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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

センサ及び電気化学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，ポータブル型表面プラズモン共鳴センサの試作を行った．また，トリニトロトルエン

（TNT）の ppt レベルの 2 分以内検出を可能とし，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． 

次年度には試作器の評価を行い，改良を行う．また，ガス状態の爆薬のサンプリングについても

注力していく．また，主要な爆薬である RDX に対する抗体作製についての検討を開始する． 

 

２．研究実施内容 

1．抗体の作製 

TNT 及び DNT に対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞株を樹立した後，

これらの培養上清からモノクローナル抗体を作製し，その性質評価を行う．また，DNT に対する

抗体については，より特異性の高いポリクローナル抗体の作製を試みた． 

抗 TNT モノクローナル抗体産生ハイブリドーマは 6 株，抗 DNT モノクローナル抗体産生ハイ

ブリドーマは 10 株を獲得した（in vivo：4 株  in vitro：6 株）．選抜した抗 TNT 及び抗 DNT モノ

クローナル抗体の各関連化合物に対する結合性を間接競合 ELISA 法により調べた．抗 TNT モ

ノクローナル抗体は各化合物の中でも TNT に対する結合性が最も高く，高い特異性を備えてい

ることがわかった． 

抗 DNT モノクローナル抗体については DNT 以外にも結合性を持つ化合物が種々認められ

たことから，更なる特異性の向上を目指し，抗 DNP-KLH-400 ポリクローナル抗体を新たに作製

した．本抗体および昨年度に作製した抗 DNP-KLH ポリクローナル抗体の各関連化合物に対す

る結合性を比較するため，IC50 値および交差反応性（2,4-DNT と各関連化合物の IC50 値の比）

を求めた．本抗体と抗 DNP-KLH 抗体を比較すると，ベンゼン環 1 位に窒素原子を持つという点

で 2,4-DNT とは構造が異なる化合物に対して認識が著しく低いことから，本抗体のほうが，より



2,4-DNT に対する特異性が高いと考えられる． 

 

2．間接競合法による検出 

表面プラズモン共鳴センサにおける間接競合法と呼ばれる感度増幅技術を用いて，犬の鼻を

超える ppt レベルの感度を目指し，爆発性のある分子を効率良く，かつ高感度に測定するため

のシステム化の設計を行い，短時間に多数のサンプルを測定できるように最適化を試みた． 

金基板上に自己組織化法を用いて，末端にアミン基を有するアルカンチオール単分子膜を

形成した．次にアミドカップリング反応により，TNPh-β-アラニンをチオール単分子膜上に固定化

し，これをイムノ表面として用いた． 

試料溶液をイムノ表面に送液する前に，TNT 標準溶液を 5 µg/ml モノクローナル抗 TNT 抗

体(M-TNT Ab)と反応させた．未反応の M-TNT Ab はイムノ表面上に固定化された TNPh-β-アラ

ニンと反応し，共鳴角が変化した．間接競合法では試料溶液中の TNT 濃度が増加すると，イム

ノ表面上の TNPh-β-アラニンと反応可能な

抗体量が減少するため，測定される共鳴角

の変化量は減少する．図 2 に，試料溶液中

の TNT 濃度に対する阻害率 (percentage 

of inhibition)を示す．TNT が測定可能な阻

害率を 10 %から 90 %とすると，その検出濃

度域は 8 pg/ml (8 ppt)から 30 ng/ml (30 

ppb)であった．また，TNPh-KLH コンジュゲ

ートを PEG-NH2 単分子膜上に固定したイ

ムノセンサでは，3 ppt から 70 ppb であった．

この検出可能濃度域は，物理吸着法により

イムノ表面を形成した場合とほぼ等しかっ

た． 

TNT 測定を行った後は，ペプシン塩酸溶液を用いて表面を再生させることができた．物理吸

着法を用いて作製したイムノ表面では，30 回程度の再生操作により感度が 5 %程度低下したが，

自己組織化法を用いた場合，100 回以上繰り返しても感度は全く変化しなかった．これは，自己

組織化法で作製したイムノ表面は，ペプシン塩酸溶液によって劣化しないことを示している．物

理吸着法で作製したイムノ表面では，タンパク質と金表面の間に大きなスペースが存在するため

に，ペプシン塩酸溶液による劣化が若干起きたと考えている．一方，最密充填された単分子膜

ではそのスペースが存在しないため，安定に性能を維持したと考えられる． 

 

