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微生物迅速法 1 

科学技術の進歩により，細菌の生理活性，菌体成分等を高精2 

度に測定できる方法が数多く開発され，新たな細菌検出法，計3 

数・計量法が登場している．また1980年代以降の環境微生物4 

学分野における研究の進展により，環境中の細菌の多くは従来5 

の培地ではコロニー形成能が低く，培養法のみではそのような6 

細菌を検出，計数・計量しがたいことが明らかとなってきた．7 

細菌数・細菌量の測定に当たっては，得られる結果が利用する8 

手法により異なり，最新の手法を用いても，絶対値を得ること9 

は難しい点に留意すべきである．また，各手法のバリデーショ10 

ンのための標準菌株は存在するが，生理活性も含めて標準化す11 

ることは容易ではない． 12 

新手法は従来法と比較し，必ずしも全ての点において優れて13 

いるわけではないが，迅速性及び精度においては優位であるこ14 

とが多く，真菌やウイルス等にも応用可能であることより，そ15 

の積極的な活用は関連分野における微生物管理レベルの向上に16 

大きく役立ち，微生物汚染に伴うリスクの低減等に貢献する． 17 

培養を基本とする従来法ではコロニーや細菌増殖に伴う濁度18 

の変化などを指標とするのに対し，新手法では測定対象及び検19 

出原理が従来法とは大きく異なる．また，環境中に生息する微20 

生物の解析に当たっては，特定の微生物に着目する方法と共に，21 

微生物群集を網羅的に理解することの重要性が認識されつつあ22 

る．なかでも，塩基配列を指標とする系統分類が一般化し，シ23 

ークエンス技術の飛躍的な発展は，遺伝子配列をもとに試料中24 

の微生物群集構造を短時間のうちに解析することを可能にする25 

など，微生物迅速解析のための基盤が構築されている．本参考26 

情報では新手法の原理と応用分野を紹介し，また利用に当たっ27 

ての考慮すべき点を述べる． 28 

1. 測定対象及び測定原理，検出系 

名称 検出対象 原理・特徴 検出・測定装置の例 

１)直接的検出法 

固相サイトメトリー 菌体 フィルターなどの担体に捕捉した細菌が発するシグナルを直接的に検

出する．染色剤を選択することにより，生理活性等にかかわるシグナ

ルを得ることもできるほか，自家蛍光を利用することもある．また特

定の細菌を選択的に検出するため，遺伝子プローブや抗体，また蛍光

標識したファージなどを用いることがある．検出装置として，蛍光顕

微鏡やレーザー顕微鏡などを含む，種々の光学検出装置を用いる． 

蛍光顕微鏡 

レーザースキャニング 

サイトメーター等 

フローサイトメトリー 菌体 流路系を通過する細菌が発するシグナルを直接的に検出する．染色剤

を選択することにより，生理活性等にかかわるシグナルを得ることも

できるほか，自家蛍光を利用することもある．また特定の細菌を選択

的に検出するため，遺伝子プローブや抗体，また蛍光標識したファー

ジなどを用いることがある．検出装置として，種々の光学検出装置を

用いる． 

フローサイトメーター等 

２)間接的検出法 

免疫学的方法 抗原 細菌がもつ抗原に特異的な抗体を反応させ，発色や蛍光を目視やマイ

クロプレートリーダーなどで検出する．簡便なものには免疫クロマト

グラフィーがある． 

免疫クロマトグラフィー 

マイクロプレートリーダ

ー等 

核酸増幅法 核酸 微生物がもつ核酸を対象とする微生物に特異的なプライマーを用いて

増幅し，検出する．定量的 PCR法を用いることにより，定量も可能

である． 

電気泳動装置 

定量的 PCR装置 

生物発光法・蛍光法 ATP等 菌体内の ATP等を酵素反応による発光現象・蛍光現象をもとに検出

する． 

発光測定器 

蛍光測定器 

マイクロコロニー法 増殖能 

(マイクロコロニー) 

コロニー形成初期のマイクロコロニーを検出・計数する．平板培養法

と同じ培養条件(培地組成，温度等)を使用できる． 

蛍光顕微鏡等 

インピーダンス法 増殖能 

(電気的特性) 

細菌が増殖の際に培地成分を利用し産生する代謝産物の増加により生

じる電気抵抗や電気伝導度の変化を利用する． 

電気計測器 

ガス測定法 増殖能 

(ガス産生等) 

細菌の増殖に伴う二酸化炭素の産生や酸素の消費等のガス量の変化を

利用する． 

ガス測定器 

培地の呈色反応 

脂肪酸分析法 菌体脂肪酸 細菌の種類によって菌体脂肪酸組成が異なることを利用する． ガスクロマトグラフィー 

赤外吸収スペクトル測定法 菌体成分 菌体に赤外線を照射し，その赤外吸収スペクトルパターンを利用す

る． 

フーリエ変換形赤外分光

光度計 

質量分析法 菌体成分 菌体成分を質量分析計により測定し，データベースと照合して解析す

る． 

質量分析計 

フィンガープリント法 DNA 試料から抽出した DNAを制限酵素で切断し，DNA断片の泳動パタ

ーンを利用する．データベースと照合することにより同定が可能であ

る．また T-RFLP法では群集構造解析が可能である． 

電気泳動装置 

ハイスループット・シーク

エンシング 

核酸 試料中に存在する多種多様な細菌から抽出した核酸の配列を決定し，

その情報をもとに群集構造を解析する． 

シークエンサー等 

注) PCR：ポリメラーゼ連鎖反応   T-RFLP：末端標識制限断片長多型分析 

2. バリデーション 

機器の適格性評価に当たっては，それぞれの検出法で検出対

象とする標準試料を用いて実施する．すなわち，直接検出法に

おいては標準菌株，間接的検出法においては検出対象となる成

分等とする． 

試験方法のバリデーションに当たっては，検出対象が細菌

数・細菌量測定の指標となる科学的根拠を明らかにし，従来法

と比較して優位な点と共に，利用に当たって考慮すべき点につ

いても明らかとすることが望ましい．また標準菌株を用いたバ

リデーションの結果は，従来法がある場合は従来法と比較し同
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等以上であるべきだが，測定原理が異なることより必ずしも相

関関係を求める必要はない．環境中に生息する細菌の検出を目

的とする場合，より合理的な結果を得るためには，試験に用い

る標準菌株の生理状態を可能な限り環境中での状態に近似させ

ることが望まれる． 

3. 応用分野と考慮すべき点 

新手法は幅広い分野での応用が期待されるが，検出対象及び

検出系が従来法とは異なるため，これまでに蓄積したデータと

の相関を得られないことがある．従来法と同等以上の能力を有

することを確認することが原則であるが，新手法により新たな

管理方法が考案され，従来法がない場合には，その妥当性を検

証して新手法を用いることができる． 

新手法は短時間のうちに結果を得ることができるので，製品

試験，環境モニタリング，バイオバーデン，原材料管理などを

リアルタイムに実施でき，工程管理の新たな方法として活用が

期待される．警報基準値(アラートレベル)，処置基準値(アクシ

ョンレベル)などは得られたデータを元に傾向分析を通じて設

定することができる． 

応用分野の例を以下に示した． 

・製薬用水の品質管理 

・製造区域の微生物評価 

・無菌試験 

・微生物限度試験 

・保存効力試験 

・原材料受入試験 

など 


