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研究成果の概要（和文）：不溶性フィブロインフィルム（以下、IFFという）を作製し、発光細菌をIFFに固定化
したチューブを用いて毒性試験を行う実験教材の作成を試みた。硫黄源要求性を示すV.fischeri（ATCC 49387）
は、界面活性剤である直鎖状アルキルベンゼンスルホン酸塩（LAS）に対して発光増加を示すため、LASを含む洗
濯用合成洗剤に対して低濃度では発光増加を示し、LASの検出が可能であることが示唆された。発光細菌をIFFに
固定化した場合、溶液中における感受性試験よりも鋭敏な反応を示すことが明らかとなった。IFFに発光細菌を
固定化した毒性試験は、環境教育の新たな実験教材として有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We tried to prepare an experimental teaching material to prepare an 
insoluble fibroin film (hereinafter referred to as IFF) and perform toxicity test using a tube in 
which luminescent bacteria are immobilized on IFF. V. fischeri (ATCC 49387) showing the requirement 
for sulfur source showed increased emission relative to the linear alkylbenzene sulfonate (LAS) 
which is a surfactant. When luminescent bacteria were immobilized on IFF, it was revealed that they 
showed a sharper reaction than the susceptibility test in solution. It was suggested that the 
toxicity test with luminescent bacteria immobilized on IFF is effective as a new experimental 
teaching material for environmental education.

研究分野：理科教育
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１．研究開始当初の背景 
海洋性発光細菌 Vibrio fischeriを用いた急
性毒性試験法は ISOで策定され、アメリカ環
境庁（USEPA）の毒性評価の標準方法とし
て認証を受けたマイクロバイオテストキッ
トのマイクロトックス（MicrotoxTM）では
Vibrio fischeri、トックススクリーンⅡ
（ ToxScreen- Ⅱ ） で は Photobacterium 
leiognathiの発光細菌がそれぞれ利用されて
いる。これらの発光細菌は発光強度が高く、
毒物に対して感度が高いため、環境中の毒性
評価として安定した結果を示すことが知ら
れている。特に Vibrio fischeriは鮮度の良い
イカなどの海産魚介類から分離および純化
することができるため、理科教材として用い
られた実習実践報告がある。しかし、発光細
菌の分離および純化にはオートクレーブな
どの滅菌装置や実験者の技術が必要なため、
一般教員へ普及することは困難である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、不溶性フィブロイン膜に固定
化した発光細菌を用いた微生物実験を提案
し、簡便性・迅速性を有し、低コストの教材
の実用化を目指している。発光細菌を活用す
れば、細菌を用いる体験的な学習の機会を容
易に提供し、細菌や微生物に関連する単元学
習への意欲も強く喚起することが出来ると
期待される。また、環境分野においても、海
洋性発光細菌 Vibrio fischeriを用いた急性毒
性試験法は国際標準化機構（ISO）で策定さ
れ、バイオアッセイキットが市販されている。
本研究は、このような国際的な環境保全の視
点に立った教材の実用化につながると考え
ている。 
 
３．研究の方法 
（1）発光細菌の固定化担体である不溶化フ
ィブロイン膜（IFF）の改良 
フィブロインは蚕繭に含まれる不溶性の
タンパク質である。本研究では、蚕繭からフ
ィブロインを抽出し、塩化カルシウム溶液で
加水分解することによりフィブロイン溶液
を得た。このフィブロイン溶液にグリセロー
ルを添加し、不溶性フィブロイン膜（IFF）
を作製した。IFF を接着させたガラスチュー
ブに海洋性発光細菌 V.fischeriの培養液を加
え、一定時間経過後、IFF に付着していない
V.fischeriの洗浄除去を行い、IFFへの細菌
の固定、及び発光強度の評価を行う。（右図）
これまでの研究で、海洋性発光細菌V.fischeri
において、発光強度が高く、良好な結果を得
ている。また、IFFに付着した V.fischeriが
Polysaccharaideを分泌することが確認され
ている。そこで、IFF に多糖であるアルギン

