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第一章 

序論 

 

1.1 ウイルス感染症とウイルス検出系の社会的ニーズ 

 感染症に関する研究の進展によりワクチン開発や衛生面が向上した現代社会

において、特に先進国では感染症における死亡率が激減している (Armstrong et 

al. 1999)。しかし、1970 年以降、種々のウイルスによる新興感染症は未だ世界

的に猛威を振るっている (Mehand et al. 2018; Schrag and Wiener 1995; Stramer et 

al. 2009)。ウイルス感染拡大の要因の一つは移動技術の発達による長距離移動

や国から国へ移動など人の移動が容易になったことが挙げられるが、最も特筆

すべきことはウイルスは特殊なナノメートルサイズの粒子構造（図 1.1）であ

り、連続抗原変異・不連続抗原変異による新型ウイルスが発生しやすく、不顕

性感染者によるヒトからヒトへと感染拡散である (Park et al. 2002; Vouga and 

Baud 2016)。 

 

図 1.1 ノロウイルス（NoV）、インフルエンザウイルス（IFV）、白斑病ウイル

ス（WSSV）のウイルス粒子サイズ 
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体温測定などの水際対策のみではウイルス感染拡大を防ぐことは難しく、初期

感染者や無症状感染者からいち早くウイルスを検出する封じ込め対策が拡散防

止には最も有効な手段である (Dai et al. 2009; Yu et al. 2020)。2021 年 11 月発見

された新型コロナウイルス（SARS-CoV-19）が世界的に拡散し、4,650 万人が

感染し 120 万人の死者の出しており、（2020 年 11 月 2 日現在）。莫大な経済的

な損失を与え、ウイルス感染症が及ぼす社会的影響を如実に示している

(COVID and Team 2020; Mehta et al. 2020)。 

 

1.2 ウイルス検出法 

 ウイルスの検出は拡散防止・感染者の明確化・ウイルス種の同定に用いられ

る。現在主に市販され用いられている検出キットはポリメラーゼ連鎖反応

（PCR）を利用したウイルス核酸（DNA・RNA）検出技術、ウイルス特異的抗

体を利用した抗原抗体反応によるウイルス抗原検出技術を基盤としている

(Murphy and Bustin 2009)。 

PCR は、現在ウイルス検出のゴールドスタンダードとして多くのウイルス検

出に使用されている。極小量の DNA・RNA から数百万個のコピーを、短時間

で増幅することにより高感度かつ高い定量性の下で対象となるウイルスを検出

ある。現在では増幅プロセスをリアルタイムでモニタリングすることにより定

量性能を向上した real-time PCR（RT-PCR）法(Mackay et al. 2002)や標的遺伝子

の配列から 6 つの領域を選んで組み合わせた 4 種類のプライマーで鎖置換反応

を利用して増幅させる方法、Loop-Mediated Isothermal Amplification（LAMP

法）(Notomi et al. 2000)が開発されている。しかし、高感度であるが対象と異な

るウイルスの混在による偽陽性が明記されており、ウイルスの診断においては
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病原特定に確実性を持たないこと、高価な設備や熟練技術を必要とするため実

施が容易ではないことなど課題を有している。 

抗原抗体反応を基盤とする技術では目的のウイルス抗原を、特異抗体で捕捉

する反応を酵素反応で検出・定量する方法 Enzyme-linked immunosorbent assay 

（ELISA）(Lequin 2005) や毛細管現象を利用したサンドイッチ免疫反応である

イムノクロマト法 (Ching et al. 1992; Ito et al. 2006) など、既に様々なウイルス

を対象に実用化されている。しかし、簡便な方法ではあるが、偽陽性・偽陰性

による誤診が生じやすいという技術的課題を抱えている。 

 

1.3 ナノ素材とウイルスの検出 

 既存技術が有するウイルス検出の課題点を克服するためにナノ粒子を利用し

た研究は非常に多い (Abraham et al. 2008)。特に貴金属ナノ粒子は光学・化学・

物理学的に特殊な性質を有しており、ナノ領域におけるナノ粒子間相互作用の

応用により多くの新規ウイルス検出系が開発された (Mokhtarzadeh et al. 2017)。

ウイルス検出へ応用するためにはウイルスとの結合を特異的に測定可能なシグ

ナルを生成する必要がある (Upadhyayula 2012)。最も有効な特性はプラズマ中

の電子の集団運動による振動を量子化した際、粒子として振る舞うプラズモン

と呼ばれる現象であり、光を照射した金属表面の電子振動などにも見られる

(Barnes et al. 2003)。応用例としては表面増強ラマン散乱（Surface-enhanced 

Raman Scattering: SERS）が挙げられる(Moskovits 2005; Stiles et al. 2008)。通常の

ラマン散乱は光が物質と相互作用を示し、入射光の波長と異なる散乱光が得ら

れるが、分子識別を行う際、感度が非常に低いことが課題である (Blackie et al. 

2009)。しかし、強いプラズモン領域を有するナノ粒子上にて分子のラマン光強

度が向上する SERS が発見された(Kneipp et al. 2002)。SERS を利用した場合、
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従来技術では不可能であった単分子スケールでの検出が可能であり、分子識別

能が格段高い精度を有しており、大きな技術革新をもたらした (Yang et al. 

2015)。SERS を用いた分子識別技術は現在では金属イオン検出やウイルス検出

にも応用されており、ナノ粒子表面におけるプラズモン現象の多様な応用可能

性を示している (Sánchez-Purrà et al. 2017; Zhao et al. 2015)。 

 

1.4 金ナノ粒子（AuNP）の光学的・電気化学的性質 

 AuNP は化学的と物理学的に多様な特性を有し、幅広い分野で応用可能なナ

ノ素材として注目されている。AuNP の光学特性、そのサイズに依存する電気

化学及び高い化学的安定性は自己組織化、バイオラベリング、触媒作用、電子

移動理論、相転移、結晶成長などナノ領域で生じる様々な現象を解明するため

のモデルとして AuNP が用いられている (Sardar et al. 2009)。これらの性質は前

述したナノ粒子を基盤とするウイルス検出系の作製には非常に有用である。 

光学的特性として AuNP は光の照射により、光の振動電磁場が金属の自由電

子（伝導帯電子）の集団的なコヒーレント振動を誘発する（図 1.2）(Grant et 

al. 2003; Guillon et al. 2007)。この粒子表面付近での電子の振動により、イオン

性格子に対する電荷の分極が起こり、光の電場方向に沿った双極子振動が形成

されることが知られている (Amendola et al. 2017)。この振動の振幅もプラズモ

ンの一種であるが AuNP では表面に局在することから、局所表面プラズモン共

鳴（LSPR）と呼ばれる。AuNP は非常に強力な LSPR バンドを有しており、

LSPR は入射光を強く吸収するため、UV-Vis 分光光度計を用いて吸光度を測定

することができる。LSPR バンドの強度と波長は、Mie 理論によって理論的に

記述されており、バルク金属と比較して明確な光学的・電子的特性を示すこと

が知られている(Mie 1908)。 
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図 1.2 金ナノ粒子表面における局所プラズモン共鳴効果 

 

LSPR は蛍光を有する素材との相互作用により、蛍光素材の蛍光強度を増

強・消光することが可能である。蛍光増強作用については LSPR により金属ナ

ノ粒子近傍に形成された近接場光とよばれる電磁波に起因する光電場増強が誘

起され、この光電場増強によりナノ粒子近傍に存在する蛍光素材と光の相互作

用の確率が増大し、蛍光の増強が生じる。この現象は局所増強効果（LFEE）と

呼ばれている (Feng et al. 2015)。一方、非放射エネルギー移動（NERET）によ

る蛍光素材から AuNP への電子移動により蛍光強度の強い消光効果が誘起され

る (Zhang et al. 2014b)。このナノ粒子間相互作用は粒子間距離に大きく依存し

ており、およそ 16 nm の粒子間距離が維持された場合、最大の蛍光増強効果を

得ることができるが、粒子間距離が 4 nm 以下になると消光作用が生じる 

(Chowdhury et al. 2020a)。LSPR の波長領域が AuNP のサイズ、表面形状または

金ナノ粒子近傍の媒体に大きく依存するためこれらの条件についても最適化を

行うことで LSPR 蛍光増強効果を最大にすることが可能である (Chen et al. 

2008; Nehl and Hafner 2008)。 
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AuNP の電子的特性は電気化学にもしばしば応用されている (Pingarrón et al. 

2008)。電極にコーティングすることで AuNP は非常に高い表面体積比を向上さ

せ、更にその高い電子伝達効率から電極自体の導電性を向上させることが可能

である (Guo and Wang 2007)。AuNP 上に DNA プロ―ブを修飾することでウイ

ルス DNA 検出に応用した例も報告されており、バイオセンシングに応用する

ために電気化学への適応は非常に強力なセンシングツールに成りうる (Seetang-

Nun et al. 2013; Zhang et al. 2007)。 

 

1.5 量子ドット(QD) 

 QD はバルク励起子のボーア半径よりも小さい半径を持つ物質であり、量子

井戸構造を有する半導体ナノ粒子である (Reimann and Manninen 2002)。半導体

では電子エネルギーの満たされた連続領域（価電子帯）とエネルギー状態が空

の連続領域（伝導帯）との間にエネルギーのギャップ（バンドギャップ）が存

在しており、ナノ粒子サイズが小さくなるにつれてバンドギャップが広がり、

発光波長が短波長側（高エネルギー）に移動する（図 1.3）(Baskoutas and Terzis 

2006; Leistikow et al. 2011)。コロイド化学の発展と同時に、高い量子効率でを示

し非常に長い蛍光寿命を有する素材が報告され、QD の合成研究は著しく発展

し、様々な QD が開発された (Huang et al. 2015; Liu et al. 2017)。その光学的特

性は主にイメージングやセンシングの分野において非常に重要視されている

(Chan et al. 2002; Murphy 2002)。ごく少量の QD が強い蛍光シグナルを示すため

にイメージング分野においては目的物質の高輝度体内イメージング、センシン

グ分野においてが標的物質の超高感度蛍光検出が報告されている (Han et al. 

2009)。しかし、素材としては主にカドミウム、テルリウム、モリブデン、タン

グステンなどの重金属 (Akiyama et al. 2007) が用いられ、恒に安全性への問題
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が提起されている。また、高量子効率を得る目的で合成難易度が高い有機溶媒

中でのホットインジェクション法の利用しており、容易な合成法の開発が模索

されている (Williams et al. 2009; Zhang et al. 2014a)。 

 

 図 1.3 QD の粒子サイズとバンドギャップにおける関連性概要図 

 

 安全性の高い QD としてグラフェンを素材とするグラフェン量子ドット

（GQD）が注目されている (Peng et al. 2012)。グラフェンは、1 層または数層

からなり、大きさはグラフェンの層数に依存している (Yan et al. 2010)。数 nm

から 100 nm の範囲で合成が可能であり、化学的にも物理的にも安定で、表面

積と質量比が大きい。粒子のエッジにはカルボキシル基をはじめとする官能基

があるため水に容易に分散することができるなど、安全性・機能性から非常に

有用な素材である (Ritter and Lyding 2009; Wang et al. 2015)。光学的特性は上記
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の QD と同様であり、粒子サイズの増加（グラフェン層数や層あたりの炭素原

子数）に依存してバンドギャップが減少する (Yan et al. 2011)。また、グラフェ

ンが有する電子移動反応の促進作用は GQD の構造においても保持されてお

り、優れた電気化学的性質を示す (Razmi and Mohammad-Rezaei 2013)。電気化

学分野においては電極上に修飾することで電極表面の比表面積増加、導電性の

向上が可能であり、マイクロサイズの高性能スーパーキャパシタとしての応用

例も報告されている (Liu et al. 2013)。 

 

1.6 ナノ粒子の高機能化・多機能化 

 異なる性質を有するナノ素材同士を化学的・物理的もしくはコア/シェル構

造などの複合体を形成することで多機能もしくは高機能な素材を得ることがで

きる (Komarneni 1992)。ナノ粒子の応用目的に合わせ、複合体をデザインする

ことは非常に重要である (Caseri 2000)。 

高機能化にはポリマーコーティングによるナノ粒子の高度安定化が挙げられ

る。ポリマーを懸濁した溶媒中でナノ素材を合成し、合成と同時に金ナノ粒子

―ポリマー複合体を形成する方法が一般的であるが、高度に均一化したナノ粒

子サイズ、形状を得ることは難しい (Rahme et al. 2013)。最も高度にナノ複合

体を制御する方法は事前に合成されたポリマーに、事前に作られたナノ粒子を

注入する方法である (Corbierre et al. 2004)。高度かつ高安定なポリマーコート

複合体は既存のナノ素材が抱える不安定性を大きく改善した (Corbierre et al. 

2001)。電気化学的にもポリアニリン中に AuNP を緊密かつ均一に配置すること

で、電子伝達効率を飛躍的に向上させ、電極の導電性を向上させた例も報告さ

れている (Ganganboina and Doong 2019)。また、ナノ素材のコア/シェル化も目

的とする機能の向上に非常に大きな役割を果たす。AuNP の表面電子特性は酵
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素様機能（ナノザイム）を示し、電気化学的な応用や比色分析における化学発

光を誘起素材として応用されてきた (Ahmed et al. 2016)。この触媒活性を更に

向上させたのが AuNP 上への Ag シェル堆積による Ag@Au ナノ複合体であ

る。Ag の薄膜は AuNP 表面と相互作用を示し、より強い電子伝達効率を示

す。実際のウイルス検出技術における応用例では複合体形成による反応速度の

著しい増加や感度向上が認められた (Khoris et al. 2019)。 

 複数のナノ素材を組み合わせることにより、2 つ以上の機能を有するハイブ

リッドナノ複合体の作製が可能となる。代表的な例は光学的性質を持つナノ素

材と磁性を有するナノ素材との複合体である。磁性ナノ粒子と QD を組み合わ

せることで、目的とするタンパク質を夾雑物の中から分離精製し、蛍光の有無

の確認をするという 1 ステップ精製が可能となる。 

 

1.7 研究目的 

 本研究では AuNP が有する光学的・電気化学的性質を利用し、既存のウイル

ス検出技術が抱える課題を解決しうる新規ウイルス検出系を構築することを目

的とし、3 種類の新規ウイルス検出技術を開発した。 

第二章では AuNP 上のプラズモン領域が蛍光物質と一定距離に配置されるこ

とにより生じる蛍光物質の蛍光増強効果を利用したウイルス検出系を構築し

た。蛍光増強効果にはウイルス表面上におけるナノ粒子間距離が密接に関係し

ている。安定した蛍光増強効果を得るためにはナノ粒子表面上に修飾する化合

物の極性を抑え、夾雑タンパク質の非特異結合や粒子同士の吸着が全く起こら

ない条件を作り出し、ナノ領域における粒子間相互作用を安定化・極大化させ

る必要がある。光学的・物理的性質が類似しそれぞれに極性の異なる官能基

(Glutathione：極性大, L-Cysteine：極性小)を修飾したウイルス特異的抗体修飾機
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能化金平糖型金ナノ粒子を調製し、ジカウイルスを標的ウイルスとして検出を

行い、機能化の手法による LSPR 相互作用の安定性・増強効率を評価した。 

第三章では偽陰性・偽陽性の可能性を最小化するため、金ナノ粒子を磁性ナ

ノ粒子（MNP）と複合させ、標的ウイルスを夾雑物から磁気分離し、LSPR に

よる蛍光増強効果を誘起可能な AuNP-MNP を合成し、例年日本で感染性胃腸

炎の原因ウイルスとして猛威を振るうノロウイルスの検出に適応した。磁気分

離による簡便なウイルス分離と洗浄はこれまで確認されていた夾雑物中におけ

る LSPR 蛍光増強効果の減少を最小限に抑えることを可能とした。 

第四章では金ナノ粒子が有する電子特性を利用したナノ複合体上へのウイル

ス結合により生じる電気抵抗値（インピーダンス、Rct）の変化を測定する白斑

病ウイルス（White spot syndrome virus: WSSV）検出系を開発した。金ナノ粒子

は電子密度が高く、電子伝達効率が優れた素材である。その性質を更に向上さ

せるため、導電性ポリマーであるポリアニリンナノワイヤー中に金ナノ粒子を

緊密に配置した金ナノ粒子―ポリアニリンナノワイヤー（AuNP-PAni）と安価

かつ高い電気化学的特性を有する N,S-GQD を組み合わせ、新規ナノ複合体

GQD-AuNP-PAni として合成し、オンサイト検出技術への応用可能性を示すた

めに、ディスポ式電極の開発を構築した。導電性の低いカーボン含有シリコン

ゴム(Conductive silicon rubber: CSR)を電極素材として効率的なナノ素材のコー

ティング方法及び構築法を均一化し、電極間で誤差の少ない Ab-GQD-AuNP-

PAni/CSR を作成し、WSSV の高感度・迅速検出に成功した。 

第五章ではこれまでの研究で得られた AuNP の光学的・物理的性質を基に、

1 つの基板上で電気化学的・光学的に標的ウイルスを検出することができる 2

信号型ウイルス検出系を構築し、インフルエンザウイルス A 型の検出に適応し

た。高い導電性を有する抗体修飾 AuNP-MNP-カーボンナノチューブ（AuNP-
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MNP-CNT）複合体を合成し、ウイルスの磁気分離かつ LSPR を誘導した。更

