
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０３

基盤研究(B)（一般）

2015～2013

局所励起表面プラズモンを用いた極微量検体中ウイルスの並列検出に関する研究

Localized surface plasmon sensing for subtype determination of influenza viruses in 
a specimen with ultra-small volume

８０３２２８７４研究者番号：

加野　裕（KANO, Hiroshi）

室蘭工業大学・工学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２５２８６０６２

平成 年 月 日現在２８   ６ １５

円    14,700,000

研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスはサブタイプによって感染性や病原性が異なっているため，これを
迅速に決定する手法の開発が重要である．本研究では，基板の表面に多種類の抗体を配置して，これとウイルスが結合
することによって生じる屈折率変化を測定し，ウイルスの判別を行う手法を提案した．そして，これを実現する基盤技
術の開発を行い，ウイルス検出を行う際の感度や安定性の向上，測定時間を短縮する原理の検証，抗体を配列させるた
めの表面化学修飾プロセスの確立に成功した．

研究成果の概要（英文）：Development of a method for quick subtype determination of influenza viruses is 
important because infectious and　pathogenic properties of viruses are different. In this research, we 
proposed a method in which refractive index change due to antigen-antibody reaction between target 
viruses with certain subtype and monoclonal antibodies fixed in a micro-channel on a sensing substrate. 
To realize this concept, we successfully improved stability and sensitivity of a measurement system for 
virus detection, confirmed a measurement principle for faster data acquisition, and developed a technique 
to modify chemical property of a substrate surface to locate certain antibodies in a controlled region.

研究分野： 光計測工学

キーワード： 表面プラズモン　屈折率測定　インフルエンザウイルス　サブタイプ判定
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１．研究開始当初の背景 
 
毒性の高い新型インフルエンザウイルスの

感染流行が社会にもたらす混乱が心配され
ている．これに対し，インフルエンザウイル
スのサブタイプなどの特性を短時間で判定
する技術を確立することが重要であると考
えられ，中でも，網羅的な判定手法の開発に
対して大きな期待が寄せられている．従来，
インフルエンザウイルスのサブタイプ判定
には，主に，インフルエンザウイルス由来の
遺伝子配列を調べる手法が用いられてきた
が，DNA 増幅のプロセスに時間を要すると
いう問題が知られていた．これに対し，特定
のインフルエンザウイルスと特異的に反応
する抗体が固定された基板を用い，抗体にウ
イルスが結合することで基板表面に生じる
屈折率増大を検出する手法は，大幅な時間短
縮を実現でき，潜在的な優位性があると考え
られている．実際に，高感度な屈折率測定法
として知られる表面プラズモンセンサーを
用いることにより，サブタイプを判定可能で
あることが実験的に確認されたため，この手
法をインフルエンザウイルスの網羅的検出
へと発展させるべく，本研究を実施すること
とした．  

 
２．研究の目的 
 
本研究では，極めて微量な検体から複数種

のインフルエンザウイルスを極めて短い時
間に検出することが可能なシステムの構築
を目指し，これに必要な基盤技術の開発を行
った．具体的には，インフルエンザウイルス
に対し特異的に相互作用する抗体を制御さ
れた位置に固定し，この抗体との抗原抗体反
応で判別されたインフルエンザウイルスが
引き起こす屈折率変化を，基板表面の極微小
領域に局所励起した表面プラズモンをプロ
ーブに用いて高速に検出するための光学シ
ステム，送液システム，特定の抗体を特定の
領域に固定する手法の開発を行った. 

 
３．研究の方法 
 
はじめに，インフルエンザウイルスの検出

を行う基本システムとして，液晶分子による
旋光を利用する偏光操作デバイス，20 マイク
ロメートル平方の領域を走査することが可
能なステージ，送液シリンジポンプとシリコ
ン製マイクロ流路などを用いて，局所領域の
屈折率を測定する装置の試作を行った．この
システムでは，円形瞳照明系を用い，表面プ
ラズモンによる光吸収がもたらす反射光空
間周波数スペクトル変化を測定し，基板表面
の有効屈折率を得る．装置試作後，ポリスチ
レン微小球を試料に用いて試作装置の動作
検証を行い，表面プラズモンの局在特性が理
論計算とほぼ一致していることを確認した．
送液機構については，たとえば，200μl/min

の流量で，超純水，リン酸緩衝溶液（PBS）
の交互溶液交換を行ったとき，超純水，PBS
の屈折率測定値は，手動送液と比べて大幅に
安定性が向上し，超純水と PBS の平均屈折率
（超純水：1.33007，PBS：1.33100）の差に
対し，各溶液の屈折率測定値の標準偏差（超
純水：0.000080，PBS：0.000039）が 10%以下
であることを確認できた．さらに，基板表面
に，アビジン，ビオチン化モノクロナール抗
体を固定し，無毒化した H1N1 型のインフル
エンザウイルスを導入すると，基板表面の屈
折率変化からウイルスを検出可能であるこ
とを確認した． 
つぎに，測定効率の向上のために，装置動

作の高速化を目的とした改良を行った．この
改良においては，ラジアル偏光させた 0次ベ
ッセル光を回折限界まで絞り込んで励起光
を基板に照射し，測定領域に生じる屈折率変
化がもたらす反射光強度の変化を測定する．
この光学系では検出器にフォトダイオード
を用いることができるために大幅な時間短
縮が可能となる． 

