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研究成果の概要（和文）： 従来、バイオアッセイが困難であった環境汚染気体について新しい

手法を提案し、多くの気体について、定量的かつ系統的に調べることができた。新しい手法と

は、微生物の代謝熱をマイクロカロリメータを用いて測定 し、気体の毒性が微生物の代謝熱を

ゼロにする圧力を指標（MIP:最少増殖阻止圧力）として求め、この値で環境汚染気体の毒性を

統一的に表す方法である。この方法で、簡便かつ正確に再現性良く気体の毒性を評価するバイ

オアッセイ確立の目途がついた。 
研究成果の概要（英文）：Heretofore, bioassay of environmental pollutant gases was 
difficult. We proposed a new method which use a new measure: MIP (Minimum Inhibitory 
Pressure) for evaluating the toxicity of the gas pollutants. The MIP values can be 
determined by measuring metabolic heat of microbes using microcalorimeter.  
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１．研究開始当初の背景 
バイオアッセイ（生物評価法）は環境汚染

有害物質に対して生物材料を用いてその応
答性から有害性を評価する方法である．生物
材料としては，げっし類などの哺乳動物，魚
介類，藻類，単一細胞などが使用されている．
特にバクテリアなどの微生物はライフサイ
クルが短く，環境の変化に鋭敏に反応し，培
養にあたっては，低価格で，安定的に，また
容易に維持管理できるという利点をもって
おり，自然界での毒物の迅速な毒性評価試験
に適している．バイオアッセイは水環境の試
験法として利用されるのが常で，大気圏の毒

性気体に対する評価法として利用された例
はほとんどない 
２．研究の目的 

そこで，申請者らは毒性気体に高圧力を加
えて強制的に水相に移動，溶解させ，微生物
の活性を表す１つの指標である代謝熱測定
により，毒性気体が生体及ぼす影響を厳密に
定量化する新しい方法を提案してきた．  
 その過程で，このガス加圧による気体の毒
性評価法はいくつかの応用に結びついた．特
に，加圧酸素ガスの微生物に対する強い毒性
を利用する液状食品の「酸素ガス加圧殺菌」
は，現在，殺菌装置の試験機製作の段階に入
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っており，「新規非加熱殺菌技術」としてそ
の将来性が期待されている（２件の特許申請，
食品関連の学会と業界の双方から論文賞と
技術賞を受賞）．このように，微生物の代謝
熱測定による毒性気体のバイオアッセイ技
術は，応用分野も含め今後さらに利用価値が
高まり，発展する可能性が大きいと考えてい
る．そこで，今回はより広範囲の気体につい
て代謝熱測定を行い，データの蓄積に努め，
気圏の環境汚染物質の定量化のみならず，他
分野への応用・利用も含め，積極的に本プロ
ジェクトを展開いく． 
 
３．研究の方法 
（１）サーモアナライザーを用いた実験 
 主に石油ガスや希ガス等の化学的に不活
性な気体について酵母を用い代謝熱を測定．
これまでの実験結果をみると，化学的に不活
性な希ガスでも気体の種類により，増殖の程
度が著しく異なる結果が得られている．これ
らの原因を解明するため，これまでのデータ
に加え更に組織的に蓄積していく． 
                                                                               
（２）毒性気体のバイオアッセイ 
  毒性気体は液状サンプルに比べ，取り扱い
が困難である．特に大学では排気・後処理の
施設，設備が不十分な側面もあり，これまで
手が出せなかった．万全の準備とまではいか
ないが，できるかぎりの手を尽くし，慎重に
１つひとつの気体についてデータを蓄積し
ていく．これまでの実験結果をみると酸素や
窒素などのありふれた気体でも，様々な興味
ある微生物の挙動が観察されたので，毒性気
体を使用すればさらに予期せぬ成果が得ら
れる可能性がある．期待をこめて実験をおこ
なう． 
 最近，地球温暖化の原因物質である二酸化
炭素の使用削減がマスコミ等で話題になる
ことが多い．二酸化炭素は炭酸飲料等にも使
用されている身近な気体であるが，加圧によ
り微生物がどのような挙動を示すか興味が
つきない．その有効利用の検討も含め，毒性
気体の実験と並行してデータを集積してい
く．天然ガスなどの炭化水素ガスも温暖化の
原因であることはよく知られている．これら
の一連の気体についても測定を行う．さらに、
ガス中毒のなかで最も実害の多い、一酸化炭
素についても実験を行う。 
                                                                               