酸を添加することで、細菌の付着率の増加と
発光強度の安定化を目指す。 
 
（2）発光細菌を供試生物とした毒性試験 
 発光細菌 V.fischeri を供試生物とした毒
性試験の有毒化学物質として重金属イオン、
防かび剤、界面活性剤を使用した。毒物への
感受性試験として、96 ウェルマイクロプレー
トの各ウェルに、発光細菌の培養液を入れ、
有毒化学物質を所定濃度（～10mg/L）になる
ように添加する。この時、発光生菌に添加し
た化学物質の暴露時間と発光強度の変化量
から、発光阻害率(％)を求め、毒性試験の感
受性を明らかにした。 
 不溶性フィブロイン膜（IFF）ならびにフ
ィブロインにアルギン酸添加したフィブロ
イン膜（IFAF）に発光細菌を固定化し、毒物
を暴露して発光増減率を求め、その毒性評価
について検討した。 
 
４．研究成果 
アルギン酸を添加した IFF を水溶液に浸漬
した場合、タンパク質であるフィブロインは
溶出しないが、膜自体が溶液中で脆弱化する
ことが明らかとなった。不溶性フィブロイン
膜（IFF）ならびにフィブロインにアルギン
酸添加したフィブロイン膜（IFAF）を作成し、
発光細菌の付着実験を行なった。発光細菌の
発光強度は再現性が高いが、付着した生菌数
の結果にはバラつきが大きいため、担持膜と
保存条件についてさらなる改良が必要であ
る。しかしながら、IFF に発光細菌を固定化
したチューブを用いて毒性試験を行ったと
ころ、感受性試験よりも鋭敏な反応を示すこ
とが明らかとなった。 
 発光細菌の重金属に対する毒性試験では、
海洋性発光細菌である V. fischeri、および淡
水 性 発 光 細 菌 で あ る Photorhabdus 
luminescensを供試生物として、各種重金属
に対する感受性の検討を行った。V. fischeri
を供試生物とした場合は、水銀 Hg 濃度
5.0mg/L 以上において発光阻害率がほぼ
100％であった。さらに、他の金属混合条件
下においても水銀 Hgに対して発光阻害率を
示し、高い感受性を有することが明らかとな
った。一方、淡水性発光細菌 P. luminescens
を供試生物とした場合は水銀 Hgとカドミウ
ムCdに対して金属濃度5.0m g/L以上で発光
阻害率が 90％以上の結果を示した。 
また、農作物の防カビ剤として用いられ
るイマザリル IMZ とチアベンダゾール
TBZ、オルトフェニルフェノール OPP な
らびにオルトフェ  ニルフェノール塩
OPPNa に対する感受性試験を行った。供
試生物に V.fischeri と同じ海洋性発光細菌
Allivibrio fischeri(ATCC7744）を用いて比
較実験を行った。毒物に対する感受性は、
供試生物や培養条件によって異なるため、
同じ毒物に対して V.fischeri と A.fischeri
の発光挙動が同じとは限らないため、いく



つかの生物モデルを並行して用いながら、
毒性試験の指標とする必要があると考えら
れる。 

V.fischeriに LAS を曝露したところ，LAS

濃度 0.05～10.0mg/Lに対して発光増加す

る傾向を確認できた．さらに，LAS を含む

市販の洗濯洗剤（5種）に対して発光増加

が確認された．市販の洗剤には，LAS 以外

の化学物質が含まれているが，そのような

夾雑な条件下においても LAS の感受性を確

認できたことは重要である． 
IFF に発光細菌を固定化した毒性評価は、
溶液中における感受性試験よりも鋭敏な反
応を示し、重金属だけでなく、合成洗剤に
含まれる LAS の検出、防カビ剤に対して
も有効であり、環境教育の新たな実験教材
として有効であることが示唆された。 
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