に、インフルエンザウイルス A（H1N1）特異的な抗体を修飾した QD を調製

し、蛍光の測定と電気化学的シグナルの計測により光学的・電気化学的な応答

から高感度でインフルエンザウイルスの検出が可能な検出系の構築に成功し

た。 

第六章では、本研究で得られた成果を要約し、AuNP が有する光学的・電気

化学的性質のウイルス検出技術への高い応用可能性について言及した。更に本

研究を通して目的としてきたオンサイト検出への適応可能性について課題点と

現在までの進捗を評価し、今後のウイルス検出技術について展望を述べた。 
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第二章 

金ナノ粒子のプラズモンフィールドを利用した蛍光増強ウ

イルス検出系 

  

2.1  緒言 

LSPR 蛍光増強ウイルス検出系を構築するためにはウイルス添加時における

AuNP 及び QD の粒子間距離を適切に保つことが重要な要因となる。溶液中に

分散した 2 種の異なる物質を特定の条件下でのみナノスケールで適切な距離に

配置するには非常に綿密なセンサーデザインを考える必要がある。ウイルス

DNA/RNA の検出においてはプローブの長さを調節し、標的ウイルスの

DNA/RNA とのハイブリダイゼーション後にナノ粒子同士が適切な距離を保つ

ようなセンサーデザインを組むことができる (Mei and Tang 2017)。実際の応

用例では血清型 4 種の判別と検出が必要なデングウイルス（DENV）を対象

に、標的ウイルス DNA を修飾した AuNP と QD が DENV 血清型 1,3 では蛍

光増強効果、DENV 血清型 2,4 では蛍光消光効果を誘起することにより血清型

の判別を高い検出感度ともに実現している（図 2.1 及び図 2.2）(Chowdhury et 

al. 2020b)。 

本研究では、抗原抗体反応によるウイルスの抗原検出において AuNP と QD

の粒子間距離を保持し、LSPR 蛍光増強効果を誘起可能な検出系を構築するこ

とを目的とした。標的ウイルス抗原としてジカウイルス（ZIKV）の非構造タ

ンパク質 1（NS1）を用いた。NS1 タンパク質は、42 kD の大きさを持ち、ホ

モ二量体構造を形成し、ウイルス感染の主要な抗原マーカーの一つである

(Brown et al. 2016)。この分子は ZIKV の NS1 タンパク質は他のフラビウイル
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ス種の NS1 との交差反応性を示さず、検出マーカーとして非常に適したタン

パク質である (Song et al. 2016)。 

 

 

図 2.1 AuNPs とヘアピン ssDNA-CdSeTeS QD による DENV DNA の検出メ

カニズムの模式図。(A) DProbe1(赤色)および 2（青色）のヘアピンループとス

テム領域はそれぞれのデングウイルス血清型に相補的な DNA 配列（25 塩基）

及び 6 つのポリグアニン（ポリ-G）とポリシトシン（ポリ-C）によって構成さ

れたプローブであり、片側は CdSeTeS QDs と共有結合している。AuNP は、

プローブの緑色と相補的であるポリシトシン（ポリ-C）で修飾されている。ハ

イブリダイゼーションにより AuNP-ウイルス DNA-CdSeTeS の構造をとる。 

(B) AuNP-dsDNA-CdSeTeS 間の距離は DENV 1/3 血清型の存在下では蛍光増

強、および DENV 2/4 血清型の存在下では消光効果生じるようにデザインされ

ている (Chowdhury et al. 2020b)。（掲載許可取得済み） 

 

プラズモニック金平糖型金ナノ粒子（Plasmonic confetto shape-gold 

nanoparticle: PC-AuNP）からの LSPR 効果を利用して、量子ドット（QDs）
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の蛍光強度を増強する新規 LSPR 蛍光増強検出系を開発した（図 2.3）。極性が

異なる 4 種類の化合物（Glutathione: GSH, Thioglycolic acid: TGA, 

Mercaptopropionic acid: MPA, L-Cysteine）より安定性の高い機能化 PC-

AuNP（SAM-AuNP）を調製し、ZIKV の NS1 検出に応用した。本検出系の

LSPR 蛍光増強効果は多くの夾雑タンパクが存在する溶液下においても安定し

た LSPR 蛍光増強効果を誘起した。 

 

 

図 2.2 (A) CdSeTeS QDs と AuNP 間の距離依存的 LSPR 効果の模式図、(B)セ

ンシングのための 4 種類のヘアピンプローブの調製の模式図、および(C) 

CdSeTeS QDs、および CdSeTeS QDs-dsDNA-AuNP ナノ複合体の蛍光特性を

DENV 1 および DENV 2 で表現した (Chowdhury et al. 2020b)。（掲載許可取

得済み） 
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図 2.3 LSPR 増幅免疫蛍光バイオセンサーの概要図。ウイルス特異的な抗体を

修飾した QD 及び AuNP が標的 NS1 タンパクに結合すると QD-NS1-AuNP サン

ドイッチ構造をとり、適切な粒子間距離を維持するため、ウイルス濃度依存的

な蛍光増強効果が誘起される。 
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2.2 実験方法及び材料  

 

2.2.1 使用試薬・検体・機器 

使用試薬 

Acetone (Wako, Osaka, Japan) 

Bovine Serum Albumin（BSA）(Sigma, Tokyo, Japan) 

Cadmium oxide (CdO) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Chloroform (Wako, Osaka, Japan) 

1-ethyl-3-(3-dimetylaminopropyl) carbodiimide (EDC) (Sigma,  

Tokyo, Japan) 

HAuCl₄(Sigma, Tokyo, Japan)  

HEPES buffer (Wako, Osaka, Japan) 

Hydrochloric Acid (Wako, Osaka, Japan) 

Hydrogen peroxide (Wako, Osaka, Japan) 

L-Cysteine:L-Cyst (Nacalai tesque, Japan) 

L-glutathione (GSH) (Sigma, Tokyo, Japan) 

3-Mercaptopropionic acid (3-MAA) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Methanol (Wako, Osaka, Japan) 

Hexadecylamine (HDA) (Sigma, Tokyo, Japan) 

N-Hydroxysulfosuccinimide sodium salt (NHS) (Sigma, Tokyo, Japan) 

1-octadecene (Sigma, Tokyo, Japan) 

Oleic acid (Wako, Osaka, Japan) 

Selenium (Se) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Sodium acetate (Wako, Osaka, Japan) 
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Sorbitan monolaurate (Tween 20)  

Sulfur (S) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Sulfuric Acid (Wako, Osaka, Japan) 

Sodium acetate (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan) 

Potassium hydroxide (Wako, Osaka, Japan) 

PBST: 1×PBS buffer + Tween 20 (0.1 (w/v)%) 

Tellurium (Te) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Tetramethylbenzidine (TMBZ) (Dojindo, Kumamoto, Japan) 

Thioglycolic acid (Sigma, Tokyo, Japan) 

Trioctylphosphine (TOP) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Trioctylphosphine oxide (TOPO) (Sigma, Tokyo, Japan) 

※以後使用される同名試薬は断りがない限り同じメーカーより購入したもので

ある。 

 

使用抗体・ウイルスサンプル 

Anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 

Mouse anti-NS1 antibody (2786064, Millipore, USA) 

Zika virus recombinant NS1 antigen (Native antigen, Oxford, UK) 

ZIKV strain PRVABC-59 森田 公一教授（長崎大、熱帯医学研究科）より分譲 

Influenza viruses A/California/07/2009 (H1N1) (Vircell Microbiologists, Granada, 

Spain) 

Influenza viruses A/Netherlands/219/03 (H7N7) (Vircell Microbiologists, Granada, 

Spain) 

Norovirus-like particles (NoV-LPs) (Sf-9 細胞で発現) 
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使用機器 

透過型電子顕微鏡 (TEM) (JEM 1400Plus) 

Dynamic light scattering (DLS) (Zetasizer nano series, Malvern Instruments, Malvern, 

United Kingdom) 

Microplate reader (IM200, Infinite M200, TECAN) 

ハイブリット冷却遠心機 6200（KUBOTA, Tokyo, JAPAN） 

マイクロプレートリーダー (680, BIO-Rad, Tokyo, JAPAN) 

マイクロプレートウォッシャー (1575, BIO-Rad, Tokyo, Japan) 

X-Ray Diffractometer (XRD) (RINT ULTIMA XRD, Rigaku Co., Tokyo, Japan) 

FT/IR spectrometer (FT/IR-6600, JASCO, Tokyo, Japan). 

※以後記載される同名の機器は断りがない限り同じ機器を用いている。 

 

2.2.2 金平糖型金ナノ粒子の合成 

36 ml の超純水と 4 ml の HEPES buffer (100 mM, pH 7.4)、1 ml の塩化金

(Ⅲ)溶液（20 mM）を混合し、室温・暗所条件下で 30 分静置し、粒子の成長

方向をコントロールすることにより、表面に凹凸のある金平糖型金ナノ粒子を

合成した (Chen et al. 2010)。合成した金ナノ粒子溶液より還元剤である

HEPES を取り除くために遠心分離による精製・洗浄を 3 回行った (7500 g, 

4℃, 20 min)。HEPES を含有する上清を除いて得られた沈殿を 5 ml の超純水

に再懸濁し、金平糖型金ナノ粒子溶液として以後の実験に用いた。 

 

2.2.3 自己組織化単分子膜形成による金ナノ粒子の機能化 
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チオール基が有する Au への親和性を利用し、金平糖型 AuNP 上に 4 種類の

異なる化合物を修飾した。用いた自己組織化単分子膜（SAM）形成用化合物

（GSH, TGA, MPA, L-Cyst）はそれぞれチオール基及びカルボキシル基を含

んでおり、酸性の条件下でチオール基の金ナノ粒子上への修飾が促される。そ

のため、作製した AuNP 溶液に 1 N HCl を加え、pH 2 に調製した溶液を

SAM 形成に用いた。金ナノ粒子 1 ml に対し、0.1 M の化合物を 100 µl 加え室

温で 30 min よく撹拌した後、4℃条件下で一晩静置した。SAM を形成した金

ナノ粒子を精製するために用いて遠心分離（1500 g, 5 min, 20℃）を行い、上

清を取り除き、5 ml の超純水に再懸濁した。同条件で遠心分離・再懸濁を 3 回

行い、10 ml の超純水に懸濁し、精製した 4 種類の異なる官能基修飾金ナノ粒

子溶液を得た。 

 

2.2.4 QD の合成 

QD の合成には有機溶媒を用いたホットインジェクション法を用いた (Cˇapek 

et al. 2009)。三又フラスコ中に 1.3 g（10.1 mmol）CdO、0.6 g HDA、2.23 ml 

TOP、30 ml oleic acid および 50 ml octadecene を加えた。QD 合成溶液として以

下の 4 種を準備し、Se 溶液はサーマルサイクラ―を用いて使用するまで加熱撹

拌した。その他の 3 種は使用するまで撹拌を行った。 

1．Se powder (0.3 g(3.8 mmol) and TOPO(1.93 g(5 mmol) in 25 ml octadecene 

2．Te powder 0.48 g and 5 mmol(1.93 g) TOPO in 25 ml octadecene 

3．ZnO(0.407 g) dissolved in 20 ml oleic acid and 30 ml octadecene 

4．Sulphur (0.16 g) and 5 mmol (1.93 g) TOPO in 25 ml octadecene 

 三又フラスコをマントルヒーターにセットし、リービッヒ冷却管、窒素ガス

ボンベとのコネクター、温度計をフラスコ口それぞれにセットし、撹拌しなが
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ら加熱を開始した。窒素ガスによって空気を除きながら 260℃付近まで加熱を

行い、三又フラスコ内の溶液が変化したのを確認し、Se 溶液を三又フラスコ内

に加え Cd 溶液と反応させた。ここに Te 溶液を加え更に反応させた。三又フラ

スコ壁面に付着した Te 溶液が溶解したのを確認後、S 溶液を加え 20 min 反応

させた。反応溶液から一定量ガラス注射筒を用いて取り出し、100 ml 三角フラ

スコに移しクリーンベンチ内で冷却し、CdTeSeS core 溶液を冷却した。この

QD 溶液にメタノールを加え、QD の沈殿を待ち、上清をデカントで取り除き、

ここにアセトンを加え、フラスコの口をパラフィルムで密封し、室温で一晩静

置した。 

 

2.2.5 QD への―COOH 基付与および精製 

 一晩静置した QD 溶液の沈殿を確認し、上清をデカントし、フラスコの半量

を目安としてクロロホルムを加え QD を溶解した。QD 溶液を 3.0 g KOH + 40 

ml methanol + 2 g L-Cysteine の組成で作製した溶液に加え、30 min 撹拌した後、

1.5 h 静置した。上清をデカントし、QD をファルコンチューブに移しアセトン

を QD 溶液と 1：1 になるように加えた。これを遠心分離（8500 g 3 min,室温)

し、上清をデカントで取り除いた。ここにクロロホルムを加えしっかりと振

り、同様の条件で遠心分離を行った。クロロホルムをデカントにより取り除

き、アセトンを加えよく振り、QD の粒子状態を確認した。以降不純物が完全

に取り除けるまでクロロホルムとアセトンによる洗浄を繰り返し、不純物の除

去完了が確認できたら溶液をデカントで取り除き、クリーンベンチ内で乾燥さ

せた。乾燥させた QD 粒子を回収した。 

 

2.2.6 合成ナノ素材の機能解析 
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 合成したナノ素材溶液を TEM 用 Cu グリッド上のカーボン支持膜に 10 µl 滴

下し、真空乾燥機で一晩乾燥させた。TEM を用いて真空条件下でグリッド表面

上に付着したナノ粒子の表面形状を確認した。また、各粒子の吸光度測定及び

蛍光強度測定は蛍光マイクロプレートリーダーを用いて行った。更に、ナノ粒

子の溶液中における流体力学的サイズおよびナノ粒子表面ゼータ電位を解析す

るためにキャピラリーセルに 700 µl の溶液を加え、DLS を用いて測定を行っ

た。 

 

2.2.7 ナノ粒子への抗体修飾 

 各種 SAM 修飾ナノ粒子及び QD は表面にカルボキシル基を有している。

ZIKV 特異的抗体上のアミノ基と架橋するために EDC/NHS 反応を用いた。ナノ

粒子溶液 2 ml に対して 0.1 M EDC を 1 ml 加え、室温で 30 分間撹拌した。0.1 

M NHS を 0.5 ml 加え、10 分間撹拌を続け、ここにジカウイルス抗体を 1 µg/ml

になるように加え、7℃条件下で一晩反応させ修飾した。修飾完了後、遠心分

離（7500 ｇ, 4℃, 20 min）を行い、上清を除き 4 ml の miliQ で懸濁し、目的の

抗ジカウイルス抗体を修飾した AuNP（Ab-AuNP）及び Ab-QD を得た。 

 

2.2.8 ELISA による抗体修飾の確認 

 ナノ粒子への抗体修飾を確認するために bead ELISA を行った。抗体修飾を

100 μl ずつポリスチレン 96 well プレートに加えて一晩 4℃で固定化した。洗

浄後に 2%BSA 液 100 μl を加え 1 h Blocking した。洗浄後に anti-mouse IgG-

HRP を 2%BSA で 1/4000 に希釈し、well に 100 μl ずつ加えて 1h 反応させ

た。洗浄後、発色試薬を 100 μl 加えて青色発色を確認後、反応停止液として

10% H₂SO₄を 50 μl 加えて発色が青色から黄色に変化するのを確認し、マイク
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ロプレートリーダーで吸光度を測定した。また、抗体未修飾金ナノ粒子及び

2% BSA をコントロールとし、同条件で ELISA を行った。すべての洗浄は

PBST (Tween20)を用いて 3 回行っている。 

 

2.2.9 検出系の最適化 

 最も高い光学的及び構造安定性を示した Ab-MPA-AuNP を用いて Ab-QD と

の相互作用による LSPR 蛍光増強効果の最適化を行った。溶液中におけるナノ

粒子比率を Ab-QD：Ab-AuNP=5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1 とした検出溶液を調製し、

標的溶液として 10 RNA copies/ml の希釈 ZIKV strain PRVABC-59 溶液を加え、5

分のインキュベーション後、励起光 400 nm 発光波長 410 nm から 700 nm の条

件で蛍光測定を行い、ピークである 634 nm における蛍光強度の確認を行っ

た。 

 

2.2.10 NS1 タンパク質の検出 

 最適化した検出系を用いて市販の Zika virus recombinant NS1 antigen 検出を行

った。10 fg/ml から 1 ng/ml までの希釈系列を調製し、20 µl のウイルス溶液を

80 µl の最適化検出液に加え、5 分間のインキュベート後、前項と同様の条件で

蛍光強度を測定し、蛍光の増強を確認した。 

 

2.2.11 ジカウイルスの検出 

 実際の検体への応用可能性を評価するために、作製した 4 種の SAM 形成

AuNPs それぞれを用いて超純水中に希釈した ZIKV 溶液中の NS1 タンパク検出

実験を行った。検体中の NS1 タンパクの有無は ELISA 法により事前に確認さ

れた。検体溶液より 10 copies/ml から 10⁷ copies/ml までの希釈系列を作製し、
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20 µl のウイルス溶液を 80 µl の検出液に加え、3 分間のインキュベート後、