（３）ガス加圧した酵母の SEM撮影 
 微生物に対するガス加圧の影響を詳しく
調べるため，電子顕微鏡写真を利用する．こ
れまでの結果をみると，細胞形態に及ぼすガ
ス加圧の影響は極めて大きく，気体のバイオ
アッセイを調べる上で貴重なデータとなり
うる． 
  

４．研究成果 
 
（１）炭化水素ガス加圧下における酵母増殖
サーモグラム  

Fig.1はメタンおよび n-ブタン加圧下にお
ける酵母増殖サーモグラム（熱 -培養時間曲
線）である。本実験において圧力表示はゲー
ジ圧とする（すなわち、大気圧を 0 MPaとす
る）。発熱が観測されている期間は酵母が増
殖中であり、サーモグラムがベースラインに
戻ることは増殖の停止を意味する。いずれの
ガスにおいても圧力の増加とともにサーモグ
ラムのピークが長時間側に移動し、高さも低
下している。このことから、炭化水素ガス加
圧により酵母の増殖は阻害されたといえる。
培養時間が約 70時間後にピークを迎えるサ
ーモグラムの圧力は、メタンでは 13.5 MPaで
あるのに対し、 n-ブタンでは 0.0656 MPaで
あった。このように、炭化水素ガスの種類に
よって増殖阻害効果を生む圧力の影響は全く
異なり、細胞毒性は n-ブタンの方がメタンよ
りもはるかに大きいといえる。 

  

      

Fig.1 メタンおよび n-ブタン加圧下に
おける酵母増殖サーモグラム 



 

 

（２）加圧気体による酵母増殖阻害効果の
定量化 

気体の各圧力下における増殖阻害を定量化
するために、増殖速度定数、増殖遅延時間の
パラメーターを決定した。さらに、常圧と各
圧力の増殖速度定数比ならびに増殖遅延時間
比を算出し、このパラメーターを比増殖活性
とした。比増殖活性は 0から 1の範囲内にあ
り、比増殖活性が 1を示す場合は増殖が全く
阻害されていないことを示す。一方、比増殖
活性が 0である場合は、ガス圧力により増殖
が完全に停止していることを示している。こ
れらの比増殖活性の算出手順については、文
献を参照頂きたい。  

Fig.2は比増殖活性と気体圧力との関係を
示している。比増殖活性の低下が、気体圧力
P の m 乗に比例すると仮定して曲線を描
いた。この曲線から、各気体の毒性指標であ
る  50% 増殖阻止圧力（  IP50: Inhibitory 
pressure 50）および最小増殖阻止圧力（MIP: 
Minimum inhibitory pressure）を決定した。 
IP50は比増殖活性が 0.5である圧力であり、
酵母の増殖を 50％阻害する圧力を示す。一
方、 MIPは比増殖活性が 0である圧力であ
り、酵母の増殖を完全に阻害する圧力を示す。 
IP50と MIPは値が小さいほど、毒性が強い
ことを意味する。 

Table 1に、各炭化水素ガスの IP50及び 

MIPについて示した。炭化水素ガスの種類、
異性体によって毒性が異なることがわかる。
また、その毒性は n-ブタン＞ i-ブタン＞プ
ロパン＞エタン＞メタンの順に大きいこと
が明らかになった。 

さらに、気体の疎水性を表す指標であるオ

クタノール・水分配係数と MIPとの関係につ
いて調べたところ、 Fig.3より、炭化水素ガス
の疎水性が増せば増すほどその毒性が強くな
り、疎水性と毒性には強い相関関係があるこ
とが明らかとなった。これは、炭化水素ガス
が酵母の細胞膜といった疎水性領域に作用し、
生体膜などの働きに影響を与えることにより、
酵母の増殖阻害が生じていると考えられる。  

 

（３）炭化水素ガス加圧による細胞内漏出物
質の吸収スペクトル  

Fig.4 に、n-ブタン加圧処理による酵母から
漏出した紫外吸収スペクトルを示す。炭化水
素ガス加圧処理した場合、 260 nm 付近に吸
収極大が現れ核酸関連物質に特異的な吸収
スペクトを示している。また、圧力を増加さ
せると 260 nm 吸収物質の漏出量も増加した。 

 

 

 

 

Fig.2 ガス圧力と酵母比増殖活性の関係（○:
比増殖速度定数, ▲:比増殖遅延時間） 

Table 1 炭化水素ガスの IP50 及び MIP 

Fig.3 オクタノール・水分配係数と MIP との関
係（○:増殖速度定数, ▲:増殖遅延時間） 



 

