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　We 　 developed　 sevcral 　 acoustic −wave 　 scnsors 　 fbr　 clinical 　 tests．　 Piezoelectric　quartz
crystals （AT −cut ，9MHz ） were 　 used 　 as　 a　 sensor 　 device． （1）Apiezoelcctric　 im−

munosensor 　fbr　microa 豆bumin 　with 　 an 　anti −human 　 albumin −immobilized　 crystal 　was 　suff1−

ciently 　sensitive 　to　monitor 　the　levels　of　microalbumin 　in　urine ．　 This　sensor 　does　not 　re −

quirc　 any 　 radioisotope − or 　enzyme −labclcd　antibody
，
　a 　second 　antibedy

，
　which 　is　esscntial

for　 ordinary 　immunoassay
，
1ike　 an 　 immunoradiometric　 assay 　 or 　 an 　 enzyme −linked　 im −

munosorbent 　assay ． （2）Latcx 　piezoelectric　immunoassay （LPEIA ）is　a　new 　immunoas −

say 　that　 requires 　no 　immobilization　of 　an 　antigen 　or　antibody 　on 　the　crystals ．　 LPEIA
was 　 used 　f（〕r　thc　detection　of 　the　C −rcactivc 　protein （GRP ），

　antistreptolysin 　O （ASO ）and

rheumatoid 　factor （RF ），　and 　is　su 伍 ciently 　sensitive 　f（）r　clinical　applications ．　（3）Human
collagcn 　Type 　I−immobilized　quartz　crystals 　 responded 　successfUlly 　to　the 　 adhcsion 　 of 　hu −

man 　platelets　onto 　the　crystals ．　 The　platelet　adhesion 　sensor 　can 　monitor 　the 　adhesion

of　platelets　without 　radioisotope 　labelling　or　a　dyc−staining 　mcthod ．　 These　sensors 　are

simplc 　in　operation 　and 　are 　 cost −effective ．

Keywords： acoustic 　 wave 　 sensor ； piezoelectric　 immunosensor ； latex　 piezoelcctric　 im−

　　　　　　　　munoassay ；piczoelectric　sensor 　fbr　platelet　adhesion ；clinical　tests．
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　 丁 目

1 緒 言

　近年，種 々 の 化学 セ ン サ
ーが 医療 の 分 野 ， 特に臨床検

査 の 分 野 で の 応 用 を 目指 して 開発 さ れ て き て い る
】〉
化学

セ ン サ ーは，二 つ の 部 分 か ら構 成 さ れ て い る．一
つ は 目

的 と す る 物質 の み を 認 識す る 部分 （認 識 部位）で あ り，

も う一
つ は 認識 し た と い う情報 を電気的 な 信号 な ど に 変
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換す る部位 （情報変換部位）で あ る，認識部位に 生体由

来 の 物質を用 い た セ ン サ ーは バ イオ セ ン サ ーと 呼ばれ て

い る ．認 識 部位 に 用 い る 生体由来 物質と して は t 酵 素，

抗体 ，
レ ク チ ン

，
ペ プチ ド， オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドな どか

ら細胞内器官 ， 微生物 ， 組織切片とい っ た もの まで 利用

さ れ て い る ．抗体や 抗原 を認 識部位 に 用 い て ，抗原抗体

反応 を利用 し た バ イオセ ン サ
ー

をイム ノ セ ン サ
ー

と呼 ん

で い る．こ れ らの 生体由来物質を認識部位 に 用 い る 理由

は ，そ れ ぞ れ の 分子 あ る い は 分子集合体 が，固有 の 反応

特異性 を持 っ て い る か らで あ る ，従 っ て ，パ イオセ ン

サ ーを用 い る と，理 想 的 に は 分析対象物 を他 の き ょ う雑

物か ら 分離す る こ と な く直接試料を分析す る こ と が で き

る，情報変換部位 に は，膜電位，電極電位，圧電性，光

学的特性 の 変化 な ど を検出 す る系が 利用 され て い る．

　圧 電性の 変化 を利用 した セ ン サ ーは，音響波 セ ン サ ー

（acoustic 　wave 　sensor ）と 呼 ば れ て い る．こ れ は 音波 の

伝 わ る方向に よ っ て 二 つ の タ イ ブに分 か れ る．一
っ はバ

ル ク 音 響 波 セ ン サ ー （bulk　acoustic 　wave 　 sensor ，略称 ：

BAW セ ン サ ー）で ，も う一つ は 表 面 音 響 波 セ ン サ ー

（surface 　 acoustic 　 wave 　 sensor ，略称 ： SAW セ ン サ ー）で

あ る
2）．BAW セ ン サ

ー
は

， 圧電素子 面 の 法線方向 へ 音

波 が 伝 わ る が
， そ の 面 に物質 が 吸 着 な ど す る と

， そ の 周

波数が変化 す る こ とを利用 し た セ ン サ
ー

で あ る．又，

SAW セ ン サ
ー

は ，音波 が 圧電素子表面上 を伝 わ る が，

そ の 表面へ の 物質の 吸 着 な ど に よ っ て
，

そ の 周波数 が 変

化する こ と を利用 した セ ン サ
ー

で あ る．

　BAW デ バ イス と して 水晶振動子 が あ る．　 Sauerbrey

は
3）

， 水晶振動子 の 表面 に 物質 が付着 し た と き，質量 変

化 △m と周波数変化 △F と の 間に 次の よ うな 関係式 を 導

い た．

△・一一瀚 （1）

こ こ で
， F は 基本周 波数，　 N は 周 波数定数，　 A は 電極 の

面積 ， ρ は 水晶 の 密度 で あ る．こ の 式 は 物質 が 付着 し

て，振動子上 の 質量が 変化 す る と周波数 が 減少 す る こ と

を示 し て い る ．こ れ 以 後，水 晶 振 動子 が分 析化学 の 分 野

で 利用 され る よ う に な り ，
ガ ス セ ン サ ーと して の 応用 が

始 ま っ た
4 ）．19BO　E1， 野 村 ら

5 ）が 水晶振動 子 は 溶液中で

も使用 で き る こ と を報告 して 以来，臨床検 査 （診断），

環境化学，発酵 工 学 を は じめ と した い ろ い ろ な分 野 へ の

応 用 が 始 ま っ た ．

　近年 ， 著者 ら も臨床検査 の 分野で の 利用 を 目的 と した

水晶振動子 を用 い た セ ン サ
ー

の 開発 を行 っ て き た
6）
− le＞．

  糖 尿病 性 じん （腎 ）症 で は，早 期 に ア ル ブ ミ ン が 尿
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Fig・1　Latcx　 agglutination 　 rcaction 　 upon 　 addition

of 　antigen 　to　ant 三bQdy−coated ！atcx 　particles　（a ）and

antibody 　to　antigen −coated 　latex　particles（b）

に 微量 に 出現 す る こ と が分 か り，糖 尿 病性 腎症 の 早期診

断 の た め に
， 微 量 ア ル ブ ミ ン の 測定 が 重要と な っ て い

る
ll）12），　 JI皿Pn中 の ア ル ブ ミ ン の 定量 に は ， 色素結合

法
13）な どが 用 い ら れ る が

，
こ の 方法 で は 尿中 の 微量 ア

ル ブ ミ ン の 存在量 は 検出限 界以下 の た め 用 い る こ と が で

きな い ．そ こ で
一
般 に は，ラ ジオ イム ノ ア ッ セ イ燭 列 7）

や 酵素免疫測定法
18）19｝が 利用 され て い る．水晶振動子

を用 い た セ ン サー
は 感度 が 非常 に 高 い こ と が知 ら れ て い

るの で ，抗 ア ル ブ ミ ン 抗体結合水晶振動子 を用 い て ，微

量 な ア ル ブ ミン を検出す る セ ン サ ー
の 開発 を試み た

6），

こ こ で は，こ の タ イプの セ ン サ ーを圧 電素子 イム ノ セ ン

サ ー
（piezoelectric　immunosenser ） と呼ぶ が，圧 電素子

バ イ オ セ ン サー （piezoelectric　biosensor）の
一

種 で あ

る，

　  臨 床検査 の 分 野の 測定法 で は
， 種 々 の 抗 原 や抗 体

を検出 す る た め に
， 抗原抗体反応 に 基 づ い た凝集反応を

利用す る こ と が あ る ．そ し て 感度 を上 げ る た め に ラ テ ッ

ク ス な ど の 粒子 に 抗原や 抗 体 を結合 した もの が よ く用 い

られ，こ の ラ テ ッ ク ス 粒子の 凝集 を 検出 して い る 〔Fig．

1）、現 在 で は一般 に こ の 凝集 の 程度 を 肉眼 あ る い は適当

な 光学的方法 に よ っ て 測定 す る こ と が 多い ．著者 ら は 世

界 で 初 め て ，こ の ラ テ ッ ク ス 凝集反応を水晶振動子 で セ

ン シ ン グ で き る こ と を発見 し，こ の 方 法 に よ る ア ッ セ イ

法 を ラ テ ッ ク ス 圧 電素 子 イム ノ ア ッ セ イ 11atex　piezo−

electric 　immun ・ assay （1．PEIA ）｝ど 名付 け た ．　 LPEIA 法

で ，C 反応性 タ ン パ ク （CRP ）
7），抗 ス ト レ プ ト リ ジ ン

0 抗体 （ASO ）
8），リ ウマ チ 因子 （RF ＞

9）の セ ン シ ン グ が

可 能 で あ っ た ．血 清 中 の CRP の 測 定 は，原 則 と して 特
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定 疾 患 の 診 断 に は 利用 さ れ な い が
， 急性 期 タ ン パ ク の 一

