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研究成果の概要（和文）：迅速な検査を可能にするためには、その場にて血液中から直接測定を

可能とするような技術が望まれる。本研究課題では、蛍光増強免疫測定法を用いた血中物質の

直接測定を目的とする。血液中での測定を可能にするため、側面の一面に蛍光試薬を固定化し

た片面反射型の測定法を開発した。本手法では、ウシ血液中における測定対象と蛍光試薬の結

合による蛍光増強が観測され、血液中の生体分子を蛍光増強免疫測定法によって、直接測定す

ることが可能であることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：The development of a convenient assay for blood examination would 
enable preliminary diagnostic and screening at local clinics and even at the patient’s 
home. The aim of this study is the development of direct measuring method for blood sample 
by fluorescent enhancement immunoassay. The new cell where one side of the wall was 
fluorescent probe immobilized glass was used. Using this cell, fluorescent enhancement 
depending to the interaction between fluorescent probe and measuring target was observed. 
Therefore it is expected that this fluorescence-enhancement assay will be available for 
blood tests with a simple one-step measurement. 
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１．研究開始当初の背景 
 抗原抗体反応を用いた免疫測定法は、その
特異性と検出感度の高さから、様々な用途が
期待されている。例えば、生体に侵入してき
たウィルスなどの異物を高感度に検出する
ことで、診療に応用される。生体内濃度が極

微量なサイトカイン濃度を測定することで、
生体免疫機能を調べることができる。また、
環境に含まれる内分泌かく乱物質をはじめ
とした汚染物質の検査にも有用である。これ
らの ppmオーダーの微量成分を検出するため
に、生体由来の抗原抗体反応のもつ他にない
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選択性と結合能の高さが活かされている。 
 従来の免疫測定法は、ELISA 法に代表され
るように、二次試薬供給や洗浄操作を必要と
する煩雑な手法であり、リアルタイムでの測
定が困難であった。短時間かつ簡便な免疫測
定法として、近年では水晶振動子マイクロバ
ランス法(QCM)や表面プラズモンを利用した
測定法(SPR)が開発されている。これらの手
法は基板に固定化した抗体に抗原が結合し
たときの表面変化を検出する方法であり、二
次標識抗体を必要としない。しかし、溶液物
性の影響を強く受けるため、血中の抗体測定
には適していない。また、測定には専用の装
置が必要であるため、医療の診断現場や現場
での環境物質測定などへは拡大していない。 
 医療や環境分野において、その場で検査・
測定できるような技術はすばやい診断・判断
につながる。そのため、迅速で扱いが容易、
かつ安価で特殊な装置を必要としない検査
手法が望まれている。 
 
 申請者はこれまで、生体を模倣したセンサ
の開発を行ってきた。その一つとして、蛍光
増強を利用した免疫測定法について検討し
てきた。抗体と特異的に結合するプロテイン
A を用い、蛍光標識したプロテイン A の蛍光
強度が抗体結合時に増強すること、そしてこ
の蛍光増強から抗体濃度の測定が可能であ
ることがわかった。そこで、この蛍光増強を
応用することで、血中における抗体濃度を直
接測定する、新規免疫測定法の確立が可能で
あると考えた。これにより一般的な装置で可
能な試薬供給のない(reagent-less)かつ、分
離洗浄操作不要（separation-free）な免疫
測定法を確立する。 
 

 

２．研究の目的 
 本研究課題では、蛍光増強免疫測定法を用
いた非分離血中抗体測定法の開発を目的と
する。 
(1) まず血中測定を可能とするため、ガラス
内側より励起光を入射する装置系を構築す
る。これまでは、抗体に特異性をもったプロ
テイン A を用い、このプロテイン A 固定化ガ
ラスを試料溶液中に浸漬して測定していた。
この方法では懸濁液である血中での測定は
難しい。そこで、ガラスの片面が試料溶液に
浸った状態とし、試料溶液のない裏側より励
起光を照射および蛍光を測定する。これまで
に蛍光増強の得られているリン酸緩衝溶液
中で、蛍光標識プロテイン A と抗体との結合
による蛍光強度変化を確認する。 
 
(2) 次にフロー式による装置系を構築する。
装置系をフロー式とすることにより、連続測
定が可能となる。また、フローインジェクシ

ョンの手法を用いることで、必要な試料溶液
量を大幅に減らすことが出来る。複数の未知
試料を測定する場合にも、フロー式ならば自
動化が容易である。そこで、まずは従来の浸
漬法をもとにしたフローセルを作製し、この
フローセルに FITC-プロテイン A 固定化ガラ
スを用いて連続測定や流量について検討す
る。 
 
(3) 構築した測定系により、血中の抗体濃度
を測定する。本手法では測定基板に固定化し
た標識蛍光試薬の蛍光を測定する。そのため、
光透過性の低い全血においても、測定基板に
固定化した試薬を励起すれば測定できると
考えられる。これについて、蛍光標識試薬を
固定化した基板を用いて確認する。次に、血
中に抗体を添加し、添加抗体濃度と蛍光増強
の関係について検討する。これにより繰り返
し測定可能な非分離血中抗体濃度測定法を
確立する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) まず、試料溶液に浸漬する面と反対側よ
り蛍光を測定する、新規バッチ式セルを作製
した。測定基板となるガラスは強酸を用いて
洗浄した。洗浄済みガラスを、アミノプロピ
ルトリメトキシシランを含むトルエンで還
流することにより、アミノシラン化した。ア
ミノシラン化ガラスにグルタルアルデヒド
を介して FITC標識プロテイン Aを固定化し
たのち、非特異吸着を防ぐために、ウシ血清
アルブミン（BSA）を用いてブロッキングし
た。プロテイン A固定化ガラスを、セル壁面
に接着させ、計測用セルとした。 
 計測用セル内を PBS（pH 7.4、37℃）で満
たし、抗体結合前の蛍光強度を蛍光光度計で
測定した。この試料溶液中に抗体を添加した
ときの蛍光強度変化を測定した。緩衝溶液系
で性能について確認した後、ウシ血漿および
ウシ血液に IgGを添加したときの蛍光応答性
から、血液中での直接測定について検証した。 
 
