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研究成果の概要（和文）：酸化亜鉛コーティングプラズモニックチップと二重特異性抗体を用いたIL-6のサンド
イッチアッセイによる検出では、抗体やマーカータンパク質等の試料容量、試料の攪拌、アッセイ時間が、検出
感度に影響を与えることを示した。捕獲抗体を化学的に固定化（従来のアミノ化表面＋NHSリンカー＋抗体）す
る方法①では、試料容量を100μL⇒10μLに少量化し、アッセイ時間も60分⇒40分と迅速化すると、検出感度は1
桁下がることが示唆された。しかしながら、捕獲抗体として二重特異性抗体を用いる方法②では、10μL、20分
でも検出感度は1桁向上し、100μL、60分の②の方法と同程度の検出限界pMを得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Interleukin-6（IL-6), a cytokine relating inframmatory and autoimmune 
activity, was detected with fluorescence assays using a plasmonic chip. In their assays, the way of 
surface modification, sample volume, incubation time and mixing solution, were found to influence 
the detection sensitivity.  When the assay was revised in the point of a rapid and easy process, the
 detection sensitivity was not compromised compared to assays with sufficient sample volume and 
assay
time. In the assay with the ZnO-plasmonic chip and bispecific antibody, the limit of detection was 
found to be pM level for 10 microL of sample solution and 20 min of assay time. 

研究分野：ナノバイオサイエンス
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１．研究開始当初の背景 
 近年、様々な原理に基づくイムノセンサー
の開発が行われており、高感度・迅速・簡易
計測デバイスの開発が進められている。本研
究では表面プラズモン共鳴による増強電場
を利用した増強蛍光法を基本としたイムノ
センサー開発を行ってきた。代表者が開発し
たプラズモニックチップは、波長オーダーの
周期構造を基板に刻み、その上を金属薄膜で
コーティングした構造となっており、光を共
鳴角で入射するだけで、ガラス基板よりも数
十倍明るい蛍光を検出することができる。こ
のプラズモニックチップと分担者が開発し
た酸化亜鉛を認識する部位とマーカータン
パク質を認識する部位をもつ二重特異性抗
体を組み合わせることで、チップ表面に抗体
を高密度に配列させることができ、高感度か
つ簡便なイムノセンサーの開発に着手する
ことができた。具体的には酸化亜鉛コーティ
ングプラズモニックチップと抗酸化亜鉛抗
体をイムノセンサーに利用するという異分
野融合によりイムノセンサーを構築し、これ
までに 300倍の蛍光増強と検出限界の 4桁向
上（1nM→100fM）を実現した。しかしなが
ら、ここではマーカータンパク質に直接蛍光
標識を行った系での実験にとどまっており、
実用化を目指したサンドイッチアッセイに
よる高感度検出が実現できていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では酸化亜鉛コーティングプラズ
モニックチップと二重特性抗体のコンビネ
ーションによる高感度イムノセンサーを発
展させ、疾病検査で用いる検体が血液等であ
ることも視野に入れたサンドイッチアッセ
イ法による高感度検出と迅速検出、試料容量
の少量化を目指した。酸化亜鉛表面を評価し
ながら、非特異吸着の抑制に資する表面分子
修飾、緩衝溶液（バッファー）、ブロッキン
グ剤の組み合わせを検討し、高感度マーカー
計測が可能なアッセイシステムを完成させ
る。本研究では計測機器の複雑性も改良する
ことで、高感度汎用型イムノセンサーとして
他のデバイスを凌駕する新しいセンサーの
開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
（１）サンドイッチアッセイ系の検討 
IL-6 サンドイッチアッセイ系を用い、①捕
獲抗体として二重特異性抗体をチップ表面
に調製したサンドイッチアッセイ、②チップ
表面に従来法で抗 IL-6 抗体を結合したサン
ドイッチアッセイ、③表面にポリドーパミン
フィルムを調製し、そこに抗 IL-6 抗体を結
合させたアッセイ、の 3種類を構築して、マ
ーカー検出における較正曲線を作成した。こ
れにより、検出限界・検出感度を比較、評価
する。また、アッセイの高感度化のため、非
特異吸着を抑制するチップ表面形成、ブロッ
キング剤と緩衝溶液を探し、S/N が向上する

条件を検討する。 
（２）小型計測装置の作製 
小型装置はセルまわりの改良とフィルタ
ーの選択、検出系の最適化を行う。装置の検
出感度は従来プラズモニックチップの蛍光
像強度に対する構造評価に用いてきたビオ
チン‐アビジンのモデル系を用いて、蛍光増
強度を計測する。                  
                             
４．研究成果 
酸化亜鉛コーティングプラズモニックチ
ップを用いた IL-6 イムノセンサーの開発に
おいて、ピッチ 400 nm で、膜厚 100 nm 以上
の銀薄膜を用いたプラズモニックチップを
調製した。IL-6 のサンドイッチアッセイによ
る蛍光強度計測では、抗体やマーカータンパ
ク質等の試料容量、試料の攪拌、アッセイ時
間が、検出感度に大きな影響を与えることを
示した。できるだけ試料は少量化すべきとの
考えから、100μL⇒10μL に少量化し、試料
溶液の攪拌をやめ、アッセイ時間も 60 分⇒
40 分と迅速化すると、検出感度は 1桁下がる
ことが示唆された。しかしながら、10μL、
40 分のアッセイを抗体の化学的な固定化②
（従来のアミノ化表面＋NHS リンカー＋抗
体）で行った方法を少量化・迅速化の条件を
保ったまま、10μL、20 分で二重特異性抗体
①を用いた方法で行うと、検出感度は 1桁向
上し、100μL、60 分と同程度の検出限界 pM
を得ることに成功した。また、計測装置の小
型化にも取り組んだ。検出感度の向上には、
背景光の安定性が重要であることが示唆さ
れた。特に低濃度領域で計測される蛍光強度
は、背景光のゆらぎの影響を大きく受け、検
出限界を決定するのに直接的な要因となる。
我々が構築した小型化装置では検出限界は 1
桁下がり、改善のためには安定した小型光源
が必要であることが示された。 
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