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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検出用電極と、前記検出用電極上に配置され、検出対象の微生物の立体構造に相補的な
三次元構造の鋳型を備えたポリマー層とを有する検出部を備え、
　前記鋳型への前記微生物の捕捉状態に基づいて前記微生物を検出するセンサーであって
、
　前記ポリマー層は、検出対象とする微生物の存在下でモノマーを重合して前記微生物を
取り込んだ状態の前記ポリマー層を前記検出用電極上に形成する重合工程と、前記ポリマ
ー層に取り込まれた微生物の少なくとも一部を、溶菌酵素及びキレート剤を含む溶液に接
触させて破壊する破壊工程と、を有する製造方法により形成される、センサー。
【請求項２】
　前記検出部の前記検出用電極を一方の電極とする水晶振動子をさらに備え、
　前記水晶振動子の共振周波数の変化から前記ポリマー層の質量の変化を測定して前記微
生物の捕捉状態を検出する、請求項１に記載のセンサー。
【請求項３】
　前記モノマーが、ピロール、アニリン、チオフェンおよびそれらの誘導体からなる群か
ら選択される、請求項１または２に記載のセンサー。
【請求項４】
　前記モノマーが、ピロールまたはその誘導体からなる、請求項３に記載のセンサー。
【請求項５】
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　前記検出用電極の前記ポリマー層の形成面が粗面である、請求項１～４のいずれか一項
に記載のセンサー。
【請求項６】
　前記微生物は、全体または表面の電荷が負電荷過剰の状態にある、請求項１～５のいず
れか一項に記載のセンサー。
【請求項７】
　検出用電極と、前記検出用電極上に配置され、微生物の立体構造に相補的な三次元構造
の鋳型を備えたポリマー層とを有する検出部を備えた微生物を検出するセンサーの製造方
法であって、
　検出対象とする微生物の存在下でモノマーを重合して前記微生物を取り込んだ状態の前
記ポリマー層を前記検出用電極上に形成する重合工程と、
　前記ポリマー層に取り込まれた微生物の少なくとも一部を、溶菌酵素及びキレート剤を
含む溶液に接触させて破壊する破壊工程と、を有する製造方法。
【請求項８】
　前記モノマーが、ピロール、アニリン、チオフェンおよびそれらの誘導体からなる群か
ら選択される、請求項７に記載の製造方法。
【請求項９】
　微生物の立体構造に相補的な三次元構造の鋳型を備えたポリマー層であって、
　前記微生物の存在下でモノマーを重合して前記ポリマー層を形成する重合工程と、
　前記ポリマー層に取り込まれた微生物の少なくとも一部を、溶菌酵素及びキレート剤を
含む溶液に接触させて破壊する破壊工程と、を有する製造方法により製造される、ポリマ
ー層。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微生物を検出するためのセンサー、その製造方法、およびポリマー層に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　近年、医療産業、食品産業、農業、畜産、養殖、水処理施設などにおいて、微生物検出
への関心が高まっている。食品、医薬品、農薬などに存在する汚染微生物は、微量である
にもかかわらず、人の健康に大きく影響しうる。また、病院、老人介護施設における微生
物汚染が社会問題化している。さらに、多様な抗菌商品の流通、需要の高まりに見られる
ように、一般家庭における衛生管理にも関心が高まっている。たとえば、食品加工工場の
場合、出荷される食品の抜き取りでの細菌検査や工場内の環境中の細菌検査を実施してい
るが、培養法による測定の場合、結果が得られるまでに２４～４８時間程度要し、出荷す
るまでの保管コストが高くなる要因となるため、迅速な検出方法が求められている。また
、農業分野においても、たとえば水耕栽培の培養液中の細菌数が増加すると発病のリスク
が高まる。細菌数を早く把握することで素早く殺菌などの措置が取れるため、迅速な検出
方法は有効である。
【０００３】
　このような状況から、微生物汚染を簡単に検出できる技術の必要性が近年急速に高まっ
ている。また、医療現場においては、感染症の原因の病原菌を速やかに特定する必要があ