(2) フローセルの構築について検証した。ま
ずは従来の浸漬型のセルに、溶液が流出入で
きるようにした。このセルを用いて、FITC標
識プロテイン A と IgG の結合・解離・再利用
について検証した。解離には PBSに塩酸(HCl)
を加えた酸性溶液と、グリシン-HCl 緩衝溶液
を用いた。 
 
(3) 血液中でも測定可能な片面反射型の蛍
光増強測定系を応用したフローセルを開発
した。測定用のガラス基板に、蛍光試薬とし
て FITCを修飾したプロテイン A（FITC標識
プロテイン A）を固定化した。この FITC 標識
プロテイン A固定化ガラスを側面の一面に配



 

 

置した片面反射型フローセルを作製した。ま
ずは、溶媒を緩衝溶液とし、固定化された
FITC-プロテイン A の蛍光が、溶媒に IgG を
添加したときにどう増強するか検討した。そ
の後、溶媒としてウシ血漿およびウシ血液を
用い、血液中 IgGの直接測定について検証し
た。 
 
 
４．研究成果 
(1) FITC標識プロテイン A固定化ガラス基板
の片面が測定溶液に接するようにした蛍光
測定用セルを作製した。このセルを用いた蛍
光測定によるスペクトルから、FITCに由来す
る 520 nm のピークが検出された。このセル
に試料溶液として抗体（免疫グロブリン G, 
IgG）を添加したときの抗体濃度と蛍光強度
の関係について検討した。その結果、緩衝溶
液系において試料溶液中の IgG 濃度と FITC
標識プロテイン Aの蛍光強度の増加率の間に
相関性が得られた。このことから、セル側面
に FITC 標識プロテイン A を固定化したセル
を作製できたこと、またこの固定化した FITC
標識プロテイン Aと溶液中の IgGの結合によ
る蛍光増強を観測できることが確かめられ
た。この測定用セルでの蛍光増強率および応
答時間はこれまでの浸漬式と近く、同等性能
の測定系であった。 
 測定対象モデルとして免疫グロブリン G
（IgG）を用い、この新規に作製した片面反
射型のセルで全血液中の対象を測定可能か、
ウシ血液を用いてバッチ法にて検討した。結
果、緩衝溶液系と比べ、ウシ血漿およびウシ
血液中では血液成分による蛍光を含むこと
が確認された。そこで得られた蛍光強度をバ
ックグラウンド補正し、FITC に由来する 520 
nm のピークを得ることで、より正確な蛍光増
強測定が可能となった。これにより血液中で
の FITC 標識プロテイン A と IgG の結合によ
る蛍光増強として、緩衝溶液中に近い増強率
を得ることができた。蛍光増強は溶液中の
IgG 濃度と相関し、血液中 IgG の非分離測定
が可能であることが示された。 
 
(2) 自動化および連続測定を可能とするた
め、既存の装置系をもとにフローセルを試作
し、抗体濃度変化と蛍光強度の応答および解
離溶液を用いた繰り返し利用について検討
した。その結果、まず従来の浸漬型を元にし
たフローセルにおいてセル内抗体濃度に依
存した蛍光強度の増加が得られ、増加率はバ
ッチ式と同程度であった。また、応答時間は
バッチ式の反応時間と同程度であった。そこ
で、このセルを用いて、pH変化による解離と
繰り返し使用について検討することにした。 
 固定化した FITC 標識プロテイン A に IgG
を結合させた後に、解離用溶液として

PBS-HCl、およびグリシン-HCl の酸性溶液を
送液することで、蛍光強度の減少から IgG と
プロテイン Aの解離が確認された。また、こ
こに再び IgGを送液することで、再度の蛍光
増強から IgGとプロテイン Aの再結合が確認
された。再結合での蛍光増強は繰り返す度に
低下するが、5 回の繰り返し測定においても
蛍光増強は確認された。よって、FITC-プロ
テイン A を固定化した本測定系において IgG
濃度の繰り返し測定が可能であることが示
された。 
 
(3) 片面反射型の蛍光測定基板を用いてフ
ローセルを作製した。このフローセルに緩衝
溶液系にて IgGを送液したときの蛍光増強を
測定した結果、高流量条件においてはバッチ
式と同程度の 10 分でほぼ最大に近い増強が
得られた。また、増強幅はこれまでとほぼ同
程度である。よってフローセルにおいてもこ
れまでと同程度の測定が可能であると考え
る。 
 ウシ血液を溶媒として血液中物質のフロ
ー式蛍光増強免疫測定を行った。まず、ウシ
血液を用いた蛍光増強測定によって、血液中
IgG 濃度に依存した FITC-プロテイン A の蛍
光増強が測定された。蛍光増強がプロテイン
A と IgG の結合によるものか、検証した。血
液に含まれる代表的な物質としてアルブミ
ンが影響しないこと、FITC 標識プロテイン A
を固定化していない基板を用いた場合は蛍
光増強が起こらないことを確認した。作製し
たフローセルを用い、血液中の IgG と固定化
した FITC 標識プロテイン A の結合により蛍
光増強することが確認できた。 
 以上より、蛍光増強免疫測定法を応用する
ことで、血液中の生体分子を非分離にて測定
することが可能であることが示された。 
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