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論文題名:加 熱処理酵母における誘電泳動速度 と代謝状態の相関検証

醸造や燃 料合成 な どのバイオ産業 において,品 質及び生産性 向上の観 点か ら,

菌代謝工程 の最適化が進 め られてい る.し か しなが ら,現 行 の定時管理では異

常発生時 の即時対応が 困難 で あ り,工 程 の最適 化 に大 きな制約 を与 える.ゆ え

に,菌 体 に対す る常時管理体制 の確 立が急務 で ある.

現在,微 生物試 験 の公定法 は,培 養 法 を基本 としてい る.し か しなが ら,本

法 は測定 に膨大 な時間 を必要 とす る.他 に,菌 代謝 を評価 可能な迅速 法 として,

ポ リメラーゼ連鎖反応法(polymerasechainreaction:PCR)や フローサイ トメ ト

リL-一一…法な どが ある.こ れ らの手法 では,DNA増 幅や蛍光標識 等の菌体 に対す る

前処理 が前提 となる.ま た,使 用 す る試 薬や機材 が高価 で あ り,操 作に高度 な

専門知識 を必要 とす る.現 状において,こ れ らの評価 法は菌代謝 の常時管理 に

適 さない.そ のた め,迅 速 かっ簡便 に菌代謝状 態 を監視 で きる自動化 システム

の開発 が望まれてい る.

誘 電泳動(dielectrophoresis;DEP)を 利用 した電気 的計測法 は,迅 速性 や簡便性

の観 点か ら有 力な菌評価技術 として,近 年期待 が高ま ってい る.DEPと は,不 均

一電界 下において誘 電体微粒子 が分極 し,電 界 強度 の差 に応 じて泳動す る現象

であ る.DEP力 は粒子及 び媒質 の複 素誘電 率,粒 子 半径,印 加 電圧及 び周波数 に

依存す る.ま た,菌 体は代謝状態 の変化 に伴 い誘 電特性 が変化す ることが報告

され てい る.そ のた め,DEPカ を計測す るこ とで菌体 の代謝状 態 を評価す ること

ができる.筆 者 らはDEPカ と菌代謝状態 の直接的 な相 関について検討す るため,

画像解析 に よるDEP速 度計測 に着 目した.本 手法 は単一粒子 での測 定が可能 であ

るた め,極 微量検体 に対 して有効 であ る.ま た,高 導電媒質や流体場へ の応用

も見込 める.

本研 究 は,DEP速 度計測 によ り菌体 の代謝状態 を,迅 速 かつ簡便 に評価す る新

たな生体粒 子計測 システ ムの構 築 を 目的 としてい る.こ れ までに,当 該 システ

ムにお ける基本性 能 を検証す るた め,加 熱処理 によ り膜生理状態 の異 なる酵母

を実験 的に調整 し,処 理温度及 び時間に対す る酵母群 のDEP速 度 にお ける周波数

特性 を精査 して きた.

本論文 では,酵 母 を低温(37-47℃)処 理 した際の,被 熱ス トレス時 間に依存す

るDEP速 度 の変化 を詳細 に計測 した.ま た,核 酸染 色剤 を用いた蛍光 スペ ク トル



強度 測定 によ り,菌 体 の細胞膜状態 を生化学的 に評価 し,膜 生理状態 とDEP速 度

の相 関 を検 証 した.さ らに,コ ロニーカ ウン ト法 を用 いて,酵 母 における代謝

活性 の一っで ある生育活性 とDEP速 度 の相 関を調査 した.そ して,酵 母 の微細 な

誘 電特性 変化 に よるDEP変 動 を数値解析 か ら考察 した.

本 実験装 置はDEPデ バイ ス,電 気 回路系,媒 質送液 系及 び光学計測系 で構成 さ

れ てい る.DEPデ バイ スは,電 極基板,マ イ クロ流 路及 びデバ イスホル ダか らな

る.電 極 には間隔20μmのITO薄 膜 を用 いた.実 験手順 と しては,振 幅20Vp-p,

周波数100kHz-1MHzの 正弦波 電圧 を印加後,菌 体 の挙動 の軌跡 を画像解析 に

よ り計測 し,DEP速 度 を導 出 した.対 象菌種 は,72h培 養 した 出芽酵母

(Saccharomycescerevisiae,JCM7255)と し,媒 質 には0.15MのDマ ンニ トール溶

液 を使用 した.対 象菌へ のス トレス負荷工程 として,ウ ォー ターバス による厳

密 な温度管理 下で加熱 を行 った.菌 体 におけ る膜生理状態 は,核 酸染色(SYTO9

及びPI)に よる蛍光スペ ク トル強度か ら評価 した.

本研究 では,加 熱 処理 によ り膜 生理状態 を変化 させ た酵母 のDEP速 度 を計測

し,低 温(37-47℃)処 理 にお ける被熱 時間に対す るDEP速 度 の周波数特 性を

精査 した.470Cに おい て,加 熱 処理後 の余熱 ス トレス時 間(放 置 時間)の 増加

に伴いDEP速 度 は減 少 した.各 処理 を施 した酵母 に蛍光染色実験 を行 った結果,

処理温度 の上昇 に伴い酵母 の細胞膜損傷度 は増加 し,余 熱 ス トレスの多寡 が膜

浸透機能 に影 響 を与 えるこ とが分か った.ま た,37℃ での長 時間(2h)処 理で

は低周波数帯(50--100kHz)で 特 に高いDEP速 度 を示 し,膜 浸透=機能 を活性化

させ た.以 上か ら,亜 致死性 の低温ス トレス及 びそ の余熱 によ り酵母 の代謝機

能が繊 細 に変化す るこ とが分か った.す なわ ち,47℃ では余熱ス トレスの抑制

によって,37℃ で は長時間(2h)加 熱 によって膜輸送 が活性 化 された と推 察 さ

れ る.本 結 果 は,DEP速 度 と膜損 傷度 の相関 を示す もので ある.ま た,DEP速

度 が膜輸送及 び細胞 分裂 に関連 す る代謝機 能や酵母 の生育活性 を反 映 してい る

可能性 があ る.

更 に,DEP速 度 と誘 電特性 の相 関 を定量化す るため,細 胞 電気 定数 の数値解

析 を行 った.そ の結果,本 実験 にお ける周波数領域(50kHz-10MHz)に おい

て,細 胞外壁,内 壁及 び細胞質 の誘 電率 はDEP速 度 に殆 ど影響 しなか った.一

方,細 胞膜誘 電率 は全周波数域 のDEP速 度 を変化 させ た.す なわち,処 理温度

変化 に よる全周波数域 でのDEP速 度遷移 が細胞膜誘 電率 に依存す る可能性 を

示唆 してい る.ま た,細 胞膜 及び細胞 質の導電率がDEP速 度 に強 く影響す るこ

とを確認 した.特 に,低 周波域(50-100kHz)に お け る細胞膜 の導電率 は唯一

菌体のDEP速 度 上昇 に寄与 した.本 結果 は,37℃ 処理 の よ うな低周波域 で顕著

なDEP速 度 変化 が細胞 膜導電率 に起因す るもので あるこ とを示 唆す る.



3-5 加熱処理酵母における誘電泳動速度 と

代謝状態の相関検証

石 田 高広 指導教員 内田 諭 教授

1.は じめ に

醸造や燃料合成などのバイオ産業において,品 質及び生

産効率向上の観点か ら,菌代謝管理の最適化が切望されて

いる。しかしながら,工 程内における菌代謝状態を直接的

かつ定量的に評価する手段は確立 されていない。

誘電泳動(Dielectrophoresis;DEP)(1)を利用 した電気的計

測手法は,迅 速かつ簡便な菌評価技術 として,近 年期待が

高まっている(2)。そこで筆者 らは,菌 体の誘電特性を直接

導出できるDEP速 度計測法に着 目した。本手法は,蛍 光標

識等の前処理が不要で連続的計測に適 している。ゆえに,

DEP速 度計測技術が十分に整備 されれば,迅 速かつ簡便な

菌代謝評価システムの構築も可能である。

本報では,当該システムにおける基本性能を検証するた

め,加 熱処理温度及び処理時間に対する酵母群DEP速 度

の周波数依存性を精査 した。また,核 酸染色剤を用いた蛍

光スペク トル強度測定により,菌体の細胞膜の状態を生化

学的に評価 し,膜 生理状態 とDEP速 度の相関を検証 した。

さらに,酵 母の等価誘電体モデルによる数値解析か ら,

DEP速 度 と細胞電気定数の相関を考察した。

2.実 験 及 び 解 析 手 法

本 研 究 で 用 い た 実 験 装 置 の概 略 を 図1に 示 す 。電極 に は

間 隔20μmのITO薄 膜 を用 い た。対 象 菌 種 は,出 芽 酵 母(S.

cerevisiae)と し,媒 質 に は0.15MのDマ ンニ トー ル溶 液 を

使 用 した 。菌 体 へ の熱 ス トレス と して,ウ ォ ー ター バ ス に

よ る加 熱 を施 した 。デ バ イ ス及 び計 測 に 関 す る詳 細 は 文献

(3)と 同様 で あ る。

図1誘 電泳動速度計測装置

ま た,本 研 究 で は 酵 母 を 細 胞 外 壁,内 壁,膜 及 び 細 胞 質

の 四 層 か らな る球 体 と して モ デ ル 化 し,各 層 の電 気 特 性 に

依 存 す るClausius-Mossotti(CM)関 数 実 部Re[K(ω)*]の 変

化 率 を求 め た 。 各 層 の 導 電 率及 び 誘 電 率 に つ い て は 文 献

(4)の 値 を 用 い た。

3.実 験 結 果 及 び 考 察

<3・1>誘 電 泳 動 速 度 の 処 理 温 度 特 性 図2に,酵 母 を

28℃(control),37℃,47℃,60℃ 及 び80℃ で5min加 熱 し

た とき のDEP速 度 か ら導 出 したRe[K(ω)*]の 周 波 数 特 性

を示 す 。 処 理 温 度 の増 加 に伴 い,Re[K(ω)*]は 低 下 した 。

特 に,lMHz以 上 の高 周 波 数 帯 域 で変 化 が 大 き くな った 。
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図2加 熱 処 理 酵 母 にお け るRe[K(ω)*]の 周 波 数 特 性

<3・2>誘 電 泳 動 速 度 の低 温 長 時 間処 理 特 性 酵 母 を

37℃ で5min,30min,lh及 び2h加 熱 処 理 した 時 のDEP

速 度 を図3に 示 す 。 処 理 時 間 の増 加 に伴 い,DEP速 度 も

増加 した 。 特 に,低 周 波 数 域(50-100kHz)で 大 き く変 化

した 。低 周 波 数 域 で は30min-2h処 理酵 母 のDEP速 度 が

未 処 理 を上 回 り,1MHz帯 で は2h処 理 酵 母 のみ 未 処 理 を

上 回 った 。
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図337℃ 処理酵母におけるDEP速 度の処理時間特性
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〈3・3>膜 損傷度及び膜活性の生化学的検証 本節では、

酵母を核酸染色剤PI及 びSyto9を 用いて染色 し、それぞ

れの蛍光強度(以 下,PI強 度及びSyto9強 度 と表記)を 計

測 した。PIは 膜透過性がないため,PI強 度は膜損傷の有

無及び大小を示す。また,Syto9強 度は細胞内への染色剤

浸透量 と相関 している。Syto9浸 透量の増減要因 として,

膜穿孔及び膜輸送量の大小が挙げられる。

図4に37℃ 処理酵母のPI強 度及びSyto9強 度の処理時

間特性を示す。なお,縦 軸は未処理時の蛍光強度に対する

変化率を表す。長時間処理により酵母のPI強 度は低下し,

Syto9強 度は増加 した。2h処 理酵母のPI強 度は未処理と

ほぼ同値であった。本結果から,37℃ での長時間処理によ

り酵母の膜損傷が徐々に修復 し,2hで 未処理と同程度に

まで膜状態が回復 したことが分かる。また,時 間経過とと

もに膜損傷が修復するにも関わらずSyto9強 度は上昇して

いることから,長時間処理に伴い酵母の膜機能が活性化す

ることが言える。

37℃ での長時間処理は酵母の寿命を延長す るという報

告(5)がある。故に,本 結果は,熱 による酵母寿命変化に関

連 した膜機能 とDEP速 度の相関を示 している。酵母の寿

命は,細 胞分裂の回数に依存するものである。すなわち,

DEP速 度 と寿命もしくはそれに伴 う細胞機構は相関を示

し,酵 母における同化代謝(細 胞分裂)評 価への適用可能

性も示す。また,1MHz帯 でのDEP速 度がPI強 度(膜 損

傷度)と の相関をより正確に反映していることから,速 度

計測における周波数帯域を調整することで,DEP速 度計

測による膜損傷及び菌代謝等の診断精度の向上が期待で

きる。
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<3・3>球 状四層モデルによるRe[K(ω)率]の数値解析 本

節では,前 述 した四層の中で,特 に酵母の細胞膜における

電気特性に注 目し,Re[K(ω)*]の 数値解析を行った。細胞

膜の比誘電率を1-100の 範囲で変化 させた時のRe[K(ω)*]

の変動を図5に 示す。なお,縦 軸は文献(4)の基準値から

算出したRe[K(ω)]に対する変化率を表す。細胞膜の誘電率

に対 して,全周波数域でRe[K(ω)】が顕著に変化した。なお,

比誘電率が30で 飽和 した。本結果は,図2で 示 した加熱

処理温度による全周波数域でのDEP速 度変化は細胞膜の

誘電率に強 く依存することを示 している。

細 胞 膜 の 導 電 率 を2、0・10'7S/m-2.0・10"4S/m(細 胞 膜 の基

準 導 電 率)の 範 囲 で 変 化 させ た とき のRe[K(ω)*]の 変 動 を

図6に 示 す 。導 電 率 が 媒 質 の 値 に 近 づ くに伴 い 変化 が 大 き

くな り,各 四層 の 中 で唯 一,Re[K(ω)*]の 上昇 を示 した 。

本 結 果 は,37℃ 処 理 で生 じる低 周 波 数域 で の 顕 著 なDEP

速 度 変 移 が 細 胞 膜 の導 電 率 変 化 に 起 因 す る こ と を示 唆 す

る。
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図5細 胞膜の電気定数に対するRe[K(ω)*]の 依存性

4.ま とめ

本報では,加熱処理条件によりDEP速 度及びRe[K(ω)*]

が変化す るこ とを示 した。処理温度 の上昇 に伴い,

Re[K(ω)*]は全周波数域で低下 した。また,37℃ 処理にお

いて,処 理時間が増加すると,Re[K(ω)*]は 低周波数域で

顕著に上昇した。

さらに,生 化学的な検証として,加 熱処理酵母に対して

蛍光染色を行った。低温長時間(2h)処 理により,膜 損傷が

修復し,膜 浸透機能を活性化 させた。本結果は,DEP速

度 と膜損傷度の相関を示すものである。また,DEP速 度

が膜輸送及び細胞分裂に関連する代謝機能や酵母の生育

活1生を反映 している可能性がある。

また,数値解析により酵母の細胞膜の電気特性変化によ

るRe[K(ω)*]の 周波数特性を求めた。細胞膜の誘電率変化

により,全 周波数域でのRe[K(ω)]が変動 した。また,細 胞

膜の導電率変化が低周波数域でのRe[K(ω)]変 動に大きく

影響 した。本結果は,細 胞膜の誘電率変化がDEP速 度の

処理温度特性の要因となること及び細胞膜の導電率変化

がDEP速 度の処理時間特性に寄与する可能性を示 してい

る。
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第1章 序論

1.1研 究 背 景

食料 品や医薬品,家 庭用品,自 動車燃料な どの多 くのバ イオ製品 は発酵現象を利用 して

製造 されてい る.特 に,ビ ールやワイ ン等の酒類,バ ターや ヨーグル ト等の乳製品,醤 油

や味噌等の調味料を生産す る際に古来か ら用い られてきた.発 酵 とは,広 義で 「微生物(細

菌や菌類 など)の 働 きによる有機物質 の変換」 を意味 する[1].例 えば微生物 は,食 品 中に

おいて酵素 を用いてデ ンプンなどの多糖類や タ ンパ ク質 を分解 し,ブ ドウ糖,ア ル コール

また はア ミノ酸 な どの有機物 を生産する.こ の活動の中で,人 畜 にとって有益 なものは発

酵,そ うでないものは腐敗 と呼ばれ る[2].こ れ らは微生物の生活に必要 なエネルギーを獲

得す るための生理過程 であ り[3],代 謝活動 とい う観点で考 えた場合,発 酵 と腐敗 または呼

吸作用 は大別 されるものではない.そ のため,発 酵食品製造 において,菌 体の 「代謝」状

態 に関す る精密な測定及び制御が必要 不可 欠である.

