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抄 録

多クローン性免疫グロブリン異常症・M蛋白血症などの免疫疾患の診断には免疫グロブリンクラス（IgG，IgA，

IgM）の検査結果が使われているが，免疫グロブリンクラス定量の迅速性・簡便性の向上が望まれている。そこで，

抗 IgG・抗 IgA・抗 IgM の各抗体を水晶振動子表面に固定化して免疫グロブリンセンサを開発した。

その結果，IgG については 0.1～10mg・ml-1 の濃度範囲で，IgA については 0.05～10mg・ml-1 の濃度範囲で，

IgM については 0.05～5mg・ml-1 の濃度範囲で，それぞれ定量的に測定可能であることを明らかにした。

られているが，その際には血清を試料として用い 3 つの大ク

ラスが同時に定量される 3) 。その測定に利用されているゲル

内免疫拡散法2－5)・比ろう法 2,3 ,6 ,7 ) ともに煩雑な操作や時間あ

るいは高価な試薬を必要としており，より簡便かつ迅速な測

定法が求められている 2,3 ) 。

この様な観点から，本研究では圧電素子の中から水晶振動

子を取り上げ，その高付加価値化を図るとともに，本道にお

けるセンサデバイス技術を構築することを目的として，免疫

グロブリンに特異性を持つ抗体を固定化した AT カット水

晶振動子を用いて，免疫グロブリン測定用センサの開発を

行った。その結果として得られた知見について報告する。

2. 測定システムの構成および振動挙動の評価

2.1　水晶振動子を利用した免疫測定の原理

水晶振動子は，水晶板の両面に電極が取り付けられた構造

をしている。電極に電圧を印加すると，圧電体である水晶は

機械的な歪を生じる 8) 。歪が生じた状態で電圧の印可を止め

ると，歪が元に戻り，逆に電極間に電圧を発生する。この電

圧は再び水晶板に歪を生じさせ，これが一定の周期の振動と

なって繰り返されていくことになる。ただし，このままでは

摩擦抵抗により振動は減衰してしまうので，電極の電圧を検

出してフィードバックさせ，再び電圧を印可して連続的な振

動を行なわせる為に，発振回路を用いる。発振回路と組み合

1. 緒　言

圧電素子は，電気的エネルギーを機械的エネルギーに，あ

るいは機械的エネルギーを電気的エネルギーに変換する機能

を有しており，最近はエレクトロニクス用デバイスとして欠

くことのできないものとなっている。主な用途としては，コ

ンピュータのクロック，携帯電話の発信器，カラーテレビの

フィルタなどがあり，精密な基準周波数やシャープなフィル

タ特性を必要とする機器などに多く使われている。北海道に

は，大手圧電素子メーカが函館市，三笠市，北見市に生産拠

点を構えており，先端技術産業の一翼を担っている。これら

の圧電素子メーカは水晶振動子を主に生産しているが，より

付加価値の高い製品の開発を望んでいる。

一方，あらゆる機器にコンピュータが組み込まれるように

なり，これまでは想像もしなかった様々な分野で新しいセン

サのニーズが現れている。工業計測等に使用される長さ，重

さ，温度などの物理センサはすでに技術的に確立されている

が，今後，医療，環境計測，健康管理，食品，その他日常生

活などにおいて，目的の化学成分を迅速にモニタできる化学

センサのニーズが増加するものと期待されている 1,2 ) 。

例えば，体液性免疫機構を担っている免疫グロブリン（Ig）

の質的・量的検索は，体液性免疫機構異常を知る大きな手が

かりとなる2,3 )。特に，3 つの大クラス（IgG・IgA・IgM）の

測定は，多くの免疫疾患の確定診断あるいは鑑別診断に用い

水晶振動子を用いる免疫センサの開発（第 1 報）
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わせることにより，水晶振動子固有の精度の高い周波数信号

