
1.　緒　　　言

海洋性の生物発光細菌 Vibrio fi scheriは，接触した化
学物質の濃度に応じた生物発光量を迅速・定量的に示す
ことが知られている3)。この特徴を生かしたバイオセン
サーとしての研究が多数行われており，様々な化学物質
の濃度と発光量との相関に関する解析例が報告されてい
る。現在，マイクロトックスやトックストレーサーなど
の市販されている発光細菌を用いたバイオアッセイ法
は，乾燥菌体状態の発光細菌を復水後に培養し，その培
養液もしくは菌体懸濁液に化学物質を添加して発光量の
変化から化学物質濃度を算出する方法1,4) である。この
培養液を使用する方法は，無菌スペース1) もしくは測定
にメーカー特有の特別な装置が必要4) であるため，高度
な操作技術が要求されている。その一方で，取り扱いを
簡便にする為に固定化発光細菌の研究報告例が報告され
ている2)。しかし，固定化発光細菌のバイオセンサーは
発光量測定装置と一体化されていることが多いため2)，
センサーが劣化した時やサンプル数が多い時にセンサー
の迅速交換が難しく測定に時間がかかることが問題とな
る。
今回，これらの問題点を解決する新しいバイオセン
サーを開発したので報告する。この新しいバイオセン
サーは，センサーの脱着を簡便に行う方法として磁力を
用いることを特徴としている。作製した磁気バイオセン
サーは 2種類である。まず磁性粉（四三酸化鉄）を寒天
溶液に懸濁した V. fi scheriに加えて全てを 1つに固定化
した 1層法，磁性粉を添加した寒天の固化後に寒天によ
り固定化した V. fi scheriを重層した 2層法である。これ
らの作成したバイオセンサーは，ガラス壁を隔てたフェ
ライト磁石を用いて，脱着が簡便に出来ることを特徴と
している。この新しい磁気固定化バイオセンサーの開発

法と既存の発光量測定装置を使用した化学物質の濃度と
発光量の定量的な解析結果を以下に報告する。

2.　材料と方法

2.1. 発光細菌の準備

磁気固定化バイオセンサーの作製法にあたって，発光
細菌 V. fi scheri（NBRC NO. 101058）を Marine Broth
（NBRC 指定培地，Difco 社製）を用いて 25°C で好気培
養し，生物発光量がピーク時の菌体を集菌した（図 1）。
この時の菌体濃度は約 6,000 mg/L であった。この集菌
した V. fi scheri 菌体を人工海水5) で洗浄して同溶液に同
菌体濃度になるように再懸濁し，実験用の試験液（以後，
試験液）とし，以後の実験に用いた。洗浄及び懸濁に用
いた人工海水は，市販薬品を溶解して人工的に作製した
塩化物主体の水溶液である。塩化ナトリウムを主成分に，
11種類の薬品によって構成されている溶液である。

2.2. 1 層法バイオセンサーの作製

まず，試験液に磁性粉（四三酸化鉄，関東化学製）を
V. fi scheri の乾燥重量と同量加え，濃縮した試験液と共
に約 50°C に保った 6% 寒天（和光純薬工業製）溶液に
懸濁させた後固化させた。固化後，直径 8 mmのコルク
ボーラーによって直径 8 mm，厚さ 5 mm のバイオセン
サーを作製した。作製したバイオセンサーの最終寒天濃
度は 3%，細菌濃度は，約 24,000 mg/L である。細菌濃
度を高くした理由は，約 50°C の寒天溶液に混ぜた時に
熱によって V. fi scheri が死滅することが考えられたこ
と，磁性粉及び寒天による発光量測定阻害が予想された
ためである。今回作製したバイオセンサーのサイズは
2.5. で述べる発光量測定装置で測定可能な最大サイズで
ある。
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2.3. 2 層法バイオセンサーの作成

溶解した 6% 寒天溶液に磁性粉を 15 g/L の濃度にな
るように添加して混合後に固化させ，厚さ 3 mmの第一
層を作製した。次に，第 1層の固化後，6% 寒天溶液に
懸濁させた試験液を厚さ 5 mmになるように重層した。
この時の最終寒天濃度及び菌体濃度は 1層法の時と同じ
である。第 2層の固化後，直径 8 mmのコルクボーラー
によって両方の層を打ち抜き，磁気固定化バイオセン
サーを作製した。V. fi scheri を含む第 2層の厚さは比較
しやすいように 1層法と同じ厚さに作製した。

2.4. 化学物質濃度の発光量への影響試験

V. fi scheri の持つバイオセンサーの特性について，試
験液のみ，1層法バイオセンサー，2層法バイオセンサー
の 3種を用いて発光量と化学物質の濃度の相関関係につ
いて調べた。モデル化学物質として，水溶性であり濃度
の調整が行いやすいトルエン類似物質 m- トルイル酸
（以降，トルイル酸）を選んだ。試験液に最終濃度が 0, 0.8, 
8, 80 ppm になるように添加し，発光量との定量関係を
測定した。試験液は，トルイル酸水溶液を添加・接触後，
すぐに発光量の測定を行った。作製した 1層法及び 2層
法のバイオセンサーは，トルイル酸溶液にそれぞれのバ
イオセンサー全体を 10分間浸した後に取り出して測定
用の試験管に入れて発光量を測定した。作製した 2種の
バイオセンサーは，トルイル酸溶液に浸して 10分間ま
では不安定な発光量を示したため，今回は 10分間接触
後の発光量を測定値とした。

