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1. は じ め に 

近年，疾患由来の蛋白質（バイオマーカー）を利用した

医療診断技術（バイオセンシング）が発展している．これ

らの蛋白質の検出は免疫検査と呼ばれる手法によって行わ

れており，これらの蛋白質を検出する事により，様々な疾

患の有無と程度が診断されている． 

免疫検査では，測定対象である蛋白質等のバイオ物質（抗

原と総称）に対し特異的に結合する検査試薬（抗体）が用

いられる．両者の間の結合反応（抗原・抗体結合反応）を

検出するため，抗体には信号を発するマーカーが標識され

ており，このマーカーからの信号を測定することにより免

疫検査が行われる．現在，幅広く使用されている方法に，

光を発するマーカーを用いた光学的手法がある．しかしこ

の方法では，抗原と結合していないマーカーを分離するた

めの洗浄工程を必要とするため，手間と時間がかかるとい

う問題点がある．そのため，迅速かつ簡便に検査ができる

手法の開発が求められている． 

近年，光学マーカーを磁気マーカーに置き換えた磁気的

な免疫検査法が注目されている 1-6) ．この磁気的手法では，

ブラウン緩和という現象を用いることにより，抗原に結合

したマーカー (Bound marker)と未結合マーカー (Free 

marker)を磁気的に識別できるという特長がある．この特

長を用いれば，結合マーカーと未結合マーカーの分離（B/F

分離）のために従来必要とされていた洗浄工程を省略する

ことが可能になり，迅速かつシンプルな免疫検査法が実現

できる． 

我々はこれまで，磁気マーカー抗体と SQUID 磁気セン

サを用いた，洗浄工程を用いない液相での免疫検査システ

ムを開発してきた 7-9) ．このシステムを用いて，バイオ物

質としてビオチンを用いた検出実験をおこない，本手法の

有効性を示してきた．今回，より応用に近いバイオ物質と

して CRP（C 反応性タンパク質）を用いて，液相での検出

実験を行った．なお，CRP は体内で炎症反応や組織の破壊

が起きているときに血中に現れる蛋白質であり，血液検査

による疾患の検査に用いられている．最初に，様々な磁気

マーカー濃度で検査実験を行い，マーカー濃度の最適化を

行った．この結果を基にサンプルの滴下量の最適化や測定

の際の回転速度の最適化を行い CRP の最小検出濃度とし

て 1 pg/mL を達成した．これにより，洗浄工程を用いずに

極微量な CRP の検出が可能であることを示した．  

2. 磁気的液相免疫検査 

 本章では磁気的液相免疫検査で用いられる磁気マーカー

とブラウン緩和，及び測定原理について説明する．本測定

法で用いられる結合マーカーと未結合マーカーの模式図を

Fig. 1 に示す．図に示す様にバイオ物質(target)は直径が約

3.3 µm のポリマービーズに固定化され，このターゲットに

磁気マーカーが結合する．このマーカーを結合マーカー

(Bound marker)と呼ぶ．溶液中には未反応のマーカーも共

存し，このマーカーを未結合マーカー(Free marker)と呼ぶ．

磁気的検査方法では，後述するように，溶液中における磁

気的性質（ブラウン緩和）を用いる事で，測定時に結合マ

ーカーと未結合マーカーを磁気的に識別することが可能と

なる． 

 

2.1 磁気マーカーとブラウン緩和 

本研究では，バイオ物質を磁気信号で検出する際に磁気

マーカーを用いている．磁気マーカーとは，酸化鉄微粒子

Fe3O4 を高分子で被覆し，その表面に検査用抗体を結合さ

せたものである．磁気マーカーには，様々な種類や特性が
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存在するが，我々は FG beads （多摩川精機製）を用いて

実験を行っている． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1  Principle of liquid-phase immunoassay. Bound and 

free markers are magnetically distinguished by us-

ing the difference in their Brownian relaxation times．  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2  Magnetic marker． 

 

