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研究成果の概要（和文）：現在、水中の微生物分析法には、培養に基づく方法と、培養を介さない、顕微鏡を用
いた直接計数法、免疫学的方法、バイオマーカーを検出する方法などがある。本研究ではDNAアプタマー（Apt）
を用いた水中レジオネラ属菌純菌株（Legionella pneumophila (ATCC 33152)）の簡易検出技術を開発した。暗
視野観察においてAu-AptはLegionella属菌に結合したことがわかった。大腸菌には結合しなかったことから、
Au-AptはLegionella属菌に対して選択性があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Currently, microbial analysis methods for water include culture-based 
methods and non-culture-based methods such as direct microscopic counting, immunological methods, 
and biomarker detection. In this study, we developed a simple detection technique for Legionella 
pneumophila (ATCC 33152, referred to as Lp) in water using DNA aptamers (Apt). Dark-field microscopy
 observations revealed that Au-Apt bound to Legionella species. Since no binding was observed with 
Escherichia coli, it was confirmed that Au-Apt exhibits selectivity for Legionella species.

研究分野：水環境工学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、水中の微生物は、培養に基づく方法と、培養を介さない方法で検出されている。培養しない方法で最も有
名な方法はPCR法である。しかしこの方法では核酸を抽出する、高額な酵素を必要とする、という課題がある。
本研究により、核酸抽出や、高価な試薬を必要としない方法の開発に成功した。通常病原体は蛍光色素で顕微鏡
下で検出される。しかし、蛍光色素は短時間で褪色するので観察が非常に難しい。本研究では蛍光色素に金ナノ
粒子を用いることで、強い光で長時間サンプルを顕微鏡観察することに成功した。

※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 
理系の大学を卒業した方なら誰しも細菌の測定をした事があるはずである．これが記憶に
残るのは，シャーレを用いた細菌の測定では培地の準備，サンプルの希釈，24時間の培養，
コロニーカウントなど，多大な労力を要するためであろう．PCR 法はこの概念を根本から
変えた．新型コロナウイルスの検出ですっかり有名になった方法ではあるが，①試薬や装
置が高価，②酵素の冷凍保存，③有機物による阻害，④DNA 濃度の調整，⑤不活性微生
物の検出など，使ってみると意外に使い勝手が悪い技術である．この問題を解決するため，
申請者は大きく発想を転換し，核酸（DNAや RNA）ではなく「病原体が宿主を認識してい
る病原体表面に存在する分子」を検出する事で環境中の病原体を検出することとした． 
 
２．研究の目的 
本研究ではPCR法によらない病原体センサーを開発する．対象病原体は水系感染症（下痢）
を引き起こす病原体であるレジオネラ属菌とする．研究期間（2年間）ではレジオネラ属菌
用 DNAアプタマーの選抜，金ナノ粒子を用いたレジオネラ属菌の検出を行う． 
 
３．研究の方法 
本研究では金ナノ粒子として Sigma-Aldrich 社が作製し，販売する金ナノ粒子を用いた．
直径は主に 5 nmを用い，クエン酸バッファー中に懸濁されたものを使用した(品番 741949)． 
あらかじめ，ストック溶液として 100 mM酢酸バッファー（pH 5.2）と 0.01 M HCl溶液
を作製した．100 mM酢酸バッファー（pH 5.2）は，酢酸 0.107 mLと酢酸ナトリウム 0.677 
gまたは酢酸ナトリウム三水和物 1.124 gを混合し，Milli-Q水で 100 mLにメスアップし
た．撹拌後，pH が 5.2 であることを確認する．0.1M HCl 溶液は，濃塩酸（約 12 M）を
Milli-Q水で 120倍に希釈することで作製した．DNAアプタマーは Eurofins Genomics社
に作成を依頼した．DNAアプタマーは乾燥状態で納品され，それをMilli-Qで 10uMに懸
濁した．脱保護溶液として，終濃度が TCEP 1mM, 酢酸バッファー 90mM の溶液をスト
ック溶液から作製した．これと DNA アプタマーを 9:1 で混合し，1 時間静置することで
DNAアプタマーの脱保護を行った．金ナノ粒子 300 µLと 0.1 M塩酸を 3 µLを混合した
ものに，脱保護を行った DNA アプタマーを 20 µL 加え，さらに 1 日冷暗所で静置するこ
とで金ナノ粒子と DNAアプタマーを結合させた．金ナノ粒子修飾 DNAアプタマーを Au-
Aptと称す． 
Au-Apt）を 95 ℃10分で加熱し変性する．以下の溶液をチューブ内で混合する．Au-Apt溶
液  5 µL，洗浄済みの属菌培養液  5 µL．室温で 1時間静置する．試料をスライドガラス
上の中心に 10 µL添加する．カバーガラスを静かに乗せる．60 ℃，10分（またはサンプル
が完全に乾くまで）乾燥させる．暗視野顕微鏡で観察する． 
 
