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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体物質透過性が高い近赤外光を使った免疫絵検査方の確立をめざして、近赤
外光を発光する単層カーボンナノチューブ(CNT)と抗体との複合体の作成法を確立させ、また、近赤外発光計測に最適
な計測機器の開発を行った。
本プロジェクトの目的を達成するに当たり、最も重要なCNTと抗体との複合体作製では、CNTの構造・特性が従来化合物
と大きく異なることが原因で、様々な問題が生じた。そこで、従来法に改良を加え、また、CNT-抗体複合体の評価法を
改良して検討した結果、CNT-抗体複合体が安定に作成できるようになった。また、手のひらサイズでありながら、CNT
の近赤外発光を検出できる装置開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aims of this project are to establish the immunoassay system using single-wall
ed carbon nanotubes (CNTs) as a near infrared (NIR) fluorescence label and to make a new NIR fluorescence 
detection apparatus that is suitable for the clinical test uses. 
The most important issue to achieve our purpose was the preparation of complex of CNTs and IgG antibody. M
any problems of this preparation which were mostly originated from the unique structures and properties of
 CNTs were solved, and, as a result, it became possible to make CNT-IgG stably. In addition, we have succe
eded in making the palm-sized apparatus for the NIR fluorescence detection  with sensitivity high enough t
o detect the CNTs fluorescence in the immunoassay. Our results will enable to develop new clinical test sy
stems using CNTs as NIR fluorescence labels.
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１．研究開始当初の背景 
昨今の技術開発を背景として、各種疾患バ

イオマーカー探索が進められており、「がん」
の検出に役立つ可能性が高い候補分子が相
次いで報告されている。産業技術総合研究所
の糖鎖医工学研究センターで進めるプロジ
ェクトでも、池原(分担研究者)らが糖鎖分析
技術のアドバンテージを最大限に生かして、
疾患の発生と進展に伴って出現する未完成
品糖タンパク質（＝糖鎖修飾異性体）を疾患
バイオマーカーとする研究を進めて来た。 
最近、池原ら(分担研究者)は、肝炎に伴っ

て生じる線維化を測定できる未完成糖鎖バ
イオマーカーを発見し、侵襲性の高い生検に
代わって血液検査での検出評価を可能とし
た (Kuno, Ikehara et al.. Clinical Chem. 
2010)。さらに、胆管がんのように発見が極
めて難しい悪性腫瘍についても、腫瘍の存在
を感度良く検出できる未完成糖鎖バイオマ
ーカーの発見に成功している。今後、同様の
アプローチで開発を進めると、動脈硬化やア
ルツハイマー病の検査診断にも展開可能で
あると予想される。しかし、血液中に存在す
る疾患マーカー分子を検出し、これらの疾病
の超早期診断を達成するためには、現在の臨
床検査における検出感度では不十分なこと
が多い。 
一般に血液をサンプルとする臨床検査で

は、血球成分(赤血球や白血球、血小板)を遠
心分離やフィルター濾過により除去する。し
かし、いずれの操作でも除ききれないので、
これら生体物質が少なからず混入する事と
なり、疾患バイオマーカー検出のために使う
プローブ分子の光を妨害吸収してしまい疾
病検出感度を下げてしまう。同時に、血球成
分が非特異的に発光し、プローブ発光検出の
際にノイズの原因ともなる。こうした血球成
分によるプローブ発光の妨害吸収や自家発
光ノイズは、超早期診断を目的としたさまざ
まな疾患バイオマーカーの高感度検出を邪
魔し、その実用化において非常に大きな障害
となっている。 
近赤外光は生体透過性が高いため、in vivo 

イメージングや腋窩リンパ節検査などの体
内診断をゴールに技術開発が試みられてい
る。血液や体腔液を対象とする臨床検査にお
いても、近赤外光を使えば、上述した問題を
回避でき、多種類の疾病マーカーの高感度検
出が可能となるが、実現していない。実現の
ためには、近赤外波長領域で効率良く発光す
るプローブが必要である。 
 CNT は、生体物質によって吸収されにくい
光（波長 700-800 nm）により励起することが
でき、その発光波長は生体自家発光のない波
長 1000-1200 nm 付近の近赤外高領域にある
(図２)。CNT は、近赤外色素分子や近赤外量
子ドットに比べて、10 倍以上の光学的耐久性
があり、化学修飾も可能である。つまり、CNT
は近赤外発光プローブとしての優位性は比
類なく、近赤外光を利用した次世代臨床検査

