
紫外可視分光光度計を用いた
細菌の光学密度測定における
分光器光学系による違い

研究者および製造施設は、これらのOD測定を行うために、分光
光度計を使用しています。

しかし、比色法で理解されているように、光学密度は吸光度の測
定値ではありません。細菌懸濁液からの散乱によって引き起こさ
れる透過率の低下を測定した値です。分光光度計は、比色分析の
場合と同様に、この減衰された透過率を吸光度に変換します。

分光光度計の光学配置（構成）が光学密度測定に及ぼす影響は
既に報告されています2-4。異なる光学配置（光学モジュール構
成）を有する機器を用いれば、同じ細菌懸濁液についてでも異
なる光学密度が測定されます。つまり、分光光度計の光学配置
の違いが、観測される値に影響を与えます。

前分光光学系は、吸光度の測定に単色光を使用し、後分光光学
系は、試料を通過した後に個々の波長に識別される多色光を利
用します。前分光光学系のいくつかの構成要素は、測定された
OD値の差に影響を及ぼします：

• サンプルと検出器の間の距離

• 使用する集光レンズのサイズおよび焦点距離

• 検出器の面積および感度5
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背景
細菌培養液の光学密度（OD）測定は、微生物学において使用さ
れる一般的な手法です。研究者らは、これらの測定を行うために
紫外可視分光光度計を使用してきましたが、この測定は、実際
にはサンプル（培養液）に吸収された光の量ではなく、培養液に
よって散乱された光の量に基づきます。標準構成の分光光度計
は、光散乱測定用に最適化されておらず、通常、測定された測
定値（吸光度）には、機器間で差が生じることがあります。

はじめに
培地中の細菌増殖の標準段階（誘導期、対数期、静止期、お
よび死滅期）はよく知られており、対数期は細菌が可能な限
り急速に分裂するフェーズとして認識されています1。通常、細
菌増殖をモニターするために、分光光度計を使用して、600 nm
（OD600）で光学密度を測定します。細菌の測定において
OD600が使用される一般的なアプリケーションとして次の三つ
が挙げられます：

• 細菌タンパク質発現プロトコルにおいて、培養を誘導するた
めの最適時間の決定と標準化

• 最小発育阻止濃度（MIC）実験のための接種菌濃度の決定と
標準化

• コンピテントセルを採取し調製する最適時間の決定
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図1. 分光光度法における光散乱

A.  散乱のない試料では、光源と検出器との間の光透過における減衰
は、試料による光の光化学的吸収によって引き起こされます

B.  散乱試料（細菌懸濁液）において、検出器に到達する光は、懸濁液中
の細胞の光の散乱によってさらに減少します。検出器に到達する光
のこのような減少により、あたかも試料の光吸収が増加したように見
えます

図2. 前分光光学系と後分光光学系の違い

A.  前分光光学系では、モノクロメーターで分光された単色光は試料を
通過してから検出器に到達します

B.  後分光光学系では、多色光が試料を通過した後、グレーティングで
個々の波長に分光され、アレイ検出器上で測定されます

異なる光学配置が異なるOD値を与えるという現在の知見にも
かかわらず、研究者らは、異なる分光光度計の間で見られるOD
値の差についての懸念事項を提起し続けています。

材料および方法
菌株
E. coli JM-109-end A1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17, (rk

-, mk
+), 

recA1, supE44, (lac-pro AB), [F’tra D36, pro AB, laq IqZ 
M15]（Promega, L2001）

分光光度計
Thermo Scientific™ 紫外可視分光光度計（表1）

増殖曲線
E.coli JM109を一晩培養した培養液から50 mLを、250 mL
バッフルフラスコでLuria Bertani（LB）培地を用いて培養しま
した（16時間、250 rpm、37˚C）。この培養液のうち12 mLを、
2 Lバッフルフラスコ中のあらかじめ加温した（37˚C）LB培地
600 mLに移すことによって調製し、合計9.5時間培養したもの
をバッチ培養物としました。

培養試料採取
すべての分光光度計において、LB培地を用いてブランク測定を
行いました。30分ごとに、バッチ培養物から5 mLの単位試料 
（アリコート）をサンプリングしました。未希釈培養物の3 mL単
位試料を10 mmキュベットに移し、600 nmでの光学密度を、表
1のすべての分光器で測定しました。

二つ目の10 mmキュベットには、LB培地でOD600が約0.5にな
るように希釈されたバッチ培養物の単位試料を移しました。こ
の二番目のOD測定は、培養物の光学密度が分光光度計の測光
OD範囲内であることを確認する目的で行われました。

生菌数
各30分間隔で、サンプル単位試料を使用して段階希釈を行いま
した。希釈物をLB寒天培地上にプレーティングし、37˚Cで一晩
インキュベートしました。コロニーを計数して、各時点での細菌
細胞数（CFU/mL）を測定しました。

