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研究成果の概要：藻類細胞の光合成活性を電気化学的にモニタリング可能なバイオセンシング

デバイスの開発を行った．スクリーン印刷を用いて藻類細胞を印刷によって安定に電極上に固

定化する技術を確立した．固定化した藻類細胞の光合成による酸素発生を電気化学的にモニタ

リングすることで，除草剤の毒性を 4 min で評価可能となった．また，藻類の鞭毛運動および

走光性活性変化を迅速に検知可能な新規細胞バイオセンサを開発した．  
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１．研究開始当初の背景 
水環境中には多種多様な化学物質が存在

し，その中には毒性を持つものもある．そ

れにより生じるリスクを避けるためには，

その種類や量を知ることが重要である．そ

の際，特定物質の定量を行うよりも，毒性

物質が生体に与える影響の質や程度をと

らえる方が有効な場合も多い．このため，

生体の毒物に対する応答を利用して毒性

を包括的に評価する手法であるバイオア

ッセイが，重要性を増している．そのなか

でも，藻類細胞を用いたバイオアッセイは，

毒性物質に対する感度や再現性が良い試

験法として広く用いられている．しかし，

成長阻害を指標とするため，評価までに 3

日程度の時間がかかる．また，サンプリン

グしたその場でアッセイを行うことがで

きない．このため，より簡便かつ迅速に毒

性評価できるデバイスが求められている．

研究種目：若手研究（スタートアップ） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19850026 

研究課題名（和文） 藻類細胞アレイバイオセンサーの開発と水質毒性評価への応用 

  

研究課題名（英文） Amperometric Algal Array Biosensor for Environmental Water Toxicity

Test   

  

研究代表者 : 四反田 功 (SHITANDA ISAO) 

           東京理科大学・理工学部・助教 

研究者番号： 70434024 



簡便かつ迅速に毒性評価できるデバイス

として，藻類の光合成活性を利用した

whole-cell biosensor が注目されている．こ

れまでに，光合成によるクロロフィルの蛍

光強度を分光学的に，もしくは酸素発生量

の変化を酸素電極により電気化学的に検

出するものが開発されている．しかし，高

価で，小型化，ディスポーザブル化が困難

であるため，両者ともに簡易型デバイスと

しては普及していない．環境毒性評価にお

ける迅速なバイオアッセイの重要性が増

しているにも関わらず，現状で用いられて

いるのは操作が極めて簡単な一部のシス

テムのみである．従って，バイオセンシン

グ法などを用いた評価法の確立にはまだ

多くの課題が残っている．また，藻類細胞

の鞭毛運動活性変化を同時にモニタリン

グすることで，多種多様な化学物質を含む

環境試料の有害性を多角的に評価可能に

なると考えられる． 

 

２．研究の目的 

本研究では，迅速・簡便に使用できる新

しいバイオセンサーシステムの開発を目

的とした． 
(1)スクリーン印刷を用いた藻類細胞バイオ

センサーの作製とフローインジェクション

分析による毒性評価 

本研究では，バイオセンサの作製方法とし

てスクリーン印刷に着目した．スクリーン印

刷には，正確なパターンを作製可能，幅広い

種類のインクが使用可能，再現性が良好，低

コストといった利点をもつため，スクリーン

印刷による電極はバイオセンサなど幅広く

用いられている．しかし，藻類細胞の固定化

までスクリーン印刷を応用した例はない．本

研究では，藻類細胞インクを調製し，全工程

スクリーン印刷を用いたバイオセンサの作

製した．また，フローインジェクション分析

により，除草剤の毒性評価を行った． 

  

(2)鞭毛藻類の走光性活性を検知するバイオ

センサーの作製と評価 

藻類の鞭毛運動による局所領域の流体の

流れ(生物対流)をリアルタイムに検出する

ことは，細胞の性質を知り，運動の機構を解

明するために重要である．また，鞭毛藻類は，

光や重力に対する走性を持つ．これらの生理

活性は有機化合物や一部の金属イオンによ

って阻害されることが知られている．したが

って，走光性による鞭毛運動をモニタリング

することができれば新たな生態毒性評価法

となりうる．そこで本研究では，ボルボック

スの走光性による生物対流変化をモニタリ

ングするシステムの開発を行った． 

 

