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(57)【要約】
【課題】被検対象物の病原性微生物による汚染の状態を、マウス等の試験動物を用いるこ
となく、また複雑な工程を実施することなく網羅的に評価できる方法を提供することを課
題とする。
【解決手段】被検対象物から分離した微生物及び／又はその微生物産生物を含む試料を完
全変態型昆虫の幼虫に投与して、その幼虫に対して毒性を示すか否かを評価することを特
徴とする、被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法、特に該被検対象物が
環境試料である上記方法、更に該環境試料が土壌、地下水、河川水、湖沼水、海水又は空
中菌である上記方法で課題を解決した。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検対象物から分離した微生物及び／又はその微生物産生物を含む試料を完全変態型昆
虫の幼虫に投与して、その幼虫に対して毒性を示すか否かを評価することを特徴とする、
被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法。
【請求項２】
　被検対象物からの微生物の分離が、微生物にコロニーを形成させる手段を用いるもので
ある、請求項１に記載の被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法。
【請求項３】
　微生物及び／又はその微生物産生物を含む試料が、その微生物のコロニーを液体培養で
増殖させたものである、請求項１又は請求項２に記載の被検対象物の病原性微生物による
汚染度を評価する方法。
【請求項４】
　微生物産生物を含む試料が、その微生物のコロニーを液体培養で増殖させた後に微生物
を除いたものである、請求項１ないし請求項３の何れかに記載の被検対象物の病原性微生
物による汚染度を評価する方法。
【請求項５】
　被検対象物が環境試料である、請求項１ないし請求項４の何れかに記載の被検対象物の
病原性微生物による汚染度を評価する方法。
【請求項６】
　上記環境試料が、土壌、地下水、河川水、湖沼水、海水又は空中菌である、請求項５に
記載の被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法。
【請求項７】
　上記地下水が、地下資源生産時に排出される生産流体である、請求項６に記載の被検対
象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法。
【請求項８】
　上記生産流体が石油坑井水である、請求項７に記載の被検対象物の病原性微生物による
汚染度を評価する方法。
【請求項９】
　完全変態型昆虫の幼虫がカイコである、請求項１ないし請求項８の何れかに記載の被検
対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法に関する。より詳し
くは、評価対象の微生物やその微生物産生物を限定することなく、網羅的に披検対象物の
病原性微生物による汚染度を評価することができる、被検対象物の病原性微生物による汚
染度を評価する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　人々の生活環境、生産環境には非常に多くの微生物が存在する。それらの中には、人、
家畜、ペット、野生動物、植物等に対して病原性を示すものも多く存在していると考えら
れる。しかしながら、それらの病原性微生物のうち同定されているものはごく一部であり
、大部分は未知のままである。
【０００３】
　また、中には生活活動、生産活動に伴って人為的に排出される廃棄物等の影響によって
変異し、新たに病原性を獲得したり、地下資源等の開発行為によって、生活環境に新たに
登場したりする可能性があり、それらは人等に対して新興感染症を引き起こす危険性を有
している。
【０００４】
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　従って、これら未知の病原性微生物、又は、「通常は存在しないと考えられる病原性微
生物を含む土壌、地下水等の被検対象物中の病原性微生物」による汚染を評価できる方法
を確立することは重要である。
【０００５】
　従来、生活環境に存在する微生物に関する評価は、大腸菌等の特定の微生物の存在を指
標として環境の汚染状況を評価する場合や、汚染土壌の浄化に微生物を用いるバイオレメ
ディエーション過程でその微生物をモニタリングして浄化条件を検討する場合等、あらか
じめ特定の微生物を対象に行われており、未知の病原性微生物による環境汚染等を含めた
「被検対象物の病原性微生物による汚染度」を評価することは通常行われていない。
【０００６】
　特許文献１には、環境汚染を評価する目的で、環境中の特定機能微生物の優占度等を、
その特定機能微生物を検出できるプローブによってハイブリダイゼーション処理を行って
評価する方法が記載されているが、この方法は未知の病原性微生物を含む環境の汚染度を
評価するものではないし、更には、病原性があるか否かということをスクリーニング項目
として評価するものでもなかった。
【０００７】
　未知の病原性微生物を含む被検対象物を評価するためには、被検対象物からの微生物の
分離・同定、それらの微生物のマウス等の試験動物への投与による病原性の確認、その病
原性微生物の生体内での性状の確認等、その評価に非常に多くの工程を要する。そして、
病原性の有無のみを確認する目的で各工程をスキップして病原性の確認にマウス等の試験
動物を用いることは、コスト的な問題だけでなく倫理上の問題も極めて大きい。
【０００８】
　これらの問題点があるために、未知の病原性微生物により汚染された環境試料を含めた
被検対象物の「病原性微生物による汚染度」を評価することは実質的に難しく、従ってこ
のような汚染度の評価は通常殆ど行われていなかった。