酒造業 においては,伝 統的 に酒蔵 の杜氏 によって,定 時発酵管理 による製造 を行 って き

た[4].し か し,本 管理方式 は職人の経験 や先代か らの伝 承 に大 きく依存 す るものであ り,

定量性 に欠ける.ま た,異 常発生時の瞬時対応 が困難 である.さ らに,全 国の杜氏の数 は

年々減 少 してお り,知 見継承 が危惧 されてい る(図1.1参 照).本 現状 を踏 まえ,近 年で

は,品 質及び生産性 向上の観点 か ら,発 酵管理 の最適化 が進め られてい る.酒 造業や乳加

工業 における発酵管理 において,発 酵 関与酵母 や乳酸菌の代謝状 態の即 時把i握は非常 に重

要 な項 目である.そ のため,菌 体 の代謝状態 を迅速 に常時モニ タ リング し,フ ィー ドバ ッ

ク制御 す る新 たな計測 システムの開発 が望 まれ ている.

現在,微 生物検査及び分析の公定法 は,培 養法[司 が基本 となっている.培 養法 とは,生

育 に必要 な栄養素 を含む培地上 において,人 工 的に微生物 を増殖 させ,肉 眼 による微生物

検 出を行 う手法であ る.ま た,培 地 の種類 や成分含有量 を調整する ことで,検 体中 におけ

る特定 の細菌のみ を選択 的に増殖 させ ることが可能 である.し か しなが ら,本 法 は増菌工

程 を伴 うため,培 地調整 や滅菌処理 等の操 作が煩雑 である.ま た,菌 種 に依存す るが,結

果が得 られるまで2日 か ら10日 程度 を必要 とす る.さ らに,増 殖活性 の評価 は可能 であ

るが,代 謝活性の評価 に対 して は限定的であ る.

他 に,菌 体 の代謝状態 を評価 可能 な手法 として,細 胞 の生化学的状態 を考慮 した評価法

や,物 理状態 か らの間接的な評価法 が存在す る.例 えば,細 胞の生化学的状 態 を測定す る

方法 と して,ポ リメラーゼ連鎖反応(PolymeraseChainReaction:PCR)法 による遺伝

子発現 の評価 や,ア デ ノシン三 リン酸(AdenosineTriphosphate:ATP)法 に よるエネル

ギー放 出 ・貯蔵量 の定性的評価,及 び発光分光法 であるフローサイ トメ トリー法 を用 いた

核酸 の定量や細胞内 の抗体検出な どが挙 げ られ る.こ れ らの手法 は高精度 ・高感度分析 に

用 い られ る有 力な分析 手法であ るが,DNA増 幅や蛍光標 識 とい った菌体 の前処理が前提
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となる.ま た,使 用する試薬や機材が高価であ り,操 作に専門知識を必要とする.
一方

,細 胞の物理状態か ら代謝状態を間接的に計測する手法 としては,ア リシァンブ

ルー染色法[7]が ある.こ の手法は,細 胞表面電荷の多寡に依存する細胞の凝集能力及び

それに伴う発酵効率変化を測定する方法である.本 手法は,操 作が簡便であるが,前 述し

た手法と同様に染色工程を伴 う.現 状において,こ れ らの評価法は菌代謝の常時モニタリ

ングに適さない.ま た,実 際の産業現場では,分 析に掛かる初期費用及び運営管理費が重

要視 される.以 上のことを踏 まえ,バ イオ産業における微生物の代謝評価法 として,迅 速,

簡便かつ安価な新手法の開発が必須 となる.

微生物や細胞の持つ電気的特性を利用 した計測手法は,迅 速性及び簡便性の観点から有

力な生体粒子評価技術 として近年期待が高まっている.特 に,誘 電泳動(dielectrophoresis:

DEP)を 利用 した電気的計測手法は,溶 液中における粒子挙動の精密制御が可能であるこ

とから,幅 広い応用が見込 まれている.誘 電泳動 とは,不 均一電界中で分極した微粒子が

電界勾配に沿って泳動する現象である.誘 電泳動力の向きや大きさは,粒 子及び媒質の誘

電率や導電率などの誘電特性及び粒子径に依存する.本 特徴を活かし,誘 電泳動を利用 し

た生体細胞の分離 ・捕集,生 死菌判定,及 び溶液中菌の濃度測定などの応用が考案 されて

きた[8][9].ま た,代 謝状態については,微 生物懸濁液の誘電率変化[10][11]や微生物の成

長過程における誘電特性の変動[12]か ら間接的に評価可能であるという報告がなされてい

る.以 上より,菌 体及び菌懸濁液の誘電特性を厳密かつ定量的に計測することで,対 象粒

子の代謝状態を評価できると推察される.

誘電泳動を用いた従来の菌代謝評価法 として,誘 電泳動インピーダンス計測(Dielec-

trophoreticImpedaceMeasurement:DEPIM)法[13]一[15]や,誘 電回転法[16][17]な ど

がある.こ れらの手法は発酵菌の誘電特性を迅速に測定できる.実 際に,当 研究室でも,

誘電泳動インピーダンス計測法を用いて酵母や大腸菌の誘電特性から代謝状態を間接的に

評価 している[18]一[21].し かしながら,本 手法は,測 定に一定量以上の菌捕集数を必要

とし,高 導電媒質への適用も難しい.ま た,菌 濃度や流量などの誘電泳動力以外の影響を

含むため,計 測値から誘電特性を直接導出することができない.

誘電回転法は,誘 電泳動力による生体細胞の回転速度から代謝状態を測定できる.し か

しながら,本 手法は対象粒子の回転状態を精密に計測する必要があるため,数 μmオ ー

ダー以下の生体粒子(細 菌や真菌など)へ の適用は困難である.さ らに,測 定には,四 重

極電極のような複雑な電極構造を必要 とする.他 には,対 象粒子に掛かる誘電泳動力と正

味の重力を釣 り合わせ,そ の時の印加電圧値から誘電泳動力を直接計測する誘電泳動浮揚

法[22]一[25]が ある.本 手法では,対 象粒子に働 く誘電泳動力の大きさから代謝状態を測

定できる[26]。ただし,本 手法は対象粒子の精密な配置を必要 とすることから,流 体場へ

の適用は困難である.ま た,測 定には一定の時間を要する.

上記の計測手法に対して,著 者 らは,細 胞の誘電特性と代謝状態の直接的な相関を検証

するために,画 像解析による誘電泳動速度計測に着目した.本 手法は,粒 子の泳動速度か

ら細胞の誘電特性を直接導出可能な手法である.ま た,原 理的に単一粒子での測定が可能

なため,極 微量検体に対 して有効であり,高 導電媒質への応用が見込 まれる.さ らに,周

辺媒質(溶 液)の 速度が求め られる場合,流 体場に対しても適用できると考えられる.
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1.2関 連 研 究

微生物や細胞に対する主要な検査 ・分析法として,遺 伝子解析法や生化学的検査法及び

発光分光法などが存在する.こ れらの手法に対 して,微 生物や細胞の持つ電気的な特性に

着目した計測手法は,迅 速性及び簡便性の観点から,近 年期待されている.従 来の電気的

計測手法として,キ ャピラリー電気泳動法,イ ンピーダンス法及び誘電計測プローブ法な

どがある.

キャピラリー電気泳動法は,毛 細管(キ ャピラリー)内 で電気泳動を行 う手法である.

具体的には,緩 衝液で満たしたキャピラリー(内 径100μm以 下,長 さ80cm)の 片端 に

試料を導入した後,両 端に電圧を印加 し,電 気泳動を生 じさせる.試 料中の異種分子間に

おける移動速度の違いから,試 料を成分分離することができる[27].本 手法では,極 微量

試料 による分析が可能であ り,高 性能かつ迅速な検出を行 うことができる[28].し かしな

がら,電 気的に中性な成分が複数存在する試料に対 しては適用が困難である.

インピーダンス法は培地中に直接挿入 した一対の電極間に微弱な交流電流を流すことに

より,細 胞増殖及びそれに伴 う代謝作用をインピーダンス変化として計測する手法である

[29].電 気的変化の検出に掛かる時間は,検 体中の初期菌体濃度及びその増殖活性に依存す

る.実 際に,L.Yangら はインピーダンス計測法を用いて,ネ ズミチフスS.TyphimzeMm

の代謝活性を計測 している[30].た だし,本 手法は流体場における即時計測が困難である.

また,マ クロスケールでの計測 となるため,一 定量以上の試料を必要 とする.

誘電計測プローブ法は,酵 母をはじめとする各種微生物が,絶 縁体である細胞膜の中に

導電性の細胞質を含む誘電体構造を持つことに着目した手法である[31].本 手法は,酵 母

懸濁液における発酵過程の常時モニタリングを可能 とする.コ イルを巻いた トロイダルコ

アの表面を樹脂コーティングしたものをプローブとして懸濁液中に配置し,酵 母の誘電率

を測定 した(図1.2参 照).計 測原理 としては,1次 コイルにより液中に生じたループ電流

を2次 コイルで検出し,1次 側の電圧 と2次 側の電流の関係か ら懸濁液の誘電特性を導出

するものである.本 装置により測定されたビール酵母の誘電率は,出 芽 ・成長 ・分離とい

う酵母の増殖サイクルとの密接な相関を示 している(図1.3参 照).故 に,本 手法は,酵

母の増殖速度,体 積変化及び発酵過程をリアルタイムに評価することができる.し かしな

がら,計 測には大量の検体(数 十 リットルオーダー)を 必要とするため,低 濃度検体への

適用が困難である.ま た,本 手法は,菌 体を含んだ懸濁液自体の誘電率を総合的に評価す

る手法であり,分 析結果が媒質成分の変動に大きく影響 される可能性がある.

上記計測手法に対 して,近 年では,新 たな電気的計測手法として,誘 電泳動を用いた手

法が注目されている.誘 電泳動法は,微 粒子及び周辺媒質(溶 液)が 持つ誘電特性を利用

することで,懸 濁液内に存在する微粒子の挙動を制御できるという特徴を持つ.本 法は電

気的に中性な物質に対して適用可能であ り,極 微量検体への応用も期待できる.Poh1ら に

よって誘電泳動が発見されてから現在に至るまで,生 物細胞の分離 ・捕集や活性状態の評

価に関する様々な研究報告がなされてきた.本 節では,誘 電泳動原理に基づく,微 生物分

離及び代謝評価に関する研究例を示す.な お,誘 電泳動を含む原理の詳細については次章

に記述する.

4



信号源

、

液体
＼

一

ぐ…レ

①

)

V

電圧計

-1■L3瓦昌T

A

ノ

⑤
_一一一.

、

..o
」
ら

、

き

ノ
θ

1 5
、

4
3ア'2

、

＼

o

、次 コ イル
●

,o鱒 ■●

1

● ■■

亀、
._● ●…..・ こZx

●

一一.

2衣 コイル
ρ99

ノ

液体の電気的特性

　懸

図1.2:誘 電 計 測 プ ロ ー ブ 法 実 験 装 置[31]

増殖一1増 殖・2増 殖・3成 熟

801

601

401

201

oo1

(
N
工
図
8

四
⑨

)
』
ω
隠

耀

囎

80

↑

璽:

◆
・

ご

醐

梱

一

一

甲

騨

刷

一

噛

國

姻

欄

ー辱

《
響,曜:↑・・Fト

ー
'

,
,.
,

轟

∴

:

・幽

.

!
.

;

.
:

"、

:「

三・
・
`

:.

.

二・

」

「
引
・

.

唱
・

噛「」

」
層

■
-

.

:

:
一:

・

◎

:・

↑・

三

冒
..

帳■
.「

響
噛
i

二・
・
艦

:.

c甲

:
鈎.

:=:一::O=・O::

¶
「

,
■.「,F

:.

'

三'

』・:φ・:6 .
■

且「■皇

理・

レ
・

:

雨・匿璽辱3顧」■},
・畠

「
覧
.
■.
印.,「・μ
卜
ρ

F
.,PP

「

」
.
,

「

■

F
幽.

㌣ト
』
.

..
』
.

サ

=

6・」
・

,・

=

・

:…》.,層P,辱,1,.畠

,
●
..

・.
甲層

.

峰
,.
.

噸・

:
嗣・

:.

■

髄
P

.

.

『
』

の
,

7
Pp.・.●9.F

輔

:.
.

噸,,.■■「
・

藍r「9

●「
,
ρ・

,,
「
・し
層
,「
昌
-
幽

.
幽

.■
・

9甲
娼,

,
・・
,.
F
,■「

,
■,
,

,幽

・,

.

.
,

「

,

,

,
■

,

「
脚

巳

ρ
,,
■.

9
,

量

耀7響
・

◎
・・

噸↑

:■

"
.:

・暫
0
9●

畠:

7

且1

響
『

,
・=

"・

3

9

:・

-
・

↑

ー・

↑

=■

?
・:

畠暫,?・・↓ー・?・三 暫
●■
.暫幽o,▼・」■

…

・・σ

;
が
…

,「

一
…÷

:
6…

Ψ:

・
:「
"

…
↑…

鱒

…

:

:
伽.

.

:

7、
」.

■
■

■

。

"

噂 .
.

重

る
,.甲-轟…÷…

韓

圃量

O…睡

幽闘

,㎞

レ

b

09

……↓

蟹ー ー
」

曾
●9
・

-
.
.・

,.
。

=.
噸魑
.

・
-

「

「
凸

P
,

.

し
層
.

一

"

..

.

1.
.
.

噌.
唖.

"

■
.

Oど

.,

■・

.

,
一『
幽
脚噛

.

.
」

■

,.
、

,
..
●「
●■
唖

藍 且

慶

騨

一

,

隣

一

一

師

…騨 つ

㍑ P
,F
』幡

.,
ト
,噂

:
,

4

;

量一一

1

020

00
000
0

406080

発 酵 時 間(㎞)

100

α
○

図1.3:ビ ール酵母 の誘電率測定結果[31]

5



1.2.1誘 電泳動 を用 いた微 生物分離

誘電泳動法 による生死細胞及び微 生物 の分離技術 は,多 くの研究者 によって研 究されて

い る.

誘電泳動現象 の発見者 であ り,命 名者で もあるPoh1は,誘 電泳動 法 にお ける基礎検証

として,細 胞周期の異 なる酵母(S.cerevisiαe)の 周波数特性等 を調査 して いる[1].Liら

は,ノ ンフロー タイ プのマイ クロ フィル タ電極 を用 いて,加 熱処理 した リステ リア菌の生

死細胞 の分離研究 を行 ってい る[33].図1.4(a)は 蛍光染色 によ り,生 死菌 に対す る泳動挙

動の違い を観察 した ものである.周 波数が30kHz-1M且zの 時,生 菌 と死菌が異なる誘電

特性 を有 す ることを立証 した(図1.4(b)).Jenら も,誘 電泳動力 の違 いを利用 した 且ela

細胞 の生死菌 分離 を行 っている[34].箱 田 らは,ワ イヤ型誘 電泳動 フ ィルタを用 いて,細

胞 系の異なるMDCK細 胞 と馬赤血球の異種細胞分離 における誘電泳動法の有用性 を検討

してい る[35].Terpitzら は,P.pαstontsの 巨大 プロ トプラス ト(植 物細胞 な どの細胞壁

を有 す る細胞 か ら,細 胞壁溶解酵素(セ ル ラーゼ)な どによ り細胞壁 を取 り除いたもの)

を生成 する効率的な電気融 合条件 を精査す るため,誘 電泳動法 を用 いてプロ トプラス トの

誘電特性 を分析 してい る[36].
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図1.4:H.LiandR.Bashirら の リス テ リア菌 の生死細胞分離[33]
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1.2.2誘 電泳動 を用 いた微生物の代謝評価

誘電泳動法による免疫測定

細胞や微 生物 の代謝活性 の計測技術 として,Leeら は,誘 電泳動 を用 いた微粒子の迅速

(数秒 レベル)な 配列化技術 を利用 し,数 分 レベルで免疫 測定が可能な システム を開発 し

た[37].安 川 は このシステム を応用 し,図1.5に 示 す ようなデバイス を用いて,2種 類の

腫 瘍マ ーカーであ るalpha-fetoprotein(AFP)とcarcinoembryonicantigen(CEA)の 同時

検 出を行 った[38].デ バ イスに交流電圧 を印加す る と,抗 体 を修飾 した分散状態の蛍光微

粒子 は,抗 体 が固定 されている流路(チ ャネル1及 び2)の 上面 にライ ン状 に配列 される.

