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Abstract: A Controlled Ecological Life Support System (CELSS) is essential for habitation 
in extreme environments (space, polar regions, ocean depths, etc.) and an enormous amount of 
freshwater is used and regenerated for drinking and living. In order to assure human health in 
closed habitations, microbiological quality control of freshwater used in CELSS is required, and 
bacterial population dynamics in the system should be determined rapidly and accurately. In this 
study, bacterial abundance and the numbers of bacteria with physiological activity in freshwater 
used and regenerated in Closed Ecology Experiment Facilities (CEEF; Aomori, Japan) during the 
Closed Habitation Experiments were determined to understand bacterial abundance and activity in 
a closed habitation. Our results suggest that bacterial numbers and their activities in freshwater 
used in CELSS could be accurately determined within a few hours by fluorescent vital staining. 
PCR-DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) analyses revealed that a-proteobacteria was 
abundant in freshwater and hydroponics used in the CEEF. Rapid microbiological methods would 
contribute to the technical progress in the quality assurance of freshwater used in CELSS. For 
further simple and automated microbiological monitoring, we developed a microfluidic system for 
quantification of bacteria in freshwater. Comparisons of counts of Escherichia coli by the 
microfluidic system and by fluorescence microscopy closely correlated (r2=0.98). Bacteria in 
purified household tap water were rapidly and accurately counted by using this system with 
on-chip fluorescent staining. A culture-independent DNA fingerprinting technique, Terminal 
Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) analysis is widely used for profiling 
bacterial populations in aquatic environments. Capillary electrophoresis systems are usually used 
for the T-RFLP analysis; however this system is rather time-consuming. We developed a protocol 
for T-RFLP analysis using a microchip electrophoresis system. The time required for this analysis 
was 15 min, while 80 min was required for conventional T-RFLP analysis using a capillary 
electrophoresis system. These methods might contribute to technical progress in the 
microbiological quality control of freshwater used in closed habitations. 
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１．緒言 

これまで宇宙ステーションにおける安全対策は，

物理的・化学的な側面からは十分に図られてきたが，

衛生微生物学的な安全対策についてはその重要性が

認識されているものの，未だ十分な知見が集積され

ていない．微小重力下ではヒトの免疫能が低下する

という報告があり，地上では健常人に対してはほと

んど病原性がないとされる微生物による日和見感染

のリスクが高くなるため，地上での生活以上に微生

物汚染に対して注意を払う必要があると言われてい

る 1)．また宇宙ステーション内の微生物は搭乗者の

健康に対するリスクとなるばかりではなく，電子機

器や配線等を腐食させ，機器のトラブルの原因にな

ることも報告されている 1)．したがって，宇宙ステ

ーション内を衛生微生物学的に評価し，宇宙滞在や

宇宙居住における安全・安心を保証するための基盤

を構築しなければならない． 
宇宙居住においては，大量の淡水が使用され，さ

らにその再利用が必要となる．したがって，宇宙居

住の実現のためには，再利用する淡水の衛生微生物

学的な安全性の確保が重要となる．そのためには，

閉鎖居住空間内の水環境中に存在する微生物の現存

量や生理状態を正確に把握することに加え，危害微

生物を特異的に検出しなければならない． 
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 これまで微生物を検出・同定する手法として，培

