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報　 　文

メ チル パ ラチオン 計測の た めの 表面プラズ モ ン 共鳴

イ ム ノ セ ン サ ー の 開発
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　表面プラ ズ モ ン 共鳴現象 （SPR ）を利用 したオ ン サイ トで 簡便 に 残留農薬を計測で きる フ ロ
ー

型イ ム ノ セ

ン サ
ー

の 開 発を 目的 とし，メ チ ル パ ラ チ オ ン （MP ） の 間接競合イ ム ノ ア ッ セ イ法 を確立 した．牛血 清 ア ル

ブ ミ ン （BSA ） に MP を化 学 結 合 した MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トを SPR セ ン サ
ー

チ ッ プ 上 に物 理 吸 着 に よ っ

て 固 定 化 し，こ れ を フ ロ ーシス テ ム に 組 み 込 み，MP に対 す る 応 答 性 を検討 した ．　 SPR セ ン サ ーチ ッ プ は ，

50　ppm 　MP −BSA コ ン ジ ュ ゲート溶液 をセ ン サ ーチ ッ プ へ 導人 し，続 い て 10　mg ／mL 　BSA 溶液 を導入 し ， 非

特異吸着を防 ぐた め に 未修飾 の チ ッ プ 表面 をブ ロ ッ キ ン グ して 作製 した，MP −BSA コ ン ジ ュ ゲートの セ ン サ

ー
チ ッ プへ の 固定化密度を，飽和吸着量 の 約 20％ と して 作製した セ ンサ ーチ ッ プ を用 い て ，間接競合法 に

より60　ppm 抗 MP 抗体 を含む MP 溶液 （1〜5000　ppb＞ を SPR セ ン サ
ーに 導入 し，　 SPR セ ンサ

ー
の 共鳴角

度変化 を測定 し た．本法 に よ る MP の 検出限界は，　 MP 濃度 ゼ ロ に おけ る 角度変化 の 85％ に おけ る MP 濃

度 とす る と，10ppb で あ っ た．また，ペ プ シ ン を含 む pH 　2　HCI −glycine溶液をセ ン サ
ー

チ ッ プ に導入す る

こ と に よ っ て ，セ ン サーチ ッ プ 上 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ート と結 合 した 抗 MP 抗体 を解離 させ る こ と が で

き，ユ枚の セ ン サーチ ッ プ を用 い て 少 な くと も 20 回繰 り返 し測定 が 可能 で あ る こ と が 分 か っ た．

1 緒 言

　近年，ダイオ キ シ ン 類 や 人工 低分子有機物 に よ る 環境汚

染が我 々 の 生 活環境 の 脅威 とな っ て い る脳 ）．安心
・
安全

の 社会を構築す る た め に は ，生 活環境 の 安全性 を確認す る

た め の 迅 速 ・簡便 で ， 高感度な 分析 ・計測法 の 開発 が 求 め

られ て い る．特 に，食 品中に残留す る 農薬 は，我 々 の 健康

に直接 的 な 影 響 を も た らす の で，迅 速 で 高 感 度 な 測 定 法 が

要求 さ れ て い る．現在，高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLG ）
6）7〕

や ガス ク ロ マ トグ ラ フ／質量 分 析法 （GC ／MS ）
8〕〜12＞

に よ る
一

斉分析法 が有効 な 方法 と考 え られ て い る ．こ れ ら

の 方法は，高感度 で はある が，試料 の 前処理や ク リ
ー

ン ア

ッ プ な ど が 必 要 で あ る ．一
方，酵素免疫測定法 （ELISA

法）
ls ）
”16 〕

に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ法な どが 簡便 な 分析法 と

考え られ るが，測 定 に長時間 要す る こ とが あ り，着色試料

に つ い て は 前 処 理 が 必 要 な こ と も あ る ．し た が っ て ，

ELISA 法 に 代 わ る 迅速 で 簡便 な ，し か もオ ン サ イ 1・で の

使用 が可能な 小 型 の 簡易測定機器 の 開発 が 望 ま れ て い る．

　近年，ELISA 法 に 代 わ る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 と し て ，表
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面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴現象 （SPR ） を 利 用 す る ，
い わ ゆ る SPR

