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はじめに

バイオセンシングは，生体分子間相互作用（例：抗体
と抗原，受容体とリガンド， 結合タンパク質と

など）を特異的に検出する技術 1–6)であり，医療・
臨床検査，創薬，食品，環境，セキュリティーなどの生
命科学分野においてきわめて重要である．まず，固相上
の標的物を検出・定量する液相用バイオセンシング素子

においては，センシング分子と標識物を結合し，標的物
との相互作用を，発色・発光・蛍光・放射などのシグナ
ルに変換する．次に，液相中の標的物を検出・定量する
固相用バイオセンシング素子においては，固相の素子表
層 4–14)にセンシング分子を直接 15)または足場分子 16–22)を
介して固定し，標的物との相互作用を，発色・発光・蛍
光・放射などのシグナルや，重量の変化，プラズモン波・
エバネッセント波の発生などを電気信号に変換する
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（ 上段， ）．そこで，両バイオセンシング
素子の感度，特異性，ダイナミックレンジなどを向上さ
せるためには，センシング分子と標的物が効率良く結合
できるように，センシング分子をクラスター化しつつ，
その配向性をナノレベルで制御して精密提示する「クラ
スター化とナノレベル整列化」技術の開発が重要な鍵と
なる 23)（ 下段）．

従来のセンシング分子固定化技術

本稿では，抗原検出のためのイムノグロブリン
（ （Ig））G固定化技術を例にとりながら，
従来法と比較しつつセンシング分子のクラスター化と整
列化によるバイオセンシングの高感度化について概説す
る．IgGの構造は，2本の重鎖（H鎖）と2本の軽鎖（L
鎖）がジスルフィド結合してY字型の4量体を形成し，
末端部分に抗原結合部位（ ）をもつ上部の 領域
と下部のFc領域から構成される（ ）．また，アミ
ノ酸配列が高い相同性を示す定常部位（constant region
（CH1，CH2，CH3）と，相同性が低い可変部位（
region（VH，VL））が存在し，CH2部位に糖鎖をもつ．もっ
とも単純な IgGの固定化法は，IgGを直接固相上に添加
し物理的吸着力（ファンデルワールス力，親・疎水性，
電荷など）によるものである 15)．本法は，IgGを未修飾
のまま用いることができるが，IgGが非特異的に固定さ
れるため配向性がランダムになり の標的物の認識能
を充分に引き出せない．そこで，固相上に IgGをクラス
ター化ならびに配向性を揃えて整列化して固定し， 周
辺の立体障害を低減する足場技術が報告されている 23)．
まず，IgG全長を用いる方法として，IgG表面のフ
リーの 2基 ，IgGのフリーのCOOH基 ，
IgGの糖鎖（活性化した後） ，または IgGのFc領
域 をさまざまな足場分子を介して各種固相上に
固定化する方法がある（ ）．また，IgGをペプシン
や還元剤（2-メルカプトエタノールアミン）で断片化し

た ’ およびHalf IgGのSH基 や，遺伝子組換
え技術による単鎖抗体（single-chain（sc） ）のカルボ
キシ末端 39–44)，ラクダ科重鎖抗体の重鎖可変ドメイン

ELISA1) 4–7) Cross-linkers16) IgGs Antigens
FIA2) 8) SAMs17)

3) 9) 18)

QCM4) 10) 19)

5) Silica Protein A20) Sugars Lectins
6) 13) Protein G21) Lectins Sugars

Glass14) 22)
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（Camelidae
（VHH））のフリーの

2基 45)を固定化する方法がある．しかしながら，IgG
の抗原認識能を最大限に引き出すためには，未修飾の
IgGを用いて，同時に固定部位を IgG分子内の一箇所に
限定する必要があるため，上述の IgG固定化法のほとん
どは不適格である．
次に，足場分子としては，簡便なクロスリンカーがあ

