
(57)【要約】

【課題】目的の微生物を、容易に、かつ効率的に獲得す

るための新規な微生物スクリーニング方法を提供するこ

と。

【解決手段】本発明に係る微生物スクリーニング方法は

、所定成分を含む人工餌を生物に摂食させる第１段階Ｐ

１、生存生物のみを収得する第２段階Ｐ２、生存生物の

腸を摘出し、腸懸濁液を調整する第３段階Ｐ３、前記腸

懸濁液を、前記所定成分を栄養源する培地に接種して培

養する第４段階Ｐ４、微生物の前記所定成分の分解能力

を評価する第５段階Ｐ５を、少なくとも行うことで目的

の微生物を獲得する微生物スクリーニング方法。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 所 定 成 分 を 含 む 人 工 餌 を 生 物 に 摂 食 さ せ る 第 １ 段 階 と 、
　 前 記 第 １ 段 階 を 経 て 生 存 生 物 の み を 収 得 す る 第 ２ 段 階 と 、
　 前 記 生 存 生 物 の 腸 を 摘 出 し 、 腸 懸 濁 液 を 調 整 す る 第 ３ 段 階 と 、
　 前 記 腸 懸 濁 液 を 、 前 記 所 定 成 分 を 栄 養 源 す る 培 地 に 接 種 し て 培 養 す る 第 ４ 段 階 と 、
　 前 記 培 地 か ら 収 得 し た 単 一 コ ロ ニ ー を 、 前 記 所 定 成 分 を 含 有 す る 培 養 液 に 接 種 し 、 該 培
養 液 中 の 前 記 所 定 成 分 の 濃 度 を 定 量 す る こ と に よ っ て 、 当 該 単 一 コ ロ ニ ー を 形 成 す る 微 生
物 の 前 記 所 定 成 分 の 分 解 能 力 を 評 価 す る 第 ５ 段 階 と 、
　 か ら な る 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 第 ４ 段 階 で 用 い る 培 地 に は 前 記 所 定 成 分 以 外 の 炭 素 源 が 含 ま れ な い こ と を 特 徴 す る
請 求 項 １ 記 載 の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 生 物 は 、 （ １ ） 昆 虫 、 （ ２ ） 土 壌 生 物 、 （ ３ ） 水 系 生 物 の い ず れ か 一 つ か ら 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 人 工 餌 に 含 ま れ る 前 記 所 定 成 分 は 、 環 境 汚 染 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
に 記 載 の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 人 工 餌 に 含 ま れ る 前 記 所 定 成 分 は 、 微 生 物 分 解 に よ り 有 用 物 質 を 提 供 し 得 る 物 質 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 微 生 物 を 用 い て 前 記 環 境 汚
染 物 質 の 浄 化 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 環 境 浄 化 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 微 生 物 を 用 い て 前 記 有 用 物
質 を 生 産 す る こ と を 特 徴 と す る 有 用 物 質 生 産 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 生 物 に 人 口 餌 を 摂 取 さ
せ る こ と に よ り 、 生 物 の 腸 内 微 生 物 叢 が 変 化 す る こ と を 利 用 し た 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 様 々 な 分 野 で 、 微 生 物 を 利 用 し た 試 み が 注 目 さ れ て い る 。 例 え ば 、 バ イ オ メ デ ィ
エ ー シ ョ ン の よ う に 微 生 物 を 利 用 し た 環 境 汚 染 物 質 の 浄 化 や 、 農 薬 、 医 薬 品 、 又 は 工 業 薬
品 等 に 利 用 さ れ る 物 質 を 、 微 生 物 を 利 用 し て 生 産 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 例 え ば 、 特 許 文 献 １ で は 、 土 壌 や 地 下 水 等 に 存 在 す る 環 境 汚 染 物 質 を 微 生 物 で 分 解 除 去
す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 特 許 文 献 ２ で は 、 各 種 工 業 薬 品 、 農 薬 及 び 医 薬 品 の 製
造 中 間 体 で あ る 光 学 活 性 ２ － ア ル キ ル － Ｄ － シ ス テ イ ン エ ス テ ル を 、 微 生 物 を 利 用 し て 製
造 す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 背 景 の 下 、 特 定 の 機 能 を 有 す る 微 生 物 を よ り 簡 単 に ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
が 求 め ら れ て い る 。 一 般 に 、 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 自 然 界 の 微 生 物 を 含 む 土 壌
や 水 中 、 ま た は 生 物 の 臓 器 等 か ら 得 ら れ る サ ン プ ル を 、 そ の ま ま 寒 天 培 地 等 を 用 い て 単 離
