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研究成果の概要（和文）：金属薄膜でコーティングされた周期構造チップ（＝プラズモニックチ

ップ）では、増強蛍光を検出することにより、結合したターゲット蛋白質の定量的な評価がで

きる。本研究では、①350nm～500nm の周期構造（ピッチ）を有し、②金属薄膜（銀）を酸化

亜鉛でコートし、③酸化亜鉛に特異的に高密度に結合する抗酸化亜鉛抗体を利用する、という

特徴をもつバイオチップにおいて、そのプラズモニックチップの構造に依存した光学特性と増

強蛍光のメカニズムを明らかにし、高感度蛍光計測技術と ZnO 表面に特異的に結合する抗体断

片を利用した抗体固定化技術の融合によって、マーカータンパク質の高感度検出を実現した。 
 
研究成果の概要（英文）：The substrate with a periodic structure coated with metal layers, a plasmonic 
chip, was applied to a biosensor, because the plasmonic chip can detect the enhanced fluorescence from 
the labeled-proteins in the assay mainly based on the antigen-antibody interaction.  The enhanced 
fluorescence was based on the resonance between surface plasmon polaritons and the incident light.  In 
this study, the biochip (i) with the pitch of 350 - 500nm, (ii) coating silver layer with zinc oxide layer, 
(iii) densely immobilized with the anti-ZnO antibody, was studied in the point of the optical properties 
and mechanism of an enhanced fluorescence depending on the periodic structure.   
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 代表者はこれまで、表面プラズモン共鳴に
よって界面に生じた増強電場を励起場とし
て、結合した蛍光標識化合物からの増強蛍光
をセンシングする高感度バイオチップシス
テムの開発に従事してきた。従来型のクレッ
チマン配置（プリズム結合型）を用いた表面
プラズモン励起増強蛍光（PC-SPF）法を利用
して、表面プラズモン共鳴法による反射率計
測のみでは得ることのできない独創的な研
究を行ってきた。この SPF を用いた計測は、
蛍光標識をしない表面プラズモン共鳴法に
よる評価・解析よりも 3 桁以上高感度であっ
た。しかし、PC‐SPF 法では、水中試料にお
ける光の入射角（＝共鳴角）が、60 度程の広
角になり、装置の大型化や操作の複雑性を招
く。そこで、SPF のイメージングへの応用の
ため、格子カップリング面プラズモン共鳴を
使った増強蛍光検出法（GC-SPF）について研
究を展開してきた。GC-SPF ではプラズモニ
ックチップと呼んでいる周期構造をもつ基
板を金属薄膜でコーティングしたチップを
用いる（図１）。ピッチをコントロールする
ことで、共鳴角を低角にセットすることがで
き、これまでに増強蛍光を検出するための周
期構造の最適化を行い、チップ正面からの照
射のみならず、背面からの照射による蛍光検
出も可能であることを示すことができた。分
担者は、2000 年頃から報告がなされはじめた
分子進化工学的手法を用いた材料表面結合
性ペプチドに関して研究をすすめている。ペ
プチドの数百倍の結合力を持つ抗体断片に
関しては、蛋白質としての取得まで成功して
いるのは、分担者のグループのみである。よ
って、本提案では周期構造とカップリングし
た表面プラズモン共鳴による増強電場創製
と無機界面に特異的に結合する抗体（図２）
作製との異分野融合によって、さまざまな抗
原抗体反応の検出感度を調べ、高感度バイオ
チップの作製を目指すことができる。 
２．研究の目的 
 金属薄膜でコーティングされた周期構造
チップ（＝プラズモニックチップ）では、プ
ラズモンポラリトンと光との共鳴を利用し
て、抗原抗体相互作用によって結合したター
ゲット蛋白質から増強蛍光を検出すること
ができることを示してきた。本研究では、
①350 あるいは 500nm の周期構造（ピッチ）
を有し、②金属薄膜（＝銀薄膜）を高屈折率
の酸化亜鉛薄膜でコートし、③酸化亜鉛に特
異的に高密度に結合する二量化抗体断片（図
２）を利用する、という特徴をもつバイオチ
ップ（図１）において、その構造に依存した
光学特性と増強蛍光のメカニズムを明らか
にしながら、従来のバイオチップよりも 1-2 
桁高感度な 10pM オーダー以下の高感度で
結合を高精度検出できるバイオチップ作製
を目指す。 

 
３．研究の方法 
  本研究では、産総研のプラズモニック基板
を利用した高感度蛍光計測技術と、東北大学
大学院工学研究科の梅津光央准教授の ZnO
表面に特異的に結合する抗体断片を利用し
た抗体固定化技術の異分野融合によって、簡
単な装置および操作でマーカータンパク質
の高感度検出を目指した。本研究ではマーカ
ー と し て 1) 蛍光 性 タン パ ク 質 Green 

