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研究成果の概要：免疫検査は医療診断や医薬開発の分野で必要となる種々の蛋白質を抗原―抗

体の結合反応を用いて検出する方法であり、バイオ計測において基盤となる検出法である。本

研究では、磁気マーカー抗体と SQUID 磁気センサを用いた新規な磁気的検出法により、

B/F(Bound/Free)分離不要の新機能を有する溶液中での免疫検査法を開発した。本検査法の基礎

となる溶液中での磁気マーカー抗体のブラウン緩和特性を定量的に明らかにするとともに、こ

の緩和特性を利用した BF 分離不要の SQUID 検査システムを開発した。また、本システムを用

いて human IgE 呼ばれるタンパク質やカンジダ菌などの検出実験を行い、本手法の有効性を実

証した。 
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１．研究開始当初の背景 

免疫検査は医療診断や医薬開発の分野

で必要となる種々の蛋白質を抗原―抗体

の結合反応を用いて検出する方法であり、

バイオ計測において基盤となる検出法で

ある。近年、多種類の微量な蛋白質を高

速・高感度に検出する重要性が高まってお

り、そのための免疫検査システムの開発が

切望されている。例えば、プロテオミクス

研究により報告されてきている疾患由来

の微量な蛋白質の同時多項目検査が可能

になれば、これを利用した新たな臨床診断

方法が開発できると期待されている。 

このため種々の検出法が研究されてい

るが、その中の一つに、蛋白質を磁気的に

検出する新規な検出法がある。本手法は抗

原―抗体の結合反応を磁気マーカー抗体

と SQUID 磁気センサを用いて検出する新
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しい検出法であり、従来の光学的手法には

ない超高感度性や B/F(Bound/Free)分離不

要の新機能性が期待されている。この磁気

的手法を用いれば、微量な蛋白質の高速・

高感度検出が可能となるため、医療・医薬

分野での次世代の診断・解析機器として、

SQUID センサを用いた磁気的検出システ

ムの開発に大きな期待が寄せられている。 

 
 
２．研究の目的 

本研究では、液相での免疫検査に必要な

種々の要素技術を開発し､高速・高感度な

磁気的検査システムを開発することを目

的としている。また、本手法を用いた蛋白

質の検出実験を行い、本手法の有効性を実

証する。すなわち、 

(1) 磁気／高分子複合ナノ粒子を用いて液

相検出に適した磁気マーカーを開発する

とともに、その磁気・化学・流体力学的特

性を最適化し、マーカーの高性能化を達成

する。 

(2) 液相での検出の基本となる磁気マーカ

ーの溶液中でのブラウン運動を解明する

とともに、その制御法を開発する。 

(3) 多種類の試料を高速・高感度に検出する

ために、マイクロ反応容器と SQUID セン

サ装置を一体化した磁気的マイクロシス

テムを開発するとともに、液相での高感度

検出法を開発する。 

(4) B/F分離なしでの液相での蛋白質の検出

実験を行い、本手法の高速・高感度性を実

証するとともに、本方法の定量性と信頼性

を確立する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 磁気マーカー 

液相での免疫検査に利用するためには、

磁気マーカー全体のサイズが 100 nm 程度

で、大きな磁気信号を発生し､溶液中で高

いブラウン回転運動を示す必要がある。こ

のため、ナノ粒子に適した磁性材料を検討

するとともに、その粒子サイズを高精度に

制御する方法を開発する。次に、磁気ナノ

粒子表面への高分子の被覆法を開発し、液

相用に適した磁気マーカーを試作する。 

さらに、液相での免疫検査の基本となる、

磁気マーカーのブラウン運動特性や磁気

的・化学的特性を解明する。溶液中でのブ

ラウン運動の程度は磁気マーカーの粒子径

や溶液の粘度に大きく依存するため、これ

らの関係を定量的に調べ、液相法に最適化

するための磁気マーカーの条件を明らかに

する。また、実際の試料では磁気マーカー

の大きさが分布するため、この分布がブラ

ウン運動に及ぼす影響を明らかにする。 

 