免疫測定法が 注 目 され て い る
17 ）
−21 〕．SPR 測定装置 は ， 分

子間 の 相互 作用 に伴 うセ ン サーチ ッ プ 上 の 屈折率 変化 を

SPR 測定装置 の 共鳴角度 の 変化 と し て 測定す る こ とが で

き る の で ，ELISA 法 で 必要 と さ れ る 標識 が 不要 で あ る た

め 簡便 で ， 分子 間の 相互作用を リ ア ル タ イム で 観測 で き

る，タ ン パ ク質問や タ ン パ ク質 と DNA な どの 分子間の み

な ら ず 抗 原 一抗 体 間 の 相 互 作 用 の 研 究 に 応 用 さ れ て い

る
22 〕
〜25）．現在市販 さ れ て い る ELISA 法に残留農薬簡易測

定 キ ッ トに よ る ア ッ セ イ に要 す る 時間 は 90 分 で あ り，そ

れ に 対 し SPR に お ける ア ッ セ イ に 要す る 時間 は 18 分 で あ

る こ とが報告 され て い る
27）．こ れ よ りSPR 法が迅速 で あ

る と言え る が ，更 な る 迅速 さ，簡便 さ が 求 め られ て い る ．

SPR 測定装置 を用 い て イム ノ ァ ッ セ イ 法 を行 う方法 と し

て は，サ ン ン ドイ ッ チ 法
E2 ｝2S ）te直接法

2糊
あ る い は 間接競

合 法
21 ）2s ）

が あ る．前 二 者 の 方 法 は，分 子 量 が 大 き い 物 質 に

対 し て は 適加 が 容易 で あ る が，低分子 量 の 物質に 対 し て

は，抗 原 一
抗体反応 に伴 うセ ン サーチ ッ プ上 の 屈 折 率変化

が 小 さい の で ，目的物質 に 対す る 感度 が 十分 で は な い 場合

が 多 い ．した が っ て ，本報 の よ うに，測定対象物質が 農薬

の よ うな低分子化合物 で あ る 場合，高感度 に検 出す る た

め に は
， 抗 原

一
抗体反応 に よ り大きな 屈折率変化を引き起

こ す こ とが で きる ， 間 接競合法の 適用 が 有効 で ある と考え
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Fig・l　 Flow　system 　with 　SPR 　sensor

（a ）Flow　system ；（b）Flow 　cell
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　glass

