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研究成果の概要（和文）：蛍光プローブを用いた簡易・迅速・低コストのオンサイト指標細菌一斉計測技術を開
発した。大腸菌数40cfu/Lのサンプルは7時間程度で、4cfu/Lのサンプルでも13時間程度で検出できた。操作は未
処理下水であってもいかなる前処理もなしに液体培地または寒天培地にサンプル水を供し、37℃に設定したマイ
クロプレートリーダーで蛍光強度を10分に一回自動で測定するのみと極めて簡便である。通常の下廃水処理水で
あれば3時間程度で大腸菌数を測定できるので、時間的にも空間的にも高頻度に大腸菌数を分析でき、処理効率
の悪化を迅速に把握できる。測定培地は0.02mL程度であるので1サンプルあたりのコストは2円程度である。

研究成果の概要（英文）：We developed a simple, rapid, and low-cost simultaneous on-site indicator 
bacteria measurement technique using fluorescent probes. A sample with 40 cfu/L of E. coli could be 
detected in about 7 hours, and a sample with 4 cfu/L in about 13 hours. The operation is extremely 
simple: even with untreated sewage, the sample water is placed in a liquid medium or agar medium 
without any pretreatment, and the fluorescence intensity is automatically measured once every 10 
minutes using a microplate reader set at 37°C. Since the number of coliform bacteria can be 
measured in about three hours for normal treated sewage water, the number of coliform bacteria can 
be analyzed with high frequency in both time and space, and deterioration of treatment efficiency 
can be quickly identified. Since the measurement medium is about 0.02 mL, the cost per sample is 
about 2 Japanese yen.

研究分野：水環境工学

キーワード： センサ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
極めて簡易にオンサイトで大腸菌を計測できるようになり、特に熟練の技術者がおらず分析にコストをかけられ
ない開発途上国の人の健康と環境を守ることができる。現在は指標細菌数を計測するまでに約24時間かかるが、
本法ではわずか3時間で計測が終了するので、指標細菌数が基準値を超えた場合に迅速に対応することが可能と
なる。現在世界中で広く用いられている計測キットのコストは1サンプル当たり約1300円であるが、本法は1サン
プル2円であるので、開発途上国でも問題なく使用できる。一度に96サンプル測定できるので高頻度で指標細菌
の経時変化を追う、広範囲の指標細菌の分布を計測する、などが可能となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
2018 年 2 月の WHO の報告（Fact sheets/Drinking-water）によれば、世界の約 20 億人が糞便で
汚染された水源の飲料水を利用している。水系感染症の病原体は主に温血動物の腸管に存在す
るので、水源の糞便汚染は水系感染症のリスク拡大を意味する。病原体は多種多様なため、各水
源で個々の病原体を計測することは不可能である。ここで考えられる代替策は糞便汚染の指標
細菌の計測である。指標細菌とは糞便中に多く含まれている細菌群であり、指標細菌の存在は水
源の糞便汚染を意味する。現在、大腸菌、大腸菌群、腸球菌が指標細菌として世界中で計測され
ている。 
細菌の定量法に関する研究は 100 年以上の歴史があり、今日では実に多様な定量法が存在する。
理系の大学を卒業した方なら誰しも培養に基づく細菌の計測をした事があるはずである。これ
が記憶に残るのは、作業に多大な労力（培地の準備、希釈、ろ過）を要するためであろう。これ
に対し近年良く使われている核酸量を測る方法は、精度は高いものの核酸の抽出や精製が面倒
である。 
 
２．研究の目的 
本研究では蛍光プローブを用いて、極めて簡易に（培地とサンプル液を混合するのみ）、迅速に
（2時間以内）、低コストで（1サンプル 10円）、オンサイトで環境基準に含まれる複数の指標細
菌数を一斉に計測できる技術を開発する。得られる成果：①本法が完成すれば極めて簡易にオン
サイトで細菌を計測できるようになり、特に熟練の技術者が
おらず分析にコストをかけられない開発途上国の人の健康
と環境を守ることができる。②現在は指標細菌数を計測する
までに約 24 時間かかるが、本法ではわずか 2 時間で計測が
終了するので、指標細菌数が基準値を超えた場合に迅速に対
応することが可能となる。③現在世界中で広く用いられてい
る計測キット（Colilert®と Quanti-Tray：IDEXX 社）のコス
トは 1 サンプル当たり約 1300 円であるが、本法は 1 サンプ
ル 10 円であるので、開発途上国でも問題なく使用できる。
④一度に 96 サンプル測定できるので高頻度（例えば 10 分間
隔）で指標細菌の経時変化を追う、広範囲（例えば川の上流
から下流に渡り網羅的）の指標細菌の分布を計測することが
できる。 
 