培 養 を 行 う 方 法 や 、 人 工 的 な 培 地 を 用 い て 試 験 管 や フ ラ ス コ な ど の 装 置 内 で 集 積 培 養 を 行
っ た 後 に 、 寒 天 培 地 を 用 い て 微 生 物 の 単 離 を 行 う 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 例 え ば 、 特 許 文 献 ３ で は 、 写 真 感 光 材 料 生 産 工 場 の 排 水 中 の 細 菌 を 銀 含 有 培 地 上 で 培 養
す る こ と で 、 銀 担 持 菌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 特 許 文 献 ４ で
は 、 シ ロ ア リ の 腸 を 摘 出 し て す り つ ぶ し 、 フ ェ ノ ー ル 性 化 合 物 を 有 す る 培 地 に 加 え て 培 養
す る こ と で 、 フ ェ ノ ー ル 性 化 合 物 分 解 能 を 有 す る 微 生 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 開 示
さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ０ ９ － １ ５ ０ １ ３ ９ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ６ － ６ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － １ ８ ０ ５ ８ ２ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 ０ ６ － ２ ２ ７ ６ ９ 号 公 報 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 般 的 な 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る 自 然 界 の 微 生 物 を 含 む 土 壌 や 水 中 、 ま た は
生 物 の 臓 器 等 か ら 得 ら れ る サ ン プ ル を 、 そ の ま ま 寒 天 培 地 等 を 用 い て 単 離 培 養 を 行 う 方 法
で は 、 自 然 界 に 目 的 の 微 生 物 が 少 数 で あ る 場 合 に は 、 非 常 に 非 効 率 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 上 記 の よ う に 得 ら れ た サ ン プ ル を 人 工 的 な 培 地 を 用 い て 集 積 培 養 を お こ な っ た 後
に 、 寒 天 培 地 等 で 単 離 培 養 を 行 う 方 法 で は 、 人 工 的 な 環 境 に 適 応 で き る 微 生 物 し か 獲 得 で
き な い と い っ た 問 題 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 で は 、 あ ら ゆ る 微 生 物 を 、 容 易 に 、 か つ 効 率 的 に 獲 得 で き る 微 生 物 ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と を 主 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 願 発 明 者 ら は 、 生 物 の 腸 内 微 生 物 叢 が 生 物 の 食 す 餌 成 分 の 分 解 に 大 き く 寄 与 し て い る
こ と か ら 、 餌 成 分 を 変 化 さ せ る と 、 腸 内 微 生 物 叢 が 、 変 化 後 の 餌 成 分 を 分 解 で き る 微 生 物
叢 に 変 化 す る こ と を 突 き 止 め た 。 そ し て 、 生 物 に 所 定 の 成 分 を 含 む 人 工 餌 を 与 え る こ と で
、 一 定 期 間 生 き 残 っ た 生 物 の 腸 内 で は 、 こ の 所 定 成 分 を 分 解 利 用 す る 微 生 物 が 濃 縮 さ れ る
こ と を 見 出 し 、 こ れ ま で 生 物 の 腸 内 か ら ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 難 し か っ た 微 生 物 を 、
容 易 に 、 か つ 効 率 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 、 新 規 な 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 所 定 成 分 を 含 む 人 工 餌 を 生 物 に 摂 食 さ せ る
第 １ 段 階 と 、 第 １ 段 階 を 経 た 後 に 生 存 し て い る 生 物 の み を 収 得 す る 第 ２ 段 階 と 、 前 記 生 存
生 物 の 腸 を 摘 出 し 、 腸 懸 濁 液 を 調 整 す る 第 ３ 段 階 と 、 前 記 腸 懸 濁 液 を 、 前 記 所 定 成 分 を 栄
養 源 と す る 培 地 に 接 種 し て 培 養 す る 第 ４ 段 階 と 、 前 記 培 地 か ら 収 得 し た 単 一 コ ロ ニ ー を 、
前 記 所 定 成 分 を 含 有 す る 培 養 液 に 接 種 し 、 該 培 養 液 中 の 所 定 成 分 の 濃 度 を 定 量 す る こ と に
よ っ て 、 当 該 単 一 コ ロ ニ ー を 形 成 す る 微 生 物 の 前 記 所 定 成 分 の 分 解 能 力 を 評 価 す る 第 ５ 段
階 と 、 か ら な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 培 養 前 に 、 人 工 的 で は な く 、 よ り 自 然 に 近 い 状 態