2.5.　発光量の測定方法

発光量の測定は，マイクロテック ･ ニチオンの GENE 
LIGHT 55を用い測定時間 10秒で行った。尚，GENE 
LIGHT 55は，マイクロチューブやプラスチック試験管
に測定対象となる溶液を入れて 10秒後に化学及び生物
発光の強度を測定する装置であり，発光量を測定する一
般的な機器である。今回，培養液・試験液・1層法及び
2層法のバイオセンサーの測定は，ディスポーザブルタ
イプのプラスチック試験管（長さ 55 mm，直径 10 mm，
内径 8 mm）にそれぞれ入れ，GENE LIGHT 55にて発
光量の測定を行った。この発光量測定装置の示す発光量
は相対的発光強度と示され単位は定義されていない。通
常発光量は桁が大きいため，図で示される際は対数軸で

表記されている。今回の報告もそれに従って表記した。
菌体濃度は，乾燥重量を測定して記録した。

3.　結果と考察

3.1.　バイオセンサーの測定迅速化の評価

作製したバイオセンサーを図 2-a に示した。これらの
バイオセンサーは，1層法・2層法ともガラス壁を隔て
たフェライト磁石の磁力に強く吸着させることができ
た。さらに磁石の取り外しにより，迅速に脱着が可能で
あった。すなわち既存のバイオセンサーの問題点である，
多検体時の交換時間や，破損時の交換時間の短縮が解決

図 1．Vibrio fi scheriの示す生物発光量と細胞増殖の経時変化．

図 2．1層法（a）及び 2層法（b）バイオセンサー．
左側：実物の写真　右側：イメージ図

図 3．トルイル酸添加時の生物発光量の変化．
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されたといえる。

3.2. V. fi scheri の発光量と化学物質との関係

図 3に試験液（試験液○）の発光量とトルイル酸の濃
度の関係について示した。トルイル酸を試験液に接触さ
せた場合，発光量はトルイル酸の濃度が高いほど減少を
示し，定量的な式（1）が得られた。しかし，式（1）中
の数値は使用時の発光細菌が示す初期発光量に強く依存
する傾向が見られ一定値ではなかった。表 1の発光量の
標準偏差を見ると，約 8 ppm以上のトルイル酸濃度は V. 
fi scheriの発光量と強い相関関係（R2=0.91）を示すこと
がわかった。今後，この現象を解明するとともに，発光
量によって示すことが可能なトルイル酸やその他の化学
物質の濃度間隔について検討を行いたい。
トルイル酸濃度　[ppm]=200–0.7× 10–3×（発光量）

（1）

3.3. 1 層法バイオセンサーの発光量と化学物質との関係

1層法バイオセンサーの結果を図 3に示した。バイオ
センサーに接触させるトルイル酸濃度を高くすると，試
験液と同様の発光量減少が見られた。1層法では以下の
式（2）が得られた。表 1の標準偏差がトルイル酸の各
濃度で大きな値を示している理由は，V. fi scheri を含む
寒天溶液に，発光量の測定阻害を起こす磁性粉を均一に
混合出来なかったことによるものだと考えられた。磁性
粉にはグラム陰性細菌を強く吸着する報告例がある5)

が，今回の V. fi scheriは培養液に磁性粉を添加しても吸
着現象は見られなかった（培養液に添加して確認した）。
発光を阻害する理由については不明である。1層法バイ
オセンサーでは，相関係数 R2は 0.77であった。
トルイル酸濃度　[ppm]=300–1.3× 10–3×（発光量）

（2）

3.4. 2 層法バイオセンサーの発光量と化学物質との関係

磁性粉の均一な混合が困難であったため，その問題を
克服するため 2層法の検討を行った（図 2-b）。その結果，
1層法より 2層法の方の標準偏差が小さかった（表 1）。
2層法では，以下の（3）式が得られた。以上のことか
ら 2層法のバイオセンサーの方が，より実用向けである

ことがわかった。2層法バイオセンサーでは，相関係数
R2は 0.83であった。
トルイル酸濃度　[ppm]=150–0.4× 10–3×（発光量）

（3）

3.5. V. fi scheri を用いたバイオセンサーの評価

発光細菌 V. fi scheri は浮遊状態（試験液）・固定化状
態（1層法，2層法）を問わず，トルイル酸濃度と発光
量の間に線形相関があることがわかった。ただし，式（1）
～（3）中の数値は常に一定の値を示すわけではなく，使
用時の V. fi scheriが示す発光量に強く依存することのみ
が判明している。この詳細については追加データにより
解析を進めたい。以上の式（1）～（3）をまとめると，V. 
fi shceri を使用したバイオセンサーは，以下のモデル式
（4）を示すことが判明した。
トルイル酸濃度 =α–β× 10–3×（発光量） （4）
（αは整数，βに関しては 2～ 0.1の数値を示す）
今後，得られた式の詳細な解析，寒天溶液へ発光細菌
を均一に分散する方法（撹拌方法など），作製したバイ
オセンサーの保存方法等について検討を行いたい。
本報告の一部は環境バイオテクノロジー学会 2007年
度大会において発表を行った。
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表 1．トルイル酸水溶液に接触させた時の試験液・1層法・2層法バイオセンサーの発光量変化a)（サンプル数 =4）

トルイル酸濃度［ppm］

0 0.8 8 80

試 験 液 295000± 20000 273000± 27000 246000± 7000 173000± 9000

1 層 法  241000± 276000 227000± 79000  206000± 82000  181000± 67000

2 層 法 384000± 52000 296000± 23000  266000± 17000  248000± 16000

a) 表中の数値は発光量±標準偏差を示す


