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研究成果の概要（和文）： 

優れたイオンチャンネルバイオセンサをマイクロ流体デバイスへ展開し、細菌、ウイルス、お

よび毒素タンパク質の一斉同時スクリーニングが可能なデバイスの開発を目的とした。検出部の

開発では、コレラト毒素、MS2、大腸菌に対してイオンチャンネル能を示す抗体組織化膜を電極

表面上に構築した。一方、分離部として、ピンチドフローフラクショネーションを利用したサイ

ズ分離マイクロ流路を作製した。1 µmの抗体修飾磁性マイクロ粒子を調整し、大腸菌と反応さ

せた後、マイクロ流路へ送液したところ、粒子に反応させた大腸菌濃度の増加に伴って、回収率

の減少がみられた。本法は5 × 102 cfu/mLレベルの大腸菌の簡易分析が可能である。  

 
研究成果の概要（英文）： 
 The aim of this study is the development for the microchip devise with ion-channel sensor for 
simultaneous detection of bacteria, virus, and protein toxin. The development of detecting units for 
cholera toxin, MS2, and E-coli were successively achieved by constructing the antibody assembled 
membrane that acts as the ion-channel for ferrocyanide on the electrode surface. As the separating units, 
the separation of E-coli bound/unbound magnetic microbeads (1 μm) was investigated using the pinched 
flow fractionation microchip. The determination of 5 × 102 cfu/mL E-coli was achieved by this method.  
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１．研究開始当初の背景 
水系感染症の流行は既に過去のものと思

われがちである。しかし、近年の SARS や鳥
インフルエンザなどの流行が示すように、感
染症が消滅することは無く、水系においても
新興・再興の感染症に対して決して油断はで

きない。現に、地球温暖化による異常気象に
伴う洪水の多発などにより、コレラなどの細
菌性感染症の拡大・深刻化が世界的に問題視
されている(WER, WHO, 2007, 82, 273-284)。
飲料水や食品に含まれる疾患リスクの早期
発見は、予測困難な感染症による被害を未然
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に防ぐ対策として極めて有効であり、我々の
健康や生命そのものを維持するうえで重要
な役割を担う。従って、疾患原因となる細菌
やウイルス、さらに、細菌などが生産する毒
素タンパク質に起因するリスクの評価手段
として活用可能な、新しい分析法やより利便
性を高めた分析デバイスの開発が急務とさ
れている。 
２．研究の目的 
病原性の細菌、ウイルス、およびそれらが

生産する毒素タンパク質のスクリーニング
試験は、飲料水や食品の安全管理に資する重
要な科学技術である。本研究では、数種類の
細菌、ウイルス、タンパク質の一斉同時高感
度検出が可能なマイクロ流体デバイスの開
発を目的とする。当該研究で提案するアッセ
イデバイスの大きな特徴は、従来からよく利
用されている酵素免疫定量法(ELISA) では
なく、電気化学イオンチャンネルバイオセン
サという独自の検出原理を利用する点であ
る。簡便性・迅速性に優れたイオンチャンネ
ルバイオセンサをマイクロ流体デバイスへ
展開することで、ELISA を利用した既存デバ
イスの問題点を克服する新技術の開発に挑
戦する。 
３．研究の方法 
各分析対象物質の抗体を修飾させた電極

を以下の方法で作成し、抗体－抗原反応を利
用したイオンチャンネルセンサー（ICSs）の
開発を行った。電極への抗体の修飾方法は、
1）抗体の電極への非特異的吸着を利用した
修飾方法、2）メルカプト酸の自己集積単分
子膜（SAM）に抗体をアミド結合により修飾
する方法、3）SAMとしたビオチンに抗体をア
ビジンで架橋して修飾する方法をそれぞれ
試みた。センサーの応答は電極活性イオンで
ある[Fe(CN)6]

3-/4-のボルタモグラムから評価
した。 
ピンチドフローフラクショネーションを

利用したサイズ分離マイクロ流路を作製し
た。大腸菌と磁性粒子(直径 1 μm)の大きさが
同程度であることに着目し、磁性粒子と大腸
菌結合粒子(大腸菌を結合させた磁性粒子)
のサイズ分級による検出を試た。サイズ分級
にはマイクロ流路を用い、数百 μLの試料の
送液で大腸菌の分離定量を試みた。 
４．研究成果 
ビオチン SAM にアビジンを架橋して修飾

した抗体膜電極と分析対象物質のひとつで
あるモデル分析対象タンパク質として用い
た OVA とを反応させた結果、[Fe(CN)6]3-/4-の
電流応答が増大した。この現象は、他の 2 つ
の修飾方法を利用した抗体膜電極では観ら
れなかった。コレラ毒素、MS2 の場合におい
ても、分析対象物質との反応により電流応答
の増大が得られたことから、本研究で開発し
たセンサーは等電点もサイズも全く異なる

分析対象物質を同一の原理で検出可能であ
ることを明らかにした。このセンサーの分析
対象物質との反応に伴う電流応答の増大は、
電極表面の抗体修飾量に依存していること
から、この現象は分析対象物質の抗体への結
合によって引き起こされていることは明ら
かである。また、MS2 のような、タンパク質
と比較してサイズがはるかに大きい物質を
検出するためには、タンパク質を検出対象と
する場合と比較して、電極表面に修飾する抗
体の密度を低くする必要があることを見出
した。本研究で開発したセンサーは、分析対
象物質の抗体膜への結合が関与しているた
め、分析対象物質のサイズに応じて、センサ
ー応答の発生に関与する抗体密度が決定さ
れる。さらに、分析対象物質との反応前後に
おける[Fe(CN)6]3-/4-の拡散係数を算出した結
果、反応後に拡散係数が増大していた。この
現象は、の理由は解明できていないが、検討
したすべての分析対象物質の場合で得られ
た。OVA、コレラ毒素、MS2 の検出限界はそ
れぞれ 3.8 pM、21 pM、1.7 x 106 PFU/mL であ
った。 
一方、センサデバイスの分離部として、ピ

ンチドフローフラクショネーションを利用
したサイズ分離マイクロ流路を作製し、大腸
菌のサイズ分級を試みた。本法で用いるマイ
クロ流路は、流路内に形成させた分級対象物
質の直径と同程度の幅の層流を利用するこ
とで、選択的な回収を可能にする手法である。
そこで、直径 1 μm の磁性粒子を対象に液層
幅を検討したところ、液層幅が 1 μm の時に
90 %以上の回収率を得ることに成功した。ま
た、マイクロ流路への送液前に大腸菌と反応
させた大腸菌結合粒子の回収率を調べたと
ころ、反応させた大腸菌濃度の増加に伴って、
回収率の減少がみられた。更に、大腸菌結合
粒子を蛍光顕微鏡で観察したところ、大腸菌
濃度の増加に伴って、凝集体のサイズが大き
くなっていることが確認できた。本法は大腸
菌結合粒子のサイズ分級により、4 時間の測
定時間で 5 × 102 cfu/mL レベルの大腸菌の簡
易分析が可能である。 
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