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1 緒 言

　現 在，エ ン ザ イム イム ノ ァ ッ セ イ　（EIA ） は ，医 療 ，
バ

イオ，環境等の 広範囲の 分野に お け る重要 な分析対象物質

の 定 量 的検出 に お ける 分析技術 の 主 流 と な っ て い る．不 均

一イム ノ ア ッ セ イ に お ける 抗体 又 は 抗 原 の 固 定化相 と し

て ，96 穴 の マ イ ク ロ タ イ タ
ープ レ

ー
トが 最 も

’
般 的 で あ

る．EIA の シ グ ナ ル 検出方法 に は プ レ
ー

トリ
ー

ダーに よる

分 光 学 的 手 法 が 川 い ら れ て お り，酵素免疫 吸 着測 定 法

（enzymc −］inked　iInImm 〔｝sorbcm 　 assa ＞，　 ELISA ） と して広

く 普及 して い る．現在で は，高感度，迅 速．シ ン プ ル を キ

ー
ワ
ードと した小 型 で 低価格 の セ ン シ ン グ デ バ イ ス が 期 待

され て お り，電気化学的検出方法 が精力的 に研究 され て い

る ．霓 気化学 EIA に は ，分析 パ フ ォ
ー

マ ン ス を 低 減 させ

る こ とな く小 型 化が 容易 で あ り， 極少量 サ ン プ ル の ハ イス

ル
ープ ッ ト分析 に 有利 で ある とい う利 点が あ る．特 に，半

導体微 細 加 工 プ ロ セ ス の 急速 な 発 展 に よ る IIIicro −total

ana 】〉
・sis　systems （p

「
fAS ） の 進歩 が

，
マ イ ク ロ 電 気化学

EIA に大 き く貢献 して い る ，

　 電 気 化学 エ ン ザ イ ム イ ム ノ セ ン サ
ーML ）

に お い て，抗 体

又 は抗 原 は電 極 に 直接 固定化 さ れ る か ，霓極 の 近 傍の 局所
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 t く

領 域 に固定化 され る．免疫反応 に よ り捕提 され た標 識酵 素

の 反 応 に よ り竃 極近傍 に 電気化学活性物質 が生 成 され るた

め，迅 速 性 及 び高感 度 化が 期待 で きる．し か も， 電 気化 学

的 検 出 を含 む抗原
一
抗体反応及 び洗浄工 程 の すべ て の ス テ

ッ プ を，電 極デ バ イス を用い て 行うこ と が で きる．よ っ て，

通 常 の イム ノ ア ッ セ イ と比 較 し て セ ン シ ン グ シ ス テ ム 全体

を簡便，迅 速，安価 にす る と と もに，正確性及 び操作性 を

向 ヒさせ る こ とが で き る．しか し，電極表 面や 微細 加 工 技

術 に よ り作 製 した微小 領域 に 免疫複合体 を 形成 させ る と
，

電極 の 冉 利 用 は 困難に な る．例えば，ガ ラ ス 基板上 に金属
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及 び絶縁性 ポ リマ
ーを交互 に 積層させ ドラ イ エ ッ チ ン グ に

よ り構 築 した細 孔 を利用 し た 高感度免疫セ ン サーが報 告 さ

れ て い る
／lb．こ れ らの デ バ イス の 作製に は 多大 な 労力 と コ

ス トを要す る た め，使 い 捨 て の 使用 には 適 さ な い ．ス ク リ

ーン プ リ ン ト法 に よ る 電極成型 が 可 能な 炭素系材料 は ，
コ

ス トや 簡便 さ に お い て 優位性を示すが，使い 捨て を考えた

場合，ガ ラ ス や プ ラ ス チ ッ ク を免疫複合体構築の た め の 材

料 とす る こ とが 望 ま し い ．また ，電 極表面 ヒに タ ン パ ク 質

等の 牛体分子 を修飾す る と，電子伝達物質 の 拡散阻 害や 界

面 に お ける 電子移動の 阻害が 起 こ る こ とが
一

般的に 知 られ

て い る
41
．

　 こ れ まで 著者 らは，EIA に 電気化学顕微鏡 （SLCM ） を

組 み合 わ せ た シ ス テ ム を 開発して きた
「t〕．SECM は，マ イ

ク ロ ・
ナ ノ 冠 極 を プ ロ

ー
ブ と した 走査型 プ ロ ーブ 顕 微鏡

〔scanning 　probe 　microscop
＞，　 SPM ） の

・
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

叮 能 な シ ス テ ム で あ る
6）
・
7）．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，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 （carcinoeinbrionic 　ami −

gcn，　 CEA ）
s）

や ロ イ コ シ ジ ゾ 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 ァ ル イ ム ノ ア ッ セ イを行 っ て い る
1°〕．Wittstok