の実現を可能にする強力な新規材料である。
CNT の発光は 2002 年に発見され、これまで、
生体内のCNTイメージングなども試みられた
（Leeuw et al. Nano Lett. 2007)ものの、
そのもっとも有力な応用である臨床検査へ
の検討はこれまで全くなされていない。 
CNT の近赤外発光を検出するシステムに関

しては、この波長領域が可視光ほど汎用され
ていないため、適した装置を開発する必要が
ある。波長 1000～1500 nm の近赤外光の検出
には、通常シリコン電荷積分アンプに接続さ
れた InGaAs フォトダイオードアレイを使用
するが、室温付近においては、フォトダイオ
ードの暗電流が大きくシリコン IC で許容さ
れるキャパシタンスでは、十分な積分時間が
確保できない。フォトダイオードを液体窒素
冷却することで解決可能であるが、価格や操
作性の問題を鑑みると、臨床検査室での実用
化は難しい。これに対して小倉（分担研究者）
は、極微弱光の計測が室温付近で可能となる
よう、表面電流ブロック層を設けたヘテロバ
イポーラフォトトランジスタを開発した
(Ogura et al. Electronics Lett. 2006)。
この素子の特色として、内部増幅作用が大き
いので（電流増幅率β～数千）、外部電気回
路によるノイズの影響を受けにくいこと、ベ
ース領域に光励起キャリアの蓄積効果を持
つため、電荷積分機能を内蔵していること、
可視から赤外まで広い波長範囲に感度を有
することなどが挙げられ、臨床検査室で近赤
外光を高感度に検出できるシステム機器の
基盤技術は確立している。 

 
２．研究の目的 
現在の血液検査で使われている光の波長

は 400-500 nm である。この波長域では、血
球などによる強い光吸収と非特異的発光ノ
イズが、検出されるべき疾患バイオマーカー
の蛍光検出を妨害し、疾患検出感度を下げる。
そこで、本研究では、血球などに対して透過
性が高い近赤外光を使い、臨床検査の高感度
化をめざす。この目的に最適な素材は、唯一、
単層カーボンナノチューブ（CNT）である。
よって、１）CNT を抗体とカップリングさせ
新規プロ―プを作製し、それを用いた ELISA
による疾病バイオマーカーの検出法を最適
化する。２）次世代型フォトトランジスタを
用いて、CNT の発光量計測に最適化した近赤
外光検出機器の開発を進める。また、疾病バ
イオマーカーの高感度検出を実践利用につ
なげるため、プロトタイプ臨床検査装置を製
作する。 
 
３．研究の方法 
近赤外光を用いると高感度血液検査が可

能となる。しかし、近赤外発光をするプロー
ブはなく、また、臨床検査で使えるような近
赤外光検出機器も現存しない。そこで、以下
のような研究を行った。 
（１） CNT-抗体プローブの作製 



（２）CNT-抗体プローブの免疫試験評価 
（３）CNT の近赤外発光計測用に最適化した
近赤外光検出器の作製 
 
 
４．研究成果 
 
（１）CNT-抗体プローブの作製 
近赤外発光する CNTで IgG 抗体をラベルす

る手法確立させた（図１）。 
具体的には、CNT（CoMoCat CG、図 2）と

NHS を末端に持つリン脂質ポリエチレングリ
コール（DSPE-PEG-NHS、図 3）をリン酸バッ
ファー（PB）中に入れて、チップ型の超音波
発生装置を用いて処理後、遠心分離を行い、
単一 CNT が DSPE-PEG-NHS により被覆されて
（CNT-PEG-NHS）分散液となっている上澄み
液を採取した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 CNT の透過電子顕微鏡写真 
 
 
 

 
図 3 DSPE-PEG-NHS の分子構造 
 
得られた CNT-PEG-NHS 分散液に IgGを加え、

未反応 IgG を濾過にて除去し、CNT-PEG-IｇG
を作製した。その発光スペクトル(図 4b)は、
IgG を付加するまえの CNT-PEG-NHS の発光ス
ペクトル(図 4a)と同様に(7､5)と(7,6)のカ
イラリティを持つCNTからの発光が確認され、
IgG 付加は CNT の近赤外発光に影響を及ぼさ
ないことを確認した。 
（２）CNT-抗体プローブの免疫試験評価 