ることから、病原菌を迅速かつ高感度で検出できる技術が求められている。微生物の検出
・特定方法としては、たとえば、ＥＬＩＳＡ法、ウェスタンブロッティング法などの方法
が存在する。これらは、たとえば、抗体（一次抗体）と、微生物固有のタンパク質とを抗
原－抗体反応させた後、さらに標識した二次抗体を抗体（一次抗体）と反応させ二次抗体
の化学発光やＡＴＰの加水分解反応のモニターにより検出を行なう方法である。
【０００４】
　また、特開２００９－５８２３２号公報（特許文献１）には、分子鋳型を備えたポリマ
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ーの電気化学的性質を利用して、微生物由来のアニオン分子（ＡＴＰ、アミノ酸など）を
検出する方法について記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００９－５８２３２号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、上述の方法はいずれも微生物そのものを検出する方法ではない。また、
ＥＬＩＳＡ法などでは、微生物固有のタンパク質等に対する抗体を作製する必要があり容
易ではない。
【０００７】
　本発明は、迅速かつ簡便で、高感度に微生物を検出できる新規な微生物検出用センサー
、その製造方法、およびポリマー層を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、検出用電極と、検出用電極上に配置され、検出対象の微生物の立体構造に相
補的な三次元構造の鋳型を備えたポリマー層とを有する検出部を備え、当該鋳型への微生
物の捕捉状態に基づいて微生物を検出するセンサーである。上記ポリマー層は、検出対象
とする微生物の存在下でモノマーを重合して微生物を取り込んだ状態のポリマー層を検出
用電極上に形成する重合工程と、ポリマー層に取り込まれた微生物の少なくとも一部を、
溶菌酵素を含む溶液に接触させ破壊する破壊工程と、を有する製造方法により形成される
。上記センサーの好ましい形態は、破壊工程に用いる溶液がさらにキレート剤を含む。
【０００９】
　上記センサーの好ましい形態は、検出部の検出用電極を一方の電極とする水晶振動子を
さらに備え、水晶振動子の共振周波数の変化からポリマー層の質量の変化を測定して微生
物の捕捉状態を検出する。
【００１０】
　上記センサーにおいて、上記モノマーは、好ましくは、ピロール、アニリン、チオフェ
ンおよびそれらの誘導体からなる群から選択され、さらに好ましくはピロールまたはその
誘導体からなる。
【００１１】
　上記センサーにおいて、上記検出用電極の上記ポリマー層の形成面は、好ましくは粗面
である。
【００１２】
　上記センサーにおいて、上記微生物として、全体または表面の電荷が負電荷過剰の状態
にある微生物が好ましい。
【００１３】
　また、本発明は、検出用電極と、検出用電極上に配置され、微生物の立体構造に相補的
な三次元構造の鋳型を備えたポリマー層とを有する検出部を備えた微生物を検出するセン
サーの製造方法であって、検出対象とする微生物の存在下でモノマーを重合して微生物を
取り込んだ状態のポリマー層を検出用電極上に形成する重合工程と、ポリマー層に取り込
まれた微生物の少なくとも一部を、溶菌酵素を含む溶液に接触させ破壊する破壊工程と、
を有する製造方法である。
【００１４】
　また、本発明は、微生物の立体構造に相補的な三次元構造の鋳型を備えたポリマー層で
あって、微生物の存在下でモノマーを重合してポリマー層を形成する重合工程と、ポリマ
ー層に取り込まれた微生物を、溶菌酵素を含む溶液に接触させ破壊する破壊工程と、を有
する製造方法により製造される。
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【発明の効果】
【００１５】
　本発明のセンサーによると、迅速かつ簡便で、高感度に微生物を検出することが可能で
ある。また、本発明のセンサーの製造方法によると、迅速かつ簡便で、高感度に微生物を
検出することができるセンサーが提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】本発明にかかるセンサーのポリマー層の好ましい作製工程を模式的に示し、（ａ
