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研究成果の概要（和文）：水中の病原体由来RNA(例えば、RNAウイルス)を検出するための、単純で、迅速で、感
度が高く、費用対効果の高いアッセイが、トランスクリプトーム解析に必要である。ここでは、オリゴヌクレオ
チド機能化金ナノ粒子プローブ(Auナノプローブ)の光散乱特性に基づいて、増幅されていないRNAを検出するた
めの高感度アッセイを提示する。このアッセイは、RNA抽出の10分以内に逆転写およびcDNA増幅を伴わずに、細
菌16S rRNAおよびmRNAの高感度定量(約10�Rピー/μL)を可能にする。さらに、このアッセイは、直接RNA定量
のための以前に報告されたアッセイよりも3桁感度が高かった。

研究成果の概要（英文）：RNA is a crucial diagnostic biomarker for several human diseases. Hence, a 
simple, rapid, sensitive, and cost-effective assay for detecting pathogen-derived RNAs (e.g., RNA 
viruses) in water is necessary for transcriptomic analysis. Here, we present a highly sensitive 
assay to detect unamplified RNA based on the light scattering properties of 
oligonucleotide-functionalized gold nanoparticle probes (Au-nanoprobes). In this assay, 
Au-nanoprobes recognize and hybridize to the target RNA. Subsequently, they scatter light when the 
sample solution is placed onto a quartz waveguide slide and is excited with an evanescent wave. This
 assay enables highly sensitive quantification (approximately 102 copies/μL) of bacterial 16S rRNA 
and mRNA without reverse transcription and cDNA amplification within 10 min of RNA extraction. 
Moreover, this assay was three orders of magnitude sensitive than previously reported assays for 
direct RNA quantification.

研究分野： 水環境工学

キーワード： センサ　病原体　水系感染症　核酸　簡易分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、世界全体では約20億人が安全な飲料水を利用できていない。2016年には安全でない飲料水供給施設や衛生
設備の不足が原因で世界で87万人の関連死が発生した。そのため、高感度病原性微生物センサーの開発が望まれ
ている。本法が完成すればPCR法によらずに、遺伝子抽出後は簡易に（DNAプローブとサンプルを混合するの
み）、迅速に（10分）、低コストで（1サンプル1円）病原体を検出できる。熟練の技術者がいない過疎地域や開
発途上国でも飲料水中や公共用水域の病原体濃度を測定できるようになる。水の汚染発覚後、自治体は迅速に問
題に対応できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
理系の大学を卒業した方なら誰しも細菌の測定をした事があるはずである。これが記憶に残

るのは、シャーレを用いた細菌の測定に、培地の準備、サンプルの希釈、24 時間の培養、コロ
ニーカウントなど、多大な労力を要するためであろう。PCR 法はこの概念を根本から変えた。
サンプルから DNA を抽出し、DNA 合成酵素などの必要な試薬を添加し、DNA 複製装置で DNA
を増幅することで DNA 濃度を測定する。新型コロナウイルスの検出ですっかり有名になった方
法ではあるが、試薬や装置が高価であるため、インフルエンザ検査キットほどには臨床現場で普
及していない。そこで、サンプルから抽出した核酸量を PCR 法によらずに測定するセンサーを
開発することに心血をそそぐこととした。本研究では金ナノ粒子を修飾した DNA をプローブと
して、光導波路にてナノサイズの領域で反応を起こし、さらに光シグナルを増幅させることで高
感度に遺伝子を検出する。Storhoff ら（2004）はこの方法で多剤耐性黄色ブドウ球菌（純菌）の
遺伝子を検出した（参考文献①）が、これ以降本技術は進展しておらず土木分野での適用例はな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では PCR 法によらない病原体センサーを開発する。研究期間（2 年間）では、①金ナ

ノ粒子が結合した DNA（DNA プローブ）と病原性遺伝子のハイブリダイゼーション（結合）条
件の最適化、②センサーの高感度化、③河川水中や下水中の病原体濃度の測定を行う。病原体の
目標検出下限値を 1mL 中 100 個とする。 
 
３．研究の方法 

角度を付けて切り取られた厚さ 1mm のガラ
ス（光導波路）に可視光を照射する。入射光角
度を臨界角以上に設定することで、入射光は光
導波路内を全反射しながら進み、反対側から出
射する。これが「光導波路」の名称の由来であ
る。より屈折率の高い光導波路とより屈折率の
低い水が接している界面において、波数の境界
面に対する垂直成分が虚数になっている為に、
1 波長（可視光なので数 100nm）程度の光が水
溶液の内部に浸透する。この浸み出した光はエ
バネッセント光と呼ばれる。 
光導波路表面に DNA プローブを滴下する

