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研究成果の概要（和文）：本研究は、バイオナノカプセルを用いて同動物種・サブクラス由来の

抗体を用いた多種類の抗原の同時マルチカラー検出法「IRODORI」技術の開発に成功した。

本研究成果により、免疫化学的検出において長年技術的課題であった使用抗体の動物種および

サブクラスに関する制限を根本的に解消できることが示され、「バイオナノカプセルを用いた多

機能バイオイメージングプローブ」の有効性を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Here, we developed the “IRODORI method” which can detect multiple 

antigens simultaneously, regardless of the animal species and subclasses of IgGs. Thus, 

bio-nanocapsules are expected to be a new platform for the multifunctional bio-imaging probes. 
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科研費の分科・細目：ナノ・マイクロ科学・ナノ材料・ナノバイオサイエンス 

キーワード：バイオナノカプセル、イムノアッセイ、マイクロアレイ、生体分子、 

バイオイメージングプローブ、抗体の整列化、高感度化、イムノセンサー 

 
１．研究開始当初の背景 

 抗体を用いて特定の抗原を検出するイム
ノアッセイ法は、環境科学分野や医学分野の
みならず、広く生命科学領域において必須な
解析方法である (Gizeli E. et al. Curr Opin 
Biotechnol. 1996)。免疫複合体の検出には、
主に、酵素標識法 (EIA)、放射標識法 (RIA)、
蛍光標識法 (FIA) などが用いられているが、
最近では従来法に加え、迅速かつ高感度に分
子相互作用の観察が可能であることから
Surface Plasmon Resonance (SPR) や
Quartz Crystal Microbalanace (QCM) のイ
ムノセンサーシステムが注目されている 

(Liedberg B. et al. Sensers and Acutuators, 

1983)。これらの測定においてセンシングの
感度を増幅させるためには、抗原と効率よく
結合させるために、抗体の配向性を揃えてナ

ノ粒子や基板の表面に提示する「抗体の整列
化」技術の開発が最も重要な課題となる 

(RAO SV. et al. Mikrochim. Acta. 1998)。 

 そこで研究代表者は、B型肝炎ウイルス表
面抗原 Lタンパク質を含む中空ナノ粒子・バ
イオナノカプセル (BNC) (Kuroda S. et al. 

J. Biol. Chem. 1992) のLタンパク質N末端
領域の一部を Staphylococcus aureus の
Protein A 由来の IgG-Fc 結合 Z ドメイン 

(Nilsson B. et al. Protein Eng. 1987) 2量体
に置換した ZZ-L タンパク質（約 120 分子）
と脂質二重膜から形成される「ZZ-BNC」(図
1) を用いて (TsutsuiY. et al. J Control 
Release. 2007)、ZZ-BNCの高い抗体結合能 

(抗体 60 分子/ZZ-BNC) に着目し、抗体提示
型 ZZ-BNC を用いた高感度イムノセンサー
の開発を行った。その結果、ELISA法による 
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固相化抗原の検出系に
おいて、マウス由来標識
化二次抗体を結合させ
た ZZ-BNC を使用した
ところ、二次抗体のみに
比べ検出感度が約 10倍
上昇し、更にウェスタン
ブロット法においては、
検出感度が 50 倍上昇した(Iijima M. et al. 
Anal. Biochem. 2010)。これらの結果は、
ZZ-BNC表面上に標識抗体がクラスター化し
て、免疫複合体あたりの標識物質の濃度が高
まったためと考えられた。更に、QCM 法の
センサーチップに ZZ-BNC を介して抗体を
固定化し、抗原の結合量を測定した結果、抗
体を基板に直接固定化した場合に比べ、検出
感度が約150倍上昇することが明らかとなっ
た (Iijima M. et al. Biomaterials, accept (雑
誌論文 14))。これらの結果は、ZZ-BNC表面
上で多数の抗体が整列化されたことにより
抗原の認識能が高まったためと考えられた
ことから、ZZ-BNCは様々なイムノアッセイ
の高感度化を可能にする極めて有効なバイ
オナノマテリアルであると考えられた。そこ
で、抗体提示型 ZZ-BNCを用いたセンシング
技術の更なる展開として、様々な蛍光色素あ
るいは標識分子を用いたバイオイメージン
グ解析への応用を着想した。多くのイムノア
ッセイで用いられる抗原特異的一次抗体お
よび標識化二次抗体を用いた間接抗体法で
は、二次抗体のクロストークの問題から同一
動物種由来・同一サブタイプの一次抗体を同
時に使用できないため、複数の抗原の同時検
出が困難となる。そこで研究代表者は
ZZ-BNCの特性を生かし、従来不可能であっ
た同一動物種由来・同一サブタイプの一次抗
体を用いて高感度に複数抗原の同時検出を
可能にする、革新的なバイオイメージングプ
ローブ「IRODORI」技術の開発を目指した。
種々の蛍光色素(Cyanine, Cy) で標識した
ZZ-BNC (Cy-ZZ-BNC) を作製し、各一次抗

