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○ 研究開発プロジェクトの背景・経緯と目的 

近年のめざましい材料調製技術の発展や測定装置の開発により、臨床検査技術は急速な進歩を遂

げているものの、診断の質的飛躍に的確に対処するためには、さらなる高性能化が不可欠の課題で

ある。たとえば免疫学的検査において、測定法の高感度化・高速化や測定装置の簡素化が達成され

れば、これまで依頼検査を主体にしてきた方法を、医療機関内部での実施（院内実施）に切り替え

ることが出来、数日から数週間かかっていた検査を大幅に短縮化する事が可能となる。 

医療用診断技術としてはラテックス表面に抗原を担持させ、抗原抗体反応による粒子凝集を光学

的に測定するシステムは 1980年代末にかけて実用化されてきた。しかしながら現状のラテックス診

断薬は、i)それ自身の散乱（バックグラウンド）、ii)固体表面への抗体担持に伴う変性による感度低

下や原材料費の高騰、iii)非特異的反応等、様々な問題点を抱えている。 

本開発研究では表層に反応性官能基を有し、光学的に全く透明なコア－シェル型構造を有する高

分子ミセル（反応性ナノ微粒子）を作製し、その表層に抗体を担持することにより免疫診断素子お

よびそのシステムを構築することをねらいとした。このシステム構築によりこれまで問題であった

感度および非特異吸着等の問題を回避した超高性能免疫診断システムを構築するとともに、凝集を

伴わないあたらな免疫診断法及びそのシステムに関しても検討を加えた。 
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○ 研究期間 平成１２年３月１７日～平成１３年３月３１日 

 

 

○ 研究開発の実施状況等 

（１） 研究開発の実施状況 

 本開発研究の目的を実現するために必要な検討すべき事項は以下の通りである。 

①光学的に全く透明なコア－シェル型構造を有する高分子ミセル（反応性ナノ微粒子）

の作製 

②反応性ナノ微粒子表層への抗体の導入 

③反応性ナノ微粒子表層に導入された抗体の認識挙動とナノ微粒子の物理化学的特性 

④反応性ナノ微粒子の特性に応じた装置の開発 

以上の事項を検討するために東京大学にて反応性ナノ微粒子の作製・物理化学的特性解析及び

その表層への抗体分子導入法の確立し、ヤトロンにおいては、反応性ナノ微粒子表層の抗体の抗

原認識挙動を評価し、スズキにおいて、反応性ナノ微粒子の新規診断システムとしての実用化の

ための装置開発の検討を行った。 

 

（２） 各機関別の研究開発目標、実施方法、成果 

（２－１）東京大学 

【目標】 

反応性ナノ微粒子を用いた新しい免疫診断システムのための新規反応性ナノ微粒子の調製し、

ナノ微粒子を用いた高感度型免疫診断及び免疫エキシマー発光法の開発することを目的とする。 

【実施方法】 

反応性ナノ微粒子を形成するブロック共重合体として、末端に反応基を有するポリエチレング

リコール（PEG）と種々疎水性連鎖（ポリ乳酸・ポリスチレン・ポリメチルメタクリレート(PMMA)）

のブロック共重合体の合成を行った。得られたブロック共重合体から反応性ナノ微粒子（高分子

ミセル）を調製し、その表層の反応基（アルデヒド基）へのリガンド分子導入の検討を行った。

さらに、ブロック共重合体のリガンド分子を導入する反応基の反対末端への検出のための蛍光-

プローブ（ピレン）の導入を検討し、ナノ微粒子表層のリガンド分子がレセプター分子を認識し

た際の、ナノ微粒子の形態変化等の特性解析を行った。 

【成果】 

コアにポリ乳酸、ポリスチレンや PMMA などの疎水性物質を配し、表層に水溶性ポリエチレ

ングリコール(PEG)をブラシ状に有する且つ、PEG 鎖自由末端にアルデヒド基及びアミノ基等の

バイオ分子担持に利用しうる官能基を導入した 30nm～500nm 程度の単分散ナノ微粒子の調整法

を確立した。また、反応基を自由末端に配する PEG ブラシ表面を有するナノ微粒子（反応性微
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粒子）の糖、ESRプローブ、ビオチン、抗体等との反応性を検討し、様々な機能を有するナノ微