【０００９】
　一方、環境中に存在する未知の有毒物質を含む被検対象物の「有毒物質による汚染度」
を評価する方法については多くの提案がなされている。例えば、特許文献２には、被検対
象物中に有毒物質が存在するか否かの評価を、被検対象物を含む培地と含まない培地との
間の「微生物のコロニー形態の差異」を比較することで行う「微生物を利用しての有毒物
質の検出方法」が開示されている。更に、特許文献３には、多種類の遺伝子改変細胞や突
然変異細胞に対する被検物質の影響を類型化し、被検物質中の毒物が人の健康に及ぼす影
響の程度とその種類を推定する方法が開示されている。しかしながら、かかる有害物質に
よる汚染度を評価する方法は、有害物質の生物や細胞に対する影響がある程度予測できる
ので可能となった方法である。
【００１０】
　上記した「細菌等の微生物や各種の細胞」以外に、有毒物質の生物検定法に用いられる
生物としては、魚類、両生類等を挙げることができるが、飼育環境の整備等の問題が大き
い。また通常、マウス等の哺乳動物を未知の有毒物質を含む被検対象物の評価に用いるこ
とはない。上記したように、コストや手間の問題に加えて倫理上の問題が極めて大きいか
らである。また、ミジンコの急性遊泳阻害や繁殖の状況を観察することで、未知の有毒物
質を含む河川等の水質を評価する方法は、既に生物検定法として実施されている。しかし
ながら、ミジンコには直接注射によって被検対象物を投与することができない、定量的な
食餌による投与ができないという大きな欠点があった。
【００１１】
　すなわち、ミジンコからマウスまで、上記したような試験動物は、薬物等の体内動態ま
でも組み込んだ汚染度の評価ができる点で優れてはいるが、上記した点で、未知の病原性
微生物により汚染された「環境試料を含めた被検対象物」の「病原性微生物による汚染度
」を評価するためには不適当であった。
【００１２】
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　一方、無脊椎動物である完全変態型昆虫のカイコガの幼虫（以下、「カイコ」と略記す
る）は、適度な大きさを有し、その生育の制御や飼育環境の整備が容易であり、定量的な
食餌による投与ができること等から、蛾等の鱗翅目を対象とした農薬の毒性試験の生物検
定動物として用いられている。例えば昆虫病原菌の一種であるＢａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｕ
ｒｉｎｇｉｎｅｓｉｓの産生するタンパク毒素を有効成分とするＢＴ農薬を、カイコに食
餌的に与えてＢＴ農薬の毒性を評価する方法が知られている（例えば、非特許文献１）。
【００１３】
　しかしながら、上記カイコを用いた技術は、農薬の研究、品質管理等に関するものであ
って、「被検対象物の病原性微生物による汚染度の評価」のように、幅広く未知の病原性
微生物による汚染を評価するものではなかった。これは、被検対象物中の未知の病原性微
生物による汚染を幅広く生物検定によって評価するという考え方そのものがなかったこと
と、適当な試験動物が殆どなかったことと、カイコに気付いたとしてもカイコの病原性微
生物に対する応答とヒト等の哺乳動物の病原性微生物に対する応答は異なった結果を与え
るだろうとの予測がその根底にあったこと、等によるためと考えられる。
【００１４】
　一方、本発明者は、カイコの試験動物としての優れた特性に着目して検討を行っており
、カイコ等が自然免疫機構のみを有する生物であるにも係わらず、「ヒト等の獲得免疫機
構を有する生物に感染する病原性微生物に対して抗菌活性を有する化合物」を、評価、ス
クリーニングする方法に、マウス同様に用いることができることを報告している（特許文
献４）。しかしながら、この発明は、あくまでも感染症に対する有用な治療薬等のスクリ
ーニング方法を提供する発明であって、被検対象物の「未知の病原性微生物を含む病原性
微生物」による汚染度を評価するものではなかった。
【００１５】
【特許文献１】特開２００３－３８１９９号公報
【特許文献２】特開２００１－９５５９６号公報
【特許文献３】特開２００５－０６５９６号公報
【特許文献４】特開２００７－３２７９６４号公報
【非特許文献１】日本応用動物昆虫学会誌、４８（１）、１３～２１頁（２００４）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　病原性微生物による汚染度を評価するためには、対象物中の有毒物質等の夾雑物の影響
を取り除いた試料を用意し、またその一方で、試料中に含まれる微生物の病原性を、特定
の微生物だけでなくできるだけ網羅的に評価することが必要である。また、病原性微生物
のよる汚染度の評価に当たっては、その病原性微生物の産生する毒素についても評価する
必要がある。夾雑物の影響を取り除いた試料や病原性微生物の産生する毒素を含む試料が
得られた場合は、それらをマウス等の試験動物に投与して評価すれば、そこから得られる
情報については特に問題がないと考えられる。しかしながら、そのような未知の病原性微
生物を含む被検対象物の評価をマウス等の試験動物で行うことはできないということが問
題であり、実際上その実施は困難である。
【００１７】
　本発明は、上記背景技術に鑑みてなされたものであり、その課題は生活環境や生産環境
等からサンプリングした被検対象物中の、広く未知の病原性微生物を含む「病原性微生物
による汚染度」を、複雑な前処理工程を行うことなく網羅的に評価し、また汚染度の判定
も比較的簡単に行うことができる方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明者は、先の課題を解決するため、生物検定法を用いることとし、完全変態型昆虫
に着目した。特に完全変態型昆虫のひとつであるカイコは試験動物として多くの優れた特
性を有しているため本発明に特に好適に用いることができると考えた。しかしながら、カ
