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1. 緒言 

水環境中には多種多様な化学物質が存在し，その中には毒性を持つものもある．それにより

生じるリスクを避けるためには，その種類や量を知ることが重要である．その際，特定物質の定量

を行うよりも，毒性物質が生体に与える影響の質や程度をとらえる方が有効な場合も多い．この

ため，生体の毒物に対する応答を利用して毒性を包括的に評価する手法であるバイオアッセイが，

重要性を増している．藻類細胞を用いたバイオアッセイは，毒性物質に対する感度や再現性が良

い試験法である．しかし，成長阻害を指標とするため，評価までに 3日程度の時間がかかる．また，

サンプリングしたその場でアッセイを行うことができない．このため，より簡便かつ迅速に毒性評価

できるデバイスが求められている．そこで本研究では，藻類細胞の光合成活性，鞭毛運動活性を

モニタリングする，新規バイオセンシングデバイスの開発を試みた．  

 

2. 光合成活性測定型藻類センサーの開発

これまでにも，光合成による酸素発生量の変化を酸素電極を用いて電気化学的に検出するバ

イオセンサーが開発されている．しかし，高価で，小型化，ディスポーザブル化が困難であった．

そこで本研究では，藻類細胞を比較的安価な透明電極上に固定化することで，光合成による酸

素発生量を簡便にモニタリングできる，小型化及びディスポーザブル化可能なバイオセンサーの

開発を試みた．  

藻類細胞は，単細胞緑藻である Chlorella vulgaris を用いた．藻類を固定化する電極には ITO

電極を用た．細胞の固定化担体にはアルギン酸ゲル，またはポリイオンコンプレックス膜を用いた．

細胞を固定化した電極を電解液に浸漬し，−0.7 V vs. Ag/AgClの電位を印加して，断続的に可視

光を照射した．このときの，藻類細胞の光合成により生ずる酸素の還元電流の増減をモニタリン

グした．また，毒物を含む溶液を添加したときの酸素還元電流の減少率から，酸素発生阻害率を

見 積 も っ た ． 毒 物 に は ， 除 草 剤 の ア ト ラ ジ ン (6-chloro-N-ethyl-N-isopropyl-1,3,5- 

triazine-2,4-diamine)と DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-diethylurea), 有機溶媒のトルエンとベ



ンゼンを用いた． 
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 図１ 光合成測定型バイオセンサーの原理 

 

ポリイオンコンプレックス膜を用いて細胞を固定化した電極の電流応答を図

照射すると，酸素還元電流が大きく増加した．このことから，ポリイオンコンプ

が光合成活性を保っていることが分かる．図３において，アトラジンを添加す

が徐々に減少していくことが分かる．アトラジン, DCMU, トルエン, ベンゼン

の 200秒後における酸素発生阻害率の濃度依存性を求め，50 %酸素発生阻

した．これを，従来の藻類成長阻害試験の結果(EC50)と比較したところ，4 種

いて，良い相関がみられた(図４）．酸素電極法に比べて測定時間は 10 倍程

アトラジンの検出限界も 4倍程度向上した． 
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図３ アトラジンに対する藻類固定化電極の応答 図４  

 

 

3. 光触媒リソグラフィー法による親水/撥水パターニングを利用した細胞チッ

 １つの電極上に複数種類の藻類を並べたアレイ電極を作製し，藻類の種類

の感受性が異なることを利用すれば，複数の毒性物質の種類や濃度を評価

になると考えられる．そこで，光触媒リソグラフィー法を使い，藻類アレイ電極
図２ 実験装置 

3に示す．可視光を

レックス膜内で藻類

ると，酸素還元電流

について，物質添加

害濃度(IC50')を算出

類の物質すべてにお

度短くなった．また，
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を作製した．光触媒



リソグラフィー法とは，酸化チタン光触媒から生じる活性酸素種，化学種によって基板表面が酸化

される現象を利用した固体表面のパターニング法である(図５)． 

 疎水性シランカップリング剤（オクタデシルトリエトキシシラン(ODS)）で修飾した透明電極を，光

触媒リソグラフィー法により部分的に分解した．分解した部位に poly(L-lysine)をキャストし，さらに

その上から藻類を含有させたアルギン酸溶液をキャストし，藻類固定化膜を作製した(図６)．これ

より，藻類細胞は ODS が分解された部位のみに固定化されていることが分かる．これにより，同

方法を用いた藻類細胞のパターニングが可能であることが示された． 
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 図５ 光触媒リソグラフィー法 

 

 

