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１．はじめに 
化学物質管理において、生分解性の評価は重要な指標の一つである。現状では、OECD

テストガイドライン 301C に基づく活性汚泥を用いた試験を行い、生物化学的酸素要求

量（BOD）を指標として生分解性の評価を行っているが、以下の 2 点に問題があるこ

とが指摘されている。①使用する汚泥の性状が一定せずに、生分解性のデータがばらつ

く。②汚泥中の微生物の呼吸活性が 301C の規定する被験物質濃度 100 mg/L で阻害を

受ける場合、当該物質は生分解されない物質として評価されてしまう。そこで、本調査

研究では上記の問題点うち、②に焦点を絞り調査研究を行う。 
現在、新規化学物質は多種多様になっており、複雑かつ特殊な構造になる傾向にある。

その中には、活性汚泥中の微生物の呼吸活性を阻害する物質も含まれ、これらの物質の

生分解性評価に関しては、301C の適用の可否も含めて今後検討が必要である。そこで、

化学物質管理において、生分解性を評価する際に、当該物質濃度と呼吸活性の阻害との

相関性を評価し、現状の 301C では生分解性を評価できない物質を、迅速に調査する手

法を開発することを目的として本調査研究を行う。 
調査者はこれまでの研究で、感染症に関与する微生物バイオフィルムの形成を阻害す

る化合物とその適用濃度について、効率的にスクリーニング可能なデバイスを開発して

いる。本調査研究では、そのデバイスと検出システムを改良し、化学物質が活性汚泥の

呼吸活性に与える影響を計測する簡易検出システムの開発を行う。 
将来的には、被験物質濃度を低く設定している他の 301 試験法の適応を検討し、評

価の合理化に資するため、被験物質の濃度によって微生物の呼吸活性阻害が生じるかど

うか調べるとともに、当該物質の生分解性を評価するのに適した濃度を簡便かつ迅速に

決定する検出システムの開発を目的としている。また、本調査研究で開発する検出デバ

イスは、物質の生物影響全般に対応するものであり、供給する基質を水溶性の混合物や

水溶性高分子化合物などにすることも可能である。また、扱う細胞も活性汚泥などの微

生物集合体だけではなく、動物細胞を用いることも原理的には可能であるなど、他の化

合物管理分野の検定法としても展開可能である。 
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２．方法 
２．１ 装置の設計製作 
２．１．１ 2 チャンネル流通型汎用蛍光リアルタイム計測装置 
【測定原理】 
 装置の構成図を図 2-1 に示す。図 2-2 に GFP の吸収・蛍光スペクトルを示す。また、

図 2-3 に、ヨウ化プロピジウム（以下 PI と略す）の吸収・蛍光スペクトルを示す。GFP
の最大励起波長は 489nm、最大蛍光波長は 508nm である。PI の最大励起波長は 530nm、

最大蛍光波長は 615nm である。サンプルの蛍光のみを測定するためには、励起光は計

測する蛍光波長よりも短波長の光を十分に減衰させる必要がある。そこで、励起光用の

長波長カットフィルターと蛍光用の短波長カットフィルターを組み合わせて使用する

必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本装置において GFP および PI に対するフィルターのカット波長は次のとおりであ

る。測定する蛍光色素に対応して、適切なフィルターを使用する必要がある。 
 
                      GFP      PI 

（上側）短波長カットフィルター   490nm     590nm 
（下側）長波長カットフィルター   470nm     550nm 

 
  

図 2-1 測定原理

測定セル

青色 LED ﾌｫﾄﾀﾞｲｵｰﾄﾞ 

長波長カット 短波長カット 
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 本装置では、励起光として 460nm にピークを有する青色 LED を使用している。GFP
においては、十分な強度の励起光が得られるが、PI に対しては励起光強度が不足する

可能性がある。その際には、LED の動作電流を高める必要がある。あるいは、緑色 LED
と交換することも有効であると考えられる。 
 
 

図 2-2 GFP の励起・蛍光スペクトル 

図 2-3 PI の励起・蛍光スペクトル 

励起光 蛍光 
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 励起光源は、中心波長 460nm の青色 LED を使用している（図 2-4）。LED から発せ

られた光は、長波長カットフィルター（図 2-5, 2-7）を通過することによって、カット

波長よりも波長の短いスペクトルのみが測定試料溶液中に照射される。試料から発せら

れた蛍光は、短波長カットフィルター（図 2-6, 2-8）を通過し、カット波長よりも波長

の長いスペクトルのみがフォトダイオードに入光する。 
 約 70nA/lx の感度を持つフォトダーオードによって検出された光電流は、107倍の係

数で I-V 変換され電圧信号になり、その後段のアンプによってさらに 10 倍に増幅され

る。すなわち、出力信号感度は、7 V/lx となる。1 lx は月あかり程度の明るさに相当す

る。本装置は、0.01 lx 程度の光を検出することができる。なお、本装置の最大出力信

号電圧は 12V である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2-4 青色 LED  HLMP-CB3B-UV0DD 発光波長特性（BLUE） 

