
「先進的統合センシング技術」 

平成 17 年度採択研究代表者 

 

都甲 潔 

 

 

（九州大学大学院システム情報科学研究院 教授） 

 

「セキュリティ用途向け超高感度匂いセンサシステムの開発」 

 

１．研究実施の概要 

本研究では，目的分子と選択的に結合する抗体及び鋳型分子認識膜を，表面プラズモン

共鳴センサ及び表面分極型センサと組み合わせ，イヌの鼻を超える ppt（parts per 

trillion）レベルの検出感度を有するセキュリティ用途向け超高感度匂いセンサシステム

の開発を目的としている． 

今年度は，研究開始年度であり，まず，必要な実験装置を揃え，研究実施体制を整える

とともに，試作器を作製するための方針を固めた．また，これまでの研究で得られたノウ

ハウおよび研究資産を活かして，本プロジェクトにおける研究を開始した．トリニトロト

ルエン（TNT）の検出を ppt レベルで 2分以内に可能とし，TNT およびジニトロトルエン(DNT)

に対するポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を得た． 

次年度には試作器を作製する予定であり，また，得られたモノクローナル抗体の性能評

価および SPR での測定を行う． 

 

２．研究実施内容 

抗体の作製 

＜目的＞ 

 TNP-KLH 複合体及び DNP-KLH 複合体を作製し，ウサギに免疫することによって TNT 及び

DNT に対して結合性の高いポリクローナル抗体を得，その性質を ELISA で確認すると共に，

一部 SPR による高感度測定を試みる． 

 ＜抗体の作製方法＞ 

トリニトロベンゼンスルホン酸（TNBS）及びジニトロベンゼンスルホン酸（DNBS）と高

分子タンパク質 KLH を反応させ，それぞれ TNP-KLH 及び DNP-KLH 複合体を作製し，免疫原

とした．それぞれの免疫原を Freund’s complete adjuvant（FCA）と混和・乳化しウサギ

に免疫した．初回免疫後，２週間毎に追加免疫し，十分抗体価の上昇を確認した後と殺し

全血を採取した．遠心分離，塩析，Protein G カラムによる精製後，各抗体を得た． 

 



＜間接競合 ELISA 法による抗体の評価＞ 

得られた抗 TNP-KLH 抗体について，間接競合 ELISA 法により種々の TNT 関連化合物に対

する結合性を評価した．図 1に間接競合 ELISA 法の結果の一部を示す．Aと A0はそれぞれ抗

原が存在している時と存在していない時の吸光度を示し，同図は抗原濃度と A/A０×100 の

関係を示している．それぞれ本抗体はトリニトロフェノール（TNP）以外のトリニトロベン

ゼン化合物に対して反応性を示し，TNTに対するIC50は 2.6 x 10-8 Mで高い結合性を示した．

また，ジニトロトルエン化合物に対してはほとんど結合性を示さなかった． 

次いで，得られた抗 DNP-KLH 抗体について，DNT 関連化合物に対する結合性を間接 ELISA

法によって評価した．測定の過程で固相化抗原の構造によって結合性に若干の相違が見ら

れたので，２種の固相化抗原について評価した．結果を表 1 に IC50値として示した．固相

化抗原として DNP-C8-OVA を用いた場合，2,4-DNT に対する IC50は 1.4 x 10-7 Ｍであった． 

＜SPR センサ信号の増幅方法の検討＞ 

 修飾抗体を用いる SPR センサによる TNT の高感度測定は次のように行った．すなわち，

SPR センサのセンサチップ表面に固定化抗原として TNP-β-alanine-OVA 複合体を固定化し

た．次いで，一定濃度の抗体と各濃度に希釈した遊離抗原との等量混合溶液を注入し，固

定化抗原に対する抗体の結合に起因するレスポンスを測定した．続いて，ビオチン修飾抗

体，ストレプトアビジン及びビオチン修飾 BSA 複合体を注入し，シグナルの増幅を行った． 

 ビオチン修飾抗体，ストレプトアビジン及びビオチン修飾 BSA 複合体を用いた SPR 測定

の場合，固定化抗原上の抗体への結合に起因する急激なシグナル増加が確認され，測定可

能範囲は約 5 x 10-12〜10-8 g/ml であり，複合体を添加しないものと比べて約２オーダー高

感度であった．

 

