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研究成果の概要（和文）：表面プラズモン共鳴（SPR）センサと抗原応答性ハイドロゲルを用いた匂いセンサ実現に向
けて，親水性ポリマーを固定化したSPRセンサ表面の作製方法を確立した．爆薬であるトリニトロトルエン(TNT)やRDX
，催涙剤の成分であるカプサイシノイドの検出を行った．TNTに対しては，表面開始原子移動ラジカル重合によりポリ
マー層を構築したセンサ表面を用いて，間接競合法により，検出限界5.7 pptとなった．置換法では，0.4 ppbが得られ
た．RDXとカプサイシンについては，オリゴエチレングリコールを有する自己組織化単分子膜を用いたセンサ表面で，
それぞれ40 ppt，150 ppbが得られた．

研究成果の概要（英文）：To realize odor sensor based on antigen-responsive hydrogel, sensor surfaces modif
ied with hydrophilic polymer were developed for surface plasmon resonance (SPR) sensor. Explosives such as
 trinitrotoluene, RDX, component of lachrymator, capsaicinoids, were measured using the sensor surfaces. T
he limit of detection (LOD) for TNT was 5.7 ppt (pg/mL) by indirect competitive method on the polymer surf
ace formed with surface initiated-atom transfer radical polymerization. LOD of 0.4 ppb (ng/mL) for TNT was
 achieved by displacement method. LOD for RDX and capsaicinoids were 40 ppt and 150 ppb, respectively, usi
ng the sensor surfaces modified with self-assembled monolayer containing oligo(ethyleneglycol) by indirect
 competitive method.

研究分野：

科研費の分科・細目：

工学

キーワード： センシングデバイス　バイオセンサ　ハイドロゲル　抗原抗体反応　匂いセンサ　表面開始原子移動ラ
ジカル重合　表面プラズモン共鳴

電気電子工学・計測工学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
研究代表者は，これまでに表面プラズモン

共鳴（SPR）センサと抗原抗体反応を組み合
わせ，代表的な爆薬であるトリニトロトルエ
ン(TNT)を高選択かつ短時間に ppb レベルで
測定可能な手法を提案した．この手法は抗原
の置換法（より親和性の高い組み合わせに置
き換わり結合する）を用いるため，短時間で
測定が可能である． 

一方，近年，温度や pH などの外部環境変
化に応答するようなポリマーの開発が盛ん
に行われている．抗原応答性ハイドロゲルも
その一つである．ポリマーに固定された抗原
とポリマーに固定された抗体の結合が架橋
点となるゲルである．このゲルに，抗原を滴
下すると，この抗原はポリマー化抗原と置換
し，ポリマー化抗体と結合するため，架橋点
でポリマー化抗原とポリマー化抗体の結合
が解離することになる．その結果，ゲル全体
としては膨潤することになる．この反応は研
究代表者が SPRセンサの測定で利用した置換
法と同様の原理であり，匂い物質に応答する
ハイドロゲル開発の着想を得るに至った．  
 
２．研究の目的 

本研究では，抗原応答性ハイドロゲルを用
いたセンサ表面を実現するため，ポリマー作
製手法およびそれらを用いたセンサ表面の
作製方法について，検討を行い，爆薬や催涙
剤成分の検出を行う． 
 
(1) 抗原類似物質を３次元的に配置したポ
リマー表面を作製し，水溶液中の TNT の高感
度検出を行う． 
  
(2) SPR セ ン サ に よ る
1,3,5-trinitroperhydro-1,3,5-triazine 
(RDX，C3H6N6O6 ，分子量 222.12) の高感度
検出方法の確立を行う．RDX は，最も一般的
な爆発物である TNT と比べ，爆発の威力が大
きい．軍用爆弾として多用されるプラスチッ
ク爆弾，コンポジション C-4 も，RDX が主成
分であり，TNT と合わせて検出できることが
望まれている． 
 
(3) テロに使われる化学剤の一つに催涙剤
が挙げられる．この催涙剤の成分にはカプサ
イシン等のカプサイシノイドが使われるこ
とがある．また，市販の催涙スプレーの主成
分でにも用いられる．そこで，SPR と抗原抗
体を用いて，カプサイシンを現場において検
出するためのセンサ表面と測定方法を確立
する．  
 
(4) 表 面 開 始 原 子 移 動 ラ ジ カ ル 重 合
（SI-ATRP）を用いて，抗体の３次元的な結
合サイトを構築すると共に，結合サイトの密
度の最適化を行い，TNT の間接競合法による
超高感度検出を行う． 
 

(5) SI-ATRP を用いて，抗体の３次元的な結
合サイトを構築すると共に，結合サイトの密
度の最適化を行い，TNT の置換法による高感
度検出を行う． 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体結合サイトとなる抗原類似物質を
３次元的に配置するため，ラジカル重合によ
るビニル系ポリマーを用いたセンサ表面の
作製を試みた. まず N ビニルホルムアミド
(NVF)よりラジカル重合でポリ N ビニルホル
ムアミド(poly-NVF)を得た後, これを加水
分解することで側鎖にアミノ基を持つポリ
ビ ニ ル ア ミ ン (poly-VAm) を 得 た . こ の
poly-VAm をセンサ表面に自己組織化単分子
膜（SAM）を介して固定した．poly-VAm 上に
TNT 類似物質（DNP-glycine）を固定してセン
サ表面を作製した. この表面に対して抗 TNT
抗体の結合量および非特異吸着量を評価し
た．また，TNT の検出を間接競合法により行
った． 
 