その後,電 圧印加を停 止する と,抗 体修飾微粒子 は,免 疫反応に よってそれ ぞれ に対応 し

た流路 に捕捉 され,非 対応 の粒子 は再分散 され る.溶 液 中に再分配 された微粒子 は流路上

方のPDMS表 面 か ら散 逸 し,蛍 光 シグナル としては検 出 されない.従 って,そ れぞれの

流路 で補 足 された微粒子 の蛍光強度 を計測す る ことに よ り,溶 液 中のAFP及 びCEAを

同時に検出す ることが可能 となる.図1.6(A)及 び(B)は,電 圧 印加停止直前及び停止

5分 後 における配列化微粒子の蛍光顕微鏡画像 を示す.PDMS表 面 の固定化 された抗体 に

AFP及 びCEAが 認識捕捉 されて いる。
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図1.5:誘 電泳動 による粒子i操作 を用いた免疫セ ンサ装置の概 略図[38]
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誘電泳動インピーダンス計測法

誘電泳動 インピーダンス計測(dielectrophoreticimpedancemeasurement:DEPIM)法

は,溶 液 中の微生物 を誘電泳動 によ り電極 間に捕集 し,イ ンピーダ ンス(ま たは コンダク

タンス)を 計測す るこ とで,溶 液 中菌 における初期濃度 及び代謝状態 を計測 する手法で あ

る.計 測 の際 には,誘 電泳動力 を効果 的に生 じさせ るため に,微 小電極 を用い る.誘 電泳

動 による粒 子捕集が進む とパールチ ェー ンと呼 ばれ る粒子鎖が形成 され,図1.7に 示す よ

うに電極 間を架橋 する.電 極間 に捕集 された粒子群 はRC直 並列 回路 と等価 の電気的特性

を持つ.粒 子群 の電気パ ラメー タは粒 子濃度 や粒子状態 に依存 する.そ のため,電 極間 イ

ンピー ダンスを計測 する事 によ り電極 間に捕集 された粒 子数 及び粒子状態の推定が可能 と

なる.末 廣 らは,本 手法 を用いて,迅 速かつ高感度な微 生物 の濃度測定 に関する諸検証 を

行 ってい る[13]一[15].本 手法 は,一 定濃度の微生物懸濁液 を微小電極へ連続供給す るこ

とによって電極間 に微生物 を集積 させ る.故 に,電 極近傍 における微生物の捕集状況 は流

れ場の影響 を大 きく受 けるため,菌 個体 に対す る誘電特性 の計測 とい う点において精度 は

低下す る.
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図1.7:電 極 における架橋 と等価 回路

本研究室では,DEPIM法 を応用 し,大 腸菌や酵母 の代謝状態を評価 して きた[18]一[21].

図1.8及 び図1.9に 大腸 菌及び酵母 における加熱処理温度 と電極間 コ ンダクタ ンスの変動

値(△G)の 関係 を示す.大 腸 菌 について は,計 測時間の長短 に依 らず,加 熱処理温度 の

上昇 に伴 って △Gは 減少 した.た だ し,全 ての処理時間において,320Kで 一度 △Gが 特

異的 に低下 し,そ の後上昇す るような振 る舞い を示 した.酵 母 については,低 温処理(278

-320K)時 は,全 ての計測時間 において △Gの 大幅 な変動 は見 られなかった.中 温処理

(320-353K)時 において は,短 時 間計測(30-100sec)の 場 合は △Cが ほ とん ど変化

しなかった のに対 し,長 時間計測(300-900sec)の 場合で は,△Gが 一端低 下 してか ら

上昇す るよ うな挙動 を示 した.353K以 上の高温処理 時は,短 時間計測の場合,処 理温度

9



の上昇 に伴 って △σ は僅 かに上昇 した.一 方,長 時間計測 の場合では,処 理 温度 の上昇 に

伴 い △Gは 減少 した.コ ロニー カウ ン ト法 や蛍光 染色実験 を用 いた実験結果 との比較 に

よ り,菌 の状態 に依存 して △σ が変化す る事 が確認 されてい る.ま た諸条件 における △σ

の挙動 は,菌 体 内の導電率 と高 い相関があ ることも示 している.

以上 の結果 か ら,DEPIM法 に よ り,溶 液 の初期 菌濃度 推定やサ ンプル全体 の代謝平均

値 の評価が可能である と考 え られ る.ま た,電 極 間 にお ける微生物の捕捉量に よって瞬時

的 に変動す る コンダク タンス変化量(△G)は,LCRメ ー ターな どの電気装置 を用い る

こ とによって,リ アル タイムに計測 するこ とが可能で ある.DEPIMは フロータイプの実

験系で あ り,捕 捉 した粒子 を実験後 に回収す ることも可能である.従 って,従 来 の定性分

析法 を併用す ることに よ り,菌 種 の特定が可能 とな る.当 該手法 は,食 品製造 ラインな ど

における検査 手法 として考 えた場合,極 めて有効な迅速 スク リーニ ング検査 法 として期待

で きる.し か しなが ら,対 象粒子 を捕捉す る際に正の誘電泳動 を生 じさせ る必要 があるた

め,高 導電媒質 中へ の適用 は困難である.ま た,十 分な検 出感度 を得 るために,対 象粒子

を一定量以上捕集す る必要があ る.
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誘電回転法

誘電 回転法 とは,多 重電極 に位相の異なる交流電界 を印加す ることに より,細 胞 を回転

させ,そ の回転方向 と回転速度 により,細 胞の代謝状態を導 出する手法である[16].図1.10

に,誘 電回転の模 式図を示す.分 極電荷が瞬間的 に変化 で きる場合 には,外 部 か ら印加 し

た電界の 向きに双極子 が誘導 され るため,粒 子 に トル クは働 かない.一 方,例 えば媒質 に

導電性が あ り粒 子表面 に真電荷が現れる場合,細 胞の静電容量 を溶液の抵抗 によ り充電す

るこ とになるため,粒 子表面の分極 電荷 は外部電界 に対 して位相 が遅 れる.従 って,誘 導

され た双極子 と外部電 界が平行 にな らないため,粒 子 に回転 トル クが働 く.実 際 に,安 川

らは,ク シ型電極 を組 み込 んだチ ップデバ イス(図1.11参 照)を 作成 し,大 量の細胞 を
一括 に制御 ・回転 させ る ことで ,細 胞膜表面 の受容体 の発現量 と表現型(フ ェノタイプ)

を解析 している[39][40].伊 野 らは,マ イクロガ ラス ロッ ドの回転 速度 か らタンパ ク質修

飾 の有無 を測定す るデバイスを作成 してい る[41].ま た,誘 電回転法 と免疫測 定法 である

ELIZA法 を組み合わせ ることで,腫 瘍 マーカーである前 立腺特異抗原(prostatespecific

antigen:PSA)の 迅速検 出を行 った(図1.12参 照).

本手法 によって,生 体細胞の代謝状態 を迅速 に評価す ることが可能で ある.し か しなが

ら,本 手法 は対 象粒子 の回転状態 を精密に計測 する必要が あるため,数 μmオ ー ダー以下

の生体粒子(細 菌 や真菌 な ど)へ の適用 は困難で ある.さ らに,測 定 には,上 記の ような

複雑 な電極構造 を必要 とす る.

sospe"ded

5ptaCfold

図1.10:誘 電 回転 の模式 図[16]
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誘電泳動浮揚法

誘電泳動浮揚法 とは,溶 液中の粒子 に掛か る誘電泳動力 と正味の重力 を均衡 させて空間

に静止 し,そ の時の印加電圧値や静止位 置か ら誘 電泳動力 を導 出す る手法で ある[22].本

手法では,力 のつ り合 いか ら得 られ る誘電泳動力か ら,対 象微粒 子の誘電特性 を直接的に

評価で きる.実 際 に,Kalerら は,図1.13に 示 す ような,円 錐状電極 及び平板電極構造を

用いた誘電泳動浮揚法 による計測 を行 った.植 物 プロ トプラス ト細胞 において,周 囲媒 質

の導電 率やpHな どを変 える ことによ り誘電特性が変化 する ことを確認 した[23】(図1.14

参照).箱 田 らは,浮 遊性の マウスハ イブ リ ドーマ3-2H3細 胞や,付 着性 のHela細 胞 及

びMDCK細 胞 における増殖速度 と誘電特性 の相関 を検証 した[24].各 種 細胞の比 増殖速

度 と細胞 の誘 電特 性 に依存す るクラウジウス ・モ ソッテ ィ関数実部Re[K(ω)*]の 関係 を

図1.15に 示す.癌 細胞 であるHeLa細 胞 を除 き,Re[K(ω)*]と 比増殖速度 の相関 が認 め

られた.ま た,誘 電特性 と増殖活性 の関係 が,細 胞種 によ り異なるこ とを明示 した.今 里

らは,本 浮i陽法 を更 に発展 させ,可 変 式傾斜台 を用 いて斜面重力(基 準量)を 調節 するこ

とに より,誘 電 泳動力 をよ り詳細 に計測 する手法 を考案 している(図1.16参 照)[25].

本手法 によって,微 生物や細胞 の代謝状態 を計測する ことが可能である.し か しなが ら,

計測 に一定の時間 を要 するため,リ アル タイムな計測 には適 さない.ま た,対 象粒子 の精

密な配置操作 を必要 とす ることか ら,流 体場への適用は困難 である.

GRAVITY

〒
一嘘

4
砲

COMC
EしECTRODE

図1.13:誘 電泳動浮遊法における円錐状電極及び平板電極構造[22」
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誘電泳動速度計測法

誘 電泳 動速度計測法 は,媒 質 中の粒子(細 胞 や微生物 を含む)に 対す る運動方程式に基

づ き,対 象粒子 の泳動速度 か ら誘電特性 を直接的に導 出す る手法 である.誘 電泳動速度 は,

粒子 及び媒質 の複素誘電率,粒 子半径,印 加 電圧 及び周波数 に依存す る.従 って,異 な る

誘電特性や粒径を持つ異種細胞群 を,誘 電泳動速度の差異か ら分離する ことが可能である.

また,同 一種の細胞 を対象 とした場合,細 胞 の代謝変動 に伴 う誘電特性 の変化 を誘電泳動

速度 として評価 で きる と考 え られ る.

脇坂 らは,図1.17に 示す ようなピ ン ・ワイヤー型の電極 装置を用いて,浮 遊性動物細胞

であ るマ ウス ・ハ イブ リ ドーマ3-2且3細 胞,付 着性動物細胞 であ るヒ ト子宮頚部腫瘍 由

来 のHeLa細 胞,犬 腎(コ ッカスパニエル)由 来のMDCK細 胞及び酵母(Sαcchαromyces

cerevisiαe)の 生死状態 と誘電泳動速度の相 関を検証 した[42].各 種細胞 の誘電泳動速度の

周波数特性 を図1.18に 示す.各 周波数 における誘電泳動速度 は,細 胞種 によ り異な った.

また,死 細胞で は泳動がほぼ見 られず,生 細胞 と比較 して,細 胞 に働 く誘電泳動力が弱 く

な った.

さらに,脇 坂 らは,電 極形状 に依存 する二乗電界勾配 ▽E2の 評価 法 として誘 電泳 動速

度計測 を行 った[43].誘 電泳動 フィル タとしての電極形状 を最適化 できれ ば,誘 電泳動法

に よる生体粒子 の選択操作 及び分離 ・精製 にお ける作業効 率の 向上 が見込め る.理 論 的

に,誘 電泳動速度 は ▽E2の 増加 に伴 って線形 的に増加 する.従 って,誘 電泳 動速度 計測

に よ り▽E2を 一意に評価 する ことが可能 である と考 え られ る.脇 坂 らは,二 つの形状 の

異 なる電極 モデルを用 いて ▽E2分 布 の シミュレーシ ョンを行 っている.脇 坂 らが用いた

pin-plate電 極 モデル及びwire-wire電 極 モデル を図1.19に 示す.各 モデルにおける電極 間

隔及びwire直 径 を変化 させ,▽E2分 布 を導出 した(図120及 び図1.21参 照).ま た,そ

れ ぞれの モデル電極 でポ リスチ レン粒子 を用 いて実際 に誘電泳動速 度を計測 し,誘 電泳動

速度 の ▽E2特 性 を求 めた(図1.22参 照).こ れ らの結果 よ り,理 論 的及び実験的に,誘

電泳動速度 と▽E2は 線形的 に比例 する ことを立証 した.ま た,こ の線形 関係 が流体場 で

も適用可能 であるこ とを示 した(詳 細 は図1.23及 び文献[43]参 照).

本研究 室において も誘電泳動速度計測 の基礎 特性 の確 認 として,誘 電泳動 速度 と ▽E2

の相関 について精査 した[44][45].詳 細 については,次 章 で記 述する.

上記 よ り,本 手法 は,誘 電泳動力 によって生 じる微生物及 び細胞 の泳動速度 を計測す る

こ とによって,対 象の誘電特性 を直接的に評価 できる.す なわち,誘 電泳動速度計測に よ

り,微 生物や細胞の代謝状態 の評価 が可能で ある.本 手法 は単一粒子で の測定が可能なた

め,極 微量検体 に対 して有効で あ り,高 導電媒質への応 用が見込 める.さ らに,流 体場 が

粒 子速 度 に与える影響 を考慮す ることによ り,流 体場 における連続的計測 も可能である と

考 え られ る.
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1.3研 究 目的

従来の微生物検査法である,遺 伝子解析法や生化学的検査法及び発光分光法に対し,微

生物の持つ電気的特性を利用 した計測手法は,迅 速性及び簡便性の観点から有力な生体粒

子評価技術として近年注 目されている.特 に,誘 電泳動を利用 した電気的計測手法は,溶

液中における粒子挙動の精密制御が可能であることから,生 物細胞の分離 ・捕集及び代謝

評価などの広い応用が見込まれている.誘 電泳動法を用いた菌代謝計測 には対象の誘電特

性の評価が不可欠である.現 在 までに,誘 電泳動を用いたDEPIM法 及び誘電泳動浮揚法

など様 々な定量分析法が考案されてきた.こ れ らの手法は,従 来法 と比較して,操 作が簡

便であ り,ま た高価な試薬や機材が不要であるため,安 価に計測を行うことができる.さ

らに,一 部手法を除き,迅 速性にも優れる.た だし,DEPIM法 では,十 分な検出感度を

得るために対象粒子を一定量以上捕集する必要があ り,高 導電媒質への適用は難 しい.ま

た,誘 電泳動浮揚法では微粒子を精密に配置する必要があることから,流 体場での即時計

測は困難であるといった問題点がある.

そこで,筆 者 らは,細 胞の誘電特性 と代謝状態の直接的な相関を精査するため,画 像解

析による誘電泳動速度計測に着目した.本 手法は原理的に単一粒子から測定が可能なため,

極微量検体に対 して有効である.ま た,高 導電媒質や流体場への応用も見込める.

本研究では,誘 電泳動速度計測により菌体の誘電特性(電 気定数)を 評価 し,代 謝状態

を迅速かつ簡便に常時モニタリングする新たな生体粒子計測システムの構築を目的として

いる.こ れまでに,当 該 システムにおける基本性能の検証 として,菌 体の細胞膜損傷度 と

誘電泳動速度の相関を調査するために,加 熱処理 により膜生理状態の異なる酵母を実験的

に調整 し,処 理温度及び時間に対する酵母群の誘電泳動速度の周波数特性を精査 してきた

[45].高 澤らは,加 熱処理酵母において,処 理温度や時間の増加に伴い誘電泳動速度が減

少することを示 した.ま た,核 酸染色剤を用いた蛍光観察により,熱 ス トレスを負荷され

た酵母は外側から順次損傷し,外 部媒質の流入によって各層の導電率が変化することを示

唆した.さ らに,Re[K(ω)*]の 数値解析により,特 定の周波数域において,細 胞壁及び細

胞質の損傷度が誘電泳動速度に顕著に影響 を及ぼすことを確認 した.

本報では,加 熱処理の中でも特に,酵 母を低温(37-47℃)処 理 した際の,被 熱ス トレ

ス時間に依存する誘電泳動速度の変化を詳細に調査した.47℃ 処理については,加 熱処理

後の余熱ス トレス時間(放 置時間)と 誘電泳動速度の相関を精査 した.ま た,37℃ での長

時間(2h)処 理は酵母の寿命を延長するという報告[46]に ついて,長 時間の亜致死性熱ス

トレスが誘電泳動速度に及ぼす影響を調べた.ま た,核 酸染色剤PI及 びSyto9を 用いた

蛍光スペク トル強度測定により,菌 体の細胞膜の状態を生化学的に評価 し,膜 生理状態と

誘電泳動速度の相関を検証 した.さ らに,酵 母の代謝活性の一つである生育活性 と誘電泳

動速度 との相関を調べるために,コ ロニーカウント法を用いて,諸 加熱条件における酵母

の生育活性への影響を調査 した.ま た,酵 母の等価誘電体モデルによる数値解析から,誘

電泳動速度 と細胞電気定数の相関を考察 した.
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1.4論 文 構 成

本論文は全7章 から構成されており,概 要は以下の通 りである.

第1章 は序論であり,研 究背景,関 連研究及び研究目的について述べた.

第2章 は誘電泳動理論について記述した後,流 体中の粒子に対する運動方程式から誘電

泳動速度 を導出する.ま た,誘 電泳動速度計測法の基礎特性を紹介する.

第3章 は菌種の調整法及びス トレス負荷工程や,本 研究で用いた誘電泳動デバイスの構

造を説明する.ま た,各 種計測手法の具体的な手順について述べる.

第4章 は加熱処理により代謝状態を変化させた酵母における誘電泳動速度の周波数特性

を精査する.ま た,蛍 光染色により膜活性状態計測を行い,細 胞膜損傷及び細胞膜機構に

伴 う代謝活性の相関を検証する.

第5章 はコロニーカウント計測による生育活性評価であり,各 処理を施 した酵母におけ

る誘電泳動速度 と生育活性の相関を検討する.

第6章 は酵母の等価誘電体モデルによる数値解析から,誘 電泳動速度 と細胞電気定数の

相関について考察する.