ら の グ ル ープ は，SE （
．
：M に よ る 固定化抗体 の イ メ

ージ ン

グ
山

や 磁 性 微 粒 子を 免 疫反応 の プ ラ ッ ト フ ォ ーム と し た

SECM 検 出 に つ い て 報告 して い る
12 〕，また，最近で は，マ

イ ク ロ タ イ タープ レ
ートを電気化学 セ ル と して 利用 したア

ン ペ ロ メ トリ ッ ク な 同 時検 出 シ ス テ ム が 開 発 さ れ て い

る
d／31／．こ の シ ス テ ム で は，マ イ ク ロ タ イ タ

ー
プ レ

ー
トの ウ

ェ ル の 配 列 に 激 した 8 本 の 電極 を 用い て ，複数物質の

同 時検 出 を行 っ て い る，著者 ら も分離可 能な 電極 ア レ イ と

抗 体 ア レ イ を組 み合 わ せ た デ バ イス を作製 し，マ ル チ 検出

を行 っ た
19）．しか し，電気化学検出部位 と 免疫複合体形成

部位 を分 離 した SECM 型 の ELisA 検出 シ ス テ ム へ の 応 用

に 関す る報告例 は少ない ．
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Fig・l　Schematic　illustration　fbII　the 〔】RP 　dctcction

b、
・SECM 　 mcasurcmcnts

　そ こ で ，本研 究 で は，SECM を利 用 して G 反 応性 タ ン

パ ク （CRP ） の EIA を行 っ た．　 CRP は ， 急性忝H反応性物

質 と呼ば れ る 炎 症 性 疾 患 に よ り上 昇す る 群 の タ ン パ ク 質

の
一一

つ で あ る
1／’〕．Fig、1 に，　 SEC，M を 用 い た cRP の 検出

原理 図 を示す．まず，抗 CRP 抗体 を ガ ラ ス 基板．トに ス ポ

ッ ト固 定化 し，各種濃 度の GRP 及 び 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ

シ ダ
ーゼ （HRP ）標識抗 CRP 抗 体 を連 続 的 に反 応 させ て

，

サ ン ドイ ッ チ 型 の 免 疫 複 合 体 ス ポ ッ トを構築 した．次 に，

マ イ ク ロ 冠 極 を ス ポ ッ トの ヒ方 10 μm に保持 し，x）
i 平面

F．を走査す る こ と に よ り HRP 酵素活性 の イ メ ージ を得

た．過酸化水素 の 存在 ドに 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 は HRP 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 が 生成 され