）は重合工程前、（ｂ）重合工程後、（ｃ）は破壊工程後の断面図である。
【図２】本発明のセンサーにおいて、鋳型へ標的微生物が捕捉される様子の概略を示す模
式図であり、（ａ）は標的微生物である場合、（ｂ）は標的微生物でない場合を示す図で
ある。
【図３】本発明にかかるＱＣＭセンサーの概略構成を示す模式図である。
【図４】緑膿菌の電子顕微鏡写真である。
【図５】実施例１における重合工程後のポリピロール層表面の電子顕微鏡写真である。
【図６】実施例１の破壊工程後に滅菌水で洗浄した後のポリピロール層表面の電子顕微鏡
写真である。
【図７】参考例１の破壊工程後に滅菌水で洗浄した後のポリピロール層表面の電子顕微鏡
写真である。
【図８】実施例１のセンサーを用いた微生物検出時における水晶振動子の共振周波数変化
を示すグラフである。
【図９】参考例１のセンサーを用いた微生物検出時における水晶振動子の共振周波数変化
を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明のセンサーは、検出用電極と、検出用電極上に配置され、微生物の立体構造に相
補的な三次元構造の鋳型を備えたポリマー層とを有する検出部を備え、鋳型への微生物の
捕捉状態に基づいて微生物を検出するものである。
【００１８】
　本発明のセンサーのポリマー層は、検出対象とする微生物（以下、「標的微生物」とも
いう）の存在下でモノマーを重合して微生物を取り込んだ状態のポリマー層を検出用電極
上に形成する重合工程と、ポリマー層に取り込まれた微生物の少なくとも一部を、溶菌酵
素を含む溶液に接触させ破壊する破壊工程とを有する製造方法により形成される。
【００１９】
　以下、図面を参照しながら、本発明の好ましい実施形態を説明する。
　［センサーにおけるポリマー層の作製］
　図１は、本発明にかかるセンサーのポリマー層の好ましい作製工程を模式的に示す断面
図である。図１では、モノマーとしてピロールを用いる場合の実施形態を示す。まず、図
１（ａ）に示すように、検出用電極１１に接触する環境下に、微生物１３およびピロール
を含む溶液１２を準備する。溶液１２中に含まれるポリマー層を構成するモノマーの濃度
としては１ｍＭ～１００Ｍとすることができ、微生物１３の濃度は１～１×１０１０ｃｆ
ｕ／ｍＬとすることができる。
【００２０】
　重合工程（Ｓｔ１）では、検出用電極１１を陽極とし、対電極（不図示）を陰極とする
電気分解を行い、ピロールの酸化的重合反応により、検出用電極１１上にポリピロール（
図１（ｂ）中「ＰＰｙ」は、ポリピロールの略である）からなるポリマー層１４を形成す
る。形成されたポリマー層１４には、微生物１３が取り込まれる。ピロールは、重合工程
で検出用電極１１に電子を放出するためにそれ自体は陽電荷を有し、この陽電荷を補償す
るために、全体または表面の電荷が負電荷過剰の状態にある微生物１３がポリマー層１４
中に取り込まれると考えられる。
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【００２１】
　次に、破壊工程（Ｓｔ２）において、図１（ｃ）に示すように、ポリマー層１４に取り
込まれた微生物１３を破壊する破壊工程を行なう。破壊工程は、リゾチームなどの溶菌酵
素を含む溶液に微生物１３を接触させて行なうことができる。かかる破壊工程により、微
生物１３が破壊され、微生物１３がポリマー層１４から放出される。破壊工程で用いられ
る溶液には、さらにキレート剤が含まれることが好ましい。破壊工程で用いられるキレー
ト剤としては、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）、ＥＧＴＡ、ＮＴＡ、ＤＴＰＡ、Ｈ
ＥＤＴＡ等が挙げられる。また、破壊工程で用いられる溶菌酵素としては、リゾチーム、
Ｎ－アセチルムラミターゼ、アクロモバクターエンドペプチダーゼ等が挙げられる。
【００２２】
　溶菌酵素を含む溶液を破壊工程で用いることにより、ポリマー層１４に取り込まれた微
生物１３を破壊することができ、破壊された微生物１３がポリマー層１４から放出され鋳
型１５が形成される。溶液中に含まれるキレート剤は溶菌酵素による溶菌作用の発現をよ
り容易にするものと考えられ、したがってキレート剤を含むことにより微生物１３の破壊
の程度を大きくすることができ、破壊にともなって微生物１３がポリマー層１４から放出
