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和 文 要 旨  

 

 本研究では，水耕栽培作物体内部への大腸菌の侵入条件，特に侵入に必要な

最低菌密度（閾値）に及ぼす原生動物や常在細菌の菌密度や作物種について検

討し，最終的には閾値を解明するために様々な実験を行った．  

1. 各種葉菜類を栽培中の水耕液に堆肥由来の非病原性大腸菌を接種し，植物

体内部へと大腸菌が侵入するかどうか試験した．レタス，ホウレンソウ，

およびコマツナでは大腸菌が植物体内部へと侵入したのに対し，コネギで

は侵入しなかった．その際の大腸菌密度は，試験期間後に大幅に減少して

おり，大腸菌の侵入が観察されなかったコネギにおいても同様であった．

このため，侵入の閾値を正確に求めることはできなかった．  

水耕液に接種した大腸菌が急激に減少する原因を解明するため，希釈平

板法および µC-FISH 法を用いて大腸菌密度を測定した．接種直後の大腸菌

密度は，3.3 × 10
7～1.1 × 10

8 であったが，7 日後には大幅に（4~7 桁）減

少し，希釈平板法と µC-FISH 法での菌密度にほとんど差はなかった．この

ことから，水耕液に接種した大腸菌が急激に減少する原因は viable but 

non-culturable（VNC）化したためではないことが判明した．同時に，栽培

後の水耕液を顕微鏡観察したところ原生動物が多数確認された．レタスへ

の大腸菌侵入試験では，大腸菌接種 5~7 日後に原生動物数が増加していた． 

2. 水耕液に接種した大腸菌の減少の原因を解明するために，0.2 µm または 1.0 

µm のフィルターを用いて水耕液をろ過し，そのろ液に大腸菌を接種した．

その結果，未ろ過の水耕液では大腸菌が大幅に減少したのに対し，ろ過し

た水耕液では大腸菌が全く減少しなかった．さらに，蛍光標識した大腸菌

菌体（FLB）を水耕液に添加し 30 分間インキュベートしたところ，原生動

物体内に FLB が多数取り込まれていることを確認した．以上のことから，

水耕液に接種された大腸菌を原生動物が捕食していることが示唆された．

さらに，細菌と原生動物のバイオボリュームを測定し，原生動物のバイオ



 

ボリュームの増加量と大腸菌のバイオボリュームの減少量に矛盾がないこ

とを確かめた．  

3. 原生動物が，水耕液に接種した大腸菌減少の主要因であることを解明した

ことから，水耕栽培作物への大腸菌侵入閾値の正確な解明のためには，原

生動物の捕食作用を抑制する必要があることが明らかとなった．そこで，

抗原生動物薬（メトロニダゾールおよびピランテルパモ酸塩）を用いて，

原生動物を抑制することを試みた．高濃度のメトロニダゾール（ 500～1,000 

mg/L）により原生動物の運動性が抑えられたが，水耕液に同濃度を添加し

たところ原生動物の捕食を抑制することには至らなかった．一方，ピラン

テルパモ酸塩は DMSO に溶解させる必要があるため，原生動物に有効な濃

度を水耕液に添加すると，DMSO の影響からレタスに生育障害が出ること

が判明した．そこで両薬剤の混合使用により原生動物を抑制することを試

みたが，抑制できなかった．これらのことから，抗原生動物薬による水耕

液中の原生動物を抑制することは適切でないことが判明した．  

4. 水耕液中の大腸菌密度を維持するために，定期的に大腸菌を水耕液に接種

することを試みた．その結果，水耕液中の大腸菌密度を 5 日間ほぼ維持す

ることに成功し，原生動物存在下におけるレタスへの侵入閾値を解明する

ことができた．すなわち，大腸菌密度が 2 × 10
4
 CFU/mL から 1 × 10

5
 

CFU/mL の範囲で 5 日間維持されることである．  

以上のように，水耕液の衛生管理において，原生動物と細菌の相互作用は非

常に重要なものであることを明らかにした．しかし今日まで，水耕液中の原生

動物に着目した研究はなく，本研究の成果は，今後の水耕栽培作物の衛生管理

の進展に大きく寄与できると期待される．



 

Summary 

 

 

To clarify the threshold cell density for the internalization of Escherichia coli 

into hydroponic vegetables, E. coli isolated from cow dung was inoculated into 

hydroponic medium and determined the dynamics of E. coli and protozoa were 

investigated. 

1. To investigate the internalization of E. coli into hydroponic leafy vegetables, 

E. coli was inoculated into hydroponic medium during cultivation. E. coli was 

revealed to internalize into lettuce, spinach, and Komatsuna plants, while not 

into small green onion plant. The cell density of E. coli was decreased 

markedly during cultivation in all plants. To clarify the cause of a quick 

decrease in the E. coli population, the cell density of E. coli was determined 

by using plate counting with coliform agar (CA) and the µC-FISH method. The 

cell density of E. coli decreased markedly by as much as 4 to 8 orders of 

magnitude during 7-day cultivation. Notably, very little difference was 

observed between counts by the plate method vs. the µC-FISH method. 

These results suggest that the decrease in  the E. coli population was not due 

to a physiological change into the viable but non-culturable (VNC) state but 

true death. Many protozoa were observed under a light microscope in 

hydroponic medium during plant cultivation.  

2. To clarify the cause of the decrease in the E. coli population inoculated into 

hydroponic medium, E. coli was inoculated into intact, 0.2 µm-filtrated or 1.0 

µm-filtrated hydroponic medium after plant cultivation. As a result, E. coli 

decreased markedly in the intact hydroponic medium, but totally not in the 

filtrated hydroponic medium. Furthermore, fluorescent ly labeled bacteria 

(FLB) were prepared from E. coli culture and added into hydroponic medium. 

FLB was observed to be ingested quickly by protozoa (mostly ciliates and 

flagellates). These findings suggest that protozoa feed on E. coli inoculated 

in hydroponic medium. In addition, analysis of the bio -volumes of bacteria 



 

and protozoa observed to be showed that the increment of protozoan 

bio-volume and the decrement of E. coli bio-volume were in accordance with 

a prey-predator relationship. 

3. To elucidate the threshold cell density of E. coli for the internalization into 

hydroponic vegetables, antiprotozoal agents were investigated to inhibit 

protozoan predation. Metronidazole and pyrantel pamoate were selected and 

used. Protozoan motility was suppressed markedly at 500 to 1,000 mg/L of 

metronidazole, but no suppression of protozoan predation was observed in 

the hydroponic medium. Pyrantel pamoate was relatively water-insoluble and 

thus dissolved in DMSO, which was added into hydroponic medium at an 

effective concentration for protozoa. However, it was found that lettuce plants 

died due to the toxicity of DMSO. Therefore, attempts were made to inhibit 

protozoan predation by using a mixture of the two kinds of drugs, however, 

the mixture was not effective to inhibit protozoan activity.  

4. To compensate the the loss of cell density caused by predation by protozoa 

so as to maintain cell density of E. coli in hydroponic medium, E. coli 

suspension was added periodically into hydroponic medium. As a result, cell 

density of E. coli almost unchanged during 5-day incubation in hydroponic 

medium, resulting in elucidation of the threshold cell density for 

internalization into lettuce plant with the presence of protozoa, that is, E. coli 

population at a range of 2 × 10
4
 CFU/mL to 1 × 10

5
 CFU/mL maintained for 5 

days. 

These results suggest the importance in the interaction between bacteria and 

protozoa in hydroponic medium. To date, however, there has been no research 

focusing on protozoan behavior in the hydroponic environments except this study. 

The results of this study are considered to contribute greatly to progress in the 

hygiene management of hydroponic vegetable production in the near future.
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第 1 章 研究の背景と目的  

 

1 水耕栽培作物の衛生管理をめぐって  

近年，水耕栽培は農薬を使わない生鮮野菜の栽培法として安心・安全なイメ

ージを持ち，消費者から歓迎されている．加えて，年間を通して安定的な生産

が可能であることから，我が国の水耕栽培施設数は年々増加している．すなわ

ち，商業的な水耕栽培施設は 2011 年（平成 23 年）には全国で 93 か所であっ

たが，7 年後の 2018 年（平成 30 年）には 373 か所となり，4 倍以上に著しく

増加している（表 1-1）．  

しかし，多くの施設では培養液を循環させて使用するため，ひとたび水耕栽

培施設内に食中毒菌が侵入すると装置内で増殖して野菜の汚染が拡大する恐れ

がある（農林水産省農林水産技術会議，2005）．レタス（Doyle and Erickson，

2008；Taylor ら，2013），ホウレンソウ（Doyle および Erickson，2008），トマ

ト（CDC，2007；Doyle および Erickson，2008），メロン（Munnoch ら，2009；

McCollum ら，2013），およびスプラウト（CDC 2009；Bayer ら，2014；Uphoff

ら，2014）を含む様々な生鮮野菜や果物が病原菌のベクターとして報告されて

おり，水耕栽培作物による大規模な食中毒が欧米では毎年のように発生してい

る．表 1-2 は生鮮野菜とその最小加工品を原因食品とする国内外の食中毒事例

を示したものである．大腸菌および Salmonella による食中毒が多いが，多くの

種類の植物種，細菌種の組み合わせによって食中毒が発生している．さらに

2011 年には，水耕栽培されたフェヌグリークスプラウトが原因と目される大規

模な食中毒がヨーロッパで発生し，4,300 人近くの感染者および 53 人の死者が

出ている（European Food Safety Authority，2011；Frank ら，2011）．一方，

我が国では病原性大腸菌 O157:H7 による国内最大級の食中毒が 1996 年に発生

し，感染者 9,451 人，死者数 12 人を出した（Michino ら，1999）．この原因食

品として厚生省は，1996 年 8 月 7 日に “貝割れ大根については，原因食材とは

断定できないが，その可能性も否定できない．”との中間報告を発表し，それに
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より生産業界は大きな風評被害を受けた（厚生労働省，2004）．さらに，9 月

26 日には “堺市学童集団下痢症の原因食材としては，特定の生産施設から 7 月

7 日，8 日，及び 9 日に出荷された貝割れ大根が最も可能性が高いと考えられ

る． ”との最終報告を出した（厚生労働省，2004）．しかし，その後の立ち入り

検査においては，施設，従業員および周辺環境からは大腸菌 O157 が培養検査

で検出されず，業界が国に対して提起した民事訴訟ではカイワレ大根が原因食

材ではないと結論された（厚生労働省，2004）．このような経緯から，業界で

は水耕栽培衛生管理マニュアルを策定し（日本施設園芸協会， 1999），自主的

な衛生管理マニュアルの整備が進んだ（日本施設園芸協会， 2003）．さらに．

それらの普及実践の徹底に伴い，これ以降はカイワレ大根のような芽もの野菜

（スプラウト）や水耕栽培作物による食中毒の報告はほとんどない．  

これら生鮮野菜を介した食中毒の原因菌のほとんどは，大腸菌 O157:H7 とサル

モネラである．特に，短期間の水耕栽培作物であるスプラウトを介した食中毒は，

欧米ではこれらの原因菌により年複数回発生しており（表 1-3），米国疾病予防セ

ンターや欧州疾病予防センターはスプラウトの生食を避けるよう警告している

（ECDE；CDC， 2018）．  

一方，厚生労働省（2018）による平成 29 年度の食中毒菌汚染実態調査によ

ると，水耕栽培が主であるアルファルファ，カイワレ，みつば，もやし，およ

びレタスから高頻度で大腸菌が検出されている（表 1-4）．衛生指標における大

腸菌は， “大腸菌群の中でインドール産生能，メチルレッド反応，VP 反応，お

よびシモンズのクエン酸塩利用能の 4 つの性状試験（ IMVIC 試験）の結果が

「++--」または「 -+--」のもので 44.5°C で増殖できるもの ”と定義されている（ Ike，

2011）．したがって，衛生指標として検出される大腸菌の多くは必ずしも病原

性を有さないが，潜在的な汚染の可能性を示していると理解すべきであろう．

水耕栽培施設の衛生管理では，施設内に病原菌を持ち込まないことが最も重要

であり，ひとたび水耕栽培装置に病原菌が侵入すると装置全体に拡散し，汚染

が広がる恐れが指摘されている（農林水産省農林水産技術会議， 2005）．これ
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らのことから，衛生管理をより一層強化することが望まれる．  

 多くの研究で，ヒト病原菌が植物表面を汚染するばかりではなく，植物体内部

にまで侵入することが実験的に証明されている（Franz ら，2007； I toh ら，1998；

Sharma ら， 2009）．表 1-5 は，種々のヒト病原菌を様々な条件で各種作物に曝

露した際の植物体内部への侵入の可否についてまとめたものである．この表の

ように，水耕栽培作物の根部に各種のヒト病原菌を曝露した際に，植物体内部

へと病原菌が侵入することが報告されている．  

前述した 1996 年の堺などで発生した大規模食中毒では，感染者からの大腸

菌 O157:H7 分離株の一つは，種子からカイワレ大根の可食部に侵入することが

実験的に証明されている（ Itoh ら，1998）．そのため，病原菌の侵入を左右す

る条件を詳細に解明することは水耕栽培の衛生管理にとって重要である．特に

植物体内部に侵入するために必要な病原菌の菌密度（閾値）の解明は衛生管理

上もっとも重要である．この点に関して，水耕液を寒天で固化した培地でレタ

スを栽培した際，大腸菌 O157:H7 が 10
2
 CFU/mL のごく低い菌密度で根部に接

種されると植物体内部へと侵入することが報告されている（表 1-5，Jablasone

ら，2005）．その一方で，水耕液で栽培しているレタスに大腸菌 O157:H7 を 10
7
 

CFU/mL の菌密度で曝露しても植物体内部に侵入しなかったという報告もある

（表 1-5，Franz ら，2007）．このように，同一植物種・同一菌株であっても植

物体内部への病原菌侵入に必要な菌密度に大きな違いがあり，それを左右する

所為因子を解明することは喫緊の課題である．  

 

2 原生動物と細菌の相互作用  

原生動物とは，単細胞真核生物のうち生態が動物的なものである．その生態

は多種多様にわたり，その分類は遺伝子解析の発展に伴い改定が繰り返されて

いる（Adl ら，2012）．多くの原生動物が自然環境中において重要な細菌捕食者

であることが知られており，淡水（Berninger ら，1991；Hahn および Höfle，

2001；Pernthaler，2005；Kanavilli l および Kurissery，2013），海水（Fenchel，
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1982；Hahn および Höfle，2001；Sherr および Sherr，2002；Pernthaler，2005），

土壌（Clarholm，1981；Vargas および Hattori，1986；Rønn ら，2002），およ

びバイオフィルム（Dopheide ら，2011；Knavilli l および Kurissery，2013；Inaba

ら，2018）などの自然環境における原生動物の役割に関して多くの報告がある．

それらに加え，浄化槽などの人工的な環境においても細菌捕食者として働いて

いることが報告されている（Chabaud ら，2006；Sibille ら，1998）．  

一方で，捕食した細菌が必ずしも原生動物によって殺菌・消化されないとい

う以下のような報告もある．大腸菌 O157:H7（Barker ら，1999；Gourabathini

ら， 2008），Salmonella（Barker および Brown， 1994；Brandl ら， 2005；

Gourabathini ら，2008），および Listeria monocytogenes（Ly および Müller，

1990；Barker および Brown，1994）のような一部の細菌種の中には，捕食後

に消化されずに原生動物細胞中で長期間生存し，その後，生きたまま原生動物

細胞外へと放出されるものもある．植物体表面でこのようなヒト病原菌が放出

された場合，これが原因で食中毒を引き起こす可能性があり，食品安全性およ

び公衆衛生にとって重要であると指摘されている（Gourabathini ら，2008）．  

既述のように，原生動物は細菌捕食者であるが，その捕食効率は餌細菌の菌

密度に依存している．Mallory ら（1983）は，  Salmonella typhimurium 単体ま

たは S. typhimurium および Enterobacter agglomerans の混合溶液に繊毛虫

Tetrahymena thermophilus を接種した．すると，S. typhimurium のみの場合，

S. typhimurium 菌数 は 10
4
 cells/mL より減少すること はな かったが， E. 

agglomerans との混合溶液では 10
1
 cells/mL にまで減少した．これは，細菌の

菌密度が低下すると原生動物による捕食効率が低下し，一定の菌密度以下にな

るとほとんど捕食できないが他の細菌種が共存すると，それを捕食することに

より，より低い菌密度まで捕食が可能になると説明されている．すなわち，原

生動物と細菌の相互作用において，標的細菌と原生動物のみを観察するだけで

は不十分で，標的細菌以外の細菌の動態も同時に観察することが必要であるこ

とを示している．  
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3 本研究の目的  

 以上のように，欧米では水耕栽培作物による食中毒が頻発しており，水耕栽

培作物の衛生管理の重要性が指摘されてきた．日本では，施設園芸協会による

自主的な衛生管理マニュアルの整備もあり水耕栽培作物による食中毒はほとん

ど発生していないが，欧米で多発する状況は日本でもいずれ起きることと考え

るべきであろう．  

このような背景から水耕栽培作物体内部へとヒト病原菌が侵入するための条

件，特に閾値を解明することが必要であり，多くの研究者が検討してきた（表

1-5）．しかし，ヒト病原菌が作物体内部へ侵入する閾値が報告によって異なり，

閾値に関する合意された見解はない．その要因として，様々な原因が考えられ

るが，筆者は水耕液中に原生動物が存在することを見出し，それらが大きく影

響していると考えた．水耕栽培作物体内部へのヒト病原菌侵入に，原生動物が

影響を及ぼすことを報告した研究は従来なく，本研究が初めての報告となる．  

そこで本研究では，大腸菌が水耕栽培作物体内部へと侵入するための閾値を

解明することを目的とした．まず，水耕液に接種した大腸菌が急激に減少し，

大腸菌密度が一定に保たれなかったため閾値を正確に決定できなかった．その

原因が原生動物による大腸菌の捕食にあることを突き止め，その影響を排除す

るために抗原生動物薬の使用を種々検討した．しかし，水耕栽培植物に悪影響

を与えずに原生動物に効果がある抗原生動物薬は見いだせなかった．そこで，

捕食圧下でも大腸菌密度を維持するために，大腸菌を反復接種することで菌密

度を一定に保つようにした．その結果，原生動物の存在下での大腸菌の植物体

内部への侵入閾値を決定することに成功した．   
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表 1-1 水耕栽培施設数の変遷  

調査年  
人口光  

利用型  

太陽光人口光  

併用型  

太陽光のみ  

利用型  
計  

2011 年  平成 23 年  064 
 

16 13*  93 

2012 年  24 年  106 
 

21 83*  210 

2013 年  25 年  125 
 

28 151*  304 

2014 年  26 年  165 
 

33 185*  383 

2015 年  27 年  185 
 

33 195*  413 

2016 年  28 年  191 
 

36 79*  306 

2017 年  29 年  197 
 

31 126*  354 

2018 年  30 年  183   32 158*  373 

* 施設面積 1ha 以上の施設  

日本施設園芸協会（2018）の表を一部改編  
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表 1-2 生鮮野菜とその最少加工品を原因食品とする国内外の食中毒事例 

発生年 発生国 汚染源 原因菌 発症者数 死者数 

1996 年 日本 原因不明（カイワレ大根? ） E. coli O157:H7 9,451 
 

12 
 

1997 年 米国 アルファルファ E. coli O157:H7 108 
 

0 
 

2000 年 日本 カブの浅漬け E. coli O157:H7 8 
 

3 
 

2002 年 日本 キュウリの浅漬け E. coli O157:H7 112 
 

0 
 

2004 年 米国 トマト Salmonella Braenderup 110 
 

0 
 

2005 年 カナダ 緑豆スプラウト Salmonella Enteritidis 648 
 

0 
 

2005 年 オーストラリア アルファルファ Salmonella sp. 125 
 

0 
 

2006 年 米国 ホウレンソウ E. coli O157:H7 205 
 

3 
 

2006 年 米国 トマト Salmonella Typhimurium 183 
 

0 
 

2006 年 米国 レタス E. coli O157:H7 81 
 

0 
 

2007 年 オーストラリア，欧州 ベビーキャロット Sigella sonnei 230 
 

0 
 

2007 年 ノルウェー，フィンランド，デンマーク アルファルファ Salmonella Weltevreden 45 
 

0 
 

2008 年 米国 ペッパー（ハラペーニョ，セラーノ） Salmonella Saintpaul 1,442 
 

2 
 

2009 年 米国 アルファルファ Salmonella Saintpaul 235 
 

0 
 

2010 年 英国 豆モヤシ Salmonella Bareilly 218 
 

0 
 

2011 年 欧州（ドイツで発生拡大） スプラウト E. coli O104:H4 4,321 
 

50 
 

2011 年 米国 メロン Listeria monocytogenes 146 
 

30 
 

2012 年 日本 ハクサイの浅漬け E. coli O157 169 
 

8 
 

2015 年 米国 キュウリ（メキシコから輸入） Salmonella Poona 767 
 

4 
 

2017 年 カナダ ロメインレタス? E. coli O157:H7 30 
 

1 
 

2018 年 オーストラリア ロックメロン Listeria monocytogenes 20 
 

7 
 

2018 年 米国 ロメインレタス E. coli O157:H7 43 
 

0   

川本伸一（2013）一部改編 
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表 1-3 欧米諸国におけるスプラウトによる食中毒事例（一部） 