る．こ の 酸化型 フ ェ ロ セ ン メ タノ
ール をマ イク ロ 電 極 に よ

りア ン ベ ロ メ ト リ ッ ク に 還 元 し，そ の 還 元 電 流 量 に よ りス

ポ ッ トに捕捉 され た CRP を検 出 した．0」
一一

　leO　ng ／ml の

濃度範囲 に お い て ，還 元 電 流 応 答 は CRP 濃 度に 依存 し ，

検量線 を作成す る こ とが で きた．また，こ の 手法 と基板一ヒ

に複数の 抗体 を位置規則的に 配列 卩∫能な抗 体ア レ イチ ッ プ

を利川 した電気化学計測 シ ス テ ム の 開発 を行い ，複数サ ン

プ ル の 迅速，簡便 な計測 を試 み た．

2 実 験

　2・1　試薬 と溶液

　マ ウ ス 抗 CRP 抗体，　 HRP 標識 ヤ ギ 抗 CRP 抗 体及 び

CRP は ，第
．．．・

化学薬品か らい た だ い た．過 酸 化 水素は 関

東化学 か ら，フ ェ ロ セ ン メ タ ノ ール は シ グマ ア ル ドリ ッ チ

ジ ャ パ ン か ら購入 した，基板表面 ヒへ の タ ン パ ク質 の 非 特

異的吸着を低減させ る た め に 使用 した ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン

（bovinc　 scrum 　alburrijn ，　 BSA ） を利光 純 薬 工 業か ら購 人

した．使用 した 溶液 はすべ て 蒸留水 に よ り調製 し，4℃ で

保 管 し た ．電 気 化 学
．
計 測 に 0．I　M 　 NagHPO4 ， 0．1　M

NaHv ，PO 、 及 び O．】MKGI （pH 　7，0） を 含む リ ン 酸緩衝液 を

用 い た．抗体及び 抗 原 溶 液 の 調 製 に 16 ．OmM 　Na2HPO 、，

4，0mM 　KH2PO ．， 及び 15〔［mM 　N 乱Cl （pH 　7，2）を含むリ ン

酸緩衝液 （PBS ） を用 い た，0．05％ Tween 　20 を含 む PBS

溶液 （PBST ） を洗浄に 用 い た．

　2・2　エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ

　洗浄 した ガ ラ ス 基 板 を 10mM オ ク タ デ シ ル トリ ク ロ ロ

シ ラ ン の ベ ン ゼ ン 溶 液 に 2 時 間 浸 漬 し，表面 の 疎水化処

理 を 行っ た．キ ャ ピ ラ リース ポ ッ 1・法 を 用 い て 500 μg〆ml

抗 GRP 抗体溶液 を ガ ラ ス 基 板．ヒに ス ポ ッ ト固 定 し，室 温

で SO 分問イ ン キ ュ ベ ートし た．作製 され た ス ポ ッ トサ イ

ズ は 直径 50 μIn で あ る．　 PBST に よる 洗 浄 後，非特異吸着

を低減 させ る た め に，ガ ラ ス 基 板 を IO　mg ／ml 　BSA 溶液 に

1 時間浸漬 しブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た．作製 し た抗体 ス ポ ッ

トに ，CRP 及 び HRP 標 識 抗 CRP 抗 体 を順 に 室温 で SO 分

間反応 させ た．サ ン ドイ ッ チ型 の 免疫複合体 を形成 し た ス

ポ ッ トに含 ま れ る HRP の 酵 素活性を電 気化学顕微鏡 に よ

り検 出 した．

　2・3　電気化学顕微鏡

　電気化学顕 微鏡 の 探 針 で あ る カーボ ン マ イ ク ロ 電 極及 び

金マ イ ク ロ 電極 は，既報 の 方法 を 利 用 して 作製 した
L＋／’）．電

気化学計測 は ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト （HA10101nM8 ，北斗

電工 製） を 用 い て 2 極 式 で 行 い ，対 極 及 び 参照 極 に銀塩

化銀電極を川い た．作製 したマ イ ク ロ 電 極 の デ ィ ス ク の サ

イズ を
．
光学顕微 鏡 及 び 1．O　IIIM フ ェ ロ セ ン メ タ ノ

ー
ル の サ

イ ク リ ッ ク ボ ル タ モ ラ ム に お け る定 常 酸 化 電 流 量 か ら評 価

した．カ
ーボ ン デ ィ ス ク 及び金 デ ィ ス ク の 直径 は ， それ ぞ

れ 10 μm 及 び 50 μm で あ っ た．ガ ラ ス 基 板 とマ イ ク ロ 電

極先端の z 方向距離 は，SEGM の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ
ー

ドバ ッ

クモ
ー

ドを用 い て L〔｝mM フ ェ ロ セ ン メ タ ノ ール の 酸化電

流 に基づ くア プ ロ
ーチ カーブか ら決 定 した．こ の 際，冠極

電 位 を フ ェ ロ セ ン メ タ ノ ール が ト分 に 酸 化 され る 0．5V に

設定 した．マ イ ク ロ 電極 の 先端 を ガ ラ ス 基 板 か ら 10
μ

m

の 位置 に 設置 した．次 に，0．5mM 過 酸 化 水 素 を 添加後，

マ イ ク ロ 電極 を 免疫複合体 ス ポ ッ ト近 傍 に お い て 高 さ
・
定

モ
ー

ドで 走査す る こ とに よ り，酵素 反応 に よ り生 成 さ れ る

酸化型 フ ェ ロ セ ン メ タ ノ
ー

ル の 還 元 電 流 イ メージ ン グ を行

っ た ．マ イ ク ロ 電極 の 走 査 速 度 を 48．8pni ／s，冠 位 を

0．05V ，走査範囲を 400 × 400 μm2 と した．ま た，ア ン ペ

ロ メ トリ
ー

計測 で は，0，5mM フ ェ ロ セ ン メ タ ノール を 含

む測 定溶液に 0，5mM 過酸化水素 を添 加 し 5 分 問 反応 させ

た 後，電極電位 を開回路状態か ら 0，05V に ス テ ッ プ し ，

還元電流応答を経時的に 測定 した．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

ノ ー
ト　 安 川，平 野，小 笠原，本地，珠玖．川 端，末永 ： 電 気化学顕微 鏡 をH い る C 反応性 タ ン パ ク の 酵 素免 疫 セ ン シ ン グ　 981

