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研究成果の概要（和文）：本研究では「大腸菌は海域において塩耐性を獲得し，通常の測定法で検出されるより
高濃度で広く存在している」という仮説を立て，その検証を行った。下水処理水の影響を受けている国内の沿岸
海域を対象とした現地調査により，夏季に塩を添加した培地の方がコロニー数が高い傾向が認められた。しかし
現地試料から単離した大腸菌株であっても，塩添加培地における増殖速度は非添加培地に比べ著しく遅く，塩の
存在は生育に負の影響を与えていると考えられた。以上より，環境中の大腸菌の一部は塩耐性を持ち，条件が整
えば塩存在下でも増殖できることが示された。これは，海域において大腸菌の見かけの減衰速度が遅くなること
を示唆している。

研究成果の概要（英文）：This study tested a hypothesis that a part of Escherichia coli in coastal 
area acquires resistance against salt (sodium chloride), and they cannot be detected using ordinary 
selection media”. A field survey at a coastal area in Japan found higher concentration of E. coli 
using selective agar supplemented with salt compared to the ordinary agar in summer season. But the 
salt-resistant E. coli strains isolated from the water samples showed low growth rates in 
salt-supplemented media, indicating that salt inhibits growth of salt-resistant E. coli strains. 
These finding implies that E. coli in coastal water shows lower overall decay rates due to the 
strains possessing salt-resistance. 

研究分野：環境工学
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１．研究開始当初の背景 
 
大腸菌（Escherichia coli）は，糞便汚染の
指標細菌として世界中で使われている。塩素
に対する耐性が低い，病原ウイルスに対する
指標性があまり高くない等の課題も指摘さ
れているが，大腸菌は様々な水における糞便
汚染指標のスタンダードである。 
代表者らが過去に行った下水処理水放流
海域での水質調査において，特定酵素基質培
地を用いたメンブレンフィルター法により
大腸菌を測定する際，培地に海水と同程度の
塩分を添加することで，大腸菌濃度が最大
100倍高くなることを発見した。また，対象
海域は下水処理水以外に大きな糞便汚染源
が認められないにもかかわらず，海水中の大
腸菌濃度はある濃度レベル（数 CFU/100mL
程度）以下にはならず，海岸から約 10km離
れた海域でも同程度の濃度（塩非添加培地）
で検出された。 
上記の結果をあわせて考えると，少なくと
も海岸から 10 km 程度までの沿岸域では汚
染源の有無によらず大腸菌が広く定着して
おり，その多くは塩耐性を持っている可能性
がある。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究では「大腸菌は海域において塩耐性
を獲得し，通常の測定法で検出されるより高
い濃度で存在している」という仮説を立て，
その検証を行った。 
大腸菌は塩耐性を持たない種であるとみ
なされているが，この仮説が正しければ，大
腸菌は限られた条件下で塩耐性を獲得でき
ることになる。この機構を解明することは，
環境ストレスに対する細菌の新たな適応機
構として微生物学的に意義がある。また，こ
の仮説が立証されると，海域における糞便汚
染指標細菌としての大腸菌の特性が一変す
るため，水質管理上重要な知見となる。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は，１）下水処理場やその処理水放
流先における大腸菌の存在状況調査，２）大
腸菌単離株を用いた塩耐性に関する室内実
験の２つからなる。 
 
１）下水処理場やその処理水放流海先におけ
る大腸菌の存在状況調査 
下水処理水の影響を受けている国内の沿
岸海域を対象として，塩耐性大腸菌の存在状
況について現地調査を行った。A下水処理場
の流入下水と塩素添加前の下水処理水，およ
び放流先海域 11地点にて 2015年 8月と 10
月の 2回水試料を採取した。大腸菌群数及び
大腸菌数は選択培地（クロモカルトコリフォ

ーム寒天培地 ES）を用いて測定した。並行
して，塩耐性大腸菌の計測を目的として，同
培地に海水と同程度の塩化ナトリウムを添
加した培地を用いて同様に培養，コロニー計
数を行った。下水処理水と放流先のうち 2地
点で採取した試料（計 3 試料）については，
培地上に形成した青紫色のコロニーを釣菌
し，寒天培地および液体培地で順次培養する
ことで菌株を単離した。 

 
２）大腸菌単離株を用いた塩耐性に関する室
内実験 
現地試料から単離した大腸菌株を用いて，
塩存在下での大腸菌の増殖について実験を
行った。単離した大腸菌株の中で，高濃度の
塩添加培地で増殖し，かつ塩添加液体培地中
の増殖速度が速い株を選択した。 

2015年 8月と 10月に行った現地調査で単
離した大腸菌株（各月 19株，計 38株，塩添
加クロモカルトコリフォーム寒天培地 ES上
でコロニーを形成したもの）を 10％，20％，
および 30％の塩化ナトリウムを添加したク
ロモカルトコリフォーム寒天培地 ES上で培
養した。次に，増殖が確認された株を塩添加
液体培地（塩化ナトリウム濃度：15％）と塩
非添加液体培地でそれぞれ培養し，増殖速度
を比較した。 
さらに，高濃度塩培地で増殖が確認された

