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研究成果の概要（和文）：バイオフィルムなどの環境に常在する病原細菌の一つであるレジオネラ属菌を細菌の
動的過程解明のモデル細菌とし、このレジオネラ属菌の紫外光や化学物質に対するストレス応答の動的過程を細
胞内の蛍光物質の減少、増加過程として反応化学的に記述した。さらにフォトゲート型細菌センサチップをMEMS
流路とハイブリッド化した細菌センサシステム構築を進め、3Dプリンタを用いて作製した筐体にフォトゲート型
細菌センサとMEMS流路を実装し、3.5x13 cm2程度の小型可搬な細菌センサシステムを作製した。この細菌センサ
システムを用いて、レジオネラ属菌の蛍光の動的過程を観測しレジオネラ属菌の識別に成功した。

研究成果の概要（英文）：Legionella species, one of the pathogenic bacteria that are endemic to the 
environment such as biofilms, was used as a model bacterium to elucidate the dynamic process of 
bacteria. The dynamic process of the stress response of Legionella species to UV light was described
 by the reaction kinetics as the decrease and increase of intracellular fluorescent substances. We 
also developed a bacterial sensor system by hybridizing a photogate-type bacterial sensor with a 
MEMS microfluidic. That is, we developed a compact and portable bacterial sensor system of about 3.
5x13 cm2 by mounting a photogate-type bacterial sensor and a MEMS microfluidic in a housing 
fabricated by a 3D printer. Using this bacterial sensor system, we observed the dynamic process of 
fluorescence of Legionella bacteria and succeeded in identifying Legionella species.

研究分野： 集積化MEMS

キーワード： Bio-MEMS　細菌　フォトゲート　レジオネラ属菌　反応化学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオフィルムなどの環境に常在する病原細菌の一つであるレジオネラ属菌を細菌の動的過程解明のモデル細菌
とし、このレジオネラ属菌の紫外光や化学物質に対するストレス応答の動的過程を細胞内の蛍光物質の減少、増
加過程として反応化学的に記述した。さらにフォトゲート型細菌センサチップをMEMS流路とハイブリッド化した
小型可搬な細菌センサシステム構築をした。これにより、培養期間を要することなく医療現場や高齢者施設で即
時的に病原細菌の検知を可能とし、感染のアウトブレイク前に警告を発する可能性を示すことができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
レジオネラや大腸菌 O-157 などによる細菌感染症のアウトブレイクが問題になっていた。従

来の細菌学では、栄養を含む培地を用い、増殖に適した温度で細菌を培養しており、細菌学の知
見は主として好適培養条件下での細菌の性質に依拠して感染症の予防、治療の方法が考えられ
てきた。しかしながら、感染症の発生を必ずしも有効に抑えることができない近年の事実は、限
られた好適条件下での細菌行動の一断面しか見ておらず、実は細菌の多様な行動を見逃してい
る可能性が大きいことを物語っている。これまでの知識だけでは細菌感染症の発生メカニズム
が充分説明できないことが多いのはこのためとも考えられる。細菌の様々な環境条件下におけ
る行動の把握は細菌感染症の予防にとっても、感染後の病態理解においても重要な知見を与え
ることになると期待できる。 
 

２．研究の目的 
 必ずしも好適培養条件下ではない、むしろ細胞内寄生を模擬するマイクロ空間内、紫外光など
の短波長を含む太陽光照射環境下における細菌の性質を検討することにより、これまで知られ
ていなかった新たな細菌挙動（ストレス応答）を見出し病原細菌学に貢献すること、そうしたス
トレス応答を指標とした小型可搬な病原細菌検出用センサの開発への道を拓くことを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 レジオネラ属菌をターゲット細菌とし、この細菌のストレス応答をフォトゲート型蛍光セン
サで取得・記録し該細菌の識別データとし、さらにこのフォトゲート型蛍光センサを実装した小
型・可搬なシステムを構築することとした。 
 