　 　 　 micrQelectrode

（a ）　 　 3mm

薗

（b）
¶引囎 湘

W
韓

甲
鬱

席
難

叫
磯油

鼎 噌叩鰤嗣

■
■」
も

藩鞦蠱瓢轢蒲無無

曄　
3

naCS

囎職舗”■ρ
鈩
§．聖
聖

」

F痒
距
塵
』

鑞
癌

禦
鵡

鱒
撫

鬯爾柳■襠櫓

螺

齢

蠅
轟

懈
驫

鐸
垂

轡
韓
轆
懸

滞
翻

噸
罍

）C（

　 　 imm
antibody 　arrey 　chip

Fig．2　Movem α 1t　of 　thc 　clcctrode 　attachcd 　o 【」the　deveめ ped　sysτcm 　fc）r　thc　multi −sとnIlples 　IIleasul
馳
emem

　2・4 抗体 ア レ イ チ ッ プ を利 用 した 複 数 サ ン プル 計 測 シ

ス テ ム

　 ポ リス チ レ ン 板 （IO × 25 × 1．7mm ） に．貫通 孔 を 有 す る

片面接着性 の ポ リエ チ レ ン テ レ フ タ レートシ ート （PET ，

50 μm 厚 さ）をは り合 わ せ て 抗 体 ア レ イチ ッ プ基板 と した．

レ
ーザー加 工 機 （Win −Lascr　M −Class，ユ ニ バ ー

サ ル レ
ー

ザ

ー
シ ス テ ム 製） を用 い て ，4 つ の 貫通 孔 （IXlmm ） を

1．5mm 間隔 で 作製 した．ポ リ ス チ レ ン 基板上 の PET の 孔

を抗 体 固相 化 用 の ウ ェ ル と して 川 い た．こ の 微 細 孔 に 500

pg／ml 抗 CRP 抗体溶 液 を導入 し ， 室 温 で ：30 分 間 イ ン キ

ュ ベ ートし た．PBST に よ り洗 浄 後，1〔｝mg ／ml 　BSA 溶液

に よ る ブ ロ ッ キ ン グを 行 い ，抗 体 ア レ イ チ ッ プ を作 製 し

た．抗体 ア レ イ チ ッ プ に各濃 度 の CRP 溶 液 及 び HRP 標 識

抗 CRP 抗 体溶液 を滴 下 し．各微細 孔 に お い て サ ン ドイ ッ

チ型 の 免 疫 複 合体 構 造 を構 築 した．こ の 基板 をポ リ ス チ レ

ン 製の 測定容器 に 入 れ，1．OmM フ ェ ロ セ ン メ タ ノール 及

び O．S　mM 過 酸 化 水素溶 液 を添 加 した．検出用 寛 極 に は直

径 300 μln の 金 デ ィ ス ク宣 極 を川 い た．直 径 300 μm の 金

線 に銅 リード線 を接続 し，フ ッ 素熱 収縮 チ ュ
ーブ に挿入 し

た．ヒ ートガ ン を用 い て 先 端部 分 を加熱 し，チ ュ
ーブ を収

縮 させ 金線 を封 入 した，先 端 を耐
’
水 ペ

ーパ ー
で 研 磨 し，最

後に ダイヤ モ ン ドグ ラ イ ン ダー
（E 〔L6 ，

＃5｛〕00
， 成茂科学器

械研究所 製） で 研 磨 した．作製 した金 デ ィ ス ク電極 の 外径

は 約 3mm で あ っ た，こ の よ う に作 製 した抗 体 ア レ イ チ ッ

プ 及び 金 デ ィ ス ク電 極 を複 数 サ ン プ ル 計測 シ ス テ ム に 搭載

し，電 気化学 計 測 を 行 っ た．電 気化学計測 は 3 極式 で 行

い ，対極 に 白金 板，参 照 極 に銀 塩 化 銀 電 極 を用 い た ．対極

及び 参照極 は，微 細 孔 外 の 測 定容 器 内に 設置 され て い る ．

　次 に，開発 した 複数 サ ン プ ル 測定 シス テ ム の 動作及び 測

定 原 理 に つ い て 概 説 す る （Fig．2）．電 極 ホ ル ダ
ー

に 設 置

さ れ た 金 デ ィ ス ク 電 極 は，xyZ ス テ ージ に よ っ て 3 次 元

に作動可 能 で あ る．測 定容器 を所定 の 位置に セ ッ トす る こ

と に よ り，免 疫 複 合 体 を形 成 させ た微 細 孔 の 初 期位置 は 毎

回 同 じ 位置 に
一
致す る ．電極 は ．Y

）
，平面 を移動 し，第 1 微

細孔 の 真 Eに セ ッ トされ る．こ こ か ら，電極は z 方向に 移

動 し （Fig．2a），微細孔周囲の PET シ
ー

ト と接触する と圧

力 を 感知 し て 停止 す る （Fig，2b）．圧 力 セ ン シ ン グ に は，

高精度ス イ ッ チ （DsA −320（），オム ロ ン ） を用 い た．金 デ

