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技術論文

二 トロ セ ル ロ ー ス 膜 を抗体固定化担体 とす る

テ ス トス テ ロ ンの 電気化学的酵 素免 疫測 定法
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　 ニ トロ セ ル ロ ース 膜 を抗 体 の 固定 化担 体 と し て 用 い た 酵素免 疫 測定法 （enzvIme −liIlked　iinmunosor1 〕 ent　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 そく

assay ） に よ り膜 に 捕捉 され た 標識酵素 の 活性を電気化学的に 計測 しテ ス トス テ ロ ン の 定量検出を行っ た．

膜 に抗 テ ス トス テ ロ ン 抗体 を 固定化 し，テ ス トス テ ロ ン 及 び 西洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ （horscradish

peroxidase，　 HRP ）標識 テ ス トス テ ロ ン を競争的 に反応 させ た．電子 伝達 メ デ ィ エ ーターで あ る フ ェ ロ セ ン

メ タ ノー
ル 及び HRP の 基質で あ る 過酸化水素を添加す る と，捕捉 され た標識 HRP の 酵素 反 応 に よ り酸化

型 フ ェ ロ セ ン メ タ ノ
ー

ル （Fc
＋
OH ）が生成 され る．金デ ィ ス ク電極を用 い て 生成 され る Fc

＋

OH を ア ン ペ ロ

メ トリ ッ ク に 計測 し た ．電極先端 及 び 膜表面 問の 距 離 を常 に
一

定 に保 持 す る こ とが 可 能 な竃気 化 学 測 定 用 チ

ャ ン バ ーを 自作 し，抗体 を固 定化 した ニ トロ セ ル ロ ース 膜 及 び 金 デ ィ ス ク電極 を設 置 した．ニ トロ セ ル ロ ー

ス膜 の 種類，抗体 固 定化 の 際 に 介在 させ る ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン 濃度，競合物質で あ る HRP 標識 テ ス トス テ

ロ ン濃度及び 電気化学計測 に お け る緩 衝液の 種類 につ い て検討 し，条件 の 最適化 を行 っ た．得 られ た最適条

件 を用 い て テ ス トス テ ロ ン を競 合 的 に捕捉 し，HRP の 酵素活性 を電気化学的 に 検出する こ とに よ りテ ス ト

ス テ ロ ン の 定量 を行 っ た．テ ス トス テ ロ ン 濃度 の 増加 に 伴 い ，還元電流応答 の 減少が 観測 され 0．5〜20

ng ／mL の 濃度範 囲 に お い て 相 関 が 得 られ た．こ の 手法 を用 い る と，通常の ウ ェ ル ブ レ
ートを用 い た発色法

と比 較 して 1 けた 高い 感 度 が 得 られ た．

1 緒 言

　高分子多孔質膜 は ，生化学分野 に お い て
， 炉過 ， 精製及

び プ ロ ッ テ ィ ン グ等 に用い られ る必要不 可 欠 な実験 材料 で

ある ．特 に ，ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜 は，そ の 高い 生体分 子 の

吸 着 能 及 び 広 い 吸 着 面 積 の た め に 酵 素 免 疫 測 定 法

（cnzyme4inked 　immunosorbent 　assay ，　 ELISA ）や そ の 他

の イ ム ノ ア ッ セ イの プ ラ ッ トフ ォ
ー

ム として 利 用 され て い

る ．膜 を利用 し た イ ム ノ ア ッ セ イの 形 態 と して ， ド ッ ト

ELISAi 〕

，フ ロ
ー

ス ル
ー

ア ッ セ イ （イ ム ノ フ ィ ル トレーシ

ョ ン ア ッ セ イ跨，ラ テ ラ ル フ ロ ー型 イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ

フ ィ ーs），プ ロ テ イ ン ア レ イ
41
な どが 考案 さ れ て い る．い

ず れ もニ トロ セ ル ロ ース 膜 を抗 体 の 固定化担体 と し，抗原
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 I く

抗体親和性 に よっ て 検 出対象分子 を捕捉 し，更に サ ン ド イ

ッ チ ア ッ セ イ の 場合，酵素標識抗体 で 処理 し，捕捉 された

標識 酵素の 反 応 を発 色 等に よ り検出 して い る．トレ
ーサー

に は 酵索の ほ か に，金 コ ロ イ ド粒 子
鋤

，蛍 光標識
6）
−S）

や 量
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ti）9 ）10 ｝

， あ る い は ア ッ プ コ ン バ ージ ョ ン 蛍 光 微粒

子
11｝［2｝，な どが 利 用 され て い る．また，酵素法 で は酵 素 に

よ る基 質 の 発 色 を検 出 す る方法
L／ll

の ほ か に，化学発光 を検

出 す る 方 法
N ）

，pH の 変化 を検 出す る 方法
1／t）

な どが あ る．

更 に，導電性 高 分子 を ト レ
ーサーと し た コ ン ダ ク トメ ト リ

ーセ ン サ ー］b
や リボ ソ

ーム に ル テ ニ ウ ム 錯体 を封人して 電

気化学発 光 を検 出す る 方法
mts

ど も報 告され て い る．こ れ

らの 開発 は，古 典 的 な ウ ェ ル ブ レ
ートを プ ラ ッ トフ ォ

ーム

とす る ELISA 法 を よ り迅 速，簡便，低サ ン プ ル 消費量，

小 型 ，及 び 低 コ ス ト化 す る こ と を 目 的 と して 行 わ れ て き

た．更 に ，pont　of 　carc 　tcsting （Po （］T ）の 普及 に 伴 っ て

様 々 な応 用製品が 市場 を創設し，そ の 中で も 199．　9．　e−1 月

に 日本ベ ク トン
・
デ ィ ッ キ ン ソ ン が発売 した ラ テ ラ ル フ ロ

ー型 イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの A 型 イ ン フ ル エ ン ザ抗

原検出 キ ッ トは大きなヒ ッ トとな っ た
is ／

，

　 こ れらの 多 くは定性検出法で あ るが，よ り分析 の 客観性

を高め る た め に定量化 シ ス テ ム の 研 究が 行わ れ て い る．そ

の なか で も，電気化学検出法 は装置の 小 型化 ， デ バ イ ス 化

が容易 で あ る 点で 有利 で あ る と考えられ て い る．検 出法 に

電気化学 を 用 い る 定 量 法 と して は ，light−addressable

pて）tentiQmctric 　sensor （UxPS ）
1♪
，又 は，　pH 感受性高分子
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層 を被 覆 した 電 極 を用 い る イ ン ピーダ ン ス 法
IS｝