図 2-5 SV0470(朝日分光) 470nm 長波長カットフィルター特性 
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図 2-6 LV0490（朝日分光） 490nm 短波長カットフィルター特性 

図 2-7 SV0550(朝日分光) 550nm 長波長カットフィルター特性 
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GFP および PI 以外の蛍光試料を使用する場合には、朝日分光㈱から適切なカットフ

ィルターを購入して使用する必要がある。大きさは、50mm×50mm×1mm である。 
 
 
＜参考資料＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 2-9 青色 LED  HLMP-CB3B-UV0DD 指向性 

図 2-8 LV0590(朝日分光) 590nm 短波長カットフィルター特性 
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【回路図】 １ch 分のみ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 2-10 フォトダイオード BPX-61 特性 

図 2-11 回路図 
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【出力端子】 
 測定セルの流路と出力信号端子との関係を下図に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【測定セルの設計】 
 

 
 

図 2-12 測定流路と出力端子との関係 

Ch.1 

Ch.2 

基板 

GND Ch.1 Ch.2 GND 

図 2-13 測定用セル（GFP, PI 用） 
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【測定方法】 
（１）ケースのフタを開け、短波長カットフィルターを上側基板下部のガイドに沿って

はめ込む。また、長波長カットフィルターを下側基板上部の溝にはめ込む。次に、測定

セルを長波長カットフィルターの上に静かに設置してガイドの溝に固定する。ことのき、

長波長カットフィルターを傷付けないように注意する。流通セルをカットフィルターの

上に静かに乗せるようにする。（カットフィルターの上で滑らせないよう注意する。） 
（２）図 2-14 に示すように、ケース両側の流路貫通孔を使用して流路を設置する。こ

のとき、外部から光が入らないように流路を遮光する必要がある。 
（３）ケースのフタを閉じ、ケース内部に外部から光が入らないようにして計測を開始

する。 
（４）増幅された信号がケースの出力端子に出力される。出力端子は短絡しないよう注

意する。 
（５）LabVIEW（日本ナショナルインスツルメンツ株式会社製）のソフトウエアを実

行することによって、2 チャンネルのリアルタイム計測ができる。本装置の応答速度は、

0.1 秒（10Hz）である。商用電源周波数のノイズ対策のために 10Hz としているが、改

造によって 100kHz 程度まで高速化することが可能である。DAQ の AD 変換速度が不

足する場合、より高速の DAQ が必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

流路貫通部 

図 2-14 流路をケース外に導く方法 

流路貫通部 

検出部 

増幅器 

電源 

出力端子 

ＡＣ電源 電源スイッチ 

CH2 

CH1 

CH1 

CH2 
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【 LabVIEW による 2 チャンネルデータ表示・記録装置 】 
DAQ USB6008 または USB6009 の入力端子 AI0,AI1，GND と本体とを接続する。

DAQ の AD 変換分解能は、USB6008 は 12bit であり、USB6009 は 14bit である。 
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LabVIEW のプログラム “Lady_KEIKO PI”を実行すると次の window が表示される。 
 

 
 
データを保存したいフォルダー等とファイル名を指定し、「保存します」をクリックす

る。毎秒 10 点のデータが計測され、csv 形式でファイルに保存される。データのレコ

ード形式は、時刻（秒），Ch1，Ch2 である。 
 

 
 
LabVIEW のソースファイルを適宜修正して使用する。 
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【参考資料】 

 励起光源 

フォトダイオード 

フィルターとセルをセットした状態 
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２．１．２ ２チャンネル流通型発光リアルタイム計測装置 
【測定原理】 
 装置の構成図を図 2-15 に示す。測定セルの測定窓から発した微弱光を、フォトンカ

ウンティングヘッド（浜松ホトニクス H10682-210）（光電子増倍管とパルス検出回路、

高圧電源回路を組み合わせたもの）によって検出する。フォトンカウンティングヘッド

から出力される信号は、光子１個あたり 10ns のパルス信号として出力される。日本ナ

ショナルインスツルメンツ株式会社製の LabVIEW 用 DAQ である USB6008 のカウン

ター機能を利用するために、フォトンカウンティングヘッドからの 10ns のパルス幅を

100ns に拡大している。（USB6008 の検出最小パルス幅は 100ns である）DAQ のカウ

ンターで計測されたパルス数を LabVIEW によってパソコン画面上に表示すると同時

に CSV 形式のファイルとして記録する。 
 パルス幅拡大回路を使用しているために、100ns の間に 2 つ以上の光子がセンサーに

入った場合にはカウントされない。したがって、本装置でカウントされる光子数は、

100ns の分解能での光子数の相対数である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2-16 に、フォトンカウンティングヘッドのカウント特性を示す。フォトンカウン