るが，IgG結合部位の空間的配置が定まらず，IgGの配

向性がランダムになるため， 周辺の立体障害が生じ
抗原結合能が低減する．また，自己組織化単分子膜
（ （SAM））は，自己組織化能
を持ち二次元展開が可能で物理的安定性は高いが，一般
的に IgG結合に化学修飾を必要とする点が課題である．
一方，Fc結合タンパク質およびペプチドを用いて固定
化する方法は，IgGを未修飾のまま固定化することがで
きるが，ほとんどの場合，足場分子（Fc結合タンパク
質およびペプチド）自身の配向性を制御することが困難

Camelidae
N

Staphylococcus aureus
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であるため，完全な整列化を達成できない．以上から，
IgGのクラスター化およびナノレベル整列化を同時に達
成できるもっとも理想的な足場分子は，①完全長・未修
飾 IgGの一箇所と特異的に結合し，② IgG結合部位を整
列提示し，③ IgG結合部位が最密充填状態で存在し，④
化学的・物理的ストレスに対して耐性であることが重要
と考えられた．そのような中で，近年，表面プラズモン
共鳴（ （ ））の金基板上に，
thioPEG（ ）で
人工膜を形成し， （黄色ブドウ球菌Protein 
A由来 IgG-Fc結合 ドメインを融合した膜タンパク質）
を埋め込んで抗ヒト血清アルブミン IgGを固定化し，ヒ
ト血清アルブミンを検出する方法が報告されたが 34)，上
記条件をすべて満たすものではなかった．

バイオナノカプセル（BNC）

B型肝炎ウイルスの表面抗原Lタンパク質（389アミ
ノ酸（aa））は， 末端側よりPre-S1領域（108   aa），
Pre-S2領域（55 aa），およびS領域（226 aa）から構成
され（ ），出芽酵母内でLタンパク質を過剰発現
させて得られる直径約 の中空ナノ粒子「バイオナ
ノカプセル（ （ ））」は，3回膜貫
通型のLタンパク質約110分子が酵母小胞体膜由来リポ
ソームに埋め込まれたプロテオリポソームである 46)．

は，エレクトロポレーション法 47)およびリポソー
ム融合法 によりさまざまな物質（薬剤，遺伝子，タ
ンパク質，化学物質など）を 内部に搭載可能で，
Lタンパク質のPre-S1領域に存在するヒト肝臓認識部位
により 50)，in vitroおよび in vivoにおいてヒト肝臓由来
細胞または組織に物質を送達できるナノキャリアであ
る 47)．近年，我々はPre-S1領域およびPre-S2領域の一
部（51–159 aa）を，Protein Aの IgG-Fc結合 ドメイン
（2量体（127   aa））51)に置換した タンパク質を作製
し，出芽酵母内で と同様に タグ提示型
（ ）を発現させた （ ）．同発現酵母
菌体をグラスビーズにより破砕し，抽出液を70°Cで20
分間熱処理して酵母由来タンパク質を除去した後，ブタ
IgGアフィニティークロマトグラフィーおよびゲルろ過
クロマトグラフィーにより精製 を得ることが
できた 54)． は一粒子あたり約120分子の ド
メインを提示しており（ ）54)，抗上皮増殖成長因
子受容体（ （ ））
IgG および抗CD11c   IgG55)を ドメインを介して

上に提示することで，各種物質（蛍光，GFP，
抗原）を in vivoにおいて，それぞれ 過剰発現組織
および免疫樹状細胞へ特異的に送達することに成功した．

以上から， は粒子表層でFc部位をつなぎ止
め， を放射状に整列化して提示できると考えた．そ
こで， と各種 IgGとの結合能を水晶発振子微
量天秤（ （QCM））により測
定した結果， はセンサーチップの金基板上に
約 2（ タンパク質として約