FG beads の概略図を Fig. 2 に示す．この磁気マーカー

は，酸化鉄微粒子をポリマーコーティングしている．本研

究では，ターゲットとして CRPの検出を行っているため，

ポリマー表面にはそれと特異的に結合する C2 抗体が付着

している．また，磁気マーカーの平均粒子直径は 140 nm

であり，これは後に述べる信号緩和現象においてブラウン

緩和時間を決定する数値である． 

溶液中の磁気マーカーは，外部から磁界を印加する事に

より，マーカー内の Fe3O4のもつ磁気モーメントが外部磁

界と同方向に向くように回転する．これによりマーカーが

磁化され，検出可能な信号となる．その後，外部からの磁

界を断つと，磁気モーメントの向く方向に強制力が無くな

り，磁気マーカー全体がランダムな方向に回転する．この

回転運動のことをブラウン回転運動という． 

この現象が溶液内の複数の磁気マーカーで生じるため，

個々にランダムな方向に向いた磁気モーメントの総和をゼ

ロと見なすことができる．このブラウン運動による磁気信

号の緩和をブラウン緩和といい，磁気信号の減衰の様子は

次式で表される 10,11) ． 

 
𝑀(t) = 𝑀0 exp (−

𝑡

𝜏B
) (1) 

 ここでB はブラウン緩和時間と呼ばれ磁化飽和値より

1/e の大きさに減衰するまでの時間を表す．ブラウン緩和

は，粒体の回転による信号緩和を意味しているため，ブラ 

ウン緩和時間は次式で表される． 
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 ここでは溶液の粘度，dH は粒子の直径，kBはボルツマ

ン定数，T は絶対温度である．この式から，ブラウン緩和

時間は，磁気マーカーの粒子直径に強く依存する事が分か

る． 
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                          (b) 

 

Fig. 3  Liquid-phase immunoassay using magnetic markers. 

(a) Detection system using remanence measurement. 

(b) Waveform of the magnetic field detected by a 

SQUID sensor when the sample stage is rotated. 

 

2.2 洗浄工程不要の測定法 

 磁気マーカーからの信号を測定する手法としては，磁化

率測定，磁気緩和測定，及び残留磁気測定などが挙げられ

る．本研究では，磁気マーカーからの残留磁気信号を測定

することで免疫検査を行っている． 
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Fig. 3 に本手法における測定システムの概要図を示す．

最初に CRP 濃度の異なるサンプルを以下の手順で作成し

た． 

 

①PBS に精製水，N101，tween を混ぜて PBST を作製． 

②CRP(6.2 mg/ml) を PBST で希釈し，CRP 溶液を作製． 

③C2 抗体ポリスチレンビーズ (10 mg/ml) を PBST で希

釈し，ポリマー溶液を作製． 

④C6cc 抗体 FGbeads(10 mg/ml) を PBST で希釈し，磁気

マーカー溶液を作製． 

 