Infinite M200（TECAN）で蛍光強度を測定し、蛍光の増強を確認した。検出実

験は今回作製した 4 種の抗体修飾 Ab-AuNP すべてを用いて行われている。ま

た、Ab-QD のみを使用した場合蛍光増強シグナルが測定されないことを証明す

るために、同様の超純水希釈サンプルを用いて検出実験を行い、評価した。 

 更に、夾雑物中での蛍光増強化への影響を評価するため、超純水中における

ウイルス検出結果より、有意な結果が得られた MPA－AuNPs 及び L-CystAuNPs

を用いた。ヒト血清を含む検体と含まない検体を 10 copies/ml から 10⁷ 

copies/ml までの希釈系列検体を用いて検出試験を行った。 

 

2.2.12 選択性の確認 

 本検出系の選択性を確認するために標的を含まない溶液（Negative control）、

2%BSA、NoV-LP（100 ng/ml）、H7N7 influenza virus（100 ng/ml）、ZIKV（10⁷ 

copies/ml）を用いて検出実験を行った。検出実験はこれまでの試験と同条件で

行った。 

 

2.3 結果 

2.3.1 4 種の異なる機能化 AuNP の光学的・物理的解析 

 GSH-, TGA-, MPA-, L-Cyst-capped AuNP の紫外/可視吸収スペクトルを図 2.4A

に示す。GSH-と TGA-をキャップした AuNP は、それぞれ 494〜554 nm の間の

表面プラズモン共鳴（SPR）バンドを示し、654 nm と 634 nm にピークの最大値

を示した。一方、MPA-と L-Cyst をキャップした AuNP は、526〜648 nm の範囲

の広い SPR ピークを特徴としていた。また、MPA と L-Cyst を持つ AuNP は、

526〜648nm の範囲に広い SPR ピークを示した。対応する AuNP の TEM 像から
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不均一性を特徴とする表面形状であり（図 2.4B–E）。それぞれの SAM-AuNP の

形状を比較すると、GSH-AuNP（図 2.4B）は準球状の形態を示し、本来の PC-

AuNP 構造が保たれていないことが判明した。一方で、MPA-（図 2.4D）と L-Cyst-

capped AuNP（図 2.4E）は、ほとんどが金平糖型の表面形状を特徴としており、

SAM の形成後も安定した金平糖型構造を保っていた。 

 

 

 

図 2.4 化合物により機能化された AuNP の紫外/可視吸収スペクトル（A）と

TEM 像（B–E）。(B), (C), (D), (E)はそれぞれ GSH-, TGA-, MPA-, L-Cyst 修飾 

AuNP を示す。 

A 
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 更に AuNP の性質を解析するため、DLS を用いた粒径分布測定及び粒子表面

ゼータ電位測定を行った（図 2.5A–D1）。得られた結果よりピーク値を表 2.1 に

まとめる。GSH、MPA、L-Cyst 修飾金ナノ粒子では抗体修飾前に 40～50 nm 程

度の粒径であり、抗体修飾後にサイズの増加が確認できた（図 2.5A–D）。しか

し、TGA 修飾 AuNP は粒径が著しく減少していた。また、ゼータ電位測定結果

では GSH, TGA 修飾 AuNP が抗体修飾前後でゼータ電位シフトを示していない

ことに対し、MPA, L-Cyst 修飾 AuNP では抗体修飾後–40 mV から–30 mV 付近

への正のゼータ電位シフトが確認された（図 2.5A1–D1）。 
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図 2.5 チオール修飾された AuNP（赤色の曲線）および Ab-AuNP（緑色の曲線）

についての DLS 流体力学的曲線（A-D）およびゼータ電位（ZP）（A1-D1）。チオ

ールキャッピング剤は、（A,A1）GSH（B,B1）TGA（C,C1）MPA および（D,D1）

L-シストである。緑と赤の曲線は、それぞれチオールキャッピングされた AuNP

と Ab-AuNP を示している。チオールキャッピングは、（A1）GSH、（B1）TGA、

（C1）MPA、（D1）L-Cyst である。 

 

 

表 2.1 チオールキャップされた AuNP と Ab-AuNP の流体力学的サイズと表面

ゼータ電位 

Sample 
Hydrodynamic 

particle size (nm) 
Zeta potential (mV) 

GSH-AuNPs 21.24±8.42 -45.2±9.9 

Ab-GSH-AuNPs 55.54±19.31 -39.5±7.6 

TGA-AuNPs 42.37±14.21 -35.4±12.4 

Ab-TGA-AuNPs 62.73±21.32 -42.7±7.6 

MPA-AuNPs 40.05±13.69 -40.6±11.1 

Ab-MPA-AuNPs 55.33±20.94 -29.2±8.2 

L-Cyst-AuNPs 46.33±16.81 -38.4±11.0 

Ab-L-cyst-AuNPs 72.82±25.37 -29.4±10.3 

 

 4 種の異なる SAM-AuNP は光学的・物理的な違いを示した。これらの違いは

粒子表面へ結合したチオール基の密度によるものと考える。金平糖型 AuNP は

強く局在化した LSPR 領域を粒子表面に形成するが、粒形の粒子と比較し、構

造的安定性が低く、塩や化合物など溶液中の物質と反応し、表面形状が球形に
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変化または凝集してしまう場合がある (Wang et al. 2009b)。密な SAM が形成さ

れている場合、粒子表面は分子膜により保護され、表面構造の維持が可能とな

る (Alkilany and Murphy 2009)。しかし、長時間の SAM 形成反応の中で粒子表

面にまばらな分子膜形成しか生じなければ粒子表面は保護されず、粒子表面の

電荷不安定性より粒子同士の凝集などが生じる可能性が高い、この点から

MPA-AuNPs 及び L-Cyst-AuNPs は緊密な SAM の形成により粒子構造の保護に

成功していることが示された。SAM の形成は官能基の付与として抗体修飾にも

非常に重要である。Ab-MPA-AuNPs 及び Ab-L-Cyst-AuNPs のみが DLS による

ゼータ電位測定結果としてウイルス特異的抗体のナノ粒子表面への修飾による

ゼータ電位の正シフトを示し、FT-IR や ELISA からも抗体修飾を示す有意な結

果を得たことからも最適な SAM 形成素材の選択が構造的不安定性を有するナ

ノ素材の機能化に不可欠であることが証明された。 

 

2.3.2 L-cysteine CdSeTeS core QD の光学的・物理的性質  

 紫外/可視吸収及び蛍光測定を行い、QD の光学特性を評価した。QD の吸光

ピークは 608 nm であり、蛍光強度ピークは 634nm で最大であった（図

2.6A）。合成した QD の量子効率は測定より、57%であった(Grabolle et al. 

2009)。 
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図 2.6（A） L-cyst CdSeTeS コア QDs の UV/vis 吸収スペクトル（点線）と

蛍光発光スペクトル（実線）。（B）L-Cyst CdSeTeS コア QD の粉末 XRD パター

ン。 

 

 更に QD の結晶性を特徴付けるために PXRD を用いて結晶構造解析を行った

（図 2.6B）。QD の回折パターンは 111、220、311 に特徴的なピークを有してお

り、QD が結晶性かつ立方体であることを示している(Wang et al. 2009a)。 

 

2.3.3  FT-IR 及び ELISA によるナノ粒子上への抗体修飾確認 

 SAM-AuNP とそれぞれの Ab-AuNP の FT-IR 分析を行い、Ab 上のアミノ基と

SAM-AuNP 上の基との間にアミド結合が形成されていることを確認した。その
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結果、Ab-AuNPs の-OH バンド及び-C=O-NH バンドの強度は、Ab-GSH-AuNPs

及び Ab-TGA-AuNPs よりも Ab-MPA-AuNPs 及び Ab-L-Cyst-AuNPs の方が強い

ことが確認された（図 2.7A–D）。図 2.7E は、Ab-QDs と Ab-AuNPs との共有結

合を確認する ELISA の結果を示す。Ab-QDs、Ab-L-Cyst-AuNPs および Ab-

MPA-AuNPs は、陰性対照（2%BSA）と比較して強い吸光度を示しており、共

有結合的な相互作用が確認された。MPA および L-Cyst-AuNPs はまた、GSH-お

よび TGA-AuNPs よりも優れた抗体結合効率を示していた。 
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図 2.7 機能化 AuNP の FT-IR スペクトルとその結合アッセイ。AuNP は

GSH(A)、TGA(B)、MPA(C)、L-Cyst(D)を表面に修飾した。(E) ELISA を用いた

QDs および AuNP 上に修飾した抗体の確認。2%の BSA をネガティブコントロ

ールとして使用した。 
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2.3.4 検出系の最適化と最適条件での NS1 

 異なるナノ粒子比率におけるウイルス添加時の蛍光増強効果は QD:AuNP=3:1

の比率でコントロールと比較し 1.3 倍と最も強く誘起された（図 2.8）。一方

で、QD:AuNP=5:1, 1:1 の溶液ではウイルス添加後の消光効果が認められた。 

 

 

図 2.8 検出液中における Ab-QDs と Ab-AuNPs の比率が LSPR 蛍光増強効果に

与える影響の評価。ZIKV 濃度は 10 RNA copies/ml であった。 

 

得られた結果より、QD:AuNP=3:1 の比率を最適条件とし Ab-MPA-AuNP を用

いて、ZIKV の NS1 抗原を検出した。検出系の蛍光強度は、10 pg/mL から 1 

ng/mL の範囲で NS1 抗原の濃度に依存しており蛍光強度ピーク値から作成し

た検量線では高い直線性を示した（図 2.9A–B）。検出限界（Limit of Detection、

LOD）は 1.28 fg/ml であり、本センサーは NS1-ZIKV を高感度に検出できるこ

とを示している。 

 LOD については以下の式に基づいて算出を行った。 

LOD＝3.24 ×
𝑆𝐷

𝑚
 

SD = ブランクを QD 蛍光強度測定と同様の条件で 10 回測定した測定値平均。

m = 検出結果から回帰直線の式、𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏の傾き（Takemura et al. 2017） 。 
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図 2.9 Ab-MPA-AuNPs と Ab-QDs を用いた ZIKV 検出における蛍光増強スペク

トルと検量線。Ab-MPA-AuNPs の LSPR 蛍光増強効果を用いた NS1 濃度依存的

蛍光増強スペクトル（A）と検量線（B）。 
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2.3.5 ZIKV NS1 タンパクの検出 

 ZIKV に感染した培養液中に NS1 が含まれていることを ELISA で確認した

（図 2.10）。ZIKV の NS1 の免疫蛍光検出は、Ab-QDs の蛍光強度信号に対する

Ab-AuNP の LSPR 増幅効果によって引き起こされた。 

また、それぞれの Ab-GSH-、Ab-TGA-、Ab-MPA-および Ab-L-cyst-AuNP を用

いた ZIKV 検出のための LSPR 増幅蛍光増強スペクトルを図 2.12 に示す。 Ab-

TGA-および Ab-GSH-AuNP では、LSPR 増幅シグナルが低く、直線性が低いこと

が示された。一方、Ab-MPA-および Ab-L-Cyst-AuNPs の場合は、10 copies/mL か

ら 107 copies/mL までの広い濃度範囲で、より高感度で ZIKV を検出することに

成功した（図 2.11）。LOD は、Ab-L-Cyst-AuNPs（LOD = 8.2 copies/mL）＞Ab-MPA-

AuNPs（LOD = 35.0 copies/mL）＞Ab-TGA-AuNPs（LOD = 55.8 copies/mL）＞Ab-

GSH-AuNPs（LOD = 57.9 copies/mL）の順であった。 

 

 

図 2.10 ジカウイルスサンプル溶液中の NS1 タンパク質に対する NS1 抗体の存

在を示す ELISA。  
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図 2.11 A) Ab-GSH-AuNPs, B) Ab-TGA-AuNPs, C) Ab-MPA-AuNPs, D) Ab-L-Cyst-

AuNPs の LSPR 信号増幅器を用いた検出された ZIKV と相関する Ab-QDs の蛍

光増強スペクトル。 

 

 

図 2.12 L-Cyst-AuNPs（赤丸）と Ab-MPA-AuNPs（黒丸）の LSPR 蛍光増強効果

による NS1 検出は、Ab-GSH-AuNPs（黒丸）と Ab-TGA-AuNPs（黄丸）の LSPR

蛍光増強効果による NS1 検出よりも高い相関係数を示した。  
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2.3.6 血清中からの ZIKV NS1 タンパク質の検出 

夾雑物を多量に含むヒト血清における LSPR 増幅免疫蛍光ウイルス検出技術

の機能性を評価した。NS1 検出のための Ab-MPA-AuNPs および Ab-L-cyst-AuNPs

の線形蛍光較正プロットを図 2.13A–B に示す。その結果、Ab-MPA-AuNP は、Ab-

L-Cyst-AuNP よりも安定してヒト血清中における蛍光増強効果を誘起すること

が可能であることが示された。ヒト血清中の QD-Ab-NS1-Ab-MPA-AuNPs および

QD-Ab-NS1-Ab-L-Cyst-AuNPs の TEM 像を比較した結果として、QD-Ab-NS1-Ab-

L-Cyst-AuNPs では粒子の凝集が確認された（図 2.13A–B）。 

 

 

 

図 2.13 蛍光増強による NS1 検出結果の検量線。(A) Ab-MPA-AuNPs および(B) 

Ab-L-Cyst-AuNPs を用いて ZIKV を検出した。QD-Ab-Ab-ZIKV-Ab-MPA-AuNPs
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および QD-Ab-Ab-ZIKV-Ab-L-cyst-AuNPs の TEM 像を追加として図中に示す。

検出に用いたサンプル溶媒は、ヒト血清中（赤丸）および純水中（黒枠丸）であ

った。 

 

2.3.7 検出系の選択性確認 

 検出系の特異性を評価するために BSA、ノロウイルス様粒子（NoV-LP）およ

びインフルエンザウイルス A（H7N7）を用いて検出実験を実施した。図 2.14 に

示すように、ZIKV 以外では蛍光増強効果は認められなかった。この結果は、本

研究で開発された LSPR 誘導免疫蛍光バイオセンサーが ZIKV に特異的である

ことを強く示唆している。 

 

 

図 2.14 検出法の選択性確認結果。ZIKV の蛍光強度を、NoV-LPs、インフルエ

ンザウイルス A（H7N7）BSA、ネガティブコントロールとして BSA の蛍光強

度と比較した。使用した試料の濃度は、NoV-LPs とインフルエンザウイルス A

（H7N7）は 100 ng/mL、ZIKV は 1×105 RNA copies/mL であった。 
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2.4 小括  

LSPR 蛍光増強効果における重要な要素は粒子間距離及びプラズモン粒子で

ある AuNP 自体のサイズである。本研究では 40 nm 程度の大きさである金平糖

型 AuNP 上に SAM を形成し、抗体修飾後検出に用いている。標的である NS1

タンパクとの抗原抗体反応による QD-Ab-NS1-Ab-AuNP サンドイッチ構造が検

出溶液中で形成される。LSPR の蛍光増強効果は AuNP サイズが 25 nm 以下で

かつ粒子間距離が 8.5 nm 以上である場合に強く誘起されている（図 2.15d–f）

(Chowdhury et al. 2020a)。本研究で用いた AuNP は図 2.15b と同様の粒形を保持

しており、蛍光増強効果ではなく消光効果が誘起されると予期される性質であ

った。しかし、構造的に多数の 5－10 nm 程度のスパイクを有しており、こう

したスパイク上にはそれぞれに局所的なプラズモン領域が形成されることが知

られている。したがって、QD との LSPR による相互作用では NS1 タンパク質

とのサンドイッチにより予想される 8 nm 以上の距離において消光効果ではな

く強い蛍光増強効果を誘起したと考える（図 2.16）。 

また、LSPR による蛍光増強効率は QD と AuNP の溶液中における粒子比率

に大きく影響された。AuNP の増加による QD の消光減少はすでに証明されて

おり、本研究においても同様の現象が確認された（図 2.15g）。最適化した検出

系を用いた市販 NS1 タンパク質の検出では NS1 の濃度依存的な蛍光増強効果

が得られた。LOD は 1.28 fg/ml であり、一般的な抗原抗体反応を利用した

ELISA 法などでは感度が ng/ml のオーダーであることより、LSPR シグナルは

非常に低濃度であっても増強信号を得ることがきることが示された。しかし、

検出系の安定性は抗体修飾 AuNP の安定性に強く寄与しており、実際に構造

的・光学的安定性が低いと評価された Ab-TGA-AuNPs と Ab-GSH-AuNPs を用
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いた検体中の NS1 タンパク質検出では濃度依存的な蛍光増強効果の増強率及び

直線性が低く、安定した検出性能を発揮していなかった。 

 

 

図 2.15 様々な CdSe QD-ペプチド-AuNP 複合体における CdSe QD の蛍光増強

効果の解析図。80 nm（a）、60（b）、45（c）、35（d）、25（e）、および 15 nm

（f）異なるサイズの AuNP 6 種と 6 つの異なるペプチド長を組み合わせて、

様々な蛍光強度の変化をもたらした。(g) 1012、109、および 106 mL–1の異なる

AuNPs 濃度が及ぼす蛍光増強効果への影響 (Chowdhury et al. 2020a)。（掲載許可

取得済み） 
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図 2.16 本研究において合成・応用された金平糖型 AuNP が及ぼす QD への