に よ り，酵

素反 応 に依 存 した pH 変 化 を検 出す る 方法，電気 化学活 性

種 を リボ ソ
ーム に 閉 じ込 め て 高感 度 分析 を行 う方 法

］9）
，金

コ ロ イ ドに 銀 を析 出 させ て ス トリ ッ ピ ン グボ ル タ ン メ トリ

ー
で 測 定す る方法

2°1
が 報告され て い る．こ れ ま で 著者 らは，

ELISA に電 気 化 学 顕 微 鏡 （SEGM ） を組 み 合 わせ た シ ス テ

ム を開発 して き た
21〕，SECM は，マ イ ク ロ ・

ナノ 電極 を プ

ロ ーブ と し た 走 査 型 プ ロL ブ 顕微 鏡 （scanning 　probe
micr   scopy ，　 SPM ） の

一
種 で あり，界面の 局所領域 に お い

て 進行する 化学反応を電気化学的に 追跡可能なシ ス テ ム で

ある
22）t’s）．更 に，電 極 を 3 次元 に 走査す る こ と に よ り，局

所領域に お け る 化学物質の 空間 的広が りを イ メージ と して

と ら える こ とが 可 能で あ る．著者 ら は以 前 に，ガ ラス 基板

表面 に 免疫複合 体 を作製 し，標 識 酵 素 活 性 の イ メ ージ ン グ

に よ り が ん 胎 児性 抗 原 （car ⊂inoerlbrionic　 alltigeIl ，

GEA ）
？4 ）

，ロ イ コ シ ジ ン
25
吸 び C 反 応性タ ンパ ク （GRP ）

’2“）

の 高 感 度 検 出 を行 っ た．更 に ，局 所領域 に 2 種類 の 抗 体

を 固定化 させ た ガ ラ ス 基 板 を用い ，デ ュ ア ル イム ノ ア ッ セ

イ を成 功 させ た
E，7）．

　 本研 究で は，ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜 を抗 体の 固 定化担体 と

し，標識西洋 わ さび ペ ル オ キ シ ダーゼ （horscradish　pcr
−

oxidase ，　 HRP ） の 酵素活性 の 電気化学的評価 に 基づ くテ

ス トス テ ロ ン の 定量 を行っ た．テ ス トス テ ロ ン は ，男性ホ

ル モ ン の
一
種 で あ り，内分泌検査項卩の

．・
つ と して 主 に 男

性性腺機能検査 に用 い られ る．特に ，加齢 に 伴うテ ス トス

テ ロ ン の 産生低下が ，男性更年期障害 と し て
．一．
般 に 認知 さ

　 　 　 　 　 う つ

れつ つ ある 抑鬱症状や 性機能低下症状の 原因で ある との 報

告が あ る
1Sb．また，

．
女性 の 卵巣 の 機能異常 や その 他 の 疾患

の 診断，ホ ル モ ン 治療 の 効果判定 な ど に も利 用 さ れ る
29 ）．

抗 テ ス トス テ ロ ン 抗体をニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜 に 固牢化 し，