られ る
21）2s ）．す な わ ち ， 間接競合法で は ， 測定対象物質の

コ ン ジ ュ ゲートをセ ン サ ーチ ッ プ 上 に 固定化 し，そ こ に
一

定濃 度 の 抗 体 を 含 む測定対象物質 （抗原） の 溶液 を導入す

る ．抗体が セ ン サーチ ッ プ上 の コ ン ジ ュ ゲ
ートと同

一
溶液

内に あ る 抗原 との 問で 競合的 に免疫反応を起 こ し，結果的

に セ ン サ
ー

チ ッ プ上 の コ ン ジ ュ ゲ
ー

トに分子量 の 大きな抗

体 が 結合す る こ とに よ っ て 変化す る SPR 信号 を測定す る

もの で あ る．

　本研 究 は ，
メ チ ル パ ラ チ オ ン を測 定対象 と して，こ れ を

間接競合法 に基 づ い て 高感度 に測定す る た め の SPR イ ム

ノ セ ン サ ー
測定法の 開発 を 目的 と して い る ．メ チ ル パ ラ チ

オ ン は 有機 リ ン 系殺虫剤 の ひ とつ で あ り，強力な殺虫剤 と

して 使用されて い た が，強い 急性毒性 をもつ と して，現在

日本 で は 農薬 と して の 使用 が 禁止 され て い る ．しか し，海

外 か らの 野 菜 な どの 日本へ の 輸入 は 増加 して お り， 輸入 さ

れ た 野 菜の 残留農薬 も問題 と な っ て い る．メ チ ル パ ラ チ オ

ン の 日本 で の 検 出 規 定 値 は 対 象試 料 に よ り異 な る が 0．05
〜5ppm で あ る，例 え ば，穀類

・豆 類 は 1，0　ppm ，一
般野

菜 は 1．O　ppm ，果実類 は 0，2　ppm ，肉類 は 0．05　ppm で あ

り
29 ），こ れ ら を計測可能で あ る 分析法 を 同指 し，構築す る

必要があ る．本報で は，メ チ ル パ ラ チ オ ン を測定対象 とし

て い る が，得 られ た 知見 は他 の 農薬 測 定 に も適用 が 可 能 で

あ る と考え られ る．

2 実 験

　2・1 試 薬

　水 は すべ て ADVANTEC 製純水製造装置 よ り精製 し た脱

イ オ ン水 を使用 した ．リ ン 酸水素 ニ ナ トリ ウ ム （無水），

リ ン酸 ニ カ リウ ム ，塩化ナ トリウ ム ，塩化 カ リ ウム ，硫酸

塩酸，30％ 過酸化水素，エ タ ノ
ー

ル ，メ タ ノ
ー

ル ，牛血

清ア ル ブ ミ ン （BSA ）及 び豚 胃由来ペ プ シ ン （酵素活性 ：

3400 　units ／mg ） は和 光純薬製 の も の を用 い た．グ リ シ ン

は BIO −RAD 　Laboratories の を 用 い た ．メ チ ル パ ラ チ オ

（MP ），合成され た MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

ト
so｝

及 び抗 MP

抗体 は 韓国慶尚大学農学部 の Chung 教授 よ り提供 された

もの を用 い た．

　 2・2　溶液 の 調製

　0．1M リ ン 酸緩 衝 液 （pH 　7，4） は 0．20　g　KH2PO4 ，1．14g

Na2HPO 、，8．O　g　NaCl 及 び 0．20　g　KCI を lL の 脱イ オ ン水

に 溶解 して 調 製 し，オ ートク レ
ープ で 滅 菌 し た．O．1M リ

ン 酸緩衝液 を用 い て ，種 々 の 濃 度 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ

ー
ト溶液 （50，110，180 ，260，350 ，450ppm ）及 び

種 々 の 濃度 の BSA 溶液 （10 ，5  ，100 ，200，300 ，400 ，

600ppln ） を 調製 し た．　 MP 溶液 は
，

100 　ppm 　MP メ タ ノ

ー
ル 溶液 をメ タ ノ

ー
ル で 10　PPM に 希釈 し，こ の 溶液 を

0，1M リ ン 酸 緩 衝 液 で 希釈 し，所定 濃 度 の MP 溶 液 （1〜

150ppb ）を調製 した．　 pH 　2　HCLglycine 溶液は ，　 glycinc

O．75g を脱 イ オ ン 水 に 溶解 し，0．IMHCI で pH 　2 に調節

し，．50　mL に メ ス ア ッ プ して 調製 した．

　 2・3　SPR セ ン サ
ー

測定シス テ ム

　 SPR セ ン サ ーは メ ビ ウ ス ア ドバ ン テ ク ノ ロ ジ ー製 の

DUAL 　SPR 　DSPR −200差 動式小型 SPR セ ン サ ーを用 い

た
Sl 〕．　 SPR セ ン サーに よ る測定 の ため の フ ロ ーシ ス テ ム を

Fig．1 （a）に示す，シ ス テ ム は ，　 SPR セ ン サ ー，フ ロ ー

セ ル ，ポ ン プ （参照側 は Garvo　3000x ，試料側 は JAsco
PU −1580　HPLG 用 ポ ン プ）及び イ ン ジ ェ ク タ

ー
（Rheodyne ，

7125，ル
ープ容積 は 100 μL） よ り構成 し た．SPR セ ン サ

ー
の 信号 は参照側 と試料側 の 共鳴角度 の 差 として 計測 し

た．フ ロ ーセ ル は ア ク リル 製で ，二 つ の 流 路 （幅 3mm ×

長 さ 8mm ） を持 つ 厚 さ 0．5　mm の シ リ コ ン シートを カ バ

ーガ ラ ス 上 の 45　nm の 金 を蒸着し て あ る 金薄膜 （セ ン サ

ーチ ッ プ） に挟 む よ うに して 組 み 立 て た iFig．1 （b）｝．

セ ン サ
ーチ ッ プ （16mmx ユ6mmxO ．15 皿 m ） は エ リオ

テ ッ ク 製 で あ る．組 み 立 て た フ ロ ー
セ ル を SPR セ ン サ

ー

の プ リズ ム 上 に 固 定 し た．こ の 際，屈折率 1 ．5616 の マ ッ

チ ン グオイル をセ ン サ
ー

チ ッ プの カ バ
ー

ガ ラス 背面 とプ リ

ズ ム の 問 に 塗 り，セ ン サ
ー

チ ッ プ と プ リズ ム を 密 着 さ せ

た．すべ て の 測定は 25 ± 1℃ の 空気恒温槽中で行っ た．

　2・4　金 薄 膜 の洗 浄

　セ ン サ
ー

チ ッ プ は ピ ラ ン ハ 溶液 （30％ 過酸化水素水 ：

濃硫酸 ＝1 ：3） に ユ0 分間浸漬後，純水及 び 工 タ ノ
ー

ル で

3 回洗浄 し ，窒素 ガ ス に よ り金表面 に 残 る 水分 を 乾燥 さ せ

た。乾燥後，セ ン サ
ー

チ ッ プを速や か に SPR セ ン サ
ー

の

フ ロ ーセ ル に セ ッ トし た．
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（1）● ： BSA ，　Injected　sample ： 50，　l　lO，180，260，350，
450　ppm ； （2）口 ； MP −BSA 。　Injected　sample ： 50，　llO，
180 ，260 ，S50 ，450 　ppm ； Carrier 　solution 　and ±low

