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報　　文

メチルパラチオン計測のための表面プラズモン共鳴

イムノセンサーの開発

田中真由美 1,2，阪本　一平 1，中 嶋 秀 2，宗 伸 明 2 ，
3 ○ 2中野　幸二 2 ， Duck-Hwa CHUNG ，今任　稔彦 R

表面プラズモン共鳴現象（SPR）を利用したオンサイトで簡便に残留農薬を計測できるフロー型イムノセ

ンサーの開発を目的とし，メチルパラチオン（MP）の間接競合イムノアッセイ法を確立した．牛血清アル

ブミン（BSA）に MP を化学結合した MP-BSA コンジュゲートを SPR センサーチップ上に物理吸着によっ

て固定化し，これをフローシステムに組み込み，MP に対する応答性を検討した．SPR センサーチップは，

50 ppm MP-BSA コンジュゲート溶液をセンサーチップへ導入し，続いて 10 mg/mL BSA 溶液を導入し，非

特異吸着を防ぐために未修飾のチップ表面をブロッキングして作製した．MP-BSA コンジュゲートのセンサ

ーチップへの固定化密度を，飽和吸着量の約 20％ として作製したセンサーチップを用いて，間接競合法に

より 60 ppm 抗MP 抗体を含むMP 溶液（1～5000 ppb）を SPR センサーに導入し，SPR センサーの共鳴角

度変化を測定した．本法による MP の検出限界は，MP 濃度ゼロにおける角度変化の 85％ における MP 濃

度とすると，10 ppb であった．また，ペプシンを含む pH 2 HCl-glycine 溶液をセンサーチップに導入する

ことによって，センサーチップ上の MP-BSA コンジュゲートと結合した抗 MP 抗体を解離させることがで

き，1 枚のセンサーチップを用いて少なくとも 20 回繰り返し測定が可能であることが分かった．

1 緒　　　言
面プラズモン共鳴現象（SPR）を利用する，いわゆる SPR 

免疫測定法が注目されている17)～21) ．SPR 測定装置は，分

近年，ダイオキシン類や人工低分子有機物による環境汚 子間の相互作用に伴うセンサーチップ上の屈折率変化を

染が我々の生活環境の脅威となっている1)～5)．安心・安全 SPR 測定装置の共鳴角度の変化として測定することがで

の社会を構築するためには，生活環境の安全性を確認する きるので，ELISA 法で必要とされる標識が不要であるた

ための迅速・簡便で，高感度な分析・計測法の開発が求め め簡便で，分子間の相互作用をリアルタイムで観測でき

られている．特に，食品中に残留する農薬は，我々の健康 る．タンパク質間やタンパク質と DNA などの分子間のみ

に直接的な影響をもたらすので，迅速で高感度な測定法が ならず抗原－抗体間の相互作用の研究に応用されてい
　

要求されている．現在，高速液体クロマトグラフィー る22)～26)．現在市販されている ELISA 法に残留農薬簡易測

（HPLC）6)7)やガスクロマトグラフ/質量分析法（GC/MS）8)～12) 定キットによるアッセイに要する時間は 90 分であり，そ

による一斉分析法が有効な方法と考えられている．これら れに対し SPR におけるアッセイに要する時間は 18 分であ

の方法は，高感度ではあるが，試料の前処理やクリーンア ることが報告されている27)．これより SPR 法が迅速であ

ップなどが必要である．一方，酵素免疫測定法（ELISA ると言えるが，更なる迅速さ，簡便さが求められている．

