
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 24 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：インフルエンザなどの医療検査には、抗原抗体反応を利用するイムノ

アッセイ法が汎用されている。しかしながらその測定法には種々の煩雑な操作が必要で、時間

がかかる場合もあるので、簡便化が望まれている。また、酵素標識抗体などの方法がとられ、

高感度化が図られているが、さらなる高感度化が期待されている。そこで、本研究では、抗原

抗体反応の迅速化と高感度化を図るために、抗体を固定した磁気ビーズを免疫反応媒体とし、

そこで生成する複合体を磁気ビーズの外部磁場による圧電素子デバイスの増幅を図る方法を開

発することを目的として、固相担体への抗体固定化について物理吸着法などを検討するととも

に、固定化抗体と抗原の結合定数を測定し、圧電素子デバイスに固定化した抗体と抗原標識磁

気ビーズと反応を検討し、磁気ビーズのデバイス信号に与える効果を明らかにし、イムノグロ

ブリンをモデル物質として新しい免疫測定法を提案した。 
研究成果の概要（英文）：An immunoassay technique has been widely used for many analytical fields 
such as diagnosis of influenza virus as well as environmental assessment and safety of foods.  In such 
cases, immunoreactions with an antigen and an antibody have been utilized for highly selective analysis.  
However since there need many tedious and time-consuming protocols, a more rapid and simpler 
analytical technique is desired.  In addition, in some cases, a method for labeling an enzyme to an 
antibody or an antigen is used for enhancement of the sensitivity of an immunoassay, but a much 
sensitive analytical technique would be expected.  In this work, in order to enhance the rapidity of 
analysis and the sensitivity of the immunoassay, we tried to use magnetic microbeads for a support of 
the immunoassay and to enhance the analytical signals by using an element of piezoelectric device for 
detection of magnetic microbeads by applying outer magnetic fields.  We have developed an 
immobilization method of an antibody to the microbeads and clarified the relationship between the 
strength of the magnetic fields and the signal of piezoelectric device.  As a result a new immunoassay 
method has been proposed by using the present technique as the model analyte of immunoglobulin.   
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１．研究開始当初の背景 
感染症ウイルスの超高感度検出を目標と

し、抗体固定化磁気ビーズ表面での免疫反応
伴う質量変化を圧力－光変換素子で検出し、
その検出信号を外部磁場の印加により信号
を増幅する方法を考案することを目的とし
た。即ち、免疫反応後の磁気ビーズが圧力－
光変換素子に与える圧力を素子に印加する
外部磁場により増幅する方法を考案する。そ
のために、1) イムノアッセイのための固定基
板担体に抗体を効率よく固定する方法を確
立する。2) 水晶振動子や圧電素子などの圧力
変換素子を利用して、磁気ビースに印加する
圧力の変化に伴う圧電素子の応答特性を検
討する。3)感染症ウイルス表層に存在するヘ
マグルティンをイムノアッセイするために、
モデル物質として抗体を固定化した磁気ビ
ーズを用いて、西洋ワサビペルオキダーゼ
（HRP）を標識した抗体を磁気ビーズに固定
化し、HRP に対する化学発光特性を検討す
る。 
２．研究の目的 
 感染症ウイルスの超高感度検出を目標と
し、抗体固定化磁気ビーズ表面での免疫反応
伴う質量変化を圧力変換素子で検出し、その
検出信号を外部磁場の印加により増幅する
方法を提案することを目的としている。 
 

図１は、仮想的に１粒の磁気ビーズを重力場
と磁場においた場合に、置かれた基板に及ぼ
す力を示したものである。重力場におかれ場
合の力は、質量 5 x 10-13 g の磁気ビーズに対
して重力加速度によって約 5 x 10-10 dynであ
るのに対して、磁荷が 3.5 x 10-9 emu の磁気
ビーズに外部から 12 x 103 Oe の磁場を外部
から印加すると約 4 x 10-5 dyn の力を受ける
ことになる。すなわち、外部磁場によって受
ける力は、重力場によって受ける力の 105倍
にもなると考えられる。そこで、磁気ビーズ
で標識した抗原と測定対象抗原を競合させ
ることにより、イムノアッセイで生成した抗
原－磁気ビーズ標識抗体の複合体を圧力素
子の上で、外部磁場を印加することにより、
圧力素子の信号を増幅することができ、した
がってイムノアッセイの信号を増幅するこ
とができるので、イムノアッセイの高感度化
が期待できる。そのような期待のもとに、次
のような実験を行った。 