CRP は実験の用途に合わせて濃度を変化させるが，一回

の実験では CRP の原液を希釈し，それをさらに希釈する

ことを繰り返すことで低濃度の CRP溶液を作成している． 

このサンプルを用いて以下に測定の手順を示す．最初に，

サンプルは，直径約 3.3 µm の抗体付きポリマー溶液 30 µL

に CRP溶液 120 μLと磁気マーカー30 µLを混ぜ合わせて

作製する．これらを 60 分間磁場中結合反応させると，サン

プル中には Fig. 1 に示す様に，抗原と反応した結合マーカ

ーと未反応の未結合マーカーの 2 種類が存在する．ここで

磁場中結合反応とは弱い励起磁界(1 mT)を印加しながら

抗原抗体反応をおこなうことである 12) ． 

次に反応終了後のサンプルに強い励起磁界(40 mT )を 1

回印加し，その後分散処理を施す．強い励起磁界は磁気マ

ーカーの磁気モーメントの向きを揃える目的でおこなうが，

同時に未結合マーカーが凝集を引き起こすため，分散処理

を施すことにより凝集を抑制する．前述の磁場中結合反応

はある程度サンプルの磁気モーメントの向きを揃えておく

ことにより強い励起磁界の印加回数を１回に抑えるために

行っている． 

分散処理を施したサンプルを素早くFig. 3(a)に示すステ

ージにセットし，外部から永久磁石を用いて磁気マーカー

に測定磁界（1 mT）を印加する．その後，ステージを回転

させる．この時には，サンプルは永久磁石の影響を受けな

くなるため，磁気マーカーのブラウン緩和が生じる．この

際，サンプル中では結合マーカーと未結合マーカーとでそ

れぞれ粒子の直径が異なるため，ブラウン緩和時間も大き

く異なる．具体的に(2)式に当てはめると，結合マーカーの

ブラウン緩和時間は約 13.6 sec であり，未結合マーカーの

ブラウン緩和時間は約 3 msec である． 

Fig. 3(a)に示すように，ステージを回転してから 1.5 s 後

にサンプルは SQUID の直上に到達する．この時には，未

結合マーカーのブラウン緩和は完了しており，未結合マー

カーからの磁気信号はゼロとなる．これに対して，結合マ

ーカーからの磁気信号は保持されている．このため，液相

中で抗原と結合した磁気マーカーからの信号のみを検出す

ることができる． 

Fig. 3(b)にステージを回転した場合に SQUID センサで

測定される信号の時間波形を示す．図に示す様に，サンプ

ルが SQUID の真上を通過するときに信号が計測される．

信号波形のpeak-to-peak値がサンプルからの信号磁束を

表す．ステージには 12 個の測定用セルがあり，ステージを

回転することにより 12 個のサンプルを一度に測定するこ

とが出来る． 

この様に，このブラウン緩和時間の差を利用することで，

結合マーカーと未結合マーカーを磁気的に識別することが

出来る．このため，従来の光学的手法に用いられていた B/F

分離のための手間と時間がかかる洗浄行程が不要となり，

より高速に免疫検査を行う事が出来る． 

3. 実際のサンプルの磁気信号 

前章では理想的な場合の磁気的免疫検査法の原理を説明

した．しかしながら，実際のサンプルには様々な状態のマ

ーカーが存在する．実際のサンプルにおける磁気マーカー

の模式図を Fig. 4 に示す．図に示す様に，結合マーカーと

しては溶液中に浮遊するもの(suspended)と容器底面に沈

殿したもの(precipitated)の２種類が存在する．未結合マー

カーとしては，溶液中に浮遊するものと容器底面に沈殿し

たものに加えて，凝集体(agglomerate)が存在する． 

 

 

 

Fig. 4  Schematic drawing of actual sample. Five types of 

magnetic markers exist. Bound markers consist of 

suspended and precipitated ones. Free markers 

consist of suspended, precipitated and agglomer-

ated ones. 

 

 

これらの中で，溶液中の未結合マーカーからの磁気信号

はブラウン緩和のためゼロとなるが，その他のマーカーは
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磁気信号を発生する．Fig. 4 では，溶液中に浮遊する結合