(2) SQUID 免疫検出装置の開発 

B/F(Bound/Free)分離なしでの免疫検査を

液相で行うために、結合(Bound)マーカーか

らの磁気信号を感度良く検出し、未結合

(Free)マーカーからの雑音を除去できる高

感度な検出法を開発する。すなわち、磁気

マーカーのブラウン運動の度合いに応じ

てマーカーの励磁法（印加法、磁界の大き

さ、及び励磁時間）を最適化し、液相検出

に適した磁化機構を開発する。また、未結

合マーカーからの雑音の大きさは、ブラウ

ンの緩和時間と励磁してから測定するま

での待機時間に大きく依存する。このため、

作製した種々の磁気マーカーについて両

者の関係を定量的に明らかにし、効果的な

雑音の除去法を開発する。 
これにより、微量な磁気マーカーから発

生する１ピコテスラ(10-12 T)程度の微弱磁

界を検出できる SQUID 免疫検出装置を開

発する。 
 

(3) 磁気的免疫検査法の開発 
開発した測定システムを用いて液相法

での免疫実験を行う。この結果をこれまで

の固相法で得られている結果と比較する

ことにより、B/F 分離なしでの検出機能を

高度化するために必要な要因を明らかに

する。特に、未結合マーカーからの雑音の

除去の度合いと免疫検査の感度との関係

を明らかにする。この結果を SQUID 検査

装置にフィードバックし、高感度検出を可

能とする。 
 

 
４．研究成果 

(1) 磁気マーカー抗体の開発と特性評価 
磁気的な免疫検査法の性能は、使用する磁

気マーカー抗体の特性に大きく依存する。こ

のため、大きな磁気信号を発生し、溶液中で

高い分散性を示す磁気マーカー抗体を開発

した。図 1(a)に示すように磁気マーカー抗体

は、磁気ナノ粒子を核としてこれを高分子で

包み、その表面に抗体を結合することにより

作製される。本研究では、直径が 25 nm 程度

の Fe3O4 微粒子へ高分子を精密にコーティン

グした磁気/高分子複合ナノ粒子を製作する

方法を開発した。図 1(b)に作製した磁気/高分

子複合ナノ粒子の電子顕微鏡写真を示す。 



 磁気的な免疫検査では、磁気マーカーの溶

液中のブラウン緩和特性を利用する。このた

め、開発した磁気マーカーのブラウン緩和特

性を明らかにした。図 1(c)に動的光散乱法

（Dynamic Light Scattering: DLS)法で測定し

た、磁気マーカーの粒度分布を示す。同図に

示すように磁気マーカーのサイズは 50 nm か

ら 400 nm で分布しており、平均粒径は 110 
nm となっている。これは、磁気マーカーの

作製過程で粒子同士が凝集したためと考え

られる。しかしながら、110 nm の粒子直径は

免疫検査に使用するには十分に小さなサイ

ズである。 

この磁気マーカーの溶液中での磁化率測

定を行った結果を図 1(d)に示す。図で○印と

●印は磁化率の実部（’）と虚部（”）の周

波数依存性の測定結果である。また、実線は

ブラウン緩和から予想される理論値を示す。

同図に示すように、実験結果と理論値はよく

一致しており、磁気マーカーの磁気特性がブ

ラウン緩和により支配されていることが分

かる。なお、磁化率の虚部は周波数 f=300 Hz
でピーク値を示す。ブラウン緩和の理論を用

いると、この周波数から磁気マーカーの粒子

直径を 110 nm と見積もることが出来、この

結果は DLS の測定結果と一致する。 
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Fig. 1. Magnetic marker. (a) Schematic figure, 
(b) TEM image, (c) Size distribution measured 
by DLS, and (d) Frequency dependence of the 
susceptibility in solution. 
 