ティングヘッドは毎秒 1×107個の光子までの範囲でリニアな特性を持っている。本装置

では、パルス幅拡大回路によってパルス幅を約 10 倍としているため、リニアな範囲は、

毎秒 1×106個の光子までの範囲となる。 
  

図 2-15 測定原理

流通セル

ﾌｫﾄﾝｶｳﾝﾃｨﾝｸﾞﾍｯﾄﾞ 

ﾊﾟﾙｽ幅拡大回路 

ﾊﾟﾙｽ幅拡大回路 

ＤＡＱ 

ＤＡＱ 
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DAQ によるカウント数は、0.1 秒あたり約 220000 カウントまでカウントされるが、

リニアな範囲は、0.1 秒あたり 100000（1×105）までである。1 秒あたりでは 1×106カ

ウントまでである。 
 
【測定セルの設計】 
 

 
 
  

図 2-16 フォトンカウンティングヘッドのカウント特性 

図 2-17 測定用セル（ルシフェラーゼ発光用） 
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【測定方法】 
（１）本体に電源が供給されていないことを確認してからケースのフタを開け、流通型

測定セルをフォトンカウンティングヘッドの下の空間に固定する。ことのき、流路用デ

バイスが丁度はまる溝が加工してあるので、流路デバイスを奥まで挿入して溝に合わせ

る。溝に挿入することによって、光軸が合うように設計されている。また、流路デバイ

スを挿入する際に、フォトンカウンティングヘッドの受光面に流路デバイスが触れない

ようにする。 
（２）流路を使用する場合には、図 2-18 に示すように、ケースのふたの両側にある直

径 3.5mm の 2 組の流路貫通部を使用する。このとき、外部から光が入らないようにケ

ースの外から遮光する必要がある。また、流路から光が入らないように接続部分を改良

する。 
（３）ケースのフタを閉じ、ケース内部に外部から光が入らないようにして計測を開始

する。なお、完全な遮光のために、本装置を暗室内に設置して使用することが望ましい。 
（４）検出信号は、ケースの出力端子に出力される。出力端子は短絡しないように注意

する。 
（５）LabVIEW のソフトウエア”Lady MITSUKO”を実行することによって、2 チャン

ネルのリアルタイム計測ができる。本装置の計測間隔は、0.1 秒（10Hz）である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2-18 流路をケース外に導く方法 

流路貫通部 流路貫通部 

検出部 

CH2

CH1

電源 

出力端子 
AC 電源 CH1(+) GND CH2(+) GND 
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【 LabVIEW による 2 チャンネルデータ表示・記録装置 】 
DAQ USB6008 または USB6009 の入力端子 PFI0(29 番)，GND(32 番)と本装置とを

接続する。DAQ は 2 台必要である。 
 

 

 
 本装置では 2 台の DAQ を使用するため、最初に使用する前に、DAQ デバイス名の

設定（Div1 ,Div2）を実施する。別の DAQ を 1 度でも使用した場合には、再度デバイ

ス名の設定が必要となる場合がある。 
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LabVIEW のプログラム “Lady_MITSUKO”を実行すると次の window が表示される。 
 

   
 
データを保存したいフォルダー等とファイル名を指定し、「保存します」をクリックす

る。毎秒 10 点のデータが計測され、csv 形式でファイルに保存される。データのレコ

ード形式は、時刻（秒），Ch1，Ch2 である。なお、光子数の積算値はファイルには

保存されない。 
 

 
 
必要に応じて LabVIEW のソースファイルを適宜修正して使用する。 
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２．２ 使用菌株と方法 
２．２．１ 大腸菌 GFP 挿入株の作製 
緑色蛍光タンパク質 GFP 由来の蛍光を指標として、大腸菌の生理変化を測定するた

め、Pseudomonas putida SMDBS pBp136 GFP 挿入株を GFP 供与菌として用い、大

腸菌 DH5α株への GFP 遺伝子の挿入を行った。ディープフリーザー（-80℃）内に保

管してある両菌株のグリセロールストックを解凍し、DH5α株は LB 固体培地に塗布、

SMDBS pBp136 GFP 挿入株はカナマイシン（以下 Km）100 mg/L 入りの LB 固体培

地に塗布し、37℃、12 時間後培養した。生じた 1 コロニーを、DH5α株は 5 mL の

LB 培地に、SMDBS pBp136 GFP 挿入株は 100 mg/L Km を 添加した 5 ｍL の LB
培地に植菌し、37℃、12 時間振とうした。増殖した菌液をそれぞれ 500 μL ずつ採取

