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研究成果の概要（和文）：近年、個々の環境汚染化学物質を特定することなく，細菌，藻類やプランクトンなど
の生物を用いることにより毒性を総合的に評価するバイオアッセイと呼ばれる直接毒性評価（DTA）手法が注目
されている．
本研究では，個々の個体に注目するのではなくこれら指標微生物の集合体としての運動活性をオンサイトで迅速
かつ安価に評価する手法を開発する。本手法ではプランクトンをレーザー光で照明した際生じるバイオスペック
ルの変動の早さに基づいて,環境毒性下のプランクトンの遊泳能力を判定する。従来用いられてきた顕微鏡によ
る観察が不要であるため,一度に数千から数万個体の評価が可能となる。

研究成果の概要（英文）：Recently, a direct toxicity assessment (DTA) method called bioassay, which 
comprehensively evaluates toxicity by using organisms such as bacteria, algae, and plankton without 
specifying individual environmental pollutants, has attracted attention.　However, the conventional 
method of identification using a microscope cannot process a large number of individuals due to 
focal depth of the imaging system.
In this study, we develop an on-site, rapid, and inexpensive method to evaluate the motor activity 
of these indicator microorganisms as an aggregate rather than focusing on individual organisms. This
 method evaluates the swimming ability of plankton under environmental toxicity based on the rapid 
fluctuation of biospeckle generated when plankton are illuminated by laser light. Since the method 
does not require conventional microscopic observation, it is possible to evaluate thousands to tens 
of thousands of plankton at a time.

研究分野：光計測

キーワード： Laser speckle　bioassay　micro-bioassay　biospeckle　environmental txicity
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，個々の個体に注目するのではなくこれら指標微生物の集合体としての運動活性をオンサイトで迅速
かつ安価に評価する光学的手法の開発をおこなった．本手法では，対象生物が菌糸やプランクトンのように全く
異なる構造であっても共通したスペックルパターンへと画像変換されるので，生物試料の形態によらず解析手法
は共通した方法をとることができるという利点がある．加えて，光学系が単純であるのでオンサイトで迅速かつ
安価にバイオアッセイをおこなうことができる．東南アジアなどの途上国では地下水のヒ素などによる汚染のた
めに健康被害が生じており，開発手法はこのような地域で特に有効である．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年，種々の化学物質による汚染が深刻な環境問題となっている．従来，環境汚染の評価は

個々の化学物質を特定し生物への毒性を評価してきた．しかし，現在化学物質は約２億種登録さ

れており，環境汚染物質を分析，特定しその毒性を評価することは技術的にもコスト的にもます

ます困難となっている．例えば，ダイオキシン汚染の例を挙げると，ダイオキシンには 200を超

える異性体が存在しているが WHOではこのうち 29種を毒性の強い物質として指定している．

したがって，これらの物質を識別して毒性等量を評価しなければならない．このためには，分解

能の高い質量分析機などの高価な設備が必要となり，オンサイトで簡便に毒性を評価すること

は不可能である．これに代わって最近では個々の化学物質を特定することなく，生物を用いるこ

とにより毒性を総合的に評価するバイオアッセイと呼ばれる直接毒性評価（DTA）手法が注目さ

れている．用いる指標生物としては，細菌，藻類，ミジンコ，魚など多岐にわたる．このうち微

生物を用いる手法はマイクロバイオアッセイと呼ばれている．注目する特徴量として，死亡率，

成長，繁殖さらにプランクトンの遊泳阻害や形態の変化などがある．通常，これらの特徴量の評

価は顕微鏡を用いて個々の個体を識別して計測する必要がある．加えて，生物試料は個体差が大

きいため確度の高い評価値を求めるためには多数の個体を計測する必要があり迅速な毒性評価

を困難にしている．高倍率の光学顕微鏡による観察では被写界深度が狭く，特にプランクトンな

どの微生物の遊泳特性の正確な観測は困難となる.また，被写界深度の制限により一度に多数の

個体の評価が困難となる. 