ィ ス ク 竃 極 の 外径 （3mm ） は 微細孔 サ イ ズ （1xlmm ）

よ り大きい た め ，電極 は 微細孔内部 に 侵入 す る こ とな く停

⊥Lす る．よ っ て ，PET シ
ー

トの 厚 さ （50 μ111 ）が 電極表

面
一
微細 孔底面間距離 と な り，簡便な距離制御が 達 成 で き

る，そ し て，電極 に 設定電位 を所定時間印加 し，電気 化学

計測を行 っ た．測定終了後，竃極 は次の 微細孔上 に 移動 し

順 時 測 定 を 行うこ とが で きる （Fig．2c）．こ の 装置は ，電

極駆動部，ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト及 び制御用 ラ ッ プ トッ プ コ

ン ピ ュ
ー

タ に よ り構成 され て い る ，電極駆動部 は 25x

23 × 34 ・cm と小 型 で ある ．

3 結果と考察

　3 ・l　CRP の SE （：M イ メ
ー

ジン グ

　SEGM に よ り抗 CRP 抗体 ス ポ ッ トに 捕捉 され た HRP の

酵素反応 に よ り生 成された 酸化型 フ ェ ロ セ ン メ タ ノ
ー

ル 還

元 冠流 の イ メ T ジ ン グ を行 っ た．Fig，3 に 免 疫複含体ス ポ

ッ 1・の SEGM イ メ
ージ を示す．サ ン ドイ ッ チ構 造 は，100

μg／ml 　CRP 溶液を川 い て 作製 した．測定溶液中 に は，1．O

mM フ ェ ロ セ ン メ タ ノ
ー

ル 及 び O．5　mM 過酸化水素 を添加

し た ．イ メ
ージ に お い て 明 る く現 れ た 領域 は，還 元 電 流 量

の 高い 領域で あ り免疫複合体 ス ポ ッ トを構築 した部位 と一

致 した ．HRP は 過酸化水素 を還 元す る 際 に フ ェ ロ セ ン メ

タ ノ
ー

ル を酸化す る ．HRP の 酵素 反 応 に よ っ て 生 成 し た

酸化型 フ ェ ロ セ ン メ タ ノ
ー

ル は，マ イ ク ロ 電極 よ っ て 検 出

さ れ る た め ，大 きな 還元 電流 が ス ポ ッ ト近 傍 で 観測 さ れ

た ．こ れ は ，抗 CRP 抗体 ス ポ ッ トに CRP 及 び HRP 標 識

抗 CRP 抗体が捕捉 され，サ ン ドイ ッ チ 型 の 免疫複合体 を

構築 し た こ とを示唆 し て い る ．生 成 さ れ た酸化型 フ ェ ロ セ
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ン メ タ ノ
ー

ル は，ス ポ ッ ト．Lか ら半球面状 に 拡散す る た

め，得 られ た イ メ
ージ の 高還 元 電流 領域 は ス ボ ッ トサ イ ズ

の 約 2 倍 とな っ た，

　次 に．CRP 濃度 に 対す る 還元 電流応答 に つ い て 調査 し

た．Fig．4a に SEGM イ メ
ージ に お い て 得 ら れ た 最大電流

量 を 有 す る ラ イ ン の 還 元 電 流 応 答 を 示す．c：RP の 濃度 を

0．1〜IUO　pgfm 旦と した．還元 電流応答 は，　 GRP 濃度ゼ ロ

の 際 に 得 ら れ た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド電流 を差 し 引い て い る ．

マ イ ク ロ 電 極 が 免疫 複 合 体 ス ポ ッ ト上 部 を通 過 す る と還 元

O一

200一

400−10 　 1200

垂膨 融 簿驪膨
噸 罍 鞭欝 麟

　 1400

（μm ）

　　 25　 　　 15
Reduction　current 　l　pA

Fig．3　SECM 　illlとtge　ubtaiIled 廿om 　the　immLmoc て）m −

plex　fbr　thc　GRP

CRP 　s・lud・ n （IOO　U9〆ml ）was 　added 　al 匿he　mjcr ・ spQt

Qf
’
anti −CRP 　IgG　aIitibod ｝

，．　 A 　carbon 　 microdcctrode

was 　scallncd 　at　48．8 μnl／s．　The 　dista】lce　betweeII　the
IllicrQelecn70de 　and 　tlle　substratc 　was 　lO μm ．