(2) RDX の類似物質を固定化したセンサチッ
プを作製し，中性の水溶液中でマイナスに帯
電するウシ血清アルブミン（BSA）とプラス
に帯電するリゾチームを用いて，非特異吸着
性の評価を行った．非特異吸着予防に優れて
いたオリゴエチレングリコールを有する SAM
に，RDX の類似物質（図１(c)）を固定化した
センサチップを用いて，間接競合法により測
定を行った．通常，間接競合法では，溶液を
流通する前に，抗体とターゲット物質を混合
し，一定時間おいた後（インキュベーション），
流通するが，その必要性の有無を検討した． 

 
(3) カプサイシンと同じくバニロイド構造
を有するホモバニリン酸をロコガイヘモシ
アニン(CCH)と結合し，それを免疫原として
得られたポリクローナル抗体を用いて，カプ
サイシノイドの検出を試みた．３種類のカプ
サイシン類似物質を図２に示す．チップには
SAM を形成させ，これらの類似物質をそれぞ
れ固定化したセンサチップを用意した，間接
競合法によりカプサイシノイドの検出を試
みた．また，測定におけるインキュベーショ
ン時間の検討も行った． 
 
(4) SI-ATRP を用いて，センサチップ表面に
おける抗体結合サイトの三次元配置を試み
た ．  MES (mono-2-(methacryloyloxy) 
ethylsuccinate) と DEAEM 
(diethylaminoethylmethacrylate)の混合モ
ノ マ ー を 用 い て 表 面 を 作 製 し た . 
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図１ RDX とその類似物質（雑誌論文③） 



Poly-MES-co-DEAEM 表面では負の電荷を持つ
MES と正の電荷を持つ DEAEM を混合し，混合
比により非特異吸着を制御することを試み
た．また，SI-ATRP の開始点となる SAM 試薬
とそうでない SAM 試薬を混合して SAM を形成
することにより，ポリマーの密度を変化させ
て，抗体と表面との親和性の制御を試みた. 
 
(5) SI-ATRP に よ り ，  MES と HEMA 
(2-hydroxyethylmethacrylate)の混合モノ
マーを用いて poly-MES-co-HEMA 表面を作製
し，センサ表面の特性を検討した. この表面
では負の電荷を持つ MESに対して電気的に中
性かつ親水性の HEMA を混合することで非特
異吸着の抑制を試みた. 次に TNT 類似物質は
MES のカルボキシル基に結合されるが, MES
と HEMA の混合比を変えることで表面に固定
される TNT類似物質の量を制御し, センサ表
面と抗体の親和性の最適化を試みた. また
置換法により TNT の検出を行った. 
 
４．研究成果 
(1) Poly-VAm を セ ン サ 表 面 に 固 定 し
poly-VAm上にTNT類似物質を固定してセンサ
表面を作製した. この表面に対して TNT 抗体
の結合量を評価したところ, 高い結合量が
得られたが, 同時に非特異吸着も高いこと
が分かった. そこで，poly-VAm の加水分解率
を制御し poly-NVF-co-VAmとすることでポリ
マーの帯電を抑えた（図３）. 加水分解率 28%
のポリマー（poly-NVF-co-VAm）を用いて作

製したセンサ表面は，非特異吸着を抑制でき
ることがわかった．このセンサ表面を用いて，
TNT の検出を間接競合法で行い，検出限界は
28 ppt となった. 
 
(2) RDX 類似物質とタンパク質のコンジュゲ
ートを作製し, これをラットに免疫した後, 
ハイブリドーマ細胞を作製することで抗 RDX
ラットモノクローナル抗体が得られた. 次
にオリゴエチレングリコールを有する SAMを
用いて RDX類似物質をセンサ表面に固定する
とこで，BSA およびリゾチームの吸着が少な
い，すなわち，非特異吸着が起こり難い SPR
センサ表面を作製した.このセンサ表面を用
い間接競合法の実験条件を最適化し，抗体濃
度 40 ppb，流入量 60 l，インキュベーショ
ン時間 0分 で 40 ppt の検出限界を実現した
（図４）．インキュベーション時間 15 分の場
合も，0 分と同様の傾向であり，インキュベ
ーションがなくても測定できることがわか
った．  

 
(3) ウサギ由来のホモバニリン酸-CCH に対
するポリクローナル抗体と 4-ヒドロキシ-3-
メトキシベンジルアミン塩酸塩（HMB）を固
定化したチップとの組み合わせで間接競合
法によりカプサイシノイドの検出に成功し
た．インキュベーション時間を変化させて結
合率を調べたところ，インキュベーションな
しの条件でも測定が可能であった． したが
って，流通時間 5分間でのカプサイシン検出
が可能となった．また，間接競合法により，
150 ppb の検出限界となった． 
 
(4) MES と DEAEM の混合比 24:16 が非特異吸
着抑制とセンサ表面作製効率の面から最適
と判断された．SI-ATRP の開始点となる SAM
の混合比が大きいほど解離速度定数が大き
くなることがわった. また，これらの表面を
用いて間接競合法により TNT の検出を行った
ところ, 検出限界は 5.7 ppt となった（図
５）. 
 
(5) Poly-MES-co-HEMA 表面では，MES に対し
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図３ 加水分解率と特異的な結合/非特
異吸着量の関係（雑誌論文⑤） 
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図４ 間接競合法による RDX に対する
応答特性（雑誌論文③） 
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図２ カプサイシンとその類似物質（雑
誌論文②） 



て 10 倍以上の HEMA を混合することで非特異
吸着を抑制でることがわかった. HEMAの混合
比が大きくなるほど解離速度定数も大きく
なり, TNT の検出限界も低くなる傾向が得ら
れた. 最も低い検出限界は 0.4 ppb となっ
た. 
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