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研究成果の概要（和文）：病原微生物の検出には、迅速性、簡便性、信頼性、精度などが求められる。現在、病原微生
物は培養により、遺伝子を検出することにより、または抗体を用いて検出されているが、それぞれに一長一短がある。
本研究では腸管出血性大腸菌O157を表面プラズモン共鳴（SPR）で検出することを試みた。O157検出用SPRセンサ基板の
表面を解析しを行い、センサ基板が問題なく作製できていることを明らかにした。このセンサ基板を装着したセンサを
用いて、検出限界10の8乗cells/mLでO157サンプルを検出できた。本センサは繰り返し利用できた。

研究成果の概要（英文）：Escherichia coli (E. coli) can contaminate drinking water, posing a significant th
reat to public health safety. In order to prevent such serious health problems, identification and quantif
ication of the bacteria is of great importance. At present, various promising approaches have been introdu
ced over the past decade to identify and quantify pathogens in water samples. However, these existing tech
niques are complex and require enrichment, fluorescent labelling and longer time to obtain results. Thus, 
rapid and easy-to-use screening tools of pathogens in water samples are still needed in field settings or 
even at home. The objective of this study is to develop a SPR biosensor for rapid detection of E. coli O15
7:H7 in liquid samples. We could determined E. coli O157:H7 within 20 min. the detection limit of the sens
or was 10 to the 8th power cells/mL. Glycine-HCl solution regenerated the sensor.
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１．研究開始当初の背景 
O157 等の腸管出血性大腸菌は、腹痛、下

痢、血便などを主症状とする感染症を引き起
こし、最悪の場合は感染者を死に至らしめる。
厚生労働省の発表によれば患者数は多い年
で一万人を超え、数年に一度死者が出ている。
感染症予防および検出法：感染症の予防には、
できるだけ多くの飲食物をスクリーニング
検査する事、二次感染を防ぐためには感染が
疑われる患者を医療機関で速やかにスクリ
ーニング検査する事が極めて重要である。現
在厚生労働省は、培養法および VT(ベロ毒素)
遺伝子検出法(PCR 法、LAMP 法、Real-time 
PCR 法)を O157 検出法として定めている。
しかしながらこれらの方法は全て複雑な前
処理(培養、PCR 反応)と高度な分析技術を必
要とし、スクリーニング法としては極めて不
適切である。スクリーニングの重要性は明白
であるにもかかわらず、国内外を見ても
O157 簡易スクリーニング技術は未だ確立さ
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛍光法ではなく医学生理学分

野で高感度分析に用いられている「SPR によ
る抗原抗体反応分析法」を用いた O157 セン
サを開発する。①センサチップに O157 抗体
を固定する方法を確立する。②非病原性
O157を用いてセンサの性能(レスポンスタイ
ム、選択性、検出限界)を明らかにする。
③O157 抗体を変えてセンサの性能を解析し
最適な抗体を明らかにする。④河川水、水道
水、下水、食品、糞便に非病原性 O157 を添
加しセンサの環境サンプルへの応用可能性
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）O157 抗体の固定化：ウイルス吸着タ
ンパク質の固定化技術を確立した。O157 抗
体の固定化も同様の方法で問題なく固定化
できた。ウイルス吸着タンパク質固定化法
（アミンカップリング法）を以下に示す。金
薄膜が蒸着されたガラス板を購入した。金薄
膜上に 0.01M の 11-メルカプトウンデカン酸
のリン酸緩衝液を 100μM 滴下した。これに
より金薄膜上にメルカプトウンデカン酸の
自己集合膜（Self-Assembled Monolayer：
SAM）が形成される。SAM を用いることに
よりタンパク質をガラス表面に単分子固定
することができる。次に、メルカプトウンデ
カン酸のもう一方の末端基であるカルボキ
シル基を、1-エチル-3-(3 ジメチルアミノプロ
ピル)カルボジイミド塩酸塩を使って、N-ヒ
ドロキシこはく酸イミドのエステルとした。
活性化カルボキシル基にタンパク質を含む
リン酸緩衝液を滴下し、タンパク質を固定す
ることに成功した。 
（２）O157 抗体の固定化：アミンカップリ
ング法により O157 抗体をセンサチップに固
定した。上記の方法により O157 抗体をガラ