粒子を調製した。さらに、リガンド-レセプター相互作用により凝集し、本ナノ微粒子が免疫診断

に有用であることを示した。 

上記の研究で得られた反応性ナノ微粒子の中でもビオチン－PEG/ポリ乳酸－ピレンブロック

共重合体については、表層にビオチン、コアにピレン残基を配したコア－シェル型の高分子ミセ

ルを形成することを確認し、コア中のピレンはその限られたスペースのため、その蛍光スペクト

ルは濃度消光し、新たにエキサイマーに由来する発光が認められた。このビオチン－PEG/ポリ乳

酸－ピレンミセル溶液にアビジンを添加し、表層のリガンド－レセプター反応を起こすことによ

り自己組織化ミセルは崩壊し、コア中ピレンに由来するエキシマー発光が抄出した。これは加え

たアビジン濃度に比例し、凝集法に変わる新たな免疫診断法としての道筋をつけた。 

  

（２－２）株式会社ヤトロン 

【目標】 

反応性ナノ微粒子を用いることにより、酵素結合免疫吸着法（ELISA法）への２次抗体担持効

率化について検討し、反応性ナノ微粒子の診断用素子としての最適化を目的とする。 

【実施方法】 

 臨床検査試薬の測定原理の一つにエンザイムイムノアッセイ（ELISA法）があり、抗体に酵

素を標識して抗原抗体反応を行った後、反応に寄与しなかった酵素標識抗体を洗浄除去すること

によって反応生成物のみとし、反応生成物中の標識酵素を、基質との反応によってシグナルを増

幅して微量な抗原を検出しようという方法である。この酵素の代わりに安定で高感度なシグナル

物質封入ナノ微粒子を用いた簡単かつ高感度なイムノアッセイについて検討を行った。さらに、

疎水末端に蛍光を有するピレンを結合したブロック共重合体から反応性ナノ微粒子を形成させ、

親水性表面に低分子ハプテンを結合した試薬を調製し、このハプテンに抗体が結合することによ

って起こる蛍光量の変化からフリーハプテンの定量について検討を行った。 

【成果】 

反応性ナノ微粒子を用いて、臨床検査薬を対照とした以下の三つの検討をおこなった。一つ目

は、スチレンモノマーと、ポリ乳酸-ポリエチレングリコール-アルデヒドをミセル化した後、重

合反応によって安定な粒子としたもので、65nmから 300nmの粒径を持つ、親水性表面を持ち、

かつ機能性材料を表面に結合できる素材の凝集反応への応用である。ラテックス粒子に抗原や抗

体を感作して抗原抗体反応で凝集を起こさせ、透過光変化から抗原あるいは抗体量を定量する、

ラテックス試薬に取って代わる優れた性質を出せるかという点について検討を行った。CRP をモ

デル材料とした検討結果は、粒径によって測定範囲を選択でき、現状のラテックス試薬を用いた

結果と相関が見られるポジティブなものであった。 しかしいくつかのリュウマチ因子陽性検体

において、異常に CRP が高値と測定される結果が得られ、原因を解明しないとすぐには検査試

薬として用いることが出来ないということも判明した。二つ目は上記粒子の全く異なる応用で、

中心のスチレンポリマーにユーロピウムキレートを封入し、表面のアルデヒド基に測定対象物質

に対する抗体を結合して、標識抗体とする方法である。 現在用いられている放射性同位元素や、
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酵素の代わりとなる優れた標識物質になりうるかというのが検討課題である。CRP や IgEを測定

対象物とした結果は、酵素標識よりも感度に優れ、取り扱いも簡便という優れたものであった。 

三つ目は、疎水末端にピレンを持つブロック共重合体からミセルを形成させ、表面に低分子ハプ

テンを結合して、その抗体が結合することによりピレン蛍光が変化してハプテンが定量出来るホ

モジニアスイムノアッセイが構築できないかという課題である。チロキシンを測定対象物とした

結果は、競合的にフリーチロキシンを測定できるポジティブなものであった。今後、更なる反応

条件が最適化を行うことにより検査試薬への展開を検討して行きたい。 

 