つ と して
， 疾患 の 活動性 ， 重症度 ， 経過 ， 予後 な どの 指

標と して の 有用性 が あ り，日常的 な検査と して 行わ れ て

い る
20）．ASO は 溶lfi1性連鎖球菌 （溶連菌）の う ち A 群

に 属す る 溶連菌 が 産生す る菌体外毒素で あ る ス トレ プ ト

リ ジ ン 0 に 対 す る抗体 で あ る．従 っ て ，血 清中の ASO

が高値 で あ る こ と は A 群溶連菌 の 感染 が あ っ た こ と を

示 し て お Ol　r 溶連菌感染 の 既往 の 証明の た め に 日常的 に

行わ れ て い る検査 で あ る
21］．RF は慢性関節リ ウマ チ患

者血清中 に 高率 に 検出 さ れ，自己 の IgG の Fc 部 分 と

反応 す る 自己抗体 で あ る，RF は 慢性関節リ ウ マ チ の 診

断 に 重要 な 検査項 目 と な っ て い る
22）．

　   血小板 の 最 も重要 な 機能 の
一

つ は 止血 で ある ．こ

の 過程 に お け る 初期の 反応 に 血小板 の 粘着 が 関係 し て お

り
2B）

， 血小板 の 粘着能を評価す る こ と は重要 で あ る．

現在 で は ガ ラ ス ビーズ を充 て ん した カ ラ ム に 血液 を通過

さ せ ，通過後 の 血 小板の 数 を算定 し て
， 粘着率 を見 る 方

法 な ど が臨床的 に 用 い られて い る
24）『26｝．一

方，基礎研

究 に お い て は，ラ ジオ ア イソ トープ標識 し た 〕稚小板 を用

い た り，種 々 の 基 材 に 粘着 し た 血 小板数 を染 色 後，光学

顕微鏡下 で 算定 す る 方法 な ど が 用 い ら れ て い る
27）2B）．

著者 ら は血小板の コ ラーゲ ン へ の粘着を検出 す る セ ン

サ ー
（コ ラ

ー
ゲ ン を水 晶 振 動 子 に コ ーテ ィ ン グ し た圧 電

素子バ イオ セ ン サー）の 開発 を試 み た　
lo）．

　本論文 で は，著 者 ら が 開 発 し た 微 量 ア ル ブ ミ ン，

CRP ，
　 ASO ，

　 RF に 対 す る セ ン サ ー及 び 血 小 板 粘 着 能 セ

ン サ ーの 臨床検査 の 分野 に お け る 意義 に つ い て 総合的 に

議論 す る ．

2 実 験

　2・1　ア ル ブミン セ ンサ
ー6）

　Fig．2 の よ う な 水晶振動子 （AT カ ッ ト，9MHz ） の

片 面 に 水 晶 の 薄片 を シ リ コ ン樹脂 で は り 付 け，片面の 電

極 の み が溶液 に接 す る よ う に す る．こ の 処 理 で ，溶液中

で の 発振周 波数 を安定 に す る こ と が で き る （野村俊明教

授か らの 私信）．・こ の 水 晶振 動子 を片面 封 止 水 晶 振 動 子 ，

あ る い は 単 に 片面封止振動子 と呼 ぶ こ と に す る，な お ，

煩雑 さ を避 け る た め 図 に は 描 か れ て い な い が
， 振動子 の

リード線 な ど は シ リ コ ン 樹脂 で 覆 う こ と に よ り，電極間

は 完全 に 絶縁され て い る．片面封止振動子の 表面 へ の 抗

ヒ ト血清 ア ル ブ ミ ン 〔HSA ＞抗体 の 結合 は 物 理 吸 着法

で 行 っ た．す な わ ち，片面封 止 振動子 を 1．6mgml
− 1

の 抗 HSA 抗 体 の PBS （phosphate−buffered　saline ）溶液

に 12 時 間 浸 し た 〔4 ℃ ）．そ の 後 ， 片 面 封止 振 動子 を

PBS で よ く洗浄 し，ガ ラ ス 製 の フ ロ
ー

セ ル に 取 り 付 け

1

6de

Fig ・2　Piezoelectric　quartz　crysta 亘 with 　silver 　 or

gold　eiectrodes

Si皇ver 　or 　goid　are 　depositcd　on 　both　sides 　of 　thc

quartz　 wafer ．（a ）： quartz　crystal ； （b）； electrode ；

（c）， （d）： conducting 　leads；（e）： 貢nsulator

oi「

Fig．3　Schematic　diagram　of 　experimental 　setup 　of

piezoclectric　immunosensor

Var 孟ous 　solutions 　wcre 　applied 　to　the　one −side −sealed
piezQelectric　quartz　crystal 　by　a 　peristalt置c　pump ，
TTL ： transistor −transistor　Iogic　circuit

発振回路 に接続し た．周波数は周波数 カ ウ ン ター
で 測定

し， そ の デ ータ はパ ーソ ナ ル コ ン ピ ュ
ータに 取 り込 み，

測定終 了 後解析 し た．溶液 の 送 液 及 び 交換 はペ リス タ ポ

ン プで 行 っ た．測定 は 25± 1℃ で 行 っ た （Fig．3＞．

　2 ●2　LPEIA7 ）
〜9）

　測定 シ ス テ ム は，ア ル ブ ミ ン セ ン サ
ー

で 用 い た もの と

基 本的 に 「司じ で あ る．CRP の 淇1」定 に は フ V 一
型 の 測定

セ ル （Fig．4） を 使用 し，　 ASO 及 び RF の 測定 に は バ

N 工工
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一

Fig．4　Schematic　diagram　of 　cxperimental 　setup 　of

thc　latex　piezoelectric　immunoassay （LPEIA ＞fc）r 　C−
reactive 　protein （CRP ）

The　latex　 suspcnsion 　was 　 circulated 　over 　the　one −
side −sealed 　piezoelectric　quartz　crystal 　by　a　pcristal・
tic　pump ・TTL 　 transistor −transister　lo9三c　circuit

　　　　　　　　∫
’’’’’’’”冒’Ai「 bath・・…一 ・・

1　　　　　　　　鹽
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 …

　　　 …

　　　　i

　 i
　　　…
　　　…
　　　 …
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Fig。5　Schematic　diagram　of 　experimenta 孟setup 　of

the　LPEIA 　fbr　antistreptolysin 　O （ASO ）

The 　one
−sidc −sealcd 　piezoelectric　quartz　crystal 　was

immersed 　in しhe 量atex 　suspension 　which 　was 　stirred

with 　 a 　 magnetic 　 stirrer ．　 The 　 sample 　 was 　 applied

with 　a　micropipette ．　TTL ： trapsistor −transister　logic
circuit

ッ チ 型 （そ れ ぞ れ Fig．5
， 苓） の 測定 セ ル を使用 し た。

CRP 及 び ASO の 測 定 に は片 面封止 振動子 を用 い ，　 RF

の 測 定 に は片面封止 振動子 は 用 い ず，水晶振動了
・
の 片面

の み に 溶 液 が接 す る よ う に 次の 工 夫 し た セ ル に 振動 子 を

装着 して 用 い た ．すな わ ち ， 電 極 と同 じ大 き さ の 穴 の あ

い た シ リコ ン シ
ー

トで 振動子 を挟 み 込 み ア ク リル セ ル に

固定した ．

　 ま ず，抗 体 や抗 原 を結合 した ラ テ ッ ク ス 懸 濁液 に 水晶

r
−一一一一一．Air　bath　−・一一・「

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　匚■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　卩鹽　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．卩　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●幽

”