養法が一般的に用いられてきた．しかしながら，水

環境中に生息する細菌の多くは，通常の培養法では

目に見えるコロニーを形成しないことが明らかとな

ってきた．また培養過程に時間を要するとともに，

微生物を増殖させることからバイオハザードのリス

クが上昇する等の問題点がある．そこで，閉鎖居住

システムで用いられる水の衛生微生物管理には，迅

速かつ高精度な新たな微生物検出法が求められてい

る． 
我々は蛍光染色法や分子微生物生態学的手法など，

微生物を培養することなく個々の細胞レベルで検出

し，さらに群集構造を解析するための方法を開発し

てきた 2)．核酸結合性蛍光染色剤を用いて微生物を

直接染色することにより，その現存量を把握できる．

また蛍光活性染色法を用いることにより，エステラ

ーゼ活性を有する細菌数を数分間で測定できる．そ

こでこれらの手法を用いて，閉鎖型生態系実験施設

（CEEF; Closed Ecology Experiment Facilities）3)にお

ける生活用水および水耕栽培用水中に存在する細菌

の現存量を測定し，その生理活性を評価した． 
さらに，宇宙居住空間において使用される水を微

生物学的に安全保証するためには，日常的に①細菌

数を迅速に測定し，②細菌群集構造の変化をモニタ

リングするとともに，異常が見られた場合に③危害

微生物の有無を高精度に測定することが有効である

と考えられる． 
そこで，細菌モニタリングの自動化のために，マ

イクロ流路デバイスを用いた細菌数測定法を開発す

るとともに，マイクロチップ電気泳動装置を用いた

細菌群集構造プロファイリング法を作成した． 
 
２．材料と方法 

試料  
（財）環境科学技術研究所内の閉鎖型生態系実験

施設において，閉鎖居住実験（2005 年 8 月 15 日か

ら 2007 年 10 月 30 日）時に，上水タンク，居住区，

動物室および水耕栽培区より試料水を採取した（Fig. 
1）．居住区では浄水器を通した飲用水の他，流し，

シャワー，バスルームの蛇口より水または湯を採取

した．動物室では流しの水および動物飼育用ボトル

の水を採取した．植物栽培区ではタンク，ダイズや

イネの栽培槽から栽培養液を採取し，同時に凝結水

を採取した． 
 
コロニー形成細菌数（CFU）の測定 
 各試料を段階希釈し，その 100 µl を水環境中の細

菌検出に用いられる貧栄養培地であるR2A寒天培地

に塗沫した．25℃で 7 日間培養した後，培地表面に

生じたコロニーを計数した． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Water flow in the Closed Ecology Experiment 
Facilities (CEEF). 12 samples in this system were 
collected and analyzed: Purified water in tank, Closed 
Animal and Human Habitation Facility, hydroponic 
solution in tank, Closed Plant Experiment Facility. 
 
全細菌数およびエステラーゼ活性を有する細菌数の

測定 

 全細菌数の測定には 4’, 6-diamidino-2-phenyl 
indole（DAPI）を用い，エステラーゼ活性を有する

細菌数測定には carboxyfluorescein diacetate （CFDA）

を用いた 4)．試料中の細菌をポリカーボネートフィ

ルター（孔径 0.2 μm）上に捕集し，染色用バッファ

ー (0.1 M phosphate buffer [pH 8.5]，5% [w/v] NaCl，
0.5 mM EDTA)を添加した後，6CFDA 溶液（10 mg/ml 
DMSO 溶液）および DAPI 溶液（10 μg/ml 水溶液）

をそれぞれ終濃度 150 μg/ml，1 μg/ml となるように

添加し，約 3 分間染色を行った．観察にあたっては，

蛍光顕微鏡（E-400; ニコン）の青色励起光下でエス

テラーゼ活性を有する細菌を計数し，UV 励起光下

で全細菌を計数した．計数にあたっては，20 視野を

計数し，「細菌数の平均値が 2 以下」または「0 の視

野数が 5 視野以上」の場合に検出限界以下とした． 
 
マイクロコロニー形成細菌数（mCFU）の測定 
 試料中の細菌をポリカーボネートフィルター（孔

径 0.2 μm）上に捕集し，フィルターのろ過面を上に

して R2A 培地上， 25℃で 24 時間静置した．その後

4%ホルマリンを染みこませたろ紙上にフィルター

を 30 分以上静置してフィルター上の細菌を固定し

た．SYBR Gold 溶液（invitrogen 社；原液を 1,000 倍

希釈，2%[w/v] Tween 20 を添加）を染みこませたろ

紙の上に 10 分間静置し染色した後，無菌水を染みこ

ませたろ紙上に約 1 分間静置してフィルターを洗浄

し，蛍光顕微鏡を用いてマイクロコロニーを観察・

計数した．観察にあたっては，蛍光顕微鏡（E-400）
の青色励起光下で計数した．計数にあたっては，20
視野を計数し，「マイクロコロニー数の平均値が 2 以
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下」または「0 の視野数が 5 視野以上」の場合に検

出限界以下とした． 
 
マイクロ流路システム 

 マイクロ流路デバイスは，polydimethylsiloxane
（PDMS）およびスライドガラスで作製した．ソフ

トリソグラフィーにより，PDMS に微小流路を作製

した 5)．マイクロ流路デバイスのサイズは 50 mm×

25 mm となるように作製した． 
 細菌数測定にあたっては，蛍光染色剤と試料のそ

れぞれをマイクロシリンジ内に充填し，マイクロ流

路デバイスとシリコンチューブでつないだ．シリン

ジポンプを用いてマイクロシリンジ内の蛍光染色剤

および細菌試料をデバイスの微小流路に一定の速度

で流し，デバイス上で細菌を染色した．蛍光顕微鏡

にカラーCCD カメラをマウントし，青色励起光下で

微小流路を流れる細菌の映像を，パーソナルコンピ

ュータのハードディスクに記録した．記録した映像

を独自に作成したプログラム（C++で作成）により

解析し，一定時間内に流路内を流れる細菌数を測定

した（Fig. 2）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Schematic representation of microfluidic system. 
 
 マイクロ流路システムの細菌数測定精度の確認に

あたっては，大腸菌 O157:H7 ATCC43888 株を 104か

ら 106 cells/ml となるように無菌水で希釈し，微小流

路内で DAPI 染色後，先述の計数システムを用いて

細菌数を測定した．同じ細菌試料をDAPIで染色し，

先述の方法により蛍光顕微鏡下で計数し，マイクロ

流路システムで得られた結果と比較した． 
 さらに，飲用水（浄水器を通した水道水）中の細

菌数についてもマイクロ流路システムで測定し，蛍

光顕微鏡で得られた計数値と比較した． 
 

核酸抽出・精製 

 試料（Aeromonas sobria，Alcaligenes faecalis, 
Escherichia coli，Pseudomonas fluorescens，

