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研究成果の概要（和文）：本研究では、波長オーダーの周期構造を構築して表面プラズモン励起蛍光増強現象
(SPF)を利用できる表面に変換した、格子結合型プラズモニック微小反応板を創製した。この微小反応板を内部
に組み込むようデザインされたピペットチップを用いて反応・吸着・洗浄・蛍光測定までを自動で行う「ピペッ
トチップ型腫瘍マーカーイムノセンサ」を構築した。このセンシングシステムによりサンドイッチアッセイを行
ったところ、1試料20分以内でサブng/mLの標的腫瘍マーカーの検出が可能であった。

研究成果の概要（英文）：A plasmonic chip base on grating-coupled surface plasmon field-enhanced 
fluorescence was prepared for the detection of tumor markers.  A pipette tip-type immunosensor for 
tumor markers was constructed using the plasmonic chip, which was comprised of an automatic liquid 
handling system with fluorescence detection and a pipette tip designed to incorporate the plasmonic 
chip inside. A sandwich assay using this sensing system resulted in the detection of sub ng / mL 
target tumor markers within 20 minutes per a sample.

研究分野：生体関連化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
疾病の早期診断や少量検体での検査では、
低濃度領域まで精度よく高感度に測定可能な
バイオセンシング技術が必要である。現在、
バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 方 法 と し て
Enzyme-Linked Immuno- Sorbent Assay 
(ELISA)法が主に用いられているが、試料の分
注・洗浄をピペッターの先端チップを交換し
ながら繰り返し行うため、煩雑な作業が多く
時間を要する上に廃棄物も多い。この問題を
解決し、省資源・省時間を可能とした分析シ
ステムを実現するために、分子認識素子(抗体
等)を固定化した微小反応板を内部に組み込
めるようデザインされたピペットチップ（反
応板内蔵チップ）を考案した。蛍光検出用の
光源と検出器を機見込んだロボット型自動分
注装置を構築し、この反応板内蔵チップを用
いて反応・吸着・洗浄・蛍光測定までを自動
で行うことができ、かつ標的マーカーを高感
度に検出可能な「ピペットチップ型腫瘍マー
カーイムノセンサ」が実現できれば、熟練技
術者以外でも操作でき、臨床現場即時検査が
可能な簡便で迅速な汎用性の高いセンシング
システムになると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、表面プラズモン励起による蛍
光増強可能な波長オーダーの周期構造をも
つ格子結合型プラズモニック微小反応板を
内部に組み込むようデザインされたピペッ
トチップ(SPF-反応板内蔵チップ)を用いて、
反応・吸着・洗浄・蛍光測定までを自動で行
う「ピペットチップ型腫瘍マーカーイムノセ
ンサ」を構築する。腫瘍マーカーを補足する
ための抗体を、プラズモニック微小反応板上
に配向性よく高密度で固定化する。最終的に、
サブng/mLオーダーの腫瘍マーカーを簡便な
操作で検出できるよう最適化し、小規模医療
現場での臨床現場即時検査に要求される少
量異種検体検出用小型・迅速腫瘍マーカーイ
ムノセンシングシステムを実現する。 

 
３．研究の方法 
本研究では、サブ ng/mL オーダーの腫瘍マ
ーカーを簡便な操作で検出できるよう、１．
抗体固定化方法とサンドイッチアッセイ条
件の最適化、2.検出用蛍光ラベル化抗体の最
適化、3.自動化工程の最適化、4.プラズモニ
ックチップ微小反応版による腫瘍マーカー
の検出、の４項目について検討を行った。 
 
(1)プラズモニック微小反応板の調整 
 ナノインプリント用モールドにて、光インプリ
ント法により微小反応板表面上に二次元周期構造
を作製した。この微小反応板上にプラズモン励起
用金属として Ag、保護層として SiO2を成膜し、
プラズモニック微小反応板を得た。得られた
プラズモニック微小反応板の表面構造は原
子間力顕微鏡(AFM)にて観察した。 
(2)腫瘍マーカーのサンドイッチアッセイ 

 微小反応版を装着した反応内蔵チップを
用い、蛍光検出のための光源を組み込んだロ
ボット型自動分注装置（図 1）にてサンドイ
ッチアッセイを行った。以下に示すシーケン
スを組み、自動分注装置にて蛍光測定を行っ
た。 