Sillcon　r．ubber

F三g。6　Schematic　diagram　of 　cxperimen しal 　setup 　of

the　LPEIA 　fbr　rheumatoid 　factor（RF ）

Only　one 　side 　of 　the　piezoelectric　quartz　crystal

（QC）was 　exposed 　to　the　latex　suspensien 　which 　was

stirred 　with 　a　magnetic 　stirrer ，　The　samplc 　was 　ap −

plied　with 　a　micropipette

振動子 の 片 面 の み が接 す る よ う に し て お き，周波数が 安

定 し た と こ ろ で ， 対応 す る抗原 や 抗体 を含 む試料 を添加

．し，周波数変化を記録 し た．

　抗 CRP 抗体 ，
ス トレ プ トリ ジ ン 0 ，ヒ トイム ノ グ ロ

ブリ ン G （lgG）をそ れ ぞ れ 結合 し た市販 の ラ テ ッ ク ス

粒子懸 濁液 を用 い た．

　2 ・3　血 小板粘着能セ ン サー10）

　血小板 の 調製 は，PRP （platelet−rich 　plasma）か ら

Handa らの 方 法
29）を修 正 した 方法 で 行 っ た ．調製の 最

後 の 段階 で
， 血 小 板 を ア ッ セ イ緩衝 液 i150　mrnol 　1

−
1

NaCl，50　mmol 　l
一

正 Tris−HCI （pH 　7．4），
5mmol 「

1
グ ル

コ
ー

ス ，2mmol 「
1
　MgCl2

，
0．5％ ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン

（BSA ），40　ng 　ml
− 1

プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Eil に 分散 さ

せ た．調製 は す べ て 22℃ で 行 っ た．

　水晶振動子 （円形 型，AT カ ッ ト，9　MHz ） を ヒ ト由

来 の コ ラ
ーゲ ン Type 　I で コ ーテ ィ ン グ した．振 動 子 の

片 面 に 50 μgml
− 1

コ ラ
ー

ゲ ン の 酢酸溶液 を 0．1ml 載

せ
， 湿潤箱中 で数時間放置 した （22℃ ）．リン 酸緩衝液

で 3 回洗浄後，O．5％ BSA の リ ン 酸緩衝 液 に 3 時間浸

け る （22℃ ）．リン 酸緩衝液 で 3 回 洗浄後振 動 子 を Fig．

7 の よ うな パ ッ チ型 セ ル に 取 り付 け，周波数変化 は ネ ッ
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N2　gas　out

ガ

E
　 ズ

QC

プ
N2　gas　in

Solution
　〆

Fig．7　Schematic　diagram　of 　the　measurement 　cell

量ncorporat 三ng 　the 　circular 　piezoelectric　quartz　cryst ・al

（QC ，　AT −cut
，
9MHz

，
　diamcter＝1．37cm ）乱nd 　elec −

trode （E）connectcd 　to　the　network 　analysis 　system

On 監y　Qne 　side 　of 　the　piczoclectric　quartz 　crystal

（QC）was 　exposed 　to　solut 量on ．　The　sample 　was 　ap −

p且led　with 　a　Pasteur　pipette

トワ
ー

ク ア ナ ラ イ ザー
で 測 定 した （22℃ ）（Fig．7）．

3 結果 と考察

　最初 に ，各セ ン サ ーご と に 結果 を述 べ て 考察 し，3・4

項 で 総 合 的 に 議論 す る，

　3 ・1　ア ル ブミン セ ン サー6）

　Fig、8 は 抗 HSA 抗体 固定 振動子 に BSA あ る い は

HSA 溶液 を 流 した 場合 の 周波数変化 の 一
例 で あ る．前

も っ て 抗 HSA 抗 体 を 固 定 した片 面封 止 振 動 子 を発振回

路 に 取 り付 け ，PBS 中 で 周 波 数 が 安 定 化 す る の を待 つ ，
一

般 の イム ノ ア ッ セ イで 行わ れ る よ う に ，タ ン パ ク の 非

特異的吸着 を 防 ぐ （ブ ロ ッ キ ン グ）た め に BSA を 流す

と ， 周 波数 は最初 の レ ベ ル か ら減少 した．PBS で 洗 浄

し て も こ の レ ベ ル は 変化 し な か っ た ．こ れ らの 結 果 は，

BSA が 振動子 に 吸着 して い る こ とを示 し て い る ．　 PBS

0

饋
ミ
ぐ 　 401

OO8 40 80Time

／min

120

Fig・8　Typical　frequency　 changes 　 on 　 the 　 addition

of 　HSA 　 or 　BSA 　to　the　 crystal 　precoated　 with 　 anti −

HSA

70

53N
団
＼

k
ぐ

010
−2 loo 102 104

　　　　　Concn．　of 　HSA 　or 　BSA ／pg 厠 1一五

Fig．9　 Relatienship　 between　 thc　 concentration 　 Qf

HSA 　or 　BSA 　and 丘equency 　change （△F）

● ： HSA ；■ ： BSA ．　The　vertical 　bars　designate　the

standard 　de＞iation　fbr　the　mean 　of 　the　experiments

（n ＝2）

で 洗浄後 BSA を再度流 して も周波数 の 減少 は 認 め られ

な か っ た ．こ れ に 対 し，HSA を流 す と周波数 の 減少 が

起 こ り，PBS で 洗浄 し て も元 の レ ベ ル に は 戻 らな か っ

た，こ れ らの こ と か ら，HSA は振 動子 上 の 抗 HSA 抗

体 と 抗原抗体 反 応 に よ り特異 的に 結合 し た と 考 え ら れ

る．な お
， 周 波 数 の 測 定 は 送 液 を 止 め た状 態 で 測定 して

い る ．最初 BSA を流 した と き，一
過性 の 周 波数 の 大 き

な 減少 が 見 られ るが，HSA や PBS の み で もこ の よ う な

変 化 が生 じて い る こ と か ら，変化 の 原 因 は 溶液交換時 に

溶液 が 不均
一

に 混 じ りあ っ て い る た め，そ して 溶液交換

時 は ポ ン プを止 め て い な い の で流 れ の 影響 が あ る た め と

考 え ら れ る．

　 HSA や BSA の 濃 度 を 変 え て 振 動 子 の 応 答 を調 べ た

とこ ろ Fig．9 の よ う な 結 果 が 得 られ た．　 Fig．9 か ら明
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Table　 l　Thc 　theoreticat　and 　thc　expcrimental

　　　　 values 　ofl △P／△Ml

1△F／△Ml ／
Hz 　ng

−
1cm

−
2

N

国
＼

鳳
ぐ

ー

0

Thcoretical　 value

Anti−HSA ｛n
＝ 15）

HSA （n
＝10）

0，1830
．375：ヒ0．012

0．716±0，066P

＜ 0，01

ら か な よ う に
，

．濃度 が 0．1 か ら 100　ug　ml
− 1

の 範 囲 で

HSA を測定 で き る こ と が 分 か っ た．尿中 の HSA の 正

常濃度 は 8．8±9．15μgm 「
1

と言 わ れ て お り
30），こ の セ

ン サ ー
は 尿中微量 ア ル ブ ミ ン の 測定 の た め に 十分 な 感 度

を持 っ て い る．

　次 に ，周 波数 変化 と 振動子 上 の 抗 HSA 抗体及 び

HSA の 結合量 と の 関係 を 調べ た （HSA は 振 動 子上 に 吸

着 した抗 HSA 抗体 と の 抗原抗体反応 に よ る 結合量 で あ

る）．結合 量 の 評価 は ラ ジ オ ア イ ソ トープ標識 した タ ン

パ ク 質 を 用 い て 行 っ た．す な わ ち，抗 HSA 抗 体 及 び

HSA に ク ロ ラ ミ ン T 法
Sl）で

M51
を 標識 し た．標 識 タ

ン パ ク質 の 濃度 を 変 え ，1cm2 当 た りの 結合量 （△M ）

を求 め た．こ の 実験 に 並行 して 行 っ た水 晶 振動子 の 実験

か ら タ ン パ ク 質 の 結合 に よ る 周波数変化 を求め ，
lcm2

当 た りの 結合量 に 対 して プロ ッ トす る と，ほ ぼ 直線関係

が 得 ら れ た．こ の 傾 き の 絶対値 を 1△F／△Ml と し た．こ

こ で △M ・＝△m ／A で あ る ．F ・＝9MHz ，　 N ＝167　kHz 　 cm ，

ρ
＝2．65gcm

− 3
，　 A　・＝ell96　cm2 と す る と Sauerbrey の

式 （1）は

△F ＝＝− 0．183△M （2 ）

と な る ．Table　 l に 式 （2 ）か ら 求 め られ る 理 論 値 と と

も に実験値 を示 し た．抗 HSA 抗体で の 1△躍 △Ml の 値

は，理 論値 よ り約 2倍大 きく，HSA で は約 4 倍大 きか

っ た．式 （1 ）は ，気相 中で は 成立 す る が ，液相中 で は

必ず しも成立 しない こ とが 指摘 され て きて い る
32 ），す

なわ ち，液相中で の 振動子の 周波数変化は，界面 に お け

る い ろ い ろ な 因子，例 えば表面 の 粗 さ
33 ）34 ），界面 に お

け る分子の すべ り
34 ）35 ＞

， 親水性 や 疎水性
36 ｝

な ど や 溶液

の 電気伝導度
5）
に よっ て 影響 され る．HSA は 親水性 タ ン

パ ク質で あ るが，こ こ で 使用 した抗 HSA 抗体は IgG ク

ラ ス で ，親 水性 の ドメ イ ン と疎水性 の ドメ イ ン が
一

分子

中 に存在す る こ とが 知 られ て い る
37）．抗 HSA 抗体 の み

が 結合 して い る 場合 と，HSA が抗原抗体反応 で 結合 し

た 場合 とで 1△Ff △MI の 値が 異 な る こ とは，界面 に お け

1300

30Time

／min

60

Fig・互O　Typical　 data　 showing 　 frequency　decrease
when 　CRP 　to　a 丘nal 　concentration 　of 　56　Ug　dl