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イコは各種の薬剤や環境の変化に鋭敏に反応するため、被検対象物の処理方法によっては
病原性微生物による汚染のみを評価することができない。また、カイコが、通常、ヒト等
の哺乳動物に対して病原性を示さない微生物の影響を受けないか否かについても明確では
なく、病原性微生物とそれ以外の微生物を含む被検対象物の評価に用いることが可能であ
るかどうかも不明であった。
【００１９】
　そこで、本発明者らは更に検討を進めていったところ、土壌等の被検対象物を、栄養分
を含む寒天培地上に塗布し、加温培養後に形成したコロニーを更に液体培地中で増殖させ
た後にカイコに投与することで、微生物以外の夾雑物の影響を受けずに被検対象物の病原
性微生物による汚染度の評価ができることを見出した。また、液体培地中での増殖処理後
に微生物を除いた試料をカイコに投与することで、病原性微生物が放出した毒素の存在を
検知することもでき、実際にその放出された毒素を分析してヒトに対する毒素であること
を確認した。更に、カイコは、大腸菌、酵母等のヒトに対して病原性を示さない微生物に
よっては殺傷されないことも確認した。以上から、本発明によれば、被検対象物の病原性
微生物による汚染度が、網羅的に正確に評価できることを見出し、本発明に至った。
【００２０】
　すなわち、本発明は、
（１）被検対象物から分離した微生物及び／又はその微生物産生物を含む試料を完全変態
型昆虫の幼虫に投与してその幼虫に対して毒性を示すか否かを評価することを特徴とする
、被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法、
（２）被検対象物からの微生物の分離が、微生物にコロニーを形成させる手段を用いるこ
とである、（１）に記載の被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法、
（３）微生物及び／又はその微生物産生物を含む試料の作製が、その微生物のコロニーを
液体培養で増殖させることである、（１）に記載の被検対象物の病原性微生物による汚染
度を評価する方法、
（４）微生物産生物を含む試料が、その微生物のコロニーを液体培養で増殖させた後に微
生物を除いたものである、（１）ないし（３）の何れかに記載の被検対象物の病原性微生
物による汚染度を評価する方法、
（５）被検対象物が環境試料である、（１）ないし（４）の何れかに記載の被検対象物の
病原性微生物による汚染度を評価する方法、
（６）環境試料が土壌、地下水、河川水、湖沼水、海水、空中菌である、（５）に記載の
被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法、
（７）地下水が地下資源生産時に排出される生産流体である、（６）に記載の被検対象物
の病原性微生物による汚染度を評価する方法、
（８）上記生産流体が石油坑井水である、（７）に記載の被検対象物の病原性微生物によ
る汚染度を評価する方法。
（９）完全変態型昆虫の幼虫がカイコである、（１）ないし（８）の何れかに記載の被検
対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法、
を提供するものである。
【発明の効果】
【００２１】
　本発明によれば、従来評価することが事実上できなかった、生活環境や生産環境等から
サンプリングした「未知の病原性微生物を含む被検対象物」の、病原性微生物による汚染
度を、複雑な前処理工程を行うことなく、幅広く網羅的に、また正確に評価できる方法を
提供することができる。また、病原性微生物の産生する毒素の検出とその分析も行うこと
ができるため、被検対象物に対して、より詳細で正確な評価を行うことができる。
【００２２】
　また、体内動態までも組み込んだ病原性微生物による汚染度の評価ができ、用いる試験
動物には直接注射によって被検対象物を投与することができ、定量的な食餌による投与も
でき、飼育環境の整備等の問題も少なく、一方で、コスト的問題も倫理上の問題も極めて
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小さい評価方法を提供することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　以下、本発明について説明するが、本発明は以下の具体的形態に限定されるものではな
く、本発明の技術的範囲内で任意に変形できる。
【００２４】
　本発明に用いられる完全変態型昆虫とは、卵、幼虫、蛹、成虫の成長過程を経る昆虫を
いう。完全変態型昆虫としては、例えば、鱗翅目（チョウ、ガ等）、双翅目（ハエ等）、
膜翅目（ハチ、アリ等）、甲虫目（カブトムシ等）等に属する昆虫が挙げられる。本発明
においては、これらの完全変態型昆虫の幼虫が試験動物として用いられる。
【００２５】
　かかる幼虫の種類としては特に制限はなく、試験目的に応じて適宜選択することができ
るが、いもむし形態をしており、注射等による正確な薬物投与、臓器の取り出し、糞の分
析を容易とする大きさを有するものが好ましい。ガ、チョウ、カブトムシ等の幼虫はその
ような要請に適した大きさを有するものが多い点で好ましい。
【００２６】
　更に、かかる幼虫としては、以下の点から、カイコが特に好ましい。
（１）入手が容易である。
（２）飼育する方法が既に確立されており、更に飼育に利便性がある。
（３）ヒト等の哺乳類の内臓・器官と類似する性質が、これまでの研究である程度分かっ
ている。
（４）遺伝系統が確立されており、遺伝的均一性の維持ができている。
（５）比較的大型で、動きが緩慢であり、実質上無毛なので、定量的に注射できる等、薬
物の投与が容易であり、血液等の採取も容易である。
（６）脂肪体を有しており、脂肪体を取り出して、含有する物質の定量が可能である。
（７）マウス、ラット等に比べると安価で、狭いスペースで多数の個体を飼育でき、倫理
的な問題も少ない。