し、オートクレーブ済みの 1.5ｍL エッペンドルフチューブ内に入れ、37℃、12 時間

インキュベートして接合伝達を行った。インキュベートしたサンプルを 100 mg/L の

Km を添加した LB 固体培地に塗布し、37℃、24 時間インキュベートした。ダークリ

ーダーで発光が認められたコロニーを単離し、大腸菌 DH5α GFP 挿入株とした。 
 
２．２．２ 96 穴タイタープレートを用いた GFP 蛍光波長の測定 

大腸菌 DH5α GFP 挿入株を増殖させ、抗生物質であるゲンタマイシン（Gm）を添

加してタンパク質の合成を阻害し、GFP 蛍光に与える影響を調べた。当初は 24 穴タイ

タープレートで調査を計画したが、検体数を増やすため 96 穴のタイタープレートを使

用することにした。96 穴タイタープレートに調製した GFP 挿入株の試料を、プレート

リーダーを用いて蛍光強度の経時的変化を測定した。なお、Gm は以下のように調製し

た。Gm 100 mg を miliQ 1ｍL に溶解させたものを１ｍL シリンジ（テルモ）に入れ、

0.22μm フィルター（ミリポア）にて濾過滅菌した。 
大腸菌 DH5α株ならびに、その GFP 挿入株を 12 時間液体培養した。それぞれの培

養液に 100 mg/L の Gm を添加したものと添加しないコントロールを用意し、200 μL
ずつ 96 穴タイタープレートに添加した。タイタープレートを 37℃でインキュベート

し、0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 時間後にプレートリーダーで蛍光強度を測定した。測定条件と

して、機器の励起光と GFP の蛍光波長が重ならないように、励起光の波長を 465nm、

測定対象とする波長を 488nm～592nm の蛍光強度、もしくは GFP の蛍光波長である

507nm に近い 508nm での蛍光強度を測定した。 
 
２．２．３ 静止条件下での測定セルを用いた GFP 蛍光波長の測定と呼吸活性阻害の

検出 
大腸菌 DH5α GFP 挿入株を 12 時間培養して用いた。測定セルのチャンネル 1（Ch

１）に培養液 50μL を添加してコントロールとし、Ch2 に 100 mg/L の Gm を添加した

培養液を 50μL 添加して影響評価用とした。37℃で静置し、3, 6, 9, 12, 24 時間後の蛍
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光強度の変化を、本調査で作製した 2 チャンネル流通型汎用蛍光リアルタイム計測装置

を用いて測定した。なお、Gm は２．２．２で調整したものを培養液に対し 1/1000 添

加し、終濃度を 100 mg/L とした。 

次に、100 mg/L の 2-hydroxybiphenyl（2-OHBP）または 3-hydroxybiphenyl
（3-OHBP）を大腸菌 MV1184 株に添加すると、呼吸活性を阻害して、生理活性を変

化させるという当研究室の過去の知見を基に、以下の実験を行った。測定セルの Ch1
に菌液 48 μL と DMSO2μL を添加してコントロールとし、Ch２に菌液 50 mL に

2-OHBP 溶液 50 μL を添加した溶液 50 μL を入れ、投入直後と 37℃で 3 日静置した試

料の蛍光強度の変化を、2 チャンネル流通型汎用蛍光リアルタイム計測装置を用いて測

定した。なお、2-OHBP 溶液は以下のように調製したものを用いた。 o-フェニルフェ

ノール（2-OHBP 関東化学株式会社製）100 mg を DMSO 1 ｍL に溶解させ、1 ｍL
シリンジ（テルモ）に入れて 0.22μm フィルター（ミリポア）にて濾過滅菌した。調製

した溶液を培養液に対し 1/1000 添加し、終濃度 100 mg/L として添加し、コントロー

ルとの蛍光の強さを比較した。 

 
２．２．４ GFP と PI 蛍光の同時計測による生細胞死細胞の蛍光波長の同時測定 

GFP 蛍光発光と、死細胞に取り込まれて遺伝子にインターカレートするヨウ化プロ

ピジウム（PI）の蛍光発光を計測して、生細胞と死細胞を同時に測定することを可能に

することを目的として調査を行った。本調査では、菌体の細胞膜を溶解させることを目

的として、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を添加した調査も行った。 
LB液体培地で 12時間前培養した大腸菌 1mLを 50mLのLB培地に入れ（2%seed）、

①3 時間培養したもの、②2.5 時間培養後に 10％SDS を 3mL 添加し、その後 0.5 時間

振盪したものを用意し、それぞれ 10 倍ごとの希釈系列を作製して GFP と PI の蛍光強

度を測定した。 
 上記で得られたサンプルの蛍光顕微鏡による観察を、以下に示した方法により行った。 
 培養したサンプルを 10 倍ごと（101～103）の希釈系列を作製した。希釈したサンプ

ルに 0.75 ｍM PI 溶液を 5.5 μL 量加え（終濃度 5 μM）、30℃の暗所で 15 分静置し

染色した。染色したサンプル 500 µl を、濾過器を用いて、ポリカーボネート製黒色メ

ンブレンフィルター（25 mmφ、孔径：0.2 µm、K020N025A , ADVANTEC）上に均

等に分散させて捕集した。5 µl の蛍光顕微鏡用 50% glycerol（PBS で希釈、Wako pure 
chemical）を滴下したスライドガラス上に、観察面が平らになるように glycerol を伸

