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要旨

　私たちの身の回りに棲息する細菌の観察には顕
微鏡が欠かせない．その中でも走査型電子顕微鏡
は鮮明な画像を得ることができ，児童生徒の教育
にはぜひ利用したい装置である．しかし．従来の
装置は大型で取り扱いが難しく，十分な訓練を受
けた者しか取り扱うことができなかった．また，
観察試料の調製にも専用の装置と試薬が必要で，
試料調製には長時間を要した．筆者らは，近年開
発された取り扱いの簡単な卓上走査型電子顕微鏡
と試料調製試薬キットを用いてスタフィロコッカ
ス属細菌，シュードモナス細菌，納豆菌および大
腸菌の観察を行ったところ，簡単迅速な操作で細
菌の電子顕微鏡観察が可能であることが分かっ
た．理科教育の現場では，児童生徒に実際に目で
見せることが肝要であり，簡単で迅速な細菌の電
子顕微鏡観察は，児童生徒の学習意欲を引き出す
ために大いに貢献すると思われる．また，卓上走
査型電子顕微鏡はコンパクトで，移動，設置が簡
単に行えるため，小中学校や高等学校での出前授
業や，被災地の教育支援にきわめて有効な装置で
あると思われる．

１．緒言

　私たちの周囲には無数の細菌が棲息している．
それらの中には納豆菌や乳酸菌のように発酵食品

の製造に必須の菌種もあり，これらは私たちの暮
らしに欠くことのできない重要な細菌である．ま
た，ヒトの常在菌として私たちの身体に住み着き
細菌感染のバリアの役目を果たしている菌種も多
い．これらもまた，私たちが健康に生活するうえ
で欠くことのできない細菌である．一方で，ヒト
に疾病を引き起こす菌種や，バイオフィルム（粘
着性のある菌の集合体）を形成して持続感染の原
因となる菌種もあり，これらは治療・感染予防の
観点から重要である．特に，病原性の高い菌種や
抗菌薬に耐性を示す菌種については注意が必要で
ある．
　世界保健機関（WHO）の実験室バイオセーフ
ティー指針１）では，細菌は，その病原性の程度に
応じて４段階にリスク群分類されている．リスク
群１は個体および地域社会へのリスクは無い，な
いしは低い菌種である．このような細菌を取り扱
う実験はバイオセーフティーレベル１（BSL1）の
要件を満たした実験室で行われる．リスク群２，
リスク群３およびリスク群４に含まれる細菌はヒ
トに疾病を引き起こすことが明らかなものであり，
児童生徒の教育教材等に用いるべきではない．こ
れらの病原体の取り扱いはそれぞれBSL2，BSL3，
BSL4の要件を満たした実験室内で，十分な知識と
手技を有する者のみが行うべきである２）３）．
　細菌に関して私たちは，一方では発酵食品のよ

岩手大学教育学部附属教育実践総合センター研究紀要　第13号　53－58，2014



54

され，また，簡便な導電試薬キットが発売された
ことにより，細菌の SEM観察が従来に比べて格
段に身近になりつつある．そこで，筆者らはこれ
らの装置と試薬を用いて，児童生徒が身近な細菌
種を簡便に SEM観察できるようなプロトコルを
検討した．本稿では具体的な SEM画像を示しな
がら実施例を紹介する．

２．材料と方法

２．１．細菌種と培養方法

　本実験に用いた細菌種を表１に示す．いずれも
BSL1で取り扱い可能な細菌種である．これらの
細菌をLB寒天培地に塗布し27℃で終夜静置した．
または，菌懸濁液を96穴プレートに分注し27℃で
60時間静置した．このようにして調製した細菌試
料を SEM観察に供した． 

２．２．細菌試料の固定・脱水・導電試薬処理

　調製した細菌試料を白金耳で採取しスライドガ
ラスに拡げた．これらを２％グルタルアルデヒド
溶液に２時間浸漬し固定した後，リン酸緩衝液に
て洗浄し，50％エタノールに15分間浸漬，75％エ
タノールに15分間浸漬，99％エタノールに15分間
浸漬して脱水した．固定・脱水処理をした細菌試
料に TIブルー試薬（日新 EM株式会社）を滴下
し５分間静置して導電処理を施し SEM観察に供
した．納豆菌については，培養した菌体の観察と
は別に，芽胞を観察するために食品から白金耳で
採りスライドガラスに塗布し，固定，脱水処理，
導電処理を行った．

