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１．緒言

今日、イムノクロマト法は、実用レベルで盛んに利

用されている抗原-抗体反応を利用したバイオセンサ

ーである。薬局で誰でも購入可能な妊娠検査薬も、イ

ムノクロマト法である。特別な技術および装置を使用

せず、目視で簡便・迅速な測定が可能であり、その実

用性の高さから医療、食品、環境などの様々な分野で

広く用いられている。イムノクロマト法の検出原理を

図ｌに示す。パッキングシートで補強されたニトロセ

ルロース膜上にテストラインとして－次抗体が固定化

され、さらに、コントロールラインとしてサンプルが

上端まで届いたことを示すための金ﾌﾞｰﾉ粒子標識抗体

に対する抗体が固定化されている。イムノクロマトテ

ストストリップに試料溶液を滴下するとコンジュゲー

トパッド内に乾燥配置された直径数-'－，，金ナノ粒子

標識抗体が熔解し､試料中の抗原と複合体を形成する。

この抗体と抗原の複合体が毛細管現象によりメンブレ

ン上を移動しテストライン上に固定化された抗原を認

識する抗体に捕捉され、金ナノ粒子が集積することに

より赤色を形成する。抗原がない場合は、コントロー

ルライン一本の赤色のラインが見える｡テストライン、

コントロールライン二本の赤色のラインが見えたら抗

原ありと判|折できるようになっている。

高められている')。

筆者らも、イムノクロマト法の高感度検出法として

二種類の手法を報告している2,3)。
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図２イムノクロマト法の高感度化

一つは、テストラインに固定された一次抗体と抗原

を増感剤とする手法である（図２Ａ)。一次抗体と二次

抗体は、抗原を認識する部位が異なるため、－次抗体

が固定されたテストラインに金ナノ粒子標識一次抗体

と極微量の抗原を混ぜ合わせた増感剤は反応しない。

しかしながら、テストライン上に金コロイド標識二次

抗体が抗原と共に捕らえられていた場合、テストライ

ン上の一次抗体-抗原-金ナノ粒子標識二次抗体-抗原一

金ナノ粒子標識一次抗体として金ナノ粒子が集積し高

感度の測定を可能とする手法である。測定対象である

抗原が低濃度の場合は、金ナノ粒子標識二次抗体と抗

原が全て結合していないため、増感剤中の抗原と反応

し高感度化が可能となる。この方法で妊娠診断に用い

られるヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）の検出を行っ

たところ、２５pg/InLのｈＣＧの検出が可能であり、テス

トラインの濃さは従来法の11,9/InLの検出時と同等で

あった。もう一つの方法は、目視で確認ができない程

度の極微量の金ナノ粒子を予めテストライン上に固定

することによって高感度に検出する手法である（図２

B)。イムノクロマト法は、金ナノ粒子をテストライン

上に集積させて発色させることによって検出を行って

いるが、測定対象が目視で検出できない低濃度であっ

ても、金ナノ粒子はテストライン上に捕らえられてい

る。そこで、目視で検出できない低濃度の測定対象で

も目視で検出できるようにテストライン上に金ナノ粒

子を固定し、赤いラインが現れるまでの金ナノ粒子の

数を減らし高感度を実現する方法である。この方法で
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図１イムノクロマト法の原理