蛍光増強効果の球形 AuNP との比較図。NS1 タンパク質の蛍光増強・消光効果

は AuNP 表面構造に依存する。 

 

本研究で用いた MPA は SAM 形成用化合物として一般的に市販されている化

合物であり、酸性条件に pH を調節する過程のみで AuNP 表面上に密に SAM を

形成することが知られている。粒子構造が安定な条件下での密度の高い SAM

形成に成功したために、抗体修飾による機能化が最も効率よく進行したと考え

る。L-Cyst も MPA と同じく、S 分子が持つ Au との強い親和性をベースに

AuNP 上へ密に SAM を形成することが可能な化合物である。その抗体修飾効率

は ELISA の結果より MPA と差異はそれほどなく、同様に AuNP の構造を保持
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したまま抗体修飾に成功した。GSH は表面に EDC/NHS により活性化可能な官

能基を 4 種類有しており、抗体との反応性の向上及び検出感度の向上を予期し

た。しかし、結果としては粒子構造の不安定化及び凝集を招き、粒子表面への

抗体修飾効率が非常に低いことが判明した。これは GSH が有するアミノ基及

びカルボキシル基が粒子同士の強力な化学結合が誘起されたためと考察する。

TGA を利用した場合、AuNP はその金平糖型表面構造が球形粒子へと変化して

いた。化学構造としては MPA に類似しているが、より酸化されやすくその安

定性は低い。粒子構造を安定に保つ条件下での SAM 形成は化合物自体の酸化

により AuNP 上への化合物結合が十分に生じず、検出の不安定化を招いたと考

える。 

最終段階として実施したヒト血清中における NS1 検出では L-Cyst-AuNP に

おいて蛍光強度の著しい現象が確認された。特に高濃度の標的ウイルス溶液で

は強い蛍光増強効果の減少が見て取れた。L-Cyst にはカルボキシル基とアミノ

基が含まれている。EDC/NHS 反応ではこの 2 種の官能基がそれぞれ活性化され、

抗体未修飾部位は活性化されたアミノ基及びカルボキシル基が露出する状態と

なる。結果として夾雑タンパク質との非特異的な結合や接着が生じやすい。今回

の結果では高濃度ウイルス溶液において蛍光強度減少が生じた。これはヒト血

清に粒子を加えたことにより、本来はウイルスとの特異性を保持する抗体修飾

AuNPs が粒子間の結合や夾雑タンパク質との接着・結合により機能を失い、高

濃度の標的物質の存在下ではすべてのウイルス粒子を検出するための抗原抗体

反応が生じなかったためであると考察する。本研究より、LSPR による蛍光増強

効果をベースとしたヒト血清中からの安定的な ZIKV 検出系の構築に成功した。

先行研究ではヒト血清中におけるインフルエンザウイルス検出時に最大で 27%

の蛍光増強減少が確認されたが、本研究では増強幅減少値は 12%と MPA の修飾
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により夾雑タンパク中における LSPR 誘起の安定性を向上させることに成功し

た (Takemura et al. 2017)。 

しかし、未だに蛍光増強効果減少は生じている。他種のウイルスにも広く適

用されているイムノクロマト法によるウイルス検出法や標的ウイルスの正確な

検出が可能である RT-PCR などの遺伝子検出技術に代わる技術として本研究の

実用化を目指すためには更なる安定性の向上が求められる。 
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第三章 

ナノ粒子複合体によるプラズモン粒子の多機能化とウイル

ス検出への応用 

 

3.1 緒言 

 ナノ粒子同士の複合体形成はウイルス検出系の構築に非常に有効な手段であ

る。これまでの研究では AuNP 単体で LSPR による蛍光増強効果のみを用いて

ウイルスの検出を実施した。それらの研究で QD の高い蛍光強度による非常に

強い蛍光バッググラウンドやヒト血清中などの多量の夾雑物中における LSPR

シグナルや安定性の低下が課題となった。実際に AuNP と QD の距離を消光効

果が誘起されるよう化学的に調節し、一方では AuNP と QD の間にウイルスを

結合させることで、粒子間距離の拡張から生じる蛍光増強効果、2 種の現象をコ

ントロールすることで非常に高感度なウイルス検出が可能である（図 3.1）(Nasrin 

et al. 2018)。 

 

 

図 3.1 CdSeTeS QD/AuNPs ナノ複合体の作製と、NoV-LPs 検出に向けたセンシン
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グ機構の模式図。AuNPs と CdSeTeS QD との共有結合により、NoV-LPs の抗原

抗体反応による結合後に回復した蛍光信号を効果的に消光することができた

(Nasrin et al. 2018)。（掲載許可取得済み） 

 

こうしたプラズモン粒子と QD の結合による有効なウイルス検出系の構築はさ

らに発展させ（図 3.2）、ナノ粒子間の抗体修飾数を増やし、更にナノ粒子を繋ぐ

リンカーの長さを最適化することで複合体形成時に蛍光増強効果を極大化した

（図 3.3）(Nasrin et al. 2020)。 

 

 

図 3.2 CdZnSeS/ZnSeS QD-ペプチド-AuNP ナノコンポジットの作製とそのインフ

ルエンザウイルス検出機構の模式図。本研究では、AuNP と QD をペプチドリン

カーで複合体化している (Nasrin et al. 2020)。（掲載許可取得済み） 

ウイルスが結合した際に生じるナノ粒子間の電子伝達効率を低下させることで
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安定したウイルス濃度依存的蛍光消光効果を誘起し、高い安定性を示す検出系

の構築に成功している。しかし、依然として血清中における LSPR 蛍光増強・消

光効果のシグナル減衰は改善されていない。 

 

 

図 3.3 ペプチドの長さ(a) 1.8、(b) 3、(c) 6、(d) 8.5、(e) 11 及び(f) 15 nm と変化さ

せた距離依存性蛍光スペクトル。5 nm（黒線および赤線はそれぞれ AuNP との

修飾前後の CdZnSeS/ZnSeS QD-ペプチドの蛍光を示す）と、(g)ペプチド鎖長変

化に対する蛍光強度の変化とインフルエンザウイルス（0.1 pg/mL）の添加前後

蛍光増強・消光効果 (Nasrin et al. 2020)。（掲載許可取得済み） 
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ノロウイルス（NoV）は、感染症胃腸炎の主要な原因の一つであり、食品、水、

環境、またはヒトかヒトへの水平感染により拡散する (Mattner et al. 2006) など

衛生上脅威である。感染症の症状としては、吐き気や重篤な腹痛、嘔吐、頭痛、

下痢、悪寒などが挙げられる (Verhoef et al. 2010)。遺伝子学的には、NoV は 6 つ

の遺伝子群（GI～GVI）に分けられ、さらに最近の研究によると、これらの遺伝

子群は 38 の遺伝子群に細分化されている (Verhoef et al. 2015)。これらの遺伝子

群は、感染経路、感染性、受容体への結合能などの点で違いを示している。特に

食中毒感染とヒトからヒトへの水平感染の間では、遺伝子型の違いが報告され

ている。GII 型は特にヒトにおける感染症例の報告が多く、2009 年 9 月から 2013

年 8 月までに米国内で発生した NoV による流行性胃腸炎では、全体の 72％が

GII.4 によるものであった (Noda et al. 2008)。現在治療や予防薬として直接効果

のある薬剤はない状況である。高齢化社会が進んでいる現代社会では、このよう

な感染症による感染の拡大を防ぐために、高感度かつ迅速な検出法が求められ

ている。そこで、本研究では、NoV の特異的抗体を修飾した金平糖型金ナノ粒

子－磁性ナノ粒子複合体（AuNP-MNP）を合成し、簡便にウイルスを分離するこ

とで、夾雑物による LSPR 効果減衰を防止する磁気分離免疫蛍光ウイルス検出

技術（Magnetofluoroimmunoassay, MFIA)の構築を目指した（図 3.4）。 
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図 3.4 MFIA を用いた糞便サンプル中からの磁気分離ウイルス検出の概要図。

磁性ナノ粒子と複合体化された Ab-AuNP/MNP は対象ウイルスを溶液から分離

し、更にウイルス上に結合した Ab-QD と AuNP の相互作用による蛍光増強効

果はウイルス濃度依存的なウイルスの蛍光検出を可能とする。 
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3.2 実験方法及び材料  

 

3.2.1 使用試薬・機器 

 

使用試薬（既出の品は除く） 

Polyoxyethylene (Sigma, Tokyo, Japan) 

mercaptoundecanoic acid (11-MUA) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Ferric chloride (Sigma, Tokyo, Japan)  

Ferrous chloride (Sigma, Tokyo, Japan) 

ノロウイルス抗原キット NV-EIA「生研」(Denka, Niigata, Japan) 

 

使用抗体・検体 

Influenza virus A/Netherlands/219/03 (H7N7) (Prospec-Tany TechnoGene Ltd. Rehovot, 

Israel) 

Influenza virus A/Hong-Kong/1073/99 (H9N2) (Prospec-Tany TechnoGene Ltd. Rehovot, 

Israel) 

Monoclonal anti-NS14 antibody (Anti-NoV GⅡ) (Kitamoto et al. 2002; Kou et al. 2015) 

（浜松医科大学 鈴木哲朗教授より供与） 

NoV-like particles (NoV-LPs) （国立感染研究所 ウイルス第二部 李天成博士

より供与） 

Hepatitis E virus-like particles (HEV-LPs)（国立感染研究所 ウイルス第二部 李

天成博士より供与） 

臨床 NoV（GII.2, GII.3, GII.4）（静岡県環境衛生科学研究所 微生物部 阿部冬

樹様より供与） 
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使用機器 

Superconducting quantum interference device (SQUID; MPMS-7, Quantum Design, Inc., 

San Diego, USA) 

Transmission electron microscopy (TEM, JEM-2100 F, JEOL, Ltd., Tokyo, Japan)  

Scanning TEM for energy dispersive X-ray spectrometry (EDS) 

 

3.2.2 金ナノ粒子-磁性ナノ粒子複合体 (AuNP-MNP)の合成 

AuNP/MNP ナノハイブリッド複合体を室温で 2 段階合成した。超常磁性酸化

鉄ナノ粒子（SPION）は、Hong らの論文に沿って合成した (Hong et al. 2011)。

Ferric chloride（5 mmol）と Ferrous chloride（10 mmol）に水酸化アンモニウム 10 

ml を 40 ml の脱イオン水に添加した。室温で 30 分間急速撹拌した後、磁気分離

により MNP を精製し、次いでエタノールで 3 回洗浄した。MNP を 36 ml の水に

分散させた後、21.6 mM の HAuCl4を MNP 溶液に添加した。Au3+イオンは MNP

上に物理的に吸着し、還元剤として 0.1M HEPES 緩衝液を用いて 40℃または

80℃で 30 分間撹拌しながら AuNP を MNP 表面上に合成した (Chen et al. 2010)。

吸着されなかった AuNP は磁気分離により除去した。AuNP/MNP 上に官能基を

修飾するために SAM 形成化合物である 11-MUA を使用した。1 mg/ml の

AuNP/MNP を、無酸素環境下、窒素ガス下、pH 2 の溶液中で 0.1 M 11-MUA と

混合した。11-MUA-AuNP/MNP ナノ複合体を磁気分離により精製し、超純水を

用いて 3 回洗浄した。精製した複合体を用いてその後の物理的・光学的解析を

行った。 

 

3.2.3  Anti-NS14-antibody（NS14 Ab）の修飾 

ナノ粒子上のカルボキシル基を用いてEDC/NHSカップリングによりNS14 Ab
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を AuNP/MNP 及び QD 表面上に修飾した (Fischer 2010)。AuNP/MNP 上に修飾

11-MUA のカルボキシル基は、EDC と活性化され、活性化されたカルボキシル

基は、アミド結合を介して NS14 Ab 化学結合を形成する。1 ml の 11-

MUA/AuNP/MNP と 1 ml の QDs を 500 µl の 0.1M EDC と混合し、室温で 30 分

間撹拌した後、500 µl の 0.1 M NHS と 5.1 µg の NS-14 Ab を添加し 7℃で 16 時

間撹拌した。Ab-AuNP/MNP ナノ複合体を磁気的に分離し、1 ml の脱イオン水を

用いて 3 回洗浄した。Ab-QD は、6500 g で 5 分間、7℃で遠心分離し、純水に

再懸濁することにより精製した。最後に、精製されたナノ材料を 5 ml の超純水

に懸濁した。 

 

3.2.4 MFIA を用いた NoV-LP の検出 

Ab-AuNP/MNP ナノコンポジットと Ab-QDs を 1:3 の比率で混合し、検出溶液

とした。80 µl の検出液に対して、20 µl の NoV-LP 溶液を添加し、室温で 5 分間

インキュベートした。NoV-LP はナノ素材上の抗体と反応し QD-Ab-NoV-Ab-

AuNP/MNP サンドイッチ構造を形成した。このサンドイッチハイブリッド構造

を磁気分離し、超純水に再懸濁させた後、励起光 400 nm 発光波長 410 nm から

700 nm の条件で蛍光測定を行った。また、AuNP/MNP を用いた MFIA によりヒ

ト糞便中の NoV-LP を検出し、不純物を含まない場合との検出性能とセンシング

挙動を比較した。本実施例では、1 pg/ml～10 ng/ml の糞便中の NoV-LP を検出

し、検出性能を評価した。蛍光増強は、試料の蛍光強度値(F)と対照の蛍光強度

値(F0)の比(F/F0)と定義した。 

 

3.2.5 糞便中からの NoV 検出 

NoV は、感染者から採取した臨床糞便サンプルから単離した。糞便サンプル
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100 mg を 900 μL のリン酸緩衝生理食塩水（PBS、pH7.4）に懸濁し、固形物を分

離した後、上清を検出サンプルとした。検体よりの RNA の抽出から濃度決定ま

では PrimeScript RT-PCR Kit (Perfect Real Time)（タカラバイオ、滋賀県、日本）

を用いた。リアルタイム RT-PCR により各サンプルの濃度 GⅡ.2：6.2×10⁷ RNA コ

ピー/ml、GⅡ.3：7.2×10⁸ RNA コピー/ml、GⅡ.4：5.7×10⁷ RNA コピー/ml が決定さ

れた。本実施例では、糞便サンプル中の RNA コピー100 個/ml から 10⁷ RNA コ

ピー/ml NoV までの範囲で検出性能を評価した。蛍光測定は同様の条件で行っ

た。CdSeS QDs の蛍光ピークは 610 nm に観測された。また、臨床的に単離され

た NoV をリアルタイム RT-PCR で定量し、市販の NoV 検出キット（NV-EIA

「生研」）を用いてアッセイした。 

 

3.2.6 MFIA の選択性確認 

ヒト血清及び 5%BSA などの夾雑物を多量に含むサンプル中でのタンパク質

のナノ素材への非特異的な吸着による LSPR 蛍光増強効果への影響の有無を確

認すると同時に、インフルエンザウイルス A(H7N7)、A(H9N2)、HEV-LPs などの

多種のウイルス存在下で検出試験を行い、MFIA の選択性を評価した。 
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3.3 結果 

 

3.3.1 金ナノ粒子-磁性ナノ粒子複合体 (AuNP-MNP)の解析 

 MNP と AuNP/MNP の表面形状と大きさを TEM で観察した（図 3.5A–D）。

MNP は球形状をしており、粒径は 10 nm から 20 nm であった（図 3.5A）。

AuNP/MNP は温度条件の違いにより球形状または金平糖型の AuNP を MNP 表

面に形成していることが判明した。また、図 3.5E 示すように各種合成ナノ素材

の吸光度測定により光学的に粒子を解析・評価した。金平糖型 AuNP/MNP の吸

光バンド（λmax）は約 632 nm であった。スペクトルピークは同じ大きさの球状

AuNP とは明らかに異なり、金平糖型 AuNP/MNP の表面構造に起因するもので

あるため、複合体形成が光学的に示唆された (Jain et al. 2006; Khlebtsov 2008)。

さらに、約 750 nm には、二次的なプラズモニック吸光バンドがわずかに観測さ

れ、このスペクトルは、SPION 上の密接に配置された金平糖型 AuNP 間のプラ

ズモニック結合相互作用と相関していた(Lee and Lee 2017; Lin et al. 2001)。SPION

上の金平糖型 AuNP の TEM 像によれば、SPION 上では複数の AuNP が互いに接

触しており、プラズモニック結合吸光度の結果が TEM 像と一致していることが

示唆された。一方、0.1M HEPES 緩衝液 4 ml 中で 80℃で合成した球状 AuNP の

吸光度ピークは、約 558 nm であった。球状 AuNP の吸光スペクトルのピークは

既に報告されており、14.8 nmの大きさのAuNPは 517 nm に吸光ピークを示し、

48.3 nm の大きさの AuNP は 533 nm に吸光ピークを示す (Haiss et al. 2007)。球

状の AuNP/MNP の粒子平均直径は 10 から 20 nm であった。吸光度スペクトル

特性は同じ大きさの AuNP と一致していない。更に AuNP 表面に 11-MUA を修

飾した後の粒子を用いた吸光度測定では各温度で同様の吸光度スペクトルを示

した（図 3.5 破線のスペクトル）。このことは、11-MUA 修飾後の AuNP/MNPs の



52 

 