の 生 き た 生 物 の 腸 内 で 、 目 的 の 微 生 物 を 濃 縮 す る こ と が で き る た め 、 そ れ ら の 微 生 物 を 容
易 に 、 か つ 効 率 的 に 獲 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 目 的 の 微 生 物 を 培 養 す る 際 、 目 的 の 微 生 物 に よ っ て は 、 前 記 所 定 成 分 以 外 の 炭 素 源 に よ
り 影 響 を 受 け 易 い 場 合 が あ る 。 そ の 場 合 は 、 前 記 第 ４ 段 階 で 用 い る 培 地 に 、 前 記 所 定 成 分
以 外 の 炭 素 源 が 含 ま れ な い よ う に す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 前 記 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 使 用 さ れ る 生 物 は 、 微 生 物 叢 を 腸 内 に 共 生 さ せ
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て い る 生 物 で あ れ ば 、 昆 虫 、 土 壌 生 物 、 水 系 生 物 等 の あ ら ゆ る 生 物 を 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 記 第 １ 段 階 で 用 い る 人 工 餌 に 含 ま れ る 所 定 成 分 を 環 境 汚 染 物 質 に す れ ば 、 環 境 汚 染 物
質 を 分 解 利 用 す る 微 生 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ し て 、 こ の 微 生 物 を 用 い
て 、 環 境 汚 染 物 質 の 浄 化 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 前 記 人 工 餌 の 所 定 成 分 を 微 生 物 分 解 に よ り 有 用 物 質 を 提 供 し 得 る 物 質 に す れ ば 、
有 効 物 質 を 生 産 し 得 る 微 生 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ し て 、 こ の 微 生 物 を
用 い て 有 用 物 質 の 生 産 を 行 う こ と が で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 係 る 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 生 物 の 腸 内 微 生 物 叢 の 変 化 を 利 用 す る こ と
で 、 大 量 獲 得 が 難 し か っ た 微 生 物 や 人 工 的 な 環 境 下 で は 獲 得 が 難 し か っ た 微 生 物 を 、 容 易
に 、 か つ 効 率 的 に 獲 得 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 に つ い て 、 添 付 し た 図 面 を 参 照 し な が ら 説 明 す る 。
な お 、 本 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 を 例 示 し た も の で あ り 、 こ れ に よ り 本 発 明 が 狭
く 解 釈 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 １ は 、 本 発 明 に 係 る 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の フ ロ ー 図 で あ る 。 以 下 、 方 法 の 段 階
毎 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ＜ 所 定 成 分 の 選 択 段 階 Ａ ＞
　 ま ず 、 本 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 微 生 物 に 分 解 等 さ せ た い 所 定 の 成 分 を 選 択 す
る 。 所 定 成 分 は 特 に 限 定 し な い が 、 例 え ば 、 フ ェ ノ ー ル 、 ダ イ オ キ シ ン 類 等 の 環 境 汚 染 物
質 を 選 択 す れ ば 、 本 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 、 環 境 汚 染 物 質 を 分 解 利 用 で き る
微 生 物 を 獲 得 す る こ と が で き る 。 そ し て 、 こ の 微 生 物 を 用 い て 、 環 境 汚 染 物 質 の 浄 化 を 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 所 定 成 分 を 、 微 生 物 に よ り 分 解 さ せ る こ と で 農 薬 、 医 薬 品 、 又 は 工 業 薬 品 等 に 利
用 さ れ る 有 用 物 質 へ と 変 化 す る 物 質 を 選 択 す れ ば 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 、 有 用
物 質 を 生 産 し う る 微 生 物 を 獲 得 す る こ と が で き る 。 そ し て 、 こ の 微 生 物 を 用 い て 、 前 記 有
用 物 質 の 生 産 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ＜ 人 工 餌 の 作 製 段 階 Ｂ ＞
　 次 に 、 前 記 所 定 成 分 の 選 択 段 階 Ａ で 選 択 し た 所 定 成 分 を 含 む 人 工 餌 を 作 製 す る 。 人 工 餌
