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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、磁気マーカーと SQUID センサを用いた B/F 分離を必要としない高速・高感度な
バイオ免疫検査システムを開発した。最初に、本手法の基礎となる磁気マーカーの溶液中での
ブラウン緩和特性を定量的に明らかにするための新しい解析手法を開発し、これにより免疫検
査に適した磁気マーカーの指針を明らかにした。次に、固定用ポリマービーズを用いた B/F 分
離不要の液相検査法を高性能化するとともに、SQUID センサを用いた高感度なバイオ検査シス
テムを試作した。本システムを用いて B/F 分離なしでの蛋白質の検出実験を行ない、本手法に
よりアトモルレベルの微量な検出が可能であることを示し、本手法の高感度性を実証した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We have developed a liquid-phase immunoassay technique using Brownian relaxation of 
magnetic markers. First, we quantitatively characterized the properties of the magnetic 
markers in order to find the markers suitable for the application. Next, we developed a 
detection method using large polymer beads to fix the biological targets, where bound and 
free markers were magnetically distinguished using the difference in their Brownian 
relaxation. Therefore, we can omit a time consuming washing process called bound/free 
separation. We also developed a detection system using high Tc SQUID sensor, and 
demonstrated the high sensitivity detection of biological targets called biotins. 
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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や病原菌などのバ
イオ物質を抗原―抗体の結合反応を用いて
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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や病原菌を高

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。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、蛋白質や病原
菌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、微量なバイオ物質の高速・
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、その
開発に大きな期待が寄せられている。 
 
２．研究の目的 
申請者等は、磁気マーカーの溶液中でのブ

ラウン回転運動を利用した液相免疫検査法
を開発してきた。すなわち、磁気マーカーと
固定用ポリマービーズを用いて、B/F 分離の
ための洗浄工程が不要な、新規な液相検査法
を考案・開発してきた。本研究ではこれまで
の成果を発展させ、液相での免疫検査手法を
高度化するとともに、多種類のバイオ物質の
高速・高感度な多項目検査を可能とする磁気
的免疫検査システムを開発することを目的
としている。 
 
３．研究の方法 
本研究では、磁気マーカーを用いた液相免

疫検査法の高性能化を以下の方法により行
なった。 
(1) 最初に、本手法の基礎となる磁気マーカ
ーの溶液中でのブラウン緩和特性を定量的
に明らかにするとともに、磁気マーカーの特
性解明のための新しい解析手法を開発した。 
(2) 次に、 SQUID センサを用いた磁気的免疫
検査装置を試作するとともに、固定用ポリマ
ービーズを用いた B/F分離不要の液相検査法
を高性能化した。 
(3) 最後に、本システムを用いて B/F 分離な
しでの液相での蛋白質の検出実験を行ない、
本手法の有効性を実証した。 
 
４．研究成果 
（１）磁気マーカーの特性解明 
 免疫検査に用いられる磁気マーカーの模
式図を図１に示す。同図に示すように磁気ナ
ノ粒子の凝集体を高分子で被覆し、その表面
意に抗体を結合している。このため、磁気マ
ーカーの磁気特性はナノ粒子自身の特性と
ともに粒子間の磁気的相互作用に強く依存
する。このため、凝集体の特性解明のための
新たな解析手法を開発し、この手法を用いて

種々の磁気マーカーを評価した。これにより、
免疫検査応用に適した磁気マーカーの開発
指針を明らかにした。 
本研究で開発する液相免疫検査法は溶液

中での磁気マーカーのブラウン磁気緩和を
基本としている。磁気マーカーの粒子径 d は
溶液中でのブラウン緩和時間を決め、磁気モ
ーメント m は磁気信号の強さを決める。この
ため、この二つが磁気マーカーの性能を決め
るキーパラメータとなる。 
磁気マーカーの交流磁化率の周波数特性

