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研究成果の概要（和文）：細胞内寄生や太陽光存在下での細菌の挙動を知るために集積化MEMS技術を利用した、
細菌のストレス応答の観測を行った。レジオネラ属菌を観測対象として、紫外光照射やマイクロ空間における運
動規制に対するストレス応答として新たな蛍光物質の産生を見出した。この蛍光物質の蛍光をフォトゲート型光
学センサで検出することに成功し、細菌センサチップ実現へ道を開いた。

研究成果の概要（英文）：We observed stress responses of bacteria using integrated MEMS technology to
 know the behavior of bacteria in the human cells or under sunlight. We found a new fluorescent 
material production of Legionella as a stress response to ultraviolet light irradiation and movement
 restriction in micro spaces of microfluidic chips. We succeeded in detecting the fluorescence from 
Legionella by using photogate-type optical sensor. This result paved the way to the realization of a
 bacterial sensor chip.

研究分野： Bio-MEMS

キーワード： MEMS　細菌　レジオネラ　フォトゲート　蛍光

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの細胞内や自然界で病原細菌がどのような挙動を示すかを、マイクロマシンの技術を用いて調べた。ターゲ
ットとしたのは温泉やクーリングタワーに生息するレジオネラ菌である。この細菌は紫外線照射を受けたり、狭
い場所に閉じ込められると蛍光を発する物質を作り出すことがわかった。この物質の蛍光を指標として、LSI技
術を用いた光センサでレジオネラ菌を検出することに成功した。これによって、将来、細菌を培養することなく
様々な場所で細菌検査ができる小型チップが作製できることを実証した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

2010 年の欧州での大腸菌 O-104 による感染症の発生をはじめとして、レジオネラや大腸菌 O-

157 などによる細菌感染症の発症が問題になっていた。従来の細菌学では、イースト菌抽出物質
等の栄養を含む培地を用い、増殖に適した温度で細菌を培養しており、細菌学の知見は主として
好適培養条件下での細菌の性質に依拠して感染症の予防、治療の方法が考えられてきた。しかし
ながら、感染症の発生を必ずしも有効に抑えることができない近年の事実は、限られた好適条件
下での細菌行動の一断面しか見ておらず、実は細菌の多様な行動を見逃している可能性が大き
いことを物語っている。これまでの知識だけでは細菌感染症の発生メカニズムが充分説明でき
ないことが多いのはこのためとも考えられる。細菌の様々な環境条件下における行動の把握は
細菌感染症の予防にとっても、感染後の病態理解においても重要な知見を与えることになると
期待できる。 

 

２．研究の目的 

 必ずしも好適培養条件下ではない、むしろ細胞内寄生を模擬するマイクロ空間内、紫外光など
の短波長を含む太陽光照射環境下における細菌の性質を検討することにより、これまで知られ
ていなかった新たな細菌挙動（ストレス応答）を見出し病原細菌学に貢献すること、そうしたス
トレス応答を指標とした小型可搬な病原細菌検出用センサの開発への道を拓くことを目的とす
る。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、ターゲットとする病原細菌（エレクトロニクスで言う一種のキャリングビークル）
をレジオネラ属菌とした。集積化 MEMS 技術によってマイクロ流路チップを作製し、マイクロ空
間内にレジオネラを閉じ込めることにより細胞内寄生を模擬した環境を構築する。このマイク
ロ流路内でのレジオネラの運動状態の規制の影響、あるいは紫外光照射の影響に対応する挙動
をレジオネラのストレス応答として観測する。ストレス応答としては、新たな蛍光物質の産生が
見られたため、その観測手段には分光学的手法を主として用いた。またレジオネラの産生する蛍
光物質の蛍光波長とその強度の紫外光照射時間依存性については反応科学的手法を用いて解析
した。さらにフォトゲート型光学センサを用いて、光電流として蛍光の変化を観測し、小型可搬
な病原細菌検出センサ実現に向けた検討を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究で得られた成果は主として、（1）レジオネラ属菌のマイクロ空間における細胞内寄生の
模擬とストレス応答、（2）レジオネラ属菌の紫外光照射に対するストレス応答、（3）フォトゲー
ト型光学センサによるレジオネラ属菌のセンシングの三点である。以下に成果を述べる。 
 