法）13)～16) によるイムノアッセイ法などが簡便な分析法と SPR 測定装置を用いてイムノアッセイ法を行う方法とし

考えられるが，測定に長時間要することがあり，着色試料 ては，サンンドイッチ法22)23)や直接法24)25)あるいは間接競

については前処理が必要なこともある．したがって， 合法21)28)がある．前二者の方法は，分子量が大きい物質に

ELISA 法に代わる迅速で簡便な，しかもオンサイトでの 対しては適用が容易であるが，低分子量の物質に対して

使用が可能な小型の簡易測定機器の開発が望まれている． は，抗原－抗体反応に伴うセンサーチップ上の屈折率変化

近年，ELISA 法に代わるイムノアッセイ法として，表 が小さいので，目的物質に対する感度が十分ではない場合

1 矢部川電気工業株式会社 : 836－0844 福岡県大牟田市浄真町 11 
が多い．したがって，本報のように，測定対象物質が農薬

2 九州大学大学院工学研究院応用化学部門 : 819－0395 福岡県福 のような低分子化合物である場合，高感度に検出するた
岡市西区元岡 744 

3 Graduate School of Gyeongsang National University : Chinju, 
めには，抗原－抗体反応により大きな屈折率変化を引き起

Gyeongnam 660－701, Korea こすことができる，間接競合法の適用が有効であると考え
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Fig. 1 Flow system with SPR sensor 

(a) Flow system ; (b) Flow cell 

られる21)28)．すなわち，間接競合法では，測定対象物質の

コンジュゲートをセンサーチップ上に固定化し，そこに一

定濃度の抗体を含む測定対象物質（抗原）の溶液を導入す

る．抗体がセンサーチップ上のコンジュゲートと同一溶液

内にある抗原との間で競合的に免疫反応を起こし，結果的

にセンサーチップ上のコンジュゲートに分子量の大きな抗

体が結合することによって変化する SPR 信号を測定する

ものである．

本研究は，メチルパラチオンを測定対象として，これを

間接競合法に基づいて高感度に測定するための SPR イム

ノセンサー測定法の開発を目的としている．メチルパラチ

オンは有機リン系殺虫剤のひとつであり，強力な殺虫剤と

して使用されていたが，強い急性毒性をもつとして，現在

日本では農薬としての使用が禁止されている．しかし，海

外からの野菜などの日本への輸入は増加しており，輸入さ

れた野菜の残留農薬も問題となっている．メチルパラチオ

ンの日本での検出規定値は対象試料により異なるが 0.05 

～5 ppm である．例えば，穀類・豆類は 1.0 ppm ，一般野

菜は 1.0 ppm ，果実類は 0.2 ppm ，肉類は 0.05 ppm であ

り29)，これらを計測可能である分析法を目指し，構築する

必要がある．本報では，メチルパラチオンを測定対象とし

ているが，得られた知見は他の農薬測定にも適用が可能で

あると考えられる．

2 実　　　験

2・1 試　薬

水はすべて ADVANTEC 製純水製造装置より精製した脱

イオン水を使用した．リン酸水素二ナトリウム（無水），

リン酸二カリウム，塩化ナトリウム，塩化カリウム，硫酸，

塩酸，30％ 過酸化水素，エタノール，メタノール，牛血

清アルブミン（BSA）及び豚胃由来ペプシン（酵素活性 : 

