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研究成果の概要（和文）：本研究では、COOH基を付加したシリカ製不織布にBiotin-PEG11-Amineを共有結合さ
せ、そこにアビジンを結合させた高容量シリカ不織布担体を開発した。また蛍光ラベルしたアビジンとビオチン
の結合あるいは蛍光ラベルした抗BSA抗体とBSAの結合によるFRETシグナルの発生と競合物質によるシグナルの低
下から、競合的蛍光リガンドアッセイ法および競合的蛍光抗原アッセイ法の基本原理を確認した。これらの技術
を応用したCOVID-19の診断法を開発するために、SARS-CoV-2のアッセイ法を開発した。

研究成果の概要（英文）：We developed a high-capacity silica nonwoven carriers by covalently bonding 
Biotin-PEG11-Amine to a COOH group-coupled silica nonwoven fabric on which avidin was bound. The 
generation of the FRET signal by the binding of fluorescently labelled avidin to biotin or 
fluorescently labelled anti-BSA antibody to BSA and the reduction of the FRET signal by competing 
substances confirm the principle underlying the Competitive Fluorescent Ligand Assay and Competitive
 Fluorescent Antigen Assay methods.　To develop a diagnostic method for COVID-19 based on these 
techniques, a new assay method was developed by using the spike protein ligand-binding domain of 
SARS-CoV-2, a pseudo-virus expressing the spike protein, and creating recombinant antibodies against
 the spike protein.

研究分野：薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、アビジンとビオチンの結合や抗BSA抗体とBSAを利用したモデル実験および、SRAS-CoV-2のスパイク
タンパク質と抗スパイク抗体を使った応用実験で、競合FRET法の実用性が確認された。これらによって、競合
FRET法が細胞外の生理活性物質のみならず感染検査への応用が可能であることが確認された。　
また高容量シリカ不織布担体をセンサー固定用担体として利用することで、フィルター型蛍光センサーという新
しい測定ツールの開発に成功した。これによって、免疫クロマトグラフィー等を使った従来の迅速診断に替わる
新しい迅速診断・検査法に発展する可能性が期待される。

※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 

これまでに我々は、蛍光タンパク質(CFP)とイノシトール三リン酸（IP3）受容体のリガンド結

合ドメインの融合タンパク質(LBP-CFP)と蛍光リガンド（F-LL）の結合による強い蛍光共鳴エ

ネルギー移動（FRET）を利用し、

F-LLと IP3の競合による蛍光変化

を利用した新しい測定法を開発し

た。蛍光標識した被検物質競合分子

を使用するこの方法は、受容体とリ

ガンドの結合に加えて、抗原抗体反

応などの利用によって、様々な測定

への応用が可能である。我々はこれ

らを競合的蛍光リガンドアッセイ(Competitive Fluorescent Ligand Assay=CFLA;図 1A)、およ

び競合的蛍光抗原アッセイ（Competitive Fluorescent Antigen Assay=CFAA;図 1B）と名付け,

「被検物質測定FRET分子センサー」として特許を取得した（特願 2015-096991, 特許6551923）。 

  また我々は、蛍光センサーを固定する担体としてシリカ製不織布の利用を計画し、日本バイリ

ーン（株）研究所との共同研究によって COOH 基を付加したシリカ製不織布（COOH-不織布: 

図 2A）を開発して特許出願した（特願 2018-179893）。COOH-不織布では、活性エステル化し

た COOH基とタンパク質のアミノ基を共有結合させることによって、化学的に安定なセンサー

担体の作成が可能になった。本研究では、このシリカ製 COOH-不織布をセンサーを固定する足

場として利用し、CFLAあるいは CFAAを含む競合 FRET法を使った細胞外分子の測定技術の

開発を計画した。 

  COVID-19の感染検査法として、唾液を使った PCR検査や酵素免疫法 (EIA)を使った抗原検

査が認可されたことで診断効率が飛躍的に向上した。一方、一般のクリニック等で実施可能なイ

ムノクロマト法による簡易抗原検査では、唾液サンプルにおける感度の低下が問題となってい

た。この状況は若干改善され、２社製品において唾液を使った簡易検査キットが認可されている

る。そこで本研究では、このシリカ製 COOH-不織布を含むフィルター類と競合 FRET法を応用

して、唾液を使った感染検査法の開発を試みた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、蛍光センサー分子を結合させる新素材として COOH基を付加したシリカ製不織布