第7章 は本研究で得 られた知見をまとめ,今 後の展望について述べる.
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第2章 原理
一誘電泳動及び液中の力学的効果一

本章では,誘 電泳動の原理ついて説明する.流 体中の粒子に作用する力及び流体場を考

慮 し,粒 子に対する運動方程式か ら,誘 電泳動速度を導出する.流 体中の粒子に生じる力

として,誘 電泳動力,粘 性力,重 力及び浮力の合力である正味の重力,電 極板から受ける

電気的な力(電 気鏡像力)及 び摩擦力について詳述する.

2.1誘 電 泳動

誘電泳 動(dielectrophoresis:DEP)と は,不 均一電界 中において分極 した微粒子 が,電

界勾配 に沿 って泳動す る現象で ある[1]一[4].誘 電体 を静電界 中に配 置す る と,誘 電体 を

構成す る原子又 は分子 中にお ける正負 の両電荷が変位 する分極現象が生 じる 同(図2.1参

照).電 界 が均一 な場合,荷 電粒子 には,自 身の持つ電荷 と逆の電極 に誘 引され る電気泳

動が生 じる.そ れ に対 して,中 性粒子 では,分 極 によ り生 じた正負 の電荷(分 極電荷)に

掛か る力 の大 きさが等 しいため,粒 子 は移動 しない.一 方,電 界 が不均一な場合,粒 子近

傍 における電界強度 は一様で はな く,正 負の分極 電荷 に働 く力 の大 きさが異なるため,そ

の差分だけ粒子 に力が掛かる.本 現象がDEPで ある.DEPに よる粒子 の泳動挙動 は,粒

子 及び媒質の電気特性 に強 く依存 する.従 って,DEPは,粒 子及び媒質が持つ電気特性 を

利 用 して,溶 液 内に存在す る粒子 の挙動 を選択的 に制御 で きるとい う特徴 を持つ.ま た,

DEPは,電 気泳動 とは異な り,粒 子 の電荷 の有無 に関わ らず作用 す るドゆ えに,細 胞や

微生物 の ような電荷 を持 たない粒子 に対 して有効 であ り,交 流場への適用 も可能 であ る.

静電界E中 に置かれた半径rの 無損失 の誘電体粒子 を考 える.粒 子及び媒質 の誘電率 を

Ep及 びEmと す る.電 界E中 において,粒 子 は誘電分極 によ り原子核 の位置 と電子雲の中

心位置が移動 し,次 式で表 され るよ うな双極子モ ーメン トpを 生 じる(図2.1参 照).

P=αE (2.1)

α_4π 。・,m6P-`m (2.2)
Ep十2Em

ここで αは分極率であ る.上 式 よ り,不 均一静電界中 において誘起双極子モーメ ン トに作

用 する誘電泳動カ ーFDEPは 以下 の ように表せ る.

一FDEP-(P・ ▽E)一 号 ▽E2-2　 m・3K▽E2 (2.3)

ここでKは
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K一 著 葦(2・4)

で与 え られ るクラウジ ウス ・モ ソッティ関数であ る.誘 電率 とは物体の分極 の程度 を示 す

ものであるため,Kは 粒子及 び媒質の界面の分極率 を表 す.式(2.3)及 び(2.4)よ り,FDEp

は粒子及び媒質 の誘電率,粒 子半径,印 加電界 に強 く依存す る.∫FDEPの 向 きはKの 正負

によって決定 され る.K>0の 場合,粒 子 の分極 率が媒質 の分極率 よ り大 きいため,粒

子 は媒質 を押 しのけなが ら強電界側 へ泳動す る.こ の現 象を正 の誘電泳動(positiveDEP:

p-DEP)と い う(図2.2(a)参 照).ま た,K<0の 場合,媒 質の分極率が大 きいため,媒 質

が強電界側 か ら引力 を受 け,粒 子 は相対的 に強電界側 か ら遠 ざかる向き(弱 電界側)へ 誘

導す る.こ の現象 を負の誘電泳動(negativeDEP:n-DEP)と い う(図2.2(b)参 照).
一般的 に

,細 胞や微生物の ような生体粒子 は,印 加電界 に対 して時間的な遅 れを伴 って

分極する.こ れを誘電緩和[6]と 呼ぶ.た だ し,そ の所要 時間(誘 電緩和時間)は 非常 に小

さ く,直 流や低 周波域 の電界変化 に対 して は双極子 モーメ ン トが十分 に追従するため,誘

電緩和 に よる損失 は無視で きる.し か し,高 周波域 の ような瞬時的な電界 変化 に対 しては

分極 が間 に合わず,電 界 と双極子 モーメン トの向 きにズ レが生 じる.こ のズ レによ り,粒

子 は誘 電損 失を引き起 こす.こ のよ うな誘電緩和現 象や,生 体粒子が持 つ導電性 に起 因す

る損失に よ り,生 対粒 子に作用する誘電泳動力FI)EPは,複 素領域 において議論 され る必

要があ る.

交流 電界EAC中 に置かれた電気的 に中性 の粒子 を考 え る.粒 子及び媒質 の複 素誘電率

略 及び 塩 は次式で表せ る.

*.σm*rσP
Cm=Em一 フT,Ep=Ep-i万

式(2.3)及 び 式(2.5)よ り,粒 子 に働 くFDEPは 以 下 の よ う に な る.

FDEp-(P・ ▽E・ms)一 号▽E翫 ・-2π …3R・[K(ω)*]▽ 礁

ただ し,E,m、 は電界EACの 実効値であ る.こ こでK(ω)*は

6}i-・lsz

K(ω)*=
E}i+2喘

(2.5)

(2.6)

(2.7)

である.ま た,Re[K(ω)*]は クラウジウス ・モ ソッティ関数実部であ り,-0.5≦Re[K(ω)*]

≦1の 範 囲で変化 す る.式(2.6)よ り,交 流電 界場 において,誘 電泳動力 は粒子 及び媒 質

の複素誘電率,粒 子半径,印 加電界及び周波数 に依存す る.

ここで,液 中における粒子の挙動 について考 える.液 中 に分散 した微粒子 は,多 くの場

合,そ れ 自体 のイオン性及び分極性 によ り正 または負 に帯電す る[7].従 って,周 囲媒質が

液体 であるよ うな計測条件下では,生 体粒子の ような中性粒子 を対象 に した場合において

も,電 気泳動力 を考慮す る必要 がある.液 中において粒子が帯び る総電荷 をqと す る.電

界E中 の粒子 に働 く電気泳動力 は以 下の ようになる[8].

F。p=qE (2.8)
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上式より,低 周波交流電界中において,粒 子に働 く電気泳動力の正負は半周期 ごとにゆっ

くりと入れ替わるため,粒 子は周期的に速度を変えながら液中を泳動する.一 方,電 界E

が高周波交流電界である場合,電 気泳動力の正負は高速で切 り替わ り,粒 子の泳動挙動に

及ぼす影響は限りなく小さくなる.従 って,高 周波交流電界においては電気泳動力を無視

することができる.故 に,本 研究では,対 象粒子に働 く誘電泳動力のみを評価するために,

印加電界の周波数を50kHz-10MHzの 高周波領域 とした.

ε

polarization

felectroncbud

図2.1:誘 電分極 の模式図
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2.2誘 電泳動 力以外の力学 的効 果

2.2.1粘 性 力

非 圧 縮 か つ 密 度 が 一 様 な 単 成 分 ニ ュ ー ト ン流 体 の ナ ビ エ ・ス トー ク ス(Navier-Stokes:

NS)の 方 程 式 は 式(2.9)で 与 え られ る[9].

ρm{審+(・ ・9・ad)・}一 一9・adP+η △・(2・9)

こ こ で,ρmは 流 体 密 度,v=v(r,t)は 流 体 速 度,.Pは 圧 力,η は 粘 度 で あ る.一 方,レ

イ ノ ル ズ 数Reは 式(2.10)で 定 義 さ れ る.

R,一 ρσL一 匹(2.1・)

η レ

ここで,uは 動粘性係数 であ り,σ 及びLは それぞれ流れ を特徴 づける代表流速及び代表

長 さである.

式(2.10)に ついて,流 体 中を運動す る粒子を考 える.こ の とき,代 表長 さ 五は粒子径で

あ り,代 表流速 σ は粒子 と流体 の相対速度であ る.ま た,こ の定義 において,レ イ ノルズ

数Re<0.1の とき,流 れは純粋 な層流 となる.本 計測条件 下では,流 れのない流体(媒

質)中 を粒子(酵 母)が 運動す るため,相 対速度 は粒 子の移 動速度 となる.ま た,酵 母 の

平均粒子径 は5.0μmで あ り,媒 質の動粘性係数 レは8.39×10一3cm2/sで ある.粒 子 の

移動速度 を0-100μm/sと す ると,レ イノル ズ数Reは,10-7-10一8と な る.従 って,

式(2.9)の 左辺第二項で ある慣性項 は右辺で ある粘性項 と比較 して十 分に小 さいため,ス

トー クス近似 が成 り立つ.特 に,流 速vは 時刻tに 依存 しない定常流の時,定 常 ス トーク

ス近似が成 り立ち,式(2.11)及 び(2.12)を 連立 して解が求め られ る.

η△v=gradP (2.11)

divv=0(2.12)

静止流体中 を粒子 がvで 運動する場合,式(2.11)及 び(2.12)よ り,粒 子が媒質 か ら受 け

る粘性力Fd,agが 求め られ る.

Fdrag=6π ηγ・u(2.13)

ここで,rは 粒子半径 である.上 式はス トークスの抵 抗法 則 と呼 ばれ る[10][11].粘 性力は

粒子半径 や粘度,粒 子 速度 に依存す る.ま た,式(2.13)に お ける速度vは 静止 した液体 に

対す る相対 速度 であ るため,流 速Vfl。wの 流体 中における抗力 は式(2.14)で 表 され る.

Fdrag=6π'nr<v-Vflow) (2.14)
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2.2.2重 力及 び 浮 力

粒子が流体(気 体及 び液体)中 にある とき,粒 子 と流体 の密度差 によって,粒 子 には鉛

直上向 きの力が生 じる.こ の力 を浮 力 とい う.浮 力 の大 きさは,そ の粒 子が排 除 した流体

の重量 に相 当す る(ア ル キメデス の原理).ま た,浮 力 の作用 点 は,粒 子が排除 した流体

の重心 に一致す る.流 体 中の粒子 に働 く重 力Fgと 浮力Fbは 次 式で示 される[12].

Fg-4π 誓 ρ・9 (2.15)

4πγ3ρm
9(2.16)凡=3

ここで,rは 粒子 半径,ρ は密度 であ り,添 字p及 びmは 粒子 及び媒質 を意味す る.ま た,

gは 重力加速度で あ り,地 球 の 自転 の影響 を考慮せ ず,地 球の密度が一様 であ ると仮 定す

る と以下 の ようになる.

9一 讐 一9・8・6・992・[m/s2](2・ ・7)

Gは 万有引力定数,Mは 地球の質量及びRは 地球の半径である.重 力加速度の値は場所

によって異なるが,本 計測では標準重力加速度 として上記の値を使用 した.

以上より,重 力及び浮力を含めた正味の重力 凡 は次式で表 される.

FG-F、-Fb-4π3午 ρm)9 (2.18)

物体 に働 く正 味の重力 の正負 は,粒 子 と流体 の密度 に依存す る.ρp>ρmの とき粒子 は沈

み,ρP<ρmの とき粒子 は浮 き上がる(図2・3参 照)・

奮

o
畢

Fg:重 力

Fb:浮 力

「

正味 の重 力

FG=Fg・'Fb

図2.3:流 体場 における浮力及び重力
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2.2.3電 気鏡 像 力

2.1節 で述べた ように,液 中 に分散 した粒 子 は,そ のイオ ン性及び分極性 によ り帯電す

る.故 に,本 計測条件下で は,溶 液 中において帯電 した粒子(酵 母)が 電極(導 体)表 面

上 を移動す る.こ の系 において,粒 子が電極板 に対 して鉛直方向 に受 ける電気鏡像力 瓦ゴ

につ いて考 慮す る必要 があ る.電 気鏡像 力 とは,電 荷 を保 有 した粒 子が導電性材料(こ

こで は電極 に相 当)と 接触 した とき,粒 子 と逆の電荷 を有 した仮想粒子(鏡 像電荷)が 存

在す るような場 を作 り出 し,粒 子が導電性材料 に引き寄せ られ る力の ことであ る[13].図

2.4(a)の ように,y≦0を 導体が 占め,点y=yo(≧0)に 電荷+qが 存在 する場合,電

荷qは 電極表面 に負電荷 を誘起す る[14].そ の結果,電 荷qと 電極表面で誘起 された負電

荷の間に ファンデル ワールスカ が働 き,粒 子 は電極 に引 き寄せ られ る.

電荷qに よって電極板付近 に生 じる電界 は単純 なCoulombの 法則で は求め られ ない.電

極表面 で誘起 した負電荷 の分布 は未知なためである.そ こで,鏡 像法[15]を 用 いて電界を

導出す る必要 がある.本 手法では,y≦oに 導体 が存在 しないもの と考え,そ の代わ りy=
-yoに 鏡像電荷 一qが 存在す ると仮定す る(図2 .4(b)参 照).鏡 像電荷 と電極 表面上に

誘起 された電荷の総和は等 しく 一q[C]で あ り,y≧0の 範 囲では,図2.4(a)及 び(b)

に同一 の電界が生 じる.電 気双極子モーメ ン トは正負一対の電荷で表せ るため,鏡 像 法を

用 いて電極板付近 の電界 を求める ことがで きる.従 って,揚 ゴは分極 した他 の粒 子(鏡 像

粒子)か ら受 ける電気的 な力 として導 出できる.

粒子 の中心 に生 じた電気双極子 モーメン トガは次式で表 され る[15].

ガー4穿3戸一4一 隷 露 (2.19)

ここで,α は粒 子半径,Pは 誘電分極,EOは 真空 の誘電率で ある.

粒子 勾 の電気双極子 モーメ ン トを用 いて,粒 子 ¢,ブ間 の電気的相互エ ネル ギー 吻 は

次式で与 え られ る.

z・i」一右{麗(耐}(2・2・)

よって,粒 子 吻 間の電気的相互作用に基づいた粒子ゴが粒子 乞に作用する力 瓦ゴは次式の

ように表 される.

F・」一一瀞 一毒 磯 一5(戸嬬+2(戸 喝)考}(22・)

ここで,本 計測 で想定 され る電気鏡像力 について考 える(図2.5参 照).鏡 像粒子 は,粒

子 の泳動の有無に依 らず,常 に電極 表面に対 して粒子 と線対称 となるよ うに存在 する.故

に,式(2.21)に お ける,粒 子 と鏡像粒子 の距離 陶 は,恒 常的 に(2α)と 置 く事 が出来 る.

また,計 測条件下で は対象粒子近傍 には他 の粒子 が存在 しない ため,電 極 に対 して垂直方

向 にのみ力が生 じる.従 って,P・ 喝=P物 となる.
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2.2.4摩 擦 力

摩擦力 とは,物 体が他の物体 と接触 しながら運動 しようとするとき,ま たは運動してい

るときに,物 体間の接触面に対 して水平方向に働 く力である.静 止 している物体 に働 く

摩擦力を静止摩擦力,運 動 している物体に働 く摩擦力を動摩擦力という.本 計測条件下で

は,粒 子は電極表面上を移動するため,粒 子及び電極表面の接触面において動摩擦力が働

く(図2.6参 照).動 摩擦力Ffは 式(222)で 表せる.

Ff=μ'N (2.22)

ここで,μ'は 動摩擦係数,Nは 垂直抗力である.本 計測条件下 において,垂 直抗力Nは

電極表面に対 して垂直方向 に働 く力の合力 とな り,式(2.23)と な る.

N=-FDEP ,。+-FG+馬 (223)

ここで,FDEP ,。は電極表面 に対 して垂直方 向に働 く誘電泳動力 である.

濁.∠ 愈 ・

FG:正 味 の 重 力

FDEP
,、:誘 電 泳 動 力

Fij:電 極 か ら受 け る 力

垂 直 抗 力

く1=FG+FDEP ,、≠Fij

図2.6:粒 子 が受 ける摩擦力
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2.3誘 電泳動速度 の導 出

2.2節 に記述 した力 を考慮す ると,流 体 中における粒子 の運動 方程式 は次式 で表せ る.

伽
㌦ 一FDEP,・-Fd・ag@)-Ff

(2.24)

ここでmは 粒子質量,Fd,agは 粘性力,Ffは 動摩 擦力であ る.電 圧 を印加 した直後 は,誘

電泳動力 が粘性 力及 び動摩 擦力 の和 よ り大 きいため,式(2.24)よ り粒子の速度 は増加する.

この とき,粘 性力 は粒子速度 に依存 して線形的 に増加す る.電 圧 印加か ら一定時間後,粘

性力 の増加 に伴 い,粒 子 に働 く力が均衡す ると加速度 は零 とな り速度 は定常状態 になる.

この ときの速度 を誘電泳 動速 度VDEPと 定義す る.電 界 勾配 の変化が緩 やかであ り,速 度

の緩和時間が十分に短 い と見なせ るとき,次 式が成 り立つ.