3400 units/mg ）は和光純薬製のものを用いた．グリシン

K A G A K U  Vol. 56 （2007）

は BIO-RAD Laboratories のを用いた．メチルパラチオ

（MP），合成された MP-BSA コンジュゲート30)及び抗 MP 

抗体は韓国慶尚大学農学部の Chung 教授より提供された

ものを用いた．

2・2 溶液の調製

0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4 ）は 0.20 g KH2PO4，1.14 g 

Na2HPO4，8.0 g NaCl 及び 0.20 g KCl を 1 L  の脱イオン水

に溶解して調製し，オートクレーブで滅菌した．0.1 M リ

ン酸緩衝液を用いて，種々の濃度の MP-BSA コンジュゲ

ート溶液（50，110，180，260，350，450 ppm ）及び

種々の濃度の BSA 溶液（10，50，100，200，300，400，

600 ppm ）を調製した．MP 溶液は，100 ppm MP メタノ

ール溶液をメタノールで 10 ppm に希釈し，この溶液を

0.1 M リン酸緩衝液で希釈し，所定濃度の MP 溶液（1～

150 ppb ）を調製した．pH 2 HCl-glycine 溶液は，glycine 

0.75 g を脱イオン水に溶解し，0.1 M HCl で pH 2 に調節

し，50 mL にメスアップして調製した．

2・3 SPR センサー測定システム

SPR センサーはメビウスアドバンテクノロジー製の

DUAL SPR DSPR-200 差動式小型 SPR センサーを用い

た31) ．SPR センサーによる測定のためのフローシステムを

Fig. 1（a）に示す．システムは，SPR センサー，フロー

セル，ポンプ（参照側は Carvo 3000X，試料側は JASCO 

PU-1580 HPLC 用ポンプ）及びインジェクター（Rheodyne, 

7125，ループ容積は 100 µL）より構成した．SPR センサ

ーの信号は参照側と試料側の共鳴角度の差として計測し

た．フローセルはアクリル製で，二つの流路（幅 3 mm  ×

長さ 8 mm  ）を持つ厚さ 0.5 mm のシリコンシートをカバ

ーガラス上の 45 nm の金を蒸着してある金薄膜（センサ

ーチップ）に挟むようにして組み立てた｛Fig. 1（b）｝．

センサーチップ（16 mm×16 mm×0.15 mm ）はエリオ

テック製である．組み立てたフローセルを SPR センサー

のプリズム上に固定した．この際，屈折率 1.5616 のマッ

チングオイルをセンサーチップのカバーガラス背面とプリ

ズムの間に塗り，センサーチップとプリズムを密着させ

た．すべての測定は 25±1℃の空気恒温槽中で行った．

2・4 金薄膜の洗浄

センサーチップはピランハ溶液（30％ 過酸化水素水 : 

濃硫酸＝1 : 3）に 10 分間浸漬後，純水及びエタノールで

3 回洗浄し，窒素ガスにより金表面に残る水分を乾燥させ

た．乾燥後，センサーチップを速やかに SPR センサーの

フローセルにセットした．
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Fig. 2 Relationship between angle shift and concen-
tration of BSA solution and MP-BSA conjugate solu-
tion 

(1) ● : BSA, Injected sample : 50, 110, 180, 260, 350, 
450 ppm ; (2) □ : MP-BSA, Injected sample : 50, 110, 
180, 260, 350, 450 ppm ; Carrier solution and flow 
rate : pH 7.4 PBS, 20 µL/min 