イムノクロマト法は、簡便で迅速な測定が可能であ

り、実用性が高い反面、測定感度が低いことが問題視

されている。そのため、様々なイムノクロマト法の高

感度検出法が、研究、開発されている。例えば、抗体

に標識する金ナノ粒子を金一白金コロイドに変えるこ

とによって、テストラインの赤のラインが黒のライン

となり、視認`性を向上させることによって検出感度が



hCGの検出を行ったところ、従来法ではlOOpg/ｍＬが検

出限界であったが、金ナノ粒子をテストラインに固定

した本手法ではlpg/ｍＬの検出が可能であった。

イムノクロマト法では、妊娠検査薬のように測定試

料（尿）を希釈せずに用いる場合もあるが、インフル

エンザの迅速診断では、綿棒で鼻腔の粘液を拭い取り

希釈液に綿棒を入れ、その希釈液を用いてインフルエ

ンザの検出を行っている。また、ＨＩＶ（ヒト免疫不全ウ

イルス）等の血液を用いたイムノクロマト法での検査

では、コンジュゲートパッドの上部に配置されたグラ

スウールで血球を取り除き、そこに展開液を滴下する

ことによって検出を行っている。そこで、我々は、イ

ムノクロマト法の感度を良くする新たな手法として、

測定対象を検出するために用いる希釈液（展開液）の

検討を行った。その結果、３％(w/v)程度の非イオン界

面活性剤を含んだ希釈液を用いることによって、高感

度の検出が可能であった（)。本研究報告では、界面活

性剤を用いた場合のイムノクロマト法の高感度化の実

例と抗原-抗体反応への影響を円偏向=色性､分子間相

互作用解析（Biacore）で解析した結果を報告する。

ノ粒子を沈殿させ上澄みを捨て、超音波洗浄機に沈殿

が入ったマイクロチューブを数秒入れて再懸濁した。

再懸濁した金ナノ粒子にＺｍＬの保護液（1％（w/v）ウ

シ血清アルブミン、0.05％（w/v）ポリエチレングリコ

ーノレ、0.1％（w/v）NaN3、150ｍＭＮａＣｌを含んだZ0mM

Tris-HCl緩衝液ｐＨ8.2）を加え、撹伴後、遠心分離し

て金ナノ粒子を沈殿させ、もう一度、超音波洗浄機で

再懸濁し同様の操作を行った。遠心分離後、再懸濁さ

せた金ﾌﾞｰﾉ粒子を保護液で希釈し、吸光光度計で

520,ｍの吸光度を測定し、懸濁した溶液の５２０nｍの吸

光度が６になるように調製した。得られた溶液を金ブー

ノ粒子標識抗体として使用した。

２－３イムノクロマト法の界面活性による高感度化

｜唾液中のヘモグロビン濃度、s-TgA（分泌型免疫グロ

ブリンA）濃度（IgA換算）をHumanhemoglobinELISA

quantitationSet、ＨｕｎｌａｎｌｇＡＥＬＩＳＡｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎＳｅｔ

