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ポータブル･マイクロ流路システムを用いた湖沼･河川

環境中の病原微生物のリアルタイム・オンサイト・モ

ニタリング 

 

大阪大学大学院薬学研究科 衛生・微生物学分野 山口 進康 

 

１．はじめに 

 琵琶湖・淀川流域は、水源として、また身近な親水空間として、近畿の住民にとっ

てかけがえのないものである。近年のレジャー・ブーム、アウトドア・ブームととも

に、湖岸や河川敷でパーティやウォーターアクティビティを楽しむ人も増えており、

今後、ますますその人数が増えるものと考えられる。一方、海外では湖での遊泳中に

病原性大腸菌 O157 に感染した報告もあり 1, 2)、親水空間における衛生微生物学的安全

性の確保は、ますます重要となってきている。その基盤となるのが、微生物モニタリ

ングである。  
微生物の検出にあたり、細菌学、また細菌数測定を必要とする多くの分野では約 100

年前に確立された「培養法」を基本としてきた。培養法は簡便であり広く普及してい

るが、ここ 20 数年の環境微生物学分野における研究の進展により、自然環境中の細菌

の 90%以上が通常の条件下では培養困難であることが明らかになっている 3-5)。すなわ

ち、100 年に及ぶ細菌学の歴史が塗り替えられようとしている。また、培養法で水環境

中の細菌を検出するにあたっては、一般的に１週間以上を要するため、より迅速に結

果を得るために、培養に依存しない手法による微生物モニタリングが重視されている。 
培養操作に依存しない微生物検出法は、環境微生物学分野をはじめとして広く用い

られつつあり 6-11)、米国や欧州では公定書にも採用されようとしている。特に蛍光染色

法は、試料に蛍光試薬を添加するだけの簡便な操作で数十分以内に結果を得ることが

できるという特長をもつため、研究分野のみならず、産業分野（医薬品製造における

微生物管理など）や臨床分野（病原微生物の迅速検出など）、さらには行政分野（再生

医療製品の迅速微生物検査など）への応用が期待されている。蛍光染色した微生物の

検出には、一般的に蛍光顕微鏡が用いられている。しかしながら、プレパラートの作

製などの煩雑な操作が必要であり、また測定のために試料を研究室に持ち帰る必要が

ある。  
そこで、マイクロ流路システムに着目した。本システムは幅･深さ数十マイクロメー

トルの微小な流路を刻んだ小型デバイス（マイクロ流路デバイス）を用いて微生物を

検出するシステムであり、１）結果を数時間以内に得ることができる、２）測定に必

要な試料や試薬の量が少ない（数十マイクロリットル）、３）デバイスが低価格である、

４）操作が容易かつデータの再現性が高い、５）システムを小型化し携行可能にでき

る、６）閉鎖系デバイスによりバイオハザードのリスクを低減できる等の特長を有す

る。微生物検出のためのマイクロ流路デバイスについては、世界の様々な研究機関が

その有用性に着目している。しかしながら、その設計にあたってはデザインや検出系

に独創性が求められるため、世界的に萌芽状態にある。また、大腸菌などの標準株を

用いた研究は盛んに進められているものの、環境中（on-site：オンサイト）で使用でき
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るシステムについては十分な精度をもつものが無い。

今回の研究では、これまでのマイクロ流路システムに関する研究 12-14)を発展させ、

野外におけるポータブル･マイクロ流路システムの実証評価を行うとともに、琵琶湖・

淀川流域におけるオンサイト・モニタリングを行った。

２．材料と方法 

2. 1 試料

湖沼水は、大阪府吹田市の犬飼池で採取した。河川水は、大阪府摂津市の淀川河川

公園で採取した。

図 1 犬飼池でのオンサイト・モニタリング 

図 2 淀川河川公園におけるサンプリング  
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 蛍光顕微鏡を用いた細菌数の測定はサンプリング後、12 時間以内に行った。 
 

2. 2 微生物現存量の測定 

2. 2. 1 マイクロ流路デバイス 

 水環境中の細菌の検出には、図 3 に示した on-chip 染色用マイクロ流路デバイスをソ

フトリソグラフィーにより作製し、使用した（5 cm×2.5 cm）。流路の幅は混合部で 500 
μm または 100 μm、検出部で 100 μm とし、深さは 15 μm とした。細菌数の測定にあた

っては、Inlet A から試料を、Inlet B から蛍光試薬を導入し、Outlet の方向に流した。

試料中の細菌を混合部において蛍光試薬により染色し、検出部で計数した。サンプル

流を整えるために、Inlet C および Inlet D から脱イオン水を流し、シース液とした（図

4）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 on-chip 染色用マイクロ流路デバイス 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 マイクロ流路内を流れる細菌の検出画像 
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 全細菌数の測定には、核酸結合性の蛍光試薬 SYBR Green II を用いた。生きている細

