
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｆ－１９－２

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２１０８

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化）

2018～2016

低インフラ地域でも利用可能な感染症バイオマーカーの早期検出法の開発（国際共同研究
強化）

Development of Early Diagnostic Method for Infectious Diseases in the Developing
 World(Fostering Joint International Research)

１０４５２３９３研究者番号：

荏原　充宏（Ebara, Mitsuhiro）

国立研究開発法人物質・材料研究機構・国際ナノアーキテクトニクス研究拠点・グループリーダー

研究期間：

１５ＫＫ０２４６

年 月 日現在  元   ９   ２

円    10,300,000

研究成果の概要（和文）：本国際共同研究プロジェクトでは、温度応答性ポリマーと抗体との複合体を作製し、
それを用いて目的バイオマーカーの分離・濃縮・検出を行った。まず、シクロオクチン化温度応答性ポリマーを
合成し、アジド化抗体との反応効率の検討を行った。その結果、溶液の純度によらず抗体に約２－３本のポリマ
ーが導入可能であることが明らかとなった。次に、得られた最適条件を基にしてp24抗体の効率的な分離・濃縮
を詳細に検討した。Stayton教授の研究室にて、ラテラルフロー用のニトロセルロース膜上における温度応答性
ポリマーとの反応を試みた。その結果、わずか一回の熱沈殿によって診断シグナルを約１００倍増幅することに
成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a facile early diagnostic text using 
temperature-responsive polymer to purify and enrich the target biomarkers. First, we synthesized 
alkyne group modified temperature-responsive polymers and then conjugated with azido-modified 
antibody by azido-alkyne huisgen cycloaddition reaction. Next, we examined thermal precipitation of 
p24 antibody using the prepared conjugates. As a result, we have successfully enriched the p24 
antibody 100 times by a simple thermal precipitation. We believe that development of smart polymer 
technology will promise to impact medical treatment in multiple ways, improving patient outcomes and
 lowering overall medical costs, as well as providing health delivery services and new options for 
conventional therapies, particularly in the resource-limited environments such as aerospace, or 
low-infrastructure sites such as developing world.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
低インフラ地域では、毎年1000万人以上が5歳まで生きられずに死亡しており、その死因の半分以上がマラリ
ア、結核、インフルエンザなどの疫病である。すなわち感染症の早期発見と治療ができれば、著しく死亡率を向
上させることができるのだが、残念ながら途上国で利用可能なイムノクロマト法などの検査では難しい。本研究
で提案するような、１．特殊な環境下でも駆動し、２．利用者の手技によらず誰でも簡便に使用でき、３．短時
間・低コストで診断結果が得られる診断技術の創生の学術的意義および社会的意義は非常に高い。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
現在、世界 70億人のうち、1/2は衛生面で問題を抱え、1/3は電気が使えず、1/5がまともな
水が飲めない環境で生活しているといわれている。また、そのうちおよそ 50億人もの人々が 1
日 2 ドル未満で生活しており、そのほとんどがアフリカやインドなどの開発途上国で暮らして
いる。こうした地域では、毎年 1000万人以上が 5歳まで生きられずに死亡しており、その死因
の半分以上が早期に適切な診断・治療を受ければ助かるような epidemics（マラリア、結核、イ
ンフルエンザなどの疫病）である。事実、HIV感染症では、早期に発見し適切な時期から抗 HIV
薬による多剤併用療法(HAART 療法)を行えば、AIDS の発症を予防できるようになってきた。
また、マラリアも AIDS、結核とともに世界 3大感染症の一つに数えられ、毎年 3億人が感染し
ているが、早期に抗マラリア薬を投与することでその治療効果が得られるようになってきた。そ
れにも関わらず患者数が拡大傾向にあるのは、病院が近くにない地域では再び来院するのが困
難であり、3分の 1の患者は検査結果を取りに来ず治療が遅れると同時に二次感染が拡大するた
めである。通常、先進国においては注射器を用いて採血されたサンプルが標準検査機関に送られ、
専門的なスタッフのもと、分離・精製などの処理が施されたのち、免疫検査やポリメラーゼ連鎖
反応(PCR)法による遺伝子解析などがなされ、最終的に診断がなされる。この方法を用いれば、
pg/mL オーダーのバイオマーカーの検出も可能であるが、その煩雑な操作と検出時間、および
コスト面において多くの問題を抱えている。一方で、イムノクロマト法などの簡便なポイント・
オブ・ケア(POC)検査を用いてのバイオマーカーの検出は安価で迅速であるが、その検出感度は
g/mLと低い。こうした背景のもと、インフルエンザ、マラリア、HIVなどによる感染初期の
微量濃度(ng/mL)を、POC診断で検出可能なレベル(g/mL)まで簡便に濃縮する技術の確立が急
務となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Global Healthに向けた革新的技術の開発のため、安定した電気供給や清潔な飲
料水などの入手が困難な低インフラ地域（途上国や被災地）などでも利用可能な早期診断システ
ムの開発を目指す。具体的には、①特殊な環境下でも駆動し（摩擦熱や太陽光）、②利用者の手
技によらず誰でも簡便に使用でき（唾液や尿をかけるだけ）、③短時間・低コストで診断結果が
得られる（1ドル以下、20分以内）診断技術の創生を目指す。このような条件を満たす方法で血
中微量バイオマーカーを早期検出するため、POC で検出可能な ng～ug/mL レベルまでバイオ
マーカー自体を濃縮させなければならない。そこで温度や光といった汎用なエネルギーによっ
て機能制御可能な環境応答性ポリマーを用いることで、低インフラ地域でも微量バイオマーカ
ーの濃縮が可能ではないかと考えた。本国際共同研究プロジェクトを通じて、日本側で作製した
ポリマーおよび検査キットを用いて、米国側から提供されたバイオマーカーとの複合化および
濃縮精製を行い、POC診断で検出可能なレベル(g/mL)までの濃縮を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
まず、抗体―ポリマー複合体を作製するため、シクロオクチンを側鎖に有する新規温度応答性
ポリマーの合成を行う。このポリマーは、汚染水や夾雑物存在下でもアジド化した抗体とクリッ
ク反応により結合可能であり、実際に、尿、唾液、血液中での反応を試みる。ゲル電気泳動方お
よび動的光散乱法によって抗体ーポリマー複合体の作製を評価する。さらに、目的病原体である
HIV のバイオマーカーを捕捉した後、体温付近に加温することによって温度応答性ポリマーが
凝集し、捕捉バイオマーカーを沈殿回収可能なことを確認する。最終的には、バイオマーカーの
捕捉、ポリマーとの結合、熱による濃縮・精製をすべてクロマトペーパー上で行う。 
 