LSPR 特性に変化がないことを意味していた。 

 

 

図 3.5 TEM（A）、SPIONs（B）、AuNP/MNP 複合体（C）および金平糖型 AuNP/MNP

複合体（D）のナノ粒子像。AuNP/MNP 複合体および 11-MUA キャップされた

AuNP/MNP 複合体の吸収スペクトル分析（E）。ヒステリシス曲線を有する

SPIONs（F）および AuNP/MNP（G）の SQUID 測定。 
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 AuNP/MNP の磁気特性は SQUID 解析によって特徴づけられた。MNP と

AuNP/MNP（40℃条件下）の磁気ヒステリシスループよりMNPの保磁力は 8 Oe、

–8 Oe であり、リマニエンス効果は約 0.04 emu/g、–0.04 emu/g で示された。MNP

の表面に AuNP 修飾を施した後の複合体では保磁力は約 2 Oe および–2 Oe で測

定され、リマネス効果は約 0.03 emu/g および-0.03 emu/g であった。このように、

複合体化した後も、磁気特性は維持されていた（図 3.5F–G）。 

 更に複合体化の性質を評価するために、STEM を用いて金平糖型 AuNP/MNP

の元素分析を行った（図 3.6A–C）。その結果、Au と Fe がはっきりと観察され

た。Au のピークは Fe のピークと重なっており、Au が Fe 上に存在しているこ

とが示唆された。さらに、EDS スペクトルから Au（La 9.712、M 2.120）と Fe（La 

6.398、M 0.705）の元素ピークを測定した（図 3.6D）。複合体化形成後のナノ素

材結晶構造については PXRD を用いて分析を行った。結果として、38.2°、44.3°、

64.4°、77.6°、81.8°に AuNP の特異的な 2θ ピークが存在し、複合体形成後の格子

パターン(111)、(200)、(220)、(311)、(222)を示すことから、MNP 上に AuNP が形

成されていることが明らかになった（図 3.7）。この結果は、MNP 上に堆積した

AuNP が結晶構造を保持していることも証明している。 

MNP の表面には静電相互作用により Au イオンが付着し、HEPES 緩衝液と熱

により AuNP に還元された。還元剤としての HEPES は成長速度だけでなく、

AuNP の形状も制御することができるため、反応温度に依存して変化する還元電

位もナノ複合体の合成に重要な要因である。実際に AuNP のサイズと形状は、

40 ℃では金平糖型・40 nm 程度の粒子を形成したが、80℃の条件下では 10－30 

nm までの大きさが不均一な球形状の粒子が形成されていた。これは熱エネルギ

ーの上昇により、HEPES による Au イオンの還元速度が非常に速くなるため、

結晶粒形成までの時間が短くなり、表面のランダム成長が誘起されないために
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生じた現象であると推察する (Sun and Xia 2002)。 

 

 

 

図 3.6 (A-C) AuNP/MNP 複合体の元素マッピング(STEM)。(A) Fe マッピング(B) 

Au マッピング、(C) Au と Fe の重複画像。(D) 11-MUA で修飾された AuNP/MNP

複合体の EDS 分析は、Au、Fe、C、O のピークを明確に示しています。 

  

D 

A B C 
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図 3.7 AuNP/MNP(-)と MNP(-)の粉末 X 線回折パターン。青丸は Au のピーク、

緑丸は MNP のピークを示す。 

 

AuNP/MNP の複合体形における MNP・AuNP の物理的・光学的な影響は確認

されず、複合体形成後も各ナノ粒子が機能性を保持していた。Au@MNP のよう

なコア/シェル構造を有する複合体では AuNP のシェルサイズが磁性に影響を及

ぼす (Wang et al. 2008)。また、金平糖型 AuNP のような LSPR の誘起に適した構

造を有する形状への加工は非常に難しい (Kwizera et al. 2017)。本研究において

形成された金平糖型 AuNP/MNP は蛍光増強ウイルス検出系への応用に非常に適

した素材である。 

 

3.3.2 Anti-NS14-antibody の修飾と LSPR 蛍光増強効果 
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 ハイブリッドナノ材料の表面における抗体修飾効率はMNP上のAuNPサイズ

に依存する。特に、金平糖型 AuNP は、通常の球状の AuNP に比べて、粒子端に

局在化した強力な LSPR 領域を有するとともに凸凹とした構造が表面積を向上

させている。ELISA の結果より、金平糖型 AuNP/MNP では最も高効率な抗体修

飾が確認された（図 3.8A）。球形状の AuNP/MNP についても抗体修飾には成功

している。更に、ウイルス検出への応用の前段階として Ab-MNP、金平糖型 Ab-

AuNP/MNP, 球形状 AuNP/MNP 及び Ab-QD を用いてノロウイルス様粒子（NoV-

LPs）の検出実験を行った（図 3.8B）。 

 

 

図 3.8 ナノ材料の表面形状が抗体結合および LSPR 蛍光増強効果に及ぼす影響 

(A) ナノ材料への抗体結合の ELISA による確認結果。(B) Ab-金平糖型および Ab-

球形 AuNP/MNP 複合体を用いた NoV-LP（10 pg/ml）の磁気蛍光検出。 
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MNP については表面電位を利用した静電気結合により MNP 上に抗体を吸着

させることで抗体修飾を行っているが、抗体修飾の効率は低かった。QD への抗

体修飾についても ELISA により確認しており、同様に抗体修飾に成功した（図

3.9）。 

 

 

図 3.9 ELISA による Ab-AuNP/MNP 複合体と Ab-QD の抗体修飾確認（Ab-NP：

赤、NP：青、2%BSA：黒（ネガティブコントロール）。 

 

 事前に NoV-LP と NS-14 抗体の反応性については ELISA により確認し、抗原

抗体反応による特異的な結合を確認している（図 3.10）。結果として 10 pg/ml の

サンプル溶液中にて、AuNP を修飾していない MNP では QD のウイルス結合に

よる蛍光強度が 1.16 倍上昇したが、蛍光シグナルとしては不十分であった。対

して、金平糖型 Ab-AuNP/MNP を用いた系では蛍光強度が AuNP の LSPR 蛍光

増強効果により 1.63 倍まで蛍光シグナルが増強しており、ウイルス検出への応

用に適していた。球形状 AuNP/MNP については MNP と同様の蛍光シグナルが

増強であったことから、プラズモン粒子として不適と評価し、以後の試験ではす
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べて金平糖型 Ab-AuNP/MNP を用いている。 

 

 

図 3.10 ELISA を用いた NS-14 と NoV-LP の結合。 
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3.3.3 MFIA を用いた NoV-LP 検出 

MFIA を用いて超純水中および糞便中の NoV-LP の検出を行った（図 3.11A–

E）。NoV-LPs の濃度を上げると、QD の蛍光強度も徐々に増加し、この現象は超

純水中だけでなく、糞便環境でも観察された（図 3.11A）。どちらの溶液中でも

蛍光増強効果は同様の増強率を示し、検量線の直線性もほぼ同じであった（図

3.11B）。これは、AuNP/MNP を外部磁力によって磁気分離し、不純物から NoV-

LP を分離することに成功したことを意味し、夾雑物中の NoV-LP をノイズま

たは LSPR 蛍光増強効果の減衰なしに検出できることを示している。いずれの

場合も優れた感度を示し、LOD は純水で 0.24 pg/ml、糞便で 0.48 pg/ml と推定さ

れた。さらに、共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて、磁気分離処理後の QD-

Ab-NoV-LP-Ab-AuNP/MNP の観察を行った（図 3.11C–D）。磁気分離された QD-

(NoV-LP)-AuNP/MNP の蛍光像が明瞭に観察されたため、本検出法により標的と

なる NoV-LP の存在を観察することができた。 
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図 3.11 MFIA を用いた蛍光増強 NoV-LP 検出の結果、蛍光増強効果は NoV-LP 濃

度(A)と検量線(B) に依存することが示された。共焦点レーザー走査顕微鏡像で

の磁気分離後の超純水中に再懸濁した溶液中の QD-Ab-NoV-LP-Ab-AuNP/MNP

サンドイッチ構造の暗画像（C）、レーザー走査なしの画像(D)、およびマージし

た画像(E) 画像中ではレーザー照射により蛍光を発する QD と灰色の時期ナノ

粒子が確認された。(B)の誤差範囲は標準偏差(n = 3)を示す。 

 

 一方、本 MFIA の検出性能についても、磁気分離なし（Ab-AuNP、Ab-QD）と

LSPR なし（Ab-MNP、Ab-QD）の検出系を用いて NoV-LP の検出を行い、比較

した（図 3.12, 図 3.13）。超純水では LSPR の蛍光増強が見られたが、糞便サン

プル溶液では有意に減少した（図 3.12）。この結果は、LSPR を用いた免疫蛍光

検出系に磁気分離を加えることが糞便サンプルから NoV を検出するために有用

であることを示している。 

 

 

図 3.12 Ab-AuNP と Ab-QD を用いた磁気分離を行わない LSPR による NoV-LP 検

出結果。NoV-LP は超純水中(○) 及び糞便中 (0.1 mg/ml) (●)に懸濁された。 
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また、超純水中の NoV-LP を検出するために MNP と QD を用いた場合、ウイ

ルス濃度に依存して蛍光強度が増強されたが、蛍光強度シグナルは MFIA に比

べて低かった（図 3.13）。この結果はプラズモン粒子による蛍光増強効果の検

出感度向上効果を示している。 

 

 

図 3.13 Ab-MNP と Ab-QDs を用いて、LSPR 蛍光増強効果を用いずに行った NoV-

LPs の検出。蛍光強度の増加は NoV-LPs の濃度に依存していた。  
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3.3.4 糞便中からの NoV 検出 

感染したヒト糞便からの数種類の臨床 NoV（GII.2、GII.3、GII.4）を、この MFIA

を用いて検出した（図 3.14）。GII.2 および GII.3 では、NoV の濃度に応じて QD

の蛍光が直線的に増加し、102から 107 RNA copies/ml まで増加し、GII.2 では 98 

RNA copies/ml、GII.3 では 84 RNA copies/ml の LOD を示したが、GII.4 では 1000 

RNA copies/ml から蛍光が増加し、LOD は 934 RNA copies/ml であった。 

 

図 3.14 LSPR 増幅 MFIA（本研究）（A）および市販の ELISA キット（B）によ

る臨床検体を用いた NoV（遺伝子型 II.2,3,4）の検出。(A)および(B)の誤差範囲

は標準偏差（n = 3）を示す。 

 

更に検出系の機能を評価するため、同様の臨床検体 NoV サンプルを用いて市

販の ELISA キットと比較した（GII.2, GII.3, GII.4）。NoV の 104 RNA copies/ml か

ら化学発光強度が増加しており、検出限界は 9825 RNA copies/ml であった。この

結果から、本検出系は市販の ELISA キットと比較して約 100 倍の感度を有する

ことが証明された。MFIA の特色はウイルス粒子自体を最大 84 RNA copies/ml で
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検出可能である点である。他のウイルス RNA を用いた検出系と比較すると感度

は劣るが、ウイルス粒子自体を検出できるバイオセンサーとしては十分な感度

を維持している。したがって、磁気分離蛍光増強ウイルス検出系は、実際の臨床

サンプルを前処理することなく、磁気分離法により標的ウイルスを不純物から

分離することができるため、現場での検出に応用することができる可能性が高

い。 

 

3.3.5 MFIA の選択性確認 

インフルエンザウイルス A(H7N7)、A(H9N2)、E 型肝炎ウイルス様粒子(HEV-

LPs)などの多種のウイルス存在下で検出試験を行い、MFIA の選択性を評価し

た。試験したネガティブコントロール分析のいずれも LSPR 蛍光増強効果は誘

起されていなかった（図 3.15）。この結果より、MFIA は NoV を特異的に検出

し、選択性が高いことを強く示唆している。 

 

 

図 3.15 MFIA の選択性。5%BSA、ヒト血清、インフルエンザウイルス A

（H1N1、H9N2）100 ng/ml、ZIKV 105 RNA copies/ml、E 型肝炎ウイルス様粒子

（HEV-LP）100 ng/ml を陰性サンプルとして使用した。  
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3.4 小括 

LSPR を基盤とした MFIA は、NoV の高感度、選択的、かつ簡便な検出方法を

実証した。NoV-LP の感度は純水で 0.24 pg/ml、糞便で 0.48 pg/ml であった。NV-

EIA「生研」と比較して、本法の感度は約 1000 倍向上している。本法を臨床検

体の検出に適用したところ、LOD は GII.2 で 98 RNA RNA copies/ml，GII.3 で 84 

RNA copies/ml であった。また、遺伝子型によって検出限界は異なっていたが、

糞便を含む検体からも安定して NoV を検出することができた。本検出法は臨床

検体に含まれる不純物の影響を最小限に抑えることができ、感度と選択性に優

れているため、オンサイトでの NoV 検出に適した検出法であると考えられる。 

 ナノ素材の多機能化はこれまでの課題点を解決することが可能な手法であり、

本法における磁性ナノ粒子と金ナノ粒子の複合体化は磁気分離による標的ウイ

ルスの高効率な分離及び LSPR による蛍光増強効果の誘起を同時に実施するこ

とを可能とした。  
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第四章 

高導電性ナノ複合体を用いたディスポーザブル電極の作製

と白斑病ウイルス（WSSV）検出への応用 

 

4.1 緒言 

 電気化学的応答を基盤とする様々な検出技術が開発され、バイオセンシング

分野に応用されている (Ju and Chen 2015; Parlak et al. 2017)。更に QD、金属ナ

ノ粒子といったナノ素材を応用し、抗体−抗原反応を利用することで標的物質

を選択的に高感度で検出する技術についても報告されており、ナノテクノロジ

ーの電気化学分野における応用可能性が示されている (Fan et al. 2015)。 

先行研究として、AuNP が有する電気化学的特性をポリマー中に緊密に形成

することでより高機能な電気化学的特性を示す金ナノ粒子―ポリアニリンナノ

ワイヤ（AuNP-PAni）(Berzina et al. 2011; Gangopadhyay et al. 2012) と窒素・硫

黄コドープグラフェン量子ドット（Ab-N,S-GQD）(Yang et al. 2017)を組み合わ

せ、新規ナノ複合体を調製し E 型肝炎ウイルス検出に応用した（図 4.1）

(Chowdhury et al. 2019)。ポリアニリンのようなナノ構造導電性ポリマーは長期

安定性を示し、マトリックスとナノ粒子間の相互作用に影響を与え、電極基材

として優秀である。実際に上記検出系を利用したウイルス検出では Ab-

GQDAuNP-PAni を修飾した電極が非常に高い導電性を示しウイルスの抗原抗体

反応による電極上への結合により生じる電荷移動抵抗（Rct 値）の増加を検出

シグナルとしてインピーダンス法（EIS 法）により測定することで、簡便に対

象ウイルスを検出可能であった。各種電気化学的パラメーターの最適条件下で

検出系は 1 fg/ml から 100 pg/ml までの幅広い濃度範囲で HEV-LP を検出し、そ
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の検出限界は 0.8 fg/ml であった (Chowdhury et al. 2019)。 

 

図 4.1 HEV 検出のための外部電磁パルス誘起電気化学バイオセンサー

(Chowdhury et al. 2019)。（掲載許可取得済み） 

 

本研究では先行研究で示された Ab-GQD-AuNP-PAni 電極の電気化学的有用性

を利用し、エビの白斑病ウイルス（WSSV）を標的としたディスポ式電気化学

センサーを開発した（図 4.2）。WSSV はエビに感染して白点病（WSD）を引き

起こし、3〜10 日以内に感染したエビは 100％死亡する (Escobedo‐Bonilla et al. 