2・5 センサーチップへの MP-BSA コンジュゲートの固

定化の検討

0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4 ）を流量 20 µL/min で送液

しながら，インジェクターから 100 µL の MP-BSA コンジ

ュゲート溶液（50，110，180，260，350，450 ppm ）を

注入した．センサーチップ表面への MP-BSA コンジュゲ

ートの物理吸着に伴う SPR センサーの共鳴角度の変化を

測定した．この場合，同一のセンサーチップを用い，低い

濃度の MP-BSA コンジュゲート溶液から順に遂次的に注

入して SPR センサーの信号を測定した．MP-BSA コンジ

ュゲートのセンサーチップへの固定化状態を評価するため

に，十分な試料がある BSA を MP-BSA コンジュゲートの

代替として用い，BSA のセンサーチップへの吸着平衡を

検討した．MP-BSA コンジュゲートの固定化の場合と同様

に，同一のセンサーチップを用いる場合について検討し

た．MP-BSA コンジュゲート溶液と同様の濃度で行った．

2・6 SPR センサーによるメチルパラチオン免疫測定

0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4 ）を 20 µL/min の流量で送

液しながら，50 ppm MP-BSA コンジュゲート溶液 100 µL 

をインジェクターから注入し，センサーチップ表面にMP-

BSA コンジュゲートを物理吸着により固定化した．続い

て，10 mg/mL BSA 溶液 100 µL を注入し，センサーチッ

プの未修飾部分を BSA によりブロッキングをした．ブロ

ッキングによる SPR センサーの共鳴角度がほぼ一定にな

るまで BSA 溶液の注入を数回繰り返した．最後に，あら

かじめ調製しインキュベートしておいた 60 ppm 抗MP 抗

体と種々の濃度のMP 溶液を混合しておいた試料溶液 100 

µL をインジェクターから注入した．試料溶液中の抗 MP 

抗体がセンサーチップ上の MP-BSA コンジュゲートに結

合することに伴う SPR センサーの共鳴角度変化を測定し，

試料中の MP 濃度と SPR センサーの共鳴角度の変化の関

係から検量線を作成した．測定後，1 ppm ペプシンを含

む pH 2 HCl-glycine 溶液 100 µL を注入し，センサーチッ

プ上の抗MP 抗体を解離させ，センサーチップの再生を行

った．

2・7 マトリックスの影響の検討

本法を野菜などの食品中の MP 測定に適用するために，

試料のマトリックスの影響を検討した．マトリックスとし

ては市販のキャベツを用いた．キャベツをはさみで約 5 

mm×5 mm  に切り刻み，乳鉢でペースト状にした．ペー

スト状にした試料 5 g  を遠心管にはかり取り，メタノール

25 mL を加え 30 分間振とう抽出した．その後，脱脂綿を

詰めたシリンジに抽出した溶液を 5 mL  注ぎ込み，120 

ppm 抗 MP 抗体に同体積の 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）

及び同体積のキャベツ抽出液を加えた 2 種類の混合溶液

を，MP コンジュゲートを固定化したセンサーチップに導

入し，それぞれの場合の SPR 角度変化を測定した．また，

150 ppb のMP 溶液に抗MP 抗体を含むキャベツ抽出液を

加えた試料について同様の操作を行った．

3 結果及び考察

3・1 MP-BSA コンジュゲートのセンサーチップへの固

定化

本法による間接競合免疫測定法においては，MP-BSA コ

ンジュゲートを固定化したセンサーチップを用いる方法を

採用している．したがって，センサーチップ上のMP-BSA 

コンジュゲートの固定化状態は，抗MP 抗体との免疫反応

の反応性に大きな影響を与えると考えられる．そこで，

BSA 溶液と MP-BSA コンジュゲート溶液の 2 つの溶液で

BSA の吸着状態を調べた．1 枚のセンサーチップに逐次的

に異なる濃度の BSA 溶液及び MP-BSA コンジュゲート溶

液を注入した場合，センサーチップ上の BSA 及び MP-

BSA コンジュゲートの吸着に伴う SPR センサーの共鳴角

度の変化をそれぞれ Fig. 2（1）及び（2）に示す．いずれ

の場合も，濃度の増加とともに共鳴角度が増加しているこ

とが分かる．一般に，金薄膜表面へのタンパク質の物理吸

着は比較的強く，ラングミュア型の吸着等温式に従うこと

が知られている．例えば，濃度 [BSA] の BSA 溶液がセン

サーチップ表面で吸着平衡にあり，BSA の吸着定数を K 
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Fig. 3 Relationships between [BSA] and [BSA]/∆θ 
and between [MP-BSA] and [MP-BSA]/∆θ for verifica-
tion of Langmuir adsorption isotherm 

