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研究成果の概要（和文）： 

 
 微生物の個体数を迅速に計測するため、我々はキャピラリーアレイ（微細管を二次元に
規則正しく整列させたガラスプレート）を用いることにした。十分希釈した微生物溶液を
ATP 抽出液と生物発光試薬を含むキャピラリーアレイに展開した後、発光するチャンバー
の数を数えれば、直ちに微生物の数が計測できる。本研究では、微生物モデルとして約 2.8
ミクロン直径のマイクロビーズにルシフェラーゼを固定化したものを作成した。そのビー
ズを用いることで、顕微鏡下で発光を検出するための ATP 濃度を決定した。結論的には、
現状の ATP 増幅技術を向上させ、また高輝度ルシフェラーゼを利用すれば、迅速微生物計
測が可能となることが分かった。 
 
 
 

研究成果の概要（英文）： 
 
   To rapidly measure the number of microorganisms in solution, we attempted to use 
a capillary array, a circular glass plate with fine pore regularly arranged in 
two-dimensional array. After applying a given amount of sufficiently diluted solution to 
the capillary array containing both ATP-extracting and bioluminescence reagents, the 
number of microorganisms can be easily estimated from the proportion of luminescent 
pores. In this research, we immobilized luciferase on micro-beads (approximately 2.8 
μm in diameter) that could serve as a model of microorganisms in solution. Using the 
micro-beads, we determined the concentration of ATP needed to generate detectable 
level of luminescence. We concluded that the rapid measurement of microorganisms 
would require further improvement of ATP amplification technology and the use of 
high luminescence luciferase. 
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１．研究開始当初の背景 

 ATP は、全ての動物、植物、微生物などの
生命体に存在するエネルギー物質である。ホ
タル由来のルシフェラーゼは ATPのエネルギ
ーを使ってルシフェリンを酸化し、その際に
一つの光子を発する（生物発光）。この技術
は衛生検査の現場で活きた微生物の存在指
標に使われている。 
 我々はその検出感度を上げるためにポリ
リン酸による生命エネルギー再生系を使っ
て、試験管の中で微量の ATPを増幅させる反
応を考案した（図１）。我々はこの技術を利
用して生物発光による ATP の検出感度を約
10,000倍上昇させ、一匹の大腸菌でも検出す
ることに成功した。しかし、この ATP増幅反
応の欠点は、一度反応が開始すると連鎖的に
反応が進むので、PCR（ポリメラーゼチェイ
ンリアクション）の様に温度制御による増幅
回数の制御ができず、もとに存在した ATPの
逆算が困難であることであった。また、仮に
微量 ATPの分子数が計測出来たとしても、も
ともと個々の微生物に含まれる ATP量が違う
ため（種によっては 100 倍以上）、微生物の
個体数を割り出すことは不可能とされてい
た。 

 
２．研究の目的 
 キャピラリープレートは直径数 cm、厚さ
1mm程度のガラス板で、その中には直径数μm
の穴が規則正しく貫通している（図２）。開
口比は 55％以上あり、中央エリアに 108個以
上の穴を有する。もともと光のコリメーショ
ン（穴に垂直な平行光だけが透過する）用に
開発された物であるが、流体を層流にする性
質を持つなど、様々な応用が考えられている。 
 このキャピラリープレート上に数十マイ
クロリットルの液滴を垂らすと、毛細管現象
により、液が染み渡り、ピコリットル空間に
分配される。その際、液滴に含まれる微生物
はピコリットル空間にポアソン分布に従っ
て分配される。106細菌/ml以下であれば、十
分に１空間に最大 1個体ずつ分配される。溶
菌後、ATP 増幅反応を開始すれば、増幅され
る空間と、されない空間に分かれ、その空間
ごとの発光をモニターすることによって、微
生物の数を数えることができると予想した。 

 
３．研究の方法 
３−１ ビオチン化ルシフェラーゼの作製 
 ルシフェラーゼの C末端をビオチン化した
ビオチン化ルシフェラーゼの作製を行なっ
た。まず、pTNT (Promega)を鋳型に P1(GGAATT 
CCATATGGAAGACGCCAAAAAC)と P2 (GTTGGATCCCC 
CAATTTGGACTTTCCGCC)のプライマーを用いて
ルシフェラーゼ遺伝子を増幅し pET21-b 
(Novagen)に NdeI/BamHIサイトに挿入し、
pET21-Luc-Nを作製した。さらに P3(GCTCAGAA 
AATCGAATGGCACGAACACCACCACCACCACCACTGAAC
TA)と P4(CTCGAGGGTGGCGGTCTGAACGACATCTTCG 
AGGCTCAGAAAATCGAATGGCACGAACACCACCACCACC
ACCACTGA)のプライマーを用いたインバース
PCRにより、ビオチン化 Tag (AviTag)を挿入
し、pET21b-Luc-AviTagを作製した。ビオチ
ン化ルシフェラーゼの発現には、宿主として
大腸菌 BL21 (DE3) pBirAcmを用いた。