（８）試験内標準、施設間標準用の個体を用意することができるので、評価の精度を向上
させ、維持することができる。
（９）被検物質が少量しかない場合でも評価を行うことができる。
（１０）齢を揃える等、同じ状態の個体を揃えることが容易である。
【００２７】
　更に、本発明により新たに見出されたことは、
（１１）カイコが「哺乳類に対して病原性を示さない微生物」によって殺傷されないこと
が、大腸菌に加えて酵母の場合にも確認されたことと、
（１２）被検対象物から網羅的にピックアップされた病原性細菌が、ヒトに対する毒素を
産生するものであったこと（実施例６参照）である。
【００２８】
　以上（１）～（１２）に挙げた特長により、カイコは本発明に特に好適に用いることが
できる。また、以上（１）～（１２）のうち、（５）～（１０）は、何れも完全変態型昆
虫の幼虫全般にいえる特性であり、（１１）と（１２）も、カイコに留まらず、その作用
・原理を同じくする完全変態型昆虫の幼虫全般にいえる特性である。従って、カイコが特
に好ましいが、カイコに限定されず、完全変態型昆虫の幼虫が本発明の試験動物として優
れた特徴を持っていることは明らかである。
【００２９】
　カイコを代表とする完全変態型昆虫は、幼虫時には栄養補給に特化した単純な形態をし
ており、何回かの脱皮による明確な区切りのある齢期を有している。そのため、齢期を揃
えることで、試験に用いる個体の生育状態を正確に揃えることが可能であり、目的に応じ
て最も適切な齢期を選択することもできる。また、動きも緩慢であるため育て易く、薬剤
等の注射も容易という試験動物として多くの優れた特徴を持っている。これに対し、カマ
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キリやバッタ等に代表される不完全変態型昆虫は、幼虫の時から注射には適していない成
虫と同じ形態をしており、生育状態を揃えることが難しいことや、動きも活発で注射によ
る定量的な投与が難しく、分析に供する血液も少ない等欠点が多く、本発明には使用する
ことができない。
【００３０】
　本発明の方法においては、上記幼虫の大きさや齢期は、幼虫の種類、幼虫の形態、投与
方法、用いる器具、試験の目的、操作上の観点、一定した結果を得られるか否か等の観点
から選択されればよく特に限定はないが、試料の投与がし易く、血液、臓器、糞等の採取
のし易い大きさを有するものが好ましい。この点で生育状態の安定していない若齢期の幼
虫より、カイコの場合は３齢以上の幼虫を用いることが好ましい。また、注射器等を用い
ての試料の投与、臓器の取り出し、血液の採取、糞等の分析等を行う場合には４齢～５齢
の幼虫がより好ましく、５齢の幼虫が特に好ましい。
【００３１】
　大きさも同様に、試料の投与、臓器の取り出し、血液の採取、糞等の分析等の容易さの
観点から、体長が１ｃｍ以上である幼虫が好ましく、１．５ｃｍ以上１５ｃｍ以下がより
好ましく、２ｃｍ以上１０ｃｍ以下が特に好ましい。
【００３２】
　後記する方法で「被検対象物から分離調製した試料」の不完全変態型昆虫への投与方法
、投与経路等の選択は、マウス等の場合と同様に行えばよいが、完全変態型昆虫の幼虫は
開放血管系であるため体液と血液の区別がないので、マウス等で静脈内、皮下、腹腔内へ
の投与により評価を行う場合であっても、カイコでは特段の事情がない限り血液内投与で
行えばよい。血液内投与は、例えば、第一腹脚部や背側からの注射により行うことができ
る。
【００３３】
　本発明において、試料を投与するにあたり、培養液の状態でそのまま投与してもよいが
、必要に応じて、生理食塩水、緩衝液等で希釈後に投与してもよい。また、投与量は５～
２００μＬが好ましく、１０～１００μＬがより好ましく、２５～５０μＬが特に好まし
い。
【００３４】
　試料投与前のカイコに飼を与える場合は、抗生物質が含まれていない飼料を用いること
が好ましい。試料投与後のカイコは、飼育ケージ内で、絶食状態で飼育することが好まし
い。ケージ温度は２５～３０℃が好ましく、２６～２８℃が特に好ましい。完全変態型昆
虫の幼虫の飼育ケージは、温度等の飼育条件の管理が容易であるため、一年を通じて、同
じ条件で試験を行うことができる。またケージ自体を隔離状態におくことも容易である。
【００３５】
　本発明は、低コストで、試験に必要な占有面積も小さく、倫理的な問題も少ないので、
多くの条件、多くの個体数による検討を行うことができる。例えば、結果が既に得られ標
準化されているモデル試料をコントロールとして投与された個体を用意することで、その
試験の他の要素の影響の有無を確認することができる。このような確認をマウス等の試験
動物を用いて行う場合は、コスト上、倫理上の問題を生じるが、本発明の方法ではそのよ
うな問題がないため、これまでは実質的に実施することができなかった「試験の信頼度を
確認する為の試験」等を同時に行うことも可能になる。
【００３６】
　本発明にカイコを用いる場合には、その品種は特に限定されない。これらは受精卵から
育てて用いてもよいし、必要な齢の幼虫を入手して試験を実施してもよい。カイコガの有
精卵やカイコガの幼虫（カイコ）の入手先としては、愛媛蚕種、上田蚕種等がある。
【００３７】
　本発明における「被検対象物」は、微生物の存在が疑われるものであればその種類を問
わないが、特に多くの夾雑物を含んでいる、生活環境や生産環境に存在するものが好まし
い。具体的には、例えば、土壌、地下水、下水、河川水、湖沼水、海水、空中菌等の環境
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試料；工業プロセス中の生産残渣；活性汚泥；乳汚泥等の食品汚泥；等が挙げられる。
【００３８】
　本発明における被検対象物としては、前記した本発明の効果をより奏する点で環境試料
が好ましい。更に、環境試料としては、土壌、地下水、下水、河川水、湖沼水、海水又は
空中菌がより好ましく、土壌又は地下水が本発明の前記効果を特に奏する点でより好まし