スに固定した。SAM として、11-メルカプト
ウンデカン酸以外のメルカプトカルボン酸
も使用し、固定化効率を明らかにする。セン
サの O157:H7 への特異性を高めるためモノ
クローナル抗体を用いた。開発時間を短縮す
るために市販の O157 抗体を用いた。以上の
研究戦略により、研究を効率的に進めること
ができた。 
（３）O157 抗体の性能評価：センサチップ
を SPR 装置に装着する。非病原性の
O157:H7 を異なる濃度で暴露し、O157:H7
濃度に対する検量線を作成する。非病原性
O157:H7 を培養する。リン酸緩衝液に高濃度
に O157:H7 を濃縮する。適宜希釈し、様々
な濃度の O157:H7 標準液を作製する。シリ
ンジポンプ（アズワン SPS-1）を用いて流量
20 μL/min で O157:H7 標準液をセンサチッ
プに供給する。センサチップ上はあらかじめ
ポリジメチルシロキサン（PDMS）製のマイ
クロ流体チップ（容積 100μL）で覆っておく。
SPR スペクトルを 0.5sec 毎に解析し、セン
サのレスポンスタイムを明らかにする。作成
した検量線から検出限界および感度（検量線
の傾き）を解析する。数種類の非病原性大腸
菌標準株（K12 など）を用いて、センサの
O157:H7 に対する特異性を明らかにする。 
（４）O157 抗体の最適化：複数の O157 抗
体を購入し、各抗体を用いてセンサチップを
作製し、性能を評価することで、SPR センサ
にとって最適な O157 抗体を明らかにする。
アミンカップリング法により複数の O157 抗
体を、各々ガラスに固定し、複数のセンサチ
ップを作製する。「3. O157抗体の性能評価」
と同様の方法で各センサチップのレスポン
スタイム、検出限界、感度、特異性を明らか
にする。この結果から、SPR センサにとって
最適な抗体を明らかにする。 
（５）O157 抗体の性能評価：最適なセンサ
チップを SPR 装置に装着する。環境サンプ
ルに O157:H7 を異なる濃度となるように添
加し、O157:H7 濃度に対する検量線を作成す
る。センサへの夾雑物の影響を明らかにする。
この結果から、本センサの環境サンプルへの
応用可能性を明らかにする。最適化されたセ
ンサチップを用いて SPR センサを作製する。
環境サンプル（河川水、水道水、下水、食品、
糞便など）に非病原性の O157:H7 を異なる
濃度で添加し、O157:H7 濃度に対する検量線
を作成する。「3. O157 抗体の性能評価」と
同様の方法で各センサチップのレスポンス
タイム、検出限界、感度、特異性を明らかに
する。センサへの夾雑物（SS、有機物、無機
イオン、微生物）の影響を明らかにする。夾
雑物がセンサ検出値に悪影響を及ぼすこと
が判明した場合には、簡単な前処理（フィル
ターを用いたろ過、遠心分離、pH 調整、キ
レート剤の添加など）を施す。この結果から、
本センサの環境サンプルへの応用可能性を
明らかにする。 
 



４．研究成果 
センサチップ表面に DAPI 染色した O157 を

供給し蛍光顕微鏡で観察した。O157 密度を測
定したところ 6.7cells/視野(n=6)であった。
一方、抗体を固定化していないセンサチップ
表面の O157 密度は 0.5cells/視野(n=2)であ
った。この結果から、O157 は抗原抗体反応に
よりセンサチップに補足されること、抗体が
なくても O157 は非特異的にセンサチップに
補足される場合があることが明らかとなっ
た。 
サイクリックボルタンメトリーにより

11-MUA 形成密度は 7.4×10-10mol/cm2 と算出
された。金薄膜への 11-MUA の飽和吸着密度
8.3×10-10mol/cm2 と比較すると、作製したセ
ンサ基板には高密度で 11-MUA の SAM が形成
されていることが示唆された。引き続き NHS
エステル化した基板表面では、11-MUA の SAM
のみが形成された基板には見られなかった
窒素原子のピークが観察された。これは NHS
の窒素原子に由来するものと考えられるこ
とから、基板表面のSAMのカルボキシ基がNHS
エステル化されたことが分かった。濃度 0.1、
1 または 10µg/mL の抗体含有 PBS 溶液を SPR
センサ基板に供給したところ、抗体濃度に比
例して SPR シグナルが上昇したため、抗体が
高濃度である方がセンサ基板に抗体が効率
よく固定化されたと考えられた。この結果か
ら、抗体濃度 10µg/mLでセンサ基板を作製し、
下記の O157 検出およびセンサ再生実験を行
った。 
次に、サンプル中の O157 を検出すること

を試みた。これまでに本研究グループで SPR
を用いて O157 を検出した実験において検出
限界は 108cells/mL であった。O157 は抗体よ
りも2桁程度大きいためセンサチップに補足
されにくいのではないかと考え、O157 を粉砕
することが検出限界に与える影響を検討し
た。光導波路分光装置にランニングバッファ
ーを供給しセンサシグナル(共鳴波長)が安
定するまで待った。3分後、粉砕した O157（粉
砕前の濃度は 106cells/mL）を含むサンプル
を供給した。この時には有為なセンサシグナ
ルの増大は見られなかった。次に107cells/mL
に相当するサンプルを供給したがこれでも
センサシグナルの増大は見られなかった。62
分後，108cells/mL に相当するサンプルを供
給したところ、センサシグナルは 15 分間に
637.8nm から 638.5nm に増大した。その後ラ
ンニングバッファーで洗浄したところ、セン
サシグナルは 638.4nm で安定した。この結果
から、108cells/mL に相当する粉砕 O157 サン
プルは0.6nmのセンサシグナルの変化をもた
らすことが明らかとなった。当初、0157 を粉
砕すると検出限界が低下すると予想したが、
検出限界は変化しなかった。 
SPRセンサへO157サンプルを供給した結果、

O157濃度 108cells/mL以上で有意なSPRシグ
ナル(共鳴波長の変化)が得られた。そこでセ
ンサ基板の再生実験では、108cells/mL の

O157 サンプルおよび再生溶液を交互に供給
した。O157 サンプルの供給を 12 分間×4 回
行った結果、サンプル供給の前後で 0.52±
0.07nm の SPR シグナル上昇がみられた。4回
の試験におけるサンプル供給前のPBS送液時
のシグナルの変動から算出したドリフトは
0.07nm 以下であり、開発したセンサで
108cells/mLの O157サンプルを検出できたこ
とは明らかである。さらに、本センサは繰り
返し利用できることも明らかとなった。 
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