とすると，BSA の吸着に伴う SPR センサーの共鳴角度変

化 ∆θ は式（ 1 ）で与えられる21) ．

[BSA] /∆θ ＝[BSA] /∆θmax ＋1/∆θmax K （ 1 ）

ここで，∆θ max は BSA がセンサーチップ上に飽和吸着し

ているときの共鳴角度変化である．BSA 及び MP-BSA コ

ンジュゲートのセンサーチップへの吸着がラングミュア型

の吸着等温式に従うならば，Fig. 2 で得られたデータを用

いて，[BSA] /∆θ を [BSA] に対してプロットすれば，傾

きが 1/∆θmax で，y 切片が 1/(∆θmax K) の直線が得られる．

実際，Fig. 3 のように，[BSA] /∆θ と [BSA] の間に良好

な直線関係が得られ，本系に対してラングミュア型等温吸

着式が成立することが分かる．得られた直線の切片と傾き

から，∆θ max 及び K に対してそれぞれ BSA では ∆θ max ＝

0.10°，K ＝3.8 ×105 M－1 及び MP-BSA コンジュゲートで

は ∆θmax ＝0.095°及び K ＝5.0×105 M－1 が得られた．この

ことより，MP-BSA コンジュゲートのセンサーチップへの

吸着定数や飽和吸着密度は BSA のそれらとほぼ同じであ

ると言える．BIACORE 社の SPR 装置の仕様によれば，

0.1°の共鳴角度変化はタンパク質の吸着密度が 1 ng/mm2 

に対応するので，例えば，MP-BSA コンジュゲートが飽和

吸着する場合は MP-BSA コンジュゲートが 0.95 ng/mm2 

の密度で，すなわち 1.4×10－14 mol/mm2 の密度で吸着す

るものと推測される．BSA の分子量 67 kDa と，一般的な

タンパク質の密度32)（1.4 g/cm3）から，BSA 1 分子の体

積を算出すると 7.8×10－20 cm3 であり，球形と仮定する

K A G A K U  Vol. 56 （2007）

と半径は 2.7 ×10－6 mm と推定される．この BSA がセン

サーチップに単分子吸着した場合の 1 mm2 当たりの密度

を算出すると 7.4 ×10－14 mol/mm2 となる．したがって，

SPR センサーの共鳴角度から推定した 1.4×10－14 mol/mm2 

とほぼオーダー的には一致している．現実的には BSA の

等電点が 4.9 であることと，溶液の pH が 7.4 であること

を考慮すると，BSA は負に荷電しており，分子間の静電

的な反発などが考えられるので，分子径から算出した最密

充填状態での吸着密度より小さくなるのは合理的である．

実際，大島らは水晶振動子マイクロバランス（QCM）法

での測定により，分子量 146 kDa のタンパク質において

1×10－14 mol/mm2 の密度で吸着していることを報告して

いる33) ．BSA 分子量が大島らが用いたタンパク質より小さ

いことを考慮すると，1.4×10－14 mol/mm2 の BSA の吸着

密度は合理的な値と言える．センサーチップ上に固定化さ

れたMP-BSA コンジュゲートが密である場合には，抗MP 

抗体の結合に対して立体障害により抗MP 抗体との反応性

が低下するものと考えられる．MP-BSA コンジュゲートの

限られた試料のために，MP-BSA コンジュゲートの固定化

密度に対する抗MP 抗体の反応性に関する実験的検討は行

っていないが，本報ではセンサーチップ上の MP-BSA コ

ンジュゲート間に十分な空間を保つために，MP-BSA コン

ジュゲートのセンサーチップ上での固定化量が飽和吸着量

の約 20％ になるように 50 ppm の MP-BSA コンジュゲー

ト溶液を注入した．

3・2 繰り返し測定の検討

MP-BSA コンジュゲートを固定化したセンサーチップが

繰り返し測定に使用できれば，センサーチップごとのばら

つきを考慮することもなく，繰り返し再現性のみならずコ

ストの面においても有利である．そこで，センサーチップ

の再生法について検討した．すなわち，イムノアッセイを

行った後のMP-BSA コンジュゲートに結合している抗 MP 

抗体を解離する方法について検討した．Fig. 4 に再生でき

なかった場合のセンサーグラムを示している．洗浄したセ

ンサーチップを取り付けた SPR センサーに MP-BSA コン

ジュゲート溶液を導入すると，MP-BSA コンジュゲートの

センサーチップ表面への吸着に伴って共鳴角度が増加して

いる｛Fig. 4（a）｝．次に抗 MP 抗体溶液を導入すると，

センサーチップ上の MP-BSA コンジュゲートとの結合に

伴って共鳴角度が増加している｛Fig. 4（c）｝．三浦らは29) ，

センサーチップ上で生成した抗原－抗体複合体の解離にペ

プシンを含む HCl-glycine 溶液を用いているので，本系に

もこの溶液を適用した．その結果，Fig. 4（d）に示すよ

うに，この溶液がセンサー表面を通過する際に，いわゆる

バルク効果と言われる注入された溶液の屈折率がキャリヤ

ー液より低いために負のピークが見られるが，HCl-glycine 
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溶液が通過した後も共鳴角度は注入する以前と同じであ