い。
【００３９】
　「地下水」には、「天然ガス、金属、鉱物等の地下資源生産時に排出される坑井水、石
油の生産時に排出される石油坑井水等の生産流体」；温泉水；鉱泉水等が含まれる。生産
流体としては石油坑井水が本発明の効果をより奏する点で特に好ましい。実際に、石油坑
井水中の微生物がパイプを詰まらせる事例があり、本発明により、その生産流体中の病原
性微生物の存在が明らかとなり、その微生物によりマウスも殺傷されることが確認された
（実施例１、２参照）。石油坑井水等の生産流体中の微生物に関するこの事実は、本発明
によりはじめて明らかになったことである。
【００４０】
　近年、石油ガス田開発事業等では労働安全衛生や環境への配慮（ＨＳＥ）が重視される
ようになっており、本発明は、通常病原性微生物による汚染が意識されることの少ない環
境下における環境試料の病原性微生物による汚染度を好適に評価することができる。
【００４１】
　従って、本発明は、「未知の病原性微生物を含む被検対象物」の「病原性微生物による
汚染度」を、幅広く網羅的に正確に評価できるので、石油坑井水等の坑井水を含む地下水
；土壌等の「病原性微生物による汚染度」を評価することに特に適している。
【００４２】
　サンプリングされた被検対象物は、土壌等の場合は生理食塩水、緩衝液、培養液等で懸
濁した後の上清等を用いる。空中菌は、例えば市販のエアーサンプラーを用いて直接寒天
培地に吹き付けたものを用いる。地下水、河川水等の場合は、遠心処理等によって沈殿物
を回収し、その沈殿物を被検対象物として用いる。地下水の場合、例えば約１Ｌ程度の地
下水を約８０００ｒｐｍ程度で遠心して沈殿物を集め、それを元の地下水等で約１ｍＬの
懸濁液とする。それを例えば、ＢＨＩ（ビーフハートインフージョン）寒天培地やＧＡ（
グルコースアスパラギン）寒天培地等の適当な寒天培地に塗布し、種々の培養条件でコロ
ニーの生成が認められるまで（通常２～７日）培養する。培養は通常、温度２０～４０℃
で、拾い上げたい対象が細菌の場合の目安は約３０℃程度、真菌の場合は約２２℃程度で
ある。またｐＨは５～９程度が好ましい。
【００４３】
　なお、上記した培養条件の一例は、本発明の主な目的が、被検対象物のヒト等の哺乳類
に対して病原性を有する微生物による汚染度の評価であるので、孵卵器等による通常の環
境条件で増殖する能力を有する微生物の拾い上げを念頭に置いて設定したものである。従
って、目的に応じて他の培養条件を採用することもできる。
【００４４】
　すなわち、本発明においては、被検対象物からの微生物の分離には、微生物にコロニー
を形成させる手段を用いることが好ましい。先の寒天培地から得られた各コロニーを分離
し、その各々ＢＨＩ液体培地、ＫＹ液体培地等に接種し、コロニーが形成された寒天培地
での培養温度を、例えば参考として２０℃～５０℃等の温度条件で、例えば１晩程度液体
培養した後、投与試料とする。すなわち、本発明においては、微生物及び／又はその微生
物産生物を含む試料の作製は、その微生物のコロニーを液体培養で増殖させることによる
作製が好ましい。本発明において、微生物及び／又はその微生物産生物を含む試料は、そ
の微生物のコロニーを液体培養で増殖させたものであることが好ましい。
【００４５】
　本発明においては、多種類の培地、及び多くの培養条件を行うことが好ましい。培地の
種類としては、細菌分離用培地であるＢＨＩ培地、ＬＢ培地、ＴＳＢ培地、ミュラーヒン
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トン培地等；特定細菌分離用培地であるマンニット培地（黄色ブドウ球菌分離培地）、Ｎ
ＡＣ培地（緑膿菌分離培地）等；放線菌分離用培地であるＨＶ培地、グルコース・アルギ
ニン培地等；真菌分離用培地であるポテトデキストロース培地、サブロー培地等が挙げら
れる。
【００４６】
　培養条件は、嫌気性条件、温度（例えば２０℃～５０℃）、高い塩濃度（例えば１００
ｇ／Ｌの塩化ナトリウムの添加）、低い塩濃度、異なるｐＨ、二酸化炭素存在下等が挙げ
られる。
【００４７】
　また、本発明においては、微生物産生物を含む試料は、その微生物のコロニーを液体培
養で増殖させた後に微生物を除いたものであることも好ましい。具体的には、例えば、後
述するカイコへの投与により病原性微生物の存在が確認された液体培養物を遠心後、限外
ろ過処理等によって微生物を除いたものを、微生物の産生した毒素確認用の投与試料とす
ることができる。
【００４８】
　微生物の病原性の評価は、黄色ブドウ球菌（略１０９／ｍＬの生菌数）の無希釈液を、
５齢カイコ（体重１．３～１．５ｇ）に０．０５ｍＬ血液内投与すると２４時間で死亡し
、１０倍希釈液では死亡しないことと、大腸菌（略１０９／ｍＬの生菌数）では死亡しな
いことを目安とすることが好ましい。このような条件で、黄色ブドウ球菌とほぼ同じ菌数
において、２４時間でカイコを死亡させる場合、その微生物は病原性がある微生物と判定
することがヒトとの対応が好適にできるため好ましい。上記した投与量の範囲は、好まし
くは０．０１～０．２ｍＬの範囲で、特に好ましくは０．０３～０．０６ｍＬの範囲で変
化させてもヒトとほぼ対応する場合があるので望ましい。ただ、この判定基準は固定され
たものではなく、今後の検討結果や評価の目的等によって、更に妥当な判定基準とするた
めに異なったものにできることは当然である。
【００４９】
　これまで、環境中の病原性微生物による汚染度は、特定の病原性微生物をターゲットと
した評価が行われており、未知の病原性微生物による汚染度を含む病原性微生物による汚
染度の評価は実質的に行われていなかった。それは、未知のものも含む病原性微生物の病
原性を網羅的に評価するにあたり、適切な試験動物が見出されていなかったことが大きな
要因であると考えられる。本発明は、微生物の病原性の有り無しの両面をマウス等の試験
動物と同様に評価できる試験動物を提供し、それを用いた被検対象物の病原性微生物によ
