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研究成果の概要（和文）：微生物の増殖能の向上や培養検査の迅速化を目標に，独自のセンサ技術に基づいた，
微生物の増殖能を高感度かつ定量的に評価する技術の開発を目指した。独自センサにより，結核菌の12種類の抗
結核薬に対する感受性を迅速診断できる基盤技術を開発した。また，大腸菌液体培養においてFCは従来知られて
いた酸素リザーバー機能だけでなく、二酸化炭素などの吸着による培養環境の維持メカニズムがあること証明し
た。さらに，FC添加によって，大腸菌の鉄が関わる代謝が変化したことを示唆しているとの結論を得た。さら
に，サブミリ波照射においては，重合反応には周波数依存性が認められることを示した。

研究成果の概要（英文）：In order to speed up microbial culture testing, we developed a technology 
based on our original sensor technology to quantitatively and sensitively evaluate the proliferation
 ability of microorganisms. We developed a basic technology that can rapidly diagnose the 
susceptibility of tuberculosis bacteria to 12 types of antituberculosis drugs using our original 
sensor. We also clarified that when culturing E. coli, FC not only functions as an oxygen reservoir 
but also adsorbs carbon dioxide. Furthermore, we discovered that adding FC to the culture solution 
changes the metabolism of E. coli that involves iron. Furthermore, we showed that the polymerization
 reaction is frequency-dependent when irradiated with submillimeter waves.

研究分野： 生物センシング工学

キーワード： 微生物　迅速培養　ウシ結核菌　センサ　フッ素系溶媒
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物は我々の暮らしと密接な関係を有しているが，その分析や利用に際し，古くからの培養法に依存してい
る。本研究では，迅速に微生物増殖をモニタリングできる技術を構築するために，高感度なセンサを用いるだけ
に留まらず，培養環境そのものを見直すことや，外部から電場で摂動を与えるといった新しい技術の検討を行っ
た。得られた成果は，例えば医学分野では難培養菌である結核菌への薬剤耐性を従来よりはるかに早い段階で評
価できることを示したり，フッ素系溶媒の培地への添加が，明らかに微生物増殖に有利に働いていることを示
し，さらにはそのよる簡便で扱いやすい方法を特許として検討している点において，社会的意義は大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
『微生物』は，我々の暮らしや生命活動に密接に関わっており，農学的には生態系を支えるミク
ロな生物としての側面やバイオマスでのエネルギー生産，発酵食品の製造，我々の体内でも共生
関係によって体内バランスを整える極めて重要な生物である。その中でも一部の細菌は，食中毒
や感染症などの原因としても位置づけられ，工学的にはそれらの早期検出技術の開発自体がひ
とつの大きな研究として認知されている。このような背景のもと，微生物の分析技術は目覚まし
い進歩を遂げ，PCR や MALDI/TOFMS などを用いて迅速な同定を行える技術が誕生している。
これらは先端分析ツールであるが，この前処理となる培養は寒天培地に微生物を植え付け，長時
間の培養で微生物コロニーを形成させるといった極めてローテクな方法（平板培養法）に依存し
ている。この技術が不可欠な理由は，通常細菌は様々な菌や異物とまじりあった状態で存在し，
生菌も死菌も混在しているため，それらと選り分けて所望の生菌のみが生える培地を利用して，
精製する必要があるためである。 

この結果，菌種の特定や定量が可能になるが，迅速な検査結果が必要な場面では数日を要し，
例えば結核菌のような感染症診断の場面では数週間を要することとなり，患者への負担は大き
いことが問題となっている。ポストハーベスト分野でも，細菌の迅速な検出は農産物のロス低減
や食品加工現場での衛生管理，出荷前の品質検査など食の安全・安心に関わる重要な技術である
が，菌の同定が必要な場面では，やはり培養に時間を要する。また，乳酸菌や真核微生物の酵母
のように有益な物質を生産する微生物は資源としても注目され，有用微生物の探索は世界的な
ビジネスにもなっており，創薬の材料やエネルギー資源としても極めて魅力的な対象物である。
しかしこのような探索にも，培養することが基本となるが，寒天培地で増えなかったり，増殖に
時間がかかりすぎるなどが理由で『世の中には 99％以上の細菌は培養できない』と言われてい
ることから，従来の培養作業に代わる新しい培養法や迅速培養技術の提案は，基礎科学だけでな
く応用の場面においても極めて重要な技術となる。 
 
２．研究の目的 
微生物は，バイオマスでのエネルギー生産，発酵食品の製造，我々の体内でも共生関係によって
体内バランスを整えることに役立っている極めて重要な生物であるが，先述のように培養に長
い時間がかかるといった根本的な課題が残されている。そのような中，我々は不活性溶媒のパー
フルオロカーボン（PFC）類による細菌や酵母の増殖能向上現象や，テラヘルツ光照射による生
体分子機能の亢進効果に関する知見を得てきた。そこで本研究では，これらの知見を活用し，微
生物の増殖能（分裂速度や最終収量）の向上や，培養検査の迅速化の提案を目指す。具体的には，
独自のセンサ技術に基づいた，生きている微生物の増殖能を高感度かつ定量的に評価する計測
系を開発する。さらに代謝物のメタボローム解析や出芽酵母変異株ライブラリ利用により，系統
的なメカニズム探索型研究を実施し，最終的には難培養性細菌の迅速培養法や培養工学への応
用を目指すことで，食品，環境，エネルギー，医療等へ貢献する。 
 
