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1. 緒言  

表面プラズモン共鳴(SPR)センサは，セ

ンサ表面で起こる媒質の変化を高感度・

リアルタイムに測定できる優れた化学・

バイオセンサの一つであり，免疫応答・

シグナル伝達・タンパク質・核酸など様々

な物質間の相互作用の研究に広く利用さ

れている 1)。近年では，農薬 2)や抗生物質
3, 4)の測定など環境分析にも利用されてい

る。しかし，従来の SPR センサは大型で

重く，オンサイトでの使用は事実上困難

である。  
著者らはこれまでに，手のひらサイズ

の小型でポータブルな 2 チャンネル SPR
センサ(160 mm×100 mm×60 mm, 770 g)を
開発している 5, 6)。本研究では，これまで

の研究をさらに発展させ，新規光学系の

ポータブルマルチチャンネル SPR センサ

を開発し，その基本特性を評価するとと

もに，開発したセンサをマルチイムノア

ッセイに応用した。すなわち，光架橋反

応を利用して多種類のレセプタータンパ

ク質を SPR センサチップのマイクロチャ

ンネル内壁に位置選択的に固定化し，多

成分をノンラベル・リアルタイムかつ同

時に測定できる新規分析法を開発した。  
 
2. 原理  
2-1. SPR センサの原理  

SPR 現象は，金薄膜上に存在する表面プ

ラズモンと呼ばれるプラズマ波と，光を

全反射した際に生じるエバネッセント波

の共鳴により，ある角度における反射光

強度が減衰する現象である  (Fig. 1)。この

とき，共鳴角度は金表面の屈折率に依存

する。したがって，金表面に抗体を修飾

したセンサチップを作製し，これに試料

を注入すると，試料中の抗原が表面に固

定された抗体に特異的に吸着して屈折率

が変化するので，この屈折率変化に伴う

SPR 共鳴角度の変化，あるいは任意の角

度における反射光強度の変化を測定する

ことにより，抗原の定量が可能となる。  

 
2-2. 光化学固定法の原理  
 Fig. 2 に光架橋反応を利用したマイク

ロチャンネル内壁への位置選択的タンパ

ク質固定化 7)の概念図を示す。本法では，

一方にタンパク質との反応部位を，他方

に光反応部位を有する光架橋剤を用いる。

予め固定化したいタンパク質と光架橋剤

とを反応させ，光反応部位を有するタン

パク質を調製しておく。これをマイクロ

チャネル内に導入し，外部から紫外光を

照射すると，タンパク質は光照射部位に

おいてマイクロチャネル表面の官能基と

共有結合を形成して固定化される。この

操作を繰り返すことにより，多種類のレ

セプタータンパク質をマイクロチャネル

内の任意の位置に固定することができる。

 

Fig. 1 SPR センサの原理  

Fig. 2 光化学固定法の原理  
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3. 実験  
3-1. マルチチャンネル SPR センサの開発  

Fig. 3 に開発した SPR センサとその光

学系を示す。本センサは，LED からの光

をセンサチップに線焦点を結ぶように入

射し，その反射光をリニア CCD で検出す

ることにより，線焦点上のマルチポイン

トでの測定を可能にしている。センサの

大きさは，幅 170 mm ，奥行き 110 mm ，
高さ 150 mm ，重量 1.5 kg である。  

 
3-2. マイクロセンサチップの作製  

マイクロチップの鋳型となる凸型ガラ

ステンプレートは，フォトリソグラフィ

ー・化学エッチング法 8)により作製し，マ

イクロチャネルは幅 1 mm, 長さ 10 mm, 
深さ 20 μm とした。上記テンプレートに

ポリジメチルシロキサン (PDMS)プレポリ

マーを流し込み，60℃で 1 時間加熱した

後，硬化した PDMS 樹脂をテンプレート

から剥離し，プラズマ照射により表面を

親 水 化 し た 。 こ れ を 1% 
3-Mercaptopropyltrimethoxysilane 溶液に 1
時間浸漬した後，金を 50 nm 蒸着したガ

ラス基板(16 x 16 x 0.1 mm)と張り合わせ，

120℃で 4 時間加熱し，両者を接合した。 

 
3-3. 光架橋反応を利用したマイクロチャ
ンネル内壁への位置選択的抗体固定化  

光 架 橋 剤 と し て
4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoic acid 
succinimidyl ester (ATFB-SE)を用いた。ま

ず，10 mg/mL ATFB-SE 溶液 100 μL と 10 
mg/mL 抗 IgG 抗体溶液 1mL を混合し，1
時間撹拌した。その後，1.5 M 塩化ヒドロ