の 作 製 方 法 は 、 特 に 限 定 し な い が 、 例 え ば 、 所 定 成 分 を 含 む 溶 液 を 滅 菌 し 、 こ の 溶 液 を 寒
天 溶 液 等 と 混 合 し た 後 ゲ ル 化 し 、 こ の ゲ ル 中 に 固 定 す る こ と で 作 製 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ＜ 第 １ 段 階 ： 生 物 の 人 工 餌 摂 食 Ｐ １ ＞
　 第 １ 段 階 で は 、 前 記 人 工 餌 の 作 製 段 階 Ｂ で 作 製 し た 人 工 餌 を 生 物 に 摂 食 さ せ る 。 上 記 生
物 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 微 生 物 叢 を 腸 内 に 共 生 さ せ て い る 生 物 で あ れ ば 、 昆 虫 、 土 壌 生 物 、
水 系 生 物 等 あ ら ゆ る 生 物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ＜ 第 ２ 段 階 ： 生 存 生 物 の 収 得 Ｐ ２ ＞
　 第 ２ 段 階 で は 、 前 記 第 １ 段 階 Ｐ １ を 経 た 生 物 で あ っ て 、 一 定 期 間 後 に 生 き 残 っ て い る 生
物 を 収 得 す る 。 こ の 一 定 期 間 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 前 記 所 定 成 分 に 基 づ い て 決 定 す れ ば よ
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い 。 こ の と き の 生 存 生 物 の 腸 内 微 生 物 叢 に は 、 前 記 所 定 成 分 を 分 解 利 用 す る 微 生 物 が 濃 縮
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ＜ 第 ３ 段 階 ： 腸 懸 濁 液 の 作 製 Ｐ ３ ＞
　 第 ３ 段 階 で は 、 前 記 第 ２ 段 階 Ｐ ２ で 収 得 し た 生 存 生 物 の 腸 を 摘 出 し 、 腸 懸 濁 液 を 調 整 す
る 。 腸 懸 濁 液 の 調 整 方 法 は 特 に 限 定 し な い が 、 例 え ば 、 生 存 生 物 の 腸 を 無 菌 的 に 摘 出 し 、
摘 出 し た 腸 を 粉 砕 す る こ と で 、 懸 濁 液 を 調 整 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ＜ 第 ４ 段 階 ： 微 生 物 の 培 養 Ｐ ４ ＞
　 第 ４ 段 階 で は 、 前 記 第 ３ 段 階 Ｐ ３ で 調 整 し た 腸 懸 濁 液 を 、 前 記 所 定 成 分 を 栄 養 源 と す る
培 地 に 接 種 し 培 養 さ せ る 。 前 記 培 地 は 特 に 限 定 し な い が 、 例 え ば 、 液 体 培 地 、 半 流 動 培 地
、 固 形 培 地 等 い ず れ の 培 地 を 用 い て も よ い 。 ま た 、 目 的 の 微 生 物 の み を 培 養 す る た め に 、
選 択 増 菌 培 地 等 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 、 前 記 所 定 成 分 以 外 の 炭 素 源 に よ り 影 響 を 受 け 易 い 微 生 物 を 培 養 さ せ る 場 合 に は 、
前 記 所 定 成 分 以 外 の 炭 素 源 が 含 ま れ な い 培 地 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 一 例 を 挙 げ る と
、 飲 食 物 等 の 不 純 物 濾 過 で 使 用 さ れ て い る メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を 、 微 生 物 の 培 養 法 に 応
用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を 通 過 で き る 成 分 の み で 目 的
の 微 生 物 を 培 養 す る こ と が で き る の で よ り 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ＜ 第 ５ 段 階 ： 分 解 能 力 の 評 価 Ｐ ５ ＞
　 第 ５ 段 階 で は 、 前 記 第 ４ 段 階 Ｐ ４ で 培 養 し 、 得 ら れ た 単 一 コ ロ ニ ー の 前 記 所 定 成 分 の 分
解 能 力 を 評 価 す る 。 評 価 方 法 は 、 得 ら れ た 単 一 コ ロ ニ ー を 、 前 記 所 定 成 分 を 含 有 す る 培 養
液 に 接 種 し 、 培 養 後 の 前 記 所 定 成 分 の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う 。 該 濃 度 の 低 下 が 見
ら れ れ ば 分 解 能 力 あ り と 、 該 濃 度 の 低 下 が 見 ら れ な い と き は 分 解 能 力 な し と 評 価 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 上 の 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ た 微 生 物 は 、 前 記 所 定 成 分 に 応 じ て 、 環 境 汚
染 物 質 の 浄 化 に 用 い た り 、 有 用 物 質 の 生 産 に 用 い た り す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 実 施 例 １ で は 、 イ エ シ ロ ア リ の 人 口 餌 摂 取 に よ る 生 存 率 の 変 化 と 、 腸 内 原 生 動 物 叢 の 変