FI)EP ,x-Fdrag(v)-Ff=0(2・25)

上 式 に 式(2.6),(2.13)及 び(2.22)を 代 入 し整 理 す る と,誘 電 泳 動 速 度 は 次 式 の よ う に な る.

VDEP一 梶Ri禁(ω)i]1▽E盤1鴇 一VDEP ,・畑 ・(2・26)

式(2.26)に おいて,右 辺第一項は誘電泳動力及び粘性力による誘電泳動速度を示 し,右 辺

第二項は摩擦力による誘電泳動速度の補正値を示す.右 辺第一項及び第二項を次式のよう

に定義する.

VDEP,・ 一 梶R暑 野(ω)i]1▽ 磁1(2・27)

μ'N
(228)VDEP ,2=-6πrη

電界分布及び粒子径な どの値 が既知の とき,式(2.26)よ り,誘 電泳動速度 か らRe[K(ω)*]

を一意 に導 出で きる.

Re[K(ω)*]は,粒 子及び媒質 の界面 の分極率 を表すク ラウジウス ・モ ソッテ ィ関数の実

部 であ り,粒 子 の誘電特性 に依存す る.こ れ までに,菌 体 の代謝状 態 と誘電特性 は相関が

あるこ とが確認 されてい る[16]一[19].そ のため,誘 電泳動速度計測 によ りRe[K(ω)*]を

精査す るこ とで,菌 体 の代謝状態 を間接的 に評価で きる.
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2.4誘 電泳動 速度の基礎特性

本研究室では,誘 電泳動速度 計測 に よる新たな生体粒子 計測 システムの構 築 を目的 とし

て,こ れ までに,当 該 システムにおける基本性能の検 証 を行 って きた[20][21].本 節では,

前節で述 べた誘電泳動速度 の理論式(2.26)と 実際の計測 にお ける粒子 の泳動挙動の相 関検

証の結果 を紹介す る.

2.4.1数 値 解 析 に よ る電 界分 布 シ ミュ レー シ ョン

西村 らは,本 計測 で用 い るデバイス系 にお いて,電 極表 面に生 じる電界強度 の分布 を,

連成物理解析 ソフ トウェア(COMSOLMultiphysics4.3,COMSOL)を 用いて数値的 に

解析 した.解 析条件 及び解析モデルを表2.1及 び図2。7に 示す.電 極表面における電界強度

及び二乗電界 勾配(▽E2)は,電 極端 に近づ くにつれて指数関数的 に増加 し,電 極 ギ ャッ

プ間及び電極端で最大 とな った(図2.8参 照).従 って,本 計測条件下 において,酵 母 に

掛か る誘電泳 動力 は,電 界強 度の大 きい電極 ギ ャップ方 向へ作用す る と考 え られる.

表2.1:電 界分布 シ ミュ レー シ ョンにおける解析条件

Property SIunltAnalytlcalConditionExperlmentalCondltlon

Electrodewidh

Electrodethickness

Electrodegap

ApPliedvoltage

m

m

m

ψ

μ

μ

μ

%

20

7.07

4400

0.1

20

7.07(RMSvalue)

2=〕

‡・1・・t・。d・g・p

・ 重
..

(a)解 析 モデル:3D (b)解 析 モ デ ル:x-y平 面

図2.7:解 析 モ デ ル
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2.4.2二 乗 電 界 勾 配 特 性

高澤 らは,実 際の計測における誘電泳動速度 と二乗電界勾配の関係を精査 した.電 圧印

加開始時の初期位置が異なる酵母4サ ンプルにおける誘電泳動速度の測定結果を図2.9に

示す.誘 電泳動速度は,粒 子及び媒質の誘電特性及び粒子径に依存するため,測 定対象 と

して,同 条件(28。C,72h)下 で培養 した粒子半径2.5μmの 酵母を選択的に用いた.全

てのサンプルにおいて速度分布が一致 したことより,誘 電泳動速度は電圧印加時の酵母の

初期位置には依存しないことが明示された.図2.8(b)及 び図2.9よ り導出した誘電泳動速

度 と二乗電界勾配の関係を図2.10に 示す.誘 電泳動速度の実測値は二乗電界勾配の増加に

伴って線形増加 し,理 論式(2.26)を 満たすことを確認 した.

80

70

竃60

玉50

書40

量3・

砦2。

10

0

-140

defaultpos

defaultpos

defaultpos

defauItpos

on-98

0n-126

0n-119

0n-79

ボ避

一120-iOO-80-60

Distancefromedge[μmユ

り

△◇

娩

一40

図2.9:電 極端か らの距離 と誘電泳動速度の関係
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2.4.3二 乗粒 子 半径 特 性

また,高 澤 らは,誘 電泳動速度 と二乗粒子半径 の相 関 を検証 した.理 論式(226)よ り,

誘電泳動速度 は二乗粒子半径 に依存 して線形的に変化 する と考 え られ る.こ れを実験的に

検証す るため,粒 子径 の異 なるい くつかの酵母 における誘電泳動速度 を計測 した.誘 電泳

動速度の二乗粒子半径特性 を図2.11に 示す.な お,印 加電圧 は振幅20Vp_pで 固定 し,周

波数 を100kHz,1M且z及 び10M且zと して計測 した.誘 電泳動速度 は,二 乗粒子半径 の

増加 に伴 って線形増加 し,理 論式(2.26)が 満 たされ た.

酵母の粒 径に よって誘電泳動速度 が変化す るこ とを考慮 し,本 節以降 の計測で は速度実

測値 に粒子径 による補正 を加 えて規格化 した.測 定粒 子径 及び基準粒子径 をr及 びT,=2.5

μmと し,誘 電泳動速度 の補正値 は以下 のよ うに定義 した(式(2.29)参 照).な お,測 定

粒子径 は長径 と短径 を計測 して平均化 した.

UDEP-1・DEP-・xp…m・nt×(rs)2 (229)

90

80

70

T60

頑
、i50

畜

喜40

藷3・
020

10

0

0.0 5.OxlO冒12LOx1σ11

Radiussquared[m2]

1.5xlO'ii

図2.11:誘 電泳動速度 の二乗粒 子半径 特性
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2.4.4誘 電泳動速度 の緩和時間

さらに,高 澤 らは,誘 電泳動速度が0か ら定常状態 にな るまでに必要 となる緩和時間に

ついて検討 した.緩 和 時間が撮影間隔(10ms)に 比べて十分 に短い とき,粒 子挙動 は式

(2.26)を 満 たす と考 えられ る.粒 子半径1.5-4.5μmの 粒子 における誘電泳動速度 と経過

時間の関係 を図2.12に 示 す.な お,解 析条件 は表2.2と した.緩 和 時間は,粒 子径 の増加

に伴 い長 くな り,10-40μsと な った.従 って,本 計測条件下 において,撮 影 間隔に比べ

て緩和時間 が十分 に短 いため,粒 子 の泳動挙動が式(2.26)を 満 たす ことを確 認 した.

表2.2:緩 和 時間解析 に用 いた諸パ ラメータ

property SIunit Condition

FDEP,x kg・m/s2 2.71×10-12

Particleradius m 2.5×10-6

Particledensity[22] kg/m3 1440

Viscosity kg/ms 0.00089

ムオ sec 1.0×10-8
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2.4.5誘 電 泳 動 速 度 計 測 にお け る動 摩 擦 力 の影 響

本計測条件 下において,酵 母は電極上 を滑 るよ うに泳動 するため,粒 子に生 じる動摩i擦

力が誘電泳動速度 に及 ぼす影響 を考慮する必要 がある.従 って,本 節で は,前 述 した摩擦

力 による誘電泳動速度 の補正値を精査す る.式(2.28)よ り,補 正値 は垂直抗力及び動摩 擦

係数 に依存す る.補 正値 を求めるため に,ま ず,電 極表面上 の粒子に働 く垂直抗力Nを 導

出 した.解 析 に用いたパ ラメータを表2.3に 示す.な お,電 界強度及 び二乗電界勾配 ▽E2

につ いて,電 極 表面上2μmか つ電極端 よ り50μmの 位 置 における電界強 度分布 シ ミュ

レー ションの計算値 を用 いた(図2.8(b)参 照).垂 直抗力Nの 大 きさは,電 極表面 に対 し

て垂直方向 に働 く正 味の重力FG,誘 電泳動 力FDEP,、 及び電気鏡像 力 現ゴの大 きさの和 と

等価で ある.そ れぞれの力 は次式の ように求め られ る.

FG-F,-Fb-4π'3(ρ1一 ρm)9-2・85× ・・一・3[N] (2.30)

一FDEP ,z-(P・ ▽Eeff)一 号 ▽E2-2π ・m・3R・[K(ω)*]▽E2-2・96×1・-13[N](2・3・)

F・」-4
π論 磯 一5(戸 磯+2(戸 喝)考}-1・97×1・-11[N]

上記結果か ら,垂 直抗力 は次式の ようにな る.

(2.32)

N--FDEP,。+EG+.Eiゴ ー2.03×10-11[N](2・33)

次 に本計測条件下 における動摩擦係数 を求め る.式(2.26)を 変形 をする と,動 摩 擦係数

は,式(2.34)の ように表せ る.こ こで,未 知数 はvDEp及 びRe[K(ω)*]で あ る.vDEpと

して,100k且zに おける未処理時 の酵母速度 の実測値で ある48μm/sを 用いた.ま たRe

[K(ω)*]に ついて は,酵 母 の等価誘電体 モデル による数値 計算か ら求 めた.本 結果 よ り,

100k且zに お ける未処理酵母 のRe[K(ω)*]は0。8と なった.本 モデルの詳細 は6章 で述

べ る.

〆-27「'"3Em1▽ 雫Re[K(ω)*]-6罫 η"DEP(2・34)

以上 よ り,本 計測条件下 にお ける酵母 と電極表面 の動摩擦係数 μ'は0.03と なった.従 っ

て,式(2.28)よ り,摩 擦力 による誘電泳動速度 の補正値 は14.5μm/s,Re[K(ω)*]の 補正

値 は0.185と な る.本 節以降の計測では,補 正値 として この値 を用いた.
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表2.3:摩 擦力 による補正値の解析 にお けるパ ラメー タ

propertySIunitCondition

r m 2.50×10一6

dp[22] kg/m3 1.44×103

dm kg/m3 996

6m 78.3

σm S/m 2.00x10-4

η F/m 8.85×10-12

9 m/S2 9.81

Enorm V/m 3.87×104

(▽E2)ω V2/m3 4.99×1013

(▽E2)z V2/m3 5.43×1012

FDEP ,x N 2.71×10-12

FDEP ,z N 2.96×10-13
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第3章 実験手法

本章では,本 研究における実験条件,実 験装置及び実験手法について説明する.実 験条

件 として,対 象菌種,菌 懸濁液の調整方法及び対象菌へのス トレス負荷として用いた加熱

処理工程について記述する.ま た,実 験装置 として,誘 電泳動速度計測装置の概略,誘 電

泳動マイクロデバイスの構成及びデバイス内の電極並びに流路の形状 ・材質について述べ

る.さ らに,本 研究で行った誘電泳動速度計測の具体的な手順について詳述し,蛍 光染色

による膜損傷及び膜輸送等の膜生理状態の評価法及びコロニーカウントによる生育活性の

計測法について解説する.

3.1実 験 条 件

3.1.1実 験菌種及び特徴

本研究では,対 象菌種 を出芽酵母(Sαcchαromyce80erevisiαe:S.cerevisiae)と した.

酵母 は,広 義 には生活環の大半における存在形態が単細胞 である真菌類の総称 である.狭

義 には産業利 用及 び研 究材料 と して極 めて有 用 なSαcchαromyces属 酵母 の一種で あ る

SαcchαromycesCerevisiαeを 指す場合が多 い[1].一 般 的に,酵 母 は,粒 子径2-6μmの

球状構造 を持 つ菌 であ り,子 嚢菌 門(Ascomycotα)に 属 す る.古 来 よ り,ビ ールや ワイ

ン,清 酒 の醸造,あ るいはパ ンの製造な ど多岐に渡 るバイ オ産業の発酵工程 に用い られ る

な ど,工 業的 に重要 な役割 を担 って きた 図 一圏.二 ・方,酵 母 の細胞 内代謝 やオルガネ ラ

の構造 な ど基本的 な生命現象 にかかわる多 くの事柄 において,高 等動植物 と相同であ るこ

とか ら,基 礎生命科学研究のための重要 なモデル生物 として もよく認識 されている 同.な

お,酵 母の至適生育温度 は288-303K(15-300C)程 度 といわれてい る.

酵母細胞 の超 薄切 片画像 を図3.1に 示す.構 造 としては,最 外殻 に細胞壁 があ り,高 分

子 多糖類であ るグル カン及びマンナ ンを主成分 とする.細 胞壁の主 な役割は,防 御,改 築 ・

補強,物 質補給,細 胞 間連絡及び影響感知であ る.ま た,細 胞壁 の分子間隔 は密で はない

ため,水 ・ナ トリウムイオ ン ・カ リウムイオ ンな どを容易 に通す.細 胞壁の直下 には細胞

膜 がある.主 な構成要素は リン脂質で あ り,他 にもタンパク質 やそれ に付随す る多 くの分

子 が存在す る.図3.2は 細胞膜の模 式図で あ り,流 動モザイ クモデル と呼 ばれ る[6].細 胞

膜 は単 に細胞 内外 を隔ててい る静的 な構造体 ではな く,流 動性があ り,選 択的な透過性 を

持 つ半透膜 として振 る舞 う.具 体的には,特 異的なチ ャネル によるイオンな どの低 分子 の

透過,受 容体 を介 した細胞外か らのシグナルの受け取 り,細 胞 内へ の外部物質 の輸送な ど,

細胞 に とって重要な機 能 を担 ってい る.細 胞膜 に覆 われた空間内部 は細胞質 と呼 ばれる.

細胞質 内には核や小胞体,ゴ ル ジ体,ミ トコン ドリアな ど多 くの器官が存在 する[7].

本研究で は,S.cerevisiαeの 標準菌株 と してS。cerevisiαeJCM7255を 採用 した.
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3.1.2菌 懸 濁液 の調整方法

S.cerevisiaeJCM7255の 培養において,培 地 としてポテ トデキス トロース寒天(Potato

dextroseagar:PDA)培 地(MERCK)を 使 用 した.PDA培 地上 に酵母 を塗布 し,280C

(301K),72hの 条件 で増菌培養 した.培 養酵母 を0.15Mの 滅菌済 みD一 マ ンニ トール

(D-mannitol:DM)溶 液1mLに 適量混和 させた後,遠 心分離(6000rpm×10min)を

施 した.分 離沈殿 した酵母 を同DM溶 液で2回 洗浄 した.洗 浄済 み酵母 を新たなDM溶 液

に混和 したものを懸濁原液 とした.懸 濁原液 の菌濃度 は分光光度計(UVmini1240,島

津製作所)に よる吸光度特性か ら導出 し,2.0×106CFU/mLに 調整 した.な お,DM溶

液 及び懸濁液 の導電率 は,0.165±0.015mS/m及 び0.3±0.1mS/mで あ った・

3.1.3加 熱 処 理 工 程

生物細胞 の代謝状態 は,様 々な環境 ス トレスに より変化す ることが報 告されてい る[7]一

[9].具 体的なス トレス因子 として,熱,酸 化,低 酸 素,浸 透圧及びUV照 射 な どが挙 げら

れる.本 研究で用い る酵母 において,こ れ らのス トレスを負荷す るこ とによ り,菌 体の代

謝活性 を調整す ることが可能である と考 え られ る.そ こで,本 研究で は,酵 母 に対す る簡

便 なス トレス負荷法 として加熱処理 を行 った.処 理手順 を図3.3に 示す.28。Cで 保管 した

懸濁原液1.OmLを 滅菌済 みス ク リューチュー ブ(1-692S,ASONE)に 分取 し,ウ ォー ター

バ ス(且WA-50D,ASONE)に よる厳 密な温度 管理 下で,5min加 熱 した.加 熱処理温度

は,280C(301K,未 処理),370C(310K),47。C(320K),60。C(333K)及 び80。C

(353K)と した.さ らに,370Cの 低温加 熱 について は30min,1h及 び2hの 処理 を施

した.測 定時 において,余 熱 による実質的な酵母 の被熱時間変化 を考慮 し,処 理済み懸濁

液 を28。CのDM溶 液 で10倍 希釈 した.な お,DM溶 液 による希釈時 の急冷 に よるス ト

レスを除外す るため,加 熱処理後の懸濁液 を280Cの イ ンキュベータ(MIR-153,SANYO)

内に5min放 置 した.た だ し,470Cの 加熱処理 については,余 熱 ス トレスの影響 を観測

す るため,放 置時間 をOmin(急 冷),5min及 び10minと 変化 させ て測定 した.
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図3.3:加 熱処理 工程
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3.2実 験 装 置

本実験で用 いた誘電泳動 速度計測装 置 を図3.4に 示す.本 装 置は誘電泳動 デバ イス を中

心 に,電 気 回路 系,媒 質送液 系及び光 学計測系 に よ り構成 され てい る.誘 電泳動 デバイ

ス(以 下,DEPデ バイス)へ の電圧 印加 には,フ ァンクシ ョンジェネ レー タ(AFG3102,

Tektronix)を 使 用 し,出 力電圧 をオ シロス コー プ(TDS2024B,Tektronix)に よ り連続 測

定 した.ま た,DEPデ バイス 内へ の懸濁液送 液 には,極 微量 シ リンジポ ンプ(KSP-111,

KYOTOC且ROMATO)を 使用 した.な お泳動濃縮に よる初期菌濃度変化の影響 を除外す

るため,送 液路 は循環 型ではな く,通 過型 を採用 した.DEPデ バイス上 における酵母の泳

動挙動 を撮影す るため,光 学顕微鏡(LV100D-U,Nikon),高 速度CCDカ メラ(IGK-0613,

DITECT)及 び画像解析用パー ソナル コンピュー タを設置 した.計 測 時には菌挙動部へ焦

点が合 うように調 整 した.

