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研究成果の概要（和文）：バイオセンサーとしての導波モードセンサーのパフォーマンス実証を目的に研究を展開した
。表面がガラスであるセンシングチップにセンシング界面を構築するためのトリエトキシシラン誘導体表面修飾材料を
開発し、抗レプチン抗体を固定化してセンシング界面を構築した。レプチンの検出限界値を検討したところ、ＰＢＳ中
では数十ｎｇ／ｍＬ、ヒトコントロール血清中では１００ｎｇ／ｍＬ、二次抗体を用いた増感では数ｎｇ／ｍＬのレプ
チンを検出できることを見いだし、タンパク質の非特異吸着を効果的に抑制できたことから、導波モードセンサーが実
用的なバイオセンサーとして有望であることを実証できた。

研究成果の概要（英文）：We studied on performance of the waveguide-mode sensor as a biosensor. Various 
triethoxysilane derivatives were synthesized to modify the surface of sensing chip, and the sensing 
interface for the sensor was fabricated to immobilize anti-leptin antibody on the modified chip. The 
detection limit of leptin was examined with modified sensing chips using various triethoxysilane 
derivatives, and the detection limits of leptin were several tens of ng/mL in PBS, 100 ng/mL in human 
serum, and several ng/mL in PBS with secondary antibody enhancement, respectively. The fabricated sensing 
interface showed an excellent potential against non-specific adsorption of proteins. These results 
suggests that the waveguide-mode sensor has potential for practical use as a biosensor.

研究分野：有機材料化学

キーワード： 表面修飾材料　抗原抗体反応　バイオセンサー　導波モードセンサー

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 イムノセンシング法は、タンパク質のよう
な高分子生体関連物質の認識には抗体が適
すること、疾病マーカーとなるタンパク質の
発見、種々のタンパク質に対する抗体作製技
術の進歩などによって大きく発展してきた、
代表的な生体関連物質検出法である。しかし
イムノセンシング法には、抗体の安定性や測
定値の再現性に欠けるという、定量を目的と
したセンサーに用いるにあたって本質的な
問題がある。その原因として、抗体が基板に
非特異吸着されることによる抗体の失活、抗
体が不適切な配向で基盤に固定化されるこ
とによる抗体の機能不全という二種類が考
えられている。抗体の基板への非特異吸着を
防ぐには、抗体と抗体の間隙を PEG や BSA な
ど、タンパク質と相互作用しにくい分子で埋
めるとよいことが報告されている。また、界
面構築の際に抗体の配向を制御する方法と
して、抗体のＦｃ領域と選択的に結合するプ
ロテインＡやプロテインＧ等を用いること
によって抗体の配向を制御でき、不適切な配
向による抗体の機能不全を回避して感度を
向上できることが報告されている。検出物質
であるタンパク質は分子量が大きいために
拡散速度が遅く、バッチ系では抗原抗体反応
が平衡に達するまで時間がかかることが知
られている。そのためイムノセンシング法を
用いたバイオセンサーでは、流路を用いてフ
ロー系を構築して抗原抗体反応が迅速に平
衡に達するような工夫が必要である。さらに
は、フロー系にすることによって測定試料の
揺らぎによるノイズが低減されてセンサー
の応答性が安定することが知られている。抗
体の固定化法には物理吸着固定化法と化学
結合固定化法があるが、フロー系がセンサー
への展開に有効であるという背景から、試料
溶液の流れによる抗体の脱離を抑制できる
化学結合による抗体固定化法の開発が求め
られている。 
 抗体の化学結合固定化に用いる代表的な
表面修飾材料として、メルカプト化合物とシ
ラン化合物がある。メルカプト化合物は金表
面上に自己組織化単分子膜を形成すること
から、ＳＰＲやＱＣＭなどのバイオセンサー
のセンシング素子表面修飾材料として種々
のメルカプト化合物が報告されている。しか
しメルカプト化合物では、混合自己組織化膜
形成後の分子移動による凝集化が報告され
ていることから、修飾表面の安定性という視
点から分子レベルで構造制御したセンシン
グ界面構築材料としては限界がある。その一
方でシラン化合物は、表面を親水処理するこ
とによって多様な基板を表面修飾できる材
料として知られている。特にガラスやＩＴＯ
をはじめとする透明な基板を表面修飾でき