（1）レジオネラ属菌のマイクロ空間における細胞内寄生の模擬とストレス応答 
 レジオネラをマイクロ空間に閉じ込めるために、PDMS 製のマイクロ流路を作製して、マイク
ロビーズとともに注入し、ビーズの作るマイクロ空間でレジオネラの運動を制限した。図 1 に
我々が提案する、レジオネラを微小空間に閉じ込める手法の概略と、この手法に用いた PDMS 製
マイクロ流路チップの模式図を示す。このチップを用いてレジオネラ属菌の蛍光検出実験を行
った。所望の濃度としたレジオネラ属菌の懸濁液と、マイクロビーズ（以下、ビーズと記述）を
純水に入れ、濃度 106 bead/mL とした懸濁液を等量ずつ混合した懸濁液を調整した。この懸濁液
1 mL を分取し流路チップに注入した。この流路チップを蛍光顕微鏡にセットし、励起光を照射
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図1 PDMS製マイクロ流路チップの模式図 

 

図2 レジオネラ・デュモフィの蛍光
スペクトルの紫外光照射時間依存性 

 



してレジオネラ属菌の蛍光分光を行った。図 2にレジオネラ・デュモフィの蛍光スペクトルの紫
外光照射時間依存性を示す。励起光照射直後に、波長 450 nm，420 nm，480 nm にピークが観測
される。これはレジオネラ・デュモフィがその細胞内に持つ蛍光物質 legioliulin のスペクトル
である。照射時間の経過に伴い、これらピークは急激に減衰し、波長 470 nm 付近のブロードな
ピークが支配的育って来る。これは新たなレジオネラ・デュモフィが新たな蛍光物質を産生して
いることを示している。このような新たな蛍光物質の産生は、水中を自由に運動するレジオネ
ラ・デュモフィには全く見られなかった。これは、ビーズ間のマイクロ空間への閉じこめによる
運動制限と、紫外光の照射が蛍光物質を産生するトリガーになっていることを示している。この
ように細胞内寄生のようなマイクロ空間中では、培養液中で自由運動をするレジオネラとは異
なる挙動を示すことがわかった。このように MEMS技術を利用した細菌のストレス応答の観測は、
細菌の持つ未知の性質を知る手法になり得ることを示している。  
 
（2）レジオネラ属菌の紫外光照射に対するストレス応答 

本節では紫外光に対するストレス反応として蛍光物質を新たに産生するレジオネラを例とし
て、その特徴的蛍光波長とその強度の紫外励起光照射時間依存性を示し、その反応化学的扱いの
有効性も併せて記す。  
図 3 はレジオネラ・エリスラの蛍光スペクトルを示す。このスペクトル図では紫外励起光照射

時間をパラメータとして 0秒から約 1500秒までの複数の蛍光スペクトルを示している。このレ
ジオネラは赤色蛍光を示すことが知
られている。図からわかるように確か
に赤色と言われる可視光波長域 590 
nm，635 nm，675 nm にピークを示し
ている。通常、蛍光は紫外励起光照射
によって褪色する。すなわち光反応に
よる変化や分解によって蛍光物質が
非蛍光物質へ変化する。これら特徴的
なピークを観測すると、590 nm と 635 
nm のピークは時間とともに減衰して
おり、通常の蛍光の変化を示している。
しかしながら 675 nm のピークは明ら
かに時間とともにその強度が増大し
ていることが観測された。これは新た
な蛍光物質の産生を示している。従来
は目視による観測だったために観測
されなかったが、分光器を用いてはじ

めて発見されたものと考えている。 
 次に 675 nm のピークの増大は何を意味しているのかを反応化学的に考察する。図 4のプロッ
トは波長 675 nm のピークの紫外励起光照射
時間依存性を示す。励起光の照射とともに強
度は増大し、やがて緩慢な減衰へと転ずるこ
とがわかる。仮にこの過程をレジオネラ・エ
リスラの紫外励起光照射に伴う次のような
ストレス応答を仮定してみる。 