2）吸着し（ ）， タンパク質1分子あたり，
最大で約 分子のマウス全 IgGと結合することを見い
だした（約60分子 粒子）54)（ ）．また，

とさまざまな動物種由来の IgGとの結合特性
は，Protein   Aと類似していた 56)．次に，マイカ上に固
定した を高速原子間力顕微鏡（

（HS-AFM））57)を用いて液中観
察すると， はドーム状構造を維持して存在し，
半球状に タンパク質2量体（直径約 ）約27
分子（単量体約54分子）が間隔約 を保ちながら最
密充填していることを見いだした 58)（ ）．その結
果，液相中の 粒子には， タンパク質2
量体約54分子（単量体約108分子）が存在し，IgGが
最大約216分子結合可能と見積もられた．一方，

の表面積をマウス IgG3のFc領域の断面積で除す
ると約197分子のマウス IgG3が最密充填状態で提示可
能と見積もられ，前述の ドメイン数と考え合わせる
と， は理想的な足場分子と考えられた．しか
し実際は 粒子がマウス全 IgGを最大で約60
分子提示したことから，ブラウン運動をする IgG同士が
ぶつかり合って 表層の全 ドメインと相互作
用できなかったことを示唆している．そのような中でも，

上にFc領域を介して提示された IgGは，抗原
結合部位（ 領域）周辺の立体障害は十分に低減され
ていると考えられた．実際に，金基板上に固定した

とマウス IgG3の液中での結合様式をHS-AFMに
よりタイムラプス観察したところ，予想通り IgG3が

上でFc領域を支点として回転ブラウン運動を
行っていることが判明した（平均速度 秒，最大
角度44°）（ ）．以上から，我々は がFc
部位を非常に強固な力でつなぎ止め， 領域を放射状
に整列化提示する足場分子であることを実証した．そこ
で，我々は が各種バイオアッセイやバイオセ
ンサーにおいて，①液相中の による IgGのク
ラスター化とナノレベル整列化，②固相上の
による IgGのクラスター化およびナノレベル整列化，③
固相上 IgGの配向性評価を実現するユニークなバイオマ
テリアルであることを見いだしたので，次項以降に概説
する（ ）．
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液相中のZZ-BNCによるIgGのクラスター化と 
ナノレベル整列化

固相上抗原（オボアルブミン（ （OVA））
を一次抗体（抗OVAマウス IgG1）と西洋ワサビペルオ
キシダーゼ（ （ ））標識二次

抗体（ウサギ抗マウス IgG）で定量する酵素結合免疫測
定法（ （ELISA））
において，予め二次抗体と を混合した二次抗
体－ 複合体を添加すると，二次抗体のみの場
合と比べて約10倍検出感度が上昇することを見いだし
た 59)（ ）．また， と二次抗体間にアビジ

2

2

± n
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ン－ビオチン複合体（ （ABC））
システムを用いると，さらに感度は上昇した（約20倍）．
同様に，ウェスタンブロット法においても に
より，固相化抗原の検出感度は約50倍上昇し，ABCシ
ステムの併用により約100倍上昇した．一方，アルカリ
フォスファターゼ（alkaline phosphatase（ALP））で標
識した二次抗体の場合， による感度上昇は観
察されなかった．これは， 分子（約40 kDa）と比
べて，ALP分子（約100 kDa）が大きいことから 60)，
二次抗体とALP分子をつなぐリンカー長が短く（約

）Fc領域周辺が嵩高くなり， と結合で
きないためと考えられた（ ）．そこで，二次抗体
－ALP間のリンカー長を最適化（約 ）することで，

によるALP標識二次抗体の感度上昇が達成さ
れた 61)．一方，長めのリンカー（約 ，約 ）
が感度低下を引き起こしたのは，リンカーに含まれる
PEG鎖による水和相が二次抗体と一次抗体との相互作
用を抑制したものと考えられた．
次に，固相上の各種抗原（アクチン，デスミン，