− l
　was

added

る疎水性／親水性 の 効果 と の 関連 を示唆 し て い る．

　 3 。2　 LPEIA

　3・1 項 で 述べ た ア ル ブ ミン セ ン サ ーの よ う な 圧 電素子

イ ム ノセ ン サ ー
で は，検 出 対 象物質 に対 す る抗 体 を振 動

子へ 固 定化 しな け れ ば な らな い ，抗体 や抗原 が 結合 した

ラ テ ッ クス 粒子 の 凝集反応 に 水晶 振動 子 が応答す れ ば，

振動子 へ の 抗体 や 抗原 の 固 定化 の 操作 を省 く こ とが で き

る．

　3 ・2。l　CRP7 〕　 片面封止振動子 を装着 し た フ ロ
ー

セ ル （Fig．4）内 に，抗 CRP 抗体結合 ラ テ ッ ク ス 懸 濁

液 （5．56 × 10
− s

％
，
9ml ）を循環 させ る （5．7m 且minrm 　

1
）．

周波数が 安定 して か ら，CRP 標準液 を 0．1ml 添加す る

（添 加直後 の 濃 度 は S6　ug！
一
り と 周 波 数 が 減 少 し た

（Fig．10）．　 CRP 添 加 後約 1 時 間で
一定 と な っ た．9 個

の片面封止振動子 に つ い て上述と同 じ実験を行っ た と こ

ろ，周 波数 の 変 化 の 平均 値 は 105Hz で ，標準偏差

（SD ）は 20　Hz ， 相 対 標 準 偏 差 （RSD ）は 19．3％ で あ っ

た，こ の ばらつ き は ， 片面を封止す る操作 が振動子 ご と

に 異 な っ て い る た め と考 え ら れ た ．そ こ で ，Kanazawa

ら
38）39）

及 び Bruckenstein ら
＋o） が独 立 に 導 い た 式

△F− 一κ砺 （3 ）

に 基づ い て ，実験的 に 感度係数 K を求 め た．こ こ で ，ρ

は 溶液 の 密度，η は 溶液 の 粘度 で あ る．す な わ ち，5 あ

る い は 10％ の シ ョ 糖溶液 で の 周 波数変化 か ら K を定

め た IK値 の RSD は 5．7％ （n ＝10＞｝．CRP に よ る 振動

子 の 応 答 を 一
△矧 κ で 表 現 す る こ と に よ り，RSD が

9、3％ と小 さ くす る こ と が で き た．こ の 一△FIK と CRP

濃度 の 関係を Fig．　 l　l に 示 し た．　 CRP 標準血清 の 代 わ
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　　　　　　　　 CRP 　concn ．／pg　d1−1

F量g。ll　Calibration　curvc 　for　determlnation　of

CRP

り に 正常血清 （CRP を含 ん で い な い ） を 0．1ml 添加 し

た 場合 の 周波数 の 変化 は，た か だ か 20Hz 程度 で あ っ

た．こ れ は 血 清中の 物質 が 振動 子 に 吸 着 した た め と考 え

ら れ る．こ の 結果 と，こ こ で 用 い た 抗 CRP 抗体結合 ラ

テ ッ ク ス 粒 子 が CRP に よ り凝集 す る こ と を考慮 す る

と，CRP 添加 に よる 周波数 の 変化 が，　 CRP に よ る抗

CRP 抗体結合 ラ テ ッ ク ス 粒子 の 凝集 と 関連 し て い る と

考 え られ る．Fig．12 は 90叫 の ∬〔t清 を使 っ た 本 LPEIA

法 で は 10〜IOO　Pg　dlMi の 範囲 で 測定可能 で あ る こ と を

示 して い る．な お tFig ．11 に お い て 検 量 線 が 原点 を 通

らない の は，血清中 の CRP 以外 の 物質 が 非特異的 に 振

動子 に 吸着 して い る こ と を示 して い る．成 人 健常者で の

カ ッ トオ フ 値 は お よ そ 300 』gdl
− 1

〔ラ テ ッ ク ス 免疫定

量法）と され て お り
20），本 LPEIA 法 は 臨床検査 の 分野

で 十 分 使用 で き る感度 を持 っ て い た，こ の こ と は，上述

した よ う な ご く わ ずか な 非 特 異 吸 着 が あ っ て も実 際 の 使

用 目的 に は 影響 が な い こ と を示 し て い る．CRP の 測定

系 で は
， 測定 セ ル が フ ロ

ー
型 で あ る た めに 液量 が 多量 に

必 要 で あ る こ と，測定時間 が 長 い と い う 欠点 が あ っ た ．

そ こ で こ れ ら の 点 の 改善 を考慮 して 次 の セ ン サ ーを 開発

した．

　3 ・2・2Asos ）
　 片 面 封止振動 子 を Fig．5 の よ う

なバ ッ チ 型 セ ル に 装着 し，ス トレ プ トリ ジ ン Q 結合 ラ

テ ッ クス 懸濁液 を加 え ，周波数を測定する ．こ の セ ル で

は 溶液 量 を 1．2　 ml に す る こ と が で き た．こ の 容 量 は

CRP の 測定 に 用 い た フ ロ
ー

セ ル 型 で の 液量の 約 1／8 で

あ っ た ，片面封止振動 子 を使用 し て い る の で，周波数の

変化 は一△FfK で 表 す こ と に す る．一△FIK が 安定 に な

っ て か ら，ASO を含 む血清を添加 す る と △F／K が 減少

目
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X
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Fig．12　Typical　frequency　changes 　on 　the　addition

of 　serum 　to　latex　suspension

a ： addition 　 of 　CRP 　 serum （5，3　mg 　d「
且

）to　 strep −

tolysin 　O −latex；b ： addition 　of 　ASO 　serum （10401U

ml
− 1

）to　anti 　CRP −latex；c ： addition 　of　ASO 　serum

（1040　IU　rn「
1
）to　streptolysin 　O −latex．　Each　serum

（0．02ml ＞was 　 added 　to　L2 　ml 　 of 　each 　latex　 suspen −

sion 　at　the　arrrw

した （Fig．12）．
一

方 ，　 Aso は 含 ま な い で CRP を含 む

血清 を添 加 し た 場 合 は Fig．12 の （a ）の よ う に ほ と ん ど

一
△FIK は 変化．し な か っ た ，又 ，抗 GRP 結合 ラ テ ッ ク

ス 懸濁液 に CRP を 含 ま な い が ASO を含 む 血 清 を添加

し た 場合 も Fig．12 の （b）の よ う に
一

△FIK の 変化 は ご

く わ ずか で あ っ た．こ れ ら の 結果 は，ASO 添加 に よ り

ス トレ プ トリ ジ ン 0 結合 ラ テ ッ ク ス 粒子 が 凝 集し た結

果 と し て 周波数 が 変化 し た こ と を 示 して い た．ASO 添

加後 の 周波数変化 の 初期過程 を更 に 解析 した．データ を

コ ン ボ リ ュ
ーシ ョ ン 法

41）に よ っ て ス ム ージ ン グす る と

と も に 各測 定点 の 微係 数 を求 め，そ の 時 間 変化 を プロ ッ

トした （Fig．　 i3）．そ の 結果 ，
こ の 初期過程 は 二 つ の 変

化 か らな る こ と が 分 か っ た．最初 の 速 い 変化 は ， 血清 タ

ン パ ク 質
．
の ラ テ ッ ク ス 粒 子 へ の 吸 着 と 考え られ ，そ れ に

続 く遅 い 変化 が ラ テ ッ ク ス 凝集 に 伴 う変化 と考 え る こ と

が で き た．そ こ で ，こ の 遅 い 変化 の こ う配 を 初速度 V

i＝＝（一△躍 10／time ｝と 定義 し た ，　 V と ASO の 濃度関

係 は，ASO が 130 か ら 1040　IU 　ml
− i

の 間 で 直線関係

で あ っ た （Fig．14）．こ の よ う に ア を測定す る こ と に よ

り 測定時 間 を 短縮 す る こ と が で き た （2〜3 分 ）．ASO

が 陰性 及 び 陽 性 の 血清 （n ＝24） を LPEIA 法 で 測定 し

た値 と，臨床検査 で 用 い られ て い る 方法 〔比濁法）で 測

定 した 値 を比 較 し た （Fig．15）．そ の 結果 ， 相関係数 は

0，950 （P ＜ O．Ol） で 従 来法 と よ く相 関 し て い た．本

LPEIA 法 の 測定 限界 は 130　IU 　ml

− 1
で あ っ た ，　 ASO

の カ ッ トオ フ 値 （ラ テ ッ ク ス 免疫 定量 法 ） は 成 人 で

160， 小児 で 2501U 　mrl で あ る
21）の で ， 本 LPEIA 法
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Fig・13　Determination　 of 　 the 　 initial　 rate 　 of 　fre−

