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１．はじめに

１－１緒言

私たちは、毎年多くの病原性細菌の危険性に曝さ

れている。事例を挙げると、1982年にアメリカのオ

レゴン州とミシガン州で発生したハンバーガー食中

毒事件がある。真っ赤な下痢便から今では有名な腸

管出血性大腸菌O-157が検出された。日本では1996

年に大阪府堺市で小学生を中心としたO-157の集団

感染が発生し、散発例を含めて１年間に全国から

17,877名の患者が報告され、１２名が亡くった。また、

2011年４月に焼肉チェーン店を原因施設とする腸管

出血性大腸菌o-111の集団食中毒が発生し、５月に富

山県と福井県で合わせて4名の方が亡くなった。

食材を栽培・飼育する農家や食材を加工し販売す

る食品加工業者、また、それらを販売、調理するも

のにとっては、病原`性細菌がいないことが大原則で

ある。しかし、いくら除菌しているとはいえ、完全

に除菌ができているとは限らない。実際に病原性細

菌の有無を確認するとなると、高価な装置や精密な

機械などが必要なり、時には、時間までも必要にな

ってくる。こうなると設備の整った専門機関に頼る

のが現状で、検査結果が出るまでにかなりの時間を

有することになる。

病原性細菌を検出する手法としては、ＰＣＲ

（PolymeraseChainReaction）によって病原性細菌に

特異的な遺伝子を増幅し検出する手法がある。ＰＣＲ

を用いて増幅させた遺伝子を検出する手法は、電気

泳動法、蛍光試薬を用いたリアルタイム測定などが

あるが、操作が煩雑なことと、ある程度の時間を必

要とすることである。また、リアルタイム測定では

装置が高価であるという問題点がある。

その問題点を改善するために、本研究ではPCR後

の検出操作を迅速かつ感度よく行えないかと考えて

いる。そこで、比較的操作が簡単で、かつ、コスト

効率の良いイムノクロマト法と使い捨てのスクリー

ン印刷電極を使用し、ＰＣＲを用いて増幅させた遺伝

子に対して金ナノ粒子を標識した後、イムノクロマ

ト法をベースとした目視検査と電気化学測定法を検

討し、病原性細菌の増幅遺伝子の迅速な検出方法の

検討を行った。

１－２イムノクロマト法について

イムノクロマト法は、測定器を必要とせず、目視

により判定が可能である。したがって、コスト効率

が良く、短時間で簡便に測定できることから、医療、

環境、食品などの様々な分野で利用されている。検

出感度が、ＰＣＲを用いた遺伝子検査に比べて劣るた

め、様々な高感度検出法'-4)や増幅遺伝子を検出する

手法5)などが報告されている。

本研究では、ｎＴＣ（fluoresceinisothiocyanate）、

Biotinで標識したプライマーを用いてPCRにて遺伝

子の増幅を行うことによってイムノクロマト法での

増幅遺伝子の検出を可能としている5)｡図１に本研究

で使用したイムノクロマト法の原理とイムノクロマ

ト法で使用するイムノクロマトテストストリップの

構造を示す。イムノクロマトテストストリップは、

パッキングシートで補強されたニトロセルロース膜

上に、テストラインとなる抗FITC抗体が固定されて

いる。コントロールラインには、サンプルが上端ま

で到達したことを示すための抗rlTC抗体に対する

抗IgG抗体が固定されている。増幅遺伝子とコンジュ

ゲートパッドにある直径数＋nｍの金ナノ粒子で標

識された抗Biotin抗体が複合体を形成し、これが毛細

管現象よって膜上を移動する。テストライン上では、



抗rTTC抗体に捕捉され、金ﾌﾞｰﾉ粒子が集積すること

によって赤色のラインを呈する。したがって、増幅

遺伝子が存在する場合はテストラインおよびコント

ロールラインの２本､増幅遺伝子がない場合はコント

ロールラインのみが確認できる。

本研究では、コンジュケートパッドを備えたブル

ストリップとコンジュケートパッドの無いハーフス

トリップをそれぞれ用いて検討を行った。
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図２電気化学測定の原理