る．すなわち，共鳴角度は MP-BSA コンジュゲートを固

定化したときに示す共鳴角度に戻っていない．この一つの

理由は，MP-BSA コンジュゲートに結合した抗MP 抗体が

完全に解離していないことが考えられる．もう一つの理由

として，MP-BSA コンジュゲートのセンサーチップへの固

Fig. 4 Regeneration of the sensor chip by injecting 
dissociation solution 

Injected solution : (a) 50 ppm MP-BSA conjugate ; (c) 
60 ppm anti-MP antibody ; (d) pH 2 HCl-glycine con-
taining 1 ppm pepsin ; Injected volume : 100 µL ;  
Carrier solution and flow rate : pH 7.4 PBS, 20 
µL/min 

定化量を前述のように飽和吸着量の約 20％ にしているた

め，センサーチップの未修飾部分の金薄膜表面に抗MP 抗

体が非特異的吸着し，これがペプシンを含む pH 2 HCl-

glycine 溶液では除去できないためと考えられる．そこで，

MP-BSA コンジュゲートを固定化させた後に，BSA で金薄

膜表面の未修飾部分をブロッキングすることにした．すな

わち，センサーチップ上に MP-BSA コンジュゲートを固

定化した後，10 mg/mL BSA 溶液をセンサーチップ上に

導入した．その際の SPR センサーの共鳴角度の変化を

Fig. 5（b）に示す．BSA ブロッキングにより約 0.1°の共

鳴角度の増加が見られ，未修飾部分に BSA が吸着してい

ることを示唆している．その後，60 ppm 抗 MP 抗体を含

む MP 試料溶液をセンサーチップに導入したところ

｛Fig. 5（c）｝，約 0.048°の角度上昇があり，これはセンサ

ーチップ上のMP-BSA コンジュゲートに抗MP 抗体が結合

したことを示している．更にその後，ペプシンを含む pH 

2 HCl-glycine 溶液を導入すると，BSA でブロッキングし

た後の共鳴角度（ 0 . 1 7  °）よりもやや低下している

（0.12°）．この理由は，現段階では明確ではないが，セン

サーチップ上の MP-BSA コンジュゲートと結合している

抗 MP 抗体が解離したうえに，更に比較的濃度の高い

BSA 溶液でブロッキングした際に多重吸着している BSA 

が脱離したのではないかと考えられる．実際，次のステッ

プで，更に抗MP 抗体とMP 溶液の混合液をセンサーチッ

プに導入することにより共鳴角度が増加し，再びペプシン

Fig. 5 Regeneration of the sensor chip by injection dissociation solution 

Injected solution : (a) 50 ppm MP-BSA conjugate ; (b) 10 mg/mL BSA 
solution ; (c) 60 ppm anti-MP antibody ; (d) pH 2 HCl-glycine solution con-
taining 1 ppm pepsin ; (e1) 150 ppm MP solution containing 60 ppm anti-MP 
antibody ; (e2) 100 ppm MP solution containing 60 ppm anti-MP antibody ; 
(e3) 80 ppm MP solution containing 60 ppm anti-MP antibody ; Injected vol-
ume : 100 µL ; Carrier solution and flow rate : pH 7.4 PBS, 20 µL/min 
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Fig. 6 Calibration curve for MP obtained by competi-
tive assay method 

Injected sample : MP (1, 10, 40, 60, 80, 100, 150, 500, 
1000, 5000 ppb) solution containing 60 ppm anti-MP 
antibody ; Carrier solution and flow rate : pH 7.4 PBS, 
20 µL/min 