CNT-PEG-IgG の評価として、IgG と特異的
に結合するプロテイン G（PrG）を表面に着け
た磁気ビーズを用いて免疫沈降（IP）試験を
行った。CNT-PEG-IgG 分散液中に PrG 磁気ビ
ーズを入れ、CNT-PEG-IgG を PrG 磁気ビーズ
に付着させ、磁石にて CNT-PEG-IgG/PrG 磁気
ビーズを回収し、洗浄後、発光スペクトルを
測定した。発光スペクトルには CNT 由来のピ
ークがみられた(図 4c)。IgG の効果を確認す
るために、IgG未付加の CNT-PEG を用いて PrG
磁気ビーズを用いた沈降実験をおこなった
ところ、磁気ビーズに捕集されることはなく、
磁気ビーズのスペクトルにCNTのピークは現
れなかった(図 4d)。これらの結果により、CNT
－PEG-IgG の IgG は PrG に付着する特性を維
持しており、また、IP 操作により CNT の発
光が阻害されることもないことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 CNT の近赤外発光スペクトル。a) 
CNT-PEG と b) CNT-PEG-IgG の BP分散液(図１
の A液)。c) CNT-PEG-IgG/PrG 磁気ビーズ。 
d) CNT-PEG/PrG 磁気ビーズ。励起波長:660 nm。 
 
さらに、CNT-PEG-IgG の IP 試験結果を検討

するために、DSPEPEG-OCH3を用いて IP 実験を
行った。この化合物の PEG 末端はメトキシ基
であるために、IgG とは反応しない。図 1 に
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図１CNT-PEG-IgG 作成と免疫沈降（IP）試験

のプロセス。 



示したプロセスと同様にして作製して得た
ものに対して IP を行い、磁気ビーズの発光
スペクトルを測定したが、CNT のピークは観
測されなかった。これは、CNT の表面に IgG
が物理吸着して IP ポジティブな結果をもた
らすことがないことを示している。 
 IP 試験では、磁気ビーズから抗体を溶出さ
せて、抗体についている蛍光ラベルの発光強
度から抗体量を推定されることが多い。本実
験 で も PrG 磁 気 ビ ー ズ に 付 着 し た
CNT-PEG-IgG の溶出を試みた結果、SDS を添
加し約100℃に加熱することでCNT-PEG-IｇG
が溶出され、溶出液の発光スペクトルには、
CNT の発光ピークが観測された(図 5a)。溶出
後の磁気ビーズのスペクトルにはCNTの発光
ピークは見られなかった（図 5b）。このこと
から、CNT をラベルとして用いた IP において
も、通常の溶出法による定量測定が可能であ
ることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ CNT の発光スペクトル。a）CNT-PEG-I
ｇG/PrG 磁気ビーズからの溶出成分（図１の
B液）。b)溶出後の磁気ビーズ。C)磁気ビーズ
捕集処理後の残液（図１の C液）。 
 
IP 前後の液（図１の A,B,C 液）の発光強度

比から、CNT－PEGとCNT-PEG-IgGのモル比は、
4.8:1 程度となり、CNT-PEG－NHS と IgG との
反応収率は 17％程度と見積もられた。（注：
PrG 磁気ビーズの PrG の数は付着した
CNT-PEG－IgG の数より多かった。）この収率
を今後いかに改善するかが課題の一つとな
る。 
 
CNTの近赤外発光ラベルを用いたIP試験で

の抗原検出限界をCNTの発光強度から見積も
ると約 600 pM となる。この値は、本研究で
用いた容器、装置によるものであり、今後、
こうした点を改善すると、収率は潜在的には
サブピコモルになると推定され、CNT を免疫
試験おける近赤外発光ラベルとして用いる
際の有効性を確認することができた。 
 

（３）CNT の近赤外発光計測用に最適化した
近赤外光検出器の作製 
 
近赤外光検出器の開発は、可視光領域に比

べて遅れているため、本研究では、フォトダ
イオードを用いて臨床検査に適した検出器
（図 6）を作製した。本装置では、横方向か
ら波長 650 nm あるいは 980 nm の半導体レー
ザ光を 100Hz 程度のパルス光に変換し、装置
内に導入し、薄型石英セルの側面側に照射し
た。石英セルにいれた分散液中の CNT の発光
は、Si 基板上に形成した干渉フィルタを通し
て背後の InGaAs 冷却フォトダイオードで検
出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 臨床検査用 NIR 光検出器プロトタイプ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 図 6の装置で測定した蛍光強度出力 
 
図７は、蛍光検出装置の出力を USB インター
フェイスを介してパソコンに表示した画面
である。レファレンスとして測定した溶媒を
いれたセルからの信号に比べてCNTの濃度に
応じて有意な信号強度が得られている。 
 以上の結果により、CNT の蛍光が簡便な装
置により定量的に評価できることが明らか
になった。 
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