竃流の 増加が 観測 され た．また，ピー
ク 電流 は CRP 濃度

の 増加 に 伴 っ て 増加 した ，GRP を 含 まな い PBs 溶液 を ス

ポ ッ ト に 滴下 し た 場合，ス ポ ッ トか ら還 元 電 流 応答 は 得 ら

れなか っ た．Fig．4b に CRP 濃度 に対す る還元 電流応答を

示 す，還 元 電 流 は ，0．1〜100 μg〆m ［の 濃度 範 囲 に お い て

GRP 濃度 の 対数 に ほ ぼ 比例 した ．こ の よ うに
，
　 SECM イ

メ
ージ ン グ を用 い る と 局所領域 に構築 さ れ た 免疫複合体 ス

ポ ッ トを可 視的 に と らえる こ とが 可 能 で あ る．ま た，免疫

複合体 ス ポ ッ トの サ イ ズ は 50 μm 程度 と 小 さ い た め 免疫

セ ン シ ン グ シ ス テ ム の 小型化が 可 能 となり，極微量 の サ ン

プ ル で の セ ン シ ン グ が で きる ，しか し，電 極 を走 査 す る こ

とに よ る イ メ
ー

ジ ン グ に は 長 い 測 定時間 を要す る．本 実 験

で 行 っ た イ メ
ージ ン グ で は，1 イ メ

ー
ジ を得 る た め に約

10 分 か か る ，そ こ で ．電 極 を免疫複合体ス ポ ッ トの 上 方

に 保持 し た ア ン ペ ロ メ トリ ッ ク 計測 を 行い
， 検 川時 問 の 短

縮を試み た，

　3 ・2 ア ン ペ ロ メ トリーに よ る CRP 検出

　マ イク ロ 電極を免疫複合体 ス ポ ッ トの 10　pm 上 方 に保

持 し，HRP の 酵 素反 応 に よ り生 成 さ れ た 酸化 型 フ ェ ロ セ

ン メ タ ノール の ア ン ペ ロ メ トリ ッ ク 計測 に よ り CRP 検 出

を行 っ た （Fig．5a）．奄極電 位を開 回路 状態 か ら 〔1．05　v に

ス テ ッ プ させ る と，容 量 電流 に 基 づ く大 きな ス パ イ ク上 の

電流応答が 得 ら れ，そ の 後 で 徐 々 に減 少 し約 20 秒後 に定

常電流を得 た．定常 電 流 量 は，CRP 濃度の 増 加 に 伴 い 増

加 した．こ れ は，免 疫 複 合 体 ス ポ ッ トに 捕 捉 され た HRP

に よ り生 成 され る酸 化 型 フ ェ ロ セ ン メ タ ノ ール の 局所濃

度，す な わ ち 捕捉 さ れ た HRP 量 に 起因 して い る．電 位 ス

テ ッ プ後，数 秒 の 還 元 奄 流 応 答 は容 量 電 流 成 分 を含 ん で い
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tioll　 current 　 or 　Fc 　OH 　 generated 　frou 亘 dle　 spots 　 collstructcd 　 at　diffcrent
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Fig．5　（a ）Amperometric 　respoIlses 　obtailled 　h』  rr］ tbe　immunocomplex 　for　thc 　GRP 　at 　the

micreelectrode 　positioned　lOμm 　above 　lhe　microspots ．　 Thc 　concentrations 　of 　GRP 　solutiol 〕

to　construct 　im・・n ・ c・ mplcxes 　were （1）Ong ／ml ，（2）0・1n9 ／ml ，（9・）0・5　n9 ／m1 ，（4＞1・〔｝ng ／ml
，

（5）5，011g／lnl，（6）10ng ／rr　l　and （7）100　ng ／m1 ．　（b）Variatien（，f　the 　current 　responses 　as　a

