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研究成果の概要（和文）：本研究では、キノンの活性酸素発生能を利用する化学発光ホモジニアスイムノアッセ
イの開発を試みた。本法は、抗体に標識したキノンより発生する活性酸素と抗原に標識した活性酸素消去剤との
相互作用による化学発光の減衰に基づく方法である。抗体及び抗原の標識に用いるキノン及び活性酸素消去剤の
スクリーニングを行った結果、それぞれアントラキノン (AQ) 類及びチラミン (TA) が標識に適していると考え
られた。次に、AQ と TA とを直接結合させたモデルを作成して化学発光を測定した結果、これらの相互作用に
よる化学発光の減衰が見られ、本ホモジニアスイムノアッセイ構築の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a new homogeneous chemiluminescent immunoassay using
 a combination of quinone labeled antibody and reactive oxygen species (ROS) scavenger labled 
antigen.  The proposed assay is based on the chemiluminescence decrease due to the scavenging of ROS
 that is generated from quinone.  After the screening of suitable compounds for labeling, 
anthraquinone (AQ) and tyramine (TA) were selected as quinone and ROS scavenger, respectively.  
Then, we synthesized a model compound (AQ-TA) that contains AQ and TA moieties in one molecule in 
order to evaluate the interaction between quinone and ROS scavenger.  As we expected, the 
chemiluminescence intensity of AQ-TA was weaker than that of control compound that does not contain 
TA moiety. Therefore, the possibility of development of the proposed homogeneous immunoassay was 
sufficiently suggested.

研究分野：病態検査学

キーワード： 化学発光　ホモジニアスイムノアッセイ　キノン　活性酸素消去剤　紫外線照射
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１．研究開始当初の背景 
 
 酵素免疫測定法  (enzyme immunoassay, 
EIA) は，酵素標識した抗体（あるいは抗原）
によって抗原（あるいは抗体）を検出するた
めの方法である。酵素は，放射性同位元素が
標識に用いられる放射免疫測定法  (radio 
immunoassay, RIA)に比べて安全性や安定性
に優れ，取り扱いが容易であるため，現在広
く普及している。しかしながら EIA 法の短
所として，比較的大きな分子量の酵素を標識
に用いることによる抗原-抗体反応の立体障
害やタンパク質である酵素の不安定性等が
挙げられる。一方，EIA の原理には種々の様
式が開発されているが，なかでも酵素標識体
の結合型 (B) と遊離型 (F) の分離 (B/F 分
離) が不要なホモジニアスイムノアッセイ 
(均一系免疫測定法) は，簡便な操作で迅速な
結果が得られることから利便性の高い EIA 
法として注目を集めており，血中薬物濃度測
定等に応用されている。ホモジニアスイムノ
アッセイは，その簡便性や迅速性から今後免
疫測定法の主流として臨床検査の現場など
で普及していくことは確実であるが，上述の
酵素の性質に由来する短所は依然として問
題となっている。そこで，酵素を必要としな
い新たな原理に基づくホモジニアスイムノ
アッセイの開発が期待されている。 
  
２．研究の目的 
 
 本研究では，新たな原理に基づくホモジニ
アスイムノアッセイとして，紫外線照射下で
活性酸素発生能を有するキノンと活性酸素
消去剤との組み合わせによる化学発光法の
開発を試みた。キノンは，紫外線照射により
活性酸素を発生する性質を有するが，このと
きルミノールが共存すると活性酸素がルミ
ノールを酸化して化学発光が生じる。本研究
で開発を目指すアッセイは，このような性質
を有するキノンで標識した抗体と，活性酸素
消去剤で標識した抗原を用いる競合型のイ
ムノアッセイである。すなわち，測定対象の
抗原が存在せずキノン標識抗体と活性酸素
消去剤で標識した抗原が結合して近接する
場合はルミノールの発光は抑制されるが 
(Fig. 1A)，測定対象抗原との競合により両者
の距離が離れることで発光が回復するとい
う原理に基づいている (Fig. 1B)。このように，
両者が近接した場合にシグナルオフ，離れた
場合にシグナルオンとなるような化学発光
システムを構築することで，B/F 分離なしに
微量の測定対象を高感度に測定することが
可能となる。また，キノンは安定な低分子化
合物であるため，酵素標識法において問題と
なる抗原-抗体反応の立体障害や酵素の不安
定性を克服できると考えられる。 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) キノン及び活性酸素消去剤のスクリー
ニング 
 