（２－３）スズキ株式会社 

【目標】 

反応性ナノ微粒子を用いた免疫エキシマー発光法の実用化のための装置開発を目的とし、試作

品を作製する。 

【実施方法】 

本装置開発の試みとして、蛍光物質ピレンを担持したナノ微粒子のアビジン－ビオチン反応に

よる崩壊反応を題材に選んだ。アビジン－ビオチン反応は免疫反応の基本系であり、種々の抗原、

抗体に結合でき、適用範囲も広い。この基本系を正確に測定できれば、将来、ナノ微粒子を用い

た免疫診断の発展は一層高まる。それゆえ、この重要なナノ微粒子の基本反応系における蛍光発

光の微細変化を高精度、迅速に検出できる免疫診断装置の開発に目標を定め、本免疫診断装置の

構想設計、研究開発、試作まで行った。 

【成果】 

 ナノ微粒子の検出に最適な光源の励起波長と測定波長などを予備実験より決定し、本装置の基

本仕様とした。この装置仕様の最適化より、ナノ微粒子の蛍光発光、及びナノ微粒子崩壊反応に

よる微細な蛍光変化を精密に検出できることが確かめられた。さらに、本装置に設けられた専用

の攪拌ユニットを用いることにより、予備実験で行った通常の静置反応に比べ、ミセル崩壊反応

の著しい促進効果が認められた。この結果より、ナノ微粒子の高速免疫診断において、本装置の

高い有意性が初めて確認された。 

 本研究では、アビジン－ビオチン反応による基本系のみを対象とし、ミセル崩壊反応による診

断システムの基礎的知見を得ることができた。今後、臨床検査システムとして実用化するうえで

は、測定対象物質の免疫反応系に合わせて、最適反応条件を求めていかなければならない。例え

ば、抗原抗体反応による人血清中の癌抗原の定量測定では、ビオチンと比較してミセルに結合す

る癌抗体の分子量は大きいため、ナノミセル粒子径は大きくなることが予想される。抗原抗体反

応に適した反応温度についても、アビジン－ビオチン反応とは異なることも考えられる。さらに

測定感度向上を必要とする場合、測定標識である蛍光物質を今回使用したピレンから他の蛍光物

質へ置き換えられる可能性もある。 

 将来、様々な測定対象毎の免疫反応系において、本試作装置の基本機能である加温、攪拌、ミ

セル濃度調整、蛍光測定時のパラメータ選択を併用し、一層、診断反応条件を最適化することに

より、更なる超高感度免疫診断が期待される。 
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○ まとめ 

（１） 当該研究開発プロジェクト全体の進捗状況及び成果のまとめ 

コアにポリ乳酸、ポリスチレンや PMMA などの疎水性物質を配し、表層に水溶性ポリエチレ

ングリコール(PEG)をブラシ状に有し、且つ、PEG 鎖自由末端にアルデヒド基及びアミノ基等の

バイオ分子担持に利用しうる官能基を導入した 30nm～500nm 程度の単分散ナノ微粒子の調整法

を確立した。また、PEGブラシ表面の反応基へ糖、ESRプローブ、ビオチン、抗体等との反応性

を検討し、様々な機能を有するナノ微粒子を調製することに成功した。 

ビオチン－PEG/ポリ乳酸－ピレンブロック共重合体については、水中で自己組織化し、表層に

ビオチン、コアにピレン残基を配したコア－シェル型の高分子ミセルを形成することを確認した。

コア中のピレンはその限られたスペースのため、その蛍光スペクトルは濃度消光し、新たにエキ

サイマーに由来する発光が認められた。このビオチン－PEG/ポリ乳酸－ピレンミセル溶液にアビ

ジンを添加し、表層のリガンド－レセプター反応を起こすことにより自己組織化ミセルは崩壊し、

コア中ピレンに由来するエキシマー発光が抄出した。これは加えたアビジン濃度に比例し、凝集

法に変わる新たな免疫診断法としての道筋をつけた。この手法は、ビオチン－アビジン結合に限

られたものでなく、他の抗原－抗体反応についても適用可能であることも確認された。さらに、

ビオチン－PEG/ポリ乳酸－ピレンブロック共重合体の系に関しては、診断システムとして利用す

るための装置の試作品開発も検討し、新規診断装置としての仕様の最適化も図ることができた。 

 

（２） 今後の展開 

 本開発研究ではコア－シェル型のナノ粒子を用い、１．高感度型免疫診断、２．酵素結合免疫

吸着法（ELISA法）への２次抗体担持効率化、３．免疫エキシマー発光法の開発及び４．その装

置開発にアプローチし、高い成果をあげることができた。 

 本研究では免疫法を中心にした分析・定量法の確立が達成され、近い将来の実用化が強く期待

されるばかりでなく、これまで達成できなかった高感度分析を元に環境免疫診断や遺伝子診断な

ど新しい市場の開拓が期待される。今後、このような新しい市場開発のため、極微量分析法の高

度化にアプローチしていく予定である。 
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