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Auramine　O − CTC 二 重染色法に よる呼吸活性をもつ 抗酸菌の 迅速検出
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【目的】非結核性 抗酸菌症 の 患者数 は 1990 年代以降、先進国 を 中心 に 世界 申で増加 して い る。非結核性抗酸菌

（NontuberculousMyeobacteri α；NTM ）の ヒトへの 感染は水環境か らの 暴露 に よるもの と考えられ つ つ あるが、水環境中

の 非結核性抗酸菌を高精度に検出するた め の 手法が 限られ て い るため 、NTM の 環境内動態は 不明で ある。そこ で 本

研 究 で は、生 理活 性をもつ 抗 酸菌を迅 速 か つ 定量的 に 検 出 し、NTM の 環 境内動 態を明 らか にするた め の 手法 とし

て 、抗 酸菌染色と蛍 光活性染色の 併用法 （Auramine　O − CTC 二 重染色法 ）を検討した。 【方法】非結核性 抗酸菌

（Mycobacterium　 abscesst ‘s、　M 　gordonae、　M ．　 smegm αtis）を、細菌 の 呼吸活 性 の 指示薬 で ある CTC （5− cyano −2，

3−ditolyltetrazolium　chloride ）で染色後、Aura  ine　O （Scientific・Device・Lab．）で 染色 し、蛍光顕微鏡下 （青色励 起光）で

観察した。【結果および考察】Auramine・O −CTC 二 重染色 に おい て は、　Auramine　O 染色時に使用するア ル コ
ー

ル に

よる CTC 　formazan の 溶 出、また Auramine　O と CTC を併用す る場 合 FRET （蛍光 共鳴 エ ネル ギ
ー

移 動）に よる

Auramine 　O 由来の 蛍光の 消失が懸念され た。そ こ で、非結核性抗酸菌を使用して Auramine　O −CTC 染色 条件の 最適

化を行っ た。次に 、本手法の特異性を評価するため、Baei〃US 　cereUS 、　Escherichia　coli 、　Pseudomonas　putidaを染 色 し

た とこ ろ、Auramine 　O 由 来の 蛍光 は観察され ず、　CTC 　fomiazan　M 来 の 蛍光 の み を発 して い た。また、本 手 法 に よ り90

分以 内に結果を得るこ とが 可能であっ た。すなわち、本染色法は呼吸活性を有する抗酸菌を迅速か つ 定量的に検出

する手法として有効で あり、非結核性抗酸菌の 環境内動態を理解する上 で有効である。

＊ 本研 究は科学研 究費補助金 ・基盤研 究 （A ）20249007 により行 っ た。
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実環境で の 土壌生態 系影響評 価技術 の 開発
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近年、工 業化 が進 む に つ れ て 石 油をは じめ、様 々 な化学物質が環境中 に 排 出され ることによる環境汚 染が大きな問題

となっ て い る。現在、そ の 環境修復 に微生物を活用す るため、バ イオ レメディ エ
ー

シ ョ ン や、化 学物質 による土壌生態

系 へ の 影響を評価す る研究 が進められ て い る。そ の 手法として、培養を介さずに抽出した DNA （メタゲノム ）か ら環境中

の 微 生物 生態系全 体を解析す ることが行 われ て い る 。 しか し、設定 した擬似的環境条件下 で得られた結果が、実環境

中の 生態系でも再現されるこ とは稀 で ある。一方で 、実環 境中で 汚染物質を人為的に土壌に散布す る際 は、広大な土

地が 必 要となり、 環境 へ の 負荷も問題視される。本研 究で は、実環境中で 化学物質や石油などが 土壌生態系に与 える

影響 を解析するた め に、多孔 質構 造 素材 で 作 成 した鏃 （や じり）に 試料を染み 込 ませ 、土壌に 埋 設し、そ れ を回収し

た。こ の 方法により、環壌 へ 負荷をかけず 、実環境 中の 同じ条件 下で 、各試 料が与える土壌生態系 へ の影響を評価で

きると想定 し、そ の 鏃から抽 出した DNA を対象に 実環境中で の 土壌生態系 へ の 影響評価を目的とした。前 回 大会 で

は 、多 孔質構造 素材を用 い るこ とで 、 試料に より時間は 異なるが 、鏃中の 微生物叢が変化することを報 告した。しかし、

土壌と同様の 微生物叢を形成するまで 2 カ 月と長期間を要して い た 。 その ため、日本の 代表 的な土壌 3 種類 （褐色森

林土 壌、黒ボ ク土 壌 、灰 色低地土壌〉に 対 し て 、 埋設前に 土壌懸濁液を揉み込む 処 理 の 有無に よっ て、短期 間 で 土壌

同様 の 微生物叢を形成す るか検討した。そ の結果、土壌懸濁液を揉 み込 む ことで 、土壌 と同様 の 微生物叢を形成する

まで の 期間が飛躍的に 短縮するこ とが 示唆された。
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