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研究成果の概要（和文）：本研究では、直径100nm前後の磁気マーカーと高感度な磁気検出センサーの組み合わ
せにより、従来より用いられている光学的手法にない特性と高感度を持つ磁気検出的免疫検査法を確立し、これ
を用いた臨床検査システムの可能性を示した。
また検出技術を高度化し、最短50分程度で測定が可能な要素技術や、ユーザーフレンドリーな測定方法を確立し
た上で、蛋白質から細胞、花粉粒子まで幅広い物質を定量的に測定できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed magnetic immunoassay system using magnetic 
markers (-100nm) and highly sensitive magnetic sensors, which has the  characteristics and high 
sensitivity that are not found in conventional optical methods. Then we also have shown the 
possibility of new clinical test system with this system.
In addition, we developed the elemental technologies with user-friendly methods, and it made be able
 to measure within 50 minutes. These results indicated that our system can be measured a wide range 
of biological substances from proteins to cells and pollen particles quantitatively.

研究分野： 臨床検査医学

キーワード： 磁気マーカー　免疫検査システム　イムノアッセイ　BF分離不要

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本手法はサンプルの濁度や光散乱の影響を受けないため、検体の前処理を必要とせず、捜査を簡略化できるため
自動化に適した手法である。また今回、蛋白質だけでなく細胞や花粉粒子なども定量的に測定することにより、
測定対象の広さを示すことができた。
このことから、従来用いられてきた抗原抗体反応による免疫検査法に磁気検出システムを導入できることを明ら
かにし、ラテックス法の後継技術として今後の分析技術の発展に大いに寄与できるものと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 抗原と抗体の特異的結合反応（抗原抗体反応）を利用した物質の同定・定量法は、一般的な分
析技術として幅広く用いられている。特に医療診断分野では、アレルギー疾患・肝炎ウィルス・
免疫不全症候群から梅毒・食中毒まで多種多様の検出項目があり、その需要は極めて高い。現在、
多くのメーカーからこの免疫検査法を利用した汎用検査機器が販売されているが、そのほとん
どが化学発光物質・蛍光物質またはラテックスを標識した抗体による光学的抗原検出法を用い
ており、微量物質を検出するためにはある程度の試料溶液を確保し光学的なコンタミネーショ
ンを除去する等、煩雑な前処理を必要とするものが少なくない。このため、老人や乳幼児などの
患者に大きな負担をかけることや溶血した血液試料などは測定が困難などの問題点が存在する。
一方、我々は抗体に標識した50～100 nmの微小な酸化鉄粒子から発生する磁気信号を、高感度磁
気センサーにより検出し定量する新規の手法を開発し、その高感度性と高速性を実証してきた。
しかしながらこの磁気的検査法の実用化と臨床応用にはまだ解決すべき課題を残している。特
に、分析や検査の生命線とも言える再現性の実現のためには、検出用磁気マーカーの高性能化と
検査システムの高度化は必須であり、自動化のためには試料処理・検出手法の簡素化は欠かすこ
との出来ない要素技術である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、我々が開発した磁気的免疫検査法の各構成要素を高度化し、従来の光学的手法を

凌駕した高感度な免疫検査システム（ホモジニアスアッセイ）の確立を目的としている。すなわ
ち、B/F (Bound/Free)分離を不要とする液相免疫検査法の構築と、そのために必要な磁気検出技
術の改良、及び新規検出物質の多様性と定量性の証明を目指し、臨床検査に適した検査システム
の試作と臨床評価を行うことによって本手法の有用性を実証する。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究は、前述の目的を達成するため、以下の方法により実施した。 

（１）磁気マーカーの最適化と粒子特性：本手法の基盤となる磁気微粒子について、高い水中分
散性と均一な磁気特性及び複数の検出用抗体結合基を持つ磁気微粒子を作成し、その特性を定
量的に評価する。 
（２）磁気検出技術の改良：改良した磁気マーカーと印加技術について精査し、分析手順の最適
化と検出感度の向上を図りながら同時に定量用プログラムを開発する。これらの結果を統合し
測定時間短縮と単純化・再現性を確立するとともに装置の自動化に対する問題点をピックアッ
プしていく。 
（３）検出システムの臨床評価：これまで磁気検出装置で測定できた生体関連物質を本手法で再
分析し、本システムによる検査工程の評価を行う。すなわち、種々の抗原に対する抗原量と磁気
信号の関係を明らかにし、診断の際に必要となる定量的な検量線を得て、診断用検査としての有
用性・優位性を実証する。また、新規に抗体を作成または購入し、新たな検査項目に対する応用
性を検証する。 
 
４．研究成果 

（１）磁気マーカーの最適化と粒子特性 

免疫検査システムに使用する磁気マーカー（磁気微粒子）の模式図を図 1に示す。磁気微粒子は
直径が 100nm 程度であるが、図に示すようにコアとなる酸化鉄粒子（比重＝5）のマーカーに占
める体積の割合は 10～20％程度である。磁気マーカーの分散性（＝凝集力）と磁気特性はこの
酸化鉄粒子の状態及び特性に依存する。これまでの我々のグループの研究結果から、磁気微粒子
の凝集性は酸化鉄が密集しているほど強く、また磁気強度も密集度に依存していることが分か
っている。このことから、逆に分散性を上げるためには原料酸化鉄のある程度のばらつきが必要
であり、磁気強度とのバランスから図 1の状態Ⅱが最適であることが明らかとなった。 
 また、これまでに本手法で使用してきた市販マーカー（フェルカルボトラン：PDR ファーマ製）
は分散性に優れていたが、被膜物質にカルボキシ基が 1つないし 2つしか存在しないため、抗体
分子との結合性が悪かった。そのため、被膜物質として分子量の比較的小さい（＝鎖長の短い）