各種濃度 の テ ス トス テ ロ ン 及び HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン

の 混合溶液 を 添加 し て 競合 イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 っ た ．次

に，電極先端及び膜表面問の 距離を常に
一

定に 保持す る こ

とが可能な電気化学測定用チ ャ ン バ ー
に 膜及び 金デ ィ ス ク

電極を設置 し ， ア ン ペ ロ メ ト リ ッ ク に標 識 HRP の 酵素活

性を計測 した．過 酸化水素の 存在 下 に お い て ， 電 子 伝達 メ

デ ィ エ ーター
で あ る 還 元 型 フ ェ ロ セ ン メ タ ノ ール （FcOII）

は IIRP の 酵 素 反応 に よ り酸化 され，酸 化型 フ ェ ロ セ ン メ

タノ ール （Fc
−
OH ）が 生 成 され る．こ の Fc

＋

OH を 金 デ ィ

ス ク 電極に よ り還 元 し，そ の 還 元 蒄流 量に よ り膜に 捕捉 さ

れ た テ ス トス テ ロ ン を検 出 した．ニ トロ セ ル ロ ース 膜の 種

類 ， 抗体固 定化の 際 に 介在さ せ る ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン

（bovine　 seruln 　albumin ，　 BSA ）濃度，競合物質 で あ る

HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン 濃度及び 電気化学計測 における

緩衝液の 種類 に つ い て 検討し，条件 の 最適化を行 っ た．

2 実 験

　 2・1　 試 薬 と溶 液

　 モ ノ ク ロ ナ ー
ル マ ウ ス 抗 テ ス ト ス テ ロ ン 抗 体

（Testosterone−？］，ク ロ ーン 番号 ： MO21812 ） は，　 Fitzgerald

Industries　International社 （USA ） か ら購入 した．テ ス ト

ス テ ロ ン 及び BSA は，和光純薬か ら購入 した．　 HRP 標識

テ ス トス テ ロ ン （分 子 量，約 4 万） は ，BiosPacific 社

（USA ） か ら 購入 し た ．ニ トロ セ ル ロ ース 膜 へ の タ ン パ ク

質の 非特異的吸着を低減 させ るため に，免疫学的測定用ブ

ロ ッ キ ン グ 試薬 NlOl （日本 油 脂） を蒸留水 で 5 倍希釈 し

て ブ ロ ッ キ ン グ溶液 と して 使用 した ．抗テ ス トス テ ロ ン 抗

体 の 固 定化担体 と し て MiHipore 製 HF135 （Hi−Flow　Plus

HF135 　Unbacked ），　 Millipore製 HFI80 （Hi−Flow　Plus

HFI80 　Unbacked ）及 び Bio −Rad 製 （Trans −Bb ビ
．

Transfヒr　Medium 　Pure　Nitrocellulose　Membralle 　O．2　pIn）

の ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜 を使用 した．ル ミ ノ

ー
ル 発 光 試 薬 と

し て EGL ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ 検出試薬 （GE ヘ ル

ス ケ ア バ イ オサ イエ ン ス 製） を用い た．電気化学計測 の た

め に ，過 酸化 水素 （関東化 学）及 び FcOH （Sigma −

Aldrich＞ を用 い た．本研究 で は，4 種類 の 緩衝溶液 を用

い た．テ ス トス テ ロ ン 及び HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン の 調

製 に ，8．lmM 　NavHPO4 ，1．5　rnM 　KHgPO4 ，2．7mM 　KCl

及 び 137mM 　NaGl を含 む リン 酸緩衝液 （PBS ，　 pH 　7．6）

を 用 い た ．洗 浄用 に 0．05v ／v ％ Tween 　20 を 含 む PBS

（PBS −T ） を用 い た ．ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜 ヒへ の 抗体 1古1定

化の ため に 10v／v％ グ リセ ロ
ー

ル，　 l　mg ／mI ．．ドデ シ ル 硫

酸 ナ トリ ウ ム （SDS ） 及 び 100　ngfmL 　BSA を含 む PBS

（抗体 固 定化用 の PBS
，
　 pH 　7．6） を 用 い た ．こ れ は ス ポ ッ

1・固 定する た め の 安定化緩衝液 と して利用 さ れ て い る
s°｝．

更に ，電気化学計測 に 0，2M ク エ ン 酸， ．34　M 　NaGl 及 び

0．lMKGl を 含む ク エ ン酸緩衝 液 （pH 　4，5） を用 い た ．使

用 した溶液 はすべ て 蒸留水で 調製 し ， 4℃ で 保管 した．

　2・2 ニ トロ セ ル ロ ース 膜 上 へ の 抗 体 の ス ポ ッ ト固定及

び化学発 光 計 測

　バ イ オチ ッ プ ア レ イ ヤー （フ ィ ル ジ ェ ン 〉 を用 い て 抗 テ

ス トス テ ロ ン 抗体溶液 をニ トロ セ ル ロ ース 膜 上 に固 定化 し

た．直径 400　prnの ス ポ ッ 1・ピ ン を用 い て抗体 を 含む 抗 体

固 定化用 の PBS をス ポ ッ トした．膜を 10mL の ブ ロ ッ キ

ン グ溶液 に 4℃ で 90 分間浸漬 し ， PBS −T に よ り3 回 洗浄

した。1μg／mL 　HRP 標識テ ス トス テ ロ ン （複合体濃度約

2511M ）を 含む PBS 溶液 10mL に 37℃ で 30 分間浸漬し，

ス ポ ッ ト固定された 抗体 に HRp 標識 テ ス トス テ ロ ン を反

応 させ た．捕捉 され た HRI ’
の 活性 は ，ル ミ ノ

ー
ル 化学発

光 を用 い て 検出 し た ．暗室に て ，膜上 に 0 ．125 　rnL ／cm2 の

ECL 検出試薬を滴下 し，室温 で 5 分問イ ン キ ュ ベ ー
ト し

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

技 術論文　井上，フ ェ ラ ン ト，平野，安 川，珠玖，末永 ： ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜 を抗体 担体 とする 電気化 学的 酵素免疫測 定法　 473

（A） Electrode

positioner
Working　electrode
（Gold，φ：300pm ）

（B）

Electrode 　holder

M

嬲騨
e

→

Nitrocel［ulose 　 membrane

0．5mM 　FcOH 、0．5mM 　H202

in　citric　acid 　bu幵er （pH 　4．5）

40
0

｝

（C）

Reference

electrode

i ］奪1・

1〈
一一

「 ＝
一一

〉
：　 30

−

1　 35　　 1

　 　 　 　
．
li 解蹴 黴騾鰤 黷

　　 釈
　 ・鑓

　が　’　　　wrt
響
『
盤鯲 潔 懲 譲 竃 篇 轟

冊辞
熟 爨 ご

悶
籌響 薦輿．蠱蠡 輔

胤　　　　濤勲　漁　　　　　　　　　鯲緲　　　　　　　　　勲　韻　廨「
ゆ オ　 　 　 　 　　 　 　　　 　　ft

　　　蕪 躍靆
．
賜

　 　 　 藩

　緜　躍傍一　　珊　　　’广
　儻 　徹　騨舵
　 　 　 勲

Counterelectrode

40

　 　 30
一

φ20
．0

〆

40　　 …

　
ea4 　 2
　 　 K

　

0

　

