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研究成果の概要（和文）：本研究では、薬剤耐性菌感染症の迅速診断技術の重要な要素技術となる、油中液滴の
高速生成系及び測定系の構築を実施した。5～50μmφの油中液滴を1分以内に総体積1mL以上得る生成系と、油中
液滴の油相と水相の屈折率を調整して透明化した液滴を、セルに充填し、シート光照射による2次元測定を断層
状に繰り返すことで擬3次元計測を可能とする測定系を開発し、両者を用いて、作成した厚さ10mmの模擬サンプ
ルに含まれる蛍光色素入り液滴を5分で検出・識別することに成功した。これにより、10の9～10乗個の液滴を1
分以内に測定するという、既存の油中液滴測定系よりも3桁程度高い処理能力を実現しうる計測系の基盤を確立
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a rapid generation system and a measurement 
system for water-in-oil emulsion, an important elemental technology for rapidly diagnosing 
drug-resistant bacterial infections. We have developed a generation system that can produce droplets
 in oil with a diameter of 5 to 50 μm in a total volume of 1 mL or more within 1 minute. We have 
also developed a measurement system that enables pseudo-3D measurement by filling a cell with 
transparent water-in-oil emulsion adjusting the refractive index and repeating 2D measurements by 
irradiating sheet light in slices. Using both, we succeeded in detecting and distinguishing droplets
 containing fluorescent dyes contained in a simulated sample with a thickness of 10 mm in 5 minutes.
 As a result, we have established a basic technique for a measurement system that can measure 
billions of droplets within one minute, which is three orders of magnitude higher than existing 
water-in-oil emulsion measurement systems.

研究分野： バイオセンシング、センサ工学

キーワード： エマルション　デジタルアッセイ　光センシング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、薬剤耐性菌感染症の迅速診断のための要素技術開発として、油中液滴の高速生成系及び測定系の構
築を実施した。開発した液滴高速生成系と擬3次元計測を可能とする測定系は、近年研究が盛んになっているリ
キッドバイオプシーや、コロナ禍で注目が集まったウイルス検出などにも応用可能な基礎技術であり、薬剤耐性
菌感染症診断以外への展開も期待できる。特に、液滴PCR系への応用は、本研究内で行ったPCR法を応用した活性
判定技術開発と組み合わせることで、活性のあるウイルスのみを測定する感染リスクの高感度評価に展開しうる
ため、防疫技術の更なる発展への貢献が期待できる。

※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 
薬剤耐性菌感染症は WHO が“invisible pandemic”と評するほど世界的な問題となっている。
現在の薬剤耐性菌検査は、サンプルから培養した菌を菌種同定・薬剤感受性試験に用いる間接法
が主流である。しかし、全工程に 3～5 日必要で、その間は効果的な投薬が行えないだけでなく、
広域抗菌薬投与による耐性菌発生リスクが数日続くことになる。サンプルを直接抗菌薬が含ま
れた培地に塗布して耐性菌を検出する直接法もあるが、結果が出るのは翌日以降で耐性菌が検
出されてもそれが感染症原因菌であるかは判別できないため、あまり用いられない。効果的な抗
菌薬を適切・迅速に投与するために、感染症原因菌がどの抗菌薬に耐性を持つかを素早く判別す
る技術の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、測定対象（患者体液など）を細かい液滴に分割して、液滴 1 つ 1 つに対して、
検出対象（この場合は感染症原因菌やその固有物質など）の有無を判定することで高感度検出を
実現するデジタルエマルション法をベースに、薬剤耐性菌感染症の迅速診断技術に必要な要素
技術を開発することである。迅速診断技術が開発できれば、診察当日に有効な抗菌薬投与を開始
できるよう、1 時間以内に薬剤耐性を持つ感染症原因菌が存在するかを判別可能になる。これに
より、即時に適切な抗菌剤投与が可能になり、患者の回復を早めるとともに新たな薬剤耐性菌発
生リスクの低減にも貢献できる。 
 
３．研究の方法 
デジタルエマルション法をベースとした薬剤耐性菌感染症の迅速診断技術の実現に必要な要素
技術として、以下の 2 つの要素技術開発を実施した。 
(1) 1 mL 以上のサンプルを短時間で処理可能な油中液滴高速生成系の開発 

液滴生成手法の中でも、多量の生成にすぐれる膜乳化法に着目し、ポアサイズ・流速等の探
索により、デジタルエマルション法に最適な 5～50μmφ（sub-pL～pL サイズ）の油中液滴
を安定して自動生成可能な生成系を構築する。 

