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研究成果の概要（和文）：本研究ではイクオリン（AQ）、ガウシアルシフェラーゼ（GL）、アクリニジウムエステル（
AE）の発光反応を組み合わせ、計3秒で測定可能な超高速高感度同時検出化学生物発光法を開発し，マルチラベルイム
ノアッセイに応用することで，高感度かつ短時間に貴重な試料中の多成分同時検出を可能とすることを目的とした。開
発したマルチラベルイムノアッセイは、α－フェトプロテイン（AFP）、前立腺特異抗原（PSA）、ガン胎児性抗原（CE
A）の腫瘍マーカーおよびTNF-α、IFN-γ、IL-6のマウスサイトカインの組合せについて超高速高感度に多成分同時測
定が可能であった。

研究成果の概要（英文）：I have developed simultaneous bio- and chemi- luminometric assay using aequorin 
(AQ), gaussia luciferase (GL) and acrinidium ester (AE). In this study, we applied this analytical method 
to the detection of muliplex-labeled immunoassay. Minimum detection limit of AQ, GL and AE were 6.4 x 
10-20, 9.7 x10-19 and 6.5 x 10-19 mol/assay utilizing proposed simultaneous bio- and chemi- luminometric 
assay, respectively. I also applied to multiplex-labeled immunoassay for tumor makers and mice cytokines. 
These measurable ranges were 4.0～263 ng/mL (AFP), 8.8～565 ng/mL (PSA) and 2.8～4620 ng/mL (CEA) for 
human tumor makers and 0.625-40ng/mL (TNF-α), 20-1250pg/mL (IFN-γ), 20-1250pg/mL (IL-6) for mice 
cytokines, respectively.

研究分野： 分析化学

キーワード： 生物発光　化学発光　超高速高感度測定　イクオリン　ガウシアルシフェラーゼ　アクリニジウムエス
テル　マルチラベルイムノアッセイ　多成分同時測定
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 申請者らは高感度な非放射性イムノアッ
セイの開発を目指し，発光検出法の開発を一
貫して行ってきた．発光検出法のうち ATP
の高感度測定に用いられるホタルのルシフ
ェリンールシフェラーゼ反応は生物発光検
出法として最も良く知られている方法であ
り，中性の液性で行われ，有機溶媒等を必要
としないことから，高感度でかつ化学発光検
出法より更に環境に優しい方法と考えられ
る．申請者らは生物発光検出をイムノアッセ
イ（BL-EIA）に応用するため，標識酵素に
ATP 産生酵素を用いその検出にホタルルシ
フェラーゼ-ルシフェリン反応を用いる方法
を考案してきた．種々の ATP 産生酵素をス
クリーニングした結果，アセテートキナーゼ
（AK）とピルベートフォスフェートジキナ
ーゼ（PPDK）を選択し，それら酵素の検出
感度は 10-20 モルレベルと高感度測定が可能
であった．この両酵素を標識に用いる
BL-EIA は汎用性に富んでおり，申請者らは
従来の西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）
やアルカリ性フォスファターゼ（ALP）を用
いる EIA に比して 10 倍から 100 倍程度高感
度な種々の生体成分の測定を報告してきた． 
 一方，イムノアッセイは一度に一種類の抗
原または抗体を検出するのが一般的である．
申請者らは試料のダウンサイズ化及び試薬，
コストの省力化を目的として多項目同時検
出に着目し，時間分解蛍光法を用いる 2〜3
成分の同時アッセイを確立した．しかし時間
分解蛍光法は生物発光検出法よりも感度が
100 倍程度低いこと，用いる希土類元素によ
り 10〜100 倍程度感度が異なることより，同
時測定が可能な分析対象物質に制限がある．
そこで申請者はこの欠点を補うため，前述の
AK と PPDK が同一反応条件下で，異なった
基質から ATP を生成することに着目し，両
酵素を同時に標識として用いる多成分同時
検出 BL-EIA を開発した．その結果，両酵素
の同時測定ではともに 10-20 モルレベルの感
度を達成し，各々の単独測定と同等の高感度
測定が可能であり，血清等の生体試料中の分
析対象物が制限を受けずに多項目同時に高
感度で測定が行える BL-EIA が構築できた．
しかし，このアッセイ系では得られる発光が
定常状態に達した後測定を行っているため，
実際の測定では酵素反応時間が各々15 分程
度必要であり，スループットが高い測定とは
必ずしも言えなかった． 
 井上らにより発光タンパク質イクオリン
の遺伝子工学的な大量合成が報告され，現在
ではアポエクオリンをほとんど含まない，純
度の高いイクオリンを商業的に入手可能で
ある．イクオリンはオワンクラゲから単離さ
れたタンパク質で基質であるセレンテラジ
ンと分子状酸素を分子内に持つ．イクオリン