6株のうち増殖速度が速い 2株（Oc-6、Oc-24
株）を選択し、塩非添加液体培地と塩添加液
体培地（塩化ナトリウム 3.5%、7.0%、14.0%
添加）において増殖速度を確認した。培養し
た大腸菌は，増殖した液体培地と同濃度の塩
添加寒天培地で細菌数を確認した。 
 
 
４．研究成果 
 
１）下水処理場やその処理水放流海先におけ
る大腸菌の存在状況調査 
流入下水および下水処理水中の大腸菌数
は，2015年 8月，10月の調査ともに塩添加
培地を用いた測定値が塩非添加培地の約半
分になった。一方，放流先海域で採取した試
料については，8 月の調査では塩を添加した
培地の方が 4.6倍（大腸菌が検出された 8地
点の幾何平均値を比較）高くなったのに対し，
10 月の調査では大小が逆転し，0.36 倍とな
った。塩非添加培地で培養した（通常の）大
腸菌数は 2回の調査で同程度であったが，塩
を添加した培地上に形成したコロニー数が
10月の調査時は 8月の 10分の 1以下となっ
ており，これが影響したと考えられる。釣菌
を実施した放流先海域 2地点にて 2015年 12
月と 2016年 1月にも追加で調査を行ったと
ころ，濃度が非常に低かったものの 10 月の
結果と同様の傾向を示した。大腸菌群も大腸
菌と同様の傾向を示し，処理場内試料では塩
を添加しない培地の方が高く，放流先海域で
は 8月と 10月で相反する結果となった。 



塩添加が大腸菌数に与える影響について
は，2 回の全域調査で異なる傾向がみられ，
今後より詳細な調査が必要になると考えら
れた。 
 
２）大腸菌単離株を用いた塩耐性に関する室
内実験 
様々な濃度の塩を添加した培地で 37℃，48
時間の培養により増殖した株は，添加濃度
10％の培地では 36 株（94.7％），同 20％の
培地では 31 株（81.6％）であり，単離した
大腸菌株の多くは塩に対する耐性を保有し
ていることが確認された。添加濃度 30％の培
地ではいずれの株も培養が確認されなかっ
た。次に添加濃度 20%の培地上で増殖した
31株から 6株を選択し，塩添加液体培地と塩
非添加液体培地における増殖速度を確認し
た。その結果，すべての株が塩添加液体培地
中で増殖したものの，塩添加培地における増
殖速度は非添加培地に比べ著しく遅いこと
が確認された。したがって，これらの塩耐性
株においても，塩の存在は生育に負の影響を
与えていると考えられた。 
さらに 6株の中から 2株（Oc-6株，Oc-24
株）を選択し，再度詳細な調査を行った。様々
な塩濃度（3.5%、7.0%、14.0%）における増
殖速度を比較した。塩非添加培地および 3.0%
塩添加培地における培養実験から，Oc-6株は
0時間において 2.35×101 CFU/mLから 24時
間後に 5.55×107 CFU/mLに増殖した。塩添
加培地では、 0 時間において 1.69×101 
CFU/mL か ら 24 時 間 後 に 3.75×103 
CFU/mL、72時間後に 5.24×105 CFU/mLと
緩やかに増殖した。Oc-24 株では、0 時間に
おいて 2.05×100 CFU/mL から 24 時間後に
2.25×107 CFU/ｍLに増殖した。塩添加培地
では、0時間において 1.10×100 CFU/mLか
ら24時間後に5.10×104 CFU/mLに増殖した。
すなわち，Oc-6 株，Oc-24 株とも 3.0%塩添
加液体培地より塩非添加液体培地おいて増
殖速度が速く，塩耐性大腸菌であっても塩に
よる増殖阻害が生じていることが確認され
た。また塩非添加培地では 24 時間後にコロ
ニーの形成が確認できたが，3.0%塩添加培地
においては 48-72時間を要した。塩添加培養
液での両株の増殖は対数増殖期の期間が短
く、早い段階で増殖と死滅が均衡状態に達す
ると考えられた。より塩濃度が高い 7.0%、
14.0%塩添加液体培地では目視により若干の
増殖がみられたが、培養後 72 時間後も寒天
培地上にコロニーの形成は確認されなかっ
た。前回の実験では 20%塩添加培地上でもコ
ロニー形成が確認されたが、死菌上で増殖し
コロニーを形成したものと考えられる。この
現象は細菌の抗生物質の影響を回避した増
殖活動に類似した現象と示唆される。細菌は
抗生物質存在下の増殖において、死菌上で増
殖し、抗生物質の影響から回避し増殖するこ
とが確認されている。塩添加寒天培地におい
ても同様に死菌上で増殖しコロニーを形成

したものと考えられる。 
発現遺伝子解析を目的として培養 12 時間
後の塩添加培養液から RNA 抽出を行った。
塩非添加液体培地では解析に十分な RNA が
回収されたが、塩添加液体培地では解析に十
分な量および純度の RNA を得られなかった。 

 
３）まとめ 
本研究により，環境中の大腸菌の一部は塩
耐性を持つこと，そのような株は条件が整え
ば塩存在下でも増殖できることが確認され
た。これは，海域において大腸菌の見かけの
減衰速度が遅くなることを示しており，海域
における大腸菌の消長を解析するにあたり
重要な知見である。 
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