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第10自衛生工学シンポジウム
2002.10北海道大学学術交流会館

4-5 t-RFLP法による Bacteroidesを指標とした縄問の欝便性汚染の評価

北海道大学大学説工学研究科 O伊藤司 岸田秀 関山紀子 岡部聡 渡辺義公

1.研究背景

糞便性汚染には病原性微生物が含まれる恐れがあ

り、河川において糞便性汚染が存在すると、水浴、

貝の採集などを通して病原性微生物が人へ感染する

恐れがある。したがって、河川への糞便性汚染を防

ぐことが望まれるが、河川への糞便性汚染の混入を

防ぐには、河川の糞便性汚染の由来を特定する必要

がある。人音共通の病原細菌である Salmonelaにお

いては、その多くが家畜から排出されるとされてお

り、このような観点からも人と動物の糞使汚染を判

別することは重要であるといえる。糞便性汚染の由

来を特定する手法は今までに様々な手法が提案され

ているが、本研究では迅速・街使に糞便汚染の出来

を特定できるかRFLP法という手法の適用を試みた。

更に、現在環境基準では糞便性汚染の指標として大

腸菌群数を用いているが、大腸菌群数の環境基準達

成率は他の項目に比べて非常に低い何凶le1)。大腸

菌群数は、糞便由来の大腸菌群だけでなく、土壌や

河川に元来存在する非糞便由来の締菌まで評価して

いる可能性があると指摘されている。病原性徴

Table1乱習環境項沼の水域緩盤強jの媛境基準適合状況{平成10年度}

AA A B 

pH タ7.1 97.1 95.1 

DO 慨。 98.0 

BOD I 87.0 87.3 82.2 

SS I 97.5 94.7 91.8 

単位(%)

生物の感染リスクを評価する上で、より有効で正確

な新しい糞便性汚染の指標の開発が望まれている。

ヒトの腸内で最優勢の躍は Bacteroides属である

が、 Bact.θ'roides属は宿主によって特有の種が存在

するとも言われており、このような背景から

Bacteroides購は新たな糞便性汚染の指標となり得

ると考えられる。

そこで本研究では、 Bactθ!l"oides属を指標とし、 t-

RFLP法を用いて、河川における糞便性汚染の発生源

の特定を含めて師JIIの糞便性汚染を評価することを目

的として、研究を行った。また、日本における糞便発

生最の上位3種がとト、ウシ、ブタであり、それぞれ

日本全体の糞便発生量 1590仇の約 46%、31%、13%

を占めている現状 (96年励。を鑑み、本研究では、糞

便汚染の発生源としてヒト、ウシ、ブタを対象に実験

を行った。

2.実験方法

青年男性8名、ウシ4頭、ブタ3頭の糞便からDNA

を抽出し、 Bacteroides-Prevotellaに特異的なプライ

マ~(Bac32F(E品在により蛍光標識ラベル)品ac708R、

官'able22))を用い、 PCRにより増幅した。 PCR増幅

産物を制限酵素AciI及びHae聞を用いて切断し、

切断された増幅産物の 5'末端断片 (Terminal

Fragment)長を、ABIPRISM 310 geneticAnalyzer に

より分析し、それぞれの動物の糞便から得られる b

RFLPパターンを調べた。また、ヒト、ウシ、ブタそ

れぞれの糞便から抽出した DNAに対しプライマ-

Bac32F -Bac708Rを用いてクローンライブラリーを作

成した。ここで得られたそれぞれのクローンに対して

塩基配列の解析を行い、系統樹を作成した。さらに、
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このとき得られた塩基配列から予測される切断位置と、

実際に各クローンが示すむRFLPの結果との比較を行

った。

次に、本手法を用いて河JIIの糞便性汚染状況の評価

を行った。評価対象河川として、上流に下水処理場、

中流に養豚場、下流に牛の放牧場が存在する札幌市

からは 103bp，225bpのぜ}クが得られたが、制

限酵素 Haeillを用いた場合には、ブタの糞便に特

有と考えられるピークは得られなかった。これら

のピークをそれぞれの宿主動物による糞便汚染の

マーカーとして用いた。

A JII (図・1)を選び、サンプリングは2001年9月

19日、 10JI 18日、 11月四日の 3回行った。ま

た、河川水は各々のポイントで 50ml採取し、これ

を遠心分離によってベレットにしたものに対して、

HlJI118D 

t-RF印法を適用した。

Table2 Primers used in this study (5'→め

Bac32F AACGCTAGCTACAGGCTT 
Bac708R CAA TCGGAGTTCTTCGTG 

路1.調査対象何)11'"札1幌市A)II'" 

3.実験結果

ビト、ウシ、ブタそれぞれの糞便に対して制限

酵素 AciIを用いて t-RFLP法を行った結果を

鴎・2に示す。とトの糞便からはヒト糞便に特異的

な 143bpのピークが、ウシの糞便からは 121bp，

139bp， 213bpのピークが、ブタの糞便からは

190bpのピークが得られた。

次に制限酵素 Haeillを用いてかRFLP法を行

った結果を図-3に恭す。ヒトの糞便からは、ヒト

糞便に特異的な 117bpのピークが、ウシの糞便
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図2.各種動物糞便に対する t-RFLP(制限酵素Aci1) 

肋p 120bp 240bp 演面白bp

図3.各種動物糞便に対する t-RFLP(制限酵素Hae111) 