を含む pH 2 HCl-glycine 溶液を導入すると，先の共鳴角度

に戻っている．このことは，ブロッキングした BSA の更

なる脱離なしに抗MP 抗体を解離できていることを示して

いる．その後，同操作を 20 回繰り返しても同様にベース

ラインに戻ってくることが確認できた．このことより，1 

枚のセンサーチップで繰り返し測定ができることが分かっ

た．センサーチップの再生について，他に 0.1 M HCl 溶液

や 0.1 M NaOH 溶液などを用いて試みたが，再生はでき

なかった．ペプシンはタンパク質の分解酵素であるので，

センサーチップ上に固定化している MP-BSA コンジュゲ

ートやブロッキング剤の BSA の脱離も促進する可能性も

考えられたが，1 ppm 程度のペプシンを再生溶液として

使用してもその後固定化膜の活性は落ちておらず，繰り返

して使用でき，ペプシンによる影響はないことが言える．

3・3 検量線の作成

以上のような検討により，Fig. 5 に示す実験条件で，

MP に対する検量線を作成した．すなわち，MP-BSA コン

ジュゲートをセンサーチップ上に固定化し，間接競合法に

よる MP に対するイムノアッセイを行った．MP の測定濃

度範囲を 1～5000 ppb とし，60 ppm の抗MP 抗体を含む

試料に対して SPR センサー応答を調べた．各試料に対す

る測定の後に，ペプシンを含む pH 2 HCl-glycine 溶液を注

入することによってセンサーチップを再生し，MP 濃度が

薄い順から測定を行った．得られた検量線を Fig. 6 に示

す．試料注入によって変化した SPR センサーの共鳴角度

Fig. 7 Calibration curve for MP obtained by competi-
tive assay method 

(a) 60 ppm anti-MP antibody ; (b) pH 2 HCl-glycine 
solution containing 1 ppm pepsin ; (c) 60 ppm anti-MP 
antibody in cabbage extract ; (d) 150 ppm MP solution 
containing 60 ppm anti-MP antibody in cabbage 
extract ; Injected volume : 100 µL ;  Carrier solution 
and flow rate : pH 7.4 PBS, 20 µL/min 

の変化と試料濃度の間に間接競合法で見られるシグモイド

型の検量線の関係が得られている．n ＝4 における相対標

準偏差は 5 ～44％ であった．相対標準偏差（RSD）は大

きいものの，検量線は良好なシグモイド型の検量線が得ら

れている．検量線より，MP 濃度がゼロのときの共鳴角度

の 85％ における共鳴角度を示す MP 濃度を検出限界濃度

とすると，本法の検出限界濃度は 10 ppb である．この検

出下限濃度は同じ抗MP 抗体を用いた蛍光偏光免疫測定法

で得られた値とほぼ同程度である34)．また，GC/MS を用

いたメチルパラチオンの測定検出限界濃度は 1 ppb と報告

されている35) ．GC/MS に比べて本 SPR 法の感度は劣るが，

食品中の残留メチルパラチオンの規定値である 0.05 ～5 

ppm（対象物質により異なる）は十分に測定可能である．

3・4 実サンプルのマトリックスの影響

実際の食品中の残留農薬分析において，そのマトリック

スからの影響について検討しておく必要がある．そこで，

上述の実験条件と同様の操作でキャベツから抽出した溶液

について免疫測定を行った．60 ppm 抗 MP 抗体の 0.1 M 

リン酸緩衝液及び 60 ppm の抗MP 抗体を含むキャベツ抽

出液についてのセンサーグラムを Fig. 7（a）及び Fig. 7 

（c），に示す．両者の場合の試料注入に伴う角度変化はい

ずれも 0.04°であり，キャベツ抽出液によるマトリックス

の影響はほとんどないということが分かる．また，60 

ppm 抗 MP 抗体を含む溶液に 150 ppb の MP 溶液を添加

したキャベツ抽出液についてのセンサーグラムを Fig. 7 
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（d）に示す．この場合の試料注入に伴う角度変化は

