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研究成果の概要（和文）：96穴マイクロプレート上に、金属膜として銀薄膜を、光干渉膜としてプラズマ重合膜を順次
積層させたナノ構造マイクロプレートを構築した。この上で、疾病の指標成分となるC-reactive proteinやInterleuki
n-2を標的分子とした蛍光抗体サンドイッチイムノアッセイを行ったところ、未修飾のマイクロプレートと比べて蛍光
強度が増強され、高感度検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Nano-scale layered structure was fabricated on a 96-well microplate modified with 
silver layer as a metal mirror and with plasma-polymerized film as an optical interference layer. 
Fluorescence-based sandwich immunoassay targeting C-reactive protein and interleukin-2 was performed 
using the microplate. It was shown that enhanced fluorescence signal was obtained with the modified 
microplate compared with the unmodified one, resulting in highly sensitive detection.

研究分野： 分析化学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質を網羅的に解析するプロテオミクス
の重要性は、近年ますます高まっている。特に、
ガンなどの疾患に関わる極めて微量なマーカー
タンパク質やその他の創薬ターゲットを高感度
に検出する技術の開発が強く望まれている。 

一方、本研究代表者はこれまでにナノメート
ルサイズの薄膜構造の構築により、高機能な
DNA アレイやプロテインアレイの作製と標的分
子の高感度な検出に成功してきた。例えば、プ
ラズマ下で基板上に有機薄膜を形成するプラズ
マ重合法を駆使し、タンパク質をその機能を保
持したまま重合膜に固定化・アレイ化することに
成功している（Anal. Chem. (2003) 75, 1116）。ま
た平成 22-24 年度科研費（基盤研究Ｃ）におい
ては、基板上に金属膜と光透過膜としてプラズ
マ重合膜をナノレベルで順次積層させたナノ構
造基板により、基板上での抗原抗体反応に由来
する蛍光シグナルを著しく増幅することに成功し
ている。一方で、抗体に代わる安定な分子認識
素子として注目されている核酸アプタマーの探
索とその応用にも精力的に取り組んでいる（NAR 
(2000) 28, 1963）。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ナノメートルサイズの薄膜積層
構造をタンパク質検出のためのさまざまなバイオ
チップ上に構築し（ナノ構造基板の創出）、薄膜
内の光干渉現象を利用して蛍光シグナルを増
幅することで、標的タンパク質を高感度に検出
することを目的とする。 

具体的には、1)まず高感度イムノアッセイの実
現を目標とし、96 穴マイクロプレート上にスパッ
タリングとプラズマ重合法により、金属膜とプラズ
マ重合膜のナノ積層構造を構築する。得られる
ナノ構造マイクロプレート上で蛍光抗体サンドイ
ッチイムノアッセイを行い（図 1）、未修飾マイクロ
プレートと比べて検出感度を数十倍増幅させる
ことを目標とする。一方、2)抗体の代わりに DNA
アプタマーを用いたアプタマーアッセイもこのナ
ノ積層構造基板上で試み、同様に検出感度の
向上を図る。 

 

図 1 ナノ構造マイクロプレートを用いた 
高感度蛍光抗体サンドイッチアッセイ 
の概念図 

 
３．研究の方法 
(1) ナノ薄膜の製膜 
 96 穴マイクロプレート上に約 200 nm の銀薄膜
をスパッタリング装置によって製膜した。またプラ
ズマ重合膜は、SAMCO 社製のプラズマ重合装
置 を 用 い て 製 膜 し た 。 本 研 究 で は 、
hexamethyldisiloxane（HMDS）をモノマーとして
使用した。これは、すでにこれまでの研究により、
HMDS がナノ構造をもったガラス基板上で光透
過膜として蛍光増強に寄与することが確認され
ているからである。製膜の条件は、20 ccm、0.4 
Torr、100 W とし、約 53 nm の膜厚の HMDS プ
ラズマ重合膜を製膜した。 
 
(2) ナノ構造マイクロプレートを用いた蛍光抗体
サンドイッチアッセイ 

まずターゲット分子として、一般的な炎症マー
カーである C-reactive protein（CRP）を用いて、
サンドイッチイムノアッセイを行った。ナノ構造を
もったマイクロプレートのウェルに、一次抗体とし
て rabbit 由来抗 human CRP 抗体を加え、固相
化した。洗浄後、ヒト血清アルブミン（HSA）でブ
ロッキングした。その後、二次抗体として、mouse
由来抗human CRP モノクローナル抗体を加え、
室温で相互作用させた。洗浄後、三次抗体とし
て、Cy3 標識抗 mouse IgG 抗体を加え、さらに相
互作用させた。洗浄後、緩衝液を加え、二次元
蛍光検出装置を用いて蛍光シグナルを検出し
た。 
 また、標的分子をトランスフェリンに変え、同様
な手順で蛍光抗体サンドイッチアッセイを行った。
一次抗体として mouse 由来抗ヒトトランスフェリン
抗体、二次抗体として goat 由来抗ヒトトランスフ
ェリン抗体、三次抗体としてCy3標識抗goat IgG
抗体を用いた。トランスフェリンのネガティブコン
トロールとして、ウシ血清アルブミン（BSA）を用
いた。 
 さらに、標的分子を免疫反応に関わるサイトカ
インの一種インターロイキン-2（IL-2）に変え、同
様な手順で蛍光抗体サンドイッチアッセイを行っ
た。一次抗体として抗ヒト IL-2 抗体、二次抗体と
してビオチン標識抗ヒト IL-2 抗体、さらに最終的
な検出用プローブとして Cy3 標識ストレプトアビ
ジンを用いた。 
 
