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研究成果の概要（和文）：　申請者は、細菌自身が有する自家蛍光を直接検出することで、染色などの前処理を一切必
要とせずに水環境中の細菌を検出する技術を開発した。この新規リアルタイム細菌検出技術を腎不全患者の治療に用い
られる人工透析液中の細菌検出に利用し、インラインにて細菌をリアルタイムにモニタリングすることが可能であるか
を検証した。
　結果、培養細菌数との相関は良好であり、蛍光顕微鏡下で計数した細菌数と近似値を示した。また、長期使用下でも
精度よく細菌が検出されることが確認され、本研究により、当該新規リアルタイム細菌検出技術は、人工透析液製造過
程における微生物検出に十分に応用可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）： Bacteria tests are conducted in quality control of dialysis fluid for 
hemodialysis treatment. But regular cultivation method take long period of time to obtain results and has 
a problem of not being able to count bacteria which are difficult to cultivate. I have focused on the 
auto-fluorescence substance in the bacteria, to use its auto-fluorescence allowing us to develop a system 
to measure the bacteria in real-time, without any pretreatments nor addition of any reagents.
 I have tested using actual dialysis fluid production process, and it has shown good detection 
capability. I believe that this system will become the next generation bacteria detection system to 
dialysis fluid production process where real time and on-site detection is needed.

研究分野：血液浄化学
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１．研究開始当初の背景 
人工透析治療は、半透膜で作成された人工
腎臓を用いて血液中の尿毒素等を除去する
治療であり、人工腎臓内で血液と透析液を接
触させ、血液中の不純物を拡散および限外濾
過の原理で除去し、血中に不足している重炭
酸などを人工透析液側より血液中に補充す
る治療である。1回の人工透析治療で約 120L
もの人工透析液が使用され、これを週 3回行
う。血液中の不純物を除去する傍ら、人工透
析液の一部が血液中に移行するため、人工透
析治療に使用される人工透析液の細菌汚染
は、生体に炎症反応を引き起こし、各種透析
関連合併症を誘発することが従来から知ら
れている。よって、透析液の厳密な細菌管理
が求められている。 
多くの人工透析医療施設では、人工透析液
の細菌検査を培養法にて行っているが、人工
透析液製造のための透析用水や人工透析液
中に存在する細菌を、蛍光顕微鏡による直接
計数法や、直接計数法を自動化した装置にて
計数することによって、培養法によるコロニ
ー形成菌数の数百倍の細菌が人工透析液中
に存在しているケースがあることがすでに
分かっている 1)。すなわち、人工透析液中の
細菌は通常の培養法では検出困難であり、培
養することなく細菌を検出できる技術が現
在注目されている 2)。培養しない細菌検出技
術は、通常数日から数週間程度かかる培養期
間を必要とせず、1 時間以内での検出が可能
となる。人工透析液は製造直後に人工腎臓に
供給されるため、より迅速に、且つ、精度よ
く細菌汚染を検出できる検査技術が必要と
されている。 
 
２．研究の目的 
そこで、細菌自身が有する自家蛍光を直接
検出することで、染色などの前処理を一切必
要とせずに水環境中の細菌を検出する技術
を開発した。この技術が腎不全患者の治療に
用いられる人工透析液中の細菌検出に利用
できるかを明らかにし、臨床応用へと展開す
るための基盤を確立することを目的として
研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、 
１．人工透析液中に細菌と同類の自家蛍光を
発する物質が存在しているかを明らかにす
る。 
２．人工透析液中に存在する細菌の自家蛍光
強度の把握を行い、すべての細菌を検出可能
であるかを明らかにする。 
以上の、2 つの研究を並行して行い、これら
の研究成果が出た後、開発したシステムを実
際の人工透析システム中に設置し、インライ
ンにて細菌をリアルタイムにモニタリング
することが可能であるかを検証した。 
 