ばしながらフィルターを置いた。5 µl の 50% glycerol を滴下したカバーガラスを、

glycerol 付着面が下となるように、サンプルを捕集したメンブレンフィルター上に置き、

蛍光顕微鏡（オリンパス社製、BX53）を用いて観察した。蛍光顕微鏡での観察は、対

物レンズ 40 倍、DAPI 偏光フィルター（励起波長は 510-590 nm、蛍光波長 510 nm 以

上）、減光フィルター（ND-25）を使用した。デジタルカメラ DP-70 での撮影条件は、
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画質： 1360×1024 pixels、ISO800 または 1600 に設定した。露出はサンプルの違いに

より調節した。 
 
２．２．５ ルシフェラーゼ発光の計測による ATP 依存呼吸活性の計測 
【フォトダイオードによる計測の試み】 
簡易な暗幕内にて、フォトダイオードとその電源部をオシロスコープに接続し、リン

酸緩衝液（以下 PBS）で 1～10-6倍まで 10 段階ごとに希釈した LB 培地で 12 時間培養

した大腸菌及び、10-7～10-12まで段階希釈した ATP 標準液（キッコーマンバイオケミ

ファ株式会社 ルシフェール ATP 標準試薬セット）を作製した。 
その後 
① 試料0.1 mLに0.1 mLのATP発光試薬（キッコーマンバイオケミファ株式会社 ル

シフェール HS セット）を投入し 10 秒以内に観察した 
② 試料 0.1 mL に ATP 抽出試薬（キッコーマンバイオケミファ株式会社 ルシフェ

ール HS セット）を添加し、ボルテックス等で数秒撹拌し、抽出試薬を加えてから 20
秒後に ATP 発光試薬を投入し 10 秒以内に観察した 
③ 試料 1.0 mL に 0.1 mL の ATP 消去試薬を添加し、ボルテックスで撹拌した。その

試料（計 1.1 mL）中から 0.1 ｍL をピペットマンで採取し、ほこりなどが入らないよ

うにラップなどでかぶせ、30 分間室温で放置した。その後、試料 0.1 mL に ATP 抽出

試薬（キッコーマンバイオケミファ株式会社 ルシフェール HS セット）を添加し、ボ

ルテックス等で数秒撹拌し、抽出試薬を加えてから 20 秒後に ATP 発光試薬を投入し

10 秒以内に観察した。 
 
２．２．６ 2 チャンネル流通型発光リアルタイム計測装置を用いたルシフェラーゼ発

光による光子の検出と定量性の評価 
【ATP 標準液を用いた計測装置の動作と ATP 消去剤の効果の検証】 

ATP 消去剤をサンプルの調整に用いると、バックグラウンドが減少し、計測の正確

さが増すことが報告されている。そこで、ATP 消去剤の添加が本装置を用いた計測に

与える効果を調査した。 
ATP 標準液を 10-7から 10-12 M まで段階希釈し、①サンプルに対し 1/10 量の ATP 消

去薬を添加し、撹拌後 30 分静置と②消去薬を加えてないもの 50 μL に ATP 発光試薬

50 μL を加え、ATP 消去薬の効果を調査した。 
 

【大腸菌を用いた ATP によるルシフェラーゼ発光の検出】 
本調査で設計製作した装置が、ルシフェラーゼ発光に由来する光子の計測が可能かど

うか調査した。 
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大腸菌を 12 時間培養し、10 倍ごとに段階希釈を行い、細胞外 ATP 消去液をサンプ

ル 1 mL に対し、0.1 mL の割合で添加し、30 分間インキュベートした。その後、試料

35 μL に ATP 抽出試薬（キッコーマンバイオケミファ株式会社 ルシフェール HS セ

ット）を等量の 35 μL 添加し、抽出試薬を加えてから 20 秒後に ATP 発光試薬を 35 μL
投入し 10 秒以内に装置内に入れ観察した。 
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３．結果と考察 
３．１ 装置の設計製作 
３．１．１ 2 チャンネル流通型汎用蛍光リアルタイム計測装置 
 図 3-1 のような計測装置を作製した。内部構造は図 3-2 の通りであり、測定セルはス

テンレス製である（図 3-3）。 
 

 
図 3-1 計測装置 

 

  

図 3-2 装置内部   図 3-3 測定セル 
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３．１．２ ２チャンネル流通型発光リアルタイム計測装置 
 図 3-4 のような計測装置を作製した。内部構造は図 3-5 の通りであり、測定セルはス

テンレス製である（図 3-6）。 
 

 
図 3-4 計測装置 

 

  
図 3-5 装置内部   図 3-6 測定セル 
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３．２ 蛍光波長の測定 
３．２．１ 大腸菌 GFP 挿入株の作製 
ダークリーダーで発光が認められたコロニーを単離したところ、大腸菌 DH5α株に