rate ： pH 　7．4　PBS ，20　pL／min

　2・5　セ ン サーチ ッ プへ の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートの 固

定化 の 検討

　0．1M リ ン酸緩衝液 （pH 　7．4） を流 量 20 μL／mjn で 送液

しながら，イ ン ジ ェ ク タ
ー

か ら 100 μL の MP −BSA コ ン ジ

ュ ゲ
ー

ト溶液 （50，llO，180 ，260，350 ，450ppm ） を

注入 した ．セ ン サ ーチ ッ プ 表面 へ の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ

ートの 物 理 吸 着 に伴 うSPR セ ン サ ーの 共鳴角度 の 変化 を

測定 した．こ の 場合 ，同
一

の セ ン サーチ ッ プ を用 い ，低 い

濃度 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ート溶液か ら順 に遂次的 に 注

入 し て SPR セ ン サ
ー

の 信号 を 測定 し た．　 MP −BSA コ ン ジ

ュ ゲ
ートの セ ン サ

ー
チ ッ プ へ の 固定化 状 態 を評仙す る た め

に ， 十分な試料 が あ る BSA を MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トの

代替 として用 い
， BSA の セ ン サ

ー
チ ッ プへ の 吸着平衡 を

検討 した ．MP −BSA コ ン ジ ュ ゲートの 固 定化 の 場 合 と 同様

に，同
一

の セ ン サ ーチ ッ プ を用 い る場 合 に つ い て検討 し

た．MP −BSA コ ン ジ ュ ゲート溶液 と同 様 の 濃度で 行 っ た．

　2・6SPR セ ン サ
ーに よ る メ チ ル パ ラチ オン 免疫測定

　0，lM リ ン酸緩衝液 （pH　7，4） を 20　vL／min の 流量 で 送

液 しな が ら，50ppnl　MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

ト溶液 100μ正

をイ ン ジ ェ ク タ
ー

か ら注入 し，セ ン サ
ー

チ ッ プ 表面 に MP −

BSA コ ン ジ ュ ゲ ートを 物理 吸 着 に よ り固 定化 した．続 い

て ，10mg ／mL 　BSA 溶液 100 μL を注入 し ，
セ ン サ ーチ ッ

プ の 未修飾部分 を BSA に よ りブ ロ ッ キ ン グ を した．プ ロ

ッ キ ン グ に よ る SPR セ ン サ
ー

の 共鳴角度 が ほ ぼ
一

定 に な

る まで BSA 溶液の 注 入 を数 回 繰 り返 し た．最 後 に ， あ ら

か じめ 調製 しイ ン キ ュ ベ ート して お い た 60ppm 抗 MP 抗

体 と種 々 の 濃 度 の MP 溶 液 を混 合 して お い た 試 料 溶 液 100

pL を イ ン ジ ェ ク ターか ら注入 した ．試料溶液中 の 抗 MP

抗体 が セ ン サ
ーチ ッ プ、上 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ

ートに 結

合す る こ と に 伴う SPR セ ン サ ー
の 共鳴角度変化 を測定 し，

試料 中の MP 濃度 と SPR セ ン サーの 共鳴角度 の 変化 の 関

係 か ら検 量 線を作成 した ．測定後，lppm ペ プ シ ン を含

む pH 　2　HCl −glycine溶液 100 μL を注 入 し，セ ン サ ーチ ッ

プ上 の 抗 MP 抗体を解離させ ，セ ン サ ーチ ッ プ の 再 生 を行

っ た．

　2・7　マ トリッ クス の 影響 の 検討

　本法を野 菜 な ど の 食品中 の MP 測定 に 適用 す る た め に
，

試料 の マ トリ ッ ク ス の影響 を検討 し た．マ トリ ッ ク ス と し

て は 市販 の キ ャ ベ ツ を用 い た．キ ャ ベ ツ を は さ み で 約 5

mm × 5mm に切 り刻 み，乳鉢 で ペ ー
ス ト状 に し た．ペ ー

ス ト状 に した 試料 5g を 遠 心 管 に は か り取 り，メ タ ノー
ル

25mL を 加え SO 分問振 と う抽 出 し た．そ の 後，脱脂綿 を

詰 めた シ リ ン ジ に 抽 出 した 溶液 を 5mL 注 ぎ込 み ，120

ppm 抗 MP 抗体 に 同体積 の 0、lM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7，4）

及 び 同体積 の キ ャ ベ ッ 抽出液を加 えた 2 種類 の 混合溶液

を ， MP コ ン ジ ュ ゲートを固 定化 した セ ン サーチ ッ プ に 導

入 し，そ れ ぞ れ の 場合 の SPR 角度変化 を測 定 し た．ま た，

150ppb の MP 溶液 に抗 MP 抗体 を含 む キ ャ ベ ッ 抽 出 液 を

加えた 試料 に つ い て 同様 の 操作 を行 っ た．

3　結果及 び 考察

　 3・1MP −BSA コ ン ジ ュ ゲートの セ ン サ ーチ ッ プへ の 固

定 化

　本法 に よ る 間接競合免疫測定法 に お い て は，MP −BSA コ

ン ジ ュ ゲ
ー

トを固定化 した セ ン サ
ーチ ッ プ を 用い る 方法 を

採用 し て い る．し た が っ て ，セ ン サ
ー

チ ッ プ上 の MP −BSA

コ ン ジ ュ ゲ
ー

トの 固 定化状態 は，抗 MP 抗体 との 免疫反応

の 反応性 に 大 きな影響 を与 え る と考 えられ る ．そ こ で ，

BSA 溶 液 と MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ート溶液 の 2 つ の 溶 液 で

BSA の 吸 着状 態 を調べ た．1 枚 の セ ン サーチ ッ プ に逐 次 的

に 異 な る 濃度 の BSA 溶 液及 び MP −BSA コ ン ジ ュ ゲート溶

液 を 注入 した 場合，セ ン サ ー
チ ッ プ 上 の BSA 及 び MP −

BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トの 吸着 に伴 う SPR セ ン サ
ー

の 共鳴角

度の 変化 を そ れ ぞ れ Fig．2 （1） 及 び （2） に 示す．い ずれ

の 場合も ， 濃度の 増加 とともに共鳴角度が 増加 し て い る こ

とが 分か る．・
般 に ， 金薄膜表面 へ の タ ン パ ク質 の 物理吸

着は 比 較 的 強 く，ラ ン グ ミ ュ ア 型 の 吸 着 等温 式 に従 うこ と

が知られ て い る．例 えば，濃度 ［BSA ］の BSA 溶液が セ ン

サ ーチ ッ プ表 面で 吸 着平衡 に あ り，BSA の 吸 蒲定数 を κ
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

708 BUNSEKI 　 KAGAKU VQI，　56　　（2007）

0

O

00
　
　
80

　
　
60
　
　
40

　
　
20

　
　
0

　

ユ

（

O
 

崩
O
つ丶
Σ
ユ）

Φ

司

＼
［
O

掻
bO
穿

冒
OO

＜
の

ロコー
』
≧一
．［

＜
の

自コ］

［BSA ］，［MP −BSA 　cQ巾 gate］〆ppm
100　　　　　200　　　　300　　　　400　　　　500

2 4 6

［BSA ］，　［MP −BSA 　conjugate ］　／　p　M8

Fig ．3　Relationships 　between ［BSA ］and ［BSA ］／△θ

and 　between ［MP −BSA ］and ［MP −BSA ］／△θ　for　verifica −

tion　of 　Langmuir 　adsorption 　isotherm

とす る と ， BSA の 吸 着に伴 うS？R セ ン サ ーの 共鳴角度変

化 △θ は 式（1 ）で 与え られ る
21〕．

［BSA ］／△θ≡
［BSA ］／△θ。、ax ＋ 1／△θr、ax 　K （1）

　 こ こ で
，

△θm 。．
は BSA が セ ン サ

ー
チ ッ プ 上 に 飽和吸着 し

て い る ときの 共鳴角度変化 で あ る．BSA 及 び MP −BSA コ

ン ジ ュ ゲートの セ ン サ ーチ ッ プへ の 吸 着 が ラ ン グ ミュ ア 型

の 吸着等温式に従 うな ら ば ， Fig．2 で 得 られ た データ を用

い て，［BSA ］／△θ を ［BSA ］に対 して プ ロ ッ トす れ ば，傾

きが 1／△θ＿ で ，ッ切片が 1／（△θ＿ K ＞の 直線 が 得 られ る．

実際，Fig．3 の よ うに ，［BSA ］／△θ と ［BSA ］の 間 に 良好

な直線関係が得 られ，本系 に 対 して ラ ン グ ミ ュ ア型等温吸

着式が 成 立 す る こ とが 分 か る ．得 ら れ た 直線の 切片 と傾 き

か ら ， △θ＿ 及 び K に 対 し て そ れ ぞ れ BSA で は △θ＿

≡

0．10
°
，K ＝3，8　x　lO5　M

−1
及 び MP −BSA コ ン ジュ ゲ ートで

は △θ．．　
＝

　O．095
°
及び K ＝5，0 × 10

’
M
−1

が 得 られ た．こ の

こ と よ り，MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートの セ ン サーチ ッ プ へ の