うに先人の知恵に学びながら積極的にこれを利用
し，他方では感染症の治療や予防のために注意を
払わなければならない．私たちの生活圏から病原
体等を完全に排除し，有用な細菌のみを残すこと
は技術的に不可能であるため，私たちは身の回り
にはさまざまな細菌がいることを理解し，これら
と賢くつき合う必要がある．そのために児童生徒
には細菌に関する正しい知識を身に付けさせなけ
ればならない．児童生徒の教育には実際に目で見
せることが肝要であり，細菌の鮮明な画像を見せ
ることができれば教育効果が向上することは大い
に期待できる．菌体を鮮明に観察するためには
走査型電子顕微鏡（SEM）の使用が望ましい．
SEMは電子線をレンズで絞りながら観察試料の
表面を走査し，試料から発生する反射電子や二次
電子を解析して画像化するため，通常の光学顕微
鏡より分解能が高い．さらに，SEMは光学顕微
鏡より焦点深度が深く視野全体に渡って焦点の
合った鮮明で立体的な画像が得られる４）５）６）．こ
のような特性のため SEMを用いることにより細
菌の形態や表面の微細な構造を鮮明な画像で見る
ことができる．しかし，SEMは操作方法が難しく，
優れた手技を有しない場合は鮮明な画像を得るこ
とが困難である．また，観察試料の前処理（細菌
の固定，脱水，導電処理等）は光学顕微鏡を用い
る場合に比べてはるかに煩雑である．そのため，
学校現場で SEMを用いた教育を行うことは極め
て困難であった．
　近年，操作の簡単な卓上タイプの SEMが開発
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表１．本研究で使用した菌株
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３．結果と考察

３．１．スタフィロコッカス属細菌の電子顕微鏡

観察

　本属細菌種はグラム陽性の球菌であり，環境中
に広く分布し，ヒトの常在菌としても多くの菌種
が知られている．本属のうち黄色ブドウ球菌（S. 

aureus）は BSL2で取り扱うべき菌種であり，化膿
や敗血症の原因ともなり，臨床分離株では抗菌薬
に耐性を示すものも多く医学上重要な菌種である．

２．３．細菌試料の電子顕微鏡観察

　本実験には卓上走査型電子顕微鏡 TM-1000（日
立ハイテク株式会社）を用いた（図１）．装置の
操作はメーカーの取り扱い説明に従って行った．
倍率の変更や焦点合わせはモニタで試料の画像を
見ながらマウスを操作することによって行った．

卓上走査型電子顕微鏡を用いた身近な細菌の観察

図１．卓上走査型電子顕微鏡

図２．スタフィロコッカス属細菌のSEM画像
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環境では増殖を停止し芽胞を形成して休眠する．
本菌種の SEM画像を図４に示す．納豆から分離
した試料には芽胞が多く，やや丸みのある形態が
みとめられる．これを培養した後に採取し SEM

解析を行うと，明瞭な桿菌の形態がみとめられた．
３．４．大腸菌の電子顕微鏡観察

　本菌種はエシェリキア属のグラム陰性桿菌であ
り，ヒトや動物の腸管内の常在菌である．病原性
を有する種類も多く臨床上重要な菌種である．
本菌種のうち BW25113株（BSL1で取り扱いが可
能なK12株に由来する）のSEM画像を図５に示す．
桿菌の形態が鮮明にみとめられた．
　大腸菌は分子生物学分野における実験材料とし
て古くから世界中の研究機関で用いられている菌
種でもある．特に，K12株や B株，およびこれら
に由来する菌株は遺伝子組換え実験では欠かすこ
とのできない重要な実験ツールとなっている．筆
者らの研究室ではこれらの大腸菌株を用いた新規
有用遺伝子の探索や，既知の遺伝子の改変等の遺
伝子組換え実験を行っている．細菌の増殖制御を

本属のうちBSL1で取り扱いができる S. epidemidis，
S. saprophyticus，S. simulans，S. warneriの SEM画
像を図２に示す．球菌の形態が鮮明に確認できた． 
３．２．シュードモナス属細菌の電子顕微鏡観察