（図 1 下）。エバネッセント光（電磁波）は金ナ
ノ粒子表面の電子の振動（電磁波）と相互作用
を起こす。これを局在表面プラズモン共鳴とい
う。金ナノ粒子中の電子はエバネッセント光により励起され高エネルギー状態となり、基底状態
に戻るときに光（散乱光）が発せられる。単一の金ナノ粒子の散乱光は非常に小さいが、2 つの
金ナノ粒子がナノメーターのオーダーで近接したとき電場が増強されることが知られている。
電場増強は散乱光強度を著しく高めるので、近接する 2 つの金ナノ粒子の数が増えるほど散乱
光強度は高まる（図 3 参照）。 
本研究ではこの原理を利用し高感度の病原体センサーを開発する。検出したい病原体の遺伝

子の PCR プライマーを参考にして、標的遺伝子内の近接する 2 カ所にのみ結合する 2 種類の
DNA プローブを設計する。これをサンプルから抽出した標的遺伝子を含む液に 1μL 添加する。
結合のため 10 分待ち、光導波路にこれを滴下し散乱光スペクトルを測定する。サンプル中に検
出したい病原体が存在した場合にのみ、サンプルは強い緑色の散乱光を発する。散乱光スペクト
ルを解析し遺伝子濃度を測定する。 
 
４．研究成果 
まず、光導波路（LSEW）バイオセンサの測定条件を最適化した。金ナノプローブ中のオリゴ

ヌクレオチドと金ナノ粒子(AuNP)との間に挿入されたスペーサーの長さが、この研究で検討さ
れた主要なパラメータであった。これは、オリゴヌクレオチドと AuNP との間の距離が、金ナノ
プローブのハイブリダイゼーション効率および凝集に影響を及ぼす可能性があるためである。
スペーサーはポリチミン塩基(Tn;n=チミン塩基の数)で構成されていた。陽性対照(POS)試料の散
乱光スペクトルは、約 540 nm にピークを示した(図 2 左)。チミン塩基 T25 以上のスペーサーを
含む Au ナノプローブとハイブリダイズした POS 試料の散乱光強度(SIs)は、170-185 の範囲であ
った(図 2 左)。対照的に、陰性対照(NEG)試料の SIs は約 50 であった。平均 SI は、450 から 650 
nm の波長範囲で計算された。チミン塩基 T25 以上のスペーサーを含む Au ナノプローブとイン
キュベートした POS 試料の平均 SIs は、150-165 であった(図 2 右)。反対に、NEG 試料の平均 SIs

図 1 本センサーの検出原理の概念図 



は約 40 であった。POS および NEG 試料の平均 SIs の差は約 110 であった(図 2 右)。これらの値
は、チミンスペーサーを欠く Au ナノプローブの値(72)よりも高かった。特に、SIs の差はアッセ
イの感度に対応していた。したがって、T50 は最適なスペーサー長と考えられた。実際、より長
いスペーサーは、金ナノプローブ中のオリゴヌクレオチドが標的 RNA と容易にハイブリダイズ
することを可能にし得る。 

次に、Au ナノプローブの濃度が SI に及ぼす
影響を検討した。437 pM および 875 pM の Au ナ
ノプローブの平均 SI は、試料 RNA 濃度にかか
わらず、249 pM の Au ナノプローブの平均 SI よ
りも高かった(図 3)。これは、高い Au ナノプロ
ーブ濃度が Au ナノプローブと標的 RNA との間
のハイブリダイゼーションの確率を増加させる
ことを示した。Au ナノプローブ濃度はアッセイ
のコストに直接影響するので、Au ナノプローブ
の 437 pM 濃度は、我々の実験条件において効率
的な hybridization に最適であると考えられた。 
二価陽イオンが核酸骨格中に存在するリン酸