を，安定して引き出すことができる。この様な特徴を利用し

て，水晶振動子は時間の計測に汎用されている。それ以外の

水晶振動子の用途としては，真空蒸着機の膜圧モニタへの利

用が良く知られている。この場合は，発振周波数の安定性が

高いという特徴に加えて，水晶振動子上に物質が付着した際

に発振周波数が変化する現象が利用されている。

水晶振動子はカット面によって多くの種類があるが，その

うち AT 面に沿ってカットしたものが AT カット水晶振動

子であり，水晶板に水平の方向にせん断歪を生ずる（図 1）。

AT カット水晶振動子の共振周波数は，基本的には水晶板の

厚さによって決定されるが，振動子表面の重量変化によって

も共振周波数が変化することが明らかになっている。すなわ

ち，水晶振動子が水平方向へ振動するモデルに基づく水晶板

表面の振動の式より，以下に示す水晶振動子表面の重量変化

に対する共振周波数変化の式が求められている 9) 。

ΔF/F ＝ Δm/ρ･d･t･A 　　　　　　　　　　　　　（1）

ここで，ΔF：周波数変化，F：共振周波数，Δm：表面の重

量変化　ρ：水晶の密度，d：水晶板の厚さ，A：電極面積で

ある。

式（1）は，水晶振動子表面に生ずる薄膜が弾性的である場合

には実験結果と良く一致することが明らかにされており，重

量変化を捉えるトランスデューサとして水晶振動子を用いる

際の基本的原理となっている。

抗原または抗体は，鍵と鍵穴の組み合わせに例えられる様

に，それぞれ対応する抗体・抗原とのみ吸着する選択的な特

異性を有している。すなわち，ある抗体はそれに対応する特

定の抗原とのみ結合する。抗原－抗体反応の特徴としては，

抗原・抗体が極めて低い濃度でも反応して結合し，その結合

物は比較的安定で解離しにくい点も挙げられる 1) ,2 ) 。従って，

測定対象物質と選択的に反応する抗原あるいは抗体を水晶振

動子上に固定化してセンサを構成し，測定液中で測定対象物

質と抗原抗体反応を行なわせ，その結果として起こる結合物

の形成に伴う振動子表面の重量変化を周波数応答として測定

することで，測定対象物質の定量が行ない得ると考える。

2.2　システムの構成

測定システムは，水晶振動子，振動子を安定に振動させる

ための発振回路と電源、振動子を支持しリードを取るための

ホルダー，共振周波数を測定するための周波数カウンタ，こ

れらをコントロールしデータを記録するためのパーソナルコ

ンピュータから構成した（図 2）。それぞれの詳細について以

下に述べる。

水晶振動子（図 3）はマックステック製の AT カット水晶

振動子を使用した。白金電極を持つ共振周波数 5MHz の振

動子である。その諸元を表 1 に示す。必要により振動子上に

抗体を固定化して，あるいは固定化せずに用いた。

振動子は，発振回路内蔵型のホルダー（図 4 ，マックステッ

ク）により支持される。振動子を頭部に同定して支持すると

同時に，振動子の裏面で両側の電極とリードを取っている。

従って，振動子の表面片側に液体が接する状態で振動を行な

う形状となる。

構成したシステム全体を図 5 に示す。前述したように，シ

ステムは振動子とホルダー・電源・周波数カウンタ・パーソ

ナルコンピュータから構成されているが，このうち振動子を

取り付けたホルダーは台座に固定して発砲スチロール製の恒

温槽に入れ（図 6），雰囲気温度の影響を排除するため温度調
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整を行ないながら共振周波数を測定した。