本研究では使い捨ての印刷電極を使用している。

電極の構造を図３に示す。電極は柔軟な材質の絶縁

シート上に導電性インクを用いて電極パターンを印

刷し、この電極パターンから電極を切り出し使用す

るチップ状のスクリーン印刷電極を使用した。また、

この電極は作用極、参照極から構成される三電極系

であり、作用極が炭素でできており、コネクター接

続を介して小型ポテッションスタットにし、電極チ

ップ上に試料を滴下して電気化学測定を行うように

なっている。
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１－３電気化学検出について

化学物質の性質を電気的に計測する方法を電気化

学測定といい、化学物質の濃度や種類、竜;極上での

酸化還元反応の詳細な機構などについての情報が得

られる。測定対象の抗体を電極表面に固定し、金ナ

ノ粒子で標識した測定対象の抗体とでサンドイッチ

状に電極表面に捕らえ、金ナノ粒子を電極上で電気

化学的に測定することによって高感度にタンパク質

濃度を測定する方法も報告されている6)｡本研究では

直径40,ｍの金ﾌﾞｰﾉ粒子を使用して電極表面表に増

幅遺伝子を抗体一金ナノ粒子標識抗体でサンドイッ

チ状に捕らえ、微分パルスボルタンメトリー（ＤＰＶ：

Difrerentialpulsevoltammetry）という電気化学測定法

を行うことによって増幅遺伝子の検出を行った。図

２に電気化学測定法の原理を示す。この方法もイム

ノクロマト法での増幅遺伝子の検出と同様に抗

FITC抗体を電極表面に固定し、ＦITC、Biotinで標識

されたプライマーを用いてPCRで増幅させた遺伝子

を検出する原理となっている。測定を行う場合は、

溶出用塩酸を電極に滴下し、捕捉されている金ナノ

粒子に電流を流して酸化した後、金ﾌﾞｰﾉ粒子の還元

ピーク電流値を測定する。結果として、金ナノ粒子

で標識した増幅遺伝子が存在する場合は、電流値が

大きく降下する。本研究における電気化学検出とは、

この電流値の大きさを比較して、遺伝子増'|肩の検出

をおこなうことである。
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図３使い捨てスクリーン印刷電極の構造

