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研究成果の概要（和文）： 

コナヒョウヒダニ由来の Der f1 を検出対象とした、化学蛍光法による光ファイバ型免疫計

測システムを開発した。本システムでは、LED 光源を励起光とし、光ファイバプローブ端

面近傍の免疫複合体由来の蛍光を光電子増倍管にて検出した。プローブ端面に捕捉抗体を

固定化し計測したところ、7.8–250 ng/ml の範囲で定量が可能であり、本システムが環境

中アレルゲンの on -site モニタリング計測に有用な基盤技術となることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
A fiber-optic immunoassay system based on chemifluorescence detection for Der f1 
derived from Dermatophagoides farinae. In this system, a light emitting diode (LED) 
was used as an excitation light source, and a photomultiplier was used as a 
fluorescence detector. Capture antibodies were immobilized on the end face of the 
optical fiber probe, and immunocomplexes were formed and labeled with fluorophores. 
Calibration range of the system for Der f1 defined by the fluorescence intensities was 
7.8-250 ng/ml. The study proved that the immunoassay system was useful in the basic 
technology for the on-site monitoring of environmental allergens. 
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１．研究開始当初の背景 

気管支喘息やアトピー性皮膚炎、花粉症等
のアレルギー疾患を有する患者は国民の 30%
以上にものぼり年々増加傾向にある。近年で
は、小児や若年成人のみならず高齢患者層に
おける患者数の増加も明らかになっており、
大きな社会問題となっている。アレルギー疾
患の発症機序や病態は未だ十分に解明され
ておらず、現状では根治的な治療法が確立さ
れていないため、対処療法を中心とした治療

が行われている。特に、生活環境や生活習慣
の改善によるアレルゲン（アレルギー疾患惹
起物質）の回避や疾患状態の客観的な評価に
伴う予防は有効な対処法であるが、個人レベ
ルでの十分な疾患管理は行われていない。 

生活環境におけるアレルゲン計測は、アレ
ルギーの日常管理に有効な情報を提供する
ことが可能な技術である。アレルゲンは、温
度や湿度、季節などの影響を受けてその分布
が変動するのみならず、特に花粉やハウスダ
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スト等の吸入性アレルゲンは、生活環境中に
浮遊・拡散して存在する場合も多く、回避す
ることは容易でない。こうしたアレルゲン動
態を個人レベルで的確に評価し、健康管理に
活用するためには現在主に行われている測
定業者による一時的な分析ではなく、簡便に
連続計測できるセンサシステムが必要不可
欠である。現時点では、家庭での使用用途に
耐えうるほど小型で簡便なセンシングシス
テムは確立されておらず、技術開発が切望さ
れている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、小型軽量な光学実験系を
構築して蛍光免疫測定法による環境因子の
測定技術を開発し、まず、液相中での測定を
実現し、さらに気相中の浮遊環境因子の計測
に展開することである。測定対象としては、
吸入性アレルギー疾患の代表的アレルゲン
である、コナヒョウヒダニ由来の Der f1 を
用いて、生活環境における時間的・空間的な
アレルゲン動態の評価技術を実現する。 
 研究期間終了時までに、まず、小型蛍光検
出システムの構築を行い、構築したシステム
による免疫計測技術を確立し Der f1 計測に
適用する。さらに、挑戦的課題として、作製
した蛍光免疫計測システムによる気相中 Der 
f1 計測について検討し、アレルギー疾患のた
めの生活環境管理技術としての可能性を明
らかにする。本研究計画における免疫計測シ
ステムは、適宜抗体を選択することで様々な
対象の測定が考えられることから、アレルゲ
ン以外の日和見感染菌やバイオマーカー等
の動態評価への応用展開についても検討を
行う。 
 

３．研究の方法 

(1) 化学蛍光法による免疫計測システムの
原理 

化学蛍光法では、酵素標識した検出抗体に、
基質を反応させて生じる蛍光物質を検出す
ることで抗原を計測することから、高感度に
抗原を検出できる可能性がある。本研究では、
標識酵素にストレプトアビジンペルオキシ
ダーゼ、基質に 10- acetyl- 3,7- dihydroxy- 
phenoxazine（ADHP）を用い、反応生成物で
ある resorufin を蛍光検出することとした。 

