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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，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，昨年度試作したポータブル型表面プラズモン共鳴センサの改良を行った．ま

た，ジニトロトルエン(DNT)に対するモノクローナル抗体の性能評価を行った．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した． 

次年度には試作器の評価・改良を行うとともに，拭き取りサンプリングによる現場での

使用方法の検討を行う．また，ガス状態の爆薬のサンプリングについても検討する．  

 

 

２．研究実施内容 

（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 

 

1．抗体の作製 

ラットリンパ節法により抗 DNT モノクローナル抗体作製を試みた．本法を用いた結果、

約 3 カ月という短期間で 4 株の抗 DNT 抗体産生ハイブリドーマ獲得に成功した．ここで最

も DNT に対して高い結合性を示す抗体を産生した株について大量培養を行い，抗 DNT モ

ノクローナル抗体を作製した．本抗体の爆薬関連化合物に対する結合特性を間接競合

ELISA 法によって評価した結果を表 1 に示す．ここでは比較対象として昨年度に報告した

マウス由来抗 DNT モノクローナル抗体を挙げる．表 1 より，今回作製したラット由来抗

DNT モノクローナル抗体は 2,4-DNT に対して最も高い結合性を示した．更に，マウス由来

抗 DNT モノクローナル抗体と比べて 2,4-DNT に対する結合性が 1 オーダー高く，かつ交
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差反応性も概ね低い値を示した．

このことから，本抗体はより

DNT に対する結合性，特異性が

高い抗体であると言える． 
続いて RDX に対する抗体作製

を試みた．免疫原として，

(1,3,5-Trinitrohexahydropyrimi
din-5-yl)methylhemiglutarate 
(以下 RDXa1)を BSA 及び KLH
と結合させた RDXa1-BSA 及び

RDXa1-KLH を免疫原として用

い，ラット由来抗 RDXa1-BSA，

及び抗 RDXa1-KLH 抗体ポリクローナル抗体を作製した．両抗体を用いて間接競合 ELISA
法による RDX の測定を行った結果，両抗体ともに RDX の濃度依存的なシグナルの減少が

認められたことから，RDX に対する結合性を有することが示された． 
 
2．間接競合法による検出 

TNT の検出は，ppt レベルの感度を保ちつつ，短時間で検出を行うことを目指し，Au ナ

ノ粒子を用いた LSPR (Localized surface plasmon resonance)による信号増幅法による最

適化を試みた． 
昨年度に報告した TNT 誘導体を固定化した自己組織化膜を使ったイムノ表面と，今回の

Au ナノ粒子を固定したイムノ表面との特性を比較した．サンプル溶液を流通してから 2 分

間後の信号応答は，Au ナノ粒子を使うことにより，5 倍の増加がみられた．さらに，セン

サ応答の初期段階において応答速度が向上していることがわかった．これは，イムノ表面

で抗原が立体的に配置されているために，抗体が抗原と，より容易に反応できたためと考

えている．しかし，検出下限と検出上限には変

化は見られなかった．LSPR 効果は共鳴角応答

を増幅するが，抗原抗体反応自体には影響を与

えないものと考えられる． 
応答速度の向上により，1 分間でも TNT を

検出するのに十分な共鳴角変化量が得られた．

今後は，LSPR 効果による信号増幅法の最適化

を行い，小型化した SPR 装置でも大型 SPR 装

置と同等の感度を得られるように試みる． 
また，オリゴエチレングリコールを有する表

面を作製し，非特異吸着を抑制して誤差の少な

(b)(b)

 

図１ モノクローナル TNT 抗体 
(10 ppm)に対する SPR 応答の比較 

 

 
表 1 ラット由来抗DNTモノクローナル抗体およびマ

ウス由来抗 DNT モノクローナル抗体の結合特性 

2,4-dinitrophenyl
-glycine

mouse-anti-DNT mAb

Compounds IC 50 (M)

2,4-dinitrotoluene 5.0 × 10 -7 100

1.0 × 10 -6

2.3 × 10 -6 21.7

2,4,6-trinitrophenyl
-glycine

2,4-dinitrobenzene

50

20.82.4 × 10 -62,4,6-trinitrotoluene

17.92.8 × 10 -62,6-dinitrotoluene

11.94.2 × 10 -6

5.88.6 × 10 -62,4,6-trinitrophenol

16.6

80.6

100

37.8

12.5

202

596

rat-anti-DNT mAb

C.R (%)C.R (%)†

2,4-dinitrophenol Not detected

3.0 × 10 -5

2.5 × 10 -6

5.0 × 10 -6

5.8 × 10 -6

1.3 × 10 -5

8.3 × 10 -7

4.0 × 10 -5

IC 50 (M)

Not detected

CR : Cross Reactivity  



い測定を可能にした 3)． 
 

3.鋳型分子認識膜の作製 

電解質および電気化学プローブの濃度，スキャン時間などの実験条件の最適化を行った．

右図は，γ-CD/TiO2 膜でのゲスト分子吸着に伴う，ボルタグラムの変化を示す．測定条

件は，Scan range:0 V ~ -1.2 V, Scan rate: 100 mV/sec で 2,4-DNT 濃度を 0.002 nM ~ 100 µM
と増加させながら電気化学プローブである ferricyanide 還元ピークの変化を測定した．規

則正しい電流値増加が見られ，最適な電解質濃度条件下で約 2 pM(0.4 ppt)でも検出が可

能であることが確認できた（図２）．β-CD の膜の場合，1 µM 付近から電流値の増加が

飽和に達するに対し，γ-CD の膜ではその濃度範囲で規則的な増加が見られ，γ-CD/TiO2

膜の方が β-CD/TiO2膜より 2,4-DNT 分子に対す

るキャパシティーが大きいことが示唆された．

β-CD または γ-CD の錯体形成について，2D 
1H-NMR および UV-vis 分光法（Job’s plot）を用

いて検討を行った． 
抗原－抗体法が適用できない爆薬物質の一つで

ある DMDB に対する鋳型薄の作製を引き続き行

った．また，芳香族ニトロ化合物に対する鋳型薄

の作製を試み，ニトロ官能基の数，配置などによ

る還元ピークの変化とその定量について検討を行

った． 

 

4．超高感度匂いセンサシステム超高感度匂いセンサシステムのプロトタイプの作製 

H18 年度に作製した試作装置の改良を行った．図３にそ

の外観を示す．5 ポートの電磁弁をフローセルの後ろに配

置することにより，電磁弁のコイルの発熱の影響を排除す

ることができた．また，計測制御ソフトウェアの改良を行

った． 
次年度は，本試作装置により，TNT 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，さらに改良をすすめる． 
 

 

 

 

 

 

図３ プロトタイプ超高感度 
匂いセンサシステム 
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図２ γ-CD/TiO2膜の 2,4-DNT に対す

るセンサ応答 



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 （九州大学大学院、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 

 

（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、准教授） 

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 
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