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【目的】神経細胞 か ら分泌 さ れ る 神経伝 達 物 質を リア ル タイ ム 且 つ 非侵襲 に計測

する 技術 は、脳 回路疾患 に お け る 回路 機 能の解 明 や 薬効評価 に お い て 有効な計

測技術 と な る。しか しなが ら、細 胞 か ら放出さ れ る 神経伝達物質を リア ル タ イ

ム 計測 す る技術 は確立 さ れ てお らず、そ の 原 因 は 、nM レベ ル の 神経伝達物質 を

検出 で き る技術 が 無 か っ た こ と に よ る。本研 究は 、高導電性 お よび電気化学種

の 電 子伝達 を仲 介す る能力 を持 つ カ
ー

ボ ン ナ ノ チ ュ
ー

ブ （CNT ）に着 目し、CNT
電 極 に よ り低濃度 の 神経伝 達物 質を電気 化学 的に検 出する こ とを 目的 とした。
【方 法 】CNT は単 層 CNT，多層 CNT 　type−HB お よ びtype−HC を使用 し、充填型ペ

ー
ス ト電 極 と直径 50pmiの ITO 電極 にめ っ きし た微小 CNT 電極を作 製 した。神経

伝達 物質 と して 、ド
ー

パ ミ ン とセ ロ ト ニ ン を用い 、電気化学ア ナ ラ イザ
ー

に て

各種神経 伝達 物 質の 検 出感 度を測定 した 。
【結果 】サ イ ク リ ッ クボ ル タ ン メ トリ

ー
法 に て計測 した結果、充填 型ペ

ー
ス ト電

極 に お い て ド
ー

パ ミ ン とセ ロ トニ ン に対 し て、且nM
一

且OnM の 検 出感度で の 酸

化 ピーク電 流 の検 出に成功 した 。同 様 に微小 CNT 電極 にお い て も ド
ー

パ ミン 、
セ ロ トニ ン に対 して lnM 〜10囗M の 検出感度で の測 定に 成功 した。また、ク ロ

ノア ンペ ロ メ トリ
ー
法 に て 計測 した 結果 、nM レベ ル で の 定量的な計測に 成功 し

た こ とか ら、CNT 電極 を用 い て 細胞 か ら放出 され る 神経伝達物質を リア ル タイ

ム に 計測で き る可 能性 が 示 唆さ れ た 。

膵臓 の β細胞 は高濃度の γ
一ア ミ ノ 酪酸 （GABA ｝を含 有する こ とが 知 られ て い る 。

近年、GABA は小胞性 GABA 輸送体 （vGAT ）か ら イ ン ス リ ン を含有 し て い る分 泌

性小胞に とりこ まれ、グル コ
ー

ス 刺激に よ っ て 、イ ン ス リ ン と同時 に 開口分泌

に よ りβ細胞か ら放 出され る と報 告 され て い る 。我 々 は 神経伝達 物質放 出の 観

察の た め に 開発 した 酵素担持光学測定法 を用い て 、ス ラ イス した ラ ッ トの膵臓

の 膵島細胞か らの GABA お よ び グ ル タ ミ ン 酸 （Glu ）の 放出 を 観察 し た。その 結

果、2DmM グ ル コ
ー

ス に よ る 糖負荷刺激 に対 する GABA 放出増加が 示 さ れ た 。
一

方、グ ル タ ミ ン 酸（Gtu ）放 出の 変化 は僅か で、糖 負荷刺激 と明白 な 関係 が示 さ

れなか っ た 。GABA 放 出は、細胞外 Ca
”

の 除去 に よ っ て 有意 に抑制 さ れ 、開口

放出で ある こ と を裏付けた 。
また 、低週齢 の ラ ッ トと高週齢 の ラ ッ トの 糖負荷刺 激に 対す る GABA 放 出 に

は 、反応速度の 違い が見 られ た 。若週齢の ラ ッ トで は、糖負荷刺激 に よ り急 速

なGABA 放 出が見 られた が 、高週齢の ラ ッ トで は 緩や か なGABA 放 出が 観察 さ

れた。
加えて 、GABAA 受容体拮抗薬 で あ るビ クク リン （100μM ）の 投与 を行 っ た と こ

ろ 、糖負荷刺激に 対するGABA 放出が、ビ ク ク リン 投与 に よ りさら に増 大す る

こ とがが観察 された。
β細胞か らの GABA 放 出は．隣接す る α細胞の GABAA 受容体 を通 じたグル カ ゴ

ン 分泌の 抑制効果 を持 つ こ とを示唆す る。ビ ク ク リン 投 与の 結果は、α細胞 の

GABAA 受容体を阻害す るこ とで Gluの 放出が抑制 されず、　 Gluが β細胞 を刺激

し続けて い る可 能性 を示唆す る。
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【背景】腸管 出血 性大腸 菌 （EHEC ）に よる食 中毒患 者は 毎年数百人 程度に の ぼ

