。
運動性チャンバーを用いて検定試料と菌体懸濁液を混合し，すぐに倒立位相差顕微鏡–CCD カメラ‒ビデオで顕微画像を録画する。
録画後，ビデオ画像をコンピュータ解析することにより，停止菌体率を求める。

図 2 ．0～2.0 mM p-クレゾールを添加した時の P. aeruginosa の停止菌体率の経時変化 (A) と p-クレゾールの運動性阻害と増殖阻害の
濃度依存曲線 (B)。
顕微画像法により停止菌体率を求めた。ビデオ画面上の全菌体数に対する停止菌体数の割合を停止菌体率とした。運動性阻害は，
p-クレゾール無添加区の停止菌体率を差し引き補正を行った。
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合）は真の停止菌体率とほとんど同一であることが示さ
れた。
図 2A は，種々の濃度の p-クレゾール存在下での運動
性の停止率の経時変化を示したものである。P. aerugi-
nosa は p-クレゾールに曝露されると運動性が濃度依存
的に阻害される。運動性の阻害は極めて迅速で，10秒も
たつと阻害率は一定となる。p-クレゾールの増殖阻害を
調べて運動性阻害と比較したところ，ほぼ同様な濃度依
存性の曲線となった（図 2B）。増殖阻害試験の場合は少
なくとも10時間以上を要することから，運動性阻害を指
標にした方がはるかに迅速に有害性を試験できることが
示唆された。そこで，p-クレゾール以外の化学物質の有
害性も運動性阻害を指標にして評価できるか，確かめ
た。種々の濃度の化学物質に曝露したときの運動性阻害
と増殖阻害を測定した。そして，それぞれの50％を阻害
する濃度 (IC50) を求めた3)。図 3 は，縦軸に18種類の化学
物質の増殖阻害の IC50，横軸に運動性阻害の IC50 をとっ

てプロットしたグラフである。グラフを見て明らかなよ
うに，増殖阻害と運動性阻害の IC50 との間には高い相
関性 (R=0.95) があった。また，ほとんどの点は y=x の
直線より上方にあることから，運動性阻害の方が高感度
であるといえる。このように，運動性を指標にして迅速
かつ感度よく化学物質の毒性を評価できることが示され
た。我々は，運動性細菌をセンサー素子とし顕微画像を
解析することにより毒性を試験する方法を顕微画像法と
命名した。

2.2.　

顕微画像法の開発研究から細菌の運動性を指標にすれ
ば，化学物質の毒性を迅速に評価できることが示唆され
た。しかし，顕微画像法では多数の試料を同時に測定す
ることは困難である。また，測定の自動化も容易ではな
い。これら欠点のブレークスルーのためには，複数試料
の同時計測ならびに計測の自動化が容易な測定機器を用
いて細菌の運動性を計測する方法を工夫する必要があ
る。そこで，緑色蛍光蛋白質 (GFP) で蛍光標識した P. 
aeruginosa，マイクロタイタープレート，そして走化性
カップを用い，蛍光プレートリーダーで複数の試料にお
ける P. aeruginosa の運動性を同時かつ自動的に計測で
きる測定システムの構築に取り組んだ8)。
蛍光プレートリーダーによる細菌の運動性の測定を可
能にするため，まず，P. aeruginosa を蛍光ラベルした。
GFP 発現広宿主域ベクターである pMRP9-17) を P. 
aeruginosa に導入することにより，菌体を蛍光標識した。
これにより，菌体濃度を緑色の蛍光強度で計測すること
が可能になった。P. aeruginosa の運動性は，マイクロ
タイタープレートと走化性カップ（商品名ケモタキセ
ル，クラボウ製）から構成される走化性チャンバー（図
 4 ）を用いて計測した。24穴のマイクロタイタープレー
トを下層カップとし，そこに菌体懸濁液を 1.1 ml 入れ
る。その上から，1.0 ml の HEPES 緩衝液を入れたケモ
タキセル（上層カップ）を重層する。ケモタキセルの底
は孔経 8 µm のメンブレンフィルターになっているの
で，P. aeruginosa はケモタキセルの底の穴を通過し，
自由に上層‒下層間を移動することができる。上層カッ
プを重層することにより上層と下層の間に溶存酸素濃度

図 4 ．蛍光プレーとリーダー法で用いた走化性チャンバー。
A．マイクロタイタープレート（下層カップ）とケモタキセル（上層カップ）の写真図。B．走化性チャンバーの概念図。ケモタキ
セル（上層カップ）の底は孔径 8 µm のメンブレンフィルターになっており，P. aeruginosa はこのメンブレンフィルターを通過
して下層カップと上層カップを行き来することができる。

