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Fig.1 フロービーズアレイ法の原理図 
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１、緒言 
 近年、生活習慣の欧米化により、高血圧、

肥満、高脂血症、糖尿病、メタボリックシン

ドローム（代謝症候群）などの生活習慣病は

増加する傾向にあり、特に肥満はこのような

生活習慣病をはじめとして、数多くの疾患の

リスクファクターとなる。そこで疾患の早期

発見、リスク管理のために臨床診断の迅速化、

簡便化が求められている。 
脂肪細胞が分泌するホルモンのアディポサイ

トカインの１種であるレプチン、及び BMI
との相関が報告されている C-Reactive 
protein（CRP）をマーカータンパク質として

高感度かつ特異的に測定することで肥満や成

人病のリスク管理が可能である。 
これら疾患マーカータンパク質などの測定

にはイムノアッセイ（免疫測定法）による定

量が行われている。しかし一般的に用いられ

る LPIA 法や CLEIA 法は、いずれも一試薬

一項目の測定しかできない。そこで多項目同

時検出と、高精度な迅速測定が達成できる、

フローサイトメーターによるフロービーズア

レイ法を用いた測定系の構築を検討した。ま

た、測定に用いる担体粒子として磁性粒子を

用いることにより、抗体、プローブ等の粒子

への反応の際の分離、洗浄作業の大幅な時間

短縮が望め、将来的に測定系の全自動化が 

可能である。 
 

２、目的 
レプチンおよびCRPを高感度で迅速に測

定するために、磁性粒子を用いたフロービー

ズアレイ法による全自動同時測定系を構築す

ることを目的とし、最適条件の検討を行う。 
３、実験方法 
 PS-Fe3O4 粒子（Estapor）に抗 CRP お

よび抗レプチン抗体を感作し、ラテックス試

薬を調製した。各ラテックス試薬に抗原を反

応させた後、対応する二次抗体を反応させ、

更に蛍光標識三次抗体を結合し、サンプルと

した。また、各段階での粒子の洗浄・分離は

磁性による B/F 分離を行った。各濃度の抗原

と反応させたサンプルをフローサイトメータ

ー（Cytomics FC-500, Beckman Coulter）に

より測定を行い、最適条件の検討を行った。 
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Fig.3 粒子径による反応性比較 

Fig.4 試薬濃度による反応性比較 
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４、結果および考察 
前回の報告で、フローサイトメーターによ

るビーズアレイ法を用いた測定系で、定量性

および多項目同時測定が可能であることを報

告した。しかしながら、感度や操作の煩雑さ

という点で課題の残る結果となった。今回、

磁性（PS-Fe3O4）粒子を用いることによって、

抗体や抗原の粒子への反応の際の分離・洗浄

作業を磁性により行うことで、従来の遠心分

離にと比較して、2 時間程度短縮することに

成功した。 
 
 
 
 
 
 
次に、磁性粒子をフロービーズアレイ法に

適用できるか確認を行い、条件検討を行った。 
粒子径による反応性の比較では、0.50μm～

2.37μｍの 5 種類の大きさの粒子を用いて測

定を行った。その結果、粒子一個に対する  

抗体の数が多くなるため、粒子径が大きい方

が蛍光強度が高くなる傾向にあることが判明

した（Fig.3）。ここで、反応性の良い 2.37μm、

1.98μm の粒子を用いて試薬濃度を変化させ

て測定を行った結果、試薬濃度が 0.13(w/v)%
付近が高感度で、検量線の直線性にも優れる

ことが判明した（Fig. 4）。 
フローサイトメーターは粒子一個一個の蛍

光強度を測定するため、高感度化には個々の

粒子が分散して存在する必要性があり、粒子

径や濃度が重要なファクターとなり、粒子 1
個 1 個の状態が寄与することが観察された。

試薬の調整操作の各段階における最適条件の

検討を行った結果、いずれの条件検討におい

ても、従来の粒子と同様の傾向が見られ、測

定が可能であることが判明した。 
 

５、結論 

従来の粒子を用いたフロービーズアレイ測

定と比較して、磁性粒子を用いることによっ

て、高感度化および迅速化に成功した。 

本報告では磁性粒子を用い試薬調整を行った

が、これをさらに発展させることで、試薬調整

から臨床診断までを全自動化し多項目を網羅的

に測定し、診断する必要があるメタボリックシ

ンドロームなどの予防医療に貢献できる。 
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Fig.2 磁性による分離 
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