2008; Sánchez-Paz 2010)。WSSV は台湾で発見され、瞬く間に世界に広がり、エ

ビの養殖業に莫大な経済的損失を与えた (Chou et al. 1995)。最近では、インド

で年間数百万米ドルの損失が報告されている (Vaseeharan et al. 2003)。 

WSSV はエビとカニやザリガニなどの無脊椎動物水生生物との垂直感染や共食

いによって感染が拡大し、高い死亡率を示しており、発症を防ぐためには迅速

な検出法の開発が必要である。WSSV を検出するための既存技術は、ウイルス

DNA を用いた PCR 法または特異抗体を用いたタンパク質アッセイに依存して

いる (Powell et al. 2006)。PCR 法を用いた際の検出限界（LOD）は数百個 DNA 
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copies/ml であり、4～12 時間以内に検出が可能である。WSSV エンベロープ蛋

白質の検出には、抗原抗体反応を用いたドットブロット法、ラテラルフロー法

（LFIA）、酵素結合免疫吸着法（ELISA）が一般的に用いられている (Chen et 

al. 2002; Kulabhusan et al. 2017; Shekhar et al. 2006)。LFIA 法における LOD は

1000 DNA copies/ml、ELISA を用いた場合は 120 ng/ml である。しかしながら、

養殖における PCR アッセイの利用可能性は、コストが高く、高度に熟練した操

作者を必要とするため、依然として限られている。一方，抗原検出法は，ウイ

ルス感染症の迅速な臨床診断には有用であるが，検出感度が低く誤診を招く。 

 

 

図 4.2 WSSV を検出するための高導電性ディスポーザブル電気化学電極の概要

図。高導電性素材 Ab-GQD-AuNP-PAni は修飾した電極上で非常に高い導電性を

示し、ここに対象ウイルスが抗原抗体反応により特異的に結合するとウイルス

タンパクの付着による Rct 値の増加が観察され、この値をシグナルとして WSSV

を検出している。 
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4.2 実験方法及び材料 

 

4.2.1 使用試薬・検体・機器 

使用試薬及び消耗品 

Toluene (Sigma, Tokyo, Japan) 

Aniline (Sigma, Tokyo, Japan) 

Thiourea (Sigma, Tokyo, Japan) 

Citric acid (Sigma, Tokyo, Japan) 

導電性シリコンゴム (信越化学工業株式会社、東京、日本) 

 

使用抗体・検体 

Anti-WSSV VP28 antibody（Abcam Inc., Cambridge, UK）  

Anti-mouse monoclonal antibody（Abcam Inc., Cambridge, UK） 

Goat anti-rabbit IgG-HRP （Santa Cruz Biotechnology., CA, USAWSSV 感染エビ

（国立研究開発法人 水産研究・教育機構 水産技術研究所 佐藤純様より供

与） 

使用機器 

Voltammetry (SP-150, BioLogic. Inc., France) 

Electrodes (EC frontier, Tokyo, Japan) 

Reference: saturated Ag/AgCl  

Counter: platinum wire 

Nanoscope IV Pico Force Multimode (Bruker, Santa Barbara, CA, USA) 

X-ray photoelectron spectroscopy (XPS, ESCA1600 system, ULVAC-PHI Inc., Tokyo, 

Japan) 
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4.2.2 N,S-GQD の合成と抗体修飾 

N,S-GQD は、クエン酸にチオ尿素と標準的な水熱法によって調製した

(Ganganboina and Doong 2019)。0.23 g のクエン酸と 0.23 g のチオ尿素を超純水 5 

mL に懸濁し、20 mL 容のテフロン容器に加える。テフロン容器をステンレス

鋼のオートクレーブ容器に移した。次いで、この溶液を 160℃で 4 時間加熱

し、N,S-GQDs の褐色の懸濁液を得た。合成溶液をファルコンチューブに移

し、35 ml のエタノールを加え、5000 g で 5 分間遠心分離し、上清を除去し

た。調製した N,S-GQD をさらに精製するために、1 kDa の透析バッグで 8 時間

透析した。 

N,S-GQD にウイルスとの反応性を付与するために、EDC/NHS 反応を用いて

GQD 上の N 分子と抗体上のカルボキシル基を用いて抗体修飾した。0.1 M EDC

を 5.1 µg の抗体溶液（PBS、pH 7.2）と混合し、室温で 30 分間撹拌した後、0.1 

M NHS と 1 mL の N,S-GQD を添加し、抗体のカルボキシル基と EDC を反応さ

せて活性エステル中間体を生成させた。その後、0.1M NHS と N,S-GQD 1 mL

を加え、7℃で 16 時間撹拌を続け、反応液を 1 kDa 透析バッグを用いて透析

し、未反応の EDC と NHS を除去した。最後に、0.1M リン酸緩衝生理食塩水

（PBS、pH7.4）中の抗体共役 N,S-GQD（Ab-N,S-GQD）のストック溶液を 4℃

で保存した。 

 

4.2.3 AuNP-PAni の合成 

 界面重合法を用いて Au-PAni を合成した (Chowdhury et al. 2014)。0.1M 塩酸

水溶液中の 3 mM の HAuCl4を、有機相としてトルエン中の 0.5M アニリンモノ

マーにゆっくりと流し込み、界面重合を開始した。水相中にポリアニリンナノ
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ファイバーがゆっくりと形成され、数分以内で溶液の色が濃緑色になった。ま

た、重合工程中に水相中のポリアニリンナノファイバー内に AuNP を同時に合

成し、複合化させた。合成した溶液を室温で 5500×g で遠心分離し、超純水を

用いて再分散させて精製した。この精製工程を３回行い、AuNP-PAni 溶液を得

た。 

 

4.2.4 ディスポーザブル（ディスポ）電極の作製 

 Ab-N,S-GQD 溶液を AuNP-PAni 溶液と混合し、7℃で 16 時間攪拌したとこ

ろ、N,S-GQD にドープされた硫黄分子が Au-S 親和性結合により AuNP と結合

し、GQD-AuNP-PAni を形成させた。 

導電性シリコンゴム(CSR)上に Ab-GQD-AuNP-PAni 複合体を修飾するために

超純水中で、0.5M 硫酸と 0.1M アニリンモノマーを混合し、3 電極システムの

サイクリックボルタンメトリー(CV)によるポリアニリンの電気化学的堆積を行

った。CV 曲線は、0〜1V の電位範囲で 20 mV/s のスキャンレートで 15 サイク

ル実施された。CSR 電極の裏面は、ポリアニリンコーティングを避けるため

に、非導電性テープで覆われていた。次に、15 µl の Ab-GQD-AuNP-PAni 溶液

を CSR 上に滴下した。 

 

4.2.5 ディスポ電極を用いた WSSV の検出 

 検出試験ではあらかじめ参考文献の方法により調製・DNA copies/ml 濃度が

決定されたウイルス溶液を用いている（Satoh et al., 2008）。ろ過した 0.1M PBS

を用いて、WSSV 溶液希釈系列を 102から 109 DNA copies/ml まで調製した。

WSSV 溶液中に Ab-GQD-AuNP-PAni/CSR 電極上に滴下し、室温で 10 分間イン

キュベートし、抗 WSSV VP28 抗体(Ab)と WSSV の抗原抗体反応による結合を
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誘起した。この電極を PBST に浸漬して未結合のウイルスもしくは夾雑物を電

極上より除去した後、インピーダンス法による電気抵抗値の測定を行った。電

極上の電気抵抗値（Rct）は、100 kHz から 0.1 Hz までの周波数範囲内で、正弦

波振幅 5 mV 条件で測定した。このディスポ電極を用いた WSSV の検出時間は

15 分未満であった。検出系評価のために、それらの検体を RT-PCR をもちいて

測定した結果と比較した。 

検出実験に用いられた WSSV 検体は以下の手順に沿い、供与された 10 匹の

WSSV 感染エビより採取された。エビの筋組織を 4×PBS の容量でホモジェナイ

ザーを用いてホモジナイズし、続いて 1000 g、4℃で 10 分間遠心分離した。次

いで、上清を 0.22 µm の酢酸セルロース膜で濾過し、検体として検出試験に用

いた (Satoh et al. 2008)。 

 

4.2.6 ウェスタンブロット法による WSSV の確認 

得られた WSSV 上清を 18%ポリアクリルアミドゲル上に担持し、Trans-Blot-

SD システムを用いて PVDF メンブレンに 15 mA で 1 時間転写した。その後、

メンブレンをブロッキングバッファー（0.1% Tween 20 [TBS-T]に濃度 5% w/v

となるようにスキムミルクを加えた溶液）中に浸し、室温で 1 時間インキュベ

ートした。その後、メンブレンを TBS-T で 3 回 5 分間洗浄した。タンパク質検

出のために、メンブレンを一次抗体である抗 WSSV-VP28 ウサギモノクローナ

ル抗体（1:2000）を含むバッファー中で 4℃、一晩インキュベートし、TBS-T

で洗浄した。次いで二次抗体（抗 IgG［ウサギ］pAb-HRP［1:10000］）を加

え、室温で 1 時間インキュベートした。化学発光法によりバンドを可視化し撮

影した。 

 



72 

 

4.2.7 ディスポ電極の選択性と安定性 

IFVA(H1N1)や HEV など、不純物や金属イオンを含む様々な溶液を用いて、

Ab-GQD-AuNP-PAni/CSR 電極の選択性試験を行った。また、センサーの実用性

を評価するために、異物を含む溶液を使用した。安定性を確認するために、デ

ィスポ電極を 4℃で 56 日間保存し、１週間ごとに電極の性能を試験した。 

 

4.3 結果 

 

4.3.1 GQD@AuPAni@CSR の光学的・電気化学的性質 

 AuNP-PAni の表面形状およびポリアニリンナノワイヤー中への AuNP 配置は

TEM により確認された（図 4.3A）。N,S-GQD-AuNP-PAni の HRTEM 像は、N,S-

GQD の 2 つの結晶化構造の 2 つの特徴的なフリンジパターン（図 4.3B）を示

し、図 4.3C に示すように AuNPs の特徴的なフリンジ（0.24 nm）及び、N,S-

GQDs の炭素格子の特徴的なフリンジ（0.21 nm）が観察された(Dutta 

Chowdhury and Doong 2016; Torres-Mendieta et al. 2016)。 

更に、図 4.3D に示すように、N,S-GQD-AuNP-PAni ナノコンポジットの結晶

構造特性を XRD で解析した。PAni は、(021)に対応する 2θ=26.0°に特異的なピ

ークを明らかに示した。AuNP ピークは、それぞれ(100)、(110)、(111)、(200)、

(220)、(221)面に対応する 2θ=23.6°、25.5°、28.2°、38.2°、44.3°、64.4°、78.2°に

特徴的なピークを示した (Berzina et al. 2011; Dave et al. 2015)。N,S-GQDs が結合

した後、ナノ複合体は同様のピークと強度を示し、GQDs の付着が AuNP の構

造的な格子変化を引き起こさないことを示している (Cai et al. 2017)。グラファ

イト層は、XRD スペクトルにおいて 24°にピークを示しており、AuNP の高強

度ピークと完全に重なるため、解析されていない。これらのピークは、AuNP-
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PAni ナノ複合体上に N,S-GQDs が付着していることを示している。さらに抗体

の修飾は、ELISA によって確認された（図 4.3E）。 

各構築段階の CSR 電極表面の電気化学的特性をサイクリックボルタンメトリ

ーで測定した結果より機能的な導電性基盤にもかかわらず、CSR 単体の電荷蓄

積量は非常に低い数値を示し、ポリアニリンコーティング後に有意に増加する

ことが示された（図 4.3F）。さらに、ポリアニリンの酸化還元ピークが 

+0.8/+0.1 V に現れ、ポリアニリンのエメラジン塩の形成を示している

(Mirmohseni and Solhjo 2003)。 

 

 

図 4.3 Ab-GQD-AuNP-PAni の物理的・電気化学的性質解析結果。A）AuNP-PAni

の TEM 像、（B）N,S-GQD-AuNP ナノ複合体の HR-TEM 像、（C）ImageJ を用

いたナノ素材表面の特徴的フリンジ解析。D）CSR、PAni/CSR、AuNP-

PAni/CSR、および N,S-GQD-AuNP-PAni/CSR の粉末 XRD 分析。（E）Ab-N,S-

GQD の ELISA 分析。（F）CSR、PAni/CSR、AuNP-PAni/CSR のサイクリックボ
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ルタンメトリー図。 

 

また、AuNP-PAni への N,S-GQD の結合を示すために、FT-IR 分析を行った。

N,S-GQD のチオール基のための 2570 cm–1に特徴的なピークに加えて、PAni と

AuNP-PAni のための同様のピークが観察された。3300–3400 cm–1には、予想通

りアミノ基または水酸基のための強いピークも観察された（図 4.4）。AuNP-

PAni 修飾後ディスポ電極の導電率は電流密度の増加を示し、バイオセンシング

に応用するための電極として十分な性能を示した。 

 

 

図 4.4 FT-IR 赤外吸収スペクトルによる GQD-AuNP-PAni、AuNP-PAni、PAni 表

面の官能基の解析 

 

4.3.2 GQD- AuNP-PAni /CSR の電気化学応答の最適化及び表面状態の解析 
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 CSR 上のポリアニリン層の厚さは、ディスポ電極の導電性（Rct 値）の再現

性を維持するための重要なパラメータである。ポリアニリンの厚さは、電解重

合ステップの CV サイクル数に正比例している。ポリアニリン@CSR の Rct 値

が最も低くなるのは 15 サイクルで、20 サイクル以上になると、酸化還元反応

ではポリアニリンのペルニグラニリン（青）の過酸化生成が生じ、導電率の低

下が見られた（図 4.5）。さらに、電解重合後の CSR の SEM による表面形状観

察では、サイクル数の増加に伴い、ポリアニリン層の厚さが厚くなっているこ

とがわかった（図 4.6）。 

 

図 4.5 PAni/CSR センサー電極の 5 から 20 の電解重合サイクル数によるインピー

ダンス値。 
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図 4.6 (A–C) CSR 上に成膜されたポリアニリン層の SEM 画像。 

GQD-AuNP-PAni/CSR の表面詳細を SEM と AFM でさらに特徴づけた。表面

が平滑な CSR は、重合ポリアニリンのコーティングにより粗くなる（図 4.7A–

B）。ポリアニリン層でコーティングされた CSR の粗さは、Ab-N,S-GQD-AuNP-

PAni を滴下により修飾した後、再び比較的滑らかな表面形状を示す（図

4.7C）。同様の変化が AFM による表面解析においても確認された（図 4.7D–

E）。AuNP-PAni はナノワイヤ構造を形成し、AuNP に N,S-GQD が結合するこ

とで、ポリアニリンの多孔質構造を覆うようにナノコンポジットをコーティン

グした後の電極はより滑らかになる。 
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図 4.7 CSR、PAni/CSR、および AuNP-PAni/CSR の表面状態。（A–C）CSR および

AuNP-PAni/CSR の SEM 画像および（D–E）AFM 画像、ならびに（F）CSR、

PAni/CSR および AuNP-PAni/CSR のインピーダンスナイキストプロット図。 

 

CSR 上に AuNP-PAni を修飾した場合、AuNP を修飾した CSR と比較して、

電気伝導率が有意に向上した（図 4.8）。 
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図 4.8 AuNP 修飾 CSR（青線）と AuNP/PAni 修飾 CSR（オレンジ線）の Rct 値の

比較。 

 

これらの結果より、AuNP は導電性の低い導電性シリコンゴム上に修飾するこ

とで、その導電性を改善することが可能であることが示された。更に、ポリマー

との複合体化により調製した AuNP-PAni は AuNP-ポリマー間の相互作用による

電子伝達効率向上を引き起こし、AuNP 単体よりも更に高い導電性を示した。

N,S-GQDを抗体修飾用のアンカーとして使用し調製したAb-GQD-AuNP-PAniは

安定した AuNP 上への抗体修飾を達成しただけでなく、GQD が本来持つ電気化

学的特性を付与し、結果として Ab-GQD-AuNP-PAni 修飾電極は電気化学的ウイ

ルス検出電極として非常に有用な性質を示すことが本研究から証明された。ナ

ノ素材間の相互作用による電子伝達効率の向上は電気化学バイオセンサーの構

築において有効な手段であることが示された。 

 

4.3.3 ディスポ電極を用いた WSSV の検出 

 実験の初段階として検出に用いる電極の最適な Ab-GQD-AuNP-PAni 修飾面積
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を決定するために 2 mm²から 25 mm²までの Ab-N,S-GQD-AuNP-PAni 修飾面積の

異なる電極を用意し、WSSV を検出した（図 4.9）。Rct 値は検出時に得られた

ナイキストプロットより図面中の等価回路図を用いて算出されており、電極表

面周辺の電子電流およびイオン電流は、バルク溶液抵抗（Rsol）、電極近傍のイ

オンによって形成される二重層キャパシタンス（C）、電極電解質界面での酸化

還元反応による電流の流れを表す電荷移動抵抗（Rct）、一定の位相要素、およ

び電極に付着したウイルス層の可能性のある抵抗（Rvir）によって示される。

これらの要素のうち、最も大きな変化が生じる Rct 値を用いて検量線を作成し

ている。結果としてセンサー面積が大きいほど、WSSV 結合による Rct 値の変

化が顕著であった。検出面積の大きさは、抗原抗体反応時のウイルスとの接触

面の大きさを示している。この結果は面積が大きいほど、センサーに結合する

ウイルスが多いことを示唆している。一方、面積が大きいセンサーは相関係数

（R2値）が低く、特に高濃度域では誤差範囲が大きい。また、面積が大きくな

ると、ナノ材料を滴下するだけの簡単な修飾手順では電極間の均一性を得るこ

とが難しくなり、結果としてウイルス検出における R2値が低くなる。そこで、

最も信頼性の高い結果が得られる検出面積 15 mm²の電極を最適検出電極とし

た。 
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図 4.9  WSSV の検出精度・感度における Ab-GQD- AuNP-PAni -PAni/CSR 表面

積の影響及び検量線作成のためのナイキストプロットフィッティングに用いた

等価回路図。 

 

最適な Ab-N,S-GQD-AuNP-PAni/CSR 電極を用いて 102から 109 DNA copies/ml

の異なる濃度の WSSV をインキュベートした後の Ab-N,S-GQD-AuNP-PAni/CSR

電極のナイキストプロットを図 4.10A に示す。センサー電極の EIS 応答は、タ

ンパクの結合によるナノ素材間の電子伝達効率低下により WSSV の濃度ととも

に Rct 値の上昇が生じる。測定信号は、対応するウイルス搭載電極の Rct 値と

裸電極の Rct 値との間の信号差の変化率を採用した。校正プロットは、Rct と
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WSSV 濃度との間に優れた線形関係を示した（図 4.10B）。LOD は 48.4 DNA 

copies/ml であり、WSSV の検出に遜色のない感度である。 

 