る汚染度を評価する方法を提供したのである。
【実施例】
【００５０】
　以下、実施例を挙げて本発明を更に具体的に説明するが、本発明はその要旨を超えない
限り、これらの実施例に限定されるものではない。
【００５１】
＜カイコの種類、飼育条件＞
　カイコの受精卵（交雑種Ｈｕ・Ｙｏ　ｘ　Ｔｕｋｕｂａ・Ｎｅ）は、愛媛蚕種株式会社
から購入した。孵化した幼虫は人工飼料シルクメイトを与えて室温で５齢幼虫まで育てた
。飼育容器は卵から２齢幼虫までを角型２号シャーレ（栄研器材製）、それ以降をディス
ポーザブルのプラスチック製フードパック（フードパックＦＤ　大深、中央化学株式会社
製）を用いた。飼育温度は２７℃、湿度は５０％とした。
【００５２】
実施例１
石油坑井水の病原性微生物による汚染度の評価
＜被検対象物中の微生物の培養＞
　石油会社の３事業所から提供された５ヶ所の石油坑井水、それぞれ約１Ｌを８０００ｒ
ｐｍで遠心して沈殿物を集め、少量（約１ｍＬ）のそれぞれの石油坑井水に懸濁し、ＢＨ
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Ｉ（ビーフハートインフュージョン培地）又はＧＡ（グルコースアスパラギン培地）寒天
培地に塗布し、３０℃にて２日間から４日間、培養した。その結果、寒天培地上に多数の
形態の異なるコロニーを生じた。分離状況を表１に示す。総数９３個のコロニーを分離し
、ＢＨＩ液体培地に接種して３０℃にて一晩培養してカイコへの投与用試料とした。
【００５３】
＜カイコへの試料の投与＞
　５齢に脱皮したカイコに一晩抗生物質を含まない人工飼料を与えた。先の投与用試料０
．０５ｍＬをカイコに血液内注射した。カイコは各菌株について２匹ずつ用いた。安全キ
ャビネット中２７℃、湿度５０％、絶食状態で２４時間飼育し、その生死により病原性を
判定した。この試料の量は、黄色ブドウ球菌（略１０９／ｍＬの生菌数）の無希釈液では
２４時間で死亡し、大腸菌（略１０９／ｍＬの生菌数）では死亡しない量である。
【００５４】
＜結果＞
　上記条件下で、９３試料中１８試料がカイコを殺傷した。殺傷した試料数を表１に示し
た。Ｂ－１採水地の石油坑井水は、他の採水地の石油坑井水に比べて、病原性微生物によ
る汚染度が高いものと評価することができる。
【００５５】
【表１】

【００５６】
実施例２
石油坑井水から分離した菌株と、その菌株のカイコとマウスに対する病原性
＜菌株の同定：コロニーＰＣＲ法の実施＞
　実施例１でカイコを殺傷する毒素を産生していた菌株の属を同定するため、先の株の１
６ＳリボソームＲＮＡ遺伝子配列をコロニーＰＣＲ法により決定した。リボソームＲＮＡ
遺伝子は、ＫＯＤ－ｐｌｕｓ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（東洋紡社）、ユニバーサル１６Ｓ
リボソームＲＮＡ遺伝子プライマーを用いて増幅した。ＰＣＲ法の条件は、９６℃で３０
秒、続く９６℃で３０秒、５０℃で１５秒、６０℃で４分のサイクルを４０回とした。増
幅したＤＮＡをカラムにより精製した。１６ＳリボソームＲＮＡ遺伝子の配列はダイター
ミネーター法により決定した。決定した１６ＳリボソームＲＮＡ遺伝子配列の５’末端側
約７００ｂｐをＢＬＡＳＴにより検索し先の菌株の属を決定した。
【００５７】
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＜結果＞
　得られた結果を表２に示す。１６ＳリボソームＲＮＡ配列解析の結果、この菌株はＳｈ
ｅｗａｎｅｌｌａ属細菌の配列と高い相同性を示したため、Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ属の菌
と判断した。Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ属の菌は、海底や海洋生物体内から単離されたものが
知られており、アルカリフォスファターゼの製造やプロテアーゼの製造に用いられている
が、通常の環境に生息しているものではなく、また病原性微生物として注目されているも
のでもない。このような菌は特定の微生物を標的とした評価系でピックアップすることは
非常に難しいと考えられ、網羅的に病原性微生物を評価できる本発明の有用性を示してい
る。
【００５８】
＜ＩＣＲマウスに対する病原性＞
　実施例１でカイコに病原性を示した菌株９種について検討した。３匹のＩＣＲマウス（
メス、６週令）の腹腔に、実施例１でカイコに投与した試料と同じで無希釈の試料（試験
菌のＢＨＩ培養液での一晩培養液）を０．２ｍＬ注射し、２４時間後のマウスの生存率か
ら各菌株の病原性を評価した。
【００５９】
＜結果＞
　結果を表２に示す。カイコに対して陽性対照の黄色ブドウ球菌より強い病原性を示した
菌株３株は全てマウスを殺傷した。そのうち２株は３匹共殺傷し、その２種の菌（Ｓｈｅ
ｗａｎｅｌｌａ　ａｂｏｌｏｎｅｓｉｓ及び、Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ属の種名は不明な菌
）は、マウスに対して明瞭な病原性を示した。その２株（菌株６と菌株８）は、何れもＳ
ｈｅｗａｎｅｌｌａ属であるという結果が得られた。他の１種の菌（菌株７）も３匹中１
匹のマウスを殺傷した。従って、これらの菌は、哺乳動物に対する病原性を示した。かか
る評価条件では、９株中４株においてマウスで病原性が確認された。
【００６０】
【表２】

［カイコに対する病原性］
　カイコに、菌のｆｕｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ又はその希釈試料０．０５ｍＬを血液内注射し
、１日後の生死で判定。
［マウスに対する病原性］
　ＩＣＲマウスに、菌のｆｕｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ試料０．２ｍＬを腹腔内注射し、１日後
