
　食品の微生物検査は、厚生労働省が定める法定検査
に加えて自主検査が実施されており、各社の製品特性
に合わせた効率良いスクリーニング検査を進める必要
がある。また、食品業界にとって食の安全に係る事故
は企業理念、コンプライアンスに係ることになるため、
衛生管理体制を強化しリスクを防止することは重要に
なっている。しかし、現在の微生物検査で主として利
用される培養法は、食材中や食材表面などの細菌を培
養して判定するため、結果が判明するまで最低でも2
～ 10日を要している。また、スクリーニング検査に
用いる迅速法も判定精度を上げるために培養法が併用
され、精度と迅速性は不十分である。さらに、検査に
は専門的知識を有する専任の検査員が必要であり、検
査の効率化や経費削減を進める企業にとっては、迅速
･簡易･安価で正確な検査体制が求められている。
　そこで本研究では、微生物を検出できるプローブの
開発及び、高感度･迅速（リアルタイム）に検査できる
光学技術を構築することで、培養法を不要とした自主
検査用の簡易型検出装置（システム）の開発を進めてい
る。プローブで使用する微小球センサーは、入射光を
球内で周回させ感度を増強させることが可能であり、
従来の技術に比べ検出感度を数十倍以上に増幅するこ
とが可能である。このため、微小球表面に局在した高
感度の光（近接場光）を利用し、培養前の微生物を検出
すれば、数十分から数時間で誰でも簡単に判定するこ
とが可能となる。また、マイクロサイズの微小球セン
サーを大量生産することで、通常の抗原抗体反応で利
用されるプリズムセンサー（表面プラズモン共鳴セン
サー）よりも一個当たりのコストを下げることが可能
となる。

　本報では、微生物汚染を判定するセンサー部に、抗
体を固定化した直径10μmのポリスチレン微小球（以
下、PS微小球）を組み込んだ顕微分光システムを開発
した。また、システムの評価として、センサー部に大
腸菌群が産生する分解酵素のβガラクトシダーゼ（β
-galactosidase）を滴下し、散乱光スペクトルの変化を
検証した。

　平成23年度までに、微小球の励起に油浸対物レンズ
を利用した近接場光（エバネセント）の励起システムを
構築し、単一微小球の励起とその散乱光を検出する
システムの構築を行なった［1］,［2］ 。最終年度となる平
成24年度は検出精度を向上させるため、図１に示す
ように、PS微小球がある検出部をカバーグラス（厚み
0.17mm）で封止し、測定中における水分の蒸発を抑え
ることで、経時変化による観測部の焦点のズレや散乱
光強度のバラつきを抑えた。
　最終的には図2に示すように単一のPS微小球に光を
効率よく入射できる励起方法と、PS微小球からの散
乱光を観測しながら計測できる散乱光検出方法を組み
合わせた顕微分光システムを構築した。測定する単
一のPS微小球はCCDカメラで確認しながら選別する。
散乱光は対物レンズで集光した後、光ファイバーで導
光し分光器でリアルタイムに検出した。
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　食品の生産から流通、消費にいたる各局面で安全・安心のため微生物検査は重要であり、各社の製品特性に合
わせた迅速 ･簡便で安価な検査方法の導入が必要とされている。本研究では微生物汚染を判定できるプローブの
開発及び、高感度 ･迅速（リアルタイム）に検査できる光学システムを構築することで、培養法を不要とした自
主検査用の簡易型検出装置の開発を進めている。本報では食品の衛生指標菌の一つである大腸菌群をターゲット
に選び、使い捨て可能な検査方法を考案し、20 分以内で判定できる検査装置（システム）を開発した。
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　図3に示すように微小球に光を入射すると、ある条
件下で球を周回する電磁波モードが発生し、入射光が
強く散乱されることが分かっている［3］。本測定ではこ

の周回する電磁波モードであるウィスパリング・ギャ
ラリー・モード（Whispering Gallery Mode、以下WGモー
ド）の変化を検出することでPS微小球の表面状態を検
証する。また、汚染物質の吸着判定として、PS微小
球の表面上に抗体を固定化し、抗原抗体反応による変
化を確認した。

　実験で使用したPS微小球は、直径10μmの色素が
ドープされた蛍光微小球である。552nmの波長で励起
すると580nmを中心波長とした蛍光を発する。また、
PS微小球表面に固定化する抗体は食品企業の自主管
理で検査頻度の高い大腸菌群に絞り、大腸菌群が産生
する分解酵素のβガラクトシダーゼ（β-galactosidase）
に対する抗体（Anti-β-galactosidase）を選択している［2］
［4］。