 最初に，抗体の標識に適したキノンを探索
する目的で，ルミノール誘導体である L-012
存在下で紫外線照射により強い発光を与え
るキノンのスクリーニングを行なった。また，
抗原の標識に適した化合物を探索するため，
典型的な活性酸素消去剤及びその類似化合
物について，紫外線照射後のキノンの化学発
光に対する阻害効果を調査した。当研究室で
は既に，キノンと L-012の混液に対し時間分
解蛍光プレートリーダーを用いてパルス紫
外線照射を行なうことで，キノンの濃度に依
存した発光が得られることを確認している。
本研究においてもその基本的な測定原理を
利用し， 1,4-naphthoquinone 類  7 種及び 
9,10-anthraquinone 類 7 種の化学発光応答性
を調査した。また，抗酸化効果やラジカル消
去能を有するとされる既知の化合物及びそ
の類似化合物 22 種類について，menadione
及び 9,10-anthraquinone の化学発光系に共存
させた時の発光阻害を調査し，その活性酸素
消去能を評価した。 
 
 
 

Fig. 1 Proposed homogeneous 
immunoassay. 



(2) キノン-活性酸素消去剤近接モデルによ
る発光阻害効果の確認 
 
 本研究で開発を目指すホモジニアスイム
ノアッセイは，キノン及び活性酸素消去剤で
それぞれ標識した抗体及び抗原が抗原-抗体
反応により結合して近接することで，キノン
から発生する活性酸素の消去率が増大し，化
学発光強度が減少するという原理に基づい
ている。そこで，実際に抗原–抗体反応を用
いて検討する前に，キノンと活性酸素消去剤
との近接モデルを作製して，両者の近接によ
り発光阻害効果が増大するかの確認を行っ
た。 
 まず初めに，キノンと活性酸素消去剤とを
直接結合させたモデルを作製して発光を測
定し，結合していないキノンと活性酸素消去
剤の与える発光と比較することで，両者の近
接による発光阻害の増大を調査した。次に，
抗原-抗体反応により近い条件で発光阻害を
評価する目的で，ビオチン化キノンとビオチ
ン化活性酸素消去剤をアビジンを介して結
合させた近接モデルを用いて検討を行った。
これら二つのモデルで得られた結果を解析
し，本ホモジニアスイムノアッセイ開発の可
能性を評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) キノン及び活性酸素消去剤のスクリーニ
ング 
 
 測 定 に 用 い た キ ノ ン の 中 で ， 
1,4-naphthoquinone や  menadione 及 び
9,10-anthraquinone (AQ) では強い発光が観察
された。安定な発光を与えたキノンのうち，
anthraquinone-2-carbonyl chloride が標識反応
に利用可能な反応性基を有しているため，標
識に用いるキノンとして適していると考え
た。活性酸素消去剤としては，フェノール，
カテコール，ピロガロール及びヒドロキノン
といったフェノール性水酸基を有する化合
物が高い発光阻害効果を示すことが明らか
となった。その中でも安定性に優れ，かつ標
識反応に有用な脂肪族アミンを有する 
tyramine (TA) を標識用活性酸素消去剤とし
てその後の検討に用いることにした。 
 