３．研究の方法 
（１）誘電センサ技術による結核菌検査の迅速化 

65GHz アレイセンサで誘電率変化から増殖性や薬剤感受性を経時的に測定可能な測定装置を
試作した。液体培地中でウシ型結核菌（BCG）を培養して増殖を確認したのちに， 代表的な結
核治療薬であるストレプトマイシン，イソニアジド，リファンピシン，エタンブトール，ピラジ
ナミドを液体培地中に加えて，5 分間隔，72 時間の継続測定を行なった。 
 
（２）パーフルオロカーボン類が微生物増殖に与える影響 

フッ素系不活性溶媒 (Fluorocarbon; FC)は高度にフッ素化された構造を持ち，液体培地への
添加により微生物や細胞の増殖を促進する。この現象は，FC の高い酸素溶解能に起因すると考
えられてきたが，当研究室及び共同研究者によって FC による未知の増殖促進メカニズムの存在
が示唆された。FC による増殖促進には細胞飽和密度を高める特徴があり，細胞飽和密度の決定
には「鉄」が重要な役割を果たすことが知られている。このことは，FC が菌体への鉄の取り込
みや鉄が関わる代謝を変化させて増殖促進する可能性を示唆している。本研究ではその検証を
目的とし，FC 添加時の大腸菌への鉄取り込み量の測定や鉄が関わる代謝経路の解析を行った。
LB 培地 (Fe: 200 μM)を用い，FC 添加，非添加の条件で大腸菌 (BW25113)を培養し，菌体
を回収・風乾したものを測定サンプルとした。これらを九州シンクロトロン光研究センターの蛍
光 X 線分析に供し，大腸菌の元素分析を行った。 
 
（３）サブミリ波照射による周波数依存性探索 

京都大学が中心となってサブミリ波照射による生化学反応の非熱効果に関する研究を実施し，
水が電場の影響を受けることでアクチン伸長が促進されるという仮説を調べるため，100，280，
460 GHz による周波数依存性等の調査をおこなった。ピレン標識アクチン（BK003，Cytoskeleton）



を付属マニュアルに則り 2.4 µM アクチン水溶液 200 µL に調製し， 3 サンプルずつ供与した。
460 GHz の高周波ジャイロトロンを用いて繰り返し周波数 1 Hz とし，パルス幅調節実験では出
力 10 W として，パルス幅 10 ms，5 ms，0.5 ms の 3 条件で行った。また，出力調節実験では，
パルス幅 10 ms として，出力 10 W，5 W，0.5 W の 3 条件で行った。アクチンの伸長評価につ
いて，ルミノメータ（Glomax 20/20, Promega）を用いて初期蛍光強度を測定した後，照射を行
った。その後 5 分おきに蛍光測定を行い，30 分後まで追跡した。100GHz，280GHz は，インパ
ットダイオードを光源とし，それぞれ連続波で照射し，同様に蛍光強度で重合度を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）誘電センサ技術による結核菌検査の迅速化 

抗結核薬投与後 16 時間
でに菌体を認めた IC 素子
（750～1,200 個）における
共振周波数変化をヒスト
グラムに示す。Control（薬
剤投与なし）に比べて，リ
ファンピシンでは 2 濃度
で抗菌作用を認めた。エタ
ンブトール，ストレプトマ
イシン，イソニアジドでは
濃度依存性抗菌作用を認
めたが，BCG が自然耐性
を持つピラジナミドでは
濃度に関わらず耐性であ
った。これらの結果から，
難培養菌の培養条件の最
適化と 65GHz センサの測
定技術の組み合わせが，迅
速かつ適切な治療薬選択
を実現して，薬剤耐性菌の
制御と治療成績の改善に
つながる可能性が示唆された。 
 
（２）パーフルオロカーボン類が微生物増殖に与える影響 
九州シンクロトロン光研究センターの
蛍光 X 線分析に供し，大腸菌の元素分
析を行った。その結果，FC 添加により
大腸菌中の鉄，亜鉛など複数種の金属元
素量が減少していた。そこでまずは鉄の
取込み低下に着目し，鉄が関わる代謝経
路が変化した可能性を考え，FC 添加，非
添加の条件で M9 培地 (Fe:10 μM)で
培養した大腸菌における遺伝子発現量
解析を行った。その結果，鉄存在時に発
現量の変化が報告されている遺伝子の
発現変化が観察された。 

さらに，培養した際に添加した FC を
GC-MS で分析した結果，CO2 を吸収し
ていることが分かった。つまり FC は，
代謝生成物を吸着し，微生物にとって適
した環境を作り出すことに貢献してい
る可能性を示唆する結果を得た。 
 
（３）サブミリ波照射による周波数依存性探索 
周波数依存性について調査した結果，同程度の平均パワーの照射では，tanδ の値が大きい
方が，核形成期を加速し，伸長効果が大きくなる傾向が確認された。この結果は，照射影響
を効率的に生じさせるには最適な周波数があることを示唆している。一方，460GHz の照射
影響の閾値出力を調べた結果，460 GHz による伸長作用は平均パワーが閾値を超えると有
意となり，その値は 5～50 mW の間にあるとの結論を得た。 
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