本研究では，図 1 に示すように，空間位相
変調器を用いて0次ベッセル光を生成した後，
これを偏光コンバーターでラジアル偏光に
変換し，油浸対物レンズで集光する照明光学
系を構築し，クレッチマン配置基板の金属表
面に回折限界スポットを生成した．また，基
板からの反射光を基板表面と光学的に共役
な位置に設置したイメージセンサーで検出
する光学系を構築し，反射光強度を測定した．
金属表面に，直径 1μm の透明微小球を分散
させ，照明光を走査したところ，図 2に示す
ように，高いコントラストで微小球が空間分
解された画像を得た．これにより，空間位相
変調器を利用して0次ベッセル光を生成する
照明光学系の有効性を確認することができ
た．また，フォトダイオードを検出器に用い
ることで，走査ステージの限界走査周波数で，



微小球を観察できることを確認した． 

特定の位置に特定の抗体を配置する手法の
開発については，当初，基板表面に成膜した
脂質二分子膜を微細パターニングしてその
表面にモノクロナール抗体を固定すること
により，脂質二分子膜が残存している領域に
だけ特定のインフルエンザウイルスが結合
できるようにする計画であったため，まず，
脂質二分子膜の加工状態を観察する機構を
導入した．脂質二分子膜加工には，ジアセチ
レンが炭素鎖に導入されたモノマー脂質分
子を用い，これを 2光子光重合させる予定で
あったため，近赤外フェムト秒パルスレーザ
ーを光源に用いて自家蛍光を観察する顕微
鏡システムを構築した．パターン化脂質二分
子膜を用いた実験では，十分に高い蛍光信号
強度が得られ，脂質二分子膜のパターン観察
に有用であることが確認できた．さらに，脂
質二分子膜を顕微鏡下でパターニングする
ための機構を導入し，作製した脂質二分子膜
のラインパターンを確認できたものの，照射
光強度や照射時間など最適化する途上で，フ
ェムト秒パルスレーザーに修理不能な故障
が発生したことにより，この方法による抗体
配置の実験は継続不能となった． 
そこで新たに，表面プラズモン励起可能な

基板上で，特定の数μm 平方の領域をアビジ
ン末端表面にパターニングすることができ，
かつ，これを繰り返し実行可能な手法を探索
した．そして，図 3に示すように，基板表面

に，光照射で基板表面から脱離する保護基を
結合させておき，抗体を固定したい領域に光
照射を行って基板表面を化学的に活性にし，
アビジン末端表面を作製する手法を採用す
ることにした．具体的には，まず，アミン基
末 端 を 有 す る APTS 
(3-aminopropyltriethoxysilane) を基板の
シリカ表面にシラン結合させ，その表面に光
乖 離 性 保 護 基 で あ る NVOC 
(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzl 
chloroformate)を結合させる．ここで，顕微
鏡下において，基板表面の一部に紫外光を照
射して，NVOC を部分的に乖離させ，基板表面
の局所領域においてアミン基を露出させる．
これにNHS-PEG4-Biotinとアビジンを結合さ
せ，アミン基末端表面をアビジン末端表面に
改変する．この手法の繰り返しによって，特
定の抗体を所望の位置に固定することが可
能になる． 
このプロセスが期待通りに進んでいること

を確認するため，顕微鏡カバーガラス表面に
アビジン末端表面を加工し，ビオチン末端を
有する蛍光色素を用いてアビジン修飾領域
を可視化しようと試みたが，非紫外光照射領
域と有意な差を計測することができなかっ
た．そこで，基板，および光学系を改良し，
表面プラズモンを測定プローブとする屈折
率測定法を用いて，各プロセスにおける基板
表面の有効屈折率を計測できるようにし，反
応過程をモニターした．各プロセスにおける
有効屈折率分布を測定し，これを解析した結
果，APTS の結合（典型的なケースで屈折率
0.0007 の増大），保護器の結合（同 0.0018 の
増大），保護基の部分脱離（同屈折率 0.0018
の減小），ビオチンおよびアビジンの結合（同
屈折率 0.0070 の増大）を確認することがで
きた．これにより，基板表面の一部領域をア
ビジン末端表面に顕微加工できることを確
認した．  
 
４．研究成果 
 
（１）局所励起表面プラズモンを用いて屈折
率測定を行う試作装置を用い，アビジン化さ
せた基板表面にビオチン化抗体を結合させ，
特定のサブタイプを有するインフルエンザ
ウイルスを含む微量検体を送液すると，基板
表面の屈折率が増大し，抗体とウイルスの結
合を検出できることを実験的に確認した． 
（２）基板表面の特定領域に，特定の抗体を
固定する手法として，表面プラズモン励起可
能な基板の表面をアミン基で化学修飾し，こ
れを一時的に光脱離性の分子で保護する手
法が有効であることを確認した．さらに，紫
外光照射により保護分子を脱離させた領域
だけをアビジン化させることができるよう
になった．  
（３）基板表面の光近接場領域における有効
屈折率を測定する光学システムに，空間位相
変調器を用いた環状瞳照明系を用いること



で，フォトダイオードによる信号光取得が可
能になることを実験的に確認した．この結果，
従来，測定速度のボトルネックとなっていた
イメージセンサーによる信号取得から解放
され，走査ステージの性能限界までシステム
の動作を高速化することができた． 
（４）送液機構においては，シリンジポンプ
を用いて，屈折率測定の安定化を図り，溶液
交換を経ても屈折率測定値の標準偏差を 10-5

オーダーで安定させることができるように
なった．これにより．抗原抗体反応検出など
のバイオセンシングに十分安定な測定環境
を整えることができた． 
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