４．研究成果 
本研究で得られた成果は主として、（１）フォトゲート型蛍光センサと MEMS 流路を実装し小

型・可搬な細菌センサの実現、（２）この細菌センサを用いたレジオネラ属菌の識別に成功した
ことの二点である。以下にそれら成果について述べる。 
 

(1) フォトゲート型蛍光センサを用いた小型・可搬細菌センサの作製 
図 1(a)にフォトゲート型蛍光センサ(以下センサと略記)の模式的断面図を示す。このセンサ

では紫外光の照射によるレジオネラ属菌の蛍光がセンシングエリアに入り、光電子を生成する。
これを電流として読み取ることにより蛍光の検出を行う。図 1(b)はセンシングエリア内のフォ
トゲートと Si 界面から深さ方向のポテンシャルを模式的に示したものである。従来、ゲート電
圧V を印加することによって形成されるポテンシャルのピークを境にして、フォトゲートとの
界面側に流れる電流、Iout を計測してきた。光の Si中への侵入深度は、図 2に示すように波長
に応じて異なり、短波長は浅く、長波長は深くまで侵入することが知られている。このとき、セ
ンサ内部に形成されるポテンシャルピークの基板側の光電流 Isub を計測すると、深くまで侵入
した長波長の蛍光の挙動を反映した情報を得ることができると考えられる。このため本研究で
は新たに Iout と Isub を同時に計測し両電流の比を取得する手法を用いた。波長により異なる
シリコンの吸収係数による減衰特性の違いから、それぞれの電流比を取ることにより波長情報
の取得が可能であると考えられる。本研究で用いたフォトゲート型蛍光センサのゲート電圧 1～
4 V 印加時のポテンシャルピーク位置は図 2にて述べたように約 1.15～1.52 μm 程度であり、
比較的短波長の青色、緑色の 470 nm、 530 nm では深さ 1 μm程度で殆どの光が吸収され、ポテ
ンシャルピーク位置を境とした表面側電流 Iout の寄与が大きく、一方、長波長の 660 nm の光
はフォトゲート電圧印加時に形成されるポテンシャルピーク位置約 1 μm から手前のセンサ表

図１(a) フォトゲート型蛍光センサ断面模式図    (b)ポテンシャル模式図 



面側では吸収が少なく、ピーク位置から基
板側に流れる電流 Isub の寄与が大きくな
ると推定できる。 
図 3 は提案する両電流の比率を取ること
によって波長情報が取得できるか否かを
検討した結果である。この図では、LED 光
源波長を 470、530、590、680 nm の４波長
用意し、300 μm角のセンシングエリアに
400 μm径のファイバ、20倍対物レンズを
介して照射した。フォトゲート電圧を 3 V
印加した際の表面側電流 Iout と基板側電
流 Isub の電流比率の測定結果を示してい
る。図 3の結果からポテンシャルピークを
境に表面側と基板側に流れる 2 つの電流
の比率により短波長の光ほど表面側電流
Iout の電流値が大きく、Isub/Iout が小さ
くなり、長波長の光ほど基板側電流 Isub
の電流値が大きく、Isub/Iout が大きくな
ることが確認された。この結果から電流比
率からの波長情報の取得が可能であるこ
とが実証された。これによって菌種により
蛍光スペクトルの波長が異なるレジオネ
ラ属菌において提案手法の適用による波
長情報の取得による菌種識別可能性があ
ると考えられた。次に従来用いて来た半導
体パラメータアナライザー、蛍光顕微鏡と
いったバルキーな測定系に代わる小型・可
搬な測定システムの構築について述べる。 
まず現場での即時検査を想定して浴場

や室外機等の循環水からの細菌検知・識別
が可能な PDMS 製の流路及び測定時の流路

およびセンサの固定用治具
の設計および 3D プリンタ
を用いた作製を行った。設
計した各パーツを組み立て
たものを図 4 に示す。この
システムを用いることによ
って、菌液等のサンプルを
注入し流路は測定が終わっ
た際に付け替えることで、
繰り返しの測定が可能とな
った。次にレジオネラ属菌
の蛍光放出によるセンサ応
答の簡易取得が可能な測定
系の構成を設計し、仕様を
決定した。図 5 に測定シス

テムの概要及び構成に示す。設計仕様として、レジオネラ属菌測定時のセンサ応答の電流値オー
ダーならびに電流値の時間変化量を確認し、電流値数百 pA～数 nA オーダーかつ時間変化が数十
～数 pAであったため、ダイナミックレンジを 30 nA、分解能を 1.25 pA/LSB とした。センサ電
流値読み出しの構成には、取得した表面側電流 Iout 及び基板側電流 Isub の各センサ応答をオ
ペアンプによる I-V 変換回路で電圧値に変換する。オペアンプは fAオーダーの入力バイアス、
低ノイズ高精度なアンプを選定し、この信号を 16 bit の AD コンバータでデジタル変換したも
のをマイコンで読み出す構成とした。マイコンボードはアナログ電圧制御可能なものを選定し