図１ 抗 TNP-KLH 抗体を用いた間接競合

ELISA 法による TNT 関連化合物の測定

結果 

 

表１ 抗 DNP-KLH 抗体のニトロ化合物に対

する結合性の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



間接競合法による測定 

抗原抗体反応を応用した間接競合法を用いて分子認識の感度を増幅させ，SPR センサで目

的分子を選択的に検出する．タンパク質複合体抗原（コンジュゲート）の選定，固定化時

の充填率の向上，および配向性の最適設計を行い，検出感度の向上を行った．また，送液

時の流速やトータルの抗体流通時間などのパラメータを検討し，検出下限 ppt レベルの感

度を保ちつつ，短時間検出を行った．  

容易に交換可能なガラス基板上に金薄膜をスパッタ法により形成し，SPR センサ基板とし

た．この表面に物理吸着法を用いてコンジュゲートを固定化した．キャリア溶液としては

リン酸（PBS）緩衝溶液を用いた．まず，2,4,6-トリニトロフェニル-オボアルブミン 

(TNP-OVA)コンジュゲートを金基板上に固定化した．この時，TNP-OVA コンジュゲートが安

定して表面に吸着していることを，SPR で確認した．その後，目的分子の非特異吸着を避け

るために，ウシ血清アルブミン（BSA）を送液した．この時，BSA の吸着とともに共鳴角が

増加する様子が観測された．BSA は大きな分子であるコンジュゲートの隙間に入り込み，金

基板上の空サイトに吸着して非特異吸着を妨げる働きがある．そのため，共鳴角の変化が

得られなくなるまで BSA の送液を繰り返し，表面に非特異吸着が起こる空サイトを無くし

た． 

このようにして金基板上にコンジュゲートを固定化した後，TNT の検出を行った．はじめ

に，TNT と TNT 抗体を混合して 10 分間反応させた．TNT 抗体の濃度は TNT 抗体毎に最適化

を行って決定した．次に，この混合溶液をセンサ基板上へ送液して，SPR で定量を行った．

図2にTNP-OVAコンジュゲートと抗TNP－KLHポリクローナル抗体を組み合わせた場合のSPR

応答を示す．時間とともに抗 TNP－KLH ポリクローナル抗体が TNP-OVA コンジュゲートと結

合している様子が観測された．また，混合溶液中に含まれる TNT 濃度が高いほど，共鳴角

の変化量は小さかった．これは，混合溶液中で TNT と抗 TNP－KLH ポリクローナル抗体が結

合し，TNP-OVA コンジュゲートへ結合できる抗 TNP－KLH ポリクローナル抗体の量が減少し

たためである．間接競合による応答値の減少幅は，混合溶液中の TNT 濃度に比例した． 

図 3には，TNP-OVA コンジュゲートと種々の抗体を組み合わせた時の TNT の検出範囲をま

とめた．これより，検出限界はそれぞれの抗体によって異なることが分かる．特に TNT モ

ノクローナル抗体（市販）と抗 TNP－KLH ポリクローナル抗体との組み合わせにより ppt レ

ベルの検出が可能である．また，TNP モノクローナル抗体（市販）を使うことによって，ppb

から ppm レベルの高濃度 TNT を検出することができた．したがって，同一の固定化素子を

用いて混合する抗体を変えるだけで，広い濃度範囲で TNT を検出できることが分かった．

さらに，TNT 測定後にペプシン－塩酸溶液を用いることで，TNT 抗体を脱離させ，素子を再

活性化させることができた．このため同一のセンサ素子を 20 回以上，感度を落とすことな

く使用することが可能であった． 

図 2に示したように，TNT の検出を ppt レベルの感度を保ちつつ，2分以内で行うことが

できた．なお，この２分以内の測定は TNP モノクローナル抗体，TNT モノクローナル抗体を



用いた場合も可能であった．さらなる高感度・高速応答の達成を目指し，自己組織化単分

子層（SAM)を用いた配向制御や別種のコンジュゲートの使用による最適化を図っている． 

 