図 1に、光ファイバを用いた免疫蛍光検出
システムの構成と原理を示す。本システムで
は、発光ダイオード（LED）からの励起光を
バンドパスフィルタ（BPF: MX0570, 朝日分
光（株））及び光ファイバを介して試料溶液
に照射し、試料内の resorufin の蛍光を蛍光
用 BPF を介して光電子増倍管（PMT; H7421, 
浜松ホトニクス（株））にて検出し Der f1 を
測定した。なお蛍光用として複数の BPF を用
い、光学系の最適化を図った。 

 

図 1. 光ファイバ型蛍光免疫検出システム
の構成図 

 
(2) 光ファイバ型免疫検出システムの構築 
検出用の光ファイバプローブは、安価で使

い捨て可能なポリスチレン製光ファイバ（PS
ファイバ; polystyrene plastic optic fiber, 
Shenzhen Corpereal Photoelectric, Co., 
Ltd.）を切断し、端面を鏡面研磨処理するこ
とで作製した。まず粗研磨用のシリカフィル
ム（粒子径: 30 µm）にて 30秒間乾式研磨し、
研磨面を洗浄した後、次に粒子径 9 µm のシ
リカフィルムにて 30 秒間湿式研磨を行い、
最後に仕上げ研磨用のアルミナフィルム（粒
子径: 0.3 µm）にて 15 秒間の湿式研磨を行
う事で端面を鏡面処理した。 
また、蛍光測定時のノイズ成分を抑制する

ため、励起光側および蛍光側バンドパスフィ
ルタ（BPF）を選定した。さらに異なる 2 種
の LED 光源（λP = 530 nm, 20000 mcd; λP = 
570 nm, 500 mcd）を用いて Der f1 検出時の
蛍光出力の違いを調べ、光源の選定を行った。 
 
(3) 免疫検出システムを用いたDer f1 測定 
実験では、まず光学系及び反応系の評価を

目的に I.捕捉抗体を固定化した測定セルを
使用し、抗原、HRP 標識抗体、蛍光基質の順
に反応させ、溶液の蛍光を光ファイバにて評
価し、次に II.捕捉抗体を端面に固定化した
光ファイバプローブを使用することでDer f1
モニタリングへの応用の可能性について調
べた（図 2）。捕捉抗体固定化セルとしてマイ
クロタイタープレート（greiner bio-one Co. 
Ltd. 655061）の各ウェルを利用した。実験
では、上記セルに抗 Der f1 抗体溶液
（Anti-Der f1 mAb 6A8, Lot 31022, 2 µg/ml 
in 80mmol/l carbonate - bicarbonatebuffer, 
pH 9.5, 100 µl）を分注して抗体を固定化し
（4 ℃, over night）、ブロッキング処理（室
温, 1 時間）の後、標準抗原液（Der f1 抗原：
Purified Natural Der f1, Lot 30074, 
0.49-250 ng/ml in BSA-T-PBS, 100 µl, 室
温 1 時間）、ビオチン化抗 Der f1 抗体溶液
（Anti-Der f1,mAb 4Cl, Lot 30068, 2 µg/ml 
in BSA-T-PBS, 100 µl, 室温 1 時間）、スト



レプトアビジンペルオキシダーゼ溶液
（Streptavidin-Peroxidase, S5512, Sigma, 
0.25 µl/ml in BSA-T-PBS, 100 µl, 室温 30
分）を順次加え複合体形成を行った。I.の評
価では、蛍光基質溶液（QuantaRedTM Enhanced 
Chemi- fluorescent HRP Substrate, 
Enhancer Solution, Stable Peroxide 
Solution= 1:50:50, 100 µl）を分注し15分
間反応させ、反応停止薬 10 µl を加えた後、
プローブ端面をセル溶液に浸漬し、PMT にて
蛍光強度を測定した。 

次に、II.捕捉抗体固定化光ファイバを使
用し Der f1 の検出を行う方法ではまず、先
端を封じたウルトラマイクロチップに抗 Der 
f1 抗体溶液（10 µg/ml, 50 µl）を分注し、
プローブ端面を浸漬して抗体を固定化した。
ブロッキング後、Der f1 抗原溶液（7.8 -250 
ng/ml, 50 µl）、ビオチン化抗Der f1 抗体溶
液、ストレプトアビジンペルオキシダーゼ溶
液の順に浸漬し、免疫複合体をプローブ端面
に形成し、蛍光計測では基質溶液を分注した
マイクロプレートウェルにプローブを浸漬
し、撹拌（200 rpm）しながら 15分間反応さ
せた後反応停止薬を加え、蛍光検出システム
にファイバを接続し、蛍光強度を測定した。 