発生年 発生国 汚染作物 原因菌 発症者 

2011 年 欧州，カナダおよび米国 スプラウト E. coli O104:H4 4,321 
 

 
米国 アルファルファ Salmonella Enteritidis 27 

 
  米国 クローバースプラウト E. coli O26 29   

2016 年 米国 アルファルファ E. coli O157 7 
 

 
オーストラリア 緑豆スプラウト Salmonella Saintpaul 233 

 

 
米国 アルファルファ Salmonella 30 

 
米国疾病予防管理センターおよび国立医薬品食品衛生研究所ホームページから作成 
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出典：厚生労働省 HP 

表 1-4 平成 29 年度の食中毒菌汚染実態調査 
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Warriner et al ., 2003 Escherichia coli P36 ホウレンソウ 寒天 滅菌 7 根にのみ+

ホウレンソウ 寒天 滅菌 2 根にのみ+

ホウレンソウ 寒天 滅菌 3 根にのみ+

Jablasone et al ., 2005 Escherichia coli  O157: H7 クレス 水耕液(寒天) 滅菌 2 +

レタス 水耕液(寒天) 滅菌 2 +

ラディッシュ 水耕液(寒天) 滅菌 2 +

ホウレンソウ 水耕液(寒天) 滅菌 2 +

Salmonella enterica serovar Typhimurium クレス 水耕液(寒天) 滅菌 2 -

レタス 水耕液(寒天) 滅菌 2 +

ラディッシュ 水耕液(寒天) 滅菌 2 +

ホウレンソウ 水耕液(寒天) 滅菌 2 -

Listeria monocytogenes クレス 水耕液(寒天) 滅菌 2 -

レタス 水耕液(寒天) 滅菌 2 -

ラディッシュ 水耕液(寒天) 滅菌 2 -

ホウレンソウ 水耕液(寒天) 滅菌 2 -

Franz et al ., 2007 Salmonella enterica serovar Typhimurium レタス 水耕液 非滅菌 7 +

Escherichia coli  O157: H7 レタス 水耕液 非滅菌 7 -

Salmonella enterica serovar Typhimurium レタス 土耕 非滅菌 9 +

Escherichia coli  O157: H7 レタス 土耕 非滅菌 9 +

Kroupitski et al ., 2009 Salmonella enterica serovar Typhimurium レタス ― ― 8（葉に接種） +

Itoh et al ., 1998 Escherichia coli  O157: H7 カイワレ 滅菌水 滅菌 3 +

Solomon et al ., 2002 Escherichia coli  O157: H7 レタス 土耕 非滅菌 4～8 +

Sharma et a l., 2009 Escherichia coli  O157: H7 ホウレンソウ 水耕液(寒天) 滅菌 4～7 +

土耕 低温殺菌 4～8 -

Miles et al ., 2009 Salmonella enterica serovar Montevideo トマト 灌漑水 7

+

（2週ごとの菌液接種を

42日以上続けた場合）

Kutter et al ., 2006 Salmonella enterica  serovar Typhymurium LT2 オオムギ 珪砂 8 +

Salmonella enterica  serovar Typhymurium DT104h オオムギ 珪砂 8 +

Listeria monocytogenes  4b オオムギ 珪砂 8 +

Listeria ivanovii オオムギ 珪砂 8 +

Listeria innocua オオムギ 珪砂 8 +

Deering et al ., 2012 Salmonella enterica serovar Typhimurium ラッカセイ 0.8% 軟寒天 滅菌 7（種子を浸した） +

Bernstein et al ., 2007 Escherichia coli  strain TG1 トウモロコシ 水耕 7 +

Guo et al ., 2002 Salmonella enterica  Montevideo トマト 水耕 4.55 +

Salmonella enterica   Michigan トマト 水耕 4.55 +

Salmonella enterica   Poona トマト 水耕 4.55 +

Salmonella enterica   Hartford トマト 水耕 4.55 +

Salmonella enterica   Enteritidis トマト 水耕 4.55 +

Koseki et al ., 2011 Escherichia coli O157: H7 ホウレンソウ 水耕 3 根：+，葉：-

水耕 6 +

Salmonella enterica  serovar Enteritidis or Typhimurium ホウレンソウ 水耕 3 +

水耕 6 +

Listeria monocytogenes ホウレンソウ 水耕 3 根：+，葉：-

水耕 6 +

Macarisin et al ., 2014 Escherichia coli  O157:H7 ホウレンソウ 水耕 5 or 7 7でより多く+

土耕 5 or 7 5で+

Nthenge et al., 2007 Escherichia coli  O157:H7 レタス 水耕 5
+ (成長するほどに侵入

率が悪い)

レタス 水耕 7
+ (成長するほどに侵入

率が悪い)

Dong et al., 2003 Salmonella enterica  Cubana アルファルファ 培地 滅菌 0～7 +

Salmonella enterica Infantis アルファルファ 培地 滅菌 0～7 +

Salmonella enterica Typhimurium アルファルファ 培地 滅菌 0～7 1以降で＋

Salmonella enterica  8137 アルファルファ 培地 滅菌 0～7 2以降で＋

Escherichia coli  O157:H7 アルファルファ 培地 滅菌 0～7 +

Cooley et al., 2003 Salmonella enterica  Newport シロイヌナズナ 培地 滅菌 4 or 6 +

Escherichia coli  O157:H7 シロイヌナズナ 培地 滅菌 4 or 6 +

+ : 侵入，- : 侵入せず

表1-5　食中毒菌の植物体内への侵入の可否に関する文献一覧

出展 菌種 作物 栽培基質 滅菌or非滅菌
接種菌濃度

(Log CFU/ mL or g dry soil)
侵入の可否
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第 2 章 各種葉菜類栽培中の水耕液に接種した大腸菌の植物体内部へ

の侵入とそれに影響を及ぼす諸因子の検討  

 

2-1 諸言  

 多くの研究で，水耕栽培作物の根部に各種のヒト病原菌を曝露した際に，植

物体内部へと病原菌が侵入することが報告されている（表 1-5，Cooley ら，

2003；Dong ら，2003；Guo ら，2002；Jablasone ら，2005；Kutter ら，2006；

Sharma ら，2009）．しかし，実験的に大腸菌を水耕液等に接種した場合，同じ

菌濃度であっても植物内部への侵入の有無が異なる（染谷， 2012）．その際に

病原菌の侵入を左右する条件を解明することが重要である．特に植物体内部に

侵入するために必要な病原菌の菌密度（閾値）の解明は衛生管理上もっとも重

要である．この点に関して，水耕液を寒天で固化した培地でレタスを栽培した

際，大腸菌 O157:H7 が 10
2
 CFU/mL のごく低い菌密度で根部に曝露されると植

物体内部へと侵入することが報告されている（ Jablasone ら，2005）．一方で，

水耕液で栽培しているレタスに大腸菌 O157:H7 を 10
7
 CFU/mL 接種しても植物

体内部に侵入しなかったという報告もある（Franz ら，2007）．このように，同

じ植物種と微生物種の組み合わせであっても植物体内部への病原菌侵入に必要

な菌密度に著しい違いがある．   

 そこで本章では，水耕栽培における植物体内部への大腸菌の侵入に必要な菌

密度（閾値）を左右する諸因子を検討する目的で，各種の水耕栽培葉菜類の根

部に大腸菌を種々の菌密度で曝露し，植物体内部への侵入の有無を精査した．  

 

2-2 方法および材料  

2-2-1 植物の水耕栽培  

 コマツナ（Brassica rapa  var. perviridis “楽天 ”，タキイ種苗），リーフレタス

（Lactuca sativa  L. var. crispa，株式会社トーホク），ホウレンソウ（Spinacia 

oleracea  “おてもやん ”，株式会社トーホク），コネギ（Allium fistulosum L. “ス
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トレート ”，八江農芸），およびチンゲンサイ（B. rapa  subsp. chinensis  “緑陽 ”，

株式会社トーホク）を，水耕栽培実験に用いた．10 個のポリウレタン製プラグ

（2.5 × 2.5 × 2.5 cm；株式会社共和）の切れ込みに，各品種の種子を 3 粒ずつ

播種した．ステンレスバットにプラグを移し，脱イオン水で満たしてグロース

チェンバー（CFH-305，トミー精工）内に静置し，約 10 日間育苗した（明期

23℃，PPFD 300 µmol/m
2
/s，暗期 20℃，湿度 70％，日長 16 時間）．発育の良

い苗のうち生育段階の揃った苗を 6 株選び，発泡スチロール製の水耕栽培装置

（30 × 21 × 13.5 cm）に移植し，1/2 園試処方の水耕液（表 2-1）を満たし，約

30 日間栽培した（明期：16 h，23°C，PPFD 300 µmol/m
2
/s；暗期：8 h，20°C，

PPFD 0 µmol/m
2
/s）．  

 

2-2-2 大腸菌株  

 牛ふん由来非病原性 Escherichia coli  KM1（Wu ら，2009）を，水耕液への菌

曝露に用いた．小型 L 字培養管（55 mm × 80 mm × 直径 17 mm）に NB 培地

（表 2-2）6 mL を入れ，これに NB 培地による大腸菌 KM1 株の新鮮培養液を

60 µL 接種し，バイオフォトレコーダー（ADVANTEC，TVS062CA）を用いて

36°C，45 strokes/min にて約 6 時間振とう培養し，対数増殖後期の菌液を得た．

この培養液を 0.1 M 生理食塩リン酸緩衝液（  PBS； 13 mM NaCl， 30 mM 

Na2HPO4 無水和物）を用いて 3 回遠心洗浄（15,000 rpm，15 分間）し，その

ペレットを 100 mL の 0.1 M PBS に再懸濁し 10
9
 CFU/mL の菌液を得た．30 日

栽培後の各植物の水耕液に，10
7
 CFU/mL から 10

8
 CFU/mL となるように遠心

洗浄 E. coli  KM1 菌体懸濁液を添加した．E. coli  KM1 接種直後および 7 日後に

水耕液試料を約 1.5 mL 採取し，微生物学的試験に供した．  

 

2-2-3 大腸菌侵入試験  

 レタス，コマツナ，コネギおよびホウレンソウを約 30 日栽培後，各水耕液

に大腸菌 KM1 の洗浄菌体を 10
5～10

9
 CFU/mL となるように接種し，明期 16 h，
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23°C；暗期 8 h，20°C で 4～7 日間曝露した．各 6 株のうち大きい苗と小さい

苗を除いた 3 株を選び，滅菌したハサミでウレタン製プラグの直上部をカット

し，地上部を得た．同時に水耕液 1 mL を採取し，植物体と共に微生物分析に

供した．  

 

2-2-4 表面殺菌法  

 得られた植物体地上部（1 株当たり，レタスでは 30～60 g，ホウレンソウで

は 4.5～7.6 g，コマツナでは 5.5～8.3 g，コネギでは 0.8～1.1 g）を 1L の 80%

エタノールに 5 秒間浸漬した後，水道水で洗浄した．これを，葉面殺菌液 (表

2-3)（Dong ら，2003）に水没させ 2 分間浸し，その後，滅菌水約 1 L で葉面

殺菌液を約 20 秒間洗い流した．これを滅菌水 1 L に 1 分間浸し洗浄し，さら

に新たな滅菌水 1 L で同様に洗浄した．表面殺菌の成否の判定のために， 2 回

目の洗浄に用いた滅菌水を 0.2 µm の滅菌メンブランフィルターでろ過し，こ

のフィルターを乳糖ブイヨン（Lactose Broth，LB，表 2-4）培地 5 mL に浸漬

し，36ºC で 24 時間増菌培養した．その培養液 100 µL をコリフォームアガー

培地（Coliform Agar，CA，表 2-5，Merck Mill ipore）に塗抹接種し，36°C で

18 時間培養後，青紫色の増殖で示される大腸菌の有無により表面殺菌の成否を

判定した．  

 

2-2-5 細菌および原生動物の定量法  

 大腸菌 KM1 を接種して 1 時間後（0 日後）および 4～7 日間経過後の水耕液

を約 1 mL 採取し，滅菌生理食塩水で 10 倍希釈し，これを繰り返して 10
4～10

6

希釈液を得た．これらを下記手順に従い，希釈平板法による大腸菌の定量，お

よび MPN 法（早津，2016）または検鏡法による原生動物の定量に供した．  

大腸菌の定量には，適切と思われる希釈段階（3 段階）の水耕液希釈液各 100 

µL を 3 枚の  CA 培地に塗抹接種し，36°C で 18 時間培養した．植物体内部へ

と侵入した大腸菌の検出には，葉の摩砕液を用いた希釈平板法および増菌培養
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法，ならびに切片培養法を用いた．滅菌した乳棒および乳鉢で葉を磨砕し，こ

れを滅菌メスシリンダーに入れ，滅菌生理食塩水を加え全量を 100 mL とした

ものを葉の摩砕液とした．この一部を希釈平板法に用い，残り（約 99 mL）を

LB 培地 90 mL に入れ，36ºC で 24 時間増菌培養した．その培養液 100 µL を

CA 培地に塗抹接種し，36°C で 18 時間培養後，青紫色の発色で示される大腸

菌の増殖の有無により植物体内への侵入の有無を判定した．植物体の切片の作

成には，滅菌したカッターの刃（OLFA）を用いて植物体の茎の部分を薄く切り，

15～30 枚の切片を得た．これらを CA 培地上に載せて滅菌ピンセットの先端で

圧着し，36°C で 18 時間培養して，青紫色のコロニーが切片内部に検出された

ものを大腸菌侵入陽性と判定した．  

水耕液中の原生動物の定量には，Enterobacter cloacae を餌細菌とした 8 連  × 

6 段階希釈の MPN 法または血球計算盤（A106；Thoma）を用いた検鏡法によ

り測定した．MPN 法では，レタス浸出液を滅菌 96 穴マイクロプレート（イワ

キ）に 180 µL ずつ分注し，これに，NB 培地で 36°C，6 時間培養した E. cloacae

の遠心洗浄菌体懸濁液を 2 µL 加え，10
6
 CFU/mL とした．ここに水耕液試料希

釈液を 20 µL 加え，20°C で 4 日間暗所にて培養した．各ウェルを位相差倒立

顕微鏡（対物 20 倍：Axiovert 135；Zeiss）で観察し，鞭毛虫，繊毛虫，およ

びアメーバの有無を確認し MPN 法により細胞数を求めた．この検鏡による判

別が難しい場合は，そのウェルの培養液 10 µL をスライドグラス上に滴下し，

カバーガラスで封入後，微分干渉顕微鏡（OPTIPHOT-2；Nikon）にて高倍率（対

物 40 倍）で検鏡し，判定した．血球計算盤による検鏡法では，試料 20 µL を

血球計算盤に滴下し，カバーグラスで封入後，微分干渉顕微鏡にて高倍率（対

物 40 倍）で検鏡し，鞭毛虫，繊毛虫，およびアメーバの細胞数を計数した．  

 

2-2-6 希釈平板法および µC-FISH 法による大腸菌の測定  

 ステンレスブレード付のホモジナイザー（AM—Ⅱ型日本精機）に水耕液試料

（10 mL）および滅菌生理食塩水（0.85% NaCl）95 mL を入れ，15,000 rpm で
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15 分間分散処理した．分散した試料を 10 倍段階希釈で 10
-6 まで希釈した．E. 

coli 数を CA 培地で測定した．それぞれの希釈段階で 3 連で行い，36°C で 18 h

培養した．青紫色のコロニーを，E. coli として計数した．  

 本研究では，E. coli の特異的検出のために，蛍光 in situ ハイブリダイゼーシ

ョン（FISH）法と組み合わせた活性細菌を検出する技術，すなわちマイクロコ

ロニーFISH（µC—FISH）法を用いた（Wu ら，2009）．各水耕液試料を，白色

ポリカーボネートフィルター（孔径 0.2 µm，直径 25 mm，ADVANTEC）でろ

過捕集し，1/100 Luria-Bertani 培地（表 2-6）または普通寒天培地（Nutrient Agar，

NA，表 2-7，栄研）上に置き，30°C で 16 h 培養した．培養後のフィルターを

4%パラホルムアルデヒド含有リン酸緩衝生理食塩水（PBS；130 mM 生理食塩

水，10 mM リン酸バッファー［pH 7.4］）を含ませた濾紙上にて 4°C で一晩固

定した．固定後， 50，80，100%の各濃度のエタノールを含ませた濾紙上に、

フィルターを濃度の低い方から順にそれぞれ 5 分間，3 分間，3 分間載せるこ

とで脱水処理をした．ES445 プローブ（5’-CTT TAC TCC CTT CCT CCC-3’；5’

末端 Cy3 標識，HPLC 精製）（Kenzaka ら，2001）を用いて，E. coli のマイク

ロコロニーを他の常在菌コロニーと区別した．フィルターをスライドグラス上

に置き，あらかじめ 48°C に温めておいたハイブリダイゼーションバッファー

（HB；0.9 M NaCl，20 mM Tris-HCl［pH7.4］，0.01% SDS，35%ホルムアミド，

1 ng/µL ES445 プローブ）100 µL をフィルター上に添加した．乾燥を防ぐため

に 2 mL の HB で湿らせたキムワイプを入れた角型シャーレにスライドグラス

を置き，46°C で 15 分間ハイブリダイゼーションした．その後，フィルターを

10 mL の 洗 浄 液 （ WS ； 80 mM NaCl ， 20 mM Tris-HCl ， 5 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid ［EDTA］および 0.01% SDS）が入ったプラ

スチック容器に移し，48°C で 20 分間洗浄した．このフィルターを濾紙上で乾

燥させ，4’6- diamino-2-phenylindole（DAPI，10 µg/mL）5 µL で 5 分間対比染

色した．フィルターを濾紙上で再度乾燥させ，イマージョンオイルをのせたス

ライドグラスに載せ，蛍光顕微鏡下で大腸菌のマイクロコロニーを計数（G 励
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起，510 nm～560 nm，10 倍対物レンズ），またはマイクロコロニー自動計数シ

ステム（MACS，中央電機計器製作所）を使用して測定した．  

 

2-2-7 原生動物の観察・撮影法  

 水耕液中の原生動物の観察には，微分干渉顕微鏡を用いた．水耕液試料 10 µL

をスライドグラス上に滴下し，カバーガラスで封入後検鏡し，微分干渉像を高

感度デジタルカメラ（Axiocam HRc；Zeiss）にて撮影した．鞭毛虫の観察には

対物 40 倍，繊毛虫およびアメーバの観察には対物 20 倍のレンズを用いた．  

 

2-2-8 統計解析   

 統計ソフト JMP（SAS Institute Inc.）にて，危険率 5%（P < 0.05）で有意差

検定した．  

 

2-3 結果および考察  

2-3-1 レタス栽培水耕液中の大腸菌および原生動物の動態  

 大腸菌の植物体内部への侵入を証明するには，葉の表面に付着している可能

性がある大腸菌を殺菌する必要がある．そこでまず，表面殺菌が完全かレタス

を対象に検討した．すなわち，約 4 週齢のレタス地上部を葉面殺菌後，3 回目

の洗浄液を全て増菌培養に供試して大腸菌の残存の有無を検査した．その結果

を，大腸菌の初発菌密度のレベルごとに取りまとめた（表 2-8）．初発菌密度が

10
9
 CFU/mL と高い場合，表面殺菌の成功率は 2/3 株（66.7%）と低かったが，

植物体数が少ないため，他の処理区との有意差は認められなかった．また，10
8
 

CFU/mL の場合も 15/28 株（53.6%）と低く，これは，10
7
 CFU/mL の場合や（9/9

株，100%），  10
6
 CFU/mL の場合（14/15 株，93.3%）と比べて有意に低かっ

た（P < 0.05）．  10
5
 CFU/mL では 3/3 株すべて（100%）が表面殺菌に成功し

たが，植物体数が少ないため 10
8
 CFU/mL 処理区との有意差は認められなかっ

た．このように，初発菌密度が高い場合には表面殺菌が成功しにくい傾向のあ
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ることが判明した．この理由として，大腸菌の暴露中に水耕液からエアロゾル

が発生し，初発菌密度が高いほど高濃度に葉面が大腸菌によって汚染される可

能性が考えられる．そこで，グロースチェンバー内の落下菌（NA 培地，15 分

間開放）を測定したが，大腸菌は全く検出されなかった．他の要因としては，

植物体を保持しているウレタン製プラグが水耕液で常時濡れているため，水耕

液中の大腸菌がプラグを介して葉の表面に移動した可能性や，根から内部に侵

入した大腸菌が，根をカットした際に切り口から出てきて植物体表面を汚染し

た可能性が考えられる．いずれの場合でも接種菌密度が高いほど植物体表面の

汚染の確率は高くなると想定される．しかし現時点において，表面殺菌が失敗

する原因は不明である．そこで，以降では，表面殺菌が成功した場合のみのデ

ータを示す．  

大腸菌を希釈平板法および µC-FISH 法により測定したところ，4 種類の作物

全てにおいて 7 日間で著しい菌数の減少が観察された（図 2-1）．この時，希釈

平板法と µC-FISH 法で得られた菌数の差はほとんどなく，大腸菌密度の急激な

減少は，viable but non-culturable（VNC）状態への生理学的変化によって引き

起こされたのではないと推測された．µC-FISH 法の基本となるマイクロコロニ

ー法では VNC 状態にある細菌も検出できる（Binnerup ら，1993）．つまり，

VNC 細胞を検出することができる技術である µC-FISH 法によって大腸菌密度

の急激な減少が希釈平板法による菌数と変わらないことが判明したため，観察

された菌密度の減少は実際の細菌死によるものであると示唆された．  

レタス内部へ大腸菌が侵入する閾値を解明するために，約 30 日齢のレタス

の水耕液に大腸菌 KM1 を 10
5～10

9
 CFU/mL となるように接種し，4～7 日間曝

露した．レタス内部への大腸菌侵入の判定には，葉面殺菌後の葉を切片培養法

に供試し，かつ葉の摩砕物を希釈平板法と増菌培養法に供試した．切片培養法

（図 2-2）では，大腸菌コロニーは主に維管束上に観察された．すなわち，葉

の基部（図 2-2C）および中位部（図 2-2D）のいずれからも大腸菌コロニーが

維管束上に認められた．このことから，根から侵入した大腸菌は維管束を通り，
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地上部まで移行してきたことが明らかであった．維管束が主要な移動経路の一