２．実験方法

２－１試料・試薬

病原菌としてウェルシュ菌(NTCT8237)及び病原

菌のモデルケースとして大腸菌(JM109)(TOYOBO）

を使用した。ＰＣＲには、Ｐ７ｅ"1なn79⑪(ExTaqVersion
ZO）（タカラバイオ株式会社）、SYBRGreenlNucleic

AcidGelStain（タカラバイオ株式会社）を使用し、

増幅遺伝子を確認するための電気泳動試薬として

TAE（Tris／Aceticacid／ＥＤＴＡ）BufTer（Bio-Rad

Laboratories)、AgaroseXP（和光純薬エ業・ニッポン

ジーン）、Quick-LoadlOObpDNALadder(BioLabs)、

6xLoadingBufferDoubleDye（和光純薬工業・ニツポ

ンジーン）を使用した。ウェルシュ菌ではα毒素7)、

大腸菌ではl6srRNA8)を標的とした5,末端にFITＣま



たはBiotinを標識したプライマーの合成を行った(表

l）。イムノクロマト法、電気化学測定のために40,ｍ

金ナノ粒子（田中貴金属工業)、ウシ血清アルブミン

(BSA)(SigmaA1dricllJapan)、GoatantiBiotinAffInity

Purified(抗Biotin抗体）（BETHYLLaboratories)､Goat

anti-FITCAffinityPurifled(抗FITＣ抗体）（BETHYL

Laboratories)を使用した。イムノクロマテストストリ

ップは、フルストリップ、ハーフストリップともに

有限会社バイオデバイステクノロジーに作製を依頼

した。使い捨ての印刷電極は、作用極、対極ともカ

ーボンの市販の電極（有限会社バイオデバイステク

ノロジー）を使用した。でその他の試薬は、市販の

特級の試薬を購入して行った。

電気泳動後のアガロースゲルをTAEBufrbrに対し

てSYBRGreenlNucleicAcidGelStainを1ppmになる

ように添加した溶液に浸け、４０分間振動を与えなが

ら反応させた。その後、紫外線を照射してゲルの写

真を撮影した。

２－４金ナノ粒子標識抗体の調製

金コロイド溶液9001｣Ｌをエッペンチューブに分注

し、SmMKH2PO4溶液(ｐＨ7.5)で５０ILg/ｍＬに調製した

抗Biotin抗体を1001｣L加えて軽く混ぜた後、約10分間

放置した。その後、１０％(w/v)ＢＳＡ/５０mMKH2PO4溶

液｡Ｈ9.0)を１００１LL、1.0％(w/v）PEG/５０ｍＭＫＨ２ＰＯ４

溶液(ｐＨ７５)を501LL添加した軽く混ぜた。

次に、小型高速冷却遠心分離機を用いて12,oOO

rpml5min／４℃（8,00OG)で遠心分離を行い、上澄み

を約lOO1LLだけ残して取り除いた。残った沈殿物を

ソニケーターで分散させた後、金コロイド保存液を

6001｣L加えて混和させた。再度、12,000ｍｍｌ５ｍｉｎ／

4℃（8,00ＯＧ)で遠心分離を行い、上澄みを約100トＩＬ

だけ残して取り除き、残った沈殿物をソニケーター

で分散させた。作製した金ナノ粒子標識抗体溶液を

分光光度計にて５２０，ｍの吸光度を測定し、金コロイ

ド保存液で希釈して０，．６になるように調製した。

表１使用したプライマー配列

Sequence（5,ｔ０３，）

ウェル F－ＴＣＣＡＡＡＡＡＴＧＡＡＣＣＡＧＡＡＡＧＴＧＴＡ

シュ菌 Ｂ－ＴＴＴＴＣＴＴＡＴＴＴＧＴＧＡＴＴＣＣＣＣＴＧＴ

F－ＧＧＡＡＧＡＡＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＧＡＣ
大腸菌

B－ＡＧＣＣＣＧＧＧＧＡＴＴＴＣＡＣＡＴＣＴＧＡＣＴＴＡ

ＲＦＩＴＣ,Ｂ：Biotin

２－２病原性細菌の遺伝子の増幅

1）病原性細菌の遺伝子増幅

