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背景と目的

SEM で細菌を観察するには、寒天培地の細菌をかんさつする

以外では細菌が増殖している自然の形態を観察できない。特に

SEM で困難といわれる鞭毛の形成形態と微細構造の解析、

また鞭毛や細胞壁構成成分が生体の免疫応答に関与する。と言

われる事などから、私達はSEM およびTEM で細菌鞭毛の形成

状態や、細胞壁の微細構造を常に観察できる事を目的に、 セロ

ファン寒天培地を用いたSEMおよびTEM 両用 試料作製法の開

発を試みた。また、セロファン寒天培地を使用してストレス実

験を試みた。



a:  スライドグラス
b:  アルミホイール
c: 寒天平板法

d: 濾紙
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セロファン上に培養された咽頭癌由来細胞と取り込まれる

Moraxella catarrhalia 菌

セロファン



材料および方法

菌液の準備　:　   病原性大腸菌 E. coli O157:H7(ベロトキシン陰性)と、

　　　　　　　     Burkholderia pseudomallei SP-186 を生理食塩水で108cfu/ml

　　　　　　　   に縣濁し菌液とした。
セロファンの準備: SEM 用は花束アレンジ用で、約  60 μm 厚さ、

                                   TEM 用は市販の工作用カラーセロファンで、約  37μm 厚

　　　　　　　　   を使用した。

                            *    水に一晩漬して脱色乾燥後、  6×8 mm2  に細切し、イオン

　　　　　　　　  スパッター装置(JFC-1100)を使用してイオンエッチングを

　　　　　　　　  セロファン両面に、DC 1.2 kV, 10 mA で7 分間行い、V 字

　　　　　　　　  状の深い溝を作製した。

培地の準備　:        E. coli 　………………………ドルガルスキー改良培地を。

　　　　　　　　 Burkholderia pseudomallei …  ブレインハートインフュジョ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　  ン寒天培地を使用した。

                            *    SEM 用は硬めの 5 % 溶液 (電子線でひび割れを生じない

　　　　　　　　 よう)、TEM 用は少し軟らか目の 4 % 溶液 (包埋樹脂が浸

　　　　　　　　 透するよう) を作製し溶解後、オートクレーブで滅菌して、

　　　　　　　　 55 ℃ の湯煎器に漬けた。　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　



未処理のセロファンの断面

セロファン表面をイオン
エッチングした後の断面
(DC1.2 kV 10 mA, 7分)



湯銭鍋と寒天培地を溶解したバイヤル瓶



湿室の作製と接種法。湿室内のパラフィルム上にセロファン寒天
培地をのせ、菌液をピペットで滴下して接種する。
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セロファン寒天培地に
増殖した B. pseudomallei

   a:  2 時間培養

   b:  4 時間培養

   c:   8 時間培養

   d:  16 時間培養



a:  2 時間培養

b:  4 時間培養

c:  6 時間培養

d:  16 時間培養

セロファン寒天培地に増殖した  E. coli O157:H7(べロトキシン陰性)



セロファン寒天培地の包埋とトリミングの図



B. Pseudomallei  が増殖したセロファン寒天培地断面の
弱拡大TEM像

セロファン層



B. Pseudomallei がセロファン寒天培地上に増殖した強拡大TEM像

セロファン

寒天

イオンエッチング



B. Pseudomallei の強拡大TEM像

外膜

内膜



E. Coli O157:H7(ベロトキシン陰性)の拡大像



E. Coli O157:H7(ベロトキシン陰性)の強拡大像

線毛外膜

内膜

ペプチドグリカン





菌液

上澄IPM

遠心

BET-1A cells

(PNR遊離) 添加 IL-8 production



グラム陰性菌の表層構造
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緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa It-1)
　　　 の抗菌剤 Imiperem  による形態変化

G M (ゲンタマイシン) :  アミノグリコシド系・蛋白合成阻害剤

C A Z (セフタジシジム) :  セフェム系・細胞壁合成阻害剤

I P M (イミペレム) :  カルバペネム系・細胞壁合成阻害剤

　　　　　　　　　　　　* 他にC P F X : DNA合成阻害剤など

菌液

抗菌剤

4 MIC

2 時間

遠心

上澄 緩衝液

洗い 遠心

上澄 固定液



応 用・セロファン寒天培地による緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa It-1)
　　　 の抗菌剤( Imiperem ) による形態変化

菌 液 の 準 備 :　接種する菌液は生食水で  107 cfu /mL に調整。
抗生剤の準備 :　抗生剤は Imiperem を使用し、2 MIC ( 3.12 μg /mL )となるよう調整。

　　　　　　　*　最終濃度は菌液と混合されて、1 MIC ( 1.56 μg /mL )となる。

方　法 :　Trypticace Soy Agar を使用したセロファン寒天培地に、菌液  10 μL を滴下
　　　　  し、37 ℃の恒温器を用いて、湿室条件で  4 時間培養後、増殖している細菌
　　　　  のコロニー上に抗菌剤  10 μL ( 濃度 2 MIC ) を滴下し、追加培養を行った。
　　　　  その後、1 時間、2 時間、4 時間、16 時間 経過ごとに取り出し、固定液に浸
　　　　  して、SEM および TEM 両用の試料作製を行った。　

4 時間培養 抗菌剤添加 追加培養

固定液へ



抗生剤添加

a: １時間
b: ２時間
C: ４時間
d: 16 時間

a
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抗生剤添加後、１時間のTEM 像

外膜

内膜



[ セロフアン寒天培地法の考察  ]

1)　セロファンの利点によつてセロファン寒天培地法が開発された。
　　(セロファンの利点)・電顕試料作製に用いる、あらゆる有機溶剤に不溶性である。
　　　　　　　　　　　・包埋樹脂との接着が良く、切削が容易である。

　　　　　　　　　　　・セロファン表面にイオンエッチング処理で V字谷を作れる。
　　　　　　　　　　　・イオン接着を行うポリ -L-リジン処理ができ、細胞培養も可。
2)　セロフアン表面をイオンエッチングする事でV 字谷を作製する、一つのナノテクノ
ロジーを行うことで、寒天が離脱することを防止でき SEM 試料作製が可能となつ
た。またTEM 試料作製においても、樹脂との接着力が増し、切片においての破れ
を防止する事ができた。これにより同一試料からの良好な  SEM, TEM 像の観察が

　　 可能となり、鞭毛、線毛の形成過程が観察できた。
3)　低粘度エポキシ樹脂を使用のため、菌体内部まで良く樹脂が浸透し、穴開きも生じ
　　なかった。

4)　結果のような経時変化のコロニー像は、培養初期の自然な増殖過程の「その場」を
捕らえているものと推定される。

5)　本法で鞭毛、線毛が頻繁に観察された。この理由は、生理食塩水に縣濁した細菌液
　　の極微量をセロファン寒天培地上に接種し、乾燥防止のため湿室条件に保ち培養し

　　た事によると考えられる。

6)　またストレス処理による「細菌のその場」の微細構造変化を観察できた事から、こ
の「セロファン寒天培地」は、あらゆる微生物の抗菌試験や、食品関係に利用され
ている酵母を始め、あらゆる微生  物の生育増殖試験にも応用できると考えられる。