ることから、目的とするタンパク質を高感度
検出できるＥＬＩＳＡを用いた化学発光法
をはじめとした、発光や着色などの光学的検
出センシング界面の構築に有用である。しか
しシラン化合物によるセンシング界面構築
では、抗体固定化に至るまでに多段階を必要
として表面修飾法にノウハウ的な要素が色
濃く、しかも抗体の固定化機能やタンパク質
の非特異吸着抑制機能を持つシラン化合物
の報告例は数少ない。結果として、ガラス基
板に分子レベルで構造制御して表面修飾を
行い、イムノセンシング界面を構築し、抗体
の安定性や測定値の再現性に関する問題の
解決を目指したイムノセンシング界面構築
法の研究はなされていない。さらには、実試
料測定で不可避である検出タンパク質以外
の物質の非特異吸着に由来する応答の低減
法を統合的に検討した研究もなされていな
い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、イムノセンシング法における
抗体の安定性や測定値の再現性に欠けると
いう問題の解決を目的に、ガラス基板に分子
レベルで構造制御したイムノセンシング界
面を構築し、界面構造と抗体機能の相関を検
討する。ガラス基板を表面修飾するセンシン
グ界面構築材料には、抗体固定化機能やタン
パク質の非特異吸着抑制機能を有するシラ
ン化合物を用い、抗体の配向制御にはプロテ
インＡやプロテインＧを用いる。さらには、
検出感度向上を目的に、抗体の配向制御によ
る増強法、および金粒子で標識した二次抗体
を用いた増幅法の開発を、実試料測定で不可
避である検出タンパク質以外の物質の非特
異吸着に由来する応答の低減法と統合して
試みる。 
 
３．研究の方法 
 抗体の基板への非特異吸着を抑制したセ
ンシング界面の抗体の安定性を、抗体固定化
分子の鎖長、非特異吸着抑制分子の鎖長、抗
体固定化分子と非特異吸着抑制分子のモル
比を変化させ、界面構造と抗体安定性の相関
を検討する。抗体の配向を制御するために、
プロテインＡ、あるいはプロテインＧをセン
シング界面に固定化して抗体を導入し、抗体
の配向が測定値の再現性と抗体の安定性に
及ぼす影響を明らかにする。さらには、抗体
配向の制御による増強効果、標識二次抗体を
用いた増幅効果、血清における非特異吸着由
来の応答低減法について統合的に検討する。
これら一連の検討には、抗レプチン抗体およ
びセンシング素子表面がガラスである導波
モードセンサーを用いる。 
 
４．研究成果 



 ガラス表面に抗体を固定化する場合、アミ
ノプロピルトリエトキシシランを用いた表
面アミノ化、カルボキシル化、活性エステル
化、抗体固定化といった、多段階反応が必要
である。この工程を一段階で完結できるよう
に抗体固定化表面修飾材料として、スクシン
イミドエステルを導入したトリエトキシシ
ランを設計・合成した（図１）。同様に測定
試料に含まれるタンパク質の非特異吸着や
抗体の非特異吸着を防ぐ非特異吸着抑制表
面修飾材料として、メトキシオリゴエチレン
グリコールを導入したトリエトキシシラン
の設計・合成も行った（図２）。オリゴエチ
レングリコール鎖は鎖長によって非特異吸
着抑制機能が異なることが知られているの
で、２〜５ユニットのオリゴエチレングリコ
ールを用い、それらの鎖長に合わせてスクシ
ンイミドエステル誘導体にＣ１２、Ｃ１６、
Ｃ２０三種類の鎖長のアルキル鎖を導入し
た。 

 合成した表面修飾材料を用いて、図３に示
すような抗体固定化表面修飾材料と非特異
吸着抑制表面修飾材料の混合比を調整して
抗体固定化濃度が異なるセンシング界面や、
界面を構成する分子鎖長が異なるセンシン
グ界面を構築し、抗原抗体反応による応答が
どのように変化するかを検討した。 

 まず図３に示した単分子膜状修飾表面が
形成されるような表面修飾条件を、Ｍ３ＥＧ
を用いて探索した。センシング基板はガラス
であるので、ＸＰＳを用いた表面元素分析で
は、表面修飾が進行するに従って窒素原子の
割合が増加する。修飾表面が多層であれば窒
素原子の割合はケイ素原子と窒素原子の和