と磁化(M-H)特性を解析することにより粒子
径 d と磁気モーメント m を求める手法を新
たに開発した。解析手法の詳細は項目５の論
文①と④を参照されたい。 
図 2 に 5 つの磁気マーカーについて得られ

た結果を示す。図 2(a)は粒子径 d の分布であ
り、図 2(b)は磁気モーメント mの分布である。
図に示すように、マーカー内での d と m の値
の分布は大きい。例えば、マーカー１につい
ては粒子径の平均値は 110 nm であるが、70 
nm から 250 nm の範囲で分布している。また、
磁気モーメントも平均値 m = 6x10-24 Wb m を
中心に広く分布している。従って、磁気マー
カーを使用する場合には、マーカー内の d と
m の分布を考慮することが必要となる。 

図 3 には粒子径 d の平均値と磁気モーメン
ト m の平均値の関係を示している。同図に示
すように、d と m の間にはほぼ比例の関係が
成り立つ。この関係は単一粒子における関係
（m は d の 3 乗に比例）とは大きく異なる。
これは磁気マーカーがナノ粒子の凝集体で
作製されているためである。 

また、図中のマーカー１と４では粒子径 d
はほぼ等しいが、磁気モーメント m には大き
な違いがあることが分かる。これは、粒子間
の磁気的相互作用の大きさが異なるためで
ある。 
上述したように、磁気マーカーを免疫検査

に応用する場合には粒子径 d と磁気モーメン
ト m がキーパラメータとなる。図 2 と 3 に示
した結果を用いることにより磁気マーカー
の性能評価を行なうことが出来る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．磁気マーカーの模式図 
 
 
 

磁気ナノ粒子
高分子

抗体

磁気モーメント

m

d
粒子径

磁気ナノ粒子
高分子

抗体

磁気モーメント

m

d
粒子径  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．(a)磁気マーカー内の粒子径 d の分布。 
(b) 磁気モーメント m の分布。５つのマーカ
ーについての結果を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．各種磁気マーカーの粒子径 d と磁気モ
ーメント m の値の関係。 
 

（２）液相免疫検査法の開発 
図4に本研究で開発した、固定用ポリマー

ビーズを用いたB/F(Bound/Free)分離なしでの
液相免疫検査法の原理図を示す。図に示すよ
うに、検出するバイオ物質(target)をポリマー
ビーズの表面に固定する。この後に、磁気マ
ーカーを投入すると、一部はtargetと結合する
。この磁気マーカーを結合(Bound)マーカーと
呼ぶ。これに対して未結合のマーカーを未結
合(Free)マーカーと呼ぶ。溶液サンプル中には

これらの二つのマーカーが共存している。本
検出法では、以下に示すように溶液中での磁
気マーカーのブラウン緩和特性の違いを利
用して、両者を磁気的に識別する。 
図 5 に開発した液相免疫検査システムの模

式図を示す。測定の手順は以下に示すよう
に、(1) 磁化、 (2) ブラウン緩和、(3) 検出
の３つからなる。 

まず、(1) 液体サンプルに外部磁界を印加
する。この磁化過程では、図 4 に示すように
結合・未結合マーカーの磁気モーメントは全
て外部磁界の方向を向く。 

次に、(2) 容器を回転する。このときには
外部磁界がゼロとなるため、磁気マーカーの
ブラウン回転が始まる。ブラウン回転時間B

はマーカーの粒子径 d により以下のように与
えられる。 

Tk

d

B
B

2

3
                    (1) 

ここで、は溶液の粘性係数であり、水の
場合は = 10-3 kg/ms となる。直径が d = 120 
nm の未結合マーカーの場合にはBm = 0.6 ms
となる。このため、未結合マーカーは溶液中
で容易に回転する。一方、ポリマービーズに
結合した結合マーカーのブラウン回転時間
はポリマービーズの粒子径 dp により決めら
れ、dp=3.3 m の場合にはBp = 14 s となる。 
このブラウン回転により、図 4 に示す様に