ヒト、ウシ、ブタそれぞれの糞便から抽出した

DNAに対しプライマーBac32F-Bac708R2)を用い

て作成したクローンライブラジーの各クローンの

塩基配列を解析し、 ClustalWおよび近隣結合法

により系統解析を行った結果を図4に示す。それ

ぞれの糞便由来のクローンは系統学的に近縁なク

ラスターを形成しており、それぞれの借主動物毎

に特有の種が存在することが示された。

これらのクローンに対し、直接に t-RFLP法を

適用した結果、塩基配列から予測されるかRFLP



の結果と実際の t-RFLPの結果は2bp以下の誤

差で一致し、 t-RFLP法の精度の高さが確認され

た。さらに、このプライマーで検索されるヂ}タ

ベース 3)上の各クローンも含め、制限酵素での切

断位霞を解析したところ、ウシ由来のピークと考

えた 5つのピークと、ヒト由来のピークと考えた

2つのピークのうち 1つが、それを生じるであろ

う塩暴露己列を持った種であることを特定できた。

しかし、ブタ特有のどークを生じる塩基配列を持

つ種は見つからなかった。

次に 9.fi.119日の河川サンプノレに対する t-RFLP

の結果を示す。まず、制眼韓議 AciIを用いた結

果が罷るであり、上流の下水処理水放流点 (point

D)よりも下流域の河川水 (pointC、B、A)から
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閣4 各動物の麓使から得られたクローンの系統樹

ヒト出来と考えられるピーク (143bp)が検出さ

れ、ワシ由来と考えられるピーク (121bp)は牧

場付近の搾)11水位ointA)からのみ検出された。

次に、制限酵素 Haeillを用いた結果を密必に示

す。制限酵素 Hae置を用いた場合には、上流の下

水処理水放流点 (pointD) よりも下流域の前川水

(point C、宮、 A)からヒト由来と考えられるピ

ーク (117bp)が検出され、ウシ由来と考えられ

るぜーク (103bp)は牧ilIの河川|水(pointB)から

のみ検出された。

しかし、 AciI、Haeillのどちらの制限酵素を用

いた場合にも、養豚場の存在する付近の荷)11水か

らブタ由来と考えられるピークは検出されなかっ

た。また、全てのポイントで大腸菌群数は B類型

PointA 

PointB 

Point C 

PointD 

臨.()9F.119日の本蹴市AJIIの各サンプリング地点における
t・時LP(制醸酵暴!担Iaemを用いた)

PointA 

PointB 

Point C 

PointD 

臨59月19日の札競市1¥111の各サンプリング地点における
令即LP(制限酵素はAci1を用いた)
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本研究で用いた Bacteroia印刷ると考えられる。の環境基準優 (5x 103MPN/100ml)以下であった。

丹 θvote1Ja以外iこも Bindobacteriumなどの菌に対それぞれ偶様の傾サンプリングは 3回行ったが、

ウシ、ブタのヒト、しでも適用することによって、向を示した (Table針。

それぞれに特有と考えられるピークを多数用意し、

それぞれのピークの検出限界を調べておけば、大雑

5. 

把ながら糞便汚染の程度を把握することができるで

まとめ

あろう。

TabIe3各サンプリング時における河111の糞便性汚染状混

ウシ、ブタの糞便に合まれるヒト、( 1 ) 

Bact，θ'1"oides-Prevote1Jaは宿主毎に系統学的に近縁

なクラスターを形成しており、 t-RFLP法によりそ

れぞれの宿主に特有な菌を検出することで、糞使性

汚染の由来を特定できることが分かり、また、新た

な糞便性汚染の指標となり得ることが示唆された。
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(2) t-RFLP法は簡便・迅速な手法であり、さら

に塩基配列から推測される切断位置と 2塩基の誤差

でt"RFLP法のピークが確認されたことから、本手

法は迅速で、かっ正確な手法であることが確認された。

(3) t-RFLPは定量性に欠けるという問題がある。

5.今後の方針
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北梅道は酪農業が多く、家審糞便による河川i水や

地下水の汚染、水道水への病原菌の混入が深刻化し4.考察

ている。本研究では、 t-RFLP法を用いて糞使汚染本研究で用いたかRFLP法は、そのほとんどが培

源を迅速(1-2詞開程度)に特定できることが確認養の難しい嫌気性菌である腸内締菌に対し、培養を

できた。汚染源を特定できれば、具体的かっ効果的介さない手法であり、培養におけるバイアスがかか

しかし、面糠汚染メカな汚染防止策が立てられる。らず、糞便持染糠を簡便・迅速に特定できるという

より効果的な汚染源、対ニズムとその実態を把握し、しかし、本手法える。点では有用な手法であると

策を提案するには、糞便汚染源、の定量評儲が重要でにより糞便汚染が確認されたとしても、糞便汚染が

その手法の開発について今後検討する必要がある。即病原性微生物による危険性を表しているとは限ら

愛主玄車Eない。重要なのは糞便性汚染の麗度であるが、本手

畜産環境問題の現状と課題。農林中金総合研究所;ピークの高法は定量性に欠けるという欠点がある。

http://www.nochuri.co.jp/reportlpdfln9909re3.pdf さは、ある程度は菌の存在量を反映しているとはい

2) Be叫l8lU，A詔.andG.EK誠mine笈)()().中〆品世間ピーえ、厳密には多くのバイアスがかかっており、

Mia:ol副部，:1邸目指4クの大きさをそのまま脊在最と考えることはできな

3)日本DNAヂータパンク:h均 :llwww.ddbj.nig.ac.jpl
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い。定量性に欠けるという欠点を克服するためには、

それぞれのピークの検出限界を知ることが有効で、あ