化 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ＜ イ エ シ ロ ア リ の 飼 育 条 件 ＞
　 ま ず 、 イ エ シ ロ ア リ を ２ ５ 匹 ず つ ３ 群 に 分 け た 。 そ れ ぞ れ の 餌 条 件 は 、 木 材 （ 赤 松 ） を
与 え た 群 （ 以 下 「 木 材 群 I」 と 称 す る 。 ） 、 １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で あ る ア ガ ロ ー ス 人
口 餌 を 与 え た 群 （ 以 下 「 ア ガ ロ ー ス 群 II」 と 称 す る 。 ） 、 １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に １ ０
０ ｍ ｇ ／ Ｌ の フ ェ ノ ー ル を 添 加 し た フ ェ ノ ー ル 人 口 餌 を 与 え た 群 （ 以 下 「 フ ェ ノ ー ル 群 II
I」 と 称 す る 。 ） と 設 定 し た 。 温 度 条 件 は 、 ３ ０ ℃ で 行 っ た 。 図 ２ 中 の Ｉ か ら IIIに そ れ ぞ
れ の 群 の 飼 育 の 様 子 を 示 す 。 な お 、 ア ガ ロ ー ス 群 IIは 、 フ ェ ノ ー ル 群 IIIの コ ン ト ロ ー ル
と し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ＜ イ エ シ ロ ア リ の 生 存 率 の 変 化 ＞
　 そ れ ぞ れ の 群 の 経 時 的 な 生 存 数 を 表 １ に 、 ま た 、 ア ガ ロ ー ス 群 IIと フ ェ ノ ー ル 群 IIIの
経 時 的 な 生 存 率 の 変 化 を 図 ３ に 示 す 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 ３ に 示 す よ う に 、 ２ ０ 日 後 の 生 存 率 は 、 ア ガ ロ ー ス 群 IIで は ８ ０ ％ の 生 存 率 を 維 持 し
て い た の に 対 し 、 フ ェ ノ ー ル 群 で は ２ ０ ％ 以 下 に 低 下 し て い る 。 こ の 結 果 か ら 、 フ ェ ノ ー
ル の 毒 性 に よ り 、 イ エ シ ロ ア リ の 生 存 が 阻 害 さ れ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ＜ イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 原 生 動 物 叢 の 変 化 ＞
　 そ れ ぞ れ の 群 の 経 時 的 な 腸 内 原 生 動 物 数 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ に 示 す よ う に 、 木 材 群 Iで
は 、 ほ ぼ 一 定 に 原 生 動 物 が 存 在 し て い る の に 対 し 、 ア ガ ロ ー ス 群 II、 及 び フ ェ ノ ー ル 群 II
Iで は 、 腸 内 原 生 動 物 数 は 初 期 か ら 激 減 し 、 １ ０ 日 以 内 に 消 失 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 実 施 例 １ で は 、 フ ェ ノ ー ル の 毒 性 に よ り イ エ シ ロ ア リ の 生 存 が 阻 害 さ れ 、 ア ガ ロ ー ス 、
及 び フ ェ ノ ー ル に よ り イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 原 生 動 物 の 生 存 が 阻 害 さ れ る こ と が 分 か っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 実 施 例 ２ で は 、 フ ェ ノ ー ル 分 解 菌 の 検 出 、 及 び 定 量 を 試 み た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ＜ イ エ シ ロ ア リ の 飼 育 ＞
　 実 施 例 １ と 同 様 の 条 件 で 、 イ エ シ ロ ア リ を 、 木 材 群 I、 ア ガ ロ ー ス 群 II、 フ ェ ノ ー ル 群 I
IIに 分 け て １ ０ 日 間 飼 育 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ＜ コ ロ ニ ー の 検 出 ＞
　 ま ず 、 上 記 で 飼 育 し 、 生 き 残 っ た イ エ シ ロ ア リ の 腸 を 摘 出 し 、 腸 懸 濁 液 の 調 整 を 行 っ た
。 具 体 的 に は 、 イ エ シ ロ ア リ の 腸 ５ 匹 分 を 無 菌 的 に 摘 出 し 、 表 ２ に 示 す 組 成 を 含 む Ｍ Ｐ ５
０ ０ 培 地 中 で 、 ペ レ ッ ト ミ キ サ ー を 用 い て 粉 砕 し 、 懸 濁 液 を 調 整 し た 。 こ の 懸 濁 液 １ ０ ０
μ Ｌ を ９ ０ ０ μ Ｌ の Ｍ Ｐ ５ ０ ０ 培 地 に い れ 希 釈 し た 。 こ の 操 作 を 数 回 繰 り 返 し 適 当 な 細 胞
濃 度 の 腸 懸 濁 液 を 調 整 し た 。 次 に 、 調 製 し た 懸 濁 液 を 、 表 ２ に 示 す 組 成 を 含 む 培 地 に 寒 天
１ ５ ｇ ／ Ｌ を 加 え た Ｍ Ｐ ５ ０ ０ 寒 天 培 地 に 接 種 し た 。 温 度 条 件 ３ ０ ℃ で １ 週 間 培 養 し た 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ＜ コ ロ ニ ー 数 の カ ウ ン ト ＞
