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１．はじめに   

 八戸市近郊の蕪島海水浴場や仙台市の水源となっている宮城県の七ヶ宿ダムなど，わが国の水環境におい

ては現在でも糞便に由来する大腸菌（群）による汚染が問題となっている。糞便汚染の原因を解明するため

には，糞便性細菌の汚染源を追跡できる手法の開発が強く望まれる。従来，汚染源の追求は周辺水域の大腸

菌（群）分布状況等からなされてきたが，大腸菌濃度自体の変動も大きく汚染源の解明に至らないことが多

かった。最近アメリカでは糞便性細菌の遺伝子を解析することによって汚染源を追跡する手法が開発され，

遺伝子レベルの研究によって大腸菌汚染の原因が解明された事例も報告されている。現在 PCR 法は細菌の遺

伝子解析に広く用いられている。なかでも，rep-PCR 法は DNA 中の繰り返し配列を利用した手法で，繰り返

し配列の位置によって生じた DNA 断片をアガロース電気泳動で分離することによって同一菌種間の遺伝子構

造の解析・比較が可能である。本研究では rep-PCR 法と電気泳動によって得られた DNA フィンガープリント

結果を系統解析し，糞便性汚染の指標である大腸菌の汚染追跡手法に適用可能かどうか，蕪島海水浴場およ

びその周辺から分離された大腸菌を用いて検討した。 

２．実験材料および方法 

(1) 実験材料 
2006 年から 2007 年にかけて岡山 1)によって八戸市蕪島海水浴場およびその周辺から分離培養された糞便

性大腸菌群のうち，API20E（BioNumerics 社）試験で大腸菌と同定された細菌を使用した。これらの大腸菌

は，-20℃で凍結保存されている。 

(2) 実験方法  

図-1 に実験方法の全体概要を示した。先ず凍結保存された大腸菌を復元して培養し，菌体内から DNA を抽

出した。大腸菌の DNA に rep-PCR 法を適用し，DNA 断片を増幅した後，アガロース電気泳動を行って DNA フィ

ンガープリントを得た。 

①大腸菌の復元培養 マッコンキー寒天培地（（株）栄研）を用いて，凍結融解した大腸菌培養液を 20℃で 1

週間以上培養した。増殖した大腸菌をマッコンキー寒天培地に再度画線培養し，20℃で 1日培養した後，極

少量の菌体を 100μl の超純水に添加した。菌液は－20℃で凍結保存し，rep-PCR 反応を行う直前に凍結融解

させることで DNA を抽出した。 

②rep-PCR 反応 大腸菌の繰り返し配列領域をコードするプライマー(5’-GTG GTG GTG GTG GTG-3’)を用いて
Rademaker ら 2)の方法に従って行った。前熱変性，95℃，5分；熱変性，（94℃，

3 秒）+（92℃，30 秒）；アニーリング，40℃，1分；伸張反応，65℃，8分を

30 サイクル；最終伸張反応を 65℃，8分行った。 

③アガロース電気泳動 rep-PCR 反応によって得られた DNA 断片を 0.5×TAE 

Buffer を用い，1％のアガロースゲルで泳動装置 Sub Cell Model 96(Bio Rad

社)を使用して 4～5 時間電気泳動を行った。電気泳動終了後，アガロースを

エチジウムブロマイドで染色し，紫外線照射下，デジタルカメラを用いて画

像データを取り込んだ。電気泳動パターンは，遺伝子解析用ソフト

BioNumerics(BioNumerics 社)を用いて解析し，系統樹を作成した。 

３．結果と考察 

（1） 大腸菌の復元 

 蕪島やその周辺海域，ウミネコの糞便等から分離され，凍結，保存された

大腸菌を復元して実験に供した。復元培地には，大腸菌の分離に使用した選

択培地であるマッコンキー寒天培地を使用した。しかし実験した大腸菌の復 図 1 実験方法の概要
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元率は 64.6％で，1～2 年間の凍結（－20 度）でかなりの大腸

菌がダメージを受けていることがわかった。非選択培地である

普通寒天でも復元を試みたところ復元率は 69.2％まで向上し，

凍結保存した大腸菌の復元には特定の細菌しか増殖できない選

択培地よりも非選択培地が有効であることが示された。 

(2) API20E 解析番号と DNA フィンガープリント 
復元したウミネコ糞便起源の大腸菌 10 株から得られたアガ

ロース電気泳動パターンを図 2に示した。泳動パターンの左右

と中央は既知の分子量を持つ DNA サイズマーカーである。3 本

のサイズマーカーを基準にそれぞれ大腸菌株の DNA 断片のバン

ド位置を決定する。このうち E-01-12 株と E-02-13 株は

同じ生化学的 性状を持つことが API20E 試験で確かめら

れており（解析番号 5144552），図 3では夫々の DNA 断片

のバンド位置を比較して示した。2 つの株の類似度は

75.67％と算定され，同じ生化学的性状を持つ菌ではある

が，DNA フィンガープリントは大きく異なり，遺伝子型

の違いは大きかった。このように同一の解析番号を持つ

同じ生化学的性状を示す大腸菌株間でも遺伝子型は大き

く異なっており，生化学的性質よりも遺伝子型を用いた

方が大腸菌株間の解析や比較に有利であることが明らか

となった。図 4には同一の解析番号 5144552 を持つ全て

の大腸菌の遺伝子型の系統樹を示した。同一の遺伝子型を持つ大腸菌は見られなかっ

た。また，人間起源の大腸菌とウミネコ起源の大腸菌は別々のグループに分類され，

遺伝子型が大きく異なっていることが示唆された。 

(3)  DNA フィンガープリントによる系統樹解析 

 図 5 には蕪島で分離された大腸菌， 人間起源の大腸菌，

ウミネコ起源の大腸菌の遺伝子型の系統樹を示した。人

間起源およびウミネコ起源の大腸菌は遺伝子型がほぼ完

全に別のグル－プに分かれていることが示された。蕪島

の大腸菌は，大きく３つのグループに分かれ，人間およ

びウミネコ起源の大腸菌と類似した遺伝子型を持つ大腸

菌の存在が明らかになった。また、採水地点毎に分離し

た大腸菌についても系統樹を作成したところ，蕪島周辺

海域と蕪島で分離された大腸菌は遺伝子型が類似してい

ることが明らかになった。 

４．まとめ 

凍結保存した大腸菌の復元には特定の細菌しか増殖で

きない選択培地よりも非選択培地が有効である。また，

rep-PCR 法による大腸菌の DNA フィンガープリントから

生化学的性質よりも遺伝子型を用いた方が大腸菌株間の

解析や比較に有利であることが示された。蕪島で分離さ

れた大腸菌は，人間およびウミネコ起源の大腸菌と類似

した遺伝子型を持つ大腸菌など大きく３つのグループに分かれることが明らかになった。 
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図 2 アガロースゲル電気泳動写真

 

図 3 DNA 断片の 
バンド位置

図 4 API 解析番号 5144552 を 

持つ大腸菌の系統樹 


	VII-18h2VII-18_7018: VII-18
	VII-18header1p0VII-18_7018: 土木学会東北支部技術研究発表会（平成21年度）
	VII-18header1p1VII-18_7018: 土木学会東北支部技術研究発表会（平成21年度）