　図3に示すようにPS微小球にWGモードが励起され
ると、ある特定波長に鋭い共鳴ピーク信号が確認され
る。WGモードはPS微小球の球径や表面の屈折率情報
を非常に高感度に検知することが可能である。そこ
で、図4に示すように、抗体（Anti-β-galactosidase）を
固定化したPS微小球に酵素（β-galactosidase）を吸着さ
せ、WGモードの共鳴ピーク信号の変化を検出するこ
とで、吸着する酵素（β-galactosidase）の判定が可能か
検証を行った。
　本実験では、波長532nmのTM偏光でPS微小球を励
起し、560～580nmの蛍光波長帯域からWGモードの
ピーク信号を検出している。単球と光の相互作用の理
論解析には、Mie散乱理論から算出した散乱断面積を
用いた。また、図5に示すように抗体を固定化したPS
微小球は図1の検出部に滴下する。その後、0～1mg/ml
に濃度調整した酵素溶液（β-galactosidase）をPS微小球
へ滴下し、散乱光のスペクトルを検出した。
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　図6はカバーグラスで封止した時の純水中のPS微小
球の測定の様子を示したものである。暗視野照明に
より純水中におけるPS微小球の観測が可能となった。
また、図1で示したカバーグラスの封止によりPS微小
球への励起光量を弱くしても検出が可能となり、PS
微小球が発する蛍光時間を延ばすことができた。  

　図7は、 で構築した単一微小球の検出システムに
より、純水中におけるPS微小球の散乱光を検出した
スペクトルである。抗体のみが固定化している図7（a）
では、蛍光の波長帯域（560～615nm）の中に周期的な
共鳴ピーク信号を確認することができ、単一のPS微
小球からWGモードを検出できていることが分かる。
また、空気中のPS微小球の散乱光スペクトルと比較
すると、共鳴ピークが長波長側へシフトしているの
を確認した。このシフト変化が起きる時間は15～ 20
分程度であった。さらに、濃度が異なる酵素溶液（β
-galactosidase）を滴下し、抗原抗体反応後のスペクト
ルを検出したところ、酵素濃度が高くなるに従い共鳴
ピーク信号が長波長側へシフトしているのを確認し
た。
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　そこで、図8に示すように、Mie散乱理論の散乱断
面積のフィッティングにより、抗原抗体層の厚みと屈
折率の評価を行い、共鳴ピークシフトが抗原抗体反応
に起因するものか検証を行った。
　図8(a)は直径10μmのPS微小球の屈折率を1.55、水
の屈折率を1.33としてフィッティングした結果、抗体
層の屈折率は1.50と見積もることができた。溶液中に
おけるPS微小球の屈折率はHimmelhausら［5］の報告よ
り1.50となっている。また、タンパク質の屈折率は
Fanら［6］の報告では1.50、Voros［7］の報告からは1.35～1.6
となるため、本実験で算出した値とほぼ一致している
ことが分かった。
　図8(b)(c)は抗原抗体層の厚みをフィッティングした
時のスペクトルであるが、この結果より、抗原抗体層
の厚みは30～70nmとなり、屈折率の値は1.50となるこ
とが推定された。抗体と酵素の屈折率が同じ値となっ
たため、WGモードのピーク信号のシフトはPS微小球
の直径の増加に起因していることが考えられる。

　図7(b)（c）に示すように酵素溶液（β-galactosidase）を
滴下し、PS微小球上で抗原抗体反応が起きると、共
鳴ピークがスプリットする新たなモードが発生してい
ることを確認した。一方、図9のように抗体が固定化
してないPS微小球では酵素溶液(β-galactosidase)を滴
下しても、共鳴ピーク信号にスプリットが起きず、新
たなモードが発生しないことを確認した。
　このため、共鳴ピークのスプリットはPS微小球の
表面上で酵素(β-galactosidase)と反応した時に発生す
るモードであることが考えられる。PS微小球表面上
で酵素(β-galactosidase)が結合するとPS微小球の半径
がΔr増加し、周回するWGモードの光路長がΔl増加
し、共鳴する波長もΔλ増加すると仮定する。抗原
抗体反応後のスプリット幅（2.4～3.3nm）より、光路長
の増加(Δl)を算出したところ、約200～270nmと推定
された。また、Δｒ＝Δｌ/2πの関係式より、PS微小
球の半径の増加(Δr）を算出すると約30～40nmとなっ
た。酵素(β-Galactosidase)のサイズは構造によっても
異なるが、Skalovaら［8］が分析した報告では、直径が
30～60nmとなっている。このため、本実験から算出
した値とほぼ一致していることが分かり、共鳴ピーク
信号のスプリットは酵素サイズに起因していること
が考えられる。また、この結果よりスプリット信号
を確認することでPS微小球の表面に吸着した酵素(β
-Galactosidase)を容易に判定できることが分かった。

　微生物汚染（大腸菌群）を判定するプローブとして、
抗体を固定化したPS微小球プローブを組み込んだ顕
微分光装置（システム）を作製した。大腸菌群が産生す
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る分解酵素のβガラクトシダーゼ（β-galactosidase）と
抗原抗体反応させたところ、PS微小球からのWGモー
ドの散乱光スペクトルの変化を20分以内で確認する
ことができた。また、酵素濃度を変えたWGモードの
スペクトルシフト量より、抗原抗体層の厚みは30～
70nm、屈折率は1.50と推定された。さらに、抗体を固
定化したPS微小球のみ、スペクトルピーク部にスプ
リットモードが発生し、このモードがPS微小球表面
上の酵素吸着に起因していることを確認できた。今後
はこの開発した検査手法を応用することで、小型で安
価なバイオセンサー装置の完成を目指していく。
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