マーカーからの信号をBS，容器底面に沈殿した結合マー

カーからの信号をBP としている．また，未結合マーカー

の凝集体からの信号をFS，容器底面に沈殿した未結合マ

ーカーからの信号をFPとしている． 

この内，未結合マーカーの凝集体からのFS はブラウン

緩和の不完全さによって発生する．すなわち，ブラウン緩

和時間は粒子直径に依存しているため凝集により直径が大

きくなった未結合マーカーの凝集体は測定までに完全にブ

ラウン緩和しきれずに磁気信号を発してしまうのである．

この磁気信号は抗原に関係のないものであり，ブランクシ

グナル(blank signal)と呼ばれる．実際のサンプルでは，こ

のブランクシグナルを抑えることが課題である． 

溶液中に浮遊するマーカーと容器底面に沈殿したマーカ

ーは以下に示す測定手順により分離することが出来る．す

なわち，Fig. 3 に示す様に，測定の際に印加する測定磁界

はとして+1 mT と－1 mT の 2 通りを使用する．この測定

法を測定磁場反転法と呼んでいる． 

測定磁界として+1 mT を印加した時の信号値を Φ(+)と

し，－1 mT を印加した時の信号値を Φ(－)とすると，それ

ぞれは 

    Φ(+)＝ΦBS +ΦBP + ΦFS +ΦFP  

Φ(−)＝ −ΦBS + ΦBP − ΦFS +ΦFP 
(3) 

で表される．これは浮遊しているマーカーのみが測定磁界

の正負により反転するためである．(３)式より次式が求め

られる． 

 
ΦBS＝

{Φ(+) −Φ(−) }

2
− ΦFS 

ΦBP＝
{Φ(+) +Φ(−) }

2
− ΦFP 

(4) 

従って，(4)式により，ΦBS(浮遊している結合マーカー)と

ΦBP(沈殿した結合マーカー)を求めることが出来る． 

Fig. 5 に実験結果の例を示す．グラフの横軸は CRP 濃

度を，縦軸は信号磁束を表している．グラフから ΦBSと比

べてΦBPは 1/10程度の値しか示していないことが分かる．

すなわち，結合マーカーのほとんどは溶液中に浮遊してい

ることを示している．従って，以下では ΦBPは無視し，ΦBS

のみの結果を信号値として表すこととする． 
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Fig. 5  Relationship between signal from the bound makers 

and concentration of CRPs. Here, ΦBS and ΦBP rep-

resent the signal from suspended and precipitated 

markers, respectively． 

4. CRP の検出実験 

4.1 磁気マーカー濃度の最適化 

 本章では，使用する磁気マーカーの濃度の最適化につい

て説明する．磁気マーカーの濃度が高ければ高いほど抗原・

抗体の結合反応は早くなり，結合マーカーからの信号は増

加する．しかしながら，未結合マーカー同士の凝集も多く

なり，本来信号が出ないはずの未結合マーカーからの信号

（ブランクシグナル）が増大してしまう．そこで異なる濃

度の磁気マーカーを用いることによって，結合マーカーか

らの信号とブランクシグナルの信号の違いを検証し，最適

な濃度値を決定した． 

 

4.1.1 結合信号の濃度依存性 

結合マーカーからの信号の濃度依存性を Fig. 6 に示す．

グラフの縦軸は信号磁束，横軸は CRP濃度を示している．

実験では，試料溶液に投入する磁気マーカーの濃度が，

1.0 µg/60 µL と 2.0 µg/60 µL の場合の結合信号を測定し

た．図に示すように，結合信号はマーカー濃度が

2.0 µg/60 µL の場合のほうが大きいことが分かる．これは

磁気マーカー濃度が大きいことにより抗原と結びつくマー

カーの量が多くなったからである． 
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Fig. 6  Dependence of the bound signal on the concentration 

of CRPs. Results obtained for two concentrations of 

the markers are shown． 

 

4.1.2 ブランクシグナルの濃度依存性 

次に，未結合マーカーからの信号について説明する．磁

場中での抗原抗体反応中に未結合マーカーの凝集が進行し，

凝集体が形成される．この凝集体は粒子直径が大きくなり

ブラウン緩和時間が長くなる．したがって未結合マーカー

の凝集体は磁気緩和をせずに信号が生じてしまう．このブ

ランクシグナルのマーカー濃度の依存性を調べるために，

上記の結合信号の場合と同様に，マーカー濃度を

1.0 µg/60 µLと 2.0 µg/60 µLまで変化させた場合のブラン

クシグナルを測定した． 

ブランクシグナルは，1.0 µg/60 µL の時に 5.2 mΦ0とな

った．これに対して，2.0 µg/60 µL の時には 19.6 mΦ0と

なり，1.0 µg/60 L の時に比べて４倍ほど高い結果になった．

これは磁気マーカー濃度が高いとマーカー同士の凝集が進

んでいるためである． 

 