ＰＣＲ用チューブにP7e"zfjcTag⑪２５１LL、大腸菌用ま

たはウェルシュ菌用の１０１｣ＭＰｒｉｍｅｒｍｉｘ２１ＬＬ、

Template（大腸菌またはウェルシュ菌のＣＦＵ（colony

fbrmingunit）が既知の溶液）１}LL、DistilledmilliQ

Water（ｎＷ.）２２１ＬＬを加え、全量を501ＬＬとし、２５１｣Ｌ

ずつ分注した。Non-TemplateControl（NTC）として

Templateの代わりにｎＷ､を加え、全量を501｣Ｌとし25

1LLずつ分注したものを作製した。サーマルサイクラ

ー（AppliedBiosystemsStepOneTM）でのPCR条件と

して、大腸菌では、遺伝子の熱変性を98℃で10秒、

アニーリングを60℃で30秒、伸長を72℃で60秒のセ

ットを30サイクルに設定し、ウエルシユ菌では熱変

性を94℃で60秒、アニーリングを55℃で60秒、イホ長

を72℃で60秒のセットを30サイクルにてＰＣＲを行っ

た。大腸菌では、さらに同様の条件で25サイクルに

設定したＰＣＲも行った。

２－５イムノクロマト法を用いた増幅遺伝子検出

1）大腸菌の遺伝子増幅の検出

PCR産物溶液Ｓ１ｕＬと調製した金ナノ粒子標識抗体

溶液1011Ｌを混合し、，.Ｗ,を401LL加えて全量を5511Ｌ
とした。混合した溶液をマイクロタイタープレート

に注ぎ、イムノクロマトハーフストリップをその溶

液に浸して大腸菌増幅遺伝子の検出を行った。

2）ウェルシュ菌の遺伝子増幅の検出

ＰＣＲ産物溶液７１｣ＬとｎＷ・を５３１LL加えて全量を60

1ＬＬとした。混合した溶液をマイクロタイタープレー

トに注ぎ、イムノクロマトフルストリップをその溶

液に浸してウェルシュ菌増幅遺伝子の検出を行った。

２－６抗体固定化印刷電極の作製

CoatingBuffbrで８０１Lg/ｍＬに調製した抗FITC抗体

をＺｌＬＬずつ印刷電極の作用極にのせ、プレートミキ

サーで振動を与えながら１時間固定した。その後、余

分な溶液をエアダスターで吹き飛ばした。さらに、

上からBlocking溶液を２１｣Ｌずつ印刷電極の作用極に

のせ、プレートミキサーで振動を与えながら１時間固

定した。固定終了後、エアダスターで余分な溶液を

吹き飛ばし、洗浄液で3回洗浄し乾燥させ、抗体固定

化印刷電極とした。

２－３電気泳動での遺伝子増幅の確認

TemplateとＮＴＣの試料でPCRを行った溶液（PCR

産物溶液）３．５１LLに6xLoadingBuffbrDoubleDyeを2.5

ⅡL加え全量を６１ＬＬとし、アガロースゲルの穴に流し

込んだ。さらに、別の穴にサイズマーカーとして

Quick-LoadlOObpDNALadderを６１｣Ｌ流し込んだ。そ

の後、100Ｖで60分間電気泳動を行った。

Sequerlce（５，ｔ０３，１

ウェル

シニ菌

F－ＴＣＣＡＡＡＡＡＴＧＡＡＣＣＡＧＡＡＡＧＴＧＴＡ

Ｂ－ＴＴＴＴＣＴＴＡＴＴＴＧＴＧＡＴＴＣＣＣＣＴＧＴ

大腸菌
F､､ＧＧＡＡＧＡＡＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＧＡＣ

Ｂ－ＡＧＣＣＣＧＧＧＧＡＴＴＴＣＡＣＡＴＣＴＧＡＣＴＴＡ



２－７電気化学測定を用いた増幅遺伝子検出

ＰＣＲ産物溶液10.51匹と金ナノ粒子標識抗体溶液

3.5ノLLLを混合し、作製した二次抗体固定化印刷電極

の作用極にＺｕＬずつのせ、プレートミキサーで振動

を与えながら３０分間反応させた。反応終了後、洗浄

液でよく洗浄し乾燥させ、最終電極（抗FITＣ抗体

-PCR産物-金ナノ粒子標識抗Biotin抗体固定化印刷電

極）とした。測定の際には、0.1Ｎ溶出用塩酸１５１LLを

電極にのせ、電気化学測定装置他Autolabm）に