吸着定数 や 飽和吸着密度 は BSA の そ れ ら とほ ぼ 同 じで あ

る と言 え る．BIACORE 社 の SPR 装置 の 仕様 に よ れば，

0．1
°
の 共鳴角度変化 はタ ン パ ク 質の 吸着密度が lng ／m 皿

2

に対応す る の で ，例 えば，MP −BSA コ ン ジ ユ ゲートが 飽和

吸着す る 場合 は MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートが 0．95　ng ／m 皿

2

の 密度 で ，す な わ ち 1．4 × 10
’i4

　mol ／mm2 の 密度 で 吸着す

る もの と推 測 さ れ る．BSA の 分 子 量 67　kDa と，一般 的 な

タ ン パ ク 質 の 密度
321

（L4 　g／cmS ） か ら，　BSA 　1 分子 の 体

積 を算 出す る と 7．8 × IO
‘2°

　cmS で あ り，球形 と仮定す る

と半径 は 2．7 × 10
−6mm

と推定 さ れ る．こ の BSA が セ ン

サ
ー

チ ッ プ に 単分子吸着 した場合 の 1mm2 当た りの 密度

を算出す る と 7．4 × 10
”14

皿 ol ／mm2 と な る．し た が っ て，

SPR セ ン サーの 共鳴角度か ら推定 した 1．4 × 10
−14mol

／mm2

とほ ぼ オーダー的 に は
一

致 して い る．現 実 的 に は BSA の

等電 点 が 4．g で あ る こ と と ， 溶 液 の pH が 7．4 で あ る こ と

を 考慮す る と，BSA は負に荷電 し て お り，分子間 の 静電

的 な反発 な どが考え られ るの で，分子径か ら算出 した最密

充填状態 で の 吸着密度 よ り小 さ くな る の は 合理 的で ある ．

実際，大島らは水晶振動子 マ イ ク ロ バ ラ ン ス （QCM ）法

で の 測 定 に よ り，分子量 146kDa の タ ン パ ク 質 に おい て

1 × 10
−14

　molfmm
？

の 密度で 吸着 し て い る こ どを報告 して

い る
s8 ）．　 BSA 分子量が大島らが 用 い た タ ン パ ク 質 よ り小 さ

い こ とを考慮す る と，1，4 × 10
−14

皿 ol ／mm2 の BSA の 吸着

密度 は合 理 的 な値 と言 え る．セ ン サーチ ッ プ上 に 固定化 さ

れ た MP −BSA コ ン ジ ュ ゲートが密で あ る場合 に は，抗 MP

抗体 ¢）結合 に 対 して 立体障害 に よ り抗 MP 抗体 との 反応 性

が低下す る もの と考えられ る．MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トの

限 られ た 試料 の た め に ，MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トの 固定化

密度 に対す る抗 MP 抗体 の 反 応 性 に 関 す る実験的検討 は行

っ て い な い が ， 本報 で は セ ン サ ーチ ッ プ 上 の MP −BSA コ

ン ジ ュ ゲート間 に十分 な 空 間 を保 つ た め に，MP −BSA コ ン

ジ ュ ゲ ートの セ ン サーチ ッ プ上 で の 固 定化量 が飽 和 吸 着量

の 約 20％ に な る よ うに 50ppm の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ー

ト溶液 を注入 し た．

　 3・2 　繰 り返 し測定 の 検討

　MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トを固定化 した セ ン サ
ー

チ ッ プが

繰 り返 し測 定 に使用 で きれ ば ，
セ ン サ ーチ ッ プ ご と の ば ら

？ きを考慮す る こ と もな く，繰 り返 し再 現性の み な らず コ

ス トの 面 に お い て も有利で あ る．そ こ で ，セ ン サーチ ッ プ

の 再生 法 に つ い て 検討 した．す な わ ち，イ ム ノ ア ッ セ イを

行 っ た後 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ートに 結合 して い る 抗 MP

抗体 を解離す る 方法 に つ い て 検討 した．Fig．4 に 再生 で き

な か っ た場合 の セ ン サ
ー

グ ラ ム を示 して い る．洗浄 した セ

ン サ ーチ ッ プを取 り付けた SPR セ ン サ ーに MP −BSA コ ン

ジ ュ ゲート溶液 を導入 す る と，MP −BSA コ ン ジ ュ ゲートの

セ ンサ ーチ ッ プ表面 へ の 吸着 に伴 っ て 共鳴角度 が 増加 して

い る IFig．4 （a）｝．次 に 抗 MP 抗体溶液 を導入 す る と，

セ ン サ
ーチ ッ プ 上 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ

ー
トとの 結合 に

伴 っ て 共鳴角度が増加 して い る ｛Fig．4 （c＞1．三 浦 らは
29＞，

セ ンサ ーチ ッ プ 上 で 生 成 し た 抗原
一
抗体複合体 の 解離 にペ

プ シ ン を含 む HCI −glycine溶液 を用 い て い る の で ， 本系 に

もこ の 溶液を適用 した．そ の 結果 ， Fig．4 （d＞ に 示す よ

うに，こ の 溶 液 が セ ン サー表 面 を 通 過 す る 際 に，い わ ゆ る

バ ル ク効果 と言 わ れ る 注入 さ れ た 溶液の 屈折率 が キ ャ リヤ

ー
液 よ り低 い た め に 負の ピー

ク が 見 られ る が，HCl −glycine
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溶液が 通過 した 後 も共鳴角度 は注入す る 以 前 と同 じで あ