４．研究成果 
直径 100 nmの金ナノ粒子を Lp5の DNAアプタマーに修飾させ，Legionella属菌と混合
して暗視野顕微鏡で観察を行った．Au-Apt-Lp5は黄色やオレンジ色の丸い点状，Legionella
属菌は白い糸状で観察できることが確認できた．Au-Apt-Lp5 と Legionella 属菌が重なっ
たとき，結合していると判断した．このとき，Legionella属菌と Au-Apt-Lp5の結合が確認
できた． 
静置時間が 1時間と長いため，短縮するために 5分，10分，15分，30分，60分と時間を
変え実験を行った．静置時間 5分から 60分の間では，インキュベート時間が長いほど結合
が多くみられると感じた．そのため，実験条件の最適化を行う上で，静置時間は 60分が適
しているという結果となった． 
金ナノ粒子は，Buffer の塩が高濃度であると凝集することが知られている．そのため，こ
の特性を生かして，塩濃度を 10倍にすることで水中の Au-Aptを凝集させ，Legionella属
菌に結合しなかった Au-Apt のスポットを少なくできると考えた．Buffer の KCl を 10 倍
にし，同様の条件で実験を行った．Legionella属菌のサンプルでは，水中の Au-Aptの凝集
は見られず，あまり変化が見られないという結果になった．大腸菌のサンプルでは，大腸菌
同士が凝集して列のようになってしまい，うまく観察することができなかった． 
上記の結果を受け，KCl 濃度を戻した．また，Au-Apt はリン酸-Buffer であったが，細菌
の洗浄で用いている Tris-Buffer で統一した方が良いと考え，細菌と混合する前に Au-Apt
を遠心分離し，上澄み液を Tris-Buffer と置き換えた．Au-Apt の遠心分離を行ったことに
よって，画像中の Au-Aptの総数が減ってしまい，細菌との結合が分かりづらくなってしま
った． 
上記の結果を受け，Au-Aptを洗浄するのではなく，Au-Aptの Bufferの検討を行い，クエ
ン酸，PBS の二種類で試みた．Legionella 属菌のサンプルでは，クエン酸 Buffer で少し
Au-Apt が凝集して総数が少なくなっていることが確認できた．しかし，そのほとんどが



Legionella属菌に結合していたと感じた．また，大腸菌サンプルでは，PBS-Bufferでは少
し大腸菌と Au-Aptの結合は見られる一方で，クエン酸 Bufferでは結合はほぼ見られなか
った．したがって，クエン酸 Buffer の方が，Legionella 属菌に選択性を示したといえる． 
これまでの実験で，DNAアプタマーの結合が Legionella属菌に選択的に行われていること
がある程度確認できたため，Legionella 属菌と大腸菌を混合し簡素的に環境サンプルを模
して，Legionella属菌の濃度の違いによる Au-Aptの結合の違いをみた．Legionella属菌，
大腸菌の ODをどちらも 1.0になるよう調整し，その混合割合を 1 : 2，2 : 1，1 : 1にして
顕微鏡観察を行った．Legionella 属菌の濃度が高くなるにつれて結合した Au-Apt の個数
も多くなっているように感じた．この個数を定量的に表すため，カウントする手法を確立し
た． 
これらの画像を解析し，ピクセル数や RGB，明るさなどで，水中の Au-Apt ＋ 大腸菌，す
べての Au-Apt ＋ 大腸菌を認識した．この個数の差し引きにより，Legionella属菌に結合
した Au-Aptの個数をカウントすることが可能となった． 
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