 

図 1，ATP 増幅反応の原理 最初にポリリン
酸(polyPn)とアデノシン一リン酸(AMP)とア
デニル酸キナーゼ、ポリリン酸キナーゼを混

合しておく。その状態（ATP非存在）では ATP
ができないが、反応系に少量の ATPを加える
と（ATP 存在）、即座にアデニル酸キナーゼ
によって、二分子のアデノシン二リン酸
(ADP)が生じる。できた ADP はポリリン酸と
ポリリン酸キナーゼによって、二分子の ATP
に変換される。この反応が繰り返されて、多

量の ATP が数分のうちに作られる。（T. 
Satoh,et al. ATP amplification for 
ultrasensitive bioluminescence assay: 
detection of a single bacterial cell, 
Biosci. Biotechnol. Biochem. 68, 
1216-1220, 2004） 

 

図 2，キャピラリ-プレートの構造 浜松ホトニ

クス（株）の許可を得て転写。水平なピコリッ

トル空間が並ぶ。 



pET21b-Luc-AviTagで形質転換した大腸菌
BL21 (DE3) pBirAcmを LB培地で 37℃一晩培
養し、200mlの TYH培地[20g/l トリプトン、
10g/l 酵母エキス、11g/l HEPES、5g/l NaCl、
1g/l 硫酸マグネシウム、0.5% グルコース、
水酸化カリウムでpH7.2-7.4に調整]に1％植
菌した。OD600が 0.7になるまで 37℃で培養
後、IPTG (終濃度 0.5mM)と D-biotin（終濃
度 100μM）を添加後、さらに 28℃で 4時間
培養を行なった。培養液を遠心分離すること
で集菌し菌体ペレットを 80℃で保存した。タ
ンパク質の精製の方法は、HisTagを用いたア
フィニティークロマトグラフィーによって
精製を行なった。-80℃で保存しておいた菌
体ペレットに、10mlの緩衝液[0.05M 
Tris-HCl(pH8.3)､0.05M NaCl､10% glycerol]
を加えて懸濁し、超音波により破砕した。得
られた細胞破砕液を HisTrap FFカラム(GE 
Healthcare Bioscience社)に供し、Ｃ末端に
ヒスチジンを有するビオチン化ルシフェラ
ーゼを当該カラムに吸着させ、緩衝液[0.05M 
Tris-HCl(pH8.3)､0.05M NaCl､10% glycerol､ 
0.5Mイミダゾール]で溶出させた。精製した
タンパク質についてポリアクリルアミド電
気泳動により精製度を確認したところ 95％
以上であった(図３)。 
 
３−２ ルシフェラーゼ固定化ビーズの顕微
鏡観察 
 まず、ストレプトアビジンが固定化されて
いる直径 2.8μmのビーズに、ビオチン化し
たルシフェラーゼを混合して、ルシフェラー
ゼ固定化ビーズを作製した。具体的には、10
μlのストレプトアビジン修飾磁気ビーズ
（MagnaLink Streptavidin Magnetic Beads、
ビーズ濃度 5.0×107 beads/ml 、Solulink）
と 67μlのビオチン化ルシフェラーゼ (22.4
μM)を 20 μlの 5×TMAT buffer (250mM 
Tricine (pH8.0)、5mM酢酸マグネシウム、25%
トレハロース)と 13μlの水で混合して室温
で 30分反応させた。1×TMAT bufferで２回
洗浄した後、100μlの 1×TMAT bufferで再
懸濁し、ルシフェラーゼ固定化ビーズ溶液を
調製した。次に、ルシフェラーゼ固定化ビー
ズの顕微鏡観察を行なった。5cm×5cmのカバ
ーグラスを、顕微鏡（KEYENCE BZ-9000）の
試料台にセットし、カバーグラスに 5μlの
ルシフェラーゼ固定化ビーズ溶液を滴下し
た。このビーズを顕微鏡で観察し、まずネガ
ティブコントロールとして１分露光して写
真を撮影した。その次に、5μlの 8.25mM ATP
と 10mMルシフェリン（最終濃度 4.13mM ATP
と 5mMルシフェリン）を添加し、顕微鏡で一
分間露光した画像を取得し補正を行なった。 
 