 

 
（４）走査電子顕微鏡による炭化水素ガス加
圧処理後の酵母観察 

炭化水素ガス圧下における酵母の形態変化
を走査電子顕微鏡により観察した。常圧下で
生育させた酵母は、表面が滑らかであり円形
である (Fig.5 (A)) 。一方、 n-ブタン加圧条
件下では、細胞が変形や陥没している様子が
認められた (Fig.5 (B-D)) 。圧力の上昇、すな
わち n-ブタン濃度の増加にともない細胞に
対する損傷も増大することがわかる。ここで
は示していないが、 MIPに近い圧力下では、
１つの細胞に複数の陥没が生じている様子も
観察された。  

（５）考察 

代謝熱測定法により炭化水素ガス加圧下の
酵母の増殖挙動を解析し、気体の毒性指標で
あるIP50 及びMIPを用いて炭化水素ガスの毒
性を決定した。液圧のみで酵母の増殖を停止
するのに必要な圧力は、約50 MPaであること
が報告されている。一方、本研究で使用した
炭化水素ガスの中で最も増殖阻害効果が小さ
いメタンのMIPは18.6 ～19.6 MPaであること
から、これらの増殖阻害は炭化水素ガスによ
る影響が大きいことがわかる。また、炭化水
素ガスの毒性はn-ブタン＞i-ブタン＞プロパ
ン＞エタン＞メタンの順に毒性が大きいこと
がわかった。この毒性順位は、Rodeらの実験
結果と一致している。 炭化水素ガスの微生物
に対する影響は、ほとんど知られていない。
一般的に炭化水素溶媒に関しては、細胞膜や
その構成成分に作用し膜の透過性などに影響
を示すことが知られている。我々の実験結果
により、炭化水素ガスの毒性はその疎水性と
密接な関係にあることが明らかになった。ま
た、炭化水素ガスによる細胞内容物の漏出が
認められた。これらの結果は、炭化水素ガス
が酵母の細胞膜などの疎水性領域に作用し、
その構造や機能に何らかの影響を及ぼすこと
を示唆するものである。特に、核酸関連物質
の漏出現象は核膜の損傷も裏付けており、こ
れにより炭化水素ガス加圧下における酵母の

 

 

 

 

 

Fig.4 n-ブタン加圧による細胞内漏出
物質の吸収スペクトル 

Fig.5  n-ブタン加圧下で生育させた酵母 
SEM 像 
A. 常圧, B. 0.030 MPa, C. 0.045 MPa,  
D. 0.060 MPa 
 
 



 

 

増殖阻害が生じた可能性が考えられる。 また、
走査電子顕微鏡による観察からは、炭化水素
ガス加圧下の酵母が変形、陥没している様子
が認められた。液圧のみでは300 MPaの高圧処
理によっても、酵母に形態変化は現れない。
加えて、本研究で観察された酵母の損傷は、
トルエンやヘキサデカンといった炭化水素溶
媒による微生物の構造的損傷とも全く異なる
ものである。炭化水素ガスがこのような形態
変化をもたらしたメカニズムに関しては未解
明であり、今後さらに検討する必要があるが、
炭化水素ガスによる増殖阻害機構の一端を示
す結果といえる。 

（６）まとめ                 
一連の炭化水素ガス（ C1～C4）加圧下で代
謝熱測定法により酵母の増殖挙動をモニタリ
ング・解析し、その毒性を調べた。各気体ご
とに毒性指標である IP50と MIPを決定した。
炭化水素ガスの毒性を調べたところ、 n-ブタ
ン＞ i-ブタン＞プロパン＞エタン＞メタンの
順に毒性が大きいことが明らかになった。ま
た、炭化水素の毒性はその疎水性との間に強
い相関関係があることがわかった。さらに、
炭化水素ガス加圧下では核酸関連物質の漏出、
細胞形態の損傷が認められた。       
代謝熱測定法は、各種気体の毒性を評価する
ことができ、環境汚染気体のバイオアッセイ
を行う手段として有効であり十分期待できる。
本研究で決定した IP50 及びMIPは、構造活性
相関による毒性予測のための情報としても重
要であろう。また、深海や地下油田中の微生
物は高圧の炭化水素ガスに暴露されているこ
とから、本研究がこのような微生物の耐スト
レス機構の解明に役立つかもしれない。  
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