つであることは，Salmonella enterica によるピーナッツ植物体への侵入で明ら

かにされている（Deering ら，2012）．  

レタスへの大腸菌侵入試験の結果を表 2-9 に示す．大腸菌の初発菌密度（10
5

～10
9
 CFU/mL）に対して，いずれの場合も曝露 4～7 日後の終末大腸菌密度は

3～6 桁も著しく減少した．すなわち，曝露期間を通して大腸菌密度が一定では

なかったことが明らかであった．レタス植物体内部への大腸菌の侵入率は，大

腸菌の初発菌密度が低くなるに従って減少する傾向が認められた．すなわち，

10
9
 CFU/mL と高い場合には 2/2 株（100%），10

8
 CFU/mL では 6/16 株（37.5%），

10
7
 CFU/mL では 2/9 株（22.2%），10

6
 CFU/mL では 2/14 株（14.3%），そして

10
5
 CFU/mL では 0/3 株（0%）であった．大腸菌の初発菌密度が高いほど植物

体内部への侵入率が高くなる傾向が明らかであり，初発菌密度 10
5
 CFU/mL と

10
6
 CFU/mL の間に菌侵入の閾値が存在する可能性がある．  

レタス栽培中の水耕液中には，アメーバ（図 2-3A），繊毛虫（図 2-3B），お

よび鞭毛虫（図 2-3C）が観察され，これらを MPN 法または血球計算盤法にて

定量した．大腸菌接種前の水耕液中の原生動物の細胞密度は，試験ごとに多少

変動したが，表 2-9 に示すようにほぼ 10
3～10

4
 cells/mL のレベルにあった．淡

水（Hahn および Höfle，2001；Pernthaler，2005；Kanavilli l および Kurissery，

2013）および海水（Hahn および Höfle，2001；Pernthaler，2005；Fenchel，

1982；Sherr および Sherr，2002）のような水環境において原生動物が細菌の

捕食者であることはよく知られており，それらの水環境と同様に水耕液中でも

原生動物が細菌捕食者として働いていると推察される．  

大腸菌曝露期間中に原生動物の密度は，測定した限りではほぼすべて増加し

た（表 2-9）．初発大腸菌密度 10
8
 CFU/mL の際，大腸菌密度は 2~3 日後に 1 × 10

5
 

CFU/mL に減少した（図 2-4）．鞭毛虫および繊毛虫密度は，大腸菌接種後 1 日

で上昇した．しかし，初発大腸菌密度が低い場合（ 10
6
 CFU/mL），大腸菌密度

は急激に減少し，5 日後には 2～4 × 10
3
 CFU/mL にまで減少した．原生動物は
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4~5 日後に出現した（図 2-4）．  

 

2-3-2 各種水耕栽培葉菜類への大腸菌侵入  

大腸菌がホウレンソウ，コマツナ，およびコネギに侵入する際の閾値を解明

するために，約 30 日齢の上記植物の水耕液に大腸菌  KM1 を 10
7～10

8
 CFU/mL

の初発菌密度となるように接種し 7 日間曝露した．  

ホウレンソウでは（表 2-10），初発菌密度に関わらず高頻度で大腸菌が内部

に侵入した．すなわち，初発菌密度 10
8
 CFU/mL では 9/12 株（75%），10

7
 CFU/mL

では 8/10 株（80%）で大腸菌の侵入が切片培養や増菌培養で確認された．終末

大腸菌密度は，初発菌密度 10
8
 CFU/mL では 10

2～10
4
 CFU/mL，10

7
 CFU/mL

では 10
1～10

3
 CFU/mL に減少した．  

コマツナでは（表 2-11），初発菌密度 10
8
 CFU/mL 大腸菌が 5/7 株（71.4%）

で植物体内部に侵入し，10
7
 CFU/mL では侵入が全く認められず（ 0/9 株），こ

の差は有意であった（P < 0.05）．すなわち，コマツナでは 10
7
 CFU/mL および

10
8
 CFU/mL の間に菌侵入の閾値があることが示唆された．終末大腸菌密度は，

両区共に大きく減少しており，特に 10
7
 CFU/mL では 10

1
 CFU/mL にまで低下

していた．   

一方コネギでは（表 2-12），10
8 と 10

7
 CFU/mL の初発菌密度で試験したが，

いずれの場合でも大腸菌の侵入は確認できなかった（ 0/18 株）．このとき大腸

菌密度は初発 10
8
 CFU/mL では 10

3
 CFU/mL まで減少した．   

 大腸菌侵入試験の結果を植物種ごとにまとめた（表 2-13）．レタスとコマツ

ナでは，大腸菌の初発菌密度が高いほど植物体内部への侵入率が高くなる傾向

が明らかであった．レタスでは，初発菌密度 10
5
 CFU/mL と 10

6
 CFU/mL の間

に菌侵入の閾値が存在する可能性がある．コマツナでは，閾値が 10
8 と 10

7
 

CFU/mL の間に存在する可能性が高い．ホウレンソウでは菌密度（ 10
8 と 10

7
 

CFU/mL）に関わらず植物体内部へと大腸菌が 75～80%の高い頻度で侵入した．

したがって，菌侵入の閾値は 10
7
 CFU/mL よりも低いと考えられる．一方コネ
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ギでは，高い初発菌密度（10
8 と 10

7
 CFU/mL）に関わらず大腸菌が植物体内部

へ侵入しなかった．これらの結果から，大腸菌の植物体内部への侵入の閾値は，

植物種によって大きく異なることが示された．大腸菌が侵入したレタス，ホウ

レンソウ，およびコマツナは双子葉植物であり，侵入しなかったコネギは単子

葉植物という違いがある．両者には維管束の配置や太さ，根の構造等に大きな

違いがあり，これらが大腸菌の侵入に影響を及ぼしている可能性も考えられる．

しかし，単子葉植物での大腸菌等の侵入に関する報告は本研究を除いてはほと

んど見当たらず，知見が極めて少ない．
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表 2-2 普通ブイヨン（NB）培地*の組成 

成分   g/L 

肉エキス 
 

5.00 

ペプトン 
 

10.00 

塩化ナトリウム 
 

5.00 

  pH 7.00 

*栄研 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-1 水耕液の試薬濃度と原液使用量 

原液番号 試薬名 
原液濃度 

(g/L) 

調合量 

(mL/3 L) 

1 
NH4H2PO4 22.730 

 10.00  
NH4Cl 5.530     

2 Ca(NO3)2･4H2O 85.000   16.67   

3 KCl 22.480   10.00   

4 KNO3 54.560   16.67   

5 MgSO4･7H2O 74.830   10.00   

微量要素 

H3BO3 2.960 
 

3.00 

 
MnCl2･4H2O 1.800 

  
ZnSO4･7H2O 0.220 

  
(NH4)6Mo7O24･4H2O 0.092 

  
CuSO4･5H2O 0.079     

  EDTA-Fe     0.04 g/L 

表 2-3 葉面殺菌液の組成 

組成 最終濃度 

NaClO 0.1 % 

PBS 0.2 M 

SDS 0.1 % 

Tween20 0.1 % 

 
2 L 
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表 2-4 乳糖ブイヨン（LB）培地*の組成 

成分 g/L 

肉エキス 3 
 

ペプトン 10 
 

乳糖 5 
 

ブロムチモールブルー 0.024 
 

 
pH 7.2 

 
*栄研 

 

 

 

 

 

 

表 2-5 クロモカルトコリフォームアガー（CA）培地*の組成 

成 分 g/L 

ペプトン 3.0 
 

塩化ナトリウム 5.0 
 

リン酸二水素ナトリウム 2.2 
 

リン酸一水素ナトリウム 2.7 
 

ピルビン酸ナトリウム 1.0 
 

トリプトファン 1.0 
 

ソルビトール 1.0 
 

タージトール 7 0.2 
 

発色基質 0.4 
 

寒天 10.0 
 

 
pH 6.8 

 
*Merck 
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表 2-6 1/100 Luria-Bertani 培地の組成* 

成分   g/L 

トリプトン 
 

0.10 

酵母エキス 
 

0.05 

塩化ナトリウム 
 

0.10 

寒天 
 

15.00 

  pH 7.20 

 
 

 

 

 

 

表 2-7 普通寒天（NA）培地*の組成 

成分   g/L 

肉エキス 
 

5.00 

ペプトン 
 

10.00 

塩化ナトリウム 
 

5.00 

寒天 
 

15.00 

  pH 7.00 

*栄研 
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表 2-8 異なる初発大腸菌菌密度でのレタスの表面殺菌の可否 

初発大腸菌密度 

(CFU/mL) 
Run 数 植物株数 表面殺菌成功株数 

成功率

（%） 

109 1 3 2 66.7 ab 

108 10 28 15 53.6 b 

107 3 9 9 100.0 a 

106 5 15 14 93.3 a 

105 1 3 3 100.0 ab 

異なるアルファベットは有意差を示す (P < 0.05, Tukey's HSD test)． 
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plate count

μC-FISH 

a a a a a a 

b b b b 
b b 

* * 

図 2-1 水耕液中の E. coli の生残性 

*非検出（検出限界：30 CFU/mL） 

接種直後 

7 日後 

希釈平板法 

µC-FISH 法 

希釈平板法 

µC-FISH 法 

C：対照区（植物非栽培），B： Brassica rapa var. perviridis，L：Lactuca sativa，S：

Spinacia oleracea，A：Allium fistulosum．反復回数：C，3 反復；B および L，2 反

復；S および A，反復なし． 
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図 2-2 コマツナの切片培養 

A B 

C D 

A および B：E. coli を接種していない対照区，C および D：E. coli が侵入した切片． 

A および C：茎の下部，B および D：茎の上部． 

矢印は維管束に侵入した E. coli のコロニーを示す． 

図 2-3 レタス栽培中の水耕液で観察された原生動物． 

A：アメーバ，B：繊毛虫，C：鞭毛虫 

A B C 
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初発 終末 初発 終末 希釈平板法 増菌培養法1) 切片培養法2)

1 -4) + 2/18 +

2 - + 2/18 +

4 - + 0/15 +

5 - - 0/15 -

6 - - 0/15 -

7 - - 0/15 -

8 - - 0/15 -

9 - - 0/15 -

10 - + 0/15 +

12 - + 0/15 +

13 - - 0/20 -

15 - - 0/20 -

16 - - 0/20 -

17 - - 0/20 -

18 - - 0/20 -

19 - + 2/20 +

20 - + 4/20 +

21 - - 3/20 +

22 - - 3/20 +

23 - - 0/20 -

24 - - 0/20 -

25 - - 0/20 -

26 - - 0/20 -

27 - - 0/20 -

28 - - 0/20 -

29 - - 0/20 -

30 - - 1/20 +

32 - + 0/15 +

33 - - 0/15 -

34 - - 0/15 -

35 - + 0/15 +

36 - - 0/15 -

37 - - 0/30 -

38 - - 0/30 -

39 - - 0/30 -

40 - - 0/25 -

41 - - 0/25 -

42 - - 0/25 -

43 - - 0/30 -

44 - - 0/30 -

45 - - 0/30 -

46 - - 0/18 -

47 - - 0/18 -

48 - - 0/18 -

表2-9 異なる菌密度でのレタスへのE. coli  侵入

試験No.
暴露日数

(Days)

大腸菌密度(CFU/mL) 原生動物密度
株No.

内部侵入大腸菌の検出
侵入 侵入率(%)

100 a

2 5 (2.6±0.3)×108 (4.8±0.4)×104 <1.0×104 9.0×104

37.5 ab

3 5

1 4 (2.7±0.2)×10
9

(5.3±4.0)×10
3

N.T.
3) N.T.

5 7 (6.6±0.0)×108 (1.0±0.3)×103 N.T. N.T.

(2.3±0.4)×108 (2.5±0.1)×104 <1.0×104 <1.0×104

4 5 (2.0±0.2)×108 (2.6±0.7)×102 <1.0×104 <1.0×104

7 7 (7.2±0.6)×108 (2.4±0.5)×103 N.T. N.T.

6 7 (8.1±1.3)×108 (2.3±0.0)×102 N.T. N.T.

22.2 ab9 7 (4.5±1.1)×107 (1.5±0.6)×102 N.T. N.T.

10 7 (5.1±0.4)×10
7

8 7 (5.9±0.3)×107 (1.1±0.4)×102 N.T. N.T.

(2.3±1.5)×10
1 N.T. N.T.

11 5 (2.1±0.1)×106 (1.8±0.2)×103 <1.0×104 1.0×104

14.3 b

12 5 (4.7±0.6)×106 (3.8±0.4)×103 <1.0×104 1.0×104

13 5 (3.4±0.4)×106

15 5 (2.1±0.2)×106 (3.3±5.8)×100 1.1×104 7.5×103

(7.4±1.5)×10² 4.9×103 1.4×104

14 5 (9.2±1.7)×10
6 (2.3±0.7)×10² 2.3×10

3
7.5×10

5

0 b

1) 植物全体のE. coli陽性（+）または陰性（-）
2) 陽性切片/全切片
3) 未試験
4) 植物全体の0.3%中でE. coli陰性

侵入率での異なるアルファベットは有意差があることを示す（P  < 0.10, Tukey's HSD test）．

16 4 (1.6±0.2)×105 (1.7±1.2)×102 N.T. N.T.
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図 2-4 レタス栽培中の水耕液における E. coli KM1 および原生動物の動態 
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E. coli KM1 

2

3

4

5

6

7

8

9

0 1 2 3 4 5

Days after E. coli inoculation 

N.D. 

0 1 2 3 4 5
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初発 終末 希釈平板法 増菌培養法 切片培養法*

1 - - 1/20 + +

2 - + 5/20 + +

2 (3.6±0.3)×108 (2.4±0.6)×102 5 - - 5/20 + +

3 (3.3±0.3)×108 (3.2±0.3)×102 7 - + 3/20 + +

10 - - 4/20 + +

12 - - 0/20 + -

13 - + 0/20 + +

14 - - 0/20 + -

15 - - 3/20 + +

16 - - 5/20 + +

17 - - 4/20 + +

18 - - 0/20 + -

7 (3.5±0.4)×107 (5.7±3.1)×101 19 - + 2/20 + +

8 (4.0±0.4)×107 (4.3±2.1)×101 24 - + 0/20 + +

25 - + 0/20 + +

26 - + 3/20 + +

27 - - 3/20 + +

28 - - 0/20 + -

29 - + 3/20 + +

31 - - 1/20 + +

32 - - 2/20 + +

33 - - 0/20 + -

表2-10　ホウレンソウへのE. coi  の侵入

Run
大腸菌密度 (CFU/mL)

株No.
大腸菌の検出

表面殺菌の可否 侵入の可否

1 (3.1±0.4)×108 (1.3±0.1)×102

4 (6.7±0.2)×108 (1.5±0.0)×103

5 (7.0±0.6)×108 (2.5±0.3)×104

6 (6.8±0.3)×108 (1.4±0.2)×104

9 (7.3±1.0)×107 (1.2±0.2)×103

10 (6.7±0.2)×107 (4.1±0.2)×103

11 (5.2±0.3)×107 (6.0±0.8)×103

*陽性切片/全切片
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初発 終末 希釈平板法 増菌培養法 切片培養法*

1 - - 1/20 + +

2 - - 5/20 + +

4 - - 1/20 + +

6 - - 0/20 + -

7 - - 3/20 + +

8 - - 2/20 + +

9 - - 0/20 + -

10 - - 0/20 + -

11 - - 0/20 + -

12 - - 0/20 + -

13 - - 0/20 + -

14 - - 0/20 + -

15 - - 0/20 + -

16 - - 0/20 + -

17 - - 0/20 + -

18 - - 0/20 + -

表2-11　コマツナへのE. coi の侵入

Run
大腸菌密度 (CFU/mL)

株No.
大腸菌の検出

表面殺菌の可否 侵入の可否

1 (5.4±1.1)×108 (2.3±1.1)×102

2 (6.2±0.5)×108 (2.1±0.2)×102

3 (5.4±0.2)×108 (4.1±0.3)×103

4 (4.8±0.3)×107 (4.3±0.6)×101

*陽性切片/全切片

5 (4.7±0.4)×107 (2.7±3.1)×101

6 (4.4±0.3)×107 (1.0±1.0)×101
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初発 終末 希釈平板法 増菌培養法 切片培養法*

1 - - 0/20 + -

2 - - 0/20 + -

3 - - 0/20 + -

4 - - 0/20 + -

5 - - 0/20 + -

6 - - 0/20 + -

7 - - 0/20 + -

8 - - 0/20 + -

9 - - 0/20 + -

10 - - 0/20 + -

11 - - 0/20 + -

12 - - 0/20 + -

13 - - 0/20 + -

14 - - 0/20 + -

15 - - 0/20 + -

16 - - 0/20 + -

17 - - 0/20 + -

18 - - 0/20 + -

表2-12　コネギへのE. coi  の侵入

侵入の可否

1 (4.6±1.0)×108 (1.7±0.2)×103

2 (5.2±0.3)×108 (3.9±0.6)×103

Run
大腸菌密度 (CFU/mL)

株No.
大腸菌の検出

表面殺菌の可否

3 (4.9±0.6)×108 (3.9±0.2)×103

4 (6.2±0.6)×107 (8.0±3.6)×101

5 (5.8±0.9)×107 (2.7±2.1)×101

6 (5.3±0.6)×107 (9.0±2.6)×101

*陽性切片/全切片
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初発 終末

レタス 109 103 2 100 a x

108 102-104 16 38 a xy

107 101-102 9 22 a xy

106 100-103 15 14 a y

105 102 3 0 a y

ホウレンソウ 108 102-104 12 75 a x

107 101-103 10 80 a x

コマツナ 108 102-103 7 71 a x

107 101 9 0 b y

コネギ 108 103 9 0 a x

107 101 9 0 a x

異なるアルファベットは植物間の有意差を示す(aおよび

b: P  < 0.05, xおよびy: P  < 0.10. Tukey's HSD test)．

表2-13 侵入試験のまとめ

植物種
菌密度

植物株数
侵入率
（%）
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第 3 章 原生動物による大腸菌の捕食  

 

3-1 諸言  

前章で，様々な葉菜類を栽培中の水耕液に大腸菌を接種すると，数日間で急

激に減少するという現象に直面した．これでは，植物体内部への侵入の閾値（菌

密度）を正しく求めることができない．そこで，この現象の原因を調べたとこ

ろ，原生動物が水耕栽培システムにおいて細菌捕食者として存在することを見

出した．自然環境中で原生動物が細菌捕食者として働くことはよく知られてい

る．また，自然環境中のみならず浄化槽などの人工環境中においても細菌捕食

者として働いていることが報告されている（Chabaud ら，2006；Sibille ら，

1998）．そこで本章では，水耕液に侵入した外来菌を捕食する原生動物の役割

を明らかにするため，水耕野菜栽培中の水耕液に接種された大腸菌および常在

原生動物集団の動態について，詳細な検討を行った．  

 

3-2 材料および方法  

3-2-1 植物の栽培条件  

 レタス（Lactuca sativa  L. var. crispa）（ちりめんちしゃ，株式会社トーホク），

チンゲンサイ（B. rapa  subsp. chinensis  “緑陽 ”，株式会社トーホク），および

コマツナ（Brassica rapa  var. perviridis  ‘Rakuten’）（楽天，タキイ種苗）を水

耕栽培に用いた．ポリウレタン製のプラグ（ 2.5 × 2.5 × 2.5 cm）6 個に各植物

の種子を 3 個ずつ播種し，2-2-1 と同条件で栽培した。  

 

3-2-2 水耕栽培作物への大腸菌暴露  

 非病原性 E. coli  KM1 株を用いた．培養条件は 2-2-2 と同様である．   

 

3-2-3 未除菌およびフィルター除菌した水耕液での大腸菌生残試験  

 植物栽培後の水耕液を，メンブランフィルターユニット（ポリカーボネート，
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ADVANTEC）で濾過し，フィルター除菌水耕液とした．小型 L 字管（容量 6 mL）

に未除菌の水耕液またはフィルター除菌（孔径 0.2 µm または 1.0 µm）した水

耕液を 5.4 mL 入れ，そこに 10
9
 CFU/mL の E. coli 遠心洗浄菌液（2-2-2 参照）

を 0.6 mL 添加し，30°C で 7 日間インキュベートした．大腸菌接種直後および

7 日後に E. coli 数を CA 培地（表 2-5）にて計測した．  

 

3-2-4 レタス栽培中の水耕液中での大腸菌および原生動物の動態  

 新鮮 E. coli 菌液を，10
6 または 10

8
 CFU/mL となるように 4~5 週齢のレタス

栽培中の水耕液に接種し，5 日間経時的に水耕液を採取した．E. coli の計数に

は CA 培地を用い，原生動物の計数には血球計算盤を用い微分干渉顕微鏡で観

察した．  

 