磁気マーカーの磁気モーメントの向きは次
第にランダムとなる。その結果、磁気マーカ
ーからの磁気信号は次式に示す様に時間と
ともに指数関数的に減衰する。 

)/exp()( 0  Bs tBtB         (2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．結合マーカーと未結合マーカーのブラ
ウン磁気緩和。緩和時間の差を利用して両者
を磁気的に識別する。 
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図 5．ブラウン磁気緩和を用いた液相免疫検
査法の測定手順 
 
 

未結合マーカーの緩和時間はBm = 0.6 ms
であるため、未結合マーカーからの信号は時
間とともに急速に減衰しゼロとなる。これに
対して、結合マーカーの緩和時間はBp = 14 s
と長いため、結合マーカーからの信号は保持
されることになる。 

従って、(3) サンプルが SQUID センサの真
上に到達した時には結合マーカーからの磁
気信号のみを検出することになる。すなわ
ち、未結合マーカーを洗い流す洗浄工程(BF
分離)なしでの、液相検出が可能となる。なお、
磁化してから測定までの待ち時間 Tw はBm 
<< Tw <<Bm となるように設定すれば良く、
本実験では Tw=1.5 s とした。測定の詳細につ
いては、項目５の論文②、⑤、⑥を参照され
たい。 
なお、未結合マーカーからの信号は理想的

にはゼロであるが、実際には、未結合マーカ
ーの凝集のため磁気信号が若干残り、この残
留分が免疫検査の感度を劣化させる。このた
め、図 5 に示すように、励起磁界を２段階に
分けて印加する方法を開発した。すなわち、
最初の短時間だけ 60 mTの大きな磁界を印加
しサンプルを磁化する。その後の測定におい
ては 16 mT の弱い磁界を印加する。この磁界
印加法により、未結合マーカーからの擬似信
号を抑制することが出来る。 

 
（３）液相での免疫検査実験 

本検出手法を用いて、ビオチンと呼ばれる

蛋白質の検査実験を行なった。図4に示すよう

に、直径が3.3 mのポリマービーズにビオチ

ンを固定し、これにアビジンを付加した磁気

マーカーを結合させた。実験では、図３に示

す磁気マーカー１を用いた。 
アビジン・ビオチンの結合反応により磁気

マーカーはポリマービーズに固定される。図6
のSEM写真に示すように、ポリマービーズの

表面には１個当たり1,000から2,000個のビオ

チンが固定されており、これに磁気マーカー

が結合している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．ポリマー表面に固定したビオチンに結

合した磁気マーカー。模式図とSEM写真。 
 
図７にビオチンの検出結果を示す。図の横

軸はビオチンの個数であり、縦軸はSQUIDに

より検出した磁気信号である。なお、磁気信

号は磁束量子0=2.07 x 10-15 Wbの単位で表し

ている。同図に示すように両者はほぼ比例し

ており、B/F分離無しでの液相免疫検査が正常

に行なわれていることを示している。また、

この実験では105個/40lのビオチンの検出に

成功した。モル濃度に換算すると4×10-18 
mol/ml （4アトモル/ml）であり、液相検査

法によりこの高感度を達成したのは本研究が

初めてである。 
図８には異なる磁気マーカーを用いた場合

の結果を示している。図３に示すマーカー１

と４を用いた場合を比較している。図３に示

す様に、マーカー４の磁気モーメントはマー

カー１に比べて大きく、このマーカーを用い

れば免疫検査における信号を大きくできるこ

とが期待できる。図８に示すように、免疫検

査の実験結果はこの期待通りであり、マーカ

ー４において大きな信号が得られている。従

って、免疫検査においては磁気モーメントm
の大きなマーカーを用いることが高感度化の

有効な方法であることが分かる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．液相免疫検査実験の結果。ビオチンの
数と検出信号の関係。 
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図８．２種類のマーカーを用いた場合の免疫
検査実験の比較。 
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