体-Cy-ZZ-BNC複合体をウエスタンブロット
法および培養細胞の蛍光免疫染色に応用し
た結果、従来法に比べ抗原タンパク質の検出
感度が約 10 倍上昇した。更に 4 種類の抗原
の同時検出系では、従来不可能であった同動
物種・サブクラス由来の抗体を用いて 4種類
の抗原のマルチカラー検出に初めて成功し
(図 2)、蛍光標識 ZZ-BNC の高感度バイオイ
メージングプローブとしての可能性を示し
た(特許出願 (2))。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、上記の IRODORI 技術を様々な
イムノアッセイ (フローサイトメトリー、免
疫電顕) へ応用し、各アッセイの高感度化、
高機能化、高効率化を図ることで、実用化に
向けた技術開発を目的とした。更に、抗体提
示型 ZZ-BNC を固相上に固定化することで、
抗体ナノアレイ法 (抗原蛍光標識法、ラベル
フリーマルチ SPR 法)における血中の既知の
癌マーカーの網羅的解析法および新規癌マ
ーカーの探索法を確立し、従来法の迅速化お
よび 1000 倍の超高感度化を可能にする
IRODORAYの開発を目標とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 標識分子-ZZ-BNCを用いた高感度多抗
原同時検出法「IRODORI」技術の開発 

① IgG-Cy-ZZ-BNC複合体の抗体置換の評価 

 蛍光標識-ZZ-BNCの作製は、ZZ-BNC (1 

mg)と Cy2-、Cy5-bis-Reactive Dye (GE)の
各標識色素をそれぞれ混合し、室温で一時間
反応後 Sephadex G-25に供し、Cy2-ZZ-BNC

および Cy5-ZZ-BNCを作製した。
IgG-Cy-ZZ-BNC複合体は、anti-EGFR (細胞
表面レセプター上皮成長因子受容体) mouse 

IgG2a (片山化学工業) (1 g)と Cy5-ZZ-BNC 

(5 g)および Bis[sulfosuccinimidyl] 

suberate (BS3) (0-50 M)を PBS (50 L)中
で混合して室温で 30分間反応し、
anti-EGFR mouse IgG2a-Cy5-ZZ-BNC複合
体 (IgG濃度20 g/mL)を作製した。この時、
Mouse total IgG, Human total IgG, Rat 

total IgG, Mouse IgG1, Mouse IgG2a, 

Mouse IgG2b (Sigma) (0-160 g/mL)を各々
添加し、室温で 30分間反応した。ヒト扁平
上皮ガン A431細胞(1 × 106細胞)を 2.5% 

(w/v) BSA/PBS (1 mL)でブロッキング後、
100 L/tube に分注し、各 anti-EGFR mouse 

IgG2a –Cy5-ZZ-BNC複合体を添加して 4℃
で 1時間反応後、フローサイトメーター
FACSCantoII (BD) を用いて EGFRを測定
し、FASDiva Software (BD Bioscience)によ
り 20,000細胞を解析した。 

 

② 蛍光標識 ZZ-BNCを用いた FACS解析へ
の応用（シングルカラーイメージング） 

IgG
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図 1: ZZ-BNCの構造 

図 2: ウェスタンブロット法における蛍光標識 
ZZ-BNCを用いた高感度マルチカラー検出 
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 IgG-Cy-ZZ-BNC複合体は、anti-EGFR 

mouse IgG2aまたは anti-Integrin b1 mouse 

IgG2a (Santa Cruz) (1 g)と、
Cy2-ZZ-BNC または Cy5-ZZ-BNC (5 g)を
PBS (50 L)中で混合して室温で 30分間反応
し、anti-EGFR mouse IgG2a-Cy2-ZZ-BNC

複合体および anti-Integrin b1 mouse 

IgG2a-Cy5-ZZ-BNC複合体を作製した。なお、
mouse total IgG-Cy-ZZ-BNC複合体をネガ
ティブコントロールとした。各複合体を
A431細胞(1 × 106細胞)に添加し、4℃で 1時
間反応後、フローサイトメーターを用いて
EGFRまたはインテグリンb1の測定を行っ
た。この時、Cy2標識 goat anti-mouse IgG

またはCy5標識 goat anti-mouse IgG二次抗
体 ( Jackson ImmunoResearch Laboratries, 

Inc.) (1 g)による従来法と比較した。 

 