2.3　振動挙動の評価

2.3.1　液体中に於ける水晶振動子の発振

液体中での AT カット水晶振動子の発振については幾つ

かの研究が成されており，共振周波数シフトと液体の導電率

および密度との関係式が導かれている10,11)。さらに，ねじれ波

と減衰したねじれ波の水晶中および液体中での振舞いについ 

ての物理モデルから，液体の粘性と密度との関係式が導かれ

ている12)。すなわち，水晶板が液体に対して水平方向へ振動す

るために液体との間の剪断応力を生じることから，ニュート

ンの粘性の式と水晶振動子の振動の式より，液体の粘性によ

る周波数変化として次式が導かれている。

Δf＝－f0
3/2（ρLηL/πρQηQ）1/2 　　　　　　　　（2）

ここで，f0 は水晶の共振周波数，ηL および ρL は液体の粘性

および密度，ηQ およびρQ は水晶の弾性率および密度である。

式（2）から明らかなように，共振周波数は溶液の密度・粘性・

温度・導電率の影響を受ける。しかしながら，これらの要素

すべての振舞いを推定することはできない。実際に，それぞ

れのパラメータがどの程度共振周波数シフトに影響するか

は，共振中の振動子それぞれの特質により変化し得る。式（2）

では，これらの効果については述べられていない。

そこで，構成したシステムを用いて，振動子が空気・水お

よびリン酸緩衝液と接している状態で周波数応答を測定し，

システムの振動特性を評価した。

2.3.2　試薬および測定系

抗体固定化などの操作を加えていない水晶振動子を用いて

測定システムを構成した。このシステムを用いて，振動子上

に水およびリン酸緩衝液（pH7.0，0.05M）をそれぞれ 1ml

滴下した場合と，振動子上に液体を滴下しない場合，すなわ

ち振動子表面が空気と触れている場合について，それぞれ周

波数応答を測定した。水・リン酸緩衝液とも液温は 25℃とし

た。また，恒温槽内の温度も 25℃に調整している。脱イオン

後，2 回蒸留した水を実験に使用した。他の試薬はすべて市

販特級品を用いた。

2.3.3　結果と考察

構成したシステムの空気中あるいは水・リン酸緩衝液と接

する状態での共振周波数応答を図 7 に示す。振動子表面が空

気と触れている場合では，振動開始時から安定に振動してい
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る。水あるいはリン酸緩衝液を振動子上に滴下した場合では，