 

図 2. Der f1 計測での 2種の実験方法 I、II 
 
４．研究成果 
(1) 光ファイバ型免疫検出システムの構築
と評価 

図 3 は切り出した PS ファイバを鏡面研磨
した際の、各研磨工程におけるファイバ端面
を示した画像である。研磨フィルムの粒子径
が小さくなるに従い表面が平滑化し、粒子径
0.3 µm のアルミナフィルム研磨後は、良好な
平滑性面が観察された。研磨処理後の PS フ
ァイバプローブの蛍光検出能を標準Cy5溶液
を用いて調べたところ、100 – 106 nmol/l の
範囲で定量可能で、市販のガラスファイバプ
ローブと同等な蛍光検出能を有することが
確認された。 

また、ノイズを抑制して蛍光検出を行うた
め、システムに用いる BPF の選定を行った。
励起光側をresorufinのピーク励起波長であ
る 570 nm に中心波長を有するフィルタ（570

±10 nm）に固定し、蛍光側 BPF として、5種
のフィルタ（①580±10 nm, ②590±10 nm, 
③600±10 nm, ④610±10 nm, ⑤620±10nm）
について、ノイズレベルを調べた。その結果
（表 1）、励起側フィルタ 570±10 nm に対し
て③蛍光側フィルタ 600±10 nm にて、励起
光成分が効果的に除去され、最もノイズレベ
ルを低減できた。 
 

 
図 3. 各研磨処理後のPSファイバ端面写真 
 
表１. フィルタの組み合わせによるノイズの

比較 

 

 
また異なる 2 種の LED 光源（λP= 530 nm, 

20000 mcd; λP= 570 nm, 500 mcd）について、
Der f1検出時に得られる蛍光強度を比較した
ところ（図 4）、輝度の高い光源（λP= 530 nm, 
20000 mcd）にて、より大きな蛍光出力が得
られたことから、以降の実験では、この光源
を用いた。 
 

 

図 4. 2 種の LED 光源における Der f1 蛍光出
力の比較 

 
(2) 光ファイバ型免疫検出システムでの Der 
f1 計測 
I. セル内面に抗 Der f1 抗体を固定化し、

2 種類の光ファイバプローブ（PS ファイバ、
市販ガラスファイバ）にて蛍光測定を実施し、
特性を比較した。図 5に 2種の光ファイバプ
ローブにより得られた Der f1 定量特性を示



す。この図に示すように、本システムにより
0.49-250 ng/ml の範囲で Der f1 の定量が可
能であった。 

この結果は、市販ファイバ（図 5破線）を
用いた場合（0.49-62.5 ng/ml）、や既存の
ELISA 法にて計測した場合（0.49-250 ng/ml）
と同等の定量性であった。なお PS ファイバ
プローブ間のバラツキは変動係数が 14.3%
（125 ng/ml, n=5）と大きく、その原因とし
て、手作業で研磨処理したファイバを接続し
ているために光学系のミスアラインメント
が生じやすいことが考えられる。 

 

 
図 5. I.抗体固定化セルによるDer f1定量特

性 
 

II.上記の結果を踏まえ、PS ファイバプロ
ーブ端面に抗 Der f1 抗体を固定化すること
でより on site計測に適した光ファイバ型ア
レルゲンセンサを構築し評価を行った。図 6
に固定化光ファイバにより Der f1 の測定を
行った結果を示す。この図からわかるように、
I.のセル内に抗体を固定化する場合に比し
て同濃度の Der f1 に対する出力は 20-30 %
程度となるものの、次式の通り Der f1 の定
量性が確認され、定量範囲は 7.8-250 ng/ml
であった。 

蛍光出力が低下した主な原因として、ファ
イバ端面への固定化が十分でないことが考
えられ、ファイバへの抗体固定化条件の改善
により固定化密度を向上させることで、蛍光
強度の増加と検出感度の向上が図れるもの
と考える。 

本システムは光ファイバの端面でアレル
ゲンを計測できることから、on-site アレル
ゲンモニタリングにおいて、住環境などの多
様な条件下での利用が可能で、アレルゲンの
発生源の調査や日内変動の評価に有効であ
るものと期待される。 

 

図 6. II.抗体固定化ファイバによる Der f1
定量特性 
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