③ 蛍光標識 ZZ-BNCを用いた FACS解析へ
の応用（マルチカラーイメージング） 

 (1)-②の方法で作製した Anti-EGFR 

mouse IgG2a-Cy2-ZZ-BNC複合体および
anti-Integrin b1 mouse IgG2a-Cy5-ZZ-BNC

複合体を混合して室温で 30分間反応した。
A431細胞(1 × 106細胞)に添加し、4℃で 1時
間反応後、フローサイトメーターを用いて
EGFRおよびインテグリンb1の同時測定を
行った。 

 

④ 金コロイド標識 ZZ-BNCを用いた免疫電
顕への応用 

 金コロイド標識 ZZ-BNC の作製は、
ZZ-BNCとMono-sulfo-NHS-Nanogold (1.4, 

5 nm, Nanoprobes）を混合し、室温で 1時
間反応後 Sephadex G-25に供し、1.4 または 

5 nm金コロイド-ZZ-BNCを作製した。IgG-

金コロイド-ZZ-BNC複合体は、anti-FLAG 

mouse IgG2a (Sigma) (1 g)と各金コロイド
-ZZ-BNC (5 g)および 0-50 M BS3を混合
して室温で 30分間反応し、anti-FLAG 

mouse IgG2a-金コロイド -ZZ-BNC複合体
を作製した。各複合体は透過型電子顕微鏡 

(TEM) (H7500, HITACHI)により観察した。 
 

(2) 抗体提示型 ZZ-BNCを用いた抗原蛍光標
識法「IRODORAY 」技術の開発 

 ZZ-BNC (0-5 g/spot)をガラススライド上
へ添加し、室温で 30℃反応して固定した後、
anti-actin mouse IgG2a (Sigma), 

anti-b-tubulin IgG2b (Millipore), anti-desmin 

mouse IgG2a (Abnova), anti-chicken rabbit 

total IgG (Sigma) (1 g/spot)および 50 M 

BS3を添加し、室温で 30分間反応して抗体
提示型 ZZ-BNCを作製した。Cy3標識抗原 

(Cy3-actin, Cy3-b-tubulin, Cy3-desmin, 

Cy3-chicken IgY) (0-5 g/spot)を各々添加し、
蛍光イメージアナライザー(OV100, 

Olympus) を用いて解析した。 

 

４．研究成果 

 (1) 標識分子-ZZ-BNCを用いた高感度多抗
原同時検出法「IRODORI」技術の開発 

① IgG-Cy-ZZ-BNC複合体の抗体置換の評価 

 ZZ-BNC表層の ZZ-Lタンパク質のリジン
残基 (15個)のアミノ基と、NHS 

(N-hydroxysuccinimide)-Cy との化学反応に
より Cy-ZZ-BNCを作製した結果、ZZ-Lタン
パク質 1分子あたり Cy色素は 1-3分子標識
された。そこで、標識分子による ZZ-BNCと
IgG の結合への影響を評価するために、QCM

により Cy-ZZ-BNCと Rabbit total IgG の結
合量を測定した。その結果、ZZ-BNCは IgG

が 43分子結合したが、Cy-ZZ-BNCは 28分
子の IgGが結合したことから、色素標識によ
る ZZ-BNCの抗体結合能はわずかに減少す
ることが示唆された。しかし本研究における
IgG-Cy-ZZ-BNC複合体は、
Cy-ZZ-BNC:IgG=1:9 (mol:mol)で作製する
ことから、Cy-ZZ-BNCの抗体結合能は十分
に保持されていることを明らかにした。 

 次に、anti-EGFR mouse 

IgG2a-Cy5-ZZ-BNC複合体 (IgG濃度 20 

g/mL)を用いて、架橋剤 (50 M BS3)の有
無による非特異抗体(0-160 g/mL)との置換
頻度の評価を行った (図 3a)。フローサイト
メトリーによりA431細胞表層のEGFR発現
量 (蛍光強度)を測定した結果、0 M BS3で
は、ZZ-BNCと結合能が高いMouse total IgG

を 40 g/mL添加した時、蛍光強度が 82%に

図 3: IgG-Cy-ZZ-BNC複合体の 
抗体置換の評価 
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減少したことから、IgGの置換が起こること
が示唆された(図 3b)。さらに 80 g/mL以上
を添加すると蛍光強度は 150%に上昇したこ
とから、複合体が凝集することが示唆された。
一方、50 M BS3で架橋した場合、160 

g/mL 添加しても検出可能だったことから、
IgG-Cy-ZZ-BNCはBS3により安定化するこ
とが示唆された。同様に、0 M BS3では、
ZZ-BNCと結合能が高い Human total IgG

