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　北海道は、質・量ともに水資源に恵まれた地域である。こ
の良質な水こそが、北海道の基幹産業を支える要である。
利用されて汚れた水は、自然界の水質と同程度の水準まで
浄化したうえで自然に還すことが原則である。しかしながら、
現実にはこの大原則が十分に実現されておらず、国内外の
さまざまな地域で水質汚濁が発生している。こうした人為的
な水質汚染は水道水源にも影響を及ぼし、人類の健康を脅
かす深刻な問題となっている。
　そこで本研究では、水処理プロセスで発生する処理水中
の細菌を、迅速、簡便かつ低コストでモニタリングする技術
を開発する。

ギーが増大するため金ナノ粒子プローブと検出対象の核酸
の核酸が出会う確率が高くなるためであると考えられる。以
上より、試料の加熱は交雑の促進に有効であり、加熱ステッ
プを導入することで本法の測定時間を短縮できる可能性が
ある。よって、吸光スペクトル測定の前に加熱ステップを導入
することで本法においても測定時間を短縮できるか検証した。
金ナノ粒子プローブは全細菌の16S rRNAを検出対象の核
酸としたものでチミンスペーサーが0baseのもの、NaCl最終
濃度は2.9Mとした。加熱なしの場合と加熱ありの場合で使
用したRNAサンプルは異なるため、全細菌の16S rRNAの
濃度も異なる。加熱ありの場合は、試料を作製後、95℃で30
秒、62℃で1分加熱し、試料温度を室温に戻したのちに吸光
スペクトルを測定した。NaCl溶液の添加から吸光スペクトル
測定まではおよそ3分程度であった。
　POSのピークの吸光度は、加熱なしのPOS-0min（NaCl
溶液の添加直後に吸光スペクトルを測定した試料）が0.43と
最も高く、加熱ありのPOSが0.40、加熱なしのPOS-30min添
加（30分後）が0.36であった。また、加熱ありのPOSは加熱か
ら30分後も同様のスペクトルを示し、加熱直後にはすでに試
料が安定化していた。よって、加熱なしのPOS-30minのピー
クの吸光度に比べて加熱ありのPOSのピークの吸光度が高
いことから、凝集する金ナノ粒子プローブが減少している、つ
まり、加熱によって交雑効率がわずかに高くなったことが示さ
れた。また、加熱ありの場合は加熱なしの場合に比べて、2つ
の金ナノ粒子プローブがハイブリダイズした検出対象の核酸
の割合が増え、より強い表面プラズモン共鳴が起きたために、
吸光度が高くなっている可能性も考えられる。
　したがって、加熱なしの場合はNaCl溶液を添加してから
30分後、試料が安定化してから測定を行う必要があったが
(Nakajima et al. 2021)、吸光スペクトル測定の前に加熱ス
テップを導入することで、NaClを添加してからおよそ3分程度
で測定可能であることが示された。つまり、測定時間を短縮
することができた。また、加熱することでPOSとNEGの吸光度
比の差が大きくなっており、検出範囲が拡大した。

　金プローブの作製は以下のステップで行った。10mM 
TCEP溶液と100mM酢酸バッファーを1:9の比率で混合し、
脱保護液を作成する。脱保護液27µLに10μM チオール
修飾pDNA 3μLを添加し、十分にボルテックスをする。そ
の後スピンダウンする。1時間室温で静置する。脱保護した
pDNA20µLを0.1M 塩酸 3μLと直径5nmの金ナノ粒子
300µLの混合溶液に添加する。十分にボルテックスした後、
スピンダウンする。15時間以上室温で静置する。
　DNA抽出は、DNeasy®︎ PowerWater®︎ Kit（QIAGEN, 
Hilden, Germany）を用いて行った。抽出後のDNAサンプ
ルは、-20℃で冷凍保存した。
　吸光スペクトルの測定は以下のステップで行った。金ナノ
粒子プローブ溶液20μLを分注する。サンプル1μLを添加す
る。十分にボルテックスし、スピンダウンする。NaCl溶液（凝
集剤）を30μL添加する。十分にボルテックスし、スピンダウン
する。サーマルサイクラーを用いて95℃で30秒、59℃で1分
加熱する。紫外可視分光光度計で吸光スペクトルを測定し、
金ナノ粒子の凝集度合いを表す吸光度の比を算出する。

　比色法について、試料混合後の吸光スペクトル測定前
に加熱ステップを導入すること、また測定条件を再検討す
ることで感度や精度の向上、定量範囲の拡大を試みた。
Elghanianらによると、金ナノ粒子プローブと検出対象の核
酸の核酸を0.1 MのNaCl溶液中にて室温で一晩静置した
場合と同等の変化を加熱（50℃で5分間）によって迅速に起
こすことができる。これは加熱によって、金ナノ粒子表面のプ
ローブDNAや検出対象の核酸の非特異的吸着や立体構
造がほぐれ交雑効率が上がるため、また、分子の運動エネル
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　今後は、光導波路装置を用いて高感度化する。病原体
の測定にチャレンジする。河川水中の細菌の測定も行う。ウ
イルスの測定も行う。
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