はカルシウムイオンと結合すると，青色の発
光を示しセレンテラジンの酸化物であるセ
レンテラミドおよび二酸化炭素を生成する．
この発光反応は約 1秒で最大発光を示し瞬時
消失する．実際の測定ではカルシウム溶液添
加後，1 秒間の積算を行うことで高感度測定
が可能である． 
 またルシフェラーゼの発光機構は ATP，
Mg2+および分子状酸素存在下ルシフェリン
がルシフェラーゼにより酸化され，生じたオ
キシルシフェリンが励起状態を生成し基底
状態に戻る際に発光することを原理とする．
またその発光量子収率は 0.88 であり，これは
化学発光に比べ驚異的に高く，その反応は数
秒程度で最大値を示すことから，生体試料中
の ATP の高感度測定や分子生物学の検出法
として利用されている．辰巳らによって遺伝
子工学的に産生されたビオチン化ルシフェ
ラーゼは，高感度な生物発光検出酵素イムノ
アッセイ（BL-EIA）の応用例が報告されて
いる． 
 申請者らはすでにイクオリン及びビオチ
ン化ルシフェラーゼの発光機構が全く異な
る事を利用した，連続した短時間で同一バッ
チ中での超高速生物発光同時測定を検討し
た．開発した測定法は，多項目同時検出イム
ノアッセイへ応用できた．その成果は両酵素
の感度とも 10-19〜10-20モルレベルを達成し，
2 成分測定を約 4 秒で同時に行えるスループ
ットの高い方法となった． 
 今までにイクオリン及びビオチン化ルシ
フェラーゼを組み合わせた上記超高速生物
発光測定法に加え，イムノアッセイの標識酵
素として汎用される HRP の発光測定を同一
バッチ内で引き続き行わせることで，発光測
定法による高感度 3成分同時測定法を開発し，
遺伝子組み換えパパイヤの遺伝子の３種遺
伝子産物や歯周ポケット内の代表的な３種
の歯周病菌遺伝子の測定に成功した 8)．しか
し，最後の HRP の測定前にルシフェラーゼ
による発光の消去のためカチオン性界面活
性剤の添加の後 7 分間必要であったこと，お
よび HRP の検出限界が他の発光に比べ約
100 倍程度劣っており，10-17モルレベルの測
定であったことによりまだまだ改良の必要
性があると感じている． 
 
２．研究の目的 
 本申請では，上記の欠点を解消するために，
近年遺伝子工学で純度が高く大量に産生さ
れるようになったガウシアルシフェラーゼ
の生物発光法および古くから知られている
アクリニジウムエステルの化学発光法をイ
クオリンの発光に組み合わせることにより
高感度かつ短時間で３成分の測定を行うこ
とを目的とした． 
 ガウシアルシフェラーゼはセレンテラジ