図 4.10 ディスポ電極を用い

た WSSV の検出。A）102か

ら 109 DNA copies/ml の範囲

での WSSV 濃度のナイキスト

プロット。B）得られた Rct

値より作成した検量線。各検

出は 3 回実施し、データは平

均±SD（n=3）とした。 
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WSSV 検出後、ウイルスが結合した電極の表面は著しく粗さが増加し、電極上

に WSSV が存在することを示した（図 4.11A,B ）。 

 

図 4.11 Ab-GQD-AuNP-PAni 電極(A)と WSSV 結合電極(B)の AFM 画像。 

 

4.3.4 検出系の安定性・特異性評価 

本検出系の WSSV に対する特異性を確認するために、他の様々なウイルスや

夾雑物を含む溶液を用いて、選択性確認試験を行った（図 4.12A）。その結果、

WSSV 以外のウイルスや夾雑物を含む溶液中での Rct 値は Ab-N,S-GQD-AuNP-

PAni/CSR の初期 Rct 値と同様の値を示した。検出系の高い選択性は、Ab-N,S-

GQD-AuNP-PAni の緊密なコーティングによって達成された。また、溶液中に

多くの夾雑物が存在し、センサー表面に非特異的な吸着が発生しやすい状況下

においても PBST 高効率の洗浄で標的 WSSV 以外の物質を除去することができ

た。 

更に検出系の安定性を評価するために WSSV が PBS、L-アスコルビン酸、

Fe²⁺、Cu²⁺イオンなどと混合して存在している場合、電気抵抗値から算出され

A Ab-N,S-GQD-AuPAni-CSR WSSV-Ab-N,S-GQD-AuPAni-CSR
B
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た WSSV 量は本来添加された量と同様もしくはそれ以上の copies/ml を示すか

を試験した。結果として、Mg²⁺、Zn²⁺の場合は WSSV 添加量と比較し検出によ

り得られた値から算出したウイルス濃度は 90%であった。これらの結果から、

Mg²⁺、Zn²⁺が標準偏差±13%の範囲で検出系に影響を与えていることが示唆され

た。これはナノ素材表面が負電荷を帯びているためにイオンの吸着が生じ、洗

浄による除去が効率的でないために生じたと推定される。しかしながら WSSV

の検出における異なる電極を用いた検出での電極間誤差は約 4%であり、本検

出系は夾雑物を含む溶液中においても実用性を示している。（表 4.1） 

Ab-N,S-GQD@AuNP-PAni/CSR の安定性については、長期的な使用への適用

性を観察するために、8 週間の試験を行った。図 4.12B に示すように、104  

DNA copies/ml のウイルスを添加した後の Rct のシグナル強度は、35 日後まで

86％であったが、56 日後には 73.4％まで低下した。 
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図 4.12 (A) Ab-N,S-GQD-

AuNP-PAni/CSR の WSSV

検出に対する選択性。IFV

と HEV の濃度は 10 

pg/ml、ZIKV と NoV の濃

度は 104 copies/ml、ヒト血

清は 100％溶液を使用し

た。糞便溶液は、1ml の

PBS 緩衝液に 1g の糞便を

遠心分離した溶液の上清を

用いた。イオンと L-アスコ

ルビン酸は 1 mM の濃度で

調製した。(B) ディスポ電

極の安定性。電極を冷蔵庫

で 56 日間 2 週目から 1 週

間毎に検出した。  
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表 4.1 様々な夾雑物含有溶液中における WSSV の検出 

Suspension1) Average Rct 

value2) 

Concentration by 

Rct (copies/ml)3) 

Recovery 

ratio (%)4) 

Relative error 

(%)5) 

PBS 15,833 10,915.0 109.2 ± 2.4 

L-ascorbic acid 

(1 mM) 
15,244 10,987.2 109.9 ± 3.8 

Fe²⁺ (1mM) 15,784 11,577.6 110.8 ± 4.2 

Mg²⁺ (1mM) 15,484 9,187.9 91.9 ± 3.8 

Cu²⁺ (1mM) 15,662 12,523.3 125.2 ± 2.9 

Zn²⁺ (1mM) 15,422 8,512.7 88.1 ± 3.3 

1) WSSV concentration in suspension is 10⁴ copies/ml. 

2) Average Rct value of WSSV detection (n=3) 

3) WSSV concentration was calculated using the calibration curve (Fig. 3B). 

4) Recovery was defined as 
{Concentration by Rct−104} copies/mL

104 copies/mL
× 100.  

5) Recovery error was defined as √
1

𝑛−1
∑ (𝑥𝑖 − �̅�)²𝑛

𝑘=1 , where 𝑥𝑖 and �̅� denote Rct and 

average Rct values (n=3), respectively. 

  



86 

 

更に検出系の汎用性を評価するために、抗 HEV 抗体と抗 HA 抗体を結合させ

た 2 つの Ab-N,S-GQD-AuNP-PAni/CSR 電極を用意し、対応する標的ウイルス

（HEV 及び Influenza A (H1N1)）を検出した。いずれのウイルスを検出した場

合においても Rct 値はウイルス濃度の増加とともに増加することを示し（図

4.13A,B）、それらの対応する検量線が優れた直線性を示すことを示している

（図 4.14A,B）。検出限界は、G3 HEV については 34.6 RNA copies/ml、IFVA に

ついては 0.98 fg/ml であった。を調査した。初日ウイルス添加時における Rct

値を 100%とした。 

 

図 4.13 Ab-N,S-

GQDs-AuNP-

PAni/Pan/CSR セン

サー電極に A)G3 

HEV と B)IFVA を

添加する前後のナ

イキストインピー

ダンスプロット。 
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図 4.14 Ab-GQD-AuNP-PAni/CSR 電極を用いた G3 HEV(A)と IFVA(H1N1) (B)の

検出より得られた Rct 値をもとに作成した検量線。 
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4.3.5. 臨床検体への応用 

緩衝液中での WSSV の検出に成功した後、10 匹の WSSV 感染エビから実試

料を採取し、Ab-N,S-GQD-AuNP-PAni/CSR を用いて検出試験を実施した。それ

らの DNA コピー数を、この本法から得られた結果と比較した。検出結果を図

4.15A にまとめた。RT-PCR を用いた検出データと比較し、陰性検体であるサン

プル No.2 および 4 は本検出系では 2.4 および 6.5 DNA copies/ml であると算出

され、これは本検出系の検出限界を下回る値であることから同様に WSSV 非感

染とした。サンプル No.8 および 9 の結果は、RT-PCR 結果から大きく乖離して

いる。しかし、これらのサンプルの RT-PCR を用いた検出結果と本法の検出結

果は類似性を示しており、本検出系の実用性を確認することができた。ウェス

タンブロット解析では、107 DNA copies/ml /ml 以上のウイルス力価では、約 22 

kDa の VP-28 タンパク質バンドが検出されたが、107 DNA copies/ml /ml 未満で

は検出できなかった（図 4.15B）。本検出系はウェスタンブロットよりも 6〜7

桁高い感度を示していることを示している。 

また、センサーの性能や目的分析物の検出精度への夾雑物の影響についても

評価を行った（表 4.2）。10⁴ copies/ml の一定濃度の WSSV を異なるマトリック

スと混合し、同様にセンサー電極で検出した。検出された WSSV の濃度は、得

られた Rct 値に基づいて検量線（図 4.10B）を用いて算出した。検出精度を RT-

PCR の結果と比較している。WSSV が PBS、L-アスコルビン酸、Fe²⁺、Cu²⁺イ

オン中にある場合、算出された WSSV の濃度は 110%であったが、Mg²⁺、Zn²⁺

の場合は 90%であった。これらの結果から、一部のイオンが標準偏差±13%の

範囲で検出精度に影響を与えていることが示唆された。 
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図 4.15 (A) 本検出法と RT-PCR 法の比較。陰性サンプル（〇）及び陽性サンプル

（●）は RT-PCR の結果から判断している。LOD は検出限界を示す。(B) 抗 VP28

抗体を一次抗体として用いたエビ試料からの WSSV-VP28 のウエスタンブロッ

トによる分子量解析結果。矢印は VP-28 を示す。  
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表 4.2 本法と RT-PCR を用いた実試料検出の検出結果の詳細。 

Sample 

No 

Rct value±SD 

(n=3) 

WSSV concentration (DNA copies/ml) 
VP28 

detection 
Shrimp 

by EIS* by RT-PCR 

Control 2680±146 0 –   

1 7179±238 4.8×10³ 1.2×10⁵ no live 

2 2797±720 2.4×10⁰ 0 no live 

3 8988±108 2.0×10⁴ 6.2×10⁵ no dead 

4 4572±143 6.5×10⁰ 0 no live 

5 12101±490 2.6×10⁵ 8.4×10⁷ no dead 

6 16946±406 1.4×10⁷ 9.6×10⁸ yes dead 

7 26949±140 4.7×10¹⁰ 2.2×10¹⁰ yes dead 

8 18946±893 6.9×10⁷ 7.5×10⁹ yes dead 

9 22308±195 1.0×10⁹ 3.5×10⁸ yes dead 

10 13988±406 1.2×10⁶ 2.4×10⁸ yes dead 

* The copy number of WSSV was determined from the calibration line (Fig 4.3.2. B) using 

the measured Rct value. 
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4.4 小括 

本研究では、20 分以内に WSSV を迅速かつ高感度に検出するために、CSR

電極上に Ab-N,S-GQD-AuNP-PAni を修飾したディスポ電極を作製した。作製し

た検出系は高導電性 Ab-N,S-GQD-AuNP-PAni 複合体の修飾により非常に高い導

電性を示し、インピーダンス測定の基盤として適した電気化学的特性を示し

た。WSSV の濃度が 102から 109 DNA copies/ml の広い範囲で直線的に増加し、

LOD は 48.4 DNA copies /ml であった。WSSV に感染した養殖クルマエビから

WSSV の検出行ったところ、RT-PCR と同等の結果が得られ、リアルタイムウ

イルス検出のための優れたモニタリングシステムとしての可能性を示した。本

検出系は、十分な検査設備を持たないエビ養殖場のオンサイト検出系として非

常に高い可能性を示した。WSSV の蔓延抑制のための迅速かつ簡便・高感度な

検出系として重要な役割を果たすことが期待される。 
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第五章 

光学的・電気化学的シグナルを用いた 2 信号ウイルスの検

出 

  

5.1 緒言 

 ナノ素材を利用したウイルス検出技術は高い感度を示めすが、ウイルスに対

する応答シグナルの安定性が最も重要な要素となる。近年、ウイルス検出への

ニーズが高まっており、特に感染の初期段階では、信頼性の高い正確な信号を

迅速に得ることが可能な高感度で正確なウイルス検出技術の実現が求められて

いる。中でも、ウイルス検出に複数シグナルを用いることの有用性は近年議論

されている。（Ganganboina et al., 2020）これまで開発した光学的・電気化学的

検出系はウイルス濃度依存的な蛍光増強効果或いは電気抵抗値の向上により高

い感度と汎用性を示した。しかし、ナノ界面における相互作用を原理とする検

出系をウイルス検出に適応するためには、より信頼性の高いシグナルが必要で

ある。  

本章ではこれまでの研究で最適化・増強されたプラズモン粒子の光学的・電

気化学的性質を 1 つの基板でシグナル応答を捉えるウイルス検出を目指した。

ウイルス検出時に 2 種のシグナルを利用することで偽信号による偽陽性・偽陰

性の可能性を低減することでより信頼性の高い検出系構築を目指している。使

用する素材としてプラズモン粒子と磁性ナノ粒子、そして高い導電性を有する

カーボンナノチューブ（CNT）を複合体化し、標的ウイルスの抗体を修飾し

た。また蛍光・電気化学シグナル生成素材として CdSeTeS QDs を用いた。Cd

を素材とする QD は少量の塩酸を使用することにより溶解することでイオンを
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溶出することが可能であり、Cd イオンは－0.8 V 付近に特徴的な電流ピークを

有することが知られている (Pinwwattana et al., 2010)。この特性を応用し、標的

ウイルス特異的な抗体を修飾した QD を用いた光学的・電気化学的 2 信号型ウ

イルス検出系を考案した。両信号共に AuNP-MNP-CNT による増強が可能であ

り、増強されたシグナルは高感度なウイルス検出を可能とする。抗体修飾

AuNP-MNP-CNT に結合した対象ウイルスは夾雑物より簡便に磁気分離され、

ウイルス検出の為のシグナル測定に用いられる。蛍光シグナルとしてはウイル

ス上に結合した抗体修飾 QD の蛍光強度が AuNP-MNP-CNT ナノ複合体上の

AuNP による LSPR により増強される。ウイルス濃度依存的な蛍光増強シグナ

ルから対象ウイルスを検出することが可能となる。電気化学的にはウイルス上

に結合した QD を塩酸により分解し、Cd イオンを溶出することで生じる Cd イ

オンの－0.8 V 付近に特徴的な電流ピーク値を測定することで対象を検出す

る。電気化学測定には電位の変化に応答する電流の変化を計測するボルタンメ

トリー分析法のうち電流サンプリングを印加パルスの後半部に設定し、充電電

流による測定系への影響を最小限に抑え、高感度な測定が可能な微分パルスボ

ルタンメトリー（Differential pulse voltammetry: DPV）法により測定した。ウイ

ルス濃度依存的な電流値の変化から対象ウイルスを正確に検出可能である。本

研究では A 型インフルエンザウイルス(IFVA)を対象にセンサーの光学的・電気

化学的シグナルを用いた際の標的ウイルス検出能について評価した。概略を図

5.1 に示す。
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図 5.1 光学的・電気化学的 A 型インフルエンザ(IFVA)検出法の概要図。プラズ

モンハイブリッドナノ複合体により磁気分離された IFV は QD によりラベリン

グされる。QD の蛍光強度は AuNP により増強され、ウイルスを光学的に高感

度検出することが可能となる。更にウイルス上に結合した QD を酸により分解

し、Cd イオンを溶出させることで、Cd イオンに特徴的な-0.8V 付近の電流値か

ら電気化学的にウイルス検出を可能である。 

 

5.2 実験方法  

 

5.2.1 実験方法及び材料 

使用試薬 

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Gallic acid monohydrate (GA) (Sigma, Tokyo, Japan) 

Glutaraldehyde (Sigma, Tokyo, Japan) 

使用消耗品 
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スクリーンプリント電極 (DRP-C11L, Metrohm, Swiss) 

 

5.2.2 AuNP-MNP-CNT の調製 

 AuNP-MNP-CNT を調製するために、MNP を合成した(Lee et al. 2018)。塩化

第一鉄四水和物 2 mmol と塩化第一鉄 1 mmol を純水 40 mL に溶解した。次い

で、アンモニア溶液（25% w/w）1 mL を混合物に添加し、混合物を 10 分間撹

拌して、MNP を形成した。その後、この MNP 溶液に GA 3 mmol を加え、90℃

で 30 分間撹拌した。反応後、GA 修飾 MNPs（GA-MNPs）をアセトンと磁気分

離により精製した。次に、HAuCl₄ 10 mmol と 2 mg の MWCNT を純水 (50 mL)

に分散させ、30 分間超音波処理した。この過程で、Au イオンは GA-MNP によ

り MWCNT の表面で還元され AuNP を形成する。さらに、GA-MNP は、GA 中

のベンゼンと CNT との π-π 相互作用により、CNT の表面に付着し、複合体を

形成した。AuNP-MNP-CNT は 11-MUA を添加した 70%エタノール溶液中で 48

時間攪拌することにより AuNP 上にカルボキシル基を修飾した。 

 

5.2.3 ナノ素材への抗体修飾  

各ナノ素材にウイルスとの反応性を付与するために、EDC/NHS 反応を用い

てナノ粒子上のカルボキシル基と抗体上のアミノ基を用いて抗体修飾した。0.1 

M EDC を 5.1 µg の抗体溶液（PBS 中）と混合し、室温で 30 分間撹拌した後、

0.1 M NHS と 1 mL の N,S-GQD を添加し、抗体のカルボキシル基と EDC を反

応させて活性エステル中間体を生成させた。その後、0.1M NHS と N,S-GQD 1 

mL を加え、GQD 表面とアミノ基とのアミン反応を可能にした後、7℃で 16 時

間撹拌を続け、反応液を 1 kDa 透析バッグを用いて透析し、未反応の EDC と

NHS を除去した。最後に、1 ml の超純水中に懸濁し、標的ウイルスに対する抗
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体を修飾した AuNP-MNP-CNT（Ab- AuNP-MNP-CNT）及び Ab-QD を得た。 

 

5.2.4 インフルエンザウイルスの 2 信号を用いた検出  

 40 µl の AuNP-MNP-CNT 溶液と 60 µl の CdSeTeS QDs 溶液を混合し検出溶液

とした。検出溶液に 100 µl のウイルス溶液を添加し、各種ナノ粒子上に修飾さ

れた抗体とウイルスとの結合により QD-Ab-ウイルス-Ab-AuNP-MNP-CNT サン

ドイッチ構造が形成される。磁気分離により、ウイルスを溶液中より分離した

後 120 µl の溶液中に懸濁し、100 µl の溶液を用いて蛍光強度測定を行った

（CdSeTeS QDs Ex: 380 nm Emi: 636 nm）。また 20 µl の検出溶液と 10 µl の HCl

を混合した溶液を電解質溶液と共にスクリーンプリント電極（作用電極:炭素、

対極電極:炭素、参照電極:Ag/AgCl）上に滴下しウイルス上に結合した QD を酸

分解することで溶液中に Cd イオンを溶出させた。DPV 法を用いて一定のパル

ス電圧下で Cd イオンの存在により変化する－0.8 V 付近の電流値を測定した。

本研究では標的ウイルスとして IFV （H1N1）を用いた。 

 