0.029°であり，キャベツ抽出液を含まない場合の角度変化，

すなわち，Fig. 6 の検量線の値（0.028°）とほぼ同じ角度

変化である．したがって，キャベツ抽出液に 150 ppb の

MP を添加した試料についても，マトリックスの影響はほ

とんど無いと言える．

4 結　　　言

本論文において，MP-BSA コンジュゲート固定化したセ

ンサーチップを用いて，間接競合法による MP の SPR セ

ンサー免疫測定法を検討し，10 ppb の検出可能濃度を持

つMP の測定法を確立することができた．センサーチップ

上に固定化する MP-BSA コンジュゲートの固定化密度に

ついては，BSA のラングミュア型の等温吸着式の解析か

ら，飽和吸着密度の約 20％になるようにした．本報では，

固定化密度とセンサーチップ上の MP-BSA コンジュゲー

トと抗MP 抗体の結合性の関係について実験的な検証は行

っていないが，今後十分な検討を行いたい．また，イムノ

アッセイ後にMP-BSA コンジュゲートと結合した抗MP 抗

体はペプシンを含む pH 2 HCl-glycine 溶液によって解離

させることができ，1 枚のセンサーチップを繰り返し測定

に利用することが可能であった．また，実サンプル由来の

マトリックスからの影響を検討したところ，マトリックス

の影響はほとんどないことが分かった．

間接競合法を行う上でセンサーチップへの抗原の固定化

法としてタンパク質コンジュゲートの物理吸着を利用する

方法が簡単であり，コンジュゲート溶液の濃度を調節する

ことにより，センサーチップへの固定化密度をコントロー

ルして，抗原－抗体反応の際の立体障害の影響を避けるこ

とができる．しかし，センサーチップは測定の度に抗原固

定化センサーチップを調製するのは不便であり，実用化に

当たってもあらかじめ固定化されたセンサーチップを供給

されるほうが都合がよい．センサーチップの長期保存など

を考慮すると，タンパク質を介した物理吸着ではタンパク

質の変性や金薄膜からの剥
はく

離などの負の要因が挙げられ

る．それに対し，抗原を固定化のためにアルカンチオール

末端の硫黄原子を介し金薄膜との共有結合をさせ，自己組

織単分子膜を形成させる方法21)は，化学結合による強い結

合により長期保存の可能性が考えられる．SPR センサー

の普及と実用化に向けては，センサーチップの安定性と活

性の高い固定化法の検討が必要である．

本研究を行うに当たり，平成 17 年度経済産業省新連携体構築
支援事業補助金及び（財）九州・山口地域企業育成基金より研究助成
をいただいた．ここに厚く感謝申し上げる．
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A surface plasmon resonance (SPR) sensor for the determination of methyl parathion (MP) 
was developed using an indirect competitive immunoassay. A sensor chip was prepared by 
immobilizing a MP-BSA conjugate on a gold film on the sensor chip, followed by blocking with 
BSA to prevent the non-specific adsorption of MP and an anti-MP antibody onto the unmodified 
surface of the sensor chip. An evaluation of the adsorption equilibrium of MP-BSA onto the 
sensor chip by measuring the SPR angle shift revealed that the adsorption equilibrium was 
expressed by a Langmuir-type adsorption isotherm equation. The adsorption constant and the 
adsorbed amount of MP-BSA onto the sensor chip were found to be 5.0×105 M－1 and 0.95 
ng/mm2, respectively. An MP solution (1～5000 ppb) containing 60 ppm anti-MP antibody was 
introduced into the SPR sensor chip, and then the SPR angle shift was measured. The detec-
tion limit, defined as the angle shift of 85％ for the blank, was found to be 10 ppb. The anti-MP 
antibody bound to the MP-BSA conjugate on the sensor chip was able to be dissociated by intro-
ducing an HCl-glycine solution (pH 2) into the sensor chip. Duplicate measurements with a 
single sensor chip were possible for at least 20 times. 

Keywords : surface plasmon resonance ; methy parathion ; immunoassay. 


