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研究成果の概要（和文）：食中毒の危害要因として代表的な大腸菌などをターゲットとして，迅速な検出法の開発を目
指し，生物機能によらない人工的な受容体の形成について検討した。分子鋳型法の適用によるバクテリア鋳型の形成に
成功した。バクテリア鋳型は異なる抗原を持つ大腸菌を識別し，高選択的で迅速な検出が達成された。さらに，分子修
飾した金ナノ粒子標識を用いたバクテリアの可視化，バクテリアの電気化学特性に基づいた簡易な検出法の開発にも成
功した。

研究成果の概要（英文）：Pathogenic bacteria in food products have caused serious problems on public 
health. A rapid bacterial detection method has been developed through the formation of an artificial 
receptor without the biological function of bacteria.The artificial receptor formed on the polymer film 
can identify different types of E.coli based on the O-antigen. Moreover, we have succeeded in the 
visualization of bacteria using gold nanoparticle-labels with the molecular modification and developed a 
simple detection method focusing on the electrochemical properties of bacteria.

研究分野：分析化学

キーワード： 分子鋳型　バイオ分析　表面分析　バイオセンサ　大腸菌　細胞鋳型
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１．研究開始当初の背景 

集団食中毒を背景として，食の安全，安心
への関心が高まっている。特に危害要因とし
て代表的な腸管出血性大腸菌などのバクテ
リアは公定法に基づいて検出されており，各
工程における操作性の向上や高感度化が進
んでいる。しかしながら，充分な選択性と感
度を得るために分離や増菌などの培養を要
するため，判定までに数日以上を要する。し
たがって，集団食中毒の発生により特定食品
の摂取に対して生じる「食への不安」が拡大
し，消費者だけでなく生産者に至るまで大き
な社会混乱を招く。危害要因の迅速な特定が
可能になれば，早期の「食の安全確保」が速
やかな「食の安心」をもたらし，食中毒発生
による社会混乱を最小限に抑制することが
できる。したがって，速やかな「食の安全確
保」のために，科学的根拠に基づいた迅速な
検出法の開発が強く求められている。そこで，
本研究では，相補的な形状と化学的相互作用
に基づいて優れた認識能を発現するバクテ
リア鋳型の開発と，それを用いた迅速検出法
の開発を行った。 

  

２．研究の目的 

化学的観点から微生物を評価し，生物機能
によらない人工的な受容体を形成すること
を目的として，本研究では，バクテリアの形
状と表面の化学構造に焦点を当て，分子鋳型
法によるバクテリア鋳型の形成を行った。バ
クテリア鋳型の認識能を評価するとともに，
鋳型を用いた標的バクテリアの迅速な検出
法の開発を目的とした。 

分子鋳型法は，目的物質をテンプレートと
して重合反応中に共存させ，テンプレートに
選択性のある結合部位をポリマーに構築す
る方法である（図 1A）。テンプレートの溶出
により鋳型が形成されるため，様々なテンプ
レートに対してテーラーメイドできる技術
的特徴を有する。 

 

図 1 (A)分子鋳型の形成と(B)分子認識の概念 

 

さらに，テンプレートの化学構造と相互作
用する官能基の配置により優れた分子認識
能を発現する（図 1B）。そこで，分子鋳型法
を用いて各種バクテリアに対応した精巧な

鋳型を電極上に形成することで，バクテリア
の高感度で迅速な検出について検討を行っ
た。本研究により，これまで分子を対象とし
てきた分子鋳型法をマイクロサイズのバク
テリアに適用することで，方法論の優位性の
実証を目的とした。 

 

３．研究の方法 

バクテリア表面の化学構造に基づく鋳型
の設計と鋳型電極の形成，およびそれを用い
た迅速検出法の開発を目指し， 

(1) バクテリア表面の化学構造の解明 

(2) バクテリアの電気化学的特性評価 

(3) 鋳型電極の作製 

(4) 鋳型電極を用いたワンステップ検出 

の各項目について検討した。最終的に各種バ
クテリアについて高感度で迅速な検出につ
いて検討を行った。 

 
４．研究成果 
(1) バクテリア表面の化学構造の解明 

 各種分子を化学修飾した金ナノ粒子を標
識として電子顕微鏡観察を行った。金ナノ粒
子の結合によりバクテリアの形状とともに
バクテリア表面の官能基や化学種の種類や
分布の可視化が可能である（図 2）。 
 

 
図 2 分子修飾金属ナノ粒子によるバクテリア標識. 

