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研究成果の概要（和文）：金属表面の顕微領域に局所励起した表面プラズモンを用いて金属表面

の屈折率を測定する手法を用いて，微量検体に含まれるインフルエンザウイルスのサブタイプ

を判定する装置の開発を行った．理論計算によって，屈折率測定を行う領域の大きさが半径

180nm 程度であること，7 個程度のウイルスを測定対象としていることを示し，測定基板表面

のモノクロナール抗体と特定のサブタイプのウイルスとの相互作用を有効屈折率の変化から捉

えることに成功した． 
 
研究成果の概要（英文）：A method to determine subtype of influenza viruses by using surface 
plasmons localized in microscopic region on a flat metal surface was developed.  In this method, 
refractive index variation arisen from interactions between viruses and their monoclonal antibodies was 
measured.  Theoretical calculation revealed that measurement region had a size of ~180nm in radius, 
and could be occupied by ~7 viruses.  The detection of influenza viruses with certain subtype was 
successfully demonstrated.   
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１．研究開始当初の背景 
 
金属表面に存在する自由電子の集団的な振
動の量子である表面プラズモンは，その伝搬
定数が金属表面に接した媒質の屈折率に強
く依存する性質がある．この性質は，金属に
接した媒質の屈折率測定の原理に用いられ，

応用が盛んに進められてきた．この測定法は，
金属表面に固定された抗体に抗原が結合す
ることで生じる屈折率変化を捉えることが
できるほど高い感度を有しており，現在，生
体分子間相互作用の最も主要な検出方法の
一つである． 
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この測定法に関し，研究代表者は金属表面の
極微小領域に表面プラズモンを局所励起す
る原理を提案し，その研究開発を進めてきた．
従来の方法と異なり，可干渉な表面プラズモ
ンを金属表面の 1 か所に向かって伝搬させる
と，干渉によって表面プラズモンの局在が生
じる．光学顕微鏡用高開口数油浸対物レンズ
を用い，金属薄膜を成膜したカバーガラスに
励起光を集光することで，これを実現するこ
とができる．局在の大きさは，典型的な条件
下で，金属表面の半径~180nm と見積もられ，
金属表面からの距離を考慮した容積は~6aL
（アトリットル）である．インフルエンザウ
イルスの大きさが~100nm であることより，
これはウイルス数個に相当する．ウイルスに
対し活性な領域を表面プラズモンの局在領
域に制限し，その領域における屈折率変化を
測定すれば，検体中に含まれるウイルスの実
効的な検出感度を高めることができる．また，
局所的な測定は，検出対象の並列度を高める
ことに寄与するため，本研究はウイルス検査
に新展開をもたらす技術開発となりうる． 
 
２．研究の目的 
 
現在，ウイルスのサブタイプ判定には，ウイ
ルス由来の遺伝子配列が含まれているかど
うかを調べる方法が主に利用されているが，
PCR 法での DNA 増幅に時間がかかり，数時
間を要する．これに対し本研究では，特定の
型のインフルエンザウイルスに特異的に反
応する抗体を基板に固定し，抗体にウイルス
が結合することで生じる局所的な屈折率変
化を測定する装置開発を行う．ウイルスの検
出（サブタイプの判定）を 5 分程度で行うこ
と，極めて少ない検体に含まれる特定のウイ
ルスを検出することを第一の目的として研
究を実施した．  
 
３．研究の方法 
	 
表面プラズモンを極微領域に局所励起し，そ
の場の屈折率変化を高感度に捉える装置の
試作を行った．試作装置では，放射状偏光さ
せたレーザー光を，NA=1.65 の油浸対物レン
ズを用いて，円形瞳照明法により，金薄膜を
真空蒸着したカバーガラスに集光させる．そ
して，その反射光を対物レンズの瞳面と光学
的に共役な位置に置いた CCD で観察する．CCD
で記録される画像には表面プラズモンの励
起による光吸収が環状に観察されるので，そ
の半径より基板表面の局所的な屈折率を求
めことができる．カバーガラスの表面は，テ
マイクロフローセルでカバーされており，微
量な溶液を基板表面に供給することができ
る．マイクロフローセルに，アビジンを含む
緩衝溶液（PBS），ビオチン化モノクロナール

抗体を含む PBS を順次導入することで，特定
のウイルスだけを結合させることができる
基板が得られる．この基板に対し，ホルマリ
ン処理により無毒化したインフルエンザを
導入し，基板表面の有効屈折率を測定するが，
これに先立って，機械部品から生じる調整ず
れの補償や，流路と溶液交換方法の改良など
によって，試作装置の屈折率測定感度向上，
安定性の確保を行った．	 
	 

	 
図１	 試作装置の構成 

	 
最終的に，8 回の 2 液交換を伴う 45 分間の屈
折率測定における測定値の標準偏差が
0.0004 以下であることを確認した．	 
	 
この試作装置を用いて，インフルエンザウイ
ルスの検出実験を行った．実験では	 A/H1N1
型および A/H3N2 型のインフルエンザウイル
スを精製，無毒化し，モノクロナール抗体と
の抗原抗体反応を確認した．図２の実験結果
が示すように，ウイルスの結合による有効屈
折率増大が 0.012 であることを確認した．測
定領域に存在するウイルスの数量（最大 7個），
測定値の安定性を考慮すると，装置が単体の
ウイルスに応答する感度を備えていること
が確認できた．	 
	 
また，図３の実験結果に示すように，抗体抗
原反応を生じない組み合わせでは，測定面上
の有効屈折率がほとんど変化しないことも
確認した．さらに，低濃度の試料を用いると，
有効屈折率がステップ状に増大するケース
が見いだされ，単体のウイルスに応答してい
ることが示唆された．その他，人体からスワ
ブによって検体を採取する際の影響を評価



し，これによる屈折率変化が十分に小さいこ
とを確認した．	 
	 

	 
図２	 A/H1N1 インフルエンザウイルスと

モノクロナール抗体の結合による
有効屈折率変化を測定した結果	 

	 

	 
図３	 A/H3N2 インフルエンザウイルスと

モノクロナール抗体の結合による
有効屈折率変化を測定した結果	 

	 
４．研究成果	 
	 
上に詳述した実験を通し，提案する手法，そ
れに基づく装置が，微量検体中に含まれる特
定のサブタイプのインフルエンザウイルス
の検出に有効であることを確認することが
できた．また，試作装置が単一のウイルスに
応答する測定感度を有していることを明ら
かにすることができた．	 
	 
	 本研究で開発した装置は，検体に特定の型
のインフルエンザウイルスが含まれている
ことを調べる目的に対して有用であるが，多
種のウイルスについて一度の測定で判定を
行うためには，さらに，測定面に多種の抗体
を高密度に配列させる技術が必要になる．今
後は，その技術開発を精力的に開発する必要

がある．また，測定領域に検体を導入する手
法について，必要容量を減少させる手法を開
発することにより，開発した装置の利点を一
層活かすことができるようになる．	 
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