GFP が挿入されていることを確認した。単離した大腸菌 DH5αGFP 挿入株の、ダーク

リーダーによる緑色蛍光発光を図 3-7 に示した。 
 

 
図 3-7 大腸菌 DH5αGFP 挿入株 
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３．２．２ 96 穴タイタープレートを用いた GFP 蛍光波長の測定 
GFP 挿入株と野生株とを比較すると、GFP 挿入株から GFP に由来する蛍光強度が

測定され、GFP 蛍光の測定が可能であることが分かった。しかし、Gm 添加の有無で、

蛍光強度に差が認められないという結果となった（表 3-1, 3-2、図 3-7, 3-8）。このこと

は、増殖した菌体のタンパク質合成を阻害しても、それまでに菌体内で合成された GFP
タンパク質が、阻害後少なくとも 48 時間残存し、蛍光を発することを示唆するもので

あった。したがって、GFP 蛍光を指標にして、生育の阻害や生理活性の変化を計測す

ることは、困難であると考えられた。 
 

表 3-1 蛍光強度（RLU at 488-592 nm） 
GFP 
挿入の

有無 

Gm 
添加の

有無 

培養時間（ｈ） 

0  3 6 9 12 24 48 

無 無 2710 2438.2 2548.7 3451.8 2251.9 3639 4463.1
無 有 2778 2215.6 2564.1 3646.4 2217.1 3440.1 4319.8
有 無 5500 4668.8 5441.1 7585.4 5199.6 9007.5 12448
有 有 5601 5293.4 5822.9 7844.1 5520.7 9835.5 12077

 
 

 
図 3-7 蛍光強度の変化（検出波長 488~592 nm） 
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表 3-2 蛍光強度（RLU at 508 nm） 

GFP 
挿入の

有無 

Gm 
添加の

有無 

培養時間（ｈ） 

0  3 6 9 12 24 48 

無 無 283.2 216.2 225.1 304.8 178.8 320.4 397.3
無 有 290 196.7 227.0 321.4 176.3 303.9 384.4
有 無 836.2 568.2 658.3 923.9 547.6 1145.4 1598.6
有 有 850.3 642.0 698.4 945.3 574.3 1232.1 1548.1

 
 

 
図 3-8 蛍光強度の変化（検出波長 508 nm） 
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３．２．３ 静止条件下での測定セルを用いた GFP 蛍光波長の測定と呼吸活性阻害の

検出 
ここでは、本調査で作製した計測装置と測定セルを用いて、抗生物質を添加した場合

の GFP 蛍光の変化を調査した。Gm を添加したセル中では、12 時間まで蛍光の低下が

認められ、それ以降は徐々に上昇した（表 3-3、図 3-9）。24 時間後には、セル中の液

量の減少が認められることから、12 時間までは蛍光が減少し、それ以降は水の蒸発に

よる濃縮が蛍光量の計測に影響したことが考えられた。96 穴のタイタープレートを用

いた計測では、Gｍ添加の有無で蛍光量に変化が認められない結果となったが、作製し

た測定装置と測定セルを用いた計測では、Gm による影響が認められた。 
 

表 3-3 蛍光（電圧変換）の経時変化 

Gm 
添加の有無 

経過時間（h） 
0 3 6 9 12 24 

無 1.08 1.14 1.14 1.14 1.25 1.07
有 1.13 1.16 1.02 1.05 0.94 1.05
 

 
図 3-9 蛍光強度の変化 
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 100 mg/L の 2-hydroxybiphenyl（2-OHBP）を添加した場合、3 日後の GFP 蛍光は

大きく低下した（表 3-4、図 3-10）。過去の研究では、2-OHBP）の添加で大腸菌 MV1184
株の呼吸阻害を起こすことが示唆されていることから、同様の影響により蛍光強度が低

下したものと考えられた。図 3-9 に示した Gm 添加でも、12 時間後に蛍光強度の低下

が認められている。これらの結果は、本調査で設計製作した 2 チャンネル流通型汎用蛍

光リアルタイム計測装置を用いることで、薬剤添加の影響を計測することが可能である

と考えられた。しかし、この結果は、マイクロタイタープレートをプレートリーダーで

計測した場合、影響が認められなかったという結果と異なるものであった。 
 プレートリーダーの蛍光計測は、迅速であるが、受光部を移動させながら計測するも

のであり、測定時間は短時間で、得られた光信号を電気的に変換増幅する方式である。

今回開発した計測手法は、一つのセルに一つのフォトダイオードを対応させており、セ

ルから発する蛍光をすべて受光する方式になっている。この違いにより、比較的弱い蛍

光の微弱な変動を計測することが可能になったのではないかと考えられた。 
 なお、図中の出力値の電圧 1V は 0.36 lx に相当し、0.24 lx が月明かりであることを