振動開始後5分から10分の間，わずかな周波数シフトが認め

られるが，それ以降は安定に振動している。空気あるいは何

れの液体を用いた測定の場合でも，振動安定期に於ける周波

数シフトはピークトゥピークで数ヘルツ程度であり，共振周

液数の再現性も良好であった。

以上の結果から，構成したシステムが，液体と接する状態

で安定に振動を行ない得ること，および振動子表面での質量

付加を検出するデバイスとして用いるのに充分な振動特性を

有していることが明らかになった。

3. 水晶振動子上への抗体固定化法の検討

3.1　抗体固定化法の検討

酵素・抗体などの生体由来物質の担体上への固定化は化学

的あるいは物理的な方法が数多く提案されており 13) ，物理的

吸着法・共有結合法・架橋法・重合付着法については水晶振

動子上への抗体の固定化法として用い得ることが示唆されて

いる14)。それらの中でも，担体へのアミノシラン誘導体の導入

とグルタルアルデヒドによる架橋を組み合わせた固定化法は

酵素などの固定化にも広く利用されており，簡便で効率の高

い固定化法とされている。一方，より固定化効率の高い架橋

法として水溶性カルボジイミドによる固定化も提案されてい

る。そこで，水晶振動子上へ抗ヒト免疫グロブリン G（IgG）

抗体をグルタルアルデヒド及びカルボジイミドを用いて固定

化して抗体固定化水晶振動子を調整し，それら振動子の諸特

性を測定してアルデヒドカップリング及びカルボジイミド

カップリングの特徴を検討した。

3.2　実　　験

3.2.1　抗体および試薬

抗ヒト IgG 抗体はジャクソン・イムノリサーチ・ラボラト

リーズ社から，ヒト IgG は ICN バイオメディカルズ社から

入手した。ヒトアルブミンはシグマ社から購入した。（γ－アミ

ノプロピル）トリエトキシシラン（γ－APTES）は信越化学か

ら，1－エチル－3－（3－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミ

ドハイドロクロライド（EDC）は同人化学研究所から，N －ヒ

ドキシサクシンイミド（NHS）はナカライテスク社からそれ

ぞれ購入した。他の試薬はすべて市販特級品を用いた。脱イ

オン後，2 回蒸留した水を実験に使用した。

3.2.2　抗体固定化水晶振動子の調整および測定系

0.1M 硫酸水溶液（20ml）中で振動子上の白金電極に電位

2.5V（vs. 銀 / 塩化銀電極）を印可して電極表面を陽極酸化

（11mA・cm－2 ，30 分）した。その後，振動子を 5％γ－APTES－

アセトン（20ml）中に漬けて（25℃，1 時間），電極表面を

シラン化しスペーサを介してアミノ基（アミノサポート）を

導入した。自然に乾燥した振動子を 5％グルタルアルデヒド

－リン酸緩衝液（pH7.0 ，0.05M）中に浸し（25℃，3 時間），

次いで 1mg･ml－1 抗 IgG 抗体－リン酸緩衝液（pH7.0 ，0.05

M）中に漬けて（25℃，1 時間），抗体･電極表面間を架橋す

る。さらに，0.1M グリシン水溶液中に漬けて（25℃，1 時

間），残存する未反応のアルデヒドをブロックして抗体を固定

化した振動子を得た。これを抗体固定化振動子 I とする。

同様にシラン処理して電極表面にアミノサポートを導入し

た振動子を，1mg･ml－1 抗 IgG 抗体･1.5mg･ml－1EDC･0.9

mg･ml－1NHS を含む 0.9％ NaCl 水溶液（pH4.5）中に浸し

（25℃，24 時間），抗体・電極表面間を架橋する。さらに，1

mg･ml－1 グ リシン･5mg･ml－1EDC･3mg･ml－1NHS を

含む 0.9％ NaCl 水溶液（pH4.5）中に浸し（25℃，2 時間），

未反応のアミノサポートをブロックして抗体を固定化した振

動子を得た。これを抗体固定化振動子 II とする。

抗体固定化振動子 I および II を測定システムの振動子ホル

ダーに取り付けて測定に供した。振動子上に試験液 1ml を

滴下して測定を行なった。試験液には 0.05M リン酸緩衝液

（pH7.0）を用い，25℃に液温を保った。測定時以外はリン酸

緩衝液中に浸し，25℃で保存した。

3.3　結果と考察

3.3.1　抗体固定化振動子 I の特性

抗体固定化振動子 I 上に試験液を滴下して測定した共振周

波数応答を図 8 に示した。測定を開始した直後には僅かに周

波数がシフトしているが，5 ないし 10 分程度で定常状態に達

した後は安定に振動しており，周波数のシフトは数ヘルツ程

度である。

この振動子の 5mg･ml－1IgG 添加に対する共振周波数応答

と 5mg･ml－1 アルブミン添加に対する共振周波数応答と

をそれぞれ図 9 に示す。試験液中への IgG の添加直後から，

IgG と抗体との吸着に伴い，共振周波数が速やかに減少して
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いる。一方，抗体との特異性を持たないアルブミンを添加し

た場合では，共振周波数のシフトは認められない。従って，

この振動子の IgG に対する選択性が期待した通りに現われ

ていることが明らかである。

この振動子を用いて IgG 濃度に対する共振周波数応答の

校正曲線を求めた際に得られた典型的な共振周波数シフトを

図 10 に示す。曲線 A および B は，IgG（2mg･ml－1）と抗体

との反応の前後での共振周波数応答を示している。曲線 A と

曲線 B の間に現われている定常共振周波数の減少は電極表

面に固定化されている抗体への IgG の吸着に由来している。

グリシン－塩酸緩衝液（pH2.4 ，0.1M）で振動子表面を洗浄

し吸着している IgG を取り除いた後，周波数応答（曲線 C）

を測定すると，定常共振周波数は反応前の状態に戻っている。

曲線 D は再度 IgG（5mg･ml－1）と反応させた後の共振周波

数応答を示しており，IgG と抗体の吸着に伴う周波数変化が

再び現われている。以上の結果から，この振動子はグリシン

－塩酸緩衝液による洗浄を行なうことで再利用が可能である

こと，および定常共振周波数の減少量は IgG 濃度に比例して

いることが明らかである。

いくつかの IgG 濃度に対する共振周波数応答の測定を

種々の反応時間について行なって得られた反応時間と反応前

後での定常共振周波数シフトの関係を図 11に示す。図中に示

されているいずれの IgG 濃度についても，反応前後での定常

共振周波数の減少量は反応時間の増加に伴って増加している

が，反応時間 60 分程度以降ではほぼ一定に成っている。従っ
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て，以降の実験は反応時間を 60 分として行なった。