31
Φ5

Fig．　l　Illustration　of 　the　eicctrochcmical 　dctecti（m 　chambel
・

（A）Tota】view ，（B） clcclrodc 　holder ，（G ）contai 肬 r　of 　the 　sohUion 　fbr　clcc1rochemical 　measuremeIlts ，　 Numcrical

units 　in　figurc（B ）and （G）are 　expressed 　iIヂ
‘
Illnゴ，

た．化 学 発 光 強 度 を イ メ ージ イ ン テ ン シ フ ァ イ ア 付 き

GGD カ メ ラ　（PI−MAX 　Gamem ，
　 Princel／en 　lnstruments 　X ）を

用 い て計測 した．露光時問 は 10分 間 とした．

　 2・3　ニ トロ セル ロ ース 膜 上 へ の 抗 体 の 固 定化 及 び 免疫

反 応

　Bio−Rad 製の ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜を 3 × 3mm に切 り出

し，蒸 留水 で 3 回洗 浄 した．膜 を 10　pg／mL 抗テ ス トス テ

ロ ン 抗体 （2SO　mL ）溶液 に浸 漬 し ， 室温 で 90 分 間 イ ン キ

ュ ベ ー 1・し た．PBS −T で 3 回 洗浄後，ブ ロ ッ キ ン グ 溶液

（1mL ） に 浸漬 し，4℃ で 90 分間 イ ン キ ュ ベ ート し た．

更 に 膜 を PBS −T で 3 囘洗浄 した 後，テ ス トス テ ロ ン 及 び

1 μg／mL 　HRP 標 識 テ ス トス テ ロ ン を含む PBS 溶 液 に室温

で 30分問浸漬 して 免疫反応 を競争的 に進 行 させ た．最後

に ，未反 応 物質 を 除去す る た め に PBS−T を用 い て 膜 を 5

回洗浄 し，電 気化学測定用 チ ャ ン バ ーに設
．
置 した．膜上 に

捕捉 された 標識 HRP の 酵素活性 を 電気化学的 に 計測 し

た，

2・4　電気化学測定用チャ ン バ ー
の 作製

ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜及び金 デ ィ ス ク 電極間の 矩離 を一
定

に 制御
．
口∫能な ア ク リ ル 製の 電気化学測 定用 チ ャ ン バ ーを作

製 し た ．Fig．1 に，チ ャ ン バ ー
の 模式 図 を示 す ．チ ャ ン バ

ー
は ，測定容器 と電極 ホ ル ダーか ら構成 され て い る．測定

容器の サ イ ズは 40x3 （）mm で ，左 部 30 × 3〔｝mm の 部分

に 電極 ホ ル ダ
ー

が 設置 さ れ る ，そ の 中心 部に 直径 2mm 及
　 　 　 　 　 　 　 あ な

び 深さ 2mm の 孔が あり，孔 は 幅 0，5　mm の チ ャ ネ ル に よ

り右部 の 溶液注入 口 に 接続 され て い る．3 × 3111m の 膜 は

孔の 一ヒ部 に 設置さ れ ，竃 極ホ ル ダー
に よ り固 定 され る．電

極 ホ ル ダ
ー

の サイズ は 9．O × SO　mm で ，深 さ 10mm で あ

る．測定容器 と同様 に 中心部 に 直径 2mm の 貰通孔及 び幅

0，5mm の チ ャ ネ ル が 設置 し て ある ．金 デ ィ ス ク 電 極 は ，

こ の 貫 通 孔か ら挿人 す る．電極 ホ ル ダ
ー

を測定容器内の 左

部 に設置 し，更 に金 デ ィ ス ク 電極 を挿入す る．金 デ ィ ス ク

電 極 に は
， 先端 か ら 9．8mm の 位置 に 電極 ポ ジ シ ョ ナ

ーを

取 り付 け て ある．よ っ て，金 デ ィス ク電極 の 先端 は，測定

容器上部 に配置 され た膜から 0．2mm に 配置され，電極
一

膜間の 距離 を簡便 に再 現性 よ くコ ン トロ ール で きる ，測定

用 溶液 を 溶液 注 入 口 か ら注入 す る と， 溶液 は測定容器及び

電 極 ホ ル ダー
に 作製 され た チ ャ ネル を通 じて 膜 及 び電極へ

と到達する．最後 に，溶液 注 入 口 に銀 塩 化銀 参照極 及 び 白

金 対極 を 挿入 し電気化学計測 を行 う．
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F三g．2　（A ）Chcmlluminescence 　imagc　of 】abeled −HRP 　captllrcd 　with 　the 　unti
−testos しerQIIe 　antibody ，　and （B）Variation

of 重he　chemiluminescence
　intensitics　as 　a 　func〔ioll　of 　the ⊂onccntra 且ion　ofanti −testostcrone 　aI 】tibodア

Thc 　nitrocellubse 　 membrarle ，（1）Hi−How 　Plus　HFI35 　Unbackcd （Mi ほipore ）；（ii）Hi−Flow 　Plus　HF180Unbackcd
（Mmip ・ ・c ＞；（iii）T ・・ns −Bl・・

 

T − fb・ M ・di・ m 　P ・・e　Nit・… ll・ 艮・ ・ e　M ・ mb ・・ n ・ O．2・Um （Bi・−R ・d），　 Th ・ ・p・ tt・d … レ

centrations 　ofantibodies 　were （a ）2．O　mg 〆mL 、，（b）LO　mg ／mL
， （c）0，50　mg ／mL ，（d＞ ，251ng／mL ，（c ） ．ユ3mg ／mL ，（正）

63 μg／mL ，（g）31 μg／mL ，（h）16 μg／InL ，　and （1＞7．8　Ltg／111L 　◆ ： HFI35 （Millipore）；▲ ： HFI80 （Millipore＞；● ：