４．研究成果 

(1) N-Isopropylacrylamide (NIPAAm) とヒドロキシ基を有する N-(2-hydroxyisopropyl)acrylamide 
(HIPAAm)の可逆的付加-開裂連鎖移動重合反応により poly(NIPAAm-co-HIPAAm)を合成した。こ
の共重合体のヒドロキシ基に dibenzylcyclooctynic acid (DBCO acid)を導入した。IgG に azido-
(ethylene glycol(EG))4-NHSを反応させ、アジド化 IgGを得た。Poly(NIPAAm-co-HIPAAm)の合成
および DBCO acidの導入を 1H NMRにより確認した。DBCO acid修飾ポリマーとアジド化 IgG
をクリック反応させて結合、IgG-polymer 複合体を調製した。得られた複合体は、IgG の物質量
に対するアジド基の導入物質量が 0, 6.5, 8.5 のものを用いた(以下、Conjugate-0, Conjugate-6.5, 
Conjugate-8.5とする)。Fluorescamineを用い、IgGへのアジド基の導入を定量し、azido-(EG)4-NHS
の仕込み量に応じてアジド基導入量の増加を確認した。 

 (2) クリック反応により高分子と結合後、40oC 雰囲気下においてメンブレンフィルターで濾
過、濃縮を行い、励起波長 390 nmにおけるそれぞれの試料の蛍光を評価した。IgGに対するポ
リマー導入量の異なる IgG-polymer複合体を調製し、熱沈殿によって濃縮、回収率を評価したと
ころ、アジド基の導入により IgG-polymer複合体の濃縮率・回収率が増加したことが図 1で確認
された。また、アジド基の導入量の増加 (温度応答性高分子の導入量の増加)に伴って回収効率
も向上した。IgGへ温度応答性高分子が導入されたことから、熱沈殿していることが示唆される。
最後に蛍光標識した抗原を IgG-polymer複合体で捕捉し蛍光評価を行ったところ、メンブレンフ
ィルターによる濃縮を確認した。以上の結果から、作製された IgG-polymer複合体は温度変化に



応じて凝集し、回収可能であるため、バイオマーカーの濃縮・精製への応用が期待できる。 
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