て電気化学測定（ＤＰＶ）を行った。電気化学測定の

条件は、initialpotentialq8V、endpotentialOV、step

potentialqlV、modulationamplitudeO､５Ｖとした。

検出することで迅速かつ極微量のPCR反応液で検出

が可能であることも報告されている5)。

バイオチップ技術を適用することで病原性細菌の

検出も、きわめて迅速な検出技術となり食品流通、

加工食品工場の現場でも利用可能な技術となり得る

ことが期待できる。
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電気泳動法（大腸菌）３．結果と考察

３－１イムノクロマト法を用いた増幅遺伝子検出

大腸菌templateのＣＦＵを変えてPCRを行ったとこ

ろ、１ＣＦＵから電気泳動法、イムノクロマト法共に

遺伝子増幅が確認できた。また、菌体数が少なくな

るにつれて、電気泳動法では522ｂＰの所の増幅遺伝

子のバンドの濃さが薄くなるとともに、イムノクロ

マト法では、テストラインの色が薄くなっていくの

が確認できた。ｌ０００ＣＦＵｌＯＯＣＦＵの大腸菌でのバ

ンドの濃さはほぼ同一であるが、イムノクロマト法

においてもテストラインの濃さが、ほぼ同一となっ

た。ウェノレシュ菌の増幅遺伝子の検出においてもウ

ェルシュ菌templateのＣＦＵを変えてPCRを行ったと

ころ、８ＣＦＵから電気泳動法でZZZbp付近に薄い増|||高

遺伝子のバンドが確認できる。フルストリップを用

いてウェルシュ菌の増幅遺伝子の検出を行ったイム

ノクロマト法でも同様に８ＣＦＵから写真では見にく

いが、薄い赤いラインが確認できる。また、菌体数

が少なくなるにつれて、電気泳動法でのバンドは薄

くなり、イムノクロマト法でのテストラインの濃さ

も薄くなっていった（図4）。これらのことから、増

幅遺伝子を検出するためのイムノクロマト法は電気

泳動法と同等の検出感度であることが明らかである。

また、電気泳動法は、マーカーと比較することによ

って増幅遺伝子の大きさが分かるが、結果がでるま

でに約１時間を必要とする。一方、イムノクロマト

法は､増幅遺伝子の大きさの判別は不可能であるが、

増幅遺伝子が有るか無いかの判断が3分程度で判断

可能である。サーマルサイクラーでの遺伝子増幅は、

装置が持ち運べない、時間が掛かるなどの問題点も

あるが、近年、半導体技術を応用した小型で迅速な

インフルエンザウイルスＲＮＡの遺伝子増幅も可能な

バイオチップが報告されている,)。また、そのバイオ

チップによって増幅したインフルエンザウイルス

RNAの遺伝子を本研究と同様にイムノクロマト法で
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図４イムノクロマト法を用いた増幅遺伝子の検出

３－１電気化学測定を用いた増幅遺伝子の検出

イムノクロマト法を用いた増幅遺伝子の検出で使

用した大腸菌の増幅遺伝子の電気化学測定を行った

ところ、１０００ＣＦＵからのPCR反応液と100ＣＦＵから

のPCR反応液の電気化学測定結果が、ほぼ同一のピ

ーク電流値を示した（図５）。この結果は図４の大腸

菌の電気泳動法、イムノクロマト法の結果を見れば、

明らかなように増幅遺伝子の濃度に差がないためと

考えられる。図４の電気泳動法、イムノクロマト法で

差が見られた8000ＣＦＵと８００ＣＦＵのウェルシュ菌の

ＵＯＯ１００１０－１ユＮＴＣ
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1$欝篭拳Ａ
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PCR反応液では、電気化学測定の結果でもピーク電