３．研究の方法 
(1) イムノアッセイのための固定基板に対
する抗体の固定化法の検討 
 抗体固定化基板として、圧力センサとして
使用されている水晶振動子が金薄膜である
ことに注目し、同様の金薄膜基板であり、か
つ抗原抗体反応のモニターリングが容易な
表面プラズモン共鳴 (SPR)センサの金薄膜
基板を用いて検討を行った。用いた SPR セ
ンサには電気化学計器社製（現在東亜 DKK
社）の SPR20 を用いた。図２のようなフロ
ー系による測定を行った。センサチップには
16 mm x 16 mm x 0.15 mmtのガラス基板に
50 nm の厚みの金薄膜を蒸着したものを用
いた。これを SPR 測定装置にセットした。
ｐH 緩衝溶液をキャリヤー液とし、シリンジ
ポンプで送液した。緩衝液には酢酸緩衝液、
リン酸系緩衝液及び炭酸系緩衝液を用いた。
モデル抗体として抗イムノグロブリン G 抗
体(抗 IgG 抗体)を用い、この抗体に対するイ
ムノグロブリン G（IgG）の結合性を SPR セ
ンサの共鳴角度の変化より見積もった。 

(2) 水晶振動子の金電極表面への抗体の固定
化と免疫反応の検討 
 水晶振動子として、基本振動数が 27 MHz 
の AT カット水晶振動子（SEIKO EG&G 社
製）を用いた。また、発振回路と周波数カウ
ンターを備えた水晶振動子バイオセンサシ
ステム（SEIKO EG&G 社製、QCM934）を
用いて周波数変化を測定し、パーソナルコン
ピューターに信号を時間変化として保存し
た。図３のように水晶振動子をバッチ用のセ
ルにセットし、pH7.4 の 100 ppm 抗 IgG 抗
体溶液を 200 μL を入れ、一定時間放置した。
その後、100 μL 溶液を抜き取り、20 ～200 
ppm IgG－リン酸緩衝溶液を 100 μL セルに
入れ、水晶振動子の振動数変化を測定した。 

 
(3) 抗体固定化水晶振動子に対する磁気ビー
ズの応答の検討 

図１ 重力場及び磁場におかれた磁気ビーズ
に加わる力 
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図２ SPR センサによる抗原抗体反応の検討 
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図３ 水晶振動子による計測システム 



 図４のように水晶振動子をセットしたセ
ルの底部に上下移動が可能なネオジム磁石
をおいた測定システムを組み立てた。水晶振
動子の金電極表面側のセルに、直径 250 nm
あるいは 3 μm のカルボキシル基被覆磁気
ビ ー ズ 懸 濁 液  (nanomag 社 製 、 及 び
Magnetic Microsphare 社製) を適宜希釈し
て 100 μL を入れた。ネオジム磁石を上下し
て、水晶振動子の振動数変化を測定した。 

 
(4) 光学的変換のための西洋ワサビペルオキ
シダーゼ（HRP）酵素標識磁気ビーズの化学
発光特性の検討 
 磁気ビーズ表面に固定化した HRP とルミ
ノール溶液との反応により発生する化学発
光を検出して HRP を測定する方法について
検討した。すなわち、磁気ビーズ表面を被覆
しているポリ乳酸のカルボシキル基をカル
ボジイミド（ECD）と N ヒドロキシスクシ
ンイミド（NHS）で活性化した後、HRP の
アミノ基とをカップリングして、磁気ビーズ
表面に HRP を結合した。調製した HRP 標識
磁気ビーズの懸濁液を 20 μL ずつ数回に分
けリザーバーに入れ、これにマイクロチャン
ネルを介して接続した他のリザーバーにル
ミノールと過酸化水素の及びヨードフェノ
ールの溶液を入れた。ルミノールの溶液が磁
気ビーズのリザーバーに流れ込むとそこで
化学発光が生じるので、これをホトンカウン
ティング法により発光強度を測定した。 