ンを基質として基質添加直後に発光し，数十
分間の持続発光が得られる発光タンパク質
である．申請者は基礎的検討においてガウシ
アルシフェラーゼの発光反応は硝酸酸性下
にすることで，瞬間的に発光を停止すること
を見いだした．一方アクリニジウムエステル
の発光はすでに良く知られているように，強
塩基性下過酸化水素が存在することによっ
て発光する．本申請では，イクオリンの瞬間
発光の後セレンテラジンを加えガウシアル
シフェラーゼの発光測定を行う．次に過酸化
水素を含む硝酸を加えることでルシフェラ
ーゼ発光を停止した後，強アルカリ性条件と
してアクリニジウムエステルを瞬間発光さ
せ計３秒間の測定で３成分を超高速かつ高
感度に検出することを原理としている． 
本申請の使用するイクオリン（AQ），ガウシ
アルシフェラーゼ（GL），アクリニジウムエ
ステル（AE）以下の原理での発光が知られて
いる。 
 イクオリン（AQ）は，前述の通り，分子
内にセレンテラジンと分子状酸素を持ちカ
ルシウムイオンと結合すると，青色の発光を
示しセレンテラジンの酸化物であるセレン
テラミドおよび二酸化炭素を生成する．この
発光反応は約 1秒で最大発光を示し瞬時消失
する．実際の測定ではカルシウム溶液添加後，
1 秒間の発光の積算を行うことで高感度測定
が可能である． 
また，ガウシアルシフェラーゼ（GL）はカイ
アシに属する Gaussia princeps に由来する
発光タンパク質であり，セレンテラジンの酸
化反応を触媒する．ルシフェラーゼ類の中で
は最も小さく分子量約 20kda 程度である．近
年，遺伝子工学的に生産される様になり容易
に入手可能である．GL の発光は中性の緩衝
液に溶解した基質のセレンテラジンを加え
た瞬間より強い発光が得られる．その発光は
徐々に減衰するが，数十分間持続する．しか
し，0.1mol/L 程度の硝酸を加えることでその
反応はすぐに停止する．従って，次に述べる
アクリニジウムエステル（AE）の化学発光反
応で使用する過酸化水素の硝酸溶液を加え
ることで，GL の発光が瞬間的に消光し，次
の AE の発光測定に影響しないことを見いだ
した．  
 AE の化学発光は古くから知られており，
臨床の現場でもイムノアッセイ検出に使用
されており，標識化試薬も市販されている．
図３に示すように，AE の化学発光は塩基性
条件下過酸化水素の存在により発光する．実 
際の測定では，過酸化水素の硝酸溶液を添加
した後，水酸化ナトトリウム溶液を添加した
直後の発光を測定するものである．その発光
は，１秒以内に減衰する発光である． 
 本申請では多成分を超高速高感度に同時
測定するため，AQ，GL，AE の同時高感度

測定系の開発を行った． 
図 1 に示すように同一バッチ内の 3 種の発光
タンパク質，化学発光試薬を，第１段階で
Ca2+溶液を添加することで Aq の測定を行い，
第２段階ではセレンテラジン溶液を加える
ことで GL の測定を行う．第３段階の最初で
は過酸化水素を含む硝酸溶液を添加し，GL
を不活性化し消光させる．さらに水酸化ナト
リウム溶液を加えることで同一バッチ内の
AE の高感度測定を行う事が可能である．ま
たそれぞれの発光検出時間は１秒程度で高
感度測定が可能であるので，計３秒間の測定
のみで測定が完了する． 

 
図 1 同時発光法模式図 

 
 今回開発した同時測定系は，同一サンプル
中の測定対象物が同一手技により超高速で
多成分同時高感度測定が可能となることよ
り，貴重な試料の必要量が少量で済み，さら
に試薬，マンパワー等のコストの省力化がは
かられることから利点が多いと考えられた．
本測定系は検出に発光測定器が整備されて
いれば可能であり，マルチラベルイムノアッ
セイによるハイスループットスクリーニン
グシステムの構築が簡便安価に行えるもの
と考える． 
３．研究の方法 
AQ、GL および AE を用いる超高速高感度三
成分同時生物化学発光測定法の開発 
GL の発光は ATP を必要とせず、基質である
セレンテラジンの添加のみで瞬時に発光す
る。GL は 185 残基のアミノ酸からなり、分
子量約 20kDa とルシフェラーゼ類では最も
小さい。 
 GL を組み合わせた三成分同時発光法は次
のように行った。プレートの各ウェルに酵素
希釈用緩衝液で希釈した Aq、GL 及び AE 標
識 IgG を各々5µL ずつ分注した。最初に
50mmol/L カルシウム溶液 50µL を加え、Aq
の 1 秒間の発光強度を測定した。次に 0.9% 
NaCl、2.5mmol/L EDTA、0.01% Tween20
を含む 25mmol/L HEPES 緩衝液（pH 7.0）
に溶解した 1µg/mL セレンテラジン基質溶液
50µL を加え、GL の 1 秒間の発光強度を測定
した。最後に 0.5%過酸化水素を含む 0.1 



mol/L 硝酸溶液を 50µL 加え GL の発光を停
止させた後、7mmol/L 塩化 n-ヘキサデシル
トリメチルアンモニウムを含む 2mol/L 
NaOH 溶液を 50µL 加え、AE の 1 秒間の発
光強度を測定した。 
マルチラベルイムノアッセイ 
 マルチラベルイムノアッセイへの応用と
しては PSA、AFP、CEA の 3 種の腫瘍マー
カーの測定に応用を検討している。それぞれ
の腫瘍マーカーに対する抗体を固相化した
プレートに標準溶液 60µLおよびAFP、PSA、
CEA に対するそれぞれの抗体に Aq、GL、
AE 標識した 3 種の標識抗体溶液 50µL 加え、
4℃で一晩放置した。洗浄により B/F 分離した
後、上記の同時検出法で固相上のそれぞれの
発光強度を測定した。 
また、抗体の組み合わせをそれぞれマウスの
TNF-α、IFN-γ 及び IL-6 とし、同様に 3
種マウスサイトカインの同時測定に応用し
た。 
 