　 前 記 培 養 後 、 各 群 の 寒 天 培 地 に 生 じ た コ ロ ニ ー 数 を カ ウ ン ト し た 。 カ ウ ン ト し た コ ロ ニ
ー 数 を 図 ５ に 示 す 。 腸 １ 匹 分 当 た り 、 木 材 群 Iで は 約 ３ 万 ５ 千 、 ア ガ ロ ー ス 群 IIで は 約 ６
万 、 フ ェ ノ ー ル 群 で は 約 １ ８ 万 ～ ２ ０ 万 の コ ロ ニ ー が 生 じ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ＜ コ ロ ニ ー の フ ェ ノ ー ル 分 解 能 の 確 認 ＞
　 ま ず 、 シ ン グ ル コ ロ ニ ー を 一 つ ず つ ピ ッ ク ア ッ プ し て 、 Ｍ Ｐ ５ ０ ０ 液 体 培 地 の 入 っ た Ｌ
字 管 に 接 種 し 、 温 度 条 件 ３ ０ ℃ で 振 と う 培 養 を 行 っ た 。 次 に 、 培 養 後 の 培 養 液 中 の フ ェ ノ
ー ル 濃 度 を Fhenol Test Wako（ 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 ） を 使 い 定 量 し 、 フ ェ ノ ー ル 濃 度 の
低 下 が 見 ら れ た コ ロ ニ ー を フ ェ ノ ー ル 分 解 菌 と し て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 総 計 ８ ５ コ ロ ニ ー を 調 査 し た と こ ろ 、 ８ ３ コ ロ ニ ー が フ ェ ノ ー ル 分 解 能 を 示 さ な か っ た
。 こ れ に よ り 、 Ｍ Ｐ ５ ０ ０ 寒 天 培 地 か ら 得 ら れ た コ ロ ニ ー の う ち 、 ９ ０ ％ 以 上 が フ ェ ノ ー
ル 分 解 菌 で な い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 実 施 例 ２ で は 、 フ ェ ノ ー ル 含 有 の 人 工 餌 に よ り イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 微 生 物 は 濃 縮 さ れ る
が 、 そ の 微 生 物 の ほ と ん ど は 、 フ ェ ノ ー ル 分 解 菌 で は な い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の よ う に 、 ほ と ん ど が フ ェ ノ ー ル 分 解 菌 で な い 原 因 と し て は 、 寒 天 若 し く は 寒 天 由
来 の 低 分 子 の 糖 を 利 用 し 、 ５ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ フ ェ ノ ー ル に 耐 性 を 有 す る 微 生 物 が コ ロ ニ ー を
形 成 す る こ と が 考 え ら れ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 実 施 例 ３ で は 、 実 施 例 ２ で ほ と ん ど 得 ら れ な か っ た フ ェ ノ ー ル 分 解 菌 の み の 特 異 的 な 検
出 、 及 び 定 量 を 試 み た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 フ ェ ノ ー ル 以 外 の 炭 素 源 を 排 除 す る た め に 、 培 養 法 と し て メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー 法 を 採
用 し た 。 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー 法 の 概 略 を 図 ６ に 示 す 。 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー 法 と は 、 非
常 に 難 分 解 な Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ フ ィ ル タ ー （ φ 0.45μ ｍ ） １ 上 に 微 生 物 ２ を 接 種 し 、 そ の 下 に 液 体
培 地 ３ を し み こ ま せ た 濾 紙 を 置 い て 培 養 す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ フ ィ ル タ
ー １ を 通 じ て 供 給 さ れ る 液 体 培 地 ３ の 成 分 を 利 用 で き る 微 生 物 ２ し か 培 養 さ れ な い と い っ
た 特 徴 が あ る 。 培 地 成 分 の 移 動 の 様 子 を 矢 印 Ｔ で 示 す 。 本 実 施 例 で は 、 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル
タ ー 法 の キ ッ ト と し て Milliflex（ Millipore Corporation） を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ＜ イ エ シ ロ ア リ の 飼 育 ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 に 、 イ エ シ ロ ア リ を 、 木 材 群 I、 ア ガ ロ ー ス 群 II、 フ ェ ノ ー ル 群 IIIに 分
け て １ ０ 日 間 飼 育 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ＜ コ ロ ニ ー の 検 出 ＞
　 上 記 で 飼 育 し 、 生 き 残 っ た イ エ シ ロ ア リ の 腸 を 摘 出 し 、 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 腸 懸 濁