されることを容易にするものと解される。溶菌酵素とキレート剤を用いることで、容易に
破壊工程の効率を向上することができ、後述するように、キレート剤を用いないものに比
べ、センサーの検出感度を向上することができる。破壊工程で用いられる溶液中の溶菌酵
素の濃度は１～１０００ｍｇ／ｍＬであることが好ましい。キレート剤を添加する場合に
は、溶液中のキレート剤の濃度は１０～１０００μｇ／ｍＬであることが好ましい。溶菌
工程において、溶菌酵素を含む溶液をポリマー層１４に取り込まれた微生物１３に接触さ
せる時間は、１２～４８時間であることが好ましい。なお、破壊工程においては、上記の
ように溶液と微生物とを接触させる処理とともに、加温処理、超音波処理等を組み合わせ
て行ってもよい。
【００２３】
　ポリマー層１４中の微生物１３が存在した領域は、微生物１３の立体構造に相補的な三
次元構造を有する鋳型１５となる。このように形成された鋳型１５を備えたポリマー層１
４と、検出用電極１１との積層体が、本発明のセンサーにおける検出部１７を構成する。
検出部１７におけるポリマー層１４の厚さは、たとえば０．１～１０μｍとすることがで
きる。
【００２４】
　検出対象の微生物１３としては、全体または表面の電荷が負電荷過剰の状態にある微生
物であれば特に限定されることはなく、大腸菌のEscherichia属、緑膿菌などのPseudomon
as属、Acinetobacter　calocoaceticusなどのAcinetobacter属を始め、Serratia属、Kleb
siella属、Enterobacter属、Citrobacter属、Burkholderia属、Sphingomonadase属、Chro
mobacterium属、Salmonella属、Vibrio属、Legionella属、Campylobacter属、Yersinia属
、Proteus属、Neisseria属、Staphylococcus属、Streptococcus属、Enterococcus属、Clo
stridium属、Corynebacterium属、Listeria属、Bacillus属、Mycobacterium属、Chlamydi
a属、Rickettsia属、Haemophilus属の細菌が例示される。また、ウイルスとしては、A型
肝炎ウィルス、アデノウィルス、ロタウィルス、ノロウィルスが、真菌としてはカンジダ
が、原虫としてはクリプトスポリジウムが例示される。微生物の全体または表面の電荷は
、ｐＨなどの溶液１２の水質により変化する。たとえば、微生物の表面にはカルボキシル
基、アミノ基、リン酸基などの種々の官能基があるが、それらの官能基を含む表面はｐＨ
が高くなると負に帯電する。そのため、鋳型を形成する際や測定する際に、負電荷過剰の
状態にするために、たとえば、溶液１２をアルカリ性にするなどしても良い。
【００２５】
　図１においては、モノマーとしてピロールを用い、ポリマー層としてポリピロール層を
形成する場合について説明したが、ポリマー層の原料となるモノマーとしてはピロールに
限定されることはなく、他には、アニリン、チオフェン、それらの誘導体等が例示される
。
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【００２６】
　検出用電極１１の材料は特に限定されることはなく、金電極、金とクロムとの多層電極
、金とチタンとの多層電極、銀電極、銀とクロムとの多層電極、銀とチタンとの多層電極
、鉛電極、白金電極、カーボン電極等が例示される。検出用電極１１のポリマー層１４が
形成される面には、粗面化処理が施されていることが好ましい。検出用電極１１のポリマ
ー層１４が形成される面が粗面であることにより、ポリマー層１４との密着性が向上し、
また電極の表面積が拡大するという効果がある。たとえば、検出用電極１１として金電極
を用いた場合、金電極表面にプラズマエッチングを施し、その後金ナノ粒子を固定するこ
とにより粗面化処理する粗面化工程を行なうことができる。検出用電極表面１１の表面粗
さは、中心線平均粗さで、たとえば０．４～５０μｍとすることができる。
【００２７】
　［鋳型への標的微生物の捕捉］
　図２は、鋳型へ標的微生物が捕捉される様子の概略を示す模式図である。図２（ａ）は