(A)アミノ基，(B)カルボキシ基導入したナノ粒子 
 

 アミノ基を持つ分子 a により化学修飾した
金属ナノ粒子 A はバクテリア表面に吸着し
た。一方，カルボキシ基を持つ分子 b を修飾
した金属ナノ粒子Bはバクテリア表面への吸
着はみられず，基板に分散した状態で観察さ
れた。金属ナノ粒子 A は緩衝液中で正のゼー
タ電位（+20 mV）示すことから，バクテリア
表面（ゼータ電位：－20 mV）に静電的に吸
着したものと推察された。一方，金属ナノ粒
子 B は負のゼータ電位（－40 mV）をもち，
バクテリアと静電的に反発するために基板
に分散した状態で観察されるものである。 

以上，金属ナノ粒子のサイズを分解能とし
て，バクテリア表面の化学種の分布を可視化
することができた。 

 

(2) バクテリアの電気化学的特性評価 

 バクテリア，特にグラム陰性菌の電気化学



特性は，外膜に存在する各種酵素に基づいて
いる。例えば，大腸菌はグルコース脱水素酵
素 GDH を持っており，酵素触媒活性に基づ
いた良好な電気化学応答を示すことが知ら
れている。この酵素に基づく応答はバクテリ
アの生存状態に依存しない。本研究では，生
菌の検出の観点から，生菌，死菌を識別する
ために電気化学活性な標識の探索を行った。 

バクテリアの電気化学特性を評価する際，
電極材料や電解液などが，バクテリアの生存
状態に大きな影響を与えた。炭素や酸化イン
ジュウムスズ（ITO）を電極材料として，電
解液にはバクテリアの生存状態に影響のな
い生理緩衝液を用いて，サイクリックボルタ
ンメトリ（CV）を行った（図 3）。 

 

 
 

生菌の懸濁液（生存率 90％以上）を ITO 電
極に滴下，乾燥した後，得られたボルタング
ラムを図 3 に示す。電流ピークは，バクテリ
ア内部から放出された酸化還元物質に由来
すると考えられ，乾燥によりバクテリアの外
膜が破壊された後に出現する。電流ピーク C1

はユビキノン，C2 はメナキノンに帰属される
ことが分かった。メナキノンの生産量はバク
テリアの生存環境（酸素濃度）により変化す
ることから，ユビキノンの電流ピーク（C1）
に着目することでバクテリアの定量が可能
であった。また，C1 は大腸菌他，サルモレラ
菌，黄色ブドウ球菌など，様々なバクテリア
について同様に観察された。 

 

図 4 AO 標識大腸菌の微分パルスボルタングラム

と標識の電流応答に基づくバクテリアの定量 

 

電気化学活性な物質を標識として用い，標
識の電気化学応答による検出についても検
討を行った。バクテリアの蛍光染色に用いら
れているヨウ化プロピジウム（PI）が緩衝液
中において特徴的な電流ピーク（at 0.65V）を
示し，その電流値が濃度依存することを確認
した。PI は死菌を選択的に染色する。一方，
生菌，死菌とも染色するアクリジンオレンジ
（AO）も明瞭な電流ピーク（at 0.87V）を示
した。これらの色素を使用することにより，

電気化学応答に基づいた生存状態の大腸菌
を定量することが可能になった（図 4）。 

 