４．研究成果 

生物細胞は自家蛍光を発する性質を持つ
ことが知られており、自家蛍光を持つ細胞は、
それぞれに対応した波長で励起させると蛍
光を放つ性質がある。生物細胞中で自家蛍光
を持つものとして、トリプトファン、
Nicotinamide adenine dinucleotide
（NADH）、リボフラビン等が知られている。 
この性質を利用し、レーザーをフローセル
の粒子検出部に照射して、中を流れる粒子か
ら生じる散乱光および細菌（生物粒子）から
生じる自家蛍光を計測し、生物粒子か非生物
粒子かを識別し、それぞれの数をリアルタイ
ムに計数、表示させる。微粒子にレーザーを
照射することによって得られる散乱光と細
菌にレーザーを照射することによって得ら
れる自家蛍光をそれぞれダイクロイックミ
ラーを用いて散乱光検出部と蛍光検出部へ
分光することで、散乱光からは粒子の個数及
び大きさの情報を得ることができ、自家蛍光
からは粒子の自家蛍光の有無、すなわち生物
粒子か否かの情報を得ることができる。 
 流れてくる粒子がフローセル中のレーザ
ー照射領域にやってくると、その領域を横切
っていく間だけ散乱光を発する。散乱光はレ
ンズで集光され、光電変換素子によって電気
信号へ変換される。こうして得られた電気信
号は幅を持ったパルス状の波形となる。散乱
光強度は粒子径によって変わるため、電気パ
ルスの波高値から粒子の大きさを判別する
ことが可能であり、パルスの個数を計数する
ことで粒子の個数を知ることができる。その
粒子が生物粒子である場合、自家蛍光パルス
も同時に発生する。散乱光、自家蛍光パルス
ともに電気パルスの波高値が設定したスレ
ショッド電圧値を超えた際に信号の AD変換
を行い、AD 変換された信号情報をパーソナ
ルコンピュータの専用プログラムにて処理
し、画面に細菌の存在状況がリアルタイムに
映し出されるように設計されている（図 1、2）
3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 リアルタイム細菌検出技術の原理 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 リアルタイム細菌検出技術の外観 

 
 まず、蛍光顕微鏡下にて人工透析液中に細
菌と同類の自家蛍光を発する物質が存在し
ているかを確認したところ、ケイ素化合物お
よびマイクロバブルの存在が確認された。そ
こで、ケイ素化合物に関しては、PC 上で大
きさの違いによる篩分けを行うようプログ
ラミングを行い、解決に至った。また、マイ
クロバブルは、それほど問題となる量が発生
していないことが確認されたため、特に対策
は施さなかった。 
 次に、人工透析液中に存在する細菌の自家
蛍光強度の把握を行い、すべての細菌を検出
可能であるか検討を行った。結果、自家蛍光
強度の弱い細菌が一部確認されたため、レー
ザ光の強度を上げ、システムの再構築を行っ
た。 
システムの仕様が定まった後、開発したシ
ステムを実際の人工透析システム中に設置
し、インラインにて細菌をリアルタイムにモ
ニタリングすることが可能であるかを検証
した。まず、基礎検討として、限外濾過膜を
接続して無菌状態にした透析液供給ライン
に装置を接続し、そこに標準菌である
Escherichia coli (NBRC 3301)を溶解した菌
液をショットで注入して、菌液を入れた直後、
1 分後、5 分後でどのような値が検出される
かを本装置と培養法にて評価した。ここで、
本検討の培養に用いた培地は、ショット注入
した細菌を 95%以上回収できることが確認
されている培地を用いて検討を行った。ショ
ット直後、培養法で検出された細菌と同等の
値を本装置でも検出することができ、1 分後
の値も同様であった。5 分後、培養法で検出
されなくなったときは、今回の装置でも 0を
示すことが確認された。 
 
 

表 インラインでの基礎検討 
 
 
 
 
 
 

 
 
 その後、長期（最長 1年間）に渡りインラ
インにて細菌を検出可能であるか検証を行
った。結果、培養不能な細菌を検出するため、
その値は培養法よりも高値を示すことが確
認され、培養細菌数との相関は良好であった。
また、蛍光顕微鏡下にて計数した細菌数と近
似値を示した。長期間使用下でも精度よく細
菌が検出されることが確認され、本研究によ
り、新規リアルタイム細菌検出技術は、臨床
にて十分に応用可能であることが示された
（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 透析液製造過程におけるインライン細
菌リアルタイムモニタリング 
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