3. 鋳型分子認識膜の作製 

3.1ＣＤレセプター固定化およびニトロ化合物の電気化学検出 

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

図 2  TNT 濃度に対する間接競合阻害率 



を組み合わせる新しいレセプター設計を試みた．北九大グループ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（CD）ホスト分子の固定化に用いることでレセプターの高密度集

積化を行った．さらにフェロシアナイド(2 mM)と塩化カルシウム(1 M)混合溶液を用い，サイクリ

ックボルタンメトリ（CV）による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, 1 µM の濃度になるように調整した時の CV 測定（DPV モード）結果から，TiO2/γ-CD
膜の 2,4-DNT に対する結合定数が 6.9×107 M-1 と見積もられ，さらに検出限度は 2 nM（約 0.4 
ppb）以下であった．100 nM のゲスト分子吸着による電流量の変化を調べたところ，2,4-DNT
に最も高い変化量を示した． 
3.2 分子鋳型法による ＤＭＤＢセンサ薄膜の作成およびその電気化学検出 

抗原－抗体法が適用できない爆薬物質の一つであるジメチルジニトロブタン（DMDB）に対し，

チタニア金属マトリックスを用いた鋳型薄の作製を試みた．Ti(O-nBu)4 と DMDB が 100 mM：5 
mM となるように Toluene/EtOH(1:1,v/v)混合溶媒を用いて溶液を調整した．表面研磨したグラ

ッシーカーボン電極上に調整した混合液をスピンコーティングし，薄膜を作製した．作製した薄

膜を 1 晩大気中で乾燥し，サイクリックボルタメトリーを用いて分析を行った． 
DMDB のニトロ基の酸化還元ピーク(－1.15V)を利用して，複合膜中の DMDB の存在と，

EtOH 洗浄による DMDB の除去を確認した．図３(a)．DMDB の濃度を徐々に増加させながら

鋳型薄膜へのゲスト分子吸着によるニトロ基のピーク変化(-1.15V)を図３(b)に示す．また，その

時のピーク変化と濃度相関を図３(ｃ)に示した．この結果から，DMDB の濃度を増加させることで，

膜中に DMDB 分子が吸着し，ピークの変化が現れることが分かった．1 µM (0.2 ppm)の濃度

からピークが検出でき，その変化量は DMDB の濃度強く関連することが分かった． 
 

4. 超高感度匂いセンサシステムのプロトタイプの作製 

爆薬探知の必要とされる現場で測定が可能な，ポータブルタイプの表面プラズモン共鳴セン
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図３ (a) DMDB/TiO2 ナノ薄膜の DMDB 除去前後の CV スペクトル、(b) TiO2 鋳型膜への DMDB 吸着

によるピーク変化と (c) その濃度依存性（－1.15V） 
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図４ 試作 SPR センサシステム 図５ 試作 SPR センサシステム（上面）

サの開発を行った．図４にその外観を示す．また，図５に上部を示す．シリンジポンプ，５ポートバ

ルブを備えている．ノート PC で制御可能で，9. 5 kg 程度である．外装など規格品の組み合わせ

であるため，大きさ，重量とやや大きいが，軽量化は可能である．また，検出は５チャンネル測定

に対応しており，専用のセンサチップ，フローセルを作製した． 

次年度は，本試作装置により，TNT および DNT の高感度検出を試みる．また，拭き取りサン

プリング法と組み合わせた，検出プロトコルの検討を行うとともに，ガス状の爆薬分子のサンプリ

ングとの組合せも検討する． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究実施体制 

（１）「九州大学」グループ 

①研究分担グループ長：都甲 潔（九州大学 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 

 

（２）「北九州市立大学」グループ 

①研究分担グループ長：李 丞祐（北九州市立大学 助教授） 

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 

 

（３）「インセント」グループ 

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

長） 



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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