すなわち、レジオネラ・エリスラ細胞内の生
体物質（A）が、紫外光照射によりある種の
代謝系が働くことにより蛍光物質（B）へと
変化し、その後に光反応によって非蛍光物質
（C）へと変化してゆくと考える。この反応
過程を逐次反応と記述し、それぞれの反応速
度定数を k1、 k2とし、初期の生体物質濃度
を[A0]とする。それぞれの物質 A、 B、 Cの
反応速度は以下のように与えられる。 
我々の検討では、レジオネラ・エリスラを培
養条件下に置かない実験をしているため、初
期の生体物質濃度以上に生体物質が増加す
ることは無く、すべて非蛍光物質に変化することを境界条件とする。つまり、t=0 のときに
[B(0)]=0，[C(0)]=0，t → ∞のとき，[A(∞)]=0，[B(∞)]=0，[C(∞)]=0とする。 

図 3 レジオネラ・エリスラの蛍光スペクトル 

図 4 レジオネラ・エリスラの 675 nm の 
ピークの紫外励起光照射時間依存性 
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この反応速度式を解くと蛍光物質 B の濃度 [B(t)]は以下の様に与えられる。 

この式を用いて図 4 のプロットをカーブフィッティングした結果が図 4 の実線である。この式
が実測した蛍光強度の挙動をよく表しており、仮定の確からしさがわかる。ちなみにそれぞれの
反応の反応速度定数は、 

  k1=9.0×10-5 s-1 

k2=5.7×10-3 s-1 

となる。反応速度定数が k1 < k2 となっていることは、蛍光物質の生成過程が律速反応である
ことも示している。この反応過程の仮定の真偽はさらなる研究に俟つことになるが、レジオネラ
のセンシングの観点からは一種のセンシングパラメータとなり得る。例えば前述のレジオネラ・
ディモフィであれば、紫外光照射とともに青色蛍光強度が単調に減少しその反応速度定数は
0.04 s-1というように、レジオネラ・エリスラの場合とは異なる。我々は他のレジオネラ属菌で
も異なる特徴的波長やその強度の励起光照射時間依存性を見つけており、こうした検討からそ
れぞれのレジオネラを特徴づけるセンシングパラメータとしての反応速度定数のルックアップ
テーブルを作成している。これと次節に述べるフォトゲート型光センサの光電流を照らし合わ
せることによってレジオネラの識別が可能になると考えている。 

 
（3）フォトゲート型光学センサによるレジオネラ属菌のセンシング 
 ここでは上述のように我々が発見したレジオネラのストレス応答をコンパクトな系でセンシ
ングした結果を記す。図 5 にレジオネラの蛍光の検出に用いたフォトゲート型光学センサと測
定の模式的断面図を示す。レジオネラからの蛍光はフォトゲート型光学センサに入射し、光電流
として観測される。このフォトゲート型光学センサは豊橋技術科学大学のクリーンルームにて
作製したものである。実験では、コロニーから採取した細菌を PDMS 製のトラップに入れ、波長
365 nm の紫外光を照射した。フォトゲート型光学センサの光電流は半導体パラメータアナライ
ザを用いて取得した。同時に細菌の蛍光スペクトルも分光器を用いて取得した。レジオネラ・エ
リスラでは 4-(2)に示したように 675 nm付近に蛍光物質の産生を示す指標となりうる特徴的波
長を持っている。そのためセンサ直上に 650 nm 以上の波長の光を透過するフィルタを用いて測
定を行った。図 6はレジオネラ・エリスラの波長 676 nm の蛍光の強度の紫外光照射時間依存性
とフォトゲート型光学センサの電流値を示す。図からわかるようにフォトゲート型光学センサ
を用いて光電流強度の変化として、レジオネラ・エリスラの特徴的波長の変化を捉えることに成
功した。また、分光器で取得した蛍光強度とセンサの光電流の照射時間依存性も、その初期にお
いてよく一致した。以上より光学フィルタとフォトゲート型蛍光センサの組合せを用いてレジ

オネラ属菌の検出が可能であることを実証し
た。 
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𝑑𝑡
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𝑘2 − 𝑘1

(𝑒𝑥𝑝(−𝑘1𝑡) − 𝑒𝑥𝑝(−𝑘2𝑡)) 

図 5 MEMS流路とフォトゲート型センサ断面
図 6 レジオネラ・エリスラの波長 676 nm
の蛍光強度と光電流 
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