３．研究の方法 
既に本研究室で開発済み（科研費 挑戦的研究(萌芽)：研究
課題番号 17K18894 の成果）の指標細菌 3 種（大腸菌、大腸
菌群、腸球菌）を特異的に検出する蛍光プローブを用いる。
96 ウェルマイクロプレートの 1 ウェルに培地 0.02 mL とサ
ンプル液 0.18 mL を添加する（図 1）。培地は一般的な細菌が
増殖可能な有機物と無機塩類を含む緩衝溶液とする。これに
蛍光プローブを濃度 100mg/L となるように添加する。この培
養液を 1 サンプルにつきマイクロプレートの 10 ウェルに分
注する。マイクロプレートをマイクロプレートリーダー
（TECAN社、インフィニットF200Pro、励起フィルター360 nm、
蛍光フィルター460 nm）に設置し、温度を 37℃に設定し、10
分毎に 3時間にわたり蛍光強度を測定する（図 2）。Microsoft 
Excel を用いて直線的に増大する蛍光強度（2 時間まで）の
傾きを求める（図 2）。この傾きは酵素活性に等しい。求めた
酵素活性と公定法で測定した細菌数から検量線を作成し（図
3）、細菌数が未知のサンプルの細菌数を計測する。 
 
４．研究成果 
特定酵素蛍光基質を用いた下水中の大腸菌（群）の簡易、迅
速、低コスト分析法の開発に成功した。大腸菌（群）に特異
的な特定酵素蛍光基質が市販されていること、かつ細菌は指
数関数的に増殖することから、指数関数的に DNA 分子を増幅
し蛍光色素を用いて濃度を定量する「リアルタイム PCR 法」
から本法を着想した。リアルタイム PCR 法ではサーマルサイ
クラーを用いて DNA 分子を増幅する。DNA 分子は温度上昇と
それに続く温度低下の 1サイクルで 2倍に増える。n回のサ

 
図 1 2 時間で蛍光を発する 
サンプル 

図 2 細菌数が異なるサンプル
の蛍光強度の経時変化 

図3 図 2の結果から作成した検
量線 



イクルの後には DNA 分子量は理論的には初期濃度の 2n 倍に
増えている。DNA 分子濃度は DNA 分子と特異的に反応する蛍
光色素の蛍光強度からリアルタイムに求められる。増幅前の
サンプルの蛍光強度（ベースライン）と比較して明らかに高
い蛍光強度を閾値とすると、初期 DNA 濃度が高いサンプルほ
ど早く蛍光強度が閾値に達するので、閾値に達したサイクル
数（Ct値と呼ばれる）と初期 DNA 濃度の対数値には負の相関
がある。初期 DNA 濃度既知のサンプルを用いて予め検量線を
作成しておき、初期 DNA 濃度未知のサンプルも同様の条件で
増幅し蛍光強度を分析して Ct 値を求めると、検量線から初
期 DNA 濃度を算出できる、この分析メカニズムを利用して、
水サンプルに特定酵素基質を添加し、蛍光強度をリアルタイ
ムで分析し、蛍光強度が閾値に達した時間とサンプル水中大
腸菌（群）数から検量線を作成することで，水サンプル中の
未知の大腸菌群数を分析できるのではないかと考えた。 
本法の河川水への適用例を示す。河川水 1L を孔径 0.45μm
のメンブランフィルターでろ過した。6 ウェルマイクロプレ
ートの各ウェルに大腸菌用の寒天培地を作製した。寒天培地
に は 大 腸 菌 用 の 特 定 酵 素 蛍 光 基 質 で あ る 4-
Methylumbelliferyl-β-D-glucuronide（MUG）を添加した。
1 ウェルにろ過後のメンブランフィルター1 枚を載せた。マ
イクロプレートを 37℃に設定したマイクロプレートリーダ
ーにセットし、10分毎にウェルの蛍光強度を分析しながら24
時間培養した。蒸留水をサンプルとした場合には蛍光強度は
増加しなかった。フィルター当たり大腸菌数 40cfu のウェル
では 7時間程度で，4cfu のウェルでは 13 時間程度で蛍光強
度が指数関数的に増大した（図 4）。蛍光強度の増大はウェル
内で大腸菌が対数増殖したためと考えられる。サンプルの蛍
光強度が閾値を超えた時間を「対数増殖開始時間」と称する。
閾値はブランクの蛍光強度の平均値にその標準偏差の 10 倍を足した値と定義した。同様の分析
を繰り返し、公定法で求めた大腸菌数と対数増殖開始時間の関係を解析した（図 5）。公定法で
大腸菌が検出されなかった 15 サンプルのうち、13 サンプルは蛍光が閾値を超えなかったが、残
り 2 サンプルは 17.4 時間と 23.7 時間に閾値を超えた。この理由として、本技術の結果が偽陽
性であった、または本技術の方が公定法よりも感度が良いことが考えられる。公定法で大腸菌が
検出されたサンプルは 4つで，大腸菌数の増大に伴い対数増殖開始時間は短くなった。これらは
指数関数で近似できた。相関関数は Y=15.6 exp(-0.019x)，決定係数は 0.99 であった。以上の
結果から，この相関関数を検量線として用いることで，4 cfu/L という低濃度の大腸菌をも定量
できることがわかった。 
 
 
 
 

図 4 大腸菌を捕捉したフィル
ターの蛍光強度の経時変化。大腸
菌数は，フィルター当たり40 cfu
（●），および 4 cfu（▲）。 
 

図 5 大腸菌数と対数増殖開始
時間の関係。白抜きプロットは公
定法で大腸菌が検出されなかっ
たサンプル。 
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