quency　changc

（A ＞Smooting　of 　a 　part　of 　the 　data　of 　the 　 trace 　c 　in

Fig．12．　The 　 arrow 　indicates　the　 addition 　 of 　serum

to　the　latex　suspens 量on ．　The　slope 　of 　the　exhibited

1童ne 　is　an 　initihl　rate （V）．（B＞First　derivatives　of 　the

smoothed 　date　in（A）

は感 度の 点 で も臨床検査 の 目的に 十 分 で あ る．

　3 ・2 。3RF9 ）　 CRP 及 び ASO の 検 出 に は 片面封

止振動子 を用 い た．こ の 方法 は 振動子 の 片面の み を溶液

に 接 す る た め の 方法 と し て は 基本的 に は 簡便 で あ る ．

又 ， 片面封止振動子 は どの ような 形状 の 測定 セ ル に も使

用 で き る （例 え ば Fig．3〜5） と い う利点 が あ る．しか

し
， 現在 の 封止 技術 は実験者 の 熟 練度 に 依存 し て い る．

す な わ ち，出来 上 が っ た個 々 の 片 面封 止 振 動 子 の 応答性

が若干異 な っ て い る，前述 した よ う に，こ の 問題を避 け

る た め に 著者 ら は感度係数 を導 入 し た．片面封止振動 子

の 個体差の 問題 を 避 け る こ と と
， 更 に 測定液量 が 少量 で

す む ように 測定 セ ル を改良 し，RF に 対 す る セ ン サ ーを

開発 し た．Fig．6 の よ う に 測 定 セ ル を改 良 し た （2・2 項

参 照 ）．こ の セ ル を用 い る こ と に よ り，測 定 に 必 要 な 液

量を 0，4ml に す る こ とが で き た ．　 ASO で 用 い た セ ル で

の 必要液量 の 1／3 で あ り，CRP で の フ ロ
ーセ ル の 必 要

液量 の 実 に 約 1／23 と な っ て い る．こ の バ ッ チ 型の セ ル

は 必 要 に 応 じて 液量 0．1ml で も測定 が 可能 で あ る．こ

の セ ル で 測定 した 例 を Fig．16 に 示す、緩衝液中 で の 周

60

〒　 40

卍
）
2
×

　 　 20

0
520ASO

／lU　m1
−1

1040

Fig ・互4　Calibrat玉on 　curve 　f（）r　deterrnination　of

ASOFrepresents

　the　initial　rate 　of 　the 　frequency　change ・
Thc 　 vertical 　 bars　 de8量gnate　 the　 standard 　 deviation
for　the 　mean 　of 　the 　experiments （n　

1t
　2N5 ）
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Fig．15　Gorrelation　 of 　 F　 with 　 ASO 　 values 　 mea −

sured 　with 　the　turbidimetry

The 　 correiation 　 ceefflcient （r＞was 　 O，950 （P 〈 0．Ol
，

η
＝24＞

波数が 安定 に な っ て か ら RF 陽性血 清 を 添加 した ．セ ン

サ
ー

シ ス テ ム を構築 す る と き，セ ン サーが 再利用可能か

と い う問題 も重要 で あ る．も し ， 以下 に 述 べ る よ うな 処
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Fig．16　T
｝
fpical 　frequency　change 　on 　the　addition

・fRF 　t。　latex　suspensi 。 n

Ten　 microiiters 　 o 臼 飢 ex 　 solution （2，5 μg ド
L
） was

added 　te　360 μ1　0f 　buffer　solution ．　Aftcr　frequency
stabilization ， 12 』d　of 　 rheumatoid 　f註ctor 　（72 【U
m 「

1

）was 　added 　to　thc　buffer　solution ．　The　arrow

shows 　the 　addition 　moment 　Qf 　the　RF 　in　the　solution

理 を行 わ な い と ア ッ セ イ後 再利用 し た と き の 振動子 の 応

答 は 40 な い し 50％ 減少 して い た ．ア ッ セ イの 終 了 ご

と に 振動 子 を純水 で 洗 い，続 い て エ タ ノ
ー

ル で 洗浄 し

た ．次に 約 200℃ で 5 分 間 加 熱 し，室 温 で 冷却 し た．

室温 で
一

夜放置後 ， 使 用 前 に再度 5 分間加熱 した．6 個

の 振動子 を使 っ て ，ア ッ セ イを行 う ご と に 加 熱処 理 を行

っ た．そ れ ぞ れ の 振動子 に つ い て 6 回 繰 り返 した と き

の 周波数変化 の SD は 35〜187　Hz で あ っ た．そ こ で ，

RSD を 求 め る と O．OOO95〜0．0021％ と な り，繰 り返 し

測定 に よ る 周 波 数 の 変動 は 振動 子 の 基本 周 波 数 （9

MHz ）に 比 べ 無視 で き る もの で あっ た ．こ の 結果 か ら，

加熱処理 に よ り振 動 子の 再利用が 可能 で ある こ とが 分 か

っ た ．こ れ は，加熱処理 に よ り 吸着 し た 生体物質 や ラ テ

ッ ク ス 粒子 （3・2・4 項参 照 ）な ど が 除去 さ れ て い る こ と

を示 して い る．こ の よ う な加熱処理 を行 っ た振動子 を使

っ て RF 測定 の た め の 検 量 線 を 求め る と Fig．17 の よ う

に な っ た．四 つ の 異 な る 振動 子 を用 い て もそ の 周波数変

化 は ほ ぼ 同 じ で あ り，こ の 処理 に よ り再 現性 が 非常 に よ

く な っ た．51Uml
一

ヱ

以下 で も測定可能 で あ っ た，現在

最 も感 度 が 高 い と さ れ て い る ラ テ ッ ク ス 免 疫比 濁 法 で の

カ ッ トオ フ 値 は お よ そ 6．O　IU 　ml
− i

で あ り，本 LPEIA

法 は 十分 な 感度を持 っ た 測 定 法 で あ る．LPEIA 法 は 圧

電素子 イ ム ノ セ ンサ ー
と 異 な り，振 動 子 表 面 へ の 抗 原 や

抗体 の 固 定 化 を要 しな い ア ッ セ イ法 で ，今後臨床検査 の

領域 で の 利用 が期待され る．

　3 ・2・4　LPEIA に お け る周 波数変化 の 機構
42）　 周

波数 の 変化 は ，古 くか ら質量 変化 あ る い は 粘 度 や密 度 の

変化 に よ る と 考 え ら れ て き た が，近年 で は 3・1 項 で も

00
　 　　 　 2　 　　 　 4　　 　 　 6

　 Rheumatoid　facter／lU 　 ml
−1

Fig．17 　Calibration　curvc 　for　determination　of 　RF
Vertical　bars　stand 　fbr　the　standard 　deviatien（n ＝4）