抗体固定化振動子 I の IgG 濃度に対する定常共振周波数

応答の校正曲線を図12に示す。定常共振周波数応答と濃度の

間には 5mg･ml－1 まで直線関係が成立している。5mg･ml－1

以上の濃度に於いても，応答は濃度の増加に伴って増大して

おり，10mg･ml－1 程度までの IgG の定量が可能である。検出

下限濃度は 0.1mg･ml－1 と見積られた。

3.3.2　抗体固定化振動子 II の特性

抗体固定化振動子 II の 5mg･ml－1IgG 添加に対する共振

周波数応答と 5mg･ml－1 アルブミン添加に対する共振周波

数応答とをそれぞれ図 13 に示す。試験液中への IgG の添加

直後から，IgG と抗体との吸着に伴い，共振周波数が速やかに

減少している。一方，抗体との特異性を持たないアルブミン

を添加した場合では，共振周波数のシフトは認められない。

従って，この振動子の IgG に対する選択性が期待した通りに

現われていることが明らかである。

抗体固定化振動子 I の場合と同様に反応時間と反応前後で

の定常共振周波数シフトとの関係を求めた。定常共振周波数

の減少量は反応時間の増加に伴って増加するものの，反応時

間 30 分程度以降ではほぼ一定になっていた。従って，以降

の実験に於ける反応時間は 30 分とした。

抗体固定化振動子 II の IgG 濃度に対する定常共振周波数

応答の校正曲線を図14に示す。定常共振周波数応答と濃度と

の関係より 10mg･ml－1 程度までの IgG の定量を行ない得

ることが明らかである。検出下限濃度は 1μg･ml－1 と見積ら

れた。

3.3.3　抗体固定化振動子 I および II の比較

抗体固定化振動子 II の検出下限は抗体固定化振動子 I の検

出下限に比べて 2 桁程度増大している。しかしながら，高濃

度側の測定上限と，単位濃度変化当りの定常共振周波数応答

変化すなわち分解能については，2 つの振動子は同様の特性

を示している。

振動子 II が定常共振周波数応答の測定に要する反応時間は

振動子 I が要する反応時間に比べて半減している。これらの

結果より，カルボジイミドカップリングがアルデヒドカップ

リングに比べて効率良く抗体を固定化できると考えられる。

従って，以降の実験に於ける抗体の固定化はカルボジイミド

による固定化法を用いた。

4. 免疫グロブリンセンサの試作

4.1　免疫グロブリン定量の意義と既存定量法

血漿蛋白は，少なくとも 100 余種の異なった成分が混在し

て出来上がっている。このうち免疫グロブリン（Ig）は細胞内

皮系の細胞で合成され，血漿蛋白のもつ生理的機能の中では

抗体活性に関与している。すなわち抗体活性を持った免疫グ

ロブリンにより体液性免疫機構が遂行されている。従って，

免疫グロブリンの量的・質的検索は体液性免疫機構異常を知

る大きな手がかりとなる 2.3 ) 。

免疫グロブリンは物理化学的あるいは免疫学的性質により

5 つのクラス（G・A・M・D・E）に分類されており，その

うち IgG・IgA・IgM の 3 つの大クラス（血中濃度が生理的に

高いもの）の測定は，多クローン性免疫グロブリン異常症・

M 蛋白血症（単一クローン性免疫グロブリン異常症）・低（無）

免疫グロブリン血症（体液性免疫不全症）などの多くの免疫

疾患の確定診断あるいは鑑別診断に用いられているが，その

際には血清を試料として用い IgG・IgA・IgM の 3 者が常に同
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時に定量される 3) 。

現在 IgG・IgA・IgM の定量・定性はゲル内免疫拡散法2－5)