にて正確に測定した。濃度を正確に測定した'唾液を非

イオン界面活性斉|」（Tween20）が、１，３，５，１０％（w/v）

含まれた10,Ｍリン酸緩衝液で100倍希釈して、４０以Ｌ

の唾液希釈液とｑＬＬＬの金ナノ粒子標識抗ヘモグロビン

抗体を混ぜ、ヘモグロビン検出用イムノクロマトテス

トストリップに吸収させテストラインの濃さを画像解

析ソフトウェア(IInageJ)にて測定した。また、唾液を

ドデシノレ硫酸ナトリウム（SDS）が、０．１３，０．２５，０．５，

１．０％（w/v）含まれた10,Ｍリン酸緩衝液で2500倍希釈

して、４０１L↓Ｌの唾液希釈液と６匹Ｌの金ナノ粒子標識抗

IgA抗体を混ぜ、IgA検出用イムノクロマトテストスト

リップに吸収させ、同様に測定を行った。

２．実験方法

２－１試料・試薬

BethylLaboratories，Inc・製のHumanhemoglobin

antibody、HulnanlgAanitiboy、ＨｕｍａｎｌｇＡ、Human

hemoglobinELISAquantitationSet、HulnanlgAELISA

quantitationSetを購入した｡MeridianLifeScience，

Inc・製のhumanhemoglobinを購入した｡金ナノ粒子は、

粒径40,ｍの金コロイド溶液を田中貴金属工業株式会

社より提供して頂いた。ヘモグロビン、ＩｇＡ検出のた

めのイムノクロマトテストストリップは、コンジュゲ

ートパッドの部分を省いたテストストリップの作製を

有限会社バイオデバイステクノロジーに依頼した。そ

の他の界面活性剤や試薬は、和光純薬より購入した特

級をそのまま使用した。

２－４ヘモグロビンの二次構造解析

ヘモグロビンを１０，Ｍリン酸緩衝液（pH7.5）又は

5％(w/v）ＴＷｅｅｎ２０溶液で１０匹Ｍに希釈し、円偏向二

色性（CD）で測定し、ヘモグロビンの二次構造に影響

があるか検討を行った。また、５％(w/V)ＳＤＳ溶液に対

する影響についても同様に検討した。

２－２金ナノ粒子標識抗体の調製

Humanhemoglobinantibody、HumanlgAanitiboy

への金ナノ粒子標識は、以下の手||頂で行った。抗体を

5mMKH2PO,溶液(pH7.5）で５０〃ｇ/nILの濃度に調製し、

調製した200ｕＬの抗体溶液にＬ８ｍＬの金コロイド溶液

を加えた。金ナノ粒子の表面に抗体を固定するために

１０分間、室温で放置後、５０mMKH2PO,溶液（pH7.5）で

調製したl00uLの1％(w/v)ポリエチレングリコールと

50mMKH2PO,溶液（pH9.0）で調製した２００匹Ｌの

10%(w/v)BSAを非特異的な吸着を防ぐブロッキングの

ために加えた。金ナノ粒子標識抗体を得るために、混

合溶液を遠心分離（１５分間、４℃、8000×g）し、金ナ

２－５HumanlgAの結合量(RU)測定

Ｂｉacoreで、非イオン性界面活性剤Tween20を含ん

だ溶液を抗原の希釈液として用いた場合の抗原-抗体

の結合量変化を測定した。以下に測定手順を示す5)。

1）抗体希釈液のpHの選択

ＬＯＩｎｇ/mlHulnanlgAanitibodyをｐＨ４．０，ｐＨ４．５，

pH５．０，ｐＨ５．５，ｐＨ6.0に調製した10,Ｍ酢酸緩衝液で

２０リｇ/ｍｌに希釈し、未処理の固定化実行予定のセル

（カルボキシルメチル基を導入したデキストランを固

定化）に流し、抗体の濃縮効果が得られるかを測定し

た。



2）センサーチップへの－次抗体の固定化

濃縮効果が得られた、10,Ｍ酢酸緩衝液（pll50）を

使用してHuInanlgAanitibodyを２０αg/ｍｌに希釈し、

l1qulをＢｉacore内部のRack1,Ａ４にセットした。次

に、0.1MN-hydroxysuccil1imideをRack1,Ａ２に

l-ethyl-3-(3-dilnethlalninopropyl)carbodiilnide

hydrochlorideをRack1,Ａ１に空のバイアルをRack1,Ａ３

に、lMEthanolamine（pH8.5）をRack1,Ａ５に、５０mM

sodiunIhydroxideをRack1,Ａ６にセットし、センサー

チップへのポリクローナルHumanlgA抗体の固定化を

行った。

3）Tween20の各濃度でのHuluanlgAの結合量測定

非イオン性界面活性剤Ｔｗｅｅｎ２０をRunning

Buffer(HBS-EPBuffer)で、３，７％（w/v）に希釈した。