グルタチオンSトランスフェラーゼ（glutathione 
S-transferase（GST）），ビメンチン）を，各種一次抗体（抗
アクチンマウス IgG2a，抗デスミンマウス IgG2a，抗
GSTマウス IgG2a，抗ビメンチンマウス IgG2a）と
標識二次抗体（ウサギ抗マウス IgG）で検出するFIAに
おいて，二次抗体の代わりに 標識 を用い
ると， 標識二次抗体の場合と比べて，検出感度が約
10倍上昇することを見いだした 62)（ ）．また，
同一試料に含まれるさまざまな抗原の同時検出を行う場
合，通常は一次抗体の動物種またはサブクラスの重複を
避けて，それぞれに対応する二次抗体を探す必要があっ
た 63)．そこで， をさまざまな蛍光色素（ ，
， ， ）で標識し，4種類の抗原（GST，ア

クチン，デスミン， -チューブリン）に対する抗体（抗
GSTマウス IgG2a，抗アクチンマウス IgG2a，抗デスミ

± n

± n
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ンマウス IgG2a，抗 -チューブリンマウス ）をそ
れぞれ提示させ，4種類の抗原を含むブロットに同時に
使用したところ，各抗原を高感度かつ同時に検出するこ
とができた 62)（ ）．これは， が長年の免
疫化学的検出における技術的課題であった使用抗体の動
物種およびサブクラスに関する制限を根本的に解消でき
ることを示している．以上より， は検出用抗
体を表層にクラスター化ならびに整列化し，抗体1分子
あたりの標識酵素および蛍光色素の分子数を高めること
で高感度検出を可能にすると考えられた．

固相上のZZ-BNCによるIgGの 
クラスター化とナノレベル整列化

QCMバイオセンサーにおいて，センサーチップの金

基板上に，IgG（抗アクチンマウス IgG2a）を直接法，
Protein   Aを介する方法（Protein   A法），SAM修飾
Protein Aを介する方法（SAM-Protein A法），および

を介する方法（ 法）で固定化した．
抗原（アクチン）を定量したところ， 法は抗
原結合量および検出感度において，それぞれ直接法の約
247倍および約128倍，Protein A法の約8倍および約25
倍，SAM-Protein A法の約30倍および約31倍と著しく
上昇することを見いだした 54)（ ）．また，他の各
種抗原定量系（抗 -チューブリンマウス による
-チューブリン定量，抗ニワトリ IgYウサギポリクロー
ナル IgGによるニワトリ IgY定量，抗MSP119ウサギ

2) 

19
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ポリクローナル IgGによるマラリア関連タンパク質
（MSP119）定量）においても は同様な効果を
示した．特に，抗アクチンマウス IgG2aおよび抗
MSP119ウサギポリクローナル IgGは，直接法では抗原
の検出が困難であったが， 法により検出可能
になったことは，抗体が単独で配向性がランダムな状態
よりも， が抗体をクラスター化並びに整列化
することで，一抗体と一抗原の点対点の結合力よりも強
力な多数の抗体と多数の抗原の面対面の結合力が得られ
るので，結合力の総和（ ）64)が上昇したと考えら
れた．さらに，固定化した抗アクチンマウス IgG2a 1分
子に結合するアクチンのモル比を算出したところ，直接
法 に対して 法 と約122倍上昇すること
を見いだした（ ）．同様な効果は，他の各種抗原定
量系でも観察された（ -チューブリン（約30倍），ニワト
リ IgY（約11倍），MSP119（約13倍））．この各抗体分
子の抗原結合能を十分に引き出す効果は，現在までに報
告されているさまざまな足場技術（プラズマ重合フィル
ム（PPF）修飾Protein A法（約 倍（対直接法））65)，
SAM修飾Protein   A法（約 倍（対直接法））66)，ナノ
パターンPPF修飾Protein A法（約 倍（対直接法））67)

よりも遥かに優れており， の整列化効果の優
位性を示すものである．以上の結果は， は IgG
のFc領域を表層に固定し， 領域を放射状に整列化さ
せ， 領域周辺の立体障害が著しく改善し，IgGのク
ラスター化と整列化を同時に達成できる足場であること
を示している．
さらに，QCMバイオセンサーにおける の抗