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の生死で判定。
【００６１】
＜実施例１～３のまとめと考察＞
　石油坑から噴出する地下水（石油坑井水）を遠心して菌を濃縮することにより、生息し
ている菌を集めることができた。寒天培地上でコロニーを示す９３個のサンプルを純培養
した。更に、カイコ血液に注射することにより、カイコに対する病原性を有する菌を同定
することができた。また、カイコを殺傷するのに必要な菌の希釈度から、カイコに対する
病原性を定量的に評価することができた。
【００６２】
　カイコに対して強い病原性を示す菌（１０倍以上希釈してもカイコを殺傷する菌）は、
マウスに対して病原性を示した。それらの菌は、１６ＳリボソームＲＮＡの塩基配列から
、それぞれ、Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ　ａｂｏｌｏｎｅｓｉｓ、Ｖｉｂｒｉｏ属、及び、Ｓ
ｈｅｗａｎｅｌｌａ属であると同定された。Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ　ａｂｏｌｏｎｅｓｉ
ｓは、２００７年Ｋｉｍらによりアワビから採取された菌としてすでに報告がある（Kim
　et　al.　International　Journal　of　Systematic　and　Evolutionary　Microbiolo
gy　(2007)　57,　2926-2931）。しかしながら、病原性についての記述はない。本発明に
よって、初めて、この菌に哺乳動物に対する病原性があることが分かった。
【００６３】
　Ｓｈｅｗａｎａｌｌａ属の菌は、海洋性菌として知られている。この属のＳｈｅｗａｎ
ａｌｌａ　ａｌｇａが腎臓透析患者の血液中から分離された、という報告（Iwata et　al
.　Journal　of　Clinical　Microbiology　(1999)　37,　2104-2105）があるが、病原菌
としての重要性はまだ問題となっていない。
【００６４】
　本発明によって、石油坑井水に生息するこの菌が、ヒトに病気を引き起こす可能性があ
るという点を指摘できた。このような重要な指摘ができたことは、本発明が前記した「本
発明の効果」を奏していることを明確に示すものである。
【００６５】
実施例３
土壌の病原性微生物による汚染度の評価
＜被検対象物中の微生物の培養＞
　東京大学薬学部薬用植物園花壇、薬学部本部棟、及びバス通り桜植え込みから土壌を採
取した。採取した土壌を水に懸濁し上清をＢＨＩ寒天培地に広げて培養し、２６個の微生
物のコロニーを得た。各コロニーから菌を採取し、ＢＨＩ培地で３０℃にて一晩培養して
カイコへの投与用試料とした。
【００６６】
＜カイコへの試料の投与＞
　５齢カイコに一晩抗生物質を含まない人工飼料を与えた。先の投与用試料０．０５ｍＬ
を血液内注射し、２７℃、湿度５０％の安全キャビネット中、絶食状態で２４時間飼育し
その生死により病原性を判定した。
【００６７】
＜結果＞
　得られた結果を表３に示す。２５試料中１６試料がカイコを殺傷した。この結果は、土
壌微生物の多くがカイコに対して病原性を持つことを示している。ヒトに対して病原性を
示す微生物がカイコに対して病原性を有することが見出されているので、カイコ幼虫を殺
傷した土壌細菌等の微生物には、ヒトを含めた哺乳動物に対して病原性を示すものがある
ことが分かった。
【００６８】
実施例４
病原性微生物産生物のカイコへの影響の検討
＜投与用試料の調製＞
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　実施例３と同じＢＨＩ寒天培地上でのコロニーから菌を採取し、５ｍＬのＢＨＩ培地で
３０℃にて一晩培養し、その培養液を遠心した後、０．２μｍメンブレンでろ過した後の
培養上清をカイコへの投与用試料とした。カイコは１条件あたり３匹を用いた。投与は実
施例１、２と同様に行った。
【００６９】
＜結果＞
　得られた結果を表３に合わせて示す。２５試料中、５試料がカイコを殺傷した。この結
果はこの５試料には少なくともカイコを殺傷する病原性微生物から産生された毒素が含ま
れていることを示している。
【００７０】
実施例５
毒素を産生する微生物の属の同定
＜コロニーＰＣＲ法の実施＞
　実施例４でカイコを殺傷する毒素を産生していた菌株の属を同定するため、先の株の１
６ＳリボソームＲＮＡ遺伝子配列をコロニーＰＣＲ法により決定した。リボソームＲＮＡ
遺伝子は、ＫＯＤ－ｐｌｕｓ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（東洋紡社）、ユニバーサル１６Ｓ
リボソームＲＮＡ遺伝子プライマーを用いて増幅した。ＰＣＲ法の条件は、９６℃で３０
秒、続く９６℃で３０秒、５０℃で１５秒、６０℃で４分のサイクルを４０回とした。増
幅したＤＮＡをカラムにより精製した。１６ＳリボソームＲＮＡ遺伝子の配列はダイター
ミネーター法により決定した。決定した１６ＳリボソームＲＮＡ遺伝子配列の５’末端側
約７００ｂｐをＢＬＡＳＴにより検索し先の菌株の属を決定した。
【００７１】
＜結果＞
　得られた結果を表３に合わせて示す。１６ＳリボソームＲＮＡ配列解析の結果、この菌
株はＢａｃｉｌｌｕｓ属細菌の配列と高い相同性を示したため、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属の菌
と判断した。
【００７２】
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【表３】

【００７３】
実施例６
毒素の精製と同定
＜毒素の精製＞
　カイコの殺傷活性を指標として、実施例５でＢａｃｉｌｌｕｓ属の菌とした菌の産生す
る毒素の精製を行った。Ｂａｃｉｌｌｕｓ属と同定した菌株を、１ＬのＢＨＩ液体培地中
、３０℃で２３時間培養した。菌の培養液を４℃、８０００ｒｐｍ、１０分で遠心して菌