を 160 g/mL添加すると蛍光強度は 115%に
上昇したが、50 M BS3 により
IgG-Cy-ZZ-BNCは安定化することが示唆さ
れた(図 3c)。一方、ZZ-BNCと結合能が低い
あるいは中程度の非特異抗体(Rat total 

IgG(図 3d), Mouse IgG1(図 3e), Mouse 

IgG2a(図 3f), Mouse IgG2b(図 3g))は、BS3

の有無による差はほとんど認められなかっ
た。以上より、IgG-Cy-ZZ-BNC複合体は、
BS3非存在下では 2倍量の抗体、また、BS3

存在下では 8倍量の抗体を添加しても置換は
ほとんど起こらないことを明らかにした。 

 

② 蛍光標識 ZZ-BNCを用いた FACS解析へ
の応用（シングルカラーイメージング） 

 anti-EGFR mouse IgG2a-Cy2-ZZ-BNC複
合体または anti-Integrin b1 mouse 

IgG2a-Cy5-ZZ-BNC複合体を用いて、フロー
サイトメトリーによる A431細胞表層の
EGFRまたは Integrin b1の発現量を測定し
た(図 4)。その結果、通常の蛍光標識二次抗
体で検出する方法(図 4a左)と比べて、抗原の
検出感度が同等または上昇することを見出
した (図 4b,c)。以上の結果は、ZZ-BNCは検
出用抗体を表層にクラスター化および整列
化し、検出用抗体 1分子あたりの蛍光色素の
分子数を高めると考えられた。 

 

② 蛍光標識 ZZ-BNCを用いた FACS解析へ
の応用（マルチカラーイメージング） 

 蛍光標識 ZZ-BNCをイメージングプロー
ブとして展開するために、anti-EGFR mouse 

IgG2a-Cy2-ZZ-BNCおよび anti-Integrin b1 

mouse IgG2a-Cy5-ZZ-BNC 複合体を用いて、
フローサイトメトリーにより A431細胞表層
の EGFRおよび Integrin b1の同時検出を行
った(図 4a右)。その結果、同じ動物種および
サブクラス由来の一次抗体を用いて 2種類の
抗原の同時検出を可能にした (図 4d)。なお、
共焦点レーザー顕微鏡 (FV1000, Olympus)

により細胞表層の特異的蛍光が観察された
(図 4e)。以上の結果から、本研究により従来
不可能であった同一動物種由来・同一サブタ
イプの一次抗体を用いて高感度に複数抗原
の同時検出を可能にする、革新的なバイオイ
メージングプローブ「IRODORI」技術の開
発を達成した。これらの研究成果は雑誌論文 

(Iijima M. et.al. Biomaterials, 32, 

9011-9020, (2011) (雑誌論文 12)) や学会発
表等で報告し、社会・国民に向けて発信した。 
 

④ 金コロイド標識 ZZ-BNC を用いた免疫電
顕サンプルへの応用 

 蛍光色素以外の標識分子-ZZ-BNCによる
広範な IRODORI 技術の確立を目指し、金コ
ロイドによる免疫電顕の検討を行った。1.4

および 5 nm 金コロイド-ZZ-BNCを作製し、
anti-FLAG mouse IgG2a-金コロイド 

-ZZ-BNC複合体を作製してTEMにより観察
した。その結果、1.4 nm金コロイドは鮮明に
検出できず、標識度合いを評価するのは困難
であった (図 5左)。これは、TEMの機能や
分解能の低さが考えられた。一方、5 nm金
コロイドは鮮明に検出できたが、ZZ-BNC表
層に標識することで、IgG-金コロイド
-ZZ-BNC同士が凝集し分散性が著しく低下
していた(図 5右)。引き続き TEMの選定、
金コロイドサイズおよび標識方法、さらに
ZZ-BNCの分散性の最適化を検討し、免疫電
顕への展開を試みている。 

 

(2) 抗体提示型 ZZ-BNCを用いた抗原蛍光標
識法「IRODORAY 」技術の開発 

 抗原蛍光標識法について、小規模スケール 

(4種類の抗原)を検討した結果、ガラススラ
イド上に抗体を直接固定した従来法と比べ
て、抗体提示型 ZZ-BNCを用いた方法では、
抗原の検出感度は~2倍上昇したことから、
IRODORAY技術実現の可能性が示された。

図 4: 蛍光標識 ZZ-BNC を用いた FACS 解析への 
応用 (シングル(b, c)、マルチカラー(d, e)) 
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図 5: IgG-金コロイド標識ZZ-BNC複合体のTEM像 



 

 

引き続き ZZ-BNCおよび抗体の固定化濃度
や密度、各種架橋剤の最適化、さらにラベル
フリーマルチ SPR法の検討を進めている。 
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