3-2-5 蛍光標識細菌の原生動物による捕食の観察  

 Sherr ら（1987）の方法に従い，E. coli の蛍光標識菌体（Fluorescently labeled 

bacteria，FLB）を作製した．すなわち，E. coli  KM1 の新鮮培養菌体を PBS で

3 回遠心洗浄（15,000 rpm）し，最後に PBS に再懸濁した．再懸濁液 0.9 mL

に 5-(4, 6-dichlorotriazin-2-yl) aminofluorescein（DTAF；2 mg/mL，SIGMA）

を 0.1 mL 加え，この溶液を 60°C で 2 時間インキュベートした．得られた DTAF

染色細胞を PBS で遠心洗浄し，PBS に再懸濁した．  

 原生動物を増殖させるために，E. coli  KM1 をレタス栽培直後の水耕液に接種

し，30°C で 24 時間インキュベートした．得られた原生動物の培養物 0.5 mL

に FLB 懸濁液を 0.5 mL 加え，30 分間インキュベートした．微分干渉顕微鏡に

て原生動物の観察をし，蛍光顕微鏡の B 励起（450～495 nm）で FLB を観察し

た．  

 

3-2-6 原生動物の形態学的同定  

 水耕液中で増殖した原生動物を吸引器でフィルター上に捕集し，凍結乾燥お
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よびイオンスパッタリングを施した後，従来法に従って走査型電子顕微鏡

（SEM，S-3400N，日立）で観察し，形態学的に同定した．  

 

3-2-7 統計解析   

 統計ソフト JMP（SAS Institute Inc.）にて，危険率 5%（P < 0.05）で有意差

検定した．  

 

3-3 結果  

3-3-1 水耕液のフィルター除菌による大腸菌への影響  

 未除菌およびフィルター除菌した各種葉菜類栽培後の水耕液に接種した大腸

菌密度を，接種直後および 5 日後に測定した（図 3-1）．未除菌区の大腸菌密度

は 5 日間で 10
8
 CFU/mL から 2~4 桁減少したが，0.2 µm フィルター除菌区では

全く変化しなかった．インキュベーション 5 日後の未除菌水耕液では原生動物

が多数観察された（データ示さず）．  

 未除菌区における急激な大腸菌密度の低下の原因を解明するために， 1.0 µm

除菌区も追加し常在菌および原生動物も同時に測定した（図 3-2）．大腸菌接種

前の常在菌密度は 1.2 × 10
7
 CFU/mL であり，接種後の大腸菌密度は 3.9 × 10

7
 

CFU/mL であった．未除菌区の SA による常在菌および大腸菌の菌密度は 5 日

間で 2 桁減少したが，0.2 µm および 1.0 µm 除菌区では全く変化しなかった．

大腸菌密度は未除菌区で 3 桁以上低下し，その減少の程度は SA 菌数の場合よ

りも大きかった．0.2 µm および 1.0 µm 除菌区における大腸菌密度はインキュ

ベーション前後で変化しなかった．原生動物に関しては，未除菌区において鞭

毛虫数およびアメーバ数はほとんど変化しなかったが，繊毛虫数が大幅に増加

した．原生動物は 0.2 µm において検出されず，1.0 µm 除菌区ではほとんど検

出されなかった．  

これらの結果から，水耕液中の大腸菌密度減少が，孔径 0.2 µm および孔径

1.0 µm のフィルターで除去できる生物学的因子，すなわち 1.0 µm 以上の微生
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物である原生動物との相互作用によるものであることが示唆された．これはま

た，1.0 µm フィルター処理された水耕液中に原生動物がほとんど観察されず，

加えて糸状菌や酵母も観察されなかったという結果によっても支持される．  

 

3-3-2 蛍光標識菌体の原生動物による捕食  

原生動物が，大腸菌を捕食していることを検証するために，蛍光染色菌体

（FLB）の取り込み試験を行った．原生動物培養物に FLB 懸濁液を接種し，30°C

で 30 分間培養した．ほぼすべての繊毛虫および鞭毛虫が，自らの体内いっぱ

いに FLB を取り込んでいることを観察した（図 3-3）．  

これらの結果は，水耕液中にて原生動物が短時間で，旺盛に FLB を摂取した

ことを示している．白川および我孫子（ 2001）は，Cryptotaenia canadensis 

subsp. japonica（ミツバ），リーフレタス，およびバターヘッドレタス栽培中

の水耕液に接種した大腸菌が本研究と同様に減少することを報告しているが，

大腸菌減少の原因について言及していない．水耕液中に原生動物が存在してい

ることに注目した報告は筆者の知る限り存在しない．本研究は，水耕液中の外

来菌の動態に対して原生動物が重要な役割を担うことを報告した初めてのもの

である．  

 

3-3-3 大腸菌および原生動物のバイオボリューム  

 原生動物による大腸菌捕食量の収支を明らかにするため，未除菌水耕液中の

大腸菌および原生動物のバイオボリュームを画像解析にて測定した（表 3-1）．

大腸菌の単細胞のバイオボリュームは 0.39 µm
3 で，鞭毛虫，アメーバ，および

繊毛虫のバイオボリュームはそれぞれ大腸菌の 100 倍，3,300 倍，および 5,600

倍であった．各個体群集のバイオボリュームは，それぞれの単細胞バイオボリ

ュームにそれぞれの細胞密度を掛けて推定した．大腸菌バイオボリュームは 5

日間のインキュベーション中に 1.5 × 10
7
 µm

3 減少したが，全原生動物バイオ

ボリュームは 1.3 × 10
6 

µm
3 増加した．全原生動物バイオボリュームの増加は，
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大腸菌のバイオボリュームの減少の約 8.7%に相当した．鞭毛虫のバイオボリュ

ームはマイナスで，アメーバはややプラスであった．繊毛虫バイオボリューム

の増加（1.2 × 10
6 

µm
3）が原生動物の全バイオボリュームの増加に最も寄与し

たことは注目に値する．これらの結果から，大腸菌は，鞭毛虫，アメーバ，繊

毛虫の三者に捕食されたが，繊毛虫により鞭毛虫の捕食も生じ，最終的に繊毛

虫のバイオボリュームが原生動物全体の大部分を占めるに至ったものと考えら

れる．  

 本研究で得られた大腸菌および各原生動物の単細胞バイオボリュームは，以

前の研究ですでに得られている値（Rogerson ら，1994；Tiffany ら，2007）と

ほぼ一致している．本研究では，全原生動物バイオボリュームの増加量は，大

腸菌バイオボリュームの減少量の約 9%に相当した．Scott（1985）によると，

被捕食者 -捕食者の関係における繊毛虫の増殖 /捕食効率は 4.9~11%であり，本

研究で得られた値は，これとほぼ一致する．したがって，水耕液に接種した大

腸菌減少の原因が原生動物の捕食によるものであることを強く支持する．
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図 3-1 植物栽培後の未除菌（I）および 0.2 µm 除菌（F）した水耕液中での E. coli 

の生残性 Bc：Brassica rapa subsp. chinensis，Bp：B. rapa var. perviridis，L：Lactuca 

sativa 

反復回数：Bc，反復なし；Bp，2 反復；L，3 反復． 
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図 3-2 レタス栽培後の未除菌（I），0.2 µm 除菌（0.2F），および 1.0 

µm 除菌（1.0F）した水耕液に接種した E. coli の生残性 

* E. coli 接種前の常在菌数．ND：非検出（< 5 MPN/mL）．全ての実

験は 3 反復した．  

A. 常在菌 + E. coli 

B. E. coli 

C. 原生動物 

* 

ND ND ND 
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表 3-1 未除菌水耕液中の E. coli および原生動物のバイオボリューム（µm
3） 

 
単一細胞   個体群 5 日間での 

差異 
  バイオバオリューム* 比率   0 day 5 days 

E. coli 0.39±0.14 1 
 

1.5×10
7
 3.0×10

3
 -1.5×10

7
 

全原生動物 
   

5.1×10
5
 1.8×10

6
 -1.3×10

6
 

    鞭毛虫 (3.9±1.4)×10
1
 100 

 
1.6×10

5
 9.1×10

4
 -7.1×10

4
 

    アメーバ (1.3±0.38)×10
3
 3,300 

 
3.5×10

5
 4.8×10

5
 -1.3×10

5
 

    繊毛虫 (2.2±1.2)×10
3
 5,600   3.9×10

3
 1.2×10

6
 -1.2×10

6
 

*それぞれの生物で 30 細胞を画像解析に用いた． 

図 3-3 蛍光染色菌体を取り込んだ原生動物細胞 

左：繊毛虫；右：鞭毛虫 
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第 4 章 水耕液中の原生動物を抑制する薬剤の検討  

 

4-1 諸言  

 前章までに水耕液に実験的に大腸菌を接種すると，水耕液中の大腸菌密度が

数日間で著しく減少すること，および水耕液中に接種した大腸菌が水耕液に存

在する原生動物によって捕食されることを見出した．さらに，原生動物の捕食

により大腸菌密度が減少するため，植物内部への大腸菌侵入の可否に影響を与

え，侵入の閾値（菌密度）の測定が正確にできないことが判明した．したがっ

て，閾値の解明には原生動物の捕食作用を抑制して実験する必要がある．しか

し，現在のところ，その有効な方法は見出されていない．そこで本章では，文

献調査に基づき抗原生動物薬（表 4-1）の中からメトロニダゾールおよびピラ

ンテルパモ酸塩を選択し，原生動物への増殖抑制の効果を検討した．   

メトロニダゾールは，トリコモナス膣炎や細菌性膣症に対して効果がある薬

剤である（富士製薬工業株式会社，2015）．その作用機序は次の通りである．1）

酸化還元系によって還元を受け，ニトロソ化合物（ R-NO）へと変化し，この

R-NO により抗原虫作用および抗菌作用を示す．2）反応の途中で生成したヒド

ロキシラジカルが DNA を切断し，DNA らせん構造の不安定化を招く（富士製

薬工業株式会社，2015）．我々がメトロニダゾールを選択した理由は，作用機

序が明らかになっていることに加え植物体への影響が少ないと期待されたため

である．  

一方，ピランテルパモ酸塩は，回虫，鉤虫，蟯虫，および東洋毛様線虫に効

果があり，水耕液中の原生動物にも効果が期待できること，また，マウスへの

経口投与での急性毒性が> 24,000 mg/kg と非常に低いため（佐藤製薬株式会社，

2014），植物に対する安全性にも問題ないと考えられたためである．さらに，

メトロニダゾールとピランテルパモ酸塩を組み合わせた場合，ランブル鞭毛虫

に対する効果が向上したという報告がある（Hausen ら，2010）．しかし，ピラ

ンテルパモ酸塩は水への溶解度が極めて低いため，ジメチルスルホキシド
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（Dimethyl sulfoxide，DMSO）に一旦溶解させる必要がある．そのため，水耕

液に使用する場合に，DMSO が大腸菌およびレタスに悪影響を及ぼすかどうか

についても検討した．  

 

4-2 材料および方法  

4-2-1 供試薬剤  

 抗原生動物薬であるメトロニダゾール（図 4-1，Sigma-Aldrich）およびピラ

ンテルパモ酸塩（図 4-2，和光）を供試した．  

 

4-2-2 供試原生動物  

 供試原生動物として，水耕液から分離・純化した繊毛虫 Colpoda  sp.および

鞭毛虫 Stramenopiles を用いた．Colpoda  sp.と Stramenopiles の形態をそれぞ

れ図 2-3B，図 2-3C に示す．  

 

4-2-3 原生動物のメトロニダゾールに対する感受性試験  

メトロニダゾール水溶液の調製方法を図 4-3 に示す．滅菌した脱イオン水 100 

mL に対してメトロニダゾール 0.5 g を無菌的に添加，混合溶解した．それをメ

ンブランフィルター（孔径 0.2 µm）で濾過除菌後，供試した．原生動物のメト

ロニダゾールに対する感受性試験法を図 4-4 に示す．各原生動物をレタス浸出

液 1.8 mL に接種し，20°C で 5 日間前培養した．前培養液（最終原生動物密度

10
4 

cells/mL）および大腸菌（最終菌密度 10
6
 CFU/mL）をメトロニダゾール溶

液（最終濃度 0，100，250， 500， 1,000 mg/L）が入った小試験管に全量 2 mL

となるように接種し（表 4-2），レタスの栽培環境と同一にするため，グロース

チェンバー内で（明期 23°C，PPFD 300 µmol/m
2
/s，暗期 20°C，湿度 70%，

日長 16 時間）にて 48 時間インキュベーションした．インキュベーション後の

各試料 10 µL をスライドグラスにとり，カバーグラスで封入後，微分干渉顕微

鏡の対物 10 倍もしくは 20 倍で鞭毛虫および繊毛中の運動性の有無を観察した．
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スライドグラス 1 枚中の全ての原生動物（約 30 個体以上）の運動性がなかっ

た場合には，効果ありと判定した．  

 

4-2-4 原生動物のピランテルパモ酸塩に対する感受性試験  

4-2-4-1 DMSO が大腸菌の生存に及ぼす影響試験  

大腸菌 KM1 遠心洗浄菌体を 10 倍希釈し，L 字管に水耕液，DMSO を種々の

量添加し，そこへ大腸菌液を 60 µL 添加した（表 4-3）．バイオフォトレコーダ

ーを用いて 36°C，45 rpm，5 日間振とう培養した．経時的にこの溶液を採取し，

CA 培地による希釈平板法（ 36°C，18 時間）に供試し，大腸菌数を計測した． 

 

4-2-4-2 DMSO が大腸菌の増殖に及ぼす影響試験法  

大腸菌 KM1 遠心洗浄菌体を 10 倍希釈し，L 字管に NB 培地，DMSO を種々

の量添加し，そこへ大腸菌液 60 µL 添加した（表 4-4）．バイオフォトレコーダ

ーを用いて 36°C，45 rpm，6 時間振とう培養した．培養後の溶液を，バイオフ

ォトレコーダーのそれぞれの増殖曲線および，培養液の状態を目視で判定した． 

 

4-2-4-3 DMSO がレタスの生育に及ぼす影響試験  

 播種から 22 日後，実生 3 株を実容積 500 mL の水耕装置に移植し，DMSO

を最終濃度が 0，0.1，0.2，0.5，1，2，5%となるように水耕液に添加した．そ

の後レタスを 8 日間栽培し，DMSO がレタスの生育に影響を及ぼすか，その濃

度および日数を検討した．  

 

4-2-4-4 原生動物のピランテルパモ酸塩に対する感受性試験  

ピランテルパモ酸塩 DMSO 溶液の調製手順を図 4-5 に示す．5 mL の DMSO

に対してピランテルパモ酸塩を 250 mg 添加，混合し，供試した．原生動物の

ピランテルパモ酸塩感受性試験の手順については以下のとおりである（図 4-6）．

各原生動物を上記（4-2-3）の条件で前培養，培養液 200 µL をレタス浸出液 1.8 
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mL に接種し，20°C で 5 日間前培養した．前培養液を血球計算盤に 100 µL 滴

下し，カバーグラスで圧着後，微分干渉顕微鏡の対物 10 倍で検鏡し，原生動

物数を計測した．レタス浸出液を用いて培養液を 10 倍および 100 倍希釈し，

小試験管に水耕液，ピランテルパモ酸塩液（ 0，10，25，50，100 mg/L）を添

加し，そこへ各原生動物液または希釈液を添加した（表 4-5）．このとき，薬剤

の溶解性の制約から，濃度上限は 100 mg/L に設定した．これを 20°C，4 日間

インキュベーションした．原生動物の接種 0，1，2，3，4，日の培養液を採取

し，MPN 法で原生動物を計測した．培養液 20 µL を，マイクロチューブ（1.5 mL

容，アズワン）に入ったレタス浸出液 180 µL を用いて適宜希釈した．96 穴ウ

ェルプレートにレタス浸出液 160 µL と大腸菌 KM1 液（最終濃度 10
6
 CFU/mL）

20 µL を接種し，そこに培養液原液または希釈液を 8 連ずつ接種した．このプ

レートを 20°C，4 日間インキュベーション後，倒立顕微鏡の対物 10 倍でウェ

ルプレートを検鏡した．ウェル内に原生動物が存在していれば陽性とし，その

ウェル数から MPN 表を用いて原生動物を定量した．  

 

4-2-5 植物の栽培およびメトロニダゾール存在下での大腸菌曝露試験  

 レタスの栽培をグロースチェンバー内で行なった．ウレタンマット（ 2.5 × 2.5 

× 2.5 cm）に供試作物を播種し，グロースチェンバー内（明期 23°C，PPFD 300 

µmol/m
2
/s，暗期 20°C，湿度 70%，日長 16 時間）で約 10 日間育苗した．   

 播種から 13 日後に水耕液 6 L 入りの水耕装置に実生 6 株を移植，栽培した．

播種から 22 日後に水耕液 1 L 入りの水耕装置に移植し，水耕液にメトロニダ

ゾールを無添加，最終濃度 500 mg/L または 1,000 mg/L となるように添加した．

栽培期間中は水耕液を 1 週間毎に交換した．播種から 25 日後に初発菌数が 10
6
 

CFU/mL となるように大腸菌液を水耕液に接種し，5 日間曝露した．小型の水

耕栽培装置（水耕液 1 L 入り）でのレタス栽培の様子の一例を図 4-7 に示す．  
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4-2-6 水耕液中の微生物の経時的変化の測定  

4-2-6-1 大腸菌定量法  

水耕液を 1 mL ずつ経時的に採取し，滅菌生理食塩水 1.8 mL に加えて適宜希

釈した．その後，CA 培地（表 2-5）3 連に 100 µL ずつ塗末接種し，36°C で

18 時間培養した後，大腸菌密度を求めた．  

 

4-2-6-2 原生動物定量法  

 2-2-5 と同様の手順で行った．  

 

4-2-7 葉面殺菌および洗浄  

植物収穫後，2-2-4 と同様の手順で行った．  

 

4-2-8 植物内の大腸菌検出  

 2-2-5 と同様の手順で行った．  

 

4-2-9 原生動物の混合薬剤に対する感受性試験  

4-2-9-1 混合薬剤がレタスの生育に及ぼす影響試験  

 供試作物の栽培は 4-2-4 と同様の手順で行った．播種から 25 日後，新たな水

耕液に換え，そこに DMSO，メトロニダゾールおよびピランテルパモ酸塩を最

終濃度が，それぞれ， 0.05%，500 mg/L，25 mg/L となるように水耕液に添加

した（表 4-6）．その後レタスを 5 日間栽培し，混合薬剤がレタスの生育に影響

を及ぼすか，その濃度を検討した．  

 

4-2-9-2 混合薬剤が大腸菌の生存に及ぼす影響試験  

大腸菌 KM1 遠心洗浄菌体を 10 倍希釈し，滅菌した中試験管に水耕液，ピラ

ンテルパモ酸塩およびメトロニダゾールを種々の量添加し，そこへ大腸菌液を

600 µL または 800 µL 添加した（表 4-7）．20°C，5 日間インキュベーションし
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た．経時的にこの溶液を採取し，CA 培地による希釈平板法（36°C，18 時間）

に供試し，大腸菌数を計測した．   

 

4-2-9-3 原生動物の混合薬剤に対する感受性試験  

各原生動物をレタス浸出液で 20°C，2 日間前培養し，培養液を 100 倍希釈し

た．滅菌した中試験管に水耕液，DMSO，メトロニダゾールおよびピランテル

パモ酸塩を添加し，そこへ各原生動物希釈液（最終原生動物密度が 5.5 × 10
1
 

MPN/mL 以下となる）を接種した（表 4-8 および表 4-9）．これを 20°C，5 日間

インキュベーションした．経時的にこの溶液を採取し，原生動物数を MPN 法

で定量した．   

 

4-2-10 統計解析   

 統計ソフト JMP（SAS Institute Inc.）にて，危険率 5%（P < 0.05）で有意差

検定した．  

 

4-3 結果  

4-3-1 原生動物のメトロニダゾールに対する感受性  

 メトロニダゾールは最終濃度 500 および 1,000 mg/L の添加により繊毛虫お

よび鞭毛虫の運動を抑制した（表 4-10）．この結果，原生動物の捕食作用を抑

制できると期待できたため，大腸菌曝露試験に用いた．  

 

4-3-2 DMSO が大腸菌の生存および増殖に及ぼす影響  

DMSO を 0～10%の濃度で水耕液に添加し，大腸菌 KM1 を接種して 5 日間イ

ンキュベートした．その結果，曝露期間中の大腸菌数にほとんど変化は見られ

なかった（表 4-11 および図 4-8）．10%DMSO でも影響を受けずに生存した．  

しかし，NB 培地に DMSO を 5%および 10%添加した場合，増殖曲線が他の

濃度の時と比較して遅延し（図 4-9），目視で確認しても培養液の濁度が薄かっ
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た（図 4-10）．このことから，DMSO を培地に 5%以上添加すると大腸菌の増

殖に影響を及ぼすことが判明した．  

以上の結果から，DMSO 5％以上の濃度の場合には大腸菌の増殖に影響があ

ることが明らかとなった．DMSO は細胞機能を阻害することが指摘されている

ことから（内田ら，2011），供試条件下では，DMSO の最終濃度が 5%以上の場

合，大腸菌の増殖機能に対して阻害をもたらすと考えられる．  

 