Tralls−Blot  

（Bio −Rad ）

　 2・5　電気化学計測 シ ス テ ム

　作用極 に は
， 直径 300 μm の 金デ ィ ス ク電極 を使用 した．

銅 リ
ー

ドワ イヤ を接続 し た金 ワ イ ヤ を内径 1．5mm の ガ ラ

ス 管 に 挿入 し，エ ポ キ シ 樹 脂 Epok　812 セ ッ ト （応 研商事）

を 注入 し て 60 ℃ で 12 時 間硬 化 させ た．電極先端 を研磨

して 金 ワ イヤ を露出 させ て 金デ ィ ス ク電 極 と した．作製 し

た 金 デ ィ ス ク 電 極 の 電 気化 学 的 特性 を 4．OmM フ ェ ロ シ ア

ン イ オ ン の サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ ト リーに よ り評価 し

た．篭気化学計測 は ポ テ ン シ ョ ス タ ッ 1・（HAIOIOmM8 ，

北．斗電工 製）を用 い て 3極 式で 行 っ た，

　作製 した 金 デ ィ ス ク 霓 極 に 電極 ポ ジ シ ョ ナ
ー

を取 り付

け，霓 気化 学 測 定 用 チ ャ ン バ ーに 設潰 した ．O．5mM

FcOH 及 び 0，51nM 過 酸 化水素 を含 む ク エ ン 酸緩衝液を注

入 後 ， 膜 に 捕捉 され た 標識 HRP の 酵素反応 に よ り生成 さ

れ る Fc
＋

OH の 還 元 電 流 を ア ンペ ロ メ トリ
ー

に よ り計測 し

た．溶 液 を添 加 して か ら 6 分 後 に 電極電位 を 0．05V に 設

定 し ， 還 元 電 流 応 答 を経時的 に測定 した．還元電流応答 と

して，電 位 ス テ ッ プ 後 120〜130 秒 に 得られ た 電流量 の 平

均 を採 用 した．

　 2・6　マ イ ク ロ タイタ
ー

プ レ
ー

トを用 い たテ ス トス テ ロ

ン の 比 色検 出

　抗 テ ス トス テ ロ ン抗体 を物理 吸着 に よ り 96 ウ ェ ル プ レ

ートの 底 に 固定化 した．10   μL の 10 μg／mL 抗 テ ス トス

テ ロ ン抗体 を含 む 抗体 固 定化用 の PBS を ウ ェ ル に添加 し

室温 で 2 時間 イ ン キ ュ ベ ートした．非特異的吸着 を抑制

す る た め に
，

ウ ェ ル に 350 μL の ブ ロ ッ キ ン グ 溶液 を 添加

し4℃ で 1 晩イ ン キ ュ ベ ートした．PBS −T で 3 回洗浄した

後，ウ ェ ル に 100　PL の 各種濃度 の テ ス トス テ ロ ン 及 び

1 μg／mL 　HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン を含 む PBs 溶液を添加

し室温 で 90 分間浸漬 し て免 疫 反 応 を競争的 に 進行 させ

た．最後 に，未反 応物質 を除 去 す る た め に PBS −T を 用 い

て 3 同洗浄 し， 200 μL の TMB 　substrate 　Kit　 l9．　，3’5，5’一テ ト

ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン 及 び 過 酸 化 水 素 の 等 量 混 合 液

（Thcrmo 　Fisher　Scientinc）｝を添 加 し，30分反応 させ た ．

100 μL の 2M 硫酸を添加 し反応 を停止 させ，プ レ
ー

トリ

ーダ宀 （BioRad　M ｛〕del　680　MicI ・oplate 　Reader ） を用い て

450　nm の 吸 光 を測 定 した．

3 結呆 と考察

　3・1　ス ポ ッ ト固 定 に よ る ニ ト ロ セ ル ロ ース 膜の 抗体 固

定化 能 の評価

　 ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜上 に抗 テ ス トス テ ロ ン抗体をス ポ ッ

ト固 定 し，HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン 溶液 に 浸 漬 し免疫 複

合体ス ポ ッ トを形成させ た．そ して ， 抗体 ス ポ ッ トに捕捉

さ れ た標識 HRP の 酵素活性を化学発光計測 に よ り評 価 し

た．Fig．2A に，免疫複合体 ス ポ ッ トの 化 学 発 光 イ メ
ージ

を示す．Millipore 製 HFI35 （Fig．2A −i），　 Millipore製

HFI80 （Fig．2A −ii＞及 び Bio−Rad 製 （Fig．2A．iii）の ニ ト

ロ セ ル ロ
ー

ス 膜を用 い た．そ れ ぞ れ の ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜

に ，抗 テス トス テ ロ ン 抗体 を Smm 間隔，2 レー
ン で ス ポ

ッ ト固 定 した．ス ポ ッ トす る抗体 の 濃度 を 7．8 μg／lnL
〜
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Fig・3　Responses　of 　reduction 　 currcnt 　to　BSA 　 con −

centration 　 added 　to　 the　 solution 　tbr　the　 immobiliza−

tion 〔〕fantibodies

　0．0　　0．50　　1．0　　1．5　　2．O
HRP 　Iabeled　testosterone1μg　mL

．1

Fig，4　RespoIlses 　of 　I
・
eductioI1 α 1γ 1．e 】1t 　t．o　corlcentra −

tion　of 　HRP −labeled　tes匸sterone

2．0　mg ／n1L とした，そ れ ぞ れ の 膜を 1μg／mL 　HRP 標 識 テ

ス ↑・ス テ ロ ン を含 む PBS 溶 液 に 30 分 間 浸 漬 し，　 HRP の

活性 を化学発 光 計測 に よ り検出 した，すべ て の 膜に お い て ，

ス ポ ッ ト抗体 の 濃度の 増加 に 伴 っ て 発光強度が 増加 し た．

ス ポ ッ トされ る抗 体 の 溶液量 は一
定で あ る と仮定で き る の

で ，発光強度の 増加 は 各ス ポ ッ トに 固定化 され た抗体量 の

増加，すな わ ち捕捉 され る HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン 量 の

増加 に 起 因す る．Fig．2B に ，ス ポ ッ ト抗体の 濃度 に 対す

る 各ス ポ ッ 1・か ら得 られ た発光強度 を示す．B主o −Rad 製 の

ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜 を用 い る と，低 い 抗体濃度 に お い て 最