の５０％になり、単層であれば窒素原子の割
合は５〜１５％程度で頭打ちになることを
先の研究で見いだしている。Ｍ３ＥＧの１ｍ
Ｍトルエン溶液を用い、５０℃で表面修飾を
行った場合のＸＰＳ解析結果を図４に示す。
表面修飾時間と共に窒素原子の割合は増加
するが、１０％程度で頭打ちとなる傾向が観
察された。同様な傾向はすべての表面修飾材
料で見られたことから、本研究で合成した表
面修飾材料は、単分子膜状に表面修飾する性
質があることが明らかとなった。さらには、
鎖長が長くなると反応性が著しく低下する
ため、鎖長が長い表面修飾材料で密に表面修
飾するためには、酢酸を添加するなどの工夫
が必要であることが明らかになった。 
 このようにして単分子膜状表面修飾を行
い、ヒトコントロール血清を用いて非特異吸
着の抑制効果を比較検討したところ、Ｍ２Ｅ
ＧからＭ５ＥＧへと鎖長が長くなるに従っ
て非特異吸着の抑制効果は高まり、Ｍ３ＥＧ
〜Ｍ５ＥＧでは界面活性剤含有ＰＢＳで洗
浄することによって非特異吸着は検出限界
以下に抑制できることが見いだされた。 
 以上の表面修飾材料の反応性を踏まえて、
抗体固定化表面修飾材料と非特異吸着抑制
表面修飾材料の混合比による応答変化を検
討した。抗体には糖尿病のプレマーカーとし
て知られているレプチンを検出できる抗レ
プチン抗体を用いた。図５に示すように、応
答は抗体固定化表面修飾材料の割合に比例
して大きくなり、やがて頭打ちとなる傾向が
見られた。この結果は、抗体固定化表面修飾
材料の割合と共にセンシング界面に固定化
される抗体濃度が増加して応答が増大する
が、ある程度以上では表面が抗体で単分子膜
状に覆われて飽和状態になるため頭打ちに

抗体  非特異吸着抑制分子  抗体固定化分子  

濃度  鎖長  

図３．センシング界面の構築  

図４：修飾表面のＸＰＳ解析  
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図５：修飾表面材料構成比と応答  



なることを反映していると考えられる。 
 次に様々な鎖長の抗体固定化表面修飾材
料と非特異吸着抑制表面修飾材料の組み合
せを検討した。その結果を図６にまとめた。
いずれの鎖長の組み合わせにおいても応答
は抗体固定化表面修飾材料の割合に比例し
て増加する傾向が見られた。表面修飾条件は
Ｍ３ＥＧ、あるいはＭ４ＥＧに合わせたため、
Ｍ３ＥＧの場合はＣ１６ＥｓとＣ２０Ｅｓ、
Ｍ４ＥＧの場合はＣ２０Ｅｓの反応性が低
いために抗体固定化表面修飾材料の割合が
減少し、応答は低くなっている。その一方で、
非特異吸着抑制表面修飾材料（Ｍ４ＥＧ）の
鎖長が抗体固定化表面修飾材料（Ｃ１２Ｅ
ｓ）より長い場合には、まったく応答が見ら
れないという結果が得られた。この結果は、
抗体固定化表面修飾材料のスクシンイミド
エステル部位が非特異吸着抑制表面修飾材
料に埋もれてしまい、抗体と結合することが
できず、結果として抗体が固定化されないた
め応答が見られなかったと解釈できる。以上
の結果より、抗体固定化表面修飾材料と非特
異吸着抑制表面修飾材料を混合して表面修
飾を行う場合には、反応性を考慮した最適の
混合割合と、鎖長を考慮した組み合せを検討
する必要があることが明らかになった。 

 以上の結果を踏まえて、Ｃ１２ＥｓとＭ３
ＥＧを用いて表面修飾を行い、抗レプチン抗
体を固定化してＰＢＳ中のレプチン検出を
行った。その結果、図７に示すように、導波
モードセンサーの理論検出限界値に近い数
十ｎｇ／ｍＬの濃度のレプチンが検出でき
ることが明らかになった。 
 同様な条件下で、ヒトコントロール血清中
のレプチン検出を行った。図８に示すように、
１００ｎｇ／ｍＬまでのレプチンは検出可
能であったが、それ以下の濃度ではヒトコン

トロール血清に含まれるタンパク質の非特
異吸着の影響が顕著になり、ベースラインが
上昇して検出は困難になることが明らかに
なった。ＰＢＳ中での検出限界が数十ｎｇ／
ｍＬであることを考慮すると、Ｍ３ＥＧは非
常に優れた非特異吸着抑制効果を発揮して
いるといえる。そこでＭ３ＥＧ－Ｃ１２Ｅｓ
修飾表面上に固定化した抗体の安定性を評
価するために、抗体を固定化したセンシング
チップを４℃でＰＢＳ中保存し、その応答の
経時変化を検討した。その結果、保存４週間
でも全く応答は変化しないことが確認され、
Ｍ３ＥＧ－Ｃ１２Ｅｓ修飾表面上では抗体
の非特異吸着による失活が効果的に防止で
きることが示唆された。 

