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Fig.2 Time evolution of magnetization response under the 
pulsed magnetic field of 4.0, 8.0, and 16.0 kA/m in 
η = 12.4 mP s.

Fig.1 Time evolution of magnetization response under 
the pulsed magnetic field of 8.0 kA/m in 
η = 1.13 and 12.4 mP s.
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Fig.1 Imaginary part of the magnetic   
signal of Synomag D70 
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タンパク質との抗原抗体反応による磁性ナノ粒子の凝集効果の評価 
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Observation of aggregate of magnetic nanoparticles with protein 
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1.はじめに 

スイッチ磁界に対する磁性ナノ粒子の応答性から抗

原抗体反応によりタンパク質(GDF-15)1)を検出した.

タンパク質が磁性ナノ粒子の凝集性を促進すること

を,TEM 観察およびスイッチ磁界による応答性評価

等により明らかにした. 

2.実験方法 

本システムは磁性ナノ粒子へのスイッチ磁界の応答

性を検出可能である 2) 3).試料は永久磁石(NdFeB磁石, 

5 mm×4 mm×3 mm,表面磁束密度 21 mT)で約 300秒

間着磁され,続けて針状 NiFe ヨーク上で 300 秒間磁

化した後に,スイッチ磁界を±0.06 mT ステップ間隔

で 30秒間かけつつ 20回転し,回転ごとに磁界センサ

で磁性ナノ粒子の漏れ磁界を検出する.本サンプル

は,Protein A が添加された磁性ナノ粒子(Nanomag-D, 

平均粒径 130 nm)と 1 次抗体(GDF-15 antibody)を

結合させた後,抗原となるタンパク質(GDF-15)と約

30 分間抗原抗体反応をさせた 3).GDF-15 の濃度は 0, 

1,10 ng/ml と変化させた. 

また,GDF-15の有無による磁性ナノ粒子の結合の変

化を確かめるために TEM 観察を行った.GDF-15 濃

度は 0,1000 ng/ml とした.Holey マイクログリッド

(EM ジャパン社)にカーボン膜を張り親水化した後,

サンプルを 3 μl 滴下して静置した.その後,サンプル

をろ紙で吸い取り,25 %EM ステイナー(日新 EM 社)

で染色し,透過電子顕微鏡(JEM-1400 Plus)で観察し

た. 

3.測定結果 

Fig. 1 はタンパク質(GDF-15)の濃度を段階的に変化

させて,磁性ナノ粒子／抗原凝集体の光学顕微鏡写

真を示したものである.抗原濃度が増えるに従って,

磁性ナノ粒子／抗原の凝集が進み凝集体の色が濃く

なり,凝集が促進される様子が確認出来る.これは抗

原と磁性ナノ粒子がクロスブリッジを形成し,磁性

ナノ粒子間の距離が近づき,静磁気結合が増加した

ためだと考えられる 3). Fig.2 は TEM 画像である.濃

度 0,1000 ng/ml 各 3 画像に解析ソフト MIPAR で解

析を行い,画像上の凝集体の個数と大きさを計測し

た. その結果,0.03 m2 より大きい凝集体の割合が濃

度 1000 ng/ml で約 5.8 %,0 ng/ml では約 4.2 %であ

り,GDF-15 が 1000 ng/ml 含まれた方が高い数値とな

った.Fig.3 は,0.01 m2 ごとの範囲で凝集体の個数の

割合をグラフ化した図であり,0.03 m2より大きい範

囲で 1000 ng/ml の方が高い数値を示している．抗原

と磁性ナノ粒子のクロスブリッジが生じて,凝集体

のサイズが大きくなったと考えられる. 
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 Fig. 1 Photographs of the aggregates of magnetic  

nanoparticles and protein (GDF-15).  

(a)GDF-15 0 ng/ml (b)GDF-15 1000 ng/ml 
Fig. 2 TEM measurement image of sample. 

Fig. 3 Comparison of the number of agglomerates in 

TEM images. 
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超広帯域における磁性ナノ粒子およびタンパク質の磁化率評価 
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1 はじめに 転移性癌，ミトコンドリア病，高

血圧症などの疾患診断としてそのバイオマーカーで

あるタンパク質を迅速に検出することが求められて

いる．しかし，従来のウィスタンブロット法[1]，酸

素結合免疫吸着検定法(ELISA)[2]，質量分析法[3]は

大がかりで高価な装置やそれを操作できる高度な技

術者を必要とする．本研究ではこれらの課題を克服

する検出法として超広帯域での磁性ナノ粒子および

タンパク質の磁化率評価の検討を行った． 
2 計測⽅法 サンドイッチ法のイムノアッセ

イを用いて今回の標的タンパク質である GDF-

15(Growth Differentiation Factor-15)[4]を検出する．ま

ず，金を成膜したガラス基板に COOH-SAM (11-

mercapto-1-undecanoic acid) を 有 す る SAM(self-

assembled monolayer)を形成した．次に GDF-15 抗体

(Monoclonal mouse lgG2B, R&D Systems)の溶液(0.5 

mg/ml)を添加し，一次抗体としてガラス基板上の

COOH-SAM に固定化した．その表面を GDF-15 溶液

(0, 0.5, 5, 50 µg/µl)に浸漬させ，続けて二次抗体であ

るビオチン化抗体(Goat poly, 0.2 µg/µl, R&D Systems)

とストレプトアビジンコート磁性ナノ粒子

(SPHERO™ Coated Superparamagnetic Particles, 0.25 

µm, 5 mg/ml)を添加し，結合させた．最後にビオチ

ンコート蛍光粒子とストレプトアビジンコート磁性

ナノ粒子を添加した．シグナル増幅のため，上記の

操作を 3 回繰り返し行った．調製した試料は PET フ

ィルムを介してマイクロストリッププローブにセッ

トされる．そこに電磁石を用いてプローブによる RF

磁場と垂直となるように直流磁場を印加する．はじ

めに 1.8 T の直流磁場により S21をキャリブレーショ

ンし，その後 1.47, 1.1, 0.73, 0.37, 0.18, 0 T の直流磁

場における S21 を測定し，複素インピーダンスと磁

化率を求めた． 
3 計測結果 Fig. 1 は 5 µl/ml の GDF-15 溶液を

添加したときの直流磁場に対する透過係数(S21)の実

部の周波数特性グラフである．強磁性共鳴でのエネ

ルギー吸収は 10-20 GHz 付近で観察された．0.37 T

以下の低い直流磁場では磁性ナノ粒子がランダムに

配向しているため明確な強磁性共鳴は観察されなか

った．しかし，直流磁場を増加させると，強磁性共

鳴は鋭くなり，FMR 周波数は高周波側にシフトした．

Fig 2 は 10 GHz 以下の磁化率( '-j'')の実部 'の

平均値と強磁性共鳴における虚部''の損失ピークを

GDF-15の関数として示したものである． GDF-15の

濃度増加に伴って '，''は増加した．これによって

超広帯域での磁化率評価によりタンパク質検出が可

能であることが示された．  
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Fig. 1 Real part of the transmission coefficient (S21) 
plotted against the DC magnetic field. 
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Fig. 2 Magnetic susceptivity as a function of the 
GDF15 when the DC magnetic field is 0. 
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