希釈したTween20を含んだRunningBuffeTを用いて、

HumanlgAを２０“ｇ/ｍｌに希釈し、Ｂｉacore内部の

Rack1,Ａ１に、１６１uMsodiumhydroxideをRackl,Ａ２にセ

ットし、Tween20存在下でのＨｕｍａｎｌｇＡの結合量（RU）

の測定を行った。また、抗体の特異性を検証するため

にHumanlgAantibodyを固定化したセンサーチップに、

同様に希釈したＤｏｇエ9Ａを抗原として、上記の方法で

結合量を測定した。

利用可能な唾液中のヘモグロビンも同様に高感度に検

出可能であるか検証を行った。朝、歯を磨くと歯茎か

ら出血している４０歳代の男性の唾液を採取し、Hulnan

hemoglobinELISAquantitatｉｏｎＳｅｔを用いて唾液中

のヘモグロビン濃度を測定したところ７８qug/ｍＬであ

り、その採取した唾液をＴｗｅｅｎ２０が含まれたリン酸緩

衝液で１００倍希釈し、イムノクロマト法で検出を行っ

たところ、リン酸緩衝液中のＴｗｅｅｎ２０の濃度が濃いほ

どテストラインが明確に観察された（図３Ａ)。

さらに、テストラインの濃さを数値化するために画

像解析ソフトウェア(ImageＪ)でテストライン上のピ

クセル値を読み取り、テストストリップ上の白い部分

のピクセル値との差を輝度として評価した（図３Ｂ)。

その結果、３％（W/v）のＴｗｅｅｎ２０を含んだリン酸緩衝

液で唾液を希釈し､イムノクロマト法で測定した場合、

全くTween20が含まれていないリン酸緩衝液で希釈し

た場合より、テストラインが３倍程度濃くなることが

分かった。唾液を純水に代えて抗原（ヘモグロビン）

のない状態で同様の測定を行ったところ､5%(w/v)以上

のＴｅｗｌｖｎ２０を含んだリン酸緩衝液の場合、テストライ

ンに薄い赤い発色が認められた。これは、イヌ唾液中

のs-IgAでも同様に見られた結果であり、Ｔｗｅｅｎ２０に

よって抗体の特異性が低下し、抗体同士が結合したた

めであると考えられる。

非イオン界面活性剤であるＴｗｅｅｎ２０を含んだ溶液に

よって唾液を希釈し、s-IgA､ヘモグロビンを高感度に

検出可能であることが分かったが、イオン性界面活性

剤でも同様に高感度の検出が可能であるか検討を行っ

た。ヘモグロビンを採取した唾液中のs-IgA濃度を

３．結果と考察

３－１イムノクロマト法の界面活性による高感度化

イヌ唾液中のストレスマーカーであるs-IgAを３％

(w/v)のＴｗｅｅｎ２０を含んだ溶液で希釈した場合、含ま

ない溶液に比べ高感度に検出が可能であることは既に

報告している’)。そこで、歯周病のマーカーとしても
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HumanlgAELISAquantitationSetを用いて測定を行

ったところ、820匹ｇ/ｍＬであった。その唾液をＳＤＳが、

０．１３，０．２５，０．５，１．０％（w/v）含まれたリン酸緩衝液

で2500倍希釈し､イムノクロマト法で検出を行ったと

ころ、ＴＷｅｅｎ２０とは逆にリン酸緩衝液に含まれるＳＤＳ

濃度が高くなるほどテストラインが薄くなることが分

かった（図４)。また、０．２５％（w/v）以上のＳＤＳを含ん

だリン酸緩衝液の場合には金十ノ粒子の凝集が見られ、

テストストリップ末端に留まり、吸収されないことも

確認した。陽イオン界面活性剤である塩化ラウリルト

リメチルアンモニウムを用いて、同様に唾液中の

s-IgAの検出をイムノクロマト法で行ったところ、

0.25％（w/v）を含んだリン酸緩衝液では金ナノ粒子の

凝集が見られ､高感度に検出することは出来なかった。

ン界面活性剤であるTween20を含んだ希釈液では、

Tiveen20の濃度が濃くなってもイムノクロマト法での

検出感度は低下しないが、陰イオン界面活性剤のSDS

では希釈溶液中の濃度を濃くした場合、検出感度の低

下が見られたのは抗原（タンパク質）の二次構造の変

化が一因であることが示唆される。

３－３Tween20の各濃度でのHumanIgAの結合量測定

Ｂｉacoreを用いて非イオン性界面活性剤のTween20

を抗原（IgA）の希釈液として用いた場合の抗原-抗体

の結合量変化がどのように変化するか検証した(図6)。
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－ｌ3-2ヘモグロビンの二次構造解析