4-3-3 DMSO がレタスの生育に及ぼす影響  

 すべての試験区の生育状況を写真に示す（図 4-11～4-16）．DMSO 添加区に

おいて，DMSO 添加 3～5 日後にレタスの葉の周辺部が枯れるか，もしくはレ

タス自体が枯死した（図 4-12～4-16）．その程度は DMSO 濃度に依存しており，

1～5％ではレタスが枯死し，0.5%以下では葉の周辺部のみが枯れた．  

以上のことから，DMSO を水耕液に 0.1%以上添加するとレタスに多少とも

影響を及ぼすことが判明した．   

 

4-3-4 原生動物のピランテルパモ酸塩に対する感受性  

 繊毛虫の初発濃度が 10
2
 MPN/mL の場合でのみ，ピランテルパモ酸塩が 100 

mg/L で薬剤添加 1 時間後に検出限界値（5.5 × 10
1
 MPN/mL）以下となり，増

殖抑制効果がみられた（表 4-12 および図 4-17）．しかし，初発濃度 10
3
 MPN/mL

以上の場合では，ピランテルパモ酸塩が 100 mg/L でも増殖抑制効果はなかっ

た．  

 鞭毛虫の初発濃度が 10
3
 MPN/mL および 10

4
 MPN/mL の場合において，ピラ

ンテルパモ酸塩が 100 mg/L で薬剤添加 1 時間後に検出限界値（ 5.5 × 10
1
 

MPN/mL）以下となり，増殖抑制効果がみられた（表 4-13 および図 4-18）．初

発濃度 10
5
 MPN/mL 以上の場合では，ピランテルパモ酸塩が 100 mg/L でも増

殖抑制効果はなかった．  

以上の結果から，原生動物密度がある程度低くないとピランテルパモ酸塩の
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効果が出ないことが判明した．このため，大腸菌曝露試験には実用性がないこ

とが判明したため，大腸菌曝露試験には用いないこととした．  

 

4-3-5 植物の重量  

4-3-5-1 メトロニダゾール無添加の場合の植物の重量  

 30 日間の栽培でレタスの重量は 15～26 g であった（表 4-14）．このことか

ら，実容積 1 L の水耕装置でもレタスが十分に生育することが判明した．  

 

4-3-5-2 メトロニダゾールを添加した場合の植物の重量  

 2 回の試験において，レタスの重量は 9～23 g と，かなりばらつきがあった

が（表 4-15），レタスの外観についても変化がなかったことから，試験を行う

上では支障はなかった．  

メトロニダゾール 1,000 mg/L 添加した場合，2 回の試験においてレタスの葉

の周辺部が枯れ，レタスの秤量および大腸菌侵入の分析ができなかった（デー

タ示さず）．このため，メトロニダゾールを供試する場合は最終濃度 500 mg/L

が限界だと考えられる．  

 

4-3-6 水耕液中の微生物の経時的変化  

4-3-6-1 メトロニダゾール無添加の場合の微生物の経時的変化  

 2 回の試験において大腸菌が 5 日間で 10
6
 CFU/mL から 10

0～10
2
 CFU/mL へ

4～6 桁減少した（表 4-16 および図 4-19）．第 1 回試験では原生動物数は 5 日

間で 10
2～10

3
 MPN/mL から 10

4～10
5
 MPN/mL へ 1～3 桁増加しており，第 2

回試験では鞭毛虫数のみ一時，10
3
 MPN/mL から 10

4
 MPN/mL へ 1 桁増加した．

これらのことから，大腸菌が原生動物によって捕食されたと考えられる．  

 

4-3-6-2 メトロニダゾールを添加した場合の微生物の経時的変化   

 メトロニダゾールを 500 mg/L となるように水耕液に添加した場合，2 回の試
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験において，どちらも大腸菌数は 10
6
 CFU/mL から 10

1～10
2
 CFU/mL へ 4～5

桁減少した（表 4-17 および図 4-20）．また，原生動物の増殖はほぼ認められな

かったが減少はしなかった．しかし，大腸菌が減少したことから，メトロニダ

ゾール 500 mg/L では原生動物の捕食作用を抑えられないことが判明した．  

メトロニダゾールを 1,000 mg/L となるように水耕液に添加した場合，2 回の

試験において大腸菌数は 10
6
 CFU/mL から 10

1～10
2
 CFU/mL へ 4～5 桁減少し

た（表 4-17 および図 4-21）．どちらの試験においても鞭毛虫数は 10
2～ 10

3
 

MPN/mL を維持しほぼ一定で， 5 日後に 1～2 桁増加した．繊毛虫数は 10
2
 

MPN/mL から 10
4
 MPN/mL へ 2 桁増加した．よって，原生動物によって大腸菌

が捕食されたと考えられる．以上のことから，メトロニダゾール最終濃度 1,000 

mg/L でも，原生動物による大腸菌捕食作用を抑制できないことが判明した．  

メトロニダゾール最終濃度 500 mg/L 以上で原生動物の運動性を抑制した（表

4-10）．しかし，大腸菌曝露試験においては，原生動物による捕食作用を抑制

できなかった．メトロニダゾールはトリコモナス症に有効な薬剤であり，66 株

の Trichomonas vaginalis に対する試験では 0.0625 µg/mL～1 µg/mL で殺菌的

に作用したという報告がある（ Jennison ら，1961）．メトロニダゾールは嫌気

的 環境 の 方 が 細胞 に 取 り込 ま れ や すい と い う報 告 が あ り（ Müller お よ び

Lindmark，1976），上述の T. vaginalis も嫌気性原生動物である．そのため，好

気的な環境である水耕栽培養液中では，細胞への浸透性が低下し，薬効が弱ま

ったと考えられる．  

 

4-3-7 植物体内への大腸菌侵入の有無  

4-3-7-1 メトロニダゾール無添加の効果   

2 回の試験において大腸菌の侵入は認められなかった（表 4-18）．これは，

原生動物の捕食により終末大腸菌密度が 10
0～10

2
 CFU/mL までに減少する条

件下では侵入できないためだと考えられる．  
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4-3-7-2 メトロニダゾール添加の効果  

 メトロニダゾール 500 mg/L の場合では，2 回の曝露試験の全ての植物株にお

いて，大腸菌の侵入は認められなかった（表 4-19）．これは，原生動物の捕食

により，大腸菌が著しく減少したことが原因だと考えられた．一方，メトロニ

ダゾール 1,000 mg/L の場合では，2 回の曝露試験においてレタスの葉の周辺部

が枯死したため大腸菌侵入の分析ができなかった．1,000 mg/L のメトロニダゾ

ールでも原生動物の捕食作用を抑制できなかったことから，メトロニダゾール

の最終濃度をこれ以上上げることは困難であり，供試の条件ではメトロニダゾ

ールが有効ではないと判断した．  

 

4-3-8 混合薬剤がレタスの生育に及ぼす影響  

 混合薬剤および DMSO 無添加の場合のレタスの様子を図 4-22，DMSO を

0.05%添加した場合のレタスの様子を図 4-23，混合薬剤を添加した場合のレタ

スの様子を図 4-24 に示す．前述のように DMSO を水耕液に 0.1%以上添加する

とレタスに多少とも影響を及ぼすことが判明した（図 4-12）が，DMSO を最終

濃度が 0.05%を添加した場合および混合薬剤を添加した場合において，対照区

と変わらず正常に生育した（図 4-23）．同様の DMSO 濃度となる混合薬剤を添

加した場合においても，対照区と変わらず正常に生育した（図 4-24）．これに

より，メトロニダゾール最終濃度 500 mg/L およびピランテルパモ酸塩最終濃

度 25 mg/L を添加した水耕液中ではレタスが十分に生育することが判明した． 

 

4-3-9 混合薬剤が大腸菌の生存に及ぼす影響  

in vitro における混合薬剤を添加した水耕液中の大腸菌数の経時的変化を表

4-20 および図 4-25 に示す．第 1 回試験では，全ての区において 5 日間で 10
7
 

CFU/mL をほぼ維持しており，全ての試験区において有意差は見られなかった．

第 2 回試験では対照区と混合薬剤 1/4 濃度区では有意差がなかったが，対照区

と混合薬剤 1/4 濃度区の両区と混合薬剤 1/1 濃度区では有意差があった．しか
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し，全ての区において，大腸菌数が 5 日間で 10
7
 CFU/mL を維持したことから，

供試する上では影響がないと判定した．  

以上のことから，メトロニダゾール（最終濃度 500 mg/L）とピランテルパモ

酸塩（最終濃度 25 mg/L）の混合薬剤は大腸菌の生存に影響がないことが判明

した．  

 

4-3-10 混合薬剤が原生動物の生存に及ぼす影響  

繊毛虫については， 2 回の試験の全ての区において，検出限界（5.5 × 10
1
 

MPN/mL）以下から 10
3
 MPN/mL へと 2 ケタ増加した（表 4-21 および図 4-26）．

鞭毛虫も同様に，2 回の試験の全ての区において，検出限界（5.5 × 10
1
 MPN/mL）

以下から 10
5
 MPN/mL へと 4 ケタ増加した（表 4-21 および図 4-27）．最終濃度

500 mg/L のメトロニダゾールを添加した生理食塩水中で 48 時後に原生動物の

運動性が抑制された．一方混合薬剤では，特に鞭毛虫において，混合薬剤を水

耕液に添加して 24 時間後（1 日後）までは菌数が検出限界（5.5 × 10
1
 MPN/mL）

以下を維持しており，増殖を抑制できていた．この差は，標的細菌である大腸

菌の菌密度の違いであると考えられる．本実験の最終大腸菌密度は，第 3 章の

試験よりも 3 桁多い 10
7
 CFU/mL だった．よって，メトロニダゾールに耐性を

持つ原生動物がより速やかに増殖したと考えられる．  

混合薬剤が効かなかった理由としては，混合薬剤の有効性を報告した先行研

究では（Hausen ら，2010），メトロニダゾールよりもピランテルパモ酸塩の方

が多量に使用されていた．本研究では DMSO の植物体に対する悪影響を考慮し

てピランテルパモ酸塩よりもメトロニダゾールの方が多量であり，混合する際

の各薬剤の濃度の差異が関係している可能性も考えられる．  

以上のように，種々の検討結果から，メトロニダゾール（最終濃度 500 mg/L）

とピランテルパモ酸塩（最終濃度 25 mg/L）を単独使用しても混合薬剤として

使用しても，使用可能な濃度範囲では繊毛虫および鞭毛虫の増殖を抑制できな

いことが判明した．



52 
 

化合物名 対象

ピランテルパモ酸塩 回虫・鉤虫・蟯虫

メベンダゾール 鞭虫症

ジエチルカルバマジンクエン酸塩 フィラリア

サントニン 回虫

イベルメクチン 腸管糞線虫症，疥癬

プラジカンテル 肝吸虫症・肺吸虫症，横川吸虫症

アルベンダゾール 包虫症

メトリホネート 住血吸虫症

オキサムニキン 抗住血吸虫薬

ニクロサミド 条虫（特にサナダムシ）

クロロキン 抗マラリア薬，抗アメーバ薬

スルファドキシン・ピリメタミン 抗マラリア薬

キニーネ塩酸塩水和物（塩酸キニーネ） マラリア

メフロキン塩酸塩 マラリア

アトバコン・プログアニル塩酸塩 マラリア

アルテミシニン 抗マラリア薬

プリマキン 抗マラリア薬

メトロニダゾール
抗菌薬，抗原虫薬，DNA合成阻害薬，トリコモナス症，細菌性膣症，Helicobacter pylori感染症，
アメーバ赤痢，ランブル鞭毛虫感染症，Clostridium difficile による感染性腸炎，偽膜性大腸炎など

チニダゾール 抗原虫薬，トリコモナス症

スピラマイシン酢酸エステル 抗生物質，梅毒，猩紅熱

スルファメトキサゾール・トリメトプリム 抗菌薬，腸チフス，パラチフス，ニューモシスチス肺炎，カリニ肺炎

ペンタミジンイセチオン酸塩 抗真菌薬，抗原虫薬，カリニ肺炎

ニタゾキサニド 抗原虫薬，クリプトスポリジウム症

KEGG DRUGより作表

表4-1　検討した薬剤
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図 4-1 メトロニダゾールの構造式 

KEGG DRUG ホームページ 

（https://www.kegg.jp/dbget-bin/www_bget?D00409+-ja）より 

図 4-2 ピランテルパモ酸塩の構造式 

KEGG DRAG ホームページ 

（https://www.kegg.jp/dbget-bin/www_bget?D00486+-ja）より 

https://www.kegg.jp/dbget-bin/www_bget?D00486+-ja
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図 4-4 原生動物のメトロニダゾールに対する感受性試験の手順 

各原生動物液 2 mLをレタス浸出液 1.8 mLに接種し，

20℃で 5 日間前培養 
前培養 

接種 

検鏡 

インキュ 

ベーション 

小試験管にメトロニダゾール溶液（最終濃度 0，100，250，300，400，

500，600，1,000 mg/L）に大腸菌（最終濃度 106 CFU/mL）および 

前培養液（最終濃度 104 cells/mL）を全量 2 mL となるように接種 

グロースチェンバー（明期 23°C，暗期 20°C，日長 16 時間）

にて 48 時間インキュベーション 

各試料 10 µL をスライドグラスにとり，カバーグラスで封入後， 

微分干渉顕微鏡（OPTIPHOTO-2，Nikon）の対物 10 倍もしくは 20 倍で 

鞭毛虫および繊毛中の運動性の有無を観察 

添加 滅菌脱イオン水 100 mL に対してメトロニダゾール 0.5 g を 

無菌的に添加，混合溶解 

除菌 上記の水溶液をメンブランフィルター（孔径 0.2 µm）で 

濾過除菌 

供試 

ｖ

 

図 4-3 メトロニダゾール水溶液 （5,000 mg/L） の調製

法 

滅菌容器（ポリ容器）にろ過液を取り，供試 

（または，ポリ容器をアルミホイルで包み遮光し，凍結保存した） 
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表 4-2 原生動物のメトロニダゾール感受性試験における試験液の処方 

（µL） 
メトロニダゾール濃度（mg/L） 

0 100 250 500 1,000 

生理食塩水 1,600 1,560 1,500 1,400 1,200 

メトロニダゾール水溶液* 0 40 100 200 400 

大腸菌* 200 200 200 200 200 

原生動物液* 200 200 200 200 200 

全量 
 

2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 

* メトロニダゾール 5,000 mg/L 

** 最終濃度 106 CFU/mL 

*** 最終濃度 104 cells/mL 

 

 

表 4-3 DMSO が大腸菌の生存へ及ぼす影響評価における調液処方 

DMSO 最終濃度 (%) 0 1 2 5 10 

  添加量（mL） 

水耕液 6.00 5.94 5.88 5.70 5.40 

DMSO 0.00 0.06 0.12 0.30 0.60 

大腸菌 KM1 液* 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 

全量 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 

* 最終濃度 106 CFU/mL 

 

 

 

表 4-4 DMSO が大腸菌の増殖に及ぼす影響評価における調液処方 

DMSO 最終濃度 (%) 0 1 2 5 10 

  添加量（mL） 

NB 培地 6.00 5.94 5.88 5.70 5.40 

DMSO 0.00 0.06 0.12 0.30 0.60 

大腸菌 KM1 液* 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 

全量 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 

* 最終濃度 106 CFU/mL 
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図 4-6 ピランテルパモ酸塩が原生動物の生存に及ぼす影響の評価

原生動物の接種後 0，1，2，3，4 日の培養液を採取し， 

MPN 法（図 2-5）で原生動物を定量 

計測         

インキュベーショ

ン         

20°C，4 日間インキュベーション 

小試験管に入った水耕液 200 µL にピランテルパモ酸塩 

原液 （最終濃度 ： 0，10，25，50，100 mg/L） を添加 

そこへ培養液原液または希釈液を表 4-5 に従って調合し， 

原生動物を接種 

計測         

培養液を血球計算盤に約 10 µL 滴下 

カバーグラスを載せ圧着 

明視野顕微鏡の対物 10 倍で検鏡 

血球計算盤の 4 区画を 1 視野とし，10 視野を計測 

前培養         各原生動物をレタス浸出液 1.8 mLに接種 

20°C，5 日間培養 

接種         

希釈         培養液をレタス浸出液を用いて 10 倍および 100 倍希釈 

添加 DMSO 5 mL に対してピランテルパモ酸塩 250 mg を添加，混合 

供試 

図 4-5 ピランテルパモ酸塩 DMSO 溶液 （50,000 mg/L） 調製

方法 

滅菌容器（バイアル）に除菌液を取り， 

冷凍保存し，必要に応じて解凍して使用 
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表 4-5 原生動物のピランテルパモ酸塩感受性試験における成分調製法 

  
DMSO 無添加 

PP*最終濃度 (mg/L) 

  0 10 25 50 100 

 
添加量（µL） 

水耕液 200 
 

150 
 

196 
 

199 
 

198 
 

196 
 

PP 原液 0 
 

0 
 

4** 
 

1 
 

2 
 

4 
 

各原生動物液 1,800 
 

1,800 
 

1,800 
 

1,800 
 

1,800 
 

1,800 
 

DMSO 0 
 

50 
 

0 
 

0 
 

0 
 

0 
 

全量 2,000   2,000   2,000   2,000   2,000   2,000   

* Pyrantel Pamoate （ピランテルパモ酸塩） 

** 10 mg/L 試験区には 10 倍希釈 PP 液を添加 
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表 4-6 レタスの種々の試薬に対する感受性の検討試験 

 
対照区 DMSO 添加区 混合薬剤添加区* 

(mL) 

水耕液 899.5 
 

899.5 
 

899.5 
 

滅菌水 100.5 
 

100.0 
 

0.0 
 

DMSO 0.0 
 

0.5 
 

0.0 
 

ピランテルパモ酸塩 DMSO 溶液** 0.0 
 

0 
 

0.5 
 

メトロニダゾール水溶液*** 0.0   0   100.0   

全量 1000.0   1000.0   1000.0   

* 最終濃度：ピランテルパモ酸塩 25 mg/L，メトロニダゾール 500 mg/L 

** ピランテルパモ酸塩 50,000 mg/L 

*** メトロニダゾール 5,000 mg/L 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-7 水耕装置 (水耕液 1 L 入り) での栽培の外観 



59 
 

表 4-7 大腸菌 KM1 の混合薬剤に対する感受性試験 

  対照区 
混合薬剤添加区 

1/4 濃度区 1/1 濃度区* 

(µL)       

滅菌水耕液 5,400 7,000 4,800 

ピランテルパモ酸塩 DMSO 溶液** 0 1 3 

メトロニダゾール水溶液*** 0 200 600 

E. coli KM1 液**** 600 800 600 

全量 6,000 8,000 6,000 

* 最終濃度：ピランテルパモ酸塩 25 mg/L，メトロニダゾール 500 mg/L 

** ピランテルパモ酸塩 50,000 mg/L 

*** メトロニダゾール 5,000 mg/L 

**** 108 CFU/mL（最終濃度 107 CFU/mL） 

 

 

 

表 4-8 繊毛虫の混合薬剤に対する感受性試験 

  対照区 
混合薬剤添加区 

1/4 濃度区 1/1 濃度区* 

(µL)       

滅菌水耕液 5,340 6,920 4,740 

大腸菌 KM1 液** 600 800 600 

ピランテルパモ酸塩 DMSO 溶液*** 0 1 3 

メトロニダゾール水溶液**** 0 200 600 

繊毛虫液***** 60 80 60 

全量 6,000 8,000 6,000 

* 最終濃度：ピランテルパモ酸塩 25 mg/L，メトロニダゾール 500 mg/L 

** 108 CFU/mL 

*** ピランテルパモ酸塩 50,000 mg/L 

**** メトロニダゾール 5,000 mg/L 

***** 初発濃度< 5.5 × 101 MPN/mL（培養 2 日後の培養液を 100 倍希釈） 

 

 

 

 

 



60 
 

 

表 4-9 鞭毛虫の混合薬剤に対する感受性試験 

  対照区 
混合薬剤添加区 

1/4 濃度区 1/1 濃度区* 

(µL) 

滅菌水耕液 5,400 7,000 4,800 

大腸菌 KM1 液** 600 800 600 

ピランテルパモ酸塩 DMSO 溶液*** 0 1 3 

メトロニダゾール水溶液**** 0 200 600 

鞭毛虫液***** 6 8 6 

全量 6,000 8,000 6,000 

* 最終濃度：コンバントリン 25 mg/L，メトロニダゾール 500 mg/L 

** 108 CFU/mL 

*** コンバントリン 50,000 mg/L 

**** メトロニダゾール 5,000 mg/L 

***** 初発濃度< 5.5 × 101 MPN/mL（培養 2 日後の培養液を 100 倍希釈） 
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表 4-11 DMSO を種々の濃度で添加した水耕液中の大腸菌数の経時的変化 

DMSO 

最終濃度 (%) 