(3) ナノ構造基板と DNA アプタマーを用いた
CD4 の検出 
 ガラス基板上にナノ積層構造を構築したナノ
構 造 基 板 上 で 、 本 研 究 代 表 者 が in vitro 
selection により獲得した DNA アプタマーを用い
た標的タンパク質 CD4 の高感度検出を試みた。
CD4、またはコントロールとしてヒト血清アルブミ
ン（BSA）溶液を 1 µl×3 スポットずつ基板に滴下
し風乾させた。HSA によるブロッキング後、1 µM
の Cy3 標識抗 CD4 アプタマー溶液と相互作用
させた。洗浄、風乾後、二次元蛍光検出装置を



用いて蛍光シグナルを測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ナノ薄膜の製膜 
 平成 22-24 年度科研費（基盤研究Ｃ）研究で
得られた、96 穴マイクロプレート上でのスパッタリ
ングとプラズマ重合における製膜検量線をもとに、
目的の膜厚のナノ積層構造を構築した。得られ
たマイクロプレートの外観を図 2 に示す。 
 

 
図 2 ナノ構造マイクロプレート（下）と 

未修飾のマイクロプレート（上） 
 
 
(2) ナノ構造マイクロプレートを用いた蛍光抗体
サンドイッチアッセイ 
 まず、CRP を標的分子とした蛍光抗体サンドイ
ッチアッセイを行った。その結果を図 3 に示す。 

 
図 3 CRP サンドイッチアッセイ 
    （青：未修飾、赤：ナノ構造） 

 
これより、500 ng/mL の CRP に対して、未修飾

のマイクロプレートと比べてナノ構造マイクロプレ
ートを用いたときの方が蛍光シグナルは約 10 倍
増幅されていた。また 100 ng/mL 以下になると、
未修飾マイクロプレートではシグナルが全く検出
されなくなったのに対して、ナノ構造マイクロプレ
ートでは 20 ng/mL でも蛍光シグナルが認められ
た。以上のことから、ナノ構造をもったマイクロプ
レートによって標的タンパク質をより高感度に検

出できることが示された。 
次に、標的タンパク質としてトランスフェリンを

用いて同様のサンドイッチアッセイを試みた。そ
の結果、未修飾のマイクロプレートよりもナノ構
造マイクロプレートからの検出シグナルは高かっ
たが、ネガティブコントロールである BSA からの
蛍光シグナルも無視できないほど高かった。ま
たトランスフェリンの濃度依存的な蛍光シグナル
の変化も見ることができなかった。この理由とし
て、今回選択した二次抗体または三次抗体の特
異性が低く、またブロッキング剤として用いた
HSA に非特異的に結合していることも考えられ
た。 

さらに、IL-2 をターゲットとしてサンドイッチア
ッセイを行ったところ、未修飾マイクロプレートに
おいては IL-2 濃度が 10 ng/ml のとき既に蛍光
シグナルが検出されていないのに対し、ナノ構
造マイクロプレートにおいては 1.25 ng/ml の濃
度でも検出が可能であった（図 4）。このことから、
ナノ構造マイクロプレートにおけるサンドイッチア
ッセイにより、IL-2 を高感度に検出できたといえ
る。 

 
図 4 IL-2 サンドイッチアッセイ 
    （青：未修飾、赤：ナノ構造） 

 
 
(3) ナノ構造基板と DNA アプタマーを用いた
CD4 の検出 
 抗体の代わりに DNA アプタマーを用いて、抗
体のときと同様に標的タンパク質の高感度検出
が行えるか評価した。ナノ構造を持ったガラス基
板上にヘルパーT 細胞の表面抗原である CD4
タンパク質を物理吸着させ、これにCy3標識した
抗 CD4 DNA アプタマーを相互作用させることで
高感度検出を試みたが、シグナルは得られなか
った（図 5）。これは物理吸着させた CD4 が洗浄
操作によって除去されてしまったためと考えられ
る。今後は、アプタマーサンドイッチアッセイを目
的に、まず一次アプタマーの固定化を確実に行
うことで、高感度検出が行えると期待される。 
 



 

図 5 抗 CD4 アプタマーを用いた CD4 検出 
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