(2) キノン-活性酸素消去剤近接モデルによ
る発光阻害効果の確認 
 
 キノンと活性酸素消去剤が近接状態にあ
る モ デ ル 化 合 物 と し て ，
anthraquinone-2-carbonyl chloride と TA が直
接結合した化合物 AQ-TA を合成した (Fig. 
2)。また，比較対象としてフェノール性水酸
基を持たず活性酸素消去能を示さない 
phenethylamine (PA) と 
anthraquinone-2-carbonyl chloride を結合させ
た  AQ-PA を 合 成 し た 。 さ ら に ，

anthraquinone-2-carbonyl chloride へのアミノ
基の導入により変化する可能性のある化学
発 光 強 度 を 確 認 す る 目 的 で ，
anthraquinone-2-carbonyl chloride に 
ethylamine (EA) を導入した AQ-EA を合成
した。これら 3 種類の合成キノンについて，
紫外線照射後に生じる化学発光を測定した
結果，AQ-PA 及び AQ-EA の発光強度は標
識に用いた anthraquinone-2-carbonyl chloride 
よりも高い値を示し，anthraquinone-2-carbonyl 
chloride はアミンと反応することで発光強度
が強くなることが確認された。一方で，構造
中に活性酸素消去部位を導入した  AQ-TA 
は，極めて弱い発光しか示さず，その発光強
度は対象化合物である AQ-PA の約 46 分の 
1 であった (Fig. 3)。さらに，AQ-TA の化学
発光強度と AQ-EA に同量の phenol を添加
して得られる発光強度を比較することによ
り，キノンと活性酸素消去剤の近接による発
光阻害効果の増大を確認した。この結果から，
活性酸素消去剤とキノンを直接結合させた
モデルでは，紫外線照射によってキノンから
生じる活性酸素の消去効率が向上すること
が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AQ-TA 

AQ-PA 

AQ-EA 

Fig. 2 Structures of AQ-TA, AQ-PA 
and AQ-EA 

Fig. 3 Chemiluminescence obtained from 
anthraquinone-2-carbonyl chloride, 
AQ-TA, AQ-PA and AQ-EA. 



 続いて，アビジンとビオチンの結合を介し
てキノンと活性酸素消去剤を近接化させる
モデルを作成した。すなわち，ビオチン化し
た AQ 及び TA について，アビジンを介し
た複合体として結合させるモデルである。合
成した Biotin-AQ 及び Biotin-TA にアビジ
ンを添加して結合させることでキノン及び
活性酸素消去剤を近接させ，その発光強度を
測定した。また，ビオチン化していない TA 
を添加した時の発光強度，またはアビジンを
添加しない時の発光強度を測定し，両者の発
光強度を比較することで近接による発光阻
害効果の増大を評価した。その結果，ビオチ
ン化していない TA を添加して測定した発
光強度の方が Biotin-TA を添加した時より
も低くなるという予想とは反する結果とな
り，キノンと活性酸素消去剤の近接による発
光阻害効果の増大を確認することはできな
かった。また，アビジンを添加しない，すな
わち Biotin-AQ と Biotin-TA が結合しない
条件下で発光強度を測定したところ，アビジ
ンを添加した時よりも発光強度が低下し，発
光阻害効果が高まっていることを示唆する
結果となった。このように，アビジン-ビオチ
ン結合を介する近接化モデルにおいて発光
阻害効果が減少した理由のひとつとして，ア
ビジンのような高分子に低分子のキノン及
び TA が結合して固定化されることで，逆に
両者が十分に近接できなくなり，半減期の非
常に短い活性酸素が消去剤に到達して消去
される前に化学発光試薬と反応している可
能性が考えられた。従って，本原理を抗原-
抗体反応に応用した場合でも，アビジン-ビオ
チン近接モデルと同様の結果になることが
予想される。この問題を解決するために，キ
ノン及び活性酸素消去剤を高分子化し，両者
の距離の近接化による阻害効果の効率化を
図ることや，活性酸素発生量及び活性酸素消
去能の向上による高感度化の必要性がある
と考えられる。 
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