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研究成果の概要（和文）：超高感度電気化学発光イムノアッセイ（ECLIA）法を構築すべく、イオン液体ナノ粒
子（ILNP）を用いたILNP- ECLIAの開発をおこなった。モデル分析対象物質のアビジン（AVI）において、AVI濃
度が1～10 μMの間で電気化学発光（ECL）強度との間で直線関係が得られた。ILNP－ECLIAは少し感度の点で劣
るものの、粒子状態でECLを観測できるという長所を有するため、簡便にイムノアッセイができる可能性を示す
ことができた。

研究成果の概要（英文）：In order to establish an ultrasensitive electrochemiluminescence immunoassay
 (ECLIA) method, the ILNP-ECLIA using ionic liquid nanoparticles (ILNP) was developed. The 
calibration curve for a model analyte, avidin (AVI), had a good linearity over the AVI concentration
 range of 1 to 10 μM. Although the ILNP-ECLIA is slightly low in the sensitivity, it has the 
advantage of being able to observe ECL in their particle state, and therefore it has been 
demonstrated that it may be possible to perform immunoassays easily.

研究分野： 分析化学

キーワード： イオン液体　ナノ粒子　電気化学発光　イムノアッセイ　リポソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題で開発したイオン液体ナノ粒子（ILNP）を用いた電気化学発光イムノアッセイ（ILNP-ECLIA）法は、
粒子状態で電気化学発光（ECL）を観測できるという点が、本研究成果の学術的意義である。また、ILNP-ECLIA
法は原理的には一般的なイムノアッセイ系を用いているため、分析可能なバイオマーカーの適用範囲が広い。し
たがって、種々の難治性疾患に関与するバイオマーカーを測定できるため、難治性疾患の超早期診断につなげる
ことができるという点が本研究成果の社会的意義である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

がんを始めとする各種難治性疾患の診断は，その疾患に関連するバイオマーカーを血液中よ
り検出・定量することによりおこなわれている．現在，酵素結合免疫吸着検査法(ELISA 法)が各
種バイオマーカーの検出・定量に汎用され，各種難治性疾患の早期診断に活用されている．しか
し，早期診断によって治療が早期におこなわれたとしても，難治性疾患の根治は難しいのが現状
である．したがって，難治性疾患の根治を達成するには，早期診断のさらに上をいく超早期診断
を確立しなければならない．しかし，ELISA 法の検出感度は数十 pg/mL 程度のため，超早期診断
には不十分である．また，採血という患者に精神的・肉体的に負担をかけないよう，血液以外の
生体液(汗，涙，唾液，尿)を用いたバイオマーカー分析が望まれているが，これらの生体液中の
バイオマーカーの量は血液中よりも大幅に少ないため，ELISA 法では感度が不十分である．した
がって，超早期診断と血液以外の生体液試料を用いた分析という 2 つの観点から ELISA 法に代
わる新しいバイオマーカーの超高感度分析法の開発が必要であると考えられる． 

２．研究の目的 

以前，ELISA 法に代わる新しいバイオマーカ
ーの超高感度分析法として，発光物質を封入し
たリポソームを信号増幅器として用いた電気
化学発光イムノアッセイ(ECLIA)法を開発した
1）．しかし将来的に，マイクロデバイスのよう
に試料を流した状態(フロー系)でリポソーム
－ECLIA 法を用いることを想定したとき，バイ
オマーカーを補足する部位(補足部位)と発光
物質を回収して発光させる部位(検出部位)が
異なることが問題になる(図１A)．そこで，『補
足と検出を同じ部位でおこなうためにはどの
ような ECLIA 法を構築すればよいか』，『リポソ
ーム－ECLIA 法を基盤に，この方法の感度を超
える新しい独自性のある超高感度ECLIA法は開
発可能か』，という 2 つの学術的「問い」を同
時に解決するのが本研究課題(図１B)である．
前者の「問い」に対しては，これまで遂行してきたイオン液体ナノ粒子(ILNP)を信号増幅器とし
て用い，粒子状態のまま ILNP 中で電気化学発光(ECL)を観測することで解決を試みる．次いで，
後者の「問い」に対しては，ILNP を複数個結合させることで ECL 強度を増加させることで解決
可能ではないかと着想した． 

そこで本研究の目的は，上記の 2 つの学術的「問い」を解決した，革新的な超高感度電気化学
発光イムノアッセイ(ECLIA)法を構築するために，これまで遂行してきた研究をさらに発展させ，
信号増幅器としてイオン液体ナノ粒子(ILNP)を複数個結合させた多粒子結合 ILNP(MPB-ILNP)を
開発し，MPB-ILNP－ECLIA 法の生体試料への応用を目指すことである．具体的な目標として，以
下の 3 点について研究を実施した． 