も高 い 発 光 シ グ ナ ル が 得 ら れ た．ま た，高濃度領 域 に お け

る 発光強度を比較 して も，同 じ抗体濃度の 場合，Bio−Rad

製の 膜 を使用 す る と発光 シ グ ナル が 最も大きか っ た．こ の

こ と か ら
，

Bio −Rad 製 の ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜 の 抗 テ ス i・ス

テ ロ ン抗体吸着能力 が 最も高 い こ とが 分か っ た．よ っ て，

こ れ 以 降の 実験 で は 抗体 固 定化 担体 と して Bio−Rad 製 の ニ

ト ロ セ ル ロ ース 膜 を使用す る こ と と し た．また，抗体 の ス

ポ ッ ト固 定 の た め の 緩衝液 と して PBS を用 い る と，発光

シ グ ナ ル は 約 30％ に 減少 した ．抗体 を ス ポ ッ ト固 定す る

場合 に は，ス ポ ッ ト さ れ た わ ずか な溶液 の 乾燥速度 や抗体

の 吸着密度が 検出シ グ ナ ル の 強度 に大 きな影響を与える と

予 測 で きる．

　3・2　ア ンペ ロ メ トリーに よ る テ ス トス テ ロ ン検 出 の最

適 化

　 ニ トロ セ ル ロ ース 膜 に 固定化 さ れ た抗 テ ス トス テ ロ ン 抗

体に捕捉 され た HRP の 活性 を 高効率で 計 測 す る た め に，

BSA 濃 度，　 HRP 標 識 テ ス トス テ ロ ン 濃 度 及 び測 定 溶 液 の

pH の 影響 を 調査 し最 適 化 を 行っ た．3 × ．9　mm に 切 り出

した Bio−Rad 製 の ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜 を ユO　PgfmL 抗 テ ス

トス テ ロ ン抗体溶液 に浸漬 し抗体 を 固定化 した．まず，抗

体 固 定化 の 際 に 共存 させ て 固 定化 した BSA 濃度が 電流応

答 に 与 え る 影 響 に つ い て 検 討 し た．BSA を 含 む 抗 体 固 定

化溶液 に膜 を浸漬 し，HRp 標識テ ス トス テ ロ ン を 30 分問

反応 さ せ た．そ の 後，膜及 び電極 を電気化学測定用 チ ャ ン

バ ー
に 設置 し，HRP の 酵素 反 応 に 伴 っ て 生 成 さ れ る

Fc
’
OH の 還元電流応答 を 計測 し た ，チ ャ ン バ ー

に  一r）

rnM 　FcOH 及 び O．5　mM 過酸化水素 を添加 し，6 分後 に ア

ン ペ ロ メ ト リ
ーを行 っ た ，電 極電 位 を 開 回 路 状 態 か ら

0．05V に ス テ ッ プ させ る と，容量 電流 に 基 づ く大きなス パ

イ ク 状 の 電流 応 答が 得 られ ，そ の 後，徐 々 に 減少 し約 20
〜30 秒後 に 定常電 流 を得 た ．Fig，　 s に，　 BSA 濃 度 に 対す

る 得 られた 還元電流応答を示す．BSA 濃度の 増加 に 伴 い ，

電流応答 は わ ず か に 減少 した ，また ，BSA を固 定化 しな

い 場合 の 電流応 答 は 最 も小 さ くな っ た ．こ の わ ず か な

BSA の 共存 固 定化 が 電流応答 に 与え る影響 に つ い て現 時

点 で は 解 明 さ れ て い な い が ，BSA の 存在 は 抗体 の 固 定化

密度 や 配 向性 を 制御 し て い る と考 え ら れ る ．す な わ ち，

BSA の 膜上 へ の 吸着 固定 に よ り抗体 は あ る 程度 まば ら に

固 定化 さ れ る と予 想で き，タ ン パ ク 質 で あ る HRP に 結 合

され た 小分子 の テ ス トス テ ロ ン の 認 識 と捕捉 に 有利 に 作用

す る と考え られ る，以 上 よ り，抗体の 固定化 の 際 に，100

11g／mL 　BSA を抗 体 固定 化 溶 液 に添 加 す る こ とに した．

　 次 に ， 膜 に 固 定化 さ れ た抗 体 と 競 合 反 応 させ る HRP 標

識 テ ス トス テ ロ ン 濃 度 の 最 適化 を 行 っ た．100ng ／InL

BSA を含 む 10 μg／mL 抗 テ ス トス テ ロ ン 抗 体 溶 液 に浸 漬

した膜 に， 
〜2．0 μg／mL 　HRP 標 識 テ ス トス テ ロ ン を反 応

させ ，捕捉 され た 標 識 IIRP の 活 性 を 評価 した．　 HRI ）

標識

テ ス トス テ ロ ン の 濃 度 の 増 加 に 伴 い ，得 られ た 還 元 電 流 の

増加が 観測 さ れ た．1pgfmL 以 上 にお い て 電流 応 答 は ほ

ぼ 飽 和 し一
定 とな っ た （Fig．4）．こ の こ とか ら，競合 反

応 に 用 い る競合物質の 濃度 と して 0，2〜1 μg／mL が 有力で
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Inouse 　IgG　in　the　citric　acid 　buffer（pII4 ，5，● ）and