4.1.3 免疫検査感度の濃度依存性 

免疫検査の感度を表す式として，結合信号とブランクシ

グナルの比(Ratio)を以下のように定義した． 

 

Ratio =
Bound signal

Blank signal
 

 

免疫検査において，より少ない検出対象物を識別するた

めにはこの Ratio を大きくすることが重要である．免疫検

査での Ratio の濃度依存性を Fig. 7 に示す．グラフの縦軸

は Ratio，横軸は CRP 濃度を示している．グラフに示すよ

うに，マーカー濃度 2.0 µg/60 µL のほうが適していること

がわかる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7  Relationship between Ratio and concentration of 

CRPs for each concentration of markers． 

 

4.2 免疫検査実験の再現性 

 実際に医療現場で応用していくにあたり，免疫検査の再

現性は極めて重要である．本研究でも再現性の向上のため

にサンプルの濃度や測定方法，サンプル作り，サンプル滴

下方法など細かい点まで注意して実験を行っている．今回

は，FG Beads 濃度を前節で考察した 2.0 µg/60 µL とした

場合の実験を 4 度行い，再現性の確認を行った．1 回の実

験の流れは 2.2 節に示してある。その結果を Fig. 8 に示す．

グラフの縦軸は信号磁束，横軸は CRP濃度を示している．

各実験において CRP 濃度と信号磁束の関係を測定した．

図では，各実験の結果を異なる色で示している．図に示す

様に，各実験では CRP 濃度と信号磁束の間に明瞭な相関

があり CRP が検出出来ていることが分かる．2 回目の実験

からは CRP 濃度 1 pg/mL の検出にも挑戦し成功した． 

しかしながら，図に示す様に実験間では測定結果にばら

つきがある．実験 1, 2, 3 の結果を見ると，高濃度側ではか

なり数値が安定してきていることが分かる．一方，低濃度

側は信号が小さいためにブランクシグナルの影響を受けや

すく信号が安定しにくい．また，実験 4 では磁気信号が他

の実験に比べて大きくなった． 

実験間の測定結果のばらつきの原因として，作製した

CRP サンプルの濃度がばらついていることが考えられる．

これは，極微量な CRP サンプルを作製するために CRP を

最大約 4.1×10９倍に希釈しており，作製時にばらつきが生

じやすいためである．また，FG Beads の中には凝集した

粒子が一部存在し，実際に反応に寄与する濃度がばらつく

ためである．この実験間の CRP 濃度や FG Beads 濃度の

ばらつきを除くため，Fig. 8の結果をCRP濃度 1000 pg/ml

で規格化したグラフを Fig. 9 に示す．このグラフを見ると

結果がかなり安定していることが分かる．従って，計測シ
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ステム自体の再現性は高いと思われる．今後は，サンプル

作製時のばらつきを小さくし、検出の再現性を高めること

が課題である． 
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Fig. 8  Relationship between signal and concentration of 

CRPs. The results obtained with four experiments 

are shown． 
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Fig. 9  Relationship between normalized signal and con-

centration of CRPs. The vertical axis represents 

the value normalized by the value at CRP concen-

tration of 1000 pg / mL． 

 

5.ま と め 

磁気マーカーと HTS SQUID を用いた洗浄工程無しで

の免疫検査を行った．今回，抗原として新たに CRP を導入

し検出を行った．サンプルに投入する磁気マーカー濃度に

ついて最適化を行い，磁気マーカー濃度は 2.0 g/60 L が

適しているという結果となり，最小検出抗原数は 1 pg/mL

を達成した．再現性に関しては高濃度側では安定している

が低濃度側ではまだ不安定であるという結果になった． 

今後の課題としては，ブランクシグナルを小さくし，結

合信号を安定させることにより再現性を高めるために，未

結合マーカーの凝集を抑制する方法を模索することが挙げ

られる． 
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