試料溶液中の微生物１３ａが標的微生物である場合を示し、図２（ｂ）は試料溶液中の微
生物１３ｂが標的微生物でない場合を示す。図２（ａ）、（ｂ）に示すように、まず、ポ
リマー層１４と検出用電極１１からなる検出部１７に接触する環境下に、試料溶液を準備
する。負に帯電している微生物が、正に帯電したＰＰｙ膜との静電相互作用などにより、
検出部１７の方向に移動すると、鋳型１５の三次元構造と相補的な立体構造の微生物１３
ａは鋳型１５内に捕捉されるが（図２（ａ））、鋳型１５と相補的でない微生物１３ｂは
鋳型１５内に捕捉されない（図２（ｂ））。なお、微生物の移動は、微生物の能動的な移
動であっても良いし、電気泳動、誘電泳動や水流などによって動かしたり、あるいは単に
沈殿したり、拡散したりするものであっても良い。また、微生物以外の、たとえば、泥、
鉄さびといった濁質が水に含まれていた場合であっても、それらも鋳型１５と三次元的形
状、荷電状態等が異なり相補的でないため、捕捉されない。そのため、標的微生物と他の
濁質の識別が可能である。
【００２８】
　［標的微生物の検出］
　微生物１３ａが鋳型１５内に捕捉されると、ポリマー層１４および検出用電極１１から
なる積層体に、たとえば、質量変化、導電特性変化、電気容量変化、光反射率変化、温度
変化等が生じる。本発明のセンサーにおいては、このような変化を検出して、微生物の鋳
型１５への捕捉状態を検出する。そして、捕捉状態に基づいて標的微生物の検出が可能と
なる。このような検出により、標的微生物の迅速かつ高感度の検出が達成され得る。質量
変化の検出方法の具体例として、水晶振動子の共振周波数の変化を検出する検出方法が挙
げられる。以下、本発明のセンサーの好ましい一例である、水晶振動子マイクロバランス
（ＱＣＭ）センサーについて説明する。
【００２９】
　（ＱＣＭセンサー）
　図３は、ＱＣＭセンサーの概略構成を示す模式図である。ＱＣＭセンサー３３は、溶液
を保持するセル２７と、セル２７の底部に配置された水晶振動子３２と、発振回路２２と
、周波数カウンタを有するコントローラ２１とを備える。水晶振動子３２は、図１に示し
た工程により作製された検出部１７と、水晶片２４と、対電極（第２対電極）２３とが順
に積層されてなる。ＱＣＭセンサー３３は、さらに、試料溶液３１内に浸漬される対電極
（第１対電極）１６と、参照電極３０とを備え、検出部１７の検出用電極１１と対電極１
６の間に直流電源を接続することができる。
【００３０】
　まず、セル２７内に試料溶液３１を添加する。そして、発振回路２２により検出用電極
１１と対電極２３との間に交流電圧を印加し、水晶片２４を振動させる。ポリマー層１４
の鋳型１５に微生物が捕捉されると、検出部１７の質量に変化が生じ、水晶片２４の共振
周波数が変化する。コントローラ２１内の周波数カウンタは、発振回路２２からの信号を
受けて、共振周波数値を測定する。共振周波数値の変化から微生物の捕捉状態が検出され
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る。
【００３１】
　図３に示すＱＣＭセンサー３３を用いて、検出用電極１１表面の粗面化処理、および図
１に示した工程にしたがって、検出用電極１１上にポリマー層を形成することができる。
これらの場合は、検出用電極１１、水晶片２４、対電極２３がこの順で積層された水晶振
動子をセル２７の底部に配置し、検出用電極１１と対電極１６との間に直流電源を接続し
て行なう。ＱＣＭセンサー３３を用いたポリマー層の形成においては、ポリマー層形成時
に併せて水晶振動子の共振周波数変化をモニターすることにより、ポリマー層の形成の進
行状況を確認することができる。検出対象の微生物が複数種類存在する場合には、それぞ
れの本発明にかかる鋳型を個々に形成して、それらを組合せることにより、或いは単一の
鋳型の中に複数の微生物に対応した鋳型が同時に形成されることにより、同時に複数種類
の微生物を検出することも可能である。
【００３２】
　本発明のセンサーによると、たとえば、数分～数１０分で細菌を検出することも可能で
あり、培養法と比較してはるかに迅速に検出することができる。また、蛍光染色に必要な
染色試薬や、ＡＴＰで菌数を測定するのに必要なＡＴＰ抽出試薬などを使用せずに検出す
ることができるため、浄水器、ウォーターサーバーあるいは自動製氷装置などの機器への