PBS （pH 　6．4，▲ ）

あ る．しか し，迅速な検出の た め に 反応時間の 短縮を考慮

した 場合，競合物質で あ る HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン 濃度

を 減少 させ る と，膜上 に 捕捉 さ れ る 標識 HRP 分子数 を減

少 させ る た め，検出され る 電流量は 全体的に 減少す る．競

合免疫反応に よっ て 捕捉 された標識酵素の 活性を電気化学

的に と らえ る 本手法で は，検出対象物質の 濃度増加 に 伴い

電流応答が減少する 系で ある．よ っ て，金デ ィ ス ク 電極 を

川 い る 電気化学計測 の 感度を考慮 し，測定対象物質を含ま

な い 場合 に 観測 さ れ る 初期 電 流 応答が 大 き な 1 μg／IIIL

HRP 標識 テ ス トス テ ロ ン を競合物質濃度 と して採 用 す る

こ とに した．

　最後 に ，測定溶液の pH が 検出電流 応答 に与える影響 に

つ い て 調査 し た ．こ の 実験 に は ，HRP 標 識 抗 マ ウ ス

immunog 】obulin 　G （lgG）抗体 を用 い て 緩衝液中で 行 っ

た ．所定濃度 の HRP 標 識 抗 マ ウ ス IgG 抗 体 を 0．．5　 mM

FcOH 及 び 0．5　mM 過 酸化水素 を 含 む ク エ ン 酸 緩衝液

（pH 　4．5）及 び リ ン 酸緩衝液 （pH 　6．4）を用 い て 準備 し，

ア ン ペ ロ メ ト リーに よ り評 価 した．HRP 標 識 抗 マ ウ ス

IgG 抗 体 を投 人 して か ら 6 分 後 に電 極 電 位 を O．05　V に ス

テ ッ プ させ た．電 位 ス テ ッ プ後 ，120〜lSO 秒 の 間 に 得 ら

れ た 電 流 応 答 の 平 均 を シ グ ナ ル と し，IIRP 標 識 抗 マ ウ ス

IgG 抗 体濃 度 に対 して プ ロ ッ トした （Fig．5）．い ず れ も，

HRP 標識 抗 マ ウ ス IgG 抗体濃度の 増加 に 伴 い ，電流応 答

の 増 加 が 観 測 され，更 に高 濃 度領 域 に お い て 応 答 は飽 和す

る傾向にあ っ た，ク エ ン酸緩衝液を用 い た場合 に は，リ ン

酸緩衝液 を用 い た 場合 と比較 して，得 られ る 電 流 応答が 3

倍以 ．【二大 きい こ とが 分 か る ．すな わ ち ，
FcOH をメ デ ィ エ

ー
タ
ーと して 標識 HRP の 活性を電気化学的に検出す る た

め に は，pH 　6．4 の PBS を用 い る よ りも pH 　4．5 の クエ ン 酸

緩衝液 を用 い た 場合 の ほ うが 大 きな電 流 シ グ ナ ル を得 られ

る ．よ っ て ，膜 を用 い た免疫反応 に よ り捕捉 さ れ た 標識

HRP の 活性を計測す る 際の 測定溶液 と して クエ ン 酸緩衝

液 を選択 し た．

　 3・3　標識 HRP 活性 の 電気化学的評価 に 基づ くテ ス ト

ス テ ロ ンの定量

　電 気化 学 測 定用 の チ ャ ン バ ーに ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜及び

金 デ ィ ス ク電極 を設 置 し，膜 に捕捉 さ れ た標 識 HRP の 活

性 を指 標 と して テ ス トス テ ロ ン の 定量 検 出 を行 っ た．測定

条件 と して ， 前節 まで に最適 化 した条件 を採用 した．抗 テ

ス トス テ ロ ン 抗 体固 定化 ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜 を所定濃度 の

