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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境中の微生物をDNA抽出を必要とせずに検出できる技術の開発を目的
として、段階希釈法で調製した細菌サンプルに結合したアプタマーの数をリアルタイムPCRで測定し、細菌の存
在数を変化させた結果を検討した。実験の結果、初期の細菌量とアプタマー量には相関があり、細菌数を定量で
きる可能性が示された。また、すべてのサンプルにおいて、従来の遺伝子をターゲットとした場合の増幅曲線と
比較して、増幅の立ち上がりが速く、従来の遺伝子定量法よりも高感度で検出できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：With the aim of developing a technique for detecting microorganisms without 
the need for DNA extraction, this study examined the results of real-time PCR measurements of the 
number of aptamers bound to bacterial samples prepared by step dilution and with different numbers 
of bacteria present. The experimental results showed that there was a correlation between the 
initial bacterial abundance and the amount of aptamer, indicating the possibility of quantifying the
 number of bacteria. In addition, all samples showed a faster amplification rise compared to the 
amplification curve when targeting conventional genes, indicating the possibility of detection with 
higher sensitivity than conventional gene quantification methods

研究分野： 環境微生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
特定の微生物を定量する方法としてreal-time PCR法があるが, real-time PCR法は， DNAの数を計測できる技術
であり，標的とする微生物のDNAを抽出後，標的遺伝子をPCR法で増幅させ，その増幅の速度からもとの試料中の
微生物数を算出する手法である．しかしながら，DNAの抽出に専門的な知識や，コンタミネーションを防ぐクリ
ーンな実験室の施設を必要とすることから，屋外等の現場レベルでの作業が困難という問題点がある．本研究は
DNA抽出不要の微生物定量技術を提案するものであり、これら課題を解決できる可能性がある。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

従来，微生物の検出・定量には，培養法が広く用いられてきた．培養法は，微生物を培地を用

いた培養により増殖させ，コロニーの形成や培地の懸濁などに基づいて，もとの試料中の微生物

量を計測する方法である．また，特定の微生物を定量する方法として real-time PCR (Polymerase 
Chain Reaction) 法があるが, real-time PCR 法とは， DNA の数を計測できる技術であり，標的と

する微生物の DNA を抽出後，標的遺伝子を PCR 法で増幅させ，その増幅の速度からもとの試

料中の微生物数を算出する手法である． 
しかしながら，前者の方法は結果を得るのに数日を必要とし，また微生物のなかには培養が困

難なものも存在することから，万能な方法とは言えない．さらに後者の方法も DNA の抽出に専

門的な知識や，コンタミネーションを防ぐクリーンな実験室の施設を必要とすることから，屋外

等の現場レベルでの作業が困難という問題点がある．したがって，DNA を抽出することなく，

短時間で容易に微生物を検出・定量する技術が求められている． 
 

２．研究の目的 

 

そこで本研究では，標的分子に特異的に結合する DNA aptamer と real-time PCR 法を組み合わ

せることで DNA 抽出を介さずに試料中の任意の細菌数を定量できないかと考えた．aptamer は

一本鎖の DNA で，相補配列に依存して安定な固有の立体構造を形成することで，特定の標的に

強固に結合する物質である．本研究は，段階希釈で作成した存在数の異なる細菌サンプルを作成

し，それらに結合した aptamer の数を real-time PCR 法で計測した. これら結果から，開発を目指

す技術の実現可能性について検討を行った． 
 

３．研究の方法 

 

(1) 標的細菌と DNA aptamer 

 本研究では，標的の細菌として Escherichia coli K 12 株 (NBRC3033) を選定した．E.coli は LB
培地で培養後，対数増殖期に回収し，OD 値からおおよその細菌数を算定した．それらを段階希

釈し，108 cell/mL から 105 cell/mL まで計 4 つのサンプルを作成した．また，DNA aptamer は E.coli
を検出する P12-55 aptamer の配列情報を既報 1)から参照し，DNA 合成会社に依頼して作成した