5.2.5 検出系の安定性・選択性確認 

 検出系の標的ウイルス特異性を示すためにインフルエンザウイルス A 

(H5N6)、HEV-LP、NoV-LP を用いて検出試験を行い本検出系の選択性を評価し

た。 

 

5.3 結果 

  

5.3.1 AuNP-MNP-CNT 及び CdSeTeS QD の光学的特性及び形状確認 

 CNT 上に MNP 及び AuNP を形成させることで磁性とプラズモン特性、高い
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導電性を示す素材の合成を目指した。構築したナノ複合体上が目的の構造を示

すことを証明するため、EDS によりナノ複合体上の各元素をマッピングした

（図 5.2A-E）。結果として、マッピングから各種 C,Au,Fe 元素ピークがナノ複

合体上に確認された。CNT 上にπ－π結合により結合した MNP 上に修飾され

た GA は金イオンを正常にナノ粒子化し、CNT 上の MNP 付近に AuNP が合成

される複合体構造が見られた。また、EDS スペクトラムからも各種元素ピーク

が確認されており（図 5.2A-F）、複合体形成が示唆された。更にナノ複合体上

に堆積した AuNP が結晶構造を保持していることを証明するために XRD を用

いた結晶構造解析を行った。AuNP ピークは、それぞれ(100)、(110)、(111)、

(200)、(220)、(221)面に対応する 2θ=23.6°、25.5°、28.2°、38.2°、

44.3°、64.4°、78.2°に特徴的なピークを示した。ナノ粒子複合体は AuNP の

CNT 上への修飾後にのみ AuNP に特徴的な吸光度ピーク（510－530 nm）が見

て取れた（図 5.3B）。MNP 及び CNT は吸光度ピークを示さないことから、

MNP の表面の AuNP 形成が証明された。TEM により、CNT 上には電子密度が

異なる粒子が確認された（図 5.3C）。MNP は電子密度が低く、AuNP は非常に

高い電子密度を有することから、2 種類の異なるナノ材料により複合体の形成

が認められた。更に AuNP-MNP-CNT の電気化学的特性を評価するために、本

研究で用いた電極上に AuNP-MNP-CNT を磁気を用いて堆積させ、電極上の導

電性を電気化学インピーダンス分光法（Electrochemical Impedance Spectroscopy: 

EIS）により測定したところ、電極界面における導電性は AuNP-MNP-CNT の堆

積により向上した（図 5.3D）。 
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図 5.2 (A) AuNP-MNP-CNT, MNP-CNT, CNT の吸光度。(B) AuNP-MNP-CNT 表

面形状の TEM イメージ。(C)電極のみ（黒線）及び AuNP-MNP-CNT を堆積し

た電極（赤線）の導電性。 
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図 5.3 (A) XRD による結晶構造解析結果。(B) AuNP-MNP-CNT, MNP-CNT, 

CNT の吸光度。(B) AuNP-MNP-CNT 表面形状の TEM イメージ。(C)電極のみ

（黒線）及び AuNP-MNP-CNT を堆積した電極（赤線）の導電性。 

 

 また、各種ナノ粒子上への抗体修飾は ELISA 法により確認した。AuNP-

MNP-CNT は AuNP 表面に修飾されたカルボキシル基により抗体を化学的架橋

により修飾することが可能であり、ELISA の結果（図 5.4）から表面上に抗体

が結合していることが示唆された。コントロール値については BSA と比較し

高い数値が得られたが、これは AuNP 自体が有するナノザイムとしての性質が

ELISA における化学発光法に影響を及ぼしたためと考えられる（Khoris et al., 
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2018）。QD についても、抗体未修飾 QD に比べ高い吸光度が得られたことから

ナノ粒子上への抗体修飾に成功した。 

 

 

図 5.4 ELISA による抗体修飾の確認。ウイルス上に修飾された抗体は二次抗体

である Anti-mouse IgG HRP により捕捉され、発光試薬により抗体の有無が確認

される。抗体修飾ナノ粒子（■）、抗体未修飾ナノ粒子（■） 

 

 更に検出系の性能を評価するために、AuNP-MNP-CNT と MNP-CNT を用い

て IFVA(H1N1) 10 pg/ml の検出試験を実施した。コントロールとしては超純水

を用いて検出試験を行ったサンプルを用いている。結果として、Ab-AuNP-

MNP-CNT ではコントロールと比較し 3.65 倍の蛍光増強効果が得られた（図

5.5）。一方で Ab-MNP-CNT では 1.73 倍とウイルス濃度依存的な蛍光強度の増

加傾向は見られたが、これはウイルス数の増加と共に QD の量が増加している

ために生じた増加である。この結果から MNP-CNT 上に修飾された AuNP はウ

イルス検出時にウイルス上の QD を LSPR により蛍光増強していることが示唆
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された。 

 

 

図 5.5  AuNP-MNP-CNT と MNP-CNT を用いた蛍光増強効果の比較。サンプル

とコントロ−ルはそれぞれ IFVA(H1N1) 10 pg/ml と超純水を用いた。 

 

5.3.2  インフルエンザウイルスの 2 信号検出 

 IFVA (H1N1)を対象として LSPR による蛍光増強検出と DPV 法を用いた電流

値の測定により検出試験を行った。蛍光強度測定では使用している QD の蛍光

ピークに一致する蛍光波長にウイルス濃度依存的な蛍光増強効果が得られた

（図 5.6A）。Ab-AuNP-MNP-CNT により分離された IFV と結合した Ab-QD は

AuNP により蛍光が増強した。また、DPV 測定では Cd イオンに特徴的な–0.8 

V 付近の電流ピークがウイルス濃度依存的に増加していた（図 5.6B）。ウイル

ス粒子数が増加すればウイルスに結合した QD 数も増加するため、塩酸による

QD のイオン化により生じる Cd イオン量はウイルス濃度依存的に増え基底電位
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ピークにおける電流値が増加し、低濃度のウイルス条件下でも電気的応答を得

ることができた。本結果より得られた結果をプロットした検量線は非常に高い

直線性を示した（図 5.7A）。また、前述の手法と同様に検量線より算出された

LOD 値は 1.78 fg/ml であり、高感度な IFVA (H1N1)の検出が可能であった。更

に、DPV 測定でも各ウイルス濃度において得られた電流ピーク値より作成され

た検量線は高い直線性を示し、算出された LOD は 2.12 fg/ml であり LSPR によ

る蛍光増強検出とほぼ同様の数値を示した（図 5.7B）。 

 

 



103 

 

図 5.6 （A）IFV(H1N1)の LSPR 蛍光増強効果によるウイルス検出結果及び

（B）DPV 法による検出結果。（C）IFVA(H1N1)の LSPR 蛍光増強効果によるウ

イルス検出結果の蛍光強度ピーク値より作成した検量線及び（D）DPV 法によ

り得られた電流値とウイルス濃度との検量線。 

 

5.3.3 検出系の選択性確認 

 IFVA (H5N6)、HEV-LP などの多種のウイルスや VLP 存在下で検出試験を

行い、本検出系の選択性を評価した。試験したネガティブコントロール分析の

いずれも LSPR 蛍光増強効果及び－0.8 V 付近の電流値増強は確認されなかった

（図 5.8A,B）。本検出系において選択性は抗体の標的ウイルス特異性及び Ab-

AuNP-MNP-CNT によるウイルス分離の精度に依存している。結果より、本検

出系は標的にウイルスに対して高い特異性を有していることが示唆された。 

 

 

図 5.7 Ab-AuNP-MNP-CNT 及び Ab-QD を用いた検出に対する選択性試験。

（A）LSPR 蛍光増強ウイルス検出及び（B）DPV 法による電気化学的ウイルス

検出を用いた選択制確認試験。IFVA (H1N1),(H5N6)、HEV-LP と NoV-LP の濃

度は 10 pg/ml、BSA は 2%となるように調製した。 
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5.3.4  ヒト血清中におけるインフルエンザウイルスの 2 信号検出 

  検出系の検出信頼性をさらに実証するために、ヒト血清中に懸濁させた

IFVA 溶液を試料溶液として調製し、検出試験を行った結果、ヒト血清中にお

いても蛍光強度と電流値はウイルス濃度依存的な増加を示した（図 5.8 A,B）。

両信号のピーク値から生成した検量線から算出した LOD は、光学検出では

4.29 fg/ml、電気化学検出では 2.63 fg/ml であった（図 5.8 C,D）。また、超純水

中での検出と比較して、光学検出、電気化学検出ともに検出限界値の有意な低

下は見られなかった。この結果は、AuNP-MNP-CNT を用いた 2 信号型ウイル

ス検出法が非常に信頼性が高く安定した検出システムであることを証明してい

る。 
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図 5.8 （A）IFV(H1N1)の LSPR 蛍光増強効果によるウイルス検出結果及び

（B）DPV 法による検出結果。（C）IFVA(H1N1)の LSPR 蛍光増強効果によるウ

イルス検出結果の蛍光強度ピーク値より作成した検量線及び（D）DPV 法によ

り得られた電流値とウイルス濃度との検量線。 

 

5.4 小括 

 本研究では AuNP-MNP-CNT をプラズモン磁気分離ナノ素材及び電気化学的

シグナル向上のための導電性素材として使用した。AuNP-MNP-CNT はウイル

スの磁気分離と QD の LSPR による蛍光増強の誘起、更に電極上にて電極の導
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電性を大きく向上し、結果として QD の素材である Cd イオンを電気化学的に

測定することを可能とした。蛍光強度測定及び DPV 法による Cd イオンの電流

値測定による IFV の検出はウイルス濃度依存的な 2 信号それぞれの信号強度増

強を示し、非常に高い感度を示した。AuNP-MNP-CNT は作用電極上に磁気を

用いて堆積させた場合に電極の導電性を向上したことから AuNP-MNP-CNT の

使用は電気化学的にも有益であり、AuNP の有する電気化学的ウイルス検出技

術への応用可能性についても示唆された。 

 本法により多機能化したナノ素材が信頼性、感度、簡便性、迅速性を有する

新規ウイルス検出技術の開発及び実用化に高い可能性を有することが示唆され

た。 
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第六章 

総括 

 

6.1 金ナノ粒子を応用したナノバイオセンサーと今後の展望 

 本研究を通し、特に AuNP の有する性質に着目し、LSPR による蛍光増強効

果と電気化学的性質を応用することにより新規ウイルス検出系の作製に成功し

た（図 6.1）。LSPR による光学的ナノ粒子間相互作用は AuNP のサイズ・表面

構造改質・機能化による粒子安定化・蛍光素材との粒子間距離の 4 点を最適化

することで安定的に誘起可能であった。LSPR を原理とするウイルス検出系に

最も重要な点は、ウイルスとの結合時に AuNP と蛍光物質の距離である。 

 

図 6.1 プラズモンナノ粒子上における蛍光物質の蛍光増強効果/消光効果及びナ

ノ粒子間電子伝達の概要図。 
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ZIKV NS1 タンパク質の検出を目的とした研究ではナノ粒子表面に粒子構造の

安定化と非特異的なタンパク質の吸着を抑えるための機能化を施し、AuNP-Ab-

対象物質-Ab-QD のサンドイッチ構造形成時に 8 nm から 15.5 nm の距離を維持

するようにして LSPR による蛍光を増強し、ウイルス濃度依存的な蛍光増強効

果の誘起に成功した。 

更に、AuNP による蛍光増強効果は QD の量子効率を非常に強く増強するた

め、非常に少ないウイルス数であっても増強された QD の蛍光シグナルを測定

可能であり、その感度は既存の抗原抗体反応を原理とする検出系と比較し 100

倍以上であった。しかし、夾雑物中における蛍光増強効果の低下は AuNP の表

面改質のみでは十分でなかった。LSPR は AuNP から QD の元素へ移動した電

子が蛍光元素自体の量子効率向上を補助することで誘起される。そのため、あ

らかじめ想定されたウイルス抗原以外の非特異的な物質が存在した場合、電子

移動効率の低下により量子効率の向上が減少する。夾雑物が多い溶液中では最

適条件であっても周囲に存在する夾雑物により上記のような量子効率低下が生

じることが想定される。そうした影響を排除し、より安定した蛍光検出技術を

構築するために磁性ナノ粒子と AuNP を組み合わせ、AuNP-Ab-ウイルス-Ab-

QD のプラズモン誘起状態を形成したサンドイッチ構造を磁気分離により夾雑

物中から分離し、洗浄することで夾雑物の影響を少なくした蛍光増強効果によ

るウイルス検出を可能とした。一つの基板に複数の機能性を付与することは

LSPR をはじめとしたナノ粒子間相互作用を利用した検出技術を実用化に近づ

けるために非常に有効な手段である。 

AuNP の粒子表面における高い電子密度と他の貴金属ナノ粒子もしくは素材

が近傍に配置された際に生じる非常に効率の高い電子移動速度は電気化学的に

応用可能であった。AuNP を修飾した電極は導電性向上が認められた。更に、
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導電性ポリマーとの複合体形成は AuNP-ポリマー間における電子伝達効率はよ

り向上し、EIS を原理とする測定として指標となるコントロール（バックグラ

ウンド）Rct 値を限界まで小さい値で均一に電極を形成することが可能であっ

た。結果として、AuNP をベースとしたウイルス検出は電極表面でのナノ粒子

間電子伝達効率低下から生じる Rct 値の増加信号を測定可能であり、非常に高

感度な検出系の作製に成功した。 

LSPR の蛍光と Rct 値 2 シグナルを用いたウイルス検出系は非常に高感度な

ウイルス検出を可能とした。AuNP-MNP-CNT 複合体はウイルスの溶液中から

の磁気分離、ウイルス上に結合した QD の蛍光増強、電気化学的ウイルス検出

に使用する電極の導電性向上という３種の機能を有し、蛍光検出・電気化学的

検出ともに高い感度と直線性を示した。2 信号を用いることでより信頼性の高

いウイルス検出が可能であり、非常に有効な検出系であった。 

本研究を通し、高感度な新規ウイルス検出系の作製に成功しただけでなく実際

のオンサイト検出や診療所における簡便検出を想定した夾雑タンパク質中から

の標的ウイルスの 1 ステップ分離機能や 1 つの基板上で複数のウイルスを検出

し、亜型を特定する機能を付与した。各検出系ともに臨床検体や実際の検出条

件を想定した環境下でウイルスを検出可能であり、実用化にも高い可能性を秘

めている。 

 

6.2 本研究における今後の展望 

 ウイルス検出技術開発におけるナノ粒子やナノ粒子間相互作用の有用性・応

用可能性は、本研究により証明された。しかし、ナノ粒子は様々な分野に実用化

されているが、ナノ粒子間相互作用を応用したウイルス検出キットは開発・市販

されていない。社会的にウイルス検出技術を適応するためには検出シグナルの
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安定性、取得数値の信頼性、カットオフ値の設定、アッセイ毎の相対誤差及び長

期保存性等のクリアすべき課題点が多数存在している。現在市販される各ウイ

ルス検出技術は、技術的に課題を抱えてはいるものの、オンサイト検出や小さな

診療所等では依然需要が高い。 

本研究を通して AuNP は非常に優れたシグナル形成素材であることが示され

た。AuNP 表面上に形成されたプラズモン領域の応用はナノサイズのターゲッ

トであるウイルス粒子上において有意に働き、対象のウイルスを短時間かつ特

異的に検出することに成功している。AuNP 自体の安定性ついても表面への化

合物修飾やポリマーとの複合体化などにより非常に高い分散性を付与すること

が可能であり、電気化学的検出系では 56 日間シグナル形成素材として性能を

示したことから、実際のキット化などで課題となる保存性は素材として問題が

ない。更に、合成についても既に多数の研究報告があり、複合体化した場合で

あっても簡便かつ再現性高く合成することが可能である。全体として AuNP は

高感度かつ簡便な新規ウイルス検出技術の開発・キット化に非常に有用な素材

である。 

今後、本研究で最適化された LSPR 蛍光増強効果誘起のナノ粒子間距離であ

る 8 nm から 15.5 nm の距離、ナノ素材同士の複合体化による多機能化や高機能

化、電気化学的特性を応用したセンサー実際の応用に向けたキット化のために

更に最適化する。具体的にはセンサー部位のコーティングナノ素材やラベリン

グ素材の最適化（サイズ、形状、複合体化）による最適化 2 信号型ウイルス検

出系を作製する。更に将来的には 1 つの検出基盤を用いて複数のウイルスが信

頼性高く検出可能な技術へと発展させていく。これはウイルス感染により引き

起こされる症状が発熱や息苦しさなどを例として異なるウイルスであっても類

似している場合も多く、症状から感染したウイルス種を判断し検出を行うこと
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は難易度が高いためである。誤診による不適切な治療は感染者の生命に関わる

ため感染初期からウイルス種の特定までを簡便に実施可能な検出技術は重要で

ある。高い信頼性と感度を有する AuNP を応用した 2 信号型複数ウイルス検出

技術を完成させていく。 
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