を除いて培養上清を得た。培養上清に０．４ｇ／ｍＬとなるように硫酸アンモニウムを加
え、４℃で６時間おいた後に、４℃８０００ｒｐｍ、１０分で遠心してタンパク質の沈殿
を得た。
【００７４】
　タンパク質の沈殿は、５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ７．９バッファーに溶解させた。
このサンプルを、透析用セルロースチューブ（２０／３２）を用いて透析し（ＦｒII）、
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ＤＥＡＥ－ｃｅｌｌｕｌｏｓｅカラムにアプライした。カラムを５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣ
ｌｐＨ７．９バッファー５０ｍＬで洗い、吸着したタンパク質を、ＮａＣｌの濃度が０Ｍ
から０．５Ｍまでのリニアグラジエントで溶出した。活性フラクションをプールして、透
析用セルロースチューブ（２０／３２）を用いて透析を行い、脱塩した。透析したサンプ
ル溶液（ＦｒIII）を、ＭｏｎｏＱ（登録商標、ジーイー・ヘルスケア・バイオサイエン
ス社）にアプライし、吸着したタンパク質をＮａＣｌの濃度が０Ｍから１Ｍまでのグラジ
エントで溶出した。活性フラクションをプールしＦｒIVとした。
【００７５】
　ＦｒIVを、０．１ＭのＮａＣｌ５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．９を用いたＳＵＰ
ＥＲＯＳＥ（登録商標ジーイー・ヘルスケア・バイオサイエンス社）によるゲルろ過によ
り分画を行なった。全てのクロマトグラフィーにおいて、溶出されたタンパク質は２８０
ｎｍでの吸光度測定により検出した。各フラクションのタンパク質濃度はＬｏｗｒｙの方
法に従って測定した。活性とタンパク質の挙動は、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気
泳動（１２．５％）により確認した。染色はクマシーブリリアントブルーにより行なった
。またＮ末端アミノ酸配列解析を実施し、毒素を同定した。
【００７６】
＜結果＞
　毒素のＮ－末端のアミノ酸の配列をＥｄｍａｎ分解によりＥＶＳＴＮＱＮＤＴＬと決定
した。このアミノ酸配列をデータベース（Ｇｅｎｏｍｅ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｂｒ
ｏｋｅｒ）により検索すると、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓＡＴＣＣ１４５７９株が
産生するスフィンゴミエリナーゼの２８から３７番目のアミノ酸配列と完全一致した。こ
れにより、同定したタンパク質はヒトに対して病原性を示す溶血毒素であるスフィンゴミ
エリナーゼであると判断した。
【００７７】
　土壌から採取したＢａｃｉｌｌｕｓ属菌株５株の培養上清がカイコを殺傷した。この結
果は、これらＢａｃｉｌｌｕｓ属の菌株がカイコを殺傷する毒素を産生していることを示
している。これまでに本発明者は、黄色ブドウ球菌、緑膿菌等の培養上清の血液への注射
によりカイコが殺傷されること、精製した黄色ブドウ球菌のアルファ毒素、ベータ毒素、
緑膿菌の外毒素Ａ、ジフテリア毒素の血液への注射によりカイコが殺傷されることを見出
している。この結果は、黄色ブドウ球菌、緑膿菌、ジフテリア菌が産生する毒素は、少な
くともカイコ等の完全変態型昆虫の幼虫とヒトとに非特異的に活性を持つことを示してい
る。本発明の実施例でカイコを殺傷した病原菌の産生する毒素のうち先に示した毒素は、
ヒトに対しても病原性を示すものであったことが確認された。従って、他の菌もヒト等の
哺乳類に対しても病原性を示す可能性が高いものと考えられるので、本発明の完全変態型
昆虫の幼虫を用いての「被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法」は、ヒ
トに対しても適用できることは明らかである。
【００７８】
　本発明者は、別の検討で、ヒトに病原性を示さない酵母Ｓａｃｃａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃ
ｅｒｅｖｉｓｉａｅの培養液をカイコに注射してもカイコは感染死しないことを見出して
いる。この結果及び上記実施例の結果は、本発明が土壌、地下水等の環境試料の、病原性
微生物による汚染度（当然、ヒトに対しての汚染を含む）を評価する有効な方法となり得
ることを示している。
【００７９】
　更に、以上のヒトとの良い対応結果のみならず、試料の投与から結果が得られるまでが
２４時間と短いこと等を勘案すると、カイコ等の完全変態型昆虫の幼虫が、被検対象物の
病原性微生物による汚染度を評価する上で試験動物として優れた特性を有していることは
明らかである。
【００８０】
　また特に、上記した石油坑井水中の病原性微生物の発見、石油坑井水のサンプリング場
所による病原性微生物による汚染度の違いの判明が、本発明により達成できたことは、本
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発明の「被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法」に顕著な有用性がある
ことを明確に示している。
【産業上の利用可能性】
【００８１】
　本発明の被検対象物の病原性微生物による汚染度を評価する方法は、従来ほとんど実施
されなかった未知の病原性微生物、通常存在しないと考えられていた病原性微生物をも、
幅広く網羅的に評価することができるので、石油掘削現場等で生産環境を改善するための
有用な指標を提供することができるばかりでなく、生活環境内で広く新興感染症や人為的
に散布された病原性微生物に対しても対応することができる。
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