図 3 ．様々な化学物質の運動性阻害と増殖阻害を指標とした 
IC50 の相関。
相関計数は0.96であり，運動性阻害と増殖阻害の間に非常
に高い相関があることがわかる。
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の勾配が形成される。P. aeruginosa は O2 に対して強い
走化性（走気性）を示すので，下層カップの P. aerugi-
nosa は走気性を発揮して溶存酸素濃度が高い上層カッ
プに移動する。P. aeruginosa は GFP で蛍光標識してい
るので，上層カップ内の蛍光強度は時間とともに増加す
ると考えられる。
そこで，走化性チャンバーを組み立て，上層カップ内
の蛍光強度の経時変化を測定した。蛍光強度の測定はマ
ルチラベルカウンター ARVO1420（Wallac 社）を用い，
上層カップの水面下約 5 mm に焦点を合わせ測定した。
図 5 に示したように，予想通り上層カップ内の蛍光強度
は時間とともに増加した。このことから，走化性チャン
バーと蛍光標識した P. aeruginosa を用いることにより，
P. aeruginosa の運動性（走気性）を蛍光プレートリー
ダーで測定できることが示された。
毒性物質により運動性が阻害されれば，必然的に走気
性も阻害されることになる。したがって，毒性がある検
定試料を下層カップの菌体懸濁液に添加して走気性を測
定した場合，毒性の強さに依存して走気性が阻害され，
その分上層カップ内の蛍光強度の増加の度合いは減少す
ると考えられる。そこで，毒性物質として CuSO4 を用
い，それを種々の濃度下層カップの菌体懸濁液に添加し
て走気性を測定した。その結果，予想通り CuSO4 の添
加量に依存して蛍光強度の増加の度合いが減少する，す
なわち走気性が阻害されることが示された（図 5 ）。し
かも，走気性の阻害は濃度依存的であった（図 5B）。こ
れらの結果から，蛍光プレートリーダー，走化性チャン
バー及び蛍光標識した P. aeruginosa を用いて毒性を評
価できることが示された。われわれは，この蛍光プレー
トリーダーを用いた毒性試験法を蛍光プレートリーダー
法と命名した。

CuSO4 以外の化学物質の毒性 (IC50) を蛍光プレート
リーダー法を用いて計測した。その結果，HgCl2, Tl2SO4, 
SnCl2, AgNO3, PbCl2, アジ化ナトリウム及びシアノーゲ
ンブロミドの IC50 は，それぞれ，0.003, 0.9, 3, 0.04, 3, 4.5 

及び 0.4 mM と求められた。しかし，K2CrO4 に関して
は，その運動性阻害効果が低いため，IC50 を求められな
かった。
次に，重要な環境汚染物質であるトリクロロエチレン 

(TCE) の毒性を蛍光プレートリーダー法により検知でき
るか調べた。下層カップの菌体懸濁液に 0～100 ppm の 
TCE を添加して蛍光強度の経時的変化を測定した（図
 6 ）。100 ppm の TCE の添加区では蛍光強度はほとんど
増加しなかった。このことから，TCE は運動性阻害効
果を持つことが判明した。しかし，1 ppm の TCE を添
加した場合，蛍光強度の増加は TCE 無添加区（コント
ロール）より大きかった。すでに，P. aeruginosa が 
TCE を忌避物質として認識し，負の走化性を示すこと
が判明している4)。このことから，1 ppm の TCE を添加
した場合，P. aeruginosa は TCE に対する負の走化性を

図 5 ．蛍光プレートレーダー法による硫酸銅の有害性試験。
硫酸銅を下層カップに 0～10 mM 添加した時の上層カップの GFP 蛍光強度の経時変化 (A) と40分間の蛍光強度の増加の濃度依
存曲線 (B)。濃度依存曲線は，硫酸銅無添加区（コントロール）の蛍光強度の増加を 1 として作成した。

図 6 ．蛍光プレートリーダー法によるトリクロロエチレンの毒
性試験。
トリクロロエチレンは下層カップにのみ添加した。
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発揮し，コントロールよりもすばやく菌体が上層カップ
に移動したため，このような現象が生じたと考えられ
た。100 ppm の TCE に曝露した場合は，負の走化性を
発揮する前に重度に運動性阻害を受けたために，蛍光強
度の測定において負の走化性の効果が現れなかったと考
えられる。
以上の結果から，走化性を示す化学物質の毒性を試験
する場合，蛍光強度の測定に走化性の影響が出てしまう
恐れがあることが示された。この問題を克服するために
は，何らかの方法で走化性が発揮されないような条件を
作ればよい。細菌は，走化性物質の濃度そのものに応答
するのではなく，濃度勾配を感知して走化性を引き起こ
す。したがって，走化性物質が存在してもその濃度分布
が均一であれば，細菌は走化性を起こさない。そこで，
下層カップだけでなく，上層カップにも同じ濃度の 
TCE を添加することにより，上層カップと下層カップ