1) 予備的試験として，多粒子結合型リポソーム－ECLIA 法の構築と血清試料測定への応用 
2) IL 中での発光物質の ECL 挙動の評価 
3) 単一の ILNP を用いた ILNP－ECLIA 法の構築および MPB-ILNP の調製と評価 

３．研究の方法 

3.1. 粒子の調製 
3.1.1. 多粒子結合型リポソーム(MPB-Lip)の調製 

初めに，リン脂質，コレステロール，発光物質であるTris(bipyridine)ruthenium(Ⅱ) chloride 
(Ru(bpy)3)を基本組成とし，基本組成に一級アミンを有する脂質およびビオチン(BIO)化脂質を
加えたリポソーム(BIO/NH2-Lip)と，N-hydroxy succinimide ester を有する脂質を加えたリポ
ソーム(NHS-Lip)を Extrusion 法にて調製した．次いで，2 種のリポソームを任意の割合で混合
(BIO/NH2-Lip:NHS-Lip＝1:0，1:1，1:3，1:5，0:1)し，縮合反応を利用して MPB-Lip を得た． 
3.1.2. イオン液体ナノ粒子(ILNP)の調製 

100 mM N-Butyldiethanolamine(NBEA)を含む IL([Pyr12O1][Tf2N]) 1 mL に 3 mg の Ru(bpy)3

を溶解した．この溶液に Egg yolk phosphatidylcholine 90 mg，Dipalmitoylphosphatidyl-
glycerol(DPPG) 30 mg，Cholesterol 5 mg，ポリエチレングリコール(PEG)化 DPPG 5 mg，BIO-
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phosphatidylethanolamine 8.7 mg をそれぞれ加えた．そこに 10 mL の 1% ショ糖-1.1％ PEG 含
有の 10 mM Hepes Buffer(pH 7.4)を加え，ホモジナイザーで 45 分間撹拌し，Ru(bpy)3と NBEA
を封入した ILNP を得た． 
3.2. ECL 測定 
3.2.1. MPB-Lip－ECLIA 法によるストレプトアビジンの定量分析 

一定量のストレプトアビジン(SA)を固定化した金電極を使用し，種々の濃度の SA 溶液と混合
した MPB-Lip 懸濁液を滴下し，結合していない MPB-Lip を除去した後，共反応体である NBEA お
よび界面活性剤である Octyl-β-D-glucopyranoside を添加して ECL を測定した． 
3.2.2. ILNP－ECLIA 法によるアビジンの定量分析 
 BIO を固定化した金電極に種々の濃度のアビジン(AVI)溶液，次いで ILNP 懸濁液を滴下し，結
合していない ILNP を除去した後，ECL を測定した． 
 
４．研究成果 

4.1. 多粒子結合型リポソーム－ECLIA 法の構築と血清試料測定への応用 
 まず，MPB-Lip の ECL 強度の増幅効果について検討した．
その結果を図２に示す．リポソームの粒子数が増加するに
つれて顕著に Ru(bpy)3由来の ECL 強度も増大した．この結
果から，リポソームの粒子間は結合され MPB-Lip が形成さ
れていること，MPB-Lip は ECL 強度を増大させること，が
明確に示された．次いで，1:0-Lip および 1:5-Lip につい
て検量線を作成した．その結果，検出限界(LOD)および定量
限界(LOQ)はそれぞれ，1:0-Lip では 1.84 と 6.30 μg/mL，
1:5-Lip では 1.20 と 1.74 μg/mL となった．この結果か
ら，1:5-Lip のような MPB-Lip の方が 1:0-Lip のような単
一粒子型よりも LOD および LOQ が低濃度側にシフトし，感
度が向上していることが示された． 

1:5-Lip について，間接競合法を用いてウシ血清中の SA
の添加回収実験をおこない，上記で得られた検量線から SA
の定量分析を実施した．その結果を表１に示す．いずれの
SA 濃度においても，添加された濃度と測定された濃度はほ
ぼ一致しており，回収率は 83-106%であった．また，再現性
は 4-14％であった．この結果から，MPB-Lip－ECLIA 法は良
好な定量性と再現性を有し，生体試料に対しても有用な測
定法であることが示された． 
 
 
4.2. IL 中での発光物質の ECL 挙動の評価 
 ILNP－ECLIA 法の構築にあたり，まずはアニオンおよびカ
チオンの組み合わせが異なる 11 種の IL 中での Ru(bpy)3の
ECL 測定をおこなった．その結果を図３に示す．その結果，
親水性の高い[BF4]

－や[PF6]
－イオンを有する IL では，

Ru(bpy)3の ECL がほとんど観測されなかった．それに対し，
bis(trifluoromethyl)sulfonylimide [Tf2N]

－イオンを有す
る IL では，Ru(bpy)3の大きな ECL が観測された．これは，
[Tf2N]

