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　　　　　　　　医薬品製造用水 の衛生微生物学的評価
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　【目的】　高品 質の 医薬品 を供給する ため には ， 医薬品製造用水 の 厳重な微生物管理

が重要で あ り， 汚染菌数 ， 菌種 ， お よび菌 の生理活性を知 る必要が ある ．しか しなが

ら，現行 の 培養に基づ く検出，同定方 法で は ， 医薬品製造用水 中の 培養困難な細菌に

つ い て の 知見は得 られな い ． また ， 操作が煩雑で 結果 を得 る まで に長時間を要する ．

本研究 で は ， 迅速に微生 物 の 群集構造 を知る こ とが で き る DGGE 法を用 いて ， 医薬品

製造用のイ オ ン交換水 中に存在する微生物を解析 した の で報告する．

【方法】 イ オ ン交換水 中の 細 菌 をメ ン ブ レン フ ィ ル タ
ー

に 捕集 し ， 凍結融解法お よ

び フ ェ ノール ーク ロ ロ ホルム法によ り， DNA を抽出 した ．真正 細菌の 16S　rRNA 遺 伝

子の 一部 （V6 ，7，8 領域） を PCR 増幅した後 ，得 られた増幅産物を DGGE 法 で解析

した ． さら に， DGGE の バ ン ドか ら DNA を 回収 し， 塩基配列を決定 した．なお ， イ

オン交換水中の 全細菌数 ， エ ス テ ラ
ーゼ 活性 を有す る細菌数，呼吸活性を有す る細菌

数の計数に は DAPI
，
　 SYBR 　green　I，　 CFDA

，
　 CTC を用い た． コ ロ ニ ー

形成菌数の計

測に は ， SCD 培地および R2A 培地 を用 い た。

【結果と考察】 イオ ン 交換水 中の ほ と ん ど の細 菌 はコ ロ ニ ーを形成 しなか っ たが ，

103cell／mL の細菌が エ ス テ ラーゼ活性 ， 呼吸活性を有 した ． この結果 よ り，イオ ン

交換水 中には ， 従来法で は培養が 困難で あるが 生理活 性 を保持 して い る細菌が 存在 す

る こ とがわ か っ た．次に
， 細菌の群集構造を知 るため ， DGGE に よ るバ ン ドパ タ

ー
ン

の比較を行 っ た．凍結融解法およ び フ ェ ノ
ー

ルーク ロ ロ ホル ム 法を用 いて 細菌の DNA

抽出を行い ，DGGE を行 っ た とこ ろ，　DNA の 抽 出方法の 違 い によ るバ ン ドパ ター ン に

差は認め られなか っ た．また ， イオ ン交換水 中 の 細菌群集の多様性は 非常に低 い こ と

がわか っ た ．イオ ン交換水 中に存在す る細菌の 優占種を DGGE の バ ン ドの 塩基配列 を

もとに解析 した と こ ろ ， alpha −Proteobac亡eria に属 す る細菌 で ある こ とが わ か っ た ，こ

の細菌 は通 常よ く用 い られ る SCD 培地お よび R2A 培地 で優 占的に検 出され る菌種 と

異な っ て い た．以 上 の 結果よ り， 今後 ， 医薬品製造用水の微生物管理 にお い て は培養

困難な細菌も考慮 した管 理が必 要で あ る と考 え られ る．
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