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１．はじめに 

表面プラズモン共鳴(SPR)を利用したバイオ分子検出の実験について報告する。SPR センサは金属表面

に付着した物質を高感度に検出することが可能で、バイオ分子などを蛍光標識を使用せずに検出する目

的で広く利用されている。本報告では、検出対象のバイオ分子の一例としてインフルエンザウィルスを取り

上げ、抗原・抗体反応を利用して金属表面にウィルスを選択的に付着させ検出する実験手順（プロトコル）

について検討した結果を示す。 

 

２．表面プラズモン共鳴について 
 表面プラズモンとは、金属表面における自由電子の粗

密波であり、表面プラズモン共鳴とは、特定の光入射条

件において共鳴的に表面プラズモンが励起される現象を

指す[1]。光で表面プラズモンを励起するためには、光の

位相速度が表面プラズモンの位相速度に一致しなけれ

ばならず、この条件を満たすひとつの方法として光が境

界面で全反射する時に発生するエバネッセント波が用い

られる。全反射を起こすためには、屈折率の異なる２つの

媒質の境界面に対して、屈折率が大きい媒質側から光を

入射させる。入射角をある値以上にした場合に全反射が

起こり、媒質の吸収がなければ反射率は１となる。この時、

屈折率の小さい媒質側に染み出した光が発生する。これ

は境界面に沿って伝搬する波であり、エバネッセント波と

呼ばれる。この波を用いると表面プラズモンの位相速度

と一致させることができ、表面プラズモンを共鳴的に励起

することができる。表面プラズモンが励起されると入射波

のエネルギーが表面プラズモンの励起によって奪われる

ため、反射率は低下する。実際の測定では、反射率が最

も小さくなる光の入射角や波長が共鳴条件となる。 
図１に、共鳴的に表面プラズモンを励起する光学系の

代表例としてクレッチマン配置を示す。プリズムを介して

金属膜の裏面からレーザー光を照射することによって、金属膜表面に表面プラズモンを励起することがで

きる。共鳴条件が、金属表面から波長程度の距離にある試料の屈折率変化に対して敏感に変化するため

高感度なセンサとして利用される。 
 

 
 

図１ クレッチマン配置による表面プラズモンの

励起 

図２  小型 SPR 検査装置  



 
３．実験手順 
 上記の SPR センサでバイオ分子を検出するためには、検出対象の分子（今回はインフルエンザウィルス）

が金属表面に選択的に付着するように金属表面を修飾してやる必要がある。このために、金属表面に抗体

を付着させ、抗体と抗原（インフルエンザウィルス）の選択的な結合を利用してウィルスを検出する。金属と

しては酸化しにくく生体分子に対して安定な金を使用する。金表面上に抗体を付着しやすくするために自

己組織化単分子膜(SAM)を最初に形成する。 
 
a) 金表面への SAM 形成 
 SAM とは基板を目的分子の溶液に浸すと自発的に分

子が配列して形成される単分子膜である。SAM を形成す

る分子は基板と結合する官能基を１つ持つ。今回の実験

では金と結合するチオール基（―SH）を持つ試薬を利用

する。センサチップとなる１面に金薄膜が付着したガラス

基板を Cysteamine 10mM の ethanol 溶液に一晩浸漬し、

ethanol 溶液及び超純水で洗浄後、窒素乾燥を行う。 
 
b) ウィルス抗体の固定化 
 抗体の末端基であるカルボキシル基に 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 
(EDC)と N-Hydroxysuccinimide (NHS)を反応させることにより不安定なエステル結合（活性エステル）を形

成する。この活性エステルが SAM の末端基であるアミン（－NH2）とアミド結合することにより抗体の固定化

が行われる。EDC（4mM）と NHS (10mM)及び、抗体である Reconbinant Influenza H1N1 HA の超純水溶

液をセンサチップの流路に送液することで抗体の固定を行なう。図４に抗体が固定化する際に行われる化

学反応式を示す。 
 
 

 

 
 

 
図４ EDC, NHS によるアミド結合を利用した金薄膜上への抗体の固定化 
①抗体の末端基は Carboxylate、②金薄膜上の SAM の末端基は Amine 

図３ SAM 形成の過程 



 
c) ウィルス抗原の注入 
 抗体が固定されたセンサチップに抗原を含む溶液を送液し、抗体と抗原の反応を試みる。抗原の固定化

は NHS/EDC と抗体を含む水溶液を用いて行ったが、検出対象のウィルス抗原はリン酸緩衝液（PBS: 
Phosphate buffered saline）により様々な濃度に希釈してセンサチップの流路に送液する。 
 
４．測定結果 

測定にはオプトクエスト社の小型 SPR 検査装置 SPR01 を使用した。抗体固定化による SPR 角度の時間

変化（センサグラム）を図５に示す。SPR 角度変化量とは、超純水の場合の共鳴角度を基準とした相対的な

値である。 矢印は、抗体を含む NHS/EDC 水溶液を流した後に超純水を加えた時刻を表している。超純

水の送液を 3 回繰り返して NHS/EDC 水溶液を置換したが、抗体送液前に比べると SPR 角度はシフト（変

化）したままであった。これは抗体がセンサチップ上の SAM に固定化されていることを示している。また抗 
体が固定化されたことによる SPR 角のシフト量（変化量）は、送液した抗体の濃度が増えるに連れて大きく

なった。図６に、平衡状態（最終時刻）の SPR 角度変化量の抗体濃度依存性を示す。抗体の結合（固定

化）と解離のレート方程式に基づく理論式[2]へのフィッティング（図中の実線）によれば、抗体濃度 100 
ug/mlの場合には、SAMに固定化可能な最大量の68% (=0.52 deg/0.77 deg)の抗体が固定化されているこ

とが分った。また、図６のデータ点にはバラツキがあり、再現性の検討も必要である。 
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図５ 各濃度の抗体を固定化した時の SPR 角度の時間変化（センサグラム）。図中の ug/ml 値は 
NHS/EDC 溶液中の抗体濃度を示す 
NHS/EDC は比較対象として示している 

         



５．まとめと今後の予定 
 SPR センサを用いて、抗原・抗体反応によりウィルスを検知するための実験手順（プロトコル）の検討を行

った。センサチップ金表面にアミノ基で終端された SAM を形成し、インフルエンザウィルスに対する抗体を

含む NHS/EDC 水溶液に浸漬することによって飽和量の 68%の抗体を固定化することができた。今後は、 
抗体を固定化したセンサチップをウィルス抗原を含む溶液に曝した時の SPR 角度の変化を観測することに

より、ウィルスが検知できることを確認する予定である。 
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図６ 平衡状態の SPR 角度変化量 Reqと抗体濃度 C の関係。平衡結合定数 KAと最大応答値 Rmaxは

それぞれ 0.021 (ug/ml)-1と 0.77 deg。 
 