本実験で用い たDEPデ バ イスを図3.5に 示す.本 デバ イスは,電 極 基板,マ イ クロ流

路 及びデバイスホルダか らなる.電 極基板 は60mm(L)×20mm(W)×1.Omm(T)の

石 英 ガラス製 であ る.電 極 には厚 さ100nmの 酸 化イ ンジウムスズ(lndiumTinOxide:

ITO)薄 膜 を,電 極基板 に間隔20μmで 蒸着形 成 したものを使用 した.ま た,電 極表面 に

は,絶 縁層 として厚 さ300nmの 二酸化 ケイ素(Sio2)を 成膜 した.電 極構造 の詳 細 を図

3.6に 示す.な お,各 数値の単位 はmmで ある.実 際の計測 においては,図3.6中 の点線

枠 で示 す領域のみを用 いた.流 路 としては,内 部 に55mm(L)×2.4mm(W)×0.5mm

(T)の 空間 を形成 した軟性 ポ リジメチルシ ロキサ ン(Polydimethylsiloxane:PDMS)製 の

流路 カバー を採用 した.PDMSに は自己吸着性 があ るため,電 極基板 とPDMSカ バーの

間に液体 試料 が封 入 され る.
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3.3実 験 方 法

3.3.1誘 電泳動速度計測

誘電泳動速度 計測 の実験手順 を図3.7に 示す.ま ず加熱処理 を施 した酵母懸濁液 をDEP

デバ イス内 に通流 し,流 路 を充満 させ た(図3。7① 参 照).次 に通流 を止め,顕 微鏡 レンズ

の焦点 を流路底面 に合わせ た後,酵 母が電極上 に降着す るのを確認 した(図3.7② 参照).

実 際の顕微鏡 画像 を図3.8に 示す.図 中下端 の薄灰色部が電極 ギャップで あ り,酵 母 は図

中灰色部の電極領域 上に分布 している.フ ァンクシ ョンジェネ レータを用 いて電圧 を印加

す る と,酵 母 は電極上 を滑 る様 に電極端へ 向けて泳動す る(図3.7③ 参照).

実験 において は,印 加電圧 を振 幅20V,_pの 正弦波電圧 とし,周 波数を50k且z-10MHz

の範 囲で変動 させ た.酵 母 の泳動挙動 はCCDカ メラを用いて連続撮影 した.撮 影後,酵

母 のDEP軌 跡 を画像解析 ソフ トウェア(DIPPMotionPRO2.2,DITECT)に よ り計測

した.

図3.9(a)は 本解析 ソフ トウェア によって得 られた酵母 のDEP軌 跡 である.本 実験で は,

一 つの撮影動画か ら3-4サ ンプル程度 のDEP軌 跡 を計測 するこ とがで きる.図3.9(a)に よ

り得 られたDEP軌 跡 を,電 極端か らの距離及び時間 に関 して グラフ化 したものを図3.9(b)

に示す.電 極端 より55μmの 位置 か ら電極ギ ャップ方向へ10μm移 動す る際 に掛 かった時

間を計測 し,DEP速 度 を導 出 した(図3.7④ 参照).図3.9(b)に おいて,電 極端 を解析 時

の基準点 としてい るため,電 極端か らの距 離 はマイナス値 として表示 されている.前 章 で

示 した とお り,本 計測法 において,DEP速 度 は電圧 印加開始時 の酵母位置 には依存 しな

い.し か しなが ら,酵 母の初期位 置が電極端か ら45μmよ り近い場合,DEP速 度がCCD

カメラの分解能以上の値 になるため,泳 動挙動 を連続撮影 で きなかった.故 に,本 実験 で

は,DEP速 度 の計測範 囲 を電極端 上45μm-55μmの 位置 とした.な お,各 処理条件 に

対 して10サ ンプルの平均値 を取 り,同 様の独立 した実験工程 を3回 以 上繰 り返 して再現

性 を確認 した.各 実験工程 で得 られた計測速度 の平均値 を最終 的な誘電泳動速度 とした.
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3.3.2蛍 光 染 色 に よ る膜 生 理 状 態 計 測

菌体の生化学的評価法 として,LIVE/DEAD⑭ 染色キット(L13152,Invitrogen)を 用 い

て菌染色を行 った.本 キッ トは,propidiumiodide(PI,C27H3412N4)及 びSYTO⑬9(以

下,Syto9)の 核酸染色剤か らなる.PIは 膜透過性がな く,赤 色蛍光 を示す.一 方,Syto9

は膜透過性があ り,緑 色蛍光 を呈する.一 般 には,こ れ らの染色剤 を同時 に使用 するこ と

で生死菌判別 を行 う[10].本 キッ トに よる生死菌判別の原理 を図3.10に 示す.菌 に膜損傷

が ない場合,膜 透過性 のあ るSyto9の みが菌体 内部 に取 り込 まれ,核 酸 が緑染色 される.

膜損傷がある場合,膜 透過性 のないPIも 菌体内部 に同時に取 り込 まれ,核 酸 が榿色 または

赤色の蛍光 を発す る.本 実験では,2つ の試薬の蛍光スペ ク トル強度 を個別 に測定 し,そ

の膜透過特性の違いか ら菌体の膜生理状態 を推定 した.

具体的な手順 としては,分 注 した懸濁液1mLに 加熱処理 を5min施 した後,染 色剤 を

20μL加 え,遮 光 した28。Cの 暗室で5min放 置 した.そ の後,マ イクロプレー トリーダー

(MicroplateReader:MPR,SH-9000,日 立ハイテ クサイエ ンス)を 用いて,各 波長 の蛍光

スペ ク トル強度 を測定 した.測 定結果 の一例 を図3.11に 示 す.PI及 びSyto9の 蛍光色 に

対応 した特定波長(PI:620-650nm,Syto9:510-540nm)に おける蛍光 スペク トル強

度 の積算値(以 下,PI強 度及 びSyto9強 度 と表記)を,そ れぞれの試薬 による最終的 な

蛍光強度 と した.
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図3.10:染 色過程模 式図

59



021

001

80

60

40

20

0

d
【O
肩
の
の
唱
d
口
①

①
O
d
[①
O
の
①
執
O
ゴ
貞
』
[

未 処 理

37。C

370C-2h

47。COmin

5min

47。ClOmin

60。C

恕

550600650

Wavelength[nm]

(a)蛍 光 ス ペ ク トル 強 度:PI

700

O
肩
の
の
肩
d
日
①

Φ
O
d
【①
O
の
Φ
勘
O
づ
【

053

003

052

002

051

001

05

0

未 処 理

37。C

37。C-2h

470COmin

470C5min

47。ClOmin

60。C
-一一一一一800C

550600650

Wavelength[nm]

(b)蛍 光 ス ペ ク トル 強 度:Syto9

図3.11:蛍 光 ス ペ ク トル 強 度 の 画 像 例

700

60



3.3.3コ ロニー カウン ト計測法 による生育活性計測

一般的 に
,培 地 上の微生物1単 体 は,35。C程 度の生育 が可能な温度環境下において一日

程度培養す ると,108個 まで増殖 される.本 増 菌によって,寒 天培地では集落(コ ロニー)

が形成 され,肉 眼での判定が可能 となる[11].寒 天培地 を用 いて形成 コロニー数 を計測す

る手法 を,コ ロニーカ ウン ト計測法 とい う.単 位 としては,あ る一定 の培養条件 において1

つのコロニー を形成 する最小菌単位(ColonyFormingUnit:CFU)を 用い る.す なわち,

1CFUは 少な くとも1つ の生菌か ら形成 されたこ とを意味する.以 上 より,コ ロニーカウ

ン ト計測法で は,分 裂増殖 しコロニーを形成 した細胞 は,生 細胞 である と判断す ることが

できる.し か しなが ら,培 地の種類や菌体 の状態 によって は生細胞 であって も増殖 及びコ

ロニー形成が困難 な場合 がある.故 に,本 結果 か ら生菌の存在 を完全 に否定す ることはで

きず,い わゆる偽 陰性 となる[12].こ の ように、細胞 が生 きて はい るが培養する ことはで

きない状態 をVNC(viablebutnon-culturable)と 呼ぶ.つ ま りコロニーカウン ト計測法

は,検 体中に存在 する菌体 の生育活性の有無 を評価 するための手法 に過 ぎず,コ ロニー形

成 の元 となる菌体の厳密な生死判別や代謝状態 の詳細な検証 を行 うことは困難である[13].

ただ し,生 育活性 を有す る菌体 において は,一 定時間培養後 に形成 されるコロニー数 の差

異 か ら,菌 体 の生育活性 の大小 を簡易的 に推定す るこ とが可能で あると考 え られ る.

本実験で は,加 熱処理 に よる酵母 の生育活性変化量 を調 査す るため,直 接塗布法 によっ

て平板培地表面上に コロニーを形成 し,そ の数 か ら菌体の生育活性 を計測 した.具 体的 な

手順 としては,加 熱処理済みの懸濁液 を計測に適 した濃度(2.0×103CFU/mL)に 希釈 し,

PDA培 地上 に10μLず つ塗布 した後,280Cで72h増 菌培養 した.そ の後,培 地表面 に

生 じたコロニー数 を計測 した.計 測 した コロニー数 に希釈倍率 を掛 けた値 を,元 の懸濁液

における生育活性 を有す る菌(生 菌)数 として導 出 した.各 処理 条件 に対 して3サ ンプル

の平均値 を取 り,独 立 した測定 を3回 行 って再現性 を確認 した.

PDA培 地 による酵母の生育例 を図3.12に 示す.加 熱処理条件 によって,形 成 コロニー

の大 きさや数 が変化す る ことがわ かる.
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第4章 加熱処理酵母における誘電泳動速度と

膜生理状態の相関検証

本章では,加 熱処理により代謝状態の異なる酵母を実験的に調整し,処 理温度及び時間

に対する酵母群のDEP速 度の周波数特性を精査した.特 に,本 論文では,酵 母を低温(37

-470C)処 理 した際の,被 熱ス トレス時間に依存するDEP速 度の変化を詳細に調査 した.

4.1誘 電泳動速度 の処理温度特性

図4.1及 び4.2は,酵 母 を280C(301K,未 処 理),370C(310K),47。C(320K),

60。C(333K)及 び80。C(353K)で5min加 熱処理 した ときのDEP速 度及 びDEP速

度 か ら導出 したRe[K(ω)*1の 周波数特性 である.

全体 的な傾 向 として,100k且z帯 に ピークを持 つ山形 の周波数特性 を示 した.周 波数 に

依 らず,未 処理時の酵母が一番 高いDEP速 度及びRe[K(ω)*]を 示 し,処 理温度 が上昇す

るに従 って値 が低下 した.特 に,高 温処 理(60-80。C)時 は,高 周波数域(1-10MHz)

において大幅 なRe[K(ω)*]の 低下 が見 られた.47。C処 理時 は未処理 時 と比較 して大 きな

差 はなか ったが,周 波数100kHz-1M且z帯 でDEP速 度及 びRe[K(ω)*]が 僅か に低下

した.

先行研究 の結果[1]と の定量 的な比較 で は,50k且z以 外 の周波数 帯 で470C処 理 時の

DEP速 度及 びRe[K(ω)*]が 最 も高い値 とな り,本 結果 とは異 なる傾 向 を示 した.一 方,

60。C及 び80。Cに おいては同様 の結果 となった.

64



60

50

軍
日40譜

魯L830

窪

国20
∩

10

0

104

蓑
/

105

↓＼

106

+未 処 理(先 行)

47。C(先 行)
一▲一 未 処 理

37。C

団レ47。C

-〈-60。C

80。C

107

Frequency[Hz]

図4.1:各 処理温度における誘電泳動速度の周波数特性

1.0

0.8

一 〇.6

㊨

冠
β言0.4

0.2

0.0

104

/
+未 処 理(先 行)

47。C(先 行)
一▲一 未 処 理

37。C

◆47。C
-←60。C

800C

105 106 107

Frequency[Hz]

図42:各 処理温度 におけるRe[K(ω)*]の 周波数特性

65



4.2放 置時 間特 性

4.2.1誘 電泳動速度 の放置 時間特性

先行研 究 とのDEP速 度傾 向の相違 について,高 温処理時 と比べて被熱ス トレス量の少

ない470C処 理 酵母で は,加 熱処理工程(図3.3参 照)に おける冷 却放 置時間中 に生 じる

余熱 ス トレスの多寡が影響 したもの と推察 され る.そ こで,放 置 時間 をOmin,5min及

び10minと した時 の470C処 理酵母速度 の周波数特性 及び懸濁液 の温度推移 を調査 した

(図4.3及 び4.4参 照).

最 も余熱ス トレス が小 さい放置時間OminのDEP速 度が未処理時 を上 回 り,放 置時間

の増加 と共に速度 は低下 した.こ の ことか ら,冷 却放置時間内でのわずかな熱ス トレスが

DEP速 度特性に影響 を与 えるこ とが分かる.放 置時間に よりDEP速 度 が変化す る理 由 と

して,式(2.26)に おけ る細胞の粒径変 化 も しくは細胞 内部のイ オ ン濃度 に依 存 した細胞

導電率の変化が挙 げ られ る.今 回,前 出の光学顕微 鏡 による観察 の範囲 内で は,処 理温度

及び放置時間による明確 な細胞の粒径変化は観測 され なかった.従 って,放 置時間に よる

DEP速 度変化の主要 因は,細 胞 内イ オ ン濃度 の変化 によるもので あると考 えられ る.
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4.2.247。C処 理酵母 における膜 活性 及び膜損傷度 の放置時間特性

細胞内イオ ン濃度変化 の要因 を調査 する上で,放 置時間が膜損傷度及び膜輸送量 の変化

に及ぼす影響を確認す るために,核 酸染色剤PI及 びSyto9に よ り蛍光標識 した酵母 の蛍光

スペク トル強度 を測定 した.PI及 びSyto9に 対応 した特定波長(PI:620-650nm,Syto9:

510-540nm)に お ける蛍光スペ ク トル強度 の積算値(以 下,PI強 度及びSyto9強 度 と表

記)の 処理温度特性 を求め た.

PIは 膜透過性 がないため,PI強 度 は膜損傷 の有無及び大小 を示す.ま た,Sy七 〇9強 度

は細胞 内への染 色剤浸透量 と相関 している.Syto9浸 透量の増減要 因 として,膜 穿孔及び

膜透 過速 度の大小が挙 げられ る.

図4.5に,5min処 理酵母 におけるPI強 度及 びSyto9強 度 の処理温度 特性 を示す.ま

た,図4.6にPI強 度及びSyto9強 度の放置時間特性 を示 す.な お,縦 軸 は未処理 時の蛍

光強度 に対す る各処理条件 における蛍光強度の比率を表 す.処 理温度 の上昇 に伴い,PI強

度 は増加 した。特 に,高 温処理(60-80。C)時 は非常 に高い蛍光強度 を示 した.こ れ は,

未処理 時 と比較 して,高 温処理(60-80。C)時 は膜損傷が大 き く,470C処 理時 は比較 的

軽微 なためだ と考え られる.ま た,600C及 び80。C処 理時は高いSyto9強 度 を示 した.高

温処理時 は未処理及び47。C処 理 時に比べ て膜損傷が大 きく,穿 孔 によるSyto9流 入量が

多いためである と推察 され る.

470C処 理で は,放 置時間 の増加 と共にPI強 度 は上昇 した.こ れは,放 置時間Ominで

の膜 損傷 が最 も軽微 であ り,放 置時間 の増加 に伴 い膜 損傷が大 き くなるこ とを意 味す る.

従 って,放 置時間OminのDEP速 度 が増加 した理由 として,放 置時間Ominで は細胞質

に達す る損傷 は余 り生 じず,放 置時間の増加 と共 に膜損傷が拡 大 し,細 胞質 に達す る傷 が

増加 したこ とが挙 げ られ る.