考えると、蛍光発光は弱い光であると考えられる。 
 

表 3-4 蛍光（電圧変換）の経時変化 

2,3-OHBP 
添加の有無 

経過時間（日） 
0 3 

無 0.531 1.193 
有 0.943 0.434 

 

 
図 3-10 蛍光強度の変化 
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３．２．４ GFP と PI 蛍光の同時計測による生細胞死細胞の蛍光波長の同時測定 
 生細胞と死細胞の同時計測を可能とするため、GFP と PI 蛍光の同時計測を試みた。

SDS で処理した結果から、膜を溶解させることで、蛍光量が増加したことが示唆され

た。この場合、希釈しない試料で値の低下が認められたのは、蛍光量が検出器であるフ

ォトダイオードの限界値を超えたため、感度低下が生じたためであると考えられた。 
細胞膜が破壊されても GFP タンパクが残存し、蛍光を発することが報告されている

ことから、SDS 処理は GFP 蛍光の測定に影響を与えない物と考えられた。 
 

表 3-5 GFP 変化 
培養液の濃度  

（10ｎ倍） 
none SDS 

-3 0.734771 0.91285
-2 0.836655 0.963739
-1 0.775525 0.994273
0 0.836655 0.943384

LB のみ 0.765336 0.851783
 

 
図 3-11 蛍光強度の変化 

 
PI を添加したときの蛍光検出は非常に小さい値となった。これは、PI の励起波長が

535 nm で、蛍光波長が 617 nm であることから、今回作製した計測装置の検出蛍光の

波長範囲を超えることが原因であると考えられた。PI の検出を可能とするためには、

励起用の LED の波長を変更することと、受光部のフィルターを変更する必要があると

考えられた。 
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＜参考：顕微鏡写真＞ 

 
GFP 蛍光画像（SDS 処理有） 

 

  
PI 染色画像（SDS 処理なし）      PI 染色画像（SDS 処理有） 

 

  
GFP 蛍光と PI 染色の二重蛍光画像   GFP 蛍光と PI 染色の二重蛍光画像 

（SDS 処理なし）            （SDS 処理有） 
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３．２．５ ルシフェラーゼ発光の計測による ATP 依存呼吸活性の計測 
【フォトダイオードによる計測の試み】 

GFP 蛍光の検出に用いたフォトダイオードが、ATP に由来するルシフェラーゼの反

応による発光の検出にも使用可能か確認するため、フォトダイオードをオシロスコープ

に接続した簡易な検出系を作製し、発光の検出を試みた。しかし、オシロスコープの感

度を最大化して計測を試みたものの、どの手法を用いてもフォトダイオードからの信号

は検出されなかった。したがって、微生物細胞内の ATP によるルシフェラーゼ反応の

発光は、放出する光子の量が少ないため、フォトダイオードでは検出されないことが示

唆された。そこで、それより感度が高い、フォトマルチプライヤーを用いて観測装置を

作製することにした。 
 
３．２．６ 2 チャンネル流通型発光リアルタイム計測装置を用いたルシフェラーゼ発

光による光子の検出と定量性の評価 
【ATP 標準液を用いた計測装置の動作と ATP 消去剤の効果の検証】 

本調査で作製した計測装置が、ルシフェラーゼの反応による発光に由来する光子数の

計測が可能か調査した。その結果、希釈倍率と光子数に直線関係が得られ、計測が可能

であることが示された。本装置で用いたフォトマルチプライヤーは、超高感度であり、

検出される光子数が 10 万以上になると直線性が失われることが性能上示されているこ

とから、感度的にも十分な値が得られた。また、本装置で利用したフォトマルチプライ

ヤーは、本来 10ns ごと測定が可能であるが、使用している DAQ の関係上 100ns ごと

に測定をするため、グラフの上では 10 のｎ乗ごとに値が増加しないと考えられた。 
また、ATP 消去剤を添加した結果は、バックグラウンドが低下したことを示す値と

なり、遊離している ATP 薬の消去は測定上効果があることが示唆された。 
 

表 3-6  ATP 標準液による光子数の測定 

希釈倍率(10n 倍）
コントロー

ル 
ATP 消去 

-7 ND 3568 
-8 209189 1282 
-9 30834 291 

-10 6329 468 
-11 1771 191 
-12 389 63 
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図 3-12 ATP 標準液による光子数の測定 

 
【大腸菌を用いた ATP によるルシフェラーゼ発光の検出】 
 大腸菌を用いた計測においても、ルシフェラーゼの反応による発光を計測することが

できた。これにより、本調査で作製した計測装置は ATP 量の測定に使用可能であると

示唆された。 
 
 

表 3-7 大腸菌 ATP 由来の発光の測定 
希釈倍率(10n 倍) 光子数 
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-4 2747 
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-2 97955 
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図 3-13 大腸菌 ATP 由来の発光の測定 

 
 