る．す なわ ち，共鳴角度 は MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ートを 固

定化 した と きに 示す共鳴角度 に戻 っ て い ない ．こ の
一．・

つ の

理 由 は ，MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートに 結合 し た 抗 MP 抗体 が

完全 に解離 して い な い こ とが 考え られ る．もう
一

つ の 理 由

と して ，MP −BSA コ ン ジ ュ ゲートの セ ン サーチ ッ プへ の 固
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Fig．4　 Regeneration 　of 　the 　sensor 　chip 　by　i可ecting

dissociation　solution

Inj　ected 　solution ： （a ）50　ppm 　MP −BSA 　co 増ugate ；（c ）

60ppm 　anti −MP 乱 ntibody ；（d）pH 　2　HCl −glアcine 　con −

taining 　 l　ppm 　 pepsin ； 1司 ected 　 volume ： 100 μL ；

Garrier　solution 　and 　flow　rate ： 1）H 　7，4　PBS ，20

uL／min

定化量 を前述 の ように飽和吸着量 の 約 20％ に し て い る た

め ，セ ン サ ーチ ッ プの 未修飾部分の 金 薄膜表面 に 抗 MP 抗

体 が 非特異的吸着 し，こ れ が ペ プ シ ン を含 む pH 　2　HCI −

glycine溶液で は 除去 で き な い た め と考 え ら れ る．そ こ で ，

MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トを固 定化 させ た 後 に ，
　 BSA で 金薄

膜表面の 未修飾部分をブ ロ ッ キ ン グす る こ と に した．す な

わ ち ，セ ン サーチ ッ プ 上 に MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートを 固

定化 した 後，10mg ／mL 　BSA 溶液 を セ ン サ ーチ ッ プ 上 に

導入 し た．そ の 際 の SPR セ ン サ ー
の 共鳴角度 の 変 化 を

Fig，5 （b） に 示す．　 BSA ブ ロ ッ キ ン グ に よ り約 o．1
°
の 共

鳴角度 の 増加 が見 られ，未修飾 部分 に BSA が吸着 して い

る こ と を示唆 し て い る ．そ の 後，60ppm 抗 MP 抗体 を含

む MP 試料 溶 液 を セ ン サ ーチ ッ プ に 導 入 し た と こ ろ

｛Fig．5 （c ）｝，約 o．048
°
の 角度上 昇 が あ り，こ れ は セ ン サ

ーチ ッ プ上 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートに抗 MP 抗 体 が 結 合

した こ と を示 して い る，更 にそ の 後，ペ プ シ ン を含 む pH

2HGI −glycine溶液 を導人 す る と，　 BSA で ブ ロ ッ キ ン グ し

た 後 の 共 鳴角 度 （0，1プ ） よ り もや や 低 下 し て い る

（0．12
°
）．こ の 理由 は，現段階で は 明確 で は な い が，セ ン

サ
ー

チ ッ プ上 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートと結合 し て い る

抗 MP 抗体が 解離 し た うえ に ， 更 に 比 較的濃度の 高 い

BSA 溶液 で ブ ロ ッ キ ン グ した 際 に多重 吸 着して い る BSA

が 脱離した の で は な い か と考え ら れ る．実際，次 の ス テ ッ

プ で ，更 に 抗 MP 抗体 と MP 溶液の 混合液 を セ ン サ ーチ ッ

プ に 導入す る こ とに よ り共鳴角度が増加 し，再 びペ プ シ ン
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Fig．5　Regeneration　of 　the　sensorchip 　by　inj　ection 　dissociation　solution

Injected　solution ： （a ）50　ppm 　MP −BSA 　cor 加gate； （b）10mg ／mL 　BSA
solution ； （c）60　ppnl　anti −MP 　antibody ； （d）pH 　2　HCI −glycine　solution 　con −
taining 　l　ppm 　pepsin ；（e1 ＞150　ppm 　MP 　soludon 　containing 　60　ppm 　anti −MP
antibody ； （e2 ）100　ppm 　MP 　solution 　containing 　60　ppm 　anti −MP 　antibody ；

（es）80　ppm 　MP 　solution 　containing 　60　ppm 　anti −MP 跚 tibody ；Inj　ected 　vol −

ume ： 100　pL ；Carrier　solution 　and 　flow　rate ： pH 　7．4　PBS ，20 μL／min
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Fig．6　Calibration　curve 　for　MP 　obtained 　by　competi −

tive　assa アmethod

Injected　sample ： MP （1，ユO，40，60，80，100，150，500，
1000，5000ppb ）solution 　 containing 　60　ppm 　anti −MP
antibody ；Carrier　solution 　and 　flow　raLe ： pH 　7．4　PBS ，
20　pL／min
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Fig．7　Calibration　curve 　for　MP 　obtained 　by　competi −

tive　assay 　method

（a ）60ppm 　 anti −MP 　antibody ； （b）pH 　2　HG1 −glycine
solution 　containing 　l　ppm 　pepsin；（c ）60　ppm 　anti