 
４．研究成果 
(1) イムノアッセイのための固定基板に対
する抗体の固定化法の検討 
 まず、SPRセンサを用いて、金薄膜表面への

抗体の固定化について検討した。特に、抗体

の荷電状態が溶液のｐHに大きく依存すると

予測されるので、固定化のためのキャリヤー

液のｐHを変えて、抗体としては抗ヒトイム

ノグロブリンG抗体について検討した。100 

ppm 抗IgG抗体溶液の注入により、SPRセンサ

の共鳴角度が約0.09°上昇した。これは金薄

膜表面に約0.9 ng/mm2 程度の抗体が固定化

されていることを示している。また、固定化

後に未修飾の金薄膜への非特異的吸着を防

ぐために、1000 ppm牛血清アルブミン（BSA）

溶液を３回繰り返し注入した。多層吸着した

BSAを除去するためにｐH２の塩酸－グリシ

ン溶液を注入した。次に、試料であるヒトイ

ムノグロブリン(IgG)の濃度の異なる溶液を

注入し、金薄膜表面に固定化した抗IgG抗体

との免疫反応を行わせた。各試料の導入後は、

抗原－抗体複合体を解離して元の抗体固定

化状態に戻すために、ｐH2の塩酸－グリシン

溶液を注入した。センサグラムを図6に示す。 

SPRセンサの共鳴角度は、注入するIgG溶液

の増加にしたがって大きくなっていること

が分かる。また、ｐH2の塩酸－グリシン溶液

の注入によって、共鳴角度はIgG溶液を注入

する以前の値に戻っており、このことはセン

サ表面の抗IgG抗体に結合したIgGが可逆的

に解離することを示している。 

そこで、キャリヤ液のｐHを種々変化して、

抗IgG抗体の固定化量に対するｐHの影響を

調べた。固定化量はｐH8の時が最も大きく、

ｐH10あるいはpH5,6の場合は低くなってい

る。抗IgG抗体の等電点がおよそ８であるこ

とを考慮すると、電気的に中性の状態のタン

パク質は金薄膜表面に吸着性が高いことを

示している。 

次に、ｐH8の条件で抗IgG抗体を金薄膜に

固定化したセンサチップを用いて、図6に示

すように、種々の濃度のIgG溶液試料とｐH2

の塩酸－グリシン溶液を注入し、共鳴角変化

に対するキャリヤ溶液のｐHの影響を調べた。

金薄膜表面の抗IgG抗体に対するIgGの結合

はラングミューア型等温式に従うことが分

かったので、吸着等温式より結合定数を算出

するとともに、固定された抗IgG抗体の量に

対する結合量の比、すなわちセンサ感応膜に

有効に結合したIgGの割合（有効結合割合）
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図５ HRP 標識磁気ビーズとルミノールの反応
による化学発光検出 
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図４ 外部磁場による水晶振動子の応答の検討 
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を算出した。結果を表１に示す。 

表１ 金薄膜上の抗IgG抗体に対するIgGの

結合に及ぼすｐHの影響 

 

 