Fluorescent Protein (GFP), 2) 上皮成長因子受
容体(EGFR), 3)脳由来神経栄養因子（BDNF）, 
4)炎症性サイトカイン、インターロイキン 6
（IL-6）の検出に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
1）抗酸化亜鉛ｘ抗 Green Fluorescent Protein
（ZnO-GFP）二重特異性抗体チップによる
GFP 検出 基板構造のおよび成膜条件を検
討した結果、ピッチ 480nm の周期構造上に銀
（膜厚 37nm）と酸化亜鉛（膜厚 17 nm）を成
膜したチップを作製した。これを用いて、マ
ーカータンパク質 GFP からの蛍光増強度を
100 倍にすることができた。このプラズモニ
ックチップ上での抗原-抗体相互作用により、
従来よりも GFP を高感度（10pM 以下）かつ
迅速（10 分）に検出することに成功した。 
2）腫瘍マーカー・Epidermal Growth Factor 
Receptor (EGFR) の二重特異性抗体（図２）

による検出 二次元周期構造は、対物レンズ

による集光系を用いた顕微鏡による蛍光計

測にはより威力を発揮するが、p-偏光を用い

た入射系＋光電子増倍管を用いた検出系で

は一次元構造のほうが有利であることがわ

かった。 
  ピッチ 350nm の周期構造に銀（膜厚

37nm）と酸化亜鉛（膜厚 17 nm）を成膜した

チップ上で、抗酸化亜鉛ｘ抗 EGFR 二重特異

  
 
Fig. 1 プラズモニックチップの写真（左）と周

期構造部分の AFM 画像（右） 
 

 

 

 
Fig. 2 抗酸化亜鉛ｘ抗 EGFR 二重特異瀬抗体の

模式図 



 

 

性抗体を高密度に固定化し、腫瘍マーカー

EGFR の高感度検出を行った。酸化亜鉛をコ

ーティングしたスライドガラス上と比べて

蛍光強度は 300 倍に増強しており、10 分で

700 fM の検出に成功した（図３）。スライド

ガラスでは EGFR は nM オーダーまでしか計

測できず、4 桁感度が向上したことがわかっ

た。二重特異性抗体の注入時の溶液濃度を高

くしたことにより、EGFR をより低濃度まで

検出できたこともわかった。 

3) うつ病マーカー候補・脳由来神経栄養因子

（BDNF）検出 様々なマーカータンパク質

を認識するアッセイを構成するといった多

様性を視野に入れた重要なパーツとして、ビ

オチンタグ抗酸化亜鉛抗体を利用し、従来の

バイオチップよりも高感度かつ高精度でマ

ーカー検出できるサンドイッチアッセイシ

ステムの構築を目指した。酸化亜鉛へのビオ

チンタグ抗酸化亜鉛抗体の結合について、リ

ン酸が酸化亜鉛膜への抗体の結合を阻害し、

酸化亜鉛表面への結合が抗体とリン酸との

競争反応であることがわかった。そこで高濃

度な抗体溶液をチップに加えることで、抗体

の選択的な結合が確認できた。サンドイッチ

アッセイとして脳由来神経栄養因子（BDNF）
をマーカーとするアッセイ【ビオチンタグ抗

酸化亜鉛抗体＋ストレプトアビジン＋ビオ

チン標識 BDNF プロペプチド＋BDNF(=マー

カー）＋蛍光標識抗BDNF抗体】を構築した。

これによって 1pM を検出することができた

が、再現性と定量性に問題があった。そこで、

BDNF 検出においては捕獲分子として BDNF
プロドメイン標識抗酸化亜鉛抗体を調製し、

BSA をブロッキング剤として用いることで

非特異吸着抑制を改善し、再現性を向上させ

たが、10nM までの定量的評価にとどまった。 
4) 炎症性サイトカインの一つであるインタ
ーロイキン６（IL‐6）検出 マーカータンパ
ク質として炎症性サイトカインの一つであ
る IL‐6 を選び、抗酸化亜鉛抗体を利用した高
感度検出可能なサンドイッチアッセイの構
築を目指した。IL‐6 検出においてはビオチン
標識抗酸化亜鉛抗体を調製して、ストレプト
アビジンを仲介してビオチン標識抗 IL‐6 捕
獲抗体を結合する方法で計測を行った。蛍光
検出は蛍光標識抗 IL-6 検出抗体で行った。高
濃度に調製した抗酸化亜鉛抗体を表面に結
合させたが、非特異吸着を十分に抑制するこ
とができなかった。また、BSA でのブロッキ
ングは酸化亜鉛表面を溶解させると考えら
れ（表面プラズモン共鳴角の計測で共鳴角の
低角シフトという結果より）、BSA は使用し
なかった。検出限界が 2pM までの定量計測が
できた。更なる高感度計測には、酸化亜鉛表
面の検討も重要であることがわかった。 
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