−MP
antibody 　in　cabbage 　extract ；（d）150　ppm 　MP 　solution

containing 　 60　ppm 　 anti −MP 　 antibod ア in　 cabbage

extract ；Injected　volume ： 100　pL ；Garrier　solution
and 　flosv　rate ： pH 　7．4　PBS ．20　pL／min

を含む pH 　2　HC レglycine溶液 を導入す る と，先 の 共鳴角度

に戻 っ て い る．こ の こ とは，ブ ロ ッ キ ン グ した BSA の 更

な る脱離 な し に抗 MP 抗体を解離 で きて い る こ とを示 して

い る．そ の 後，同操作 を 20 回 繰 り返 して も同 様 に ベ ース

ラ イ ン に戻 っ て くる こ と が 確認 で きた．こ の こ と よ り，1

枚の セ ン サ ーチ ッ プ で 繰 り返 し測定 が で き る こ とが 分か っ

た．セ ン サ ーチ ッ プ の 再 生 に つ い て ，他 に O．ユM 　HCI 溶液

や O．1MNaOH 溶液 な ど を 用 い て 試み た が，再 生 は で き

な か っ た．ペ プ シ ン は タ ン パ ク 質 の 分解酵素で あ る の で ，

セ ン サ
ー

チ ッ プ上 に 固 定化 して い る MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ

ートや ブ ロ ッ キ ン グ剤 の BSA の 脱離 も促進す る 可 能性 も

考え られ た が ，lppm 程度の ペ プ シ ン を再生溶液 と して

使用 して もそ の 後 固定 化 膜 の 活 性 は 落 ち て お らず，繰 り返

して 使用 で き，ペ プ シ ン に よ る影響 は ない こ とが 言 え る．

　 3 ・3　検量線 の 作成

　以 上 の よ うな 検討 に よ り ， Fig．5 に 示す実験条件 で ，

MP に対す る検量線 を作成 した．すなわ ち，　 MP −BSA コ ン

ジ ュ ゲートを セ ン サ ーチ ッ プ 上 に 固 定化 し ， 間接 競 合 法 に

よ る MP に対す る イ ム ノ ア ッ セ イ を行っ た．　 MP の 測定濃

度範囲 を 1〜5000ppb と し，60　ppm の 抗 MP 抗体を含む

試料 に 対 して SPR セ ン サ
ー

応答 を 調べ た．各試料 に 対す

る 測定 の 後 に ，ペ プ シ ン を含む pH 　2　HCLgl アcine 溶液 を注

入 す る こ と に よ っ て セ ン サーチ ッ プ を再 生 し，Mp 濃度 が

薄い 順 か ら測定を行 っ た．得 られ た検量線を Fig．6 に示

す．試料注入 に よ っ て 変化 した SPR セ ン サ
ー

の 共鳴角度

の 変化 と試料濃度の 問 に 間接競合法 で 見 られ る シ グ モ イ ド

型 の 検量線 の 関係 が 得 られ て い る．n ≡4 に お ける 相対標

準偏差 は 5〜44％ で あ っ た．相対標準偏差 （RSD ） は 大

きい もの の ，検量線 は 良好 な シ グモ イ ド型 の 検量線が 得 ら

れ て い る．検 量 線 よ り， MP 濃度が ゼ ロ の と きの 共 鳴角 度

の 85％ に お け る共鳴角度 を示す MP 濃度 を検出限 界濃度

とす る と，本法の 検出限 界濃度 は 10ppb で あ る．こ の 検

出下 限濃 度 は 同 じ抗 MP 抗 体 を 用 い た蛍 光 偏光免 疫 測 定法

で 得 られ た 値 と ほ ぼ 同程度 で あ る
9’　4）．また，GC ／MS を用

い た メ チ ル パ ラ チ オ ン の 測定検出限界濃度は lppb と報告

され て い る
ss 〕．　 GG ／MS に 比べ て 本 SPR 法 の 感度 は 劣 る が ，

食品中 の 残留 メ チ ル バ ラ チ オ ン の 規定値 で あ る 0．05〜5

ppm （対 象 物 質 に よ り異 な る ） は十 分 に 測 定 可 能 で あ る．

　3・4 　実サ ンプル の マ ト リ ッ クス の 影響

　実際 の 食品中の 残留農薬分析 に お い て ，そ の マ トリ ッ ク

ス か らの 影響 に つ い て 検討 し て お く必要がある ．そ こ で ，

上 述の 実験条件 と同様の 操作 で キ ャ ベ ツ から抽出 した溶液

に つ い て 免疫 測 定を行 っ た ．60ppm 抗 MP 抗体 の 0．ユM

リ ン酸緩衝液 及 び 60　ppm の 抗 MP 抗体を含むキ ャ ベ ッ 抽

出液 につ い て の セ ン サ ーグ ラ ム を Fig．7 （a）及 び Fig．7

（c），に 示す．両者 の 場合 の 試料注入 に伴 う角度変化 は い

ず れ も O．04
°
で あ り，キ ャ ベ ツ 抽 出 液 に よ るマ トリ ッ ク ス

の 影響 は ほ と ん ど な い と い うこ と が 分 か る ．ま た，60

ppm 抗 MP 抗体 を含む溶液 に 150　ppb の MP 溶液 を添加

した キ ャ ベ ツ 抽出液 につ い て の セ ン サ
ー

グ ラ ム を Fig，7
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（d ） に 示 す．こ の 場合 の 試料注 入 に 伴 う角度 変化 は

