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研究成果の概要（和文）：　本研究では、検出目的であるバクテリアの形状および表面化学構造を記憶した機能性高分
子膜を作製し、これまでにない新しいタイプのバクテリア検出法の開発を試みた。電気化学的手法を利用してポリピロ
ール膜へのバクテリアの取り込みと吐き出しを行うことで標的バクテリアの鋳型膜作製に成功した。このバクテリア鋳
型膜と誘電泳動法を組み合わせた検出を試みたところ、グラム陰性菌、グラム陽性菌の種類を問わず様々なバクテリア
を数分以内と極めて迅速かつ特異的に検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）： In this study, we tried to develop a novel bacterial detection method in which 
target bacterial surface chemical structures are precisely transferred at a molecular level. The 
bacterial cavities were successfully created on the polypyrrole film by doping and dedoping bacteria via 
electrochemical technique. The combination of this film with dielectrophoresis allowed us to detect both 
gram-positive and gram-negative bacteria specifically within minutes.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 バクテリアの迅速検出は食中毒や院内感
染防止の観点からも非常に重要である。従来
のバクテリア検出には培養法が用いられて
いるが、バクテリアの培養には時間がかかる
ため、結果が得られるまでに 1〜数日を必要
とするだけでなく、培地の調製や滅菌処理等
の操作が煩雑であるという問題点が指摘さ
れている。これらの問題を解決するため近年
では、酵素免疫測定法（ELISA 法）による特
異性の高い検出や生命体のエネルギー源で
あるアデノシン三燐酸（ATP）を検出するこ
とで間接的ではあるが迅速にバクテリアの
有無を検出する方法の開発が行われている。
しかし、バクテリアの種類までを迅速に特定
することのできる検出法は未だ開発されて
いなかった。この様な現状を打破するため本
研究では、標的バクテリアの形状および表面
化学情報を記憶した機能性高分子膜を作製
し、これまでにない新しいタイプのバクテリ
ア特異検出法の開発を試みた。 
 
２．研究の目的 
 導電性高分子であるポリピロールにより
形成される分子鋳型膜を利用して、蛍光分子
などの標識物質を用いることなく直接、迅速
かつ簡便にバクテリアの特異的検出を可能
にする検査システムを開発することが本研
究の目的である。下記項目を中心とする検討
を行うことで目的の達成を目指した。 
（1）バクテリア（グラム陰性菌、グラム陽
性菌）の鋳型膜作製技術の確立 
（2）バクテリア鋳型膜と誘電泳動法を組み
合わせた検出法の開発および検出時のバク
テリア挙動追跡 
（3）実試料分析への適応可能性模索 
 
３．研究の方法 
 ピロールは電解重合する際に陰イオンを取
り込むことが知られている[S. Tokonami et al., 
Anal. Chim. Acta, 641, 7-13, 2009.]。バクテリア
の表面にあるリン酸などの官能基が溶液中で
解離することでバクテリア自体が負に帯電す
る。したがって、バクテリア分散液中でピロ
ールの重合を行い、ポリピロール膜へのバク
テリアの取り込みを試みた。バクテリアの表
面化学構造を精巧に転写するためには、いか
に膜にダメージを与えずバクテリアを膜か
ら取り除く（脱ドープ）かが鍵となる。そ
のため、過酸化処理前にバクテリア細胞壁
のペプチドグリカン分解酵素であるリゾチ
ームを用いて溶菌処理を行い、過酸化によ
る脱ドープを容易にさせることで短時間で
の鋳型形成を目指した。また、走査型電子
顕微鏡（SEM）を用いて過酸化前後におけ
るポリピロール膜の表面観察を行った。バ
クテリア検出は、バクテリア鋳型膜と誘電
泳動法を組み合わせた新規手法を取り入れ
た。具体的には、サンプル溶液添加後、誘
電泳動作用下での共振周波数変化を追跡す

ることでバクテリア検出を行った。さらに、
検出対象のバクテリアをあらかじめ蛍光染
色しておき、誘電泳動を作用させた際のバ
クテリア挙動を蛍光顕微鏡観察することで
バクテリアの鋳型への取り込みの確認を行
った。一方、リンゴジュース、魚肉ソーセ
ージ、牛ブロック肉を使用した実試料分析
に関する検討も合わせて行った。 
 
４．研究成果 
 研究の初期段階では、グラム陰性菌を中心
としたバクテリアのポリマー膜への取り込み
と吐き出しによるバクテリア鋳型膜作製に取
り組んだ。グラム陰性菌である緑膿菌を用い、
緑膿菌を含むピロール溶液中で定電位電解を
行った。電解後の電極にはピロールの重合に
起因する黒い薄膜が析出した。この膜の SEM
観察結果を図 1aに示す。数多くの緑膿菌が一
定方向に取り込まれた状態でポリピロール
（PPy）膜が形成されている様子が確認された。
バクテリアは、表面に存在するリン酸基な
どが溶液中で解離することにより全体的に
負に帯電している。したがって、カチオン
性ポリマーであるポリピロールが重合され
る際、負電荷を有するバクテリアが静電的
に取り込まれながら重合が進行したものと
考えられる。この膜に溶菌および過酸化処理
を施すと膜内に取り込まれていた緑膿菌の
約 90%が取り除かれ、結果的に緑膿菌鋳型を
膜中に作製することに成功した（図 1b）。ま
た、緑膿菌だけではなく大腸菌やアシネトバ
クター菌などにおいても同様の現象が見ら
れたことから、バクテリアの表面電荷が負電
荷過剰の状態であればバクテリアの鋳型形
成が可能であることが示唆された。 