 非特異吸着の抑制効果は、Ｍ３ＥＧ＜Ｍ４
ＥＧ＜Ｍ５ＥＧであったので、Ｍ５ＥＧとＣ
２０Ｅｓを用いて混合表面修飾を行い、同様
にヒトコントロール血清中のレプチン検出
を検討した。結果は予想に反し、５００ｎｇ
／ｍＬの濃度のレプチンでも非特異吸着の
ため検出困難であった。そこで非特異吸着抑
制表面修飾材料と抗体固定化表面修飾材料
の組み合せの他に、抗体固定化表面修飾材料
のみでも表面修飾を行って抗レプチン抗体
を固定化し、レプチン濃度５０ｎｇ／ｍＬの
ヒトコントロール血清に対する応答を比較
検討した。その結果を、比較のため一番左に
ＰＢＳ中でレプチン濃度５０ｎｇ／ｍＬの
場合の応答を加えて図９に示した。ここでＰ
ＢＳ中での応答より大きな応答における増
加分は、ヒトコントロール血清に由来するタ
ンパク質の非特異吸着による応答である。図
９より明らかなように、非特異吸着による応

図６：修飾表面材料構成比・組み合わせと応答  
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図７：ＰＢＳ中のレプチン検出  
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図８：血清中のレプチン検出  



答はＭ３ＥＧ－Ｃ１２Ｅｓで最小であり、Ｍ
４ＥＧ－Ｃ１６Ｅｓ、Ｍ５ＥＧ－Ｃ２０Ｅｓ
と増大していくことが明らかになった。さら
に注目すべきは、抗体固定化表面修飾材料が
非特異吸着を誘起することで、Ｃ１２Ｅｓは
最も非特異吸着を誘起しにくいことが示さ
れている。すなわち、非特異吸着抑制表面修
飾材料は鎖長が長いほど非特異吸着を抑制
するが、抗体固定化表面修飾材料は逆に非特
異吸着を誘起し、両者のバランスの結果とし
てＭ３ＥＧ－Ｃ１２Ｅｓが最良の修飾表面
であることが明らかになった。 

 イムノセンシングでは、様々な増感法が試
みられている。二次抗体を用いた増感法は、
その中で最も汎用されている手法である。そ
こでＭ３ＥＧ－Ｃ１２Ｅｓ修飾表面を用い、
二次抗体による増感効果を検討するためＰ
ＢＳ中のレプチン検出を行った。図１０より
明らかなように、数ｎｇ／ｍＬのレプチンが
検出できることが見いだされ、二次抗体を用
いることによって約１０倍の増感が可能で
あることを見いだした。 

抗原抗体反応の増感法の一つに、抗体の抗
原との結合領域ＦａとＦｂ領域を測定試料
側に向けるように配向を制御して固定化す
る方法がある。その目的のために抗体のＦｃ
領域と選択的に結合するプロテインＡ、ある
いはプロテインＧが用いられている。本研究
では、Ｍ３ＥＧ－Ｃ１２Ｅｓ修飾表面にプロ
テインＡ、あるいはプロテインＧを固定化し、
さらに抗レプチン抗体を導入したセンシン
グ界面を構築してＰＢＳ中のレプチン検出
を行った。しかしいずれも数十ｎｇ／ｍＬの
レプチンが検出できるという程度にとどま
り、明確な増感効果は見られなかった。この
結果は、Ｍ３ＥＧ－Ｃ１２Ｅｓ修飾表面に固
定化されたプロテインＡやＧの配向性がラ

ンダムであるために抗体の配向性制御の効
果が薄れてしまったためと考えられる。 
導波モードセンサーの特徴の一つは着色
した物質を高感度で検出できることであり、
感度は数千倍になるという特性がある。そこ
でこの特性を利用した高感度検出を検討す
るために、金粒子で着色標識した二次抗体の
調整を実施した。しかし非特異吸着を抑制す
るためにオリゴエチレングリコールを用い
て金粒子に表面修飾を施すと、導波モードセ
ンサーが応答しなくなることが判明し、この
系は実施不可能であることが明らかになっ
た。 
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