(COOH-不織布)と、新しい測定原理である競合 FRETを使った測定法を確立し、イメージング

や定量解析に発展させることを目的として研究を行った。また本研究は、「生理活性物質と蛍光

リガンドの競合」を原理とする競合的蛍光リガンドアッセイ(CFLA)と、「競合的蛍光抗原アッセ

イ(CFAA)」を実際の測定に活用することを目的とし、センサー分子あるいは被検物質を結合さ

せたフィルターを使った測定法を開発した。さらに唾液を使った抗原検査法の開発に有用な新

技術として、SARS-CoV-2の Spikeタンパク質を使ったウイルス検出法を開発した。 



 
 
 
３．研究の方法 
(1) CFLA法の確立と応用：  

IP3受容体のリガンド結合ドメインと蛍光リガンドを使って確立されたCFLA-IP3の原理

が、IP3以外の物質の測定に利用できるか否かを確認するために、①Protein Gビーズを

使った抗体の定量（CFLA-IgG）と②アビジン・ビーズを使ったビオチンの定量（CFLA-

Biotin）を試みた。 

(2) CFAA法の確立：  

蛍光ラベルした抗体と蛍光ラベルした抗原ペプチドのFRETを利用して、未ラベルの抗

原ペプチド濃度の測定するCFAA法を確立するために、①抗BSA抗体とBSAを使った

CFAA法の最適化を行い、その結果に基づいて②SARS-CoV-2のスパイクタンパク質に

対する抗体とスパイクタンパク質を使ったCFAA-SPの確立を試みた。 

(3)高容量シリカ不織布担体の作成とFRET解析： 

Biotin-PEG11-Amineを用いて不織布のCOOH基をビオチン化し、streptavidinを結合さ

せたstreptavidin-不織布(SA-NWF)を作製して実験に用いた。 

このSA-NWFをアミン反応性蛍光試薬Chromis 425N（1 µM）でラベルした後、0.001

〜10 uMの蛍光ビオチンペプチド（F-SpyT-LHC）の結合を調べた。 
 
 
 
４．研究成果 

(1) CFLA法の確立と応用：  

①CFLA-IgG： Chromis 425NでラベルしたProtein Gビーズに、Stellar Fluor NHSを結合

させると、425 nmの励起光で発する525 nmの蛍光が認められた。しかしChromis 425Nで

ラベルしたProtein Gビーズ単独およびStellar Fluor NHS単独の蛍光から、このシグナ

ルはFRETでは無いと考えられた。 

②CFLA-Biotin：Chromis 425Nでラベルしたアビジン・ビーズに、蛍光ビオチンを結合さ

せると、425 nmの励起光で発する525 nmの蛍光は大きく変化しなかったが、Chromis 

425の蛍光が約50%に低下した。この結果から、FRET donorであるChromis 425の蛍光減

弱による535nm蛍光の減弱によって蛍光ビオチンのFRETシグナルが相殺されたことがわ

かった。従って、425nmの励起光で発する蛍光比（Em480/Em535）を測定することによっ

てFRETを検出できることがわかった。 

このCFLA-Biotinを最適化するために、0.01〜3 uMの蛍光ビオチンを作用させてFRETを調

べたところ、0.03 µM以上の蛍光アビジンで

同等のFRETが起こることがわかった。但

し、1 µMの蛍光ビオチンを用いた場合は、

１時間でほぼ最大の反応が起こったのに対

して、0.03 µMでは12時間の反応が必要であ

った。この２つの濃度を用いて、非ラベル

ビオチンとの競合実験を行ったところ、1 

µMの蛍光ビオチンを用いた場合は0.3 µMの

ビオチンを検出したのに対して0.03 µMの蛍光ビオチンを用いた場合は0.03 µM以下のビ

図２ 



オチンを検出できることが確認された（図２）。 

 