基の負電荷を中性化し、オリゴヌクレオチドの
核酸とのハイブリダイゼーションを容易にする
ことは十分に確立されている（参考文献②）。そ
こで、我々は、SIs に対するマグネシウムイオン
(Mg2+)濃度の影響を調べた。平均 SI は、POS 試
料の Mg2+濃度の増加とともに増加し、1.5 mM の
Mg2+で最も高い SI が観察された(図 4)。しかし、
NEG 試料の平均 SI は、2.5 mM の Mg2+の存在下
でのみ増加した。これは、負に帯電した Au ナノ
プローブの凝集が増加したためである可能性が
高い。POS 試料と NEG 試料の平均 SI の差は、
1.5 mM の Mg2+で最も高かった。この差はアッセ
イ感度に対応するので、我々の実験には 1.5 mM
の Mg2+が最適であると考えた。 
従来、標的 RNA およびハイブリダイズするオ

リゴヌクレオチドを加熱することは、任意の二
次構造を切断し、hybridization 効率を増加させる
ために必要である。予想されたように、POS 試
料の平均 SIs は、温度が 37℃から 95℃まで 30 秒
の増分で増加したときに増加した(図 5)。対照的
に、NEG 試料の平均 SIs は、POS 試料のそれよ
りも有意に低かった。これは、サンプルの加熱
が、ハイブリダイズしていない Au ナノプローブの光散乱特性に影響を与えないことを示した。
しかし、これらの試料間の SIs の差は、アッセイ感度に対応するので、我々は、試料を 95℃で加
熱することが必要であると判断した。 
アッセイパラメータを最適化した後、LSEW バイオジェンサーを用いてアンモニア酸化菌

(AOB)の 16S rRNA 濃度を測定した。試料の散乱光スペクトルは約 540 nm にピーク SI を示した
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が、SI は標的 RNA 濃度の低下とともに減少し
た(図 6 左)。続いて、qRT-PCR を用いて決定した
RNA 濃度に対して平均 SI をプロットした(図 6
右)。相関式は、4.0×101～4.0×106 コピー/μL の
RNA 濃 度 に 対 し て 、 べ き 関 数
y=15.6×0.14(R2=0.991)であった。 
予想に反して、NEG 試料の平均 SI は<4.0×102 

RNA コピー/μL よりも高かった。これは、NEG
試料中の凝集した Au ナノプローブが、RNA 含
有試料中の導波管スライドを覆う非標的 RNA
が存在しなかったために、エバネッセント波お
よび散乱光によって励起されたという事実に起
因する可能性がある(図 1)。この仮説は、NEG 試
料に DNA(T48)を添加し、再び SI を測定したと
きに証明された。T48 を添加していない NEG 試
料の平均 SI は 380 であったが、6.0×103 コピー
/μL の T48 を含有する NEG 試料の平均 SI は 122
で有意に減少した(図 7)。NEG 試料中の T48 濃
度のさらなる増加は、SI のさらなる減少をもた
らした。したがって、我々は、NEG 試験試料中
の合成ヌクレオチド(例えば、T48)の添加を、そ
の SI を減少させるために改善する。 
試料によって散乱された光の色は、裸眼で見

ることができた(図 8 左)。水晶導波管スライド上
にスポットされた NEG 試料の 1μL のアリコー
トは、オレンジ色の光を散乱した。対照的に、
POS 試料は緑色の光を散乱した。興味深いこと
に、両方の試料を乾燥させると、散乱光の色と
強度が変化した。例えば、乾燥した NEG および
POS 試料は、それぞれ、非常に強い赤色および
黄色の光を散乱した。特に、乾燥した POS 試料
の SI は、湿った POS 試料の SI よりも 4 倍高く、
それによってアッセイ感度が改善された(図 8
右)。さらに、乾燥した試料は、湿った試料より
も安定した信号を放出した。可能であれば、
evanescent 波場における Au ナノプローブの濃度は、試料の乾燥時に増加した。さらに、乾燥お
よび湿った NEG 試料は、POS 試料と比較して、散乱光スペクトルにおいて、より長い波長の肩
を有するより広いバンドを有した。これは、NEG 試料によるオレンジ色または赤色の光の散乱
を説明した。 

さらに、LSEW バイオセンサーを用いて、腸管出血性大腸菌の表面への付着に必要なタンパク
質であるインチミンをコードする eae 遺伝子の mRNA を定量した。AOB を用いた我々の結果と
同様に、この mRNA の平均 SI は、RNA 濃度が 1.2×105コピー/μL から 1.2×102コピー/μL に減少
するにつれて減少した(図 9)。NEG 試料の平均 SI は、RNA 濃度が 1.2×101コピー/μL の場合より
も高かったが、我々の方法は、病原性細菌における病原性遺伝子の mRNA を定量することに成
功した。 
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