体結合能は，酸処理（ ）による抗体の脱着
を20回以上繰り返しても変わらなかった 54)．これは，

タンパク質のカルボキシ末端側半分（S領域）に
存在する14個の 残基のいずれかが，金－硫黄間の
強固な化学結合を形成しているためと考えられた．また，

の粒子構造は熱（70°C，30分）および界面活性剤
（ ％ SDS，室温，30分）の処理にも安定である 68)．
以上から， はセンサーチップの金基板上で化
学的および物理的ストレスに対して耐性を示す優れた足
場であることが示され，QCM以外の多様な環境下で使
用される各種バイオセンサーの高感度化にも応用可能で
あると考えられる．

ZZ-BNCによる固定化IgGの配向性評価

バイオセンシングにおいて固相上のセンシング分子の
配向性をナノレベルで制御し，最適化することは非常に
重要である．通常は，標的物の結合量を最大化すること
により同配向性の整列化度合いを最適化するが，実際に

固相上のセンシング分子の整列化が達成されているかは
不明である．最近では，大型分析機械（AFM69)，電子
顕微鏡 70)，飛行時間二次イオン質量分析計 71)，二面偏波
式干渉計 72)など）を用いて，基板表面の形状や固相上
の IgGの配向性に依存した遊離アミノ酸の測定などに基
づき評価されているが，これらは煩雑で簡便性に乏しい．
しかしながら，バイオセンシングは幅広い領域で用いら
れているので，センシング分子の配向性のより簡便な評
価法の開発が必要である．そのような中，我々は固相上
のランダムに固定化された IgGよりも，固相上抗原によ
り整列固定化された IgGに対し， が高い親和
性を示すことを見いだした 73)（ ）．これは，

が固相上のIgGの配向性を簡便に評価できるユニー
クなプローブであることを示している．
さらに，液中の同一エピトープを複数有する抗原を検
出するサンドイッチイムノアッセイにおいて，通常は二
次抗体が液中の検出用 IgGのみを特異的に認識し，固相
上の捕捉用 IgGとは相互作用しないようにするため，捕
捉用および検出用 IgGを異なる動物種またはサブクラス
にする必要があった 74)．そこで，我々は固相上の捕捉用

± n
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IgGはランダムに固定化されているので， と結
合しないと考えた．具体的には，抗原（デスミン（中間
系フィラメント（多量体）））を，捕捉用および検出用
IgGに同一抗体（抗デスミンマウスモノクローナル
IgG2a）を用いて検出するサンドイッチイムノアッセイ
において，二次抗体（ 標識ウサギ抗マウスFc特異
的ポリクローナル IgG）の代わりに， と
との間にABCシステムを併用する系を検討した．その
結果，二次抗体は，検出用および捕捉用 IgGの両者に結
合し抗原依存的な検出が不可能であったが，
は固相上で「捕捉用 IgG－抗原－検出用 IgG複合体」を
形成した検出用 IgGのみと特異的に結合し，抗原依存的
な検出を可能にした 73)（ ）．これは，捕捉用 IgG
に結合した抗原により検出用 IgGのFcが整列化され，

が特異的に結合したためと考えられた．以上
の結果は，単一エピトープを有する単量体の抗原には適
さないが，同一エピトープを複数有する抗原を検出する
サンドイッチイムノアッセイにおいて，同じ IgGを捕捉
用および検出用 IgGとして同時に使用し，二次抗体の使
用および各種抗体への酵素などの標識をしないで簡便か
つ高感度に検出できることを が初めて可能に
したことを示している．

