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研究成果の概要（和文）：本研究では、アンモニア酸化細菌 (AOB) を検出するCTC (5-cyano-2,
3-ditolyl-2-tetrazolium chloride) 法の最適条件の検討を行った。さらに、AOBの細胞表層タンパクに特異的
に結合するDNAアプタマーとDNAアプタマーの高感度化に関する研究を行った。AOB生菌数を計測するCTC最適反応
条件は、CTC濃度5mMおよびCTC反応時間3時間であることを明らかにした。さらに、AOBに結合するDNAアプタマー
候補の濃縮にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the optimum condition of CTC (5-cyano-2,
3-ditolyl-2-tetrazolium chloride) method for detection of ammonia oxidizing bacteria (AOB).  In 
addition, we studied on DNA aptamer that specifically bound to cell surface protein of AOB and on 
the high sensitivity of DNA aptamer. The optimized CTC conditions for measuring the number of AOB 
viable cells revealed that the CTC concentration was 5 mM and the CTC reaction time was 3 hours. 
Furthermore, we succeeded to concentrate the candidate DNA aptamer that bind to AOB. 

研究分野： 環境保全学
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１．研究開始当初の背景 
 現在、生物学的硝化—脱窒プロセスでは、
pH、温度などの水質指標に基づき制御・管理
されており、処理水質の低下などプロセス運
転が悪化した場合、現状回復に多大な労力が
要求される。当該プロセスを適切に管理する
には、水質指標のみならず、プロセス内で硝
化および脱窒反応を行う微生物の生菌数も
指標化し、水質と微生物との相互補完的な管
理が必要不可欠である。しかし、現在のとこ
ろ、硝化菌（アンモニア酸化菌や亜硝酸酸化
菌）や脱窒菌の生菌数をオンサイトで迅速・
簡便に計測する技術がないのが現状である。
これまで申請者は、 (1)「簡便な操作性」、(2)
「迅速な検出」、および (3)「オンサイトで測
定可能」という研究開発コンセプトのもと本
計測技術の確立を目指してきた。CTC 法は好
気性細菌である硝化菌の計測には問題ない
が、無酸素環境下で硝酸呼吸を行う脱窒菌の
計測に CTC (5-cyano-2,3-ditolyl-2-tetrazolium 
chloride) 法が利用できるかは不明であった。
先の研究では、アルゴンパージをしたバイア
ル瓶内で CTC 反応を行うことで、脱窒菌の硝
酸呼吸由来の CTC フォルマザンの微弱蛍光
を観察することに成功した。しかし、廃水中
に還元性物質が多く含まれる場合、非生物的
な CTC フォルマザンの形成や、物理的な力に
よる細胞から CTC フォルマザンの剥離も数
多く認められた。CTC 法の高感度化は当面の
課題でもあるが、このことは、CTC 法の利用
のみでは、硝化菌や脱窒菌の生菌数の正確な
計数ができないことを意味している。そこで
本研究では、この問題を克服しつつ当初の目
標を達成すべく、硝化菌や脱窒菌の細胞表層
タンパクを認識する蛍光アプタマーの探索
と活用方法の検討が必要となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生物学的硝化・脱窒プロセス
の鍵となる微生物の一つであるアンモニア
酸化細菌 (AOB) を標的として、AOB を測定
可能な CTC 法の最適化と AOB の細胞表層タ
ンパクに特異的に結合する DNA アプタマー
の探索を目的とした。さらに、本研究では、
in situ DNA-hybridization chain reaction (HCR) 
法を応用することによって、DNA アプタマー
由来の微生物蛍光を高感度化と均一化を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) AOB 生菌を捉える CTC 法の高感度・迅速
測定法の確立 
 本研究では、AOBの 1種であるNitrosomonas 
europaea NBRC14298 株を用いた。CTC 反応
液は、50mM MOPS 溶液  (pH6.5) および
0.1mM KCN を用いた。CTC 反応の基質は、
アンモニア (1 mM) とした。最終的な反応液
中の CTC 濃度は、0.1〜7.0mM となるように
調整した。AOB の最適 CTC 反応条件は、CTC
濃度や CTC 反応時間をもとに決定した。CTC

染色細胞および全菌細胞は、CMOS デジタル
カメラ D5Qi2 搭載の蛍光顕微鏡 BX53 にて細
胞由来の蛍光を観察した。CTC 染色細胞数の
割合は、10 視野分の写真を撮影した後、Syber 
Green I で計測した全菌数を CTC 染色細胞数
で除して算出した。CTC 染色細胞の割合の増
加しない条件を境界として、CTC 最適反応条
件を決定した。 
 