また,放 置時間 の増加 に伴 いSyto9強 度が低 下 した.こ れ は膜透過速度及び浸透量 の関

係か ら説明で きる.放 置時間Ominで は細胞内イオ ン濃度 が高 く,外 部媒質 との濃度勾配

が大 きい.そ のため,膜 透過速度 も高 くなる.放 置時間が増加 す ると,細 胞質 に外部媒質

の流入 を許容す る程度 の損傷 が生 じる.そ して,細 胞内イオ ン濃度 とともに膜透過速度 が

低下す る.470Cで は膜損傷が比較 的軽微 であ り,膜 穿孔 よ り膜透過速度 がSyto9浸 透量

変化の要因 として支配 的 となる.以 上の結果 は,膜 損傷度 及び膜輸送 に関連 した代謝機能

の変化がDEP速 度に反映 された可能性 を示 してい る.
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4.3処 理時 間特 性

4.3.1誘 電泳動速度の低温長時 間処理特性

Jazwinskiら は,酵 母 に亜致死性 の熱ス トレス(370C加 熱)を 長時間(2h)与 える と,

酵母の寿命が未処理時 と比較 して約10%延 長す るこ とを報 告 している[2].そ こで,本 小

節では,亜 致死性熱ス トレス による寿命延長 とDEP速 度 の関連性 を確認す るため,37。C

で2h処 理(以 下370C2hと 表記)及 び,他 の処理温 度同様5min処 理(37。C5min)し

た酵母 のDEP速 度 を測定 した.ま た,5min-2h処 理の間でのDEP速 度 の変化 を調べ

るため に,370Cで30min処 理(37。C30min)及 び1h処 理(370CIh)し た酵母 のDEP

速度 を測定 した.図4.7に 処理 時間に対す るDEP速 度の周波数特性 を示す.寿 命延長効

果のある370C2h酵 母 のDEP速 度 が未処理 を上回 り,寿 命延長効果のない370C5min酵

母のDEP速 度 は未処理 を下 回った.ま た,処 理時間の増加 に伴いDEP速 度 は上昇 した.

特 に,低 周波帯域(50-100kHz)で 大 き く変化 した.1MHz帯 では370C2h酵 母のDEP

速度のみ未処理 を上回 り,処 理時間 の減少 に伴いDEP速 度は減 少 した.
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4.3.237。C処 理酵母 にお ける膜 活性 及び膜損傷度 の処理時間特性

酵母に低温長時間処理 を施 したときの,膜 生理状態の変化を蛍光染色により検証 した.

図4.8に37。C処 理酵母のPI強 度及びSyto9強 度の処理時間特性を示す.長 時間処理によ

り酵母のPI強 度は低下 し,Syto9強 度 は増加 した.37。C2h酵 母のPI強 度は未処理 とほ

ぼ同値であった.本 結果から,37。Cで の長時間処理により酵母の膜損傷が徐々に修復 し,

2hで 未処理 と同程度にまで膜状態が回復 したことが分かる.ま た,時 間経過 とともに膜

損傷が修復するにも関わ らずSyto9強 度は上昇 していることから,長 時間処理に伴い酵母

の膜機能が活性化することが言える.

本結果は,熱 による酵母寿命変化に関連した膜機能とDEP速 度の相関を示している.酵

母の寿命は,細 胞分裂の回数に依存するものである.す なわち,DEP速 度 と寿命もしく

はそれに伴 う細胞機構は相関を示 し,酵 母における同化代謝(細 胞分裂)評 価への適用可

能性も示す.ま た,1MHz帯 でのDEP速 度がPI強 度(膜 損傷度)と の相関をより正確 に

反映していることから,速 度計測の際の周波数帯域を調整することで,DEP速 度計測 に

よる膜損傷及び菌代謝等の診断精度の向上にも期待が持てる.
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4.4走 査 型電子顕微鏡 による細胞表面 の損傷 評価

本節で は,4.2及 び4.3節 の蛍光染色法 による膜損傷評価 の妥当性 を確認す るために,走

査型電子顕微鏡(ScanningElectronMicroscope:SEM)を 用 いて各処理 を施 した酵母細

胞 における表面状態 の変化 を視覚的 に確認 した.

4.4.1細 胞表面 の処理温度依存性

酵母 に対す る5minの 加熱処理 によって,細 胞表面 に しわや くぼみが生 じた(図4.9参

照).こ の しわや くぼみが膜損傷で あると考 え られる.特 に,高 温処理時(60-80。C)に

お ける損傷 が顕著 であ り,処 理温度 の上昇 に伴 って細胞表面の損傷が進行 している様子が

確 認で きる.な お,28-800Cで の5min加 熱 による酵母細胞の顕著 な粒径変化 は見 られ

なか った.

4.4.2細 胞表面の処理時間依存性

酵母 に対する37。Cの 短時間(5min)処 理 によって,細 胞表面 にしわが生 じた(図4.9(b)

参照).一 方,長 時間処理 では損傷 はほとん ど生 じなか った(図4.9(c)参 照).本 結果 は,

37。Cの 長 時間処 理 による膜修復作用 の誘起 を示 唆す るものであ る.し か しなが ら,本 結

果 はあ くまで視 覚情報のみ による評価で あるため,本 推察の確証 には42及 び4.3節 の蛍

光染色法 やその他 の手 法に よる更なる検証 が必要 となる.
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4.5ま と め

本章 では,加 熱処理 に よ り膜 生理状態 を変化 させ た酵母 のDEP速 度 計測 を行 い,低 温

(37-47。C)処 理 における被熱 ス トレス時間に対 するDEP速 度の周波数特性 を精査 した.

処理 時間が5minの とき,周 波数 に依 らず,未 処理時の酵母が一番高 いRe[K(ω)*]を 示

し,処 理温度 が上昇するに従って値が低 下 した.特 に,高 周波数域 において,変 化が大 きく

なった.470Cに おいて,加 熱処理後 の被余熱 ス トレス時間(放 置時間)の 増加に伴 いDEP

速度 は減少 した.各 処理 を施 した酵母 に蛍光染色実験 を行 った結果,処 理温度の上昇 に伴

い酵母 の細胞膜損傷度 は増加 し,余 熱ス トレスの多寡が膜浸透機能 に影響 を与える ことが

分 かった.ま た,37。Cで の長時間(2h)処 理で は低周波数帯(50-100k且z)で 特 に高 い

DEP速 度 を示 し,膜 浸透機能 を活性化 させ た.以 上か ら,亜 致死性の低温ス トレス及 び

その余 熱に よ り酵 母の代謝機能が繊細 に変化す るこ とが分 かった.す なわち,37。Cで は

長 時間(2h)加 熱に よって,47。Cで は余 熱ス トレスの抑制 によって膜輸送 が活性化 され

た と推察 される.本 結果 は,DEP速 度 と膜損傷度 の相 関を示 すものである.ま た,DEP

速度 が膜輸送及び細胞分裂 に関連す る代謝機能 を反映 してい る可能性 があ る.
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第5章 加熱処理酵母における誘電泳動速度と

生育活性の相関検証

本章では,加 熱処理により代謝状態を変化させた酵母に対してコロニーカウント計測を

行い,熱 ス トレスが酵母の生育活性に及ぼす影響を検証 した.ま た,酵 母のDEP速 度 と

生育活性の相関を考察 した.

5.1生 菌率 の処理温度 特性

計測 した コロニー数 か ら,各 処理条件 での酵母の生菌(生 育活性 を有す る菌)数 を導 出

し,未 処理時の生菌数 に対 する比率(生 菌率)を 求めた.生 菌数 の多寡 と酵母 の生育活性 は

直接的 な相関があ る.故 に,生 菌率 は各処理条件 にお ける酵母 の生育活性 を表 している と

考 え られ る.た だ し,生 菌数が未処理時に比べて増加 している場合 に限 り,VNC(viable

butnon-culturable;細 胞は生 きているが培養 するこ とはで きない状態)細 胞の生育機能 の

取得や,熱 刺激 に よる出芽中の娘細胞 の単離 も,生 菌数変化の要 因 として挙 げられ る.図

5.1は,酵 母 を280C(301K,未 処理),37。C(310K),470C(320K),60。C(333K)

及び80。C(353K)で5min加 熱処理 した ときの生菌率の変化 を示 す.処 理温度の上昇 に

伴 い生菌率 が減少 した.低 温処理(37。C-47。C)の 場合 は,生 菌率 の変化 が緩や かで あ

り,生 菌の存在 を確 認で きた.一 方,高 温処理(60。C-800C)の 場合 は,生 菌率 が急激

に減少 し,全 ての菌 において生育能力の失活 が見 られた.な お,本 結果 はあ くまで生育活

性 を有 する菌体 に対 してのものであ り,VNC細 胞 の存在 を否定で きない.ゆ えに,本 処

理条件下 において,厳 密な意味での生死判別 を行 うには更な る検 証が必要 である.

以上 よ り,加 熱処理温度 の上昇 に伴いDEP速 度及び生育活性 が共に低下す ることか ら,

定性的ではあるが,両 者 に一定の相関が見込 まれ ることを示 した.ま た,高 温処理(600C

-80。C)に おいて,酵 母が生育活性 を持 たないVNC細 胞 となっている場合 を仮定する.こ

の とき,高 温処理時において高周波数(1-10MHz)域 で特 に顕著なDEP速 度の変化が,

VNC酵 母 の膜生理状 態及びそれに関連 した代謝 状態 を反映 してい る可能性があ る.た だ

し,こ の推察 は本結 果 によ り確証 され るものではな く,よ り詳細 な検証 を必要 とす る.
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5.2生 菌率 の放置時 間特性

47。C処 理酵母 にお ける生菌率の放置時間特性 を図5.2に 示す.放 置時間Ominで は未処

理時 と比べて約10%の 生菌率の増加が見 られた.ま た,放 置時間の増加 に伴 い生菌率 は低

下 した.本 結果 は,余 熱ス トレスのない放置時間Ominで は,酵 母の生育能力 が活性化 さ

れ ることを示唆する.ま た,放 置時間 の増加 によ り酵母 の生育機能が阻害 されたこ とを示

す.な お,放 置時間Ominに ついて は,47。C刺 激 によ り酵母の娘細胞が単離 し,疑 似的

な細胞分裂 が生 じたこ とによ り実質的な生菌数 が増加 した可 能性 がある.
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図5.2:生 菌率の放置時間特性
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5.3生 菌率 の処理 時間特性

37。C処 理酵母における生菌率の処理時間特性を図5.3に 示す.2h処 理時の生菌率が未

処理時に比べて約3%増 加した.一 方,5min処 理時の生菌率は未処理時に比べて約8%低

下した.こ れは,370C加 熱 における短時間処理は酵母の生育能力を阻害 し,長 時間処理

によって生育能力が回復もしくは活性化されることを示す.370Cで の長時間処理によっ

て酵母の生育能力が回復した要因として,前 章で示 した膜修復やそれに伴 う膜機能の改善

及び活性化が考えられる.ま た,生 菌数増加の要因として,寿 命延長作用による個々の酵

母における細胞分裂可能回数の増加が挙げられる.本 結果は,DEP速 度 と生育活性の相

関を示 した一例であるが,計 測精度をより高めた検証が必要である.
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図5.3:生 菌率の処理 時間特 性
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5.4ま と め

本章 では,加 熱処理 を施 した酵母 に対 して コロニーカ ウン ト計測 を行い,熱 ス トレスが

酵母 の生菌数及び生育活性 に及ぼす影響 を検証 した.処 理温度 の増加 に伴 って,酵 母の生

育活性 は減少 した.低 温(28-470C)処 理 時は生菌率の減少 が緩やかであった.一 方,高

温処理時 は生育活性 を有す る菌の存在 は確認 されなか った.た だ し,本 計測 による厳密 な

死菌断定 は困難であ り,高 温処理時 においてもVNC状 態の生菌 が存在す る可能性 がある.

470C処 理 において,放 置時間の増加 に伴い生菌率 は減少 した.本 結果 は,余 熱 ス トレス

の抑制 に よ り,酵 母 の生育 能力が活性 化 され るこ とを示 唆する.ま た,370C処 理 におい

て,短 時間(5min)処 理では生菌数が減少 し,長 時間(2h)処 理 では生菌率 が上昇 した.

この要 因 として,前 章 で示 した370C長 時間処理 による膜修復及び膜活性 の上昇が考 え ら

れる.以 上 の結果は,DEP速 度 と生育活性の相関を示 した一例 である.し か しなが ら,コ

ロニーカ ウン ト計測法 は精度 の低 い評価 法であ り,DEP速 度 と生育活性 の相関 の確認 に

は,よ り精密 な検証 が必要 である.
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第6章 加 熱 処理 酵 母 に お け る誘 電泳 動 速度

(Re[K(ω)*])の 数 値 解 析

本章では,酵 母の等価誘電体モデルによる数値解析から誘電泳動速度の決定因子である

Re[K(ω)*]を 導出し,誘 電泳動速度 と細胞電気定数の相関を精査 した.さ らに,数 値解析

により求めたRe[K(ω)*]の 理論値及び誘電泳動速度から導出したRe[K(ω)*]の 実測値の

周波数特性を比較 し,加 熱処理が酵母の各層の電気定数に及ぼす影響について考察 した.

6.1解 析 手 法

本解析では,酵 母 を細胞外壁(Outerwall),細 胞内壁(lnnerwa11),細 胞膜(Membrane)

及び細胞質(Cytoplasm)の 四層 か らなる球体 としてモデル化 し(図6.1参 照),各 層 の電

気特性 に依存す るクラウジ ウス ・モ ソッテ ィ関数 実部Re[K(ω)*]の 変化率 を求め た.解

析 に用 いたパ ラメー タを表6.1に 示 す.各 層 の導電率及び誘電率 については,文 献[1]の 値

を参照 した.な お,媒 質 は蒸留水 とし,導 電率0.2mS/m,比 誘電率78.3と した.

式(2.7)よ り,Re[K(ω)*]を 導出す るために は,粒 子の各層 の複 素誘 電率6*を 均質化

し,粒 子 を単層球体 と見 な した ときの等価 的な複素誘電率 ♂'を 求 める必要がある.図6.2

に本解析で用いた二層球体の均質化モデル を示す.複 素誘電率Ei及 び 弓 の二層か らなる

球体 について考 えるとき,球 体 の等価複素誘電率E*'は61及 び φ を用 いて次式の ように表

せ る.

E*t-E2(亀)3+2(講

(驚)3-(鵯))(6・1)

ここで,Rl及 びR2は 各層 の半径 である.球 状 四層モデルにおいて,各 層の複素誘電率 を

順次均質化 することで,球 全体 の等価複素誘電率 を導出 した.本 解析 における周波数範囲

は,計 測 時 と同様 に104-107Hzと した.
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表6.1:四 層球状 モデルの電 気的及び幾何学的パ ラメータ

Region Radius(μm)Ef σ(S/m)

Cytoplasm

Membrane

Innerwall

Outerwall

2.500

2.508

2.708

2.758

51

5

60

6

1

10-7

0.01

0.02

Suspensionconduc七ivity

Suspensionrela七ivepermittivity

0.2mS/m

78.3

郡 R4

図6.1:酵 母 の球状四層モデル

距
↑

R2

図6.2:二 層球体 の均質化 モデル
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6.2Re[K(ω)*]の 誘 電 率 依 存 性

酵母 は,大 腸 菌な どとは異 な り,最 外殻 に厚 い細胞壁 を持 つ.酵 母の細胞 は,細 胞壁 に

よってその形状 を保持 し,ま た外部刺激 か ら細胞 内部 を保護 している.細 胞壁 の直下 には

細胞質 を覆 うよ うに細胞膜が存在 し,細 胞 の生存 に必要 とされ る重要 な機能 を担 っている.

この ような構造 を持 つ酵母 に対 して熱ス トレスを負荷す ると,細 胞壁や細胞膜 を構成す る

タンパ ク質 が熱変性 し,酵 母 表面か ら徐 々に断片破壊が生 じる.細 胞 壁及び細胞膜の断片

破 壊 によ り空隙が生 じる と断片部位 よ り外部媒質 が流入 し始 める.細 胞膜 の損傷 が進行す

ると,細 胞質 内の物質が外部 に漏洩 し,細 胞質の イオ ン濃度 は低下す る.こ の とき,細 胞

質のイオ ン濃度 を保 ち生体機能を維持す るために,液 胞 と呼ばれる細胞 内物質が肥大する.

細胞膜 の損傷 が さらに進み,細 胞 内物質 の漏洩が深 刻 になる と,細 胞 は生体機能 に障害を

起 こし,生 育能力 を失 う[2].以 上 のような損傷過程 によ り,加 熱処理酵母 における各層の

電気特性 は経時的 に変化 し,そ れ に伴 ってRe[K(ω)*]が 変動す る.実 際 に浅見 らは,30-

70。Cで10min加 熱処理 した酵母懸濁液の誘電率及び導電率 の変化 を計測 してい る[3].処

理温度 の上昇 に伴 い酵母懸濁液 の誘電率が低下 し,ま た導電率 が上昇する ことを明示 した.