大腸菌数 （CFU/mL）* 

培養日数 （日） 

0 1 2 3 4 5 

0 
 

(4.40 ± 1.30) × 10
6
 (3.37 ± 0.74) × 10

6
 (4.37 ± 0.64) × 10

6
 (3.40 ± 1.10) × 10

6
 (2.37 ± 0.36) × 10

6
 (1.42 ± 0.09) × 10

6
 

1 
 

(4.87 ± 0.91) × 10
6
 (5.53 ± 0.21) × 10

6
 (5.00 ± 0.99) × 10

6
 (5.47 ± 1.71) × 10

6
 (7.37 ± 0.46) × 10

6
 (4.00 ± 0.50) × 10

6
 

2 
 

(4.63 ± 1.72) × 10
6
 (5.17 ± 0.57) × 10

6
 (5.10 ± 1.00) × 10

6
 (4.93 ± 0.38) × 10

6
 (5.70 ± 0.27) × 10

6
 (3.80 ± 0.56) × 10

6
 

5 
 

(3.43 ± 0.64) × 10
6
 (5.13 ± 0.67) × 10

6
 (4.73 ± 0.29) × 10

6
 (4.80 ± 0.30) × 10

6
 (3.10 ± 1.15) × 10

6
 (2.80 ± 0.29) × 10

6
 

10 
 

(4.23 ± 0.14) × 10
6
 (3.90 ± 0.66) × 10

6
 (4.03 ± 0.64) × 10

6
 (2.95 ± 0.17) × 10

6
 (2.09 ± 0.28) × 10

6
 (1.75 ± 0.08) × 10

6
 

* 検出限界 : 0.3 CFU/mL 

 

 

表 4-10 運動性による原生動物のメトロニダゾール感受性の評価* 

  
メトロニダゾール最終濃度（mg/L） 

0 100 250 500 1,000 

繊毛虫 Colpoda sp. + + + - - 

鞭毛虫 Stramenopiles + + + - - 

* + ： 運動性あり，- ： 運動性なし 
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6

7

0 1 2 3 4 5

E
. 
c

o
li
数

（
L

o
g

 C
F

U
/m

L
）
 

曝露日数 

0% 1% 2% 5% 10%

図 4-8 DMSO の添加が水耕液中の大腸菌数に及ぼす影響 
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0 % 5 % 2 % 1 % 10 

A 培養前 

0 % 1 % 10 5 % 2 % 

B 培養後* 

図 4-10 種々の濃度の DMSO を NB 培地に添加した際の 

大腸菌培養前後の培養液外観の変化 

* 6 時間後 

図 4-9 種々の濃度の DMSO を NB 培地に添加した際の大腸菌の増殖曲線 

0～2％ 
5％ 

10％ 
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0 日後 1 日後 2 日後 

3 日後 4 日後 5 日後 

6 日後 7 日後 8 日後 

図 4-11 DMSO 無添加のレタスの外観 



65 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
0 日後 1 日後 2 日後 

3 日後 4 日後 5 日後 

6 日後 7 日後 8 日後 

図 4-12 最終濃度 0.1％となるように DMSO を水耕液に添加した際のレタスの外観 
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0 日後 1 日後 2 日後 

3 日後 4 日後 5 日後 

6 日後 7 日後 8 日後 

図 4-13 最終濃度 0.2％となるように DMSO を水耕液に添加した際のレタスの外観 
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0 日後 2 日後 1 日後 

3 日後 4 日後 5 日後 

6 日後 7 日後 8 日後 

図 4-14 最終濃度 0.5％となるように DMSO を水耕液に添加した際のレタスの外観 
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 0 日後 1 日後 2 日後 

3 日後 4 日後 5 日後 

6 日後 7 日後 8 日後 

図 4-15 最終濃度 1％となるように DMSO を水耕液に添加した際のレタスの外観 
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0 日後 1 日後 2 日後 

3 日後 4 日後 5 日後 

6 日後 7 日後 

図 4-16 最終濃度 5％となるように DMSO を水耕液に添加した際のレタスの外観 
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表 4-12 ピランテルパモ酸塩を投与した In vitro 試験における繊毛虫（Colpoda sp.）数の経時的変化 

初発 

原生動物 

密度* 

(cells/mL) 

初発 

原生動物 

密度** 

(MPN/mL)  

Pylantel  

pamoate 

最終 

濃度  

(mg/L) 

DMSO 

(µL) 

  

原生動物密度*** (MPN/mL) 

培養期間 (日) 

0**** 1 2 3 4 

4 × 10
5
 10

4
 

0 
 

0 
 

3.51 × 10
4
 1.34 × 10

5
 5.15 × 10

4
 3.51 × 10

4
 1.04 × 10

5
 

0 
 

50 
 

3.51 × 10
4
 1.93 × 10

5
 1.93 × 10

5
 1.04 × 10

5
 6.95 × 10

4
 

10 
 

0 
 

5.15 × 10
4
 1.04 × 10

5
 1.04 × 10

5
 1.93 × 10

4
 5.15 × 10

4
 

25 
 

0 
 

1.04 × 10
5
 6.95 × 10

4
 4.90 × 10

4
 6.95 × 10

4
 5.10 × 10

4
 

50 
 

0 
 

1.04 × 10
5
 1.04 × 10

5
 3.51 × 10

4
 1.93 × 10

4
 1.93 × 10

4
 

100   0   3.51 × 10
4
 6.95 × 10

4
 1.93 × 10

5
 3.87 × 10

4
 6.95 × 10

4
 

4 × 10
4
 10

3
 

0 
 

0 
 

2.23 × 10
3
 5.15 × 10

3
 1.81 × 10

3
 5.15 × 10

3
 9.55 × 10

3
 

0 
 

50 
 

2.34 × 10
3
 5.75 × 10

3
 1.51 × 10

5
 2.55 × 10

4
 1.51 × 10

4
 

10 
 

0 
 

2.91 × 10
3
 2.34 × 10

3
 9.55 × 10

3
 3.51 × 10

4
 1.09 × 10

4
 

25 
 

0 
 

6.15 × 10
3
 4.34 × 10

3
 9.55 × 10

3
 1.93 × 10

4
 2.55 × 10

4
 

50 
 

0 
 

8.15 × 10
3
 5.75 × 10

3
 3.11 × 10

3
 6.90 × 10

3
 9.55 × 10

3
 

100   0   3.11 × 10
3
 3.11 × 10

3
 4.21 × 10

3
 6.00 × 10

2
 2.34 × 10

3
 

4 × 10
3
 10

2
 

0 
 

0 
 

1.81 × 10
3
 1.81 × 10

3
 4.07 × 10

3
 3.87 × 10

3
 6.90 × 10

3
 

0 
 

50 
 

6.05 × 10
2
 3.11 × 10

4
 9.45 × 10

3
 1.51 × 10

4
 8.15 × 10

3
 

10 
 

0 
 

9.30 × 10
2
 4.21 × 10

3
 3.51 × 10

4
 9.55 × 10

3
 1.93 × 10

4
 

25 
 

0 
 

9.30 × 10
2
 6.90 × 10

3
 1.13 × 10

4
 9.55 × 10

3
 9.55 × 10

3
 

50 
 

0 
 

9.30 × 10
2
 2.34 × 10

3
 7.95 × 10

3
 1.13 × 10

4
 1.56 × 10

3
 

100 
 

0 
 

< 5.5 × 10
1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 

* 血球計算盤計測法 

** MPN 法 

*** 検出限界 : 5.5 × 10
1
 MPN/mL 

**** 薬剤添加から 1 時間後 
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0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4

繊
毛

虫
数

 

（
L

o
g

 M
P

N
/m

L
）
 

曝露日数 

* 

初発繊毛虫密度 104 MPN/mL 

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4

繊
毛

虫
数

 

（
L

o
g

 M
P

N
/m

L
）
 

曝露日数 

* 

初発繊毛虫密度 103 MPN/mL 

0

1

2

3

4

5

0 1 2 3 4

繊
毛

虫
数

 

（
L

o
g

 M
P

N
/m

L
）
 

曝露日数 

* 

初発繊毛虫密度 102 MPN/mL 

0 mg/L 

50 mg/L 

DMSO 無添加区 

25 mg/L 100 mg/L 

10 mg/L 

*＊ 薬剤曝露１時間後 

**  破線は検出限界 ： 5.5 × 101 MPN/mL 

図 4-17 種々の濃度のピランテルパモ酸塩が繊毛虫の生存に及ぼす影響 
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表 4-13 ピランテルパモ酸塩を投与した In vitro 試験における鞭毛虫（Stramenopiles）数の経時的変化 

初発 

原生動物 

密度*
 

(cells/mL) 

初発 

原生動物 

密度**
 

(MPN/mL) 

Pylantel  

pamoate  

最終 

濃度  

 (mg/L) 

DMSO 

(µL) 

  

原生動物密度***
 (MPN/mL) 

培養期間 (日) 

0**** 1 2 3 4 

7 × 10
5
 10

5
 

0 
 

0 
 

6.95 × 10
5
 1.04 × 10

6
 6.95 × 10

5
 6.95 × 10

5
 4.91 × 10

5
 

0 
 

50 
 

1.04 × 10
6
 1.04 × 10

6
 2.54 × 10

5
 1.04 × 10

6
 6.95 × 10

5
 

10 
 

0 
 

1.04 × 10
6
 1.04 × 10

6
 6.95 × 10

5
 4.91 × 10

5
 1.04 × 10

6
 

25 
 

0 
 

6.95 × 10
5
 1.04 × 10

6
 6.95 × 10

5
 3.51 × 10

5
 2.54 × 10

5
 

50 
 

0 
 

1.04 × 10
6
 1.04 × 10

6
 1.04 × 10

6
 6.95 × 10

5
 1.04 × 10

5
 

100   0   6.95 × 10
5
 1.04 × 10

6
 1.04 × 10

6
 4.91 × 10

5
 6.95 × 10

5
 

7 × 10
4
 10

4
 

0 
 

0 
 

2.91 × 10
4
 1.93 × 10

5
 1.93 × 10

5
 7.95 × 10

4
 1.20 × 10

5
 

0 
 

50 
 

6.95 × 10
4
 6.95 × 10

5
 6.95 × 10

5
 4.91 × 10

5
 6.95 × 10

5
 

10 
 

0 
 

6.95 × 10
4
 4.91 × 10

5
 3.51 × 10

5
 3.51 × 10

5
 6.95 × 10

5
 

25 
 

0 
 

2.55 × 10
5
 1.93 × 10

5
 1.93 × 10

5
 2.55 × 10

5
 1.93 × 10

5
 

50 
 

0 
 

1.04 × 10
5
 1.51 × 10

5
 3.51 × 10

5
 4.91 × 10

5
 6.95 × 10

5
 

100   0   < 5.5 × 10
1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 

7 × 10
3
 10

3
 

0 
 

0 
 

9.55 × 10
3
 2.55 × 10

4
 1.75 × 10

4
 4.91 × 10

4
 1.93 × 10

5
 

0 
 

50 
 

3.11 × 10
3
 3.51 × 10

4
 6.95 × 10

4
 4.91 × 10

4
 6.95 × 10

4
 

10 
 

0 
 

3.11 × 10
3
 3.51 × 10

4
 1.51 × 10

5
 1.04 × 10

5
 1.13 × 10

5
 

25 
 

0 
 

2.34 × 10
3
 4.91 × 10

4
 1.33 × 10

5
 1.51 × 10

5
 1.20 × 10

5
 

50 
 

0 
 

2.34 × 10
3
 1.04 × 10

5
 2.23 × 10

4
 1.34 × 10

5
 4.91 × 10

5
 

100 
 

0 
 

< 5.5 × 10
1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 

* 血球計算盤計測法 

** MPN 法 

*** 検出限界 : 5.5×10
1
 MPN/mL 

**** 薬剤添加から 1 時間後 
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6
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鞭
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数
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L
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L
）
 

曝露日数 

* 

初発鞭毛虫密度 105 MPN/mL 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 1 2 3 4

鞭
毛

虫
数

 

（
L

o
g

 M
P

N
/m

L
）
 

曝露日数 

* 

初発鞭毛虫密度 104 MPN/mL 

0 mg/L 

50 mg/L 

DMSO 無添加区 

25 mg/L 100 mg/L 

10 mg/L 

*  薬剤曝露１時間後 

** 破線は検出限界 ： 5.5 × 101 MPN/mL 

図4-18 種々の濃度のピランテルパモ酸塩が鞭毛虫の生存に及ぼす影響 

0
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曝露日数 

初発鞭毛虫密度 103 MPN/mL 

* 
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表 4-14 メトロニダゾール無添加時のレタスの栽培日程* 

試験 株 
播種 容器移植** 菌液接種 収穫 栽培期間（日） 収穫時のレタス地上部生重 （g/wet） 収穫後の葉数 （枚） 

No. No. 

1 

1 

4 月 11 日 5 月 6 日 5 月 6 日 5 月 11 日 30 

20.19 12 

2 16.50 9 

3 15.46 11 

2 

1 

5 月 19 日 6 月 11 日 6 月 13 日 6 月 18 日 30 

26.97 12 

2 26.94 13 

3 24.46 10 

* 2016 年実施 

** 播種から 23 日後に別の水耕装置 (21×30×4 cm，水耕液 1 L 入り) に移植 
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表 4-15 メトロニダゾールを添加した場合のレタスの栽培日程* 

試験 

No. 

株

No. 
播種 

メトロニダゾール 

菌液接種 収穫日 
栽培期間 

（日） 

収穫後の 

レタス地上部生重 

 (g/wet) 

収穫後の 

葉数 

(枚) 
濃度

（mg/L） 
添加日 

添加期間 

（日） 

1 

1 

6月 23日 500 7月 15日 8 7 月 16 日 7 月 23 日 30 

10.18 12 

2 11.44 11 

3 9.47 11 

2 

1 

7 月 7 日 500 7月 29日 8 8 月 1 日 8 月 6 日 30 

22.37 13 

2 18.62 10 

3 23.22 12 

1 

1 

7月 21日 1,000 8月 12日 8 8 月 12 日 8 月 20 日 30 

NT** NT 

2 NT NT 

3 NT NT 

2 

1 

8月 17日 1,000 9 月 8 日 8 9 月 11 日 9 月 16 日 30 

NT NT 

2 NT NT 

3 NT NT 

*  2016 年実施 

** NT ： Not Tested 
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表 4-16 メトロニダゾール無添加時の水耕液中の大腸菌と原生動物の経時的変化 

  
試験 

No. 

曝露日数 （日） 

    0 1 2 3 4 5 

大腸菌* 
1 (9.20 ± 1.74) × 106 (2.17 ± 0.09) × 105 (6.67 ± 1.53) × 102 (1.33 ± 0.23) × 102 (9.00 ± 2.65) × 101 (2.30 ± 0.66) × 102 

2 (2.09 ± 0.19) × 106 (1.40 ± 0.20) × 106 (2.63 ± 0.26) × 103 (7.00 ± 1.00) × 101 (3.33 ± 0.58) × 101 (3.33 ± 5.78) × 100 

原生動物** 

鞭毛虫 
1 

1.81 × 103 4.21 × 104 2.34 × 104 3.87 × 105 1.09 × 106 1.20 × 104 

繊毛虫 4.15 × 102 1.31 × 104 3.11 × 103 7.95 × 103 5.75 × 103 7.20 × 105 

鞭毛虫 
2 

4.21 × 103 3.87 × 103 1.51 × 104 1.20 × 104 1.30 × 103 6.15 × 103 

繊毛虫 6.90 × 103 9.30 × 102 1.52 × 103 4.21 × 103 5.15 × 103 1.54 × 103 

*  単位 : CFU/mL （検出限界 : 0.3 CFU/mL） 

**  単位 : MPN/mL （検出限界 : 5.5 × 101 MPN/mL） 
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図 4-19 メトロニダゾール無添加時の大腸菌数および原生動物数の経時的変化 

鞭毛虫 繊毛虫 大腸菌 

*破線は原生動物の検出限界 : 5.5 × 101 MPN/mL 
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表 4-17 メトロニダゾールを水耕液に添加した場合の水耕液中の大腸菌と原生動物の経時的変化 

  
試験 

No. 

メトロニダゾール 
 

曝露日数 （日） 

  
 

最終 

濃度 

（mg/L） 

添加期

間 

（日） 
 

0 1 2 3 4 5 

大腸菌* 
1 

500 8 

 
(5.87 ± 0.59) × 10

6
 (1.38 ± 0.08) × 10

6
 (3.90 ± 0.56) × 10

4
 (1.70 ± 0.72) × 10

3
 (4.23 ± 0.84) × 10

2
 (1.97 ± 0.51) × 10

2
 

2 
 

(4.37 ± 1.29) × 10
6
 (1.39 ± 0.16) × 10

6
 (1.19 ± 0.10) × 10

5
 (5.27 ± 1.68) × 10

3
 (4.23 ± 7.7) × 10

1
 (1.93 ± 0.40) × 10

1
 

原生動物** 

鞭毛虫 
1  

1.54 × 10
3
 9.30 × 10

2
 4.65 × 10

2
 3.11 × 10

3
 2.60 × 10

2
 1.74 × 10

3
 

繊毛虫 
 

< 5.5 × 10
1
 3.80 × 10

3
 6.75 × 10

2
 3.00 × 10

2
 1.06 × 10

3
 1.06 × 10

3
 

鞭毛虫 
2  

1.30 × 10
2
 2.05 × 10

2
 1.30 × 10

2
 < 5.5 × 10

1
 6.0 × 10

1
 3.95 × 10

2
 

繊毛虫 
 

2.32 × 10
3
 1.10 × 10

3
 1.95 × 10

2
 5.50 × 10

2
 3.00 × 10

2
 3.11 × 10

3
 

大腸菌 
1 

1,000 8 

 
(4.23 ± 0.84) × 10

6
 (1.17 ± 0.19) × 10

5
 (1.14 ± 0.39) × 10

3
 (6.67 ± 1.53) × 10

1
 (2.30 ± 1.35) × 10

2
 (9.03 ± 1.82) × 10

2
 

2 
 

(1.68 ± 0.06) × 10
6
 (9.37 ± 0.81) × 10

4
 (2.28 ± 0.17) × 10

3
 (2.23 ± 0.15) × 10

2
 (1.33 ± 0.58) × 10

1
 (7.33 ± 4.51) × 10

1
 

原生動物 

鞭毛虫 
1  

9.25 × 10
2
 5.05 × 10

2
 8.00 × 10

2
 1.07 × 10

3
 2.65 × 10

3
 7.20 × 10

3
 

繊毛虫 
 

7.90 × 10
2
 1.34 × 10

4
 1.07 × 10

4
 1.22 × 10

3
 1.57 × 10

4
 1.04 × 10

4
 

鞭毛虫 
2  

2.23 × 10
3
 3.30 × 10

3
 8.15 × 10

2
 8.05 × 10

2
 9.20 × 10

2
 5.45 × 10

3
 

繊毛虫 
 

9.15 × 10
2
 1.54 × 10

3
 4.65 × 10

2
 9.20 × 10

2
 5.50 × 10

2
 1.51 × 10

4
 

*  単位 : CFU/mL （検出限界 : 0.3 CFU/mL） 

**  単位 : MPN/mL （検出限界 : 5.5×101 MPN/mL） 
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鞭毛虫 繊毛虫 大腸菌 

*破線は原生動物の検出限界 : 5.5 × 101 MPN/mL 

図 4-20 最終濃度 500 mg/L となるようにメトロニダゾールを水耕液に添加した際の 

大腸菌数および原生動物数の経時的変化 
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鞭毛虫 繊毛虫 大腸菌 

＊破線は原生動物の検出限界 : 5.5 × 101 MPN/mL 

図 4-21 最終濃度 1,000 mg/L となるようにメトロニダゾールを水耕液に添加した際の 

大腸菌数および原生動物数の経時的変化 
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表 4-18 メトロニダゾール無添加時のレタス内部への大腸菌侵入の有無* 

試験 No. 
大腸菌密度（CFU/mL）** 

植物株 No. 
葉内の大腸菌の有無 洗浄水の 

汚染の有無 
侵入の判定 

初発大腸菌密度（CFU/mL) 終末大腸菌密度（CFU/mL) 希釈平板 増菌培養 切片培養*** 

1 (9.20 ± 1.74) × 106 (2.30 ± 0.66) × 102 

1 ― ― 0/25 ― ― 

2 ― ― 0/25 ― ― 

3 ― ― 0/25 ― ― 

2 (2.09 ± 0.19) × 106 (3.33 ± 5.78) × 100 

1 ― ― 0/30 ― ― 

2 ― ― 0/30 ― ― 

3 ― ― 0/30 ― ― 

*  ＋ ： 陽性，－ ： 陰性 

** 検出限界 : 0.3 CFU/mL 

***  陽性の切片/培養した切片数 
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表 4-19 メトロニダゾールを添加した場合のレタス内部への大腸菌侵入の有無* 

試験 

No. 

メトロニダゾール濃度 

（mg/L） 

大腸菌密度（CFU/mL)** 

植物株 

No. 