（なかでも，一元放射状免疫拡散法2,3 ,15－17 )）あるいは比ろう

法2,3 ,6 ,7 ) により行なわれている。一元放射状免疫拡散法はゲル

内沈降反応によって抗原を定量する方法である。一定の濃度

の抗体を一様に含む寒天ゲルの層に円形の穴をあけ，抗原溶

液を入れて反応させると沈降物が穴を中心に円形を生成す

る。この沈降物の面積が抗原濃度に比例するため，面積を測

定すれば抗原濃度を知ることができる。この方法は大量の検

体の処理に向いており，半定量的ではあるが日常検査にもっ

とも普及している。しかしながら，微量成分の測定には難点

がある。また，ゲル層の作製などの前処理を要する上　測定

の際にも煩雑な操作・時間を必要としている。一方，比ろう

法は抗原抗体結合物による光の散乱を利用した測定法であ

る。レーザー光を試料に照射し，散乱強度の最も強い角度で

の波長変化を伴わない散乱光を測定して抗原抗体結合物量を

定量する。この方法は，測定に要する時間が短く再現性が良

い点に特徴があり、自動化に向いている事から日常検査にも

導入されつつある。しかしながら，この方法で得られる抗原

抗体結合物量は相対値であり，血清中の抗原の測定には標準

血清と比ろう法用の抗血清が必要となる。さらには，検体の

血清中に凝集した免疫グロブリンが存在したり，脂質の濃度

が高いときなどには，正確な測定値が得られない。したがっ

て，測定に用いる血清・抗血清の凍結溶融に注意を要し，か

つ凝集免疫グロブリンや脂質を除去するためのフィルタリン

グ等の前処理が必要となる。

この様に，一元放射状免疫拡散法・比ろう法のいずれの測

定法に於いても煩雑な操作や時間あるいは高価な試薬を必要

としており，より簡便かつ迅速な測定法が求められている。

そこで，IgG に特異性を持つ抗 IgG 抗体，IgA に特異性を持

つ抗 IgA 抗体，IgM に特異性を持つ抗 IgM 抗体をそれぞれ

固定化した水晶振動子を用いて IgG 測定用センサ･IgA 測定

用センサ･IgM 測定用センサを構成し，これら 3 種のセンサ

を用いて，血清中に於いて免疫グロブリン各クラスの定量を

試みた。得られた知見について以下に報告する。

4.2　実　　験

4.2.1　抗体および試薬

抗 IgG 抗体･抗 IgM 抗体はジャクソン･イムノリサーチ･

ラボラトリーズ社から，抗 IgA 抗体はオルガノン･テクニカ

社から入手した。ヒト IgG･ヒト IgM は ICN バイオメディカ

ルズ社から，ヒト IgA はオルガノン・テクニカ社から入手し

た。ヒト血清（IgG･IgA･IgM マイナス）はオルガノン･テク

ニカ社から入手した。γ－APTES は信越化学から，EDC は同

人化学研究所から，NHS はナカライテスク社からそれぞれ

購入した。他の試薬はすべて市販特級品を用いた。脱イオン

後，2 回蒸留した水を実験に使用した。

4.2.2　抗体固定化水晶振動子の調整および測定系

水晶振動子上への抗体の固定化は前述したカルボジイミド

による固定化法を用いた。すなわち，0.1M 硫酸水溶液（20

ml）中で振動子上の白金電極に電位 2.5V（vs. 銀 / 塩化銀電

極）を印加して電極表面を陽極酸化（11mA・cm－2 ，30 分）し