の間の濃度勾配が形成されないようにして再び測定をし
直した。図 7 にその測定結果を示す。予想通り，蛍光強
度の増加の度合いは，添加したトリクロロエチレンの濃
度に依存して減少した（図 8 ）。このように，上層カッ
プにも同濃度になるように TCE を添加することにより，
走化性の影響を回避できることが示された。環境試料に
含まれる走化性物質の濃度の予測は困難である。しか
し，下層カップと上層カップに同じ割合になるように環
境試料を添加すれば，図 7 の TCE の場合と同様に，走
化性の影響を排除して試験することができるであろう。
そこで，標準的な手法として，上層カップと下層カップ
双方に検定試料を添加して蛍光強度の経時的変化の測定
を行うこととした。
図 8 は標準的な蛍光プレートリーダー法により，テト
ラクロロエチレン (PCE) 及びトリクロロエタン (TCA) 

図 7 ．蛍光プレーとリーダー法によるトリクロロエチレンの有
害性試験。
トリクロロエチレンを下層カップと上層カップに同濃度添
加して測定した結果。

図 8 ．蛍光プレーとリーダー法で計測したトリクロロエチレン 
(TCE)，トリクロロエタン (TCA) およびテトラクロロエチ
レン (PCE) の毒性の濃度依存曲線。
図中に示した濃度は TCE と TCA の IC50。

図 9 ．蛍光プレートリーダー法と増殖阻害法を用いたペンタクロロフェノール，2,4-D および 2,4,5-T の有害性の測定。
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の毒性を試験した結果を表したグラフである。いずれも
濃度依存的に運動性が阻害されていることがわかる。
TCE 及び TCA の IC50 は，それぞれ 2, 12 ppm であっ
た。PCE は測定した最大濃度においても運動性阻害は
50％に満たなかったことから，IC50 は求められなかっ
た。以上のことから，蛍光プレートリーダー法による毒
性試験では，これら揮発性有機塩素化合物のうち TCE 
が最も強い毒性を持つことが示唆された。培地に揮発性
有機塩素化合物を添加してこれら物質の増殖阻害効果を
調べてみたが，いずれの物質の添加区でも無添加区と同
程度に増殖を示した。これは，培養中に添加した揮発性
有機塩素化合物が揮発してしまうためと考えられた。こ
のように，従来の増殖阻害試験では揮発性有機塩素化合
物の有害性を評価するのは難しいようである。
さらに揮発性有機塩素化合物以外の環境汚染物質とし
て 2,4-D, 2,4,5-T やペンタクロロフェノールについても
毒性試験を行った。その結果を図 9 に示す。これらの物
質は揮発性でないので，増殖阻害試験で濃度依存的な増
殖阻害曲線が得られた。蛍光プレートリーダー法による
測定で得られた運動性阻害の濃度依存性曲線も増殖阻害
のものとほぼ同様の曲線を描いた。このことから，芳香
族塩素化合物の毒性も蛍光プレートリーダーで計測し得
ることが示唆された。

3.　

本研究では，細菌の運動性が毒性物質に敏感であるこ
とを利用し，運動性細菌をセンサー素子とした毒性試験
法，蛍光プレートリーダー法の開発に至った。蛍光プレー
トリーダー法は下記のような利点を持つ。

1）多数の試料（23試料まで）の有害性を同時に試験す
ることができる。

2）少量の試料で有害性試験ができる。通常，1 ml も
あれば試験可能である。

3）測定時間が短い。通常，30分の測定で十分である。
4）プレートリーダーはコンピュータで制御している
ので，自動化が容易である。

5）増殖のステップがないので，毒性試験に影響を及ぼ
す可能性のある栄養源等の余計な物質を添加する必要が
ない。
これらはいずれも，毒性試験で要求される条件であ
る。これら総ての条件を満たす毒性試験はまれであるこ

とから，蛍光プレートリーダー法は優れた毒性試験法で
あると言えよう。今後，さらに他の標準的な毒性試験法
と比較検討を行うこと，環境試料の毒性試験を重ねるこ
と，ならびに土壌の毒性試験にも適用できるような操作
法を開発するなどし，実用に耐え得る技術に育て上げる
必要があろう。

本研究は，科学技術振興事業団の戦略的基礎研究「微
生物を活用する汚染土壌修復の基盤研究」（研究代表者：
矢木修身東京大学教授）の一環として行われたもので
す。研究の機会を与えて下さった東京大学大学院工学系
研究科教授・矢木修身先生に厚く御礼申し上げます。本
稿の研究成果は，広島大学大学院先端物質科学研究科分
子生命機能科学専攻細胞構造機能学研究室に所属した 
Hardoyo 博士，福村　毅氏，中本麻記子氏，山本敬正氏
によるものです。これらの皆様に御礼申し上げます。
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