fUnction 　of 　GRP 　conccntr 乱 tion

る が，十分 に そ の 差をと ら える こ とが 可 能 で ある ．そ こ で ，

電位 ス テ ッ プ後 10〜20秒 の 電流量 の 平均を GRP 濃度 に

対 して プ ロ ッ トした （Fig．5b）．こ の 際，各 CRP 濃度 に

お い て 得 られ た 還 元電流 応答 か ら
，

バ ッ ク グ ラ ウ ン ド電流

（CRP 濃度ゼ ロ にお い て得 られ た 電流量） を差 し引い て い

る．0．1　一　100　ng ／mt の 濃度範囲 に お い て ，還 元電流 と

CRP 濃度の 対数 と の 問 に は 比 例 関係 が あ っ た．こ の こ と

か ら，竃 極位置を固 定化 した ア ン ペ ロ メ トリ ッ ク な計測 に

よ り，数十秒 レ ベ ル で 1 つ の 免疫複合体 ス ポ ッ トに 捕捉

さ れ た 測 定対象物質 を検出で きる こ とが 分 か っ た ．こ こ

で ， SEGM イ メ
ー

ジ ン グ に お い て得 られ た 検量線 と比較 し

て 極 め て 高感度な検 出が 可能 で あ る こ とが 分か る，こ れ

は
，

ア ン ペ ロ メ トリーに お い て ，比 較的大きな直径 50 μin

の 金マ イ ク ロ 電極 を使用 して い るため ，大きな還元電流応

答が得 られ る こ と に起因す る．SEGM イメ
ージ ン グ で 検出

し て い る 電流 は 数 pA と極 め て 微小 で あり，現在の ポ テ ン

シ ョ ス タ ッ トの 性能か らこ れ 以．Lの 微小電流を計測す る こ

と は 困難で ある ．よ っ て ，直径 10 μm の マ イク ロ 電極 を

川 い た 場合 に は，ng ／ml レ ベ ル の 高感度検出が 困難 で あ

る と考えられ る．しか し，SECM イメ
ージ ン グ で は，高解

像度の イメ
ージ を得 る ため に 免疫複合体ス ポ ッ トよ りも小

さな マ イ ク ロ 電極 を使用す る 必 要が ある．

　3・3 複数サ ン プル 計測シス テ ム を用い た CRP 検出

　複数の サ ン プ ル を簡便，迅速，高感度 に 診断す る こ と は，

ハ イス ル
ープ ッ トス ク リ

ー
ニ ン グ に直結す る た め 極 め て 重

要な課題で ある．そこ で ，SECM をベ ー
ス と して 複数の 免

疫複合体 ス ポ ッ トか ら応答 を検出で きる 小型 で 簡易な 複数

サ ン プ ル 計測 シ ス テ ム の 開発 を行っ た，ア ン ペ ロ メ トリー

を用 い た C　IU）検出の 結果か ら，基 板 上 の 免疫複合体 ス ポ

ッ トに 固定化 され た 酵素 （IIRP ） の 反応 を高感度 に 検 出

可能で あ る こ とが 分 か っ た．しか し，電 流 応 答 は電 極 とス

ポ ッ ト問距離 に 大 きく依存する ，ガ ラ ス 基 板．ヒに ス ポ ッ ト

を作製 した場合 に は，電極
一
ス ポ ッ ト基 板問の 距離 を制御

す る た め に SECM の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ
ードバ ッ ク モ ードを

利用 した 煩雑な操作が必要で あ っ た．複数の 免疫複合体 ス

ポ ッ トか ら迅速 に 応答 を検出す るた め に は，電極 と免 疫 複

合体 ス ポ ッ ト問の 距離 を 簡便 に 制御 す る 技 術 が 必 要 で あ

る．そ こ で ，複数の 免疫複合体 ス ポ ッ トを規則的に 配列 し

た抗体 ア レ イチ ッ プ と複数サ ン プ ル 計測 シ ス テ ム の 開発 を

行っ た．

　Fig．6 に ，開発した複数 サ ン プ ル 測定 シ ス テ ム を 用い て

得 ら れ た GRP の 検量 線 を 示す．4 つ の 微細孔 に は，10，

100　ng ／ml ，1 及 び 10 μg／ml の CRP 溶 液 を滴 下 して 免 疫

複合体 を形成 させ た．各微細孔 にお い て 30秒 聞測定 を行

い 20〜SO 秒 に お い て 得 られ た 電 流 量 の 平均 を GRP 濃度

に 対 し て プ ロ ッ ト した．ま た，こ れ ま で と同 様に ，電 流 量

は GRP 濃度 ゼ ロ の 場合 に 得 られ た還 元電流 シ グ ナ ル をバ

ッ ク グラ ウ ン ドと して 差 し引い て い る．こ の 測 定装 置 を用

い た 場合 で も，還 元 竃 流 応 答 は CRP 濃 度 の 対 数 に 比 例 し

て お り，こ の 装置の 有効性が 示 され た．4 種類 の サ ン プ ル

の 測定に 要す る時問は約 4 分で あ り，SECM イ メ
ージ ン グ

と比 較 して 短時間計測 を達 成 した．

4　結
…

目

SEGM を利 用 し た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り
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CRP の 検 出 を 行っ た．酵 素 固 定化 ス ポ ッ ト領 域 に お い て