４．研究成果 
 本研究では、キャピラリープレート上の多

数分割されたピコリットル空間に最大１個
体ずつ微生物を分配し、ATP 増幅後に発光し
た空間の数を数えることによって、個体数を
迅速に計測することを目指した。まずは ATP
を増幅しない条件下で、ピコリットル空間に
おいて発光検出するにはどの程度の ATP濃度
が必要なのか検討を行なった。キャピラリー
プレートのピコリットル空間（直径 10μm）
の中の ATPを検出するには、ルシフェラーゼ
をその空間内に固定化しておく必要がある。
しかし、キャピラリーのピコリットル空間は、
直径 10μm と短いが、高さは 400μm と非常
に長いため、顕微鏡で観察する際にどこに焦
点を合わせるかが難しい。そこで、空間内に
ルシフェラーゼを固定化するかわりに、ビー
ズにルシフェラーゼを固定化することで、
ATP に応答するビーズを作製することにした。
これにより、顕微鏡の焦点をビーズに合わせ
ればよいので、焦点が合わせやすくなり、さ
らに、ルシフェラーゼが局所的に密集してい
るので発光強度の増加が期待できる。具体的
には、ピコリットル空間に分配できるサイズ
のビーズ（直径 2.8μm）に、ビオチン化した
ルシフェラーゼをビオチン-ストレプトアビ
ジン結合を利用することでビーズに固定化

 

図 3 ， ビ オ チ ン 化 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
(Luciferase-AviTag)の SDS-PAGE解析結果 

 
図４，ルシフェラーゼ固定化ビーズの顕微鏡
観察結果 



し、ルシフェラーゼ固定化ビーズを作製した。
次に、実際にそのビーズが ATPにより発光す
る様子を顕微鏡（KEYENCE BZ-9000）で観察
した。その結果、ルシフェラーゼ固定化ビー
ズに対して、4.13mM ATPと 5mMルシフェリン
を添加し、顕微鏡で一分間露光した画像を取
得し補正を行なったところ、ビーズが発光し
ている様子が観察された（図 4）。 
 次に、ピコリットル空間に大腸菌１個体が
分配されたと仮定し、その空間内の ATP濃度
を計算し、ATP 増幅技術を用いれば発光検出
が可能であるか検討した。大腸菌１細胞あた
りの ATP量は 2amolと見積もられており、キ
ャピラリープレートの 31.4pl のピコリット
ル空間（直径 10μm、高さ 400μm）の中で破
砕されて ATPが均一に拡散した場合、理論上
の ATP 濃度は 63.7nM となる。今回の実験で
発光検出には 4.13mM の ATP 濃度が必要であ
るとわかったので、それを考慮すると約 6万
倍の ATP増幅が必要となる。現状の ATP増幅
技術は 1万倍程度可能であるが、しかしそれ
だけでは十分ではない。さらにルシフェラー
ゼを 15 倍高感度である高輝度ルシフェラー
ゼ（バイオエネック社製）に変えれば、ATP
増幅技術と合わせてシグナルを 15 万倍に増
幅できるため、理論上 63.7nM の ATP を発光
で検出することは可能となる。現状では、ATP
を発光検出するには高濃度の ATPが必要なた
め難しい課題ではあるが、ATP 増幅技術及び
高感度ルシフェラーゼを組み合わせれば、ピ
コリットル空間に分配された微生物１個体
を発光で検出することは可能であることが
分かった。 
 ATP は生きた細胞にのみ含まれているため、
ATP による微生物検出は増殖の可能性を有す
る微生物の存在を示す。しかし、1 個体中の
ATP 存在量は細菌の種類によって違う。また
同じ細菌でも細胞の状態によって変化する。
従って、ATP 量からは、細菌の数を計測する
ことは不可能であり、このことが ATPを指標
とする衛生検査の限界と指摘されていた。し
かし、本提案のように、ピコリットル空間に
細菌を分配し、発光する空間の数を CCDで数
えることによって、菌数を数えることが原理
的に可能である。それにより数値としての細
菌数を提示することが可能となり、超清浄環
境のモニタリングシステムへの適用、あるい
は抗体を利用することで特定の有害微生物
を超高感度に定量検出する技術の開発につ
ながる。また、滅菌の正否判定を極めて有効
に行うことができることから、医薬分野での
抗生物質の開発などにも利用できる。 
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