Staphylococcus epidermidis）から凍結融解法により

DNA を抽出し，フェノール処理により精製した．  
  
PCR 
 プライマーは 16S rRNA 遺伝子の E. coli ナンバリ

ング 8～926 の領域を増幅するプライマーを用いた．

なお，リバースプライマーの 5'末端を Cy5 で蛍光標

識した．DNA の増幅は，次のサイクルで行った：94℃
で１分，65℃(*)で１分，72℃で３分を１サイクルと

し，これを 20 回繰り返した (* : １サイクル毎に

0.5℃ずつ温度を下げた)．その後 94℃で１分，55℃
で１分，72℃で３分のサイクルを 10 回繰り返した． 
 
制限酵素処理 

 PCR 産物に制限酵素を添加し，37℃で 2 時間半処

理を行なった．これをマイクロチップ電気泳動装置，

またはキャピラリー電気泳動装置で分析した． 
 
細菌群集構造のプロファイリング 

 制限酵素処理後のサンプルにサイズマーカー 
(Lower Marker 100 bp，Upper Marker 600 bp) を混ぜ

て，マイクロチップ電気泳動装置で分析をした．  
また，同じサンプルをCEQ Sample Loading Solution 

(Beckman Coulter) で 10～20 倍希釈し，サイズマー

カーに希釈したサンプルを加えて CEQ 8000 
(Beckman Coulter) で分析した． 
 
３．結果と考察 

閉鎖居住空間における細菌数と生理活性 

 居住区において，全細菌数は 104～105 cells/ml であ

り，地下水などの清浄な水環境中の細菌数と同程度

であった．また全細菌の約 40%がエステラーゼ活性

または増殖活性を有していた．水耕栽培区における

全細菌数は 105～106 cells/ml であり，居住区と比べ

10 倍高くなっていた．しかしながら，商業的に利用

されている水耕栽培システムでは全細菌数が 5×106 
cells/ml を超えることも頻繁にあることから，CEEF
内の水耕栽培システムでは細菌の顕著な増殖は起こ

っていなかったことがわかった．  
CEEF における水耕栽培液は毎週交換されており，

このような管理方法は，閉鎖型システムで使用する

水の微生物管理方法として有効であると考えられる． 
また閉鎖居住空間においては，細菌数の測定だけ

ではなく，その生理活性についても評価し，システ

ムの状態を評価することが重要であるとわかった． 
PCR-DGGE 法により CEEF 内の水環境における細

菌の優占種を確認したところ，a-proteobacteria が普

遍的に存在することがわかった． 
 
マイクロ流路システム 

 大腸菌および飲用水試料について，マイクロ流路
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システムで得られた細菌数は，蛍光顕微鏡で求めた

値の 80～90%であった．したがって，今回作製した

計数システムは，蛍光顕微鏡と同等の定量性を有し

ていることがわかった（Fig. 3）． 
本手法は蛍光染色した細菌をフィルター上に捕集

することなく約 15 分間で計数可能である．すなわち，

マイクロ流路デバイスを用いることにより，細菌を

培養することなく，迅速にその計数ができる．また

マイクロ流路デバイスは閉鎖系であるために，バイ

オハザードのリスクを軽減することができる．した

がって，細菌数測定の自動化に大きく寄与するもの

と考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Bacterial numbers in potable water determined by 
epifluorescence microscopy (EFM) and microfluidic 
system (Microfluidics). 
 
マイクロチップ電気泳動装置を用いた細菌群集の 

プロファイリング 

 ５種の標準菌株から得られたPCR産物をそれぞれ

３種の制限酵素によって切断したサンプルをキャピ

ラリー電気泳動装置およびマイクロチップ電気泳動

装置で分析し，得られた結果を比較したところ，両

者の値は近似していた (Table 1)． 
T-RFLP プロファイルの分析にあたり，通常のキャ

ピラリー電気泳動装置では数十分を要したが，マイ

クロチップ電気泳動装置を用いることにより 15 分

以内に短縮できた．また分析精度は既存の方法とほ

ぼ同等であった．したがって本手法を用いることに

より，水環境中の細菌群集の迅速かつ簡便なプロフ

ァイリングが可能になるものと考えられる． 

 

４．結論 

 蛍光活性染色法により，閉鎖居住空間における細

菌の現存量や生理状態の変化を数時間内に知ること

ができ，これらの情報をもとに的確な対策ができる

ようになる．したがって，蛍光活性染色法は閉鎖居

住システムの衛生微生物学的に安全な運用のために

有用であると考えられる． 
 またマイクロ流路デバイスを用いることにより，

細菌数を自動かつ，より安全に測定できることがわ

かった．さらに，マイクロチップ電気泳動装置を用

いることにより，細菌群集構造の変化を迅速に知る

ことができた． 
したがって，これらの方法を用いることにより，

閉鎖居住空間内における水の衛生微生物学的な安全

性の評価を，迅速かつ高精度に行うことが可能とな

ると考えられる． 
 
Table 1. Similarity of fragment sizes of bacterial DNAs 
measured by capillary electrophoresis and microchip 
electrophoresis. 
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