一方，東南アジアなどの途上国では地下水のヒ素などによる汚染のために健康被害が生じて

おりオンサイトで迅速にかつ安価に毒性を評価する手段が求められている． 

 
２．研究の目的 

本研究では，マイクロバイオアッセイにおいて，菌類やプランクトンなどの対象生物に対し

てはじめに光学的画像変換を行うことにより共通した特徴を有する画像(レーザーバイオスペッ

クルパターン)へ変換することにより，小型かつ安価で用いる指標生物によらず統一された毒性

評価法の開発を目的としている． 

散乱性の強い物体にレーザー光のようなコヒーレントな光を照明すると，試料からの散乱光

のランダムな干渉により観察面にレーザースペックルパターンと呼ばれるランダムな斑点模様

が生ずる．対象物が生物試料であると，生物としての活動により生じるスペックルパターンが動

的に変動する．したがって，逆にバイオスペックルパターンの動特性を解析することにより集合

体としての生物試料の生命活動，動き，形態変化の統計量を瞬時に解析することができる．特筆

すべきことは，生物試料より生じるスペックルパターンの空間特性は生物試料のプランクトン，

菌，バクテリアなどの形態によらず光の波長や光

学系により一意に決定されるパラメータを持つ

共通したパターンに変換されるという点である．

したがって，その後の解析手法は共通した方法を

とることができる． 

 
３．研究の方法 

(1)原理 Fig.1 プランクトンによるバイオスペック
ル観測実験系 



Fig.1 に提案したプランクトンの遊泳活性に基づくバイオ

スペックル観測実験光学系を示す．光源として波長 638nm の

半導体レーザーを用いて試料プランクトンであるゾウリムシ

を照射した．レンズ L2によりフーリエ変換後，試料の回折パ

ターンを CCDカメラで撮像し，計算機により画像解析をおこ

なった．本光学系では，プランクトンにより散乱されない透過

光成分を除去するため試料のフーリエ面に空間フィルタを挿

入することにより，バイオスペックルパターンのコントラス

トを改善している. 

Fig.2(a)に本実験で用いたゾウリムシの観察画像を示す.こ

の試料を厚さ数ミリの試料セルに入れ，直径 15mm の領域を

レーザー光で照射すると 2(c)に示すバイオスペックルと呼ば

れるランダムなパターンが発生する.特筆すべき点は，前述し

たように試料が Fig.2(b)に示す構造の全く異なる菌糸であって

も Fig.2(c)と同様なスペックルパターンを生じることである.

すなわち，本手法では対象物の空間的構造によらず統一され

たスペックル画像に変換されるため，以降の解析においては

全く同じ手法を適用することができる. 

(2)データ解析法 

Fig.2(c)のバイオスペックルパターンは試料微生物の遊泳

速度を反映しており，プランクトンの遊泳活性が高ければ早

く変動し，逆に緩慢であればパターンの変動は遅くなる.この

特性を利用することにより水質の毒性を定量的に評価するこ

とができる.このためのデータ解析法として画像に対する相

互相関関数に基づく相互相関法および 2 つの時間的に隣接する画像間の差に基づく差画像法を

試みた. 

相互相関法では，動画として取得した時間 to, tiにおける画像をそれぞれ I(to; x, y)，I(ti; x, y)と

すると 2つの画像の相互相関係数は以下の式で与えられる. 

( ) =
∑ { ( ; , ) − 〈 〉}{ ( ; , ) − 〈 〉},

∑ { ( ; , ) − 〈 〉}, ∑ { ( ; , ) − 〈 〉},

   (1) 

ここで，<I>は時間平均である.一例として，ゾウリ

ムシの成育適温である温度 25℃と不適な 5℃に対

して観察されたデータから画像間の時間差を関数

として得られた相互相関関数を示す.5℃の環境下

では遊泳活性が低下しているためスペックルパタ

ーンの変動が緩やかとなりその結果関数の分布幅

が広がっている.本手法では，相関係数が 1/eに低下

する時間差を相関時間として遊泳能力を評価する

パラメータとしている.このように，ゾウリムシの

遊泳活性とバイオスペックルパターンの時間的変

動に明らかな相関関係が確認される. 

差画像法では，時間 kだけ離れた 2つの画像 ( ), ( )に対して次式を計算する. 

 

Fig.2 レーザー光を(a) ゾウリ
ムシ，(b) 菌糸に照射した際に
生じる,(c)バイオスペックルパ
ターン 

 

 
Fig.3 Correlation coefficient between biospeckle 
patterns  
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４．研究成果 

(1)ゾウリムシを用いた遊泳活性の評価 

実験では動物プランクトンとして，細胞表面に約 3000

本の繊毛を持ち遊泳能力を持つゾウリムシを用いた.具

体的には，体長 200-300mの P.Caudatumおよび 30-40mの

P.chilomonasを用いた. 