 
 

図 2  TNT 共存／非共存下における TNP-KLH

抗体 (Ab)による TNP-KLH コンジュ

ゲートとの抗体抗原反応のセンサグ

ラム 

 

 
 

図 3  TNP-OVA コンジュゲートと各抗体の

組み合わせによる TNT 検出可能範

囲：競合に伴う応答の阻害率 15% か

ら 85% の範囲における直線応答領域 

 

 

 

 

 

鋳型分子認識膜の作製 

選択性および感度に優れた分子認識レセプターの設計法として，ホスト分子とゾル－ゲ

ル法を組み合わせる新しいレセプター設計を試みた．従来ホスト化合物の一種であるシク

ロデキストリン（CD）は，多くの芳香族化合物と強い分子間相互作用を示すことから様々

な分野に幅広く用いられ，芳香族ニトロ化合物の爆薬物質に対してもその応用が期待でき

るものである．北九大のグループでは，李研究室の独自技術である気相表面ゾル－ゲル法

をシクロデキストリンホスト分子の固定化に用い，更にレセプター部位を高密度に作成す

るために有機・無機交互積層化を行った． 

メルカプトエタノールを修飾した水晶振動子上にTi(O-nBu)4とCD の交互吸着を行った際

の振動数変化を図 4a に示す．この振動数変化から分かるように CD 分子は酸化チタンマト

リックスを介して，薄膜中に規則的に導入できる．γ-CD 薄膜の DNT 分子に対する結合特性

をサイクリックボルタンメトリ（CV）測定により評価した．フェロシアナイド(2mM)と塩化

カルシウム(1M)混合溶液を用い，Fe の酸化還元反応を利用して DNT 分子の吸着挙動を追跡

した．測定溶液中の DNT の濃度がそれぞれ 2 nM,10 nM,20 nM,50 nM,100 nM,200 nM,500 

nM,1μM の濃度になるように調整した時の CV 測定結果を図 4b に示す．図 4b は通常の LPV

モードによるフェロシアナイドの酸化・還元プロットであり，図 4b の挿入図は DPV モード

の結果である．以上の測定結果から認識膜の結合定数を算出すると，TiO2/γ-CD 膜は 6.9

×107M-1となる．β-CD を用いて同様な測定を行った時の結果と比較して約 3倍以上の高い



結合力を示すことが分かった．現在，DNT の検出限度は 2 nM（約 0.4 ppb）以下を示し，膜

厚や電極などの実験条件を変えることでより実用的検出が可能となった．来年度は，本技

術を爆薬マーカーであるジメチルジニトロブタンに適応していく． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4 QCMによるTiO2/γ-CD交互積層膜の製膜評価(a)およびCVによるDNT結合評価(b, DNT

濃度：2nM,10nM,20nM,50nM,100nM,200nM,500nM,1μM) 

-50
-40
-30
-20
-10
0
10
20
30
40
50

-0.4-0.3-0.2-0.100.10.20.30.40.50.60.7
Potential/v

C
ur
re
nt
/μ
A

brank 2nM
10nM 20nM
50nM 100nM
200nM 500nM
1μM0

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50

-0.4-0.3-0.2-0.100.10.20.30.40.50.60.7
Potential/v

C
ur
re
nt
/μ
A

brank
2nM
10nM
20nM
50nM
100nM
200nM
500nM
1μM



３．研究実施体制 

「九州大学」グループ 

① 研究分担グループ長：都甲 潔（システム情報科学研究院、教授） 

② 研究項目：セキュリティ用途向け超高感度匂いセンサの開発 

 

「北九州市立大」グループ 

① 研究分担グループ長：李 丞祐（北九州市立大学国際環境工学部、講師） 

② 研究項目：爆薬および爆薬マーカーに対する鋳型分子認識膜の作製 

 

「インセント」グループ 

① 研究分担グループ長：池崎 秀和（インテリジェントセンサーテクノロジー、代表） 

② 研究項目：超高感度匂いセンサシステムの開発設計 
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