マクファーランド標準液
四つのマクファーランド標準液（The rmo Sc ien t i f i c™ 
Remel™、R20421、No.1.0～4.0）のOD600測定を、1 cm光
路長キュベットを使用して各機器で行いました。

表1. Thermo Scientific分光光度計

機器 光学系 光学配置 光源 検出器

Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000c 後分光 キセノンフラッシュランプ CMOSアレイ

Thermo Scientific™ SPECTRONIC™ 200 後分光 タングステンランプ CMOSアレイ

Thermo Scientific™ BioMate™ 160 前分光 デュアルビーム キセノンフラッシュランプ シリコンフォトダイオード

Thermo Scientific™ Evolution™ 260 Bio 前分光 ダブルビーム キセノンフラッシュランプ シリコンフォトダイオード

Thermo Scientific™ Evolution™ 350 前分光 ダブルビーム キセノンフラッシュランプ シリコンフォトダイオード
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結果
未希釈試料および希釈培養試料のOD600測定データが得ら
れました。代表的な増殖曲線を図3に示します。希釈試料の
OD600値に希釈係数を乗じ、未希釈サンプルと比較しました。
二つのプロットの発散は、異なる光学構成が、光学密度測定に
関して異なるダイナミックレンジを有することを示しています。

各分光光度計の補正OD値と細胞数を比較したところ、同様の
光学系を有する機器は、経時的に同様のOD曲線を生成する
ことがわかりました（図4）。前分光光学系かつデュアルビーム
光学配置を持つBioMate 160分光光度計のOD600の測定値
は、プレート計数法で示されたものよりも系統的に低くなって
います。これはおそらく、独特の光学的構成によるものです。マ
クファーランドのデータは、大腸菌増殖曲線で観察されたもの
と同様の傾向を示し、光学系によらずおおむね同様の結果が
得られました（図5）。

分光光度計間の変換
二つの機器間で観察される光学密度の変動により、プロトコル
の標準化が困難になる可能性があります。
これは、ある研究室が別の実験室からのデータを複製しようと
する場合や、同じラボで古い分光光度計を新しいものに更新す
る場合などに起こり得ます。図3. 希釈または未希釈の細菌試料のOD600を測定することによっ

て定義される大腸菌JM109の増殖曲線の比較。OD600測定は、
NanoDrop 2000とEvolution 260 Bioで行いました。
OD測定は30分ごとに9.5時間行いました。青い線は、希釈培養サンプ
ルのOD600を表します。試料は光学系のダイナミックレンジ内になるよ
うに希釈しました。緑色の線は、未希釈の培養サンプルのOD600を表
します。

図4. 補正OD値から得られた大腸菌JM109の増殖曲線。OD600は、
30分ごとに9.5時間、すべての機器で測定しました。OD600データは、
OD測定に使用した希釈係数で補正しました。試料は光学系の測光範
囲内になるように希釈しました。次いで、各分光光度計についての補正
ODを、生細胞数データと一緒にプロットしました。

図5. 表1の分光光度計で測定したさまざまなマクファーランド標準液
のOD600
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図6は、Evolution 260 Bio分光光度計およびSPECTRONIC 
200分光光度計の両方で測定された培養物のODを示します。
二つの機器間のOD比を各時点で計算しました。これらの比の
平均を計算し、乗算係数として使用しました。Evolution 260 
Bio分光光度計については、計算された変換係数1.22を用いま
した。この変換係数をODデータに適用すると、データが正規化
され、両方の機器間の比較が可能となります。

図6. 変換係数を適用して、二つの異なる分光光度計のOD600データ
を比較します。青= Evolution 260 Bioのオリジナルデータ; 
緑=Evolution 260 Bioデータ×係数1.22

図7. 分光光度計間の変換係数の式計算

もっとも正確な変換係数を出すためには、二つのことが重要
です：

• これらの値を計算するために使用されるすべてのOD測定値
は、補正されたODデータからのものであること（図3）

• OD測定の対数範囲にわたって計算される複数の変換係数の
平均を取ること

結論
OD測定値を計算する場合、分光光度計の光密度性能とダイナ
ミックレンジを確認することが重要です。OD読み取り値が装置
のダイナミックレンジから外れる場合は、細胞懸濁液を希釈し
ます。

OD測定は光学系と光学配置に大きく依存します。異なる光学
系および構成を有する分光光度計は、同じ懸濁液について異
なるOD値を示します。たとえば、NanoDrop 2000c分光光
度計の後分光光学系と、前分光光学系かつデュアルビームの
BioMate 160分光光度計での測定値には相違があります。

最後に、分光光度計間で適切な比較を行うために、ODデータの
正規化に使用できる変換係数を計算する方法を提示します（図
7）。粒子のサイズと形状が変換係数に影響を与えるため、変換
係数は、特定のサンプルに固有のものであることに留意するこ
とが重要です。
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