(2) CFAA法の確立：  

①CFAA-BSA：FRET donorの最適化のために抗BSA抗体をChromis 425NとDACMで蛍光ラベル

した後、Protein Gビーズに結合させて蛍光抗体ビーズを作成した。これにStella 

Fluore-NHSでラベルした蛍光BSAを結合させたところ、425 nmの励起による480nm蛍光が

約30%低下し、535nm蛍光が2.5倍に増加した。またこの蛍光強度の変化はBSAの添加によ

って消失した。その結果、蛍光比480nm/525nmは、１から2.5に増大した。抗BSA抗体を

Chromis 425Nでラベルするとより強い蛍光が得られたが、蛍光BSAの結合によるFRET 

donorの蛍光減弱は認められなかった。従って、抗体のラベルはDACMを用いる事にし

た。 

②CFAA-SP：上記の方法を用いてDACMラベルした抗SARS-CoV2 

spike抗体をProtein Gビーズに結合させ、FITCラベルした

recombinant Spikeタンパク質（AA319-541）を結合させた。イ

メージング装置を使ってこのビーズの蛍光比（425nmの励起に

よる535nmと480nmの蛍光比）を解析すると、recombinant 

Spikeタンパク質の結合によるFRETが、ラベルしていないSpike

タンパク質の添加によって妨害されて、蛍光比が低下すること

が確認された。特に抗原抗体反応が起こりやすいビーズの表面

付近で蛍光比の増加が起こっていることが確認された（図

３）。※抗体：0.5µg(3.3x10-12moles)/100 µL;  

  蛍光抗原：0.18µg(5x10-12 moles)/100uL 

    非ラベル抗原：1.8µg(5x10-11 moles)/100uL 
 
 

(3)高容量シリカ不織布担体の作成： 

 Biotin-PEG11-Amineとstreptavidinの濃度を最適化す

るために、シリカ製不織布に0.01〜10 mMのBiotin-

PEG11-Amineを作用させた後、1uMの蛍光streptavidin

を作用させて蛍光を測定した結果、Biotin-PEG11-

Amineの濃度を上げても非特異的結合を増加させるこ

となく特異的蛍光が増加することがわかった（図４）。 

 

 

次に10 mMのBiotin-PEG11-Amineで処理したシリカ製不

織布を用いて、0.01〜10 µMの蛍光streptavidinを結合させ

て最適化を行った結果、1 µMの蛍光streptavidinが良い事

がわかった（図５）。 

 

 

 

 

図 4 

図 5 

図 3 



 

そこで10 mMのBiotin-PEG11-Amineと1 µMの

streptavidinを用いて作成したstreptavidin-不織布(SA-

NWF)を用いて、0.001〜10 uMの蛍光ビオチンペプチド

（F-SpyT-LHC）の結合を調べた結果、1 uMで最大の結

合が得られることがわかった（図６）。 

 

 
 

(4)高容量シリカ不織布担体を使ったFRET解析： 

次にこの実験系でChromis 425Nラベル

したstreptavidinとF-SpyT-LHCの結合に

よるFRETを確認した（図７）。A,B,C

は、各々(A)Chromis 425N, (B)F-SpyT-

LHC、（C）Chromis 425N+F-SpyT-

LHC+FRETのシグナルである。 

図７CはChromis 425ラベルした

streptavidinにSpyT-LHCが結合しても蛍

光強度は変化せず、F-SpyT-LHC の結合

によってシグナルが増強することが明ら

かになった。 

さらにChromis 425ラベルした

streptavidinは、SpyT-LHCが結合しても

蛍光が変化しないがF-SpyT-LHCの結合によって蛍光が低下した（図７A）。これは

Chromis 425とF-SpyT-LHCの間のFRETによって、蛍光DonorであるChromis 425の蛍光

が低下したものと考えられた。また図７Bは、この蛍光ラベルの条件がstreptavidinとF-

SpyT-LHCの結合に影響を与えない事が確認された。 

 

図７ 
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