0．02g
°
で あ り，キ ャ ベ ツ 抽出液を含まな い 場合 の 角度変化 ，

すな わ ち ， Fig．6 の 検量線 の 値 （O．028
°
）とほ ぼ 同 じ角度

変化 で あ る．した が っ て ，キ ャ ベ ツ 抽出液 に 150ppb の

MP を 添加 した 試 料 に つ い て も，マ ト リ ッ ク ス の 影響 は ほ

とん ど無 い と言 え る．

4　結
ゴ「

　本論文 に お い て ，MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

ト固定化 した セ

ン サ ーチ ッ プ を用 い て ，間 接競合法 に よ る MP の SPR セ

ン サ ー免疫測定法を検討 し ，
．10ppb の 検出可 能濃度を持

つ MP の 測定法を確立す る こ とが で き た．セ ン サ ーチ ッ プ

上 に 固定 化 す る MP −BSA コ ン ジ ュ ゲートの 固 定 化 密 度 に

つ い て は，BSA の ラ ン グ ミ ュ ア 型 の 等温吸着式 の 解析 か

ら，飽和吸着密度の 約 20％ に なる よ うに した ．本報で は ，

固定化密度 と セ ン サ
ー

チ ッ プ 上 の MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ
ー

トと抗 MP 抗体 の 結合性 の 関係 に つ い て実験的な検証 は 行

っ て い な い が，今後十分 な検討 を 行い た い ．また，イ ム ノ

ア ッ セ イ後 に MP −BSA コ ン ジ ュ ゲ ートと 結 合 した抗 MP 抗

体 は ペ プ シ ン を含 む pH 　2　HCI −glycine溶液 に よ っ て 解離

させ る こ とが で き，1枚 の セ ン サ ーチ ッ プ を繰 り返 し測定

に 利用す る こ とが 可能 で あ っ た．また，実サ ン プ ル 由来の

マ トリ ッ ク ス か らの 影響 を検討 した と こ ろ ，マ トリッ クス

の 影響 は ほ とん どない こ とが 分 か っ た．

　 間接競合法を行 う上 で セ ン サーチ ッ プ へ の 抗 原 の 固 定化

法と して タ ン パ ク質 コ ン ジュ ゲートの 物理 吸 着を利用す る

方法が 簡単で あ り，コ ン ジ ュ ゲート溶液 の 濃度 を調節す る

こ と に よ り，セ ン サーチ ッ プへ の 固定化密度 を コ ン トロ ー

ル して ，抗原 一抗 体反応 の 際 の 立 体障害 の 影響 を 避 ける こ

とが で きる ．しか し，セ ン サ
ー

チ ッ プは測定の 度 に抗原固

定化 セ ン サ
ー

チ ッ プを調製す る の は不便 で あ り，実用化 に

当 た っ て もあ らか じめ 固 定化 さ れ た セ ン サ ーチ ッ プ を供 給

され る ほ うが 都合が よい ．セ ン サーチ ッ プの 長期保存 な ど

を考慮す る と，タ ン パ ク質を介 した 物理 吸着 で は タ ン パ ク
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 は く

質 の 変 性 や 金 薄 膜 か らの 剥 離 な ど の 負 の 要 因 が 挙 げ られ

る．そ れ に対 し， 抗原 を固定化 の た め に ア ル カ ン チ オー
ル

末端 の 硫黄 原 子 を介 し金 薄膜 との 共有結合 を さ せ ，自己 組

織単分子膜 を形 成 させ る 方法
21）は，化学結合 に よ る 強い 結

合 に よ り長期保存 の 可能性 が 考 えられ る ．SPR セ ン サ
ー

の 普及 と実 用化 に 向け て は，セ ン サ
ー

チ ッ プ の 安定性 と 活

性の 高 い 固 定化法 の 検討 が 必要 で あ る．

　本研 究 を行 うに 当た り，平成 17 年度 経済産 業省新 連携 体構 築

支援事業補助 金及 び（賄九 州 ・山口 地 域企業 育成基金 よ り研 究助 成

をい た だい た．こ こ に厚 く感謝 申 し上 げる．
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 A  surface  plasmon  resonance  (SPR) sensor  for the determination of  methyl  parathion (MP)
was  developed using  an  indirect competitive  immunoassay. A  sensor  chip  was  prepared  by
immobilizing a  MP-BSA  coajugate  on  a  gold  film on  the  sensor  chip,  foIIowed by blocking with
BSA  to prevent the  non-specific  adsorption  of  MP  and  an  anti-MP  antibody  onto  the  unmodified

surface  of  the  sensor  chip.  An  evaluation  of  the  adsorption  equilibrium  of  MP-BSA  onto  the

sensor  chip  by rneasuring  the  SPR  angle  shift  revealed  that the adsorption  equilibrium  was

expressed  by  a  Langmuir-type  adsorption  isotherm  equation.  The  adsorption  constant  and  the

adsorbed  amount  of  MP-BSA  onto  the sensor  chip  were  found to be 5,O × 105 M-i  and  O.95
ng/mm?,  respectively,  An  MP  solution  (1 "v 5000 ppb) containing  60 ppm  anti-MP  antibody  was

introduced into the SPR  sensor  chip,  and  then  the SPR  angle  shift was  measured.  The  detec-
tion  limit, defined as  the angle  shift  of85%  fbr the  blank, was  found to be 10 ppb. The  anti-MP  .
antibody  bound  to the  MP-BSA  coiijugate  on  the sensor  chip  was  able  to be dissociated by intro-
ducing an  HCI-glycine solution  (pH 2) into the  sensor  chip,  Duplicate  measurements  with a
single  sensor  chip  were  possible for at  Ieast 20 times,
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