述べ た ように 界面 で の い ろ い ろ な 因子 や液相 の 電気伝導

度 の 影響 を考 え な けれ ば な ら な い こ と が指摘され て き て

い る
5｝B2）

− SS）．こ こ で は，著者 ら が 開発 し た LPEIA に

お け る周波数変化 の 機構 に つ い て議論す る，振 動子 （金

電極）の 表面 を，水及 びエ タ ノ
ー

ル に よ る処理 ，低温プ

ラ ズ マ に よ る 処 理 ，酸 に よ る 処理 な ど を 行 っ て か ら，

RF に 対 す る LPEIA の 応答 を調 べ た ．そ の 結果 ， 応答

の 大 き さ は，プ ラ ズマ 処理 ，水
一

エ タ ノ
ー

ル 処理，酸処

理 の 順 で あ っ た．酸 処 理 で は ほ と ん ど応答 が な か っ た．

し か し ，
こ れ は 振動 子 自身が 応 答 し な く な っ た わ け で は

な い．こ れ らの 結 果 は，LPEIA の 応答 に 振動子 の 表面

の 状態が 大 き く 関与 して い る こ と を示 唆 し て い た．次 に

振 動 子 の 金 電極表 面 を ドデ カ ン チ オー
ル の 単分子層 で

コ ーテ ィ ン グ し た ．こ の 表面 は 疎水的で あ る，更 に こ の

単分 子層 の 上 に デ シ ル ア ミ ン ，ドデ カ ン 酸，1一デ カ ノ
ー

ル ，1一デ カ ナ ー
ル を 重層 し て

， 表面を親水性に し た．こ

れ ら の 振動子 を用 い て RF の LPEIA の 応答 を調 べ る

と，親水性処 理 を し た ほ うが よ り大 き な 応 答 が 得 ら れ

た．振動 子 の 金 電 極表面 に ス パ ッ タ リ ン グ法 に よ り酸化

シ リ コ ン の 皮膜 を蒸着 し た．こ の 皮膜 は親水性で あ る が

大 き な応答 は得 られ な か っ た 。こ の オ キ シ ドに γW −（2一

ア ミ ノ エ チ ル ）−3一ア ミノ プロ ピルートリメ トキ シ シ ラ ン を

反応 させ ，ア ミノ 基 を表面 に導入 す る と大 きな応答が得

られ た．又，ア ミ ノ 基表面をグ ル タル ア ル デ ヒ ドで 処理

して も応答 は 処 理 前 に 比 べ て そ れ ほ ど減 少 しな か っ た ．

ポ リエ チ レ ン イ ミ ン で 振動子 を コ
ー

テ ィ ン グ した が ， 大

き な応答 は 得 られ な か っ た．こ の 表面 を グル タ ル ア ル デ

ヒ ド処 理 す る と 大 き な 応答 が 得 られ た ．以 上 の 結 果 か

ら ， LPEIA の 応 答 に は 振動子 の 表 面 の 状態 が 重 要 で あ

る こ と が 分 か る．も し，ラ テ ッ ク ス 懸濁液の 粘度 や密度

が ラ テ ッ ク ス の 凝集 に よ っ て変化 して い る な ら ば，表面
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の 状 態 を変 え た振 動 子 で 粘 度 ・
密度 を 変え る と応 答 に 差

が で る は ず で あ る．そ こ で ，LPEIA の 応答の 大 き な も

の と 小 さ な表面構造 の 振動子を選び，シ ョ 糖で 溶液 の 粘

度
・
密度 を変 え て 実験 し た と こ ろ，粘度 ・密度 に 対 す る

振 動 子 の 応 答 は 表面修飾 に 依存 し な か っ た ．一方 ， ラテ

ッ ク ス 懸濁液を添加後，周波数 が 安 定 （432　Hz） して

か ら静 か に ア ス ピ レ
ー

タ
ー

で ラ テ ッ ク ス 懸濁液を吸 い 出

し，緩 衝 液 の み を入 れ た と こ ろ
，

io6　Hz だ け周 波数 が

上 昇 した，更 に 最初 と 同 じ濃度 に な る ように ラ テ ッ ク ス

を添加す る と，周波数 は 元の 値 に 戻 っ た．こ の こ と は ラ

テ ッ ク ス 粒子 が振 動 子表面 に 吸着 して い る こ と を示 し て

い る，以 上 の 結果 か ら，LPEIA で の 周波数 の 変化 に は

ラ テ ッ ク ス 粒子 の 振動子 表 面 へ の 吸着が 重要 で あ る こ と

が 分 か っ た ，

60

遷
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一60
　 0 4000Time

／s

8000

Fig。　18　　Changes 　in 丘requcncy 丘）r　plate夏et　adhesion

to　collagen 　attached 　to　a　quartz　crystal

BQId　 and 　fine　solid 　l量nes 　 represent 　 results 　for　col −
1agen　and 　BSA −treated　devices

，
　respectivey ．　Arrows

designate　 replacement 　 of 　iiquid　by　platelet　suspen −
sion （a ）or 乱 ssay 　bu貸fer（b）

　 3・3　血小板粘着能 セ ンサ ーゆ

　 水晶振動子 を用 い て 血小板 の 粘着能 を検 出 す る セ ン

サ
ー

を開発 した．

　Fig．18 に 示 し た よ う に ア ッ セ イ緩衝液中の コ ラーゲ

ン結合振動子 の 周波数 が 安定 に な っ て か ら，血小板 の 懸

濁液 を注入す る と，周波数 が 増加す る 方向ヘ
ー一

過性 に 大

き く振れ た後，徐 々 に 減少 し一
定 に な る．再度 ア ッ セ イ

緩衝液 に 置 き換 え る と，同 じ よ う な
一

過性 の 周波数 の 変

化 が 起 こ っ た 後，一
定値 を 示 し た．一

方，BSA の み を

吸着させ た振動子 を用 い た場合 は，．皰小板懸濁液 を注 入

す る と ，
コ ラーゲ ン 結合振動子 の 場合と 同 じよ う に

一過

性 の 大 き な変化 が 起 こ っ た が ， 周波数 の 減少 は ご くわ ず

か で あ っ た．ア ッ セ イ緩衝液 で洗浄す る と ， や は り一過

性 の 変化 は 認 め られ る もの の ほ ぼ 洗浄前 の レ ベ ル に 戻 り

一
定 と な っ た ，こ れ らの 結果 は

， 明 ら か に 血 小板が特異

的 に コ ラ
ー

ゲ ン Typc　I に 結合 して い る こ と を示 し て い

る．又，一
過性 の 変化 は 対照実験 で も観察 され る こ とか

ら，血 小板 の 粘着 に 関係 し た もの で は な い と 思 わ れ る ，

　血 小板 と コ ラ
ーゲ ン Type 　I の 結合機構 は，分 子 レ ベ

ル で 明 らか に され て き て い る
23＞43）

一46 ）．す な わ ち，血 小

板の 膜上 の 糖 タ ン パ ク 質 で あ る Gpla −Gplla （α 2β1
一イ ン

テ グ リ ン ）が
，

コ ラ ーゲ ン Type 　l の ア ミ ノ 酸 配 列 の う

ち 一Asp −Gly−Glu−Ala一の 部分 に Mg2 ＋

存在下 で 結合 す

る．そ こ で ア ッ セ イ緩衝液 に EDTA を添加 し て 同 じ実

験 を 行 う と ， 周 波 数 の 有 意 な 減 少 は 見 ら れ な か っ た

（Table　2）．更 に
， ア ッ セ イ緩衝液か ら Mg2

＋

を 除い て

もや は り 周波数 の 有意 な 減少 は 見 られ な か っ た （Table

2），こ れ らの 結果 は t 血 小板 が コ ラ
ーゲ ン に 特異的 に 結

合 し た結果 と し て 周 波 数 が変化 し た と い う上 述 の 考え 方

を支持 して い る．な お ， BSA コ
ー

テ ィ ン グ振動 子 の 場

合 に も 小 さ な 周波数 の 減少 が 見 ら れ る （Tablc　2）が ，

こ れ は血 小板 の 非特異吸着 と考 え られ る．な ぜな ら，従

来か ら用 い られ て い る
51Cr

標識法 で も，　 BSA へ の 血小

板 の 非 特 異 吸 着 が 観 測 さ れ て い る し，ど ち ら の 実験条件

下 で も血小板以 外 の 血 液 細胞 や 試料由来の 血 清 タ ン パ ク

質 は 含まれ て い な い か らで あ る，

　こ あセ ン サーの 実 験 と 同 じ条 件下 で ，
5
℃ r で 標識 し

た 血小板 は 水晶振動子 上 の コ ラーゲ ン に接着 し た が，

BSA コ
ー

テ ィ ン グ した 水晶振動子 に は 有意 に 接着 し な

か っ た ．又，血 小板 1 個 の 湿重量を求 め る と 16± L4

（  ＝ 4）pg で あ っ た ．血小板 の 接着 に よ る周 波数 の 変化

が Sauerbrey の 式 に 従うと して ，上 で 求め た 湿重量 を用

い て 周 波数変化 を 求 め る と，本実験条件下 で は 約 9000

Hz に な る は ず で あ る．こ の 値 は 今回 の 実 験結果 の 約

200 倍 以 上 大 き か っ た．こ の 結果 は ，Gryteら
47）が ア フ

リカ緑ザル の 腎臓由来の 細胞 の 水晶振動子 へ の 接着 に よ

る 周 波数の 変化 が，Sauerbrey の 式 か ら得 られ る 変化 よ

り 200 か ら 400 倍小 さ い と報告 した 結果 と矛盾 し て い

な い ．血 小板 な ど の 細胞 は ア ル ブ ミ ン の よ う な 単純 な分

子 で は な く，複雑 な分子集合体 で あ る の で
， 周波数変化

の 原 因 を 述 べ る こ と は現段階 で は 困難で あ る ．も し，原

形質 が 水の よ う に作 用 す る と仮定 す るな ら，水 中で は主

に 生体膜 が 周波数変化 に 寄与す る こ と に な る．当然，血

小板 の 乾燥重 量 は湿 重 量 よ り 小 さ く
，

や は り血小板 で の

周 波 数変化 を 質量 の み の 負荷 で 説明 す る こ と は で き な

い ．つ ま り，血小板 や あ る種 の 細胞 で は そ れ ら が 水晶振

動子 に 付着 し て も，Sauerbreyの 式 に 従 う よ うな 応 答 が

起 こ ら ず，周波数変化 は 質量 の み に 依存 して い る の で は

な く，そ の 他 の 因子 を考慮 しな けれ ば な ら な い こ と を示

N 工工
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Table　2　Summary　 of 　changes 　 in　 serics 　 resonant