液 の 調 整 を 行 い 、 図 ７ に 示 す よ う に 、 腸 懸 濁 液 を Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ フ ィ ル タ ー １ 上 に 接 種 し 、 Ｐ Ｖ
Ｄ Ｆ フ ィ ル タ ー １ の 下 か ら 、 吸 引 濾 過 に よ り 液 体 を 除 去 し た （ 図 ７ 中 （ ａ ） 参 照 ） 。 そ し
て 、 Ｍ Ｐ ５ ０ ０ 液 体 培 地 ３ を 含 む 培 地 カ セ ッ ト を Ｐ Ｄ Ｖ Ｆ フ ィ ル タ ー １ の 下 部 へ 装 着 し た
（ 図 ７ 中 （ ｂ ） 参 照 ） 。 こ の 状 態 の ま ま 、 温 度 条 件 ３ ０ ℃ で １ 週 間 培 養 し た （ 図 ７ 中 （ ｃ
） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ＜ コ ロ ニ ー 数 の カ ウ ン ト ＞
　 前 記 培 養 後 、 各 群 の Ｐ Ｄ Ｖ Ｆ フ ィ ル タ ー １ 上 に 生 じ た コ ロ ニ ー （ 微 生 物 ２ ） 数 を カ ウ ン
ト し た 。 カ ウ ン ト し た コ ロ ニ ー （ 微 生 物 ２ ） 数 を 図 ８ に 示 す 。 腸 １ 匹 分 当 た り 、 木 材 群 I
、 ア ガ ロ ー ス 群 IIで は 全 く コ ロ ニ ー （ 微 生 物 ２ ） が 生 じ て い な い の に 対 し 、 フ ェ ノ ー ル 群
で は ２ ８ ７ ０ の コ ロ ニ ー （ 微 生 物 ２ ） が 生 じ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ＜ コ ロ ニ ー の フ ェ ノ ー ル 分 解 能 の 確 認 ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 、 フ ェ ノ ー ル 濃 度 の 定 量 に よ り 、 コ ロ ニ ー の フ ェ ノ ー ル 分 解 能
を 確 認 し た 。 ５ ０ コ ロ ニ ー を 調 査 し た と こ ろ 、 ５ ０ コ ロ ニ ー 全 て が フ ェ ノ ー ル 分 解 菌 で あ
る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 実 施 例 ３ の 結 果 か ら 、 フ ェ ノ ー ル 人 口 餌 接 種 後 に 、 生 き 残 っ た イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 に は
、 フ ェ ノ ー ル 分 解 菌 が 濃 縮 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 実 施 例 ４ で は 、 人 口 餌 に よ る イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 微 生 物 叢 の 変 化 と 、 従 来 の ス ク リ ー ニ
ン グ 法 で の 腸 内 微 生 物 叢 の 変 化 と の 比 較 を し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ＜ 微 生 物 叢 サ ン プ ル の 作 製 ＞
　 ま ず 、 実 施 例 ２ 、 及 び 実 施 例 ３ と 同 様 に 、 イ エ シ ロ ア リ を 、 木 材 群 I、 ア ガ ロ ー ス 群 II
、 フ ェ ノ ー ル 群 IIIに 分 け て １ ０ 日 間 飼 育 し 、 生 き 残 っ た イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 微 生 物 叢 を
サ ン プ ル と し た 。 ま た 、 従 来 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お け る 微 生 物 叢 サ ン プ ル と し て 、 木 材
摂 食 イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 微 生 物 叢 を 、 そ の ま ま フ ェ ノ ー ル 人 工 培 地 に 接 種 し て 集 積 培 養 を
行 っ た 微 生 物 叢 を 用 い た （ 以 下 「 集 積 培 養 群 IV」 と 称 す る 。 ） 。 前 記 集 積 培 養 は 、 Ｍ Ｐ ５
０ ０ 液 体 培 地 を 用 い て Ｌ 字 管 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ＜ 腸 内 微 生 物 叢 の 解 析 ＞
　 腸 内 微 生 物 叢 の 全 体 的 な 変 化 を 捉 え る た め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 に よ る 解 析 を 行 っ た
。 電 気 泳 動 条 件 は 、 変 性 剤 濃 度 勾 配 ２ ０ ～ ７ ０ ％ 、 電 圧 ３ ５ Ｖ 、 泳 動 時 間 ２ ５ 時 間 で 行 っ
た 。 バ ン ド パ タ ー ン を 図 ９ に 示 す 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 バ ン ド パ タ ー ン の 類 似 度 を Sorensenの 式 に よ り 求 め た 。 類 似 度 を 基 に 作 成 し た 系 統 樹 を
図 １ ０ に 示 す 。 図 １ ０ の よ う に 、 フ ェ ノ ー ル 群 IIIと ア ガ ロ ー ス 群 IIの 類 似 度 は ６ ０ ％ 程
度 で あ る と こ ろ 、 フ ェ ノ ー ル 群 IIIと 木 材 群 Iの 類 似 度 は ４ ０ ％ 以 下 し か 示 さ ず 、 大 き く 異
な っ て い る こ と が 分 か る 。 更 に 、 フ ェ ノ ー ル 群 IIIと 集 積 培 養 群 IVの 類 似 度 は １ ０ ％ 程 度