葉内の大腸菌の有無 洗浄水の 

汚染の 

有無 

侵入の

判定 初発大腸菌密度 5 日後の大腸菌密度 希釈 

平板 

増菌 

培養 

切片 

培養*** 

1 500  (5.87 ± 0.9) × 106 (1.97 ± 0.51) × 102 

1 ― ― 0/30 ― ― 

2 ― ― 0/30 ― ― 

3 ― ― 0/30 ― ― 

2 500  (4.37 ± 1.29) × 106 (1.93 ± 0.40) × 101 

1 ― ― 0/30 ― ― 

2 ― ― 0/30 ― ― 

3 ― ― 0/30 ― ― 

1 1,000  (4.23 ± 0.84) × 106 (9.03 ± 1.82) × 102 

1 NT**** NT NT NT NT 

2 NT NT NT NT NT 

3 NT NT NT NT NT 

2 1,000  (1.68 ± 0.06) × 106 (7.33 ± 4.51) × 101 

1 NT NT NT NT NT 

2 NT NT NT NT NT 

3 NT NT NT NT NT 

*  ＋ ： 陽性，― ： 陰性 

** 検出限界 : 0.3 CFU/mL 

***  陽性の切片/培養した切片数 

****  NT ： Not Tested （レタスが枯れたため） 
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0 日後 

 

1 日後 

 

2 日後 

 

3 日後 

 

4 日後 

 

5 日後 

図 4-22 混合薬剤および DMSO 無添加のレタスの外観 
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0 日後 

 

1 日後 

 

2 日後 

 

3 日後 

 

4 日後 

 

5 日後 

図 4-23 最終濃度が 0.05%となるように DMSO を水耕液に添加したレタスの外観 
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0 日後 

 

1 日後 

 

2 日後 

 

3 日後 

 

4 日後 

 

5 日後 

図 4-24 混合薬剤を水耕液に添加し 0～5 日間曝露したレタスの外観 
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表 4-20 混合薬剤を曝露した際の大腸菌数の経時的変化* 

試験

No. 
試験区 

曝露日数 

0 1 2 3 4 5 

1 

薬剤無添加区 (9.43 ± 2.19) × 107 (6.57 ± 0.47) × 107 (5.90 ± 1.70) × 107 (4.63 ± 1.20) × 107 (5.80 ± 0.10) × 107 (5.83 ± 2.11) × 107 

1/4 濃度区 (1.13 ± 0.06) × 108 (7.43 ± 1.19) × 107 (3.10 ± 0.44) × 107 (2.09 ± 0.36) × 107 (9.63 ± 3.22) × 106 (1.68 ± 0.73) × 107 

1/1 濃度区 (8.57 ± 0.77) × 107 (4.90 ± 0.82) × 107 (2.44 ± 0.15) × 107 (1.13 ± 0.10) × 107 (1.27 ± 0.18) × 107 (2.12 ± 0.05) × 107 

2 

薬剤無添加区 (3.73 ± 0.47) × 107 (5.40 ± 0.78) × 107 (3.90 ± 0.60) × 107 (3.50 ± 0.69) × 107 (2.77 ± 0.64) × 107 (4.10 ± 0.30) × 107 

1/4 濃度区 (4.23 ± 0.12) × 107 (4.67 ± 1.10) × 107 (2.41 ± 0.11) × 107 (5.60 ± 1.28) × 107 (2.75 ± 0.40) × 107 (3.80 ± 0.35) × 107 

1/1 濃度区 (3.50 ± 0.35) × 107 (3.18 ± 0.32) × 107 (2.32 ± 0.28) × 107 (1.84 ± 0.16) × 107 (1.53 ± 0.21) × 107 (1.56 ± 0.27) × 107 

*単位 : CFU/mL （検出限界 : 0.3 CFU/mL） 
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図 4-25 In vitro 試験における混合薬剤の添加が大腸菌の生存に及ぼす影響 

図中の異なるアルファベット（小文字）は Tukey-Kramer の HSD 検定により，P＜0.05 で有意差があることを示す 

薬剤無添加区 薬剤 1/4 濃度添加区 薬剤 1/1 濃度添加区 

a 

a 

a 

b 

a 

a 
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表 4-21 混合薬剤に対する原生動物の感受性 

試験 No. 試験区 
 

原生動物数 (MPN/mL)* 

 
曝露日数 

  0 1 2 3 4 5 

1 

対照区 
繊毛虫 < 5.5 × 101 6.00 × 101 5.75 × 103 7.95 × 103 1.44 × 103 3.11 × 103 

鞭毛虫 < 5.5 × 101 6.00 × 101 1.81 × 104 2.34 × 105 8.15 × 105 1.13 × 106 

1/4 濃度区 
繊毛虫 < 5.5 × 101 1.30 × 102 5.75 × 103 7.95 × 103 2.34 × 103 1.44 × 103 

鞭毛虫 < 5.5 × 101 < 5.5 × 101 6.90 × 103 2.34 × 105 9.55 × 105 7.95 × 105 

1/1 濃度区 
繊毛虫 < 5.5 × 101 6.00 × 101 1.44 × 103 2.91 × 104 4.21 × 103 5.75 × 103 

鞭毛虫 < 5.5 × 101 < 5.5 × 101 5.75 × 103 1.44 × 105 7.95 × 105 9.55 × 105 

2 

対照区 
繊毛虫 < 5.5 × 101 < 5.5 × 101 1.81 × 103 1.20 × 104 4.21 × 103 1.16 × 103 

鞭毛虫 < 5.5 × 101 6.00 × 101 5.75 × 103 9.55 × 104 8.51 × 105 6.15 × 105 

1/4 濃度区 
繊毛虫 < 5.5 × 101 < 5.5 × 101 3.87 × 103 1.75 × 104 1.44 × 103 2.34 × 103 

鞭毛虫 < 5.5 × 101 6.00 × 101 2.91 × 103 3.59 × 104 2.91 × 105 4.91 × 105 

1/1 濃度区 
繊毛虫 < 5.5 × 101 6.00 × 101 3.87 × 103 1.75 × 104 2.34 × 103 1.16 × 103 

鞭毛虫 < 5.5 × 101 < 5.5 × 101 3.00 × 102 2.23 × 103 6.95 × 104 3.51 × 105 

*検出限界 : 5.5 × 101 
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図 4-26 混合薬剤に対する繊毛虫の感受性 

*破線は原生動物の検出限界（5.5 × 101 MPN/mL） 

薬剤無添加区 薬剤 1/4 濃度添加区 薬剤 1/1 濃度添加区 
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図 4-27 鞭毛虫の混合薬剤に対する感受性 

*破線は原生動物の検出限界（5.5 × 101 MPN/mL） 

薬剤無添加区 薬剤 1/4 濃度添加区 薬剤 1/1 濃度添加区 
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第 5 章 大腸菌の反復接種による植物体内部への侵入閾値の解明  

 

5-1 諸言  

 前章において種々の検討を重ねたが，水耕液中の原生動物を抑制する有効な

薬剤を見出すことができなかった．  

そこで本章では，大腸菌を水耕液に 1 日 2 回反復接種することによって原生

動物の捕食圧を打消し，水耕液中の大腸菌菌密度を維持させた上で，レタス内

部への侵入の可否と閾値を決定した．  

 

5-2 試料と方法  

5-2-1 供試作物  

 2-2-1 と同様のものを供試した．  

 

5-2-3 植物の栽培および大腸菌曝露試験  

 供試作物の栽培をグロースチェンバー内で行なった．ウレタンマット（2.5 × 

2.5 × 2.5 cm）に供試作物を播種し，グロースチェンバー内（明期 23°C，PPFD 

300 µmol/m
2
/s，暗期 20℃，湿度 70％，日長 16 時間）で約 10 日間育苗した．

播種から 10 日後に水耕液 1 L 入りの水耕装置に移植した．栽培期間中は水耕

液を 1 週間毎に交換した．播種から 25 日後に大腸菌を最終濃度が 10
6
 CFU/mL

（図 5-1）または，10
4
 CFU/mL となるよう水耕液に接種した（図 5-2）．  

大腸菌を 1 日 2 回反復接種し（大腸菌初発菌密度 10
6
 CFU/mL の場合は 0 日

後，午後～1 日後，午後は反復接種せず）， 5 日間行った．  

 

5-2-4 水耕液中の微生物の経時的変化の測定  

5-2-4-1 大腸菌の定量  

4-2-6-1 と同様の手順でおこなった．  
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5-2-4-2 原生動物の定量  

 2-2-5 と同様の手順で行った．  

 

5-2-5 葉面殺菌および洗浄  

植物収穫後，2-2-4 と同様の手順で行った．  

 

5-2-6 植物体内の大腸菌検出方法  

2-2-5 と同様の手順で行った．  

 

5-2-7 API20E による簡易同定  

 レタス内部に侵入した大腸菌が，接種した大腸菌と同一であるか確認するた

め，生化学試験および API 20E による簡易同定を行った．その手順を図 5-3 に

示す．増菌培養および切片培養に出現したコロニーの中から青紫色のコロニー

を白金線で取り CA 培地に塗末接種し，36°C で 18 時間培養した．分離できて

いないコロニーは再度上記の操作を繰り返し，純化ができたコロニーは NA 培

地に再度塗末接種し，36°C で 18 時間培養した．これらの純化した細菌を生化

学試験に供し，その後，腸内細菌用簡易同定キット API20E（日本ビオメリュ

ー）に接種し，36°C で 18 時間培養した．培養ウェル中の自発的な反応および

試薬添加による呈色反応を記録し，その結果を 7 桁の API プロファイルコード

に変換し，これを apiweb
TM に入力して検索または，API20E プロファイルイン

デックスと照らし合わせて同定した．  

 

5-3 結果  

5-3-1 水耕液中の微生物の経時的変化  

5-3-1-1 初発菌密度 106 CFU/mL の場合の水耕液中の微生物の経時的変化  

大腸菌初発菌密度 10
6
 CFU/mL の場合の水耕液中の大腸菌および原生動物を

定量した（表 5-1.および図 5-4）．2 反復の試験において大腸菌が 5 日間でほぼ
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10
6
 CFU/mL を維持していた．繊毛虫数については，Run1 では 5 日間で 10

2
 

MPN/mL から 10
4
 MPN/mL へ 2 ケタ増加しており，Run2 では 10

3
 MPN/mL を

維持していた．鞭毛虫については，5 日間を通して検出限界値（5.5×10
1
 MPN/mL）

以下～10
2
 MPN/mL を推移しており，これまでの試験と比べると，低かった．  

接種した大腸菌数は，本来であれば，10
7
 CFU/mL まで達するが，両 Run に

おける終末大腸菌密度が 10
6
 CFU/mL だったことから，大腸菌が原生動物によ

って 1 桁分捕食されたと考えられる．  

 

5-3-1-2 初発菌密度 104 CFU/mL の場合の水耕液中の微生物の経時的変化  

 大腸菌初発菌密度 10
4
 CFU/mL の場合の水耕液中の大腸菌および原生動物を

定量した（表 5-2 および図 5-5）．2 反復の試験において大腸菌が 5 日間で，9 × 

10
4～1 × 10

5
 CFU/mL を推移していた．一方，2 反復の試験において，繊毛虫

は 5 日間で 10
2
 MPN/mL から 10

3
 MPN/mL へ 1 桁増加していた．一方で，鞭毛

虫は，5 日間を通して検出限界（5.5 × 10
1
 MPN/mL）以下～10

1
 MPN/mL を推

移していた．  

5 日間の原生動物数は，接種した大腸菌数が 10
6
 CFU/mL の場合と比べると，

全体的に約 1 桁低かった．捕食すべき大腸菌の菌密度が低かったため，原生動

物の増殖が低調となったと考えられる．このため，原生動物による大腸菌の捕

食圧が弱まったと考えられる．  

 

5-3-2 植物体内への大腸菌侵入の有無  

5-3-2-1 初発菌密度 106 CFU/mL の場合の植物体内への大腸菌侵入の有無   

2 反復の試験において，洗浄水の汚染（青紫色コロニーの出現）は確認され

なかった（図 5-6）．よって，葉面を十分に殺菌できていたと言える．切片培養

の結果については，Run1 の植物体の切片からは大腸菌が検出されなかった（図

5-7）．しかし，Run2 の株 No. 1 の切片培養試験においては，30 切片中 20 切片

が大腸菌陽性を示し，植物体内部に大腸菌が侵入したことが目視によって確認
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できた（図 5-8）．  

レタス磨砕物の 10 倍希釈液を接種した全ての CA 培地から大腸菌は検出され

なかった（図 5-9）．培養後のレタス磨砕物を接種した CA 培地については，Run1

の植物体からは大腸菌が検出されなかった（図 5-10）．一方，Run2 の全ての植

物体において，増菌培養法で大腸菌陽性だった．  

洗浄水が大腸菌に汚染されていなかったことから，大腸菌が植物体内部へ侵

入したと判定された（表 5-3）．大腸菌が侵入しなかった Run1 のレタスの重量

は 20 g 前後だったが，侵入した Run2 のレタスの重量は 12 g 程度だったこと

から，植物体内部への大腸菌侵入には，植物体の大きさも関与している可能性

がある．  

 

5-3-2-2 初発菌密度 104 CFU/mL の場合の植物体内への大腸菌侵入の有無   

2 反復の試験において，Run2 の株 No. 3 の洗浄水が大腸菌に汚染されていた

ため，内部侵入の判定ができなかった（図 5-6）．切片培養においては，全株か

ら大腸菌は検出されなかった（図 5-7）．判定不可である Run1 の株 No. 3 を除

くと，レタス磨砕物の 10 倍希釈液を接種した全ての CA 培地から大腸菌は検出

されなかった（図 5-9）．培養後のレタス磨砕物を接種した CA 培地については，

Run1 の株 No. 2 から大腸菌が検出された（図 5-10）．一方で Run2 の植物体か

らは大腸菌は検出されなかった．よって，洗浄水の汚染により内部侵入が判定

できなかったものを除くと，Run1 の株 No. 2 の増菌培養法からのみ大腸菌の内

部侵入が確認された（表 5-3）．また，今回の試験においても，大腸菌が侵入し

た Run1 のレタス（株 No. 2）の重量は 13 g 程度であり，侵入しなかった Run2

のレタスの重量は 22 g 程度だったことから，大腸菌のレタス内部への侵入には，

レタスの重量との関係性があると考えられる．  

 

5-3-3 大腸菌陽性株の API20E による簡易同定結果  

レタス内部に侵入した大腸菌が接種した大腸菌と同一であるかを確認するた
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め，侵入したと判定されたコロニーを分離・純化し，生化学試験および API20E

による簡易同定を行った．コロニーは追加曝露試験で大腸菌陽性と判定した増

菌培養および切片培養の培地から分離し，全部で 5 株となった．生化学試験の

結果，レタス内部から分離した全ての菌株が大腸菌 KM1 株と同じ生化学的性質

を示した（表 5-4）．そこで，API20E による簡易同定に供した．その一例を図

5-11 に示す．大腸菌陽性株の簡易同定結果を表 5-4 に示す．分離した 5 株すべ

てが大腸菌 KM1 と同一の API コード（5104572）を持つ大腸菌であると判定さ

れた．これらの結果から，水耕液に接種した大腸菌が根を介して植物体地上部

へと移行したことが確認された．その際の植物体内部への大腸菌侵入の閾値は，

大腸菌密度が 2 × 10
4
 CFU/mL～1 × 10

5
 CFU/mL の範囲で 5 日間維持された場

合であると示された．
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収穫 

図 5-1 供試植物の水耕栽培および大腸菌反復接種による曝露試験の手順 

（大腸菌初発菌密度 106 CFU/mL） 

 

播種から 30 日後，植物体地上部 3 株を根際で切断して採取・分析 

各微生物の定量 
曝露期間中，毎日 2 回，大腸菌液接種後に水耕液を採取 

大腸菌を希釈平板法，原生動物を MPN 法で定量 

播種 

移植 

曝露 

播種から 25 日後，大腸菌液（109 CFU/mL） 2 mL を水耕液 2 L に接種し 

（初発菌数が 106 CFU/mL となる）， 

1 日 2 回接種（0 日後午後～1 日後午後では反復接種せず），5 日間曝露 

グロースチェンバー内に設置した水耕栽培装置（19 × 26 × 8.9 cm，水耕液 4 L）で 

実生 4 株を移植 

水耕用ウレタンマットに種子を播種 

グロースチェンバー内（明期 23°C，暗期 20°C，湿度 70％，日長 16 時間）にて 

3 日間栽培（暗条件下） 

育苗 

栽培 

グロースチェンバー内で（同上条件）10 日間育苗 

水耕液を適宜補充し 

（水耕液園試処方 1/2，明期 23°C，暗期 20°C，湿度 70％，日長 16 時間にて）栽培 
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収穫 

図 5-2 供試植物の水耕栽培および大腸菌反復接種による曝露試験の手順 

（大腸菌初菌密度 104 CFU/mL） 

 

播種から 30 日後，植物体地上部 3 株を根際で切断して採取・分析 

各微生物の定量 
曝露期間中，毎日 2 回，大腸菌液接種後に水耕液を採取 

大腸菌を希釈平板法，原生動物を MPN 法で定量 

播種 

移植 

曝露 
播種から 25 日後，大腸菌液（108 CFU/mL）200 µL を 

水耕液 2 L に接種し（初発菌数が 104 CFU/mL となる），1 日 2 回接種，5 日間曝露 

グロースチェンバー内に設置した水耕栽培装置（19 × 26 × 8.9 cm，水耕液 4 L）で 

実生 4 株を移植 

水耕用ウレタンマットに種子を播種 

グロースチェンバー内（明期 23°C，暗期 20°C，湿度 70％，日長 16 時間）にて 

3 日間栽培（暗条件下） 

育苗 

栽培 

グロースチェンバー内で（同上条件）10 日間育苗 

水耕液を適宜補充し 

（水耕液園試処方 1/2，明期 23°C，暗期 20°C，湿度 70％，日長 16 時間にて）栽培 
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前培養         

菌懸濁         

菌株を NA 培地に塗抹し，36°C で 18 時間培養 

上記前培養から白金耳でコロニーを釣菌し（コロニー1 個程

度），5 mL の滅菌生理食塩水に懸濁 

図 5-3 API 20E の手順 

判定         

培養        

接種         API 20E のウェルへ接種 

接種後すぐに蓋をし，36°C で 18 時間培養 

判定表に従って成績を読み取り，7 桁の API コードに変換し，

apiwebTM（https://apiweb.biomerieux.com）にコードを入力して

検索および同定 
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表 5-1 大腸菌を反復接種した際の水耕液中の大腸菌と原生動物の経時的変化（大腸菌初発菌密度 106 CFU/mL） 

    

Run 

曝露日数 

  
0 1 2 3 4 5 

    AM PM AM PM AM PM AM PM AM PM AM 

大腸菌* 

接種源 
(2.60 ± 0.10) 

× 10
9
 

NT** NT NT 
(4.07 ± 0.78) 

× 10
9
 

(3.63 ± 0.45) 

× 10
9
 

(4.30 ± 0.70) 

× 10
9
 

(2.35 ± 0.39) 

× 10
9
 

(4.00 ± 0.44) 

× 10
9
 

(4.97 ± 1.19) 

× 10
9
 

(5.43 ± 0.90) 

× 10
9
 

1 
(9.63 ± 0.21) 

× 10
6
 

(3.90 ± 0.78) 

× 10
6
 

(1.66 ± 0.16) 

× 10
6
 

(3.27 ± 0.47) 

× 10
5
 

(5.23 ± 0.21) 

× 10
6
 

(8.20 ± 2.07) 

× 10
6
 

(4.30 ± 1.15) 

× 10
6
 

(3.97 ± 0.76) 

× 10
6
 

(3.93 ± 0.32) 

× 10
6
 

(6.03 ± 0.38) 

× 10
6
 

(3.03 ± 0.31) 

× 10
6
 

2 
(6.77 ± 0.96) 

× 10
6
 

(3.70 ± 0.46) 

× 10
6
 

(2.75 ± 0.38) 

× 10
6
 

(1.09 ± 0.25) 

× 10
6
 

(4.93 ± 1.79) 

× 10
6
 

(6.27 ± 0.70) 

× 10
6
 

(4.73 ± 1.17) 

× 10
6
 

(6.40 ± 0.70) 

× 10
6
 

(3.57 ± 0.42) 

× 10
6
 

(6.30 ± 0.46) 

× 10
6
 

(4.07 ± 0.12) 

× 10
6
 

原生動物*** 

鞭毛虫 
1 

1.30 × 10
2
 1.30 × 10

2
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.0 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.0 × 10

1
 6.0 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.0 × 10

1
 

繊毛虫 7.45 × 10
2
 1.16 × 10

3
 4.15 × 10

2
 1.20 × 10

3
 5.65 × 10

2
 1.54 × 10

3
 7.45 × 10

3
 3.06 × 10

3
 2.19 × 10

3
 8.85 × 10

3
 2.14 × 10

4
 

鞭毛虫 
2 

6.0 × 10
1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.0 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.0 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.0 × 10

1
 

繊毛虫 3.06 × 10
3
 7.45 × 10

2
 5.65 × 10

2
 1.02 × 10

3
 1.20 × 10

3
 3.06 × 10

3
 3.06 × 10

3
 5.50 × 10

3
 1.63 × 10

3
 4.32 × 10

3
 4.32 × 10

3
 

* 単位 : CFU/mL （検出限界 : 0.3 CFU/mL） 

** NT: Not Tested （0 日後 PM～1 日後 PM では追加接種せず） 

*** 単位 : MPN/mL （検出限界 : 5.5×101 MPN/mL） 
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（
L

o
g

 C
F

U
/m

L
）
 

原
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動
物

数
（
L

o
g

 M
P

N
/m

L
）
 

曝露日数 

Run 2 

大腸菌（捕食圧がない場合の計算値） 大腸菌 

鞭毛虫 繊毛虫 

＊破線は原生動物の検出限界 : 5.5 × 101 MPN/mL 

図 5-4 大腸菌を反復接種した水耕液中の大腸菌と原生動物の経時的変化

（大腸菌初発菌密度 106 CFU/mL） 
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表 5-2 大腸菌を反復接種した際の水耕液中の大腸菌と原生動物の経時的変化（大腸菌初発菌密度 104 CFU/mL） 

  

Run 

曝露日数 

  
0 1 2 3 4 5 

  
AM PM AM PM AM PM AM PM AM PM AM 

大腸菌* 

接種源 
(9.57 ± 0.21) 