界面活性剤による抗原（タンパク質）の二次構造へ

の影響を抗原としてヘモグロビン、界面活性剤として

Tween20、SDSを用いて、ＣＤで検証を行った（図5）。

C13OOO

←
［
ロ
。
①
ｏ
ロ
ロ
ニ
○
ｍ
の
】

1１０００

Ｉ

０
０
０
０
卯
如
印
帥
加

６
４
２

一
一
一
一
乱

（
、
の
ご
臼
）
□
Ｃ

－←10,Ｍリン酸緩衝液

一串５%(w/v）Ｔｗｅｅｎ２０

－絵５%(w/v）ＳＤＳ

3％(w/v）Tween 2０
9０００

尹軍咄写

7０００

０２００４００６００８００

TimeLec）

－:Control－:3%(w/v)Ｔｗｅｅｎ２０－:7%(w/v)Tween20

図６Biacoreで得られたセンサーグラム

通常のRunningBufferを用いたコントロールでは、

センサーチップ上の抗体に抗原が結合していく様子が、

なだらかなセンサーグラムとして観察されたが､Tween

20を含んだRunningBuffFerを用いた場合には、大きな

ノイズが見られた。これは洗浄液であるsodiuln

hydroxideを流した時にも見られるようにTween20を

含んでいるためRulmingBufferと組成が異なるためと

考えられる。測定時間0秒のresonanceunit（RU）と抗

原-抗体反応が安定した400秒付近のRUの値の差を抗原

の結合量として算出すると表Iのようになった。

２００２２０２４０２６０

Wavelength（､､）

図５界面活性による二次構造変化（CD）

５％（w/v）Tween20溶液でヘモグロビンをｌ０ｕＭに調

製した場合とlOmMリン酸緩衝液で調製した場合のＣＤ

スペクトルは、ほぼ同一であり、ヘモグロビンの二次

構造に変化はないと考えられる。それに対して、

5%(w/v)SDS溶液では、ＣＤスペクトルが大きく異なり、

SDSによってヘモグロビンの二次構造が変化している

と考えられる。

ヘモグロビンは、α-ヘリックス構造を多く待ったタ

ンパク質であり、ＣＤスペクトルの波形の変化は、α－

ヘリックス構造が変化したためだと考えられる。５％

（w/v）SDS溶液で調製した以外のヘモグロビンのCDス

ペクトルは､222mのピークが208,mのピークよりマイナ

ス側に大きく現れているが、５％（w/v）SDS溶液で調製

したヘモグロビンのCDスペクトルでは､222,mのピーク

の値が小さくなっている。これらの結果より、非イオ

表１Tween20濃度と結合堂（HumanlgA）

Tlveen20濃度％（w/v）

０

３

７

抗原結合量（RU）

３７６．６

487.9

７６０－９



表ｌから明らかなようにRunningBuffer中のTween

20の濃度が濃くなるに従いセンサーチップ上の抗体

への抗原の結合量も増えていることが分かる。Twee11

20が含まれていないRunningBufferと７％（w/v）の

Tween20が含まれているRunningBufferでは、２倍

以上のＩｇＡが結合している。HulnanIgAanitiboyとは

結合しないことが確認できているＤｏｇｌｇＡを用いて同

様の実験でHumanlgAanitiboyとの結合量を算出した

ところ、通常のRunningBufferではセンサーチップに

結合しないが、Ｔｗｅｅｎ２０が含まれているRunning

Bufferでは結合し、その結合量は、RunnillgBuffer

中のＴｗｅｅｎ２０の濃度と共に増加した（表２)。

PSA（prostatespecificantigen）検出感度を向上さ

せることに成功田しているが、同様の効果がＴＷｅｅｎ２０

を含んだ希釈液で希釈し、イムノクロマト法で測定す

ることによって起きていると考えられる。TWeen20に

よって抗体の特異性が低下し、極微量の金ナノ粒子が

テストライン上に集積することで予め金ナノ粒子をテ

ストラインに固定する場合と同様に、目視で発色が確

認できるまでの金ナノ粒子の量が低下し、高感度の検

出を可能としていると考えられる。通常のイムノクロ

マト法で用いている希釈（展開）溶液にＴＷｅｅｎ２０を

3％（ｗ/V）ほど加えれば、イムノクロマト法の高感度

化が可能な方法であり、極めて有用な結果である。

表２Tween20濃度と結合量（DoglgA） 謝辞

本研究は科研費（20560731）の助成を受けたもので

ある。

Tween20濃度％（w/v）

0

３

７

抗原結合量（RU）

０

２１．３
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これらの結果より、ＩＷｅｅｎＺＯは抗体と抗原の結合を

増加させるが、抗体の特異性も低下させていると示唆

される。精製されたs-IgA、ヘモグロビンをＩＷｅｅｎ２０

が含まれた希釈液で希釈し、イムノクロマト法で検出

した場合より、唾液をTWeen20が含まれた希釈液で希

釈し、唾液中のs-IgA、ヘモグロビンを検出した場合

の方が、ＩＷｅｅｎ２０の効果が大きいことが確認できてい

る。これは唾液中の交雑物が、金ﾌﾞｰﾉ粒子標識抗体と

反応し、テストラインに集積するためと考えられる。

また、５%(w/v)以上のＴｗｅｅｎ２０を含んだリン酸緩衝液

と金ナノ粒子標識抗体の混合液をテストストリップに

吸収させた場合、抗原がないにも関わらずテストライ

ンが薄く見える。これらの結果より、Ｔｗｅｅｎ２０は抗原

との結合量も増加させるが、抗体の特異性を低下させ

ていると考えられる。

４．おわりに

抗原一抗体反応を利用したELISA（Enzyme-Linked

lmmunoSorbentAssay）では、抗体の特異性が高いほど

測定感度が良なる。しかしながら、今回の結果では、

イムノクロマト法では、抗体の特異性が低下すること

によって検出感度が向上していることになる。これは、

ELISAでは試料中の抗原と抗体を反応させた後に洗浄

操作があり、非特異的な反応があれば測定感度は低下

する。一方、イムノクロマト法では洗浄操作をするこ

とがなく、抗原-抗体反応によって集積した金ナノ粒子

の発色によって検出を行っている。筆者らは、テスト

ラインに目視で確認ができない濃度の金ナノ粒子をテ

ストラインに固定し、血液巾のガンマーカーである
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Theeffectofsurfactantonimmunochromatographymethodwasexamined･Theexperiments

wereperformedtodeterminethesuitableconcentrationofTween20forimmunochromatography
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