り、中で も血 清型 0 且57，026 ，0 川 に よ る もの が 大半 を 占め て い る 。乳幼 児や 高

齢者等で は溶血 性尿毒症 症 候群 や 脳症 を発症 し死 亡 する 事 もあ り、EHEC の 迅

速な検出
・
同定 は食 中毒予 防や 患者 の 重 篤化 を 防 ぐ上 で 重要 で あ る 。細 菌の 迅

速検 出 には 遺伝子検査法 （リ ァ ル タ イ ム PCR 等）や 、免疫検査 法 （ラ テ ラル フ

ロ
ー、ELISA 等〉が良 く用 い ら れる が、後者 は抗体 の 性 能に よ り検 出感度や 特

異性が左右 され る等抗体開発の 難易性 の 問題が ある 。本研究 で は従 来か らの 抗

体サ ン ドイ ッ チ 法 に よ る ラ テ ラ ル フ ロ
ー

を応用 し、抗体 と抗 菌ペ プ チ ドを組 み

合わ せ る事で 、1本の ス トリ ッ プ で EHEC の 主要 3血 清型 を 同時か つ 識別 して 検

出可能 な系 を開発 した。
【方法】メ ン ブ レ ン 上 に 3 種類 の 補足抗体 （抗 0157 ，026 ，0111 抗体） を 4mm 間

隔で 塗 布 した 。検出用ブ ロ
ーブ に は抗菌ペ プ チ ド 〔Cecropin　Pl） を 金 コ ロ イ ド

標識 し て使 用 した 。抗菌ペ プ チ ドー抗体サ ン ドイ ッ チ 法 を ベ ース と し た ス ト

リ ッ プ を作製 し試験 に用 い た。特異性や 検出 感 度の 評価 に は 、志 賀毒素 非産 生

株を 含む 0 】57；22株、Ol11 ；8株、026 ；且7株 の他 、そ れ 以 外の 血 清型 の 大 腸 菌 7

株 と腸内細菌等 且0種 を供 試 した 。
【結 果 】本 方法 に よ り 且本 の ス トリ ッ プ で EHEC の 主 要 3血 清 型 の 同 時検 出 に 成

功 し、血 清型 の 識 別 も可 能 で あ っ た。検 出感 度 は ど の血 清 型 も IO6CFUtmlで あ

り、特異性 につ い て も他の 血 清型 大 腸菌 等へ の 交差 は見 られ なか っ た。

【目的1緑色 蛍 光 タ ン パ ク 質で標識 さ れ た セ ン サ ータ ンパ ク質で あ る ArsR −GFP
と CadC ．GFP が 、　 As （m ）あ る い は Cd （II）を簡 便 か つ 低 コ ス トで 定量 可 能 なバ イ

オ セ ンサ ーと して 開 発 され た 。本 研 究 で は 、セ ンサ
ー

タ ンパ ク 質一プ ロ モ
ー

ター　DNA 複 合体 を 異 な る 粒 子 サ イ ズを 有する 磁性粒子 上 に 再構 築 し、ア ッ セ

イ 時間の 短縮 を 試 み た 。
【方法］　 90nm 、2．8 μm 、そ して 37−100 μm のサ イ ズ を有 す る磁 性 粒 子 を 用 い た。
磁性粒 子上 に再構築 した 複合体か ら、一定時間後に 解離 した ArsR −GFP あ るい は

CadC −GFP の 濃 度を 蛍光に て 測定 した。
【結果 と考察】5分間の 反 応 後 に、バ イオ セ ンサ ー

粒子を 磁 石 に よ り除い て得 ら

れ た 上清 の 蛍光強度は 、有害金 属濃度に 応 じて増 加 した 。検討 した 粒 子 の 中 で

は 90nm の 熱応 答性磁 性ナ ノ粒 子で 、且分間の 熱処 理 が 磁 気分 離 に 必 要 で あ っ た

が 、最 も高 感度 化が 可 能 で あ っ た 。精 製 水中 の検 出 下限濃 度 は As （1【1）と Cd（II）

で そ れ ぞ れ 5 分後 と 2分 後に lpg ／L で あ っ た 。した が っ て 、構築 され た 熱 応答性

磁性 ナ ノ バ イオ セ ンサ ーに よ り飲 料 水 中 の 迅 速 か つ 高 感 度 測 定 が 可 能 で あ る こ

とが 示 され た 。
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