図１．ロボット型自動分注装置 
 
アッセイ用シーケンス 
PBS を 150µL 吸引しベースの蛍光強度を測定
(I0)  
 ↓ 
2 wt% Skim milk PBSを100µL吸引して反応さ
せブロッキング処理 
0.05 wt% tween20 PBSで150μL×4回洗浄 
 ↓ 
補足抗体溶液(PBS)を100µL吸引して反応 
0.05 wt% tween20 PBSで150μL×4回洗浄 
 ↓ 
腫瘍マーカータンパク質溶液を100µL吸引し
て反応 
0.05 wt% tween20 PBSで150μL×4回洗浄 
 ↓ 
検出抗体溶液(PBS)を100µL吸引して反応 
0.05 wt% tween20 PBSで150μL×4回洗浄 
 ↓ 
蛍光ラベル化2次抗体溶液(1.5wt% BSA 
含有PBS)を100µL吸引して反応 
0.05 wt% tween20 PBSで150μL×2回洗浄 
PBSで150μL×2回洗浄 
↓ 
PBS 150μL を吸引し蛍光測定 / (I) 
それぞれ測定基板ごとに、蛍光強度増加分 F
は F=I-I0として求めた。 
 
４．研究成果 
(1)腫瘍マーカーのサンドイッチアッセイ 
①腫瘍マーカー補足抗体の基板への固定化
方法の検討 
 腫瘍マーカー補足抗体の基板への固定化
方法として、共有結合による固定化(直接固
定化)、プロテイン A を介して固定化、バイ
オナノカプセル(BNC)を介して固定化した場
合について検討した。モデル系として前立腺
特異抗原(PSA)を標的腫瘍マーカーとし、金
スパッタ反応板上に末端にアミノ基をもつ
自己組織化単分子膜を形成させた。両末端に
活性エステルを持つ試薬と反応させ、補足抗



体あるいはプロテインAを基板上に固定化し
た。バイオナノカプセルの場合については、
金スパッタ反応板上に直接物理吸着させた。
この反応板を反応内蔵チップに装着し、シー
ケンスに従いサンドイッチアッセイを行っ
た。アッセイにおける反応時間は、ブロッキ
ング処理(10 分)、補足抗体固定化(30 分/直
接固定化以外)、腫瘍マーカー吸着(60 分)、
検出抗体吸着(30 分)、蛍光ラベル化 2次抗体
吸着(30 分)とした。蛍光色素は Alexa647 で
ラベル化された抗体を用いた。 

図 2．異なる補足抗体固定化方法によるサン
ドイッチアッセイの結果 
 
異なる方法で補足抗体を固定化した反応
板を用いてサンドイッチアッセイを行った
ところ(図 2)、直接 PSA 捕捉抗体を固定化し
た場合では、腫瘍マーカーの濃度が 0 ng/mL
の時と1 ng/mL との蛍光強度に差は見られず、
1 ng/mL の PSA を検出することはできなかっ
た。プロテイン Aあるいは BNC を介した場合
については、蛍光強度に差異が見られ、1 
ng/mL の PSA が検出可能であることが示され
た。BNC を介した場合、最も蛍光強度が高い
結果であったが、S/N 比を比較するとプロテ
イン Aを介した場合が最も高くなった。 
 
②蛍光ラベル化 2次抗体の検討 
 蛍光検出のための蛍光標識2次抗体の種類
について、抗体の Fc 領域が非特的吸着に関
与している可能性を検討するために、Fc領域
のない Fab フラグメントおよび F(ab’)2フラ
グメントを用いて検出を行った。 

図 3．検出用抗体の種類 
 
1ng/ｍL の PSA 濃度において、whole IgG
と比較し、Fab フラグメントおよび F(ab’)2
フラグメントでは全体的な蛍光強度は減少
したものの、非特異吸着が抑えられてバック
グラウンドが減少した結果、S/N 比が高くな
った(図 4)。 
 

 
図 4．異なる蛍光ラベル化 2 次抗体によるサ
ンドイッチアッセイの結果 
 
③自動化工程の最適化(測定時間の短縮) 
 
 短縮前 

インキュベー
ション時間 

短縮後 
吸引吐出回数
(時間) 