テ ス トス テ ロ ン 及 び 1pg ／mL 　IIRP 標識テ ス トス テ ロ ン の

混合溶液 に浸漬 し競合反応 させ た．膜 をチ ャ ンバ ー
に 設置

し，ア ン ペ ロ メ トリ
ーを用い て 標識 IIRP の 酵素活性を検

出した．Fig．6A に，得 られ た典型的なア ン ペ ロ グ ラ ム を

示す．電位を 50　mV にス テ ッ プす る と容量電流 に起因す

る 大 き な ス パ イ ク状 の 電 流 応 答 が 観 測 さ れ た．そ の 後 ，

徐 々 に 減少 し 20〜30 秒後 に ほ ぼ 定常 電 流 に 到 達 した ．

Fig．6A の ア ン ペ ロ グ ラ ム i，　 ii及 び iiiは，そ れ ぞ れ テ ス

トス テ ロ ン 濃度 が O，2．0 及 び 20　ng ／mL の 場 合 に得 られ

た．電流応答は ， テ ス トス テ ロ ン 濃度の 増 加 に伴 っ て 減 少

して い る．こ れ は，テ ス トス テ ロ ン とそ の 標識体の 間で の

競合 反 応で ある た め ，テ ス トス テ ロ ン 濃度 の 増 加 に伴い 膜

に 固 定化 され た 抗体 に捕捉され る HRP 標 識体の 量 が 減 少

した こ とに 起因 す る．また，電 位印加後，数秒 の レ ベ ル に

お い て テ ス トス テ ロ ン 濃 度 に 対 す る十 分 な 電 流 応 答 の 差 が

観測 され て い る．しか し，こ こで は 測 定に お け る再現性 を

重要視 し 120〜190 秒 で 得 られ た 電 流 応 答 を シ グ ナ ル と し

た．Fig．6B に，テ ス トス テ ロ ン 濃 度 に 対 す る電 流 シ グナ

ル の プ ロ ッ トを示 す．この 際，各テ ス トス テ ロ ン 濃度 にお

い て 得 られ た還 元 電 流 応答を コ ン トロ ー
ル 電 流 （テ ス トス

テ ロ ン 濃 度 ゼ ロ に お い て 得 られ た 電 流 量 ） で 規格化 して い

る．0．5〜20　ngfml ．の 濃度範囲に お い て ，電流応答 とテ

ス トス テ ロ ン濃度の 対数 との 問に は 比 例関係が あっ た，ま

た，こ の 検 量線 を得 る た め に 各テ ス トス テ ロ ン 濃度に お い

て 4 回計測 を行 っ て お り，標準偏差 は 0．06 で あ っ た，更

に ，マ イ ク ロ タ イ タ
ープ レ

ー
トを用 い た テ ス トス テ ロ ン の

比 色 検 出 を 行 っ た．lng ／mL 以 上 の テ ス トス テ ロ ン 濃度

に お い て 吸光強度 の 減少が観測され た た め，こ の 抗体 を用

い た 比 色検出法 の 検出感度は lng 〆mL 以 上 で あ る．ニ ト

ロ セ ル ロ ー
ス 膜 に 捕捉 さ れ た標識 HRP の 酵素活性 を 電気

化学的に検出す る本手法は ， 通常 の ウ ェ ル プ レ
ー

トを利用

した ELISA と比 較 し て 1 け た 高 い 低 濃 度域 を カ バ ーして

お り ，
1 け た 高い 検 出感 度 が 得 られ た．ま た ， ア ン ペ ロ メ

トリ ッ クな計測 に よ り，膜 に 固 定化 され た抗体 に捕捉 され

た測 定 対 象 物 質 を迅 速 に検 出 で きる こ とが分 か っ た．ニ ト
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ロ セ ル ロ ース 膜 は
， キ ャ ピ ラ リ

ー
現象 に よ る 溶液の 浸 透 性

を利 用 して イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

へ と展開 さ れ て い

る．今後，複数の 微小電極を配置した電極 デ バ イ ス と イム

ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを積極 的 に 融合 し，ワ ン ス テ ッ プ操

作 で 迅速，多項 目同時及 び定量的に分析対象物質を検出可

能 な電 気化学 デ バ イ ス を 目指 して 研 究を進展 させ る こ とを

予定して い る ．

4 結 言

　膜 に 捕捉 さ れ た 標
．
識 IIRP の 活 性 を 電 気化学的 に 計測

し，テ ス トス テ ロ ン の 定量検出を行 っ た．最初に，各種ニ

トロ セ ル ロ ース 膜の 抗体固 定化能に つ い て ，抗体ス ポ ッ ト

法 を用 い て ，化学発光 に よ り評価 した と こ ろ
，

Bio −Rad 製

の 固定化能が 最 も高か っ た，次 に ， ア ン ペ ロ メ トリ
ー

にお

け る 各種 条件 の
．
最 適 化 を 行 い ，抗体 固 定化溶液 を 100

ng ／mL 　BSA 含有抗体固定化 用 の PBS と し ，　 HRP 標識 テ

ス 1・ス テ ロ ン 濃度 を 1 μg／mL と し，電 気化学計測用溶液

を ク エ ン酸緩衝液 （plI4，5）と した 場合 に最 も大 きな電流

応答 を得 られ る こ とが分 か っ た，最後 に ，
こ の 最 適条件 下

で ，電気化学測定用 チ ャ ン バ ーに膜 及 び 金デ ィ ス ク電極 を

設置 し，捕捉 され た標 識 IIRP の 酵 素活性 を指標 と して ア

ン ペ ロ メ トリ ッ ク に テ ス トス テ ロ ン の 定量検出を行 っ た．

そ の 結果，0．5 〜　20　ng ／mL の 濃度範囲 にお い て直線 関 係

が 得 られ ，高感度 な検 出が 可 能 で あ っ た．こ れ は，通 常 の

ウ ェ ル プ レ
ー

トを用 い た 発色法 と比 較 して 1 けた 高 い 感

度 で あ っ た．

　 今 回，ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜 を利用 する 方法が 成 功 した こ

とで ， 今後 イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よる ワ ン ス テ ッ プ

検 出へ の 展 開が期待 で きる．また，電気化学 的 な標 識

HRP の 酵 素 活 性計 測 シ ス テ ム を用 い る と高感 度 な 定量 分

析が 可 能 で あ る こ とか ら，今後，電 極 と イ ム ノ ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーを融合 させ ，更 に小型，迅速 な定量 シ ス テ ム を 目

指 して 研 究 を行 う予 定 で あ る．
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　Aquantitative　elcctrochemical 　detection　of 　tcstosterone 　was 　perfbrlncd　using 　a　nitrocellulose

meInbrane 　as 　a　support 　fbr　antibodies ．　 Tes〔os 〔eronc 　competitively 　reactcd 　with 　horscradish
peroxidase（HRP ）

−labeled　testosterone ，　and 　was 　captured 　with 　an 　anti −testosteronc 　antibody

immobilized　on 　thc 　membrane ．　 Tlle　activit ア of 　tlle　labeled　HRP 　was 　elcctrocllemicall ｝
・ estimat −

ed 　with 　a　gold−disk　elcctrode （diameter，300 　FLIII）by　detecting　the 　oxidized 　form 　of 　fer−
rocenemethanol （FcOH ），which 　was 　produced　by　the 　HRP −catalyzcd 　oxidation 　of 　FcOH 　with
H20 ？．　 The 　clectrochemical 　detection　chalnber 　was 魚 bricatcd　in　order 　to　IIlaintain 　a 　constant

distance　betwccn　the 　electrode 　and 　the 　membrane 　surface ．　 Wc 叩 timizcd 　some 　factors，　espe −
ciall ヌ nitroccllulosc 　meInbrancs 　and 〔he　collccntration 　of 　bovine 　serum 　albumin （BSA ）arld
HRP −1・b・1・d　t・・t・ ・t… n ・ f・・ the 　elect … h・ mi ・・1 ・naly ・i・ ・fl　t・・t・・t… n ・ ・唖th ・ high ・eli・bilitア．
TestosteroIle　was 　dctected 　bア acompetitive 　amperometric 　measuremcnt 　under 　the 　optimizcd

coIlditions ．　As　a 　result ，　the 　current 　response 　decreascd 輌 th 　incrcasing　tcstosteronc 　conceIltra −
tion，　and 　a 　linear　currcnt 　response 　was 　observcd 　in　the 　rangc 　of 　O．5〜20　ng ／mL 　on 　a 　semi −log
graph，　 This　mcthod 　proVides　high　sensitiVity 　by　onc 　ordcll　of 　magllitudc ，　colnpared 　with 　the
COnVentiOnal 　Well 　platC　aSSay ．
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