ものを用いた． 
 

(2)aptamer との結合と分離 

標的細菌の E.coli と aptamer とを結合させ，結合した aptamer のみ分離，回収する操作を行っ

た．実験は Yilmaz et al. 2)の方法を参考に検討した．手順は以下の通りである．低吸着チューブに

E.coli を 398 μl と 10 pmol/μL の P12-55 aptamer を 2 µL 入れ，室温で 15 分間インキュベートした

のち，8000 rpm で 5 分間の遠心を行った．結合力の弱い aptamer を除去するため，上澄み液を捨

て，1×PBS を 700 µL 入れ，8000 rpm で 5 分間の遠心を行った．1×PBS による洗浄は 2 回繰り返

した．その後，加熱によって水素結合を切断し，標的細菌と aptamer を分離させるため，20 mM 
NaOH を 400 µL 入れてピペッティングし，75℃のヒートブロックで 3 分間加熱した．また，溶

液を中和させるために 6 mol/L の塩酸を 4 µL 入れ，8000 rpm で 15 分間遠心した．上澄み液を 10 
kDa cut-off tube のフィルターに集め，14000rpm で 30 分間遠心した．残留物を処理するため，

RNase-free Water を 100µL 入れ，14000 rpm で 15 分間遠心した．フィルターに残った上澄み液を

回収するため，RNase-free Water を 10 µL加え，10 分放置したのち，新しいチューブにフィルタ

ーを逆さにセットし，8000 rpm で 3 分間遠心した．これにより回収した上澄み液を 95℃のヒー

トブロックで 3 分加熱後．保冷剤と冷却台を用いて 1 分間冷却した． 
 

(3) Real-time PCR 

(2)より得られた aptamer が浮遊する上澄み液を template として real-time PCR を行った．PCR
に用いたプライマーは既報 1)の BRf-r プライマーペアを用いた．Real-time PCR による aptamer の
定量は以下の手順で行った．MyGo real-time PCR 専用チューブを 5 本用意し，それぞれ，No.1，
No.2，No.3，No.4，No.5 とした． それぞれのサンプルと試薬などの容量は，Table1 に示す．PCR
条件は，95℃で 15sec，65℃で 30sec の 2stepPCR とし, 40 cycle 行った． 



 
4. 研究の成果 

(1) 結果および考察 

 段階希釈した E.coli に対し P12-55 
aptamer を結合させ，熱変性によって剝が

された aptamer の数を real-time PCR で計測

した結果を Fig. 1 に示す．結果，すべての

サンプルから aptamer が検出された． 
増幅曲線の立ち上がりは 108 cell/mL が

最も早く，段階希釈に応じてその立ち上が

りは遅くなっていく傾向が見られた．この

ことから，初期菌体量と aptamer の量は相

関性が見られ，細菌数を定量できる可能性

を示すものだと判断できる．しかしなが

ら，初期菌体量と PCR 増幅の立ち上がり

におけるサイクル数 (Ct 値) の両者間には、通

常の遺伝子定量時における検量線サンプルで

見られるような均等な間隔での立ち上がりに

はならなかった．これは細菌の段階希釈におい

て細胞固定を行わなかったことが原因である

と思われ，実験過程の中でも細菌の増殖が見ら

れたことなどが要因と考えられる． 
 また，すべてのサンプルにおいて，通常の遺

伝子を標的とした際の増幅曲線と比較して増

幅の立ち上がりが早かった (データ非表示)．こ
れは，通常の遺伝子定量法よりも高い感度で検

出できたことを示す．このことは，極めて微量

で生息する細菌に対しても検出・定量が可能で

あることを示唆している． 
 
(2)まとめ 

 本研究は，段階希釈で作成した存在数の異なる細菌サンプルを作成し，それらに結合した

aptamer の数を real-time PCR 法で計測した結果から，開発を目指す技術の実現可能性について検

討を行った．結果，細菌数を定量できる可能性を示すものだと判断できた．また，極めて微量で

生息する細菌に対しても検出・定量が可能であることが示唆された．今後は実験方法の検討とと

もに，複数種の細菌を混合した系や，培養法との定量結果の比較などの検討を行う必要がある． 
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N o. 1 2 3 4 5

108cell/m L 107cell/m L 104cell/m L 105cell/m L M Q (negative)

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

TB  G reenⅡ 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5

B R f prim er 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25

B R r prim er 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25

M Q 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00

sam ple

Table 1  Volume of reagents etc. to be placed in each tube (µL) 

Fig. 1  Amplification curve for quantification of 

P12-55 aptamer bound to a step-diluted 

sample of E.coli by real-time PCR. 

In

Fig.2  Amplification curve for quantification of 

rRNA gene of E.coli by real-time PCR. 
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