た。その後，振動子を 5％ γ－APTES－アセトン（20ml）中に

漬けて（25℃，1 時間），電極表面にアミノサポートを導入し

た。自然に乾燥した振動子を 1mg･ml－1 抗 IgG 抗体･1.5

mg･ml－1EDC･0.9mg･ml－1NHS を含む 0.9 ％ NaCl 水溶液

（pH4.5）中に浸し（25℃，24 時間），抗体･電極表面間を架

橋する。さらに，1mg･ml－1 グ リ シン･5mg･ml－1EDC･3

mg･ml－1NHS を含む 0.9％ NaCl 水溶液（pH4.5）中に浸し

（25℃，2 時間），未反応のアミノサポートをブロックして抗

体を固定化した振動子を得た。これを抗体固定化振動子 IIIとする。

同様にシラン処理して電極表面にアミノサポートを導入し

た振動子を，0.4mg・ml－1 抗 IgA 抗体･1.5mg･ml－1EDC･

0.9mg･ml－1NHS を含む 0.9％ NaCl 水溶液（pH4.5）中に

浸し（25℃，24 時間），抗体･電極表面間を架橋する。さらに，

1mg･ml－1 グ リ シ ン･5mg･ml－1EDC･3mg･ml－1NHS を 含

む 0.9％ NaCl 水溶液（pH4.5）中に浸し（25℃，2 時間），

未反応のアミノサポートをブロックして抗体を固定化した振

動子を得た。これを抗体固定化振動子 IV とする。

同様にシラン処理して電極表面にアミノサポートを導入し

た振動子を，1.0mg･ml－1 抗 IgM 抗 体･1.5mg･ml－1EDC･

0.9mg･ml－1NHS を含む 0.9％ NaCl 水溶液（pH4.5）中に

浸し（25℃，24 時間），抗体・電極表面間を架橋する。さらに，

1mg･ml－1 グ リ シ ン･5mg･ml－1EDC･3mg･ml－1NHS を 含

む 0.9％ NaCl 水溶液（pH4.5）中に浸し（25℃，2 時間），

未反応のアミノサポートをブロックして抗体を固定化した振

動子を得た。これを抗体固定化振動子 V とする。

抗体固定化振動子 III･IV および V を測定システムの振動子

ホルダーに取り付けて測定に供した。振動子上に試験液 1ml

を滴下して測定を行なった。IgG・IgA・IgM いずれも取り除

いた血清を試験液として用い，25℃に液温を保った。測定時

以外はリン酸緩衝液中に浸し，25℃で保存した。

4.3　結果と考察

4.3.1　抗体固定化水晶振動子の各 Ig クラスに対する選択性

抗 IgG 抗体固定化振動子（振動子 III）の 5mg･ml－1IgG 添

加に対する共振周波数応答と 5mg･ml－1IgA 添加に対する

共振周波数応答とをそれぞれ図 15に示す。試験液中への IgG

の添加直後から，IgG と抗体との吸着に伴い，共振周波数が速

やかに減少している。一方，抗体との特異性を持たない IgA

を添加した場合では，共振周波数のシフトは認められない。

従って，この振動子の IgG に対する選択性が期待した通り

に現われている。

抗 IgA 抗体固定化振動子（振動子 IV）の 5mg･ml－1IgA 添
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加に対する共振周波数応答と 5mg･ml－1IgG 添加に対する