　本属細菌種はグラム陰性の桿菌であり，環境中
に広く分布する一方で，家庭や病院の水回りに棲
息し感染症の原因となることが多い．本属のうち，
緑膿菌（P. aeruginosa）は BSL2で取り扱うべき菌
種であり，院内感染の代表的な菌種で，消毒薬や
抗菌薬に抵抗性を示すため臨床上重要である．
本属のうちBSL1で取り扱いができるP. alcaligenes，
P. mendocina，P. putidaの SEM画像を図３に示す．
桿菌の形態が鮮明にみとめられた． 

３．３．納豆菌の電子顕微鏡観察

　本菌種はバシラス属のグラム陽性桿菌であり，
発酵食品である納豆の製造に必須で，産業上重要
な菌種である．安全性は歴史的に証明されている
と言ってよく，BSL1で取り扱うことができる．
本菌種は栄養分が豊富で温度，湿度等の条件が適
した環境では活発に分裂し増殖するが，適さない
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図３．シュードモナス属細菌のSEM画像

図４．納豆菌の芽胞と菌体のSEM画像
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目的とした研究の過程で当研究室にて作製した遺
伝子組換え大腸菌の一例を図６に示す．SEM所
見より，この大腸菌は菌体が伸長し本来の大腸菌
とはまったく異なる形状を呈していることが分
かった．本菌の DNAを蛍光色素ヘキスト33342
で染色し蛍光顕微鏡で観察すると， 菌体内に大腸
菌DNAがほぼ等間隔に配置している様子がみと
められた（図７）．他の所見と合わせて検討した
結果，この遺伝子組換え大腸菌は細胞増殖の過程
でDNA複製は正常に行うが，細胞分裂が正常に
行えないことが分かった．

4.　結言

　TIブルー染色用キットと卓上 SEMを用いるこ
とで簡単，迅速に細菌の SEM観察ができた．卓
上 SEMはマウスで操作できるためパソコンを使
い慣れた世代にはストレスなく使用できた．理科
教育の現場では，児童生徒に実際に目で見せるこ
とが肝要であり，簡単で迅速な細菌の SEM観察
は児童生徒の学習意欲を引き出すために大いに貢
献するであろう．また，卓上 SEMは軽量，コン
パクトで，移動と設置が簡単に行えるため，小中
学校や高校での出前授業や，被災地の教育支援に

卓上走査型電子顕微鏡を用いた身近な細菌の観察

図５．大腸菌BW25113株のSEM画像

図６．形態異常を示す遺伝子組換え大腸菌のSEM画像

図７．形態異常を示す遺伝子組換え大腸菌の蛍光画像
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きわめて有効な装置であると思われる．筆者らは
更に身近な SEM解析を目指して，より簡便な導
電試薬の検討とプロトコルの作成を行っている．
　なお，本稿に示した菌種はいずれもBSL1で取
り扱える比較的安全なものであるため感染事故の
危険性は低い．納豆やヨーグルトからは納豆菌や
乳酸菌を得ることができるので，児童生徒らには
細菌の採取から SEM観察までの一連の作業を経
験させながら，発酵についての理解を深めさせる
ことができるであろう．また，BSL1で取り扱え
る菌種のいくつかは独立行政法人理化学研究所か
ら入手可能であるため利用されたい７）．入手した
細菌は培養して菌数を増やし，一部を SEM観察
に供して，残りを適切に凍結すれば長期間保存可
能である．ただし，比較的安全な菌種といえども，
微生物取り扱い作業の基本に従い，安全管理規則
を遵守しながら行う必要がある．
　一方，児童生徒が河川や土壌から細菌種を分離
する場合は注意が必要である．環境中には BSL2
で取り扱うべき病原体も多く，実験室で分離を試
みると意図せぬ病原体が得られることもある．細
菌種の分離は児童生徒の安全を守るために，十分
な知識と手技を身につけた指導者のもとで行うべ
きである．
　本稿には遺伝子組換え大腸菌の画像も示した．
遺伝子組換え生物を取り扱う場合はカルタヘナ法８）

等の遺伝子組換え実験に関する法令を遵守しなけ
ればならない．遺伝子組換え実験を行う際には拡
散防止区分がどれに該当するか，実験室はそのた
めの設備を備えているかを検討して，十分な知識
と手技を有する指導者のもとで行う必要が有るの
で注意されたい．
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