(3) 鋳型電極の作製 

 検討項目(1)より，バクテリアをテンプレー
トとしたポリマー形成には，緩衝液中で正電
荷を生じるモノマーが有効であることが明
らかになった。導電性ポリマーは電解により
電極上での重合が可能であり，ポリアニリン
やポリピロール，ポリチオフェン誘導体は重
合の際，ポリマー骨格に正電荷を生じること
が知られている。ポリアニリンの重合は酸性
溶液中でのみ進行するため，バクテリアに緩
和な環境である中性 pH で重合可能なポリピ
ロールとポリチオフェン誘導体を用いるこ
ととした。大腸菌とピロール，あるいはチオ
フェン誘導体をモノマーとして含む緩衝液
中で電解重合したところ，重合の進行に伴う
ポリマー形成とともに大腸菌がポリマー膜
に取り込まれる様子が観察された（図 5）。こ
れは，モノマーが大腸菌表面の特定の部位
（官能基や化学種）と相互作用するとともに
重合されることに基づいている。また，ポリ
ピロールでは大腸菌のマトリクスからの溶
出に伴う鋳型の形成についても確認できた。 
 

 
図 5 バクテリアをテンプレートとしたポリマー

形成とバクテリアの溶出に伴う鋳型形成 

 
(4) 鋳型電極を用いたワンステップ検出 
検討項目(3)で形成した鋳型の選択性につ

いて水晶振動子マイクロバランス（QCM）法
により評価した（表 1）。 

 
表１ E.coli O157:H7 鋳型膜の QCM 応答 

バクテリア 周波数/Hz 選択性 

E.coli 

（大腸菌） 

O157:H7 3360 1 

O157:HNM 360 0.10 

O rough 180 0.05 

S.enterica（サルモネラ） 540 0.16 

V.parahaemolyticus（ビブリオ） 180 0.05 

S.aureus（黄色ブドウ球菌） 290 0.09 

図 3 ITO 電極に滴下し

た大腸菌の CV． 

外膜崩壊前(a)，後(b) 



各種グラム陰性菌に対して選択性を評価
したところ，大腸菌 O157:H7 の鋳型膜は，
O157:H7 を高選択的に認識した。特に，異な
る抗原を持つ大腸菌を識別することが可能
であった（選択性 10 倍以上）。 

分子鋳型法を用いることで，バクテリア表
面の化学構造と形状に基づいた高精度なバ
クテリア鋳型の形成が可能になり，同種のバ
クテリアの識別が可能になったものと考え
られる。このことより，生物機能によらない
人工的な受容体の形成が達成され，それによ
る標的バクテリアの高選択的な検出が達成
された。 

 金ナノ粒子を標識として用いることで，バ
クテリアの形状とともに表面の官能基や化
学種の種類や，それらの分布の可視化に成功
し，金属ナノ粒子のサイズを分解能とした，
表面解析の可能性が示唆された。 

バクテリアの電気化学的評価には，炭素や 

ITO が電極材料として最適であった。これら
の電極を用いることで，バクテリア内部から
放出された酸化還元物質に基づく応答を高
感度に得ることができた。特に，ユビキノン
に基づく電流応答に着目することでバクテ
リアの定量が可能になった。また，ユビキノ
ンは大腸菌他，サルモレラ菌，黄色ブドウ球
菌など，様々なバクテリアについても同様に
観察された。蛍光標識として知られる PI や
AO が緩衝液中において特徴的な酸化電流ピ
ークを示すことを見出した。これらの電気化
学応答に基づいたバクテリアの定量が可能
であった。また，これらの色素の選択的結合
性を利用した生菌の定量が可能になった。 

導電性ポリピロールを用いて形成した大
腸菌 O157:H7 の鋳型膜は，O157:H7 を高選択
的に認識した。特に，種々の大腸菌を識別す
ることが可能であった（選択性 10 倍以上）。
この結果より，高精度な鋳型の形成が確認さ
れ，生物機能によらない人工受容体の形成が
達成された。 

分子鋳型法による標的認識部位は，標的の
種別やサイズに制限なくテーラーメイド可
能であることから，バクテリアだけでなく危
害要因として考えられるウイルスにも適用
可能である。したがって，ウイルス性食中毒
の他，新型インフルエンザや口蹄疫ウイルス
感染症など，種々の危害要因を標的とした鋳
型の形成が可能になり，広い分野での波及効
果が期待される。 
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