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2H14−5ATP 増 幅反応 に よ る高感度細 菌検 出法の 開発
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【目的】ア デ ノシ ン 三 リン 酸 （ATP ）は 生 命活 動 を担 う重 要 な ＝ ネ ル ギ ー物

質で あ り、微 生 物 中に も細 rPが 存在 して い る．近 年 、この AIIP を 指 標 と し

て 、細 菌内ATP を ル シ フ ＝リン ール シ フ ＝・．ラーゼ 反 応 に よ る発 光に よ っ て 検

出 す る技 術 （ATP 法 ） が衛 生 管理 な ど に利 用 され て い る、しか しな が ら、
細菌 あた りの 1vrP 量 が 極微 量 のた め、　 Arp 法 に よ る微 生 物 数の 検出 感 度 に

は 限 界が あ っ た 。今回 、連鎖的Arp 増 幅反 応 を応 用 す る こ と に よ っ て 、ATP
検 出感度 の向 上 及 び 迅 速化 を行 う と と もに 、微 生 物 検査 法 への 適用 に っ い

．
（検討 した の で 報 告す る。【方法 ・結 果 】従 来 の Al1P法 に．crP ±N幅反 応系を

導 入 す る こ とで 検出感 度 を大 幅に 向 上 させ る こ とが 可能で あ る が 、増幅反

応 に 要す る時 間 や 操作の 複雑 さの 点 で 問題 で あ っ た ．そ こ で 、よ り迅速か

つ 簡便な 手法 と して Al1P 増幅 と発光反応を同
一

反応 系で 行 う手法を開発 し

た ．こ の 技術 を用い る こ とで 、お よそ 20 　lhmoVL （2．O　amoYassav ）の ．4’11Pを
IOfi 程度の 反 応時間で 検出する こ とに 成功 したu また 、大腸菌を用 い て 検

証 を行 っ た と こ ろ 、検体 中 且個 レ ベ ル の 大 腸菌を検 出する こ と が 可能で あ

る こ とが わ か り、こ の 反応 系が 細菌検査 シ ス テ ム に 対 して 適用可能 で ある

こ と が示 され た ．

2H15−1ATP 増幅反 応 とマ イ ク ロ 流体 チ ッ プを 用 い た細 菌

検査 シス テ ム
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【目 的 】近 年、食品 検査 や臨床検査に おい て 培養 法に 代 わる簡便迅速 な微生

物検査 が 必 要 と されて い る。二 れ まで に 様 々 な検査方法が 開発 されて お り、
そ の 中の ひ とつ に Arp 法が あ るc 訂 P 法は細菌 内AIIP を発光 させ る こ とで

細 菌数を 測定 する 方 法で あ り、測定時 間は短 く約 1時間で あ る。し か し 、細
菌あ た りの 蕉 rP景 は微量 なた め 1個の 細菌は 検出で きない ．また、操作 手川頁

が 多 く菌体外の ATP が 混人 する危 険性 も高 い ．こ れらの 問題点 を解決す る

た め に 、AIP 増幅反応 とマ イク ロ 流体 チ ッ プ を用い た細 菌検査 シ ス テ ム を

開発 した 。【方法】大腸菌 を用 い 、菌体外ATP 除去 、菌体内ATpta 出、　ATP
増 幅発光をマ イク ロ 流 体チ ッ プ 内で連続的 に行った。マ イ ク ロ 流体チ ッ プ

内に は反応 に必要 な試 薬 を固定化 または 封入 して お く。細菌検査手 順は 、
（D 検体液 を マ イ ク ロ 流体チ ッ プ に 注人 （2） マ イ ク ロ 流体チ ッ プ を測定

器 に セ ッ ト 〔3）測疋 器 の ス タ ートボ タ ン を押 す、だ け で あ る 。測定器 は

プ ロ グラ ム 可 能な圧 力制御機能と 光検出機能を有 して お り、自動的 な細菌

検 査が 可能で ある v

【結果 】本 シ ス テ ム を使 うこ とで 、5分以 内に 大腸菌1個の 検出感度で 細菌
測 定す る こ とが で きた。今 後は細菌 同 定も可 能 な細菌検査 シス テ ム の 開発
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2H15−2 　ATP 増幅反 応 を利 用 した微量 ATP の 発色検 出技術
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【目的】ATP 〔アデ ノシ ン 三 リン 酸） は、全 て の 生命体 に存在 する エ ネル