 バクテリア鋳型膜と誘電泳動法を組み合
わせた新しいタイプの検出法を適用し、実際
に緑膿菌鋳型を持つポリピロール膜を使用
した検出を行った。サンプル溶液中に検出対
象の緑膿菌が存在する場合、誘電泳動を作用
させると数分以内に周波数が大幅に減少し
た（図 2a）。一方、同じサンプルでも誘電泳
動を作用させない場合ではバクテリアの入
っていないブランクと同様、ほとんど周波数
変化が起こらなかった。バクテリアの中には
自身が運動性を持つものも存在するため、セ
ンシングを可能にするためには検出膜へバ
クテリアを誘導する必要があると考えられ
る。したがって、本検出法において誘電泳動
が重要であることが明らかになった。さらに、

 
図 1 (a)緑膿菌/ポリピロール膜，(b)緑膿菌鋳
型膜の SEM 観察像 



検出時のバクテリア挙動を蛍光顕微鏡によ
り追跡したところ、自由に動いていたバクテ
リアが誘電泳動の作用により次々と垂直に
鋳型へ捕捉される様子が観察された（図2b）。
よって、検出時に得られた周波数変化はバク
テリアが鋳型へ取り込まれることにより引
き起こされたものと考えられる。 
 検出膜のセンサ特性評価を行うため、緑膿
菌鋳型膜を用い、形状の類似した異なる 4 種
類の細菌（緑膿菌、アシネトバクター菌、セ
ラチア菌、大腸菌）の検出を行った（図 3）。
検出対象である緑膿菌を含む 4 種類のバクテ
リア混合溶液に対しては大きな周波数変化
（2.1 kHz）が得られたが、緑膿菌を含まない
3 種類のバクテリア混合溶液に対しては変化
が極端に小さく（0.42 kHz）、明らかな差違が
見られた。よって、異なるバクテリアの混合
溶液中であっても、バクテリア鋳型膜を用い
ることで検出対象であるバクテリアを特異
的に検出できることが明らかになった。また、

バクテリアのサイズに着目すると、用いた 4
種類のバクテリアのサイズはほぼ同じであ
るため、全てのバクテリアが鋳型に取り込ま
れる可能性があると言える。それにも関わら
ず、鋳型膜が標的の緑膿菌のみを選択的に検
出していることから、本検出メカニズムは、
単にバクテリア鋳型がバクテリアのサイズ
を認識しているだけでなく、バクテリアの表
面化学構造の認識に基づくものであると考
えられる[S. Tokonami et al., Anal. Chem., 85, 
4925-4929, 2013.; PCT/JP2014/56143 ，特願
2013-069739，日経新聞，日経産業新聞，月刊
化学，米国 Vertical News でも紹介]。 
 これらの結果を踏まえ、グラム陰性菌だけ
でなくグラム陽性菌の鋳型膜作製と検出を
試みた。グラム陽性菌である黄色ブドウ球菌
や枯草菌の高分子膜への取り込みおよび吐
き出しが SEM により観察されたことから、
負電荷を持つ細菌であれば、その形状、表面
化学構造の違い（グラム陰性菌、グラム陽性
菌）に関わらずバクテリア鋳型形成が可能で
あることが示唆された。黄色ブドウ球菌鋳型
膜を検出膜として、黄色ブドウ球菌、大腸菌、
緑膿菌、枯草菌に対する検出を行ったところ、
鋳型と適合する黄色ブドウ球菌に対しての
み大きな周波数変化が得られた。このことか
ら、高分子膜に刷り込まれたバクテリア鋳型
が特異的にバクテリアを認識していること
が明らかになった[S. Tokonami et al., Res. 
Chem. Intermed., 40, 2327-2335, 2014.]。また、
同様の膜作製方法および検出方法を特に迅
速な検出が要求される食中毒菌（腸管出血性
大腸菌 O157）の検出に適応したところ、数
分以内の検出に成功した。さらに、センサ特
性評価を行うため、食中毒菌として代表的な
サルモネラ、ビブリオ、黄色ブドウ球菌を非
検出対象としてセンサ応答の比較を行った。
結果として、腸管出血性大腸菌 O157 に対す
る応答が非検出対象のバクテリアに対して
10 倍以上大きかったことから、センサ膜が高
い検出特異性を持つことが明らかになった。
一方、実サンプルを用いた検出では、リンゴ
ジュース、魚肉ソーセージ、牛ブロック肉に
検出対象の大腸菌を添加し一定時間放置後
に検出を行った。採取したどのサンプルから
も周波数応答が得られたことから、本センサ
膜が実サンプル分析に適応可能であること
が示唆された。 
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