× 10
8
 

(9.00 ± 1.70) 

× 10
8
 

(9.63 ± 0.31) 

× 10
8
 

(8.77 ± 0.87) 

× 10
8
 

(4.13 ± 0.65) 

× 10
8
 

(2.16 ± 0.17) 

× 10
8
 

(3.67 ± 0.12) 

× 10
8
 

(4.47 ± 2.11) 

× 10
8
 

(6.30 ± 0.36) 

× 10
8
 

(6.40 ± 0.44) 

× 10
8
 

(5.90 ± 0.10) 

× 10
8
 

1 
(7.40 ± 0.78) 

× 10
4
 

(9.93 ± 1.21) 

× 10
4
 

(1.07 ± 0.38) 

× 10
5
 

(1.72 ± 0.08) 

× 10
5
 

(1.12 ± 0.18) 

× 10
5
 

(9.97 ± 0.76) 

× 10
4
 

(9.80 ± 0.50) 

× 10
4
 

(9.10 ± 1.20) 

× 10
4
 

(5.07 ± 0.25) 

× 10
4
 

(4.97 ± 0.32) 

× 10
4
 

(1.47 ± 0.49) 

× 10
4
 

2 
(5.27 ± 0.67) 

× 10
4
 

(7.33 ± 4.33) 

× 10
4
 

(1.11 ± 0.14) 

× 10
5
 

(1.18 ± 0.10) 

× 10
5
 

(8.27 ± 0.97) 

× 10
4
 

(5.80 ± 0.89) 

× 10
4
 

(7.10 ± 0.27) 

× 10
4
 

(1.41 ± 0.19) 

× 10
5
 

(1.01 ± 0.09) 

× 10
5
 

(9.83 ± 0.40) 

× 10
4
 

(2.13 ± 0.20) 

× 10
4
 

原生動物** 

鞭毛虫 
1 

6.00 × 10
1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.00 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 

繊毛虫 1.20 × 10
2
 2.05 × 10

2
 6.00 × 10

1
 6.00 × 10

1
 6.00 × 10

1
 1.30 × 10

2
 < 5.5 × 10

1
 6.00 × 10

1
 1.30 × 10

2
 1.95 × 10

2
 2.34 × 10

3
 

鞭毛虫 
2 

< 5.5 × 10
1
 6.00 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 6.00 × 10

1
 6.00 × 10

1
 < 5.5 × 10

1
 2.80 × 10

2
 

繊毛虫 5.65 × 10
2
 1.20 × 10

2
 5.65 × 10

2
 3.00 × 10

2
 3.00 × 10

2
 3.80 × 10

2
 6.00 × 10

1
 3.00 × 10

2
 3.00 × 10

2
 3.00 × 10

2
 4.21 × 10

3
 

* 単位 : CFU/mL （検出限界 : 0.3 CFU/mL） 

** 単位 : MPN/mL （検出限界 : 5.5 × 101 MPN/mL） 
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大腸菌（捕食圧がない場合の計算値） 大腸菌 

鞭毛虫 繊毛虫 

*破線は原生動物の検出限界 : 5.5 × 101 MPN/mL 

図 5-5 大腸菌を反復接種した水耕液中の大腸菌と原生動物の経時的変化 

（大腸菌初発菌密度 104 CFU/mL） 
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大腸菌初発菌密度

（CFU/mL） 
 

植物株 No. 

1 2 3 

10
6
 

Run 1 

   

Run 2 

   

対照区 

 

  

10
4
 

Run 1 

   

Run 2 

   

対照区 

 

  

図 5-6 洗浄水をろ過したメンブランフィルターの増菌培養液を接種した CA 培地の培養性状 
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図 5-7 大腸菌曝露 5 日後のレタス切片の CA 培地上の性状 

 

図 5-8 大腸菌陽性切片の拡大図 

（大腸菌初発菌密度 106 CFU/mL，Run 2-1） 
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図 5-9 レタス磨砕物の 10 倍希釈液を接種した CA 培地の性状 



106 
 

 

大腸菌初発菌密度 

（CFU/mL） 
 

植物株 No. 

1 2 3 

10
6
 

Run 1 

   

Run 2 

   

10
4
 

Run 1 

   

Run 2 

   

図 5-10  増菌培養後のレタス磨砕物液を接種した CA 培地の性状 
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表 5-3 大腸菌を反復接種した場合のレタス内部への大腸菌侵入の有無 

曝露大腸菌密度 

（CFU/mL） 
Run 

大腸菌密度（CFU/mL）* 
株

No. 

葉内の大腸菌の有無** 洗浄水の 

汚染の 

有無 

侵入の 

判定 最小 最大 平均 希釈平板 増菌培養 切片培養*** 

106**** 

1 (3.27 ± 0.47) × 105 (9.63 ± 0.21) × 106 (4.56 ± 2.55) × 106 

1 - - 0/30 - - 

2 - - 0/30 - - 

3 - - 0/30 - - 

2 (1.09 ± 0.25) × 106 (6.77 ± 0.96) × 106 (4.60 ± 1.70) × 106 

1 - + 20/30 - + 

2 - + 0/30 - + 

3 - + 0/30 - + 

104***** 

1 (1.47 ± 0.49) × 104 (1.72 ± 0.08) × 105 (8.81 ± 3.91) × 104 

1 - - 0/30 - - 

2 - + 0/30 - + 

3 +****** + 0/30 + 判定不可 

2 (2.13 ± 0.20) × 104 (1.41 ± 0.19) × 105 (8.44 ± 3.23) × 104 

1 - - 0/30 - - 

2 - - 0/30 - - 

3 - - 0/30 - - 

* 検出限界 : 0.3 CFU/mL 

**  + : 陽性，- : 陰性 

***  陽性の切片/培養した切片数 

****  実施日：2018 年 11 月 5 日～12 日 

*****  実施日：2018 年 12 月 3 日～10 日 

******  2.3 CFU/g 生重 
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表 5-4 大腸菌を反復接種した水耕液のレタス内部から検出された大腸菌陽性菌株の生化性状* 

曝露大腸菌濃度

（CFU/mL） 

分離源 
細胞形状 カタラーゼ オキシダーゼ グラム染色 芽胞 

試験 Run 植物株 No. 試験 

106 2 

1 切片培養 短稈菌 + - - - 

1 磨砕物増菌培養 短稈菌 + - - - 

2 磨砕物増菌培養 短稈菌 + - - - 

3 磨砕物増菌培養 短稈菌 + - - - 

104 1 2 磨砕物増菌培養 短稈菌 + - - - 

大腸菌 KM1 株 短稈菌 + - - -   - 

* + : 陽性， - : 陰性 

図 5-11 API20E による簡易同定結果の一例 

（大腸菌初発菌密度 106 CFU/mL，Run 2-1，切片培養 API CODE = 5104572） 
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6 章 総合考察  

 

本研究では，水耕液中での大腸菌および原生動物の動態を解明し，原生動物

による大腸菌の捕食作用の抑制方法を検討し，水耕栽培作物内部への大腸菌侵

入の閾値を解明した．  

本研究ではまず，水耕液に接種した大腸菌が数日間で大幅に減少すること，

この原因が原生動物の捕食によるものであり，大腸菌は菌密度を一定に維持で

きないことを示した．水耕液に接種した大腸菌菌密度の急激な低下は，µC-FISH

法と希釈平板法による菌数がほぼ一致したことから，VNC 状態への生理学的変

化によるものではなく，大腸菌の死滅によることを示した．フィルター処理実

験により，水耕液中の大腸菌の減少は，孔径 1.0 µm および 0.2 µm のフィルタ

ーで除去できる生物学的因子，すなわち原生動物によるものであることが示唆

された．加えて，1.0 µm 処理区で原生動物がほとんど観察されず，糸状菌およ

び酵母も観察されなかったという結果によっても支持されている．水耕液中の

鞭毛虫および繊毛虫による FLB 捕食試験により，原生動物が水耕液中で活発に

細菌を捕食していることを実証した．それに加え，大腸菌および原生動物（鞭

毛虫，アメーバ，および繊毛虫）のバイオボリュームを測定し，その増減を比

較した結果，全原生動物バイオボリュームの増加量は大腸菌バイオボリューム

の減少量の約 9%に相当し，これは Scott（1985）により報告された捕食原生動

物と非捕食細菌の存在比の値とほぼ一致する．白川および我孫子（ 2001）は，

Cryptotaenia canadensis  subsp. japonica（ミツバ），リーフレタス，およびバ

ターヘッドレタス栽培中の水耕液に接種した大腸菌が本研究と同様に減少する

ことを報告しているが，大腸菌減少の原因については言及していない．本研究

は，水耕液中の外来菌の生存性に原生動物が重要な役割を担うことを報告した

初めてのものである．  

水耕液の常在菌と大腸菌では，大腸菌の方が原生動物に捕食されやすいこと

が判明した．これは，原生動物の細菌捕食には嗜好性がある（Dopheide ら，
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2011）可能性，また本研究では接種した大腸菌密度が常在菌密度よりも著しく

高かったために，常在菌よりも原生動物に捕食されやすくなったためと考えら

れる．  

Mallory ら（1983）により，標的細菌（本研究での大腸菌に相当）の他に原

生動物の餌となる細菌が存在すると，他の細菌が存在しないときよりも標的細

菌の菌密度が減少することが報告されている．本研究において，常在菌がほと

んど減少せず，大腸菌が大幅に減少する理由は，原生動物が大腸菌に対する嗜

好性を有していること，ならびに常在菌が多く存在したため，大腸菌菌密度が

低くなってからも，菌密度の高い常在菌が捕食される際に，常在菌と共に大腸

菌が捕食されたためと考えられる．  

多くの研究者が，淡水（Berninger ら，1991；Hahn および Höfle，2001；

Pernthaler，2005；Kanavil li l および Kurissery，2013），海水（Fenchel，1982；

Hahn および Höfle，2001；Sherr および Sherr，2002；Pernthaler，2005），土

壌（Clarholm，1981；Vargas および Hattori，1986；Rønn ら，2002），および

バイオフィルム（Dopheide ら，2011；Knavilli l および Kurissery 2013； Inaba

ら，2018）などの自然環境において原生動物が細菌捕食者として重要な役割を

果たしていると報告している．このような役割が水耕液中でも果たされている

ことを本研究で明らかにした．  

このような現象は，生鮮野菜へのヒト病原菌侵入に大きな影響を与える可能

性がある．多くの研究で，植物体内部への腸内細菌の侵入に焦点があてられて

きたが，細菌の侵入に要する菌密度（閾値）に関しては，統一した見解がない．

生鮮野菜へのヒト病原菌の実験的な侵入は Itoh ら（1998）によって初めて報告

された．彼らは，滅菌水中のハツカダイコンに大腸菌 O157:H7 を 10
3
 CFU/mL

で接種した際に，植物体内部へと侵入すると報告した．無菌条件下では，ヒト

病原菌の植物体内部への侵入閾値は非滅菌条件下よりも低くなるようであり，

大腸菌 O157:H7 が約 10
2
 CFU/mL の濃度でレタス，クレス，ハツカダイコン，

お よ び ホ ウ レ ン ソ ウ を 含 む 様 々 な 生 鮮 野 菜 に 侵 入 す る と 報 告 さ れ て い る
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（Jablasone ら，2005）．同様に、Salmonella enterica は，レタスおよびハツ

カダイコンの植物に滅菌系では同じ濃度で侵入することが報告されている

（Jablasone ら，2005）．さらに，大腸菌 O157:H7 と S. enterica は，接種菌密

度 10
0
 CFU/mL において滅菌寒天で成長したアルファルファに侵入したと報告

されている（Dong ら，  2003）．しかしこれらとは対照的に，大腸菌 O157:H7

は，非滅菌の水耕栽培で生育したレタス内部に，3 × 10
7
 CFU/mL の濃度でさえ

も侵入できなかった（Franz ら，2007）．これらの報告で観察された滅菌状態と

非滅菌状態での閾値の矛盾は，非滅菌条件下（水耕栽培）での原生動物の存在

および滅菌条件でのそれらの不在によって説明することができる．   

本研究では，大腸菌の植物体内部への侵入の閾値が，植物種によって大きく

異なることを明らかにした．大腸菌が侵入したレタス，ホウレンソウ，および

コマツナは双子葉植物であり，侵入しなかったコネギは単子葉植物という違い

がある．両者には維管束の配置や太さ，根の構造等に大きな違いがあり，これ

らが大腸菌の侵入に影響を及ぼしている可能性も考えられる．しかし，単子葉

植物での大腸菌等の侵入に関する報告は本研究を除いてはほとんど見当たらず，

知見が極めて少ない．双子葉類の 3 種でも侵入の閾値が異なっており，レタス

では 10
5
 CFU/mL と 10

6
 CFU/mL の間，ホウレンソウでは 10

7
 CFU/mL よりも

低密度、そしてコマツナでは 10
7
 CFU/mL と 10

8
 CFU/mL の間に閾値があるこ

とが示唆された．これは，大腸菌の接種が 1 回のみの場合であり，レタスにお

いて大腸菌を反復接種した際には 10
4
 CFU/mL でも大腸菌が植物体内部へと侵

入した．このことから，大腸菌密度が維持された場合には低菌密度であっても

植物体内部に侵入する可能性が高いことが判明した．切片培養法により大腸菌

コロニーが主に維管束上に観察されたことから，根から侵入した大腸菌は維管

束を通り，地上部まで移行してきたことが明らかであった．維管束が主要な移

動経路の一つであることは，S. enterica によるピーナッツ植物体への侵入でも

明らかにされている（Deering ら，2012）．  

大腸菌の内部侵入における閾値を左右する因子には，初発菌密度，曝露期間，
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植物種，および原生動物の存在があることが明らかであった．特に，初発大腸

菌密度と侵入率に高い関連性があることが示唆された．水耕栽培ホウレンソウ

に大腸菌  O157:H7 を曝露した際に，初発菌密度が 10
5
 CFU/mL の場合よりも

10
7
 CFU/mL の 場 合 に よ り 高 い 頻 度 で 内 部 に 侵 入 し た と い う 報 告 が あ る

（Macarisin ら，2014）．同様に，アルファルファに S. enterica を 10
0～10

7
 

CFU/mL の初発菌密度で曝露した際に，初発菌密度が高いほど，内部に侵入し

た S. enterica の菌密度が上昇した（Dong ら，2003）．本研究でも 10
5
 CFU/mL

の低菌密度ではレタス植物体内部への菌侵入は生じなかったが，大腸菌密度が

高くなっていくにつれて侵入率が上昇する傾向が認められた．したがって，本

研究の諸結果は，これらの報告を支持する．  

本研究は非滅菌条件であり，そのため原生動物の影響を受け，大腸菌の植物

体内部への侵入の閾値を決定することが難しかった．すなわち，大腸菌の植物

体内部への侵入の閾値を解明するためには，初発菌密度を維持することが不可

欠であるが，原生動物が存在するために困難である．そこで，原生動物による

捕食作用を抑制する抗原生動物薬を種々検討した．まずメトロニダゾールにつ

いては，大腸菌曝露試験において，濃度 500～1,000 mg/L の範囲で原生動物の

増殖をある程度抑えられた．しかし，大腸菌密度が著しく減少したことから，

捕食作用は抑えられなかったと示唆される．次いでピランテルパモ酸塩につい

ては，in vitro 試験において原生動物密度がある程度低くないと効果がないこと

が判明した．  

抗原生動物薬は嫌気的な人体腸管内で効果を発揮するものであり，メトロニ

ダゾールは嫌気的環境の方が細胞に取り込まれやすいとの報告がある（Müller

および Lindmark，1976）．このことから，好気的な水耕栽培養液中では，細胞

への浸透性が低下して薬効が弱まったと考えられる．  

したがって，両薬剤とも単独では十分な効果がないことが判明した．メトロ

ニダゾールとピランテルパモ酸塩を組み合わせた場合，ランブル鞭毛虫に対し

ての効果が向上したという報告があり（Hausen ら，2010），両薬剤をレタスお
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よび大腸菌への影響がない濃度で混合し，原生動物への効果を判定した．しか

し，供試の条件では，原生動物の増殖を抑制できなかったため，両薬剤を混合

使用しても大腸菌の捕食作用を抑制できないと考えられる．以上のことから，

薬剤による原生動物の大腸菌捕食作用の抑制は困難であると判明した．  

そこで，大腸菌を反復接種することによって原生動物の捕食圧を相殺し，水

耕液中の菌密度を一定に維持した上で植物体内部への侵入の有無を検討した．

大腸菌初発菌密度 10
6
 CFU/mL または 10

4
 CFU/mL の大腸菌を水耕液に追加接

種した場合，接種した大腸菌密度の総和に比して終末菌密度は約 10%に相当し

た．これは，原生動物によって約 90%の菌体が捕食されたためだと考えられる．

また，原生動物の中でも，鞭毛虫は比較的少数しか検出されなかったのに対し

て，繊毛虫は 1 桁増加していたことから，大腸菌捕食には繊毛虫が大きく寄与

していると考えられる．  

初発菌密度 10
6
 CFU/mL の試験では，レタス全 6 株のうち 3 株の内部に大腸

菌が侵入した．また，植物体 Run2-1 の 30 切片のうち，20 切片から大腸菌が

検出されたことから，根から侵入した大腸菌が維管束を介して植物体内部を広

域的に移動することが証明された．一方，初発菌密度 10
4
 CFU/mL の試験では，

レタス全 5 株のうち，洗浄水が汚染されていた 1 株を除き，1 株の内部に大腸

菌が侵入していた．これらの結果から，大腸菌が 1.5 × 10
4
 CFU/mL～1.7 × 10

5
 

CFU/mL の菌密度で 5 日間維持された場合に，レタス内部に侵入することが判

明した．このように，原生動物の捕食圧下においても，大腸菌の侵入閾値を正

確に測定できたのは，本研究が初めてである．  

先行研究において水耕液や灌漑水中の大腸菌の生存性が悪いことが示されて

おり (Lopez-Galvez ら，2016；Bernstein ら，2006)，本研究においても水耕液

に接種した大腸菌が原生動物による捕食作用によって著しく減少した．これら

のことを踏まえると，本研究における反復接種のように菌密度が維持される状

況は現実の水耕栽培施設では稀であり，今回判明した閾値は生産現場では極め

て起こりにくいと言える．また，自然状態では原生動物による捕食作用がある
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ため，生産現場では ,今回判明した閾値よりも高い初発菌密度でないと植物体内

部への侵入は起こりにくいとも考えられる．  

本研究の実験結果から，大腸菌は，レタスが吸水する際に根から内部へ侵入

した可能性が高いと考えられる．Wachtel ら（2001）の試験では，ポット土壌

に大腸菌 O157:H7 を接種し，レタスの幼苗に曝露したところ，根に単体または

小さな凝集体で存在しており，接種した大腸菌 O157:H7 の大部分が維管束内部

（Wachtel らは導管ではないかと推察）に存在していたと述べており，本研究

の見解と一致する．  一方，Wright ら（2012）は，作物の液体培地に大腸菌を

接種した場合，根の表面組織のアポプラスト（細胞壁と細胞膜の間）に大腸菌

の集団が存在しており，植物共生細菌と類似したメカニズムで細胞内部に侵入

する可能性があると報告している．このことは，維管束系だけでなく，根の表

面の細胞からでも植物体内部に侵入できることを示しているが，シンプラスト

にまで侵入するかどうかの知見はない．加えて，植物側がヒト病原菌を植物共

生菌だと誤認して結果的に誘引してしまう，あるいは，防御機能が応答せず，

ヒト病原菌が排除されない可能性も考えられる．  

水耕栽培施設，特に養液循環型の施設にヒト病原菌が侵入した場合，水耕栽

培装置全体に汚染が広がり，作物を汚染するリスクが高いことが指摘されてい

る（農林水産省農林水産技術会議，2005）．一方本研究により，水耕液に接種

した大腸菌は原生動物に急激に捕食され，菌密度が短時日に著しく減少するこ

と，また原生動物共存下で大腸菌の接種が一回だけの場合には，作物体への侵

入は 10
6
 CFU/mL 以上の高い菌密度で初めて生ずることを明らかにした．大腸

菌反復接種試験では 10
4
 CFU/mL でも大腸菌のレタス内部への侵入が観察され

た．しかし，水耕栽培施設が一挙に 10
6
 CFU/mL もの高い菌密度で食中毒菌に

よって汚染される可能性，および水耕液に混入した大腸菌が 10
4
 CFU/mL で長

期間維持される可能性は考えにくい．これらのことから，水耕液に常在する原

生動物の捕食作用は，水耕栽培施設における食中毒菌汚染の脅威を低減する自

然の仕組みであると言うことができよう．  
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我が国の水耕栽培施設の衛生管理にあたっては，日本施設園芸協会による水

耕栽培の衛生管理ガイド（日本施設園芸協会，1999）などの周知により，その

水準は国際的にも高い．この点，毎年のように水耕栽培野菜やスプラウトなど

による大規模な食中毒が多発している欧米（EFSA，2011；Frank ら，2011）

とは一線を画している．本研究で明らかにした水耕液中での原生動物と大腸菌

の相互作用ならびに大腸菌の植物体内部への侵入閾値に関する知見は，水耕栽

培作物の衛生管理に大きく貢献すると期待される．今後一層の安全安心な水耕

栽培野菜の生産のための衛生管理には、ヒト病原菌と原生動物との相互作用な

どに関するさらなる知見の集積が望まれる．  
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