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抄録：従来診断などルーチンでの菌種の同定は、培養結果(選択培地等)、PCR法などにより行われて
いる。しかし、研究では迅速性が必要であり、専門的に高度に熟練した技術を必要としない分析法を
検討した。口腔内細菌を嫌気性環境で培養し、従来報告されていないRaman分析法によるスペクト
ル分析を行い、菌種同定に有効な測定結果が得られたのでここに報告する
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Abstract:The laboratory generally used method to identify a kind of bacterium by culture result using for
example selective mediums, and PCR analysis.
We examined a simple method, which doesn’t need advanced specialized technique.
 The intraoral bacterium from a human patient was cultured in an anaerobic environment. The result of the
intraoral bacterium is reported here.
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緒言緒言緒言緒言緒言
従来、菌種の同定方法は、培養結果(選択培地等)、PCR

法などにより行われている。
しかし、それらの方法には作業は複雑であり、時間と技

術も要し、コンタミネーションと環境汚染を避けるための
様々な点に注意を払わなくてはならない。そこで、迅速熟
練した専門的に高度な技術を必要としない、コンタミネー
ションの危険の少ない同定方法として、スペクトル分析法
が可能か否かを検討するため、細菌のRaman分析法による
スペクトル分析を行った。ヒト口腔内細菌を嫌気性環境で
培養し、従来報告されていない、測定結果が得られたので、
ここに報告する。

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法
材料：
細菌の採取・培養

  材料としたのは被験者の口腔内より採取したプラークを
用いた。
  滅菌水にて希釈し菌液を作成(滅菌水0.5 mlにて希釈)し、
白金耳 10 µlにて血液寒天培地(栄研化学株式会社：E-MP23
　ポアメディア血液寒天培地)に塗抹。
炭酸ガス培養法(ガスパック法；三菱ガス科化学株式会社
アネロパック CO2)に 37 ℃48時間培養した。確認できた
コロニーをそれぞれ単独に分離するため同条件にて更に単
離培養した。その培地のコロニーを直接顕微Raman分析に
かけた。
  Raman分析については下記条件にて行った。
測定機種：RAMAN RXN SYSTEMS
RAMAN MICROBE(KAISER OPTICAL SYSTEM,INC)
測定条件：励起波長；532nm
Exposure 2秒
Accums　10回
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Fig.1  (Colony A) Fig.2  (Colony B)

  Colony A (Fig.1)の外見は乳白色で円形、大きさが 1～ 3
mm程度で厚さ 1 mm程度、断面の形状はドーム状であっ
た(Fig.1，下部)。
  Colony B(Fig.2)については乳黄白色で円形～不正形、
大きさが 3～ 5 mm程度で厚さ 1～ 2 mm程度、断面の形
状は扁(Fig.2下部)。
  Colony C(Fig.3)は灰乳黄白色で不正形～鋸歯状、5 mm
かそれ以上の大きさがあり、　厚さは 1 mm以下で非常に
薄く、断面の形状は 凸凹であった。
  これら 3つのコロニーは以上の外見的特長からそれぞ
れことなった菌種であり、Colony Cにおいては培地が赤
から黒く変色していることから色素産生性の細菌と推測
される。

RAMANスペクトル分析：

結果結果結果結果結果
培養結果：
 培養の結果、3種類のコロニーを観察した。便宜的にColony
A,B,Cと呼ぶ。

Fig.3 (ColonyC)

　　　　　　　

　

Fig.4

Fig.5

　

Fig.6

対物レンズ：10倍
スポットサイズ：10 µm
解析ソフト：GRAMS/AI

   Colony A, B, Cのピークを Fig.4, 5, 6,Table.1に示した
ピーク＃ 1, 5, 6, 7, 10, 16, 17, 19, 21が共通したピークとし
て認められた。これ以外の一致していないピークがそれ
ぞれのコロニーを同定する際の個々の特徴となると考え
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Table.1：口腔内細菌 Raman分析データ (ColonyA,B,Cのピーク )

　　 ピーク＃ Colony A Colony B Colony C
1 4379 4380 4382
2 4251 － －
3 － 4318 4318
4 － 4252 －
5 3696 3698 3695
6 3418 3419 3418
7 2945 2944 2941
8 2671 2670 －
9 － － 2508
10 2429 2429 2429
11 1934 1933 －
12 1767 1766 －
13 － － 1771
14 1649 1648 －
15 1561 1560 －
16 1521 1521 1521
17 1457 1457 1457
18 575 581 －
19 474 474 474
20 391 391 －
21 348 349 347
22 － 228 －
23 － － 143

られる。各々のピークの同定は今後の課題である。微生物
の FT-IRは特定の指紋のようなパターンで微生物の同定に
使用することができる非常に優れたものである。
   フーリエ変換赤外分光法 (FT-IR)の簡単さと有効性はそ
れを亜種レベルにおける迅速な、分類、識別、および大規
模なスクリーニングのための多能な技術に適している。
今回のRAMAN分析の結果、細菌の同定にスペクトル分
析法が有用であることがわかった。今後更に検討を重ね菌
種の迅速分析法を確立したい。

考察考察考察考察考察
  今回培養した口腔内細菌をRaman分析した菌種毎のスペ
クトルに特徴がみられ、菌種の同定に有効であることが示
せた。
   Beekes et al.1)は FT-IRを使ってグラム陰性,陽性菌,酵
母を分析しそれらの分類を示した。また Rebuffo-Scheer et
al.2)も顕微FT-IRを使い非結核性菌の分析に有効であること
を示している。

Huang et al.3)はFTIRを使い生体内での微生物による分解経
路を研究した。
   Winder et al.4)は　Acinetobactorの迅速同定にFT-IRを用
いている。Maquelin et al.5), Choo-Smith et al.6), Orsini et al.7),
Zeroual et al.8), Erukhimovitch et al.9),Goodacre et al.10)らFT-IR
が微生物の研究に有用であることを示している。
  Naumann11)は FTIRのほかにFT-Ramanでも微生物の研究
に有用であると示している。
今回の結果も同様に FT-Ramanの有効性を示している。
一般的にFT-RamanのほうがFT-IRよりピークの分解能が良
く、従って詳細な解析に適している。
今後、FT-Raman を使ったデータの集積が急がれるであろ
う 12-13)。
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2000-2004•A2005-2007）によるものである。
この研究を進める上で、細菌採取に協力いただいた沼田靖
子歯科医師（松戸歯学部大学院）・諏訪武利歯科医師
（PD,LEBRA）、顕微Raman分析装置を利用させていただい
た日本大学量子科学研究所電子線利用研究施設（LEBRA）
のメンバーの方々をはじめ多くの関係者に厚くお礼申し上
げます。
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