カルボキシデキストランを用いて、状態Ⅱに相当する酸化鉄粒子を内包することにより、磁気マ
ーカーの改良を行った。この磁気マーカー（CMDM）の作製は、名糖産業（株）に依頼した。 
 図 2に CMDM マーカーと、ストレプトア
ビジンを結合させた CMDM-SA マーカーの
リン酸緩衝液中における分散性を示す。 
分散マーカー緩衝液を試験管に入れ、

1～96 時間静置後に上清の吸光度を
600nm で測定し評価した。静置直後の粒
子濃度を 100 としたときの 96 時間後の
上清濃度は 93.7（CMDM）と 89.4（CMDM-
SA）であり、いずれも良好な分散性を示
した。ただし、放置 1 時間後にどちらも
一時的な沈降がみられた。この原因はま
だ不明である。 
また、動的光散乱装置（ゼータサイザ

ーNano; Malvren Panalytical, U.K. ）
を用いて CMDM-SA の粒子径を測定したと
ころ、CMDM の直径は 101nm、CMDM-Sa の直径は 156nm と、ストレプトアビジンが結合することに
より、約 55nm 粒子径が大きくなっていた。この CMDM-SA の 1 粒子当たりのストレプトアビジン
分子の結合量をHRP-ビオチンを用いて推定すると、平均7.3分子／粒子であることが判明した。
これらの結果から、市販のフェルカルボトランマーカーの長所はそのままに、欠点を補う磁気マ
ーカーを作製することができた。 
 
（２）磁気検出技術の改良 
 今回作製した磁気マーカーを以前の研究
で開発した磁気印加装置によって事前に磁
化することにより磁気強度を付加し、フェ
ルカルボトランとの磁気強度比較を行っ
た。またこの際、WINDOWS で作動する新規磁
気強度測定プログラムを用いて動作確認を
実施した。 
 図 3 に示すように、プログラムは問題な
く動作し、磁気強度（φ）は数値として定
量的に示されることを実証できた。また
CMDM は 1g あたり約 8500φ0、フェルカル
ボトランは 1g あたり約 4000 のφ0の磁気
強度を持つことが判明し、今回作製した新
規の磁気マーカーは従来の市販品に比べ 2
倍以上の磁気強度を持つことが示された
（図 4）。 
 また、CMDM 粒子の事前磁気印加による分
散性の低下については特に観察されず、残留磁気の保持能力や非結合（浮遊）マーカーからの磁
気信号もフェルカルボトランと優位な差は見られなかった（Data not shown）。これらの結果か
ら、我々の提案する磁気的免疫検査システムに必要な要素技術の高度化をある程度達成できた
と考えられた。 
 ただし、今回示した磁気測定プログラムは測定した磁気強度をそのまま数値として示すもの
であり、実際には浮遊マーカーからの非特異的な磁気シグナルが約 3mφ0程度発生するが、それ

 

図 1. 磁気マーカーの概略と内部酸化鉄粒子の状態による凝集特性 

 
図 2. 作製磁気マーカーの分散性評価 

 

図 3. 磁気測定プログラムによる定量 



も含んだ数値が測定される。理想的には未結合マーカーからの信号はゼロになるが、実際にブラ
ンクから生じる信号を差し引く機能や検量線から抗原量を計算し表示する機能を付加する必要
がある。 

（３）検出システムの臨床評価 
これまで開発してきたシステムのプロトコールを用いて、測定項目の候補となる蛋白質や細

胞など生体関連物質（total IgE, C.albicans, Alpha-fetoprotein）の緩衝液中及び血清中の検
出実験を再度行い、その有用性及び優位性を検討した。最小検出感度はtotal IgEで約0.01pg（緩
衝液中）と従来の3倍の感度を得た。このことはマーカー自身の磁気強度と分散性の向上、地場
印加技術の開発によるノイズの低下、等によって達成できたと考えられる。また検体前処理の手
法を見直すことによって、試料の測定に必要な時間を10分程度短縮し、準備から測定終了までの
時間を約50分とすることができた。これらの成果から、検査の自動化に重要な要素技術について
も必要十分な検証ができたと考えられる。 
しかしながら、新規の検査項目の実証実験と感度測定、及び既測定物質に対する再現性の十分

な検証については、折からの新型コロナウイルス感染症拡大による研究室閉鎖や大学閉鎖など
の影響により、研究の進度に遅れがみられ期間内に実施することができなかった。この点は大い
に反省すると共に、今年度以降に実施発展させる必要がある。 
従来法と同等またはそれ以上の感度と定量性を持ち、かつ検体の種類を問わない分析手法を

実証できたことにより、本手法によって最新の免疫検査システムの実現が可能であることを示
し、ラテックス法の後継技術として先端医療技術の進展ならびに21世紀の国民福祉向上に大き
な貢献ができると考えている。 

 
図 4. CMDM, フェルカルボトラン粒子の質量磁気強度相関 
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