4. 鞭毛運動・重力走性を利用したバイオセンシングシステムの開発

藻類細胞の光合成以外の生理活性に対する阻害作用を検知す

胞を用いて，阻害物質の種類や濃度を評価できる可能性がある．こ

るクラミドモナスの鞭毛運動により溶液が攪拌される効果を，溶液

用いて電気化学的にモニタリング可能なセンシングシステムの開発

スは，反重力走性，走光性といった生理機能を示す．本システムで

システムの開発も行った． 

 単細胞藻類には Chlamydomonas reinhardtiiを用いた．藻類の鞭

が大きくなるほど電極表面近傍の拡散層が薄くなる．ここで，レドッ

ェロシアン化物イオンの電極酸化反応速度が電極への拡散速度に

律速にしておけば，拡散層が薄くなるほど酸化電流値は大きくなる．

電極近傍の藻類細胞の数と鞭毛運動の大きさに依存する． 

細胞懸濁液とフェロシアン化カリウム溶液を混合した後，フィルタ

フェロシアン化カリウムを含む培地中に浸漬させた．電極に+0.5 V 

アンペロメトリーを行った．定常期の藻類細胞（遊泳以外の生理活性

電流応答を図 7に示す．濃度に応じて酸化電流が減少することが分

って藻類細胞の遊泳が阻害され，鞭毛運動による電極表面近傍の

するためと考えられる．これにより，100 µMのトルエンが検出可能で
µm 

cells 

図６  藻類アレ
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は，反重力走性

毛運動による溶

クスマーカーと

依存する状況

したがってこの
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より高感度にトルエンを検出するために，反重力走性の評価法について検討した．藻類細胞は

反重力走性活性が高い，対数増殖期のものを用いた．トルエンを添加すると，酸化電流が濃度に

応じて増加することが分かった（図８）．トルエン添加前の藻類細胞は溶液上部に集まるが，トルエ

ンを添加すると反重力走性が阻害され，液面下に沈んで遊泳する（図８挿入図）．このため，電極

表面近傍に対流が生じ酸化電流が増加すると考えられる．この反重力走性を利用することで，遊

泳阻害よりも低濃度(10 µM)のトルエンが検出可能となった．また，薄層センサーシステムも開発

した． 
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図７ 定常期の藻類細胞のトルエ

ンに対する応答 
図８ 対数増殖期の藻類細胞

のトルエンに対する応答 
 

 

 

5. 鞭毛運動と走光性を同時に評価できるバイオセンシングシステムの開発4

上記 4で開発した反重力走性を検出するシステムは，重力というトリガーの on/offができな
かった．また，得られた応答が単一のため，その応答が鞭毛打活性，反重力走性，その他の

電極反応のうちどれを示しているのか，直ちには区別ができないという問題があった．そこで，

鞭毛打活性の変化とともにトリガーの on/oｆｆが容易な走光性の変化をモニタリングできるシス
テムを開発した．光源の近くと遠くにそれぞれ電極を配置した電気化学セルを用いた（図９）．

鞭毛打活性の変化は，両方の電極に同様の変化をもたらすが，走光性の変化は，異なる変

化をもたらす．  
細胞懸濁液中の作用極(W. E.1, 2)に+0.3 V vs. Ag/AgClの電位を印加し，測定途中から走
光性を引き起こす青緑色光を照射したときの典型的な電流応答を図１０に示す．W. E. 1は，
酸化電流が大きく減少した後，徐々に増加した．定常電流値は，光照射前よりも大きくなった．

W. E. 2は，電流値が減少した後増加するが，定常電流値は光照射前よりも小さかった．一過
的な電流値の減少は，クラミドモナスの一過的な強い正の走光性（光源方向に集まる性質）

のためであると考えられる．また，定常電流がW. E. 1で増加し，W. E. 2で減少するのは，用
いた細胞が定常状態において正の走光性を持つことを示す．次に，細胞懸濁液中に阻害剤

を添加した溶液を用いて，走光性阻害試験を行った．ジルチアゼムを含む溶液では，両方の



電極ともに電流値が定常にならず徐々に減少した．これは，藻類細胞の鞭毛運動が阻害さ

れたことを示す．アジ化物イオンを含む溶液では，最終的な電流値はW. E. 2の方がW. E. 1
よりも大きくなった．これは，走光性が正から負に反転したことを示す．エタノールを含む溶液

では，一過的な電流値の減少が著しく抑制された．これにより，エタノールが一過的な強い正

の走光性に対する阻害作用を持つことが分かった．このように，異なる物質による異なる作

用を見分けられることから，種々の化学種や環境水などのリスク評価にも応用できると考えら

れる．  
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図９ 電気化学セル(上方図） 
図１０ 走光性による電流応答  

 

6. 結言 

 藻類細胞の光合成，鞭毛運動活性，反重力走性，走光性に基づく新規バイオセンシングシステ

ムを開発することができた．これらのシステムは上手く組み合わせることで，環境水のリスクアセ

スメントだけでなく，新たに合成または発見された物質のスクリーニングにも役立つと考えられる． 

 