ギ ー
物質である。簡便 で高感 度な訂 P検 出方法 としてル シ フ ェリン ・ル シ

フ ェ ラ
ーゼ に よる生物発光 法が用 い られ て い るu しか しながらこの 方法 は

発光 に よ っ て 生 じる光 子を検出 して い るの で 高価 な光学装置 を必要 とし、
機 器の 小型化

・
単純化 に限 界がある。　 ．

方、発 色法 はコス トが安 く特殊 な

機材 が 必 要で は ない の で 様 々 な場所 で 利用す る こ とが可能 で ある、こ れ ま

で に も発色 に よ るATP 検 出法は存在 したが 、検 出感度 は非 常に低 く反応溶

液中で お よそSOOpmol が1垠界で あ っ た．そこ で 当研究 室におい て 開 発 した

ポ リリン酸 に よ るATP 増幅反応 を利用 して 、よ り高感度 にATP の 検 出が 出

来る発 色検 出技術 の 開発 を行 っ た。【方法及び結果1まず グル ⊇一ス キナ
ー

ゼに よ っ て 消費されたAl1Pをポ リリン 酸 とポ リリン 酸 キナ
ーゼ で ATP の 再

生 を行 うこ とに よ り色原体 の 蓄積 量を増加 させ る事 と した （AIP サイ クリ

ン グ 法）．その 結果、検出感度は約 1，000倍向上 し、お よそ 300fmolの Al1P
が検 出で きた。さ らに A

’
11P増幅反応 と組み合わせ るこ とによって さらに 約

t，OOO 倍向上 し、反応溶 液中でおよそ SOOamol の ATP が検 出可能 とな っ た

（ATP 増 1隔一サイ ク リン グ法）．最終的に従 央法 と比較 して約 100万倍の 高感

度化 を達成 し、視 覚的 に微量の ATP を検 出する こ とがで きた．

【目的】平 面脂質膜 は細胞膜 を解析するた め の 非常に有効な細胞膜モ デル と

して研 究 が行 われ て お り，生 命現象を 解 き明か す上 で ，脂質膜に おけ る化

学反応 を解析す る こ とは 大変重 要 な こ とで あ る ．しか し，脂質膜モ デル の

形成 方法 は，人 為的な 操作や 形 成方 法 に よ っ て 膜の 安定性を大き く左右 す

る問題 がある．そ こで 本研 究 では ，微細加工 技術 を用い て 実験系を構築す

る こ と に よ り，安定 した 脂 質膜の 作製，膜 タン パ ク質の 融合確 率の 増大を

目的 とし た、【実験 と結果 】Au をス ラ イ ドガラ ス 上 に蒸着させ ，その 上 に

シ リコーンポ リマ
ーa）

一
種で ある PDMS を 反応容器 の 材 料 と して ア レ イ 型

デバ イス を作製 し，微小 孔基板の 材料は フ ッ 素系樹脂 を用い て 開 孔角 90

度，口 径 200μ m と した．電気測定に は パ ッ チ ク ラン プ 用 ア ン プ解 析装置

（Axopatch2eOB．　 Axon　lnsしruments ）を用 い 、銀t塩化銀，　 Au 蒸着 され た

ス ライ ドガラ ス を電極 として 膜特性 を 観察した ，ま た ，本実験で 用 い た脂

質は phosphatidylcholine（PG ）2（；　mgy
’
m ］　in　decane，反応 容器 に満 た した

溶液は 100　mM 　KCIIaqとした ．　 E記の 実験系に よ っ て 膜 特性を観測 した と

こ ろ，膜キ ャ パ シ タ ン ス は約 19．　〜30pF ，膜抵抗は 数G Ω，膜持 続時間は約

IS−−SO分程度 の安定 した脂質膜を形成させ るこ とが で きた ，次 に，黒膜 実

験チ ャ ン バ
ー

に チ ャネル 形成ヘプチ ド溶液 で あ る Gramicidin 　A 　O．lmg 〜ml

in　Methanolを添加 し反応 を観祭する と，Gramicidin 　A 特 有の 矩 形波 を測 定

す る こ と が で き た 、本 実験系 に よ っ て ，安定 した 脂質膜 の 形 成を確認 し ，
さらに 反 応容器 の 微少化，複数の 脂 質膜の 電気測定が 可能 とな り，よ り膜

タ ン パ ク質の 融合が容易 とな っ た ．
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