ブロッキング 10 分 5 回(約 1分) 
捕捉抗体固定
化 

30 分 5 回(約 1分) 

腫瘍マーカー
捕捉 

60 分 10回(約2分) 

検出抗体によ
るサンドイッ
チ形成 

30 分 5 回(約 1分) 

蛍光標識２次
抗体の結合 

30 分 5 回(約 1分) 

インキュベー
ション総時間 

200 分 約 6分 

表１．インキュベーション時間比較表 
 
インキュベーションの方法を、試料を吸引
した状態で静置する方法から試料の吸引・吐
出という方法に変更し、測定時間短縮につい
て検討した(表１)。短縮前と比較し短縮後は
蛍光強度の値は大幅に下がったものの、0 
ng/mL での蛍光強度を1として相対蛍光強度
を比較すると、短縮前後でほぼ同じであった
(図 5)。 

図 5．インキュベーション時間短縮前後にお
ける相対蛍光強度 
 



(2)プラズモニックチップ微小反応版による
腫瘍マーカーの検出 
①プラズモニック微小反応板の調整 
 微小反応板表面上に二次元周期構造を作製した
レプリカ、及び、プラズモン励起用金属としてAg、
保護層として SiO2を成膜したプラズモニック
微小反応板の表面構造を原子間力顕微鏡
(AFM)にて観察した。AFM 像より、微小反応板
上に周期約500nmの二次元周期構造が作成で
きたことを確認した。 

 
図 6．微小反応板の AFM 画像(左：レプリカ 
右：Ag/SiO2 スパッタ後) 
 
②周期構造による蛍光増強効果の確認 
 標的腫瘍マーカーを肝がんの腫瘍マーカ
ーであるα-fetoprotein(AFP)とし、プラズ
モニック微小反応板上に共有結合にてAFP補
足抗体を固定化した。その後、0 あるいは 1 
ng/mL の AFP 溶液(1 mg/mL BSA 含有 PBS)と
60分反応・洗浄後に Alexa647 ラベル化抗 AFP
抗体を吸着(30 分)させ、反応板上の蛍光強度
を蛍光顕微鏡にて観察したところ、AFP が
1ng/mL の時の周期構造内のみ蛍光シグナル
が強く観察され(図 6，7)、反応板表面上に二次
元周期構造を作製することで蛍光シグナルが増強
されることを確認した。 

 
図 7．AFP 吸着後の微小反応板の蛍光顕微鏡
画像(左：0 ng/mL AFP 右：1 ng/mL AFP) 

図 8．AFP 吸着後の微小反応板の蛍光強度 
(n=3) 
 
 

③プラズモニックチップ微小反応版による
ヒト血清中の腫瘍マーカーの検出 
 (1)にて最適化したサンドイッチアッセイ
条件にて、プラズモニックチップ微小反応版
によるヒト血清中の腫瘍マーカーの検出を
行った。 
 プラズモニック微小反応板上にシランカ
ップリング剤にてアミノ基を導入後、両末端
活性エステル試薬を用いてプロテインAを固
定化した。この反応板を反応内蔵チップに装
着し、AFP 濃度が 0、0.1、1 ng/mL となるよ
う 100％ヒト血清中に添加したサンプルを用
いて、シーケンスに従いサンドイッチアッセ
イを行った。周期構造がない場合については
0.1 ng/mL の AFP は検出できなかったが、周
期構造がある場合についてはAFP濃度の増加
とともに蛍光強度は増加し、ヒト血清中にお
いても 0.1 ng/mL の AFP が検出可能であった
(図 9)。 

図 9．プラズモニックチップ微小反応版によ
るヒト血清中 AFP サンドイッチアッセイ 
 
 以上の結果より、SPF-反応内蔵チップを用
いたピペットチップ型腫瘍マーカーイムノ
センサにより、1 試料 20 分以内で 0.1ng/mL
の標的腫瘍マーカーの検出が可能であるこ
とがわかった。本システムは、Point of Care 
Testing(POCT)に要求される少量異種検体検
出用小型・迅速バイオセンシングシステムの
すべてを満たしていることから、今後ますま
す重要性が高まってくると考えられる小規
模医療現場での迅速な検査が可能となり、
POCT への応用が期待されるほか、早期診断技
術の基礎研究の推進にも貢献でき、社会に対
する波及効果は高いと考えられる。 
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