　　　　 frequency　for　 adhesion 　 of 　platelets　to　 co1 −

　　　　 lagen　and 　BSA −coated 　surfaces

Piezoelectric
lmmunosensor

lmmunoassay

　 　 　 　 　 Solution
Surface

’”）
　　　　　 con （iitiQnb）

Frequency （± 2Hz）
c｝

Platelet國
　　　　　　 Assay　buffcr
suspenSion

一↓Col　　　　 AB
BSA 　 　　 　 AB

Gol　　　　 AB
BSA 　 　　 　 AB
（】ol 　　 AB 十 EDTA
Co且　　AB − Mg2

＋

003

匚
J18

戸
0

4141

　

1

「
JfO374

・
正

3
　

4
　

　

1

a）Co1 ： collagen 　Type 　l； BSA ： bovine　 serum 　 albu −

min ．　 b）AB ； assay 　buffer； AB 十 EDTA 　 and 　 AB −
Mg2

＋

： mean 　AB 　containing 　2　mmol 「
且 EDTA 　and

assay 　buffer　 without 　the　usual 　2　mrnol 「
1
　Mg2 ＋

，re −

spectively ．　 c ）Standard　deviation　reP 「esents 　values

measured 　for　a　large　number 　of 　points　on 　a　frequecy

plateau．

畢

ト

唆 し て い る ，

　 S 。4　総　括

　 臨床検査 ば ，疾患 の 診断 を は じ め と し ， そ の 原因，程

度，進行度 な ど を 明 ら か に す る た め に 必須 の 手段 で あ

る．臨床検査 は ，生 理 学的検査 と 非生理 学的検査 に 大 別

す る こ と が で き る が，非 生 理 学的検査 と は
， 血 液 ， 血

清，尿，組織 な ど を対象 と した検査 で
，

い わ ゆ る検体検

査 と呼 ばれ て い る もの で あ る ．こ こ で は，こ の 検体検査

の み を 臨 床 検 査 と 呼ぶ こ と に す る．臨床検査 で 使用 さ れ

る検査法 は ， 迅 速 で ，操作 が 簡便，感度や再現性 が よ

く，そ して 経済性 が 高 い こ と が 望 ま しい ．血 液，血 清，

尿 に つ い て の 検査 は 日常 頻 繁 に 行 わ れ る検 査 で あ り，そ

の 検査項 目 は非常 に 多 くの 種類 が あ る．例 え ば血 清
一

つ

を と っ て も，そ の 中に 多種類 の タ ン パ ク 質，糖質，脂 質

や 電 解 質 な ど が 含 ま れ て い る．こ の よ うに 多成 分 が 含 ま

れ た 試料の 中で ，あ る成分の み を分析対象 とす る と きそ

の 成 分 を他の 成分か ら分離す る こ と な く検出で きる こ と

が望 ま し い ．緒 言 で 述 べ た こ と か ら も分か る よ う に ，バ

イオ セ ン サ ーは 原 理 的 に こ の 特徴 を 備え て い る の で ，検

査 の 対象 と な っ て い る 成分 に 対す るバ イオ セ ン サ ーを 開

発 す る意 義が こ こ に あ る．

　著者 らは 水 晶 振 動 子 を利 用 し た バ イオ セ ンサ ー
（圧 電

素子 バ イオ セ ン サ ー
） に よ り ， 尿 中微量 ア ル ブ ミ ン 程度

の ア ル ブ ミ ン 濃度 の 検出が 可能 で あ る こ と を示 し た．こ

の セ ン サ
ー

は 水晶 振動 子 表面 に 抗 ア ル ブ ミ ン 抗体 を コ
ー

〉− 　 lmm ・bilized・ antib 。dy

一
　　　　　　　　@Antige

〉
▼Sec 。。 d 。n・・b 。dy．（1。b 。1。 d 。。，、b。、，

Fig ・19 　 Concept 　of 　plezoelectric 　 immunosens

and　 immun 。ass

Ordinary　 immunoassay 　requires　the 　second 　 antibo

labeled 　with 　radioisotopc　or　 enzyme 　and 　t

piezoclec 面c　 immunosensor 　does 　 n

テ ィン グ し た イム ノ セ ン
サ
ー

の 一 つで ある ．ラ ジオ

ム ノ アッ セイや 酵素 免 疫 測 定 法で は ， ラ ジオ アイソ

ー プ や酵 素 を抗 体に 標識 したも の を， 第 2 抗 体と

て 使 用 し なけ れ ばならない（Fig ，19 ＞ ．一方 ，圧 電

子 イ ムノ センサ
ーでは， Fig ． 19 に 示 し たよう にこ

標 識 第 2 抗 体 を必 要 と し な
い ．このこ と は， 測 定

作が簡 便 に な り ， 迅 速 な 測定が 行え る ことを 意味し

い る ．更に，高 価 な標 識 抗体を使う 必 要が な く 経 済

で あり ， 臨 床 検 査 で
有 用 な バイ オ セ

ン サ ー である

しかし ，第 1 抗 体 を 振 動 子 表 面 上 に 固 定 化 しなけ れ

な ら ないと いう煩 雑 さ があ る．もし ， こ の よ う な 操

を省 略 する こ と が でき

ば
更 に便利で あ ろ う． 　 次 に ， 臨 床 検 査 で よく

用されているラテック ス 凝 集 反応を 直 接水 晶振動子

み （ 振 動 子 表 面 に特 別 な 認 識 部 位がない）
で
検出でき な

かを 検 討 し ， CRP ，　 ASO や RF が 従来法と 比

して少
な
くと も 同 程 度 の 検 出限 界で N 工 工 一
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Table　3　Commercia 且ly　available 　immunological　latex　reagents

Molecule　immQbilized　on 　latex Target／Aim

Anti−C −rcactive 　protein（CRP ）

Strcpt・lysin　O
Human 　immunoglobulin

Antl−human 　immunodeficicncy　virus （HIV ）
Ant三一hepatitis　B　surface 　antigen （HBs ）

Anti．ferritin
Anti−growth　hormone （hGH ）

Anti−human　chorienic 　gonadotropin
Ant孟一estrogen
Anti−fibrinogen
Anti一β2−microglobulin
Anti−human　serum 　albumin （HSA ）

Anti一α 一fetoprotein（AFP ）

Anti−human 　IgE

Detection　of　CRP 　in　 serum
Detection　of 　antistreptolysin 　O （ASO ＞ln　serum
Detection　of 　rhcumatold 　factor（RF ）in　scrum

Detection 　 of 　AIDS 　virus 　in　scrum

Detection　of 　HBs 　virus 　in　seru ロ l

Detection　 of 　ferritin　in　 serum

Detectbn 　of 　hGH 　in　serum

Detection　of 　hCG 　in　urine ／pregnancy　diagnosis
Detcction　of 　estrogen 　in　serum

Detection　of 　fibrin　and 　fibrinogen　degradation　product （FDP ）

Detectbn 　Df β2−m 皇croglobu 止in／kidney　dysfunction
Detection　of 　HSA 　in　ur 孟ne ／kidney　dysfUnction
Detection　orAFP ／cancer 　diagnosis
Al ［ergic 　contact 　dermatitls　inspcction