(2) BF 分離なしでの液相検査法の開発 

本研究では磁気マーカーの溶液中でのブ

ラウン緩和特性を利用した BF 分離不要の検

査法を開発した。図 2 に示すように抗原と結

合した磁気マーカー(Bound マーカー)と未結

合の磁気マーカー(Free マーカー)が共存した

状態で、結合マーカーのみを検出する検査法

である。図 2 に検査の原理を示す。最初に図

2(a)に示すように外部磁界 H を印加すると、

全ての磁気マーカーの磁気モーメントは磁

界 H の向きに揃う（磁化過程）。この後に磁

界をゼロとすると、図 2(b)に示すように未結

合マーカーはブラウン緩和を始め、それぞれ

の磁気モーメントの向きはランダムになる

（緩和過程）。この結果、未結合マーカーか

らの磁気信号は時間とともに急激に減衰す

る。この緩和時間はブラウンの緩和時間Bで

与えられる。従って、磁化してからBに比べ

て充分時間が経過した後では、未結合マーカ

ーからの磁気信号はゼロとなり、結合マーカ

ーからの磁気信号のみが残ることになる。こ

のため、BF 分離をしなくても両者を磁気的

に識別できることになる。 
本研究で使用した磁気マーカーの大きさ

は 110 nm であり、このマーカーのブラウン

緩和時間はB=0.6 ms と評価される。従って磁

化してから Tw=1 s 後に測定すれば、BF 分離

なしでの液相検査が可能となる。 
本研究で開発した免疫検査装置の模式図

を図 3 に示す。磁気マーカーを磁化するため

の磁化機構と磁気マーカーからの信号を検

出するための SQUID センサから構成されて

いる。検出は、磁化、ブラウン緩和、信号測

定の 3 ステップからなる。最初に0H=40 mT
の励起磁界により磁気マーカーを磁化する。

その後、容器を回転すると未結合マーカーの

ブラウン緩和が開始される。磁化から測定ま

での待ち時間は Tw=1 s としており、この間に

ブラウン緩和は完了し、未結合マーカーから
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磁気ナノ粒子

高分子

Protein

COOH

磁気ナノ粒子

高分子

Protein



の信号はゼロとなる。試料が SQUID センサ

の真上に到達した時点で、結合マーカーから

の信号が SQUID により検出される。なお、

SQUID センサとしては、図 3 に示す様な液体

窒素温度で動作する高温超伝導 SQUID を用

いている。また、SQUID センサと試料との距

離を 1 mm 程度にまで近接することにより高

感度計測を可能にしている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2. Detection principle of liquid phase 
immunoassay using Brownian relaxation of 
magnetic markers. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3. SQUID system for liquid phase 
immunoassay 
 

 

(3) 免疫反応検出実験 

 SQUID と磁気ナノマーカー抗体を用いた

BF 分離なしでの磁気的免疫検出実験を行っ

た。最初に human IgE 呼ばれるタンパク質の

測定結果を示す。図 4(a)に測定結果を示す。

図の横軸は IgE の量をモル数で表したもので

あり、縦軸は SQUID センサの出力である。

また、△印は従来の BF 分離を用いた固相法

の結果であり、○印は図 2 の液相法を用いた

結果である。同図に示すように両方の測定法

の結果は互いに良く一致している。この結果

は、本研究で開発した手法を用いれば未結合

マーカーが共存した状態でも結合マーカー

のみを検出できることを示しており、BF 分

離なしでの液相検査法の有効性を実証して

いる。また、検出感度としては 4 アトモル

(4x10-18モル)が得られている。この感度は従

来の光学的手法に比べて 10 倍高感度であり、

本手法の高速・高感度性を実証している。 
次にカンジダ菌の測定結果を示す。カンジ

ダ菌の大きさは数ミクロンであり、この場合

には磁気マーカー抗体を直接カンジダ菌に

結合させる。BF 分離なしでの液相での検査

結果を図 4(b)に示す。図の横軸は菌の数であ

り、縦軸は SQUID センサの出力である。同

図に示すように 300 個までの菌を検出出来て

いる。なお、システムを改良すれば数 10 個

の菌の検出は可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Dtection of biological targets using liquid 
phase immunoassay. (a) protein called IgE and  
(b) Candida albicans 
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