(2) AOB の細胞表層タンパクに特異的なアプ
タマー配列の探索 
 DNA アプタマーの探索は、Cell-systematic 
evolution of ligands by exponential enrichment 
(Cell-SELEX) 法 (図 1) を利用して行った。
Selection buffer (137 mM NaCl2, 2.7 mM KCl, 
4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM MgCl2) 内の ssDNA
ランダムライブラリー (88mer) (100 pmol･μ
L-1) は、95℃で 5 分間変性させた。変性させ
た ssDNA ランダムライブラリーは、ただちに、
氷浴で 15 分間静置させた。次に、ssDNA ラ
ンダムライブラリーと Selection buffer の混合
溶液に対して、Selection buffer を用いて 10７

cells･mL-1に調整したN. europaea NBRC14298
株の菌液 850 µL 添加した。N. europaea 
NBRC14298 株と ssDNA ランダムライブラリ
ーは、恒温振盪器を用いて、室温条件下で撹
拌させた (撹拌条件 : 220 rpm)。ssDNA を結
合させた菌体から ssDNA を回収するため、菌
体に対して DNA/RNA-free water を添加し、
95℃で 5 分間加熱させた。菌体から溶出させ
た ssDNA を鋳型とした PCR 増幅反応は、ア
シメトリック PCR 反応法を利用した。アシン
メトリック PCR 反応は、初期変性 (95℃, 2 
min) の後、変性 (95℃, 1 min), アニーリング 
(65℃, 30 sec), 伸長 (72℃, 40 sec) の 40 回の
サイクルと最終伸長反応 (72℃, 5 min) とし
た。得られた PCR 産物から、ssDNA のみを
選択的に精製した。 

 
図 1 アンモニア酸化細菌を特異的に検出す
るアプタマーを探索するために行った
Cell-SELEX 法の概略図 
 
(3) 蛍光標識アプタマーによる高感度化と蛍
光の均一化の検討 
 モデル微生物は、E. coli K12 株を用いた。
DNA アプタマーは、大腸菌を広く検出できる
も P12-17、P12-31、P12-52 および P12-55DNA
アプタマーを用いた。さらに in situ DNA-HCR
法を応用するために上述のアプタマーの 5’



末端に initiator 配列)を付加したものを設計し、
高感度化の検証に用いた。DNA アプタマーの
結合実験には、上述した AOB の DNA アプタ
マー探索で行った方法を採用した。E. coli 
K12 株へ DNA アプタマーを結合後、HCR 反
応によって蛍光強度の増幅および均一化を
試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) AOB 生菌を捉える CTC 法の高感度・迅速
測定法の確立 
 CTC 反応液に対して、107 cells･mL-1 に調 
整した N. europaea NBRC14298 株と様々な濃
度に調整した CTC (0.1~7mM) を添加し、
AOB 生菌数の検出に最適な CTC 濃度を調査
した。CTC 染色細胞の割合は、CTC 濃度を高
めるにつれて増加する傾向が確認できたが、
CTC 濃度 5mM 以上の添加は、CTC 染色細胞
の割合の変化にはほとんど影響しないこと
がわかった (図 2-a)。次に、CTC 最適反応時
間を決定するため、CTC 最適濃度条件におい
て、N. europaea NBRC14298 株と CTC の反応
時間を 0.5~6 時間の間で変化させた。CTC 染
色細胞数の割合は、CTC 反応時間を長くする
ことによって増加する傾向が確認されたが、
3 時間以上の反応時間では、CTC 染色細胞数
の割合にほとんど変化がなかった (図 2-b)。 
 

 
図 2 (a) CTC 濃度ごとにおける N. europaea 
NBRC14298 株の CTC 染色細胞の割合 (b) 
CTC 反応時間ごとにおける N. europaea 
NBRC14298 株の CTC 染色細胞の割合 
 

これらのことは、AOB 生菌数を計測する CTC
最適反応条件として、CTC 濃度 5mM および
CTC反応時間 3時間が好適であることを示し
ていた。 
 
(2) AOB の細胞表層タンパクに特異的なアプ
タマー配列の探索 
 次に、アシンメトリック PCR 法を利用した
Cell-SELEX 法 を 用 い て 、 N. europaea 
NBRC14298 株の細胞表層タンパクに特異的
に結合するDNAアプタマーの探索を行った。
DNA アプタマーの選別工程では、N.europaea 
NBRC14298 株に結合させた ssDNA を鋳型と
したアシンメトリック PCR 法にて PCR 増幅
を行った。10％ポリアクリルアミドゲルを使
用し電気泳動にて、増幅した PCR 増幅産物を
確認したところ、目的とする 88mer の PCR
断片が増幅されていることがわかった。5 回
の ssDNA の選別工程を経ており、N. europaea 
NBRC14298 株の細胞表層タンパクに特異的
に結合できる DNA アプタマー候補を濃縮す
ることに成功した。 

 
図 3 Cell-SELEX法により濃縮したアンモニ
ア酸化細菌に特異的に結合すると思われる
アプタマー候補の電気泳動図 M: 泳動マーカ
ー 1: 溶出後の ssDNA を鋳型としたアシン
メトリック PCR 産物 (1 ラウンド) 2: 溶出後
の ssDNA を鋳型としたアシンメトリック
PCR 産物(2 ラウンド) 3: 溶出後の ssDNA を
鋳型としたアシンメトリック PCR 産物 (3 ラ
ウンド)   
 
(3) 蛍光標識アプタマーによる高感度化と蛍
光の均一化の検討 
 次に、本研究では、大腸菌を広く検出でき
る も P12-17 、 P12-31 、 P12-52 お よ び
P12-55DNA アプタマーによる E. coli K12 株
の検出で得られる蛍光強度を評価した。しか
しながら、当該 DNA アプタマーは大腸菌を
特異的に検出できるにもかかわらず、得られ
る蛍光は微弱であった。そこで、DNA アプタ
マーの投入量や洗浄条件等を検討したとこ
ろ、E. coli から蛍光が得られた。一方、この
検討によって、蛍光強度は高まったものの、
特異性の確保は困難であった。この結果は、
本研究で用いた HCR 法のさらなる最適化が
必要であることを示していた。 
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