図 2．光強度 vs. Si 中侵入深度 

図 3. 電流比の LED 波長依存性 

図 4．細菌注入用流路及びセンサ固定用治具 

 

図 5．小型測定システム構成 



ており各回路及びセンサへ
の電源制御を行っている。ま
た、現場での即時検査に向け
て無線接続での制御も可能
なボードであるため、この構
成にバッテリーを搭載する
ことで遠隔での計測も可能
なものとした。 
次に測定システム製作の

ため、PCB 設計には Kicad を
用い、基板への実装を行った。
各部品のレイアウト及び実
装した基板のサイズを図6に
示す。従来手法の測定で用い
ていた半導体パラメータア
ナライザ（HP4155）は寸法が
580×430×220 mm3、重量約20 
kg で持ち運びに制限があっ
たが、 35×130 mm2の小型で

十分な可搬性を持つ測定系とした。 
次に設計仕様ならびに測定システムの動作確認を行った。470、 660 nm の LED 光源照射時の

入射光強度と出力特性を測定した。 2波長の光源を 300 μm 角のセンシングエリアに 400 μm
径のファイバ、20倍対物レンズを介して照射し、フォトゲート電圧を 3 V 印加した際のセンサ
応答を小型測定システムで取得した結果を図 7に示す。 
この結果から、入射光強度に対する小型測定システムで取得したセンサ応答の線形性を確認し
た。また，波長ごとに光吸収特性が異なるため入射光強度に対する出力の傾きが異なる結果が

図 7．入射光強度-小型測定システムで取得したセンサ応答特性 

（左：470 nm，右 660nm） 

 

図 6．基板レイアウト及び実装時の写真 

図 8．紫外励起光及び LED 光源（660 nm） 



得られている。この検討によりダイナミックレンジ内での入射光強度-出力特性の動作確認がで
きた。図 8は実際のレジオネラ属菌測定を想定して微弱光の信号取得の可能性を検討する模擬
実験を行った結果である。レジオネラ属菌測定時の条件と同じ励起光強度として 1 mW の紫外励
起光と同時に赤色蛍光を模擬した 660 nm の LED 光源を 0～3 nW に変化させ照射した際のセンサ
応答の測定結果を示している。フォトゲート電圧は 1 V と 3 V 印加時の応答を取得した。この
結果から、レジオネラ属菌の蛍光測定を模擬した励起光と蛍光が同時に入射した条件下におい
ても蛍光相当の微弱な光強度変化に対する出力の線形応答が確認できた。 
 
(2) 細菌センサを用いたレジオネラ属菌の識別 
 ここでは実際のレジオネラ属菌測定として青色蛍光を放出する L. dumoffii、赤色蛍光を放
出する L. erythra の 2種のレジオネラ菌を提案手法ならびに製作した小型測定システムを用い
た測定について述べる。これまでの細菌測定により分光器で取得した蛍光スペクトルを図 9及
び図 10に示す。図 9は青色の蛍光を放出する L. dumoffii の蛍光スペクトルであり、主に 450 
nm から 550 nm の短波長帯に蛍光スペクトルが見られ、その強度が蛍光退色により時間的に減
少していく特徴を持つ。図は赤色蛍光を放出する L. erythra の蛍光スペクトルであり、600 nm

から 700nm 程度の長波長蛍光が見られる。この
菌種は他の菌種にも見られる蛍光退色による光
強度の減少だけでなく、670 nm 付近に紫外励起
光の照射時間と共に増加するピークが特徴的で
ある。この二種のレジオネラ属菌について前述
のセンサを用いて表面側電流 Iout と基板側電
流 Isub の比率 Isub/Iout 光電流の比を取得し
た結果が図 11である。 
図 3 の LED によって取得した電流比の波長依存
性と参照してわかるようにレジオネラ属菌の青
色蛍光と赤色蛍光を識別できていることがわか
る。以上、（１）、（２）の取組の結果からフォト
ゲート型蛍光センサを実装した小型・可搬な蛍
光計測システムおよび、提案したフォトゲート
型蛍光センサの表面側電流と基板側電流比の測
定によるレジオネラ属菌の識別を可能としたと
考える。 

 

図 9. L. dumoffii の蛍光スペクトル            図 10. L. erythra の蛍光スペクトル 

図 11．各菌における電流比率の測定結
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