HRP の 酵 素 反 応 に よ り生 成 さ れ た 酸 化 型 フ ェ ロ セ ン メ タ

ノール の 還 元 電 流 の 増加が 観測 され，免疫複合体 ス ポ ッ ト

に捕捉 され た GRP を イ メ
ージ と して と らえ る こ とが で き

た，こ れ よ り，ス ポ ッ ト Lに抗 体
一
抗 原

一HRP 標 識抗 体の

サ ン ドイ ッ チ 構造 が 形 成 さ れ て い る こ とが 分か っ た．電流

応答 は GRP の 濃 度 に 依 存 し，0．1〜100 μg／ml の 濃度範囲

にお い て 直 線 関 係 が 得 られ た．ま た，免疫 複合体 ス ポ ッ ト

上 に金 マ イ ク ロ 庵 極 を 固定化 した ア ン ペ ロ メ トリー
に よる

CRP の 検出 を 行 っ た，　 SECM イ メ
ージ ン グ と 同様 に，

CRP 濃 度 の 増 加 に 伴 い 還 元 電 流 応 答の 増加が 観測 され た．

O．1　一　100　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．更に，複数 の 免疫複合体 ス

ポ ッ トを 規 則 的 に 配 列 した 抗 体 ア レ イ チ ッ プ と SEcM を

ベ ース と した 複数サ ン プ ル 計測 シ ス テ ム の 開発を行 っ た．

こ の シ ス テ ム を用い る と，こ れまで 極 め て 煩雑 で あ っ た電

極 と免 疫複合体ス ポ ッ ト問の 距離の 制御を簡便 に 達成す る

こ とがで き，4 分程度で 4 種類 の サ ン プル の 測定が 可 能で

あ る こ と を示 した．
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Enzyme  Immunosensing  fbr C-Reactive Protein with

     Scanning  Electrochemical Microscopy

Tonio}ukiY･xsvK,xwAi,

     Hitoshi SHiKui,Yti

 HiRANo2, Daichi  OG.xs,xw,tR,ti, Naomi  Mo'rocHii,

 Shohei KAw'ABATAS and  Tomokazu  MA'rsuEi

i

 Graduatc School ot' Environmental Studies, 
'I'ohoku

 Unibersity, 6'6'  11, Aramaki  Aoba,  Aoba-ku,  Sendai-shi,

 ACiyagi980'8579
v

 National Institute ofAdvanced  Industrial Science  and  Technologr,  (AIST), 2-17'2'  1, Tsukjsamu-Higashi,

 Toyohita-ku, Sapporo-shi, Hokkaido  062' 8517
ll

 I. T. Research  Co., Ltd., The  21st Cenntury Plaza Research  Center, 2m  1 - 40 
-Bl1,

 Takamori,  Izumi-ku, Sendai-

 shi, Miyagi 981'3203

                      (Received 8July 2006, Acceptcd  28 .dLugust  2006)

 Scanning  electrochemical  microscopy  (SECM) has been  applied  to  enzyme  immunoassa>,  fbr

the  detection of  C-reactive protein (CRP). The  immunocomplexes  of  the  sand-vich  type  witli

horseradish peroxidase (HRP) labeling were  constructed  at  the  microspots  of  an  anti-CRP  lgG
antibody  fabricated on  a  hydrophobic glass substrate  by capMary  microspoting.  In the  presence
of  ferrocenemethanol (FcOH) as  an  electron  mediator  and  hydrogen  peroxide as  a  substrate  of

HRP,  the oxidized  form of  FcOH  (Fc'OH) was  generated  at  localized areas  corresponding  to

the  microspot  of  immunocoinplexes by an  enz}rmatic  reaction  of  capturcd  antibodies  with  HRP
label. The  reduction  current  of  Fc'OH  was  detected  with  a  microelectrode  at  O.05 V  vs.

Ag/AgCl  and  mapped  by scanning  the  microelcctrode  to  view  SECM  images  of  the  spots  for
CRP.  An  amperometric  determination of  CRP  was  also  performed using  the  microelectrode

positioned at 10 uin above  the  microspots.  Relationships  beaveen  the  reduction  current  in

SECM  imagcs and  the  concentration  of  C}ll], were  obtained  in the  range  of  O.1 ng/ml  to 100
ng/inl.  A  system  fbr multi-samples  illeasurements  has been  developed  using  amperometric

determination and  aiitibody  array  chips.

Kllywords :enzyinc  immunoassa>'; scanning  electrochemical  microsco

amperometry  ; multi-sainples  ; antibody  array  chip.
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