(2) (1)の生成系で作成した多量の油中液滴を高速に計測可能な測定系の開発 
油中液滴の油相と水相の屈折率を調整し、透明化した油中液滴を 3次元的に充填した状態で
測定可能とする技術（研究開始前から保有しており、R3.4 月に特許出願した技術）をベース
に、透明化した液滴を角型セルに充填し、シート光照射による 2次元測定をスライス状に繰
り返すことで擬 3次元計測を可能とする測定系を構築する。 

加えて、上記の要素技術と組み合わせることで応用範囲の拡大が期待できる、ポリメラーゼ連鎖
反応(PCR)法などの核酸検出系への応用技術の開発を並行して実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 1 mL 以上のサンプルを短時間で処理可能な油中液滴高速生成系の開発 

乳化コネクタの両端にシリンジを直列につける
ことで、多孔膜を通す形でシリンジ内の液を往復
させることが可能な自動装置（右写真上）を用い
て、5～50 μmφの油中液滴を 1分以内に、総体
積 1 mL 以上得ることに成功した。測定に供する
油中液滴の総体積量を増やすことで、希薄サンプ
ルに対する検出限界の改善が期待できる。開発し
た油中液滴高速自動生成系を用いて、4水準の粒
径の液滴を作成した（右写真下、スケールバー
は 50 μm）。油中液滴粒径の安定性は、測定の
精度・分解能や各液滴からの信号強度に大きく
影響する。この成果により、重要な要素技術で
ある、油中液滴高速生成系を開発した。 
 

(2) (1)の生成系で作成した多量の油中液滴を高速
に計測可能な測定系の開発 
(1)で開発した油中液滴の高速生成系
を用いて作成した模擬サンプルを用
いて、厚さ 10 mm の液滴集合体に含ま
れる蛍光色素入り液滴を 5分で検出・
識別することに成功した(右写真)。厚
さ 10 mm以上の試料を光学観察するた
めに、油中液滴の油相成分の屈折率を



調整し、10-4レベルでの屈折率整合を実現し、シート光照射によ
る蛍光断層像の撮影に成功した。更に、Zステージと液体レンズ
を用いて、試料に対するシート光照射高さの変化に伴い観察面ま
での光路長が変化してしまう問題に対応し、Z軸方向に試料を封
入したセルを掃引すると同時に液体レンズへの印可電圧を掃引
することで、焦点がずれることなく蛍光断層像（上図。蛍光観察
で捉えた液滴を緑で示している。観察方向は図中上方から。）を
自動測定可能な試作装置(右写真)を開発した。これにより、10の
9～10 乗個の液滴を 1分以内に測定するという、既存の油中液滴
測定系よりも 3 桁程度高い処理能力を実現しうる計測系の基盤
を確立した。 
 

(3) 活性のある病原体のみを検出する手法の要素技術開発 
(1)(2)の要素技術との組み合わせが期待で
きる、活性のある病原体のみを検出するた
めの、ロングレンジ逆転写定量 PCR(LR-RT-
qPCR)法を用いた検出方法を開発・性能評価
し、モデル病原体をインフルエンザウイル
スとした際に、UV・加熱・薬剤消毒による不
活化を反映可能であることを明らかにした
(右図は加熱消毒の影響を示している)。LR-
RT-qPCR 法では、通常の PCR 法と異なり、測
定対象とする病原体固有の核酸配列がセグ
メントのほぼ全域にわたるため、UV などの
外的要因による核酸へのダメージが結果に
反映されやすく、この性質を利用して、UVのみならず加熱や薬剤消毒による不活化を反映し
た検出法の開発に成功した。 
 

(4) 開発した液滴生成・測定系の PCR への応用に必要な、高い熱安定性を有するゲルカプセル法
の要素技術開発 
多量の油中液滴に対して、PCR 法を応用する際には、mL 単位の油中液滴に対して、素早く均
一な熱交換を行い、サーマルサイクルを行う必要がある。PCR 法におけるサーマルサイクル
の一般的な温度幅は、55℃程度～95℃程度となっており、液滴には高い熱安定性が求められ
る。これまでのドロップレットデジタル PCR(ddPCR)法では、油相にフッ素オイルを用いるこ
とで熱安定性を高めた系が利用されている
が、近年フッ素オイルの環境負荷に対する批
判が強まっていることもあり、代替手段が求
められていた。そこで、本研究では、アルギ
ン酸をベースとするハイドロゲルを利用し、
油中液滴の外周部分だけをゲル化し、内部は
液状のままPCRのサーマルサイクルに掛ける
ことが可能な、ゲルカプセルデジタル
PCR(gc-dPCR)法を開発した。開発した gc-
dPCR 法を通常の PCR 法及び ddPCR 法と比較
し、gc-dPCR 法が ddPCR 法とほぼ同等の核酸
増幅効率を示し（右図）、尚且つ大豆油などの
環境負荷の低い油を分散媒にしても実施可
能であることを実証した。 
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