流値に差が見られ、電気泳動法、イムノクロマト法

に極めて￣致した結果となっている。大腸菌のＮＴＣ

のピーク電流値がウェルシュ菌に比べ大きくなって

いるが、これは洗浄操作のミスであると考えられる。

－ク電流値も30サイクルでのＰＣＲ反応液に比べ25サ

イクルのPCR反応液は小さくなっているが、電気泳

動法でのバンドの濃さも30サイクルに比べ薄くなっ

ている。これらのことから、増幅遺伝子の量に応じ

てピーク電流値の大きさが変化していることが明ら

かである。

ＣＦＵ
、

/ｉＯｏｏｌｏｏｌｏｌ､ ＮＴＣＭ

S００ｂｐ

３００ｂｐ

印■

ヨ

０１（
く
日
）
畠

■

馬ｴ蝿
Ｎ

ｌＯＣ

lＯＯｂｐ---1ＣＦＵ

電気泳動法（大腸菌２５サイクル）-２．０

ﾛ

１０００ＣＦＵ－－－
U］

臺甕ﾐー-０．５

-3.0

００．２０．４ｑ６０．８

Ｅ(v）

増幅遺伝子電気化学測定（大腸菌）

ＮＴＣ－

Ｏ
Ｓ

Ｌ
ｌ

（
く
日
）
『

lＣＦＵ

lＯＣＦＵ－－

lＯＯＣＦＵ
０

2.0
＝一二二浸

ｳﾞ参壱”二

竃蕊０
~２．５００ユ０．４０．６０．８

Ｅ(V）

増幅遺伝子電気化学測定（大腸菌２５サイクル）

ＮＴＣ－－ヘ

（
く
日
ご

---8ＣｒＵ---8ＣｒＵ

2.0

図６大腸菌増幅遺伝子の検出結果（25サイクル）８０ＣFＵ

－－－８００ＣＦＵ

４．結言

増幅遺伝子を抗体で捕らえ、イムノクロマト法で

検出可能とする本報告の方法は、電気泳動法と同等

の感度を有していた。また、目視での検出も可能で

あり、検出に要する時間もＰＣＲ終了後の反応液を希

釈しストリップに滴下するだけで5分以内である。半

導体技術を応用した小型で迅速な遺伝子増幅が可能

なバイオチップと組み合わせることで現場での迅速

な測定が可能となる手法となることが期待できる。

電気化学測定による増幅遺伝子の検出は、抗体固

定電極と金ﾌﾞｰﾉ粒子標識抗体と増幅遺伝子の複合体

の反応、洗浄という操作が必要であり迅速な測定方

法であるとは言えないが、電気泳動法よりも極めて

高感度に増幅遺伝子の検出が可能である。また、バ

イオチップ技術を応用することで、電極上での抗体

との反応、洗浄、電気化学測定の一連の操作は、自

動化することができ、検出時間の短縮も可能となる。

8００
-３．０

００．２０．４０．６０．８
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増幅遺伝子電気化学測定（ウェノレシュ菌）

図５電気化学測定を用いた増幅遺伝子の検出

ウェルシュ菌での電気化学測定の結果を見ると電

気泳動法、イムノクロマト法に比べ８ＣＦＵとＮＴＣの

ピーク電流値に大きな差が見られる。そこで、より

増幅遺伝子量が少ないことが予想される２５サイクル

での大腸菌のPCRを行い、電気泳動法、電気化学測

定の比較を行った（図6）。１０ＣＦＵ、１ＣＦＵの大腸菌

からのPCR反応液は、電気泳動法ではバンドが確認

できない。しかしながら、電気化学測定の場合､ＮＴＣ

のピーク電流値よりも１ＣＦＵ、１０ＣＦＵは大きく検出

可能であることが分かる。ｌ０００ＣＦＵｌＯＣＦＵでのピ



実際、本研究報告では、電極上の抗体と金ナノ粒子

標識抗体と増幅遺伝子の複合体の反応時間を30分で

行っているが、１５分でも増幅遺伝子の検出が可能で

あることは確認している。また、木報告では、２５サ

イクルでPCRを行った反応液での増'|肩遺伝子の検仕｜

を行っているが、サイクル数を減らすことによって

遺伝子の増幅から検出までの時間を短縮することも

可能となる。

本報告では、病原菌のモデルケースとしての大腸

菌、ウェルシュ菌を用いているが、イムノクロマト

法を用いた方法、電気化学測定も増幅遺伝子を対象

とした検出技術であり、直ITC、Biotinで標識された

プライマーの設計を変えることで様々な測定が可能

となる。病原菌、ウイルスの検出だけでなく、例え

ば、食品中のアレルゲン物質、遺伝子組み換え作物

の混入などの食品検査など増幅遺伝子を検出する全

ての検査方法に適応可能な検出技術である。

microfluidicRT-PCRchipandclectrocllcmicalDNAsensor，
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Detection of pathogenic bacterium using

electrochemical and immunochromatographic

assay for amplified gene by PCR
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For the detection of pathogenic bacteria, polymerase chain reaction (PCR) has been used for

amplified specific gene of the bacteria. Escherichia coli (E.coli) is utilized as an indicator for assessing

food safety because it forms a part of the intestinal micro flora of many animals, and the presence of the

micro flora in food causes fecal contamination. Recently, rapid diagnostic kits based on

immunochromatographic assay using the antigen-antibody reaction for E. coli are commercially

available. We have developed an electrochemical and immunochromatographic assay for the detection

of amplified E. coli and Clostridium perfringens (C. perfringens) DNA by PCR. The gene of E.coli

(JM109) and C. perfringens (NTCT8237) was amplified by PCR using the primer labeled with Biotin

and fluorescein isothiocyanate (FITC).

Keywords- immunochromatographic assay; electrochemistry; polymerase chain reaction; Escherichia

coli', Clostridium perfringens.