固相上のZZ-BNCによるFc融合受容体の 
クラスター化とナノレベル整列化

バイオセンシングにおいて抗原抗体反応は重要な検出
対象であるが，近年の生命科学の進歩によりさまざまな
生体分子間相互作用（受容体とリガンド， 結合タ
ンパク質と ， アプタマーと標的分子，レクチ
ンと糖鎖，酵素と基質）もバイオセンシングの検出対象
となってきている．そこで我々は，センシング分子整列
化の足場としての の汎用性を高めるために，
受容体のリガンド結合部位を含む細胞外ドメインとヒト
IgG1-Fcとの融合体を用いてQCMバイオセンサーの
高感度化を検討した．具体的には，センサーチップの
金基板上に，ヒト血管内皮増殖因子受容体（

（ ））細胞外ド
メインのカルボキシ末端側にヒト IgG1-Fcを融合した
Fc融合 （160 kDa）を3種類の固定化法（直接法，
Protein A法， 法）で固定し，リガンド（VEGF
（ ））の検出を行った（ ）．その結果，

法は直接法と比べて，バイオセンサーの検出感度
およびリガンド結合量が，それぞれ約35倍および約4
倍上昇することを見いだした．さらに，固定化したFc
融合受容体1分子へのリガンド結合量は直接法 分子
に対して 法は 分子と約 倍上昇すること

を見いだした．これは， 上でFc融合受容体が
クラスター化および整列化され，リガンド認識部位周辺
の立体障害が著しく改善されたためと考えられた．また，
同様な効果は他のリガンド（レプチン，プロラクチン，
腫瘍壊死因子 II）に対するそれぞれのFc融合受容体で
も観察されたことから，本 足場技術は，抗体
以外のセンシング分子の整列化にも応用展開可能である
ことが示された（投稿準備中）．

まとめ

本稿では， のユニークな機能（IgGのクラス
ター化，IgGのナノレベル整列化，固定化 IgGの配向性
評価）によるイムノセンサーの高感度化を概説してきた．
また， は化学的および物理的ストレスに対し
て非常に高い安定性を示すとともに，IgGの代わりに
Fc融合受容体を用いることでさまざまな生体分子間相
互作用の検出にも同様な効果が期待できることも示し
た．今後は，さまざまなセンシング分子と タンパ
ク質の配向性を維持した結合方法を開発することができ
れば，本 によるバイオセンシング技術は格段
に応用範囲が広がるものと考えられる．さらに，
は組換え 技術 や化学修飾 76)により外来性分
子を粒子表層に整列提示したり，エレクトロポレーショ
ンやリポソーム融合により 内部に各種分子を封入
したりすることができることから，発色，発光，蛍光，
放射などのシグナルを発するさまざまな検出用分子にも
適用可能になると考えられる．以上から， に
よるクラスター化とナノレベル整列化技術の高い汎用性
はバイオセンシング領域だけでなく，薬剤および遺伝子

2
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送達システム領域，さらに表面科学研究領域においても
貢献できると考えられる．

要　　約

バイオセンシングの高感度化おいて，センサー表面の
センシング分子のクラスター化およびナノレベル整列化
はきわめて重要であるが，両者を同時に達成する従来技
術はほとんどなかった．筆者らは，Protein Aの IgG-Fc
結合 ドメイン2量体を整列提示する改変型B型肝炎ウ
イルスの表面抗原Lタンパク質粒子（ ）が IgG
のクラスター化とナノレベル整列化を同時に達成できる
安定性の高いユニークな足場分子であることを見いだ
し，各種イムノアッセイ（ELISA，ウェスタンブロッ
ト法，蛍光免疫測定法）およびイムノセンサー（QCM，

）の高感度化を達成した（例：QCMによる抗原検
出系で，従来比：抗原結合量247倍，検出感度128倍）．
さらに， は固相上の IgGの配向性を簡便に評
価できるプローブとして機能することも見いだした．本

足場技術は，IgG以外のセンシング分子（Fc
融合受容体）にも応用可能であることから，従来のバイ
オセンシングの機能（感度・特異性）を飛躍的に改善で
きると考えられる．
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