４．研究成果 
・GL 発光の至適条件の検討 
96 穴マイクロタイタープレートに酵素希釈
用緩衝液で希釈した GL 5 µL 及びカルシウ
ム溶液を50 µL加え、次に10 mmol/L EDTA、
0.01 % Tween20 を含む 50 mmol/L HEPES
緩衝液 (pH 7.0) で作成した 0.1～5 µg/mL 
セレンテラジン基質溶液を加え GL の 1 秒間
の発光強度を測定した。 
図 2に示すように発光強度はセレンテラジン
濃度 5 µg/mL の時最大であり、濃度が薄くな
るにつれて低下した。セレンテラジン濃度は
1 µg/mL の時、低濃度の GL の測定において
ブランクとの差が大きく感度良く測定でき
ると考えられた。以下の同時測定法では 1 
µg/mL をセレンテラジンの至適濃度とした。 
 

図 2 GL 発光に及ぼすセレンテラジン濃度
の影響 
 
・AE 発光の至適条件の検討 
 GL 発光の消去に硝酸濃度が関与すると考
えた。その後に続く AE 発光は塩基性条件下、
過酸化水素と反応し発光するため発光測定

時には強塩基性下で行うことが望まれると
考えた。以上の点より GL 発光消去液として
用いた硝酸溶液及び AE 発光試薬として用い
た水酸化ナトリウム溶液の濃度を検討した。 
図 3 に AE 発光の S/N 比を示す。 
 水酸化ナトリウム濃度が濃くなるほど S/N
比が上昇した。また硝酸濃度が濃いほどブラ
ンク値が増加し S/N 比が低下した。 
よって以下の本同時測定法では、GL 発光消
去液として 0.5 %の過酸化水素を含む 0.1 
mol/L 硝酸溶液、アクリジニウム発光試薬と
して 7 mmol/L 塩化 n-ヘキサデシルトリメチ
ルアンモニウムを含む 2 mol/L 水酸化ナトリ
ウム溶液を用いた。 
 

図3 AE発光に及ぼす硝酸および水酸化ナト
リウム濃度の検討 
 
 ・3 成分同時発光の経時変化 
 最初に第 1、第 2 段階の AQ、GL の発光経
時変化を測定した。AQ の濃度は、0、1.9×10-17、
1.9×10-16、1.9×10-15 mol/assay、GL の濃度
は 0、4.5×10-16、4.5×10-15 mol/assay とした。
各ウェルに AQ、GL を各 5 µL 添加し、カル
シウム溶液を 50 µL 加え 20 秒間 AQ の発光
を測定した。引き続きセレンテラジン基質溶
液 50 µL を加え GL の発光を 20 秒間測定し
た。 
 図 4 に示すように、第 1 段階の AQ の発光
は A 点でカルシウム溶液添加後、濃度依存的
に 1 秒以内で最大値を示した後消失した。第
2 段階の GL は B 点でセレンテラジン基質溶
液を加えた約 1秒後に最大値を示し濃度依存
的に発光した。その後持続して発光がみられ
た。 
 

図 4 AQ 及び GL 発光の経時変化 



 
次に第 2、第 3 段階の GL、AE の発光経時変
化を測定した。GL の濃度は 0、4.5×10-17、
4.5×10-16、4.5×10-15 mol/assay、AE の濃度
は 0、5.1×10-16、5.1×10-15 mol/assay とした。
GL、AE 標識 IgG 各 5 µL 及びカルシウム溶
液 50 µL を加えた各ウェルに、セレンテラジ
ン基質溶液 50 µL を加え GL を発光させ 20
秒間測定した。その後 GL 発光消去液 50 µL
を添加し、10 秒間発光変化を測定した。最後
にAE発光試薬 50 µLを加えAEの発光を 10
秒間測定した。 
 図 5 に示すように、C 点で硝酸を含む GL
発光消去液を添加することで、GL の発光を
ブランク値まで低下させた。第 3 段階の AE
は、D 点で AE 発光試薬の添加により濃度依
存的に 1 秒で発光しその後消失した。 
 