組み込みや自動化が容易である。また、水質検査、食品検査での細菌検査ツールとして、
浄水場や、飲料品・食品工場での利用が可能である。更に具体的には、貯水タンクや配管
経路などの装置内の細菌を自動的に検知し、ユーザーに報知したり、自動的に殺菌・洗浄
などの対策をしたりすることができる。また、浄水場での上水の配管ラインに装置として
組み込んで配水される水の細菌を検知することも可能である。
【００３３】
　上述のセンサーにおけるポリマー層は、センサーの構成要素以外にも、微生物の立体構
造に相補的な三次元構造の鋳型を有することを利用した微生物捕捉装置、微生物形状認識
装置、微生物追跡装置、また、多孔質体であることを利用した触媒担体などに用いること
も可能である。
【実施例】
【００３４】
　以下、本発明を実施例によって説明する。以下の実施例は、本発明を例示するものであ
って、本発明を制限するものではない。
【００３５】
　以下の実施例１、参考例１において、ポリマー層の作製は電気化学測定システム（Ｍｏ
ｄｅｌ８４２Ｂ、ＡＬＳ社製）を用いて行ない、参照電極にはＡｇ／ＡｇＣｌ（飽和ＫＣ
ｌ）、対電極（第一対電極）にはＰｔ棒（直径１ｍｍ、長さ４ｃｍ、（株）ニラコ製）を
用いた。下記において、電位はこの参照電極の電位に対する値を記載している。また、両
面に金電極（検出用電極と第２対電極）が設けられた水晶振動子（電極面積０．１９６ｃ
ｍ２、基本振動周波数９ＭＨｚ、ＡＴカット、角型、（株）セイコー・イージーアンドジ
ー製）を用いた。
【００３６】
　実施例１、参考例１では検出対象の微生物として、緑膿菌（Pseudomonas　aeruginosa
、ゼータ電位：－３３．８７ｍＶ）を用いた。図４は緑膿菌の電子顕微鏡写真を示す。
【００３７】
　＜センサーの作製＞
　［実施例１］
　（金電極の粗面化工程）
　金電極の表面に、ポリピロール層との密着性向上のため以下の手順にしたがい水晶振動
子積層体の金電極表面の粗面化処理を行なった。
１．　プラズマエッチング装置（ＳＥＤＥ／ｍｅｉｗａ　ｆｏｓｉｓ）により、金電極（
商品名：ＱＡ－Ａ９Ｍ－ＡＵ、（株）セイコー・イージーアンドジー製）表面に３０秒間
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エッチングを行なった。
２．　水晶振動子を、図３に示すようなＱＣＭセンサー３３のセル（ウェル型セル、商品
名：ＱＡ－ＣＬ４、（株）セイコー・イージーアンドジー製）２７の底部に設置した。そ
の後、３０ｎｍのクエン酸保護金ナノ粒子（０．０５７４ｗｔ％）を含んだ溶液５００μ
Ｌをセル２７に添加し、室温で２４時間放置した。
３．　金電極を純水で洗浄後、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム溶液（０．１Ｍ
）９ｍＬ、塩化金（III）酸四塩化物（０．０１Ｍ）２５０μＬ、ＮａＯＨ（０．１Ｍ）
５０μＬ、アスコルビン酸（０．１Ｍ）５０μＬを混合して調製した溶液（Ａｕナノ粒子
成長溶液）５００μＬをセル２７に添加し、室温で２４時間静置した。
４．　セル２７内の溶液を除去し、金電極を超純水で洗浄した。
【００３８】
　（微生物の鋳型を備えたポリピロール層の作製）
　以下の手順に従って金電極上にポリピロール層を作製した。
５．　１×１０９ｃｆｕ/ｍＬの緑膿菌を含む０．１Ｍのピロール水溶液を調製して修飾
溶液とした。
６．　上記で粗面化処理を施した金電極が配置されているＱＣＭセンサー３３のセル２７
内に、修飾溶液を添加し、修飾溶液内に第１対電極および参照電極を差し込んだ。
７．　修飾溶液中において定電位電解(＋０．９７５Ｖ、９０秒間)することで金電極上に
ポリピロールを析出させ、ポリピロール層を作製し（重合工程）、その後滅菌水でポリピ
ロール層を洗浄した。重合工程においては、水晶振動子の共振周波数のモニターも行なっ
た。重合工程後のポリピロール層について、走査型顕微鏡（ＳＥＭ）により表面観察を行
なった。ポリピロール層の厚みは約０．６μｍであった。
８．　ＥＤＴＡ溶液（４００μｇ／ｍＬ、ｐＨ：８．０７、Ｔｒｉｓバッファー）を作製
し、このＥＤＴＡ溶液にリゾチームを加えて溶解することでリゾチーム溶液（２０ｍｇ／
ｍＬ）を調製した。また、非イオン界面活性剤（商品名：Ｔｒｉｔｏｎ）を含むＴｒｉｔ