－イオンは疎水性の高いイオンであり，他のアニオン
種と比較してIL中で自己集合的に疎水的なクラスターを形
成している．その疎水的なクラスターに Ru(bpy)3が入るこ
とにより，Ru(bpy)3が安定化され，エネルギーの浪費となる
分子運動が抑制される結果，ECL 強度が増大したのではない
かと推測している．一方，カチオンではホスホニウム系 IL
において，Ru(bpy)3の ECL 強度が高くなる傾向が見られた．
他方，100 mM NaCl を含んだ Hepes buffer (pH 7.4)では，Ru(bpy)3の ECL はほとんど観測され
なかった．これらの結果から，[Tf2N]

－イオンを有する IL は Ru(bpy)3の ECL を大幅に増大させ
ることが明らかとなった． 
 
4.3. 単一の ILNP を用いた ILNP－ECLIA 法の構築および MPB-ILNP の調製と評価 
 ILNP が ECLIA に適用できるかを調べるために，アビジン－ビオチンの特異的結合をモデル検
出系として利用し，ILNP-ECLIA によるアビジン(AVI)の定量を検討した．なお，本研究では IL に
[Pyr12O1][Tf2N]を分散質として調製した ILNP を用いた 2）．種々の濃度の AVI 溶液について， 
ILNP 懸濁液を添加して測定した ECL 曲線を図４に示す．Ru(bpy)3由来の ECL 強度は小さく，ノ
イズが多く含まれているものの，AVI 濃度に応じて ECL 強度は大きくなった．この結果から，リ

図２．SA 修飾金電極に滴下された各懸濁

液の ECL 曲線 

 

 SA concentration (µg/mL)       

 Spiked Found  Recovery (％) RSD (％)  

 2.0 1.8  88 14  

 4.0 4.2  106 9  

 8.0 8.1  102 4  

 16.0 13.3  83 8  

 

表１．ウシ血清中への SA 添加回収実験 

図３．各種溶媒中での 10 μM Ru(bpy)3

の ECL 強度の比較 



 

 

ポソームとは異な
り，界面活性剤で粒
子を崩壊させる必
要もなく，ILNPの状
態で ECL を観測で
きることが示され
た． 
 各 AVI 濃度で得
られた ECL の 15 秒
間の積算値を計算
し，AVI 濃度に対し
てプロットしたの
が図５である．AVI
濃度が10 nM ～ 10 
μM の間で良好な
直線性が得られた
(r=0.92)．100 μM の ECL 積算値は，10 μM のそれとほ
ぼ変わらなかったことから，本 ILNP-ECLIA 系では AVI の
定量上限は 10 μM であることが示された．一方，AVI の
低濃度側では，図４に示されたように，100 pM の AVI 濃
度存在下では Ru(bpy)3の ECL はほぼ観測されなかった．
したがって，本検量線は 10 nM ～ 10 μM の間で作成
した．この検量線を用いて，LOQ と LOD を算出した．両
者の算出は，ベースラインの標準偏差（S.D.）から，LOQ
＝10×S.D.，LOD＝3×S.D.，とした．これらから算出さ
れた LOQ と LOD はそれぞれ，1.07 nM と 462 pM であっ
た．以上の結果から，Ru(bpy)3と NBEA の両方を封入した
ILNP を用いて，粒子状態のままで AVI 濃度を定量できる
ILNP-ECLIA を構築することができた． 
 また，臨床分析の観点から ILNP-ECLIA を腫瘍マーカーである前立腺特異抗原(PSA)の測定に
応用した．その結果を図６に示す．PSA 濃度が 1 ng/mL～10 μg/mL の間で PSA 濃度が増加する
と，ECL 強度も増加した．この結果から，抗原－抗体反応を利用した腫瘍マーカーの測定にも
ILNP-ECLIA を利用することができ，臨床上有益な検査情報を得ることができる可能性が示され
た． 
 一方で，残念ながら，ILNP を複数個結合させた MPB-ILNP については安定性を向上させること
ができず，MPB-ILNP－ECLIA 法を構築するには至らなかった． 
 
５．結論 

3 年間の研究期間において，以下の成果を挙げることができた． 
(1)  MPB-Lip－ECLIA 法を用いて，従来の ECLIA よりも SA の定量感度を大幅に向上させ，血清試

料への応用に成功した． 
本研究に関しては現在，論文を投稿中である． 

(2)  発光物質である Ru(bpy)3と Coreactant である NBEA を封入した，イオン液体を分散質とし
た ILNP を調製することができた．ILNP－ECLIA 法を AVI の定量に適用したところ，作成し
た AVI の検量線から，定量限界（LOQ）＝1.07 nM，検出限界（LOD）＝462 pM が得られた．
この結果から，ILNP のような粒子状態のままで直接，ECL を観測して AVI を感度よく定量
分析することに成功した．また，腫瘍マーカーである PSA の分析にも応用できることを示
した． 
本研究に関しては現在，投稿論文を準備中である． 
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