 
図 5 GL 及び AE 発光の経時変化 
 
・AQ、GL 及び AE の標準曲線 
 AQ、GL 及び AE の 3 成分同時測定による
標準曲線を図 6にそれぞれの単成分測定およ
び同時測定を行ったときの最小検出限界を
表 1 に示す。 
本同時測定法における AQ の測定では GL、
AE の影響は受けず、検量域は 2.4×10-19～
1.9×10-15 mol/assay 、 最 小 検 出 感 度 は
6.4×10-20 mol/assay (blank+3SD) 、各濃度
における同時再現性は 1.5～8.3 % (CV%, 
n=8) であった (図 6a) 。また GL の測定で
は、検量域は 2.8×10-18～4.5×10-15 mol/assay、
最 小 検 出 感 度 は 9.7×10-19 mol/assay 
(blank+3SD) 、各濃度における同時再現性は
2.1～3.8 % (CV%, n=8) であった (図 6b)。
AE の測定においてその検量域は 1.6×10-17～
5.1×10-15 mol/assay 、 最 小 検 出 感 度 は
6.5×10-19 mol/assay (blank+3SD)、各濃度に
おける同時再現性は 2.6～3.6 % (CV%, n=8) 
であった (図 6c)。各々の単成分測定時と 3
成分同時測定を発光強度で比較した結果、
AQ はほぼ同等であったが GLでは約 30 %に
減少した。AE の発光はブランクの上昇を生
じたが約 75 %の発光強度であった。各々の
測定において他の成分の影響は見られず、安

定した測定が行えた。本測定はプレート 1 枚
あたり約 6 分で測定が可能であった。 
 

図 6 生物化学発光同時測定法による AQ、
GL、AE の検量線 
 
表 1 AQ、GL、AE の単独測定及び同時測
定における最小検出限界 

（mol/assay） 
 
・三成分同時発光イムノアッセイ 
 
3 種ヒト腫瘍マーカー（AFP、CEA、PSA）
の測定 
三成分同時イムノアッセイ用固相化プレー
トを、抗ヒト AFP(6D2)、PSA(4D10)、
CEA(8G6)モノクロナール抗体溶液を炭酸緩
衝溶液に溶解し固相化を行った。ポストコー
ティングを行って保存した。三種の抗原
AFP/PSA/CEA を含む標準溶液と、AQ 標識
抗 AFP 抗体、GL 標識抗 PSA 抗体、AE 標
識抗 CEA 抗体を混合した免疫反応用緩衝液
を添加し、4℃で一晩保存洗浄し、それぞれ
の発光強度を測定した。（図 7） 
その結果、AFP は 4.1〜263 ng/mL、PSA は
8.8〜565 ng/mL、CEA は 2.8〜4620ng/mL
の検量域が得られ、いずれの値もそれぞれの
腫瘍マーカーのカットオフ値を含む検量域
が得られた。 
 
3 種マウスサイトカイン（TNF-α、IFN-γ、
IL-6）の測定 
同様に抗体および標準溶液をマウスサイト
カイン TNF-α、IFN-γ 及び IL-6 とし測定
を行ったところ図 8 のような良好な検量線
が得られた。 
マウスサイトカインの測定においては、標識
抗体に FITC 標識抗 TNF-α抗体、ジゴキシ
ン標識抗 IFN-γ抗体およびビオチン標識抗
IL-6 抗体をそれぞれ使用した。その検出には、
AQ 標識抗 FITC F(ab')抗体、GL 標識抗ジゴ
キシン抗体および AE 標識抗ビオチン抗体を
それぞれ用いた。検出に用いた AQ、GL、AE
の標識抗体はビオチンや FITC、ジゴキシン
等の標識化抗体の検出に用いることができ
る。したがって特異抗体の組合せを変えるの



みで種々の抗原のマルチラベルイムノアッ
セイに応用が簡便に行える。 
マウスサイトカインの検量域は、AQ で測定
した TNF-αが 0.625-40ng/mL、GL で測定
した IFN-γが 20-1250pg/mL、AE で測定し
た IL-6 が 20-1250pg/mL が得られた。 
創薬の基礎研究で用いられるマウス等の小
動物から得られる血液試料は極微量である
が、本法のような多成分を同時に測定できる
方法を用いることで得られる情報は多くな
り、使用する小動物の個体数は削減できるこ
とが推測される。 
 

図 7 超高速高感度三成分同時生物化学発光
測定法による腫瘍マーカーの測定 
 

 
図 8 超高速高感度三成分同時生物化学発光
測定法による腫瘍マーカーの測定 
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