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研究成果の概要（和文）：本研究によって、細胞サイズとイオン漏出量を反映した特定の形状の電流シグナル
が、マイクロポアを用いたブリッジ回路内の電位差により発生することを発見し、機械学習を用いたシグナル形
状の分類により3種の細菌種を同定することに成功した。
また、抗生物質や生理活性化合物等を菌体外に排出する機能を持つ細菌薬剤排出ポンプに関して、薬剤耐性緑膿
菌に存在する共通の変異を複数発見し、迅速な耐性菌判定手法の開発に繋がる成果として、論文を投稿すること
ができた。
さらに、機械学習を用いた培養液から発生する臭気の解析・分類により、細菌種を同定することに成功した。現
在菌種をふやして、実用化に向けたさらなる解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：This research found that current signals with specific shapes reflecting 
cell size and ion leakage were generated by potential differences in a micropore-based bridge 
circuit and identified three bacterial species by classifying signal shapes using machine learning.
In addition, we discovered several common mutations in the bacterial drug efflux pump, which is 
responsible for the efflux of antibiotics and bioactive compounds from bacteria, present in 
drug-resistant Pseudomonas aeruginosa. We were able to submit the paper as an achievement that will 
lead to the development of a rapid method for determining bacterial resistance.
Furthermore, by analyzing and classifying the gases generated from the culture medium using machine 
learning, we succeeded in identifying bacterial species. The number of bacterial species is 
currently increasing and further analysis is underway for practical use.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
早期に菌種の同定および耐性菌の検出ができれば、不要な抗菌薬投与を減らすことができ、細菌感染症による死
亡者数を減らせるだけでなく、新たな耐性菌出現の抑制、医療費の削減にも大きく貢献することができる。研究
期間全体を通じて、当目的の達成に寄与する新デバイスの開発に向けた技術基盤を構築することができた。

※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 
 
治療困難な耐性菌への対応は、世界保健総会（WHA）で各国が国家行動計画策定を求められ

る等、国を挙げて取り組まなければならない大きな問題となっている。耐性菌を出現させないた
めには、抗菌薬の適正使用が最も重要であり、速やかに原因菌とその薬剤耐性能に適した薬を用
いた治療を行うことが求められているが、既存の一般的な検査法は所要時間が問題となるケー
スが多い。 
 
そこで、世界中の医療従事者が直面している薬剤耐性菌感染症の克服に向け、分野横断的で組

織的な共同研究によって、医療応用に向けたナノデバイス解析技術の開発を進めてきた。 
 
これまでに、ナノデバイス開発に向けた細

菌由来放出化合物測定法の構築（図 1）が完了
し、ヒトの健康指標となり得る便成分インド
ールの産生菌を、簡便に分析可能な培養液の
臭気から見分けることに成功し論文を発表し
た （ Frontiers in Microbiology 11, 
581571,2020：研究代表者論文）。 

 
本研究では、ナノデバイスを用いた即日で

の菌種同定と耐性菌検出を可能にする、細菌
性状の迅速分析技術の基盤を構築する。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究により、他分野でも応用可能な解析・検査技術群の開発・高度化を行うことで、医療応

用のための技術的アプローチの多様化に大きく貢献できると確信している。また本研究では、す
でに各病院で検査の簡便さやコストの面で評価されている、耐性菌検出用ナノデバイス Drug 
Susceptibility Testing Microfluidic device （DSTM）を改良する計画であり、細菌関連疾患の
検出法の開発に成功した場合、早期に普及させることができる。 

 
細菌の生理活性化合物をバイオマーカーとした診断技術が開発できれば、当化合物が原因の

疾患（生活習慣病・がん等）や、食中毒発生時の高リスク群に対する先制介入治療が可能となり、
革新的な予防法の開発につながる。全く新たな治療法の創出となるため、医療分野に大きなイン
パクトを与えることは間違いない。 
 
 
３．研究の方法 
 
 すでに抗菌薬を用いた
実験により、超高感度多種
因子同時分析に成功して
いるため、新たな生理基質
同定技術が開発できない
という問題はない。実際に
当手法によって、細菌の薬
剤排出ポンプの基質であ
る抗菌薬を測定した場合、
ポンプ発現株では時間が
経っても培養上清中の抗
菌薬濃度に変化がない一
方、欠損株では同濃度が時
間依存的に減少する（菌体
内に抗菌薬が蓄積する）こ
とを確認している （図 2）
（ Nature 500, 102-6, 
2013：研究代表者論文）。 
 

図 1. 細菌由来放出化合物測定法 

図 2. 超高感度多種因子同時分析 
基質である化合物の場合のみ、ポンプ発現株体内への化合物
の蓄積が阻止され、培養上清中の化合物濃度が維持される． 



 
 
 
 
以上より、当手法によって得られた結果が、薬剤感受性試験を用いた従来の基質同定法の結果

と完全に一致することをすでに証明しており、本研究で用いる生理活性化合物の分析にもすぐ
に応用可能である。 
 
排出ポンプの生理基質があまり見つからない場合は、基質候補化合物を、異種菌株間情報伝達

として近年注目されている、他菌種が生産・排出する生理活性化合物にまで範囲を広げ、排出ポ
ンプ生理基質を幅広く探索する。 
 
また、これまでに耐性菌検出用に開発したナノデバイスは、実際に各病院で使用してもらう段

階まで来ている。当デバイスは、約 4cm 四方の小さなガラス上に、樹脂と高精度レーザーを用
いて臨床サンプルを流す流路を作成し、流路の両端を除いて密封したものである。流路には耐性
菌の指標となる各抗菌薬を封入しており、臨床サンプルを流して細菌の形態・菌数変化を USB
カメラで観察することで、耐性菌を迅速・簡便に検出できる。 
 
本研究では、抗菌薬の代わりに、疾患関連因子を検出する試薬を封入する等の改良を想定し、

各疾患の発症リスク検出用のナノデバイス開発に向けた基盤構築を進める。 
 
 
４．研究成果 
 

本研究によって、細胞サイズとイオン漏出量を反映した特定の形状の電流シグナルが、マイク
ロポアを用いたブリッジ回路内の電位差により発生することを発見し、機械学習を用いたシグ
ナル形状の分類により 3 種の細菌種を同定することに成功した。現在、論文の投稿作業中であ
る。 

 
また、抗生物質や生理活性化合物等を菌体外に

排出する機能を持つ細菌薬剤排出ポンプに関し
て、薬剤耐性緑膿菌に存在する共通の変異を複数
発見し、迅速な耐性菌判定手法の開発に繋がる成
果として、論文を投稿することができた（図 3）。
修正対応に必要な遺伝子組み換え菌株も多数構
築し、現在はこれらの菌株を活用した各変異の詳
細な意義について解析を進めている。別のタンパ
ク質においても、同様の傾向がみられることが明
らかになりつつあり、今後も解析を継続する。 

 
さらに、機械学習を用いた培養液から発生する

臭気の解析・分類により、インドールの検出量が
多い大腸菌に加え、緑膿菌・サルモネラにおいて
も、菌種同定に活用できる可能性のある臭気成分
の差異が存在することが明らかとなった（図 4）。
臨床分離株、耐性菌株等を使用したさらなる実験
を行い、抗菌薬の適正使用につながる迅速検査法
の開発に大きく貢献したい。 
 

図 4. 排出ガスに関する特徴量マップ（左から大腸菌、緑膿菌、サルモネラ） 

図 3. サイレント変異による新たな 
薬剤耐性化メカニズム 
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