共振周波数応答とをそれぞれ図 16に示す。試験液中への IgA

の添加直後から，IgA と抗体との吸着に伴い，共振周波数が

速やかに減少している。一方，抗体との特異性を持たない IgG

を添加した場合では，共振周波数のシフトは認められない。

従って，この振動子の IgA に対する選択性が期待した通りに

現われている。

抗 IgM 抗体固定化振動子（振動子 V）の 1mg･ml－1IgM 添

加に対する共振周波数応答と 1mg･ml－1IgG 添加に対する

共振周波数応答とをそれぞれ図 17 に示す。試験液中への

IgM の添加直後から，IgM と抗体との吸着に伴い，共振周波

数が速やかに減少している。一方，抗体との特異性を持たな

い IgG を添加した場合では，共振周波数のシフトは認められ

ない。従って，この振動子の IgM に対する選択性が期待した

通りに現われている。

4.3.2　各抗体固定化水晶振動子の各 Ig クラスに対する共振

周波数応答

振動子 III･IV･V を用いて各々対応する Ig クラス濃度に対

する共振周波数応答の校正曲線を，前述の測定法に従ってそ

れぞれ求めた。すなわち，測定液中に於いて共振周波数応答

を測定し定常共振周波数を求める。ついで測定液中に所定の

濃度の Ig クラスを添加し所定の時間反応させた後，再度測定

液中で共振周波数応答を測定し，得られた定常共振周波数と

反応前の定常共振周波数との差異を求める。その後，グリシ

ン－塩酸緩衝液（pH2.4，0.1M）を用いて振動子表面を洗浄

し吸着している Igクラスを取り除いた後，再度の使用に供した。

それぞれの振動子について，各々対応するクラスとの反応

時間と反応前後での定常共振周波数シフトとの関係を求め

た。いずれの振動子に於いても，定常共振周波数の減少量は

反応時間の増加に伴って増加するものの，反応時間 30分程度

以降ではほぼ一定に成っていた。従って，以降の実験に於け

る反応時間は 30 分とした。

抗 IgG 抗体固定化振動子（振動子 III）の IgG 濃度に対する

定常共振周波数応答，抗 IgA 抗体固定化振動子（振動子 IV）

の IgA 濃度に対する定常共振周波数応答および抗 IgM 抗体

固定化振動子（振動子 V）の IgM 濃度に対する定常共振周波

数応答の校正曲線をそれぞれ図 18 に示す。

振動子 III に於いては，定常周波数応答と IgG 濃度との間に

は少なくとも 0.1mg･ml－1 から 10mg･ml－1 程度までは直

線関係が成立していた。IgG の正常値範囲は 8mg･ml－1 か

ら 15mg･ml－1 程度であり，試料を 2 倍程度に希釈すること

で全域が測定可能である。
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振動子 IV に於いても , 定常周波数応答と IgA 濃度との間に

は 0.05mg･ml－1 から 10mg･ml－1 程度まで直線関係が成立

していることが明らかであり･正常値範囲（2mg･ml－1 から

3mg･ml－1）を含む広い範囲にわたって IgA の測定が可能で

ある。

振動子 V に於いても同様に，定常周波数応答と IgM 濃度と

の間には 0.05mg･ml－1 から 1mg･ml－1 程度まで直線関係

が成立しており，1mg･ml－1 を越える濃度範囲でも 5mg･

ml－1 程度までは IgM 濃度の増加に伴って定常周波数応答が

増加しており，正常値範囲（0.05mg･ml－1 から 1.5mg･

ml－1）を含む広い範囲にわたって IgM の測定が可能である。

以上の結果から，これらの抗体固定化振動子に用いて血清中

の免疫グロブリンクラスの定量が行ない得ることが明らかで

ある。

5. 結　言

圧電素子の高付加価値化と迅速かつ簡便な免疫測定法への

要望を踏まえて，道内にメーカの多い水晶振動子を取り上げ，

水晶振動子を用いる免疫センサの開発を行った。

水晶振動子を利用して測定システムを構成し，振動子が空

気･水･リン酸緩衝液と接している状態に於ける振動特性の

評価を行ない，システムが液体と接する状態で安定に振動を

行ない得ること，および振動子表面での重量付加を検出する

デバイスとして用いる為に充分な振動特性を有していること

を明らかにした。

さらに水晶振動子上への抗体固定化法として，アミノシ

ラン誘導体によりアミノ基を導入した振動子表面と抗体との

間の，アルデヒドカップリング及びカルボジイミドカップリ

ングについて検討を行ない，カルボジイミドカップリングの

優位性を明らかにした。

各種免疫疾患の診断にはいくつかの免疫グロブリンクラス

（IgG ，IgA ，IgM ，その他）の検査結果が使われているが，そ

の迅速性の向上を目的として，抗 IgG・抗 IgA・抗 IgM の各

抗体を振動子表面に固定化した免疫グロブリンセンサを開発

した。

その結果，IgG については 0.1～10mg･ml－1 の濃度範囲

で，IgA については 0.05 ～ 10mg･ml－1 の濃度範囲で，IgM

については0.05～5mg･ml－1の濃度範囲で，それぞれ定量的

に測定可能であることを明らかにした。いずれのクラスにつ

いても，正常値を含む広い測定範囲が得られており，実用化

が可能であると考える。さらに，今後の実用化技術の開発に

向けて，抗体固定化法・システム構成法などの多くの知見と

要素技術を獲得した。

最近，生化学的物質の検査薬として数多くのモノクロナー

ル抗体が開発されている。本研究で得られた技術はそれらに

も適用可能である。また，医療，健康管理，環境，食品など

数多くの分野から新しいセンサを求める声が聞こえている

が，実用化されている免疫センサは数少ない。今後，本研究

をもとに，新しいセンサの開発に向けて取り組む予定である。
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