菌数（生菌数：エステラーゼ活性を持つ細菌数）の測定には、carboxyfluorescein diacetate 
(CFDA)を用いた。  
 

2. 2. 2 蛍光顕微鏡 

 試料に蛍光試薬（全細菌数測定：SYBR Green II、生菌数測定：CFDA）を添加し、

蛍光染色を行った。染色された細菌をろ過によりポリカーボネートフィルター（孔径

0.2 μm）上に捕集し、プレパラートを作製した。蛍光顕微鏡の青色励起光下、倍率 1,000
倍で計 20 視野以上を観察し、その平均値をもとに細菌数を算出した。 
 

2. 3 ポータブル・マイクロ流路システム 

 図 5 に今回使用したマイクロ流路システムの構成を示した。本システムは、光源、

送液部、検出部およびデータ解析部より構成される。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 マイクロ流路システムの構成 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 ポータブル・マイクロ流路システム 
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マイクロ流路内を流れる細菌を波長 488 nm の青色光により励起し、CCD により蛍光

を検出した後、画像解析プログラムを用いて細菌数を測定する。システムのサイズは

36 cm × 54 cm × 23 cm、重量は 15 kg であり、スーツケースに収まるサイズであること

から、携行可能であることを特長とする（図 6）。 
 

３．結果と考察 

3. 1 マイクロ流路デバイスの流路デザインの最適化 

 水環境中の細菌数の測定にあたり、蛍光顕微鏡での測定値とマイクロ流路システム

を用いて得られた測定値の間に差が見られたことから、マイクロ流路デバイスの流路

デザインを検討した。  
犬飼池で採取した試料を用いて検討を行った結果、混合部の流路幅を 1/5 にし、折り

返しの回数を減らすことにより、定量性を上げることができた（表 1）。なお、検出部

のデザインは変更しなかった。  
 
表 1．マイクロ流路デバイスの流路デザインの最適化 

                                                              
蛍光顕微鏡  従来のマイクロ   新規マイクロ 

    流路デバイス   流路デバイス   
細菌数  3.1×106 8.6×105   2.5×106 
(cells/ml)                                                      
 
 
3. 2 ポータブル・マイクロ流路システムを用いたオンサイトでの細菌数測定 

 上記のマイクロ流路デバイスの流路デザインの最適化の結果をふまえ、ポータブ

ル・マイクロ流路システムを用いて、水環境におけるオンサイトでの細菌数測定を行

った。なお、マイクロ流路システムを用いた特定の危害微生物数の測定にあたっては

蛍光抗体染色が適していること、および、危害微生物数が少ない場合には濃縮により

定量性を確保できることを前年度に報告している。そこで本年度のオンサイト・モニ

タリングにあたっては、全菌数および生菌数を測定対象とした。全菌数の増加は生き

ている細菌の現存量の増加を反映するため、水環境における細菌の動態を把握するの

に重要な指標となる。また生菌数と全菌数を比較することにより消毒効果の判定など

が可能となるため、生菌数は病原微生物対策も含めた水環境の管理に有用な指標とな

る。 
 野外での使用にあたり、昨年度に使用していた発電機では運搬、安全性（可燃性液

体の使用）および騒音対策が課題となっていた。そこで、ポータブル・バッテリーを

用いることに決定した（図 6）。予試験において電圧や連続使用時間に問題が無いこと

を確認した後、犬飼池においてオンサイトでの細菌数（生菌数および全菌数）測定を

行った。同時に、研究室内の蛍光顕微鏡で生菌数および全菌数を測定した（図 7）。  
 その結果、ポータブル・マイクロ流路システムを用いることにより、生菌数および

全菌数をオンサイトで測定でき、得られる結果は蛍光顕微鏡で得られる値と同等であ

ることを確認した。また、生菌数および全菌数を 1 時間以内に得られることがわかっ

た。 

 次に、淀川河川公園において、ポータブル・マイクロ流路システムを用いたオンサ
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イトでの細菌数測定を行ったところ、特に CFDA 染色において、定量性が低くなった。

この原因としては、淀川は犬飼池に比べて水中の有機物が少ないため、細菌の大きさ

が小さく、CFDA 染色により得られる蛍光が弱いことが考えられた。今後、励起光源

を改良し輝度を上げる、または検出に用いる CCD の感度を最適化することによって、

貧栄養環境中の生菌数も測定可能になるものと考えられる。  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 犬飼池におけるオンサイト細菌数測定 

 

４. まとめ 

蛍光染色剤の濃度およびマイクロ流路デバイスのデザインの最適化により、on-chip
染色による活性を持つ細菌数測定および全細菌数測定を可能とした。また、ポータブ

ル・マイクロ流路システムを用い、水環境中の活性を持つ細菌数測定および全細菌数

測定をオンサイトで行うとともに、結果を１時間以内に得ることができた。  
これらの結果より、ポータブル・マイクロ流路システムを用いた水環境中の細菌数

（全菌数、生菌数、危害微生物数）のリアルタイム・オンサイト・モニタリングが可

能であることを確認した。 
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