の 類 似 度 し か 示 さ ず 、 非 常 に 大 き く 異 な っ て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 ４ の 結 果 か ら 、 イ エ シ ロ ア リ の 腸 内 微 生 物 叢 は 、 フ ェ ノ ー ル 人 工 餌 摂 食 に よ っ て
、 大 き く 変 化 す る こ と が 分 か っ た 。 ま た 、 フ ェ ノ ー ル 人 工 餌 摂 食 に よ っ て 変 化 し た 微 生 物
叢 は 、 従 来 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で 得 ら れ る 微 生 物 叢 と は 大 き く 異 な る こ と が 明 ら か と な っ
た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 培 養 前 に 、 生 物 の 腸 内 で 目 的 の 微 生 物 を
濃 縮 し た 後 に 培 養 さ せ る た め 、 容 易 に 、 か つ 効 率 的 に 目 的 の 微 生 物 を 獲 得 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 よ り 自 然 に 近 い 生 き た 生 物 の 腸 内 微 生 物 叢 を 利 用 す る た め 、 人 工 的 な 環 境 下 で
獲 得 さ れ る 微 生 物 と 全 く 異 な る 微 生 物 を 獲 得 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 得 ら れ た 微 生 物
を 用 い て 、 環 境 汚 染 物 質 の 浄 化 や 有 用 物 質 の 生 産 を す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に 係 る 微 生 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の フ ロ ー 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 イ エ シ ロ ア リ の 飼 育 の 様 子 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 実 施 例 １ に お け る イ エ シ ロ ア リ の 経 時 的 な 生 存 率 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 実 施 例 １ に お け る イ エ シ ロ ア リ の 経 時 的 な 腸 内 原 生 動 物 数 の 変 化 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ５ 】 実 施 例 ２ に お け る 各 群 の 寒 天 培 地 に 生 じ た コ ロ ニ ー 数 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ３ で 使 用 す る メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー 法 の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 ３ に お け る メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を 使 っ た 培 養 方 法 の 概 略 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ８ 】 実 施 例 ３ に お け る 各 群 の Ｐ Ｄ Ｖ Ｆ フ ィ ル タ ー 上 に 生 じ た コ ロ ニ ー 数 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ９ 】 実 施 例 ４ に お け る 各 群 の Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 を 行 っ た 際 の バ ン ド パ タ ー ン を 示 す
図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Sorensenの 式 に よ り 求 め た 図 ９ で 示 す バ ン ド パ タ ー ン の 類 似 度 を 基 に 作 成 し た
系 統 樹 を 示 す 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
Ａ 　 所 定 成 分 の 選 択 段 階
Ｂ 　 人 工 餌 の 作 製 段 階
Ｐ １ 　 第 １ 段 階 ： 生 物 の 人 工 餌 摂 食
Ｐ ２ 　 第 ２ 段 階 ： 生 存 生 物 の 収 得
Ｐ ３ 　 第 ３ 段 階 ： 腸 懸 濁 液 の 作 製
Ｐ ４ 　 第 ４ 段 階 ： 微 生 物 の 培 養
Ｐ ５ 　 第 ５ 段 階 ： 分 解 能 力 の 評 価
Ｉ 　 木 材 群
II　 ア ガ ロ ー ス 群
III　 フ ェ ノ ー ル 群
IV　 集 積 培 養 群
１ 　 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ フ ィ ル タ ー
２ 　 微 生 物
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３ 　 液 体 培 地

【 図 １ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

(11) JP 2007-252244 A 2007.10.4



【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】
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