 表１からわかるように、金薄膜表面に固定

化された抗IgG抗体に対するIgGの結合定数

は、ｐH５の時が他のｐHに比べて大きい。ま

た、金表面の抗IgG抗体が有効にIgGと結合で

きる割合は、全固定化量の約10～19％であり、

最も吸着量が多かったｐH８でも固定化され

た抗IgG抗体の約17％しかIgGの結合に関与

しておらず、抗体の抗原認識部位といわれる

可変部位の配向性は高くはない。 

(2) 水晶振動子の金電極表面への抗体の固

定化と免疫反応の検討 

 水晶振動子の金薄膜上に抗IgG抗体を固定

化し、これと測定試料であるIgGを結合した

際の水晶振動子の振動数変化を測定した。結

果を図7に示す。50 ppm 抗IgG抗体をセルに

導入すると、金薄膜への吸着により水晶振動

子の振動数が約350 Hz低下している。その後、

セル内の抗IgG抗体溶液を取り除き、pH緩衝

溶液で洗浄すると、いったん振動数が低下す

るが、ほぼ以前の振動数値に回復している。

次に、試料である50 ppm のIgG溶液をセル内

に導入すると、振動子の振動数がさらに650 

Hzまで変化する。これは金薄膜表面の抗IgG

抗体とIgGが結合するため、振動子表面の質

量が増加するためである。最後に、セル内の

IgG溶液を取り除き、pH2の塩酸―グリシン溶

液を入れると、振動子の振動数値は、金薄膜

表面に抗IgG抗体を固定化したときの周波数

値に戻っている。このことは、金薄膜表面で

生成した抗IgG抗体とIgGの複合体が解離し

たことを示している。この実験の結果、水晶

振動子を用いるイムノアッセイの感度とし

ては、50 ppm IgGに対して350 Hzの振動数変

化であることが分かった。 
(3) 抗体固定化水晶振動子に対する磁気ビー
ズの応答の検討 
 水晶振動子をセルにセットし、pH7.4 リン
酸緩衝液を 100 μL 入れ、振動数値が一定に
なったところで、100 ppm 抗 IgG 抗体溶液
をセルに入れたところ、図 8 に示すように抗
体の振動子の金電極表面への固定化によっ
て振動数が減少した。次に平均粒子径が 250 
nm で表面にカルボキシル基で修飾された磁
気ビーズを 100 μL 導入したところ、直後に
減少したが、振動数は導入前の振動数値に戻
った。一方、粒子径が 3 μm で、カルボキシ
ル基で修飾された磁気ビーズを同量導入し
たところ、図 9 に示すように振動数は約
200Hz 低下した。これは、磁気ビーズが水晶
振動子表面の抗 IgG 抗体との結合によって
表面の質量が増加したためと考えられる。こ
の振動数の変化の割合は、導入する磁気ビー
ズの濃度に依存することが分かった。 

(4) 光学的変換のための西洋ワサビペルオキ
シダーゼ酵素標識磁気ビーズの化学発光特
性の検討 
 西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP)で標識

した磁気ビーズとルミノールの反応に伴う

ｐH 8 9 10 

飽和結合量/ng mm-2
 0.15 0.09 0.06

結合定数x107/M-1 3.3 3.3 1.6

飽和結合量/ng mm-2 0.90 0.83 0.38

有効結合割合％ 17 10 17 

ｐH 5 6 7.2 

結合量/ng mm-2
 0.08 0.12 0.12

結合定数x107/M-1 11 4 1.1 

飽和結合量/ng mm-2 0.61 063 0.81

有効結合割合％ 13 19 15 
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図 9 磁気ビーズに対する水晶振動子の振動数変
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図 7 水晶振動子表面への抗 IgG 抗体の固定
化と IgG に対する応答 
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化学発光強度を、標識するHRP濃度を50 ppm 

～500 ppmに変えて検討した。結果を図10に

示す。ルミノール溶液がHRP標識した磁気ビ

ーズを保持したリザーバーに到達した瞬間

に化学発光反応が開始し、それに伴って急激

な発光が観測されている。時間とともにルミ

ノールが反応で消費され、化学発光強度も減

衰している。最大の化学発光強度は、ルミノ

ール溶液との反応の約数秒で達成し、その最

大値はリザーバー中の磁気ビーズに修飾さ

れたHRPの量によってきまっていることがわ

かる。すなわち、最大発光強度は、磁気ビー

ズへのHRPの固定化時に使用したHRP溶液の

濃度に比例している。 
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