Fig.4に P.Caudatumおよび 30-40mの P.chilomonasを試料セ

ルに封入し，バイオスペックルパターンより得られた相互相関

関数を示す.大まかな傾向としてゾウリムシの運動により相関

時間は 0.2～0.3秒であることがわかるが，P.chilomonas では単

調に相関係数が低下するのに対して P.Caudatum では大きな揺

らぎが生じており，相関時間を正確に評価することが困難であ

ることがわかる.これは P.Cauatum の個体長が大きくサンプル

セル中に十分な数の個体が存在しなかったためスペックルパ

ターンの変動が散発的になったことが大きな原因である. 

しかし，このような揺らぎの大きな相関関数を与える試料に

対しても(2)式で与えられる差画像法は比較的良好な計測が可

能であることがわかった. 

つぎに，環境条件として HClを用いて水質の pHを変えて実

験をおこなった.Fig.5は差画像法を適用し，時間差 1, 2, 3secに

対する相対差分の pH に対する変化である .コントロール

(pH7.0)に対して pH が 4 以上では大多数のゾウリムシが遊泳

能力を失うため変動が小さくなることがわかる. 

つぎに，小型のゾウリムシ種(P.Caudatum)を用いて相互

相関法により計測した結果を Fig.6に示す.この場合はゾ

ウリムシの密度が 3000-5000/cm3と大きく改善している

ため，良好な相互相関関数が得られた.これによりやはり pH4 を超えると遊泳活性が極端に低下

することが定量的に計測できたことがわかる.さらに，興味深い点として，pH5-6 の領域におい

てコントロール(pH7.0)に比べて遊泳活性が増加していることがわかる.このことは，正常環境に

比べて環境の酸性化という環境条件の悪化に対して回避行動を取るために遊泳活性が増加して

いる可能性を示唆している. 

 

(2)重金属による水質汚染の評価 

基礎実験により提案手法の有効性が確認できたので，つぎに，実際の環境で起こりうる重金属

による汚染評価を目標として実験をおこなった.重金属として Znを用いた．Znの環境基準濃度

は 5mg/Lであり，この 20倍までの濃度で暴露をおこなった(Fig.7).図からわかるように，約 5mg/L

で相関時間は最小値を取りその後濃度と共に相関時間は急激に増加した.Zn 60mg/L 以上ではほ

ぼゾウリムシが遊泳能力を失ったことがわかる.興味深い点は，環境基準である 5mg/Lにおいて

最も活動的になっていることである.Znは植物や動物にとって微小栄養素であり，これにより活
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Fig.5 pHに対するゾウリムシの遊泳
活性の変化 

 
Fig.4 P.Caudatum, P.chilomonasに対す
る相互相関関数 

 

Fig.6 P.Caudatum, P.chilomonas に対す
る相互相関関数 



性化した可能性がある. 

(3)総括 

高倍率の光学顕微鏡を用いて個体を個々に識別して

その生死を判断する従来の観察では顕微鏡の被写界深度

が浅く，特にプランクトンなどの微生物の遊泳特性の正

確な観測は困難となる.また，被写界深度の制限により一

度に多数の個体の評価が困難となる.一方，本手法は，

複数のプランクトン全体を集合的に評価できるため

効率が良く運動能力を定量的に評価できることが利

点である.また，異なる構造を持つ微生物であっても同一なスペックルパターンに変換して

いるため共通な解析手法を適用できる.このため，考慮する時間スケールが異なるだけで菌

類を用いたバイオアッセイなどにも適用可能である.また，高価な高倍率結像系を持たない

ため非常に安価に実装でき，プランクトンの状態を判断する観察者のスキルも不要となる. 

このような技術はとりわけ水環境の汚染が深刻なアフリカや東南アジアでは有効な手法

となる.しかしながら，プランクトンによっては特定の汚染物質に対して特異的な挙動を示

すことがあるので，指標生物の選定に当たっては慎重に考慮する必要があるだろう.総合的

水質評価には従来 COD,BOD が用いられてきたが生物の毒性とほとんど関連しないためバ

イオアッセイは今後ますます重要になるであろう. 

 
Fig.7 亜鉛濃度に対する P.chilomonas
の遊泳活性の変化 
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