４．まとめ 

化学物質が活性汚泥の呼吸活性に与える影響を計測する、簡易検出システムの開発を

目的として、計測装置の設計を行った結果、基本設計を確立した。また、緑色蛍光タン

パク質 GFP を発現するモデル細菌を用い、装置の検出感度を検討した結果、GFP によ

り、呼吸活性の計測が可能であるが、生残性を計測する蛍光色素である PI と組み合わ

せるには、励起波長と検出波長を変更する必要があることが分かった。開発した計測装

置は、発光ダイオードを配置した発光パネルと、それらの配置に合わせたフォトダイオ

ード検出パネルを備えた検出デバイスを備えたもの、フォトマルチプライヤーにより光

子数を測定するデバイス備えたものの 2 機種であり、透過する蛍光量ならびに光子数を

電流値に変換し計測するシステムを採用した。その結果、蛍光波長に合わせた波長を用

いることで、モデル細菌の呼吸活性を感度よく計測できることが示唆された。また、ル

シフェラーゼの発光に由来する光子数の測定値から微生物の呼吸活性の計測が可能で

あることが示された。測定に使用するデバイスのピット中に活性汚泥を定着させるため、

検討の結果、ピットの直径を 7~8 mm とし、深さは 3 mm とした。 
モデル細菌の呼吸活性を阻害するモデル物質として、タンパク質の合成を阻害する抗

生物質である Gm と、微生物の呼吸活性を低下させることが当研究室の過去の研究で

明らかになっている 2-hydroxybiphenyl（2-OHBP）を選定し、呼吸活性阻害を蛍光測

定で検出可能かどうか検証した。当初は 24 穴タイタープレートを用いる予定であった

が、検体数を多くして解析する目的で、96 穴のタイタープレートを用いてプレートリ

ーダーによる蛍光測定を行った。その結果、Gm を添加した培地では、タンパク合成の

阻害による蛍光量の変化を測定できなかった。しかし、本調査で作製した計測装置を用
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いることで、阻害効果の検出が可能になった。また、2-OHBP による呼吸活性の変化を

蛍光測定により検出可能なことが示唆された。以上の結果から、本調査で作製した計測

装置は、モデル細菌の呼吸活性の変化を検出することが可能であることが明らかになっ

た。今後は、ATP に由来するルシフェラーゼ反応による発光の変動で、阻害の計測が

可能かどうか検証すること、ならびに阻害物質を連続供給した場合の呼吸活性の変動を

調査する必要がある。 
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＜参考資料＞ 
【ルミテスターによる計測】 
 本調査で作製した装置を用いて、ルシフェラーゼ反応による ATP の検出を行うに当

たり、用いる反応を事前に調査する目的で、ATP 測定キットとルミテスター（キッコ

ーマンバイオケミファ株式会社製）を用いて、発光の検出を行った。 
方法：1 から 10-7（※１回目は 10-4まで）まで 10 倍に段階希釈した LB 培地で 12 時間

培養した大腸菌を 0.1 mL 採取し 
① 培養液中の全 ATP を測定するために試料 0.1 mL に ATP 抽出試薬を添加し、ボル

テックス等で数秒撹拌し（1 回目は手で軽く撹拌した）、抽出試薬を加えてから 20 秒後

に ATP 発光試薬を投入し 10 秒以内にルミテスターC-110（キッコーマンバイオケミフ

ァ株式会社）の装置内に入れ観察した 
② 細胞内ATPのみを測定するため試料1.0 mLに0.1 mLのATP消去試薬を添加し、

ボルテックス等で撹拌（1 回目は手で軽く撹拌した）した。その試料（計 1.1 mL）中

から 0.1 ｍL をピペットマンで採取し、ほこりなどが入らないようにラップなどでかぶ

せ、30 分間室温で放置した。その後、試料 0.1 mL に ATP 抽出試薬（キッコーマンバ

イオケミファ株式会社 ルシフェール HS セット）を添加し、ボルテックス等で数秒撹

拌し（1 回目は手で軽く撹拌した）、抽出試薬を加えてから 20 秒後に ATP 発光試薬を

投入し 10 秒以内にルミテスターC-110（キッコーマンバイオケミファ株式会社製）の

装置内に入れ観察した。 
 
結果：①の計測法で ATP 量を測定した結果、希釈倍率が低いと発光量が強すぎて光子数

がオーバーフローしてしまうことが分かった。 

 
培養液の濃度（10-n 倍) 光子数（個）

0 ND 
-1 ND 
-2 655342 
-3 57843 
-4 5399 
-5 916 
-6 658 
-7 74 
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 ②の手法の結果、ATP 消去試薬を添加することで、バックグラウンドが低くなり、無

希釈から光子数が検出可能なことが分かった。 

 
培養液の濃度（10-n 倍) 光子数（個）

0 425139 
-1 39820 
-2 4186 
-3 375 
-4 33 
-5 16 
-6 9 
-7 4 
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