検 出 可 能 で あ る こ と が 分 か っ た ，こ の ア ッ セ イ法 を

LPEIA 法 と 呼 ぶ こ と に し た．又 ， 測定 セ ル を検討 する

こ と に よ り，測定液量 を O．lml で も測定 す る こ と が 可

能 で あ っ た ．こ の こ と は 血 清な ど の 試 料が 少量 で 良 い こ

とを示 して い る ，臨床検査 の 分野 で は，検体量 が 少量 で

す む と い う こ と は 重要 な 問題 で あ る．例 え ば ， 測 定に 使

う 血 清量 が 少量 で よ け れ ば採血量 が少な くて す み ，患者

（特 に 小児 の 場合 に は，元 々 大量 に 採血 す る こ と が 不可

能） に 与 え る苦痛 を和 らげ る こ と が で き る．更に測定に

要 す る時間 は 2〜3 分 で ，迅 速 を要 す る 臨床検査 に お い

て 有用 と 思 わ れ る．LPEIA 法 で は ， 前述 した よ う に 水

晶振 動子 に前も っ て 抗体な どを結合 して お く必要がな い

こ と が 大 き な 特徴 で あ る．又 ， Table　3 に 示 し た ように

抗体 や抗 原 を結合 し た ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 多 く が 市販 さ れ

て お り
de ）

，
こ れ らの 検査項 目に は LPEIA 法 を適用 で き

る と考え ら れ る ．更 に ラ テ ッ ク ス 凝集反応は，古くか ら

用 い ら れ て い る
49｝こ と か ら も分 か る よ う に，ラ テ ッ ク

ス 粒子 へ の 抗原
・
抗体 の 結合法 は ほ ぼ確立 され て い る の

で ，新規の 抗 原 や 抗体を ラ テ ッ ク ス 粒子 へ 結合 す る の は

容易 と 考 え られ る．

　 ラ テ ッ ク ス 凝 集反 応 が 水晶 振動了
．
で 検出可能 で あ る こ

と が 分か っ た の で ，血小板 の 凝集能 （臨床検査 項目）の

検出に も応用 で き る と考 え た が，こ の 凝集 が起 こ る 前 に

血 小 板 は 水 晶 振 動 子 に 接 着 （粘 着 ） す る は ず で あ る．

又 ， 血小板 の 粘着能 も重要 な 検査項 目 で あ る の で ，水晶

振動子 に コ
ー

テ ィ ン グ され た コ ラ
ーゲ ン へ の 粘着能の 検

出 を 検討 した．その 結 果，選 択的に 血小板 の コ ラ
ー

ゲ ン

へ の 接着 を検 出 で き た ．こ の セ ン サ ーを血小板粘着能セ

ン サーと呼 ぶ が，圧電素子バ イオセ ンサ
ー

に 分類 され る

もの で あ る ．血小板 の 粘着能 は ，あ る 基材 に 付着 し た th1

小板 の 数を数 え る と い う，い わ ば肉眼的な 方法 で 以前か

ら行 わ れ て き た、著者 らが 開発 し た血 小板粘着能 セ ン

サ ー
は プロ トタ イ プで は あ る が，よ り 客観的 に 定量 的 な

粘着能 の 評価 が 可能 で あ る こ と示し て い る．又 ，
セ ン

サ ーを用 い る 最大 の 利点 は ， リ ア ル タ イム に 応答 の 変化

を追跡 で き る こ とで あ る，試料 な どの 添加時 に 生 じ た 大

き な周 波数変化 （Fig．18）を除去 す る た め に 測定 セ ル

を改良す れ ば ， 血小板粘着能 セ ン サーで 血小板 の 粘着過

程 を追跡 で き る と考 え られ ，基礎研究 に お い て も利用 で

き る と期待 で き る ．3・3 項 で も述べ た が
， 血小板を ラ ジ

オ ア イソ ト
ープで 標識す る 必要 が な い こ と も大 き な 利点

で あ る．血 小板粘着能 セ ン サ ーは，生 き た細胞 な どの 機

能 の 評価 に 利用で き る 音響波 セ ン サ ーの 新 しい 試 み で あ

る ．

　以上著者ら は，ア ル ブ ミ ン セ ン サ ー，血小板粘着能 セ

ン サ ー及 び LP 町 A 法 を 開 発 し た，前者 二 つ は，前述 し

た よ う に 圧電素 子 バ イ オ セ ン サ
ー

で あ る が
， 後 者 の

LPEIA 法 で は 前もっ て 認識部位を構築する 必要が な く，

前者 二 つ に 比 べ て 取 り扱 い が 非常 に 簡単 で あ る，し か

し，圧 電 素子バ イ オ セ ン サー
で は LPEIA 法 （ラ テ ッ ク

ス 粒子 の 懸濁 液 に試料を添 加 す る）に 比 べ て フ ロ ータ イ

プの シ ス テ ム を組 み や す い と い っ た利点が あ る ，す な わ

ち，臨床検査 に お い て い ず れ の 方法 が 有用 で あ る か を比

較す る こ と は で き ず，測定対象 や 目的 に 応 じて 使 い 分 け

る必 要 が あ る と思 わ れ る．しか し ， 水晶振動 子 をセ ン

サ
ー

の デ バ イス と して 用 い る と，測定 シ ス テ ム は 葬常 に

簡単で ，従来か ら 臨床検査 で 用 い ら れ て き た複雑 で 高 価

な 光学 シス テ ム を用 い る必 要 が な い し ， デバ ・iス 自身も

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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低価格 で あ る こ とか ら ，経済的 な メ リ ッ トが 大 き い と考

え られ る、

　臨床検査 で 対象と な る試料の 多 く は液相で あ る．アル

ブ ミ ン セ ン サ
ー

の 実験結果 （3・1 項） か ら も明 らか な よ

う に
， 液相中で の 周 波数変化 は Sauerbrey の 式 に 従 わ な

い こ とが 多 く，界面 で の 種 々 の 因子 の 効果 を検討 しな く

て は な らな い
32）
『36）．又，溶液中の 電気伝導度 も影響す

る こ と が 知 ら れ て い る が
5），本研究 で の 測定溶液 は い ず

れ も塩濃度 が 高 く試料添加 に よ る 電気伝導度 の 変化 は無

視す る こ と が で き る．Thompson ら は あ る種の ペ プチ ド

と RNA の 相 互 作用 に お い て ，周波数が 増 え る方向 に 変

化 す る現象 を 見 い だ し て い る 〔投稿中）．こ の よ う に 周

波数 の 変化 の機構は ま だ議論の余地が 残 され て い る が，

水 晶 振 動 子 を 用 い た セ ン サ ーは，本 論 文 で も述 べ た よ う

に 従来の ア ッ セ イ法 に は な い 幾 つ か の 特徴 を 持 っ て お

り，そ の 長所 を生か す こ とに よ り ， 今後 も臨床検査 の 分

野 で 有用 な セ ン サ
ー

が 考案 さ れ ，実用化 の 研 究 も行 わ れ

る こ とが 期待 され る ．

　 ア ル ブ ミ ン セ ンサー
に 関す る 研究 は，日立化成研究所 の

太 田 文 彦博 士 との 共 同 研 究 で あ り，血 小 板 粘 着 能 セ ン サ
ー

に 関す る 研究は，トロ ン ト大学 （カ ナ ダ）の M ．Thompson
教 授 との 共 同研 究 （大 阪 府 在 外研 究 費 に よ る ）で あ り，深

謝 い た しま す，
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要 旨

　疾 患 の 診 断に利用 され る種 々 の 生体物質 の 検出や細胞 の 機能評価 の た め に水晶振 動子 を用 い た バ イ オ

セ ン サ
ー

を開発 し た ．  微量 ア ル ブ ミ ン ： 従来 の ラ ジ オ イム ノ ア ッ セ イや酵素免疫測定法 な どと異 な

り ， 標識第 2 抗体 を 必 要 と しな い 特徴 が あ る．  C一反応性 タ ン パ ク ， 抗 ス トレ プ トリジ ン 0 抗体，

リ ウ マ チ 因子 ： ラ テ ッ ク ス 凝集反 応をセ ン シ ン グす る もの で ，振動子表面 に あ らか じめ抗体 な ど を結合

す る 必 要 が な い ，こ の セ ン シ ン グ シ ス テ ム を ラ テ ッ ク ス 圧電素子 イ ム ノ ア ッ セ イ Ilatex　piezoelectric

immunoassay 〔LPEIA ）｝と名付 け た ．  卑小板粘着能 ： 従来法 の よ う に，血小板をラ ジオ ア イ ソ トー

プで 標 識 した り，染 色 し た 血 小板数 を顕微鏡下 で 数 え る 必 要が な い ．又 ， リア ル タ イム に 粘着過程の 追

跡 も可能 で あ る，以上 の セ ン サー
に は，操 作 の 簡略 化 ，

コ ス トの 低減化 な ど の メ リ ッ トが あ る ．本論文

で は，こ れ ら 三 つ の セ ン サ ーの 臨 床検査 の 分 野 に お け る 意義 に つ い て 総合的に 議論す る．
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