３．研究の方法 

(1) スクリーン印刷を用いた藻類細胞バイ

オセンサーの作製とフローインジェクショ

ン分析による毒性評価 

バイオセンサに用いるカーボン電極はス

クリーン印刷で作製した．PETシート上にリ

ード部分である銀，電極部分であるカーボン，

レジストの順に印刷した．それぞれのインク

は印刷後，100℃で 30 分間乾燥させた．藻

類細胞には緑藻類の一種であるChlorella 
vulgarisを用いた．藻類細胞とカーボンナノ

チューブを 4 wt%のアルギン酸ナトリウム

水溶液に懸濁させて藻類インクを調製した．

スクリーン印刷により調製した藻類インク

をカーボン電極上に印刷した．その後 0.2 M

のCaCl2に浸漬させインクを固化させた． 

毒性試験は自作のフローセルを用いて行

った．クロノアンペロメトリーによって藻類

の光合成による酸素還元電流をモニタリン

グした．測定は 3 電極法によって行った．対



極，参照極にはそれぞれ白金線，飽和

Ag/AgCl電極を用いた．藻類バイオセンサ

（作用極）に飽和Ag/AgCl電極に対して-0.7 

Vを印加した状態で，断続的に作用極に可視

光(光強度，10 mW cm-2) を照射した．なお，

測定は暗室内で外界からの光は遮断した状

態で行った．毒物には除草剤である

6-chloro-N-ethyl-N-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-

diamine (atrazine) お よ び

3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-diethylurea 

(DCMU)を用いた． AtrazineもしくはDCMU

を含む溶液を流したときの酸素還元電流の

減少率からatrazineの藻類細胞に対する毒性

を見積もった． 

 

(2)鞭毛藻類の走光性活性を検知するバイオ

センサーの作製と評価 

藻類細胞には鞭毛藻類の一種である

Volvox Carteriを用いた．スクリーン刷法によ

りデュアル電極を作製した．リード部分には

銀を用いた．電極部には生物に毒性のある銀

の溶出を防ぐためにカーボンを印刷した．ポ

リイオンコンプレックス膜を用いて電極間

にボルボックスを固定化した．ボルボックス

の生物対流変化をクロノアンペロメトリー

により電気化学的に検出した．電解質溶液に

Na2SO4水溶液 , レドックスマーカーには

[Fe(CN)6]3-を用いた．電位を-0.1 V vs Ag/AgCl

に保持しながら[Fe(CN)6]3-の拡散限界電流を

モニタリングした．光源には白色LEDを用い

た． 

 

４．研究成果 

(1) スクリーン印刷を用いた藻類細胞バイ

オセンサーの作製とフローインジェクショ

ン分析による毒性評価 

作製した藻類細胞バイオセンサの写真を

図 1 に示す．藻類細胞を印刷により固定化し

たことによって薄く，均一な固定化膜を形成

することができた．膜との密着性は良好であ

った． 

 

 

図 1 スクリーン印刷により作製した光合成

活性測定型藻類細胞バイオセンサ 

 

図 2 に藻類細胞バイオセンサの電流応答

を示す．光を照射すると電流値が増加した．

また, 光の照射を止めると電流値が減少し

た．これは，藻類細胞の光合成による酸素発

生と 暗呼吸による酸素消費のため，電極近

傍の酸素濃度が増減したからである．このこ

とから藻類細胞が光合成活性を保ったまま

電極上に固定化されていることがわかった．

光を照射したときに電流値が定常値になる

までの時間はカーボンナノチューブを用い

なかった場合に比べて 2 倍程度早くなった．

これは，ゲル内で 3 次元網目上に広がってい

るカーボンナノチューブが電極として機能

し，膜内で生成した酸素が電極まで拡散する

時間がより短くなったことが原因と考えら

れる． 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 藻類細胞バイオセンサの電流応答 

 

 図 3 に，atrazineとDCMUの用量－作用曲

線を示す．図 3 の結果から，酸素発生を 50%

阻害する濃度 (IC50)を算出したところ，

atrazine, DCMUのIC50はそれぞれ 12, 1 μmol 

dm-3となった．これより，除草剤毒性が評価



可能であることが示された．また，従来の酸

素電極を用いたセンサと比べて測定時間が

大幅に向上した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 atrazineおよびDCMUの用量－作用曲線 

 

(2) 鞭毛藻類の走光性活性を検知するバイ

オセンサーの作製と評価 

図 4 に電極間に固定したボルボックスの

光学顕微鏡写真を示す．ボルボックスは球体

であり全身に鞭毛を有している．光学顕微鏡

観察により，ボルボックスが鞭毛運動を保持

したまま固定されていることを確認した．ボ

ルボックスの鞭毛運動によって溶液が撹拌

されると，電極近傍の拡散層の厚さが薄くな

る．拡散層が薄くなることによりレドックス

マーカーである[Fe(CN)6]3-の拡散が速くなる

ため還元電流が増加する．このとき，走光性

によりボルボックスは光を照射している方

向と反対側の鞭毛を動かすので，光を照射し

た側の電流値が相対的に小さくなる．これに

より走行性による鞭毛運動変化を電気化学

的に検出できる． 

クロノアンペロメトリーの結果を図 5 に

示す．500 s 後に光を W1 側から照射すると

正の走光性により W2 側の鞭毛運動が活発

になり W2 の還元電流が増加した．また 1500 

s 後に光の照射方向を切り換えると，作用極

1 の還元電流が増加し，作用極 2 の還元電流

が減少した．以上の結果によりボルボックス

の走光性による生物対流の変化をレドック

スマーカーを用いて電気化学的に検出でき

ることが示された． 
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図４ 電極間に固定したボルボックス 
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図 5 ボルボックスの生物対流変化 

の電気化学的検出 

  (W1 on : 作用極 1 側から光を照射) 
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