本節 では,酵 母 の細胞外壁,内 壁,膜 及び細胞質 において各層の比誘電率 を,真 空の比

誘 電率で ある1か ら水 の比誘 電率程 度で ある100の 範 囲で変化 させ た ときのRe[K(ω)*]

の変動 を数値 的に計算 した(図6.3参 照).上 述 した損傷過程 によ り,加 熱処理酵母で は,

液胞 の肥大化に よる粒径変化及びそれ に伴 う各層の厚 み変化が予想 される.し か しなが ら,

3章 で述 べた光学顕微鏡 による観察 の範 囲内で は酵母 の粒径 変化 は見 られ なか ったため,

各層 の厚 みは変化 しない もの と仮定 して計算 を行 った.な お,縦 軸 は文献 国 の基準値 か

ら算 出 したRe[K(ω)*]に 対 する変化率 を表す.

細胞外壁 及び内壁 につ いては,低 中周 波数 域(50k且z-1MHz)で はほ とん ど変化せ

ず,10MHz帯 で変化 した.特 に,内 壁の比誘電率が5程 度 にな るとRe[K(ω)*]は 元の半

分程度 にまで低下 した.細 胞膜 について は,全 周波数域でRe[K(ω)*]が 大 き く変化 した.

特 に,比 誘電率1-20の 範 囲におけるRe[K(ω)*]の 変動 が顕著で あ り,比 誘電率30程 度

になる とRe[K(ω)*]は 飽和 した.細 胞質 において は,誘 電率変化 による影響 は見 られ な

かった.本 結果 は,4章 で示 した加熱処理温度 の上昇 に伴 う全周波数域 でのDEP速 度低

下が,細 胞膜誘電率 の低下 に起因す ることを示 している.な お,細 胞膜誘電率低 下の要 因

として,細 胞膜の熱変性 による組成変化な どが考 えられ る.
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6.3Re[K(ω)*]の 導 電 率 依 存 性

前述 した とお り,酵 母 に加熱処理 を施 す と,細 胞外壁か ら徐 々に損傷 し,外 部媒質 が細

胞 内部へ流入 し始 め る.従 って,熱 ス トレスに より損傷が進行 するに伴 って,各 層 の導電

率 は外部媒質の導電率 に近似 してい くと考 えられる.本 節では各層 の導電率 を外部媒質の

2.0×10-4S/mか ら細胞質の導電率1.OS/mの 範囲 内で変化 させた ときのRe[K(ω)*]の

変動 を数値 的に解析 した(図6.4参 照).な お,細 胞膜導電率 の基準値は外部媒質の導電率

に比べて非常 に小 さい値であるため,細 胞膜 に限 り,導 電率 を2.0×10-7S/m-2.0×10-4

S/mの 範 囲で変化 させた.各 層の厚 みについて は,前 節 と同様 に変化 しない もの と仮定 し

た.細 胞膜 を除いて,外 部媒 質の流 入による各層の導電率上昇 は見込め ないため,本 節で

は,特 に,各 層 の基準導電率 か ら外部媒質 の導電率の範 囲にお けるRe[K(ω)*]変 化 に注

目 して考察 を行 った.

細胞外壁及 び細胞質 の導電 率に対 して,Re[K(ω)*]は 高周波数域(1-10M且z)で 大

き く変化 した.細 胞外壁 において,1MHzで は2.0×10-3S/mでRe[K(ω)*]が 急激 に

低下 した.10MHzで は,導 電率2.0×10-2S/mを 起点 に減少 し,2.0×10-3S/mに な

る とRe[K(ω)*]は 元の半分程度 の値で飽和 した.ま た,細 胞質 の導電率変化 に対 してRe

[K(ω)*]は 非常に大 きく変動 し,各 四層 の中で最 も大 きい変化率 を示 した.1MHz帯 及び

10MHz帯 の細胞 質導電率 が10-2-10-3S/m及 び10-1-10-2S/m程 度 にな るとRe

[K(ω)*]は 負領域 まで低下 した.本 結果 は,4章 で示 した加熱処理温度 の上昇 に伴 う高周

波数域で特 に顕著なDEP速 度低 下が,細 胞外壁 及び細胞質導電率 の低下 に起 因す ること

を示 してい る.な お,細 胞外壁及 び細胞質 における導電率低下 の要因 として,熱 損傷 によ

る外部媒質の流入や細胞質内物質の漏洩 が考え られる.以 上 の数値解析結果 よ り,4章 で

示 したDEP速 度 の処理温度特性 は,細 胞外壁,細 胞膜及 び細胞質 などの酵母全域の損傷

度合 によって決定づ け られ ると推察 され る.

内壁 については,低 周波数域(50-100kHz)で はIO-2-10-3S/mに おいて,1MHz

帯 で は10-1-10-2S/mに おいて,Re[K(ω)*]が それぞれ変動 を見せ た.10M且z帯 で

は,内 壁 の導電率変化の影響 を受けなかった.細 胞膜 について は,導 電率 が媒質 の値 に近

づ くに伴 い変化 が大 き くな り,各 四層の 中で唯 一,Re[K(ω)*]の 上昇 を示 した.本 結 果

は,37。Cの 長時間処理 で生 じる低周波数域 での顕著 なDEP速 度 上昇が細胞膜導電率 上

昇に起 因するこ とを示唆す る.な お,細 胞膜導電率 上昇 の要因 と して,熱 損傷 による外部

媒 質流 入,ま た は膜輸送等 に関連 した代 謝の活性化 によるイオ ン濃度 上昇が考 え られ る.

ここで,本 研 究における蛍光染色及びSEM画 像結果 よ り,370C処 理 において,細 胞表面

(細胞壁)及 び細胞膜の損傷 は軽微 である ことが示 されてい る.従 って,370C処 理 におけ

る細胞膜導電率上昇の主要 因は,膜 代謝 の活性化 によるイオ ン濃度上昇 である と考 えられ

る.以 上 よ り,4章 で示 したDEP速 度 の処理 時間特性 は,細 胞膜 に関連 した代謝 の活性

度 に よって決定づ け られる と推察 され る.
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6.4ま とめ

本章では,酵 母の等価誘電体モデルによる数値解析から酵母の各層の電気特性変化によ

るRe[K(ω)*]の 周波数特性を求めた.特 に,細 胞膜の誘電率変化により,全 周波数域で

のRe[K(ω)*]が 変動 した.ま た,加 熱処理温度による高周波数域でのDEP速 度変化は細

胞外壁及び細胞質の導電率に依存することを解析により示した.本 結果は,DEP速 度の

処理温度特性が,細 胞外壁,細 胞膜及び細胞質などの熱損傷に起因することを示唆する.

さらに,細 胞膜の導電率が媒質の値に近づ くに伴い変化が大きくな り,各 四層の中で唯
一

,Re[K(ω)*]の 上昇を示 した.本 結果は,37。C処 理で生じる低周波数域で顕著なDEP

速度変移が細胞膜の導電率変化に起因することを示す.37。C処 理において,細 胞膜の損

傷は軽微であることか ら,DEP速 度の処理時聞特性は,細 胞膜に関連 した代謝によって

決定 されると推察 される.本 結果は,酵 母におけるDEP速 度 と代謝の相関を数値解析的

に示 した一例である.
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第7章 総論

7.1結 論

本研究では,誘 電泳動速度計測を用いた生体粒子の代謝活性評価システムの構築 を目的

として,加 熱処理酵母における誘電泳動速度と代謝状態の相関について検証した.本 研究

室では,こ れまでに,誘 電泳動速度計測の基礎特性調査や,誘 電泳動速度の処理温度及び

処理時間特性を調査 してきた.

本論文では,酵 母 における加熱ス トレスの中でも,特 に,亜 致死性の低温(37-47。C)

処理における熱ス トレス印加時間に対する誘電泳動速度の周波数特性を精査した.致 死性

の高温処理 と比較し,酵 母に対する低温処理 は,菌 代謝状態により顕著な影響を与えると

予想される.ま た,加 熱処理時間の変動範囲を広 く設けることで,熱 刺激に対する酵母の

代謝応答を詳細に検討 した.さ らに,核 酸染色剤を用いた蛍光スペク トル強度測定により,

菌体の膜損傷度や膜輸送活性などの膜代謝 を生化学的に評価 し,膜 代謝状態 と誘電泳動速

度の相関を検証 した.

短時間(5min)処 理において,処 理温度の増加に伴い,誘 電泳動速度は全周波数域で

低下 した.特 に,高 周波域(1-10M且z)に おける速度低下が顕著であった.47。Cに お

いて,加 熱処理後の被余熱ス トレス時間(放 置時間)の 増加に伴い誘電泳動速度は減少し

た.各 処理を施 した酵母に蛍光染色実験を行 った結果,処 理温度の上昇に伴い酵母の細胞

膜損傷度は増加し,余 熱ス トレスの多寡が膜浸透機能に影響を与えることが分かった.ま

た,370Cで の長時間(2h)処 理では,低 周波数帯(50-100kHz)に おいて特に高い誘電

泳動速度を示 し,膜 浸透機能を活性化させた.以 上から,370Cで は長時間(2h)加 熱に

よって,47℃ では余熱ス トレスの抑制によって膜輸送が活性化された と推察される.本 結

果は,誘 電泳動速度 と膜損傷度の相関を示すものである.ま た,誘 電泳動速度が膜輸送及

び細胞分裂に関連する代謝状態を反映している可能性がある.

また本論文では,コ ロニーカウント法を用いて,酵 母における生育活性と誘電泳動速度

の相関を調査 した.短 時間(5min)処 理において,加 熱処理温度の上昇に伴い酵母の生

育活性は低下 した.370C処 理について,長 時間(2h)処 理では生菌率が上昇した.ま た,

47。C処 理において,放 置時間の増加に伴い生菌率 は減少した.以 上の結果は,誘 電泳動

速度 と生育活性の相関を示した一例であるが,計 測精度を高めた検証が必要である.

以上より,亜 致死性の低温ス トレス及びその余熱により酵母の代謝機能が繊細に変化す

ることが分かった.ま た,本 結果は,定 性的ではあるが,酵 母における誘電泳動速度 と代

謝状態の相関を示す.

さらに,酵 母の等価誘電体モデルによる数値解析から,誘 電泳動速度の決定因子である

クラウジウス ・モソッティ関数実部Re[K(ω)*]と 細胞電気定数の相関を考察 した.酵 母の

細胞外壁,細 胞内壁,細 胞膜及び細胞質において,各 層の電気特性変化によるRe[K(ω)*]
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の周波数特性を求めた.細 胞膜の誘電率変化により,全 周波数域でのRe[K(ω)*]が 変動

した.ま た,細 胞外壁及び細胞質の導電率変化が高周波数域の,細 胞膜の導電率変化が低

周波数域のRe[K(ω)*]変 動に大きく影響 した.本 結果は,細 胞膜の誘電率低下や,細 胞

外壁及び細胞質の導電率低下が誘電泳動速度の処理温度特性の要因 となることを示す.ま

た,細 胞膜の導電率上昇が誘電泳動速度の処理時間特性に寄与することを示 している.

本論文では,誘 電泳動速度計測による菌代謝状態の評価が可能であることを明示 した.

本結果は,誘 電泳動速度計測を用いた生体粒子における代謝活性評価システムの構築に寄

与するものである.
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7.2今 後 の 展望

7.2.1酵 母の代謝状態 にお ける熱 ス トレス依存性の精査

本論文では,熱 ス トレスに起因する酵母の代謝変動 と電気定数変化の相関を示 した.し

かしながら,本 計測法は代謝量の評価については改善の余地があり,他 の試薬や計測法 と

の比較による,よ り精密な検証を要する.ま た,本 研究で行った膜代謝及び生育活性に関

する代謝評価の他に,発 酵及び呼吸活性の計測,ス トレス応答性 タンパク質の検出,核 酸

の定量などを行 うことで,誘 電泳動速度と代謝のより直接的な相関を精査する必要がある.

7.2.2各 種 外因性 ス トレスに対す る代謝評価

本研究では,代 謝状態の異なる微生物を作成するために,加 熱処理を採用した.一 般的

に,微 生物の代謝状態は,様 々な環境ス トレスによって変化する.酵 母に対して,熱 以外

の外因性ス トレスである酸化,低 酸素,浸 透圧及びUV照 射などを施すことにより,加 熱

処理時 とは異なるメカニズムで代謝応答することが予想される.ゆ えに,諸 外因ス トレス

に対する酵母の誘電泳動速度 と代謝変動を評価することにより,誘 電泳動速度計測の精度

を高めることが可能であると考えられる.

7.2.3誘 電泳動速度計測 システムの最適化

本研究では,誘 電泳動速度計測 として,高 速度 カメ ラによる泳動挙動の撮影,画 像解析

ソフ トウェアによる泳動軌跡の計測,及 び泳動軌跡 か らの速度算出の工程 を要 する.現 状

において,誘 電泳動速度計測 は迅速性 に欠 ける.故 に,酵 母の泳動速度 の算 出工程 を最適

化 し,計 測 に掛 かる時間 を短縮 する必要があ る.懸 濁液 中にお ける粒子 の挙動 に関す る有

用な計測技術 として,粒 子像流速計測法(ParticleImageVelocimetry:PIV)[1][2]及 び

粒子像追跡流速計測法(ParticleTrackingVelocimetry:PTV)[3][4]が ある.PIVは,流

体 中において高密度 に存在す る粒子群 にレーザー光を照射 し,散 乱光 の輝度分布か ら粒子

濃度 パ ターンの変異 を追跡す ることで流体の挙動(速 度)を 算出する手法 である.可 視化

された計測空間か ら画像処理 に より数 多 くの計測点で速度 と方 向を同時 に算 出す るため,

流速計 よ りも空間構造 が把握 しやすい点が特徴 である.ま た,流 速 が極めて遅い場合にも

対応で きる.た だ し,本 手法 は粒子一つ一 つの挙動 を追尾 するわ けではない.一 方,PTV

は,流 体中における個 々の粒子挙動 を追尾す るこ とで,粒 子 の位置や速度 を算出す る手法

である.実 際 に,藪 崎 らは,マ イ クロPTVを 用 いて直径4.3μmの ヤギの赤血球 の空間

分布及び速度分布 を計測 して いる 同 。

本研 究において,測 定対象 は粒径5.0μmの 酵母 であ り,上 述のPTVが 適用可能 である

と考 え られ る.従 って,今 後,誘 電泳動速度計測 にPTVを 併用す るこ とで,計 測時間 の

大幅な削減 が期 待で きる.
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付録1高 速度力メラでの泳動撮影

デ ジ タ ル カ メ ラ に 付 属 し て い るHAS-220BasicVer.1.05の 使 用 方 法

1.HAS-220BasicVer.1.05を 起 動

2.フ レ ー ム レ ー ト ・モ ー ドを 選 択

3.画 像 サ イ ズ は[MO]640x480S.CFG

4.フ ォ ー マ ッ トは モ ノ ク ロ

5.カ メ ラ リ ン ク フ ォ ー マ ッ ト8bit

6.ラ イ ブ で 顕 微 鏡 画 像 を 取 り込 む

7.赤 い 丸 ボ タ ン で 撮 影 開 始

8.撮 影 後aviで 保 存
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付 録2DippMotionPro2Dに よ る速 度 解 析

動画解析 ソフ ト(DippMotionPro2D)の 使用方法

1.フ ァイルか ら新規 プロジェク トを作成 し,使 用カ メラ台数(撮 影 した動画の数)を 設定

2.デ ー タ作成 を選択(動 画入力)

2D座 標入力 か らカメラを選択

追尾モー ドを選択(2値 化相関or相 関追尾)

部位選択(酵 母)

自動追尾 を行 う.自 動でで きない よ うで あれ ば,修 正追尾 を行 う

追尾で きた ら,フ ァイルか ら解析終 了

本工程 を撮影 した動画 の数 だけ行 う

3.キ ャリブ レーシ ョンを選択(2Dキ ャリブ レーシ ョン)

ファイルか らプロジ ェク ト参照.デ ータをロー ドす るカメラ番号 を選択

2Dキ ャ リブレー シ ョンの時間補 正を選 択

フレーム レー トを撮影動画 のフ レーム レー トに合わせ る

2Dキ ャ リブレー シ ョンの距 離補正 を選 択

2Dス ケールの補正係数 の取 得 を行 う

電極 間隔に合 わせ,実 際 の距離 を入力.そ の後原点 を入力

2Dキ ャ リブレーシ ョンの単位設定 を選択.単 位 を設定

ファイル か ら2Dキ ャ リブレー シ ョン終 了を選択

4.解 析 を選択

グラフか らxtグ ラフを選択.縦 軸 プロ ッ トの座標 をy座 標 に選択

グラフを表示 し,グ ラフデー タを保存

CSVフ ァイルで軌跡 が保存 され る
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付録3SEMに よる生物試料の撮影

走査型電子顕微鏡(SEM)に よる酵母の撮影方法

1.観 察対 象:酵 母懸濁液

濃度1.0×105CFU/ml

媒質 蒸留水(媒 質 がDMの 場合,白 い物質が析出す るため)

2.加 熱 方法:

通常通 り

3.試 料作製 方法:

プレパ ラー トを切 断 したものの表面 に懸濁液10μm滴 下

280Cの イ ンキュベータ内で乾燥 させ る

10号 館 のク リー ンルーム室前 の蒸着装置でAuス パ ッタ(5mA,1min)

4.観 察条件:

Auス パ ッタ時はSEMの 生物試料 を選択
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