キシアンモニウム溶液 100 μL を加え，さ

らに 1 時間撹拌し，抗 IgG 抗体と ATFB-SE
とのコンジュゲートを作製した。次に，

この溶液を Fig. 4 に示すフローシステム

を用いて，BSA でブロッキング済みのマ

イクロチャネルに導入し，フォトマスク

を用いて紫外光を 30 分間照射することに

より，チャネル下流部に抗 IgG 抗体を固

定化した。次に，種々の濃度の IgG 溶液

を注入し，免疫反応を行った。センサチ

ップの再生には pH 2 のグリシン-HCl 溶液

を使用した。全ての反応は，開発したマ

ルチチャンネル SPR センサによりリアル

タイムにモニタリングした。Fig. 5 に反応

に伴うセンサ応答の概念図を示した。  

 

Fig. 4 フローシステム  
キャリアー：0.1 M NaCl を含む 50 mM 
Tris-HCl 緩衝液  (pH 7.4)，  
流量：10 μL/min 

Fig. 5 抗 IgG 抗体の固定化及び IgG
との反応に伴う SPR 信号の変化  

Fig. 3 開発したマルチチャンネル

SPR センサ (a)とその光学系(b) 

 a) 

b) 



4. 結果および考察  
4-1. マルチチャンネル SPR センサの基本
特性の評価  

Fig. 6 に示すマイクロチップと 1.0～10 
mM のスクロース溶液を用いて，開発した

SPR センサの性能を評価した。スクロー

スを測定した際のセンサグラムを Fig. 7 
(a)に，また，ベースラインとピークトッ

プとの光強度差を濃度に対してプロット

して得られた検量線を Fig. 7 (b)に示す。

検量線はいずれの検出ポイントにおいて

も 1～10 mM の濃度範囲で相関係数 0.999
と良好な直線関係を示した。また、ベー

スラインの標準偏差をノイズ幅とし，

S/N=3 として検出限界を算出した結果，本

センサは屈折率感度 10-6 RIU を有し，市

販の SPR センサと同等であることが分か

った。繰返し測定(n = 5)における再現性も

0.18～0.77 %と良好であった。  

 

 
4-2. 光固定化法により作製したセンサチ
ップによる IgG の測定  

抗 IgG 抗体と ATFB-SE とのコンジュゲ

ートをマイクロチャネルに導入し，紫外

光を照射したところ，チャネル下流部の

紫外光照射ポイントにおいては 111.2 の光

強度変化が観察された。これに対して，

上流の紫外光非照射ポイントにおいては，

わずか 0.5 しか変化しなかった。Fig. 8 (a) 
に IgG を注入した際の光照射ポイントお

よび非照射ポイントにおけるセンサグラ

ムを，また，IgG の検量線を Fig. 8 (b) に
示す。光照射ポイントにおいては，IgG 濃

度が増加するにしたがって，光強度変化

も増加した。一方，非照射ポイントにお

いては，ほとんど変化しなかった。これ

らの結果から，本法により抗 IgG 抗体が

下流の光照射ポイントのみに位置選択的

に固定化されていることが確認された。  

 

b) 

a) 

Fig. 8 IgG のセンサグラム (a)と検量線
(b) 

Fig.6 マイクロセンサチップ  

Fig.7 スクロースのセンサグラム(a)
と検量線 (b) 

a) 

b) 



Fig. 9 (b) の検量線がラングミュアの吸

着等温式に従うと仮定し， (1)式より IgG
の飽和吸着量と結合定数を求めた。  
 

[ ] [ ]
K

IgGIgG

maxmax

1
ΔΙ

+
ΔΙ

=
ΔΙ

    (1) 

 
ここで，⊿I は光強度変化量，⊿Imax は最

大光強度変化量，K は結合定数を表す。(1)
式より⊿Imax = 357 と見積もられた。これ

は吸着量 1.22 ng/mm2 に相当する。また，

IgG と抗 IgG 抗体の結合定数は K = 
1.40×106 M-1 であった。IgG と抗 IgG 抗体

の結合定数は，一般に 106~107 M-1 と報告

されている。このことから，紫外光照射

は抗 IgG 抗体の活性にはほとんど影響し

ないことが分かった。現在，マイクロチ

ャネル上流部に抗 IgA 抗体を，下流部に

抗 IgG 抗体を固定化し，IgA と IgG の同時

測定を試みている。  
 
5. 結論  

本研究では，小型でポータブルなマル

チチャンネル SPR センサを開発するとと

もに，光架橋反応を利用してセンサチッ

プのマイクロチャンネル内壁に多種類の

レセプタータンパク質を位置選択的に固

定化し，多成分を同時に測定する方法を

開発した。これにより，一台の送液ポン

プとバルブで多成分の同時測定が可能と

なり，システム全体の小型化を図れる。

本法は固定化するレセプタータンパク質

の種類を変えることにより，ベッドサイ

ドでの医療検査のみならず，オンサイト

での環境測定や食品検査などにも応用可

能であり，その社会的意義は極めて大き

いものと考えられる。  
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