ｏｎ溶液（２０ｗｔ％、ｐＨ８．０３、Ｔｒｉｓバッファー）も併せて調製した。
９．　作製したリゾチーム溶液２５０μＬをセル２７内に添加して室温で１日間静置し、
さらにＴｒｉｔｏｎ溶液を２５０μＬ滴下して室温で１日間静置することで、ポリピロー
ル層に取り込まれた微生物の溶菌処理を行った（破壊工程）。
１０．　セル２７内の溶液を除去し、滅菌水でポリピロール層を洗浄した後、走査型電子
顕微鏡（ＳＥＭ）により表面観察を行った。
【００３９】
　［参考例１］
　上記した実施例１の「８．」において、ＥＤＴＡを含まないリゾチーム溶液（２０ｍｇ
／ｍＬ）を調製し、「９．」において、このリゾチーム溶液を用いた点以外は、実施例１
と同様にポリピロール層を作製した。
【００４０】
　＜ポリピロール層のＳＥＭによる表面観察＞
　図５は、実施例１における重合工程後のポリピロール層表面の電子顕微鏡写真を示す。
図５（ｂ）は、図５（ａ）の一部を拡大して示した電子顕微鏡写真である。図５において
、ポリピロール層の表面に緑膿菌が取り込まれた様子が観察された。
【００４１】
　図６（ａ）、（ｂ）は、実施例１の破壊工程後に滅菌水で洗浄した後のポリピロール層
表面の電子顕微鏡写真であり、図６（ｂ）は、図６（ａ）の一部を拡大して示した電子顕
微鏡写真である。図７（ａ）、（ｂ）は、参考例１の破壊工程後に滅菌水で洗浄した後の
ポリピロール層表面の電子顕微鏡写真であり、図７（ｂ）は、図７（ａ）の一部を拡大し
て示した電子顕微鏡写真である。図６においては、図７と比較して、取り込まれた緑膿菌
がほとんど存在せず、ポリピロール層において緑膿菌鋳型が形成されていることがわかる
。なお、図７（ａ）、（ｂ）においても、ポリピロール層の表面の一部に緑膿菌が存在す
るものの、同時に鋳型が形成されていることがわかる。
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　＜微生物の検出＞
　（検出実験）
　上述のようにして作製した、ポリピロール層が表面に形成された水晶振動子をセルの底
部に備えたＱＣＭセンサーを用いて微生物の検出を行なった。セル内に微生物を含む試料
溶液を添加した。そして、水晶振動子の共振周波数をモニタリングした。
【００４３】
　（結果）
　図８は、実施例１のセンサーにおける水晶振動子の共振周波数変化を示すグラフである
。図８に示す結果から、実施例１のセンサーにおいては、緑膿菌（Pseudomonas　aerugin
osa）を含む試料溶液を添加した場合に、アシネトバクター（Acinetobacter　calcoaceti
cus）を含む試料またはブランクと比較して、共振周波数が大きく減少することが分かっ
た。共振周波数の減少は水晶振動子表面の質量の増加を意味しており、緑膿菌がポリピロ
ール層の鋳型に取り込まれることで水晶振動子表面の質量が増加したものと考えられる。
したがって、実施例１のセンサーでは緑膿菌を検出できることが分かる。
【００４４】
　図９は、参考例１のセンサーにおける水晶振動子の共振周波数変化を示すグラフである
。図９に示す結果から、参考例１のセンサーにおいては、緑膿菌（Pseudomonas　aerugin
osa）を含む試料溶液を添加しても共振周波数の減少が見られなかった。しかしながら、
図７（ａ）、（ｂ）から、ポリピロール層の表面に鋳型が形成されていることがわかるの
で、ここで用いた検出方法よりも高感度の検出方法を採用した場合には、参考例１のセン
サーによっても緑膿菌を検出できるものと解される。
【００４５】
　本発明に係るセンサーを用いれば、例えば、食品加工工場においては迅速かつ容易に微
生物を検出することができるため、不良品率の低減や保管コストの低減に役立つだけでな
く、所望の微生物の鋳型を形成して検出することによって、微生物の混入経路の把握や対
策の立案を容易に行うことができるようになる。
【符号の説明】
【００４６】
　１１　検出用電極、１２　溶液、１３　微生物、１４　ポリマー層、１５　鋳型、１６
　対電極（第１対電極）、１７　検出部、２１　コントローラ、２２　発振回路、２３　
対電極（第２対電極）、２４　水晶片、２７　セル、３０　参照電極、３１　試料溶液、
３２　水晶振動子、３３　ＱＣＭセンサー。
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